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Cellulosimicrobium sp. YB-43의 mannanase B 유전자 클로닝과 특성 분석
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ABSTRACT: A mannanase gene was cloned into Escherichia coli from Cellulosimicrobium sp. YB-43, which had been found to produce 
two kinds of mannanase, and sequenced completely. This mannanase gene, designated manB, consisted of 1,284 nucleotides encoding a 

polypeptide of 427 amino acid residues. Based on the deduced amino acid sequence, the ManB was identified to be a modular enzyme 
including two carbohydrate binding domains besides the catalytic domain, which was highly homologous to mannanases belonging to the 
glycosyl hydrolase family 5. The N-terminal amino acid sequence of ManB, purified from a cell-free extract of the recombinant E. coli

carrying a Cellulosimicrobium sp. YB-43 manB gene, has been determined as QGASAASDG, which was correctly corresponding to signal 
peptide predicted by SignalP4.1 server for Gram-negative bacteria. The purified ManB had a pH optimum for its activity at pH 6.5~7.0 and 
a temperature optimum at 55°C. The enzyme was active on locust bean gum (LBG), konjac and guar gum, while it did not exhibit activity 

towards carboxymethylcellulose, xylan, starch, and para-nitrophenyl-β-mannopyranoside. The activity of enzyme was inhibited very 
slightly by Mg2+, K+, and Na+, and significantly inhibited by Cu2+, Zn2+, Mn2+, and SDS. The enzyme could hydrolyze mannooligosaccharides 
larger than mannobiose, which was the most predominant product resulting from the ManB hydrolysis for mannooligosaccharides and 

LBG.
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Mannan 다당류는 기본 골격과 측쇄를 구성하는 당의 종류

에 따라 β-mannan, glucomannan, galactomannan과 galacto-

glucomannan으로 구분되며, 나무의 목질부 세포벽의 반섬유

소를 비롯하여 식물의 종자나 뿌리 등에 존재하는 저장 다당

류(McCleary, 1985) 및 조류의 세포벽과 저장 물질에서 두루 

발견된다고 보고되었다(Chanzy et al., 1984). Mannan 다당류

의 분해에는 mannanase, β-mannosidase, α-galactosidase, β- 

glucosidase와 acetyl mannan esterase가 관여하며(Malgas et 

al., 2015) 이들 중 mannose 잔기간 β-1,4-mannosyl 결합을 무

작위적으로 분해하여 mannooligosaccharide (MOS)로 전환

시키는 mannanase가 주된 역할을 한다.

바이오매스 자원의 당화, 커피 가공, 펄프 표백, 올리고당 제

조 및 사료첨가용 효소로 산업적 활용성이 높은 mannanase는 

xylanase나 cellulase에 비해서는 연구가 적게 이루어졌지만 

최근 들어 크게 주목을 받고 있는 효소이다(Dhawan and Kaur, 

2007; Malgas et al., 2015). MOS가 prebiotics의 기능과 장관

의 치료 효과 및 항산화 활성을 보이는 것으로 확인되면서 

원두커피 부산물을 비롯한 여러 종류의 mannan 다당류를 

mannanase로 분해하여 MOS를 생산하기 위한 연구가 활발히 

진행되었다(Srivastava and Kapoor, 2014; Zhang et al., 2014; 

Liu et al., 2015; Pangsri et al., 2015). 또한 mannanase는 사료 

곡물의 항영양인자로 존재하는 mannan 다당류를 분해하여 

MOS로 전환시킴으로써 사료효율 개선과 함께 가축의 면역

기능을 향상시키는 사료첨가용 효소로 효능이 입증되어(Mok 

et al., 2013; Zou et al., 2015) 상업화가 되었으며 최근에 전세
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계적으로 강조되고 있는 무항생제 친환경 축산에 적합한 효소

로 주목을 받고 있다.

현재까지 알려진 mannanase는 활성영역의 아미노산 배

열에 따라 GH5, 26, 113과 134로 구별되는데 대부분은 GH5

와 GH26에 속하며 GH113과 GH134에 속하는 mannanase는 

Alicyclobacillus속 균주(Xia et al., 2016)와 Aspergillus nidulans

로부터(Shimizu et al., 2015) 각각 보고되었다. 주로 세균으로

부터 생산되는 GH26의 mannanase에는 Cellulomonas fimi의 

mannanase와 같이 활성 영역 외에 다른 기능성 영역을 포함

한 효소도 있지만 활성 영역만으로 구성된 효소가 대부분을 

차지한다(Stoll et al., 1999). 이에 비해 GH5의 mannanase는 

세균과 균류에서 두루 생산되며 활성 영역외에 탄수화물 결

합 영역(CBM)을 비롯한 다른 기능성 영역을 포함한 것이 많

다(Dhawan and Kaur, 2007). 한편 Aspergillus, Bacillus, 

Cellulomonas, Cellulosimicrobium, Clostridium, Streptomyces, 

Thermobifida와 Trichoderma를 포함한 여러 속의 많은 균주

로부터 mannanase 유전자가 클로닝되어 그 특성이 확인되었

고, B. subtilis와 Pichia pastoris에서 과잉 생산된 바 있다

(Yoon and Lim, 2007; Zhou et al., 2013; Li et al., 2015).

Cellulosimicrobium cellulans는 16S rDNA 서열과 세포벽

과 세포막의 조성분에 따라 Cellulomonas cellulans가 재분류

된 것이며(Schumann et al., 2001), Cellulosimicrobium 속의 

균종은 C. aquatile, C. cellulans, C. funkei과 C. terreum 등이 

알려져 있다. Curdlan을 1,3-β-glucan 올리고당으로 가수분해

하는 endo-1,3-β-glucanases, 밀집 펄프의 표백용 xylanase, 

protease 등의 효소를 생산하는 C. cellulans 뿐 아니라 chitinase, 

β-glucosidase, cellulase, xylanase의 생산균인 Cellulosimicrobium 

속 균주들이 토양이나 동물의 장관에서 분리되었다. 특히 C. 

funkei HY-13로부터는 mannanases와 glucanase가 보고되었

다(Kim et al., 2011a, 2011b, 2016). 한편 밤 나무 농장의 토양

으로부터 분리된 Cellulosimicrobium sp. YB-43의 배양상등

액으로부터 2종류의 mannanases (mannanase A, ManA; mann-

anase C, ManC)가 부분 정제되었으며, 이들 효소는 최적 반응

조건을 비롯하여 열안정성, 기질 특이성 등이 서로 다른 것으로 

보고되었다(Yoon, 2015). 본 연구에서는 Cellulosimicrobium sp. 

YB-43의 mannanase 유전자를 클로닝하여 재조합 대장균으로

부터 효소를 정제하고 그 특성을 조사하여 ManA 및 ManC와 

비교하였다. 

재료 및 방법

Mannanase 유전자 클로닝 

유전자 분리원으로 사용한 Cellulosimicrobium sp. YB-43

은 LB 액체배지에서 배양온도를 30°C로 하여 20시간 진탕 배

양한 후 균체를 회수하여 Genomic DNA prep kit (Solgent)로 

총 유전체 DNA를 분리하였다. Mannanase 유전자를 클로닝

하기 위해 분리된 염색체 DNA를 Sau3AI으로 부분 절단하고 

agarose gel 전기영동을 한 후 1.5 kb 이상인 DNA 단편을 추출

하였다. 이를 BamHI으로 절단된 pUC19와 ligation한 후 E. 

coli DH5α에 도입하여 얻은 형질전환주를 0.5% LBG를 첨가

한 LB 평판배지에 옮겨 하룻밤 배양하였다. Congo red 용액

(0.2%)으로 1시간 염색하여 형질전환주 집락 주변에 분해환

을 관찰함으로써 mannanase 활성을 보이는 형질전환주를 선

별하였다. 유전자 염기서열 결정을 위해서는 형질전환주로부

터 분리된 재조합 플라스미드에 클론된 유전자를 제한효소로 

적절한 크기로 절단하여 pUC19에 도입하고 이를 주형 DNA

로 하고 M13 universal primer와 reverse primer를 사용하여 염

기서열을 결정하였다.

Mannanase의 정제

Cellulosimicrobium sp. YB-43의 mannanase 유전자가 도

입된 재조합 대장균을 LB 배지에 접종하여 37°C에서 13시

간 동안 진탕 배양한 후 균체를 회수하고 10 mM sodium 

phosphate 완충액(pH 7.0)에 현탁하였다. 균체를 파쇄하고 원

심분리한 후 균체 파쇄상등액을 채취하여 ammonium sulfate 

(25–70%)로 침전하여 단백질을 분획하였다. 침전된 단백질을 

20 mM Tris 완충용액(pH 8.0)으로 현탁하고 동일 완충액으로 

투석하였다. 동일한 완충용액으로 평형화한 DEAE-Sephadex 

column (Sigma-Aldrich Co.)에 효소액을 흡착시킨 후 NaCl의 

농도를 0 M에서 2.0 M까지 농도구배를 주어 증가시킨 20 mM 

Tris 완충용액(pH 8.0)으로 1분당 1 ml의 용출속도로 흡착된 효

소를 추출하였다. Mannanase 활성을 갖는 분획을 따로 모아 다

시 20 mM Tris 완충용액(pH 8.0)으로 투석한 후 Q-Sepharose 

컬럼(Sigma-Aldrich Co.)에 흡착시키고 NaCl의 농도를 0 M

에서 1.0 M까지 농도구배를 주어 증가시킨 20 mM Tris 완충

용액(pH 8.0)으로 용출하였다. 활성 분획을 모아 ultrafiltration

으로 농축한 후 10 mM potassium phosphate 완충액(pH 7.0)으

로 투석하고 동일한 완충액으로 평형화한 hydroxyapatite 컬

럼으로 크로마토그래피를 수행하여 흡착되지 않고 용출된 단

백질을 회수함으로써 mannanase를 정제하였다. 정제된 효소

의 아마노 말단의 아미노산 배열을 결정하기 위해서는 기초과
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학연구소 서울분원의 Procise 491 protein sequencer (Applied 

Biosystems)를 사용하였다. 

Mannanase 반응특성 분석

Mannanase 활성을 측정하기 위해서는 0.5% locust bean 

gum (LBG)과 50 mM pH 완충액을 포함한 반응액에 효소를 

혼합하여 총 부피를 1 ml로 하여 50°C에서 15분 동안 반응시

켰다. DNS 용액 3 ml를 첨가하여 반응을 정지시키고 끓는 물

에서 5분 동안 방치하여 발색시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측

정하였다. Mannose를 표준시료로 사용하여 동일조건에서 발

색시켜 조사한 흡광도와 비교함으로써 유리된 환원당의 양을 

결정하였다. 효소 활성도 1.0 unit는 위의 조건에서 1분 동안 

LBG로 부터 1 μmol의 mannose에 상응하는 환원당을 생성하

는 효소의 양으로 정의하였다. 기질특이성을 조사하기 위해서 

LBG와 함께 사용된 guar gum, yeast mannan, oat spelt xylan, 

carboxymethyl cellulose는 Sigma-Aldrich Co.로부터 구입하

였다. 반응 온도와 pH가 효소 활성에 미치는 영향을 조사하기 

위해서 40–65°C와 pH 4.5–10.0의 범위에서 mannanase 활성

을 각각 측정하였다. 이때 pH 4.5–6.0는 citrate 완충용액, pH 

6.0–8.0은 sodium phosphate 완충용액, pH 8.0–9.0은 Tris 완충

용액 및 9.0–10.0 범위에서는 KCl-borate 완충액을 각각 사용

하였다. 열안정성은 20–55°C 범위의 온도에서 mannanase 효

소액을 30분 동안 방치한 후 잔존활성을 측정하여 결정하였

다. 금속이온과 화합물이 효소 활성에 미치는 영향을 조사하

기 위해서는 최종 농도가 5 mM이 되도록 반응액에 첨가하고 

효소활성을 측정하였다. 

반응산물의 분석

 Megazyme International Ireland로부터 구입한 MOS (0.5%)

나 LBG (0.5%) 또는 guar gum (0.5%)과 20 mM sodium 

phosphate 완충액(pH 7.0)을 함유한 반응액에 정제된 효소를 

과량 첨가하여 40°C에서 4시간 동안 반응을 수행한 후 95°C에

서 3분 동안 열 처리하고 이를 원심분리하였다. 반응 상등액을 

적정량 취해 n-propanol, nitromethane과 증류수[7:1:2, (v/v)] 

혼합용액을 전개용액으로 하여 silica gel-precoated thin layer 

plate (Merck Kiesegel, No. 5748)에서 박층 크로마토그래피를 

수행하였다. 전개된 물질을 발색시키기 위해서는 9 ml ethanol, 

0.5 ml p-anisaldehyde, 0.5 ml sulfuric acid와 glacial acetic acid 

몇 방울을 혼합한 발색제 용액을 뿌린 후, 120°C에서 10분간 

방치하였다. 

결과 및 고찰

Mannanase 유전자와 단백질

제한효소 Sau3AI으로 절단된 Cellulosimicrobium sp. YB-43

의 유전체 단편을 pUC19에 삽입한 후 이를 E. coli DH5α에 

도입함으로써 얻은 형질전환주 중에서 mannanase 활성을 보

이는 형질전환주를 선발하였으며 이로부터 플라스미드를 

분리하고 클론된 DNA의 염기서열을 결정하였다. 그 결과 

mannanase 유전자(manB)를 포함한 2,202 bp 크기의 염기서

열이 확인되었고, 이로부터 427 아미노산 잔기로 구성된 단백

질을 코드하며 1,284 bp로 구성된 manB의 구조유전자가 밝혀

졌다. 개시코돈(ATG)으로부터 7 nucleotides가 떨어진 부분

에 ribosome 결합위치로 추정되는 염기서열(GGGAGG)이 존

재하였으며, PePPER webserver (http://pepper.molgenrug.nl.)

를 이용하여 promoter로 예측되는 지점이 개시코돈 상부의 

131–159번째 염기서열에서 관찰되었다(GenBank accession 

no. KX620013).

유전자 염기서열로부터 예측된 아미노산 배열에 따르면 

YB-43의 ManB는 GH5에 속하는 mannanase와 상동성이 높은 

활성영역(41–283)과 2개의 CBM10 (343–372, 392–420)이 배열

된 다영역 효소로 확인되었다. ManB의 아미노산 배열을 미국 

NCBI database에 등록된 다른 효소와 비교한 결과 지렁이 장

내에서 발견된 Cellulosimicrobium sp. HY-13의 mannanase H 

(ManH; AEE43708)와 상동성이 94%로 가장 높았다(Kim et al., 

2011a). 이외에는 히말라야 온천에서 분리된 Cellulosimicrobium 

sp. MM (92%; KFD42617), Microbacterium sp. 292MF (73%; 

WP_040570217), Streptomyces sp. DI166 (65%; SBT88962), 

S. exfoliates (66%; WP_037635509), S. toyocaensis NRRL 

15009 (63%; KES07834)와 S. aureus (61%; WP_055598919)

의 mannanase와 상동성이 높았으나 이들은 모두 유전체 염기

서열에서 유추된 단백질에 해당한 것으로 효소 활성에 대한 

연구는 보고된 바가 없다(Fig. 1).

활성 잔기를 비롯하여 구조와 기능에 관한 다수의 정보가 

알려진 S. thermolilacinus의 mannanase (StMan)는 GH5에 속

하는 활성영역과 CBM2로 구성되어 있는데(Kumagai et al., 

2011), StMan과 ManB의 활성영역 아미노산 배열은 58% 상

동성을 보였다. StMan의 활성 영역은 62-308 번째 아미노산 

배열 지역으로 Asp285, Glu286, Asp287이 Ca
2+
과 결합하는 

잔기이며(Kumagai et al., 2012, 2013), Glu273은 친핵성 활성

잔기, Trp281은 기질 친화력에 관여하는 잔기로 보고되었다

(Kumagai et al., 2015). ManB는 Ca
2+
과 결합하는 StMan의 아

미노산 잔기에 상응하는 서열이 259–261번째의 D-E-A 배열
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Y3   M----RRLL----AIALSAVLALLA--VPALAQGASAASDGFFVQGGKIYDANGNQFVPVGVNHAHAWYPSQTQSFADIRAAGANTVRVVLSGGRYGTS-SASDVSAVIERC   101 
H3   *----***F----**V*G*******--*********V*****S**D*R*******R*******************************************-**A*****V***   101
MM   *----***F----************--***********N***S*R**N*************A*************************************-************   101
NL   *AKQP****RTVAGT*FA*A*G***SVLGPSVGD*E**PA*IR*HN*RVHE****E**MR*A***Y****Q**T*I***A*K*********GS*DRW*ET***Q**TI*GQ*   112
2M   *----**VI----*LMIGLLI**VS--I**T**A**P---**S*S*********A**I*Q*I****T***DELD*L*A*****************W***EN**E*A*IVAE*    99

Y3   KQNQLVCILENHDTTGYGEDGSARSLASAAQYWTSIASVLRGQERYVMINIGNEPFGNSGFQSWTTDTIAAIQTLRGAGLAHTLVVDAPNWGQDWSFTMRDNAPTV--AAAD   211
H3   ************************************************************************R***A***D*************************--****   211
MM   *R*************************N**R*******A*********************Y*N**R**V***********D*************************--****   211
NL   *A*KVI*V**V**********A*AT*DQ**D**IGVK*A*E***D**VV**********NYAA**DA*KS**GK**N***R*A*M***********H***N**AS*FASDP*   224
2M   *A*E***L**Y*********S**T***T*V***K*VK*AVV***K**************SYSG**SA**S***A**AD*FT***************N*******A*--****   209

                                         ↓
Y3   GNVVFSVHMYGVFDTGAEVRAYLDSFTSRGLPIMVGEFGDNHSDGNPDEATIMSYTRSQGIGMLGWSWSGNGSGVEYLDMVNGFSASSLTPWGQRFVHGADGLKARNAPVAS   323
H3   ************************************************************************G******************************R*****A**   323  
MM   S*****I********A*************R*A****************************************************************IN**************   323  
NL   R*TI**I*****Y**A***QD**NH*VNN***LV******Q********DA**ATAQ*LR**Y*********************DPG***N**N**FN*SN*IA*TSKR-*T   335 
2M   ************Y**A****S***A******AVI************************************************S*NS****S*****IN*********PQ**T   321  

Y3   VYGGDGGGDGGGGGGGT-----GTAPNGYPYCASA-ASDPDGDGWGWESGASCVVRGSSADTGSGGGSGSGSTAPNGYPYCASA-SSDPDGDGWGWESSASCVVRGSSADR    427
H3   ******----*D*D**A-----*************-S************S**********************************-**************************    423
MM   ****G*D---***D**G-----*************-S***********NN**********************************-************N*************    424
NL   ***SGD**GD*-----------**********VNGGS***********NNQ*************S**G----*********VNGG************NNQ**********H    431
2M   **S*GS*T*P*TDP*TDPGTDP*******Q*****-S***********QSR*******AP***T-----QPT******L*****-************Q*R*******G***    425

Fig. 1. Comparison of the Cellulosimicrobium sp. YB-43 mannanase with others. The amino acid sequences of five mannanases from Cellulosimicrobium sp. 

YB-43 (Y3), Cellulosimicrobium sp. HY-13 (H3), Cellulosimicrobium sp. MM (MM), S. toyocaensis NRRL 15009 (NL), and Microbacterium sp. 292MF 

(2M) are aligned by introducing gaps (hyphens) to maximize similarities. Residues identical to the amino acid sequence of the YB-43 mannanase are 

indicated by asterisks in other sequences. Amino acids corresponding to the signal peptide predicted by SignalP4.1 server are italicized with underline. A 

putative nucleophile is marked by arrow on the amino acid. The double underlined sequence indicates the putative calcium binding residues. Numbers at the 

end of each line correspond to the amino acid position in the protein. 

로 확인되어 마지막 잔기가 StMan가 차이가 있었으며, 활성 

잔기는 Glu248로 동일하였다. 그러나 기질 친화력에 관여하

는 잔기인 StMan의 Trp281에 상응하는 잔기는 ManB에 존재

하지 않고 Glu255로 확인되었다. Cellulosimicrobium sp. MM

과 Microbacterium sp. 292MF의 mannanase 및 manH에서도 

이들 잔기가 모두 ManB와 동일하였으며, S. toyocaensis NRRL 

15009의 mannanase는 Ca
2+
와 결합하는 잔기가 ManB와 달리 

StMan과 동일하였다. 한편 ManB의 아미노산 배열을 그람 양

성균 기준으로 SignalP4.1 프로그램으로 분석한 결과 27개 잔

기의 아미노 말단이 signal peptide로 예측되었으나, 그람 음성

균을 기준으로 하였을 때는 22개 잔기의 아미노 말단이 signal 

peptide로 그람 양성균과는 다르게 예측되었다.

Mannanase의 정제와 반응특성

재조합 대장균이 생산하는 ManB를 정제하기 위해 재료 및 

방법에 기술한 대로 균체 파쇄상등액을 ammonium sulfate 

(25%–70%)로 처리하여 침전된 단백질을 투석한 후 DEAE- 

Sepharose, Q-Sepharose와 hydroxyapatite 컬럼 크로마트그래

피를 수행하였다. ManB 조효소액을 DEAE-Sepharose 컬럼 크

로마트그래피를 수행한 결과 1.0–1.3 M NaCl의 농도에서 용출

되었으며, mannanase 활성이 높은 분획을 모아 Q-Sepharose 

컬럼 크로마토그래피를 수행하였을 때는 0.6–0.8 M NaCl 범위

의 농도에서 용출되었다. Cellulosimicrobium sp. YB-43의 배

양상등액으로부터 mannanase를 정제하였을 때 Q-Sepharose 

컬럼 크로마토그래피에서 ManA는 0.06–0.17 M NaCl, ManC

는 0.25–0.46 M NaCl 범위의 농도에서 각각 용출된 것과 비교

하였을 때 ManB는 훨씬 더 높은 농도에서 용출된 것이다. 

Q-Sepharose 컬럼 크로마토그래피에서 용출된 분획 중 활성

이 높은 분획만 모아 hydroxyapatite 컬럼 크로마토그래피를 

수행한 결과 mannanase는 컬럼에 흡착되지 않고 용출되었으

며, 용출된 단백질을 ultrafiltration으로 농축하여 SDS-PAGE

로 분석한 결과 약 45 kDa 크기의 단일한 단백질이 관찰되어 

아미노산 서열에서 예측되는 전구체 단백질의 분자량(44.8 

kDa)보다 약간 큰 것으로 나타났다(결과 미제시).

정제된 단백질의 아미노 말단 배열을 분석한 결과 23~31번

째 아미노산에 해당하는 QGASAASDG가 아미노 말단으로 

확인되었다. 일반적으로 signal peptide는 아미노 말단 부분이 

염기성 아미노산이며 그 뒤로 소수성 아미노산이 배열되며 마

지막으로 절단 위치 앞이 A-X-A로 배열되어 있다(Sakakibara 

et al., 1993; Tjalsma and van Dijl, 2005). ManB의 아미노 말단

도 이와 같은 배열을 하고 있는데 A-X-A 배열이 20–22번째 

(A-L-A)와 25–27번째(A-S-A)에 반복해 있다. 재조합 대장균

으로부터 생산된 ManB의 아미노 말단의 배열은 SignalP4.1 

프로그램에서 그람 음성균을 기준으로 예측된 결과와 일치하

였으며 A-L-A 배열 다음이 절단되었음을 알 수 있었다. C. fimi

의 GH26에 속하는 mannanase도 재조합 대장균으로부터 생
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Fig. 2. Temperature and pH optima of the purified ManB. The pH profiles 

were obtained by measuring the mannanase activities at various pH’s with 

a constant temperature of 50°C. Buffers (50 mM) used were as follows: 

sodium citrate (-■-, pH 4.5–6), sodium phosphate (-▼-, pH 6–8), Tris (-▲-, 

pH 8–9), and KCl-borate (-●-, pH 9–10). Temperature profiles (-○-) were 

obtained by measuring the mannanase activities at different temperatures 

with a fixed pH 6.5. Each curve represents the average of three independent 

experiments with error bars showing the standard deviation.

산된 것과 모균주에서 생산된 효소의 아미노 말단이 차이가 

있었으며 대장균에 의해 생산된 효소의 아미노 말단 서열이 

14 잔기를 더 포함하는 것으로 밝혀진 바 있다(Stoll et al., 

1999). 그러나 재조합 대장균으로부터 생산된 B. subtilis WL-7의 

mannanase는 signal peptidase로 절단되는 위치가 Bacillus 균

주와 동일하였다(Kweun et al., 2004). 한편 ManB와 유사성이 

가장 높은 것으로 보고된 Cellulosimicrobium sp. HY-13의 

ManH는 SignalP3.0 프로그램을 사용하였을 때 24개 아미노 

말단 잔기가 signal peptide으로 예측되었으며 절단 위치가 

A-Q-G 배열의 다음인 것으로 보고되어 ManB와는 차이가 있

었다(Kim et al., 2011a). ManB와 ManH는 아미노 말단의 27

개 잔기 배열 중 4개 잔기가 차이가 있었으며 특히 27번째 잔기

가 서로 다른데, 이러한 차이 때문에 ManB와 ManH의 signal 

peptide가 서로 다르게 예측되었을 수 있다. SignalP3.0 보다 

SignalP4.0 프로그램에 의해 예측된 절단 위치의 정확도가 높

다고 보고된 바 있다(Petersen et al., 2011). 

정제된 ManB를 사용하여 반응 온도와 pH가 효소활성에 

미치는 영향을 조사한 결과 pH 6.5–7.0과 55°C에서 최대 활성

을 보였다(Fig. 2). 이러한 결과는 YB-43의 배양상등액으로 

부분 정제된 mannanases 중에서 55°C와 pH 6.5에서 최대 활

성을 보이는 ManA와 유사하였으며 65°C와 pH 7.5에서 최대

활성을 보이는 ManC와는 차이가 있었다(Yoon, 2015). 한편 

xylanase와 mannanase를 동시에 생산하는 균으로 작물 토양

으로부터 분리된 Cellulosimicrobium sp. YB-1107의 mannanase

는 ManB와 최적 반응온도와 pH가 동일한 것으로 보고되었다

(Yoon, 2011). Cellulosimicrobium sp. HY-13 유래의 ManH 

(Kim et al., 2011a)는 50°C와 pH 6.0, ManK (Kim et al., 2011b)

는 50°C와 pH 7.0에서 최대활성을 보여 ManB와는 차이를 보

였다. 특히 ManB는 ManC 또는 ManK와는 달리 pH 8의 sodium 

phosphate 완충액을 사용하였을 때에 비해 Tris 완충액을 사용

하였을 때 활성이 크게 낮아졌다. 

금속이온을 비롯한 화합물이 ManB 활성에 미치는 영향을 

분석한 결과 Cu
2+

, Zn
2+

, Mn
2+

 이온과 EDTA 및 SDS에 의해 활

성이 크게 감소하였으며 Mg
2+

, K
+
과 Na

+
 이온에 의해서는 미

약하게 감소한 것으로 나타났다. SDS에 의해 활성이 감소한 

정도는 40% 미만으로 B. subtilis WL-7의 mannanase와 유사

하였다(Kweun et al., 2004). Cellulosimicrobium sp. HY-13의 

ManH는 ManB와 같이 Cu
2+

, Zn
2+
와 EDTA에 의해 크게 저해

되나 Mn
2+
에 의해서는 활성이 증가되어 ManB와 차이가 있었

다. ManK의 경우는 금속 이온에 의해 활성에 큰 변화가 없는 

것으로 나타났으며 ManB와는 전혀 다른 것으로 확인되었다. 

재조합 대장균으로부터 정제된 S. thermolilacinus NBRC14274

의 StMan은 EDTA를 첨가하였을 때 거의 활성을 보이지 않으

며 Ca
2+
과 Mg

2+ 
이온이 효소 활성에 필요한 것으로 보고되었

다(Kumagai et al., 2011). 

ManB의 열안정성을 조사하기 위해 정제 효소를 여러 온도

에서 30분 동안 방치한 후에 잔존 활성을 측정하였다. 그 결과 

35–45°C 범위의 낮은 온도에서도 약 9% 정도 활성이 감소하

였으나 이 온도 범위에서는 방치 온도와 관계없이 거의 유사

한 잔존활성을 보였으며, 50°C에서는 약 63%의 활성을 유지

하였다(Fig. 3). 아미노산 배열의 유사도가 높은 ManH는 ManB

와 같이 30°C에서는 실활되지 않았으나 45°C와 50°C에서 30

분간 열처리시 잔존활성이 약 80%와 40%로 나타나 ManB보

다 열안정성이 낮은 것으로 나타났다. YB-43의 부분 정제효

소 ManA는 40°C 이하에서는 1시간 동안 실활되지 않았으며 

50°C에서도 1시간 처리 후 약 60%의 활성을 유지하여 ManB 

보다 열안정성이 높았으며 ManC는 ManB 보다 열안정성이 

낮았다(Yoon, 2015). 한편 StMan는 5 mM EDTA와 Ca
2+

 이온

이 각각 첨가된 상태에서 열처리하였을 때 46°C와 61°C에서 

반감기가 30분으로 나타나 Ca
2+

 이온에 의해 열안정성이 증가

되었고(Kumagai et al., 2011) Mg
2+
과 Mn

2+
 이온에 의해서도 

열안정성이 증가는 것으로 밝혀졌다. 이들 금속이온은 StMan

의 285–287 번째 아미노산(D-E-D)과 결합하여 열안정성을 증

진시키고 이들 잔기 중 Glu286 잔기가 Ca
2+

 이온과 직접 결합



Cellulosimicrobium sp.의 mannanase 유전자 ∙ 341

Korean Journal of Microbiology, Vol. 52, No. 3

Fig. 3. Thermostability of the purified ManB. Thermostabilities were 

determined by measuring the residual activities after pre-incubation for 30 

min at different temperatures. Each curve represents the average of three 

independent experiments with error bars showing the standard deviation.

Table 1. Substrate specificities of the purified ManB

Substrates
Relative activity (%) of

ManB
a

ManA
b

ManC
b

Locust bean gum galactomannan 100.0 100 100

Konjac glucomannan 107.1 92.0 112.9

Guar gum galactomannan   45.2 60.2   57.3

Yeast mannan <0.1 ND <0.1

Carboxylmethyl cellulose ND NT NT

Oat spelt xylan ND NT NT

Starch ND NT NT

Para-nitrophenyl-β-D-mannopyranoside ND NT NT

ND, not detected; NT, not tested.
a
 Specific activity of the purified ManB was 1,733 U/mg under the optimal 

reaction condition.
b
 Mannanases purified partially from culture filtrate of Cellulosimicrobium 

sp. YB-43 (Yoon, 2015).

(A) (B)

Fig. 4. Thin-layer chromatogram of hydrolysis products of β-1,4-linked 

mannooligosaccharides and mannans with purified ManB. The reaction 

mixtures containing the purified ManB and mannooligosaccharides, 

locust bean gum (LBG) or guar gum (GG) in 20 mM sodium phosphate 

buffer (pH 6.5) were incubated for 4 h at 40°C, respectively. MO of panel 

(A) and (B) stands for standard mannooligosaccharides indicated by M1 

(mannose), M2 (mannobiose), M3 (mannotriose), M4 (mannotetraose), 

M5 (mannopentaose), and M6 (mannohexaose) at left or right sides of 

both panels. In panel (A), LBG and GG stand for hydrolyzates of locust 

bean gum and guar gum, respectively. Lanes M2 to M6 represent each 

hydrolyzate of mannobiose to mannohexaose in panel (B). 

에 관여하는 것으로 보고되었는데(Kumagai et al., 2012, 2013), 

ManB는 이에 상응하는 아미노산 배열이 E-D-A로 3번째 잔기

가 달라 Ca
2+

 이온에 의한 내열성 증가여부를 조사할 필요가 

있다. 

기질특이성과 최종 가수분해 산물

기질 특이성을 비교하기 위해 여러 다당류를 기질로 하여 반

응을 실시한 결과 ManB는 CMC, xylan과 전분은 분해하지 못

하였고 LBG, konjac과 guar gum과 같은 mannan 다당류에 대

해 높은 활성을 보였다(Table 1). ManB는 konjac에 대한 활성

이 가장 높았으며, guar gum에 대한 활성은 LBG에 비해 45% 

수준인 것으로 나타나 ManA (60%), ManC (57%)와 ManK 

(72%)에 비해 guar gum의 분해활성은 약간 낮았으며 C. tertium

의 mannanase (46%)와는 유사하였다(Kataoka and Tokiwa, 

1998). Guar gum galactomannan은 LBG galactomannan 보다 

galactosyl 측쇄가 많아 mannanase에 의한 가수분해 효율이 낮

다. 실제 다수의 Bacillus 속 균주 유래의 mannanase는 guar 

gum에 대한 활성이 LBG에 비해 10–15% 수준이며(Yoon and 

Lim, 2007), ManH는 ManB와 상동성이 높은데도 불구하고 

guar gum에 대한 활성이 약 11%로 ManB 보다 훨씬 낮은 것으

로 보고되었다.

대부분의 mannanase는 mannotriose (M3)를 분해하지 못하

거나(Jiang et al., 2006) 분해능이 매우 낮으며(Kweun et al., 

2004), mannotetraose (M4) 이상의 중합도를 갖는 MOS의 분

해능은 높은 것으로 알려졌다. 또한 LBG와 MOS의 분해산물

로 mannobiose (M2)와 M3 또는 mannose를 생성한다. ManB

에 의한 최종 분해산물을 조사하기 위해 과량의 ManB를 사용

하여 LBG와 guar gum 및 MOS를 가수분해하여 완전히 분해

한 후 반응액을 TLC로 분석하였다(Fig. 4). 그 결과 ManB는 

M2를 분해하지 못하였으며 M3 이상의 중합도를 갖는 MOS

를 분해하여 주된 반응산물로 M2가 생성되었으며, 이와 함

께 적은 양의 mannose와 M3이 관찰되었다. 또한 LBG의 

분해산물로도 다량의 M2와 소량이 mannose가 생성되었고, 

mannohexaose (M6)와 이동도가 유사한 MOS도 상당량 관찰

되었다. Mannohexaose를 기질로 하여 반응하였을 때 ManB
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에 의해 완전히 분해된 것으로 보아 LBG의 분해산물 중 M6과 

이동도가 유사한 물질은 M6이 아니고 galactosyl 측쇄를 갖는 

MOS일 것으로 추측된다. Guar gum의 분해산물로는 M2 보다 

이동도가 크거나 M6 보다 이동도가 작은 물질만이 적은 양 관

찰되었다. ManB가 guar gum에 대한 활성도가 LBG에 비해 

45% 수준인 것을 감안하면 관찰된 분해산물의 양이 적은데, 

이는 guar gum의 분해산물이 중합도가 높아 TLC에서 해리될 

수준으로 이동하지 못한 때문으로 판단된다. 

ManA와 ManC는 MOS의 최종 분해산물로 ManB와 동일

하게 M2를 다량 생성하였으나, ManA의 분해산물에서는 

mannose가 관찰되지 않아 ManB와 달랐으며 ManC는 ManB

와 유사하게 mannose를 생성하였다. 한편 ManH는 ManB와 

유사하게 M2 보다 중합도가 큰 MOS를 분해하여 M2를 가장 

많은 양 생성하고 mannose는 미량 생성하였다(Kim et al., 

2011a). 그러나 ManK는 M3을 분해하지 못하였으며, ManB

에 의해 생성된 분해산물과 달랐다(Kim et al., 2011b). S. 

thermolilacinus의 StMan와 Thermobifida fusca의 mannanase 

(TfMan)로 분해된 LBG의 가수분해 산물에서도 M2가 다량 

존재하였다. 이외에 StMan에 의해서는 다량의 M3와 함께 M4

와 M5도 생성되었으나 mannose는 생성되지 않았고, TfMan

는 M3, M5와 함께 매우 적은 양의 mannose를 생성하였다

(Kumagai et al., 2013). 

이와 같이 반응 온도와 pH를 비롯한 반응 특성과 열안정성 및 

가수분해 산물을 비교하였을 때 ManB는 Cellulosimicrobium 

YB-43의 배양상등액에서 정제된 두 종류의 mannanases (ManA, 

ManC)와 달랐으며, 아미노산 배열의 상동성이 높은 Cellulo-

simicrobium HY-13의 ManH와도 효소 특성이 일치하지 않은 

것으로 확인되었다. 

적  요

두 종류의 mannanases를 생산하는 Cellulosimicrobium sp. 

YB-43로부터 mannanase 유전자를 클로닝하고 그 염기서열을 

결정하였다. Mannanase 유전자는 manB로 명명되었으며, 427 

아미노 잔기로 구성된 단백질을 코드하는 1,284개 염기로 구성

되었다. ManB는 추론된 아미노산 배열에 근거해서 glycosyl 

hydrolase family 5에 속하는 mannanase와 상동성이 높은 활

성영역과 함께 2개의 탄수화물 결합영역을 포함하고 있는 다

영역 효소로 확인되었다. Cellulosimicrobium sp. YB-43의 

manB 유전자를 함유한 재조합 대장균의 균체 파쇄상등액으

로부터 정제된 ManB의 아미노 말단 배열이 QGASAASDG로 

결정되었으며 이는 SignalP4.1 server로 그람 음성균을 기준으

로 예측된 signal peptide의 결과와 정확하기 일치하였다. 정제

된 ManB의 최적 반응조건은 55°C와 pH 6.5–7.0이며 locust 

bean gum (LBG), konjac과 guar gum을 가수분해 하였으며, 셀

룰로스, 자일란, 전분과 para-nitrophenyl-β-mannopyranoside

에 대해서는 분해활성이 없었다. ManB의 활성은 Mg
2+

, K
+
와 

Na
+
에 의해 약간 저해되었으며 Cu

2+
, Zn

2+
, Mn

2+
과 SDS에 의

해서는 크게 저해되었다. 또한 이 효소는 mannobiose 보다 큰 

중합도를 갖는 만노올리고당을 가수분해하였으며, LBG와 만

노올리고당을 가수분해하였을 때 mannobiose가 가장 많은 양

으로 생성되었다. 
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