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Abstract 

     This study was focused on molecular biological characterization 

of catalases expressed and produced in Rhodospirillum rubrum  S1. 

PCR process using a degenerate primer set designed on the basis of 

the conserved sequences of known amino acid sequences of catalases 

from bacterial strains resulted in the production of 245 bp DNA 

fragment. Southern hybridization using the total genomic DNAs with 

the catalase DNA fragment demonstrated that at least two signal 

intensities were observed in BamHI, EcoRI, HindⅢ fragments.  Each 

fragment showing the signal intensity was recovered from the gel 

and ligated into the cloning vector, pBluescript SK(+), and 

trasnformed into E. coli UM255. A transformant clone containing a 

catalase gene cluster which is 7.4 Kbp in molecular size was found. 

Sequence analysis of the catalase gene cluster revealed four complete 

ORFs encoding proteins similar to putative glucokinase, putative 

restriction endonuclease, putative methyltransferase, catalase, and two 

trunncated ORFs encoding proteins similar to trehalose-6-phosphate 

synthase and AraC family of bacterial transcriptional regulators. It 

was organized into putative trehalose-6-phosphate synthase, 

glucokinase, restriction endonuclease,  methyltransferase, catalase, and 

probable AraC-type transcriptional regulator in the order.

      The putative trehalose-6-phosphate synthase cloned in this 

study was a gene fragment of the otsA  encoding the enzyme found 

in other bacteria, and shared 47.8% similarity in deduced amino acid 

sequences with that of Salmonella typhirium. 

     The putative glucokinase was located immediately downstream of 

the putative trehalose-6-phosphate synthase, and one open reading 
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frame which consists of 978 bp encoding 326 amino acids. The 

molecular weight of the enzyme was 33,865 Da, and isoelectric point 

was 7.18. Comparative analysis of amino acid sequences revealed that 

the glucokinase from R. rubrum  S1 shared 50% similarity with those 

found in Helicobacteria pylori  J99. N-terminal region of putative 

glucokinase containing a potential ATP binding site.

     The putative restriction endonuclease was located downstream 

and in opposite direction of the putative glucokinase, and one open 

reading frame which consists of 1284 bp encoding 428 amino acids. 

The molecular weight of the enzyme was 45,987 Da, and isoelectric 

point was 6.395. The putative  methytransferase was also one open 

reading frame which consists of 1836 bp encoding 611 amino acids. 

The molecular weight of the enzyme was 64,003 Da, and isoelectric 

point was 9.329. Comparative analysis of amino acid sequences 

revealed that the restriction endonuclease and methyltranserase from 

strain S1 shared 50% and 52% similarity with those found in 

Xanthomonas campestris pv. phaseoli and 49% and 54% similarity 

with those found in Rhizobium leguminosarum, respectively.

    Analysis of upstream sequence of methyltransferase revealed an 

intergenic space consisting of 326bp. The putative catalase was located 

immediately close to the intergenic space and in opposite direction of 

the putative methyltransferase, and one open reading frame which 

consists of 1455 bp encoding 485 amino acids. The molecular weight 

of the enzyme was 54,316 Da, and isoelectric point was 6.468. 

Catalase cloned from R. rubrum  S1 in this study shared 85% and 

84% similarity in deduced amino acid sequences with those found in 

Brucella melitensis and Sinorhizobium meliloti. The active-site 

residues, proximal and distal heme-biniding ligands, and 

NADPH-binding residues of the bovine liver catalas were highly 



- iii -

conserved in  R. rubrum catalase.

     The putative transcriptional regulator was located 59 bp 

downstream and in opposite direction of the putative catalase, and a 

DNA fragment of the enzyme which consists of only 426 bp. 

Alignment analysis of the 142 amino acid sequences revealed that it 

shared 49.3% similarity with those found in Pseudomonas aeruginosa. 

The deduced amino acid sequences of  transcriptional regulator 

resembles C-terminal region containing a potential helix-turn-helix 

DNA-binding domain a group of the AraC family transcriptional 

regulator found in bacteria.

      The catalase from R. rubrum  S1 was overproduced in E. coli  

UM255 and purified through several protein purification steps for 

elucidating their characteristics in protein level. The purified catalase 

had an estimated molecular mass of 189kDa, consisting of three or 

four subunits of  61 kDa. It exhibited 74% activity in the presence of 

3-amino-1,2,4-triazole and 80% activity in the presence of organic 

solvents, while its activity significantly decreased by  salicylic acid.  

The enzyme had a broad pH optimum and was inhibited by cyanide, 

azide, hydroxylamine. Km  value and Vmax  of the catalase for H2O2 

were 110 mM and 50000 U/mg. The ratio of A406 to A280 for the 

catalase was 0.97, and reduction of the enzyme by addition of 

dithionite was not observed. Spectroscopic analysis indicated the 

presence of ferric heme. The results obtained suggest that this 

catalase belongs to one of typical monofunctional catalases.

     In conclusion, the catalase gene cluster was first cloned from 

the photosynthetic bacterium Rhodospirillum rubrum  S1 in this study. 

Six genes in the gene cluster, trehalose-6-phosphate synthase, 

glucokinase, restriction endonuclease, methyltransferase, catalase, and 

the AraC-type transcriptional regulator were completely sequenced 
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and characterized. Besides, the catalase overexpressed in E. coli 

UM255 was biochemically and physiologically characterized in 

response to several environmental factors.

Key words : Rhodospirillum rubrum  S1, Catalase, Catalase gene  

              cloning, Catalase gene cluster, 
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1. 서  론

1.1. 연구배경

     

    지구상의 대기를 이루고 있는 기체들 중 반응성이 매우 큰 산소(O2)는 전

체 대기의 약 21%정도를 차지하고 있으며 호기성 생물은 이렇게 풍부한 산

소를 전자수용체로 하는 호기성 호흡을 통해 에너지를 획득한다. 그러나 산소

는 생명유지와 생장에 절대적으로 필요하지만 superoxide anion (O2
-
), 과산

화수소 (H2O2), hydroxyl radical (HO․) 등과 같은 활성 산소종(active 

oxygen species)을 형성하게 되면 생물에 치명적인 독성물질로 작용하는 양

면성을 지니고 있다(Halliwell, 1987; Halliwell and Gutteridge,1989). 이러

한 활성 산소종의 생성경로는 정상적인 대사 과정의 일부인 호흡과정 동안에 

산소의 불안정한 환원에 기인한 요인, 광합성에서 산소를 생성하게 되는 경우

와 같이 세포 내에서 자연적으로 발생하는 내적 요인, 숙주의 식세포

(phagocyte)가 감염균을 퇴치하기 위해서 산화성 물질을 생성하는 경우와 같

은 생리적 방어 요인(Hasstt and cohen,1989), 높은 산소분압, 오존(ozone), 

γ-선, 자외선 등의 노출에 의한 물리적인 요인(Gregorg and Fridovich, 

1993), 그리고 paraquat, plumbagin등의 redox-cycling agent의 첨가에 의

한 화학적 요인 등이 있다(Halliwell and Gutteridge, 1989). 

    활성 산소종들은 반응성이 대단히 크기 때문에 생체의 핵산, 단백질, 지

질에 직접적인 손상을 입히거나, DNA의 인산 골격을 끊어 복제를 불가능하

게 하며, 염기와 반응하거나 thiol 등을 산화시켜 효소의 기능을 마비시킨다 

(Demple et al., 1986; Imlay and Linn, 1988). 일반적으로 hydroxyl 

radical이나 singlet oxygen이 직접적인 손상의 원인인 것으로 알려져 있으

며, superoxide radical이나 과산화수소는 생체 내에서 다른 형태의 활성 산

소종으로 전환될 수 있어서 간접적으로 작용한다고 알려져 있다 (Sies, 1991; 

Scandalios, 1992). 이처럼 활성 산소종이 생물의 대사활동에 미치는 향을 

산화적 스트레스(oxidative stress)라고 하며, 생물은 산화제나 이들 전구물질
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(pro-oxidant)이 항산화물질(anti-oxidant)보다 과다하게 존재함으로서 발생

하는 산화적 스트레스를 극복할 수 있는 다양한 효소적, 비효소적 방어기작을 

가지고 있다. 효소적 방어 기작에는 superoxide dismutase, catalase,  

catalase-peroxidase, peroxidase등과 glutathione reductase,  glutathione 

peroxidase, ascorbate peroxidase, NAD(P)H-dehydrogenase, thiol 

transferase등이 관여하고 있다(Scandalios, 1997).

    비효소적 방어기작에는 전자공여체인 ascobate, glutathione, thioredoxin, 

vitamin E, carotenoid, α-tocopherol 등이 알려져 있으며, 특히 ascorbate

와 glutathione은 항산화 효소들과 복합체를 형성해 활성이 상대적으로 높은 

활성 산소들을 낮은 활성 산소종으로 전환시키는데 관여하는 것으로 알려져 

있다(Scandalios, 1997).

    산화적 스트레스에 대한 방어에 필요한 단백질과 그것을 암호화하는 유

전자들에 관한 연구는 동․식물에서보다는 세균에서 많은 연구가 진행되어 왔

으며, 특히 Escheichia coli와 Salmonella typhimurium에서 이에 대한 방어

기작이 많이 규명되었다(Farr and Kogoma, 1991; Tartaglia  et al., 1991).

    그 첫 번째 기작이 산화적 손상을 사전에 예방하는 것인데, E. coli의 

NAD-dependent DNA ligase는 세포내의 NAD의 양을 낮춤으로써 Fenton 

reaction을 촉진시키는 NADH가 고갈되어 hydroxyl radical의 생성을 억제

하는 기능을 한다(Imlay et al., 1988). 또 다른 기능은 생성된 활성 산소종

을 불활성화 시키는 기능으로 E. coli에서 알려진  sodA 와 sodB의 발현산물

인 Mn 또는 Fe를 함유한 superoxide dismutase (Carlioz and Touati, 

1986), katG 와 katE의 발현산물인 HPⅠ형 또는 HPⅡ형 catalase (Loewen 

et al., 1985), ahp의 발현산물인 alkylhydroperoxide reductase, gshAB의 발현

산물인 glutathione synthetase, 그리고 gor의 발현산물인 glutathione 

reductase가 있다. 한편 위와 같은 방어체계에서 막지 못한 손상은 두 번째 

기작에 속하는 복구과정에 의해서 복구된다. Exonuclease Ⅲ, endonuclease 

Ⅳ, DNA polymerase, excision nuclease등과 같이 손상된 DNA를 복구하

는 효소(Demple et al., 1986)나  glucose-6-phosphate dehydrogenase, 

NADH dehydrogenase등과 같이 세포내의 산화 환원 상태를 조절하는 효소
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들이 복구작용을 한다고 알려져 있다.

    이들 유전자들의 발현을 조절하는데는 여러 가지 조절 단백질들이 작용

한다. 특히 E. coli 등의 세균은 일련의 연관된 유전자 체계가 다양한 스트레

스에 의해 각각 유도되는데 이들을 자극 유전자군(stimulon)이라 부른다

(Neidhardt et al., 1987). 과산화수소 등의 스트레스를 받은 세포들은 자극 

유전자군을 발현시키므로써 자극에 대한 저항성을 획득하게 된다(Tartaglia 

et al., 1991). 자극 유전자군에 포함되는 유전자의 발현은 조절단백질

(regulator)에 의해 조절되고 같은 조절단백질의 향을 받는 단백질들은 하

나의 조절군(regulon)을 형성하게 된다 (Neidhardt, 1987).

 산화적 스트레스에 대한 조절군으로는 superoxide radical을 생성하는 

친 전자성 퀴논 물질에 의해서 발현되는 sodA, nfo, zwf, acnA fumC, fur, 

micF,  acrAB, tolC, fpr, fipA, ribA, inaA, pqi5등이 있는데 이들은  

SoxRS 조절군에 의해 발현이 조절된다(Greenberg et al., 1990; Tsaneva 

and Weiss, 1990; Liochev and Fridovich, 1992; Chou et al., 1993; Wu 

and Weiss, l992; Koh et al., 1996; Koh and Roe, 1996; Aono et al., 

1998; Rosner and Slonczenwski, 1994), 과산화수소에 의해 발현이 유도되

는 유전자로는 katG, ahpCF, gorA, grxA, dps, oxyS등이 있는데 이들은 

OxyR 조절군이라는 능동 조절인자의 조절을 받는다 (Christman et al., 

l985, l989; Morgan et al., l986; Tartaglia et al., 1989; Altuvia et al., 

1994; Tao, 1997; Martinez and kolter, 1997), 그리고 세포가 정체 성장기

나 향결핍에 직면할 때 유도되는 katE, xthA, katG, fumC, acnA, gorA, 

dps, sodC등 일련의 유전자들의 발현을 조절하는 RpoS 조절군 (Mulvey et 

al., 1988; Schellhorn and Hassan, 1988; Mulvey and Loewen, 1989) 등

이 있다. 이러한 산화적 스트레스에 대한 조절군에 의해 유도되는 단백질 중에는  

고온이나 다른 스트레스에 의해 유도되는 것들도 있는데, 이러한 현상을 교차 저

항성(cross-resistance)이라 하며 산화적 스트레스를 비롯한 여러 스트레스 사이

에 교차저항성이 있는 것으로 알려졌다(Greenberg and Demple, 1989; Jenkins 
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et al., 1988; Morgan et al., l986; Van Bogelen et al., 1987).

    Catalase는 과산화수소를 물과 산소로 분해하는 일종의 산화환원효소

(oxidoreductase)로서, 과산화수소에 직접 작용하여 과산화수소에 의한 산화

적 스트레스의 사전방어 기작에 중요한 역할을 하는 효소로 많은 생물에서 

연구되어 왔다.  지금까지 원핵생물의 catalase 종류는 1차 구조의 차이에 의

해 2개의 그룹으로 분류되어 오고 있다. 한 그룹은 진핵생물의 catalase와 크

기가 비슷하고 높은 아미노산 서열의 상동성을 보이며 peroxidase 활성이 없

는 (monofunctional) 8종의 catalase이고, 다른 하나는 peroxidase 활성을 

가지면서 (bifunctional) 크기도 700 아미노산 이상으로 catalase보다는 

peroxidase와 높은 상동성을 보이는 4종의 catalase이다. 2개의 그룹은 아미

노산 서열에서 매우 낮은 상동성을 나타내나, 같은 그룹에서는 상당히 높은 

아미노산 상동성을 나타내는 것으로 미루어 보아, 두 그룹은 서로 다른 계통

으로부터 진화하 을 것으로 추정되고 있다(Loewen, 1992). Typical 

catalase의 경우는 많은 예가 알려졌으며 위에서 언급한 BLC(BTACAT)의 

활성부위와 heme distal부위를 포함한 여러 부위(domain A Region H, S, 

N)에서 보존성 (H부위-N부위; 92 a.a. 단 Micrococcus spp. 경우 91 a.a.)

을 보이는 반면에, catalase-peroxidase는 알려진 4개 이외에 peroxidase로

서 많은 연구가 되어있는 효모의 cytochrome C peroxidase가 알려져 있다

(Heym et al., 1993).

  이와 같이 여러 미생물에서 두 가지 이상의 서로 다른 catalase 존재하는 

것으로 알려져 있고 미생물에 따라 발현 양상과 생물학적 기능이 다르게 나

타난다. 특히 E. coli에서 catalase의 조절에 관한 많은 연구가 되어져있다 

(Farr and Kogoma, 1991). 이들은 두개의 catalase HPI (katG)과 HPⅡ 

(katE)가 존재하며 HPI은 81kDa의 소단위체로 구성된 tetramer로서 두 개

의 protoheme IX group을 가지고 있으며(Claiborne and Fridovich, 1979), 

OxyR 조절군에 조절되는 katG  유전자에 의해 발현되는 반면 katE에 의해 

발현되는HPⅡ는 93 kD의 동일한 분자량을 가지는 소단위체로 구성된 

hexamer이며(Lowen and Switala, 1986),  소단위체 당 1개의 heme d 그
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룹을 가지고 있다 (Chiu et al., 1989). 그리고, 산화적 스트레스에 대한 방어

기능을 가지고 있지만 OxyR 조절군에 포함되지 않고, 세포가 정체 성장기에 

들어가거나 TCA회로의 중간산물을 이용하여 생장할 때 합성이 유도되는 것

으로 알려져 있다 (Loewen et al., 1985). 한편, 발현 시에는 katF라는 유전

자의 산물이 필요한데 katF의 염기서열은 RNA 중합효소의 sigma subunit 

(RpoS, σs,σ38)와 유사하다는 것이 알려졌다 (Mulvey and Loewen, 1989).  

1.2. 연구목적

        

    비 유황 홍색 광합성세균인 Rhodospirillum rubrum은 대사능력이 매우 

다양하여 환경조건에 따라 광합성, 호기성 호흡, 발효, 혐기성호흡 중 해당 

대사과정을 선택하여 생장한다. 비 유황 홍색 광합성 세균들에서 질소고정, 

이산화탄소고정, 그리고 광합성 기구의 조절들이 산소에 의해 조절 된다는 연

구가 활발히 진행되어 왔다(Eraso and Kaplan, 1994; McEwan, 1994). 대사능력

이 매우 다양한 Rhodospirillum rubrum은 통성 혐기성 세균으로 호기적으로 

생장하는 동안 산소의 독성효과를 중화시키는 방어시스템이 필요할 것이다. 

산화적 스트레스에 대한 방어 기작에 대한 연구는 전무한 실정이다. 

    본 연구에서는 다양한 대사능력을 가진 광합성세균인 Rhodospirillum 

rubrum  S1에서 발현되는 catalase 및 관련유전자를 cloning하고, 그 유전자

들의 구조 및 분자생물학적 특성을 알아 보고자 실시하 다. 또한, 클론된 

catalase 유전자의 대량발현으로 얻어진 catalase의 생화학적 특성을 알아보

고자 실시하 다.
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2. 광합성세균 Rhodospirillum rubrum  S1에서   

   Catalase Gene Cluster의 분리 및 특성분석

2.1. 서 론

    

    생물은 다양한 환경 변화 속에서 살아가기 때문에 환경의 변화 속에서도 

세포 내를 일정한 상태로 유지시켜 줄 수 있는 기작이 요구된다. 여기에는 많

은 유전자들이 관여하는데, 생물은 특정한 환경 변화에 대해 필요한 유전자들

을 적절한 시기에 발현시키는 조절 기작을 필요로 한다. 특히 세균의 경우 급

격한 환경 변화에 직접적으로 노출되어 있기 때문에, 이와 관련된 유전자들을 

보다 효율적으로 조절하기 위하여 동일한 상황에서 필요로 하는 일련의 유전

자 군의 발현을 동시에 조절하는 기작을 가지고 있다. 이들의 발현을 조율함

으로써 환경의 변화에 적절히 대응하게 된다(Neidhardt, 1987)

    산소가 존재하는 환경에서 자라는 생명체는 정상적인  호흡 과정의 부산

물에 의해 생성되거나 외부에 존재하는 산화제에 노출되었을 때 생성되는 활

성 산소종에 의해 산화적 스트레스를 받게 된다. 

    산화적 스트레스에 대한 반응에 필요한 많은 단백질과 그것을 암호화하

는 유전자들은 Escherichia coli, Salmonella typimurium (Farr and 

Kogoma, 1991; Storz and Imlay, 1990)에서 잘 밝혀졌다.  특히, E. coli에

서 catalase의 조절에 관한 연구가 되어있다(Farr and Kogoma, 1991). 이

들은 두 가지의 catalase, 즉 HPⅠ (katG)과 HPⅡ (katE)를 가지고 있으며 

HPⅠ은 OxyR 조절군에 조절되는 katG  유전자에 의해 발현되는 반면 katE

에 의해 발현되는 HPⅡ는 산화적 스트레스에 대한 방어기능을 가지고 있지

만 OxyR 조절군에 포함되지 않고, 세포가 정체 성장기에 들어가거나 TCA

회로의 중간산물을 이용하여 생장할 때 합성이 유도되는 것으로 알려져 있다 

(Loewen et al., 1985). 한편, 발현 시에는 katF라는 유전자의 산물이 필요

한데 katF의 염기서열은 RNA 중합효소의 sigma subunit (RpoS, σ
s
, σ

38
)와 
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유사하다는 것이 알려졌다 (Mulvey and Loewen, 1989).

    Bacillus subtilis는 3 종류의 monofunctional catalase를 가지고 있으

며 cat1 (katA)는 과산화수소, 양결핍 또는 금속이온에 의해 유도되는 

양세포 catalase (Bol and Yasbin, 1991, 1994; Chen et al., 1995) KatA

의 발현은 PerR 억제인자에 의해 매개된다. Catalase 2 (KatE)는 E. coli 

HPⅡ와 유사하며, 정체 성장기 또는 염, 열, ethanol 스트레스, glucose 고갈

에 의해 유도되며, σ
B
에 의해 조절된다 (Engelmann et al., 1995). Catalase 

3 (KatX)는 휴면세포에서 발현되며, σ
F
에 의해 조절된다 (Bagyan et al., 

1998).

    Streptomyces coelicolor는 두 종류의 monofunctional catalase, CatA

와 CatB가 존재하며, CatA는 주로 양세포 catalase로서 과산화수소에 의

해 유되된다. 그리고 CatB는 정체 성장기에 특이하게 유도되며, 삼투 스트레

스에 의해 유도되는 것으로 알려져 있다(Cho et al., 2000; Cho and Roe, 

1997). 그리고 두 종류의 catalase-peroxidase를 갖고 있으며 CatC는 세포

가 균사체를 형성 할때 유도되며(Lee, 1995; Hahn et al., 2000), Sc-catC 

유전자는 상류 부위에 furA 유전자를 포함하는 오페론으로 구성되어 있으며, 

정체 성장기에 유되며 금속이온과 산화-환원 양상에 따라 FurA에의 조절된

다고 알려져 있다.

    Pseudomonas aeruginosa는 편성 호기성 세균으로 두 종류의 catalase

를 가지고 있다(Brown et al., 1995; Hassett et al., 1999). KatB는 세포질 부

분에 존재하며, 고농도의 과산화수소에 의해서만 발현된다. KatA는 세포질과 

주변세포질 부분에 존재하며 호기적 성장 또는 철을 이용 할때 민감하게 발

현된다.     

     산화적 스트레스에 대한 방어기작은 다양한 세균에서 잘 알려져 있지만 

광합성 세균 Rhodospirillaceae에서는 stress에 대한 방어 기작은 

Rhodobacter spheroides에서 charperonines Cpn10과 Cpn 60에 대한 연구

(terlesky and Tabita, 1991)와 oxidative stress에 대한 연구(Terzenbath 

and Blaut, 1998)외에는 전무한 실정이다.

     본 연구에서는 다양한 대사능력을 가진 광합성세균인 Rhodospirillum rubrum  
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S1에서 발현되는 catalase 및 관련유전자를 cloning하고, 그 유전자들의 구

조를 분석하 다.

2.2. 재료 및 방법

2.2.1. 균주 및 시약

    본 연구에 사용한 균주와 plasmid는 Table 2-1에 표시하 고, PCR 및 

sequencing primer는 Table 2-2에 나타내었다. 여러 가지 제한효소 및 

DNA ligase, Klenow fragment 등과 PCR 수행을 위한 Taq polymerase은 

Bioneer(Daejeon, Korea)또는 Promega(Madison, WI, USA)에서, DNA 

sequencing kit와 Hybond-N nylon membrane은 Amersharm (Arlington 

Heights, IL, USA)에서 구입하 고, DNA 표지를 위한 Dig DNA labelling 

and immunodetection kit는 Roche(Mannheim, Germany)에서 각각 구입

하여 사용하 다. 배지는 Difco(Detroit, MI, USA)의 제품을, 그 밖의 시약

은 Sigma(St Louis, Mo, USA) 에서 구입하여 사용하 다.

2.2.2. 균주의 배양조건

 2.2.2.1. Rhodospirillum rubrum S1의 배양조건

    Rhodospirillumn rubrum  ATCC 11170(S1)을 Bose등(1962)의 배지

에서 2,000 Lux, 30℃, 5 ∼ 7일간 혐기적으로 정치 배양하 다. 기본배지 

조성은 다음과 같다. D.W. 1 L당 KH2PO4, 600 mg; K2HPO4, 900 mg; 

MgSO4․7H2O, 200 mg; CaCl2․2H2O, 75 mg; FeSO4․7H2O, 11.8 mg; 

미량원소용액(D.W., 100 mL; H3BO3, 280 mg; MnSO4․4H2O, 210 mg; 

Na2MoO4․2H2O, 75 mg; ZnSO4 ․ 7H2O, 24 mg; Cu(NO3)2․2H2O, 4 

mg), 1 mL; EDTA, 20 mg; biotin, 15 ㎍;(NH4)SO4, 1.25 mg.여기에 탄소

원으로 3 g malate를 첨가하 다.
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Table 2-2.  PCR primers and sequence primers used in this study

Primer name Sequence

Cat1F 5'-CCNGARMGNGTNGTNCAYGC-3'

Cat1R 5'-AYNGGNGTRTTRTTNCCNAC-3'

pSCAT021(BE1) 5'-CAGCGCCTGCTCATTGGTC-3'

pSCAT021(BE1-1) 5'-GATTGCCGACCACCAGATCGAAG-3'

pSCAT021(EB1) 5'-CATGGCCTCGGCGATATTG-3'

pSCAT021(EB1-1) 5'-GACCTCGATCAGCGGAAAATC-3'

pSCAT022(EB1) 5'-GAATACCGGCGCCTGCGCGA-3'

pSCAT022(BE1) 5'-GATCGCCTCGCTCAGCCAAACAG-3'

pSCAT024(HE1) 5'-CTCGGCGAAGGCGCCTTTCTC-3'

pSCAT025(NE1) 5'-GTCGCCGATAATCAAACAG-3'

pSCAT026(NB1) 5'-GAACCGCTATAAGGGCCAG-3'
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2.2.2.2. Escherichia coli의 배양조건

    형질 전환용 숙주세포로는 E. coli JM109와 UM255를 사용하 다. 형질 

전환된 E. coli 균주인 JM109 또는 UM255는 Luria-Bertani (Bacto-tryptone 

10 g, Bacto-yeast extract 5 g, NaCl 10 g per liter) 배지로 37℃에서 배

양하 다. pGEM-T Easy vector 또는 pBluescriptSK(+) vector로 형질전

환된 JM109 또는 UM255를 접종할 때에는 ampicilin농도가 50 ㎍/mL이 되

도록 LB배지에 첨가하 다(Sambrook, et al., 1989).

  

2.2.3. DNA 분리 및 정제

  

2.2.3.1. Rhodospirillum rubrum의 게놈 DNA 분리 

    2-1과 같이 배양한 Rhodospirillum rubrum S1을 4℃, 10,000 × g로 

10분간 원심분리하여 균체를 수확하 으며, 9.5 mL의 TE 완충용액(10 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)에 현탁 시켰다. 10% SDS를 0.5 mL, 

proteinase K(20 mg/mL)를 50 µL씩 각각 넣고 37℃에서 1시간동안 반응시

킨 후 5 M NaCl 용액 1.8 mL, CTAB/NaCl 용액(10% CTAB; 

cetyltrimethylammonium bromide, 0.7 M NaCl) l.5 mL씩 첨가한 후 6

5℃에서 20분간 정치시켰다. 0.5 volume의 phenol과 0.5 volume의 

chloroform/isoamylalcohol (24 : 1)로 1회 추출한 뒤 상징액을 새 튜브로 옮

겨 동량의 chloroform/ isoamylalcohol (24 : 1)로 다시 1회 추출하 다. 상징

액을 0.6 volume의  isopropylalcohol로 침전시킨 다음 70% ethanol로 세

척하 다. 공기 중에서 건조시킨 후 3 mL의 TE 완충용액에 완전히 DNA롤 

용해시켰다. 녹인 DNA 용액에 RNase A (100 ㎍/mL)을 첨가하여 30분 반

응시킨 후 phenol/chloroform으로 2회 이상 추출하여 흡광도비 (A260/A280)

가 1.8이상이 되게 하 다. 

2.2.3.2. 플라스미드의 분리 

    플라스미드 DNA 분리는 alkaline lysis방법으로 다음의 순서에 따라 분

리 하 다(Sambrock et al., 1989). 30 mL의 대장균 배양액을 12,000 rpm



- 12 -

에서 5분간 원심분리하여 대장균을 가라앉힌 후 상징액을 제거하고 4 mL의 

GTE 완충용액[50 mM glucose, 25 mM Tris-HCL (pH 8.0), 10 mM 

EDTA (pH 8.0)]을 첨가하여 현탁시켰다. 현탁액에 0.5 mL의 lysozyme 용액

(10 mg/mL)을 첨가하여 실온에서 10분간 방치하 다. 5 mL의 alkaline-SDS 

용액(0.2N NaOH, 1%(w/v) SDS)을 첨가하여 얼음에 10분간 방치한 후 3.75 

mL의 3M potassium acetate를 첨가하고 얼음에 10분간 방치하 다. 

12,000 rpm에서 10분간 원심분리한 후 상징액에 0.6 부피의 isopropylalcohol을 

첨가하여 상온에 10분간 방치하고 12,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 플

라스미드 DNA를 침전시켰다. 침전된 DNA를 70%(v/v) ethanol로 세척하여 

말린 후 2 mL의 TE완충액을 첨가하여 녹 다.

    플라스미드의 확인과 형질전환체 및 클로닝 여부를 확인하기 위한 DNA 소

량분리는 Wizard SV Mini-Prep DNA purification system(Promega Co., 

Madison, WI, USA)을 이용하 으며 제조회사의 지침에 따라 사용하 다.  

2.2.4. PCR(Polymerase chain reaction)에 의한 catalase 유전  

       자의 증폭 

 R. rubrum  게놈 DNA에 대한 catalae 유전자를 증폭하기 위해 Taq 

DNA polymerase를 사용하 고, degenerate primer는 기존에 알려진 세균

의 catalase의 아미노산 서열을 기초하여 보존 부위가 높은 부위로 선택 고

안하여 Bioneer사에서 합성한 것을 사용하 다(Fig. 2-1). degenerate  

primer (CatF와 CatR) set와 함께 100ng의 게놈 DNA를 사용하 으며 증

폭반응은 Gene Cycler PCR 기기 (Bio-Rad Co., California, USA)를 사용

하 으며, 증폭조건은 95℃에서 5분간 변성 후 95℃, 1분-55℃, 1분-72℃, 1

분의 주기로 33번 순환한 후 최종 72℃에서 10분간 extention하 다.

2.5. DNA 재조합 및 형질전환

2.5.1. 특정 DNA 절편의 순수 분리

    증폭된 PCR 산물과 Southern 혼성화반응에서 나타나는 DNA 절편을   
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Fig. 2-1. Oligonucleotides, Cat1F and Cat1R are degenerate primers 

designed based on the conserved sequences of catalases from bovine 

liver and prokaryotes. Amino acids chosen for the synthesis of PCR 

primers are boxed. 
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겔에서부터 회수할 때는 Electro-elution 방법(Sambrook et al., 1989)을  

또는 QIAEX Ⅱ Gel Extraction Kit(QIAGEN Hilden, Germany)를 이용

하여 제조회사의 지침에 따라 사용하 다.

2.5.2. 재조합 및 형질 전환

    Catalase 유전자를 재조합하기 위한 재조합의 기본과정은 Sambrook 등

의 방법(1989)을 따랐으며, 삽입체와 벡터의 몰비는 1 : 1로 하 다. PCR 산

물을 재조합하기 위해서 pGEM-T Easy vector(Promega Co., Madison, 

WI, USA)에  증폭된 PCR 산물 7 µL, vector 1 µL(10 ng), 10× reaction 

buffer 1 µL, T4-ligase 1 µL(3u/µL)을 혼합시킨 후 최종 부피가 10 µL되

게한 후 16℃에서 18시간 동안 반응시켰다. Southern 혼성화 절편의 재조합

은 inset DNA 3 µL, 제한효소로 절단된 pBluescript SK(+) vector 3 µL, 

10× reaction buffer 1 µL, T4-ligase 1 µL(3u/µL), D.W 2 µL을 혼합시

킨 후 최종 부피가 10 µL되게 하여 14℃에서 밤새 반응시켰다. 형질전환에 

사용한 균주는 E. coli JM109와 E. coli UM255 균주를 사용하 으며, 형질

전환 방법으로는 E. coli  JM109 균주인 경우 CaCl2 방법(Hanahan, 1986)과 

E. coli UM255 균주인 경우 Gene pulser(Bio-rad Co., California, USA)

를 사용하 다.

2.2.6. Southern 혼성화 반응

2.2.6.1. 탐침 DNA 의 분리 및 표지 

    Catalase 유전자의 검정에 쓰인 탐침 DNA는 PCR에 의해 증폭된 R. 

rubrum의 게놈 DNA부분을 사용하 다. 분리한 탐침 DNA는 Dig-DNA 

labeling(Roche Co., Mannheim, Germany)의 사용지침에 의거하여 표지 하

다. 먼저 25 µg의 PCR 산물을 95℃에서 10분간 가열하여 변성화 시키고 

Hexanucleotide Mix, dNTP labeling Mix, Klenow enzyme을 첨가하여 

총 15 µL 반응용액을 만든 후 37℃에서 16시간 반응시킨 후 반응액에 0.2 

M EDTA (pH 8.0) 0.2 µL를 첨가 하거나 65℃로 가열하여 반응을 중지시
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켰다.

2.2.6.2. Genomic hybridization

    Catalase 유전자의 copy 수와 존재를 알아보기 위해 R. rubrum  S1의 

게놈 DNA 15 µg에 각각 BamHI, EcoRI, HindⅢ, PstI, SalI을 2.5 U/㎍으

로 처리한 후 37℃에서 30분간 반응시켜 부분 절단하 다. 절단된 DNA시료

를 0.8% agarose 수평 겔에서 20V의 전압을 주어 18시간 동안 전기 동하

다. 전기 동한 겔을 Southern(1975)의 방법에 따라 사진촬  후 변성용액

(0.2 M NaOH, 1.5 M NaCl)에서 30분씩 2번, 그리고 증류수로 가볍게 씻어

내고, 중화용액(1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl, pH 7.4)에서 45분씩 2회 처리 

후 positively charged nylon membrane에 capillary transfer 방법으로 

DNA를 옮겼다. 이때 transfer buffer는 20× SSC buffer(3M sodium 

citrate, 1.5 M NaCl, pH 7.5)를 이용하여 18시간 동안 전이시켰다. Nylon 

membrane에 옮겨진 DNA는 UV-crosslinker(Bio-Rad Co., California, USA)를 

이용하여 DNA를 고정하고, 실온에서 건조시킨 후 다음의 방법에 따라 혼성화 

반응을 수행하 다. Nylon membrane의 면적 100 cm
2
 당 20 mL의 전 혼

성화 반응용액을 넣고, 진탕 항온수조에 42℃에서 4시간 동안 전 혼성화반응

을 수행한 후 탐침 DNA를 넣고 42℃에서 l8시간 혼성화반응을 수행하 다. 

반응이 끝난 후 nylon membrane을 꺼내 200 mL의 2× SSC/0.1%SDS 세

척용액으로 실온에서 5분씩 2번 세척하고 다시 0.5× SSC/0.1%SDS 용액으

로 55℃에서 각각 15분씩 2번 세척하여 비 특이적 결합을 제거한 후 

immunodetection을 하 다. Immunodetection은 Dig-labelling kit(Roche 

Co., Mannheim, Germany)의 지침서에 따라 실시하 다

2.2.7. Catalase 유전자 1ibrary 제작

 게놈 DNA의 Southern 혼성화반응에서 반응을 보인 절편 부위를 선택하

여 이들에 대한 library를 제작하 다. 게놈 DNA 2.5 ㎍을  EcoRI으로 절단

한 후 0.8% agarose gel에서 전기 동한 후 약 7.5 kb 절편부위를 2회에 걸

쳐서 회수하 다. 회수한 DNA 단편들을 EcoRI으로 절단한 pBluescrpipt 
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SK(+) vector에 적절한 조건으로 재조합하여 E. coli UM255에 형질전환 시

킨 후 X-ga1/IPTG/Ampicillin가 포함된  LB 고형배지에서 흰색 균체만 선

발한 후 이들을 다시 LB 고형배지에 배양하 다. E. coli UM255는  katE와 

katG 유전자 부위에 돌연변이된 균주이므로 3% 과산화수소를 떨어 뜨리면 

거품이 생성되지 않는다. 따라서 kat 유전자를 포함하는 유전자 절편이 숙주

세포인 E. coli  UM255에 형질 전환되어 kat 유전자가 발현되면 

complementation이 일어나서  3% 과산화수소를 떨어뜨리면 거품이 생성되

는 특징을 이용하여 균주를 선발하 다(Fig. 2-2). 이들을 액체배지에서 배양

하여 수확한 세포로부터 분리한 플라스미드 DNA를 재조합할 때 사용한 효

소인 EcoRI으로 절단하고 inserts의 삽입여부는 전기 동하여 agarose gel 

전기 동으로 확인하 다. 이들 gel상의 유전자 절편들을 주형으로 하고, 

PCR을 통해서 얻어진 catalase 유전자 단편을 탐침자로 이용하여 Southern 

혼성화를 실시하 고, 재조합 signal을 띄는 클론을 선발하 다. 

2.2.8. 염기서열의 결정

    염기서열 분석은 ALFexepress II DNA sequencer(Pharmacia Co., 

USA)와 ABI 377 automatic sequencer (ABI Prism Inc.)를 사용하여 분

석하 다. PCR 산물올 pGEM-T Easy cloning vector에 삽입한 후 삽입된 

DNA는 Cy5-labeled vector inner primer인 M13-40 primer와 M13 reverse 

primer를 포함하고 있는 Cy5 Autocycle Sequencing Kit(Pharmacia, USA)와 

제작된 sequence primer를 이용하여 ABI Prism BigDye terminator cycle 

sequencing kit(PE Biosystems, Foster City, CA, USA)를 제조사의 지침

서에 따라 반응시킨 후 염기서열을 결정하 다. 
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Fig. 2-2. Cloning of Rhodospirillum rubrum S1 catalase gene into        

pBluescript SK(+) plasmid vector.
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2.3. 결과 및 고찰

2.3.1. 게놈 DNA의 PCR 증폭 및 PCR 산물의 염기서열 결정

    Catalase는 활성 부위를 중심으로 보존성이 높은데, 가장 보존성이 높은  

부분인 Val73, His74, Ser113과 Thr114, Asn147, Phe152을 포함하고 있는 

부위를 중심으로 하여 degenerate primer를 제작하여 R. rubrum의 게놈 

DNA를 증폭한 결과 245 bp의 증폭된 PCR 산물이 생성됨을 확인할 수 있

었다(Fig. 2-3). 증폭된 DNA의 염기서열을 결정한 결과를 바탕으로 아미노

산 서열을 다른 생물의 catalase와 다중 비교한 결과 Mesorhizobium loti의 

catalase와는 76%, Shinirhizobium meliloti의 CatC와는 73%, Xanthomonas 

campestphaseoli의 KatE와 Pseudomonas aeruginosa의 HPⅡ와는 61%, 

Deinococcus radiodurans의 catalase와는 57%, Caenorhabiditis elegans의 Cat1과

는 54%으로 상동성이 높게 나타났다. 이상의 결과로 R. rubrum S1의 genomic 

DNA로부터 증폭된 PCR 산물은 catalase 유전자의 일부분임을 확인할 수 있었다.    

2.3.2. PCR 산물을 탐침으로 하는 게놈 DNA의 Southern hybridization

    R. rubrum  S1의 catalase 유전자의 copy 수와 존재를 알아보기 위해 

Southern hybridization을 수행한 결과 BamHI 절편중에는 크기가 약 20 

kbp 와 6.5 kbp,  EcoRI 절편 중에서는 약 7.5 kbp와 1.0 kbp, HindⅢ 절

편 중에 약 8.5 kbp와 6.0 kbp의 절편에 결합함을 관찰되었다(Fig. 2-4). 이

는 R. rubrum S1 균주에는 적어도 2개의 catalase 유전자가 존재할 것으로 

판단된다. 

2.3.3. DNA 절편에 대한 sublibrary의 제조 및 클로닝

    Southern hybridization의 결과를 바탕으로 BamHI 절편(6.5 kbp), 

EcoRI 절편(7.5 kbp), 그리고  HindⅢ 절편(6.0 kbp)을 sublibrary를 제작한 후  

E. coli UM255으로 형질전환한 결과, 약 500개의 형질전환체를 얻을 수 있

었다. 형질전환체중 R. rubrum  S1의 catalase 유전자의 발현을 확인하기 위

해 colony에 3% 과산화수소를 떨어뜨린 결과, 약 500개의 형질전환체들중
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Fig. 2-3. Agarose gel electrophoresis (2%) of the catalase PCR 

product. The PCR process was carried out by using genomic DNA 

from Rhodospirillum rubrum  S1 and a set of forward and reverse 

primers. The amplified catalase fragment of 245 bp is indicated by an 

arrow. Lane 1, DNA size marker(Gene Ruler
TM
 1 kb DNA ladder); lane 

2, the PCR product of a catalase gene from  R. rubrum S1.

1 2

300bp
245bp

1 2

300bp
245bp
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Fig. 2-4. Southern hybridization of catalase gene using total genomic 

DNA from Rhodospirillum rubrum S1. The DNA fragments digested 

with several restriction enzymes were hybridized with the catalase 

DNA fragment obtained from the PCR process. Electrophoresis 

pattern of total genomic DNA from Rhodospirillum rubrum S1 digested 

with several restriction enzymesis shown in left panel (A). The signal 

indicating catalase gene by Southern hybridization with the catalase 

probe labeled with Dig DNA lebeling kit is shown in right panel(B). 

Lane: M, DNA size marker(λDNA digested with HindⅢ); 1, DNA 

digested with BamHI, 2, DNA digested with EcoRL; 3,  DNA digested 

with HindⅢ; 4. DNA digested with PstI; 5, DNA digested with SalI. 

(A) (B)
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9.4 kbp 

6.5 kbp 

4.3 kbp 

2.3 kbp
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1 2 3 4 5 1 2 3 4 5M
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7개의 형질전환체에서 거품이 생성되었다. 선발된 균주로부터 재조합 플라스

미드를 추출하여 제한효소를 처리한 결과 7개의 형질전환체 모두 EcoRI 절

편이 삽입되어 있음을 알 수 있었고, 이들 중 거품이 강하게 발생하는 형질전

환체 1개를 선발하여 이로부터 재조합 유전자를 추출하여 "pSCAT02"로 명

명하 다.  E. coli  UM255(pSCAT02)의 세포 추출물을 비변성 PAGE 전기

동을 수행한 후 활성 염색한 결과(Fig. 2-5), R. rubrum  S1 catalase 유

전자가 삽입된 pSCAT02를 갖고 있는 E. coli UM255 균주에서 강하게 발

현됨을 알 수 있었고,  pBluescript SK(+) vector를 함유하고 있는 E. coli 

UM255는 catalase 활성이 나타나지 않으므로 R. rubrum  S1의 catalase 유

전자에 의해 발현되었음 알 수 있었다. R. rubrum  S1은  호기적으로 생장할 

때 5종류의 catalase, 혐기적 상태에서  광합성을 할 때는 2종류의 

catalase(Cat 2, Cat 4)가  존재한다(Lim et al.,  2001). 이들 중 Cat 4 

band와 전기 동상 같은 위치에서 강하게 발현된 R. rubrum  S1의 catalase

는 Cat 4로 판단되며, lac  promotor 유도제인 IPTG가 없는 상태에서 E. 

coli에서 강하게 발현되는 것은 R. rubrum  S1의 catalase 유전자가 독립적

으로 발현되는 것으로 클론된 R. rubrum  DNA에 존재하는 promotor에 의

해 전사되는 것으로 사료된다. 

   

2.3.4. pSCAT02에 대한 제한효소 지도 결정 및 southern hybridization

    pSCAT02에 삽입된 절편의 기능을 유추하기 위해 여러 제한효소로 절단

하여 제한효소 지도작성과 Southern hybridization을 수행하 다. 제한효소를

처리 한 결과 BamHI, EcoRV, HindⅢ, NotI, SalI, XhoI 자리가 존재하고 

있음을 알 수 있었다(Fig. 2-6A) 이를 바탕으로 catalase 유전자의 위치를 

파악하기 위해 PCR 산물로 Southern hybridization을 수행한 결과, 

EcoRI-ApaI절편은 약 2.3 kbp 크기, EcoRI-BamHI 절편은 약 5.0 kbp 크

기, EcoRI-EcoRV 절편은 약 3 kbp 크기, EcoRI-HindⅢ 절편은 약 6.0 

kbp, EcoRI-NotI 절편은 약 3 kbp 크기, EcoRI-SalI 절편은 약 3.5 kbp 

크기, EcoRI-XhoI 절편은 약 3 kbp 크기에서 신호가 감지됨을 알 수 있었

다(Fig. 2-6B).
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Fig. 2-5. Expression profiles of the catalase genes from 

Rhodospirillum rubrum  S1. Nondenaturing PAGE was carried out 

using cell lysates from photosynthetic bacterium Rhodospirillum 

rubrum S1 and Escherichia coli grown under different conditions. 

Lane 1. Aerobically grown cells of R. rubrum S1. Five different 

catalases are shown; 2. Anaerobically grown cells of  R. rubrum S1. 

Two different catalases are shown; 3. E. coli  UM255 harboring 

pSCAT02. Expressed catalase coincides with cat4 of R. rubrum  S1; 4. 

E. coli UM255 (HPⅠ-, HPⅡ-; pBlulescript SK+); 5, E. coli JM109 

(HPⅠ+,HPⅡ+).   

Cat 1

Cat 2

Cat 3

Cat 4

Cat 5

1 2 3 4 5

Cat 1

Cat 2

Cat 3

Cat 4

Cat 5

1 2 3 4 5
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2.3.5. pSCAT02 제한효소 절편에 대한 subcloning 및 염기서열 결정

    pSCAT02에 대한 subcloning한 결과, EcoRI-BamHI(2.3 kbp), BamHI-

EcoRI(5.1 kbp), EcoRI-HindⅢ (6.3 kbp), HindⅢ-EcoRI (1.1 kbp),  

NotI-EcoRI (2.7 kbp), BamHI-NotI (2.4 kbp) 절편이 삽입된 재조합 플라스

미드들을 얻었으며, 이들을 각각 pSCAT021, pSCAT022, pSCAT023, 

pSCAT024, pSCAT025, pSCAT026이라 명명하 다. 재조합 플라스미드들

을 E. coli  UM255로 형질전환 시킨 후 각각에 3% H2O2를 떨어뜨려 거품생

성 유․무를 확인한 결과, pSCAT021, pSCAT023, pSCAT025가 포함된 

형질전환체에서 거품이 생성됨으로 pSCAT021, pSCAT023, pSCAT025 재

조합 플라스미드에 R. rubrum  S1 catalase 유전자가 삽입되어 있음을 알 수 

있었다(Fig. 2-7). 

    염기서열을 결정하기 위해 각각의 재조합 플라스미드들을 숙주세포 

JM109에 형질전환 시킨 후 plasmid를 분리한 후 T7/T3 promotor primer

를 이용하여 염기서열을 수행하 다. 각종 subclone들의 염기서열을 분석한 

결과, 부분적으로 trehalose-6-phosphate synthase, glucokinase, endonuclease,

methyltransferase, catalase, araC family transcription regulator와 유사

성이 있는 유전자임을 추정할 수 있었다(Fig. 7). pSCAT02에 대한 전체 염

기서열을 분석한 결과 pSCAT02 클론은 염기서열 크기가 약 7.4 kbp인 6

개의 ORF로 구성되어 있고 trehalose-6-phosphate synthase, glucokinase, 

endonuclease, methyltransferase, catalase, AraC family transcription 

regulator 유전자 순으로 배열되어 있음을 확인하 다(Fig. 2-8)

2.3.6. Trehalose-6-phosphate synthase 유전자의 염기 및 아미노

산 서열 분석 

    pSCAT02에 대한 전체 염기서열을 분석한 결과, ORF1는 5‘-말단쪽으로 

약 250 bp의 염기가 결정되지 않는 1092 bp의 염기로만 구성된 유전자 단편

임을 알 수 있었다 (Appendix I). 밝혀진  염기 서열을 근거로 이 ORF를 

암호화하고 있는 폴리펩타이드는 trehalose-6-phosphate synthase로 밝혀

졌다. 염기 서열을 근거로 아미노산 서열을 다중 비교한 결과(Appendix Ⅱ), 
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Fig. 2-6. Profiles of restriction fragments of the recombinant plasmid 

pSCAT02 containing the catalase gene cluster from Rhodospirillum 

rubrum  S1. The restriction fragment patterns originated from 

pSCAT02 is shown in left panel (A). The signal indicating catalase 

gene by Southern hybridization with the catalase probe labeled with 

Dig kit is shown in right panel (B). Lane M, DNA size marker(Gene 

Ruler
TM
 1 kb DNA ladder); 1, EcoRI; 2. EcoRI-ApaI; 3, 

EcoRI-BamHI; 4, EcoRI-EcoRV; 5, EcoRI-HindⅢ; 6, EcoRI-NotI; 7. 

EcoRI-SalI; 8, EcoRI-XhoI; 9, undigested 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

( A) ( B)

10 kbp 

3 kbp  

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

( A) ( B)

10 kbp 

3 kbp  
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Salmonella typhirium의 trehalose-6-phospahte synthase 유전자인 otsA

와는 47.8%, Escherichia coli의 otsA와는 47.7%, Rhizobium sp. NGR234의 

otsA와는 41.9%, Sinorhizobium meliloti의 otsA와는 41.7%, Xanthomonas 

axonopodis pv. citri str. 306의 otsA와는 41.4%, Ralstonia solanacearum의  

otsA와는 36.5%의 상동성을 보 다(Fig. 2-9). 

    Trehalose는 세균, 곰팡이, 효모, 식물, 곤충, 동물등 다양한 생물에서 발

견되는 비환원성 2당류로서(Elbein, 1974), 세포내의 저장물질 또는 양분 

고갈 상태, 고온, anhydrobiosis, osmotic shock등과 같은 환경 스트레스에 

대한 방어기작에 관여한다고 알려 있다(Van Laere, 1989; Wiemken, 1990).

    E. coli에서 trehalose의 생합성은 UDP-glucose와  glucokinase-6-

phosphate로부터 합성된다. 첫 번째 단계에서 trehalose-6-phosphate synthase

(otsA  발현산물)에 의해  trehalose-6-phosphate를 생성한다. 두 번째 단계

에서 treshalose-6-phosphate는 trehalose-6-phosphate phosphatase

(otsB  발현산물)에 의해 탈인산화된다. Trehalose 생합성에 관여하는 otsA

와 otsB  유전자는 E. coli의 linkage map의 42 min자리에 위치하고 있다. 

E. coli에서는 삼투 스트레스에 의해 유도되고(Larsen et al., 1987; Giaver et 

al., 1988; Arguelles, 2000), yeast에서는 trehalose를 축적하므로 산화적 스트

레스에 저항성이 높다고 알려져 있다(Alvarez-peral, 2002). 광합성 세균에서는 

trehalose가 compatible solute로 저장된다고 알려있다(Welsh et al., 1998). 

 R. rubrum  S1은 저장물질 및 삼투 스트레스 또는 산화적 스트레스등 다양

한 스트레스에 대한 방어 수단으로서 trehalose 생합성에 관여하는 

trehalose-6-phosphate synthase 유전자의 존재가  필요할 것으로 판단된

다.   

2.3.7.  Glucokinase 유전자의 염기 및 아미노산 서열분석

    Trehalose-6-phosphate synthase 유전자의 하류부위에 위치한 유전자

의 염기서열을 분석한 결과 978 bp의 염기로 이루어지며 326개의 아미노산

을 암호화하는 하나의 ORF가 위치하고 있음을 확인하 고, 개시코돈(ATG)

과 종결코돈(TGA)으로 구성되었다. Trehalose-6-phosphate synthase를 
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Fig. 2-9. Phylogenetic tree based on multiple alignment of amino acid 

sequences deduced from nucleotide sequences of the putative 

threhalose-6-phosphate synthases from bacteria. The length of each 

pair of branches represents the distance between sequence pairs, 

while the units at the bottom of the tree indicate the number of 

substitution events.  
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암호화하는 유전자 말단의 6 bp는 glucokinase를 암호화하는 유전자의 개시

코돈과 중복되어 있음을 알 수 있었다. 유전자의 염기서열로부터 유추한 단백

질의 분자량은 33,865 Da 이었으며 등전점이 7.18인  glucokinase로 확인되

었다(Appendix I). 염기 서열을 근거로 아미노산 서열을 다중 비교한 결과, 

N-말단 서열부위에 ATP-binding(잔기 13에서 17) 부위 즉 phosphate-1 

motif가 포함되어 있음을 알 수 있었다(AppendixⅡ). 다른 생물의 

glucokinase 아미노산 서열과 비교한 결과 Helicobacteria pylori J99와는 

35%, Neisseria meningitidis MC58와는 34.7%, Salmonella enterica와는 

34.6%, Escherichia coli K-12와는 34%,  Microbulbifer degradans 2-40

와는 33.3%의 상동성을 보 다(Fig. 2-10).  Glucokinase는 인산기 공여체

로 ATP 또는 polyphosphate를 이용하여  glucose의 인산화를 촉매하는 효

소로서 대부분의 생물에 존재하고 있다. 당 수송에 관여하는 효소로 세균에서

는 당이 존재하면 억제된다고 알려져 있다(Angell et al., 1992). glcK에는 

ATP binding site인 전형적인 AIDLGGT motif를 포함하고 있다(Arora 

et. al,.  1990).  이 N-terminal ATP-binding motif은 glucose kinase와 

hexokinase에 상당히 보존되어 있다(Schwab and Wilson, 1991). 세균 

glucokinase의 단백질 분자량은 33∼34 kDa으로 크기와 N-말단 서열의 

ATP 결합 부위가 잘 보존되어 있는데(Concha and Leon, 2000), R. 

rubrum  S1의 glucokinase에서도 단백질 분자량은 33.8 kDa이고 N-말단 

서열에 ATP 결합부위(DIGGT)가 존재하는 것과 일치한다.

    Pseudomonas aeruginosa(Cuskey, et al., 1980)와 Zymomonas mobilis

(Barnell, et. al., 1990)의 glucokinase 유전자는 포도당 수송과 대사에 관여

하는 유전자들과 cluster를 이루는 것으로 밝혀졌으나  R. rubrum  S1의 경

우는 그렇지 않음이 밝혀졌다. R. rubrum  S1의 glucokinase는 trehalose-6

-phosphate synthase와 연계하여 trehalose 합성에 관여하는 것으로 판단된

다. 

2.3.8. Restriction endonuclease와 methyltransferase 유전자의 

염기 및 아미노산 서열 분석



- 30 -

    Glucokinase의 하류에 위치한 유전자의 염기서열을 분석한 결과 

restriction endonuclease와 methyltransferase가 연속으로 놓여 있음을 확

인하 다. Restriction endonuclease는 1284bp의 염기로 구성되어 428개의 

아미노산을 암호화하는 하나의 ORF로 이루어져 있었고,  개시코돈(ATG)와 

종결코돈(TAA)으로 구성되어 있었다. Glucokinase를 암호화하는 유전자 말

단의 4 bp는 restriction endonuclease을 암호화하는 유전자의 종결코돈

(TAA)과 중복되어 있었다(Appendix I). 아미노산 서열에서 추정된 단백질

의 분자량은 45,987Da 이었으며, 등전점은 6.395 다. 이 restriction 

endonuclease 의 상류에 바로 인접하여 또다른 하나의 ORF가 존재함을 확

인하 고, 1836 bp의 염기서열로 이루어지며 611개의 아미노산을 암호화하

는 methytransferase로 확인되었다(Appendix I). 이 methyltransferas 유

전자는 개시코돈(GTG)과 종결코돈(TGA)으로 구성되어 있었으며, restriction 

endonuclease 유전자의 개시코돈과 31 bp가 중복되어 있었다. 

 Methyltransferase사이에 아미노산 서열에서 추정된 단백질의 분자량은 

64,003 Da이었으며 등전점은 9.329 다.  그리고 다른 생물의 아미노산 서열

과 비교한 결과, restriction endonuclease는 Xanthomonas campestris pv.

phaseoli와 50%의 상동성을,  Rhizobium leguminosarum와 49%의 상동성

을 보여주었고, methyltranserase는 Xanthomonas campestris pv. phaseoli와

52%의 상동성을, Rhizobium leguminosarum와 49%, 54%의 상동성을 보

여주었다. TypeⅡ 제한효소의 구조는 비교적 간단하며, 대부분 30 ∼ 65 

kDa의 분자량을 가지고 있고, 한 가지의 소단위체로 이루어진다. TypeⅡ 제

한효소는 4 ∼ 8 bp의 비교적 짧은 palindromic sequence를 인식하여, 그 

서열 안에서 또는 가까이에서 endonuclease 절단작용을 일으키며, adenine

이나 cytosine site에 methylation되는 기본적인 특징을 가지고 있다. DNA

methylation은 원핵생물에서는 주로, 외부 DNA를 구별하기 위한 R-M 

system이나 mismatch repair system에서 작용하며, 진핵생물에서는 유전자 

발현 조절, 발생 조절, mutagenesis 등에서 작용하는 것으로 알려져 있다

(Cheng et al., 1993). TypeⅡ 제한 효소는 지금까지 3000가지의 제한효소

들이 다양한 세균으로부터 발견되었으며(Pingoud and Jeltsch, 2001), 약 50
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Fig. 2-10. Phylogenetic tree based on multiple alignment of amino 

acid sequences deduced from nucleotide sequences of the putative 

glucokinase from bacteria. The length of each pair of branches 

represents the distance between sequence pairs, while the units at the 

bottom of the tree indicate the number of substitution events.  
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여개의 유전자들이 염기서열이 결정되었다(Wilsom, 1991). TypeⅡ 제한효

소는 상응하는 methylase나 다른 종류의 endonuclease와 어떠한 상동성도 

보이지 않는다는 특성이 있으며 진화상으로 다른 근원에서 출발하 을 것이

라는 가설이 제시되었다. endonuclease와는 달리 methylase는 다른 TypeⅡ 

methylase와 유사한 아미노산 서열을 갖고 있다. TypeⅡ 제한효소의 유전자

는 DNA상에 cluster를 이루어 존재하고 있다. R-M gene cluster내에 유전

자 발현 조절에 관여하는 controller를 coding하는 ORF가 존재한다는 사실

이 새롭게 발견되었으며, 이 C단백질이 helix-turn-helix DNA binding 

motif를 갖는 것으로 보아 transcriptional repressor나 activator로 작용할 

것으로 보인다(Anderson, 1993). Rhodospirillum rubrum  S1의 restriction 

endonuclease와 methylase 유전자는 TypeⅡ R-M system에 속하며, 

cluster를 이루고 있음을 알 수 있었다, 그리고 helix-turn-helix DNA 

binding motif가 없는 것으로 판단된다.

2.3.9. Catalase 유전자의 염기 및 아미노산 서열 분석

    Methyltransferase 유전자의 상류에 위치한 유전자의 염기서열을 분석한 

결과 326 bp로 이루어져 있는 intergenic space가 존재하고 있고,  catalase 

유전자가 역방향으로 위치해 있음을 확인하 다. 이 catalase 유전자는 개시

코돈(ATG)과 종결코돈(TGA)을 포함하여 1455 bp 염기로 이루어지며 484개

의 아미노산을 암호화하는 하나의 ORF로 이루어져 있었다. 개시코돈(ATG)

의 6 bp 상류에 ribosomal binding site(GGAGA)가 존재하고 있었다

(Appendix I). 아미노산 서열에서 추정된 단백질의 분자량은 54,316 Da 이

었으며 등전점은 6.468 다. 아미노산 서열을 분석한 결과, 활성부위의 H53, 

S92, N126들과, heme의 distal site와 결합할 부위는 V94, T116, F131들이

었으며, 그리고 Y336, R343 잔기는 heme의 proximal site로 상동성 잘 보

존되어 있다(AppendixⅡ). 아미노산 서열을 바탕으로 hydropathy profile상

에서 소수성 domain을 형성하게 된다 (Fig. 2-11). 다른 생물에서 분리된 

catalase의 아미노산을 비교한 결과, Brucella melitensis와는  85%, 

Sinorhizobium meliloti와는  84%, Neisseria meningitidis MC58와는 72%,  
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Haemophilus influenzae KW20와는 72%, Pseudomonas putida와는 70%,  

Proteus mirabilis와는 69%,  Bacillus subtilis와는 68%,  Bacteroides 

fragilis와는 68%, Desulfovibrio vulgaris와는 66%로 높은 상동성을 보여  

보존되어 있음을 알 수 있었다(Fig. 2-12). Catalase의 구조적 연구는 

bovine liver에서 활발히 연구되었는데 위에서 언급한 결합 부위외에  

NADPH와 물분자 결합 부위가 존재한다. 이 부위는 monofunctional 

catalase를 true catalase (typical catalase)와 atypical catalase로 구분할 

수 있는 구조적 특징을 나타나는 것으로 알려졌다. NADPH와 물분자가 결합

하는 부위의 아미노산 잔기들을 보면 His304 부위는 NADPH의 

pyrophosphate기의 결합부위, His214, Lys236, Try214는 물분자가 결합하

는 부위로서 typical catalase에서 잘 보존되어 있다(Ossowski et al., 

1991). R. rubrum  S1에 존재하는  catalase 아미노산 서열을 분석한 결과 

His263 부위를 포함하는 NADPH의 결합부위, His193, Lys195, Try173를 

포함하는 물분자 결합하는 부위가 잘 보존되어 있으므로 R. rubrum S1의 

catalase는 typical catalase로 판단된다.

2.3.10. Transcriptional regulator 유전자의 염기 및 아미노산 분석  

       Catalase 유전자의 1455 bp의 하류에 위치한 유전자의 염기서열을 분

석한 결과 catalase 유전자의 종결코돈로부터 69 bp 위치에 transcriptional 

regulator 유전자의 종결코돈(TAA)이 있었고 3′-말단으로부터 426 bp의단

편 ORF로 구성된 염기서열이 결정되었다(Appendix I). 아미노산 서열을 분

석한 결과, C-말단 부위에 helix-turn-helix DNA binding domain이 포함

되어 있어  AraC 집단에 속하는 transcriptional regulator와 유사함을 알 

수 있었다(Appendix II).  이 transcriptional regulator 유전자의 아미노산 서

열을 다른 종의 것과 비교 분석한 결과(Fig.21), Pseudomonas aeruginosa의 

probable transcriptional regulator와는 49.3%, Xanthomonas campestris의 

AraC transcriptional regulator와는 49.2%, Streptomyces coelicolor의 

probable transcriptional regulator와는 48%, Agrobacterium의 AraC 

transcriptional regulator와는 42.6%, Yersinia pestis의 transcriptional 
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Fig. 2-11. Hydropathy profile of amino acid sequence deduced from 

nucleotide sequence of the putative catalase from Rhodospirillum  

rubrum  S1. The hydropathy  value of each amino acid was calculated 

by the algorithm of Kyte & Doolitle(1982). Values above the 

horizontal line indicate the hydrophobic regions, and  those below the 

horizontal line indicate the hydrophilic regions.
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Fig. 2-12. Phylogenetic tree based on multiple alignment of amino 

acid sequences deduced from nucleotide sequences of the putative 

catalase from bacteria. The length of each pair of branches 

represents the distance between sequence pairs, while the units at the 

bottom of the tree indicate the number of substitution events.
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regulator와는 42%의 상동성을 보 다 (Fig. 2-13).

  전사 조절인자의 정확한 기능은 알 수 없으나 다양한 세균, 특히 E. coli에

서 AraC/XylC 집단에 속하는 단백질의 종류를 해보면 AraC 비롯하여 당 

대사에 관여하는 전사 조절인자, MarA, SoxS, 등 산화적 스트레스에 관여하

는 전사 조절인자들이 포함되어 있다(Gallegos et al., 1997). 
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Fig. 2-13. Phylogenetic tree based on multiple  alignment of amino 

acid sequences deduced from nucleotide sequences of putative 

transcriptional regulator from bacteria.  The length of each pair of 

branches represents the distance between sequence pairs, while the 

units at the bottom of the tree indicate the number of substitution 

events.  
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2.4. 요 약

    다양한 대사능력을 가진 광합성세균인 Rhodospirillum rubrum  S1에서 

발현되는 catalase 및 관련유전자를 분석하기 위해 분자생물학적 기술을 이

용하여 catalase gene cluster를 cloning하고, 그 유전자들의 구조 및 분자생

물학적 특성을 분석하 다. R. rubrum  S1의 게놈 DNA를 증폭하여 245 

kbp의 PCR산물을 얻었고, 이 PCR 산물을 탐침으로 하여 Southern 

hybridization을 실시한 후 catalase 유전자가 함유한 재조합 플라스미드을 

cloninig하여 E. coli UM255에 형질전환한 후 발현시켰다. 그 결과 7.4 kbp

의 삽입체를 가지는 한 개의 clone을 얻었으며, 이 clone을 pSCAT02라 명

명하 다. pSCAT02에 대해 염기 서열을 분석한 결과 6개의 ORF으로 구성

되어 있고 trehalose-6- phosphate synthase, glucokinase, restriction 

endonuclease, methyltransferase, catalase, transcriptional regulator 유전자 

순으로 배열되어 있음을 알 수 있었다. trehalose-6-phosphate synthase 유전자는  

5‘-말단쪽으로 약 250 bp의 염기가 결정되지 않는  1092 bp의 염기로만 구성

된 유전자 단편임을 알 수 있었고, Salmonella typhirium의 

trehalose-6-phospahte synthase 유전자인 otsA와는 47.8%, Escherichia 

coli의  otsA와는 47.7%의 상동성을 보 다. Glucokinase 유전자는 

trehalose-6-phosphate synthase 유전자의 하류에 있으며, 978 bp 염기서열로 

이루어지며 326개의 아미노산 서열로 구성되어 있었다. 염기서열로부터 유추

한 단백질의 분자량은 33,865 Da 이었으며 등전점이 7.18이며, N-말단 서열

부위에 ATP-binding(잔기 13에서 17) 부위가 포함되어 있음을 알 수 있었

다. Helicobacteria pylori  J99와는 35%, Neisseria meningitidis MC58와

는 34.7%의 상동성을 보 다. Restriction endonuclease 유전자는 1284 bp

의 염기서열로 구성되어 있으며, 428개의 아미노산을 암호화하는 하나의 

ORF로 이루어져 있었다. 아미노산 서열에서 추정된 단백질의 분자량은 45,987 

Da 이었으며, 등전점은 6.395 다. 이 restriction endonuclease의 상류에 바로 

인접하여 또다른 하나의 ORF가 존재함을 확인하 고, 1836 bp의 염기서열

로 이루어지며 611개의 아미노산을 암호화하는 methytransferase로 확인되었
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다. 아미노산 서열에서 추정된 단백질의 분자량은 64,003 Da이었으며 등전점

은 9.329 다. Restriction endonuclease는 Xanthomonas campestris pv. 

phaseoli와는 50%,  Rhizobium leguminosarum와는 49%의 상동성을 보

고, methyltranserase는 Xanthomonas campestris pv. phaseoli와는 52%, 

Rhizobium leguminosarum와는 54%의 상동성을 보여주었다. 

    Methyltransferase 유전자의 upstream상에 위치한 유전자의 염기서열

을 분석한 결과  326 bp로 이루어져 있는 intergenic space가 존재하고 있

고,  catalase 유전자가 역방향으로 위치해 있음을 확인하 다. 이 catalase 유

전자는 1455 bp 염기서열로 이루어지며 484개의 아미노산을 암호화하는 하

나의 ORF로 이루어져 있었다. 개시코돈(ATG)과 종결코돈(TGA)으로 구성되

어 있으며, 개시코돈(ATG)의 6 bp upstream에 ribosomal binding 

site(GGAGA)가 존재하고 있었다. 염기 서열에서 추정된 단백질의 분자량은 

54,316 Da 이었으며 등전점은 6.468 다. 아미노산 서열을 분석한 결과, 활

성부위의 H53, S92, N126들과, heme의 distal site와 결합할 부위는 V94, 

T116, F131들이었으며, 그리고 Y336, R343 잔기는 heme의 proximal site

로 상동성이 잘 보존되어 있다. Brucella melitensis의 catalase와는  85%, 

Sinorhizobium meliloti와는  84%로 높은 상동성을 보여 상당히 잘 보존되어 

있음을 알 수 있었다. AraC transcriptional regulator 유전자는 catalase 유

전자의 1455 bp의 하류에 위치하고 있으며, catalase 유전자의 종결코돈로부

터 69 bp 떨어져 종결코돈(TAA)이 있었고 3‘-말단으로부터 426 bp의 단편 

ORF로 구성된 염기서열이 밝혀졌다. 아미노산 서열을 분석한 결과, C-말단 

부위에 helix-turn-helix DNA binding domain이 포함되어 있었고, 

Pseudomonas aeruginosa의 probable transcriptional regulator와는 

49.3%, Xanthomonas campestris의 AraC transcriptional regulator와는 

49.2%의 상동성을 보 다. 
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3. Escherichia coli에서 발현된 Catalase의      

생화학적 특성분석

3.1. 서  론

    산소가 풍부한 환경에서 존재하는 생명체들은 호기성 대사를 하는 동안, 

superoxide radical, hydroxyl radical, 그리고 hydrogen peroxide와 같은 

활성산소들은 산소분자의 불완전한 환원의 결과로 발생하며, 또한 다양한 내

인성 또는 환경적인 요인에 의해서도 나타난다(Hassan and Fridovich, 

1979; Fridovich, 1986; Farr and Kogoma, 1991; Salin, 1991). 이에 대하

여 모든 호기성 생물체는 hydroperoxidase라고 일컬어지는 heme 단백질 

group을 생산하여 superoxide radical, hydroxyl radical, 그리고 hydrogen 

peroxidase와 같은 활성산소를 억제하는 효소계를 가지고 있다. 이들은 두 

그룹의 단백질로 구성되어 있는데, 여기에 catalase와 peroxidase가 포함되

어 있다.

    Catalase는 과산화수소를 물과 산소로 분해하는 일종의 산화환원효소

(oxidoreductase)로써, 지금까지 모두  70여종이 알려져 있으며, 미생물에서 

동․식물에 걸쳐 광범위하게 존재한다.  이 중 식물이나 동물 그리고 균류를 

포함하는 진핵 생물체의 catalase가 약 45종이고, 원핵 생물체의 catalase가 

약 29종으로 효소적 특성에 따라 typical catalase (monofunctional), 

catalase-peroxidase (bifunctional), manganse catalase(non-heme) 3개의 

그룹으로 구분할 수 있다. typical catalase는 동․식물 및 미생물에서 발견

되는 서로 유사한 특징을 가진 catalase 그룹으로 동일한 크기의 소단위 4개

로 구성되어 있으며, 각 소단위 당 하나의 ferric heme prosthetic 

group(protoporphyrin Ⅸ)을 가지고 있고, 분자량은 225∼270 kDa 범위에 

해당된다. pH 5∼10의 범위에서 같은 정도의 효소활성을 나타내고

(Schonbaum and Chance, 1976), 억제물질인 3-amino-1,2,4-triazole에 대
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하여 특이적으로 비가역적인 억제를 나타낸다(Magoliash et al., 1960). 그리고 

ethanol/chloroform 처리에 안정하고 (Nadler et al., 1986), phenyl-sepharose

에 흡착하는 소수성을 가지고 있다(Nahmias and Bewley, 1984).

  Catalase-peroxidase는 typical catalase와 달리 지금까지 미생물에서만 발

견되는 것으로서 한 효소가 catalase 활성과 peroxidase 활성을 동시에 가지

며 typical catalase와는 다르게 분자량이 다양하고, 이는 특정 pH에서 최적

의 활성을 나타내며, 억제물질인 3-amino-1,2,4-triazole에 활성이 억제되지 않

는다, 또한 Ethanol/Chloroform 혼합용액 처리에 불안정하고 온도에 대해서

도 typical catalase보다 더 민감하다. 전반적으로 typical catalase보다 여러 

가지 자극에 대해서 불안정하다(Hochman and Goldberg, 1991). 이와 같이 

여러 미생물에서 두 가지 이상의 서로 다른 catalase 존재하는 것으로 알려

져 있고 미생물에 따라 발현 양상과 생물학적 기능이 다르게 나타난다. 

 E. coli에서는 두개의 catalase HPI 과 HPⅡ가 존재하며 HPI은 81kDa

의 소단위체로 구성된 tetramer로서 두 개의 protoheme IX group을 가지고 

있으며(Claiborne and Fridovich, 1979), HPⅡ는 93 kD의 동일한 분자량을 

가지는 소단위체로 구성된 hexamer이며(Lowen and Switala, 1986), 소단

위체 당 1개의 heme d 그룹을 가지고 있다 (Chiu et al., 1989). 그리고, 세

포가 정체 성장기에 들어가거나 TCA회로의 중간산물을 이용하여 생장할 때 

합성이 유도되는 것으로 알려져 있다 (Loewen et al., 1985). 

 광합성 세균에서의 catalase에 대한 연구는 Rhodobacter spheroides

(Terzenbach and Blaut, 1998)와 Rhodobacter capsulatus (Hochman et 

al., 1992)등에서 보고되었다. 

 본 연구는 환경조건에 따라 다양한 대사능력을 지닌 광합성 세균인 R. 

rubrum S1의 클론된 catalase 유전자를 E. coli에서 대량발현시켜 얻어진 

catalase를 정제하여 생화학적 특성을 분석하고자 실시하 다.
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3.2. 재료 및 방법

3.2.1. 사용기기 및 시약

    효소의 분리과정에는 chromatography system과 Model 491 prep cell 

(Bio-Rad Co., California, USA)를 효소의 활성 측정과 흡광 스펙트럼을 얻

기 위해서는 UV/Visible Spectrophotometer(Hewett packard, USA)를, 세

포를 수확하기 위해서는 원심분리기 Supra 22K(Hanil, Korea)를, 세포를 파

쇄하기 위해서는 Ultarasonicator(Bandelin sonopuls HD2070, Germany)

를, 분석용 전기 동 장치는 Mini-PROTEIN II(Bio-Rad Co., California, 

USA)와 SE600(Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA)를 

사용하 다. 표준 단백질은 Bio-Rad (California, USA)의 제품을, Phenyl- 

sepharose CL-4B resin외 기타 시약들은 Sigma Chemical(St Louis, 

USA)와 Merck(Germany), Junsei Chemical(Japan)사의 제품을 사용하

다. 

3.2.2. 균주 및 배양조건

    형질 전환용 숙주세포로는 E. coli UM255를 사용하 다. 형질 전환된 

E. coli 균주인 UM255는 ampicillin(50 ㎍/mL)이 함유된  LB (Bacto-tryptone 10 

g, Bacto-yeast extract 5 g, NaCl 10 g per liter) 배지 5 L에 접종하여  37℃

에서 16시간 동안 200 rpm으로 진탕 배양하 다(Sambrook, 1989).

  

3.2.3. E. coli에서 발현된 재조합 catalase 정제

3.2.3.1. 세포추출액의 준비  

    Rhodospirillum rubrum S1의 catalase gene이 재조합된 plasmid(pSCAT025)

를 함유하고 있는 E. coli UM255 세포를 16시간 배양한 배양액을 냉동원심분리기

로 4 ℃에서 10,000 × g으로 30분간 원심분리하여 세균을 수확한 후 50 

mM potassium phosphate buffer( pH 7.0)로 3 ∼ 4회 세척하 다. 수확된 
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균은 초음파 파쇄기를 이용하여 1분씩 15회, 총 15분간 파쇄시켰다. 파쇄된 

균은 다시 4℃에서 1시간 동안 12,000 × g으로 원심분리한 후 상징액을 수

집하여 조효소액으로 하 다. 

3.2.3.2.  황산암모늄 분획

   조효소액에 황산암모늄을 30%되도록 처리하여 4℃에서 1시간동안 방치한 

후, 4℃, 30분간 12,000 × g에서 원심분리한 후 상징액을 취하고 여기에 다

시 황산암모늄을 더 첨가하여 70% 포화용액이 되도록 처리하여 4℃에서 1시

간동안 방치한 후, 4℃, 30분간 12,000 × g에서 원심분리하여 침전물을 만

들었다. 이 침전물에 1 mM EDTA가 포함된 50 mM potassium phosphate 

buffer (pH 7.0)을 넣어 현탁시켰다.

3.2.3.3. Phenyl-Sepharose CL-4B 소수성 상호작용 크로마토그래피

    현탁시킨 시료를 1M 황산암모늄이 포함된 완충용액( 1 mM in 10 mM 

potassium phosphate buffer, pH 7.0)으로 미리 평형화시킨 phenyl-Sepharose 

CL-4B column (2.5 × 10 ㎝)에 얹고, 50 mL의 동일용액으로 먼저 용출한 

후 1 M ∼ 0 M 황산암모늄이 포함된 완충용액( 1 mM EDTA in 10 mM 

potassium phosphate buffer, pH 6.8)를 일정농도 기울기로 용출시켰다. 용

출속도는 1 mL/min이고, 5 mL씩 분획물을 받았고 catalase 활성이 있는 분

획물을 모아 ultrafiltration (Amicon YM-10, USA)을 하여 농축한 후 4℃

에서 18시간 동안 투석시켰다.

3.2.3.4. Prep-cell electrophoresis

    Bio-Rad Model 491 prep cell column(3.7×14 cm)에 7.5%의 분리용 

겔을 만들어(11 cm) 4℃에서 서서히 굳힌 후, stacking gel을 11 cm정도 올

린다. Stacking 겔 위에 염색액과 혼합된 시료를 얹고 high pH continuous 

buffer system으로 전기 동하 다. 전기 동의 조건은 200 V, 40 mA로 

4℃에서 행하 고, 용출속도는 0.5 mL/min으로 8 mL씩 분획물을 받았다. 

catalase 활성이 높은 분획물을 7.5% PAGE하여 순수정제 여부를 확인하 다. 
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3.2.4. Catalase 활성 염색법

    Mini-PROTEINⅡsystem을 이용하여 7.5% nondenaturing polyacrylamide 

slab gel상에서 전기 동을 수행하 다. 활성 염색은 Wayne과 Diaz(1986)가 

사용한 ferriccyanide 염색법을 이용하 다. 겔을 증류수로 두․세 차례 헹군 

다음, 증류수 100 mL에 30% H2O2를 50 µL녹인 용액에 담그고 10분 동안 

흔들었다. 용액을 버리고 증류수로 한 차례 헹군 다음, 2% ferric chloride, 

2% potassium ferricyanide용액을 각각 25 mL씩 부은 후, light box에서 

천천히 흔들어 주었다. Catalase활성을 보이는 위치만 제외하고 젤 전체가 

초록색으로 음성염색이 이루어졌다.

3.2.5. 단백질 정량 

    단백질의 양은 bovine serum albumin을 표준단백질로 사용하여 Bradford

(1976)방법으로 측정하 다. Column fraction의 단백질 농도는 280 nm에서의 

흡광도를 이용하 다.

3.2.6. 재조합 catalase의 활성도 측정

    10 mM H2O2를 포함한 50 mM potassium phosphate buffer (pH 6.8)

에 적당량의 효소시료를 넣고, 240 nm에서의 흡광도 감소로 활성도를 계산

하 다. 효소의 활성 단위는 1분 동안  1 μmol의 H2O2(ε240=43.6 M
-1
㎝
-1
)를 

분해하는 효소의 양을 1 unit로 정의하 다(Beers and Sizer, 1952).

3.2.7. 재조합 효소의 분자량 측정

    효소의 소단위체 분자량을 측정하기 위해  Laemmli(1970)의 방법에 따

라 실시하 다. 전기 동은 12.5% SDS-polyacrylamide running과 4% 

stacking gel로 구성된 vertical slab gel 장치를 사용하여 stacking gel에서

는 80V, running gel에서는 100V의 전압으로 수행하 다. 전기 동 시료는 

시료용 완충 용액(60mM Tris-HCl pH 6.8, 0.02% bromophenol blue, 2% 

SDS, 25% glycerol, 14.4 mM β-mercaptoethanol)과 혼합하여 5분간 중
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탕하여 사용하 다.  분자량을 측정하기 위한 표준 단백질로는 phosphorylase 

(97.4 kDa), bovine serum albumin (66.2 kDa), ovalbumin (45 kDa), 

carbonic anhydrase (31 kDa), soybean tyrosin inhibitor (21.5 kDa), 

lysozyme (14.4 kDa)등을 사용하 다. 

    효소의 전체 분자량은 표준완충액으로 미리 평형화한 superose-12HR 

10/30 column을 이용한 gel filtration 방법으로 결정하 다. 분자량을 측정

하기 위한 표준 단백질로는 ferrin(386 kDa), catalase(209 kDa), aldolase(179 

kDa), bovine serum albumin(66 kDa), carbonic anhydrase(29.4 kDa)등을 

사용하 다. 

 

3.2.8. 재조합된 효소의 특성조사

3.2.8.1. 효소의 활성에 대한 온도와 pH의 향

    정제된 효소의 활성에 대한 온도의 향을 알아보기 위해 각 효소 활성

측정용액을 20℃ ∼ 70 ℃까지 5℃간격으로 준비하여  각각의 온도에서 10분동

안 처리한 후 catalase 활성을 측정하 다. 

    정제된 효소의 활성에 대한 pH의 향을 알아보기 위하여 50 mM 

citrate-phosphate buffer(pH 3.0 ∼ 7.0), 50 mM Tris-HCl buffer(pH 

8.0 ∼ 9.0), 50 mM carbonate buffer(pH 10.0 ∼ 11.0)을 0.5단위로 준비

하여 효소에 기질을 넣고, 상온에서 10분 간 반응시킨 후 catalase 활성을 

240 nm에서의 흡광도 변화로 측정하 다.

3.2.8.2. 효소의 활성도에 대한 저해제들의 효과

    3-amino-1,2,4-triazole을 50 mM potassium  phosphate buffer(pH 

6.8)에 10 mM이 되도록 녹인 후, 적당량의 효소 시료를 넣고 10분간 상온에

서 보관한 후, catalase활성을 측정하 다. 유기용매에 대한 효과는 효소시료, 

ethanol, chloroform을 10 : 5 : 3으로 혼합시킨 후, 실온에서 10분 동안 혼

합하여 각각 catalase 활성을 각각 240 nm에서의 흡광도 변화로 측정하

다. 금속 저해제들에 대한 효과는 농도별로 준비한 sodium cyanide, sodium 
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azide, hydroxylamine을 각각 효소 시료와 섞어 2분간 반응시킨 후 활성을 

측정하여 표준곡선을 작성함으로써 50% 억제 농도를 구하 다. 

3.2.8.3. 효소와 기질의 반응성

    Km 값을 결정하기 위해서 catalase 활성에 대해 5, 10, 30, 40, 50, 60  

mM의 H2O2 농도를 준비한 후 효소의 반응속도를 측정하 다. 

  

3.2.8.4. 효소의 분광학적 분석

    흡광스펙트럼측정은 UV/Visible Spectrophotometer를 사용하 으며, 1 

㎝ quartz cuvette를 사용하여 250 nm∼800 nm 파장에서 흡광도를 측정하

다. 효소의 환원은 동일한 효소의 양에 Na2S2O4를 최종농도가 1 mM이 되

도록 처리하 고, CN-ligated form은 KCN을 10 mM이 되도록 처리하여 

사용하 다.
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3.3. 결과 및 고찰

3.3.1. E. coli에서 catalase 유전자의 대량발현 및 효소의 순수 분리

    E. coli에서 대량발현된 R. rubrum  S1 catalase를 여러 단계의 정제 절

차에 따라 순수 분리한 결과,  catalase의 정제 단계에 사용된 조효소의 총 

단백질량과 총 활성도는 각각 1000 mg과 2915000 U로 나타났으며, 최종 정

제된 catalase는 5.3 mg과 123853 U 다. 그리고 비활성도는 조효소에서 

146 U/mg로, 정제된 효소에서는 13273 U/mg으로 나타났다, 그리고 

catalase의 수율은 4.2% 으며, 정제 배수가 91배로 증가한 효소시료 5.3 

mg을 얻을 수 있었다(Table 3-1). 분리된 효소의 순도를 알아보기 위해서 

SDS-Polyacrylamide 겔 전기 동 및 nondenature PAGE 전기 동을 하

다. 그 결과 오직 한 종류의 폴리펩타이드 밴드만 관찰되었는데, 이로써 분리

한 재조합 catalase가 순수하다는 것을 알 수 있었다(Fig. 3-1). 

3.3.2. E. coli에서 정제된 catalase 효소의 분자량 결정

    효소의 소단위체의 분자량을 결정하기 위해 12% SDS-polyacrlyamide 

겔 전기 동을 실시한 결과, 재조합 catalase 소단위체의 위치를 다른 표준

단백질의 위치와 비교해 본 결과, 분자량은 약 61 kDa이었다 (Fig. 3-2A). 

Superose 12HR 겔 여과 크로마토그래피을 이용하여 결정된 native 

catalase의 분자량은 189 kDa으로 나타났다(Fig. 3-2B). 

   일반적으로 catalase는 동일한 크기의 4개의 소단위체로 구성되어 있고 

분자량은 225 kDa에서 270 kDa정도이지만, 세균에서는 여러 가지 종류의 

catalase를 갖고 있다. Proteus mirabilis의 경우 240 kDa의 catalase를 갖고 

있고(Jouve et al., 1983), E. coli의 경우 HPⅠ은 81 kDa 크기의 subunit가 

4개로 구성되어 있으며(Calborne and Fridivoch, 1979), HPⅡ는 93kDa 크

기의 subunit가 6개로 구성되어 있다고 보고되어 있다(Loewen and 

Switala, 1986). Desulfovibrio gigas는 분자량이 186 kDa으로 3개의 동일

한 소단위체(Wagner et al., 2000), Bacteroides fragilis는 분자량이 130 kDa인 
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Table 3-1. Purification of recombinant Rhodospirillum rubrum  S1 

catalase from E. coli UM255

Step
Total Protein

(mg)

Total 

Activity(U)

Specific Activity

(U/mg of protein)
Yield

Purification

(fold)

Crude 

extract
1000 2915000 146 100 1.0

30%∼70% 
ammonim 
sulfate

413 1539251 220 53 1.4

Phenyl 
sepharose 
CL-4B

70 377370 3412 13 23.4

Electroelution 5.3 123853 13273 4.2 91
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Fig. 3-1. Nondenature polyacryamide gel electrophoresis for 

Rhodospirillum rubrum  S1 catalase purified from E. coli UM255 by 

overexpression of the catalase gene in the recombinant plasmid 

pSCAT02. Lane; 1,2,3,4 show total peptide profiles stained with 

Coomassie Brilliant R-250 at each catalase purification step. Lane; 1, 

crude extract; 2, 30% ∼ 70% ammonium sulfate cut; 3, 

phenyl-sepharose fraction; 4, prep-cell electrophoration fraction. Lane; 

5 shows one catalase band observed by activity staining. 

1 32 4 51 32 4 5
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2개의 동일한 소단위체(Rocha and Smith, 1995)  Desulfovibrio vulgaris

는 분자량이 232 kDa인 4개의 동일한 소단위체(Hatchikian et al., 2000), 

Bovine liver는 분자량이 240 kDa인 4개의 동일한 소단위체로(Deisseroth 

and Dounce, 1970), Rhodbacter spheroides는 분자량이 143 kDa인 75 

kDa and 68 kDa 소단위체로 이루어져 있다(Terzenbath and Blaut, 

1998).  R. rubrum  S1 catalse는 61 kDa 크기의 동일한 소단위체가 3∼4

개로 구성되어 있음을 알 수 있었다. 

3.3.3. E. coli에서 정제된 효소의 활성에 대한 pH와 온도의 향

    정제된 효소의 활성에 대해 pH와 온도의 향을 살펴본 결과, catalase 활성

이 pH 7.5에서 가장 높은 활성을 보 고 pH 5.5 ∼ pH 11.0까지 넓은 범위의 

pH에 대해 높은 활성을 보 고(Fig. 3-3), 효소 활성에 대한 온도의 향은 2

0℃에서 5℃간격으로 70℃까지 10분간 반응시킨 후 효소 활성을 조사 해 본 결

과  catalase의 활성은 30℃에서 최적이었으나 70℃에서는 거의 활성을 나타나지 

않았다. 그리고 20℃에서 60℃까지 효소의 활성이 안정한 것을 알 수 있었다

(Fig. 3-4). 이는 전형적인 catalase들의 활성이 넓은 범위의 pH와 온도에 대해 

높은 활성을 나타나는데 특히 K. pneumoniae의 typical catalase인 

KpT(Hochman and Goldberg, 1991), R. rubrum의 catalase(Nadler, et al., 

1986), E. coli의 HPⅡ(Nadler, et al., 1986), Vibrio rumoiensis의 

catalase(Yumoto, et al., 2000 )들이 넓은 범위의 pH와 온도에 대해 활성을 보

이는 결과와 같이 E. coli에서 정제된 catalase도 넓은 범위의 pH와 온도에 대해 

활성를 갖는 특성을 보이므로 전형적인 catalase로  판단된다. 

3.3.4. E. coli에서 효소의 활성에 대한 저해제의 효과

     정제된 catalase에 전형적인 catalase의 저해제인 3-amino-1,2,4-triazole(AT)

로 처리한 결과, 효소의 활성이 74%정도 유지되었다. 유기용매에 대해 80%정도 

활성이 유지되는 반면. 식물체에서의 catalase의 저해제로 알려진 salicylic 

acid에 대해서는 상당히 활성이 감소되었다(Table 3-2). Typical catalase는 
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Fig. 3-2. Determination of the molecular weight of Rhodospirillum 

rubrum  S1 catalase purified from E. coli UM255. Left panel(A) shows 

denaturing SDS-PAGE of R. rubrum  S1 catalase purified from E. coli 

UM255. The protein was stained with Coomassie Brilliant R-250. 

Lane; 1. The protein marker; phosphorylase b (97.4 kDa), bovine 

serum albumin (66.2 kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase 

(31 kDa), soybean trypsin inhibitor (21.5 kDa), lysozyme (14.4 kDa); 

2, purified enzyme. Right panel(B) shows molecular weight of native 

R. rubrum  S1 catalase purified by gel filtration Superose 12HR. 
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Fig. 3-3. Effect of  pH on the activity of Rhodospirillum rubrum  S1 

catalase purified from E. coli  UM255. Purified catalase was incubated 

for 10min at 25℃ prior to incubation of the reaction. Different buffer 

systems were used according to pH ranges; 50mM citrate-phosphate 

buffer for pH 3.0 ∼ 6.0, 50 mM potassium phosphate buffer for pH 6.0 

∼ 7.0, 50 mM Tris-HCl buffer for pH 7.0 ∼ 9.0, 50 mM carbonate 

buffer for 9.0∼10.0.
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Fig. 3-4. Effect of temperature on the activity of Rhodospirillum 

rubrum  S1 catalase purified from E. coli  UM255. Purified catalase 

was incubated for 10min at the indicated temperatures prior to the 

initiation of the reaction.
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AT에 의해 억제되고, 유기용매에 의해서는 억제되지 않는다(Nadler, et al., 

1986)결과와 일치한다.

    전형적인 heme 단백질 효소들의 저해제로 알려진 NH2OH, NaCN, 

NaN3을 농도별로 처리하여 효소의 활성을 측정하여 각각에 대한 표준곡선을 

그린 후, 각 활성이 50% 억제되는 농도를 구하 다. NH2OH에서는 4.4×

10
-6 
M, NaCN에서는 8.87×10

-6 
M, NaN3에서는 4.0×10

-7 
M 농도에서 

50%억제되는 것을 알 수 있었다(Table 3-3). 이는 Catalase가 cyanide, azide, 

hydroxylamide에 매우 민감함을 보여주는데 특히 Barker's yeast의 typical 

catalase가 저해제에 민감하다는 결과와 일치한다(Yumoto et al.,1990). 

3.3.5. E. coli에서 정제된 효소와 기질의 반응성 

    Lineweaver-Burk plot를 작성한 결과 정제된 효소의 Km은  110 mM, 

Vmax 값은 50000 U/mg으로 밝혀졌다(Fig. 3-5). 일반적으로 typical catalase

는 Km 값이 40 mM ∼ 80 mM정도로 높은 반면, catalase-peroxidase는 Km

값이 1 ∼ 10 mM(Claiborne and Fridowich, 1979; Yumoto et al., 1987)로 

상대적으로 낮다고 알려져 있다. 여러 생물에서 나타나는 Km값과 비교해보면, 

특히 K. pneumoniae의 경우 typical catalase인 KpT의 H2O2에 대한 Km값은 

50 mM인데 비해 catalase-peroxidase인 KpCP의 Km값은 6.5 mM로 밝혀졌

다(Hochman and Goldberg, 1991). Typical catalase group에 속하는 것으로 

B. subtilis의 catalase-1과 catalase-2의 H2O2에 대한 Km값은 40.1 mM과 70 

mM로 각각 밝혀졌다(Loewen and Switala, 1987a;b). 이와 같이 E. coli에서 

정제된 효소는 높은 Km값을 나타내므로 전형적인 catalase의 특성을 보이고 있다.   
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Table 3-2. The effect of chemical inhibitors on the activity of 

recombinant Rhodospirillum rubrum  S1 catalase purified from 

Escherichia coli UM255 

a
The enzyme solution was mixed with organic solvents to give a final 

composition (enzyme solution : ethanol : chloroform = 10 : 5 : 3), and 

then vortexed for 10 min at room temperature.

b
The enzyme solution was incubated in 10 mM 3-amino-1,2,4-triazole 

for 10min. 

c
The enzyme solution was incubated in 1 mM salicylic acid for 10 

min.

Chemical inhibitors
Specific 

activity(u/mg)
Relative activity(%)

None 9133 100

Organic solvent
a
         7284 79.8

3-Amino-1,2,4-triazoleb 6712 73.5

Salicylic acid
c

3350 36.7
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Table 3-3. The effect of metal inhibitors on the activity of 

recombinant Rhodospirillum rubrum  S1 catalase purified from 

Escherichia coli UM255 

Metal inhibitors      Metal inhibitor concentration(M) required for 

                      50% inhibition of the enzyme activity

NH2OH                                4.4×10
-6

NaCN                                 8.77×10-6

NaN3                                  4.0×10
-7



- 57 -

-0.005

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

-0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

1
/
V

1/[S]
-0.005

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

-0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

1
/
V

1/[S]

Fig. 3-5. Lineweaver-Burk plot of the reaction velocity of 

Rhodospirillum rubrum  S1 catalase purified from E. coli UM255. The 

enzyme assay was performed at various concentrations of hydrogen 

peroxide under standard assay conditions as described in Materials 

and Methods. 
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3.3.6. E. coli에서 정제된 효소의 흡광스펙트럼 

    정제된 효소의 흡광스펙트럼을 살펴본 결과, 406 nm에서 최고의 흡광도

를 나타내며 630 nm에서도 작은 peak가 나타나며,  520 nm와 580 nm에서 

shoulder가 존재한다. A406/A280은 약 0.97의 값을 보 다, dithionite에 의한 

효소의 환원은 이루어지 않았고, CN-ligated form의 흡수스펙트럼에서는 

Soret band가 427 nm로 이동하 고, 550 nm에서 shoulder가 나타났다

(Fig. 3-6).  Typical catalase는  A406/A280 비율이 약 1인 값을 가지며, 

sodium dithionite에 의해 환원되지 않다는 점과 일치하여 typical catalase

의 특성을 보이고 있다 (Nadler et al., 1986). Barker's yeast의 typical 

catalase의 A406/A280은 0.93의 값을(Yumoto et al., 1990), Vibrio 

rumoiensis의 catalase인 경우 0.93(Yumoto, et al., 2000), Streptomyces 

coelicolor ATCC10147은 0.93의 값을 보인다(Kim, et al., 1994). 전형적인 

catalase와 peroxidase의 heme iron이 5th ligand로 각각 tyrosine과 

histidine을 가지는 것으로 알려져 있고, 정제된 효소의 흡광스펙트럼이 5th 

ligand로 tyrosine을 가지고 있는 high spin heme 단백질의 흡수스펙트럼

(Reid, et al., 1981; Fita and Rossman, 1981; Vainshtein, et al., 1980) 

과 유사한 것으로 보아 이 효소 역시 tyrosine을 갖고 있는 것으로 사료된다. 

또한 E. coli에서 정제된 catalase의 prosthetic group은 ferric heme을 갖

는 protoporphyrin Ⅸ이라고 판단된다.
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Fig. 3-6. Absorption spectra of Rhodospirillum rubrum S1 catalase 

purified from E. coli  UM255. Enzyme was dissolved in 10 mM 

potassium phosphate buffer(pH 7.0). The reduced form(―) was 

obtained by the addition of 1 mM sodium dithionite to the native form

(…). The  cyano-adduct(-․-) was obtained by the addition of 30 mM 

KCN to the native enzyme. 
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3.4. 요 약 

    E. coli에서 발현된 R. rubrum  S1 catalase를 여러 단계의 과정을 거쳐  

순수 정제하여 생화학적 특성을 조사하 다. 정제된 catalase의 수율은 4.2%

으며, 정제 배수가 91배로 증가한 효소시료 5.3 mg을 얻을 수 있었다. 이 

효소의 분자량은 189 kDa으로 61 kDa에 해당하는 동일한 소단위체 세 개∼ 

네 개로 이루어 진 것으로 판단되었다.  pH 5.5 ∼ pH 11.0까지 넓은 범위

의 pH에 대해 높은 활성을 보 고, 온도의 향은  30℃에서 최적이었으나 

70℃에서는 거의 활성을 나타내지 않았다. 그리고 20℃에서 60℃까지 효소의 

활성이 안정함을 알 수 있었다. 저해제인 3-amino-1,2,4-triazole에 대해 활성이 

74%정도 유지되었고, 유기용매에 대해 80%정도 활성이 유지되는 반면, 

salicylic acid에 대해서는 상당히 활성이 감소되었음 알 수 있었다. 전형적인 

heme 단백질 효소들의 저해제인 NH2OH에서 4.4×10
-6 
M, NaCN에서 

8.779×10
-6 
M, NaN3에서 4.0×10

-7 
M 농도에서 50%억제되는 것을 알 수 

있었다.  H2O2농도에 대한 catalase의 Km값은 110 mM로, Vmax  값은 

50000 U/mg으로 조사되었다. 효소의 스펙트럼을 보면 A406/A280 비율이 

0.97의 값을 보이며, dithionite에 의한 효소의 환원은 일어나지 않았고, 

CN-ligated form의 흡수스펙트럼에서는 Soret band가 427 nm로 이동하

고, 550 nm에서 shoulder가 나타났다. E. coli에서 정제된 catalase의 

prosthetic group은 ferric heme을 갖는 protoporphyrin IX으로 보인다. 이

상의 결과로 E. coli에서 발현된 R. rubrum  S1의 catalase는 bovine liver 

catalase와 Micrococcus luteus의 catalase와 유사한 생화학적 특성을 보여 

전형적인 catalase로 사료된다.
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4. 종합고찰

     다양한 스트레스에 대한 방어기작은 다양한 세균에서 잘 알려져 있지만 

광합성 세균 Rhodospirillaceae에서는 환경 stress에 대한 방어 기작은 

Rhodobacter spheroides에서 charperonines Cpn10과 Cpn 60에 대한 연구

(Terlesky and Tabita, 1991)와 oxidative stress에 대한 연구(Terzenbath 

and Blaut, 1998)외에는 전무한 실정이다. 대사능력이 매우 다양한 

Rhodospirillum rubrum은 통성 혐기성 세균으로 호기적으로 생장하는 동안 

산소의 독성효과를 중화시키는 방어시스템이 필요할 것이다.

    본 연구에서 R. rubrum  S1으로부터  catalase gene cluster의 염기 서

열을 분석하기 위해 degenerate primer를 이용하여 R. rubrum의 게놈 

DNA를 증폭하여 245 bp의 증폭된 PCR 산물을 얻었고 유전자 분석에 의해  

다른 생물체의 catalase 유전자와 높은 상동성을 보 다. 이 PCR 산물을 탐

침으로 이용하여 R. rubrum S1의 게놈 DNA에 Southern hybridization을 

수행하여 신호가 감지된 2개의 절편을 얻었다. 이는 R. rubrum S1 균주에는 

적어도 2개의 catalase 유전자가 존재할 것으로 판단된다. 

    신호가 감지된 절편들을 cloning하여 "pSCAT02"를 제작하여 E. coli 

UM255에 형질전환 한 후 E. coli UM255(pSCAT02) 추출액을 변성 PAGE 

전기 동을 수행한 후 활성 염색을 한 결과(Fig. 2-5.), R. rubrum  S1 

catalase 유전자가 삽입된 pSCAT02를 갖고 있는 E. coli  UM255 균주에서 

강하게 발현됨을 알 수 있었고,  pBluescript SK(+)를 함유하고 있는 E. 

coli UM255 균주에서는 catalase 활성이 나타나지 않으므로 이는 R. 

rubrum  S1의 catalase 유전자에 의해 발현되었음 알 수 있었다. R. rubrum  

S1  호기적으로 생장한 할 때 5종류의 catalase, 혐기적 상태에서  광합성을 

할 때는 2종류의 catalase(Cat 2, Cat 4)가  존재한다(Lim, et al., 2001). 

이들 중 Cat 4 band와 전기 동상 같은 위치에서 강하게 발현된 R. rubrum  

S1의 catalase는 Cat 4로 판단되며, R. rubrum  S1의 catalase 유전자가 lac 

promotor 유도제인 IPTG가 없는 상태에서 E. coli에서 강하게 발현되었다. 
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이는 삽입된 R. rubrum  S1의 catalase 유전자가 독립적으로 발현되는 것으

로 클론된 R. rubrum  S1 DNA에 존재하는 promotor에 의해 전사되는 것으

로 사료된다.

     pSCAT02의 유전자를 분석한 결과 전체 염기서열은 약 7.4 kbp로 6개

의 ORF로 구성되어 있었으며, 유전자 구성은 putative trehalose-6-phosphate

synthase, putative glucokinase, putative endonuclease, putative 

methyltransferase, catalase, protable transcription regulator 유전자로 

구성 있었다. 

    R. rubrum  S1의  trehalose-6-phosphate syntase로 추정되는 유전자

의 아미노산 서열를 다중 비교한 결과 Salmonella typhirium의 trehalose 

6-phospahte synthase 유전자인 otsA(47.8%), Escherichia coli의  

otsA(47.7%)와 상동성을 보 다. 

   Trehalose은 세균, 곰팡이, 효모, 식물, 곤충, 동물 등 다양한 생물에서 발

견되는 비 환원성 2당류로서(Elbein, 1974), 세포내의 저장물질 또는 양분 

고갈 상태, 고온, anhydrobiosis, osmotic shock등과 같은 환경 스트레스에 

대한 방어기작에 관여한다고 알려졌고(Van Laere, 1989; Wiemken, 1990), 

E. coli에서는 삼투 스트레스에 의해 trehalose-6-phosphate synthase 유전자

가 유도되고(Larsen et al., 1987; Giaver et al., 1988; Arguelles, 2000), 

yeast에서는 trehalose를 축적하므로  고온, 산화적 스트레스에 저항성이 높

다고 알려져 있다(Alvarez-peral, 2002). 광합성 세균에서는 trehalose가 

compatible solute로 저장된다고 알려 있다(Welsh et al., 1998).

    R. rubrum  S1에서 저장물질 및 삼투 스트레스 또는 산화적 스트레스등 

다양한 스트레스에 대한 방어 수단으로서 trehalose 생합성에  관여하는 

trehalose-6-phosphate synthase 유전자의 존재가  필요할 것으로 판단된

다. Glucokinase에는 ATP binding site인 전형적인 AIDLGGT motif를 포

함하고 있다고 알려져 있으며(Arora et. al., 1990), 세균 glucokinase의 단

백질 분자량(33∼34kDa) 크기가 잘 보존되어 있다(Concha and Leon, 

2000). 이 N-terminal ATP-binding motif은 glucose kinase와 

hexokinase에 상당히 보존되어 있다(Schwab and Wilson, 1991), 
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Pseudomonas aeruginosa (Cuskey, et al., 1980)와 Zymomonas 

mobilis(Barnell, et al., 1990)의 glucokinase 유전자는 당 수송과 대사에 

관여하는 유전자들과 cluster를 이룬다. R. rubrum  S1의 glucokinase  유전

자를 분석한 결과 아미노산 서열의 N-말단 서열부위에 ATP-binding(잔기 

13에서 17) 부위 즉 phosphate-1 motif가 포함되어 있고, 유전자의 염기서열로

부터 유추한 단백질의 분자량이 33,865 Da로 나타나 단백질 분자량 크기가 

잘 보존되어 있다. 

    Restriction-modification system(R-M system)은 세균에서 외부로부

터 침입한 viral genome, plasmid와 같은 DNA를 선택적으로 제거하는 

system으로 cell에 침투한 외부 DNA는 분해하지만 modification되어 있는 

자신의 DNA는 절단하지 않는 효소기작이다(Pingoud and Jeltsch, 2001).  

TypeⅡ 제한효소는 상응하는 methylase나 다른 종류의 endonuclease와 어떠한 

상동성도 보이지 않는다는 특성이 있으며 진화상으로 다른 근원에서 출발하

을 것이라는 가설이 제시되었다(Wilsom, 1991). endonuclease와는 달리 

methylase는 다른 TypeⅡ methylase와 유사한 아미노산 서열을 갖고 있다. 

TypeⅡ 제한효소의 유전자는 DNA상에 cluster를 이루어 존재하고 있다. 

R-M gene cluster내에 유전자 발현 조절에 관여하는 controller를 codin하

는 ORF가 존재한다는 사실이 새롭게 발견되었으며, 이 C단백질이 

helix-turn-helix DNA binding motif를 갖는 것으로 보아 transcriptional 

repressor나 activator로 작용할 것으로 보인다. 

     R. rubrum  S1의 restriction endonuclease와 methyltransferase로 추

정되는 유전자는 Xanthomonas campestris pv. phaseoli와 Rhizobium 

leguminosarum의 restriction endonuclease와 methyltransferase와 상동성

을 여주었다. R. rubrum  S1은 TypeⅡ R-M system에 속하는 restriction 

endonuclease와 methylase 유전자를 갖고 있는 것으로 판단된다.    

     Transcriptional regulator 유전자는 catalase 유전자 염기서열로부터 

59 bp 떨어져 정지코돈이 있고 3'-말단으로부터 426 bp의 단편 ORF로 이

루어져 있음이 밝혀졌다. 이 transcriptional regulator의 아미노산 서열을 

다른 종의 것과 비교 분석한 결과 Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas 
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campestris, Streptomyces coelicolor, Agrobacterium, Yersinia에서 밝혀

진 regulatory 유전자와 높은 상동성을 보 다. 이러한 결과 R. rubrum S1

의 transcriptional regulator 유전자는 AraC family 전사 조절인자로 생각

된다. 다양한 세균, 특히 E. coli에서 AraC/XylC 집단에 속하는 단백질의 종

류를 해보면 AraC 비롯하여 당 대사에 관여하는 전사 조절인자,  MarA, 

SoxS 등 산화적 스트레스에 관여하는 전사 조절인자들이 포함되어 있다 

(Gallegos et al., 1997). 

    Methyltransferase 와 catalase 유전자에 326bp로 이루어진 intergenic 

space가 존재하고 있음이 밝혀져 두 유전자의 전사수준에서의 발현에 필요한 

promoter부위일 것으로 추측되었다. Methyltransferase 유전자의 상류에 위

치한 유전자의 염기서열을 분석한 결과  326 bp로 이루어져 있는 intergenic 

space가 존재하고 있고,  catalase 유전자가 역방향으로 위치해 있음을 확인

하 다. 이 catalase 유전자는 개시코돈(ATG)과 종결코돈(TGA)을 포함하여 

1455 bp 염기로 이루어지며 484개의 아미노산을 암호화하는 하나의 ORF로 

이루어져 있었다. 개시코돈(ATG)의 6 bp 상류에 ribosomal binding 

site(GGAGA)가 존재하고 있었다(Appendix I). 아미노산 서열에서 추정된 

단백질의 분자량은 54,316 Da 이었으며 등전점은 6.468 다. 아미노산 서열

을 분석한 결과, 활성부위의 H53, S92, N126들과, heme의 distal site와 결

합할 부위는 V94, T116, F131들이었으며, 그리고 Y336, R343 잔기는 

heme의 proximal site로 상동성 잘 보존되어 있다(AppendixⅡ). 아미노산 

서열을 바탕으로 hydropathy profile상에서 소수성 domain을 형성하게 된다 

(Fig. 2-11). 다른 생물에서 분리된 catalase의 아미노산을 비교한 결과, 

Brucella melitensis와는 85%, Sinorhizobium meliloti와는 84%로 높은 상

동성을 보여 주고 있음을 알 수 있었다(Fig. 2-12). 

    Catalase의 구조적 연구는 bovine liver catalase에서 활발히 연구되었

는데 위에서 언급한 결합부위 외에  NADPH와 물분자 결합 부위가 존재하

는데 이 부위는 monofunctional catalase를 true catalase (typical 

catalase)와 atypical catalase로 구분할 수 있는 구조적 특징을 나타나는 것

으로 알려졌다. NADPH와 물분자가 결합하는 부위의 아미노산 잔기들을 보
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면 His304 부위는 NADPH의 pyrophosphate 기의 결합부위, His214, 

Lys236, Try214는 물분자가 결합하는 부위로서 typical catalase에서 잘 보

존되어 있다(Ossowski et al., 1991) R. rubrum  S1에 존재하는  catalase 

아미노산 서열을 분석한 결과 His283 부위는 NADPH의 결합부위, His234, 

Lys236, Try214가 잘 보존되어 있으므로 광합성 균주 R. rubrum  S1의 

catalase는 typical catalase로 판단된다.   

     R. rubrum S1 catalase 유전자의 염기 서열로 유추한 아미노산 조성을 

Tabel 3-4에서 보듯이 다른 생물의 아미노산 조성이 거의 유사하게 나타났

으나, proline 함량이 다른 생물보다 높게 나타났음 알 수 있었다.

    진핵생물의 catalase 유전자들의 아미노산 서열에는 peroxisome안으로 

이동하는데 관여하는 ATP 의존성 신호서열 Ser-Lys-Leu 즉 C-말단에 

SKL 서열이 존재하는 것으로 밝혀졌다.  Rhizobium meliloti와 Brucella 

abortus등 동물․식물의 병원성 세균의 catalase에서 SKL 서열을 가지고 있

어 주변세포질에 존재한다((Herouart et al., 1996; Sha et al., 1994).

    Rhizobium  SNU003(Kwon and An, 1999)는 cytoplasm catalase, E. 

coli의 HPⅠ는 periplasm과 cytoplasm에 존재하고, HPⅡ는 cytoplasm 에 

존재한다(Heimberger and Eisenstark, 1988). R. rubrum  S1의 catalase 

유전자로부터 추정된 아미노산 서열을 분석한 결과 SKL 서열이 존재하지 않

으므로 R. rubrum  S1의 catalase도 cytoplasm에 존재하는 것으로 판단된

다. 

    원핵생물의 catalase 종류는 1차 구조의 차이에 의해 2개의 그룹으로 구

분된다. 한 그룹은 진핵생물의 catalase와 크기가 비슷하고 높은 아미노산 서

열의 상동성을 보이며, 동․식물 및 미생물에서 발견되는 서로 유사한 특징을 

가진 catalase 그룹으로 동일한 크기의 소단위 4개로 구성되어 있으며, 각 소

단위 당 하나의 ferric heme prosthetic group(protoporphyrin Ⅸ)을 가지

고 있고, 분자량은 225 ∼ 270 kDa 범위에 해당된다. pH 5 ∼ 10의 범위에

서 같은 정도의 효소활성을 나타내고(Schonbaum and Chance, 1976), 억제

물질인 3-amino-1,2,4-triazole에 대하여 특이적으로 비가역적인 억제를 나타

낸다(Magoliash et al., 1960). 그리고 Ethanol/Chloroform 처리에 안정하고 
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(Nadler et al., 1986), phenyl-sepharos에 흡착하는 소수성을 가지고 있다 

(Nahmias and Bewley, 1984).

  Catalase-peroxidase는 typical catalase와 달리 지금까지 미생물에서

만 발견되는 것으로서 한 효소가 catalase 활성과 peroxidase 활성을 동시에 

가지며 typical catalase와는 다르게 분자량이 다양하고, 어는 특정 pH에서 

최적의 활성을 나타내며, 억제물질인 3-amino-1,2,4-triazole에 활성이 억제되

지 않는다, 또한 Ethanol/Chloroform 혼합용액 처리에 불안정하고 온도에 대

해서도 typical catalase보다 더 민감하다. 전반적으로 typical catalase보다 

여러 가지 자극에 대해서 불안정하다(Hochman and Goldberg, 1991, 

Brown-Peterson and Salin, 1993; Fraaije, et al., 1996; Maricinkevicience, 

et al., 1995; Nadler, et al., 1986; Yumoto, et al, 1990). Table 3-5에서  

R. rubrum  S1 catalase를 Rhodobacter capsulata의 bifunctional 

catalase-peroxidase(Hochman and Goldberg, 1991), 진핵생물의 typical 

monofunctional catalase(Deisseroth, et al., 1970; Schonbaum and 

Chance, 1976)와 비교하면, 분자량, AT에 대한 저항성에서 다소 차이는 있

지만 bifunctional catalase-peroxidase보다 typical monofunctional  

catalase의 특성과 거의 유사하므로  E. coli에서 발현된 R. rubrum  S1의 

catalase는 typical monofunctional  catalase로 판단된다.

    본 연구를 통해 처음으로 광합성 세균 R. rubrum  S에서 catalase 유전

자를 포함하는 gene cluster를 분리하여 cloning을 하 다. 그리고 gene 

cluster에 포함된 trehalose-6-phosphate synthase, glucokinase, restriction 

endonuclease, methyltransferase, catalase, and the AraC-type regulator 

유전자의 염기서열을 결정하 다. E. coli UM255에서 발현된 catalase의 생

화학적 특성을 규명하 다. 이상의 연구결과를 바탕으로 광합성세균 R. 

rubrum S1에서 다양한 환경 변화에 대한  catalase의 발현 양상과 생물학적 

기능을 밝혀야 할 것으로 판단된다.
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Table 3-4. Comparison of amino acid compositions of catalases from 

Rhodospirillum rubrum S1 and other organisms

Amino Acid
Concentration(mol %)

R. rubrum S1a M. luteusb H. influenzaeb V. rumoiensisc

   Ala 9.9 7.9 10.0 9.5

   Arg 6.4 6.4 7.3 6.5

   Asx 6.0 12.7 12.8 12.5

   Cys 0.0 0.0 0.9 NDd

   Glx 9.9 10.3 10.0 11.7

   Gly 7.4 8.9 6.1 6.5

   His 5.0 3.4 3.0 3.8

   Ile 3.0 3.0 3.2 2.8

   Leu 7.6 6.0 7.1 6.8

   Lys 3.3 3.2 4.1 5.5

   Met 1.9 1.6 2.2 1.9

   Phe 5.8 5.4 6.3 5.7

   Pro 7.4 5.2 6.1 6.5

   Ser 4.8 6.0 4.5 4.0

   Thr 5.8 6.8 5.3 5.4

   Trp 1.7 2.2 2.2 ND

   Tyr 3.5 3.2 3.2 3.5

   Val 6.4 7.7 4.9 5.5

Arg/Arg+Lys 65.9  66.7 64.0  54.2
aThe amino acid composition of Rhodospirillum rubrum  S1 was deduced from 

gene sequences obtained from this study.
b
The amino acid composition of Micrococcus luteus and Haemophilus 

influenzae  were deduced from gene sequences obtained from the gene 

database. 
c
The amino acid composition of Vibrio rumoiensis  was obtained from 

reference (Yumoto et al., 2000).
dND, not determined.
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Table 3-5. Comparison of the enzymatic properties of Rhodospirillum rubrum  

S1 catalase with those of eukaryotic catalase and Rhodobacter capsulatus 

catalase-peroxidase

Characteristics
 R. rubrum S1

catalasea
Eukaryotic

catalaseb
 R. capsulatus

catalase-peroxidaseb

Mr 189,000 240,000 236,000

No. of subunits 3 or 4 4 4

Heme/tetramer NDc 4 2.5-4

Soret peak(nm) 406 405 403

Specific activity 13,273 97,000 7,800

CN- and N3 inhibition + + +

Aminotriazole inhition + + -

Optimun pH range Broad Broad Narrow

H2O2 stability Stable Stable Unstable

Organic solvent stability Stable Stable Unstable

Na2S2O4 reduction - - +

Peroxidase activity - - +

Glycoprotein NDc + -

Isoelectric point 6.5 5.5 4.5

a
Data are from this study.
b
Data are from references(Hochman et al., 1991; Nadler et al., 1986).
cND, Not determined. 
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Appendix I; Nucleotide and deduced amino acid sequence of

             Rhodospirillum rubrum S1 Catalase Gene Cluster.

Nucleotide sequence of the 7,421-bp DNA fragment containing the 

R.rubrum  S1 Catalase Gene Cluster. The catalase gene cluster 

contains four complete(glucokinase, endonuclease, methyl-transferase,

catalase gene) and two truncated (trehalose-6-phosphate synthase and 

probable transcriptional regulator gene) ORFs. The deduced amino 

acid sequence of the catalase gene cluster product is presented 

underneath the DNA sequence. The putative Shine-Dalgarno (SD)sequence

and transcriptional start points are indicated by box and arrows. The 

sequencing primers and the restriction enzyme sites used in this 

study are underlined. 
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EcoRI
GAATTCCCCGCCAGGACTACAAAGGCTATATGCGGGTCAATACGGTTTTCGCCGAGCAGC     60
  I  P  R  Q  D  Y  K  G  Y  M  R  V  N  T  V  F  A  E  Q  L
  otsA →

TTCAACCGCTGCTGACCGATGATGATCTGATCTGGGTCCATGATTATCACCTGATCCCGC    120
  Q  P  L  L  T  D  D  D  L  I  W  V  H  D  Y  H  L  I  P  L

TGGGGGGAGAACTGCGCCGCCTGGGGGCGCGCCAGCGCATGGGCATCTTCCTGCACACGC    180
  G  G  E  L  R  R  L  G  A  R  Q  R  M  G  I  F  L  H  T  P

CCTTTCCGGCGATGGAGGTATTGCTGGCCCTGACCCACCATCGCCGACTGGTCGGTTCGC    240
  F  P  A  M  E  V  L  L  A  L  T  H  H  R  R  L  V  G  S  L

TGTGCGCCTATGATGTCGTCGGCTTCCAGACCGAAAACGACCGGCGCTCGTTCTTCGATT    300
  C  A  Y  D  V  V  G  F  Q  T  E  N  D  R  R  S  F  F  D  Y

ACGTCCTGCATGAAGCCGGCGGCTGGATTGGCGAGAACGGCCATGTCACCGTCTGGGGGC    360
  V  L  H  E  A  G  G  W  I  G  E  N  G  H  V  T  V  W  G  R

             SmaI                          pSCAT024(HE1)
GCTCGCTGGTCGCCCGGGTTTATCCCATCGGCATCGAGAAAGGCGCCTTCGCCGAGGCCG    420
  S  L  V  A  R  V  Y  P  I  G  I  E  K  G  A  F  A  E  A  A

CCCAGCGCGCCCAGCGCACGGTCGCCTATCGCCGGCTGCGCGCCAGCCTGAACGGCCGCA    480
  Q  R  A  Q  R  T  V  A  Y  R  R  L  R  A  S  L  N  G  R  K

AGCTGATGATCGGGGTCGAGCGCCTGGATTATTCCAAGGGCCTGCCCGAACGCTTCGAGG    540
  L  M  I  G  V  E  R  L  D  Y  S  K  G  L  P  E  R  F  E  A

CTTTTTCGCGCCTGCTCGAAAGCATCCCGAGCATCGCGCCAAGGTCAGTTTCATGCAGGT    600
  F  S  R  L  L  E  S  I  P  S  I  A  P  R  S  V  S  C  R  S

                            pSCAT022(EB1)
CGCGCCAATTTCCCGCTCCGAGGTTCCCGAATACCGGCGCCTGCGCGAGGAACTCGAAAA    660
  R  Q  F  P  A  P  R  F  P  N  T  G  A  C  A  R  N  S  K  S

GCCTGTCCGGCCCAGATCAATGGCCAGTTCGGGCGATTACGATTGGGTGCCAATCTTCTA    720
  L  S  G  P  D  Q  W  P  V  R  A  I  T  I  G  C  Q  S  S  T

CCTCACCCGCAACTTCGCCAGATCGGTCCTGGCCGGTTTCTACCGACAAGGGGCCGTCGG    780
  S  P  A  T  S  P  D  R  S  W  P  V  S  T  D  K  G  P  S  A

CGTTGTCACGCCAATGCGCGATGCGCGATGGTATGAATCTTGTGGCAAAAGAATACGTTG    840
  L  S  R  Q  C  A  M  R  D  G  M  N  L  V  A  K  E  Y  V  A

                    SmaI
CCAGCCAGAATCCCCAGGACCCCGGGGTGCTGGTTCTTTCGCGCTTCGCCGGGGCGGCCC    900
  S  Q  N  P  Q  D  P  G  V  L  V  L  S  R  F  A  G  A  A  R

GCGAACTGACAACGGCGCTTCAGGTCAACCCCTTCGACCGCGAGGATATGGCCGATGCCA    960
  E  L  T  T  A  L  Q  V  N  P  F  D  R  E  D  M  A  D  A  M
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NcoI
TGGACAGGGCCTTGGGCATGGCTTTGGACGAGCGCAAGGAGCGTTGGGTTGAAATGATGC   1020 
  D  R  A  L  G  M  A  L  D  E  R  K  E  R  W  V  E  M  M  R

                        HindIII
GTATGGTCGATGAAAACTCGCTGGAAGCTTGGCGCGAGAAGTATCTGGCCGATCTGAACG   1080
  M  V  D  E  N  S  L  E  A  W  R  E  K  Y  L  A  D  L  N  A

                                             EcoRV
CGGCGCCGTTCAATGGCTGAGCCGTTCATTCCCGGATTGATCGCCGATATCGGCGGCACC   1140
  A  P  F  N  G  *
            M  A  E  P  F  I  P  G  L  I  A  D  I  G  G  T
            glcK →

AACGCCCGCTTCGCCCTGACCACCCCCGAGGGCGGCTGGCGCGACGAACGGGTTTACCGC   1200
N  A  R  F  A  L  T  T  P  E  G  G  W  R  D  E  R  V  Y  R

TGCGCCGCCTTTCCCGGCCCGGCCGAGGCGGCGGCCCATTATCTGGCCGAGGTGCTGACC   1260
C  A  A  F  P  G  P  A  E  A  A  A  H  Y  L  A  E  V  L  T

GCCTTTGAACCGCGCCCCGATCGCGGGGCGATCTGCGTCGCCTGTCCGGTCAACGGCGAT   1320
A  F  E  P  R  P  D  R  G  A  I  C  V  A  C  P  V  N  G  D  

                  NcoI
CATCTGCCTTTGACCAACCATGGGGCGTGGTCGTTCTCGATCAGCGCGGTCCCCGACCGC   1380
H  L  P  L  T  N  H  G  A  W  S  F  S  I  S  A  V  P  D  R

TTGGGTTTGGCCCCTTTCCATGCGGTCAATGACTTCATCGCCAACGCCCTGGCCATCCCC   1440
L  G  L  A  P  F  H  A  V  N  D  F  I  A  N  A  L  A  I  P

                                                    ApaI
CCCCTTGCCCCCTCCGGGCTGATCGAGATCGGCGGCGGCCCCGGACTTACCGGGGCCCCG   1500
P  L  A  P  S  G  L  I  E  I  G  G  G  P  G  L  T  G  A  P

               SmaI
ATCGCCGCAATCGGCCCGGGCACCGGTCTGGGGGTGGCGATCCTCATCCCCCGGTCGCGG   1560
I  A  A  I  G  P  G  T  G  L  G  V  A  I  L  I  P  R  S  R

CGGCAACCGCACCAGCCCCCTGGCCACCGAGGGCGGCCATGTCACCCTGCCCCGCCGCGA   1620
R  Q  P  H  Q  P  P  G  H  R  G  R  P  C  H  P  A  P  P  R

CCGACCCGCGAGGCGGTGATCATCAGCGCCCTGCGCGCCATTCACGGCCACGCCTCGGCC   1680
P  T  R  E  A  V  I  I  S  A  L  R  A  I  H  G  H  A  S  A

                                     pSCAT022(BE1)
GAGCGGGCGATTTCCGGCCCCGGTCTGGTTTGGCTGAGCGAGGCGATCCGCGCCGCCGAT   1740
E  R  A  I  S  G  P  G  L  V  W  L  S  E  A  I  R  A  A  D
                                                       PvuII
GGCTTGGAGCCGGTTGCCGAAACCCCGCCCTCGGTGATGGAAAAGGGCTTGGCGCGCAGC   1800
G  L  E  P  V  A  E  T  P  P  S  V  M  E  K  G  L  A  R  S
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                      SalI
TGCCCGGTTTGCGCCGAAGCCGTCGACACCTTTTACGCGCTGCTGGGCACGGTGGCGGGC   1860
C  P  V  C  A  E  A  V  D  T  F  Y  A  L  L  G  T  V  A  G

AATCTGGTGCTGAGCACCGGCGCCCAGGGCGGCGTTTACCTGATGGGAGGTATCCTGCCC   1920
N  L  V  L  S  T  G  A  Q  G  G  V  Y  L  M  G  G  I  L  P

CGACACCCAGAGGCCTTGCGAACCTCGGCCTTCCTGGCGCGCTTCCACGAAAAGGGCCGC   1980
R  H  P  E  A  L  R  T  S  A  F  L  A  R  F  H  E  K  G  R

TTCCGCGATTACCTTGATGTCGTCCCCATTCGCTTGGTCACCCACCCCTATCCGGCCTTC   2040
F  R  D  Y  L  D  V  V  P  I  R  L  V  T  H  P  Y  P  A  F

ATCGGTCTGGCCGGGCTGGTCAGCGATTAGAGCAGCTCGGCCAGGGTGCGGGGATCGCCG   2100
                          AATCTCGTCGAGCCGGTCCCACGCCCCTAGCGGC  
I  G  L  A  G  L  V  S  D  *
                            *  L  L  E  A  L  T  R  P  D  G

GCGCTGTCGTGCAGGCGCAAGAGCCGCTCGGGCTCGGACGCGAACCAAACGAAGCCGCCC   2160
CGCGACAGCACGTCCGCGTTCTCGGCGAGCCCGAGCCTGCGCTTGGTTTGCTTCGGCGGG
 A  S  D  H  L  R  L  L  R  E  P  E  S  A  F  W  V  F  G  G

CAGCCCAATTGGCCGACGGTCTTGCGAAAGCCCGGCGACTGGCGGTCCTGATAGGCGGTC   2220
GTCGGGTTAACCGGCTGCCAGAACGCTTTCGGGCCGCTGACCGCCAGGACTATCCGCCAG
 W  Q  L  Q  G  V  T  K  R  F  G  P  S  Q  R  D  Q  Y  A  T

AGGAACAGCACCTGGGCGGGCGAGAAACCGGCGGCTTCGGTCAGGGCGTGAATGGCCCGC   2280
TCCTTGTCGTGGACCCGCCCGCTCTTTGGCCGCCGAAGCCAGTCCCGCACTTACCGGGCG
 L  F  L  V  Q  A  P  S  F  G  A  A  E  T  L  A  H  I  A  R

                                                       BamHI
TGGCGATGGGGGCTGAGCGCGCCATCGGTGGCGTTGACCTCGACGGGAGCCAGCAGCGGA   2340
ACCGCTACCCCCGACTCGCGCGGTAGCCACCGCAACTGGAGCTGCCCTCGGTCGTCGCCT
 Q  R  H  P  S  L  A  G  D  T  A  N  V  E  V  P  A  L  L  P

TCCTTGGGGCCAAGGTCGGCCAGGATCAGGTCGGGCAGGGTTTTATCGGCTTCGATGCGC   2400
AGGAACCCCGGTTCCAGCCGGTCCTAGTCCAGCCCGTCCCAAAATAGCCGAAGCTACGCG
 D  K  P  G  L  D  A  L  I  L  D  P  L  T  K  D  A  E  I  R

AGGCCGATGGCATGGGCCAGGGCGTCGTCGCGCAGCACCACCTTGTTGCCGCTTTCGCTG   2460
TCCGGCTACCGTACCCGGTCCCGCAGCAGCGCGTCGTGGTGGAACAACGGCGAAAGCGAC
 L  G  I  A  H  A  L  A  D  D  R  L  V  V  K  N  G  S  E  S

AGCCACAGCACCGCCGGCGCCGCAAGAAAGCGCGGGGCGAAAACCTCGACCACCGCCTGG   2520
TCGGTGTCGTGGCGGCCGCGGCGTTCTTTCGCGCCCCGCTTTTGGAGCTGGTGGCGGACC
 L  W  L  V  A  P  A  A  L  F  R  P  A  F  V  E  V  V  A  Q
                          PvuII                         
GCGATGATCGAACTGGGGCCGGGCGCCAGCTGGCGGGTCTCGCCGCTGGGAAAGCGCACC   2580
CGCTACTAGCTTGACCCCGGCCCGCGGTCGACCGCCCAGAGCGGCGACCCTTTCGCGTGG
 A  I  I  S  S  P  G  P  A  L  Q  R  T  E  G  S  P  F  R  V
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AGCACCCCCTCGGCCCCGGCGGTGGCGCCAGCGCGCATGATCGCCACGCGGGCCAGGGCG   2640
TCGTGGGGGAGCCGGGGCCGCCACCGCGGTCGCGCGTACTAGCGGTGCGCCCGGTCCCGC
 L  V  G  E  A  G  A  T  A  G  A  R  M  I  A  V  R  A  L  A

CTACGGCTGAGGTGCGCGGCCTGGAAGGCGGCGATGGCGGCGTCCAGGGCCGGGCCGTCA   2700
GATGCCGACTCCACGCGCCGGACCTTCCGCCGCTACCGCCGCAGGTCCCGGCCCGGCAGT
 S  R  S  L  H  A  A  Q  F  A  A  I  A  A  D  L  A  P  G  D
AGCGCCGGATCGAACAGGGCGGCGAAGGCAGCCTTCAGGGCATAGCGCGGCTGGCCCGAG   2760
TCGCGGCCTAGCTTGTCCCGCCGCTTCCGTCGGAAGTCCCGTATCGCGCCGACCGGGCTC
 L  A  P  D  F  L  A  A  F  A  A  K  L  A  Y  R  P  Q  G  S

GTGGTCGGCAGATCGCCCCGGCGGATCACCGCGCCGATCGCCACCAGCCCGTCGCGCAGG   2820
CACCAGCCGTCTAGCGGGGCCGCCTAGTGGCGCGGCTAGCGGTGGTCGGGCAGCGCGTCC
 T  T  P  L  D  G  R  R  I  V  A  G  I  A  V  L  G  D  R  L

GTTTCATCGCGGATCGGCTCGCGGGTGTTATCGGCATACCAGCGGCTGCCGCTGATCCCG   2880
CAAAGTAGCGCCTAGCCGAGCGCCCACAATAGCCGTATGGTCGCCGACGGCGACTAGGGC
 T  E  D  R  I  P  E  R  T  N  D  A  Y  W  R  S  G  S  I  G

                                           pSCAT021(BE1)    
CCGCCCTTGCGCAGCACCGCCAGACCATAGGCGAGGCGATCGGCCTCGTCCGCCAACAGC   2940
GGCGGGAACGCGTCGTGGCGGTCTGGTATCCGCTCCGCTAGCCGGAGCAGGCGGTTGTCG
 G  G  K  R  L  V  A  L  G  Y  A  L  R  D  A  E  D  A  L  L

GCCTGCTCATTGGTCATCCGGTAGACATGGACCGGCCCCCAGAAACACCCGCGTCCCTCG   3000
CGGACGAGTAACCAGTAGGCCATCTGTACCTGGCCGGGGGTCTTTGTGGGCGCAGGGAGC
 A  Q  E  N  T  M  R  Y  V  H  V  P  G  W  F  C  G  R  G  E

ACCGCGCCGATATAGAGTGCCTCGAACACGGAGATGGCGGCCAGATCGCGCACGCAATAG   3060
TGGCGCGGCTATATCTCACGGAGCTTGTGCCTCTACCGCCGGTCTAGCGCGTGCGTTATC
 V  A  G  I  Y  L  A  E  F  V  S  I  A  A  L  D  R  V  C  Y

GTTCGGTTGGGCGTACCGGCGGGAAAGATCAGCGGCAGGCGCGCAGCGATCAGATCACGC   3120
CAAGCCAACCCGCATGGCCGCCCTTTCTAGTCGCCGTCCGCGCGTCGCTAGTCTAGTGCG
 T  R  N  P  T  G  A  P  F  I  L  P  L  R  A  A  I  L  D  R

GACGCATAGGGCGGTAGCGGCGCGGCCGGGGTTTCAGGAGCGAACGCCGGAGGTTCCTTG   3180
CTGCGTATCCCGCCATCGCCGCGCCGGCCCCAAAGTCCTCGCTTGCGGCCTCCAAGGAAC
 S  A  Y  P  P  L  P  A  A  P  T  E  P  A  F  A  P  P  E  K

GCCTCCTTGGTCTCCTTGGGTTCCTTGGGTTCCTTGGGTTCCTTGGGTTCCTTGGGTTCC   3240
CGGAGGAACCAGAGGAACCCAAGGAACCCAAGGAACCCAAGGAACCCAAGGAACCCAAGG
 A  E  K  T  E  K  P  E  K  P  E  K  P  E  K  P  E  K  P  E

                                                     XhoI
TTGGGTTCCTTGGCCTCCTTGGTCTCCTTAGTCTCCTTGGGTTCCTTGGCGCCCTCGAGC   3300
AACCCAAGGAACCGGAGGAACCAGAGGAATCAGAGGAACCCAAGGAACCGCGGGAGCTCG
 K  P  E  K  A  E  K  T  E  K  T  E  K  P  E  K  A  G  E  L
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             NcoI   
CGCGAGAACAGATCCATGGTCAAAGCCCCTTCCCATAGAGCCGGGCGCATTCGGCTTCGA   3360
GCGCTCTTGTCTAGGTACCAGTTTCGGGGAAGGGTATCTCGGCCCGCGTAAGCCGAAGCT
 R  S  F  L  D  M  T  L  A  G  E  W  L  A  P  R  M
                     *  L  G  K  G  Y  L  R  A  C  E  A  E
                                  ← endonuclease 

TGTCATCGCGCGGGGCGCCGGCGGCCACCAGGGCCGTCAGCGGCCCCAGATCGCCGGCGG   3420
ACAGTAGCGCGCCCCGCGGCCGCCGGTGGTCCCGGCAGTCGCCGGGGTCTAGCGGCCGCC
I  D  D  R  P  A  G  A  A  V  L  A  T  L  P  G  L  D  G  A

CGGGCAGCGGCAGGGCTTCCAGTTCAAAGGCCGATACGGCGACGCTACCGCTCATGCAGC   3480
GCCCGTCGCCGTCCCGAAGGTCAAGTTTCCGGCTATGCCGCTGCGATGGCGAGTACGTCG
A  P  L  P  L  A  E  L  E  F  A  S  V  A  V  S  G  S  M  A
                                                       
GAAACACCTGATCGACAACGGCGCTGTTGAGCAGGGCCGCCACCACCGCCGGCGCCACCC   3540
CTTTGTGGACTAGCTGTTGCCGCGACAACTCGTCCCGGCGGTGGTGGCGGCCGCGGTGGG
R  F  V  Q  D  V  V  A  S  N  L  L  A  A  V  V  A  P  A  V

SmaI                                                 NcoI
GGGGGGTGCCCTTGGCGCGCACCATGTTCAGATGGTTCTCCACCACCACCCCGCCATGGC   3600
CCCCCCACGGGAACCGCGCGTGGTACAAGTCTACCAAGAGGTGGTGGTGGGGCGGTACCG
R  P  T  G  K  A  R  V  M  N  L  H  N  E  V  V  V  G  G  H

            SacII
CGGCGACAAAAGCCGCGGGCAGTTCGGCGGCGATCAGCCGGCGGTGCTGTTCCTTGGCGG   3660
GCCGCTGTTTTCGGCGCCCGTCAAGCCGCCGCTAGTCGGCCGCCACGACAAGGAACCGCC
G  A  V  F  A  A  P  L  E  A  A  I  L  R  R  H  Q  E  K  A

                                                       PstI
TGGTGCGCTGGACCAGCACGCAGGGCTCGCCGACCAGAAGCGCGTCATCGCCGGCCTGCA   3720
ACCACGCGACCTGGTCGTGCGTCCCGAGCGGCTGGTCTTCGCGCAGTAGCGGCCGGACGT
T  T  R  Q  V  L  V  C  P  E  G  V  L  L  A  D  D  G  A  Q
  
GCTTGAAATAGGGCGCATGGTTGCGTTTGGCGGCGCGGAAAACAAAGCGGCCGTCCGCCG   3780
CGAACTTTATCCCGCGTACCAACGCAAACCGCCGCGCCTTTTGTTTCGCCGGCAGGCGGC
L  K  F  Y  P  A  H  N  R  K  A  A  R  F  V  F  R  G  D  A

TGACCGCCTCGGCCCAGATCAGCGGATGAACCCGCTTGCCCGTCGGCCGGTCGCGGAGCT   3840
ACTGGCGGAGCCGGGTCTAGTCGCCTACTTGGGCGAACGGGCAGCCGGCCAGCGCCTCGA
T  V  A  E  A  W  I  L  P  H  V  R  K  G  T  P  R  D  R  L

       pSCAT026(NB1)            SalI  
GGCCCTTATAGCGGTTCCACACCAAAGGCCCGGTCGACACCCCATAGCCCCACTCGGCCA   3900
CCGGGAATATCGCCAAGGTGTGGTTTCCGGGCCAGCTGTGGGGTATCGGGGTGAGCCGGT
Q  G  K  Y  R  N  W  V  L  P  G  T  S  V  G  Y  G  W  E  A

         NcoI        SmaI
GTCGATGGCCCATGGCCTCGACCCGGGCGACTAGGTGCCCCTGGCCGGGATCGCGCGGCG   3960
CAGCTACCGGGTACCGGAGCTGGGCCCGCTGATCCACGGGGACCGGCCCTAGCGCGCCGC
L  R  H  G  M  A  E  V  R  A  V  L  H  G  Q  G  P  D  R  P



- 76 -

CCAGCCAGGGGGCGCCGGCATCGGCGGGCAGGCCAATGGTGCCATTATGGGCGATCCGCG   4020
GGTCGGTCCCCCGCGGCCGTAGCCGCCCGTCCGGTTACCACGGTAATACCCGCTAGGCGC
A  L  W  P  A  G  A  D  A  P  L  G  I  T  G  N  H  A  I  R

CCCGCCCCTCGCCCAGGGTCAGATAATGAATGCGCACCCGCCCGGCTTGCCCGCCACGGC   4080
GGGCGGGGAGCGGGTCCCAGTCTATTACTTACGCGTGGGCGGGCCGAACGGGCGGTGCCG
A  R  G  E  G  L  T  L  Y  H  I  R  V  R  G  A  Q  G  G  R

GATAAAGCGCCAGCAGGGTTTCTTGCAAAACATCCTCGAACACCCCCTGGCGGGCATGGA   4140
CTATTTCGCGGTCGTCCCAAAGAACGTTTTGTAGGAGCTTGTGGGGGACCGCCCGTACCT
R  Y  L  A  L  L  T  E  Q  L  V  D  E  F  V  G  Q  R  A  H

    ClaI
CGAAATCGATCGACAGCGGCGGCGCTTCCGCCGCCAGCAGTCCGCGCAAGGCGCCATAGT   4200
GCTTTAGCTAGCTGTCGCCGCCGCGAAGGCGGCGGTCGTCAGGCGCGTTCCGCGGTATCA
V  F  D  I  S  L  P  P  A  E  A  A  L  L  G  R  L  A  G  Y

AGCGCCCGGCCAGAAAACTGGTGGGGGTGAGATAGGCGATCAGCCCGCCCGGCGCCGTCC   4260
TCGCGGGCCGGTCTTTTGACCACCCCCACTCTATCCGCTAGTCGGGCGGGCCGCGGCAGG
Y  R  G  A  L  F  S  T  P  T  L  Y  A  I  L  G  G  P  A  T

          EcoRV
AGCGCAGGGCGATATCGGTGAACACCCCATACAGATTGGCATGGCCATACAGCCCGCGAC   4320
TCGCGTCCCGCTATAGCCACTTGTGGGGTATGTCTAACCGTACCGGTATGTCGGGCGCTG
W  R  L  A  I  D  T  F  V  G  Y  L  N  A  H  G  Y  L  G  R
                                            
                                             pSCAT021(BE1-1)
CAAAGCGGGCGCGCTGGGCCGGGGTCAGGCCGACCCGTCCATAGGGCGGATTGCCGACCA   4380
GTTTCGCCCGCGCGACCCGGCCCCAGTCCGGCTGGGCAGGTATCCCGCCTAACGGCTGGT
G  F  R  A  R  Q  A  P  T  L  G  V  R  G  Y  P  P  N  G  V

CCAGATCGAAGCTGGGATCGGCGGGGATTTCCAGGGTATCGGCCACCCGCAACACCACCG   4440
GGTCTAGCTTCGACCCTAGCCGCCCCTAAAGGTCCCATAGCCGGTGGGCGTTGTGGTGGC
V  L  D  F  S  P  D  A  P  I  E  L  T  D  A  V  R  L  V  V

GCGGCGGCCGTCCCGGTTGGGCCAGATCGGCCAGAAGAATATCGAGCGCGGCCTGGGCCA   4500
CGCCGCCGGCAGGGCCAACCCGGTCTAGCCGGTCTTCTTATAGCTCGCGCCGGACCCGGT
P  P  P  R  G  P  Q  A  L  A  D  L  L  I  D  L  A  A  Q  A

  
   NotI                XhoI          SmaI
GGGCGGCCGCCCTCGCATCGACCTCGAGCCCCAGCACCCGGGCGCCGATCCGCCCCAGGA   4560
CCCGCCGGCGGGAGCGTAGCTGGAGCTCGGGGTCGTGGGCCCGCGGCTAGGCGGGGTCCT
L  A  A  A  R  A  D  V  E  L  G  L  V  R  A  G  I  R  G  L

TGAAGGCCGGTTCGCAGCCGGCCAAGGCGGCGCGGATGCGGGCGACGGCGCCCAGCAGAA   4620
ACTTCCGGCCAAGCGTCGGCCGGTTCCGCCGCGCCTACGCCCGCTGCCGCGGGTCGTCTT
I  F  A  P  E  C  G  A  L  A  A  R  I  R  A  V  A  G  L  L

AGGCCCCGCCACCGGCGGCCGGATCAAGCAAACGCAGCCCGGCCCAATCGGCGCCCTCCT   4680
TCCGGGGCGGTGGCCGCCGGCCTAGTTCGTTTGCGTCGGGCCGGGTTAGCCGCGGGAGGA
F  A  G  G  G  A  A  P  D  L  L  R  L  G  A  W  D  A  G  E
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CGGTCGCGCGATCAAGCAGGCGCTCGACCAGGGCGATCGGCGTGTAAAAGGCGCCCAGGG   4740
GCCAGCGCGCTAGTTCGTCCGCGAGCTGGTCCCGCTAGCCGCACATTTTCCGCGGGTCCC
E  T  A  R  D  L  L  R  E  V  L  A  I  P  T  Y  F  A  G  L

CGCCGCGCTCGCGGGCGGGCAACAGCGCCGGATAGAGGCCGGTGATCAGATGCAGCGCCT   4800
GCGGCGCGAGCGCCCGCCCGTTGTCGCGGCCTATCTCCGGCCACTAGTCTACGTCGCGGA
A  G  R  E  R  A  P  L  L  A  P  Y  L  G  T  I  L  H  L  A

                                              SmaI
CGGCCAAAGGCAGCAGGGCGGCGTCCTCGCCGATCGCCTGGGCCACCCGGGCGCCGGCGT   4860
GCCGGTTTCCGTCGTCCCGCCGCAGGAGCGGCTAGCGGACCCGGTGGGCCCGCGGCCGCA
E  A  L  P  L  L  A  A  D  E  G  I  A  Q  A  V  R  A  G  A

        NotI
GATCGAGGCGGCCGCGCGGTCGGGCGAAACCGGGGCGGGCAACAGCCTCGACGCCGATCC   4920
CTAGCTCCGCCGGCGCGCCAGCCCGCTTTGGCCCCGCCCGTTGTCGGAGCTGCGGCTAGG
H  D  L  R  G  R  P  R  A  F  G  P  R  A  V  A  E  V  G  I

                                      pSCAT025(EN1)
CCTTGCGCAGGGCCGCCATCGCGGCGGTGGTGAACAGCAAGGCCTGATCGGCGCGCCGCG   4980
GGAACGCGTCCCGGCGGTAGCGCCGCCACCACTTGTCGTTCCGGACTAGCCGCGCGGCGC
G  K  R  L  A  A  M  A  A  T  T  F  L  L  A  Q  D  A  R  R

                         SmaI
CCGGCGTCAGGGTTTCAGCCCAGGCCCGGGCGACGACGCGGGCGCGCGCCAAATCGGACC   5040
GGCCGCAGTCCCAAAGTCGGGTCCGGGCCCGCTGCTGCGCCCGCGCGCGGTTTAGCCTGG
A  P  T  L  T  E  A  W  A  R  A  V  V  R  A  R  A  L  D  S  

             SmaI 
GCGTCCCCTCGACCCCGGGCGACGGCGGCCCGGCCAGGATCGCGGCGGATTTTTCCGGGG   5100
CGCAGGGGAGCTGGGGCCCGCTGCCGCCGGGCCGGTCCTAGCGCCGCCTAAAAAGGCCCC
R  T  G  E  V  G  P  S  P  P  G  A  L  I  A  A  S  K  E  P

ACGTGGAAGCGGTCCCGCACGGCGTCACGACGTCATCTCCCAAGCCAGTCCCCACCCCGT   5160
TGCACCTTCGCCAGGGCGTGCCGCAGTGCTGCAGTAGAGGGTTCGGTCAGGGGTG
S  T  S  A  T  G  C  P  T  V  V  D  D  G  L  G  T  G  M 
                                  ← Methyltransferase
                     ApaI         
TGCCAGCCCGGCCGCCAGCCGGGCCCGCAGGCTACAAGCGCCGCCCGCGATCCGCCACCA   5220

GTATCCATCGTTTCCGCTTTGTTCGCGCAAACGAAGCCCGCCCTCCCCCTCAAGAAGCCC   5280
  
      SmaI
GCGCCTCCCGGGTATGGCGCCACCCCAGCTTGCGTCTTAATTCTAAAGACTATAACCTAA   5340

                         ClaI
AGGTTCTACTTTGGCTAAAATATGATCGATTTAGTCACTCGAATAACCCAGTAAAGTTAT   5400

GTATTTCCGCTGATAGATCGCCTCTAGGATGAGGGGTATCGGATCACGCCCTTAGCGCCA   5460
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TCCACTTTCGGGGAGAAGCCCATGACCACGCGCCTGACCACCACCGCCGGTGCCCCGGTC   5520
                     M  T  T  R  L  T  T  T  A  G  A  P  V
                     Catalase →

                                SmaI             PstI
GCCGATAATCAAAACAGCCTGACCGCCGGACCCCGGGGGCCGGTGCTGCTGCAGGATTAT   5580
A  D  N  Q  N  S  L  T  A  G  P  R  G  P  V  L  L  Q  D  Y

                                             pSCAT025(NE1)
CAGTTGATCGAGAAGCTGGCCCACCAGAACCGGGAACGCATTCCCGAACGCGTCGTCCAC   5640
Q  L  I  E  K  L  A  H  Q  N  R  E  R  I  P  E  R  V  V  H

                  NcoI
GCCAAGGGCTGGGGCGCCCATGGCACCTTGACCATCACCCATGACATCAGCCGCTATACC   5700
A  K  G  W  G  A  H  G  T  L  T  I  T  H  D  I  S  R  Y  T

CGAGCCAAGCTGTTCTCGGCGGTCGGCAAAACGACACCGGTGCTCGCCCGCTTTTCGACG   5760
R  A  K  L  F  S  A  V  G  K  T  T  P  V  L  A  R  F  S  T

GTGGCGGGCGAATTGGGGGCGGCCGACGCCGAACGCGACGTGCGCGGCTTTTCGCTGAAG   5820
V  A  G  E  L  G  A  A  D  A  E  R  D  V  R  G  F  S  L  K

TTCTATACCGAGGAAGGCAACTGGGATCTGGCGGGCAACAACACCCCGGTGTTCTTCGTG   5880
F  Y  T  E  E  G  N  W  D  L  A  G  N  N  T  P  V  F  F  V

CGCGATCCTTTGAAGTTTCCCGATTTCATCCATACCCAGAAACGCCATCCGCGCACCCAT   5940
R  D  P  L  K  F  P  D  F  I  H  T  Q  K  R  H  P  R  T  H

CTGCGCTCGCCCACCGCCATGTGGGATTTCTGGTCGCTCAGCCCGGAAAGCCTGCATCAG   6000
L  R  S  P  T  A  M  W  D  F  W  S  L  S  P  E  S  L  H  Q

GTCACCATCTTGATGAGCGATCGCGGTCTGCCGCTTGATCCCATGCATATGAACGGCTAC   6060
V  T  I  L  M  S  D  R  G  L  P  L  D  P  M  H  M  N  G  Y

GGCAGCCACACCTATTCCTTCTGGAACGACGCCGGCGAGCGCTTTTGGGTGAAGTTCCAC   6120
G  S  H  T  Y  S  F  W  N  D  A  G  E  R  F  W  V  K  F  H

TTCAAGACCCAACAGGGCCATGCTCATCTGACCAATGCCGCCGCCAAGGTCGTGGTCGGC   6180
F  K  T  Q  Q  G  H  A  H  L  T  N  A  A  A  K  V  V  V  G

GAGTCGCGCGAAAGCTATCAGGAGGCGCTGTTTGGCACCATCGAGTCGGGTCACTTCCCG   6240
E  S  R  E  S  Y  Q  E  A  L  F  G  T  I  E  S  G  H  F  P
CGCTGGACGCTGTTTGTGCAGATCATGGCCGAACGCGAGGCCGAAACCACCCCCTATAAC   6300
R  W  T  L  F  V  Q  I  M  A  E  R  E  A  E  T  T  P  Y  N

                                        pSCAT(021EB1-1) 
CCCTTCGACCTCACCAAGGTCTGGCCGCACGGCGATTTTCCGCTGATCGAGGTCGGGGTG   6360
P  F  D  L  T  K  V  W  P  H  G  D  F  P  L  I  E  V  G  V

CTGGAACTCAACCGCAACGCCGAGAACTATTTCGCCGAGATCGAGCAGGCGGCCTTTTCG   6420
L  E  L  N  R  N  A  E  N  Y  F  A  E  I  E  Q  A  A  F  S
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               SmaI                                  SmaI
CCGTCGAACGTCGTCCCGGGCATCGGCCATTCGCCCGACAAGATGCTTCAAGCCCGGGTG   6480
P  S  N  V  V  P  G  I  G  H  S  P  D  K  M  L  Q  A  R  V

TTCGCCTATGCCGACGCCCATCGCTATCGCCTGGGCACCCATTACGAGGCCCTGCCGGTG   6540
F  A  Y  A  D  A  H  R  Y  R  L  G  T  H  Y  E  A  L  P  V

AACGCCCCGCTCAGCCCGGTCAATCACTACCACAAAGACGGGCCGATGCGCTTTTTCCCC   6600
N  A  P  L  S  P  V  N  H  Y  H  K  D  G  P  M  R  F  F  P

AATAATCCCAACGCCGACGCCTATTACGAGCCCAACAGCTTCGGTGGACCCAAAGAGGAC   6660
N  N  P  N  A  D  A  Y  Y  E  P  N  S  F  G  G  P  K  E  D

CCCTCGGTCAAGGAGCCGCCGCTGCGCATCAACGGCGATGCCGATCACTACAACCACCGC   6720
P  S  V  K  E  P  P  L  R  I  N  G  D  A  D  H  Y  N  H  R

GAGGGCAACGACGATTACGTCCAGGTCGGCGCCCTCTTCGCCCTGTTTGACGAGGGCGAG   6780
E  G  N  D  D  Y  V  Q  V  G  A  L  F  A  L  F  D  E  G  E

                        pSCAT021(EB1)
CGCCAGCGTCTGTTCTCCAATATCGCCGAGGCCATGGCCGGCGTGCCCGAGGAGATCATC   6840
R  Q  R  L  F  S  N  I  A  E  A  M  A  G  V  P  E  E  I  I

CGCCGCCAGTTGGTCCATTTCCACCGCGCCGATCCGGCTTACGGCGAGGGCGTGGCCAAG   6900
R  R  Q  L  V  H  F  H  R  A  D  P  A  Y  G  E  G  V  A  K

GCGCTGGGACTGGCCCCGGTTTCCCAACCGGCCTGACCGGCCCCTCCATCCCACCACCAT   6960
A  L  G  L  A  P  V  S  Q  P  A  *

                  SmaI 
CTCAAGGGAGCGACCCGCCCGGGCCGCTCCTTTTCTTAGCGGAAATAGGCCCCCGGCGTC   7020
                                   AATCGCCTTTATCCGGGGGCCGCAG
                                     *  R  F  Y  A  G  P  T 

GTGCCGAGCAGCCGGCGGAACATGGCGATGAAGGCGCTGGGCTGGTCGTAGCCCATATCA   7080
CACGGCTCGTCGGCCGCCTTGTACCGCTACTTCCGCGACCCGACCAGCATCGGGTATAGT
 T  G  L  L  R  R  F  M  A  I  F  A  S  P  Q  D  Y  G  M  D  

AAGGCCACCGCCGTCACCGCCTCGCCGGCGGCCAGTCGCTCCAAGGCGCCCAGCAGGCGC   7140
TTCCGGTGGCGGCAGTGGCGGAGCGGCCGCCGGTCAGCGAGGTTCCGCGGGTCGTCCGCG
 F  A  V  A  T  V  A  E  G  A  A  L  R  E  L  A  G  L  L  R  

AGCCGCAACCGCCATTGGCCGAAGGTCAGCCCGCAGTCGGCGCGGAAGGTCCGGGCCAGG   7200
TCGGCGTTGGCGGTAACCGGCTTCCAGTCGGGCGTCAGCCGCGCCTTCCAGGCCCGGTCC
 L  R  L  R  W  Q  G  F  T  L  G  C  D  A  R  F  T  R  A  L  

GTGCGGGCCGAGGCCCCGGCCTCGCGCGCCCATTCCTCAAGCGGCCGGCCATCGGCGGGA   7260
CACGCCCGGCTCCGGGGCCGGAGCGCGCGGGTAAGGAGTTCGCCGGCCGGTAGCCGCCCT
 T  R  A  S  A  G  A  E  R  A  W  E  E  L  P  R  G  D  A  P  
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                                SmaI 
TCGGCCTCCAGCGCCCTGGCCACCGCCAGGGCCCGGGGATCGCGCGGCCAGGGCAGATGC   7320
AGCCGGAGGTCGCGGGACCGGTGGCGGTCCCGGGCCCCTAGCGCGCCGGTCCCGTCTACG
 D  A  E  L  A  R  A  V  A  L  A  R  P  D  R  P  W  P  L  H  

AGCGGCTGGGCCGGCAGGGCGGCGATCTGGTCAAGCAGCACGCGCACCAAGCGGCCATCG   7380
TCGCCGACCCGGCCGTCCCGCCGCTAGACCAGTTCGTCGTGCGCGTGGTTCGCCGGTAGC
 L  P  Q  A  P  L  A  A  I  Q  D  L  L  V  R  V  L  R  G  D  

                                    EcoRI
GCGCCGTCCTCATCGTAATCATCGGGACGACGGCCGAATTC                      7421
CGCGGCAGGAGTAGCATTAGTAGCCCTGCTGCCGGCTTAAG
 A  G  D  E  D  Y  D  D  P  R  R  G  F  E 
          ← Transcriptional Regulator 
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Appendix Ⅱ;  Multiple alignment of deduced amino acid         

              sequences of catalase gene cluster from            

              Rhodospirillum rubrum S1 and other organism. 

A. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum    

   S1 trehalose-6-phosphate synthase with sequences of a bacterial   

   trehalose-6-phosphate synthase. The aligned sequences and their   

   GenBank accession numbers are: Escherichia coli K-12 (AAC74966),   

   Ralstonia solanacearum (NP_522666), Rhizobium sp. GR234 (NP_444016),   

   Salmonella typhimurium (AAF34582), Sinorhizobium meliloti         

   (NP_435371), Xanthomonas axonopodis  (NP_643519).

B. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum    

   S1 glucokinase with sequences of a bacterial glucokinase. The      

   postulated ATP binding sites are boxed.  The  aligned sequences   

   and their GenBank accession numbers are: Escherichia coli K-12   

   (A65013), Helicobacter pylori  J99 (NP_223746),  Microbulbifer       

   degradans 2-40 (ZP_00068168), Neisseria meningitidis  MC58        

   (NP_274404),  Pseudomonas putida  KT2440 (AAN66636), Ralstonia  

   solanacearum(NP_523116), Salmonella typhimurium LT2 (NP_461344).

C. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum    

   S1 restriction endonuclease with sequences of a bacterial           

   restriction endonuclease. The aligned sequences and their           

   GenBank accession numbers are: Rhizobium leguminosarum (       

   CAA67875), Xanthomonas campestris pv. phaseoli (AAF22367)

D. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum    

   S1 methyltransferase with sequences of a bacterial                 

   methyltransferase. The aligned sequences and their GenBank       

   accession numbers are: Rhizobium leguminosarum (CAA67873),

   Xanthomonas campestris pv. phaseoli (AAF22366).
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E. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum    

   S1 catalase with sequences of a bacterial catalase. The aligned     

   sequences and their GenBank accession numbers are: Bacillus      

   subtilis (M80796),  Bacteroides fragilis (A57262), Brucella          

   melitensis (Q59170), Desulfovibrio vulgaris Miyazaki                

   (Q9ZN99), Haemophilus influenzae KW20 (D64103), Neisseria       

   meningitidis MC58 (NP_273273), Proteus mirabilis (P42321),         

   Pseudomonas putida  KT2440 (AAN66111), Sinorhizobium meliloti   

   (NP_384870). 

F. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum    

   S1 Transcriptional regulator with sequences of a bacterial  AraC   

   family Transcriptional regulator. Predicted HTH(helix-turn-helix)   

   motif are boxed. The aligned sequences and their GenBank         

   accession numbers are: Agrobacterium tumefaciens (AD3201),       

   Mesorhizobium loti (NP_104387), Pseudomonas aeruginosa  PAO1    

   (C83167),  Streptomyces coelicolor  A3(2) (CAB92194), Xanthomonas  

   campestris (NP_636770), Yersinia pestis (NP_406279).
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A. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum          
    S1 trehalose-6-phosphate synthase with sequences of a bacterial         

    trehalose-6-phosphate synthase.

1

1

1

1

1

1

1

10 20 30 40 50 60

RQDYKGYMRVNTVFAEQLQPLLTDDDLI WVHDYHLI PLGGELRRLGARQRMGI FLHTPFP

RPAWDGYLRVNALLADKLLPLLQDDDI I WI HDYHLLPFAHELRKRGVNNRI GFFLHI PFP

---FKAYEAVNRI LASHLRPMLRDSDI LWVHDYHLI PFAQALRALGCTQRMGFFNHI PLP

RKEMAGYFRVNRFFAHRLAPLVKPDDVI WVHDYPLI PLAAELRQMGLENRI GFFLHI PWP

RPAWEGYMRVNALLADKLLPLI KENDI I WVHDYHLLPFASELRKRGVNNRI GFFLHI PFP

RKEMAGYFRVNRFFAHRLAPLVRPDDVI WVHDYHLI PLAAELRQMGLKNRI GFFLHI PWP

RATREGYMRVNRLFAEKLAPLLKDSDTLWI HDYHMI PLGAMLRELGVGCKMGFFLHVPMP

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

61

61

58

61

61

61

61

70 80 90 100 110 120

AMEVLLALTHHRRLVGSLCAYDVVGFQTENDRRSFFDYVLHEAGGWI GENGHV-TVWGRS

-PEI FNALPTYDTLLEQLCDYDLLGFQTENDRLAFLDCLSNLTRVTTRSAKSH-TAWGKA

SPDVI RRI PQHRQLMRALASYDLVGMQSPRDVLNLQRY-WDAENI AAQSERRHDSVHA--

PADVLFTMPVHEEI MRGLSHYDVVGFQTDHDLENFASCLRREGI GDALGGGRL-SAYGRI

TPEI FNALPPHDELLEQLCDFDLLGFQTENDRLAFLDSLSSQTRVTTRSGKQH-I AWGKD

PADVLFTMPVHEEI MRGLSHYDVVGFQTDHDLENFAGCLRREGI GDELGGGRF-SAYGRV

SADLVQAMPDHARLFSTFYAYDLVGFQTQRDAERFKAYVRLFGGGRI LEGDLVEGPGGRR

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

120

119

115

120

120

120

121

130 140 150 160 170 180

LVARVYPI GI EKGAFAEAAQRAQRTVAYRRLRASLNGRKLMI GVERLDYSKGLPERFEAF

FRTEVYPI GI EPKEI AKQAA-GPLPPKLAQLKAELKNVQNI FSVERLDYSKGLPERFLAY

-----FPI GI DVESLRALVPSPASQAVI DEVRGAAGRCVLMI GVDRLDYSKGI PTRLKAF

FKGGVYAI GI ETAAFAEFAKKASTNSTVKKARESI ERRSLI I GVDRLDYSKGLTQRI EAF

FQTEVYPI GI EPDEI ALQAA-GPLPPKLAQLKAELKNVKNI FSVERLDYSKGLPERFLAY

FKGGI YAI GI ETAAFAEFAKKALTNKTVRKARESI EHRSLI I GVDRLDYSKGI TQRI DAF

FTASSFPI GI DTDLI AHQAKASAGKQAVRDLRESLRGRQLAI GVDRLDYSKGLPERFQGF

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

180

178

170

180

179

180

181

190 200 210 220 230 240

SRLLESI PSI APRS----VSCRSR----QFPAPRFPNTGACARNSKSLSGPDQW-PVRAI

EALLEKYP----------------------------------------------------

RQLLQTHARMRSKVTLVQI AAPTRQSI PAYARLRDKTEQLVREI NRRFGT-GDWTPVMYF

ERFI LANPAQRGRVTYLQI TPKSRSEVPEYEAMQRTVAEQAGRVNGALGAVD-WVPMRYI

EALLENYP----------------------------------------------------

ERFI LANPAQQGRVTYLQI TPKSRSEVPEYEAMQRTVAEQAGRVNGALGAVD-WVPI RYI

ERYLERYPDQSGSLTYLQI APVSRGDVTEYRQLRSQLEQI AGHI NGGHAEPD-WTPLRYV

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

1

1

1

1

1

1

1

10 20 30 40 50 60

RQDYKGYMRVNTVFAEQLQPLLTDDDLI WVHDYHLI PLGGELRRLGARQRMGI FLHTPFP

RPAWDGYLRVNALLADKLLPLLQDDDI I WI HDYHLLPFAHELRKRGVNNRI GFFLHI PFP

---FKAYEAVNRI LASHLRPMLRDSDI LWVHDYHLI PFAQALRALGCTQRMGFFNHI PLP

RKEMAGYFRVNRFFAHRLAPLVKPDDVI WVHDYPLI PLAAELRQMGLENRI GFFLHI PWP

RPAWEGYMRVNALLADKLLPLI KENDI I WVHDYHLLPFASELRKRGVNNRI GFFLHI PFP

RKEMAGYFRVNRFFAHRLAPLVRPDDVI WVHDYHLI PLAAELRQMGLKNRI GFFLHI PWP

RATREGYMRVNRLFAEKLAPLLKDSDTLWI HDYHMI PLGAMLRELGVGCKMGFFLHVPMP

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

10 20 30 40 50 60

RQDYKGYMRVNTVFAEQLQPLLTDDDLI WVHDYHLI PLGGELRRLGARQRMGI FLHTPFP

RPAWDGYLRVNALLADKLLPLLQDDDI I WI HDYHLLPFAHELRKRGVNNRI GFFLHI PFP

---FKAYEAVNRI LASHLRPMLRDSDI LWVHDYHLI PFAQALRALGCTQRMGFFNHI PLP

RKEMAGYFRVNRFFAHRLAPLVKPDDVI WVHDYPLI PLAAELRQMGLENRI GFFLHI PWP

RPAWEGYMRVNALLADKLLPLI KENDI I WVHDYHLLPFASELRKRGVNNRI GFFLHI PFP

RKEMAGYFRVNRFFAHRLAPLVRPDDVI WVHDYHLI PLAAELRQMGLKNRI GFFLHI PWP

RATREGYMRVNRLFAEKLAPLLKDSDTLWI HDYHMI PLGAMLRELGVGCKMGFFLHVPMP

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

61

61

58

61

61

61

61

70 80 90 100 110 120

AMEVLLALTHHRRLVGSLCAYDVVGFQTENDRRSFFDYVLHEAGGWI GENGHV-TVWGRS

-PEI FNALPTYDTLLEQLCDYDLLGFQTENDRLAFLDCLSNLTRVTTRSAKSH-TAWGKA

SPDVI RRI PQHRQLMRALASYDLVGMQSPRDVLNLQRY-WDAENI AAQSERRHDSVHA--

PADVLFTMPVHEEI MRGLSHYDVVGFQTDHDLENFASCLRREGI GDALGGGRL-SAYGRI

TPEI FNALPPHDELLEQLCDFDLLGFQTENDRLAFLDSLSSQTRVTTRSGKQH-I AWGKD

PADVLFTMPVHEEI MRGLSHYDVVGFQTDHDLENFAGCLRREGI GDELGGGRF-SAYGRV

SADLVQAMPDHARLFSTFYAYDLVGFQTQRDAERFKAYVRLFGGGRI LEGDLVEGPGGRR

61

61

58

61

61

61

61

61

61

58

61

61

61

61

70 80 90 100 110 120

AMEVLLALTHHRRLVGSLCAYDVVGFQTENDRRSFFDYVLHEAGGWI GENGHV-TVWGRS

-PEI FNALPTYDTLLEQLCDYDLLGFQTENDRLAFLDCLSNLTRVTTRSAKSH-TAWGKA

SPDVI RRI PQHRQLMRALASYDLVGMQSPRDVLNLQRY-WDAENI AAQSERRHDSVHA--

PADVLFTMPVHEEI MRGLSHYDVVGFQTDHDLENFASCLRREGI GDALGGGRL-SAYGRI

TPEI FNALPPHDELLEQLCDFDLLGFQTENDRLAFLDSLSSQTRVTTRSGKQH-I AWGKD

PADVLFTMPVHEEI MRGLSHYDVVGFQTDHDLENFAGCLRREGI GDELGGGRF-SAYGRV

SADLVQAMPDHARLFSTFYAYDLVGFQTQRDAERFKAYVRLFGGGRI LEGDLVEGPGGRR

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

120

119

115

120

120

120

121

130 140 150 160 170 180

LVARVYPI GI EKGAFAEAAQRAQRTVAYRRLRASLNGRKLMI GVERLDYSKGLPERFEAF

FRTEVYPI GI EPKEI AKQAA-GPLPPKLAQLKAELKNVQNI FSVERLDYSKGLPERFLAY

-----FPI GI DVESLRALVPSPASQAVI DEVRGAAGRCVLMI GVDRLDYSKGI PTRLKAF

FKGGVYAI GI ETAAFAEFAKKASTNSTVKKARESI ERRSLI I GVDRLDYSKGLTQRI EAF

FQTEVYPI GI EPDEI ALQAA-GPLPPKLAQLKAELKNVKNI FSVERLDYSKGLPERFLAY

FKGGI YAI GI ETAAFAEFAKKALTNKTVRKARESI EHRSLI I GVDRLDYSKGI TQRI DAF

FTASSFPI GI DTDLI AHQAKASAGKQAVRDLRESLRGRQLAI GVDRLDYSKGLPERFQGF

120

119

115

120

120

120

121

120

119

115

120

120

120

121

130 140 150 160 170 180

LVARVYPI GI EKGAFAEAAQRAQRTVAYRRLRASLNGRKLMI GVERLDYSKGLPERFEAF

FRTEVYPI GI EPKEI AKQAA-GPLPPKLAQLKAELKNVQNI FSVERLDYSKGLPERFLAY

-----FPI GI DVESLRALVPSPASQAVI DEVRGAAGRCVLMI GVDRLDYSKGI PTRLKAF

FKGGVYAI GI ETAAFAEFAKKASTNSTVKKARESI ERRSLI I GVDRLDYSKGLTQRI EAF

FQTEVYPI GI EPDEI ALQAA-GPLPPKLAQLKAELKNVKNI FSVERLDYSKGLPERFLAY

FKGGI YAI GI ETAAFAEFAKKALTNKTVRKARESI EHRSLI I GVDRLDYSKGI TQRI DAF

FTASSFPI GI DTDLI AHQAKASAGKQAVRDLRESLRGRQLAI GVDRLDYSKGLPERFQGF

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

180

178

170

180

179

180

181

190 200 210 220 230 240

SRLLESI PSI APRS----VSCRSR----QFPAPRFPNTGACARNSKSLSGPDQW-PVRAI

EALLEKYP----------------------------------------------------

RQLLQTHARMRSKVTLVQI AAPTRQSI PAYARLRDKTEQLVREI NRRFGT-GDWTPVMYF

ERFI LANPAQRGRVTYLQI TPKSRSEVPEYEAMQRTVAEQAGRVNGALGAVD-WVPMRYI

EALLENYP----------------------------------------------------

ERFI LANPAQQGRVTYLQI TPKSRSEVPEYEAMQRTVAEQAGRVNGALGAVD-WVPI RYI

ERYLERYPDQSGSLTYLQI APVSRGDVTEYRQLRSQLEQI AGHI NGGHAEPD-WTPLRYV

180

178

170

180

179

180

181

180

178

170

180

179

180

181

190 200 210 220 230 240

SRLLESI PSI APRS----VSCRSR----QFPAPRFPNTGACARNSKSLSGPDQW-PVRAI

EALLEKYP----------------------------------------------------

RQLLQTHARMRSKVTLVQI AAPTRQSI PAYARLRDKTEQLVREI NRRFGT-GDWTPVMYF

ERFI LANPAQRGRVTYLQI TPKSRSEVPEYEAMQRTVAEQAGRVNGALGAVD-WVPMRYI

EALLENYP----------------------------------------------------

ERFI LANPAQQGRVTYLQI TPKSRSEVPEYEAMQRTVAEQAGRVNGALGAVD-WVPI RYI

ERYLERYPDQSGSLTYLQI APVSRGDVTEYRQLRSQLEQI AGHI NGGHAEPD-WTPLRYV

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis

R. rubrum S1

E. coli K12

R. solanacearum

Rhizobium sp. NGR234

S. typhimurium

S. meliloti

X. axonopodis



- 84 -

A. Continued
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B. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum  S1      

   glucokinase with sequences of a bacterial glucokinase.
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B. Continued
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C. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum S1      

    restriction endonuclease with sequences of a bacterial restriction          

    endonuclease.
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X. campestris

R. rubrum S1
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X. campestris

R. rubrum S1
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---------AGLPPVLPWQEVQKRLGMVYPQGTSARHRLVNDI ASKTVFTAI YI NAVDGS

----------SLPPYVDRRTI HQRLPLI FQEGTPNRNYCI REMAASAVFVMLYI GAVEGT

PAFAPETPAAPLPPYASRDLI AARLPLI FPAGTPNRTYCVRDLAAI SVFEALYI GAVEGR

2
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2
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R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

130 140 150 160 170 180

GI QLAPKHVYRMTQEQSGLI TDAHRLAYATAI MKAGGHVDGERWYLDNTRESI RDDTSRE

GRWLAPKHVMRMTVEQALLSDDAVREAYGLGAMKPGFRVAGQRWYEENSREPLRDETLRQ

GCFWGPVHVYRMTNEQALLADEADRLAYGLAVLRKGGGI SGSRWYADNTREPI RDETLRD

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

190 200 210 220 230 240

ALVATGAVI EDTTAATTSGKGRYALQAAFAALMVPALQDEALDQAI NEWRGRYLTAGALA

GFI TNNAVAERTGLPTTSGLPRYALKTDFAALFDPALAGDDLI AAI TAWQEAHLSASAMA

GLVAI GAVI RRGDLPTTSGQPRYALKAAFAALFDPALDGPALDAAI AAFQAAHLSRSALA

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

250 260 270 280 290 300

RVAI VRAGAATGGTHVQVTFPNGETRRLKAGPSSVI TKDVI EVFSPRFLGDPAVLFVSES

RI ALVRRGAAPTDEGVMVTFPNGETRRMAPGPSSVI SKAVI EEFAARFLTQPAVLWVSES

RVAI MRAGATAGAEGVLVRFPSGETRQLAPGPSSI I AQAVVEVFAPRFLAAPAVLWLSES

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

310 320 330 340 350 360

GNKVVARDEKLATAI GLSI QSDKDLPDI I LVDLKPAHP---LLVFVEVVATDGPI GVRRK

AAKVVSRDDELAKSLKLKI TADRNLPDI I LVDLGGGGVTGFLLVFI EVVATDGPI TMQRR

GNKVVLRDDALAHAI GLRI EADKTLPDLI LADLGPKDP---LLAPVEVNATDGALSPHRQ

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

370 380 390 400 410 420

AALEKI AEDAGFDLQHVAFVTAYLDRSQSTFKRTAETLAWGTFAWFAGEPEHI VELSEG-

EAFMQI AADAGFTPEAVAFVTAYLDRSHTAFKKTI AELAWRSFAWFASEPEHI I ALHNGA

RAI HALTEAAGFSPAQVLFLTAYQDRQSPGFRKTVGQLGWGGFVWFASEPERLLRLHDSA

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

430

--RMALR

TSPLPLGTLMHGV

GDPRTLAELL

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1

R. leguminosarum

X. campestris

R. rubrum S1
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D. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum         

    S1 methyltransferase with sequences of a bacterial methyltransferase

10 20 30 40 50 60

MLTD- - - - - - - - - - - - - - KPS L QRKRL- - PRTI S AADAPVS L DACRAMARAWS EKI DDRK

MMT- - - - - - - - - - - - L DTAANGLAL RS E PPPS P AE LP S PS QL- - - RAVL RTQS KATAE RS
MGTGLGDDVVTP CGTAS TS PE KS AAI LAGPPS P GVEGTRS DL ARARVVARAWAETLTP AR

1

1
1

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

70 80 90 100 110 120

RQQAI WS F I AEAVQAYI EAS GCPAKS I P GAAS L AVAL TYHLDAAAAGLAQTL GRE AS KL P
QLAF AEAVTAHAVKAYWEQLGS GLAVQP PRTRRAT- - - - - F QKAGRRAAI QF GQAI ARL S

RADQALL F TTAAMAAL RKGI GVEAVARP GF ARP RG- - - - RLDHAGARVAQAI GEDAAL L P

45
46

61

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

130 140 150 160 170 180

I ES AAF QL S ACYTAML PQDI RS EWGAF YTPPAL TARL MEL AQEAGI DWRAARVLDPACGG
VEDAAS NL GLLYTALL PS E WRS ERGVF YTPPAL AE RL LDQAE AAGLDWS RAHVLDPAAGA

LAEALHL I TGLYP ALL PARERGALGAF YTPI AL VE RL LDRATEE GADWAGLRL LDPAAGG

105
101

117

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

190 200 210 220 230 240

GAF L LPVALRMQQALQALS PGE LLDHF AGHLS GF DI DPF AAQLTQTWLE I AF AS L S MQTG
GAF L VPAARRLL KS LGDCS PAVAI HNLS ARLRGF E LDPF AAWMAQVF VE AAAL PL I VACG
GAF L LGAVARI RAALAGCE PAF I LGRI GARVLGLE VDARAAALAQAALDI LL ADL A- QP G

165
161
177

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

250 260 270 280 290 300

RPF P AVI RVCNS L EQP VS S KRF DLVI GNPPYGRVRLNARL RE RYRRS LF GHANMYGL F TD

RRPTAVL TVCDS L S I - TKS KGF DLVVGNPPF GRLKLAAERRE YF S RS LYGHANLYGL F MD
RPPP VVL RVADTL EI P ADP S - F DLVVGNPPYGRVGLTPAQRARF GRGLYGHANLYGVF TD

225

221

236

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

310 320 330 340 350 360

LALQWARKGGVVAYVTPTGF L AGEYF KALRALL AKDAPPF AI DF I TE RRGI F DDVLQE AL

LAVRLAKP DGLVS F LTPS S F L AGEYF KNLRAVL HKEAPPVS L DF VTARKGVF DDVLQE TV
I ALRWTAP GGLI AYLTPTS F L AGRYYGALRGLL AAEAPPL S I DF VHARQGVF E DVLQE TL

285
280

295

R. leguminosarum
X. campestris

R. rubrum S1

370 380 390 400 410 420

LATYRRGGS LGS P TVHYF S V- NGTA- QVTHAGE F HLP KDAS QPWLAP RVPDDGVL VKQL S
LATYRKGAKRARAVVS F I E AQP GVP VKAEPAGHF TLP RKATAPWF LP RHADE AEL AKRL R

LALYRRGGQAGRVRI HYLTLGE GRA- RI AHNGTI GLP ADAGAPWLAP RDPGQGHL VARVE

345
340

355

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

430 440 450 460 470 480

RL PS RLKDWGYKVS TGPLVWNRF KDQF RGRA- GKDTF PVI WAEAVS ADGKF S F RAE KRNH
AMS AP LADWGYKVS TGPLVWNRF KP QL CDS EE A- GTVPL VWAES VTS DGRF VLRAE KRNH
AMGHRLAEWGYGVS TGPLVWNRYKGQL RDRPTGKRVHPL I WAEAVTADGRF VF RAAKRNH

403
400
414

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

490 500 510 520 530 540

QP HF KVRPE DQWLEVS VPCVLL QRTTS KE QARRLI AAEL PEAF I KAHGRVI VENHL NMVK
KP F LRLQPGDDWLVVRKPCVLL QRTTAKE QARRLI AAEMPAS F I KRHAGVTI ENHL NMMI
AP YF KLQAGDDALLVGEPCVLVQRTTAKE QHRRLI AAEL PAAF VAGHGGVVVENHL NMVR

462
459
474

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

550 560 570 580 590 600

PTAGKPRVS TAVVAAVLNS KI ADRAF RCI S GS VAVS AF E LEALP LP KP EALKAVGDLL AK
PTVENPAVS P AL LAAF LNS DAADRAF RCMS GS VAVS AYE LENLP LP TAS DLKR- - - MVGS
AK- GTPRVAP AVVAALLNS AVVDQVF RCMS GS VAVS AF E LEALP LP AAGDLGPL TALVAA

522
519
534

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

610 620

HADQAVI DAALE RLF L- - GAE
KVTRAS VEKACAKLYATEGEA
GAPRDDI EAECARLYG- - KGL

582
576
593

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

10 20 30 40 50 60

MLTD- - - - - - - - - - - - - - KPS L QRKRL- - PRTI S AADAPVS L DACRAMARAWS EKI DDRK

MMT- - - - - - - - - - - - L DTAANGLAL RS E PPPS P AE LP S PS QL- - - RAVL RTQS KATAE RS
MGTGLGDDVVTP CGTAS TS PE KS AAI LAGPPS P GVEGTRS DL ARARVVARAWAETLTP AR

1

1
1

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

70 80 90 100 110 120

RQQAI WS F I AEAVQAYI EAS GCPAKS I P GAAS L AVAL TYHLDAAAAGLAQTL GRE AS KL P
QLAF AEAVTAHAVKAYWEQLGS GLAVQP PRTRRAT- - - - - F QKAGRRAAI QF GQAI ARL S

RADQALL F TTAAMAAL RKGI GVEAVARP GF ARP RG- - - - RLDHAGARVAQAI GEDAAL L P

45
46

61

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

130 140 150 160 170 180

I ES AAF QL S ACYTAML PQDI RS EWGAF YTPPAL TARL MEL AQEAGI DWRAARVLDPACGG
VEDAAS NL GLLYTALL PS E WRS ERGVF YTPPAL AE RL LDQAE AAGLDWS RAHVLDPAAGA

LAEALHL I TGLYP ALL PARERGALGAF YTPI AL VE RL LDRATEE GADWAGLRL LDPAAGG

105
101

117

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

190 200 210 220 230 240

GAF L LPVALRMQQALQALS PGE LLDHF AGHLS GF DI DPF AAQLTQTWLE I AF AS L S MQTG
GAF L VPAARRLL KS LGDCS PAVAI HNLS ARLRGF E LDPF AAWMAQVF VE AAAL PL I VACG
GAF L LGAVARI RAALAGCE PAF I LGRI GARVLGLE VDARAAALAQAALDI LL ADL A- QP G

165
161
177

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

250 260 270 280 290 300

RPF P AVI RVCNS L EQP VS S KRF DLVI GNPPYGRVRLNARL RE RYRRS LF GHANMYGL F TD

RRPTAVL TVCDS L S I - TKS KGF DLVVGNPPF GRLKLAAERRE YF S RS LYGHANLYGL F MD
RPPP VVL RVADTL EI P ADP S - F DLVVGNPPYGRVGLTPAQRARF GRGLYGHANLYGVF TD

225

221

236

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

310 320 330 340 350 360

LALQWARKGGVVAYVTPTGF L AGEYF KALRALL AKDAPPF AI DF I TE RRGI F DDVLQE AL

LAVRLAKP DGLVS F LTPS S F L AGEYF KNLRAVL HKEAPPVS L DF VTARKGVF DDVLQE TV
I ALRWTAP GGLI AYLTPTS F L AGRYYGALRGLL AAEAPPL S I DF VHARQGVF E DVLQE TL

285
280

295

R. leguminosarum
X. campestris

R. rubrum S1

370 380 390 400 410 420

LATYRRGGS LGS P TVHYF S V- NGTA- QVTHAGE F HLP KDAS QPWLAP RVPDDGVL VKQL S
LATYRKGAKRARAVVS F I E AQP GVP VKAEPAGHF TLP RKATAPWF LP RHADE AEL AKRL R

LALYRRGGQAGRVRI HYLTLGE GRA- RI AHNGTI GLP ADAGAPWLAP RDPGQGHL VARVE

345
340

355

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

10 20 30 40 50 60

MLTD- - - - - - - - - - - - - - KPS L QRKRL- - PRTI S AADAPVS L DACRAMARAWS EKI DDRK

MMT- - - - - - - - - - - - L DTAANGLAL RS E PPPS P AE LP S PS QL- - - RAVL RTQS KATAE RS
MGTGLGDDVVTP CGTAS TS PE KS AAI LAGPPS P GVEGTRS DL ARARVVARAWAETLTP AR
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QLAF AEAVTAHAVKAYWEQLGS GLAVQP PRTRRAT- - - - - F QKAGRRAAI QF GQAI ARL S

RADQALL F TTAAMAAL RKGI GVEAVARP GF ARP RG- - - - RLDHAGARVAQAI GEDAAL L P
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R. rubrum S1

R. leguminosarum
X. campestris
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I ES AAF QL S ACYTAML PQDI RS EWGAF YTPPAL TARL MEL AQEAGI DWRAARVLDPACGG
VEDAAS NL GLLYTALL PS E WRS ERGVF YTPPAL AE RL LDQAE AAGLDWS RAHVLDPAAGA

LAEALHL I TGLYP ALL PARERGALGAF YTPI AL VE RL LDRATEE GADWAGLRL LDPAAGG
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X. campestris
R. rubrum S1

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

190 200 210 220 230 240

GAF L LPVALRMQQALQALS PGE LLDHF AGHLS GF DI DPF AAQLTQTWLE I AF AS L S MQTG
GAF L VPAARRLL KS LGDCS PAVAI HNLS ARLRGF E LDPF AAWMAQVF VE AAAL PL I VACG
GAF L LGAVARI RAALAGCE PAF I LGRI GARVLGLE VDARAAALAQAALDI LL ADL A- QP G

165
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177

165
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177

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

250 260 270 280 290 300

RPF P AVI RVCNS L EQP VS S KRF DLVI GNPPYGRVRLNARL RE RYRRS LF GHANMYGL F TD

RRPTAVL TVCDS L S I - TKS KGF DLVVGNPPF GRLKLAAERRE YF S RS LYGHANLYGL F MD
RPPP VVL RVADTL EI P ADP S - F DLVVGNPPYGRVGLTPAQRARF GRGLYGHANLYGVF TD

225

221

236
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236

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

310 320 330 340 350 360

LALQWARKGGVVAYVTPTGF L AGEYF KALRALL AKDAPPF AI DF I TE RRGI F DDVLQE AL

LAVRLAKP DGLVS F LTPS S F L AGEYF KNLRAVL HKEAPPVS L DF VTARKGVF DDVLQE TV
I ALRWTAP GGLI AYLTPTS F L AGRYYGALRGLL AAEAPPL S I DF VHARQGVF E DVLQE TL

285
280

295

285
280
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R. leguminosarum
X. campestris

R. rubrum S1

R. leguminosarum
X. campestris

R. rubrum S1

370 380 390 400 410 420

LATYRRGGS LGS P TVHYF S V- NGTA- QVTHAGE F HLP KDAS QPWLAP RVPDDGVL VKQL S
LATYRKGAKRARAVVS F I E AQP GVP VKAEPAGHF TLP RKATAPWF LP RHADE AEL AKRL R

LALYRRGGQAGRVRI HYLTLGE GRA- RI AHNGTI GLP ADAGAPWLAP RDPGQGHL VARVE

345
340

355

345
340

355

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

430 440 450 460 470 480

RL PS RLKDWGYKVS TGPLVWNRF KDQF RGRA- GKDTF PVI WAEAVS ADGKF S F RAE KRNH
AMS AP LADWGYKVS TGPLVWNRF KP QL CDS EE A- GTVPL VWAES VTS DGRF VLRAE KRNH
AMGHRLAEWGYGVS TGPLVWNRYKGQL RDRPTGKRVHPL I WAEAVTADGRF VF RAAKRNH

403
400
414

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

490 500 510 520 530 540

QP HF KVRPE DQWLEVS VPCVLL QRTTS KE QARRLI AAEL PEAF I KAHGRVI VENHL NMVK
KP F LRLQPGDDWLVVRKPCVLL QRTTAKE QARRLI AAEMPAS F I KRHAGVTI ENHL NMMI
AP YF KLQAGDDALLVGEPCVLVQRTTAKE QHRRLI AAEL PAAF VAGHGGVVVENHL NMVR

462
459
474

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

550 560 570 580 590 600

PTAGKPRVS TAVVAAVLNS KI ADRAF RCI S GS VAVS AF E LEALP LP KP EALKAVGDLL AK
PTVENPAVS P AL LAAF LNS DAADRAF RCMS GS VAVS AYE LENLP LP TAS DLKR- - - MVGS
AK- GTPRVAP AVVAALLNS AVVDQVF RCMS GS VAVS AF E LEALP LP AAGDLGPL TALVAA

522
519
534

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

610 620

HADQAVI DAALE RLF L- - GAE
KVTRAS VEKACAKLYATEGEA
GAPRDDI EAECARLYG- - KGL

582
576
593

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

430 440 450 460 470 480

RL PS RLKDWGYKVS TGPLVWNRF KDQF RGRA- GKDTF PVI WAEAVS ADGKF S F RAE KRNH
AMS AP LADWGYKVS TGPLVWNRF KP QL CDS EE A- GTVPL VWAES VTS DGRF VLRAE KRNH
AMGHRLAEWGYGVS TGPLVWNRYKGQL RDRPTGKRVHPL I WAEAVTADGRF VF RAAKRNH

430 440 450 460 470 480

RL PS RLKDWGYKVS TGPLVWNRF KDQF RGRA- GKDTF PVI WAEAVS ADGKF S F RAE KRNH
AMS AP LADWGYKVS TGPLVWNRF KP QL CDS EE A- GTVPL VWAES VTS DGRF VLRAE KRNH
AMGHRLAEWGYGVS TGPLVWNRYKGQL RDRPTGKRVHPL I WAEAVTADGRF VF RAAKRNH
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400
414
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X. campestris
R. rubrum S1

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

490 500 510 520 530 540

QP HF KVRPE DQWLEVS VPCVLL QRTTS KE QARRLI AAEL PEAF I KAHGRVI VENHL NMVK
KP F LRLQPGDDWLVVRKPCVLL QRTTAKE QARRLI AAEMPAS F I KRHAGVTI ENHL NMMI
AP YF KLQAGDDALLVGEPCVLVQRTTAKE QHRRLI AAEL PAAF VAGHGGVVVENHL NMVR

490 500 510 520 530 540

QP HF KVRPE DQWLEVS VPCVLL QRTTS KE QARRLI AAEL PEAF I KAHGRVI VENHL NMVK
KP F LRLQPGDDWLVVRKPCVLL QRTTAKE QARRLI AAEMPAS F I KRHAGVTI ENHL NMMI
AP YF KLQAGDDALLVGEPCVLVQRTTAKE QHRRLI AAEL PAAF VAGHGGVVVENHL NMVR
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R. rubrum S1

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

550 560 570 580 590 600

PTAGKPRVS TAVVAAVLNS KI ADRAF RCI S GS VAVS AF E LEALP LP KP EALKAVGDLL AK
PTVENPAVS P AL LAAF LNS DAADRAF RCMS GS VAVS AYE LENLP LP TAS DLKR- - - MVGS
AK- GTPRVAP AVVAALLNS AVVDQVF RCMS GS VAVS AF E LEALP LP AAGDLGPL TALVAA

550 560 570 580 590 600

PTAGKPRVS TAVVAAVLNS KI ADRAF RCI S GS VAVS AF E LEALP LP KP EALKAVGDLL AK
PTVENPAVS P AL LAAF LNS DAADRAF RCMS GS VAVS AYE LENLP LP TAS DLKR- - - MVGS
AK- GTPRVAP AVVAALLNS AVVDQVF RCMS GS VAVS AF E LEALP LP AAGDLGPL TALVAA

522
519
534

522
519
534

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

R. leguminosarum
X. campestris
R. rubrum S1

610 620

HADQAVI DAALE RLF L- - GAE
KVTRAS VEKACAKLYATEGEA
GAPRDDI EAECARLYG- - KGL
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HADQAVI DAALE RLF L- - GAE
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GAPRDDI EAECARLYG- - KGL
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E. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum  S1      

    catalase with sequences of a bacterial catalase. 

70 80 90 100 110 120

RVVHAKGAGAHGYFEVTNDVTKYTKAAFLSEVGKRTPLFI RFSTVAGELGSADTVRDPRG

RRMHAKGSGAYGTFTVTHDI TKYTRAAI FSQVGKQTECFVRFSTVAGERGAADAERDI RG

RAVHAKGWGAYGTLTI TGDI SRYTKAKVLQP-GAQTPMLARFSTVAGELGAADAERDVRG

RRMHAKGSGAYGTFTVTHDI TSYTKAALFSKI GKKTDLFVRFSTVAGERGAATAERDI RG

RRMHAKGSGAFGTFTVTHDI TKYTRAKI FSEVGKKTEMFARFTTVAGERGAADAERDI RG

RRMHAKGSGAFGTFTVTHDI TKYTRAKI FSEVGKKTEMFARFTTVAGERGAADAERDI RG

RRMHAKGSGAFGTFTVTHDI TKYTRAKI FSEVGKKTEMFARFSTVAGERGAADAERDI RG

RRVHAKGSGAYGTFTVTRDI TGYTSAKLFEQVGKQTETFLRFSTVGGERGSADTERDPRG

RVVHAKGWGAFGSLKI TGDI SQYTRAKCLQP-GAETPMLARFSTVAGEQGAADHERDVRG

RVVHAKGWGAHGTLTI THDI SRYTRAKLFSAVGKTTPVLARFSTVAGELGAADAERDVRG

51

51

52

51

60

56

51

50

52

50

B. subtilis

B. fragilis

B. melitensis

D. vulgaris

H. influenzae KW20

N. menigitidis MC53

P. mirabilis

P. putida

Sr. meliloti HPⅢ

R. rubrum S1

130 140 150 160 170 180

FAVKFYTEEGNYDI VGNNTPVFFI RDAI KFPDFI HTQKRDPKTHLKNPTAVWDFWSLSPE

FAMKFYTEEGNWDLVGNNTPVFFLRDPLKFPDLNHAVKRDPRNNMRSANNNWDFWTLLPE

FALKFYTQEGNWDLVGNNTPVFFVRDPLKFPDFI HTQKRHPRTHLRSATAMWDFWSLSPE

FAI KFYTEQGNWDLVGNNTPVFFLRDPLKFPDLNHAVKRDPRTNMRSAKNNWDFWTSLPE

FALKFYTEEGNWDLVGNNTPVFFLRDPRKFPDLNKAVKRDPRTNMRSATNNWDFWTLLPE

FALKFYTEEGNWDVVGNNTPVFFLRDPRKFPDLNKAVKRDPRTNMRSATNNWDFWTLLPE

FALKFYTEEGNWDMVGNNTPVFYLRDPLKFPDLNHI VKRDPRTNMRNMAYKWDFFSHLPE

FAVKFYTEEGNWDI VGNNTPVFFI RDPLKFPDFI HTQKRHPQSNLKNAQI FWDSWSHSPE

FALKFYTDEGNWDLVGNNTPVFFI RDPYKFPDFI HTQKRHPKTNLRSATAMWDYWSLSPE

FSLKFYTEEGNWDLAGNNTPVFFVRDPLKFPDFI HTQKRHPRTHLRSPTAMWDFWSLSPE

111

111

111

111

120

116

111

110

111

110

B. subtilis

B. fragilis

B. melitensis

D. vulgaris

H. influenzae KW20

N. menigitidis MC53

P. mirabilis

P. putida

Sr. meliloti HPⅢ

R. rubrum S1

10 20 30 40 50 60

MSSN----------KLTTSWGAPVGDNQNSMTAGSRGPTLI QDVHLLEKLAHFNRERVPE

MENKK----------LTAANGRPI ADNQNSQTAGPRGPI MLQDPWLI EKLAHFDREVI PE

MTDRP---------I MTTSAGAPI PDNQNSLTAGERGPI LMQDYQLI EKLSHQNRERI PE

MTKHK----------LTTNAGAPVPDNQNAMTAGPRGPMLLQDVWFLEKLAHFDREVI PE

MS-SQCPFSHLAATNLTMGNGAPVADNQNSLTAGPRGPLLAQDLWLNEKLADFVREVI PE

MTTSKCPVTHL-----TMNNGAPVADNQNSLTAGPRGPLLAQDLWLNEKLADFVREVI PE

MEKKK----------LTTAAGAPVVDNNNVI TAGPRGPMLLQDVWFLEKLAHFDREVI PE

MS-K----------I LTTASGAPVADNQNSRSAGPRGPLLLDDFHLI EKLAHFNRENI PE

MTDRP---------TI TTTAGAPVPDNQNSLTAGPRGGI MLQDYQLI EKLAHQNRERI PE

MTTR-----------LTTTAGAPVADNQNSLTAGPRGPVLLQDYQLI EKLAHQNRERI PE
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Distal heme binding site
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RVVHAKGAGAHGYFEVTNDVTKYTKAAFLSEVGKRTPLFI RFSTVAGELGSADTVRDPRG

RRMHAKGSGAYGTFTVTHDI TKYTRAAI FSQVGKQTECFVRFSTVAGERGAADAERDI RG

RAVHAKGWGAYGTLTI TGDI SRYTKAKVLQP-GAQTPMLARFSTVAGELGAADAERDVRG

RRMHAKGSGAYGTFTVTHDI TSYTKAALFSKI GKKTDLFVRFSTVAGERGAATAERDI RG

RRMHAKGSGAFGTFTVTHDI TKYTRAKI FSEVGKKTEMFARFTTVAGERGAADAERDI RG

RRMHAKGSGAFGTFTVTHDI TKYTRAKI FSEVGKKTEMFARFTTVAGERGAADAERDI RG

RRMHAKGSGAFGTFTVTHDI TKYTRAKI FSEVGKKTEMFARFSTVAGERGAADAERDI RG
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RVVHAKGWGAHGTLTI THDI SRYTRAKLFSAVGKTTPVLARFSTVAGELGAADAERDVRG
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MSSN----------KLTTSWGAPVGDNQNSMTAGSRGPTLI QDVHLLEKLAHFNRERVPE

MENKK----------LTAANGRPI ADNQNSQTAGPRGPI MLQDPWLI EKLAHFDREVI PE

MTDRP---------I MTTSAGAPI PDNQNSLTAGERGPI LMQDYQLI EKLSHQNRERI PE

MTKHK----------LTTNAGAPVPDNQNAMTAGPRGPMLLQDVWFLEKLAHFDREVI PE

MS-SQCPFSHLAATNLTMGNGAPVADNQNSLTAGPRGPLLAQDLWLNEKLADFVREVI PE

MTTSKCPVTHL-----TMNNGAPVADNQNSLTAGPRGPLLAQDLWLNEKLADFVREVI PE

MEKKK----------LTTAAGAPVVDNNNVI TAGPRGPMLLQDVWFLEKLAHFDREVI PE

MS-K----------I LTTASGAPVADNQNSRSAGPRGPLLLDDFHLI EKLAHFNRENI PE

MTDRP---------TI TTTAGAPVPDNQNSLTAGPRGGI MLQDYQLI EKLAHQNRERI PE

MTTR-----------LTTTAGAPVADNQNSLTAGPRGPVLLQDYQLI EKLAHQNRERI PE
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Distal heme binding site
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E. continued
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SLHQVTI LMSDRGI PATLRHMHGFGSHTFKWTNAEGEGVWI KYHFKTEQGVKNLDVNTAA

ALHQVTI TMSPRGI PASYRHMHGFGSHTYSFLNAENKRI WVKFHLKTMQGI KNLTDQEAE

SLHQVTI LMSDRGLPTDVRHI NGYGSHTYSFWNDAGERYWVKFHFKTMQGHKHWTNAEAE

ALHQVTVVMSDRGI PASYRHMHGFGSHTFSFI SPDNQRYWVKFHLRTQQGI KNLTDAEAE

ALHQVTVVMSDRGI PASYRHMHGFGSHTYSFWNEAGERFWVKFHFRTQQGI KNLTDAEAA

ALHQVTI VMSDRGI PAGYRHMHGFGSHTYSFWNEAGERFWVKFHFRTQQGI KNLTNEEAA

SLHQLTI DMSDRGLPLSYRFVHGFGSHTYSFI NKDNERFWVKFHFRCQQGI KNLMDDEAE

ALHQVTI LFSDRGI PDGYRHMHGFGSHTYSLI NAQGERTWVKWHFKTQQGI KNLAPADAA

SLHQVTI LMSDRGLPQTPMHMNGYGSHTYSFWNDAGERYWVKFHFKTQQGHKFFTNEEGE

SLHQVTI LMSDRGLPLDPMHMNGYGSHTYSFWNDAGERFWVKFHFKTQQGHAHLTNAAAK
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KI AGENPDYHTEDLFNAI ENGDYPAWKLYVQI MPLEDAKTYRFDPFDVTKVWSQKDYPLI

AI I AKDRESHQRDLYESI ERGDFPKWKFQI QLMTEEEADNYRI NPFDLTKVWPHKDFPLQ

QVI GRTRESTQEDLFSAI ENGEFPKWKVQVQI MPELDADKTPYNPFDLTKVWPHADYPPI

AI VARDRESHQRDLYDSI ERGDFPRWTMYVQVMPEKDAEKLPYHPFDLTKVWFHKDCPLI

EI I ANDRESHQRDLYEAI ERGDFPKWTLFVQI MPEADAEKVPYHPFDLTKVWSKKDYPLI

KI I ADDRESHQRDLYEAI ERGEFPKWTMYI QVMPEADAEKVPYHPFDLTKVWPKKDYPLI

ALVGKDRESSQRDLFEAI ERGDYPRWKLQI QI MPEKEASTVPYNPFDLTKVWPHADYPLM

RLAGTDPDYAQRDLFEAI ERGDYPRWTVCI QVMSEAEAASRDENPFDVTKTWSQKDYPLI

AVI GKTREGYQESLFYAI ENGEFPRWTVQVQI MPELDVEKTPYNPFDLTKVWPHADYPPV

VVVGESRESYQEALFGTI ESGHFPRWTLFVQI MAEREAETTPYNPFDLTKVWPHGDFPLI
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EVGRMVLDRNPENYFAEVEQATFSPGTLVPGI DVSPDKMLQGRLFAYHDAHRYRVGANHQ

DVGI LELNRNPENYFAEVEQSAFNPMNI VEGI GFSPDKMLQGRLFSYGDAQRYRLGVNSE

DI GVMELNRNPENYFTEVENAAFSPSNI VPGI GFSPDKMLQARI FSYADAHRHRLGTHYE

EVGVLELNRNPENYFAEVEQAAFNPANVVPGI SFSPDKMLQGRLFSYGDAHRYRLGVNHH

EVGEFELNRNPENFFADVEQSAFAPSNLVPGI GASPDRMLQARLFNYADAQRYRLGVCYR

EVGEFELNRNPENFFADVEQSAFAPSNLVPGVGASPDKMLQARLFNYADAQRYRLGVNFR

DVGYFELNRNPDNYFSDVEQAAFSPANI VPGI SFSPDKMLQGRLFSYGDAHRYRLGVNHH

EVGVLELNRNPLNYFAEVEQAAFGPSNMVPGVGLSPDRMLQGRVFAYADAHRYRVGTNHQ

EI GVLELNRNPENYFAEI ENAAFSPSNI VPGI GFSPDKVLQARI FSYADAHRYRLGTHYE

EVGVLELNRNAENYFAEI EQAAFSPSNVVPGI GHSPDKMLQARVFAYADAHRYRLGTHYE
* **

Proximal heme biding site

○
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SLHQVTI LMSDRGI PATLRHMHGFGSHTFKWTNAEGEGVWI KYHFKTEQGVKNLDVNTAA

ALHQVTI TMSPRGI PASYRHMHGFGSHTYSFLNAENKRI WVKFHLKTMQGI KNLTDQEAE

SLHQVTI LMSDRGLPTDVRHI NGYGSHTYSFWNDAGERYWVKFHFKTMQGHKHWTNAEAE

ALHQVTVVMSDRGI PASYRHMHGFGSHTFSFI SPDNQRYWVKFHLRTQQGI KNLTDAEAE

ALHQVTVVMSDRGI PASYRHMHGFGSHTYSFWNEAGERFWVKFHFRTQQGI KNLTDAEAA

ALHQVTI VMSDRGI PAGYRHMHGFGSHTYSFWNEAGERFWVKFHFRTQQGI KNLTNEEAA

SLHQLTI DMSDRGLPLSYRFVHGFGSHTYSFI NKDNERFWVKFHFRCQQGI KNLMDDEAE

ALHQVTI LFSDRGI PDGYRHMHGFGSHTYSLI NAQGERTWVKWHFKTQQGI KNLAPADAA

SLHQVTI LMSDRGLPQTPMHMNGYGSHTYSFWNDAGERYWVKFHFKTQQGHKFFTNEEGE

SLHQVTI LMSDRGLPLDPMHMNGYGSHTYSFWNDAGERFWVKFHFKTQQGHAHLTNAAAK
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KI AGENPDYHTEDLFNAI ENGDYPAWKLYVQI MPLEDAKTYRFDPFDVTKVWSQKDYPLI

AI I AKDRESHQRDLYESI ERGDFPKWKFQI QLMTEEEADNYRI NPFDLTKVWPHKDFPLQ

QVI GRTRESTQEDLFSAI ENGEFPKWKVQVQI MPELDADKTPYNPFDLTKVWPHADYPPI

AI VARDRESHQRDLYDSI ERGDFPRWTMYVQVMPEKDAEKLPYHPFDLTKVWFHKDCPLI

EI I ANDRESHQRDLYEAI ERGDFPKWTLFVQI MPEADAEKVPYHPFDLTKVWSKKDYPLI

KI I ADDRESHQRDLYEAI ERGEFPKWTMYI QVMPEADAEKVPYHPFDLTKVWPKKDYPLI

ALVGKDRESSQRDLFEAI ERGDYPRWKLQI QI MPEKEASTVPYNPFDLTKVWPHADYPLM

RLAGTDPDYAQRDLFEAI ERGDYPRWTVCI QVMSEAEAASRDENPFDVTKTWSQKDYPLI

AVI GKTREGYQESLFYAI ENGEFPRWTVQVQI MPELDVEKTPYNPFDLTKVWPHADYPPV

VVVGESRESYQEALFGTI ESGHFPRWTLFVQI MAEREAETTPYNPFDLTKVWPHGDFPLI
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EVGRMVLDRNPENYFAEVEQATFSPGTLVPGI DVSPDKMLQGRLFAYHDAHRYRVGANHQ

DVGI LELNRNPENYFAEVEQSAFNPMNI VEGI GFSPDKMLQGRLFSYGDAQRYRLGVNSE

DI GVMELNRNPENYFTEVENAAFSPSNI VPGI GFSPDKMLQARI FSYADAHRHRLGTHYE

EVGVLELNRNPENYFAEVEQAAFNPANVVPGI SFSPDKMLQGRLFSYGDAHRYRLGVNHH

EVGEFELNRNPENFFADVEQSAFAPSNLVPGI GASPDRMLQARLFNYADAQRYRLGVCYR

EVGEFELNRNPENFFADVEQSAFAPSNLVPGVGASPDKMLQARLFNYADAQRYRLGVNFR

DVGYFELNRNPDNYFSDVEQAAFSPANI VPGI SFSPDKMLQGRLFSYGDAHRYRLGVNHH

EVGVLELNRNPLNYFAEVEQAAFGPSNMVPGVGLSPDRMLQGRVFAYADAHRYRVGTNHQ

EI GVLELNRNPENYFAEI ENAAFSPSNI VPGI GFSPDKVLQARI FSYADAHRYRLGTHYE

EVGVLELNRNAENYFAEI EQAAFSPSNVVPGI GHSPDKMLQARVFAYADAHRYRLGTHYE
* **
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SLHQVTI LMSDRGI PATLRHMHGFGSHTFKWTNAEGEGVWI KYHFKTEQGVKNLDVNTAA

ALHQVTI TMSPRGI PASYRHMHGFGSHTYSFLNAENKRI WVKFHLKTMQGI KNLTDQEAE

SLHQVTI LMSDRGLPTDVRHI NGYGSHTYSFWNDAGERYWVKFHFKTMQGHKHWTNAEAE

ALHQVTVVMSDRGI PASYRHMHGFGSHTFSFI SPDNQRYWVKFHLRTQQGI KNLTDAEAE

ALHQVTVVMSDRGI PASYRHMHGFGSHTYSFWNEAGERFWVKFHFRTQQGI KNLTDAEAA

ALHQVTI VMSDRGI PAGYRHMHGFGSHTYSFWNEAGERFWVKFHFRTQQGI KNLTNEEAA

SLHQLTI DMSDRGLPLSYRFVHGFGSHTYSFI NKDNERFWVKFHFRCQQGI KNLMDDEAE

ALHQVTI LFSDRGI PDGYRHMHGFGSHTYSLI NAQGERTWVKWHFKTQQGI KNLAPADAA

SLHQVTI LMSDRGLPQTPMHMNGYGSHTYSFWNDAGERYWVKFHFKTQQGHKFFTNEEGE

SLHQVTI LMSDRGLPLDPMHMNGYGSHTYSFWNDAGERFWVKFHFKTQQGHAHLTNAAAK
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KI AGENPDYHTEDLFNAI ENGDYPAWKLYVQI MPLEDAKTYRFDPFDVTKVWSQKDYPLI

AI I AKDRESHQRDLYESI ERGDFPKWKFQI QLMTEEEADNYRI NPFDLTKVWPHKDFPLQ

QVI GRTRESTQEDLFSAI ENGEFPKWKVQVQI MPELDADKTPYNPFDLTKVWPHADYPPI

AI VARDRESHQRDLYDSI ERGDFPRWTMYVQVMPEKDAEKLPYHPFDLTKVWFHKDCPLI

EI I ANDRESHQRDLYEAI ERGDFPKWTLFVQI MPEADAEKVPYHPFDLTKVWSKKDYPLI

KI I ADDRESHQRDLYEAI ERGEFPKWTMYI QVMPEADAEKVPYHPFDLTKVWPKKDYPLI

ALVGKDRESSQRDLFEAI ERGDYPRWKLQI QI MPEKEASTVPYNPFDLTKVWPHADYPLM

RLAGTDPDYAQRDLFEAI ERGDYPRWTVCI QVMSEAEAASRDENPFDVTKTWSQKDYPLI

AVI GKTREGYQESLFYAI ENGEFPRWTVQVQI MPELDVEKTPYNPFDLTKVWPHADYPPV

VVVGESRESYQEALFGTI ESGHFPRWTLFVQI MAEREAETTPYNPFDLTKVWPHGDFPLI
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KI AGENPDYHTEDLFNAI ENGDYPAWKLYVQI MPLEDAKTYRFDPFDVTKVWSQKDYPLI

AI I AKDRESHQRDLYESI ERGDFPKWKFQI QLMTEEEADNYRI NPFDLTKVWPHKDFPLQ

QVI GRTRESTQEDLFSAI ENGEFPKWKVQVQI MPELDADKTPYNPFDLTKVWPHADYPPI

AI VARDRESHQRDLYDSI ERGDFPRWTMYVQVMPEKDAEKLPYHPFDLTKVWFHKDCPLI

EI I ANDRESHQRDLYEAI ERGDFPKWTLFVQI MPEADAEKVPYHPFDLTKVWSKKDYPLI

KI I ADDRESHQRDLYEAI ERGEFPKWTMYI QVMPEADAEKVPYHPFDLTKVWPKKDYPLI

ALVGKDRESSQRDLFEAI ERGDYPRWKLQI QI MPEKEASTVPYNPFDLTKVWPHADYPLM

RLAGTDPDYAQRDLFEAI ERGDYPRWTVCI QVMSEAEAASRDENPFDVTKTWSQKDYPLI

AVI GKTREGYQESLFYAI ENGEFPRWTVQVQI MPELDVEKTPYNPFDLTKVWPHADYPPV
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QVI GRTRESTQEDLFSAI ENGEFPKWKVQVQI MPELDADKTPYNPFDLTKVWPHADYPPI

AI VARDRESHQRDLYDSI ERGDFPRWTMYVQVMPEKDAEKLPYHPFDLTKVWFHKDCPLI
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AVI GKTREGYQESLFYAI ENGEFPRWTVQVQI MPELDVEKTPYNPFDLTKVWPHADYPPV

VVVGESRESYQEALFGTI ESGHFPRWTLFVQI MAEREAETTPYNPFDLTKVWPHGDFPLI

231

231

231

231

240

236

231

230

231

230

231

231

231

231

240

236

231

230

231

230

B. subtilis

B. fragilis

B. melitensis

D. vulgaris

H. influenzae KW20

N. meningitidis MC58

P. mirabilis

P. putida

Sr. meliloti HPⅢ

R. rubrum S1

B. subtilis

B. fragilis

B. melitensis

D. vulgaris

H. influenzae KW20

N. meningitidis MC58

P. mirabilis

P. putida

Sr. meliloti HPⅢ

R. rubrum S1

291

291

291

291

300

296

291

290

291

290

B. subtilis

B. fragilis

B. melitensis

D. Vulgaris

H. influenzae KW20

N. meningitidis MC58

P. mirabilis

P. putida

Sr. meliloti HPⅢ

R. rubrum S1

310 320 330 340 350 360

EVGRMVLDRNPENYFAEVEQATFSPGTLVPGI DVSPDKMLQGRLFAYHDAHRYRVGANHQ

DVGI LELNRNPENYFAEVEQSAFNPMNI VEGI GFSPDKMLQGRLFSYGDAQRYRLGVNSE

DI GVMELNRNPENYFTEVENAAFSPSNI VPGI GFSPDKMLQARI FSYADAHRHRLGTHYE

EVGVLELNRNPENYFAEVEQAAFNPANVVPGI SFSPDKMLQGRLFSYGDAHRYRLGVNHH

EVGEFELNRNPENFFADVEQSAFAPSNLVPGI GASPDRMLQARLFNYADAQRYRLGVCYR

EVGEFELNRNPENFFADVEQSAFAPSNLVPGVGASPDKMLQARLFNYADAQRYRLGVNFR

DVGYFELNRNPDNYFSDVEQAAFSPANI VPGI SFSPDKMLQGRLFSYGDAHRYRLGVNHH

EVGVLELNRNPLNYFAEVEQAAFGPSNMVPGVGLSPDRMLQGRVFAYADAHRYRVGTNHQ

EI GVLELNRNPENYFAEI ENAAFSPSNI VPGI GFSPDKVLQARI FSYADAHRYRLGTHYE

EVGVLELNRNAENYFAEI EQAAFSPSNVVPGI GHSPDKMLQARVFAYADAHRYRLGTHYE
* **
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DVGI LELNRNPENYFAEVEQSAFNPMNI VEGI GFSPDKMLQGRLFSYGDAQRYRLGVNSE

DI GVMELNRNPENYFTEVENAAFSPSNI VPGI GFSPDKMLQARI FSYADAHRHRLGTHYE
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Proximal heme biding site

○
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E. continued

370 380 390 410 420 430

ALPI NRARNKVNNYQRDGQMR-FDDNGGGSV--YYEPNSFGGP-KESPEDKQAAYPVQGI

QI PVNKPRCPFHAFHRDGAMRV-DGNYGSAKG--YEPNSY-GEWQDSPEKKEPPLKVHGD

SI PVNQPKCPVHHYHRDGQMNVYGGI KTGNPDAYYEPNSFNG-PVEQPSAKEPPLCI SGN

LI PVNAARCPVHSYHRDGAMRV-DGNHGSTLA--YEPNSY-GEWQEQPDFAEPPLAI RGD

QI PVNRPRCPVHSNQRDGQGRV-DGTYGSLPH--YEPNSF-SQWQQQPDFAEPPLRI SGD

QI PVNRPRCPVHSNQRDGQGRA-DGNYGSLPH--YEPNSF-GQWQQQPDFAEPPLKI NGD

QI PVNAPKCPFHNYHRDGAMRV-DGNSGNGI T--YEPNSG-GVFQEQPDFKEPPLSI EGA

QLPVNAPRCPVNSYQRDGSMAT--GSYGSAPN--YEPNSYAAAPKQSPRHAEPALALNGS

HI PVNQPRCPVHHYHRDGQMNTYGGI RTGNPDAYYEPNSFNG-PAEQPLAKEPPLRI DGD

ALPVNAPLSPVNHYHKDGPMRFFP--NNPNADAYYEPNSFGG-PKEDPSVKEPPLRI NGD
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360
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Sr. meliloti HPⅢ

R. rubrum S1
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ADSVSY--DHNDHYTQAGDLYRLMSEDERTRLVENI VNAMKPVEKEEI KLRQI EHFYKAD

VFNYNEREYDDDYYSQPGDLFRLMPADEQQLLFENTARAMGDAE-LFI KQRHVRNCYKAD

ADRYNHRI GNDDY-SQPRALFNLFDAAQKQRLFSNI AAAMKGVP-GFI VERQLGHFKLI H

AAHWNFRE-DADYYDQPGRLFRLMTPQQQDELFQNTARAMGDAP-EEI KRRHVGNCAKAD

AAHWDYRTDDNDYFSQPRALFNLMNAEQKQSLFNNTAAAMGDAP-DFI KYRHI RNCHWCD

AAHWDYRQDDDDYFSQPRALFNLMNDAQKQALFGNTAAAMGDAP-DFI KYRHI RNCYRCD

ADHWNHRE-DEDYFSQPRALYELLSDDEHQRMFARI AGELSQAS-KETQQRQI DLFTKVH

ADRYDHREDADYY-SHAGALFRLMSDEQKALLI SNI AGTMAGVS-ENVI QRQLQYFFKAD

MSRYDHRVGNDDY-VQVRALFGLFDEGQKSRLFSNI AAAMGGVP-GEI I ERQLI HFARVH

ADHYNHREGNDDY-VQVGALFALFDEGERQRLFSNI AEAMAGVP-EEI I RRQLVHFHRAD
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AAYGEGVAKALGLTVEDALKARDTDPALGQGGLL

PAYGEGVAKALGLTVEDAQAARATDPALGQAGLL

PEYGAGVEKAI KV--------------LEGKDAK

PAYGEGI AKGLG---------I NL-------A

PEYEAGVRQALKTAHGYEADTI S-----TAAE

PAYGEGVAKALGLAP------------VSQPA
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QI PVNKPRCPFHAFHRDGAMRV-DGNYGSAKG--YEPNSY-GEWQDSPEKKEPPLKVHGD

SI PVNQPKCPVHHYHRDGQMNVYGGI KTGNPDAYYEPNSFNG-PVEQPSAKEPPLCI SGN

LI PVNAARCPVHSYHRDGAMRV-DGNHGSTLA--YEPNSY-GEWQEQPDFAEPPLAI RGD

QI PVNRPRCPVHSNQRDGQGRV-DGTYGSLPH--YEPNSF-SQWQQQPDFAEPPLRI SGD

QI PVNRPRCPVHSNQRDGQGRA-DGNYGSLPH--YEPNSF-GQWQQQPDFAEPPLKI NGD

QI PVNAPKCPFHNYHRDGAMRV-DGNSGNGI T--YEPNSG-GVFQEQPDFKEPPLSI EGA

QLPVNAPRCPVNSYQRDGSMAT--GSYGSAPN--YEPNSYAAAPKQSPRHAEPALALNGS

HI PVNQPRCPVHHYHRDGQMNTYGGI RTGNPDAYYEPNSFNG-PAEQPLAKEPPLRI DGD

ALPVNAPLSPVNHYHKDGPMRFFP--NNPNADAYYEPNSFGG-PKEDPSVKEPPLRI NGD
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ALPI NRARNKVNNYQRDGQMR-FDDNGGGSV--YYEPNSFGGP-KESPEDKQAAYPVQGI

QI PVNKPRCPFHAFHRDGAMRV-DGNYGSAKG--YEPNSY-GEWQDSPEKKEPPLKVHGD

SI PVNQPKCPVHHYHRDGQMNVYGGI KTGNPDAYYEPNSFNG-PVEQPSAKEPPLCI SGN

LI PVNAARCPVHSYHRDGAMRV-DGNHGSTLA--YEPNSY-GEWQEQPDFAEPPLAI RGD

QI PVNRPRCPVHSNQRDGQGRV-DGTYGSLPH--YEPNSF-SQWQQQPDFAEPPLRI SGD

QI PVNRPRCPVHSNQRDGQGRA-DGNYGSLPH--YEPNSF-GQWQQQPDFAEPPLKI NGD

QI PVNAPKCPFHNYHRDGAMRV-DGNSGNGI T--YEPNSG-GVFQEQPDFKEPPLSI EGA

QLPVNAPRCPVNSYQRDGSMAT--GSYGSAPN--YEPNSYAAAPKQSPRHAEPALALNGS

HI PVNQPRCPVHHYHRDGQMNTYGGI RTGNPDAYYEPNSFNG-PAEQPLAKEPPLRI DGD

ALPVNAPLSPVNHYHKDGPMRFFP--NNPNADAYYEPNSFGG-PKEDPSVKEPPLRI NGD
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VFNYNEREYDDDYYSQPGDLFRLMPADEQQLLFENTARAMGDAE-LFI KQRHVRNCYKAD

ADRYNHRI GNDDY-SQPRALFNLFDAAQKQRLFSNI AAAMKGVP-GFI VERQLGHFKLI H

AAHWNFRE-DADYYDQPGRLFRLMTPQQQDELFQNTARAMGDAP-EEI KRRHVGNCAKAD

AAHWDYRTDDNDYFSQPRALFNLMNAEQKQSLFNNTAAAMGDAP-DFI KYRHI RNCHWCD

AAHWDYRQDDDDYFSQPRALFNLMNDAQKQALFGNTAAAMGDAP-DFI KYRHI RNCYRCD

ADHWNHRE-DEDYFSQPRALYELLSDDEHQRMFARI AGELSQAS-KETQQRQI DLFTKVH

ADRYDHREDADYY-SHAGALFRLMSDEQKALLI SNI AGTMAGVS-ENVI QRQLQYFFKAD

MSRYDHRVGNDDY-VQVRALFGLFDEGQKSRLFSNI AAAMGGVP-GEI I ERQLI HFARVH

ADHYNHREGNDDY-VQVGALFALFDEGERQRLFSNI AEAMAGVP-EEI I RRQLVHFHRAD
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F. Multiple alignment of deduced amino acid sequence of R. rubrum S1      

   Transcriptional regulator with sequences of a bacterial  AraC  family     
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적        요

    본 연구는 다양한 대사능력을 가진 광합성세균인 Rhodospirillum 

rubrum  S1으로부터 catalase를 포함하고 있는 gene cluster의 분자생물학적 

특성을 분석하고, E. coli에서 발현된 R. rubrum  S1 catalase의 생화학적 특

성을 조사하 다. R. rubrum  S1의 게놈 DNA를 PCR로 증폭한 결과, 

catalase 유전자 일부분인 245 kbp의 PCR산물을 얻었고, 이 PCR 산물을 

탐침으로 southern hybridization을 실시한 결과 BamHI, EcoRI, HindⅢ절

편에서 각각 2개의 신호가 감지됨을 알 수 있었다. 각각의 절편들을 cloninig

하여 E. coli UM255에 형질전환시켰다. 그 결과 7.4 kbp의 삽입체를 가지는 

한 개의 clone에서 catalase 유전자가 발현됨을 확인하 고, 이 clone을 

pSCAT02라 명명하 다. pSCAT02에 대해 염기 서열을 분석한 결과 6개의 

ORFs으로 구성되어 있고 trehalose-6- phosphate synthase, glucokinase, 

restriction endonuclease, methyltransferase, catalase, transcriptional regulator 

유전자 순으로 배열되어 있음을 알 수 있었다. 

     Trehalose-6-phosphate synthase 유전자는  5‘-말단쪽으로 약 250 bp의 염

기가 결정되지 않는  1092 bp의 염기로만 구성된 유전자 단편임을 알 수 있었고, 

Salmonella typhirium의 trehalose-6-phospahte synthase 유전자인 otsA

와는 47.8%의 상동성을 보 다. glucokinase 유전자는 trehalose-6-phosphate

synthase 유전자의 하류에 있으며, 978 bp 염기서열로 이루어지며 326개의 

아미노산 서열로 구성되어 있었다. 염기서열로부터 유추한 단백질의 분자량은 

33,865 Da 이었으며 등전점이 7.18이며, N-말단 서열부위에 ATP-binding 

site가 포함되어 있음을 알 수 있었다. Helicobacteria pylori  J99와는 35%

의 상동성을 보 다. Restriction endonuclease 유전자는 1284 bp의 염기서

열로 구성되어 있으며, 428개의 아미노산을 암호화하는 하나의 ORF로 이루

어져 있었다. 아미노산 서열에서 추정된 단백질의 분자량은 45,987 Da 이었으

며, 등전점은 6.645 다. 이 restriction endonuclease의 상류에 바로 인접하여 

또다른 하나의 ORF가 존재함을 확인하 고, 1836 bp의 염기서열로 이루어
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지며 611개의 아미노산을 암호화하는 methytransferase로 확인되었다. 

methyltransferase사이에 아미노산 서열에서 추정된 단백질의 분자량은 

64,003 Da이었으며 등전점은 9.329 다. Restriction endonuclease는 

Xanthomonas campestris pv. phaseoli와 50%의 상동성을,  Rhizobium

leguminosarum와 49%의 상동성을 보여주었고, methyltranserase는 

Xanthomonas campestris pv. phaseoli와 52%의 상동성을, Rhizobium 

leguminosarum와 49%, 54%의 상동성을 보여주었다. 

    Methyltransferase의 상류상에 위치한 유전자의 염기서열을 분석한 결

과  326 bp로 이루어져 있는 intergenic space가 존재하고 있고,  catalase 

유전자가 역방향으로 위치해 있음을 확인하 다. 이 catalase 유전자는 1455 

bp 염기서열로 이루어지며 484개의 아미노산을 암호화하는 하나의 ORF로 

이루어져 있었다. 개시코돈(ATG)의 6 bp하류에 The putative Shine-Dalgarno

(SD)sequence(GGAGA)가 존재하고 있었다. 염기 서열에서 추정된 단백질의 

분자량은 54,316 Da 이었으며 등전점은 6.468 다. 아미노산 서열을 분석한 

결과, Brucella melitensis의 catalase와는 85%, Sinorhizobium meliloti의 

catalase와는 84%로 높은 상동성을 보여 상당히 잘 보존되어 있음을 알 수 

있었다. bovine liver catalase에서 보이는 active-site residues, proximal

과 distal heme-biniding ligands, 그리고 NADPH-binding residues가 상

당히 보존되어 있음을 확인하 다. 

    AraC transcriptional regulator 유전자는 catalase 유전자의 하류에 위치하

고 있으며, catalase 유전자의 종결코돈로부터 31bp 떨어진 위치에 종결코돈

(TAA)이 있었고 3‘-말단으로부터 426 bp의 단편 ORF로 구성된 염기서열이 결

정되었다. 아미노산 서열을 분석한 결과, C-말단 부위에 helix-turn-helix DNA 

binding domain이 포함되어 있었고, Pseudomonas aeruginosa의 probable 

transcriptional regulator와는 49.3%의 상동성을 보 다. 

    E. coli에서 발현된 R. rubrum  S1 catalase는 여러 단계의 정제 절차에 

따라 순수 정제하여 생화학적 특성을 조사한 결과, 정제된 catalase의 수율은 

4.2% 으며, 정제 배수가 91배로 증가한 효소시료 5.3 mg을 얻을 수 있었

다. 이 효소의 분자량은 189 kDa으로 61 kDa에 해당하는 동일한 소단위체 
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네 개로 이루어 졌음 알수 있다.  pH 5.5 ∼ pH 11.0까지 넓은 범위의 pH

에 대해 높은 활성을 보 고, 온도의 향은  30℃에서 최적이었으나 70℃에

서는 거의 활성을 나타나지 않았다. 그리고 20℃에서 60℃까지 효소의 활성이 

안정함을 알 수 있었다. 저해제인 3-amino-1,2,4-triazole에 대해 활성이 74%정

도 유지되었고, 유기용매에 대해 80%정도 활성이 유지되는 반면, salicylic 

acid에 대해서는 상당히 활성이 감소되었음 알 수 있었다. 전형적인 Heme 

단백질 효소들의 저해제인 NH2OH에서 4.4×10
-6 
M, NaCN에서 8.779×

10
-6 
M, NaN3에서 4.0×10

-7 
M 농도에서 50%억제되는 것을 알 수 있다. 

H2O2농도에 대한 catalase의 Km값은 110 mM로 Vmax 값은 50000 U/mg

으로 조사되었다. 효소의 스펙트럼을 보면 A406/A280 비율이 0.97의 값을 

보이며, dithionite에 의한 효소의 환원은 일어나지 않았고, CN-ligated 

form의 흡수스펙트럼에서는 Soret band가 427 nm로 이동하 고, 550 nm

에서 shoulder가 나타났다. E. coli에서 정제된 catalase의 prosthetic group

는 ferric heme을 갖는 protoporphyrin IX으로 보인다. 이상의 결과로 E. 

coli에서 발현된 R. rubrum  S1의 catalase는 전형적인 catalase로 사료된다.

    본 연구를 통해 처음으로 광합성 세균 R. rubrum  S에서 catalase 유전

자를 포함하는 gene cluster를 분리하여 cloning을 하 다. 그리고 gene 

cluster에 포함된 trehalose-6-phosphate synthase, glucokinase, restriction 

endonuclease, methyltransferase, catalase, and the AraC family 

transcriptional regulator 유전자의 염기서열을 결정하 다. E. coli UM255

에서 발현된 catalase의 생화학적 특성을 규명하 다. 이상의 연구결과를 바

탕으로 광합성세균 R. rubrum S1에서 다양한 환경 변화에 대한  catalase의 

발현 양상과 생물학적 기능을 밝혀야 할 것으로 판단된다.

주요어 : Rhodospirillum rubrum  S1, catalase, catalase gene        

        cloning,  catalase gene cluster
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