
서 론

Poly (butylene succinate-co-butyleneadipate; PBSA)는

1,4-butanediol, succinic acid 및 adipic acid를 원료물질로

하여 생산된 지방족 폴리에스테르로서 토양 매립 시 자

연에서 분해되는 생분해성 플라스틱이다 (Zhao et al.

2005). 이러한 PBSA를 포함한 생분해성 플라스틱을 분

해하는 균주의 분리에 한 연구는 많이 보고되어 왔으

나, 아직 이들에 한 PBSA 분해효소 및 유전자에 한

정보는 매우 제한적이다. 

PBSA를 포함하는 지방족 폴리에스테르는 미생물이

분비하는 효소에 의하여 가수분해되며, 중간 사 산물은

다시 미생물에 의해 흡수되고, 세포 내 효소에 의해 최

종적으로 물과 이산화탄소로 사된다. 미생물 효소에

의한 플라스틱의 분해는 주로 고분자 물질 내 연쇄상 고

리의 화학결합을 절단하여 이루어지므로 지방족 폴리에

스테르의 분해에는 lipase의 역할이 매우 중요하다고 보

고된 바 있다 (Tokiwa and Jarerat 2003).

Lipase (EC 3.1.1.3)는 triacylglycerol을 diacylglycerol,

monoacylglycerol, glycerol 및 지방산으로 분해하는 효소

로서 자연에 널리 존재하며, 동물, 식물, 곰팡이 및 세균
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이 생산한다 (Park et al. 2007). Lipases는 생화학적, 분자

생물학적 특성에 의거하여 8개의 families로 분류되며,

그 중 family I은 다시 아미노산 서열분석에 의해 6개의

subfamilies로 세분화된다 (Jaeger and Arpigny 1999). 이

는 serine (Ser), histidine (His) 및 aspartic acid (Asp)잔기

로 형성된 catalytic triad 및 disulphide bonds의 유무와

같은 α/β-hydrolases 구조, 분비 기작, lipase-specific fold-

ases 요구성 및 다른 효소 그룹과의 연관성에 기초하여

분류된 것이며, 이들 아미노산의 서열 내에는 부분

lipase box (Gly-X1-Ser-X2-Gly)가 존재한다. 그러나 sub-

family I-4와 I-5에 Bacillus lipases의 lipase box는 첫 gly-

cine (Gly)의 위치에 alanine (Ala) 잔기가 존재하여 Ala-

X1-Ser-X2-Gly이 된다. 

현재까지 보고된 생분해성 플라스틱 분해효소 유전자

에 한 연구로는 Marinobacter sp. NK-1 (Kasuya et al.

2003), Ralstonia eutropha H16 (Kobayashi and Saito 2003),

Penicillium funiculosum (Hisano et al. 2006), Ralstonia pic-

kettii T1 (Numata et al. 2007) 및 Paucimonas lemoignei

(Papageorgiou et al. 2008)로부터 Poly (3-Hydroxybutyrate,

PHB)를 분해하는 분해효소 유전자 (PhaZ)를 클로닝하여

이들의 구조가 B. subtilis lipase A와 유사하며 lipase

family의 특징 중 하나인 catalytic triad (Ser-His-Asp)를

나타내었다고 보고한 것과 Akutsu-Shigeno et al. (2003)

이 Paenibacillus amylolyticus TB-13에서 Poly (Lactic acid)

(PLA) 분해효소 유전자 (PlaA)를 분석하여 아미노산 서

열 내 lipase box로써 Gly-X1-Ser-X2-Gly 서열이 존재한

다고 보고하 으며 Nakamura et al. (2001)과 Matsuda et

al. (2005)은 Poly (L-lactide)(PLA) 분해균 Amycolatopsis

sp.로부터 PLA 분해효소를 클로닝하여 유전적 특성을

분석한 바 있으나, PBSA 분해균으로부터 생성되는 분해

효소에 있어서 이러한 유전적 특성을 연구한 논문은 매

우 미미한 편으로서 Uchida et al. (2002)이 Acidovorax

delafieldii의 PBSA 분해효소 유전자 (PbsA)를 클로닝하

고 염기서열을 분석하여 Streptomyces와 Mollaxella의

lipase box (Gly-X1-Ser-X2-Gly)와 45.2% 및 40.6%의 상

동성을 나타내었음을 보고한 정도이다. 

이에 본 연구에서는 본 연구실에서 우리나라 토양에

서 분리한 PBSA 분해균 Burkholderia cepacia PBSA-7,

Bacillus licheniformis PBSA-8 및 Burkholderia sp. PBSA-

9 (주와 김 2009)로부터 PBSA 분해효소 lipase를 암호화

하는 유전자 (lip A)를 검출하여 염기서열을 분석하고, 다

른 세균들의 lipase 유전자들과의 유전적 상동성을 비교

분석함으로써 우리나라 토양 세균의 PBSA 분해효소 유

전자에 한 정보를 제공하고자 한다. 

재료 및 방법

1. PBSA 시료와 미생물

PBSA의 수평균분자량 (Mn)은 60,000 g mol-1, 중량평

균분자량 (Mw)은 130,000 g mol-1이며, altodans은 PBSA

분해균 Burkholderia cepacia PBSA-7, Bacillus lichenifor-

mis PBSA-8 및 Burkholderia sp. PBSA-9를 사용하 다. 

2. 증균 배양과 genomic DNA 추출

유전자 분석을 위한 재조합 E. coil의 배양은 ampicil-

lin (50 μg mL-1)이 포함된 Luria Broth (LB)배지에서 증

균하 다. 증균 배양액 1 mL를 1.5 mL microtube에 넣고

원심분리 (13,000 rpm, 10분)하여 상층액을 제거한 후 남

은 pellet을 수거하여 DNeasy & tissue kit (Qiagen, USA)

로 PBSA 분해균의 genomic DNA를 추출하 다. 

3. PCR을 통한 유전자 증폭

추출한 genomic DNA로부터 PBSA 분해효소 유전자

(lip A)의 증폭에 사용한 PCR primer는 PDG-FF (5′-TTA

CAC GCC CGC CAG CTT CAG-3′), PDG-MR (5′-GTC

GAC AAC GTG CTG AAC AAG GC-3′), Blip-F (5′-ATG

CGT CGT CAT TCA TTT TT-3′) 및 Blip-R (5′-TTA TTT

CCC GCT GAA GGT CA-3′)으로 lipase gene을 타겟으로

하 다. 반응액은 genomic DNA 100 ng, primer (25 pmol)

0.2 μL, dNTP mixture 2.0 μL, 10X PCR buffer 2.5 μL,

DMSO 0.5 μL 및 Viva taq DNA polymerase (Vivagen,

Korea)에 멸균증류수로 최종부피 25 μL를 만들어 사용

하 다. 

GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystem, USA)

에서 pre-denaturation, (95�C, 5분), denaturation (95�C, 45

초), annealing (62�C, 45초), extension (72�C, 2분)을 35회

실시한 후 extension (72�C, 10분)함으로써 PCR을 수행

하 다. Bacillus의 PBSA 분해효소 유전자는 55�C에서

30초 동안 annealing시켰다. 증폭된 DNA는 1% agarose

gel (Takara, Japan)에서 전기 동 (100 V, 50 min)을 하

다.

4. PBSA 분해효소 암호화 유전자의 분석 및

유전적 상동성 조사

증폭된 PBSA 분해효소를 암호화하는 유전자 (lip A)는

gel extraction kit (Qiagen)로 정제한 후 TOPO TA cloning

kit (Invitrogen)로 E. coli DH5α에 형질전환하 다. 유전

자의 삽입 여부는 ampicillin (50 μg mL-1, Sigma), X-gal
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(40 mg mL-1, Bioneer) 및 IPTG (100 mg mL-1, Bioneer)가

포함된 LB 평판배지에서 생장한 흰색 콜로니를 선발하

여 Miniprep kit (Qiagen)로 분리된 plasmid DNA를 통해

확인하 다. 정제된 DNA를 제한효소 EcoR I로 37�C에

서 4시간 처리하여 전기 동 상에서 최종 확인하여 (주)

마크로젠에서 염기서열을 분석한 후 GenBank의 Pseu-

domonas와 Bacillus lipases를 암호화하는 유전자들과 비

교∙분석하 다. T-Coffee program (Poirot et al. 2003)을

사용하여 본 연구에서 증폭한 lipases 유전자 및 Pseu-

domonas와 Bacillus lipases 유전자들과의 염기서열을 아

미노산으로 치환∙정렬하고 NCBI의 BLAST 2

SEQUENCES를 통해 유전자들 간의 유전적 상동성을

조사하 다. 

결과 및 고찰

1. PBSA 분해효소 유전자의 증폭

PBSA를 포함한 지방족 폴리에스테르의 분해는 미생

물이 분비하는 분해효소에 의한 생분해 또는 화학적 가

수분해에 의하여 이루어진다. 이에 본 연구에서는 본 실

험실에서 선발한 (주와 김 2009) PBSA 분해균의 genomic

DNA를 주형으로 하여 PBSA 분해효소를 암호화하는

유전자로 보고된 (Tokiwa and Jarerat 2003) lipase 유전

자 (lip A)를 암호화하는 부위를 증폭하기 위해 PCR을

수행하 다.

Fig. 1은 PCR로 증폭된 lipase 유전자 (lip A) 절편을

agarose gel에 전기 동하여 생성 산물의 크기를 측정한

결과, 분리균주 B. cepacia PBSA-7과 Burkholderia sp.

PBSA-9의 lipase 유전자 (lip A)는 약 1.5 kb, B. lichenifor-

mis PBSA-8은 약 600 bp의 크기를 가지는 절편이었다.

이로부터 본 연구에 사용된 세 균주는 모두 PBSA 분해

효소로서 lipase를 보유하는 것이 확인되었다. 

PBSA 분해균에서 분해효소를 암호화하는 유전자에

한 연구는 미미한 편으로 지금까지 보고된 연구로는

Park and Lee (2005)이 미생물로부터 생산된 lipase로 지

방족 폴리에스테르의 가수분해 거동을 연구하고, Ando

et al. (1998)은 시판되고 있는 미생물 유래 lipase인 lip-

ase type XII (Chromobacterium vixcosum, Sigma), lipase

type XIII (Pseudomonas sp., Sigma) 및 lipase B (Pseudo-

monas fragi, Sapporo Beer)에 한 PBSA의 가수분해 정

도를 HPLC로 측정한 바 있다. 

2. 유전자의 염기서열 분석 및 유전적 상동성 조사

B. cepacia PBSA-7, B. lichenifofrmis PBSA-8 및 Burkhol-

deria sp. PBSA-9의 PBSA 분해효소를 암호화하는 유전

자의 염기서열 및 아미노산 서열의 분석 결과를 Figs. 2,

3 및 4에 제시하 다. 본 연구에서 PCR로 증폭한 PBSA

분해효소 유전자를 기초로 분석된 아미노산 서열 내에

서 Chihara-Siomi et al. (1992)이 보고하 던 Pseudomo-

nas lipases의 lipase box인 Gly-X1-Ser-X2-Gly를 확인하

다.

Uchida et al. (2002)은 일본 토양에서 분리한 Acidovo-

rax delafieldii BS-3으로부터 PBSA와 화학적 구조가 유

사한 poly (butlyene succinate) (PBS) 분해효소 유전자

PbsA를 분석하여 아미노산 서열 내에 lipase box인 Gly-

X1-Ser-X2-Gly의 존재를 밝히고, Shinohe et al. (1996)도

PHB 분해효소 유전자의 연구에서 Pseudomonas lemoig-

nei의 PHB depolymerase A 및 Alcaligenes faecalis의

depolymerase A와 PHB depolymerase는 Gly-X1-Ser-X2-

Gly의 lipase box를 가진다고 보고하 다. 그러나 본 연

구 결과 PBSA 분해효소 유전자는 이들과 달리 lipase box

의 X1 위치에 tryptophan 신 histidine이 존재하 다. 

부분의 Bacillus lipases는 보통 lipase box의 첫 번째

아미노산인 glycine이 alanine 잔기로 변형된 Ala-X1-Ser-

X2-Gly을 가진다고 알려져 있는데 (Jaeger and Arpigny,

1999), 본 연구에서 B. lichenifofrmis PBSA-8의 분해효소

유전자의 아미노산 서열 내에도 이러한 Bacillus liapse

box가 존재하 다. 

본 연구에서는 Burkholderia와 Bacillus lipase box 사이

에 다소 차이를 나타내어 Pseudomonas와 Bacillus lipases
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Fig. 1. Lipase (lip A) region fragment amplification. M. 1 Kb DNA
ladder (Promega), Lane 1 Burkholderia cepacia PBSA-7,
Lane 2. Bacillus licheniformis PBSA-8, Lane 3 Burkholderia
sp. PBSA-9.

750 bp-

500 bp-

1.5 kb-



를 암호화하는 유전자 정보를 NCBI GenBank에서 확보

하여 이들과 본 연구에서 증폭한 PBSA 분해균 B. cepa-

cia PBSA-7, B. lichenifofrmis PBSA-8 및 Burkholderia sp.

PBSA-9의 PBSA 분해효소 유전자와의 유전적 상동성을

조사하여 Table 1과 2에 수록하 다. 

B. cepacia PBSA-7의 PBSA 분해효소 유전자는 Jaeger

와 Arpigny (1999)에 의해 분류된 lipase subfamily I-1에

속하는 lipases와 36~40%, subfamily I-2 lipases와는 82~

92%의 높은 상동성을 나타내었다. 특히 Burkholderia

cepacia lipase와는 92%로 가장 높은 유전적 상동성을

나타내었으나 subfamily I-1 lipases에 속하는 Pseudo-

monas fluorescens lipase와는 상동성을 거의 보이지 않는

것으로 나타났다. 

B. licheniformis PBSA-8의 PBSA 분해효소 유전자의

경우에는 subfamily I-4 lipases와 64~65%의 비교적 높

은 유전적 상동성을 보 으나, subfamily I-5에 속하는

lipases와는 상동성이 거의 없는 것으로 나타났다. 이에

본 연구에서 분석한 B. lichenifofrmis PBSA-8의 PBSA

분해효소 유전자는 subfamily 1-4 lipases와 매우 접한

관련이 있는 것으로 나타났다.

Burkholderia sp. PBSA-9의 PBSA 분해효소 유전자도

subfamily I-1 lipases와 35~37%, subfamily I-2 lipases와

는 83~94%의 높은 상동성을 보 다. 그러나 subfamily

I-1 lipases에 속하는 lipase 중 Pseudomonas fluorescens

lipase와는 유전적 상동성을 보이지 않았으며, 이는 B.

cepacia PBSA-7의 PBSA 분해효소 유전자와 매우 유사

한 결과이다. 이에 B. cepacia PBSA-7과 Burkholderia sp.

PBSA-9 PBSA 분해효소 유전자 사이의 유전적 상동성을

비교하여 둘 사이에도 73%의 높은 유전적 상동성이 있

음을 확인하 다. 
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Fig. 4. Nucleotide sequence and amino acid sequence of the lip A
region on Burkholderia sp. PBSA-9. The box indicates the
common sequence of lipase, Gly-X1-Ser-X2-Gly.

Fig. 3. Nucleotide sequence and amino acid sequence of the lip A
region on Bacillus lichenifofrmis PBSA-8. The box indicates
the common sequence of lipase, Ala-X1-Ser-X2-Gly.

Fig. 2. Nucleotide sequence and amino acid sequence of the lip A
region on Burkholderia cepacia PBSA-7. The box indicates
the common sequence of lipase, Gly-X1-Ser-X2-Gly.



이로부터 우리나라 토양에서 분리된 PBSA 분해균

Burkholderia cepacia, Bacilllus licheniformis와 Burkhol-

deria sp.는 PBSA 분해효소 암호화 유전자로써 염기서열

내에 lipase box를 보유하고 있는 lip A 유전자를 가지고

있으며, 이들 유전자는 기존에 알려진 lipases와 64% 이

상의 높은 유전적 상동성을 보이며, 높게는 80% 이상의

유전적 상동성을 보이는 것으로 분석되었다. 

적 요

우리나라 토양으로부터 분리된 (주와 김 2009) poly

(butylene succinate-co-butylene adipate; PBSA) 분해균

Burkholderia cepacia PBSA-7, Bacillus licheniformis PBSA-

8 및 Burkholderia sp. PBSA-9에서 PBSA 분해효소를 암

호화하는 유전자를 분석하 다. PCR을 수행하여 B.

cepacia PBSA-7과 Burkholderia sp. PBSA-9는 약 1.5

Kb, B. licheniformis PBSA-8은 약 600 bp의 lipase 유전

자 (lip A) 절편을 가지는 것을 확인하 다. 세 균주 모두

에서 유전자의 염기서열 내 lipase box인 Gly-X1-Ser-

X2-Gly와 Ala-X1-Ser-X2-Gly가 존재하 다. B. cepacia

PBSA-7의 PBSA 분해효소 유전자는 family I-1 lipases와

36~40%, family I-2 lipases와는 82~92%의 높은 유전

적 상동성을 보 다. 또한 B. licheniformis PBSA-8의

PBSA 분해효소 유전자는 subfamily 1-4 lipases와 64~

65%의 유전적 상동성을 나타내었으나, subfamily 1-5에

속하는 lipase들과는 거의 유전적 상동성이 없는 것으로

나타났다. Burkholderia sp. PBSA-9의 PBSA 분해효소 유

전자도 family I-1 lipases와 35~37%, family I-2 lipases와

는 83~94%로 높은 유전적 상동성을 보여 B. cepacia

PBSA-7의 PBSA 분해효소 유전자와 유사한 결과를 보

다. 
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Table 1. Genetic homology analysis with various lipases of Burkholderia spp.

Source of enzyme Sequence adjacent to Identity (%) GenBank accession Referenceslipase boxa
7 9 number

Burkholderia cepacia PBSA-7 VNLV GHSQG GL 73 This study
Burkholderia sp. PBSA-9 VNLV GHSQG GL 73 This study

Family I-1 lipases
Pseudomonas aeruginosa VNLI GHSHG GP 40 37 AB008452 Chihara-Siomi et al. 1992.
Pseudomonas fragi VNLI GHSQG AL 36 35 X14033 Aoyama et al. 1988.
Pseudomonas fluorescens VNLF GHSQG SL -b -b S77830 Chung et al. 1991.
Proteus vulgaris VNLI GHSQG PL 37 35 U33845 Kim et al. 1996.

Family I-2 lipases
Burkholderia cepacia VNLV GHSQG GL 92 94 M58494 Jorgensen et al. 1991.
Burkholderia glumae VNLI GHSQG GL 82 83 X70354 Frenken et al. 1992.
Chromobacterium viscosum VNLI GHSQG GL 82 83 AJ295616 Traub et al. 2001.
Pseudomonas luteola VNLV GHSQG GL 91 92 AF050153 Litthauer et al. 2002.

aThe lipase box is shown in box.
bNo significant similarity was found.

Table 2. Genetic homology analysis with various lipases of Bacillus spp.

Source of enzyme
Sequence adjacent to 

Identity (%)
GenBank accession 

References
lipase boxa number

Bacillus lichenifofrmis PBSA-8 DIV AHSMG GANT This study

Family I-4 lipases
Bacillus pumilus DIV AHSMG GANT 64 AAR84668 Rasool et al. 2005.
Bacillus subtilis LipA DIV AHSMG GANT 65 M74010 Dartois et al. 1992.
Geotrichum candidum DIV AHSMG GANT 64 A02813 Yukie et al. 2003.

Family I-5 lipases
Bacillus thermoleovorans HII AHSQG GQTA -b AF134840 Rahman et al. 2007.
Bacillus thermocatenulatus HII AHSQG GQTA -b X95309 Yukie et al. 2003.
Bacillus stearothermophilus HII AHSQG GQTA -b U78785 Kim et al. 1998.

aThe lipase box is shown in box. 
bNo significant similarity was found.
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