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Abstract

BioconversionofhydroxybenzoateusingrecombinantE.coli

harboringhydroxylasegenesfrom Chromohalobactersp.HS-2

Im,seonghun

Advisor:Prof.Kim,SiWouk,Ph.D.

Departmentof EnvironmentalEngineering,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Chromohalobactersp.strainHS-2wasisolatedfrom saltedfermentedclamsand
analyzedfortheabilitytogrow on(hydroxy)benzoateasthesolecarbonandenergy
source.HS-2wascharacterizedtobemoderatelyhalophilic,withanoptimalNaCl
concentrationof10%.Thegenesencodingthebenzoatemetabolism ofHS-2were
clonedintoacosmidvector,sequenced,andthenanalyzedtorevealthebenzoate
dioxygenase (benABC), p-hydroxybenzoate hydroxylase gene (pobA) and
m-hydroxybenzoate hydroxylase gene (mobA). The HS-2 genes involved in
(hydroxy)benzoatedegradation wereclustered within approximately 39kb region,
and showed quitea differentgeneticorganization from thoseofotherbenzoate
catabolicgenes.ThebenABC,pobA,mobA geneswereclonedintotheexpression
vectorpEXP5-CT/TOPO.TheexpressedBenABC,PobA,MobA wereanalyzedby
SDS-PAGE andthespecificbandswereconfirmed.TheHPLC andLC-MS/MS
analysisrevealedthatrestingcellsofE.coliBL21(DE3)harboringbenABC,pobA,
mobA oxidized 3-chlorobenzoate to 4-chlorocatechol, p-hydroxybenzoate to
protocatechuateandm-hydroxybenzoatetoprotocatechuate,respectively.Toenhance
theconversionrate,pKJE7chaperone(dnaK-dnaJ-grpE)wereco-expressedwith
E.coliharboringpobA andmobA genes,respectively.ThepobA andmobA genes
expressedhigherlevelofproteinthanwithoutpKJE7.Andbioconversionofhigh
concentrationofm,p-hydroxybenzoatetoprotocatechuatebyco-expressionofpobA
withpKJE7.



- 1 -

제 1장 서 론

1.연구배경

20세기에 들어 화학공업의 속한 발 은 자,기계, 속산업을 포함한 모든 산업발

에 획기 인 기여를 했지만,심각한 환경문제를 야기하 다.산업이 발 해 가면서,

인류생활을 보다 풍요롭고 윤택하게 하기 해 더욱 많은 인 인 화학 합성 물질을

생산하게 되었다. 를 들어,의복의 재료가 되는 합성 섬유(polyester,polyamid),일회

용 용기의 재료가 되는 합성수지(polyethylene,polystyrene)그리고 자동차 타이어와 같

은 탄성체의 재료가 되는 합성고무(styrene)등이 그 이다
1)
.이 뿐만 아니라 인간의

질병 치료와 수명 연장을 목 으로 만들어진 여러 가지 의약품과 식량 자원의 생산성

증 를 목 으로 만들어진 농약은 인간의 생활을 풍요롭게 해주었지만,독성과 잔류성

때문에 환경과 인간의 생명에 심각한 부작용을 야기해왔다.이에 따라 화학합성 물질을

분해하기 해 탈기(stripping),활성탄 흡착 화학 산화방법과 같은 물리ㆍ화학 인

방법이 시도 되었다.하지만 이런 방법들은 특히 방향족 화합물을 제거하는 데는 효율

이지 못하다.따라서 고온,고압과 고독성의 시약을 이용하는 극렬한 반응조건이 요구

되는 화학공정을 상온과 상압 그리고 안 한 용매계를 사용하는 온화한 조건의 생물반

응공정으로 체하려는 연구가 일 부터 시작되었고,그 결과 많은 화학공정이 생물반

응계로 체되고 있다
2)
.

생물 환 기술(biotransformation)이란 생물 환(bioconversion),생합성(biosynthesis),

생 매(bio-catalysis)등의 용어와 의미상 복성을 가지며,미생물이 갖고 있는 효소

기능을 이용하여 구물질로부터 원하는 산물을 제조하는 기술을 말한다.따라서 생체

기능을 세포 는 효소단계에서 이용하는 생물 환 기술은 고부가 가치의 유용물질 생

산을 주요 목 으로 하며, 재의 생물산업을 구성하는 주요한 공정이라 할 수 있다.생

물 환 공정은 기존의 발효공정과 비교해 볼 때,두 공정이 생물반응계를 이용한다는

에서 공통 을 갖지만,발효공정은 주로 균체생장에 필요한 양성분에서 출발하여

균체 내의 생명 상을 이용하여 생산물을 얻어내는 반면 생물 환 공정은 미생물 는

효소의 기질에 한 선택성을 이용하여 구물질을 도입하여 목 으로 하는 화합물을

생산한다는 에서 차이가 있다
3)
.지 까지의 부분의 화학제품 생산기술은 으로

화학반응을 이용한 공정기술에 의존하여 왔으나,이러한 공해 유발형·고에 지 소비형

의 기존 화학합성 공정을 발효공정 는 생물 환 공정으로 체하여 탈공해ㆍ 공해의

청정생물산업 기술을 개발하려는 노력이 최근 생명공학 기술의 주요 흐름이 되고 있다.

미생물을 이용한 생물 환 기술은 여러 분야에서 폭넓게 이용되고 있는데,유해한 물질
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을 비독성물질로 바꾸는 생물학 분해(biodegredation),정 화학품 제조,식품가공,그

리고 의약품 생산 등이 주요 응용분야이다.특히 의약품 개발에 있어서 생물 환은 여

러 가지 방법으로 이용되어 의약품의 유용성 효과성을 향상시키는데 기여할 수 있다

3).미생물이 다양한 구조의 천연화합물을 생산한다는 것은 잘 알려진 사실이며,7000개

이상의 천연 항생물질의 구조를 보더라도 미생물이 갖고 있는 무한한 생물 화학 기능

을 알 수 있다.이 같은 미생물의 기능을 극 으로 이용하기 하여 증식하는 미생물

이나 휴지기의 미생물로부터 얻어낸 효소를 이용하여 유기화합물로부터 목 으로 하는

새로운 화합물을 얻는 방법을 생물 환이라 한다.미생물이나 효소를 이용한 물질 환

의 특징을 화학 환과 비교하면,다음과 같은 특징이 있다.첫째,화학 인 환방식

은 chiral화합물 등의 정 화학제품 생산에서 으로 요구되는 구조선택성

(regioselectivity)과 입체선택성(stereoselectivity)을 충족시킬 수 없다.둘째,산화 생

물 환 방식은 독성이 강한 화학 매보다 환경 친화 이며 자연계에 존재하는 공기

산소를 이용한다.셋째,기질 특이 인 산소화효소를 이용하여 고가의 생리활성물질 합

성에 필요한 학합성물질 구체(chiralprecursor)인 singledihydrodiols을 합성할 수

있다는 장 이 있다.반면에 기질의 농도를 높게 사용할 수 없는 경우가 많아 수율이

낮고,부반응을 수반하는 경우가 많다는 단 도 있다4).이러한 단 들을 재조합 단백질

을 이용하여 극복할 수 있는데 이 한 목 단백질이 불용성의 단백질 형태로 나타나

거나,proteolysis과정을 통해 발 이 되지 않는 단 을 가지고 있어 일부 단백질의 경

우 생물 환기술에 용하기에는 아직도 문제 을 가지고 있다.하지만 최근 단백질의

folding에 여하는 chaperone분자가 알려짐에 따라 in-vivo에서 단백질의 folding기

작을 규명하기 한 다양한 연구가 진행되었다.Chaperone단백질을 목 단백질과 함

께 발 시켜 inclusionbody의 형성과 protease에 의한 단백질의 분해를 방지하여 발

단백질의 회수율을 높이고 목 단백질의 안정 인 발 을 유도함으로서 수율이 낮은 단 을

보완할 수 있게 되었다.Chaperone은 단백질의 힘을 도와주는 단백질이다.불안정한 3

차구조를 나타내는 단백질을 완벽한 3차구조로 만드는 역할을 한다.DnaJ와 DnaK는

chaperone단백질을 지정하는 유 자인데, 부분의 chaperone은 열 충격 단백질로 높은

온도나 반응성 산소로 인해 손상당한 다른 단백질에 결합하여 그 기능을 보호하고 회복

시키는 기능을 한다.GrpE,GrpES와 GroEL은 이미 진 단백질을 부분 으로 반응하

여 힘을 보다 완벽하게 할 수 있도록 도와주는 역할을 한다.Tig는 단백질의 잘못

힘과 엉킴을 방지하는 기능을 한다
5)
(Fig.1).
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2.연구동향

산업의 속한 발달로 인해 benzoate,m-hydroxybenzoate,p-hydroxybenzoate,

aniline등의 방향족 화합물은 제약,제 제,살충제,염료, 라스틱,유제품 등의 새로

운 화학약품을 생산하기 하여 사용량이 증가하고 있다.방향족 화합물은 구조 으로

안정하며,자연생태계에서 쉽게 분해가 이루어지지 않는 난분해성 물질로 토양이나 수

질환경의 오염원이 되고 있다6). 한 이들 화합물은 높은 지질 친화성과 낮은 수용성을

갖고 있어 생물체 내에 축 될 가능성이 높아 재 이들 화합물의 효율 인 제거를

하여 미생물을 이용한 생분해, 사,유 연구,분해능이 뛰어난 균의 연구 유

공학 기법을 이용한 사 분해능 향상 등의 연구가 범 하게 진행되고 있다
7-9)
.호

기성 미생물에 의한 방향족 화합물의 탄화수소 분해과정은 산소화반응(oxygenation),수

산화반응(hydroxylation),탈수소화반응(dehydrogenation)을 거치며,방향족 화합물의 주

요 간 사산물인 catechol과 protocatechuate등으로 환된다. 환된 catechol과

protocatechuate는 고리 계열 화합물 사에서 요한 역할을 하는 효소인 이산소화효

소(dioxygenases)에 의해 매반응이 계속 진행된다10,11).

Catechol과 protocatechuate류는 반응성이 매우 커서 의약품의 구체로 사용되는

유용한 물질이다.산업 으로 볼 때 산소화효소는 의약품 합성 시 간유도체의 산화

반응에 이용되거나(Merck, Schering) 제약, 화학 산업에서 building block이나

commodity를 만들 때 사용된다(Lonza,Pfizer,BASF). 한 식품산업에서 terpene류

를 비롯한 방향성 유기 화합물을 만드는데도 사용될 수 있다.

방향족 화합물에 한 분해와 사경로,효소에 련된 연구들은 부분 그람음성

세균에서 이루어지고 있다.Acinetobactercalcoaceticus와 Pseudomonasputida는 표

인 benzoate분해 세균으로 알려져 있다.호기 조건에서 미생물에 의한 benzoate

분해는 β-ketoadipate 경로를 통해서 진행된다
12-14)
(Fig.2). 한 호기 조건에서

Acinetobacter가 p-hydroxybenzoate를 분해하는 것으로 보고되어 있는데

p-hydroxybenzoate의 분해 경로와 분해에 련된 효소는 Fig.2에 나타나있다
14)
.
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3.연구 목표

지난 20년 동안 Halomonas
23-25)
,Pseudomonas

26)
,Kordiimonas

27)
,Thalassobacillus

28)
,

Novosphingobium 29),Marinobacter30),그리고 Microbacterium31)을 포함한 상 호염성

세균(ModeratelyHalophilicBacteria)에 한 분리,동정에 한 많은 연구가 진행되었

다.한편 방향족 화합물의 분해와 사경로
31)
그리고 효소

32)
에 련된 연구는 생화학

수 의 연구가 진행되었을 뿐,해수보다 염분의 농도가 높은 환경으로부터 분리한

Pseudomonasmendocina.의 catechol2,3-dioxygenase유 자에 한 부분 인 염기서

열에 한 연구
33)
를 제외한 방향족 화합물의 분해와 련된 유 자에 한 연구에 해

서는 보고된 사례가 없다. 재까지 상 호염성 세균인 Chromohalobactersp.에 한

연구는 9종이 진행되었으나,방향족화합물을 분해할 수 있는 있는 종에 해서는 보고

된 사례가 없다15-22).이 의 연구에서 해양 극한 환경에서 유래한 상 호염성세균인

Chromohalobactersp.HS-2균주로부터 genomiccosmidlibrary(2,000colonies)를 제

작하 다.제작한 cosmidlibrary(2,000clones)를 상으로 benzoatedioxygenase유

자를 포함하는 cosmidclone를 선발하 다.선발한 cosmidclone내 삽입된 DNA조각의

체 염기서열(38.945bp)를 결정하고 분석용 로그램을 이용하여 염기서열을 분석한 결과,

이 cosmidclone내에는 총 31개의 OpenReadingFrame(ORF)이 존재하며 이 18개의

ORF가 benzoate를 포함하는 aromaticcompound의 기 산화와 분해에 련되어 있음을

확인하 다 (Fig.3).확인된 ORF로부터 기존에 알려진 aromaticoxygenase와 높은 상동

성을 가진 새로운 aromatic oxygenase 유 자인 benzoate dioxygenase (benABC),

m-hydroxybenzoatehydroxylase(mobA),그리고 p-hydroxybenzoate(pobA)를 확보하

다 (Table1).

본 연구에서는 Chromohalobactersp.에서 확보한 benABC,mobA,pobA 유 자의

활용을 해 재조합 장균에서 련 유 자의 과발 을 통해 생물 환을 유도하고자

하 다. 한 상 으로 가의 benzoate화합물로부터 고가의 생물신소재 물질인

4-chlorocatechol과 protocatechuate를 생산하고자 하 다 (Table2).
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Fig.1.Possiblemodelforchaperone-assistedproteinfoldinginE.coli.
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Fig.2Degradativepathwayofp-hydroxybenzoateandbenzoateinAcinetobacter.
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Fig.3.Supraoperonicclusteringofmono-substitutedbenzoate-degradativegenesin

Chromohalobactersp.strainHS-2.
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C. salexigens DSM 304394Conserved proteinorf12

C. salexigens DSM 304394Conserved proteinorf11

Comamonas testosterone KH122-3S66m-Hydroxybenzoate 4-hydroxylase (mobA)mobA
R. nubinhibens ISM33Conserved proteinorf10

Pseudomonas sp. K2358Putative transposase (ORFU1K23L)orf9
Roseovarius nubinhibens ISM51Conserved proteinorf8

P. alcaligenes NCIB 986770Gentisate 1,2-dioxygenase (xlnE)xlnE
Mesorhizobium sp. BNC165Conserved proteinorf7

Mesorhizobium sp. BNC162Conserved proteinorf6
P. putida G758Salicylate hydroxylase (nahG)nahG
P. putida NCIB 9816-447LysR-type transcriptional regulator (nahR)nahR

Acinetobacter sp. ADP158Benzoate membrane transport protein (benE)benE

Acinetobacter sp. ADP160Benzoate diol dehydrogenase (benD)benD

B. gladioli MAFF30158858Electron transfer component of benzoate 1,2-dioxygenase (benC)benC

B. gladioli MAFF30158861Small subunit of benzoate 1,2-dioxygenase (benB)benB

Burkholderia gladioli MAFF30158866Large subunit of benzoate 1,2-dioxygenase (benA)benA
Pseudomonas sp. EST100174Catechol 1,2-dioxygenase (pheB)catA

Acinetobacter lwoffii K2462Muconolactone Delta-isomerase (catC1)catC
Burkholderia sp. NK860Muconate cycloisomerae (catB)catB
P. putida51LysR-type transcriptional regulator (catR)catR

C. salexigens DSM 304393Conserved proteinorf5
Ralstonia eutropha JMP13463Conserved proteinorf4

P. putida WCS35872p-Hydroxybenzoate hydroxylase (pobA)pobA
P. putida WCS35841AraC family of transcriptional regulator (pobR)pobR

C. salexigens DSM 304393Conserved proteinorf3
C. salexigens DSM 304387Conserved proteinorf2
P. putida NCIMB 986967Alpha subunit of protocatechuate 3,4-dioxygenase (pcaG)pcaG

P. putida ATCC 2397568Beta subunit of protocatechuate 3,4-dioxygenase (pcaH)pcaH
Pseudomona sp. HR19950LysR-type transcriptional regulator (pcaQ)pcaQ

C. salexigens DSM 304395Conserved proteinorf1
Chromohalobacter salexigens DSM 304392Conserved proteinorf0

OrganismIdentity (%)aRepresentative homolog (gene)Gene
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P. putida WCS35841AraC family of transcriptional regulator (pobR)pobR

C. salexigens DSM 304393Conserved proteinorf3
C. salexigens DSM 304387Conserved proteinorf2
P. putida NCIMB 986967Alpha subunit of protocatechuate 3,4-dioxygenase (pcaG)pcaG

P. putida ATCC 2397568Beta subunit of protocatechuate 3,4-dioxygenase (pcaH)pcaH
Pseudomona sp. HR19950LysR-type transcriptional regulator (pcaQ)pcaQ

C. salexigens DSM 304395Conserved proteinorf1
Chromohalobacter salexigens DSM 304392Conserved proteinorf0

OrganismIdentity (%)aRepresentative homolog (gene)Gene

Table 1. Identification of mono-substituted benzoate cluster genes from

Chromohalobacter sp.strain HS-2 based on the comparison with functionally

characterizedhomologs

a
Percentageofidentitywasobtainedbyaligningthededucedaminoacidsequences
usingBlastP.
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        시 약 명  제 조 회 사   양 (g) 가격 (원)

  2-Chlorobenzoic acid, 98%  Aldrich    100   22,000

  3-Chlorobenzoic acid, 99+%  Aldrich    100   98,000

  4-Chlorobenzoic acid, 99%  Aldrich     50   32,000

  3-Chlorocatechol, >98.0%  Tokyo Chemical Industry      1  861,900

  4-Chlorocatechol, 97%  Aldrich      1  117,000

  2-Fluorobenzoic acid, 97%  Aldrich    100  129,000

  4-Fluorobenzoic acid, >=98.0%  Fluka    100   26,000

  3-Fluorocatechol, 99%  Aldrich      1   62,000

  3-Fluorobenzoic acid, 97%  Aldrich    100  237,000

  4-Fluorocatechol, >98.0%  Tokyo Chemical Industry      1  239,200

  3-Hydroxybenzoic acid, 99%  Aldrich    100   72,000

  4-Hydroxybenzoic acid, 99%  Aldrich    100   26,000

  3,4-Dihydroxybenzoic acid  Fluka    100  379,400

  Soduim benzoate, 99%  Aldrich   1000   43,000

  Catechol, 99+%  Aldrich    100   34,000

Table2.Pricesofsubstratesandproductreagentsusedinthisstudy
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제 2장 실험 재료 방법

제 1 실험 재료

1.효소 시약

유 자 조작에 사용한 제한효소와 T4DNA ligase그리고 alkalinephosphatase는

Takara로부터 구입하 다.PCR을 한 primer는 Bionics에 의뢰하여 합성하 다.그리

고 생물 환 실험에 사용한 시약인 Benzoate,3-chlorobenzoate,m-hydroxybenzoate,

p-hydroxybenzoate, catechol, 4-chlorocatechol (Sigma-Aldrich), protocatechuate

(Fluka),3-chlorocatechol(TokyoChemicalIndustry)를 이용하 다..

2.사용 균주 라스미드

유 자 클로닝을 한 Chromohalobactersp.HS-2균주는 연세 학교 김응빈 교수

연구 에서 분양받아 사용하 다.DNA 조작은 E.coliTop10′을 이용하 고,단백질

발 은 E.coliBL21(DE3)를 숙주로 이용하 다.단백질의 과발 을 하여 cloning 단

백질 발 을 동시에 할 수 있는 pEXP5-CT/TOPO(Invitrogen)과 단백질의 안정 인 발

을 해 사용된 chaperoneplasmid는 Takara로 부터 구입하여 사용하 다.유 자 재조

합 E.coli는 ampicillin(100㎍/㎖)이 첨가된 Luriabertani(LB)medium에서 37℃로 12

시간 동안 배양하 다.

3.배지 조성

Chromohalobactersp.HS-2균주는 10% NaCl이 포함된 mineralsaltsbasal(MSB)

medium에서 배양하 고 그 구성성분은 Table3에 나타내었다. 라스미드의 분리와

E.coli형질 환을 해서는 LBmedium를 사용하 다.E.coli형질 환체 선별배지로

서 ampicillin(100㎍/㎖)이 첨가된 1.5% LBagarplate를 사용하 다.
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Table3.Compositionofmineralsaltsbasal(MSB)mediuma

Components Amount

Na2HPO4ㆍ7H2O 7.16g

KH2PO4 2.72g

Nitrilotriaceticacid 0.2g

KOH 0.146g

MgSO4ㆍ7H2O 0.591g

CaCl2 0.067g

(NH4)Mo7O24ㆍ4H2O 0.185mg

FeSO4ㆍ7H2O 1.98mg

Tracemetalsolution
b

1ml

(NH4)2SO4 1g

NaCl 100g

a
Theabovechemicalsweremixedindistilledwatertomake

afinalvolumeof1liter.

b
Tracemetalsolutionismadeof2.5mgNa2EDTAㆍ2H2O,

11mgZnSO4ㆍ7H2O,5mgFeSO4ㆍ7H2O,1.54mgMnSO4ㆍH2O,

0.4mgCuSO4ㆍ5H2O,0.25mgCo(NO3)2ㆍ6H2Oand0.18mg

Na2B4O7ㆍ10H2Oin1mlofdistilledwater.
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제 2 실험 방법

1.ChromosomalDNA extraction

분리균주의 chromosomalDNA는 Goldberg와 Ohman(1984)이 제시한 방법을 이용하

여 분리하 다34).20mM glucose가 첨가된 50㎖의 MSB배양액에서 Chromohalobacter

sp.HS-2균주를 지수성장기까지 배양한 후 12,000×g에서 15분 동안 원심분리 하 다.

회수된 균체에 10㎖의 SolutionⅠ(50mM glucose,10mM EDTA,25mM Tris-HClpH

8.0)과 1㎖ lysozyme(50㎎/㎖),0.5㎖ RNase(2㎎/㎖),0.1㎖ proteinaseK (50㎎/㎖)를 섞

어 탁시켰다. 탁액을 37℃에서 1시간 동안 방치한 후 10% SDS용액 0.1㎖를 넣고

혼합한 후 다시 37℃에서 1시간 동안 방치하 다.반응액에 1㎖의 mercaptoethanol과

3M sodium acetatesolution(pH 5.2)6.5㎖을 혼합하고 20㎖의 chloroform을 넣은 다음

조심스럽게 흔들어 섞었다.이후 12,000×g에서 30분 동안 원심분리하여 상등액을 새

로운 tube에 옮겨 담고 상등액의 0.6배에 해당하는 isopropanol을 첨가하여 섞었다.실

처럼 엉킨 형태의 DNA는 스퇴르피펫을 이용하여 조심스럽게 eppendorftube에 옮겨

담고 70% ethanol1㎖를 첨가하여 DNA를 세척한 다음 60℃에서 건조하 다.잘 건조

된 DNA는 3㎖의 TEbuffer(10mM Tris-HCl와 1mM EDTA 혼합액,pH 8.0)를 첨

가하여 녹인 후 1.5% agarosegel 기 동을 통하여 확인하 다.

2.Competentcell제조

Competentcell은 Inoue법에 따라 제조하 다.
35)
LB medium 5㎖에 E.coliBL21

(DE3)단일 콜로니를 종하여 37℃에서 12시간 배양하 다.200㎖의 SOB medium에

배양액 0.1%를 종하 고,OD600가 0.4～0.7로 될 때까지 배양하 다.이 후 배양액을

얼음물에서 10분간 방치한 후 12,000×g에서 15분 동안 원심분리 하 다.회수된 균체

에 67㎖의 TBbuffer를 첨가하여 재 탁한 후 같은 조건으로 원심분리 하 다.최종

으로 16㎖의 TB buffer와 1.2㎖의 DMSO를 첨가하여 혼합한 후 100㎕씩 멸균된

eppendorf　tube에 넣고 -70℃에 보 하 다.
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3. 라스미드 DNA 분리

라스미드의 분리는 alkalinelysis방법을 사용하여 분리하 다.
36)
지수성장기 말기

에 들어선 배양액 1㎖를 eppendorftube에 넣고 원심분리하여 상등액을 제거하 다.

침 물을 2㎎/㎖ lysozyme이 녹아있는 100㎕의 용액Ⅰ에 탁하 다.용액Ⅰ은 50mM

glucose,10mM EDTA,25mM Tris-HCl(pH 8.0)로 제조하 다. 탁액을 37℃에서

20분간 방치한 후 여기에 200㎕의 용액 Ⅱ (0.2NNaOH와 1% SDS혼합액)를 첨가하여

조심스럽게 흔들어 혼합시킨 다음 얼음에 10분간 방치시켰다.150㎕의 용액 Ⅲ를 첨가

하여 서 번 조심스럽게 흔들어 혼합시킨 후 4℃에서 5분간 원심분리 12,000×g하

다.용액 Ⅲ은 5M potassium acetate60㎖와 glacialaceticacid11.5㎖와 증류수 28.5

㎖를 혼합한 후 멸균된 증류수를 첨가하여 체 용량을 100㎖로 제조하 다.원심분리

가 끝난 상등액은 새로운 tube에 옮겨서 phenol과 chloroform을 1:1로 섞은 혼합액을 처

리하여 두 번 추출한 후 원심분리 (12,000× g)하여 상등액을 얻었다.이것을 다시

chloroform으로 한 번 더 추출하여 상등액을 새로운 tube에 옮긴 후 -20℃에서 충분히

냉각시킨 95% ethanol900㎕를 넣고 잘 흔든 다음 -70℃에서 15분간 방치하 다.이후

sample을 4℃에서 15분간 원심분리한 후 상등액을 제거하 고,침 된 라스미드는

95% ethanol1㎖을 넣어 잘 흔든 다음 4℃에서 5분간 다시 원심분리 (12,000×g)하

다.상등액을 제거하고 60℃에서 5분간 침 물을 건조시켰다.DNase를 포함하고 있지

않은 RNase (20㎍/㎖)1㎕를 포함한 TE buffer20㎕에 침 물을 녹인 후 1.5%

agarosegel 기 동을 통하여 확인하 다.
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4.Aromacicoxygenase유 자의 클로닝

1)Benzoatedioxygenase유 자의 클로닝

가.benABC유 자의 증폭

benABC 유 자 primer를 5′-ATGACCTCACAACTTGATCGT-3′(forward)와

5′-TGCGGCCTCCTCAGAGGT-3′(reverse)로 제작하 다.benABC 유 자의 증폭

은 Chromohalobactersp.HS-2로부터 분리한 38,945bp의 chromosomalDNA 단편을

templateDNA로 하 으며,총 반응액은 50㎕이었다.반응조건은 94℃에서 1분 반응시켜

pre-annealing하고,증폭단계로 94℃에서 30 ,45℃에서 1분,72℃에서 3분 cycle을 30

회 반복하 고,마지막으로 72℃에서 2분 동안 반응을 수행하 다.반응혼합액의 조성은

Taq
TM
reactionbuffer[50mM Tris-HCl(pH 9.0),50mM NaCl,5mM MgCl2],0.2

mM dNTPs(dATP,dCTP,dGTP,dTTP),10∼50ng의 templateDNA,100ng의 3'과

5'primer,2.5unit의 Taq
TM
DNA polymerase를 사용하 다.그리고 PCR의 최종 반응

생성물은 Gelextractionkit(Nucleogen)을 이용하여 정제하 다.

나.제한효소 처리와 DNA 단편 분리

PCR을 통해 증폭된 DNA와 vector에 10units의 제한효소 XbaⅠ과 NcoⅠ을 37℃에

서 1시간 동안 반응시켰다.Vector와 insertDNA를 제한효소로 각각 처리한 후에 1%

(w/v)agarosegel로 기 동 하 다.Gel로부터 vector와 insertDNA 부분을 잘라내

어 용해시키고,Gelextractionkit(Nucleogen)를 사용하여 gel로부터 원하는 DNA 단

편을 분리 정제하 다.
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다.Ligation

Vector와 insertDNA를 1:3의 몰수비로 넣어주었고,10×ligationbuffer(300mM

Tris-HClbuffer(pH 7.8),100mM MgCl2,100mM DTT,10mM ATP)와 3unit의

T4DNA ligase를 첨가하여 총 반응액을 15㎕로 한 후 4℃에서 12시간 반응시켰다.

라.benABC유 자의 형질 환

Inoue방법에 따라 제조한 competentcell
35)
에 ligation한 DNA 15㎕를 첨가한 뒤 heat

shock방법을 이용하여 형질 환시켰다.형질 환된 cell100㎕을 ampicillin(100㎍/㎖)

이 첨가된 LBagarplate에 도말하여 37℃에서 배양한 후 생성된 콜로니를 형질 환된

E.coli균주로 선별하 다.

마.형질 환된 균체로부터 라스미드 확인

의 방법으로 분리한 plasmidDNA를 10units의 제한효소 XbaⅠ과 NcoⅠ으로

처리하여 혼합한 뒤 약 30 간 원심분리 한 후 37℃에서 1시간 반응시킨 다음 기 동

으로 확인하 다.형질 환된 plasmidDNA를 선별하여,pEXP5-CT/TOPO-benABC로

명명하 다.

2)p-hydroxybenzoatehydroxylase유 자의 클로닝

가.pobA 유 자의 증폭

pobA 유 자 primer를 5′-ATGAAAACCCAAGTCGCGATC-3′(forward)와 5′

-GCCCTCCAACGGTTCGTAAGG-3′(reverse)로 제작하 다.pobA 유 자의 증폭은

Chromohalobacter sp.HS-2로부터 분리한 38,945bp의 chromosomalDNA 단편을

templateDNA로 하 으며,총 반응액은 50㎕이었다.반응조건은 94℃에서 1분 반응시켜

pre-annealing하고,증폭단계로 94℃에서 30 ,50℃에서 1분,72℃에서 1분 cycle을 30

회 반복하 고,마지막으로 72℃에서 2분 동안 반응을 수행하 다.반응혼합액의 조성은

Taq
TM
reactionbuffer[50mM Tris-HCl(pH 9.0),50mM NaCl,5mM MgCl2],0.2mM

dNTPs(dATP,dCTP,dGTP,dTTP),10∼50ng의 templateDNA,100ng의 3'과 5'

primer,2.5unit의 Taq
TM
DNA polymerase를 사용하 다.그리고 PCR의 최종 반응생

성물은 Gelextractionkit(Nucleogen)을 이용하여 정제하 다.
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나.제한효소 처리와 DNA 단편 분리

PCR을 통해 증폭된 DNA와 vector에 10units의 제한효소 XbaⅠ과 SalⅠ을 37℃에

서 1시간 동안 반응시켰다.Vector와 insertDNA를 제한효소로 각각 처리한 후에 1%

(w/v)agarosegel로 기 동 하 다.Gel로부터 vector와 insertDNA 부분을 잘라내

고,Gelextractionkit(Nucleogen)를 사용하여 gel로부터 DNA 단편을 분리 정제하

다.이후 ligation과 형질 환 라스미드 DNA의 확인은 앞서 설명한 방법과 동일하

게 수행하 고,pEXP5-CT/TOPO-pobA로 명명하 다.

3)m-hydroxybenzoatehydroxylase유 자 클로닝

가.mobA 유 자 증폭

mobA 유 자 primer를 5′-ATGCAATTCCATCGTGATGGC-3′(forward)와 5′

-ACGGGTTGATTGATCGAGCAT-3′(reverse)로 제작하 다.mobA유 자의 증폭은

Chromohalobacter sp.HS-2로부터 분리한 38,945bp의 chromosomalDNA 단편을

templateDNA로 하 으며,총 반응액은 50㎕이었다.반응조건은 94℃에서 1분 반응시켜

pre-annealing하고,증폭단계로 94℃에서 30 ,45℃에서 1분,72℃에서 2분 cycle을 30

회 반복하 고,마지막으로 72℃에서 2분 동안 반응을 수행하 다.반응혼합액의 조성은

Taq
TM
reactionbuffer[50mM Tris-HCl(pH 9.0),50mM NaCl,5mM MgCl2],0.2

mM dNTPs(dATP,dCTP,dGTP,dTTP),10∼50ng의 templateDNA,100ng의 3'과

5'primer,2.5unit의 Taq
TM
DNA polymerase를 사용하 다.그리고 PCR의 최종 반응

생성물은 Gelextractionkit(Nucleogen)을 이용하여 정제하 다.

나.제한효소 처리와 DNA 단편 분리

PCR을 통해 증폭된 DNA와 vector에 10units의 제한효소 BglⅡ과 HindIII을 37℃에

서 1시간 동안 반응시켰다.Vector와 insertDNA를 제한효소로 각각 처리한 후에 1%

(w/v)agarosegel로 기 동 하 다.Gel로부터 vector와 insertDNA 부분을 잘라내

고,Gelextractionkit(Nucleogen)를 사용하여 gel로부터 DNA 단편을 분리 정제하

다.이후 ligation과 형질 환 라스미드 DNA의 확인은 앞서 설명한 방법과 동일하

게 수행하 고,pEXP5-CT/TOPO-mobA로 명명하 다.
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5.단백질 과발

1)단백질 과발 유도

선별된 pEXP5-CT/TOPO-benABC,pEXP5-CT/TOPO-pobA,pEXP5-CT/TOPO-

mobA 재조합 라스미드를 포함한 장균을 ampicillin(100㎍/㎖)이 포함된 LB배지에

서 배양 하 다.Ampicillin(100㎍/㎖)이 포함된 50㎖ LB배지에 배양액 4%를 종

하 고, OD600가 0.4～0.7로 될 때까지 배양한 다음 0.75 mM의 isopropyl-β

-d-thiogalactopyranoside(IPTG)를 첨가하여 발 을 유도하 다.

2)SDS-PAGE를 이용한 단백질 발 확인

재조합 단백질의 발 여부를 확인하기 해 0.75mM의 IPTG를 첨가하여 발 을

유도한 후 일정한 시간 간격으로 배양액을 취하 다.발 이 유도된 배양액 1㎖를

eppendorftube에 넣고 원심분리하여 상등액을 제거하 고,TEbuffer(pH 8.0,10mM

Tris-HCl,1mM EDTA)로 2번 세척하 다.세척된 세포는 음 쇄기를 이용하여

쇄하 다. 쇄용액은 원심분리 (12,000×g,30min,4℃)하여 상등액을 분리하 고,

분리된 cellfreeextract는 Bradford 방법을 이용하여 단백질의 농도를 측정하 다.

단백질의 정량을 하여 BSA (bovineserum albumin)으로 표 곡선을 작성하 고,

측정하고자 하는 단백질 시료는 표 곡선 흡 도의 범주를 벗어나지 않도록 희석한 후

595nm에서 흡 도를 측정하여 정량하 다.

Bradford방법으로 정량한 cellfreeextract의 농도는 각각 10㎍으로 맞추어 5분간

끓인 후 200V에서 1시간 20분 동안 기 동을 하 다. 기 동이 끝난 gel은 staining

solution(0.1% CoomassieblueR-250,45% methanol,10% glacialaceticacid)로 염색

하 고,destaining solution (30% methanol,10% glacilaaceticacid,60% distilled

water)으로 탈색한 후 단백질의 발 여부를 확인하 다.
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6.재조합 장균을 이용한 생물 환

앞서 제작한 각각의 재조합 라스미드를 포함하고 있는 장균을 200㎖ LB배지에

서 단백질 발 을 유도하 다.발 이 유도된 장균을 원심분리 (12,000×g,30min,

4℃)한 후 상등액을 제거하고 50mM potassium phosphatebuffer(pH 7.4)로 2번 세척

하 다.이 후 50㎖의 50mM potassium phosphatebuffer(pH 7.4)에 재 탁한 후

glucose의 농도가 최종 으로 20mM이 되게 첨가하 다.이때 benABC,pobA,mobA

유 자가 포함된 재조합 장균 탁액에 각각 1mM의 3-chlorobenzoate,p-hydroxy

benzoate,m-hydroxybenzoate를 기질로 제공하고 30℃에서 생물 환 하 다.

7.HPLC에 의한 사산물 분석

분석에 사용된 기기는 Agilent1200seriesHPLC 분석기이었다.AgilentEclipse

XDBC-18,5㎕ column을 사용하 으며 Acetonitrile과 10mM H3PO4용액을 1:1로 혼

합한 액을 이동상으로 이용하 다.분석시 column온도는 30℃,유량은 1.0ml/min,UV

검출 장은 203nm의 조건에서 분석하 으며,시료의 주입은 0.2㎛ membranefilter를

통과한 여과액 20㎕를 주입하여 분석하 다.

8.재조합 장균에서의 chaperoneplasmid의 동시발

1)재조합 장균에서의 chaperoneplasmid의 동시발 시스템 구축

단백질의 안정 인 발 생물 환 효율을 높이기 하여 단백질 folding에 여하는

chaperone이 포함되어 있는 5종의 plasmid(pG-KJE8,pKJE7,pGro7,pTf16,pG-Tf2)를

co-expression하 다.먼 Inoue법에 따라 pEXP5-CT/TOPO-pobA와 pEXP5-CT/TOPO

-mobA를 포함하고 있는 E.coliBL21을 이용하여 competentcell을 제조하 다.제조

된 competentcell에 각각의 chaperoneplasmid를 heatshock방법을 이용하여 형질

환시켰다.형질 환된 cell을 ampicillin(100㎍/㎖)과 chloramphenicol(25㎍/㎖)이 첨가

된 LBagarplate에 도말하여 37℃에서 12시간 동안 배양하여 생성된 콜로니를 선별하

다.각각을 pKJE7/TOPO/pobA,pG-KJE8/TOPO/pobA,pGro7/TOPO/pobA,pTf16/

TOPO/pobA와 pG-KJE8/TOPO/mobA, pKJE7/TOPO/mobA, pGro7/TOPO/mobA,

pTf16/TOPO/mobA,pG-Tf2/TOPO/mobA로 명명하 다.
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2)L-arabinose의 농도에 따른 최 과발 조사

Chaperoneplasmid의 유도물질로 작용하는 L-arabinose의 최 발 농도를 확인하기

해 L-arabinose의 농도를 각각 0.0002%,0.002%,0.02%,0.2%로 종하 다.단백질의

과발 여부는 SDS-PAGE를 이용하여 확인하 고,생물 환 반응 HPLC 분석은

기존 연구 수행방법과 동일하게 하 다.

3)단백질 과발 유도

선별된 pKJE7/TOPO/pobA, pG-KJE8/TOPO/pobA, pGro7/TOPO/pobA, pTf16/

TOPO/pobA와 pG-KJE8/TOPO/mobA, pKJE7/TOPO/mobA, pGro7/TOPO/mobA,

pTf16/TOPO/mobA,pG-Tf2/TOPO/mobA 재조합 라스미드를 포함하고 있는 장균

을 ampicillin(100㎍/㎖),chloramphenicol(25㎍/㎖),그리고 L-arabinose가 포함된 50㎖

LB배지에 종 하 고,OD600가 0.4～0.7로 될 때까지 배양한 다음 0.75mM의 IPTG를

첨가하여 발 을 유도하 다.
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9.효소 특성조사

1)PobA 단백질 정제

가. 음 쇄기를 이용한 cellfreeextract의 제조

효소 정제를 해 균체를 OD값이 0.4일때 0.75mM의 IPTG를 첨가하여 2시간 동안

배양한 후 원심분리 하 으며 모든 정제과정은 4℃에서 수행하 다.회수된 균체 10g의

3배 용량의 TEbuffer(pH 8.0)로 1회 씻은 후 원심분리하여 다시 균체를 회수하 다.

회수된 균체에 50㎖의 TE buffer (pH 8.0)를 넣어 재 탁 시킨 후,sonicator

(SONIFIER250,Branson)로 쇄하 다. 쇄액을 원심분리하여 (15,000×g,30분)상

등액을 cellfreeextract로 사용하 다.이 상등액을 다시 100,000×g에서 2시간 동안

원심분리한 후 이때의 상등액을 solublefraction으로 간주하 다.

나.Ni-NTA column을 이용한 PobA 정제

PobA 단백질의 정제는 Ni-NTA column (QIAGEN)을 이용하여 정제하 다.

Ni-NTA column에 600㎕의 bindingbuffer(50mM NaH2PO4,300mM NaCl,5mM

imidazole,pH 8.0)를 옮긴 후 700×g에서 2분 동안 원심분리하여 column을 평형화 하

다.이후 column에 600㎕의 solublefraction을 주입하고 700×g에서 5분간 원심분리

하 다.이후 600㎕의 washing buffer(50mM NaH2PO4,300mM NaCl,20mM

imidazole pH 8.0)로 3회 세척한 후 최종 으로 300㎕의 elution buffer(50 mM

NaH2PO4,300mM NaCl,500mM imidazolepH 8.0)로 녹여 His-tagPobA 단백질을

분리 정제하 다.

다.PobA 단백질의 활성측정

PobA 단백질의 활성측정은 NADH가 산화되어 340nm에서 흡 도 값이 감소되는

속도를 측정하 다.활성측정액은 50mM EDTA,10mM Tris-HClbuffer,pH 8.0,

1mM NADH를 혼합하여 제작하여 실험에 이용하 다.먼 반응에 참여하는 NADH

의 농도와 단백질의 양을 각각 0.1mM과 0.02mg으로 고정한 후 기질의 농도를 각각

0.05,0.1,0.25,0.5,1그리고 2mM로 조 하여 최 기질의 농도를 결정하 다.
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제 3장 결과 고찰

1.Aromaticoxygenase유 자의 클로닝

Chromohalobactersp.HS-2의 chromosomalDNA로부터 각각 benzoateoxygenase,

p-hydroxybenzoatehydroxylase,m-hydroxybenzoatehydroxylase단백질을 암호화하

고 있는 유 자를 각각 PCR기법을 통해 증폭하 고 (Fig.4),재료 방법에 서술한

내용에 따라 cloning하 다.benABC의 경우 2933bp,pobA의 경우 1188bp,mobA의

경우 1956bp의 유 자를 pEXP5-CT/TOPOvector에 cloning하 다 (Fig.5).
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pobA mobA

(A) (B)

benABC

(C)

Fig.4.PCRproductof(A)benABC,(B)pobA,and(C)mobA.
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pEXP5CT-TOPO vector

T7 RBS Oxygenase gene

• Benzoate dioxygenase
• p-hydroxybenzoate hydroxylase
• m-hydroxybenzoate hydroxylase

E. coli BL21(DE3) host
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• Benzoate dioxygenase
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Fig.5.ConstructionofexpressionvectorofpEXP5-CT/TOPOaromaticoxygenases.
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2.benABC유 자의 발 생물 환

1)benABC유 자의 발

BenABC단백질의 발 양상을 SDS-PAGE를 통해 확인하 다.IPTG 첨가 후,시간

이 지남에 따라 각각 BenA (51kDa),BenB(19kDa)그리고 BenC(38kDa)의 발 양

상을 확인할 수 있었으며,특히 4시간 후 발 이 가장 잘 나타났다 (Fig.6).
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M       1      2       3       4       5

BenA

BenC

kDa

116

66.2

45

35

25

18.4

kDa

116

66.2

45

35

25

18.4 BenB

Fig.6.SDS-PAGE analysisofBenABC in E.coliBL21(DE3).Thecellswere

harvestedafterdifferentIPTGinductiontimesof0,0.5,1,2and4hr(lane1to5),

respectively.Symbol; M,molecularweightmarker.
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2)benABC유 자를 이용한 생물 환

발 이 유도된 benABC 유 자를 이용하여 재료 방법에서 서술한 내용에 따라

생물 환 실험을 하 다.1mM의 3-chlorobenzoate를 기질로 제공하고 16시간 동안 배

양하 다. 환량을 측정하기 해 LC-MS/MS로 분석한 결과 0.25 mM의

4-chlorocatechol로 생물 환 되는 것을 확인하 다 (Fig.7).
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(A)

(B)

(A)

(B)

Fig.7.LC-MS/MS tandem massspectralanalysisofthebioconversion products

derivedwithrecombinantBenABC protein.(A)HPLC-PDA chromatogram and(B)

MS/MS fragmentation patterns of a 3-chlorobenzoate conversion product,

4-chlorocatecholelutedat15.69min.
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3.pobA 유 자의 발 생물 환

1)pobA 유 자의 발

PobA 단백질의 발 양상을 SDS-PAGE를 통해 확인하 다.IPTG 첨가 후 시간이

지남에 따라 낮은 수 의 불용성과 수용성 PobA (44kDa)단백질의 발 이 유도되었

다 (Fig.8and9).PobA 단백질의 발 양이 은 것은 PobA 단백질의 활성이 낮은 것

으로 사료된다.
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M       V        1        2        3        4        5        6
kDa

95

72

55

43

34

26

PobA

Fig.8.SDS-PAGEanalysisofPobA insolubleproteininE.coliBL21(DE3).The

cellswereharvestedafterdifferentIPTG inductiontimesof0,0.5,1,2,4and6hr

(lane 1 to 6), respectively. Symbol: M, molecular weight marker; V,

pEXP5CT/TOPOvector.

M     V        1        2        3        4       5        6
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43 PobA

95

34

26

KDa

Fig.9.SDS-PAGE analysisofPobA solubleproteininE.coliBL21(DE3).The

cellswereharvestedafterdifferentIPTG inductiontimesof0,0.5,1,2,4and6hr

(lane 1 to 6), respectively. Symbol: M, molecular weight marker; V,

pEXP5CT/TOPOvector.
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3)pobA 유 자를 이용한 생물 환

발 이 유도된 benABC유 자를 이용하여 재료 방법에서 서술한 바와 같이 생물

환 실험을 하 다.1mM의 p-hydroxybenzoate를 기질로 제공하고 16시간 동안 배양

하 다. 환량을 측정하기 해 HPLC와 LC-MS/MS로 분석한 결과 기질을 100% 이

용하여 1mM의 protocatechuate로 생물 환 되는 것을 확인하 다 (Fig.10and11).

한 2 mM의 p-hydroxybenzoate를 기질로 제공하 을 때에는 1.2 mM의

protocatechuate로 환되는 것을 확인하 다.
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(A)

(B)

p-HBA

pc

(A)

(B)

p-HBA

pc

Fig.10.Bioconversionofp-hydroxybenzoatetoprotocatechuateusingPobA protein.

(A)HPLCchromatogram of1mM p-hydroxybenzoateeluted6.01minand(B)that

ofprotocatechuateeluted5.01min.Abbreviations:p-HBA,p-hydroxybenzoate;pc,

protocatechuate.

(A)

(B)

(A)

(B)

Fig.11.LC-MS/MS tandem massspectralanalysisofthebioconversionproducts

derivedwith recombinantPobA enzyme.(A)HPLC-PDA chromatogram and(B)

MS/MS fragmentation patterns of a p-hydroxybenzoate conversion product,

protocatechuateelutedat6.09min.
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4.mobA 유 자의 발 생물 환

1)mobA 유 자의 발

MobA 단백질의 발 양상을 SDS-PAGE를 통해 확인하 다.IPTG 첨가 후 시간이 지

남에 따라 불용성 상태의 MobA (72 kDa)단백질의 발 양상을 확인할 수 있었다

(Fig.12).
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Fig.12.SDS-PAGEanalysisofMobA insolubleproteininE.coliBL21(DE3).The

cellswereharvestedafterdifferentIPTG inductiontimesof0,0.5,1,2,4and6hr

(lane 1 to 6), respectively. Symbol: M, molecular weight marker; V,

pEXP5CT/TOPOvector.
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2)mobA 유 자를 이용한 생물 환

발 이 유도된 mobA유 자를 이용하여 재료 방법에서 서술한 바와 같이 생물

환 실험을 하 다.1mM의 m-hydroxybenzoate를 기질로 제공하고 16시간 동안 배양

하 다. 환량을 측정하기 해 HPLC와 LC-MS/MS분석결과 아주 소량의 기질만이

이용되어 0.05mM의 protocatechuate로 생물 환 되는 것을 확인하 다 (Fig.13and

14). 부분의 단백질 발 이 불용성 상태의 단백질로 이루어져있어 활성이 낮기 때문

에 0.05mM의 protocatechuate만 환된 것으로 사료되어진다.
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(A)

(B)

m-HBA

m-HBA

pc

Fig.13.Bioconversionofm-hydroxybenzoatetoprotocatechuateusingMobA protein.

(A)HPLCchromatogram of1mM m-hydroxybenzoateeluted6.01minand(B)that

ofprotocatechuateeluted5.01min.Abbreviations:m-HBA,m-hydroxybenzoate;pc,

protocatechuate.

(A)

(B)

Fig.14.LC-MS/MS tandem massspectralanalysisofthebioconversionproducts

derivedwithrecombinantMobA enzyme.(A)HPLC-PDA chromatogram and(B)

MS/MS fragmentation patterns of a m-hydroxybenzoate conversion product,

protocatechuateelutedat5.82min.
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5.재조합 장균에서 chaperoneplasmid의 동시발 시스템 구축

단백질이 inclusionbody를 형성하여 활성이 없는 불용성 단백질 형태로 존재하는 것을 방지하고

수용성 단백질형태로 발 을 유도함으로써 생물 한 효율을 높이기 해 단백질 folding에 여하

는 chaperone 분자가 포함되어 있는 5종의 plasmid (pG-KJE8,pKJE7,pGro7,pTf16,

pG-Tf2)를 재조합 장균에서 동시발 할 수 있는 시스템을 구축하 다 (Fig.15).
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pEXP5/CT-TOPO vector

T7 RBS mobA, pobA gene

pEXP5/CT-TOPO vector

T7 RBS mobA, pobA gene

Fig.15.Construction ofco-expression system ofmobA and pobA genes with
differentchaperoneplasmids.
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6.pobA 유 자와 chaperoneplasmid의 동시발 생물 환

1)pobA 유 자와 chaperoneplasmid의 동시발

Chaperone plasmid가 포함된 pobA 유 자에서 수용성 PobA 단백질의 발 양상을

SDS-PAGE를 통해 확인하 다. Chaperone plasmid의 유도물질로 사용되는

L-arabinose를 0.02% 종하여 발 을 유도하 다.재조합 장균에 단독발 된 pobA

유 자와 비교해 볼 때 안정 으로 수용성 PobA (44kDa)단백질의 발 양상을 확인

할 수 있었고,pobA유 자와 pKJE7가 동시발 되었을 때 가장 안정 으로 많은 양의 수용

성 PobA (44kDa)단백질이 발 되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.16).



- 39 -

M        1         2         3         4        5
kDa

95

72

55

43

34

26

PobA

Fig.16.SDS-PAGE analysisofcoexpressed PobA in E.coliBL21(DE3)with

chaperone plasmids ofpKJE7 ,pG-KJE8,pTf16 and pG-Tf2 (lane 1 to 4),

respectively.Thecellswereharvested after0.75mM IPTG induction for2hr.

Symbol:M,molecularweightmarker;V,pEXP5CT/TOPOvector.



- 40 -

2)L-arabinose농도가 동시발 에 미치는 향

L-arabinose의 최 발 농도를 확인하기 해 L-arabinose의 농도를 각각 0.0002%,

0.002%, 0.02%, 0.05%,0.1%, 0.15%,0.2%로 종하여 농도에 따른 발 정도를

SDS-PAGE를 통해 비교하 다.비교 결과 0.05%에서 가장 안정 으로 수용성 상태의

PobA (44kDa)단백질이 발 되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.17).
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M       V        1        2       3        4        5        6  7
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Fig.17.Effect of L-arabinose concentration on the co-expression of PobA.

L-arabinoseconcentrationswere0.0002,0.002,0.02,0.05,0.1,0.15and0.2% (lane1

to7),respectively.Symbol:M,molecularweightmarker;V,pEXP5CT/TOPOvector.
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3)pobA와 pKJE7이 동시발 된 재조합 장균을 이용한 생물 환

pKJE7와 pobA가 동시발 된 재조합 장균을 이용하여 재료 방법에서 서술한 내

용에 따라 생물 환 실험을 하 다.재조합 장균에서 단독발 된 pobA 유 자에

비해 수용성 상태의 단백질이 안정 으로 발 되었기 때문에 기질의 농도를 30mM과

50mM로 높여서 생물 환 실험을 하 다.30mM의 p-hydroxybenzoate를 기질로 제

공하고 16시간 동안 배양하 다. 환량을 측정하기 해 HPLC용 증류수로 20배 희석

하여 HPLC로 분석하 다.분석 결과 기질을 100% 이용하여 30mM의 protocatechuate

로 생물 환 되었다. 한 50mM의 p-hydroxybenzoate를 기질로 제공했을 때는 33.2

mM의 protocatechuate로 생물 환 되었다 (Fig.18).단독 발 되었을 때와 비교해 볼

때 약 27배의 protocatechuate로의 생물 환 효율이 증가하는 것을 확인할 수 있었다.
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(A)

(B)

Fig. 18. Bioconversion of high concentrations of p-hydroxybenzoate to

protocatechuatebyco-expressionofpobA withpKJE7.(A)50mM and(B)30mM

p-hydroxybenzoate.Abbreviations:p-HBA,p-hydroxybenzoate;pc,protocatechuate.
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7.mobA 유 자와 chaperoneplasmid의 동시발 생물 환

1)mobA 유 자와 chaperoneplasmid의 동시발

Chaperone plasmid가 포함된 mobA 유 자에서 수용성 MobA 단백질의 발 양상을

SDS-PAGE를 통해 확인하 다. Chaperone plasmid의 유도물질로 사용되는

L-arabinose를 0.02% 종하여 발 을 유도하 다.재조합 장균에서 단독발 된

mobA 유 자와 비교해 볼 때 pKJE7와 mobA유 자가 동시발 되었을 때 가장 안정 으

로 많은 양의 수용성 MobA (72kDa)단백질이 발 되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig.

19).
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Fig.19.Co-expressionofmobA withdifferentchaperoneplasmidsduringdifferent

IPTGinductiontimes.Thechaperoneplasmidsusedwereasfollows(A)pKJE7,(B)

pG-KJE8,(C)pGro7,(D)pTf16,and (E)pG-Tf2,respectively.Thecellswere

harvestedafterdifferentIPTGinductiontimesof0,0.5,1,2and4hr(lane1to5),

respectively.Symbol:M,molecularweightmarker;V,pEXP5CT/TOPOvector.
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2)L-arabinose농도가 동시발 에 미치는 향

L-arabinose의 최 발 농도를 확인하기 해 L-Arabinose의 농도를 각각 0.02%,

0.05%,0.1%,0.15%,0.2% 종하여 농도에 따른 발 정도를 SDS-PAGE를 통해 비교하

다.비교 결과 0.15%의 L-arabinose에서 가장 안정 으로 수용성 상태의 MobA (72

kDa)단백질이 발 되었다 (Fig.20).
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Fig.20.Effect of L-arabinose on the co-expression of mobA with pKJE7.

L-arabinose concentrations were 0.02,0.05,0.1,0.15 and 0.2% (lane 1 to 5),

respectively.Symbol:M,molecularweightmarker.
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3)mobA와 Chaperone plasmid가 동시발 된 재조합 장균을

이용한 생물 환

각각의 Chaperoneplasmids와 mobA가 동시발 된 재조합 장균을 이용하여 재료

방법에서 서술한 내용에 따라 생물 환 실험을 하 다. 1 mM의

m-hydroxybenzoate를 기질로 제공하고 16시간 동안 배양하 으며 환량을 HPLC로

분석하 다.분석결과 각각 1 mM,0.41 mM,0.25 mM,0.1 mM,0.1 mM의

protocatechuate로 생물 환 되었다 (Fig.21).생물 환 효율이 가장 좋은 pKJE7와

mobA 유 자가 동시발 된 재조합 장균을 이용하여 5mM의 m-hydroxybenzoate를

기질로 제공했을 때 2.7mM의 protocatechuate로 생물 환 되었다 (Fig.22).단독 발

되었을 때와 비교했을 때 약 50배의 생물 환 효율이 증가하 다.
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Fig. 21. Bioconversion of 1 mM m-hydroxybenzoate to protocatechuate by

co-expressionofmobA withdifferentchaperoneplasmids.Thechaperoneplasmids

usedwereasfollows:(A)pG-Tf2,(B)pTf16(C)pGro7,(D)pG-KJE8,and(E)

pKJE7,respectively.
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Fig.22.HPLC profileshowingthebioconversionof5mM m-hydroxybenzoateto

protocatechuatebyco-expressionofmobAwithpKJE7.
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8.Ni-NTA spincolumn을 이용한 pobA 유 자 정제

Ni-NTA spincolumn을 이용하여 43.2mg의 totalprteindm로 부터 2.4mg의 PobA

단백질을 분리 정제하 다.Ni-NTA spincolumn으로부터 5.56%의 정제된 PobA 단백

질을 회수하 다.정제된 PobA 단백질을 SDS-PAGE를 통해 기 동한 결과 수용성

PobA (44kDa)단백질을 확인 할 수 있었다 (Fig.23).
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Fig.23.Purification ofPobA protein through Ni-NTA coulmn.lane1,cellfree

extract;lane2,purifiedPobAprotein.
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제 4장 결 론

1. 상 호염성세균인 Chromohalobacter sp. HS-2로부터 benzoate dioxygenase

(benABC),p-hydroxybenzoatehydroxylase(pobA),m-hydroxybenzoatehydroxylase

(mobA)를 확보하 고 각각의 유 자를 과발 vector인 pEXP5-CT/TOPOvector에 클

로닝 하 다.

2.BenABC단백질의 과발 을 SDS-PAGE를 통해 확인하 고 생물 환 결과 1mM의

3-chlorobenzoate로부터 0.25mM의 4-chlorocatechol로 생물 환 되었다.

3.pobA 유 자는 chaperoneplasmid와 동시발 을 통해 안정 으로 발 됨을 확인하

다.그 pKJE7과 동시발 되었을 때 가장 안정 이고 많은 양의 수용성 PobA 단

백질의 발 을 확인할 수 있었다.생물 환 결과 30mM의 p-hydroxybenzoate는

100% 이용하여 30 mM의 protocatechuate로 환되었으며, 50 mM의

p-hydroxybenzoate로부터는 33.2mM의 protocatechuate로 환되었다.재조합 장균

에서단독발 되었을 때와 비교해보면 동시발 되었을 때 생물 환 효율이 약 27배

증가하 다.

4.mobA 유 자는 chaperoneplasmid와 동시발 을 통해 안정 으로 발 됨을 확인하

다.그 pKJE7과 동시발 되었을 때 가장 안정 이고 많은 양의 수용성 MobA 단

백질의 발 을 확인할 수 있었다.생물 환 결과 5mM의 m-hydroxybenzoate로부터

2.7mM의 protocatechuate로 환되었다.재조합 장균에서 단독발 되었을 때와 비

교해보면 동시발 되었을 때 생물 환 효율이 약 50배 증가하 다.
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