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ABSTRACT

Interaction between methanol dehydrogenase and MxaJ protein of a 
novel methanol oxidizing bacterium, Methylophaga aminisulfidivorans 

MPT and development of trimethylamine biosensor

Hee Gon Kim

Advisor: Prof. Si Wouk Kim, Ph. D

Department of Biomaterials Engineering,

Graduate School, Chosun University

A new restricted facultatively methylotrophic marine strain MPT (KCTC 12909T= 

VKM B-2441T = JCM 14647T) possessing the ribulose monophosphate pathway of 

C1-carbon compound assimilation was isolated from a seawater sample obtained from 

Mokpo, South Korea. The isolate was aerobic, Gram-negative, asporogenous, and was 

non-motile short rod. It grew well on methanol, methylated amines, dimethylsulfide and 

dimethylsulfoxide. Optimal growth occurred with 3% NaCl at 30oC and pH 7.0. 

Fructose was utilized as a multicarbon source. Growth factors were not required and 

vitamin B12 did not stimulate growth. Its cellular fatty acid profile consists primarily of 

straight-chain saturated C16:0 and unsaturated C16:1 acids. The major ubiquinone is Q-8. 

The dominant phospholipids are phosphatidylethanolamine and phosphatidylglycerol. The 

DNA G + C content is 44.9 mol% (Tm). Based on 16S rRNA gene sequence analysis 

and DNA-DNA relatedness (25 ~ 41%) with the type strains of marine methylotrophs 

belonging to the genus Methylophaga, we proposed the isolate MPT (= KCTC 12909 = 

VKM B-2441 = JCM 14647) be assigned as Methylophaga aminisulfidivorans sp. nov.



Methylophaga aminisulfidivorans MPT, a restricted facultative marine methylotrophic 

bacterium, was able to utilize methanol as a sole carbon and energy source, and 

possessed a methanol dehydrogenase (MDH) that is a key enzyme in the process of 

methanol oxidation. During purification of MDH, two types of MDH (MDH I and II) 

were obtained in the cell free extracts from MPT cells grown on methanol. When 

analyzed by SDS-PAGE and ESI-FT ICR MS, MDH I was confirmed to consist of two 

subunits of  with molecular masses of ~66 and ~10 kDa, respectively, in a form of 

α2β2. By contrast, MDH I and MDH II contained an additional ~30 kDa protein, 

designated γ, in a form of α2β2γ and α2β2γ2, respectively. MDH II showed 1.5–2.0 times 

higher activity than MDH I. Based on these observations and experimental data, it 

seems that the original MDH conformation is α2β2γ2 within MPT, and subunit γ keeps 

MDH in an active form, and/or makes MDH easily bind to the substrate, methanol.

Methylophaga aminisulfidivorans MPT could be grown aerobically on trimethylamine 

(TMA) as a source of carbon and energy. The trimethylamine dehydrogenase (TMADH) 

could catalyze the oxidative demethylation of TMA. The active TMADH from MPT was 

purified 12.3 fold through three purification steps. We detected the trimethylamine using 

an electrochemical biosensor with the electron-conducting redox polymers, Osmium and 

Ferrocene-imidazole complexes were electrode posited on the thiol-modified gold 

electrodes. As TMA was catalyzed by TMADH, the electrical signal obtained from a 

biosensor was monitored at 0.3 V versus Ag/AgCl. The produced electrons were 

transferred to the electrode via Ferrocene-imidazole complexes. The detection limit of 

TMA biosensor was 0.125 mM. The intensity of catalytic current almost linearly 

increased depending on the TMA concentrations. 



제제제제1장 장 장 장 메탄올 메탄올 메탄올 메탄올 산화세균의 산화세균의 산화세균의 산화세균의 순수 순수 순수 순수 분리분리분리분리

제제제제1절 절 절 절 연구배경 연구배경 연구배경 연구배경 및 및 및 및 중요성중요성중요성중요성

Methylotrophic bacteria는 호기성 세균으로써 탄소-탄소간에 결합이 없는 한 개 또

는 그 이상의 탄소원자를 포함하고 있는 환원된 C1 화합물(methane, methanol, 

methylated amines, halomethanes, 그리고 황을 포함하는 methyl화된 유기화합물)을 에

너지 및 탄소원으로 이용하여 생장할 수 있는 세균의 집단을 말한다. Methylotroph

에 대한 연구는 Söhngen (1906)이 수중식물체에서 최초로 분리한 메탄 이용 세균 

(Methanomonas methanica)에서부터 시작되었지만 1966년까지 단 3종(Psedomonas 

methanica, Methanomonas methanooxidans, Methylococcus capsulatus)만이 보고될 정도로 

methylotroph에 관한 연구는 활발하지 못하였다. 그 이유는 메탄 이용세균의 분리에 

관한 연구방법이 확립되지 않았을 뿐만 아니라 형태적, 배양학적, 생리학적 특성에 

대한 기준이 현재와 같은 체계를 갖추지 못하였기 때문이었다. 연구초기에는 

methylotroph가 C1 화합물을 산화해서 얻은 에너지를 이용하여 단순히 이산화탄소를 

세포구성 물질로 만드는데 사용하기 때문에 이 세균들이 chemosynthetic autotroph로 

생각되어 관심을 받지 못하였다. 그러나 이와 같은 탄소대사 경로를 가지는 몇 종

의 균주를 제외한 대부분의 메탄올산화세균이 새로운 탄소 동화 경로를 이용하여 

포름알데히드와 같이 이산화탄소보다 더욱 환원된 C1 화합물을 동화한다는 사실이 

알려지게 됨으로써 이 분야에 대한 연구가 더욱 활발히 진행되어 여러 탄소 및 에

너지 합성 대사경로가 발견되었다. 1970년대에 이르러 Whittenbury 등에 의해 메탄 

산화세균의 분리 및 배양 방법이 개발되면서 메탄올 산화세균의 범위가 점차 늘어

나게 되었음은 물론 (Whittenbury et al., 1970), 유전학적인 분석 기술의 발전에 의해 

새로운 종들이 밝혀지게 되었고 현재까지 다양한 환경으로부터 메탄올산화세균이 

발견되고 있다. 일반적으로 사용하는 기질에 따라 methylotroph를 분류해 보면 메탄

산화세균 (methanotrophs), 절대메탄올산화세균(obligate methylotrophs), 통성메탄올산

화세균(facultative methylotrophs), 자가영양적메탄올산화세균(autotrophic methylotrophs)

의 4 그룹으로 분류할 수 있다 (Whittenbury et al., 1970; Large, 1983). 



메탄산화세균이란 기질로 메탄과 메탄올만을 이용하는 세균을 말하며, 절대메탄

올산화세균이란 메탄을 이용하지 못하고 메탄올이나 메틸아민을 이용하여 생장하는 

균들을 말한다. 반면 통성메탄올산화세균은 메탄올을 포함한 여러 다탄소 화합물을 

이용하여 생장할 수 있는 세균을 일컫고, 자가영양적 메탄올산화세균이란 환원상태

의 C1 화합물을 이산화탄소로 산화시킨 후 이것을 이용하는 균을 말한다. 이들은 다

시 환원형 화합물을 어떠한 경로를 통해 세포구성 물질로 동화하는가에 따라 메탄올

에서 일단계 산화된 포름알데히드 수준에서 탄소를 동화하는 ribulose monophosphate 

(RuMP) pathway, 포름알데히드와 최종 산화생성물인 이산화탄소가 동시에 동화하는 

serine pathway 그리고 이산화탄소를 고정하여 생체물질을 생성하는 calvin pathway로 

더욱 세밀히 분류될 수 있다.

  Peel과 Quayle (1961)는 methanol과 formate를 유일한 탄소 및 에너지원으로 이

용하여 생장할 수 있는 Pseudomonas AM1을 분리하였고, Large (1961)등은 이 균으

로부터 methanol, formate, bicarbonate 등이 세포구성 물질로 생합성 되는 경로를 추

적하여 CO2 및 formaldehyde가 serine, glycine, malate 그리고 aspartate로 이어지는 경

로를 통해 세포물질로 합성된다고 보고하였다. 한편 Kemp와 Quayle (1966)는 메탄

을 이용해 생장하는 Pseudomonas methanica의 경우 formaldehyde와 ribose 5-phosphate

가 allulose phosphate로 축합되어 세포구성 물질로 되는 pentose phosphate cycle을 이

용해 탄소를 동화한다고 보고하였다. 이 두 가지 탄소동화 경로는 많은 연구자들에 

의해 연구 비교되었고, 각각 serine pathway와 rubulose monophosphate pathway로 명

명되었으며 이 두 가지 생리․화학적 특징은 현재까지도 methylotroph를 분류하는데 

중요한 지표가 되고 있다. 한편 메탄올 산화 경로에 관련된 효소는 Anthony 연구그

룹에 의해 최초로 연구되기 시작되었으며, 메탄올 산화과정을 일으키는 첫번째 단

계 효소는 methanol dehydrogenase (EC. 1.1.98.8., MDH)에 의해 Fig. 1-1과 같은 산화 

과정을 거친다고 제시되었다 (Anthony, 1982; 1986). 그 중간 산물인 formaldehyde 

(HCHO)를 이용하여 세포구성 물질로 동화(RuMP pathway 혹은 serine pathway)하고, 

그 다음 중간산물인 formic acid를 산화하여 NADH를 생성한 다음 다시 메탄을 산

화시킬 수 있는 환원력을 재생한다 (Fig. 1-1). 



Fig. 1-1. Pathway for the oxidation of C1 compounds and assimilation of formaldehyde 

(Lidstrom and Stirling, 1990). 1: Methane monooxygenase, 2: Methanol dehydrogenase, 

3: Formaldehyde dehydrogenase, 4: Formate dehydrogenase, 5. Dichloromethane 

dehalogenase. 6; Methanesulfonate monooxygenase. 7: Methyl transferase, 8: Tri-, di-, 

monomethylamine dehydrogenase. 9: Tri-, di-, monomethylamine monooxygenase.



Methylotroph은 70년대 초부터 산업적 응용 가능성 때문에 주목을 끌어왔다. 초기

에는 주로 단세포 단백질(Single Cell Protein) 생산과 관련된 것이었고 (Senior and 

Windass, 1980; Smith, 1984), 80년대 이후에는 주로 환경오염문제 해결이나 생분해

성 고분자의 일종인 poly-β-hydroxybutyrate (PHB)의 생산이나 대체에너지인 메탄올 

생산과 관련된 부분이 많이 연구되어졌다 (Asenjo and Suk, 1986; Park and Choo, 

1993; Park, 1993). 대부분의 methanotroph는 세포 내 저장물질로 polyester 계통의 생

분해성 고분자물질의 하나인 PHB를 합성한다. 배양조건과 균주에 따라서 PHB의 생

성수율은 차이가 있으나 건조 균체중량의 최고 70%까지 생성이 가능한 것으로 알려

져 있다. 또한 methanotroph는 인체에 유해한 용매인　 tri-chloroethylene (TCE), 

dichloroethylene (DCE), 1,1,1-chloroethane, dichloroethane, chloroform, dichloromethane 등을 

호기적으로 분해할 수 있을 뿐만 아니라 methanol이나 여러 종류의 alkene epoxide를 생

산하는 능력도 있다 (Aziz et al., 1999; Byers and Sly, 1993; Uchiyama et al., 1989). 

Methanol은 높은 옥탄가를 가지고 있기 때문에 자동차 연료로써 가솔린 대신 사용

할 수 있는 액체연료이며, 연소 시 가솔린에 비해　훨씬 적은 공해물질을 배출하는 

청정연료로 알려져 있다. 또한 가솔린의 옥탄가 상승제로 쓰이는 methyl tertiary 

butyl ether (MTBE)를 비롯한 여러 화학물질의 합성 전구체로도 용도가 크다.  메탄

올은 메탄(천연가스, 바이오 가스), 석탄, 중유, 잡사, shale oil 등을 이용하여 제조할 

수 있다. 이 중 메탄은 값이 쌀 뿐만 아니라 그 매장량도 전 세계적으로 70 ~ 230 

× 1012 m3 으로 아주 풍부하여 유용하게 활용된다면 매우 중요한 자원으로 이용될 

수 있다. 그러나 현재까지는 매년 상당부분이 석탄이나 원유 채취 시 부산물로 취

급되어 공기 중으로 그대로 방출되거나 아무 의미 없이 태워지고 있는 실정이다. 

연료로 사용되는 메탄은 액화 천연가스(liquefied natural gas, LNG) 형태로 부피를 

줄인 후 생산지에서 소비지로 운반되는 것이 보통이지만 이 방법은 비용이 많이 들 

뿐 아니라 상당한 폭발위험을 내포하고 있다. 따라서 메탄을 메탄올로 전환하는 것

은 연료의 안정성 향상에 큰 도움이 된다 (Park, 1993). 현재 상업화된 메탄 전환공

정은 수증기와 금속촉매를 사용하는 2단계 무기화학공정이다. 첫 번째 단계에서는 

메탄을 산소와 수증기 존재 하에 개질시켜 일산화탄소와 수소의 합성가스(syn-gas)

로 만들고, 두 번째 단계에서는 아연-구리 촉매 하에서 syn-gas를 메탄올로 전환시

킨다. 이 공정은 고온 고압이 요구되고 수율이 높지 않으며 또한 적절한 제어가 매



우 어렵다고 알려져 있다. 새로운 금속촉매를 개발하려는 노력이 계속되고 있으나 

반응의 특성상 선택성, 안정성 등에 많은 문제가 있다. 한편 메탄을 기질로 하여 자

라는 methanotroph를 이용하면 상온․상압에서 메탄의 직접 산화에 의한 메탄올의 생

산이 가능하다. 따라서 methanotroph를 이용한 생물학적 전환공정이 무기화학공정을 

사용하는 것보다 경제적인 비용과 위험성을 배제할 수 있는 장점이 있다. 그러나 

methanotroph를 이용하여 메탄올을 생산하는 공정에서 가장 중요한 것은 활성이 높

은 methanotroph를 분리하는 것이며 이는 자국의 미생물자원의 보존․보호 차원에서 

매우 중요하다. Methanotroph의 산업적인 응용을 위해서는 기체 기질의 물질전달속

도를 증대시킬 수 있는 적절한 반응기의 개발과 함께 미생물 자체의 생리적 특성에 

대한 연구가 중요하다. 이 중 미생물 생장과 관련된 생리적 특성에 대한 연구는 기

질의 이용이나 ATP 생산, 세포 내 저장 물질이나 세포 대사산물 생산 등의 상관관

계를 밝히는 것을 주 연구대상으로 하고 있다.

1970년대로 접어들면서 MDH에 관한 연구가 본격적으로 수행되어졌는데 최초로 

연구가 시도된 균주는 Pseudomonas sp. M27로 MDH의 분자량, 소단위 구성, 메탄올

에 대한 Km, 효소에 대한 기질 특이성에 관한 연구가 수행되었으며, 다른 메탄올 

산화세균에 존재하는 MDH 역시 비교 연구 되어왔다. MDH는 methylotroph의 

periplasms내에 soluble protein의 15% 정도로 존재하며, 메탄올을 산화시켜 메탄올을 

formaldehye로 전환한다. 메탄올이 산화될 때 나오는 전자는 전자수용체인 cytochrom 

cL에 전달되어 에너지를 생성한다. MDH는 α2β2 구조를 가진 tetramer로 α내에 

prosthetic group으로써 PQQ를 포함하며, MDH의 구조를 유지하는데 Ca2+이 중요한 

역할을 담당하고 있다. 지금까지 진행된 MDH에 관한 연구에서 Gram positive 

methylotroph를 제외한 gram-negative methylotroph의 MDH는 생화학적인 특성이 유사

한 것으로 나타나고 있다.  

1970년대 후반 Yamamoto 연구그룹에 의해 해수로부터 methanol을 산화시킬 수 

있는 65종의 신규 미생물이 최초로 분리되었다 (Yamanoto et al., 1978; 1980). 해수

에는 dimethyl sulfide (DMS), β-dimethyl-sulfoniopropionate (DMSP), dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 등 다양한 C1 화합물들이 포함되어 있으며, 이들은  다양한 생물 또는 미

생물에 의해 합성되는 것으로 보고되고 있다 (Kiene, 1993). 이렇듯 해수 및 해양퇴

적물에는 다양한 형태의 C1 화합물들과 C1 화합물로써 이용 가능한 methylated 화합

물이 포함되어 있으며, 미생물의 다양한 효소 반응을 통해 이용됨으로써 지구환경



의 탄소순환에 매우 중요한 역할을 담당하고 있다. 최근 세계적으로 생물자원 및 

신규 유전자의 중요성을 인식하고 새로운 환경으로부터 신규 생물자원을 발굴하기 

위해 다양한 노력을 기울이고 있다. 특히 생물촉매제를 이용한 정밀 화학 물질 생

산이나 신규 의약 후보 물질 연구 분야는 연구 특성상 신규 유전자의 확보가 연구

의 성패를 좌우하기 때문에 고유한 우수 유전자를 확보하는 것은 매우 중요하다고 

할 수 있다. 다양한 화합물들을 포함하고 있는 해양 환경은 새로운 기능을 가진 신

규 세균을 확보하기에 중요한 생태적 다양성을 지니고 있고, 이로부터 신규 유용 

유전자 및 단백질을 획득할 수 있는 중요한 자원으로 생각되고 있다. 

Methylophaga속은 해양에서 분리된 해양성 세균으로써 호기성이며 메탄을 기질로 

사용하지 못하는 methylotroph이다. 이 미생물들은 해양 침전물(sediment)과 탄산염 

호수(Soda lake)등의 다양한 해양 환경으로부터 분리되었으며, 이들의 특징은 C1 화

합물들을 RuMP pathway를 통하여 세포구성 물질로 축적시키고, 어떤 종은 multi- 

carbon compound인 fructose를 이용할 수 있다. 현재까지  Methylophaga 속은 호중성 

(neutrophilic)의 특징을 가지고 있는 M. marina, M. thalassica 그리고 M. sulfidovorans 

종이 알려져 있다 (Janvier et al., 1985; De Zwart et al., 1996). 최근에는 호염․호알칼

리성(haloalcalophilic)인 M. alcalica와 M. natronica종이 발견되면서 methylotroph가 자

연환경에서 보다 광범위하게 존재하고 있음이 밝혀졌다 (Doronina et al., 2003a; 

2003b). 이들 Methylophaga속은 RuMP pathway를 이용하는 methylotroph들과는 달리 

Na+, Mg2+ 이온과 vitamin B12를 필요한다는 특징이 있고, NaCl에 대한 저항성과 낮

은 G+C mol% (38.0 ~ 49.0 mol%)를 가지고 있다는 것이 다른 종들과 구별되는 특

징이다. 하지만 최근에는 Red Sea algae로부터 생장 시 vitamin B12를 필요로 하지 

않는 새로운 종인 M. marina KM3과 KM5가 분리되었다 (Li et al., 2007). 

본 연구에서는 Methylophaga속에 속하며, RuMP pathway를 통해 탄소를 동화시키

고 vitamin B12를 필요로 하지 않는 새로운 제한적 통성메탄올산화세균을 분리하였

고, Methylophaga aminisulfidivorans sp. nov.로 명명하였다. 



Table 1-1. Potential C1 substrates founds in seawater and their sources (Kiene, 1993)

Substrate Sources

C1 compounds
Methane

Methanol

Formaldehyde 

Formate

Trimethylamine (TMA)

Dimethylamine (DMA)

Methylamine

Trimethylamine oxide (TMAO)

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Dimethyl sulfide (DMS)

Methane thiol

Dimethyl disulfide (DMDS)

Methane sulfonatea

Carbon monoxide

Methyl iodide

Methylated metals (Hg, Sn)

Methylated metalloids (Ge, As)

Sediments, seeps, microbiological

Other C1 compounds

Photochemical source

Oxidation of HCHO

Algae, glycine betine, TMAO

TMA, TMAO

TMA, TMAO

Algae, fish

Photochemical source from DMS

Alghae, DMSP, methionine

DMS, methionine, methiolpropionate

Methanetiol, methionine

DMS, methanetiol

Photochemical source, DOC

Algae

Metabolites

Metabolites

Methylated compounds capable of being utilized as C1 substrates
Glysine betaine

Dimethyl glycine

Sarcosine

Choline

Choline sulfate

β-dimethylsulfoniopropionate (DMSP)

3-methiolpropionate

Methionine

Arsenobetaine

Dimethylsulfocholine

S-methylmentionine

Algae, invertebrates

Degradation of glycine betaine

Degradation of glycine betaine

All organisms

Fungi, yeasts

Certain species of algae

Degradation of DMSP

All organisms

Selected species of marine invertebrates

Selected diatoms

Possibly algae

a Methane sulfonate has not been measured in seawater but it is present in rain and 

aerosols and should occur in seawater.



제제제제2절 절 절 절 실험 실험 실험 실험 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

1. 균주의 균주의 균주의 균주의 분리 분리 분리 분리 및 및 및 및 동정동정동정동정

가가가가. 기본 기본 기본 기본 배지의 배지의 배지의 배지의 조성조성조성조성

메탄올을 탄소원 및 에너지원으로 이용하는 균주를 선별적 분리를 위하여 전라남

도 일대의 해수로부터 시료를 채취하여 분리용 시료로 사용하였다. 채취한 시료로부

터 methylotroph의 분리 및 균주의 배양에 사용된 기본 배지는 Kim 등이 제안한 

standard minimal salt medium (SMM ; KH2PO4 2 gl-1, (NH4)2SO4 2 gl-1, MgSO4․7H2O 

0.2 gl-1, NaCl 30 gl-1, FeSO4․7H2O 0.002 gl-1, pH 7.0)을 사용하였다 (Kim et al., 1991).

나나나나. 균주의 균주의 균주의 균주의 분리 분리 분리 분리 방법방법방법방법

Methanol을 탄소 및 에너지원으로 이용하는 세균을 분리하기 위하여 다음과 같은 

방법을 사용하였다. 액체 시료의 경우에는 100배 농축하여 농축액 １ ml를 500 ml 

용량의 삼각플라스크에 1% (v/v) methanol이 포함되어 있는 50 ml용량의 SMM 배지

에 접종하였다. 처음 시료로부터 접종한 액을 2일간 진탕 배양한 후 다시 신선한 

배지에 1% (v/v) 접종하고 진탕 배양하였다. 이와 같은 조작을 3회 반복한 후에 균

주가 메탄올 배지에서 생장하면 1% (v/v) methanol이 포함되어 있는 한천배지 위에 

분산 평판하였다. 나타나는 집락 중 생장속도가 빠르고 그 크기가 가장 큰 것을 1

차적으로 선별하였으며 이 과정을 3회 반복하여 순수 분리하였다.

다다다다. 우수균주의 우수균주의 우수균주의 우수균주의 선별선별선별선별

SMM 기본 배지 50 ml를 500 ml flask에 넣고 멸균한 후, 1차 순수 분리된 균주를 

접종하여 30℃ 진탕배양기에서 배양하면서 2시간마다 UV-visible spectrophotometer 

(Ultrospec2000, Amersham Phamacia Biotech)를 이용하여 600 nm에서 흡광도를 측정

함으로써 생장속도가 빠른 균주를 2차 선별하였다. 2차 선별된 균주 중 다량의 균

체를 생산하는 균주를 3차로 선별하기 위해 72시간 배양 후, 건조중량을 측정하여 

최종적으로 우수균주를 선발하였다. 



라라라라. 분리 분리 분리 분리 균주의 균주의 균주의 균주의 특성 특성 특성 특성 조사조사조사조사

(1) 형태 및 배양학적 특징

분리균주의 형태와 크기는 균주를 고체배지에서 2일 배양하였고, 액체배양의 경

우 1일 정도 배양하여 그램염색을 한 후 위상차 현미경으로 관찰하였다. Exospore의 

존재 유무는 Bowman 등이 사용한 방법을 약간 변형하여 이용하였다 (Bowman et 

al., 1993). 액체 배양하여 잘 자란 균체 5 ml를 20 ml용량의 glass vial에 담고, 미리 

온도가 80℃로 데워져 있는 water bath에서 20분 동안 반응시킨 후 negative-staining 

을 하여 현미경으로 관찰하였다. 분리균주의 배양학적 특징은 SMM 한천배지에서 

자란 집락의 크기, 모양 및 색깔 등을 관찰하였고, 운동성은 반유동 고체배지에 

stab culture하여 검사하였으며, 영양 배지에서의 생장유무도 관찰하였다.

(2) 에너지 및 탄소원으로 이용할 수 있는 기질의 범위

균주가 탄소원으로 이용할 수 있는 기질범위를 알아보기 위하여 메탄올 대신 다

양한 기질을 첨가하여 SMM 배양액에 접종한 후, 5일 동안 관찰하여 생장을 하면 

탄소원으로써 이용할 수 있다고 판단하였다.  본 실험에 탄소 및 에너지원으로 이

용된 유기물의 농도는 0.1% (w/v)로 조정하였고, 휘발성 유기물은 0.2 µm의 pore 

size를 가진 syringe filter로 여과한 후 멸균된 배양액에 접종하였다. 사용한 기질은 

다음과 같다.

Methanol, ethanol, formate, formamide, urea, sodium succinate, sodium malate, yeast 

extract, D-glucose, D-fructose, casitone, peptone, tryptone, trimethylamine, dimetylamine, 

monomethylamine, dimethylsulfide (DMS), dimethylformamide (DMF), dimethylsulfoxide 

(DMSO).

분리균주의 메탄사용 여부는 고무마개로 밀폐한 50 ml의 SMM 액체배지가 포함

된 500 ml flask의 상부에 가스유량 조절기로 메탄과 공기의 비율을 1:1 (v/v)로 공

급하여 생장여부를 확인하였고, 수소의 이용여부는 동일한 조건의 배지에 수소와 

산소, 이산화탄소 비율을 7:2:1 (v/v)로 조절하여 공급한 후 생장여부를 확인하였다.



(3) 질소원의 영향

기본 SMM 배지에 포함되어 있는 질소원 이외에 다른 질소원을 이용할 수 있는

지의 여부를 알아보기 위하여 아래에 나타낸 질소원들을 이용하였다. SMM 액체배

지 50 ml에 균체를 접종한 후 생장 할 수 있는지에 따라 질소원 이용 여부를 조사

하였고, 질소원이 전혀 포함되지 않은 배지에 균을 접종시킨 것을 대조군으로 사용

하였다. 각 질소원의 농도는 0.1% (w/v)로 조절하였으며 사용한 질소원은 다음과 같

다.

Ammonium molybdate, ammonium aminosulfate, ammonium vanadate, ammonium 

dihydrogen phosphate, potassium nitrate, formamide, glycine, urea, yeast extract, 

ammonium oxalate, L-alanine, L-glutamine, L-glutamic acid, L-tryptophan, D-asparagine, 

casitone.

(4) 배양 온도 및 초기 pH 영향

균주의 생장 가능한 온도와 최적 온도를 찾기 위해 25℃에서 35℃ 사이의 적절

한 간격을 두어 배양시킨 후 배양 온도에 따른 균체 생장을 비교 검토하였다. 배양

액의 초기 pH의 영향을 알아보기 위하여 배양액을 멸균한 후, 1 N NaOH와 1 N 

HCl을 이용하여 초기 pH를 각각 4 ~ 10 까지 1 간격으로 조절하였다. 

(5) 균체 비생장속도와 세대시간

배양시간에 따른 균체 생장속도를 조사하기 위해 발효조에서 배양하면서 2시간 

간격으로 배양액을 취한 후 600 nm에서의 흡광도로써 균체 생장속도를 측정하였다. 

발효조는 5리터 용량을 사용하였고 배지는 2리터를 제조하였으며 초기 배지의 pH

는 7.0으로 맞추었다.

Specific growth rate (μμμμ) = 

Generation time (G) = 
μ

* A0 : 초기 흡광도, A : 말기 흡광도, t0 : 초기배양시간, t : 말기배양시간



(6) 세포벽의 구조 및 운동성 여부

생리학적 및 생화학적 특성의 조사는 Microbiological Applications에 기술된 방법

들을 참조하여 수행하였다. 세포벽의 구조는 Gram staining에 의해 분리균주를 염색

한 후 광학현미경으로 × 1000배의 배율로 관찰하였으며, 균체가 붉은색 또는 보라

색으로 염색되었는지를 관찰하였다. 균주의 운동성은 10 ml 시험관에 agar (0.5% 

w/v)를 포함한 SMM 배지를 5 ml정도 넣고 굳혀서 반유동 고체배지를 만들고, 침 

끝에 균체를 묻혀 배지에 수직으로 찔러서 접종을 하였다. 균체가 자라는 동안 접

종부위를 중심으로 바깥쪽으로 펴져 자라는지, 접종부위에 국한되어 자라는지를 관

찰하여 운동성 유무를 결정하였다.

(7) Catalase 와 oxidase 활성 측정

Catalase 활성은 진탕배양한 균종을 따서 3%의 hydrogen peroxide 몇 방울을 가하

고, 즉시 또는 5분정도 후에 기포가 발생하는지 여부에 따라서 결정하였다. Catalase 

활성은 기포가 발생하면 positive, 기포가 발생하지 않으면 negative로 결정하였다. 

Oxidase 활성의 측정은 1% tetramethyl-p-phenylenediamine을 포함한 oxidase disc 

test (BioMerieux, France)를 사용하였다. 멸균된 slide glass 위에 disc를 놓고 멸균된 

증류수를 수 방울 떨어뜨려 disc를 충분히 적신 후 agar plate에서 자란 colony를 따

서 disc위에 접종을 하였다. 접종부위가 30초 이내에 dark purple로 변하면 positive, 

색의 변화가 없으면 negative로 결정하였다.

(8) 분리균주의 fatty acid 구성 및 ubiquinone 분석

분리균주의 세포막을 구성하고 있는 fatty acid 구성성분을 알아보기 위하여 동결

건조한 균체를 이용하였다. 동결건조한 균체 30 mg에 5.4 M anhydrous HCl 용액 

200 µl를 첨가하여 70℃에서 2시간 동안 가열하였다. 이 용액은 100 µl hexane으로 

두 번 추출하여 fatty acid의 methyl ester와 aldehyde derivative들을 분리하였다. 추출물

은 evaporator를 이용하여 건조하였고, N,O-bis-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide를 20 µl 

첨가하여 60℃에서 15분간 반응하였다. 반응물은 1 µl를 취하여 GC-MS (HP-5985B, 

Hewlett Packard)로 분석하였다. 이때 분석컬럼은 capillary column (25 × 0.25 mm)에 

Ultra-1 nonpolar methylsilicone를 충진하여 사용하였다. 분석조건은 150℃에서 2분, 



분당 5℃씩 250℃까지 승온한 후 분당 10℃씩 300℃까지 승온하여 분석하였다. 

Ubiquinone은 Collins (1985)방법에 의해 추출 및 정제를 한 후 mass spectrometer 

(MX-1310, Finnigan)로 분석하였다.

(9) 3-Hexulose phosphate synthase의 활성측정

효소활성은 ribulose 5-phosphate와 formaldehyde의 축합으로 인한 formaldehyde의 

감소 정도로 측정하였다 (Ferenci et al., 1974). 먼저 균체 0.2 g을 300 µl의 50 mM 

sodium phosphate buffer (pH 7.0)에 현탁하여 초음파분쇄기로 100 µl 당 10초씩 초음

파로 파쇄한 후 원심분리(15,000 × g/30min/4℃)하여 상등액을 cell free extract로 사

용하였다. 초기 반응혼합물은 50mM sodium-phosphate buffer (pH 7.0) 1 ml 내에 

5mM MgCl2, 0.55mM formaldehyde, phosphoisomerase (10 unit/ml), 그리고 5 mM 

D-ribose 5-phosphate를 첨가하였다. 처음 이 반응혼합물을 30℃에서 10분간 반응시

켜 ribose 5-phosphate가 ribulose 5-phosphate로 반응이 일어나도록 한 다음 cell free 

extract를 첨가하였다. 효소반응에 의한 formaldehyde의 소비는 30℃에서 5분간 반응

시킨 후 sample에 0.5 M의 HCl (100 µl)을 처리하여 반응을 정지시켰고, 

formaldehyde의 잔존량을 Nash (1953)방법에 의한 비색정도를 412 nm에서 조사함으

로써 측정하였다. 3-hexulose phosphate synthase에 의하지 않은 formaldehyde의 감소

는 ribose 5-phosphate를 포함하고 있지 않은 반응용액을 control로 하여 실험함으로

써 오차를 줄였다. 

(10) G+C mol%

분리균주의 G+C mol%를 알아보기 위해 DNA는 Marmur 방법 (1961)에 따라 정

제하였다. DNA G+C 함유량은 spectrophotometer (DU-8B, Beckman)을 이용하여 

thermal denaturation (Tm) 방법으로 heating rate를 분당 0.5℃씩 승온하여 분석하였다. 

DNA G+C mol%는 Owen과 Lapaga (1975)가 사용한 equation (mol G+C = (Tm × 

2.08) ― 106.4)으로 계산하고, DNA standard는 Escherichia coli K-12의 DNA를 사용

하였다. DNA-DNA hybridization은 Johnson (1985)의 방법인 DNA reassociation 방법으

로 결정하였고, type strain인 M. marina ATCC 35842T, M. thalassica ATCC 33146T 

그리고 M. sulfidovorans LMD 95.210T를 대조군으로 사용하였다. 



(11) Chromosomal DNA의 분리

분리균주의 chromosomal DNA는 다음과 같은 방법을 이용하여 분리하였다. 지수

성장기 말기에 들어선 균체 0.5 g을 50 ml의 용량을 가진 tube에 모은 후 용액 Ⅰ

(50mM glucose와 10mM EDTA가 들어있는 25mM Tris-HCl 완충용액, pH 8.0) 10 ml, 

RNase (2 mg/ml) 500 µl, lysozyme (50 mg/ml) 100 µl, proteinase K (50 mg/ml) 100 

µl를 섞어 현탁시켰다. 현탁액을 37℃에서 1시간동안 방치한 후 10% SDS 용액 600 

µl를 넣고 혼합한 후 다시 37℃에서 1시간 동안 방치하였다. 1 ml의 mercaptoethanol

과 3M sodium acetate (pH 5.2) 6.5 ml을 혼합하고 20 ml의 chloroform을 넣은 다음 

조심스럽게 흔들어 섞었다. 이 혼합액을 12,000 × g에서 30분 동안 원심분리하여 상

등액을 새로운 tube에 옮겨 담고 상등액의 0.6 volume의 isopropanol을 첨가하여 섞

었다. 파스퇴르피펫을 이용하여 DNA를 조심스럽게 eppendorf tube에 옮겨 담고 70% 

ethanol 1 ml를 첨가하여 DNA를 씻어 내고 60℃에서 DNA를 건조하였다. 잘 건조된 

DNA는 50 µl TE buffer (10mM Tris-HCl와 1mM EDTA 혼합액, pH 8.0)를 첨가하여 

녹인 후 1.5% agarose gel 전기영동을 통하여 확인하였다.

(12) 16S rDNA 분석

순수하게 분리된 chromosomal DNA를 이용하여 PCR (Polymerase Chain Reaction)

을 수행하여 16S rDNA를 증폭하였다. primer는 16Sf1 (5'-AGAGTTTGATCATGGCT- 

CAG-3', E. coli 16S rRNA position 8 to 27), 16Sr1 (5'-TACGGTTACCTTGTTACGAC- 

TT-3', E. coli 16S rRNA position 1512 to 1491)을 이용하였으며 denaturation 94℃ 1분, 

annealing 50℃ 1분, extention 72℃ 1분의 조건으로 35 cycle을 수행하였다. PCR 생

성물은 1.5% agarose gel 전기영동을 통하여 확인한 후 pGEM T easy vector 

(Promega, USA)에 ligation 하였다. Cloning이 확인된 산물은 최종적으로 vector에 포

함되어 있는 SP6 와 T7 promoter에 상응하는 primer를 이용하여 sequencing 하였다. 

16S rDNA 서열은 총 1415 bp의 염기서열로써 NCBI의 BlastSearch를 통해 가장 유

사한 서열을 비교분석하였고, Clustal W 및 PHYLIP program (Thompson et al., 1994; 

Felsenstein, 1989)을 이용하여 다른 methylotroph의 16S rDNA와 비교 분석하였다. 



(13) Plasmid의 존재여부

Plasmid의 존재여부는 Kim과 Lidstrom (1989)의 Acetone alkaline hydrolysis 방법을 

사용하여 조사하였다. 지수성장기 말기에 들어선 균체를 eppendorf tube에 모은 후 

acetone 100 µl에 현탁하여 얼음에 10분간 방치한 다음 1분 동안 원심분리하였다. 

상층액을 제거하고 침전물을 2 mg/ml lysozyme이 녹아있는 100 µl 의 용액Ⅰ에 현

탁하였다. 용액 I은 50 mM glucose와 10 mM EDTA가 들어있는 25 mM Tris-HCl 완

충용액(pH 8.0)을 사용하였다. 현탁액을 37℃에서 20분간 방치한 후 새로 만든 용액 

II (0.2 N NaOH와 1% SDS 혼합액)를 200 µl 첨가하여 서너번 조심스럽게 흔들어 

혼합시킨 다음 얼음에 10분간 방치시켰다. 얼음에 들어있던 용액 III을 150 µl 첨가

하여 서너번 조심스럽게 흔들어 혼합시킨 후 4℃에서 5분간 원심분리 (12,000 × g)

하였다. 용액III은 5 M potassium acetate 60 ml와 glacial acetic acid 11.5 ml 그리고 

증류수 28.5 ml를 혼합한 후 멸균된 증류수를 첨가하여 전체 용량을 100 ml가 되게 

하였다. 원심분리가 끝난 상등액은 새로운 튜브에 옮겨서 phenol과 chloroform을 1:1

로 섞은 혼합액을 처리하여 두 번 추출한 후 원심분리(1200 × g/30분)하여 상등액을 

얻었다. 이것을 다시 chloroform으로 한번 더 추출하여 상등액을 새 용기에 옮긴 후 

-20℃의 95% ethanol 900 µl를 넣어 잘 흔든 다음 -70℃에서 15분간 방치하였다. 4℃

에서 15분간 원심분리한 후 침전물에 차가운 95% ethanol 1 ml을 넣어 잘 흔든 다

음 4℃에서 5분간 다시 원심분리(12,000 × g)하였다. 상등액을 제거하고 65℃에서 5

분간 침전물을 건조시켰다. DNase가 없는 pancreatic RNase (20 µg/ml)를 포함하고 있

는 TE buffer (pH 8.0, 20 µl)에 침전물을 녹인 후, dye 4 µl를 첨가하여 agarose gel 

electrophoresis를 수행하여 plasmid의 존재 여부를 확인하였다. Dye는 40% (w/v) sucrose

와 xylene cyanol 0.25% (w/v) 그리고 bromophenol blue 0.25% (w/v) 등이 포함된 것을 

사용하였다. 



제제제제3절 절 절 절 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

1. 실험균주의 실험균주의 실험균주의 실험균주의 분리 분리 분리 분리 및 및 및 및 특성특성특성특성

가가가가. 분리균주의 분리균주의 분리균주의 분리균주의 형태 형태 형태 형태 및 및 및 및 배양학적 배양학적 배양학적 배양학적 특징특징특징특징

 분리 균주는 그램음성균이며 짧은 막대형으로, 크기는 0.2 ~ 0.4 × 0.8 ~ 1.2 µm 

정도이고, 운동성이 있었다 (Fig. 1-2). 고체배양 시 colony는 1주 후 0.5 ~ 1.5 mm 

정도의 크기를 나타내었고, 분홍빛이 나는 둥글고 불투명한 colony를 형성하였다. 

액체배지에서 배양 시 지수성장기 말기 배양액의 색깔은 연한 홍색을 띠었고 균체

가 응집되는 현상은 관찰되지 않았다.

나나나나. 이용 이용 이용 이용 가능한 가능한 가능한 가능한 기질 기질 기질 기질 및 및 및 및 질소원질소원질소원질소원

SMM 액체배지에 여러 가지 탄소원을 첨가하고 같은 조건으로 3회 실험을 하여 

이용가능성을 조사하였다. 분리균주는 탄소 및 에너지원으로 첨가된 기질 중 C1 화

합물인 methanol, methylamine, dimethylamine, trimethylamine, dimethylsulfide, 

dimethylsulfoxide와 dimethylformamide를 이용할 수 있었으며, 실험에 사용한 다탄소 

유기물로는 fructose만을 이용할 수 있었다. 지금까지 Methylophaga 속의 대부분은 

methanol과 methylamine을 탄소 및 에너지원으로 이용할 수 있음이 보고되었다. 하

지만 Methylophaga sulfidovorans와 같은 일부의 종은 di- 또는 trimethylamine도 이용

할 수 있다고 보고되었는데, 분리균주는 DMSO, DMS, DMF와 같은 methyl기가 포

함된 sulfide 또는 fluoride 화합물질도 분해할 수 있는 점이 다른 Methylopaga 속과 

구별되는 특징이다. 분리균주는 메탄과 수소를 이용하지 못하였고, 또한 당, 유기산, 

아미노산, 다탄소 알콜 (C2-C6), nutrient 및 peptone 등은 기질로써 사용하지 못하는 

제한적 통성메탄올산화세균이었다 (Table 1-2).



Fig. 1-2. SEM image of Methylophaga aminisulfidivorans MPT.



Table 1-2. Characteristics of the type strains belonging to the genus Methylophaga

Characteristics 1 2 3 4 5 6

Requirement of vitamin B12 - + + + + +

Motility - + + + + +

Nitrate reduction + - - - + +

Growth at 37°C + + + - - +

          42°C - - + - - -

Optimal pH 6.8-7.0 7.0-7.5 7.0-7.5 7.4-7.8 9.0-9.5 9

Tolerance for NaCl (%) 9 12 12 12 10 10

Utilization of

Fructose + + + - - +

Glucose - - - - - -

Sucrose - - - - - -

Dimethylamine + - - + - -

Trimethylamine + - - - - -

Dimethylsulfide (DMS) + - - + - -

Dimethylsulfoxide (DMSO) + ND* ND ND ND ND

Dimethylformamide (DMF) + ND ND ND ND ND

Major ubiquinone Q8 Q8 Q8 Q8 Q8 Q8

DNA G+C content (mol%) 44.9 43.0 44.0 42.4 48.3 45.0

Species are listed as; 1: M. aminisulfidivorans MPT; 2: M. marina ATCC 35842T (Janvier 

et al., 1985); 3: M. thalassica ATCC 33146T (Janvier et al., 1985); 4: M. sulfidovorans 

LMD 95.210T (De Zwart et al., 1996); 5: M. alcalica ATCC BAA-297T (Doronina et al., 

2003a); 6: M. natronica VKM B-2288T (Doronina et al., 2003b). All taxa are positive for 

growth on methanol and methylamine. 
* ND: Not determined.



분리균주는 질소원으로써 ammonium molybdate, ammonium amidosulfate, ammonium 

vanadate, ammonium dihydrogen phosphate, potassium nitrate 등과 같은 환원형태의 무기 

질소 대부분을 이용할 수 있었다. 유기질소원으로는 urea, yeast extract, ammonium 

oxalate 등을 이용할 수 있었으나, 실험에 사용된 다른 유기질소원(L-alanine, L-glutamine, 

L-glutamic acid, L-tryptophan, D-asparagine, casitone) 들은 이용하지는 못하였다.  

다다다다. 분리 분리 분리 분리 균주의 균주의 균주의 균주의 최적 최적 최적 최적 배양 배양 배양 배양 조건 조건 조건 조건 

분리균주의 최적 배양온도를 알아보기 위해 각각 25, 30, 35℃로 온도를 맞추어 배

양시키고, 각 시간대별로 UV-visible spectrophotometer를 이용하여 600nm에서 흡광도

를 측정하였다. 분리균주는 30℃ 에서 최대의 생장률을 나타내었으며, 25℃ 와 35℃

에서는 생장에 저해를 받았고 42℃에서는 심각하게 저해 받아 생장할 수 없었다. 

이는 다른 Methylophaga 속과 비슷한 양상이다. 분리균주의 초기 pH에 대한 영향은 

Fig. 1-3과 같다. 분리균주의 생장 최적 pH는 7.0이었고, pH 4.0 ~ 6.0까지는 생장에 

저해를 받았으나 pH 6.5 ~ 8.5까지의 영역에서는 생장이 잘 이루어졌으며, pH 10에

서는 자라지 않았다. 해수로부터 이 균주를 분리하였기 때문에 분리균주의 최적 생

장 pH는 약알칼리성을 띠는 해수의 pH 영역과 매우 유사함을 알 수 있었다. 이는 

해수로부터 분리한 M. marina, M. thalassica (Janvier et al., 1985) 그리고 M. 

sulfidovorans (De Zwart et al., 1996)와 유사한 생리학적 특징을 보였으며, 알칼리염 

호수에서 분리된 M. alcalica (Doronina et al., 2003a)와 M. natronica (Doronina et al., 

2003b)와는 구별되는 특징이다. 분리균주의 초기 methanol 농도의 저항성에 대한 영

향에 대한 결과는 Fig. 1-4와 같다. 분리균주는 배양액 내의 methanol의 농도가 2% 

(v/v)까지는 생장에 저해를 받지 않았으나 3 ~ 4% (v/v)농도에서는 약간 저해를 받

았고 5% (v/v)이상의 농도에서는 cell의 뭉침현상이 나타나 생장에 심각한 영향을 

미침을 알 수 있었다. 분리균주는 배양액 내 NaCl의 농도가 3% (w/v)일 때 최적 생

장률을 보였고 (Fig. 1-5), 최대 9% 농도에서도 cell은 생장하였으나 심각한 저해를 

받았으며, NaCl이 포함되지 않은 배양액에서는 전혀 자라지 않음을 관찰하였다. 또

한 진탕 배양 시 최적 진탕속도는 180 rpm으로써 200 rpm이 넘어서게 되면 cell의 

뭉침현상이 발생하였고, 그 이하의 속도에서는 생장의 저해를 받았다.



Fig. 1-3. Effect of initial pH on the growth of the isolate.
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Fig. 1-4. Effect of NaCl concentration on the growth of the isolate.
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Fig. 1-5. Effect of methanol concentration on the growth of the isolate.
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라라라라. 균의 균의 균의 균의 비생장 비생장 비생장 비생장 속도와 속도와 속도와 속도와 세대시간세대시간세대시간세대시간

5 L 용량의 발효기에서 3 L의 액체배지를 이용하여 균체의 생장속도를 조사하였다. 

균체의 생장속도는 최적생장조건 (pH 7.0, NaCl 3% (v/v), methanol 1%, 온도 30℃)에

서 2시간마다 600nm에서 흡광도를 측정함으로써 조사하였다. 배양 12시간 후 지수

성장기에 이르러 배양시간 27시간에 최대의 성장속도를 보였고, 42시간 후 정체기

에 도달하였다. 최적 비성장속도 (μmax)는 0.132 hr-1이었고, 세대시간(G)은 5.23 hr 

이었다 (Fig. 1-6).

마마마마. 생리 생리 생리 생리 생화학적 생화학적 생화학적 생화학적 특징특징특징특징

분리균주의 생리 생화학적인 특성은 Table 1-2와 같다. 분리균주는 catalase의 활성

을 가지고 있으며, oxidase도 포함하고 있었다. 분리균주는 다른 Methylophaga 속과는 

달리 growth factor로써 vitamine B12나 yeast extract를 필요로 하지 않았다. Major 

ubiquinone은 다른 Methylophaga속과 마찬가지로 Q8을 사용하였고, G+C mol%도 

44.9%로 다른 Methylophaga 속(42.4 ~ 48.3%)과 유사하였다.

분리균주가 가지고 있는 지방산(cellular fatty acid)을 분석한 결과 직쇄구조의 지방

산 중 직쇄구조를 가진 C16:0 과 C16:1ω7c가 각각 42.9%와 35.9%로 대부분을 차지하였

다 (Table 1-3). 이러한 특징은 분리균주가 type A의 지방산 구성을 가지고 있으며 해

양 메탄올산화세균 중 group 11에 해당한다 (Govorukhina and Trotsenko, 1989). 또한 세

포막을 구성하고 있는 major phospholipid는 phosphatidylethanolamine과 phosphatidylglycerol

이며, phosphatidic acid와 phosphatidylserine, cardiolipin (diphosphatidylglycerol)은 minor 성

분으로 이루어져 있음을 알 수 있었다.

 

바바바바. Methanol과 과 과 과 methylamine에서 에서 에서 에서 배양한 배양한 배양한 배양한 균주의 균주의 균주의 균주의 효소학적 효소학적 효소학적 효소학적 특징특징특징특징

Methanol과 methylamine에서 배양한 균주의 효소학적 특징을 조사하였다 (Table 

1-4). 각각의 기질에서 생장한 cell은 공통적으로 활성이 있는 PQQ-linked methanol 

dehydrogenase (MDH)를 가지고 있었고, PQQ-linked methylamine dehydrogenase (MADH)

는 methylamine에서 자란 cell에서만 induction 됨을 알 수 있었다. Formaldehyde 

dehydrogenase 및 formate dehydrogenase 는 phenazine methosulfate (PMS)에 대해 활성

이 있었으나, NAD+-dependent 활성은 보이지 않았다. 세포내에 3-hexulose phosphate 



synthase와 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate (KDPG) aldolase가 존재하는 것으로 보아 

RuMP cycle (Entner-Doudoroff variant)를 통해 formaldehyde가 세포구성 물질로의 동화

된다는 것을 알 수 있었다. Glucose-6-phosphate dehydrogenase와 6-phosphogluconate 

dehydrogenase는 cofactor로써 NAD+와 NADP+ 모두 이용하였다. 이 두 가지 효소가 

다소 높은 활성을 가지고 있다는 것은 이 균주가 formaldehyde를 CO2로 산화시킬 

때 생합성을 위한 환원력 재생과 에너지 생산에 관여하는 hexulose-phosphate cycle을 

우선적으로 이용함을 의미한다. 

분리균주는 methylotroph에서 발견되는 serine pathway에 관여하는 특이적 효소 

(hydroxypyruvate reductase, serine-glyoxylate transaminase)와 ribulose bisphosphate pathway

에 관여하는 ribulose bisphoscarboxylase는 존재하지 않았다. Tricarboxylic acid (TCA) 

cycle에 관여하는 α-ketoglutarate dehydrogenase 활성은 불완전하였고, isocitrate lyase와 

malate synthase의 활성이 없다는 것은 이 균주가 비타민(vitamins)을 만들고 아미노산을 

재순환하기 위해 네 개의 탄소로 구성된 화합물을 만드는 대사 과정인 glyoxylate shunt

를 이용하지 않는다는 것을 의미한다. 어떤 미생물들은 탄소원이 부족할 경우 

glyoxylate shunt pathway를 이용하여 지방산으로부터 탄소원을 얻는다. 이 pathway는 

isocitrate로부터 생성되는 중간대사물과 acetyl-CoA 이 결합하여 두 가지 중간대사물

을 생성한다. 먼저 isocitrate (C6)는 isocitrate lyase에 의해 succinate (C4)와 glyoxylate 

(C2)로 분해되며, glyoxylate는 acetyl-CoA과 결합하여 malate (C4)를 생성한다. Malate

와 succinate는 TCA cycle의 중요한 중간대사물이다. 일차 암모니아는 glutamate 

cycle (GS/GOGAT system)을 통해 α-ketoglutarate 로부터 glutamate로 전환되는 환원

형 아민화 반응에 의해 축적되는 특징을 가졌다. 



Fig. 1-6. Cell growth curve of the isolate under the optimum conditions (pH 7.0, 30℃, 

MeOH 1%, NaCl 3%). Specific growth rate and generation time were 0.132 h-1 and 5.23 

hr, respectively.
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Table 1-3. Cellular fatty acid composition of M. aminisulfidivorans MPT grown on 

methanol (Kim et al., 2007)

Fatty acid % of total fatty acids

Straight-chain acids

C12:0 2.20

C14:0 6.51

C14:1ω5 1.01

C15:0 1.00

C16:0 42.91

C16:1ω7c 35.94

C16:1ω5c 0.15

C17:0 0.09

C18:0 0.18

C18:1ω7 2.38

Cyclopropane acids

C17:0 cyclo 7.39

C19:0 cyclo -

Hydroxy acids

3-OH C10:0 0.12

3-OH C15:0 0.14



사사사사. 분리 분리 분리 분리 균주의 균주의 균주의 균주의 분자생물학적 분자생물학적 분자생물학적 분자생물학적 특성특성특성특성

Tm 방법에 의해 측정된 분리균주의 DNA G+C 함유량은 44.9 mol%로 나타났다. 

DNA-DNA hybridization 결과 대조군으로 사용한 Methylophaga 종 (M. marina ATCC 

35842T, M. thalassica ATCC 33146T 그리고 M. sulfidovorans LMD 95.210T)과의 상관

관계도가 25 ~ 42% 를 넘지 않았다. 이것은 분리 균주가 Methylophaga 속의 새로운 

종으로 구별될 수 있는 특징이다. 또한 분리균주의 분리한 M. aminisulfidivornas 

MPT는 16S rDNA 분석결과 Methylophaga 속과 96 ~ 98%의 유사성 (similarity)을 보

였다. 16S rDNA phylogenetic 분석결과에서 분리균주는 Methylophaga 속과의 일치성 

(identity)은 94 ~ 98%를 보였다. 그 중 특히 M. marina와의 상관관계가 가장 높았다 

(Fig. 1-7). 그러나 분리균주는 trimethylamine, dimethylamine, monomethylamine 등을 

이용할 수 있고, DMSO, DMS, DMF와 같은 methyl기를 포함한 sulfur 또는 fluoride

물질도 분해할 수 있었을 뿐만 아니라, amine 화합물을 보다 잘 이용하는 특징 등 

다른 Methylophaga속과 구별되는 형질과 유전자형을 나타내고 있어 새로운 종인 

Methylophaga aminisulfidivornas MPT (= KCTC 12909 = VKM B-2441 = JCM 14647)

로 명명하였다 (Kim et al., 2007).



Table 1-4. Enzymatic activities in cell extracts of the isolate MPT grown with methanol or 

methylamine (Kim et al., 2007)

Enzyme (co-factors)

Enzyme activity
[nmol min-1 (mg protein)-1]

methanol methylamine

Methanol dehydrogenase (PMS) 61 0

Methylamine dehydrogenase (PMS) 0 47

Formaldehyde dehydrogenase (PMS) 25 19

Formaldehyde dehydrogenase (NAD+, GSH*) 0 0

Formate dehydrogenase (PMS) 64 57

Formate dehydrogenase (NAD+) 0 0

3-Hexulosephosphate synthase 194 171

Hydroxypyruvate reductase (NADH, NADPH) 0 0

Serine-glyoxylate aminotransferase (NADH, NADPH) 0 0

Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase 0 0

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (NAD+) 163 125

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (NADP+) 632 583

6-Phosphogluconate dehydrogenase (NAD+) 23 21

6-Phosphogluconate dehydrogenase (NADP+) 25 24

Fructose-1,6-bisphosphate aldolase 0 0

KDPG aldolase 137 119

α-Ketoglutarate dehydrogenase 0 0

Isocitrate dehydrogenase (NAD+) 134 95

Isocitrate dehydrogenase (NADP+) 38 33

Isocitrate lyase 0 0

Malate synthase 0 0

Glutamate dehydrogenase (NADH) 44 39

Glutamate dehydrogenase (NADPH) 23 20

Glutamate synthase (NADPH) 57 51

Glutamine synthetase (ATP, Mn) 110 102

*GSH = reduced glutathione; PMS = phenazine methosulfate: KDPG = 2-Keto-3-deoxy- 

6-phosphogluconate. 



Fig. 1-7. 16S rDNA-based dendrogram showing the phylogenetic position of M. aminisulfidivorans 

sp. nov. MPT among methylotrophs of the Gammaproteobacteria (Kim et al., 2007). Numbers at 

the branch points are bootstrap values from 100 replicates. Bar, 10 nucleotide substitutions per 

100 nucleotides.



제제제제4절 절 절 절 결론결론결론결론

전라남도 목포의 해수로부터 채취한 시료를 이용하여 3차에 걸쳐 순수분리를 한 후 

가장 생장속도가 빠르고 다량의 균체를 생성하는 한 개의 균주를 분리하였다. 분리 

균주는 그램음성균이며 짧은 막대형으로 크기는 0.2 ~ 0.4 × 0.8 ~ 1.2 µm 정도이

고, 운동성이 있었다. 고체배양 시 colony는 1주일 후 0.5 ~ 1.5 mm 정도의 크기를 

나타내었고, 분홍빛이 나는 둥글고 불투명한 colony를 형성하였다. 액체배지에서 배

양 시 지수성장기 말기 배양액의 색깔은 연한 홍색을 띠었고 균체가 응집되는 현상

은 관찰할 수 없었다. 분리균주는 30℃ 에서 최대의 생장률을 나타내었으며, 최적 

생장 pH는 7.0 이었다. 분리균주는 초기 배양액 내의 methanol 농도가 2%까지는 생

장에 저해를 받지 않았고, 5% 이상의 농도에서는 cell의 뭉침 현상이 나타나 생장에 

심각한 영향을 미쳤다. 분리균주의 배양액 내의  NaCl 농도는 3% 일 때 최적으로 

조사되었으며 최대 9% 농도에서도 cell이 생장할 수 있었다. NaCl이 포함되지 않은 

배양액에서는 전혀 자라지 않아 생장에 NaCl이 꼭 필요함을 알 수 있었다. 분리균

주의 생화학적 특성을 조사한 결과 catalase 및 oxidase의 활성을 나타내었고, 탄소동

화작용으로는 RuMP pathway를 가지고 있었다. 분리균주는 무기 질소원으로는 

ammonium molybdate, ammonium amidosulfate, ammonium vanadate, ammonium dihydrogen 

phosphate, potassium nitrate 등을 질소원으로 이용할 수 있었고, 유기질소원으로는 

urea, yeast extract, ammonium oxalate 등만 이용할 수 있었으며, 실험에 사용된 다른 

유기질소원들은 이용하지 못하였다. 16S rDNA 계통유전학적 분석결과에서 분리균

주는 Methylophaga 속과의 일치성(identity)은 94 ~ 98%를 보였다. 그 중 특히 M. 

marina와의 상관관계가 가장 높았다. 또한 분리균주는 trimethylamine, dimethylamine, 

monomethylamine 등을 이용할 수 있고, DMSO, DMS, DMF와 같은 methyl기를 포함

한 sulfur 또는 fluoride 물질도 분해할 수 있었을 뿐만 아니라, amine 화합물을 보다 

잘 이용하는 특징 등 다른 Methylophaga속과 구별되는 형질과 유전자형을 나타내고 

있어 새로운 종인 Methylophaga aminisulfidivornas MPT (= KCTC 12909 = VKM B-2441 

= JCM 14647)로 명명하였다. 
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제제제제2장 장 장 장 Methylophaga aminisulfidivorans MPT의 의 의 의 methanol 

dehydrogenase와 와 와 와 MxaJ 단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 상호 상호 상호 상호 관계관계관계관계

제제제제1절 절 절 절 연구배경 연구배경 연구배경 연구배경 및 및 및 및 중요성 중요성 중요성 중요성 

Methylotroph는 탄소원과 에너지원으로 메탄을 이용하는 메탄산화세균(methanotroph)

과 메탄올을 이용하는 메탄올 산화세균(methanol oxidizing bacteria)으로 나뉜다. 

Methylotroph에 의한 메탄올의 산화에는 여러 개의 효소가 관여하고 있으나 이 가운데 

특히 메탄올을 포름알데히드로 산화하는 MDH가 가장 연구가 많이 되어 있다. 메탄올

은 periplasmic space 내에 존재하는 methanol dehydrogenase (MDH, EC 1.1.99.8)에 의해 

최초로 산화가 시작되며, 이때 발생되는 전자는 동일한 공간 내에 존재하고 있는 전자

전달시스템(periplasmic electron transport chain)에 의해 최종전자수용체인 산소에 이르기

까지 다음과 같이 전자 이동이 이루어진다.

이제까지 보고된 methanol 산화 관련 유전자의 연구는 Methylobacterium extorquens 

AM1에서 가장 잘 알려져 있으며, 이 세균은 메탄올 산화 대사에 관여하는 유전자가 

최소 25가지가 관련되어 있다고 보고되었다 (Lidstrom, 1991). M. extorquens AM1의 

메탄올 산화 대사에는 5개의 gene cluster (mxa, mxb, pqqABC/DE, pqqFG 그리고 mxc)

가 관여하는 것으로 알려져 있다 (Fig. 2-1). 그 중 첫 번째 locus인 mxa는 14개의 

gene 즉, mxaFJGIRSACKLDEHB로 구성되어 있으며, 이들의 upsteam 부분에 mxaW가 

존재한다. mxaF와 mxaI는 각각 MDH의 α (~60 kDa)와 β (10 kDa) subunit을 암호

화하고 있고, mxaG는 MDH에 의해 메탄올이 산화될 때 발생하는 전자를 수용하는 

cytochrome cL을 암호화 하고 있는 구조 유전자이다 (Nunn and Lidstrom, 1986).  

mxaJ 유전자는 mxaFJGI 순으로 하나의 gene cluster를 이루고 있지만 아직 이 유전자

의 기능은 밝혀지지 않고 있다 (Lidstrom, 1991). 



Fig. 2-1. A model for the expression of methanol dehydrogenase genes of M. 
extorquens AM1.



mxaR, mxaS, mxaD, mxaE 그리고 mxaH 유전자는 아직 그 기능이 밝혀져 있지 않

으며, 다만 MDH의 stability와 assembly에 관여할 것이라고 생각되고 있다 (Lidstrom, 

1991). MDH는 수용성 단백질로써 효소활성부위에 칼슘이온을 포함하고 있는 

metalloenzyme이며, pyrroloquinoline quinone (PQQ)를 prosthetic group으로 이용하는 

quinoprotein이다. mxaACKL은 MDH안에 칼슘이온을 insertion하는 역할을 하고 있다 

(Morris et al., 1995; Richardson and Anthony, 1992). mxaB는 메탄올 산화유전자들의 

transcriptional regulator로 알려져 있다 (Springer et al., 1998). pqqABC/DE와 pqqFG 유

전자는 MDH의 prosthetic group인 PQQ biosynthesis에 관여하는 유전자이며, mxbDM과 

mxcQE 유전자는 methanol 산화 관련 유전자들의 전사를 조절하는 유전자일 것으로 

생각되어 지고 있다. MxbD는 bacterial histidine protein kinase의 일종이며, MxbM는 

DNA-binding protein에 속하는 것으로 생각되어 이 두 단백질은 two-component system

으로써 작용할 가능성을 보여주고 있다. 이 두 단백질은 MxcQE에 의해 발현이 조절

된다고 생각되고 있으나 아직 그 기능이 명확히 밝혀진 바는 없다. MxaD와 MxcQ의 

기능은 명확하지는 않지만 두 단백질 모두 sensor kinase superfamily에 속하며 

methanol 산화 유전자를 조절하는 것으로 생각된다. 따라서 methanol 산화 유전자의 

조절은 최소 2가지 이상의 signal이 관여할 것으로 생각되며, methanol과 formaldehyde 

그리고 PQQ가 그 후보물질로 거론되고 있다 (Springer et al., 1997).

지금까지 mxa 유전자군에 대한 연구는 주로 토양세균에서 이루어져 왔으나 최근 

들어 해양세균이 발견되면서 이들에 대한 연구도 본격화 되고 있다. 이들은 토양세균

과는 몇 가지 다른 특성을 지니고 있는데 특히 DNA-DNA 상동성이 매우 낮다. 본 

실험실에서 분리한 Methylophaga aminisulfidivorans MPT는 지금까지 알려진 해양세균

에 비해 독특한 특징을 가지고 있는 새로운 균주로 밝혀졌다 (Kim et al., 2007). 예를 

들어 기존 세균들의 MDH가 강한 염기성 단백질(pI 10.5)로 되어 있어 분리 단백질을 

이용한 native PAGE를 수행할 수 없었기 때문에 mxa 유전자군 가운데 mxaF와 mxaJ 

단백질 사이의 상호관계에 대한 연구가 이루어질 수 없었다. 반면 본 실험실에서 분

리한 균주의 MDH는 약산성 단백질(pI 6.5)로 되어 있어 native PAGE를 수행 할 수 

있기 때문에 기존의 MDH로는 수행 할 수 없었던 mxa 유전자 유래 단백질들의 상호 

관계를 연구하는 계기가 되었다. 

지금까지 몇가지 methylotroph 와 autotroph로부터 MDH가 분리 정제되어 그 특성이 

밝혀졌고 (Anthony, 1986, 1993), 아미노산 서열 분석과 X-ray crystal 구조결정 방법에 



의해 그 구조가 밝혀졌다. 대표적으로 M. extorquens AM1 (Ghosh et al., 1995)과 

Methylophylus methylotrophus W3A1 (Xia et al., 1996) 두 가지 균주로부터 MDH의 

high-resolution crystal 구조가 밝혀져 있으며, 이 둘은 매우 유사한 구조를 가지고 있

고 몇 가지 특징적인 구조를 가지고 있다. 먼저 66 kDa의 PQQ가 binding 되어 있는 

large subunit (α subunit, mxaF)과 8.5 kDa의 small subunit (β subunit, mxaI)이 α2β2의 

구조를 이루고 있으며, small subunit의 기능은 아직 밝혀지지 않았다. MDH의 α subunit

은 4개의 β sheet가 antiparallel 하게 조합되어 있는 구조(antiparallel four-stranded β 

sheets) 여덟 개가 날개모양으로 대칭적으로 놓여있는 구조(eightfold radial symmetry)이다. 

이 구조는 β sheet 부분의 바깥쪽 strand에 tryptophan 잔기가 반복적으로 나타나는 특

별한 tryptophan docking motif가 있어 구조를 안정화 시키는 것으로 보고되었다 

(Ghosh et al., 1995). PQQ는 날개모양의 중심부위에 위치하고 있고 전체적인 α 

subunit은 깔때기 모양의 구조(funnel-shaped cavity)를 지니고 있다 (Fig. 2-2). 거의 모

든 PQQ-dependent 효소들은 칼슘이온이나 2가 양이온을 포함하고 있는 독특한 구조

를 이루고 있다. 칼슘이온 대신 스트론튬이나 바륨 이온을 배양액내에 넣고 균체를 

배양하게 되면 MDH의 칼슘이온은 스트론튬이나 바륨 이온으로 치환될 수 있다. 스

트론튬으로 치환된 P. denitrificans 의 MDH는 온도 안정성의 증가를 가져온 반면 

(Harris and Davidson, 1993), 바륨으로 치환된 M. extorquens 의 MDH는 methanol에 대

한 Km과 Vmax 값이 더 높아짐으로써 MDH의 활성이 낮아진다고 보고되었다 (Goodwin 

and Anthony, 1996). 바륨이온은 칼슘이온보다 그 크기가 크기 때문에 MDH의 활성부

위의 구조가 변화함으로써 활성이 낮아지는 것으로 생각된다. 이들의 결과는 MDH가 

포함하고 있는 칼슘이온은 메탄올 촉매반응과 MDH의 구조를 안정화 시키는 데 매우 

중요한 역할을 한다는 것을 보여 준다 (Richardson and Anthony, 1992; Goodwin and 

Anthony, 1996).

MDH는 methanol을 산화시켜 전자를 발생시키고 전자는 최초 cytochrome cL로 전

달되는데, MDH로부터 cytochrome cL로의 전자전달율은 이론적인 측정치보다 느리게 

전달이 된다고 보고하였다 (Afolabi et al., 2001; Beardmore-Gray and Anthony, 1984; 

Dijkstra et al., 1988; 1989). MDH의 활성은 pH 9에서 ammonia 이온에 의해 activation

되게 되지만 생리활성 pH인 7에서는 이러한 반응이 매우 느리게 진행된다. 하지만 

ferricytochrome cL은 pH7에서  전자수용활성이 매우 높은 것으로 알려져 있다. 따라서 

MDH와 cytochrome cL 사이에 pH7에서 전자전달율을 높여 줄 수 있는 단백질이나 



factor가 존재 할 것으로 생각하였다. Hyphomicrobium X로부터 정제된 MDH는 산소 

존재하에서 불안정한 factor (oxygen labile factor)를 가지고 있었고 이 factor는 MDH로

부터 cytochrome cL로의 전자전달율을 증가시켜 주는 것으로 보고하였다 (Dijkstra et 

al., 1988). 하지만 단백질의 발현 양상은 매우 불안전하여 이후 실험에서 검출할 수 

없었다. Matsushita 그룹에서는 MDH에 MxaJ가 binding되어 있는 새로운 형태의 MDH

를 보고하였고, 이 단백질이 MDH와 cytochrome cL 사이에 전자전달율을 높여 줄 수 

있는 protein이며, MxaJ 단백질이  MDH를 구성하는 세 번째 subunit일 것으로 생각되

고 있다 (Matsushita et al., 1993). 이들의 연구가 mxaJ 유전자 유래 단백질에 관한 최

초의 보고이지만 아직까지 MxaJ 단백질의 기능을 명확히 밝히지 못하고 있다. 

또한 유전학적인 접근 방법으로 다양한 methylotroph들의 deletion mutant를 제작하여 

MxaJ 단백질의 기능을 밝히기 위한 노력도 계속되어져 왔다. 토양세균인 P. denitrificans

에서 mxaJ 유전자를 제거한 돌연변이의 경우 mxaF 유전자의 발현 산물인 MDH의 α 

subunit이 여전히 존재함에도 불구하고 MDH의 활성이 존재하지 않았다 (Van 

Spanning, 1991). 이는 MxaJ 단백질과 MDH의 활성사이에 상관관계가 있음을 암시한

다.

본 연구에서는 해양 메탄올 산화 세균으로부터 메탄올 산화와 관련된 유전자군

(mxaFJGIRS)을 클로닝하고 이들 유전자들의 발현양상, 발현된 단백질들의 상호작용에 

관한 연구를 수행하였고, 특히 MDH와 MxaJ 단백질간의 상관관계를 밝히고자 하였

다.



Fig. 2-2 The αβ units of methanol dehydrogenase simplified to show the β strands in 

the α chain and the long α helix of the β subunit. The PQQ prosthetic group is shown 

in skeletal form and the calcium ion as a small sphere (Ghosh et al., 1995). The α 

subunit is shown in green and β subunit is shown in blue.



제제제제2절 절 절 절 실험 실험 실험 실험 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

1. 시약 시약 시약 시약 및 및 및 및 기기기기기기기기

  DNase,  phenazaine ethosulfonate (PES),  2,6-Dichlorophe nol-indophenol (DCPIP),  

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 분자량 표준 단백질, dialysis membrane은 Sigma

사에서 구입하였다. 제한효소들과 DNA ligase는 Takara사의 것을 이용하고, pGEM 

T-easy vector (Promega)를 클로닝에 사용하였다. 항체의 제작에 필요한 시약은 

Sigma사에서 구입하였으며, Protein A agarose bead는 Amersham Pharmacia Biotech사

에서 구입하여 사용하였다. 대장균에서 과발현된 6-histidine tag 단백질 정제를 위하

여 Ni-NTA resin (Peptron)을 사용하였다. 

2. 세균 세균 세균 세균 배양 배양 배양 배양 조건조건조건조건

  Methylophaga aminislufidivorans MPT은 3% (w/v) NaCl과 탄소원 및 에너지원으

로 1% (v/v) methanol을 포함하는 standard mineral base medium (SMM)에서 호기적으

로 배양하였으며, pH 7.0, 배양온도는 30℃로 조절하였다.

3. Methanol dehydrogenase (MDH) 정제정제정제정제

가가가가. 초음파 초음파 초음파 초음파 파쇄기를 파쇄기를 파쇄기를 파쇄기를 이용한 이용한 이용한 이용한 cell free extract의 의 의 의 제조제조제조제조

효소 정제를 위해 균체를 지수성장기 중기에서 회수하였으며 모든 정제과정은 

4℃에서 수행하였다. 회수된 균체 20 g에 3배 용량의 25 mM Tris-HCl buffer (pH 

8.0, standard buffer)로 1회 씻은 후 원심분리하여 다시 균체를 회수하였다. 회수된 

균체에 60 ml의 standard buffer를 넣어 재현탁 시킨 후, 현탁액에 DNase를 소량 첨

가하고 sonicator (SONOIFIER 250, Branson)로 파쇄하였다. 파쇄액을 원심분리하여 

(15,000 × g, 30분) 상등액을 cell free extract로 사용하였다. 이 상등액을 다시 

100,000 × g에서 90분간 초원심분리한 후 이때의 상등액을 soluble fraction으로 간주

하였다. 



나나나나. MDH 효소 효소 효소 효소 정제정제정제정제

 Soluble fraction으로부터 MDH를 정제하기 위한 모든 과정은 4℃ 에서 수행하였

고, 사용된 모든 column을 AKTA Prime system (Amersham Pharmacia Biotech, 

Uppsala, Sweden)에 장착하여 효소정제에 사용하였다. 첫 번째 정제단계로 anion 

exchange column을 이용하였다. Standard buffer로 미리 평형화 된 POROS HQ 20 

(PerSeptive Biosystems, Cambridge, USA) column에 soluble fraction 5 ml을  주입하고, 

1 ml․min-1의 속도로 약 30분 동안 standard buffer를 흘려주었다. MDH 단백질은 

column의 resin에 결합되었고, 결합된 단백질을 200 mM의 NaCl이 포함된 standard 

buffer를 이용하여 직선 농도구배를 걸어 용출시켰다. 용출된 분획물들은 fraction 

collector를 이용하여 분획하였다. 활성이 있는 MDH는 fraction 43 ~ 51번에서 용출되

었고, 용출된 protein은 native gel electrophoresis를 수행한 후 CBR staining 및 activity 

staining을 하여 단백질 양상을 살펴보았다. POROS column을 이용하여 MDH를 정제

할 때 대부분이 한가지의 형태(MDH I)로 분리 정제 되었지만, 가끔 어떤 fraction 

(No. 45 ~ 48)에 native-PAGE 상에서 다른 이동도를 가진 새로운 형태의 MDH (MDH 

II)가 존재함을 관찰하였다 (Fig. 2-3) 이러한 현상은 cell을 파쇄할 때 sonication 세기

가 강할수록 MDH II의 양이 줄어드는 것을 확인하였다. 

이는 물리적인 충격이 고유한 형태의 MDH의 구조를 파괴하는 것으로 생각되어, 

세포 파쇄시 lysozyme을 이용하여 온화한 조건으로 cell free extract를 제조함으로써 

고유한 MDH 구조가 파괴되는 것을 최소화 하고자 하였다. 또한 colume을 통해 단

백질을 분리 정제할 때에도 buffer에 methanol을 첨가하여 준 경우와 그렇지 않은 

경우에 MDH II의 양이 줄어드는 것을 확인하였고, 따라서 모든 MDH 정제과정 중 

사용한 buffer에는 100 mM의 methanol을 첨가하여 분리정제에 사용하였다. 



Fig. 2-3. Elution profile of MDHs prepared by sonication method for cell disruption. (A) 

CBR staining and (B) activity staining. Elution was made by using a linear  gradient of 

NaCl from 0 to 200 mM (-) through POROS HQ-20 anion exchange chromatography.



다다다다. Lysozyme을 을 을 을 이용한 이용한 이용한 이용한 cell free extract 제조제조제조제조

Sonication 방법을 이용한 MDH 정제 방법은 물리적 충격이 고유의 MDH 단백질 

구조에 영향을 미칠 수 있다고 판단하였기 때문에 그 후 모든 cell free extract 제조 

방법에는 lyzyme을 이용하여 준비하였다. 회수한 균체에 standard buffer를 넣어 재현

탁 시킨 후, DNase를 소량 첨가하고 lysozyme을 최종농도 100 unit/ml 이 되게 첨가

하였다. 이후 현탁액을 30분간 상온에서 교반한 후 -80℃의 초저온냉동고에 2시간동

안 방치하였다. 이와 같은 조작(냉동과 해동)을 2회 더 반복하였을 때 시료는 매우 

끈적한 형태로 만들어졌으며, 이 시료는 매우 짧은 시간동안 sonication (2 ~ 5회, 

power 7, duty cycle 50)하여 MDH의 구조에 미치는 영향을 가급적 최소화하였다. 파

쇄된 cell은 잘 균질화 되었으며, 이 액을 원심분리하여(15,000 × g, 30분) 상등액을 

cell free extract로 사용하였다. 이 상등액을 다시 100,000 × g에서  90분간 초원심분

리하였다. 이때의 상등액을 soluble fraction으로 간주하였다. 이후의 단백질 정제과정

은 위의 방법과 동일하게 정제하였다. POROS 20 HQ anion exchange colume을 통해 

정제되어진 MDH는 sonication 방법에 의해 준비된 시료보다 MDH II를 더 많이 포

함하고 있음을 알 수 있었다. 새로운 형태의 MDH는 SDS-PAGE를 수행하고 CBR 

staining을 통해 30 kDa의 새로운 단백질이 binding되어 있는 형태임을 알 수 있었

다. 따라서 기존에 알려져 있는 α와 β subunit으로만 이루어진 α2β2 구조의 

MDH를 MDH I이라 명명하고,  30 kDa의 단백질을 γ subunit으로 명명하여  α2β2

γx 가지는 MDH를 MDH II로 명명하였다.

라라라라. Gel filtration chromatography

POROS colume을 통하여 부분 정제된 두 가지 형태의 MDH fraction (5 ml) 을 각

각 500 µl로 농축시킨 후 150 mM NaCl과 100 mM methanol을 포함한 Tris-HCl 

buffer (pH8.0)로 평형화된 Sephacryl S300 gel filtration column을 이용하여 0.5 ml․min-1

의 속도로 정제하였다. 활성이 있는 분획을 모아 SDS-PAGE를 수행하여 각 단계별 

정제도를 확인하였다. MDH의 분자량은 colume의 총용량 (Vo)와 단백질 elution 용량 

(Ve)의 비율 (Ve/Vo)로 산출하였고, 표준 단백질의 retention time과 비교하여 결정하였다. 

사용한 표준 단백질은 다음과 같다: β-amylase (200,000 Da), alcohol dehydrogenase 

(150,000 Da), bovine serum albumin (66,000 Da), carbonic anhydrase (29,000 Da), 

cytochrome c (12,400 Da).



마마마마. MDH 효소 효소 효소 효소 활성 활성 활성 활성 측정 측정 측정 측정 및 및 및 및 단백질 단백질 단백질 단백질 정량정량정량정량

 MDH의 활성은 Anthony의 방법을 변형하여 측정하였고 (Anthony, 1982; 1986), 

MDH가 methanol을 산화시킬 때 발생하는 전자에 의한 DCPIP의 환원속도(ε600 = 

1.91 × 107 cm․M-1)를 측정하여 결정하였다. 활성 측정액은 100 mM Tris-HCl (pH 

9.0), 6.7 mM methanol, 1 mM KCN, 15 mM MgCl2, 1.1 mM PES, 0.04 mM DCPIP가 

포함되도록 제조하였다. 효소활성은 30℃에서 반응용액 3 ml에 효소액을 넣은 다음, 

분광분석기로 600 nm에서 1분 동안의 흡광도 변화를 측정하였고, 1분 동안 1 μmol

의 DCPIP를 환원시키는 protein의 양을 1 unit로 정의하였다. 단백질의 농도는 

Bradford 방법에 따라 결정하였고 (Bradford, 1976), bovine serum albumin (BSA)를 사

용하여 만든 검량선으로 정량하였다. 

바바바바. SDS-PAGE를 를 를 를 통한 통한 통한 통한 MDH 효소 효소 효소 효소 정제도의 정제도의 정제도의 정제도의 확인확인확인확인

 정제된 MDH 효소는 SDS-PAGE를 이용하여 정제도를 확인하였다. SDS-PAGE는 

12.5% polyacrylamide (Sigma)와 0.1% (w/v) SDS가 포함된 running gel을 사용하여 전

기영동을 수행하였다. 전기영동이 끝난 gel은 0.25% Coomassie brilliant blue R250 

(CBR)이 포함된 염색용액에서 염색시켰다 (Weber와 Osborn, 1969). 염색된 gel은 

30% (v/v) methanol과 10% (v/v) acetic acid가 포함된 탈색용액에 담가 잘 흔들어 주

면서 탈색시킨 후 건조하여 보관하였다.

사사사사. Native PAGE 및 및 및 및 활성염색활성염색활성염색활성염색

 Native PAGE는 SDS가 포함되지 않은 8% polyacrylamide gel과 SDS가 포함되지 

않은 buffer를 사용하여 SDS-PAGE 방법과 동일하게 수행되었다. MDH의 활성염색

은 시료를 non-denaturing PAGE를 수행한 후, activity 측정시약의 DCPIP 대신에 10 

mM의 NBT (nitroblue tetrazolium)를 넣고, 빛이 차단된 상태로 30℃에서 5분간 반응

시킨 후, 증류수로 10회 씻어서 보관하였다.

아아아아. 등전점의 등전점의 등전점의 등전점의 측정측정측정측정

 정제된 효소의 등전점(pI)은 PhastSystem (Amersham Pharmacia Biotech)을 이용하

였다. Polyacrylamide slab gel에 이미 pI값이 알려져 있는 몇 개의 표준단백질과 함



께 isoelectrofocusing하여 결정하였다. 

자자자자. N-말단 말단 말단 말단 아미노산 아미노산 아미노산 아미노산 서열 서열 서열 서열 결정결정결정결정

MDH II에 존재하는 30 kDa의 단백질의 아미노산 서열을 결정하기위하여, MDH 

II fraction을 모아 native-PAGE를 수행한 후 MDH의 활성이 존재하는 band의 단백질

을 용출하였다. 용출된 효소액을 5분간 끓여 12.5% SDS-PAGE를 수행하였고, 전기

영동이 끝난 gel은 electroblot을 실시하여 PVDF membrane에 옮긴 후, CBR로 염색하

여 소단위를 확인한 다음 잘라내어 전남대학교 기초과학지원연구센터에 의뢰하여 

N-말단 아미노산 서열을 결정하였다. 사용한 아미노산 분석기는 Hewlett Packard사

의 241 Protein sequencer를 사용하였다.

차차차차. EST-FT ICR mass spectrometry

정제된 MDH I와 II를 BN-PAGE (4% stacking gel, 5 ~ 16% gradient seperating gel)

를 수행한 후 (Schägger and Von Jagow, 1991), 12% SDS-PAGE를 수행하여 각각 

MDH를 구성하고 있는 subunit별로 분리하였다. 전기영동 후 gel은 CBR 및 silver 

staining을 통해 각각의 subunit을 확인한 후 gel을 잘라내었다. 잘라낸 gel을 더욱 잘게 

부순 후 소량의 acetonitrile을 첨가하여 dehydration 시켰고, Thermo Savant SpeedVac 

Plus (Savant, Holbrook, NY)를 이용하여 진공상태에서 건조시켰다. 전처리된 시료에 

sequencing grade trypsin (1:20, w/w)을 첨가한 후 37℃에서 16시간동안 반응시켜 단

백질을 peptide로 분해하였다. Peptide들은 C18 RP nanoscale LC-ESI spray (Suveyor 

nanoflow system, Thermo Electron)을 통해 먼저 peptide의 크기별로 나눈 뒤 자동적

으로 7-Tesla FT-ICR mass spectrometer (Thermo Electron, Bremen, Germany)로 주입하

여 분석하였다 (Choi et al., 2007, Liu et al., 2004). 수집된 자료는 MASCOT search 

engine (Matrix Science, London, UK)을 이용하여 database를 분석하였다. 아직까지 

MASCOT search engine에는 MDH에 관련된 database가 없는 상태이므로 MPT의 gene

으로부터 deduced된 아미노산 서열(MxaF, MxaI, MxaJ) 정보를 이용해 만들어진 

home-made sequence database를 이용하여 분석하였다. FT-MS 분석 시 사용된 α,β 

그리고 γ subunit의 농도는 각각 0.57, 1.58, 2.95 µg 이었다.



4. Genomic library 구축구축구축구축

가가가가. Southern blot analysis 

M. aminisulfidivorans MPT로부터 분리된 chromosomal DNA로부터 메탄올 산화 유

전자를 분리하기 위하여 DNA를 제한효소 BamHI, EcoRI, PstI과 HindIII로 완전히 

절단하였다. 그 후 1% agarose gel에 전기영동하고 capillary transfer 방법을 이용하여 

Hybond-N+ membrane에 alkaline bridge를 통해 16시간 동안 transfer시켰다. Hybrid의 

검출은 digoxygenin(Dig)-detecting kit (Roche)를 사용하였으며, 검출을 위해  mxaF의 

conserved region 461 bp를 probe로서 사용하였다.

나나나나. MxaFJGIR 메탄올 메탄올 메탄올 메탄올 산화 산화 산화 산화 유전자의 유전자의 유전자의 유전자의 분석분석분석분석

(1) 염기 서열의 분석

 Genomic Southern blot 분석 결과 획득한 5.4 kb HindIII fragment는 전체 ORF 중 

mxaF 1.3 kb와 각 mxaJGIR 유전자 전체의 ORF를 포함하고 있었다. Genomic 

Southern blot 분석 결과 3.6 kb PstI fragment와 mxaF의 앞쪽에 있는 0.5 kb를 포함

하고 있었다. 각각의 클로닝된 5.4 kb HindIII fragment와 3.6 kb PstI fragment의 중복

된 부분을 제거하여 7.6kb  PstI ~ HindIII의 염기지도를 작성할 수 있었다 (Cho, 

2005).

(2) Total RNA의 분리 

 Total RNA를 분리하기 위하여 M. aminisulfidivorans MPT을 1% (v/v) 메탄올이 

첨가된 배지에서 약 20시간 동안 배양한 후 5,400 × g에서 10분간 원심 분리하여 

침전시켰다. 실험에 사용된 모든 용액들은 0.1% DEPC로 처리된 water를 사용하였

다. 침전된 균체를 diethyl pyrocarbonate (DEPC)가 처리된 증류수로 washing 한 후 

Trizol (Invitrogen) 1 ml를 넣어 잘 현탁시키고, 약 3초 동안 sonication한 다음 상온

에서 약 3분간 놓아두었다. 200 µl의 chloroform을 넣고 잘 섞은 후 10분 동안 상온

에 반응시킨 뒤 4℃, 15,000 × g에서 15분간 원심 분리하였다. 원심분리 후 Trizol과 

chloroform 층이 분리되는데 약 400 µl의 상층액을 새로운 튜브로 옮기고, 상층액의 



0.6부피에 해당하는 isopropanol을 넣고 상온에서 10분간 방치하였다. RNA를 침전시

키기 위해 15,000 × g에서 15분간 원심분리 하고, 침전된 pellet에 75% ethanol 1 ml

를 넣고 세척한 후 상온 건조하였다. 완전히 건조된 RNA를 DEPC water 50 µl에 녹

여 실험에 사용하였다. 

(3) RT-PCR을 통한 mxaFJGI 유전자 발현 양상 조사

분리되어진 RNA로부터 cDNA를 합성하기 위하여 RT premix (Bioneer, Korea)를 

이용하여 실험을 수행하였다. 원하는 fragment의 3’의 primer를 total RNA와 함께 7

0℃에서 10분 동안 반응시킨 후 즉시 4℃ 얼음에 넣어 primer와 RNA를 annealing 

하였다. Annealing 과정 후 역전사효소 premix와 annealing 된 RNA-primer를 섞어준 

후 total volume을 20 µl로 하여 PCR machine (Roche)에서 42℃로 1시간 동안 반응

하고, 역전사 효소의 활성을 없애기 위하여 94℃에서 5분 동안 반응시켰다. MDH의 

구조와 관련된 유전자는 mxaFJGI culster로 알려져 있으며, 이 중 mxaF 와 mxaI는 

각각 α와 β subunit을 암호화하고 있고 mxaG는 cytochrome cL을 암호화 하는 유전

자임이 밝혀졌다. 하지만 현재까지도 mxaJ 유전자의 기능은 정확히 알려져 있지 않

다. 본 실험에서는 mxaFJGI cluster 로부터 MDH가 합성될 때 어떠한 유전적 조절을 

받아 합성되는지 알아보기 위해 다음과 같이 실험하였다. 

Transcript의 3' primer로 합성된 cDNA를 template로 사용하여 원하는 transcript의 

upstream과 인접된 두 ORF사이의 primer는 다음과 같다 ; mxaFJ, 5'-aattctctgtttggg- 

gtggta-3' (forward), 5'-gttatgcctttatctacccagc-3' (reverse); mxaJG, 5'-gtcagcctctgtaccactaaa-3' 

(forward), 5'-aatcttgcacatcatggc- ctg-3' (reverse); mxaGI, 5'-ttcctgtcgctcaatctcaa-3' (forward), 

5'-gaacaaacaagatgctgcgt-3' (reverse); mxaIR, 5'-atgtcgtcgcaaaaataagg-3' (forward), 5'-cacac- 

tttttccctcatttacag-3' (reverse))로 PCR을 수행하였다. 실험에 사용된 RNA는 genomic 

DNA의 오염 여부를 확인하기 위하여 reverse transcritase 반응을 수행하지 않은 total 

RNA시료를 template로 PCR 반응을 수행하였다. PCR 산물이 생성되지 않을 경우 

genomic DNA에 의한 오염이 없는 것으로 판단하였다. 대조군으로써 trancript의 정

확한 크기를 측정하기 위하여 genomic DNA를 template로 PCR을 수행하였다.



5. 항체의 항체의 항체의 항체의 제조 제조 제조 제조 및 및 및 및 정제정제정제정제

가가가가. 항체의 항체의 항체의 항체의 제조제조제조제조

MDH의 항체를 제조하기 위한 항원으로 사용할 MDH는 M. aminisulfidivorans MPT

에서 순수 분리 정제하였고, MxaJ 단백질의 경우 pre-mxaJ pHCEIIB vector를 지닌 E. 

coli로부터 발현된 단백질을 사용하였으며, pre MxaJ의 정제도를 높이기 위하여 

electroelution을 수행하여 단일 단백질로 분리하였다. 항체 제조에 사용한 rabbit은 태

어난 지 5주된 개체를 사용하였다. 분리된 단백질을 항원으로 사용하여 1회 주입 

시 마다 150 µg씩 총 4회 rabbit의 피하에 주입하였다. 각 항원의 주입은 3주 간격

을 두어 시행하였고, 최종 주입한지 10일 후에 피를 뽑아 Western blot  analysis를 

수행하여 항체의 형성을 확인하였다 (Cho, 2005).

나나나나. 항체의 항체의 항체의 항체의 정제 정제 정제 정제 

 MxaJ 항체의 정제를 위하여 MxaJ affinity resin을 제조하였다. Affinity resin을 

제조하기 위하여 NHS Sepharose (Amersham pharmacia) resin 20 µl에 1 mM HCl 200 

µl를 넣어 씻어주고 200 × g에서 1분 동안 원심분리하여 resin을 회수하였다. 이 

resin에 100 µl coupling solution (10 mM phosphate buffer, pH 8.0)과 100 µl (80 µg)

의 순수 분리된 MxaJ 단백질을 넣고 pH를 7.5로 조정였으며, 2시간 30분 동안 상온

에서 천천히 흔들어 주었다. 반응이 끝난 resin에 blocking solution 10 µl 

(ethanolamine)을 넣고 2시간 동안 상온에서 반응시킨 후 200 × g에서 1분 동안 원

심분리하여 resin을 회수하고, 60 µl 25 mM Tris-HCl (pH 8.8)과 acetate buffer (pH 

3.8)를 반복적으로 3번 세척하여 200 × g에서 1분 동안 원심 분리하였다. 분리된 

resin을 MxaJ-Sepharose affinity resin으로 사용하였다. 항체의 정제는 MxaJ-Sepharose 

affinity resin에 토끼에서 분리한 혈청 20 µl과 10 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) 180 

µl를 넣어 상온에서 4시간 정도 반응하였다. 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 완충용액으

로 2번 세척하고 원심분리하여 resin만을 조심스럽게 회수하였다. 회수된 resin을 

100 mM glycine (pH 2.5) 100 µl를 넣어 상온에서 30분 동안 반응시킨 후 1 M 

Tris-HCl (pH 8.0) 15 µl를 넣고 500 × g에서 1분 동안 원심분리한 후 상등액만을 

취하여 MxaJ 항체로 사용하였다.



다다다다. Western blot analysis

 MDH와 MxaJ의 antibody를 이용하여 Western blot analysis를 수행하였다. 확인하

고자하는 단백질들을 SDS-PAGE를 수행한 후 gel을 PVDF membrane에 semi-dry 

transfer system (Southam Warwickshire CV33 0HP, ENGLAND)에 의하여 전압을 100 

V로 유지하면서 2시간 동안 transfer하였다. Western blot에는 TBS buffer (25 mM 

Tris HCl, pH 8.0, 137 mM NaCl)를 사용하였고, TBS buffer에 각 단계별 목적에 맞

게 시약들을 첨가하여 실험에 사용하였다. 단백질이 transfer된 membrane을 blocking 

solution (3% BSA가 포함된 TBS)에서 1시간 동안 blocking한 후, 제작된 항체를 5 

ml의 blocking solution에 1:10,000 비율로 희석하여 membrane에 붓고 1시간 동안 반

응을 시켰다. 반응 후 membrane은 washing solution (0.1% Tween 20이 포함된 TBS)

으로 15분씩 3번 세척하였고, Anti-rabbit Alkaline phosphatase가 conjugation 되어있는 

2차 항체 (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden)를 5 ml의 blocking solution에 

1:5,000의 비율로 희석하여 1시간 동안 상온에서 반응한 뒤, washing solution으로 15

분씩 3번 세척하였다. 세척된 membrane을 5ml의 검출용액 (BCIP 250 mg/ml, NBT 

50 mg/ml, 100 mM Tris-HCl, pH 9.0, 5 mM MgCl2)을 넣고 발색반응을 관찰함으로

써 protein의 발현양상을 분석하였다. 

6. MDH와 와 와 와 MxaJ 단백질간의 단백질간의 단백질간의 단백질간의 상호 상호 상호 상호 작용작용작용작용

가가가가. MxaJ 단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 발현 발현 발현 발현 및 및 및 및 MDH와의 와의 와의 와의 결합 결합 결합 결합 

pASK-IBA6 vector의 strep tag을 coding하는 sequence는 제한 효소 NheI과 EcoRI으

로 제거하고, annealing된 6× His tag linker (5'-CTAGCCATCACCATCACCATCA- 

CA-3', 5'-GGTAGTGGTAGTGGTAGTGTTTAA-3')를 삽입하였고 multicloning site에는 

signal peptide를 가지고 있지 않은 mature 형태의 mxaJ 유전자를 삽입하였다. 이렇게 

구성된 vector는 E. coli DH5α로 transformation 되었으며, 2 µg/ml의  tetracycline을 

inducer로 사용하여 MxaJ 단백질을 발현시켰다. 발현된 단백질은 Ni-NTA column을 

사용하여 단일 단계 순수 분리하였다 (Fig. 2-4). 대장균에서 발현, 정제된 mature- 

MxaJ와 native한 MDH의 상호작용을 살펴보기 위하여 eppendorf tube에 정제된 MxaJ 

10 µg과 native MDH 20 µg을 넣고 binding buffer (40 mM Tris-HC1, 10 mM MgCl2 



0.01 mM EDTA, 20% glycerol)를 넣어 마지막 용량을 20 µl로 한 뒤, 4℃에서 16시

간 동안 잘 섞어주었다. 비교실험을 위하여 각각의 MDH와 MxaJ만 20 µl로 하여 

동일한 조건하에서 반응하였다. 각 시료를 native-PAGE를 수행하여 활성염색과 

CBB염색 그리고 western blot 분석을 통하여 두 단백질이 결합하는지를 살펴보았다.

나나나나. Co-immunoprecipitation 

M. aminosulfidivornas MPT 세포 내의 MDH와 MxaJ의 상호작용을 살펴보기 위하

여 지수성장기의 세포를 회수하고  sonicatior로 균체를 파쇄한 후 15,000 × g에서 

30분간 원심분리를 행한 뒤 그 상등액을 시료로 사용하였다. 획득된 시료 300 µl에  

정제되어진 항체 10 µl (10 µg)를 섞어주고, 1시간동안 반응한 후, Protein A agarose 

bead 45 µl를 넣고 2시간 동안 반응 시켰다. 반응 후 NETN buffer (20 mM Tris-HCl 

(pH 8.0), 1 mM EDTA, 0.5% NP-40)로 bead를 세척하였고 이 과정을 동일 buffer로 

3회 수행하였다. 세척된 bead에 1× SDS sample dye를 첨가하여 95℃에서 5분간 끓

인 뒤 SDS-PAGE를 수행하고, silver staining한 후 PVDF membrane에 transfer 하여 

MDH 항체로 westhern blot 분석을 수행하였다.

다다다다. MxaJ 항체를 항체를 항체를 항체를 이용한 이용한 이용한 이용한 MDH 활성 활성 활성 활성 저해 저해 저해 저해 실험실험실험실험

MxaJ가 MDH의 활성에 영향을 주는지 알아보기 위한 간접적인 실험으로 MxaJ 

항체를 섞어주어 MxaJ 항체가 MDH와 MxaJ와의 결합을 경쟁적으로 저해하는지 여

부를 확인하였다. M. aminosulfidivornas MPT 세포의 cell free extract에 MxaJ 항체를 

10, 20, 50 µl를 각각 첨가하고, 상온에서 2시간동안 반응시켰으며 비교실험을 위하

여 cell free extract에 MxaJ 항체 대신 동량의 BSA를 첨가하여 동일하게 반응시킨 

후 반응이 끝난 시료는 바로 MDH의 활성을 측정하였다.



(A)

(B)          
 1     2    3    4

몖 mature MxaJ

Fig. 2-4. Construction of His-tagged pASK-IBA6 mature mxaJ plasmid (A) and purification 

of expressed mature MxaJ protein from E. coli (B). Lane 1 : Cell free extract of E. coli 

with the His-tagged mature MxaJ expression vector; Lain 2 : flow thorough by Ni-NTA 

column; lane 3: Purified mature MxaJ protein from Ni-NTA column; lane 4: molecular size 

marker.



제제제제3절 절 절 절 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

1. Methanol dehydrogenase의 의 의 의 분리 분리 분리 분리 및 및 및 및 정제정제정제정제

M. aminisulfidivorans MPT로부터 POROS HQ 20 column을 이용하여 MDH를 정제

하는 과정에서 MDH 활성이 존재하는 분획을 NaCl 농도 기울기 약 100 mM과 150 

mM 에서 두 가지 형태의 MDH를 각각 분리하였다 (Fig. 2-5). Strain MPT로부터 

MDH를 정제하는 과정 중 물리적인 세포파쇄 방법으로 정제하였을 경우 MxaJ 단백

질은 쉽게 떨어져 MDH II의 형태는 쉽게 얻을 수 없었고, 대부분이 MDH I 형태로 

정제되었다. 물리적 충격 방법으로 세포를 파쇄 하였을 때 MDH 총량 중 MDH I : 

II의 비율은 9:1로 MDH II의 비율이 상대적으로 낮게 나타났으며,  MxaJ 단백질은 

POROS-column 정제과정 중 western blot 분석방법을 통해 MDH와 별개의 fraction에 

존재하고 있음을 확인하였다(data not shown). 하지만 동일한 sample을 lysozyme으로 

cell을 파쇄한 결과 MDH의 총량 중 MDH I : II의 비율은 3:1로 물리적 세포파쇄 

방법보다 더 많은 양의 MDH II 형태를 얻을 수 있었다 (Table 2-1). 또한 단백질 정

제 시 buffer에 methanol을 넣지 않은 경우 MDH II가 colume을 통과하면서 MxaJ 단

백질이 떨어져 MDH I의 형태로 분리되는 경우가 발생하였는데, buffer 내에 100 

mM의 methanol을  포함시켜 정제함으로써 MDH II의 형태를 더 많이 얻을 수 있었

다. 이는 MxaJ 단백질이 methanol이 희석되었을 때에는 MDH의 상호결합이 더 약해

진다는 것을 의미한다. 

MDH I과 II는 gel filtration chromatograpy를 통해 순수한 형태의 단백질을 얻을 

수 있었고, 분자량이 알려져 있는 표준단백질을 이용하여 분자량을 측정한 결과 

MDH I은 150,000 Da, MDH II는 185,000 Da으로 MDH II의 분자량이 약 35,000 Da 

정도 크게 나타났다 (Fig. 2-6). 최종적으로 분리 정제된 MDH I와 MDH II의 specific 

activity를 비교해 본 결과  MDH I의 activity가 1.5 ~ 2배 정도 활성이 더 낮았으며 

(Table 2-1), 이는 MDH II에 결합되어 있는 protein이 없는 MDH I의 경우 활성이 낮

아지는 것으로 판단된다.



(A)

(B)

Fig. 2-5. Elution profile of MDHs by enzymatic cell disruption method. (A) Elution was 

made by using a linear  gradient of NaCl from 0 to 200 mM through POROS HQ-20 

anion exchange chromatography. (B) Native-PAGE separation and activity staining of the 

eluted fractions containing MDH.



Table 2-1. Purification of MDH I and II from M. aminisulfidivorans MPT cells disrupted 
by lysozyme and freezing method

Total 
protein (mg)

Total 
activity
(U＊)

Specific
Activity
(U/mg)

Purification
fold

Yield
 (%)

I II I II I II I II I II

Cell free extracts 205.8 109.6 0.53 1 100

Soluble fraction 143.1 97.6 0.66 1.2 89

POROS 20 HQ 21.4 5.6 64.5 36.4 3.01 6.5 5.6 12.2 58.8 33.2

Sephacryl S300 4.6 1.3 19.3 10.2 4.21 7.8 7.9 14.7 17.6 9.3

＊One unit is defined as the amount of enzyme that catalyzes the reduction of 1 mol 
DCPIP per minute. Enzyme activities were obtained as average values from three 
independent experiments.
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Fig. 2-6. Molecular weight estimation of MDH I and II through a Sephacryl S300 gel 

filtration column. Ve is the elution volumn and Vo is the void volume determined with blue 

dextran (Mw 2,000,000). The column was equilibrated with 25 mM Tris-HCl buffer, pH 

7.0, containing 150 mM sodium chloride. The protein used for calibration (MW-GF-200, 

Sigma) were horse heart cytochrome c (Cyt c, 12,400 Da), carbonic anhydrase (CA, 29,000 

Da), bovine serum albumin (BSA, 66,000 Da), yeast alcohol dehydrogenae (ADH, 150,000 

Da), and β-amylase (200,000 Da). ○ represents the points of elution of methanol 

dehydrogenase I and II.



2. MDH I과 과 과 과 MDH II 단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 특성 특성 특성 특성 분석분석분석분석

M. aminisulfidivorans MPT 세포내 두 종류의 MDH 단백질들의 차이를 비교해 보

기 위하여 MDH I과 MDH II 단백질을 활성 염색과 SDS-PAGE를 수행한 결과는 

Fig. 2-7와 같다. Native-PAGE를 수행한 후, 활성 염색한 결과 MDH I과 MDH II 단

백질의 이동도가 다름을 알 수 있었고 (Fig. 2-7A), SDS-PAGE 분석결과 MDH II 단

백질에는 MDH III 단백질에 존재하지 않는 30 kDa의 단백질이 존재함을 알 수 있

었다 (Fig. 2-7B). 

활성이 존재하는 두 개의 fraction의 차이점을 살펴보기 위해 pI를 측정하였다. 

MDH I fraction의 pI는 약 5.4이었고, MDH II fraction은 5.8이었다 (Fig. 2-7C). MxaJ 

단백질의 이론적인 pI 값은 6.77로 MDH에 비해 basic한 protein임을 알 수 있는데, 

MxaJ 단백질이 MDH에 binding 됨으로써 MDH의 전체적인 pI 값이 달라지는 것으

로 사료된다. Matsushita의 연구결과에서도 MxaJ 단백질로 추정되는 단백질이 결합

되어 있는 MDH I와 또 다른 MDH I의 pI 값이 각각 8.0과 6.7로 다르게 나타났다 

(Matsushita et al., 1993). 

MDH II를 SDS-PAGE를 수행하여 PVDF membrane으로 electrotransfer한 다음 α, 

β 그리고 γsubunit로 각각 분리된 단백질 중 30 kDa의 γ subunit을 gel로부터 

elution하여 N-terminal 아미노산 서열을 분석하였다. 분석된 20개의 아미노산 서열은 

N-NTSALKVHAADDEMPYSNKI로 분석되었고, MPT의 mxaJ 유전자를 아미노산 서열

로 전환하여 비교한 결과 일치하였으며, 다른 methylotroph들의 MaxJ 단백질로 생각

되는 단백질의 아미노산 서열과 비교 분석한 결과 Hyphomicrobium methylovorum 

(N-DTSALRVCAAANEAPYSVMDESGYENKI) 및 Methylovorus sp. SS1 (N-SADNPLR- 

ICAGEDELPYSN)의 아미노산서열과 10개의 아미노산이 일치하였다. 따라서 이 결

과를 통해 MDH II 유래 30 kDa의 단백질이 MxaJ 단백질일 것으로 추정하였다. 한

편 MDH II를 SDS-PAGE를 수행하여 각각 α, β 그리고 γ subunit으로 분리된 단

백질 중 30 kDa의 γ subunit을 gel로부터 elution하여 MALDI-TOF/TOF mass 

(Matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass spectrometry) 분석을 하였

고, mxaJ 유전자로부터 아미노산 서열로 전환된 서열과 비교한 결과 74%의 서열이 

정확히 일치함을 알 수 있었다. 따라서 MDH II에 binding 되어 있는 30 kDa의 단백

질은 MxaJ 단백질임을 확인하였다 (Fig. 2-8).



  

                          

Fig. 2-7. Electrophoresis analysis of purified MDH I and II. (A) Native-PAGE :  Each of 

MDH I or MDH II protein (10 µg) was applied. Gel was stained with activity staining 

using nitroblue tetrazolium. (B) SDS-PAGE : Each of 5 µg proteins was applied. M,  

molecular size marker; lain 1, MDH I; lane 2, MDH II. Gel was stained with Coomassie 

brilliant blue R-250. (C) pI-PAGE of MDH I and MDH II. 
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Fig. 2-8. MALDI-TOF/TOF MS spectrum of the peptides generated by trypsin digestion of 

MxaJ proteins (A) and Mascot search results (B). ESI-MS/MS of the MxaJ protein showing 

the peptides matched (bold), and 74% sequence coverage of the MxaJ protein sequence in 

the database.



Methane과 methanol만을 에너지원 및 탄소원으로 이용하는 Methylosinus trichosporium 

OB3b로부터 분리ㆍ정제된 MDH는 MDH I의 구조를 지니고 있었지만, 기존에 보고

된 pI값이 각각 6.3, 6.58, 6.63, 6.88로 서로 다르게 나타났다 (Paker et al., 1987). 이

것은 아마도 M. trichosporium OB3b 균주 유래 MDH 또한  MxaJ 단백질이 결합되

어 있으나, MxaJ 단백질이 결합되어 있는 비율이 다름으로 해서 서로 다른 pI 값을 

나타내는 것으로 사료된다. Strain MPT 에서도 마찬가지로 MDH를 정제하는 과정 

중 간혹 MDH의 활성이 있는 band가 두 개 이상 나타났는데 (Fig. 2-5B), 위의 결과

에서도 MDH에 MxaJ 단백질이 binding함으로써 MDH의 pI 값이 달라지는 것으로 

보아 MxaJ 단백질이 MDH와 binding 하는 비율이 비례적이지 않을 것으로 판단된

다. 최근 연구에서는 M. extorquens AM1 및 Methylococcus capsulatus Bath의 2차원 

전기영동(IEF, SDS-PAGE)을 통해 메탄올에서 생장한 균주의 단백질의 발현양상을 

비교 분석하였다. M. extorquens AM1의 균주에서는 2차원 전기영동을 통해 MxaF 

단백질은 하나의 main spot과 7개의 minor spot이 관찰되었다 (Laukel et al., 2004). 

비록 이 실험에서는 MDH의 βsubunit은 높은 pI 값 (pI 9.3)과 크기가 작기 때문에 

gel상에서는 관찰되지 않았으나, methanol에서 생장한 경우 메탄올산화와 관련된 유

전자 유래 단백질인 MxaF, MxaJ, MxaG, MxaD 그리고 MxaE가 발현된다고 보고하

였다. 마찬가지로 succinate에서 생장한 균주는 methanol에서 생장한 균주에 비해 단

백질의 발현양은 적었으나 MxaF 단백질 및 MxaJ 단백질이 관찰되었다. 이들의 연

구에서도 마찬가지로 M. extorquens AM1도 기질과 상관없이 MxaF 및 MxaJ 단백질

이 동시에 발현된다는 것을 보여주는 결과이다.

또한 이와 비슷하게 M. capsulatus Bath에서도 IEF running gel에서 MxaF단백질이 

7개의 다른 spot으로 관찰되었다 (Berven et al., 2003). 이 연구에서는 비록 MxaJ 단

백질에 관한 언급은 없었으나 M. extorquens AM1과 유사한 결과를 보이고 있다. 

MDH는 methanol을 산화시켜 전자를 발생시키고 전자는 최초 cytochrome cL로 전

달되는데, MDH로부터 cytochrome cL로의 전자전달율은 이론적인 측정치보다 느리

게 전달된다고 보고하였다 (Afolabi et al., 2001; Beardmore-Gray and Anthony, 1984; 

Dijkstra et al., 1988; 1989). MDH의 활성은 pH 9에서 ammonia 이온에 의해 

activation되게 되지만 생리활성 pH조건인 pH 7에서는 이러한 반응이 매우 느리게 

진행된다. 하지만 ferricytochrome cL은 pH 7에서  전자수용활성이 매우 높은 것으로 

알려져 있다. 따라서 MDH와 cytochrome cL 사이에 pH7에서 전자전달율을 높여 줄  



수 있는 단백질이나 factor가 존재할 것이란 보고도 있었다. Hyphomicrobium X로부

터 정제된 MDH는 산소 존재하에서 불안정한 factor (oxygen labile factor)를 가지고 

있었고 이 factor는 MDH로부터 cytochrome cL로의 전자전달율을 증가시켜 주는 것

으로 보고하였다 (Dijkstra et al., 1988). 하지만 단백질의 발현 양상은 매우 불안전

하여 이후 실험에서 검출할 수 없었다. Matsushita 그룹에서는 MDH에 MxaJ가 

binding되어 있는 새로운 형태의 MDH를 보고하였고, 이 단백질이 MDH와 

cytochrome cL사이에 전자전달율을 높여 줄 수 있는 protein이며, MxaJ 단백질이  

MDH를 구성하는 세 번째 subunit일 것으로 보고하였다 (Matsushita et al., 1993). 하

지만 이 연구에서도 MxaJ 단백질의 기능을 정확히 명시하지 못하였다. 또한 

Toyama 연구그룹에서는 MxaD 단백질이 MDH로부터 전자를 전달 받을 수 있는 가

능성을 제시하기도 하였다 (Toyama et al., 2003). 

지금까지 MDH 구조는 M. methylotrophus W3A1, M. extorquens AM1, P. denitrificans 

균주들의 crystal structure가 밝혀져 있고, 각각 두 개의 large subunit (mxaF)와 small 

subunit (mxaI)으로 이루어진 α2β2의 구조로 되어 있다고 알려져 있다. 하지만 

methanol을 이용하여 자랄 수 있는 유일한 아세트산 bacterium인 Acetobacter 

methanolicus가 methanol을 생장 기질로 하여 자란 경우 두 가지 다른 형태의 MDH 

(MDH I, II)가 존재한다고 보고하였다 (Matsushita et al., 1993). Type I MDH는 α2β

2의 구조로 되어있고,  type II MDH는 mxaJ 유전자에서 유래할 것으로 추정되는 30 

kDa의 단백질이 binding 되어 있는 형태인 α2β2γ 혹은 α2β2γ2 구조로 이루어져 

있다고 보고하였다. 이들의 보고에서도 MDH II 단백질은 MDH I 단백질의 농도에 

비해 10 ~ 44%로 그 농도가 일정하게 나타나지 않았다. 이것은 아마도 본 연구와 

마찬가지로 MxaJ 추정 단백질이 MDH와 binding을 약하게 하고 있어 cell 파쇄 시 

떨어져 나와 그 양이 일정치 않은 것으로 사료된다. 또한 A. methanolicus는 

multicarbon source로써 glycerol을 이용하여 자랄 경우 MxaJ 단백질이 만들어 지지 

않아 MDH I만 만들어 졌고, MDH의 활성 역시 methanol 존재 하에 자란 균주로부

터 유래된 것이 glycerol에서 자란 것보다 50배 정도 MDH 활성이 높았다. 

이렇듯 지금까지의 연구결과들이 mxaJ 유전자 유래 단백질로 추정되는 단백질에 

관한 연구는 있었으나 MxaJ 단백질을 분리할 수 없었던 이유는 MxaJ 단백질의 양

이 적게 발현되어 검출할 수 없었거나 세포파쇄과정 중 MxaJ 단백질이 binding되어 

있는 형태의 MDH가 물리적 충격에 의해 떨어져 나와 MDH I의 형태로만 관찰되었



던 것으로 판단된다. 본 실험에서도 MDH의 정제과정 중 물리적 충격이나 정제단계 

중 column을 통과하면서 MDH II의 형태가 다시 MDH I의 형태로 elution되는 경우

가 많았다. 이렇듯 MxaJ 단백질은 MDH와 강한 결합을 하는 것이 아니라 약하게 

결합하고 있어 기존의 연구에서는 MxaJ 단백질을 검출하기 어려웠을 것으로 판단

된다.

3. MDH I과 과 과 과 MDH II의 의 의 의 subunit 구조 구조 구조 구조 분석분석분석분석

최종적으로 순수 분리된 MDH I과 MDH II 단백질의 구조를 분석하기 위하여 먼

저 SDS-PAGE를 수행한 후 Coomassie brillant blue R250 (CBR-250) staining 하여 분리

된 subunit의 intensity (Fluorchem 8900 program, Alpha Innotech, USA)를 비교함으로써 

두 단백질의 subunit 구성비를 산출하였다. CBR staining 결과 MDH I은 두 개의 band 

(α, β subunit)가 관찰되었으며, MDH II에서는 MDH I와 달리 30 kDa의 protein (γ 

subunit)이 결합되어 있는 것으로 관찰되었다 (Fig. 2-9A, 2-9B). 

MDH I에 나타난 α와 β band의 intensity는 각각 82.02와 17.98로 나타났고, 

MDH I의 총 분자량으로 각 subunit의 분자량으로 나눈 mol% 비율은 α-subunit이 

87.43, β-subunit가 12.57으로 산출되었다. 각 band의 intensity와 subunit의 mol%가 유

사하다는 것은 MDH I의 α:β subunit의 비율이 1:1로 구성되어 있음을 알 수 있는 

결과이다. 또한 MDH II에 나타난 α,β 그리고 γ band의 intensity는 각각 63.02, 

13.18 그리고 23.81로 나타났고, 각 band의 mol%는 α-subunit이 62.67, β-subunit가 

9.01, γ-subunit는 28.32로 산출되었다. 이 결과로 본 실험에 사용한 MDH II는 α:

β:γ subunit의 비율이 1:1:1로 구성되어 있음을 알 수 있었다 (Table 2-2). 

하지만 MDH I과 MDH II 단백질을 7테슬라급 고분해능 질량분석기 (7-Tesla 

FT-ICR MS, 대전 한국기초과학지원연구원)로 분석한 결과 MDH II에서 뿐만 아니

라 MDH I 에서도 MxaJ 단백질이 존재한다는 것을 알 수 있었다. 실험결과는 

Ishihama 등이 제안한 방법을 이용하여 protein의 abundance index를 비교하여 각 

subunit의 비율을 산출하였다 (Ishihama et al., 2005; Choi et al., 2007; Liu et al., 

2004). 



Fig. 2-9. CBR staining on a SDS-PAGE gel of purified MDH I and MDH II (A) and 

comparison of each subunits intensity value using SDS-PAGE data (B).

Table 2-2. Constitution ratio of MDH I and MDH II subunits by CBR staining

MDH I MDH II

Mw Mol% Intensity
Intensity 

(%)
Mw Mol% Intensity

Intensity 
(%)

α 69219 87.43 2496 82.02 69219 62.67 1755 63.02 

γ 0 0.00 0 0.00 31274 28.32 663 23.81 

β 9953 12.57 547 17.98 9953 9.01 367 13.18 

Total 79172 100 3043 100 110446 100 2785 100



MDH I의 MxaF 단백질의 sequence coverage는 49%, MxaJ 단백질의 sequence 

coverage는 7%로 산출되었고, MDH II의 MxaF 단백질의 sequence coverage는 50%, 

MxaJ 단백질의 sequence coverage는 55%로 산출되었다 (Fig. 2-10, 2-11). 이 결과를 

MDH I 와 MDH II의 ion score 값을 sample의 mol수로 나누어 보면, 두 단백질의 

α subunit 의 비율은 0.893과 0.958로 거의 유사한 농도를 보였고, γ subunit은 

MDH I에 비해 II에 binding 되어 있는 양이 1.698배로 높게 나타났다 (Fig. 2-12, 

Table 2-5). 하지만 CBR staining한 결과에서는 MDH I의 MxaJ 단백질이 관찰되지 

않았는데, 이는 아마도 CBR staining 의 검출감도 (30 ~ 100 ng protein)가 낮기 때문

인 것으로 사료된다. 

따라서 검출감도가 더 좋은 silver staining (검출감도: 1 ~ 2 ng protein)을 통해 

MDH I와 MDH II에 존재하는 MxaJ 단백질의 intensity를 비교하였다 (Fig. 2-12). 

Silver staining 결과 MDH I에 존재하는 MxaJ 단백질이 관찰 되었으나 β subunit은 

염색되지 않았다. 하지만 CBR staining 결과 α와 β subunit 은 1:1로 존재하는 것을 

밝혔으므로 α와 γ와의 intensity를 비교하여 MDH I에 binding 되어 있는 MxaJ 단백

질의 비율을 산출하였다. 두 단백질의 α subunit의 intensity의 차이는 각각 MDH I이 

2750, MDH II가 2456로 유사한 농도로 보이지만,  MDH γ의 intensity는 각각  

MDH I이 660, MDH II가 1592으로 MDH II가 약 2.41배 정도 높게 나타났다 (Table 

2-3). 결론적으로 고분해능 질량분석과 CBR, silver staining을 통해 MDH I와 MDH II

의 subunit과 각 subunit들의 구성 비율을 확인할 수 있었고, MDH I은 α2β2γ의 구

조로 MDH II는 α2β2γ2의 구조로 이루어져 있음을 알 수 있었다 (Table 2-4). 

4. MxaFJGIR cluster 분석분석분석분석

 7.6 kb PstI ~ HindIII fragment의 결정된 염기서열을 NCBI의 Blast search 프로그

램을 사용하여 비교 분석 한 결과 다른 기존에 알려진 methylotrophs의 염기 서열들

과 상당히 일치함을 알 수 있었다 (Fig. 2-14). 7.6 kb크기의 fragment에는 mxaFJGIRS

의 ORF가 모두 존재하였으며, NCBI Blast search에 따르면 mxaF 유전자 앞에 HKR 

(Histidine kinase Regulator), TCRP (Two component regulatory protein)와 유사한 ORF

가 존재하였다 (Table 2-5). 분석 결과 mxaFJGI ORF는 M. extorquens AM1과 상동성

이 높았고 (mxaF 77%, mxaJ 45%, mxaG 51%, mxaI 61%), mxaRS는 M. capsulatus 

Bath와 상동성이 높았다 (mxaR 65%, mxaS 30%).



Fig. 2-10. 7-Tesla LTQ FT-ICR MS analysis of MDH I protein. Identification of protein 

by LC/MS/MS and protein database searches. Sequence information obtained from 

Nanospray/LC/MS/MS of MDH I was taken and submitted to MASCOT search engine 

(Matrix Science, London, UK) for protein identification using the home-made database 

containing MxaF, mxaI, MxaJ from strain MPT. Sequence coverage of MxaF protein was 

49% and sequence coverage of MxaJ protein was 7%.



Fig. 2-11. 7-Tesla LTQ FT-ICR MS analysis of MDH II protein. Identification of protein 

by LC/MS/MS and protein database searches. Sequence information obtained from 

Nanospray/LC/MS/MS of MDH II was taken and submitted to MASCOT search engine 

(Matrix Science, London, UK) for protein identification using the home-made  database 

containing MxaF, mxaI, MxaJ from strain MPT. Sequence coverage of MxaF protein was 

50% and sequence coverage of MxaJ protein was 55%. 



Fig. 2-12. SDS-PAGE analysis of purified MDH I and MDH II stained by silver staining  

(A) and comparison of each subunits intensity value using SDS-PAGE data (B).

Table 2-3. Constitution ratio of MDH I and MDH II subunits by silver staining

MDH I MDH II

Mw Mol% Intensity
Intensity 

(%)
Mw Mol% Intensity

Intensity 
(%)

α 69219 62.67 2750 80.65 69219 62.67 2456 60.67 

γ 31274 28.32 660 19.35 31274 28.32 1592 39.33 

β 9953 9.01 0 0.00 9953 9.01 0 0.00 

Total 110446 100 3410 100 110446 100 4048 100



Fig. 2-13. Typical LTQ-FT MS/MS spectrum of parental ion (m/z 1782.83) from MxaJ of 

M. aminisulfidivorans MPT (A). Mascot search results of MxaJ were shown in bold (B). 

Sequence coverages of MDH I and MDH II complex were 7%, 55%, respectively.

Table 2-4. Constitution ratio of MDH I and MDH II subunits determined by LTQ FT-ICR 

MS data

Ion Score

α subunit γ subunit

total Score/α mole ratio total Score/γ mole ratio

MDH I 24787 4051 0.893 71 711 1

MDH II 36628 4346 0.958 4568 1207 1.698



Fig. 2-14. Schematic diagram of the isolated genomic DNA fragments. Empty boxed arrows 

show possible ORFs which are highly homologous to the known proteins listed in NCBI 

Genebank Database.

Table 2-5. Identification of mxa genes from M. aminisulfidivorans MPT based on the 
comparison with functionally characterized homologs

ORF
Representative homolog

(gene)
Identity

(%)
Organism

NCBI protein 
access no.

orf1   Putative response regulator 43Methylococcus capsulatus Bath YP_113279

mxaF   MDH large subunit (moxF) 77 Methylobacterium extorquens AM1 P16027

mxaJ   Unknown protein (moxJ) 45 Methylobacterium extorquens AM1 P16028

mxaG   Cytochrome cL (moxG) 51 Methylobacterium extorquens AM1 P14774

mxaI   MDH small subunit (moxI) 61 Methylobacterium extorquens AM1 P14775

mxaR   Unknown protein 65 Methylococcus capsulatus Bath YP_113981

mxaS   Unknown protein 30 Methylococcus capsulatus Bath YP_113982



5. MxaJ와 와 와 와 native MDH의 의 의 의 in vitro binding assay

가가가가. Native MDH I과 과 과 과 MxaJ 단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 direct binding assay

MxaJ 단백질은 periplasmic space에 존재하고 있으므로 cell의 inner membrane을 통

과할 수 있는 signal peptide를 가지고 있다. 따라서 MxaJ 단백질을 E. coli의 

periplasmic space에서 발현시키기 위해 MxaJ 단백질의 signal peptide sequence가 포함

되지 않게 PCR로 유전자를 증폭하였고, E. coli의 OmpA signal을 가진 pASK-IBA6 

vector에 증폭된 PCR 산물을 삽입하여 발현시켰다. MDH는 wild type MPT로부터 정제

된 type I 형태를 이용하였고 MxaJ 단백질은 대장균에서 발현한 후 Ni-NTA column으

로 정제하여 사용하였다. 정제 후 MxaJ 단백질은 gel filtration chromatography를 통해 

분자량이 약 35 kDa임을 확인하였다 (Fig 2-15). 확인된 MxaJ 단백질은 native MDH 

I과 함께 binding buffer에 넣어 반응시킨 후, Native PAGE에서 확인한 결과 

MDH-MxaJ complex band가 생성됨을 알 수 있었다 (Fig. 2-16A). 또한 native-PAGE

를 이용하여 MDH를 활성 염색한 결과 역시 새로운 band에서 MDH 활성이 나타남

을 알 수 있었고, MDH 항체를 이용한 Western blot 결과 또한 MDH와 MxaJ 단백질

이 직접적으로 binding 할 수 있음을 알 수 있었다 (Fig. 2-16B, 2-16C). 이는 native 

MDH와 E. coli DH5α에서 발현 정제된 MxaJ가 서로 결합하는 것을 의미한다. 하

지만 molar ratio를 일정히 증가시키거나 감소시켜도 새로이 형성되는 band의 양이 

증가되지 않았다. 이는 MDH I의 구조에 MxaJ 단백질이 소량 결합되어 있는 형태

이고, 일단 결합에서 떨어져 나오면 조건을 바꾸어 주어도 다시 결합하지 않는 것

으로 판단된다.

나나나나. Co-immunoprecipitation 

 Protein agarose A를 이용하여 세포내의 MxaJ를 MxaJ 항체에 의해 침전시키고 

세척한 후, 이 침전물을 SDS-PAGE를 수행하여 silver staining하고 일부는 MDH 항

체를 사용하여 western blot analysis를 수행하였다. Western blot analysis에서 MDH의 

α subunit에 해당하는 band가 나타났다 (Fig. 2-17A). 그리고 SDS-PAGE에서도 동일

한 위치에 band가 관찰되었다 (Fig. 2-17B). 이는 M. aminisulfidivorans MPT 세포의 

in vivo상의 MxaJ와 MDH가 직접 결합하고 있음을 보여주는 결과이며, in vitro 

binding assay와 column binding assay 결과와 일치하는 결과이다.



  Fig. 2-15. Molecular weight determination of expressed mature MxaJ protein on a 

Sephacryl S200 gel filtration column. Ve is the elution volumn and Vo is the void volume 

determined with blue dextran (Mw 2,000,000). The column was equilibrated with 25 mM 

Tris-HCl buffer, pH 7.0, containing 150 mM sodium chloride. The protein used for 

calibration (MW-GF-200, Sigma) were horse heart cytochrome c (Cyt c, 12,400 Da), 

carbonic anhydrase (CA, 29,000 Da), bovine serum albumin (BSA, 66,000 Da), yeast 

alcohol dehydrogenae (ADH, 150,000 Da), and β-amylase (200,000 Da). ○ represents the 

point of elution of mature MxaJ protein.
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Fig. 2-16. Column binding assay with MDH and expressed MxaJ protein in E. coli. 

MDH-MxaJ complex I and II considered to α2β2γ and α2β2γ2, respectively. Lane 1: soluble 

fraction of strain MPT; lane 2 : purified MxaJ protein by NI-NTA column; lane 3: MDH I 

and MxaJ complexes. (A) Native-PAGE analysis of MDH and MxaJ protein complex. Gel 

was stained with CBR250. (B) Gel was stained with activity staining using nitroblue 

tetrazolium. (C) Western blot analysis of MDH I and MxaJ complexes with anti-MDH 

polyclonal antibody.



(A)                                       (B)

Fig. 2-17. Co-immunoprecipitation analysis of MxaJ protein with MDH I. (A) Western blot 

analysis of immunoprecipitant with anti-MDH polyclonal antibody (pull down with 

anti-MxaJ antibody). (B) SDS-PAGE analysis of immunoprecipitatants with CBR staining. 

M; molecular size marker, 1; strain MPT cell free extract, 2; purified MxaJ protein from E. 

coli, 3; E. coli cell free extract, 4; Co-immunoprocipitant.



6. Methanol oxidation gene의 의 의 의 transcript 분석 분석 분석 분석 

Methanol에서 자란 균체로부터 분리한 총 RNA를 template로 사용하여 RT-PCR을 

수행한 결과 mxaFJ (843), mxaJG (699), mxaGI (780), mxaIR (837)로 RT-PCR 결과물을 

만들어 냈으며, 결과적으로 MPT의 MDH의 구조 유전자(mxaFJGI)는 하나의 mRNA를 

만든다는 것을 알 수 있었다 (Fig. 2-18B). MPT의 mxa 유전자는 methylotroph 중 유전

학적으로 생화학적으로 가장 많은 연구가 되어있는 M. extorquens AM1 (Lidstrom, 

1991; Zhang and Lidstrom, 2003), H. methylovorum GM2 (Tanaka et al., 1997)의 

mxaFJGIR 유전자와 유사성이 높았다. 지금까지 methanol 산화과정에 관여하는 gene

은 5개의 유전자 집단으로 이루어져 있고 최소 25가지 이상의 유전자들로 구성되어 

있다고 알려져 있으며, MP의 mxaFJGI 유전자 구성과 전사방향을 다른 methylotroph

와 비교분석 하였을 때 AM1과 동일함을 알 수 있었다. AM1의 methanol 산화 고정

에 관여하는 13개의 유전자 (mxaFJGIRSACKLDEH)는 하나의 mRNA로 전사되는 것

으로 알려져 있다 (Amaratunga et al., 1997; Zhang and Lidstrom, 2003). 이와 같은 결

과는 strain MPT도 다른 methylotorph와 마찬가지로 구조유전자인 mxaFJGI gene 

cluster는 하나의 transcript를 만들고, 활성 있는 MDH를 구성하기 위해서는 cell 내에

서 동시에 발현된다는 것을 단적으로 알 수 있었다. 결론적으로 mxaFJGI유전자가 

동시에 발현되면서 MDH 구성 소단위체인 α2β2γ2를 형성하고, 여기에 cytochrome 

cL이 결합하여 정상적인 메탄올 산화계를 형성한다고 볼 수 있다.

7. MDH와 와 와 와 cytochrome cL 그리고 그리고 그리고 그리고 MxaJ 간의 간의 간의 간의 상호 상호 상호 상호 작용작용작용작용

Cytochrome cL을 암호화하고 있는 mxaG 유전자를 E. coli DH5α에 형질전환 시

켜 절대혐기조건하에서 발현하였다 (Kim et al., 2005). 과발현된 cytochrome cL은 야

생형과 마찬가지로 각각 415.5, 521.0, 551.0의 cytochrome에서 나타나는 특이적 peak

를 가지고 있음을 알 수 있었다 (Fig. 2-19). 과발현된 cytochrome cL 은 야생형과 동

일한 분자량을 가지고 있고 MDH로부터 전자를 수용하는 환원력을 가지고 있었다 

(Fig. 2-20). 결과적으로 mxaG 유전자는 methanol 산화작용 시 MDH의 일차전자수용

체로서 작용하는 것을 알 수 있었다. Cytochrome cL은 상당히 안정적인 단백질로써 

야생형 균주의 생장에 따라 그 양은 변하지 않았으며, 균체가 정체기의 후반부에서

도 전자 수용활성은 변하지 않았다.
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Fig. 2-18. Gene organization of the mxa cluser of M. aminisulfidivorans sp. strain MPT. 

(A) Comparisons with homologous genes from other methylothrophic bacteria. The 

directions of transcription are indicated by arrowheads. Numbers underneath the arrows 

indicate the similarity index (MegAlign software, DNAStarInc., USA) between the amino 

acid sequences deduced from mxa and corresponding homologous genes in strain MPT and 

other methylothrophs, respectively. (B) RT-PCR for the intergenic regions of mxa genes. 

Lane 1, 3, 5 and 7 indicates positive controls using chromosomal DNA as the template. 

Lane 2, 4, 6 and 8 used cDNA as the template.
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Fig. 2-19. Comparison of reduced absorption spectra of wild type and recombinant 

cytochrome cL (Kim et al., 2005).
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Fig. 2-20. Reduction of potassium ferricyanide with MDH and wild or recombinant type 

cytochrome cL (Kim et al., 2005). Reduction rates were measured by the decrease of 

absorbance at 420 nm at room temperature. The assay systems differed from each other as 

follows: 3 μM K3Fe(CN)6, 13.4 mM MeOH, 25 μM wild type or recombinant 

cytochrome cL. Reactions were started by the addition of MDH (20 μM).



MPT의 생장에 따른 MDH 효소활성과 MxaJ 발현과의 상관성을 비교하기 위하여 

시간에 따른 MPT의 생장에 따라 세포를 회수하였다. 회수된 균체를 sonicator를 사

용하여 파쇄하고, 15,000 × g에서 30분 동안 원심분리한 후 cell free extract를 준비

하였다. 동일량의 단백질을 사용하여 specific activity를 측정하고, 시료의 일부는 

SDS-PAGE 후 Ab-MDH와 Ab-MxaJ를 이용하여 Western blot analysis를 함으로써 균

주 생장에 따른 MxaF와 MxaJ 단백질 발현정도를 비교 분석하였다.  Fig. 2-21에서 

보는 것과 같이 MPT는 9시간 이후 지수성장기에 들어섰으며 개체수가 17시간 후 

2.9 × 109 CFU/ml로 최대에 이르렀으며, 정체기까지 균체의 CFU 값은 변하지 않고 

일정하게 유지됨을 알 수 있었다. 균체가 지수 성장함에 따라 생장기질인 methanol

의 농도 급격하게 줄어들었으며 21시간 이후에는 methanol의 농도가 0.1% (v/v) 이

하로 감소하였고, 39시간 이후 methanol의 농도는 검출한계 이하로 떨어져 더 이상 

검출할 수 없었다. 

흥미로운 점은 MDH의 발현양(α subunit)은 각각의 성장기 동안 동일양이 존재

하나 MxaJ의 발현은 정체기 말기에 이르렀을 때부터 점점 감소함을 알 수 있었다. 

MDH의 상대활성은 MxaJ 단백질이 최대로 발현되는 39시간에 이르러 활성이 최대

치를 보였으며, 이후  MxaJ 단백질의 양이 감소함에 따라 활성이 급격히 감소하는 

것을 확인할 수 있었다. 이는 배지 내 methanol 농도가 낮아짐에 따라 MxaJ 단백질 

발현양이 감소하게 되고 따라서 MDH의 활성도 줄어드는 것으로 사료되며, 결국 

MxaJ 단백질이 MDH의 활성을 유지하는데 직접적인 관계가 있음을 보여준다. 또한 

MP 균주가 정체기에 들어섬에 따라 methaol의 농도가 검출한도 이하까지 감소하였

지만 MDH의 활성은 어느 정도 유지됨을 알 수 있는데, 이는 배양액 내에 methanol

은 검출되지 않았다 하더라도 일정양은 periplasmic space내에 남아있어 MDH의 활

성이 유지되는 것으로 생각된다. 하지만 39시간 이후 periplasmic space내에 남은 

methanol이 완전히 없어짐에 따라 MxaJ 단백질이 감소하면서 MDH의 활성도 점차 

없어지는 것으로 판단된다.

Methnaol이 1% 포함되어 있는 배양액에서 자란 MPT 균체의 추출물을 이용하여 

효소활성을 측정한 결과 정체기 이전까지 활성이 있는 형태의 MDH I과 MDH II가 

관찰되었으며, 최소배지에 fructose와 trimethylamine 기질이 포함된 배양액에서 자란 

균체에서도 MDH 활성이 측정되었다. 



(A)

(B)

Fig. 2-21. Relationship between methanol concentration and relative activity of MDH (A) 

and Western blot analysis of MDH and MxaJ protein expression profile depending on the 

growth phase (B). After 42 hr, MDH activity dramatically decreased as MxaJ protein 

expression decreased.



이와 동일한 경우로 facultative methylotrotroph인 M. extorquens AM1 균주의 경우 

mxaFJGIRSACKLDEHB cluster에 대한 promoter (PmxaF)의 -10/-35 region에 보존된 조절

염기서열을 확인하였으며, 이 부분의 서열은 enhancer element로써 유도기질에 상관

없이 MDH를 consitutive expression 되게 한다고 보고하였다 (Zang et al, 2005). 실제

적으로 야생형 균주에 PmxaF와 xylE 유전자 융합 promoter를 가진 vector를 형질 도입

하여 methanol에서 자란 균주와 succinate에서 자란 균주의 발현정도를 비교한 결과 

methanol에서 자란 균주의 promoter 발현정도가 4.8배 높은 것으로 나타났으며, 이 

결과는 생장기질을 methanol을 사용하여 자랐을 경우 MDH의 발현이 다른 기질에 

비해 더욱 잘 일어날 뿐만 아니라 growth phase와는 독립적으로 항상 발현된다는 

것을 보여주었다. 이러한 경향은 strain MPT에서도 유사하게 나타났으며, 각각 

fructose와 trimethylamine을 기질로 생장하였을 때에도 MDH는 항상 발현되었다. 

MDH는 methanol에서 생장했을 때 가장 많이 발현이 되었고, trimethylamine와 

fructose에서는 발현양은 줄어들었으나 MDH (α subunit)는 항상 발현됨 SDS-PAGE

를 통해서 확인하였다 (Fig. 2-22A). 모든 경우에서 MDH는 활성이 있음을 activity 

staining을 통해 확인 하였고 (Fig. 2-22B), 또한 western blot 분석방법을 통해 MxaJ 

단백질도 MDH와 같이 발현됨을 알 수 있었다 (Fig. 2-22C). Trimethylamine을 생장

기질로 하였을 때 methanol에서 생장한 균주의 MDH에 대한 상대 활성은 82.3%, 

fructose를 생장기질로 하였을 때 상대활성은 72.3%로 나타났다. 각각의 생장기질로 

이용하여 생장한 균체의 cell free extract를 이용하여 Western blot 분석을 한 결과 

MxaJ 발현양은 methanol에서 가장 많았고 trimethylamine, fructose의 순으로 발현양이 

감소하였다 (Fig. 2-22). 이 결과는 MxaJ 단백질은 기질에 상관없이 발현되기는 하나 

methnaol이 존재할 경우 가장 많이 발현이 되며, 비록 methanol이 생장기질이 아니

더라도 MxaJ가 발현이 되며 활성 있는 MDH를 구성할 것으로 사료된다. 

 RT-PCR의 결과에서 알 수 있듯이 mxaFJGI의 transcript는 하나로 만들어지므로 

MDH 단백질이 만들어지는 경우에는 모든 subunit (α, β, γ)이 동시에 만들어지는 

것을 알 수 있다. MDH는 기질에 따라 그 발현양의 차이가 있기는 하나 기질에 상

관없이  만들어 지고, transcript가 하나로 만들어진다는 것은 MxaF 단백질이 만들어

질 때 MxaJ 단백질도 동시에 만들어진다는 것을 의미한다. 이는 MDH가 기질에 따

라 MxaJ 단백질을 선택적으로 발현하는 것이 아니라 활성이 있는 MDH를 구성하기 

위해서는 MxaJ 단백질이 필요하다는 것을 나타내주는 결과이다. 



(A)

(B)

(C)

Fig. 2-22. Expression of MDH and MxaJ protein in the cells grown on different carbon 

source. (A) SDS-PAGE analysis of cell free extracts. (B) Activity staining of MDH. (C) 

Western blot analysis. Symbol : M, marker; MeOH, methanol; TMA, trimethylamine; Fru, 

fructose.



또한 methanol을 기질로 사용하여 자라는 acetic bacterium인 Acetobacter methanolicus 

의 경우 glycerol을 이용하여 자란 균주보다 methanol에서 자란 균주의 MDH activity

가 50배 정도 높은 것으로 보고되었고, 특히 methanol에서 자란 균주는  MxaJ 단백

질로 추정되는 단백질이 강하게 발현되는 것으로 나타났다 (Matsushita et al., 1992). 

추가적으로 Paracoccus denitrificans 의 경우 MDH의 두개의 subunit (mxaF, mxaI)과 

cytochrome c551 (mxaG)가 발현된다 할지라도 mxaJ 유전자가 파괴된 mutant는 활성이 

전혀 없는 MDH를 만든다고 보고하였다. 이 결과에서 MxaJ 단백질의 역할은 균체

의 periplasm 공간 내에서 활성 있는 MDH를 구성하는데 관여할 것이라고 제안하였

다 (Van Spanning et al., 1991).

8. MxaJ 단백질과 단백질과 단백질과 단백질과 MDH의 의 의 의 활성간 활성간 활성간 활성간 상관관계상관관계상관관계상관관계

가가가가. MxaJ 항체를 항체를 항체를 항체를 이용한 이용한 이용한 이용한 MDH 활성 활성 활성 활성 저해 저해 저해 저해 실험실험실험실험

MxaJ가 binding 되어 있는 MDH 활성에 영향을 주는지 알아보기 위하여 MxaJ 항

체를 섞어주어 MDH와 MxaJ와의 결합을 경쟁적으로 저해하는 실험을 수행하였다. 

M. aminosulfidovornas MPT의 cell free extract에 MxaJ 항체의 양을 각각 10, 20, 50 µg 

씩 점차적으로 증가시켜 첨가하고 상온에서 2시간동안 반응시켰다. 비교실험을 위

하여 cell free extract에 MxaJ 항체 대신 동량의 BSA를 첨가하여 동일하게 반응시켰

다. 반응이 끝난 시료는 MDH 활성을 측정하여 MxaJ 항체가 MDH 활성에 어떤 영

향을 미치는지 조사하였다. 실험결과 MxaJ 대신 동일양의 BSA를 넣어준 대조군보

다 MxaJ 항체를 넣어준 실험에서 각각 8%, 12%, 20%씩 MDH의 활성이 줄어드는 

것을 관찰하였다. 이는 MxaJ 항체가 경쟁적으로 MxaJ와 결합함으로써 MDH와 

MxaJ 사이의 결합을 방해하여 MDH의 활성이 줄어들었음을 의미한다. 결국 MxaJ는 

MDH와 결합하여 MDH의 활성을 증가 시켜주는 것으로 판단된다.

나나나나. Sonication에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 MDH II 단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 활성변화활성변화활성변화활성변화

정제 과정 중 강한 물리적인 충격은 MDH II로부터 MxaJ 단백질을 떨어지게 하

는 결과를 나타냄으로, 정제된 MDH II protein을 sonication하여 인위적으로 MxaJ 단

백질을 제거하고, MxaJ 단백질이 제거된 MDH의 활성에 어떤 변화가 생기는지 관



찰하였다. Sonication은 Branson SONOIFIER 250 (power 9, duty cycle 50%)을 이용하

여 20회, 40회를 처리하였다. Sonication 후 western blot 분석법을 통해 MDH II 로부

터 MxaJ 단백질이 떨어져 나온 것을 확인하였다. Sonication후 sample을 Native- 

PAGE를 수행하고 MDH band만을 잘라내었고, SDS-PAGE를 하여 각각의 subunit의 

intensity를 비교한 결과 Control에 비해 20회 40회 sonication한 sample의 MxaJ 단백

질은 각각 69, 65%로 sonication 횟수가 증가하면서 band intensity가 감소하는 양상을 

보였으며, 이때의 MDH III 의 상대 활성은 각각 74.9, 56.1%로 감소하는 양상을 보

였다 (Fig. 2-23). 이 결과는 MxaJ 단백질이 MDH II에서 떨어져 나와 활성이 감소하

는 것으로 보이며, 역으로 MDH에 MxaJ 단백질이 binding 되어 MDH의 활성을 높

여주는 것으로 사료된다. 



Fig. 2-23. Effect of sonication on MDH activity. After native electrophoresis gel was 

CBR staining (A) and activity staining (B). MDH II was sonicated by Branson sonifier 

microtip (Power 9, duty cycle 50%). Lain 1: control; lain 2: sonication 20 times; lain 

3: sonication 40 times.



제제제제4절 절 절 절 결 결 결 결 론론론론

본 연구에서는 해양으로부터 분리한 신규 메탄올산화세균인 M. aminisulfidivorans 

MPT 로부터 두 가지 type (MDH I, II)의 Methanol dehydrogenase를 정제하고 그 특성

을 조사하였다. 분리균주로부터 genomic DNA를 순수분리 하여 만든 genomic library

를 바탕으로 메탄올 산화에 관련된 구조유전자인 mxaF (methanol dehydrogenase, 

MDH, large subunit), mxaJ (MDH binding protein, unknown function), mxaG 

(cytochrome cL, MDH electron accepter), mxaI (MDH small subunit) 유전자군의 전체 

염기서열 분석 및 유전자지도를 작성하였고, MPT로부터 메탄올 산화에 관련된 첫 

번째 효소인 MDH를 정제하고 그 특성을 조사하였다. 정제과정 중 두 가지 형태의 

분자생물학적인 특성이 다른 MDH를 정제할 수 있었고, 7 tesla (1Wb/m2)급 고분해

능 질량분석기로 분석한 결과 각각 MDH에 대한 MxaJ 단백질의 결합정도가 다르다

는 것을 밝혔다. 즉, large subunit (α), small subunit (β), MxaJ 단백질 (γ)을 각각 

결합 형태에 따라 MDH I (α2β2γ), MDH II (α2β2γ2)로 명명하였다. 정제과정 중 

MxaJ 단백질은 sonication 등과 같은 물리적 충격에 쉽게 떨어져 MDH II를 얻기 힘

들었으나 (용액 내 비율 MDH I : MDH II = 9 : 1), lysozyme을 이용하여 균체를 온

화한 조건으로 cell을 파쇄한 결과 비교적 높은 농도 (MDH I : MDH II = 3 : 1)의 

MDH II를 순수분리 할 수 있었다. 하지만 MDH I의 형태는 MDH 활성 검출 한도 

이하로 그 양이 매우 적어 activity staining 결과로만 확인할 수 있었고, 순수정제는 

되지 않았다. 이 결과로 보아 MDH의 원구성은 기존에 알려진 α2β2가 아니라 α2

β2γ2일 것으로 사료되며, 분리정제 과정 중에 물리적 충격에 의해 MxaJ 단백질은 

쉽게 떨어져 나가 α2β2 혹은 α2β2γ로 나타나는 것으로 사료된다. 정제된 MDH 

I와 MDH II의 구성 소단위체인 α, β, γ subunit 은 모두 동일하게 나타났으나 그 

구성비가 달랐으며 pI 값은 각각 5.5와 5.8로 MxaJ 단백질의 binding 양의 정도에 

따라 조금 다르게 나타났다. 또한 MDH II는 MDH I에 비해 활성도가 1.5 ~ 2배정

도 높았으며, 온도에도 안정하였다. MDH 및 MxaJ 단백질의 상호작용을 밝히기 위

해 polyclonal antibody 제조하였고, 이를 이용하여 E. coli에서 발현하여 분리정제된 

MxaJ 단백질을 in vitro direct binding assay, column binding assay, immunoprecipitation

를 통해 MDH의 구조단백질과 MDH binding protein인 MxaJ 단백질이 서로 결합할 

수 있음을 실험적으로 증명하였다. methanol을 생장기질로 하였을　때 MPT의 생장



곡선에 따른 methanol 산화와 관련된 단백질들(MxaF, MxaJ, MxaG, MxaI)의 발현양

상 및 MDH 활성변화를 조사하였다. 그 결과 MxaF, G, I 단백질은 생장단계에 상관

없이 단백질의 발현양이 일정하게 유지된 반면 MxaJ 단백질의 경우 초기지수성장

기부터 후기 지수성장기까지는 단백질의 발현양이 일정하게 유지되었으나, 정체기

에 이르는 시점 즉, 기질인 methanol이 결핍되는 시점에서 MxaJ 의 발현양은 점차 

줄어들었으며, 전체 MDH의 활성 또한 점차 줄어들었다. 이 결과는 MxaJ 단백질이 

MDH에 binding하여 활성이 있는 MDH를 구성하고 MDH의 활성 및 안정성을 높여

주는 것으로 사료된다. 이를 증명하기 위해 정제된 MDH II를 20회, 40회 sonication 

하면서 MDH II 로부터 인위적으로 MxaJ 단백질을 떨어뜨린 결과 각각 31, 35% 비

율로 MxaJ 단백질이 MDH II 로부터 떨어져 나왔으며, 이 때 MDH II의 상대활성은 

각각 74.9, 56.1%로 감소하는 양상을 보였다. 이 결과는 MxaJ 단백질이 MDH II로부

터 떨어져 나와 활성이 감소하는 것으로 보이며, 다시말해 MDH에 MxaJ 단백질이 

binding 되어 MDH의 활성을 높여주는 것으로 사료된다. 위의 결과를 종합적으로 

볼 때 M. aminisulfidivorans MPT의 MDH는 지금까지 알려진 α2β2 conformation이 

아니라 α2β2γ2일 것으로 사료되며, MxaJ 단백질은 활성이 있는 MDH를 구성하는

데 매우 중요한 역할을 할 뿐만 아니라, MDH의 자체 활성과 안정성을 유지하는데 

필수적으로 필요하다고 사료된다. RT-PCR을 통해 mxaFJGI유전자들은 하나의 

transcript를 만들어 내는 것으로 밝혀졌고, 이는 MDH가 발현될 때 각각의 subunit들

은 동시에 발현되어 α2β2γ2의 MDH의 구조를 형성하며 여기에 cytochrome cL이 

결합하여 정상적인 메탄올 산화계를 형성한다고 볼 수 있다.
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제제제제3장 장 장 장 Methylophaga aminisulfidivorans MPT의 의 의 의 trimethylamine 

dehydrogenase를 를 를 를 이용한 이용한 이용한 이용한 trimethylamine biosensor 개발개발개발개발

제제제제1절 절 절 절 연구개발의 연구개발의 연구개발의 연구개발의 필요성필요성필요성필요성

  환경 악취 오염 물질인 트리메틸아민 (trimethylamine, TMA)은 어류에 존재하는 콜

린, 베타인 또는 트리메틸아민 N-옥사이드로부터 미생물의 작용에 의해 생성되는 유해

한 물질이다. 이　물질은 때로 어류사료를 생산하는 공정에서 발생하는 폐수에서도 발

견된다. TMA는 난분해성 물질로 사람을 포함한 포유류 동물의 근육 조직에 부식작

용이 있을 뿐만 아니라 DNA, RNA와 protein을 포함한 macromolecule에 변성을 일으

킴으로써 동물배태조직의 기형을 초래한다 (Guest et al., 1997). 그러므로 환경오염으

로부터 TMA를 효과적으로 제거하여야 한다.　소수의 methylotrophic bactera들은 에너지원

으로 methylamine, dimethylamine을 이용할 수 있을 뿐만 아니라 TMA도 이용할 수 있다. 

TMA를 분해 할 수 있는 효소는 trimethylamine monooxygenase를 통해 trimethylamine-N-oxide

로 전환된 후 trimethylamine-N-oxide demethylase에 의해 formaldehyde와 dimethylamine으로 

전환되는 기작을 통해 분해되어지거나 (Colby and Zatman, 1973; 1975), trimethylamine 

dehydrogenase (TMADH, EC 1.5.99.7)에 의해 직접적으로 formaldehyde와 dimethylamine으로  

분해되는 두 가지의 경로를 가지고 있다. TMADH는 iron-sulfur flavoprotein이며 (Lim et 

al., 1982; 1986; Barber et al., 1992), TMA의 oxidative N-demethylation반응을 촉매 함

으로써 TMA를 dimethylamine과 formaldehyde로 분해한다. 이 효소는 Colby와 Zatman

에 의해 최초로 Methylophilus methylotrophus W3A1로부터 nicotinamide-dependent 

TMADH가 보고되었으며, 분자량이 83,000 Da인 두 개의 동일한 subunit을 포함하고 

있는 homodimer이다. 각 subunit에는 하나의 [4Fe-4S] cluster와 하나의 FMN prosthetic 

group을 포함하고 있는 것으로 보고되었다 (Kasprzak et al., 1983; Boyd et al., 1992). 

  1962년 Clark이 당 산화효소 (glucose oxidase, Gox)를 고정한 막을 산소측정 전극의 표

면에 부착하여 포도당을 전류법으로 측정한 이래 바이오센서는 활발하게 연구되어져

왔다. 여기서 바이오센서란 생체감지물질 (bioreceptor)과 신호 변환기 (signal transducer)

로 구성되어 분석하고자 하는 물질을 선택적으로 감지할 수 있게 제작한 기구를 지칭한



다. 생체감지물질로는 특정 물질과 선택적으로 반응 및 결합할 수 있는 효소, 항체, 항원, 

렉틴, hormone-receptor 등이 쓰이고, 신호변환방법으로는 전기화학(electrochemical), 형

광, 발색, SPR (surface plasmon resonance), FET (field-effect transistor), QCM (quartz crystal 

microbalance), 열 센서 등 다양한 물리화학적 방법을 사용하고 있다 (Chaubey and 

Malhotra, 2002).

바이오센서의 연구초기에는 Clark의 포도당센서와 같이 효소를 신호변환기 소자에 결

합하여 제작한 것이 대부분 이었으나, 차츰 다양한 분자식별 소자를 쓰는 센서들이 제

안되었다. 즉, 생체 내에서 서로 친화성이 있는 물질, 효소-기질, 항원-항체, 

hormone-receptor 등의 어느 한 물질을 막에 고정화해서 분자식별소자로 쓰면 대응

하는 짝을 선택적으로 계측할 수가 있다. 더욱이, 세포소기관(organelle), 세포조직, 

미생물 등도 분자식별 소자로서 적용되고 있다 (Cooper and Cass, 2004). 이러한 생

체감지물질을 센서로 적용하기 위해서는 감지물질에서 나타나는 화학적 정보로부터 

변환된 물리 변량을 컴퓨터에 입력하기 위해 전기적인 신호로 신호변환을 해야 한

다. 전기화학 신호변환 방법은 특정한 정보를 곧바로 전기적 신호로 변환시켜준다

는 점에서 신호변환이 가장 간단한 방법이다. 이 방법은 빛을 사용하는 방법처럼 

일정한 공간이나 정교한 배치(alignment)를 요구하지도 않고, 질량이나 기계적 변화

를 재는 것처럼 외부 진동에 의한 영향이 극심하지도 않으면서, 매우 넓은 농도 범

위에서 높은 감도로 작동된다. 또한 검출 부위뿐 만 아니라 전기화학 측정기기 전

체가 저비용으로 소형화, 집적화되기 쉽기 때문에 성능만 충분하다면 산업적으로 

가장 선호되는 방식이다.

그러나 이런 훌륭한 장점에도 불구하고 선택성이 부족하다는 문제점 때문에 바

이오센서에 적용이 힘들었지만, 생체물질을 전극과 결합시킴으로써 선택성을 보완

할 수 있게 되었고, 그 대표적인 예가 효소전극(enzyme electrode)이었다. 생체 효소

의 대부분은 특정한 기질에만 선택적으로 결합, 반응을 유도하는 성질을 가지고 있

으므로 효소를 전극 상에 고정시키고 효소 반응에 의해 변화하는 화학적인 환경들

을 간접적으로 측정함으로써 선택성의 문제를 해결할 수 있었다. 이런 효소전극을 

기초로 하여 상용화된 전기화학적 바이오센서는 혈당센서(glucose sensor)이다. 혈당

센서에 사용되는 효소인 당 산화효소(glucose oxidase)는 쉽고 값싸게 구할 수 있으

며, 다른 효소보다 pH, 이온강도, 온도에 안정하며 또한 화학적인 고정화에 잘 견디

고 상온에서 높은 회전율(turnover rate; ~ 103 s-1)을 갖는다는 이유 때문에 크게 성



공했다고 볼 수 있다 (Palmisano et al., 2002). 

 이러한 혈당센서의 구조를 살펴보면 전기적인 신호변환을 할 수 있는 전극 

(electrode)위에 glucose를 산화시키는 효소인 GOx를 고분자(polymer)막에 고정화하여 

전극에 흡착시킨 형태가 대부분이다. 하지만 glucose가 glucose oxidase에 의해 산화

되어 발생하는 많은 전자들을 직접 전극에 전자를 전달하기에는 효소의 활성중심 

(active center)과 거리가 너무 멀기 때문에 이러한 전자 전달반응(electron transfer 

reaction)을 용이하게 할 산화/환원매개체(redox mediator)가 필수적으로 있어야 한다. 

즉 자연에서 얻은 혹은 인위적으로 합성된 산화환원매개체를 통해 효소의 활성 중

심(active center)부터 전극에 전자를 전달함으로써 glucose의 주된 방해물질인 아스코

르브산 같은 전기적으로 산화되는 물질로부터의 간섭을 피할 수 있고, 이로 인해 

높은 선택성과 감도를 얻을 수 있다. 이러한 매개체는 우선 효소의 활성중심에 쉽

게 접근할 수 있게 작은 분자량을 갖는 산화․환원 쌍(redox couple)을 이뤄야하며, 측

정대상에 포함하고 있는 전기화학적인 간섭물질보다 낮은 산화․환원 전위 (redox 

potential)를 갖고 있어야 한다. 또한 전극이나 산소의 간섭에 영향을 받지 않고 바이

오센서로서 전기적인 응답(electric response)이 빨리 이루어져야 한다. 지금까지는 페

로쎈(ferrocene)과 페로쎈의 유도체 같은 금속화합물, polyaniline과 polypyrrole 같은 

전도성 폴리머, tetrathiafulvalene과 N-methyl-phenaziniumtetracyano quinodimethane 같은 

전도성 염 등이 매개체로 연구되었는데, 최근에 집중적으로 8족 금속인 iron, ruthenium, 

osmium 화합물들이 연구되어지고 있다 (Eskelinen et al., 2003; Haddox and Finklea, 2004; 

Palmisano et al., 2002). 이러한 금속들은 전자 상태가 II/III 를 유지하고 있으며, 6배위 

(hexa-coordination)를 할 수 있는 상태로 존재한다. 또한 피리딘(pyridine)과 이미다졸 

(imidazole) 고리에 있는 질소와 배위를 잘하고, 특히 2,2'-bipyridine complexes의 구조를 갖

는 리간드와 배위로 만들어지는 배위화합물은 화학적으로 안정한 산화․환원 쌍을 이루

며 전기적으로 좋은 가역성(reversibility)을 갖는 구조를 갖는다. 그리고 pyridine ring

의 4번 위치에 전자를 끄는 치환기(electron-withdrawing substituents)나 전자를 주는 치환

기(electron-donating substituents)를 더해 배위하며 여러 위치의 전위(potential)로 조절이 가

능하다. 대표적인 예로 ruthenium에 여러 치환기(substituents)를 갖는 pyridine을 배위시켜 

전기화학적인 특성을 알아본 연구가 발표되었다. Osmium 또한 여러 pyridine complexes를 

합성하여 혈당센서에 적용한 연구가 진행되어 왔다 (Tsujimura et al., 2002; Yang et al., 

2002; Zang et al., 2000). 



 이러한 매개체를 통해 혈당센서를 연구할 때 중시되는 또 하나의 연구가 전극위에 매

개체와 효소인 glucose oxidase의 고정화방법이다. 고정화 기술은 혈당센서를 제품으로

서 출시하기 위해서는 가장 중요시 되는 기술로 현재까지 많은 방법들이 연구되어 왔다. 

특히 매개체의 고정화방법은 지금까지 polymer에 금속화합물을 붙여 전기적으로 흡착 

(electrodeposition)하는 방법 (Gregg and Heller, 1991)과 자기 조립 단분자막(Self 

Assembled  Monolayer ; SAM, Faucheux et al., 2004)등이 많이 이용되고 있다. 전기

적으로 흡착하는 방법은 매개체의 산화․환원 쌍이 반응하는 특정 전위를 맞추고 일정

전류를 가해주어 전극위에 흡착시키는 방법이고, 자기 조립 단분자막은 고체표면에 

자발적으로 형성되는 유기 단분자막을 이용하는 방법으로 금 또는 은에 강한 결합

력을 갖는 Mercapto (-SH) 작용기를 금표면에 공유결합에 의한 자발적인 형성이 대

표적인 예이다. 즉 금 처리된 전극이나 또는 금 전극위의 용액 쪽에 아민작용기나 

카르복실작용기를 갖는 메르캅탄알칸(mercaptoalkane)을 올려 금과 메르캅탄 사이의 

공유결합을 형성시키고 용액 쪽에 아민작용기나 카르복실작용기를 금속배위화합물

에 붙어있는 일차 아민작용기나 카르복실작용기를 EDC (N-(3-dimethyl-aminopropyl) 

-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride)/NHS (N-hydroxysuccinimide) 처리를 통해 아마이드

결합(amide coupling)을 시키는 방법이다. 이 방법은 금 표면 위에서 메르캅탄알칸의 

자기 조립 단분자막 구조가 잘 밝혀져 있고, 공기 중에서의 안정성으로 인해 많이 사

용되며, 전기화학적 혈당센서에서도 재현성이 우수한 점 때문에 연구되고 있다 

(Tsujimura et al., 2002; Marks et al., 2007).  

본 연구에서는 TMA를 정량적으로 분석하기 위하여 전기화학분석 방법중의 하나

인 순환전류법을 사용하였다. 전기화학분석법은 크게 전위차법(potentiometry), 전기량

법(coulometry), 전류법(amperometry), 전압-전류법(voltammetry)으로 나눌 수 있다. 이중 

전압-전류법은 전압을 변화 시키면서 전류를 측정하고 전압-전류도(voltammogram)를 

작성하여 전해전위로 목적물질을 정성하고, 그 때의 전류값으로 정량할 수 있다. 

Cyclic voltammetry는 이러한 전압-전류법의 대표적인 예로서 산화 환원종의 전기화

학적인 거동을 살펴보고, 이로부터 산화-환원반응의 메카니즘을 규명하는데 기본적

으로 가장 많이 사용되는 전기화학적인 기술이다 (Marks et al., 2007). Cyclic 

voltammetry에서는 Fig. 3-1A와 같은 삼각파형의 전압을 working electrode에 걸어준

다. 즉, 시간에 따라 전압을 순환시켜가면서 이에 따른 전류를 전압의 함수로 측정

하게 되며 이는 voltammogram으로 나타낼 수 있다 (Fig. 3-1B). Fig. 3-1B를 살펴보



면 전압이 증가함에 따라 파형이 정점에 도달하였다가 전류가 점점 감소하는 것을 

볼 수 있는데, 이는 전극표면에 전기활성물질의 농도가 감소하는데 반해 전극표면

으로 확산되어 들어오는 속도가 상대적으로 느려 이를 따라오지 못하기 때문이다. 

또한 그림 (B)는 전형적인 가역적 전극 반응의 전기화학적 거동을 나타낸다. 가역적

이라는 의미는 산화-환원반응이 충분히 빨라서 전압이 변함에 따라 전극 표면에 반

응물과 생성물의 농도가 평형을 유지할 수 있는 경우를 뜻한다. 이러한 Cyclic 

voltammetry는 화합물의 전기화학적인 산화-환원 거동을 살펴보는데 주로 이용되며, 

이를 통해 전극 반응의 kinetics에 관한 정보를 얻을 수 있다. 이때 전극으로 사용되

는 것은 주로 Pt, C, Au, 혹은 Hg등이 사용된다.

  본 연구에서는 환경 악취 오염 물질인 트리메틸아민을 전기화학적으로 모니터링 

할 수 있는 바이오센서를 개발하기 위해 M. aminisulfidivorans MPT로부터 TMADH를 

분리ㆍ정제하였다. 정제된 TMADH를 이용하여 TMA를 검출할 수 있는 센서의 매개체

로서 8족 금속인 osmium에 메틸기가 포함된 4,4'-disubstituted 2,2'-bipyridine ligand에 

배위시켜 이들의 산화․환원 전위를 측정하여 전기적인 특성을 조사하였다. 자기 조

립 단분자막 위에서 TMADH와 TMA와의 반응을 촉매전류로 학인하고, osmium 

complex 및 ferrosen 화합물을 전자전달매개체로 사용한 바이오센서를 개발하고자 

하였다. 



Fig. 3-1. Potential wave form for cyclic voltammetry (A) and a typical cyclic voltammogram 
showing reduction and oxidation current peaks (B) (Marks et al. 2007). 



제제제제2절 절 절 절 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

1. TMADH 효소 효소 효소 효소 순수 순수 순수 순수 분리 분리 분리 분리 및 및 및 및 정제정제정제정제

가가가가. Soluble fraction 제조 제조 제조 제조 

TMADH의 분리 및 정제를 위한 모든 과정은 4℃에서 수행하였다. 지수성장기 

말기에 들어선 균체는 10,000 × g로 10분간 원심분리하였다. 회수된 균체 20 g에 60 

ml의 25 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0, standard buffer)로 1회 씻은 후 원심분리하였

다. Standard buffer를 넣어 재현탁 시킨 후, DNase를 소량 첨가하고 초음파 분쇄기

로 파쇄한 후, 원심분리하여 (15,000 × g, 30분) 상등액을 cell free extract로 사용하

였다. 이 상등액을 다시 100,000 × g에서 90분간 초원심분리하여 얻은 상등액을 

soluble fraction으로 간주하였다. 

나나나나. Anion exchange column (POROS 20 HQ) chromatography

Soluble fraction 5 ml를 25 mM Tris-HCl (pH 7.0)로 미리 평형화시킨 POROS 20 

HQ column에 1 ml/min의 속도로 용출시켰다. Column에 결합된 단백질은 1M의 

NaCl이 들어있는 Tris- HCl buffer로 농도구배를 걸어 용출시켰으며, 각 분획물은 1 

ml씩 수집하여 활성을 측정하였다. 각 분획물 중에서 활성이 있는 분획을 모아 농

축한 다음 정제단계의 시료로 사용하였다. 

다다다다. Hydrophobic (HiPrep 16/10 Phenyl) chromatography 

일차 정제된 분획물에 (NH3)2SO4의 농도가 1.5 M 되게 첨가하고, 1.5 M (NH3)2SO4

로 미리 평형화시킨 Phenyl hydrophobic column에 주입하고 1 ml/min의 속도로 용출시

켰다. Column에 결합된 단백질은 25 mM Tris-HCl buffer (pH8.0)로 용출시켰다. 

라라라라. Gel filtration (Sephacryl S-200) chromatography

활성이 있는 분획을 모아 500 µl로 농축시킨 후 Sephacryl S-200 gel filtration 

column에 0.15 M NaCl을 포함한 Tris-HCl buffer (pH8.0)와 함께 0.8 ml/min 속도로 



용출시켰다. 분획물 중에서 활성이 있는 분획을 모아 SDS-PAGE를 이용하여 각 단

계별 정제도를 확인하였다. TMADH의 분자량은 Sephacryl S-200 gel filtration 

chromatography를 이용하여 측정하였으며 0.15 M NaCl을 포함한 25 mM Tris-HCl 

buffer (pH 8.0)를 이용하여 0.8 ml/min로 용출하였다. 효소의 분자량은 표준 단백질의 

retention time과 비교하여 결정하였다. 사용한 표준 단백질은 다음과 같다: β-amylase 

(200,000), alcohol dehydrogenase (150,000), bovine serum albumin (66,000), carbonic 

anhydrase (29,000), cytochrome c (12,400).

2. Trimethylamine dehydrogenase의 의 의 의 특성조사특성조사특성조사특성조사

가가가가. 효소활성 효소활성 효소활성 효소활성 측정측정측정측정

TMADH 활성은 Colby 와 Zatman (1973)의 방법을 약간 변형하여 측정하였다. 반

응완충용액 3 ml에는 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.04 mM DCPIP, 1.1 mM phenazine 

methosulfate (PMS), 1.0 mM KCN, 5 µM sodium hydrosulfite, 10 μM sodium 

bicarbonate이 들어있으며, 기질로는 TMA을 155 µM 첨가하였고, TMADH soluble 

fraction을 10 µl 넣었다. 반응은 30℃에서 TMADH를 넣은 직후 시작하였고  

2,6-dichlorophenol-indophenol (DCPIP)의 1분 동안의 흡광도 변화를 600 nm에서 측정

하였다.

3. TMADH 효소를 효소를 효소를 효소를 이용한 이용한 이용한 이용한 전기화학적 전기화학적 전기화학적 전기화학적 분석시스템 분석시스템 분석시스템 분석시스템 구축구축구축구축

가가가가. 전기전달매개체 전기전달매개체 전기전달매개체 전기전달매개체 (PVI-Os)를 를 를 를 이용한 이용한 이용한 이용한 TMA의 의 의 의 분석분석분석분석

전기화학적인 방법을 이용한 바이오센서는 작은 금속 전극 위에 표적물질을 인

지하는 미생물 혹은 효소 등을 전극 상에 고정시킨 뒤에 고정화된 미생물(혹은 효

소)과 표적물질의 농도에 비례하여 산화/환원반응을 통하여 생성되거나 소비되는 

전류를 정확하게 정량하는 분석시스템이다. 효소 또는 미생물과 전극의 직접적인 

전자전달반응을 용이하게 하기 위하여 전기전달매개체로 osmium complex (PVI-Os, 

Mediator)를 이용하여 보다 정확하고 빠르게 표적물질을 정량할 수 있다 (Fig. 3-2). 



 

Fig. 3-2. Schematic diagram of TMA biosensor using electrochemical method.  



구조 확인을 위한 핵자기 공명 스펙트럼은 Varian Mercury plus Spectrometer (200 

MHz)를 사용하여 CDCl3을 용매로 사용하였으며 전극 표면의 확인을 위한 SEM 

(Scanning Electron Microscopy, S-4300, Hitachi)을 사용하였다. 전기화학 실험의 순환

전압전류법 (Cyclic Voltametry)의 측정 및  시간전위차법(Chronopotentiometry) 측정은  

Electrochemical Workstation model 660B(CH Instruments, USA)를 사용하였다.

나나나나. Mediator 제조제조제조제조

Osmium complex는 단국대학교 김혁한 교수연구실에서 합성한 화합물을 사용하

였다.  Potassium hexachloroosmate(IV)에 ethylene glycol과 ethanol을 용매로 사용하여 

pyridine ring이 금속에 킬레이트형성이 잘 되는 반응을 이용해 4,4'-dimethyl-2,2' 

-dipyridyl을 넣고, [Os(4,4'-dimethyl-2,2'-bipyridine)2Cl2]
2+/3+을 합성하였다. 생성된 갈색 

액상은 sodium hydrosulfite로 침전시켜 분말로 얻을 수 있었다. 

이 후 [Os(4,4'-dimethyl-2,2'-bipyridine)2Cl2]
2+/3+와 1-(3-aminopropyl)-imidazole을 동일

한 비율로 넣고 용매로는 ethylene glycol과 ethanol을 사용하여 [Os(4,4'-dimethyl-2,2'- 

bipyridine)2(ap-im)Cl]+/2+을 합성하였다 (Fig. 3-3). 최종생성물은 관 크로마토그래피를 

이용하여 정제를 할 수 있었다. 구조 확인은 순환전압전류법을 통하여 [Os(4,4'- 

dimethyl-2,2'-bipyridine)2Cl2]
2+/3+가 Ag/AgCl 기준전극 (0 Volt)에 대하여 전위 값이 

-0.123 V에서 나오는 것과 이 배위화합물에 polyvinylinidazole이 하나 더 배위될 때 

전위가 약 200 mV 가량 증가하는 쪽으로 이동하여 0.118 V에서 전위 값이 나오는 

것을 보고 Poly(vinylimidazole- [Os(4,4´-dimethyl-2,2´-bipyridine)2 Cl]+/2+)의 합성을  확인

할 수 있었다 (Fig. 3-4). 이 때 scan rate은 100 mV/sec 이었다. Ferrocene 화합물은 

ferrocene과 imidazole을 동일 비율로 넣고 용매로는 ethylene glycol과 ethanol을 사용

하여 ferrocene-ap-imidazole 을 합성하였다 (Fig. 3-5A). 순환 전류법을 통하여 측정한 

결과 ferrocene-ap-imidazole은 Ag/AgCl 기준전극(0 Volt)에 대하여 전위 값은 0.3V에

서 전위값이 생성되는 것을 확인하였다 (Fig. 3-5B). 
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Fig. 3-3. Synthesis of Poly(vinylimidazole-[Os(4,4´-dimethyl-2,2´-bipyridine)2 Cl]+/2+).



(A)      `

(B) 

Fig. 3-4. Structure of poly(vinylimidazole-[Os(4,4´-dimethyl-2,2´-bipyridine)2 Cl]+/2+) (A) and 

cyclic voltammograms of poly(vinylimidazole-[Os(4,4´-dimethyl-2,2´-bipyridine)2 Cl]+/2+) (B).



(A)      

(B)

Fig. 3-5. Synthesis of ferrocene-ap-imidazole (A) and cyclic voltammograms of ferrocene-ap- 

imidazole (B).



다다다다. 전기화학실험을 전기화학실험을 전기화학실험을 전기화학실험을 위한 위한 위한 위한 electrode의 의 의 의 제작 제작 제작 제작 

(1) 스크린 프린팅 탄소 전극의 제작

스크린 프린팅 탄소 전극(screen printed carbon electrodes; SPEs)은  반자동인쇄기 

model BS-860AP (Bando Co., Korea)를 이용하여 인쇄하였다. 잉크는 Electrodag 

423SS (Acheson, USA)를 사용하여 OHP film에 인쇄하였다. 인쇄 후 건조조건은 7

0℃에서 30분간 건조하였다. 이 전극위에 측정 시료를 올려 작업 전극으로 사용하

였다 (Fig. 3-6A). 기준전극(reference electrode)으로는 Ag/AgCl electrode를 사용하였

고, 상대전극(counter electrode)으로는 백금선을 사용하였다 (Fig. 3-6B).

(2) Carbon electrode를 이용한 TMA 정량

Carbon electrode의 한쪽에는 10 mg/ml 농도의 TMADH와 mediator인 osmium 

complex를 혼합하여 잘 섞어주고 기질로써 TMA를 농도별로 첨가하면서 산화/환원

반응에서 발생하는 촉매전류를 측정하였다. 

(3) Cyclic voltammetry 측정

Cyclic voltametry는 Electrochemical Workstation (model 660B, CH Instruments, USA)

로 측정하였다. 선형적으로 전압을 증가시킨 후 처음의 전압으로 되돌아 올 때까지

의 전압-전류관계, 반응의 가역성 및 산화환원반응의 상대속도차 등에 대하여 측정

하였다. 측정에 사용된 전극은 탄소전극을 사용하였다. 

(4) 탄소전극위에 금 나노입자의 전기흡착 (electrodeposition) 

시간전위차 방식은 일정한 산화전류나 환원전류를 시간을 조절하여 가해주게 되

면 금속 입자를  탄소전극위에 deposition 시킬 수 있다. 스크린 프린팅 카본 전극 

(screen printed carbon electrodes; SPEs) 위에 KAuCl4 (1 mM in 1M H2SO4) 용액을 40 

µl 첨가하였고, 기준전극과 상대전극을 용액에 접촉시킨 후 시간전위차를 통해 금 

입자를 탄소전극위에 deposition시켰다. 이때의 반응 조건은 1.41 × 10-5 A의 환원전

류를 300초 동안 가해주어 탄소전극위에 Au(III)가 환원전류에 의해 Au 입자로서 전

극 위에 흡착되었다 (Fig. 3-6, 3-7).



(A) 

(B) 

Fig. 3-6. Carbon electrode (A) and cyclic voltammetrical analysis (B).



Fig. 3-7. Preparation of the gold-coated screen printed carbon electrodes.



제제제제3절 절 절 절 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

1. Trimethylamine dehydrognase 정제 정제 정제 정제 및 및 및 및 특성 특성 특성 특성 조사조사조사조사

가가가가. TMADH의 의 의 의 정제정제정제정제

TMADH를 정제한 결과는 Table 3-1과 같다. Cell free extracts에서부터 네 단계를 

거치는 동안 약 12배정도 정제되었고, 최종 수율은 2%였다 (Table 3-1). 정제된 

TMADH의 최종 specific activity는 2.29 unit/mg protein 이었으며, 1 unit는 분당 1 

mol DCPIP를 환원시키는데 필요한 효소의 양으로 정하였다. 정제된 TMADH는 노

란색을 나타내었으며 온도에 약간 불안정하였다. Gel filtration chromatography 과정

을 거쳐 정제된 효소는 SDS-PAGE를 실행하여 TMADH의 정제 정도를 확인하였다.

나나나나. TMADH 특성 특성 특성 특성 조사조사조사조사

(1) 최적온도, 온도 안정성 및 최적 pH

반응혼합물의 온도를 5 ~ 70℃까지 달리하여 최대 효소활성을 측정하였을 때 5

5℃에서 가장 높은 활성을 보였다 (Fig. 3-8A). TMADH를 여러 온도에서 각각 10, 

20, 30, 40, 50, 60분간 방치하면서 열에 대한 안정성을 측정하였는데 60℃에서는 60

분경과 후에도 약 50%의 활성을 나타내었으나, 70℃에서는 10분 방치에도 대부분의 

효소 활성을 잃었다 (Fig. 3-8B). 이것은 TMADH가 온도에 민감한 효소임을 알 수 

있었다. 효소의 활성에 영향을 미치는 pH를 각각 달리하여 효소활성을 비교하였다. 

pH는 phosphate buffer와 Tris-HCl buffer를 이용하여 pH 7.0 ~ 10.0 까지 만들어 사용

하였으며 pH 7.0 ~ 8.5에서는 거의 비슷한 활성을 보였으나 pH 9에서는 활성이 급

격히 감소하였다. (Fig. 3-8C). 

(2) Km과 Vmax 결정

 TMA의 농도를 다양하게 하여 동일양의 효소와 반응 시켰을 때 DCPIP의 흡광

도 변화속도를 Michaelis-Menten 반응식으로 구하여 Hanes plot으로 나타냈다. TMA

에 대한 Vmax는 7.934 nmol/min/mg protein 이고 Km은 1.5 μmol이였다. 



Table 3-1 . Purification of TMADH from M. aminisulfidivorans MPT

Total protein
(mg)

Total activity
(U)*

Specific activity
(U/mg protein)

Purification
Fold (%)

Yield
(%)

Cell free extract 67.02 12.53 0.19 1 100

Soluble fraction 42.16 10.04 0.24 1.27 80

POROS HQ 4.62 5.05 1.19 6.36 44

Phenyl hydrophobic 0.61 1.32 2.18 11.66 11

Sephacryl S200 0.11 0.25 2.29 12.27 2

*One activity unit is defined as the amount of enzyme that catalyzes the reduction of 1 mol DCPIP 
per minute. Enzyme activities were obtained as average values from three independent 
experiments.
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Fig. 3-8. Effects of temperature on the activity of TMADH (A) and pH (B) on the activity 

of TMADH, and Thermal stability of TMADH (C). 



2. TMADH를 를 를 를 이용한 이용한 이용한 이용한 TMA의 의 의 의 전기화학적 전기화학적 전기화학적 전기화학적 분석분석분석분석

가가가가. 전극위에 전극위에 전극위에 전극위에 금 금 금 금 나노입자의 나노입자의 나노입자의 나노입자의 전기흡착 전기흡착 전기흡착 전기흡착 실험실험실험실험

스크린 프린팅 카본 전극(screen printed carbon electrodes; SPEs) 위에 KAuCl4 (1 

mM in 1 M H2SO4, 40 µl)을 올리고 기준전극과 상대전극을 용액에 접촉시킨 후, 

Chronopotentiometry technique을 통해 반응시켰다. Chronopotentiometry 방식은 일정한 

산화전류나 환원전류를 시간을 조절하여 가해주는 technique으로서 3 mm의 탄소전

극을 Au로 deposition시키는  조건은 1.41 × 10-5 A의 환원전류를 300초 동안 가해주

게 되면 탄소전극위에 Au(III)가 환원전류에 의해 Au 입자로서  전극 위에 흡착되었

다.

 이렇게 반응을 시킨 전극은 SEM을 통하여 Au 흡착이 되지 않은 카본전극과 

Au particle이 흡착 되어있는 카본전극을 측정하여 Au particle의 흡착을 확인할 수 

있었다 (Fig. 3-9). 이 때 약 200 nm size의 금 나노입자 (Au nanoparticles)들이 뭉쳐

서 1 µm size의 입자 뭉치들로 형성되는 것을 SEM을 통하여 확인할 수 있었다.

나나나나. 전극위에 전극위에 전극위에 전극위에 redox complex의 의 의 의 고정화 고정화 고정화 고정화 실험 실험 실험 실험 (Self Assemble Monolayer; SAM) 

금 나노입자가 흡착된 SPE 위에 3-mercaptopropionic acid (1 mM, 40 µl)를 올리고 

상온에서 1 시간 동안 반응을 시키면 mercapto group의 경우는 강한 결합력을 갖는 

S-Au 결합의 자발적인 형성을 통하여 금속 박막 상에서  자기 조립 단분자막 (Self 

Assembled  Monolayer ; SAM) 의 형성을 가능케 하였다. mercapto 반응 후 증류수를 

이용하여 전극을 세척하고 EDC와 NHS를 섞은 혼합액 (40 µl)을 올리고 상온에서 1 

시간 동안 반응을 시키면 3-mercaptopropionic acid의 mercapto 반대편의 작용기인 카

르복실기가 EDC에 의해 활성화 되므로 일차 아민과의 결합을 할 수 있는 조건이 

생성되었다. 이 후 전극을 세척하고 일차 아민을 포함하고 있는 여러 종류의 

osmium complex (40 µl)를 올리고 상온에서 1 시간 동안 반응을 시키면 carboxyl 

group과 complexes의 아민이 화학적 결합을 형성하게 되어서 전극위에 osmium 

complex를 고정화 시킬 수 있었다.



   

(A)                                                                  (B)

  

(C)                                                                  (D)

Fig. 3-9. SEM images of screen printed carbon electrodes (A and B) and gold-coated 

screen printed carbon electrodes (C and D).



 확인은 모든 반응이 끝난 후 전극을 증류수로 세척하고 전해질로서 PBS 용액을 

사용하여 순환전압전류법을 통해 osmium complex가 SPEs위에 고정화 되었는지를 

확인하였다. osmium complex는 같은 농도일 때 비슷한 양의 osmium complex가 고정화 

된다는 것을 current (anodic : -1.1 µA ~ -1.53 µA, cathodic : 1.12 µA ~ 1.37 µA) 양 

과 peak를 적분하여 전극의 면적당 올라갈 수 있는 complex의 mol수를 통하여 확인 

하였다. 이 때 단위면적당(surface coverage) mole 수는 3.7 × 10-10 ~ 5.05 × 10-10 

mole/cm2 값을 가지며, 그 때의 scan rate은 100 mV/sec를 사용하였으며, 대개 3 mm 

직경의 평평한 전극표면이 갖는 surface coverage는 4.5 × 10-11 mole/cm2 인데 비해 약 

10배가량 surface coverage가 증가함을 알 수 있었다. 이유는 실험에 사용한 스크린 

프린팅 카본 전극이 다른 전극에 비해 표면이 매우 거칠어서 표면이 깨끗한 다른 

전극보다 surface coverage가 많이 증가함을 확인 할 수 있었다. 

다다다다. 전기전달매개체를 전기전달매개체를 전기전달매개체를 전기전달매개체를 이용한 이용한 이용한 이용한 TMA의 의 의 의 분석분석분석분석

효소 또는 미생물과 전극의 직접적인 전자전달반응을 용이하게 하기 위하여 전

기전달매개체로 osmium complex (PVI-Os, Mediator)를 이용하여 보다 정확하고 빠르

게 표적물질을 정량할 수 있다. 또한 훌륭한 전기전달매개체로 알려져 있는 

ferrocene 화합물을 이용하여 TMA의 농도에 따른 전기화학적 특성을 조사하였다.

(1)(1)(1)(1) PVI-Os를 를 를 를 이용한 이용한 이용한 이용한 다양한 다양한 다양한 다양한 농도의 농도의 농도의 농도의 TMA 검출검출검출검출

SAM 방법을 통해 osmium complex를 고정화 시킨 SPEs 위에 TMA과  TMADH 

(5 mg/ml, 100mM Tris-HCl pH, 8.0)가 반응하여 나오는 전자를 mediator인 osmium 

complex가 전극에 전자를 전달할 때 발생하는 산화 촉매전류를 순환전압전류법을 

이용하여 TMA의 농도 (0.125, 0.25, 0.375, 0.5 mM)별로 측정하였다. 

TMADH에 의한 TMA의 산화반응 시 발생하는  촉매산화전류를 정량적으로 얻

음으로써 다양한 TMA 농도에 대한 직선전압곡선을 얻을 수 있었다. 이 때 가해 준 

전위의 범위는 -0.2 ~ 0.6 V 이고, scan rate은 10 mV/sec 이었다 (Fig. 3-10A). 촉매

전류가 나타나는 전위의 위치 중 전류 값이 일정하게 유지되는 한 지점을 0.4 V 

(versus Ag/AgCl)로 고정하고 검정곡선을 도시하여 glucose의 농도에 따라 발생하는 

촉매전류의 상관관계를 확인하였다 (Fig. 3-10B). TMA의 농도가 100 μM 이하의 

농도에서는 촉매전류 발생량이 낮아 일정한 data값을 구하기 어려웠고,  각각의 



TMA의 농도(0.125, 0.25, 0.375, 0.5 mM)에 따라 정량적으로 촉매산화전류가 증가함

을 알 수 있었다. 이 곡선을 이용하여 TMA의 농도와 촉매산화전류와의 상관관계를 

조사한 결과 농도에 따라 촉매산화전류가 일정하게 증가하는 일차방정식을 얻을 수

가 있었다. 결과적으로 산화전류치에 따른 TMA의 농도를 정량할 수 있었다.

(2)(2)(2)(2) Ferrocene 화합물을 화합물을 화합물을 화합물을 이용한 이용한 이용한 이용한 다양한 다양한 다양한 다양한 농도의 농도의 농도의 농도의 TMA 검출검출검출검출

SAM 방법을 통해 ferrocene 화합물을 고정화 시킨 SPEs 위에 TMA과  TMADH 

(5 mg/ml, 100 mM Tris-HCl pH, 8.0)가 반응하여 나오는 전자를 mediator인 ferrocene 

화합물이 전극에 전자를 전달할 때 발생하는 산화 촉매전류를 순환전압전류법을 이

용하여 TMA의 농도(7.8 ~ 250 µM)별로 측정하였다. 

TMADH에 의한 TMA의 산화반응 시 발생하는  촉매산화전류를 정량적으로 얻

음으로써 다양한 TMA 농도에 대한 직선전압곡선을 얻을 수 있었다. 이 때 가해 준 

전위의 범위는 0.0 ~ 0.8 V 이고, scan rate은 10 mV/sec 이었다 (Fig. 3-11A). 촉매전

류가 나타나는 전위의 위치 중 전류 값이 일정하게 유지되는 한 지점을 0.8 V 

(versus Ag/AgCl)로 고정하고 검정곡선을 도시하여 glucose의 농도에 따라 발생하는 

촉매전류의 상관관계를 확인하였다 (Fig. 3-11B).

Osmium complex와는 달리 100 μM 이하의 농도에서도 충분한 촉매산화전류값을 

얻을 수 있었고, 각각의 TMA의 농도 (7.8 ~ 250 µM) 에 따라 정량적으로 촉매산화

전류가 증가함을 알 수 있었다. 이 곡선을 이용하여 TMA의 농도와 촉매산화전류와

의 상관관계를 조사한 결과 일차방정식의 직선을 얻을 수가 있었다. 또한 이 바이

오센서는 pH 8에서 가장 최적의 촉매산화전류를 생성함을 알 수 있었고 이는 

TMADH가 pH에서 최적 활성을 나타내기 때문이다 (Fig. 3-12). 



(A)   

(B)

Fig. 3-10. Cyclic voltammograms of poly(vinylimidazole-[Os(4,4´-dimethyl-2,2´-bipyridine)2Cl]+/2+) 

in the presence of TMADH and TMA (A). Changes of catalytic oxidation current curves 

depending on TMA concentration. Calibration graph of TMA biosensor using osmium 

complex (B).



(A)

Potential (Volts Vs. Ag/AgCl)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

C
u

rr
en

t 
( µµ µµ

A
)

-6

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

TMA 250 µµµµM
TMA 125 µµµµM
TMA 62.5 µµµµM
TMA 31.2 µµµµM
TMA 15.6 µµµµM
TMA   7.8 µµµµM
TMA      0 µµµµM

(B)

Trimethylamine Conc. (µµµµM)

0 20 40 60 80 100 120 140

C
u

rr
en

t 
( µµ µµ

A
)

-5.0

-4.5

-4.0

-3.5

-3.0

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

y = -0.0125x - 1.5164
R2

  = 0.9972

Fig. 3-11. Cyclic voltammograms of ferrocene-ap-imidazole in the presence of TMADH and 

TMA (A). Changes of catalytic oxidation current curves depending on TMA concentration. 

Calibration graph of TMA biosensor using ferrocene complex (B).
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Fig. 3-12. Effect of pH on TMA biosensor using ferrosen-ap-imidazole. Experiments were 

performed in 100 mM phophate buffer (pH 6 to 8). Concentration of TMADH and TMA 

were 5 mg/ml and 62.5 µM, respectively.



제제제제4절 절 절 절 결 결 결 결 론론론론

 바이오센서로 생체물질을 측정할 때 전자를 운반하는 매개체인 redox 

complexes를 8족 금속원소인 osmium에 치환기를 변화시킨 pyridine ligand를 각각 

2개씩 배위 결합시켜 4배위를 하고 있는 osmium complexes를 합성하였다. 합성된 

ligand와 배위 화합물은 순환전압전류법을 이용하여 구조를 확인하고, 전기적 특성

을 조사하였다. 여기에 일차아민을 포함하고 있는 1-(3-aminopropyl)-imidazole을 osmium 

complex에 배위 시켜 5배위를 하고 있는 일차 아민을 포함한 새로운 osmium complex를 

합성하고, 이 화합물들의 전기적 특성을 순환전압전류법을 통해 확인 할 수 있었다. 합

성한 osmium complex를 전극위에 고정화하기 위해 제작한 SPE위에 금 나노입자 (Au 

nanoparticle)를 시간 전위차 법을 이용한 전기적 흡착으로 올려 SEM을 통해 전극위에 

흡착된 금 나노입자(Au nanoparticle)의 크기와 분포에 대해 확인 할 수 있었다. 금 나노

입자로 코팅된 전극에 SAM방법을 통하여 osmium complexes를 고정화 시킬 수 있었고, 

올라가는 osmium complexes의 양이 일정하다는 것을 순환전압전류법을 통해 확인하여 

재현성을 볼 수 있었다. 전자전달 매개체인 osmium 및 ferrocene 화합물이 고정화된 전

극을 통하여 TMA와 TMADH와의 반응을 순환전압전류법을 통해 촉매전류가 발생됨을 

확인하였고, TMA의 농도에 따라 일정하게 촉매전류가 변화함을 농도 직선을 통하여 

확인 할 수 있었다. 

 기존의 바이오센서에서 사용된 redox complexes는 주로 유기용매에서 전기적인 특

성을 조사해야 하는 점에서 측정의 어려움과 명확하지 않은 결과를 가져왔는데, 이번 

연구에서 합성한 osmium complexes는 수용성이라는 장점을 갖고 있어 전기적인 특성이

나 촉매전류 측정에 좋은 결과를 확인 할 수 있었다. 또한 기존의 polymer에 결합하여 

사용한 osmium complexes보다 비교적 간단하게 합성 할 수 있었고, 고정화 방법 또한 

SAM을 사용하여 화학적인 결합으로 실험한 결과 높은 재현성을 확인 할 수 있었다.   
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