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Ⅰ. 제    목

극지 미생물유래 분해효소를 이용한 퇴행성뇌질환인 파킨슨병의 치료제 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

  본 연구과제는 1) 극지미생물의 chromosomal DNA 및 metagenomic pool

을 이용하여 단백질 가수분해 효소 유전자를 탐색 확보하고, 이를 이용하여 유

전자 라이브러리를 구축하고, 2) 가수분해유전자 라이브러리를 이용하여 극지미

생물유래의 단백질 가수분해효소의 특성, 기능, 그리고 구조분석을 통하여 생화

학/분자생물학적인 특성을 규명하며, 3) 극지미생물유래의 단백질가수분해효소

를 이용하여 퇴행성뇌질환의 원인인 올리고솜의 분해 및 제어기작을 응용할 수

있는 시스템을 구축하는 것을 목표로 한다.

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

○ 극지미생물 유래의 단백질 가수분해효소의 탐색 및 라이브러리 구축

○ 단백질가수분해효소의 생산시스템 구축 및 특성분석

○ 퇴행성 뇌질환의 아밀로이드형성기작 및 올리고솜 형성

○ 가수분해효소의 결정화를 통하여 3차원 구조결정

○ 동물세포 및 마우스모델에서 신경세포의 작용기작 연구

Ⅳ. 연구개발결과의 활용계획 

○ 연구 성과를 통한 추가연구 및 신규분야 활성화

○ 연구 성과 활용을 위한 데이터 베이스 구축

○ 국제 공동연구네트워크의 구성
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제 1 장 서론

고령화 사회의 도래와 더불어 노인들에게서 주로 나타나는 알츠하이머 병, 파킨

슨병, 그리고 헌팅턴병 등의 퇴행성 뇌질환들은 환자, 가족 및 보호자, 그리고 사회

전반에 걸쳐서 막대한 경제적 비용을 초래하고 있으며, 노년기 개인의 삶을 피폐하

게 만드는 주요한 원인으로서 공동체의 파괴를 가져오는 커다란 사회불안요소중의

하나이다. 이러한 퇴행성 뇌질환들은 구체적으로 뇌에서 기억 및 운동을 담당하는

신경세포들의 사멸이나 기능저하에 의해 일어나게 되며, 우리나라뿐만 아니라 구미

각국에서도 가장 큰 사회적인 관심사항중의 하나로 부각되고 있으나, 현재까지 다

양한 노력에도 불구하고 퇴행성 뇌질환을 효과적으로 예방하거나 치료할 수 있는

방법은 알려져 있지 않다. 따라서, 이러한 퇴행성 뇌질환에 대한 연구는 뇌신경계에

대한 생명과학적 이해를 가능하게 하는 기초과학의 성격을 가진 동시에, 보건의료

산업에서 고부가가치를 창출할 수 있는 미래기술의 중요한 방향이라고 할 수 있다.
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

알츠하이머병, 파킨슨병, 헌팅턴병등 많은 종류의 퇴행성 뇌질환들은 공통적으

로 환자의 뇌조직에서 아밀로이드 및 그 침착체(Amyloid plaue나 Lewy bodies 등)

가 발견되는 특징을 가지고 있다. 즉, 뇌신경세포의 특정 단백질들(Amyloid beta, α

-Synuclein, Tau, Huntington 등)이 비정상적인 집적화과정을 거쳐서 올리고솜

(Oligosome)이라 불리는 단백질 복합체를 만들게 되고, 추가 단계를 거쳐서 최종적

으로 아밀로이드 및 그 침착체를 형성되는 것으로 이해되고 있다. 흥미롭게도 이

과정에서 형성되는 올리고솜은 뇌신경세포의 사멸에 직접적인 영향을 미치는 퇴행

성 뇌질환 유발원으로 알려져 있다. 즉, 병인 단백질이 침전과정을 통하여 올리고머

(oligomer) 상태가 되었을 때 세포독성을 가지게 되며, 성숙된 아밀로이드로 성장하

게 되면 더 이상 세포독성을 나타내지 않게 된다고 생각된다.

현재까지 퇴행성 뇌질환에 관한 치료제 개발 연구는 크게 두 가지 방향으로 진

행되고 있는 데, 1) 올리고솜 및 아밀로이드의 형성을 억제할 수 있는 작은 유기분

자화합물(small organic molecules)의 개발과, 2) 세포사멸에 직접적인 영향을 미치

는 올리고솜에 효과적으로 결합할 수 있는 특정 항체의 개발에 집중되어 있다. 그

러나, 이러한 연구방향은 1) 세포사멸기작의 원인인 올리고솜의 물리적/화학적 특

성이 아직까지도 명확하게 밝혀지지 않은 상태이므로 특이성이 현저히 떨어지는

화합물의 탐색하는 결과를 가져오고 있으며, 2) 올리고솜 자체가 다양한 단백질중

합체(Oligomer)들의 집합체로서 Heterogeneous한 성격을 가짐으로 말미암아 특정

항체의 개발이 어려운 근본적인 한계가 있다.

본 연구과제는 날로 중요성을 더해가는 퇴행성 뇌질환에 대한 치료제의 개발과

정에서 기존의 유기화합물 및 항체 기반 연구전략에 한계가 있음을 인식하고, 이를

해결하기 위하여 뇌신경세포의 사멸의 원인이 된다고 생각되는 올리고솜

(Oligosome)에 대해 특이적으로 작용하여 올리고솜의 분해를 촉진하고 세포의 사

멸을 저해하는 단백질 가수분해효소를 극지미생물에서 탐색하고 이를 통하여 새로

운 치료제의 가능성을 제시하고자 한다.
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그림 1. alpha-synuclein의 구조변형에 의한 올리고솜의 형성 및 세포독성유발 메카

니즘
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퇴행성뇌질환인 원인 단백질들(Amyloid beta, alpha-Synuclein, Huntingtin등)이

올리고솜을 거쳐서 최종적으로 만들어지는 아밀로이드는 높은 물리화학적 안정성

을 가지게 된다. 흥미롭게도, 몇 가지 병원성미생물들(Pseudomonas, Streptococcus,

Staphylococcus 등)은 아밀로이드를 일부 함유하는 복합지지체를 가지는 것이 발견

되었다. 이러한 미생물들은 아밀로이드의 안정성을 활용하여, 생존을 위한 군집의

형성을 촉진하거나 인체감염과정의 효율성을 증대시키는 것으로 추측된다. 본 연구

진은 이에 착안하여 미생물들이 외부환경의 변화에 따라 형성된 복합지지체를 효

과적으로 제어하는 정교한 조절체계로서 일련의 효소군을 가지고 있을 것으로 예

상하였다. 또한, 이러한 효소들의 상당수는 안정성이 큰 아밀로이드에 직접적으로

작용하기보다는 중간체인 올리고솜의 구조나 기능을 효과적으로 조절하는 역할을

수행할 것으로 판단하였다. 이에 따라 본 연구진은 극지미생물유전체로부터 올리고

솜을 분해하는 효소를 탐색하고자하며, 이를 바탕으로 기존의 퇴행성 뇌질환 연구

가 가지는 단점을 극복하는 새로운 가능성을 제안하고자 한다. 또한 퇴행성 뇌질

환 치료를 주제로 하는 극지 미생물 연구는 연구의 중요성에 비해 매우 미흡한

실정이다. 일반적인 환경이 아닌 극지환경에 서식하는 미생물을 대상으로 연구하면,

활성이 높으면서도 특정 질환으로 제한되지 않고 퇴행성 뇌질환 전반에 작용할 수

있는 새로운 효소의 발견 가능성을 높일 수 있다.

기존의 연구들과는 달리, 극지 미생물에 이미 존재하는 바이오필름 또는 아

밀로이드 형성에 관여하는 효소를 응용하는 방식이기 때문에, 찾고자 하는 단백

질 분해효소가 가지는 올리고솜에 대한 표적화 수준이나 분해 활성이 높을 것으로

예상된다. 따라서 많은 시간과 노력을 요구하는 시행착오방식의 소모적인 기존

연구방법론에서 탈피할 수 있다. 또한, 실제 질환의 원인이나 진행 메커니즘을 완

전히 이해하지 못하고 있는 현재 상황에서도, 퇴행성 뇌질환 예방 및 치료에 충분

한 효과를 기대할 수 있고, 반대로 단백질 분해효소를 이용하여 질병의 직접적인

원인이 되는 병인 단백질종을 확인할 수 있게 되어 퇴행성 뇌질환의 병인 및 진행

에 대한 이해에 기여할 수 있게 된다.

본 연구는 퇴행성 뇌질환에 대한 새로운 패러다임을 제시할 수 있는 연구로서,

연구가 성공적으로 진행되어 극지 미생물로부터 뇌신경세포의 사멸을 유도하는 올



- 8 -

리고솜을 표적화 및 선택적으로 분해하는 단백질 분해효소를 발견하게 되면, 퇴행

성 뇌질환을 예방 및 치료할 수 있는 새로운 생물학적 치료제가 될 것으로 생각된

다. 또한 과학계 전반에 걸쳐 극지생물 연구의 중요성 및 응용가능성을 환기시킬

수 있으며, 나아가 다가오는 글로벌 이슈인 고령화 사회 및 퇴행성 뇌질환 환자의

증가에 대비하고 의약 분야의 국가 원천기술 확보를 위해 매우 중요한 토대가 될

수 있다.

본 연구는 극지미생물의 바이오필름의 제어 및 조절에 관여하는 단백질 가수분

해효소에 대한 연구로서, 본 연구를 통하여 이 효소군의 기능과 구조에 대한 자세

한 정보를 얻게 되면, 극지미생물의 바이오필름형성에 대한 구체적인 생명과학적인

정보 및 이의 제어방법에 대한 기술을 확보할 수 있다. 현재 확실하게 규명되지 않

은 극지미생물 유래의 단백질 가수분해효소의 구조-기능 상관관계를 규명하여 다

학제간 연구를 활성화 할 수 있는 유용한 지식기반을 제공할 수 있을 것으로 생각

된다.

많은 퇴행성 뇌질환의 병인단백질들의 생체 내 역할에서부터 병의 발생 원인과

메커니즘, 아밀로이드와 질병 사이의 연관성에 이르기 까지 많은 부분이 불명확한

상태로 남아 있어 퇴행성 뇌질환을 치료하거나 진행을 억제하고 미리 예방할 수 있

는 방법은 여전히 발견되지 않고 있다. 따라서 이들 병인 단백질이 어떠한 과정을

거쳐 아밀로이드를 형성하게 되는지, 단량체에서 올리고솜을 거쳐서 아밀로이드가

형성되고 이 과정에서 퇴행성 뇌질환을 유발하는지를 밝히는 일은 병의 원인과 치

료책을 찾는데 있어 매우 중요하다. 따라서 올리고솜의 형성 및 분해에 관한 본 연

구과제가 퇴행성 뇌질환의 병인과 병의 진행을 규명하는데 크게 도움을 줄 수 있

다.



- 9 -

제 3 장 연구개발수행내용 및 결과

본 연구과제는 1) 극지미생물의 chromosomal DNA 및 metagenomic pool을 이

용하여 단백질 가수분해 효소 유전자를 탐색 확보하고, 이를 이용하여 유전자 라

이브러리를 구축하고, 2) 가수분해유전자 라이브러리를 이용하여 극지미생물유래의

단백질 가수분해효소의 특성, 기능, 그리고 구조분석을 통하여 생화학/분자생물학적

인 특성을 규명하며, 3) 극지미생물유래의 단백질가수분해효소를 이용하여 퇴행성

뇌질환의 원인인 올리고솜의 분해 및 제어기작을 응용할 수 있는 시스템을 구축하

는 것을 목표로 한다. 따라서, 본 연구과제는 극지생명과학으로서 학문적인 중요성

뿐만 아니라 보건의료산업 및 생명공학산업에의 파급효과가 커다란 연구 주제라고

할 수 있다. 본 연구과제가 효과적으로 추진되면 1) 극지미생물유래의 다양한 단

백질 가수분해효소의 구조와 기능에 대한 정보를 확보할 수 있으며, 2) 퇴행성 뇌

질환의 위험효소인 올리고솜의 효과적인 분해와 제거기작에 극지미생물 유래의 가

수분해효소를 활용하는 전략을 수립할 수 있을 것으로 예상되어 질병에 대한 효과

적인 치료제의 개발에 중요한 역할을 할 것으로 생각되며, 3) 가수분해효소의 활성

을 이용하여 다양한 생명공학적 응용 및 실용화에 이용할 수 있을 것이다.

본 연구과제가 목표로 하는 연구는 학문적인 중요성과 더불어 연구성과의 파급

효과가 아주 커다란 연구주제이므로 미생물학/생화학/유전공학등의 개별학문분야의

최신 기술과 지식을 접목하여 성과를 극대화하고자 한다. 따라서 본 과제의 수행이

성공적으로 완료되면 참여 연구원 연구능력을 극대화할 수 있으며, 본 연구진은 국

내의 유수의 연구그룹으로 성장할뿐더러 국제적인 연구네트워크를 구축할 수 있을

것으로 기대된다. 현재까지 본 연구진은 다음과 같은 분야에서 장점을 가진 연구진

이므로 본 연구 과제의 성공적인 수행이 가능할 것으로 생각된다.

본 연구진은 미생물 유전체 및 metagenome library로부터 genome-wide mining

을 통하여 짧은 시간에 다량의 가수분해효소들의 유전자를 탐색/확보할 수 있는 시

스템을 구축한 경험을 가지고 있다. 또한, 기질 특이성, 반응성 및 안정성이 확보된

효소를 얻기 위하여 본 연구진은 semi-high throughput assay를 구축하고 단 시간

에 genome-wide mining을 통하여 대량의 유전자를 탐색/확보할 수 있다. 이러한
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기술및 경험을 바탕으로 극지미생물에서 단백질가수분해유전자를 탐색하고 라이브

러리의 구축을 효율적으로 진행할 것으로 생각된다.

본 연구진은 이미 선행연구를 통하여 미생물의 단백질가수분해효소에 대한 구조

와 기능에 대한 연구경험을 축적하고 있기 때문에 본 연구과제의 목적을 효과적으

로 달성할 수 있을 것으로 생각된다. 구체적으로, 본 연구진은 현재까지 Est25,

Est-Y29, Sm23, LI22와 같은 단백질 가수분해효소들의 기능분석을 성공적으로 수

행하였으며, 현재는 EstA, EstLI, Estcc의 특성분석을 진행하고 있다. 또한, Est25,

Est-Y29, Sm23의 구조분석을 X-ray crystallography를 이용하여 성공적으로 수행

하였다. 이러한 기능 및 구조연구를 기반으로 하여 방향적 진화(directed evolution)

및 정보기반형 설계(rational design)를 통하여 열 및 유기용매에 대한 안정성을 가

지는 효소를 얻는 연구를 수행하고 있다.

본 연구진은 지난 수년간 파킨슨병과 관련한 퇴행성 뇌질환의 치료제의 개발을

위하여 아밀로이드의 생성을 저해(inhibition)하거나 생성된 아밀로이드를 분해

(disaggregation)하기 위한 small molecule 혹은 분자 저해제(molecular inhibitor)

연구들이 활발히 진행하고 있다. 본 연구에서는 그리고 다양한 방법을 통해 생성된

여러 가지 타입의 아밀로이드들의 특성을 효과적으로 규명하고 있으며 세포의 독

성과 밀접한 연관을 갖는 올리고솜의 형성원리와 특징을 규명하고 있다.

본 연구진은 유용한 생체화합물의 생산을 위하여 효소와 다양한 기질 들의 상호 작

용 메카니즘을 다년간 심층적으로 연구하였으며, 효소반응에 대한 이해 및 반응 조

건에 따른 효소의 구조적 안정성 등을 대한 선행 연구 경험 및 장비를 보유하고 있

다. 또한, 효소의 고집적화및 고정화를 위하여 crosslinked enzyme

aggregate(CLEA)방법을 구축하고 있으며, 효율성과 저장기능(storage)의 향상을 위

하여 amyloid fibril을 비롯한 여러 종류의 polymorphic protein aggregates을 사용

하여 효소의 고집적화및 저장효율을 지속적으로 유지시키는 방법을 연구하고 있다.

이러한 효소의 집적화및 효율향상에 대한 연구경험은 본 연구의 수행 과정및 실용

화과정에 중요한 역할을 할 것이다.

본 연구책임자는 2013-2014년에 단백질의 구조와 기능에 관하여 12편의 논문을

발표하였으며 이중 Structural and Functional Analyses of a Bacterial Homolog of

Hormone Sensitive Lipase from a Metagenomic Library의 논문은 국가생물학정보
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센터인 BRIC에 소개가 되었습니다. 본 연구책임자는 2013-2014년에 걸쳐서 Acta

Crystallographica Sec. D (IF 7.2), Bioresource Technology (IF 5.0), Applied

Microbiology and Biotechnology (IF 3.8), International Journal of Biological

Macromolecules (IF 3.0)등의 저널에 논문을 발표하였습니다.

본 연구책임자는 현재 퇴행성 뇌질환인 파킨슨병에 관한 alpha-synuclein에 관한

연구와 관련하여 서울대 화학과(남좌민교수), KIST(안대로 박사), 가톨릭대(신계정

교수), 한국해양연구원(차선신박사)등 국내의 다양한 연구그룹들과 공동연구를 진행

하고 있으며 이러한 공동연구네트워크의 구성을 통하여 국제적인 수준의 연구결과

를 산출하고 있습니다. 따라서, 이를 바탕으로 본 연구과제를 수행하기에 적절한 노

하우 및 연구네트워크의구성을 통한 연구의 수월성을 확보하고 있다고 판단됩니다.

본 연구책임자는 서울대학교에서 박사학위논문으로 “Structure and functional

studies of alpha-synuclein”을 파킨슨병의 원인단백질에 관한 연구를 진행하였으며

2001년 한국분자세포생물학회로부터 우수박사학위논문상을 수상하였으며, 관련된

연구로 Faculty of Biology 1000에 소개가 되었습니다. 본 연구책임자는 약 20년 가

까이 퇴행성뇌질환의 원인 물질에 대한 구조와 기능연구에 매진하여 왔습니다. 따

라서, 연구의 지속성 및 발전가능성 측면에서 장점이 있다고 할 수 있습니다. 본 연

구책임자는 연구기자재 및 시설, 그리고 연구인력의 충분한 확보를 바탕으로 2013

년에 아주대학교의 우수논문상을 수상하는 등 국제적인 수준의 연구를 진행하기에

충분한 연구기자재 및 시설을 갖추고 있습니다.
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그림 2. 올리고솜의 분해에 극지미생물 유래의 가수분해효소의 활용에 대한 개념

및 내용
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구분 년도 연구개발목표 연구개발내용

1차년도

극지미생물 유래의

단백질

가수분해효소의

탐색 및 라이브러리

구축

극지미생물 유전체 및 메타게놈으로부터

단백질 가수분해효소를 효과적으로

탐색/확인하고, 이를 이용하여 유전자

라이브러리를 구축한다.

단백질가수분해효

소의 생산시스템

구축 및 특성분석

단백질 가수분해효소들을 효율적으로

생산하기 위한 시스템을 구축하고, 이의

특성을 생화학, 미생물학, 그리고

세포생물학적인 방법으로 분석한다.
퇴행성 뇌질환의

아밀로이드형성기

작 및 올리고솜

형성에 대한

메카니즘 연구

알파-시누클린을 중심으로 단위체,

중합체, 아밀로이드복합체들의

형성과정을 체계적으로 이해하고 이를

모니터링할 수 있는 시스템을 구축한다.

2차년도

가수분해효소의

결정화를 통하여

3차원 구조결정을

통하여 효소의

특성 규명

얻어진 단백질가수분해효소를 이용하여

다양한 생화학방법(CD spectroscopy,

FT-IR, X-ray crystallography,

Molecular modeling)등을 이용하여 및

3차원 구조를 결정하고, 개별 효소의

기질특이성, 안정성, 반응속도론적인

특성을 규명한다.
1년차에서 얻어진

가수분해효소를

이용하여 올리고솜

분해과정의 연구

파킨슨병에 관여하는 alpha-synuclein의

올리고솜 및 아밀로이드의 형성시스템을

구축하고 가수분해효소를 이용하는

활성분석 및 메카니즘 규명
동물세포 및

마우스모델에서

신경세포의

작용기작 연구

뇌신경세포의 독성과 연관된 올리고솜을

특서오하 하고 이를 동물세포와

마우스모델에서 확인하고 효능분석

표 1. 올리고솜의 분해를 위한 극지미생물 유래의 가수분해효소의 활용에 대한 구

체적인 연구내용
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연구방법 1. 극지미생물의 chromosomal DNAs및 metagenome pool을 이용하여

극지미생물유래의 단백질 가수분해효소의 유전자 라이브러리를 구축한다. 이때 가

수분해효소의 유전자를 탐색하는 방법은 활성측정과정이 p-nitrophenol을 통하여

진행됨을 이용하여, pH indicator를 이용한 색 변화 반응을 이용한다. 우선, 기질로

150mM p-nitrophenol derivatives를 사용하여 페놀레드(1g/l)와 함께 20mM

Tris-HCl에 1% Triton X-100을 이용하여 staining solution을 만들어 사용하게 되

면, pH indicator는 p-nitrophenol이 생성됨에 따라 붉은색에서 노란색으로 변하게

된다. 따라서, 색깔변화에 사용된 E. coli 를 선별하여 내고 이들로부터 유전자 라이

브러리를 구축하게 된다. 미생물 가수분해효소의 활성을 분석하기 위하여 다양한

기질과의 반응을 Biochemical assays, Fluorescence microscpe, Flow cytometer,

Liquid Chromatography등을 이용한다. 이를 통해 극지미생물유래의 단백질가수분

해효소의 반응 kinetics 및 효소-기질 친화상수, 열역학적인 탈피 및 엔트로피 측정

등을 통해 파악한다. 이를 통하여 효소와 기질의 인지 메카니즘 규명, 반응 site 분

석, 열역학적 반응 포텐셜 측정, 반응 메카니즘을 분석한다.

연구방법 2. 유전자 라이브러리를 통하여 확보한 극지미생물 유래의 단백질가수

분해효소를 E. coli를 통하여 단백질 발현과정을 진행하고, 단백질의 분리및 정제를

통하여 결정을 준비하게 되고, 이를 바탕으로 x-ray 회절실험을 진행하고 3차원 구

조를 결정하게 된다. 단백질 결정과정을 위하여 polyethylene glycol, ammonium

sulfate 등 다양한 침전제들을 사용하게 되며, crystal screen I/II 등을 이용하게 된

다. 얻어진 결정은 포항의 가속기 연구소나 일본의 Photon Factory 등의

synchrotron radiation facilities를 이용하여 정밀한 회절데이터를 수집하게 된다. 이

러한 데이터를 해석하여 단백질의 3차원 구조를 결정하고, active site environment

에 대한 구체적인 정보를 얻게 된다. 단백질결정화 및 XRD를 통해 단백질 구조를

결정하고 PyMOL, CCP4 등의 컴퓨터 프로그램과 PISA, DALI server 등의 생물정

보학 tool과 데이터베이스를 이용하여 구조의 구성요소를 분석하고 촉매 메커니즘

을 확인한다. 단백질의 구조와 효소의 특성, 기질에 대한 활성 등 분석 결과를 유

기적으로 종합 및 알려진 다른 구조나 정보와 비교를 통해, 구조-기능 상관관계를

도출한다.
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연구방법 3. 유전자 라이브러리를 통하여 확보한 극지미생물 유래의 단백질 가

수분해효소를 기반으로 퇴행성 뇌질환에서 세포독성을 나타내는 올리고솜의 분해

과정을 확인한다. 이 과정에서 먼저 아밀로이드에 대한 효과를 검증하고 이를 바탕

으로 올리고솜에 대한 분해를 확인하여 퇴행성 뇌질환에 대한 새로운 치료제로서

의 가능성을 탐색한다. 본 연구진은 다양한 종류의 조건에서 아밀로이드 및 올리고

솜의 형성기작에 대한 선행결과 및 연구정보를 확보하고 있으며, 이들을 바탕으로

가수분해효소에 의하여 제거되는 조건에 대한 연구를 진행하고자 한다.

Transmission Electron Microscopy (TEM), Fluorescence microscopy,

Fluorescence spectroscopy, SDS-PAGE등 다양한 방법을 활용하여 올리고솜의 분

해과정을 측정하게 된다.
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그림 3. 연구의 진행체계 및 공동연구 내용
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본 연구진은 미생물의 유전체 및 metagenomic pool을 이용하여 가수분해효소의

라이브러리를 구축하고 있으며, 파킨슨병의 원인 물질인 알파-시누클린에 대한 생

화학/분자생물학/세포생물학 실험들을 진행하고 있다. 또한, 단백질의 활성 및 안정

성연구, 구조분석, 아밀로이드의 특성분석, 동물세포배양 및 세포독성연구, 실험용

쥐를 이용한 아밀로이드 독성분석에 대한 다양한 요소기술을 개발한 경험과 성과

를 가지고 있으므로, 본 연구를 성공적으로 수행할 수 있을 것으로 생각되며, 주요

선행연구결과는 다음과 같다.

선행 결과 1 : 본 연구책임자는 현재까지 Sinorhizobium melilotti 1020과

Listeria innocua등으로부터 Sm23, Li22, EstA, Sm25 등의 가수분해효소들을 효과

적으로 유전자분석, 단백질 발현및 대량생산하여 기능과 구조를 분석하고 해외학술

지에 논문을 제출하였다. 또한, 현재, Caluobacter crescentus로부터 Estcc를,

Sinorhizobium melilotti로부터 EstA1, Streptococcus pyogenes 로부터 EstB1을,

Streptomyces coelicolor로부터 EstG1, EstI1, Pseudomona fluorescens 로부터

Est1767등을 얻어서 대장균을 이용하여 발현 및 특성분석을 진행하고 있다. 추가적

으로 Agrobacterium tumefaciens에서 유래한 Est423, Xanthomonas axonopodis에

서 유래한 Est411을, Salmonella typhimurim으로부터 Est292, Shewanella

oneidensis로부터 Est245, Bacillus subtilis로부터 Est171, Est172에 해당하는 유전

자 라이브러리를 구축하였다.

선행 결과 2 : 본 연구진은 이온성 액체중의 한 계열인 이미다졸리움계열의 화합물

이 특히(1-butyl-3-methyl-imidazolium-based ionic liquids)가 파킨슨병과 관련한 알

파-시뉴클레인의 아밀로이드 섬유의 형성을 매우 빠르게 촉진할 수 있다는 것을

보고하였다. 이러한 아밀로이드 형성 촉진 효과는 모든 이온성 액체에서 동일하게

나타나지는 않고 특정한 종류의 이온성 액체에서는 매우 효과적이며 종류에 따라

효과의 정도에 상대적인 차이가 있다. 또 다른 흥미로운 사실은, 이온성 액체에 의

해 유도된 아밀로이드는 적절한 온도 및 교반조건에서 생성되는 일반적인 아밀로

이드(대부분의 실험실이 채용하는 방식)와 물리적 혹은 화학적인 성격이 다르다는

점이다. 또한, 최근의 연구결과, 특정 이온성 액체를 통해 만든 알파-시뉴클레인의

아밀로이드가 마우스의 striatum에 주입되었을 때 아주 짧은 시간 내에 신경독성을

유발한다는 사실을 관찰하였다.
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그림 4. 선행연구의 결과로 얻어진 박테리아 유래의 가수분해효소의 구조
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그림 5. 선행연구의 결과로 얻어진 이온성액체를 이용한 alpha-synuclein의 아밀로

이드 및 올리고솜형성
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선행 결과 3 : 최근의 연구결과들에 따르면 단백질/지방산 복합체는 세포독성이

나 질병과 관련된 특성을 획득하는 것으로 알려져 있으며, 특히 퇴행성 뇌질환과

관련해서는 프리온 단백질과 지질의 상호작용이 신경독성을 유발한다는 것이 보고

되어 있다. 본 연구진의 선행연구 결과에 따르면 알파-시뉴클레인이 aggregates나

아밀로이드를 형성하지 않는 상태에서도 올레산(Oleic acid)와 같은 지방산과 복합

체 형성을 유도하였을 때 동물세포(neuroblastoma cell) 실험에서 매우 짧은 시간

내에 세포의 사멸을 일으킨다는 사실을 관찰할 수 있었다. 이러한 연구결과는 실제

질병에서 뇌세포의 퇴행(사멸)이 지방산과 상당한 연관성이 있다는 점을 시사한다.

이러한 선행연구 결과들은, 조건에 따라 특성이 서로 다른 여러 가지 종류의 아밀

로이드가 생성될 수 있음을 시사한다. 따라서 다양한 방법을 통해 아밀로이드 형성

및 촉진 조건을 탐색하는 접근방식이 거꾸로 아직까지 발견되지 못한 알파-시뉴클

레인의 독성 단백질종을 특정하는데 도움이 될 수 있다.
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그림 6. 선행연구의 결과로 얻어진 alpha-synuclein의 아밀로이드 및 올리고솜형성

에 관한 전자현미경 사진 및 세포독성결과



- 22 -

연구개발목표 달성내용

○가수분해효소의 결정화를 통
하여 3차원 구조결정을 통하여 
효소의 특성 규명 

○얻어진 단백질가수분해효소를 이용하여 다양한 생화학방
법(CD spectroscopy, FT-IR, X-ray crystallography, 
Molecular modeling)등을 이용하여 및 3차원 구조를 결
정하고, 개별 효소의 기질특이성, 안정성, 반응속도론적인 
특성을 규명한다.

○1년차에서 얻어진 가수분해효
소를 이용하여 올리고솜 분해과
정의 연구 

○파킨슨병에 관여하는 alpha-synuclein의 올리고솜 및 
아밀로이드의 형성시스템을 구축하고 가수분해효소를 이용
하는 활성분석 및 메카니즘 규명 -

○동물세포 및 마우스모델에서 
신경세포의 작용기작연구

○뇌신경세포의 독성과 연관된 올리고솜을 특서오하 하고 
이를 동물세포와 마우스모델에서 확인하고 효능분석

제 4 장 연구개발목표 달성도 및 대외 기여도

연구개발목표 달성내용

○극지미생물 유래의 단백질

가수분해효소의 탐색 및 라

이브러리 구축

○극지미생물 유전체 및 메타게놈으로부터 단백질

가수분해효소를 효과적으로 탐색/확인하고, 이를 이

용하여 유전자 라이브러리를 구축하였음 -

○단백질가수분해효소의 생

산시스템 구축 및 특성분석

○단백질 가수분해효소들을 효율적으로 생산하기 위

한 시스템을 구축하고, 이의 특성을 생화학, 미생물

학, 그리고 세포생물학적인 방법으로 분석하였음
○퇴행성 뇌질환의 아밀로이

드형성기작 및 올리고솜 형

성에 대한 메카니즘 연구

○알파-시누클린을 중심으로 단위체, 중합체, 아밀로

이드복합체들의 형성과정을 체계적으로 이해하고 이

를 모니터링할 수 있는 시스템을 구축하였음
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연구개발 목표
연구수행방법

(이론적․실험적 
접근방법)

구체적인 내용*

극지미생물 유래의 단백질 
가수분해효소의 탐색 및 

라이브러리 구축

1. 유전체 및 생명
공학기술

○극지미생물 유전체 및 메타게놈으로부터 단
백질 가수분해효소를 효과적으로 탐색/확인하
고, 이를 이용하여 유전자 라이브러리를 구축
하였음

단백질가수분해효소의 
생산시스템 구축 및 

특성분석
2. 생화학 기술 

○단백질 가수분해효소들을 효율적으로 생산
하기 위한 시스템을 구축하고, 이의 특성을 생
화학, 미생물학, 그리고 세포생물학적인 방법
으로 분석하였음

퇴행성 뇌질환의 
아밀로이드형성기작 및 
올리고솜 형성에 대한 

메카니즘 연구 

3. 생화학 및 생물
물리학 기술 

○알파-시누클린을 중심으로 단위체, 중합체, 
아밀로이드복합체들의 형성과정을 체계적으로 
이해하고 이를 모니터링할 수 있는 시스템을 
구축하였음 

가수분해효소의 결정화를 
통하여 3차원 구조결정을 
통하여 효소의 특성 규명 

4. 구조생물학 기
술

○얻어진 단백질가수분해효소를 다양한 생화
학방법(CD spectroscopy, FT-IR, X-ray 
crystallography, Molecular modeling)등을 
이용하여 및 3차원 구조를 결정하고, 개별 효
소의 기질특이성, 안정성, 반응속도론적인 특
성을 규명하였음.

1년차에서 얻어진 가수분
해효소를 이용하여 올리고
솜 분해과정의 연구 

5. 생화학 및 분자
생물학 기술 

○파킨슨병에 관여하는 alpha-synuclein의 
올리고솜 및 아밀로이드의 형성시스템을 구축
하고 가수분해효소를 이용하는 활성분석 및 
메카니즘 규명하였음

동물세포 및 마우스모델에
서 신경세포의 작용기작연
구

6. 동물세포배양기
술 및 및 생화학 
기술 

○뇌신경세포의 독성과 연관된 올리고솜을 특
서오하 하고 이를 동물세포와 마우스모델에서 
확인하고 효능분석하였음
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○ 본 연구진은 acetylesterase에 관한 연구를 통하여 얻어진 결과들을 유럽생화

학회(Federation of European Biochemical Societies, FEBS)에서 발행하는 저널

(IF 3.1)에 출판하였음. 본 연구에서는 Acetylesterase의 기본 구조 및 특성에 관

한 자세한 분석을 진행하였으며 이를 바탕으로 극지미생물 유래 효소에 대한 자

세한 정보를 획득하였음. 이 논문을 FEBS 홈페이지에서 주요 연구성과로 홈페

이지에 게시되었음.

○ 본 연구진은 Exiguobacterium antarctium에서 esterase에 대한 구조 및 생

화학 연구에 대한 논문을 세계에서 처음으로 학계에 보고하였음 (이를 PLos

One에 출판됨) 이 연구성과는 현재 특허출원이 진행중에 있으며 추가적인 후속

연구가 진행중임.
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

본 연구는 극지미생물유래의 단백질 가수분해효소를 이용하여 퇴행성 뇌질환에 대

한 새로운 치료법의 제시를 목표로 한다. 본 연구과제가 2년동안 성공적으로 수행되면

그 결과물로 얻어지는 논문들은 생화학, 구조생물학 뿐만 아니라 분자/세포생물학, 미

생물학 등 다양한 분야에 걸쳐 응용이 가능하며 또 이를 통해 다 학제간 연구 활성

화에 기여할 수 있을 것으로 기대된다. 또한, 현재 명확하지 않은 퇴행성 뇌질환의

치료제에 대한 새로운 개념의 제시로 인하여 생명공학산업 및 보건의료산업에 대한

상당한 영향력이 있을 것으로 판단된다.

현재, 극지미생물유래의 효소에 관하여는 생화학/분자생물학/세포생물학적인 연

구정보가 부족한 상황일뿐더러 체계적으로 관리되고 있지 않은 상황이므로, 본 연

구진의 주도하에 (Proteases from Polar Microorganisms, PPM) 를 구축하고, 연구

에서 얻어진 정보들을 널리 공유하고자 한다. 비슷한 예로써, 현재 peptidase에 관

하여는 MEROPS 라 불리는 database가 영국의 Sanger center를 중심으로 구축되

어, 약 3000개의 효소가 체계적으로 분류/정리되어, 이를 바탕으로 기존의 정보를

효율적으로 이용하고 새로운 효소와 응용가능성을 탐구하는 학문적인 플랫폼

(platform)의 역할을 수행하고 있다. 또한, 독일의 슈트트가르트대학에는 Lipase

Engineering Database가 구축되어 있어서, 학문적인 중요성과 산업적인 응용가능성

이 큰 lipase 효소의 체계적인 분류/관리를 진행하고 있다.

본 연구과제의 핵심내용인 극지미생물 유래의 가수분해효소 및 퇴행성 뇌질환

에 대한 정보들은 본 연구진뿐만 아니라 국내/외의 많은 연구기관들의 주요한 관심

사항이라고 할 수 있다. 현재, 이 분야 특히 극지미생물의 효소에 대한 정보가 극히

적은 상황이므로, 본 연구과제의 결과로 얻어진 정보들은 공개적으로 제공할뿐더러,

연구과정에서 획득한 유전자와 단백질들을 국내외의 연구자들에게 제공할 예정이

다. 이러한 연구 성과의 공개및 확산을 통하여 관련 연구자들의 편의를 도모하는

동시에 본 연구진들은 이 분야에 학문적인 영향력이 큰 연구 집단으로 성장하고자
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한다. 따라서, 본 과제의 수행이 완료되면 본 연구진은 국내의 유수의 연구그룹으

로 성장할뿐더러 국제적인 연구네트워크를 구축할 수 있을 것이다. 현재 추진을 계

획하고 있는 국제공동연구네트워크는 다음과 같다.

본 연구과제의 수행과정에서 얻어진 생명과학적 지식, 정보 그리고 연구 경험들

은 학문적인 중요성을 바탕으로 학술논문들을 통하여 외부에 공개가 될뿐더러 본

연구과제에 참여한 대학원생들에게 유전자의 탐색, 효소의 개량, 단백질 구조의 분

석, 퇴행성 뇌질환의 이해, 가수분해에 의한 퇴행성뇌질환에 새로운 치료법 제시 등

에 대한 기술과 지식을 습득할 수 있는 좋은 기회가 될 것으로 생각된다. 이 연구

과제를 통하여 차세대 연구인력을 양성하는 동시에 생명공학산업 및 보건의료산업

에서는 다양한 영역의 지식 및 기술을 습득한 사람이 요구되고 있어 산업체에서 필

요로 하는 인력을 양성할 수 있는 좋은 연구 주제이다. 본 연구책임자는 현재 생화

학을 전공하는 화학과의 학부생들 및 대학원생의 생화학, 분자생물학, 구조생물학,

생명공학등의 전공교과목의 교육을 담당하고 있으며, 생화학 실험, 분자생물학 실험

등의 실험과목을 지도하고 있으므로 본 연구과제의 수행은 위에 언급한 전공교과목

에서 대학원생 및 학부생들의 교육 자료로서도 널리 활용될 것이다. 본 연구과제를

수행하는 연구진에 참여한 대학원생들은 생화학 및 분자생물학, 그리고 미생물학에

대한 다양한 연구경험을 가지고 학위논문을 작성할 예정이며 본 과제와 연관된 논

문의 출판등을 통하여 극지관련 연구인력으로 양성될 것을 판단된다. 또, 본 연구과

제의 결과물들이 개별 대학원생들의 진로선택에 중요한 영향을 미칠 것으로 판단된

다.
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