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Corynebacterium glutamicum은 그람 양성의 통성혐기성

이며, 포자를 형성하지 않는 균으로 다양한 글루타메이트, 라

이신과 같은 아미노산뿐만 아니라 비타민, 뉴클레오타이드,

유기산, 바이오 연료(에탄올, 알코올), 디아민, 중합체 등을

생산하는 산업용 균주로 알려져 있다[1−5]. 이와 같은 생태

계적, 의학적, 산업적 중요성 때문에 다양한 생체 분자와 화

학물질 생산을 위해 C. glutamicum에 대한 연구가 지속적

으로 수행되고 있다[4].

미생물은 배양조건에서 다양한 환경적 스트레스에 노출된

다. 특히, C. glutamicum와 같은 산업 균주는 배양 동안 낮

은 pH, 높은 삼투압, 영양 결핍, 산화와 같은 다수의 스트레

스에 직면하게 되며 이는 세포의 성장과 생산성에 영향을 미

친다[3, 6]. 최근 pH, 온도, 용존 산소량, 삼투압 등 다양한 스

트레스에 대한 저항성과 같은 생리적 특성을 변화시켜 미생

물의 생산성을 향상시키는 연구가 많이 진행되고 있다[7−9].

Deinococcus radiodurans는 고선량 전리 방사선, 장기간
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의 탈습, 자외선, 활성산소, 산화제를 포함한 극심한 스트레

스에 저항성이 높은 균으로 잘 알려져 있다[10−13]. 다양한

효소적, 비효소적 항산화 시스템과 다수의 DNA 수선 시스

템이 D. radiodurans의 높은 저항성에 영향을 주지만, 이러

한 고저항성 특징에 대한 정확한 메커니즘은 분명하게 밝혀

지지 않았다[14, 15]. 최근, D. radiodurans 유래 스트레스

반응성 유전자가 대장균의 스트레스 내성을 향상시킨다는

연구 결과가 보고되었다[16]. D. radiodurans에서 유래한 반

응 조절자(DR1558)와 저온자극유도 단백질(cold shock

protein, CSP) 상동체로서 DNA 손상 반응 조절자(PprM)를

대장균에서 이형발현하여 산화적 스트레스에 대한 저항성이

향상되었다[11, 16]. 미생물 발효가 진행되면 생산물이나 부

산물이 축적되면서 배지의 pH나 삼투압 등이 변화되고 이

로 인하여 생산 수율은 감소되게 된다. Corynebacterium의

경우 라이신의 생산에 따른 삼투압에 대한 반응 연구가 보

고되었다[17]. 따라서, 미생물의 산화적 스트레스에 대한 저

항성이 증가된다면, 이러한 발효과정에서 발생하는 수율 감

소는 억제될 수 있을 것으로 기대된다.

이에 본 연구에서는 상업적으로 중요한 아미노산 중의 하

나인 라이신 생산 균주인 C. glutamocum에 D. radiodurans

에서 유래한 저온자극유래 단백질 PprM과 two component

regulatory transduction system의 response regulator인

DR1558 유전자를 각각 발현하여 라이신 생합성에 미치는

영향을 평가하였다. 또한, 라이신 생합성에 미치는 유전자의

영향은 유전자의 발현정도에 크게 의존하기 때문에 본 연구

에서는 기존에 보고된 발현 세기가 다른 6개의 항시성 합성

프로모터(PL10, PL26, PI16, PI64, PH30, PH36)를 이용하여 유전

자 dr1558과 pprM을 C. glutamicum에 이형발현하여 라이

신 생산성을 비교하였다.

미생물 및 배양 배지

본 실험에서 사용된 C. glutamicum KCTC1857은 KCTC

생물자원센터(Korean Collection for Type Culture, Jeongeup,

South Korea)에서 분양 받았으며, 라이신 생산을 위한 숙주

로 사용되었다. 항시성 프로모터(PL10, PL26, PI16, PI64, PH30,

PH36)를 포함한 pCES208GFP 벡터들은 lysine decarboxylase

의 발현을 통해 카다베린의 생산에 이용되었다[4, 5]. D.

radiodurans 균주는 한국원자력연구원 첨단방사선연구소

(ARTI, Korea)에서 분양받았다. 유전자 조작을 위한 대장균

은 LB 배지(1 L 당 10 g tryptone, 5 g yeast extract, 5 g

NaCl)를 이용하여 37℃에서 배양하였다. C. glutamicum

KCTC1857는 RG 배지(1 L 당 10 g glucose, 30 g sorbitol,

10 g beef extract, 40 g brain heart infusion)에 접종하여

250 rpm, 30℃에서 24시간 동안 배양하였다.

재조합 C. glutamicum 제작

dr1558과 pprM 유전자는 D. radiodurans의 유전체 DNA

로부터 각각 DR1558-F (5'-TAA GCA GGA TCC GTG

ACT CTG CCT CAA GGA-3'), DR1558-R (5'-TAA GCA

GCG GCC GCT CAC AAC TCC ACG CCC TC-3')와

pprM-F (5'-TAA GCA GGA TCC GTG TGC CGA GTT

TCG ATT-3'), pprM-R (5'-TAA GCA GCG GCC GCT

TAC CAG CGG TCG TC-3')을 이용하여 증폭되었고 증폭

된 유전자는 제한효소 BamHI (Promega, USA)과 NotI

(Promega)으로 절단하였다. 항시성 프로모터를 포함한

pCES208GFP 플라스미드들을 BamHI과 NotI으로 절단한

후, 같은 두 개의 제한효소들로 절단된 pprM과 dr1558 유

전자를 각각 클로닝하였다. 대조군은 GFP가 절단된 pCES-

PI64 플라스미드로 설정하였다. 모든 재조합 플라스미드는 논

문에 보고된 방법을 따라서 C. glutamicum KCTC1857을 형

질전환하는데 이용되었고[4, 5], colony PCR, 이중 제한효소

처리와 DNA sequencing을 통해 서열을 확인하였다.

라이신 생산 및 분석

형질전환된 재조합 C. glutamicum KCTC1857는 30 mg/l

kanamycin이 포함된 2 ml RG 배지에 접종하여 250 rpm,

30℃에서 24시간 동안 배양하였다. 배양액(10% v/v)을

30 mg/l kanamycin이 포함된 20 ml CG (1 L 당 50 g

glucose, 15 g yeast extract, 15 g ammonium sulfate, 0.5 g

KH2PO4, 0.5 g MgSO4·7H2O, 0.01 g MnSO4·H2O and 0.01 g

FeSO4·7H2O, 0.6 g CaCO3, pH 7.0) 액체배지에 접종하여

250 rpm, 30℃에서 48시간 동안 배양하였다. 배양액은 4℃

에서 8,000 ×g으로 10분 동안 원심분리 하여 얻어졌다. 원

심분리한 배양액에 포함된 라이신과 포도당의 농도를 측정

하기 위해 high performance liquid chromatography (HPLC)

(Agilent 1260 HPLC series, USA) 분석을 수행하였다.

라이신 농도를 측정하기 위해 사용한 컬럼은 ZORBAX SB-

C18 5 µm column (Agilent, 4.6 × 250 mm)이고, 포도당의

농도는 Aminex HPX-87H ion exclusion 300 mm× 7.8 mm

column (Bio-rad, USA)을 사용하여 측정하였다. 먼저, 배양

액의 라이신을 diethyl ethoxymethylenemalonate (DEEMM)

(Sigma-Aldrich, USA)을 이용하여 유도체화 하기 위해, 배양

액 100 µl에 DEEMM 6 µl, 240 mM methanol 200 µl,

borate buffer pH 9.0 600 µl, 3차 증류수 94 µl를 첨가하여

70℃에서 2시간 동안 반응시켰다[18]. 그 후, 반응액을 2 µm

membrane filter (Advantec, Japan)를 이용하여 여과하였다.

표준 물질로 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 g/l의 라이신 용액을 사용

하였다. 이동상 A는 25 mM sodium acetate buffer pH 4.8

을, 이동상 B는 acetonitrile을 사용하였고 gradient는 다음
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과 같이 설정하였다: 0−2분, 20%; 2−32분, 25%; 32−35분,

60% B. 각 시료는 10 ml씩 주입하였으며 HPLC 조건은 다

음과 같이 설정하였다: Flow rate 1.0 ml/min, stop time 36

min, optimum temperature 35℃, UV detection wavelength

284 nm, maximum pressure 400 bar. 포도당 농도 측정을

위한 표준 물질로 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 g/l의 포도당 용

액을 사용하였다. 각 시료는 10 ml씩 주입하였으며 5 mM

sulfuric acid를 이용한 등용매 용리로 분리되었다. HPLC 조

건은 다음과 같이 설정하였다: Flow rate 0.6 ml/min, stop

time 20 min, RID optimum temperature 50℃, maximum

pressure 400 bar.

실험은 모두 각각 3 반복하여 실험하였으며, 그 평균 값을

나타내었다.

DR1558과 PprM의 발현에 따른 라이신 생산 영향

다양한 세기를 갖는 프로모터 L10, L26, I16, I64, H30,

H36하에 D. radiodurans dr1558과 pprM 유전자를 발현하

는 재조합 벡터로 형질전환된 C. glutamicum을 플라스크 배

양하여 얻어진 라이신의 농도를 측정하였다(Table 1). 플라

스크 배양 후에 얻어진 잔여 포도당은 없는 것으로 확인되

었다. 실험결과 대조군으로 사용된 I64 프로모터만을 갖는

재조합 C. glutamicum에서는 9.83 g/l의 라이신이 생산되었

지만, DR1558이 발현된 재조합 C. glutamicum에서는 최대

30% 라이신 농도가 증가되었다. DR1558이 L26의 프로모터

하에서 발현된 경우에는 라이신이 12.76 g/l의 농도로 생산

되었으며, I64의 프로모터로 발현된 경우에는 라이신이

11.79 g/l로 생산량이 증가되었다. 이러한 라이신 생산량 뿐

만 아니라 소모된 탄소원으로 부터의 전화율도 증대되었다.

대조구의 경우 탄소원당 라이신의 전환효율은 0.196 g 라이

신/g 포도당이었지만, DR1885이 L26의 프로모터로 발현된

경우에는 전환효율은 0.26 g 라이신/g 포도당으로 증가하였

다. 하지만, DR1558이 I16의 프로모터 하에서 발현된 경우

에는 라이신 농도가 9.24 g/l로 얻어져서 대조군과 큰 차이

는 없었다. 또한, L10의 프로모터 하에서 발현된 경우에는

라이신 농도가 10.77 g/l로 얻어져 라이신 농도의 증가가 다

른 종류의 프로모터보다 상대적으로 낮은 값을 보였다. L-

glutamate decarboxylase를 발현하여 C. glutamicum에서

gamma-aminobutyrate (GABA)의 생산에 관한 이전이 연구

에서는 H36, I16, L26의 순으로 높은 GABA 생산을 보였다

[19]. 본 연구에서 사용된 6개의 합성 프로모터들의 발현세

기는 Corynebacterium에서 H30, H36는 상대적으로 높고,

I16, I64은 중간 정도의 세기, 그리고 L10, L26는 상대적으

로 낮은 프로모터의 세기는 갖는 것으로 알려져 있다[4]. 본

실험에서 확인된 가장 라이신 함량을 증가시킨 프로모터는

L26과 I64으로 보고된 프로모터 세기만으로 비교한다면 H36

보다는 낮은 것으로 알려져 있다. 하지만, 프로모터 세기에

따른 단백질의 발현 정도와 단백질 발현 양에 따른 대사 산

물의 생산 영향은 경우에 따라 다른 결과를 보인다. 따라서,

본 연구에서와 같이 다양한 세기의 프로모터를 갖는 재조합

벡터를 제작하여 영향을 평가하는 것이 필요하다.

저온자극유도 단백질인 PprM이 발현된 경우도 DR1558

의 경우와 유사한 경향을 보였다. DR1558의 발현에서 높은

라이신 수율을 보인 I64와 L26 프로모터 하에서 PprM이 발

현될 경우에 다른 종류의 프로모터보다 높은 라이신 수율 증

대가 확인되어, 최대 12.65 g/l의 라이신이 생산되었다.

DR1558의 발현에서 라이신의 수율 증가가 상대적으로 낮거

나 대조군과 유사한 I16과 L10 프로모터 하에서 PprM이 발

현될 경우 라이신의 농도 증가는 이루어지지 않았다. 이러한

실험 결과 C. glutamicum에 의한 라이신의 발효에서 D.

radiodurans에서 유래한 PprM이나 DR1558 단백질의 발현

은 라이신의 생산 수율의 증대시켜 주었으며, 그 영향은 프

로모터에 따라 달라진다는 것을 확인하였다. 본 실험에서는

플라스크 배양과정에서 배지의 pH의 조절을 위하여 CaCO3

가 첨가되었다. Razak 등은 Corynebacteriu, glutamicum을 이

용한 라이신 생산에서 CaCO3는 pH 조절을 위하여 배지에

반드시 첨가되어야 한다고 보고하였다[20]. 이러한 조절 성

분이 없는 경우에 DR1558이나 PprM 단백질의 발현의 영향

을 확인하기 위하여 CaCO3가 첨가되지 않은 배지에서 발효

를 진행하였다. 

Table 2에 초기 배지의 pH는 7로 조절하고 CaCO3가 첨

가되지 않은 배지에서의 DR1558과 PprM의 발현에 따른 라

이신 생산 변화 비교 결과를 정리하였다. CaCO3가 배지에

Table 1. Concentration of the lysine after growth of recombi-
nant C. glutamicum KCTC1857 at 30℃ with CaCO3 for 48 h.

Promoter/gene Lysine (g/l)
I64 09.83 ± 0.53a

H30/DR1558 11.62 ± 0.25
H36/DR1558 11.35 ± 0.38
I16/DR1558 09.24 ± 1.81
I64/DR1558 11.79 ± 0.50
L10/DR1558 10.77 ± 0.14
L26/DR1558 12.76 ± 1.07
H30/PprM 11.25 ± 1.39
H36/PprM 10.86 ± 0.85
I16/PprM 08.24 ± 1.85
I64/PprM 12.49 ± 1.16
L10/PprM 07.79 ± 0.91
L26/PprM 12.65 ± 0.46

aValues represent the mean ± SD of three independent replicates. 
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첨가되었을 경우, 48시간 배양 후에 배지의 pH는 8 정도로

확인되어졌다. 하지만, CaCO3가 배지에 첨가되지 않을 경우,

배지의 pH가 7 근처로 유지되지 못하고, 배지의 pH가 배양

이 진행됨에 따라 낮아지게 된다. CaCO3가 첨가되지 않을

경우 48시간 배양 후에 배지의 pH는 4−5 근처로 낮아졌으

며, CaCO3가 첨가되지 않을 경우 48시간 배양 후에 라이신

의 농도는 첨가한 배지에서 보다 낮은 값을 가졌다. 대조군

으로 사용된 I64 프로모터만 있는 재조합 C. glutamicum의

경우 약 3.06 g/l의 라이신이 생산되었다. 48시간 후에 남아

있는 포도당의 농도도 26.59 g/l로 포도당이 배양 중 제대로

소모되지 못하였다. H30과 H36 프로모터 하에서 DR1558

이 발현된 경우에는 대조군 보다 높은 3.48 g/l와 4.13 g/l의

라이신 농도가 각각 얻어졌다. 이러한 결과는 PprM의 발현

에 따른 라이신의 생산 영향에서도 확인되었다. H30과 H36

프로모터 하에서 PprM이 발현된 경우에는 대조군 보다 높

은 3.43 g/l와 3.55 g/l의 라이신 농도가 각각 얻어졌다. H30

과 H36는 이전의 CaCO3가 첨가된 실험에서 높은 라이신 수

율 증대를 보인 L26과 I64보다는 낮은 프로모터 세기를 갖

는 것으로 알려져 있다.

본 연구에서는 D. radiodurans에서 방사선에 내성에 기여

하는 유전자 dr1558과 pprM을 이용하여 라이신 생산균주

인 C. glutamicum 재조합 균주를 제작하여 발현하여, 그 영

향을 확인하였다. 본 연구 결과로부터 방사선 대응 또는 스

트레스 관련 유전자의 발현이 생산 균주의 환경변화의 대응

성을 향상시켜 라이신 등의 목적산물의 생산수율 증대에 유

용하게 이용될 수 있을 것으로 판단된다. 최근에 C. glutamicum

KCTC1857 균주를 이용하여 나일론 5의 모노머인 5-

aminovalreric acid (5AVA)를 억새로부터 유래된 발효당을

이용하여 생산한 연구가 발표되었다[21]. 본 연구결과를 다

양한 균주시스템에 활용한다면, 다양한 바이오매스로부터 유

래된 발효당으로부터 바이오 유래 케미칼, 폴리머, 연료 등

을 효율적으로 생산할 수 있을 것으로 기대된다[22]. 
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