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요   약   문

       

I.  제 목

  토양전염성병 억제력이 증가된 형질전환미생물의 개발 및 실용화

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

    토양전염성 식물병원균은 땅속의 뿌리, 괴경 또는 땅가 부분의 줄기 등을 침입하

여 곡류, 채소, 화훼류 등 여러 종류의 작물에 막대한 피해를 가져온다. 이 병의 방제

는 주로 합성 화학 살균제에 의존하고 있으나, 이는 생태계 파괴, 환경오염 및 인축에 

대한 독성 문제가 있다. 이러한 문제점을 해결할 수 있는 방법의 하나로 길항 미생물

을 이용한 생물학적 방제가 요구되고 있다. 따라서, 현재  몇몇 길항 미생물들이 생물

농약으로 개발, 시판되고 있는데, 합성 살균제 비하여 방제효과가 낮고, 대상 병원균

의 범위가 협소하며, 방제효과에 대한 확신이 부족하기 때문에 많이 이용되지 못하고 

있는 실정이다. 이를 극복하기 위하여서는 I) 병원균 억제효과가 더 우수하고, II) 대

상 병원균의 범위가 더 넓으며, III) 병원균이 없더라도 토양속에서 더 오랬동안 생존

할 수 있는 길항미생물을 선발 혹은 개발하는 것이 필요하다. 

    토양속에서 오랬동안 생존할 수 있는 길항 미생물로는 chitin분해미생물이 적합하

리라 생각된다.  chitin분해미생물들은 chitin을 주요 양원으로 하기 때문에 chitin의 

첨가에 의해서 오랬동안 생존할 수 있으리라 생각된다. 그러나, chitin분해미생물들은 

식물병원진균의 세포벽 주요 구성성분인 chitin을 분해하여 억제하기 때문에, 다른 항

생물질을 생산하는 균주들보다도 병 억제력이 낮으리라 생각된다. 이  경우, 항생물질

을 생산하는 균주에 chitin분해 유전자 (chitinase 유전자)를 도입, 발현시켜서 

chitinase를 분비하게 한다면 병 억제력이 훨씬 더 증가 할 것이다. 우리는 또한 동일 

균주에서, chitinase 생산능력이 높을수록 병 억제력이 더 증대된다는 것을 알 수 있

었다. 따라서, chitinase의 특이적 활성이 높은 우수 유전자를 도입하고, 그 도입된 유
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전자자가 잘 발현, 분비되도록 하는 것이 필요 할 것이다. 식물  병원균에 대한 억제

력이 높은 균주의 선발 및 개발은 미생물농약의 개발에 가장 시급히 요구되는 과제중

의 하나이고, 성공적인 생물적 방제를 위해서는 처리된 길항 미생물이 오랬동안 생존

할 수 있는 환경을 마련해주는 것이 필요하다.

    이 연구의 첫 번째 목적은 자연상태로부터 토양전염성 식물병원균에 대한 억제력

이 높은 chitn분해미생물을 선발하거나, citinase유전자를 미생물농약으로 개발, 시판되

고 있는 균주에 도입, 발현시켜, 현재까지 보고된 균주들보다 더 우수한 병 억제력을 

가진 균주를 선발 혹은 개발하는데 있다. 두 번째로는 chitinase유전자를 변형시켜서 

기존의 chitinase 보다도 더 높은 활성을 나타낼 수 있는 유전자를 개발하는 데 있다. 

세 번째는 선발 또는 개발된 균주를 실용화 혹은 산업화할 수 있는 체계를 확립하는

데 있다.       

III.  연구개발내용 및 범위

  가. 토양전염성병 억제력이 증가된 형질전환 chitin분해미생물의 개발: 

    1) chitinase유전자를 Trichoderma spp.에 도입, 발현

    2) chitinase유전자를 Pseudomonas sp.에 도입, 발현

  나. chitinase활성이 증가된 유전자의 개발

    1) chitinase유전자 domain의 구조 및 기능 

    2) cellulose-binding domain의 첨가에 의한 chitinase의 활성 증가  

    3) catalytic domain의 첨가에 의한 chitinase활성의 증가 

    4) site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 의 활성 증가

  다. 토양전염성병 억제력이 우수한 chitin분해미생물의 실용화 : 

    1) chitin분해력을 지닌 길항미생물의 분리, 동정 

    2) 길항 미생물의 제제화에 의한 병 방제효과

    3) 길항 미생물과 chitin을 첨가한 상토에 의한 병 방제 효과  

    4) 양액재배작물의 병 방제 효과
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IV. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

 

 1.  연구개발 결과

   가. 토양전염성병 억제력이 증가된 형질전환 chitin분해미생물의 개발: 

    1)  chitinase유전자를 Trichoderma spp.에 도입, 발현 

       Trichoderma harzianum P1은 현재 여러 식물 병의 생물적 방제원으로 이용

되고 있다 이 균주의 생물적 방제 능력을 높이기 위하여 Chromobacterium  sp. 의 

chitinase유전자 (chi54)를 T. harzianum  의 NagI promoter+signal sequence와  ech42  

promoter+signal sequence에 구축, 도입하 다. NagI에 구축된 chi54는 T. harzianum  

에서 발현되었지만 ech42에 구축된 chi54는 발현되지 않았다. 형질전환 T. harzianum

은 TMM배지에서 배양 4일까지 모균주보다 더 높은 chitinase활성을 나타냈으나, 그 

이후는 큰 차이를 나타내지 않았다. 그러나, MRM배지에서는 모든 배양기간에 모균주

보다 형질전환균주에서 더 높은 chitinase활성을 나타냈고, 특히, P1-5는 약 2배 더 높

은 chitinase활성을 보여주었다. 형질전환균주의 염색체 DNA를 southern blot 

hybridization 하 을 경우, 형질전환균주인 P1-4와 P1-8에는 한 개의  chi54, P1-5에

는 2개의  chi54가 들어 있는 것으로 분석되었다. SDS-PAGE에 의해서, 형질전환균주

들은 모두 자신의 chitinase와 도입된 Chi54를 분비하 음을 알 수 있었다. 

    2)  chitinase 유전자를 Pseudomonas spp.에 도입, 발현

       Chromobacterium  sp. chitinase유전자 (chi54) 를 Pseudomonas  sp.의 형질전

환용 벡터인 pML122에 구축, 길항세균인 Pseudomonas putida에 도입하 다. 형질전

환 P. putida  는 chi54를 지닌 E. coli에서보다 chitin분해력이 낮았지만 chitinase를 

세포밖으로 분비하 고, Rhizoctonia  solani 와 Pythium  ultimum 의 균사 생장 억제

력이 모균주에서 보다 더 컸다.    

나. chitinase활성이 증가된 유전자의 개발
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   1) chitnase유전자 (chi54)의 구조 및 기능

      Chromobacterium sp. chitinase유전자 (chi54) 는 N-말단쪽 부터 signal 

sequence, chitin-binding domain (ChBD), catalytic domain (CaTD) 으로 구성되어 

있었는데, signal sequence는 E. coli  에서 chitinase의 분비에 중요한 역할을 하 고, 

ChBD는 insoluble chitin의 분해에 중요한 역할을 하 다. CatD의 β-strand들은 

chtinase활성에 필수적이었고,  각 β-strand들에서 다른 chitinase들과 conserve되어 

있는 아미노산들은 chtinase활성에 절대적으로 필요하 다. family 18 catalytic 

domain은 6번째 β-strand에 있는 아미노산에 따라 subfamily A (MxYD) 와 

subfamily B (QxYN) 로 더 분류될 수 있었는데, Chi54는 subfamily A에 속했다. 이

들 아미노산중에서, subfamily A의 Y (Chi54의 Tyr348) 는 chitinase활성에 필수적이

었다. 그러나, M과 D (Chi54의 Met346 과 Asp349) 가 Q와 N으로 대체되었을 경우에

는 chitinase 활성이 감소되었을 뿐 chitinase활성에 필수적이지는 못하 다.

  2) cellulose-binding domain의 첨가에 의한 chitinase의 활성 증가

     Chromobacterium  sp. chitinase유전자 (chi54) 의 chitin-binding domain은 

bacterial chitinase에서 주로 발견되는 Type 3 (ChBD3) 로 분류되었다. ChBD3는 

Group A와 B로  더 세분될 수 있었는데, Chi54는 Group A (ChBD3a) 로 분류되었

다. chi54에서 ChBD3a가 제거되었을 때, chitnase 활성은 크게 감소하 다. 그러나, 

ChBD3a가 Cellulomonas fimi endoglucanase A의 cellulose-binding domain family 

IIa (CBDIIa)로 대체되었을 경우에는 4-MU-(GlcNAc)2, colloidal chitin 및 crystal 

chitin에 대한 chitinase활성과 chitin 및 cellulose에 대한 결합능력이 서로 비슷하 다. 

한편, chi54의 앞쪽에 CBDIIa를 부착하 을 경우에는 chitinase활성 및 기질 결합 능

력이 증가되었다. 이들 결과는 chitnase에서 유래된 ChBD3a와 glucanase에서 유래된 

CBDIIa의 기능은 서로 비슷하고 이들 두 domain이 결합되었을 경우에는 chitnase 활

성과 기질결합능력이 증가된다는 것을 암시한다.

  3) catalytic domain의 첨가에 의한 chitinase활성의 변화 

     Trichoderma harzianum P1 chitinase유전자 (Thr-chia)의 catalytic domain 

(CatD)내에 있는 β-strand들은 Chromobacterium  sp. chitinase유전자 (chi54)의 그것

들과 고도로 conserve하 지만, Thr-chia는 chi54에서와 같은 ChBD를 지니고 있지 
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않았다. chi54의 ChBD뒤에 Thr-chia의 CatD를 부착하 을 경우에는 CatD만으로 이

루어진 Thr-chia의 chitinase보다 활성이 증가하 다. 그러나, chi54의 CatD뒤에 

Thr-chia의 CatD를 부착하 을 경우에는 chitinase 활성이 오히려 감소하 다. 이들은 

ChBD가 없는 Thr-chia에 ChBD를 부착하 을 경우에는 chitinase활성이 증가되지만, 

하나의 ChBD에 두 개의 CatD를 부착하 을 경우에는 chitinase 활성이 오히려 감소

한다는 것을 나타낸다. 또한, Thr-chia 는 E. coli에서 발현되지만 chitinase를 분비하

지 못하 다. 그러나, 이 Thr-chia가 chi54의 signal sequence 및 ChBD뒤에 부착되었

을 경우에는 chitinase가 분비되었다. 이것은 chi54의 signal sequence 가 E. coli에서 

외래 유전자의 발현산물을 분비할 수 있게 한다는 것을 암시한다.

  4) site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 의 활성 증가  

     Chromobacterium  sp. chitinase유전자 (chi54)의 catalysis에 필수적인 아미노산

을 구명하려는 실험에서, Thr218를 Ser (T218S) 으로 대체하 을 경우에는 chitin 분

해능력이 증가된다는 것을 발견하 다. 이 연구에서는 그의 증가 요인을 구명하기 위

해서 실시되었다. chi54의 CatD는 family 18 catalytic domain의 subfamily A에 속했

다. 32개의 subfamily A chitinase 중에서, chi54 의 Thr218에 일치하는 아미노산은 

22개의 chitinase에서 Thr, 5개 chitinase에서 Ser, 5개 chitinase에서 Ala 으로 이루어

져 있었다. 이렇게하여, chi54의 Thr218는 Ser (T218S), Ala(T218A), Asp(T218D) 및 

Glu(T218E) 로 대체되었다. 모균주는 배양 5일, T218S는 6일, T218A는 7일, T218D

와 T218E는 9일 후에 최고의 활성을 나타냈다. 최고 배양일의 배양여액속에 들어 있

는 chitinase 활성은 모균주에 비하여 T218S는 1.5배, T218A는 1/2배, T218D는 1/5

배, 그리고 T218E는 1/3배 정도이었다. 정제된 동일 단백질농도의 chitinase활성도 T218S

는 모균주에 비하여 1.3배 더 높았다. 

다. 토양전염성병 억제력이 우수한 chitin분해미생물의 실용화 : 

  1) chitin분해력을 지닌 길항미생물의 분리, 동정 

     모 잘록병균 P. aphanidermatum에 대한 균사 생장 억제 능력이 좋은 두 개의 

균주를 선발하 다. 두 길항 미생물은 in vitro에서 P. aphanidermatum의 균사 생장 

억제 뿐 아니라 유주자낭 형성, cyst germination도 억제하 다. 또한 다른 식물 병원 
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진균과 Gram negative와 positive 세균도 억제하 다. In vivo에서 방제효과는 

YC4194가 더 좋았고,  두 균주를 함께 처리했을 때 한 균주만 처리했을 때보다 방제 

효과가 감소하 다. 새로 분리한 YC4194와 YC4233 균주의 생리․생화학적, 분자생물

학적 특성을 조사하여 동정한 결과 YC4194는 Bacillus stearotheromophilus와 98.7%, 

YC4233은 Brevibacillus brevis와 99.3%의 homology를 보 다.

  2) 길항 미생물의 제제화에 의한 병 방제효과 

      YC4194를 제제화 하기 위하여 여러 가지 보조제를 이용한 결과 talc와 

bentonite를 이용한 제제가 가장 좋은 방제효과를 보여주었다. YC4194를 제제화하여 

화학살균제(dimethomorph, metalaxyl, ethaboxam)와 함께 처리하 을 경우 YC4194 

제제만 처리했을 때와 비슷한 방제효과를 보 으나, ethaboxam과 함께 처리했을 때는 

ethaboxam만 처리했을 때보다 높은 방제효과를 보 다. YC4194 제제를 pot 내에서 

도 변화를 조사한 결과 처리 12일 후 10
7 
cfu/g으로 초기 도(10

8 
cfu/g)보다 줄어

들었고, 병원균을 함께 처리한 토양에서는 12일 후 10
8 
cfu/g으로 초기 도가 그대로 

유지가 되었다. YC4194 제제의 보관상 안전성을 알아보기 위하여 4 ℃와 실온에서 

보관하면서 도 변화를 기간별로 조사한 결과 실온보다 4 ℃가 더 안정적이었으며, 

4 ℃의 경우 12주가 지난 후에도 10
7 
cfu/g으로 유지가 되었다.

 

  3) 길항 미생물과 chitin을 첨가한 상토에 의한 병 방제 효과  

     chitin이 첨가된 상토에서 T. harzianum 은 배양 30일후에도 접종 당시의 도

를 유지하 지만,  Chromobacterium  sp.는 접종이후에 도가 현저히 감소하 고 30

일 후에는 건토 1g당 약 5x10
2
 의 도를 나타냈다. chitin을 첨가한 상토에 길항미생

물과 Rhizoctonia solani를 접종하고 고추와 가지를 이식하 을 경우, 무처리 폿트에

서는 80-85%의 발병주율, 형질전환 T. harzianum 에서는 3-5%, 야생형 T. 

harzianum 에서는 8-13%, 야생형 Chromobacterium sp. 는 36-48%의 발병주율을 

나타냈다.  chitin과 길항미생물을 첨가한 상토에 고추를 파종, 육묘한 다음 본답에 

이식하 을 경우, 정식 90일후, 길항균 무처리에서는 18%, T. harzianum 을 처리하

을 경우에는  2%, Chromobacterium sp.를 처리하 을 경우에는 7% 가 위조, 고사

하 다. 
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  4)  양액재배작물의 병 방제 효과

       chitin을 첨가한 양액재배용 배양토에서 Trichoderma harzianum의 도는 

1/10의 chitin처리구에서 증가하 고, 1/100의 처리구에서는 처리하 을 경우의 도를 

유지하는 경향이었으나, 1/1000처리구에서는 감소하는 경향이었다. 양액용 배양토에 

chitin을 1/10로 처리하 을 경우에는 토마토 생육이 억제되었고, Trichoderma 

harzianum에 의한 시들음병 억제력도 1/10이나 1/1000의 키틴처리구 보다는 1/100 키

틴처리구에서 더 우수하 다. Chromobacterium  sp.는 토마토 배양액에서 생육하지 

못하 지만, 몇가지 화합물을 첨가하 을 경우에는 생육하 다. 그러나, 상기의 배양

액에 Chromobacterium  .sp.를 처리하 을 경우 현저한 시들음병 방제효과를 보여주

지 않았다.

 2.  활용에 대한 건의

  가. 토양전염성병 억제력이 증가된 형질전환 chitin분해미생물의 개발

     Chromobacterium  sp. chitinase유전자를 미생물농약으로 개발, 시판되고 있는 

Trichoderma harzianum P1에 도입, 발현시켜 chitinase 생산능력은 물론 고추와 가

지의 모잘록병 방제효과가 모균주보다 더 우수한 형질전환균주를 선발하 다. 앞으로 

다른 식물병원균에 대한 방제효과를 더 검토할 계획이다. 또한, 이 연구에서 

chitinase유전자는 저희팀에서 개발한 것이고,  Trichoderma harzianum P1은 미국 코

넬대학교의 Dr. Harmann, Promoter는 이태리 나폴리대학교의 Dr. Loritor에 의해서 

개발된 것이기 때문에, 이들과 상의하여 특허 및 산업화등을 결정하려고 한다. 아울

러, Dr. Loritor는 Trichoderma harzianum 에서 외래 유전자를 발현시킬 수 있는 

Promoter만 개발하 으나, 이번 연구에서는 외래 유전자를 발현 및 분비할 수 있는 

Promoter + signal sequence를 개발하 다. 따라서, 앞으로 Trichoderma harzianum 

에서 외래 유전자를 발현 및 분비할 수 있는 벡터를 개발하려고 한다        

     chitinase 유전자를 길항세균인 Pseudomonas putida에 도입, 발현시켜, 

Rhizoctonia solani 와 Pythium  ultimum 의 균사 생장 억제력이 모균주에서 보다 더 

컸지만, 포장상태에서의 병방제효과가 크지 않았고, 유전적으로 안정하지 못하 기 

때문에, 실용화는 고려되지 않고 있다.



- 10 -

  나. chitinase활성이 증가된 유전자의 개발

      Chromobacterium sp. chitinase유전자의 domain 구조와 기능이 구명되었다. 이

는 family 18 chitinase의 doamin 구조와 기능, 그리고, chitinase활성 및 특성을 변형

시키기 위한 기초자료로 많이 활용될 수 있으리라 생각된다.

     Chromobacterium  sp. chitinase유전자 (chi54)에 Cellulomonas fimi 

endoglucanase A의 cellulose-binding domain을 부착하여 4-MU-(GlcNAc)2, colloidal 

chitin 및 crystal chitin에 대한 chitinase활성을 증가시켰고, chitin 과 cellulose에 대

한 결합능력을 증가시켰다. 또한, chi54의 Thr218이 Ser 으로 대체되었을 경우에는 E. 

coli에서의 chitinase생산능력 및 특이적 chitinase활성이 증가되었다. chitinase활성이 

증가된 이들 유전자들은 효소의 산업적 생산에 이용될 수 있고, 생물적 방제능력을 

높이기 위하여 다른 길항 미생물에 도입, 발현시키거나, 병 저항성 식물을 개발하기 

위하여 다른 식물에 도입, 발현시키는데, 이용될 수 있으리라 생각된다. 특히, 이들 유

전자를 벼에 도입, 발현시켜서 벼 잎집얼룩무늬병에 저항성인 벼를 개발해 보고 싶다. 

현재 벼 잎집얼룩무늬병에 저항성인 품종은 알려져 있지 않기 때문에, 고전적인 육종

방법으로 저항성 품종을 개발하기 어려운 실정이다. 반면, chitinase는 여러 식물 병원

균 중에서도 벼 잎집얼룩무늬병균인 Rhizoctonia solani를 특이적으로 더 잘 억제하기 

때문에 성공가능성이 매우 높다.    

     chi54에 Trichoderma harzianum P1 chitinase유전자의 catalytic domain 

(Thr-chia) 을 부착하 을 경우에는 chitinase활성이 감소하 지만, chi54의 ChBD에 

Thr-chia를 부착하 을 경우에는 chitinase활성이 증가되었다. 또한, Thr-chia 는 E. 

coli에서 발현된 chitinase를 분비하지 못하 는데, chi54의 signal sequence 및 ChBD

뒤에 부착되었을 경우에는 chitinase가 분비되었다. 이것은 chi54의 signal sequence 

가 E. coli에서 외래 유전자의 발현산물을 분비할 수 있게 한다는 것을 암시한다. 따

라서, chi54의 signal sequence 가 E. coli에서 다른 유전자의 발현산물도 분비할 수 

있는가 등을 검토해 서 외래 유전자의 발현산물을 분비할 수 있는 벡터를 개발해 보

고 싶다. 현재, E. coli에서 외래 유전자를 발현시킬 수 있는 벡터들이 개발, 시판되고 

있지만, 발현산물을 분비시킬 수 있는 벡터들은 개발되어 있지 않다.

  

 다. 토양전염성병 억제력이 우수한 chitin분해미생물의 실용화 : 

    모 잘록병균 P. aphanidermatum의 균사 생장, 유주자낭 형성, cyst germination
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에 대한 억제 능력이 좋은 Bacillus stearotheromophilus와 Bacillus 

stearotheromophilus를 선발하 다. 특히,  Bacillus stearotheromophilus (YC4194)를 

제제화하여 처리하 을 경우 우수한 방제효과를 보 고, 4 ℃에 보관하 을 경우 안

정적으로 유지되었다. 따라서, 이 균주는 앞으로 미생물농약으로의 개발 가능성이 있

다. 

    chitin과 Trichoderma harzianum 혹은 Chromobacterium sp. 이 처리된 육묘용 

상토에 고추를 파종, 육묘한 다음 본답에 이식하 을 경우, 우수한 방제효과를 보

다. 또한, 양액재배용 배양토에 chitin과 Trichoderma harzianum을 처리하 을 경우, 

토마토 시들음병 방제효과가 우수하 다.  따라서, 이들 방법은 일반 농가에서 직접 

이용할 수 있고, 토양전염성병 방제용 상토 및 배양토의 개발도 가능하리라 생각된

다.  
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SUMMARY

I. Development of transgenic microorganism with enhanced biocontrol 

ability against soil-borne plant pathogen  

 1. Introduction and expression of chitinase gene into Trichoderma sp. 

   The filamentous fungus Trichoderma harzianum P1 is a potent mycoparasite, 

which is applied as a biocontrol agent against several plant pathogenic fungi. In 

order to enhance biocontrol ability of the isolate, the chitinase gene (chi54) of 

Chromobacterium sp. was constructed in NagI or  ech42 promoter containing signal 

sequence and introduced in T. harzianum.  The chi54  constructed in the NagI was 

expressed in T. harzianum but the chi54 constructed in the ech42 was not 

expressed. The transgenic T. harzianum produced more citinase than the parental 

strain until 4 days cultivation, but there were no difference between them after 

that time in TMM media. In MRM media, however, the transgenic T. harzianum 

showed  higher citinase activity in all of culture period than do the parental strain. 

In particular, chitinase activity of P1-5 was about 2-fold higher than that of 

parental strain. Southern blot analysis showed that a chi54 was inserted in 

chromosomal DNA of P1-4 and P1-8, and two chi54 was inserted in chromosomal 

DNA of P1-5. SDS-PAGE analysis also showed that the transgenic T. harzianum 

produced its own chitinase and Chi54.   

2. Introduction and expression of chitinase gene into Pseudomonas  sp. 

   The chitinase gene (chi54) of Chromobacterium  sp. was constructed in 

transgenic vector, pMM122, and introduced in the antagonistic bacterium, 

Pseudomonas putida.  The transgenic P. putida. secreted chitinase into cell outside, 

although its chitinolytic ability was lower than that of E. coli  harborning chi54. 

The inhibitory ability of transgenic P. putida. against growth of Rhizoctonia  solani 

and  Pythium  ultimum was  higher than that of parental strain.
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II.  Development of gene with excellent chitinase activity

 1. Structure and function of chitinase gene

   The chitinase gene (chi54) of Chromobacterium  sp. was composed of a signal 

sequence, a chitin-binding domain (ChBD) and a family 18 catalytic domain 

(CatD). The signal sequence played an important role in secretion of chitinase in 

the recombinant E. coli. The ChBD was important for the degradation of insoluble 

chitin. The β-strands in the CatD were essential for chitnase actvity. In the β

-strands, highly conserved amino acids were essential for chitinase activity. The 

catalytic domain of family 18 chitinases was divided into subfamily A and B, and 

Chi54 was classified as subfamily A. The MxYD motif at the C-terminal ends of 

β6-strands in the subfamily A was replaced by QxYN in the subfamily B. 

Among these amino acids, Y (Tyr348 of Chi54) was essential for chitinase 

activity, but M and D (Met346 and Asp349 of Chi54) not essential for chitinase 

activity. When the M and D were replaced with Q and N, their chitinase activity 

only decreased.

 2. Enhancement of chitinase activity by attachment of cellulose-binding domain

   The chitin-binding domain (ChBD) of Chromobacterium sp. chitinase gene 

(chi54) was classified as Type 3 (ChBD3), which has been generally found in 

bacterial chitinase. The ChBD3s were further divided into Group A and B, and 

Chi54 was classified as Group A(ChBD3a). Removal of ChBD3a in the chi54 

remarkedly decreased   the chitinase activity. However, their chitinase activities 

toward 4-MU-(GlcNAc)2, colloidal chitin and crystal chitin, and binding affinities 

to both chitin and cellulose were similar with each other, when the ChBD3a was 

replaced by a family II cellulose-binding domain (CBDIIa) of endoglucanase A 

from Cellulomonas fimi. chitinase, When the CBDII was constructed in upstream 

of chi54,  its chitinase activity and binding affinity increased. These results suggest 

that ChBD3a and CBDIIa have similar function and the chitinase activity and 

binding affinity are enhanced by double domain of ChBD3a and CBDIIa.
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 3. Changes of chitinase activity by attachment of catalytic domain

     The β-strands in catalytic domain (CatD) of Trichoderma harzianum P1 

chitinase gene (Thr-chia) were highly conserved with those of Chromobacterium 

sp. chitinase gene (chi54), but Thr-chia  did not have a ChBD. When CatD of 

Thr-chia  was constructed in downstream of ChBD of chi54, the chitinase activity 

increased as compared with that of Thr-chia. However, when CatD of Thr-chia  

was constructed in downstream of CatD of chi54, the chitinase activity decreased 

as compared with those of Thr-chia. and chi54.  These results indicate that 

addition of a ChBD(chi54) in a CatD (Thr-chia) increases chitinase activity, but 

addition of a ChBD (chi54) in two CatDs of chi54 and Thr-chia  decrease chitinase 

activity. On the other hand, the Thr-chia  was expressed but not secreted in E. 

coli. When the Thr-chia  was constructed in downstream of signal sequence and 

ChBD of chi54, the chitinase was secreted. This indicates that signal sequence of 

chi54 may secrete products of foreign gene in E. coli  

 4. Enhancement of chitinase activity by site-directed mutagenesis

    In experiments to find amino acids essential for catalysis of Chromobacterium  

sp. chitinase gene (chi54), we found that replacement of Thr218 by Ser(T218S) 

increases activity of chitinase(Chi54). Present study was conducted to find factors 

involved in the enhanced activity. The catalytic domain (CatD) of chi54  belong to 

subfamily A in a family 18 catalytic domain. The amino acid corresponding to 

Thr218 of chi54  was Thr in 22 chitinases, Ser in 5 chitinases and Ala in 5 

chitinases among 32 chitinases belong to subfamily A. Thus, Thr218 was replaced 

with Ser(T18S), Ala(T218A), Asp(T218D) and Glu(T218E). The highest chitinase 

activity was detected in supernatant culured for 5 days in parental strain, 6 days 

in T218S, 7 days in T218A, 9 days in T218D and T218E. The chitinase activity in 

maximum culture period was about 1.5 fold in T218S, but 1/2 in T218A, 1/5 in 

T218D and 1/3in T218E, compared with that of parental strain. The activity of 

purified chitinase was also 1.3 fold higher in T218S than in parental strain.
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III.  Strategy to practical use of chitinolytic microorganisms with 

excellent biocontrol ability

 1. Isolation and identification of antagonistic microorganisms.

   Two bacterial strains YC4194 and YC4233 were selected for the control 

of Pythium damping-off of cucumber. Two bacterial strains inhibited 

germination of cysts and formation of zoosporangia of Pythium 

aphanidermatum in vitro. They also inhibited growth of other plant 

pathogenic fungi and some Gram negative and positive bacteria. In vivo  

activities of a biocontrol agent for the control of Pythium damping-off of 

cucumber was better in YC4194. When two bacterial strains were treated 

together, the biocontrol ability decreased. Two bacterial strains YC4194 and 

YC4233 was identified as Bacillus stearothermophilus and  Brevibacillus 

brevis, respectively. 

 2. Biocontrol ability of antagonsic mcroorganism by formulation

   Incorporation of a bentonite and talc based formulation(10
9
cfu/g) of strain 

YC4194 to the nursery soils (10g/L soil) resulted in a significant (p=0.01) 

reduction in the disease severity of cucumber damping-off after inoculation 

with P. aphanidermatum. The control efficacy of strain YC4194 formulation 

was not different from that of the fungicides, dimethomorph, metalaxyl, 

ethaboxam. When the cucumber plants were transplanted to the soil 

inoculated with P. aphanidermatum zoospores, the strain YC4194 

maintained the high population density in rhizosphere soil upto 10
7
cfu/g.

 3. Biocontrol ability of soils containing antagonistic microorganisms and chitin

    In soil containing chitin, Trichoderma harzianum  maintained high population 

density in 30 days after inoculation, but population density of Chromobacterium  
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sp. decreased upto 5x10
2 
cfu/g. When the hot pepper and egg plants were 

transplanted to the soil containing chitin, antagonistic microorganismsms and 

Rhizoctonia solani,  diseased plant were 80-85% in antagonist nontreated pot, 

3-5% in transgenic T. harzianum, 8-13% in T. harzianum and 36-48% in 

Chromobacterium sp. treated pot.  When the hot pepper were grown in soil 

containing chitin and antagonistic microorganismsms, and then transplanted in 

field, diseased plat were 18% in nontreatment, 2% in treatment of T. harzianum 

and 7% in treatment of  Chromobacterium sp.   

 4. Biocontrol effect for plant grown by solid medium culture

     When Trichoderma harzianum was inoculated in the solid medium containing 

chitin, the population density increased in treatment of 1/10 chitin, maintained in 

treatment of 1/100 chitin and decreased in treatment of 1/1000 chitin. However, 

growth of tomato was delayed in treatment of 1/10 chitin. The bocontrol ability of 

Trichoderma harzianum against wilt of tomato was better in treatment of 1/100 

chitin than in 1/10 and 1/1000 chitin. Chromobacterium  sp. was not grown in 

general liquid medium of tomato, but was grown by addition of some chemicals. 

However, the bocontrol effect of Chromobacterium  sp against wilt of tomato was 

not observed, when the isolate was inoculated in the liquid medium.



- 19 -

CONTENTS

SUMMARY -------------------------------------------------------- 13

CONTENTS -------------------------------------------------------- 19

Chapter I.  Introduction --------------------------------------------- 23

  Section 1. Scope and objective of research ----------------------------- 23

  Section 2. Necessity of research -------------------------------------- 25

 

Chapter II.  Present situation of related techniques --------------------- 27

Chapter III.  Results of research ------------------------------------- 29

  Section 1. Development of transgenic microorganism with excellent biocontrol 

            ability against soil-borne plant pathogen ---------------------- 29

   1. Introduction ---------------------------------------------------- 29

   2. Materials and methods ------------------------------------------- 30

   3. Results and discussions ----------------------------------------- 37

    1) Introduction and expression of chitinase gene into Trichoderma sp ----- 37

    2) Introduction and expression of chitinase gene into Pseudomonas sp. ---- 47 

   4. Summary ----------------------------------------------------- 50

 Section 2. Development of gene with excellent chitinase activity ------------ 52

   1. Introduction --------------------------------------------------- 52

   2. Materials and methods ------------------------------------------ 52

   3. Results and discussions ------------------------------------------ 58

    1) Structure and function of chitinase gene --------------------------- 58



- 20 -

    2) Enhancement of chitinase activity by attachment of cellulose-binding

       domain ------------------------------------------------------ 69

    3) Changes of chitinase activity by attachment of catalytic domain ------- 75

    4) Enhancement of chitinase activity by site-directed mutagenesis -------- 81

   4. Summary ----------------------------------------------------- 89

 Section 3. Strategy to practical use of chitinolytic microorganisms with excellent 

           biocontrol ability ------------------------------------------- 92

   1. Introduction ---------------------------------------------------- 92

   2. Materials and methods ------------------------------------------ 92

   3. Results and discussions ----------------------------------------- 99

    1) Isolation and identification of antagonistic microorganisms ------------ 99

    2) Biocontrol ability of antagonsic mcroorganism by formulation -------- 109

    3) Biocontrol ability of soils containing antagonistic microorganisms and chitin 115

    4) Biocontrol effect for plant grown by solid medium culture ----------- 118

   4. Summary ----------------------------------------------------- 122

Chapter IV. Attainment of research objective and contribution to related 

             fields -------------------------------------------------- 125

Chapter V. Plan for application of research results ------------------- 129

Chapter VI. Information received at abroad -------------------------- 131

Chapter VII.  References -------------------------------------------- 133



- 21 -

목        차

제 출 문 ----------------------------------------------------------- 1

요 약 문 ------------------------------------------------------------ 3

SUMMARY ---------------------------------------------------------- 13

CONTENTS -------------------------------------------------------- 19 

 

제 1 장   연구개발과제의 개요 -----------------------------------------23

  제 1 절  연구개발의 목적 및 범위 ------------------------------------ 23

  제 2 절 연구개발의 필요성 ------------------------------------------ 25

제 2 장   국내외 기술개발 현황 --------------------------------------- 27

  

제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과 ----------------------------------- 29

  제 1 절. 토양전염성병 억제력이 증가된 형질전환 chitin분해미생물의 개발 ---- 29

   1. 서 설 -------------------------------------------------------- 29

   2. 연구수행내용 및 방법 ------------------------------------------- 30

   3. 연구결과 및 고찰 ----------------------------------------------- 37

    가. chitinase유전자를 Trichoderma spp.에 도입, 발현 ------------------- 37

    나. chitinase유전자를 Pseudomonas sp.에 도입, 발현 ------------------- 47

   4. 결과 요약 ---------------------------------------------------- 50



- 22 -

  제 2 절. chitinase활성이 증가된 유전자의 개발 -------------------------- 52

   1. 서 설 -------------------------------------------------------- 52

   2. 연구수행내용 및 방법 -------------------------------------------- 52

   3. 연구결과 및 고찰 ----------------------------------------------- 58

    가. chitinase유전자 domain의 구조 및 기능 ---------------------------- 58

    나. cellulose-binding domain의 첨가에 의한 chitinase의 활성 증가 --------- 69  

    다. catalytic domain의 첨가에 의한 chitinase활성의 증가 ---------------- 75

    라. site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 의 활성 증가 ------------- 81

   4. 결과 요약 ----------------------------------------------------- 89

  제 3 절. 토양전염성병 억제력이 우수한 chitin분해미생물의 실용화 ---------- 92

   1. 서 설 -------------------------------------------------------- 92

   2. 연구수행내용 및 방법 ------------------------------------------- 92

   3. 연구결과 및 고찰 ----------------------------------------------- 99

    가. chitin분해력을 지닌 길항미생물의 분리, 동정 ----------------------- 99

    나. 길항 미생물의 제제화에 의한 병 방제효과 ------------------------ 109

    다. 길항 미생물과 chitin을 첨가한 상토에 의한 병 방제 효과 ------------ 115  

    라. 양액재배작물의 병 방제 효과 ----------------------------------- 118

   4. 결과 요약 ---------------------------------------------------- 122

제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도 --------------------------- 125

 

제 5 장   연구개발결과의 활용계획 ------------------------------------- 129

제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보 --------------------- 131

제 7 장   참고문헌 ------------------------------------------------- 133

   



- 23 -

제 1 장  연구개발과제의 개요

 제 1 절  연구개발의 목적 및 범위

  1. 연구개발의 목적

    chitinase유전자를 현재 미생물농약으로 개발, 시판되고 있는 길항미생물에 도입, 

발현시켜서 모균주보다 병 방제효과 및 대상 병원균의 범위가 더 우수한 형질전환 길

항 미생물을 개발하고, chitinase유전자를 변형시켜서 chitinase 활성 및 병억제력이 

증대된 유전자를 개발하며, 육묘용상토나 양액재배의 배양토에 chitin과 chitin분해미

생물을 첨가하여 시설하우스재배작물의 토양전염성병을 효과적으로 방제하는데 목적

이 있다.

  2. 연구개발의 범위

   가. 토양전염성병 억제력이 증가된 형질전환 chitin분해미생물의 개발: 

    1) chitinase유전자를 Trichoderma spp.에 도입, 발현 :   Chromobacterium  sp. 

chitinase유전자 (chi54) 를 T. harzianum에서 유래한 ech42 와 nag1  promoter 및 

signal sequence에 구축, Trichoderma harzianum  p1 에 형질전환시켜 생산된 

chitnase의 활성 및 특성을 조사한다. 

    2) chitinase유전자를 Pseudomonas  sp.에 도입, 발현 :  Pseudomonas sp.에서 

외래 유전자를 발현한 것으로 보고된 벡터 (pMEFE1) (19) 에 chi54  를 구축,  

Pseudomonas putida 에 형질전환시킨 후, 생산된 chitinase의 활성 및 병원균 억

제력을 조사한다. 

   나. chitinase활성이 증가된 chitinase 유전자의 개발

    1) chitinase유전자 domain의 구조 및 기능 : chi54  내에 존재하는 각 domain의 
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아미노산 서열을 다른 chitinase들과 비교, 분석하고, deletion mutagenesis에 의해

서 그들의 기능을 조사하며, site-directed mutagenesis에 의해서 catalysis에 필수

적인 아미노산을 조사, 분석한다.

    2) cellulose-binding domain의 첨가에 의한 chitinase의 활성 증가 : chi54 의 

chitin-binding domain (ChBD)을 Cellulomonas fimi endoglucanase A의 

cellulose-binding domain (CBD) 으로 대체하거나, 그 ChBD앞에 CBD를 부착하여 

생산된 chitinase의 활성 및 기질 결합능력을 조사한다.

    3) catalytic domain의 첨가에 의한 chitinase활성의 증가 : chi54의 ChBD뒤 혹은 

catalytic domain (CatD) 뒤에 Trichoderma harzianum P1 chitinase유전자 

(Thr-chia)의 CatD를 부착하여 생산된 chitinase의 활성을 조사한다.

    4) site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 의 활성 증가 : chi54의 Thr218를 

Ser, Ala, Asp 및 Glu 로 대체한 다음 생산된 chitinase의 활성을 조사한다.

  다. 토양전염성병 억제력이 우수한 chitin분해미생물의 실용화 

    1) chitin분해력을 지닌 길항미생물의 분리, 동정 : 모 잘록병균 P. 

aphanidermatum을 잘 억제할 수 있는 chitin분해미생물을 분리, 동정한다.

 

    2) 길항 미생물의 제제화에 의한 병 방제효과 : P. aphanidermatum  에 길항력이 

우수했던 Bacillus stearotheromophilus를 제제화하여 병 방제효과 및 보관상 안전

성등을 조사한다.

 

    3) 길항 미생물과 chitin을 첨가한 상토에 의한 병 방제 효과 :  chitin과 T. 

harzianum 혹은  Chromobacterium sp.를  첨가한 상토에 고추를 파종, 육묘한 다

음 본답에 이식하여 병 방제효과를 조사한다.

  

    4) 양액재배작물의 병 방제 효과 : 양액재배용 배양토에 chitin 과 Trichoderma 
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harzianum 처리하고, 배양액에 chitin과 Chromobacterium  .sp.를 처리하여 토마토 

시들음병의 방제효과를 조사한다.

 제 2 절 연구개발의 필요성

   1. 기술적 측면

     chitinase는 식물병원진균의 세포벽 주요 구성성분인 chitin을 분해하여 식물병을 

억제하는 효소로 알려져 있고, chitinase를 많이 분비하는 미생물은 병원균 억제력이 

더 큰 것으로 알려져 있다. 이것은 chitinase유전자를 다른 길항미생물에 도입, 발현시

켜 chitinase를 더 많이 분비하게 한다면, 병원균 억제력이 더 높아질 거라는 것을 암

시한다. 또한, 여러 유전자중에서 chitinase 활성이 더 높은 유전자를 도입, 발현시킨

다면 병 억제효과가 더 증가할 것이다. 병원균 억제력이 높은 균주의 개발은 미생물

농약의 개발에 가장 시급히 요구되는 과제중의 하나이다. 또한, 성공적인 방제를 위해

서는 처리된 길항미생물이 오랬동안 생존할 수 있어야 하는데, 이 문제는 chitin의 첨

가에 의해서 해결될 수 있으리라 생각된다. 따라서, 이번 연구는 토양전염성병의 성공

적인 생물적 방제체계를 확립하기 위해서 반드시 필요한 과제중의 하나라고 생각된

다.

   

  2. 경제․산업적 측면

   최근 미국 굴지의 농약회사들이 미생물농약 개발에 본격적인 투자를 하기 시작하

고, 일본의 농약회사들도 투자할 필요성을 느끼고 있다. 이것은 미생물농약에 대한 

필요성이 점차 증대되고 상업화에 성공할 수 있는 가능성이 높아지고 있다는 것을 나

타낸다. 미국의 시장조사회사에 의하면 2,000년 미국의 생물농약 판매고는 5억불 (농

약전체의 11% 수준) 내지 10억불 정도가 될 것으로 예측하고 있고, 전세계적으로는 

60억불 내지 70억불정도로 예상하고 있다. 따라서, 본 연구에서 개발된 우수한 형질전

환 균주들은 미생물농약으로 개발될 수 있고, chitinase유전자들은 다른 식물에 발현

시켜 병저항성 품종 육종에 활용될 수 있으리라 생각된다. 한편, chitin과 chitin분해미

생물을 첨가한 육묘용 상토나 배양토는 시설재배 작물의 토양전염성병 방제에 이용

될 수 있으리라 생각된다.
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  3. 사회․문화적 측면

   1960년대 이후 고도 성장기에 접어들면서 농업의 화학화 (비료나 농약) 가 강력히 

추진되면서 급격한 식량증산에 기여한 공로는 누구나 인정할 것이다. 그러나 이러한 

계속적인 화학농법은 환경오염과 식품의 안정성에 대한 문제가 대두되게 되었다. 따

라서 일본, 미국, EC(유럽공동체)등에서는 환경보전과 식품의 안정성확보에 중점을 둔 

새로운 공동체정책을 책정하 으며, 우리나라 농수산부에서도 농정 4대 방향중의 하

나로 “지속적 농업과 환경보전”을 들고 있다. 더욱이, 현대병으로 불리어지고 있는 심

장병이나 각종 암등이 식생활과 관계가 있다는 정보가 나옴에 따라 화학농법에 대한 

비판의 소리가 더욱 높아져 가고 있다. 이제는 화학비료나 농약을 사용하지 않고 농

업의 생산성을 유지할 수 있는 농사를 지어야만 할 시기에 와 있다. 
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제 2 장  국내․외 기술개발 현황

제 1 절 토양전염성병 억제력이 증가된 형질전환주의 개발 

  1. chitinase유전자를 Trichoderma spp.에 도입, 발현 

     Haran등 (15) 은 S. marcescens의 chitinase유전자를 35S constitutive promoter

에 구축, T. harzianum에 도입, 발현시켰고, Zeilinger등 (55) 은 T. harzianum 

chitinase유전자로부터 외래 유전자를 발현시킬 수 있는 ech42  및 nag1  promoter를 

개발하 다. 35S promoter는 바이러스에서 유래되었기 때문에, 이번 연구에서는 T. 

harzianum 에서 유래된 ech42  및 nag1  promoter를 이용하 고, 또한 발현된 

chitinase를 분비시키기 위하여 signal sequence를 부착하여 형질전한시켰다. 

  2. chitinase유전자를 Pseudomonas sp.에 도입, 발현

     Serratia  marcescens의 chitinase유전자를 E. coli에 도입, 발현시켰을 경우 생

물적 방제능력을 지니는 것으로 보고 (44) 된 이래, Sitrit등 (45) 은 알팔파뿌리혹세

균인 Rhizobium meliloti에 도입, 발현시켜 Rhizoctonia solani를 억제하는 형질전환

균주를 얻었다. 저희는 Pseudomonas spp.에서 외래 유전자를 발현시켰다는 

pMEFE1 벡터 (19) 에 chitinase유전자를 구축, 현재 생물적방제원으로 이용되고 있

는 Pseudomonas spp.에 도입, 발현시켜 모균주보다 더 높은 병억제력을 지닌 형질

전환균주를 얻었다. 

제 2 절  chitinase활성이 증가된 유전자의 개발

  1. chitinase유전자 domain의 구조 및 기능 

     chitinase 유전자는 다양한 생물로부터 분리되어져 오고 있고(10, 46, 53, 58), 최

근에는 그들 domain의 구조 및 기능을 구명하려는 연구가 활발히 이루어지고 있다. 

현재, 몇몇 chitinase에서 chitin-binding domain의 구조 및 기능 (57, 60, 63, 65), 

catalytic domain의 구조와 그에 관련된 주요 아미노산이 밝혀졌다 (61, 62, 66). 이번 

연구에서는 Chromobacterium sp. chitinase유전자의 domain 구조와 기능을 를 기 보

고된 chitinase들과 비교, 분석하고, 각 domain에 필수적인 아미노산등을 site-directed 

mutagenesis에 의하여 구명하 다.
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  2. cellulose-binding domain 의 첨가에 의한 chitinase의 활성 증가

     chitin-bindng domain (ChBD) 은 chitin에의 결합 뿐만 아니라 insoluble chitn의 

분해에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (65). Limon 등 (64) 은 catalytic 

domain만으로 이루어진 T. harzianum  의 chitinase유전자에 ChBD 혹은 

cellulose-binding domain(CBD)을 결합시켰을 경우 기질 결합능력 및 chitinase활성

이 증가되었다고 보고하 다. 저희 연구에서는 ChBD와 catalytic domain으로 이루어

진 Chromobacterium sp. chitinase유전자 앞쪽에 CBD를 부착하여 기질 결합능력 및 

chitinase활성을 증가시켰고, 또한 type 3 의 ChBD 와 family II의 CBD는 아미노산 

서열이 서로 다르지만, 기질 결합능력 및 chitinase활성에 대한 그들의 기능이 비슷하

다는 것을 밝혔다. 

   

  3. Site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 의 활성 증가 

     하나의 아미노산을 변경해서 chtinase활성이 증가되었다는 보고는 없다. 

제 3 절  토양전염성병 억제력이 우수한 chitin분해미생물의 실용화 

  1. chitin분해력을 지닌 길항미생물의 분리, 동정 및 병억제 효과  

     chitin분해미생물들은 식물병원진균 세포벽의 주요 구성성분인 chitin을 분해하여 

식물병을 억제하는 것으로 알려져 있다 (4, 12, 31, 32, 46, 48, 51). 특히, T. 

harzianum의 chitinase특성 및 생물적 방제에 대해서는 미국 Cornell대학교의 Harman 

group (6, 12, 13, 14, 16, 22-27, 43, 47) 에 의해서 많이 연구되었고, Serratia  

marcescens에 대해서는 이스라엘의 Chet group (4, 15, 22, 31, 45, 46) 과 미국 

Advanced Genetic Sciences사의 Jones등, Monsanto사의 Fuchs등 (10) 에 의해서 많

이 연구되었다. 국내에서는 본과제의 책임자들에 의해서 연구가 이루어져 오고 있고, 

이번 연구에서 오이 모잘록병에 방제효과가 우수한 새로운 chitin분해미생물들을 분

리하 다. 

  2. chitin과 chitin분해미생물이 첨가된 육묘용 상토 및 배양토에서의 토양전염성병 

방제효과  

    토양에 chitin을 처리하여 토양전염성병을 방제했다는 보고가 있지만, 이번 연구

에서 처럼 육묘용 상토나 양액재배의 배양토에 chitin과 chitin분해미생물을 처리하여 

토양전염성병을 방제했다는 보고는 없다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

 제 1 절. 토양전염성병 억제력이 증가된 형질전환 chitin분

해미생물의 개발

  1. 서 설

     식물병원진균 세포벽의 주요 구성성분인 chitin을 분해할 수 있는 chitinase 유전

자를 다른 미생물에 도입, 발현시켜 병억제력이 증가하 다는 보고 (15, 45), 식물체

에 도입, 발현시켜 병저항성을 나타냈다는 보고 (1, 3, 18, 41) 등이 계속 나오고 있

다. 식물병원균의 억제에는 여러 종류의 항균물질 및 β-1,3-glucanase 등도 관여되

는 것으로 알려져 있지만, 항균물질은 여러 유전자가 관여되어 합성되고, β

-1,3-glucanase는 병억제력이 낮기 때문에, chitinase에 대한 연구가 상대적으로 더 

많이 수행되어 지고 있다.

    최근 저희는 많이 알려진 chitinase들 보다도 병억제력이 더 우수하고 (35), 지금

까지 보고된 chitinase들 보다도 훨씬 더 염기성인 chitinase 유전자 (39) 를 

Chromobacterium sp.으로부터 분리하 고, chitinase생산능력이 높을수록 병억제력이 

더 증가한다는 것을 발견하 다 (38). 또한, 항균물질과 효소들이 상호 복합적으로 

작용하 을 경우 (6, 24, 25) 나 특성이 다른 chitin분해효소들이 상호 복합적으로 작

용하 을 경우 (22, 23) 에는 병억제력이 훨씬 더 증가 (협력작용) 하는 것으로 알려

져 있다. 이것은 chitnase유전자를 항균물질이나 chitnase를 생산하는 다른 길항균에 

도입, 발현시킨다면, 병억제력이 훨씬 더 증가할 수 있다는 것을 암시한다. 

    이 연구에서는 chitinase를 생산하는 Trichoderma harzianum  과  항균물질을 생

산하는 Psedmonas putida 에 chitinase유전자를 도입, 발현시켜서 기존의 균주보다 

병억제력이 증가된 균주를 선발하려고 실시되었다. 
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  2. 연구수행내용 및 방법

   

  가. chitinase유전자를 Trichoderma spp.에 도입, 발현  

      chitinase유전자를 이태리 Naples 대학교의 Dr. Lorito가 개발한 형질전환용 벡

터에  ech42 promoter 및 signal sequence, nag1  promoter 및 signal sequence와 

chitinase유전자를 구축, Trichoderma harzianum  에 형질전환시켰다. 

   1) chitinase유전자를 T. harzianum의 형질전환용 벡터에 구축 : 형질전환용벡터 

(pRLMEX30) 에 T. harzianum 의 프로모터 및 signal sequence와 chitinase유전자

를 다음과 같이 구축하 다.

   가) vector DNA의 조제 : pRLMEX 30 을 alkaline-lysis/PEG treatment법에 의해

서 E. coli 로부터 분리 및 정제후, 제한효소로 처리하고 전기 동하여 원하는 플라

스미드를 gel 로부터 추출하 다.

  

   나) insert DNA의 조제 : chitinase유전자를 지니고 있는 플라스미드벡터 

(pBKCHIA)는 alkaline-lysis/PEG treatment법, T. harzianum 의 염색체 DNA는 

CTAB법에 의해서 분리, 정제후, 다음과 같이 PCR을 실시하여 제한효소 site을 만들

었다. 

    (1) 프라이머 합성 : T. harzianum의 염색체 DNA로부터 제한효소 site을 포함한 

nag1, ech42  프로모터 및 signal sequence와 pBKCHIA로부터 상응하는 제한효소 

site을 포함한 chitinase유전자를 얻기 위한 프라이머는 다음과 같다.  

     (가) nag1  프로모터 및 signal sequence에 XhoI 과 XbaI site 포함 :

   nagF: 5'-CCA CAG TCA GCA CTC GAG TGA TAT GGC CGT-3', XhoI site 

   nagR: 5'-CTT CTG GGG GAT TCT AGA CAG CGC ATT TGC-3', XbaI site  

     (나) chitinase유전자에 XbaI 과 NsiI site포함 

   chiaF1: 5'-AGA ATT GAG GAG TCT AGA ATG TCG AAA CTT TCG-3'   

          XbaI site, chitinase유전자의 프로모터 및 signal sequence 포함 

   chiaF2: 5'-AGC GCG GCG GCG TCT AGA GCG CCG GCC TGC AGC-3' 

            XbaI site, chitinase유전자의 mature protein부위만 포함   
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   chiaR: 5'-ATA GCG GCT ATG CAT TTA CTT CAG CGG CGA-3', NsiI site

     (다) ech42  프로모터 및 signal sequence에 XhoI 과 NheI site포함   

   echF: 5'-ATG GTG AAG TGC TCG AGA GGA TAA CGG AGC-3', XhoI site 

   echR: 5'-GTT TGC GTA TCC GCT AGC TCT CTT CTC AAC-3', NheI site

     (라) chitinase유전자에 NheI과 NsiI site포함 

   chiaF1-1: 5'-AGA ATT GAG GAG GCT AGC ATG TCG AAA CTT TCG-3'

             NheI site, chitinase유전자의 프로모터 및 signal sequence 포함 

   chiaF2-1: 5'-GCG GCG TTC GCC GCT AGC GCC TGC AGC GCG TGG-3' 

             NheI site, chitinase유전자의 mature protein만 포함, 

   chiaR: 5'-ATA GCG GCT ATG CAT TTA CTT CAG CGG CGA-3', NsiI site   

 

    (2) PCR 실시 : chitinase유전자의 증폭은 94 ℃에서 5분동안 변성시킨 다음, 94 

℃에서 1분, 55 ℃에서 1.5분, 72 ℃에서 2분동안 35 cycle을 거친후 72 ℃에서 7분동

안 두었고, 프로모터 및 signal sequence는 94 ℃에서 5분동안 변성시킨 다음, 94 ℃

에서 1분, 53 ℃에서 1.5분, 72 ℃에서 3분동안 35 cycle을 거친후 72 ℃에서 7분동안 

두었다.

    (3) PCR산물의 정제 : PCR 산물은 UltraClean PCR Clean-Up DNA Purification 

Kit (Mo-Bio, USA )을 이용하여 정제하 다.

  다) ligation 및 형질전환 : 정제된 PCR산물은 제한효소로 절단하여 벡터에 ligation

되었고 E. coli  JM 109에 형질전환시켰다.

    (1) Nag1 및 signal sequence에 chitinase유전자 구축: pRLMEX30 의 ppki1 부위 

(XhoI 과 XbaI site)에 Nag1 프로모터 및 signal sequence를 ligation 및 형질전환시

킨 다음, signal sequence의 XbaI site와 terminal sequence의 NsiI site에 chitinase

유전자를  ligation 및 형질전환시켰다.  

    (2) ech42 프로모터 및 signal sequence에 chitinase 유전자 구축 : ech42 프로모

터에는 XbaI site가 존재하 기 때문에, 증폭된 ech42 프로모터 및 signal sequence

와 chitinase 유전자를  NheI으로 절단, ligation시켜 PCR에 의해서 증폭한 다음,  

XhoI 과 NsiI 으로 절단하여 pRLMEX30 의 XhoI 과 NsiI site에 ligation 및 형질전

환시켰다.  
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  2) chitinase유전자를 Trichoderma spp.에 형질전환 

  가) 원형질체의 조제

   (1) Trichoderma의 배양 : PDA 배지위에 cellophane disks를 올려놓고 포자현탁액 

(10
9
/ml)을 접종, 30 ℃에서 20-24시간 배양후 cellophane disks를 protoplast solution

에 넣고 30 ℃에서 3시간 30분동안 두었다.

   (2) 원형질체의 정제 : cellophane disks를 Solution A에 옮겨서 균사의 붕괴 및 원

형질체의 방출을 위하여 서서히 pippetting하고 현탁액을 effendorf tube 내의 glass 

wool funnel을 통과 (약 50ml) 하여 swing-out rotor의 2000 rpm, 4 ℃에서 원심후, 

pellet (원형질체)에 Solution B 4ml를 넣고 현탁하여 현미경하에서 원형질체의 농도, 

질 및 형태등을 조사하여 이용하 다.

   # Solution A : 100mM KH2PO4

                  1.2 M sorbitol

                  KOH를 이용하여 pH 5.6으로 조정 --> Autoclave

   # Solution B : 10 M Tris. HCl

                 50mM CaCl2

                 1 M sorbitol

                 HCl을 이용하여 pH 7.5로 조정 --> Autoclave

   # Protoplasting solution : Novozyme 234 5mg을 Solution A 1ml에 용해 --> 

filter sterilization (0.2um)

  나) Trichoderma sp. 에 형질전환 : Falcon tube (15ml) 에 protoplast suspension 

(10
7
-10

8
 protoplasts)  200ul, ligated DNA 5ug, pHAT@ 10ug 및 PEG buffer 50ul

를 넣고, 얼음속에서 20분 정치후,  PEG buffer 2ml를 첨가하고 상온에서 10분 두었

다. 여기에 Solution B 4ml 첨가후 서서히 혼합하여 여러 농도를 overlay medium 

(49 ℃)의 4ml에 첨가후 간단히 흔들어 bottom medium위에 붓고, 30 ℃에서 3일 배

양후 형질전환주를 선발하 다.
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   # PEG buffer :       25% polyethylene glycol #6000

                        10mM Tris. HCl

                        50mM CaCl2

                       HCl을 첨가하여 pH 7.5로 조종후 filter sterilization

   # Bottom medium :   39g PDA (1L 용)

                        1.2M sorbitol

                      Autoclave후 49 C로 식혀서 100ug/ul Hygromycin B를 첨가  

   # Overlay medium :   39g PDA (1L 용)

                        1.2M sorbitol

                      Falcon tube(15ml)에 4ml씩 넣고 Autoclave후 49 C로 식

                      혀서 100ug/ul Hygromycin B를 첨가  

  다) 형질전환주의 선발 : 선발된 형질전환주는 새로운 PDA+hygromycin 100ppm배

지에 옮겨서 포자를 형성시킨후, 포자현탁액을 만들어 선택배지 (PDA+hygromycin 

100ppm 배지에 0.1% TritonX-100 100ul를 첨가하여 도말후 풍건) 도말, 단콜로니를 

PDA배지에 옮긴후 포자를 채취하여 다시 선택배지에 도말하 다. 안정한 형질전환

주를 얻기 위해서 PDA배지와 선택배지에 3번 번갈아 가면서 계대 배양하 다.      

  3) 형질전환 Trichoderma harzianum의 chitinase생산능력

    형질전환주를 hygromycain이 첨가된 PDA배지에서 28 C, 7일간 배양 후 형성된 

포자현탁액 (10
8
/ml) 500ul를 MRM(Modified Richard`s Medium)과 

TMM(Trichoderma Mineral Media)의 50㎖에 접종하 다. TMM배지는 증류수 1l에  

lactose 5g, glucose 1g, (NH4)2SO4 5g, KH2PO4 15g,  stock salt solution 5㎖, 

MgSO4 0.6g,  CaCl2 0.6g을 첨가하고 pH 5.5를 조정한 다음, cellulose 10g을 첨가하

는데, stock solution은 증류수 500㎖ 에 FeSO4․7H2O 0.5g, MnSO4․H2O 0.16g, 

ZnSO4․7H2O 0.14g, CoCl2 0.2g을 포함하고 있다. MRM 배지는 850㎖에 KNO3 10g, 

KH2PO4 5g, MgSO4․7H2O 2.5g, FeCl3 2g, 1% insoluble polyvinylpyrollidone와 150
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㎖의 V8 Juice(Campbell Soup CO. Camden, NJ)를 첨가하여  pH 6.0으로 조정한 다

음, crab shell chitin(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 10g을 첨가하 다.

    접종균주는 28 C, 200rpm에서 배양하여 매일 배양여액에 대한 chitinase활성을 

측정하 다. chitinase활성 측정은 methylumbelliferyl b-D-N,N'-diacetylchitobioside 

4-MU-(GlcNAc)2 ; Sigma, USA〕와  colloidal chitin 을 기질로 이용하 다. 

4-MU-(GlcNAc)2을 이용하 을 경우에는 0.1mM의 기질과 20mM sodium acetate 

buffer (pH 5.0) 에 용해된 효소액을 포함한 반응액 (0.1ml) 을 37
o
C 에서 10분간 반

응시킨 후, 360nm의 excitation과 440nm의 emission (Bio-teck FLX-8000)에서 방출

된 4-methylumbelliferone(4-Mu)의 량을 조사하 다. 기질로부터 효소 1µl 당 

1µmole의 4-Mu를 방출하는데 필요한 효소의 량을 1 unit으로 하 다.. 배양여액의 

단백질 농도는 protein assay kit (Bio-Rad)를 이용해서 측정하 다.

  4) SDS-PAGE 후의 chitinase활성 검출

    Discontinuous sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE)는 Laemmli의 방법에 의해서 8% polyacrylamide gels에서 실시되었다. 

효소액은 30%(W/V) sucrose, 250mM Tris-HCL(pH 6.8)에 5.0% (W/V) SDS, 

0.02% (W/V) bromophenol blue와 동량으로 혼합되었고, 효소의 실활을 방지하기 위

하여 2-merchatoethanol은 첨가되지 않고 boiling도 하지 않았다.  전기 동 후, 

Haran 등의 방법에 의해서 gel에 casein-EDTA를 첨가하여 효소에 결합되어 있는 

SDS를 제거하고, 그 gel 위에 4-methylumbelliferyl-β-D-N,N'-diacetylchitobioside

를 함유한 1% agarose solution을 붓고, UV lamp하에서 형광색소를 나타내는 밴드

를 조사하 다. silver nitrate염색에 의해서 나타난 단백질 밴드들의 분자량은 Silver 

Stain SDS-PAGE standards, low range(Bio-Rad)을 이용하여 추정하 고. 형광색소

를 나타낸 밴드의 분자량 및 크기는 silver nitrate염색에 의한 밴드와 비교, 분석되었

다.

  5) Chitinase유전자의 도입여부 및 도입된 copy수

   형질전환 Trichoderma harzianum 의 염색체 DNA를 분리하여 PCR에 의해서 프

로모터, signal sequence 및 chitinase유전자를 지닌 형질전환주들을 선발하 다. 도

입된 copy수는  Southern Blot Hybridization(ECL direct nucleic acid labelling and 
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detection systems kit)에 의해서 조사되었다. probe로 이용될 DNA는 PCR에 의해 

증폭되어진 chi54  chitinase gene을 이용되었는데, labelling은 5분간 boiling하여 

DNA를 1가닥으로 변성시킨 다음 5분간 얼음에 방치하여 변성된 DNA를 고정시키고 

probe solution, labelling solution을 첨가하여 37℃에서 10분 정치시켰다. 야생형 및 

transgenic T. harzianum의 DNA는 E.coRI에 의해 절단, 전기 동 사진촬  후 

southern의 방법에 의해서 nitrocellulose membrane filter에 transfer 시켰다. 전이된 

membrane은 80℃에서 건조시켜 DNA를 membrane에 완전 부착시키고, ECL의 방법

에 의해 42℃에서 1시간 pre-hybridization과정과 overnight hybridization 시켰으며 

membrane을 blot washing 과정을 거친 후 UV에서의 chemiliuminescence 반응에 

의해 DNA밴드를 검출하 다.

나. chitinase유전자를 Pseudomonas sp. 에 도입, 발현  

     Ishihara 등(19) 의 플라스미드벡터 (pML122) 에 Chromobacterium  sp.의 

chitinase유전자를 구축, Pseudomonas putida 에 발현시켰다. 

 1) chitinase유전자를 형질전환용 벡터에 구축 :  pML122 의 제한효소 site에 

chitinase유전자를 ligation시킨후 E. coli에 형질전환시키고 colony PCR에 의해서 

chitinase유전자를 함유한 E. coli를 선발하 다.      

  가) vector DNA (pML122)의 조제 : alkaline-lysis/PEG treatment법에 의해서 E. 

coli로부터 플라스미드를 분리 및 정제하여 HindIII로 절단 및 calf intestine 

phosphatase를 처리, 전기 동후 gel로부터 추출하 다.

  나) insert DNA (chitinase gene)의 조제 : chitinase유전자를 지니고 있는 플라스미

드벡터 (pBKCHIA) 를 alkaline-lysis/PEG treatment법에 의해서 분리, 정제후, 다음

과 같이 PCR을 실시하여 제한효소 site을 만들었다. 

   (1) 프라이머 합성 : chitinase gene의 양쪽 끝에 HindIII site을 만들기 위한 

primer는 다음과 같다

   

   chiaF-1: 5'-CAC TAG TGG ATC ACT GAC AAG CTT GAG GAG GTC
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              CGA ATG-3', chitinase유전자의 프로모터 및 signal sequence 포함 

   chiaF-2: 5'-GCT GGC TTG TTG TTG AGC AAG CTT GCG GCG GCG

              TTC GCC-3', chitinase유전자의 mature protein부위만 포함  

   chiaR-2: 5'-GCG TGA CGG GGG CAT CGA AAG CTT GCT GTT GTA      

              AGA ACC-3'

 

   (2) PCR 실시 : 94 ℃에서 5분동안 변성시킨 다음, 94 ℃에서 1분, 55 ℃에서 1.5

분, 72 ℃에서 2분동안 35 cycle을 거친후 72 ℃에서 7분동안 두었다.

   (3) PCR산물의 정제 : PCR 산물은 UltraClean PCR Clean-Up DNA Purification 

Kit (Mo-Bio, USA )을 이용하여 정제하 다.

  다) insert와 vector DNA의 ligation : 정제된 PCR산물은 HindIII 로 절단하여 

HindIII 절단 및 calf intestine phosphatase를 처리된 벡터에 ligation시켰다.

  라) ligation된 DNA를 E. coli  JM109 에 형질전환 : ligation된 DNA를 E. coli  

JM109 에 형질전환시킨후 kanamycin함유 LB배지에서 형질전환균주를 선발하고, 

colony PCR에 의하여 insert DNA를 지닌 형질전환균주를 1차 선발하여 플라스미드 

DNA를 HindIII로 절단, 전기 동후 insert DNA의 크기를 확인하 다.

  마) 재조합 DNA를 E. coli  S-17에 형질전환 : 형질전환 E. coli  JM109로부터 플라

스미드를 분리, 정제후, 상기에서와 동일한 방법으로 E. coli  S-17에 형질전환시켰다.

  바) E. coli S-17에 도입된 chitinase gene의 발현 확인 : 형질전환균주를 1/2LB + 

chitin 배지에 접종하여 halo zone (chitin분해) 형성여부를 확인하 다.

  2) chitinase유전자를 Pseudomonas putida 에 도입 

 

   가) conjugation에 의한 도입 : E. coli S-17의 재조합 플라스미드를 

Pseudomonas putida  에 도입하기 위하여 P. putida 는 LB+rifampicin 25ppm, E. 

coli S-17 은 LB+kanamycin 25ppm에서 하룻밤 배양되었다. 각각의 배양액은 1 : 2
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로 혼합하여 원심분리에 의해서 농축하고, 농축액 10ul를 LB 배지에 접종, 풍건하

다. 접종된 LB 배지를 30 ℃에서 8시간 배양후 콜로니를 멸균수에 현탁, LB + rif + 

km 배지에 도말, 형성된 콜로니의 특성을 조사하 다.

 

   나) chitinase유전자의 도입여부 확인 : 형질전환 균주로 부터 DNA를 추출하여 

PCR, Southern blot hybridization 방법을 이용하여 유전자의 도입여부를 조사하

다.  

다. 형질전환균주가 생산하는 chitinase의 특성 및 항진균성 

 1) 배지위에서의 키틴 분해력  

     chitin을 함유한 1/2 LB배지위에 chitinase유전자를 지닌 E. coli를 접종후 28 

℃, 4-5일간 배양하여 형성된 halo zone을 조사하 다.

 2) 배지위에서의 항진균활성  

    토양전염성 병원균인 Rhizoctonia  solani, Pythium  ultimum의 균사 생장 억제 

능력을 조사하 다. 즉 5일 배양한 병원균의 균사 절편 (직경 0.5cm) 을  Potato 

Dextrose Agar (PDA) 중앙에 접종하고, 가장자리의 4부위에  길항세균을 접종후 

28 ℃, 4-5일간 배양하여 세균과 병원균 균사의 사이에 형성된 억제대의 크기를 조

사하 다.

3. 연구결과 및 고찰

가. chitinase 유전자를 Trichoderma  spp.에 도입, 발현

 1) 형질전환용 벡터에 프로모터, signal sequence 및 chitinase유전자의 구축

  가) 플라스미드 및 염색체 DNA의 분리, 정제 및 확인 :  chitinase유전자를 지니고 

있는 플라스미드벡터 (pBK-chi54), T. harzianum 에서 외부 유전자를 발현할 수 있
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는 플라스미드벡터 (pRLMEX30), 그리고  T. harzianum의 염색체 DNA를 분리, 정제

하여 전기 동에 의해서 확인하 다(Fig. 1).

  나) T. harzianum의 프로모터 및 signal sequence 의 증폭 : T. harzianum의 염색

체 DNA로부터 Nag1 프로모터 및 signal sequence를 94 ℃에서 5분동안 변성시킨 

다음, 94 ℃에서 1분, 53 ℃에서 1.5분, 72 ℃에서 3분동안 35 cycle을 거친후 72 ℃

에서 7분동안 두었을 경우에 증폭되었고, 특히 template DNA를 잘 희석하 을 경우

에만 증폭되었다 (Fig. 2). 

  다)  형질전환용벡터 (pRLMEX30)에 Nag1 프로모터, signal sequence 및 chitinase 

유전자의 구축 

   (1) 형질전환용 벡터 (pRLMEX30) 의 특성 : 형질전환용 벡터는 약 5.5 kb의 크기

인데,  XhoI과 XbaI 에 의해서 Trichoderma ressei의 cellulase 유전자 프로모터 

(ppki1), 그 아래 쪽의 XbaI과 NsiI 사이에 hygromycin 저항성유전자(shph), 그리고 

그 아래쪽의  NsiI과 HindIII 사이에 cellulase 유전자의 터미네이터(tcbh2) 가 들어 

있다 (Fig. 3C). 이 벡터의 ppki1 부위에 Trichoderma harzianum의 Nag 1 및 

signal sequence를 구축하고, shph  부위에 chitinase유전자를 구축하기 위하여 플라스

미드를 분리, 정제후 (Fig. 3A), 제한효소로 절단 (Fig. 3B), 전기 동에 의하여 확인

하 다. 

Fig 2.  Nag1 of  T. harzianum
amplified by PCR
Fig 2.  Nag1 of  T. harzianum
amplified by PCR

Fig 1.  Plasmid of pBKCHIA (A, B) and 
pRLMEX30  (C,D,E). and chromosomal 
DNA of T. harzianum (F). 

Fig 1.  Plasmid of pBKCHIA (A, B) and 
pRLMEX30  (C,D,E). and chromosomal 
DNA of T. harzianum (F). 
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    (2) pRLMEX30 에 Nag1 프로모터, signal sequence의 구축 

      pRLMEX30 의 ppki1 부위에 Nag1 프로모터 및 signal sequence를 대체하기 

위하여 분리, 정제된 pRLMEX30 의 플라스미드를 Xho1과 XbaI으로 절단, 전기 동

후  ppki1이 제거된 DNA만 gel로부터 추출하 고 (Fig. 4A), PCR에 의해서 증폭된  

Nag1 프로모터 및 signal sequence를 XhoI과  XbaI 으로 절단, 정제 (Fig. 4B) 하

Fig. 3. Plasmid DNA (A), digested DNA (B) and restriction map (C) of 
transformation vector (pRLMEX30), B1; digested by XhoI and XbaI, 
B2; digested by XhoI and NsiI

A                  B                  C  
1        2

Fig. 3. Plasmid DNA (A), digested DNA (B) and restriction map (C) of 
transformation vector (pRLMEX30), B1; digested by XhoI and XbaI, 
B2; digested by XhoI and NsiI

A                  B                  C  
1        2

Fig 4.  pRLMEX30 (A), Nag1+signal 
sequence  (B) and ligation of A and B(C)
Fig 4.  pRLMEX30 (A), Nag1+signal 
sequence  (B) and ligation of A and B(C)

Fig. 5.  Selection of pRLMEX30-
1  containing Nag1+ signal 
sequence ( C )  by colony PCR 

Fig. 5.  Selection of pRLMEX30-
1  containing Nag1+ signal 
sequence ( C )  by colony PCR 
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여 전기 동에 의해서 확인하 다. 제한효소로 절단된 pRLMEX30 과 Nag1 프로모

터 및 signal sequence는 ligation하여 전기 동에 의해서 확인하고 (Fig. 4C), E. 

coli  JM109에 형질전환시켰다. 

    프로모터 및 signal sequence가 삽입되었는가를 확인하기 위하여 nagF와 nagR 

프라이머를 이용, colony PCR을 실시하 다. 그 결과 4개의 형질전환주중 1개의 E. 

coli (Fig. 5 C)에서 Nag1 프로모터 및 signal sequence 의 DNA가 검출되었다.

 

     선발된 형질전환 E. coli 에서 Nag1 프로모터 및 signal sequence가 pRLMEX 

30 에 구축되었는가를 확인하기 위하여 플라스미드를 분리, 정제한후 (Fig. 6 

A,B,C,D), Xho1과 XbaI (Fig. 6  E,F), XbaI과 NsiI (Fig. 6  G,H) 으로 절단, 전기

동하 다. 그 결과, Nag1 프로모터 및 signal sequence 가 pRLMEX 30 에 구축되

어 있음을 알 수 있었다.

   (3) pRLMEX30의 Nag1  프로모터 및 signal sequence에 chitinase유전자의 연결 : 

Nag1 프로모터 및 signal sequence가 구축된 플라스미드를 분리, 정제후, XbaI과 

NsiI으로 절단하 다. 절단된 DNA를 전기 동후, Nag1 프로모터 및 signal 

sequence를 지니고 있는 DNA를 추출하 다 (Fig. 7A,B). 여기에 chitinase를 구축하

기 위하여, PCR에 의해서  증폭된 chitinase유전자를 XbaI과 NsiI으로 절단, 정제하

다 (Fig. 7 E,F).  제한효소로 절단된 pRLMEX30 과 chitinase유전자를 ligation시

Fig. 6. pRLMEX30-1; pRLMEX30 containing Nag1+signal 
sequence (A, B, C, D), and its plasmid digested by XhoI and 
XbaI (E, F)  and XbaI and NsiI(G, H).

Fig. 6. pRLMEX30-1; pRLMEX30 containing Nag1+signal 
sequence (A, B, C, D), and its plasmid digested by XhoI and 
XbaI (E, F)  and XbaI and NsiI(G, H).
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킨후, 전기 동에 의해서 확인하고(Fig. 8). E. coli JM109에 형질전환시켰다. 

  

   (4) Nag1  프로모터, signal sequence 및 chitinase 유전자의 구축 확인 : nagF와 

chiaR 프라이머를 이용한 colony PCR에 의해서 pRLMEX 30 에 Nag1 프로모터, 

signal sequence 및 chitinase유전자가 구축되어 있는 형질전환 E. coli 를 선발하

고, 플라스미드를 분리하여 제한효소로 절단, 전기 동에 의해서 Nag1 프로모터, 

signal sequence 및 chitinase 유전자가 구축되었는가를 확인하 다. Fig. 9 에서 보

는 바와 같이 Xho1과 NsiI 으로 절단하 을 경우 재조합 플라스미드의 insert DNA 

의 크기  는 원래 존재한 insert DNA의 크기  보다 더 컸고, 그 크기는 Nag1 프로

모터, signal sequence 및 chitinase 유전자를 포함한 크기와 동일하 다. Xho1과 

NsiI 으로 절단하 을 경우에도 insert DNA 의 크기가 더 컸다. 이상의 결과에 의해

서 Nag1  프로모터 및 signal sequence가 pRLMEX 30 에 구축되어 있음을 알 수 있

었다.

  라) 형질전환용벡터 (pRLMEX30 에) ech42 프로모터, signal sequence 및 chitinase 

유전자의 구축 : ech42 프로모터에는 XbaI site가 존재하 기 때문에 상기에서와 동

일한 방법으로 실시하지 못하고 ech42 프로모터, signal sequence와 chitinase 유전자

Fig. 8. Ligation of pRLMEX30-1 
and chitinase gene
Fig. 8. Ligation of pRLMEX30-1 
and chitinase gene

Fig. 7.  pRLMEX30-1 extracted from gel after 
digestion with XbaI and NsiI (A, B) and chi54 
digested by XbaI and NsiI ( E, F).

M   A    B    C    D    E     F    G

Fig. 7.  pRLMEX30-1 extracted from gel after 
digestion with XbaI and NsiI (A, B) and chi54 
digested by XbaI and NsiI ( E, F).

M   A    B    C    D    E     F    GM   A    B    C    D    E     F    G
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를 먼저 구축하고, 이 재조합 DNA를 pRLMEX 30 에 구축하 다 

   1)  ech42  프로모터 및 signal 

sequence와 chitinase 유전자의 연결 

: 증폭된 ech42 프로모터 및 signal 

sequence와 chitinase 유전자를  NheI

으로 절단한 다음, ligation시켰다. 

ligation된 DNA를 echF와 chiaR을 

프라이머로 하여 PCR에 의해서 증폭

하 다. 1차 PCR에서는 원하는 DNA

가 관찰되지 않았으나 1차 산물을 다

시 PCR하 을 경우에 원하는 DNA

밴드가 관찰되었고, 그 산물을 다시 

PCR하 을 경우에는 ligation된 

ech42와 chitinase유전자의 DNA를 

대량 얻을 수 있었다 ((Fig. 10).

   2) ech42 프로모터, signal sequence 및 chitinase유전자를 pRLMEX30 에 구축 : 

pRLMEX30 를 분리, 정제하고 XhoI과 NsiI으로 절단, 전기 동후 원하는 벡터 

DNA만 추출하 고 (Fig. 11 C), PCR에 의해서 증폭된 DNA (ech42 프로모터 및 

signal sequence와 chitinase유전자) 를 XhoI과 NsiI으로 절단하 다 (Fig. 11 D). 벡

M    1         2    3        4

Fig. 9. Comparison of pRLMEX30 and 
pNCA-3. pRLMEX30 digested with
XhoI and NsiI (1), XbaI and NsiI (2), 
and pNCA-3 digested with XhoI and 
NsiI (3), XbaI and NsiI (4). pNCA-3 
indicates pRLMEX30 replaced  ppki
and shph site by pNag and chi54, 

M    1         2    3        4

Fig. 9. Comparison of pRLMEX30 and 
pNCA-3. pRLMEX30 digested with
XhoI and NsiI (1), XbaI and NsiI (2), 
and pNCA-3 digested with XhoI and 
NsiI (3), XbaI and NsiI (4). pNCA-3 
indicates pRLMEX30 replaced  ppki
and shph site by pNag and chi54, 

Fig. 10.  Ligation of Ech42 and chi54 (A), and its amplication by PCR

(A)            1st PCR          2nd PCR        3rd PCR         

Fig. 10.  Ligation of Ech42 and chi54 (A), and its amplication by PCR

(A)            1st PCR          2nd PCR        3rd PCR         
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터와 insert DNA를 ligation시켜 E. coli  JM109 에 형질전환시켰다.

  3) ech42 프로모터, signal sequence 및 chitinase 유전자의 구축 확인 : colony PCR

에 의해서 형질전환 E. coli 의 pRLMEX 30 에 ech42 프로모터, signal sequence 및 

chitinase유전자가 구축되어 있는가를 확인하고, 이들을 포함하고 있을 것으로 판단

된 형질전환 균주를 선발하 다. 선발된 형질전환 E. coli 로 부터 플라스미드를 분

리하여 제한효소로 절단, 전기 동에 의해서 ech42 프로모터, signal sequence 및 

chitinase 유전자가 구축되었는가를 확인하 다. Fig. 12 에서 보는 바와 같이 Xho1

과 NsiI 으로 절단하 을 경우 재조합 플라스미드의 insert DNA 의 크기 (Fig. 12 

A) 는 원래 존재한 insert DNA의 크기 (Fig. 12 B) 보다 더 컸고, 그 크기는 ech42 

프로모터, signal sequence 및 chitinase 유전자를 포함한 크기와 동일하 다. 따라서, 

exh42 프로모터 및 signal sequence가 pRLMEX 30 에 구축되어 있을 것으로 생각되

었다.

나) 재조합 chitinase유전자를 Trichoderma spp.에 형질전환 

  1) 형질전환주의 선발  

    Trichoderma harzianum의 원형질체에 재조합 DNA 및 pHAT@를 첨가하여 형

질전환시킨후 hygromycin이 함유된 PDA배지에서 형질전환주들을 선발하 다. 형질

전환주들은 포자를 형성시켜 단포자 분리를 하 고, PDA배지와 선택배지 

M       A               B

Fig. 12. Plasmid (A) of ech42+ 
signal sequence+chi54 constructed 
in pRLMEX30 (B) , which were 
digested by XhoI and NsiI

M       A               B

Fig. 12. Plasmid (A) of ech42+ 
signal sequence+chi54 constructed 
in pRLMEX30 (B) , which were 
digested by XhoI and NsiI

M A      B     C     D 

Fig. 11. Recombinant DNA of ech42+signal 
sequence+chi54 (C)  and pRLMEX30 
extracted from gel (D) 

M A      B     C     D 

Fig. 11. Recombinant DNA of ech42+signal 
sequence+chi54 (C)  and pRLMEX30 
extracted from gel (D) 
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(PDA+hygromycin 100ppm 배지에 0.1% TritonX-100 100ul를 첨가하여 도말후 풍

건) 에 번갈아 가면서 계대 배양하 는데, 대부분의 형질전환주들(Fig. 13 B) 은 야

생형 균주 (Fig. 13 A) 보다 더 늦게 푸른색의 포자를 형성하 다. 

   2)  chitinase유전자의 도입여부 및 도입된 copy수  

     형질전환 Trichoderma harzianum 의 염색체 DNA를 분리하여 PCR에 의해서 

프로모터, signal sequence 및 chitinase유전자를 지닌 형질전환주들을 선발하 다 

(Fig. 14). 

Fig. 13. Colony  of Trichoderma harzianum (A) and transgenic 

T. harzianum (B) on PDA

Fig. 13. Colony  of Trichoderma harzianum (A) and transgenic 

T. harzianum (B) on PDA

Fig. 14.  Selection of transgenic Trichoderma harzianum
containing chi54 by PCR
Fig. 14.  Selection of transgenic Trichoderma harzianum
containing chi54 by PCR
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    PCR에 의해서 선발된 형질전환주

들의 염색체 DNA를 분리하여  EcoRI

으로 절단 후, chi54를 probe로 하여 

southern blot hybridization을 실시하

다. 그 결과 (Fig. 15), 모균주인 T. 

harzianum  P1에는 chi54가 전혀 검출

되지 않고, 형질전환균주인 P1-4와 

P1-8에는 한 개의 chi54, P1-5에는 2

개의 chi54가 들어 있는 것으로 분석되

었다.   

   3) 도입된 chitinase 유전자의 발현 여부 조사 

       모균주와 형질전환균주를 MRM와 TMM에서 배양후 그 배양여액의 chitinase 

activity를 조사하 다. ech42를 도입한 형질전환균주들은 TMM과 MRM배지 모두에

서 모균주와 큰 차이를 나타내지 않았고, Nag1을 도입한 형질전환균주들은 TMM에

서 큰차이를 나타냈다. TMM배지의 경우, 형질전환 T. harzianum은 배양 4일까지 

모균주보다 더 높은 chitinase활성을 나타냈으나, 그 이후는 큰 차이를 나타내지 않

았다. MRM배지의 경우, 모균주와 P1-4균주, P1-5균주는 배양 7일까지 계속 증가하

으나 p1-8은배양 3일째에 최고에 이르 다가 그 이후 감소하는 경향이었다. 균주

에 따른 chitinase활성은 p1보다 p1-4에서 더 높고, p1-4보다는 p1-5와 p1-8에서 더 

높은 경향이었다. 특히, p1-5는 모균주보다 약 2배 더 높은 chitinase활성을 보여주었

다 (Table 1). 

    모균주와 형질전환균주를 MRM배지에서 7일 배양 후, 그 배양여액을 

SDS-PAGE에 의해서 분석한 결과 (Fig. 16),  모균주는 자신의 chitinase만 분비하

으나, 형질전환균주들은 모두 자신의 chitinase와 도입된 Chi54를 분비하 음을 알 

수 있었다.

P1    P1-4   P1-5   P1-8

Fig.15. Southern blot hybridization of 
Trichoderma harzianum (P1) and 
transgenic T. harzianum (P1-4, -5, -8)

P1    P1-4   P1-5   P1-8P1    P1-4   P1-5   P1-8

Fig.15. Southern blot hybridization of 
Trichoderma harzianum (P1) and 
transgenic T. harzianum (P1-4, -5, -8)



- 46 -

              

Table.1. Chitinase activity (U/ml) extra-cellular protein produced by transgenic  
Trichoderma harzianum

Culture                 P1a P1-4  P1-5 P1-8
period
(day)        MRMb TMM MRM     TMM      MRM    TMM       MRM   TMM

1      50c 25       54           31         59      29       53        35  
2              111      29         90      45    167       69      139        53
3              218      113      396     102      432        484      577      239
4              149     202           256         382    454        482          507      430
5              285         927           386         869      905   555        1088      957
6              591       1000           696   932   1421        936          992      954
7              788       1017      859    969        1659      1005          749    1041   

aP1; Trichoderma harzianum, P1-4, -5, -8; transgenic T. harzianum, bMRM ;    
Modified Richard’s Medium, TMM; Trichoderma Mineral  Media 

Chitinase activity (U/ml) toward c4-MU-chitobioside

Table.1. Chitinase activity (U/ml) extra-cellular protein produced by transgenic  
Trichoderma harzianum

Culture                 P1a P1-4  P1-5 P1-8
period
(day)        MRMb TMM MRM     TMM      MRM    TMM       MRM   TMM

1      50c 25       54           31         59      29       53        35  
2              111      29         90      45    167       69      139        53
3              218      113      396     102      432        484      577      239
4              149     202           256         382    454        482          507      430
5              285         927           386         869      905   555        1088      957
6              591       1000           696   932   1421        936          992      954
7              788       1017      859    969        1659      1005          749    1041   

aP1; Trichoderma harzianum, P1-4, -5, -8; transgenic T. harzianum, bMRM ;    
Modified Richard’s Medium, TMM; Trichoderma Mineral  Media 

Chitinase activity (U/ml) toward c4-MU-chitobioside
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나 . 

ch

itinase 유전자를 Pseudomonas spp.에 도입, 발현

 1) 형질전환용 벡터에 chitinase유전자의 구축

  가) 형질전환용 벡터의 특성 및 확인 

    Pseudomonas  spp.의 형질전환용 벡터인 pML122는 약 11kb의 크기로 일본의 

Dr. Ogawa에 의해서 개발되었고,  pMEFE1은 pML122 에 ethylene 형성유전자가 

구축된 플라스미드이다. 이들 벡터에는 gentamycin과 neomycin 내성 유전자가 들어 

있고, EcoRI, BamHI, PstI 및 HindIII의 cloning site을 갖고 있다 (Fig. 1 D). 플라

스미드를 분리, 정제하여(Fig. 1 A), HindIII로 절단후, 전기 동에 의하여 확인한 결

과, pML122 (Fig. 1 B1) 는 약 11kb, pMEFE1 (Fig. 1 B2) 은 약 11kb와 1.3 kb정도

의 insert DNA (ethylene 형성유전자)를 포함하고 있었다.

   나) pML122 와 chitinase 유전자의 ligation 및 형질전환 

     분리, 정제된 pML122 는 HindIII 및 calf intestine phosphatase로 처리, 전기

동후 gel 로부터 추출하 다 (Fig. 2-1). chitinase 유전자는 PCR 에 의해서 증폭한 

다음, HindIII로 절단하여 전기 동후, gel 로부터 추출하 다 (Fig. 2-2,3). 절단된 

M P1  P1-4 P1-5 P1-8 Ch P1   P1-4   P1-5   P1-8   Ch
Tri-

chia

Chr-
chia

Fig. 16. Total protein (A) and chitinolytic band (B) of culture supernatants from 
T. harzianum (P1) and transgenic T. harzianum (P1-4, -5, -8)

M P1  P1-4 P1-5 P1-8 Ch P1   P1-4   P1-5   P1-8   Ch
Tri-

chia

Chr-
chia

Fig. 16. Total protein (A) and chitinolytic band (B) of culture supernatants from 
T. harzianum (P1) and transgenic T. harzianum (P1-4, -5, -8)
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벡터와 chitinase유전자를 ligation하여 E. coli  JM109 에 형질전환 시킨후 

kanamycin을 함유한 LB배지에서 형질전환주를 선발하 다.

  다) pML122 에 chitinase유전자 구축의 확인 

     colony PCR에 의하여 insert DNA를 지닌 형질전환균주를 선발하 고, 선발된 

형질전환주로부터 플라스미드 DNA를 분리, 정제하여 전기 동후 insert DNA의 크

기를 확인하 다 (Fig. 3).

 2) chitinase유전자를 Pseudomonas putida 에 도입 

(A)                 (B )             (C )                    (D ) 

Fig. 1 . U ndigested D N A  (A ) and digested D N A  (B ) of  pM L 122(1) 
pM E FE 1(2) and their physical m ap (D ),  and chi54 am plified  by PC R (C )

M      1       2       M    1   2    1   2   2   3

(A)                 (B )             (C )                    (D ) 

Fig. 1 . U ndigested D N A  (A ) and digested D N A  (B ) of  pM L 122(1) 
pM E FE 1(2) and their physical m ap (D ),  and chi54 am plified  by PC R (C )

M      1       2       M    1   2    1   2   2   3

Fig. 3.  pML122 containing 
chi54 (1) and pML122 (2)

M        1        2

Fig. 3.  pML122 containing 
chi54 (1) and pML122 (2)

M        1        2

Fig. 2. pML122 (1) and chi54  
(2, 3) extracted from gel

M     1     2      3

Fig. 2. pML122 (1) and chi54  
(2, 3) extracted from gel

M     1     2      3
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  가) 재조합 DNA를 E. coli  S-17 에 형질전환    

       형질전환 E. coli  JM109 로부터 분리, 정제된 DNA를 상기에서와 동일한 방법

으로 E. coli  S-17 에 형질전환시킨후, colony PCR에 의해서 insert DNA를 지닌 형

질전환주를 선발하 다.

 

  나) E. coli  S-17의 재조합 DNA를 P. putida 에 도입 

       E. coli S-17 은 LB+kanamycin 25ppm, P. putida 는 LB+rifampicin 25 ppm 

에서 하룻밤 배양후, 1 : 2 의 농도로 혼합하여 원심분리에 의해서 농축하고, 농축액 

10 ul를 LB 배지에 접종, 풍건하 다. 접종된 LB 배지를 30 ℃에서 8시간 배양후 콜

로니를 멸균수에 현탁, LB + rif + km 배지에 도말하여 형성된 콜로니를 얻었다. 이

들 콜로니들은  King's B + rif + km 배지에 접종하여 형광색소를 형성한 형질전환

주를 선발하 다.

   다) chitinase유전자의 도입여부 확인 

        형질전환균주들로부터 염색체DNA를 추출하여 PCR에 의해서 chitinase유전

자를 지닌 균주를 선발하 고 (Fig. 4), Southern blot hybridization에 의해서 

chitinase유전자의 도입여부를 조사하 다 (Fig. 5). Southern blot 분석 결과, 형질

전환균주들은 각각 다른 위치의 염색체 DNA에 1-2 개의 chitinase유전자를 포함하

고 있음을 알 수 있었다.

 3) 형질전환 P. putida 의 chitinase 및 항진균 활성 

  가) 배지위에서의 chitinase활성 

     chitin을 함유한 1/2 LB배지위에서 chitinase유전자를 지닌 P. putida 가  

clearing zone (chitin 분해력)을 형성하 다. 그러나, clearing zone의 크기가 

chitinase유전자를 지닌 E. coli 에서 보다 더 작았다(Fig. 6) 
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  나) 배지위에서의 항진균활성    

     PDA위에서 토양전염성 병원균인 Rhizoctonia  solani 와 Pythium  ultimum 의 

균사 생장 억제력 모두 야생형 P. putida  보다  chitinase유전자를 지닌 P. putida  에

서 더 컸고, E. coli  는 억제하지 못하 다 (Fig. 7).

      

  4. 결과 요약

A B
M

Fig. 4. Selection of P. putida harboring chi54 
by PCR 

Fig. 5. Chromosomal DNA of transgenic 
P. putida (A) and their southern blot 
hybridization (B)

A B
M

A B
M

Fig. 4. Selection of P. putida harboring chi54 
by PCR 

Fig. 5. Chromosomal DNA of transgenic 
P. putida (A) and their southern blot 
hybridization (B)

A

B

C

D

A A

CB

D

B C

D

Fig. 6. Clearing zone formed by P. 
putida (B, D) and E. coli (A, C) 
harboring chi54

Fig. 7. Inhibition of R solani (left) and Py. 
ultimum (right) by transgenic P. putida (A), 
parental P. putida (B, C) and E. coli (D) 
harboring chi54
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B C

D

Fig. 6. Clearing zone formed by P. 
putida (B, D) and E. coli (A, C) 
harboring chi54

Fig. 7. Inhibition of R solani (left) and Py. 
ultimum (right) by transgenic P. putida (A), 
parental P. putida (B, C) and E. coli (D) 
harboring chi54
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   가.  chitinase유전자를 Trichoderma spp.에 도입, 발현 

    1) Chromobacterium  sp. chitinase유전자 (chi54) 를 Trichoderma harzianum의 

NagI promoter+signal sequence와 ech42 promoter+signal sequence에 구축, 

Trichoderma harzianum에 도입하 다.

    2) ech42에 구축된 chi54는 Trichoderma harzianum에서 발현되지 않고, NagI에 

구축된 chi54만 발현되었다.

    3) TMM배지의 경우, 형질전환 T. harzianum은 배양 4일까지 모균주보다 더 높

은 chitinase활성을 나타냈으나, 그 이후는 큰 차이를 나타내지 않았다.

    4) MRM배지의 경우, 모균주보다 형질전환균주에서 더 높은 chitinase활성을 나

타냈는데, 특히, p1-5는 모균주보다 약 2배 더 높은 chitinase활성을 보여주었다.

    5) Southern blot hybridization 에 의해서 형질전환균주인 P1-4와 P1-8에는 한 

개의  chi54, P1-5에는 2개의 chi54가 들어 있는 것으로 분석되었다.

    6) SDS-PAGE에 의해서, 형질전환균주들은 모두 자신의 chitinase와 도입된 

Chi54를 분비하 음을 알 수 있었다.                      

                             

  나. chitinase 유전자를 Pseudomonas spp.에 도입, 발현

   1)  Chromobacterium sp. chitinase유전자 (chi54) 를 Pseudomonas  spp.의 형질전

환용 벡터인 pML122에 구축, Pseudomonas putida에 도입하 을 경우에 발현되었

다.

   2) chi54를 지닌 P. putida  는 chitinase를 세포밖으로 분비 으나, chi54를 지닌 E. 

coli에서보다 chitin분해력이 낮았다.

   3) chi54를 지닌 P. putida  는 모균주보다 Rhizoctonia solani 와 Pythium  

ultimum 의 균사 생장 억제력이 더 컸다.    
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제 2 절. chitinase활성이 증가된 유전자의 개발 

 1. 서 설

     chitn분해미생물에 의한 식물병의 억제에서 chitinase생산능력 및 생산된 citinase

의 활성이  병억제력에 매우 중요한 것으로 알려져 있다 (38). 현재, 식물병 억제력

을 증대시키기 위해서 chitinase유전자를 조작한 보고는 없으나, catalytic domain만

으로 이루어진 T. harzianum  의 chitinase유전자에 chitin-binding domain 혹은 

cellulose-binding domain을 부착하여 기질 결합능력은 물론 chitinase활성이 증가되

었다는 보고가 있다 (64). 

    이 연구에서는 Chromobacterium sp.의 chitinase유전자를 변형하여 citinase활성

을 증대시키는데 목표를 두었다. 좀 더 효과적이고 합리적인 가설을 설정하기 위하

여 저희 유전자의 domain구조나 기능을 먼저 분석하 고, 이를 기초로 하여 

cellulose-binding domain 혹은 catalytic domain의 부착, site-directed mutagenesis

에 의하여 chitinase활성을 증대시켰으며, 변형된 유전자를 다른 미생물에 도입, 발

현시켜 증대된 활성이 계속 유지되는가, 그리고 유전적으로 안정한가 등을 조사하

다.   
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 2. 연구수행내용 및 방법

  가. chitinase유전자 domain의 구조  

    Chromobacterium  sp. strain C-61 chitinase 유전자 domain들은 internet 

program에 의해서 분석되었다. signal sequence는 ExPASy Proteomics tools.의 

SignalP program (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP), 

chitin-binding domain 과 catalytic domain은 SMART program 에 의해서 분석되었

다.

  나. Deletion mutagenesis  

    유전자 domain의 주요 부위는 ExSiteTM PCR-Based Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stragene, USA)을 이용하여 PCR에 의해서 제거되었는데, 이용된 

primer는 다음 표와 같다, PCR은 94℃에서 4분 동안 1cycle을 거친후, 94℃에서 1분, 

55℃에서 2분, 72℃에서 1분의 10 cycle을 거친후, template DNA를 절단하기 위한 

Dpn I 과 extended bases를 제거하기 위한 Cloned Pfu DNA polymerase를 처리 후, 

T4 DNA ligase를 처리하여 형질전환시켰다.

Deletion mutagenesis를 위한 primer
----------------------------------------------------------
Deleted sitea Primer
----------------------------------------------------------
Signal Peptide         Forward  GCG CCG GCC TGC AGC GCG TG   

Reverse  CAT TCG GAC CTC CTC AAT TC
ChBD I (WSNAQT)        Forward  TAT AAC GGC GGC GAT TAC GC

Reverse  CGC GCT GCA GGC CGG CGC GG
II (AKWWT)         Forward  CAG AAC AAT CAG CCG GGC GC

Reverse  GCG CCA GGT CTT GTT GGC GT
III (PGADQW)        Forward  GGA CCG TGG GAG GAG AGG CC

Reverse  CTG ATT GTT CTG CGT CCA CC
CatD B3 (ISLGGWTWSKNF) Forward  GGC AAG TTC GCC GCC ACC GA

Reverse  CAG CAC TTT CAG CGA GGG AT
B3 (GGWTWS)       Forward  AAG AAT TTC GGC AAG TTC GC

Reverse  CAG CGA AAT CAG CAC TTT CA
B4 (FDGIDIDWE)    Forward  TAC CCG GGC GGC GGC GGC CT

Reverse  CAC TCC CTT GGC CGC GCC GG
B7 (KLNVGIP)      Forward  TTC TAT GGA CGC GGC TGG GC

Reverse  GGT CTT GGG CAC GCC GGC CT
B8 (GGVFSWSLDGD)  Forward  GAC GCC CAG GGC TCC TTG CT

Reverse  CAG CTG TTG TTG ACG CAC AT
----------------------------------------------------------
aChBD;chitin-binding domain, CatD ; catalytic domain     
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  다. Site-directed mutagenesis  

    catalytic domain에서 각 β-strand지역의 Target 아미노산들은 다음 표의 primer

에 의해서 QuikChange
TM
Site-Directed Mutagensis Kit (Stratagene, USA)을 이용하

여 돌연변이 되었다. PCR은 Template DNA (chi54) 2㎕, dNTP (25mM) 0.5㎕, 10X 

buffer 2.5㎕, S.D.W 18.5㎕, pfu DNA polymerase 0.5㎕, primer F․R (20 pmole) 

각각 1㎕를 PCR tube에 넣고, 95℃에서 30초, 55℃에서 1분, 68℃에서 12분을 

16cycle을 거쳤고, 원하는 DNA의 밴드가 나오지 않았을 경우에는 cycle수를 늘려가

면서 실시하 고, template DNA는 Dpn I 처리에 의해서 절단시킨 후, 형질전환시켰

다.

   라. chtinase유전자에 cellulose-binding domain의 첨가  

    Chromobacterium  sp. strain C-61의 chitinase유전자를 cellulose-binding domain

이 내재된 pET-36(+) 벡터(Novagen, USA)에 구축하기 위하여 Template DNA 

(Chi54) 2㎕, dNTP (2.5mM) 4㎕, 10X buffer 5㎕, SDW 36.75㎕, Taq polymerase 

0.26㎕, forward 와 reverse Primer 1㎕ 씩을 PCR용 tube에 넣고, 94℃에서 30초, 5

5℃에서 40초, 72℃에서 1분 조건에서 35cycle 거친 후 마지막 72℃에서 7분 동안 

PCR 하 다. Primer 는 Forward 5'-GAC GAC GAC AAG ATG TCG AAA CTT 

TCG TTG TCG GCG-3'와 Reverse 5'-GAG GAG AAG CCC GGT TTA CTT 

CAG CGG CGA TGC-3'를 이용하 다. 

    이렇게 나온 PCR 산물 14.5㎕, 10x T4 DNA poly buffer 2㎕, 25mM dATP 2㎕, 

100mM DTT 1㎕, T4 DNA polymerase 0.4㎕, SDW 10.6㎕ 을 effendorf tube 에 

넣은 후 22℃ 에서 30분, 75℃ 에서 20분 반응을 시킨 후 pET-36 EK/LIC vector 

DNA 1㎕, 상기 산물 2㎕ 를 섞고 22℃ 에서 5분, 23mM EDTA 1㎕ 을 첨가하여 2

2℃에서 5분 Annealing 시켰다. Annealed DNA 1㎕ 를 Novablue singles 25㎕ 에 

형질전환시켰다.

 

   마. chitinase유전자에 catalytic domain의 첨가  
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    Chromobacterium  sp. strain C-61의 chitinase유전자 (Chr-chia) 에 Trichoderma 

harzianum  chitinase유전자 (Thr-chia) 의 catalytic domain부위를 구축하 다.  

    1) 벡터 DNA의 조제

     가) Chr-chia의 ChBD 뒤에 catalytic domain의 구축 : Chr-chia를  BstEII과 

ApaI, Asp700 과 ApaI 으로 절단후, gel로부터 Chr-chia의 ChBD까지를 포함하고 

있는 벡터를 추출하 다. 

Site-directed mutagenesis를 위한 primer
----------------------------------------------
CatD Mutant            Primer
--------------------------------------------------------
β3 S213E    Forward CTGAAAGTGCTGATTGAACTGGGCGGCTGGACC 

Reverse  GGTCCAGCCGCCCAGTTCAATCAGCACTTTCAG 
G216E    Forward  CTGATTTCGCTGGGCGAATGGACCTGGTCGAAG 

Reverse  CTTCGACCAGGTCCATTCGCCCAGCGAAATCAG 
W217E    Forward  TCGCTGGGCGGCGAAACCTGGTCGAAG 

Reverse  CTTCGACCAGGTTTCGCCGCCCAGCGA 
T218S    Forward  GGCGGCTGGAGCTGGTCGAAG 

Reverse  CTTCGACCAGCTCCAGCCGCC 
β4   I268V Forward  GTTCGACGGCGTGGACATCGAC 

Reverse  GTCGATGTCCACGCCGTCGAAC
I270V    Forward  GGCATCGACGTCGACTGGGAATAC 

Reverse  GTATTCCCAGTCGACGTCGATGCC 
D271W    Forward  CATCGACATCTGGTGGGAATACC 

Reverse  GGTATTCCCACCAGATGTCGATG 
E273W    Forward  GACATCGACTGGTGGTACCCGGGCGGC 

Reverse  GCCGCCCGGGTACCACCAGTCGATGTC 
β7 N401V    Forward  GACCAAGCTGGTCGTGGGCATC 

Reverse  GATGCCCACGACCAGCTTGGTC
G403E    Forward  GCTGAACGTGGAAATCCCGTTCT 

Reverse  AGAACGGGATTTCCACGTTCAGC 
β8  G492E    Forward  CAACAGCTGGGCGAAGTGTTCAGCTGG 

Reverse  CCAGCTGAACACTTCGCCCAGCTGTTG 
V493M    Forward  CTGGGCGGGATGTTCAGCTGGTC 

Reverse  GACCAGCTGAACATCCCGCCCAG 
W496E    Forward  GGTGTTCAGCGAATCCTTGGATG 

Reverse  CATCCAAGGATTCGCTGAACACC
S497E    Forward  GTTCAGCTGGGAGTTGGATGGCGA 

Reverse  TCGCCATCCAACTCCCAGCTGAAC 

β6   M346Q    Forward  GATCAATGTGCAGACCTACGAC
Reverse  GTCGTAGGTCTGCACATTGATC

Y348D    Forward  GTGATGACCGACGACTTCAACG
Reverse  CGTTGAAGTCGTCGGTCATCAC

D349N    Forward  GATGACCTACAATTTCAACGGC 
Reverse  GCCGTTGAAATTGTAGGTCATC

D349W    Forward  GATGACCTACTGGTTCAACGGCG 
Reverse  CGCCGTTGAACCAGTAGGTCATC 

--------------------------------------------------------
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     나) Chr-chia의 catalytic domain 뒤에 catalytic domain의 구축 : Chr-chia를 

BpiI 과 ApaI site으로 절단후, gel로부터 Chr-chia의 catalytic domain까지를 포함하

고 있는 벡터를 추출하 다.   

    2) Insert DNA의 조제 : pET-27벡터에 구축된 Thr-chia (cDNA)로부터 PCR에 

의해서 catalytic domain을 조제하 다.

     가) Chr-chia의 ChBD 뒤에 구축하기 위한 catalytic domain의 조제 : BstEII 

site을 만들기 위한 primer (GCG TCG GAC ATC ACT CAG GTC ACC TAC 

TCG TTC ATG AAC), Asp700 site을 만들기 위한 primer (GTC TCT GGA GAT 

AAC GCG TTC TAT CAG AAG CAC TAT)와 ApaI site을 만들기 위한 primer1 

(GTG TGT GAA ATG TTG GGC CCA TAG GGG AAG), primer2 (GAT GTT 

ATC ATA CGG GCC CTT GGG GTA GCT CAG)를 합성하여 PCR에 의해서 

Thr-chia의 catalytic domain을 분리하고 PCR clean kit에 의해서 정제하여 BstEII와 

ApaI, Asp700과 ApaI으로 절단 후 gel로부터 추출하 다.

     나) Chr-chia의 catalytic domain 뒤에 구축하기 위한 catalytic domain의 조제 : 

BpiI site을 만들기 위한 primer I (CGT CTC TGT TGA GAA GAC AGC CAG 

TGG ATA CGC) 및 primer II (CGC CGA TTA TCA GAA GAC CTA TGA 

CGA CGA TTC), ApaI site을 만들기 위한 primer1 (GTG TGT GAA ATG TTG 

GGC CCA TAG GGG AAG), primer2 (GAT GTT ATC ATA CGG GCC CTT 

GGG GTA GCT CAG)를 합성하여 PCR에 의해서 Thr-chia의 catalytic domain을 

분리하고 PCR clean kit에 의해서 정제하여 BpiI과 ApaI으로 절단 후 gel로부터 추

출하 다. vector와 insert DNA를 ligation하여 형질전환시켰다.  

  바. 형질전환주의 선발 및 확인  

    처리된 PCR 산물 혹은 ligation 된 DNA를 competent cell에 첨가하고, 얼음에서 

30분, 42℃에서 45초, 즉시 얼음에서 2분 담근 후, 42℃에 보존된 NZY broth 500㎕

첨가하여 37℃에서 1시간(200∼250rpm) 배양하 다. 배양액 100㎕씩을 LB (km 50) 

plate에 도말한 후 37℃ 항온기에서 16시간 이상 배양하여 single colony를 선정하고, 

LB (km 50) plate에 다시 streaking 하여  plasmid를 추출한 다음 DNA 염기서열을 

결정하여 돌연변이된 지역 및 아미노산과 ligation된 DNA를 확인하 다. 
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  사. 형질전환주의 chitinase생산 능력 

   1) 배지위에서의 chitin분해능력 :  colloidal chitin을 함유한 1/2 LB배지위에 접종 후 2

8℃, 4-5일간 배양하여 형성된 halo zone을 조사하 다.

   2) 세포질 및 배양여액의 chitinase 활성 : 

    가) crude enzyme 조제 : LB, TB 혹은 1/2 LB+chitin배지에서 배양 후, 원심분

리에 의해서 배양액과 pellet (세포)를 얻어서 배양액과 세포질에서 추출된 단백질의 

량과 chitinase 활성을 측정하 다. 세포질로부터의 효소 추출은 pET manual에 준

하 다

    나) chitinase활성 

     1) 4-MU-(GlcNAc)2 에 대한 chitinase  활성 : Microplate에 pH5 buffer, 효소 

및 기질 넣고, 37℃에서 10분, 30분 보존후,  360nm의 excitation과 440nm의 

emission (Bio-teck FLX-8000)에서 방출된 4-methylumbelliferone(4-Mu)의 량을 조

사하 다. 기질로부터 효소 1µl 당 1µmole의 4-Mu를 방출하는데 필요한 효소의 량

을 1 unit으로 하 다.. 배양여액의 단백질 농도는 protein assay kit (Bio-Rad)를 이

용해서 측정하 다.

     2) Colloidal chitin, Cystal chitin 에 대한 chitinase  활성 : 각각의 effendorf 

tube에  pH5 buffer, 효소 및 colloidal chitin 혹은 cystal chitin을 넣어 37℃에서 1시

간, 2시간 보존 후 100℃ 에서 3분 Boiling 하고, 10,000rpm에서 5분 원심분리 하

다.. 상등액을 200㎕ 들어내서 color regent 260㎕ 담겨 있는 effendorf tube 에 첨가

하여 13분 Boiling 후, 200㎕씩 들어내어 420nm 에서 측정하 다. 이때 사용된 

Standard로는 NAG 2.5mM, NAG 1.25mM,  NAG 0.625mM,  NAG 0.313mM,  NAG 

0.157mM,  NAG 0.00mM 을 이용하 다.

  아. Rotofor cell (Bio-Rad, USA)을 이용한 chitinase 정제

     추출된 각각의 crude enzyme을 ammonium sulfate 으로 침전시켜, 투석후, ml당 

2mg의 단백질 19ml에 ampholyte (40%, pH3-10) 을 1ml 첨가하여, 3000V, 200 mA, 

12W (이 경우, 300-500v, 24-40mA 이면 좋다.)조건에서 5시간 정도 전기 동하 다.  

전기 동후, 각 fraction에 있는 단백질의 량 및 chitinase 활성을 측정하고, 

SDS-PAGE에 의해서 chitinase 밴드만 나타낸 fraction의 sample을 모아서 투석후, 

이용하 다.. 
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  자. chitinase의 특성

    1) 기질 결합 능력 : cystal chitin 혹은cellulose(Avicel) 에 효소를 넣고 얼음에서 

1시간동안 shaking 후, 13,000rpm에서 15분 원심분리 하여 상등액 (기질과 결합되지 

않은 단백질의 양)의 단백질 농도를 측정하 다. 

    2) SDS-PAGE후의 chitinase 활성 : SDS-PAGE 후, Haran 등의 방법에 의해서 

효소에 결합되어 있는 SDS를 제거하고, gel 위에 4-methylumbelliferyl-β

-D-N,N'-diacetylchitobioside를 함유한 1% agarose solution을 붓고, UV lamp하에

서 형광색소를 나타내는 밴드를 조사하 다. 

 차 chimeric 유전자를 Trichoderma spp.에 형질전환 : 이전 실험에서와 동일한 방

법으로 실시되었다.

 

 3. 연구결과 및 고찰

 가. chitnase유전자 (chi54)  domain의 구조 및 기능

  1)  domain의 구조  

     Chi54의 아미노산서열을 다른 chitinase들과 비교하 을 경우,  N-말단 1-26 아

미노산은 signal sequence, 30-74 아미노산은 chitin-binding domain (ChBD), 

104-501 아미노산은 catalytic domain (CaTD) 으로 분석되었다.  

   가) chitin-binding domain (ChBD) 

     Chi54의 ChBD는 SMART program에서 type 3 (ChtBD3) 로 분류되었다. 

ChtBD3는 일반적으로 bacterial chitinases에서 보고되고, 최근 stWWst motif을 갖

는 group A와 그 motif을 갖지 않는 group B로 더 분류되는 것으로 제안되었다. 이

렇게 하여 우리는 Fig. 1 에서와 같이 ChBD3의 아미노산서열을 비교해 보았다. 그 

결과, group A와 B에 포함시키기 어려운 다른 group (Group x) 이 존재할 수 있다

는 것을 알 수 있었다. 이들중, Chi54의 ChtBD3 은 group A와 잘 일치하 고, 6개

의 방향족 아미노산인 Trp33, Tyr39, Trp52, Trp56, Trp57, Trp71과 Gly42 및  

Pro63이 완전히 conserve되어 있었다. 대부분의 chitinase는 하나 또는 둘의 ChBD를 
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갖고 있지만, 몇몇 chitinase는 ChBD를 갖지 않거나 PKD 혹은 CBD로 대체되어 있

었다. 그리고, 하나의 ChBD는 N- 말단 혹은 C-말단에 위치하고, 두 개의 ChBD가 

존재할 경우에는 N- 말단 과 C-말단, 혹은 그들 모두 한쪽 끝에 위치하는 경우도 

있었다.    

   나) catalytic domain (CatD)  

    Chi54의 CatD는 SMART program에서 family 18 glycosyl hydrolase 로 분류되

었다. family 18 glycosyl hydrolase protein들은 (B/A)8 TIM-barrel의 β-strand들이 

잘 conserve되어 있고, bacterial chitinase들은 B7 과 B8 사이에 extra domain을 갖

는 subfamily A와 그것을 갖지 않는 subfamily B로 더 분류되는 것으로 보고되었다. 

따라서, 우리는 각 β-strand 에 일치하는 아미노산들을 Fig. 2. 에서와 같이 비교해 

보았다. 그 결과, subfamily A에 속한 chitinase들은 β7과 β8 사이에 82 -110 아미

노산이 포함되어 있었고, subfamily B는 31-50 아미노산이 포함되어 있었다. 

chitinase의 총 아미노산수는 subfamily A 에서 482 - 1215, subfamily B에서는 344 

- 846으로 범위가 매우 다양하 지만, CaTD의 총 아미노산수는 subfamily A 에서 

FIG. 1. Sequence alignment of the putative ChBD of Chi54 and bacterial chitinases listed in Fig. 3. The 
sequences were aligned on the basis of CBDEGZ and ChBDChiA1(row No.1). The gray backgrounds are amino 
acids well conserved in both of group A and B, and blue backgrounds conserved only in group A or B. The 
numbers at the left and right of each sequence represent the first and last residue positions in the chitinase, 
respectively. The row numbers are same as those in FIG. 3. The –1 and –2 in the same numbers indicate the 
first and second ChBD in the chitinase. The omitted numbers among row No.1-29 indicate that the ChBD are 
not present or are replaced into another domain. 

Group A
0.    30  CSAW------SNA--QTYNG-GDYALYAN-KTWRA—-KWWT-----QNNQP----GAD-QWGPWEER  74
2.   788  YPTY------DSN--TIYNG-GDIVIYNG-ETYKC—-KWWT-----QGQAP----GA--QWGPWEKI 831
3.   786  YPTY------DSK--TVYNG-GDIVVYNG-ETYRC--KWWT-----QGEIP----GSS-EWGAWEKI 830
4-1   45  CATV------APA--SSYSS-NAVVSHQS-VNYSA--KWWT-----QNNVP----GSD-PWGPWTSQ  89
4-2  831  AVTW------SAA--AVYTG-GAVVAHAG-SSYKA—-KWWT-----QGEVP----GSG-AANAWGSP 875
5.   529  AAPW------SAT--ATYLG-GSKVSHGG-ISYKA--KWWT-----LNEKP----GAS-QWGPWEAT 573
6.    84  YPKY------EPG--KTYNQ-GDVVEYNG-KIWRV—-KYWT-----QS-VP----G---SDDSWELV 125
8-2  151  ALAW------AAG--TAY-SAGATVSYAG-TNYRA—-NYWT-----QGDNPSTSSGGAGTGKPWTSQ 200
9-2  128  FLAW------VSS—--AYTG-GQKVTYAG-RNYEA—-KWWT-----QGNVP--NAG---EGQPWKDI 173

10. 776  YPTW------DRS--TVYVG-GDRVIHNS-NVLEA--KWWT-----QGEEP----G---TADVWKAV 818
11-1  770  HPAW------SAG--TVYNT-NDKVSHKQ-LVWQA--KYWT-----QGNEP--SR----TADQWKLV 813
11-2  817  QLGW------DAG--VVYNG-GDVTSHNG-RKWKA--QYWT-----KGDEP----G---KAAVWVDQ 859
16. 27  LTQW------QSQ--QVYTG-GDAVTYQS-AKYTA--KWWT-----QNQNPAQNSN---TYDVWQAN  73
20-1   28  VPVW------DSS--TVYVG-SDKVQKTN-TAYQA--RYWT-----QGNDPVTHFG---QWDAWQIV  74
21-1  511  AAAW------DAN--TVYVE-GDQVSHDG-ATWVA--GWYT-----RGEEP-GTTG---EWGVWKKA 556
23-2  122  APVW------SSS--TAYNG-GWQVSYNG-HTYTA--KWWT-----QGNVPSSSTG---DGSPWNDV 168
24. 447  NNTW------QKD--KVYVQ-GDRVTFNG-VNYEA--KWWN-----TGQLP-DQSG---DFGPWKKL 492 
CBDEGZ 10  YPNWVSK(DWAGGQ)PTHNEAGQSIVYKG-NLYTA-—NWYT-----AS-VP----GSDSS---WTQVGS
Group B
1.   653z VSAW------QVN--TAY-TAGQLVTYNG-KTYKCL-QPHTS-L--AGWEP-----SN-VPALWQLQ 699
8-1   52  CVPW------QEG--GTYN-AGTVVTYLG-GNYTAL-VTQTDHVG-SGWNP-----VS-TPSLWSAG 100
9-1   35  AAAW------AEG--NTY-TANSLASYQS-TNYKAL-VTHTAYVG-ANWNP-----AA-SPTLCLT- 83

19. 31  AAQW------QAG--TAYKQ-GDLVTYLN-KDYECI-QPHTALTG--—WEP-----SN-VPALWKYV  77
23-1   25  APAW------QEG--NTY-TAGTVVTYNG-HDYQAL-VTHTAYVG-AAWNP-----SS-TPTLWKDL  73
25.   436  FPQW------REN--QAYRV-DDGVTYEG-LRYLCL-QAHTSNSG--—WTP-----PV-AFTLWRPL 482
26.   433  APEW------QNN--HSY-KAGDVVSYKG-KKYTCI-QAHTSNAG—--WTP-----DA-AFTLWQLI 479    
Group C
7.    47  APEW------NAA--VIY-LSGTTLQKGG-VLYRA---NQDIWNAPP-DHP----AG---APYYTNL  92

17.   453  APAY------VPG--TTY-AQGALVSYQG-YVWQT------KWGYIT-SAP----GSD---SAWLKV 495
22.    32  IAEW------NAT--TIY-NAGNKLVYQG-RLYQA---TTSIWNTPPTHCP------S--CGYYQDP  77
20-2  278  LPVY------SVG--TAY-SAGQLVQNKN-QKYRCDIAGWCSSSSGWAYEP----GVG---SYWKEA 325
21-2  675  YPPY------AAG--TNY-EAGDIVVGNDNGLYECKPWPYTAWCASASYAP----GD---SLYWQNA 725
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25.   436  FPQW------REN--QAYRV-DDGVTYEG-LRYLCL-QAHTSNSG--—WTP-----PV-AFTLWRPL 482
26.   433  APEW------QNN--HSY-KAGDVVSYKG-KKYTCI-QAHTSNAG—--WTP-----DA-AFTLWQLI 479    
Group C
7.    47  APEW------NAA--VIY-LSGTTLQKGG-VLYRA---NQDIWNAPP-DHP----AG---APYYTNL  92

17.   453  APAY------VPG--TTY-AQGALVSYQG-YVWQT------KWGYIT-SAP----GSD---SAWLKV 495
22.    32  IAEW------NAT--TIY-NAGNKLVYQG-RLYQA---TTSIWNTPPTHCP------S--CGYYQDP  77
20-2  278  LPVY------SVG--TAY-SAGQLVQNKN-QKYRCDIAGWCSSSSGWAYEP----GVG---SYWKEA 325
21-2  675  YPPY------AAG--TNY-EAGDIVVGNDNGLYECKPWPYTAWCASASYAP----GD---SLYWQNA 725

Group A
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4-2  831  AVTW------SAA--AVYTG-GAVVAHAG-SSYKA—-KWWT-----QGEVP----GSG-AANAWGSP 875
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23-2  122  APVW------SSS--TAYNG-GWQVSYNG-HTYTA--KWWT-----QGNVPSSSTG---DGSPWNDV 168
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CBDEGZ 10  YPNWVSK(DWAGGQ)PTHNEAGQSIVYKG-NLYTA-—NWYT-----AS-VP----GSDSS---WTQVGS
Group B
1.   653z VSAW------QVN--TAY-TAGQLVTYNG-KTYKCL-QPHTS-L--AGWEP-----SN-VPALWQLQ 699
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354 to 416, subfamily B 에서 272 - 305 로 범위가 좁았다. 이러한 현상은 짧은 

chitinase이건 긴 chitinase이건 하나의 CatD만으로 이루어져 있고, 긴 chitinase들은 

CaTD에 더불어 ChtBD, CBD, PKD, Fn3와 같은 다른 domain들이 포함되어 있었기 

때문이었다. Chi54는 subfamily A 에 속했고, β7과 β8 사이에 90 아미노산이 포함

되어 있었다. 아울러, subfamily A 에서 완전히 conserve한 아미노산들은 β1의 Y 

(Trp109 ), β2의 P (Phe141), β3의 GGW (Gly 215, Gly216, Trp217), β4의 

DxDxE (Asp269, Asp271, Glu273), β5의 A (Ala320), β6의 MxYD 

(Met346,Tyr348, Asp349), β7의 GxxxY (Gly404, Tyr408)와  β8의 GxxxW 

(Tyr496, Trp496) 이었다. subfamily B의 경우에는 β1의 G, β2의 F, β3의 GG, β

4의 GxDxDxE, β5의 AP, β6의 QxYN, β7의 GxP과 β8의 GxMxWxNWD이 완

전히 conserve되어 있었다. 

  2) domain의 기능  

    Chi54의 signal sequence와 ChBD 및 CaTD의 주요 아미노산 부분을 deletion 

mutagenesis에 의하여 제거하고, E. coli에 형질전환시킨 후, chitinase의 생산 및 분

비여부를 조사하 다. 

 

   가) signal sequence의 기능 

     Chi54를 지닌 E. coli는 colloidal chitin을 포함한 1/2 LB plate에서 clearing 

zone을 형성하 지만 signal sequence가 제거되었을 경우에는 clearing zone을 형성

하지 못하 다 (Fig. 3-1). 이것은 chitinase가 E. coli에서 분비되지 않는다는 것을 

뜻한다. 따라서, signal sequence의 제거에 의해서 chitinase가 발현되지 않는 것인지, 

발현은 되었지만 분비되지 않는 것인지를 알아보기 위하여 세포질 속의 chitinase 활

성을 분석하여 보았다. Fig. 3-2와 Fig. 3-3 에서 보는 바와 같이 세포질에서 추출된 

crude enzyme은 모균주에서와 비슷한 단백질 밴드 및 chitin분해 밴드를 보여주었다. 

이것은 signal sequence가 제거되더라도 발현은 되지만 분비되지 않는 다는 것을 뜻

한다. 한편, chitinase를 분비하지 못하는 E. coli는 LB plate위에서 정상적으로 생육

하 지만 chitinase를 분비하는 E. coli는 정상적인 생육을 하지 못하 다. 이것은 
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Chi54의 signal sequence가 E. coli에서 chitinase를 분비하는데, 중요한 역할을 하지

만, 그것이 정상적으로 일어나고 있지는 않다는 것을 나타낸다.

   나) chitin-binding domain의 기능  

     ChBD의 주요 아미노산 부위와 역할을 구명하기 위하여, WSNAQT (Chi54-C), 

AKWWT (Chi54-D), PGADQW (Chi54-E)가 제거된 돌연변이주들을 얻었다. 모든 

돌연변이주들은 colloidal chitin을 포함한 1/2 LB plate에서 모균주보다 훨씬 더 작은 

clearing zone을 형성하 다 (Fig. 3-1). 그러나, 4-Mu-(GlcNAc)2 에 대한 배양여액

의 chitinase 활성은 SDS-PAGE후의 gel에서 모균주와 돌연변이주간에 구별하기 어

려웠다.  따라서, 정제된 chitinase를 가지고, soluble 및 insoluble chitin 에 대한 

chitinase활성을 비교해 보았다. colloidal 과 crystal chitin에 대한 chitinase 활성은 

모균주에 비하여 돌연변이주들 (Chi54-C, Chi54-D, Chi54-E) 에서 감소하 으나, 

Subfamily A 
0. 536 104RHVGSYFAQWS 136FLNYAFGNV 209KVLISLGGWTW 265DGIDIDWEY 316YLTAAIGS 341DWINVMTYD 399KLNVGIPFYGR 491GGVFSWSLDGD501
1. 899  44YKIVGYYPSWA  72HINYAFADI 156KTIISVGGWTW 197DGVDLDWEY 247LLTIASGA 272DWINIMTYD 330KLVLGVPFYGR 428GGAMFWELSGD433
2. 832  51RKIVGYFPEWA  82HIQYSFAMV 148DLLISVGGWAG 189DGVDIDFEY 247LLTAAVTA 271DFLSVMSYD 329KILMGIPYYTR 440GGALIWVMNGD450
3. 831  50LRNVMYYGDWS  81HLNFAFMDF 136KIGVSLGGWSK 177DFVDLDWEY 237ELSVALPA 263DFANIMTYD 317KIVVGAAYYTR 439GGMIAWMASQD449
4. 880 181QRVIGYFTSWR 212HINYAFAHI 274KTLVSVGGWAE 328SGVDIDYEY 386QLTVAAPA 411DFVNMMSYD 475RINLGVPFYTR 623GGVMIWELAGD633
5. 577  56YRNVGYFAQWG  88HINYSFGNI 166KVMISLGGWTW 223DGIDIDWEW 274VVLSAFLP 302DFGSIQGYD 358QLGLGLAAYGR 445GGGMWWELSGD455
6.1215 175YRVIVYYISWG 203HVNYAFLDL 243KVLISVGGWTL 284DGIDIDWEY 334LLTAATPA 359DSINIMTYD 417KITVGLPFYSR 518GGVMIWEITAD528
7. 700 298KRVIGYFTQWG 330HINYAFGNV 408KVLISLGGWTW 460DGIDIDWEY 504LLTVAVGA 529DFINVMTYD 585KLNLGIGYYGR 675GGAFFWEFSGD685
8. 665 246REVGSYFAQWG 278FINYAFGNI 360KLFISLGGWSW 417DGIDIDWEY 467LLTAAVGA 492DWINLMTYD 558KLLLGIPFYGR 642RGAFSWELDGD652
9. 633 221RQVGSYFTSGA 253FLNYAFGNI 328SPMISLGGWSW 383DGIDIDWEF 434KLTVAIGA 459DWINVMSYD 519KIVVGIPFYGR 609GGMFSWSLDGD619
10. 820 158RVTGAYFVEWG 186HILYGFIPI 265KILPSVGGWTL 306DGVDIDWEF 357ELTSAIGA 382DYIFAMTYD 451KLVMGVAMYGR 563AGLFGWEIDAD573
11. 865 158KVVGAYYVEWG 186HILYGFTPI 267KILPSVGGWTL 308DGVDIDWEF 358ELTSAISA 383DHIFLMSYD 436KIVVGAAMYGR 534GGLFAWEIDAD544
12. 629 261KVKLGYFTNWG 293HINYAFGNV 354KVLWSFGGWTW 396DGIDLDWEY 436LVTAAVTA 464DWYNVMTYD 518KLLLGIGFYGR 604GGAFFWEFSGD614
13. 563 158KVVGSYFVEWG 186HLLYGFIPI 267KILPSIGGWTL 308DGVDIDWEF 358ELTSAISA 383DHIFLMSYD 436KVVVGTAMYGR 534GGLFSWEIDAD544
14. 491  46KKIIAYVAGWA  70HINYSFALI 107KVLLSVGGWGA 147DGVDLDWEY 197LLTIAAGA 222DWINLMTYD 267KLVIGGAFYGR 355GGIMFWEYSND365
15. 482  33KRIVGYFAEWN  63HINYAFAKI 115KTLISVGGWTE 156DGVDIDWEY 206LLTIAAPA 231DFINIMTYD 288KINVGVPYYAA 380GGIMIWELSGI390
16. 430 183FKIVGYFPSWQ 206HINYSFLLP 242KVGIAIGGWNG 285DGVDMDWEY 320FLTAAVVA 344DFLNLMAYD 380KTVLGVPFYAR        ---
17. 499   5KAVIGYYFIPT  46HINFSFLDI 89RIMFSIGGWYY 137DGVDIDWEY 180QLTIAGAG 207DYINLMTYD 284KIVMGVPFYGR 398GGVMFWHLGQD408

Subfamily B
18. 311  27GGIAIYWGGNG  53YYNIAFLNK  99KVMLSLGGGIG 146DGIDFDIEH 178YLTAAPQC 202DYVWVQFYN 239KIFLGLPAAPE 276GGVMLWSKFYD286
19. 524 190KWLIGYWHNFD 117VINVSFAEP 258KVLISMGGANG 296NGLDIDLEG 343VLTAAPET 379TLLHVQHYN 435QIAIGVPASQQ 486KGIMTWSINWD496
20. 846 522HRLIGYWHNFV 550VIDIAFAEN 600VFVLSLGGAEG 637DGLDVDLES 673FLTMAPEH 711DILHVQLYN 766QVAIGLPSGPS 814AGVMTWSINWD824
21. 729  35GVVVGYWQNWC  69IVNVSFMKV 114SVLLALGGADA 150DGLDIDLEQ 189LITMAPEF 217DWINPQFYN 272KLVFGIPSSID 310RGVMTWSINWD320
22. 596 283HALVGYWHNFT 321NGAVSFTVD 351KVVLSLGGQNG 388DGVDIDLES 426YLSMAPEH 462DLIHVQYYN 519QVALGLPSGPS 567RGVMTWSINWD577
23. 535 229KQLVGYLHARL 257VINLSFAEP 305KVLISIGGQNG 342DGLDIDFEG 389MLTMAPET 432SWLQVQDYN 487QIMIGIPANAN        ---
24. 492  43KVLVGYWHNWK  79VINVSFMKT 119SVLIALGGADA 155DGLDIDLEQ 194MITMAPEF 222DFINPQYYN 278KFVIGLPSNND 316KGLMTWSVNWD326
25. 483  27KILMGFWHNWP  63VVAVAFMKG 100AVLISLGGADA 136DGLDIDLEQ 175IVSMAPEF 203DFIAPQYYN 263RLAIGLPSNVD 301KGLMTWSVNWD311
26. 480  25KILMGFWHNWA  61VVAVAFMKG  98AVLISLGGADA 134DGLDIDLEQ 173IISMAPEF 201DFIAPQYYN 257KFVIGLPSNND 295KGLMTWSINWD305
27. 571 281HAVTGYWQNFN 208IIAVAFADA 353KVIISVGGEKG 390DGVDIDLEN 421ILTMAPQT 450TVVNMQYYN 494QVGLGLPASTR 542RGAMTWSTNWD552
28. 610 277HALVGYLHASF 305VIDLAFGEP 353KVLISIGGQNG 390DGLDIDFEG 437VLTMAPET 481TLLHVQDYN 537QVAIGMPASTQ 584RGLMTWSINWD594
29. 360  34KLLVGYWHNFD  61VINVSFGET 101KVVLSIGGQNG 138DGIDIDLES 184LLSMAPET 220TYIHVQHYN 276QVMIGLPAAPA 328RGLMSWSINWD338

β1           β2     β3      β4       β5     β6     β7           β8          

FIG. 2.  Sequence alignment of the putative catalytic domain of Chi54 and family 18 chitinaases. The sequences 
were aligned on the basis of the strands β1- β8 of ChiB from S. marcescens (row. 17), in which red letters indicate 
the –1 subsites and green letters indicate the +1 subsites. The gray backgrounds are amino acids well conserved in 
both of subfamily A and B, and the blue conserved only in subfamily A or B. The numbers next to the row numbers 
represent total amino acids of the protein. The numbers at the left of each sequence represent the residue positions in 
the protein. Row: 0, Chi54 of Chromobacterium sp; 1, ChiA1 (M57601) of B. circulans; 2, ChiA (Q9ZNLO) of C.
paraputrificum; 3, ChiB (O50076) of of C. paraputrificum; 4, ChiA(Q9RMB8) of Arthrobacter sp.; 5, 
ChiB(Q9RE16) of Arthrobacter sp.; 6, Pk-chiA (Q9UWR7) of P. kodakaraensis; 7, Chi (O30678) of S. maltophilia; 
8, Chi 69 of J. lividum; 9, Chi67(Q9RCG5) of D. chitinasigens; 10, ChiA (CHIA ALTSO) of Alteromonas sp.; 11, 
Chi92 (Q9F9Q8) of A. hydrophila ; 12, ChiC (Q9L8G0) of S. peucetius; 13, ChiA(CHIA SERMA) of S. marcescens; 
14, ChiC (P94289) of B. circulans; 15, Chi (Q59326) of C. thermocellum; 16, ChiC(O50590) of Alteromonas sp.; 17,
ChiB(CHIB SERMA) of S. marcescens; 18, Hevamine(P23472) of H. brasiiliensis; 19, ChiD (P27050) of B.
circulans; 20, ChiA(Q9ZFP7) of V. cholerae; 21, ChiA(P96168) of V. harveyi; 22, ChiA(Q9Z493) of Xanthomonas
sp; 23, ChiIII(Q5914) of Aeromonas sp.; 24, ChiA(Q9CE95) of L. lactis; 25, ChiC(Q9I1H5) of P. aeruginosa; 26, 
ChiC(Q9WXD3) of S. marcescens; 27. ChiA(Q59924) of S. lividans; 28, ChiB(Q9S5K1) of S. coelicolor;  29, Chi36 
(Q93QD3) of B. cereus. 
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2. 832  51RKIVGYFPEWA  82HIQYSFAMV 148DLLISVGGWAG 189DGVDIDFEY 247LLTAAVTA 271DFLSVMSYD 329KILMGIPYYTR 440GGALIWVMNGD450
3. 831  50LRNVMYYGDWS  81HLNFAFMDF 136KIGVSLGGWSK 177DFVDLDWEY 237ELSVALPA 263DFANIMTYD 317KIVVGAAYYTR 439GGMIAWMASQD449
4. 880 181QRVIGYFTSWR 212HINYAFAHI 274KTLVSVGGWAE 328SGVDIDYEY 386QLTVAAPA 411DFVNMMSYD 475RINLGVPFYTR 623GGVMIWELAGD633
5. 577  56YRNVGYFAQWG  88HINYSFGNI 166KVMISLGGWTW 223DGIDIDWEW 274VVLSAFLP 302DFGSIQGYD 358QLGLGLAAYGR 445GGGMWWELSGD455
6.1215 175YRVIVYYISWG 203HVNYAFLDL 243KVLISVGGWTL 284DGIDIDWEY 334LLTAATPA 359DSINIMTYD 417KITVGLPFYSR 518GGVMIWEITAD528
7. 700 298KRVIGYFTQWG 330HINYAFGNV 408KVLISLGGWTW 460DGIDIDWEY 504LLTVAVGA 529DFINVMTYD 585KLNLGIGYYGR 675GGAFFWEFSGD685
8. 665 246REVGSYFAQWG 278FINYAFGNI 360KLFISLGGWSW 417DGIDIDWEY 467LLTAAVGA 492DWINLMTYD 558KLLLGIPFYGR 642RGAFSWELDGD652
9. 633 221RQVGSYFTSGA 253FLNYAFGNI 328SPMISLGGWSW 383DGIDIDWEF 434KLTVAIGA 459DWINVMSYD 519KIVVGIPFYGR 609GGMFSWSLDGD619
10. 820 158RVTGAYFVEWG 186HILYGFIPI 265KILPSVGGWTL 306DGVDIDWEF 357ELTSAIGA 382DYIFAMTYD 451KLVMGVAMYGR 563AGLFGWEIDAD573
11. 865 158KVVGAYYVEWG 186HILYGFTPI 267KILPSVGGWTL 308DGVDIDWEF 358ELTSAISA 383DHIFLMSYD 436KIVVGAAMYGR 534GGLFAWEIDAD544
12. 629 261KVKLGYFTNWG 293HINYAFGNV 354KVLWSFGGWTW 396DGIDLDWEY 436LVTAAVTA 464DWYNVMTYD 518KLLLGIGFYGR 604GGAFFWEFSGD614
13. 563 158KVVGSYFVEWG 186HLLYGFIPI 267KILPSIGGWTL 308DGVDIDWEF 358ELTSAISA 383DHIFLMSYD 436KVVVGTAMYGR 534GGLFSWEIDAD544
14. 491  46KKIIAYVAGWA  70HINYSFALI 107KVLLSVGGWGA 147DGVDLDWEY 197LLTIAAGA 222DWINLMTYD 267KLVIGGAFYGR 355GGIMFWEYSND365
15. 482  33KRIVGYFAEWN  63HINYAFAKI 115KTLISVGGWTE 156DGVDIDWEY 206LLTIAAPA 231DFINIMTYD 288KINVGVPYYAA 380GGIMIWELSGI390
16. 430 183FKIVGYFPSWQ 206HINYSFLLP 242KVGIAIGGWNG 285DGVDMDWEY 320FLTAAVVA 344DFLNLMAYD 380KTVLGVPFYAR        ---
17. 499   5KAVIGYYFIPT  46HINFSFLDI 89RIMFSIGGWYY 137DGVDIDWEY 180QLTIAGAG 207DYINLMTYD 284KIVMGVPFYGR 398GGVMFWHLGQD408

Subfamily B
18. 311  27GGIAIYWGGNG  53YYNIAFLNK  99KVMLSLGGGIG 146DGIDFDIEH 178YLTAAPQC 202DYVWVQFYN 239KIFLGLPAAPE 276GGVMLWSKFYD286
19. 524 190KWLIGYWHNFD 117VINVSFAEP 258KVLISMGGANG 296NGLDIDLEG 343VLTAAPET 379TLLHVQHYN 435QIAIGVPASQQ 486KGIMTWSINWD496
20. 846 522HRLIGYWHNFV 550VIDIAFAEN 600VFVLSLGGAEG 637DGLDVDLES 673FLTMAPEH 711DILHVQLYN 766QVAIGLPSGPS 814AGVMTWSINWD824
21. 729  35GVVVGYWQNWC  69IVNVSFMKV 114SVLLALGGADA 150DGLDIDLEQ 189LITMAPEF 217DWINPQFYN 272KLVFGIPSSID 310RGVMTWSINWD320
22. 596 283HALVGYWHNFT 321NGAVSFTVD 351KVVLSLGGQNG 388DGVDIDLES 426YLSMAPEH 462DLIHVQYYN 519QVALGLPSGPS 567RGVMTWSINWD577
23. 535 229KQLVGYLHARL 257VINLSFAEP 305KVLISIGGQNG 342DGLDIDFEG 389MLTMAPET 432SWLQVQDYN 487QIMIGIPANAN        ---
24. 492  43KVLVGYWHNWK  79VINVSFMKT 119SVLIALGGADA 155DGLDIDLEQ 194MITMAPEF 222DFINPQYYN 278KFVIGLPSNND 316KGLMTWSVNWD326
25. 483  27KILMGFWHNWP  63VVAVAFMKG 100AVLISLGGADA 136DGLDIDLEQ 175IVSMAPEF 203DFIAPQYYN 263RLAIGLPSNVD 301KGLMTWSVNWD311
26. 480  25KILMGFWHNWA  61VVAVAFMKG  98AVLISLGGADA 134DGLDIDLEQ 173IISMAPEF 201DFIAPQYYN 257KFVIGLPSNND 295KGLMTWSINWD305
27. 571 281HAVTGYWQNFN 208IIAVAFADA 353KVIISVGGEKG 390DGVDIDLEN 421ILTMAPQT 450TVVNMQYYN 494QVGLGLPASTR 542RGAMTWSTNWD552
28. 610 277HALVGYLHASF 305VIDLAFGEP 353KVLISIGGQNG 390DGLDIDFEG 437VLTMAPET 481TLLHVQDYN 537QVAIGMPASTQ 584RGLMTWSINWD594
29. 360  34KLLVGYWHNFD  61VINVSFGET 101KVVLSIGGQNG 138DGIDIDLES 184LLSMAPET 220TYIHVQHYN 276QVMIGLPAAPA 328RGLMSWSINWD338

β1           β2     β3      β4       β5     β6     β7           β8          

FIG. 2.  Sequence alignment of the putative catalytic domain of Chi54 and family 18 chitinaases. The sequences 
were aligned on the basis of the strands β1- β8 of ChiB from S. marcescens (row. 17), in which red letters indicate 
the –1 subsites and green letters indicate the +1 subsites. The gray backgrounds are amino acids well conserved in 
both of subfamily A and B, and the blue conserved only in subfamily A or B. The numbers next to the row numbers 
represent total amino acids of the protein. The numbers at the left of each sequence represent the residue positions in 
the protein. Row: 0, Chi54 of Chromobacterium sp; 1, ChiA1 (M57601) of B. circulans; 2, ChiA (Q9ZNLO) of C.
paraputrificum; 3, ChiB (O50076) of of C. paraputrificum; 4, ChiA(Q9RMB8) of Arthrobacter sp.; 5, 
ChiB(Q9RE16) of Arthrobacter sp.; 6, Pk-chiA (Q9UWR7) of P. kodakaraensis; 7, Chi (O30678) of S. maltophilia; 
8, Chi 69 of J. lividum; 9, Chi67(Q9RCG5) of D. chitinasigens; 10, ChiA (CHIA ALTSO) of Alteromonas sp.; 11, 
Chi92 (Q9F9Q8) of A. hydrophila ; 12, ChiC (Q9L8G0) of S. peucetius; 13, ChiA(CHIA SERMA) of S. marcescens; 
14, ChiC (P94289) of B. circulans; 15, Chi (Q59326) of C. thermocellum; 16, ChiC(O50590) of Alteromonas sp.; 17,
ChiB(CHIB SERMA) of S. marcescens; 18, Hevamine(P23472) of H. brasiiliensis; 19, ChiD (P27050) of B.
circulans; 20, ChiA(Q9ZFP7) of V. cholerae; 21, ChiA(P96168) of V. harveyi; 22, ChiA(Q9Z493) of Xanthomonas
sp; 23, ChiIII(Q5914) of Aeromonas sp.; 24, ChiA(Q9CE95) of L. lactis; 25, ChiC(Q9I1H5) of P. aeruginosa; 26, 
ChiC(Q9WXD3) of S. marcescens; 27. ChiA(Q59924) of S. lividans; 28, ChiB(Q9S5K1) of S. coelicolor;  29, Chi36 
(Q93QD3) of B. cereus. 
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4-Mu-(GlcNAc)2 에 대한 활성은 차이가 없었다. 이것은 ChBD가 insolule chitin의 

분해에 중요한 역할을 한다는 것을 나타낸다.

   다) catalytic dmain의 기능 

     Fig. 2 에서 보는바와 같이, Alteromonas  sp. 0-7의 ChiC 와 Aeromonas sp.의 

ChiA는 B8의 지역이 결실되어 있는 것으로 분석되었다. 따라서, CaTD의 각 β

-strand지역이 catalysis에 절대적으로 필요한지의 여부를 판단하기 위하여, β3 지역 

(ISLGGWTWSKNF, Chi54-F) 및 (GGWTWS, Chi54-G), β4 (FDGIDIDWE, 

Chi54-H), β7 (KLNVGIP, Chi54-I), β8 (LGGVFSWSLDGD, Chi54-J) 지역이 제

거된 돌연변이주들을 선발하 다. 모든 돌연변이주들은 colloidal chitin을 포함한 1/2 

LB plate에서 clearing zone을 형성하지 못하 다 (Fig. 3-1). 그들의 세포질로부터 

추출된 단백질을 전기 동하 을 때, 모균주에서와 비슷한 단백질 밴드를 나타냈지

만 (Fig. 3-2), chitinase활성은 나타내지 않았다 (Fig. 3-3). 이것은 Chi54에서 CaTD

의 각 β-strand지역이 catalysis에 절대적으로 필요하다는 것을 나타낸다.
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FIG. 3. Clearing zones of colloidal chitin (1) by E. coli harboring genes of Chi54 
and mutants, and total protein (2) and chitinolytic protein (3) of their cytoplasmic 
fractions. A; wild-type (Chi54), B; deletion of signal sequence (Chi54-B), C, D and 
E; deletion of major sites of ChBD (Chi54-C, -D and –E), F and G; deletion of β3–
region (Chi54-F and –G), H, I and J; deletion of β4 (Chi54-H), β7 (Chi54-I) and β8 
(Chi54–J), respectively. 
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     지금까지 분석된 Chi54 domain의 구조 및 기능에 대한 결론을 Fig. 4에 나타냈

다. Chi54의 N-말단부터 promoter, signal sequence, chitin-binding domain 및 

catalytic domain에 존재하 는데,  signal sequence는  E. coli에서 chitinase의 분비

에 중요한 역할을 하고, chitin-binding domain은  insolule chitin의 분해, catalytic 

domain의 각 β-strand지역은 catalysis에 절대적으로 필요하다는 결론을 얻었다    

 나. catalytic domain에 필수적인 아미노산 

 

     상기에서 CaTD의 각 β-strand지역은 Chi54의 catalysis에 절대적이라는 것이 

구명되었기 때문에, 이 연구에서는 각 β-strand지역에서 catalysis에 필수적인 아미

노산을 구명하기 위하여 실시되었다. 따라서, 각 β-strand에서 다른 chitinase들과 

완전히 conserve한 아미노산과 conserve되어 있지 않은 아미노산들을 Table 1 에서

와 같이 선정하여 돌연변이시킨 후, chitinase 생산여부를 조사하 다. 

     다른 chitinase들과 conserve한 

아미노산들, 즉, β3의 S213, G216, W217, β4의 D271, E273, β7의 G403, β8의 G492, 

S497이 변이 되었을 경우에는 colloidal chitin을 포함한 1/2 LB plate에서 clearing 

Fig. 4. Structure and function of domains  of a Chromobacterium sp. chitinase gene. 

P; promoter,  S; signal sequence, ChBD; chitin-binding domain,  I, II, III and IV; β3,
β4, β7and β8 region of catalytic domain 
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zone을 형성하지 못하 다. 반면, conserve되어 있지 않은 β3의 T218, β4의 I268, 

I270, β7의 N401, β8의 V493, W496들이 변이 되었을 경우에는 clearing zone을 형성

하 다. 그러나, clearing zone의 크기가 T218은 모균주에 비하여 더 크고, N401은 

비슷하 으나, I268, I270, V493, W496들은 더 작았다 (Fig. 5).

     모균주와 돌연변이주들을 1/2 LB+chitin에서 37℃, 5일 동안 배양후, 그 배양여

액에 있는 단백질 농도와 chitinase활성을 비교해 보았다 (Table. 2). 그 결과, 

clearing zone을 형성하지 못한 S213, G216, W217, D271, E273, G403, G492, S497등

의 배양여액에서는 chitinase활성이 검출되지 않고, 단백질농도도 낮은 경향이었다. 

반면, clearing zone을 형성한 돌연변이주들의 배양여액 속에 있는 chitinase활성은 

clearing zone의 크기와 비슷하고 T218은 모균주에 비하여 더 높고, N401은 비슷하

으며, I268, I270, V493, W496들은 더 낮았다. clearing zone을 형성하지 못한 돌연

변이주들은 세포질로부터 추출된 단백질에서도 chitinase활성을 나타내지 않았다. 그

러나, clearing zone을 형성한 돌연변이주들은 세포질로부터 추출된 단백질에서 높은 

Table 1. Amino acids of Chi54 replaced by site-directed mutagenesis and their 
strain name

β -strand    Amino acid Original Replaced             Strain name
site    amino acid amino acid a

β3 S213   Ser (TCG)     Glu (GAA)    I-1
G216    Gly (GGC) Glu (GAA)      I-2 
W217      Trp (TGG)     Glu (GAA) I-3
T218     Thr (ACC)     Ser (AGC)  I-4

β4 I268 Ile (ATC)     Val (GTG)   II-1
I270  Ile (ATC)     Val (GTC)     II-2
D271   Asp (GAC)     Trp (TGG)     II-3 
E273    Glu (GAA)     Trp (TGG)     II-4

β7 N401      Asn (AAC)     Val (GTC)  III-1
G403 Gly (GGC)     Glu (GAA)    III-2

β8 G492    Gly (GGG)     Glu (GAA)     IV-1
V493      Val (GTG)     Met (ATG)     IV-2
W496    Trp (TGG)     Glu (GAA)     IV-4
S497      Ser (TCC)     Glu (GAG)     IV-3

a The amino acids were replaced using QuikChange site-directed mutagenesis kit
and identified by DNA sequencing 
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(P) and mutated Chi54 (I-1 –IV-4) on chitin agar plates
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chitinase활성을 나타냈다.       

 다. family 18 catalytic domain을 subfamily A와 B로 분류

     bacterial chitinase들은 subfamily A에서 β7 과 β8 사이에 extra domain을 갖

Table 2. Protein concentration and chitinase activity of cytoplasmic fraction and              
culture supernatant from E. coli harboring the chi54 and the mutagenized chi54

Cytoplasmic fractiona Culture supernatantb

Strain   Protein  Chitinase Protein Chitinase  
(mg/ml)  (U/ml)     (mg/ml) (U/ml) 

Chia       0.452      0.379      0.742       0.353
I-1    0.608        - 0.344         -
I-2     0.651        - 0.385         -
I-3    0.670        - 0.312         -
I-4    0.595      1.092      0.765       0.586 
II-1    0.677      0.523      0.268       0.142 
II-2    0.483      1.024      0.604       0.272 
II-3    0.595        - 0.364         -
II-4    0.561        - 0.279         -
III-1   0.410      0.352      0.760       0.337 
III-2   0.673        - 0.494         -
IV-1    0.793        - 0.484         -
IV-2    0.302      0.728      0.373       0.060 
IV-3    0.367      0.628      0.453       0.057
IV-4    0.478        - 0.295         -

aCytoplasmic fraction was extracted from cells cultured for 1 day in TB broth
b Culture supernatant was obtained from cells for 5 days in ½ LB+chitin broth
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는 것 이외에, β6의 C-말단지역에 존재하는 MxYD motif이 subfamily B에서는 

QxYN로 대체되어 있었다. 이 연구에서는 bacterial chitinase이외에, 다양한 자원으

로부터 얻어진 family 18 chitinases를 subfamily A와 B로 분류하여 보았다. 조사된 

99 chitinases중에서 subfamily A에 포함될 수 있는 chitinase는 60, subfamily B에 

포함될 수 있는 chitinases는 35, 그리고 두 subfamily에 포함되기 어려운 chitinases

가 4 존재하 다. 이들중, Archaea, Virus, Nematoda, Insecta, Entamoeba, Crustacea

로부터의 chitinases들은 모두 subfamily A에만 포함되었지만, Bacteria, Fungi, Plant

로부터의 chitinases들은 subfamily A와 B에 포함되었다. 그러나, bacterial 

chitinases들의 대부분은 subfamily A에 포함되었고, Plant chitinases들의 대부분은 

subfamily B에 포함되었다 (Fig. 6).  

     이들 중에서 주요 chitinase의 β4와 β6 지역에 있는 아미노산을 Fig. 7.에서와 

같이 나열해 보았다. 그 결과, subfamily A와 B 모두의 chitinase에서 β4의 E와 β6

의 Y는 완전히 conserve되어 있었다. 한편, subfamily A의 모든 chitinase는 β6의 

M, D가 완전히 conserve되어 있으나, subfamily B의 경우에는 그 위치에 Q, N이 완

Fig. 6. Number of chitinases belong to subfamily A, B and X of family 18 
catalytic domain. Ba; bacteria, Ar; archaea, Fu; fungi, Vi; viruses, Ne; 
nematoda, In; insecta, En; entamoeba, Cr; crustacea, Pl; plants.
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Fig. 6. Number of chitinases belong to subfamily A, B and X of family 18 
catalytic domain. Ba; bacteria, Ar; archaea, Fu; fungi, Vi; viruses, Ne; 
nematoda, In; insecta, En; entamoeba, Cr; crustacea, Pl; plants.
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전히 conserve 되어 있었다.   

 

    subfamily A와 B 모두에 conserve 되어 있는 아미노산과 subfamily A에만 

conserve되어 있는 아미노산들이 catalysis에 어떠한 역할을 하는가를 조사하기 위하

여, E는 W (E273W), Y는 D (Y348D), 그리고 M과 D는 Q (M346Q)와 N (D348N), 

W (D348W)로 돌연변이시켰다. Fig. 8에서 보는바와 같이, 모균주 (Chi54)는 

colloidal chitin을 포함한 1/2 LB plate에서 clearing zone을 크게 형성하 지만, 돌연

변이주인 E273W, Y348D, D348W들은 전혀 형성하지 못하고, M346Q와 D348N는 아

주 작게 형성하 다. 이것은 돌연변이주들이 chitinase를 세포밖으로 거의 분비하지 

Origin    EMBL           β4             β6                       β4            β6 

SUBFAMILY A 
Bacteria Chi54 265 FDGIDIDWE  341 DWINVMTYD P07254  307 FDGVDIDWE  383 DHIFLMSYD  

P11797  136 FDGVDIDWE  207 DYINLMTYD  P20533  196 FDGVDLDWE  272 DWINIMTYD   
P32823  305 YDGVDIDWE  382 DYIFAMTYD O50076 176 MDFVDLDWE  263 DFANIMTYD 
Q59326 155 FDGVDIDWE  231 DFINIMTYD O30678 459 FDGIDIDWE  529 DFINVMTYD   
Q48373 416 FDGIDIDWE  492 DWINLMTYD P97034 307 FDGVDIDWE  383 DHIFLMSYD  
Q43919 307 FDGVDIDWE  383 DHIFLMSYD Q48494 196 FDGVDLDWE  272 DWINIMTYD   
Q9WX42 315 YDGVDIDWE  394 DYIFAMTYD  Q9RMB8 327 FSGVDIDYE  411 DFVNMMSYD 
Q9RCG5 382 FDGIDIDWE  459 DWINVMSYD  Q9L5D5 307 FDGVDIDWE  383 DYIFLMSYD   
Q9KED7 191 FDGVDVDWE  267 DWINIMTYD  Q9EY44 345 FDGIDVDWE  406 SWIMPMTYD

Archaea  Q9HR84 291 FDGLDIDWE  367 DFLNVMTYD  Q9UWR7 283 LDGIDIDWE  359 DSINIMTYD
Fungi     P32470  163 FDGIDIDWE  232 DYINLMAYD  P54196  162 FDGIDIDWE  232 DFWNLMAYD   

P48827  163 FDGIDIDWE  232 DYINLMAYD  O43111 164 FDGIDVDWE  235 DYINLMAYD   
O59928 164 FDGIDVDWE  233 DYINLMAYD  Q92270 145 LDGLDIDWE  216 DLFYLMAYD   
Q9HEQ7 247 LDGIDIDWE  316 DFWNLMAYD  Q9HEQ6 143 FDGVDIDWE  203 TFWNLMCYD   

Virus     P41684  297 FDGVDIDWE  374 DKIFLMSYD  O10621 306 FDGIDIDWE  383 DKIFVMSYD   
O91465 305 FDGVDIDWE  382 DYIFVMNYD Q9YMQ7 299 FDGLDVDWE  376 DRIFLMSYD   
Q9WFU7 308 FDGIDIDWE  399 DKIFVMSYD

Nematoda Q11174  169 FDGIDIDWE  240 DFILLMSYD    P29030  140 FDGFDLDWE  207 DLLFLMSYD  
Q25615 139 FDGFDFDWE  206 DLLSLMSYD

Insecta  P36362  138 FDGLDLDWE  208 DAIHVMSYD  O17411 136 FDGFDLDWE  206 DAIHCMTYD   
Q9W5U3 256 FDGLDLDWE  327 SWISVMAYD    P91731 139 FDGLDLDWE  209 DAIHVMSYD   
O01935 150 FDGLDLDWE  216 DSMHIMCYD    Q23737 137 FDGFDIDWE  203 DFINLMTYD  
O97403 142 FDGFDIDWE  210 DMINVMVYD    Q9GV44 139 FDGLDLDWE  209 DAIHVMSYD   
Q9GV05 139 FDGLDLDWE  209 DAIHVMSYD

Entamoeba P90546 266 LDGIDIDWE  339 DWINLMTYD    P90547 272 LDGIDIDWE  346 DWINLMTYD   
Crustacea P91773 264 FDGLDLDWE  334 DWIAVMTYD    Q9Y0D4 157 FDGLDLDWE  227 DAIHLMTYD   
Plant     Q43576 132 FHGLDLDWE  201 DWINLMAYD    O81862 132 FHGLDLDWE 201 DWVNLMAYD  

SUBFAMILY B
Bacteria  Q9ZFP7  636 FDGLDVDLE 711 DILHVQLYN Q9Z493  387 FDGVDIDLE  462 DLIHVQYYN  

P27050  295 FNGLDIDLE  379 TLLHVQHYN  P96168  149 FDGLDIDLE  217 DWINPQFYN  
Fungi     P29029  149 VDGFDFDIE  207 DFAFIQFYN P54197  167 VDGFDFDIE  226 DFIFIQFYN  

D87895  167 VDGFDFDIE  226 DFFWVQFYN  
Plant     Q9ZSR4  143 LDGIDFDIE  200 DYIFVQFYN Q9SQI0  139 LDGADFDIE  192 DFVWVQFYN  

Q9S9F7  119 LDGIDFDIE  176 DFVWVQFYN P29061  143 LDGIDFDIE  199 DYVWVQFYN 
P23472  145 LDGIDFDIE  202 DYVWVQFYN  P51614  144 LDGIDFDIE  204 DYVWVQFYN 
Q9SP41  146 LDGIDFDIE  203 DYVWVQFYN Q9XHC3  140 LDGIDFDIE  196 DYVWVQFYN 
Q43098  144 LDGVDFDIE  200 DYVWVQFYN Q9SXM5  144 LDGIDFDIE  200 DYVWVQFYN 
P36908  142 LDGIDFDIE  196 DYVWVQFYN O49876  140 LDGIDFDIE  196 DYVWVQFYN 
Q9XF93  144 LDGVDFDIE  202 DNVWVQFYN O22080  145 LDGVDFDIE  204 DSVWVQFYN 
P17541  145 LDGVDFDIE  197 DSVWVQFYN    P36910  143 LDGIDFDIE  200 DYVWVQFYN 
P29024  144 LDGVDFDIE  202 DIVWVQFYN    Q41401  141 LDGIDFDIE  198 DYVFVQFYN

W Q D  N,W

Fig.7. Alignment of the 4th and 6th β-strand regions composing the catalytic (β/α)8 barrel domains 
of some family 18 chitinases and target amino acids for site-directed mutagenesis in a
Chromobacterium sp. chitinase 54 (Chi54). The family 18 chitinases were obtained from the 
protein data bank and literature. The highly conserved amino acids in both of subfamily A and B 
are indicated by a  gray backgrounds. The blue and green backgrounds are conserved only in 
subfamily A and B, respectively. 
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Fig.7. Alignment of the 4th and 6th β-strand regions composing the catalytic (β/α)8 barrel domains 
of some family 18 chitinases and target amino acids for site-directed mutagenesis in a
Chromobacterium sp. chitinase 54 (Chi54). The family 18 chitinases were obtained from the 
protein data bank and literature. The highly conserved amino acids in both of subfamily A and B 
are indicated by a  gray backgrounds. The blue and green backgrounds are conserved only in 
subfamily A and B, respectively. 
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않았다는 것을 나타낸다.

     이렇게하여, 모균주와 돌연변이주들의 세포내에 있는 단백질과 배양여액에 있는 

단백질을 전기 동하여 보았다. 그 결과, 세포내에서는 clearing zone을 전혀 생성하

지 못한 돌연변이주 (E273W, 

Y348D, D348W) 나 작게 형성한 돌

연변이주(M346Q와 D348N)들 모두, 

모균주(Chi54)에서와 비슷한 단백질

밴드를 나타냈다 (Fig. 9A). 반면, 배

양여액의 경우, clearing zone을 작

게 형성한 돌연변이주는 모균주에서

와 비슷한 단백질밴드를 보여주  었

지만, clearing zone을 전혀 생성하

지 못한 돌연변이주들은 그 밴드를 

나타내지 않았다 (Fig. 9 C). 모균주

에서와 비슷한 밴드가 전기 동상에

서 chitinase 활성을 지닌가를 조사

하여 보았는데, clearing zone을 전

혀 생성하지 못한 돌연변이주들은 chitinase활성을 전혀 갖지 않았고, clearing zone

을 작게 형성한 돌연변이주는 chitinase활성을 나타냈다. 그러나, M346Q의 chitinase

활성은 D348N와 모균주에 비하여 낮다는 것을 알 수 있었다.        

     모균주와 돌연변이주들을 1/2 LB+chitin배지에서 5일 동안 배양시킨 후, 배양여

액을 ammonium sulfate으로 침전시켜, 동일 단백질 농도에서 4-MU-(GlcNAc)2, 

colloidal chitin, crystal chitin에 대한 chitinase활성을 조사하 다. 그 결과,  clearing 

zone을 전혀 생성하지 못한 돌연변이주 (E273W, Y348D, D348W) 들은 모든 기질에 

대하여 chitinase활성을 나타내지 않았고, clearing zone을 작게 형성한 돌연변이주들

(M346Q, D349N)은 chitinase활성을 나타냈다. 그러나, 4-MU-(GlcNAc)2에 대하여 

D349N은 모균주에 비하여 약 1/2의 활성을 나타냈으나, M346Q 는 1/40의 활성을 

나타고, colloidal chitin과 crystal chitin에 대해서는 D349N가 1/100의 활성, M346Q 

Chi54 
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M346Q

Y348D

D349N

D349W 

Fig. 8. Clear zones formed by a wild-type  
(Chi54) and mutants (E273W, M346Q, 
Y348D, D349N, D349W ) on ½ LB plates 
containing colloidal chitin
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Fig. 8. Clear zones formed by a wild-type  
(Chi54) and mutants (E273W, M346Q, 
Y348D, D349N, D349W ) on ½ LB plates 
containing colloidal chitin
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가 약 1/20의 활성을 나타냈다. 

 나. cellulose-binding domain의 첨가에 의한 chitinase의 활성 증가 

      Chromobacterium sp. strain C-61 chitinase (Chi54) 의 ChBD는 SMART 

program에서 type 3(ChBD3)로 분류되었고, 저희 연구(상기 domain의 구조 및 기능)

에서 group A(ChBD3a)로 더 분류되었다. ChBD3a를 지닌 몇몇chitinase는 chitin과 

cellulose 모두에 결합하고, CBD family II 를 지닌 endoglucanase 및 xylanase도 

cellulose와 chitin 모두에 결합하는 것으로 보고되었다. 한편, ChBD들은 insoluble 

chitin에 대한 chitinase활성을 증가시키는데 중요한 역할을 한 것으로 보고되었다. 

이들의 보고에 의해서, 우리는 ChBD3a와 CBD family II (CBDII)가 기질 결합과 

chitinase활성의 증가에 비슷한 기능을 갖고 있고, 두 domain의 결합에 의해서 그들

의 기능은 더 증가할 것이라는 가설을 세울 수 있었다. 따라서, 이 연구에서는 그 가

설을 확립하기 위하여, 1) ChBD3a와 CBDII의 아미노산 서열을 비교하고, 2) Chi54 

의 ChBD3a에  CBDII를 대체하여 기질 결합능려과 chitinase활성에 대한 두 domain

의 기능을 비교, 분석하 으며, 3) Chi54 의 ChBD3a 뒤에  CBDII를 첨가하여 기질 

Fig. 9. (A) cytoplasmic proteins, (B) chitinolytic activity  and (C) extracellular 
proteins of wild-type (W) and mutants (1; E273W, 2;M346Q, 3;Y348D, 
4;D349N, 5;D349W). These results reveal that proteins of  E273W, Y348D 
and D349W are expressed in cytoplasm, but do not have chitinase activity and 
are not secreted.
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Fig. 9. (A) cytoplasmic proteins, (B) chitinolytic activity  and (C) extracellular 
proteins of wild-type (W) and mutants (1; E273W, 2;M346Q, 3;Y348D, 
4;D349N, 5;D349W). These results reveal that proteins of  E273W, Y348D 
and D349W are expressed in cytoplasm, but do not have chitinase activity and 
are not secreted.
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Table 4. Relative activity of wild-type and mutants proteins toward 
various substrates

Chitinase          4-Mu-(GlcNAc)2 Colloidal chitin      Crystal chitin

Wild-type          100.0        100.0                  100.0  

E273W  ND                         ND                 ND 

M346Q                      2.5 5.7                     4.8

Y348D                       ND                         ND   ND 

D349N                     49.0       0.8     1.0

D349W                 ND                         ND   ND 

Table 4. Relative activity of wild-type and mutants proteins toward 
various substrates

Chitinase          4-Mu-(GlcNAc)2 Colloidal chitin      Crystal chitin

Wild-type          100.0        100.0                  100.0  

E273W  ND                         ND                 ND 

M346Q                      2.5 5.7                     4.8

Y348D                       ND                         ND   ND 

D349N                     49.0       0.8     1.0

D349W                 ND                         ND   ND 
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결합능력과 chtinase활성의 증가여부를 조사하 다.

 1) ChBD3a와 CBDII의 아미노산 서열 비교 

     SMARTdata bank에 있는 ChBD3a는 40-60 아미노산으로 이루어져 있고, 

CBDIIa는 90-110 아미노산으로 이루어져 있었다. 우리는 이들 domain중에서 중요지

역만 Fig. 1. 에서처럼 비교해 보았다. ChBD3a에서 6개의 방향족 아미노산인, W(Y), 

Y, W(Y), W(Y)W(Y), W가 conserve되어 있었고, CBDIIa에서는 5개의 방향족 아미

노산인, W, W, W, W, W가 conserve되어 있었다. 이들 아미노산중에서 3개의 방향

족 아미노산이 ChBD3a와 CBDIIa 모두에 conserve되어 있었지만, 그 나머지 방향족 

아미노산은 서로 conserve되어 있지 않았다. 현재. ChBD3a의 3차원구조는 보고되지 

않았지만, ChBD3a 에 포함될 것으로 제시된 Erwinia chrysanthemi endoglucanase 

Z (CBDegz) 의 구조는 보고되었고, CBDIIa에 속한 Cellulomonas fimi 

Fig. 1. Comparison of ChBD3 with CBDII. The arrows indicate the tryptophanre residues shown to be 
essential for subatrate-binding. The gray backgrounds are aromatic amino acids well conserved in both of 
ChBD3a and CBDIIa, and blue backgrounds conserved only in ChBD3a or CBDIIa. Row: 1,  
Chromobacterium sp;  2, C. paraputrificum (Q9ZNLO);  3, C. paraputrificum (O50076) ; 4, Arthrobacter
sp. (Q9RMB8) ;  5, Arthrobacter sp.(Q9RE16);  6, P. kodakaraensis (Q9UWR7) ;  7, Alteromonas sp.  
(CHIA ALTSO);  8, A. caviae (Q43919);  9, V. harveyi (P96168); 10, Bacillus sp. (M14781); 11, C. 
pachnodae (AF120157); 12, C. fimi;  13, C. fimi;  14,  P. fluorescens subsp. cellulosa;  15, S. plicatus;  16, 
S. lividans;  17, S. griseus;  18,. P. fluorescens subsp. cellulosa; 19,. P. fluorescens subsp. cellulosa.

ChBD3a
1. Chitinase    ChrChi54   WSNAQTY-NGGDYA-LYANKTWRAKWWTQNNQPGAD-QWGPW
2. Chitinase CpaChiA   YDSNTIY-NGGDIV-IYNGETYKCKWWTQGQAPGA--QWGPW
3. Chitinase     CpaChiB   YDSKTVY-NGGDIV-VYNGETYRCKWWTQGEIPGSS-EWGAW
4. Chitinase     ArtChiA   WSAAAVY-TGGAVV-AHAGSSYKAKWWTQGEVPGSG-AANAW
5. Chitinase     ArtChiB   WSATATY-LGGSKV-SHGGISYKAKWWTLNEKPGAS-QWGPW
6. Chitinase PkoChiA   YEPGKTY-NQGDVV-EYNGKIWRVKYWTQ-SVPG---SDDSW
7. Chitinase     AltChiA   WDRSTVY-VGGDRV-IHNSNVLEAKWWTQGEEPG---TADVW
8. Chitinase     AcaChiA   WSAGTVY-NTNDKV-SHKQLVWQAKYWTQGNEPSR--TADQW
9. Chitinase VhaChia    WDANTVY-VEGDQV-SHDGATWVAGWYTRGEEPGTTGEWGVW

10. Cellulase     BacCel    WDPTQIY--TNEIV-YHNGQLWQAKWWTQNQEPGY--PYGPW
11. Xylanase      CpaXyn    WVATQVY-VAGDRV-EVDGRVFEAQWWTQGQHPLVSGPWGSW

ChBD3b   consensus       W(Y)--Y--------------W(Y)--T----P--------W
CBDIIa
12. Endoglucanase CfiCenA   WPGGFGANVTITNLG-DPVSSWKLDWTYTA-GQRIQQLWNGT-ASTNGGQVSVTSLPW   
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19. Lyase         PflPeclya WGSGFTAEINVTNDTGQAVSNWSVSWQESG—-ATVTNAWNAT-LSGSNPY-TAASLGW
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endoglucanase A (CBDCenA) 와 endoglucanase (CBDCex)의 3차원 구조도 보고되

었다. 3차원 구조도 ChBD3a와 CBDIIa 사이에는 서로 상이 한 것으로 분석되었다. 

반면, ChBD3a는 chitinase이외에 cellulase와 xylanase에서 발견되고, 거꾸로 CBDIIa

는 cellulase (endoglucanase)와 xylanase이외에 chitinase에서도 발견되었다. 따라서, 

우리는 ChBD3a와 CBDIIa 의 구조는 서로 다르지만, 비슷한 기능을 가지고 있을 것

으로 생각되었다.

  2) Chi54 의 ChBD3a에  CBDIIa의 대체 및 첨가 

    Fig. 2에서 처럼, pBK-CMV 벡터에 구축된 Chi54 유전자 (chi54) 는 N-말단쪽부

터 signal sequence, ChBD, catalytic domain (CatD)로 이루어져 있다. 이 plasmid를 

pCHBD, 단백질을 Chi54로 명명하 다. CBDIIa로는 pET-36(+) 벡터에 구축된 

Cellulomonas fimi endoglucanase A의 CBD(CBDCenA)를 이용하 다. 즉 

pET-36(+) 벡터의 CBD뒤에 Chi54의 CatD를 구축하여, ChBD를 CBD로 대체하고, 

plasmid를 pCBD, 단백질을 Chi54-I로 명명하 다. CBD와 ChBD의 double domain은 

pET-36(+) 벡터의 CBD뒤에 Chi54의 ChBD와 CatD를 구축하여 만들어 졌는데, 이 
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plasmid를 PC-CBD, 단백질을 Chi54-II로 명명하 다. 

   3) 형질전환  E. coli의 chitinase생산 능력 

      재조합된 plasmid들을 E. coli에 형질전환시켰을 경우, Chi54는 배양여액으로 

분비되었으나, Chi54-I과 Chi54-II는 분비되지 못하고 세포질 속에 존재하 다. 따라

서 형질전환 균주들을 LB와 TB에서 3시간 배양 후, IPTG를 첨가하고 1시간에서 5

시간까지 더 배양 후, cytoplasm, periplasm 및 배양여액에 있는 단백질 농도와 

chitinase활성을 조사하 다. 그 결과,  LB 보다는 TB배지, 그리고 cytoplasm에서 높

은 chitinase활성을 나타냈는데, IPTG의 첨가는 큰 향을 미치지 못하 다.

     따라서, TB배지에 접종하고 37 C에서 배양하여 cytoplam내의 chitinase활성을 

조사하 는데, 모균주 (Chi54) 와  재조합 균주 (Chi54-I 과 Chi54-II) 모두 배양 24

시간째에 가장 높은 활성을 나타내고, 그 이후에는 활성이 오히려 감소하 다 (Fig. 

3).    

   4) chitinase의 분리, 정제 및 특성 

      TB배지에서 배양 24시간 후, cytoplasm으로부터 효소를 추출, ammonium 

sulfate으로 농축 및 투석 후, Rotofor cell (Bio-Rad, USA)에서 정제하여 

SDS-PAGE를 하 다. 그 결과 (Fig. 4), ChBD를 지닌 chitinase (Chi54)는 약 

54-kDa, CBD를 지닌 chtinase (Chi54-I)는 57-kDa, ChBD와 CBD를 지닌 chtinase 

(Chi54-II)는 60-kDa의 분자량을 나타냈고, 그들 모두 chitin분해 활성을 나타냈다. 

이들은 모두 염기서열에 의해서 환산된 분자량과 거의 일치하 다. 한편, 53-kDa의 

분자량을 지닌 chitinase가 모든 조합에서 나타났는데, 이들은 생산된 chitinase의 특

정지역이 분해되어 나온 것으로 생각된다.
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   5) chitinase 활성 및 기질 결합 능력의 비교 

      4-MU-(GlcNAc)2, colloidal chitin 및 crystal chitin에 대한 정제된 chitinase들

의 활성을 비교하 다. 여기에서 Chi54의 활성을 100으로 하 을 경우, Chi54-I의 활

성은 93-96%로서 Chi54와 비슷한 경향을 나타냈고, Chi54-II의 활성은 136-157로서 

Chi54보다 1.5 배정도 더 높았다 (Table 1),   

     한편, 기질인 chitin과 cellulose에 대한 결합능력을 비교하기 위해서 Chi54의 

cytoplasm으로부터 추출된 단백질을 기질에 결합시킨 후, 결합되지 않은 단백질과 

0

10

20

30

40

50

1 3 5 7 9 11 13 24 48 72

Times  (hr)

C
h
it
in

a
s
e
 a

c
ti
v
it
y
 (

U
/m

l)

chi54 chi54-I chi54-II

Fig. 3.  Chitinase production of E. coli harboring pChBD, pCBD and pC-
ChBD according to culture times in TB medium at 37 ℃. Chitinase
activity in the cytoplasm was assayed using 4-MU-(GlcNAc)2 as a 
substrate and was expressed as micromoles of liberated 4-MU per ml of 
extracted protein per minute.
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결합된 단백질을 추출하여 SDS-PAGE를 실시하 다. 그 결과 (Fig. 5A), chitinase

만 기질에 결합하고 다른 단백질들은 결합되지 않는 다는 것을 알 수 있었다. 특히, 

Chi54는 cellulose보다 chitin에 더 잘 결합할 것처럼 보 다.

      따라서,  이들의 양적 결합능력을 보기 위해서, 정제된 Chi54, Chi54-I, Chi54-II

와 대조구로 BSA를 chitin과 cellulose에 결합시킨 후, 결합되지 않은 단백질 농도를 

조사하 다. 그 결과(Fig. 5B), Chi54와 Chi54-I 모두 chitin과 cellulose에 결합하고, 

그 결합능력은 Chi54와 Chi54-I, 그리고 chitin과 cellulose사이에 큰 차이를 나타내지 

않았다. 한편, Chi54-II는 Chi54와 Chi54-I 보다 chitin과 cellulose모두에 더 잘 결합

하는 것으로 나타났다.
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(Avicel). (A) qualitative binding of crude Chi54, lane 1; proteins from cytoplasm, 2 and 3; 
proteins unbound and bound in chitin, respectively, 4 and 5; proteins unbound and bound in 
cellulose, respectively. (B) quantitative binding of purified Chi54, Chi54-I and Chi54-II. The 
purified protein (50μg) was incubated with chitin or cellulose of 12.5mg for 1h on ice, and then 
the amount of protein in the supernatant (unbound protein) is shown.      
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 다. catalytic domain의 첨가에 의한 chitinase활성의 증가 여부

      상기의 결과에서, 하나의 substrate-binding domain보다 두 개의 domain이 결

합되었을 경우 기질 결합 능력과 chitinase활성이 더 증가된다는 결론을 얻었다. 따

라서, 이 연구에서는 하나의 substrate-binding domain에 두 개의 catalytic domain

이 있을 경우에는 어떤 현상이 일어날 것인가를 알아보기 위하여, Chromobacterium  

sp. strain C-61의 chitinase유전자 (Chr-chia) 에 Trichoderma harzianum chitinase

유전자 (Thr-chia) 의 catalytic domain (CatD)부위를 구축하여 chitinase활성의 증가

여부를 조사하 다.     

   

   1) Chr-chiai 와 Thr-chia  의 비교

      Chromobacterium sp. chitinase 유전자 (Chr-chia)를 pBK-CMV에 구축하여 

E. coli에 형질전환시켰을 경우에는 chitnase를 세포밖으로 분비하 으나, 

Trichoderma harzianum  의 chitinase유전자 (Thr-chia) 를 pET27b(+) 에 구축하여 

E. coli에서 형질전환시켰을 경우에는 chitinase가 periplasm에 존재하 다. 한편 이

들의 domain을 분석하 을 경우, Thr-chia 에는 chitin-binding domain이 존재하지 

않는다는 것을 알 수 있었다 (Fig. 1). 

Table 1. Relative actvity of purified Chi54 and 
recombinant proteins.

Chitinase                        Relative activity

4-MU   colloidal   crystal   

Chi54       100.0     100.0   100.0

Chi54-I      95.9      93.3       96.2 

Chi54-II    145.5     169.5      151.5

Table 1. Relative actvity of purified Chi54 and 
recombinant proteins.

Chitinase                        Relative activity

4-MU   colloidal   crystal   

Chi54       100.0     100.0   100.0

Chi54-I      95.9      93.3       96.2 

Chi54-II    145.5     169.5      151.5
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    2) Thr-chia 의 catalytic domain을 구축하기 위한 벡터의 특성 

       Chrchia의 ChBD와 CatD의 B3-strand 사이에 있는 3종류의 DNA단편 

(108-135 amino acids, 108-167 amino acids, 108- 197 amino acids)중, 108-135의 

아미노산이 제거되었을 경우에는 chitinase활성에 변화를 나타내지 않았다. 또한, 

B8-strand 뒤에 있는 BpuAI site (1594 bps) 이후의 DNA 단편이 제거되었을 경우

에도 chitinase활성에 변화를 나타내지 않았다. 한편, Chr-chia에는 521과 1184bp에 

BstEII site, 582와 729bp에 Asp700 site, 1594, 2275, 2575, 2620, 3565bp에 BpuAI 

site, 1846과 3744bp에 ApaI site 가 있었다 (Fig. 1).
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   3) 벡터와 insert DNA의 조제    

      Chrchia의 ChBD 뒤에 catalytic domain을 구축하기 위한 벡터는 BstEII 과 

ApaI, Asp700 과 ApaI 으로 절단 후, gel로부터 추출하 고, Chrchia의 catalytic 

domain 뒤에 catalytic domain을 

구축하기 위한 벡터는 BpuAI과 

ApaI 으로 절단 후, gel로부터 추

출하여 이용하 다.  한편, 

pET-27벡터에 구축된 Thr-chia 

(cDNA)로부터 PCR에 의해서 

catalytic domain을 분리하 는데, 

Chrchia의ChBD 뒤에 구축하기 

위한 catalytic domain은 5‘ 말단

에 BstEII site을 만들기 위한 

primer와 Asp700 site을 만들기 

위한 primer, 그리고 3’말단에 

ApaI site을 만들기 위한 primer1 

및 primer2 를 합성하여 PCR에 

의해서 분리하고 PCR clean kit에 의해서 정제하여 BstEII와 ApaI, Asp700과 ApaI

으로 절단 후 gel로부터 추출하 다. 또한 Chrchia의 catalytic domain 뒤에 구축하기 

위한 catalytic domain은 5‘말단에 BpuAI site을 만들기 위한 primer I 및 primer II, 

그리고 3’ 말단에 ApaI site을 만들기 위한 primer1 및 primer2 를 합성하여 PCR에 

의해서 Thr-chia의 catalytic domain을 분리하고 PCR clean kit에 의해서 정제하여 

BpuAI과 ApaI으로 절단 후 gel로부터 추출하여 이용하 다 (Fig. 3).

Fig. 3. Vector and insert DNA digested with BstEII and ApaI
(A), BpuAI and ApaI (B). A1; pBK-CMV harboring signal 
sequence and ChBD of Chr-chia, A2; catalytic domain of Tri-
chia amplified by PCR,  B1; pBK-CMV harboring signal 
sequence, ChBD and catalytic domain of Chr-chia,  B2; 
catalytic domain of Tri-chia amplified by PCR. 
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(A), BpuAI and ApaI (B). A1; pBK-CMV harboring signal 
sequence and ChBD of Chr-chia, A2; catalytic domain of Tri-
chia amplified by PCR,  B1; pBK-CMV harboring signal 
sequence, ChBD and catalytic domain of Chr-chia,  B2; 
catalytic domain of Tri-chia amplified by PCR. 
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  4) 형질전환 E. coli의 선발 및 catalytic domain의 도입 확인 

      gel로부터 추출된 vector DNA와 insert DNA를 ligation하여 E. coli (XL1Blue) 

에 형질전환시킨후 kanamycin이 첨가된 LB배지에서 선발하고, colony PCR에 의해

서 Chr-chia의 catalytic domain을 함유한 균주를 선발하 다 (Fig. 4A). 선발된 균

주들부터 플라스미를 분리, 정제하여 제한효소로 절단, 전기 동에 의해서 Chr-chia

에 Thr-chia의 catalytic domain이 도입되었음을 확인하 다(Fig. 4B).

   5) 형질전환 E. coli의 chitinase생산  

     균주들을 TB에서 1일 배양하여 cytoplasm으로부터의 효소와 1/2 LB+colloidal 

chitin에서 5일 배양 후, 그 배양여액의 chitinase활성을 조사하 다. 그 결과 (Table 

1). Chr-chia의 ChBD뒤에 Thr-chia의 catatalytic domain이 구축되었을 경우

(ChBD+cata)에는 Chr-chia 에서와 비슷한 활성을 나타냈지만. Chr-chia의 catalytic 

domain뒤에 Thr-chia의 catatalytic domain이 구축되었을 경우(cata+cata)에는 

chitinase 활성이 오히려 감소하 다.

 

 

Fig. 4. Selection of the positive transformants (lane 3) by colony PCR (A) and identification of 
the insert DNA by physical restriction map (B). B1; an intact  Chr-chia in pBK-CMV,  B2; a 
chimeric gene consisting of signal sequence, ChBD of Chr-chia and catalytic domain of Tri-
chia in pBK-CMV,  B3; a chimeric gene consisting of signal sequence, ChBD, catalytic 
domain of Chr-chia and catalytic domain of Tri-chia in pBK-CMV. 

A                                B
M    1     2    3    4    5    6    7    8     9   10      M    1     2      3

pBK-CMV

Insert DNA

Fig. 4. Selection of the positive transformants (lane 3) by colony PCR (A) and identification of 
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chimeric gene consisting of signal sequence, ChBD of Chr-chia and catalytic domain of Tri-
chia in pBK-CMV,  B3; a chimeric gene consisting of signal sequence, ChBD, catalytic 
domain of Chr-chia and catalytic domain of Tri-chia in pBK-CMV. 
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   6) 형

질 전 환 

E. coli

가 생산

한 chitinase의 활성 및 특성 

      형질전환 E. coli가 생산한 chimeric chitinase 의 염기서열에 의한 예상된 분자

량과 pI값을 계산한 결과 (Table 2),  Chromobacterium sp. 의 chitinase (Chr-chia)

는  약 55 kDa의 분자량과 8.54의 pI값, 그리고 Trichoderma harzianum의 chitinase 

(Thr-chia) 는 약 43 kDa의 분자량과 4.91의 pI값을 나타낼 것으로 계산되었고,  실

험에서도 비슷한 값을 나타냈다. 이에 반하여 Chr-chia의 ChBD뒤에 Thr-chia의 

catalytic domain을 구축하 을 경우에는 약 53 kDa의 분자량과 5.06의 pI값, 그리고 

Chr-chia의 catalytic domain뒤에  Thr-chia의 catalytic domain을 구축하 을 경우에

는 약 95 kDa의 분자량과 5.48의 pI값을 나타낼 것으로 계산되었다. 이들의 분자량을 

확인하기 위하여, SDS-PAGE를 실시 (Fig. 5) 하 는데, 비슷한 크기의 분자량을 보

여주었다.

Table 1. Protein concentration and chitinase activity of 
cytoplasmic fraction and  culture supernatant from E. coli
harboring Chr-chia and chimeric gene 

Cytoplasmic fractiona Culture supernatantb

Genec Protein Chitinase Protein Chitinase  
(mg/ml)  (U/ml)    (mg/ml) (U/ml) 

Chr-chia  4.98    163     0.392    356
ChBD+CaTA 4.32    157     0.435    337   
CaTA+CaTA 4.08     35     0.376     -

a Cytoplasmic fraction was extracted from cells cultured for  
1day in TB broth
b Culture supernatant was obtained from cells cultured for 5  
days in  ½ LB+chitin broth
cChr-chia; parental chitinase gene of Chromobacterium sp.,
ChBD+CaTA; ChBD of Chr-chia and catalytic domain of
Trichoderma harzianum chitinase gene (Tri-chia); 
CaTA+CaTA; parental Chr-chia and catalytic domain of Tri-
chia

Table 1. Protein concentration and chitinase activity of 
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a Cytoplasmic fraction was extracted from cells cultured for  
1day in TB broth
b Culture supernatant was obtained from cells cultured for 5  
days in  ½ LB+chitin broth
cChr-chia; parental chitinase gene of Chromobacterium sp.,
ChBD+CaTA; ChBD of Chr-chia and catalytic domain of
Trichoderma harzianum chitinase gene (Tri-chia); 
CaTA+CaTA; parental Chr-chia and catalytic domain of Tri-
chia
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  라. Site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 의 활성 증가

Table 2. Putative molecular weight and pI value of 
chimeric chitinase gene

Geneab Mwb   pIb

Chr-chia     54974.12       8.54

ChBD+CaTA    53120.72       5.11

CaTA+CaTA    95145.48       5.48 

Tri-chia     42744.26       4.91

aChr-chia; parental chitinase gene of Chromobacterium
sp., ChBD+CaTA; ChBD of Chr-chia and catalytic 
domain of Tri-chia, CaTA+ CaTA; catalytic domain of 
Chr-chia and catalytic domain of Tri-chia, Tri-chia; 
parental chitinase gene of T. harzianum
bCalculated by computer program
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Chr-chia and catalytic domain of Tri-chia, Tri-chia; 
parental chitinase gene of T. harzianum
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1 2 3 Fig. 5. Chitinolytic bands of 
cytoplasmic fraction or  culture 
supernatant from E. coli
harboring Chr-chia and
chimeric gene. 1;Chr-chia, 2;  
ChBD+CaTA, 3; CaTA+CaTA, 
1 and 2; crude enzyme 
extracted from supernatants 
cultured for 5 days in ½ LB+ 
chitin, 3;  crude enzyme 
extracted from cells cultured 
for  1day in TB broth
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      Chi54의 catalysis에 필수적인 아미노산을 구명하는 과정에서, catalytic domain 

β3 지역의 Thr (T218) 을 Ser로 대체 함으로서 chitinase활성이 증가됨을 발견하

다. 따라서, 이 연구에서는 그 원인을 구명하기 위하여, 1) family 18 catalytic 

domain에서 Thr (T218) 에 일치하는 아미노산을 비교, 분석하고, 2) Thr (T218)을 

일치하는 아미노산들로 돌연변이시킨 후, 3) 배양기간에 따른 chitinase의 생산능력과 

4) 정제된 chitinase의 활성을 비교하 다. 

  

   1) family 18 catalytic domain에서 돌연변이 될 아미노산의 비교, 분석

      Chi54의 T218에 일치하는 아미노산을 subfamily A에 속한 여러 chitinase들과 

비교, 분석하여 본 결과 (Fig. 1), 32개의 chitinase중에서, 대부분의 chitinase 는 Thr 

(22개) 로 이루어져 있었고, 일부의 chitinase는 Ser (5개) 혹은 Ala (5개)로 이루어져 

있었다. 한편, subfamily B에 속한 일부 chitinase에서는 Asp 혹은 Glu로 이루어져 

있었다. 

Fig. 1. Target amino acid for site-directed mutagenesis in a Chromobacterium sp. chitinase 54 
(Chi54) and its comparison with those of other chitinases. The sequences are C-terminal 
regions of β3-strands in catalytic domains 

S, A, D, E
β3                            Bacteria (GenBank/EMBL)

1. SLGGWTW Chromobacterium sp. Chi54
Arthrobacter sp. ChiB(AJ250586), S. maltophilia(AF014950)

2. SVGGWTW B. circulans ChiA(M57601), B. thuringensis(U89796) 
B. cereus(AB041932), B. halodurans(AP001510), K. zopfii(D63702)

3. SFGGWTW C. uda(AV00839), S. peucetius ChiC(Q9L8GO),
4. SVGGWTL Alteromonas sp. ChiA(AB063629)
5. SIGGWTL S. marcescens(AF085718), S. liquefaciens(AF334683)

P. agglomerans(U59304), A. hydrophila(AF181852) 
B. cepacia(AV040610), V. parahaemolyticus(AF323471) 
V. alginolyticus(AB055155), V. cholerae(AE004346)
V. harveyi(AF323180), V. anguillarum(AB00494)
P. kodakaraensis(Q9UWR7)     

6. SVGGWTE C. thermocellum(Z68924) 
7. SLGGWSW J. lividum(AJ250586), D. chitinasigens(U81007)
8. SIGGWSW B. circulans(AF265220)
9. SVGGWSW B. subtilis(AF069131)

10. SLGGWSK C. paraputrificum ChiB(AB001874)
11. SVGGWAG C. paraputrificum ChiA(AB012764), B. circulans ChiC(D89568)
13. SVGGWAE Arthrobacter sp. ChiA(Q9RMB8), Alteromonas sp. ChiD(AB036629)

Pseudoalteromonas sp.(AF007896) 
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   2) Site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 생산능력의 변화 

      Chi54의 T218을 Ser (T218S), Ala (T218A), Asp (T218D) 및 Glu (T218E)로 

대체하 을 경우, T218S는 colloidal chitin을 함유한 1/2 LB 배지에서 모균주 

(Chi54)에 비하여 더 큰 clearing zone을 형성하 다. 반면, T218A의 clearing zone은 

모균주에 비하여 더 작고,  T218E, T218D의 순서로 더 작았다 (Fig. 2A). 

   배양기간에 따른 모균주와 돌연변이주들의 chitinase생산능력을 비교해보기 위해

서, 1/2 LB+chitin배지에서 37 C 배양하여 매일 배양여액의 chitinase 활성을 측정하

다. 그 결과, T218S는 배양 5일후에 최고의 chitinase활성을 나타내고, 7일 이후에 

감소하 는데, 모균주는 6일에 최고의 활성을 나타내고, 그 이후 감소하는 경향이었

다. 한편, T218A는 7일후, T218D와 T218E는 9일에 최고의 활성을 나타냈고 이후 

10일까지 크게 감소하지 않았다 (Fig. 2B).   

  

     각 균주에서 최고의 chitinase활성을 나타낸 배양여액의 단백질 농도와 chitinase

활성을 비교해 본 결과, 단백질 농도는 모균주와 돌연변이주들 간에 큰 차이를 나타

내지 않았다. 그러나, chitinase활성은 모균주에 비하여 T218S에서는 약 2배 더 높고, 

T218A와 T218E에서는 비슷하 으며, T218D에서는 1/5 정도 더 낮았다 (Fig. 3A). 

이들 배양여액을 SDS-PAGE에 의해서 분석해 본 결과, 돌연변이주들 모두 모균주

Fig. 2. Clear zones (A) and chitinase production (B) by wild-type (Chi54) and mutants (T218-
S,A,D,E). After cultured for various days at 37℃ in ½ LB+chitin,  chitinase activity of the culture 
supernatants was assayed using 4-MU-(GlcNAc)2 and was expressed as micromoles of liberated 4-
MU per ml of culture supernatant per minute.   
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S,A,D,E). After cultured for various days at 37℃ in ½ LB+chitin,  chitinase activity of the culture 
supernatants was assayed using 4-MU-(GlcNAc)2 and was expressed as micromoles of liberated 4-
MU per ml of culture supernatant per minute.   
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에서와 비슷한 chitinase 밴드를 나타냈다 (Fig. 3B).

 

   3)  chitinase의 분리, 정제 및 활성

      각 균주를 대량 배양하여 최고의 chitinase활성을 나타낸 배양일의 여액을 

ammonium sulfate으로 침전, 투석시킨 후, Rotofor cell을 이용하여 정제하 다. 그 

결과, Rotofor cell의 18-20 fraction에는 순수한 chitinase만 존재하 다 (Fig. 4).

     18-20 fraction의 단백질을 모아서 투석한 후, 동일 단백질농도를 SDS-PAGE에

서 분석한 결과, Fig 5A, B에서와 같이 chitinase활성을 나타내는 두 밴드만 검출되

었다

     분리, 정제된 동일 농도의 chitinase에 대한 활성을 4-MU(GlcNAc)2, colloidal 

chitin 및 crystal chitin에서 조사한 결과, T218S는 모균주에 비하여 

4-MU(GlcNAc)2,에서는 약 1.4배, colloidal chitin 과 crystal chitin 에서는 약 1.6배 

더 높았다. 반면, T218A, T218D 및 T218E 의 chitinase활성은 모 균주에 비하여 더 

낮았다 (Table 1).
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Fig. 3. Protein concentration and chitinase activity (A) in the culture supernatant 
of wild-type (Chi54) and mutants (T218-S,A,D,E) in dates of maximum 
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      이들의 chitinase활성을 더 자세히 분석하기 위하여 4-MU(GlcNAc)2,에서의 

kinetic parameter를 조사하여 본 결과 (Table 2), T218S는 모균주에 비하여 Km값

은 비슷하 으나, Kcat값이 더 높아서, Kcat/Km에 대한 상대활성이 약 1.3배 더 높

Fig. 4. One-step purification of chitinases 
using Rotofor cell . 0; original protein, 6-20; 
fraction numbers of Rotofor cell . This reveals 
that purfied chitinase can be obtained in 18-20 
fractions.
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Fig. 5. Purified chitinases (A) and chitinolytic activity 
(B) of wild-type (W) and mutants(S;T218S, A;T218A, 
D; T218D, E; T218E).
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았다. 한편, T218A, T218D 및 T218E 의 Km 및 Kcat 값은 다양한 양상을 나타냈는

데, 상대 활성이 모균주에 비하여 낮았다. 

      

  

      

     

  

  마. chimeric chitnase 유전자를 Trichoderma harzianum에 도입, 발현

     2년 차 연구의 당초계획은 병 억제력이 증가된 chitinase유전자를 

Table 1. Relative activities of purified chitinases from wilg-type 
and mutants toward various chitinous substrates

Chitinase        4-Mu-(GlcNAc)2 Colloidal chitin   Crystal chitin

Chi54                    100.0                   100.0                  100.0

T218S                   136.4                   156.6                  156.6

T218A                     63.5                     60.2                    94.1

T218D                     52.0                     48.5      86.5

T218E                     67.0                     51.8       87.4
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T218E   4.26       8.0     1.88                 87.9
a/  Km= x10-1,  Kcat= x10-2
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Pseudomonas fluorescens에 도입, 발현시키고자 하 으나, TOL 벡터에 구축된 

Thr-chia 가 P. fluorescens 에서 발현되지 않았다, 이에 반하여 T. harzianum의 

Nag1 프로모터와 signal sequence에 구축된  Chr-chia는 T. harzianum에서 발현 및 

분비됨은 물론 병억제력이 증가되었다. 따라서, cellulose-binding domain이 첨가된 

Chr-chia와 Thr-chia의 catalytic domain이 첨가된 Chr-chia를 T. harzianum에 도

입, 발현시키는 실험을 하 다.

   1) chimeric 유전자를 Trichoderma 형질전환용벡터에 구축

    가) chimeric 유전자를 구축하기 위한 벡터의 조제 : 1년 차 연구에서 

pRLMEX30의 ppki부위에 Trichoderma harzianum의 Nag1  프로모터와 signal 

sequence (pNag), shgh부위에 Chromobacterium sp. chitinase gene (Chr-chia)을 구

축하고 pNCA3으로 명명하 다 (Fig. 1). 따라서 이 연구에서는 pNCA3을 분리, 정제

후, XbaI과 NsiI으로 절단, 전기 동 후, Chr-chia)를 제거하여 vector로 이용하 다 

(Fig. 2A). 

 

Nsi I

Chr-chia

Xba I

pNag

tcbh2

Xho I

pNCA3

 5.6kb

Nde I

Hind III

pRLMEX30

   5.5kb

HindⅢ

tcbh2

NsiⅠ

NdeⅠ

shph

XbaⅠ

p p k

iXhoⅠ

Fig. 1. pNCA3 ; construction of Nag1 promotor and Chr-chia from pRLMEX30  
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    나) chimeric 유전자의 조제 : 

cellulose-binding domain이 첨가된 Chr-chia 

(Fig. 2B)와 catalytic domain이 첨가된 Chr-chia  (Fig. 2 C)의 5‘ 말단에 XbaI site

을 만들기 위한 primer와 3’말단에 NsiI site을 만들기 위한 primer 를 합성하여 

PCR에 의해서 분리하고 PCR clean kit에 의해서 정제하여 두 효소로 절단 후 gel로

부터 추출하 다.

    

    다) chimeric 유전자의 구축 확인 : vector와 insert DNA를 ligation시키고, E. 

coli JM109에 형질전환시킨후, colony PCR에 의해서 chimeric 유전자의 삽입을 확인

하고 (Fig. 3), 형질전환 E. coli 로부터 플라스미드를 분리, 정제하여 제한효소로 절

단 후 insert DNA의 크기에 의한 chimeric 유전자의 삽입을 확인하 다

 2) 재조합 chimeric유전자를 Trichoderma spp.에 형질전환 

   가) 형질전환주의 선발 : Trichoderma harzianum의 원형질체에 재조합 DNA 및 

pHAT@를 첨가하여 형질전환시킨후 hygromycin이 함유된 PDA배지에서 형질전환

주들을 선발하 다. 형질전환주들은 포자를 형성시켜 단포자 분리를 하 고, PDA배

지와 선택배지 (PDA+hygromycin 100ppm 배지에 0.1% TritonX-100 100ul를 첨가

하여 도말후 풍건) 에 번갈아 가면서 계대 배양하 다. 

   나) 형질전환주의 chitinase생산능력 : Trichoderma harzianum 에서 chitinase생산

Fig. 3.  Insert DNA (ChBD of Chr-chia+ 
catalytic domain of Thr-chia) detected by 
colony PCR

Fig. 3.  Insert DNA (ChBD of Chr-chia+ 
catalytic domain of Thr-chia) detected by 
colony PCR

Fig. 2. Vector and insert DNA 
extracted  from gel after digesting 
with Xba I and Nsi I. A; deletion of  
Chr-chia from pNCA3. B; ChBD of
Chr-chia+catalytic domain of Thr-
chia, C; catalytic domain of Chr-
chia+catalytic domain of Thr-chia

M        A  B   C

Fig. 2. Vector and insert DNA 
extracted  from gel after digesting 
with Xba I and Nsi I. A; deletion of  
Chr-chia from pNCA3. B; ChBD of
Chr-chia+catalytic domain of Thr-
chia, C; catalytic domain of Chr-
chia+catalytic domain of Thr-chia

M        A  B   CM        A  B   C
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에 주로 이용되고 있는 Modified Richard`s Medium (MRM)과 Trichoderma Mineral 

Media(TMM)배지에 형질전환주들의 포자현탁액을 접종, 배양하여, 매일 배양여액의 

chitinase활성을 측정한 결과 (Table 1), 형질전환균주들은 모두 모균주 보다 더 높은 

chitinase활성을 나타냈다. 그러나,  ChBD+cata가 도입된 p2-1 과 cata+cata가 도입

된 p2-2 모두 Chr-chia가 도입된 p1-5보다 더 높은 chitinase활성을 나타내지 못하

다.

 바. 형질전환미생물의 유전적 안정성 평가

   1) 배지에서 계대배양 횟수에 따른 안정성 : 

       도입된 유전자의 안정성을 평가하기 위하여 형질전환 Trichoderma 

harzianum은 hygromycin 100ppm이 함유된 PDA, Pseudomonas putida.는 

rifampicin 25ppm과 kanamycin 50ppm이 함유된 King's B배지에서 생장 후, 항생

물질을 함유하지 않은 배지에서 계대배양하 다. 계대배양 후, 항생물질이 함유되지 

않은 배지에 도말하여 형성된 T. harzianum의 포자와 P. putida.의 colony를 항생물

질이 첨가된 배지에 무작위로 500균주씩 접종하여 생장하지 못한 균주의 수를 조사

한 결과 (Table 1), T. harzianum 은 10회 계대배양에서 1.4%, 15회 계대배양에서 

3.2%, P. putida. 는 10회 계대배양에서 9.2%, 15회 계대배양에서 16.6%가 변이되었

Table 1.  Chitinase activity of extra-cellular protein produced by transgenic T. harzianum

Culture    p1  p1-5                     p2-1                      p2-2
period(days)    MRM     TMM MRM     TMM     MRM TMM MRM    TMM

1      0.190      0.089       0.177     0.092      0.107    0.063   0.125    0.079  
2                     0.291      0.157       0.335     0.145  0.233    0.148       0.245    0.121
3                     0.386      0.255       0.891     0.704  0.657    0.668       0.779    0.586
4                     0.305      0.464       0.808     0.965  0.808    0.955       0.763    0.852
5                     0.485      0.977       0.906     0.865  0.898    0.655       0.878    0.757
6                     0.491      1.050       1.296     0.932  1.121    0.918       0.973    0.946
7                     0.588      1.067       1.359     1.070  1.259    1.104       1.041    1.023   

P1; Trichoderma harzianum, p1-5; T. harzianum carring Chr-chia, p2-1; T. harzianum
carring ChBD+cata, p2-2; T. harzianum carring cata+cata 
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4                     0.305      0.464       0.808     0.965  0.808    0.955       0.763    0.852
5                     0.485      0.977       0.906     0.865  0.898    0.655       0.878    0.757
6                     0.491      1.050       1.296     0.932  1.121    0.918       0.973    0.946
7                     0.588      1.067       1.359     1.070  1.259    1.104       1.041    1.023   

P1; Trichoderma harzianum, p1-5; T. harzianum carring Chr-chia, p2-1; T. harzianum
carring ChBD+cata, p2-2; T. harzianum carring cata+cata 



- 89 -

다.

   2) 도입 유전자의 결실여부를 확인하기 위한 PCR 실시 

       계대배양 후, 항생물질 첨가배지에서 생장하지 못한 균주의 염색체 DNA에 

chitinase유전자의 N-말단과 C-말단에 특이적인 primer를 이용하여 PCR을 실시한 

결과, 형질전환 T. harzianum과 P. putida.모두 도입된 chitinase유전자가 검출되지 

않았다. 따라서, 항생물질 첨가배지에서 생장하지 못한 형질전환균주들은 chitinase 

유전자가 결실된 것으로 생각되었다. 

 

   3) 도입 유전자가 결실된 균주들의 chitinase활성

       도입 유전자가 결실된 형질전환 T. harzianum은 MRM과 TMM배지 모두에

서 모균주에서와 비슷한 chitinase 활성이 검출되었고, 도입 유전자가 결실된 P. 

putida.는 모균주에서처럼 chitin분해능력을 갖지 못하 다.

 4. 결과 요약

Table 1. Population of transgenic microorganisms changed 
in antibiotic resistance according to culture times  

Culture times Density 

T. harzianum P. putida

0   0 (0 %)       0  (0 %)

5   4 (0.8)       14  (2.8)

10    7 (1.4) 46  (9.2)

15     16 (3.2)  83 (16.6
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 가. chitnase유전자 (chi54)의 구조 및 기능

  1) Chromobacterium  sp. chitinase유전자 (chi54) 은 N-말단쪽 부터 signal 

sequence, chitin-binding domain (ChBD), catalytic domain (CaTD) 으로 구성되었

다.

  2) Signal sequence는 E. coli  에서 chitinase의 분비에 중요하 다.

  3) Chitin-binding domain은 insoluble chitin의 분해에 중요하 다.

  4) Catalytic domain의 β-strand들은 chtinase활성에 필수적이었다.

  5) 각 β-strand들에서 다른 chitinase들과 conserve되어 있는 아미노산들은 

chtinase활성에 절대적으로 필요하고 conserve되어 있지 않은 아미노산들은 대체된 

아미노산에 따라 다양 chitinase활성을 나타냈다.

  6) family 18 catalytic domain은 6번째 β-strand에 있는 아미노산에 따라  

subfamily A (MxYD) 와  subfamily B (QxYN) 로 더 분류될 수 있었다.

  7) Subfamily A의 Y (Chi54의 Tyr348) 는  chitinase활성에 필수적이었다. 

  8) Subfamily A의 M과 D (Chi54의 Met346 과 Asp349) 가 Q와 N으로 대체되었을 

경우에는 chitinase 활성이 감소되었다.

 나. cellulose-binding domain의 첨가에 의한 chitinase의 활성 증가

   1) Chromobacterium  sp. strain C-61 chitinase의 ChBD3와 Cellulomonas fimi 

endoglucanase A의 CBDIIa는 4-MU-(GlcNAc)2, colloidal chitin 및 crystal chitin에 

대한 chitinase활성과 chitin 및 cellulose에 대한 결합능력에서 비슷하 다.

   2)  ChBD3와 CBDIIa의 double domain은 single daomin보다 chitinase활성 및 기

질 결합 능력이 증가되었다.    

 다. catalytic domain의 첨가에 의한 chitinase활성의 증가 여부

   1) Thr-chia의 catalytic domain내에 분포하는 β-strand들은 Chr-chia의 그것들과 

고도로 conserve하지만, Thr-chia내에는 Chr-chia에서와 같은 ChBD가 존재하지 않

았다. 
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   2) Chr-chia에 Thr-chia의 catalytic domain을 결합시켰을 경우 chitnase활성이 증

가할 것이라는 가설은 성립되지 않았지만, Thr-chia의 catalytic domain에 Chr-chia

의 ChBD가 결합하 을 경우, Thr-chia의 chitinase활성이 더 증가하 다. 즉, ChBD

가 없는 Thr-chia에 ChBD를 부착함으로서, chitinase활성을 증가할 수 있다는 결론

을 얻었다. 

   3) Chr-chia의 프로모터, signal sequence 및 ChBD 뒤에 Thr-chia를 부착하 을 

경우,  E. coli에서 Thr-chia의 chitinase를 분비ㅎ 다.

 라. Site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 의 활성 증가

   1)  Chromobacterium  sp. chitinase유전자의 Thr218를 Ser (T218S) 으로 대체하

을 경우에는 chitin 분해능력이 증가되었지만, Ala(T218A), Asp(T218D) 및 

Glu(T218E) 로 대체되었을 경우에는 감소되었다.

   2) 32개의 subfamily A chitinase 중에서, chi54 의 Thr218에 일치하는 아미노산은 

22개의 chitinase에서 Thr, 5개 chitinase에서 Ser, 5개 chitinase에서 Ala 으로 이루

어져 있었다. 

   3) 모균주는 배양 5일, T218S는 6일, T218A는 7일, T218D와 T218E는 9일 후에 

최고의 활성을 나타냈다. 

   4) 최고 배양일의 배양여액속에 들어 있는 chitinase 활성은 모균주에 비하여 

T218S는 1.5배, T218A는 1/2배, T218D는 1/5배, 그리고 T218E는 1/3배 정도이었다. 

   5) 정제된 동일 단백질농도의 chitinase활성도 T218S는 모균주에 비하여 1.3배 더 높았

다.. 

제 3 절. 토양전염성병에 대한 chitin분해미생물의 실용화 
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  1. 서  설

    식물 병원진균 중 토양 전염 병원균은 땅속의 뿌리, 괴경 또는 땅가 부분의 줄기 

등을 침입하여 곡류, 채소, 화훼류 등 여러 종류의 작물에 광범위하게 병을 일으켜 

많은 피해를 가져온다. 그 대표적인 병원균으로 Rhizoctonia solani, Fusarium 

oxysporum, Pythium spp., Phytophthora  spp., Sclerotonia  spp., Verticillium  spp. 

등이 있다. 이 병의 방제는 주로 합성 화학 살균제에 의존하고 있으나, 이는 생태계 

파괴, 환경오염 문제 및 인축 독성 문제가 있고 동시에 약제 저항성 발생으로 방제 

효과가 낮아지고 있다는 문제점이 있다(25). 이러한 문제점을 해결할 수 있는 방법의 

하나로 길항 미생물을 이용한 생물학적 방제 연구가 최근 국내외에서 많이 이루어지

고 있다. 이러한 미생물이 제품화되어 있지만 사용 중 방제효과의 변이가 많아 제품

에 따라서는 방제효과를 높일 수 있는 방법을 계속 연구하고 있는 경우도 있다. 특

히 토양 처리 후 길항 미생물의 도 유지가 중요한 관건으로 생각되어지고 있다. 

     저희는 이미 Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Sclerotonia  spp.,에 길

항하는 chitin분해미생물을 분리, 보유하고 있지만, Pythium  spp.와 Phytophthora  

spp.에 길항하는 미생물은 보유하고 있지 않다.  Pythium  spp.와 Phytophthora  spp

는 난균문에 속하며 균사는 잘 발달되어 있지만, 세포벽에 chitin이 함유되어 있지 

않은 것이 다른 식물병원균과 크게 다르다. 따라서, 이 연구에서는 난균류에 길항하

는 chitin분해미생물을 분리하고, 이들 미생물과 저희들이 이미 보유하고 있는 미생

물들을 실용화 할 수 있는 방안을 모색하 다. 

  2. 연구수행내용 및 방법

    가. 길항미생물의 분리, 동정 

    1) 사용 병원균

     오이 모 잘록병균 Pythium aphanidermatum은 경상대학교 농생물학과에서 분리

하여 보관 중인 균주를 분양 받아 V8 agar 배지(V8 juice 100 mL, CaCO3 1 g, agar 18 

g, D.W. 900 mL)에 배양하면서 사용하 다. 높은 병원성을 유지하기 위하여 발병된 
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줄기를 채취하여 병원균을 재분리하여 사용하 다. 멸균된 칼로 이병된 부위를 적당

한 크기로 잘라 1% NaClO 용액에 1분간 침지한 후 ethanol에 살짝 담궈 표면 살균

한 다음 Whatman paper(No.2)에 올려 ethanol을 말리고 ampicillin과 tetracyclin을 

각각 50 ppm 함유한 V8 agar 배지에 올려 30 ℃에서 3일간 배양하여 자란 균사를 

광학현미경 아래에서 관찰하고 전형적인 P. aphanidermatum의 균사 형태임을 확인

한 후 분리하여 보관하며 사용하 다.

    2) 길항미생물의 분리 

      P. aphanidermatum 에 길항력이 있는 미생물을 분리하기 위하여 본 연구실에

서 경상남도 일대의 여러 곳에서 토양으로부터 분리하여 보관중인 미생물과 새롭게 

채취한 토양시료에서 분리된 미생물을 사용하 다. 보관 중인 미생물은 0.1 Tryptic 

Soy Agar(TSA, TSB 3 g, agar 18 g, D.W. 1 L)에 분주하여 배지 전면에 골고루 

편 후 30 ℃ 항온기에서 3일간 배양하여 single colony를 분리하여 사용하 다. 새롭

게 채취한 토양 시료는 5 g을 멸균 증류수 45 mL과 혼합하여 30 ℃에서 30분간 진

탕한 후 토양한천희석평판법으로 적절하게 희석하여 희석액 0.1 mL를 0.1 TSA 배

지에 분주하여 배지 전면에 골고루 편 후 30 ℃ 항온기에서 3일 동안 배양하여 

single colony를 순수 분리하 다. 순수 분리된 세균의 길항력 조사는 병원균과 대치

배양 방법에 의해 수행되었고, 길항력이 검정된 세균은 TSA 사면 배지에 옮겨 4 ℃

에 보관하 다.

   3) Chitin 분해력 검정

     병원균의 생장을 억제하고 성장 속도가 빠른 균주를 1차 선발하여 basal 

medium(MgSO4․7H2O 0.5 g, FeSO4․7H2O 0.01 g, ZnSO4 0.001 g, MnCl2 0.001 g, 

K2HPO4 0.7 g, KH2PO4 0.3 g, pH 7.0, Agar 15 g, D.W. 1 L)에 swollen chitin 

0.1%(w/v)가 혼합된 colloidal chitin배지를 만들어 길항 미생물에 의한 clear zone 형

성 유무로 분해력을 검정하 다(9, 43, 67).

   4) 길항 미생물의 antimicrobial spectrum

    Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, 

Sclerotium cepivorum 등 5개의 곰팡이와 Escherichia coli, Bacillus subtilis, 
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Erwinia carotovora, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syringae, 

Staphylococcus aereus, Enterobacter pyrinus 등 7개의 세균에 대한 억제 test를 하

다. 곰팡이는 0.1 TSA 배지 중앙에 균사 disc를 놓고 양쪽에 길항 미생물을 

loading 한 paper disc를 올려서 길항력을 조사하 다. 세균은 0.5 TSB 배지에서 

overnight 시킨 후 0.1 TSA 배지에   10
2
∼10

3
으로 희석하여 100 ㎕를 spreading하

다. Spreading 한 배지 위에 길항 미생물을 loading 한 paper disc를 올려 배양한 

후 disc에서 억제된 clear zone까지의 거리를 측정하 다.

   5) 길항미생물의 유주자낭 형성 억제

     V8 agar 배지에 배양한  P. aphanidermatum을 수술용 칼로 약 8 mm 크기의 균

사절편을 만들어 5개씩 빈 petri dish에 나누고 살균수를 첨가한 후 28 ℃ 형광등 아

래에서 유주자낭 형성을 유도하 다. 길항 미생물의 작용을 알아보기 위해 0.5 TSB 

배지에 3일간 배양한 길항 미생물을 0.1 M MgSO4 solution에 현탁시키고 10
8 

cfu/mL이 되도록 하여 현탁액 3 mL을 살균수와 함께 처리하 다. 그리고, 상등액은 

현탁액과 같은 방법으로 3 mL을 처리하여 유주자낭 형성을 유도하 고, 2시간 간격

으로 24시간 관찰하 다. 형성 비율은 살균수 처리 24시간 후를 100으로 하여 결정

하 다.

   6) 길항미생물의 Cyst germination 억제

     유주자낭이 다량으로 형성된 균사 조각에서 유주자낭을 분리하여 4 ℃에서 1시

간 가량 저온처리하고 실온으로 옮겨 1시간 후 유출된 유주자는 4겹의 거즈로 거른 

후 vortexing을 통해 유주자에 부착된 편모를 탈락시켰다. Cyst 현탁액(10
4
 

spores/mL)은 유리 slide에 세균 현탁액(10
8 
cfu/mL), 상등액과 동일 양으로 처리하

고, 발아를 촉진하기 위하여 양분으로 glucose 100 ppm을 첨가하기도 했다. 30 

℃에서 습도가 유지되도록 하여 배양하 으며, 2시간 간격으로 발아율을 관찰하 다. 

   7) 길항 미생물의 동정

    가) 생리학적 특성조사

    분리된 길항세균의 동정에 필요한 형태학적, 생리화학적 실험은 Method for 
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General Bacteriology 와 Chemical Methods in Prokaryotic Systematics (19)에 

있는 방법으로 수행하 다. 중요 생리․생화학적 특성 50개 항목을 조사하기 위해 

API CH50 kit(BioMerieux, Inc.)를 사용하 다.

    나) 분자생물학적 특성조사

    길항세균의 chromosomal DNA를 추출하여 2개의 oligonucleotide primer, 

5'-GTGGCAGACGGGTGAGTAAC-3'과 5‘-CCCCTACGG CTACCTTGTTAC=3'

을 이용하여 16S rDNA 유전자를 PCR로 증폭시켜 얻었다. 이때 denaturation, 

annealing 그리고 extension 온도는 92 ℃, 58 ℃ 그리고 72 ℃로 하 다. 이 product

는 autosequence를 통해 sequencing 하 다.

 나. 길항 미생물의 제제화에 의한 병 방제효과

   

   1) 길항 미생물의 배양과 균체수확

     분리된 길항 미생물 중 배양기내에서 길항력이 좋은 YC4194와 YC4233 균주를 

선발하여 제제화에 사용하 다. 각 길항 미생물을 0.5 TSB 50 mL에 접종하여 30 ℃

에서 24시간 동안 진탕 배양한 것을 seed culture로 사용하 고 본 배양은 2 L 

Erlenmeyer flask에서 0.5 TSB 500 mL에서 30 ℃, 3일간 진탕 배양(180 rpm)하

다. 배양액은 7,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 상등액을 제거한 후 가라앉은 균

체를 수확하 다.

   2) 제제화 방법

     수확된 균체를 10 mL 멸균 증류수와 진탕시킨 후 bentonite, talc, zeolite 4 g과 

균체를 잘 섞은 후 넓은 유리 plate에 얇게 깔아 30 ℃에서 3일간 건조시켰다. 그 후 

막자 사발을 이용하여 곱게 갈아 4℃에 보관하며 사용하 다. 이때 제제 1 g당 균 

도는 10
9 
집락수(colony forming unit)정도 다.

   3) 병원균 접종원의 조제

     앞에서와 같은 방법으로 유주자낭을 형성시킨 후 거즈로 걸러 1×10
5
개 유주자

낭/mL이 되도록 하여 접종원으로 사용하 다.
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   4) 병원균 접종 및 방제효과

     모 잘록병 방제효과는 실내 식물 생육상 실험에서 기주 식물로 오이(신젠타종묘

(주), 청미삼척)를 이용하 다. 1×10
5
개/mL의 P. aphanidermatum 유주자낭을 시중

에서 판매되는 원예용 상토(주식회사서울농자재) 1 L에 100 mL씩 접종하고 

polyvinyl bag 내에서 잘 섞어 30 ℃에서 2일간 둔 후 75 ㎜ 사각 플라스틱 pot에 

파종하여 10일간 재배하 다. 이 때 상토가 마르지 않도록 계속해서 물을 주었다. 길

항 미생물은 병원균 접종 시 상토 1 L에 10 g을 넣어 접종하 다. 발병 정도는 발아 

비율과 발아된 식물의 감염비율로 조사하 으며, 방제가는 다음 식에 의해 계산하

다.

     Control value(%) =〔1-(처리구의 발병률/무처리구의 발병률)〕× 100

    가) 두 길항 미생물의 상호작용

     YC4194와 YC4233 두 길항 미생물의 synergistic 효과를 알아보기 위해 길항 미

생물을 각각 상토 1 L에 10 g 씩 넣어 잘 섞은 후 30 ℃에서 2일간 둔 후 오이를 

파종하여 방제효과를 검증하 다.

    나) 화학 살균제와의 방제효과 비교

     YC4194와 병원균을 섞은 상토에 오이를 파종한 직후 화학 살균제 

dimethomorph(주식회사 동방아그로), metalaxyl(주식회사 경농), ethaboxam(주식회

사 미성)을 생산자의 사용 추천 농도에 맞게 희석하여 pot에 각각 5 mL씩 분주하

다. 30 ℃ 온실에서 10일 동안 재배하여 방제효과를 검증하 다.

   5) 근권 토양의 길항균 도 변화

    오이를 파종한 후 0, 3, 6, 9, 12, 15일 동안 재배 후 오리 뿌리와 근처에 있는 흙

을 조심스럽게 30 ℃에서 30분간 진탕한 후 토양한천희석평판법으로 희석하여 희석

액 0.1 mL을 swollen chitin 배지 전면에 골고루 spreading 했다. 30 ℃에서 3일 동

안 배양한 후 clear zone이 형성된 colony를 count하여 대조구와 도를 비교하 다.
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   6) 제제화 후 YC4194의 도 측정

    Talc와 bentonite를 이용하여 제제화 한 YC4194는 상온과 4 ℃ 냉장 보관하면서, 

0, 1, 2, 4, 8, 12주 간격으로 도를 측정하 다. 배지는 swollen chitin 배지를 사용

하여 30 ℃에서 3일 동안 배양한 후 clear zone이 형성된 colony를 count하 다.

 다. 길항 미생물과 chitin을 첨가한 상토에서의 병 방제 효과  

   1) 상토에 접종할 Trichoderma  및  Chromobacterium배지의 선발 

    가)  Trichoderma  배지의 선발 : 겉보리 10g, crush된 겉보리 10g, 쌀보리 10g에 

native chitin 10g 씩을 혼합하여 포자현탁액 (10
4
/ml) 10ml씩을 접종후, 28 C에 보

존하여 매일, 균사생장과 포자형성 정도를 달관 조사하 다.

    나) Chromobacterium  배지의 선발 :  겉보리 10g, crush된 겉보리 10g, 쌀보리 

10g에 native chitin 10g 씩을 혼합하여 세균배양액 (10
8
 cell/ml) 10ml를 접종후, 28 

C에 보존하여 매일 ampicillin이 첨가된 NA배지에서 희석평판법에 의한 세균의 

도를 조사하 다.

   2) chitin이 첨가된 상토에서 길항미생물의 생존 능력  

    가) Trichoderma의 생존 능력 : 상토 10g에 chitin 1g을 혼합하여 상기의 배양배

지 1g을 접종후, 상온에 보존하여 PDA에서 희석평판법에 의한 균의 도를 조사하

다.

    나) Chromobacterium의 생존 능력 : 상토 10g에 chitin 1g, 상기의 5일 배양배지 

1g을 첨가 후, 상온에 보존하여 매일 ampicillin이 첨가된 NA배지에서 희석평판법에 

의한 세균의 도를 조사하 다.

   3) 폿트상태에서 토양전염성병원균의 억제효과  

    가) 병원균 접종원의 조제 : R. solani를 PDA에서 7일간 배양후, waring blender

로 잘게 마쇄하여 오트 -토양배지(오트  10g + 토양 90g)에 접종하고 28 C에서 
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10일간 배양 후, 배양토 및 균사를 잘게 부수어 체 (0.5mm) 로 걸른 다음 멸균토양

에 10% 혼합하여 접종원으로 하 다 

    나) 유묘에 병원균 및  길항균의 처리 : 10%의 chitin을 포함하고 있는 상토에 배

양된 길항미생물 (10:1, g/g)를 처리하여 비닐하우스에서 1개월 동안 보존후 병원균 

접종원 1g을 혼합, 폿트에 담고 고추 및 가지 유묘를 이식하 다.

    다) 병 억제효과 조사 : 비닐하우스에서 보존하면서 모잘록병 이병주를 매일 조

사하 다. 

   4) 포장상태에서 토양전염성병해의 방제효과 

    가) 상토에 chitin 및 길항미생물의 처리 : 상토에 10%의 chitin과 10%의 길항미

생물 배양토를 혼합하여 육묘용 폿트에 담고 고추를 파종, 비닐하우스에서 재배하

다.

    나) 본답에 이식 및 병 방제효과 : 30일 육묘된 고추를 고추 연작하우스에 이식

하여 1주일 간격으로 위조, 고사된 이병주를 조사하 다.  

 라. 양액재배작물의 병 방제 효과 

   1) chitin이 첨가된 배양토에서 길항 곰팡이의 생존능력 및 병 방제 효과  

    가) 길항 곰팡이 및 시들음병균의 배양 : Trichoderma  sp. 의  포자현탁액 

(10
4
/ml) 10ml를 보리배지 (키틴10g, 생보리10g, 멸균수 10ml) 에 접종후, 28 C에서 

2주 배양하 고, Fusarium oxysporium은 오트 배지 (건조상토 180g, 오트  20g) 

에 접종 후, 28 C에서 2주 배양하 다.

    나) chitin을 처리한 배양토에서 길항곰팡이 및 시들음병균의 생육 : 배양된 균주

를 키틴이 1/10,  1/100 및 1/1000로 혼합된 배양토에 1/100씩 접종 후, 비닐하우스

에  보존하여 5일 간격으로 희석평판법에 의하여 도를 조사하 다.

    다) chitin을 처리한 배양토에서 시들음병 방제효과 : 키틴이 1/10,  1/100 및 

1/1000로 혼합된 배양토에 길항곰팡이와 시들음병균을 접종 후, 토마토 묘를 이식, 

농가관행재배법에 의하여 재배하면서 시들음병의 발생을 1개월 간격으로 조사하
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다. 

   2) 배양액에서의 길항세균 생존능력 및 병방제효과  

    가) 길항세균의 생육을 위한 배양액의 선발 : colloidal chitin을 처리한 토마토 

배양액에서 길항세균인 Chromobacterium  strain C-61이 생육하지 못하 기 때문에, 

길항세균이 생육할 수 있는 배양액을 선발하기 위하여 배양액 1L당 colloidal chitin, 

0.5g, ZnSO4 7H2O, 0.5mg; NaMoO4 2H2O, 1.5mg; Fe citrate, 1.0mg; CaCl2, 10mg

을 기본으로 첨가하고 몇가지 화합물을 농도별로 첨가하여 세균의 생육 도를 조사

하 다. 

    

     나) 시들음병 방제효과 : 키틴을 배양토에 1/100 로 혼합한 후, 토마토를 이식하

고, NB배지에서 하룻밤 배양한 Chromobacterium  strain C-61을 상기의 배양액에 

1/10000 의 비로 접종 후, 일반 농가관행에 의하여 양액재배하면서 1개월 간격으로 

시들음병의 발생정도를 조사하 다

                                

 3. 연구결과 및 고찰

 가. 길항미생물의 분리, 동정 

  1) chitin분해력을 지닌 길항 미생물의 선발

     본 실험실에서 토양에서 분리한 10
6
∼10

8 
cfu/g 토양 정도의 세균 집락 중 균주

를 순수 분리하 고, 600 여개의 균주들 중 0.1 TSA와 PDA 배지에서 P. 

aphanidermatum과 대치 배양하여 억제 정도가 우수한 균주들을 선발하 다(Table 

1). 이 균주들의 chitin 분해력 검증 후(Table 2), 억제 정도가 우수하고 chitin 분해

력도 좋은 YC4194와 YC4233을 최종 선발하 다. 

  Table 1. Inhibitory activity of antagonistic bacteria isolated from various soils 
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  and composts against Pythium aphanidermatum.

   

Isolate locality
Inhibition zone(㎜)a

0.1 TSA PDA

#4194 Kimhae 6 4

#4195 〃 4 4

#4196 〃 4 4

#4197 〃 4∼5 4

#4233 Hadong 3 3

#4263 〃 3∼5 2

#4308 Sanchung 3 2

#4392 〃 2 -

#4393 〃 2 -

#4394 〃 2 -

#4395 〃 2 -

#4399 〃 3 -

#4427 Chinju 8 2

#4428 〃 6 2

#4450 〃 4 3

#4451 〃 4 -

#4471 Sanchung 4 -

#4472 〃 5 4

#4478 〃 4 3

#4484 〃 5 2

#4485 〃 5 2

#4486 〃 4 4

   a The mycelial growth inhibition was determined by the paired bioassay on 0.1  

     TSA and PDA 1∼2   days inoculation at 30 ℃.

   - No inhibition.

  Table 2. Chitinolytic activity of antagonistic bacteria isolated from various soils 
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  against Pythium aphanidermatum.

   

Isolate Locality Chitinolytic activity

#4194 Kimhae +++

#4196 〃 ++

#4197 〃 ++

#4233 Hadong ++

#4263 〃 +

#4308 Sanchung -

#4427 Chinju -

#4428 〃 -

#4484 Sanchung +++

   - Negative, + Mild, ++ Medium, +++ Strong.

  2) 길항 미생물의 antimicrobial spectrum

     선발된 균주 YC4194와 YC4233은 곰팡이의 경우 Sclerotium cepivorum을 제외

한 나머지 4개의 곰팡이에 대해서 모두 억제효과를 보 으며 Botrytis cinerea는 다

른 곰팡이에 비해 억제효과가 떨어졌다. 세균의 경우 역시 대부분 억제효과가 나타

났다. 특히, YC4233은 Gram negative 뿐만 아니라 positive 세균에 대해서도 억제효

과가 매우 좋았다(Table 3). 

   3) YC4194와 YC4233에 의한 병원균의 억제

   가) 유주자낭 형성의 억제

     In vitro에서 P. aphanidermatum의 유주자낭 형성 억제는 살균수만 처리한 경

우 2시간 후부터 형성되기 시작하여 8시간 후에는 유주자낭의 90% 이상 형성된 반

면 YC4194, YC4233과 YC4194 상등액을 처리한 petri dish에서는 24시간이 지나도 

거의 형성되지 못하 다(Fig. 1, 2). 

  Table 3.  Antimicrobial spectrum of two strains.
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Test microorganism
Inhibition zone(㎜)

a

YC4194 YC4233

Fungi

   Pythium ultimum 4 2

   Rhizoctonia solani 6 2

   Fusarium oxysporum 9 3

   Botrytis cinerea + 1

   Sclerotium cepivorum - -

Bacteria

   Escherichia coli 2∼3 5

   Bacillus subtilis 4∼5 6

   Erwinia carotovora 4 1

   Pseudomonas aeruginosa 4 5

   Pseudomonas syringae - 7∼8

   Staphylococcus aereus 1 5

   Enterobacter pyrinus 1 3

   a The mycelial growth inhibition was determined by the paired bioassay on 0.1 

     TSA and PDA 1∼2 days inoculation at 30 ℃.

   + Slight inhibition,  - No inhibition.

  나) Cyst germination의 억제

     P. aphanidermatum의 cyst 발아 억제도 유주자낭 형성 억제와 유사하 다. 살

균수만 처리한 대조구에서는 2시간 후 약 60%, 6시간 후에는 90% 이상 발아되었으

나 YC4194와 YC4233을 직접 처리한  곳과  YC4194 상등액을 처리한 곳에서는 12

시간이 지나도 5% 내외로 발아가 현저하게 억제되었다. YC4194와 glucose 100 ppm

을 함께 처리한 곳에서 2시간 후 약 20%가 발아되었지만 그 후 시간이 지나도 더 

이상 발아되지 않았다(Fig. 3, 4). 발아에 필요한 양분이 있어도 크게 향을 주지 

못하는 것으로 볼 때 항생물질과 같은 물질에 의한 발아 억제임을 유추할 수 있었

다. 
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  Fig. 3. Effect of inoculation of YC4194 and YC4233 on the germination 

  of cyst of P. aphanidermatum. 

A B C

       Fig. 4. Effect of YC4194 and YC4233 on the cyst germination of 

      P. aphanidermatum. A: Untreated control, B: YC4194, C: YC4233. 
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 4) 길항 미생물의 동정

  가) 선발된 길항 미생물의 생리학적 특성

     길항 미생물 strain YC4194와 YC4233은 Gram positive, 간균 형태로 여러 가지 

생화학적 실험과 API CH50 kit를 이용하여 49종류의 생리․생화학적 특성을 조사하

다. 그 결과 strain YC4194는 Bacillus stearotheromophilus와 98.7%, strain YC4233

은 Brevibacillus brevis와 99.3%의 homology를 보 다(Table 4, 5).

  나) YC4194의 16S rDNA 유전자 염기서열 결정

     생리학적 실험과 함께 16S rDNA 유전자의 염기서열 결정 또한 수행하 는데, 

그 결과가 Figure 11와 같았다. 16S rDNA 유전자 중 일부분만 sequencing 되어 생

리학적 특성에 비해 정확한 homology 비교는 어려웠다.

  Table 4. Morphological and biochemical characteristics of antagonistic bacterial   

  strains.  + Positive response, - Negative response.

        

    Characteristics YC4194 YC4233

    Cell shape rod rod

    Gram stain + +

    Catalase + +

    Oxidase + +

    Anaerobic growth - -

    urea + -

    PHA accumulation - -

    Gelatin + +
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  Table 5. Carbohydrate utilization by bacterial strains.

   

    Subtrate
Reactiona

YC4194 YC4233

    Glycerol - +

    Erythritol - -

    D-Arabinose - -

    L-Arabinose - -

    Ribose - -

    D-Xylose + -

    L-Xylose - -

    Adonitol - -

    β-Methyl-D-xyloside - -

    Galactose + -

    D-Glucose + +

    D-Frutose + -

    D-Mannose - -

    L-Sorbose - -

    Rhamnose - -

    Dulcitol - -

    Inositol + -

    Mannitol - +

    Sorbitol - -

    D-Turanose - -

   a Responses 48 hours after inoculation at 37 ℃. Tests were carried out using 

   API CH50 identification system.

   + Positive response, - Negative response.
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  Table 5. (Continue)

   

    Subtrate
Reactiona

YC4194 YC4233

    α-Methyl-D-mannoside - -

    α-Methyl-D-glucoside - -

    N-Acetyl glucosamine + -

    Amygdalin - -

    Arbutin - -

    Esculin + -

    Salicin - -

    Cellobiose - -

    Maltose + -

    Lactose - -

    Melibiose - -

    Sucrose + -

    Trehalose + -

    Inulin - -

    Melezitose - -

    D-Raffinose - -

    Starch + -

    Glycogen + -

    Xylitol - -

   β-Gentiobiose - -

   a Responses 48 hours after inoculation at 37 ℃. Tests were carried out using 

   API CH50 identification system.

   + Positive response, - Negative response.
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  Table 5. (Continue)

   

    Subtrate
Reactiona

YC4194 YC4233

    D-Lyxose - -

    D-Tagatose - -

    D-Fucose - -

    L-Fucose - -

    D-Arabitol - -

    L-Arabitol - -

    Gluconate - -

    2 keto-gluconate - -

    5 keto-gluconate + -

   a Responses 48 hours after inoculation at 37 ℃. Tests were carried out using 

   API CH50 identification system.

   + Positive response, - Negative response.

 

AGGTTAGGGCNACCCTNGCCCTGTAAGACTGGGATAACTACCGGAAACGGTA

GCTAAGACCGGATAAGTGATTCTCTTGCATGAGAGGATCAAGAAACACGGG

GCAACCTGTGGCTTACAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGT

AACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

CTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG

TTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGTCGTGGAGAGTAAC

TGCTCTGCGAATGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA

AAGCGCGCGCAGGCGGCCGCTTAAGTCTGGTGTTTAAGCCCGAGGCTCAACC

TCGGTTCGCACTGGAAACTGGGTGGTTGAGTGCAGGANAGGAAAGCGGAAT
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TCCACGTGTANCGGTGAAATGCGTANAGATGTGGAGGAACACCANTGGCGA

AGGCGGCTTTCTGGCCTGTAACTGACGCTGANGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA

AACAGGATTACNNCTGGGGATGAAACTNAAAGGAATTGNCNGGGGNNCTTC

CCCCAATCTCTACCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTTGCGGTTACCCCACCGA

CTTCGGGTGTTGTAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCG

GGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCAATTCCGACTT

CATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTCTTAGGA

TTGGCTCCATCTCGCGACTTCGCTTCCCGTTGTACCGGCCATTGTAGTACGT

GTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCC

TCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAAC

TAAGTTCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC

GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCTCCTCTGTCCCGAAGGCCTGCCCT

ATCTCTAGGACATTCAGAGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTT

GCTTCGAATTAAACCACATACTCCACTGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCC

TTTGAGTTTCACTCTTGCGAGCGTACTCCCCANGCGGAGTGCTTATTGTGTT

TACTTCGGCACCAANGGTATCGAAACCCCTAACACCTANCACTCATCGTTTA

CGGCGTGGACTACCANGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACNCTTTCNCGC

CTCANCGTCAGTGGACTACCANGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACNCTT

CNCG

  Fig. 11. Nucleotide sequence of 16S rDNA gene of bacterial strain YC4194.

 나. 길항 미생물의  제제화에 의한 병 방제효과 

  1) 두 길항균의 상호작용

     두 길항 미생물을 제제화하여 상토에 병원균과 같이 섞어 오이를 파종하고 10일 

동안 키워 방제효과를 조사한 결과 YC4194만 처리된 경우 방제가가 43%인 반면 

YC4233과 같이 처리한 pot에서는 방제가가 22%로 오히려 낮아졌다. 이것은 두 미생

물을 함께 섞어 사용하는 것이 부적합함을 보여주었다(Figure 5).
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  2) 길항균 제제의 방제효과 

     제제 종류별로 talc, zeolite, bentonite, talc+zeolite, talc+ bentonite, 

zeolite+bentonite로 만들어 병원균과 함께 섞어 오이를 파종하여 방제효과를 관찰하

다. 그 결과 talc, zeolite, bentonite는 45∼55%의 방제가를 보인 반면, 두 보조제를 

섞어서 사용한 talc+zeolite, talc+ bentonite, zeolite+bentonite는 58∼70%의 방제가를 

보 다. 그러나, 제제 종류별로 유의성 있는 차이를 보이지는 않았다(Fig. 6).
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  Fig. 5. Effect of mixing YC4194 and YC4233 on suppression of 

  Pythium damping-off of cucumber. Means followed by the same 

  letter are not different significantly different as determined by Duncan's 

  multiple range tests(p=0.01).
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  Fig. 6. Effect of formulation components on the severity of Pythium 

  damping-off of cucumber. CON; untreated control, T; talc plus antagonist

  (10 g/L soil), Z; zeolite plus antagonist(10 g/L soil), B; bentonite plus antagonist

  (10 g/L soil), TZ; talc plus zeolite plus antagonist(10 g/L soil), TB; talc plus 

  bentonite plus antagonist(10 g/L soil), ZB; zeolite plus bentonite plus antagonist

  (10 g/L soil). Means followed by the same letter are not different significantly 

  different as determined by Duncan's multiple range tests(p=0.01).

  

  3) 제제 양에 따른 방제효과

     Talc+bentonite를 이용해 제제화를 한 YC4194를 상토 1 L에 각각 5, 10, 20, 30 

g을 병원균과 섞어 오이를 파종하여 발병 억제효과를 관찰하 다. 상토 1 L에 제제 

5 g을 처리했을 때는 32%의 방제가를 보 고, 10 g을 처리했을 때 방제가가 50%로 

나왔다. 그러나, 그 이상을 처리했을 때는 10 g을 처리했을 때와 비슷한 방제효과가 

나왔다(Figure 7).

  4) 화학 살균제와의 효과 비교 

     길항 미생물 제제를 상토 1 L에 10 g을 병원균과 함께 처리한 후 오이를 파종하

고 화학 살균제인 dimethomorph, metalaxyl, ethaboxam을 분주하여 발병 억제효과를 관
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찰하 다(Fig. 8). 길항 미생물 제제만 처리했을 때 59%의 방제가를 보 고, 화학살

균제도 이와 비슷한 방제가를(50∼62%) 나타내었다. 화학 살균제와 함께 처리했을 

경우도 비슷한 방제가를 보 으나 2 가지 동시 처리에 의한 상승효과는 없었다. 그

러나, ethaboxam의 경우 strain YC4194와 함께 처리되었을 때(64%), 단독으로 작용

하는 것(50%)보다 더 높은 방제가를 보 으나 유의성 있는 차이는 없었다.

    

D
is

e
a
se

 s
e
ve

ri
ty

 (
%

)

YC4194 (g/L soil)

0 10 20 3050

20

40

60

80
a

ab

b
b b

D
is

e
a
se

 s
e
ve

ri
ty

 (
%

)

YC4194 (g/L soil)

0 10 20 3050 10 20 3050

20

40

60

80
a

ab

b
b b

  Fig. 7. Relationship between formulation density of YC4194 and 

  Pythium damping-off of cucumber. Means followed by the same 

  letter are not different significantly different as determined by Duncan's 

  multiple range tests( p=0.01)



- 113 -

0

20

40

60

80

D
is

e
a

s
e

 s
e

v
e

ri
ty

 (
%

)

b

b
b

b

b b
b

a

C on Y C 4194 E tM eD M E t+
Y C 4194

D M +
Y C 4194

M e+
Y C 4194

  Fig. 8. Comparison of the control efficacy of YC4194 and commercial 

  fungicides against Pythium damping-off of cucumber. Con; untreated 

  control, DM; dimethomorph, Me; metalaxyl, Et; ethaboxam. Means followed 

  by the same letter are not different significantly different as determined 

  by Duncan's multiple range tests(p=0.01).

 5) YC4194의 도변화

  가) 근권에서의 도변화 

     오이를 파종한 후 3일 간격으로 근권의 상토를 채취하여 도조사를 하 다(Fig. 

9). 길항균 제제만 처리한 곳에서는 9일 후 108 cfu/g으로 유지되던 것이 12일 후 107 

cfu/g으로 줄어들었고, 15일째는 106 cfu/g으로까지 그 도가 줄었다. 반면, 병원균

을 함께 처리한 곳에서는 12일까지 108 cfu/g으로 유지되었으며 15일이 지난 후 107 

cfu/g으로 줄어들었다. 이것은 병균 처리 시 기주 식물에서의 양분 누출에 의해 길

항 미생물의 도가 높게 유지되는 것으로 생각되었다. 본 도 조사 및 발병 억제 

실험은 상토에서 수행되었으므로 향후 미생물 제제로서의 개발 가능성을 보다 확실

히 알기 위해 포장에서의 실험을 수행할 필요가 있다.



- 114 -

  나) 제제화 후 도변화

     Talc+bentonite를 이용하여 만든 제제는 상온과 4 ℃에 보관하면서 12주 동안 

도 변화를 기간별로 조사하 다. 4 ℃에 보관한 제제는 Figure 10에서와 같이 12

주가 되면 10
7 
cfu/g로 유지되었고, 상온에서 보관한 제제는 12주가 지나면 10

5 
cfu/g

로 감소하 다. 이것으로 볼 때 제제화 된 strain YC4194는 2주 정도는 상온에서 보

관 가능하지만 4 ℃에 보관해야 되는 제제 형태임을 알 수 있었다.
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  Fig. 10. Changes in population densities of YC4194 at the room 

  temperature and 4 ℃. The population is determined using a dilution 

  plate method. 

 다. 길항 미생물과 chitin을 첨가한 상토에서의 병 방제 효과 

     토양전염성병 억제력이 우수한 Trichoderma harzianum, Chromobacterium  sp. 

strain C-61과 1년 차 연구에서 얻어진 형질전환 Trichoderma harzianum  균주를 

chitin을 처리한 육묘용 상토에 접종한 후 길항미생물의 생존능력, 폿트 및 포장상태

에서의 병방제효과를 조사하 다.       

  1) 육묘용 상토에서의 길항미생물 생존능력  

    가) 상토에 접종할 Trichoderma  및 Chromobacterium배지의 선발 : native chitin

에 겉보리, crush된 겉보리, 쌀보리를 동량 혼합 후, Trichoderma harzianum과 형

질전환 Trichoderma harzianum  의 포자현탁액을 접종하 을 경우, 균사생장은 겉

보리, crush된 겉보리, 쌀보리의 순으로 우수하 고, 포자형성은 쌀보리에서 훨씬 더 

우수하 다. 한편, Chromobacterium  sp. strain C-61은 crush된 겉보리에서 훨씬 더 

잘 생장하 고 배양 3일 후 접종시의 농도보다 100배 정도 증가하여 7일 까지 비슷
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한 도를 유지하 다.

    나) chitin이 첨가된 상토에서 Trichoderma  및 Chromobacterium의 생존 능력 : 

10%의 chitin을 함유한 상토에 쌀보리배지에서 15일간 배양된 Trichoderma spp. 과 

crush된 겉보리에서 5일간 배양된 Chromobacterium  sp.을 1g 씩 혼합하여 균의 

도를 조사한 결과 (Table 1), T. harzianum 은 접종후 5일까지는 균의 도가 감소

하다가 7일 이후부터 증가하여 30일후에도 접종 당시의 도를 유지하고 있었고, 형

질전환 T. harzianum 의 경우에도 비슷한 경향을 나타냈다. 한편  

Chromobacterium  sp. strain C-61은 접종이후에 접종 당시의 도 (건토 1g당 약 

3x10
5
) 보다 현저히 감소하 고 30일 후에는 건토 1g당 약 5x10

2
 의 도를 나타냈

다.

Table 1. Population of Trichoderma spp. and Chromobacterium sp. 
in Soils containing chitin according to culture period

Culture period     Trichoderma TrTichoderma Chromobacterium

(days)    (CFUx101/g soil) (CFUx103/g soil)

0                            28          25                      317 
1                           15                       13 16
3                             4                         7    2
5                             9                        11        34
7                            23                       19 26

10                            54                       48 14
20                            31                       35 8
30                            25                       22 5

Trichoderma ; Trichoderma harzianum,   TrTichoderma; transgenic 
Trichoderma harzianum, Chromobacterium; Chromobacterium sp. 
strain C-61 

Table 1. Population of Trichoderma spp. and Chromobacterium sp. 
in Soils containing chitin according to culture period

Culture period     Trichoderma TrTichoderma Chromobacterium

(days)    (CFUx101/g soil) (CFUx103/g soil)

0                            28          25                      317 
1                           15                       13 16
3                             4                         7    2
5                             9                        11        34
7                            23                       19 26

10                            54                       48 14
20                            31                       35 8
30                            25                       22 5

Trichoderma ; Trichoderma harzianum,   TrTichoderma; transgenic 
Trichoderma harzianum, Chromobacterium; Chromobacterium sp. 
strain C-61 
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   2) 폿트상태에서 토양전염성병원균의 억제효과  

      10%의 chitin을 포함하고 있는 상토에 배양된 길항미생물을 처리하여 1개월 

동안 보존후 배양된  Rhizoctonia solani를 접종하고 고추와 가지 유묘를 이식한 결

과 (Fig. 2), 길항균을 처리하지 않은 폿트에서는 약 80-85%의 발병주율을 나타낸 

반면, 형질전환 T. harzianum 에서는 약 3-5%, 야생형 T. harzianum 에서는 

8-13%, 야생형 Chromobacterium sp. strain C-61 에서는 36-48%의 발병주율을 나

타냈다.  따라서, 병 억제효과는 가지와 고추 모두에서 Chromobacterium sp. strain 

C-61 보다는 T. harzianum,  그리고 야생형 T. harzianum 보다는 형질전환 T. 

harzianum 가 더 우수하 다.

  3) 포장상태에서 토양전염성병해의 방제효과 

      10%의 chitin과 길항미생물 배양토를 포함하고 있는 상토를 육묘용 폿트에 담

Fig.  1. Suppression of damping-off of eggplant (above) and 
hotpepper (below)  by antagonistic strains. A; transgenic 
Trichoderma harzianum, B; Trichoderma harzianum, C; 
Chromobacterium sp. strain C-61, D; non antagonist, E; non 
pathogen   

A       B       C       D        E

Fig.  1. Suppression of damping-off of eggplant (above) and 
hotpepper (below)  by antagonistic strains. A; transgenic 
Trichoderma harzianum, B; Trichoderma harzianum, C; 
Chromobacterium sp. strain C-61, D; non antagonist, E; non 
pathogen   

A       B       C       D        E
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고 고추를 파종, 비닐하우스에서 육묘한 다음 고추 연작하우스에 이식한 결과 

(Table 2), 정식 90일후, 길항균을 처리하지 않은 고추에서는 18%가 위조, 고사하

으나,  Chromobacterium sp. strain C-61을 처리하 을 경우에는 7%,  T. 

harzianum 을 처리하 을 경우에는  2% 가 위조, 고사하 다. 이 실험에서 형질전

환 T. harzianum 에 대해서는 환경문제 때문에 실시하지 않았다.   

    

   

   

   

   

   

    

 라.  양액재배작물의 병 방제 효과

  1) 길항곰팡이에 의한 배양토에서의 병방제효과  

    가) chitin을 처리한 배양토에서 길항곰팡이 및 시들음병균의 생육 : 키틴이 부피

비로 1/10,  1/100 및 1/1000로 혼합된 배양토에 보리배지 (키틴10g, 생보리10g, 멸균

수 10ml) 에서 배양된 Trichoderma harzianum와 오트 배지 (건조상토 180g, 오트

 20g)에서 배양된 Fusarium oxysporium  을 1/100씩 혼합 후, 각 선택배지에서 균

주의 도를 조사하 다. 그 결과 (Table 1), 길항곰팡이인 Trichoderma harzianum

의 경우 1/10의 chitin처리구에서는 5일후 급격히 증가하고 그 이후 증가된 도를 

유지하 고. 1/100의 처리구에서는 처리하 을 경우의 도를 유지하는 경향이었으

Table 2. Effect of Trichoderma sp. and Chromobacterium sp. 

on suppression of wilt disease in hotpepper vinyl house

Treated Diseased plant (%) after

Strain

30 days          60 days           90 days

Trichoderma                0                    0                     2   

Chromobacterium         0                    2                    7

Non-treatment         3                    8          1 8

Table 2. Effect of Trichoderma sp. and Chromobacterium sp. 

on suppression of wilt disease in hotpepper vinyl house

Treated Diseased plant (%) after

Strain

30 days          60 days           90 days

Trichoderma                0                    0                     2   

Chromobacterium         0                    2                    7

Non-treatment         3                    8          1 8
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나, 1/1000처리구에서는 도가 감소하는 경향이었다. 한편, 시들음병균인 Fusarium 

oxysporium 의 경우 처리했을 당시의 도보다 계속 감소하 는데, 그 감소정도는 

1/10. 1/100, 1,1000의 순서로 우수하 다. 

   

    나) chitin을 처리한 배양토에서 시들음병 방제효과 : 키틴을 배양토에 1/10,  

1/100 및 1/1000로 혼합한후, 보리배지 (키틴10g, 생보리10g, 멸균수 10ml) 에서 배

양된 Trichoderma harzianum와 오트 배지 (건조상토 180g, 오트  20g)에서 배양

된 Fusarium oxysporium 을 1/100씩 혼합 후, 토마토를 이식하여 일반 농가관행에 

의하여 양액재배하 을 경우,  1/10의 chitin처리구에서는 토마토 생육이 억제되었다. 

한편, 길항균을 처리하 을 경우에는 시들음병 발생이 억제되었는데, 1/10이나 

1/1000의 키틴처리구 보다는 1/100 키틴처리구에서 방제효과가 더 우수하 다 

(Table 2)

Table 1. Population density of T. harzianum and F.
oxysporium in soils containing chitin 

Chitin/Soil   Treated      Density (x102CFU/g)     
(V/V)         days

T.harzianum  F.oxysporium

1/10            0           2.7          4.5
5           5.9          3.3  
10           6.2          1.9
15           6.1          0.8
20           5.8          0.2

1/100           0           3.3          3.9
5           3.5          3.0
10           4.1          2.5 
15           3.9          1.4
20           3.7          0.7

1/1000          0           2.8          4.2
5           2.0          3.5
10           2.2          2.9 
15           1.9          1.8
20           1.7          1.4

Table 1. Population density of T. harzianum and F.
oxysporium in soils containing chitin 

Chitin/Soil   Treated      Density (x102CFU/g)     
(V/V)         days

T.harzianum  F.oxysporium

1/10            0           2.7          4.5
5           5.9          3.3  
10           6.2          1.9
15           6.1          0.8
20           5.8          0.2

1/100           0           3.3          3.9
5           3.5          3.0
10           4.1          2.5 
15           3.9          1.4
20           3.7          0.7

1/1000          0           2.8          4.2
5           2.0          3.5
10           2.2          2.9 
15           1.9          1.8
20           1.7          1.4
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Table 2. Effect of T. harzianum on suppression of 
wilt disease in tomato vinyl house 

Chitin/Soil   Diseased plant (%) after    

(V/V)         30 days    60 days       90 days

1/10            2.5         8.3         15.5

1/100           0           4.3         10.9

1/1000          3.2        12.5         23.2

Non-treatment    8.7        24.5         32.7

Table 2. Effect of T. harzianum on suppression of 
wilt disease in tomato vinyl house 

Chitin/Soil   Diseased plant (%) after    

(V/V)         30 days    60 days       90 days

1/10            2.5         8.3         15.5

1/100           0           4.3         10.9

1/1000          3.2        12.5         23.2

Non-treatment    8.7        24.5         32.7

Table 3. Preparation of nutrient solution for growth of 
Chromobacterium strain C-61

Chemicals      NsI NsII NsIII NsIV

(NH4)2SO4 3.0g 1.5    0.75    0.30

K2HPO4 3.0g     1.5    0.75    0.30

MgSO4 7H2O     0.2g     0.1    0.05    0.02

CuSO4 5H2O     0.4g     0.2    0.10    0.04

Ns; nutrient solution  

Table 3. Preparation of nutrient solution for growth of 
Chromobacterium strain C-61

Chemicals      NsI NsII NsIII NsIV

(NH4)2SO4 3.0g 1.5    0.75    0.30

K2HPO4 3.0g     1.5    0.75    0.30

MgSO4 7H2O     0.2g     0.1    0.05    0.02

CuSO4 5H2O     0.4g     0.2    0.10    0.04

Ns; nutrient solution  
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  2) 배양액에서 증식한 길항세균의 병방제효과

    가) 길항세균의 생육을 위한 배양액의 선발 : NB배지에서 하룻밤 배양한 

Chromobacterium  strain C-61을 상기의 배양액에 1/10000 의 비로 접종후 도를 

조사한 결과(Table 4), 배양액 I과 배양액 II에서는 초기 1-2일 배양에서 급격히 증

가하 다가 감소하는 경향이었고, 배양액 III에서는 배양당시의 도를 계속 유지하

는 경향이었으며, 배양액 IV에서는 생육하지 못하 다. 

       나) 시들음병 방제효과 : 키틴을 배양토에 1/100 로 혼합한 후, 토마토를 이식

하고, NB배지에서 하룻밤 배양한 Chromobacterium  strain C-61을 상기의 배양액에 

1/10000 의 비로 접종 후, 일반 농가관행에 의하여 양액재배하 다. 그 결과 (Table 

5), 초기에는 길항균의 처리에 의해서 병억제 효과를 보여 주었으나, 정식 90일 후에

는 무처리구와 큰 차이를 나타내지 않았다.

Table 4. Growth of Chromobacterium sp. strain C-61 according to nutrient 
solution

Incubated Density  (Log10 CFU/ml)

days NsI                    NsII                NsIII                NsIV

0          4.3        4.7  4.5        4.3     

1          8.5        7.0       4.9        2.7

2          7.4        8.2     5.4        2.2 

5          6.6        7.9       5.1        1.0

10          4.6        5.3       4.7        1.5 

15          3.7        4.2       4.8        0.9

20          2.3        2.8       3.9        0.2

Ns; Nutrient solution  

Table 4. Growth of Chromobacterium sp. strain C-61 according to nutrient 
solution

Incubated Density  (Log10 CFU/ml)

days NsI                    NsII                NsIII                NsIV

0          4.3        4.7  4.5        4.3     

1          8.5        7.0       4.9        2.7

2          7.4        8.2     5.4        2.2 

5          6.6        7.9       5.1        1.0

10          4.6        5.3       4.7        1.5 

15          3.7        4.2       4.8        0.9

20          2.3        2.8       3.9        0.2

Ns; Nutrient solution  
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4. 결과 요약

 가. 길항미생물의 분리, 동정 

   1)  600여 종의 세균 중에서 모 잘록병균 P. aphanidermatum에 대한  균사 생장 

억제 능력이 좋은 두 개의 균주를 선발하 다. 두 길항 미생물은 in vitro에서 P. 

aphanidermatum의 균사 생장 억제 뿐 아니라 유주자낭 형성, cyst germination도 억

제하 다. 또한 다른 식물 병원 진균과 Gram negative와 positive 세균도 억제하

다. 

   2)  In vivo에서 두 균주를 함께 처리했을 때 한 균주만 처리했을 때보다 방제 효

과가 감소하 기 때문에 효과가 더 좋은 YC4194를 이용하여 계속 실험을 수행하

다. YC4194를 제제화 하기 위하여 여러 가지 보조제를 이용한 결과 talc와 bentonite

를 이용한 제제가 효과가 가장 좋아 최종 보조제로 선택하 다. 

   3) 새로 분리한 YC4194와 YC4233 균주의 생리․생화학적, 분자생물학적 특성을 

Table 5. Effect of Chromobacterium sp. strain C-61 
on suppression of wilt disease in tomato vinyl 

house 

Nutrient Diseased plant (%) after    

solution        30 days    60 days       90 days

Ns I            0.8         9.3         25.5

Ns II           1.5        14.3         24.9

Ns III          2.2        15.5         25.2

Non-treatment    4.5        18.5         26.5

Table 5. Effect of Chromobacterium sp. strain C-61 
on suppression of wilt disease in tomato vinyl 

house 

Nutrient Diseased plant (%) after    

solution        30 days    60 days       90 days

Ns I            0.8         9.3         25.5

Ns II           1.5        14.3         24.9

Ns III          2.2        15.5         25.2

Non-treatment    4.5        18.5         26.5
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조사하여 동정한 결과 YC4194는 Bacillus stearotheromophilus와 98.7%, YC4233은 

Brevibacillus brevis와 99.3%의 homology를 보 다.

 나. 길항 미생물의 제제화에 의한 병 방제효과 

   1) YC4194 제제를 화학살균제(dimethomorph, metalaxyl, ethaboxam)와 함께 처리

하 을 경우 YC4194 제제만 처리했을 때와 비슷한 방제효과를 보 으나, ethaboxam

과 함께 처리했을 때는 ethaboxam만 처리했을 때보다 높은 방제효과를 보 다. 

   2) YC4194 제제를 pot 내에서 도 변화를 조사한 결과 처리 12일 후 10
7 
cfu/g으

로 초기 도(10
8 
cfu/g)보다 줄어들었고, 병원균을 함께 처리한 토양에서는 12일 후 

10
8 
cfu/g으로 초기 도가 그대로 유지가 되었다. YC4194 제제의 보관상 안전성을 

알아보기 위하여 4 ℃와 실온에서 보관하면서 도 변화를 기간별로 조사한 결과 실

온보다 4 ℃가 더 안정적이었으며, 4 ℃의 경우 12주가 지난 후에도 10
7 
cfu/g으로 

유지가 되었다.

 다. 길항 미생물과 chitin을 첨가한 상토에서의 병 방제 효과  

   1)  Trichoderma harzianum의 균사생장은 겉보리, crush된 겉보리, 쌀보리의 순

으로 우수하 고, 포자형성은 쌀보리에서 훨씬 더 우수하 다. 한편, 

Chromobacterium  sp. strain C-61은 crush된 겉보리에서 훨씬 더 잘 생장하 다.

   2) chitin이 첨가된 상토에서 T. harzianum 은 배양 30일후에도 접종 당시의 도

를 유지하고 있었지만,  Chromobacterium  sp. strain C-61은 접종이후에 접종 당시

의 도 (건토 1g당 약 3x10
5
) 보다 현저히 감소하 고 30일 후에는 건토 1g당 약 

5x10
2
 의 도를 나타냈다.

   3) chitin을 포함하고 있는 상토에 길항미생물과 Rhizoctonia solani를 접종하고 

고추와 가지 유묘를 이식하 을 경우, 무처리 폿트에서는 80-85%의 발병주율, 형질

전환 T. harzianum 에서는 3-5%, 야생형 T. harzianum 에서는 8-13%, 야생형 

Chromobacterium sp. strain C-61 에서는 36-48%의 발병주율을 나타냈다.  

   4) 10%의 chitin과 길항미생물을 포함하고 있는 상토에 고추를 파종, 육묘한 다음 

본답에 이식하 을 경우, 정식 90일후, 길항균 무처리에서는 18%, T. harzianum 을 

처리하 을 경우에는  2%, Chromobacterium sp. strain C-61을 처리하 을 경우에

는 7% 가 위조, 고사하 다. 
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 라.  양액재배작물의 병 방제 효과

   1) chitin을 처리한 양액재배용 배양토에서 Trichoderma harzianum은 1/10의 

chitin처리구에서 5일후 급격히 증가하고 그 이후 증가된 도를 유지하 고. 1/100의 

처리구에서는 처리하 을 경우의 도를 유지하는 경향이었으나, 1/1000처리구에서는 

도가 감소하는 경향이었다. 한편, 시들음병균인 Fusarium oxysporium 의 경우 

1/10. 1/100, 1/1000 chitin 처리구의 순서로 도가 감소하 다. 

   2) 양액용 배양토에 chitin을 1/10로 처리하 을 경우에는 토마토 생육이 억제되었

고, Trichoderma harzianum에 의한 시들음병 억제력도 1/10이나 1/1000의 키틴처리

구 보다는 1/100 키틴처리구에서 더 우수하 다.

   3) 길항세균인 Chromobacterium  strain C-61은 토마토 배양액에서 생육하지 못

하 지만, 배양액 1L당 colloidal chitin, 0.5g, ZnSO4 7H2O, 0.5mg; NaMoO4 2H2O, 

1.5mg; Fe citrate, 1.0mg; CaCl2, 10mg과 몇가지 화합물을 첨가하 을 경우에는 생

육하 다. . 

   4) 길항세균인 Chromobacterium  strain C-61을 배양액에 처리하 을 경우에는 

시들음병 방제효과가 크지 않았다.
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

  

 제 1 절.  1년 차 연구목표, 목표의 달성도 및 기여도

  

  1. 연구목표 

     Chromobacterium  sp. chitinase유전자 (chi54) 를 길항 미생물인 Trichoderma 

harzianum  p1 과 Pseudomonas putida 에 도입, 발현시켜서 모균주보다 병 방제효과 

및 대상 병원균의 범위가 더 우수한 형질전환 길항 미생물을 개발한다.

   2. 목표의 달성도

     chi54를 T. harzianum p1에 도입, 자신의 chitnase와 도입된 chi54 의 chitinase

를 생산하는 형질전환균주를 선발하 고, 모균주보다 약 2배 높은 chitinase를 생산하

다. 또한, chi54를 Pseudomonas putida 에 도입, chitin분해력을 지니고, 병원균억

제력이 증가된 형질전환균주를 선발하 다. (한국식물병리학회 발표). 

   3. 기술발전에의 기여도 

     Zeilinger등 (55) 은 T. harzianum에서 외래 유전자를 발현할 수 있는 ech42  및 

nag1  promoter를 개발하 지만, 발현산물이 분비되지는 못하 다. 이번 연구에서는 

이들 promoter에 signal sequence를 부착하여 T. harzianum에서 발현된 chitinase가 

분비되었다. T. harzianum에서 외래 유전자를 발현, 분비시킨 보고는 이번이 처음이

다.

 제 2 절.  2년 차 연구목표, 목표의 달성도 및 기여도

 

  1. 연구목표 

   가.  Chromobacterium  sp. chitinase유전자 (chi54) 에 cellulose-binding domain 

혹은 catalytic domain을 첨가하여 chitinase 활성이 증가된 유전자를 개발한다. 

   나. 육묘용상토에 chitin과 chitin분해미생물을 첨가하여 시설하우스재배작물의 토

양전염성병을 방제한다.
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  2. 목표의 달성도

   가. chi54 에 cellulose-binding domain을 첨가하 을 경우, chitinase 활성 및 기질 

결합능력이 증가하 으나 catalytic domain을 첨가하 을 경우에는 활성이 오히려 감

소하 다. 이번 연구에서는 이외에도 chi54 의 domain 구조 및 기능을 구명하 고, 

site-directed mutagenesis에 의해서 chitinase활성이 증가된 유전자를 선발하 다.(한

국식물병리학회 발표 4건, AEM 논문 투고 1건, 미국 특허 출원 1건).    

   나. chitin과 T. harzianum 혹은  Chromobacterium sp.를  첨가한 상토에 고추를 

파종, 육묘한 다음 본답에 이식하 을 경우 병 방제효과가 매우 우수하 다. 이외에

도 모 잘록병균 P. aphanidermatum을 잘 억제할 수 있는 chitin분해미생물들을 선발

하 다.(한국식물병리학회 발표)

     

  3. 기술발전에의 기여도 

   가 chitinase유전자 domain의 구조 및 기능 : 최근, 몇몇 chitinase에서 

chitin-binding domain의 구조 및 기능, catalytic domain의 구조와 그에 관련된 주요 

아미노산이 밝혀지고 있다. 이번 연구에서는 Chromobacterium  sp. chitinase유전자 

(chi54)의 domain 구조와 기능, 그리고 그들에  필수적인 아미노산등을 구명하여 기 

보고된 chitinase들과 비교, 분석되었다. 이번 연구에서 제시된 signal sequence, 

chitin-binding domain, catalytic domain의 구조와 그에 관련된 아미노산들, 그리고 

그들의 기능은 앞으로 chitinase유전자 domain의 구조 및 기능 연구에 중요한 기초자

료가 되리라 생각된다.

   나. cellulose-binding domain의 첨가에 의한 chitinase의 활성 증가 : type3의 

chitin-bindng domain (ChBD)중에서 groupA에 속한 ChBD (CBD3a)는 chitin과 

cellulose에 결합하는 것으로 보고되었고, family II의 cellulose-binding domain(CBD)

중에서 groupA에 속한 CBD (CBDIIa) 도 chitin과 cellulose에 결합하는 것으로 보고

되었다. 그러나, 이번 연구에서처럼 CBD3a지역에 CBDIIa를 대체하여 chitinase활성과 

기질결합능력에 대한 그들의 기능이 동일하다고 증명한 보고는 없다. 또한, ChBD와 

catalytic domain으로 이루어진 chitinase유전자 앞쪽에 CBD를 부착하여 기질 결합능
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력 및 chitinase활성이 증가되었다는 보고도 이번이 세계 최초이다. 이러한 결과는 앞

으로 ChBD 와 CBD의 진화론적인 관계는 물론, chitinase와 cellulase의 관계를 구명

하는데 중요한 자료가 되리라 생각되고, 유전자변형에 의해서 chitinase활성을 증가시

키기 위한 연구에도 많은 도움이 되리라 생각된다.

 

    다. catalytic domain의 첨가에 의한 chitinase활성의 증가 : chi54에 T. harzianum  

chitinase의 catalytic domain (CatD) 을 부착하 을 경우에는 chitinase활성이 감소하

다. 그러나, chi54의 ChBD에 Thr-chia를 부착하 을 경우에는 E. coli에서 발현된 

chitinase가 분비되었고, 그 chitinase활성이 증가되었다. 최근 (2001년), T. harzianum  

의 chitinase유전자에 ChBD 혹은 cellulose-binding domain(CBD)을 결합시켰을 경우 

chitinase활성이 증가되었다고 보고되었는데 (64), 이 연구에서처럼 chitinase가 분비

되지는 못하 다. 

   라. site-directed mutagenesis에 의한 chitinase 의 활성 증가 : 하나의 아미노산을 

변경해서 chtinase활성이 증가되었다는 보고는 없다. 저희도 그럴 가능성에 대한 가설

을 세우지 않았고, 이번 연구계획서에도 그런 실험은 계획되지 않았었다. 그러나, 

catalysis에 필수적인 아미노산을 분석하는 과정에서, Chromobacterium sp. chitinase

유전자의 Thr218을 Ser로 변경하 을 경우, chitin분해능력이 더 증가한다는 사실을 

발견하 다. chitinase활성은 정제된 동일 단백질 농도에서도 더 높았다. 이러한 결과

는 유전자 변형에 의한 chitinase활성의 증가, 그리고 catalysis 기작을 구명하는데 중

요한 자료가 되리라 생각된다. 

 

   마. 길항 미생물과 chitin을 첨가한 상토에 의한 병 방제 효과 : 토양에 chitin을 처

리하면 식물병이 방제된다는 보고는 있으나 이번 연구에서처럼  chitin과 길항미생물

을 첨가한 상토에 의해서 식물병이 방제되었다는 보고는 없다. 앞으로 시설하우스의 

토양전염성방제 전략을 수립하는데 많이 이용될 수 있으리라 생각된다.

 

   4) 양액재배작물의 병 방제 효과 : 양액재배용 배양토에 chitin 과 Trichoderma 

harzianum 처리하고, 배양액에 chitin과 Chromobacterium  .sp.를 처리하여 토마토 시

들음병의 방제효과를 조사한다.
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 제 3 절. 3년 차 연구목표, 목표의 달성도 및 기여도

  1. 연구 목표

    양액재배용 배양토에 chitin 과 Trichoderma harzianum,  배양액에 chitin과 

Chromobacterium  .sp.를 처리하여 토마토 시들음병을 방제한다.

  2. 목표의 달성도

    chitin 과 Trichoderma harzianum을 처리한 배양토에서는 시들음병  방제효과가 

컸으나,  chitin과 Chromobacterium  .sp.를 처리한 배양액에서는 방제효과가 인정되지 

않았다. 이외에 Bacillus stearotheromophilus를 제제화하여 처리하 을 경우 오이 모

잘록병에 대한 방제효과가 인정되었다.

 3. 기술발전에의 기여도 

   앞으로 양액재배작물의 토양전염성방제에 이용될 수 있으리리 생각된다.
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

  

 제 1 절 토양전염성병 억제력이 증가된 형질전환 chitin분해

미생물의 개발 

 

  1. chitinase생산능력이 증가된 형질전환 Trichoderma harzianum 

    다른 식물병원균에 대한 방제효과를 더 검토할 계획이다. 이 연구에서 chitinase

유전자는 저희팀에서 개발한 것이지만,  Trichoderma harzianum P1은 미국 코넬대

학교의 Dr. Harmann, promoter는 이태리 나폴리대학교의 Dr. Loritor에 의해서 개발

된 것이기 때문에, 이들과 상의하여 특허 및 산업화등을 결정하려고 한다. 

   2. Trichoderma harzianum에서 외래 유전자를 발현, 분비할 수 있는  promoter 

및 signal sequence 

     Trichoderma harzianum 에서 외래 유전자를 발현 및 분비할 수 있는 벡터를 

개발하려고 한다.  

 

 제 2 절  chitinase활성이 증가된 chitinase 유전자의 개발

   1. chitinase유전자 domain의 구조 및 기능  

     chitin-bindng domain과 catalytic domain 단백질의 3차원구조를 분석하여, 각 

domain의 기능을 단백질 수준에서 분석, 구명해 보고 싶다.

   2. cellulose-binding domain의 첨가 및 site-directed mutagenesis에 의해서 

chitinase 활성이 증가된 유전자 

     이들 유전자들은 효소의 산업적 생산에 이용될 수 있고, 생물적 방제능력을 높

이기 위하여 다른 길항 미생물에 도입, 발현시키거나, 병 저항성 식물을 개발하기 위

하여 다른 식물에 도입, 발현시키는데, 이용될 수 있으리라 생각된다. 특히, 이들 유전

자를 벼에 도입, 발현시켜서 벼 잎집얼룩무늬병에 저항성인 벼를 개발해 보고 싶다. 

현재 벼 잎집얼룩무늬병에 저항성인 품종은 알려져 있지 않기 때문에, 고전적인 육종
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방법으로 저항성 품종을 개발하기 어려운 실정이다. 반면, chitinase는 여러 식물 병원

균 중에서도 벼 잎집얼룩무늬병균인 Rhizoctonia solani를 특이적으로 더 잘 억제하기 

때문에 성공가능성이 매우 높다.     

  3. E. coli에서 외래 유전자의 발현산물을 분비시킨 chi54의 signal sequence  

     chi54의 signal sequence 가 E. coli에서 다른 유전자의 발현산물도 분비할 수 있

는가 등을 검토해서 외래 유전자의 발현산물을 분비할 수 있는 벡터를 개발해 보고 

싶다. 현재, E. coli에서 외래 유전자를 발현시킬 수 있는 벡터들이 개발, 시판되고 있

지만, 발현산물을 분비시킬 수 있는 벡터들은 개발되어 있지 않다.

제 3 절  토양전염성병 억제력이 우수한 chitin분해미생물의 실용화 

  1. 오이 모잘록병 방제효과가 우수한 길항미생물 

     다른 토양전염성병에 대한 방제효과를 더 검토하여 미생물농약으로 개발하려고 

한다.  

  2. chitin과 chitin분해미생물을 첨가하여 토양전염성병을 방제할 수 있는  육묘용 

상토  

     이들 공정을 육묘업자에 의뢰하여 포장상태에서 1년 더 검토 후, 산업화 여부를 

결정하려고 한다.    
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제 6 장  연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

    미국 코넬대학교의 Dr. Harmann은 Trichoderma harzianum P1을 여러 토양전

염성병에 대한 미생물농약으로 개발, 시판하고 있고, 이태리 나폴리대학교의 Dr. 

Loritor 는 T. harzianum P1의 길항 기작을 분자생물학적 측면에서 구명하고 있다.   

본 연구과제 책임자는 chitinase유전자를 T. harzianum 에 도입, 발현시키기 위한 

promoter를 분양 받고, 형질전환기술을 습득하기 위하여 2000년 2월, 한달 동안 이태

리 나폴리대학교의 Dr. Loritor 실험실에서 연수를 하 다. 

   

     Pseudomonas spp.에서 외래 유전자를 발현시킬 수 있는 pMEFE1 벡터는 일본 

구마모토 소조대학교의 Dr. Ogawa에 의해서 개발되었다. 따라서, chitinase유전자를 

Pseudomonas putida에 도입, 발현시키기 위하여 2000년 7월 한달 동안 Dr. Ogawa

의 실험실에서 연수를 하 다. 
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