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요  약  시안화물을 포름아미드로 변환시키는 nitrilase의 일종인 시안 수화효소 (cyanide hydratase, CHT) 를 진균류
인 Neurospora crassa 와 Aspergillus nidulans로부터 유전자 조작을 통하여 His에 태그 또는 언태그된 형태로 대장균
에 형질변환시켜 발현하였다.  발현된 효소를 고정 metal affinity chromatography로 정제하였다. 정제된 효소들의 pH 

안정성, 동력학적 매개변수의 값을 검토하였다.  실험 결과  N. crassa 의 CHT가 50%정도 더 넓은 pH 안정 범위를 
가졌고 3배 가량 turnover rate도 높았다.  반면 A. nidulans CHT의 Km 값 (효소포화 용량)이 N. crassa CHT보다 더 
크게 나타났다.  두 진균류에서 CHT의 유도발현은 질소성분과 상관없이 KCN에 의해 가능하였으며, 생분해 실험결
과 N. crassa CHT에 의해 최대 82%/h의 시안분해가 가능하였다.

Abstract  Abstract  The genes of cyanide hydratase(CHT), a kind of nitrilases whichhydrolyze cyanide to 
formamide were extracted from N. crassa and A. nidulans, the two fungal strains. The recombinant forms of 
the CHT originated from N. crassa and A. nidulans were prepared with N-terminal hexahistidine purificationtags 
or no tags, and expressed in E. coli. The enzymes were purified using immobilized metal affinity 
chromatography. They were compared according to their pH activity profiles, and kinetic parameters.  The N. 
crassa CHT has the wider pH range of activity above 50% and three-fold higher turnover rate (6.6 x 108 

min-1) than the A. nidulans, meanwhile the CHT of A. nidulans has the higher Km value. Expression of CHT 
in both N. crassa and A. nidulans were induced by the presence of KCN, regardless of any presence of 
nitrogen sources. Max. 82% of KCN was degraded in 60 min for biological degradation tests. 

Key Words: Cyanide hydratase, Recombinant enzyme, Enzyme kinetics, Biodegradation

1. 서론 

시안 폐기물은 미국을 비롯하여 전세계적인 주요 환경 
유독성 물질로 주목받고 있으며 약 1800만 톤 규모로 발
생하고 있다[1]. 광산, 전기도금, 제강, 고분자 합성, 약품 
제조, 염료 제고 및 농업재배 등에서 다양하게 사용되고 
있으며 쉽게 대체물질을 찾기 어려운 특성을 갖고 있다. 
본질적으로 생물의 호흡시스템에 독성으로 작용하는 시
안화합물을 분해하려면 시토크롬 c에서 산소로 전달되는 

전자의 최종경로를 차단함으로써 가능하다.  현재 가장 
널리 쓰이는 제독방법은 시안을 호학적으로 산화시켜 안
정된 비독성 물질로 전환시키거나 불투수성 토양에 차단
시키는 것이다.

이러한 시안화합물을 생물학적으로 처리하기 위한 다
양한 방법들이 지난 수 십년간 제시되어 왔다[2]. 이 가운
데 미생물로부터 얻어지는 nitrilase를 사용하는 것이 가
장 실현성 높은 접근법으로 인식되고 있다. 많은 효소들
은 시안화합물을 특정한 환경조건에서 비독성 화합물로 
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전환시킨다: 질소고정 박테리아에서 발견되는 
nitrogenase는 절대 혐기성 상태를 조성해 주어야 하며
[3], 대부분의 동물 및 일부 식물, 균사체와 미생물이 보
유하고 있는 rhodanase 는 티오황산염이 필요하다[4]. 반
면 nitrilase는 이러한 제한성을 갖고 있지 않다. 이들은 
시스틴의 친핵반응[5] 을 포함한 단순한 가수분해 경로를 
사용하여 시안을 전환시킬 수 있다. Nitrilase 보유 계열균
주들에서 시스틴은 라이신, 글루탐산과 함께 전환되어 시
안분해에 필요한 촉매 triad를 형성한다고 알려져 있다
[5-7]. Pseudomonas chlororaphis B23[8]과 같은 미생물
은 이미 시안화물 (nitrile) 을 대사하는 효소로서 대량생
산의 가능성이 높은 예의 하나이다.

미생물에서 생산되는 nitrilase는 수화반응을[9] 통해서 
시안과 같은 nitril을 무독물질로 변환시키는 효소군의 하
나이다. Nitrilase중 시안수화효소(cyanide hydratase; 
CHT)는 수많은 식물병원체인 Fusarium solani, 
Goeocercospora sorghi 등에서 발견되며 시안화물을 포
름아미드로 전환시킨다[10]. 또 다른 nitrilase는 시안이수
화효소(cyanide dihydratase; CynD) 로서 시안화물을 포름
산염과 암모니아로 전환시키며[11] Alcaligenes 
xylosoxidans 나 Pseudomonas stutzeri AK61, Bacillus 
pumilis 등에서 발견된다[12]. 

CHT나 CynD는 시안의 분해에 유망한 특성을 갖추고 
있는데 장기간 유지되는 안정성, 조효소가 불필요하다는 
점이며 추출, 정제, 세포자체의 형태로 촉매활성이 높은 
수준으로 쉽게 발현되는 것이 또 다른 잇점이다[13].

본 연구를 통해 Aspergilus fumigatus 와 같은 병원성 
균사체가 상기에 언급한 효소의 관련 유전자를 보유하고 
있음을 확인하고 A. nidulans, N. crassa 균주로부터 관련 
유전자를 복제하였다. 대장균에서 복제된 두 종류의 
CHT의 안정성 및 효소동력학 (enzyme kinetics)을 조사
하고 KCN을 모델물질로 하여 생분해 실험을 수행하였다.

2. 실험재료 및 방법

2.1 균주, 플라스미드 및 배지

[표 1] 실험에 사용된 균주와 플라스미드
Strain Plasmid Description Reference

E. coli  
B1

BL21(DE3)pLysS F‐ ompT 
hsdSB gal dcm

Novagen, 
Inc.

E. coli  
B2N

B1, pET28a NdeI‐EcoRI of 
N. crassa  CHT Here

E. coli  
B2A

B1, pET28a NdeI‐EcoRI of 
A. nidulans CHT Here

표 1에 사용된 균주 및 플라스미드 제원이 나타나 있
다. 대장균을 Studier 등[14]이 단백질 발현을 위해 조성
한 LB배지 (0.05% 포도당, 0.5% 글리세롤, 0.2% 락토스) 
에서 배양하였다. 대장균 선별을 위해 암피실린 100 
µg/ml, 글로람페니콜 25 µg/ml, 카나마이신 25 µg/ml 를 
첨가하였다. N. Crassa 는 Vogel 배지[15] 에서 그 외 균
주는 complete 배지[16]에서 배양하였다.

2.2 DNA 조작

CHT 유전자는 A. nidulans의 게놈 DNA에서, N. 
crassa 의 경우 cDNA를 사용하여 증폭 사용하였다. 프라
이머는 ATG코돈의 Nde I 에 도입되어 p1260에 클로닝되
고 서열분석된 후에 다시 PET26b과 PET28a 에 재클로닝
되어 각각 언태그된 단백질을 발현하고 N‐말단의 His 
에 태그된 단백질을 발현하도록 하였다.

A. nidulans의 클론에서 인트론을 제거하기 위하여 
Quick Change Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, 
La Jolla, USA) 를 사용하여 그림 1과 같은 아미노산 서
열을 얻었다. 대장균에 형질전환되고 유전자 발현은 
BL21(DE3)pLysS 에서 이루어졌다. 

2.3 대장균의 CHT 발현과 정제

Recombinant 대장균에서 단백질의 생산은 30°C에서 
Studier 등[14]의 자동유도 배지에서 이루어졌다. 세포 수
확 후 펠렛을 0.1M NaCl, 0.0125M imidazole, 1mg/ml 라
이소자임을 포함하는 0.02M 인산나트륨 완충액에 재분
산시킨 후 ‘동결‐해빙법’으로 DNA가 없는 원천 lysate
를 얻었다. His 태그된 CHT효소는 고정  metal affinity 
크로마토그래피(1‐ml HisTrap Ni Sepharose HP column) 
로 정제하였다: imidazole 완충액을 elution에 사용하였고 
peak fraction을 채취하여 냉장보관하며 사용하였다.

2.4 최적 pH 및 효소동력학 분석

정제된 CHT의 pH에 따른 활성을 그림 2에 나타내었
다. 

pH 4～11의 범위로 인산나트륨 완충액에서 효소활성
을 측정하였다. 우선 KCN 1M stock 용액을 100 ml의 pH 
7.6 MOPS 용액에 희석시켜 최종 100 mM의 KCN을 준
비하였다. 상온에서 300 µl 의 효소와 10mM KCN을 60
분간 반응시켰다. 효소의 농도는 N. crassa, A. nidulans에 
대하여 각각 1.8, 2.2 µg/mL 였다. 시안 농도의 측정은 피
크릭산법[17]을 이용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하
였다. 
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[그림 1] 시안화물을 분해하는 두가지 nitrilases의 아미노산 서열(밑줄은 catalytic triads와 같은 잔류물)
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[그림 2] N. crassa와 A. nidulans의 pH조건에 따른  CHT

의 활성도

동력학 실험을 위한 효소의 농도는 0.1M MOPS 용액
을 사용하여 N. crassa, A. nidulans에 대하여 각각 1.8, 
0.44 µg/mL 로 정하였고 KCN의 최종농도는 2 ,5, 10, 20, 
30, 40, 50 mM 로 하여 준비하였다. 효소반응은 상온에
서 10분간 진행되도록 하고 1분, 10분마다 샘플링하였다. 

다음 식 (1)과 같이 Lineweaver‐Burk plot 을 이용하
여 Vmax 및 Km 을 결정하였다.
                                          

][
111

maxmax SV
K

VV
m+=

(1)  

2.5 시간에 따른 생분해 실험

A. nidulans 와 N. Crassa 유래의 recombinant 대장균 
균주를 각각 준비하였다. 30°C에서 오버나잇으로 2ml 
complete 배지에서 배양 후, 1ml 은 whole cell 로 보관하
고 다른 1ml 은 세포해체 완충액에서 초음파로 파쇄하였
다: 원심분리로 수확한 cell pellet을 1ml 해체완충액 (40 
mM NaCl; 2.7 mM KCl, 10mM Na2HPO4; 1.8mM 
KH2PO4; pH=7.3)에 재분산시킨 후 0°C에서 10초간 3회 
초음파를 적용하고 4°C에서 5분간 13000 rpm 으로 원심
분리한 후 상등액을 cell extract로 사용하였다(활성을 가
진 CHT는 대개 수용액상에 존재함). Whole cell 및 
extract 를 10mM KCN과 반응시켜 10분 마다 피크릭산 
법으로 잔류 시안량을 측정하였다.

3. 결과 및 토론

3.1 대장균 클로닝 및 CHT 정제

N. crassa와  A. nidulans의  CHT유전자는 N. crassa 
의 경우 cDNA library로부터, A. nidulans는 게놈 DNA에
서 PCR로 증폭하였다. 증폭된 DNA는 p1260에 부분 클
로닝 되어 대장균으로 형질변환 되었다. 포함된 인트론은 
표적돌연변이법으로 제거하였다. His 태그된 플라스미드
는 pET28a의 Nde I site를 사용하여, 이와 유사하게 언태
그된 단백질을 얻기 위해서는 pET26b가 사용되었다. 최
종 플라스미드 복합체는 전기천공법을 통하여 
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BL21(DE3)pLysS 에  형질전환 되었다. 그림 1의 아미노
산 서열은 시안화물에 활성을 나타내었다. 각 클론의 
DNA는 SDS‐PAGE를 사용한 파다 발현을 통하여 확인
되었다. 그 발현 수준 및 효소활성은 태그, 언태그와 상관
없이 차이가 없었다. CHT효소들은 고정 metal affinity 
chromatography로 정제되고 4°C에서 수개월간 안정하였
다.  

3.2 pH 활성

정제된 CHT효소의 pH에 따른 활성변화를 그림 2에 
나타내었다. pH범위 4～11 가운데 중성에 해당하는 6～7
에서 최대활성을 보였다. N. crassa의 CHT가 A. nidulans
에 비해 25% 더 높은 활성을 보였으며,  pH 5～9에 걸쳐 
광역적 안정성을 나타내었다. 

3.3 Kinetic 분석 및 시안생분해

[표 2] 실험에서 결정된 CHT효소의 kinetic parameter

Enzyme 
Source

Km 

(mM)
Vmax(m
Mmin‐1)

kcat 

(min‐1)
kcat/Km 
(mM‐1min‐1)

N. crassa

A. nidulans

16.2

32.2

2.7

1.35

6.6 x 108

3.4 x 108

4.07 x 107

1.06 x 107

정제된 recombinant CHT효소의 kinetic parameter 값
은 표2와 같다. N. crassa의 Vmax 및 kcat 값이 상대적으로 
높았고, 반포화계수인 Km 값은 A. nidulans의 약 1/2 정도
였다. 기질친화성과 효소활성을 동시에 고려한 kcat/Km 값
에서는 N. crassa가 높아 A. nidulans보다 더 효율적인 촉
매시스템을 가진 것으로 평가되었다. 

N. crassa 자연균주와 knockout 변이주를 최소배지에
서 배양 후, CHT유도효과를 조사하였다. 각 배양액에 
2mM의 KCN을 주입하고 시안의 분해에 따른 암모니아 
발생여부를 확인하였다. 배양 중 시안이 존재하면 CHT 
유전자의 발현이 유도되었고 반면 knockout 균주에서는 
어떤 활성도 발견되지 않았다. 

F. lateritium, F. solani, F. oxysporum, L. maculans 에
서 작용하는 nitrilase와 같이[18-20] 이 두 균주는 시안화
물에 의해 효소발현이 유도되고 있었으며 그 CHT효소들
은 활성이나 대사조절 측면에서 서로 유사하였다. 이 효
소들은 아미노산 서열 분석에 의하면 N. crassa의 경우, 
G. sorgi와 F. Lateritium 의 서열과 72%～82% 유사하였
으며 A. nidulans경우에는 60% 유사성을 보였다. 
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[그림 3] N. crassa  와 A. nidulans에 의한 KCN의 시간
에 따른 분해(위) 및 두 균주의 whole cell과 
추출한 경우의 분해효율(아래) 

그림 3은 두 변이균주 자체에 의한 시안화물의 시간에 
따른 분해를 도시한 것으로 N. crassa의 CHT가 A. 
nidulans에 비해 분해속도가 크고 반응속도론적으로 0차 
반응에 가까움을 보여준다. 한편 효소를 초음파법으로 추
출하여 시험한 경우에는 whole cell에 비해 분해효율이 
30%～35% 가량 저하되었으며 이는 추출과정에서 세포
의 파괴와 아울러 효소변성이나 효소활성의 소실이 수반
되었기 때문으로 사료된다. 즉 초음파로 인한 물리적 효
소 감소와 과다발생한 열, 또한 세포의 유출 성분과 효소
와의 상호작용 등이 안정한 세포내에서 작용하는 효소보
다 통합적으로 효소활성을 감소시키는 것으로 이해 할 
수 있다. 

본 연구결과로 적정한 pH 범위가 넓고 turnover rate와 
최대반응속도가 큰 N. crassa유래의 CHT가 시안화물의 
분해에 유망한 촉매로 사용될 수 있다고 사료된다. 
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