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Abstract

  Chitosans are high molecular weight polysaccharides consisting of 1,4-β-linked 

D-glucosamine residues and are hydrolyzed by chitosanase. In this study, we 

isolated two Bacillus subtilis strains with high activity chitosanase from intestine of 

Sebastiscus marmoratus. They were  identified as  Bacillus subtilis CH1 and Bacillus 

subtilis CH2 by morphological, biochemical and 16S rRNA gene analysis. Conditions 

were optimized for chitosanase production. The optimum carbon source for Bacillus 

subtilis CH1 was 2% starch and 4% fructose for Bacillus subtilis CH2. The 

optimum nitrogen source for Bacillus subtilis  CH1 was 1.0% yeast extract and 1.4% 

yeast extract for Bacillus subtilis CH2. Chitosanase from both strains showed the 

highest activity at 60℃. Unlike other chitosanases, the expression of these 

chitosanases did not induce with chitosan. The chitosanases secreted into the 

medium were concentrated with ammonium sulfate precipitation and purified by gel 

permeation chromatography. Molecular weight of each purified chitosanase was 31 

kDa. Primers generated based on the N-terminal amino acid sequence was used to 

amplify the chitosanase genes.  The deduced amino acid sequences were the same 

in the mature proteins of the two strains but the nucleotide sequences differed by 

1.65%. In the signal peptide region, there is a deletion of 18 bp in the chitosanase 

of Bacillus subtilis CH2. We cloned the pre-protein coding regions of chitosanase 

from both species into pET11a vector and expressed in E. coli  BL21 cells. Induction 

with isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG) revealed similar levels of 

chitosanase expression in both clones. 
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Ⅰ. 서론

  키토산은 D-glucosamine이 β-1,4 결합으로 연결된 고분자 다당류로 지구상에 셀룰

로즈 다음으로 풍부한 천연 고분자 물질인 키틴을 탈아세틸화 시킴으로써 쉽게 얻을 

수 있다(No & Meyers, 1995). 키토산은 체내에서 생리활성 기능이 뛰어난 것으로 알

려져 있지만 중성이나 알카리의 물에서 녹지 않는 고분자물질이기 때문에 복용 시 체

내로 흡수되지 못한다. 이로 인해 수용성인 키토산 올리고당의 제조가 필요하게 되었

고 그 제조 방법으로는 산분해법(Horowitz et al., 1957)과 효소분해법(Izume & Ohtak

ara, 1987)이 알려져 있다. 산분해법에 의한 키토산 올리고당의 제조방법은 간단하지만, 

키토산의 분해 결과 단당 및 이당 등 초저분자를 다량으로 포함하는 키토산 올리고당

이 제조되어지며, 이러한 초저분자 키토산 올리고당은 인체면역 강화(Suzuki et al., 19

82), 항암 및 항균작용(Jeon & Kim, 1997) 등이 미약하다는 문제가 있다. 그리고 산을 

이용하여 키토산을 분해시킬 경우 인체에 유해한 부반응 물질이 생성될 뿐만 아니라 

염산을 완전히 제거하지 않은 제품을 사용하면 이것이 당대사에 영향을 미치게 되고, 

이로 인해 인슐린 작용에 이상이 생겨 당뇨병에 걸릴 수 있게 된다. 반면에, 효소 분해

법을 이용한 키토산 올리고당의 제조방법은, 사용하는 효소에 따라 다양한 중합도를 

갖는 키토산 올리고당을 만들 수 있는(Sakai et al., 1991; Seino et al., 1991) 장점이 

있고 인체에 무해하다. 특히, 6 이상의 중합도를 가진 키토산 올리고당의 경우 인체 면

역강화, 항암 및 항균작용 등 생리활성에 뛰어난 효과를 보이면서 식품첨가제(Park et 

al., 2002), 감염억제(Tokoro et al., 1989), 항균제(Wang, 1992), 항암제(Suzuki et al., 1

986; Suzuki et al., 1992) 등에 사용되어지고 있다. 

  Chitosanase는 생물체로부터 분비되는 생체외 분비 효소로 알려져 있으며 박테리아, 

곰팡이, 식물, 곤충, 방선균 등에 의해 생성된다(Somashekar & Kim, 1996). 현재까지 

연구되어진 chitosanase들은 chitosan에 의해 유도적인 것이 대부분이며 Streptomyces 
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N-174 (Boucher et al., 1992)의 경우 chitosanase는 chitosan을 단일 탄소원으로 배지

내에 첨가했을 때 유도되어졌고 D-glucosamine을 첨가했을 때에도 chitosanase의 분

비가 이루어졌다고 연구되었다. Bacillus circulans (Davis & Eveleigh, 1984)와 Amyco

latopsis  CsO-2 (Okajima et al., 1994)의 chitosanase 역시 chitosan에 의해 유도된다

고 알려져 있다. 하지만 Luis et al. (2000)은 Bacillus subtilis  168의 chitosanase 발현

이 chitosan 농도가 1㎎/㎖ 이상에서 오히려 저해된다고 보고하였다.

  미생물로부터 분비되는 대부분의 효소들은 그 양이 작을 뿐 아니라 정제과정에서 많

은 시간이 소요되고 경제적 부담이 크게 나타난다. 그래서 최근에는 단백질을 coding

하는 유전자를 vector에 재조합하여 특정 미생물을 통해 그 단백질을 과발현 시키는 

방법들이 보고되어지고 있다. 이러한 방법들이 개발되면서 chitosanase 역시 효율적이

고 보다 많은 단백질을 획득하기 위해 특정 미생물을 과발현이 이루어지고 있다(Yoon 

et al., 2000). 본 연구에서는 chitosanase를 생산하는 미생물을 쏨뱅이의 내장으로부터 

분리하고 그 chitosanase의 정제, 특성 분석 및 유전자 분석을 토대로 한 chitosanase 

발현까지의 과정을 기록하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. Chitosanase 분비 미생물 selection을 위한 배지조성 및 배양조건

  Chitosanase 분비 미생물을 분리하기 위하여 Table 1의 chitosan 배지를 사용하였고  

탄소원으로 사용된 chitosan은 용해시키지 않고 배지의 1%가 되도록 첨가하였으며 배

지를 부을 때 chitosan이 가라앉기 때문에 배지를 굳힌 후 뒤집어 사용하였다. 균주의 

배양은 30℃에서 밤새 배양하였다.

Table 1.  Composition of  the 

isolation medium. Three solutions 

(790 ㎖ of solution I, 10 ㎖ of 

solution II and 200 ㎖ of solution 

III) were mixed and 10 g of 

chitosan was added prior to 

autoclave. This medium was 

poured in to plate and inverted 

after solidification.
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2. Chitosanase의 활성 측정

  Chitosanase 활성은 Rondle (1955)등의 방법을 토대로 하여 측정하였고 Fig. 1에 방

법을 정리하였다. 이때 효소활성은 효소 1 ㎖가 1분간 생산하는 glucosamine 1 μmole

을 1 unit으로 정하였다. Fig. 1에서 acetylacetone reagent는 1.25 N Na2CO3 50 ㎖에 a

cetylacetone 1.5 ㎖를 가하여 만들었고, dimethylaminobenzaldehyde (DMAB) reagent

는 96% ethanol 30 ㎖에 DMAB 1.6 g을 녹인 후 30㎖의 HCl을 혼합하여 만들었으며 

위의 두 시약은 사용 직전에 만들어 사용하였다.
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Mixing enzyme solution 20 ㎕

and chitosan solution 480 ㎕

10 min incubation at 50℃

Add 1 ㎖ acetylacetone reagent

20 min at boiling water bath

Cooling in room temperature

Add 10 ㎖ 96% ethanol 

Add 1 ㎖ DMAB reagent 

Keep in room temperature more than 1 hour

Measure absorbance at 530nm

Mixing enzyme solution 20 ㎕

and chitosan solution 480 ㎕

10 min incubation at 50℃

Add 1 ㎖ acetylacetone reagent

20 min at boiling water bath

Cooling in room temperature

Add 10 ㎖ 96% ethanol 

Add 1 ㎖ DMAB reagent 

Keep in room temperature more than 1 hour

Measure absorbance at 530nm

Fig. 1.  Methodology of chitosanase activity assesment.
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3. Chitosanase 분비 미생물의 분리 및 동정

Chitosanase 분비 미생물의 분리 및 배양

  갑각류를 주식으로 하는 쏨뱅이(Sebastiscus marmoratus)로부터 그 내장을 분리하여 

미생물이 밖으로 노출되도록 한 후 20% glycerol solution으로 현탁시키고 이를 stock

으로 -70℃에 보관하였다. 그 중 일부를 LB (Luria Bertani) broth에 배양하여 Table 1

의 분리 배지에 도말한 후 30℃에서 하루동안 배양하였다. 배양된 각각의 colony들은 

LB broth에 각각 접종하여 30℃에서 16시간동안 진탕배양 하였고 배양액을 조효소액으

로 사용하여 각각 활성 측정을 하였다. 활성이 우수한 균주들은 40% glycerol solution

과 1:1 비율로 희석하여 stock을 제조하였다. 

형태학적 특성

  분리된 균주들의 형태학적인 특성을 확인하기 위해 LB agar plate에 도말하여 colon

y 형태를 확인하고, Scanning electron micrograph (SEM) 촬영을 통해 균주의 형태를 

확인하였다. SEM 촬영을 위한 균주의 전처리는 LB agar plate에 배양된 균주를 가로

×세로 0.5×0.5 cm가 되도록 잘라내고 2.5% glutaraldehyde 용액에 담근 후 실온에서 

2시간 방치하였다. 이를 1X PBS 용액에서 5분씩 두 번 washing하고 40, 50, 60, 70, 8

0, 90, 100% EtOH로 각각 1시간씩 탈수시켰다. Isoamyl acetate와 100% EtOH이 0.5 : 

1.5  비율로 만들어진 용액에 1시간 담근 후 isoamyl acetate와 100% EtOH이 1 : 1 비

율로 만들어진 용액으로 다시 옮겨 1시간 담그고  isoamyl acetate와 100% EtOH이 1.

5 : 1 비율로 만들어진 용액에 1시간 담가 마지막으로 isoamyl acetate 용액에 1시간 

이상 놓아두었다. 이를 CO2를 이용하여 건조시키고 금으로 입힌 후 SEM을 촬영하였

다.
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생화학적 특성

  분리된 균주들을 Gerjardt et al. (1981)의 방법에 따라 gram staining, spore staining

을 하였고 Jean (1980)의 방법에 따라 oxidase, catalase, methyl red (MR), voges-pros

kauer (VP), indole, oxidation/fermentation (O/F), triple sugar iron agar (TSI), motilil

y test를 하였다.

분리된 두 균주의 genomic DNA 분리

  분리된 두 균주를 각각 LB broth 4 ㎖에 접종하여 30℃에서 12시간 배양하였다. 배

양액을 microcentrifuge tube에 넣어 15000 rpm에서 5분간 원심분리하여 pellet을 수집

하고 QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany)을 이용하여 genomic DNA를 분리하

였다. 분리한 genomic DNA의 농도는 Unicam UV/VIS spectrometer (Heλios β, Ltd, 

UK)를 이용하여 260 nm에서 optical density를 측정하였다. 

16S rRNA 유전자 서열 분석을 위한 primer 제작 및 PCR 반응

  GeneBank에 등록되어 있는 chitosanase를 분비하는 균주들의 16S rRNA 서열들을 비교 

분석하여 두 개의 oligonucleotide primer Chi 16S-F (5'-CCAGACTCCTACGGGAGGCAG

CA -3')와  Chi 16S-R (5'-TTGACGTCRTCCCCACCTTCCTC-3')를 Bioneer (Korea)에 

주문 제작하였다. 

  16S rRNA 서열을 밝히기 위한 PCR 반응의 총 volume은 50 ㎕로 하였으며 약 1 

㎍의 genomic DNA를 template로 하여 100 pmole/㎕ 농도의 Chi 16S-F, Chi 16S-R 

primer를 각각 1 ㎕씩 첨가하고 10 mM의 dNTP 1 ㎕와 10X PCR buffer (100 mM T

ris-HCl pH 8.3, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2), 5 Unit의 Taq polymerase (Takara, J
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apan)를 혼합하였다. PCR 반응은 PTC-150 Minicycler (MJ Research, USA)를 이용하

였고, 반응 조건은 최초 denaturation 94℃에서 5분, denaturation 94℃에서 30초, anne

aling 60℃에서 30초, extension 72℃에서 1분간을 30회 반복하였고, 마지막 extension

은 72℃에서 10분간 반응하였다. 반응 산물은 1% agarose gel에서 전기영동하여 확인

하였다.

16S rRNA 유전자 서열 분석을 위한 cloning 및 sequencing

  Taq polymerase에 의해 합성된 3'의 A를 제거하기 위해 3' → 5' exonuclease activ

ity를 갖고 있는 Pfu polymerse (Stratagene, USA)을 1 ㎕ 첨가하여 72℃에서 10분간 

반응 시켰다. 이를 AccuPrep Gel Purification kit (Bioneer, Korea)을 이용하여 정제하였

으며 DNA의 농도를 측정하기 위하여 1% agarose gel에서 전기영동을 실시하였다. 이 PC

R product는 T4 DNA ligase (Takara, Japan)를 사용하여 제한효소 HincⅡ (Amersham P

harmacia, UK)로 잘린 pBluescript Ⅱ SK(-) vector (Stratagene, USA)에 ligation 하였다. 

Ligation 반응은 pBluescript SK(-) vector 100 ng에 1.5 ㎕의 T4 DNA ligase buffer (660 

mM Tris-HCl pH 7.6, 66 mM MgCl2, 100 mM DTT, 1mM ATP), 2 ㎕의 insert DNA, 

0.5 ㎕의 T4 DNA ligase를 넣고 전체 양이 15 ㎕가 되도록 한 후 15℃에서 16시간 동안 li

gation 하였다. Ligation 산물은 E. coli DH5α에 transformation 하였다. Transformation은 

7.5 ㎕의 ligation 산물을 E. coli DH5α competent cell 75 ㎕에 첨가하고 얼음에서 40분간 

배양한 뒤 42℃에서 90초간 heat shock을 시키고 다시 얼음에 2분간 방치한 후 LB broth 

750 ㎕를 첨가하여 37℃에서 30분간 배양하였다. 배양액 75 ㎕를 ampicillin, isopropyl-beta

-D-thiogalactopyranoside (IPTG), 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-galactopyranoside (X-g

al)가 포함된 LB plate에 도말하여 37℃에서 배양하였다. 밤새 배양된 colony 중 white col

ony를 선택하여 ampicillin이 포함된 LB broth 4 ㎖에 접종한 후 37℃에서 밤새 배양하였

다. 배양액을 1.5 ㎖ microcentrifuge tube에 옮겨 15,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 pell
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et을 수집하고 AccuPrep Plasmid Extraction Kit (Bioneer, Korea)을 이용하여 plasmid D

NA를 분리하였다. 분리된 DNA는 1% agarose gel에 전기영동하여 확인하였고 Unicam U

V/VIS Spectrometer를 이용하여 260 nm에서 optical density를 측정하였다. 염기서열 

분석은 Microgen (Korea)에 의뢰하였고 분석된 염기서열은 NCBI의 database에 나와왔

는 sequence들과 비교 분석하여 동정에 이용하였다. 
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4. Chitosanase 분비 미생물의 최적 배양조건 확립

Minimal medium 제조 및 균주의 접종

  탄소원, 질소원에 따른 chitosanase 생산량을 확인하기 위해 NaCl 0.25%, KH2PO4 0.

1%, MgSO4․7H2O 0.07%, KCl 0.05% 되도록 하는 기본 배지를 제조하였다. 접종을 

위한 균주는 LB plate에 streaking하여 단일 colony를 얻어내고 이를 LB broth에서 밤

새 배양한 후 cell pellet만을 모아 기본 배지로 부유시켜 사용하였다.

탄소원의 영향

  탄소원 배지는 0.3% yeast extract를 고정 질소원으로 하는 기본 배지에 탄소원을 st

arch, soluble chitosan, chitosan powder, chitin powder, mannitol, lactose, galactose, g

lycerol, fructose, maltose, glucose 및 sucrose를 각각 0.5%되도록 첨가하여 제조하였

고 각각의 균주를 균일하게 분주하여 30℃에서 10시간 진탕 배양하여 탄소원의 영향을 

조사하였다.

탄소원 농도에 따른 영향

  최적 탄소원을 가지고 농도에 따른 영향을 살펴보기 위하여 탄소원을 제외한 기본배

지에 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4%의 농도가 되도록 최적 탄소원을 각각 첨가하고 각각

의 균주를 균일하게 분주하여 30℃에서 10시간 동안 진탕 배양하고 탄소원 농도에 따

른 영향을 평가하였다.
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질소원의 영향

  질소원 배지는 chitosanase 생산에 가장 우수한 탄소원을 고정 탄소원으로 하여 0.

5%가 되도록 기본배지에 첨가하고 질소원으로 yeast extract, pepton, trypton, NaNO3, 

(NH4)2SO4을 각각 0.3% 되도록 첨가하여 제조하였고 각각의 균주를 균일하게 분주하

여 30℃에서 10시간 진탕 배양하여 질소원의 영향을 조사하였다.

질소원 농도에 따른 영향

  최적 질소원을 가지고 농도에 따른 영향을 살펴보기 위하여 질소원을 제외한 기본 

배지에 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 %의 농도가 되도록 최적 질소원을 각각 첨가하고 

각각의 균주를 균일하게 분주하여 30℃에서 10시간 동안 진탕 배양하고 질소원 농도에 

따른 영향을 평가하였다.

5. Chitosanase의 정제

조효소액의 준비

  LB broth 1 ℓ에 chitosanase 분비 균주를 30℃에서 24시간 배양하여 4℃에서 4,000 

rpm으로 30분간 원심분리하였다. 상등액만을 따로 분리하여 이를 조효소액으로 사용하

였다.
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염석 및 투석

  조효소액에 ammonium sulfate를 90% 포화되도록 천천히 녹인 후 4℃에서 15,000 rp

m으로 30분간 원심분리하여 침전된 단백질을 분리하였다. 침전된 단백질은 1X PBS로 

용해시킨 후 4℃에서 15,000 rpm으로 5분간 원심분리하여 상등액을 얻었다. 이를 1X P

BS에 투석막을 사용하여 4℃에서 교반하면서 밤새도록 탈염하였다. 탈염 후 glycerol을  

최종 농도가 10% 되도록 첨가하여 -70℃에 보관하였다.

Gel permeation chromatography

  Sphadex-G100을 담체로 사용하여 fraction 별로 1 ㎖씩 받아 활성측정과 SDS-PAGE를  

시행하였으며 각각을 비교하여 chitosanase 단백질을 선별해 내었다.

6. Chitosanase의 특성 분석

최적 반응 온도

  1% soluble chitosan 995 ㎕와 정제된 chitosanase 5 ㎕를 희석하여 반응 온도를 각

각 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80℃로 주었으며 10분간 반응시킨 후 반응액 

500 ㎕를 가지고 활성을 측정하였다.

열 안정성

  정제된 chitosanase를 40, 50, 60, 70, 80℃에서 10분, 20분, 30분, 60분 동안 각각 놓
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아둔 후 1% chitosan solution 495 ㎕와 각각의 온도에 처리된 chitosanase 5㎕를 혼합

하여 50℃에서 10분간 반응하고 각각의 남아있는 활성을 측정하였다.

7. Chitosanase의 아미노산 서열 분석

  정제된 chitosanase를 12% acrylamide gel에 loading 한 후 50 mA에서 50분간 전기

영동하였다. 전기영동 후 gel을 분리하고 25 mM Tris, 190 mM glycine, 10% MeOH, 

0.02% SDS를 혼합하여 만든 transfer buffer에 3분간 담가 놓았다. PVDF membrane도 

MeOH에 10초간 적셨다가 transfer buffer에 5분간 담가 놓았다. 3M paper 위에 gel을 

올려 놓고 그 위로 PVDF membrane과 3M paper를 차례로 올려 놓은 후 blotting 장

치에 setting 하여 300 mA에서 3시간 동안 전류를 흘려 주었다. 전개가 끝난 후 PVD

F membrane을 떼어내 깨끗한 증류수로 washing하고 50% MeOH에 coomassie blue 

R을 0.1% 되도록 녹인 staining solution에  5분간 담그었다가 MeOH 50%, acetic acid 

10%가 되도록 만들어진 destaining solution에 5분간 담근 후 깨끗한 증류수로 washin

g 하여 실온에서 건조시켰다. 건조된 PVDF membrane에서 chitosanase band를 잘라

내어 N-말단 아미노산 서열 분석에 이용하였다. N-말단 아미노산 서열 분석은 부산대

학교 유전공학연구소에 의뢰하였다.
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8. Long and Accurate Polymerase Chain Reaction (LA PCR)을 통한 chitosana

se 유전자 서열 확인

제한효소 절단 반응 

  B. subtilis CH1로부터 분리한 genomic DNA 50 ㎕에 증류수 2 ㎕, H buffer 6 ㎕와 제

한효소 PstI 2 ㎕를 첨가하여 37℃ water bath에서 3시간동안 반응시켰다. 또한 B. subtilis 

CH2로부터 분리된 genomic DNA 50 ㎕에 증류수 2 ㎕, H buffer 6㎕와 제한효소 EcoRI

을 2 ㎕ 첨가하여 37℃ water bath에서 3시간동안 반응시켰다. 각각의 반응 산물은 EtOH 

침전 과정을 거쳐 DNA만 정제하였으며 증류수 10 ㎕에 resuspension 시켰다.

Cassette ligation 반응

  PstI 제한효소로 절단된 B. subtilis CH1의 genomic DNA에 PstI cassette을 부착하기 

위하여 절단된 genomic DNA 5 ㎕에 PstI cassette 2.5 ㎕, ligation solution Ⅰ 15 ㎕와 li

gation solution Ⅱ 7.5 ㎕를 반응시켰고, EcoRI 제한효소로 절단된 B. subtilis CH2 geno

mic DNA에 EcoRI cassette을 부착하기 위하여 절단된 genomic DNA 5 ㎕에 EcoRI cass

ette 2.5 ㎕, ligation solution Ⅰ 15 ㎕와 ligation solution Ⅱ 7.5 ㎕를 반응시켰다. 각각의 

반응은 16℃에서 30분간 진행시켰으며 반응 산물은 EtOH 침전 과정을 거쳐 증류수 5㎕에 

부유시켰다.

LA PCR을 위한 primer의 제작

  LA PCR을 수행하기 위하여 하나의 primer는 LA PCR™ Kit (Takara, Japan) 내에 있는 

primer C1 (5'-GTACATATTGTCGTTAGAACGCGTTAGAACGCGTAATACGACTCA-3



- 15 -

')과 primer C2 (5'-CGTTAGAACGCGTAATACGACTCACTATAGGGAGA-3')를 사용하

였고 다른 하나의 primer는 N-말단 아미노산 서열 분석을 토대로 하여 multi primer ChiA 

F1 (5'-GCNYTNAAYAARGAYGARAARMGNMGN-3')과 ChiA F2 (5'-GARAARMG

NMGNGCNGARCARYTNACN-3')를 제작하였다.

1st PCR

  각각의 cassette이 ligation 된 B. subtilis CH1과 B. subtilis CH2의 DNA 2 ㎕를 증류

수 32.5 ㎕에 희석하여 DNA solution을 만들었고 이를 94℃에서 10분간 방치하였다. DNA 

solution에 10X LA buffer Ⅱ(Mg2+ plus) 5 ㎕, dNTP mixture(2.5 mM) 8 ㎕, primer C1 1 

㎕, primer ChiA F1 1 ㎕와 Takara LA Taq DNA polymerase 0.5 ㎕를 첨가하였다. 반응 

조건은 최초 denaturation 94℃에서 1분, denaturation 94℃에서 30초, annealing 55℃에서 3

0초, extension 72℃에서 2분간을 30회 반복하였고, 마지막 extension은 72℃에서 5분간 반

응하였다. PCR 반응 후 PCR product는 1% agarose gel에 전기영동하여 확인하였다.

2nd PCR

  1st PCR product를 5배로 희석하여 1 ㎕만을 사용하였고 여기에 증류수 31.2 ㎕, 10X L

A buffer Ⅱ(Mg2+ plus) 5 ㎕, dNTP mixture(2.5 mM) 8 ㎕, primer C2 1 ㎕, primer Chi

A F2와 Takara LA Taq DNA polymerase 0.5 ㎕를 첨가하였다. 반응 조건은 최초 denatu

ration 94℃에서 1분, denaturation 94℃에서 30초, annealing 55℃에서 30초, extension 7

2℃에서 2분간을 30회 반복하였고, 마지막 extension은 72℃에서 5분간 반응하였다. PCR 

반응 후 PCR product는 1% agarose gel에 전기영동하여 확인하였다. PCR product는 위에

서 언급한 방법으로 pBluescript Ⅱ SK(-) vector에 cloning하여 Microgen에 염기서열 분

석을 의뢰하였다.
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Chitosanase 코딩 유전자 앞쪽 서열을 확인하기 위한 PCR, cloning 및 sequencing

  LA PCR을 통해 확인된 코딩 유전자의 서열을 이용하여 primer CHR1 (5'-CGCATGTA

TAACCTCGCCCGTCATC-3'), CHR2 (5'-CATATCCATATTGGATCTCCGTTGTGCC-

3')를 제작하였고 genomic DNA를 주형으로 PCR 반응을 하였다. 반응은 Ex Taq DNA po

lymerase (Takara, Japan)를 사용하였으며 PCR 반응에 총 사용된 양은 50 ㎕로 하였으

며 약 1 ㎍의 genomic DNA를 template로 하여 100 pmole/㎕ 농도의 Chi 16S-F, Chi 

16S-R primer를 각각 1 ㎕씩 첨가하고 10 mM의 dNTP 1 ㎕와 10X PCR buffer (100 

mM Tris-HCl pH 8.3, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2), 5 Unit의 Ex Taq polymerase

를 혼합하였다. PCR 반응은 PTC-150 Minicycler를 이용하였고, 반응 조건은 최초 de

naturation 94℃에서 5분, denaturation 94℃에서 30초, annealing 60℃에서 30초, exten

sion 72℃에서 1분간을 30회 반복하였고, 마지막 extension은 72℃에서 10분간 반응하

였다. 반응 산물은 1% agarose gel에서 전기영동하여 확인하였다.

  3'말단의 A를 제거하기 위하여 Pfu polymerse을 1 ㎕ 첨가하여 72℃에서 10분간 반응 

시켰다. 이를 AccuPrep Gel Purification kit (Bioneer, Korea)을 이용하여 정제하였으며 D

NA의 농도를 측정하기 위하여 1% agarose gel에서 전기영동을 실시하였다. 이 PCR prod

uct를 위에서 언급한 방법으로 cloning 하였다.

9.  E.  coli  BL21에서 발현을 위한 Chitosanase coding sequence의 cloning

  두 균주로부터 분리된 genomic DNA를 template로 하여 chitosanase coding 영역을 

증폭하기 위한 PCR 반응을 하였다. 각각의 증폭에 사용된 primer는 CH coding F (5'-

GAGACATATGAAAATCAGTATGCAAAAAGC-3')와 CH coding R (5'-GAGAGG

ATCCTTATTTGATTACAAAATTACCGTA-3') 이며 E. coli BL21에서 발현을 위해 
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pET11a vector에 삽입이 용이하도록 primer CH coding F에는 NdeI site를 CH coding 

R에는 BamHI site를 각각 포함하도록 디자인하였다. PCR 반응은 Hot start PCR 방법

으로 진행하였으며  PCR 반응에 총 사용된 양은 50 ㎕로 약 1 ㎍의 genomic DNA를 

template로 하여 100 pmole/㎕ 농도의 CH coding F, CH coding R primer를 각각 1 

㎕씩 첨가하고 2.5 mM의 dNTP 4 ㎕와 25 mM의 MgCl2 3 ㎕, 10X Ex Taq Buffer 5 

㎕ 그리고 3 unit의 Ex Taq DNA polymerase를 혼합하였다. PCR 반응은 PTC-150 M

inicycler를 이용하였고, 반응 조건은 최초 denaturation 94℃에서 5분, denaturation 9

4℃에서 1분, annealing 45℃에서 30초, extension 72℃에서 1분간을 30회 반복하였고, 

마지막 extension은 72℃에서 5분간 반응하였다. PCR product는 1% agarose gel에서 

전기영동하여 확인하였다. PCR product는 위에서 언급한 방법으로 pBluescript Ⅱ SK

(-) vector에 subcloning하였다.

10. pET vector를 이용한 E. coli  BL21에서의 chitosanase 발현

  분리된 plasmid DNA와 발현용 vector인 pET11a (Novagen, USA)는 제한효소 NdeI 

(Takara, Japan)과 BamHI (Takara, Japan)으로 각각 절단하였다. 처음 BamHI을 사용

하여 절단하였으며 DNA는 2 ㎍에 K buffer 5 ㎕와 10 unit의 BamHI을 혼합하여 3

0℃에서 2시간동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 1% agarose gel에 전기영동하여 잘린 

것을 확인하고 EtOH 침전을 통해 정제 후 전체 양이 50 ㎕ 되도록 H buffer 5 ㎕와 1

0 unit의 NdeI을 혼합하여 37℃에서 2시간동안 반응을 시켰다. 절단된 DNA는 1% aga

rose gel에 전기영동하여 확인한 후 Gel Purification Kit (Bioneer, Korea)을 가지고 정

제하였다. 절단된 pET11a와 insert는 T4 DNA ligase를 사용하여 ligation 하였으며 ligatio

n 반응 총량을 15 ㎕로 하고 10X ligase buffer 1.5 ㎕, pET11a 2 ㎕, insert DNA 4 ㎕씩을 

넣어 15℃에서 16시간동안 ligation 반응을 진행하였다. Ligation 산물은 E. coli DH5α에 tr
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ansformation 하였으며 transformation 과정은 E. coli DH5α competent cell 70 ㎕에 ligati

on 산물 7 ㎕를 혼합하여 얼음에서 40분간 배양하고 42℃에서 90초간 heat shock를 주어 

다시 얼음에 2분간 배양하였다. 이에 LB broth 70 ㎕를 첨가하여 37℃에서 30분간 배양한 

후 ampicillin이 들어있는 LB plate에 도말하였고 colony를 따서 ampicillin이 들어 있는 LB 

broth에 배양하였다. Plasmid Extraction kit을 이용해 배양된 cell의 plasmid DNA를 분리

하였고 이를 다시 발현용 cell인 E. coli BL21 (Novagen, USA) competent cell 안으로 tran

sformation 하여 37℃에서 밤새 배양 후 colony를 따서 ampicillin이 들어있는 LB broth 4m

l에 접종하였다. 그 후 37℃에서 밤새 진탕 배양하여 배양액의 일부를 ampicillin이 들어있는 

LB broth 50 ㎖에 계대 배양하여 37℃에서 진탕 배양하면서 이를 600 nm의 흡광도에서 o

ptical density가 0.8이 되도록 배양 후 18℃에서 30분간 배양하여 IPTG를 최종농도 1 

mM이 되도록 첨가하였다. 이를 다시 18℃에서 20시간동안 배양하여 단백질 발현을 유

도하였고 배양된 cell은 50 ㎖ conical tube에 옮겨 4℃, 3,000 rpm에서 10분간 원심분

리 하였다. 상등액을 제거한 후 10 mM의 Tris-HCl (pH 8.0) 15 ㎖를 가지고 다시 부

유시켜 4℃에서 초음파 분쇄기를 이용해 cell을 파쇄하였다. 이를 다시 4℃, 15,000 rpm

에서 원심분리하여 상등액은 soluble 단백질을 확인하는데 이용하고 침전물은 1X SDS 

sample buffer (4X Tris․HCl/SDS, 20% glycerol, 4% SDS, 3.1% DTT, 0.001% brom

ophenol blue) 용액으로 재부유시켜 insoluble 단백질을 확인하는데 사용하였다. 발현된 

단백질 양의 확인은 SDS-PAGE를 통해 시행하였다..
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Ⅲ. 결과

1. Chitosanase 분비 미생물의 분리 및 동정

  갑각류를 주식으로 하는 쏨뱅이의 내장으로부터 chitosanase를 분비하는 2개의 활성

이 뛰어난 균주를 분리하였으며 형태학적 생화학적 유전학적 방법에 의해 각각을 동정

하였다. 분리된 두 균주는 colony 형태가 완전히 다르고 SEM 촬영 결과 균주의 크기

들이 1.5-2.5 ㎛로 보여졌다. Colony 특징과 SEM을 통해 촬영된 사진은 Fig. 2와 Fig. 

3에 나타내었다. 분리된 두 균주 모두 gram positive rod 형태로 포자를 형성하고 B. s

ubtilis와 생화학 특징과 유전적 특징이 유사하였다. Fig. 4에 두 균주의 특징을 나타내

었고 16S rRNA 서열 분석 결과는 B. subtilis  서열과 비교하여 Fig. 5에 나타내었다. 8

65 bp의 16S rRNA 서열 분석 결과 중 첫 번째 균주의 16S rRNA 유전자 서열은 B. s

ubtilis의 16S rRNA 유전자 서열과 99.76% 일치하였고 두 번째 균주의 16S rRNA 유

전자 서열은 99.88% 일치하였다. 이들 결과에서 볼 때 두 균주 모두 B. subtilis와 거의 

일치 하지만 두 균주의 colony 형태가 완전히 다르고 운동성에서도 차이를 보였으며, 

단백질 분비 패턴 또한 다른 것으로 확인되었다. 두 균주를 B. subtilis와 같은 종일것

으로 판단하여 Bacillus subtilis  CH1과 Bacillus subtilis CH2로 명명하였다.
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Fig. 2. Characteristics of colonies from strain 1 and strain 2. 
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Fig. 3. Scanning electron micrographs (SEM) of strain 1 and strain 2.  

a  : SEM of strain 1, b : SEM of strain 2

A

B
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Fig. 4.  Comparison of physiological and biochemical characteristics of  strain 

1 and 2 with B. subtilis.
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B.subtilis      CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
strain 1        CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
strain 2        CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
                ************************************************************

B.subtilis      GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
strain 1        GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
strain 2        GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
                ************************************************************

B.subtilis      AAGTGCCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
strain 1        AAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
strain 2        AAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
                **** *******************************************************

B.subtilis      ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
strain 1        ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
strain 2        ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
                ************************************************************

B.subtilis      AAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGG
strain 1        AAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGG
strain 2        AAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGG
                ************************************************************

B.subtilis      TCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
strain 1        TCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
strain 2        TCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
                ************************************************************

B.subtilis      GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTG
strain 1        GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTG
strain 2        GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTG
                ************************************************************

B.subtilis      ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
strain 1        ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
strain 2        ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
                ************************************************************



- 24 -

B.subtilis      TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT
strain 1        TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT
strain 2        TAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT
                ************************************************************

B.subtilis      AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
strain 1        AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
strain 2        AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
                ************************************************************

B.subtilis      CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
strain 1        CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
strain 2        CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
                ************************************************************

B.subtilis      TGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGG
strain 1        TGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGG
strain 2        TGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGG
                ************************************************************

B.subtilis      TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
strain 1        TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
strain 2        TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
                ************************************************************

B.subtilis      CCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
strain 1        CCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
strain 2        CCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAAC
                ************************************************************

B.subtilis      CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
strain 1        CGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAA
strain 2        CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
                **************** ********

Fig. 5.  Multiple alignment of 16S rRNA sequences of strains 1 and 2 with B.  

subtilis  16S rRNA sequence.
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2. Chitosanase 분비 미생물의 배양 조건 확립 

탄소원에 따른 효과

  B. subtilis CH1와 B. subtilis CH2의 탄소원 종류에 따른 chitosanase 활성을 알아

보기 위하여 탄소원 starch, soluble chitosan, chitosan powder, chitin powder, mannito

l, lactose, galactose, glycerol, fructose, maltose, glucose 및 sucrose를 각각 0.5% 되도

록 탄소원이 없는 기본 배지에 첨가한 결과를 Fig. 6과 Fig. 7 나타냈으며, B. subtilis 

CH1에서는 starch, B. subtilis CH2에서는 fructose가 가장 좋은 활성을 나타내었다. 

탄소원 농도에 따른 효과

  탄소원에 따른 효과에서 가장 좋은 활성을 나타낸  B. subtilis CH1에서의 starch와 

B. subtilis CH2의 fructose를 가지고 chitosanase 생산 최적 농도를 알아보기 위하여 

0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4% 농도로 실험한 결과를 Fig. 8, Fig. 9과 같이 나타내었다. 

B. subtilis CH1에서는 starch가 2%일 때 가장 좋은 활성을 나타냈고,  B. subtilis CH2

에서는 fructose가 4% 일 때 가장 좋은 활성을 나타내었다.
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Fig. 6.  Effect of carbon sources on the chitosanase production of B. subtilis 

CH1. Incubation at 30℃ for 10 hours. The basal medium alone was used in the 

control.
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Fig. 7.  Effect of carbon sources on the chitosanase production of B. subtilis 

CH2. Incubation at 30℃ for 10 hours. The basal medium alone was used in the 

control.
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Fig. 8.  Effect of starch concentration on the chitosanase production of B. 

subtilis CH1. Incubation at 30℃ for 10 hours.
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Fig. 9.  Effect of fructose concentration on the chitosanase production of  B. 

subtilis CH2. Incubation at 30℃ for 10 hours.
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질소원에 따른 효과

    B. subtilis CH1와 B. subtilis CH2의 질소원 종류에 따른 chitosanase 활성을 알

아보기 위하여 질소원 yeast extract, pepton, trypton, NaNO3, (NH4)2SO4를 각각 0.3% 

되도록 질소원이 없는 기본 배지에 첨가한 결과를 Fig. 10과 Fig. 11 나타냈으며, B. s

ubtilis CH1, B. subtilis CH2 둘 다 yeast extract에서 가장 좋은 활성을 나타내었다. 

질소원 농도에 따른 효과

    질소원에 따른 효과에서 가장 좋은 활성을 나타낸  B. subtilis CH1과 B. subtilis 

CH2의 yeast extract를 가지고 chitosanase 생산 최적 농도를 알아보기 위하여 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4% 농도로 실험한 결과를 Fig. 12, Fig. 13과 같이 나타났다. B. sub

tilis CH1에서는 1.0%, B. subtilis CH2 1.4% yeast extract 일 때 가장 좋은 활성을 나

타내었다.



- 31 -

0 20 40 60 80 100

Relative activity (%)

Yeast extract

Pepton

Trypton

NaNO3

(NH4)2SO4

N
it
ro
g
e
n
 s
o
u
rc
e

Fig. 10. Effect of nitrogen source on the chitosanase production of  B. 

subtilis CH1. Incubation at 30℃ for 10 hours. 
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Fig. 11.  Effect of nitrogen source on the chitosanase production of B. 

subtilis CH2. Incubation at 30℃ for 10 hours. 
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Fig. 12.  Effect of yeast extract concentration on the chitosanase production 

of B. subtilis CH1. Incubation at 30℃ for 10 hours.
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Fig. 13.  Effect of yeast extract concentration on the chitosanase production 

of B. subtilis CH2. Incubation at 30℃ for 10 hours.
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3. Chitosanase의 정제

  두 균주의 배양액으로부터 단백질을 농축하여 탈염시킨 후 gel permeation chromatog

raphy를 이용하여 fraction 별로 단백질을 분리하였고, 각각의 fraction 간의 SDS-PAGE와 

활성측정을 통해 chitosanase를 확인하였다. 확인된 chitosanase 분자량은 둘 다 31 kDa

으로 나타났다. Fig. 14에 각 균주로부터 정제된 chitosanase의 SDS-PAGE 결과를 나

타내었다.

1 2 3

31kDa

1 2 3

31kDa

 

Fig. 14. Gel electrophoresis analysis of purified chitosanase from B. subtilis  

CH1 and CH2 by gel permeation chromatography. lane 1 : marker, lane 2 : 

chitosanase from B. subtilis CH1, lane 3 : chitosanase from B. subtilis  CH2.



- 36 -

4. 정제된 효소의 특성

최적온도와 열 안정성

  정제된 chitosanase의 최적 반응 온도를 확인하기 위해 1% soluble chitosan과 chitos

anase를 희석하여 30℃에서 80℃까지 5℃씩 간격으로 10분 동안 반응 후 활성을 측정

한 결과  B. subtilis  CH1과 B. subtilis CH2 chitosanase 모두 최적 반응 온도가 60℃

였고 70℃까지 활성을 나타내었다. 최적 반응 온도에 대한 결과는 Fig. 15, Fig. 16에 

나타내었다. 각각의 chitosanase에 대한 열 안정성을 알아보기 위해 효소를 온도별로 1

0분씩 놓아둔 후 그 활성을 측정한 결과 B. subtilis  CH1과 B. subtilis  CH2 chitosana

se 둘 다 40℃에서는 계속적으로 안정하였고 50℃에서는 시간이 지남에 따라 조금씩 

감소하였으며 60℃에서는 시간이 지나면서 급격히 활성이 감소하였다. Fig. 17, Fig. 18

에 열 안정성에 대한 결과를 나타내었다.
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Fig. 15. Effect of  temperature on the activity of  chitosanase obtained from B. 

subtilis CH1.



- 38 -

Temp

20 30 40 50 60 70 80 90

R
el

at
iv

e 
ac

tiv
ity

 (%
)

0

20

40

60

80

100

120

Fig. 16. Effect of  temperature on the activity of  chitosanase obtained from B. 

subtilis CH2.
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Fig. 17. Thermal stability of chitosanase obtained from B. subtilis CH1 at 

different incubation temperatures.
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Fig. 18.  Thermal stability of chitosanase obtained from B. subtilis CH2 at 

different incubation temperatures.



- 41 -

5. Chitosanase 아미노산 서열 분석

  B. subtilis CH1과 B. subtilis  CH2의 정제된 chitosanase를 가지고 PVDF blotting 

후 15개의 N-terminal 아미노산 서열을 분석한 결과 둘 다 AGLNKDQKRRAEQLT로 

나타났고 이 서열은 이들 chitosanase의 유전자 서열을 분석하는데 이용되어졌다.

6. Chitosanase 염기 서열 분석

  LA PCR을 통해 확인된 B. subtilis CH1의 chitosanase coding 유전자 서열은 834 b

p (277 amino acids), mature sequence는 729 bp (242 amino acids) 였고 Fig. 19에 나

타내었다. B. subtilis CH2의 chitosanase coding 유전자 서열은 816 bp (272 amino aci

ds), mature sequence는 729 bp (242 amino acids)였고 Fig. 20에 나타내었다.

  B. subtilis 표준 균주의 chitosanase 유전자 서열은 B. subtilis CH1의 chitosanase c

oding 유전자 서열과 두개의 염기만이 차이를 보였고 이를 아미노산 서열로 바꾸었을 

때 완전히 일치하였다. B. subtilis CH2의 chitosanase 유전자 서열은 32개의 차이를 보

였고 이를 아미노산 서열로 바꾸었을 때 B. subtilis의 아미노산 서열과 비교하여 signa

l sequence에서만 6개의 아미노산이 제거된 형태를 보였다. B. subtilis CH1과 B. subti

lis CH2의 chitosanase 서열을 비교 분석한 결과 signal sequence에서는 20개의 염기 

차이를 보였고, 6개의 아미노산 차이를 보였다. Mature sequence에서는 12개의 염기 

차이를 보였으나 아미노산 서열은 완전히 일치하는 결과를 보였다. 이를 Fig. 21와 Fi

g. 22에 나타내었다.
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ATGAAAATCAGTATGCAAAAAGCAGATTTTTGGAAAAAAGCAGCGATCTCATTACTTGTT  -  60

 M  K  I  S  M  Q  K  A  D  F  W  K  K  A  A  I  S  L  L  V

TTCACCATGTTTTTTACCCTGATGATGAGCGAAACGGTTTTTGCGGCAGGACTGAATAAA  -  120

 F  T  M  F  F  T  L  M  M  S  E  T  V  F  A  A  G  L  N  K

GATCAAAAGCGCCGGGCGGAACAGCTGACAAGTATCTTTGAAAACGGCACAACGGAGATC  -  180

 D  Q  K  R  R  A  E  Q  L  T  S  I  F  E  N  G  T  T  E  I

CAATATGGATATGTAGAGCGATTGGATGACGGGCGAGGCTATACATGCGGACGGGCAGGC  -  240

 Q  Y  G  Y  V  E  R  L  D  D  G  R  G  Y  T  C  G  R  A  G

TTTACAACGGCTACCGGGGATGCATTGGAAGTAGTGGAAGTATACGCAAAGGCAGTTCCG  -  300

 F  T  T  A  T  G  D  A  L  E  V  V  E  V  Y  T  K  A  V  P

AATAACAAACTGAAAAAGTATCTGCCTGAATTGCGCCGTCTGGCCAAGGAAGAAAGCGAT  -  360

 N  N  K  L  K  K  Y  L  P  E  L  R  R  L  A  K  E  E  S  D

GATACAAGCAATCTCAAGGGATTCGCTTCTGCCTGGAAGTCGCTTGCAAATGATAAGGAA  -  420

 D  T  S  N  L  K  G  F  A  S  A  W  K  S  L  A  N  D  K  E

TTTCGCGCCGCTCAAGACAAAGTAAATGACCATTTGTATTATCAGCCTGCCATGAAACGA  -  480

 F  R  A  A  Q  D  K  V  N  D  H  L  Y  Y  Q  P  A  M  K  R

TCGGATAATGCCGGACTAAAAACAGCATTGGCAAGAGCTGTGATGTACGATACGGTTATT  -  540

 S  D  N  A  G  L  K  T  A  L  A  R  A  V  M  Y  D  T  V  I

CAGCATGGCGATGGTGATGACCCTGACTCTTTTTATGCCTTGATTAAACGTACGAACAAA  -  600

 Q  H  G  D  G  D  D  P  D  S  F  Y  A  L  I  K  R  T  N  K

AAAGCGGGCGGATCACCTAAAGACGGAATAGACGAGAAGAAGTGGTTGAATAAATTCTTG  -  660

 K  A  G  G  S  P  K  D  G  I  D  E  K  K  W  L  N  K  F  L

GACGTACGCTATGACGATCTGATGAATCCGGCCAATCATGACACCCGTGACGAATGGAGA  -  720

 D  V  R  Y  D  D  L  M  N  P  A  N  H  D  T  R  D  E  W  R

GAATCAGTTGCCCGTGTGGACGTGCTTCGCTCTATCGCCAAGGAGAACAACTATAATCTA  -  780

 E  S  V  A  R  V  D  V  L  R  S  I  A  K  E  N  N  Y  N  L

AACGGACCGATTCATGTTCGTTCAAACGAGTACGGTAATTTTGTAATCAAATAA        -  834

 N  G  P  I  H  V  R  S  N  E  Y  G  N  F  V  I  K  *

Fig. 19. Nucleotide sequence of B. subtilis CH1 chitosanase. The signal 

sequence is underlined, the active site residues are boxed and the asterisk shows 

the stop codon.
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ATGAAAATCAGTATGCAAAAAGCAGCGATCTCATTACTTGTTTTCACTATGTTTTTTACC  -  60

 M  K  I  S  M  Q  K  A  A  I  S  L  L  V  F  T  M  F  F  T

CTGATGATGAGTGAAACGGTTTTTGCGGCGGGACTGAATAAAGATCAAAAACGCCGGGCG  -  120

 L  M  M  S  E  T  V  F  A  A  G  L  N  K  D  Q  K  R  R  A

GAACAGCTGACAAGTATCTTTGAAAACGGCACAACGGAGATCCAATATGGATATGTAGAG  -  180

 E  Q  L  T  S  I  F  E  N  G  T  T  E  I  Q  Y  G  Y  V  E

CGATTGGATGACGGGCGAGGTTATACATGCGGACGGGCAGGCTTTACAACGGCTACCGGG  -  240

 R  L  D  D  G  R  G  Y  T  C  G  R  A  G  F  T  T  A  T  G

GATGCATTGGAAGTAGTGGAAGTATACACAAAGGCAGTTCCGAATAACAAACTGAAAAAG  -  300

 D  A  L  E  V  V  E  V  Y  T  K  A  V  P  N  N  K  L  K  K

TATCTGCCTGAATTGCGCCGTCTGGCCAAGGAAGAAAGCGATGATACAAGCAATCTCAAG  -  360

 Y  L  P  E  L  R  R  L  A  K  E  E  S  D  D  T  S  N  L  K

GGATTCGCTTCTGCCTGGAAGTCGCTTGCAAATGATAAGGAATTTCGCGCCGCTCAAGAC  -  420

 G  F  A  S  A  W  K  S  L  A  N  D  K  E  F  R  A  A  Q  D

AAAGTAAATGACCATTTGTATTATCAGCCTGCTATGAAACGATCGGACAATGCCGGACTA  -  480

 K  V  N  D  H  L  Y  Y  Q  P  A  M  K  R  S  D  N  A  G  L

AAAACAGCATTGGCTAGAGCTGTGATGTACGATACGGTTATTCAACATGGCGATGGTGAT  -  540

 K  T  A  L  A  R  A  V  M  Y  D  T  V  I  Q  H  G  D  G  D

GACCCTGACTCTTTTTATGCCTTGATTAAACGTACGAACAAAAAAGCGGGCGGATCACCT  -  600

 D  P  D  S  F  Y  A  L  I  K  R  T  N  K  K  A  G  G  S  P

AAAGACGGAATAGACGAGAAGAAGTGGTTAAATAAATTCTTGGACGTACGCTATGACGAT  -  660

 K  D  G  I  D  E  K  K  W  L  N  K  F  L  D  V  R  Y  D  D

CTGATGAATCCGGCCAATCATGACACCCGTGACGAATGGAGAGAATCAGTTGCCCGTGTG  -  720

 L  M  N  P  A  N  H  D  T  R  D  E  W  R  E  S  V  A  R  V

GACGTGCTTCGATCTATCGCCAAGGAGAACAACTACAATTTAAACGGACCGATTCATGTT  -  780

 D  V  L  R  S  I  A  K  E  N  N  Y  N  L  N  G  P  I  H  V

CGTTCAAACGAGTACGGTAATTTTGTAATCAAATAA                          -  816

 R  S  N  E  Y  G  N  F  V  I  K  *

Fig. 20. Nucleotide sequence of B. subtilis CH2 chitosanase. The signal 

sequence is underlined, the active site residues are boxed and the asterisk shows 

the stop codon.
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Bacillus subtilis CH1 ATGAAAATCAGTATGCAAAAAGCAGATTTTTGGAAAAAAGCAGCGATCTCATTACTTGTT

Bacillus subtilis CH2 ATGAAAATCAGTATGCAAAAAGCAG------------------CGATCTCATTACTTGTT

                     *************************                  *****************

Bacillus subtilis CH1 TTCACCATGTTTTTTACCCTGATGATGAGCGAAACGGTTTTTGCGGCAGGACTGAATAAA

Bacillus subtilis CH2 TTCACTATGTTTTTTACCCTGATGATGAGTGAAACGGTTTTTGCGGCGGGACTGAATAAA

                     ***** *********************** ***************** ************

Bacillus subtilis CH1  GATCAAAAGCGCCGGGCGGAACAGCTGACAAGTATCTTTGAAAACGGCACAACGGAGATC

Bacillus subtilis CH2  GATCAAAAACGCCGGGCGGAACAGCTGACAAGTATCTTTGAAAACGGCACAACGGAGATC

                     ******** ***************************************************

Bacillus subtilis CH1  CAATATGGATATGTAGAGCGATTGGATGACGGGCGAGGCTATACATGCGGACGGGCAGGC

Bacillus subtilis CH2  CAATATGGATATGTAGAGCGATTGGATGACGGGCGAGGTTATACATGCGGACGGGCAGGC

                     ************************************** *********************

Bacillus subtilis CH1  TTTACAACGGCTACCGGGGATGCATTGGAAGTAGTGGAAGTATACGCAAAGGCAGTTCCG

Bacillus subtilis CH2  TTTACAACGGCTACCGGGGATGCATTGGAAGTAGTGGAAGTATACACAAAGGCAGTTCCG

                     ********************************************* **************

Bacillus subtilis CH1  AATAACAAACTGAAAAAGTATCTGCCTGAATTGCGCCGTCTGGCCAAGGAAGAAAGCGAT

Bacillus subtilis CH2  AATAACAAACTGAAAAAGTATCTGCCTGAATTGCGCCGTCTGGCCAAGGAAGAAAGCGAT

                     ************************************************************
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Bacillus subtilis CH1  GATACAAGCAATCTCAAGGGATTCGCTTCTGCCTGGAAGTCGCTTGCAAATGATAAGGAA

Bacillus subtilis CH2  GATACAAGCAATCTCAAGGGATTCGCTTCTGCCTGGAAGTCGCTTGCAAATGATAAGGAA

                     ************************************************************

Bacillus subtilis CH1  TTTCGCGCCGCTCAAGACAAAGTAAATGACCATTTGTATTATCAGCCTGCCATGAAACGA

Bacillus subtilis CH2  TTTCGCGCCGCTCAAGACAAAGTAAATGACCATTTGTATTATCAGCCTGCTATGAAACGA

                     ************************************************** *********

Bacillus subtilis CH1  TCGGATAATGCCGGACTAAAAACAGCATTGGCAAGAGCTGTGATGTACGATACGGTTATT

Bacillus subtilis CH2  TCGGACAATGCCGGACTAAAAACAGCATTGGCTAGAGCTGTGATGTACGATACGGTTATT

                     ***** ************************** ***************************

Bacillus subtilis CH1  CAGCATGGCGATGGTGATGACCCTGACTCTTTTTATGCCTTGATTAAACGTACGAACAAA

Bacillus subtilis CH2  CAACATGGCGATGGTGATGACCCTGACTCTTTTTATGCCTTGATTAAACGTACGAACAAA

                     ** *********************************************************

Bacillus subtilis CH1  AAAGCGGGCGGATCACCTAAAGACGGAATAGACGAGAAGAAGTGGTTGAATAAATTCTTG

Bacillus subtilis CH2  AAAGCGGGCGGATCACCTAAAGACGGAATAGACGAGAAGAAGTGGTTAAATAAATTCTTG

                     *********************************************** ************

Bacillus subtilis CH1  GACGTACGCTATGACGATCTGATGAATCCGGCCAATCATGACACCCGTGACGAATGGAGA

Bacillus subtilis CH2  GACGTACGCTATGACGATCTGATGAATCCGGCCAATCATGACACCCGTGACGAATGGAGA

                     ************************************************************
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Bacillus subtilis CH1  GAATCAGTTGCCCGTGTGGACGTGCTTCGCTCTATCGCCAAGGAGAACAACTATAATCTA

Bacillus subtilis CH2  GAATCAGTTGCCCGTGTGGACGTGCTTCGATCTATCGCCAAGGAGAACAACTACAATTTA

                     ***************************** *********************** *** **

Bacillus subtilis CH1  AACGGACCGATTCATGTTCGTTCAAACGAGTACGGTAATTTTGTAATCAAATAA

Bacillus subtilis CH2  AACGGACCGATTCATGTTCGTTCAAACGAGTACGGTAATTTTGTAATCAAATAA

                     ******************************************************

Fig. 21.  Multiple alignment of  chitosanase nucleotide sequence of B.  subtilis 

CH1 and B.  subtilis CH2.
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Bacillus subtilis CH1  MKISMQKADFWKKAAISLLVFTMFFTLMMSETVFAAGLNKDQKRRAEQLTSIFENGTTEI

Bacillus subtilis CH2  MKISMQ------KAAISLLVFTMFFTLMMSETVFAAGLNKDQKRRAEQLTSIFENGTTEI

                   ******      ************************************************

Bacillus subtilis CH1  QYGYVERLDDGRGYTCGRAGFTTATGDALEVVEVYTKAVPNNKLKKYLPELRRLAKEESD

Bacillus subtilis CH2  QYGYVERLDDGRGYTCGRAGFTTATGDALEVVEVYTKAVPNNKLKKYLPELRRLAKEESD

                   ************************************************************

Bacillus subtilis CH1  DTSNLKGFASAWKSLANDKEFRAAQDKVNDHLYYQPAMKRSDNAGLKTALARAVMYDTVI

Bacillus subtilis CH2  DTSNLKGFASAWKSLANDKEFRAAQDKVNDHLYYQPAMKRSDNAGLKTALARAVMYDTVI

                   ************************************************************

Bacillus subtilis CH1  QHGDGDDPDSFYALIKRTNKKAGGSPKDGIDEKKWLNKFLDVRYDDLMNPANHDTRDEWR

Bacillus subtilis CH2  QHGDGDDPDSFYALIKRTNKKAGGSPKDGIDEKKWLNKFLDVRYDDLMNPANHDTRDEWR

                   ************************************************************

Bacillus subtilis CH1  ESVARVDVLRSIAKENNYNLNGPIHVRSNEYGNFVIK

Bacillus subtilis CH2  ESVARVDVLRSIAKENNYNLNGPIHVRSNEYGNFVIK

                   *************************************

Fig. 22.  Multiple alignment of  chitosanase amino acid sequence of B. subtilis 

CH1 and B.  subtilis CH2.
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7. Chitosanase coding sequence의 cloning

  B. subtilis CH1,  CH2로부터 분리된 genomic DNA를 가지고 chitosanase coding 영

역만을 증폭하여 pBlueScript SK(-) vector에 삽입 후 E. coli  DH5α 안으로 transfor

mation 하였고 white/blue screening을 통해 chitosanase 유전자가 삽입된 cell을 선택

하여 배양함으로써 chitosanase coding 유전자를 확보하였고 이를 NdeI, BamHI으로 

절단 후 pET11a vector에 재조합하여 cloning함으로써 E. coli  BL21내에서 발현을 위

한 유전자를 확보하였다. 

8.  E. coli  BL21을 이용한 chitosanase 발현

  pET11a vector에 재조합 된 chitosanase sequence는 발현을 위해 E. coli  BL21 cell

에 transformation 되어졌다. 100 ㎍/㎖ ampicillin 농도에서 배양된 cell은 IPTG에 의해 

18℃에서 20시간동안 induction 되어 졌고 SDS-PAGE를 통해 발현 양이 확인되어 졌

으며 insoluble한 단백질과 함께 Fig. 23에 나타내었다. Data에는 나타내지 않았지만 3

0℃에서 induction 시켰을 때 단백질이 insoluble 한 형태를 나타내어 활성을 나타내지 

않았다. 
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Fig. 23. SDS-PAGE analysis of chitosanase expression in E. coli  BL21. 

Lane1 : marker, lane 2-4 : cytoplasmic proteins of B. subtilis  CH1, Lane 5-7 : 

cytoplasmic proteins of B. subtilis CH2, lane 2, 5 : before the induction, lane 3, 6 : 

soluble proteins, after induction, lane 4, 7 : insoluble proteins, after induction
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Ⅳ. 고찰

  쏨뱅이의 내장으로부터 세포외로 chitosanase를 분비하는 두 개의 strain을 찾았으며 

gram positive 간균으로 chitosan에 대한 활성이 우수하였다. 두 균주의 16S rRNA 서

열을 분석한 결과 하나의 균주는 B. subtilis와 99.76%, 다른 하나의 균주는 99.88% 유

사성을 보였다. 이외에도 생화학 분석 결과 두 균주 모두 B. subtilis의 표준균주와 일

치하는 결과를 보였다. 하지만 이 두 균주는 colony 형태, 운동성, 단백질 분비 (Data에

는 나타내지 않았음) 면에서 차이를 보였으며 두 균주의 chitosanase 유전자 서열 또한 

다소 차이를 보였다. 이들 결과를 토대로 두 균주를 B. subtilis의 새로운 균주들로 판

단하여 Bacillus subtilis CH1과 Bacillus subtilis CH2로 명명하였다.

  두 균주로부터 탄소원에 따른 chitosanase 생산성을 확인한 결과 B. subtilis CH1의 

경우 starch에서 높은 성장률과 함께 가장 높은 활성을 나타내었고, B. subtilis  CH2의 

경우는 fructose에서 높은 성장률과 활성을 나타내었다. 그 외에도 B. subtilis  CH1에서

는 galactose, maltose, lactose, chitosan powder등에서 유도되어지는 것을 볼 수 있었

고 B. subtilis CH2에서는 glucose, maltose, lactose, galactose 등에서 유도되어지는 것

을 확인할 수 있었다. Data에서는 보여지지 않았지만 glucosamine의 경우 두 균주 모

두에서 성장률과 활성이 아주 높았지만 실제 사용되어지기에는 경제적 어려움이 있는

바 대상에서 제외하였다. 이들 결과들을 종합해 볼 때 분리된 두 균주에서 탄소원에 따

른 chitosanase 생산은 대부분의 chitosanse 생산균주들에서 chitosan에 의해 높게 유도

되어지는 것과는 달리 B. subtilis  CH1에서만 chitosan powder에 의해 낮은 비율로 유

도되었고 오히려 다른 탄소원들에서 높게 유도되어지는 것을 볼 수 있었다. 이는 이 두 

균주에서 chitosanase 생산이 다른 탄소원들에 의해 유도되어지는 것이 아닌가 생각되

며 Bacillus subtilis strain들은 chitosan을 분해하기 위해 이를 생산하는 것이 아니고 

다른 무언가를 분해하기 위해 생산하는 것이 아닌가 생각된다. Luis et al. (2000)의 논
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문에서는 Bacillus subtilis 168의 chitosanase 경우 배지내에 1 ㎎/㎖ 이상의 chitosan

을 첨가 시켰을 때 chitosanase의 생산이 저해된다고 보고하고 있다. 질소원에 따른 ch

itosanase 생산성을 확인한 결과에서는 두 균주 모두 yeast extract에서 균주의 성장과 

chitosan에 대한 활성이 높게 나타나 chitosanase 생산성이 높은 것을 확인할 수 있었

다.

  B. subtilis  CH1의 chitosanase mature sequence는 B. subtilis 168의 chitosanase se

quence와 한 개의 염기 차이를 보였고 B. subtilis CH2의 chitosanase mature sequenc

e는 B. subtilis의 것과 11개의 염기 차이를 보였다. 하지만 이를 아미노산 서열로 전환  

했을 때 두 균주의 chitosanase 아미노산 서열 둘 다 B. subtilis의 아미노산 서열과 완

전히 일치하는 결과를 보였다. Signal sequence를 비교했을 때 첫 번째 균주의 chitosa

nase signal sequence는 B. subtilis가 갖는 신호서열과 완전히 일치하였지만 두 번째 

균주의 chitosanase signal sequence는 B. subtilis의 신호서열에서 18개의 염기가 제거

되고 2개의 염기가 치환된 형태를 보였다. 이들의 상관관계를 밝혔을 때 유전자와 아미

노산과의 관계나 유전적 진화 관계를 밝히는데 기여할 수 있을 것이라 생각된다. 

  B. subtilis  CH1과 B. subtilis  CH2에서 정제된 chitosanase의 최적 활성온도는 60℃

였고 70℃까지 활성이 나타났다. 열 안정성을 알아보기 위한 실험에서 40℃에서는 계속 

안정적이었으나 50℃에서는 점차 감소를 보였으며 60℃ 이후부터는 시간이 지남에 따

라 급격하게 활성이 감소하였다. 이는 Luis et al. (2000)의 Bacillus subtilis 168의 chit

osanase에 대한 연구와 일치하는 결과이다.

  pET vector system (E. coli  BL21)을 이용하여 단백질 과발현 실험이 이루어졌으며 

induction 시 30℃에서는 대부분의 chitosanase가 insoluble 한 형태로 나타났고 18℃로 

온도를 낮추었을 때 soluble한 chitosanase를 많이 얻어낼 수 있었다. Abdel et al. (200

1)의 연구에서 chitinase의 발현 시 37, 30, 25℃에서 induction 시 발현된 단백질이 ins

oluble 하였고 18℃에서 induction 시에 soluble한 결과가 나타났다고 보고되어져 있다.
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Ⅴ. 요약

  키토산은 D-glucosamine이 β-1,4 결합으로 연결된 고분자 다당류로 게, 새우등의 

갑각류 껍질에서 주로 발견되고 있다. 키토산은 면역력 강화, 함암작용, 항균작용 및 

항콜레스테롤 작용 등 생리활성 기능에 좋은 효과를 나타낸다고 보고되어짐으로써 키

토산에 대한 부가가치 산업이 발달하고 있다. 키토산은 고분자로 먹어도 생체 내에 흡

수되지 않아 저분자나 올리고당으로의 분해가 필요하다. 그래서 본 연구에서는 키토산

을 분해할 수 있는 효소를 찾아 개발함으로써 산업적으로 이용 가능케 하고자 하였다.

  본 연구에서는 쏨뱅이의 내장으로부터 chitosanase를 분비하는 두 개의 균주를 찾았

으며 형태학적, 생화학적 및 유전학적 분석을 통해 동정을 시행하였다. 그 결과 두 균

주 모두 Bacillus subtilis와  분류학적으로 유사하였고 16S rRNA 염기서열 또한 두 균

주 모두 99% 이상 일치하였다. 하지만 두 균주는 colony 형태, 운동성, 단백질 분비 

패턴, chitosanase 염기서열 등에서 차이를 보였고 B. subtilis의 서로 다른 strain으로 

생각하여 B. subtilis CH1, B. subtilis CH2로 분류하였다.

  Chitosanase의 순수 정제를 위해 먼저 이들 균주들을 LB broth에 배양하였으며 배

양 상등액을 조효소액으로 사용하여 90% ammonium sulfate로 단백질을 침전시켰다. 

이를 다시 탈염 시킨 후 gel permeation chromatography를 통해 fraction 별로 나누었으

며, 각각의 fraction 별로 SDS-PAGE와 활성측정을 시행하여 chitosanase 단백질을 확인하

였고 분자량은 둘 다 31 kDa으로 나타났다. 정제된 chitosanase들을 가지고 최적 반응 온

도를 확인하였고 최적 반응 온도는 둘 다 60℃로 나타났다. 또한 정제된 chitosanase의  

N-말단 아미노산 서열분석을 하였으며 이 결과를 토대로 LA PCR에 사용할 primer를 제

작하였다. LA PCR을 통해 chitosanase의 유전자 서열 분석이 이루어졌고, 확인된 B. subti

lis CH1의 chitosanase coding 염기서열은 834 bp로 나타났으며, B. subtilis CH2의 chitosa

nase coding 염기서열은 729 bp로 나타났다. 특이한 점은 두 균주의 chitosanase mature 
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염기서열이 12 bp의 차이를 보였는데 이를 아미노산 서열로 바꾸었을 때 전혀 차이를 보이

지 않았다. 두 chitosanase의 신호서열도 염기서열에서는 20 bp의 차이를 보였지만 아미노

산 서열로 바꾸었을 때 6개의 연속된 아미노산 서열만이 제거된 형태를 보였다. 

  분석된 유전자의 coding sequence를 발현 vector인 pET11a에 재조합하였고, 이를 E. col

i  BL21 내로 형질전환하여 isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG)를 가지고 과

발현을 유도하였다. 30℃에서 발현을 유도시켰을 때는 생산되는 chitosanase가 insolubl

e한 형태를 보여 활성을 나타내지 않았고 18℃에서 발현을 유도시켰을 때는 soluble한 

chitosanase도 많이 얻어낼 수 있었다. 
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