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단 보

토양 Metagenome Library로부터 고추역병 저해 클론 탐색
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고추 역병을 야기하는 Phytophthora capsici 는 짧은 시간 내에 많은 면적에 피해를 주는 병으로 한번 발생하면 방

제가 어려운 병으로 알려져 있다. 이러한 역병 곰팡이의 방제를 위하여 본 연구에서는 P. capsici의 염색체 복제 및

세포 골격 유지 등에 관여하는 단백질인 microtubule의 형성 저해를 유도하는 물질을 탐색하여 궁극적으로 고추

역병 방제를 위한 연구를 진행하였다. 먼저 P. capsici alpha 및 beta tubulin을 E. coli BL21(DE3)에서 발현시켜 분

리·정제하여 in vitro microtubule 형성을 확인하였다. P. capsici microtubule 형성 저해 metagenome clone 스크리

닝을 위하여 경기도 수원의 여기산 토양에서 metagenome을 분리하여 library를 제작하여 Fluorescence

Resonance Energy Transfer (FRET) 방법을 이용하여 P. capsici microtubule 형성을 저해하는 화합물을 탐색하였

다. In vitro 스크리닝에서 약 384개의 metagenome library에서 2종의 clone을 선택하여 고추작물에 직접 방제하여

역병균의 생장 억제를 확인하였다. 이는 차후 고추역병 방제제 개발에 있어 중요한 후보물질뿐만 아니라

metagenome library를 이용한 새로운 방법의 개발이라 사료 된다. 또한 in vitro 스크리닝에서 얻어진 2종의

metagenome clone의 염기서열을 분석하여 항역병 활성에 관련하는 DNA 서열을 확보하고 이를 응용하여 물질을

생산 할 경우, 현장에서 활용 할 수 있는 효과 큰 친환경 천연고추역병 방제제로서의 개발 가능성을 가진다는 점

에서 본 연구결과는 매우 의미 있는 결과라 생각된다.
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역병은 농작물에서(특히 고추) 발생하는 악성의 유행병으로 작

물 재배에 있어서 방제에 큰 역점을 두고 있는 병이다(8). 짧은

시간 내에 많은 면적에 피해를 주는 병이면서 한번 발생하면 방

제가 어려운 병으로 알려져 있다(11). 특히 고추역병을 유발하는

곰팡이로 알려진 Phytophthora capsici 종의 곰팡이류는 토양전

염성 병원균으로 알려져 있고 토양 속에서 포자를 형성하여 장

기간 존재하는 것으로 알려져 있다(6, 8). 이러한 역병 유발 P.

capsici 곰팡이의 생장 억제 및 전염 방지를 위하여 다양한 방제

법 및 방제제들이 개발되고 있다. 화학적 방제를 위한 화합물들

의 발굴은 화합물의 작물에 대한 잔존 가능성 및 이로 인한 독

성을 나타낼 수 있기 때문에 근래에는 미생물을 이용한 천연 방

제제 개발에 대한 연구가 많이 진행되고 있다. 

Microtubule은 세포 골격유지, 세포내 물질이동, 세포 분열 등

진핵 세포에서 세포의 생장 및 생명 유지에 있어서 매우 중요한

역할을 하는 단백질로 알려져 있고(14) 최근 들어 P. capsici 곰팡

이의 microtubule 형성 저해를 이용한 항 곰팡이 물질들이 개발되

고 있다(9). Microtubule은 alpha 및 beta tubulin의 heterodimer를

소단위로 하여 heterodimer들이 원통형 모양의 고분자를 형성하여

다양한 세포내 활동을 하는 것으로 알려져 있다(9). Microtubule

의 소단위체인 alpha 및 beta tubulin 각각의 유전자를 클로닝하

고, Escherichia coli BL21(DE3)에서 단백질을 발현시켜 분리·정

제한 결과 이들이 microtubule을 형성한다는 것을 in vitro에서

확인하였다(12). Metagenome library로부터 microtubule의 형성을

저해하는 metagenome clone을 탐색하기 위하여서는 Fluorescence

Resonance Energy Transfer (FRET)(10) 방법을 이용하였다. 본 연

구에서 사용한 metagenome library는 배양이 불가능한 토양 미생

물로부터 얻어지는 유전자로서 가장 많이 이용되는 유전자원이

다(17). 이는 토양에 존재하는 미생물 중 단 1%만이 배양이 가

능하기 때문이며 따라서 그 유전자를 수집하여 생물학적 연구에

사용되고 있다(1). 이러한 자원으로부터 생물 공학적으로 잠재적

생체촉매 물질을 개발하고자 하는 노력은 metagenome을 이용한

방법이 가장 많이 적용되고 있다(4, 5, 7, 13, 18). 이러한 접근

방법에 있어 근본 재료가 되는 environmental DNAs (eDNAs)는

개별 세포의 배양과정 없이 시료로부터 직접 추출된다. 그리고

추출된 전체 유전체는 적절한 vector에 도입된 후 이종 발현시스

템을 이용하여 발현시키게 된다. 이렇게 제작된 metagenome

library로부터 새로운 효소 및 물질개발이 가능하다(2, 15, 17).

본 연구는 metagenome library에서 유래된 2종의 metagenome

clone이 microtubule 형성을 저해하는 것을 FRET 방법을 이용하

여 확인하였고 이 metagenome clone 배양액이 처리된 고추유묘

에 있어서는 P. capsici의 성장을 억제하는 현상을 관찰 하였으므

로 이를 보고하고자 한다. 

먼저 P. capsici alpha 및 beta tubulin 분리 정제를 위하여
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Koo 등(12)에서 구축된 P. capsici alpha 및 beta tubulin coding

plasmid을 이용하여 E. coli BL21(DE3)에 형질전환 시켜 발현을

유도하였다. 형질전환 된 E. coli BL21(DE3)의 단일 clone을 10

ml LB 배지에 접종하여 12시간 동안 37oC에서 200 rpm으로 진

탕 배양 후 대량 배양을 위하여 1 L LB 배지에 1% (v/v) 농도

로 접종하였다. 대량 배양 조건은 37oC에서 Optical Density

(OD) 600 nm = 0.7까지 진탕 배양한 후 최종농도가 1 mM이 되

도록 IPTG (Basic, Canada)를 첨가하여 18oC에서 12시간동안 단

백질의 과발현을 유도하였다. 배양액은 1,753×g에서 15분 동안

원심분리하여 균체를 수집하였으며 수집된 균체는 초음파 분쇄

기(25%, 1분 3회)를 이용하여 파쇄하고 on-column refolding

(12)을 이용하여 분리·정제하였다. 정제 과정을 통해 alpha 및

beta tubulin을 각각 2.3 mg 및 1.8 mg을 얻을 수 있었다(Fig. 1).

In vitro microtubule 형성을 위하여 정제된 재조합 alpha 및

beta tubulin을 각각 0.5 mg/ml의 농도로 120 µl의 microtubule 형

성 완충용액(80 mM pipes; pH 7.4, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl
2
,

및 5% glycerol)과 혼합하고 2.5 mM GTP (Sigma, USA) (19)를

첨가하여 반응을 유도 하였다. 반응의 관찰은 350 nm에서 탁도

(3)를 측정하여 microtubule 형성 정도를 측정하였으며 시간이 증

가하면서 350 nm에서의 OD값의 증가를 관찰 할 수 있었다. 또

한 microtubule 형성 저해제인 colchicine (Sigma) (16)을 4 mM

의 농도로 첨가하여 탁도의 감소를 관찰 할 수 있었고 차후 스

크리닝에 대조군으로 사용하였다(Fig. 2). 

스크리닝에서 사용될 metagenome library의 제작을 위한 토양

은 농촌진흥청 주변 야산인 “여기산”에 자생하는 노박덩굴과 사

철나무(Euonymus japonica) 뿌리 주변에서 채취하였다. 토양의

깊이는 표층으로부터 10~25 cm 깊이의 흙을 채취하였고 DNA의

추출과 정제는 기본적으로 Lee 등(13)에서 제시된 방법대로 수

행하였고, 토양에 존재하는 부식성 화합물들을 제거하기 위하여

1% low meltingpoint agarose에서 14oC, 4 V/cm의 전기장으로

12시간 동안 pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (CHEF,

Bio-Rad, USA)를 수행하였다. 이 후 약 100 kb~190 kb의 크기

에 해당하는 DNA를 포함하는 부위를 분리하여 100 mg 조각 당

1 U의 agarase (TaKaRa, Japan)를 처리하였다. 이로부터 얻어진

토양 DNA는 0.05 U/µl의 Sau3A1으로 일부 절단한 다음(37oC,

1시간) 다시 PFGE를 거쳐서 약 40 kb 길이의 단편으로 분리하

였다. 분리된 DNA는 MAX lambda packaging extracts kit

(Epicentre, USA)를 사용하여 BamH1으로 절단된 pSuperCosI

Vector (MaxPlax, Picentre, USA)에 접합시켜 in vitro packaging

을 수행하였으며 ampicillin (50 µg/ml)이 함유된 LB 고체 배지

에 도말 배양하여 자란 colony만 이용하였다. Metagenome

library로부터 스크리닝에 이용할 물질 추출을 위하여 각각의 단

일 clone을 15 ml의 LB (Difco, USA) 액체배지에 접종하여

28oC, 200 rpm에서 65시간 동안 진탕 배양한 다음 1,753×g의 원

심분리로 세포를 모으고 상등액은 0.45 µm, 25 mm acrodisc

syringe filter (PALL Life Science, USA)로 filtering하여 제균하

였다. 제균한 각각의 상등액은 ethyl acetate를 이용하여 전체

15 ml 중 5 ml은 384개를 모아 ethyl acetate 추출 후 384배 농축

하였으며, 4 ml은 48개씩 소그룹으로 모아 48배 농축하였다.

Ethyl acetate 추출은 분액깔때기에 상등액과 동일 부피의 ethyl

acetate를 넣고 수직 진탕 shaker에서 260 rpm으로 1시간 동안

섞어준 다음 ethyl acetate층을 수거하여 여과지로 여과한 다음

농축기로 농축하였다. 위 방법을 이용하여 384개의 추출된 물질

로 library를 구성하여 FRET 방법을 이용한 스크리닝에 사용하

였다.

Fig. 1. Purification of P. capsici alpha (A) and beta tubulin (B). The purified recombinant tubulins were assessed on the 12% SDS-PAGE.

Fig. 2. In vitro polymerization of P. capsici microtubule. The reaction

was performed with (-■-) and without (-●-) colchicine in the specific
microtubule assembly buffer as mentioned in materials and methods.
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정제된 alpha 및 beta tubulin에 형광 에너지 donor 및

acceptor로서 사용된 형광 물질인 Alexa488 (Molecular Probe,

USA) 및 Alexa514 (Molecular Probe)를 약염기 조건(0.1 M

sodium bicarbonate, pH 8.5)에서 1시간동안 반응시켜 결합시켰

다. Microtubule 형성은 37oC에서 1시간 동안 진행하였고, FRET

효과를 측정하기 위하여 형광측정기(Thermo, USA)를 이용하여

alpha tubulin에 결합된 donor를 495 nm에서 excitation 시키고

beta tubulin에 결합된 acceptor의 emission 파장 영역인 520 nm

에서 600 nm까지 설정하여 emission을 측정하였다. 96 well

plate에 준비된 microtubule 형성 용액에 추출된 화합물을 1 µl씩

첨가하여 반응을 진행하였다. 37oC에서 1시간 반응 후 형광 측정

기를 이용하여 형광 emission을 측정하였다. 대조군으로 사용된

colchicine이 첨가된 조건의 형광 emission 값의 감소를 확인할 수

있었으며 이는 colchicine이 alpha 및 beta tubulin heterodimer의

microtubule로의 합성을 억제한 결과를 의미하므로 이를 기준으로

삼아 metagenome clone 유래 화합물에서 최종적으로 2종의

microtubule 형성 저해 물질을 확보하였다(Fig. 3).

In vitro 스크리닝에서 얻은 YSTC 210 그룹의 clone I 및 II를

bioassay를 위하여 LB 액체 배지에서 각각 28oC, 180 rpm으로

65시간 동안 배양한 다음 3,944×g의 원심분리를 통하여 세포를

모으고 이를 10 mM MgCl
2 
용액에 현탁하였다. 이렇게 준비된

세포배양액을 경상북도 농업기술원 영양 고추시험장에서 발아한

지 4주되는 고추(금당) 유묘(1개체/4×4×6 cm)에 각 개체당 4 ml

씩 분주하였다. 분주 후 이틀 후에 전체 고추 유묘에 고추역병균

을 살포하였으며 이후 역병의 전이정도를 관찰하여 4주후 역병

이 퍼진 개체와 그렇지 않은 개체를 판별하였다. 전체 실험군은

24개체씩 3반복하였으며 대조군에는 metagenome이 삽입되지 않

은 pSuperCos1vector가 형질전환 된 E. coli 배양액을 분주하였

다. Metagenome clone 배양액을 분주한 실험군은 대조군보다 고

추 역병의 전이가 현저히 저해됨을 관찰할 수 있었다(Fig. 4). 

이 결과는 in vitro에서의 실험 결과가 실제 야외 포장에서도

일치하는 것으로 이는 국내 야산에서 분리된 metagenome

library를 이용하여 저해제를 탐색 했다는 점에서 새로운 고추역

병 방제제 개발을 위한 가능성을 제시하였다고 생각된다. 또한

in vitro 스크리닝에서 얻어진 2종의 metagenome clone의 염기서

열을 분석하여 항역병 활성에 관련하는 DNA 서열을 확보하고

이를 응용하여 물질을 생산 할 경우, 현장에서 활용 할 수 있는

효과 큰 친환경 천연고추역병 방제제로서의 개발 가능성을 가진

다는 점에서 본 연구결과는 매우 의미 있는 결과라 생각된다.
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ABSTRACT : Pepper Blight Disease Inhibition Metagenome Clone Screening Using Soil Metagenome

Library

Hae-Chul Park1, So-Ra Sung1, Dong-Gwan Kim2, Bon-Sung Koo3, Byeongmoon Jeong4,

Jinheung Kim4, and Moon-Young Yoon1* (1Department of chemistry, Hanyang university,

Seoul 133-791, Republic of Korea, 2Research Center for Drugs, Kunkuk University, Seoul 143-

701, Republic of Korea, 3Fermentation & Food Processing Division, Department of Korean

Food Research for Globalization, National Academy of Agricultural Science, Rural Devel-

opment Administration, Suwon 441-707, Republic of Korea, 4Department of Chemistry, Divi-

sion of Nano Sciences, Ewha Womans University, Seoul 120-750, Republic of Korea) 

We have purified Phytophthora capsici alpha and beta tubulin from Escherchia coli BL21(DE3). The recom-

binant alpha and beta tubulins were assembled into microtubule in vitro with specific conditions. The metage-

nome library was isolated from soil in the Mt. Yeo-Ki, Suwon, Korea and manufactured with the method

mentioned in experiment contents for in vitro screening of microtubule assembly screening. FRET effect was

used for microtubule assembly inhibitor screening with metagenome library. We got 2 metagenome clones from

in vitro screening, and these 2 hit clones showed P. capsici growth inhibition activity on the growing pepper

plants. These results suggest that new development of potent inhibitor for pepper blight disease and new

approach to prevention of pepper blight disease.


