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보고서 초록

위탁연구과제명 극지생물유래 변형효소 구조분석 및 신규항생물질의 타깃 결합연구

위탁연구책임자 박현호
해당단계 

참여연구원수
2

해당단계 
연구비

20,000,000

연구기관명 및
소속부서명

중앙대학교 약학대학 참여기업명

국제공동연구 상대국명 : 상대국연구기관명 :

요약 (연구결과를 중심으로 개조식 500자이내)
보고서
면수

- MurA외 총 20종의 항생제 타깃 유전자 클로닝하여 발현 construct제작
- KpPBP1A외 총 10종의 항생제 내성균주 페니실린 결합 단백질 유전자 클로닝하여 발현 

constructs 제작
- AccA 외 15종 단백질의 발현을 확인함.
- 박테리아 발현 단백질외에 Insect cell 발현 단백질 찾고 있음
- 발현 단백질중 AccA외 총 10종의 단백질 정제성공
- 구조연구에 필요한 단백질 양 만큼 정제성공
- Quick two step chromatography 방벙을 이용하여 순도높은 단백질 정제 시스템 구축

함
-정제된 표적 변형효소 농축하여 총 7종의 단백질 10mg/ml의 농도로 준비함.

색  인  어
(각 5개 이상)

한  글 단백질 발현, 단백질 정제, 항생제 내성균주

영  어 Protein expression, Protein purification, Antibiotic organism



요   약   문

Ⅰ. 제    목

극지생물유래 변형효소 구조분석 및 신규항생물질의 타깃 결합연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

Ｏ극지생물유래 변형효소의 발현, 정제 시스템 구축 및 3차구조 분석

Ｏ신규항생물질의 타깃과의 정량적 정성적 결합력 분석

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

           극지생물유래 변형효소 단백질의 full-length 뿐만 아니라 알려진 domain들     
           별로 expression constructs 제작 (박테리아, Insect cell, Mammalian cell    
           expression 용을 각각 제작)
           박테리아, Insect cell, Mammalian cell expression 시스템을 각각 test하여    
           최적의 발현 시스템을 찾아내고 구축함
           다양한 chromatography 방법을 이용하여 각 단백질을 위한 최적의 정제       
           시스템 확립

정제된 표적 변형효소를 농축하여 구조분석을 위한 준비진행

Ⅳ. 연구개발결과

MurA외 총 20종의 항생제 타깃 유전자 클로닝하여 발현 construct제작
KpPBP1A외 총 10종의 항생제 내성균주 페니실린 결합 단백질 유전자 클로닝   
하여 발현 constructs 제작
AccA 외 15종 단백질의 발현을 확인함.
박테리아 발현 단백질외에 Insect cell 발현 단백질 찾고 있음
발현 단백질중 AccA외 총 10종의 단백질 정제성공
구조연구에 필요한 단백질 양 만큼 정제성공
Quick two step chromatography 방벙을 이용하여 순도높은 단백질 정제      
시스템 구축함
정제된 표적 변형효소 농축하여 총 7종의 단백질 10mg/ml의 농도로 준비함.

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

         박테리아 시스템에서 얻기 힘들어 생화학적 연구에 어려움이 있었던 많은         
        단백질의 발현에 적용 가능 

         극지생물유래 변형효소의 3차구조는 극지생물의 환경적응, 극지생물의            
        행동이해등의 연구에 많은 도움이 됨

        산업재산권 및 지적재산권 확보
        국내외 타깃 구조기반 신규 항생물질개발연구에 본보기가 될수 있음



S U M M A R Y

(영 문 요 약 문)

I.  Title
Structure determination of enzyme and interaction anlysis of antibiotics 

II.  Purpose and Necessity of R&D(The title may be changed if necessary.)
 
III.  Contents and Extent of R&D(The title may be changed if necessary.)
 
IV.  R&D Results(The title may be changed if necessary.)
 
V.  Application Plans of R&D Results(The title may be changed if necessary.)
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제 1 장 서론

* 연구개발의 목적,필요성 및 범위 등을 기술

제 2 장 국내외 기술개발 현황

* 국·내외 관련분야에 대한 기술개발현황과 연구결과가 국·내외 기술개발현황에서 차지하

는 위치 등을 기술

제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

* 이론적, 실험적 접근방법, 연구내용, 연구결과를 기술

제 4장 연구개발목표 달성도 및 대외기여도

* 연도별 연구목표 및 평가착안점에 입각한 연구개발목표의 달성도 및 관련분야의 기술발

전에의 기여도 등을 기술

제 5 장 연구개발결과의 활용계획

* 추가연구의 필요성, 타연구에의 응용, 기업화 추진방안을 기술

* 연구기획사업 등 사업별 특성에 따라 목차는 변경 가능함.

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

제 7 장 참고문헌

* 보고서 작성시 인용된 모든 참고 문헌을 열거한다.



본   문

제 1 장 서론

○ 새로운 항생제 개발 요구

- 국민 건강을 위협하는 기존 항생제 내성균의 등장에 따른 차세대 항생제 개발 

요구

- 기존의 항생제 개발 방법의 한계(배양되는 방선균에서만 연구, 반복적인 동일 

물질 발견)를 극복할 수 있는 신종 방선균 또는 새로운 실험적 방법 요구

 ○ 극지유전자원 기반 항생물질 변형효소 선별

- 극지생물 유래 유전자와 단백질 정보 기반 항생물질 변형효소 스크리닝

- 변형효소 활성과 항생물질 구조를 고려한 타겟 효소-항생물질 계열 매칭

- 항생물질 변형효소: 항생제의 화학구조를 바꾸어 활성에 영향을 주는 생물 효

소. 알려진 것들로는 Hydroxylase, Glycosyl transferase, Isomerase, 

Acyltransferase, methyltransferase, Sulfotransferase 등이 있음

 ○ 항생물질 변형효소 단백질 생산

- 극지 유래 효소단백질의 발현 증진을 위한 벡터 설계

- 효소단백질 생산성 향상을 위한 숙주 개발과 이를 통한 단백질 생산이 필요함

- 극지생물유래 변형효소 및 신규항생물질 타깃의 구조분석을 위해 단백질 생산 

시스템 및 정제 시스템 구축이 필요함

본 위탁연구에서는 정제 발현 시스템을 구축하고 이를 바탕으로 표적단백질 구

조분석 및 저분자 물질과의 결합에 대한 연구를 진행하였음

제 2 장 국내외 기술개발 현황

○ 극지 에서 분리한 다양한 방선균(생산하는 2차 대사산물 화학구조의 다양성과 

양적 풍부함으로 인하여 산업적으로 가장 중요하게 인식되는 미생물), 곰팡이류 

또는 시아노박테리아 균주 및 유전체 정보 확보로 신규활성 물질 라이브러리 

구축 및 탐색연구 시작 가능

○ 극지연구소에서는 미생물 균주은행인 Polar and Alpine Microbial Collection을 

운영하여 다양한 유용 극지 미생물자원을 기 확보

○ 극지연구소에서는 다년간 기관고유사업을 통해 극지생물 40종(유전자 5만여 종)

의 유전자원 확보 (남극생물 유전자 정보 데이터베이스 오픈 

(http://antagen.kopri.re.kr/)

○ 극지연구소에서는 극지 방선균의 (Streptomyces sp. PAMC26508) 전체 유전자 



정보를 분석 (PLoS One. 2013 Jul 23;8(7):e68824)

○ 항생물질의 수산화 변형에 관여하는 효소인 Cytochrome P450(CYPs) 유전자군 

20종 이상 확인 및 특성 분석 (Int J Mol Sci. 2016년 5월, Int J Mol Sci. 2016년 

12월)

○ 국산 24호 신약 탄생, 동아에스티의 신약 슈퍼항생제 시벡스트로는 2014년 7월 

미국 FDA(식품의약청)의 승인을 받았고, 2015년 국내 신약 허가 승인. 국산신약

으로 미국에 진출한 것은 지난 2003년 LG생명과학의 팩티브 이후 두 번째

○ 국산 항생제 신약 개발, 2015년 국내 23호 신약 탄생 (자보란테정, 동화약품). 

자보란테정은 '자보플록사신 D-아스파르트산염'을 주성분으로 하는 퀴놀론계 항

생제로써 만성기관지염, 폐기종을 포함하는 만성폐쇄성폐질환 급성악화에 사용

하는 제품

제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

□ 성과목표 1: 극지생물유래 변형효소의 발현시스템 구축

○ 세부목표 1-1: 극지생물유래 변형효소 단백질의 full-length 뿐만 아니라 알려진 
domain들 별로 expression constructs 제작 (박테리아, Insect cell, Mammalian cell 
expression 용을 각각 제작)

1. 페니실린 결합 타깃 단백질 (항생제 내성균주)의 발현 construct 제작을 위한 아미노산 서
열 분석

2. 페니실린 결합 타깃 단백질 (항생제 내성균주)의 발현 construct 제작



3. 항생제 타깃 유전자의 타깃선정 및 타깃 유전자 발현 construct 제작

○ 세부목표 1-2: 박테리아, Insect cell, Mammalian cell expression 시스템을 각각 
test하여 최적의 발현 시스템을 찾아내고 구축함
1. Initial 표적 단백질 발현 실험





2. 2차 발현 최적화 실험을 통한 표적단백질 발현 시스템 구축



□ 성과목표 2: 극지생물유래 변형효소의 정제 시스템 구축

    ○ 세부목표 2-1: 다양한 chromatography 방법을 이용하여 각 단백질을 위한 

최적의 정제 시스템 확립







○ 세부목표 2-2: 정제된 표적 변형효소를 농축하여 구조분석을 위한 준비진행

























제 4장 연구개발목표 달성도 및 대외기여도



년도 성과목표 세부목표 가중치

평가의 

착안점 및 

척도

1차년도(2018

)

극지생물
유래 
변형
효소
의 
발현
시스
템 
구축

◦극지생물유래 변형
효소 단백질의 
full-length 뿐만 아니
라 알려진 domain들 
별로 expression 
constructs 제작 (박
테리아, Insect cell, 
Mammalian cell 
expression 용을 각각 
제작)

50%

표 적 단 백 질 

발현에 성공

했는가?
박테리아, Insect cell, 
Mammalian cell 
expression 시스템을 
각각 test하여 최적의 
발현 시스템을 
찾아내고 구축함

20%

1차년도(2018

)

극지생물
유래 
변형
효소
의 
정제 
시스
템 
구축

◦ 다 양 한 
chromatography 방
법을 이용하여 각 단백
질을 위한 최적의 정제 
시스템 확립

20%
표 적 단 백 질 

정제에 성공

했는가?정제된 표적 

변형효소를 농축하여 

구조분석을 위한 

준비진행

10%



성과목표 세부목표
연구수행방법

(이론적․실험적 접근방법)
구체적인 내용

극지생물유
래 

변형효소
의 

발현시스
템 구축

◦극지생물유래 
변형효소 단백
질 의 
full-length 뿐
만 아니라 알려
진 domain들 
별 로 
e x p r e s s i o n 
constructs 제
작 (박테리아, 
Insect cell, 
M a m m a l i a n 
c e l l 
expression 용
을 각각 제작)

1. 표적단백질 DNA 및 단
백질 서열분석

표적단백질 서열 및 도메
인 2차구조분석하여 단백
질 발현에 이상적인 부분
을 클로닝함

2. 단백질 도메인 및 2차구
조분석

3. 클로닝

박테리아, 
Insect cell, 
Mammalian 
cell 
expression 
시스템을 각각 
test하여 
최적의 발현 
시스템을 
찾아내고 
구축함

클로닝된 발현 플라스미드
를 대장균등에 발현

다양한 발현시스템을 이
용하여 발현테스트 실시.
실제 TB를 사용하고 
BL21 DE3 RIPL 대장균주
에서 이상적인 발현의 양
상이 나타남

극지생물유
래 

변형효소
의 정제 
시스템 
구축

다 양 한 
chromatograp
hy 방법을 이
용하여 각 단백
질을 위한 최적
의 정제 시스템 
확립

1. 이상적인 크로마토 그라
피 조합을 테스트

이상적인 표적단백질 정
제시스템을 구축하기 위
하여 다양한 크로마토 그
라피 시스템의 조합을 테
스트하여 이상적인 시스
템을 구축함

2. 최적의 정제 시스템 확
립을위한 크로마토 그라피 
조합을 찾고 시스템 구축함

정제된 표적 

변형효소를 

농축하여 

구조분석을 

위한 준비진행

1. 단백질 농축 4도에서 천천히 농축시켜 
구조연구에 필요한 단백
질을 정제함2. 농축기를 이용한 단백질

의 농축



제 5 장 연구개발결과의 활용계획

가. 학술적 활용계획

○ 박테리아 시스템에서 얻기 힘들어 생화학적 연구에 어려움이 있었던 많은 

단백질의 발현에 적용 가능 

○ 극지생물유래 변형효소의 3차구조는 극지생물의 환경적응, 극지생물의 

행동이해등의 연구에 많은 도움이 됨

○ 고도의 기술력 갖춘 전문인력 확보 및 양성 

○ 산업재산권 및 지적재산권 확보

○ 국내외 타깃 구조기반 신규 항생물질개발연구에 본보기가 될수 있음 

나. 경제적 활용계획

○ 다양한 발현 시스템에 대한 연구 결과는 in vitro에서 단백질을 대량으로 얻기 

위한 모든 분야에 적용가능

○ 단백질 발현/정제 기술의 개발 및 optimization은 단백질을 정제하여 사용하는 

수많은 분야에 파급효과를 가져옴

○ 3차구조를 바탕으로 새로운 항생물질을 만들어 내는 인간의 열망에 일조  

○ 밝혀질 극지생물유래 변형효소의 3차구조는 신규항생물질 개발을 위한 중요한 

정보로 사용될것이고 신규항생물질의 경제적 파급효과는 큼. 

○ 신규항생물질의 개발은 인간의 삶의 질 향상과 막대한 경제적 가치 창출

○ 단백질의 3차 구조뿐만 아니라 다양한 융합기술을 구사할 수 있는 우수 

바이오 연구인력 양성

제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

○ 단백질 발현을 위해 bacmam system 이 보급되어 많이 사용하고 있음

○ 표적단백질 정제 시스템에서는 새로운 다양한 affinity tag이 개발되고 있어 

향후 이러한 관점에서 단백질 발현 정제시스템을 계속 업데이트 하는 것이 

필요해 보임 




