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단 보

Bacillus circulans 유래 cellulolytic xylanase 유전자(bglBC2)의 

염기서열 결정 및 분석

김지연*

인제대학교 기초대학

클로닝된 Bacillus circulans ATCC21367 유래 cellulolytic xylanase 유전자(bglBC2)의 염기서열을 결정·분석하였

다. 본 유전자는 1,224 bp의 407개 아미노산을 암호하는 open reading frame (ORF)으로 구성되어 있었으며 염기

서열로부터 산출된 유전자의 분자량은 45 kDa으로 효소의 SDS-PAGE로부터 측정된 분자량과 일치하였다. ATG

개시 코돈의 9 bp 위쪽에 Shine-Dalgarno (SD) 서열로 추정되는 5'-AAAGGAG-3' 서열이 확인되었고 그 상단에

promoter로 추정되는 -35 서열(TTTACA)과 -10 서열(TATACT)이 위치하고 있었으며, 이는 B. subtilis promoter

consensus sequence와 유사하였다. 한편, 이 효소의 아미노산 서열은 이미 보고된 B. circulans KSM-N257의

alkaline endo-β-1,4-glucanase와는 97%, B. circulans WL-12의 endo-β-1,3-1,4-glucanase와는 75%, Bacillus sp.

KSM-330의 endo-β-1,4-glucanase (cellulase)와는 45%의 유사성을 나타내었다. 또한 bglBC2 염기서열의 정보를

GenBank에 등록하였으며 등록번호는 AY269256이다.
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자연계에 다량으로 존재하는 식물성 유기자원(biomass)의 주성

분은 cellulose, hemicellulose, lignin이며 이들로부터 유용 화학물

질, 식량 및 에너지로의 재활용에 관한 연구가 전 세계적으로 활

발히 진행되고 있다(3). 그러나 이들 biomass는 화학적 및 생물

학적 가수분해에 매우 저항성이 큰 불수용성의 견고한 구조를

지닌 화합물이기 때문에 극히 일부만 이용되어지고 있으며, 아직

도 막대한 양이 적절히 이용되지 못한 채 산화되거나 폐기물로

취급되어 자원이 낭비되고 있다. 그러므로 이러한 biomass를 미

래의 자원으로서 효율적으로 활용하기 위한 여러 가지 방안이

절실히 요구된다.

Hemicellulose는 D-xylan과 D-galactan, D-mannan 등이 혼합되

어 있는 복합 다당류(complex polymer)로서 다양한 분지와 측쇄

를 가지고 있으며, 기본 골격도 6탄당 복합 중합체인 cellulose와

는 달리 주로 5탄당으로 이루어져 있다. 이는 나무와 식물의 구

성 성분으로 많은 양을 차지하고 있으며 식물의 종류와 부위에

따라 현저한 차이를 보인다. 

Xylan은 hemicellulose의 60-80％를 차지하고 있는 일종의

heteropolymer로서 그 분포량은 cellulose보다 다소 적지만

cellulose에 비해 비교적 용이하게 효소에 의해 분해 될 수 있는

특성을 지니고 있다. 자연 상태의 xylan은 cellulose와는 달리 매

우 복잡한 구조를 가지고 있다. β-1,4 polyxylose의 주결합쇄에

acetyl 및 arabinosyl, glucuronyl 등의 잔기가 결합된 다양한 측

쇄를 가지고 있을 뿐만 아니라, xylan 분자 상호간 또는 xylan

분자와 lignin 분자가 서로 cross-linking되어 있다. 따라서 xylan

은 분자량과 구성 성분, 측쇄의 수, acetylation의 정도에 따라 다

양하다(4). 이와 같은 복잡한 구조의 natural xylan을 효율적으로

가수분해하려면 상기 분자간의 cross-linking과 측쇄 결합을 효과

적으로 절단하는 ferulic acid esterase와 acetyl xylan esterase, α

-arabinofuranosidase, glucuronidase 등의 효소와 β-1,4 주결합쇄

절단에 필수 분해 효소인 xylanase와 β-xylosidase 등과 같은 효

소의 협동 작용(cooperative action)이 필요한 것으로 보고 되고

있다(24). 이중에서 xylanase는 xylan의 기본골격을 분해하여

xylooligosaccharides로 전환시키는 효소로서 xylan의 가수분해 과

정에서 가장 중요한 역할을 한다.

Xylan이 분해 되면 이용성이 증가되기 때문에 xylan을 분해하

는 효소에 관하여 세균이나 곰팡이를 대상으로 오래전부터 많은

연구가 진행되어왔으며, 이들 미생물의 xylanase와 그 유전자의

특성이 보고 되었다(11, 18). 일반세균에서는 Bacillus와 Clostridium

속 균주를 중심으로 다양한 특성의 xylanase가 발견되었으며, 분

자량이나 반응 특성이 곰팡이나 방선균 유래의 xylanase보다 더

다양하다(18). 곰팡이 중에서는 Aspergillus 속 균주와 Trichoderma

reesei에 의해 생산된 xylanase가 많이 연구되었으며, 특히

Trichoderma reesei는 xylanase의 생산성이 높은 것으로 알려졌다

(17, 20). 한편, Clostridium thermocellum에서도 상이한 두 효소

가 보고 되었는데 그 중 하나는 단지 cellulase (CMCase) 활성을

보이는 반면에 다른 하나는 CMCase와 xylanase 활성을 모두 나

타내었다(19). 그러므로 xylanase의 효소적 정의는 xylan과

cellulose간의 교차 기질 특이성을 조사한 후 결정되어야 옳다고

판단된다(9, 24). 
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Xylanase의 산업적 유용성은 목질계로부터 양질의 펄프 생산,

가축의 사료효율 개선, 과일음료의 청징, 제빵의 고품질화, 농산

부산물 이용 등에서 주목 받고 있다(11, 23). 사료산업에서는 미

생물 유래 xylanase가 사료 첨가용 효소로 사용되며 곡물 사료

섭취 시 hemicellulose로 인한 가축의 장내의 고점질도를 저하시

키는 기능을 함으로써 소화기 질병을 예방하고 사료효율을 향상

시키는 것으로 알려져 있다(13). 또한 xylanase를 처리하여 빵의

품질을 개선하거나, β-xylosidase와 함께 xylanase 유전자가 도입

된 효모를 이용하여 농·임산 부산물을 당화하고자 하는 연구가

진행되고 있다(6). 

효율적인 xylan 자원의 활용을 위하여 좋은 xylanase 자원 확

보는 중요하므로 xylanase들의 탐색과 그 유전자들에 관한 연구

가 요구된다. 이를 위해서는 효소의 cloning 및 새로운 균주의

탐색 등 다양한 연구를 수행함이 선행되어야 한다. Xylanase 유

전자의 cloning은 1983년 Bernier 등이 B. subtilis의 chromosomal

DNA로부터 분리하여 Escherichia coli에 cloning한 것을 시초로

하여 현재까지 50여종의 xylanase 유전자가 cloning 되었으며 이

중 B. stearothermophilus에서 유래된 xylanase 유전자 등 30여종

의 xylanase 유전자의 염기배열 순서가 결정되어 xylanase의 발

현기작, 분비기작 및 조절기작 등에 관한 기초적인 정보를 제공

하고 있다(2, 7). 특히, B. circulans가 생산하는 xylanase에 대해

서는 유전자 구조와 효소 활성 부위에 관한 보고가 있으며,

Ashita 등은 cellulase 생산량이 적고 열과 알칼리에 강한 새로운

xylanase의 정제와 특성 등을 규명하였다(1, 4, 22, 26).

본 연구자는 B. circulans ATCC21367이 생산하는 cellulolytic

xylanase 유전자를 클로닝하여 E. coli DH5α에 발현시킨 후 클

로닝된 유전자 및 효소의 일반적인 생화학적 특성에 대한 결과

를 분석 보고한 바 있다(10). 클로닝된 재조합 plasmid pXL180

은 B. circulans로부터 유래된 0.5 kb와 1.3 kb PstI 절편으로 이

루어진 총 1.8 kb 삽입 절편을 포함하고 있었다. 따라서 본 연구

에서는 클로닝된 cellulolytic xylanase 유전자(bglBC2)의 염기서

열을 결정하여 그 특성을 분석·규명하고, 이미 보고된 다른 β-

glucanase 유전자와의 상호 유사성을 비교해 보고자 한다.

재료 및 방법

사용 균주 및 플라스미드

본 연구에 사용된 cellulolytic xylanase 유전자(bglBC2)의 공여

균주는 B. circulans ATCC21367이었으며, 형질전환을 위한 숙주

로는 E. coli DH5α[supE44 ∆lacU169 (Φ80 lacZ ∆M15) hsdR17

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1]가 사용되었다. 그리고 subcloning

vector로는 pUC19와 pBluescriptII SK(+)를 사용하였다. 

배지 및 생장조건

B. circulans DNA가 포함된 재조합 플라스미드를 지닌 E. coli

DH5α는 100 µg/ml의 LB (0.5% yeast extract와 1% tryptone, 1

% NaCl 함유) 배양액에서 자라게 하였다. 형질전환체들은

MacConkey 한천 배지에 ampicillin을 100µg/ml되게 함유시켜 선

별하였다. 효소활성을 나타내는 형질전환체의 선별을 위해서는

기질인 xylan (oat spelt, 0.3%)이나 carboxymethyl cellulose

(CMC, 0.3%), lichenan (0.3%)과 항생제인 ampicillin (100 µg/

ml)을 첨가하여 사용하였다. 

DNA의 분리

플라스미드 DNA는 Wizard® plus Minipreps DNA Purification

System (A7500 Promega, Madison, USA)을 이용하여 분리하였

다.

Cellulolytic xylanase 유전자의 염기배열 순서 결정 및 분석

B. circulans cellulolytic xylanase 유전자(bglBC2)의 제한효소

지도에 근거하여 적절한 제한효소로 절단한 여러 가지 유전자

단편을 pBluescriptII(+) plasmid vector에 ligation 시켜 재조합

plasmid DNA를 제조한 후 각 subclone에 대한 염기배열 순서

결정을 dideoxy chain termination 방법으로 행하였다. 염기서열

분석은 GENETYX-MAC (6.0.2)과 DNA Strider (1.0.1) program

을 이용하였고, 타 Bacillus sp. 유래의 β-glucanase 유전자와의

유사성을 비교해 보기 위해 http://www.genome.ad.jp와 http://

www. ncbi.nlm.nih.gov의 인터넷 사이트를 찾아 조사하였으며 아

미노산 서열의 유사성 정도를 정확히 알기 위해 BLASTX

program을 이용하여 확인하였다. 또한 bglBC2의 정보를

GenBank에 등록하였으며 등록번호는 AY269256이다.

SDS-PAGE 및 Zymogram (Activity staining)

분자량 측정을 위해 효소 단백질의 분리 및 zymogram은 Kim

등의 방법에 따라 실시하였다(10).

결과 및 고찰

Subcloning 및 효소 활성 조사

본 연구자는 선행 연구에서 xylan 분해 관련 효소의 생산능을

가지고 있는 것으로 확인된 B. circulans ATCC21367를 이용,

cellulolytic xylanase 유전자를 pUC19을 vector로 하여 대장균에

클로닝 및 발현을 시켰었다. 이 재조합 플라스미드를 pXL180이

라고 명명하고 이 유전자의 제한효소 지도를 밝힌 바 있다(10).

염기서열 결정 및 분석을 위해 1.8 kb cellulolytic xylanase 유전

자 절편을 포함하고 있는 재조합 플라스미드(pXL180)의 지도를

이용하여 여러 가지 제한효소로 절단한 후 다시 pUC19과

ligation시켜 각 subclone들의 효소 활성을 조사하였다. 삽입된

1.8 kb 크기의 유전자를 PstI으로 처리하여 1.3 kb와 0.5 kb 크

기의 두 절편을 얻어 각각 pUC19과 ligation시킨 다음 활성을

알아보았으나 두 subclone 모두 효소 활성을 보이지 않았다. 그

리고 pXL180을 EcoRI으로 처리하여 약 500 bp의 절편을 제거

하고 self-ligation시켰으나 이 또한 효소 활성을 나타내지 않았다.

그러므로 xylanase를 코딩하는 유전자가 0.5 kb PstI 절편과

EcoRI 부위 내에 포함되어 있다고 추정하고 1.8 kb 절편 전체의

염기 서열을 결정하기로 하였다. 효소 활성은 xylan 또는 CMC
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가 0.3% 포함된 LB (ampicillin 100 µg/ml) 한천 배지에서 효소

활성대(halo)를 관찰하여 확인하였다.

DNA 염기 서열 결정 및 분석

Cellulolytic xylanase 유전자(bglBC2)를 포함하고 있는 pXL180

의 1.8 kb DNA 절편상의 유전 정보를 분석해 본 결과, 클로닝

된 절편의 크기는 1,842 bp로 ATG를 개시 코돈으로 하는 1,224

bp (nucleotides 269-1,492)의 단일 open reading frame (ORF)이

발견되었다(Fig. 1). 본 유전자의 ORF는 407개 아미노산으로 구

성되어 있으며 추정 분자량이 약 45 kDa인 polypeptide 분자를

암호하고 NH
2
-말단쪽에 31개의 아미노산으로 이루어진 signal

peptide (Met1-Ala31)가 존재하였다. 이들 signal peptide는 NH
2
-말

단쪽에 염기성 아미노산(Arg과 Lys)이 존재하며 그 뒤를 이어

소수성 아미노산(Leu과 Phe, Val, Ile, Ala)이, COOH-말단 부위

에는 극성 아미노산들이 위치하였다. 

개시 코돈은 ATG, 종결 코돈은 TAA로 나타났고 개시 코돈의

9 bp 위쪽으로 Shine-Dalgarno (SD) 서열(5'-AAAGGAG-3')로 추

정되는 염기서열이 발견되었다. Translation initiation 효율과 직

접적인 관계를 가진 SD 서열과 개시 코돈의 종류, SD 서열과

개시 코돈 사이의 거리 등의 관점에서 볼 때 본 유전자는 ATG

개시 코돈의 9 bp 위쪽에 B. subtilis 16S rRNA 3' 영역의

consensus sequence와 높은 상보성을 나타내는 SD 서열(5'-

AAAGGAG-3')이 존재함을 확인할 수 있었다(15). 또한 promoter

로 추정되는 -35 서열(TTTACA)과 -10 서열(TATACT)은 같은

Bacillus 종들에서 밝혀진 것과 매우 유사한 염기 서열

(TTGACA, TATAAT)을 보였다(Fig. 1). 이는 요즘 알려진 같은

균종의 promoter와 큰 차이가 없고 -35와 -10 서열 사이의 거리

도 17 bp로 매우 효율적인 promoter 구조임을 보여주고 있으며,

E. coli 숙주에서도 효과적으로 작동할 수 있을 것으로 판단되었

다. 뿐만 아니라 COOH-말단쪽에서 mRNA의 전사를 종결시킬

수 있는 terminator로 추정되는 서열(5'-AAAGCCCTGATCC-3',

5'-GGATCAGGGTTTT-3')도 발견되었다. 또한 3' 말단 부분에는

ρ-independent transcription terminator로 인정할 만한 stem-loop

구조도 발견할 수 있었다.

SDS-PAGE를 통한 cellulolytic xylanase의 분자량 측정

bglBC2를 지닌 대장균 형질전환체 E. coli DH5α (pXL180)와

대조구용으로 pUC19를 함유한 대장균 형질전환체 E. coli

DH5α (pUC19)를 동일한 조건으로 배양하여 SDS-PAGE와

zymogram (activity staining)을 수행하였다. Fig. 2에서 보는 바와

같이 E. coli DH5α (pUC19) 단백질에서는 효소의 활성대(halo)

를 관찰할 수 없었으나 E. coli DH5α (pXL180) 의 경우는 배양

상등액과 세포 추출물에서 동등한 위치에 오직 한 개의 활성대

를 나타내었다. 따라서 클로닝된 cellulolytic xylanase 효소의 분

자량은 약 45 kDa으로 추정되었으며, 이 결과는 open reading

frame으로부터 수학적으로 계산된 분자량과 일치함을 알 수 있

었다.

Fig. 1. Nucleotide sequences of the cellulolytic xylanase gene

(bglBC2) from B. circulans ATCC21367 and the deduced amino acid

sequences for the open reading frame (ORF). The putative promoter

sequences are underlined and the possible Shine-Dalgarno (SD)

sequence is shown by broken underlining. Facing arrows mark

inverted repeat sequences that can work as putative transcription

terminators. Asterisks represent proposed termination codon. The

putative processing site of signal sequence of pre-protein is shown by

the vertical arrow.
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Cellulolytic xylanase 유전자의 유사성 비교 

B. circulans cellulolytic xylanase 유전자(bglBC2)의 염기서열을

각종 data bank에 수록된 모든 DNA 염기서열들과 비교·분석해

본 결과 유사성을 가진 유전자들을 발견할 수 있었으며, 이들의

단백질 서열은 glycosyl hydrolase family 8에 속하는 것으로 나

타났다(Fig. 3). Hakamada 등은 B. circulans KSM-N257로부터

endo-β-1,4-glucanase 활성을 가진 유전자, Egl-257 (GenBank

accession number AB059267)을 클로닝 하였는데 이는 1,221 bp

의 단일 ORF로 구성되어 있었다(8). 그리고 이 효소는 호알칼리

성으로 cellulose와 lichenan에 대한 기질 특이성은 보였으나

xylan은 전혀 분해하지 못하였으며 최적 pH와 온도는 각각 pH

8.5와 55oC이었다. 반면에 본 연구의 효소는 xylan과 carboxy-

methyl cellulose(CMC), lichenan에 대하여 기질 특이성을 보여

클로닝된 유전자, bglBC2 (GenBank accession number AY269256)

의 효소를 cellulolytic xylanase로 명명한 바 있으며 효소의 최적

pH와 온도는 각각 pH 5.2와 60oC이었다. 그럼에도 불구하고 본

효소는 Hakamada 등의 B. circulans KSM-N257 alkaline endo-

β-1,4-glucanase와 97%의 높은 유사성이 있음이 밝혀졌다. 한편,

Bueno 등은 B. circulans WL-12의 endo-β-1,3-1,4-glucanase 유전

Fig. 2. SDS-PAGE analysis and zymogram of the cellulolytic

xylanase produced by E. coli DH5α (pXL180). The E. coli cells were

grown for 16 hr at 37oC in LB medium. Whole cell extracts or culture

supernatants were appropriately concentrated and applied to 12.5%

(w/v) polyacrylamide gels containing 0.5% xylan. Lanes 1-3,

Coomassie blue stained gel; lanes 4-6, Congo red stained gel; lanes 2,

4, cell extracts of E. coli DH5α (pXL180); lanes 3, 6, cell extracts of

E. coli DH5α (pUC19); lane 5, culture supernatant of E. coli DH5α

(pXL 180); lane 1, molecular weight markers (200, 97.4, 68, 43, 29,

18.4 and 14.3 K daltons).

Fig. 3. Alignment of amino acid sequences belonging to several β-glucanases, using the BLASTX program. The introduction of gaps is indicated

by dashes. Shadow boxes indicate identical amino acids residues. Abbreviations: bglBC2, cellulolytic xylanase gene from B. circulans

ATCC21367; Egl-257, endo-β-1,4-glucanase gene from B. circulans KSM-N257; BGC, endo-β-1,3-1,4-glucanase gene from B. circulans WL-12;

Egl-330, endo-β-1,4-glucanase (cellulase) gene from Bacillus sp. KSM-330.
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자, BGC(GenBank accession number X52880)가 다른 Bacillus

종들과는 아미노산 서열에 있어서 뚜렷한 유사성이 없다고 보고

하였으나 본 cellulolytic xylanase와는 75%의 유사성을 나타내었

다(5). 또한 Bacillus sp. KSM-330 endo-β-1,4-glucanase (Egl-

330, GenBank accession number M68872)는 45%의 유사성을

나타내었다(16). Wakarchuk 등은 B. circulans가 생산하는

xylanase의 활성 부위에는 Glu78과 Glu172가 관여한다고 보고하였

으며 Clostridium thermocellum, Dictyoglomus thermophilum,

Thermotoga neapolitana 등에서도 glutamic acid 부위가 xylanase

활성 부위에 존재한다고 보고된 바 있다(12, 21, 22, 25). 그러나

Fig. 3에서 비교한 효소들은 지금까지 보고된 xylanase의 활성

부위와 일치하지 않음을 알 수 있었다. 

따라서 본 연구의 cellulolytic xylanase는 glycosyl hydrolase

family 8에 속하는 glucanase들과 높은 유사성을 나타내고 다른

xylanase에서 볼 수 있는 공통된 활성 부위가 존재하지 않으며,

이미 보고 된 바와 같이 lichenan에 대하여 높은 기질 특이성을

나타내는 점 등을 고려해 볼 때 xylanase 보다는 glucanase라고

보는 것이 더 적합하다고 사료된다(10).
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ABSTRACT : Nucleotide Sequence of Cellulolytic Xylanase Gene (bglBC2) from Bacillus circulans 

Ji-Yeon Kim (College of General Education, Inje University, Gimhae 621-749, Korea)

The nucleotide sequence of the cloned cellulolytic xylanase gene (bglBC2) from B. circulans ATCC21367 was

determined. bglBC2 consists of an 1,224 bp open reading frame (ORF) coding for a polypeptide of 407 amino

acids with a deduced molecular weight of 45 kDa. The Shine-Dalgarno (SD) sequence (5'-AAAGGAG-3') was

found 9 bp upstream of the initiation codon, ATG. A promoter region corresponding closely to the B. subtilis

consensus sequence (-35: TTGACA, -10: TATAAT) was detected, the putative -35 and -10 sequences of which

were TTTACA and TATACT, respectively. The deduced amino acid sequence of the cellulolytic xylanase

showed 97% homology with that of the alkaline endo-β-1,4-glucanase from B. circulans KSM-N257, 75%

homology with that of the endo-β-1,3-1,4-glucanase from B. circulans WL-12, and 45% homology with that of

the endo-β-1,4-glucanase (cellulase) from Bacillus sp. KSM-330. The bglBC2 sequence was deposited in Gen-

Bank under the accession number AY269256.


