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단백질 분해효소를 분비하는 Micrococcus sp. HJ19의 분리 및 특성

차인태·오용식·노동현* 

충북대학교 자연과학대학 미생물학과 

단백질 분해효소는 아미노산 간에 존재하는 peptide 결합을 절단하는 효소로 산업적으로 많이 사용된다. 이러한

단백질 분해효소의 새로운 공급원을 찾기 위하여 체외 단백질 분해효소를 생산하는 세균을 동해 심층수로 부터

집식배양으로 분리하였다. 이들 중 빠른 성장과 skim milk를 첨가한 배지에서 가장 큰 투명환을 보여준 균주를

HJ19로 명명하였다. 분리균의 형태학적, 생리생화학적 특성과 16S rRNA gene의 염기서열을 조사한 결과

Micrococcus sp.에 속하는 것으로 나타났다. 분리된 Micrococcus sp. HJ19는 10oC에서는 자라지 못하였으며 20oC

부터 생육과 효소활성을 보여주었다.  최적 생육 온도는 37oC였으며, 효소 활성은 30oC에서 약 480 unit/ml의 활

성을 보여 주었다. 
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해양심층수는 전체 해수량의 95%를 차지하고 태양광선이 도

달하지 않는 수심 200 m 이상의 깊은 바닷물을 말한다. 이러한

해양심층수는 표층수에 비해 영양염(N, P, Si)의 농도가 높으며

영양염 사이의 농도비가 일정하게 유지되어 생물이 이용할 수

있는 영양적 균형을 이루고 있다(1). 이러한 심층수에 존재하는

미생물의 수는 표층수보다는 10배 적은 ml 당 104이상으로 존재

하고 있다(13, 27). 심층수의 세균군집 특성은 소수의 종이 우점

을 하고 있지만 적은 수의 집단에 의해 계통학적 다양성을 형성

하고, 이런 소수 집단들은 유용한 생물학적, 유전학적 자원이 될

수 있다(27). 

단백질 분해효소는 다른 단백질의 아미노산간 peptide 결합을

가수분해하는 효소이며 전 세계적으로 공업효소 판매량의 60%

를 차지하고 있다(22). 단백질 구조와 기능 예측 등의 기초연구

분야 뿐만 아니라 조미료 제조, 식육의 연화, 주류의 혼탁방지,

치즈숙성, 제빵 등의 식품산업, 소화제 등의 제약산업, 세제, 피

혁, 환경에 관련된 각종 산업분야에서 그 요구도가 증가하고 있

는 실정이다(5, 22). 현재 산업적으로 사용되는 대부분의 단백질

분해효소는 생물 공학적 응용에 필요한 모든 특성을 만족시켜

주는 미생물 유래의 효소가 많이 사용되며(10) 대부분의 상업적

단백질 분해효소는 Bacillus sp.의 세균으로부터 생산되는 중성

또는 알카리성 효소들이다. 미생물 유래의 알칼리성 효소들은 세

제산업에 이용되어 최적온도가 60oC로 높은 반면, 중성효소들은

낮은 열안정성과 반응속도가 빠르지 않아 단백질의 가수분해정

도를 조절할 수 있고, 가수분해시 쓴맛을 적게 내어 식품공업에

서 많이 이용되고 있다(22). Bacillus sp.외에도 Vibrio (6, 14),

Serratia (17), Pseudomonas (9), Pseudoaltermonas (3, 18), Strepto-

myces (11), Brevibacterium (23), Kocuria sp. (12)의 균주들과 치

즈류에서도 체외 단백질 분해효소를 분비하는 Micrococcus sp.

(8, 21)의 균주가 분리보고 되었다. 

본 연구는 새로운 자원으로 관심을 가지는 동해 심층수로부터

생육조건이 까다롭지 않으면서 세포외부로 단백질 분해효소를

분비하는 세균을 분리하여 이중 가장 높은 효소활성을 보인 균

주의 동정과 단백질 분해효소의 생산 특성을 연구하였다.

재료 및 방법

체외 단백질 분해효소를 생산하는 균주 분리 및 보관

균주 분리를 위한 시료는 2005년 7월~2006년 3월에 수심

200~500 m에 해당한 동해 심층수로 강원도 고성군에 소재한 한

국 해양심층연구센터로 부터 제공받아 사용하였다. 무균적으로

채취된 심층수 0.1 ml을 0.5× marine broth (Difco, USA)에

0.01% skim milk (Difco, USA)를 첨가한 MBS 배지에 1.5%

agar를 첨가하여 만든 평판배지에 도말 한 후 25oC에서 30시간

이상 배양하여 콜로니 주변에 투명환(clear zone)을 형성하는 독

립 콜로니를 3회 이상 획선법으로 계대하여 순수분리 하였다. 순

수분리균의 보관은 멸균된 glycerol stock solution을 사용하여

-80oC에서 동결 보관하였다. 

배양 온도와 시간에 따른 균체 생육과 효소활성 측정

배양온도에 따른 생육을 보기위해 25oC에서 48시간 동안 종배

양한 균을 1%가 되도록 MBS 배지에 접종하여 10oC와 20oC에

서는 6시간 간격, 30oC와 37oC에서는 2시간 간격으로 spectro-

photometer (Libra S22, Biochrom, England)를 이용하여 흡광도

를 600 nm 에서 측정하였다. 세대시간은 대수기인 흡광도 600
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nm 값이 0.1 이상에서 1.0 이하를 나타내는 구간의 값을 최소 5

개 이상 선택하여 보정한 일차함수의 기울기를 구한 다음,

0.301/기울기로 표시하였다(19). 

체외 단백질 분해효소 활성측정은 0.5%(w/v) azocasein

(Sigma, USA)을 효소기질로 사용하여 균체배양 상등액을 사용하

여 측정하였다(3). 효소활성의 단위는 30oC에서 1시간 지난 후

흡광도 440 nm의 0.01 증가를 1 unit/ml으로 정하였으며(25) 효

소의 활성은 3회 측정의 평균값과 표준편차로 표시하였다. 

균주의 형태 및 생화학적 특성

선별된 균주를 MBS 배지에 배양하여 위상차 현미경(Eclipse

80i, Nikon, Japan)을 이용하여 형태와 크기를 관찰하였다. 그람

염색은 Gram stain kit (BD, USA)를 사용하여 제조자의 지시에

따라 실험하였으며 이외에도 Buck가 기술한 비염색 방법을 사용

하였다(4). Oxidase 및 여러 가지 균주의 생리생화학적 특성은

bioMerieux 사의 kit (bioMerieux, France)를 사용하여 제조자의

지시대로 사용하여 판단하였으며, catalase 활성은 3% H
2
O

2
를

사용하였다. 다른 생체고분자 chitin, starch, xylan의 분해 특성은

skim milk 대신에 이들 기질을 고체평판배지에 1%로 넣어 조사

하였다. 

16S rRNA gene의 염기서열 결정과 계통분석

분리균의 16S rRNA gene을 증폭하기 위하여 27F와 1492R

primer을 이용하여 콜로니 PCR로 증폭하였다(20). PCR 반응은

MJ MiniTM Thermal cycler (Bio-Rad, USA)를 이용하였고, 반응

조건은 94oC에서 30초, 50oC에서 30초, 72oC에서 1분 30초로

35회 반복 후 72oC에서 10분 동안 final extension을 수행하였다.

증폭된 산물은 PCR purification kit (Real Biotech Corp.,

Taiwan)을 사용하여 정제한 후 Solgent 사(Korea)에 의뢰하여 염

기 서열을 결정하였다. 

결정된 염기서열의 상동성 검사는 GenBank의 database에 등록

된 정보를 대상으로 Blast 프로그램(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

BLAST/)으로 수행하였다. 계통분석은 CLUSTAL X의 multi-

alignment program을 이용하여 정렬하였다. Genbank에 등록된

다른 균주들의 16S rRNA gene 염기서열 정보와 MEGA 프로그

램을 이용하여 neighbor-joining method (24)에 의해 염기서열간

의 유전적 거리와 phylogentic tree를 얻었다. Branch의 신뢰도

(bootstrap 값)는 500회의 재구성된 자료로부터 새로운 tree를 작

성하여 계산하였다(7).

결과 및 고찰 

균주의 분리 

동해의 심층수로부터 체외 단백질 분해효소를 분비하는 미생

물을 분리하기 위하여 skim milk를 첨가한 한천평판배지에 심층

수를 도말하여 배양하였다. 배양에 따라 투명환을 형성하는 콜로

니들을 선별하였고, 이중 체외 단백질 분해효소 활성이 가장 높

은 균주를 순수분리하여 HJ19라고 명명하였다. 

분리균주의 형태 및 생리생화학적 특성

분리된 HJ19는 그람 염색 및 비염색 방법 모두에서 그람 양성

균의 특성을 나타냈으며(결과 미제시) 한 세포의 직경이 약 1

µm 정도로 구성된 사련구균(tetrad) 형태가 다수를 차지하였으며

운동성은 없었다. MBS 평판배지 상에서 노란색의 콜로니를 형

성하고 30oC에서 3일간 배양시 직경이 약 3 mm에 달하였다.

Catalase와 oxidase, urease 활성은 보유하고 있으나 arginine

dihydrolase 활성은 없었으며 포도당을 혐기적으로 발효하지 못하

였다. 이러한 특성들은 Micrococcuaceae과에 속하는 Stomato-

coccus, Planococcus, Staphylococcus sp.의 균주들과 구분되는

Micrococcus sp.의 특성과 일치하였다(15). 이 외의 Micrococcus

sp.에 속한 몇 종과 비교한 특성은 Table 1과 같았다. Skim milk

와 gelatine을 가수분해 하는 반면 생체 고분자인 chitin과 starch

는 가수분해를 하지 못하였다. 

16S rRNA gene의 염기서열 분석 및 계통적 유연관계

분리된 균주 HJ19의 유전학적 특성에 따른 동정과 계통적 유

연관계를 알아보기 위하여 PCR로 증폭 생산된 1,507 bp의 16S

rRNA gene으로 부터 954 bp의 부분 염기서열을 결정하여 분석

을 시도하였다(28). 먼저 National Center for Biotechnology

Information (NCBI)의 Blastn 검색을 통해 16S rRNA gene의 유

사도를 조사한 결과 분리균 HJ19는 Micrococcus luteus와 99%

의 상동성을 보여주었다. 이러한 결과는 Table 1에서의 생리·생

화학적 특성과 일치하는 결과를 보여주고 있다(15). 상기의 형태

및 생리생화학적 결과와 16S rRNA gene의 염기서열 비교의 결

과로 미루어 HJ19는 Micrococcus sp.의 한 종에 속하며, 결정된

염기서열과 Micrococcus sp.의 type strain들과의 유연관계를 조

Table 1. Characteristics of the strain HJ19 with the species of the

genus Micrococcus

Characteristics HJ19 M. luteusa M. lylaea Kocuria roseusa

Major pigment Y Y CW PR, OR

Aerobic acid from

 Glucose - - - -

 Mannose - - - -

β-Galactosidase - - - -

Nitrate to nitrite - - - +

Starch hydrolysis - - - -

Gelatin hydrolysis + + + -

Oxidase + + + -

Urease + D - -

Growth on nutrient 

agar with 10% NaCl
+ D D -

Esculin hydrolysis - - - -
aData from (16, 26)

Symbols: D, different reactions in different taxa (species of a genus or

genera of a family); Y, yellow; CW, cream-white; PR, pastel red; OR,

orange red; +, positive reaction; -, negative reaction
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사한 결과 Micrococcus sp. HJ19는 Micrococcus luteus와 가장

가까운 관계를 보여주었다(Fig. 1).

온도에 따른 균주배양 특성과 체외 단백질 분해효소 합성

고체배지상에서 두 가지의 다른 배양온도를 사용하여 HJ19의

체외 단백질 분해효소 생산에 대한 영향을 본 결과 Fig. 2와 같

다. 체외 단백질 분해효소를 생산하지 않는 대조구에 비해 HJ19

는 30oC에서 16시간 배양으로 투명환을 만들기 시작한 반면 20
oC에서 배양했을 경우 40시간 배양 후부터 투명환을 생성하기

시작하였다. 투명환을 보인 이후 100시간까지 관찰한 결과 두

배양온도 모두에서 적하한 균의 집락 크기 증가는 없는 반면 투

명환의 크기는 점점 증가하였다(결과 미제시). 37oC에서 균의 생

육환 증가가 관찰된 Baciillus sp.와는 다른 양상을 보여주었다(2).

기존에 분리된 다른 균주와의 생육양상과 효소활성을 비교하

기 위해 액체배지상에서 생육특성과 효소활성을 측정하였다(Fig.

3). 분리된 Micrococcus sp. HJ19는 10oC에서는 거의 생육하지

못해 대장균과 같은 중온균의 특성을 보여주었다(20). 이러한 특

성은 기존에 분리된 저온내성을 가진 Pseudoalteromonas sp.

HJ47과는 다른 양상을 보여주었다(3). 배양온도를 20oC로 올렸을

때 세대시간은 300여분을 보여주다가 30oC로 상승시키면 101분,

37oC에서는 84분을 보여주어 37oC까지는 온도상승과 생육이 비

례함을 알 수 있었다. 생육 배양온도별 분비된 단백질 분해효소

의 활성을 측정한 결과 HJ19는 20oC에서는 24시간 후부터 체외

단백질 분해효소의 활성을 나타내었고 30oC와 37oC에서는 배양

6시간에서 급격한 효소활성을 나타내면서 10시간 배양시에 약

480 unit/ml의 최고 활성을 보여주었다(3). 저온내성균인

Pseudoalteromonas sp.은 30oC와 37oC에서 생육은 왕성하였지만

체외 단백질 분해효소의 활성은 아주 낮았다. 이와같이 체외 단

Fig. 1. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences showing the position of strain HJ19. The tree was constructed using the neighbor-

joining method and the Kimura two-parameter calculation model (24). The numbers represent the confidence levels from 500 replication bootstrap

sampling. Genbank accession number is shown in parentheses. 

Fig. 2. The protease activities of HJ19 at two cultural temperature.

The isolate HJ19 and a negative control strain were cultured at 20oC

(A) and 30oC (B) for 49 hr on the plate of 0.5× marine broth

supplemented with 1% skim milk and 1.5% agar.
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백질 분해효소를 생산하는 미생물의 경우 효소의 생산과 미생물

배양온도와 비례하지 않는 것으로 보고되어 있는 반면(3, 25) 분

리된 Micorcoccus sp. HJ19는 성장과 비례적으로 단백분해효소를

분비하는 특성을 보여주었다. 그리고 30oC와 37oC에서 체외 단

백질 분해효소의 합성은 대수성장기 초기에 급격히 시작되어 대

수성장기 동안 최대활성을 보여 대수성장기와 대수성장 말기에

단백질 분해활성을 보여 준 미생물들과 다른 특성을 보여주었다

(3, 25). 이러한 배양초기의 높은 효소생산은 산업적 효소생산 면

에서 중요한 요소가 될 수 있을 것으로 생각되며 앞으로 본 균

주의 분비된 단백질 분해효소의 특성에 대한 연구가 필요할 것

으로 생각된다.
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ABSTRACT : Isolation and Charcterization of Micrococcus sp. HJ-19 Secreting Extracellular Protease

In-Tae Cha, Yong-Sik Oh, and Dong-Hyun Roh* (Department of Microbiology, Chungbuk

National University, Cheongju 361-763, Korea)

Proteases are degradative enzymes which hydrolyze a peptide bond between amino acids and they are abun-

dantly applied to commercial field. In order to screen new source of protease, bacteria secreting extracellular

protease were isolated by enrichment culture from deep sea water samples of East Sea, Korea. A bacterium,

named as HJ19, showed the best growth and the largest clear zone in plates supplemented skim milk at 30oC.

The partial DNA sequence analysis of the 16S rRNA gene, phenotypic tests and morphology identified that this

strain was in genus Micrococcus. The strain HJ19 could not grow at 10oC but it started growth and showed pro-

tease activity at 20oC. The optimal growth was at 37oC and the maximal protease activity at 30oC was about 480

unit/ml.


