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요   약   문

Ⅰ. 제  목

  염류장해토양의 복원을 위한 환경친화형 미생물 및 신소재의 상업적 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

현재 선진 각국간에는 기술우위 확보를 위해 의학, 생명과학, 환경분야에서 

첨단기술의 개발 및 정보화 (database)로  불꽃튀는 경쟁을 하고 있는 중대한 

시점에 있다. 서방 선진국은 개발된 신기술의 특허를 이용하여 타국의 기술개

발을 규제하여 독점적 지배체제의 유지를 시도하고 있으며, 기술 및 제품에 대

한 royalty도 급속히 상승시키고 있다. 더욱이 국제적인 환경보호협약의 출범은 

환경분야에서도 선진국의 경제지배를 가속화시킬 것이며 이렇게 급변하는 국제

질서에 대응하기 위해서 21세기 차세대형 농업환경기술과 제품의 개발은 필수

적이다.

환경복원에 기여할 수 있는 환경친화형 신기술의 개발 방향은 환경 보전과 

환경 관련 생산물의 부가가치 증진 등 양적, 질적 생산성을 향상시키는데 있으

며, 이를 위해서는 무공해 천연 미생물의 개발로 우리의 관심을 집중해야 한다. 

특히 환경보호와 생태계 보전에 관한 Green Round 협약이 국제적 관심의 대

상이 되면서, 농토가 부족한 우리나라의 농업환경하에서 발달한 집약적 농업에 

주로 적용하던 기존의 환경을 파괴하는 농법인 과잉의 비료시비와 과다한 농약 

사용 및 연작재배 등은 국제적으로 무역활동의 위축 등을 야기하는 원인이 되

고 있다. 더욱이 이런 농법으로 인하여 시설하우스의 토양은 염류가 집적되어 

염류장해가 심각한 실정에 이르고 있다. 이러한 염류장해는 농작물 생육에 큰 

피해를 주어 결국 농업생산성을 심각하게 감소시키는 등 환경파괴와 생산성 감

소, 무역활동의 위축이라는 다 방면에서 다양한 문제를 야기하고 있어 이를 시

급히 해결해야할 시점에 와있다. 즉, 토양환경을 복원하고, 과도한 시비를 억제

하며 무독성 생물농약의 사용을 장려해서 무공해 환경친화적인 농업생산성의 

향상을 이루기 위해 노력해야 한다.

본 연구에서는 특히 토양환경의 복원에 초점을 맞추어 국내 토양 미생물로부

터 농토의 염류장해를 제거할 수 있는 염류제거 기능성 미생물의 탐색, 염류제
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거 기능의 분자 생물학적 특성 규명을 통한 기능이 증강된 유전자조작 미생물

의 개발, 염류제거를 통한 환경복원 능력 실험 및 환경방출 실험, 또 개발된 염

류제거 기능성 미생물의 제제화를 위해 염류장해토양의 복원을 위한 환경친

화형 미생물 및 신소재의 상업적 개발이라는 명제하에 다음과 같은 목적을 

갖고 수행되었다.  

1) 토양염류를 효율적으로 제거하는 미생물의 개발 및 제제화

2) 토양염류 제거를 위한 내염성 증강 진균의 개발

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

본 연구개발의 최종목표는 염류제거능이 뛰어난 미생물을 선별하여 염류장해 

토양에 접목하였을 시 식물의 성장, 생육 등에 약해가 없으며, 토양환경개량 능

력과 염류제거 능력이 뛰어나며, 연작, 윤작에 영향이 없고 지하수, 토양, 하천

수 등에 오염물질원으로 작용하지 않는 미생물을 개발하는데 필요한 기초 및 

응용적인 생물학적 연구를 수행하고 이들을 상품화시키는 것이며 이를 위해 다

음과 같은 연구내용 범위를 설정하였다.  

1. 토양염류제거용 미생물 탐색

 ① 시설하우스와 간척지의 염류장해토양의 환경요인 분석

 ② 염류장해토양으로부터 내염성/호염성 균주 선별

 ③ 국내 토양으로부터 불용성 인산염 가용화 균주 선별

 ④ 방사선이용 가용화능 증강 균주 발굴

2. 인산염 가용화 균주의 분자유전학적 동정

 ① 불용성 인산염 분해세균의 생리생화학적 특성 조사

 ② 불용성 인산염 분해세균의 16S rDNA 서열을 이용한 분자생물학적 분류

3. 불용성 인산염 가용화 균주의 토양내 염류제거 효율조사

 ① 가용화 균주의 활성 스펙트럼 조사

 ② 가용화 균주 생장율 특성 분석

 ③ 가용화 균주의 phophatases 활성 분석

 ④ 가용화 균주의 염류장해토양내 전기전도도와 이온함량에 미치는 영향 조사

4. 토양염류 중 인 제거를 위한 유전자재조합 세균의 개발
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 ① pho reluron 유전자들(phoB, phoA, phn operon)의 클로닝 및 특성규명

 ② 인산염 분해 및 축적 유전자들(ushA, phy, pqqE)의 클로닝 및 특성규명 

 ③ PhoA promoter를 이용한 super expression vector 구축

 ④ 항상 활성형을 나타내는 constitutive PhoB (PhoB
C
) 구축

 ⑤ 인산 가용성 및 축척능이 배가된 재조합체(PpkS-PhoBC) 구축

5. 토양염류 제거를 위한 내염성 증강 진균의 개발

 ① 내염성 조절 유전자 Hog1 MAPK 클로닝

 ② Hog1 유전자가 결핍된 이스트 균주 제조

 ③ 내염성 증강 유발 Hog1 돌연변이 유전자 탐색 및 특성 규명 

 ④ 내염성 증강 이스트 재조합균주 구축 및 특성 조사

6. 포장활성실험

 ① 가용화 균주의 작물 발아율에 미치는 영향 조사

 ② 폿트활성시험을 통한 가용화 균주의 염류장해토양 개선 효과 조사

 ③ 폿트활성시험을 통한 가용화 균주의 제제화 기법 구축

 ④ 온실활성시험을 통한 가용화 균주제제의 염류장해토양 개선 효과 조사 

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1) 연구결과의 기대효과

  본 과제의 연구결과는 잘 활용할 경우 다음과 같은 기대효과를 충족시킬 수 

있다. 

① 기술적 측면

• 균주탐색, 활성검색, 제제기술, 염류장해토양 환경요인 분석기술 등이 선진

국 수준으로 올라간다.

• 염류장해 제거 및 복원기술에 대한 세계적, 독창적 선도기술이 확립된다. 

   ===> 외국으로의 기술 이전 가능한 신기술이 개발된다.

• 염류장해에 대한 생물학적인 환경친화형 복원모델 시스템이 구축된다.

• 환경친화형 염류장해 제거 미생물 균주 및 유전공학적 변형 균주 (GMO 균

주)를 이용한 미생물 제제의 개발이 가능해진다.
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• 토양의 복원 및 정화에 대한 신기술을 확보하게 되어 작물생산성 증대가 가

능해진다.

• 부작용 없는 생물청정제로서의 환경친화형 염류제거 미생물 제제를 확보하

게 된다.

• 내염성 작물개발을 위한 형질전환 식물 (transgenic plant) 제조용 기반기술 

제공(Hog1연구결과)이 가능해진다.

• 방사선을 응용한 탈염, 탈인, 가용능이 증가된 고효율 미생물 유도기술이 확

보된다.

• 국내 기능성 미생물 자원의 확보 및 유전공학적 개량 기술의 증대를 가져온

다. 

•  국내의 기술개발로 인한 염류장해토양 개선에 관련된 신기술의 축적되었기 

때문에 지속적인 환경친화적 염류장해 개선 및 작물 생산성 향상용 미생물

제제의 제품이 탄생된다.

• 국내 관련 산업 기술의 상승효과가 있게 된다.

• 내염성 유도관련 단백질의 개발에 대한 기초지식을 제공하게 된다.

• 극한 환경에서의 미생물의 생리 생화학적 반응기작 규명에 응용할 수 있게 

된다.

• 인 (phosphate) 대사에 관련된 미생물의 분자생물학적 메카니즘의 규명에 

활용할 수 있게 된다.

• 미생물 제제의 고정화 기반 기술 확립에 일조할 수 있게 된다.

• 외국의 기술 의존도 및 선진국에서의 기술 종속 관계에서 탈피한다.

② 경제산업적 측면

• 국내에 염류집적으로 인해 작물 소출에 영향을 받고 있는 경작지에 적용함

으로써 작물의 생산이 증대되고 토양의 비옥도가 증가되어 지속적인 경작이 

가능케 된다. 이를 통해 또한 소농이 위주로 되어 있는 농민의 소득 증대에 

크게 기여할 수 있을 뿐만 아니라 농민의 보건향상에도 기여할 수 있게 된다.

• 염류집적지의 염제거에 대한 고효율성의 환경친화형 염류장해 환경 복원제 

제로의 적용은 국내 농경지의 토양보호는 물론 연작‧윤작을 가능케 함으로

써 작물의 생산성을 높일 수 있게 된다. 
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• 다양한 기능성 미생물 제제와 혼용하여 보다 우수한 기능을 지닌 염류장해 

환경 복원제제를 생산할 수 있어 하우스토양 뿐 만 아니라 서해안의 간척

지 등에 적용이 가능해, 간척지 조성후의 쌀 농사의 시점이 빨라지는 동시

에 기능성 미생물 제제의 작용으로 토지의 영양물질 순환이 빨라져 궁극적

으로는 쌀 생산의 증산에 부가적인 도움을 준다. 따라서 간척지에서의 쌀의 

조기 생산 및 증산은 국내의 주 식량자원인 쌀의 자급자족을 지속적으로 가

능케해 세계 국가에서 식량자원을 안보화하는 현 시점에서 산업적으로 일익

을 담당할 수 있게 된다.

• 특허가 종료되는 20년간 세계 시장에서 독점적으로 판매가 가능하여 기술   

로얄티 수입이 예상되며 또한 관련 국내 중소기업에 제조권 및 판매권을 이  

양하여 고용의 창출과 중소기업의 안정된 발전을 기대할 수 있게 된다.

• 국제경쟁력을 갖춘 신제품의 지속적인 창출로 지속적인 외화 획득에 기여   

할 수 있게 된다.

• 자원이 없는 우리나라의 입장에서 염류장해 환경 복원제제 개발과제는 고

부가치성 기술집약형 기술의 총화이다. 따라서 지속적인 연구 개발을 통해

서만 신제품이 창출되기 때문에 고급 연구인력의 참여가 필수적이다. 즉, 만

성적인 고급인력의 적체를 해소하는데 기여할 수 있게 된다.

• 부작용 없는 생물 청정기술의 확보로 관련 산업 및 환경에 적용하여 국내 

환경 오염 예방과 복원에 이용할 수 있다. 이를 통하여 산업화와 도시화로 

인한 국내의 토양 환경 개선에 기여할 수 있게 된다.

• 염류장해 환경 복원제제 개발의 성공으로, 부가적으로 이미 본 연구진이 

개발에 성공하여 일부 상품화된 토양부숙제와 미생물농약을 함께 사용    

했을 때, 부영양화 되어 있는 농경지의 많은 영양염을 효과적으로 분해‧제

거하여 토양으로부터 유래하는 수계오염원을 원천적으로 차단하여 국내의 

수생환경 보호와 개선에 일조할 수 있게 된다.

2) 활용방안

본 연구로부터 얻어진 결과들에 대하여 구체화된 활용계획을 요약하면 다음

과 같다.

① 본 연구로부터 탐색, 분리된 16종의 인산염 가용화 및 내염성/호염성 균주
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들은 염류장해토양 환경개선용 bioremediator와 biofertilizer로 생산개발

에 이용될 것이다(특히, 인산염 가용화 균주들은 국내특허를 출원하였으

며 참여기업인 (주)에코바이오메드에 의해 염류장해토양 개선용 미생물

제제로 2003년 8월경에 생산시판될 예정임: 상품명 ‘염류닥터’).

② 8종의 인산염 가용화 균주들은 기존의 생화학적 동정방법(API, Biolog kit 

등)으로는 60% 이하의 판정으로 명확한 동정이 불가능하였으나 최신의 분

자유전학적 동정기법을 이용하여 99.9%이상의 정확도로 아래와 같이 분류

되었다

   ★KSJ8 (Leclercia adecarboxylata) ★KSJ16 (Enterobacter intermedius)

   ★KSJ11 (Pseudomonas putida) ★WP38 (Enterobacter asburiae)

   ‧KSJ3 (Acinetobacter calcoaceticus) ‧WP20 (Acinetobacter calcoaceticus)

   ‧WP41 (Acinetobacter sp.) ‧WP42 (Acinetobacter sp.)

   이중 ★ 표시된 4종류의 균주들은 국내외적으로 인산염 가용성이 있음을 

본 연구를 통해 최초로 밝힌 것으로 본 균주들을 이용한 염류장해토양 개

선용 미생물제제는 국외로 수출하여도 경쟁력이 있는 제품임을 기대할 수 

있다.

③ 본 연구에서 발굴한 인산염 가용화 균주들을 제제화하여 염류장해토양에서 

작물재배에 활용한 포장활성시험에서 대조군에 비해 작물의 생체중 증가

율이 무려 1.7배에서 4.3배에 이르는 등 작물생산성이 증가된 결과와 염류

장해토양의 물리화학적 환경요인이 개선된 결과(토양의 전기전도도가 11이

상에서 6이하로 낮아지는 등)로 판단하건데 국내외적으로 염류장해토양 

개선을 위한 연구분야에서 독보적인 기술력을 확보한 것으로 이 기술력을 

기업화할 경우 향후 10 여년 이상 이 분야에서 독보적인 판매우위를 차지할 

것으로 예측되며 또한 국내외 기업으로부터 고액의 기술료을 받을 수 있을 

것으로 예측된다. 

④ 또한, 방사선을 이용하여 인산염 가용화능을 배가시킨 5종의 균주들 

[KSJ8(2균주), KSJ11(1균주), KSJ16(2균주)]은 제제화하거나 인산염 가

용성의 메카니즘을 보다 상세히 연구하는 데에 활용할 수 있어서 보다 유용

성이 개선된 미생물제제의 개발이 기대된다.

⑤ 본 연구를 통해 확보한 세균인산대사 조절 유전자들 (pho regulon 유전자

들)과 인산염 분해 유전자들(ushA, pqqE, phy, ppk)은 이 분야의 기초학문

연구에 활용되어 선도적인 역할을 할 수 있게 될 것이다. 특히, 

Enterobacter aerogenes의 C-P lyase인 phn  operon의 구조를 세계최

초로 규명한 결과는 세계적 저명학술지에 개재할 것으로 이 분야의 국내 
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연구역량을 높이는데 일조할 수 있다. 

⑥ 본 연구에서 개발된 super expression vector (pEAAP)는 인산 결핍환경

에서 유전자를 과발현할 수 있는 특징을 지닌 것으로 특허권을 취하는 한편 

본 연구진은 국내의 연구자들과 산업체 발전을 꾀하고자 한국미생물학회지

에 게재하였다(한국미생물학회지,  2002. 38(4):318-321).

⑦ 본 연구에서 개발된 5개의 신규 발현벡터들[pEAAP, pEAPHY1 (PhyS), 

pEAPHY31 (Phy
S
+Hig tag), pEAPPK (Ppk

S
), pEAPQQE (PqqE

S
)]과 항

시활성형 PhoBC를 제공하는 5개의 신규 벡터들[pSH1C (phoB 발현, high 

copy number vector), pSH2C, pSH3C, pSH4C, pSH5C]은 인산염 가용성을 

지닌 다양한 재조합체(GMO)를 구축하여 상업적 목적으로 활용할 수 있을 

뿐만 아니라 세균의 인산대사 메카니즘을 연구하는 기초 학문적 수준에서의 

재료로 폭 넓게 활용될 수 있다. 

⑧ 이미 본 연구를 통해 구축된 재조합체들{pSH3C/PPK (Ppk
S
-PhoB

C
, DH5

α), pSH3C/PQQE (PqqES-PhoBC, DH5α), pSH1C/PHY1 (PhyS-PhoBC, 

DH5α)} 중 PhyS-PhoBC는 phytase 활성이 3.5배에 달하는 효율을 나타

내어 그 유용성이 입증되었다. 그러나, host가 E. coli인 때문에 상업화에 

제한이 있어 본 연구에서 개발된 인산염 가용화 균주에 도입하고자 기반 연

구를 수행하였다. 앞으로 참여기업인 (주)에코바이오메드와 공동으로 이에 

관한 연구과제를 제안하여 염류장해토양 개선을 위한 유용한 GMO 균주를 

상업적으로 생산할 수 있도록 계획하고 있다. 

⑨ 본 연구에서는 유용토양진균의 염류내성을 증강시켜 염류장해토양에서 생존

하여 토양의 공극을 넓히거나 유용 효소를 분비하는 등 작물의 생장에 도움

을 줄 수 있도록 함으로서 염류장해토양을 개선하고자 목적하였다. 이를 달

성하고자 토양 진균의 하나인 yeast의 내염성 조절 인자인 Hog1 MAPK

를 확보하고 이를 변형하여 내염성이 보다 증강되도록 하는 5종류의 변이

유전자[M11 (K65P), M21 (T113S), M32 (F89S), M52 (D170A), M85 

(W332R)]와 이를 도입한  5종류의 재조합 yeast를 개발하여 그 특징과 유

용성을 확인하였다. 이러한 결과는 국내외적으로 최초로 얻어진 성과로서 

확보한 Hog1 MAPK 변이유전자를 유용 토양진균에 도입하거나 혹은 유상 

유전자를 토양진균으로부터 확보하여 유사한 변이를 줌으로서 기초 및 응용

연구에 활용될 수 있으며 이를 이용한 상업적 염류장해토양 개선용 진균제

제를 개발할 수 있게 되었다.

⑩ 본 연구결과는 이미 연구 3년차 연구중 중간시기부터 마무리되는 시기까지

(2002년 7월부터 12월까지) 4차례에 걸쳐 전국의 농업관련 과학자와 교육자
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를 대상으로 교육, 홍보하였다[수출농산물 연구센터(2002.7.24, 100여명 교

육), 경남농업기술원(2002.10.18, 100여명 교육), 충남농업기술원 

(2002.11.19, 350여명 교육), 제주농업기술원(2002.12.10, 100여명 교육)]. 염

류장해토양의 미생물학적 복원 및 생체인산비료의 개념에 대한 본 연구결과

를 실질적인 친환경적 접근방법으로 제시하여 찬사를 받았다. 이에 그치지 

않고 계속해서 농업관련 종사자를 대상으로 본 연구결과를 교육함으로서 시

설재배지와 같은 특화된 농지의 개선과 보존에 관한 기술의 전수와 친환경

농법의 효율적 접근방법을 제공하고자 한다.

⑪ 요컨데, 본 연구로부터 환경친화형 염류장해토양 개선용 bioremediating 

agents인 다양한 미생물제제가 개발되었기 때문에 기술이 국내기업에 이양

되고 제품이 생산되어 국내 염류장해토양의 활용성을 극대화하여 국내 토양

의 보호는 물론 작물의 생산성을 제고시킬 뿐만 아니라 세계시장에 수출되

어 외화획득에 기여하여 국가 경제에 이바지하게 될 것이다. 또한 기반기술

과 경험의 축적은 본 연구에서 개발된 염류장해토양 개선용 미생물제제에 

국한되지 않고 지속적인 신소제 및 신 미생물제제 개발에 이용됨으로써 신

제품(GMO 활용제품 등)의 계속적인 창출이 가능하다.  
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SUMMARY

Ⅰ. TITLE
   Industrial Development of Environment-Friendly Bioremediating 

Agents for the Recovery of Salt Injury Soil

Ⅱ. RESEARCH OBJECT

Recently the developed countries have competed fiercely for developments 

of up-to-date techniques on the medicinal, biological and environmental 

sciences. They make an attempt to lead the monopolized market by 

controlling the development of the high techniques in the other countries 

through the patents on the high techniques. They also increase the royalty 

of the patents on the high and know-how techniques and products. 

Additionally, under WTO system, the international regulation of the 

environmental protection will control the economical activity by the 

developed countries. Therefore, to overcome a rapidly changing situation in 

the world, it is necessary that we have to develop the agricultural 

technologies for the environment-friendly agents and products. 

The new agricultural technologies have to consist of the 

environment-friendly process, the bioremediating capacity and the 

environment-conserved method.  Consequently the farm products made by 

the new technologies are characterized with a highly valuable, a good 

quality and a high quantity. The key of the new technology is the 

development of the native and non-hazardous microorganisms for 

bioremediating the agricultural soils. The intensive agricultures using the 

excessive chemical fertilizers, chemical pesticides and the repeated 

cultivation have stayed for long time and caused the destruction of the 

agricultural soils in our country. When the agreement of Green Round on 

the environmental protection and the conservation of ecosystem became 
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declared, the intensive agricultures causing environmental destruction should 

be related with the serious limitation of international trading. There are 

many kinds of environment destructive and/or polluted cases. One of these, 

salt injury soil must be the big problem. The salt injury soils lead to 

damage the plant growth and to decrease the crop products. 

We will try to increase the productivity of the environment-friendly crops 

by the new agricultural techniques comprising the following functions : 

bioremediating the injury soils, reducing the application of fertilizer and 

chemical pesticides, and increasing the non-hazardous biopesticides 

application. Under the title "Industrial Development of Environment-Friendly 

Bioremediating Agents for the Recovery of Salt Injury Soil", we carried out 

two research objects such as 

1) Development of Salt Removing Microorganisms and Formulation of 

Environment-Friendly Bioremediation Agents

  ① Screening of Salt Removing Microorganisms and Formulation of 

Environment-Friendly Bioremediation Agents

  ② Development of the Genetic Recombinant Bacteria Enhanced 

Capability to Remove    Phosphate Compounds in Soil Salts

2) Development of the Genetically Engineered Fungi Enhanced 

Osmosis Adaptation to Remove Soil Salts

 

Ⅲ. RESEARCH CONTENTS

1. Screening and the development of the salt removing microorganism

2. Classification and the phylogeny of the screened microorganism

3. Salt removing efficacy by phosphate solubilizing bacteria (PSB)

4. Development of the genetically modified bacteria for bioremediating the 

insoluble phosphate compounds

5. Development of the salt tolerable fungi for bioremediating the salt injury 

   soil

6. Field test of PSB
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Ⅳ. RESULTS AND THEIR FUTURE APPLICATION 

PLAN

⑴ Each of sixteen isolates of the phosphate solubilizing bacteria and salt 

tolerable bacteria screened out in this project will be applied to 

manufacture bioremediators and biofertilizers for overcoming the salt 

injury soils (final version of the agents will be available for sale on 

August 2003 by the collaborator, EcoBioMed Co.).

⑵ Eight phosphate solubilizing bacteria were classified by molecular genetic 

methods(16S rRNA homology analysis) as follows :

   ★KSJ8 (Leclercia adecarboxylata) ★KSJ16 (Enterobacter intermedius)

   ★KSJ11 (Pseudomonas putida) ★WP38 (Enterobacter asburiae)

   ‧KSJ3 (Acinetobacter calcoaceticus) ‧WP20 (Acinetobacter calcoaceticus)

   ‧WP41 (Acinetobacter sp.) ‧WP42 (Acinetobacter sp.).

   Star(★) was indicated as a internationally first report owing to  

their phosphate solubilizing activity by our researchers. Therefore, 

the bioremediating agents have a competitive power in international 

markets. 

⑶ The bioremediating agents have abilities to increase the wet weight of 

crops as 1.7 to 4.3 times more than those of control and to decrease the 

electoconductivity from above 11 to below 6. It means that the high  

technology to make the bioremediating agents was obtained up to a 

internationally leading position. It is expected that the commercialization 

of this technology will be accomplished a monopoly of the bioremediation 

agents for more than 10 years and guaranteed a high royalty when 

transferred to the domestic and foreign companies.

⑷ Five enhanced bacteria [KSJ8 (2 strains), KSJ11 (1 strain), KSJ16 (2 

strains)] induced by gamma radiation will be applied to the studies 

related with the mechanism of phosphate solubilization and to the 

development for the improved bioremediating agents. 

⑸ The cloned genes (pho regulon, ushA, pqqE, phy, ppk) can be used for 

the basic and applied the research on the phosphate metabolism in 

bacteria. The phn operon structure of Enterobacter aerogenes has never 

been reported internationally and will be submitted to the international 

journal. 
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⑹ In order to contribute the development of the related sciences and 

industry of our country, the method and the right of super expression 

vector(pEAAP) have been published through the publication in the 

Korean Journal of Microbiology(2002, Vol.38 No.4 pp.318-321).  

⑺ In this project, we have been constructed five new expression vectors 

[pEAAP, pEAPHY1 (PhyS), pEAPHY31 (PhyS+Hig tag), pEAPPK 

(Ppk
S
), pEAPQQE (PqqE

S
)] and five constitutively activating PhoB

C
 

vectors [pSH1C (phoB expression, high copy number vector), pSH2C, pSH3C, 

pSH4C, pSH5C]. These vectors can be used to make GMOs for 

commercial purpose and also to study on the  phosphate metabolism in 

bacteria.  

⑻ In this project, we have been constructed the GMOs [pSH3C/PPK 

(Ppk
S
-PhoB

C
, DH5α), pSH3C/PQQE (PqqE

S
-PhoB

C
, DH5α), 

pSH1C/PHY1 (PhyS-PhoBC, DH5α)] and the usefulness of PhyS-PhoBC 

has been proved by the expression experiment of phytase activity which 

is 3.5 times more than that of the control. Because the host is E. coli 

strain, it is limited to a commercialization. The adequate host for the 

maximized and stable expression of phosphate solubilizing genes has 

been studied. One of these days, we will suggest a research project on 

the host and GMO development for commercial purpose with EcoBioMed 

Co. as a collaborator.

⑼ The salt injury soil provides the strong osmotic stress to soil fungi. 

Yeast, one of the soil fungi, has a osmotic stress tolerant mechanism 

through the Hog1 MAPK signal pathway. In this study we cloned the 

yeast Hog1 MAPK gene and constructed the deletion mutant by the 

knock out of Hog1 gene. Hog1 gene was mutated by the chemical 

mutagenesis and was transferred to the knock out strain and then 

selected the improved strains with tolerant to osmotic stress more than 

the control. From the improved strains, we isolated the mutated Hog1 

genes[M11 (K65P), M21 (T113S), M32 (F89S), M52 (D170A), M85 

(W332R)] and determined the mutated sites of Hog1 gene for the 

tolerant improvement. These information and the mutated Hog1 genes 

will be used to develop the tolerable fungi to osmotic stress by 

genetically modified methods. 
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⑽ Year in research term, we have educated four times the results of this 

project to the agriculture scientists and tutors. The special lectures 

upon the practical approach of environment-friendly methods about 

bioremediating and biofertilizer for improving the salt injury soil were 

eulogized. We will plan many educational seminars continuously to give 

a technology on the improvement and protection of agricultural land and 

a instruction about the efficient approach of the environment-friendly 

cultivation. 

⑾ In conclusion, the environment-friendly, very efficient bioremediating 

agents against salt injury soil have been developed. This technology 

will be transferred to domestic companies to make qualitative products, 

which will improve and protect the agricultural land and increase the 

crop yield. It will also contribute to a nation's economy when exported 

to the world market. The accumulation of basic data and unique 

technology also allow the sustainable developments of new emerging 

bioremediating agents. 
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    2. 연차별 연구개발 내용 및 범위‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧32

제2장 토양염류제거 및 인산염가용화 미생물 탐색 및 

      활성특징‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧33

  제1절 서론‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧33

  제2절 토양염류제거용 미생물의 탐색‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧35

    1. 염류장해토양의 환경요인분석‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧35

    2. 토양이온분석‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧36

    3. 호염성 및 내염성 균주 선별‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧40

    4. 불용성 인산염 가용화 균주의 선별‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧42

    5. 분리균주의 방사선 감수성‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧53

    6. 방사선이용 내염성/호염성 돌연변이 균주 제조‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧54

    7. 방사선이용 염류요구성 균주제조‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧55
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제 3 장 인산염가용화 균주의 분자유전학적 동정‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧56

  제1절 서론‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧56

  제2절 생리생화학적 동정 실험‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧57

    1. Esculin hydrolysis‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧57

    2. Catalase 생산‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧58

    3. Citrate 이용‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧58

    4. Gelatin hydrolyze‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧58

    5. Indole 생성‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧58

    6. Methly Red test‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧59

    7. Voges-Proskauer test‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧59

    8. Oxidase test‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧59

    9. Starch hydrolysis‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧59

   10. Motility test‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧60

   11. Tryptophan hydrolysis‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧60

   12. Phenlyalanine deamination‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧60

   13. Lactose‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧60

  제3절 분자유전학적 분류 실험‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧61

    1. 균주 및 Plasmid‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧61

    2. 제한효소 및 변형효소‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧62

    3. Genomic DNA 추출‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧62

    4. Primer의 제작‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧63

    5. 16S rDNA의 PCR에 의한 증폭‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧63

    6. Competent cell 제조‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧63

    7. Competent cell과 cloning vector의 준비‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧64



- 22 -

    8. Cloning‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧64

    9. plasmid DNA 분리‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧66

   10. 염기서열분석 및 상동성 분석‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧66

   11. 16S rDNA의 cloning 및 염기서열 결정‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧67

제 4 장 불용성 인산염 가용화 균주의 활성능과 복원능‧‧‧‧‧76

  제1절 서론‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧76

  제2절 인산염가용화 균주의 활성능‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧78

    1. 불용성 인산염 가용화 균주의 활성 스펙트럼‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧78

    2. 불용성 인산염 가용화 균주의 인산농도에 따른 세포생장율‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧79

    3. 환경조건에 따른 인산화합물 분해효소들의 기여도와 발현조절‧‧‧‧‧‧‧82

    4. 불용성 인산염 가용화 균주의 생장에 따른 poly-Pase 활성도, ortho-P  

       및 염류제거능‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧84

    5. 여러가지 불용성 인산염 가용화능과 생장률 및 염류제거능‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧86

    6. 장해토양에 인산염 가용화 균주 접종 후 이온 변화‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧86

    7. 제형화 기법에 따른 염류제거 효율의 증진‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧89

제5장 인제거용 유전자재조합 세균 개발‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧92

  제1절 서론‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧92 

  제2절 인제거용 유전자재조합 세균 개발‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧92

    1. 클로닝 기법‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧92

    2. poly-P 합성 및 분해유전자(ppk)‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧92

    3. phoA 유전자 클로닝‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧99

    4. phn operon 유전자의 확보 및 서열분석‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧101

    5. Phytase 유전자(phy)의 확보‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧107 
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    6. PQQ synthase 유전자 확보‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧110

    7. UDP-sugar hydrolase 유전자 ushA의 클로닝 및 특성분석‧‧‧‧‧‧‧‧‧115

    8. pho regulon 조절유전자 phoB의 항시활성형 phoBC의 구축‧‧‧‧‧‧‧‧‧116

    9. phoA promoter를 이용한 super expression vector(pEAAP) 구축‧‧‧‧124

   10. Phy
S
의 구축 및 인 제한 환경에서 과별현 확인‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧125

   11. PhyS-PhoBC의 구축 및 활용성 확인‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧127

   12. PpkS, PqqS, PpkS-PhoBC, PqqS-PhoBC 재조합 균주 구축‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧128

   13. 결론‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧129 

제 6 장 내염성 증강 진균의 개발‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧130

  제1절서론‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧130

  제2절 국내외 기술개발 현황‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧131

  제3절 연구내용 및 결과‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧131

    1. 이스트 Hog1 MAPK 유전자 크로닝‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧132

    2. Hog1 유전자 돌연변이 유도‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧133 

    3. Hog1 유전자가 결핍된 이스트 균주제조‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧134  

    4. 돌연변이 Hog1 유전자 스크리닝‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧134

    5. 돌연변이체 확인 성격규명‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧135

    6. 염 저항성이 증강된 Hog 1 유전자 염기서열 결정‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧136

    7. 돌연변이 Hog1에 의한 염 저항성‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧136

    8. Osmostress에 따른 wild-type과 돌연변이 Hog1의 인산화‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧137

    9. 높은 염농도 저항성 돌연변이 Hog1에서 단백질 인산화 증진‧‧‧‧‧‧‧138

   10. 염 저항성이 뛰어난 Hog1 mutant들의 2차 선별‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧138

   11. 토양염류 제거를 위한 내염성 이스트의 성격규명‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧140

  제4절 목표달성도 및 관련분야에의 기여도‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧148
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제 1 장 서론

제1절 연구개발의 목적 및 필요성

1. 연구개발의 배경 및 목적

현재 전 세계는 WTO 체제아래 국제간 새로운 무역질서 및 규제를 구축하

고 있으며 선진 각국간에는 기술우위 확보를 위해 의학, 생명과학, 환경분야에

서 첨단기술의 개발 및 정보화 (database)로  불꽃튀는 경쟁을 하고 있는 중대

한 시점에 있다. 서방 선진국은 개발된 신기술의 특허를 이용하여 타국의 기술

개발을 규제하여 독점적 지배체제의 유지를 시도하고 있으며, 기술 및 제품에 

대한 royalty도 급속히 상승시키고 있다. 따라서 국제적인 환경보호협약의 출범

은 환경분야에서도 선진국의 경제지배를 가속화시킬 것이며 이렇게 급변하는 

국제질서에 대응하기 위해서 21세기 차세대형 농업환경기술과 제품의 개발은 

필수적이다.

토양환경의 염류장해(salt injury)는 sodium, chloride, magnesium, calcium, 

carbonate, bicarbonate, sulfate, phosphate, nitrate, nitrite 등과 같은 염이 토양

에 축적되어 작물생산에 문제를 야기하는 상태를 말한다. 염의 과다는 식물의 

근권을 통해 흡수되어 식물에 치명적인 상해를 입힌다. 염류장해는  염류성 토

양(saline soils) 및 나트륨 토양(sodic soils), 염류-나트륨 토양 (saline-sodic)

의 세 가지 형태로 발생한다. 첫 번째 경우는 과다한 용해성 염을 함유한 토양

으로 심한 경우 토양표면이 잔류물로 인해 하얗게 되는데, 이는 식물의 수분과 

양분 흡수를 어렵게 하고 독성을 가지고 있어 염의 여과와 배수가 필수적이다. 

두 번째 경우는 과다한 교환성 나트륨을 함유한 토양인데 그 자체는 직접적으

로 식물에 해를 주지 않지만, 토양구성 입자가 고운 토양으로 만들어 토양간극

을 좁게 하여 결국에는 수분투과 및 배수를 극히 어렵게 하고 식물의 뿌리가 

성장하는 것을 방해한다. 세 번째 경우는 용해성 염과 교환성 나트륨을 함유한 

토양으로서 방치하면 토양구조를 악화시켜 작물의 생육이 불가능한 상태로 되

기 때문에 토양개선이 필수적으로 이루어져야 한다. (세 종류의 토양조건은 표 

1 참조)
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표 1. Conditions of Saline, Sodic, and Saline-Sodic Soils

Soil pH EC(ds/m) ESP(%) SAR(%)

Normal <8.5 <4 <15 0-12

Saline <8.5 >4 <15 0-12

Sodic >8.5 <4 >15 >12

Saline-sodic <8.5 >4 >15 >12

EC : Electrical conductivity

ESP: Exchangeable sodium percentage

SAR: Sodium adsorption ratio

따라서 토양관리에 있어 염류성 토양, 나트륨 토양, 염류-나트륨 토양의 발생 

및 원인을 분석하고 이에 대한 대책을 마련해야할 시점에 있다. 원천적으로 물

과 토양성분은 약간의 염을 보유하고 있지만, 염의 농도는 일반적으로 토양성

분, 기후 및 온도와 같은 자연적인 요인에 의해 증가되고 논이나 밭 토양에서

는 빈약한 배수 및 비료의 과다 살포에 기인한다. 또한 온실의 경우에는 실내

의 고온으로 인해 토양표면의 습도가 증발하여 염의 농도를 더욱 증가시킨다. 

비록 염류장해가 인위적으로는 물론 자연적으로도 발생하지만, 건조한 토양 및 

배수가 원활하지 않은 토양은 말할 것도 없거니와 관개 배수가 원활한 토양조

차 이를 효과적으로 관리하지 않으면 염류축적에 따른 염류장해가 심각해질 것

이다. 현재 대다수의 국내 포장토양과 간척지토양은 이미 염류장해가 매우 심

각한 상태에 놓여있다. 이러한 염류장해는 농작물생육에 큰 피해를 주어 농업

생산성에 가장 커다란 걸림돌이 되는 농업환경문제중 하나이다.

2. 연구개발의 필요성 및 목표

환경복원에 기여할 수 있는 환경친화형 신기술의 개발 방향은 환경 보전과 

환경 관련 생산물의 부가가치 증진 등 양적, 질적 생산성을 향상시키는데 있으

며, 이를 위해서는 무공해 천연 미생물의 개발로 우리의 관심을 집중할 수 있

다. 특히 환경보호에 관한 국제적 관심이 고조되는 이 시점에서 염류장해를 제

거할 수 있는 미생물의 선발 및 응용을 통한 산업화는 매우 시급한 과제이다. 

이러한 과제를 성공적으로 수행하기 위해서는 염류제거 및 인산염가용화 기능

성 미생물의 탐색, 분자 생물학적 특성 규명을 통한 유전자조작 미생물의 개발 
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및 활용, 염류제거를 통한 환경복원 능력 실험 및 환경방출 실험, 또 이들 염류

제거 기능성 증강미생물의 제제화 기술 등의 분야에서 국제 경쟁력을 갖춘 산

학의 협동 및 공동연구가 필수적이라 하겠다.  따라서 본 연구에서는 “염류장

해토양의 복원을 위한 환경친화형 미생물 및 신소재의 상업적 개발” 이라는 

총괄과제 하에 다음과 같은 세부 연구를 수행하고자 하였다. 

 세부과제 :

 협동과제 :

토양염류를 효율적으로 제거하는 미생물의 개발 및 제제화

토양염류 제거를 위한 내염성 증강 진균의 개발

가. 기술적측면 

① 현재 국제적으로 행해지고 있는 염류제거법으로는 경작적 제어, 배수로

의 개발, 내염성 식물의 개량에 의한 방법 등이 있다. 염류를 흡수, 축적 

및 분해, 제거하는 기능이 증강된 유전자재조합 미생물의 개발과 이들을 

이용한 염류제거용 환경복원제가 개발될 경우 이와 같은 연구개발내용은 

지금까지 전혀 국제적으로 연구 보고된 바 없기 때문에 본 연구를 성공

적으로 수행한다면 염류장해제거에 관한 종합기술 시스템을 확립하게 된

다. 

② 현재와 같은 경제위기에서는 중소기업의 활성화가 절실히 요구되는 시점

이기 때문에 연구기술의 이전은 침체 일로에 있는 중소기업에 활력을 불

어넣을 수 있다.

③ 국내에서 자생하는 고유의 미생물을 이용함으로써 국제적으로 독창적인 

신물질과 신소재가 창출되는 획기적인 계기가 되며 염류장해를 효과적으

로 제거하는 bio-controller로서 이용될 수 있다.

④ 염류제거용 GEM(유전자조작미생물) 개발은 전세계적으로 태동기에 있

다. 현재 개발 중인 염류제거용 GEM은 폐수처리에 일부 적용되고 있을 

뿐 염류장해 토양에 적용된 예는 전혀 없다. 따라서 토양에서 염류제거 

활성이 증강된 GEM 및 환경친화형 신소재의 개발은 기술의 예속화를 

탈피할 수 있을 뿐만 아니라 이 분야에서 선도적인 역할을 할 수 있다.

나. 경제, 산업적 측면

① 염류장해에 의해 손실되는 작물의 경제적 손실은 통계자료가 없어 정확
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히 추정할 수 없지만 엄청난 규모로 추정된다.

② 국내에서 자생하는 미생물을 개발하여 염류제거의 효능이 우수하면 세계 

특허를 획득할 수 있고 상품화하면 국제적으로 각광을 받아 수출까지 할 

수 있는 여건이므로 경제적인 효과는 막대하다.

③ 토양을 보호하고 농작물을 보호하는 고성능 미생물 제제 및 환경친화형 

신소재의 개발은 농산물의 증산은 물론이고 우리나라와 같이 점점 감소

하는 농업인력의 획기적인 대체효과를 가져온다.  

④ 조만간 체결될 환경협약이 본격적으로 가동되면 천연 미생물 제제 및 환

경친화형 신소재의  시장이 크게 확대될 것이다.

⑤ 연구에 의해 창출된 GEM, 신물질, 그리고 환경복원제 개발 및 생산기술

이 우리 중소기업에 이전되면 외국으로부터 수입함으로써 발생되는 경제

적 손실을 줄일 수 있다. 실용성과 수요에 의해 국제특허에 대한 royalty

를 받을 수 있어 외화획득에 일조 할 수 있다.

다. 사회, 문화적 측면

① 하우스 시설내의 토양환경의 염류축적은 매우 심하기 때문에 무독성, 선

택성 생물학적 제제의 개발이 시급하다.

② 포장환경에 방출시 잔존하지 않고 분해되어 환경보호에 일익을 담당할 

수 있다.

③ 무공해 및 무독성 미생물 제제 및 신소재는 환경 보호물질로서의 역할을 

수행할 수 있다.

제2절 국내외 관련기술의 현황과 문제점

1. 국내외 관련기술 개발 현황과 문제점

● 국내외에서 수행되고 있는 염류장해 극복 방안 중 하나는 염에 내성을 가  

    진 식물(salt tolerant crops)을 재배하는 경작적 제어법에 의존하고 있다.   

    그러나 높은 내성을 가진 작물은 목화, 보리 등 몇 종에 국한될 뿐만 아니  

    라, 종자가 발아하기 위해서는 토양의 염류농도가 한계수준 이하의 비교적  

    낮은 수준에서만 가능하다. 대부분의 식물은 이보다 더 염류농도에 민감하  

    다.

● 물리적인 극복방안은 문제가 되는 포장에 토관 배수로(tile drainage)를 설  
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    치하여 문제를 해결하고 있는 실정이다. 대단히 광범위한 염류장해토양(시  

    설재배지, 간척지)을 대상으로, 배수로 공사를 할 경우 천문학적인 비용이  

    들므로 경제적인 부담은 이루 헤아릴 수 없는 상황이다. 뿐만 아니라 대다  

    수의 자연 배수로는 토양염류를 잘 여과할 수 있는 능력이 결여되어 있다.

● 현재까지 국내외적으로 염류장해토양의 복원에 대한 구체적이고도 성공적  

    인 환경친화형 기술은 전무한 실정이다. 그러므로 본 연구진들에 의해 제  

    안된 연구과제가 성공적으로 수행될 경우, 국내외적으로 선도하는 염류장  

    해토양의 복원기술과 방안이 정립되고 상용화될 수 있다. 이러한 현황아래  

    본 연구진들이 연구를 비교적 단시간내 효율적으로 성공할 수 있으리라는  

    가능성은 이미 확립하였거나 확보한 기반기술과 연구성과물들과 같은 배   

   경이 있기 때문이다.

2. 앞으로의 전망

환경친화형 염류장해환경 복원제제 및 다기능적 bio-controller제제는 궁극적

으로 시장에 나와 판매가 이루어져 실제로 염류장해토양에 사용되어야 한다. 

따라서 고부가가치성 환경복원제제 개발에 있어서는 염류장해의 종류에 따라 

적용될 수 있는 제제로 구분하여 개발하는 것이 매우 중요하다. 따라서 염류장

해환경 복원제제 및 다기능적 bio-controller의 개발에는 다음의 세가지 사항을 

필수적으로 고려하여야 한다.

① 특허성(국내외)

② 시장성(국내외적)

③ 한국적 실정의 감안(염류장해토양현황, 기업의 현황을 고려)

여기서 한국적 실정을 감안할 때 다음과 같은 3가지 우선적 선정 조건이 필

요하다.

  - 짧은 개발 기간 

  - 간단한 활성 시험과 독성 시험

  - 큰 시장성

큰 시장성은 기술수출은 물론이거니와 제품수출에 있어서 결정적 요인이 되

므로 염류장해환경 복원제제와 다기능적 bio-controller의 거대한 시장성은 이

들에 대한 연구개발의 필요성을 재차 강조하게 한다. 또 기능이 증강 향상된 

유전자재조합 균주의 구축기술과 제제화 기술은 신규기술력이기 때문에 국제적
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으로도 기술우위를 확보하는데 매우 중요한 문제로 대두될 전망이다.

3. 기술도입의 타당성

본 연구과제의 관련해당 기술은 개발된 바가 없는 독창적인 신규기술이기 때

문에 이러한 연구개발 기술은 장기간에 걸친 기술, 정보, 경험의 축적된 연구진

들에 의해 시도될 수 있기 때문에 한번의 기술 도입으로 그러한 능력을 갖출 

수 없으므로, 단발적인 기술 도입에 의한 기술의 정립은 불가능하다. 국제적인 

기술보호 여건이나, 이를 극복해야 하는 국내 여건으로 볼 때 국내 대학 및 정

부연구소의 우수 연구진과 국내 기업이 효과적인 연구 공조체계를 이루어 연구

를 진행해야 한다. 현재 본 연구팀들은 해당 분야에서 국내외적으로 탁월한 연

구능력을 인정받고 있는 연구진들이므로 본 연구의 추진전략 체계대로 수행할 

경우, 우리나라 고유의, 또 국제적으로 선도되는 기술력을 확보할 수 있기 때문

에 기술도입보다는 국내 연구진들로 개발하는 것이 우리나라 실정에 더욱 합당

하다고 여겨진다.

제3절 연구개발 내용 및 범위

1. 연구개발 목표와 내용

“현재까지 본 연구진들에 의하여 확보된 수 천종의 기능성 미생물(환경친화

형 항진균활성, 유기물분해활성, 농약분해활성, 질소고정능, 광합성능 보유 미생

물 등)과 분자생물학적 도구들(클론, 벡터, 돌연변이체)을 포함하여, 1차 및 2차

년도의 과제에서 시설재배지나 염류장해토양 등과 같은 다양한 환경으로부터 

새롭게 탐색한 염류제거능이 우수한 균주들로부터”

1) 염류장해 토양의 생물학적 복원과 작물의 생산성 증대를 위해 염류제거 활  

  성능 및 염류의 분해와 세포내 축적능이 뛰어난 환경조화형 염류제거용 미  

  생물을 탐색 개발한다.

2) 환경조화형 미생물들에 대하여 유전자 재조합 기술을 이용함으로써, 염류장  

  해의 주원인이 되는 음이온과 양이온을 동시에 효과적으로 제거하면서, 한편  

  으로는 염류내성이 증강된 유전자재조합 미생물(GEM; Genetically          

  Engineered Microorganisms)들을 구축하여 염류장해복원용 GEM으로 활용  

  한다.

3) 분자생물학적 기법(PCR, Site-directed mutagenesis), 생화학적 방법(EMS   



- 31 -

 등) 등을 이용하여, 염류제거능, 염류내성이 증강된 돌연변이체 제조 실험   

 을 심도 깊게 행하고 이들의 토양생태계내 안정성, 독성 등을 평가한 후, 역   

 시 염류장해복원용 균주로 적극 활용한다.

4) 1) ∼ 3)항에 해당하는 연구결과로 구축된 균주들과 본 연구진이 이미 보유  

  하고 있는 제제화 기반기술을 응용하거나 변형함으로써, 본 연구과제의 최종  

  목표인 독창적인 염류장해환경 복원제제를 개발하여 상품화한다.

5) 아울러 이들 염류장해환경 복원제제에 본 연구진이 이미 확보한 다양한    

 기능성 미생물 균주를 적절히 조합함으로써, 환경친화형이면서 환경정화 기   

 능까지 포함시킨 다기능적 bio-controller로서 적용가능한 상품을 개발한다.

  1) ∼ 5)의 연구개발 목표 및 내용을 달성하는데 필요한 염류장해용 복원제

제의 특성으로는 ① 독성이 포유동물에 대하여 기존 농약이나 미생물제제보다 

낮으면서, ② 식물의 성장, 생육 등에 약해가 없어야 되며 ③ 기존의 화학적 제

제나 물리적 처리방법에 비하여 잔류성 문제 등과 더불어 토양환경개량 능력과 

염류제거 능력이 뛰어나야 한다. ④ 이로써 연작, 윤작에 영향이 없고 지하수, 

토양, 하천수 등에 오염물질원으로 작용하지 말아야 한다.

이상과 같은 연구목표를 효율적으로 달성하기 위해, “염류장해토양의 복

원을 위한 환경친화형 미생물 및 신소재의 상업적 개발”이라는 총괄과

제하에, 아래와 같은 구체적인 세부과제 및 협동과제를 구성하여 연구를 진행

하였다.

세부과제 : 토양염류를 효율적으로 제거하는 미생물의 개발 및 제제화 

(Development of Salt Removing Microorganisms and 

Formulation of Environment-Friendly Bioremediation 

Agents)
①토양염류 제거용 미생물 탐색 및 제제화 (Screening of Salt Removing 

Microorganisms and Formulation of Environment-Friendly 

Bioremediation Agents)

②토양염류중 인 제거를 위한 유전자재조합 세균의 개발 (Development of 

the Genetic Recombinant Bacteria Enhanced Capability to Remove 

Phosphate Compounds in Soil Salts) 

 협동과제 : 토양염류 제거를 위한 내염성증강 진균의 개발

(Development of the Genetically Engineered Fungi 

Enhanced Osmosis Adaptation to Remove Soil Salts)
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2. 연차별 연구개발 내용 및 범위

구분
연구개발목표

연구 개발 내용 및 범위
총괄연구개발 목표 세부연구개발 목표

1차년도

 (1999)

염류장해토양의 복

원을 위한 환경친

화형 미생물 및 신

소재의 상업적 개

발

∙유용균주 선발

염류제거 미생물의 탐

색 및 활성

①호염성 및 내염성균주 선별 

②염류제거용 유용균주의 분리 및 

  동정 

③염제거능 조사

인제거용 유전자조작 

세균개발

①Polyphosphate kinase 유전자, 

  ppk클로닝 

②phoB 유전자 클로닝

내염성 증강 진균개발

①유용토양 진균류의 선별 

②삼투압 관련 Hog1 유전자클로닝 

  및 특성규명  

토양염류분석, 내염성/

호염성균주선발

①방사선이용 내염성/호염성 돌연

  변이균주 제조 

②방사선이용 염류요구성 균주제조 

③토양염류량 분석

2차년도

 (2000)

염류장해토양의 복

원을 위한 환경친

화형 미생물 및 신

소재의 상업적 개

발

∙기능증강 균주 

  개발

염류제거 미생물의 분

자생물학적 연구 및 

선발균주의 제제화

①염류제거활성이 증진된 균주개발 

②유전자재조합 다기능성 균주개발 

③제제화 기반연구

인제거용 유전자조작 

세균개발

①PpkS 돌연변이체 제조 

②PhoB
c
 돌연변이체 제조 

③Ppk
S
, PhoB

c 
특성규명 

④온실활성실험

⑤토양염류분석

내염성 증강 진균개발

①진균류의 Hog1 유전자의 재조합 

②Site-directed mutagenesis에 의

  한 돌연변이체 제조 

3차년도

 (2001)

염류장해토양의 복

원을 위한 환경친

화형 미생물 및 신

소재의 상업적 개

발

∙포장활성

∙제제화

∙염류장해 환경복

  원 제제개발

염류제거 유용균주의 

제제화 완성 및 포장

실험

①온실활성실험  

②제제화기법 완성

③생태적 안정성 및 무독성 평가

④포장활성실험 

⑤제제화기법/특허출원

인제거용 유전자조작 

세균개발 및 응용

①PpkS 균주구축  

②PhoB
c
 균주구축 

③Ppk
S
 PhoB

c 
double mutant 균주

  구축 

④균주기탁/특허출원 

내염성 증강 진균개발 

및 응용

①기능증강 Hog1 유전자를 포함하

  는 형질전환 진균제조 

②포장활성 실험 

③균주기탁/특허출원
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제 2 장  토양염류제거 및 인산염가용화 

         미생물 탐색 및 활성특징

제1절 서론

토양 미생물은 토양의 비옥도를 증진시키고, 특히 식물에 유용한 질소원을 

비롯한 다양한 영양원을 공급한다. 토양의 물리적, 화학적, 생물학적 작용과 깊

은 관련이 있는 토양응결체(soil aggregate)의 성상은 미생물의 생장활성에 중

요한 의미를 갖는다. 

토양에 서식하는 미생물의 생장에 영향을 미치는 물리화학적 환경 요인중에 

수분의 가용성은 자연환경에서 미생물에 영향을 미치는 가장 중요한 인자중 하

나이다. 수분의 가용성은 물에 녹아 있는 염이나, 당 등의 농도에 달려 있는데, 

물에 녹아 있는 용질은 물에 대한 친화성을 갖고 있기 때문에 용질에 흡착되어 

있는 물은 미생물이 이용할 수 없는데 기인한다. 수분가용성은 농업용 토양의 

경우 일반적으로 0.90 - 1.00 정도이다. 대부분의 미생물들은 수분활성도가 낮

은 환경에서는 견디지 못하고 사멸하거나 휴면 상태로 생명을 유지한다. 

세포외 염농도의 증가는 수분활성도를 저하시켜 세포막의 조성에 변화를 가

져오기 때문에, 팽압을 유지하기 위해 세포질내에 유기화합물이나 염을 고농도

로 축적하는 현상이 나타난다. 세포외의 염농도에 대응하는 기작을 크게 두가

지로 나누어 볼 수 있다. 첫째로 세포내의 이온 농도를 평형시켜 염 자극에 대

응하는 기작(호염성 세균의 경우, KCl을 세포내에 농축시킴), 둘째로는 주로 진

정세균에서 발견되는 것으로, 이온성 기질을 세포외로 방출하고 정상적인 세포

의 기능을 파괴하지 않는 유기화합성 용질을 축적하는 기작을 들 수 있다. 

일반적으로 수용성 염류의 농도가 0.2% 이상이면 염류토라 하고 이런 토

양에서는 토양 미생물 뿐만 아니라 작물 또한 잘 자라지 못한다. 토양에 염류

가 축적되면 작물의 발아가 느려지고 미성숙, 고사병, 발육 및 성장 저해, 잎마

름병, 황엽현상, 뿌리 죽음, 낙엽, 뿌리발달 저해 등으로 인한 작물의 점진적 혹

은 급진적인 치사를 가져온다. 고농도의 토양염류로 인하여 뿌리가 직접 영향

을 받지 않는 경우에도 작물의 잎과 줄기에는 실질적인 염류장해가 온다. 이 

경우에 수용성 염류는 뿌리에 들어가서 관다발을 통하여 잎으로 이동한 후, 물

이 증발하게 되면 점차 염류가 고농도로 축적되어 독성을 나타나게 된다. 특히, 
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토양의 수용성 염류가 지나치게 높으면 뿌리는 물을 흡수할 수 없고 오히려 역

삼투가 일어나 궁극적으로 작물은 고사하게 된다. 건기가 오래 지속되거나 화

학 비료의 반복적인 과다 사용, 퇴비의 과다사용 등으로 인하여 이러한 문제는 

보다 심각해진다. 토양에 따라서는 몇 시간의 건조 후에도 염류 장해(salt 

injury)의 결과를 초래할 수 있다. 

염류 집적화(salinization)는 자연적으로는 건조지대의 배수 불량한 곳과 

salt lake 주변 및 해안의 간척지 등에서 볼 수 있으며 연중 강수량보다 증발량

이 훨씬 많은 곳에서 칼륨, 나트륨, 칼슘, 마그네슘 등의 염화물, 황산염, 탄산

염 등이 집적되어 알칼리성 토양을 형성한다. 경작지와 시설재배지의 경우, 자

연적인 염류의 집적에 의해서 보다는 농약과 화학비료의 과다사용과 축산분뇨 

등으로 인하여 농업용수 등의 농업환경 오염에 따른 인위적인 염류집적의 폐해

가 증가하고 있다. 

농업용 폴리에틸렌의 대량공급과 더불어 시설재배 면적은 급속도로 증가하

고 있으며 매우 광범위하게 분포하고 있는 실정이다. 시설재배는 강우가 차단

된 조건에서 계절에 관계없이 1년에 3∼4회 연속적으로 집약적 재배를 실시하

므로 일반 노지재배의 토양 환경조건과는 매우 상이하다(신과 박, 1988., 이와 

이, 1985.). 대부분의 시설재배지에서는 과다한 비료의 시용과 시설에 의한 강

우차단, 고온에 의한 표면증발 및 작물의 증산작용으로 인하여 토양용액 중에 

용해되어 있는 염류들도 함께 이동되어 표층토의 염류 과다축적을 유발시킨다

(육 등, 1993.). 특히 K와 P 등의 특정 염은 우리나라 전토양의 평균함량보다 

상회하는 시설재배지가 거의 대부분으로서 유기인산의 축적은 토양 유기태질소

의 무기화 작용과 질산화성작용을 조장하여 탈질작용을 촉진한다고 보고(강 

등, 1993.)되고 있다.

염류집적에 의한 장해의 대책은 기본적으로는 과잉시비의 억제, 윤작이나 

휴작, 토양내로의 환경오염원 유입 억제 그리고 효율적인 관개를 통해 이룰 수 

있으나 경제적인 면과 실질적인 추진에 많은 어려움이 있다. 염류집적 장해를 

극복하기 위한 연구 및 실용화는 세계적으로도 미미한 실정이다. 

이러한 배경하에서 본 연구진은 염류장해 토양에서 문제시되는 염류를 효과

적으로 축적하거나 환경적으로 무해한 화합물로 전환시키는 대사체계를 갖는 

환경친화적인 미생물을 탐색하여 염류집적장해를 해결하기 위한 환경복원제제
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를 개발하고자 한다. 즉, 농가 포장에서 가장 문제시되는 토양내의 인산염을 효

과적으로 제거하여 작물의 생산을 배가시키고, 아울러 토양내의 미생물상을 복

원하여 이차적으로 토양내 물질순환을 원활하게 하며 작물에 유용한 영양원의 

미생물적 공급을 활성화 하고자 한다.

 

제2절 토양염류제거용 미생물의 탐색

1. 염류장해토양의 환경요인분석

자연생태계에 다양하게 서식하고 있는 호염성 또는 내염성 미생물들을 대상

으로 토양내의 염류집적의 대표적 수용성 염인 음이온성 인산염과 양이온(K
+
, 

Na
+
, Mg

++
 등) 염을 분해 또는 축적할 수 있는 우수한 균주를 선별하여 염류집

적 장해의 극복과 동시에 식물병 방제가 우수한 다기능적 bio-controller 제제

를 개발하고자 충남농촌기술원에 염류장해 현황을 문의하여 타 지역보다 염류

장해가 심한 충남지역의 당진군 일대 시설재배지와 서해간척지의 시험농경지 

및 개간지를 선정하여 2000년 1월 26일∼27일 기간에 토양 시료를 채취하였다

(표 1 참조). 또 시설재배지에서의 토양 채취는 무작위로 3개의 지점에서 상층

(표층), 중층(10∼20㎝) 및 하층(30㎝이하)으로 구분하여 채취하였으며, 토양 채

취시 관수방법, 재배년수 및 재배작목 등을 설문조사하여 분석자료와 관련지어 

해석하고자 하였다. 

표 1. 시설재배지 및 간척지의 토양 채집지

채집지 행정구역 재배년수 재배작목

시설재배지 1 충남 당진군 면천면 자개리 8년 꽈리고추, 상추, 쪽파

시설재배지 2 충남 당진군 고대면 슬항리 3년 꽈리고추

시설재배지 3 충남 당진군 송산면 유곡리 4년 오이

시설재배지 4 충남 당진군 신평면 금천리 5년 방울토마토

간척지(농경지) 충남 당진군 2년

간척지(개간지) 충남 당진군 개간중

각각의 토양에 대한 환경요인을 조사한 결과는 표 2와 같으며, 시설하우스 

및 간척지 토양의 환경요인 분석은 다음과 같은 방법으로 수행하였다.
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○ 토양온도 : 현지에서 지중 온도계를 사용하여 측정

○ 토양 pH : 현지에서 토양 pH 측정기(DM15, Japan)를 사용하여 측정

○ 토양수분함량 측정 : 중량법에 의하여 함량을 측정하여 백분율로 환산

○ EC(전기전도도), NaCl 함량 : 시료를 실내에서 건조한 후 풍건토 중량의 5  

   배에 해당하는 증류수를 혼합하여 교반시킨 후, Hanna Instrument Co.의   

   HI9032 conductivity meter로 측정

표 2. 시설재배지 및 간척지 토양의 환경요인

채집지
온도

(℃)
pH

수분함량

(%)

EC

(dS/m)

NaCl

(%)

자개리 6.4 5.92 19.61 6.92 4.22

슬항리 13.4 5.50 26.37 6.01 4.06

유곡리 13.2 5.80 27.26 15.74 6.94

금천리 18.0 5.78 16.51 4.05 4.58

개간지 38.89 6.40 3.80

농경지 36.99 1.88 4.80

그 결과 시설재배지의 온도 및 pH는 각각 6.4∼18.0℃와 5.50∼5.92로 나타

났으며, 수분함량은 16.51∼38.89%로 나타났다. 한편, EC(전기전도도)는 염의 

총량을 나타내는 것으로 토양염분도의 대표적 지표인데, NaCl을 포함하는 각종 

염류 및 음․양이온 등의 함량 등에 의하여 결정된다. 시설재배지에서의 EC는 

4.05∼15.74dS/m로 유곡리 〉자개리 〉슬항리 〉금천리의 순으로 조사되었으

며, 간척지에서는 1.88∼6.40dS/m로 나타났다. NaCl 농도를 살펴보면 3.80∼

6.94%로 나타났다. 이처럼 EC 값은 토성, 해수, 육수의 영향 및 지하수위의 깊

이 등에 따라 달라짐을 알 수 있었다. 가장 중요하게 평가되어야 할 것은 공시

토양에서 EC 값이 4dS/m이상의 염류토양이라는 것이다. 이는 공시토양 모두가 

역시 염류장해토양임을 밝히는 직접적인 증거인 것이다.

2. 토양이온분석

시료 채취지의 각 토양내 5종의 양이온 농도, 5종의 음이온 농도 및 6종의 
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중금속 농도를 조사하기 위하여 시료를 아래와 같이 전처리 한 후 한국기초과

학지원연구소의 이온크로마토그래피(IC)와 유도플라즈마결합분석기(ICP)를 이

용하여 정량하였다.

가. 이온크로마토그래피 분석을 위한 시료 전처리

토양 1g에 18 MΩ의 증류수 10 ml을 첨가하여 1일동안 진탕하였다. 이후 20

분의 초음파 처리 및 10분 정체의 단계를 3회 반복하여 Whatman paper No.1

에 여과하였다. 여과된 시료를 0.45 ㎛ syringe filter에 재여과하여 이를 음이온 

및 양이온의 분석시료로 이용하였다.

나. 음이온(Anion) 분석

 토양내 주요 음이온 중 F
-
, Cl

-
, NO2

-
, PO4

-3
, SO4

-2 
등, 5종의 음이온을 분

석대상으로 하였다. Bio-LC DX-300(Dionex, USA) 시스템을 이용하였으며, 결

과는 표 3과 같이 조사되었다.

표 3. 시설재배지 및 간척지 토양의 음이온 농도

채집지 F
-
(ppm) Cl

-
(ppm) NO2

-
(ppm) PO4

-3
(ppm) SO4

-2
(ppm)

자개리 1.162 58.994 233.794 18.634 179.930

슬항리 2.222 33.362 150.162 30.586 32.890

유곡리 2.110 164.804 213.014 36.740 360.284

금천리 1.280 57.758 97.778 17.078 146.934

개간지 0.560 57.510 3.380 - 45.620

농경지 0.750 12.500 2.280 - 6.690

- : not detected

그 결과 F-이온은 0.560∼2.222ppm, Cl-이온은 12.500∼164.804ppm, NO2
- 이

온은 2.280∼233.794ppm, PO4
-3 이온의 경우 17.078∼36.740ppm, SO4

-2 이온은 

6.690∼360.284ppm으로 조사되었다. 이러한 결과는 개간지와 농경지에서는 모

든 이온들이 시설재배지에 비하여 현저히 낮음을 알수 있었다.     
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다. 양이온(Cation) 분석 

토양내 주요 양이온 중 Na
+
, NH4

+
, K

+
, Mg

2+
, Ca

2+ 
등, 5종의 양이온을 분석

대상으로 하였다. Bio-LC DX-300(Dionex, USA) 시스템을 이용하였으며, 그 

결과는 표 4와 같이 조사되었다.

표 4. 시설재배지 및 간척지 토양의 양이온 농도 

채집지 Ca
2+
(ppm) Na

+
(ppm) NH4

+
(ppm) K

+
(ppm) Mg

2+
(ppm)

자개리 139.488 26.390 7.478 32.382 43.906

슬항리 36.114 18.298 5.090 36.638 16.410

유곡리 129.076 71.904 12.153 146.884 64.778

금천리 50.928 58.090 4.875 23.448 28.312

개간지 1.030 69.860 7.390 10.180 1.990

농경지 0.370 23.660 3.620 5.410 0.860

그 결과 Ca
2+
이온은 0.370∼139.488ppm, Na

+
이온은 18.298∼71.904ppm, 

NH4
+
 이온은 3.620∼12.153ppm, K

+
 이온의 경우 5.410∼146.884ppm, Mg

2+
 이온

은 0.860∼43.906ppm으로 조사되었다. 이러한 음이온 및 양이온 농도의 결과는 

앞에서 언급한 EC 값과 아주 유사한 결과를 보여주고 있는데, 이는 EC 값은 

양이온 및 음이온의 농도에 의하여 결정되며, 토양 내 염의 함유 정도를 나타

내는 지표로 이용되었다.   

본 연구에서 활용한 토양환경분석방법 및 음이온, 양이온 함량의 결과는 시

설재배지와 간척지의 토양염류장해 지표로 활용되어질 수 있으며, 본 연구의 

연구목표 중 “유용균주 선발” 및 토양염류장해 토양내 미생물 군집 분석 등을 

수행하는데 있어 매우 적격한 토양채집지였음을 확인할 수 있었다.

라. 수용성 염류의 총체적 함량

표 3과 표 4에서 본 대표적 지역 중 하나인 유곡리의 경우 실제적 수용성 

염류함량을 토양 1g당으로 환산하여 나타내면 (즉, 각 이온의 측정치에 토양처

리시 희석한 비율인 10배를 곱하여 나온 수치의 총합계) 11,800 ppm/g으로서 

이는 토양 1g에 1.18%의 수용성이온이 함유되어 있음을 보여준다. 토양의 염류
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장해 기준이 0.2% 이상임으로 유곡리의 토양은 이 기준의 약 6배에 해당하는 

매우 심한 염류장해토양임을 알 수 있다. 따라서, 본 연구에서 채취한 염류장해

토양은 매우 적합한 채집지였음을 나타내며 이러한 토양의 특성분석과 함유된 

미생물의 개체수 분석 및 내염성/호염성 균주의 탐색은 매우 적절하다고 할 수 

있다.

   

마. 중금속 농도

2 ㎜체에 거른 각 토양을 건열건조기에서 말린 후, 막자사발을 이용하여 약 

100 ms도 정도되게 grinding 하였다. 분말화 된 토양시료 1g에 붕산이 포함된 

중금속 추출용액을 첨가하여 1일 동안 끓여 ICP(dionex, USA)에 적용하여 Cr,  

Cu, As, Cd, Pb 등, 5종의 중금속 농도를 측정하였으며, 결과는 표 5와 같이 

조사되었다.

그 결과 시설재배지에서의 크롬(Cr)은 33.60∼124.40ppm, 구리(Cu)는 22.2

4∼44.70ppm, 비소(As)는 4.23∼15.86ppm, 카드뮴(Cd)의 경우 0.18∼0.30ppm, 

납(Pb)는 14.80∼29.18ppm으로 조사되었으며, 개간지(개간지, 농경지)의 경우에

서는 크롬(Cr)은 60.60∼61.40ppm, 구리(Cu)는 14.80∼16.70ppm, 비소(As)는 

8.48∼14.50ppm, 카드뮴(Cd)의 경우 0.24∼0.28ppm, 납(Pb)는 21.20∼27.20ppm

으로 조사되었다. 이러한 결과는 토양환경보전법(1999)에서 제시한 농경지 등에

서의 토양오염 우려기준(카드뮴 1.5, 구리 50, 비소 6, 수은 4, 납 100, 6가크롬 

4, 단위:ppm)과 비교하였을 때 크롬은 전지역에서 우려기준보다 훨씬 상회하는 

것으로 나타났으며, 특히 비소의 경우는 토양환경보전법에서 토양중의 비소농

도가 6ppm 이상에서는 농작물 등의 생육저해를 보인다고 제시되어 있는데, 자

개리를 제외한 지역에서 높게 나타나 이들 지역에서의 크롬과 비소에 의한 토

양오염 대책이 시급한 것으로 조사되었다.     
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표 5. 시설재배지 및 간척지 토양의 중금속 농도

채집지 Cr(ppm) Cu(ppm) As(ppm) Cd(ppm) Pb(ppm)

자개리 124.40 44.70 4.23 0.18 14.80

슬항리 52.26 41.16 15.86 0.27 22.44

유곡리 38.92 28.88 10.51 0.30 23.90

금천리 33.60 22.24 6.84 0.27 29.18

개간지 61.40 16.70 14.50 0.28 27.20

농경지 60.60 14.80 8.48 0.24 21.20

 

3. 호염성 및 내염성 균주 선별

대부분의 미생물은 서식환경의 염분도가 4%이상일 때 급격하게 생장 및 생

존이 억제된다. 따라서, 8%의 염분도를 기준으로 토양미생물 군집의 변화가 있

고 이때 생존 및 생장하는 균주의 경우 극호염성 및 극내염성 균주일 가능성이 

매우 높다. 

이러한 배경하에 본 연구에서는 유용한 호염성 및 내염성 후보 균주 탐색을 

위하여 일차로 채취한 염류장해토양을 대상으로하여, 2㎜체로 거른 토양시료 1 

g에 멸균증류수 또는 Ringer's 용액을 첨가하여 진탕한 후, 희석평판법을 이용

하여 다양한 고체배지(NA, 1/10 NA, R2A 및 PIA 등)에 도말하여 총 미생물군

집량을 조사하였다(표 6 참조). 총균집량을 조사한 후 호염성 및 내염성 균주를 

선별하고자 NA 배지와 1/10 NA 배지에 NaCl 농도를 달리한 고체배지(4%, 

8%, 16% 및 24%)에 상기의 방법으로 처리한 토양추출시료를 도말하였다. 

NaCl 농도에 따른 군집 총량의 변화는 표 7과 같이 예상대로 8%에서 급격히 

감소하였으며 16% 배지에서는 수 십개의 colony만이 생존, 생장하는 결과를 

얻었으며 24%의 배지에서는 생존하는 균주를 거의 발견할 수 없었다.

표 6 및 표 7의 결과를 기초로하여 1차적으로 후보균주 908 균주를 분리한 

후, 염류내성배지인 STM(salt tolerance medium) 배지를 통하여 103 균주를 

확보하였으며, STM 배지에 NaCl을 10%, 14%, 16%의 농도로 처리한 고체배

지 상에서 16%에서 생존한 내염성 및 호염성 미생물 8 균주를 선별하였다. 최

종 선발 균주들을 대상으로 토양과 증류수를 1:1로 혼화하여 조제한 토양 추출
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배지에서의 생장여부를 확인하였으며, 최적 온도조건을 확인하고자 다양한 온

도구간(20℃, 25℃, 30℃ 및 35℃)에서 조사한 결과 다소의 차이는 있으나 최적 

생장 온도는 35℃로 조사되었다(표 8 참조).

따라서, 본 연구에서 제시된 호염성 및 내염성 균주의 탐색전략은 매우 합

리적이고 타당하다고 판단되며 또한, 선발된 균주들은 이후의 토양염류장해 극

복에 관련한 일련의 연구에 있어서 중요한 공시 균주로 활용되었다.

표 6. 미생물군집 조사

(단위 : × 105 CFU/g)

채집지 NA R2A EC PIA EMB YPD PDA

자개리 420.00 898.00 10.52 17.12 154.68 21.08 79.28

슬항리 729.40 1501.60 11.35 9.96 24.17 13.00 108.26

유곡리 5312.04 5602.60 31.63 20.15 517.07 1117.20 123.47

금천리 898.00 435.90 0.35 20.89 93.08 22.68 22.10

개간지 522.50 219.00 0.19 10.30 50.55 13.13 62.86

농경지 153.00 257.50 0.26 1.00 3.58 6.32 2.27

NA, R2A : 총종속영양세균분리용배지       EC : 대장균분리용배지

PIA : Pseudomonas분리용배지             EMB : 장내세균분리용배지

YPD : Yeast분리용배지                   PDA : 곰팡이분리용배지

표 7. NaCl 농도별 군집조사

(단위 : × 105 CFU/g)

채집지
NA 1/10 NA

4% 8% 16% 24% 4% 8% 16% 24%

자개리 23.23 0.85 SG, FF NG 5.17 0.35 SG, FF NG

슬항리 24.59 0.29 SG, FF NG 21.75 0.16 SG, FF NG

유곡리 60.26 3.64 SG, FF NG 72.81 3.38 SG, FF NG

금천리 13.13 2.04 SG, FF NG 5.62 2.29 SG, FF NG

개간지 1.73 0.18 SG, FF NG 0.22 NG NG NG

농경지 1.55 0.14 SG, FF NG 0.19 NG NG NG

SG : Slow Growth,  FF : Few Colony Formation,  NG : No Growth
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표 8. 내염성․호염성 분리균주의 생리적 특성

분리균
토    양

추출배지

NaCl 농도 온도조건

10% 14% 16% 20℃ 25℃ 30℃ 35℃

KSG1 +++ +++ +++ ++ + ++ +++ +++

KSG2 +++ +++ +++ +++ + ++ +++

KSG3 + +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++

KSG4 ++ +++ +++ +++ + ++ +++

KSG5 + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

KSG6 +++ +++ +++ +++ + ++ ++ +++

KSG7 ++ +++ +++ +++ + + + +

KSG8 ++ +++ +++ +++ + ++ ++ +++

NG : No Growth,     + : 미약,     ++ : 양호,     +++ : 매우 양호

내염․호염성 균주를 확보하였으나, 1차년도 연구평가 보완요구사항에 

따라, 2차년도 연구부터는 제2협동과제의 gamma-ray에 의한 염류제거

효율 증강 돌연변이체 제조 연구를 제외시켰고 토양염류분석은 주관기

관에서 수행하도록 하였다. 특히 주관기관의 세부과제는 염류집적 시설

하우스 토양의 집적된 불용성 인산염의 가용화 연구를 보다 중점적으로 

수행하도록 연구추진 전략을 수립하였다. 

4. 불용성 인산염 가용화 균주의 선별

모든 미생물은 성장을 위하여 인(P, phosphorus)이 필수 영양소이기 때문

에 여러 가지 형태의 인 화합물을 이용한다. 인화합물의 가장 주된 형태는 무

기인산(inorganic phosphate, Pi), organophosphate, pyrophosphate(PPi)와 

metaphosphate, C-P화합물(살충제, 제초제의 성분), 그리고 energy 저장원으

로 작용하는 polyphosphate(무기인산중합체) 등이 있다. 인은 식물체에서 핵

산, 인지질 등의 중요 구성 성분이며, 식물성장에 필요한 에너지 대사에 중요

한 역할을 하는 원소이다. 식물에 충분한 양의 인을 공급하기 위해 인산염 형

태의 비료를 공급해주는데 이중 식물이 이용하는 인산의 양은 10%에 불과

(Holford, 1997)하고 90%는 토양내에서 불용성으로 변화된다. 특히, 인산은 시
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설재배지의 특성상 다량의 유기물과 석회성 인산질 비료가 시용되어 Ca-P가 

크게 증가되었다고 생각할 수 있으며, pH 5.5 이상인 토양이 많은 시설재배지

에서는 토양 인산의 유효도 증가는 기대하기 어렵다(서 등, 1995). 이와같은 

인의 불용화는 작물의 생육을 저해하는 원인이 되며, 궁극적으로 염류장해 토

양화 되어 작물재배가 불가능하게 된다. 

가. 불용성 인산염 가용화 균주 선발

특수한 미생물은 성장에 필수적인 인(P, phosphorus)을 상기한 불용성 염화 

상태인 인화합물로부터 얻을 수 있다. 이에 본 연구에서는 인 자원의 재활용 

및 토양 내 과잉상태의 인화합물을 제거한다는 측면에서 불용성 인화합물을 가

용화시킬수 있는 능력이 뛰어난 토양미생물을 탐색하는 것은 토양염류장해의 

한 요인인 불용성 인화합물의 제거 내지 가용화를 통한 토양회복에 있어 필요

불가결한 연구이다. 불용성 인산염을 가용화 시킬 수 있는 균주를 탐색하고자 

불용성 인화합물의 하나인 tricalciumphosphate가 함유된 고체배지에 토양추출

액을 도말하여 30℃에서 3∼5일간 배양한 후 균체주위에 불용성 인화합물의 가

용화 기준인 투명대를 형성하는 500여 균주를 1차 선별하였다. 이들을 대상으

로 patching 접종 방법을 사용하여 불용성 인산염 가용화능이 우수한 균주를 

최종적으로 8균주(KSJ 3, KSJ 8, KSJ 11, KSJ 16, WP 20, WP 38, WP 41, 

WP 42)를 선별하였다. 

 

그림 1. 불용성 인산염 가용화 균주들의 가용화능

H:Hydroxyapatite 첨가배지, T:Tricalciumphosphate 첨가배지 

나. 불용성 인산염 가용화 균주의 염류제거능 조사

가항의 연구에 의해 선별된 가용화 균주가 불용성 인화합물을 가용화 하였
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을때 배양액내 염류지표에 어떠한 변화가 초래되는지를 조사하고자 

Tri-calcium phosphate가 함유된 BISTCP액체배지에 접종 한 후 200 rpm으로 

진탕배양하면서 시기별로 배양 상등액을 5㎖씩 회수하여 EC, Fert., NaCl 및 

TDS를 측정한 결과 KSJ 3, KSJ 8, KSJ 11 및 KSJ 13 균주에서 그림 2와 같

이 5일 경과후 EC와 염류농도가 각각 46.4%, 47.0%, 65.2% 및 45.6% 감소하였

으며, Fertilzer는 EC의 결과와 유사한 47.6%, 47.8%, 64.6%, 46.0%가 감소하였

고, TDS는 46.6%, 47.4%, 65.3%, 46.1%가 감소되는 것으로 보아 이들 균주들

이 불용성 인화합물을 제거하는 능력이 탁월한 것으로 사료된다. 또한, KSJ 16

도 가용화능이 뛰어난 것으로 판명되었다. 
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그림 2. 불용성 인산염 가용화 균주의 BISTCP 액체배지에서 염류농도 변화능

A : 전기전도도(EC : Electrical Conductivity),   B : 비료농도(Fertilizer)

C : NaCl,            D : 총용해성고형물(TDS : Total Dissolved Solid)
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다. 불용성 인산염 가용화 균주의 염류장해토양 추출액내 염류제거능 조사

염류장해토양에서 분리한 불용성 인화합물 가용화능이 우수한 균주들이 과

연 염류장해토양에 포함된 염류를 효과적으로 제거할 수 있는 지 알아보고자 

하였다. 이를 위해서 가용화능이 뛰어난 KSJ 3, KSJ 8, KSJ 11 및 KSJ 16을 

대상으로 토양추출액 배지에 적용하여 EC, Fert., NaCl, TDS를 균체수의 

Abs.(OD) 값과 병행하여 측정한 결과 그림 3 ∼ 6과 같이 나타났다.  토양추

출액 배지에 적용하였을 때 성장률 및 지속성이 가장 우수한 균주는 KSJ 8로 

나타났으며, EC의 변화율에 있어서는 KSJ 3, KSJ 8 및 KSJ 16 균주들은 유사

한 경향을 나타낸 반면에 KSJ 11 균주는 다른 균주들에 비하여 EC 감소율이 

낮았다. NaCl 농도, Fertilizer의 농도 및 TDS의 농도 변화는 EC의 변화 양상

과 유사하였다. 이러한 결과는 첫째로, 염류장해토양에 포함된 염류(NaCl)들이 

미생물에 의하여 축적․제거됨을 알 수 있으며, 둘째 불용성 인화합물의 가용

화됨에 따라 염류농도 및 EC가 변화됨을 보여주는 것으로 이들 가용화 균주가 

기본적으로 호염성 및 내염성 뿐 아니라 가용화 대사과정의 일부가 NaCl의 축

적은 물론 내성 생리현상에 관여하면서 환경내 EC 값을 변화시키는 총체적 대

사과정이 있을 것으로 판단된다. 셋째, 염류장해토양의 구성성분에서 EC에 영

향을 미치는 불용성 인화합물이 상당량 함유되어 있음을 반영하는 것이다. 
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그림 3. 토양추출액배지에서의 균주의 생장율에 따른 Conductivity의 변화
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그림 4. 토양추출액 배지에서의 균주의 생장율에 따른 NaCl의 농도변화
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그림 5. 토양추출액 배지에서의 균주의 생장율에 따른 Fertilizer의 

농도변화
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그림 6. 토양추출액 배지에서의 균주의 생장율에 따른 TDS의 농도변화
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라. 불용성 인산염 가용화 균주의 농약 저항성

염류장해복원에 이용될 불용성 인화합물 가용화 균주가 실제 농경지에서 다

량 살포되는 다양한 농약에 대해 저항성과 분해능이 있어야만 효과적인 활용이 

가능할 것이다. 이러한 문제점을 해결하기 위하여 선발된 16 종의 가용화 균주

를 대상으로 농경지에서 가장 높은 빈도로 사용되고 있는 농약에 대한 저항성

을 조사하고 가장 유독한 살균제로 알려진 copperhydroxide의 분해능을 조사하

였다.

사용된 농약은 살균제(fungicide) 10종류, 살충제(insecticide) 5종류 및 제초

제(herbicide) 2종류 등 총 17종류를 선정하였고(특급시약, 순도 87% 이상) (표 

9), 실제 농가에서 사용되는 농도를 기준으로 용도에 따라 구별하여 처리하였

다. 가용화 균주를 농약이 첨가된 NA 고체배지에서 30℃로 3일간 배양한 후 

성장여부를 조사하여 저항성 지표로 삼았다.

총 17종류의 농약에 대한 저항성 분석을 실시한 결과 표 10과 같이 균주에 

따라서 다양한 양상을 보였다. 그 중 KSJ 3와 KSJ 7 균주는 copperhydroxide

를 제외한 모든 농약에 대하여 저항성을 나타내었고 KSJ 10 균주는 

copperhydroxide와 fenpyroximate를 제외하고 거의 모든 농약에 대해 저항성을 

나타내었다. 특기할 것은 가장 유독한 살균제로 알려진 copperhydroxide에 대

해 적응하는 5 균주를 발견하였다(KSJ 1, KSJ 3, KSJ 4, KSJ 6과 KSJ 15). 

이들의 copperhydroxide 내성적응능을 액체배양하면서 조사한 결과는 그림 7와 

같았다. 접종 균주의 세포수가 증가하면서 copperhydroxide 고유의 blue color

가 투명해지는 양상을 보였기에 이들 균주가 copperhydroxide에 적응하여 산화

환원 과정을 통하여 이들을 변형시키면서 분해하거나 세포내로 흡수 자화시키

는 것으로 판단되며 가장 투명한 균주부터 나열하면 KSJ 4>KSJ 15>KSJ 

3>KSJ 1>KSJ 6 균주의 순으로 나타났다. 이중 KSJ 3 균주는 불용성 인화합

물의 가용화능이 뛰어난 균주에 속하는 균주이므로 농약 저항성까지 갖추고 있

는 다기능성 균주로 활용할 수 있을 것으로 기대된다.
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표 9. 실험에 사용된 농약의 종류 및 용도

용  도 일 반 명 순 도 적용농도(ppm) 용   매

살균제

Flusilazole

Tebuconazole

Oxadixyl

Edifenphos

Tricyclazole

Pencycuron

Azoxystrobin

Copperhydroxide

Isoprothiorane

Iprobenphos

98.6

98.0

98.0

95.0

96.0

97.0

98.4

89.0

96.0

97.0

20

250

250

300

375

250

100

800

400

50

메탄올

이소프로판올

메탄올

메탄올

메탄올

이소프로판올

아세톤

암모니아수

메탄올

아세톤

살충제

Chlorfenapyr

Imidacloprid

Fenpyroximate

Chlorpyrifos

Diazinon

93.2

95.0

98.0

93.0

95.0

50

50

25

200

30

아세톤

이소프로판올

메탄올

메탄올

아세톤

제초제
Butachlor

Glyphosate

87.0

98.0

50

50

아세톤

증류수

        Control  KSJ 6  KSJ 1            KSJ 3  KSJ 15  KSJ 4

그림 7. 불용성 인화합물 가용화 균주의 copperhydroxide 내성적응능
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표 10. 농약 저항성

균주 농약
살균제 살충제 제초제

① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ꊉꊒ ꊉꊓ ꊉꊔ ꊉꊕ ꊉꊖ ꊉꊗ ꊉꊘ ꊉꊙ

KSJ 1 NG G G G G G G SG G G G G G G G G G

KSJ 2 G G NG G NG NG G NG NG G NG NG NG G G G G

KSJ 3 G G G G G G G SG G G G G G G G G G

KSJ 4 G G G G NG NG G SG G G G G G G G G G

KSJ 5 G NG G G G G NG NG G G G G G G G G G

KSJ 6 G G NG G NG NG G SG NG G NG NG NG G G G G

KSJ 7 G G G G G G G NG G G G G G G G G G

KSJ 8 G G G G NG NG G NG NG G NG NG NG G G NG G

KSJ 9 G NG G G G G NG NG G G G G G G G G G

KSJ 10 G G G G G G G NG G G G G NG G G G G

KSJ 11 NG NG G G G G NG NG G G G G G G G G G

KSJ 12 G G NG G G NG G NG G G NG G NG G G G G

KSJ 13 G NG NG G G G NG NG G G G G G G G NG G

KSJ 14 G G NG G G NG G NG G G G G NG G G G G

KSJ 15 NG NG G G G G NG SG NG G NG G G G G G G

KSJ 16 G G NG G NG NG G NG NG G NG G NG G G NG G

G : growth,    SG : slow growth,   NG : no growth

①: Flusilazole, ②: Tebuconazole, ③: Oxadixyl, ④: Edifenphos, ⑤: Tricyclazole, 

⑥: Pencycuron, ⑦: Azoxystrobin, ⑧: Copperhydroxide, ⑨: Isoprothiorane, 

ꊉꊒ: Iprobenphos, ꊉꊓ: Chlorfenapyr, ꊉꊔ: Imidacloprid, ꊉꊕ: Fenpyroximate, 

ꊉꊖ: Chlorpyrifos, ꊉꊗ: Diazinon, ꊉꊘ: Butachlor, ꊉꊙ: Glyphosate
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5. 분리균주의 방사선 감수성

선별된 균주를 이용하여 방사선을 이용한 제어능 증강 돌연변이체를 유도하

기 위한 전 실험으로서 이들 균주들의 방사선 감수성 및 멸균선량을 알아보기 

위하여 이들 균주들을 먼저 5 ㎖ NB배지에 전배양하여 30℃에서 1일간 배양하

였다. 전배양체를 동량으로 1.5 ㎖ micro-tube에 분주한 후, 한국원자력연구소 

방사선 조사시설을 이용하여 5 kGy 구간으로 0 ∼ 25 kGy의 선량으로 조사하

였다. 방사선이 조사된 균주를 평판희석법을 이용하여 비조사된 균주의 세포수

와 비교하여 각 선량 구간의 생존 세포수를 계수하여 방사선에 의한 대략적인 

멸균 선량을 1차로 구하였다. 1차 결과를 토대로 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 kGy

의 방사선 조사를 실시한 후, 위와 같은 방법으로 각 균주의 방사선 감수성 및 

멸균선량을 구하였다.

표 11. 분리 세균의 D10값 및 멸균선량

Strain  D10 value 멸균선량

 인산염 가용화 균주
   KSJ 1
   HSJ 2
   KSJ 3
   KSJ 4
   KSJ 5
   KSJ 6
   KSJ 7
   KSJ 8
   KSJ 9
   KSJ 10
   KSJ 11
   KSJ 12
   KSJ 14
   KSJ 15
   KSJ 16

 염류내성 균주
   KSG 1
   KSG 2
   KSG 3
   KSG 4
   KSG 5
   KSG 6
   KSG 7
   KSG 8

0.5311
0.5660
0.5228
0.5311
0.6064
0.6079
0.7966
0.6405
0.3807
0.4968
0.7942
0.5750
0.5031
0.4176
0.4995

5 kGy
6 kGy
5 kGy
5 kGy
5 kGy
5 kGy
5 kGy
6 kGy
4 kGy
4 kGy
5 kGy
5 kGy
4 kGy
5 kGy
5 kGy

5 kGy
2 kGy
5 kGy
5 kGy
5 kGy
4 kGy
4 kGy
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6. 방사선이용 내염성/호염성 돌연변이 균주 제조

방사선을 이용하여 분리된 유용미생물의 염저항성 및 인산염가용화능이 증

강된 돌연변이체를 유기하기 위하여 전항에서 실시된 방사선 감수성 결과를 기

초로, 분리된 인산가용성 균주 16균주 중, 활성이 뛰어난 KSJ 3, KSJ 8, KSJ 

11 및 KSJ 16 strain의 각 배양액에 LD95 선량의 방사선을 조사하였다. 조사

된 배양액을 평판희석법에 따라 NA 배지에 도말한 후, 50-100개의 colony가 

출현한 plate에서 무작위적으로 48개의 colony를 인가용화 세균 분리배지 및 

16%, 18%, 20%의 염이 첨가된 NA 배지에 각각 접종하였다. 또한 각 배지에 

각 균주의 야생형 균주를 접종하여 37℃에서 배양하였다. 야생형과 비교하여 

인가용화 분리세균 배지에서 투명환이 증가된 균주를 방사선에 의해 유기된 인

가용화 증강 돌연변이체 후보균주로 분리하였다. 또한 16% 이상의 염류가 포

함된 NA배지에서 생장이 불가한 야생형 균주에 비해 18% 및 20%의 염이 첨

가된 NA배지에서 생장하는 균주는 내염성 증강 돌연변이체 후보 균주로 분리

하였으며, 인산염 가용화 능이 증가된 5종의 mutant 후보미생물을 그림 8과 같

이 확보하였다.

                    KSJ 3                     KSJ 8

                   KSJ 11                     KSJ 16

그림 8. 방사선처리 인산가용성 분해세균의 돌연변이체 선별

W : 미방사선처리 인산가용성 세균, M : 인산가용성 증강 돌연변이체 후보 균주
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7. 방사선이용 염류요구성 균주제조

GM 63 최소배지에 호염성 및 내염성 균주들을 접종하여 염류요구성을 조

사한 결과 모든 균주가 놀랍게도 0.8% 이하의 NaCl 농도에서는 생존하지 않았

으며, 최소배지에 NaCl 염류농도를 0.8% 이상 첨가하였을 때 생장 및 생존을 

확인하였다(표 12 참조).

표 12. 염류요구성 확인

균주
GM 63 최소배지

NaCl 0% NaCl 0.2% NaCl 0.4% NaCl 0.8% NaCl 1.0%

KSG 1 NG NG NG G G

KSG 2 NG NG NG G G

KSG 3 NG NG NG G G

KSG 4 NG NG NG G G

KSG 5 NG NG NG G G

KSG 6 NG NG NG G G

KSG 7 NG NG NG G G

KSG 8 NG NG NG G G

G : growth,  NG : no growth
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제 3 장 인산염가용화 균주의 분자유전학적 동정

제1절 서론

지구상에 존재하거나 현존하는 생물을 구분하는 것은 매우 오랜 인류의 관

심사였다. 미생물의 분류는 그 존재가 알려진 이후 현미경의 발달과 밀접하게 

발전하였으며, 그 분류를 위한 방법의 개발이 급속하게 이루어졌다. 미생물의 

분류는 형태학이나 생화학적 특성(Shah et al., 1997) 및 DNA-DNA 유사성에 

바탕을 두고 시도되어 왔으며(Persing et al., 1993; Fredricks and Relman, 

1996), 최근까지 일정한 미생물 군의 경우 생리․생화학적 방법을 응용한 kit화

(API kit : BioMérieux Vitek, Hazelwood, Mo., USA; Microplate : Biolog Co. 

Inc. USA)한 방법을 사용하기에 이르렀다(Charteris et al., 2001). 그러나 기존

의 미생물 분류방법은 다양한 미생물을 구분하는데 한계성이 있으며, 그 한계

성에는 배양여부, 배양조건, 물리적 환경요인(온도, pH 등), 성장시기 등에 따른 

미생물의 생리․생화학적 특징이 변화되어 평가할 수 없는 등의 문제가 제기되

었다(De Vries et al., 2001; Marchesi et al., 1998). 상기한 문제점을 해결할 수 

있는 분자생물학적 수단으로는 유전자 염기서열을 이용한 비교․동정방법이며 

모델  유전자의 특징은 ① 진화적으로 중요한 생물학적 기능을 공통점으로 갖

고 있는 것, ② 부분적으로 모든 생물에 매우 보전적인 부위가 있을 것, ③ 부

분적으로 매우 다양한 부위가 있을 것이라 할 수 있다. 상기의 분류 key 조건

에 가장 부합한 것이 rRNA임을 인지하여 이를 이용한 분자생물학적 분류동정

방법이 개발되고 있는 실정이다(Harmsen et al., 2001). rRNA는 단백질 합성공

장이라 할 ribosome을 구성하므로 모든 생물체에서 가장 중요한 기능을 나타

내며, rRNA의 구조에는 기능상 모든 생물체에 동일하게 보존된 부위를 지니

며, 부분적으로는 그 변화가 큰 부위도 있어 계통분류에 있어 매우 유용한 분

류 key로 활용할 수 있다. 더욱이 rRNA의 유전자인 rDNA의 염기서열을 조사

하거나(Drancourt et al., 2000; Ivanova et al., 2001; Harmsen et al., 2001), 간

접적으로 제한효소 절단체 길이 다양성(RFLP:Restriction Fragment Length 

Polymopphism)을 조사하는(Koeleman et al., 1998; Nemec et al., 2001) 등의 

방법으로 비교하므로서 생물 진화관련 계통분류가 가능하다.
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현재 rRNA는 동․식․미생물의 계통 분류에 광범위하게 응용되고 있으며, 

특히 곤충(Misof et al., 2001), 굴(Jozefowicz and O'Fioghil., 1999). 게

(Stillman and Reeb, 2001)등은 미토콘드리아 16S rDNA의 염기서열을 이용해 

계통분류를 수행하고 있으며, 또한 Green algae(Burja et al., 2001)나 

mycoplasma(Konigsson et al., 2001)에서도 유용한 진화계통 분류 수단으로 활

용되고 있다. 미생물의 경우에는 16S rRNA을 이용하여 형태학적으로 구분하

기 힘든 유사종들의 구분에 잘 활용된다. 그 예로는 병원성 미생물의 감염부위

로부터 병원균의 분류․동정에 활용되고 있으며(Kharsany et al., 1999; Tang 

et al., 1998; La Scola et al., 2001), 표현형적으로 매우 유사한 것으로 알려진 

Acinetobacter 속의 미생물들을 구분하기에 유용한 수단으로서 16S rRNA 염

기서열의 RFLP 결과가 매우 유용하다고 주장되고 있다(Garcia-Arata et al., 

1997). 또한 기존에 생리․생화학적으로 분류했던 Moraxellaceae family에 속

한 미생물의 16S rRNA 염기서열을 비교한 결과 93%의 상동성을 보이는 

group을 새로운 속으로 분류해야할 필요가 있음을 확인한 결과도 있다

(Pettersson et al., 1998). 

상기와 같이 16S rDNA 염기서열의 분석을 통하여 미생물의 속과 종 수준

에서 계통분류를 수행하는 것은 매우 타당하며 다양한 서식환경에서 생존하는 

미생물과 새로운 기능을 지닌 미생물들에 적용하여 새로운 종(species)을 밝혀

낼 수 있는 유용한 방법으로 인식되고 있다.

본 연구에서는 토양환경으로부터 분리한 불용성 인산염에 대해 분해능이 있

는 균주를 생리․생화학적 특징 및 16S rRNA 유전자의 분자생물학적분석을 

이용하여 분류․동정하고자 한다. 

제2절 생리생화학적 동정 실험

불용성 인산염 가용화능이 우수한 공시균주에 대하여 그람염색을 실시한 결

과 그람음성 간균으로 나타났으며, 이들에 대한 생리∙생화학적 실험은 다음과 

같이 수행하였으며, 그 결과는 표 1에 나타내었다.

1. Esculin hydrolysis

세균이 esculin을 esculetin과 glucose로 분해하는 esculinase 활성이 있는가

를 조사한 것으로 분해산물인 esculetin이 ferric citrate등의 ferrica 이온과 반
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응하여 암갈색이나 검정색 계통의 phenolic iron 복합체를 형성하게 된다. 실험 

결과 KSJ3을 제외한 나머지 7균주는 양성을 보였다.

2. Catalase 생산

산소를 사용하는 대부분의 호기성 또는 통성혐기성 균들은 자신의 효소계에 

저해한 과산화수소(H2O2)를 생산한다. 그러나 이러한 환경에서도 그들 자신의 

생존이 가능한 것은 이들이 hydrogen peroxide를 물과 산소로 전환하는 

Catalase를 생산하기 때문인데, Caltalase 생산력이 없거나 있다는 사실은 세균

의 그룹에 있어서 매우 중요한 차별점이 된다. 

실험 결과 모든 8균주에서 양성을 보였으며, 그에 상응하는 Acinetobacter와 

Pseudomonas도 양성임을 Bergey's manual(1984)에서 확인할 수 있었다. 

3. Citrate 이용

Simmon's citrate agar는 Citrate를 탄소원으로 하는 세균의 능력을 검사하

는 데 이용된다. 이러한 합성 배지에서 sodium citrate는 유일한 탄소원이며, 

nitrogen은 아미노산 대신 ammonium에서 공급된다. 즉, 질소원으로 NH4H2PO4

가 첨가된 배지에서 Citrate를 유일한 탄소원으로 이용할 수 있는지를 조사하였

다. 그 결과 본 실험에 사용되어진 8균주 모두 양성으로 나타났다.

4. Gelatin hydrolysis

단백질 분해균을 조사하는 여러 가지 방법 중에서 젤라틴의 액화능을 조사

하는 방법으로, gelatin 배지에 실험균주를 배양하였을 때 gelatin이 분해되면 

액화현상이 일어나는 특성을 이용하여 관찰하였다. 실험결과 WP38과 WP41을 

제외한 모든 균주는 양성을 나타냈다.

5. Indole 생성

아미노산 중 tryptophane 이용 여부를 검정하는 방법으로, tryptophanase의 

작용으로 생성된 indole을 Kovac's 용액으로 검출한다. 양성반응시 붉은색으로 

나타나며, 음성반응에는 변화가 없다. 실험결과 KSJ8과 WP20을 제외한 모든 

균주는 양성을 나타내었다.
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6. Methly Red test

포도당 발효 결과 생성된 산에 의하여 배지의 pH가 변화하는지 아니면 산

의 생성이 일어나지 않거나, 생성되더라도 그 양이 적거나, 산이 안정된 상태로 

유지되지 못하여 배지 자체의 완충능에 의하여 배지의 pH가 변화하지 않게 되

는지를 조사하였다.

배지의 pH는 CO2와 H2의 비율에 따라 결정되는 것으로 이 비율은 결국 세

균이 어떤 경로로 포도당을 이용하는가에 따라 결정되는 것이다. 

MRVP 액체배지관에 배양하였을 때 양성반응시 붉은색을 띄며, 음성반응시

에는 노랑이나 오렌지색으로 나타난다. 실험결과 KSJ11과 WP42를 제외한 모

든 균주는 양성을 나타내었다.

7. Voges-Proskauer test

포도당이 발효되어 acetyl-methyl-carbinol(acetoin) 또는 2,3-butandiole이 

생성되는가를 검증하는 방법이다. 그런데 산소와 알칼리가 존재하면 acetoin이

나 2,3-butandiol이 diacetyl로 산화되며, diacetyl은 creatine(guanidine)과 결합

하여 분홍색으로 나타난다. 실험결과 KSJ3, KSJ8, KSJ11과 KSJ16은 음성반응

을, WP20, WP38, WP41과 WP42는 양성반응을 나타내었다.

8. Oxidase test

Gram negative bacteria 중 호기성세균과 조건적 혐기성세균을 구분하는데 

쓰이는 방법이다. 환원형의 cytochrome이 전자전달계의 최종 전자수용체인 산

소에 의하여 산화되는 과정을 촉매하는 효소인 cytochrome oxidase의 활성 유

무를 조사하는 방법이다. 균주들을 NA 배지에 배양한후 colony가 생성되면 

95% 에탄올에 1%로 녹인 α-naphtol과 새로 만든 1% 

dimethyl-p-phenylenediamine oxalate 수용액의 1:1 혼합액을 배지상의 colony

에 몇 방울 가한다. 10-30초 이내에 colony나 배지가 짙은 청색으로 변하면 양

성이다. 실험결과 모든 실험균주가 양성을 나타내었다.

9. Starch hydrolysis

세균 중에서 Amylase 생산능이 있는 것은 녹말을 분해할 수 있다. Starch 
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hydrolysis agar 배지에 균주를 배양한 후 Gram's iodine을 떨어뜨려 배지상에 

분비돈 amylase의 작용을 검증하였다. 가수분해되지 않은 부분은 Iodine-statch 

반응의 결과인 보라색이 나타났고, 가수분해된 부분은 투명환이 나타났다. 실험

결과 KSJ8과 KSJ16을 제외한 모든 균주에서 양성반응을 보였다.

10. Motility test

균주의 Motility를 확인하는 실험으로 배지관에 접종침으로 균을 접종하여 

실험균주의 motility를 확인하였다. KSJ11을 제외한 모든 균주에서 motility 양

성반응을 나타내었다.

11. Tryptophan hydrolysis

균주의 Tryptophan 분해능을 검사하는 실험으로 Tryptone broth에 배양된 

균주가 Kovac's 시약에 노출되었을 때의 붉은색으로 변화하였을 때 양성으로 

간주한다. 실험결과 WP20, WP41 및 WP42 균주는 음성, KSJ3, KSJ8, KSJ11, 

KSJ16, WP38 균주들은 양성을 나타내었다.

12. Phenlyalanine deamination

Phenylalanase 생산의 증거가 되는 Phenylpyruvic acid의 생성을 검사하기 

위한 실험이다. 일부 세균들은 Phenylalanine을 탈아민하여 phenylpyruvic 

acid(PPA)를 생산하는 phenylalanase를 분비한다. 분비된 phenylpyruvic acid에 

10% Ferric chloride에 노출되면 반응이 일어나 녹색으로 변하는 성질을 이용

하여 Phenylpyruvic acid의 생성 유무를 검사한다. 실험결과 모든 실험균주에서 

녹색을 띈 양성반응을 나타내었다.

13. Lactose 분해

Lactose를 분해하는 β-galactosidase가 있는가를 확인하는 검사방법의 하나

로 분해산물에 의해 균체주위에 불투명대가 형성된다. 실험결과 WP 20은 음성

으로 나타났고 그 외 균주는 양성이었다.
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표 1. 생리생화학적 실험 결과

생화학적실험      
KSJ 

3

KSJ 

8

KSJ 

11

KSJ 

16

WP 

20

WP 

38

WP 

41

WP 

42

Gram 염색
-, 

rod

-, 

rod

-, 

rod

-, 

rod

-, 

rod

-, 

rod

-, 

rod

-, 

rod

Esculin 가수분해 - + + + + + + +

Catalase 시험 + + + + + + + +

Citrate 이용 + + + + + + + +

Gelatin 액화 + + + + + - + -

Indole생성 + - + + - + + +

Methly Red 검정 + + - + + + + -

Voges-Proskauer 검정 - - - - + + + +

Oxidase 검정 + + + + + + + +

Starch 가수분해 + - + - + + + +

Motility + + - + + + + +

Tryptophan 가수분해 + + + + - + - -

Phenlyalanine 탈아민 + + + + + + + +

Lactose 이용 + + + + - + + +

상기한 기초 생리생화학적 실험이외에 인산염가용화 세균의 분류 동정을 위

해 과거에 많이 이용되어 왔던 API kit 및 Biolog test를 사용하여 2차적으로 

동정 실험을 시도하였으나, 50% 이하의 신뢰도를 보여 종의 구분이 불가능하

였다. 따라서, 최신 연구기법인 분자유전학적 계통분류 연구방법(16s rDNA 

서열결정 및 비교분석)을 적용할 필요가 있었다.

제3절 분자유전학적 분류 실험

1. 균주 및 Plasmid

본 실험의 cloning에 이용된 균주는 E. coli strain DH5α를 사용하였고, 

plasmid는 pBluescriptⅡ SK(+)(Stratagen Co.)를 사용하였다.
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표 2. 본 연구에 사용되어진 균주 및 plasmid

Name Phenotype Ref.

Strains

KSJ 3 불용성인산염가용화균주 본 연구

KSJ 8 불용성인산염가용화균주 본 연구

KSJ 11 불용성인산염가용화균주 본 연구

KSJ 16 불용성인산염가용화균주 본 연구

WP 20 불용성인산염가용화균주 본 연구

WP 38 불용성인산염가용화균주 본 연구

WP 41 불용성인산염가용화균주 본 연구

WP 42 불용성인산염가용화균주 본 연구

Plasmids

pBluescript Ⅱ
pBluescriptⅡ SK(+/-) phagemid, Amp

r
, 

lacz gene, MCS
Stratagen

E. coli

DH5α
F
-
Φ80dlacZ△(lacZYA-argF)U160 endA1 
recA1 hsdR17(rk-mk+) deoR thi-1 
supE44 λ-gyrA96 relA1

Promega

2. 제한효소 및 변형효소

Hind Ⅲ,  Sac Ⅰ 등의 제한효소와 T4 DNA ligase, T4 DNA polymerase, 

E. coli polymerase, RNase 등의 modifying enzyme들은 TaKaRa, Promega, 

New England Biolabs(NEB), Amersham, Bioneer에서 구입하였으며, 각 회사

에서 제시한 조건들에 맞추어 사용하였다.

3. Genomic DNA 추출

NB 5㎖에 균주를 접종하여 30℃에서 4∼5시간동안 전배양 한 후 NB 50㎖

에 전배양 된 균주를 다시 접종하여 12∼16시간동안 배양하여, 4℃, 13,000rpm

에서 10min동안 원심분리하여 상등액은 버리고 세포를 얻은 후 여기에 TE 

buffer 567㎕, 10% SDS 30㎕, proteinase K(20㎎/㎖) 3㎕를 첨가한 후 

vortexing으로 균질화하여 37℃에서 1시간동안 incubation하였다. 5M NaCl 100

㎕와 CTAB/NaCl solution 80㎕를 첨가 후 vortexing하여 65℃에서 10min동안 

반응시켰다. 같은 부피의 chloroform : isoamylalcohol(24 : 1)을 첨가하고 5분

동안 원심분리하여 상등액을 새 tube에 옮겼다. 또다시 동량의 phenol : 
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chloroform : isoamylalcohol(25 : 24 : 1)을 첨가하여 10분간 원심분리하여 상

등액을 새 tube에 옮겼다.  얻어진 상등액에 0.6배 부피의 isopropanol을 첨가

하여 genomic DNA를 추출하였다.

4. Primer의 제작

16S rDNA의 증폭에 이용된 primer는 Marchesie 등(1998)이 설계한 

randome primer를 변형하여 HP16-F(E. coli numbering 42∼63 : 5'-CCCA 

AGCTTAACTGCAGCAGGCCTAACACATGCAAGTC-3')와 BS16-R(E. coli 

numbering 1386∼1404 : 5'-CGGGATCCCGAGCTCGCGCGGWGTGT 

ACAAGC-3`)로 제작(제노텍, Korea)하였다. 각 primer는 증폭된 PCR 산물의 

cloning을 위하여 두 개의 제한효소를 5`쪽에 삽입하였다(HP16S-F : HindⅢ․

PstⅠ; BS16S- R : BamHⅠ․SacⅠ).

5. 16S rDNA의 PCR에 의한 증폭

균주에서 추출한 genomic DNA를 template DNA로 사용하였고, PCR 증폭

은 Gene Cycle
TM
(BIO-RAD Co.)을 사용하여 수행하였다. PCR 반응용액은 제

작된 primer(10pmol)을 각각 1㎕씩 첨가, Template DNA(10ng Genomic DNA) 

1㎕, 멸균증류수 47㎕를 PCR Mixer(Bioneer Co. Korea)에 첨가하여 혼합한 후 

mineral oil을 첨가하였다. 

PCR 반응조건은 95℃ 5min간 denaturation을 1 cycle, 90℃ 1min 동안 

denaturation, 52℃/54℃ 2min간 annealing-primer attack, 72℃ 1min 30sec간 

elongation-polymerization을 30cycle을 시행한 후 72℃ 5min 동안 final 

extension을 하였다. 증폭된 16S rDNA를 0.8% agarose gel로 전기영동하여 

1.4Kb를 확인하였다.

6. Competent cell 제조

숙주 E. coli strain DH5α를 TYE-Amp 평판배지에 도말한 후 37℃에서 

over night 동안 배양하여 single colony를 얻었다. Single colony를 5ml 

SOB(2% tryptone, 0.5% yeast extract, 0.058% NaCl, 0.019% KCl, pH 7.0)에 

1/100 부피로 접종하고 A600 값이 0.4∼0.6이 될 때까지(약 3시간)더 배양하였
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다. 배양액을 4℃에서 원심분리(4,000 rpm, 10분)한 후 10% glycerol을 첨가하

여 3회 세척하였다. 이렇게 제조된 competent cell을 각각 80㎕(10
9
/1㎍)씩 분주

하여 electroporation을 위해 -70℃에 보관하며 사용하였다. 

7. Competent cell과 cloning vector의 준비

HindⅢ와 SacⅠ으로 enzyme degestion된 pBluescript vector를 self-ligation

한 것과 pBluescript vector(제한효소 절단 안한 것) 1㎕을 각각 제조한 

competent cell에 eletroporator를 이용하여 아래와 같이 transformation을 실행

하였다. 그 결과 제한효소 전달을 하지 않은 vector에서는 TYE agar(+ Amp)

배지에 blue colony가 10
7
/1㎍ 정도였으나, ligation한 이중 제한효소절단 vector

에서는 colony가 전혀 나타나지 않아 cloning vector로 사용키로 하였다.

8. Cloning

그림 8과 같은 계획 하에 16S rDNA를 cloning 하고자 하였다. 증폭된 PCR 

product(16S rDNA)를 pBluescript vector를 HindⅢ와 SacⅠ으로 digestion하였

다. 절단한 PCR 산물과 8항에서 준비한 cloning vector를 사용하여 아래의 조

성으로 ligation을 4℃에서 18시간 실행하였다.

Ligation 조성

pBluescript vetor 1 ㎕

Insert 15 ㎕

T4 ligase(Enzyme) 0.5 ㎕

10× buffer 2 ㎕

D.W 1.5 ㎕

Total 20 ㎕

Ligation 반응액을 20-30분간 Drop dialysis를 실행하여 salt를 제거한 후, 

cuvette에 E. coli DH5α와 ligation sample을 섞어 30분간 ice에서 처리한 후 

eletroporation을 실시하였다. SOC 1㎖(SOB 980㎕. 2M Mg
2+
 10㎕, 40% 

glucose 10㎕)에 cuvette의 sample을 옮겨 담은 후 37℃의 shaking incubator에

서 1-2시간동안 배양하였다. 80㎕의 X-gal(20mg/DMF 1㎖)이 smear된 TYE 
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agar media에 SOC 배양된 제조합체를 도말하여 37℃에서 16시간동안 배양하

였다. PCR 산물의 Vector내 삽입유무를 확인하기 위하여 colony를 10항과 같

이 배양하고 plasmid를 분리하였다. 분리한 plasmid는 HindⅢ와 SacⅠ을 가하

여 37℃에서 2시간동안 digestion한 다음 0.8% agarose gel에서 insert를 확인

하였다.

  . 

그림 1. 16S rDNA의 클로닝 단계 
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9. plasmid DNA 분리

항생제(Amp)가 첨가된 TYE broth 배지 5㎖에 균주를 접종하여 37℃에서 

12∼16 시간동안 배양한 후, 4℃, 12,000rpm에서 5분간 원심분리하여 cell을 얻

었다. 얻어진 cell에 100㎕의 Solution Ⅰ(0.9% glucose, 10mM EDTA, 25mM 

Tris-HCl pH 8.0, 4㎎/㎖)을 넣고 vortexing하여 균질화 한 후, 200㎕의 

Solution Ⅱ(0.2N NaOH, 1% SDS)를 넣어 용해시켜 얼음에 5분 동안 반응시켰

다. 10분이 경과하지 않도록 주의하면서 150㎕의 solution Ⅲ(5M potassium 

acetate 60㎖, glacial acetic acid 11.5㎖, dH2O 28.5㎖)를 첨가한 후 10분 동안 

얼음에서 반응시킨 후 4℃에서 10분 동안 원심분리하여 얻은 상등액을 새 tube

에 옮기고 동량의 phenol : chloroform : isoamylalcohol(25 : 24 : 1)을 처리하

여 혼탁 시킨 다음 5분 동안 상온에서 원심분리하였다. 얻어진 상등액을 새 

tube에 옮긴 후 100% 에탄올(-20℃) 1㎖을 첨가하여 salt를 제거하고 4℃에서 

5분 동안 원심분리하여 상등액을 버린다. 이어서 70% 에탄올(-20℃) 1㎖을 첨

가하여 침전시킨 후 4℃에서 5분 동안 원심분리하여 상등액을 버리고 건조시킨 

다음 멸균증류수로 녹이고 RNase(10㎎/㎖)로 RNA를 분해하여 -20℃에 보관하

였다. 

염기서열분석을 목적으로하는 plasmid DNA 분리 시 Promega사의 plasmid 

purification kit를 사용하였다.

10. 염기서열분석 및 상동성 분석

염기서열 분석은 자동염기서열 분석기를 사용하였으며 그 기종은 DNA 

sequencer Long ReadIF 4200이며, 4% Long Ranger(FMC : Rockland, ME, 

USA) gel을 사용하여 전개하였고, Sequencing 반응용 Kit는 Thermosequenase 

(Part number L US78500, Amersham Life Science : Cleveland. Ohio. USA)제

품을 사용하였다.

상동성분석에는 NCBI의 BLAST research program을 사용하여 실시하였고 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)에서 상동성에 따라 GenBank에 

등록된 16S rDNA 염기서열을 활용하여 EMBL의 EBI ClustalW 

program(http://www.ebi.ac.uk/clustalw)을 실행하였다. 이때 얻어진 

phylogenetic tree와 유사도 값을 사용하였다.
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11. 16S rDNA의 cloning 및 염기서열 결정

HP16-F와 BS16-R primer를 사용하여 불용성 인산염 가용화능이 뛰어난 8

균주의 Genomic DNA로부터 16S rDNA를 증폭하여 pBSSK vector에 삽입하

였고 염기서열결정을 수행하였다. 결정된 염기서열을 ClustalW로 배열한 결과

는 그림 2와 같았으며 이들로부터 phylogenetic tree를 분석한 결과는 그림 3과 

같았다. 또한 상동성 분석결과는 표 3에 제시하였다. 

각 균주는 사용한 primer를 제외하고 KSJ3과 WP20는 1343bp, WP41과 

WP42는 1344bp, KSJ11은 1342bp, KSJ8, KSJ16, WP38은 1345bp로 구성되어 

있었다. 8균주의 16S rDNA 염기서열을 ClustalW로 multiple alignment한 결과 

281곳의 변화가 있음을 확인할 수 있었으며, 240개의 염기 단위로 구분할 경우 

nt1∼nt240의 위치에서 76개의 염기에 변화가 있어 가장 변화가 심한 부위임을 

알 수 있었으며 그 외의 구간은 42∼45개의 염기에 변화가 있었으나 nt721∼

nt960 구간은 32개의 염기가 변화되어 가장 보존적인 부위였다.

8균주간 16S rDNA 서열을 이용한 계통수를 조사한 결과 KSJ3과 WP20이 

1 group, WP41과 WP42가 1 group, KSJ8과 KSJ16이 1 group 그리고 WP38

과 KSJ11이 각각 1개의 group을 구성하는 것을 알 수 있었다. 

8균주의 상동성을 비교해보면 역시 상기 계통수와 유사한 결과를 보였으며 

WP41과 WP42는 KSJ3과 KSJ16과 보다 유사하여 96% 이상의 상동성을 보였

다. KSJ8과 KSJ16 그리고 WP38은 각각에 대해 97% 이상의 상동성을 보였다. 

KSJ11은 다른 균주들에 대해서 84∼87%의 상등성을 보여 다른 속에 속함을 

알 수 있었다. Drancourt 등(2000)에 따르면 99%이상의 상동성을 보이면 

species 수준에서 동일하고, 97% 이상의 상동성이 있으면 genus 수준에서 동

일하며 그 이하의 상동성을 보이면 진화적 계통수의 위치에서 family 수준에 

놓일 수 있다고 하므로 이 견해를 받아들인다면 본 연구에 사용된 8균주는 최

소 4개 속에 6종으로 구분될 수 있을 것으로 판단된다. 이에 보다 상세한 연구

를 위하여 BLAST 검색을 통해 GenBank에 등록된 미생물의 16S rDNA의 염

기서열과 비교하였다.
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            1                                                          60

KSJ3-16S    CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGG--AGAGAGGTAGCTTGCTACCGATC--TTAGCG

WP20-16S    CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGG--AGAGAGGTAGCTTGCTACCGATC--TTAGCG

WP41-16S    CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGG--GGTGATGGTGCTTGCACTATCAC--TTAGCG

WP42-16S    CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGA--AGTGATGGTGCTTGCACTATCAC--TTAGCG

KSJ11-16S   CACGGCTAACACATGCAAGTCGAGCGG--ATGACGGGGGCTTGCTCCTGGAT--TCAGCG

KSJ8-16S    CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTG

KSJ16-16S   CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTG

WP38-16S    CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACACAGGGAGCTTGCTCCCGGGTGACGAGCG

            ** * ****************** **            ******            ** *

            61        120

KSJ3-16S    GCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATTTCGAAAGG

WP20-16S    GCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATTTCGAAAGG

WP41-16S    GCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGG

WP42-16S    GCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAGG

KSJ11-16S   GCGGACGGGTGAGTAATGCCTAAGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGG

KSJ8-16S    GCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACG

KSJ16-16S   GCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCCGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACG

WP38-16S    GCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACG

            ******************  *  *** *****   * * ****** ***   * **** *

            121                    180

KSJ3-16S    AATGCTAATACCGCATA-CGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATC--TTCGGACCTTGCGC 

WP20-16S    AATGCTAATACCGCATA-CGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATC--TTCGGACCTTGCGC 

WP41-16S    GATGCTAATACCGCATA-CGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCACTTGTGACCTTGCGC 

WP42-16S    GATGCTAATACCGCATA-CGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCACTTGTGACCTTGCGC 

KSJ11-16S   AACGCTAATACCGCATA-CGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACC--TTCGGGCCTCGCGC

KSJ8-16S    GTAGCTAATACCGCATAACGTCGCA-AGACCAAAGAGGGGGACC--TTCGGGCCTCTTGC 

KSJ16-16S   GTAGCTAATACCGCATAACGTCGCA-AGACCAAAGTGGGGGACC--TTCGGGCCTCACAC

WP38-16S    GTAGCTAATACCGCATAACGTCGCA-AGACCAAAGAGGGGGACC--TTCGGGCCTCTTGC 

               ************** ****  *  *   ****  ***** *  **  * ***    *

            181                                                       240

KSJ3-16S    TAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG 

WP20-16S    TAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG 

WP41-16S    TAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG 

WP42-16S    TAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACG 

KSJ11-16S   TATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACG 

KSJ8-16S    CATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACG 

KSJ16-16S   CATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACG 

WP38-16S    CATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACG 

             *   **** *** *  * ************ **** ***** ***  *** ********  
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            241                        300

KSJ3-16S    ATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC 

WP20-16S    ATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC 

WP41-16S    ATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC 

WP42-16S    ATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC 

KSJ11-16S   ATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC

KSJ8-16S    ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC 

KSJ16-16S   ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC

WP38-16S    ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC 

            ***  ** * *************** * * ******** ************ ******** 

            301        360

KSJ3-16S    CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCC 

WP20-16S    CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCC 

WP41-16S    CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCC 

WP42-16S    CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCC 

KSJ11-16S   CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCC 

KSJ8-16S    CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAGGCCTGATGCAGCCATGCC 

KSJ16-16S   CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCC 

WP38-16S    CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCC 

            **************************** ******** * *  ****** **********

    361        420

KSJ3-16S    GCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTA 

WP20-16S    GCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTA 

WP41-16S    GCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAGGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTCTTTTG 

WP42-16S    GCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTCTTTTG 

KSJ11-16S   GCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGCAGGGCAGTAA

KSJ8-16S    GCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTG 

KSJ16-16S   GCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGGA

WP38-16S    GCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAG 

            ****** ********* ***  * ****** * ***** **   *****  *        

   421           480

KSJ3-16S    GATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCA 

WP20-16S    GATAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCA 

WP41-16S    GTTAATACCCAAGATGAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCA 

WP42-16S    GTTAATACCCAAGATGAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCA 

KSJ11-16S   GCGAATACCTTGC-TGTTTTGTCGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCA

KSJ8-16S    GTTAATAACCGTAGCAA-TTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA 

KSJ16-16S   GTTAATAGCTTCACCGA-TTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA

WP38-16S    GTTAATAACCTTGTCGA-TTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA 

            *  **** *         * * ******   ***** **************** ****** 
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   481                  540

KSJ3-16S    GCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGC 

WP20-16S    GCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGC 

WP41-16S    GCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGC 

WP42-16S    GCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGC 

KSJ11-16S   GCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGC

KSJ8-16S    GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC 

KSJ16-16S   GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC

WP38-16S    GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC 

            **************** ******** ************* ****************** * 

   541        600

KSJ3-16S    GTAGGCGGCTAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGA 

WP20-16S    GTAGGCGGCTAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGA 

WP41-16S    GTAGGCGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGA 

WP42-16S    GTAGGCGGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGA 

KSJ11-16S   GTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAA

KSJ8-16S    GCAGGCGGTCTGTCAGGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCGTTCGA 

KSJ16-16S   GCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTCGA

WP38-16S    GCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGA 

            * *** **    * * **   ******** ***** *** *** ****** *** * * * 

   601        660 

KSJ3-16S    TACTGGTTAGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

WP20-16S    TACTGGTTAGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

WP41-16S    TACTGGTTGGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

WP42-16S    TACTGGTTGGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

KSJ11-16S   AACTGGCGAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCG

KSJ8-16S    CACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

KSJ16-16S   AACTGGCAGGCTGGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

WP38-16S    AACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCG

             *****   *** **** * * *****  *** ***** *  ****************** 

   601        720

KSJ3-16S    TAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAG 

WP20-16S    TAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAG 

WP41-16S    TAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAG 

WP42-16S    TAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAG 

KSJ11-16S   TAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAG

KSJ8-16S    TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGAGACTGACGCTCAG 

KSJ16-16S   TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAG

WP38-16S    TAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGGAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAG 

            **** **  * ***** ***  ***** ****  **  **** *  * ****** ** ** 
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   721        780

KSJ3-16S    GTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGAT 

WP20-16S    GTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGAT 

WP41-16S    GTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGAT 

WP42-16S    GTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGAT 

KSJ11-16S   GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT

KSJ8-16S    GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT 

KSJ16-16S   GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT

WP38-16S    GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT 

            ********** ************************************ ************ 

   781        840

KSJ3-16S    GTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACC 

WP20-16S    GTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACC 

WP41-16S    GTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACC 

WP42-16S    GTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACC 

KSJ11-16S   GTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACC

KSJ8-16S    GTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACC 

KSJ16-16S   GTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACC

WP38-16S    GTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACC 

            *** *** *  * * *   * *****   *   *  ** *********  ***** **** 

    841        900

KSJ3-16S    GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 

WP20-16S    GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 

WP41-16S    GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 

WP42-16S    GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 

KSJ11-16S   GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC

KSJ8-16S    GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 

KSJ16-16S   GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC

WP38-16S    GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC 

            *************** ******  ************************************ 

   901        960

KSJ3-16S    GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGT 

WP20-16S    GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGT 

WP41-16S    GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGT 

WP42-16S    GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGT 

KSJ11-16S   GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCA

KSJ8-16S    GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCA 

KSJ16-16S   GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCA

WP38-16S    GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCA 

            ************************ ********************    ********    



- 72 -

      961       1020

KSJ3-16S    AAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTTACATACAGGTGCTGCATGGCT 

WP20-16S    AAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTTACATACAGGTGCTGCATGGCT 

WP41-16S    AGAAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAATCTACATACAGGTGCTGCATGGCT 

WP42-16S    AGAAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAATCTACATACAGGTGCTGCATGGCT 

KSJ11-16S   GAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCT

KSJ8-16S    GAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCT 

KSJ16-16S   GAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCT

WP38-16S    GAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCT 

               *****  ********  ****************     * ***************** 

   1021                                  1080

KSJ3-16S    GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCC 

WP20-16S    GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCC 

WP41-16S    GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCC 

WP42-16S    GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCC 

KSJ11-16S   GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCC

KSJ8-16S    GTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCC 

KSJ16-16S   GTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCC

WP38-16S    GTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCC 

            *************** **** ****************** **************** *** 

   1081       1140

KSJ3-16S    TTATTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGA 

WP20-16S    TTATTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGA 

WP41-16S    TTACTTGCCAGCATTTCGGAT-GGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGA 

WP42-16S    TTACTTGCCAGCATTTCGGAT-GGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGA 

KSJ11-16S   TTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA

KSJ8-16S    TTTGTTGCCAGCG-GCTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGA 

KSJ16-16S   TTTGTTGCCAGCG-GTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGA

WP38-16S    TTTGTTGCCAGCG-GTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGA 

            **  ** *****          *** ***  ***** ****** **** **** ****** 

   1141       1200

KSJ3-16S    AGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAA 

WP20-16S    AGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAA 

WP41-16S    AGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAA 

WP42-16S    AGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAA 

KSJ11-16S   AGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAA

KSJ8-16S    AGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAA 

KSJ16-16S   AGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAA

WP38-16S    AGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAA 

            *** ***** **************************    ******************** 
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   1201       1260

KSJ3-16S    TGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTA 

WP20-16S    TGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTA 

WP41-16S    TGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTA 

WP42-16S    TGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTA 

KSJ11-16S   TGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTA

KSJ8-16S    TGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTA 

KSJ16-16S   TGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTA

WP38-16S    TGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTA 

            ***    **** ** *  ** *    ****      **  * **** ***     ***** 

   1261       1320

KSJ3-16S    GTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC 

WP20-16S    GTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGGATCGCTAGTAATCGCGGATC 

WP41-16S    GTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC 

WP42-16S    GTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC 

KSJ11-16S   GTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATC

KSJ8-16S    GTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATC 

KSJ16-16S   GTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATC

WP38-16S    GTCCGGATTGGAATCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATAGTAGATC 

            ******** * * ************** * ********* ************ *   *** 

   1321                      1350

KSJ3-16S    AGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGCGCCTTGT 

WP20-16S    AGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 

WP41-16S    AGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 

WP42-16S    AGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGCGCCTTGT 

KSJ11-16S   AGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT

KSJ8-16S    AGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 

KSJ16-16S   AGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT

WP38-16S    AGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 

            ******   ***************** ******* 

그림 2. 불용성 인산염 가용화 균주(8종)간 16S rDNA 염기서열의 

상호비교
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그림 3. 불용화 인산염 가용화 균주 간 근연관계도

ClustalW 분석결과 16S rDNA 염기서열의 유사도는 KSJ8을 기준으로 유사

도 순으로 배열하였을 때 KSJ16>WP38>KSJ11>KSJ3>WP20>WP42>WP41 

순이였다. 또한 유사도의 상호관계 및 근연계통수를 분석한 결과는 표 3에 제

시하였다. 유사도 상호관계는 83%에서 99%의 값을 보여주었다. 근연계통수를 

보면 본 연구에서 선발된 불용성 인산염 가용화 균주간에는 KSJ16과 KSJ8, 

WP38, KSJ11, WP41과 WP42, KSJ3과 WP20의 5개군으로 구분됨을 알 수 있

었다. 

본 연구에서 선발된 불용성 인산염 가용화 균주들의 분자생물학적 동정을 

위하여 BLAST프로그램을 이용하여 각 선발균주의 16S rDNA 염기서열과 가

장 유사한 16S rDNA를 지니고 있는 박테리아들의 유사성크기 순으로 분류하

였다.

 

표 3. 불용화 인산염 가용화 균주 간 16S rDNA 염기서열의 유전유사도

KSJ3 KSJ8 KSJ11 KSJ16 WP20 WP38 WP41 WP42

KSJ3 100

KSJ8 84 100

KSJ11 87 84 100

KSJ16 84 97 84 100

WP20 99 84 84 84 100

WP38 85 97 85 97 85 100

WP41 96 84 96 83 96 84 100

WP42 97 84 96 83 96 84 99 100
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위 결과로 불용성 인산염 가용화 균주의 분류․동정 결과를 표 4에 정리하

였다. KSJ3와 WP20은 Acinetobacter calcoaceticus로 WP41와 WP42는 

Acinetobacter속의 새로운 종으로 동정하였다. KSJ11은 Pseudomonas putida

로, KSJ16은 Enterobacter intermedius의 새로운 종으로, WP38은 

Enterobacter asburiae로, KSJ8은 Enterobacter속과 유사한 Leclercia 

adacarboxylata로 동정하였다.

본 연구는 토양에서 유래된 기능성 균주의 분자생물학적 계통분류 분석을 

통한 동정을 수행한 것이다. 대상유전자는 그 database가 비교적 잘 구축된 유

전자의 하나인 16S rDNA이였다. Drancourt 등(2000)은 GenBank에 등록된 균

주들의 16S rDNA의 염기서열과 99% 이상의 상동성이 있는 경우에 종

(species) 수준에서 동일한 것으로 분류할 수 있다. 본 연구팀이 탐색 선별한 

균주들은 불용성 인산염 가용화 균주로 국내외적으로 최근에 연구되어진 균주

들의 일부와 genus level 수준에서는 동일하지만 species level에서는 국내외적

으로 처음 보고된 것들일 뿐 아니라 (KSJ 11 ; Pseudomonas putida, KSJ 16 

; Enterobacter intermedius), 불용성 인산염 가용화 활성이 있다는 것을 

genus level에서도 국내외적으로 처음으로 보고되는 균주(KSJ 8 ; Leclercia 

adecarboxylata)도 있다. 즉, 균주 동정․분류결과,  본 연구에 의해 탐색된 균

주들은 신규성이 있는 중요한 연구성과로 평가되어 현재 국제특허균주로 등록

하였으며, 또한 국내특허출원 중에 있다.

표 4. 본 연구에 의해 선발된 불용성 인산염 가용화 균주의 동정

Clone Taxon

   KSJ3  Acinetobacter calcoaceticus

   WP20  Acinetobacter calcoaceticus

   WP41  Acinetobacter sp.

   WP42  Acinetobacter sp.

   KSJ11  Pseudomonas putida

   KSJ8  Leclercia adecarboxylata

   KSJ16  Enterobacter intermedius

   WP38  Enterobacter asburiae
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제 4 장 불용성 인산염 가용화 균주의 

        활성능과 복원능

제1절 서론

최근 시설재배면적의 급격한 증가는 농가의 재배환경에 대한 인식부족으로 

염류 및 양분의 과잉축적을 일으켜 토양 중 필수양분의 불균형, 작물의 수분흡

수 저해, 염류농도장해 등 작물생육에 장해를 유발 시설재배의 중요 문제점으

로 대두되고 있다. 무기염류는 농작물의 생육에 있어서 중요한 요소이다. 농작

물은 필요한 량의 염류를 흡수하고 나머지는 흡수하지 않으므로 미생물이 소비

하거나 흡비력을 높여 제거하지 않으면 염류가 계속 축적되어 식물은 살아 갈

수 없게 된다.  

본 연구진에 의하여 제안된 염류장해 토양에서 미생물의 역할을 간단히 살

표보면 토양서식 곰팡이의 경우 그림 1과 같이 균사의 증식으로 토양 공극을 

증가시켜 토양 내 공기 및 물의 흐름이 활발하게 할 수 있는 데, 장해토양에서 

과도한 염류에 대응할 수 있는 곰팡이는 특유의 삼투저항성과 연관된 MAPK 

활성 증가로 균사 분열이 촉진되어 결국은 토양공극이 커지는 물리적 변화를 

일으키고, 토양의 물리적인 변화는 염의 배출력 증진으로 이어지게 된다. 따라

서, 염류장해토양에 서식하는 내염성 곰팡이의 균사분열 연관 MAPK 활성을 

증가시킬 수 있다면 곰팡이를 이용한 장해토양 개선에 일조할 수 있을 것이다. 

또한, 박테리아의 경우는 그림 2와 같이 각종 토양 내 인화합물을 분해, 흡수 

및 축적하는 대사에 관련한 다양한 유전자들이 알려져 있다. 이들 유전자의 활

성은 모든 박테리아에서 동일하지 않으며 특수하게 보다 높은 활성을 지닌 박

테리아가 있다. 따라서, 인화합물의 가용화, 분해, 흡수 및 축적능이 뛰어난 박

테리아를 선발하고 이들을 직접 이용하거나 더불어 다양한 인화합물 대사관련 

유전자의 활성을 증가시킨 유전자 재조합체로 개량하여 장해토양 개선에 사용

할 수 있을 것이다. 

이러한 배경하에 2장에서 탐색되어진 불용성 인산염 가용화 균주를 이용하

여 대표적 불용성인산염들을 첨가하여 제조한 배지에서의 활성스펙트럼을 조사

하였고, 장해 토양에 접종하여 토양내 염류제거 및 가용화 효율을 조사하여 염

류장해토양의 개선 및 복원효과를 분석하였다. 
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그림 1. 염류장해 토양 내 곰팡이의 역할

그림 2. 박테리아의 각종 인화합물 대사관련 유전자들
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제2절 인산염가용화 균주의 활성능

1. 불용성 인산염 가용화 균주의 활성 스펙트럼

2장에 의해 탐색되어진 균주를 대상으로 우선적으로 tricalciumphosphate 가

용화 균주로서 선별된 8개 균주(KSJ 3, KSJ 8, KSJ 11, KSJ 16, WP 20, WP 

38, WP 41, WP 42)와 기확보된 KL 1114와 EBM 1, EBM 13, EBM 31 균주

들을 대표적 불용성인산염인 hydroxyapatite, 인광석 및 phytic acid 등을 0.5% 

농도로 첨가하여 제조한 배지에 접종하여 30℃에서 3∼5일간 배양한 결과 나타

난 활성스펙트럼은 표 1과 같이 나타났다.

그 결과, KSJ 11, KSJ 16, WP 42, WP41, KSJ 8 균주의 순으로 

tricalciumphosphate 가용화 능이 뛰어났으며, KSJ16, KSJ 11, KSJ 8, WP 42 

균주의 순으로 hydroxyapatite도 모두 가용화 시키므로서 광범위한 가용화 활

성 스펙트럼을 지닌 불용성 인산염 가용화 균주로서 폭넓게 활용될 수 있을 것

이다.

표 1. 불용성 인산염 가용화 스펙트럼

균주 tricalciumphosphate hydroxyapatite 인광석 phytic acid

KSJ 3 ◎ ◎ ○ ○

KSJ 8 ◎ ● ○ ◎

KSJ 11 ● ● ○ ◎

KSJ 16 ● ● ○ ◎

WP 20 ○ ◎ ○ ◎

WP 38 ○ ○ ○ ○

WP 41 ◎ ◎ ○ ◎

WP 42 ● ● ○ ○

KL 1114 - - - ◎

EBM 1 - - - ○

EBM 13 - - - ○

EBM 31 - - - ○

-:가용화능 없음, ○:보통(투명대 5㎜이하), ◎:우수(투명대5∼10㎜), ●:매우우수(투명대 10㎜이상)
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2. 불용성 인산염 가용화 균주의 인산농도에 따른 세포생장율

인산염 가용화에 관련된 일련의 미생물 대사과정 연구결과, 토양처럼 가용

성 인이 부족할 때 일반 미생물(E. coli, Bacillus sp.)에서는 인관련 대사가 촉

진되는 효과(starvation effect)가 나타난다. 즉 인산결핍하에서도 인화합물의 

분해, 흡수, 축적과 관련된 효소들의 활성이 증가되면서 환경에 잘 적응하게 되

는데, 드물게는 세균수가 증가(생장증가) 되기도 하지만 일반적으로 생명만 마

지못해 유지하는 상태가 되거나, spore 등을 형성하여 척박한 환경에서 사멸되

는 것을 방지하기도 한다. 이와같은 인 대사의 활성변화 조절과정을 선별된 불

용성 인산염 가용화 균주의 경우에도 조사하여 제제화 및 균주활용에 필요한 

기초 자료로 이용하고자 하였다.

선별된 균주를 대상으로 인의 농도를 다양하게(결핍, 제한, 충분 등의 상태

로) 조정하였을 때 나타나는 starvation effect의 척도로 생장률 변화를 조사하

였다. KH2PO4를 농도별(0, 0.01, 0.02, 0.05 및 0.1 M)로 첨가한 NB와 MOPS 

배지에서 배양하였을 때 대조군에 비해 흡광도가 40배 증가 했으나, KH2PO4 

첨가 농도간 생장률은 유의적 차이는 없었다(data not shown). 

또한, 불용성 인산염 가용화능이 우수한 균주를 대상으로 환경내 인산농도

에 따른 생장률을 조사하기 위해서 NB, MOPS, 일반토양추출액 및 장해토양

추출액 배지와 이들 배지에 0.1 M KH2PO4를 첨가한 배지에 선별된 균주를 접

종하여 30℃에서 1일간 교반 배양한 후 분광광도계를 이용하여 흡광도를 측정

하여 상대적 세포 생장률을 비교 조사하였다. 세포 생장율은 영양배지인 NB 

배지에서는 차이를 보이지 않았으나, 최소배지인 MOPS 배지와 일반토양 추출

액 배지 및 장해토양 추출액 배지에서는 KH2PO4를 첨가하여 배양하였을 때 

훨씬 더 좋은 성장률을 보였다(그림 3. 참조). 

각각의 배지에 KH2PO4를 첨가하지 않았을 때에도 약간의 성장이 이루어

진 것은 배양배지에 인산이 결핍되어 있어도 세포분열에 필요한 무기인산은 세

포내 인산(무기인산 중합체 등)에 좌우된다고 할 수 있다. 즉, 영양배지 조건에

서는 세포생장율뿐 아니라 대사과정도 활발하여, 세포의 생장과 더불어 poly-P

의 세포내 축적 보다는 분해활성이 활발하게 이루어져 그에 따라 세포의 생장

이 높아지는 것으로 판단된다. 이에 비해 MOPS배지, 일반토양 및 장해토양 추

출액 배지의 경우 생장율은 완전배지에 비해서 매우 낮았는데, 이는 영양원과 
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가용성 인의 량에 따른 생장의 억제 내지는 낮은 대사활동에 기인한 것으로 여

겨진다.

그러나, KH2PO4를 첨가한 경우는 독특한 생장율의 상대적 증가를 볼 수 

있었다.  완전배지에서는 생장율이 균주에 따라 유사하거나 높아지는 경향을 

보이므로 이는 영양원과 공급된 인의 량의 증가에 기인하는 것으로 판단된다. 

이때 세포는 인을 poly-P 형태로 세포내에 축적하거나 직접 대사과정에 이용

하는 것으로 판단된다. MOPS, 일반토양과 장해토양배지의 경우는 대조군에 비

해 매우 높은 생장율의 증가를 볼 수 있다. MOPS 배지의 경우는, 탄소원과 질

소원 등의 영양원은 기본적으로 포함되어 있으나 인은 완전히 제거된 배양액이

므로, 생장 제한 요인으로 인이 작용하여 생장이 거의 억제된다. KH2PO4를 첨

가하였을 때는 공급된 인을 세포내에 poly-P상태로 축적하기보다는 직접 생장

관련 대사과정에 사용하므로서 급격한 생장 증가를 나타낸다고 할 수 있다. 이

에 비해 일반토양의 경우는 인의 량뿐 만 아니라 영양원도 부족한 상태이므로 

비록 생장율은 4 ∼ 5배 증가되나 전체적으로는 매우 낮은 균체의 증가를 나타

낸 것이다. 장해토양의 경우는 영양원과 인의 함량은 상대적으로 부족하지 않

으나 인의 경우 불용성염화 인화합물 상태이므로 균주가 이를 가용화하는데 있

어 시간을 필요로 하는 것으로 여겨지며 이에 따라 배양 1일 동안의 생장율이 

높지 않은 결과를 나타내는 원인으로 설명할 수 있다.

이처럼, 균주의 생장 정도는 배양조건 뿐 아니라 균주간에서도 차이를 나타

내기 때문에 장해토양의 개선에 본 균주들을 사용할 때에는 이러한 생장양상을 

고려하면서 염류장해 토양내 불용성 인산염 가용화 능력, 토양내 인산염 함량 

및 기타 인 화합물의 분해‧축적 등에 관련한 여러 가지 기구(효소, 수송단백질, 

조절단백질)들의 종합적인 cross regulation까지 감안할 때야 비로서 환경 복원

제의 formulation이 완성될 수 있다.
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그림 3. 불용성 인산염 가용화 균주의 인산첨가에 따른 생장률 비교
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3. 환경조건에 따른 인산화합물 분해효소들의 기여도와 발현조절

인산염 과다축적 정도에 따른 인산화합물 분해효소의 환경내 역할을 조사하

기 위해 여러조건하에서 (NB, NB + 0.1 M KH2PO4, MOPS, MOPS + 0.1 M 

KH2PO4, 일반토양, 일반토양 + 0.1 M KH2PO4, 장해토양, 장해토양 + 0.1 M 

KH2PO4,) 인산화합물 분해효소의 활성도를 측정하여 인 결핍시와 인 충분시의 

효소활성도 및 발현정도를 비교조사 하였다.

인화합물 분해효소의 활성도 측정법은 다음과 같다. 

탐색되어진 균주들을 표 1의 배지에 0.1 M의 KH2PO4를 첨가하거나 첨가하

지 않은 배지에서 배양하였으며, 배양된 세포를 5,000 rpm에서 10분간 원심분

리 하여 수획한 후 0.2 M NaCl 용액으로 2번 세척하였다. 세척한 세포를 

Huges의 방법에 따라 4℃에서 5분간 초음파 마쇄하여(Sonic dismembrator, 

Sonics & Materials, 500W) 세포내 단백질을 추출하였다. 이와같이 조제된 효

소추출액의 acid phosphatase(ACPase), neutral phosphatase(NEPase) 및 

alkaline phosphatase(ALPase)의 활성도를 측정하기 위하여 Ernst(1975)가 고안

한 방법을 적용하였다. 즉, p-NPP를 분해하는 효소는 여러 가지 type이 존재하

므로 이들을 구분하기 위하여 basic 반응액(p-NPP 5 mM, MgCl2 10 mM, KCl 

10 mM)에 ALPase는 pH 9.0(0.1 M Tris-Cl buffer), NEPase는 pH 7.0(0.1 M 

Tris-Cl buffer), ACPase는 pH 4.5(0.1 M acetate buffer)를 사용하였다. 

이와같이 조제된 반응액에 효소추출액을 1㎖씩을 넣고, 대조군에는 동량의 

증류수를 넣어 잘 섞은 후, 37℃에서 10분간 반응시킨 다음, 37.5% 

TCA(trichloroacetic acid) 용액을 0.5 ㎖을 첨가하여 효소의 반응을 정지시켰

다. 반응이 중지된 후 재발색시키기 위하여 1 N NaOH 용액 2.5 ㎖을 넣은 후 

5,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 얻어진 노란색의 p-NP 상등액을 410 ㎚에

서 나타내는 흡광도를 측정하여 ALPase, NEPase, ACPase 활성도를 측정하였

다. 

한편, Polyphosphatase (poly-Pase)의 활성도 측정은 Kulaev와 

Konoshenko(1971)의 방법에 의거하였다. 0.5 M Tris-Cl buffer(pH 7.4) 0.1 ㎖, 

0.01 M MgCl2 0.5 ㎖, 2 M KCl 0.05 ㎖, 기질용액(poly-P(n=15) 1 ㎎/㎖) 0.1 

㎖에 효소추출액 0.2 ㎖을 첨가하여 37℃에서 1시간 동안 반응시킨 후  7% 

PCA 용액을 0.5 ㎖ 가하여 반응을 정지 시켰다. 원심분리 후 상등액을 적량 



- 83 -

취하여 ortho-P 정량방법을 이용하여 효소의 반응결과 생성된 ortho-P를 정량

함으로써 활성도를 구하였으며, 단백질의 정량은 Lowry 등(1951)의 방법을 적

용하였다.

즉, 인대사과정 중 대부분의 인산염 분해효소의 조절과정은 인결핍시에 상

대적으로 효소발현이 induction되며 인충분시에는 효소발현이 repression된다. 

따라서 starvation 상태(인 결핍시, induction 상태)때 효소활성도를 (I), 

Vegetative 상태(인충분시, repression 상태)때 효소활성도를(R)이라고 할 때 상

대적비율(I/R)을 조사하였다. 단, 이미 NB 배지의 경우 충분한 인이 함유되었

으므로 추가로 인을 첨가 안 했을 때 효소활성도(VI), 추가로 인산을 첨가했을 

때 효소활성도(VR)로 한다. 이러한 I/R 값의 지표는 인산 축적정도에 따른 인

산염 분해효소의 발현 정도를 이해할 수 있어 I/R 값은 토양상태에 따라 가용

화 균주의 활용과 관련된 선별기준 지표로 이용될 수 있다. 불용성 인산염 가

용화 세균(8종)의 인 결핍시와 인 충분시의 인화합물 분해효소 활성도 변화는 

거의 유사한 경향을 나타내어 이들의 평균 활성도 값을 적용하여 I/R 값을 산

출하였다.

ALPase, NEPase, ACPase 모두 인결핍시(일반토양, 장해토양, MOPS)에 

인충분시에 비하여 효소활성이 상대적으로 높아 토양환경내에서도 인화합물 분

해에 유용한 효소군으로 판명되었다. 특히, poly-Pase는 인산결핍시, 충분시 

모두 상당한 활성도를 유지함으로서 토양 생태계내에서 인산화합물 순환과정에 

중요한 역할을 하는 효소임이 입증되었다.

표 2. 인산화합물 분해효소의 발현비율

배양조건 ACPase I/R NEPase I/R ALPase I/R poly-Pase I/R

NB(VI) 6147
0.54

2977
0.60

3984
0.87

7267
1.47

NB + 0.1(VR) 11415 4968 4601 4944

MOPS(I) 5733
0.58

33060
5.63

31989
10.47

16212
6.21

MOPS + 0.1(R) 9893 5872 3055 2612

일반토양(I) 426
3.41

308
2.08

4038
1.64

10611
0.72

일반토양 + 0.1(R) 125 148 2457 14790

장해토양(I) 1240
3.06

159
1.59

4081
1.65

15894
0.93

장해토양 + 0.1(R) 405 100 2477 17242
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4. 불용성 인산염 가용화 균주의 생장에 따른 poly-Pase 활성도, ortho-P  

   및 염류제거능

상기의 결과를 토대로 KSJ 8, WP 38 및 WP 42 균주와 본 연구진들에 의

하여 개발된 기능성 균주인 KL 1114 균주에 대하여 시기별로 성장률과 

poly-Pase 활성도 및 염류제거능과의 상호 연관성을 알아보고자, 토양 추출액 

배지에 각각의 균주를 접종하여 시기별로 성장률을 측정하면서 12,000 rpm에서  

10 분간 원심분리하여 수획한 세포를 이용하여 poly-Pasee 활성도를 측정하였

으며, 배양 상등액을 이용하여 conductivity를 측정하였다.

불용성 인산염 가용화 균주들인 KSJ 8, WP 38 및 WP 42 균주들은 일반토

양 추출배지에서의 생장률은 1일째만에 최대생장을 하였다. 기능성 균주인 KL 

1114의 경우는 지속적인 성장을 하였으며, 인산염 장해토양 추출액 배지에서는 

일반토양 추출액 배지보다 생장율이 증가하였는데 이는 인산염 장해토양에는 

시비 등으로 인하여 토양내에 잔존되어 있는 영양분들과 불용성 인산염을 가용

화 시키면서 생장을 하기 때문에 일반토양에 비하여 생장률이 증가한 것으로 

판단된다. 

염류장해의 척도로 이용되고 있는 conductivity값 변화의 경우 불용성 인산

염 가용화 균주들에서 모두 점차적으로 conductivity 값을 감소시키는 경향을 

보이고 있으나 KL 1114 균주에서는 불용성 인산염 가용화 균주들에 비하여 

conductivity 값을 감소시키는 능력이 부족한 것으로 나타났다.

일반토양 추출액 배지와 장해토양 추출액 배지에서의 poly-Pase 활성도 변

화의 경우 KSJ 8 균주와 WP 38 균주는 일반토양 추출액 배지에서 장해토양 

추출액 배지에 비하여 더 좋은 활성을 나타냈다. Poly-Pase의 활성도는 

conductivity 변화와 반비례되어 나타나 부의 상관관계를 나타내어, 

conductivity 값이 최대로 감소될 때 최고의 활성을 나타내어, 염류제거에 중요

한 일익을 담당하는 효소군으로 생각된다.
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그림 4. 불용성인산염 가용화 균주(KSJ 8)의 생장률과 poly-Pase 

활성도 및 Conductivity 변화

--○--일반토양, 일반토양 + 0.1 M KH2PO4 : Growth, 

--□--장해토양, 장해토양 + 0.1 M KH2PO4 : Growth, 

―●―일반토양, 일반토양 + 0.1 M KH2PO4 : Conductivity

―■―장해토양, 장해토양 + 0.1 M KH2PO4 : Conductivity
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5. 여러 가지 불용성 인산염 가용화능과 생장률 및 염류제거능

다른한편으로 최소배지인 MOPS 배지에 phosphate를 결핍시킨 후 불용성 

인산염인 phytic acid, tricalciumphosphate, hydroxyapatite 및 인광석을 

phosphate solubilizing media에 각각 0.5%로 첨가하여 배지를 조제한 후 균주

들을 접종하여 시기별로 10 ㎖씩 취하여 생장률을 측정한 후 배양액을 원심분

리한 후 상등액을 이용하여 배지에 가용화된 Pi를 측정하여, 불용성 인산염의 

가용화와 분해정도를 조사하였다.

그 결과 생장률은 그림 5와 같이 불용성 인산염 배지간에 다소 차이는 있으

나 공시균주 대부분이 배양후 3일째에 최대생장량을 보였다. 유리된 Pi 함량변

화의 경우 유일한 인원으로 공급한 hydroxyapatite 배지 그리고 

tricalciumphosphate 배지 순서로 공시균주 모두에서 Pi의 양이 높게 나타나 

hydroxyapatite와 tricalciumphosphate의 가용화가 매우 왕성함을 보였다.

6. 장해토양에 인산염 가용화 균주 접종 후 이온 변화

토양내 4가지 주요 양이온(Na
+
, K

+
, Ca

2+
, Mg

2+
)의 대부분은 화학비료와 토

양개량제의 사용과 유기질 비료의 분해과정 중에 발생되며, 주요 음이온(Cl
-
, 

NO3
-
, SO4

2-
, PO4

2-
)들은 주로 화학비료에 의해 토양에 공급되어 화학적으로 해

리되어 생기거나, 생물학적 전환에 의해 토양내에 존재한다(정 등, 1997). 시설

재배지내 이온들은 일반 노지 토양에 비해 약 3배 이상 높다고 보고(정 등, 

1994)되었다.

이러한 배경하에 본 연구진에 의하여 탐색되어진 인산염 가용화 균주들을 

장해토양에 접종하여 시기별로 이온변화를 한국기초과학지원연구소의 이온크로

마토그래피(IC)와 유도플라즈마결합분석기(ICP)를 이용하여 정량하였다.

가. 시료 전처리

각각의 균주들을 LB 배지 5㎖에서 전 배양하여 멸균 증류수 1㎖에 현탁시

킨 후 LB 배지 100㎖에 현탁액 100㎕를 접종하여 16 ∼ 18 시간동안 배양하여 

원심분리(12,000rpm, 10분) 후 상등액을 제거한 각각의 균주에 0.85% saline으

로 3번 washing한 후 멸균 증류수로 2번 washing하여 각각의 균주들을 ㎖당 

10
7
CFU(KSJ8 : 4×10

7
CFU/㎖, KSJ16 : 9.6×10

7
CFU/㎖, WP38 : 2.22×

10
7
CFU/㎖, KL1114 : 9.27×10

7
CFU/㎖)가 되도록 현탁하여 멸균된 염류장해토
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그림 5. 불용성 인산염 첨가배지에서 불용성 인산염 가용화 균주(KSJ8)의  

        생장률 및 가용화   ○-○ : Growth, ■-■ : Pi



- 88 -

양 150g에 현탁액 50㎖을 접종하여 시기별로 10g씩을 회수하여 멸균증류수를 

50㎖를 첨가하여 30분 동안 교반시켰다. 교반 후 원심분리(12,000 rpm, 15분)하

여 상등액을 취하여 Millipore co.의 0.22㎛ filter paper를 이용하여 여과한 후 

Millipore co.의 Microcon YM-3(3,000 NMWL)로 재여과하여 음이온 및 양이

온 분석용 시료로 이용하였다. 이온분석은 한국기초과학지원연구소의 이온크로

마토그래피(IC)와 유도플라즈마결합분석기(ICP)를 이용하여 정량하였다.

나. 음이온분석

토양내 주요 음이온 중 Cl
-
, NO3

-
, PO4

-3
, SO4

-2 
등, 4종의 음이온을 분석대

상으로 하였으며, 한국기초과학지원연구소의 Bio-LC DX-300(Dionex, USA) 

시스템을 이용하였다.  

장해토양에 인산염 가용화 균주를 접종하여 토양내의 수용성 음이온 변화를 

조사한 결과(그림 6. 참조), Cl
-
 이온과 NO3

-
 이온의 경우 커다란 차이를 보이

지 않았으나, SO4
-2 
이온의 경우 KSJ 8 균주를 처리하였을 때 3일째 큰 폭으로 

감소하였으며, PO4
-3
 이온의 경우에서는 각각의 균주들에서 3∼4일째에 큰 폭

으로 감소되었다. Cl
-
, NO3

-
, SO4

-2 
이온들은 토양교질과 비특이적 음이온반응 

특성을 가지고 있어 결합력이 비교적 약하고 토양수에 의해 이행성이 높은 결

과로 해석되어 질 수 있다. 한편, PO4
-3
 이온은 토양교질과 특이적 음이온반응

에 의한 강한 결합력으로 인하여 물에 의한 용출이 거의 이루어지지 않으며(정 

등, 1997), 또한 인산의 함량이 높은 비옥한 토양이라도 토양 용액 중 농도가 

매우 낮기 때문에 토양중에서 거의 이동되지 않는다는 것이 일반적인 통념으로 

받아들여지고 있으나(Mengel, 1985, Sharma et al., 1985), 본 연구진에 의하여 

탐색되어진 균주들은 인산염을 가용화 시키는 능력이 탁월하여 이러한 일반적

인 통념들을 바꿀 수 있는 획기적인 균주들이라 할 수 있겠다.   

다. 양이온분석

토양내 주요 양이온 중 Na
+
, K

+
, Mg

2+
, Ca

2+ 
등, 4종의 양이온을 분석대상으

로 하였으며, 한국기초과학지원연구소의 Bio-LC DX-300(Dionex, USA) 시스

템을 이용하였다. 

장해토양에 인산염 가용화 균주를 처리하여 토양내의 양이온을 분석한 결과
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그림 7과 같이 나타났다. 

사용된 균주들은 Ca
2+
 이온의 변화가 가장 크게 나타났는데, 이는 토양내 

Ca
2+
과 결합할 수 있는 불용성 염의 양(특히, tricalciumphosphate)을 변화시킬 

수 있음을 보여준다. 

또한 그 함량은 변화가 미미하나 연속적인 변화를 모든 양이온에서 나타내

고 있어 본 균주들이 토양내에서 왕성히 활동하여 토양의 염 형성을 변화시키

므로써 가용성 인의 노출은 지속적으로 제공하는 것으로 판단된다.

이와같은 균주들의 활동은 작물이 생장하는 토양에 본 균주들을 접종하였을 

때 유용한 양이온과 가용성 인의 함량을 높여 궁극적으로 작물의 생육을 증진

시킬 수 있는 토양환경을 제공할 것으로 판단된다.   

7. 제형화 기법에 따른 염류제거 효율의 증진

염류제거 효율의 증진을 위하여 불용성인산염 가용화능이 우수한 WP 42 

균주를 식물섬유소성 소재인 CCF, POF와 염류장해 개선제로 시중에서 판매되

고 있는 키틴함유제를 본 균주와 혼합한 제제를 염류장해 토양에 적용하여 염

류제거능을 조사하였다.

부동재(CCF, POF, 키틴함유제)와 DW를 1 : 3(v : v)의 비율로 섞은 다음, 

WP42 균주를 10
7
(CFU/ml)로 조정하여 혼합한 후 장해토양에 접종하였다. 접

종 후 3일째에 염류제거능을 조사한 결과 표 4에서와 같이 WP42 균주에 식물

섬유소성 소재인 POF를 첨가하였을 때에 염류제거능이 가장 우수하게 나타났

다. 반면에 CCF와 키틴함유제는 오히려 conductivity를 증가시키므로서 부동재

로서는 부적절하였다. 이러한 결과를 토대로 식물섬유소성 소재인 POF와 본 

연구에 사용되어진 불용성인산염 가용화 균주를 혼합하여 염류장해 토양에 적

용하면 염류제거는 물론 토양 개량 증진에 탁월한 효과를 가져오리라 판단된

다.

표 3. 인산염 가용화 균주를 장해토양에 3일간 처리 한 후 염류제거 개선도

장해토양 균주 + DW 균주 + POF 균주 + CCF 균주 + 키틴함유제

0 +21% +45% -32% -15%
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그림 6. 장해토양에 인산염 가용화 균주 처리시 음이온 변화
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그림 7. 장해토양에 인산염 가용화 균주 처리시 양이온 변화
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제 5 장 인제거용 유전자재조합 세균 개발

제1절 서론 

미생물은 환경에 존재하는 불용성 및 가용성 인화합물을 이용하기 위해 독

특한 인화합물 대사과정을 지니고 있다(그림 4-1, 4-2). 본 연구과제에서는 인

화합물 대사과정에 관여하는 여러 가지 유전자를 활용하여 ① 염류장해 토양내

의 불용성 인산염 가용화를 비롯하여, ② 가용화된 인산을 농작물이 이용하기 

쉽도록 하면서,  또한 ③ 여분의 가용화된 인산을 미생물 세포내로 수송‧축적

하는 자화과정을 통해 미생물의 지속적인 생장을 유지하면서 계속적으로 불용

성 인산염을 가용화함으로서, ④ 일련의 토양생태계내 인화합물의 순환이 원할

할 수 있도록, ⑤ 인산 염류의 분해‧가용화, 수송‧축적‧자화능이 증강된 유전자 

재조합 세균을 개발하고자 하였다.

요약하건데, 본 항에서는 ① 불용성 인산염 가용화 균주로부터 가용화 유전

자(phytase gene, pqq gene 등)의 클로닝, 구조분석과 특성규명, ② 가용성 인

산화합물 분해, 수송, 축적 및 조절에 관여하는 유전자들(phoA, ushA, 

phnFGHIJKLMNOP, ppk, phnR, phnO, phoBR)의 클로닝, 구조분석, 특성규

명과 과대발현계 구축은 물론 ③ 이들의 총체적인 형질전환 재조합체 구축 뿐 

만 아니라, ④ 전사 조절 유전자의 돌연변이연구와 강력한 promoter 부위의 활

성도 연구 등을 통하여 ⑤ 보다 강력한 인대사관련 염류장해 토양 복원용 초강

력 재조합체 (불용성 인산염 가용화 능력이 증강되고 각종 인산화합물의 분해, 

수송, 축적, 자화 능력이 증강된)를 구축하고자 하였다.

제2절 인제거용 유전자재조합 세균 개발

1. 클로닝 기법

본 연구에서 유전자 클로닝 기법은 유전자에 따라  in vivo molecular 

cloning, PCR cloning, shotgun cloning 방법들을 사용하였다.

2. poly-P 합성 및 분해유전자(ppk)

Poly phosphate (poly-P)는 orthophosphate (Pi)가 수개 혹은 수백 개가 연
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결된 polymer로서 고에너지 phosphoanhydride bond를 형성하고 있는 세포내 

대량의 인 보관물질이다. Poly-P는 현재까지 다음과 같은 여러가지 중요한 기

능들을 수행하는 것으로 밝혀져 왔다. ① 에너지 저장원, ②금속이온의 

chelator, ③ alkaline에 대한 완충역할, ④ 세균의 capsule 구성성분, ⑤ DNA 

transformation에 영향, ⑥ 부영양화에 미치는 pollutant phosphate의 제거에 유

용, ⑦ 세포의 성장, 발달, stress, 영양고갈 등에서 생리조절인자와 ⑧ 

stationary phase에서 생존에 영향을 주는 등 세포내에서 다양한 기능을 보인

다. 세균에서는 poly-P 대사에 관련하여 poly-P kinase(Ppk)와 

exopolyphosphatase(Ppx)가 주로 작용한다. Ppk는 poly-P를 ATP로 전환시키

며 그 역반응도 가능하다 (nATP ↔ poly Pn + nADP). PPK는 ADP가 과량 있

을 때 poly P을 ATP로 전환시킨다. PPX는 poly P의 말단 잔기로부터 무기인

산 (Pi)을 점차적으로 제거한다. 따라서 ppk 유전자의 발현 증강 재조합체 구

축은 장해토양의 개선에 유용하다. 

ppk 유전자를 확보하고자 다양한 primer를 제작(표 1)하여 사용하였다. 그 

결과 8균주의 PSB 균주중에 WP38과 KSJ8 균주에서 ppk를 클로닝하였다. 염

기서열을 결정한 결과 WP38의 경우 Klebsiella aerogenes의 ppk유전자와의 

상동성이 98%로 가장 높았고 Pseudomonas aeruginosa와는 25%로 가장 낮았다. 

KSJ8의 경우도 Klebsiella aerogenes의 ppk 유전자와 상동성이 87%로 가장 높

았고 Pseudomonas aeruginosa 와는 25%로 가장 낮았다. WP38과 KSJ8의 ppk 염기서

열상의 상동성을 분석한 결과 87%로 나타났다(표 2, 그림 1). 또한 아미노산 서열의 

homology를 비교한 결과 WP38은 Klebsiella aerogenes와 98%로 가장 높았고 

Pseudomonas aeruginosa와는 33%로 가장 낮았다. KSJ8의 경우도 Klebsiella 

aerogenes 95%로 가장 높았고 Pseudomonas aeruginosa와는 33%로 가장 낮았다. 

WP38과 KSJ8의 Ppk 아미노산 서열 상동성은 96%로 나타났다(표 3, 그림 2).  

표 1. ppk  클로닝용 primer들

Primer Sequence

ppk 2F
ppk 2R

5'-CGGGATCCCATATGAGTGCGGATAAGCTGTACATC-3'
5'-CCCAAGCTTTTACTGACTACTGTTGTCATCGTTTC-3'

ppk 3F
ppk 3R

5'-AACTGCAGATGCAAACAAATCCGAATATG-3'
5'-CCGCTCGAGTTAGTTTTCTTTGAAAAGTTTAGAAGCTAAG-3'

ppk 4F
ppk 4R

5'-AACTGCAGCATATGGGTCAGGAAAAGCTATATATC-3'
5'-AACTGCAGCATATGGGTCAGGAAAAGCTATATTATC-3'
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KSJ8             ----------------------ATGGGTCAGGAAAAGCTATATCTCGAGAAAGAGTTAAG 38
WP38             ----------------------ATGGGTCAGGAAAAGTTATATATCGAGAAAGAGCTAAG 38
                                       *************** ***** *********** ****   
KSJ8             CTGGTTAGCATTCAACGAGCGCGTGCTTCAGGAAGCAGCGGATAAAAGTAACCCGCTGAT 98
WP38             CTGGTTAGCATTCAACGAACGTGTACTCCAGGAAGCGGCAGACAAAAGTAACCCGCTTAT 98
                 ****************** ** ** ** ******** ** ** ************** **
KSJ8             TGAGCGCATGCGTTTTCTGGGGATTTACTCAAACAATCTGGACGAGTTCTACAAAGTTCG 158
WP38             CGAGCGCATGCGTTTTTTGGGCATTTATTCCAACAACCTGGATGAGTTCTACAAGGTTCG 158
                  *************** ********** ** ***** ***** *********** *****
KSJ8             CTTTGCTGAACTGAAACGCCGAATCATCATTAGCGAAGAGCAGGGTTTGAACTCGAATTC 218
WP38             CTTTGCCGAGCTGAAAAGACGCATCATCATCAGCGAAGAACAGGGCTTAAACTCGCACTC 218
                 ****** ** ****** * ** ******** ******** ***** ** ****** * **
KSJ8             GCGTCATCTGCTTGGCAAGATCCAGTCCCGGGTGCTAAAAGCCGATCAGGAATTTGACA 277
WP38             GCGGCATCTGCTGGGCAAAATCCAGTCCCGCGTGCTGAAAGCCGATCAGGAATTTGACG 277
                 *** ******** ***** *********** ***** ********************* 
KSJ8             GTCTGTATAACGAATTGCTGCTGGAGATGGCACGCAATCAAATCTTCCTGAT 329
WP38             GCCTGTATAACGAACTGCTGCTGGAGATGGCGCGCAATCAAATCTTCCTGAT 329
                 * ************ **************** ********************
KSJ8             CAACGAGCGACAACTCTCGGTCAACCAGCAGAACTGGCTGCGCCACTATTTCAAACAGT 388
WP38             TAACGAACGCCAGCTTTCCGTTAACCAACAAAACTGGCTGCGCCACTACTTCAAACACT 388
                  ***** ** ** ** ** ** ***** ** ***************** **********
KSJ8             ATCTGCGCCAGCACATCACCCCCATTCTGATTAACCGTGAAACCGATCTGGTGCAGTTCC 448
WP38             ACCTGCGCCAGCACATTACCCCGATTCTCATCAACCGCGAAACCGATCTGGTTCAGTTCC 448
                 * ************** ************** ***** ************** *******
KSJ8             TGAAGGATGACTACACCTATCTGGCGGTGGAAATTATCCGCGGCGACAGCATTCGCTATG 508
WP38             TGAAGGATGATTACACCTACCTGGCGGTGGAAATTATTCGCGGTGAATCTATCCGTTACG 508
                 ********** ******** ***************** ***** **    ** ** ** *
KSJ8             CGCTGCTGGAGATCCCGTCAGATAAGGTGCCGCGCTTCGTCAATCTGCCGC 559
WP38             CGCTGCTGGAGATCCCGTCCGACAAGGTGCCCCGCTTTGTGAACCTGCCGC 559
                 ******************* ** ******** ***** ***** ** ****  
KSJ8             CGGAAACGCCGCGTCGTCGCAAGCCGATGATCCTGCTGGATAACATCCTGCGCTACTG 617
WP38             CGGAAACCCCGCGCAGACGCAAGCCGATGATCCTGCTGGATAACATCCTGCGCTACTG 617
                 *************  * *****************************************
KSJ8             TCTGGACGACATCTTTAAAGGCTTCTTCGATTACGACGCGCTGAACGCCTATTCCATGAA 677
WP38             TCTGGACGACATCTTCAAAGGCTTCTTCGATTACGATGCGTTAAACGCCTATTCGATGAA 677
                 *************** ******************** *** * *****************
KSJ8             GATGACCCGTGACGCCGAGTACGACCTGGTGCACGAGATGGAAGCCAGCCTGATGGAGCT 737
WP38             GATGACCCGTGACGCCGAATATGACCTGGTGCACGAGATGGAAGCCAGCCTGATGGAGCT 737
                 ****************** ** **************************************
KSJ8             GATGTCCTCCAGCCTTAAGCAACGTCTTACCGCCGAGCCGGTGCGCTTTGTTTATCAGCG 797
WP38             GATGTCCTCCAGCCTGAAACAGCGCCTGACGGCCGAACCGGTACGTTTTGTCTATCAGCG 797
                 *************** ** ** ** ** ******** ***** ** ***** ********
KSJ8             CGATATGCCGGATGCGATGGTCGAGATGCTGCGTGAAAAGCTGACCATCTCCCGCTACG 856
WP38             CGATATGCCGGACGCCATGGTGGAGATGCTGCGCGAGAAACTGACCATTTCGCGCTATG 856
                 ************ ******************** ** ** ******** ******** *
KSJ8             ACTCCATCGTGCCGGGTGGTCGCTATCACAACTTTAAAGACTTTATCGGCTTCCCGAAC 915
WP38             ACTCCATCGTACCGGGCGGTCGTTACCACAACTTTAAAGACTTTATTGGCTTCCCGAAC 915
                 ********** ***** ***** ** ******************** ************
KSJ8             GTCGGCAAAGCCAACCTGGTGAACAAGCCGCTGCCGCGCCTGCGCCATATTTGGTT 971
WP38             GTCGGCAAAGCCAATCTGGTGAACAAGCCGCTGCCGCGCCTGCGCCATCTGTGGTT 971
                 ************** ********************************* * *****
KSJ8             CGATAAGTTCCGCAACGGCTTCGATGCCATCCGCGAGCGCGACGTCCTGCTCTA 1025
WP38             CGATAAATTCCGCAACGGATTCGACGCCATTCGCGAACGCGACGTCCTGCTCTA 1025
                 ****** *********** ***** ***** ***** *****************
KSJ8             CTACCCGTACCACACCTTTGAACACGTGCTGGAGCTGATGCGTCAGGCGTCGTTCGATCC 1085
WP38             CTATCCGTATCACACGTTTGAGCACGTGCTCGAACTGCTGCGTCAGGCCTCGTTCGATCC 1085
                 *** ***** *********** ******** ** *** **********************
KSJ8             CAACGTGCTGGCGATCAAAATCAACATCTACCGCGTGGCGAAAGACTCCCGCATTATTGA 1145
WP38             GAGCGTGCTGGCGATCAAAATCAACATCTACCGCGTGGCAAAAGATTCCCGCATCATCGA 1145
                  * ************************************ ***** ******** ** **
KSJ8             TGCGATGATTCATGCCGCCCATAACGGGAAGAAAGTCACCGTGGTGGTAGAGTTGCA 1202
WP38             CGCGATGATCCATGCGGCGCACAACGCCAAAAAAGTCACCGTGGTGGTTGAGCTGCA 1202
                  ******** ******** ** ****  ** ***************** *** ****
KSJ8             GGCACGCTTCGATGAAGAGGCCAATATTCACTGGGCGCGCCGTCTGACCGAAGCGGGCGT 1262
WP38             GGCGCGCTTCGACGAAGAGGCCAACATTCACTGGGCGCGCCGTCTGACGGAAGCCGGTGT 1262
                 *** ******** *********** ******************************** **
KSJ8             ACACGTGATCTTCTCGGCCCCGGGGCTGAAGATCCACGCCAAGCTGTTCCTCATCTCCCG 1322
WP38             GCACGTCATCTTCTCCGCGCCGGGGCTAAAAATTCACGCCAAGCTGTTCCTGATTTCCCG 1322
                  ************************** ** ** ******************** *****
KSJ8             TAAAGAGGGGGATGATGTCGTGCGTTATGCCCACATCGGCACCGGCAACTTTAACGAGAA 1382
WP38             TAAAGAGGGTGACGATGTAGTGCGTTATGCCCACATCGGTACCGGGAACTTTAACGAGAA 1382
                 ********* ** ***** *****************************************
KSJ8             GACGGCGCGAATTTACACCGACTACTCGCTGCTCACCGCCGATGCGCGCATAACCAACGA 1442
WP38             AACGGCGCGAATTTATACCGACTACTCGCTCTTAACCGCCGATGCCCGCATCACTAACGA 1442
                  ************** **************  * *********** ***** ** *****
KSJ8             GGTGCGCCGGGTCTTTAACTTCATTGAGAACCCGTATCGTCCGGTCAGCTTCGACTATCT 1502
WP38             AGTGCGCCGGGTCTTTAACTTTATCGAAAACCCGTACCGTCCGGTGAGCTTTGACTATCT 1502
                  ******************** ** ** ******** ************** ********
KSJ8             GCTGGTATCACCGCAAAACTCCCGTCGCCTGCTGTATGATATGATCGACAAAGAGATCGC 1562
WP38             GCTGGTCTCGCCGCAGAACTCGCGCCGCCTGCTGTACGATATGATCGATAAAGAGATCGC 1562
                 ****** ** ***** ******** *********** *********** ***********
KSJ8             CAATGCCCAGAACGGCCTGCCGGCTGGCATTACGCTGAAGCTCAACAACCTCGT 1616
WP38             CAATGCCCAGAAAGGGCTGTCGTCCGGCATAACGCTGAAGCTTAACAACCTGGT 1616
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                 ************ ** *** ** * ***** *********** ***********
KSJ8             CGATAAAGGGCTGGTGGATCGTCTGTATGCAGCGTCCAGCTCCGGGGTTCAGGTCAATCT 1676
WP38             CGACAAAGGGCTGGTGGACAGGCTGTATGCAGCGTCCAGCTCCGGCGTGCCGGTTAACCT 1676
                 *** **************  * *********************** ** * *** ** **
KSJ8             ACTGATACGCGGTATGTGCTCCCTGATCCCCGAGCTGGAAGGGATCAGCGAAAATATTCG 1736
WP38             GCTGGTCCGCGGCATGTGCTCGCTGATCCCGGAACTGGAAGGCATCAGCGACAATATTCG 1736
                  *** * ***** ******** ******** ** ***************** ********
KSJ8             CGTCATGAGCATCGTTGACCGCTATCTTGAACACGATCGCATCTATATTTTTGAGAACGG 1796
WP38             CGTGATCAGCATCGTTGACCGTTACCTGGAACACGATCGGATCTATATTTTTGATAATGC 1796
                 ****** ************** ** ** ************************** ** **
KSJ8             TGGCGATAAACGCGTTTACCTCTCTTCCGCAGACTGGATGACGCGCAACATCGATTATCG 1856
WP38             GGGTGATAAACAGGTCTATCTCTCTTCGGCAGACTGGATGACGCGCAATATTGACTACCG 1856
                  ** ******* *** ** ***************************** ** ** ** **
KSJ8             AATCGAAGTGGCGGCACCGCTGCTCGACCCGCGATTGAAGCAGCAAATTCTAGATATCAT 1916
WP38             TATTGAAGTCGCGGCACCGCTGCTGGATCCGCGACTGAAGCAGCAGATCCTCGACATCAT 1916
                  ** ***** ***************** ****** ********** ** ** ** *****
KSJ8             CGATTTATTGTTAAGCGATACTGTAAAAGCACGTTATATCGATAAAGAACTGAGCAACCG 1976
WP38             CGAGATTCTGTTCAGCGATACCGTGAAAGCACGCTATATCGACAAAGAACTCAGTAACCG 1976
                 ***  *  **** ******** ** ******** ******** *********** *****
KSJ8             CTATGTGCCGCGCGGCAATCGCCGTAAAGTACGGGCACAGCTGGCGATTTACGACTATAT 2036
WP38             CTATGTACCGCGCGGCAACCGCCGCAAAGTGCGGTCGCAACTGGCGATTTACGACTATAT 2036
                 ****** *********** ***** ***** *** * ** ********************
KSJ8             CAAATCACTCGAGCAACCCGATTAA----------------------------------- 2061
WP38             CAAATCACTCG-GCAACCAGACTAA----------------------------------- 2060
                 *********** ****** ** ***                                        

그림 1. ppk  유전자의 염기서열 비교. KSJ8 (Leclercia adacarboxylata),   
         WP38 (Enterobacter asburiae).

표 2. ppk  유전자의 유사도 

KSJ8 WP38 Eco Sal Pseu Ser Vib Kleb

KSJ8 100 87 82 82 25 81 65 87

WP38 100 83 81 25 80 65 98

Eco 100 82 24 78 65 83

Sal 100 24 77 65 81

Pseu 100 52 21 25

Ser 100 64 80

Vib 100 65

Kleb 100
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KSJ8              ----------------------------------------------MGQEKLYLEKELSW 14

WP38              ----------------------------------------------MGQEKLYIEKELSW 14

Kleb              ----------------------------------------------MGQEKLYIEKELSW 14

Pseudomonas.      MNTQQGLDEIERIAADETVVANVESEAEVKMAETIPVETPPAVVPSVDDSSLYIHRELSQ 60

Salmonella        ----------------------------------------------MGQEKLYIEKELSW 14

Serratia          ----------------------------------------------MGQEKLYIEKELSW 14

Vibrio            ----------------------------------------------MSADKLYIDKELSW 14

Escherichia       ----------------------------------------------MGQEKLYIEKELSW 14

                                                                :. ..**:.:*** 

KSJ8              LAFNERVLQEAADKSNPLIERMRFLGIYSNNLDEFYKVRFAELKRRIIISEEQGLNS--- 71

WP38              LAFNERVLQEAADKSNPLIERMRFLGIYSNNLDEFYKVRFAELKRRIIISEEQGLNS--- 71

Kleb              LAFNERVLQEAADKSNPLIERMRFLGIYSNNLDEFYKVRFAELKRRIIISEEQGLNS--- 71

Pseudomonas.      LQFNIRVLEQALDESYPLLERLKFLLIFSSNLDEFFEIRIAGLKKQITFAREQAGADGLL 120

Salmonella        LAFNERVLQEAADKSNPLIERMRFLGIYSNNLDEFYKVRFAELKRRIIISEEQGSNS--- 71

Serratia          LSFNERVLQEAADKSNPLIERMRFLGIYSNNLDEFYKVRFADLKRRILISEEQGSAG--- 71

Vibrio            LSFNERVLQEAADKTVPLIERIRFLGIFSNNLDEFYKVRFADVKRQILINRERGGND--- 71

Escherichia       LSFNERVLQEAADKSNPLIERMRFLGIYSNNLDEFYKVRFAELKRRIIISEEQGSNS--- 71

                  * ** ***::* *:: **:**::** *:*.*****:::*:* :*::* : .*:.  .   

KSJ8              NSRHLLGKIQSRVLKADQEFDSLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQNWLRHYFKQYL 131

WP38              HSRHLLGKIQSRVLKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQNWLRHYFKHYL 131

Kleb              HSRHLLGKIQSRVLKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQNWLRHYFKHYL 131

Pseudomonas.      PHQALARISELVHEQVSRQYRILNETLLPELAKHQIRFIRRRHWTLKIKTWVRRFFRDEI 180

Salmonella        HSRHLLGKIQSRVLKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQSWLRHYFKHYL 131

Serratia          SSRHLLKKIQAKVLKTDQEFDGLYNDLLLEMARNQIFLINERQVSENQQIWLRQYFKQHL 131

Vibrio            ISKHLLSRMQSKALKLNQDFDNLYNELILEMARRRIFLVNETQLDEIQLKWVKKYFHKVM 131

Escherichia       HSRHLLGKIQSRVLKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQNWLRHYFKQYL 131

                    : *    :    : .:::  * : *: *:*:.:* ::.. :       *::::*:. :

KSJ8              RQHITPILINRETDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGDSIRYALLEIPSDK--VPRFVNLPPET 189

WP38              RQHITPILINRETDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGESIRYALLEIPSDK--VPRFVNLPPET 189

Kleb              RQHITPILINRETDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGESIRYPLLEIPSDK--VPRFVNLPPET 189

Pseudomonas.      APIITPIGLDPTHPFPLLVNKSLNFIVELEGMDAFGRDSGLAIIPAPRLLPRIIRLPEDV 240

Salmonella        RQHITPILINRETDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGDTINYALLEIPSDK--VPRFVNLPPET 189

Serratia          RQHITPILINHDTNLVQFLKDDYTYLAVEIIRGARTDYALLDIPSDK--VPRFVNLPPEA 189

Vibrio            LPHVTPIMLRDDIDVMQFLKDEYAYIAVEMRSGDEFKYALIEIPTDQ--LPRFVMLPEQK 189

Escherichia       RQHITPILINPDTDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGDTIRYALLEIPSDK--VPRFVNLPPEA 189

                     :*** :     .  :::..  ::.     .     . : * .    :**:: ** : 

KSJ8              PRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAEYDLVHEMEASLMELMSS 249

WP38              PRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAEYDLVHEMEASLMELMSS 249

Kleb              PRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAEYDLVHEMEASLMELMSS 249

Pseudomonas.      GGEGDNYVFLSSMIHAHADDLFP---GMKVKGCYQFRLTRNADLSVDTEDVEDLARALRG 297

Salmonella        PRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAEYDLVHEMESSLMELMSS 249

Serratia          PRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAEYDLVTEMESSLLELMSS 249

Vibrio            GKRRKTIILLDNIIRLCLDEIFRGFYDYDTLNGYAMKMTRDAEYDLRHEVEYSLLEQMSE 249

Escherichia       PRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAEYDLVHEMEASLMELMSS 249
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                    . .  ::*..:::   *::*    . .. . * :::**:*: .:  *   .* . :  

KSJ8              SLKQRLTAEPVRFVYQRDMPDAMVEMLREKLTISRYDSIVPGGRYHNFKDFIGFPNVGKA 309

WP38              SLKQRLTAEPVRFVYQRDMPDAMVEMLREKLTISRYDSIVPGGRYHNFKDFIGFPNVGKA 309

Kleb              SLKQ-PDAEPVRFVYQRDMPDAMVEMLRDKLTISRYDSIVPGGRYHNFKDFIGFPNVGKA 308

Pseudomonas.      ELFSRRYGDAVRLEVVDTCPQNLTNYLLKQFGLSESELYKVSGPVNLTRLFSVTGLESHP 357

Salmonella        SLKQRLTAEPVRFVYQRDMPAALVDVLREKLTISRYDSIVPGGRYHNFKDFINFPNVGKA 309

Serratia          SLKQRLTAEPVRFVYQRDMPNEMVELLRGKLGISNYDSVIAGGRYHNFKDFISFPNVGKA 309

Vibrio            GLSQRLTALPVRFVYEREMPEAMLKFLCYKLKISHYDSLIPGGRYHNFKDFISFPNVGRD 309

Escherichia       SLKQRLTAEPVRFVYQRDMPNALVEVLREKLTISRYDSIVPGGRYHNFKDFINFPNVGKA 309

                   * .   . .**:      *  : . *  :: :*. :    .*  :  : *      .: 

KSJ8              NLVNKPLPRLRHIWFDK--FRNGFDAIRERDVLLYYPYHTFEHVLELMRQASFDPNVLAI 367

WP38              NLVNKPLPRLRHLWFDK--FRNGFDAIRERDVLLYYPYHTFEHVLELLRQASFDPSVLAI 367

Kleb              NLVNKPLPRLRHLWFDK--FRNGFDAIRERDVLLYYPYHTFEHVLELLRQASFDPSVLAI 366

Pseudomonas.      ELQYPPFTPAIPRLLQK--KENLFNVLSKLDVLLMHPFESFTPVIDLLRQAAKDPNVLAI 415

Salmonella        NLVNKPLPRLRHLWFDKEKFRNGFDAIRERDVLLYYPYHTFEHVLELLRQASFDPSVLAI 369

Serratia          NLVNKPLPRLRHIWFDG--FRNGFDAIREKDVLLYYPYHTFEHVLELLRQASFDPSVLAI 367

Vibrio            YLENKPLPPMTCADFEG--YANAFDAIRAQDILLHYPYHSFEHMTELVRQASFDPKVVSI 367

Escherichia       NLVNKPLPRLRHIWFDKAQFRNGFDAIRERDVLLYYPYHTFEHVLELLRQASFDPSVLAI 369

                   *   *:.      ::     * *:.:   *:** :*:.:*  : :*:***: **.*::*

KSJ8              KINIYRVAKDSRIIDAMIHAAHNGKKVTVVVEL-QARFDEEANIHWARRLTEAGVHVIFS 426

WP38              KINIYRVAKDSRIIDAMIHAAHNAKKVTVVVEL-QARFDEEANIHWARRLTEAGVHVIFS 426

Kleb              KINIYRVAKDSRIIDAMIHAAHNAKKVTVVVEL-QARFDEEANIHWARRLTEAGVHVIFS 425

Pseudomonas.      KQTLYRSGANSEIVDALVEAARNGKEVTAVIEL-RARFDEESNLQLASRLQQAGAVVIYG 474

Salmonella        KINIYRVAKDSRIIDSMIHAAHNGKKVTVVVEL-QARFDEEANIHWAKRLTEAGVHVIFS 428

Serratia          KINIYRVAKDSRIIESMIR-AHNGKKVTVVVELLQARFDEEANIHWANGLTEAGVHVIFS 426

Vibrio            KINIYRVAKDSKLMNSLVDAVHNGKRVVVVVEL-QARFDEEANIEWSRILTDAGVHVIFG 426

Escherichia       KINIYRVAKDSRIIDSMIHAAHNGKKVTVVVEL-QARFDEEANIHWAKRLTEAGVHVIFS 428

                  * .:** . :*.::::::  .:*.*.*..*:** :******:*:. :  * :**. **:.

KSJ8              APGLKIHAKLFLISRKEGDDVVRYAHIGTGNFNEKTARIYTDYSLLTADARITNEVRRVF 486

WP38              APGLKIHAKLFLISRKEGDDVVRYAHIGTGNFNEKTARIYTDYSLLTADARITNEVRRVF 486

Kleb              APGLKIHAKLFLISRKEGDDVVRYAHIGTGNFNEKTSLIYTDYSLLTADARITNEVRRVF 485

Pseudomonas.      VVGFKTHAKMMLILRREDGELRRYAHLGTGNYHAGNARLYTDYSLLTADVALCEDLHKLF 534

Salmonella        APGLKIHAKLFLISRKEGDDVVRYAHIGTGNFNEKTARLYTDYSLLTADARITNEVRRVF 488

Serratia          APGLKIHAKLFLISRREGDEIVRYAHIGTGNFNEKTARIYTDYSLLTADSRITNEVRRVF 486

Vibrio            VPGMKIHAKLLLITRKEGDEFVRYAHIGTGNFHERTARIYTDFALLTANQELAAEVRAVF 486

Escherichia       APGLKIHAKLFLISRKENGEVVRYAHIGTGNFNEKTARLYTDYSLLTADARITNEVRRVF 488

                  . *:* ***::** *:*..:. ****:****::  .: :***::****:  :  ::: :*

KSJ8              NFIENPYRPVSFDYLLVSPQNSRRLLYDMIDKEIANA--QNGLPAGITLKLNNLVDKGLV 544

WP38              NFIENPYRPVSFDYLLVSPQNSRRLLYDMIDKEIANA--QKGLSSGITLKLNNLVDKGLV 544

Kleb              NFIENPYRPVSFDYLLVSPQNSRRLLYDMIDKEIANA--QKGLSSGITLKLNNLVDKGLV 543

Pseudomonas.      NQLIGMGKTLRMKKLLHAPFTLKKNLLEMINREAAQA--ALGQPAHIMAKVNSLTDPKVI 592

Salmonella        NFIENPYRPVTFDYLMVSPQNSRRLLYEMIDREIANA--QQGLPSGITLKLNNLVDKGLV 546

Serratia          NFIENPYRPVTFDNLMVSPQNSRLKLYELIDNEIANANAQAGEQAGIMLKINNLVDKGLV 546
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Vibrio            GYIENPFRPVKFNHLIVSPRNSRTQIYRLLDSEIANA--KAGKKAAITLKVNNLVDKGLI 544

Escherichia       NFIENPYRPVTFDYLMVSPQNSRRLLYEMVDREIANA--QQGLPSGITLKLNNLVDKGLV 546

                  . : .  :.: :. *: :* . :  :  ::: * *:*    *  : *  *:*.*.*  ::

KSJ8              DRLYAASSSGVQVNLLIRGMCSLIPELEGISENIRVMSIVDRYLEHDRIYIFENGGDKRV 604

WP38              DRLYAASSSGVPVNLLVRGMCSLIPELEGISDNIRVISIVDRYLEHDRIYIFDNAGDKQV 604

Kleb              DRLYAASSSGVPVNLLIRGMCSLIPELEGISDNIRVISIVDRYLEHDRIYIFDNAGDKQV 603

Pseudomonas.      RALYKASQAGVRIDLVVRGMCCLRPGIPGVSHNIHVRSIIGRFLEHSRIYYFLNGGDEKL 652

Salmonella        DRLYAASGSGVQVNLLVRGMCSLIPQLEGISDNIRAISIVDRYLEHDRVYIFENGGDKQV 606

Serratia          DRLYTASGAGVKIRLLVRGMCSLIPNLPGISDNIQVISIVDRFLEHDRVYVFDNKGDKRV 606

Vibrio            NKLYGASAAGVKIRMIIRGMCSLVPGVEGVSDNIEIISIIDRFLEHPRVLVVHNDGNPQV 604

Escherichia       DRLYAASSSGVPVNLLVRGMCSLIPNLEGISDNIRAISIVDRYLEHDRVYIFENGGDKKV 606

                    ** ** :** : :::****.* * : *:*.**.  **:.*:*** *:  . * *: ::

KSJ8              YLSSADWMTRNIDYRIEVAAPLLDPRLKQQILDIIDLLLSDTVKARYIDKELSNR-YVPR 663

WP38              YLSSADWMTRNIDYRIEVAAPLLDPRLKQQILDIIEILFSDTVKARYIDKELSNR-YVPR 663

Kleb              YLSSADWMTRNIDYRIEVAAPLLDPRLKQQILDIIEILFSDTVKARYIDKELSNR-YVPR 662

Pseudomonas.      YLSSADWMERNLDMRVETCFPVEGKKLVQRVKKELETYLTDNTQAWVLQADGSYQRLSPT 712

Salmonella        WLSSADWMTRNIDYRIEVATPILDPRLKQRVLDIIDILFSDTVKARFIDKELSNR-YVPR 665

Serratia          YLSSADWMTRNIDYRIEVAVSLLDPALKQRVLDILEILFSDTVKARYVDKELSNQ-YVPR 665

Vibrio            FISSADWMERNIDHRIEVMAPIRDERLKQRIIDILNIQFIDTVKARRIDKEMSNQ-YVER 663

Escherichia       YLSSADWMTRNIDYRIEVATPLLDPRLKQRVLDIIDILFSDTVKARYIDKELSNR-YVPR 665

                  ::****** **:* *:*.  .: .  * *:: . ::  : *..:*  :: : * :     

KSJ8              GNRRKVRAQLAIYDYIKSLEQPD--------------- 686

WP38              GNRRKVRSQLAIYDYIKSLGNQT--------------- 686

Kleb              GNRRKVRSQLAIYDYIKSLEQPD--------------- 685

Pseudomonas.      GNQNPRNTQATLLEKLAAPVLTAR-------------- 736

Salmonella        GNRRKVQAQLAIYDYIKSLEQPD--------------- 688

Serratia          GNRRKVRAQVAIYEYLKALEQPGQ-------------- 689

Vibrio            GNRRKVRSQIAIYDYLKNVEKQTRKAKGQQETNDNSSQ 701

Escherichia       GNRRKVRAQLAIYDYIKSLEQPE--------------- 688

                  **:.  .:* :: : :                      

그림 2. Ppk 아미노산서열의 비교. KSJ8 (Leclercia adacarboxylata), 

WP38 (Enterobacter asburiae),  E. coli,  Salmonella 

typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,  

Vibrio cholerae,  Klebsiella aerogenes.
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표 3. Ppk 아미노산 서열의 유전유사도

KSJ8 WP38 Eco Sal Pseu Ser Vib Kleb

KSJ8 100 96 93 93 33 84 63 95

WP38 100 93 94 33 84 64 98

Eco 100 96 34 86 63 96

Sal 100 34 84 64 93

Psedo 100 34 32 32

Ser 100 64 84

Vib 100 63

Kleb 100

3. phoA  유전자 클로닝

Bacterial alkaline phosphatase (BAP)는 phoA 유전자 산물이며 phosphate 

esters를 분해한다. phoA는 인산결핍 환경에서 1000배 이상 발현되어 BAP는 

전체 단백질의 6%까지 도달한다. 따라서 phoA 유전자산물인 BAP를 이용하여 

phosphate esters의 분해뿐 아니라 1000배 이상 발현되는 특성을 이용하기 위

하여 각 종 인화합물 분해 유전자의 과발현 벡터 시스템을 구축하고자 하였다. 

우선, Enterobacter aerogenes에서 phoA 유전자를 클로닝하고 그 promoter 부

위를 연구하였다. Mini-Mu plasmid를 이용한 In vivo molecular cloning 기술

로 phoA 유전자를 지닌 mini-Mu plasmid를 선별한 후, 이를 subcloning하여 

phoA가 포함된 3 kb의 DNA 조각을 확보하였다. 염기서열 결정결과 E. 

aerogenes의 phoA 유전자임이 확인되었다. 또한, 클로닝된 phoA 유전자는 

phoA 결실 균주에 재 삽입하였을 때 complementation이 됨을 확인하였다(그림 

3). 
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SmaI                                PstI

cccgggccgctggtggacgaccgtgacacccagcttctgcagcaa

tatataaaaaagctgctccggcatcctcgtaactaa     

                  pho box

TCATGTGACCAGTAAGGATGCTGTCATTTTTTTGTCACACCACTTTTA
  -10                                   SD

TAAAGTCTCCCTCGTTTTGTTTTTTAAGTATTTTTACATGGAGACGACAAA

 phoA →

   1 gtgaaattatctgccctctttattgccctgttaccgctgctggct
      M  K  L  S  A  L  F  I  A  L  L  P  L  L  A 
  46 cccccggttattcatgcacaaacaacttcttcgccggtgctggaa
      P  P  V  I  H  A  Q  T  T  S  S  P  V  L  E 

                          EcoRV

  91 aatcgcgcggcgcagggcgatatcacgaccccaggcggggcgcgc
      N  R  A  A  Q  G  D  I  T  T  P  G  G  A  R 
 136 cgtttaacgggcgatcagaccgaagcgctgcgcgcttcgttaatc
      R  L  T  G  D  Q  T  E  A  L  R  A  S  L  I 
 181 aataagccggcgaaaaatattattttgctcattggcgatggcatg
      N  K  P  A  K  N  I  I  L  L  I  G  D  G  M 
 226 ggtgattcagaaattaccgccgcacgaaattatgccgaaggcgcc
      G  D  S  E  I  T  A  A  R  N  Y  A  E  G  A 
 724 atgggtgattcagaaattaccgccgcacgaaattatgccgaaggc
      M  G  D  S  E  I  T  A  A  R  N  Y  A  E  G 
 769 gccggcggtttctttaaaggtattgatgccctgccgctgacgggc
      A  G  G  F  F  K  G  I  D  A  L  P  L  T  G 
 814 caatacacccattattctctggataaaaaaaccggcaagccggat
      Q  Y  T  H  Y  S  L  D  K  K  T  G  K  P  D 
 859 tacgtgacggattccgccgcttcggcaaccgcgtggaccaccggc
      Y  V  T  D  S  A  A  S  A  T  A  W  T  T  G 
 904 gtgaaaagctataacggcgcgctgggcgttgatatccacgaaaaa
      V  K  S  Y  N  G  A  L  G  V  D  I  H  E  K 
 949 gatcatcagaccatccttgagctggcgaaagccgcgggtcttgcc
      D  H  Q  T  I  L  E  L  A  K  A  A  G  L  A

                              PstI

 994 accggcaatgtctcgacggctgaactgcaggatgcgacgccggcg
      T  G  N  V  S  T  A  E  L  Q  D  A  T  P  A 
1039 gcgcaggtggcccatgtgacctcgcgtaaatgctatggccctagc
      A  Q  V  A  H  V  T  S  R  K  C  Y  G  P  S 
1084 gtgaccagcgaaaaatgcgccagcaacgcgctggaaaaaggcggc
      V  T  S  E  K  C  A  S  N  A  L  E  K  G  G 
1129 aagggctctatcaccgaacaactgctgaatgcccgtccggatgtc
      K  G  S  I  T  E  Q  L  L  N  A  R  P  D  V 
1174 tctttaggcggcggggcgaagacctttgctgaaacggcgaccgca
      S  L  G  G  G  A  K  T  F  A  E  T  A  T  A 
1219 ggggagtggcaggggaaaaccctgcatgagcaggcggtcgctcgc
      G  E  W  Q  G  K  T  L  H  E  Q  A  V  A  R 
1264 ggctatcagattgtgaccgacgccgcttcactcgccgctatcagc
      G  Y  Q  I  V  T  D  A  A  S  L  A  A  I  S 
1309 gaagcaaatcagggtaaaccactgctcggtctgttctccgacggc
      E  A  N  Q  G  K  P  L  L  G  L  F  S  D  G 
1354 aatatgccggtgcggtgggaaggcccgaaagcctcttatcacggc
      N  M  P  V  R  W  E  G  P  K  A  S  Y  H  G 

 1399 aatatcgacaaaccgccggtaacctgtaccccaaatccgaaacgc
      N  I  D  K  P  P  V  T  C  T  P  N  P  K  R 
1444 gatgcttccgtaccgacgctggcgcagatgaccgaaaaagcgatt

      D  A  S  V  P  T  L  A  Q  M  T  E  K  A  I        

                               PstI

1489 gatctccttagccgcaacgagaaaggtttcttcctgcaggttgag
      D  L  L  S  R  N  E  K  G  F  F  L  Q  V  E 
1534 ggggcgtctatcgataaacaggaccacgcggcaaacccttgcggc
      G  A  S  I  D  K  Q  D  H  A  A  N  P  C  G 

                     SalI

1579 cagattggcgaaaccgtcgacctcgatgaagcggtacagaaagcg
      Q  I  G  E  T  V  D  L  D  E  A  V  Q  K  A 
1624 ctggagtttgccaaaaaagagggtaataccctggtgatcgtcacc
      L  E  F  A  K  K  E  G  N  T  L  V  I  V  T 
1669 gccgatcacgcccactccagccagattatcccggcagacacgaaa
      A  D  H  A  H  S  S  Q  I  I  P  A  D  T  K
1714 gcgccgggcctgacccaggcgctgacgaccaaagatggcgcggta
      A  P  G  L  T  Q  A  L  T  T  K  D  G  A  V 
1759 atggtgatgagctatggcaactctgaagaagagtcgatggaacac
      M  V  M  S  Y  G  N  S  E  E  E  S  M  E  H 
1804 accggcacccaactgcgaattgccgcctatggcccgcatgcgggc
      T  G  T  Q  L  R  I  A  A  Y  G  P  H  A  G 
1849 aacgtggtgggtctcaccgaccagaccgatctgttttacaccatg
      N  V  V  G  L  T  D  Q  T  D  L  F  Y  T  M 

1894 aaagacgcgctgggcctgaaataa 1917   
      K  D  A  L  G  L  K  * 
                                          
     CCCGCGGCCGGTAATGAATTTACGTTACCGGCTGGTTTTTTTGCT

                          BamHI

     GATAGCGACCAGACTTACAGGGATCCACTAACAGAGGGATGGTGT
     G

그림 3. Enterobacter aerogenes의 phoA  유전자 구조와 상보성 실험결과.

  예상되는 phoA promoter의 활성을 조사하기 위하여 deletion 클론을 확보하

였으며 이들을 CAT assay vector에 삽입하고 CAT의 발현을 조사하였다. 

phoA 유전자는 인산결핍시 PhoB에 의해 조절되므로 대조군으로 ΔphoBR 

strain을 사용하였다. 그 결과  phoA promoter의 pho box가 PhoB에 의해 조절

됨을 확인하였다(표 4). 
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표 4. CAT assay을 이용한 phoA promoter 활성도 조사

Strain Plasmid

Activity

Low Pi(0.1mM) High Pi(2mM)

mean mean

CSH26

pho box 587.1±55.2 1.34±0.13

△pho box 1.36±1 0.96±0.23

vector 0.52±0.02 0.1±0.005

CSH26△BR

pho box 3.09±1 2.76±0.3

△pho box 3.2±0.7 2.38±0.65

vector 0.83±0.04 0.76±0.03

ANCK10

pho box 476.5±66.2 3.11±0.53

△pho box 2.6±2 2.08±1.19

vector 1.32±0.06 0.49±0.002

ANCK10△BR

pho box 3.09±1.7 2.42±9

△pho box 4.16±1.17 2.22±0.55

vector 2.13±0.1 0.79±0.03

4. phn  operon 유전자의 확보 및 서열분석

Phosphonate(Pn, C-P화합물)는 열 및 화학적으로 매우 안정한 carbon-to-

phosphorus(C-P) bond를 지니고 있다. C-P화합물은 화학적 안정성과 구조 특

이성 때문에 농약과 의약 등에 사용되지만, 그 독성과 잔류성 때문에 환경독성 

문제를 야기한다. C-P화합물을 유일하게 분해할 수 있는 C-P lyase 유전자군

을 phn operon 이라 한다. phn operon은 phnCDE의 transpoter와 phnF, phnO

의 조절유전자, 그 밖의 C-P lyase 복합체 등 10여개 이상의 유전자로 구성되

어 있다. 

   phn operon 유전자를 이용하여 C-P lyase의 활성이 증가된 유전자 재조합 

균주를 개발하기 위해 E. aerogenes의 phn opreron 유전자를 mini-Mu 
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plasmid를 이용한 in vivo molecular cloning 기술로 mini-Mu plasmid를 선별

한 후(그림 4), subcloning하고 그 염기서열을 결정하였으며(그림 6) 각각의 유

전자를 과대발현할 수 있는 과대발현벡터를 구축하였다(그림 7). 또한 phnF 

promoter의 활성을 CAT assay를 통해 확인하였다( 표 5). E. aerogenes의 경

우 본 연구결과 phnF와 더불어 조절유전자의 하나로 알려진 phnO 유전자가 

없음이 확인되었다(그림 5, 6).

Gene arrangement from the partial DNA sequencing 
( H: HindIII, B: BamHI, E: EcoRV )

H1������������������������������
������������������������������

�������������������������������������������������������
�������������������������������������������������������

H2 H3 H4 H5

pJ
S7

pJS5 pJS6 pJS8

E1 E2 E3 E4 E5

MudI5166

pJS4pJS3

P N M L    K J     
I H    G    F

B1  B2

pJS9

6.3 Kb
0.2 Kb

3.5 Kb

0.4 Kb 3.3 Kb 1.6 Kb 1.0 (?) Kb

B3

MudI5166

그림 4. Enterobacter aerogenes의 phn  operon이 든 

mini-Mu plasmid의  구조
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.

X

X

C )  E .  a e r o g e n e s p h n F ,  G ,  H ,  I ,  J ,  K ,  L ,  M ,  N ,   P

p h o b o x - 1 0

p h n C ,  D ,  E ,  F ,  G ,  H ,  I ,  J ,  K ,  L ,  M ,  N ,  O ,  P

B )  E .  c o l i

p h o b o x - 1 0

C H 3 P O 3 H 2 C H 4 P h o s p h o r u s  P r o d u c t+

M e t h y l p h o s p h o n a t e M e t h a n e

A )  C - P  c o m p o u n d  c l e a v a g e

C o m p a r i s o n  o f  p h n g e n e  a r r a n g e m e n t  a n d  p h o  b o x  l o c a l i z a t i o n  

b e t w e e n  E .  c o l i a n d  E .  a e r o g e n e s .

그림 5. 장내세균 3종의 현재까지 알려진 phn  operon의 구조. 
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> phn operon of Enterobacter aerogenes (phnFGHIJKLMNP)

           Pho Box                    -10CTCTTCATCCTGCGGTCATCGTGACTTAACAGGAATGTAACAAAAACGCGT

                                            RSCAGTATCGGCCCACGCTCAACGGGGAACCCCAAGGTACTTAGTGAGGCTCG

ATAACC

phnF →ATGTACTTATCCAGACATCCGACCAGTTACCCCACCCGGTATCAGGAAATT
M  Y  L  S  R  H  P  T  S  Y  P  T  R  Y  Q  E  I  
GCCGCCAGGCTTGAACAGGAGCTGCGCCATCACTATCGCTGCGGCGACTAT
A  A  R  L  E  Q  E  L  R  H  H  Y  R  C  G  D  Y  
TTGCCGGCGGAACAACAGCTGGCGGCGCGCTTTGAAGTTAACCGCCACACC
L  P  A  E  Q  Q  L  A  A  R  F  E  V  N  R  H  T  
CTACGCCGCGCCATCGATCAGCTGGTGGAACGCGGATGGGTCCAGCGCCGC
L  R  R  A  I  D  Q  L  V  E  R  G  W  V  Q  R  R  
CAGGGCGTCGGCGTACTGGTATTGATGCGCCCCATCGACTACCCGCTCAAC
Q  G  V  G  V  L  V  L  M  R  P  I  D  Y  P  L  N  
GCCCAGGCGCGTTTTAGCCAGAATCTGCTGGAACAAGGCAGCCACCCGACC
A  Q  A  R  F  S  Q  N  L  L  E  Q  G  S  H  P  T  
AGCGAGAAACTGCTGTCGGTGCTGCGCCCGGCCAGCAGCCACGTTGCCGAA
S  E  K  L  L  S  V  L  R  P  A  S  S  H  V  A  E  
GCCTTTGGCATTGCCGAAGGCGAAACCGTCATTCATCTGCGCACCCTGCGC
A  F  G  I  A  E  G  E  T  V  I  H  L  R  T  L  R  
CGGGTTAACGGCGTGGCGCTGTGTTTGATTGACCACTACTTCGCCGACCTG
R  V  N  G  V  A  L  C  L  I  D  H  Y  F  A  D  L  
CGCTTCTGGCCGGTGCTGCAAACCTTCACCCATGGCTCGCTACACGACCTG
R  F  W  P  V  L  Q  T  F  T  H  G  S  L  H  D  L  
CTGCGCGACCAACTCGCCATCGAACTGACCCGCGTACGCACCAAAATCAGC
L  R  D  Q  L  A  I  E  L  T  R  V  R  T  K  I  S  
GCCCGCCGCGCGCAGGCGAAAGAGAGCAAGCTGCTGGAAATCCCCAATATG
A  R  R  A  Q  A  K  E  S  K  L  L  E  I  P  N  M  
GCGCCACTGCTGTGCGTACGCACGCTCAATAGCCGCGAGGGCGAGACAGTC
A  P  L  L  C  V  R  T  L  N  S  R  E  G  E  T  V  
ACGACGGAGTACTCCGTCAGCCTGACCCGCGCCGACATGATTGAATTCACC
T  T  E  Y  S  V  S  L  T  R  A  D  M  I  E  F  T  

ATGGAGCACTGAM  E  H  *  

phnG →ATGCACTTCGATACCGCCACCCGCCAGCGTTGGATGTCCGTGCTGGCCCAC
M  H  F  D  T  A  T  R  Q  R  W  M  S  V  L  A  H  
AGTGACCCGCAGGACCTTCTGGCGCGCATGCAATCGCTGCGGCTGGCGCCG
S  D  P  Q  D  L  L  A  R  M  Q  S  L  R  L  A  P  
GAGTATGAATTAATTCGCGCCCCGGAAACCGGGCTGGTACAGCTCCAGGCG
E  Y  E  L  I  R  A  P  E  T  G  L  V  Q  L  Q  A  
CGTATGGGCGGCATCGGCGATCGTTTCTTTGCCGGTGACGCCACCCTGACC
R  M  G  G  I  G  D  R  F  F  A  G  D  A  T  L  T  
CGCGCCGCCGTACGCCTGGCCGATGGCACCCTCGGCTACAGCTGGATTCTG
R  A  A  V  R  L  A  D  G  T  L  G  Y  S  W  I  L  
GGTCGCGACCGCCCCCACGCCGAACGCTGCGCGGCGATCGATGGCCTGCTG
G  R  D  R  P  H  A  E  R  C  A  A  I  D  G  L  L  
CAATCGCCTCACTATTTTCACACCTTAATGGAAACCCTCATTACCCCGCTG
Q  S  P  H  Y  F  H  T  L  M  E  T  L  I  T  P  L  
GAAGCACAACGCAGCGCGCGCCTCGACGCCCGCCGTGCCGAAGTCAATGCC
E  A  Q  R  S  A  R  L  D  A  R  R  A  E  V  N  A  
AGCCGGGTCGACTTCTTTACTCTGGTTCGCGGAGATAACGCATGA
S  R  V  D  F  F  T  L  V  R  G  D  N  A  *  

ATGA(phnG와 phnH의 중복사용부위)
phnH →ATGACATTACAAACCGCCTTTACCCTACCGGTGCAGGATGCCCAACACAGT
M  T  L  Q  T  A  F  T  L  P  V  Q  D  A  Q  H  S  
TTCCGCCGCCTGCTGAAAGCAATGAGCGAGCCGGGAGTGATTGTCTCCCTG
F  R  R  L  L  K  A  M  S  E  P  G  V  I  V  S  L  
CAGCAGCTTCAGCACGGCTGGCAGCCATTGAATATCGCCTCCACCAGTCTG
Q  Q  L  Q  H  G  W  Q  P  L  N  I  A  S  T  S  L  
TTATTGACGCTGGCCGATCACGACACCCCGGTGTGGATGGCCGCCGCGCTG
L  L  T  L  A  D  H  D  T  P  V  W  M  A  A  A  L  
CATAACGATCTGGTCAGCCAAAATCTGCGCTTTCATACCGGCGCGACGCTG
H  N  D  L  V  S  Q  N  L  R  F  H  T  G  A  T  L  
GTGGAACAGCCGCAGCAGGCGGTATTTGCCGTCGCCTGCGACACCATCAGC
V  E  Q  P  Q  Q  A  V  F  A  V  A  C  D  T  I  S  
GCCGAACAGCTTAATGTCCTTTCCGCCGGTACCGTGGCGGCGCCGGAAACC
A  E  Q  L  N  V  L  S  A  G  T  V  A  A  P  E  T  
GGCGTCACGCTGATTGTGCAACTAGCCAGCCTGAGCGGCGGACGCATGCTG
G  V  T  L  I  V  Q  L  A  S  L  S  G  G  R  M  L  
CGCCTGACCGGCGCGGGCATTGCCGAGGAGCGAATGATCGCCCCCCAACTG
R  L  T  G  A  G  I  A  E  E  R  M  I  A  P  Q  L  
CCGGACTGCATCATCGACGAATTAACCGAACGCCCGCACCCGTTCCCGCTG
P  D  C  I  I  D  E  L  T  E  R  P  H  P  F  P  L  
GGCATTGACCTGATCCTGACCTGCGGCGAGCGCCTGCTGGCTATCCCGCGT
G  I  D  L  I  L  T  C  G  E  R  L  L  A  I  P  R  

ACCACCCACGTGGAGGTGTGCTAAT  T  H  V  E  V  C  *  

phnI →ATGTATGTTGCCGTCAAAGGCGGCGAGAAGGCGATTAGCGCCGCTCACGCT
M  Y  V  A  V  K  G  G  E  K  A  I  S  A  A  H  A  
TTGCAAGATCAGAAACGACGGGGCGATGGACGGCTTCCCGAACTGAGCGTC
L  Q  D  Q  K  R  R  G  D  G  R  L  P  E  L  S  V  
GAGCAGATAAGCGAACAGCTCAGCCTGGCGGTGGACCGGGTGATGACCGAA
E  Q  I  S  E  Q  L  S  L  A  V  D  R  V  M  T  E  
GGCGGTATTGCCGACCGCGAACTGGCGGCGCTGGCGCTGAAGCAGGCCAGC
G  G  I  A  D  R  E  L  A  A  L  A  L  K  Q  A  S  
GGCGATAACGTCGAAGCCATTTTCCTGCTGCGCGCCTACCGCACCACCCTG
G  D  N  V  E  A  I  F  L  L  R  A  Y  R  T  T  L  
CCGCGGCTGGCAGTCAGCGAACCGGTTGATACCGCCGGGATGCGCCTCGAA
P  R  L  A  V  S  E  P  V  D  T  A  G  M  R  L  E  
CGCCGGATCTCCGCGGTGTACAAAGATATCCCCGGCGGCCAACTGCTGGGC
R  R  I  S  A  V  Y  K  D  I  P  G  G  Q  L  L  G  
CCCACTTACGACTATACCCACCGCCTGCTCGATTTTGCCCTGCTGGCCAAC
P  T  Y  D  Y  T  H  R  L  L  D  F  A  L  L  A  N  
GGCGAACCGCCGTCGGTGCAGAAAGCCGGTAGCGAAACGCAGCCGACGCCG
G  E  P  P  S  V  Q  K  A  G  S  E  T  Q  P  T  P  
CACGTCTTCAACCTGCTGACGCAGCAGGGGCTGGCCAAAGCGGAAGCGGAC
H  V  F  N  L  L  T  Q  Q  G  L  A  K  A  E  A  D  
CGCGGCGCGCCCCCTGACGATATCACCCGCACCCCGCCGGTCTATCCCTGC
R  G  A  P  P  D  D  I  T  R  T  P  P  V  Y  P  C  
TCGCGCTCCTCGCGGCTGCAGCAGCTGGTACGCGGCGATGAAGGCTATCTG
S  R  S  S  R  L  Q  Q  L  V  R  G  D  E  G  Y  L  
CTGGCGCTGGCCTACTCAACCCAGCGCGGCTATGGCCGCAACCACCCGTTT
L  A  L  A  Y  S  T  Q  R  G  Y  G  R  N  H  P  F  
GCCGGCGAGATCCGCAGCGGCTACGTGCAGGTGGAAATCGTGCCGGAAGAG
A  G  E  I  R  S  G  Y  V  Q  V  E  I  V  P  E  E  
CTGGGTTTTAGCGTCAATATTGGCGAGCTGCTGCTGACCGAATGCGAAATG
L  G  F  S  V  N  I  G  E  L  L  L  T  E  C  E  M  
GTCAACGGCTTTGTCGATCCAGAGGATGAGCCGCCGCACTTCACCCGCGGC
V  N  G  F  V  D  P  E  D  E  P  P  H  F  T  R  G  
TACGGCCTGACGTTTGGCATGAGCGAGCGTAAAGCGATGGCCATGGCGCTG
Y  G  L  T  F  G  M  S  E  R  K  A  M  A  M  A  L  
GTCGACCGCGCCCTTCAGGCGCCGGAATACGGCGAAGAGATAAGCGGACCG
V  D  R  A  L  Q  A  P  E  Y  G  E  E  I  S  G  P  
GCCCAGGACGAAGAGTTCGTGCTGGCGCACGCCGATAACGTTGAAGCCGCC
A  Q  D  E  E  F  V  L  A  H  A  D  N  V  E  A  A  
GGCTTCGTCTCGCATCTGAAACTGCCGCACTATGTCGATTTCCAGGCCGAA
G  F  V  S  H  L  K  L  P  H  Y  V  D  F  Q  A  E  
CTGGCGCTGTTGAAACGCCTGCAACGGGAGAACGAACGTGGCTAA
L  A  L  L  K  R  L  Q  R  E  N  E  R  G  *  

CCCA(phnI와 phnJ의 연결부위)
phnJ →CTGACTGGCTATAACTTTGCTTATCTTGATGAGCAAACCAAGCGCATGATC
L  T  G  Y  N  F  A  Y  L  D  E  Q  T  K  R  M  I  
CGCCGGGCGATACTGAAAGCGGTGGCCATTCCCGGCTATCAGGTGCCTTTC
R  R  A  I  L  K  A  V  A  I  P  G  Y  Q  V  P  F  
GGCGGCCGCGAAATGCCGATGCCTTACGGTTGGGGTACCGGCGGGATCCAA
G  G  R  E  M  P  M  P  Y  G  W  G  T  G  G  I  Q  
CTGACCGCCAGCGTTATCGGCGAGAACGACGTACTGAAGGTCATCGATCAG
L  T  A  S  V  I  G  E  N  D  V  L  K  V  I  D  Q  
GGCGCCGATGACACCACCAACGCGGTGTCGATCCGCCAGTTCTTTAAACGC
G  A  D  D  T  T  N  A  V  S  I  R  Q  F  F  K  R  
GTAACTGGCGTCGCCACCACCGAACGCACCGAAGACGCCACCCTGATCCAG
V  T  G  V  A  T  T  E  R  T  E  D  A  T  L  I  Q  
ACCCGCCACCGGATCCCGGAAACGCCGCTGGTGGAAGATCAGATCCTGATC
T  R  H  R  I  P  E  T  P  L  V  E  D  Q  I  L  I  
TATCAGGTGCCGATTCCGGAGCCGCTGCGCTTTATCGAACCGCGCGAAACC
Y  Q  V  P  I  P  E  P  L  R  F  I  E  P  R  E  T  
GAAACCCGCACCATGCACGCGCTGGAAGAGTACGGCGTAATGCAGGTGAAG
E  T  R  T  M  H  A  L  E  E  Y  G  V  M  Q  V  K  
CTGTATGAGGATATCGCCCGCTTCGGCCATATCGCCACCACCTACGCCTAT
L  Y  E  D  I  A  R  F  G  H  I  A  T  T  Y  A  Y  
CCGGTGAAGGTGAACGGCCGCTACGTGATGGACCCTTCGCCGATCCCGAAA
P  V  K  V  N  G  R  Y  V  M  D  P  S  P  I  P  K  
TTCGATAACCCCAAAATGCACATGATGCCGGCGCTGCAGTTGTTCGGCGCC
F  D  N  P  K  M  H  M  M  P  A  L  Q  L  F  G  A  
GGGCGCGAAAAACGTATCTACGCGGTGCCGCCCTTTACCGCAGTCGAAAGC
G  R  E  K  R  I  Y  A  V  P  P  F  T  A  V  E  S  
CTCGATTTCGACGATCACCCGTTTAGCGTGCAGGAGTGGGATGAACCCTGC
L  D  F  D  D  H  P  F  S  V  Q  E  W  D  E  P  C  
GCCATTTGCGGTTCTCGCCACAGCTATCTTGACGAAGTGGTGCTGGATGAC
A  I  C  G  S  R  H  S  Y  L  D  E  V  V  L  D  D  
AGCGGCCAGCGGATGTTTGTCTGCTCCGATACCGACTATTGCCGCCAACAG
S  G  Q  R  M  F  V  C  S  D  T  D  Y  C  R  Q  Q  

AGCGAGGCGCAGAAAAAATGAS  E  A  Q  K  K  *  

ATGA(phnJ와 phnK의 중복부위)
phnK →ATGAGCCAGCCGTTACTTACAGTTAATCACCTGACCCATCTCTATGCGCCG
M  S  Q  P  L  L  T  V  N  H  L  T  H  L  Y  A  P  
GGAAAAGGTTTTAGCGATGTCTCTTTCGAGCTGTGGCCGGGCGAAGTGCTC
G  K  G  F  S  D  V  S  F  E  L  W  P  G  E  V  L  
GGCATCGTCGGCGAATCCGGCTCCGGTAAAACCACGCTGCTGAAAGCGATT
G  I  V  G  E  S  G  S  G  K  T  T  L  L  K  A  I  



- 105 -

TCCGCTCGTCTGGCGCCGCAACAGGGTGAAGTGCGGTATCAACAGCGCTCC
S  A  R  L  A  P  Q  Q  G  E  V  R  Y  Q  Q  R  S  
CTGTACGCCATGAGCGAAGCCGAACGCCGCCGCCTGCTGCGCACCGAATGG
L  Y  A  M  S  E  A  E  R  R  R  L  L  R  T  E  W  
GGCGTCGTGCATCAGCACCCAATGGACGGCCTGCGTCGCCAGGTCTCGGCG
G  V  V  H  Q  H  P  M  D  G  L  R  R  Q  V  S  A  
GGCGGCAACATCGGCGAACGGCTGATGGCGACCGGCGCCCGCCACTACGGC
G  G  N  I  G  E  R  L  M  A  T  G  A  R  H  Y  G  
GACATTCGCGCCACCGCCGAACGCTGGCTGCAGGAGGTGGAGATCCCGCCT
D  I  R  A  T  A  E  R  W  L  Q  E  V  E  I  P  P  
TCCCGCATCGACGACCTGCCGACCACCTTTTCCGGTGGCATGCAGCAGCGC
S  R  I  D  D  L  P  T  T  F  S  G  G  M  Q  Q  R  
TTGCAAATCGCCCGCAATCTCGTGACGCAGCCGAAACTGGTGTTTATGGAT
L  Q  I  A  R  N  L  V  T  Q  P  K  L  V  F  M  D  
GAACCCACCGGCGGACTGGACGTCTCGGTACAGGCGCGCCTGCTCGATCTC
E  P  T  G  G  L  D  V  S  V  Q  A  R  L  L  D  L  
CTGCGCGGGCTGGTAGTGGAGCTGGGTCTGGCGGCGGTGATAGTCACCCAC
L  R  G  L  V  V  E  L  G  L  A  A  V  I  V  T  H  
GATCTCGGCGTCGCCCGCCTGCTGGCGAACCGCCTGCTGGTGATGAAACAA
D  L  G  V  A  R  L  L  A  N  R  L  L  V  M  K  Q  
GGACAGGTGGTGGAAAGTGGCTTAACCGACCGGGTGCTCGACGATCCGCAT
G  Q  V  V  E  S  G  L  T  D  R  V  L  D  D  P  H  
CATCCTTACACCCAGCTACTGGTGTCGTCGGTGTTGCAGAACTAA
H  P  Y  T  Q  L  L  V  S  S  V  L  Q  N  *  
CCCTCGGTGCCGTTCCCGGCGGCGCTACGCTTGGCCGGGCTACAAATTCAG

CGTAGCCCGGCCGAGCAACGCGACGCCGGGGAGGCACGA(phnK와 phnL의 연결부위)

phnL →ATGCTAATGAGGCTAAAAATGAACGCTATACGCGTTGAAAACATCCATAAA
M  L  M  R  L  K  M  N  A  I  R  V  E  N  I  H  K  
ACCTTTGTTCTGCACCAACAGCACGGCGTACGCCTGCCGGTGCTCGCCGAC
T  F  V  L  H  Q  Q  H  G  V  R  L  P  V  L  A  D  
GCTTCGCTCACCGTTAACGCCGGGGAGTGCGTGGTGCTGCACGGCCATTCC
A  S  L  T  V  N  A  G  E  C  V  V  L  H  G  H  S  
GGCAGCGGTAAATCGACGCTGCTGCGCTCGCTGTACGCTAACTATCTGCCG
G  S  G  K  S  T  L  L  R  S  L  Y  A  N  Y  L  P  
GACAGCGGGCATATTCATATCCGCCACGGCGACGAATGGGTAGATCTGGTG
D  S  G  H  I  H  I  R  H  G  D  E  W  V  D  L  V  
ACCGCCACGCCGCGCAAGGTGCTGGAAGTGCGTAAAACCACTATCGGTTGG
T  A  T  P  R  K  V  L  E  V  R  K  T  T  I  G  W  
GTTAGCCAGTTTCTGCGGGTGATCCCGCGGATATCCGCACTGGAAGTCGTC
V  S  Q  F  L  R  V  I  P  R  I  S  A  L  E  V  V  
ATGCAGCCGCTGCTCGACCTCGGTACGCCGCGCGAAGAGAGCGCCGCTAAA
M  Q  P  L  L  D  L  G  T  P  R  E  E  S  A  A  K  
GCCGCCCGCCTGCTGACCCAGCTCAACGTGCCGGAGCGTCTGTGGCATCTG
A  A  R  L  L  T  Q  L  N  V  P  E  R  L  W  H  L  
GCGCCGTCCACCTTTTCCGGCGGCGAACAGCAGCGGGTCAACATCGCCCGC
A  P  S  T  F  S  G  G  E  Q  Q  R  V  N  I  A  R  
GGTTTTGCGGTCGACTATCCGATTTTACTCCTTGATGAACCCACCGCCTCG
G  F  A  V  D  Y  P  I  L  L  L  D  E  P  T  A  S  
CTGGATGCCAACAACAGCGCCGCGGTGGTGGCGCTGATCCAGCAGGCTAAA
L  D  A  N  N  S  A  A  V  V  A  L  I  Q  Q  A  K  
GCCCGCGGCGCGGCCATCGTCGGTATTTTCCATGATGAAACGGTACGCGGT
A  R  G  A  A  I  V  G  I  F  H  D  E  T  V  R  G  
CAGGTCGCCGACCGCCTGCACCCAATGGGTATCACAGTATGA
Q  V  A  D  R  L  H  P  M  G  I  T  V  *  

ATGA(phnL과 phnM의 중복부위)
phnM →ATGATAATCAATAACGTAAAGCTGGTACTGGAAGACGAAACCATCGACGGT
M  I  I  N  N  V  K  L  V  L  E  D  E  T  I  D  G  
TCGCTGGAAGTGCAGGAGGGGCGGATTTACGCCTTTGCCGAAAGCCAGAGC
S  L  E  V  Q  E  G  R  I  Y  A  F  A  E  S  Q  S  
CGGCTGCCCGGCGCCCTCGATGGCGAAGGCGGCTGGCTGCTGCCGGGGCTT
R  L  P  G  A  L  D  G  E  G  G  W  L  L  P  G  L  
ATCGAACTCCATACCGATAACCTGGATAAATTCTTCACCCCGCGGCCAAAG
I  E  L  H  T  D  N  L  D  K  F  F  T  P  R  P  K  
GTTGACTGGCCCGCACACTCGGCGATGAGCAGCCACGATGCTTTAATGGTC
V  D  W  P  A  H  S  A  M  S  S  H  D  A  L  M  V  
GCCAGCGGCATCACCACCGTACTCGACGCCGTGGCGATTGGCGACGTGCGC
A  S  G  I  T  T  V  L  D  A  V  A  I  G  D  V  R  
GACGGCGGCGACCGCCTTGAGAATCTGGAAAAGATGATCAACGCGGTGGAA
D  G  G  D  R  L  E  N  L  E  K  M  I  N  A  V  E  
GAGACGCAAAAGCGCGGGCTTAACCGCGCCGAGCATCGCCTGCATCTGCGC
E  T  Q  K  R  G  L  N  R  A  E  H  R  L  H  L  R  
TGTGAACTGCCGCACCACACCACCTTGCCGCTGTTTGAAAAGCTGGTCGAC
C  E  L  P  H  H  T  T  L  P  L  F  E  K  L  V  D  
CGCGAGCCGGTCACCCTGGTGTCGCTGATGGACCACTCGCCGGGTCAACGC
R  E  P  V  T  L  V  S  L  M  D  H  S  P  G  Q  R  
CAGTTCGCCAACCGCGAAAAATATCGCGAATATTATCAGGGCAAATATCAT
Q  F  A  N  R  E  K  Y  R  E  Y  Y  Q  G  K  Y  H  
CTCAGCAGCGAGCAGATGCAACGCTTCGAAGAAGAGCAAATGGCGCTGGCG
L  S  S  E  Q  M  Q  R  F  E  E  E  Q  M  A  L  A  
GCGGCCTGGTCGCAGCCTAATCGCCAGGCTATCGCCGCAATGTGTCGGGAG
A  A  W  S  Q  P  N  R  Q  A  I  A  A  M  C  R  E  

CGCCAAATCGCTCTCGCCAGCCACGACGACGCCACTCATGAACATGTCGCC
R  Q  I  A  L  A  S  H  D  D  A  T  H  E  H  V  A  
GAATCCCACCAGCTTGGCAGCGTGATTGCCGAATTTCCCACCACGTTGGCC
E  S  H  Q  L  G  S  V  I  A  E  F  P  T  T  L  A  
GCCGCGCAGGCTTCGCGCCAGCACGGAATGAATGTGTTGATGGGGGCGCCG
A  A  Q  A  S  R  Q  H  G  M  N  V  L  M  G  A  P  
AATATCGTGCGCGGCGGCTCGCATTCCGGCAATGTCGCCGCGCATCAACTG
N  I  V  R  G  G  S  H  S  G  N  V  A  A  H  Q  L  
GCCGCCAGCGGCCTGTTGGATATTCTCTCTTCCGACTACTACCCCGCCAGC
A  A  S  G  L  L  D  I  L  S  S  D  Y  Y  P  A  S  
CTGCTTGATGCCGCTTTCCGCATCGCCGATAGCGACGACAACGCTTTCACG
L  L  D  A  A  F  R  I  A  D  S  D  D  N  A  F  T  
CTGGCGCAGGCTGTCCGTCTGGTCAGCAAACATCCTGCGCAGGCACTGGGC
L  A  Q  A  V  R  L  V  S  K  H  P  A  Q  A  L  G  
CTGCATGACCGCGGCGTCATCGCCGAAGGCAAACGCGCCGATCTGGTGCTC
L  H  D  R  G  V  I  A  E  G  K  R  A  D  L  V  L  
GCGCACCGCCGCGGCCAGCACGTCCATATCGATCACGTCTGGCGTCAGGGA
A  H  R  R  G  Q  H  V  H  I  D  H  V  W  R  Q  G  

AAGAGGGTCTTTTAAK  R  V  F  *  

A(phnM과 phnN의 중복부위)
phnN →ATGCCTGGAAAACTGATTTGGCTGGTCGGCCCCTCGGGGTCGGGAAAGGAT
M  P  G  K  L  I  W  L  V  G  P  S  G  S  G  K  D  
AGTCTGCTGGCCGCGCTGCGCCAGCGTGAGCATCCGCAACTGCTGGTCGCG
S  L  L  A  A  L  R  Q  R  E  H  P  Q  L  L  V  A  
CATCGCTACATCACCCGCCCGCACCTGGTGGGCTGCGAGAACCATATTGCG
H  R  Y  I  T  R  P  H  L  V  G  C  E  N  H  I  A  
CTCAGCGAGCATGAGTTTTTCACCCGCGCCGAGCGTAATCTTTTCGCGCTA
L  S  E  H  E  F  F  T  R  A  E  R  N  L  F  A  L  
AGCTGGCATGCCAACAATAATTACTATGGCGTCGGCATAGAGATCGACCTC
S  W  H  A  N  N  N  Y  Y  G  V  G  I  E  I  D  L  
TGGCTGCATGCCGGTTTTGATGTCGTCGCCAACGGCTCGCGCGCGCATCTG
W  L  H  A  G  F  D  V  V  A  N  G  S  R  A  H  L  
GCGCAGGCGCGGGAACGTTACGATGACGTACTGGTACCGATTTGTCTCGAA
A  Q  A  R  E  R  Y  D  D  V  L  V  P  I  C  L  E  
GTTTCGCCAACGGTGTTGCGCCAGCGGCTTGAACAGCGCGGTCGGGAAAAT
V  S  P  T  V  L  R  Q  R  L  E  Q  R  G  R  E  N  
GCCGTGGAAATCGCCCAACGCCTGCAACGCGCCGCGCGCTATAAACCGGCC
A  V  E  I  A  Q  R  L  Q  R  A  A  R  Y  K  P  A  
GATTGCCTGACGTTGAATAACGACGGCAGCCTCGGGCAATCGGTAGAGCGT
D  C  L  T  L  N  N  D  G  S  L  G  Q  S  V  E  R  
TTCTTCCAGCTGTTGCGCCAGCACGCCGGACGTGAAGAGAATCAGCATGCC
F  F  Q  L  L  R  Q  H  A  G  R  E  E  N  Q  H  A  

TGA*  

GGGTAAGGTAATACG(phnN과 phnP의 연결부위)
phnP →ATGAGCCTGACGATCCGCCTGACCGGCACCGGCGGCGCCCAGCAGGTGCCG
M  S  L  T  I  R  L  T  G  T  G  G  A  Q  Q  V  P  
GTCTTCGGCTGCGACTGCGCCGCCTGCCAGCGCGCCCGCGTCGATGCACGC
V  F  G  C  D  C  A  A  C  Q  R  A  R  V  D  A  R  
TATCGCCGCCGCCCCTGCAGCGCGGTGGTGCGCTTTAACCATGCGGTCACG
Y  R  R  R  P  C  S  A  V  V  R  F  N  H  A  V  T  
CTGCTCGACGCCGGGCTGGCGGATCTGGCGGAACGCCAGCCCGCTGGCAGC
L  L  D  A  G  L  A  D  L  A  E  R  Q  P  A  G  S  
TTCCAGCAGATTTTATTGACGCATTACCATATGGATCACGTGCAGGGGCTG
F  Q  Q  I  L  L  T  H  Y  H  M  D  H  V  Q  G  L  
TTCCCCCTGCGCTGGGGGGTGGGCGATCCGATTGCGGTGTACGGCCCGCCG
F  P  L  R  W  G  V  G  D  P  I  A  V  Y  G  P  P  
GATGACATCGGCTGCGACGATCTGTTTAAACATCCCGGCATCCTCGATTTT
D  D  I  G  C  D  D  L  F  K  H  P  G  I  L  D  F  
AGCCACACCGTTATCCCCTTCACGGTATTTGAATTACAGGGGCTACAGGTC
S  H  T  V  I  P  F  T  V  F  E  L  Q  G  L  Q  V  
ACGCCGCTGCCGTTAATCCACTCGAAGCTGACCTACGGCTATCTGCTGGAG
T  P  L  P  L  I  H  S  K  L  T  Y  G  Y  L  L  E  
TCGGCGCACAGCCGGGTGGCATGGCTTGCGGATACCGCCGGGCTGCCGGAG
S  A  H  S  R  V  A  W  L  A  D  T  A  G  L  P  E  
AAGACGCTGAAGTTTTTACTTAATAATCAGCCGCAGGTGATTGTCATCGAT
K  T  L  K  F  L  L  N  N  Q  P  Q  V  I  V  I  D  
TGCAGCCACGAGCCCAGAACAGAGACACCGCGCAACCACAGCGACTTGAAT
C  S  H  E  P  R  T  E  T  P  R  N  H  S  D  L  N  
ACCGTGCGCGCGCTGAACCAGGTACTTGGCTGCCCGCGGGTGATCCTCACC
T  V  R  A  L  N  Q  V  L  G  C  P  R  V  I  L  T  
CATATCAGCCATCAGTTCGACCGCTGGATGATGGATAACCCGCTGCCGAAA
H  I  S  H  Q  F  D  R  W  M  M  D  N  P  L  P  K  
GGGTTCGAGGCGGGATACGACGGCATGGAGATCGTGCTGGAGTAA
G  F  E  A  G  Y  D  G  M  E  I  V  L  E  *  

그림 6. Enterobacter aerogenes의 phn  operon의 염기서열 및 아미노산서열
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A.
phnF →
ggatccccatgtaatgaataaaaagcagtaattaatacatctgtttcatttgaagcgcga

Mini-Mu
aagctaaagttttcgcatttatcgtgaaacgctttcgcgtttttcgtgcgccgcttcact
PhnF1→ Pho Box    PhnF2 → -10
cttcatcctgcggtcatcgtgacttaacaggaatgtaacaaaaacgcgtcagtatcggcc

RBS
cacgctcaacgggaaccccaaggtacttagtgaggctcgataacc

atgtacttatccagacatccgaccagttaccccacccggtatcaggaaattgccgccagc
M  Y  L  S  R  H  P  T  S  Y  P  T  R  Y  Q  E  I  A  A  S

PhnF3 ←
gttgaacaggagctgcgccatcactatcgctgcggcgactatttgccggcggaacaacag
V  E  Q  E  L  R  H  H  Y  R  C  G  D  Y  L  P  A  E  Q  Q

B.
phnF1  5' - TCCCCCGGGCTTCATCCTG - 3'

SmaI

phnF2  5' - TCCCCCGGGACAGGAATGT - 3'
SmaI

phnF3  5' - CGGGATCCAAATAGTCGCCGC - 3'
BamHI   

A. Putative phn operon of promoter region sequence. 
B. PCR amplification primer of Enterobacter aerogenes.

그림 7. Enterobacter aerogenes의 phnF 유전자의 과대발현

표 5. phnF  promoter의 CAT assay 결과

Strain Plasmid

Activity

Low Pi(0.1mM) High Pi(2mM)

mean mean

CSH26

pho box 470.2±20.4 19.1±1.3

△pho box 2.7±0.7 36.5±4.3

vector 6.0±2.4 33.3±3.5

CSH26△BR

pho box 11.5±3.1 10.1±1.5

△pho box 7.5±2.7 25.6±5.6

vector 3.7±1.5 24.4±2.3

ANCK10

pho box 1258.8±78.8 28.8±1.1

△pho box 108.4±20.3 24.5±1.9

vector 15.7±4.06 56.5±2.2

ANCK10△BR

pho box 19.8±4.9 70.0±2.3

△pho box 61.4±10.7 168.9±0.5

vector 64.9±12.1 123.2±4.3
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5. Phytase 유전자(phy)의 확보 

시설 재배지를 포함한 작물의 경작지에서는 시비를 통해 유입되는 인의 

90% 정도가 토양의 각종 이온과 화학결합하여 작물이 사용할 수 없는 인산염 

상태가 되는 데 특히, 그중 50% 이상은 phytate 형태로 변성된다. 본 과제에서 

확보한 불용성 인산염 가용화 균주는 phytate 배지에서도 탁월한 분해능을 보

이고 있어 phy 유전자를 확보하여 활용한다면 매우 유용한 불용성 인산염 분

해 제거 균주를 개발할 수 있을 것이다. 

본 연구에서 탐색되어진 불용성 인산염 가용화 균주와 본 연구진들에 의하

여 이미 확보한 기능성 균주들로부터 phytase 유전자를 클로닝하고자 하였다. 

Gene bank에 등록된 phytase 유전자의 염기서열을 분석하여 coding region을 

PCR을 통해 확보하고자 primer를 표 6과 같이 변형 제작하여 PCR cloning을 

시도하였다. 

표 6. phy  유전자 클로닝용 primer들

Primer Sequence

phy 1F
phy 1R

5'-CGAATTCCATATGAATCATTCAAAAACACTT-3'
5'-CGGGATCCCTCGAGTTTTCCGCTTCTGTCGG-3'

phy 2F
phy 2R

5'-GGGGTACCCCATGTTGAACAATTTCAGCGAG-3'
5'-GCGAGCTCGTTATTTTCCGCTTCTGTCGG-3'

phyC F
phyC R

5'-AACTGCAGCATATGGARACKSARCCGGTY-3'
5'-CGGAATTCCCAKGGCACGAKYTT-3'

phyA F
phyA R

5'-CGGAATTCTTTAGGRTYCCARWYYTG-3'
5'-AACTGCAGCATATGAAAACMWCSKYAAAA-3'

PSB 균주에서는 PCR 산물을 합성할 수가 없었다. 그러나, 본 연구진이 발

굴한 다기능성 균주인 Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens KL1114(KCTC 

8913P)로부터 PCR 산물을 증폭할 수 있었다. 이를 클로닝하여 염기서열을 결

정한 결과 그림 8과 같았다. 염기서열을 비교한 결과 Bacillus subtilis와 

Bacillus amyloliquefaciens에서 확인된 phy 유전자와 각각 97%와 91%의 높은 

상동성을 보였으며 아미노산 서열에서도 각각  98%와 91%의 상동성을 나타내

었다(그림 9, 표 7). 이러한 결과로 KL1114 균주에서 클로닝된 Bsa-phy1 유전

자는  phyC로 분류하였다. KL1114는 식물병원성 진균류에 대한 항진균 활성이 
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뛰어나며, 인체에 무독성이어서 이미 생물농약으로 상품화가 이루어진 특허균

주이다. 따라서 본 연구결과는 KL1114의 유용성, 특히 농작물재배에 있어서의 

실용성이 매우 높은 다기능성 균주임을 다시 한번 더 입증한 것이다. 

ATGTTGAACAATTTCAGCGAGTTAATGAAAGAAACCAATAAATCAAAAATTAGAGAAAAACATTAATCTGATGCGCTTTTATATCGCTTTA
CCTGGTTAATAGAATAGAAATCACAAATAAAACATTGTACTAAATGTTCATTTTAAATATTTGCTCATGTCAATTCTTTCTCTTCATAAAT
TCTCACATGCGGACAATCTTCACAAAAACTTAACACTGAACTTCCTGTATGTATTTTACAATTAAAGTACACTTTCATAAAAGGAGGAAGG

          -35                  -10                                             RBS          
AAAATGAATCATTCAAAAACACTTTTGTTAACCGCGGCAGCCGGATTGATGCTCACATGCGGTGCGGTTTCTTCCCAGGCCAAGCATAAGC

    M
TGTCTGATCCTTATCATTTTACCGTGAATGCGGCGGCGGAAACGGAACCGGTTGATACAGCAGGTGATGCAGCTGATGATCCTGCGATTTG
GCTGGACCCCAAGAATCCTCAGAACAGCAAATTGATCACAACCAATAAAAAATCAGGCTTAGTCGTGTACAGCCTAGAGGGAAAGATGCTT
CATTCCTATCCTACCGGGAAGCTGAACAATGTTGATATCCGCTATGATTTTCCGTTGAACGGAAAAAAAGTCGATATTGCGGCGGCATCCA
ATCGGTCTGAAGGAAAGAATACCATTGAGATTTACACCATTGACGGGAAAAACGGCACATTACAAAGCATTACGAACCCAGACCGCCCGAT
TGCATCAGCAATTGATGAAGTATACGGTTTCAGCTTGTACCACAGTCAAAAAACAGGAAAATATTACGCGATGGTGACAGGAAAAGAAGGC
GAATTTGAACAATACGAATTAAATGCGGATAAAAATGGATACATATCCGGCAAAAAGGTAAGGGCGTTTAAAATGAATTCTCAGACAGAAG
GGATGGCAGCAGATGACGAATACGGCAGTCTTTATATCGCAGAAGAAGATGAGGCCATCTGGAAGTTCAGCGCTGAGCCGGACGGCGGCAG
TAACGGAACGGTGATCGATCGTGCCGACGGCAGGCATTTAACTCCTGATATTGAAGGACTGACGATTTACTACGCTGCTGACGGGAAAGGT
TATCTGCTTGCCTCAAGCCAGGGTAACAGCAGCTACGCGATTTATGAAAGACAGGGACAGAACAAATATGTTGCGGACTTTCAGATAACAG
ACGGGCCTGAAACAGACGGCACAAGCGATACAGACGGAATTGACGTTCTGGGTTTCGGGCTGGGACCTGAATATCCGTTCGGCCTTTTTGT
CGCACAGGACGGAGAAAATATAGATCACGGCCAAAAGGCCAATCAAAATTTTAAAATGGTGCCCTGGGAAAGAATCGCTGATAAAATCGGC
CTTCACCCGCAGGTCAATAAACAGGTTGACCCAAGAAAACTGACCGACAGAAGCGGAAAATAACG

그림 8. Bacillus subtilis  var. amyloliquefaciens  KL1114(KCTC 8913P)

의 phytase 유전자(Bsa-phy1) 염기서열. 예상되는 -35, -10 과 

ribosome binding site(RBS) 서열은 밑줄로 표시함. 개시코돈은 

음영처리함.

표 7. Phytase의 아미노산 서열의 유사성

1 2 3 4 5 6

1 100

2 4 100

3 3 5 100

4 98 3 3 100

5 91 4 2 91 100

6 4 5 2 4 5 100

1. KL1114; 2. Enterobacter cloacae; 3. Klebsiella pneumoniae; 4. Bacillus 
subtilis; 5. Bacillus amyloliquefaciens; 6. Aspergillus ficuum
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1114            ------MNHSKTLLLTAAAGLMLTCG------AVSSQAKHKLSDPYHFTVNAAAETEPVD 48
B.sub           ------MNHSKTLLLTAAAGLMLTCG------AVSSQAKHKLSDPYHFTVNAAAETEPVD 48
B.amylo         ------MNHSKTLLLTAAAGLMLTCG------EVSSQAKHKLSDPYHFTVNAAAETEPVD 48
A.ficu          -MGVSAVLLPLYLLSGVTSGLAVPASRNQSTCDTVDQGYQCFSETSHLWGQYAPFFSLAN 59
E.clo           -----MMKTSAKLAASGLVALLLTGCAS----STHQTAQQQLGQQSVLAVNWFQQSG--- 48
K.pneu          MQDIRGCYACLSPARCRCWRCNLPPPRDWQLEKVVELSRHGIRPPTPATGKPSRPPPRTV 60
                                      :.         . . . : :        :         
1114            TAGDAADDPA----------------IWLDPKNPQNSKLITTNKKSG-----------LV 81
B.sub           TAGDAADDPA----------------IWLDPKNPQNSKLITTNKKSG-----------LV 81
B.amylo         TAGDAADDPA----------------IWLDPKTPQNSKLITTNKKSG-----------LV 81
A.ficu          KSAISPDVPAGCHVTFAQVLSRHGARYPTDSKGKKYSALIEEIQQNATTFEGKYAFLKTY 119
E.clo           ------------------------------------------------------------
K.pneu          DRVDHPCRGAHR--------------PWLCRRGQQRACGRPALPPAR---------PAAG 97
                                                                            
1114            VYSLEGKMLHSYPTGKLNNVDIRYDFPLN-------------GKKVDIAAASNRSEGKNT 128
B.sub           VYSLEGKMLHSYPTGKLNNVDIRYDFPLN-------------GKKVDIAAASNRSEGKNT 128
B.amylo         VYSLDGKMLHSYNTGKLNNVDIRYDFPLN-------------GKKVDIAADPNRSEGKNA 128
A.ficu          NYSLGADDLTPFGEQELVNSGVKFYQRYESLTRNIVPFIRSSGSSRVIASGNKFIEGFQS 179
E.clo           --EYQALTWQAFNTARMAFDQAPSLTGKP--------------KAVIVDLDETMLDN--- 89
K.pneu          RMPDGGVDIRARQSAAAYASDRPGAGGWRLPRLRRRYPLCQRGCRSPVSDRQVRRHANRP 157
                     .    .                                    :       .    
1114            IEIYTIDGKNG--------TLQSITNPDRPIASAIDEVYGFSLYHSQKTGKYYAMVTGKE 180
B.sub           IEIYAIDGKNG--------TLQSITDPDRPIASAIDEVYGFSLYHSQKTGKYYAMVTGKE 180
B.amylo         IEIYATDGKNG--------TLQSITDPDHPIASAINEVYGFTLYHSQKTGKYYAMVTGKE 180
A.ficu          TKLKDPRAQPGQSSPKIDVVISEASTSNNTLDPGTCTVFEDSELADDIEANFTATFVPSI 239
E.clo           SAYSAWQAKNGQ-------PFSSKTWSAWTQARQAKAVPGAVEFARHVTENGGTLFYVSN 142
K.pneu          RPPAGGGEREGRGSGAASAGLAPTIQLLKQAVCQADKSCPIFDTPWQVEQSKSGKTTISG 217
                        : *         :                         .   .       . 
1114            GEFEQYELN---ADKNGYISGKKVRAFKMNSQTEGMAADDEYGSLYIAEEDE------AI 231
B.sub           GEFEQYELN---ADKNGYISGKKVRAFKMNSQTEGMAADDEYGSLYIAEEDE------AI 231
B.amylo         GEFEQYELK---ADKNGYISGKKVRAFKMNSQTEGMAADDEYSRLYIAEEDE------AI 231
A.ficu          RQRLENDLSGVSLTDTEVTYLMDMCSFDTISTSTVDTKLSPFCDLFTHEEWINYDYLQSL 299
E.clo           RDQKDYAAT---VANMQQLGFPNVSDKTVRLNTDSSNKQARFDAIKNAGYN--------V 191
K.pneu          LSVMANMVETLRLGWSENLPLSQLAWGKITQARQITALLPLLTENYDLSNDV-------- 269
                 .                    .:                                    
1114            WKFSAEPDGGSNGTVIDRADGRHLTPDIEGLTIYYAADGKGYLLAS-----SQGNSSYAI 286
B.sub           WKFSAEPDGGSNGTVIDRADGRHLTPDIEGLTIYYAADGKGYLLAS-----SQGNSSYAI 286
B.amylo         WNFSAEPDGGSNGTVFDRADGRHLTPDIEGLTIYYAADGKGYLMAS-----SQGNNSYAI 286
A.ficu          NKYYGHGAGNPLGPTQGVGYANELIARLTHSPVHDDTSSNHTLDSNP-ATFPLNSTLYAD 358
E.clo           VLYVGDNLNDFGGATWHKGNQ----TRRDFVNLNHQQFGTQFIVLP--------NPLYGD 239
K.pneu          -LYTAQKRGSVLLNAMLDGVKPEANPNVRWLLLVAHDTNIAMVRTLMNFSWQLPGYSRGN 328
                  : ..  ..    .   .      .      :     .   :           .   . 
1114            YERQ-GQNKYVADFQITDGPETDGTSDTDGIDVLG-FGLGPEYPFG----LFVAQDGENI 340
B.sub           YERQ-GQNKYVADFQITDGPETDGTSDTDGIDVLG-FGLGPEYPFG----FFVAQDGENI 340
B.amylo         YDRQ-GKNKYVADFRITDGPETDGTSDTDGIDVLG-FGLGREYPFG----IFVAQDGENI 340
A.ficu          FSHDNGIISILFALGLYNGTKPLSSTTAENITQTDGFSSARTVPFASRMYVEMMQCQSEQ 418
E.clo           WESG----------------------MAENYNKLT------------------------- 252
K.pneu          IPPGSSLVLERWRTRRAENAICGSIFQAQGIDDLR-------------------RLQTPD 369
                                           ::.                              
1114            DHGQKANQNFKMVPWERIADKIGLHPQVNKQVDPRKLTDRSGK------- 383
B.sub           DHGQKANQNFKMVPWERIADKIGFHPQVTKQVDPRKLTDRSGK------- 383
B.amylo         DHRQKANQNFKIVPWERIADQIGFRPLANEQVDPRKLTDRSGK------- 383
A.ficu          EPLVRVLVNDRVVPLHGCPVDALGRCTRDSFVKGLSFARSGGDWAECFA- 467
E.clo           -------------------------PEQQLSVRESRLQSWNGK------- 270
K.pneu          AQHPMLRQEWHQPGCRQTDVGTLCPFQAAITALGQRIDRSSAPAVAMVLP 419
                                               .    :   ..        
그림 9. KL114와 Bacillus subtilis,  Bacillus amyloliquefaciens, 

Aspergillus ficuum, Enterobacter cloacae, Klebsiella 

pneumoniae간의 phytase 아미노산 서열비교.
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   Cloning된 phy 유전자의 coding region을 pET22b(+) bacterial expression 

vector에 삽입하여 pETPHY31-3을 구축하였고 발현을 확인하였다(그림 10). 

pETPHY31-3은 phytase에 N-말단에는 signal peptide인 pelB가 부착되며 C-

말단에는 6X His가 tagging 되어있어 IPTG로 발현을 유도하고 His-tag 

column으로 분리하기가 용이하도록 하였다. 과발현을 유도한 후 His-tag 

column으로 분리하였으나 그림 10과 같이 5종류의 단백질이 정제되었다. 대조

군으로 pET vector만을 도입한 균주에서는 아무런 단백질도 정제되지 않았다. 

이러한 원인은 유전자 내부에 내재된 개시코돈들에 의한 것으로 판단된다. 이

들 중 41kDa의 band만이 phytase활성을 갖는지를 조사하고 있다.
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          (A)                      (B)

그림 10. (A) E. coli  BL21(DE3)::pETPHY31-3의 발현산물의 

SDS-PAGE 분석 1, IPTG 무처리군; 2, 1mM IPTG 처리군; M, 

Marker (B) 6x His-tagged phytase의 Ni-NTA spin column을 

이용한 정제. M1, Marker; NI, IPTG 무처리군; CL, IPTG 처리

군; FT, flow-through; W1 과 W2, 세척액; E1와 E2, 용출단백질; 

M2, Marker.

6. PQQ synthase 유전자 확보

   E. coli는 quinoprotein인 glucose dehydrogenase (GDH)로 aldose sugar를 

분해하여 사용한다. 이때 cofactor로서 pyrroloquinoline quinone (PQQ)이 필요

하다. E. coli는 PQQ를 합성하는 효소가 없어 외부로부터 PQQ를 받아들여 이
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과정을 수행한다. PSB 특성을 보이는 균주들은 hydoxyapatite(HAP)를 

acidification 과정을 통해서 분해할 수 있다. 즉, 그림 11과 같이 PQQ와 GDH

의 작용으로 활성화된 holo-GDH는 glucose를 분해하여 유기산인 gluconic 

acid를 합성할 수 있다. 이 gluconic acid는 HAP를 분해하여 가용성인을 생성

할 수 있게된다. PQQ을 합성하는 효소들은 일부의 미생물에서 밝혀졌는데 하

나의 operon을 구성하고 있다(그림 12). 이 pqq operon의 구성 유전자중에서 

PQQ을 합성하는데 가장 중요한 유전자는 pqq-E로 알려졌다(Liu et al., 1992,  

Goosen et al., 1989). 

PQQ syntase (ppq)

Glucose

Gluconic acid

Insoluble-
phosphate

Soluble-
phosphate

PQQ syntase (ppq)

Glucose

Gluconic acid

Insoluble-
phosphate

Soluble-
phosphate

그림 11. PQQ합성 및 조효소역할
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그림 12. 일부 세균에서 확인된 pqq  operon의 구조 

8종의 PSB에서 pqq-E 유전자를 탐색하기 위해서 기존에 알려진 pqq 유전

자 염기서열로부터 pqq-1(5'-GCTCTAGACATATGGCCAAACTGAACG-3')

과 pqq-2(5'-CCGGAATTCGGTGACGCGCTGCTTAAAG-3')를 합성하였

다.　PCR 결과 KSJ16(Enterobacter intermedius) 균주에서만 PCR 산물이 합성

되었으며 이를 클로닝하여 염기서열을 결정하고 분석한 결과 그림 13의 구조를 

보였다. KSJ16 균주의 pqq-E는 GTG를 개시코돈으로 사용하며 pqq-D의 3'쪽

과 중복사용되고 있음을 알 수 있었다. 아미노산 서열의 유사도는 KSJ16이  

Klebsiella pneumoniae와는 86%, Gluconobacter oxydans와는 48%을 나타내었

다(그림 14, 표 8). 본 연구에 사용된 8균주의 PSB 중에서 4균주 (KSJ3, 

WP20, WP41과 WP42)는 Acinetobacter 속의 균주들이며 WP38도 

Enterobacter 속의 균주로서 pqq 유전자가 존재할 것으로 기대되었으나 본 연

구에 사용된 primer로는 증폭되지 않았다. 이들 균주에서 pqq를 탐색 및 확보

하기 위해서는 Southern blot를 이용하여 확인하거나 새로운 primer를 설계하

여 사용해야 할 것으로 판단된다.
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TCTAGACATATGGCCAAACTGAACGAGACCGCCGTGGCGATCCTCGAACTGGTGGATGGCAAACAGGATGTGGCGGCGATCGTTGCCACGC

pqq-D → M  A  K  L  N  E  T  A  V  A  I  L  E  L  V  D  G  K  Q  D  V  A  A  I  V  A  T  L
TGGATGCGCGTTTCCCGGACGCGGGCGGTGTCGGCGACGACGTCAAAGAGTTCCTGCAATCCGCCATTGAACAAAAATGGATACAGTGTCG
  D  A  R  F  P  D  A  G  G  V  G  D  D  V  K  E  F  L  Q  S  A  I  E  Q  K  W  I  Q  C  R 

                                                                                 pqq-E → M 
TGAACCCGAGTAAAAGCGTGACGCCACCGCTGTGGCTGCTGGCAGAACTGACCTATCGCTGCCCGCTGCAGTGTCCATATTGCTCCAATCC

 E  P  E  *
  N  P  S  K  S  V  T  P  P  L  W  L  L  A  E  L  T  Y  R  C  P  L  Q  C  P  Y  C  S  N  P 
GCTGGATTTTTCCCAGCAGGAGAAAGAGCTGACCACCGAACAGTGGATTGAGGTGTTTCGTCAGGCGCGCGCCATGGGCAGCGTGCAGCTC
 L  D  F  S  Q  Q  E  K  E  L  T  T  E  Q  W  I  E  V  F  R  Q  A  R  A  M  G  S  V  Q  L  
GGTTTTTCCGGCGGCGAACCGCTAACCCGTAAAGACCTGCCGGAGCTGATTCGCGCCGCGCGCGATTTCGGTTTCTACACCAACCTGATCA
G  F  S  G  G  E  P  L  T  R  K  D  L  P  E  L  I  R  A  A  R  D  F  G  F  Y  T  N  L  I  T
CCTCCGGCATCGGCCTGACGGCGAAAAAACTCGACGCCTTTGCCGACGCCGGACTCGATCGTATCCAGATCAGCTTCCAGGCCAGCGATGA
  S  G  I  G  L  T  A  K  K  L  D  A  F  A  D  A  G  L  D  R  I  Q  I  S  F  Q  A  S  D  E 
AACGCTGAACGCGGCGCTGGCCGGGTCAAAAAAGGCCTTCCAGCAGAAGCTGGAGATGGCGAAAGCGGTGAAAGCGCACGGCTATCCGATG
 T  L  N  A  A  L  A  G  S  K  K  A  F  Q  Q  K  L  E  M  A  K  A  V  K  A  H  G  Y  P  M  
GTGCTGAATTTCGTGCTGCATCGCCACAATATCGACCAGATCGACAAAATCATCGATCTCTGTATCGAACTGGAAGCCGACGATGTCGAGC
V  L  N  F  V  L  H  R  H  N  I  D  Q  I  D  K  I  I  D  L  C  I  E  L  E  A  D  D  V  E  L
TGGCGACTTGCCAATTCTATGGCTGGGCGCAGCTCAATCGTGAAGGATTGCTGCCGACGCGCGAGCAGATCGCCAACGCCGAAGCGGTGGT
  A  T  C  Q  F  Y  G  W  A  Q  L  N  R  E  G  L  L  P  T  R  E  Q  I  A  N  A  E  A  V  V 
GGCCGATTATCGTCAGCGCATGGGCGCCAGCGGCAATCTCACCAATCTGCTGTTCGTGACGCCGGATTACTACGAAGAGCGGCCGAAACCC
 A  D  Y  R  Q  R  M  G  A  S  G  N  L  T  N  L  L  F  V  T  P  D  Y  Y  E  E  R  P  K  P  
TGCATGGGCGGATGGGGATCGATCTTCCTCAGCGTCACGCCTGACGGCACCGCGTTGCCGTGCCACAGCGCGCGTCAGCTGCCGGTTGCGT
C  M  G  G  W  G  S  I  F  L  S  V  T  P  D  G  T  A  L  P  C  H  S  A  R  Q  L  P  V  A  F
TCCCGTCGGTGCTGGAGCGCACGCTGGACGATATCTGGTACAACTCGTTTGGTTTTAACCGCTATCGCGGCTTTGACTGGATGCCGGAACC
  P  S  V  L  E  R  T  L  D  D  I  W  Y  N  S  F  G  F  N  R  Y  R  G  F  D  W  M  P  E  P 
CTGTCGCTCCTGCGATGAAAAAGAGAAAGACTTTGGCGGCTGTCGCTGTCAGGCCTTTATGCTGACCGGCGATGCCGATAACACCGATCCG
 C  R  S  C  D  E  K  E  K  D  F  G  G  C  R  C  Q  A  F  M  L  T  G  D  A  D  N  T  D  P  
GTATGCAGCAAATCGCCGCATCACGGCAAGATCCTCGAAGCACGACGTGAAGCCAACTGCAGCGACATCAAAATCCAGCAGCTGCAGTTCC
V  C  S  K  S  P  H  H  G  K  I  L  E  A  R  R  E  A  N  C  S  D  I  K  I  Q  Q  L  Q  F  R

GCAATCGCAGCAACTCCGAACTGATCTTTAAGCAGCGCGTCACCGAATTC
  N  R  S  N  S  E  L  I  F  K  Q  R  V  T        

그림 13. KSJ16의 pqq-D  와 pqq-E 유전자 구조. Primer는 음영처리하였음

표 8. Pqq-E 아미노산 서열의 유사도

1 2 3 4 5 6 7

1 100

2 86 100

3 81 81 100

4 80 80 81 100

5 70 69 66 69 100

6 62 62 60 62 49 100

7 48 48 48 47 49 45 100

Sequence 1: KSJ16           379 aa Enterobacter intermedius KSJ16
Sequence 2: P27507          380 aa Klebsiella pneumoniae
Sequence 3: AAC38153        396 aa Rahnella aquatilis
Sequence 4: Q01060          377 aa Pantoea agglomerans
Sequence 5: AAG05377.1      381 aa Pseudomonas aeruginosa PA01
Sequence 6: CAA29756.1      384 aa Acinetobacter calcoaceticus
Sequence 7: CAB83201.1      359 aa Gluconobacter oxydans
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KSJ16           -----------MNPSK---------SVTPPLWLLAELTYRCPLQCPYCSNPLDFSQQEKE 40
P27507          -----------MSQSKP--------TVNPPLWLLAELTYRCPLQCPYCSNPLDFARQDKE 41

AAC38153        MMTLKISSLRPMHKSGLPSVNLLKPAVKPPSWLLAELTYRCPVQCPYWSNPLDFAKQEKE 60

Q01060          -----------MTDH--------APTVNPPLWLLAELTYRCPLQCPYCSNPLDFAAQEKE 41
AAG05377.1      -----------MRNSGSS----CSESVGPPLWLLAELTYRCPLQCPYCSNPLEFAREGAE 45

CAA29756.1      -----------MTEG-----------VGLPLWLLAELTYRCPLQCPYCSNPLDYAQHKNE 38

CAB83201.1      -----------MTLP------------SPPMSLLAELTHRCPLSCPYCSNPLELERKAAE 37
                           *             :   *  ******:***:.*** ****:   .  *　
KSJ16           LTTEQWIEVFRQARAMGSVQLGFSGGEPLTRKDLPELIRAARDFGFYTNLITSGIGLTAK 100
P27507          LTTEQWIEVFRQARAMGSVQLGFSGGEPLTRKDLPELIRAARDLGFYTNLITSGIGLTES 101
AAC38153        LTTAQWIKVFEEAREMGAVQIGFSGGEPLVRKDLPELIRGARDLGFYTNLITSGIGLTEK 120
Q01060          LSTEQWIEVFRQARAMGSVQLGFSAGEPLVRKDLPELIAAARDLGFYTNLITSGIGLTEK 101
AAG05377.1      LSTAEWIEVFRQARELGAAQLGFSGGEPLLRQDLAELIEAGRGLGFYTNLITSGIGLDEA 105
CAA29756.1      LTTQEWFDVFDQARQMGAVQLGFSGGEPLVRQDLEQLVAHAHQQGFYTNLITSGMGLTEQ 98
CAB83201.1      LDTATWTAVLEQAAELGVLQVHFSGGEPMARPDLVELVSVARRLNLYSNLITSGVLLDEP 97
                * *  *  *: :*  :*  *: **.***: * ** :*:  .:  .:*:******: *   　
KSJ16           KLDAFADAGLDRIQISFQASDETLNAALAGSKKAFQQKLEMAKAVKAHGYPMVLNFVLHR 160
P27507          KLDAFSEAGLDHIQISFQASDEVLNAALAGNKKAFQQKLAMAKAVKARDYPMVLNFVLHR 161
AAC38153        KIDAFAQAGLDHIQISFQASDEELNAALAGNAKAFQQKLAMAKAVKAHGYPMVLNFVLHR 180
Q01060          KLQTFADAGLDHIQISFQASDETLNAALAGSAKAFQQKLTMAKAVKALGYPMVLNFVLHR 161
AAG05377.1      RLARFAEAGLDHVQISFQAADEEVNNLLAGSRKAFAQKLAMARAVKAHGYPMVLNFVTHR 165
CAA29756.1      RIADLKQAGLDHIQVSFQASDPVVNDALAGSKHAFEQKYEMCRLVKKYDYPMVLNFVIHR 158
CAB83201.1      KLEALDRAGLDHIQLSFQDVTEGGAERIGGLKGAQARKIAAARLIRASGIPMTLNFVVHR 157
                ::  :  ****::*:***         :.*   *  :*   .: ::  . **.**** **　
KSJ16           HNIDQIDKIIDLCIELEADDVELATCQFYGWAQLNREGLLPTREQIANAEAVVADYRQRM 220
P27507          HNIDQLDKIIELCIELEADDVELATCQFYGWAFLNREGLLPTREQIARAEQVVADYRQKM 221
AAC38153        HNIDQIDKIIDLSIELDADDVELATCQFYGWAQLNREGLLPTREQIARAEDVVHQYREKM 240
Q01060          HNIDQIDRIIELAIQLDADDVELATCQFYGWAHLNREGLLPTREQIAKAESVVQRYRERM 221
AAG05377.1      HNIDNIERIIQLCIELEADYVELATCQFYGWAALNRAGLLPTRAQLERAERITAEYRQRL 225
CAA29756.1      HNIDQIEQIIELCLELNADTVELAICQFYGWAFLNRQGLLPTQEQLTRAERITNEYREKL 218
CAB83201.1      ENVARIPEMFALARELGAGRVEIAHTQYYGWGLKNRDALLPSRDQLEESTRAVEAERAKG 217
                .*: .: .:: *. :* *. **:*  *:***.  ** .***:: *: .:   .   * : 　
KSJ16           GASGNLTNLLFVTPDYYEERPKPCMGGWGSIFLSVTPDGTALPCHSARQLP-VAFPSVLE 279
P27507          AASGNLTNLLFVTPDYYEERPKGCMGGWGSIFLSVTPEGTALPCHSARQLP-VAFPSVLE 280

AAC38153        AGTGNLANLLFVTPDYYEERPKGCMGGWGAIFLSVTPEGMALPCHSARQLP-VEFPSVLE 299

Q01060          AVDGKLANLLFVTPDYYEERPKGCMGGWGAIFMSVTPEGMALPCHSARQLP-VKFPSVLE 280
AAG05377.1      AAEGNPCKLIFVTPDYYEERPKACMGGWASVFLDITPDGTALPCHSARQLP-VQFPNVRE 284

CAA29756.1      KAQNHPCKLIFVVPDYYEERPKACMNGWGKIFFTVAPDGMALPCHAARQLP-ISFPNVRE 277

CAB83201.1      GLS-----IDYVTPDYHADRPKPCMGGWGQRFVNVTPSGRVLPCHAAEIIPDVSFPNVKD 272
                   .   .: :*.***: :*** **.**.  *. ::*.* .****:*. :* : **.* :　
KSJ16           RTLDDIWYNSFGFNRYRGFDWMPEPCRSCDEKEKDFGGCRCQAFMLTGDADNTDPVCSKS 339
P27507          QSLESIWYDSFGFNRYRGYDWMPEPCRSCDEKEKDFGGCRCQAFMLTGSADNADPVCSKS 340
AAC38153        NTLQEIWYDSFGFNKYRGFDWMPEPCRSCSEKEKDFGGCRCQAFMLTGNADNADPVCSKS 359
Q01060          HDLEHIWYHSFGFNRYRGNAWMPEPCRSCPEKEKDFGGSCCQAFMLTGDADNADPVCAKS 340
AAG05377.1      HSLRHIWYESFGFNRYRGDAWMPEPCRSCEEKERDHGGCRCQAFLLTGDADATDPVCAKS 344
CAA29756.1      HKLSDIWYKSTGFNHFRGDAWMPEGCRSCPDKDRDFGGCRCQAYMLTGDAANADPVCGKS 337
CAB83201.1      VTLSEIWNISPLFNMFRGTDWMPEPCRSCERKERDWGGCRCQALALTGNAANTDPICSLS 332
                  *  **  *  ** :**  **** ****  *::* **. ***  ***.*  :**:*. *　
KSJ16           PHHGKILEARREANCSDIKIQQLQFRNRSNSELIFKQRVT-------- 379
P27507          PHHHKILEARREAACSDIKVSQLQFRNRTRSQLIYQTRDL-------- 380
AAC38153        EHHGMILAAREQANCTNIQINQLQFRNRANSQLIFKG----------- 396
Q01060          PHHGTILAAREAANRTQLGIDQLRFRNQANSRLFYKG----------- 377
AAG05377.1      ARHDLILAARRQAEEAPLGLDALTWRNQRASRLICKA----------- 381
CAA29756.1      PYHQMIEQARAESQLVAP-LQNLVFRNSRNSKSLSATQNIPVHTITDI 384

CAB83201.1      PFT--ILWNRQGVKKQNLSIGGGKVRSVF------------------- 359

                     *   *         :     *.   :                 　
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그림 14. Pqq-E의 아미노산 서열비교

7. UDP-sugar hydrolase 유전자 ushA의 클로닝 및 특성분석

Bacterial alkaline phosphatase (BAP)는 phoA 유전자에 의해 생성된다. 그

러나 많은 자연산 유기인화합물들 (예로, 5‘-nucleotide, 5-romo-4-chloro-4- 

indolylphosphate-p-toluidine(XP)와 bis-p-nitrophenyl phosphate(bis-pNPP) 

등)은 BAP 외에도 ushA 유전자 산물인 UDP-sugar hydrolase에 의해서 분해

되어 Pi를 생산하는 기작이 존재한다. Enterobacter aerogenes로부터 ushA 유

전자를 in vivo molecular 클로닝하여 염기서열을 확인하였다(그림 15). 

    1                            GAATTCCGCCTGCAGCAGCGGATAAATCGCCAGGATGAGCGACTGGATCATATCGTTTAGCAGAT
   66   GGGAGAGGCTAATTGCCCCCAGGATGCCAAATGAGGTGCGCGCTTTTTGCGGCGGCGCGCCGGTACCGGGTAAGGACTGAGCGGATTGGT
  156   TGGTTGTCATAGGTTCACTTCAGCGAGTTCTATTTGTTGTAGAGAATGCAGGTTGAATTATTATCCGACTAACATACCTGTCCCTAAGGT

  246   TTGAAGGAAGTCGCAATTCTGAAAACATATTTGTCAAAGCGGCTGACTCGCTATACTTTCGGCACTTGTTATTAAGTCAGGGAGTGAAAC

                                       -35                  -10                         RBS

       ↱ushA

  336   ATGCATTATTTAAAACGCGGCGTAGCGCTGGCGTTATTCGCCGCCTTATCGCTGGGCAGCCTGTCAGCGCAGGCCTATGAGCAGGACAAA
        MetHisTyrLeuLysArgGlyValAlaLeuAlaLeuPheAlaAlaLeuSerLeuGlySerLeuSerAlaGlnAlaTyrGluGlnAspLys

               *                                         *     *     *  *        ▲    
  426   ACCTATAAAATCACCATCCTGCACACTAACGACCACCACGGTCATTTCTGGCGCAACGACTATGGCGAATATGCGCTTGCGGCACAGAAG
        ThrTyrLysIleThrIleLeuHisThrAsnAspHisHisGlyHisPheTrpArgAsnAspTyrGlyGluTyrAlaLeuAlaAlaGlnLys
  516   ACGCTGGTGGACGGTATCCGCAAAGAGGTGGCGGCCGAAGGCGGTAGCGTCCTGCTGCTGTCCGGCGGCGATATCAATACCGGGGTGCCG
        ThrLeuValAspGlyIleArgLysGluValAlaAlaGluGlyGlySerValLeuLeuLeuSerGlyGlyAspIleAsnThrGlyValPro
  606   GAATCCGATTTACAGGATGCAGAACCTGATTTTCGCGGCATGAACCTGATTGGCTACGATGCCATGGCGGTTGGCAACCATGAGTTTGAT
        GluSerAspLeuGlnAspAlaGluProAspPheArgGlyMetAsnLeuIleGlyTyrAspAlaMetAlaValGlyAsnHisGluPheAsp
  696   AACCCGCTCAGCGTCGTGCGCCAGCAGGAGAAGTGGTCGAAGTTCCCTTTCCTGTCGGCCAATATCTATCAGAAAAGCACCGGCGAACGC
        AsnProLeuSerValValArgGlnGlnGluLysTrpSerLysPheProPheLeuSerAlaAsnIleTyrGlnLysSerThrGlyGluArg
  786   CTGTTTAAACCCTGGGCGCTGTTTAAGCGCGGCGGGCTTAAAATTGCGGTGATTGGCTTAACGACCGACGATACGGCGAAAATCGGCAAC
        LeuPheLysProTrpAlaLeuPheLysArgGlyGlyLeuLysIleAlaValIleGlyLeuThrThrAspAspThrAlaLysIleGlyAsn
  876   CCGGAATATTTCACCGATATCGAATTCCGTAATCCGGCGGCAGAAGCCAAGCTGGTGATTCAGGAGCTGCAGCAAAATGAAAAGCCGGAC
        ProGluTyrPheThrAspIleGluPheArgAsnProAlaAlaGluAlaLysLeuValIleGlnGluLeuGlnGlnAsnGluLysProAsp

                                                *
  966   GTGATTCTGGCGACCACCCATATGGGCCACTATGACAACGGTAATCACGGCTCTAACGCGCCTGGCGACGTTGAAATGGCGCGGAGTTTA
        ValIleLeuAlaThrThrHisMetGlyHisTyrAspAsnGlyAsnHisGlySerAsnAlaProGlyAspValGluMetAlaArgSerLeu

                                                   *
 1056   CCTGCGGGATCGCTGGCGATGATCGTCGGCGGCCATTCGCAGGATCCGGTCTGCATGGCCTCGGAAAATAAAAAGCAGGTCGATTATATC
        ProAlaGlySerLeuAlaMetIleValGlyGlyHisSerGlnAspProValCysMetAlaSerGluAsnLysLysGlnValAspTyrIle
 1146   CCCGGCACCCCGTGCGCGCCGGATCGCCAGAATGGCATCTGGATCGTGCAGGCTCACGAGTGGGGTAAATATGTCGGACGCGCCGATTTT
        ProGlyThrProCysAlaProAspArgGlnAsnGlyIleTrpIleValGlnAlaHisGluTrpGlyLysTyrValGlyArgAlaAspPhe

                                 *
 1236   GAATTCCGCAACGGGGAGATGAAGCTGGTGCACTATCAGCTGATCCCGGTCAACCTGAAGAAGAAAGTCACCTGGGATAACGGTCAGAGC
        GluPheArgAsnGlyGluMetLysLeuValHisTyrGlnLeuIleProValAsnLeuLysLysLysValThrTrpAspAsnGlyGlnSer
 1326   GAGCGCGTATTGTATACGCCGCAAATTGCTGAAAACCCGCAGATGCTCTCGCTGTTAACGCCGTTCCAGAATAAAGGCAAGGCGCAGTTA
        GluArgValLeuTyrThrProGlnIleAlaGluAsnProGlnMetLeuSerLeuLeuThrProPheGlnAsnLysGlyLysAlaGlnLeu
 1416   CAGGTGAAAATAGGCAGCGTCAACGGCCATCTTGAAGGCGATCGCAGCAAAGTTCGCTTCGTACAAACCAATATGGGGCGTCTGCTGCTG
        GlnValLysIleGlySerValAsnGlyHisLeuGluGlyAspArgSerLysValArgPheValGlnThrAsnMetGlyArgLeuLeuLeu

                                    *         
 1506   GCGGCGCAGATGGCCGGCAGCAATGCTGATTTCGCGGTGATGAGCGGCGGCGGTATTCGCGACTCTATCGAAGCGGGTGATATTACCTAT
        AlaAlaGlnMetAlaGlySerAsnAlaAspPheAlaValMetSerGlyGlyGlyIleArgAspSerIleGluAlaGlyAspIleThrTyr
 1596   AAAGACGTGATGAAAGTGCAGCCGTTCGGCAACGTGCTGACTTACGTCGATATGAGCGGTAAAGAGGTGACTGAGTACCTGACCGCCGTC
        LysAspValMetLysValGlnProPheGlyAsnValLeuThrTyrValAspMetSerGlyLysGluValThrGluTyrLeuThrAlaVal

            *                                                                 *     
 1686   GCGCAGATGAAGCCGGATTCCGGCGCTTATGCGCAGTTCGCCAACGTCAGTTTCGTTGCCAAAGATGGCAAGCTTAACGATCTGAAAATC
        AlaGlnMetLysProAspSerGlyAlaTyrAlaGlnPheAlaAsnValSerPheValAlaLysAspGlyLysLeuAsnAspLeuLysIle
 1776   AAAGGCGAACCGGTGGATCCGGCGAAAACTTACCGTATGGCGACGCTGAGCTTTAACGCCACCGGGCGTGACGGCTACCCGCAGATCGAT
        LysGlyGluProValAspProAlaLysThrTyrArgMetAlaThrLeuSerPheAsnAlaThrGlyArgAspGlyTyrProGlnIleAsp
 1866   AATAAACCGGGATACGTCAATACCGGCTTTATCGATGCCGAGGTGCTGAAAGAGTACATCGAGAAGAACTCGCCGCTGGATGCGGCGGCT
        AsnLysProGlyTyrValAsnThrGlyPheIleAspAlaGluValLeuLysGluTyrIleGluLysAsnSerProLeuAspAlaAlaAla

 1956   TACGAGCCGAAGGGCGAAGTCAGCTGGCAGTAACGTATCGCTTAACGGATCCCGGATAAGGCGCGAAC      

        TyrGluProLysGlyGluValSerTrpGlnStop

  

그림 15.  인화합물 대사과정에서 ushA  유전자의 역할 및 Enterobacter 
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aerogenes의 ushA  유전자 구조

8. pho  regulon 조절유전자 phoB의 항시활성형 phoBC의 구축

미생물에서 각종 인화합물의 분해, 흡수, 축적 등에 관련된 유전자들은 pho 

regulon에 속한다(그림 16). pho regulon은 전사활성인자인 PhoB에 의해 조절

된다. PhoB는 pho regulon의 전사활성 activator로서 alkaline phosphatase 유

전자 phoA 등 30여개 유전자가 PhoB에 의존하여 발현한다. PhoB는 그 기능이 

활성화되기 위해서는 53번째 잔기인 aspartate가 인산화된다. 그러나, PhoB가 활성

화되는 조건은 저인산 환경이다. 저인산 환경에서는 미생물의 생육이 느릴 수밖에 

없고 생물량이 극도로 제한될 수밖에 없다. 따라서 인산의 농도에 관계없이 항상 

강력한 활성형을 갖는 PhoB 단백질(PhoBC)를 생산하는 균주를 구축한다면(그림 

16) 보다 효율적인 인화합물의 분해 및 축적이 이루어질 것이다. 

가. E. coli  PhoBC의 구축 

E. coli phoB 유전자를 대상으로 site-directed mutagenesis을 통하여 PhoB

의 인산기 부착 아미노산인 53번 잔기를 D53E로 변환시킨 돌연변이 phoB 경

우에 ΔphoBR 균주에 도입하였을 때 Pi의 농도에 관계없이 PhoBC의 특성이 

계속적으로 나타났음을 BAP 활성 조사를 통해 확인하였다(표 9). 즉, PhoB가 

활성화되기 위해서 인산화가 필수적인데 이때 53번 잔기가 인산화된다. 이 53

번 잔기를 변화시켜 인산화 없이 활성화되는 PhoBC를 구축한 것이다. 그러나, 

PhoB의 인산화는 PhoR 뿐만아니라 CreC와 세포질내 acetyl phosphate에 의해

서도 인산화되어 활성화된다. 따라서, 원천적으로 인산화 잔기를 제거한 D53E

의 변형체는 이러한 시너지효과가 배제되어 있다.  

표 9. E. coli PboBC을 도입한 ΔphoBR  균주에서 BAP의 활성도 조사

Strain Genotype BAP Activity

BW24885

BW24886

BW24889

 DphoBR580 attl::pSK96[PrhaB-phoB593 (D53E)]   

 DphoBR580 attl::pSK97[PrhaB-phoB594 (D53A)] 

 DphoBR580 attl::pAH136[PrhaB-phoB  (W.T.)]

 116 ± 7.00

   3.4 ± 0.25

   1.7 ± 0.30
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Fig.1. Products of genes induced by PhoB during phosphate starvation
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그림 16. Pho  regulon에 의한 pho  gene의 발현 연계와 pho  regulon 조절
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능 증가용 PhoB
C
의 개념도 및 PhoB

C
 구축방법 개념도

(□ phosphorylation site, △ mutated phosphorylation site).

나. Enterobacter aerogenes의 PhoB
C
 구축

E. coli의 PhoB의 아미노산 치환 변이체인 PhoB-D53E의 PhoB
C
로의 활성

은 있었으나 Zundel 등(1998)과 Allen 등(2001)의 연구에서 다른 부위의 아미노

산 치환과 제거 결과에 비해 미미한 수준의 활성도를 보였다. 따라서 이들의 

연구결과를 반영하여 보다 활성이 증가된 PhoB
C
를 개발하고 연구결과의 특허

출원 등을 고려하여 국내외 적으로 잘 연구된 E. coli의 phoB유전자를 사용하

지 않고 본 연구진에 의해 최초로 확인된  Enterobacter aerogenes의 phoB 

유전자를 사용하였다(그림 17). 변형을 주고자하는 아미노산도 receiver domain

에서 인산화가 이루어지는 D53이 아니라 PhoB의 인산화가 일어나는 acidic 

pocket부위를 구성하는 잘 보존된 산성 아미노산들 중에 E9과 E11을 변화시킨 

것과 PhoB의 receiver domain과 DNA에 부착하는 output domain을 연결하는 

linker 부위를 제거한 PhoB를 대상으로 PhoB
C
로서의 역할과 활성크기를 조사

하였다. 

  pSH1C는 본 연구진이 확보한 E. aerogenes의 phoB-phoR operon 중에서 

promoter와 phoB coding region 그리고 phoR유전자 일부가 포함된 1.8 kb의 

PstI 조각을 pBSSK(+) vector의 PstI site에 클로닝한 것이다(그림 18).

 

pBSSK(+) phoBpromoter ΔphoR pBSSK(+)

Pst I Pst I

Receiver domain Outer domainLinker

Acidic pocket

pSH1C 

pBSSK(+) phoBpromoter ΔphoR pBSSK(+)

Pst I Pst I

Receiver domain Outer domainLinker

Acidic pocket

pSH1C 

그림 18. Enterobacter aerogenes phoB  유전자를 지닌 pSH1C의 구조
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     1            15 16           30 31           45 46           60 61           75 76           90 
Ec --------------- --------------- --------------- --------------- --------------- ---------------      0

Ea CAAGAATTTTCCCGT CGTCGCAGCGCGCCA GCTCAACGCGCGGCG CCTGTAGATTGCCAT CCGGCTGGTTGCGGG CGCGGTTCTGGCTCC     90
   91          105 106         120 121         135 136         150 151         165 166         180 
Ec --------------- --------------- --------------- --------------- --------------- ---------------      0
Ea AGAAGGCGCGATAGG CGGTGCCCCGGACCT CAAATTCAACTTCCG CCAGGCACTCGGCGG T--GTCGCGGGTCAT CAGATCGTTTTGCGA    178
   181         195 196         210 211         225 226         240 241         255 256         270 
Ec --------------- --------------- --------------- --------------- --------------- ---------------      0

Ea TTGCGATACGCTGCT CAGGCGCGGCGTTTC GTGGTACAGCGCGAG --ACA--GATAGCAT CTAACAGGGTGGTTT TCCCGGCGCCGGTCG    264
   271         285 286         300 301         315 316         330 331         345 346         360 
Ec -CCAGTCAA----GA AAAGCC---TGATG- -------TTCAGCTT C---GCGGCTTTTAC TGTAGAAGTTCTGGC CGAGATGCCAGTCTG     71

Ea GCCCGGTAATCGCGA ATAACCCATTGCTGG CGAACGGTTCAGCGG TAAAGTCGATTTTCC ATTCGCCTTTCAG-- CGAGTTAAGGTTTTT    352
   361         375 376         390 391         405 406         420 421         435 436         450 
Ec -AGGTGTGA----AG GATGCGCATAACGGT TCCCTGGCGAAAAAG CATGGGCGCGATTAT ACCCAAACAGATGTG CCATTTGCTTTT--T    154
Ea CAGGCGTAGGCTCAG GATTCTCACAGGCGT TCCTCACCGTTCAGG CTATGCAGCGTTT-- CCGTAAACAGTTGCT CCAGCCGCTGTTGCT    440
   451         465 466         480 481         495 496         510 511         525 526         540 
Ec TCTGCGCCACGGAAA TCAATAACCTGAAGA TATGTGCGACGAGCT TTTCAT-----AAAT CTGTCATAAATCTGA CGCATAATGACGTC-    238

Ea GTGGAGCATCAAGAG TTTCCAGCGCCAGGC GGCGGGCAAACACCT CTTCGACCTGCAGTT CGCTCAGCG-TTTCC CGCTGAACGCCGGCC    529
   541         555 556         570 571         585 586         600 601         615 616         630 
Ec -----GCATTAATGA TCGCAACCTATTTAT TACAACAGG-GCAAA TCAT--GGC-GAGAC GTATTCTGGTCGTAG AAGATGAAGCTCCAA    319

Ea AGAATGCGTTCACGC TGGGCGCGACTGCGA CGCACCAGCAGCACT TCCACCGGCAGCGAT TCGGTCTGCT-GCTG AATTTTTCTTTGGAT    618
   631         645 646         660 661         675 676         690 691         705 706         720 
Ec TTCGCGAAATGGTCT GCTTCG-TGCTCGAA --CAAAAT---GGCT TTCAGCCGGTCGAAG CGGAAGATTATGACA GTGCTGTGAATCAAC    403
Ea ATCGTGCA--GGTAT TCATCGCTGGT-GAT TTCGATATCCAGCCA TACCGGCGGCTGCTG CGCGCTATCCTGCCA CTGCTG--AAGTTGT    703
   721         735 736         750 751         765 766         780 781         795 796         810 
Ec TGAATGAACCCTGGC -----CGGATTTAAT T--CTCCT-CGACTG GATGTTACCTGGCGG CTCCGGTATCCAGTT CA--TCAAACACCT-    482

Ea TCGGTGATGC-TGGC GAAATCGCCTTTCAG TACCGCCAGCGGCTG GGTGAT------CGG CACCGTTAGCGGGGT GACTTCACTGAGCTT    786
   811         825 826         840 841         855 856         870 871         885 886         900 
Ec -CAAGCGC-----GA GTC--GATGACCCG- ---GGATATTCCAGT GGTGATGTTGAC--- -CGCCAGAGGGGAA- ----GAAG--AAGAT    549

Ea GCCCTCGCTGAATGA GACCAGATTAACGCT TTTGTTTTTTCCGGT T-TCATCAAAACTCA GCGGCAGCGGCGAAC CGCTGTAGCGAATAT    875
   901         915 916         930 931         945 946         960 961         975 976         990 
Ec CGCGTGC-GCGGCCT TGAAACCGG-CGCGG ATGACTATATC--AC CAAGCCGTTTTCGCC GAAGG---AGCTGGT GGC-GCGAA----TC    627
Ea -GCTCGCAGCCGCCA ACCAACTGGGCGCG- ATGAATATGGCCGAG CGCGATGTAATCGGC GGGCGGAAAGCGATT GGCCGGGAAGGCGTC    963
   991        1005 1006       1020 1021       1035 1036       1050 1051       1065 1066       1080 
Ec AAAG----CGGTA-- -ATGCGCCGTATTTC GCCAAT------GGC GGTGGAAGAGGTGAT TGAGATGCAGGGATT AA---GTCTCGACCC    701

Ea GAGGGTGCCGATATA GATTTCACGGACCGC GTCGCTTTTGCTGGC GCCGACGGTGGTGAG GTGGCCGCTGGCAAT AATCGGTAGTGCCCG   1053
   1081       1095 1096       1110 1111       1125 1126       1140 1141       1155 1156       1170 
Ec GACATCTCACCGAGT GATGGCGGGCGAAGA --GCCGCTGG-AGAT GGGGCCGACAGAATT TA--AACTGCTGCAC TTTTTTATGACGCAT    786

Ea TTCGCCGCGCAGATC GCAGGCCTGCTGATA TTGCTGCTGATAGTA GTCGCTGATGGCGGT GAGCAACTGCTGCTG TTTTT-----CGCCG   1138
   1171       1185 1186       1200 1201       1215 1216       1230 1231       1245 1246       1260 
Ec CCTGAGCGCGTGTAC AGCC--GC-GAGCAG CTGTTAAACCACGTC TGGGGAACTAACGTG TATGTG--GAAGACC GCAC-GGTCGATGTC    870
Ea CTGGAG----TGGCC AGCCTGGCTGACCAC CAGTT----CGCG-C GGGCGCAAAAACGGC ACCGGGCAGAAGACC GCGCCGGGCGC-GCC   1218
   1261       1275 1276       1290 1291       1305 1306       1320 1321       1335 1336       1350 
Ec CACATTCGTCGCCTG CGTAAAGCACTGGAG CCCGGCGGGCATGAC CGCA-TGGTG--CAG -ACCGTGCGCGGTAC AGGATA-TCGTTTTT    955

Ea GTCGCGCCGCGGCAA GATAAAGGGCGCGTG GCCGGCGTTGGCGAC CACGGTGGTTTTCAG GAAGGCGAGTATTTC GCGCGACTCGTTTAA   1308
   1351       1365 1366       1380 1381       1395 1396       1410 1411       1425 1426       1440 
Ec CAACCCGCTTTTAAC GCC-TTG-------- --------------- --------------- --------------- ---------------    976

Ea CGTCGCCACCGAATC GTGGTTGCCCGCCAG CACCACCAACTGGCA GCCGGTTTGCTGCAG TTGAACGACAAAACG GTTATACAGT---TC   1395
   1441       1455 1456       1470 1471       1485 1486       1500 1501       1515 1516       1530 
Ec --------------- --------------- --------------- --------------- --------------- ---------------    976
Ea GCGGGCGTAGCTCGG CGGAGAGCCGGTATC AAAAATATCGCCAGC GACGATAATGGCATC CACCTCGTGTT-CCT GCGCGCGCGCCAGCA   1484

   1531       1545 1546       1560 1561       1575 1576       1590 1591       1605 1606       1620 

그림 17. phoB의 염기서열 비교

(Ec-E. coli, Ea-Enterobacter aerogenes)
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    pSH1C를 template로 하여 표 10과 같이 설계된 primer들과 T7, T3 

primer를 사용하여 확보한 PCR products를  pBSSK(+)에 ligation 한 후 염기

서열을 분석하여 원하는 부위에 정확하게 point mutation과 deletion mutation

이 되었음을 확인하였다. 이처럼 돌연변이를 지닌 PCR 산물의 내부 enzyme 

site인 EcoRⅠ과 BamHⅠ으로 digestion하여 pSH1C의 같은 조각과 치환하여

pSH2C(△linker(125-131)), pSH3C(E9Q/E11A), pSH4C(E9Q)와 pSH5C(E11A)

인 4개의 phoB
 
mutant를 구축하였다(표 10). 

표 10. phoB
c
 구축용 primer 및 이를 포함한 plasmid들

Primer Sequence Plasmids Note

PhoDelmcu F 5'-GCGGCGTATTTCGATTGAGATGCAGGGGCTG-3'
pSH2C

Deletion of linker△
linker(125-131)

PhoDelmcu R 5'-CAGCCCCTGCATCTCAATCGAAATACGCCG-3'

Pho911 F 5'-GGTCGTTCAAGATGCAGCTCCAATC-3'
pSH3C

Point mutation
E9Q/E11A

Pho911 R 5'-GATTGGAGCTGCATCTTGAACGACC-3'

Pho9Q F 5'-TCTGGTCGTTCAAGATGAAGCTCC-3'
pSH4C

Point mutation
E9Q

Pho9Q R 5'-GGAGCTTCATCTTGAACGACCAGA-3'

Pho11A F 5'-TCGTTGAAGATGCAGCTCCAATCCG-3'
pSH5C

Point mutation
E11A

Pho11A R 5'-CGGATTGGAGCTGCATCTTCAACGA-3'

PhoBC의 활성을 측정하기 위해서 E. coli BW14649 (△phoB-phoR, 

creB510)와 JM109를 host로 사용하였다. BW14649는 PhoB의 인산화가 오직 세

포질내 acetyl phosphate에 의해서만 이루어지는 strain이다. JM109는 

PhoB-PhoR 신호전달계가 정상적으로 작동되어 BAP의 활성이 인제한환경에서 

증가하는 strain이다.  E. areogenes의 phoB mutant들은 모두 pBSSK(+)에 도입

된 상태이므로 ampicillin (Amp)이 첨가된 배지에서 high copy number로 host에 

존재한다. 또한, phoB 고유의 promoter가 들어있으므로 host에서 PhoB가 만들어

진다면 이는 phoB promoter를 인식하여 phoB를 발현시키는 경로가 작동하고 

있음을 나타낸다. 

   BAP의 활성을 정성적으로 측정하기 위하여 형질전환체를 Glu-MOPS-Amp 

고체배지에 XP를 첨가하여 blue color가 형성되는 여부와 동일배지에서 배양 

후 p-NPP를 첨가하여 yellow color를 형성하는 여부를 조사하였다. 그 결과는 
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표 11과 같았다. BW14649 균주에 형질전환한 경우에는 pBSSK(+)와 

pSH4C(E9Q)을 형질전환한 균주들은 전혀 BAP활성을 보이지 않았다. 그러나 

그외의 형질전환체들은 인의 농도에 상관없이 모두 BAP 활성에 의한 color의 

변화가 있었다. JM109에 형질전환한 경우에도 유사한 결과를 보였으나 

pBSSK(+)와 pSH4C(E9Q)의 경우에는 인이 풍부한 상태 (HP)에서는 BAP 활

성이 나타나지 않았다. 이상의 결과는 최소한 pSH1C(wild type), pSH2C, 

pSH3C와 pSH5C에 의해 만들어진 다양한 종류의 PhoB들이  인이 풍부한 상

태(HP)에서 PhoB
C
와 같은 기능을 하고있음을 보여준다. 특기할 것은 wild 

type의 E. aerogenes phoB 유전자를 high copy number의 pBSS(+)에 삽입하

여 형질전환할 경우 JM109에서처럼 정상적인 phoB-phoR system이 작동하고 

있음에도 불구하고 PhoB
C
로서 BAP활성이 HP 상태에서도 증가된다는 것이다. 

표 11. E. aerogenes phoB 유전자 및 이의 변이체로 형질전환된 E. coli  

BW14649와 JM109.의 배지상에서 XP와 p-NPP 분해활성도  

Strains Substrate
pSH1C pSH2C pSH3C pSH4C pSH5C pBSSK(+)

HP LP HP LP HP LP HP LP HP LP HP LP

BW14649
XP + + + + + + - - + + - -

p-NPP + + + + + + - - + + - -

JM109
XP + + + + + + - + + + - +

p-NPP + + + + + + - + + + - +
  

HP: High(2mM) Pi, LP: Low(0.1mM) Pi

   BAP의 활성을 정량적으로 비교하기 위하여 Glu-MOPS-Amp 액체배지에 

HP(2mM Pi)와 LP(0.1mM Pi)의 인을 첨가하여 형질전환균주들을 배양하였다.  

배양된 세포를 수획하여 periplasmic space의 BAP를 용출하였고 이를 BAP효

소원으로 사용하여 p-NPP의 분해에 의한 yellow color의 정도를 420nm에서 

측정하였다. 그 결과는 그림 19(BW14649에 형질전환한 균주들)와 그림 20 

(JM109에 형질전환한 균주들)에 제시하였다. 

   BW14649를 host로 사용한 경우는 그 양상이 고체배지에서 color 변화로 측
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정한 경우와 동일하게 나타났음을 알 수 있다(그림 19, 표 11). 그러나 정량적

인 측정치에서는 형질전환된 phoB의 종류에 따라 다양한 양상을 보였다. wild 

type의 phoB 유전자를 삽입한 것과 비교하였을 때 HP상태에서는 pSH5C가 

200%이상 증가하였으며 pSH2C는 40% 감소하는 경향을 보였다. 그러나, LP 

상태에서는 wild type에 비해 pSH3C에서 가장 높아 200%정도의 증가를 보였

고 pSH2C에서는 70%가 감소됨을 알 수 있었다. BW14649를 host로 사용하였

음으로 도입된 phoB의 종류에 따라 세포질내 acetyl phosphate에 의한 인산화

로 활성화된 PhoB가 되거나 혹은 인산화에 상관없이 BAP를 발현시키는 활성

형이 된 것으로 예견된다. 
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그림 19. BW14649를 host로한 형질전환체의 periplasmic BAP활성도

 

   JM109를 host로 사용하여 형질전환한 균주들의 경우에 periplasmic BAP의 

활성양상도 고체배지에서 color 변화로 정성적으로 측정된 결과와 유사하였다

(그림 20, 표 11). 그러나, 정량적인 수치에 있어서는 도입된 phoB 유전자의 종

류에 따라 다양한 결과를 보였다. HP 상태에서는 wild type을 도입한 경우와 

비교하였을 때 pSH3C은 무려 10배 이상의 증가를 확인할 수 있었으며 pSH2C

와 pSH5C에서도 2배 이상 증가되었음을 볼 수 있었다.  LP 상태에서는 특이

한 현상을 확인할 수 있었다. 즉, 어떤 종류의 phoB 유전자가 도입되었든지 간
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에 pBSSK(+) vector만을 도입한 경우에 비해서 30% 이상 감소되었으며 

pSH2C는 불과 20%에 지나지 않는 BAP 활성을 나타내었다. 이러한 결과는 

host인 JM109가 HP 상태에 비해 LP에서 거의 1500배 이상 BAP활성이 증가

하는 균주이지만 외래 도입된 phoB 유전자가 있을 경우에는 오히려 감소되는 

양상을 보인 것이다. 이러한 감소의 원인은 현재까지의 연구결과로는 명확히 

알 수 없으나 도입된 E. aerogenes의 PhoB 단백질과 host의 PhoB 단백질간의 

heterodimer 형성이나 E. coli phoA 유전자의 promoter에 있는 pho box에 대

한 친화력의 차이 등을 그 원인으로 제시할 수 있다. 앞으로 이러한 원인을 규

명하기 이해서는 E. aerogenes의 PhoB 단백질을 이용한 결합력 test 등을 수

행해야 할 것이다.   
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그림 20. JM109를 host로 한 형질전환체의 periplasmic BAP활성도

이상의 E. aerogenes PhoB
C
 활성도 연구결과에서 중요한 두가지 type을 확

인할 수 있었다. 즉, PhoB
C
의 역할을 할 수 있는 경우는 ① 두 개의 acidic 

residue를 변화시킨 pSH3C(E9Q/E11A)가 정량적으로 가장 효과 높은 PhoB

를 형성한다는 것과  ② wild type이라도 phoB와 같은 조절유전자를 high 

copy number의 vector를 이용하여 도입하면 PhoB
C
와 같은 효과를 볼 수 

있다는 것이다. 
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9.  phoA  promoter를 이용한 super expression vector(pEAAP) 구축

   PhoB에 의해 발현이 조절되는 pho regulon에 속하는 유전자들의 promoter

에는 pho box라는 활성형 PhoB 부착 서열이 있다. pho regulon에 속하는 

phoA 유전자는 인제한 환경에서 무려 1000여배 이상의 발현 증가를 보여주는 

강력한 promoter를 지니고 있다. 따라서 phoA 유전자의 promoter를 발현벡터

의 promoter로 활용하면 PhoB에 의해 유용유전자들을 과발현시킬 수 있으며 

많은 연구자들에 의해 E. coli phoA promoter를 이용한 발현벡터가 개발되어 

사용되고 있다. 

   본 연구에서는 이미 개발되어 사용되는 E. coli phoA promoter가 아닌 본 

연구진에 의해 본 과제를 통해 클로닝되고 그 특성이 규명된 E. aerogenes 

phoA 유전자의 promoter 부위를 좀더 작게 설계하여 강력한 promoter의 활성

을 지닌 pEAAP 과발현 벡터를 구축하였다. 

   Enterobacter aerogenes IFO 12010(ATCC 15038)로부터 min-Mu phage를 

이용하여 in vivo molecular cloning 방법을 통해 확보한 phoA 유전자와 CAT 

assay를 통해 확인된 promoter 부위의 염기서열 정보를 활용하였다(그림 3). 

E. areogenes phoA의 염기서열로부터 APF primer 

(5'-CGGGATCCAGATCTTGTGACCAGT-3', BamHI와 BglII 삽입)와 APR 

primer (5'CCCAAGCTTTCTAGATAATTTCAC-3', HindIII와 XbaI 삽입)를 

합성하였다. 이 primer들을 이용하여 phoA promoter부위인 134 bp의 DNA를 

증폭하였다. Ea-phoAP에는 pho box인 5‘-CTGTCATTTTTTTGTCAC-3'와 

-10 부위(5’-TAAAGT-3')가 포함되어 있다. pET-22b(+) (Novagen)를 BglII

와 XbaI으로 절단하여 T7 promoter와 lac operator를 제거하였다. PCR로 확보

한 Ea-phoAP를 BglII와 XbaI으로 절단하였고 이들을 ligation하여 pEAAP를 

구축하였다. APF와 APR primer를 이용하여 pEAAP의 염기서열을 결정하여 

PCR error가 없음을 확인하였다(그림 21). 

   pEAAP는 pET-22(+)의 muticloning site을 모두 지니고 있으나 T7 

promoter와 lac operator를 Ea-phoAP로 치환한 것으로 인 제한환경에서 PhoB

가 부착되어 전사가 개시될 수 있는 pho box가 promoter역할을 하도록 만든 

것이다. 따라서, pEAAP 발현벡터는 인 제한 환경에서 정상적인 PhoB-PhoR 

two-component transcriptional signal system이 작동하는 host에서 발현이 유
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도될 수 있다. 또한, pET-22b(+) 벡터의 특징인 N-terminal 쪽에 pelB signal 

peptide와 C-terminal 쪽에 6xHig-tag가 부착되는 fugion protein을 발현시킬 

수도 있다. 

BglII                        pho box                -10
AGATCTTGTGACCAGTAAGGATGCTGTCATTTTTTTGTCACACCACTTTTATAAAGTCTCCCTCGTTTTGTTTTT

                                     XbaI                        rbs
TAAGTATTTTTACATGGAGACGACAAAGTGAAATTATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA

NdeI
CATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCCATGGAT
   MetLysTyrLeuLeuProThrAlaAlaAlaGlyLeuLeuLeuLeuAlaAlaGlnProAlaMetAlaMetAsp

              BamHI  EcoRI SacI  SalI  HindIII  NotI  XhoI      His-tag
ATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCAC
IleGlyIleAsnSerAspProAsnSerSerSerValAspLysLeuAlaAlaAlaLeuGluHisHisHisHisHis

CACTGA
HisEnd

그림 21. pEAAP의 promoter와 클로닝부위의 염기서열 및 구조. 

10. PhyS의 구축 및 인 제한 환경에서 과별현 확인

   인 제한 환경에서 PhoB에 의해 발현이 유도되는 super expression vector인 

pEAAP의 활용성을 확인하고자 본 연구에서 클로닝된 Bacillus subtilis var. 

amyloliquefaciens KL1114(KCTC 8913P)의 phytase 유전자인 Bsa-phy1을

pEAAP에 도입한 pEAPHY1을 구축하였다. pEAPHY1은 Phy-1 

(5'GGAATTCCATATGAATCATTCAAAAACACTT-3', EcoRI과 NdeI 삽

입)와 Phy-4 (5'-GCGAGCTCGTTATTTTCCGCTTCTGTCGG-3', SacI과 

stop codon 포함) primer를 제작하여 Bsa-phy1 유전자의 coding region을 

PCR 증폭한 후 NdeI과 SacI으로 절단하여 pEAAP 벡터에 ligation하여 

pEAPHY1을 구축하고 이를 JM109에 형질전환하였다. 

   Bsa-phy1의 발현이 인 제한 환경에서 유도되는지 확인하기 위하여 

pEAPHY1이 형질전환된 JM109 균주를 LB-amp 배지에서 18시간 배양한 후 

100㎕의 세포를 수거하여 ampicillin이 첨가된 Glu-MOPS LP(0.1 mM Pi) 배지

에 접종하였다. 접종 후 5, 6, 12 및 24 시간에 발현양상을 조사한 결과 배양 

후 12시간부터 41 kDa의 Bsa-Phy1이 발현됨을 확인하였다(그림 22). 

   Phytate를 유일 인산원으로 첨가한 고체배지에서 KCTC8913P 균주와 

pEAPHY1, p1114-3 및 p1114-5 (pBSSK(+)::Bsa-phy1)를 JM109에 각각 형질
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전환한 균주들을 접종하여 phytate의 분해능을 조사한 결과 KCTC8913P 균주

와 pEAPHY1을 도입한 균주에서만 투명환이 형성됨을 확인하였다(그림 23). 

4 5 k D a

6 6 .2 k D a

3 1 k D a

2 1 .5 k D a

1 4 .4 k D a

M   1  2    3    4  5   

4 5 k D a

6 6 .2 k D a

3 1 k D a

2 1 .5 k D a

1 4 .4 k D a

M   1  2    3    4  5   

그림 22. Glu-MOPS-Amp 배지에 0.1mM Pi을 첨가하여 pEAPHY1을 지

닌 JM109 형질전환체를 배양하였을 때 Bsa-Phy1의 과발현

(41kDa, 화살표)  확인. M, Marker; 1∼4, 각각 5, 6, 12  및 24

시간 배양; 5, LB에서 배양한 경우.

그림 23. Phytate를 유일 인산원으로 첨가한 배지에서 pEAPHY1을 형질전

환한 JM109의 phytate 분해능.

pEAPHY1 p1114-5

p1114-3 KCTC
8913P
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11. Phy
S
-PhoB

C
의 구축 및 활용성 확인

   8항의 E. aerogenes phoB가 든 pSH1C의 PhoB
C
로써의 활성이 있음을 확

인한 결과와 10항의 Bsa-phy1이 든 pEAPHY1의 Phy
S
로써의 활성이 있음을 

확인한 결과는 매우 고무적인 것이다. 즉, 본 연구과제에서 발굴된 다양한 인 

대사관련 유전자들의 super expression이 가능하며 특히, PhoB
C
와 더불어 사용

할 경우 인의 농도에 상관없이 어떤 환경조건에서도 발현시킬 수 있다는 본 연

구의 최종목표를 Phy
S
를 사용함으로서 phytate 분해에 따른 투명환의 크기를 

비교하여 쉽게 확인할 수 있는 실험이 가능하게 되었다. 

   우선 host로는 E. coli DH5α를 선택하였는데 이 균주는 고체배지에서 XP

의 분해능을 검사한 결과 인의 농도에 관계없이 color를 나타내지 못하였다. 

즉, BAP의 활성이 없거나 혹은 정상적인 PhoB-PhoR 전사조절기능이 작동하

지 않는 균주인 것이다. pEAPHY1과 더불어 새로운 super vector로서 pEAAP 

vector의 특징인 세포밖으로 분비할 수 있는 pelB signal peptide를 활용할 수 

있도록 Bsa-phy1 유전자의 coding region을 도입한 pEAPHY31를 구축하였다. 

   DH5α의 competent cell에 pEAPHY1, pEAPHY31 및 pET vector를 각각 

형질전환하였다. pEAPHY1을 형질전환한 균주를 competent cell로 만든 후 

pSH1C를 재 도입하여 high copy 복제 origin을 지닌 pSH1C과 low copy 복제 

origin을 지닌 pEAPHY1을 동시에 갖는 pSH1C/PHY1 형질전환체를 구축하였

다. 

이들 형질전환체를 Glu-MOPS-Amp 배지에 유일 인산원으로 phytate를 첨

가한 고체배지에 접종하여 phytate의 분해에 의한 투명환의 형성정도를 조

사하였다. 그 결과 예상대로 pSH1C/PHY1 형질전환체에서 다른 형질전환체

보다 투명대활성도 기준으로 보았을 때 단축직경이 3배 이상 증가한 

phytate 분해능이 나타남을 확인하였다(그림 24). 

그림 25. PhyS-PhoBC의 phytate 분해활성도 조사
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12. Ppk
S
,  Pqq

S
, Ppk

S
-PhoB

C
, Pqq

S
-PhoB

C 
재조합 균주 구축

   Phy
S
-PhoB

C
의 phytate 분해 활성이 성공적으로 증가됨을 확인한 연구성과

에 힘입어 pEAAP super expression vector에 ppk 유전자와 pqq 유전자를 각

각 도입한 Ppk
S
와 Pqq

S
를 구축하였다. 또한 E. coli strain들에 이들 구축된 벡

터들을 각각 도입하고 여기에 pSH1C나 pSH3C를 도입하여 Ppk
S
-PhoB

C
와 

Pqq
S
-PhoB

C 
재조합 균주를 구축하였다.  Ppk

S
와
 
PhoB

C
를 동시에 지닌 재조합 

균체의 경우엔 어떤 환경조건 하에서도 활성이 강한 PhoB와 Ppk가 존재하기 

때문에 인 자화(assimilation)가 훨씬 빠르며 미생물에 의한 토양염류장해 제거

를 매우 고효율적으로 할 수 있을 것으로 기대하고 있다. 그러나 host가 E. 

coli인 점 때문에 실용성이 낮은 단점이 있다. 

    Phy
S
-PhoB

C
의 성공적인 연구성과는 host를 분자생물학적 연구에 사용되는 

E. coli stain들 뿐 아니라 PSB와 같은 유전형이 다양하지 않은 균주들에도 적

용할 수 있을 것으로 판단된다. 본 연구에 사용된 8종류의 PSM 균주의 XP 분

해 test를 한 결과 표 12와 같이 다양하게 나타났다. 

표 12. PSB 균주의 XP 분해활성

Strains High Pi Low Pi

WP20 - ++

WP38 - -

WP41 + ++

WP42 + ++

KSJ3 - -

KSJ8 ++ ++

KSJ11 - ++

KSJ16 ++ ++

본 연구에서 발굴한 PSB에 super vector와 PhoB
C
 vector들을 도입하고자 

시도하였다. KSJ11과 KSJ16 그리고 WP38은 ampicillin에 저항성이 있어 이들 

벡터의 maker인 Amp
R
을 사용할 수가 없었다. 이에 새로운 maker gene을 이

들 벡터에 도입하려고 시도하고 있다. 그 외의 균주들은 competent cell의 효율
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이 낮아 이를 개선하고 있다. 다른 한편으로는 구축된 super expression 벡터에

서 phoA promoter와 ppk, phy, pqq-E 등의 유전자를 같이 절단하여 

mini-Tn5나 Tn-Mod의 transposon vector에 도입하여 PSB 균주의 genomic 

DNA에 삽입하기 위해 준비중에 있다. 

13. 결론 

ⓐ E. aerogenes에서 확보한 phoA 유전자의 promoter를 이용한 super 

expression vector인 pEAAP vector를 구축하였다. 

ⓑ pEAAP vector에 Bsa-phy1을 도입한 phyS를 구축하여 과연 phytase가 인

제한 환경에서만 발현이 증가되어 phytate을 성공적으로 분해하는 것을 

확인하였다. 

ⓒ pho regulon의 조절유전자인 phoB 유전자를 활용하여 인의 농도에 관계

없이 pho regulon을 항상 활성화하게 하는 유전자 재조합 균주를 만들기 

위해서 항시 활성형(constitutive) PhoB (PhoBC)의 특성을 갖는 phoB 유

전자를 발현하는 vector들인 pSH1C, pSH3C, pSH5C을 구축하였다. 

ⓓ 과연 PhoBC가 활성을 갖는가를 확인하기 위해서 PhyS와 PhoBC를 지닌 

vector들(pEAPHY1과 pSH1C)을 동시에 도입한 E. coli DH5α 재조합

체 (pSH1C/PHY)를 구축하여 phytate 분해능을 조사한 결과 대조군에 비

해서 phytate 분해에 의해 형성되는 투명대의 지름이 무려 3 배이상 증가

되는 매우 고무적이고 성공적인 결과를 획득하였다. 

ⓔ PhyS-PhoBC를 동시에 지닌 E. coli DH5α에서 월등한 phytase 활성이 나

탐남을 확인하였기에 PhyS-PhoBC, PpkS-PhoBC, PqqS-PhoBC 등을 구축하

여 염류장해토양에서 불용성 인화합물의 가용화와 이를 세포내로 자화하는 

능력이 배가된 재조합 미생물의 성공적인 실용성을 확신할 수 있었다. 더불

어 ushA와 phn operon 유전자들도 super vector에 도입하여 활용할 경우 

매우 강력한 유전자 재조합 미생물을 구축할 수 있을 것이다.
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제 6 장 내염성 증강 진균의 개발

제1절 서론

염류장해 토양의 생물학적 복원과 작물의 생산성 증대를 위해 염류제거 활

성능 및 염류의 세포내 축적능이 뛰어난 환경조화형 염류제거용 미생물을 탐색 

개발하고자 하였다. 

이스트 Saccharomyces cerevisiae의  Hog1 유전자의 돌연변이를 통한 

dominant activating 효모 돌연변이 균주를 생산하고, 생산된 균주를 통하여 알

게된 정보를 염 저항성이 뛰어난 진균을 개발하고자 하였다.  진균은 일반 박테

리아보다 상대적으로 높은 염농도하에서도 저항하여 세포가 성장할 수 있다. 

이와 같은 고 염농도에 저항하는데 관련되는 시스템으로 효모 Saccharomyces 

cerevisiae의 Hog1 MAP kinase (mitogen-activated protein kinase) 신호전달

계를 들 수 있겠다. Hog1 MAPK 신호전달계는 효모에서 밝혀진 6 가지  

MAPK 신호전달계 (Gustin et al., 1998) 의 하나로서 높은 삼투압 상태에서 

생존 성장하는데 필수적이어서 이 신호전달계의 성분단백질들의 유전자 (예로

써 Hog1) 에 이상이 생긴 균주는 높은 염농도에서 세포가 성장할 수 없다. 그

러나 Hog1 MAPK 신호전달계의 dominant active 돌연변이주는 상대적으로 높

은 염농도에 저항하여 살 수 있다. 이와 같은 이유로 해서 간척지나 시설재배 

토양 등에 서식하고 있는 진균류를 대상으로 Hog1 신호전달이 증폭되어있는 

균주를 개발하고 그 특성을 연구하면 진균이 어떻게 높은 염농도에서 성장할 

수 있는가 하는 고염농도 저항성에 대한 기작을 알 수 있고,  이를 이용하면 

극히 높은 염농도에서 성장 생존할 수 있는 진균류를 개발하는 데 응용하고자 

하였다.  또한 효모의 Hog1 MAPK 신호전달계의 성분단백질들과 유사한 진균

의 유전자를 탐색하고 그 기능이 강화된 돌연변이주로 형질전환 

(transformation)시켜 높은 염농도의 토양에서 뛰어난 성장률을 보이는 진균을 

개발할 수 있고 이를 포장에 적용함으로써 토양개량 및 복원을 극대화 할 수 

있다. 즉, 개발된 균주는 과다한 염류를 포함하는 토양에서 간극이 좁아지는 토

양구조 악화의 문제점을 방지함으로써  높은 염농도에서 유용 작물이 생육할 

수 있도록 도와 줄 수 있다는 가정하에 연구를 수행하였다.
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제2절 국내외 기술개발 현황

진균류의 고염농도 저항성에 대한 연구는 무엇보다, 이스트 Saccaromyces 

cerevisiae에 서 가장 많이 연구가 되어있다. 이스트의 osmorality resistance에 

대한 신호전달계는 S나2/S나22/Ste11--> Pbs2--> Hog1으로 이어지는 신호전

달계를 통하여 이루어지며, 유사한 신호전달계가 S. pombe, Drosophila, 

Mammal에 이르기 까지 다양한 진핵세포 생명체에서 그 작용기작이 잘 보존되

어 있다(O'Rourke et al., 2002). 최근의 연구는 이들 MAPK신호전달계에서 

Pbs2가 scaffold protein의 역할을 수행함으로써, 이 신호전달계가 특이적으로 

그리고 효과적으로 작동하게 해 주는 것으로 밝혀져 있다.  Hog1 유전자가 

knock out 된 이스트에서 Kss1 MAP kinase가 기능을 대신 수행 할 수 있음

이 최근 제시되었으며, 이 결과는 osmo signal transduction 시스템이 세포의 

생리조건변화에 따라서는 pheromone pathway와 cross-talk함을 제시하였으며, 

신호전달이 매우 복잡함을 암시한다.

Aspergillus ventii와 Aspergillus parasiticus halotolerant는 fungi가 이집트

에서 20% NaCl함량을 지닌 염농도가 높의 토양에서 분리되었으나 이에대한 

구체적인 생화학-분자생물학적인 연구는 보고된 바 없다(Mahdy et al., 1996). 

최근의 연구들은 고염농도에 저항하고 proline을 축적시키는 식물을 개발하고 

있으며, 이는 고염농도에 저항하는 식물개발에 추후 활용 될 수 있을 것이다 

(Mergulhao et al., 2002).

제3절 연구내용 및 결과

진균은 일반 박테리아보다 상대적으로 높은 염농도하에서 저항하여 세포성

장을 할 수 있다.  이와 같이 고 염농도에 관여하는 효모시스템인 

Saccharomyces cerevisiae의 Hog1 MAPK의 염저항성이 뛰어난 돌연변이 

Hog1의 스크리닝이 끝나면 이 정보를 이용하여 간척지나 시설재배 토양 등에 

서식하는 진균류의 염 저항성이 뛰어난  Hog1 유사신호 전달물질의 돌연변이

체를 제조하는데 정보를 이용한다.  이와 같이 제조된 토양진균 Hog1이 염류

저항 기능이 강화되었는가는 Hog1이 결핍된 효모를 이용하여 기능성을 테스트

하였다.
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1. 이스트 Hog1 MAPK 유전자 크로닝

본 연구를 통하여 먼저 이스트 Saccharomyces cerevisiae 의 염 저항성에 

관여하는 가장 중요한 유전자로 DNA chip 분석 방법으로도 밝혀진 Hog1 

(Posas et al., 2000)를 PCR 방법을 통하여 크로닝 하였으며, hog1 유전자가 결

핍된 이스트를 제조하였다. 이스트 벡터에 크로닝한 이스트 Hog1 유전자를 화

학적인 방법에 의해 random mutagenesis를 통하여 돌연변이를 유도하였으며 

이를 hog1 유전자가 결핍된 이스트에 형질전환 하여 염 저항성이 증강된 Hog1 

돌연변이 균주를 스크리닝했다. 돌연변이를 유도한 Hog1 플라스미드를 포함하

는 염 저항성이 증강된 균주로부터 플라스미드를 수거하여 염기서열을 결정한 

결과 몇몇의 돌연변이체들을 확보했다. 이스트 cDNA library로부터 기존에 알

고 있는 primer 들을 디자인하여 염류 저항에 관련된 Hog1 유전자를 PCR 방

법 에 의해서 증폭시킨 후 이를 이스트 벡터에 크로닝 하여 Hog1 유전자를 포

함하는 이스트 셔틀벡터를 제조하였다. Hog1의 기능이 증강된 돌연변이를 얻

기 위해  이를 스크리닝 하는데 이용할 hog1 유전자가 결핍된 이스트 균주를 

1차적으로 제조하였다.  Hog1 기능이 증강된 돌연변이체를 얻기위해 먼저 

Hydroxylamine 방법을 이용하여 random mutagenesis를 유도한뒤 그 플라스미

드 들을 앞에서 제조한 hog1이 없는 이스트에 형질전환 한 후 염 저항성이 증

가된 Hog1 돌연변이체를 염농도가 높은 배지플레이트 성장하는 것으로 선별했

다.  염 저항성이 증강된 이스트 균주들로부터 플라스미드를 추출 한 후 Hog1 

유전자의 전체염기서열을 결정하여 내염성에 관련되는 아미노산잔기 치환을 알

아냈으며, 그 성격을 규명하였다. 

Hog 1 유전자의 sub-cloning은 Promoter 부위를 포함하는 이스트 Hog1 유전

자를 이스트의 genomic DNA library(Anraku Library; 하버드대학의 Fred 

Winston 박사로부터 얻음)로부터 Polymerase Chain Reaction(PCR)을 통하여 

증폭  하였으며, 이 유전자를 pRS316 벡터의 BamH1-ClaI 제한 효소 자리에 

sub-cloning 하였다. 이 경우 인위적으로 제한효소절단 부위를 인위적으로 

oligonucleotide들에 디자인하였기 때문에 sub-cloning 된 유전자를 가지는 

plasmid를 BamH1과 ClaI 제한 효소들로 절단 할 수 있게 되어있다. 이와 같이 

제조된 플라스미드(그림 1)를 pKC598로 명명하였으며 이를 이용하여 염류제거 

활성이 증강된 돌연변이 Hog1 유전자를 스크리닝 하고자 하였다.  
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그림 1. Hog1 유전자 발현벡터 (HOG1 CEN URA3)

2. Hog1 유전자 돌연변이 유도 

염 저항성 Hog1 유전자를 스크리닝은 hydroxylamine mutagenesis를 통한 

화학적인 방법에 의해서 실시하였다. 먼저 CsCl 방법에 의해 정제된 pKC589 

shuttle plasmid(HOG1 CEN URA3)를 30℃에서 0.5㎖의 중화된 

hydroxylamine 용액(0.44 N NaOH, 5 mM EDTA, 0.07g/㎖ hydroxylamine, 

Sigma-9876)으로 20 시간 배양하여 돌연변이를 유도하였다. DNA를 tRNA를 

매개체로 하여서 1.2㎖의 -20℃의 ethanol과 50㎕의 sodium acetate를 이용하여 

10 분간 dry ice에 방치하여 침전시켰다.  침전된 DNA를 ethanol로 세척한 뒤 

실온에서 건조 시킨후 300㎕의 증류수로 용해시킨다.  DNA 용액을 30 초 동안 

table top 원심분리기를 사용하여 원심분리 한 뒤 상등액을 깨끗한 튜브로 옮

겨 놓는다. Control DNA의 경우에는 위에서 언급한 모든 과정을 반복하되, 

hydroxylamine 용액 대신에 TE를 사용하여 동시에 실험을 실시한다.  돌연변

이된 DNA의 증폭을 위해 사용한 Escherichia. coli 균주(RX1486 Mod + (K12) 

leub-600 trpc-9830 D lax74 strepA LALUK pyrF::Tn5 (KanR) hib-463)은 

Harvard Medical School의 K. Struhl 박사의 실험실에서 얻었다. 

Hydroxylamine이 처리된 DNA와 TE를 사용한 DNA 2 ul 와 10㎕를 E. coli 
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KC8 에 형질전환 한 뒤 100 ug/ml 의 ampicillin을 포함하는 LB 플레이트에서 

콜로니들을 선택하였다. 대략 100-500 개의 transformation 된 콜로니를 

ampicillin을 포함하는 LB plate와 40mM의 tryptophan과 30mM의 아데닌을 포

함하는 M9 플레이트로 복제시킨 뒤 자라나는 colony 숫자로 돌연변이율을 산

정하였다. 보통 1% 정도의 돌연변이 율을 최적조건으로 잡는다. 최적조건에서 

hydroxylamine 돌연변이 처리된 DNA를 E. coli KC8 균주에  대량으로 형질

전환 한다. 대략 50,000 개의 콜로니 숫자의 transformant 등를 혼합하여 100㎍

/㎖의 ampicillin을 포함하는 LB로 배양 한 뒤 플라스미드를 준비하여 스크리

닝에 이용하였다.

3. Hog1 유전자가 결핍된 이스트 균주 제조

염 저항성이 증가된 Hog1 유전자를 스크리닝 하기 위해 Hog1 유전자가 결

핍된 이스트 균주를 제조하였다. 이 균주를 제조하기 위해 pJB1D라는 hog1 유

전자를 deletion 시키는데 필요한 균주를 텍사스 대학의 Gustin 박사로부터 확

보하였다. pJB1D 플라스미드를 ClaI과 Sca I 제한효소로 절단한뒤 EY957

(MATa sst1D ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-1 can1-100 Gal+)균

주(본 연구진 보유)에 형질전환 하였으며 이를 tryptophan이 결핍되어 있는 

synthetic complet 배지플레이트 상에서 선택하여 확보했다.

4. 돌연변이 Hog1 유전자 스크리닝

Hog1 유전자의 돌연변이를 통한 dominant activating 효모 돌연변이 균주생

산 및 성격규명을 위해 다음과 같은 방법으로 수행하였다.

Hog1을 포함하는 효모 플라스미드(영양선택 marker를 가짐)를 시험관내에

서 hydroxylamine을 처리하여 돌연변이를 유도한다. 이 경우 multiple 

mutation이 아닌 point mutation을 유도하기 위해 적당한 양의 hydroxylamine

을 처리 한 뒤 Hog1이 결핍되어 있는 균주에 형질전환 시킨다. 돌연변이  

Hog1 유전자를 포함하는 형질전환 균주 중에서 염농도 저항성이 뛰어난 균주

를 선택한다. 이와 같은 실험을 통하여 염저항성이 뛰어난 형질전환 효모들이 

찾아지면 이들로부터 돌연변이된 Hog1 유전자를 효모로부터 회수한 뒤 돌연변

이의 특징을 DNA 염기서열 결정을 통해 알아낸다. 이와 같은 실험을 통해 

Hog1 돌연변이 형태 중 Hog1의 기능을 증가시킬 수 있는 돌연변이 형태를 찾
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아낼 수 있으며 이 정보를 추후 토양 진균 dominant activating 돌연변이 균주

제조에 이용한다.

Hog1 유전자가 결핍된 이스트 균주를 Li Acetate 방법으로 competent 세포

를 준비 한 뒤 돌연변이를 유도한 pKC589 플라스미드로 형질전환 하였다.  형

질전환된 세포를 uracil이 결핍되어 있는 synthetic complete  배지 상에서 선

택한 후 trnsformant들을 wild-type의 이스트가 성장 할 수 없는 높은 염농도

(1.2 M NaCl)를 포함하는 synthetic complete 배지플레이트에서 성장 할 수 있

는 균주를 선택하였다(그림 2). 그림 2 에서 보여주듯 몇 차례의 스크리닝 과정

을 통하여 높은 염농도에 저항 할 수 있는 돌연변이 Hog1 유전자를 함유하는 

플라스미드(HOG1++ CEN URA3)를 포함하는 균주들을 얻을 수 있었다. 

그림 2.  1.2 M 의 NaCl을 포함하는 uracil 이 결핍 되어있는 synthetic 

complete 배지 플레이트에서 성장할 수 있는 형질전환균주를 골라낸 것으

로 그 예는 # 3, 4, 5,  5-1, 6, 7,  15, 16, 17, 18, 19 transformant들이다.  # 

20은 wild-type Hog1 유전자를 포함하는 pKC598 플라스미드를 형질전환 한 

것이다.

5. 돌연변이체 확인 성격규명

위와 같은 실험을 통하여 염 저항성이 뛰어난 형질전환 효모들을 찿아 돌연

변이 된 HOG1
++
 유전자를 효모로부터 회수한 뒤 돌연변이의 특징을 DNA 염

기서열 결정하였다. 이와 같은 실험을 통해 Hog1 돌연변이 형태 중 Hog1의 기

능을 증가시킬 수 있는 돌연변이 형태를 찾아낼 수 있으며(그림 3), 그 성격을 

규명하고 있으며 정보를 추후 토양 진균 dominant activating 돌연변이 균주제

조에 이용하고자 한다.
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GAT GTT
(Asp248V)

(Y421E)

그림 3. 내염성이 증강된 hog1 돌연변이

6. 염 저항성이 증강된 Hog 1 유전자 염기서열 결정

Hog 유전자를 포함하는 pKC598(HOG1 CEN URA3) 벡터를  

hydroxylamine을 처리하여 얻어진 돌연변이 플라스미들 library를 hog1 유전자

가 결핍된 이스트 TM232(MATa sst1D hog1 ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 

his3-11,15 ade2-1 can1-100 Gal+)에 형질 전환하였을 때 pKC598을 형질전환

한 이스트 보다 염 저항성이 증강된 균주를 높은 염농도를 포함하는 YPD 배

지에서 선택하였으며 이들 균주들의 염기서열을 결정하여 돌연변이의 성격을 

규명하였다. 염기서열 결정을 통하여 point mutation 들을 가지고 있는 돌연변

이 mutant들을 3개를 확보하였다(Table 1 참조).

Table 1. 돌연변이 nucleotide 및 아미노산변이

 Hog1 Mutant Amino acid change Nucleotide change

Hog1M11 K65--> P65 ACA-->TCA

Hog1M21 T113--> S113 ACA-->TCA

Hog1M31 F89-->S89 TTT-->TCT

7. 돌연변이 Hog1에 의한 염 저항성

각각의 돌연변이 hog1 유전자를 가지는 이스트의 염 저항성을 나타낸 것으

로 TM232 균주에 pKC598 혹은 돌연변이된 플라스미드(pHog1, pHog1M1, 

pHog1M2, pHog1M3를 형질전환하여 uracil이 결핍된 배지플레이트(SC-Ura)에
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서 형질전환 균주를 선택하였으며, 이 균주를 다른 농도의 NaCl을 포함하는 배

지플레이트에 도말하여 세포성장을 관찰하였다. 그 결과 0.8 M의 NaCl을 포함

하는 배지에서 세포성장기능이 wild-type Hog1을 가지는 이스트보다 뛰어남을 

보여준다(그림 4).

Hog1M11

Hog1M11

Hog1M31

Hog11 Hog1M21

Hog1M11

Hog1M31

Hog1M21

Hog1M31

A

B

Hog11

그림 4.  A) 0.8 M 의 NaCl을 포함하는 uracil 이 결핍 되어있는 

synthetic complete 배지 플레이트에서 wild-type 혹은 돌연변이 

hog1(pHog1M, pHog1M2, pHog1M3)이 형질전환 세포의 성장도를 측정한 

그림이다. B) Hog1에 의한 osmorality 저항에 대한 콘트롤로써, 세포주기 

정지기능이 정상적인가를 보여주는 그림으로, 실험은 SC-ura plate 에 각

각의 hog1 형질전환 균주 들을 성장시킨 후 alpha-factor가 뭍어 있는 

disk를 올려놓은 뒤 세포가 G1 세포주기 억제에 의해 성장이 억제되는가를 

살펴본 것이다.

8. Osmostress에 따른 wild-type과 돌연변이 Hog1의 인산화

Hog1은 높은 osmotic stress가 증가됨에 따라 Hog1을 이용하는 MAPK 신

호전달계가 활성화되어 염 저항성을 가지게 되는데, 이때 Hog1이 활성화되는

데 이것은 Hog1의 tyrosine 잔기의 인산화로 예측 할 수 있다. 그러므로 본 연

구에서는 osmotic stress에 의한 Hog1의 인산화가 돌연변이에 의해 변화가 있

는지를 살펴보았다. 그림 5에서 보여주듯 Hog1 단백질의 tyrosine 잔기의 인산

화가 osmo resistant mutant들에서 증가됨을 보여주고 있다.
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그림 5. Osmotic stress에 의한 각종 Hog1 돌연변이 균주에서의 단백질 인

산화. 이스트 세포를 SC-U 배지에서 성장시킨 후 NaCl을 0.4 M 농도로 

첨가하여 1시간이 경과 한 이후 세포를 수거하여 clude extract를 만들어 

100㎍ 씩을 전기영동한 뒤 membrane으로 이동시킨 후 Hog1 항체로 

immunoprecipitation 하고 P-Tyr항체로 Western blot을 실시한 결과다. 

9. 높은 염농도 저항성 돌연변이 Hog1에서 단백질 인산화 증진

Hog1은 염저항에 가장 중요한 염저항 신호전달계의  주요성분 단백질로써 

그것의 인산화는 Hog1 단백질의 활성도를 대변하며 그에 따라서 염저항성이 

영향을 받는 것으로 잘 알려져 있다.  이에 본 연구에서는 높은 염농도 하에서 

Hog1의 인산화정도(활성화) 어떻게 변했는지를 알기 위해 높은 염농도에서 성

장시킨 이스트 균주들을 수거한 후 32P 동위원소가 표지된 γATP를 기질로 사

용하여 인산화반응을 수행하였다(autophosphrylation 유도). 그 이후 Hog1  단

백질을 Hog1 항체로써 immunoprecipitation 시킨 이후 이를 X-ray film에 감

광하였다. 그 결과 Hog1의 인산화가 wild-type 보다 Ho1 M1 그리고 Hog1 

M3 mutant 들에서 크게 증강되여 있는 것이 관찰되었다(그림 6).

이와 같은 결과는 Hog1 MAPK의 인산화가  Hog1 M1과 Hog1 M3 돌연변

이체들의 염저항성과 밀접한 관계가 있음을 암시한다.

10. 염 저항성이 뛰어난 Hog1 mutant들의 2차 선별

Hog1의 돌연변이에 의한 염 저항성 증진과 높은 염농도 하에서 단백질인산

화 증진과 더불어 glycerol response(Brewster et al., 1993)을 살펴본 결과 염
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저항성이 증진된 Hog1 M1과 Hog1 M3 돌연변이체에서 glycerol response 가 

20-30% 상승됨이 보여졌다. 이 결과는 이들 돌연변이체 들이 삼투압 저항성이 

항상 되었음을 보여주고 있다.
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그림 6. 높은 염농도 자극에의한 Hog1과 돌연변이체 들의 자가인산화.

이스트 세포를 SC-U 배지에서 성장시킨 후 NaCl을 0.4 M 농도로 첨가하여 1

시간이 경과 한 이후 세포를 수거하여 clude extract를 만든 뒤, 50㎍ 씩의 단

백질을 γATP를 포함하는 kinase 반응 용액에서 인산화 반응을 실시 한 이후, 

Hog1 항체로써 Hog1과 돌연변이 단백질을 immunoprecipitation 시켰다. 이후 

단백질을 SDS PAGE로 분리한후 gel을 건조 시키고 X-ray film에 감광시킨 

결과다.
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그림 7. 높은 삼투압 하에서 Hog1 M1과 Hog1 M3 돌연변이체의 glycerol  

        축적기능 향상.

Wild-type Hog1과 돌연변이 Hog1(M1, M2, M3) 유전자들을 각각 형질전환 시

킨 이스트(hog1△)를 YPD 배지와 0.8 M NaCl 하에서 성장시킨 균주에 존재하

는 내부 glycerol을 측정한 결과이다.
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11. 토양염류 제거를 위한 내염성 이스트의 성격규명

염저항이 증진된 Hog1 mutant들을 새로이 선별한 결과이다. Hog1을 포함

하는 plasmid에 hydoroxylamine을 처리하여 돌연변이된 plasmid들을 E. coli에

서 증폭시킨 후 이를 Hog1이 제거된 이스트 균주에 transfomation 시킨 후 높

은 염농도(1M)에서 성장 할 수 있는지 여부를 밝힌 결과이다. 이 결과를 통해

서 높은 염저항 성을 나타내는 신규가능성이 있는 새로운 Hogl mutant들을 찾

아냈다.

그림 8. 1M NaCl 농도에서 이스트 성장을 부여하는 Hog1 돌연변이체의 선별 

Hydroxylamine mutagenesis에 의해 얻어진 Hog1 유전자의 성격을 분석한 

결과 이들이 염 저항 능력이 증강되어 있음을 밝혔으며, 이스트 돌연변이체를 

얻은 후 이들이 염 저항성이 우수함을 밝혔으며, 아직 성격 규명되지 않은 이

들의 생화학 혹은 유전학적 성격을 더욱 규명하였다.  

가. 염 저항성이 증강된 이스트 돌연변이체 Hog 1 확보 

Parent strain; TM232  (MATa sst1D hog1 ura3-1 leu2-3,112 trp1-1          

             his3-11,15 ade2-1 can1-100 Gal+)

돌연변이균주

① TM232 + pKC598-1 (HOG1M11 CEN URA)

② TM232 + pKC598-2 (HOG1M21 CEN URA)

③ TM232 + pKC598-3 (HOG1M31 CEN URA)

④ TM232 + pKC598-4 (HOG1M52CEN URA)

⑤ TM232 + pKC598-5 (HOG1M85 CEN URA)
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표 2. 염저항성 항진 균주돌연변이 nucleotide 및 아미노산변이

 Hog1 Mutant Amino acid change Nucleotide change

HOG1M11 K65--> P65 ACA-->TCA

HOG1M21 T113--> S113 ACA-->TCA

HOG1M31 F89-->S89 TTT-->TCT

HOG1M52 D170-->A170 GAC-->GCC

HOG1M85 W332-->R332 TGG-->CGC

1) 신규 염저항성 Hog1의 확보

기존의 Hog1 돌연변이 체를 제외한 2개의 새로운 염저항성이 뛰어난 Hog1 돌

연변이체를 확보하였다. 이들은 기존의 균주와 비교하여 염 저항성에서 뛰어남

을 보여주었다(그림 9).

HOG1M52

HOG1WT HOG1M82

그림 9. Hog1 mutant들의 염저항성.  1M의 NaCl을 포함하는 YPD 배지에 

1M의 NaCl을 첨가한 플레이트상에서 Wt 혹은 Hog1 돌연변이를 포함하는 

(Hog1M52 혹은 Hog1M52)균주가 염에 저항하는 정도를 보여주는 그림임. 

반면, osmo-signal transduction 과 무관한 pheromone signal transduction

의 두가지 생리적인 신호전달효과인 mating 과 G1 cell cycle arrest에 의한 세

포성장억제 기능 (Hallo assay로 prove함)은 정상적으로 이루어짐을 확인 하였

다 (그림 10).  이와 같은 연구결과는 Hog1돌연변이 주들이 균주들의 염 저항

에 관련되어있는 Hog1 MAP kinase신호전달계에 특이적으로 작용함을 보여주
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는 결과이다.

HOG1M52

HOG1M85

HOG1M52

HOG1WT

HOG1M85

그림 10. 신규 분리된 Hog1 mutant 유전자를 가지고 있는 S. cerevisiae  

mutant들은 정상적인 pheromone 신호전달계를 유지시킨다. 좌측은 Hallo 

assay로써 pheromone에 의해 세포성장이 중지되었을때 hallo가 형성됨을 

보여주는 그림으로 Hog1M52, M85 mutant들도 pheomone 첨가시 정상적

인 G1 cell cycle arrest가 일어남을 보여준다. 우측그림은 mating assay로

써 mating partner yeast 균주와 mating 시킨후 mating을 유도하는 YNB 

배지에 transfer 했을 경우 정상적으로 mating 함을 보여주는 그림이다.

2) 돌연변이 Hog1 에 의한 염 저항성은 resting 상태에서 Hog1의 인산화 정도  

가 증가됨에 기인한다.

Hog1 mutant 들의  과발현 한 균주가 이스트 내에서 발현되었을 때 염의 

자극이 없는 상황에서 세포내에서 타겟 기질을 인산화 시킬 수 있는 효소 활성

도를 측정한 결과 Hog1 mutant들(HOG1M21, HOG1M31, HOG1M52, 

HOG1M85)에서 활성도(ATF-1을 인산화시키는 정도로 알아냄)가 wild-type 

Hog1에 비해서 증가되어 있음을 발견하였다. 반면 ERK의 활성도를 보여주는 

phospho-ERK 단백질들의 수준은 크게 변화되지 않음이 관찰되었다. 이와같은 

결과는 염농도가 증진된 Hog1 돌연변이들은 대부분 염에 대한 신호전달 없이 

Hog1의 활성도가 증가된 것이 염저항성의 원인임을 보여 주고 있다.

반면 유사 신호전달계의 MAP kinase인 ERK의 활성도를 phospho-ERK 항

체를 이용한 Western blot 분석으로 밝힌 결과 Hog1 돌연변이에는 무관하게 

항상성 있는 ERK 활성도를 보여주었다. 
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그림 11.  각종 Hog1 돌연변이유전자를 포함하는 플라스미드를 Hog1이 결

핍된균주에 transformation하여 영양마커로 선택한 뒤, 세포를 성장한 후 

extract를 이용하여 kinase assay(윗 panel; Hog1을 면역침전한후 

GST-ATF2를 기질로 첨가하여 반응을 시킨 후 gel에 걸어서 X-ray film

에 노출한결과임), Hog1 혹은 p-ERK항체를 이용하여 Western blot을 실

시한 그림이다(아래 2 panels). 

3) 돌연변이 Hog1은 세포내에서 in vivo substrate들을 인산화 시키는 능력이 

향상되어 있다.  

염 저항성을 지니는 돌연변이 Hog1이 형질전환된 균주들을 성장시킨 후 이

들을 세포추출액으로부터 면역 침전시킨 후  in vivo substrate를 인산화 시키

는 정도를 gamma 32P를 첨가한 kinase assay를 실시 한 결과, Hog1은 세포내

에 존재하는 putative substrate들을  인산화시키며 돌연변이들이 이들 단백질

들을 인산화시키는 정도가 높은 것을 발견하였다. 하지만 mutant들은 

wild-type와 같은 기질들을 주로 인산화시키며, 차별적인 인산화는 크게 보이

지 않았다. 

4) Hog1 돌연변이 pheromone신호전달에 의해 단백질 분해가 감소되어 있다.

MAP kinase들을 서로 상대방의 신호에 의해서 corss-regulation될 수 있음

을 보여주는 그림으로써 ERK와 유사한 FUS3 MAP kinase를 이용하는 

pheromone 신호전달계가 작동되었을 시 Hog1 단백질의 stability가 감소하며 

이와같은 단백질 degradation은 mutant hog1 특히 M85에서 현저하게 감소되

어 있음을 보여주는 그림이다. 
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그림 12.  Hog1돌연변이 균주에서  in vivo  기질을 인산화 시키는 능력이 

증가되어 있음을 보여주는 결과이다.  Wt 혹은 돌연변이 Hog1유전자를 

hog1이 없는 균주에 형질전환시킨 후 이들 균주를 성장시킨 이후 세포 추

출액을 준비하여, Hog1 항체로 면역침전을 실시 한 후 gamma 32P ATP를 

넣고 인산화 반응을 실시한 후 X-ray film에 노출시킨 결과이다.
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그림 13. Hog1유전자가 결핍된 이스트에 Hog1 wt 혹은 mutant들을 각각 

transfection 시킨 후 세포를 성장시키고 pheromone을 15분간 처리하여 후 

세포추출액을 준비한 후 Hog1항체를 이용하여 Western bolt을 실시한 결

과이다.
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5) 염 저항성이 증가 되고 항상성 있게 Hog1이 활성화 되여 있는 돌연변이는 

pbs mutant의 기능을 rescue한다.

PBS가 결핍된 균주는 그 자체가 osmoresistant 기능이 약화되어 있으나 염 

저항성이 증가된 Hog1 돌연변이를 함께 형질전환 시켰을 시, 염저항 기능을 

회복함을 보여주었다. 이와같은 결과는 Hog1이 PBS와 결합하여 기능을 수행

함을 다시 한번 확인하여 주었으며, PBS의 기능 중 하나는 Hog1 신호전달계

에서 Hog1이 높은 염 농도에 반응하여, 염 저항성을 유지하는데 중요한 기능

을 수행함을 암시하고 있다.

6) 염 저항성이 증진된 진균 Hog1의 유전자 와 타 MAP kinase와의 아미노산 

서열 비교분석

Hog1의 아미노산서열과 다른 MAP kinase아미노산 서열비교를 통하여, 염 

저항에 관련되는 아미노산과 그 위치(별표)를 추정 할 수 있게 되었다. 이와 같

은 서열비교결과는 추후 염 저항성이 증진된, 토양진균의 Hog1 유사유전자의 

돌연변이체 제조에 이용 할 수 있다.
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그림 14. 이스트 Hog1의 아미노산 서열과 잘 알려진 MAPK들의 아미노산

서열을 Vector NTI Version 6.0.1 program(InforMax Inc., Bethesda, 

MD. U.S.A)을 이용하여 아미노산 서열 비교를 실시한 결과이다.  이스트 

Hog1 유전자에서 염 저항성이 증진에 기여한 돌연변이 아미노산의 위치(표 

2)를 별표로 표시하였다.
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그림 14. 계속
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그림 14. 계속

제4절 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

염류장해 토양의 생물학적 복원과 작물의 생산성 증대를 위해 염류제거 활

성능 및 염류의 세포내 축적능이 뛰어난 환경조화형 염류제거용 토양진균을 개

발하고자, 이스트 Saccharomyces cerevisiae를 이용하여 염 저항성이 증진된 

돌연변이체들을 생산하고 성격규명 하였다. 결과로써, 1) 이스트 Hog1유전자를 

클로닝 하였으며, 2)화학적인 방법에 의해 돌연변이를 유도한 후 염저항성이 

뛰어난 균주를 선별하였으며, 3) 선별된 균주로부터 Hog1 유전자를 recover하

여 염기서열을 결정하여, 돌연변이 성격을 규명하였으며, 4) 위에서 언급한 각

종 유전학적 생화학적 방법들을 이용하여 Hog1돌연변이의 성격을 규명한 결
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과, 염 저항성이 증진의 원인은 돌연변이에 따른 Hog1의 활성도 증진에 의함

을 밝혀냈다. 또한 pheromone 신호전달계에 의해서 Hog1의 stability가 조절되

며 돌연변이 균주들은 stability가 증강됨을 밝혔다. 이는 다양한 Hog1과 ERK 

신호전달계들이 서로 cross-talk을하여 신호전달계를 조절함을 암시한다. 또한, 

이와 같은 Hog1돌연변이들은 pheromone에 의한 G1세포주기와 mating 능력에

서는 wild-type과 크게 다르지 않음을 밝힘으로써, Hog1의 돌연변이는 

osmorality 신호전달계에만 특이성 있게 영향을 미침을 밝혔다. 

이상과 같은 결과를 통하여, 본 세부과제에서는 염저항성이 항진된 Hog1의 

돌연변이를 찾아 성격규명 하였으며,  이 결과는 염 저항성이 증진된, 토양진균

의 Hog1유전자의 돌연변이 균주생성에 이용 할 수 있도록 그 기반을 구축하였

다. 

제5절 연구개발결과의 활용계획

Hog1과 유사한 염 저항성 MAPK를 가지는 토양미생물에서 Hog1 유사 유

전자가 분리되면, 이에 본 연구를 통하여 개발된 돌연변이를 도입함으로써, 염 

저항성이 크게 증강된 토양진균 개발에 이용한다.

제6절 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

최근의 연구는 Hog1 MAPK에 특이적으로 작용하여 Hog1의 활성화시키는 

phosphatase 효소인 PTP3를 발견하였는데 이 효소는 Hog1의 cytosolic 

localization을 촉진하고, 효소활성도를 저해하는 것으로 밝혀졌다(Harrington et 

al., 2002; Peuvel et al., 2002; Winkler et al., 2002).  이와 같은 결과는 Hog1

의 기능향상성 균주를 제조와 더불어 이 효소 유전자를 없애면 염 저항성이 한

층 증강된 진균을 개발 할 수 있음을 암시한다 하겠다. 
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제 7 장 포장활성실험

제1절 서론

대부분의 시설재배 작물들은 과잉의 비료의 시용과 가축분뇨로 만들어진 유

기질비료를 시용하기 때문에 염류가 과잉축적된 실정(이와 이, 1985)으로, 시설

에 의한 강우차단과 고온에 의한 표면증발 및 작물의 왕성한 증산작용으로 인

하여 토양용액 중에 용해되어 있는 염류들도 함께 이동되어 표층토에 염류과다 

집적을 유발시킨다(육 등, 1993). 염류가 집적되면 삼투압이 높아져 뿌리로부터 

양수분의 흡수가 저해되고 토양양분이 공급되지 않기 때문에 작물이 양분을 흡

수이용 할 수 없게된다. 식물생장에 대한 염류장해 증상은 발아억제 및 지연, 

유묘의 삼투압 작용에 의한 고사, 정식묘의 뿌리활착 불량 등을 들 수 있다. 전

기전도도 값이 증가할수록 작물의 발아가 지연되고 발아율도 감소되고, 작물의 

종류에 따라 염류에 대한 내성이 다르다고 하였으며(최 등, 1989), 수량도 전기

전도도가 증가할수록 감소한다고 보고되었다(유와 이, 1993).

이러한 배경하에 본 연구진에 의하여 탐색되어진 불용성 인산염 가용화 균

주를 염류장해 토양에 도입하여 시설작물의 품질향상 및 생산성 증가의 기초자

료를 얻고자 다음과 같은 방법으로 연구를 수행하였다.

제2절 포장활성실험

1. 작물의 발아율 변화양상

각각의 균주에 대한 작물의 발아율 변화양상을 알아보기 위하여 LB 배지에

서 over night culture하여, 0.85% saline으로 3번 washing한 후 멸균 증류수로 

2번 washing하여 멸균 증류수에 현탁시킨 후 3개의 petridish에 wattman No 2 

paper 2겹을 바닥에 깔은 후 각각의 균주들을 ㎖당 1×10
7
CFU가 되도록 처리

(1일 배양시 균체량 : KSJ8, 4×10
7
CFU/㎖; KSJ16, 9.6×10

7
CFU/㎖; WP38, 

2.22×10
7
CFU/㎖; KL1114, 9.27×10

7
CFU/㎖)하여 현탁액 5㎖을 접종한 후 배추 

종자를 한 plate에 30립씩을 상치하여 2일과 3일 후의 발아율을 조사하였으며, 

대조군으로는 멸균 증류수를 사용하였다. 그 결과 대조군에 비하여 유의적인 

차이를 보이지 않았으며, 오히려 본 연구진에 의하여 탐색되어진 인산염가용화 
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균주를 처리하였을 때 대조구에 비하여  3일째 발아율이 동일하거나 KSJ16과 

WP38의 경우 2%씩 발아율이 증가하는 것을 알 수 있었다(표 1. 참조). 이러한 

결과로 본 연구진에 의하여 탐색되어진 불용성 인산염 가용화 균주들은 종자에 

아무런 피해를 일으키지 않음을 알 수 있었다. 

표 1. 배추의 발아율 변화양상

DW KSJ8현탁액 KSJ16현탁액 WP38현탁액 KL1114현탁액

95.7 95.7 97.7 97.7 95.7

한편, 토양내 작물의 발아율을 살펴보기 위하여 시중에서 시판되고 있는 상

토(흥농종묘)와 일반토양 및 장해토양에서의 발아율은 25홀 pot를 이용하여 각 

홀에 2립씩 파종하여 시기별로 발아율을 관찰하였으며, 종자는 배추와 상추를 

사용하였다. 그 결과 배추의 경우는 상토와 일반토양에서는 커다란 차이를 보

이지 않았으나, 장해토양에서는 이들 토양에 비하여 발아율이 현저히 떨어짐을 

알 수 있었으며, 상추의 경우는 상토에 비하여 일반토양 및 장해토양에서 발아

율이 현저히 낮음을 알 수 있었다(표 2. 참조). 이러한 결과는 최 등(1989)의 작

물별 종자에 따라 차이가 있는 결과와 유사하였다. 

표 2. 토양에서의 작물의 발아율

(단위 : %)

토  양
배추 상추

1일 2일 3일 4일 5일 6일 7일 1일 2일 3일 4일 5일 6일 7일

상  토 0 12 76 88 92 96 96 0 8 80 100 100 100 100

일반토 0 16 80 96 100 100 100 0 0 12 12 44 44 44

장해토 0 0 8 32 32 32 32 0 0 8 16 20 20 20

2. 폿트실험

1차 및 2차 연도의 연구를 통하여 이미 확보해 놓은 불용성 인산염 가용화 

균주들을 대상으로 염류장해 토양에서의 염류제거 능을 실험실내에서 다양하게 
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수행한 후, 3차년도의 궁극적인 목표인 염류제거 유용균주의 제제화 완성 및 

포장실험을 위해 대형폿트, 온실실험을 통해 최적의 적용기법을 개발하고자 대

전광역시 중구 목동 132-7 번지에 위치한 (주)에코바이오메드의 온실을 이용하

였다. 

1에서의 발아율의 결과를 토대로 각각의 종자(상추, 배추, 고추)를 상토에서 

발아시킨 후 본 잎이 2장이 나왔을 때 장해토양에 정식하여 각각의 균주들을 

㎖당 10
7
CFU가 되도록 처리(KSJ8 : 4×10

7
CFU/㎖, KSJ16 : 9.6×10

7
CFU/㎖, 

WP38 : 2.22×10
7
CFU/㎖, KL1114 : 9.27×10

7
CFU/㎖)한 후 pot 실험을 수행하

였다. 정식 후 불용성 인산염 가용화 균주를 접종하여 7일째에 성장률을 조사

하였다. 그 결과 상추는 장해토양에 비하여 각각의 균주를 장해토양에 접종하

였을 때 상대적으로 성장률이 양호하였으며, 특히 WP 38균주를 처리하였을 때 

다른 균주에 비하여 우수함을 알 수 있었으며, 배추의 경우는 장해토양에 

KL1114 균주를 접종하였을때에 효과가 가장 좋았으며, 고추는 장해토양에 

KSJ8 균주를 처리하였을 때 다른 균주들에 비하여 양호하였다. 이러한 결과는 

각각의 균주에 의한 효과가 작물별로 다름을 알 수 있었다(그림 1). 

    A                    B                      C                 

   5    4   3   2   1   1   2   3    4    5    1    2    3    4    5

그림 1. 장해토양에 인산염가용화 균주 처리시 작물별 성장률 변화양상

A : 상추, B : 배추, C : 고추

1:장해토양, 2:장해토양+KSJ8, 3:장해토양+KSJ16, 4:장해토양+WP38, 5:장해토양+KL1114 

장해토양에 부숙제와 각각의 균주를 혼합하였을 때에는 상추와 배추의 경우 

KSJ8 균주를 처리하였을때에 가장 효과가 좋게 나타났으며, 고추에서는 커다

란 차이를 발견할 수 없었다(그림 2).

다른 한편으로는, 장해토양에 가용화 균주들을 혼합하여 성장률을 비교한 

결과 각각의 작물에서 모두 양호하였으며, 장해토양에 부숙제와 가용화 균주들
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을 혼합하였을 때에는 균주들을 혼합하였을 때 보다 성장률이 좋았으며, 장해

토양에 부숙제와 질석 및 균주들을 혼합하였을 때에는 상추와 배추의 경우는 

장해토양+부숙제+질석을 혼합하였을 때와 장해토양+부숙제+질석+균주들을 혼

합 하였을 때 비슷한 양상을 보였으나, 고추의 경우는 장해토양+부숙제+질석+

균주들을 혼합하였을 때 성장률이 훨씬 좋게 나타남을 알 수 있었다.  이러한 

결과로 미루어 보아 본 연구진에 의하여 탐색되어진 불용성 인산염 가용화 균

주들과 부숙제 및 질석을 혼합하여 사용하면 훨씬 더 좋은 효과를 기대할 수 

있으리라 판단된다(그림 3). 

  A                      B                      C                 

  1    2    3   4    5    1    2    3   4     5   1    2    3    4    5

그림 2. 장해토양에 부숙제+인산염 가용화 균주처리시 작물별 성장율 변화양상

A : 상추, B : 배추, C : 고추

1:장해토양, 2:장해토양+부숙제+KSJ8, 3:장해토양+부숙제+KSJ16, 

4:장해토양+부숙제+WP38, 5:장해토양+부숙제+KL1114 

A          B           C          D          E           F

그림 3. 장해토양+균주혼합 및 장해토양+부숙제+균주혼합시 작물의 성장율 

변화양상

A, B : 상추,   C, D : 배추,   E, F : 고추 

A, C, E 상:장해토양, 하:장해토양+균주혼합, 

B, D, F  상:장해토양, 하:장해토양+부숙제+균주혼합, 
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3. 온실활성실험

인산염가용화 균주를 장해토양에 처리하여 작물생육에 미치는 효과를 검정

하기 위하여 2002년 6월 17일부터 7월 13일까지 대전광역시 중구 목동 132-7 

번지에 위치한 (주)에코바이오메드의 온실에서 수행하였다. 

시험에 사용한 토양은 시설재배지의 염류장해토양(EC 10.88dS/m)을 사용하

여 시험대상 작물은 배추와 상추를 공시하였으며, 별도의 시비는 하지 않았다. 

인산염가용화 균주 처리 후 작물의 생육증진 효과를 측정하기 위하여 각각의 

작물을 pot에서 발아시킨 후 본 잎이 2장 나왔을 때 가로×세로×높이(650×

450×480㎜)의 포장에 정식하였다. 정식 후 인산염 가용화 균주와 본 연구자에 

의하여 탐색 연구개발된 균주로써 항진균활성과 유기물분해능력, 농약내성 및 

분해능 등 다양한 친환경적 기능을 갖추고 있는 KL 1114 균주들을 ㎖당 

10
7
CFU가 되도록 처리(KSJ8 : 4×10

7
CFU/㎖, KSJ16 : 9.6×10

7
CFU/㎖, 

KL1114 : 9.27×10
7
CFU/㎖)하여 배추의 경우 4회 분주하였으며, 상추는 3회 분

주하였으며, 대조구는 시험기간 동안 수돗물을 처리하였다.

작물의 생육에 미치는 효과를 검정하기 위하여 배추는 정식 후 27일, 상추

는 20일만에 수확하여 생체중(g), 뿌리무게(g), 엽수, 초장(㎝), 엽면적(㎠) 및 

엽록소의 함량을 측정하였다. 

생체중과 뿌리의 무게는 작물을 수확하여 뿌리에 붙어있는 흙을 완전히 제

거하여 무게를 측정하였으며, 엽수는 떡잎은 제외하였고 길이 3㎝ 이하인 것들

은 모두 합하여 한 장으로 계산하였다. 엽록소 및 엽면적은 엽록소측정기

(SPAD-502, Minolta, Japan)와 자동엽면적측정기(Model; LI-3100, LI-COR 

Patent Pending, U.S.A.)를 이용하여 측정하였다.

그 결과 배추는 인산염 가용화 균주 액상을 주 1회 50㎖씩 4회 분주하였을

때의 생육효과는 표 3 및 그림 4와 같이 나타났다. 

생체중은 대조구에 비하여 인산염 가용화 균주를 처리하였을 때 44.1% ∼

172.3%로 모두 효과가 있었으며,  특히 KSJ 16 균주를 처리시 가장 현저한 효

과를 보여 172.3%의 증가율을 보였다. 엽수에 있어서도 KSJ 16 균주 처리구에

서 58.8%의 증가율을 보였으며, 다음으로는 KSJ 8 균주 처리구에서 23.5%의 

증가율을 보였다. 초장 및 엽면적에 있어서도 KSJ16 균주 처리구에서 가장 좋

은 효과를 보였는데 초장은 23.1%, 엽면적은 144.5%의 증가율을 보여 대조구에 
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비하여 현저한 증가율을 보였으며, 뿌리무게에서는 KSJ 8 균주를 처리하였을 

때 105%의 증가율을 보였다.      

표 3. 장해토양내에 인산염 가용화 균주 처리시 배추의 생육에 미치는 영향

구분
생체중

(g)

뿌리무게

(g)

엽수

(장)

초장

(㎝)

엽면적

(㎠)
엽록소

대조구 189.35 2.20 17 32.5 2512.70 34.12

KSJ 8 338.24 4.52 21 38.5 4530.09 40.20

KSJ 16 515.59 4.29 27 40.0 6144.64 37.61

KL 1114 272.96 3.68 18 39.0 3845.81 40.65

균주혼합 306.81 3.32 19 36.5 4117.65 37.65

대조구

KSJ 8 KSJ 16

KL 1114 균주혼합

대조구

KSJ 8 KSJ 16

KL 1114 균주혼합

    대조구         KSJ 8         KSJ 16      KL 1114       균주혼합

그림 4. 장해토양내에 인산염 가용화 균주 처리시 배추의 생육에 미치는 영향

다른한편으로 상추에서는 인산염 가용화 균주 액상을 주 1회 50㎖씩 3회 분

주하였을 때의 생육효과는 표 4 및 그림 5와 같이 나타났으며, 생체중, 뿌리무
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게, 엽수, 초장 및 엽면적에 있어서 인산염 가용화 균주인 KSJ 8, KSJ 16 균주 

처리구에서 모두 생육촉진 효과를 보였으나, 기능성 균주인 KL 1114 균주를 

처리하였을시에는 대조구에 비하여 생육효과는 커다란 차이를 보이지 않았다.

생체중에 있어서의 인산염가용화 균주인 KSJ 8 균주와 KSJ 16 균주를 처

리하였을 때에 대조구에 비하여 약 119 ∼ 430% 이상의 증가율을 보였으며, 

뿌리무게는 104 ∼ 232%의 증가율을 보였으며, 엽수에 있어서도 23 ∼ 61% 

이상의 증가율을 보이고 있다. 또한 초장은 46.7 ∼ 64.9%, 엽면적은 105.4 ∼

398.1%로 월등한 효과를 보이고 있다.       

표 4. 장해토양내에 인산염 가용화 균주 처리시 상추의 생육에 미치는 영향

구분
생체중

(g)

뿌리무게

(g)

엽수

(장)

초장

(㎝)

엽면적

(㎠)
엽록소

대조구 17.38 2.47 13 13.7 428.70 31.44

KSJ 8 92.23 8.20 21 22.6 2135.43 27.21

KSJ 16 38.07 5.04 16 20.1 880.72 31.17

KL 1114 17.35 2.95 13 15.3 439.50 30.57

균주혼합 29.86 3.77 16 17.2 787.65 28.77

그림 5. 장해토양내에 인산염 가용화 균주 처리시 상추의 생육에 미치는 영향
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식물양분의 필수 원소인 인산이 작물에 이용되기 위해서는 유효태가 되어야 

하는데 인산질 비료가 시용되면 토양내에 존재하는 칼슘, 알루미늄, 마그네슘 

및 철 이온과 화학결합을 하여 불용성 형태로 쉽게 전환되어 유효태 인산은 난

용성 인산염이 되어 식물이 이용할 수 없게 되나 본 연구진에 의하여 탐색되어

진 균주를 장해토양에 처리하였을 때 작물이 이용할 수 없는 토양 중의 난용성 

인산염을 가용화시켜 작물이 쉽게 이용할 수 있게 함으로써 식물의 생장을 촉

진시키는 효과를 확인 할 수 있었다.  

* KSJ 8 균주와 KSJ 16 균주는 국제특허균주로 등록하였으며, 국내특허로 

출원하였다.

국제특허균주 등록번호 Leclecia adecarboxylata KSJ 8     KCTC 10388BP

                      Enterobacter intermedius KSJ 16  KCTC 10387BP

특허출원번호     Leclecia adecarboxylata KSJ 8      10-2002-0078452

                 Enterobacter intermedius KSJ 16   10-2002-0078453     
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제 8 장 연구개발 결과 및 활용계획

제1절 연구결과의 기대효과

본 과제의 연구결과를 잘 활용할 경우 다음과 같은 기대효과를 충족시킬 수 있

다. 

1. 기술적 측면

• 균주탐색, 활성검색, 제제기술, 염류장해토양 환경요인 분석기술 등이 선진

국 수준으로 올라간다.

• 염류장해 제거 및 복원기술에 대한 세계적, 독창적 선도기술이 확립된다. 

   ===> 외국으로의 기술 이전 가능한 신기술이 개발된다.

• 염류장해에 대한 생물학적인 환경친화형 복원모델 시스템이 구축된다.

• 환경친화형 염류장해 제거 미생물 균주 및 유전공학적 변형 균주 (GMO 균

주)를 이용한 미생물 제제의 개발이 가능해진다.

• 토양의 복원 및 정화에 대한 신기술을 확보하게 되어 작물생산성 증대가 가

능해진다.

• 부작용 없는 생물청정제로서의 환경친화형 염류제거 미생물 제제를 확보하

게 된다.

• 내염성 작물개발을 위한 형질전환 식물 (transgenic plant) 제조용 기반기술 

제공(Hog1연구결과)이 가능해진다.

• 방사선을 응용한 탈염, 탈인, 가용능이 증가된 고효율 미생물 유도기술이 확

보된다.

• 국내 기능성 미생물 자원의 확보 및 유전공학적 개량 기술의 증대를 가져온

다. 

•  국내의 기술개발로 인한 염류장해토양 개선에 관련된 신기술의 축적되었기 

때문에 지속적인 환경친화적 염류장해 개선 및 작물 생산성 향상용 미생물

제제의 제품이 탄생된다.
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• 국내 관련 산업 기술의 상승효과가 있게 된다.

• 내염성 유도관련 단백질의 개발에 대한 기초지식을 제공하게 된다.

• 극한 환경에서의 미생물의 생리 생화학적 반응기작 규명에 응용할 수 있게 

된다.

• 인 (phosphate) 대사에 관련된 미생물의 분자생물학적 메카니즘의 규명에 

활용할 수 있게 된다.

• 미생물 제제의 고정화 기반 기술 확립에 일조할 수 있게 된다.

• 외국의 기술 의존도 및 선진국에서의 기술 종속 관계에서 탈피한다.

2. 경제산업적 측면

• 국내에 염류집적으로 인해 작물 소출에 영향을 받고 있는 경작지에 적용함

으로써 작물의 생산이 증대되고 토양의 비옥도가 증가되어 지속적인 경작이 

가능케 된다. 이를 통해 또한 소농이 위주로 되어 있는 농민의 소득 증대에 

크게 기여할 수 있을 뿐만 아니라 농민의 보건향상에도 기여할 수 있게 된다.

• 염류집적지의 염제거에 대한 고효율성의 환경친화형 염류장해 환경 복원제 

제로의 적용은 국내 농경지의 토양보호는 물론 연작‧윤작을 가능케 함으로

써 작물의 생산성을 높일 수 있게 된다. 

• 다양한 기능성 미생물 제제와 혼용하여 보다 우수한 기능을 지닌 염류장해 

환경 복원제제를 생산할 수 있어 하우스토양 뿐 만 아니라 서해안의 간척

지 등에 적용이 가능해, 간척지 조성후의 쌀 농사의 시점이 빨라지는 동시

에 기능성 미생물 제제의 작용으로 토지의 영양물질 순환이 빨라져 궁극적

으로는 쌀 생산의 증산에 부가적인 도움을 준다. 따라서 간척지에서의 쌀의 

조기 생산 및 증산은 국내의 주 식량자원인 쌀의 자급자족을 지속적으로 가

능케해 세계 국가에서 식량자원을 안보화하는 현 시점에서 산업적으로 일익

을 담당할 수 있게 된다.

• 특허가 종료되는 20년간 세계 시장에서 독점적으로 판매가 가능하여 기술   

로얄티 수입이 예상되며 또한 관련 국내 중소기업에 제조권 및 판매권을 이  

양하여 고용의 창출과 중소기업의 안정된 발전을 기대할 수 있게 된다.

• 국제경쟁력을 갖춘 신제품의 지속적인 창출로 지속적인 외화 획득에 기여   
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할 수 있게 된다.

• 자원이 없는 우리나라의 입장에서 염류장해 환경 복원제제 개발과제는 고

부가치성 기술집약형 기술의 총화이다. 따라서 지속적인 연구 개발을 통해

서만 신제품이 창출되기 때문에 고급 연구인력의 참여가 필수적이다. 즉, 만

성적인 고급인력의 적체를 해소하는데 기여할 수 있게 된다.

• 부작용 없는 생물 청정기술의 확보로 관련 산업 및 환경에 적용하여 국내 

환경 오염 예방과 복원에 이용할 수 있다. 이를 통하여 산업화와 도시화로 

인한 국내의 토양 환경 개선에 기여할 수 있게 된다.

• 염류장해 환경 복원제제 개발의 성공으로, 부가적으로 이미 본 연구진이 

개발에 성공하여 일부 상품화된 토양부숙제와 미생물농약을 함께 사용    

했을 때, 부영양화 되어 있는 농경지의 많은 영양염을 효과적으로 분해‧제

거하여 토양으로부터 유래하는 수계오염원을 원천적으로 차단하여 국내의 

수생환경 보호와 개선에 일조할 수 있게 된다.

제2절 활용방안

본 연구로부터 얻어진 결과들에 대하여 구체화된 활용계획을 요약하면 다음

과 같다.

① 본 연구로부터 탐색, 분리된 16종의 인산염 가용화 및 내염성/호염성 균주

들은 염류장해토양 환경개선용 bioremediator와 biofertilizer로 생산개발

에 이용될 것이다(특히, 인산염 가용화 균주들은 국내특허를 출원하였으

며 참여기업인 (주)에코바이오메드에의해 염류장해토양 개선용 미생물제

제로 2003년 8월경에 생산시판될 예정임: 상품명 ‘염류닥터’).

② 8종의 인산염 가용화 균주들은 기존의 생화학적 동정방법(API, Biolog kit 

등)으로는 60% 이하의 판정으로 명확한 동정이 불가능하였으나 최신의 분

자유전학적 동정기법을 이용하여 99.9%이상의 정확도로 아래와 같이 분류

되었다

   ★KSJ8 (Leclercia adecarboxylata) ★KSJ16 (Enterobacter intermedius)

   ★KSJ11 (Pseudomonas putida) ★WP38 (Enterobacter asburiae)

   ‧KSJ3 (Acinetobacter calcoaceticus) ‧WP20 (Acinetobacter calcoaceticus)

   ‧WP41 (Acinetobacter sp.) ‧WP42 (Acinetobacter sp.)
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   이중 ★ 표시된 4종류의 균주들은 국내외적으로 인산염 가용성이 있음을 

본 연구를 통해 최초로 밝힌 것으로 본 균주들을 이용한 염류장해토양 개

선용 미생물제제는 국외로 수출하여도 경쟁력이 있는 제품임을 기대할 수 

있다.

③ 본 연구에서 발굴한 인산염 가용화 균주들을 제제화하여 염류장해토양에서 

작물재배에 활용한 포장활성시험에서 대조군에 비해 작물의 생체중 증가

율이 무려 1.7배에서 4.3배에 이르는 등 작물생산성이 증가된 결과와 염류

장해토양의 물리화학적 환경요인이 개선된 결과(토양의 전기전도도가 11이

상에서 6이하로 낮아지는 등)로 판단하건데 국내외적으로 염류장해토양 

개선을 위한 연구분야에서 독보적인 기술력을 확보한 것으로 이 기술력을 

기업화할 경우 향후 10 여년 이상 이 분야에서 독보적인 판매우위를 차지할 

것으로 예측되며 또한 국내외 기업으로부터 고액의 기술료을 받을 수 있을 

것으로 예측된다. 

④ 또한, 방사선을 이용하여 인산염 가용화능을 배가시킨 5종의 균주들 

[KSJ8(2균주), KSJ11(1균주), KSJ16(2균주)]은 제제화하거나 인산염 가

용성의 메카니즘을 보다 상세히 연구하는 데에 활용할 수 있어서 보다 유용

성이 개선된 미생물제제의 개발이 기대된다.

⑤ 본 연구를 통해 확보한 세균인산대사 조절 유전자들 (pho regulon 유전자

들)과 인산염 분해 유전자들(ushA, pqqE, phy, ppk)은 이 분야의 기초학문

연구에 활용되어 선도적인 역할을 할 수 있게 될 것이다. 특히, 

Enterobacter aerogenes의 C-P lyase인 phn  operon의 구조를 세계최

초로 규명한 결과는 세계적 저명학술지에 개재할 것으로 이 분야의 국내 

연구역량을 높이는데 일조할 수 있다. 

⑥ 본 연구에서 개발된 super expression vector (pEAAP)는 인산 결핍환경

에서 유전자를 과발현할 수 있는 특징을 지닌 것으로 특허권을 취하는 한편 

본 연구진은 국내의 연구자들과 산업체 발전을 꾀하고자 한국미생물학회지

에 게재하였다(한국미생물학회지,  2002. 38(4):318-321).

⑦ 본 연구에서 개발된 5개의 신규 발현벡터들[pEAAP, pEAPHY1 (Phy
S
), 

pEAPHY31 (PhyS+Hig tag), pEAPPK (PpkS), pEAPQQE (PqqES)]과 항

시활성형 PhoBC를 제공하는 5개의 신규 벡터들[pSH1C (phoB 발현, high 

copy number vector), pSH2C, pSH3C, pSH4C, pSH5C]은 인산염 가용성을 

지닌 다양한 재조합체(GMO)를 구축하여 상업적 목적으로 활용할 수 있을 

뿐만 아니라 세균의 인산대사 메카니즘을 연구하는 기초 학문적 수준에서의 

재료로 폭 넓게 활용될 수 있다. 
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⑧ 이미 본 연구를 통해 구축된 재조합체들{pSH3C/PPK (Ppk
S
-PhoB

C
, DH5

α), pSH3C/PQQE (PqqES-PhoBC, DH5α), pSH1C/PHY1 (PhyS-PhoBC, 

DH5α)} 중 PhyS-PhoBC는 phytase 활성이 3.5배에 달하는 효율을 나타

내어 그 유용성이 입증되었다. 그러나, host가 E. coli인 때문에 상업화에 

제한이 있어 본 연구에서 개발된 인산염 가용화 균주에 도입하고자 기반 연

구를 수행하였다. 앞으로 참여기업인 (주)에코바이오메드와 공동으로 이에 

관한 연구과제를 제안하여 염류장해토양 개선을 위한 유용한 GMO 균주를 

상업적으로 생산할 수 있도록 계획하고 있다. 

⑨ 본 연구에서는 유용토양진균의 염류내성을 증강시켜 염류장해토양에서 생존

하여 토양의 공극을 넓히거나 유용 효소를 분비하는 등 작물의 생장에 도움

을 줄 수 있도록 함으로서 염류장해토양을 개선하고자 목적하였다. 이를 달

성하고자 토양 진균의 하나인 yeast의 내염성 조절 인자인 Hog1 MAPK

를 확보하고 이를 변형하여 내염성이 보다 증강되도록 하는 5종류의 변이

유전자[M11 (K65P), M21 (T113S), M32 (F89S), M52 (D170A), M85 

(W332R)]와 이를 도입한  5종류의 재조합 yeast를 개발하여 그 특징과 유

용성을 확인하였다. 이러한 결과는 국내외적으로 최초로 얻어진 성과로서 

확보한 Hog1 MAPK 변이유전자를 유용 토양진균에 도입하거나 혹은 유상 

유전자를 토양진균으로부터 확보하여 유사한 변이를 줌으로서 기초 및 응용

연구에 활용될 수 있으며 이를 이용한 상업적 염류장해토양 개선용 진균제

제를 개발할 수 있게 되었다.

⑩ 본 연구결과는 이미 연구 3년차 연구중 중간시기부터 마무리되는 시기까지

(2002년 7월부터 12월까지) 4차례에 걸쳐 전국의 농업관련 과학자와 교육자

를 대상으로 교육, 홍보하였다[수출농산물 연구센터(2002.7.24, 100여명 교

육), 경남농업기술원 (2002.10.18, 100여명 교육), 충남농업기술원 (2002.11.19, 

350여명 교육), 제주농업기술원 (2002.12.10, 100여명 교육)]. 염류장해토양의 

미생물학적 복원 및 생체인산비료의 개념에 대한 본 연구결과를 실질적인 

친환경적 접근방법으로 제시하여 찬사를 받았다. 이에 그치지 않고 계속해

서 농업관련 종사자를 대상으로 본 연구결과를 교육함으로서 시설재배지와 

같은 특화된 농지의 개선과 보존에 관한 기술의 전수와 친환경농법의 효율

적 접근방법을 제공하고자 한다.

⑪ 요컨데, 본 연구로부터 환경친화형 염류장해토양 개선용 bioremediating 

agents인 다양한 미생물제제가 개발되었기 때문에 기술이 국내기업에 이양

되고 제품이 생산되어 국내 염류장해토양의 활용성을 극대화하여 국내 토양

의 보호는 물론 작물의 생산성을 제고시킬 뿐만 아니라 세계시장에 수출되
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어 외화획득에 기여하여 국가 경제에 이바지하게 될 것이다. 또한 기반기술

과 경험의 축적은 본 연구에서 개발된 염류장해토양 개선용 미생물제제에 

국한되지 않고 지속적인 신소제 및 신 미생물제제 개발에 이용됨으로써 신

제품(GMO 활용제품 등)의 계속적인 창출이 가능하다.  
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