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요 약

본 연구에서는 대장균 내에서 L-threonine의 생합성에 영향을 미치는 저해제들에 대한 모사 연구를 위하여 L-aspartate

에서 L-threonine까지의 아미노산 생합성 대사 네트워크를 문헌 및 데이터베이스를 통해 구축하였다. 또한 L-threonine

생합성에 영향을 미치는 저해제들을 수학적으로 모델링하여 효소 반응식에 적용시켰다. 모사 연구를 위해 초기 농도

값을 L-aspartate 5 mM, ATP 5 mM, NADPH 2 mM으로 설정하고 저해제의 농도 변화에 따른 세포내 대사 물질들의

농도변화를 확인하였다. 그 결과 저해제 L-lysine, L-methionine, L-glutamate는 저해제 농도 변화에 따라 대사 물질들

의 농도 변화가 없었다. 그러나 저해제 L-serine, L-cysteine 그리고 L-threonine의 경우 저해제의 농도 변화에 따라 세

포내 대사물질들의 농도 곡선이 서로 다른 결과를 얻었다. 대장균 내에서 소비되어진 L-aspartate의 농도는 세포 내 생

성되는 L-threonine과는 관련이 없었고, 생성되는 L-threonine의 농도는 세포 내에 축적된 D,L-aspartic β-semialdehyde

에 반비례하였다.

Abstract − In order to investigate the effect of inhibitors on L-threonine biosynthesis in Escherichia coli, we have con-

structed a metabolic network model of amino acid biosynthesis from L-aspartate to L-threonine by using available infor-

mations from literatures and databases. In the model, the effects of inhibitors on the biosynthesis of L-threonine was

included as an appropriate mathematical form. For simulation study, we used initial values as L-aspartate 5 mM, ATP

5 mM, NADPH 2 mM, and observed the concentration changes of intermediate metabolites over concentration changes

of respective inhibitors. As a result, we found that concentrations of intermediate metabolites were not significantly

changed over concentration changes of L-lysine, L-methionine, and L-glutamate. But, there were considerable changes

of intermediates over concentration changes of L-serine, L-cysteine, and L-threonine, which can be considered as essen-

tial effectors on L-threonine synthesis. Contrary, the synthesis of L-threonine seems to be not related to the amounts of

L-aspartate, and inversely proportional to the accumulated amount of D,L-aspartic β-semialdehyde.
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1. 서 론

미생물 내에서 합성되는 아미노산 중에서 대표적으로 TCA cycle

내 대사 물질인 L-oxaloacetate를 전구체로 하여 만들어지는 아미노

산은 L-threonine, L-lysine, L-methionine, L-isoleucine이 있다[1]. 그

중 L-threonine은 화학식이 CH
3
CH(OH)CH(NH

2
)COOH으로 영양

상 필수 아미노산 중의 하나이며 분자 내에 2개의 비대칭 탄소원자

를 가지므로 4개의 광학이성질체(L-threonine, D-threonine, L-

allothreonine, D-allothreonine)가 있으며 천연에 존재하는 것은 L-

threonine이다. 단백질을 구성하는 아미노산으로 널리 분포하지만 동

물성 단백질에는 많고 식물성 단백질에는 적다. 곡류에 함유되는

L-threonine은 그 함량은 낮지 않지만 동물에 의해서 이용되기 어려

운 것으로 알려지고 있다. 또한 L-threonine은 다른 아미노산보다도

결핍증이 생기기 쉬운 아미노산이다[2]. 
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효모·세균에서는 L-aspartate에서 L-homoserine을 거치거나 L-

glycine에 threonine aldolase 효소가 작용하여 합성된다. L-threonine

의 생리적 기능은 지방간을 방지하며, 교원질, 탄성소(Elastin) 그리

고 에나멜 단백질의 주요 성분이다. 또한 면역 체계에 관여하는 것

으로 알려져 있으며 L-threonine의 심각한 결핍 시 신경기능 장애를

유발하고 소아의 성장 발육, 성인의 질소대사와 평형에 필수적인 아

미노산으로 알려져 있다[1, 2].

이에 본 연구에서는 이렇게 중요한 L-threonine을 생합성하는

동역학 네트워크 모델을 구축하여 L-threonine 생합성에 관여하

는 저해제들을 수학적 모델링에 적용시킨 후 대장균 내에서의 L-

threonine 생합성을 컴퓨터상에서 모사(simulatuion) 프로그램을

이용하여 대사물질들이 시간대별로 농도가 어떻게 변하는지 모

사 분석을 하고 대장균이 L-threonine을 생산하는 데에 관련된

저해제 중 어떠한 저해제가 큰 영향을 미치는지에 대해 목표로

삼았다.

목적 균주의 선정은 현재까지 대사 네트워크 연구가 가장 많이

연구되어진 대장균으로 삼았고 L-threonine의 대사 경로는 앞서 말

한 두 가지 경로 중 L-aspartate에서 L-homoserine을 거치는 대사 과

정을 선택하였다[3-5]. 대장균에서의 L-threonine 생합성 네트워크에

관한 대사 정보는 다른 연구팀에서 연구되어진 문헌자료와 대사 경

로 및 관련 효소 정보는 웹상에서 제공하고 있는 BioCyc, KEGG,

EMT project 및 BRENDA의 자료를 바탕으로 하여 L-aspartate를

시작점으로 하여 L-threonine까지의 5단계의 대사 경로를 구축하였

다[6-8]. 또한 L-threonine 생합성에 관여하는 여섯 개의 효소에 영

향을 미치는 조효소(cofactor), 금속이온(metal ion), 저해제(inhibitor),

활성제(activating compound)들을 조사하여 L-threonine 생합성 네

트워크에 적용시켰다[9].

특이한 점은 대장균의 L-threonine 생합성 첫 단계인 L-

aspartate에서 β-aspartyl phosphate로 대사될 때 효소 복합체

(enzyme complex)가 작용하여 aspartokinase I와 aspartokinase

III 두 효소가 작용한다는 것이다. 이 효소들은 각각 양론식

(stoichiometry)은 같지만 서로 영향을 미치는 저해제가 서로 다

른 것으로 조사되었다. Aspartokinase I의 경우엔 최종 생성물인

L-threonine이 저해하며 aspartokinase III의 경우엔 L-lysine과

L-glutamate가 저해제 역할을 한다.

2. 본 론

2-1. L-threonine 생합성 네트워크 구축

본 연구팀에서는 미생물 내 전체 아미노산 생합성 과정을 조사하

고 그 중에 산업적으로 유용하게 사용되는 L-threonine의 합성 경로

를 이용하여 Fig. 1과 같이 L-aspartate에서 L-threonine까지의 대사

네트워크를 구축하였다[3-5]. 총 여섯 개의 관련 대사 물질 및 효소

를 찾아냈으며 효소 저해제도 Fig. 1에 표시하였다. L-threonine 생

합성 관련 효소 중 저해제의 영향을 가장 많이 받는 효소는 homoserine

kinase(EC 2.7.1.39)로 다섯 개의 저해제에 대해 영향을 받는다. 또

한 하나의 저해제는 하나의 효소만을 저해하지 않고 두 개 이상의

효소를 저해하며(L-serine은 제외) L-threonine은 세 가지의 효소에

대해서 저해제 역할을 하는 것으로 나타났다. 

2-2. L-threonine 생합성 네트워크에 대한 양론식 구성

본 연구를 통해 구축한 대장균의 L-threonine 생합성 네트워크

를 이용하여 양론식(stoichiometry)을 구성하였다(Table 1). L-

aspartate에서 L-threonine으로 생합성되는 반응은 총 다섯 단계

로 구분할 수 있으며 실제로 작용하는 효소는 반응 첫 단계에서

효소 복합체로 작용하는 aspartokinase I, III에 의해 총 여섯 개

의 효소반응으로 구성되어 있다[7]. 또한 5단계의 반응 중 앞선

세 반응은 가약반응(reversible reaction)이고 뒤의 나머지 두 반

응은 비가역반응(irreversible reaction)이다. 여기서 AK I/III와

HSK 효소에서 소모된 한 개의 phosphate는 ASADH와 TS 효소

에서 생성된다.

Fig. 1. L-threonine biosynthesis metabolic pathway in E. coli: Inhibitors (SER, CYS, GLU, LYS, MET, THR).

Table 1. Stoichiometric equations for L-threonine biosynthesis metabolic

network

Enzyme Stoichiometry

AK I/III ASP + ATP ↔ASPP + ADP

ASADH ASPP + NADPH ↔ASPSA + NADP+ + Pi
HDH ASPSA + NAD(P)H ↔HSER + NAD(P)+

HSK HSER + ATP → PHSER + ADP

TS PHSER + H
2
O → THR + Pi
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2-3. 동역학 모델을 위한 효소 반응식

대장균 내의 L-threonine 생합성 관련 동역학 대사 네트워크를 모

사(simulation)하기위해 관련된 효소 반응들은 두 기질/두 생성물 반

응(ASADH 효소 반응제외: 두 기질/세 생성물 반응)으로 표현할 수

있다. 이를 양론식으로 간단히 표현하면 A+B ↔ P+Q로, 생성물

P와 Q는 기질인 A와 B에 경쟁적으로 반응한다. 즉 생성물이 효소

의 활성부위에서 기질과 함께 반응하여 저해제 역할을 함으로써 효

소 반응속도에 영향을 미친다. 이러한 두 기질 반응 속도식의 일반

적 형태를 간략하게 수학적으로 표현하면 (1)식과 같이 나타낼 수

있다[10, 11].

(1)

여기서, Vf는 정반응의 최대속도(Vmax)를 나타낸다. 위의 (1)식은

역반응의 제한 속도 Vr 값을 Haldane relationship으로 관련된 파라

미터들을 이용해 (2)식과같이 표현하여 유도되었다.

(2)

 또한 L-threonine 생합성과 관련된 6개의 효소와 관련하여 효소 반

응식에 영향을 미치는 저해제들을 문헌 및 웹 자료를 통해 조사하

였다. 그런 다음 기존의 문헌에 보고된 저해제와 웹 자료에서 새롭

게 찾은 저해제들 중에서 L-threonine 생합성 대사 네트워크와 가

장 가깝게 인접해 있는 대사 물질들을 선별하고 기질로 반응하는

대사물질들과의 화학적인 구조도 비교하였다. 또한 저해제들이 각

각의 효소 반응에 경쟁적(competitive)으로 반응할지 비경쟁적(non-

competitive)으로 저해하는지를 조사하였다. 그리하여 L-threonine

생합성과 관련하여 6개의 저해제(L-serine, L-cysteine, L-threonine,

L-lysine, L-methionine, L-glutamate)를 찾아냈으며 이를 수학적으

로 모델링하여 효소 반응식에 저해제 영향인자를 포함시켜 좀 더

정확한 효소 반응식으로 표현하였다. 이들 저해제들은 한 효소에만

저해하지 않으며(L-serine의 경우 제외) 두 개 이상의 효소에 영향

을 미치는 것으로 확인하였다(L-threonine의 경우 세 개의 효소에

영향을 미침). L-threonine 생합성과 관련된 효소들의 반응식들을

수학적으로 표현한 것을 Table 2에 나타내었다[3, 6-9].

v  

Vf AB  
PQ

Keq

--------–⎝ ⎠
⎛ ⎞

KA 1  
P

KP

------+⎝ ⎠
⎛ ⎞   A+ KB 1  

Q

KQ

-------+⎝ ⎠
⎛ ⎞   B+

--------------------------------------------------------------------------------------------------=

Keq

VfKPKQ

VrKAKB

--------------------=

Table 2. Enzyme kinetics for L-threonine biosynthesis in E. coli metabolic network

Enzyme Kinetics

AK I

AK III

ASADH

HDH

HSK

TS

VAKl ASP[ ] ATP[ ]
ASPP[ ] ADP[ ]

Keq

-------------------------------------–⎝ ⎠
⎛ ⎞

KASP

1
THR[ ]
KiTHR

-----------------⎝ ⎠
⎛ ⎞hTHR+

1
THR[ ]

α K iTHR×
----------------------⎝ ⎠

⎛ ⎞hTHR+

------------------------------------------- ASPP[ ]
KASP

KASPP

-------------- ASP[ ]+ + KATP 1
ADP[ ]
KADP

-----------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ ATP[ ]+×

⎩ ⎭
⎪ ⎪
⎪ ⎪
⎨ ⎬
⎪ ⎪
⎪ ⎪
⎧ ⎫
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

VAK3 ASP[ ] ATP[ ]
ASPP[ ] ADP[ ]

Keq

-------------------------------------–⎝ ⎠
⎛ ⎞

1
LYS[ ]
K iLYS[ ]

-----------------⎝ ⎠
⎛ ⎞hLYS+ 1

GLU[ ]
K iGLU

-----------------+ KASP 1
ASPP[ ]
KASPP

-------------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ ASP[ ]+ KATP 1

ADP[ ]
KADP

-----------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ ATP[ ]+×××

⎩ ⎭
⎨ ⎬
⎧ ⎫
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

VASD ASPP[ ] NADPH[ ]
ASPSA[ ] NADP[ ] Pi[ ]

Keq

-------------------------------------------------------–⎝ ⎠
⎛ ⎞

KASPP 1
ASPSA[ ]
KASPSA

------------------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ 1

Pi[ ]
KPi

---------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ ASPP[ ]+× KNADPH 1

NADP[ ]
KNADP

---------------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ NADPH[ ]+×

⎩ ⎭
⎨ ⎬
⎧ ⎫
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

VHDH ASA[ ] NADPH[ ]
HSER[ ] NADP[ ]

Keq

------------------------------------------–⎝ ⎠
⎛ ⎞

1
THR[ ]
KiTHR

-----------------⎝ ⎠
⎛ ⎞hTHR+

1
THR[ ]

α K iTHR×
----------------------⎝ ⎠

⎛ ⎞hTHR+

------------------------------------------- 1
CYS[ ]
K iCYS

----------------+ 1
SER[ ]
K iSER

----------------+ KASA 1
HSER[ ]
KHSER

--------------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ ASA[ ]+ KNADPH 1

KADP[ ]
KNADP

---------------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ NADPH[ ]+

⎩ ⎭
⎪ ⎪
⎪ ⎪
⎨ ⎬
⎪ ⎪
⎪ ⎪
⎧ ⎫
-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

VHK HSER[ ] ATP[ ]

K
HSER

1
ATP[ ]
K iATP

----------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ 1

THR[ ]
K iTHR

-----------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ 1

LYS[ ]
K iLYS

----------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ 1

MET[ ]
K iMET

-----------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ 1

CYS[ ]
KCYS

----------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ 1

GLU[ ]
K iGLU

-----------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞+ HSER[ ] KATP 1

HSER[ ]
K
iHSER

--------------------+⎝ ⎠
⎛ ⎞ ATP[ ]+×

⎩ ⎭
⎨ ⎬
⎧ ⎫
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

VTS PHSER[ ]
KPHSER PHSER[ ]+
-----------------------------------------------
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2-4. 효소 저해제

L-threonine 생합성 과정에서 ASP로부터 ASPP로 넘어가는 첫 단

계에 영향을 미치는 AKⅠ 효소는 THR이 저해제 역할을 하는 것

으로 알려져 있으며 이 때 THR은 ASP에 대해 알로스테릭(allosteric)

하고 경쟁적(competitive)으로 작용한다[12, 13]. 첫 단계에 작용하

는 또 다른 효소인 AK III의 경우에는 L-lysine이 비경쟁적(non-

competitive)이고, 코오퍼러티브(cooperative)하게 저해하고 L-

glutamate도 역시 저해제로서 기질과 비경쟁적으로 반응속도에 영

향을 미친다[14-16]. 다음 효소로 ASADH는 L-threonine 생합성 경

로와 가까운 대사 물질로 저해제 역할을 하는 물질이 없는 것으로

조사되었다. HDH 효소를 저해하는 물질로 조사된 것은 L-serine,

L-cysteine 그리고 L-threonine이 있으며 L-threonine의 경우엔 비경

쟁적(non-competitive) 저해제로 영향을 미친다[18-20]. 또한 HSK

효소는 조사되어진 저해제들 중 L-serine을 제외한 모든 저해제의

영향을 받는 것으로 조사되었다[21-24]. 기질인 L-homoserine의 경

우 1 mM 이상일 때, 다른 기질인 ATP는 3 mM 이상일 때 기질 저

해제 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 또한 THR은 L-homoserine

에 대해 경쟁적(competitive)이고 난알로스테릭(non-allosteric)한 저

해제이며, L-lysine의 경우엔 L-homoserine과는 비경쟁적인(non-

competitive) 저해제라고 알려져 있다[3]. 또한 L-glutamate, L-

methionine, L-cysteine의 경우도 HSK 효소의 저해제 역할을 한다[9].

L-threonine 생합성과정에서 마지막 단계인 TS 효소 반응에서는

ASADH 효소와 마찬가지로직접적으로 저해제 역할을 하는 대사 물

질을 없는 것으로 조사되었다. 

3. 결과 및 고찰

3-1. 모사(simulation)

본 연구에서는 대장균에서 L-threonine 생합성과 관련된 대사 네

트워크 및 동역학 모델을 세웠으며, 효소들의 반응식과 관련된 파

라미터들은 다른 문헌들과 웹상에 제공되는 자료를 참고하였다. 이

와 관련된 파라미터들은 Table 3에 나타내었다[3, 9]. 사용한 모사

(simulation) 프로그램은 생체 대사 네트워크를 분석하고 모사하는

데 응용하는 COPASI 프로그램을 사용하였고[11] 조사를 통해 얻은

파라미터를 통해 COPASI의 time course simulation을 이용하여

L-aspartate의 농도가 5 mM일 때 대장균 내의 대사 물질인 β-aspartyl

phosphate, D,L-aspartic β-semialdehyde, L-homoserine, O-phospho-

homoserine 그리고 L-threonine의 농도가 어떻게 변하는지 처음 10분

동안은 1분 간격으로 그 후엔 5분 간격으로 100분 동안의 데이터를

얻어낸 후, 이것을 그래프로 표현하였다. 

이를 위해 대사 물질들의 초기 농도 값을 L-aspartate 5 mM, ATP

5 mM, NADPH 2 mM로 설정하고 나머지 대사 물질들의 농도 값

은 0 mM, L-threonine 생합성에 저해제로 작용하는 대사 물질들은

고정 농도 값을 1 mM로 고정하였다. 단, L-threonine은 저해제이면서

최종 생성물이기에 다른 저해제들의 영향에 대해 모사(simulation)

분석을 하기위해서는 농도 값을 0 mM로 설정하고 L-threonine에

의한 저해 영향을 분석할 때에는 다른 저해제는 1 mM로 고정하고

L-threonine의 농도 값을 0 mM, 0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM로 설정

하여 모사하였다. 

Table 3. Parameters of enzyme kinetics for L-threonine biosynthesis in E. coli

Enzyme                     Km (mM)                           Inhibition Keq

AK ASP 0.97±0.48 KiTHR 0.167±0.003 mM 6.4×10−4

ATP 0.98±0.5 hTHR 4.09±0.26

ASPP 0.017±0.004 a 2.47±0.17

ADP 0.025

AK ASP 0.32±0.08 KiLYS 0.391±0.08 mM 6.4×10−4

ATP 0.22±0.02 hLYS 2.8±1.4

ASPP 0.017±0.004 KiGLU 128 mM

ADP 0.25

ASADH ASPP 0.022±0.001 2.84×105

NADPH 0.029±0.002

ASA 0.11±0.008

NADP+ 0.144±0.02

Pi 10.2±1.4

HDH ASA 0.24±0.03 KiTHR 0.097 mM 1×1011 M−1

NADPH 0.037±0.006 h 1.41

HSER 3.39±0.006 a 3.93

NADP+ 0.067±0.006 KiCYS 0.1 mM

KiSER 0.1 mM

HSK HSER 0.11 KiTHR 1.09 mM

ATP 0.072 KiLYS 9.45 mM

KiHSER 4.7 mM

KiATP 4.35 mM

Kimet 35 mM

KiCYS 1 mM

KiGLU 0.5 mM

TS PHSER 0.31±0.03
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3-2. 저해제 glutamate, lysine, methionine에 대한 영향

본 연구에서 조사한 L-threonine 생합성 과정에 영향을 미치는 저

해제 중 L-glutamate, L-lysine, L-methionine의 경우에 각각의 저해

제 농도를 0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM, 10 mM로 변화를 주어 모사

(simulation)를 통해 각 대사 물질들의 시간대별 농도변화를 확인해

보았다. 그 결과 ASP, ASPP, ASA, HSER, PHSER, THR의 농도변

화는 각각의 저해제의 농도가 증가를 해도 농도 패턴의 변화가 거

의 없었으며, 대사 물질들의 농도변화는 Fig. 2와 비슷한 패턴을 보

였다.

ASP의 경우엔 100분이 지난 후 약 3.33 mM정도로 일정하게 나

Fig. 2. Intermediate metabolite concentration profiles in the presence of L-serine as an inhibitor.
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왔으며, ASPP는 모사(simulation) 후 1분에 최고 농도인 약 0.028

mM을 나타내다가 감소하였다. 또한 ASA는 100분 동안 농도가 증

가하다가 100분 후에 약 1.42 mM 정도의 농도를 유지하고 HSER

과 PHSER은 각각 6분에서 9분 사이, 9분에서 12분 사이에 최고 농

도를 나타내다가 감소하였다. 마지막으로 THR은 100분이 지난 후

모든 경우에 약 0.23 mM 정도로 유지되는 것을 확인했다.

3-3. 저해제 serine에 대한 영향

L-serine은 해당과정(glycolysis)의 마지막 대사 물질인 L-pyruvate

로부터 생성되는 아미노산으로 L-threonine의 중간산물인 L-homoserine

과는 다섯 단계의 과정만 거치면 생성되는 아미노산이다. 이에 L-serine

은 대장균의 L-threonine 생합성 과정에서 homoserine dehydrogenase

(HDH, EC 1.1.1.3) 효소에 매우 중요한 저해제 역할을 하는 것으로

알려져 있다[17]. L-serine의 저해 능력은 칼륨 농도와 pH의 영향을

매우 크게 받는다. L-serine은 칼륨 농도가 100에서 200 mM이고 pH

가 7.5일 경우 D,L-aspartic β-semialdehyde와 L-homoserine사이에

서 작용하는 HDH 효소의 정반응과 역반응 모두 강한 저해제 역할

을 한다[18]. 

본 연구에서 저해제인 L-serine을 주목하는 이유는 다른 저해제

를 1 mM로 고정(L-threonine의 경우 초기 값을 0 mM으로 설정)하

고 L-serine의 농도를 변화시켜 L-threonine 생합성과 관련된 대사

산물의 시간대별 농도변화를 100분 동안 모사(simulation)한 결과

저해제의 초기 농도를 0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM, 10 mM으로 변

화시킬 경우 각 대사 물질 농도의 그래프가 아래 Fig. 2와 같이 서

로 다른 농도 값을 나타나는 것을 확인하였다. 

ASP 농도의 경우 저해제인 L-serine농도가 증가할수록 ASP의 소

비농도가 증가하는 것으로 확인되었다(10 mM의 경우엔 약 1.8 mM

정도 소비). ASPP의 농도변화는 거의 1분에 최고 농도이다가 시간

이 지날수록 줄어들어 100분이 지나면 거의 모든 조건에서 약 0.03 mM

정도의 ASPP가 대장균 내에 존재한다. 또한 ASA 농도의 경우엔

L-serine의 농도가 증가할수록 ASA의 농도가 더 많이 축적되었고

(10 mM의 경우엔 약 1.7 mM정도 축적), HSER의 경우 모사(simulation)

후 약 4분 뒤에 최고의 농도 피크를 보였다가 15분 뒤에 급격하게

줄어드는 경향을 확인할 수 있었으며(0.01 mM의 경우엔 최고 농도

가 약 0.115 mM정도) 100분 후에는 거의 0 mM에 가깝게 존재한다. 

또한 L-serine의 농도가 감소할수록 농도변화의 피크가 완만해지

는 것을 알 수 있었다. PHSER의 경우엔 HSER의 그래프와 비슷한

경향을 보이는데 약 7분 뒤 최고 농도 피크였다가 20분 뒤에는

PHSER의 농도가 급격하게 줄어들었다. 마지막으로 시간대별 THR

의 농도는 S자형 그래프를 보이며 L-serine의 농도가 적을수록 보다

높은 THR가 대장균 내에 존재하는 것으로 확인되었다(10 mM의

경우엔 약 0.06 mM정도 존재). 

3-4. 저해제 cysteine에 대한 영향

L-cysteine의 경우 대장균 내에서 L-serine으로부터 만들어지는 아

미노산으로 homoserine dehydrogenase(HDH, EC 1.1.1.3)와 homoserine

kinase(HSK, EC 2.7.1.39) 효소에 영향을 미치는 저해제로 알려져

있다. L-cysteine은 HSK 효소인 경우 기질인 ATP에 대해서는 비경

쟁적인 저해제이고 또 다른 기질인 L-homoserine에 대해서는 경쟁

적인 저해제로서 작용을 한다[20, 21].

L-serine과 마찬가지로 다른 저해제의 농도를 고정시키고 L-cysteine

의 농도를 변화를 주어 모사(simulation) 프로그램인 COPASI를 이

용하여 100분 동안의 대장균 내 대사 물질들의 농도 변화를 Fig. 3

과 같이 얻었다. L-serine과 마찬가지로 저해제 L-cysteine의 농도를

0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM, 10 mM로 변화를 주었을 때 전체적인

그래프 경향은 비슷하게 나왔다. 

두 결과 그래프에서 다른 점은 HSER의 농도가 L-serine의 경우

보다 최고 농도 값이 약 1/2정도 줄어든 것을 확인할 수 있었으며

L-cysteine의 농도가 10 mM일 경우에는 약 15분 후부터는 대장균

내에 존재하는 HSER의 농도가 다른 조건(0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM)

일 때보다 높은 것으로 나타났다. 또한 PHSER의 경우 L-cystein의

농도가 0.01 mM과 0.1 mM일 때 L-serine의 경우보다 최고 농도가

약간씩 더 높은 것으로 확인되었다. 그러나 이러한 차이가 L-threonine

의 농도에는 L-serine과 비교하여 크게 다른 것이 없었다.

3-5. 저해제 L-threonine에 대한 영향

본 연구에서 대상물질로 삼고 있는 L-threonine 역시 최종 생성물

인 동시에 저해제로서 aspartokinase I(AKⅠ, EC 2.7.2.4), homoserine

dehydrogenase(HDH, EC 1.1.1.3)와 homoserine kinase(HSK, EC

2.7.1.39) 효소에 영향을 미친다고 알려져 있다[19, 21-23]. AK I의

경우엔 기질인 L-aspartate와 알로스테릭(allosteric)하고 경쟁적

(competitive)으로 저해를 하며 HDH 효소에 대해서도 L-threonine

은 알로스테릭(allosteric)하게 작용하나 비경쟁적(non-competitive)

으로 반응속도를 저해한다. 마지막으로 HSK 효소에 대해서는 L-

homoserine와 경쟁적(competitive)이지만 난알로스테릭(non-allosteric)하

게 영향을 미친다. 다른 저해제보다 많은 효소에 영향을 미치어 Fig. 4

와 같이 저해제들의 농도변화 영향에 따라 다른 패턴을 보였다. 

ASP가 소비되는 것을 보면 L-threonine의 농도가 1 mM일 때를

제외하고는 시간대별 농도변화가 비슷하게 나타나고 ASPP는 L-threonine

의 농도가 0에서 0.1 mM가 변화하는 동안 1분이 지난 후 최고 농

도 값인 0.026 mM까지 올라갔다가 급격히 감소하나 1mM일 때 최

고 농도가 0.007 mM로 감소한다. ASA는 모사(simulation) 후 70분

전까지 시간대별 축적되는 농도가 1 mM일 경우 다른 농도일 때보

다 적다가 70분 후부터 많아지는 경향을 보였다. 

HSER은 저해제 농도변화에 따른 그래프 패턴은 비슷하나 최고

농도는 L-serine에 비해서는 7.6배, L-cysteine의 경우엔 4배정도로

감소한 0.015 mM을 나타내었다. 또한 PHSER의 경우엔 HSER과

비슷한 패턴을 보이며 최고 농도 값도 L-serine에 비해서는 4.6배,

L-cysteine의 경우엔 5배정도로 감소한 0.015 mM을 나타내었다.

THR은 농도가 증가할수록 초기와 최종 농도의 차이가 급격하게 줄

어드는 것을 확인할 수 있었다.

4. 결 론

본 연구에서는 컴퓨터상에서 모사(simulation) 프로그램을 이용하

여 세포 내의 동역학적인 거동을 분석하기 위한 접근방법을 시도하

였고, 이를 위해 대상 균주인 대장균(Escherichia coli) 내에서 L-

threonine 생합성을 모사(simulation)하고 분석해 봄으로써 실제 대

장균과 가까운 L-threonine의 시간대별 농도변화를 보고자 하였다.

본 연구 수행을 위하여 기존에 보고되고 있는 대장균의 대사 네트

워크보다 실제와 가까운 모델을 구축하기위해 L-threonine 생합성

에 참여하는 효소들의 저해제를 모두 조사하고 이를 동역학 모델에
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적용하였다. 그리하여 14개의 대사 물질(저해제 포함), 5개의 효소

반응(3개의 가역반응과 2개의 비가역반응)의 L-threonine 생합성 관

련 효소 반응식들을 새롭게 구성하였다. 또한 모사(simulation) 연구

수행을 위하여 문헌자료나 웹자료를 활용하여 효소 반응식들과 파

라미터들에 관한 연구도 함께 수행하였다. 

이렇게 새롭게 구축한 모델을 이용하여 L-threonine 생합성 모사

(simulation)를 위해 초기 농도 값을 L-aspartate 5 mM, ATP 5 mM,

NADP 2 mM로 설정하고 저해제는 1 mM로 고정하였다. 각각의 저

해제에 대한 영향을 모사할 때는 농도 값을 변경해가며 결과를 분

석하였다. 결과로, 대장균 내에 축적된 D,L-aspartic β-semialdehyde

농도에 따라 최종 생성물인 L-threonine 농도에 영향을 미치는 것을

확인하였다. 예를 들면, 저해제 L-serine의 경우에 L-serine의 농도

Fig. 3. Intermediate metabolite concentration profiles in the presence of L-cysteine as an inhibitor.
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가 0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM, 10 mM으로 증가할수록 100분 후 대

장균 내에 축적된 D,L-aspartic β-semialdehyde 농도는 대략 0.8 mM,

1.0 mM, 1.4 mM, 1.7 mM이였으며 최종 생성물인 L-threonine의

농도는 0.55 mM, 0.45 mM, 0.23mM, 0.07 mM이었다. 즉 생성되

는 L-threonine은 세포 내에 축적된 D,L-aspartic β-semialdehyde에

반비례하였다. 

또한 저해제 L-serine, L-cysteine 그리고 L-threonine의 경우일 때

다른 저해제들의 모사(simulation) 결과와는 다른 농도변화를 보이

는 것으로 파악되었다. L-serine과 L-cystein의 경우엔 서로 비슷한

농도변화 패턴을 보였으나 다른 점은 L-homoserine의 세포 내 최고

농도 값이 저해제 L-serine일 때보다 L-cysteine일 경우 1/2로 감소

하는 것으로 분석되었다(두 저해제의 농도 값이 0.01 mM일 때 L-serine

Fig. 4. Intermediate metabolite concentration profiles in the presence of L-threonine as an inhibitor.
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의 경우 0.115 mM, L-cysteine의 경우 0.06 mM). 그리고 L-threonine

의 경우엔 저해제 농도가 0 mM, 0.01 mM, 0.1 mM일 때와 1 mM

일 때 서로 다른 대사 물질들의 농도 변화의 패턴을 보였다.

본 연구 결과를 통해 L-threonine 생합성 관련 저해제들의 종류에

따라 대사 물질들의 시간대별 농도변화 결과와 L-threonine 생산에

큰 영향을 미치는 저해제들을 알아내었지만, 이는 대장균의 전체적

인 대사 네트워크를 고려하였을 때, L-aspartate를 시작점으로 하는

단순한 대사 경로를 모사(simulation)하여 이를 실제와 가까운 동역

학 모델이라고 말하기 어려우나 이를 보완하기 위해 보다 엄밀한

모사 연구 수행을 통하여 얻은 자료를 이용하여 정밀도 높은 파라

미터 값들을 얻게 될 경우 최적의 대장균의 대사 시스템을 구축할

수 있을 것이다. 
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사용기호

AK I/II : aspartate kinase (EC 2.7.2.4)

ASADH : aspartate-semialdehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.11)

HDH : homoserine dehydrogenase (EC 1.1.1.3)

HSK : homoserine kinase (EC 2.7.1.39) 

TS : threonine synthase (EC 4.2.3.1)

ASP : L-aspartate 

ASPP : β-aspartyl phosphate

ASA : D,L-aspartic β-semialdehyde

HSER : L-homoserine

PHSER : O-phospho-homoserine

THR : L-threonine

GLU : L-glutamate

LYS : L-lysine

MET : L-methionine

SER : L-serine

CYS : L-cysteine

ATP : adenosine 5-triphosphate

ADP : adenosine 5-diphosphate

NADPH : dihydrotriphosphopyridine nucleotide
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