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서 론

Isoflavone은 lignan류와 함께 식물에서 발견되는 phyto-

estrogen으로 본래 estrogen과 비슷한 생리활성을 갖거나 장

내균총에 의해 생리활성이 강화되는 phytochemical이다.

Isoflavone의 종류는 크게 4가지 형으로 분류가 가능한데 먼

저, aglycone 형태인 daidzien, genistein, glycitein과 이들

의 배당체형인 daidzin, genistin 및 glycitin이 있으며, 이들

배당체에 acetyl과 malonyl이 각각 결합한 형태 등 모두 12종

이 존재한다[11]. 대두에 존재하는 isoflavone aglycone의 직

접적인 작용에 의한 항암[9], 항산화[7], 항 돌연변이 작용[1]

등이 보고되고 있으며, 이들의 화학적 구조가 여성 hormone

인 estrogen과 유사하기 때문에 phytoestrogen으로서의 간

접적인 효과에 의한 항 유방암[8, 9], 항 갱년기장애[12] 등

에 대한 효과도 보고되고 있다. 대두에는 이러한 isoflavone

류가 건조 중량 당 약 1.5−2.5% 정도 함유되어 있으며, 이들

중 isoflavone 배당체의 일종인 daidzin, genistin이 전체

isoflavone의 60−70%로 가장 많은 부분을 차지하고 있다
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[11]. 이에 비하여 배당체 형태 보다 생리활성이 다양하고 높

은 기능성을 갖는 aglycone 형태인 daidzein, genistein 함량

은 각각의 배당체의 약 10−30분의 1에 불과한 것으로 알려

져 있다[11]. 생체 이용률에 있어서는 aglycone인 genistein

을 섭취한 경우와 배당체인 genistin을 섭취한 경우에 이들

의 체내 대사 속도의 차이가 실험동물과 인체실험에서 공히

genistein이 더 빨리 흡수되는 현상을 보여 aglycone이 생체

이용률이 우수함이 알려져 있다[2, 3, 8, 9, 14]. 따라서

isoflavone 배당체를 aglycone 형태로 전환시키는 능력이 우

수한 균주의 선별이 필요하며, 그러한 능력이 우수한 균주

C. fermentati SI를 된장으로부터 분리 보고한 바 있다[5]. 본

연구에서는 이 균주가 생산하는 isoflavone 배당체 가수분해

효소의 생산에 관여하는 유전자를 클로닝하여 염기 서열을

밝힌 뒤 P. pastoris X-33에 형질전환하여 재조합 효소의 과

발현을 통해 isoflavone aglycone의 효율적인 생산을 시도하

였고, 재조합 isoflavone 가수분해 효소의 효소학적 특성을

조사하였다.

재료 및 방법

균주의 선발 및 사용된 plasmid
실험에 사용된 C. fermentati SI는 경북 일대에서 수집한

재래식 된장에서 직접 분리한 균주로서, 내염성이 높고

isoflavone glucosidase를 생산하는 능력이 우수한 균주이

다. Escherichia coli TOP10F'는 plasmid의 조작, 보존 및

추출을 위하여 사용되었으며, P. pastoris X-33은 재조합 단

백질의 고 발현을 위한 host로서 사용하였다. P. pastoris X-

33을 이용한 재조합 단백질의 고 발현을 위한 plasmid로서

pPICZA plasmid (Invitrogen, USA)를 사용하였다.

DNA 염기서열 및 아미노산 서열의 분석
C. fermentati SI로부터 정제된 단백질은 한국기초과학지

원연구원에 의뢰하여 N-말단의 아미노산 지기의 서열을 결

정하였고, DNA 염기 서열의 결정은 Bioneer사(Korea)에 의

뢰하여 분석하였다. 분석된 단편을 이용하여 미지의 염기서

열을 찾기 위해서 inverse PCR을 통한 primer walking 법

을 사용하였다. 염기서열이 결정된 DNA 단편의 결과로부터

각 말단의 염기서열을 기초로 양방향 primer를 제작하였으

며, inverse PCR에 의한 양방향의 염기서열의 분석은

Bioneer사(Korea)에 의뢰하여 분석하였다. 염기서열결과에

대한 open reading frames (ORFs)의 검색은 National

Center for Biotechnology Information (NCBI)서 운영하는

ORF finder (http://www.ncbi.nlm. nih.gov/gorf.html)를 사

용하여 조사하였다. DNA의 염기서열의 분석 및 단백질 아

미노산 서열의 상동성의 검색은 BLAST (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov. BLAST)를 이용하였다.

Pichia pastoris X-33의 형질전환
P. pastoris X-33의 형질전환을 위한 competent cell은

YPD 배지에서 OD600 ≒ 1.3−1.5가 될 때까지 배양 원심집균

한 균체를 0℃로 냉각된 멸균 증류수로 2 차례 세척한 후,

0℃로 냉각된 1 M sorbitol 다시 한번 세척한 후, 원심 집균

하고 이를 1 M sorbitol 용액에 현탁하여 P. pastoris X-33의

competent cell로 사용하였다. 준비된 competent cell을 C.

fermentati SI의 exo-β-1,3-glucanase gene이 삽입되어 있는

plasmid와 섞은 후 electroporator (Bio-Rad, Gene pulser

X-cell)를 이용하여 electroporation을 실시하였다.

형질전환주의 단백질 발현 유도
형질전환 된 P. pastoris X-33의 발현을 위하여 먼저

BMGY 배지에 exo-1,3-β-glucanase 유전자가 삽입된 P.

pastoris X-33을 접종 후 30℃에서 24시간 배양한 뒤 원심 분

리하여, 균체를 취한 후 새로운 BMMY 배지에 현탁하였다.

그 후 24시간마다 methanol을 0.5%가 되게 첨가하여 효소

의 생산을 유도하다. 유도된 재조합 단백질의 정제는 Ni-NTA

Agarose resin(Qiagen, Germany)을 이용하여 제조사의 추

천 방법에 따라 정제하였다.

단백질 정량과 전기영동
단백질의 정량은 UV spectrophotometer를 이용하여

Bradford 법에 준하여 측정하였다. 단백질의 순도 검정은

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)는 Laemmli [6]의 방법에 준하여 수행하였다.

SDS-PAGE 상에서 분자량 측정을 위한 표준 단백질로는

pagerulertm prestained protein ladder (Fermentas, USA)

를 사용하였다.

정제효소의 특성
정제된 효소의 특성을 알아보기 위하여 100 mM citrate

phosphate buffer (pH 4.5) 2.7 ml에 효소액 100 μl와

10 mM p-nitrophenyl-β-D-glycosides 종류의 각 기질을

200 μl 첨가하여 37℃에서 30분간 반응시킨 후 1 M sodium

carbonate를 1 ml 첨가하여 효소반응을 정지시켰다. 이때 생

성된 p-nitrophenol을 A420에서 흡광도를 측정 후 미리 작성

된 검량식을 이용하여 효소활성을 측정하였다. 본 논문에서

는 기질로부터 1분간 1 μmol의 p-nitrophenol을 생산하는데

사용된 효소의 양을 1 U (μmol/min)로 정의하였다. 또한 천

연기질(laminarin, amygdalin, esculin, cellobiose, salicin)을

이용한 효소 활성 측정은 glucose assay kit (Sigma, USA)를

이용하였다. 각 10 mM 기질 100 μl와 정제된 효소 100 μl를
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800 μl의 100 mM citrate phosphate buffer (pH 4.5)와 섞

은 후 37℃에서 30분간 반응시킨 뒤, 100℃에서 2분간 끓임

으로써 효소 반응을 정지하였다. 각 반응액을 1/10로 희석하

여 200 μl를 만든 후 glucose assay kit의 assay reagent

(glucose oxidase 500 U, peroxidase 100 U) 400 μl와 37℃

에서 30분간 반응시킨 뒤 12 N H2SO4 400 μl를 가하여 반

응 정지 후 A540nm에서 흡광도를 측정하여 glucose standard

solution으로 미리 작성한 검량식을 이용하여 효소의 활성을

측정하였다. 본 논문에서는 기질로부터 1분간 1 μmol의

glucose를 생산하는데 사용된 효소의 양을 1 U (μmol/min)

로 정의하였다. 

HPLC 분석
HPLC를 이용하여 genistin, daidzin, genistein 및

daidzein을 정량하였다. 이때 사용된 column은 Nova-Pak

(Waters, 3.9 × 150 mm)이고, mobile phase는 1% acetic

acid를 함유한 H2O와 1% acetic acid를 함유한 methanol (이

때 methanol은 40분 동안 10%에서 60%까지 증가하도록 농

도구배를 주었다)이다. Flow rate는 0.8 ml/min이며 검출을

UV detector로 UV254 nm에서 검출하였다.

결과 및 고찰 

Isoflavone 배당체 가수분해효소의 유전자 클로닝
C. fermentati SI 유래의 단백질로부터 결정된 8개의 N 말

단 아미노산 잔기(GLNCDYCN)의 서열을 NCBI의 BLAST

프로그램 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov /BLAST/)을 이용하

여 alignment를 실시한 결과 Meyerozyma guilliermondii의

exo-1,3-beta glucanase의 N-말단의 배열순서(GLNWDYDN)와

가장 유사함을 확인할 수 있었다. 분석을 통하여 N 말단 아

미노산 잔기의 서열을 확인하였으나 그 정확성이 확보되지

않은 상태여서 NCBI 검색을 통하여 얻은 정보와 종합하여

degenerate primer를 제작하고 PCR을 수행하였다. 정방

향 primer의 제작을 위하여 8개의 N 말단 아미노산 서열

을 이용하여 degenerated primer GF1를 제작하였다(5'-

GGIYTIAAYTGGGAYTAYGAYAA-3', I: inosine, Y: c or t).

역방향 primer의 제작을 위해서 glycosyl hydrolase family

5에 속하는 유전자들이 가지는 보전적인 부위의 아미노산 서

열을 다른 family와 비교한 결과 가장 보존적인 아미노산 서

열은 IGIEKKNEPL로 확인되었으며, 이 부위의 아미노산 서

열을 기준으로 degeneration을 고려하여 역방향 primer GR2

을 제작하였다(5'-TCTGTCAAAGCAGCAGACCATTCACC-3').

합성한 GF1 및 GR2 primer로 degenerated PCR을 이용하

여 얻은 841 bp의 DNA 단편의 정보(Fig. S1)를 이용하여

inverse PCR을 실시하였다. DNA 단편의 내부를 절단하지

않는 제한효소(EcoR I)를 이용하여 chromosomal DNA를 처

리한 후 T4 ligase를 이용하여 ligation을 시키고 동일한 말

단으로 인해 self ligation된 DNA를 미리 제작해둔 primer를

이용하여 PCR을 통해 증폭을 실시한 결과 3,160 bp의 DNA

단편을 얻었다(Fig. S2). 이 DNA 단편의 염기서열을 분석한

결과 1227 bp의 exo-β-1,3-glucanase 구조유전자를 가지고

있음을 확인하였다(Fig. 1).

염기서열이 결정된 DNA 단편의 정보 분석
염기서열이 결정된 DNA 단편 내에 존재하는 ORF를 확

인하기 위하여 NCBI에서 운영하는 ORF finder program을

이용하여 최종 아미노산 서열을 분석하였다. Expasy에서 운

영하는 Compute pI/Mw (http://web.expasy.org/compute_pi/)

프로그램으로 추정한 결과 분자량은 약 50.4 kDa으로 추정

되었다. 또한 glycoside hydrolase family 5에 포함된 다른

종의 yeast 유래 exo-1,3-β-glucanase와의 homology 비교를

하였을 때 각 41–96%의 homology를 나타내었고, 그 중

Meyerozyma guilliermondii ATCC 6260의 exo-1,3-β-glucanase

와 96%로 가장 높은 homology를 나타내었다. 또한 N 말단

아미노산 분석과 비교한 결과 19개의 아미노산 잔기로 된

signal peptide가 존재함을 확인하였다. 

Exo-β-1,3-glucanase의 고발현
P. pastoris X-33을 통해 exo-β-1,3-glucanase의 과 발현을

실시하였다. 제한효소 EcoR I과 KpnI 부착자리가 첨가된 정

방향 및 역방향 primer를 제작하여 C. fermentati SI의

chlomosomal DNA를 주형으로 하여 PCR을 수행한 후 exo-

β-1,3-glucanase 구조유전자를 증폭하였다. 이 증폭된 PCR

산물을 정제 후 제한효소 EcoR I과 KpnI로 처리하고 미리

EcoR I과 KpnI로 처리된 pPICZA에 삽입하였다. Saccharomyces

cerivisiae와 같이 선형화 된 DNA는 전체 genome내에 있는

homologous한 영역과 재조합 DNA사이에서 homogolous

recombination이 일어남으로써 안전한 형질전환체를 얻을

수 있다고 알려져 있다. 마찬가지의 방법으로 재조합 plasmid

상에 있는 alcohol oxidase 영역과 genome내에 있는 alcohol

oxidase 영역 사이에서 homologous recombination이 일으켜

서 exo-β-1,3-glucanase 유전자를 P. pastoris X-33 genome

내로 삽입시켰다. Alcohol oxidase의 promoter 하류영역에

삽입된 exo-β-1,3-glucanase 유전자의 발현을 위해 24시간마

다 methanol 0.5%가 되도록 첨가하면서 exo-β-1,3-glucanase의

발현을 유도하였다. 이렇게 발현시킨 exo-β-1,3-glucanase를

Ni-NTA Agarose resin (Qiagen, Germany)을 이용하여 정제

한 후 전기영동을 실시한 결과 약 47 kDa 부위에서 단일 밴

드를 얻을 수 있었다(Fig. 2). 추정치와 실제 전기영동상의 분

자량의 차이는 signal peptide에 기인하는 것으로 생각된다.
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exo-1,3-β-glucanase의 활성과 안전성에 미치는 pH의 영향
정제된 exo-1,3-β-glucanase의 활성에 미치는 pH의 영향

을 조사하기 위해서 pH 3.0−pH 7.0은 100 mM citrate

phosphate buffer, pH 6.5−pH 8.0은 100 mM sodium

phosphate buffer, pH 7.5−9.0은 100 mM Tris-HCl buffer

를 이용하여 pH 3.0에서 pH 9.0 사이의 buffer를 만든 후, 37℃

에서 30분간 반응시킨 뒤 p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside를

기질로 사용하여 효소의 활성을 측정하였다. 그 결과 Fig. 3A

Fig. 1. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of exo-β-(1,3)-glucanase gene in Candida fermentati SI. The
deduced amino acid sequences are shown below the nucleotide sequences and start or stop codon for exo-β-(1,3)-glucanase are indicated
in bold.
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와 같이 정제된 exo-β-1,3-glucanase의 최적 pH는 100 mM

citrate phosphate buffer가 사용된 pH 4.5 부근이었다. 또한

효소의 pH 안정성을 조사하기 위해서 정제된 효소액에 pH

3.0−9.0 사이에서 위와 동일 완충액을 첨가하여 각 pH별로

효소를 4℃에서 24시간 방치한 후 효소의 최적 pH에서 37℃

로 30분 반응 후 효소의 잔존활성을 측정하였다. 그 결과 Fig.

3B와 같이 정제된 exo-β-1,3-glucanase는 비교적 넓은 영역

의 pH 4.5−8.0 사이에서 80% 이상의 활성을 유지하는 안정

한 효소였다.

exo-1,3-β-glucanase의 활성과 안전성에 미치는 온도의 영향
효소활성에 미치는 온도의 영향을 조사하기 위해서 효소

의 최적 pH 4.5 및 30−60℃의 온도 범위에서 5℃ 간격으로

각 온도에서 30분간 처리시킨 효소의 활성을 측정하였다. 그

결과, Fig. 4A와 같이 정제된 exo-1,3-β-glucanase의 최적온

도는 40℃였으며, 45℃ 이상에서는 효소활성이 급격히 떨어

졌다. 효소의 열 안정성을 조사하기 위해서 정제된 효소를

최적 pH 4.5 및 30−60℃ 온도 범위에서 5℃ 간격으로 각 온

도 변화를 주면서 30분간 방치한 후 최적온도인 40℃에서

30분간 반응시켜 효소의 잔존 활성을 측정하였다. 그 결과, Fig.

4B와 같이 exo-1,3-β-glucanase는 40℃까지는 80% 이상의

효소 활성을 유지하였고, 그 이후에는 효소 활성이 급격하게

Fig. 2. SDS-PAGE analysis of the purified recombinant exo-
1,3-β-glucanase from Pichia pastoris X-33. Molecular weight
of recombinant exo-1,3-β-glucanase was determined to be
47 kDa. M, molecular size marker; 1, purified recombinant exo-
1,3-β-glucanase.

Fig. 3. Effect of pH on exo-β-(1,3)-glucanase activity (A) and
stability (B). ◆ - ◆ , 100 mM citrate phosphate buffer; ■ - ■ ,
100 mM sodium phosphate buffer; ▲-▲, 100 mM Tris-HCl buffer.

Fig. 4. Effect of temperature on exo-β-(1,3)-glucanase activity
(A) and stability (B). For the optimal temperature, the enzyme
activity was measured in the standard reaction mixture at the
indicated temperature for 30 min at pH 4.5. For the thermal
stability, the enzyme was incubated at optimal pH for 30 min at
the indicated temperature. The remaining activity was measured
in the standard reaction mixture for 30 min at 45℃.
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떨어졌다.

효소의 기질특이성
정제된 효소의 기질특이성을 확인하기 위하여 합성기질 및

천연기질에 대하여 효소의 기질 특이성을 조사하였다. 그 결

과 합성기질의 경우 ρ-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside에

대해서 1.12 U (100%)로 가장 높은 활성을 나타내었으며,

천연 기질의 경우 laminarin에 대하여 5.40 U (100%)로서

가장 높은 활성을 나타내었고 amygdalin, esculin 및

cellobiose에 대해서 각각 3.40 U (63%), 0.16 U (3%), 0.11 U

(2%)의 활성을 나타내었다. 하지만 salicin에 대해서는 거의

활성을 나타내지 않았다(Table 1).

효소반응속도

정제된 재조합 exo-β-1,3-glucanase의 isoflavone 배당체에

대한 효소반응속도를 알아보기 위해 여러 가지 농도의

daidzin과 genistin을 각 10 μl와 정제된 효소 50 μl를

440 μl의 100 mM citrate phosphate buffer (pH 4.5)에 첨

가하여 37℃에서 30분간 반응 후 500 μl의 ethyl acetate를

첨가하여 isoflavone을 추출한 뒤 ethyl acetate층을 회수하

여 methanol을 적당량 섞은 후 10 μl를 HPLC 분석에 이용

하였다. 그 결과 정제된 재조합 exo-β-1,3-glucanase Daidzin

에 대한 Km 값은 0.12 mM, Vmax는 945.03 U/mg protein이

었으며, genistin에 대한 Km 값은 0.14 mM, Vmax는

835.92 U/mg protein으로 나타났다(Fig. 5). 이는 기존에 보

고된 Thermotoga maritima [13], soybean [10], almod

emulsion [4] 유래의 β-glucosidase 등에 비하여 낮은 Km 값

과 높은 Vmax를 나타낸 것으로, 재조합 exo-β-1,3-glucanase는

발효공학을 통한 isoflavone 배당체의 분해에 이용할 수 있

는 우수한 효소라고 생각된다.

요 약 

본 연구에서는 C. fermentati SI가 생산하는 isoflavone 배

당체 가수분해 효소를 클로닝하여 염기 서열을 밝힌 뒤 P.

pastoris X-33에 형질전환하여 재조합 효소의 과발현을 시켰

고, 또한 재조합 isoflavone 가수분해 효소의 효소학적 특성

을 조사하였다. 재조합 isoflavone 가수분해 효소의 분자량

은 약 50.4 kDa이었으며, Meyerozyma guilliermondii ATCC

6260의 exo-1,3-β-glucanase와 96%로 가장 높은 homology

를 나타내었다. exo-1,3-β-glucanase의 ORF는 pPICZA 벡터

로 클로닝 후 P. pastoris X-33으로 형질전환을 하였으며,

His6-tag을 이용하여 효소를 정제하였다. 정제된 효소는

citrate phosphate buffer pH 4.5에서 최적 활성을 나타내었

으며, 효소의 최적 활성 온도는 40℃로 나타났다. 40℃이상

Table 1. Substrate specificity for the purified recombinant exo-β-1,3-glucanase.

Chromogenic substrates Natural substrates
Substrate name Relative activity (%) Substrate name Relative activity (%)

ρ-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 100 Laminarin 100
ρ-Nitrophenyl-β-D-xylopyranoside 13 Amygdalin 63
ρ-Nitrophenyl-β-D-galactoopyranoside 9 Esculin 3
ρ-Nitrophenyl-β-D-cellobiopyranoside 3 Cellobiose 2
o-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 18 Salicin 0
o-Nitrophenyl-β-D-galactoopyranoside 1

Fig. 5. Lineweaver-Burk plot of the purified exo-β-1,3-gluca-
nase for daidzin (A) and genistin (B). 
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에서는 효소의 활성이 급격하게 감소함을 확인 하였으며, pH

안정성을 조사한 결과 비교적 넓은 범위인 4−8 사이에서 80%

이상의 활성을 유지하였다. 따라서, 재조합 효소의 과발현을

통해 isoflavone aglycone의 효율적인 생산에 이용할 수 있

을 것으로 사료된다.
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