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AAAbbbssstttrrraaacccttt

A marinebacteriawhich producedthesubtilisin-likeproteinaseinhibitorwas
screened from the sediment in the southern sea of Korea.The cultureal,
morphological and physiological characteristics of an isolated strain were
investigatedforidentification.CulturalcharacteristicsbasedonISP(International
StreptomycesProject)wereasfollows:whiteandgrayaerialmycelium andgood
growthonvariousmedium.Also,thestraindidnotproducethesolublepigment.
Also,thisstraincouldbegrownupto9% saltconcentration.Morphologicaland
physiologicalcharacteristics showed cylindricalspore chain and smooth spore
surfacebySEM(ScanningElectronMicroscope).A phylogeneticanalysisofthe
16SrDNA providedacluethattheisolatedstrainwasactuallyamemberofthe
genus Streptomyces, because the determined sequence exhibited a higher
homologywithStreptomycesthermocarboxydus.

A subtilisin-like proteinase inhibitorhas effectively inhibited the activity of
subtilisinandproteinaseK bycomplexingwiththeenzymeintheratioof1:1.
Theinhibitorhasnoeffectonthetrypsinandcollagenase.
Theoptimum cultureconditionsfortheproductionofsubtilisin-likeproteinase
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inhibitorhavebeen determined aftercultivation for3 daysat28℃.Glucose,
galactose,starchandfructoseweregoodcarbonsourcesfortheproductionofthe
inhibitors.Ontheotherhand,maltose,lactoseandmannosewasonlygoodfor
thecellgrowth potently inhibited theproduction ofinhibitor.Naturalorganic
nitrogensourcessuchaspolypeptoneandproteosepeptoneweregoodforthe
productionofinhibitor,however beefextract,urea,casaminoacidandinorganic
nitrogen sourcessuch as(NH4)2SO4 andNH4Clwerepoor.Optimalculture
conditions for inhibitor production were composed of 1.6% galactose,0.5%
proteosepeptone,1% NaCland1mM Li+,respectively.Theoptimaltemperature
andinitialpH forthesubtilisin-likeproteinaseinhibitoractivitywere40℃ and
pH8.0,respectively.The subtilisin-like protease inhibitor from Streptomyces
thermocarboxydusC12showedamaximum inhibitoractivityafterthecultivation
for60hundertheoptimizedmedium.

A subtilisin-like proteinase inhibitor produced by Streptomyces
thermocarboxydus C12 was purified by ultrafiltration, ammonium sulfate
precipitation,DEAESepharoseCL-6BandSuperdex200columnchromatography.
Thefinalinhibitorwaspurified119.9fold,withayieldof20.7%.Theinhibitor
hasamonomerwithamolecularweightof33.1kDaestimatedbySDS-PAGE.
Also,theinhibitorshowed theoneband in native-gelPAGE.Theisoelectric
pointwas4.4.TheinhibitoractivitywasstableintherangeofpH 6.0～10.0and
temperature30～60℃,respectively.Thepurifiedinhibitorwasslowlyactivatedby
Mg2+andK+.TheN-terminalsequenceofsubtilisin-likeproteinaseinhibitorwas
determinedasDAPSALYAPSALVLTVGKGVSAT.Thesequence(residuesfrom
1 to 23)was 100% identified with the Streptomyces subtilisin inhibitor(SSI)
producedintheStreptomycesalbogriseolus.TheKm andVmax oftheinhibitor
werecalculatedtobe2.67mgand15.3unit,respectively.Theinhibitorshoweda
noncompetitive inhibitor mode for subtilisin.As a result of a amino acid



- x -

compositon analysis,the purified inhibitorhad a high contentofserine and
alanine.Thedegreeofinhibitionofsubtilisin-likeproteinaseinhibitorwasmuch
greaterthanthatoffoodinhibitorsuchasbovineplasma,porkplasmaandegg
whiteprotein.
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제제제 111장장장 서서서 론론론

111...PPPrrrooottteeeaaassseeeiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr

111---111...PPPrrrooottteeeaaassseee에에에 대대대한한한 iiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr연연연구구구
현대사회가 발달함에 따라 동․식물․미생물에서 생산해 내는 최종산물인

단백질에 관심을 갖게 되었으며,이 단백질들은 단백질 분해효소에 의해서
활성화되거나 혹은 파괴되어 세포로 하여금 적절한 기능을 수행할 수 있도록
한다고 알려져 왔다(Malaetal.,1998).단백질 분해효소는 동물,식물 및 미
생물계에 광범위하게 분포되어 있다.약 40년 전만 해도 주로 식물의 papain,
bromelain,동물의 장기 효소인 pepsin,trypsin,renin등이 응용의 대상이었
다.특히 세포질 외로 분비하는 미생물 단백질 분해효소는 다양한 미생물에
의해서 생성된다.
세포 내 및 세포 외 모두에서 일어나며 생체 내에서 소화효소의 작용 뿐만
아니라 혈전,세포융합,세포증식,혈액응고,혈압조절,방어 등의 기능 뿐만
아니라 세포의 성장,분화 및 사멸,세포내외의 단백질 turnover,세포이동,
침윤,수정 등 모든 생체기능에 직․간접적으로 관여한다.생리적으로 단백질
분해효소는 여러 신호에 의해 발현되고 또한 생체내의 저해 단백질에 의해
그 활성의 균형을 조절하고 있다.그러나 이상 환경에 의해 비정상적으로 발
현된 단백질 분해효소는 염증,virus감염,호르몬의 성숙,부종,발암,암세포
의 전이 등의 다양한 질병 병발과정에 관여하며,발생으로부터 노화에 이르
는 생명현상과 밀접한 관계가 있다고 알려져 있다.이러한 단백질 분해효소
에 대해 억제 또는 방어역할을 하는 것이 단백질 분해효소 저해제이다.
단백질 분해효소에 대한 저해제 연구에 대하여 의약품 개발과 사용의 역사
는 천연물에서 비롯되었다.지난 수 십년 간 유기화학의 발달에 따라 다수의



- 2 -

합성 의약품들이 출현하였으나,현재 약 50% 정도의 의약품들이 식물,미생
물 등 천연 생물자원 유래의 천연물 또는 천연물 유도체이다.천연물 유래의
생리활성 연구는 전통적으로 동․식물,토양 미생물 등 육상생물을 주된 대
상으로 하여 왔다.그러나 근래에 이르러서는 지금까지 천연물의 보고였던
육상생물 및 토양 미생물로부터 새로운 의약활성 물질의 개발이 점차로 정체
되는 경향을 나타냄에 따라 의약품의 새로운 탐색원 으로서 육상 생태계가
아닌 해양이나 극한 생태계 같은 새로운 환경에 눈을 돌려 연구를 시작하고
있다.해양은 특이한 생태계를 이루는 환경 때문에 해양생물이 만드는 대사
산물은 육상생물에 비하여 특이한 골격의 화학구조를 가지게 되며,항생물질
이외에 다양한 생리활성 작용을 갖는 효소 저해제를 생산하는 것으로 밝혀졌
다.생물체의 구성성분을 합성하고 생리적 기능을 나타내는 물질의 활성화
및 그 조절은 각각 효소와 효소 저해물질이 상당부분 담당하고 있다.그러나
조절되지 않은 효소의 과잉작용은 각종 질병의 원인이 되거나 기존의 질환을
악화시키기도 한다.
단백질 분해효소에 의해 일어나는 질병의 치료 목적으로 자연계로부터 단백
질 분해효소 저해제를 개발하고자 하는 노력이 진행되었다.천연에 존재하고
있는 단백질 분해효소에 대한 저해물질의 연구는 미생물의 배양액 중으로부
터 저분자의 저해물질을 발견할 때까지는 주로 동․식물 기원의 것에 대하여
행하여 왔다(Umezawaetal.,1972).

동물유래의 단백질 분해효소 저해물질은 소의 췌장으로부터 trypsin저해물
질을 결정상으로 단리하였다(Kunitzand Northrop,1936).이 저해물질은
Kunitzinhibitor혹은 염기성 췌장 trypsininhibitor로 불려지며 많은 천연물
질 중에서 최초로 일차구조가 결정된 것이다.이 저해물질은 급성췌장염 치
료 효과를 나타내고 임상적 의미를 가지는 것으로 잘 연구되어 있으며,이와
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유사한 물질은 염소와 돼지의 조직에서도 발견되었다.췌액에는 또 다른 형
태의 저해물질(pancreaticsecretorytrypsininhibitor)이 함유되어 있는데 소,
돼지,개,쥐와 사람의 췌장추출액에서 얻어졌다(Pubolsetal.,1974).혈액내
에 함유된 저해물질에 관해서도 많이 연구되어 있으며(Glaserand Karic,
1978),그 외 사독(Takahashietal.,1974),달팽이(Tschescheetal.,1972),
선충류,각종 난류(Laskowski,1955)와 여러 가지 포유동물의 초유(Cechova,
1976)등에서 발견되었다.

식물유래의 단백질 분해효소 저해물질은 대두 유래의 것이 Read와
Haas(1938)에 의해서 발견된 이래로 Ham 및 Bowman등(1944)은 각각 독립
적으로 대두 중에 trypsin을 저해물질이 존재하는 것을 발견하였다.이로 인
해 두과식물을 대상으로 많은 연구자가 저해물질의 분리,정제를 보고하고
있다.특히 Vogel등(1968)이 연구한 바에 의하면 대두식물은 거의 대부분
단백질 분해효소에 대한 저해물질을 함유하고 있다고 한다.식물성의 저해물
질은 그 외에도 감자,옥수수,그리고 대맥,호맥 등의 맥류와 더불어 많은
식물에 존재하고 있음이 잘 알려져 있다.그 후 많은 연구자에 의해 다수의
저해물질의 분리․정제가 보고되어 있지만,상기 저해물질은 Bowman-Birk
inhibitor로서 잘 연구되어 있다.동․식물로부터 발견된 많은 저해물질들은
모두 단백성 물질로 산 및 열에 안정한 비교적 저분자물질 (분자량 6,000～
12,000)과 불안정한 고분자물질 (분자량 20,000～60,000)로 대별된다.

미생물유래의 단백질 분해효소 저해물질에 관한 연구는 Höyen와 Skulberg
가(1962)Clostridium botulinum (typeA,B andE)에서 trypsin에 대한 저
해물질을 발견한 활발히 전개되었다.
곰팡이류의 단백질 분해효소 저해물질 생성 균주는 주로 Penicillium
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cyclopium에 대해서 많이 연구되었는데 이 균주는 산성 proteinase에 대한
저해물질로서 malicacid가 중합한 고분자의 poly-L-malicacid를 생성한다는
것이 밝혀졌다(Shimada and Matsushima,1969).Neurosporasitophilia와
Aspergillus japonicus의 단백질 분해효소 저해물질은 저분자의 thiol
proteinaseinhibitor였다(Hanadaetal.,1978).미생물성 단백질 분해효소 저
해물질 중에서 가장 활발히 연구되고 있는 actinomyces류가 생성하는 저해
물질은 Aoyagi등(1969)이 trypsin,plasmin등을 저해하는 새로운 형태의 저
해물질인 leupeptin을 발표하였고, Umezawa 등(1972)이 Streptomyces
mauvecolor로 부터 trypsin,papain,cathepsinA,B 등의 단백질 분해효소
저해물질 antipain을 발표하였다. 그리고 chymotrypsin의 저해물질인
chymostatin이 Umezawa등에 의해서 분리 연구되었다.Kunimoto등(1972)
은 pepsin과 renin을 저해하는 pepstatin을,Murao등(1972)은 Streptomyces
속에서 단백질성 proteaseinhibitor인 Streptomycessubtilisininhibitor(SSI)
를 분리하였다.또한 Faucher등(1987)은 암의 침윤과 전이에 중요한 역할을
하는 matrix metalloprotease (MMP)의 저해제 중 actinonin은 초기에
actinomyces으로부터 항생물질로 분리되었으나,이후 collagenase저해제로
서 다시 탐색된 물질이다.이와 같은 미생물 대표산물에서 발견된 단백질
분해효소 저해물질은 동․식물에서 얻은 저해물질과는 크게 다르며 이들 효
소 저해물질은 효소의 반응 mechanism 해명에 유용할 뿐만 아니라 생리기
능 및 의학적으로 중요한 여러 가지의 질병과 같은 현상의 해석에 유효한 물
질이다.
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111---222...PPPrrrooottteeeaaassseee의의의 iiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr분분분류류류

1)Acidproteaseinhibitor
Streptomyces testaceus와 Streptomyces argenteolusvar,Streptomyces

toyonakensis가 생산하는 pepstatin은 pepsin,cathepsinD 및 renin을 특이적
으로 저해한다(Kunimotoetal.,1972).Pepstatin생산균이 생산하는 활성물
질을 상세히 검토한 결과 pestatin의 구조 중의 alanine이 serine으로 치환된
hydroxypepstatin,C말단 (3S,4S)-4-amino-3-hydroxy-6-methylheptanic
acid(AHMHA 혹은 statin)이 생합성 최종단계에서 환원받기 전에 탈산된
pepstanone 및 다른 acyl기를 가진 상기 저해물질을 발견할 수 있었다.
Pepstatin,hydroxypepstatin,pepstanone은 여러 가지 acyl기를 가진 각각의
물질을 총칭한다.Pepstatin은 포유동물 뿐만 아니라 미생물 기원에서 분리한
산성 단백질 분해효소를 저해한다.Pepstatin의 asparticprotease에 대한 선
택적 저해작용을 이용하여 pepstatinSepharoseaffinitygel을 만들어 대량으
로 산성 단백질 분해효소를 분리하는데 사용하였다(Takahashiand Tang,
1981).Pepstatin은 위에서 sialicacid양을 감소시켜 stomachulcer를 방지하
는 효과가 있었다.Streptomyces에 의해 생산된 다른 pepsininhibitor로서는
procidins,SP-1과 pepsinostreptin이 알려져 있다(MuraoandSatoi,1970).

2)Metalloproteaseinhibitor
Streptomycestanashiensis에 의해 생산되는 phosphopeptide인 phosphor

-amidon은 thermolysin을 강력하게 저해한다(Sudaetal.,1973).Phosphor
-amidon의 인산부위가 thermolysin의 활성부위에 존해하는 Zn와 결합하여
저해한다.Streptomyces nigrescens의 S-MPI,Streptomyces mozensis의
talopeptin과 Streptomycesrishiriensis의 FMPI는 다른 thermolysin저해제
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이다.Actinomaduraaltramentaria에서 생산되는 matlystatin은 collagenase
typeⅣ를 저해하며,actinomycessp.에서 생산하는 matlystainA는 MMP-2,
9에 저해활성이 강하다.그리고 matrigel을 이용한 invitro침윤실험에서 HT
1080섬유육종 세포주의 침윤을 저해하는 것으로 보고하였다(Tanzawaet
al.,1992).

3)Serine과 thiolproteaseinhibitors
Leupeptin,antipain과 chymostatin은 serine과 thiolprotease의 강력한

peptide성 저해물질이다.Leupeptin(acetyl혹은 propionyl-L-leucyl-L-leucyl
-L-argininal)은 Streptomyces의 17종(즉, roseus, rosechromogenes,
chartreusis,albireticuli,thioluteus,labendulae,roboritoenis등)이 생산하였
고 trypsin,plasmin,papain과 cathepsinB를 저해한다.아르기닌구조와 알데
하이드기는 중요한 구조적인 인자로서 알데하이드의 carbinol로의 환원이나
carboxyl로의 산화에 의해 저해활성이 상실되었다(Umezawa, 1972).
Leupeptin은 뛰어난 약리효과를 가지고 있어 소염,화상,진통 및 수포 방지
효과가 있는데 이는 kinin형성을 저해하기 때문이고,이 외에도 trypsin저
해에 의한 췌장염 치료에 leupeptin의 이용성이 기대된다.혈액응고는
leupeptin에 의해 저해되는데 이는 thrombokinase와의 반응 때문이다.또한
leupeptin은 암발생 억제와 암전이 억제효과가 있는 것으로 보고되어 있다
(Aoyagietal.,1977).Antipain(phenylalaninal-arginine-valine-argininal)은
구조적으로 leupeptin과 관련이 있고 Streptomyces michiganesis,
Streptomyces mauvecolor와 vokosukanesis에 의해 생산된다.Antipain은
trypsin,cathepsinA와 cathepsinB를 저해하며 leupeptin에 비해 papain과
trypsin에 보다 특이적이다.
Antipain은 leupeptin과 유사한 약리학적 활성을 가지나 그 활성은 leupeptin
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보다 낮다.
Chymotrypsin 저해제인 chymostatin은 Streptomyces hygroscopicus,
Streptomyces laremdulase와 다른 일곱 균주에 의해 생산된다.
L-Phenylalanine은 chymostatin구조와 한 특성으로 알데하이드기를 환원시
키면 실활의 원인이 된다(UmezawaandAoyagi,1973).S.nigrescens의 배
양여액으로부터 분리된 알카리성 단백질 분해효소 저해제 MAPI은 여러 가
지 미생물 기원의 α-chymotrypsin과 papain을 저해하나 trypsin,thermolysin
,kallikrein,pepsin은 저해하지 않는다(MuraoandWatanabe,1978).이 처
럼,Laskowski와 Kato(1980)에 의해 처음 serine proteinase inhibitor의
family가 발표된 이후 많은 수의 inhibitor들이 새로이 발견되었다.Table1는
현재까지 알려진 serineproteinaseinhibitorfamily를 요약한 것이다.

222...PPPrrrooottteeeaaassseeeiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr의의의 응응응용용용
더욱이 이들 단백질 분해효소 저해물질은 약리학,식품,농업에 활용 가능할
뿐만 아라 단백질 구조의 연구와 반응기작에 대해서 연구할 수 있다(Bode
andHuber,1992;Terashitaetal.,1980).특히,특이적이고 선택적 단백질
분해효소 저해제는 소염작용,항종양작용,변이유발저지,복수저류저지,발암
및 암 전이 저지,페기종,관절염,췌장염,혈전증,고혈압,AIDS와 같은 인체
질병발병과정에 관여하는 단백질 분해효소들을 불활성화 시킬 수 있는 것으
로 보고되고 있다(Demuth,1990).이들 단백질 분해효소 저해물질은 세포,조
직,체액 중에서 단백질 분해효소의 식별,affinitychromatography의 활성기,
물질 정제시에 일어나는 효소적 분해방지용으로도 이용될 수 있으며,혹은
복잡한 생체반응에 있어서 단백질 분해효소의 역할을 이해하기 위한 시약으
로써 널리 이용될 수 있다.또한,식품공정상에서 불필요한 protease의 활성
을 억제시키며,식품원료에 자유 aminoacid의 작용을 감소시킬 수 있다
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(García-Carreño,1996).

따라서,본 연구에서는 이러한 중요성을 갖는 단백질 분해효소 저해제를 탐
색하기 위해 해양자원 중 미생물에서 subtilisin-likeproteinaseinhibitor에
대한 저해활성물질을 생산하는 균주를 탐색하고 탐색한 균주로부터 저해활성
물질을 분리․동정하여 기존에 해양미생물과 비교 검토하였다.또한,저해제
의 생산성을 높이고자 최적생산조건을 조사하였으며 이것을 분리․정제하여
그 특성을 조사하였다.특성을 통해 특이적인 저해제인지 확인하여 산업적으
로 사용 가능한지를 검토하였다.
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Table1.Familiesofproteininhibitorsofserineproteases.

Animals Approximatedomainsize&
numberofdomains

Bovinepancreatictrypsininhibitor
(Kunitz)family 60residues

Pancreaticsecretorytrypsininhibitor
(Kazal)family 55residues;upto7domains

Ascaristrypsininhibitorfamily 60residues
Serpinfamily
(mechanistricallydistinct) 400residues

Hirudinfamily 65residues
Plants

Soybeantrypsininhibitor
(Kunitz)family 180residues

Soybeanproteinaseinhibitor
(Bowman-Birk)family 35residues;2domains

Potato1family 70residues
Potato2family 50residues;1or2domains
Barleytrypsininhibitorfamily 120residues
Squashinhibitorfamily 30residues

Microbial
Streptomycessubtilisininhibitor
(SSI)family 110residues
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제제제 222장장장...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...시시시약약약
효소들은 subtilisin(Fluka,Switzerland),trypsin,α-chymotrypsin,amino
peptidase,collagenase(Sigma,USA)와 proteinaseK (Promega,USA)를 사
용하였고,기질은 gelatine(Yakuri,JAPAN)을 사용하였다.효소반응에 사용
된 발색시약은 ninhydirn(Lancaster,England)을 사용하였다.분리된 해양세
균 동정에는 APIkit를 사용하였고,투석막은(Spectra/por,MWCO:12,000～
14,000,Texas,USA)를 사용하였으며,그 외 사용된 모든 시약은 특급 혹은
분석용 시약을 사용하였다.
Subtilisin-like proteinase inhibitor의 분리․정제에서 분자량 표준품은
(Sigma,USA)의 low-rangeproteinmolecularweightmarkers(MW 6,500
～66,000Da)을 사용하였다.농축은 한외여과막 장치인 MilliporeCo.의 제품
(Massachusetts,USA)을 사용하였고,이때의 분리막은 분자량 한계범위
(molecularweightcut-off:MWCO)가 10,000인 것을 사용하였다.

222...균균균주주주의의의 분분분리리리동동동정정정 및및및 최최최적적적배배배양양양조조조건건건 측측측정정정

222---111...배배배지지지조조조성성성 및및및 배배배양양양방방방법법법
균주의 분리 및 배양을 위한 배지조성으로는 Bennet's배지(Glucose10.0g,
Peptone1.0g,Yeastextract1.0g,Beefextract1.0g,pH 7.5)에 증류수 1
l당 NaCl23.0g,KCl0.7g,MgCl2․6H2O 10.6g,CaCl21.1g,NaSO43.9
g,NaHCO30.2g,(NH4)2SO41.0g,K2HPO40.01g,Tris-HCl6.05g,pH
7.8의 인공해수를 첨가하여 기본배지로 사용하였다.평판배지에서 얻어진 각
종 분리균주를 액체배지 20ml를 함유한 전배양에 접종하여 25℃,3일 동안
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진탕배양하였다.그 후 본배양 액체배지 50ml에 전배양액 1.0% (v/v)를 접
종하여 25℃,shakingincubator에서 180rpm으로 4일 동안 진탕배양 하였
다.

222---222...균균균주주주분분분리리리 및및및 보보보존존존
우리나라의 남해안에서 채집한 해수,해조류 및 갯벌을 subtilisin-like
proteaseinhibitor를 생산하는 방선균의 분리시료로 사용하였다.채집한 각종
시료는 멸균된 해수에 희석하여 항생물질 Cyclohexamide와 Rifampicin이 첨
가된 방선균 및 해양 미생물 선택배지 (Table2)에 100 μl를 도말한 다음,2
7℃에서 4～6주 동안 정치배양 하였다.배지표면의 집락으로부터 약 1,000균
주를 분리하였다.분리된 균주는 Bennet's배지에서 약 2일 동안 27℃에서
배양하였으며,배양된 균주 중 subtilisin-likeproteinaseinhibitor물질을 생산
하는 균주를 1차 선별하였다.1차 선별된
각각의 균주들을 250mlErlenmeyerflask를 이용하여 Bennet's액체배지에
접종한 다음 호기적인 조건으로 27℃,180rpm으로 4일간 교반배양하였다.
배양액은 WhatmanNo.1paper로 거른 다음,원심분리하여 얻은 상층액과
효소액을 혼합하여 37℃에서 20min간 전처리한 후 testplate에 10 μl씩을
loading한 paperdisk를 올려놓은 후 37℃에서 48hr반응시켰다.반응 후
clearzone을 확인하여 2차 선별하였다.2차 선별된 균주 중 ninhydrin발색
시약을 이용하여 subtilisin-likeproteinaseinhibitor활성이 가장 강한 균주
하나를 선택하여 최종균주로 선택하였다.최종 분리된 균주는 20% (v/v)
glycerol을 첨가하여 -70℃ 냉동고에 보관하며 본 실험에 사용하였다.

222---333...분분분리리리균균균주주주의의의 동동동정정정
분리 선별한 균의 1차 동정은 형태학적,배양학적 및 생화학적 특성을
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Manualofmethods forgeneralbacteriology(Gerhardtetal.,1981)및
Biochemicaltestsforidentificationofmedicalbacteria(Macfaddin,1980)에
준하여 검토하고,Bergey'sManualofSystematicBacteriology(Kreigand
Holt,1989)에 의하여 제안된 InternationalStreptomycesProject(ISP)에 의한
방법으로 분석하였다.수행한 분석결과를 BLASTN의 data와 비교하여 동정
하였다.분리균의 형태는 SEM (HITACHIS-2400,Japan)을 이용하여 관찰
하였다.

1)전자 현미경에 의한 균의 형태 관찰
(1)SEM(ScanningElectronMicrophotography)
액체배양액을 주사위로 소량 취해 0.2μm polycarbonatefilter로 통과시킨

다.통과된 배양액은 차가운 2.4% glutaraldehyde에 filter를 담구어 고정시킨
후,0.1M phosphatebuffer로 여러번 세척한다.분리균의 형태적 특성조사는
영양 한천 배지에 하루 전 배양해 놓은 배양액을 그리고 ethylalcohol30,50,
80,90%로 각각 15min,95%로 1hr동안 두 번 탈수시킨다.이 후 filter를
iso-amylacetate에 30min동안 담근 후,액체 CO2로 iso-amylacetate를 날
리고,금박을 입혀 전자현미경으로 관찰한다.

(2)운동성 관찰
MMM(ModifiedMarineMedium)에서 30hr배양한 대수 증식기의 균 배

양액을 사면배지에 접종한 후 균의 운동성 유무를 확인하였다.

2)생리․생화학적 특성조사
(1)그람염색
그람 염색법으로 분리균의 세포벽 특성을 조사하였다.MMM(Modified
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MarineMedium)고체배지에서 균 집락을 선별하여 새로운 Bennet's배지에
접종하였다.하루정도 배양한 후 배지표면에 형성된 단일 colony를 멸균증류
수에 한 방울로 현탁 후 그람 염색하여 광학현미경으로 관찰하였다.동균에
대한 표준균주로는 그람 음성의 E.coli를 이용하였고,safranin에 역염색되어
적색을 띄는 균은 그람 음성으로 그렇지 않으면 그람 양성으로 판단하였다.

(2)Catalasetest
호기균의 대사 독성물질인 H2O2는 산화 환원제인 catalase에 의해 H2O와

O2로 분해된다.이에 분리균의 catalase test를 행하였다.대수기의 단일
colony를 slideglass에 묻힌 후 여기에 1ml의 3.0% 과산화수소(H2O2)용액
에 소량 가해 기포발생 유무를 확인하였으며,기포 발생균을 catalase양성으
로,기포 발생이 없는 균을 catalase음성으로 확인하였다.

222---444...111666SSSrrrDDDNNNAAA 염염염기기기서서서열열열 분분분석석석
16SrDNA 분석은 WizardGenomicDNA Prep.kit(Promega)을 사용하여
chromosomalDNA를 분리하였으며 2개의 보편적인 primer를 사용하는 PCR
를 이용하여 16S rDNA를 증폭시켰다.합성된 oligonucleotides의 각각의
prime는 forward prime (27F): 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3',
reverseprimer(1492R):5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'의 염기서열로
구성되었다.각각의 0.5 μM primer,200 μM deoxynucleosidetriphosphate,
10X PCRbuffer10 μl,그리고 EF-Taqpolymerase(2.5unit)를 0.3 μl를 사
용하여 PCR를 수행하였다.
PCR 반응조건으로 30cycles(95℃에서 20sec,50℃에서 40sec,72℃에서
90sec)동안 계속적으로 증폭하였으며,72℃에서 3min 동안 신장시켰다.
PCR산물을 WizardSV Gel과 PCRClean-UpSystem (Promega)을 사용하
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여 추출하였다. Big Dye Terminator Cycle Sequence kit (Applied
Biosystems)와 automaticDNA sequence(AppliedBiosystems)를 사용하여
PCRproduct의 염기 서열 분석을 수행하였다.

222---555...종종종족족족 계계계통통통적적적 분분분석석석
분리균주의 16SrDNA 염기서열과 함께 Streptomyces속과 몇몇 다른 관
련된 분류군의 16SrDNA 유전자 염기서열과 함께 ClustalX software를 사
용하여 배열하였다.계통도는 neighbor-jointing방법을 사용하여 설계하였다
(SaitouandNei,1987).

222---666...단단단백백백질질질 정정정량량량
단백질 농도는 Lowry법(Lowryetal.,1951)을 이용하였다.Bovineserum
albumin(Sigmachem Co.)를 표준시료로 하여 750nm에서 흡광도를 측정하
였으며,columnchromatography를 사용하였을 때는 280nm에서 흡광도를
측정하였다.

222---777...효효효소소소 저저저해해해활활활성성성 측측측정정정
Subtilisin-likeproteinaseinhibitor측정은 ninhydrin방법(MooreandStein,
1948)을 변형시켜 사용하였다.즉 50mM Tris-HClbuffer50 μl에 10 μl
subtilisin(0.1mg/ml)과 희석된 배양 상층액 10 μl용액을 37℃에서 20min
간 전처리한 후 중탕가열한 0.2% (w/v)의 gelatin이 포함된 기질용액 0.5
ml(50mM Tris-HClbuffer,pH 7.5)과 37℃에서 30min간 반응시켰다.효소
반응을 정지시키기 위해 10.0% (w/v)trichloroaceticacid(TCA)0.1ml를 첨
가한 후,ninhydrin 용액 0.5 ml을 혼합하여 100℃,10 min간 끓이고,
ice-water에서 냉각시킨다.
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Table2.Compositionofactinomycesselectivemedium.

Medium Composition(artificialseawaterperliter)

Starch-casein
nitratemedium

Starch10.0g,casein0.3g,NaCl2.0g,K2HPO42.0
g,KNO3 2.0g,MgSO4․7H2O 0.05g,CaCO3 0.02
g,FeSO4․7H2O 0.01 g,Cyclohexamide 50 mg,
Refampicin 5.0mg,1M Tris-HClbuffer20ml,
agar18.0g,pH 7.5

Humic
acid-vitamin
medium

Humic acid 1.0 g,Na2HPO4 0.5 g,KCl1.7 g,
MgSO4․7H2O 0.05g,FeSO4․7H2O 0.01g,CaCO3
0.02g,B-vitamins:thiaineHCl,riboflavin,niacin,
pyridoxineHCl,inositol,Ca-panthothenate,PABA;
0.5mg,biotin0.25mg,Tracesalts:FeSO410.0mg,
CuSO4․5H2O 1.0 mg,ZnSO4․7H2O 1.0 mg,Mn
SO4․7H2O 1.0 mg,antibiotics: actidin 50 mg,
nystatin50mg,polymixinB 4.0mg,penicillin0.8
mg,Cyclohexamide50.0mg,Refampicin5.0mg,1.0
M Tris-HClbuffer20.0ml,agar18.0g,pH 7.5

M1medium
Starch10.0g,Yeastextract4.0g,Peptone2.0g,
Refampicin5.0mg,Cyclohexamide50.0mg,1.0M
Tris-HClbuffer20.0ml,Agar18.0g,pH 7.5

Arginin-glyceol
medium

Arginine 1.0 g,Glycerol12.5 ml,ZnSO4․7H2O
0.0005 g,MnSO4․4H2O 0.0005 g,CuSO4․5H2O
0.0005 g,K2HPO4 0.5 g,MgSO4․7H2O 0.25 g,
FeSO4․7H2O 0.005 g,Cyclohexamide 50.0 mg,
Refampicin5.0mg,1.0M Tris-HClbuffer20.0ml,
agar18.0g,pH 7.5
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가수분해 되지 않은 단백질을 침전시키기 위해 50.0% 1-propanol을 가하여
15min간 방치한 후,10,000rpm에서 10min간 원심분리하여 570nm에서
측정하였다.저해율(%)은 저해제를 첨가한 것의 반응전(A)과 반응후(B)의 흡
광도,저해제를 첨가하지 않은 것의 반응전(C)과 반응후(D)의 흡광도로부터
다음과 같은 식으로 계산하였다.모식도는 Table3에 나타내었다.

저해율(%)=     
 

×100

222---888...저저저해해해제제제 생생생산산산을을을 위위위한한한 최최최적적적배배배양양양조조조건건건 검검검토토토
해양에서 분리한 Streptomyces thermocarboxydus C12의 subtilisin-like
proteinaseinhibitor물질 생산을 위한 최적배양조건은 온도,pH,탄소원,질
소원,NaCl,metalsalts순으로 실행하였다.균 생육도는 배양액의 상층액을
원심분리하여 제거한 후 증류수로 2회 세척한 다음 100℃에서 dryoven에서
건조시켜 dry cellweight(D.C.W)로 측정하였다.배양온도는 기본배지에서
10～60℃까지 10℃ 간격으로 배양하여 저해활성을 조사하였다.배양초기 pH
는 활성이 높은 온도를 기준으로 pH 3～10까지 달리하여 저해활성을 조사하
였다.탄소원은 저해활성이 높게 나타난 온도,초기 pH에서 기본배지에 첨가
된 glucose를 제외하고,각종 탄소원 1.0% (w/v)를 첨가하여 배양한 후 저해
활성이 높은 탄소원을 선택하였다.선택된 탄소원은 농도별로 첨가하여 활성
을 검토하였다.질소원은 선택된 탄소원을 첨가한 다음 기본배지의 질소원을
제거하고 각종 유․무기질소원을 0.5% (w/v)씩 첨가하여 배양한 후 활성을
검토하였다.금속염의 영향은 여러 금속염을 1.0mM씩 첨가하여 저해활성을
검토하였다.그리고 저해물질의 최대생산 시기는 정해진 최적배양조건하에서
배양하여 시간별로 활성을 측정함으로써 배양 최적시간을 결정하였다.
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Table3.Assaysystemsforsubtilisininhibitoractivity.

Pipette Inhibitor
assay(B)

Reference
assay(D)

Control
assay(A)

Blank
assay(C)

Enzymesol.
(μl) 10 10 10 10

Buffersol.
(μl) 50 50 50 50

Inhibitorsol.
(μl) 10 buffer 10 buffer

50% TCA
(ml) ― ― 0.1 0.1

Mixandpreincubateat37℃ for20min
Substratesol.
(ml) 0.5 0.5 0.5 0.5

Incubateat37℃ for30min
50% TCA
(ml) 0.1 0.1 ― ―

Centrifuge10,000rpm ×10min
Pipetteinto
testtubes
(ml)

0.2 0.2 0.2 0.2

Ninhydrinsol.
(ml) 0.5 0.5 0.5 0.5

Heatingat100℃ for10min
Standfor5minaticewater

50%
1-propanol
(ml)

2.0 2.0 2.0 2.0

Standfor15minatroom temperature

570nm
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333...SSSuuubbbtttiiillliiisssiiinnn---llliiikkkeeeppprrrooottteeeiiinnnaaassseeeiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr의의의 분분분리리리․․․정정정제제제 및및및 특특특성성성

333---111...SSSuuubbbtttiiillliiisssiiinnn---llliiikkkeeeppprrrooottteeeiiinnnaaassseeeiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr의의의 분분분리리리․․․정정정제제제
StreptomycesthermocarboxydusC12균주에서 생산되는 저해물질의 정제
단계는 Fig.1.에 나타내었다.배양액을 25℃에서 4일 동안 배양하여 균체 및
포자를 제거하기 위해 WhatmanNo1.여과지로 여과하였다.여과액은 원심
분리(16,000g×20min)하여 상층액 중 잔존 찌꺼기를 제거하였다.분리한
상층액은 ammonium sulfate포화농도 0～40%에서침전시켜 16,000g×20
min 동안 원심분리하고 침전물을 회수하였다.회수한 침전물은 50 mM
Tris-HClbuffer(pH 7.5)(bufferA)에 대하여 24hr동안 3회 완충액을 교환
하여 투석하였다.투석액은 0.20 μm로 여과한 후 DEAE SepharoseCL-6B
anioncolumn(26/30,Pharmacia,Sweden)에서 NaCl(0～1.0M)이 첨가된
bufferA로 stepgradient를 하여 저해물질을 용출시켰다.용출액은 280mn
에서 단백질 함량을 측정하였고 fraction의 저해활성을 측정하였다.활성이
높은 분획을 모아 YM-10membrane(MW cutofflimit,10kDa)으로 한외
여과 하여 농축하였다.농축액은 0.1M NaCl이 포함된 bufferA로 평형화된
Superdex200column(16/60,Pharmacia,Sweden)에서 같은 완충액으로 용
출시켰다.용출액을 탈 이온수에 투석한 후 한외여과 (YM-10membrane)하
여 농축하였다.정제한 저해물질은 -20℃에서 보관하면서 특성 실험에 사용
하였다.효소활성 1unit는 37℃에서 1min당 유리되는 1 μmol의 아미노산
수로 나타내었으며,표준검량곡선으로 leucine을 사용하였다.효소 저해활성
1unit는 효소활성 1unit를 감소시키는 것으로 정의하였다.
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333---222...SSSuuubbbtttiiillliiisssiiinnn---llliiikkkeeeppprrrooottteeeiiinnnaaassseeeiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr의의의 이이이화화화학학학적적적 특특특성성성조조조사사사

111)))분분분자자자량량량 측측측정정정
Subtilisin-likeproteinaseinhibitor의 정제도 및 분자량을 측정하기 위하여

Laemmli법(1970)에 따라 12.5% gel에서 SDS-polyacrylamide전기영동을
수행하였다.전기영동은 90V로 행하였다.전기영동 후 gel은 Coomassie
BrilliantBlueR-250으로 염색하고 탈색용액 (MeOH :glacialaceticacid:
D.W =40:10:50)으로 염색이 완전히 탈색 될 때 까지 탈색하였다.분자
량 측정을 위한 표준 단백질은 bovine serum albumin (66.0 kDa),
ovalbumin (45.0 kDa),glycer-aldehyde-3-phosphatedehydrogenase(36.0
kDa),carbonic anhydrase (29.0 kDa),trypsinogen (24.0 kDa),trypsin
inhibitor(20.1kDa),α-lactalbumin(14.2kDa),aprotinin(6.5kDa)을 사용하
였다.

222)))등등등전전전점점점 측측측정정정
Subtilisin-likeproteinaseinhibitor의 등전점을 측정하기 위하여 Righetti

등(1989)의 방법에 따라 등전점 전기영동하였다.AmpholytepH 3.5～10이 함
유된 7.5% acrylamidegel을 사용하여 1500V (constantvoltage),50mA,
30W에서 1hr30min동안 전개하였다.전개가 끝난 gel은 10% (w/v)
TCA에서 10min동안 차례로 침지시킨 후,CoomassieBrilliantBlueR-250
으로 염색 및 탈색하였다.등전점 측정을위한 표준 단백질로 amyloglucosid
-ase(pI3.6),trypsininhibitor(pI4.55),β-lactoglobulinA (pI5.1),bovine
carbonicanhydraseisozyme(pI5.9),humancarbonicanhydrase(pI6.6),
myoglobin(pI6.8,7.2),lentil(pI8.2,8.6,8.8),trypsinogen(pI9.3)을 사용
하였다.
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Culturesupernatant

Filtratation(whatmanNo.1)

removeofsporeandmycelium
Spore Filtrate

Centrifuge(16,000g×20min)
remove of impurity

Salt-out
(saturatedammonium sulfate;0～40%)

centrifuge(16,000g×20min)

Supernatant Precipitate
Resuspendindialyseagainst
distilledwaterfor24hr

Ultrafitration(YM-10membrane)

DEAESepharoseCL-6B
stepgradient

Ultrafitration(YM-10membrane)
Resuspendindialyseagainst
distilledwaterfor24hr

Superdex200
dialyzedagainstdistilledwater

for24h
Ultrafitration(YM-10membrane)

Purifiedsubtilisin-likeproteinaseinhibitor

Fig.1.Schematicrepresentationforthepurification
ofsubtilisin-likeproteinaseinhibitor.
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333)))아아아미미미노노노산산산 조조조성성성분분분석석석
아미노산 조성분석은 13×100mm 시험관에 시료를 넣고 분석시료 0.5

ml에 대하여 0.1% phenol을 포함하는 0.5 ml의 constantboiling HCL
(sigmaH0636)을 가하여 질소를 flushing 한 후 화염으로 봉하고 110℃의
heating block에서 24 hr 가수분해하였다. 가수분해한 시료는 60℃의
Micro-cenVac(N-Biotec,Inc,Korea)에서 염산을 완전히 휘발 시킨 후,시
료에 0.01N HCl로 1ml되게 정용하였다.아미노산 분석은 아미노산 자동
분석기 (Biochrom,Inc,Korea)에 40μl를 주입하여 분석하였다.

444)))NNN---ttteeerrrmmmiiinnnaaalllssseeeqqquuueeennnccceee분분분석석석
 (1)단백질 추출
단백질 추출은 다음과 같이 실시하였다.겔은 10배 부피의 7.0M urea,

2.0M Thiourea,4.0% (w/v)3-[(3-cholamidopropy)dimethyam-monio]-1-
propanesulfonate(CHAPS),1.0%(w/v) dithiothreitol (DTT),2.0% (v/v)
pharmalyte, 1.0 mM benzamidine로 구성된 시료용액과 혼합되어
homogenizer(PowerGen125,FisherScientific)에 의해 분해되었다.그리고,
단백질 추출을 위해서 1hr동안 혼합하였으며,15℃에서 15,000rpm으로 1
hr동안 원심분리하여 상층액을 이차원전기영동의 시료로 사용하였다.

(2)이차원전기영동
일차 Isoelectricfocusing(IEF)를 위하여 IPG strips은 7.0M urea,2.0M

thiourea,2.0% 3-[(3-cholamidopropy)dimethyammonio]-1-propanesulfonate
(CHAPS),1.0% dithiothreitol(DTT),1.0% pharmalyte로 구성된 reswelling
용액으로 상온에서 12-16hr정도 reswelling하였다.Strip당 각각 200 μg
이 시료를 loading하여,Amersham Biosciences사의 MultiphoreIIsystem을



- 22 -

이용하여 제조회사의 사용 메뉴얼을 준수하여 20℃에서 IEF를 수행하였다.
IEF조건은 150V에서 3,500V까지의 도달시간을 3hr되게 하였으며,3,500
V에서 26hr지속되도록 하여 최종적으로 96kVh가 되도록 설정하였다.이
차적으로 SDS-PAGE를 수행하기 전에 IPG Strips을 1.0% DTT를 함유한
equilibration buffer(50mM Tris-HCl,pH 6.8,6.0M urea,2.0% (w/v)
SDS,30.0% glycerol)로 10 min동안 incubation 하였으며,곧바로 2.5%
iodoacetamide를 함유한 equilibrationbuffer로 10min동안 더 incubation하
였다.평형이 완료된 strips을 SDS-PAGEgels(20×24cm,10.0-16.0%)위
에 배열시키고,HoeferDALT 2D system (Amersham Biosciences)을 이용
하여 20℃에서 최종적으로 1.7kVh가 되게 전개하였다.이차원전기영동이 완
료된 이차원 젤은 CoomassieBrilliantG250으로 염색하였다.염색된 이차원
젤은 AGFA 사의 DuoscanT1200스캐너로 스캐닝하여 확장자가 TIFF인
파일의 형태로 컴퓨터에 저장하였다.

(3)이미지분석(imageanalysis)
스캐닝한 이미지로부터 단백질 spots의 발현변화 확인을 위한 정량적인

분석은 PDQuestsoftware(version7.0,BioRad)를 이용하여 수행하였다.각
spot의 정량은 totalvalidsopts의 intensity로 평준화 되었으며,대조군에 비
해 두 배 이상의 유의한 발현변화를 보여주는 단백질 spots을 선정하였다.

(4)질량분석을 위한 단백질 절편화
단백질 spots은 modifiedporcinetrypsin을 이용하여 작은 단편으로 분해

하였다.젤 조각에서 SDS,유기용매,염색시약 등의 불순물을 제거하기 위하
여 50.0% acetonitrile로 세척하였다.세척 후 spot을 100.0% acetonitril로 탈
수,건조시켜 trypsin(8-10ng/μl)으로 reswelling하고 8-10hr동안 37℃에
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서 항온시켰다.

(5)단백질 절편들의 sulfonation과정을 위한 SPITC처리
Typsin처리된 용액에 SPITC(4-sulfophenylisothiocyanate)를 20 mM

NaHCO3 (pH 9.5)가 되도록 처리한 후,sulfonation과정을 위하여 55℃에서
5-30min동안 항온시켰다.SPITC로 sulfonation한 수용액은 C18 ZipTips
(Millipore)을 이용하여 1-5 μl로 탈염 및 농축되었다.이 농축액은 동량의
50.0% aqueousacetonitrile에 포화한 α-cyano-4-hydroxycinnamicacid와 혼
합하였고,질량분석을 위하여 targetplate위에 적하하였다.

(6)단백질 서열 분석
질량분석기는 EttanMALDI-TOF (Amersham Biosciences)를 사용하였

다.Targetplate상에 적하한 단백질 단편들을 337nm의 N2laser조사로
기화시킨 다음,20kV injectionpulse에 의해 가속되었다.300lasershots의
누적 peaks에 의해 각각의 단백질 spot에 대한 massspectrum을 구하였다.
분석이 완료된 massspectrum으로부터 단백질 서열 분석 후 동정을 위하여
Rockefeller대학에서 개발한 PepFrag검색엔진 (http://prowl.rockefeller.edu
/prowl/pepfrag.html)을 이용하여 N-terminalsequence서열 결정에 사용하
였다.

555))) 저저저해해해제제제 온온온도도도 안안안정정정성성성
최종 정제된 subtilisin-likeproteinaseinhibitor를 여러 온도(30～80℃)에서

30min동안 전처리 한 후,4℃에서 30min동안 냉각시켜 저해제의 잔존
활성을 측정하였다.
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666))) 저저저해해해제제제 pppHHH 안안안정정정성성성
정제된 subtilisin-likeproteinaseinhibitor를 50mM sodium citrate-citric

acid (pH 4.0～6.0),50 mM Tris-HCl(pH 7.0～8.5),50 mM Na2CO3-
NaHCO3 (pH 9.0～10.0)의 완충액에 12 hr 동안 실온에서 방치한 후
subtilisin을 첨가하여 37℃,20min간 전처리 한 후,저해제의 잔존 활성을
측정하였다.

777)))금금금속속속이이이온온온의의의 영영영향향향
Subtilisin-like proteinase inhibitor를 metalions(Cu2+,Li+,Ca2+,Mg2+,

Mn2+,Cd2+,K+)이 첨가된 buffer에 1hr동안 실온에서 방치한 후,subtilisin
을 첨가하여 37℃,20min간 전처리하여 저해제의 잔존활성을 측정하였다.

888)))여여여러러러 가가가지지지 단단단백백백질질질 분분분해해해효효효소소소에에에 대대대한한한 저저저해해해효효효과과과
Subtilisin-likeproteinaseinhibitor가 여러 단백질 분해효소에 대해서 저해

작용이 일어나는지 확인하였다.사용된 단백질 분해효소는 Vibriovulnificus
CYK279에서 생산되는 metalloprotease,collagenase type Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ,Ⅳ,
trypsin과 α-chymotrypsin(0.01 mg/ml)농도에서 활성을 조사하였으며,
subtilisin과 proteinaseK는 (0.1mg/ml)에서 저해활성을 조사하였다.

999)))SSSuuubbbtttiiillliiisssiiinnn에에에 대대대한한한 iiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr의의의 kkkiiinnneeetttiiicccsss
Subtilisin을 기질인 gelatin농도 0.25,0.5,1.0,1.5,2.0mg범위에서 활성

을 측정하였다.또한,subtilisin에 대한 subtilisin-likeproteinaseinhibitor의
저해활성을 기질의 농도에 따라 측정하였다.반응속도 역수와 기질농도의 역
수에 대하여 Lineweave-Birkplot를 사용하여 Km와 Vmax의 값을 구한 후,
저해형태를 확인하였다.
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111000)))식식식품품품급급급 저저저해해해제제제와와와 저저저해해해율율율 비비비교교교
Streptomyces thermocarboxydus C12에서 생산하는 subtilisin-like

proteinaseinhibitor를 식품 저해제로 사용가능한지 조사하였다.대조군은 상
업적으로 많이 사용하고 있는 식품급 저해제 pork plasmaprotein과 egg
whitetypep-39를 농도별 (0.1～1.0%)로 첨가하여 비교하였다.
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제제제 333장장장 연연연구구구결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

111...균균균주주주의의의 분분분리리리 및및및 동동동정정정
우리나라의 남해 연안해역에서 해수, 해조류 및 갯벌를 채집하여
subtilisin-likeproteinaseinhibitor분리시료로 사용하였다.채집한 각종 시료
는 Table2에서 서술한 바와 같이 방선균 및 해양미생물 선택배지를 이용하
여 27℃,4～6주 동안 정치배양 시켜 방선균을 분리한 후 Bennet's배지에서
subtilisin-likeproteinaseinhibitor의 우수한 9균주 B5,C11,12,17,S1,2,6,
7,8를 plateassay방법으로 1차 선별하였다.선별 방법은 Fig.2에 나타난
plateassay법으로 실시하였다.1차 선별된 균주들을 액체배양한 후 paper
disk를 이용하여 clearzone크기로 2차 선별하였다.2차 선별된 균주 중
ninhydrin방법으로 proteinaseK 와 subtilisin에 대한 저해율이 가장 높게
나타난 균주 C12를 최종적으로 선별하였다(Fig.3).Fig.4(B)와 같이 전자현
미경으로 관찰한 결과 긴 원주모양의 형태를 보였다.생화학적 특성은
Bergey'sManualofSystematicBacteriology에 준하여 실험을 행하였다.배
양과정 중 ISP9배지를 제외한 모든 배지에서 성장하였으며,비확산성의 색
소를 생산하지 않음을 확인하였다.포자의 색깔은 배지조건에 따라 하얀색에
서 회색의 빛깔을 띠었으며 갈색빛을 띠는 포자가 드물게 관찰되었다(Table
4).최종 선별된 균주 C12는 운동성이 없으며,그람양성에 포자를 형성하고
있었으며,표면은 smoothtype이다.기질 균사체의 분열 경우 전자현미경으
로 조사한 결과 negative로 나타났다.그리고 catalase 양성반응,starch,
gelatin및 casein에 대해서 분해한 것을 확인하였다.또한,균주 C12의 경우
에는 9.0%의 NaCl및 50℃까지 성장하였다(Table 6).이러한 특성은
Streptomyces균주의 특성과 일치하였다(Table5).또한,보다 정확한 균주
명을 알고자 16S rDNA sequence를 분석하여 BLAST program에 의한
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GenBank에 따라 비교하여 염기서열을 조사하였다.16SrDNA의 19～1423번
까지 부분적 염기서열을 비교한 결과 전체 염기서열에는 다소 차이가 있었지
만,Streptomyces sp.EF-2(AF112165),Streptomyces thermocarboxydus
(U94490),(AB098079)와 유사하였다(Fig.5).Neighbor-jointing방법을 사용
하여 계통도를 작성한 결과 Fig.6의 phylogenetictree에서와 같이 분리균주
C12는 Streptomycesthermocarboxydus(AB098079)와 100.0% 일치하는 것으
로 보였다(Miyairietal.,2004).따라서 본 균주를 Streptomycesthermocar
-boxydus로 동정하였으며,C12로 명명하였다.

222...저저저해해해제제제 생생생산산산을을을 위위위한한한 최최최적적적배배배양양양조조조건건건 검검검토토토

222---111...배배배양양양온온온도도도의의의 영영영향향향
배양온도는 저해물질 생산에 질소원과 마찬가지로 중요한 요인 중의 하나

이다.따라서,효소 저해제 생산에 미치는 배양온도의 영향을 조사하기 위하
여 10～60℃의 온도 범위에서 4일 동안 배양하여 각 온도에서의 균체성장 및
저해활성을 측정하였다.본 실험에 사용한 해양 방선균의 경우 40℃에서 저
해활성이 높았으며,균체성장도 가장 잘 성장하므로 중온성 미생물인 것으로
사료된다(Fig.7).그러나,50℃의 경우 균체성장과 저해활성이 급격히 감소되
었다.일반적으로 해양 세균은 저온미생물로서 20～30℃ 부근에서 잘 성장하
는 것으로 보고하며(Kang etal.,2004;Choietal.,2002),Streptomyces
albogriseolus S-3253의 경우 30℃에서 균체성장이 최적이고,저해활성은
45℃에서 가장 높은 것으로 조사되었다(Muraoetal.,1972).그 외 연구자들
에 의하면 27～35℃ 범위에서 저해활성이 높게 나타났다(Tsuchiya and
Kimura,1978;Fukuharaetal.,1982;Parketal.,1989).
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Paper disk Strain
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Fig.2.Plateassaysystem ofenzymeinhibitorsubstance
producedbythemarineactinomyces.
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Fig.3.Plateassay forserineproteaseinhibitorproducedby the
StreptomycesthermocarboxydusC12.
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AAA

BBB

Fig.4.Lightmicrograph(A)andscanningelectronmorphology(B)
ofStreptomycesthermocarboxdusC12.
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Table4.CulturalcharacteristicsofstrainC12.

Medium Growth Sporemass
color R.S.C＊ S.P＊＊

ISP1agar good gray green none
ISP2agar good white yellow none
ISP4agar moderate gray gray none
ISP9agar NDa none none none
Starch-glyceol

agar good gray brown none

Starch-casein
nitrateagar moderate white yellow none

Nutrientagar good paleyellow paleyellow none
Bennet's good gray darkbrown none

＊Reversesidecolor,＊＊solublepigment
NDa:nodetect
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Table5.MorphologicalcharacteristicsofstrainC12.

Characteristic Isolatedstrain S.thermocarboxydus
(AB098079)

Sporemorphology Cylindricalspore arthrospore

Sporesurface Smooth Smooth
Fragmentationof
substratemycelium － －

Wallchemotype LL-DAP LL-DAP＊

Sporemobility Immotile Immotile

Arthrosporesinverticals － －

Growthtemperature 15～50℃ 10～42℃
＊LL-DAP:LL-diaminopimelicacid,＋ :positive,－ :negative
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Table6.PhysiologicalcharacteristicsofstrainC12.
Content Characteristic

Starchhydrolysis ＋

Gelatinhydrolysis ＋

Caseinhydrolysis ＋

Melaninpigment －

Gram staining ＋

Growthin9% NaCl ＋

Catalase ＋

Utilizationofcitrate －
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Table7.UtilizationofcarboncompoundsbystrainC12.
Carboncompounds Growth

Glucose ＋＋
Galactose ＋
Maltose ＋＋
Arabinose
Mannitol
Lactose ＋＋
Sorbitol －
Fructose ＋＋
Starch ＋
Mannose ＋＋
Sucrose －

++;Good,+;Fair,-;Notutilized
Thegrowthwascheckedafter10dayscultureat27℃.
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SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 ----------------------------------CAAGTGGCGGCATGCTTA-CACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGT 75
SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999)))-----------------------------GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGT 81
SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) CATTCACGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGT 110
SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) -----------------------------GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGT 81
SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) -----------------------------GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGT

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 AACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGATCGCCTTGGGCATCCTTGGTGATCGAAAGCTCCGGCGGTGCA 185

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999)))AACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGATCGCCTTGGGCATCCTTGGTGATCGAAAGCTCCGGCGGTGCA 191

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) AACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGATCGCCTTGGGCATCCTTGGTGATCGAAAGCTCCGGCGGTGCA 220 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) AACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGATCGCCTTGGGCATCCTTGGTGATCGAAAGCTCCGGCGGTGCA 191

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) AACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCATCTTGGGCATCCTTGATGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGCA 191

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC 295

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999)))GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC 301

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC 330 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC 301

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) GGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC 301 

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCA 404 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999)))AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCA 410

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCA 439 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG-AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCA 410

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCA 411

(tobecontinued)
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SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 GGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA 514

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999)))GGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA 520 

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) GGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA 549

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) GGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA 520

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) GGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA 521

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 GAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGT 624

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999)))GAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGT 630

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) GAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCCGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGT 659

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) GAGCTCGTAGGCGGCTTGTCGCGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCCGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGT 630

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) GAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGT 631

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 GTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATA 734

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999)))GTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATA 740

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) GTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATA 769

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) GTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATA 740

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) GTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATA 741

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG 844

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999)))CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG 850

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG 879 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG 850

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG 851

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCC 954

(tobecontinued)
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SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999))) GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCC 960

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCC 989

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCC 960

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) GCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCC 961

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 AGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTG 1064

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999))) AGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTG 1070

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) AGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTG 1099 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) AGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTG 1070

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) AGAGATGGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTG 1071

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 TTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA 1174 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999))) TTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA 1180 

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) TTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA 1209 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) TTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA 1180

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) TTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCA 1181 

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 CACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCG 1284 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999))) CACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCG 1290 

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) CACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCG 1319

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) CACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCG 1290 

(tobecontinued)
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SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) CACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCG 1291

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 GAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCA 1394 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999))) GAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCA 1400 

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) GAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCA 1429

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) GAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCA 1400

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) GAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCA 1401 

SSStttrrraaaiiinnnCCC111222 ACCCCCTTGTGGGGAGGGAGCT-TCGAA---GTGACTAGCT----------------------------------------------------------- 1431 

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((AAABBB000999888000777999))) ACCCCCTTGTGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACG-------------------------------------------------- 1450

SSS...sssppp...EEEFFF---222(((AAAFFF111111222111666555))) ACCCCCTTGTGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAG--------------------- 1508

SSS...ttthhheeerrrmmmooocccaaarrrbbboooxxxyyyddduuusss(((UUU999444444999000))) ACCCCCTTGTGGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTT 1500 

SSS...pppuuurrrpppuuurrraaasssccceeennnsss(((AAAJJJ777888111333888222))) ACCCC-TTGTGGG-AGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGG-------------------- 1479 

Fig.5.A comparisionof16SrDNA fullsequenceofanisolatedvariousstrainwith
Streptomycesthermocarboxydus.
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Fig.6.Neighbour-joiningtreebasedon16SrDNA
sequencesof42Streptomycetesstrains.
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Fig.7.Effectoftemperatureontheproductionofsubtilisin-like
proteinaseinhibitorbyStreptomycesthermocarboxydusC12.
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222---222...초초초기기기 pppHHH의의의 영영영향향향
배양액의 pH는 다양한 영양분,성장인자 등의 세포막 이동속도에 영향을 미
치며,외부의 pH가 변하면 영양물질분자의 이온화 경향이 달라
져 물질흡수능력이 감소하므로 미생물의 생육성장과 저해물질 생산에 중요한
역할을 한다.따라서,효소저해물질 생산에 미치는 초기 pH의 영향
을 조사하기 위하여 배양액의 초기 pH를 3～10까지 조절하여 배양 후 저해
활성을 측정하였다.균체성장은 초기 pH 6～7범위에서 가장 잘 성장하여 호
중성 미생물인 것으로 사료된다.그러나,저해활성의 경우 pH 6.5～8.0중성
범위에서 가장 높은 것으로 확인되었다(Fig.8).이와같은 결과는 Murao등
(1972,1978)이 pH 7에서 저해활성이 높다고 보고한 결과와 유사하였지만,
Kim 등(1991)은 알카리성에서 저해활성이 높다고 보고한 것과는 차이가 있
었다.이 처럼 중성 범위의 pH에서 효소 저해활성이 가장 높게 유지되는 것
은 이 부근에서 효소 저해활성이 가장 안정화되기 때문인 것으로 사료된다.
아직까지 강산․강알카리성에서 저해물질 생성에 대한 보고는 거의 없다.

222---333...탄탄탄소소소원원원의의의 영영영향향향
효소저해물질의 생산에 미치는 탄소원의 영향을 조사하기 위하여 인공해수
에 0.2% (w/v)peptone,0.1% (w/v)yeastextract,0.1% (w/v)maltextract
가 첨가된 배지에 glucose,maltose,fructose,galactose,saccharose,starch,
lactose,sorbitol,mannose를 각각 1.0% 씩 첨가하여 균체성장 및 저해물질
의 활성을 측정하였다.Table8에서 나타내는 바와 같이 대부분 단당류인
galactose,glucose,fructose와 다당류인 starch에서 높은 저해활성을 보였다.
Threeactinomycetes에서 생산된 저해제 API-Ⅰ,Ⅱ와 Ⅲ(Pandhareetal.,
2002)의 경우 starch,glucose,mannose및 fructose가 저해제 생산에 좋은 탄
소원으로 보고되었고,그 외 proteaseinhibitor생산에서 최적 탄소원으로
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Fig.8.EffectofinitialpH on theproduction ofsubtilisin-like
proteinaseinhibitorbyStreptomycesthermocarboxydusC12.
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Table 8.Effectofvarious carbon sources on the production
ofsubtilisin-likeproteinaseinhibitorbyStreptomycesthermocar
-boxydusC12.
Carbonsource
(1.0% )

Drycellweight
(g/50ml)

Relativeinhibitoractivity
(% )

FinalpH
(-)

Control 0.049 0.0 8.25
Glucose. 0.155 88.2 7.45
Galactose 0.132 100.0 7.76
Fructose 0.156 84.0 7.83
Maltose 0.146 1.9 7.77
Lactose 0.159 15.8 7.98
Sorbitol 0.053 8.3 8.32
Saccharide 0.042 5.6 8.34
Starch 0.138 84.0 7.76
Mannose 0.159 10.8 7.62
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glucose와 starch를 사용하는 것으로 보고되고 있어 본 연구와 유사한 결과
를 나타내었다(Muraoetal.,1972;MuraoandWatanabe,1978;Fukuharaet
al.,1982;Kim etal.,1991).일반적으로 glucose와 같이 쉽게 이용 가능한
기질은 그 자체가 이차 대사산물의 생합성 관련 효소들을 저해할 뿐만 아니
라 방선균 발효에서도 과량의 glucose가 존재할 때 pyruvic acid 및 α

-ketoglutaricacid등의 축적으로 이들에 의한 간접적인 저해효과도 초래할
수 있는 것으로 알려져 있다(Aoyagi,1990;Tanaka,1992).특히,본 연구에
서 탄소원을 첨가하지 않을 경우 균체성장 및 저해활성이 나타나지 않으므로
저해물질 생산에 있어 중요한 인자로 사료된다.
최적의 탄소원으로 선정된 galactose를 0.0～2.8% (w/v)농도별로 첨가하여
균체성장 및 저해활성을 측정하였다(Fig.9).그 결과 저해활성은 1.6% (w/v)
에서 가장 높았으며,이 이상의 농도에서는 저해활성이 점차 감소한 반면에
균체성장은 계속 증가하는 것으로 조사되었다.이것은 이차대사산물인 저해
제의 생합성을 저해하는 cataboliterepressor로 작용한 것으로 사료된다.

222---444...질질질소소소원원원의의의 영영영향향향
질소원은 미생물의 대사증식에 결정적인 영향을 미치는 성분으로 알려
져 있어 각종 유․무기 질소원으로 나누어 실험을 행하였다.먼저 기본배지
에 peptone,yeastextract,maltextract를 제외하고 각종 유기 질소원을 각
각 0.5%씩 첨가하여 균체성장 및 효소 저해활성을 측정하였다.
Polypeptone,yeastextract,casaminoacid경우 균체성장에 많은 도움이 되
지만 peptone을 제외한 두 질소원에 대해서는 저해활성이 현저이
낮거나 활성이 나타나지 않았다.Table9에 나타내는 바와 같이 저해활성은
복합배지인 polypeptone과 proteosepeptone에서 가장 높게 조사되어
Cephalosporium sp.에서 생산된 trypsininhibitor와 Streptomyces
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Fig.9.Effectofgalactoseconcentrationontheproduction
ofsubtilisin-likeproteinaseinhibitorbyStreptomycesthermo
-carboxydusC12.
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Table9.Effectoforganicnitrogensourcesontheproductionof
subtilisin-likeproteinaseinhibitorbyStreptomycesthermocarboxy
-dusC12.

Organic
nitrogensource
(0.5% )

Drycellweight
(g/50ml)

Relativeinhibitoractivity
(% )

FinalpH
(-)

Control 0.046 0.0 7.38
Polypeptone 0.173 98.9 7.67
Bactopeptone 0.087 66.3 7.99
Beefextract 0.102 7.5 5.19
Yeastextract 0.173 44.1 7.36
Bactosoytone 0.092 90.1 7.93
Meatextract 0.102 72.8 8.00
Proteosepeptone 0.098 100.0 8.01
Urea 0.030 0.0 8.17
Casaminoacid 0.180 0.0 5.64
Gelatin 0.056 0.0 7.24
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albogriseolusS-3253에서 생산된 alkalineproteaseinhibitor(Tsuchiyaand
Kimura,1978;MuraoandSato,1972)에서 polypeptone을 사용한 것과 유사
한 결과를 보였다.이것은 저해제가 두 질소원을 소비한 후 세포 대사물질에
대한 기질로써 활용한 것으로 사료된다.그러나 actinomyces에서 생산된
API-Ⅰ,Ⅱ와 Ⅲ의 경우 각각 casein,yeastextract,maltextract에서 저해
활성이 높다는 보고와 상이하였다(Pandhareetal.,2002).그리고 천연 질소
원과 무기 질소원의 경우 저해활성이 나타나지 않았다(Table10).본 연구에
서 최적 질소원으로는 균체제거를 고려하여 proteosepeptone를 선정하였다.
선정된 proteosepeptone은 0.0～3.0% (w/v)까지 농도별로 첨가하여 저해활
성을 조사하였다.그 결과 0.5% (w/v)에서 가장 높았으며,이상의 농도에서
는 점차 감소하였다(Fig.10).

222---555...NNNaaaCCClll농농농도도도의의의 영영영향향향
일반적으로 해수에는 약 3.0% (w/v)의 NaCl이 함유되어 있으므로 NaCl에
따른 균체성장 및 효소 저해활성에 미치는 영향을 조사하였다(Fig.11).NaCl
농도를 0.0～9.0% (w/v)까지 조절한 배지에서 배양한 후 효소 저해활성을 측
정한 결과,1.0% (w/v)에서 저해활성이 높았으며 균체성장은 2.0% (w/v)에
서 가장 많이 성장하였다.또한,5.0% (w/v)의 염 농도에서도 저해활성의 경
우 70.0% 이상의 저해율을 나타냈다.또한,저해활성은 나타나지 않지만
9.0% (w/v)의 높은 염에서 성장하는 것으로 나타났다.이러한 결과로 볼 때
StreptomycesthermocarboxydusC12는 미호염성균임을 알 수 있었다.

222---666...MMMeeetttaaalllsssaaallltttsss의의의 첨첨첨가가가 효효효과과과
Galactose1.6% (w/v),proteosepeptone0.5% (w/v),NaCl1.0% (w/v)로
고정된 조건에서 각종 금속염을 1mM의 농도로 첨가하여 균체 성장 및 저
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Table10.Effectofinorganicnitrogensourcesontheproductionof
subtilisin-likeproteinaseinhibitorby Streptomycesthermocarboxy
dusC12.

inogenic
nitrogensource
(0.5% )

Drycellweight
(g/50ml)

Relativeinhibitoractivity
(% )

FinalpH
(-)

Control 0.046 0.0 7.38

(NH4)2SO4 0.081 2.2 5.52

NH4NO3 0.011 0.0 6.09

(NH4)2HPO4 0.062 0.0 7.29

NH4Cl 0.029 2.4 5.71

NaNO3 0.054 1.2 8.01



- 49 -

Fig.10.Effectofproteosepeptoneconcentrationontheproductionof
subtilisin-likeproteinaseinhibitorbyStreptomycesthermocarboxydus
C12.
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Fig.11.EffectofNaClconcentrationontheproductionsubtilisin
-likeproteinaseinhibitorbyStreptomycesthermocarboxydusC12.



- 51 -

해활성을 살펴보았다(Table11).LiCl,MgCl2와 KCl은 대조군보다 높았으며,
이 중 LiCl에서 가장 좋은 활성을 나타내었다.Murao등(1972,1978)에 의하
면 여러 가지 효소 저해물질의 생산에서 금속염은 중요한 역할을 한다고 보
고하였다.중금속염의 첨가는 균체성장 및 저해활성을 억제하는 것으로 조사
되었다.이것은 중금속의 경우 -SH 작용기를 지닌 단백질과 결합하면 단백
질을 비활성화 시키므로 저해활성이 전혀 나타나지 않은 것으로 판단된다.

222---777...최최최적적적배배배양양양조조조건건건에에에서서서 저저저해해해제제제의의의 생생생산산산
앞의 결과를 토대로 배지 및 배양 조건을 조절하여 저해제의 생산을 증가
시키고저 다음과 같이 실행하였다.40℃,pH 8.0,1.6% (w/v)galactose,
0.5% (w/v)proteosepeptone,1% (w/v)NaCl,1mM LiCl이 첨가된 500ml
flask에서 StreptomycesthermocarboxydusC12균주를 배양하여 시간별로 균
체성장과 저해활성을 조사하였다(Fig.12).균체는 12hr부터 성장하여 48hr
에는 정지기에 도달하였다.저해활성 경우 48hr부터 나타났으며,균체 정지
기 84hr에 최고조에 이르렀다.이것은 저해물질이 2차 대사산물인 것으로
사료된다.pH의 경우 시간이 경과 할 수록 점차 감소한 후 약 염기성으로 증
가하는 것은 전형적인 방선균 발효시의 발견되는 현상이며 pH의 감소는 당
으로부터 유기산의 생성에 기인한 것으로 추정된다.이상의 결과 최적 배양
조건에서 84hr배양시 저해활성은 균주 최적배양 전의 저해율 33%에 비해,
subtilisin을 완전 저해하는 것으로 나타났다.
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Table11.Effectofmetalsaltsontheproductionofsubtilisin-like
proteinaseinhibitorbyStreptomycesthermocarboxydusC12.
Metalsalt
(1mM )

Drycellweight
(g/50ml)

Relativeinhibitoractivity
(% )

FinalpH
(-)

Control 0.086 94.3 8.02
MgCl2 0.075 97.8 7.95
CaCl2 0.057 95.4 8.04
FeCl2 0.064 85.2 7.92
Fe3+-citrate 0.052 90.1 7.91
LiCl 0.081 100.0 8.03
KCl 0.079 97.6 8.01
CoCl2․6H2O 0.000 0.0 6.53
CuSO2․6H2O 0.000 0.0 5.94
ZnCl2 0.000 0.0 6.69
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Fig.12.Timecourseofsubtilisin-likeproteinaseinhibitor
productionbyStreptomycesthermocarboxydusC12.
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333...SSSuuubbbtttiiillliiisssiiinnn---llliiikkkeeeppprrrooottteeeiiinnnaaassseeeiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr의의의 분분분리리리․․․정정정제제제

333---111...SSSuuubbbtttiiillliiisssiiinnn---llliiikkkeeeppprrrooottteeeiiinnnaaassseeeiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr분분분리리리․․․정정정제제제
Streptomyces thermocarboxydus C12가 생산하는 subtilisin-like
proteinaseinhibitor가 protein또는 peptide인지를 확인하기 위해 투석막을
사용하여 확인한 결과 투석내액에서 저해활성이 조사되었다(Fig.13).이 저
해물질은 고분자 물질인 것으로 추정하였으며,이러한 결과를 바탕으로 초기
에는 ammonium sulfate침전법을 사용하지 않고 정제를 하였다.그 결과
yield는 5.3%,순도는 18.5fold정제되었다(datanotshown).정제 순도를 높
이기 위해 상층액을 ammonium sulfate을 사용하여 최적 포화농도를 조사한
결과,(0～20,20～40%)농도 범위에서 각각 yield는 3.8,17.9%이며,정제도는
11.4,7.4배로 확인되었다(Table12).이후의 실험은 상층액을 ammonium
sulfate(0～40%) 범위까지 침전시켜 투석하였으며, 투석액은 DEAE
SepharoseCL-6B column(26/30,Pharmacia,Sweden)에서 stepgradient를
주어 저해물질을 용출시킨 결과 0.6～0.8M 범위에서 나타난 peak에서 저해
활성을 조사하였다(Fig.14).그 중,활성이 높은 획분을 농축하여,0.1M
NaCl이 포함된 buffer A로 평형화된 Superdex 200 column (16/60,
Pharmacia,Sweden)으로 용출시킨 결과 52～53 fraction에서 저해활성이
90% 이상인 단일 peak를 나타내어 최종적으로 정제된 것으로 확인되었다
(Fig.15).이 두 획분을 탈 이온수에 투석,농축하여 특성조사에 사용하였다.
최종 정제된 저해물질의 specificactivity는 35,620.6U mg-1,yield는 20.7%,
정제도는 119.9fold로 나타났다(Table13).또한,순도를 검정하기 위하여
nativegel전기영동을 한 결과 Fig.16과 같이 단일밴드로 나타났다.
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Fig.13.Diagram of plate assay for subtilisin-like proteinase
inhibitorutilizedinthedialysismembrane.
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Table12.Ammonium sulfateprecipitationofsubtilisin-likeproteinaseinhibitorfrom
theculturesupernatantofStreptomycesthermocarboxydusC12.

Conc. Totalvol.
(ml)

Totalactivity
(Unit)

Totalprotein
(mg)

Specific
acitivity
(Umg―1)

Yield
(% )

Purification
(fold)

Supernatant 100.0 251,700 300.5 837.6 100.0 1.0

0～20% 0.65 9,594 1.0 9,594.0 3.8 11.4

20～40% 1.50 45,000 7.3 6,164.4 17.9 7.4

40～60% 1.20 13,284 4.6 2,887.8 5.3 3.5

60～80% 2.20 6,336 4.5 1,408.0 2.5 1.7
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Fig.14.Elutionprofilesofsubtilisin-likeproteinaseinhibitorfrom
aDEAESepharoseCL-6Banioncolumn.

protein inhibitoractivity ---NaCl
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Fig.15.Elutionprofilesofsubtilisin-likeproteinaseinhibitorfrom
aSuperdex200gelcolumn.

protein inhibitoractivity
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Table13.Summaryofthepurificationstepsforthesubtilisin-likeproteinaseinhibitorfrom
theculturesupernatantofStreptomycesthermocarboxydusC12.

Purification
Step

Totalactivity
(Unit×103)

Totalprotein
(mg)

Specificactivity
(Umg-1)

Yield
(% )

Purification
(fold)

Supernatant 499.0 1,680.2 296.9 100.0 1.0

(NH4)2SO4
(0～40%) 359.3 53.7 6,690.8 72.0 22.5

DEAESepharose
CL-6B 335.2 9.5 35,284.2 67.2 118.8

Superdex200 103.3 2.9 35,620.6 20.7 119.9
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1     2     31     2     3

Fig. 16. Native polyacrylamide gel electrophoresis of purified
subtilisin-like proteinase inhibitor from the Streptomyces
thermocarboxydusC12.Lane1,Ammonium sulfate;lane2,DEAE
SepharoseCL-6B;lane3,Superdex200.
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333---222...분분분자자자량량량 측측측정정정
단백질성 저해제의 분자량을 조사하기 위해 Fig.17에서 보는 바와
SDS-PAGE에서 분자량은 약 33,100daltons에 해당하였으며 단일 band로
나타났다.대부분 subtilisininhibitor의 경우 두 개의 동일 subunit로 이루어
진 dimerprotein으로 알려져 있다(Kojimaetal.,1994;Uedaetal.,1992).
그러나 Streptomyceshiroshimensis과 Potatotubes(Solanum tuberosum)의
subtilisininhibitor의 분자량의 경우 14,200,21,000Da인 monomer로 보고하
였으며,토양에서 분리한 Streptomycessp.경우 dimer로 이루어진 분자량이
28 kDa 인 것으로 보고하였다(Nitta etal.,2002;Revina,etal.,2004;
Vernekaretal.,1999)

444...SSSuuubbbtttiiillliiisssiiinnn---llliiikkkeeeppprrrooottteeeiiinnnaaassseeeiiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr의의의 이이이화화화학학학적적적 특특특성성성

444---111...저저저해해해제제제의의의 온온온도도도 및및및 pppHHH 안안안정정정성성성
StreptomycesthermocarboxydusC12가 생산하는 subtilisin-likeproteinase
inhibitor에 대한 온도 안정성을 조사하기 위해 30～70℃까지 30min동안
waterbath에서 전처리한 후 잔존 저해활성을 측정한 결과 Fig.18에서와 같
이 50℃까지 활성을 유지하였으나 70℃에서는 60%의 저해활성을 가지고 있
는 것으로 조사되었다.이것은 Streptomycessp.(NCIM 5127)은 40～95℃까
지 열에 안정하다는 보고와 유사하였지만,Streptomyceshiroshimensis에서
생산하는 저해제의 경우 40～50℃에서 안정한 것과는 상이하였다(Vernekar
etal.,1999;Nittaetal.,2002).
저해제의 pH 안정성을 검토하기 위하여 각 pH별로 제조한 buffer용액에
37℃에서 12hr동안 전처리한 후 저해제의 잔존활성을 측정하였다.그 결
과,중성 pH 6에서 강 염기성인 pH 10까지 저해활성이 80% 이상 유지
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Fig. 17. SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis of purified
subtilisin-likeproteinaseinhibitor.Lane1,mark proteins:lane2,
purifiedinhibitor.
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Fig.18.Effectoftemperaturestabilityonthesubtilisin-like
proteinaseinhibitor.
Theinhibitorwaspreincubatedatthevarioustemperaturesfor30min.
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Fig.19.EffectofpH stabilityonthesubtilisin-likeproteinase
inhibitor.
TodeterminethepH stabilityoftheinhibitor,thereactionswerepreincubated
atthe37℃ for12hr.
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하였다(Fig.19).이것은 방선균 Streptomycessp.에서 생산되는 저해제의 경
우 pH 5～12범위에서 안정하다는 보고와 유사하였다(Vernekaretal.,1999;
Nittaetal.,2002;Pandhareetal.,2002).이처럼 넓은 범위의 온도와 pH에
서 저해제가 안정할 경우 해충과 병원균에 대해서 저항성에 대한 이식 유전
자 조사나 환경 생물제재로 사용할 수 있을 것으로 사료된다.또한,단백질성
저해제가 넓은 범위의 pH와 온도에서 안정한 것은 disulfide결합이 존재하
는 것으로 생각되어진다.

444---222...저저저해해해제제제의의의 등등등전전전점점점
저해제의 등전점은 isoelectric focusing 전기영동으로 확인하였으며,
subtilisin-likeproteinaseinhibitor의 pI값은 4.4였다(Fig.20).Streptomyces
sp.에서 생산하는 alkalineproteaseinhibitor와 Streptomycesalbogriseolus
S-3253에서 생산하는 subtilisin inhibitor의 pI값은 각각 3.8, 4.7이다
(Vernekar,etal.,1999;MuraoandSato,1972,).

444---333...금금금속속속이이이온온온의의의 영영영향향향
저해제에 대한 금속이온의 영향을 알아보기 위해 각종 금속이온 1mM이
첨가된 buffer용액에 37℃에서 30min간 방치한 후 잔존 저해활성을 조사한
결과는 Table14와 같다.K+과 Mg2+의 존재하에서 다소 증가하였다.Ca2+의
경우 단백질 구조의 안정화에 관여하며,열 불활성에 대해 보호하는 역할을
하는 것으로 알려져 있지만(Donaghy and McKay, 1993; Häse and
Finkelstein,1993)본 연구결과는 상이하였다.
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Fig. 20. Analytical thin-layer isoelectric focusing of the
subtilisin-like proteinase inhibitor.Lane 1,Isoelectric focusing
standards:lane2,variousconcentrationofpurifiedinhibitor
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Table14.Effectofmetalionsonthesubtilisin-likeproteinase
inhibitor.

Metalions
(1mM )

Relativeinhibitoractivity
(% )

Control 100.0
Cu2+ 78.1
Li+ 100.4
Ca2+ 99.7
Mg2+ 104.1
Mn2+ 96.7
Cd2+ 101.0
K+ 105.1
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444---444...여여여러러러 가가가지지지 단단단백백백질질질 분분분해해해효효효소소소에에에 대대대한한한 저저저해해해효효효과과과
StreptomycesthermocarboxydusC12에 생산된 저해물질을 여러 단백질 분
해효소에 적용하여 저해율을 조사하였다.실험에 이용한 단백질 분해효소는
VibriovulnificusCYK27H에서 생산되는 protease,collagenaseⅠ,Ⅱ,Ⅲ,
Ⅳ,thermoasePC10,leucineaminopeptidase,α-chymotrypsin(10㎍/ml),
proteinaseK,subtilisin(100㎍/ml)의 농도에서 조사하였다.그 결과 serine
protease계열중 proteinaseK와 subtilisin에 대해서만 저해효과가 강하게 나
타났다(Table 15). 특히, C12에서 생산된 저해물질을 70배 희석하여
subtilisin과 proteinase K에 대해서 저해활성을 측정하였다. 그 결과
subtilisin에 대해서 저해효과가 동일하게 유지되었지만,proteinaseK에 대해
서는 20.4%의 저해효과가 나타났다(datanotshown).이러한 결과로 미루어
볼 때 strainC12에서 생산되는 저해물질은 subtilisin만을 특이적으로 저해작
용을 가진 Streptomycessubtilisininhibitor(SSI)인 것으로 판단된다.

444---555...SSSuuubbbtttiiillliiisssiiinnn에에에 대대대한한한 iiinnnhhhiiibbbiiitttooorrr의의의 kkkiiinnneeetttiiicccsss
정제된 inhibitor의 subtilisin에 대한 저해형태를 알아보기 위하여 기질 농도
(0.25～2.0mg)를 달리하면서 저해효과를 측정하였다.그 결과,기질를 증가
시켜 저해제를 첨가한 것과 첨가하지 않았을 때 Km은 변하지 않고 V만 감
소하므로 비경쟁적 저해인 것으로 나타났다.Km값은 2.67mg,Vmax 15.33
unit이다(Fig.21).

444---666...아아아미미미노노노산산산 조조조성성성분분분석석석
단백질성 저해제를 110℃에서 24hr동안 12N HCl용액에서 산 가수분해
한 후,Micro-cenVac(N-Biotec,Inc,Korea)에서 염산을 완전히 휘발 시켰
다.
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Table15.Activityofthepurifiedinhibitoragainstavarious
proteases.

Proteases(μg/ml) Inhibition(% )
Collagenasetype І,Ⅱ,Ⅲ,Ⅳ (>10) 0.0
ThermoasePC10(>10)    0.0
α–chymotrypsin(>10) 0.0
Leucineaminopeptidase(>10) 0.0
Subtilisin(>100) 100.0
ProteinaseK (>100) 100.0
Metalloprotease1)(>10) 0.0
1)ProteaseproducedbyVibriovulnificusCYK 279H
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Fig.21.Linewearver-Burkplotofthesubtilisin-like
proteinaseinhibitor.
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아미노산 분석은 아미노산 자동 분석기 (Biochrom,Inc,Korea)로 분석하였
다.저해제을 구성하는 아미노산의 수는 저해제의 분자량을 기초로 하여 각
아미노산 peak면적비로부터 계산하였다(Table16).본 저해제의 전체 아미
노산 조성 중 Ser,Ala의 잔기 수가 비교적 많았으며,Met,Ile,His,Lys의
잔기 수가 적은 것으로 조사되었다.Streptomycessp.에서 생산된 SI-1-72
저해제의 경우 Glu,His,Arg의 함량이 많은 것과 Val,Ala의 함량이 낮은
것과는 상이하였다(KourtevaandBoteva,1989).이것은 자유 thiol기가 존
재하지 않거나,-S-S결합을 소유하지 않기 때문인 것으로 사료된다.

444---777...NNN---ttteeerrrmmmiiinnnaaalllssseeeqqquuueeennnccceee분분분석석석
정제된 단백질성 저해제의 아미노산 서열분석은 질량분석기 Ettan
MALDI-TOF (Amersham bioscience)를 사용하였다.Targetplate상에 적
하되어 있는 단백질 단편들을 337nm의 N2laser조사에 의해 기화하였다.
300 lasershots의 누적 peaks에 의해 각각의 단백질 spot에 대한 mass
spectrum을 구하였다.단백질 서열 분석 후 동정을 위하여 PepFrag검색엔
진 (http://prowlrockefeller.edu/prowl/pepfrag.html), SWISS-PROT 및
BLAST의 databank에 자료들과 비교시에 이용하였다.확인된 N-terminal
sequence는 DAPSALYAPSALVLTVGKGVSAT이었다(Fig.22).기존에 보
고된 식물 및 미생물에서 발견된 subtilisininhibitor의 N-terminal의 partial
sequence(1～23residue)는 Table17의 경우 Streptomycesalbogriseolus에
서 생산하는 subtilisin inhibitor의 homology가 100% 일치하였다.하지만,
Streptomycesalbogriseolus의 경우 분자량이 11,487Da이며 strainC12에서
생산되는 저해제의 경우는 분자량이 33,100Da이므로 전체 아미노산을 조사
할 경우 다른 물질일 것으로 사료된다.그리고 strainC12에서 생산되는 저해
제는 Streptomycessubtilisininhibitor(SSI)인 것으로 조사되었다.
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Table. 16. Amino acid composition of the subtilisin-like
proteinaseinhibitorfrom StreptomycesthermocarboxydusC12.

Aminoacid Amount,(nM ) Residues
Asparticacid 333.8 20
Threonine 279.1 17
Serine 512.0 31
Glutamicacid 164.8 10
Proline 360.6 22
Glycine 365.7 22
Alanine 582.0 36
Cystein 279.6 17
Valine 319.7 20
Methionine 86.4 5
Isoleucine 88.8 5
Leucine 302.8 19
Tyrosine 124.8 8
Phenylalanine 130.2 8
Histidine 89.7 6
Lysine 88.7 5
Arginine 148.7 9
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Table17.N-terminalsequenceofsubtilisin-likeproteiaseinhibitorandcomparision
withthatofothersubtilisininhibitor.

Strain N-terminalsequence Reference
S.thermocarboxydusC12 DAPSALYAPSALVLTVGKGVSAT Thisstudy

S.albogriseolus DAPSALYAPSALVLTVGKGVSATTAAPERA Ikenaka,etal.,1974

S.virginiae SLYAPSAMVFSVAQGDDVAAPTVVRATTVS Terabe,etal.,1994

S.lividans SLYAPSALVLTVGHGESAATAAPLRAVTLTCAP Ueda,etal.,1992

S.longisporus ASLYAPSALVLTVGHGTSAAAATPLRAVTLN Strickler,etal.,1992

S.cacaoi SLYAPSAVVISKTQGASA-DAPAQRAVTLRCL Kojima,etal.,1994

S.parvulus TAPASLYAPSALVLTIGQGESAAATSPLRAVTL Taguchi,etal.,1993
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Fig.22.EttanMALDI-TOFofsubtilisin-likeproteinaseinhibitorpurifiedfrom
StreptomycesthermocarboxydusC12.
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444---888...식식식품품품급급급 저저저해해해제제제와와와 저저저해해해율율율 비비비교교교
식품 저해제로써 응용 가능한지를 조사하기 위해 식품에서 가장 많이 사용

되는 porkplasmaprotein과 eggwhitetypep-39를 농도별로 (0.1～1.0%)
subtilisin(0.1mg/ml)과 proteinaseK(0.1mg/ml)에 적용하여 저해율을 조사
하였다(Table18).그 결과 proteinaseK 보다 subtilisin에 대해서 저해율이
높았으며,porkplasmaprotein보다 eggwhitetypep-39의 저해효과가 좋
았다.그러나,StreptomycesthermocarboxydusC12에서 생산된 subtilisin
-likeproteinaseinhibitor보다 두 단백질의 저해효과는 상당히 낮은 것으로
조사되었다.따라서,방선균에서 생산된 저해물질이 invivo,invitro실험에
서 무해할 경우 식품 저해제로써 사용 가능할 것으로 판단된다.
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Table 18. Comparision of food inhibitor and subtilisin-like
proteinaseinhibitorproducedattheStreptomycesthermocarboxydus
C12.

Substrate Proteinconc.
(mg/ml)

Subtilisin
inhibition
(% )

ProteinaseK
inhibition
(% )

Porkprotein

1.63 1.94 0

4.73 16.3 10.5

9.89 61.7 14.7

Eggwhite

0.78 16.7 14.5

3.43 100 47.2

8.39 100 95.8

Subtilisin-like
proteinaseinhibitor

0.54 100 100

0.006 100 35
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제제제 444장장장 결결결 론론론

남해 해안의 갯벌 또는 해수에서 탐색한 해양미생물을 starch-casein
nitrate,humicacid-vitamin,M1,arginin-glyceol배지에 적용하여 미생물
및 방선균을 약 1,000여 균주를 분리하였다.분리한 균주는 멸균된 인공해수
에 희석하여 도말하였다.도말 배지는 4～6주 동안 27℃에서 배양하였다.배
양 분리한 균주를 단백질 분해효소 저해제로써 plateassay에 적용한 결과,
serineprotease계열인 subtilisin과 proteinaseK에 대하여 9균주에서 저해효
과가 나타났으며,이 균주들을 1차 선별하였다.선별된 균주는 액체배양을 통
하여 paperdisk방법으로 2차 선별하였으며,최종적으로 ninhydrin방법으로
활성이 가장 높은 strainC12를 선별하였다.

선별된 균주의 경우 Bergey'sManualofSystematicBacteriology에 제안된
InternationalStreptomycesProject(ISP)에 의한 방법으로 조사한 결과,.균
주 C12는 전자현미경에 의해 간균형태이며,운동성이 없고,표면이 smooth한
type의 그람양성 인 방선균으로 확인되었다.배양학적 특성에서 ISP9배지
를 제외한 모든 배지에서 성장하였으며,색소를 생산하지 않았다.그리고
catalase양성반응,starch,gelatin및 casein에 대해서 분해한 것을 확인하였
다.또한,균주 C12의 경우 50℃까지 성장하였으며,homology가 유사한 균주
의 경우 42℃까지 성장하는 것으로 보고되었다.일반적으로 해양세균은 2～
3%의 염에서 성장하는 것으로 알려져 있지만,C12균주는 NaCl9%의 고농
도에서도 성장 가능한 것으로 확인되었다.보다 정확한 균주명을 알고자 16S
rDNA sequence분석을 통해 19번부터 1423번 까지 부분서열을 BLAST
program에 의해 비교한 결과,Streptomycesthermocarboxydus의 homology
와 100% 일치하므로,Streptomycesthermocarboxydus로 동정되었다.따라
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서,이 균주를 StreptomycesthermocarboxydusC12로 명명하였다.

균주 C12에서 생산되는 subtilisin-likeproteinaseinhibitor의 생산량 및 저
해활성을 증가시키기 위해 최적배양조건을 검토하기 위해 온도,초기 pH,탄
소원,질소원,무기염,NaCl로 실행하였다.그 결과,40℃,배양초기 pH 8.0,
1.6% galactose,0.5% proteosepeptone,1% NaCl,1mM LiCl였으며 60hr
배양 후 최대활성이 나타내는 것으로 확인되었다.최적배양전 subtilisin(0.1
mg/ml)을 저해하였을 때 활성은 33%였으나,최적배양 후 동일농도의
subtilisin은 완전 저해되는 것으로 나타났다.

이러한 결과를 바탕으로 저해물질을 분리․정제하였다.정제는 ammonium
sulfate,DEAE Sepharose CL-6B,Superdex 200 column으로 specific
activity35,620.6U mg-1,yield20.7%,119.9fold로 정제하였다.Native전
기영동에서는 단일 band로 나타났다.SDS-PAGE로 측정한 저해제의 분자량
은 33.1kDamonomer이었고,등전점은 4.4에 해당하였다.
저해제의 물리․화학적 특성에서는 70℃에서 30min전처리한 후에 60%의
저해활성을, pH 6～10범위에서는 80% 이상의 저해활성이 유지되었다.
Subitilisin에 대한 저해형태는 비경쟁적 저해로 나타났으며,Km값과 Vmax는
각각 2.67mg.15.33 unit였다.Subtilisin-like proteinase inhibitor의 N-
terminalsequence는 DPSALYAPSALVLTVGKGVSAT였다.이 Sequence는
Streptomycesalbogriseolus에서 생산되는Streptomycessubtilisin inhibitor
(SSI)와 일치하는 것으로 조사되었다.StreptomycesthermocarboxydusC12
에서 생산된 subtilisin-likeproteianseinhibitor의 아미노산 조성분석의 경우
Ser,Ala의 함량이 높았으며,Met,Ile,His,Lys의 함량이 낮은 것으로 조사
되었다.Subtilisin-likeproteinaseinhibitor를 식품급 저해제로 적용 가능한지
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조사하였다.비교 대조군은 상업적 저해제로 사용되는 porkplasmaprotein과
eggwhitetypep-39이며,단백질 농도로 subtilisin에 대해 저해율을 비교하
였다.그 결과 subtilisin에 대하여 porkplasmaprotein과 eggwhitetype
p-39보다 1,648.3,571.6배의 저해효과가 있었다.
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