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Abstract: The gene encoding for xylose isomerase from the

thermophilic bacterium Thermotoga maritima was cloned and

recombinantly expressed in E. coli cells. Optimal activity was

shown at 90oC and pH 8.0. Treatment of saponin by recombi-

nant xylose isomerase increased the growth inhibitory effect

against human gastric cancer (AGS) cells and human colon

cancer (HT-29) cells. On the other hand, treatment of fucoidan

by the enzyme could not change the growth inhibitory effect

against the same cancer cells. One µg/ml of enzyme-treated

saponin exhibited the same or higher growth inhibitory effect

against both cancer cells compared with 100 µg/ml of enzyme-

untreated saponin. These results would be useful in the devel-

opment of functional food or drug.

Keywords: Cancer cells, Fucoidan, Saponin, Thermotoga mar-

itima, Xylose isomerase

1. 서론

다시마와 미역 등에 함유된 푸코이단 (fucoidan)은 황산기를

가진 산성의 수용성 고분자 다당류로 점질 구조로 되어있다

[1]. 푸코이단은 다양한 기능성을 가지고 있어 항혈액응고

활성 [2], 대장암 세포의 증식억제 효과 [3], 위암 세포의 증

식 억제 효과 [4] 및 면역세포의 조절 [4,5] 등이 보고되고 있

다.

인삼의 유효성분인 사포닌이 나타내는 생리활성으로 항암

[6], 항당뇨 [7], 심혈관계개선 [8] 등에 관한 약리작용이 밝혀

졌다. 한편 인삼뿌리뿐만 아니라 인삼잎에 다량 함유된 사포

닌 성분의 이용에 관한 보고와 함께 [9] 길경 등에도 사포닌

이 함유된 것으로 보고되고 있다 [10]. 사포닌 성분의 기능성

을 증진시키기 위한 방법으로 효소처리 혹은 열처리가 이루

어 졌다 [11,12].

Thermotoga maritima는 초고온성 진정세균 (eubacteria)으

로 온천과 심해 열수구에서 발견되며 55~90oC (최적 80oC)

범위에서 생장하며 [13], 포자를 생성하지 않는 그람음성의

간균이다 [14]. 이 균주의 S-adenosylhomocysteine hydrolase

[15], β-N-acetylglucosaminidase [16], aldo-keto reductase [17]

등이 재조합 발현되어 재조합효소의 고온안정성과 구조 등

이 보고되고 있다.

Xylose isomerase는 D-xylose ketol-isomerase (E.C. 5.3.1.5)

라고도 하며 xylose를 xylulose로 전환시킨다. Xylose isome-

rase는 다른 오탄당과 육탄당을 기질로 이용할 수 있어 L-

ribose와 L-lyxose 같은 희귀당의 생산에 이용될 수 있으며

[18], D-glucose를 D-fructose로 바꾸는 활성이 있어 고과당

(high fructose corn syrup, HFCS) 제품의 생산에 이용할 수 있

다. 또한, xylose isomerase를 이용하여 식물에서 생물량의 최

대 35%를 차지하는 hemicellulose의 β-1,3-xylan을 기질로 하

여 D-xylose를 생산할 수 있으므로 재생에너지 분야에도 활

용할 수 있다 [19]. 한편, HFCS 생산에서 과당의 농도를 높이
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고 기질의 점도를 낮추어 반응속도를 높이는데 고온이 필요

하므로 [20], 고온에서 사용 가능한 내열성 xylose isomerase

의 개발이 필요한 실정이다.

본 연구에서는 다양한 분야에서 이용 가능한 xylose isome-

rase 유전자를 초고온성 세균인 Thermotoga maritima에서 발

굴하고 재조합 발현시켜 효소의 최적 활성 조건을 파악하고

자 하였으며, 항암활성이 보고된 푸코이단과 사포닌을 개발

된 재조합 xylose isomerase로 처리하여 암세포 생육저해 활

성의 변화를 파악하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. DNA, 시약 및 배지

고온성 xylose isomerase 유전자의 발굴을 위해 Thermatoga

maritima의 genomic DNA (ATCC 43589D-2)는 American Type

Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)에서 구입하

였다. 대장균 세포(E. coli DH5α)를 유전자 클로닝을 위한 숙

주로 사용하였고, LB 배지(1% bacto tryptone, 0.5% yeast

extract, 0.5% NaCl)와 37oC 조건에서 배양하였다. 대장균 형

질전환체의 선별을 위해 ampicillin을 최종농도 100 µg/mL가

되게 첨가한 LB 한천배지를 사용하였다. 제한효소, DNA

ligation kit ver. 2는 Takara Korea (Seoul, Korea)에서 구입하

였다.

2.2. 유전자 확보 및 클로닝

전반적인 클로닝은 Sambrook 등의 방법으로 수행하였다 [21].

Thermatoga maritima의 genomic DNA를 주형으로 Pyrobest

DNA polymerase (Takara Korea, Seoul, Korea)를 이용하여 증

폭시켰다. Vieille 등 [22]의 xylose isomerase 아미노산 서열과

Thermatoga maritima의 게놈서열을 참고하여 (http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/gene/897906) 제작한 프라이머인 TM_XIso-

meraseE1-F (5'-CATATGGCAGAATTTTTCCCAG-3', inserted

NdeI site underlined)와 TM_XIsomeraseE1-R (5'-GCGGCCG

CCCCTCAGTTCTGCTATTGTCTTC-3', inserted NotI site

underlined)이 사용되었다. 증폭된 1.3 kb의 DNA 단편을

pGEM-T easy vector (Promega, USA)에 연결시켜 pGEMTe-

TM_XIsomeraseE11을 제작하였고, E. coli DH5α 세포를 형

질전환시켰다. DNA의 염기서열 확인은 Cosmo Genetech 사

(Seoul, Korea)에 의뢰하였고, 서열 분석은 DS_ Gene ver. 1.5

program (Accelrys Inc., San Diego, CA, USA)을 이용하여 수

행하였다.

2.3. 재조합 xylose isomerase의 발현과 정제

Xylose isomerase 유전자를 포함하는 pGEMTe-TM_XIsome-

raseE11을 제한효소 NdeI과 NotI으로 처리한 후 확보한 1.3

kb의 DNA 단편을 대장균 발현벡터인 pTXB1 (New England

Bio-labs Inc., Beverly, MA, USA)에 연결하여 pTXB1-TM_

XIsomeraseE11을 제조하였고, E. coli DH5α 세포를 형질전환

시켰다. pTXB1-TM_XIsomeraseE11을 제한효소 NdeI과 NotI

으로 절단하여 1.3 kb의 xylose isomerase 유전자 단편을 확인

하였다.

pTXB1-TM_XIsomeraseE11으로 발현숙주인 E. coli BL21

(DE3) 세포를 형질전환시켰고, 획득한 재조합체를 ampicillin

이 첨가된 10 mL의 LB 배지에서 배양하였다 (37oC, 12시간).

이 배양액을 ampicillin이 첨가된 1 L의 LB 배지로 37oC에서

3시간 배양한 후, IPTG를 최종농도 0.3 mM로 첨가하여 T7

promoter를 활성화시켰다. IPTG를 첨가한 후 추가로 37oC에

서 3시간 배양하였고, 원심분리 (5,000×g, 5분)를 수행하여

세포를 수확하고 여기에 냉장한 30 mL의 칼럼 (column)완충

용액 (20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.5 M NaCl, 0.2% Triton X-

100, 2 mM EDTA)을 첨가하였다. 초음파로 세포를 파쇄한

후 원심분리 (20,000×g, 20분)를 수행하여 상층액을 회수하

였다. 이 상층액을 미리 칼럼완충용액으로 처리된 20 mL의

chitin bead (New England Biolabs Inc.)가 들어 있는 칼럼에

통과시켰다. 칼럼을 칼럼완충용액으로 씻은 후, 칼럼완충용

액에 30 mM DTT를 첨가한 분리 (cleavage)완충용액으로 4oC

에서 하룻밤동안 처리하였다. 다음날 칼럼완충용액 50 mL

로 단백질을 모았으며, BSA (bovine serum albumin)를 표준

물질로 하여 BCA protein assay 용액 (Pierce Biotechnology,

IL, USA)을 이용하여 단백질의 함량을 측정하였다.

2.4. SDS-PAGE

SDS-PAGE는 11% polyacrylamide gel을 이용하여 Laemmli의

방법으로 행하였다 [23]. 효소용액을 Laemmli's sample buffer

와 혼합하여 5분간 끓인 후 gel에 주입하여 전기영동을 수행

하고 GelCode Blue Stain Reagent (Pierce Biotechnology)를

이용하여 단백질을 가시화하였다.

2.5. 효소의 활성측정

Xylose isomerase의 활성은 효소의 역반응을 이용하여 측정

하였다 [24]. 즉, 400 mM fructose와 10 mM MnCl2가 포함된

100 mM HEPES (pH 7.0) 완충용액 990 µL에 효소용액 10 µL

를 첨가한 후 90oC에서 30분 동안 반응시키고, 50% trichloro-

acetic acid 300 µL를 첨가하여 반응을 정지시켰다. 생성된

glucose의 양은 Glucose assay kit (Sigma, USA)를 이용하여

자체 매뉴얼에 따라 측정하였다.

온도에 따른 xylose isomerase의 활성을 비교하기 위해 400

mM fructose와 10 mM MnCl2가 포함된 100 mM HEPES (pH

7.0) 완충용액 990 µL에 효소용액 10 µL를 첨가한 후, 50~

100oC의 온도에서 30분간 반응시키고 50% trichloroacetic

acid 300 µL를 첨가하여 반응을 정지시킨 후 활성을 측정하

였다.

pH에 따른 xylose isomerase의 활성을 비교하기 위해 pH

3.0~10.0의 완충용액 990 µL에 효소용액 10 µL를 첨가한 후,

90oC의 온도에서 30분간 반응시키고 50% trichloroacetic acid

300 µL를 첨가하여 반응을 정지시킨 후 활성을 측정하였다.

50 mM sodium acetate 완충용액 (pH 3.0~6.0), 50 mM Tris-
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HCl 완충용액 (pH 6.0~8.0), 50 mM glycine NaOH 완충용액

(pH 8.0~10.0)을 이용하였으며 각 완충용액에 400 mM fruc-

tose와 10 mM MnCl2를 첨가하였다.

2.6. 재조합 xylose isomerae 처리 전후의 푸코이단과 사포

닌의 암세포 생육제해 활성 측정

연구에 사용된 푸코이단 (Fucoidan from Fucus vesiculosus,

Product Code: F5631-5G)과 사포닌(Saponin from Quillaja bark,

Product Code: S4521-25G)은 모두 Sigma-Aldrich (USA)에서

구입하였다. 사람 위암 세포주 (human gastric cancer cell line)

인 AGS와 사람 대장암 세포주 (human colon cancer cell line)

인 HT-29는 한국세포주은행 (Seoul, Korea)에서 분양받아 사

용하였다. AGS와 HT-29 세포주는 10% fetal bovine serum

(BioWhittaker, Walkersville, MD, USA)과 Penicillin-strepto-

mycin (100 units/ml, BioWhittaker)을 포함하는 RPMI 1640 배

지 (BioWhittaker)를 이용하여 37oC, 5% CO2에서 배양하였다.

푸코이단 혹은 사포닌 1 mg을 10 mM MnCl2가 포함된 200

mM Tris-HCl (pH 8.0) 완충용액 990 µL에 용해시킨 후, 재조

합 xylose isomerase 효소액 (0.82 µg/µL) 10 µL를 첨가하여

70oC에서 2시간 동안 반응을 행한 후, 100oC에서 30분간 열

처리하여 반응을 중지시켰다.

사람 위암 세포주 (AGS)와 사람 대장암 세포주 (HT-29)를

37oC, 5% CO2에서 24시간 배양하여 세포현탁액을 세포배양

용 96-well plate (Roche Inc., Indianapolis, IN, USA)에 180 µL

씩 분주한 후, 재조합 xylose isomerae로 처리된 푸코이단 및

사포닌을 Phosphate-buffered saline (PBS, BioWhittaker)에 희

석하여 20 µL씩 첨가하였다 (최종농도 0.5, 1, 5, 10, 100 µg/

mL). 음성대조군 (no treatment)은 시료대신 동량의 PBS (Bio-

Whittaker)를 첨가하였고, 효소 미처리 대조군은 효소 미처리

푸코이단 혹은 사포닌을 20 µL씩 첨가하였다 (최종농도 100

µg/mL). 시료가 처리된 세포들을 37oC, 5% CO2에서 48시간

동안 추가 배양한 후, 배양액을 제거하고 3-[4,5-dimethylthia-

zol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma, USA)

(5 mg/mL in PBS) 용액을 100 µL씩 첨가하고, 37oC, 5% CO2

에서 4시간 동안 배양하였다. 이후 DMSO 100 µL를 첨가하

고 37oC, 5% CO2에서 10~15분 동안 반응시킨 후, 발색정도

를 Synergy HT Multi-detection Microplate Reader (Biotek

Instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 이용하여 540 nm의

파장에서 흡광도를 측정하였다 [25].

3. 결과 및 고찰

3.1. Thermotoga maritima의 xylose isomerase 유전자 클

로닝

T. maritima 균주의 DNA로부터 xylose isomerase 유전자를 확

보하였다. T. maritima는 초고온성 혐기성 진정세균이다. T.

maritima 유래의 xylose isomerase 유전자는 1335 bp로 구성

되어 있고 444개의 아미노산을 지정한다. BLAST를 이용한

아미노산 서열의 유사도를 보면 Thermotoga속 (genus) 세균

인 T. naphthophila (Accession #: YP003346639), T. petrophila

(YP001244714), T. neapolitana (YP002534262)의 xylose iso-

merase와 95% 이상의 유사도를 보여 Thermotoga속에서 보존

성이 높음을 확인하였다. Thermotoga속은 진정세균 중 보기

드문 초고온성 세균인데 Nelson 등은 T. maritima 유전자의

24%가 고세균의 유전자와 유사성이 높아 진화 초기의 수평

적 유전자 전달 (lateral gene transfer)의 가능성을 보고하였다

[26].

한편, T. maritima 유래의 rhamnulose-1-phosphate aldolase

[27], β-glucuronidase [28], β-1,2-mannosyltransferase [29] 등

이 대장균과 식물에서 cloning 혹은 재조합발현되어 산업적

응용가능성도 타진되고 있다.

3.2. 발현과 정제

E. coli BL21 (DE3) 숙주에서 pTXB1-TM_XIsomeraseE11 플

라스미드는 재조합 xylose isomerase를 성공적으로 생산하였

다 (Fig. 1). 정제된 효소의 SDS-PAGE는 분자량 49 kDa의 단

일밴드를 보이는 것으로 나타났고 (Fig. 1), 이는 염기서열을

토대로 추산한 것과 일치하였다.

3.3. 온도와 pH에 따른 효소활성과 안정성

각 온도에서의 재조합 xylose isomerase의 활성을 Fig. 2A에

나타내었다. 본 연구의 조건에서는 50~70oC 구간에서의 활성

의 증가속도보다 70~80oC에서의 증가속도가 컸으며 90oC에

서 최적활성은 보였지만 100oC에서는 급격한 하락을 보였다.

동일한 T. maritima 유래의 재조합효소이지만 최적온도가

rhamnulose-1-phosphate aldolase는 65oC [27], β-glucuronidase

는 80oC [28], β-1,2-mannosyltransferase는 95oC [29]로 나타나

효소에 따라 최적온도가 다른 것으로 나타났다.

각 pH에서의 재조합 xylose isomerase의 활성을 Fig. 2B에

나타내었다. 전반적으로 중성과 약염기성에서 활성이 높은

것으로 확인되었다. 사용한 완충용액과 pH 중에서 50 mM

Fig. 1. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE) of recombinant xylose isomerase from E. coli cells har-

boring pTXB1-TM_XIsomeraseE11. Lane M, size markers; lane C,

cell-free extract; lane P, purified enzyme by affinity chromatography.

49 kDa indicates the position of the recombinant xylose isomerase.
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Tris-HCl 완충용액의 pH 8.0에서 최고활성이 나타났다. 또한,

50 mM Tris-HCl 완충용액의 pH 7.0에서의 활성이 50 mM

glycine-NaOH 완충용액의 pH 8.0에서의 활성보다 높은 것으

로 나타났다. T. maritima 유래의 β-glucuronidase는 pH 5~7

[28], rhamnulose-1-phosphate aldolase는 pH 6.5 [27] 범위에서

최적활성을 보였다.

3.4. 재조합 xylose isomerae 처리 전후의 푸코이단과 사포

닌의 암세포 생육제해 활성 

재조합 xylose isomerase의 처리 여부에 따른 푸코이단 및 사

포닌의 암세포 생육저해 활성을 암세포주를 이용하여 검토

하였다.

사람 위암 세포주인 AGS (human gastric adenocarcinoma)

세포에 적용한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 푸코이단은 전반

적으로 효소 무처리구가 효소 처리구에 비해 높은 생육저해

활성을 나타내었다 (Fig. 3A). 이러한 경향은 동일한 효소양

에 비해 푸코이단의 양을 증가시켜도 유사하게 나타났다. 반

면, 사포닌은 효소 처리구가 효소 무처리구에 비해 높은 생육

저해 활성을 나타내었으며, 효소대비 사포닌 양이 증가할수

록 생육저해 활성도 증가하는 경향을 나타내었다 (Fig. 3B).

또한, 사포닌을 1 µg/mL의 농도에서 효소로 처리했을 때부

터 통계적으로 유의한 생육저해 활성을 보였다.

사람 대장암 세포주인 HT-29 세포에 적용한 결과를 Fig. 4

에 나타내었다. 푸코이단은 전반적으로 통계적 유의성이 없

는 낮은 생육저해 활성을 보였으며, 효소처리 유무에 따른 생

육저해 활성의 차이도 보이지 않았다(Fig. 4A). 사포닌은 효

소 무처리구도 상기의 위암 세포주와 유사한 생육저해 활성

을 보였으며, 효소 처리구는 사포닌의 농도 의존적으로 높은

생육저해 활성을 보였다 (Fig. 4B). 위암 세포주와 달리 대장

암 세포주에서는 사포닌의 0.5 µg/mL의 농도에서부터 통계

Fig. 2. Effects of temperature and pH on recombinant xylose isomerase activity. (A) Temperature dependence of enzyme activity. Values on

the ordinate are shown as percentages of enzyme activity (100%) observed at 90oC. (B) pH dependence of enzyme activity. The buffers

used were 50 mM sodium acetate buffer (rectangles, pH 3.0~6.0), 50 mM Tris-HCl buffer (triangles, pH 6.0~8.0), and 50 mM TAPS buffer

(circles, pH 8.0~10.0). The values on the ordinate are shown as percentages of enzyme activity (100%) observed at pH 8.0.

Fig. 3. Effect on cell viability of human gastric cancer (AGS) cells by the treatment of enzyme-treated (A) fucoidan and (B) saponin. Mean±
SEM for three samples are shown as fold compared with no treatment. *ANOVA p<0.001 compared with no treatment. This experiment was

repeated at least twice yielding reproducible results.
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적으로 유의한 생육저해 활성을 보였다.

안 등 [4]은 AGS 세포에 100 µg/mL 농도의 푸코이단을 처

리하였을 때 60% 이상의 생육저해 활성을 나타낸다고 보고

하였으나, 본 연구에서는 같은 조건에서 25% 정도의 생육저

해 활성을 보였다. 현 등 [3]은 대장암 세포에 100 µg/mL 농도

의 푸코이단을 처리하였을 때 62%의 생육저해 활성을 나타

낸다고 보고하였지만, 본 연구에서는 항암활성이 관찰되지

않았다. 현 등 [3]은 실험에서 HCT-15 대장암 세포주를 사용

하였고, 본 연구에서는 HT-29 대장암 세포주를 사용하여 실

험조건에 차이가 있다. 또한, 본 연구에서 효소를 처리한 푸

코이단의 암세포주에 대한 생육저해 활성이 낮은 것은 효소

처리에 의해 푸코이단 잔기의 변형이 오히려 생육저해 활성

을 낮추었을 가능성도 있을 것이다. 푸코이단은 분자량이 20

만 dalton (Da)을 넘는 고분자 물질이고, 인삼 사포닌은 각각

ginsenoside-Rg1 (C42H72O142H2O)이 837 Da, ginsenoside-Rb1

(C54H92O233H2O)이 1163 Da, ginsenoside-Rf (C42H72O142H2O)

이 837 Da의 분자량을 가진다. 효소가 두 기질에 대하여 일정

하게 반응하였다면 전체 분자량에서 차지하는 효소로 변화

된 잔기의 비율은 분자량이 작은 사포닌에서 높게 나타날 것

이다. 전 등 [12]은 김치에서 분리한 β-glucosidase 활성균주

인 Lactobacillus brevis LH8이 분비하는 효소를 이용하여 흡

수율과 생리활성이 낮은 ginsenoside Rd를 흡수율과 생리활

성이 높은 compound K로 전환시킨 결과를 보고하였다. 이 등

[9]은 발효를 통하여 인삼잎의 ginsenoside 함량이 최대 15배

증가한다는 결과를 보고하였다. 김 등 [11]은 인삼에 다양한

효소들을 처리하여 추출효율과 항산화 활성을 비교하였는데,

pectinase 처리구가 가장 높은 추출효율과 라디칼 소거능을

보였다고 보고하였다. 이러한 보고들은 인삼에 함유된 사포

닌 등의 유효성분이 효소처리에 의해 구조가 변화했다는 것

을 의미하며 [9,11,12], xylose isomerase의 처리에 의해 사포

닌의 암세포에 대한 생육저해 활성이 증진된 본 연구의 결과

와 유사한 결과로 사료된다.

본 연구에서 재조합 발현한 xylose isomerase는 HFCS의 생

산 [20] 및 바이오에탄올 생산 [19] 분야에서 활용이 가능할

뿐만 아니라, 특히 암세포에 대한 사포닌의 생육저해 활성을

높일 수 있으므로 부가가치가 높은 식의약 소재의 개발에 활

용이 가능할 것으로 기대된다.

4. 요약

호열성 진정세균인 Thermotoga maritima의 xylose isomerase

유전자를 대장균을 이용하여 클로닝하고 재조합 발현시켰

다. 재조합 효소의 최적활성은 90oC와 pH 8.0에서 관찰되었

다. 사포닌을 재조합효소로 처리한 후 사람의 위암 세포주

(AGS)와 대장암 세포주 (HT-29)에 처리한 결과, 효소 무처리

사포닌에 비해 우수한 암세포 생육저해 활성을 나타냈다. 한

편, 푸코이단을 재조합효소로 처리한 후 동일 세포주들에 처

리한 결과, 효소 무처리 푸코이단과 비슷한 암세포 생육저해

활성을 보였다. 1 µg/mL 농도의 효소 처리 사포닌은 100 µg/

mL 농도의 효소 무처리 사포닌과 유사하거나 우수한 암세포

생육저해 활성을 보였다. 본 연구결과는 기능성 식품이나 의

약품의 개발에 참고가 될 것으로 사료된다.
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