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KOPRI에서 밝힌 호냉성 균에서 유래한 단백질의 구조를 이용하여 이 단백질들의 기질 결합관

계, 효소역학관계, 활성화 등에 대한 연구를 molecular dynamics (MD), in silico docking 등의 기법을 이용

해 연구하였다. 그 결과로 첫째, UibX의 기질결합에 관한 모델을 만들고, 기질결합에 관여하는 잔기

들을 확인하였고, 둘째, UbiA와 UbiX의 단백질 결합에 관한 단서를 마련하고, 셋째, OdoMMSH의 기질 결

합부위와 보결 원자단의 결합부위 및 효소 역학 메카니즘의 연구, 넷째, Spo0A의 중합체 형성 및 활

성 메카니즘에 관한 연구를 성공적으로 수행 하였다. 또한 호냉성 군에서 유래한 단백질이 갖는 불

안전성으로 인한 단백질 결정화의 어려움과, 단백 결정의 회절 문제를 해결하기 위한 기법을 연구하

였다. 특히, 결정의 탈수화를 유도함으로 결정의 회절현상이 현저히 향상되는 것을 확인하고, 탈수화

에 필수적인 조건을 확립하였다. 호냉성 균의 저온 적응 메카니즘에 관여하는 센서 도메인에 대한 연

구로, PAS 도메인을 가지는 단백질을 data base에서 확인, annotation하는 과정을 거쳤고, 일부 단백질에

대해서 클로닝 및 분리, 정제 기법을 확립하였다.
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요   약   문

Ⅰ. 제    목

저온 적응관련 단백질의 구조 모델링을 통한 극지생물의 저온적응 기작 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

호냉성 유래 단백질은 저온 활성화의 특성상 단백질의 구조가 불안정한 것으로 

알려져 있고, 단백질의 결정화가 까다로운 것으로 알려져 있다. 따라서 본 과제

에서는 이러한 문제를 극복하고 단백질의 구조를 바탕으로 한 연구의 수행을 위

해 생물정보학적 접근을 이용해 호냉성 박테리아 유래 저온 적응 단백질을 탐색

하고 새로운 유용 타깃을 선정하며, 난 결정화 혹은 난 회절성 저온 적응 단백

질 등, 삼차 구조분석이 까다로운 타깃의 구조-기능 연구를 위해, 고해상도의 

상동 모델과 ab initio 모델 구축하고, 이를 통해 저온성 단백질의 구조-기능 상

관관계를 이해하고, 저온 적응 단백질의 분자적 진화를 컴퓨터를 이용한 분석과 

통계적인 연구를 통해 규명.

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

    1. 저온성 박테리아에서 타깃 선정을 위해 저온 적응 단백질에 대한 생물정보 

    적 접근

    

    2. 결정화 스크리닝 및 구조결정 처리량 극대화

    

    3. 주요 과제의 타깃 단백질의 구조적/기능적 메커니즘 이해를 위한 컴퓨터를   

    이용한 시뮬레이션 연구   

Ⅳ. 연구개발 결과

      1. Colwellia psychrerythraea 34H의 PAS 도메인을 가지 센서 단백질 (48 개)  

             의 조사 및 상동 구조 모델링을 바탕으로 한 센서 도메인 boundary 확인 및 상  

             호 유사성에 바탕을 둔 타겟 선정, PAS 도메인을 가진 4 종의 대표 단백질
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      에 대한 cloning 및 단백질 분리 정제 기법 확립.

      

             2. 결정화에 성공한 단백질 결정의 물리적 변화 유도를 통한 회절한계 극복 및   

             데이터의 질적 향상을 위한 기법 마련.

             3. 시뮬레이션을 통한 효소 역학적 원리에 대한 가설 확립 및 가설을 증명할 수  

             있는 실험 기법 제안      

                  가. UbiX기질의 전구체 합성에 관여하는 UbiA에 대한 단백질 일차/이차   

                      구조 분석과 삼차구조 모델링을 통한 UbiX와 결합가능성 제시.

             

                  나. 저온성 효소 (UbiX, DddC)의 기질결합 및 효소 역학 메커니즘에 관한  

                      컴퓨터  시뮬레이션 연구 수행으로 논문의 질적 향상에 기여.

                  

                  다. Paenisporosarcina sp. Spo0A의 활성상태인 인산화 Spo0A의 활성기  

                      전에 관한 컴퓨터 시뮬레이션 연구 수행으로 논문의 질적 향상에 기   

                      여.

          

Ⅴ. 연구개발 결과의 활용계획

저온성 단백질에 대한 중온성 또는 호열성 단백질과의 비교 연구는 저온적응 단

백질의 분자적인 진화와 그 진화의 방향에 대한 정보를 제공하고 이를 이용하여 

기능 개선형 저온성 단백질 제작 및 상업화에 대한 기초연구 자료로 이용 가능.
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Summary
The main project (KOPRI) aim to conduct biochemical and structural studies 

on cold-adapted proteins of artic organisms that are expressed for their survival and 

more specifically to overcome cold stress. The sponsored research (TSRI) plans to 

maximize the productivity of the main research (KOPRI) through i) verification of 

cold-adapted proteins in pychrotrophic bacteria, ii) increase throughput of 

crystallization hits exploiting the infra structures of Scripps Florida, iii) achieve full 

understanding of mechanism of cold-adapted proteins through computational 

chemistry simulation analyses such as molecular mechanics analysis (MM), molecular 

dynamics analysis (MD), and in silico docking analysis.

     Quantitative studies show cold-adapted proteins tend to have amino acid 

substitutions, which increase structural flexibility in order to enhance protein 

function at low temperature [1].  Such proteins have low tendency of producing high 

quality crystals as increased flexibility is adverse for crystallization and growth. This 

can be remedied by the following approach:

I) Increasing the throughput of crystal screening process and also by increasing the 

size of crystal screening matrices,  

II) Bioinformatics analyses such as secondary structure prediction, disorder region 

prediction, and domain identification provides critical information to design 

crystallizable gene expression constructs, 

III) Compile previous crystallization conditions that are used for cold-adapted 

proteins and identify condition biases.

     In structural/functional study aspect, impact of a specific amino acid substitution 

can be delineated through MD simulations where atomic scale vibrations or 

movements of proteins will be accurately predicted and compared to amino acid 

substitutions in ortholog proteins of mesophilic and thermophilic bacteria.  This 

information will enhance the understanding of functional mechanism of cold-adapted 

proteins. Furthermore quantitative analyse will yield the information of evolutionary 

pressure imposed on the cold-adapted proteins, that is a tug-of-war between 

preservation of protein function and adaptation to low temperature. By careful 

statistical study can provide evolutionary trend of cold adaptation, which can be 

applied to generate artificial cold-adapted proteins or improved cold-adapted proteins 

through mutations. 
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제 1 장 서론

극지의 저온 환경은 물의 점성감소, 분자 확산율 감소, 화학 반응 감소 등을 유도하여 

생화학적 대사과정을 방해함으로 생물이 서식하기에 부적절할 것으로 보이나, 이러한 환경에

서도 서식하고 번성하는 극지생물의 연구는 단순한 과학적 흥미를 떠나 경제적 가치를 부가할

의학적 /산업적 기술의 개발로 이어질 수 있다 [1]. 일례로, 극지 생물에서 특이하게 발견되

는 결빙 방지 단백질 (AFP)의 발견은 저온에 약한 특정 식물이 냉해를 견딜 수 있는 종으로

의 형질 변화에 응용될 수 있을 것이다 [2-3].  극지 생물은 대사의 전단계에 걸쳐서 저온에 

적응하기 위한 진화의 과정을 거쳤으며, 이러한 진화의 과정은 전체 유전자 염기 서열의 분석

으로 일부 확인할 수 있다 [1]. 하지만, 유전자의 변화가 실제 단백질 수준에서 어떠한 영향

을 미치는가는 단백질의 기능을 생화학적으로 분석하는 과정을 거쳐야 완전히 해명할 수 있

다. 특히, 이런 생화학 분석 과정에서 단백질의 삼차 구조를 분석하는 일은 기능을 이해하는

데 결정적인 단서를 제공하므로,  구조분석에 더 많은 연구가 이루어져야 할 것이다.

단백질의 3차원 구조 분석기법으로는 X-선 회절법 (X-ray Crystallography), 자기공

명기법 (Nuclear Magnetic Resonance), 동결 전자 현미경 (Cryo-EM) 그리고 컴퓨터를 이

용한 상동성 모델 (homology modeling) 혹은 ab initio 모델 등 있으며, 각각의 분석기법은 

장단범을 가지고 있다. 자기공명기법의 경우 단백질 시료의 동위 원소 치환이 까다롭고, 구조

분석에 오랜 시간이 걸리며, 특히 질량이 큰 단백질 (약 45kDa 이상)의 경우 구조분석이 불

가능한 단점이 있다. 동결 전자 현미경 기법의 경우는 고해상도의 구조를 얻기가 힘든 단점이 

있다. X-선 회절법은 고해상도의 구조를 빠른 시간 내에 분석할 수 있는 반면, 단백질의 결정

화가 분석의 전제 조건이다. 상동성 모델의 경우 이미 알려진 구조의 data base를 이용하여 

타깃 단백질의 삼차 구조를 ‘예측‘하는 방법으로 아미노산 서열의 유사성이 높은 경우 구조의  

예측이 수월하지만 정확성의 검증은 실험적인 방법으로만 가능하다. 

호냉성 유래 단백질은 저온 활성화의 특성상 단백질의 구조가 불안정한 것으로 알려져 

있고, 단백질의 결정화가 까다로운 것으로 알려져 있다. 따라서 본 과제에서는 이러한 문제를 

극복하고 단백질의 구조를 바탕으로 한 연구의 수행을 위해, 생물 정보학적 접근을 이용한 호

냉성 박테리아 유래한 저온 적응 단백질을 탐색하고, 새로운 유용 타깃을 선정하였다. 또한 

난 결정화 혹은 난 회절성 저온 적응 단백질 등, 삼차 구조분석이 까다로운 타깃의 구조-기능 

연구를 위해, 고해상도의 상동 모델과 ab initio 모델 구축하고, 이를 통해 저온성 단백질의 

구조-기능 상관관계를 이해하고, 저온 적응 단백질의 분자적 진화를 컴퓨터를 이용한 분석과 

통계적인 연구를 통해 규명 하고자 한다.  
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과제

연차별 연구내용

1차년도

(2014년)

2차년도

(2015년)

3차년도

(2016년)

저온 적응관련 

단백질의 구조 

모델링을 통한 

극지생물의 

저온적응 기작 

연구

-저온성 박테리아에서 타깃 

선정을 위해 저온 적응 단백질에 

대한 생물정보학적 접근

-호냉성균에서 PAS 도메인을 

가지 센서 단백질의 구조 

연구를 위한 단백질 발현/정제

-호냉성균에서 PAS 도메인을 

가지 센서 단백질의 구조 연구

-결정화 스크리닝 및 구조 결정 

처리량 극대화

-난결정성 단백질의 결정화/ 
구조분석 시도

-결정의 물리적 변화 유도를 
통한 회절한계 극복 기법 확립

-타깃 단백질의 구조적/기능적 

메커니즘 이해를 위한 컴퓨터를 

이용한 시뮬레이션 연구

-저온성 효소 (DddC, UbiX, 
UbiA)의 기질결합 및 효소 역학 
메커니즘 연구

-저온성 효소 (Spo0A)의 활성 

및 중합체 형성 메커니즘 연구

제 2 장 국내외 기술개발 현황

  호냉성 생물 유래 단백질의 구조 연구가 국외에서 산발적으로 되고 있으나, 특정 대사

회로 혹은 동일 기능 단백질군 모두를 대상으로 하는 체계적인 연구는 아직 이루어지지 않은 

상태이다. 특히, 본 연구에서 실시하는 실험적 구조 연구와 컴퓨터 시뮬레이션을 동시에 접목

한 연구는 두 연구 기법의 장단점을 서로 보완할 수 있어 더 나은 결과를 얻을 수 있을 것으

로 기대된다.

제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

모든 생물은 주변의 환경을 감지하기위한 센서를 가지고 있다. 극지의 저온 환경에 적

응하기위해 호냉성균인 Colwellia psychrerythraea도 주변 환경을 감지하기 위한 sensor를 

발현할 것으로 예상된다. Per-ARNT-Sim (PAS) 도메인은 세포내 신호전달에 관련하는 단백

질에서 다수 발견되며 물리/화학적 변화를 감지하는 센서 도메인인 PAS 도메인이 활성화되면 

효력을 내는 기능 도메인의 구조 변화를 유도하여 활성을 내는 것으로 알려져 있다 (그림 1) 

[4-5]. 

PAS 도메인의 구조는 전생물 종에서 그 접힘 구조가 유사하여 상동성 구조 모델링을 

하기 유리하다. 상동성 구조 모델링은 단백질의 일차 구조, 즉 아미노산의 서열을 바탕으로 이

차 구조를 예측하고, 또 이것을 바탕으로 접힘 구조를 예측하는 실험 방법으로 이미 알려진 

방대한 구조 data base를 바탕으로 점점 정확도가 높아져 아미노산 서열의 동일 정도가 25%, 

유사성이 50%일 경우 접힘 구조를 정확하게 예측할 수 있다 [8]. 
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그림 1. PAS 도메인의 구조. A) 전형적인 PAS 도메인을 갖는 단백질의 1차구조. B) PAS 도메인 단백질인 Streptococcus VicK

의 삼차구조. 기능 도메인은 Histidine Kinase의 기능을 함. PAS 도메인에 결합하는 기질은 아직 알려지지 않았음 [6]. C) E. 

coli DOS의 PAS 도메인. 산소분자를 인식하기 위한 Heme이 PAS에 보결 원자단으로 존재함 [7].

Colwellia psychrerythraea의 게놈에서 PAS 도메인으로 annotation된 오십 개의 단

백질을 선정하였다. PAS 도메인의 경우, 아미노산의 서열이 다양하여 일차 구조만으로 도메인

의 확인이 쉽지 않아 상동성 모델을 만들어 annotation을 확인하는 작업을 하였고 그중 45개

의 단백질이 실제로 PAS도메인을 보유한 것을 확인하였다. 이렇게 준비된 단백질 중 지질 결

합 단백질, 이차 구조의 접힘이 좋지 않게 예측된 단백질, 분자량이 큰 단백질을 제외하였고, 

이 중에서 아미노산의 서열을 통해 이미 그 기능을 예측할 수 있는 단백질을 타깃으로 선정하

였다 (표 1).

표 1. Colwellia psychrerythraea PAS 도메인 단백질 타깃

번호 상동성 구조 모델 유전자 번호 예측 기능 도메인

1 Q483T7 Transcription activator

2 Q489Q4 Cyclic di-GMP phosphodiesterase

3 Q47UF9 His Kinase

4 Q47UF6 Cyclic di-GMP phosphodiesterase

5 Q485A7 His Kinase
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이렇게 선정된 타깃에 대한 유전자 cloning과 단백질 발현 및 정제를 실시한 결과 Q47UU6 

유래 단백질의 분리 정제만 가능 하였다.  따라서, 타깃의 범위를 core PAS domain만으로 

축소하여 cloning, 발현  및 분리를 시도하였고, 그 결과 5종의 단백질에 대한 분리가 성공적

으로 이루어졌다 (표 2). 이 결과를 바탕으로 대량의 단백질을 분리하고 결정화 작업을 수행 

할 예정이다.

표 2. 새로 선정된 타겟의 PAS domain의 분리 정제 결과

단백질 결정이 큼에도 불구하고 회절이 잘되지 않는 경우에 대비하여, 단백질이나 다

른 대분자의 결정의 물리적 변화를 유도하여 회절의 한계를 극복할 수 있다. 결정의 물리적 

변화는 여러 가지 방법으로 유도할 수 있지만, 신뢰도가 높은 방법으로 알려진 탈수 방법

(Dehydration)을 사용하며, Scripps FL에 장비가 구축되어 있는 Free Mounting System 

(FMS)를 이용하였다. 모델로 사용된 결정은 처리하지 않은 경우 회절이 ~15A에서 이루어 졌

지만, 75%로 탈수 후에는 회절한계가 3A까지 낮아져 어려움 없이 구조분석을 할 수 있었다 

(그림 2). 또한 탈수된 결정의 물리적인 변화에 관한 관찰을 통해 탈수가 단백질 결정에 미치

는 영향을 조사할 수 있었다. 

그림 2.  결정의 탈수로 회절 현상이 향상됨. (A) 대부분의 경우 탈수에 의한 회절 향상이 이루어지지 않은 경우. (B) 약 12 %

의 결정은 탈수에 의한 물리적 변화로 회절현상이 상당히 좋아짐.
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Dehydrogenase의 역할을 하는 효소로 DMSP의 분해 경로에 관여하여 황의 환경계 

순환에 중요한 역할을 한다 [10-11].  UbiX 관련 프로젝트에서는 이 단백질이 UbiA와 결합

할 가능성에 대하여 유추하고 그 부위의 확인을 위해 이미 알려진 E. coli의 UbiA를 이용하

여 상동성 모댈를 구축하고, 여러 종에서 발현되는 UbiA의 아미노산 서열을 비교하여 아미노

산이 변이가 없는 보존 잔기가 단백질 표면에서 negarive charge patch를 형성하는 것을 확

인하였고 이것이 UbiX의 positive charge patch와 상보적으로 결합할 가능성을 제시하였다  

(그림 3).

그림 3. Colwellia psychrerythraea UbiA의 상동성 모델. A)와 B) 기질 결합부 주변 음전하를 띤 아미노기가 전 생물 종에서 잘 

보존된 것을 확인하였음. C) UbiX X-선 단백질 구조. 기질이 결합할 것으로 예측되는 부위의 electropotential이 UibA와 반대로 

양전하를 띠고 있음.   

단백질 표면의 엔탈피 정도, 단백질 간의 동종 결합 정도, 구조의 안정 상태 등이 결정 

형성에 주요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다, Maltose Binding Protein (MBP)는 단백질

의 결정에 적합한 인자를 보유하여, 결정을 도와주는 결정 보조인자로 알려져 있다. 따라서 

난 결정성 단백질로 판명된 타깃 단백질을 MBP와 키메라로 만들어 결정을 만드는 실험을 수

행하였다 (표 3).

표3. 결정 형성인자인 MBP와 키메라를 구성한 타깃 단백질 List

컴퓨터 시뮬레이션 중에 steered molecular dynamics (SMD)기법은 단백질의 기질에 

steered force라는 인위적인 힘을 가하여 오랜 시간이 소요되는 시뮬레이션의 시간을 단시간
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으로 줄이는 동시에 가한 힘과 기질이 움직이는 속도를 계산할 수 있어 기질이 단백질에 어떠

한 힘으로 결합하는지, 기질의 결합 경로가 어떻게 되는지를 알아내는 실험 방법이다 [9-10]. 

DddC는 그 기질의 결합에 대한 연구가 전무하여 SMD의 기법을 통해 기질-단백질의 결합 방

식/경로를 파악하는 도구로 사용하였다.  그 결과 Colwellia psychrerythraea DddC 의 기질

인 MMSA가 결합 모델을 구축하였다 (그림 4). 이 모델의 구조 분석을 통해 MMSA의 결합에 

중요한 역할을 하는 잔기들을 확인 하였다. 또한 보존 잔기인 R103과 R279가 MMSA에 대한 

gatekeeper 역할을 한다는 것을 기질 결합 속도와 당김 에너지 변화를 통해 확인하였고, 이 

잔기들이 기질과 수소결합을 하여, 올바른 결합을 유도한다는 것을 확인할 수 있었다. 

그림 4. Colwellia psychrerythraea UbiX의 기질 결합모델. A) UbiX의 기질인 PPHB가  Y204와 FMN 사이에 intercalation된 

결합이 일어남을 SMD로 보여줌. B) UbiX의 잔기 196-205와 196-174부위의 유연성 구조가 PPHB의 결합에 중요한 역할을 하

는 것으로 보임.

OdoMMSDH의 기질 결합연구에서는 thiohemiacetal intermediate 상태를 KPORI에서 

밝힌 구조를 바탕으로 모델을 만들고 시뮬레이션을 통해 안정화된 구조를 모델링하였다 (그림 

5). 그결과 (S)-  (R)-thio hemiacetal 라세믹 중간단계 모두 Cys280에 결합하는데 아무런 

문제가 없으며, 두 stereoisomer가 차별 없이 단백 효소에 결합한다는 것을 밝혔다. 또한 모

델링된 구조를 이용하여 기질 결합에 관여하는 잔기의 위치를 파악하고, 효소 역학적 메카니

즘을 밝혔다. 
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그림 5. OdoMMSDH의 thiohemiacetal intermediate 상태를 컴퓨터 시뮬레이션을 통해 모델링한 구조. 그림 A와 B는 (S)-  

(R)-thio hemiacetal 라세믹 중간단계를 보여줌. 기질의 중간단계는 Cys280의 황원자에 공유결합하고 있음. 두 라세믹 상태는 

단백질 결합이 매우 유사하며, 결합에 영향을 미치지 않는 것으로 판단됨.

Hot Spot은 단백질의 표면에 존재하는 Pocket으로 기질 혹은 분자량이 작은 화합물의

결합이 이루어지는 부위를 일컫는다 [11]. Docking 실험은 컴퓨터상에서 단백질이 화합물과 

결합하는 것을 예측하는 실험방법이다 [12]. DddC는 NAD cofactor와 MMSA기질 외에 CoA

의 결합도 이루어지는데, CoA의 결합부위는 연구된 것이 없다. 따라서 Hot Spot Search와 

Docking실험을 통하여 CoA의 결합 부위를 예측하는 실험을 진행한 결과 CoA가 NAD의 결

합부위와는 반대쪽인 MMSA 결합부위 근처에 존재 할 것으로 예측되었다 (그림 6).  

그림 6 (A)  A ribbon model of DddC tetramer showing docked CoA binding. CoA binding was predicted by docking 

experiment and the position was refined through energy minimization. The pocket was constructed by three DddC 

monomers.  (B) Surface model showing the predicted CoA binding pocket. The pocket is located near the substrate 

binding site opposite the NAD binding site. In both panels, each monomer is colored differently to show the monomer 

boundary.

DddC의 결정구조는 4중합체를 형성하고 있지만 유사 단백질들이 4중합체 혹은 2중합

체로 존재하고 있으므로 [13-15], Size Exclusion Chromatography를 이용하여 DddC가 어

떠한 중합체를 형성하는지 실험하였다. 그 결과 DddC는 2중합체를 형성하는 것으로 밝혀졌다 

(그림 7). 
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그림 7 Analytical size exclusion chromatography of OdoMMSDH (residues 1–498;calculated molecular weight of 54.0 

kDa for polypeptide chain) showed that OdoMMSDH exists as a dimer in solution. Chromatograms of OdoMMSDH; 

eluting at 181.3 mL and corresponding to an apparent molecular weight of 110 kDa) and standards are shown. The 

numbers in parentheses show the actual molecular weight of proteins. Ve, Vo, and Vc represent elution volume, void 

volume (105 mL), and column volume (318.5 mL), respectively.

Spo0A는 two-component phosphorelay system에서 signal regulator의 역할을 

하는 단백질로 Asp54 아미노산의 인산화 되면 중합체를 형성하게 되고, 그후 활성이 일어

나는 것으로 알려져 있다 [16-18]. 하지만 아미노산의 인산화와 중합체 형성의 조절 기전

에 대한 연결고리가 될 단서를 찾지 못한 상태이다. KOPRI에서 밝힌 비활성 상태 

PaSpo0A의 단백질 결정 구조를 바탕으로 인산화된 단백질의 모델을 설립하고, 두 단백질 

구조를 MD 시뮬레이션을 통해 관찰하였다. 그결과 비활성 상태와는 달리, 활성화된 단백

질에서 α4-helix 가 현저히 안정화 되는 것을 확인하였다 (그림 8). α4는 Spo0A의 중합체 형

성에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있고 [19], 따라서 인산화로 안정화된 α4-helix가 중

합체 형성을 도운다는 것을 입증하였다. 또한 Spo0A중합체 형성이 기존에 알려진 signal 

regulator 단백질과는 다른 중합체를 이룬다는 것을 단백질 결정구조와 일차 아미노기 서

열을 분석하여 밝혔다 [20] (그림 9 와 표 4).

    A                                                           B

그림 8 활성화된 Spo0A와 비활성화된 Spo0A의 MD 시뮬레이션 결과를 RMSF (root mean square fluctuation)로 변환한 

결과, 활성화된 단백질에서 α4-helix가 현저히 안정화되는 것을 알 수 있다 (A). 안정화되는 부위와 (red) 그렇지 않은 부위 

(blue)를 실제 단백질 상에서 보여주는 그림 (B).  
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목표 달성도 내용 및 대외 기여도

- 저온성 박테리아에서 

타깃 선정을 위해 저온 

적응 단백질에 대한 

생물정보학적 접근 

100%
○ Colwellia psychrerythraea 34H의 PAS 도메인을 가진 4 종

의 대표 단백질에 대한 cloning 및 단백질 분리 정제 기법 확립.

- 결정화 스크리닝 및 

구조결정 처리량 극대화
100%

○ 본 과제 연구 타깃 단백질 중 난 결정화 타깃 (Q47XI4)에 

대한 결정화 성공, 총 1 건.

- 타깃 단백질의 

구조적/기능적 메커니즘 

이해를 위한 컴퓨터를 

이용한 시뮬레이션 연구

100%

○ Docking/MD simulations 을 통하여 DddC의 기질 중 CoA의 결합

부위에 대한 가설 설정하고 이를 증명할 수 있는 실험 기법 제

안, 총 3 건.

○ 본 과제에서 연구중인 저온성 효소 (UbiX, DddC, Spo0A)의 

기질결합 및 효소 역학 메커니즘에 관한 컴퓨터 시뮬레이션 연

구 수행으로 논문의 질적 향상에 기여, 총 3건.

그림 9 증합체 모델을 단백질의 리본그림으로 비교하였다.  이번 연구에서 새로이 밝혀진 중합체 모델(A). 기존에  알려진 

two component signal regulator 단백질의 중합체 모델 (B). α4-helix가 중합체 형성에 밀접하게 관여하는 것을 볼 수 있다.

표 4. Spo0A의 중합체 형성 모델 비교.

Model mode of interaction buried surface area interface mediated by

A New α4-β5-α5 model
11% of total 

surface area 

mixed h-bond and hydrophobic 

interaction. The residues are 

conserved among Spo0A.

B
Conventional α4-β5-α
5 model

11 ~ 15% of total 

surface area 

highly conserved charged residues. 

The residues are not conserved in 

Spo0A.

제 4장 연구개발목표 달성도 및 대외기여도
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

1절. 학술적 활용계획

1.  저온성 단백질의 결정화 조건 데이터들을 이용하여 만든 스크리닝 매트릭스는 향후 저온

성 단백질의 결정화에 이용될 수 있음. 컴퓨터를 이용한 저온성 단백질의 모델링과 시뮬

레이션 분석을 통해 저온적응 단백질이 작용하는 메커니즘에 대한 이론적인 프레임을 

구축할 뿐만 아니라, 극지 생물이 어떻게 저온적응 단백질을 이용해 영하의 환경에서 살

아가는지 생화학적, 생물 물리학적으로 이해 가능. 

2.  저온성 단백질에 대한 중온성 또는 호열성 단백질과의 비교 연구는 저온 적응 단백질의 

분자적인 진화와 그 진화의 방향에 대한 정보를 제공하고 이를 이용하여 기능 개선형 

저온성 단백질 제작 및 상업화에 대한 기초 연구 자료로 이용 가능.

2절. 경제적 활용계획

1.  생물 공학 분야에서 저온 활성 효소가 지닌 장점은 반응기의 온도를 낮게 설정이 가능하

여 에너지 비용을 줄일 수 있고, 또한 열에 불안정한 화합물 또는 휘발성 화합물을 생성

하는 반응에서 수득률을 높일 수 있음. 저온 활성 효소의 구조적/기능적 메커니즘의 이

해는 상업화할 수 있는 기능 개선형 효소를 개발하는데 있어서 매우 유용한 정보를 제

공할 것임.
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