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서 론

헴철(heme-iron)은 포르피린(porphyrin) 구조에 철(iron)

이온이 배위결합으로 결합되어 있는 분자로 많은 생명체에

서 폭 넓게 발견된다. 동물에서는 적혈구 내의 헴철이 산소

분자를 운반하고, 진핵세포 내 미토콘드리아나 원핵세균의

전자전달계에서는 전자전달 역할을 하며, 여러 효소의 산화

환원 반응이나 신호전달의 기능을 담당하는 단백질들의 보

결분자단(prosthetic group)으로 작용한다[1]. 헴철의 생합성

은 생명체에서 매우 정밀하게 조절된다. 세포 내 헴철이 필

요량보다 부족하면 전자전달에 의한 생물에너지 생산이나

활성산소(ROS: reactive oxygen species)에 대한 방어가 부

족하게 되어 점진적으로 세포의 사멸까지 이르게 된다. 반면

에 필요량보다 잉여로 생합성되면 지나친 전자전달과 산화

환원 반응에 의해 과잉의 활성산소가 발생하게 되어 역시 사

멸까지 이르게 된다[2]. 세포내 헴철의 생합성 조절의 첫 단

계는 포르피린의 전구물질인 5-aminolevulinic acid (ALA)의

합성이다. 세균, 고세균, 식물 또는 조류에서 발견되는 C5 경

로(C5 pathway)에서는 glutamate를 기본으로,  NADPH

(Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)와 ATP

(Adenosine Tri-Phosphate)를 사용하여 glutamyl-tRNA,

glutamate-1-semialdehyde를 거쳐 ALA가 생합성되며, 경로

의 첫 단계를 촉매하는 효소인 glutamyl-tRNA reductase

(hemA)가 세포 내 헴철 농도에 따라 전사수준(transcription

level) 단계와 HemA 단백질의 분해단계에서 엄격하게 통제

된다[3]. 대장균(Escherichia coli)내 hemA 전사는 2개의 σ70
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프로모터 지역에 의해 조절되며 1번 프로모터 서열이 85−

90%, 2번 프로모터 서열이 10−15%의 전사를 담당하는데[4],

1번 프로모터 서열은 과량 생합성된 자유 헴철(free heme-

iron)-감지단백질 복합체에 의해 전사단계를 감소시킨다[5].

또한, 단백질 분해단계에서는 과량 생합성된 자유 헴철이 세

포 내에 존재하여 HemA 단백질(glutamyl-tRNA reductase)

과 결합하게 되면 N-말단이 노출되어 Lon/ClpAP 단백질분

해효소를 활성화시킴에 의해 분해가 촉진된다[6]. 

저자들은 헴철을 과량으로 생합성하도록 재조합된 세균이

상업적으로 가축의 사료첨가제(생체이용률이 높은 형태의 철

원소 공급)나 유산균(lactic acid bacteria)의 보존제나 생장

촉진제(활성산소 제거효소의 보결분자단 제공) 등의 다양한

활용 가능성을 제시한 바 있다[7]. 이때 저자들은 세균에서

발견되는 C5 경로의 조절기작을 회피하기 위하여, 효모나 포

유류에서 발견되는 C4 경로(C4 pathway)의 첫 반응

(succinyl-CoA와 glycine의 축합반응에 의한 ALA 생합성)을

촉매하는 ALA synthase (hemA+) [3]를 세균에 도입하여 헴

철 과생산을 유도하였다[7, 8]. 그런데, 과량 생합성된 헴철

은 활성산소의 발생도 비례적으로 증가시켜 재조합된 세균

의 생장이 억제되기 때문에 산업적 규모의 헴철 발효생산에

서 장애로 지적되기도 하였다[9]. 산업적 규모에서 많이 사

용되고 있는 Corynebacterium glutamicum은 재조합 단백

질을 발현하는 호스트로 사용될 수 있으며[10], 세포 독성을

갖는 헴철이 대규모 발효를 통해 생산되기 위해서는 저자들

의 선행연구에서 사용하였던 상시발현 프로모터[7]보다 적

절한 전사강도 및 전사시기를 통한 헴철 생산전략이 요구되

었다. 선행연구에서 사용된 프로모터 서열인 P180은 C.

glutamicum의 유전체에서 선별된 hypothetical membrane

protein의 상류지역(upstream) 서열로 상시발현 성능으로 보

고되었다[11]. 따라서 본 연구에서는 선행연구보다 증진된

헴철 발효생산을 위해 hemA+ 전사조절 프로모터로 P180 이

외의 다른 전사특성을 보이는 4 종류(PH36, PgapA, Psod,

PdnaK)를 선정하여 hemA+ 유전자를 전사하였을 때 헴철 생

산량을 비교하였다. 또한 본 헴철 생산량 및 전사량 결과를

바탕으로 대규모 헴철 발효생산에 적합한 프로모터와 그 이

유를 토론한다.

재료 및 방법

균주와 플라스미드
이번 실험에서 사용된 균주들과 플라스미드들은 Table 1

에 정리하였다. PCR 증폭에 사용된 올리고뉴클레오티드 서

열은 보충자료에 표시하였다(Table S1). 사용된 hemA+ 유전

서열은 이전 연구에서 사용된 pSL360 (P180-hemA
+)[2]을 주형

Table 1. Strains, plasmids, and promoters. 

Description Reference
Strains

Escherichia coli DH10B E. coli F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 araD139 
Δ(ara leu)7697 galU galK rpsL nupG λ–

Invitrogen

Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13032 

C. glutamicum wild-type, Biotin auxotroph ATCC

Plasmids
pSK1Cat E. coli and C. glutamicum shuttle vector KmR, CmR(promoterless) [11]
pSL360-hemA+ pSK1Cat with P180 promoter-hemA+ [11]
pSK1Cat PH36-hemA+ pSK1Cat with synthetic H36(high expression) promoter-hemA+ In this study
pSK1Cat PgapA-hemA+ pSK1Cat with gapA(glycealdehyde-3-phosphate dehydrogenase A) promoter-hemA+ In this study
pSK1Cat Psod-hemA+ pSK1Cat with sod(superoxide dismutase) promoter-hemA+ In this study
pSK1Cat PdnaK-hemA+ pSK1Cat with dnaK(Hsp70, heat-shock protein) promoter-hemA+ In this study

Promoters
P180 A constitutive promoter, upstream of a hypothetical membrane protein [11]
PH36 A constitutive, very strong synthetic promoter, screened from the random 70-nt 

library
[14]

PgapA A constitutive promoter under glycolytic conditions, upstream of glyceraldehyde-3-
phophate dehydrogenase A(gapA)

[15]

Psod An inducible promoter under oxidative-stress conditions, upstream of superoxide 
dismutase(sod)

[19]

PdnaK An inducible promoter under heat-shock conditions, upstream of Hsp70(dnaK) [20]
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으로 하여 PCR 증폭하었다. 프로모터인 PH36은 pCES-H36

[17] 주형으로부터 PCR 증폭(121 bp)되었고, C. glutamicum

ATCC 13032의 유전체 DNA (gDNA) 주형으로부터 PgapA

(253 bp), PdnaK (266 bp), Psod (182 bp)가 증폭되었다. 증폭

된 프로모터 서열의 PCR 산물들은 각각 hemA+ 증폭 DNA

조각(1735 bp)과 Gibson assembly 방법(Gibson assembly®

master mix, New England Biolab, USA)으로 연결한 후,

각각 연결된 DNA 조각들은 TA vector (T-blunt PCR

Cloning Kit, SolGent Co., Korea)에 subcloning시킨 후

DNA 서열을 확인하였다. 각 프로모터-hemA+ 조각을 포함

하는 TA vector들은 PstI로 절단한 후 gel extraction kit

(Biofact, Korea)로 추출하였다. 추출된 DNA 조각들은 PstI

으로 처리된 pSK1Cat 벡터[11]에 연결하였다. 제작된

pSK1Cat-프로모터-hemA+ 벡터들은 C. glutamicum 호스트

에 전기충격법으로 형질전환하었다. 

배양조건, 배지, 시료준비
DNA 조합을 위한 E. coli 배양은 Luria-Bertani (LB) 배지,

37℃, 220 ×g에서 배양되었다. 헴철을 생산하기 위한 C.

glutamicum의 배양은 YS 배지(Glucose 40 g/l, Yeast extract

10 g/l, Soytone 10 g/l MgSO4 1 g/l, (NH4)2SO4 5 g/l,

K2HPO4 1.5 g/l, NaH2PO4 0.5 g/l, CaCl2 0.4 g/l, FeSO4

0.02 g/l)에 25 mg/ml의 Kanamycin을 첨가하고, 30℃, 220 ×g

에서 96시간동안 배양되었다. PdnaK를 포함하는 벡터를 함

유한 C. glutamicum 균주에서의 열충격 유도는 접종 후

24 h, 48 h, 72 h에 배양온도를 30℃에서 37℃로 증가시킨

후 온도를 계속 유지하면서 수행되었다. 모든 배양 실험은

3회 이상 반복하였다.

분석

C. glutamicum의 균체량은 600 nm 파장에서 분광광도계

의 흡광도를 측정한 후 전환상수(1 OD600nm = 0.25 mg/ml

건체중량)를 사용하여 환산하였다[12].

생산된 헴철의 정량은 Pranawidjaja 등의 방법을 따랐다

[13]. 간단히는 요약하면 배양액을 1 ml씩 채취한 후 원심분

리(12000 ×g, 10 min, 4℃)로 세포만을 수득하였다. 상층액

을 제거한 후 잔여 펠렛(pellet)은 1 N NaOH 수용액 1 ml에

재현탁 한 뒤, 0.2 g의 glass bead (A Glass bead, acid

washed, 212−300 μm, Sigmaaldrich, USA)를 포함한

1.5ml-튜브에 넣고 bead-beater (Minibeadbeater-16, biospec

products, USA)를 이용해 1분간 5번 파쇄하였다. 파쇄 후 원

심분리(12000 ×g, 10 min, 4℃)된 sample의 상층액 200 μl

를 400 μl의 acetonitrile : dimethylsulfoxide (DMSO) (4:1,

v/v)과 섞었다. Vortexing 후 시료를 원심분리(12000 ×g,

10 min, 4℃)하여 하층액을 polytetrafluoroethylene (PTFE)

filter를 사용해 filtering 하였다. 이렇게 준비된 시료는

HPLC를 통한 헴철 정량에 사용되었다. HPLC분석은 동일

속도(1 ml/min)로 컬럼(Waters xbridge C18 column, USA)에

이동상(1 M ammonium acetate buffer [pH 5.16] : Methanol

= 14:86 [v/v])을 흘려 헴철을 분리하고, UV/Visable

detector (400 nm)로 검출하였다. 표준곡선 작성을 위한 표

준물질은 hemin (Sigma Aldrich, USA)을 사용하었다. 

결과 및 고찰

상시발현 프로모터에 의한 헴철 생산
5-아미노르브린산(5-aminolevulinic acid, ALA)은 헴철 생

합성 경로의 첫 번째 전구물질이므로, 세포 내 ALA의 농도

가 높아지는 시기와 정도에 따라 최종 산물인 헴철 생산에

영향이 미칠 것으로 예상하여 여러 가지 프로모터에 대한 문

헌을 조사하였다. PH36 서열은 인공적으로 70개의 무작위 서

열로 합성된 서열들 가운데 선별된 매우 강한 전사량을 보

Fig. 1. Effect of constitutive promoters for hemA+ expression on growth and heme production. Closed circle: the P180; open circle:
PgapA; reverse triangle: PH36. 
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이는 상시발현 프로모터이며, 재조합된 endoxylanase의 과

량 발현이 보고된 바 있다[14]. PgapA 서열은 glyceraldehyde-

3-phophate dehydrogenase A (gapA)의 프로모터 서열로,

해당과정 시기에 상시발현되며 전사량이 비교적 높은 것으

로 보고되었다[15]. 

선행 연구에서 사용된 상시발현 프로모터인 P180에 의한

hemA+와 다른 발현량을 가지는 것으로 조사된 상시발현 프

로모터를 사용하였을 때의 세포 생장과 헴철의 생합성 효과

를 알아보았다(Fig. 1). PH36 서열을 사용한 경우 P180 서열

을 사용한 대조군 대비 균체량이 27% 감소했고, 헴철 생산

량도 50% 감소하였다. PgapA 서열을 사용한 경우에는 균체

량은 비해 20% 감소하였음에도 불구하고 헴철 생산량은 75%

증가하였다.

PH36은 3가지 상시발현 프로모터인 P180, PH36, PgapA 중

가장 높은 발현수준을 보이는 프로모터로 보고되었으며, 그

에 의한 HemA의 산물인 ALA의 양이 다른 균주들보다 초

기에 더 높은 농도로 검출되었다(data not shown). 그러나

가장 높은 발현수준과 높은 세포내 전구물질 농도를 보인

반면 산물인 헴철의 생산량은 오히려 P180에 비해 50% 감

소하였다. 이런 결과는 헴철 생합성 경로가 생명체 내에서

매우 엄격하게 조절되는 사실[16]로 미루어 전구물질인

hemA+ 유전자의 과발현에 따른 과량의 ALA는 중간체인

porphobilinogen (PBG)이나 산물인 헴철이 나타내는 세포 독

성 지나치게 유도하여 생장과 대사가 과도하게 저해받은 것으

로 추정된다. Fig. 1에서 가장 높은 상시발현 전사수준으로 알

려진 PH36에서 가장 낮은 균체량을 보인 결과는 이러한 추정

과 일치한다. 한편, 해당과정중 glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase를 상시발현하는 PgapA를 사용한 hemA+ 발현

결과 헴철 생산량은 75% 상승하는 결과를 보였다. 이는 배

지 내 포함된 포도당이 존재하는 초기 발효에서는 높은 상

시발현으로 독성 헴철이 생산되나 포도당이 점차 소진됨에

따라 헴철 생합성이 적당한 수준으로 낮아지기 때문에 균체

의 손상이 적은 상태로 전구물질인 ALA가 공급된 것으로

생각된다. 

유도발현 프로모터에 의한 헴철 생산
세포 내에서 헴철이 과량으로 생산되면, 헴철 내의 철 이

온이 산소와 반응하여 활성산소인 자유 라디칼을 생성하는

펜톤 반응[17]에 의해 세포에 독성이 발생하는 것으로 알려

져 있다. 세포 생장을 저해하는 산물의 생산하는 경우에는

유도발현 프로모터를 사용하는 발효 전략들이 보고되어 있

으므로[18], 본 연구에서는 특정 조건에 의해 헴철 생합성을

유도시킬 수 있는 다음 두 가지 프로모터의 효과를 조사하

였다; 첫 번째로, Psod는 superoxide dismutase (sod)의 프로

모터 서열은 활성산소가 높아지는 발효 후반기에 전사량을

증가시키는 것으로 보고되었다[19]. 두 번째로, PdnaK는 열충

격(heat-shock stress)이 주어지는 조건에서 광역조절자

(global transcription regulator)인 SigH에 반응하여 전사가

유도되는 Hsp70 (a heat-shock protein; dnaK)의 프로모터

서열로 보고되었다[20].

두 가지 유도발현 프로모터를 사용하였을 때 P180 서열을

사용한 대조군과 비교한 헴철 생산을 유도한 결과이다(Fig.

2). 대조군과 비교하면, Psod 서열의 경우에 균체량은 25% 감

소하였지만 헴철 생산량은 50% 증가하였다. PdnaK 서열을 사

용한 경우에는 균체량은 18% 감소하였지만, 헴철 생산량은

121% 증가하였다. 

Psod는 활성산소 수준에 비례해 발현량이 높아지는 프로모

터이므로 발효 초기에는 낮은 수준으로 발현하다가 헴철은

생성될수록 활성산소의 양이 많아지기 때문에 Psod의 발현량

도 비례하여 높아질 것으로 가정하였고, 최종적인 헴철 생산

Fig. 2. Effect of inducible promoters for hemA+ expression on growth and heme production. Closed circle: the P180; open circle:
Psod; reverse triangle: PdnaK. The Psod was induced by autonomous oxidative stress and the PdnaK was induced by changing culture tem-
perature (30℃ to 37℃) at 72 h. 
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량은 P180에 비해 50% 증가하는 결과로 나타났다. PdnaK 서

열에 의한 유도발현에서는 열충격이 후 헴철 생산량 증가폭

이 열충격 이전의 헴철 생산량 증가폭에 비하여 크게 높아

진 것을 볼 수 있었다.

헴철 생산의 최적 열충격 유도발현 시기
PdnaK 서열에 의한 열충격 온도와 시기가 헴철 생산에 미

치는 영향을 결정하였다. C. glutamicum은 30−40℃의 온도

범위 내에서 생장할 수 있는데, 30℃에서 주로 발효 배양되

므로[21], 본 연구에서는 생장 범위 내이지만, 주로 배양되는

온도보다 높은 37℃을 열충격의 온도로 임의 결정하였다. 열

충격 이후 배양온도를 30℃로 다시 복귀시키는 것과 37℃를

유지하는 조건은 예비실험 결과 균체량과 헴철 생산량에 차

이가 없었으므로(data not shown), 본 연구에서는 열충격 이

후에 온도는 발효 종료시점까지 37℃를 유지하는 조건을 결

정하였다. 

PdnaK 서열에 의한 열충격 유도발현의 최적 시기를 결정

하기 위해 총 배양시간 96시간 중 24시간 간격으로 30℃에

서 37℃로 열충격을 주었을 때 헴철 생산량을 비교하였다

(Table 2). 발효 후반인 72시간에 열충격 유도발현이 된 경

우가 가장 높은 헴철 생산량(온도변화 없는 조건의 P180에

의한 대조군 헴철 생산량보다 121% 증가)을 보였다. 또한 발

효 초반인 24시간에 열충격 유도발현이 된 경우가 가장 낮

은 헴철 생산량(온도변화 없는 조건의 P180에 의한 대조군

헴철 생산량보다 70% 증가)을 나타났다. 온도 변화에 의한

유도발현은 세포 독성을 나타내는 산물인 헴철 생산과정에

공정상 편리함을 제공할 수 있을 것으로 생각된다. 그러나

대규모 공정 중 배양 온도의 증가는 에너지 소비가 더 필요

하기 때문에 비용적 측면에서는 단점으로 지적될 수 있다.

이번 연구에서 5개의 프로모터를 비교한 결과로 헴철 생

산에는 dnaK의 프로모터를 사용하여 hemA+를 과발현하고,

96시간 배양 시 72시간에 heat-shock을 통해 발현을 유도하

였을 때 가장 많은 헴철 생산량을 얻을 수 있다는 것을 확인

하였다. 이 이외에도 헴철 생산량을 더 증진시키는 방안으로

는 헴철 생합성 경로에 존재하는 여러 유전자들의 발현 조

절이나 전구물질인 ALA의 적정 농도, 헴철에 의한 산화스

트레스 정도 등에 대해 더 많은 연구가 필요하다. 
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