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   The deoxysugar biosynthetic gene cluster of Sch 47554/ Sch 47555 was 

cloned from Streptomyces sp. SCC-2136. The three orfs namely schS6, 

schS5, and schS2 were amplified, cloned and heterologously expressed in 

E. coli. One of the orfs, schS6, appeared to encode glucose-1-phosphate 

thymidylyltransferase, which converts dTTP and Glucose-1-Phosphate to 

TDP-D-glucose and pyrophosphate. The dTDP-D-glucose is a key metabolite 

in prokaryotics as a precursor for a large number of modified 

deoxysugars. These deoxysugars are major part of various antibiotics 

from glycosides to macrolides. SchS6 was expressed in E.coli in the 

vector pSCHS6 and the expression protein was purified to apparent 

homogeneity by ammonium sulfate precipitation and Ni-NTA affinity column 

using imidazole buffer as eluents.  The  specific activity of the enzyme 

increased 4.7-fold with a recovery of 17.5%. It migrated as single band 

on SDS-PAGE with a molecular mass of 56kDa. The purified protein showed 

glucose-1-phosphate thymidylyltransferase activity, catalyzing a  

reversible bimolecular group transfer reaction. In the forward reaction 



the highest activity was obtained with combination of dTTP and α-D-glucose 

1-phosphate, and only 12% of that activity was obtained with the substrates 

UTP/α-D-glucose 1-phosphate. And the purified protein was highly specific 

for dTDP-D-glucose and pyrophosphate in the reverse reaction.
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ⅠⅠⅠⅠ. . . . IntroductionIntroductionIntroductionIntroduction

  토양미생물 상호간의 길항적 관계가 1940년 Waksman에 의해 보고된 이후 많은 

생리활성물질이 분리되었다. 특히 방선균에서 분리된 생리활성물질이 지금까지 발

견된 물질 중 약 45%를 차지하고 있으며 이중 대부분은 Streptomyces 속에서 분리

되었고 fungi, bacilli, pseudomonas가 나머지의 대부분을 차지하고 있다.32.33.34 

방선균에 관한 연구는 1875년에 Ferdinand Cohn이 Streptothrix foesteri이라는 

방선균을 처음으로 발견함으로써 시작되어 1940년 Dr. Waksman 그룹에 의해 항생

제 탐색 연구가 시작되어 1941년 Actinomycin이 처음 발견되었고, 임상적으로 유

용한 항생제로서는 Streptomycin이 처음으로 탐색 개발되었다. 1940년대부터 많은 

항생제들이 streptomyces에서 발견되면서 이러한 이차대사 물질에 대한 연구는 주

로 치료활성에 관한 문제나 미생물 발효에 의한 생산문제에 치우쳐왔으나, 개발된 

많은 항생제들의 남용으로 1957년 이후부터 항생제에 내성을 보이는 병원균들이 

검출되기 시작하였고 이러한 문제를 해결하기 위해 더욱 강력하고 효율적이며 부

작용이 적은 치료제의 필요성으로 새로운 구조를 가진 항생제들이 요구됨에 따라 

최근에는 항생제를 비롯한 많은 이차대사물질들의 생합성 효소나 그 유전자들에 

대한 연구가 더 활발하게 진행되고 있다.31

  많은 항생제들은 적어도 한 개 이상의 sugar가 붙어있다. 이들 sugar는 

deoxyhexose, dideoxyhexose, aminosugar, inositol 등으로 매우 다양한 구조를 

가지고 있으며, 직접 또는 간접적으로 biological activity를 보여주는 메카니즘

에 참여하거나 높은 생물학적 활성을 갖도록 affinity에 관여하고 있다. 새로운 

항생제를 찾기 위해서 새로운 deoxysugar 구조를 구성하고 이를 다양하게 변형된 

aglycon에 결합시켜 새로운 항생물질을 합성하고자 하는 시도가 최근에 연구되고 

있다. 
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  Nucleotide-sugar dTDP-D-glucose는 원핵생물에서 주요한 대사체이며, 

L-rhamnose (6-deoxyhexose), 6-deoxy-L-talose, 2,6 dideoxyhexoses와 다른 

deoxyhexoses와 같은 많은 변형된 sugars의 전구체로 대표된다. 13,14,15  게다가 

bacterial antigens의 구성분이 되며, 이들 unusual deoxyhexoses는 macrolide 항

생제를 포함한 glycosides에서 발견할 수 있다 (Aguirrezabalage et al., 2000; 

Floss and Beale, 1989; Vara and Hutchinson, 1988; Yoo et al., 2000).16.17.18.19  

Macrolides, anthracyclines, 그리고 polyethers를 포함한 많은 항생제들은 부분

적인 deoxygenated hexose sugar (deoxyhexose) 구성분을 가지고 있고, 이것들은 

일반적으로 특수한 항생제의 필수적인 생물학적 활성이 된다. 많은 연구를 통해 

항생제에서 발견된 모든 deoxyhexoses를 생합성하기 위한 early enzymatic step이 

dTTP와 α-D-glucose-1-phosphate로부터 glucose-1-phospate thymidylyltransfer-

ase (dTDP-glucose synthase, EC 2.7.7.24)에 의해 dTDP-glucose를 형성하는 이 

증명되었다 (Bechthold et al., 1995; Lombo et al., 1997).20.21 

Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase는 reversible bimolecular group 

transfer 반응에 따라 촉매시킨다. 

dTTP  + α-D-glucose-1-phosphate ↔ dTDP-D-glucose + pyrophosphate (ppi)

  Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase를 암호화하는 많은 유전자들은 

6-deoxyhexose moieties를 포함한 natural products의 생합성 유전자를 가지고 있

는 gene clusters에서 발견되었다 (Jiand. et al., 1991; Pissowotzki. et al., 

1991; Merson-Davies and Cundliffe, 1994; Marolda and Valvano, 1995; Shong et 

al., 1998).22.23.24.25.26 또한, Salmonella enterica LT2, Streptomyces 

antibioticus, Pseudomonas aeruginosa, E.coli로부터 클론된 

glucose-1-phosphate thmidylyltransferase 유전자들의 발현과 생화학적 특성, 

catalytic mechanism이 보고된 바 있다 (Lindquist et al., 1993; Yoo et al., 
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1999; Simone et al., 2001).15.27.28

  Sch 47554와 Sch 47555는 Streptomyces sp. SCC-2136균주로부터 생산되는 새

로운 angucycline계 항진균제로서 Candida albicans, C. tropicalis와 C. 

stellatoidea에 대한 항진균 활성을 가진다.2 그들은 L-aculose와 D-amicetose와 

같은 2,3,6-trideoxysugar를 가지고 있다. Trideoxysugar에 대한 몇몇의 경우가 

보고되었고 잘 알려진 예로서 landomycin과 urdamycin의 dTDP-L-rhodinose, 

vancomycin의 dTDP-L-epivancosamine, daunorubicin의 dTDP-daunosamine과 

rubradirin의 rubranitrose가 있다.3 Aculose와 amicetose는 glycoside 항생제의 

2,3,6-trideoxysugars를 가지고 있는 특수한 경우를 대표한다.4.5.6.7 원핵생물의 주

요 metabolite인 dTDP-D-glucose는 수많은 modified deoxysugars의 전구체가 된

다. 이들  deoxysugars은 glycosides부터 macrolides에 이르는 다양한 항생제들의 

주요한 부분으로서, 그들의 명백한 역할에 대한 연구가 진행되고 있으며 그들 스

스로는 생물학적으로 불활성인 것으로 알려졌다. 이러한 deoxysugars이 복잡한 구

조의 한 부분이 되었을 때 그들은 많은 화합물들의 생물학적 활성을 촉진하는 결

정적인 역할을 한다.1  미래에 이것은  urdamycin과 유사한 주요 PKS core로서 항 

tumor 항생제로 사용되어질 가능성이 있다.  Deoxysugars의 원천인 

glucose-1-phosphate는 dTDP-D-glucose synthase에 의해 dTDP-D-glucose로 활성화

되고 dTDP-D-glucose 4,6 dehydratase에 의한 성공적인 dehydration 결과 

dTDP-4-keto-6-deoxyglucose로 전환된다. 이후의 과정으로 epimerization, 

reduction, dehydration, methylation, amination이 있다. 

  

SchS6 gene은 glucose-1-phosphate thymidylyltransferase gene과 강한 상동성

을 보여준다. Orfs중의 하나인 schS6은 glucose-1-phosphate 

thymidylyltrasferase를 암호화함으로써 dTTP와 Glucose-1-phosphate를 

TDP-D-glucose와 pyrophosphate로 전환시킨다.  본 연구에서는 E.coli에서 schS6
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의 발현과 발현된 Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase의 분리, 그 생화학

적 특성분석을 수행하였다. 
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . Materials Materials Materials Materials and and and and MethodsMethodsMethodsMethods

1. 1. 1. 1. GeneralsGeneralsGeneralsGenerals

  

  Inorganic pyrophosphatase, dTMP, dTDP, dTTP, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, 

dADP-D-glucose, dCDP-D-glucose, dGDP-D-glucose, dTDP-D-glucose, 

dUDP-D-glucose, dTDP-4-keto-6-deoxyglucose와 모든 sugar-1-phosphate, 

IPTG(Isopropyl β-D-thiogalactoside), DTT, TEMED, Ammonium persulfate, SDS, 

Acrylamide, Carbenicillin, β-Nicotinamide Adenine Dinucleotide (β-NAD), 

Glycine, Glycerol, 2-Mercaptoethanol, Polyacrylamide는 Sigma Chemical Co.에

서 구입하였고, Standard protein (Phosphorylase b, Albumin, Ovalbumin, 

Carbonic Anhydrase, Trypsin Inhibitor, α-Lactalbumin), Trizma base, Ammonium 

sulfate, Potassium chloride와 Potassium phosphate는 USB (USA)에서 얻었다. 

Ni-affinity gel은 Novagen (USA) 제품을 구입하여 사용하였고, Shim-Pack CL-DOS 

(M) 8C Column, ODS Hypersil column과 CL-Dos guard column은 SHIMADZU Co. 

(Japan)로부터 구입하였다. 

  Escherichia coli XL1- Blue MRF는 Stratagene (La Jolla, CA)로부터 얻었고, 

Escherichia coli BL21(DE3)와 pET32a+ 발현벡터는 Invitrogen Corporation (San 

Diego, USA)로부터 받아 사용하였다. Synthetic oligonucleotides는 GeneChem 

(Daejeon, Korea)에 의해 합성되어졌고, Polymerase chain reaction (PCR)은 

GeneAmp kit과 함께 perkin-Elmer Cetus로부터 구입하였다. 다른 모든 Chemicals

는 Sigma 또는 United States Biochemical (Cleveland, USA)의 제품을 사용하였으

며 Restriction enzymes와 다른 enzymes는 Promega Biotech (Madison, USA)와 

TaKARa Shuzo Co.에서 구입하였다.
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2. 2. 2. 2. Bacterial Bacterial Bacterial Bacterial strains, strains, strains, strains, plasmids plasmids plasmids plasmids and and and and culture culture culture culture conditionsconditionsconditionsconditions

  Streptomyces sp. SCC-2136 (ATCC 55186)은 ISP2 배지 (1% malt extract, 

0.4% yeast extract, 0.4% glucose) agar plate에 3-5일동안 28℃에서 배양한다. 

E.coli XL1 Blue MRP를 재조합 플라스미드의 준비와 cosmid library를 구축을 위

해 사용하였다. E.coli BL21 (DE3)를 발현숙주, pET32a+를 발현벡터로 사용하였으

며, 위의 균주들을 선택적으로 배양하기 위해 ampicillin (100 μg/ml)과 

apramycin (100 μg/ml)를 사용하였다. 

3. 3. 3. 3. Design Design Design Design of of of of PCR PCR PCR PCR primers primers primers primers for for for for the the the the probe probe probe probe of of of of dTDP-glucose dTDP-glucose dTDP-glucose dTDP-glucose 4,6-dehydratase4,6-dehydratase4,6-dehydratase4,6-dehydratase

  

  프라이머는  다섯 가지의 다른 actinomycetes에 존재하는 dTDP-glucose 

4,6-dehydratase gene의 conserved region으로부터 제작되었다.8 Streptomyces sp. 

SCC-2136의 유전체로부터 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase로 추정되는 단편 340bp

를 프라이머 DW11(upstream): 5'-CACTTCGGGGGCGAGTCGCACGT-3'와 DW32 

(downstream): 5'-GGGCCGTAGTTGTTCGAGCA-3'을 사용하여 증폭하였다.      

4. 4. 4. 4. Construction Construction Construction Construction of of of of the the the the genomic genomic genomic genomic library library library library and and and and screeningscreeningscreeningscreening

 

  상보적인 E.coli 세포들의 클로닝, 형질전환과 DNA 조작은 Standard protocol

에 따라 수행하였다.9 Streptomyces sp. SCC-2136의 genomic DNA는 ISP2 액체배지

에서 28℃, 3일동안 배양한 후에 준비하였고, Hopwood 등의 방법에 따라 

phenol-chloroform 혼합액에 의해 추출되었다.10 그런 후에 Sau3AI로 부분 절단하

여 30-40kb의 단편을 HpaI와 BamHI으로 절단된 cosmid 벡터 pOJ446에 붙였다. In 

vitro packing은 Gigapack Ⅲ XL packing extract (Stratagene, USA)을 제조자의 

intoduction에 따라 수행하였다. Probe는 random primer labeling kit 
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(Stratagene, USA)를 사용하여 32P로 표지되었고 gel filtration에 의하여 분리되

었다. Hybridization은  10ml의 2X SSC (50℃, 6h)에서 수행하였다.9 

            

5. 5. 5. 5. Nucleotide Nucleotide Nucleotide Nucleotide sequencing sequencing sequencing sequencing and and and and analysisanalysisanalysisanalysis

  Nucleotide sequences는 automatic sequencer를 사용한 dideoxy chain 

termination method에 의해 결정되었다. Computer-aided sequence 분석은 DNASIS 

software package (version 2.1, 1995; Hitachi Software Engineering)로 행하였

고, database searches는 BLAST로 수행하였다. 

 

6. 6. 6. 6. Accession Accession Accession Accession numbernumbernumbernumber

  

  SchS6의 Nucleotide sequence는 EMBL nucleotide database의 accession 

number****에 따랐다.

7. 7. 7. 7. Construction Construction Construction Construction of of of of expression expression expression expression plasmidplasmidplasmidplasmid

  SchS6은 forward primer BS-SynI: 5'-GGATCCCATATGAAGGCGCTTGTGCTG-3'와 

reverse primer BS-SynⅡ: 5'-GAATTCCCTCATGACGTGACCTCCAC-3'를 사용한 cosmid로

부터 증폭되었다 (restriction sites are underlined). PCR은 Pre-MixTM -Top kit 

(Bioneer, Korea)를 이용한 Tachne thermocycler (Eppendorff, USA)로 수행하였

다. PCR산물은 BamHI과 EcoRI으로 절단, 정제되었고 동일한 제한 효소에 의해 절

단된 벡터 pET32a+를 클로닝하였다 (Figure 2). 플라스미드 pSCHS6은 E.coli BL21 

(DE3)에서 발현되었다. 
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8. 8. 8. 8. Protein Protein Protein Protein concentrationconcentrationconcentrationconcentration

  

  단백질 농도는 standard로서 bovine serum albumin를 사용한 Bradford 

(1976)30 등의 방법에 의해 측정하였다. 흡광도 A280에서 측정하는 단백질의 농

도는 column fraction들을 분석하는데 고정적으로 사용되어진다.

9. 9. 9. 9. Enzyme Enzyme Enzyme Enzyme assaysassaysassaysassays

        Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase의 활성은 HPLC에 의해 dTTP와 

dTDP-D-glucose의 농도변화에 따라 측정된다. α-D-glucose-1-phosphate와 dTTP로

부터 dTDP-D-glucose를 형성하는 것을 확인하기 위해 standard protocol로 측정하

였다. Reaction mixtures는 15μmol Tris/HCl pH 8.0, 3.6μmol MgCl2, 7.2μmol 

D-glucose-1-phosphate, 1.8μmol dTT, 1.8 U inorganic pyrophosphatase와 적당

히 등분된 glucose-1-phosphate thymidylyltransferase (usually 30μl)를 최종 

volume 300μl로 맞추고 37℃ 항온조에서 반응시킨다. 20분 간격으로 sample (30

μl)을 취하고 즉시 1.0ml 50mM potassium phosphate pH 3.0을 첨가하여 반응을 

종결시킨다. 희석된 sample들을 HPLC에 의해 분석되어질때까지 4℃에 보관하고 

integrated HPLC peak area로부터 형성되어진 dTDP-D-glucose의 양을 계산한다. 

enzyme activity의 1 unit는 standard assay condition에서 20분동안 1 nmol 

dTDP-D-glucose의 형성과 같고, specific activity는 1 milligram protein 당 1 

units이다.

10. 10. 10. 10. HPLC HPLC HPLC HPLC AnalysisAnalysisAnalysisAnalysis

  

  Guard column (CL-DOS guard column; SHIMADZU Co.)과 함께 설치된 Shim-Pack 
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CL-DOS (M) 8C column (4.6 x 150mm)을 HPLC로 사용한다. Sample 또는 standard 

solution을 column에 주입하고 200mM potassium phosphate pH 4.0와 함께 진행시

켰다. Flow rate는 1ml/min, 온도는 25℃, 유출물의 흡광도는 254nm이다.

11. 11. 11. 11. Over Over Over Over expression expression expression expression and and and and purification purification purification purification of of of of glucose-1-phosphate  glucose-1-phosphate  glucose-1-phosphate  glucose-1-phosphate  

                thymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferase

  pSCHS6으로 형질전환된 E.coli BL21 (DE3)을 Ampicillin (100μg/ml)을 첨가

한 LB broth (1L) 접종하여 37℃에서 OD600 값 0.4~0.6이 되도록 배양한 뒤, 0.1mM 

IPTG를 넣어준다. 25℃에서 10시간 동안 induction하고 10,000 x g 10분 동안 원

심분리하여 상층액은 버리고 차가운 20mM Tris/HCl (pH 8.0) + 1mM MgCl2 buffer

로 침전물을 두 번 washing하고 얼음 위에서 ultrasonicater를 이용하여 

disruption 하였다. Cellular debris를 15,000 x g 30분 동안 원심분리하여 제거

하고, 상등액은 crude extract라고 하였다. Crude extract에 Ammonium sulfate 

powder를 35% saturation이 되도록 첨가하고 12,000 g x 1시간동안 원심분리하였

다. 상등액에 ammonium sulfate powder를 70% saturation이 되도록 넣어준 후, 원

심분리하여 침전물을 얻었다. 침전된 단백질을 적은 양의 50mM Potassium 

phosphate buffer (pH 8.0)에 녹이고, 동일한 buffer(200ml)로 ultramembrane 

filtration에 의해 두 차례 염을 제거해주고 6ml로 농축시켰다. 농축시킨 분획을 

200mM KCl을 포함한 50mM Potassium phosphate (pH 8.0) buffer (Lysis buffer)로 

전평형시킨 Ni-NTA slurry 3ml과 함께 200rpm rotary shaker를 사용하여 혼합하였

다 (4℃, 60분). 혼합액을 column (1 x 4 cm)에 적하하고 flow through 분획을 회

수하였다. Lysis buffer 8ml로 Washing 후, lysis buffer 80ml에 10mM~200mM 

imidazole의 농도구배를 주어 elution하고 각각의 분획을 회수하였다. 각 분획들

의 효소활성을 확인하고, 효소활성을 가진 150mM~200mM imidazole 분획들을 

centricon (Amicon. Inc.)을 사용하여 농축하고, -80℃에 보관하였다. 
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12. 12. 12. 12. Molecular Molecular Molecular Molecular weight weight weight weight determinationdeterminationdeterminationdetermination

  Subunit 분자량과 효소 sample들의 순도는 β-galactosidase (116,000), 

bovine serum albumin (66,200), ovalbumin (45,000), lactate dehydrogenase 

(35,000), restriction endonuclease Bsp981 (25,000), β-lactoglobulin 

(18,400), lysozyme (14,400)을 standard로 하는 Laemmli (1970)에 의해 연구된 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)로 측정한다. Separating과 

stacking gel은 각각 12%, 5% polyacrylamide로 한다. 

13. 13. 13. 13. Substrate Substrate Substrate Substrate and and and and inhibitor inhibitor inhibitor inhibitor specificityspecificityspecificityspecificity

  정제된 효소의 다양한 nucleoside triphosphates (2.0mM)와 

sugar-1-phosphates (6.0mM)의 정반응,  nucleoside sugars (2.0mM)와

pyrophosphate (6.0mM) 역반응의  효기질 특이성은 inorganic pyrophosphatase가 

생략된 standard assay system을 사용하여 조사하였다. Inhibition 반응은 2mM, 

5mM 억제 농도 (ATP, CTP, GTP, UTP, TTP, TDP, TMP)로 수행하였다.
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . Results Results Results Results and and and and DiscussionDiscussionDiscussionDiscussion

1. 1. 1. 1. Cloning Cloning Cloning Cloning of of of of deoxysugar deoxysugar deoxysugar deoxysugar biosynthetic biosynthetic biosynthetic biosynthetic gene gene gene gene cluster cluster cluster cluster of of of of Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces sp.   sp.   sp.   sp.   

                    SCC-2136SCC-2136SCC-2136SCC-2136

  Streptomyces sp. SCC-2136의 genomic library는 probe인 dTDP-D-glucose 

4,6-dehydratase에 의해 deoxysugars의 생합성 유전자 집단을 스크리닝 하였다.(11) 

스크린된 cosmid library의 2000개 이상의 클론들 중에서 pSCC1을 가지고 있는 10

개의 클론들을 hybridization 하였다. Cosmid pSCC1은 deoxysugar를 합성하는 9개

의 ORFs와 polyketide synthase를 합성하는 몇 개의 ORFs의 존재를 확인하기 위해 

서열화 되었다. dTDP-D-glucose synthase를 암호화하는 schS6은 database로부터 

추론된 아미노산 서열의 비교를 통해 cluster에 위치함을 알게 되었다.

2. 2. 2. 2. Sequence Sequence Sequence Sequence analysisanalysisanalysisanalysis

 

  유전자 schS6은 1.06kb이고, Streptomyces의 특징인 70% G+C를 포함한 ATG와 

TGA 종결 코돈을 가지고 있으며 dTDP-D-glucose 4,6-dehydratase (schS5)와 

C-glycosyl transferase (schS7)의 옆에 위치한다. 종결 코돈은 schS5의 개시 코

돈과 중복된다. 비교를 통해 Streptomyces fradiea (D-olivose/L-rhodinose 생합

성)의 UrdG,  Streptomyces cyanogenus   (D-olivose/L-rhodinose 생합성)의 

LanG, Streptomyces sp. AM-7161 (medermycin 생합성)의 Med-ORF1-18과 

Streptomyces violaceoruber Tü22 (D-olivose/L-rhodinose 생합성)의 Gra-orf16 

서열들이 각각 74%, 69%, 64%,와 58%의 동일성을 보임을 알 수 있다. Multiple 

alignments는 TTP 결합 도메인 8GGSGTR13과 glucose 결합 부위인 157EKP160의 보호된 

N-terminal triphosphate를 보여준다 (Figure. 4).
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    3. 3. 3. 3. Over Over Over Over expression expression expression expression of of of of schS6schS6schS6schS6    in in in in E.coli.E.coli.E.coli.E.coli.

  schS6-inserted pET32a+를 사용한 과발현 플라스미드 pSCHS6을 구축하였고 발

현 숙주로는 E.coli BL21 (DE3)를 사용하였다. 형질전환된 E.coli BL21 

(DE3)/pSCHS6의 cultivation과 induction 결과로 56.100 Dalton 단백질이 생산되

었다 (Figure. 6). 이 단백질 band는 induction 시간을 10시간 연장함으로써 

intensify 되었다. 그 분자량은 SchS6 단백질의 예보된 분자량 (56,100 Da)과 일

치하였다. E.coli system에서 Streptomyces로부터 클론된 많은 유전자의 

High-level 발현은 종종 불용성 단백질이 매우 조밀하게 모여진 inclusion bodies

를 형성하게 한다 (Schein and Noteborn, 1988; Kil and Chang, 1998). 보통 배양 

온도 (37℃)에서 E.coli의 schS6 과발현은 inclusion body를 형성하게 한다. 발현

된 단백질의 가용성은 cultivation 온도를 25℃로 낮춰줌으로써 증가된다. 

4. 4. 4. 4. Purification Purification Purification Purification and and and and Physical Physical Physical Physical characterization characterization characterization characterization of of of of glucose-1-phosphate     glucose-1-phosphate     glucose-1-phosphate     glucose-1-phosphate     

                    thymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferase

  Cell Free extract의 과발현된 단백질은 ammonium sulfate fractionation과 

Ni-affinity column chromatography를 통해 4.7배 정제되었고 17.5%의 yield를 보

였다 (Table. 1). Ni-affinity column chromatography step에서 coincidental 

elution 단계 단백질의 효소활성은 Figure. 5에 나타내었다. 정제된 효소의 

specific activity는 80.1 units/mg 이다. 단백질은 분자량 약 56kDa의 single 

protein band로 SDS-PAGE 상에서 볼 수 있다. 
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5.5.5.5. Substrate Substrate Substrate Substrate and and and and inhibitor inhibitor inhibitor inhibitor specificity specificity specificity specificity of of of of glucose-1-phosphate            glucose-1-phosphate            glucose-1-phosphate            glucose-1-phosphate            

                    thymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferase

  정반응으로 다양한 nocleotide triphosphates와 sugar-1-phosphates, 역반응

으로 nucleosid diphosphate sugars로 정제된 효소의 substrate specificity를 조

사하였다. 정반응은 dTTP와 α-D-glucose-1-phosphate의 반응에서 가장 높은 활성

을 얻었다 (Table. 3). Subsrates UTP/α-D-glucose-1-phosphate의 반응에서 12%

의 relative activity를 얻었다. 역반응에서 정제된 효소는 dTDP-D-glucose 와 

pyrophosphate에서 가장 높은 활성을 보였고, GTP-D-glucose 와 pyrophosphate에

서 2%의 relative activity를 얻었다. 
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                                    Figure. Figure. Figure. Figure. 1  1  1  1  Structure Structure Structure Structure of of of of Sch Sch Sch Sch 47554 47554 47554 47554 and and and and Sch Sch Sch Sch 47555 47555 47555 47555 
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Figure. Figure. Figure. Figure. 2  2  2  2  Amplification Amplification Amplification Amplification and and and and cloning cloning cloning cloning strategy strategy strategy strategy of of of of schS6schS6schS6schS6    into       into       into       into       

pET32a+ pET32a+ pET32a+ pET32a+ for for for for the the the the expression expression expression expression plasmid plasmid plasmid plasmid pSCHS6 pSCHS6 pSCHS6 pSCHS6 

( ( ( ( B: B: B: B: BamH BamH BamH BamH I I I I ; ; ; ; E: E: E: E: EcoR EcoR EcoR EcoR I I I I ))))
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     1 - GTGGTGGCGGCACTGGAACAGCTCCGCTGAACCGCCAAGGCCCCGACGCCCGAGGCACGA - 60 
    61 - ACGCCCGGAGCACGACGAGAAAAGGCATGCACACGTGAATCGAGAGGACTCCTCATGAAG - 120 
                                                                M  K   
   121 - GCGCTTGTGCTGGCAGGCGGTTCCGGTACCCGCTTGCGACCCTTCAGTTATTCGATGCCG - 180 
          A  L  V  L  A  G  G  S  G  T  R  L  R  P  F  S  Y  S  M  P   
   181 - AAACAGCTCATCCCGATCGCCAACACCCCCGTCCTGGTACATGTTCTGGAGAACATCCGG - 240 
          K  Q  L  I  P  I  A  N  T  P  V  L  V  H  V  L  E  N  I  R   
   241 - GACCTGGGCGTCACCGACATCGGCGTCATCGTCGGCCACCGGGGCCCGGAGATCGACGCC - 300 
          D  L  G  V  T  D  I  G  V  I  V  G  H  R  G  P  E  I  D  A   
   301 - GCCCTCGGTGACGGCTCCCGTTTCGGCGTGAAACTCACCTACATCTCCCAGGACGCCCCG - 360 
          A  L  G  D  G  S  R  F  G  V  K  L  T  Y  I  S  Q  D  A  P   
   361 - CGCGGCCTCGCCCACACGGTGGCCATCGCCCGGGACTTCCTCGGCGACGACGACTTCGTG - 420 
          R  G  L  A  H  T  V  A  I  A  R  D  F  L  G  D  D  D  F  V   
   421 - ATGTACCTGGGCGACAACGTGCTGCCCGAGGGCGTCGCCGCCACCGCCGAGGAGTTCACG - 480 
          M  Y  L  G  D  N  V  L  P  E  G  V  A  A  T  A  E  E  F  T   
   481 - GCCCGGCGTCCGGCCGCGCAGATCGTGGTCCACAAGGTGACCGACCCGCGCCAGTTCGGT - 540 
          A  R  R  P  A  A  Q  I  V  V  H  K  V  T  D  P  R  Q  F  G   
   541 - GTCGCCGAACTCGGGCCGGACGGCGAGGTGCTGCGTCTGGTGGAGAAGCCGCGCGAACCG - 600 
          V  A  E  L  G  P  D  G  E  V  L  R  L  V  E  K  P  R  E  P   
   601 - CGCAGCGACATGGCGATGGTCGGCGTGTACTTCTTCACCTCGGCCATCCACCGGGCGGTG - 660 
          R  S  D  M  A  M  V  G  V  Y  F  F  T  S  A  I  H  R  A  V   
   661 - GACTCGATCGAGCCCAGCGCCCGTGGCGAGCTGGAGATCACGGACGCCATCCAGTGGCTG - 720 
          D  S  I  E  P  S  A  R  G  E  L  E  I  T  D  A  I  Q  W  L   
   721 - CTGGCCTCCGGCGCCGAGGTCCGCGCCACCCAGTACGGCGGCTACTGGAAGGACGCCGGG - 780 
          L  A  S  G  A  E  V  R  A  T  Q  Y  G  G  Y  W  K  D  A  G   
   781 - AACGTCGAGGACGTCCTGGACTGCAACCGCTACCTCCTGGACCGGCTGGCGCCGTCCGTC - 840 
          N  V  E  D  V  L  D  C  N  R  Y  L  L  D  R  L  A  P  S  V   
   841 - GAGGGTGACGTCGACGACCTCAGCGAGCTGCTGGGCGCGGTCGTCGTCGAGGCGGGGGCG - 900 
          E  G  D  V  D  D  L  S  E  L  L  G  A  V  V  V  E  A  G  A   
   901 - CGCGTGACACGGTCGCGCATCGAGGGGCCGGTGATCATCGGAGCGGGCGCGGTGGTGGAG - 960 
          R  V  T  R  S  R  I  E  G  P  V  I  I  G  A  G  A  V  V  E   
   961 - AACAGCCACATCGGCCCGCACACGTCCATCGGGCGCGGCTGCCTGGTCAGCGACAGCGCC - 1020 
          N  S  H  I  G  P  H  T  S  I  G  R  G  C  L  V  S  D  S  A   
  1021 - GTGGAGAACTCCATCGCCCTCGACGAGGCCTCGGTCAGCGGCGTCAAGGGCCTGCGCAGT - 1080 
          V  E  N  S  I  A  L  D  E  A  S  V  S  G  V  K  G  L  R  S   
  1081 - TCGCTGATCGGGCGGTCCGCCTCGGTCGGCACCAGTGAGCAGGGCGTCGACCGGTACCGG - 1140 
          S  L  I  G  R  S  A  S  V  G  T  S  E  Q  G  V  D  R  Y  R   
  1141 - CTGGTCGTCGGAGACCACACCCGAGTGGAGGTCACGGCATGAGGATCCTCGTCACCGGAG - 1200 
          L  V  V  G  D  H  T  R  V  E  V  T  A  *    
  1201 - CGGCCGGCTTCATCGGCTCCCACTTCGTGCGCAACGTGCTGGAGGGCTCGTACAGCGGGT - 1260 
  1261 - GGGAGGACGCGCAGG - 1275 
          G  R  T  R  R          

          

Figure. Figure. Figure. Figure. 3  3  3  3  Complimentary Complimentary Complimentary Complimentary neocleotide neocleotide neocleotide neocleotide sequence sequence sequence sequence of of of of sssschS6 chS6 chS6 chS6 and and and and its its its its 

deduced deduced deduced deduced amino amino amino amino acid acid acid acid sequence. sequence. sequence. sequence. The The The The start start start start and and and and stop stop stop stop codons codons codons codons are are are are shown shown shown shown in in in in 

bold bold bold bold letters. letters. letters. letters. Numbers Numbers Numbers Numbers at at at at right right right right and and and and left left left left indicate indicate indicate indicate nucleotide nucleotide nucleotide nucleotide numbers numbers numbers numbers in in in in 

the the the the 5'- 5'- 5'- 5'- 3' 3' 3' 3' direction.direction.direction.direction.
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Figure. Figure. Figure. Figure. 4  4  4  4   Multiple Multiple Multiple Multiple sequence sequence sequence sequence alignments alignments alignments alignments of of of of the the the the SchS6 SchS6 SchS6 SchS6 with with with with known known known known 

glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate thymidyltransferases thymidyltransferases thymidyltransferases thymidyltransferases from from from from databank databank databank databank (NCBI). (NCBI). (NCBI). (NCBI). 

UrdG UrdG UrdG UrdG from from from from S. S. S. S. fradiae fradiae fradiae fradiae (AF164960), (AF164960), (AF164960), (AF164960), LanG LanG LanG LanG from from from from S. S. S. S. cyanogenus cyanogenus cyanogenus cyanogenus 

(AF080235), (AF080235), (AF080235), (AF080235), Med-ORF1-30 Med-ORF1-30 Med-ORF1-30 Med-ORF1-30 from from from from S.S.S.S.    sp. sp. sp. sp. AM-7161 AM-7161 AM-7161 AM-7161 (AB103463), (AB103463), (AB103463), (AB103463), 

Gra-orf16 Gra-orf16 Gra-orf16 Gra-orf16 from from from from S. S. S. S. violaceoruberviolaceoruberviolaceoruberviolaceoruber    Tu22 Tu22 Tu22 Tu22 (AJ011500) (AJ011500) (AJ011500) (AJ011500) and  and  and  and  MtmD MtmD MtmD MtmD from from from from S. S. S. S. 

argillaceus argillaceus argillaceus argillaceus (Y10907). (Y10907). (Y10907). (Y10907). The The The The TTP TTP TTP TTP binding binding binding binding Ndomain Ndomain Ndomain Ndomain GGXGXR GGXGXR GGXGXR GGXGXR and and and and central central central central 

glucose-1-phospahe glucose-1-phospahe glucose-1-phospahe glucose-1-phospahe binding binding binding binding site site site site EKP EKP EKP EKP are are are are enclosed enclosed enclosed enclosed into into into into boxes.boxes.boxes.boxes.
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Table Table Table Table 1.  1.  1.  1.  Purification Purification Purification Purification scheme scheme scheme scheme for for for for glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate 

thymidylyltransferase thymidylyltransferase thymidylyltransferase thymidylyltransferase from from from from Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces sp. sp. sp. sp. SCC-2136SCC-2136SCC-2136SCC-2136
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Figure. Figure. Figure. Figure. 5  5  5  5  Ni-affinity Ni-affinity Ni-affinity Ni-affinity column column column column chromatogram chromatogram chromatogram chromatogram of of of of 

glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate thymidylyltransferase thymidylyltransferase thymidylyltransferase thymidylyltransferase : : : : Pooled Pooled Pooled Pooled enzyme enzyme enzyme enzyme from from from from 

ammonium ammonium ammonium ammonium sulfate sulfate sulfate sulfate fractionation fractionation fractionation fractionation step step step step was was was was fractionated fractionated fractionated fractionated on on on on a a a a column column column column 

of of of of Ni-Affinity Ni-Affinity Ni-Affinity Ni-Affinity ( ( ( ( 1 1 1 1 x x x x 4 4 4 4 cm cm cm cm ))))
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1      1      1      1      2      2      2      2      3      3      3      3      4      4      4      4      5      5      5      5      6666

                        

                        Figure. Figure. Figure. Figure. 6  6  6  6  Purification Purification Purification Purification fractions fractions fractions fractions and and and and molecular molecular molecular molecular weightweightweightweight

determination determination determination determination of of of of the the the the expressed expressed expressed expressed schS6 schS6 schS6 schS6 by by by by SDS-PAGE SDS-PAGE SDS-PAGE SDS-PAGE : : : : Lane Lane Lane Lane 1/6,  1/6,  1/6,  1/6,  

    SDS-PAGE SDS-PAGE SDS-PAGE SDS-PAGE standard; standard; standard; standard; Lane Lane Lane Lane 2/3, 2/3, 2/3, 2/3, E. E. E. E. coli coli coli coli BL21 BL21 BL21 BL21 (DE3) (DE3) (DE3) (DE3) pSCHS6 pSCHS6 pSCHS6 pSCHS6 strain  strain  strain  strain  

    (control/induction); (control/induction); (control/induction); (control/induction); Lane Lane Lane Lane 4, 4, 4, 4, Supernatant Supernatant Supernatant Supernatant of of of of whole whole whole whole cell cell cell cell lysate lysate lysate lysate (=cell  (=cell  (=cell  (=cell  

                    free free free free extract); extract); extract); extract); Lane Lane Lane Lane 5, 5, 5, 5, Ni-affinity Ni-affinity Ni-affinity Ni-affinity column column column column chromatography.  chromatography.  chromatography.  chromatography.  
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        Table Table Table Table 2.  2.  2.  2.  Activity Activity Activity Activity of of of of glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate glucose-1-phosphate thymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferase

                                                with with with with various various various various nucleotidesnucleotidesnucleotidesnucleotides                                                                                                                                            

                                

                                                    

*Nuceotides *Nuceotides *Nuceotides *Nuceotides were were were were added added added added to to to to the the the the standard standard standard standard forward forward forward forward reaction reaction reaction reaction mixturemixturemixturemixture

86868686102102102102dTDPdTDPdTDPdTDP

80808080102102102102dTMPdTMPdTMPdTMP

666626262626UTPUTPUTPUTP

5656565688888888GTPGTPGTPGTP

5959595979797979CTPCTPCTPCTP

6060606079797979ATPATPATPATP

100100100100100100100100dTTPdTTPdTTPdTTP

5555mMmMmMmM2222mMmMmMmM

Relative activity (%)Relative activity (%)Relative activity (%)Relative activity (%)
NucleotidesNucleotidesNucleotidesNucleotides

86868686102102102102dTDPdTDPdTDPdTDP

80808080102102102102dTMPdTMPdTMPdTMP

666626262626UTPUTPUTPUTP

5656565688888888GTPGTPGTPGTP

5959595979797979CTPCTPCTPCTP

6060606079797979ATPATPATPATP

100100100100100100100100dTTPdTTPdTTPdTTP

5555mMmMmMmM2222mMmMmMmM

Relative activity (%)Relative activity (%)Relative activity (%)Relative activity (%)
NucleotidesNucleotidesNucleotidesNucleotides
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            Table Table Table Table 3.  3.  3.  3.  Substrate Substrate Substrate Substrate specificity specificity specificity specificity of of of of glucose-1-phosphateglucose-1-phosphateglucose-1-phosphateglucose-1-phosphate

                                                    thymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferasethymidylyltransferase

<0.001PyrophosphateUDP-D-glucose

1PyrophosphatedTDP-D-glucose

0.02PyrophosphateGDP-D-glucose

<0.001PyrophosphateCDP-D-glucose

<0.001PyrophosphateADP-D-glucoseReverse reaction

0.08α-D-glucosamine-1-phosphateUTP

<0.001α-D-mannose-1-phosphateUTP

<0.001α-D-galactose-1-phosphateUTP

0.12α-D-glucose-1-phosphateUTP

0.23α-D-glucosamine-1-phosphatedTTP

0.11α-D-mannose-1-phosphatedTTP

0.1α-D-galactose-1-phosphatedTTP

1α-D-glucose-1-phosphatedTTP

<0.001α-D-glucose-1-phosphateGTP

0.012α-D-glucose-1-phosphateCTP

0.01α-D-glucose-1-phosphateATPForward reaction

Relative activity Substrate B (6mM)Substrate A (2mM)

<0.001PyrophosphateUDP-D-glucose

1PyrophosphatedTDP-D-glucose

0.02PyrophosphateGDP-D-glucose

<0.001PyrophosphateCDP-D-glucose

<0.001PyrophosphateADP-D-glucoseReverse reaction

0.08α-D-glucosamine-1-phosphateUTP

<0.001α-D-mannose-1-phosphateUTP

<0.001α-D-galactose-1-phosphateUTP

0.12α-D-glucose-1-phosphateUTP

0.23α-D-glucosamine-1-phosphatedTTP

0.11α-D-mannose-1-phosphatedTTP

0.1α-D-galactose-1-phosphatedTTP

1α-D-glucose-1-phosphatedTTP

<0.001α-D-glucose-1-phosphateGTP

0.012α-D-glucose-1-phosphateCTP

0.01α-D-glucose-1-phosphateATPForward reaction

Relative activity Substrate B (6mM)Substrate A (2mM)
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . ConclusionConclusionConclusionConclusion

        발현벡터 pSCHS6은 schS6 유전자와 pET32a+를 포함한 pPSCC1의 PCR product    

(약 1.06kb)와 함께 구축하였다. Cosmid pSCC1은 deoxysugar를 합성하는 9개의 

ORFs와 polyketide synthase를 합성하는 몇 개의 ORFs의 존재를 확인하기 위해 서

열화 되었고, dTDP-D-glucose synthase를 암호화하는 schS6은 database로부터 추

론된 아미노산 서열의 비교를 통해 cluster에 위치함을 알게 되었다. 

  형질전환된 E.coli BL21 (DE3)/pSCHS6의 cultivation과 induction 결과로 

56.100 Dalton 단백질이 생산되었다 (Figure. 6). 이 단백질 band는 induction 시

간을 10시간 연장함으로써 intensify 되었다. 그 분자량은 SchS6 단백질의 예보된 

분자량 (56,100 Da)과 일치하였다. 

  발현된 단백질은 부분적으로 (약 15%) cell lysate에서 가용화 되어있고, 발

현된 단백질의 대부분은 insoluble form으로 존재한다. Cell free extract에서 발

현된 단백질은 ammonium sulfate fractionation 과 Ni-affinity column 

chromatography를 통해 4.7배 정제되었고 17.5%의 yield를 보였다. 단백질은 

SDS-PAGE 상에서 분자량 약 56kDa의 single protein band로 나타난다. 

  Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase 의 Substrate 와 inhibitor 

specificity는 정반응에서 dTTP 와  α-D-glucose-1-phosphate의 반응이 가장 높

은 활성을 나타내었고, substrates UTP/α-D-glucose-1-phosphate로 부터 약 12% 

활성을 보였다. 정제된 단백질은 역반응에서 dTDP-D-glucose 와 pyrophosphate가 

매우 specific 하였다.
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