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결합하여 스포어 형성에 관여하는 다른 유전자의 발현을 조절함

3. dihydrodipicolinate reductase 효소의 구조해석 

- Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 유래의 dihydrodipicolinate reductase 효소 

(PaDHDPR) 자체 구조와 NADPH/DPA 가 결합된 구조 해석

- 구조적으로 PaDHDPR 효소가 어떤 기작에 의해 NADPH를 조효소로 선호하는지 규명 

- PaDHDPR 효소의 기질 결합에 중요한 잔기 확인
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요 약 문

Ⅰ. 제 목

극지 빙하미생물의 아포 (spore) 형성 기작관련 단백질 구조 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

기후변화에 의해 극지 빙하는 녹고 있고 이 빙하 속에 존재하는 미생물들의 출

현에 대비하는 기초연구가 필요한 실정이다. 빙하 미생물이 어떻게 빙하 속에서

오랜 시간동안 생존해 가는지를 분자 수준에서 이해하고자 한다. 본 연구과제에

서는 빙하미생물의 생존 전략중에 하나인 스포어 형성 기작을 이해하고 스포어

형성에 중요한 핵심 단백질들의 구조 및 생화학적 특성을 규명하였다.

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

남극 테일러 빙하샘플로부터 분리한 호냉성 박테리아인 Paenisporosarcina sp.

Strain TG-14 와 Paenisporosarcina sp. Strain TG-20에 대한 유전자 분석을 수

행하여 스포어 형성에 관여하는 것으로 알려진 타겟 유전자 정보를 확보하였다.

스포여 형성에 관여하는 핵심 단백질들을 재조합으로 발현 및 정제를 수행하였

다. 정제된 단백질들의 삼차구조 분석 및 생화학적 특성을 규명하였다.

Ⅳ. 연구개발결과

1. PaSpo0A regulation domain (PaSpo0A-R) 정제, 결정화 및 구조해석

스포어 형성 신호 전달은 다양한 단백질들의 인산화와 탈인산화에 의해 신호가

전달되고 조절되어 지는 것으로 알려져 있다. 남극 빙하에서 발견된

Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 미생물 유래의 Spo0A 단백질 (PaSpo0A)

은 스포어 형성에 있어서 중요한 전사조절 인자로서 역할을 한다고 알려져 있다.

하지만 어떤 기작에 의해서 스포어 형성 신호가 전달되어져 스포어 형성에 필요

한 단백질들의 발현을 유도하는지는 명확하게 알려진 바가 없다. 본 연구에서는

PaSpo0A 단백질의 regulator 도메인(PaSpo0A-R)을 발현하여 구조분석을 수행하

였다. 인산화 되지 않은 PaSpo0A-R 단백질은 inactive 상태의 구조 모습을 가지
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고 있고 기존의 인산화된 Bacillus stearothermophilus 의 BsSpo0A 구조와 비교

했을 때 Leu85 잔기의 구조적 변화를 관찰 할 수 있었다. 그리고 구조분석과

cross-linking 실험을 통해 PaSPo0A-R 단백질이 약한 dimer 형태를 가질 수 있

다는 사실을 알아냈다. 이를 근거로 모델링 구조분석을 통해 full-length

PaSpo0A 단백질이 dimer 형태로 타겟 DNA와 결합할 것인지를 설명 할 수 있었

다.

2. dihydrodipicolinate reductase 효소의 구조해석

dipicolinate (DPA)는 스포어의 5-10%를 차지하는 화학물질로써 박테리아의 스

포어형성에 중요한 물질 중의 하나이다. Dyhydrodipicolinate reductase (DHDPR)

효소는 DPA 형성과정중에 작용하는 효소로써 NAD(P)H를 조효소로 이용한다고

알려져 있다. 본 연구과제에서는 Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 미생물 유

래의 PaDHDPR 효소를 재조합으로 생산하여 삼차구조 분석 및 생화학적 특성

규명을 수행하였다. 규명된 PaDHDPR 효소 구조는 두 개의 도메인으로 이루어져

있는데, N-말단의 NAD(P)H 결합도메인과 C-말단의 기질결합 도메인으로 나누

어진다. 그리고 C-말단 도메인에 의해 PaDHDPR은 tetramer 형태를 가지게 된

다. 생화학적 특성 분석 결과에 의하면 PaDHDPR은 조효소로써 NADH 보다

NADPH에 보다 강한 선호도를 가진다. NADPH가 결합된 PaDHDPR 구조분석

결과 PaDHDPR은 NADPH 결합에 특이적인 잔기를 가지고 있는 것을 밝혔다.

3. GerE 단백질의 구조 및 기능 연구

GerE 단백질은 전사조절 단백질 중의 하나로서 타겟 DNA의 promoter 지역에

결합하여 스포어 coat 단백질의 발현을 유도한다고 알려져 있다. 본 연구과제 에

서는 Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 빙하미생물 유래의 PaGerE 단백질의

구조 및 기능연구를 수행하였다. PaGerE 단백질은 helix-turn-helix 구조를 가지

며 DNA 결합에 중요하다고 생각되어지는 잔기들을 확인하였다. 그리고 EMSA

실험을 통하여 Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 미생물의 유전자 서열 중에

서 PaGerE가 결합되어 질 것으로 예상되어지는 부분과의 상호작용을 확인하였

다.

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

극지 빙하미생물의 스포어 형성관련 단백질의 삼차 구조분석은 분자수준에서 극

지 생물의 생존 전략 이해에 도움을 준다. 급속도록 진행되고 있는 빙하의 후퇴

로 인해 고대 빙하속 박테리아 병원균의 증가가 초래 될 수 있으며 이에 따른 생

태계 변화에 대한 기초 연구로 활용가능하다. 그리고 스포어를 형성하는 병원균

에 대한 항생제 또는 및 신약 개발 분야에서 분자수준의 단백질 삼차구조 정보제

공 가능하다. 더 나아가 빙하 미생물로부터 산업적으로 유용한 저온 활성 단백질

의 발굴 및 응용 연구가 가능하다.
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SUMMARY

Ⅰ. Title

Studies on protein structure for the spore formation mechanism of

microorganisms in polar glaciers

Ⅱ. Purpose and Necessity of R&D

Polar glaciers are melting due to climate change, and basic research is

needed to prepare for the emergence of microorganisms in these glaciers. We

want to understand at a molecular level how glacier microorganisms survive

in ice for a long time. In this research project, we understand the spore

formation mechanism, one of the survival strategies of glacial microorganisms,

and identify the structural and biochemical characteristics of several key

proteins important for spore formation.

Ⅲ. Contents and Extent of R&D

Paenisporosarcina sp., Strain TG-14 is a psychrophilic bacterium isolated

from the Antarctic Taylor glacial sample. Gene analysis for this bacteria was

performed to obtain target gene information known to be involved in spore

formation. Expression and purification of key proteins involved in spore

formation were carried out. Moreover, analysis of the tertiary structure of the

purified proteins and their biochemical characteristics were performed.

Ⅳ. R&D Results

1. Purification, crystallization and structural analysis of PaSpo0A regulation

domain (PaSpo0A-R)

Signal transduction for spore formation is known to be signaled and

regulated by phosphorylation and dephosphorylation of various proteins.

Spo0A protein from Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 (PaSpo0A) is known

to act as an important transcriptional regulator in spore formation. However,
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it is unclear how Spo0A transmits signals to induce the expression of

proteins necessary for spore formation. In this study, structural analysis was

performed by expressing the regulator domain of PaSpo0A protein

(PaSpo0A-R). The non-phosphorylated PaSpo0A-R protein had an inactive

structure and it was able to observe structural changes of the Leu85 residue

compared to the active state of BsSpo0A structure (Spo0A from Bacillus

stearothermophilus). Structural analysis and cross-linking experiments have

shown that the PaSPo0A-R protein can have a weak dimer form. Based on

this modeling structure analysis, we could explain how the full-length

PaSpo0A protein binds to target DNA in the form of dimer.

2. Structural analysis of dihydrodipicolinate reductase enzyme

Dipicolinate (DPA) is a chemical that occupies 5-10% of spore

component and it is one of the important substances in the spore

formation of bacteria. Dyhydrodipicolinate reductase (DHDPR) enzyme is

involved in the DPA formation and it is known to use NAD (P) H as a

cofactor. In this study, PaDHDPR from Paenisporosarcina sp. Strain

TG-14 was recombinantly produced and analyzed its tertiary structure

and biochemical characterization. The identified PaDHDPR enzyme

structure consists of two domains, the NAD (P) H binding domain at the

N-terminus and the substrate binding domain at the C-terminus. The

purified PaDHDPR is a tetramer formed by the C-terminal domain

interaction. Biochemical characterization results indicate that PaDHDPR

has a stronger preference for NADPH than NADH as a cofactor.

Structural and sequence analysis of PaDHDPR revealed that PaDHDPR

has specific residues for NADPH binding.

3. Study of structure and function of GerE protein

The GerE protein is one of the transcriptional regulatory proteins and it

is known to bind to the promoter region of the target DNA to induce the

expression of spore coat protein. In this study, the structural and

functional analysis on PaGerE was performed. The PaGerE protein has a

helix-turn-helix structure and residues that are thought to be important

for DNA binding were identified. Using the EMSA experiment, the

interaction between PaGerE and promoter DNA region was confirmed.

Ⅴ. Application Plans of R&D Results

Structural analysis of the spore-forming proteins from polar glacier
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microorganisms helps to understand the survival strategies of polar organisms

at the molecular level. The rapid retreat of glaciers can lead to an appearance

of bacterial pathogens in ancient glaciers. In addition, structure information of

spore forming proteins may give an information for drug development and

antibiotics against pathogens that form spores. Furthermore, it is possible to

find industrially useful cold active proteins from glacier microorganisms.



- 8 -

CONTENTS

ABSTRACT ······················································································· 2

SUMMARY ······················································································· 5

CONTENTS ······················································································· 7

List of Tables ··················································································· 11

List of Figures ·················································································· 12

Chapter 1. Introduction ······································································ 14

Section 1. Objective of this study ······················································· 14

Section 2. Necessity of this study ······················································· 15

1. Technical aspects ···································································· 15

2. Economic and industrial aspects ·················································· 16

3. Social and cultural aspects ························································· 17

Chapter 2. Current R&D Status in Korea and Other Nations ···························· 19

Section 1. Current R&D status in Korea ··············································· 19

Section 2. Current R&D status in other nations ······································ 21

1. USA ··················································································· 21

2. EU ····················································································· 22

Chapter 3. R&D Implementation Contents and Results ·································· 27

Section 1. Materials and Methods ························································ 27

1. Collection of microorganisms from polar glacier································ 27

2. Target protein selection ······················································· 28

3. Expression and purification of recombinant protein························ 30

4. Structural and functional analysis················································· 31

Section 2. Results ··········································································· 32

1. Structural studies on key transcription factor protein··················· 32

2. Studies on the regulator proteins during germination······················· 41



- 9 -

3. Structural and functional studies on dihydrodipicolinate reductase······ 52

Chapter 4. Degree of R&D Goal Achievement and Degree of Contribution to Outside

Research Institute ································································ 57

Section 1. Degree of R&D goal achievement ········································· 57

1. R&D goal and contents ·························································· 57

2. R&D achievement ································································· 58

Chapter 5. Application Plans of R&D Results ············································· 66

Chapter 6. References ·········································································· 71



- 10 -

목 차

초록 ································································································· 2

요약문 ······························································································ 3

목차 ······························································································· 10

표 목록 ···························································································· 12

그림 목록 ························································································· 13

제 1 장 서론 ····················································································· 15

제 1 절 연구개발의 목적 ··································································· 15

제 2 절 연구개발의 필요성 ································································ 17

1. 기술적 측면 ··········································································· 17

2. 경제·산업적 측면 ····································································· 18

3. 사회·문화적 측면 ····································································· 18

제 2 장 국내외 기술개발 현황 ································································ 19

제 1 절 국내 연구동향 ····································································· 19

제 2 절 국외 연구동향 ····································································· 21

1. 미국 ···················································································· 23

2. 유럽 ···················································································· 25

제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과 ·························································· 27

제 1 절 연구개발 방법 ····································································· 27

1. 빙하미생물 샘플 확보 ································································ 27

2. 단백질 타겟 선정 ····································································· 30

3. 재조합 단백질 발현 및 정제 ························································ 32

4. 구조 분석을 통한 활성 또는 결합 부위예측 및 반응기작 설명 ················ 33

제 2 절 연구개발 결과 ····································································· 34

1. 핵심 전사 조절 단백질의 구조 분석 ················································ 34

2. 스포어 상태에서 다시 분열단계로 넘어가는 단계의 조절 단백질 연구 ·········· 45



- 11 -

2. 스포어 상태에서 다시 분열단계로 넘어가는 단계의 조절 단백질 연구 ······· 45

3. 스포어 형성 신호물질 중 하나인 디피콜산 관련 단백질 연구 ········ 49

제 4장 연구개발목표 달성도 · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · ·· · 56

제 1 절 연구목표 달성도 ··································································· 56

1. 연구목표 및 연구내용 ····························································· 56

2. 연구개발 성과 ······································································ 57

제 5 장 연구개발결과의 활용계획 ···························································· 59

제 6 장 참고문헌 ················································································ 60



- 12 -

표 목록 (List of Tables)

Table 2-1. 아포 형성에 관련된 유전자 리스트 ··············································· 22

Table 2-2. 국내외 아포 관련 연구 현황 요약 ················································ 25

Table 4-1. 본 연구개발의 최종목표 ··························································· 56

Table 4-2. 연차별 연구개발 목표 및 내용 ···················································· 57

Table 4-3. 본 연구개발의 정성적 성과 ······················································· 58



- 13 -

그림 목록 (List of Figures)

Fig. 1-1. 아포 형성 Gram positive 박테리아의 두 가지 형태적 변화 ····················· 15

Fig. 1-2. 극지방의 bacterial 유래 아포를 연구한 논문 수의 연도별 변화 추이 ·········· 16

Fig. 1-3. 기후변화에 의한 고대 빙하 미생물 출현 ·········································· 17

Fig. 2-1. 전자 현미경 이용 P. alvei의 endospore 형성에 인돌 영향 조사 ················ 20

Fig. 2-2. 단계별 아포 형성 (sporulation) 과정 ··············································· 21

Fig. 2-3. 모세포에서의 주기별 관련 유전자의 발현 양상 ··································· 23

Fig. 2-4. 국가별 논문 발표조사 ································································ 23

Fig. 2-5. 빙하를 이루고 있는 얼음결정 사이의 작은 얼지 않은 공간에서 살아가고 있는 빙하

미생물 확인 ··········································································· 24

Fig. 3-1. 2012년 미국 루이지에나 대학의 Brent C. Christner 교수 연구실에서 빙하 미생물

분리 작업 모습 ······································································· 28

Fig. 3-2. 빙하 미생물(Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 와 Paenisporosarcina sp.

Strain TG-20)의 현미경 사진 ····················································· 29

Fig. 3-3. 빙하 미생물(Paenisporosarcina sp. Strain TG-14)의 전자 현미경 사진 ······· 29

Fig. 3-4. 단백질 구조분석 연구 work flow ·················································· 34

Fig. 3-5. 스포어 형성 초기단계의 신호전달 체계 ············································ 35

Fig. 3-6. 불활성 상태 PaSpo0A-R (탈인산화된 상태)와 활성 상태 BsSpo0A (인산화된

상태)의 구조적 비교 ································································ 36

Fig. 3-7. 이합체 형성에 관여하는 수신 도메인의 인터페이스 ···························· 37

Fig. 3-8. Analytical ultracentrifugation (AUC)를 이용한 PaSpo0A-R 과 PaSpo0A전체의

분석 ···················································································· 38

Fig. 3-9. 단백질결정 배열에서 확인된 PaSpo0A의 이합체 ······························· 38

Fig. 3-10. Spo0A와 DNA 결합체 컴퓨터 모델 ············································· 39

Fig. 3-11. Spo0B의 정제과정과 결정화 및 회절실험 ········································ 40

Fig. 3-12. PaSpo0F의 단백질 서열과 구조 ·················································· 42

Fig. 3-13. 탈인산화 상태 (불활성화)와 인산화 상태 (활성화)상태의 PaSpo0F 구조 비교

························································································ 42

Fig. 3-14. 구조해석을 위한 GerE의 결정화와 회절실험 ··································· 43

Fig. 3-15. Analytical ultracentrifugation (AUC)를 GerE의 다량체 형성여부 분석 ··· 44

Fig. 3-16. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 실험을 통한 GerE의 결합부위



- 14 -

확인 ·················································································· 44

Fig. 3-17. GPR의 결정화와 회절 실험, GPR의 전체적인 구조 ··························· 45

Fig. 3-18. GPR의 구조적 특징 ································································ 46

Fig. 3-19. 9F_GPR의 정제와 단백질 결정화 및 회절 실험 ······························· 47

Fig. 3-20. 디히드로디피콜린산 (DHP) 관련 모식도 ········································ 49

Fig. 3-21. DHDPS와 DHDPR를 함께 이용한 활성측정 결과 ····························· 50

Fig. 3-22. ITC 분석을 통한 NADH와 NADPH 결합능 확인 ····························· 51

Fig. 3-23. NADH와 NADPH에 따른 활성 비교 ············································ 52

Fig. 3-24. NADPH와 DPA가 결합한 DHDPR의 구조모델 ································ 52

Fig. 3-25. DHDPR의 구조적 특징 ···························································· 53

Fig. 3-26. DHDPR의 NADPH 결합 부위 ·················································· 53

Fig. 3-27. DHDPR의 활성 자리 스테레오 그림 ············································ 54

Fig. 3-28. DHDPR의 돌연변이 실험 ························································· 55



- 15 -

제 1 장 서론

제 1 절 연구개발의 목적

아포 형성 미생물은 저온, 강한 UV, 빈 영양상태 등 극한 스트레스 환경에서 아

포를 형성하여 스스로를 보호한다. 스트레스 환경에서는 완전히 생육이 억제되어

아포 형태를 유지하다가, 성장하기 좋은 조건이 주어지면 영양세포로 분화가 촉진

되는 Division cycle로 전환한다 (Fig. 1-1). 이러한 아포 형성 미생물은 극한 환경

에 저항하기 위해서 starvation 관여 단백질, 아포 형성 단백질, chaperones, reduce

metabolism 관여 단백질 등 다양한 스트레스 단백질을 발현하는 것으로 알려져 있

다. 많은 아포 연구에도 불구하고 미생물이 어떤 인자에 의해 환경 스트레스 조건

에서 오래도록 아포를 형성하고 성장을 하는지에 대해서는 알려지지 않은 부분이

많이 있다. 따라서 전체적인 아포 형성 메커니즘에 관한 심도 있는 연구가 필요하

다.

Fig. 1-1. 아포 형성 Gram positive 박테리아의 두 가지 형태적 변화. 환경스트레스 상황시

박테리아는 아포를 형성하며 주변상황이 좋아 질 때 까지 아포형태로 존재하다가

성장하기에 좋은 조건이 주어지면 Division cycle로 전환하게 됨
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극지연구소는 2012년 미국 루이지에나 주립대학교 Brent C. Christner 교수 연구

팀과 공동연구로 극지 빙하샘플을 확보하였고 호냉성 박테리아인 Paenisporosarcina

sp. Strain TG-14 와 Paenisporosarcina sp. Strain TG-20을 분리하였다. 극지방의

아이스 코어로부터 얻어진 이 빙하 미생물 2종의 경우 아포를 형성하고 있었고, 기

초 유전자 분석 연구로부터 아포 형성관련 단백질 타겟 유전자를 확보 할 수 있었

다.

본 연구의 목표는 극지 빙하미생물 유래 아포 형성 관련 단백질의 고해상도 삼차

구조 해석 및 기능연구를 통해서 빙하미생물의 아포 형성 메커니즘과 비생물적

(abiotic) 스트레스 내성 메커니즘을 이해하는 것이다. 현재까지 식중독을 일으키거

나 탄저균으로 분류된 아포 형성 병원성 미생물에 대한 연구는 많이 진행되어 있는

반면 극지방 미생물을 이용한 연구는 최근 증가 추세에 있지만 미미한 상태이다

(Fig 1-2). 급속도로 진행되고 있는 지구 온난화와 빙하 후퇴로 인해 많은 빙하 속

아포 형성 미생물의 발아율이 증가되고 있기에 본 연구는 기후변화에 의한 고대 빙

하미생물 출현 및 생태계 변화에 대비하는 기초연구결과 제공을 목표로 하고 있다.

Fig. 1-2. 극지방의 bacterial 유래 아포를 연구한 논문 수의 연도별 변화 추이(Key words :

bacterial spore and antarctica)
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제 2 절 연구개발의 필요성

1. 기술적 측면

Fig 1-3. 기후변화에 의한 고대 빙하 미생물 출현

빙하 미생물 연구는 극지 생태계의 형성과 적응, 진화 규명 및 생명의 기원에 중

요한 연구 결과 제공 측면에서 매우 중요하다. 기후 변화에 따른 빙하 속 아포 형

성 미생물의 발아율이 증가되면서 빙하 유래의 많은 아포 형성 미생물들이 보고되

고 있는 추세이다 (Fig. 1-3). 급속도로 지구 온난화와 빙하 후퇴가 진행되고 있기

때문에 고대 빙하 속 병원성 미생물의 증가가 초래될 수 있다. 따라서 극지 생태계

변화를 미리 예측하기 위한 모델 미생물 확립이 필요하고, 생태계 변화에 대응 방

안 마련을 위한 기초 연구가 요구된다.

미생물의 아포 형성은 극한 상황에서 살아남기 위한 생존 전략의 하나로 아포 형

성 미생물은 극저온 및 고온에서도 살아남을 수 있다. 이러한 아포 껍질 (spore

coat)의 환경 스트레스 내성은 미생물의 생존 전략을 이해하는 중요한 요소이며 더

나아가 우주 생물의 존재 가능성을 뒷받침하는 자료로 사용 가능하다. 극지 빙하미

생물의 아포 형성 관련 단백질의 삼차 구조 분석은 분자 수준에서 극지 생물의 생

존 전략의 이해를 가능하게 한다. 단백질은 모든 생명현상을 관장하고 있는 물질로

서 유전자 정보로부터 알 수 없는 단백질 수식, 극지 환경에서의 생물의 단백질 발

현변화 및 삼차구조 분석은 극지생명현상을 이해하는 결정적 열쇠가 될 것이다. 뿐

만 아니라 극지 미생물의 저온 적응 메커니즘을 분자수준에서 이해하는 것은 호냉
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성 미생물의 진화 연구에 유용한 모델을 제시할 것으로 기대된다.

2. 경제·산업적 측면

빙하 미생물의 아포 형성 메커니즘을 분자 수준에서 이해하는 것은 아포를 형성

하는 탄저균, 보툴리즘 식중독균 등 유사 병원성 미생물에 대한 기초 연구 자료를

제공하는 측면에서 중요하다. 아포 형성에 관여하는 핵심단백질의 3차원 구조와 기

능의 상관관계 연구를 통해서 병원성 미생물의 성장을 억제하기 위한 항생제 또는

신약 개발에 중요한 과학적 기반 정보를 제공할 수 있다. 또한 빙하 미생물로부터

산업적으로 유용한 저온 활성 단백질의 발굴 및 실용화 연구가 가능하며, 극지 생

명현상의 이해와 해석 정보를 바탕으로 새로운 신생명자원을 개발하기 위한 창조산

업의 기반자원을 제공할 수 있을 것으로 기대된다.

빙하 미생물 연구결과 공유는 미생물, 빙하연구, 기후변화 연구 등 다양한 학문

분야에서의 공동연구 계기를 마련하여 BT, IT, NT 등 융합학문을 촉진시킴으로써

극지생명 연구 분야에서 국가의 국제적 위상 제고에 기여할 것이다. 유전체, 단백체

등 극지 고유의 생명정보 확보를 통한 극지연구의 저변확대와 극지생명 연구기술

분야 세계 1위의 국제적 선도 기관으로의 도약이 가능할 것이다.

3. 사회·문화적 측면

지구 온난화의 가속으로 빙하가 녹고 있고 이와 더불어 빙하 속에 갇혀 있던 고

대 미생물 또한 다시 깨어나고 있다. 빙하 미생물이 더 퍼지기 전에 빙하 미생물을

분리 동정함으로써 어떤 종류의 병원성 미생물이 빙하 속에 있는지 파악하고 대응

책을 마련하여야 한다.

본 연구의 결과는 급속도로 진행되고 있는 지구온난화가 극지생물의 생장과 환경

적응에 미치는 영향을 분석하고 극지 생태계 보호 전략을 수립하기 위한 기초자료

로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

제 1 절 국내 연구동향

우리나라에서는 경남대학교 황영일박사 팀과 최선욱박사 팀에서 항생물질 생성

균주인 Streptomyces의 아포 형성과 이차대사산물 생성을 조절하는 유전자를 선별

하여 기능을 밝힌 연구 결과를 발표하였다 (Lee et al., 2008, Park and Choi, 2015).

서울대학교 김병기박사 팀 또한 Streptomyces coelicolor에서 항생물질 생성과 아포

형성에 관여하는 단백질을 발견하고, 이 단백질이 결여된 돌연변이에서 항생물질인

actinorhodin의 생성과 아포형성이 크게 증가하는 것을 확인하였다 (Kim et al.,

2013).

대구 한의대학교 권애란박사 팀은 식중독 균인 Staphylococcus aureus로부터

SpoVG homologue를 분리하여 대장균에서 대량 발현시켜 단백질 결정과 X-ray

diffraction data를 얻는데 성공하였다. SpoVG 단백질은 아포 형성 미생물인

Bacillus subtilis에서 처음으로 발견되었고, stationary phase에서 아포 형성에 관여

하는 것으로 알려져 있다 (kim et al., 2010).

영남대학교 이진태박사 팀은 인돌 (indole)이 gram positive 미생물 중 하나인

Paenibacillus alvei의 아포 성숙을 억제하여 항생제, 낮은 pH 및 에탄올에 노출되었

을 때 이 미생물의 생존을 감소시키고 뿐만 아니라 내열성에도 영향을 미치는 것을

발견하였다 (kim et al., 2011) (Fig. 2-1).

고려대학교 류지훈박사 팀은 식중독 균으로 알려진 Bacillus cereus의 아포 형성

억제 방법 연구를 통해 식혜의 간헐 멸균법을 제시하였다 (kim et al., 2012). 한국

생명공학연구원은 Paenibacillus polymyxa의 genome sequence로부터 아포 형성에

특이적인 신호를 감지하고 전달하는 Sporulation histidine kinases 유전자를 선별하

였고, 아포 형성능력을 없앤 돌연변이 균주를 이용하여 이 유전자들의 기능을 연구

한 결과를 발표하였다 (Park et al., 2012).
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Fig. 2-1. 전자 현미경 이용 P. alvei의 endospore 형성에 인돌 영향 조사. SC, spore coat;

Cx, cortex; SPC, spore core (kim et al., 2011)

최근 한양대학교는 탄저병의 원인 균주인 Bacillus anthracis에서 특정 유전자 돌

연변이체를 제작하였을 때 아포 형성과 발아가 지연되는 결과를 발표하였다. 이 유

전자는 탄저병 치료를 위한 잠재적 바이오 마커인 endopeptidase로 밝혀졌다 (Kim

et al., 2017). 하지만 이렇게 다양한 아포형성 관련 연구에도 불구하고 환경 스트레

스와 아포 형성의 상관관계와 관련된 국내 연구는 전무한 상황이다.
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제 2 절 국외 연구동향

아포 연구는 약 100년 전 100 ℃의 끊는 물에서도 살아남을 수 있는 Bacillus

anthracis가 아포를 형성하는 것을 알게 되면서 시작되었다. 이후 아포 형성이 어떻

게 열과 다른 스트레스에 대해 저항성을 갖는지에 대한 연구가 진행되었다

(Bartholomew et al., 1950) (Fig. 2-2). 아포 연구의 대표종인 Bacillus subtilis의 아

포를 연구하기 위한 염색방법이 개발되었고 연구되었고 (Driks, 1999), 아포 형성의

주기 및 관련 유전자들을 밝히는 연구 등이 진행 되고 있다 (Fig. 2-3, Table 2-1).

Fig. 2-2. 단계별 아포 형성 (sporulation) 과정. (A) 이포형성 초기 σH 활성이 증가함. (B)

다음 단계에서 비댕칭형의 격막이 형성되면서 세포를 모세포와 전아포 두 부분으로 나눔.

전이포 단계에서 σF 이 모세포에서는 σE 이 활성을 나타냄. (C) 전아포는 세포막으로 둘러

쌓임. σG 가 전아포에서 활성을 가지고 σK 는 모세포에서 별현됨. (D) 피질 (cortex) 형성

(격자 모양). (E) 외피 형성이 보임 (검은색). (F) 아포 형성의 마지막 단계에서 모세포는 녹

고 성숙된 아포를 외부로 유출함. (G) 영양분이 풍부할 때 아포는 다시 살아나고 자람
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Fig. 2-3. 모세포에서의 주기별 관련 유전자의 발현 양상. 각 단계에서의 전사 요소 및 발현

Table 2-1. 아포 형성에 관련된 유전자 리스트

특히 Bacterial 아포 형성 관련 단백질에 대한 연구가 계속해서 증가하고 있음을

볼 수 있다. 본 분야의 국가별 논문 발표조사를 보면, 2005년부터 2013년까지 미국

에서만 2375편의 논문이 발표 되었고, 영국이 634편으로 2위, 일본에서 410편의 논

문을 발표함으로써 3위를 차지하였다. 우리나라는 상대적으로 적은 126편의 논문이

발표되었으나 bacterial 아포 protein에 대한 연구는 거의 전무한 상태이다 (Fig.

2-4).
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Fig. 2-4. 국가별 논문 발표조사

Bacterial 아포 형성 단백질에 대한 가장 많은 논문을 발표한 기관은 University

of Connecticut Health Center로 1위를 차지하였고, Harvard University가 두 번째

로 많은 논문을 발표하였다. 또한 Scripps Research Institute, Institut Pasteur,

Paris 등 미국을 비롯한 유럽의 여러 대학과 기관에서 연구가 꾸준히 진행되고 있

다. 아포 관련 연구는 University of Connecticut Health Center의 Peter Setlow 박

사가 281편으로 가장 많은 논문을 발표하였고, 뒤를 이어 Harvard University의

Richard Losick 박사가 142편의 논문을 발표하였다. 그 외에 세계 여러 기관에서

비슷한 수준으로 연구를 진행하고 있다.

1. 미국

2006년 미국 Prof. Pun To Yung 팀은 그린랜드의 약 300년 된 ice core에 (94m)

존재하는 endospore 연구를 진행하고 아포 성장 시작에 관한 연구 결과를 발표하였

으며 (Yung et al., 2007) (Fig. 2-5), Prof. Paul G. Falkowski 팀은 남극 Beacon

Valleley의 약 8백만년전 빙하로부터 미생물의 존재를 밝히고 배양에 성공하였다
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(Bidle et al., 2007). 아포 형성 미생물인 Bacillus를 비롯한 여러 미생물의 아포 구

조 및 조직, 아포 형성 메커니즘, 아포 형성 유전자 발현 조절 및 신호전달 기작 등

에 관한 다양한 연구가 결과가 발표되고 있다.

아포 형성 관련 단백질의 구조 생물학적 연구도 활발히 진행되고 있다.

University of California at San Diego 의 Prof. Kottayil IVarughese 팀은 Bacillus

subtilis 의 sporulation 을 조절하는 신호 전달 경로에 관여하는 Spo0F 라는

단백질의 3차 구조를 밝혔다 (Madhusudan et al., 1996).

오클랜드 아동병원 연구소의 James ABrannigan 박사 팀과 Scripps Research

Institute 의 HKottayil I.Varughese 박사팀은 아포 형성 단백질과 DNA 복합체의

삼차구조를 밝혀 아포 형성을 분자적 관점에서 보다 잘 이해할 수 있도록 했다

(Lee et al., 2008, Zhao H et al., 2002). 최근에는 시카고의 Anderson, W.F. 박사

팀에서 약물 타겟이며 동시에 박테리아 sporulation 에 필수적인 lytic

transglycosylase 효소의 삼차 구조를 아포 형성 병원성 미생물로부터 해석하였다

(Nocadello, S et al., 2016).

Fig. 2-5. 빙하를 이루고 있는 얼음결정 사이의 작은 얼지 않은 공간 (Brine pocket) 에서

살아가고 있는 빙하미생물 확인 (Junge et al., 2011)
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2. 유럽

영국은 미국 다음으로 아포 관련 연구가 많이 진행되고 있다. 아포 형성 관련 단

백질 구조에 관한 연구를 살펴보면, 1999년 University of York에서 Bacillus

subtilis의 spore coat 합성에 관여하는 효소와 효소-nucleotide 복합체의 삼차구조를

해석하였고 (Simon J. Charnock and Gideon J. Davies, 1999), 같은 대학의 Prof.

James A Brannigan팀은 sporulation 마지막 단계에서 아포 성숙을 조절하는 DNA

결합 단백질의 구조를 해석하여 이 단백질이 Bacillus subtilis의 아포 형성에 근본

적인 전사 조절인자임을 밝혔다 (Valérie M.-ADucros et al., 2001). 뿐만 아니라

Bacillus subtilis의 아포 형성 단계에서 모세포와 전아포에서 발현된 두 단백질이

intercellular channel complex를 형성하는 것이 밝혀졌다 (Vladimir M. Levdikov et

al., 2012).

독일 Max Planck Institute for Developmental Biology의 Kornelius Zeth박사 팀

에서는 아포 발달 과정 중 유전자 발현을 마지막으로 조절하는 전사조절인자의 단

백질 삼차구조를 밝히고, 단백질 서열과 구조 유사성을 다른 박테리아와 비교하여

진화 연구에 도움이 되는 결과를 발표하였다 (Iris Asen et al., 2008).

많은 아포 연구에도 불구하고 빈영양상태 및 환경 스트레스 조건에서 어떻게 오

래도록 아포 형태로 살아남는지에 대한 연구가 미비하며 전체적 메커니즘을 연구하

기 위한 구조 생물학적 연구가 더욱 필요한 실정이다.

아래 Table 2-2은 국내외 연구 현황에 대한 요약 자료이다.

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

경남대학교 (황영일, 최선욱)
Streptomyces의 아포 형성과 이차대사
산물 생성 조절 유전자 기능연구 성과 활용의 예 없음

서울대학교 (김병기)
Streptomyces coelicolor 아포 형성 단
백질 결여 돌연변이체 제작 및 균주
특성 분석

성과 활용의 예 없음

대구한의대 (권애란)
아포 형성 단백질 homologue를 식중
독균으로부터 정제, 발현, 단백질 결정
화 성공

성과 활용의 예 없음

영남대학교 (이진태)
Indole이 Paenibacillus alvei의 아포 성
숙에 미치는 영향 분석, 스트레스 저항
성과 생존 능력 감소 확인

성과 활용의 예 없음

Table 2-2. 국내외 아포 관련 연구 현황 요약



- 26 -

고려대학교 (류지훈)
아포 형성 억제 방법연구를 통해
식혜의 간헐 멸균법 제시

성과 활용의 예 없음

한국생명공학연구원
Paenibacillus polymyxa의 아포 형성
관련 신호전달 유전자 선별 및 돌연변
이 균주를 이용한 유전자 기능 분석

성과 활용의 예 없음

한양대학교 (채영규)
탄저병 원인균인 Bacillus anthracis의
돌연변이체 제작, 아포 형성과 발아
지연 확인

성과 활용의 예 없음

University of Connecticut
Health Center

아포 형성 박테리아인 Bacillus를
이용한 연구가 진행중. 1) 아포 형성을
통한 가열 또는 산화제에 대한 저항성
메카니즘 연구; 2) 아포 형성 메카니즘
연구; 3) 세포막 내에 존재하는 아포의
구조와 조직 연구

성과 활용의 예 없음

Harvard University

아포를 형성하는 Bacillus subtilis의
분화, morphogenesis, multicelluarity에
대한 연구가 진행중. 아포 형성
유전자의 발현 조절 메카니즘 및
세포내 새로운 신호에 대한 연구

성과 활용의 예 없음

Newcastle University,
Centre for Bacterial
Cell Biology in
Newcastle

생화학적 유전학적 현미경관찰을
이용해 Bacillus subtilis에 대한 세포
형태에 대한 연구를 진행중

성과 활용의 예 없음

The Scripps Research
Institute

Bacillus subtilis의 신호전달과 세포
분화 기작 연구

성과 활용의 예 없음

Loyola University
Health System

B. anthracis, B. subtilis, C. difficile
에서의 아포 내구성 연구
세포벽 구조형성의 분자적 메카니즘
연구 및 병원균에서의 보호성 아포
구조 연구

성과 활용의 예 없음

University of California at
San Diego

Bacillus subtilis의 아포 형성 조절 신
호전달 단백질의 3차 구조 해석 성과 활용의 예 없음

Children's Hospital Oakland
Research Institute

아포 형성 단백질과 DNA복합체 3차
구조 해석 성과 활용의 예 없음

Northwestern University

병원성 미생물인 Bacillus anthracis와
Clostridium difficile로부터 약물
타겟인 동시에 아포 형성과 관련된
효소의 3차 구조 해석

성과 활용의 예 없음

University of York

Bacillus subtilis의 spore coat 합성 효
소, 아포 성숙 조절 단백질, 아포 형성
단계에서 발현되는 단백질 complex 구
조 해석

성과 활용의 예 없음

Max Planck Institute
아포 발달 마지막 단계의
전사조절인자 단백질 구조 해석 성과 활용의 예 없음
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제 3 장 연구개발 수행 내용 및 결과

제 1 절 연구개발 방법

1. 빙하미생물 샘플 확보

○ 극지 빙하샘플로부터 분리한 호냉성 박테리아인 Paenisporosarcina sp. Strain

TG-14 와 Paenisporosarcina sp. Strain TG-20에 대한 기초 유전자 분석 연구를

조사함 (SCI 논문 2편).

- Draft Genome Sequence of Paenisporosarcina sp. Strain TG-14, a

Psychrophilic Bacterium Isolated from Sediment-Laden Stratified Basal Ice

from Taylor Glacier, McMurdo Dry Valleys, Antarctica. (2012) Journal of

bacteriology 194, 6656-6657. (IF: 3.825)

- Draft Genome Sequence of Paenisporosarcina sp. Strain TG-20, a

Psychrophilic Bacterium Isolated from the Basal Ice of Taylor Glacier. (2012)

Journal of bacteriology 194, 6636. (IF: 3.825)
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Fig. 3-1. 2012년 미국 루이지에나 대학의 Brent C. Christner 교수 연구실에서 빙하 미생물

분리 작업 모습
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Fig. 3-2. 빙하 미생물 (Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 와 Paenisporosarcina sp.

Strain TG-20) 의 현미경 사진. 저온에서 (0-10도) 잘 자라는 것을 확인

Fig. 3-3. 빙하 미생물 (Paenisporosarcina sp. Strain TG-14) 의 전자 현미경 사진. 영하

5도의 얼어있는 배지에서도 생존
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2. 단백질 타겟 선정

○ 극지 빙하미생물인 Paenisporosarcina sp. Strain TG-14, Paenisporosarcina sp.

Strain TG-20 그리고 비교 미생물인 Bacillus licheniformis Strain 9F에 존재

하는 아포 형성 타겟 유전자의 클로닝 및 발현 실험

○ 기 알려진 스포어 관련 단백질들 간의 서열 비교를 통한 타겟 선정
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3. 재조합 단백질 발현 및 정제

가. 극지빙하 유래 아포 형성관련 단백질의 클로닝 및 기초 조사

- 생물 정보학적인 방법을 통하여 타겟 단백질에 대한 도메인 및 2차 구조 분

석

나. 타겟 단백질의 유전자 확보

다. 재조합 단백질 발현 및 정제 프로토콜 확립

- 분석된 정보에 따라 전체 단백질 또는 도메인으로 구분하여 대장균에서 대량

발현을 시도

- 발현된 단백질의 solubility 와 folding을 향상 시키고 정제를 용이하게 하기

위해 다양한 fusion 단백질의 형태로 발현 시도 (His tag fusion: pET

vectors, GST fusion: pGEX vectors, MBP fusion: pMAL vectors)

- 대장균에서 발현되지 않은 단백질과 당 단백질 같은 경우에는 효모 또는

baculovirus를 이용한 진핵 생물 발현 시스템을 이용하여 발현 시도

- 발현된 단백질에 대하여 affinity chromatography, ion exchange

chromatography, gel filtration chromatography 등의 방법을 통하여 단백질

정제
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- 수용성으로 발현되지 않는 단백질에 대해서는 계면 활성제를 이용한 추출 방

법 및 refolding 방법을 통하여 정제

- 단백질의 정성분석: dynamic light scattering, native gel, mass spectrometry

등을 이용하여 단백질의 순수도 및 결정화 여부를 확인. 성공적인 단백질 결정

화를 위해서는 homogeneous 상태의 단백질이 요구 되어 지기 때문에 위의 3

가지 방법을 통해 단백질의 상태를 학인하고 최적의 buffer 조건을 결정 할

수 있음

4. 구조 분석을 통한 활성 또는 결합 부위예측 및 반응기작 설명

가. 타겟 단백질의 구조 분석을 위한 결정화 조건 탐색

- 정제된 단백질을 이용하여 1만 2천 가지 이상의 조건을 Screening 하여 단백질

결정을 확보

- 확인된 단백질 결정을 X-선 회절 데이터를 측정할 수 있는 결정으로 최적화

나. 단일 결정으로부터 X-선 회절 데이터 수집

- 포항가속기 연구소 (PAL), 일본의 Photon factory 또는 미국의 Argonne

National Laboratory’s Advance Photon Source (APS) 방사광을 이용하여 고

에너지의 X-선으로부터 단백질 결정의 회절 데이터 수집

- Se-Met 치환된 단백질에서 multi-wavelength anomalous diffraction (MAD)

data를 얻어 phase 문제를 해결

다. 타겟 단백질의 고해상도 삼차구조 해석 및 분석

- 단백질 구조 결정: Solve, Resolve, MOLREP, Auto Sharp, arp/wARP, CNS,

REFMAC, BUSTER-TNT 등의 program을 이용하여 phase계산과

refinement를 수행

- 단백질의 3차 구조를 결정한 후 활성 부위, 상호작용에 중요한 부위를 확인 및

활성을 향상 시킬 수 있는 돌연변이 위치 디자인

- 구조정보를 통해 찾아낸 활성 또는 상호작용 부위를 돌연변이 단백질들을 이

용한 생화학적 실험을 통해 검증
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Fig. 3-4 단백질 구조분석 연구 work flow

제 2 절 연구개발 결과

1. 핵심 전사 조절 단백질의 구조 분석

가. Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 미생물 유래 Spo0A regulation

domain (Spo0A-R) 구조 기능 연구

- Spo0A의 인산화에 의해 유도되는 구조적 변화와 그에 따른 신호전달 메

카니즘 연구
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Fig. 3-5. 스포어 형성 초기단계의 신호전달 체계. 스포어 형성 초기단계에서 중요한 역할

을 하는 단백질의 인산화 및 탈인산화를 위한 상호작용 그림, 확대된 둥근 원안은 본 과제

에서 규명한 Spo0A 단백질의 삼차 구조 모습
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Fig. 3-6.. 불활성 상태 PaSpo0A-R (탈인산화된 상태)와 활성 상태 BsSpo0A (인산화된

상태)의 구조적 비교. (A) 불활성화 상태의 PaSpo0A-R, 마그네슘 이온이 결합해 있음을 볼

수 있음. (B) 활성화 상태의 BsSpo0A-R (PDB code 1QMP)와 겹침을 통한 비교, 인산화에

의한 영향으로 β5-α4 고리 부분의 변화와 α1-β2 고리 부분의 변화함을 확인 할 수 있음.

(C) 불활성 상태의 PaSpo0A-R 확대. (D) 활성 상태의 BsSpo0A-R 확대 (E) C와 D의 그림

을 겹쳐서 잔기의 변화 확인. Leu85 main chain의 carbonyl oxygen이 인산화에 따라 움직

임을 확인
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Fig. 3-7. 이합체 형성에 관여하는 수신 도메인의 인터페이스. (A) 이합체를 이루는 수신

도메인을 지니는 단백질들의 서열 비교 (Spo0A, NarL, DesR, KdpE, PhoP, YycF, KdpE)

(B) BsSpo0A-R (PDB code 1DZ3)의 경우, α5나선을 스와핑하여 이합체 형성 (C) KdpE

(PDB code 1ZH4)의 경우, α4-β5-α5 간의 인터페이스를 통해 이합체 형성 (D) Response

regulator spr1814 (PDB code 4E7P)의 경우, N말단 수신 도메인과 C말단 DNA 결합 도메

인 사이의 연결 부분을 통해 이합체를 이룸 (E) DesR (PDB code 4LE0)의 경우, α1과 α5

나선의 소수성 결합을 통해 이합체를 형성
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Fig. 3-8. Analytical ultracentrifugation (AUC)를 이용한 PaSpo0A-R 과 PaSpo0A전체의

분석 (A) PaSpo0A-R 단량체 확인 (B) 전체 PaSpo0A 또한 단량체로 확인

Fig. 3-9. 단백질결정 배열에서 확인된

PaSpo0A의 이합체 (A) Glutaraldehyde를 이

용한 crosslinking 실험은 PaSpo0A 부분적으

로 이합체 또는 다량체를 형성함을 보여줌

(B) 단백질 결정의 배열에서 Asp56과 인접

한 부분은 초록색, α4-β5-α5 부분은 노란색

으로 나타냄 (C) 소수성 결합들과 수소결합

이 두 부분의 인터페이스를 이룸
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Fig. 3-10. Spo0A와 DNA 결합체 컴퓨터 모델 (A) 인산화에 따른 Spo0A-R의 RMSF 비

교, 빨간색으로 표시한 부분에서 커다란 변동을 보임 (B) 모델링을 통해 전체 Spo0A가 본

연구에서 제시한 이량체를 이루고 DNA에 결합해있는 모델을 제시
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나. Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 미생물 유래 Spore 형성 초기단계

인산화전달효소 B (Spo0B) 정제 및 결정화 성공
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Fig. 3-11. Spo0B의 정제과정과 결정화 및 회절실험
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다. Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 미생물 유래 Spore 형성 초기단계

인산화전달효서 F (Spo0F)의 구조 연구

Fig. 3-12. PaSpo0F의 단백질 서열과 구조 (A) PaSpo0F의 전체적인 구조 (B) Spo0F의 인

산화 신호 전달 모식도 (C)P PaSpo0F와 다른 신호 전달 단백질들 간의 서열 비교, 인산화

잔기인 Asp는 빨간색으로 표시

Fig. 3-13. 탈인산화 상태 (불활성화)와 인산화 상태 (활성화)상태의 PaSpo0F 구조 비교

(A) 탈인산화 상태의 PaSpo0F X-ray 결정 구조 (B) 인산화 상태의 PaSpo0F 모델링 구조

(C) PaSpo0F가 인산화됨에 따라 금속 결합 부위의 네트워크에 변화가 생김
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다. Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 미생물 유래 Spore coat 발현 조절

단백질 (GerE) 정제, 결정화, 구조해석 연구

Fig. 3-14. 구조해석을 위한 GerE의 결정화와 회절실험. GerE의 결정화와 회절 실험 수행.

해석한 GerE의 구조를 보면 DNA와 결합하는 helix-turn-helix 모티프를 지니고 있음을 확



- 44 -

인할 수 있음

Fig. 3-15. Analytical ultracentrifugation (AUC)를 GerE의 다량체 형성여부 분석. 용액 상

에서 95% 가량은 단일체로 확인되었지만 5% 가량은 이량체로 확인. DNA에 결합함 따라

이량체를 이룰 것으로 예상

Fig. 3-16. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 실험을 통한 GerE의 결합부위 확

인. CotB의 프로모터로 추정되는 부위에 GerE 단백질이 결합
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2. 스포어 상태에서 다시 분열단계로 넘어가는 단계의 조절 단백질 연

구

가. Paenisporosarcina sp. Strain TG-20 미생물 유래 germination

protease (GPR) 의 구조-기능 연구



- 46 -

Fig. 3-17. GPR의 결정화와 회절 실험, GPR의 전체적인 구조. 이량체를 이루고 있음

Fig. 3-18. GPR의 구조적 특징. GPR은 스포어 상태에서는 Zymogen 형태로 존재. 특정 신

호에 의해서 N-term에 위치하고 있는 전도서열 (파란색)이 떨어져 나가고 활성화 상태가

됨. 절단 부위를 보면 Lys63과 Gln197이 상호작용을 하고 있음. 두 잔기뿐만 아니라 His

204 또한 Zymogen이 활성화 되는데 중요 역할을 할 것으로 보임
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나. Bacillus licheniformis Strain 9F 박테리아 유래 Germination protease 단

백질의 정제 및 결정화 성공

- 저온성 미생물인 Paenisporosarcina sp. Strain TG-20 유래 GPR과 비교

연구를 위한 고온성 미생물의 GPR 연구의 필요성
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Fig. 3-19. 9F_GPR의 정제와 단백질 결정화 및 회절 실험
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3. 스포어 형성 신호물질 중 하나인 디피콜산 (Dipicolic acid; DPA) 관

련 단백질 연구

가. Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 미생물 유래 디히드로디피콜린산

합성효소 (Dihydrodipicolinate synthase; DHDPS)

Fig. 3-20. 디히드로디피콜린산 (DHP) 관련 모식도. DHDPS는 pyruvate와

L-aspartate-semialdehyde (ASA)를 이용해 DHP를 합성함. DHP는 DPA 합성 경로의 선도

물질이며, Lysisne 합성 경로에도 포함 됨. 더욱이 Lysine 합성 경로의

meso-diaminopimelate (m-DPA)는 박테리아의 세포벽을 형성하는 펩티도글리칸의 주요 요

소임
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Fig. 3-21. DHDPS와 DHDPR를 함께 이용한 활성측정 결과. DHDPS의 생성물질인 DHP

는 화확적으로 불안정하여 측정이 어려움. 따라서 DHP의 전구체인 ASA를 이용해 DHDPR

과 DHDPS를 함께 반응시켜 DHDPR의 co-factor인 NAD(P)H의 감소량을 확인 하는 방법

으로 효소 활성 측정
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나. Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 미생물 유래 디히드로디피콜린산

환원효소 (Dihydrodipicolinate reductase; DHDPR)

- DHDPR은 디피콜린산(DPA)의 생성을 촉진시킴

- NAD(P)H는 DHDPR의 co-factor로 작용

- DPA는 DHDPR의 억제제로 작용

Fig. 3-22. ITC 분석을 통한 NADH와 NADPH 결합능 확인, (A) NADH에 비해 (B)

NADPH에 대하여 월등한 결합 특성을 보임
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Fig. 3-23. NADH와 NADPH에 따른 활성 비교. NADPH가 NADH에 비해 월등하게 높은

활성을 나타냄

Fig. 3-24. NADPH와 DPA가 결합한 DHDPR의 구조모델. 기질이 결합하는 C-말단 도메인

과 co-factor가 결합하는 N-말단 도메인으로 나누어짐.
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Fig. 3-25. DHDPR의 구조적 특징 (A) DHDPR은 사량체를 형성함, C-말단 도메인부분(살

구색)이 마주하고 N-말단 도메인(연남색)이 바깥을 향하는 모양임 (B),(C) NADPH의 결합

여부에 따라 닫힘 또는 열림 상태가 됨. NADPH(자주색)가 결합함에 따라 N-말단부분의

고리부분에 변화가 생기고 닫힘 상태가 됨

Fig. 3-26. DHDPR의 NADPH 결합 부위 (A) Apo 상태의 DHDPR N-말단 도메인
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부분 (B) NADPH가 결합한 DHDPR의 N-말단 부분, NADPH의 인산기와 주요 잔

기가 결합함 (C) N-말단의 긴 고리 부분이 NADPH가 결합하면서 커다란 구조적

변화를 이룸. 고리 부분에 존재하는 특정 잔기들 (His35, Lys36) 이 NADPH 아데

닌쪽 인산기와 결합함. 해당 잔기는 NADPH 특이적인 결합에 주요한 역할을 할 것

으로 예상됨

Fig. 3-27. DHDPR의 활성 자리 스테레오 그림. DHDPR의 억제제인 DPA가 DHDPR의 활

성 부위에 결합해 있음. DHDPR의 활성의 주요 잔기는 보존되어 있으며 몇몇 잔기는 물분

자를 매개하여 상호작용함
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Fig. 3-28. DHDPR의 돌연변이 실험. NAD(P)H 결합에 중요한 잔기 선별 및 해당 잔기의

돌연변이를 이용한 DHDPR 활성 측정.
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제 4 장 연구개발목표 달성도 및 대외 기여도

제 1 절 연구목표 달성도

1. 연구목표 및 연구내용

가. 연구개발의 최종목표

본 연구개발의 최종 목표는 극지 빙하미생물의 생존전략중의 하나인 아포 형성

메카니즘 이해하는 것이다 (Table 4-1).

○ 최종목표: 극지 빙하미생물의 생존전략중의 하나인 아포 형성 메카니즘

이해

- 극지방의 아이스 코어에서 존재하는 아포 형성 미생물이 어떻게 저온내성

을 유지하게 되는지에 대한 해답 제시

- 아포의 구조적 특징 및 sporulation으로 전환되는 요소 규명

- 아포 형태에서 germination (dicision cycle) 으로 전환되는 요소를 찾고

최종적으로 아포 형성과 저온 적응과의 상관관계 분석

○ 연차별 목표

1차년도
극지 빙하샘플로부터 아포 상태로 있는 미생물의 분리 및 동

정, 아포 형성에 관여하는 유전자 서열 확보 및 분석

2차년도
아포 상태일때와 세포분열 상태일때의 단백체 발현 양상 비

교, 타겟 단백질의 고해상도 삼차구조 해석

3차년도 극지 빙하미생물의 아포 형성 메카니즘 제시

Table 4-1. 본 연구개발의 최종목표
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나. 연차별 연구개발 목표 및 내용

구분 년도 연구개발목표 연구개발내용

1차년도 2014

극지

빙하샘플로부터

아포 상태로 있는

미생물의 분리 및

동정

- 극지 빙하속에 존재하는 호냉성 미생물 확

보, 분리 및 동정

- 16S rRNA 유전자 분석을 통한 미생물 동

정

- 아포 상태로부터 배양 가능한 조건 탐색

2차년도 2015

아포 형성에

관여하는 유전자

서열 확보 및 분석

- 아포 형성 관련 단백질 유전자 확보

- Blast search를 통해 구조 연구에 임팩트가

있는 단백질 타겟 선정 및 유전자 확보

아포 상태일때와

세포분열

상태일때의 단백체

발현 양상 비교

- RNA-seq을 통한 저온 스트레스 조건 및

아포 형성시 유전자의 발현 정도 분석

- 아포 형성에 의해 유도되는 발현 단백체

특성 분석

- 아포 형성 신호전달관련 단백체 지도 구축

3차년도 2016

타겟 단백질의

고해상도 삼차구조

해석

- 타겟 단백질의 발현 및 정제 시스템 구축

- 고해상도 삼차구조 정보획득

- 구조적 특성 비교분석

극지 빙하미생물의

아포 형성 메카니즘

제시

- 생명정보학을 이용한 유전체, 단백체 데이

터 분석

- 아포 형성관련 상호신호전달 체계분석

- 스트레스 조건에서 아포의 구조 및 기능 변

화 분석

Table 4-2. 연차별 연구개발 목표 및 내용

2. 연구개발 성과

본 연구개발의 주요내용은 빙하 미생물 2종 (Paenisporosarcina sp. Strain TG-14

와 Paenisporosarcina sp. Strain TG-20) 에 대한 유전자 정보 분석을 통해 스포어

형성에 관여하는 핵심단백질 유전자들을 찾고 이들을 재조합으로 발현하여 기능 분

석 및 삼차 구조해석을 통해 빙하미생물의 스포어 형성 기작을 이해하는 것이다.
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정성적 목표 주요 연구개발 실적 달성도

1차년도

(2014)

극지

빙하샘플로부터

아포 상태로

있는 미생물의

분리 및 동정

- 빙하 미생물 2종 (Paenisporosarcina sp. Strain

TG-14 와 Paenisporosarcina sp. Strain TG-20)

확보

- 극지 빙하샘플 미생물과의 비교 연구를 위하여

열수 분출공에서 분리한 고온성 균주 Bacillus

licheniformis Strain 9F 박테리아 균주 확보

100%

2차년도

(2015)

아포 형성에

관여하는 유전자

서열 확보 및

분석

- 빙하 미생물 2종 (Paenisporosarcina sp. Strain

TG-14 와 Paenisporosarcina sp. Strain TG-20)

유전자 정보분석을 통해 스포어 형성 핵심

유전자 확보, 스포어 형성관련 단백질 타겟 86

종 선정

- 고온성 스포어 형성 균주 Bacillus licheniformis

Strain 9F 박테리아 유전자 분석을 통해 스포어

형성 관련 타겟 단백질 유전자 20종 선정

100%

아포 상태일때와

세포분열

상태일때의

단백체 발현

양상 비교

- Paenisporosarcina sp. Strain TG-14

박테리아에서 Real-time PCR을 이용하여

스포어 상태일때와 세포분열 상태일때의

핵심단백질 (dihydrodipicolinate reductase,

Spo0A, Spo0F and GerE) 발현 양상 비교

3차년도

(2016)

타겟 단백질의

고해상도

삼차구조 해석

- Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 유래의

inactive 상태의 Spo0A regulation domain

(PaSpo0A-R) 구조 해석

- Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 유래의

dihydrodipicolinate reductase 효소 (PaDHDPR)

자체 구조와 NADPH/DPA 가 결합된 구조 해석

- Paenisporosarcina sp. Strain TG-14 유래의

GerE 단백질의 구조해석

- Paenisporosarcina sp. Strain TG-20 유래의

Germination protease (GPR) 단백질의 구조해석

- Bacillus licheniformis Strain 9F 유래의

Germination protease (GPR) 단백질의 구조해석

100%

극지

빙하미생물의

아포 형성

메카니즘 제시

- 빙하 미생물의 스포어 형성 신호는 여러 가지

단백질의 인산화와 탈인산화에 의해서 조절

되고 이 과정 중에 핵심 단백질인 Spo0A 의

삼차구조 및 생화학적 연구를 통해 인산화에

의해 PaSpo0A 단백질이 이량체를 형성해서

타겟 DNA에 결합하여 스포어 형성에 관여하는

다른 유전자의 발현을 조절한다는 사실 규명

Table 4-3. 본 연구개발의 정성적 성과
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

○ 빙하 미생물의 단백체 및 단백질 구조연구는 극지생태계의 형성과 적응, 진화

규명으로 극지생태계 보존기술과 생명의 기원에 중요한 연구 결과 제공

○ 유전체, 단백체 등 극지고유 생명정보 확보를 통한 극지연구의 저변확대와 극

지생명 연구 분야 세계 1위의 국제적 선도 기관으로 도약

○ 미지의 극지생명정보를 적극 확보하고 BT, IT 등 융합학문을 촉진시킴으로써

극지 생명공학 분야 국가 경쟁력 제고

○ 극지 지역을 중심으로 급속도로 진행되는 지구 온난화의 원인을 극지고유 생

물을 중심으로 한 단백체학적 접근법을 사용하여 기후학과 생물학의 연계점을

제시

○ 궁극적으로는 극지의 환경변화가 극지생물에 미치는 영향을 생물의 생리를 직

접적으로 조절하는 단백질 수준에서 대량의 정보를 획득하여 향후 극지생물을

중심으로 한 극지연구의 활성화를 유도

○ 빙하 미생물의 아포 형성 메카니즘의 분자 수준에서의 이해는 아포를 형성하

는 다른 병원균에 대항하는 항생제 또는 신약 개발에 중요한 과학적인 기반정

보 제공

○ 유전체, 단백체 등 극지고유 생명정보 확보를 통한 극지연구의 저변확대와 극

지생명 연구 분야 세계 1위의 국제적 선도 기관으로 도약을 통한 국제사회에서

의 국가 위상 제고

○ 극지 생명현상의 이해와 해석 정보를 바탕으로 새로운 신생명자원을 개발하기

위한 창조산업의 기반자원 제공

○ 극지생물에 대한 단백체 및 구조-기능 연구결과물은 기존의 유전체연구 뿐만

아니라 기후변화에 의한 영향연구 및 환경오염물질에 의한 변화를 종합적으로

이해하는 것이 필수적이므로 융복합 연구사업 또는 부처 R&D 사업으로 확대

가능성 있음

○ 극지 빙하미생물에 대한 다양한 학문분야에서의 공동연구 계기를 마련함
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