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The water-soluble β-1,3-glucan is produced by recombinant 

E.coli in fermentation reactor. Following β-1,3-glucan synthesis 

metabolic pathway, UDP-glucose is the exclusive precursor for the 

synthesis of β-1,3-glucan. But UDP-glucose  on as much as β-1,3-

glucan production outsides the conversion is possible even with the UDP-

galactose. When the UDP-glucose increases conversions with β-1,3-glucan, it 

is that β-1,3-glucan synthase do to be revelation plentifully. In this study, for 

increase UDP-glucose to β-1,3-glucan reaction, we developed recombinant 

E.coli contain β-1,3-glucan synthase gene site. For a develop recombinant 

E.coli , From the Data Base of the NCBI the Putative of Agrobacterium 

sp.ATCC31749 β-1,3-glucan  synthase catalytic subunit (gi:40556679) it 

used gene site. 

Finally, the PCR reaction it amplified the DNA fragment and using 



 X 

electrophoresis confirmed DNA fragment size. That purified protein 

have mass of 72kDa, 62KDa, 42KDa, 31KDa on SDS-PAGE 

respectively.  

 

Keywords: Agrobacterium sp. ATCC31750; β-1,3-glucan 

synthase gene; Soluble β-1,3-glucan. 
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제제제제 1111장장장장        서론서론서론서론    

유전자 재조합 기술은 경이적인 과학기술의 하나로 큰 주목을 끌고 

있으며, 특정한 유전자를 분자유전학적인 방법으로 분리 또는 합성하여 

유전자를 재조합 하거나 재조합된 새로운 유전자를 세균 등에 도입하여 

특정한 생물활성물질을 저렴하게 대량생산 할 수 있어서 이미 

선진국들은 실용화를 위하여 크게 투자하고 있다. 유전자재조합 기술은 

분자수준에서 유전자를 조작하는 기술로서, 유전정보를 담고 있는 

DNA 를 생체 외부의 환경에서 변환시킨 뒤 이 변환된 유전정보를 갖는 

유전자를 다시 미생물 및 동물 세포에 주입하여 인간에게 유용한 

물질을 만들어내도록 하는 기술이다. 변환된 유전자가 주입된 세포는 

세포배양기술에 의해 최적발효 환경에서 배양되며, 이와 같은 

유전자재조합 및 세포배양 기술로 인슐린, 인터페론, 간염백신, 

성장호르몬 등과 같은 여러 가지 생물의약품을 대량 생산할 수 있다. 

그러므로 유전공학은 21 세기의 새로운 산업혁명이라고 해도 과언이 

아니다. 따라서 유전공학을 이용한 신규사업의 개발을 위하여 많은 

기업들이 이의 연구개발에 착수하고 국가적 차원에서도 전략기술로 

다루고 있으며 범 사회적 기술개발을 위하여 박차를 가하고 있다. 

한국에서도 유전공학 분야를 국가가 육성해야 할 특정연구 분야로 

지정하고 있으며 산업화를 위한 지속적인 연구가 행해지고 있다. 이러한 

산업적 분위기에서 최근 생물산업 전반에 걸쳐서 미생물을 이용한 

유용물질의 생산 및 산업적 활용에 많은 투자와 연구가 시행되고 있다.  

버섯 균사체로부터 분비 되어 나오는 물질의 일종인 β-1,3-

glucan 은 인간의 정상적인 세포조직의 면역기능을 활성화시켜 암세포 

증식과 재발을 억제하고 면역세포 기능을 활발하게 하는 인터루킨, 

인터페론의 생성을 촉진 시키는 다당체 이다. β-1,3-glucan 은 

구조적 특성으로 인하여 수용성 부분과 불용성 부분이 존재하며 총 
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함량의 38~69%가 수용성이라고 보고되었다. 수용성 β-1,3-

glucan 의 응용은 광범위하며 주요하게 항생제 대체물질, 가축용 면역 

증가제, 화장품 원료 첨가제, 인체 면역 활성제 등으로 사용되고 있다. 

 최근에는 유전공학기술로 미생물을 이용한 단백질 및 glucan 

생산기술이 많이 이용되고 있으며 대표적인 미생물로 대장균 및 효모를 

사용하고 있다. 진행된 연구들은 성장능이 좋은 대장균주를 이용하여 

재조합 대장균주를 개발함으로써 미생물을 이용한 다당류 생산을 

시도하였다. (6,7,11,25) 세포의 성장 속도가 빠르고 생산 능력이 우수한 

대장균 및 효모균을 이용하여 재조합 균주를 개발함으로써 원하는 

생산물을 효율적으로 많이 생산해 내고자 하는데 목적이 있다. 이러한 

유전자 조작 기술을 이용하여 수용성 glucan 을 생산해 내는 재조합 

대장균를 개발하는데 관한 연구도 많이 진행되고 있으며 생산되는 

다당류로는 β-glucan, α-D-glucan 등이 있다. (6,8,11,29) 그러나 

최근에 재조합 대장균주를 이용한 수용성β-glucan 생산에 관한 연구를 

살펴보면 다양한 gene site 를 클로닝하여 재조합 균주를 개발함으로써 

다당류 생산을 시도한 연구는 소규모였고 다당류 생산량이 최대로 

1g/L 로서 생산성이 낮은 것이 단점이며 발효공정실험을 통한 대량 

생산을 시도한 연구는 거의 없다. 본 연구에서는 재조합 대장균주를 

이용한 수용성 β-1,3-glucan 의 생산을 유도하기 위해 다양한 gene 

site 를 클로닝하여 균주개발하였고 발효공정실험을 통해 수용성 β-

1,3-glucan 의 대량생산을 시도하였다. 다른 한 연구문헌에서는 

불용성β-1,3-glucan 대량 생산을 위한 재조합 Agrobacterium sp. 

strain 균주의 개발을 시도한 바가 있다. 그 연구에서는 Agrobacterium 

sp. ATCC31749 균주 내 에서 β-1,3-glucan 합성에 중요한 작용을 

하는 단백질로 추정되는 β-1,3-glucan synthase 에 관하여 

중점적으로 연구를 하였으며 β-1,3-glucan synthase 의 gene 

sequence 를 밝혀내고 그 gene 의 Hydropathy profil 에 관한 연구를 
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진행함으로써 단백질 합성에서 활성부위로 작용하는 부분을 찾아냈었다. 

이 연구 결과에 기초하여 본 연구실에서는 이미 β-1,3-glucan 합성 

대사 경로를 추정하고 2D-PAGE 등 방법을 사용하여 그 합성에 

중요한 작용을 하는 key metabolite들도 이미 검출해 냈었다. (22,24)  

본 연구에서는 이전의 연구와 달리 대사공학적인 관점에서 대장균

을 숙주로 한 β-1,3-glucan 생산균주를 개발하고자 한다. 대장균은 

그 성장이 빠르고 성장조건이 까다롭지 않아 생산균주로 적합한 특징을 

갖고 있어 이미 많은 분야에서 생산균주로 사용되어 왔었다. 또한 문헌 

조사를 통해 대장균은 Sucrose또는 glucose로부터 β-1,3-glucan의 

전구체인 UDP-glucose까지는 자체 분해 합성이 가능한 균주[Figure 

1]이므로 β-1,3-glucan의 생산을 위하여 필요한 β-1,3-glucan 

synthase를 발현할 수 있도록 하여 β-1,3-glucan의 생산이 가능한 

재조합 E. coli를 개발하였다.  

본 연구에서는 β-1,3-glucan synthase gene의 중심에 있는 활성 

부위 즉 친수성 부분을 중심으로 다양한 β-1,3-glucan-synthase 

gene site를 클로닝 함으로써 4개의 재조합 대장균주 개발하였다. 개발

된 균주는 회분식 발효를 통하여 soluble glucan 생산을 확인하였다. 
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Figure 1.Figure 1.Figure 1.Figure 1.    Starch and sucrose metabolism in Starch and sucrose metabolism in Starch and sucrose metabolism in Starch and sucrose metabolism in E. coliE. coliE. coliE. coli    .In this figure, .In this figure, .In this figure, .In this figure, 

the enzyme code in green box meansthe enzyme code in green box meansthe enzyme code in green box meansthe enzyme code in green box means the enzyme  the enzyme  the enzyme  the enzyme 

presented in presented in presented in presented in E. coliE. coliE. coliE. coli    strainstrainstrainstrain    
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FigureFigureFigureFigure 2 2 2 2. Hydropathy profile of . Hydropathy profile of . Hydropathy profile of . Hydropathy profile of CrdSCrdSCrdSCrdS....    The plot(Kyte and Doolittle, 

1982)is of the derived amino acid sequence of CrdS, 

using a window of 17 residues. The number of amino 

acids is plotted on the x-asis, and hydrophathy is plotted 

on the y-axis. The bracket indicates the location of the 

region containing the conserved motifs shared by 

CrdS(amino acid residues 97~375) also a putative 

catalytic domain sequence. 
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Figure Figure Figure Figure 3333. . . . Metabolic pathway ofMetabolic pathway ofMetabolic pathway ofMetabolic pathway of    E. coliE. coliE. coliE. coli mutan mutan mutan mutantttt strains strains strains strains(In this figure (In this figure (In this figure (In this figure 

the dotted line box means inserted part.)the dotted line box means inserted part.)the dotted line box means inserted part.)the dotted line box means inserted part.)    

    

GlucoseGlucoseGlucoseGlucose 

GlucoseGlucoseGlucoseGlucose----6P6P6P6P 

GlucoseGlucoseGlucoseGlucose----1P1P1P1P 

UDPUDPUDPUDP----glucoseglucoseglucoseglucose 

ββββ----1,31,31,31,3----glucan glucan glucan glucan 

synthase(2.4.1.34)synthase(2.4.1.34)synthase(2.4.1.34)synthase(2.4.1.34)    

 

FructFructFructFructoseoseoseose----6P6P6P6P 

FructoseFructoseFructoseFructose----1,6P21,6P21,6P21,6P2 

GlyceroldehydrateGlyceroldehydrateGlyceroldehydrateGlyceroldehydrate----

GlycerateGlycerateGlycerateGlycerate----1,3P21,3P21,3P21,3P2 

GlycerateGlycerateGlycerateGlycerate----3P3P3P3P 

GlycerateGlycerateGlycerateGlycerate----2P2P2P2P 

PhosphoenolPhosphoenolPhosphoenolPhosphoenol----

PyruvatePyruvatePyruvatePyruvate 

TCA cycleTCA cycleTCA cycleTCA cycle 

ββββ----1,31,31,31,3----glucanglucanglucanglucan 

SucroseSucroseSucroseSucrose 



 - 7 - 

제제제제2222장장장장    실험재료실험재료실험재료실험재료    및및및및    방법방법방법방법    

    

제제제제1111절절절절    실험재료실험재료실험재료실험재료    

    

본 연구에서 사용한 균주로는 Agrobacterium sp.ATCC31750 과 

Escherichia coli BL21(DE3) 및 Escherichia coli DH5α 등 이다. 

(Table 1) 또한 본 연구에서는 DNeasy Tissue kit(QIAGEN, USA), 

Plasmid extraction kit (QIAGEN, USA), Gel extraction kit 

(QIAGEN,USA), Agarose-LE (Amersham bioscience, USA), PCR 

Cloning kit (QIAGEN, USA), Restriction enzyme(New England 

Biolabs, USA). T4 DNA Ligase(New England Biolabs, USA), T4 

DNA Ligase Buffer(New England Biolabs, USA), glycerol(99%) 

(DC, KOREA), Acetic acid glacial (Merk, GERMANY), Acrylamide 

(Sigma, USA), Tris (hydroxylmethyl, KOREA) aminomethane 

(Sigma, USA), Ammonium peroxodisulfate (Sigma, USA), 

Bromophenol Blue (Showa, Japan), N,N,N’,N’-tetra methylene 

diamine (Sigma, USA), Glycine (Amersham Bioscience, USA), 30% 

Acrylamide/Bis Solution (Bio Rad, KOREA) 등 시약을 사용하였다.  

사용한 기기로는 DNA 증폭용으로 Peltier thermal cycler(MJ 

Research PTC-200), 1차원전기영동장치로는 Mini electrophoresis 

(Bio-red, USA)를 사용하였고, DNA Agarose gel 전기영동장치로는 

Run oneTm Electrophoresis cell (Embitec, USA)을 사용하였으며, 

DNA 전기영동확인장비로 Syngene bio imaging phramatech(Ingenios, 

USA)를 사용하였다. 세포벽파괴용으로 Sonic Dismemberator(Fisher 

100 model, USA)를 사용하였고 세포분리용으로 Small high speed 

refrigerated centrifuge(Hanil Scientific, KOREA)을 사용하였으며 

Enzyme reaction등의 반응을 유도하기 위해 circulator bath(RW-
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0525G, USA)를 사용하였다. 
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제제제제 2222 절절절절    수용성수용성수용성수용성ββββ----1,31,31,31,3----glucglucglucglucan an an an 생산을생산을생산을생산을    위한위한위한위한    재조합재조합재조합재조합    

대장균대장균대장균대장균    개발개발개발개발 

 

2222----1.1.1.1.    균주균주균주균주    보관보관보관보관    및및및및    플라스크플라스크플라스크플라스크    배양배양배양배양    배지조성배지조성배지조성배지조성    

    

본 연구에서 사용되는 Agrobacterium sp. ATCC31750 균주는 

영양고체배지에서 30℃로 2일간 배양한 후, 4℃에서 보관하였고 

2주마다 계대배양하여 생체활성을 유지하였고 long term stock 으로 

만들어서 -80℃에 보관하였다. Escherichia coli BL21(DE3)는 

영양고체배지에서 37℃로 1일 동안 배양한 후, 4℃에서 보관하였고 

2주마다 계대배양하여 생체활성을 유지하였고 long term stock을 

만들어서 -80℃에 보관하였다.    

Agrobacterium sp. ATCC31750 배양 시에는 YP 배지(Sucrose 

20g/L, yeast extract 5g/L, peptone 5g/L)를 사용하였으며 30℃, 

200rpm에서 배양하였다. Escherichia coli BL21(DE3) 균주 

배양시에는 LB 배지(Tryptone 10g/L, Yeast 5g/L, NaCl 10g/L)를 

사용하였으며 37℃, 200rpm의 조건하에서 배양하였다. 
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2222----2.2.2.2.    재조합재조합재조합재조합    대장균주대장균주대장균주대장균주    개발개발개발개발    

Glucan 생산 재조합 균주 개발하기 위하여 NCBI의 Data base로부터 

Agrobacterum sp. ATCC31749의 putative β-1,3-glucan synthase 

catalytic subunit gene (gi:40556679)의 full site 정보를 

이용하였다.[Figure 4.] 또한 본 논문에서 사용되는 균주인 

Agrobacterium sp. ATCC31750은 Agrobacterium sp. 

ATCC31749로부터 생겨 나온 균주로서 유전학적으로 99% 이상 같은 

균주로 간주된다. 그러므로 본 논문에서는 Agrobacterium sp. 

ATCC31749의 DB를 바로 Agrobacterium sp. ATCC31750에 

적용하였다. Figure 3.에서 보는바와 같이 대장균은 β-1,3-glucan 

synthase 만 발현된다면 이론적으로 glucan을 생산 할 수 있다. 

수용성 β-1,3-glucan 생산성이 좋은 재조합 대장균주를 

개발하기 위해 본 연구에서는 아래와 같은 이유로 우선 4개의 다른 

유전자를 설계하여 제작하였다[Figure 5]. 

○○○○1111     CrdsCrdsCrdsCrds----FFFF    

우선 Agrobacterium sp. ATCC31750내에서 불용성 β-1,3-

glucan을 생산하는데 관여하는 중요한 효소인 β-1,3-glucan 

synthase의  full gene site(1964bp)를 대장균 숙주에 클로닝 

하여 한 개의 재조합 균주를 만들었다. 본 재조합 대장균주 

개발목적은 성장능 및 생산성이 높은 대장균주를 이용하여  

불용성 β-1,3-glucan을 생산하고자 하는 목적에서 개발하였다. 

재조합 균주명은 Crds-F로 명명하였다. 

○○○○2222     CNCNCNCN----termtermtermterm    

두번째 균주는 Stasinopoulos et al.의 연구결과에 근거하여 
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putative catalytic domain  gene site(288~1124bp)를 포함하여 

앞의 소수성 부분을 추가한 부분으로서 Figure 4에서 gene 

site(1~1124bp)까지만 대장균 숙주에 클로닝하여 개발하였으며 

재조합 균주명은 CN-term으로 명명하였다. 

○○○○3333  CC CC CC CC----termtermtermterm    

세번째 균주는 putative catalytic domain gene site 

(288~1124bp)를 포함하여 뒤의 소수성 부분을 추가로 포함시켜 

개발한 균주로서 Figure 4에서 gene site(288~1964bp)까지만 

대장균 숙주에 넣어 만들었다. 이 균주는 CC-term로 명명하였다. 

○○○○4444     CrdsCrdsCrdsCrds----CCCC    

네번째 균주는 Stasinopoulos et al.의 연구결과에 근거하여 

hydropathy profile를 봤을 때 활성부위로 판단되는 putative 

catalytic domain  gene site(288~1124bp)만을 대장균 숙주에 

클로닝하여 재조합 균주를 개발하였다. putative catalytic domain  

gene site 의 hydrophilic한 구조적 차이로 인하여 본 재조합 

대장균주는 아마 불용성 β-1,3-glucan이 아닌 수용성 β-1,3-

glucan을 생산할 것이라 추측하였다. 그리고 그 균주를 Crds-

C으로 명명하였다. 

  위에서 설계된 네개의 균주는 모두 E. coli strain BL21(DE)를 

숙주로 만들어 졌다. 재조합 대장균주중에서 2번째 균주와 3번째 

균주는 β-1,3-glucan 합성 단백질의 활성부위를 포함하고 있으므로 

만일의 경우 4번째 균주가 β-1,3-glucan 을 생산하지 못한다면 β-

1,3-glucan 생산에 필요한 유전인자를 포함한 부위가 활성부위를 

제외한 다른 어딘가에 있을지도 모른다는 추정하에 개발하였고 또한 

불용성 β-1,3-glucan이 아닌 수용성 β-1,3-glucan을 생산해 낼 
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수도 있다는 추정으로 설계된 것이다.   
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2222----2222----1111 Genomic DNA Polymerase Chain Reaction Genomic DNA Polymerase Chain Reaction Genomic DNA Polymerase Chain Reaction Genomic DNA Polymerase Chain Reaction    

    

본 연구에서는 PCR 을 이용하여 PCR cloning 을 진행하였다. 

우선 Genomic DNA extraction kit(QIAGEN)을 사용하여 

Agrobacterium sp.ATCC31750 로부터 Template DNA를 추출하였다. 

PCR cloning 을 하기 위하여 PCR Premix Kit (Bioneer, Korea)을 

이용하였고 primer design[Table 2]은 Figure 4.에 나와있는 gene 

sequence 에 의거하였으며 primer 합성은 한국기초과학연구원에 

의뢰하였다. 

PCR반응실험 기본조건은 92~97℃에서 5분동안 denaturation 반응, 

42~72℃에서 primer 의 annealing 반응시켜주며, 65~80℃에서 Tag 

polymerase 반응을 시켜줌으로써 cDNA 합성을 완성한다. 본 

연구에서는 여러 차례 실험을 통해 가장 적합한 PCR 조건을 찾았다. 

94℃에서 3 분동안 변성반응을 시켜준 후 94℃에서 30 초 , 50℃에서 

30 초 , 72℃에서 30 초 의 간격으로 30 cycle 중복반응을 

시켜줌으로써 primer annealing 을 진행하였고 나중에 72℃에서 5 분 

동안 Taq polymerase 실험을 진행함으로써 cDNA 증폭반응을 

실행하였다.  

PCR Cloning(Polymerase Chain Reaction)실험을 한 각 DNA 

단편은 Gel extraction kit(QIAGEN, USA)을 이용하여 정제하였고 

PCR(Polymerase chain reaction) 산물은 1% Agarose 겔로 

확인하였다. Agarose-LE 를 사용하여 1% Agarose gel 을 만들었고 

DNA loading dye를 사용하여 증폭된 DNA 단편을 1% Agrose gel에 

loading 하였고 running buffer 로 TAE buffer(Tris-acetate-

EDTA-electro phoresis buffer)를 사용하였다. DNA 확인을 위하여 

UV 를 쪼일 때 발광하는 형광물질인 EtBr(Ethidium bromide)를 

사용하였다. 전기영동 실험조작은 20 분 동안 진행하였으며 agarose 
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gel 에 UV 를 조사함으로써 결합된 EtBr 이 형광을 띠어 DNA 

단편크기를 확인하였다.(Figure.8)  
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2222----2222----2222    Conjugation with Conjugation with Conjugation with Conjugation with pGEMpGEMpGEMpGEM----TTTT    easy vectoreasy vectoreasy vectoreasy vector    

    

PCR Cloning(Polymerase Chain Reaction)실험을 한 각DNA 단편은 

Gel extraction kit(QIAGEN, USA)을 이용하여 정제하였다. PCR 

반응결과를 확인하기 위하여 pGEM-T Easy vector (PCR cloning kit, 

QIAGEN)를 사용하였다. pGEM-T Easy vector 와 ligation 반응을 

시킨 PCR 결과물을 E. coli strain DH5α에 transformation 시켰고 

IPTG와 X-Gal를 이용하여 벡터와의 결합반응을 확인하였다. pGEM-

T Easy vector와의 conjugation 반응은 16℃에서 4시간 진행하였고 

결과물을 올리고 합성물의 분석은 한국기초과학연구원에 의뢰하였다. 

염기서열분석을 확인한 후 발현벡터 pHCE19(II)와 conjugation시켰다. 

    

2222----2222----3333    Enzyme reactionEnzyme reactionEnzyme reactionEnzyme reaction    

    

올리고 합성분석 확인 후 pGEM-T Easy vector 에 클론된 PCR 

결과물을 얻기 위하여 제한효소반응 실험을 하였다. Restriction 

enzyme reaction 은 37℃에서 2 시간 반응시켰고 T4 DNA ligase 와 

T4 DNA ligase buffer 는 NEB(New England Biolab)사의 것을 

사용하였다. 결과물은 1% agarose 겔로 확인하였고 정제는 Gel 

extraction kit(QIAGEN, USA)를 사용하였다. 

 

2222----2222----4444    Conjugation with expression vectorConjugation with expression vectorConjugation with expression vectorConjugation with expression vector    

    

  단백질발현을 위하여 발현벡터 pHCE19(II)룰 사용하였다.(Figure 

6.) 제한효소로 자르고 나서 정제과정을 마친 증폭된 DNA 단편과 

제한효소반응을 마친 발현벡터 pHCE19(II)와 22℃에서 4 시간 이상 

conjugation 반응을 진행하였고 반응을 종료하기 위해 60℃에서 10 분 
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동안 반응함으로써 ligase 의 활성을 완전히 떨어뜨려 반응을 종료 

하였다 

    

2222----2222----5555    Transformation to Transformation to Transformation to Transformation to Escherichia coliEscherichia coliEscherichia coliEscherichia coli strain BL21(DE3) strain BL21(DE3) strain BL21(DE3) strain BL21(DE3)    

    

단백질 발현능이 우수한 E. coli BL21(DE3) strain를 선정하여 

실험균주로 사용하였다. 

플라스미드는 DNA고리로 된 핵외 염색체인데 자기복제할 수 있으며 

세포 몸 안팎으로 쉽게 출입할 수 있다. 플라스미드의 이 성질을 

이용하여 다른 DNA 단편을 플라스미드의 DNA고리에 결합시켜 

DNA의 운반체로 사용한다. 플라스미드를 세포 밖으로 끄집어낸 뒤 

고리의 일부를 제한효소로 끊는다. 제한효소로 플라스미드의 고리를 

끊고, 또 플라스미드 운반체에 끼울 유전자의 특정 부분의 DNA를 역시 

제한효소로 끊어서 도막을 낸 뒤 이를 플라스미드의 끊어진 부분에 

삽입하여 새로운 DNA의 고리를 만든다. 대장균은 CaCl₂로 처리하면 

세포벽이 얇아지며 외부의 DNA를 받아들인다. 이 방법에 의해서 

대장균주에 DNA에 의한 형질전환이 가능하며 플라스미드를 운반체로 

사용한다. 대장균을 숙주로 사용하고 4℃에서 Ca2+용액에 현탁시켜 

재조합 DNA를 이에 가하면 도입된 재조합 DNA에 의한 형질이 

표현된다. 클로닝된 재조합 대장균주 확인은 플라즈미드의 선별표식자인 

항생제 Ampicillin [50mg/l]의 내성을 이용하였다. 
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1  atgtatttca gtgctgaagg tgacgttcag tcggtgctct atgtgaacct acgattgcg 

61  attggggcga tcctgtttgc ccttctcgct gatcccagaa agatggtcga aggttggcc 

121 ttcagcatca tcatgttgct atcgcttggt gtctatatcg tatggcgggc acggatacc 

181  ttgccgccgc cggaactctc cctcgaaacg ctctggtgct acacctattt accttcgag 

241  ctgatctcgg tgctttatgc catggggtcc atcctcatac ttcttcgccg accgactgg 

301  tcagccgttg ccgatcaggg agaggcatat cttgcaggca acccgcatgc ccgctcgtc 

361  gatgtgttta tctgcactta caacgagccg ctgaacgttc tcgaaaaatc atcatcgcc 

421  gcgcaggcga tggattatcc tcgactgcgc gtcttcgtct gtgacgacac cgtcgcggg 

481  gaggtaagaa cctattgcga agcggcaggc gtgaactacg tcacacgtcc gacaacaag 

541  cacgccaagg caggaaatct caacaatgcg ctgctccaca ccaatgcgct gaagaggtt 

601  tccgacttca tcatggtcct cgacgcggat tttgcccccc aggcaaactt ctgcggcgc 

661  gtgacgggtc tcttttcgga cccgaaggtg gctgtcgtcc agacgcctca ttctatttc 

721  aacagtgatc caattcagca caatctcggt atagacaaga gcttcgtgga gaccagcgg 

781  gtcttcttcg acgatttcca gccggccaag gatgccgttg gttgcgcttt cgcgtcggc 

841  accagcttcg tcgtacgccg cgccgcggta aatggtattg gtggtttccc acggatgcg 

901  cttaccgaag acatgctgct gacatatcgc ctgatggaaa ggggatatgt acgcgctgg 

961  ctgaatgaga agtggagcgt tggattgtcg gcggaaggtg tacccgaata atcacccag 

1021  cgcacccgct ggtgtctcgg cacgatccag atcgggcttc tgcggaccgg cctctctgg 

1081  cgtggaaatt ttacgctgac gcagcggctg cactatctgc atggactttt tgctggctg 

1141  tcgaagccgc ttatcctgtg cctgctgctt gcgccgtcca tctattggct acgggcgtg 

1201  tcggcgctgc aggtcgatga gctgatgttc atgaagctcg gcctgtcatc cttgcgctt 

1261  ttctggacct attccacctg gatatccggc aagaggacgc ttcctctctt accgaagtc 

1321  acccacgccc tgaccgctgt acccattacc atcacgcttt ttcaggcaat cgtaaaccg 

1381  ttcgggcgcc cgttcaaagt caccgaaaag ggaggagacc gatcccaggt cgtgtccac 

1441  ctcccgacgg ggattttttt cgctttcgtg accctgtctt cggccgtctc atcgtgctg 

1501  gctgtctatg gtctggatgc tccgtccgag ctgtcctcgc gggactgcct aatctgatc 

1561  tggtccgccg tcgcgatggt tatcgcattc accagcttca tttgctgcat gaattgccg 

1621  cgtttcggca aggaggaaat gatcggagtg gattttcgcg ggcagttgcg tccgcatcc 

1681  tcaacgagac cggtgcgtat caccggcctc tcgacggaaa acatcacact gctgcggtt 

1741  ccgtcttcca gcgatgtaaa ggatgttttc gtaccggagg cggggtggat cggatcagc 

1801  cctgcggagc acgcgcagaa ctccggaaag ttcgatattc atccaagcga gagcagcgc 

1861  cggtccattt tgcgcctgtt gtttcgcaag gctcctgaaa atgtcgcgga cagggcgac 

1921  ctgatgaaat ccatgcggat tcttctcgca cgggcattcg ggtga 

 

Figure 4. Figure 4. Figure 4. Figure 4. Agrobacterium Agrobacterium Agrobacterium Agrobacterium sp. ATCC31749 putative sp. ATCC31749 putative sp. ATCC31749 putative sp. ATCC31749 putative ββββ----1,31,31,31,3----glucan glucan glucan glucan 

synthase gene full sequence from NCBI. synthase gene full sequence from NCBI. synthase gene full sequence from NCBI. synthase gene full sequence from NCBI. 

((((http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.Fcgi?db=nuclhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.Fcgi?db=nuclhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.Fcgi?db=nuclhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.Fcgi?db=nucl

eotide &val=40556679eotide &val=40556679eotide &val=40556679eotide &val=40556679))))    
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Figure 5.  Figure 5.  Figure 5.  Figure 5.  ββββ----1,31,31,31,3----GGGGlucan synthase lucan synthase lucan synthase lucan synthase gene construction for cloning.gene construction for cloning.gene construction for cloning.gene construction for cloning.    
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Figure 6. The expressiFigure 6. The expressiFigure 6. The expressiFigure 6. The expression vector used for recombinant on vector used for recombinant on vector used for recombinant on vector used for recombinant E. coliE. coliE. coliE. coli strain  strain  strain  strain 

developmentdevelopmentdevelopmentdevelopment    
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TableTableTableTable    1. Bacterial strains and plasmids used in this study1. Bacterial strains and plasmids used in this study1. Bacterial strains and plasmids used in this study1. Bacterial strains and plasmids used in this study    

 

 

Strain or plasmid Relevant characteristics Reference 

of source 

Agrobacterium 

sp.ATCC31750 

CrdS-F(1964bp)  

 

CrdS-C(836bp) 

 

CN-term(1124bp) 

 

CC-term(1676bp) 

 

CrdS+ type strain 

 

Full curdlan synthase gene 을 

함유한 mutant 

Active catatlytic domain gene 을 

함유한 mutant 

Active catatlytic domain gene site 

및 1-288 term site 를 함유한 

mutant 

Active catatlytic domain gene site 

및 1124-1964 term site 를 

함유한 mutant 

ATCC 

 

This 

study 

This 

study 

This 

study 

 

This 

study 

Escherichia coli  

DH 5α  

BL21(DE3)(pLysS) 

 

 

recA1 HSDr17  

Res-Mod-ompT(λDE3 with T7 

pol )(pLysS withT7 lysozyme; 

Cmr)  

 

Gibco-

BRL  

Novagen  

 

Plasmid 

pHCE19(II) 

 

plasmid vector; Amp+  
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Table 2. Table 2. Table 2. Table 2. List of Used List of Used List of Used List of Used Primers for PCR cloningPrimers for PCR cloningPrimers for PCR cloningPrimers for PCR cloning    

 

(1) Full gene site(CrdS-F)(1964bp): 

5’-GAATTCATGTGATGTTCAGATGCG-3’(sense 

oligonucleotide) 

5’-AAGCTTATTTCACCCGAATGCCCG-3’(antisense 

oligonucleotide) 

(2) Active gene site(CrdS-C)(836bp): 

5’-GAATTCATGGAACCGACTGGTCA.-3’(sense 

oligonucleotide) 

5’-AAGCTTATTTCCATGCAGATAGTG-3’(antisense 

oligonucleotide) 

(3) CN-term (1124bp) 

5’-GAATTCATGTGATGTTCAGATGCG-3’(sense 

oligonucleotide) 

5’-CCATGCAGATAGTGCAGCCGCTGC-3’(antisense 

oligonucleotide) 

(4) CC-term(1676bp) 

5’-CCGAACCGACTGGTCAGCCGTTGC-3’(sense 

oligonucleotide) 

5’-AAGCTTATTTCACCCGAATGCCCG-3’(antisense 

oligonucleotide) 
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제제제제 3333절절절절    ββββ----1,31,31,31,3----glucan synthase glucan synthase glucan synthase glucan synthase 발현발현발현발현    확인확인확인확인    

    

본 연구에서는 재조합 균주 개발에 가장 중요한 효소인 β-1,3-

glucan synthase의 분자량 측정 및 단백질 발현확인을 위해 SDS-

PAGE실험을 하였다.  

실험은 아래와 같이 진행하였다. 5ml LB Amp+ 배지에서 키운 

재조합 대장균주를 37℃에서 4시간 동안 키운 뒤에 100ml LB 

Amp+배지에 접종하였다. 플라스크에서 8시간 동안 배양한 후에 재조합 

균주의 단백질 발현확인을 위하여 OD600에서 흡광도를 측정하였고 

똑같게 맞춰주었다. 

정제하여 얻은 세포를 OD600 에서의 흡광도를 같게 맞춘 후 10mM 

Tris-buffer 완충용액으로 3번 이상 세척한 후 1ml 완충용액으로 현탁 

하였다. 초음파 파쇄기(Sonic Dismemberator, Fisher, USA)를 

이용하여 10s씩 10번에 나누어 파쇄한 후 15,000rpm에서 10분 원심 

분리하여서 수용성 단백질이 들어있는 상등액과 불용성 단백질이 

들어있는 세포 침전물을 각각 회수하여 실험에 사용하였다.    전기영동은 

10% separating gel과 5% stacking gel로 이루어진 SDS-PAGE 

gel상에서 진행하였다. (Table 3.) 단백질과 5x SDS Sample Buffer 

(60mM Tris-HCl, pH 6.8, 2.5% glycerol, 2% SDS, 14.4mM β-

mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)를 혼합하여 100℃에서 

7분간 중탕한 후 protein marker (Invitrogen, USA)와 함께 

전기영동을 수행하였다. 전기영동된 gel은 CBB(Coomassie brilliant 

blue R250) 염색약으로 염색하고 탈색용액으로 탈색반응 시킴으로써 

원하는 단백질의 유무를 확인하였다. 
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TableTableTableTable    3. 3. 3. 3. Solutions for preparing AcrylamideSolutions for preparing AcrylamideSolutions for preparing AcrylamideSolutions for preparing Acrylamide Gels for Tris Gels for Tris Gels for Tris Gels for Tris----glycine glycine glycine glycine 

SDSDSDSDSSSS----polyacrylamide Gel Electrophoresispolyacrylamide Gel Electrophoresispolyacrylamide Gel Electrophoresispolyacrylamide Gel Electrophoresis    

 

    

10% separating gels 

Components (10% gel) Gel volume(ml) 

H2O 2.6 

30% acrylamide mix 1.0 

1.5 M Tris( PH8.8) 1.3 

10% SDS 0.05 

10% ammonium persulfate 0.05 

TEMED 0.004 

 

5% Stacking Gels 

Components (5% gel) Gel volume(ml) 

H2O 0.68 

30% acrylamide mix 0.17 

1.0 M Tris( PH8.8) 0.13 

10% SDS 0.01 

10% ammonium persulfate 0.01 

TEMED 0.001 
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제제제제 4444 절절절절    회분식회분식회분식회분식    발효발효발효발효공정실험을공정실험을공정실험을공정실험을    이용한이용한이용한이용한    수용성수용성수용성수용성    ββββ----

1,31,31,31,3----glucan glucan glucan glucan 생산생산생산생산    

 

본 연구에서는 회분식 발효조를 이용하여 재조합 대장균의 수용성 

β-1,3-glucan의 생산을 확인하고자 하였다.(7,12,21)     

    

4444----1.1.1.1.    시약시약시약시약    및및및및    기기기기기기기기    

    

본 연구에서는 탄소원으로 glucose(대한제당)와 질소원으로 

NH4Cl(Junsei, Japan), 인산염으로 KH2PO4 (동양)을 사용하였고 

미량원소로 MgSO4•7H20, FeSO4•7H20, MnSO4•H2O, CaCl2, ZnCl2, 

CoCl2•6H2O은 동양제품을 구입하여 미량원소 용액으로 제조하여 

사용하였고 소포제로 antifoam 204 (Sigma,USA)를 사용하였다. 

발효조는 용존산소농도 분석과 pH조절기능을 장착한 Fermentor(Bio-

tron, korea)를 사용하였다. 

 

4444----2.2.2.2.    균주균주균주균주    및및및및    보관보관보관보관    

    

본 연구에서 사용되는 대장균주 Escherichia coli BL21(DE3)는 

long term stock을 만들어 -80℃에 보관하여 매번 사용할 때마다 

100ul씩 취하여 5ml tube culture, 200ml Flask culture 등 단계를 

차례로 밟아 파장 600nm에서 흡광도 수치가 1일 때 즉 세포 활성이 

가장 좋을 때 접종균주로 사용하였다.  
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4444----3333....    배지조성배지조성배지조성배지조성    

    

본 연구에 Escherichia coli BL21(DE3) 균주 배양시 사용된 

종배양 배지는 LB(Tryptone 10g/L, Yeast 5g/L, Nacl 10g/L)배지이다. 

본 배양 배지조성은 sucrose 60g/L, MgSO4•7H20 0.5g, NH4Cl 4g/L, 

KH2PO4 0.5g/L그리고 10ml/l의 미량원소 용액 (0.1N HCl 1L에 5g 

FeSO4•7H20, 2g MnSO4•H2O, 0.5g CaCl2, 1g ZnCl2, 1g ZnCl2, 1g 

CoCl2•6H2O를 녹여 만듦)으로 배양액을 만들었다. 배지는 121℃에서 

15분간 멸균 후에 사용하였으며 pH 조절을 위하여 2N HCl, 2N 

NaOH를 사용하였다.[Table 4.] 

    

4444----4444....    배양방법배양방법배양방법배양방법    

    

본 연구의 회분식 배양에서는 본 발효의 10%에 해당하는 플라스크 

배지 200ml를 만들어 진탕배양기에서 3~4시간 동안 배양한 후 

OD600=1이 되었을 때 1.8L의 본 배지에 접종하였다. 본 배지의 pH는 

7.0으로 고정하여 실험을 수행하였고, 배양온도는 37℃, 교반속도는 

초기 300rpm에서 600rpm으로 용존산소 농도에 준하여 조절하였으며 

통기량은 0.5vvm으로 조절하여 배양하였다.  

    

4444----5555....    균체량균체량균체량균체량, glucose , glucose , glucose , glucose 및및및및    수용수용수용수용성성성성    ββββ----1,31,31,31,3----glucan glucan glucan glucan 농도농도농도농도측정측정측정측정    

    

균체량은 원심분리를 이용하여 12,000rpm에서 10분 동안 원심분리 

하여 침전된 균체를 증류수로 3회 세척한 후 80℃ dry oven에서 24시

간 건조시켜 건조중량을 측정하였다. 최종 생산물인 수용성 β-1,3-

glucan은 에탄올 침전법을 이용하여 회수하여 80℃ dry oven에서 24

시간 건조시켜 건조중량을 측정하였다. Glucose 농도 분석은 DNS 
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(Dinitrosalicylic Acid)방법을 이용하여 측정하였다.(39) 
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Table 4. Media composition for soluble able 4. Media composition for soluble able 4. Media composition for soluble able 4. Media composition for soluble ββββ----1,31,31,31,3----glucan productionglucan productionglucan productionglucan production    

    

    

    

ComponentsComponentsComponentsComponents    Concentration(g/l)Concentration(g/l)Concentration(g/l)Concentration(g/l)    

Sucrose 60 

NH4Cl 4 

KH2PO4 0.5 

MgSO4•7H2O 0.5 

Trace element 10ml/l 

Initial pH 7.0 

 

 

 

 

 

 

Trace elementTrace elementTrace elementTrace element    

ComponentsComponentsComponentsComponents    Concentration(g/l)Concentration(g/l)Concentration(g/l)Concentration(g/l)    

FeSO4•7H20 5 

MnSO4•H2O 2 

CaCl2 0.5 

ZnCl2 1 

CoCl2•6H2O 1 

Solvent(0.1N HCl) 
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제제제제 3 3 3 3 장장장장    결과결과결과결과    및및및및    고찰고찰고찰고찰    

    

제제제제1111절절절절    PCRPCRPCRPCR을을을을    이용한이용한이용한이용한    DNA DNA DNA DNA 증폭증폭증폭증폭    

    

미생물을 재조합 하는 기술개발로 유전공학의 획기적인 발전을 

이루었으며 대표적인 기술은 PCR의 발전이다. PCR은 특정 유전물질을 

짧은 시간 내에 대량으로 얻을 수 있게 하였다. 

PCR 반응을 통하여 클로닝할 DNA단편을 대량증폭하였다. PCR을 

이용하여 대량 증폭한 유전자의 정확성을 확인 하기 위해서는 agarose 

겔을 통하여 DNA의 크기가 일정하고 농도가 높은지를 확인해야 한다. 

만약 PCR 조건이 맞지 않아 결과가 나쁜 경우에는 여러 개의 DNA 

밴드가 같이 겹쳐 보이거나, 밴드가 선명하지 않거나, 또는 합성되지 

않은 경우도 있다. 그러므로, PCR반응 산물을 확인하기 위하여 DNA 

전기영동실험을 진행하였다.  

실험 결과 정확하게 1964bp, 1676bp, 1124bp, 836bp 사이즈에서 

증폭된 DNA 단편을 확인함으로써 적용한 PCR 조건이 본 실험에 

정확성을 확인하였다.[Figure 7]  

PCR실험을 통하여 얻은 증폭된 유전자는 말단에 poly-A 유전자를 

포함하고 있다. 그러므로 증폭된 유전자의 말단이 염기서열 T로 끝나는 

T-easy vector에 cloning 하여 발현 및 염기 서열 A과 T의 맞물림을 

확인하여야 한다. 최종적으로 그 결과물을 발현 벡터에 클로닝하여 

대장균주에 형질전환시켜 재조합 대장균주를 개발하고자 한다. 본 

연구에서도 PCR실험을 통해 깔끔하게 복제된 DNA 단편들을 정제하여 

T-easy vector에 cloning하여 염기서열의 맞물림을 확인하였다. 

클로닝된 T-vector를 정제하여 한국기초과학연구소에 염기서열분석을 

의뢰하였고 염기서열분석을 통해 PCR실험을 이용하여 대량 증폭한 

DNA 단편과 T-easy vector와의 ligation정확성을 확인하였다. 즉 
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PCR반응을 거쳐서 염기서열 A로 끝나는 증폭된 DNA 단편과 끝 

맞물림이 T로 되어 있는 T-easy vector와의 ligation반응을 통해 A와 

T의 맞물림이 정확하게 되여 있음을 확인함으로써 발현벡터에 클로닝한 

DNA 단편을 정제하였다. 실험을 통해 본 연구에서 개발하고자 하는 

재조합 유전자의 증폭이 예측한 결과와 일치 하고 그 결과로 얻은 

DNA fragment는 Figure 7 에 나타내었다.    
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Figure 7.Figure 7.Figure 7.Figure 7. 1%  Agarose gel electrophoresis of 1%  Agarose gel electrophoresis of 1%  Agarose gel electrophoresis of 1%  Agarose gel electrophoresis of    PCRPCRPCRPCR cloned DNA  cloned DNA  cloned DNA  cloned DNA 

fragmentsfragmentsfragmentsfragments of c of c of c of crdsrdsrdsrds----FFFF,,,,    ccccrdrdrdrdssss----CCCC and CC and CC and CC and CC----term,CNterm,CNterm,CNterm,CN----termtermtermterm....    Lanes: M: 

DNA marker(10,000; 9,000; 8,000; 6,000; 5,000; 4,000; 2,000; 

1,500; 1,000; 900; 800; 700; 600; 500; 400; 300; 200; 100 bp);  

Crds-F: β-1,3-glucan synthase gene(1964bp);  

Crds-C:β-1,3-glucan synthase putative catalytic domain (836bp).  

CN-term: Contain Active catatlytic domain gene site and 1-288 

term site(1124bp) 

CC-term:Active catatlytic Contain domain gene site and 1124- 

1964 term site(1676bp) 

    

M  

PCR : Genomic DNA prep : 5PCR : Genomic DNA prep : 5PCR : Genomic DNA prep : 5PCR : Genomic DNA prep : 5’’’’ EcoRI / 3 EcoRI / 3 EcoRI / 3 EcoRI / 3’’’’ HindIII primer HindIII primer HindIII primer HindIII primer    

97~375AA : putative catalytic domain97~375AA : putative catalytic domain97~375AA : putative catalytic domain97~375AA : putative catalytic domain    

CrdS 

CrdS 

CrdS-F(1964bp)        

CrdS-C(836bp) 

10101010,00,00,00,00    

9,0009,0009,0009,000    

8,0008,0008,0008,000    

6,0006,0006,0006,000    

5555,000,000,000,000    

4,0004,0004,0004,000    

    

2,0002,0002,0002,000    

    

1,5001,5001,5001,500    

    

1000       1000       1000       1000       

900900900900    

800800800800    

700700700700    

600600600600    

500500500500    

400400400400    

300300300300    

200200200200    

100100100100    

CN-term (1124bp) 
CC-term (1676bp) 
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제제제제2222절절절절    재재재재조합조합조합조합    균주균주균주균주    개발개발개발개발    

    

대장균주 E. coli BL21(DE3)를 이용하여 competent cell을 

만들어서 -80℃에 보관하여 사용한다. Competent cell 100ul에 

발현벡터에 클로닝한 유전자를 heat shock 방법으로 42℃에서 1분 

30초 반응시킴으로써 재조합 대장균주를 개발하였다. PCR을 통하여 

증폭해 놓은 DNA 단편들을 실은 벡터를 숙주세포 E. coli 

BL21(DE3)에 주입하고 플라즈미드의 선별표식자인 항생제의 내성을 

이용하여 재조합 대장균주를 선별하였다.  

재조합 대장균주는 Long term stock을 만들어서 -80℃보관하여 

사용하였다. 

    

제제제제 3333절절절절    SDSSDSSDSSDS----PAGEPAGEPAGEPAGE를를를를    이용한이용한이용한이용한    단백질단백질단백질단백질    발현확인발현확인발현확인발현확인    

    

유전자 재조합을 통하여 균주를 개발한 후 단백질 발현을 

확인하였다. 10% SDS-PAGE(Sodium dodecyl-sulfate polyacryl 

amide gel electrophoresis) 실험을 통해 선별된 재조합 균주의 단백질 

발현을 확인한 결과 Figure 8,9와 같다. 

재조합 균주와 대조균의 whole cell 상태에서의 단백질 발현 

상태를 비교해 본 결과 재조합 대장균주는 각각 72KDa, 62KDa, 

42KDa, 31KDa의 위치에서 대조균주인 E. coli BL21(DE3)과는 

선명하게 다른 단백질 발현을 확인하였다.[Figure 8]. 본 실험결과 각 

재조합 균주는 우리가 원하는 형태의 단백질을 정확히 발현하고 있음을 

보여 주었다. 재조합 균주에서 발현된 단백질이 수용성인지 불용성 인지 

확인하기 위하여 sonicator를 이용하여 세포벽을 파쇄하고 세포 내 

단백질을 추출하여 수용성인 상등액 부분과 불용성인 세포침전물을 

분리 회수하여 SDS-PAGE 상에서 확인한 결과 Figure 9과 같았다. 
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Figure 9에서 보는 바와 같이 재조합 E. coli CrdS-F(72KDa), 

CC-term(62KDa), CN-term(42KDa)는 불용성 단백질 발현이 

비교적 많은 것이 확인된 반면에 CrdS-C(31KDa)은 수용성 단백질 

발현이 많음을 확인하였다. 이는 재조합 균주를 개발하기 위한 DNA 

단편을 설계할 때 예측과 동일 하였다. Crds-C에 삽입된 DNA 단편은 

친수성 부위만 함유하고 있고 다른 세가지 DNA 단편들은 모두 친수성, 

소수성 부위가 섞여 있었으므로 이와 같은 결과를 보여 주는 것으로 

판단된다. 

이들이 발현하는 단백질이 glucan 생산에 결정적으로 관여 하는 

gene site인지 확인하기 위해 발효공정을 적용하였다. 
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Figure Figure Figure Figure 8888.  .  .  .  OverexOverexOverexOverexpressed recombinant pressed recombinant pressed recombinant pressed recombinant ββββ----1,31,31,31,3----glucan synthase glucan synthase glucan synthase glucan synthase 

gene in gene in gene in gene in E. coliE. coliE. coliE. coli , separated by SDS , separated by SDS , separated by SDS , separated by SDS----PAGE with a 10% PAGE with a 10% PAGE with a 10% PAGE with a 10% 

gel under equal condition.gel under equal condition.gel under equal condition.gel under equal condition.    Lanes 1, M-marker; Lane 2, 

BL21-E. coli BL21(DE3); Lane 3,A- recombinant E. 

coli strain crds-F whole cell; Lane 4, B- recombinant 

E. coli strain CN-term whole cell; Lane 5, C-

recombinant E. coli strain CC-term whole cell; Lane 

6,D- recombinant E. coli strain crds-C whole cell. 

Positions of molecular size markers are shown in 

kilodaltons. 

98989898    

68686868    
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pET expression systempET expression systempET expression systempET expression system    
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~ 31 KDa~ 31 KDa~ 31 KDa~ 31 KDa    

~ 42 KDa~ 42 KDa~ 42 KDa~ 42 KDa    

~ 62 KDa~ 62 KDa~ 62 KDa~ 62 KDa    
~ 72 KDa~ 72 KDa~ 72 KDa~ 72 KDa    
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Figure Figure Figure Figure 9999. . . . OverexpressedOverexpressedOverexpressedOverexpressed recombinant  recombinant  recombinant  recombinant ββββ----1,31,31,31,3----glucan synthase glucan synthase glucan synthase glucan synthase 

gene in gene in gene in gene in E. coliE. coliE. coliE. coli, separated by SDS, separated by SDS, separated by SDS, separated by SDS----PAGE with a 10% PAGE with a 10% PAGE with a 10% PAGE with a 10% 

gel under equal condition.gel under equal condition.gel under equal condition.gel under equal condition.    Lane 1,M-marker; Lane 2, E. 

coli BL21(DE3) whole cell; Lane 3 and 4, soluble and 

insoluble fraction of  E. coli carrying crds-F; Lane 5 

and 6, soluble and Insoluble fraction of E. coli carrying 

CN-term; Lane 7 and 8, soluble and insoluble fraction 

of E. coli carrying CC-term; Lane 9 and 10, soluble and 

insoluble fraction of E. coli carrying crds-C.Positions of 

molecular size markers are shown in kilodaltons. 
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제제제제 4444 절절절절    회분식회분식회분식회분식    발효발효발효발효를를를를    이용한이용한이용한이용한    수용성수용성수용성수용성    ββββ----1,31,31,31,3----

glucanglucanglucanglucan생산생산생산생산    

        

본 연구에서는 만들어진 재조합 균주들의 생산성을 알아보고자 

회분식 발효를 하였다. pH 및 온도가 제어되는 회분식 발효기에서 

46 시간 동안 세포를 성장 시키면서 세포농도, 수용성β-1,3-glucan 

농도를 측정 하였다.  

실험결과 재조합 균주 CC-term 는 IPTG 를 넣어주고 발효공정 

실험을 시작한 6 시간 되는 때부터 수용성 β-1,3-glucan 생산을 

시작하였고 최대로 1.0g/L 의 수용성 β-1,3-glucan 을 생산하였다. 

[Figure 13.] 또한 재조합 균주 CrdS-C 는 같은 조건하에서 

발효실험을 시작한 6 시간 되는 때부터 수용성 β-1,3-glucan 을 

생산하였고 최대로 5.9g/L 의 생산성을 보였다.[Figure 14.] 반대로 

재조합 균주 CrdS-F 와 CN-term 는 β-1,3-glucan 을 생산하지 

않았다. [Figure 11, 12]  

균주 설계 시 예상한 바와 같이 CrdS-C은 수용성 β-1,3-

glucan을 생산하였으며 그 양이 비록 1.0g/L에 머물렀지만 발효공정을 

최적화하고 배지 최적화를 진행한다면 더 높은 생산성을 보일수 있다고 

생각한다. 또한 재조합 대장균주 CrdS-C에 클로닝한 DNA단편을 

대장균내에서 단백질발현이 우수한 발현 벡터에 실어 새로운 재조합 

균주를 만든다면 더 높은 생산성도 보일 것이라 생각한다.  

본 연구를 통해 β-1,3-glucan의 생산에 관여하는 친수성 부위가 

Agrobacterium sp.균주가 아닌 대장균주에서도 발현하며 또한 수용성 

β-1,3-glucan도 생산해 내는 것을 확인 하였다.  

또한 Agrobacterium sp.균주의 대사과정에서 β-1,3-glucan 을 

생산하는 가장 중요한 gene site인 β-1,3-glucan synthase gene의 

full gene site를 삽입하였을 때 단백질 발현을 확인할수 있었지만 β-
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1,3-glucan 이 생성되지 않는데 관한 의문을 가져보았다. β-1,3-

glucan synthase gene은 β-1,3-glucan synthase 라는 membrane 

단백질을 발현하는 gene이다. Agrobacterium sp.에서 작동했던 β-

1,3-glucan 이 합성되는 기작은 membrane에서 일어났었는데 β-

1,3-glucan synthase를 제외한 다른 membrane protein들이 관여했을 

가능성도 높으며 또한 대장균 내에서는 같은 기작이 일어나지 않음을 

알 수 있었다. 즉 대장균이 불용성 β-1,3-glucan을 생산하려면 

반드시 그 membrane에서 β-1,3-glucan 합성이 일어나야 할 것으로 

판단된다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

    



 - 37 - 

    

    

    

    

    

Glucose concentration (g/L)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

A
B

S
(5

70
nm

)

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

 
 

 

Figure 1Figure 1Figure 1Figure 10000....    Standard curve for the determination of Standard curve for the determination of Standard curve for the determination of Standard curve for the determination of glucose glucose glucose glucose     

concentrationconcentrationconcentrationconcentration    

    

    

    

    

    

    



 - 38 - 

4444----1 1 1 1 재조합대장균주재조합대장균주재조합대장균주재조합대장균주 Crds Crds Crds Crds----FFFF 와와와와 CC CC CC CC----termtermtermterm 의의의의    회분식회분식회분식회분식    발효를발효를발효를발효를    

이용한이용한이용한이용한    수용성수용성수용성수용성    ββββ----1,31,31,31,3----glucan glucan glucan glucan 생산성생산성생산성생산성    확인확인확인확인    

 

β-1,3-glucan synthase gene을 함유한 재조합 대장균주 Crds-

F 는 탄소원인 glucose 가 충분한 조건하에서 24 시간 동안 회분식 

발효실험을 통해 수용성 β-1,3-glucan 생산을 유도한 결과 세포의 

균체량은 최대로 3.8g/L 의 빠른 성장속도만 보였지만 수용성 β-1,3-

glucan생산에 기여하지 않았다.[Figure 11] 

  Active catalytic domain gene site 및 β-1,3-glucan synthase 

gene site에서 1~288 term site를 함유한 재조합 대장균주 CN-term 

역시 탄소원이 충분하고 균주가 성장하기에 적합한 조건을 맞춰준 

조건하에서 24 시간 동안 회분식 발효실험을 이용해 수용성 β-1,3-

glucan 생산을 유도하였다. 실험결과 재조합 대장균주 CN-term 는 

성장능이 우수한 특성을 보였으며 세포의 균체량은 최대 5.4g/L 로 

늘었으나 수용성 β-1,3-glucan 생산에는 기여하지 않았다.[Figure 

12] 
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Figure Figure Figure Figure 11111111. The cell growth, soluble glucan production and . The cell growth, soluble glucan production and . The cell growth, soluble glucan production and . The cell growth, soluble glucan production and glucose glucose glucose glucose 

consumption of the recombinant consumption of the recombinant consumption of the recombinant consumption of the recombinant E. coliE. coliE. coliE. coli        CrdCrdCrdCrdssss----FFFF    
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Figure Figure Figure Figure 11112222. The cell growth, sol. The cell growth, sol. The cell growth, sol. The cell growth, soluble glucan production and uble glucan production and uble glucan production and uble glucan production and glucoseglucoseglucoseglucose    

consumption of the recombinant consumption of the recombinant consumption of the recombinant consumption of the recombinant E. coliE. coliE. coliE. coli        CNCNCNCN----termtermtermterm 
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이용한이용한이용한이용한    수용성수용성수용성수용성    ββββ----1,31,31,31,3----glucan glucan glucan glucan 생산성생산성생산성생산성    확인확인확인확인    

 

Active catalytic domain gene site 및 β-1,3-glucan synthase 

gene site 에서 288~1964 term site 를 함유한 재조합 대장균주 CC-

term 는  탄소원이 충분하고 균주가 성장하기에 적합한 조건을 맞춰준 

전제하에서 24 시간 동안 회분식 발효실험을 이용해 수용성 β-1,3-

glucan 생산을 유도하였다. 실험결과 재조합 대장균주 CC-term 는 

발효공정실험을 시작한지 6 시간 되는 시점부터 수용성 β-1,3-

glucan 을 생산하였으며 세포의 균체량은 최대로  5.4g/L 로 늘어갔고 

또한 최대로 1.1g/L 의 수용성 β-1,3-glucan 생산성을 

선보였다.[Figure 13] 

Active catalytic domain gene site 를 함유한 재조합 대장균주 

Crds-C 역시 탄소원인 glucose 가 충분한 조건하에서 24 시간 동안 

회분식 발효실험을 이용해 수용성 β-1,3-glucan 생산을 유도한 결과 

재조합 대장균주 Crds-C 는 발효공정실험을 시작한 4 시간 되는 

시점부터 수용성 β-1,3-glucan 을 생산하였다. 실험결과 세포의 

균체량은 5.8g/L 늘어가면서 빠른 성장속도를 보였고 5.9g/L 의 수용성 

β-1,3-glucan을 생산함을 확인할수 있었다.[Figure 14]. 
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Figure 1Figure 1Figure 1Figure 13333. The cell growth, soluble glucan production and . The cell growth, soluble glucan production and . The cell growth, soluble glucan production and . The cell growth, soluble glucan production and 

glucoseglucoseglucoseglucose consumption of the recombinant  consumption of the recombinant  consumption of the recombinant  consumption of the recombinant E. coliE. coliE. coliE. coli        CCCCCCCC----termtermtermterm 
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제제제제 4444 장장장장    결결결결            론론론론    

    

본 연구에서 재조합 균주 개발목적은 성장능 및 생산능이 좋은 

대장균을 이용하여 불용성 β-1,3-glucan을 생산해내고자 연구를 

시작하였고 이로하여 이종균주인 Agrobacterium sp. ATCC31750로 

부터 β-1,3-glucan생산에 가장 중요한 작용을 하는 β-1,3-

glucan-synthase gene에 관한 정보를 얻었고 이러한 유전정보를 

대장균에 이용하였다. 대장균의 합성대사과정을 살펴보면 β-1,3-

glucan을 생산하는 대사과정에서 UDP-glucose에서 β-1,3-glucan을 

합성하는 유일한 가장 중요한 합성효소인 β-1,3-glucan synthase 가 

없다. 이러한 정보에 의하여 대장균의 대사과정에서β-1,3-glucan의 

생산에 필요한 단 하나의 중요한 효소인 β-1,3-glucan-synthase 

gene site만을 넣어줌으로써 재조합 대장균주를 개발하였다.β-1,3-

glucan synthase gene을 클로닝 하여 재조합 대장균주를 개발하고 

회분식 발효실험을 진행하였지만 불용성 β-1,3-glucan 을 생산하지 

않았고 수용성 β-1,3-glucan 생산에만 기여하였고 다양한 β-1,3-

glucan synthase gene을 클로닝하였을 때 유전자 구조적 차이에 

의하여 생산물의 변화에 많은 차이가 있다.  

연구결과 아래와 같은 결론을 얻었다.  

본 연구에서 사용한 Agrobacterium sp.ATCC31750에 의해 

질소원이 고갈된 상태에서만 생성되는 불용성 β-1,3-glucan 은 

세포의 membrane에서 생성되고 나중에 세포밖에 방출되여 세포를 

감싸고 있는 biopolymer이다. 재조합 대장균주를 이용하여 불용성 β-

1,3-glucan을 생산하려고 시도하였지만 수용성 β-1,3-glucan만을 

생산하는 이유는 대장균주와 Agrobacterium sp.ATCC31750의 구조적 

차이에서 나타난다. Agrobacterium sp.ATCC31750은 박테리아의 

일종으로서 세포벽은 얇은 펩티도 글리칸 층을 갖고 있는데 이 얇은 
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층은 매몰된 단백질과 부착된 다당류를 갖고 있는 두꺼운 외부 

지질층으로 둘러싸여 있는 것에 비해 대장균의 세포벽은 복잡하다. 

대장균의 세포벽은 내막과 외막으로 나뉘여 있으며 막 사이에 젤라틴 

층을 갖고 있다. 이러한 구조적 차이로 인하여 Agrobacterium 

sp.ATCC31750에 의해 질소원이 고갈되였을 때 생성되는 불용성 β-

1,3-glucan은 세포막에서 생성되고 나중엔 세포벽을 둘러싸고 있는 

biopolymer 이지만 대장균은 두 층으로 구성된 세포막과 얇은 

세포벽의 구조적 차이로 인하여 세포막에서 불용성 β-1,3-glucan을 

생성하지 못한다.  

또한, β-1,3-glucan 생산을 위하여 β-1,3-glucan synthase 

gene을 다양한 gene site로 클로닝하여 개발한 4개의 재조합 균주를 

이용한 수용성 β-1,3-glucan 생산성도 다른것이다. β-1,3-glucan 

synthase의 hydropathy prophile에 근거하여 gene site를 4가지 

분류로 나누었다. β-1,3-glucan synthase gene site는 hydrophilic한 

구조를 가지고 있고 active catalytic domain gene site는 

hydrophobic한 구조를 가지고 있다. 이러한 구조적 차이로 인하여 

생성되는 수용성 β-1,3-glucan의 생산물 차이를 알아보기 위하여 

4가지 균주를 개발하였다. 발효공정 실험을 통하여 재조합 대장균주의 

생산물 분석을 통해 많은 차이점을 발견하였다.  

Hydrophobic한 구조를 가지고 있는 재조합 대장균주 CrdS-C는 

네개의 균주중에서 가장 많은 수용성 β-1,3-glucan 생산성을 보였고 

hydrophilic한 구조를 가지고 있는 재조합 대장균주 CrdS-F는 수용성 

β-1,3-glucan 생산에 기여하지 않는다.  

  본 연구를 통하여 클로닝 하여 넣은 gene site의 구조적 차이에 의한 

생산물의 차이점을 알아보았고 발효공정실험을 통해 재조합 대장균주의 

최종 산물인 수용성 β-1,3-glucan의 생산성을 확인하였다. 앞으로 

수용성 β-1,3-glucan의 생산량을 높이기 위해 발효공정최적화를 
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실행한다면 더 좋은 결과를 얻을 것으로 사료된다.  
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