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명 세 서

청구범위

청구항 1 

기탁번호 KCCM12329P로 기탁된 Bacillus velezensis K26을 탄소원은 수크로스, 질소원은 효모 추출물을 포함하

는 배지에서 배양하는 단계를 포함하는 1-데옥시노지리마이신을 생산하는 방법.  

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 배양 온도는 34℃ 조건인 것을 특징으로 하는 1-데옥시노지리마이신을 생산하는 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 배지에 수크로스는 4.61%의 농도로 첨가되는 것을 특징으로 하는 1-데옥시노지리마이신을 생산하는 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 배지에 효모 추출물은 7.03%의 농도로 첨가되는 것을 특징으로 하는 1-데옥시노지리마이신을 생산하는 방

법.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 배지에 수크로스는 4.61%, 효모 추출물은 7.03%의 농도로 첨가되며 배양 온도는 34℃인 조건에서 α-글루

코시다아제 억제(α-glucosidase inhibition) 활성은 89.3%인 것을 특징으로 하는 1-데옥시노지리마이신을 생산

하는 방법.

청구항 6 

삭제

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제
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청구항 10 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 1-데옥시노지리마이신을 생산하는 균주 Bacillus velezensis를 제공하며, 상기 균주의 최적의 배양[0001]

조건을 제공하는 것이다. 

배 경 기 술

당뇨병 환자의 90%를 차지하는 제2형 당뇨병은 인슐린 저항성 또는 췌장 베타 세포에서의 인슐린 분비 부족으로[0003]

인한 인슐린 결핍에 의해 유발되어 고혈당을 유발한다. 이것은 설포닐유레아(Sulfonylurea), 비-설포닐 유레아

(non-sulfonylurea),  비구아니드(biguanide),  티아졸리딘디온(thiaxolinedione)  및 α-글루코시다아제 억제제

를 포함하는 경구 혈당 강하제에 의해 조절될 수 있다. 후자는 소장에서 탄수화물을 포도당으로 가수 분해하여

탄수화물 분해 속도를 줄여 식후 저혈당으로 이어진다. 따라서, 아카보즈(acarbose), 미그리톨(Miglitol), 보글

리보스(voglibose)와 같은 α-글루코시다아제 억제제가 경구용 당뇨병 치료제로 개발되었다. 그러나, 이들은 복

부 팽만화 및 구토와 같은 부작용을 가지며, 따라서 최근에 새로운 α-글루코시다아제 억제제를 개발하기 위한

많은 노력이 있었다.

공지된 α-글루코시다아제 억제제 중 하나인 1-데옥시노지리마이신(1-Deoxynojirimycin; 1-DNJ)은 포도당 구조[0004]

내의 산소가 질소로 치환된 폴리하이드록실 알칼로이드이다. 1-DNJ는 항당뇨 효과가 있으며 인간면역결핍 바이

러스(human immunodeficiency virus) 감염과 임질(gonorrhea) 치료에도 사용된다.

1-DNJ는 뽕으로부터 화학적으로 합성되거나 추출될 수 있다. 그러나 이러한 방법은 생산 수율이 낮고 일관성이[0005]

없기 때문에 비용 측면에서 효과적이지 못하다. 바실러스(Bacillus)와 스트렙토마이세스(Streptomyces)와 같은

미생물은 GabT1,  Yktc1  및 GutB1  유전자에 의한 아미노화(amination),  탈인산화(dephos-phorylation)및 산화

(oxidation)를 통해 포도당에서 1-DNJ를 생합성하기 위한 공장으로 제안되었다.

또한, 1-DNJ는 중국 전통 발효 비지(okara)로부터 유래된 Bacillus subtilis 균주 DSM704, B2 및 토양으로부터[0006]

유래된 S10 및 토양으로부터 유래된 유래 B. amyloliquefaciens 균주 HZ-12 및 한국 발효 식품으로부터 유래된

140N에 의해 생산된다.

한 번에 하나의 요인(One-Factor-at-a  Time:  OFAT)  배양 최적화 방법은 반응 표면 방법론(response  surface[0007]

methodology,  RSM)과 함께 미생물에 의한 1-DNJ  생산을 증가시키는 데 사용되어 왔으며, 이는 Streptomyces

lawendulae 에 의한 1-DNJ 생산이 19%까지 증가한다. 실제로 1-DNJ를 생산하는 Bacillus subtilis B2의 α-글

루코시다아제 저해(AGI) 활성은 RSM 방법에 의해 증가되었다.

본 발명자는 한국 발효 된장에서 α-글루코시다아제를 억제하는 Bacillus velezensis K26을 분리 하였다. PCR을[0008]

사용하여 1-DNJ 생합성 유전자 군을 분석 확인하였으며, 1-DNJ 생산은 UPLC-ESI-Q-TOF-MS 분석에 의해 확인되었

다. OFAT와 RSM 방법을 사용하여 Bacillus velezensis K26에 의한 1-DNJ 생산을 최적화 하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 등록특허 제 10-1474301호 [0010]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 PCR 스크리닝에 기초하여 한국 발효 된장으로부터 분리한 Bacillus velezensis K26을 개시하며, 또한[0011]

1-DNJ의 생산을 위한 최적의 배양 조건을 제공한다.
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과제의 해결 수단

본 발명의 일 실시예에 따르면, Bacillus velezensis를 이용한 최적의 DNJ 생산조건을 탐색하기 위하여 5가지[0013]

한국 전통 발효 식품에서 73% 이상의 AGI 활성을 나타내는 미생물을 분리하였다. 

상기 미생물을 대상으로 DNJ 생합성 유전자 군을 분석한 후, UPLC-ESI-Q-TOF-MS를 이용하여 1-DNJ의 생산을 확[0014]

인하였고 최적의 배양 조건을 조사하였다. 

DNJ 생합성 유전자 군을 분리하기 위하여 종래의 연구 결과에 기초한 DNJ 생합성 유전자 중의 하나인 yktc1의[0015]

내부 유전자를 탐침으로 사용하였으며, PCR 스크리닝을 통해 gabT1, yktc1, 및 gutB1 유전자를 각각 분리하고

추 후 이들의 염기서열을 취합하여 하나의 DNJ 생합성 유전자 군의 염기서열을 분석하였다.

α-글루코시다아제 저해활성을 최적화하기 위하여 Bacillus velezensis K26의 배양시 탄소원 및 질소원의 최적[0016]

화를 수행하였다.

본 발명의 일 실시예에 따르면, Bacillus velezensis K26의 1-데옥시노지리마이신 생산 균주를 제공한다.[0017]

본 발명자들은 상기 균주를 2018년 10월 08일자로 한국종균협회에 수탁번호 KCCM12329P으로 기탁하였다.[0018]

본 발명의 일 실시예에 따르면, 솔비톨, 프룩토오스, 수크로스 및 글루코스로 구성된 군에서 선택된 적어도 하[0019]

나의 탄소원을 포함하는 배양액에서 배양하며, 본 발명의 일 실시예에 따르면, 효모 추출물(yeast extract), 트

립톤 및 폴리펩톤으로 구성된 군에서 선택된 적어도 하나의 질소원을 포함한다.

본 발명의 일 실시예에서 Bacillus velezensis K26의 최적의 배양 조건은 탄소원으로 수크로스, 질소원으로 효[0020]

모 추출물을 사용하고 배양 온도는 34℃가 최적의 온도이며, 상기 조건에서 배양하는 경우 α-글루코시다아제

억제(α-glucosidase inhibition) 활성은 89.3%인 것을 특징으로 한다. 

발명의 효과

본 발명에 따른 1-데옥시노지리마이신을 생산하는 Bacillus velezensis K26 균주는 종래에 발견된 바실러스 균[0022]

주에 비하여 많은 양의 DNJ를 생산하며, Bacillus velezensis K26는 수크로스 4.61%, 효모 추출물 7.03%, 배양

온도 34℃의 조건에서 AGI 활성이 가장 높은 것으로 나타난 결과, 최적의 배양 조건을 확인하였다. 

도면의 간단한 설명

 도 1은 한국의 발효 식품뿐만 아니라 다른 관련 분류군으로부터 분리된 균주의 16S rRNA 유전자 서열의 이웃[0024]

결합 계통수(phylogenetic tree)이다. 

도 2는 1-DNJ 표준(A, C) 및 Bacillus velezensis K26(B, D) 배양 상등액의 UPLC-ESI-Q-TOF-MS을 통한 분석 결

과이다. 

도 3은 OFAT 접근법을 이용한 탄소(A) 및 질소(B) 공급원에 따른 Bacillus velezensis K26의 AGI 활성 분석 결

과이다. 

도 4는 수크로스 농도(X1,%), 효모 추출물 농도(X2,%) 및 배양 온도(X3,℃)에 대한 예상 AGI 활성(Y,%)의 3차원

반응 표면 도표이다; (A) AGI 활성(Y)에 대한 스쿠로스(X1)과 효모 추출물(X2)의 영향을 나타내는 반응 표면 플

롯, (B) AGI 활성(Y)에 대한 수크로스(X1) 및 배양 온도(X3)의 영향을 나타내는 반응 표면 플롯, (C) 효모 추출

물(X2) 및 배양 온도(X3)가 AGI 활성(Y)에 미치는 영향을 나타내는 반응 표면 플롯.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통해 본 발명을 보다 구체적으로 설명한다. 그러나 이들 예는 본 발명의 이해를 돕기 위한 것일[0025]

뿐 어떠한 의미로든 본 발명의 범위가 이들 예로 한정되는 것은 아니다.

실시예[0027]

1. 균주의 분리 및 동정[0028]

균주는 김치, 된장, 고추장, 소금에 절인 새우, 절인 오이를 포함하는 5가지 한국 전통 발효 식품에서 분리되었[0029]

다.  상기  식품  샘플을  37℃에서  24시간  동안  TSB(tryptic  soy  broth),  영양  배지(NB)(BD  Biosciences,
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Franklin Lakes, NJ, USA) 한천 플레이트에 0.85 % NaCl 용액으로 희석시켰다.

분리된 균주의 16S rRNA 유전자는 범용 프라이머(27F, 5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3 '및 1492R, 5'-GGT[0030]

TAC CTT GTT ACG ACT TC-3')를 사용하여 콜로니 PCR에 의해 증폭시켰다.

상기  단편을  Cosmo  Genetech  Co.(Seoul,  Korea)에  의해  서열  분석하고  서열  정렬  및  동정은  Basic  Local[0031]

Alignment Search Tool 및 Ezbiocloud에 의하여 수행되었다. 계통수(phylogenetic tree)는 MEGA6 소프트웨어를

사용하여 구축되었다.

2. AGI 활성 측정[0033]

AGI 활성을 측정하기 위해, 분리된 균주를 1% 포도당, 1% 효모 추출물, 0.05% KH2PO4 및 0.05%(NH4)2SO4로 구성[0034]

된 YG 브로스에서 180rpm으로 교반해 주면서 37℃에서 배양 하였다. 5일 후, 배양물을 100℃에서 10분간 가열한

후, 10,000rpm에서 10분간 원심 분리하였다. 상등액 중의 AGI 활성은 α-글루코시다아제(Sigma-Aldrich,  St.

Louis, MO, USA)와 p-니트로페닐 α-글루코피라노사이드(pNPG; 시그마-알드리치) 사이의 반응에 기초하여 결정

되었다. 96 웰 플레이트에 상등액 147㎕를 분주하고, 0.1M 인산 완충액(pH 7.2) 30㎕, pNPG(10mM) 30㎕ 및 α-

글루코시다아제(100 U/ml)를 첨가하였다. 혼합물의 흡광도를 마이크로 플레이트 판독기(Multiskan FC; Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)로 405nm에서 측정 하였다.

3. 1-DNJ 생합성 유전자 군 분석[0036]

1-DNJ  생합성 유전자 클러스터를 확인하기 위해 HiYield Genomic DNA Mini 키트(RBC Bioscience Corp., New[0037]

Taipei City, Taiwan)를 사용하여 추출한 게놈 DNA를 GabT1(MJS-23, 5'-ATG GGA ACG AAG GAA ATC ACG AAT CCA-

3' 및 MJS-24, 5'-TCA CTT GAT TTC CTC CAA TAG CTT GCG-3'); Yktc1(MJS-19, 5'-GTG AGA GAC TAT ATC ATY GRG

CTT GGA-3' 및 MJS- 20, 5'-TTA GGA GTC CAG ACC AAC GCC TTC ATA-3'); 및 GutB1(MJS-21, 5'-ATG AAG GCG TTG

GTC TGG ACT CCT AAT-3' 및 MJS-22, 5'-TTA TAA AAG TTY CGG ATC AGA CAC RAG-3')의 ORF 전체를 PCR 증폭하기

위해 사용하였다. PCR은 94℃에서 5분 동안 가열한 후, 94℃에서 30초, 56℃에서 1분 및 72℃에서 1분을 35회

반복하고, 최종적으로 72℃에서 10분간 수행하였다.

4. UPLC-ESI-Q-TOF-MS 분석[0039]

1-DNJ  생산은  Agilent  1290  Infinity  UPLC  시스템  및  Agilent  6520  Q-TOF  질량  분광  광도계(Agilent[0040]

Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 UPLC-ESI-Q-TOF-MS로 측정했다. 배양물을 10,000rpm에서 10

분간 원심 분리하고, 상등액을 메탄올(1:1, v/v)로 추출하고 0.22㎛ 폴리비닐리덴 디플루오라이드 필터를 통과

시켰다. 크로마토그래피 분리는 HILIC 컬럼(ZORBAX HILIC Plus, 2.1 Х 100mm, 3.5㎛, Agilent Technologies)

을 사용하여 수행하였다. 유속은 0.3ml/min이고 주입 부피는 1μl 이고, 이동상은 용매 A(물 중 5mM 암모늄 아

세테이트)와 용매 B(아세토니트릴 중 0.1% 포름산)로 구성되었다. 하기 용출 구배를 사용 하였다: 0분에서 90%

B, 0.1분에서 90% B, 9.9분에서 60% B, 1분에서 100% B, 2분에서 100% B, 1분에서 90% B 및 6분에 90% B. 용출

액은 325℃의 온도와 8  /min의  가스 유속에서 N2  가스로 검출되었다.  단편 전압은 70V이고,  모세관 전압은

4000V였다. 상업용 1-DNJ(Sigma-Aldrich)를 표준 물질로 사용 하였다.

5. OFAT 기반 탄소 및 질소 공급원 최적화[0042]

탄소 및 질소 공급원은 OFAT 방식으로 선택되었다. 탄소 및 질소 공급원을 이용한 1-DNJ 생산 증진을 위해 1%[0043]

탄소원(포도당, 갈락토오스, 수크로스, 말토오스, 과당, 옥수수 전분, 감자 전분, 가용성 전분, 솔비톨, 락토오

스 및 자일 로스)과 1% 질소원(효모 추출물, 맥아 추출물, 카사미노산, 대두분, 콩, 트립톤, 폴리펩톤, 쇠고기

추출물, 옥수수 침지액)을 포도당 및 효모 추출물 대신에 YG 배지 80ml가 들어있는 200ml 삼각 플라스크에 첨가

하였으며, AGI 활성을 측정하여 확인하였다.

6. RSM[0045]

B. velezensis K26에 의한 1-DNJ 생산에 대한 다양한 변수의 효과를 평가하기 위해, 본 발명자는 3가지 변수(수[0046]

크로즈(1%, 3%, 5%), 효모 추출물(3%, 6%, 9%), 그리고 배양 온도(30℃, 35℃, 40℃)를 갖는 중앙 복합 디자인

모델을 사용하여 RSM 최적화를 수행했다. 배양 최적화를 위한 파라미터는 OFAT 최적화를 기반으로 선택되었다.

이들은 중요한 변수이며 X1, X2 및 X3으로 지정되었다(표 1). SAS 소프트웨어(SAS Institute, Cary, NC, USA)를

사용하여 분산 분석(ANOVA)에 의해 데이터를 평가 하였다. 각 실험은 통계 분석을 위해 3배수로 수행되었다.

등록특허 10-2058800

- 6 -



[표 1][0048]

[0049]

실험결과[0051]

1. 1-DNJ 생산균의 분리 및 동정[0052]

전통적인 한국의 발효 식품을 TSB, NB 한천 접시에 도말하고 다른 모양의 372 개의 콜로니를 선택하여 YG 배지[0053]

에 5일간 접종하여 AGI 활성을 스크리닝 하였다. 372개의 균주 중 35개가 73% 이상의 AGI 활성을 보였다(데이터

는 표시되지 않음).　이들은 16S  rRNA  유전자 서열에 기초하여 Bacillus(n  =  29),  Staphylococcus(n  =  3),

Enterobacter(n = 1), Kocuria(n = 1) 및 Klebsiella(n = 1)(도 1). 그 중에서 본 발명자는 발효 식품에 직접

적용할 수 있는 B. subtilis와 B. velezensis를 포함한 Bacillus 속에 초점을 두었다.

또한, B. subtilis 및 B. amyloliquefaciens를 포함한 Bacillus 종은 α-글루코시다아제 억제제 중 하나인 1-[0054]

DNJ를 생산하는 것으로 알려져 있다. 이후 1-DNJ 생합성 유전자 군집 보유 균주를 스크리닝하기 위해 1-DNJ 생

합성에 필수적인 gabT1, yktc1 및 gutB1 유전자를 PCR 증폭하여 7종의 균주를 선별 하였다. 추정 아미노산 서열

에 기초하여, gabT1, yktC1 및 gutB1은 각각 오르니틴 아미노전이효소(ornithine aminotransferase), 이노시톨

-1-모노 포스파타제(inositol-1-monophosphatase)  및 소르비톨 탈수소효소(sorbitol dehydrogenase)로 동정되

었다.

6개의 균주(K26, K50, K68, JGYJ1, OEZHJ4 및 JK332)는 B. amyloliquefaciens FZB42에 대해 96% ~ 100%의 상동[0055]

성을 보인 반면,  하나의 균주(DJHJ8)는 B.  atrophaeus  1942와 98%의 상동성을 나타내었다(표 2),  그 중 B.

velezensis K26은 1-DNJ 생합성에 필요한 3가지 유전자를 보유하고, 동일한 배양 조건에서 기보고된 1-DNJ 생산

자인 B. amyloliquefaciens 140N 보다 AGI 활성이 높게 나타났다(86.7 %).
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[표 2][0057]

[0058]

B. velezensis K26에 의한 1-DNJ 생산은 UPLC-ESI-Q-TOF-MS에 의해 양이온 모드로 분석되었다. 질량 스펙트럼[0060]

은 1-DNJ(C6H13NO4, M.W. 163.08)에 사용된 표준에 상응하는 5.9분의 체류 시간에서 164.09의 [M+H]
+
에 대한 피

크를 보였다. 이것은 1-DNJ가 K26 균주에 의해 생성되었음을 확인시켜 주었다(도 2).

2. OFAT 접근법에 의한 1-DNJ 생산 B. velezensis K26의 배양 최적화[0062]

배양 조건은 OFAT 방법으로 B. velezensis K26에 의한 1-DNJ 생산을 증가 시키도록 최적화되었다; 11 탄소 및 9[0063]

질소원은 1-DNJ 수준을 측정하여 결정된 AGI 활성을 자극하는 능력에 대해 평가되었다.

1-DNJ 생산은 HPLC, HILIC-MS/MS 및 다른 방법으로도 확인될 수 있지만, 이들은 더 복잡하고 시간 소모적이기[0064]

때문에, 본 발명자는 신속하고 쉽게 확인할 수 있는 AGI 활성을 사용하였다.

가장 높은 AGI 활성을 나타내는 탄소원은 수크로스(78.25 %)이고, 그 다음은 글루코스(71.4 %), 솔비톨(65.07[0066]

%)이다. 따라서 수크로스(sucrose)는 기본 배지의 구성 성분인 포도당보다 높은 AGI 활성과 관련이 있기 때문에

최적의 탄소원으로 결정되었다(도 3A). 기본 배지의 질소원인 효모 추출물(Yeast extract)은 가장 높은 AGI 활

성을 유발하였으며, 그 다음은 폴리펩톤(58.5  %)이며, 나머지 7개의 질소원은 AGI 활성이 50% 미만이었다(도

3B)

다른 바실러스 균주에 대한 최적의 탄소 및 질소 공급원은 B. subtilis DSM 704에 대한 솔비톨; B. subtilis[0067]

S10에 대한 갈락토오스 및 폴리펩톤; B. amyloliquefaciens 140N에 대한 가용성 전분(soluble starch) 및 트립

톤을 포함한다. 

본 발명에서 OFAT 방법(각각 수크로스와 효모 추출물)에 의해 확인된 최적의 탄소 및 질소 공급원을 RSM의 독립[0068]

변수로 설정했다.

3. RSM에 의한 배양 최적화[0070]

RSM은 B. velezensis K26에 의한 1-DNJ 생산을 최대화하기 위해 수행되었다.[0071]

1-DNJ 생산에 영향을 미치는 요소는 수크로스(X1), 효모 추출물(X2) 및 배양 온도(X3)로 OFAT 방법에 의해 선택[0072]

된 독립 변수이다. 1-DNJ 생산과의 관계는 다음과 같이 [수학식 1]로 표현된다.

[수학식 1][0074]

Y = 153.58 - 13.14X1 + 17.00X2 + 12.7X3 - 1.32 X1
2
 - 0.78 X2

2
 + 0.19 X3

2
 + 0.75X1X2 + 0.59X1X3 - 0.27X2X3[0075]

[수학식 1]의 통계적 유의성은 ANOVA에 의해 평가되었다(표 3).[0077]
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[표 3][0078]

[0079]

측정 계수(R
2
)는 0.927로 실험값과 예측값 사이의 높은 상관 관계를 나타내었다. 5.7%의 변동 계수(coefficient[0080]

of variation)는 변수들 사이의 높은 상호 작용과 독립성을 나타낸다.

34℃의 고정 배양 온도에서 AGI 활성은 수크로스(탄소)와 효모 추출물(질소) 농도에 따라 증가했다(도 4A). 수[0081]

크로스 농도와 배양 온도 및 효모 추출물 농도와 배양 온도 사이의 상호 작용은 AGI 활성에 영향을 주었으며,

이는 세 변수 모두의 함수로 증가 하였다(도 4B, C).

최대 AGI  활성은 RSM에 의해 수크로스와 효모 추출물의 농도가 각각 4.61%,  7.03%  일 때,  34℃의 온도에서[0082]

91.9%으로 예측되었다. 

B.  velezensis  K26을  RSM에  의해  결정된  최적의  배양  조건  하에서  B.  velezensis  K26의  AGI  활성을[0084]

평가하였다. 실험적으로 측정된 AGI 활성은 89.3%로 RSM에서 예측한 91.9%에 가까웠으며 실험 설계 방법의 신뢰

성을 확인했다.

결과 검토[0086]

B. velezensis K26은 한국 전통 발효 된장에서 분리되었으며, 1-DNJ 생합성과 관련된 유전자 군은 다른 균주와[0087]

98% ~ 99%의 상동성을 나타내었다.

1-DNJ 생산은 B. velezensis K26의 AGI 활성을 통해 UPLC-ESI-QTOF-MS 분석에 의해 확인되었다. 본 발명자는[0088]

OFAT 및 RSM 접근법을 사용하여 1-DNJ 생산을 최대화하기 위해 배양 조건을 최적화했다. 수크로스와 효모 추출

물(yeast extract)은 각각 최적의 탄소와 질소 공급원으로 확인되었다.

수크로스 4.61%, 효모 추출물 7.03%, 배양 온도 34℃의 조건에서 AGI 활성의 실험값은 89.3%로 예측치 91.9%에[0089]

가까웠다. 이러한 결과는 RSM이 1-DNJ 수율을 증가시킬 최적의 B. velezensis K26 배양 조건을 결정하는데 사용

될 수 있음을 입증하였다. 

수탁번호

[0091]

기탁기관명 : 한국미생물보존센터(국외)

수탁번호 : KCCM12329P

수탁일자 : 20181008
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