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초    록 

 
현재 국내에서 제빵용으로 사용되는 효모는 대부분 해외에 특허가 

있는 균주로, 사용 시에 비용을 지급해야 한다. 국내 고유 균주가 

개발되고 있지만 해외 상업 균주에 비해 발효 효율 등이 떨어져 

상품화되기 어려운 것이 현실이다. 본 연구는 이러한 상황을 개선하기 

위해 현재까지 개발된 국내 고유 균주의 발효 효율 등의 형질을 

개량하고자 하였다. 분석에 사용한 국내 균주는 ㈜SPC에서 개발한 토종 

균주 SPC70-1과, SPC70-1과 상업 균주의 교배로 만들어진 SPC73-

2 두 균주이며, 비교를 위해 해외 상업 균주인 Lesaffre, OYC 균주를 

사용하였다. SPC73-2 균주는 상업 균주와 비슷하게 우수한 발효 

형질을 가지고 있지만 냉동 내성에서 다소 떨어지는 형질을 보였으며 

SPC70-1은 냉동 내성을 포함하여 고당 내성 등 여러 조건에서 발효 

형질이 좋지 않았다. 따라서 SPC73-2에서 냉동 내성을, SPC70-1에서 

고당 내성을 증가시키고자 하였으며 GMO 규제를 피할 수 있는 균주를 

제작하기 위해 CRISPR-Cas9 방법으로 target 유전자를 deletion한 

균주를 제작하고자 하였다. 이때 효과적인 target 유전자를 선정하기 

위해 국내 균주와 상업 균주의 RNA sequencing data 비교로 국내 

균주에서 더 많이 발현하고 있는 유전자 14개를 탐색하였다. 

추가적으로 문헌 조사를 통해 유전자 6개를 더하여 총 20개의 유전자에 

대해 국내 균주에서 deletion 균주를 제작하였다. 이렇게 제작된 균주의 

발효 효율 등 여러 형질을 모균주와 비교한 결과 POG1, TIR1의 

deletion 균주에서 발효 효율이 증가하고, 냉동 조건에서 활성의 감소 

정도가 줄어든 것으로 나타났다. 또한 POG1, TIR1 deletion 균주에서 

세포를 보호하는 trehalose의 양이 증가한 것이 확인되어 trehalose 

관련 유전자 TPS1, TPS2, TPS3(TSL1), NTH1의 발현 정도를 

확인하였지만 유의미한 차이는 없었다. POG1과  TIR1 deletion 

상황에서 trehalose의 증가의 상관관계를 규명하기 위해서는 추가적인 

검증이 필요할 것으로 생각된다. 또한 최종적으로 CRISPR-Cas9 
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방법을 이용해 SPC70-1, SPC73-2 균주에서 유전체 안에 marker가 

포함되지 않고 특정 유전자를 deletion 할 수 있는 방법을 고안하여 

추후 GMO 관련 규제에 위반하지 않고 사용할 수 있는 국내 균주를 

제작하였다. 

 

 

주요어 : 제빵용 효모, 전사체, 냉동 내성, 고당 내성, trehalose 

학   번 : 2020-27560 
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Ⅰ. 서    론 
 

 

1. 연구의 배경 
 

1.1 제빵용 효모의 발효 형질 

제빵용으로 사용되는 효모 균주에서 발효 효율은 매우 중요한 

형질이다. 이러한 발효 효율을 확인하기 위해 여러 factor가 사용되는데, 

발효 과정 중 발생하는 CO2의 양을 확인하는 방법이 대표적이다. 

시간에 따른 CO2 발생량의 변화와 전체 발생량을 측정함으로써 효모 

균주의 발효 효율을 전반적으로 확인할 수 있는데, 반죽의 조성과 보관 

온도 등을 다르게 하면 여러 조건에 따른 발효 효율의 변화를 파악할 수 

있다. 특히 국내 제빵 산업에서는 본사에서 대량 생산한 반죽을 냉동한 

뒤 각 지점으로 보내는 시스템을 흔히 사용하기 때문에 냉동과 해동 

과정을 거치며 효모 균주의 활성 감소에 따라 CO2의 발생량이 감소하게 

되는데, 냉동 전후 감소 정도가 적은 균주에 대해 냉동 내성(Cold 

stress tolerance)을 가지고 있다고 한다. 또한 국내에서 많이 판매되는 

빵의 대부분은 설탕이 많이 포함된 반죽으로 만들어진다. 반죽 내 

설탕의 농도 역시 효모의 활성에 영향을 주기 때문에 고농도의 설탕 

반죽에서 CO2의 발생량이 높은 것을 고당 내성(High sugar 

tolerance)이라 한다. 이 외에도 술이나 바이오 연료를 생산하기 위해 

효모의 발효를 이용하는 경우 균주에서 만들어지는 ethyl alcohol, ethyl 

acetate와 같은 VOC(Volatile organic compound)의 양을 비교하기도 

한다1. 

 

 

1.2 제빵용 효모 균주의 현재 상황 

현재 제빵 등에 사용되는 효모 균주는 대부분 해외에서 수입해서 

사용하는 상업 균주로, 형질이 우수한 토종 균주를 개발하기 위해 여러 

실험이 진행되고 있다. ㈜SPC에서는 누룩에서의 분리 과정을 통해 토종 

균주 SPC-SNU 70-1(SPC70-1)을 개발하였으나 기존 상업 균주에 

비해 여러 상황에서의 발효 효율이 떨어지는 것으로 나타났다. 특히 

상업 균주와 비교했을 때 고당 반죽에서의 발효 효율이 좋지 않았다 

(그림 1). 이를 개선하기 위해 SPC70-1을 상업 균주와 교배하여 



 

 2 

SPC73-2 균주를 개발하였다. SPC73-2의 경우 기존 상업 균주와 

비슷하게 우수한 형질을 보였지만 냉동 후 발효 효율 면에서는 다소 

어지는 경향을 보였다. (그림 1). 
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그림 1. 국내 균주와 해외 상업 균주의 여러 조건에 따른 CO2 

발생량 분석 결과 

. 국내 균주와 해외 상업 균주에서 고당 반죽에서의 CO2 발생량 결과이다. 

SPC70-1에서 특히 다른 균주에 비해 고당 반죽에서의 CO2 발생량이 낮은 것

을 볼 수 있다.  

 

B. 국내 균주와 해외 상업 균주에서 냉동 후 반죽에서의 CO2 발생량 결과이다. 

SPC73-2의 경우 다른 발효 특성은 우수하나, 냉동 후 CO2 발생량이 크게 감

소한 것이 관찰되었다. 
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1.3 새로운 균주 개발 방법 

발효 형질이 우수한 새 균주를 개발하기 위해서는 다양한 방법이 

사용될 수 있다. 좋은 형질을 가진 균주끼리 교배하여 좋은 형질이 

축적될 수 있도록 하는 mating 방법과 연속적으로 계대 배양하여 좋은 

형질의 균주를 선별하는 adaptive laboratory evolution 방법은 

전통적으로 많이 사용되었던 방법이다. 두 방법은 GMO 규제에 대한 

위반 없이 확실하게 좋은 형질의 균주를 개발할 수 있다는 장점이 

있지만 시간과 비용이 매우 많이 소요된다. 최근 분자생물학 기술이 

발전하면서 mutagenesis를 통해 균주를 개발하고자 하는 시도가 

시작되었는데, DNA나 chemical mutagen, bacteria 등을 처리하여 

random으로 mutation을 발생시키는 경우 GMO 규제로 식품에 사용될 

수 없을 뿐만 아니라 시간 역시 오래 걸린다. 반면 CRISPR-Cas9을 

이용해 특정 유전자의 발현을 조절하는 방법은 유전자를 deletion하는 

경우에 한해 추후 GMO 규제를 벗어날 수 있고, 가능성 있는 유전자를 

탐색하여 deletion하기 때문에 시간을 단축시킬 수 있다. 이 때 여러 

균주들의 전사체 분석 (Transcriptome analysis)을 진행하여 발현에서 

유의미한 차이가 있는 유전자를 탐색하여 target 유전자로 선정한다면 

해당 유전자가 발효 형질에 영향을 미치는 유전자일 가능성이 크기 

때문에 긍정적인 결과를 얻을 확률이 높다고 할 수 있다. 

 

 

2. 연구의 목표 
 

균주의 효율적인 개량을 위해 SPC73-2에서는 여러 형질 중 냉동 

내성을, SPC70-1에서는 고당 내성을 개선하고자 하였는데, 먼저 target 

유전자를 선정하기 위해 SPC 균주와 상업 균주의 RNA sequencing을 

진행하고, 이 결과에서 발현량이 균주마다 유의미한 차이를 보이는 

유전자를 정리하고자 하였다. 이 때 SPC73-2와 상업 균주의 RNA 

sequencing data를 비교하여 SPC73-2에서 더 많이 발현하는 유전자를 

찾고, SPC70-1과 상업 균주를 비교하여 SPC70-1에서 더 많이 

발현하는 유전자를 찾아 deletion 균주를 제작하여 발효 효율을 

비교하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 
 

 

 

1. 연구에 사용된 효모 균주와 배지 
 

본 연구에서 사용된 효모 균주의 목록은 다음 표 1과 같다. 

SPC70-1과 SPC73-2 및 상업 균주 Lesaffre, OYC-us, OYC-LT는 

모두 야생 균주이며, trehalose assay 및 trehalose 관련 유전자들의 

qRT-PCR, western blot 등에서 사용된 균주는 실험실 유래 균주인 

BY4741에서 유래되었다. 실험을 위한 효모 세포들은 일반 조건 30℃, 

냉동 조건 -20℃에서 배양되었으며 사용된 배지는 YPD (1% yeast 

extract, 2% glucose, 2% peptone), synthetic complete medium (SC; 

0.67% yeast nitrogen base without amino acids, 2% glucose), 

appropriate amino acid), LD (liquid dough) 2 이다. 

 

표 1. 본 연구에 사용된 균주와 발효 특성 
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2. Homologous recombination을 이용한 deletion 균주 

제작 
 

본 연구에서 제작한 deletion 균주는 일부 CRISPR-Cas9을 이용한 

균주를 제외하고 모두 target 유전자에 antibiotic marker sequence를 

넣는 homologous recombination 방법으로 제작되었다. primer를 

이용해 PCR-매개 유전자 타겟팅 방법으로 template를 제작한 후 효모 

세포를 YPD 배지, OD600 0.8로 배양하여 lithium acetate를 이용해 

형질 전환을 시켰다3. 형질 전환이 이루어진 세포들은 G418, 

Hygromycin이 포함된 배지에서 선택적으로 배양되었으며 colony-

PCR과 qRT-PCR 과정을 통해 deletion을 확인하였다. Deletion 및 

후에 언급된 여러 실험에 사용된 모든 primer를 표 2에 정리하였다. 

 

 

3. Trehalose assay 
 

Media에서 배양한 효모 세포의 trehalose 양을 측정하기 위해 

YPD 배지에서 OD600 8.0까지 세포를 배양한 뒤 각 조건에 따라 YPD, 

LD20, SC 배지로 resuspension하여 YPD와 LD20 배지의 세포는 

30 ℃, SC 배지의 세포는 -20 ℃에서 5시간 배양하였다. 이후 

세포만을 모은 뒤 phosphate-buffered saline으로 씻어내고 0.25M 

Na2CO3를 넣어 95℃에서 4시간 동안 끓였다. 1M acetic acid와 0.2M 

sodium acetate (pH 5.2)를 넣고 trehalase를 첨가하여 37 ℃에서 

16시간 반응시켰다. 14,000 g에서 5분 간 원심 분리하여 상층액을 따 

glucose assay reagent (Supelco, G3293)와 상온에서 15분 동안 

반응시켜 340 nm에서 흡광도를 측정하였다. 실험에서 positive 

control을 위해 OD600 8.0까지 배양한 효모 세포에 대해 42 ℃에서 

15분 heat shock을 주어 동일하게 trehalose level을 측정하였다. 

 

 

4. qRT-PCR 
 

각 균주에서 RNA 발현을 측정하기 위해 YPD 배지에서 OD 

8.0까지 효모 세포를 배양한 뒤 각 조건에 따라 YPD, LD20, SC 배지로 

resuspension하여 YPD와 LD20 배지의 세포는 30 ℃, SC 배지의 
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세포는 -20 ℃에서 5시간 배양하였다. 이후 1 ml를 4 ℃, 1000 g, 5분 

동안 원심분리하고 pellet만을 모아 zymolase, 0.1% β-

mercaptoethanol이 포함된 Y1 buffer에 풀어 30 ℃에서 30분 간 

반응시켰다. 이후 RNeasy mini kit (Qiagen, Cat. No. 74104)를 

이용하여 RNA을 분리한 뒤, ReverTraAce qPCR RT kit (TOYOBO, Cat. 

No. FSQ-101)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 합성한 cDNA는 

SensiFAST SYBR Lo-ROX kit (Bioline, Cat. No. BIO-94020)를 

이용하여 Thermo Fisher Scientific 사의 Applied Biosystems 

QuantStudio 3 (Cat. No. A28137)로 qRT-PCR을 진행하였다. 

 

 

5. Western blot assay 
 

Western blot analysis를 위해 효모 세포들을 SC 배지에서 mid 

logarithmic phase까지 키웠다. 세포만을 모으고 phosphate-buffered 

saline으로 두 번 씻어냈다. 그리고 세포에 lysis buffer (50mM tris-Cl, 

pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.15% NP-40, 1mM EDTA)와 protease 

inhibitor (10mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1mM benzamedine, 

1mM leupeptin, 1mM pepstatin)을 첨가하여 bead beating 방법으로 

세포를 파괴시켰다. 이후 13,000 rpm, 4 ℃에서 10분 동안 원심분리 

시켰다. 상등액만을 추출하여 모으고 6X sodium dodecyl sulfate 

sample buffer와 섞어주었다. 이를 95℃에서 3분간 가열해주었다. 

SDS-PAGE와 western blot assay는 일반적인 방법으로 수행되었으며, 

HRP가 결합된 GFP 항체 (600- 103-215, Rockland)를 이용하였다. 
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표 2. 본 연구에서 사용된 primer 목록 
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Ⅲ. 결과 
 

 

 

1. 전사체 분석 
 

토종 균주와 상업 균주의 전사체 비교를 위해 RNA sequencing을 

진행하였다. 첫번째 RNA sequencing 분석은 YPD, 30℃의 기본 

조건에서 토종 균주인 SPC70-1과 SPC73-2, 상업 균주인 Lesaffre, 

OYC-us, OYC-LT, 총 5 종의 균주의 RNA를 추출하여 sequence를 

비교하였다. 이를 통해 냉동 내성 target 유전자를 찾고자 하였다. 

두번째 RNA sequencing 분석은 고당 내성 target 유전자를 찾기 위해 

반죽과 유사한 성분을 가지며 sucrose 농도가 높은 LD(Liquid Dough) 

배지에서 배양한 SPC70-1과 Lesaffre 균주의 RNA에서 진행되었다. 

LD 배지는 sucrose 20% 농도(LD20)와 40% 농도(LD40) 두 종류를 

사용하였다. 

두 RNA sequencing 결과에서 모두 각 비교군에서 유의미하게 발현 

정도가 차이 나는 유전자들을 정리하였다. 이러한 결과에서, deletion 

균주를 제작했을 때 형질이 개선될 만한 유전자 후보군을 얻기 위해 

각각의 비교군에서 상업 균주보다 SPC 균주에서 더 많이 발현하고 

있는 유전자를 정리하였다. 첫번째 냉동 내성 target 유전자를 찾기 

위한 RNA sequencing data에서는 SPC73-2가 더 많이 발현하고 있는 

유전자들을 정리하여 공통 유전자를 얻었으며, 이 유전자 중 발현 

차이가 매우 크거나, 이미 알려진 특징이 냉동 내성과 연관 있는 유전자 

TIP1, TIR1, TDH1, ZRT1, ZPS1, ANB1 6개를 선정하였다. (그림 2) 
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이와 동일하게, 고당 내성 target 유전자를 찾기 위해 SPC70-1 

혹은 저당 조건에서 더 많이 발현하고 있는 유전자들을 정리하였으며 그 

중 발현 차이가 크거나 고당 내성과 관련 있는 특징이 알려진 유전자 

GNP1, IMA2, GIP2, CYC7, DAK2, SUC2, GPH1, SPG1 8개를 

선정하였다. (그림 3) 

여기에 더하여 이전 연구에서 deletion 시켰을 때 freeze-thaw 

resistance 또는 hyperosmotic stress resistance가 증가한 것이 

보고된 유전자를 추가적으로 선정하였다. 냉동 내성에서는 POG1, 

HSP104, INP51을, 고당 내성에서는 LTV1, TIM18, YAR1를 

선정하였으며 최종적으로 deletion을 위해 선정한 target 후보 유전자의 

목록을 표 3에 정리하였다. 

 

 

 

 

그림 2. 냉동 내성 target 유전자 선정을 위한 RNA sequencing 

결과 및 target 유전자의 발현 차이 

A. 냉동 내성 target 유전자 선정을 위한 RNA sequencing 결과 중 SPC73-2 

균주에서 상업 균주(Lesaffre, OYC-us, OYC-LT)에 비해 더 많이 발현하고 

있는 유전자의 정리 결과이다. 각 비교군에서 공통적으로 나타난 유전자 중 발

현 차이가 크거나 특징이 관련된 유전자 6개를 선정하였다. 

 

B. RNA sequencing 결과의 heat map이다. 그림에서 빨간색으로 나타날수록 

유전자의 발현 정도가 큰 것이고, SPC73-2에서 많이 발현하면서 나머지 상업 

균주에서는 적게 발현하고 있는 표시된 부분에서 target 유전자를 탐색하였다. 

해당 부분에 속한 유전자 중 발현 정도의 차이가 크거나 관련 특징이 보고된 

유전자 TIP1, TIR1, ZRT1, ZPS1, ANB1을 선택하였으며 공통 부분에는 속하

지 않았지만 발현 차이가 매우 크게 나타난 TDH1까지 포함하여 총 6개의 

target 유전자를 선택하였다. 
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그림 3. 고당 내성 target 유전자 선정을 위한 RNA sequencing 

결과 및 target 유전자의 발현 차이 

A. 고당 내성 target 유전자 선정을 위한 RNA sequencing 결과 중 SPC70-1 

균주에서 상업 균주(Lesaffre)에 비해 더 많이 발현하고 있거나 각 균주마다 

저당 배지인 LD20에서 더 많이 발현하고 있는 유전자의 정리 결과이다. 각 비

교군에서 공통적으로 나타난 유전자 중 발현 차이가 크거나 특징이 관련된 유

전자 8개를 선정하였다. 

 

B. RNA sequencing 결과의 heat map이다. 마찬가지로 그림에서 빨간색으로 

나타날수록 유전자의 발현 정도가 큰 것이고, 두 가지 농도의 배지에서 모두 

SPC70-1에서 많이 발현하거나, 저당배지에서 많이 발현하는 부분을 표시하였

다. 해당 부분에 속한 유전자 중 발현 정도의 차이가 크거나 관련 특징이 보고

된 유전자 GNP1, IMA2, GIP2, CYC7, DAK2, SUC2, GPH1, SPG1 등 총 8개

를 선정하였다. 
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표 3. RNA sequencing 결과에서 선정한 deletion target 유전자 

목록 
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2. 후보 유전자 deletion 균주 제작 
 

표 3의 유전자 목록에 대하여 homologous recombination 방법을 

이용해 deletion 균주를 제작하였다. 최종적인 목표인 CRISPR-Cas9을 

사용하지 않고 homologous recombination 방법을 사용한 것은 

효모에서 transformation을 이용한 homologous recombination으로 

deletion 균주를 제작하는 방법이 잘 갖춰져 있기 때문에 실험의 편의를 

위해 우선적으로 homologous recombination 방법을 사용하였다. 냉동 

내성 target 유전자의 경우 SPC73-2에서 deletion 균주를 

제작하였으며, 고당 내성 target 유전자의 경우 SPC70-1에서 deletion 

균주를 제작하고자 하였으나, 원인을 알 수 없는 문제에 의해 diploid 

균주에서 deletion이 정상적으로 되지 않아 haploid 균주인 SPC73-2 

MATa 균주에서 deletion 균주를 제작하였다. 또한 SPC70-1, 

SPC73-2와 같은 야생 균주에서 유전자 조작을 하고자 했기 때문에 

Ura, Leu 등의 auxotrophic maker가 아닌 Kanamycin A, Hygromycin 

B 와 같은 항생제 저항성 유전자를 marker로 사용하였다. 이렇게 

제작한 균주에 대한 설명을 아래 표 4과 같이 정리하였다.  
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표 4. 냉동 내성과 고당 내성에서의 target gene에 대하여 완성한 

deletion 균주의 목록 
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3. Deletion 균주의 발효 형질 확인 
 

표 4와 같이 제작한 deletion 균주에 대하여 발효와 관련된 여러 

특성을 확인하였다. 먼저 냉동 내성 target 유전자의 deletion 균주에 

대해 -20 ℃에 보관한 세포를 꺼내 일반 배지에서 배양한 결과 

SPC73-2에 비해 pog1, tir1  균주에서 약간의 viability의 증가가 

관찰되었고, 다른 유전자의 deletion 균주에서는 큰 차이를 보이지 

않았다.  SPC에서 진행한 CO2 발생량에 대한 test 결과 역시 비슷했다. 

냉동 후 모든 균주에서 CO2 발생량이 감소하는데, pog1, 

tir1  균주에서 모균주에 비해 CO2 발생량의 감소 정도가 줄어든 

것으로 나타났다. (그림 4, 5)  
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또한 pog1, tir1  균주에서는 SPC에서 진행한 반죽에서의 실험과, 

본 연구에서 직접 진행한 media에서의 실험 모두에서 trehalose level이 

증가하였다. (그림 6) 그림 6의 B를 보면, 냉동 상태와 고당 상태에 

따라 trehalose level이 증가하였으며, wild type에 비해 POG1, TIR1 

deletion 균주에서 trehalose level이 유의미하게 증가한 것이 나타났다. 

이는 pog1, tir1  균주가 wild type에 비해 stress 조건에서 

trehalose를 더 많이 만들어 내어 stress로부터 세포를 보호하여 

결과적으로 발효 효율이 증가하는 결과라고 볼 수 있다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

그림 4. 냉동 내성 target 유전자의 deletion 균주에 대한 -

20 ℃에서의 viability 

A. pog1, hsp104, inp51, tip1, tir1 균주의 viability 결과이다. pog1,  

tir1 균주에서 모균주인 SPC73-2에 비해 약간의 viability가 증가한 것이 관

찰되었다. 실험에서 대조 균주로 사용한 commercial 1, 2는 각각 상업 균주인 

Lesaffre, OYC-us 균주이다. 

 

B. tdh1, zrt1, zps1, anb1 균주의 viability 결과이다. 네 균주 모두 유의미

한 차이를 보이지 않았다. 실험에서 대조 균주로 사용한 commercial 1, 2, 3은 

각각 상업 균주인 Lesaffre, OYC-us, OYC-LT 균주이다. 
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그림 5. 냉동 내성 target 유전자의 deletion 균주에 대한 SPC의 

CO2 발생량 

A, B, C. SPC73-2(A), pog1(B), tir1(C) 균주에서 냉동 전후 시간에 따른 

CO2 발생량의 변화 결과 그래프이다. 전체적으로 냉동 이후 CO2 발생량이 

감소하는데, SPC73-2에 비해 pog1, tir1 균주에서 감소하는 정도가 

줄어들었다.  

D. 냉동 내성 target으로 선정한 유전자에 대해 제작한 deletion 균주에서 냉동 

후 CO2 발생량의 감소 정도를 나타낸 그래프이다. 모균주 SPC73-2와 

비교했을 때 tir1 균주에서 가장 감소 정도가 크게 줄어들었으며, pog1,  

hsp104 균주에서도 감소 정도가 줄어들었다. 즉 이러한 균주에서 모균주에 

비해 냉동 내성이 개선된 것으로 보인다. 
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고당 내성 target 유전자의 경우 LD배지에서 연속적으로 배양했을 

때의 viability와 sucrose 25%의 반죽에서 CO2 발생량을 확인했지만 

모든 균주에서 모균주와 비교했을 때 유의미한 개선을 보이지 않았다. 

(그림 7, 8) 

그림 6. 냉동 내성 target 유전자의 deletion 균주에 대한 

trehalose level 

A. SPC에서 측정한 반죽 상태에서의 결과이다. pog1에서 모균주 SPC73-2에 

비해 trehalose level이 다소 증가한 것을 볼 수 있다. 

 

B. 본 연구에서 직접 측정한 배지 상태에서의 결과이다. 냉동과 고당 상태에 따

라 trehalose level이 증가할 뿐만 아니라, wild type에 비해 pog1, tir1 균주

에서 유의미하게 trehalose level이 증가한 것을 확인하였다. 그래프에서 Heat

으로 표시된 항목은 42 ℃에서 15 분간 heat shock을 준 positive control이

다. 
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그림 7. 고당 내성 target 유전자의 deletion 균주에 대해 고당 

배지에서의 viability 

A. gnp1, ima2, gip2, cyc7, dak2, suc2 균주에서 모균주인 

SPC73-2 MATa 균주와 고당 배지에서의 viability를 비교한 결과이다. 

viability의 유의미한 증가를 보이는 결과는 나타나지 않았다. 

 

B. ltv1, gph1, spg1, tim18, yar1 균주에서 모균주인 SPC73-2 

MATa 균주와 고당 배지에서의 viability를 비교한 결과이다. 마찬가지

로 유의미하게 viability의 증가를 보이는 결과를 볼 수 없었다. 
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그림 8. 고당 내성 target 유전자의 deletion 균주에 대해 고당 

반죽에서의 CO2 발생량 측정 

A. ltv1, gip2, gnp1, suc2, ima2, dak2, cyc7 균주에서 모균주인 

SPC73-2 MATa 균주와 고당 반죽 상태에서의 CO2 발생량을 비교한 결과이

다. 고당 내성의 유의미한 증가는 나타나지 않았다. 

 

B. tim18, gph1, yar1, spg1 균주에서 모균주인 SPC73-2 MATa 균주와 

고당 반죽 상태에서 CO2 발생량을 비교한 결과이다. 마찬가지로 유의미하게 고

당 내성이 증가하지 않았다. 
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4. pog1, tir1 균주의 형질 확인 
 

모균주와 비교했을 때 유의미한 개선을 보인 pog1, tir1  균주에서 

trehalose의 양이 증가하는 것이 관찰되었다. (그림 6) 이에 POG1, 

TIR1 deletion 상황과 trehalose의 증가 간의 관계를 추가적으로 

규명하기 위해 관련 유전자들을 탐색하였다.8 세포 내에서 trehalose를 

생성하는 Trehalose-6-p와 관련된 gene인 TPS1, TPS2, 

TPS3(TSL1의 paralog9)와, trehalose를 분해하는 enzyme인 

trehalase gene NTH1의 발현량을 qRT-PCR과 Western blot으로 

확인해본 결과 stress 조건, 혹은 균주에 따라 유의미한 차이를 보이지 

않았다. (그림 9) 이는 POG1과 TIR1의 deletion이 trehalose의 생성과 

분해에 직접적인 영향 보다는 간접적인 영향을 미치기 때문으로 보인다. 

이러한 상관관계를 보다 명확하게 규명하기 위해서는 유전자의 발현 

정도 보다는 trehalase의 activity나 trehalose의 phosphorylation 등과 

같이 protein level에서의 변화를 확인하는 추가적인 검증이 필s요할 

것으로 생각된다. 
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그림 9. pog1, tir1 균주에서 trehalose 관련 유전자의 발현 

비교 

A. trehalose 관련 유전자 TPS1, TPS2, TSL1(TPS3), NTH1 유전자의 발현

을 qRT-PCR로 확인해본 결과이다. 냉동과 고당 등 stress 조건에 따라, 

POG1과 TIR1의 deletion에 따라 유의미한 RNA 발현의 차이는 보이지 않았

다. 

 

B, C. trehalose 관련 유전자 TPS1, TPS2, TPS3(TSL1), NTH1 유전자의 발

현을 western blot으로 확인해본 결과이다. 마찬가지로 stress 조건에 따라, 

POG1 혹은 TIR1의 deletion에 따라 유의미한 단백질 발현의 차이는 보이지 

않았다. 
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5. CRISPR-Cas9 
 

Homologous recombination을 이용해 만들어진 균주의 경우 

항생제 저항성 유전자가 target 유전자 sequence 안으로 들어가게 

되므로 해당 균주는 외부의 유전자가 포함된 GMO로써 식품에 사용할 

수 없다. 따라서 CRISPR-Cas9을 이용해 유전자 전체를 deletion하여 

외부의 유전자가 포함되지 않는 deletion 균주를 만들고자 하였다. 먼저 

target 유전자 ORF의 upstream 부분과 downstream 부분을 PCR로 

증폭하여 donor DNA를 제작하고, 이 donor DNA와 Cas9, sgRNA 등이 

포함된 vector를 세포 안으로 넣어 Cas9에 의한 double strand 

break가 발생함과 동시에 donor DNA와 homologous recombination이 

발생하여 전체 ORF가 deletion 되는 complete deletion10, 11이 가능하게 

하였다. GNP1, DAK2 등에서 이와 같은 방법을 사용하여 deletion 

균주를 제작하였고, 일반적으로 deletion 여부를 확인하는 marker 

sequence가 존재하지 않기 때문에 PCR band의 크기로 deletion을 

확인하였다. 유전자의 ORF 부분을 deletion하였기 때문에 ORF의 앞과 

뒤 sequence를 primer로 사용하여 증폭시키면 deletion이 되지 않은 

유전자 부분은 크기가 큰 band가, deletion이 된 유전자 부분은 크기가 

작은 band가 나타나게 된다. Diploid 균주에서 deletion을 진행할 경우 

두 chromosome에서 모두 deletion이 발생하면 작은 크기의 band만 

나타나며, 하나의 chromosome에서만 deletion이 발생하면 서로 다른 

크기의 band가 두 개 나타날 것이다. 그림 10에서 1번 colony는 

하나의 chromosome에서만 deletion이 발생한 경우이며, 4번 colony는 

두 chromosome 모두에서 제대로 deletion된 경우이다. 이와 같은 

방법을 사용하여 SPC70-1과 SPSC73-2에서 POG1, TIR1에 대해 

deletion 균주를 제작한다면, GMO 문제를 피할 수 있는 발효 형질이 

뛰어난 균주를 얻을 수 있을 것이다. 
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그림 10. Complete deletion에 의해 만들어진 gnp1 균주의 

deletion 확인을 위한 PCR 결과 

Cas9 module과 donor DNA를 이용한 complete deletion 방법으로 

gnp1 균주를 제작하였다. 유전자에서 deletion된 부분을 잡는 PCR을 진

행하여 band의 크기로 deletion을 확인할 수 있다. 3323 bp의 큰 band는 

deletion이 되지 않은 유전자를, 1331 bp의 작은 band는 deletion이 된 유

전자를 뜻한다. 사용한 균주는 diploid 균주로써 chromosome 두 개 중 

하나에서만 deletion이 발생할 경우 크기가 다른 두 band가 동시에 나타

나며, 두 chromosome 모두에서 deletion이 완료된 경우 작은 크기의 

band만 나타나게 된다. 
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Ⅳ. 논의 
 

 

 

SPC 균주와 상업 균주 간의 전사체 분석을 통해 SPC 균주에서 더 

많이 발현되는 유전자를 찾았다. 그 결과, 냉동 내성에서는 총 9개의 

후보 유전자를, 고당 내성에서는 총 11개의 유전자를 찾을 수 있었다. 

이 유전자에 대해 SPC 균주에서 deletion을 진행하여 균주를 

완성하였고, 해당 균주가 모균주에 비해 냉동 내성 또는 고당 내성이 

개선되는지 여부를 확인하였다. 고당 내성 11개의 유전자 중에서는 

개선이 확인되는 유전자가 없었지만, 냉동 내성 중 POG1과 TIR1의 

경우 deletion 균주에서 모균주에 비해 냉동 후 CO2 발생량의 감소 

정도가 줄어들었으며 (그림 4, 5), stress 조건에 따라 반죽과 media 

모두에서 trehalose의 양이 증가하였다. (그림 6) 이는 POG1과 TIR1의 

deletion이 trehalose level의 증가에 직, 간접적인 영향을 미칠 수 

있다는 증거로써, POG1과 TIR1의 deletion 균주에서 냉동 내성이 

모균주에 비해 개선된 것을 설명할 수 있는 근거가 되기도 한다. 하지만 

POG1과 TIR1의 deletion 상황에서 trehalose와 관련된 유전자들의 

RNA와 단백질 발현에는 차이가 없었기 때문에 (그림 9) POG1과 

TIR1의 deletion이 trehalose gene의 발현에는 직접적으로 영향을 주지 

않을 것이라고 추측된다. POG1과 trehalose synthase gene인 TPS1 

사이에 genetic interaction이 있다는 보고12가 있었지만, 구체적인 

내용은 보고된 바가 없고, 알려진 POG1과 TIR1의 기능 역시 

trehalose와는 관계가 없다. 따라서 POG1과 TIR1의 deletion과 

trehalose level의 증가 간의 상관관계를 보다 명확히 밝히기 위해 

추가적인 연구가 필요하다. 

고당 내성의 11개 유전자 중에서 형질에 변화가 있는 유전자는 

나오지 않았다. (그림 7, 8) 그러나 RNA sequencing data에 나온 모든 

유전자가 deletion 후보로써 가능성 있는 유전자이므로, 시도해 보지 

않은 다른 유전자에 대하여, 또는 추가적인 조사를 통해 발굴할 다른 

유전자에 대하여 확인해볼 필요가 있다. 전사체 분석과 같은 이러한 

방법은 mating과 같은 전통적인 방법의 단점을 극복하고 보다 

효율적으로 균주를 개발하기 위해 계속해서 사용될 수 있을 것이다. 

마지막으로 본 연구에서는 GMO 규제를 피하면서 사용할 수 있는 
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complete deletion 방법을 구축하였다. Diploid cell에서 이와 같은 

방법으로 deletion을 진행했을 때 추후 Cas9 모듈을 제거함으로써 

완전한 non-GMO로 사용될 수 있는 가능성이 있다. 이러한 방법은 

앞서 언급한 전사체 분석을 통해 target 유전자를 찾는 접근과 더불어 

효과적인 균주 개발에 도움이 될 것이다. 
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Abstract 

Improving Fermentation Characteristics 

of Commercial Baker’s Yeast  

by Transcriptome Analysis 
 

임희나(Heena Rim) 

생명과학부 (School of Biological Sciences) 

The Graduate School 

Seoul National University 
 

   Most of the yeast currently used for baking in Korea is a strain 

patented overseas and requires payment when used. Although unique 

strains in Korea are being developed, the reality is that it is difficult 

to commercialize them due to the lower fermentation efficiency than 

overseas commercial strains. In order to improve this situation, this 

study attempted to improve the characteristics such as fermentation 

efficiency of domestic inherent strains developed so far. The 

domestic strains used for the analysis are SPC70-1, a native strain 

developed by SPC, and SPC73-2, a hybrid of SPC70-1 and 

commercial strains, and overseas commercial strains Lesaffre and 

OYC strains were used for comparison. SPC73-2 strain has excellent 

fermentation properties similar to commercial strains, but showed 

slightly lower freezing resistance, and SPC70-1 had poor 

fermentation properties under various conditions, including freezing 

resistance and high sugar resistance. Therefore, it was intended to 

increase refrigeration resistance in SPC73-2 and high sugar 

resistance in SPC70-1, and to produce strains that can avoid GMO 

regulation, it was intended to produce strains that have deleted target 
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genes by CRISPR-Cas9. At this time, in order to select an effective 

target gene, 14 genes that are more expressed in domestic strains 

were explored by comparing RNA sequencing data of domestic and 

commercial strains. In addition, through literature research, 6 genes 

were added to produce deletion strains in domestic strains for a total 

of 20 genes. As a result of comparing various traits such as the 

fermentation efficiency of the produced strain with the mother strain, 

it was found that the fermentation efficiency increased in the deletion 

strain of POG1 and TIR1, and the degree of decrease in activity under 

freezing conditions was reduced. In addition, it was confirmed that 

the amount of trehalose protecting cells in POG1, TIR1 deletion 

strains increased, confirming the expression of the trehalose-related 

genes TPS1, TPS2, TPS3 (TSL1), and NTH1, but there was no 

significant difference. Additional verification is thought to be 

necessary to investigate the correlation between the increase in 

trehalose in the situation of POG1 and TIR1 deletion. In addition, 

using the CRISPR-Cas9 method, the final method was devised to 

delete specific genes without markers in the genome in the SPC70-

1 and SPC73-2 strains. Through it, it became possible to produce 

domestic strains that can be used without violating GMO-related 

regulations in the future. 

 

Keywords : Baker’s yeast, transcriptome analysis, cold stress 

tolerance, high sugar tolerance, trehalose 
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