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ÊÏ�8�(�×2 "�×e�.Uè3

³À »ÈÐ : q��̧Ãº&h� �<ÊÃº ÆÒ&ñ
~½ÓZO�\� e��#Q"f î̈
�Ö̧|¾Ó_� ���×þ��Ér Ùþ�d��&h�Ü¼�Ð ×�æ¹כô�Ç %i�½+É�̀¦ ô�Ç��.

�:r �7Hë�H\�"f��H q��̧Ãº&h� SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº_� ÆÒ&ñ
�̀¦ s�6 xô�Ç ì�rÀÓ ë�H]j\�¦ ��ÀÒ%3���. þj&h�_� ì�rÀÓ\�¦

0Aô�Ç î̈
�Ö̧|¾Ó_� ���×þ�s� SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº\�¦ ÆÒ&ñ

�l� 0Aô�Ç þj&h�_� î̈
�Ö̧|¾Óõ� #Q�"� �'a>��� e����Ht� ¶ú�

(R�Ð��¤��. �§	���{©�$í
(Cross-validation)�̀¦ s�6 xô�Ç î̈
�Ö̧|¾Ó_� ���×þ�s� þj&h�_� °úכõ� #Q�"� 	�s�\�¦

�Ðs���Ht� q��§
�%i���.

1 "�Òeµ

�̧|9�éß�\� @/ô�Ç ����� &ñ
�Ð�� \O���H SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº\�¦ ÆÒ&ñ

�l� 0AK�"f��H Äºo��� ·ú��¦ e����H

�̧Ãº&h� ~½ÓZO�ëß�Ü¼�Ð��H ú́§�Ér ]j���õ� #Q�9¹¡§s� +'��\�¦ �.���s	כ :£¤y�, �̧|9�éß�\� @/ô�Ç ��&ñ

s� ú̧�3lw÷&%3��̀¦ �â
Äº\���H �̧Ãº_� ÆÒ&ñ
�̀¦ :�xô�Ç ì�r�í_� ÆÒ&ñ
�Ér d��y��ô�Ç �̧ÀÓ\�¦ ±ú¢>� �)a��.
s��Qô�Ç &h��̀¦ �FG4�¤
�l� 0AK� ]jîß��)a ��s	כ q��̧Ãº&h� �<ÊÃº ÆÒ&ñ
 l�ZO�s���. q��̧Ãº&h� SX�Ò�¦
x9��̧�<ÊÃº ÆÒ&ñ
�Ér X<s�'� ì�r$3��̀¦ �<Ê\� e��#Q"f X<s�'� ½̈�̧\�¦ ò́Ö�¦&h�Ü¼�Ð �Ð#�ÅÒ��H ×�æ¹כ

ô�Ç ì�r$3� �̧½̈s���. �8¹¡¤s� Äºo��� {9�ìøÍ&h�Ü¼�Ð ·ú��¦ e����H �̧Ãº&h� ~½ÓZO�s� ÂÒ&h�]X�½+É M:��H
�8¹¡¤ ò́Ö�¦&h�{9� Ãº e����.
q��̧Ãº&h� SX�Ò�¦ú́��̧�<ÊÃº ÆÒ&ñ
_� @/³ð&h���� &�V,�+þA ÆÒ&ñ
|¾Ó(kernel density estimator)�Ér

�̧|9�éß�_� SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº f�Ð ÂÒ'� %3��Ér ß¼l� n��� �½� ü�³ð�:r�̀¦ X1, X2, · · · , Xns��� ½+É M:,
��6£§õ� °ú s� &ñ
_��)a��.

f̂(x) =
1
n

n∑

i=1

Kh(x−Xi).

#�l�"f Kh(·) = K(·/h)/h\�¦ ëß�7á¤
� 9 K��H &�V,��<ÊÃº�Ð {9�ìøÍ&h�Ü¼�Ð
∫

K(x)dx = 1\�¦ ëß�
7á¤
��¦, h��H î̈
�Ö̧|¾Ó�̀¦ �����·p��.
&�V,��<ÊÃº\�¦ s�6 x
�#� SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº\�¦ ÆÒ&ñ

���H �â
Äº\���H {9�ìøÍ&h�Ü¼�Ð î̈
ç�H]jY�L�̧

	�(MSE)\�¦8£¤&ñ

�#�Õª°úכs������t��̧2�¤ î̈
�Ö̧|¾Ó�̀¦���×þ�
��¦Õª���×þ��)a î̈
�Ö̧|¾Óõ�&�V,��<Ê
Ãº\�¦s�6 xK�"fSX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº\�¦ÆÒ&ñ

�>��)a��.s� î̈
ç�H]jY�L�̧	�\�¦ì�r�í_��Ð@/(support)
����̂\�"f&h�ì�r
�#�>�íß�ô�Ç°úכs� î̈
ç�H&h�ì�r]jY�L�̧	�(MISE)s��¦s��¦̀�כh���H&h���H��°ú&�_	כ
&h���Hî̈
ç�H&h�ì�r]jY�L�̧	�(AMISE)�� ÂÒØÔ 9, ��6£§õ� °ú s� ����è­q Ãº e����.

AMISE{f̂} =
1

nh
R(K) +

1
4
h4µ2(K)2R(f ′′) (1)

1s� �7Hë�H�Ér 2006�̧� ô�Ç²DGü@²DG#Q@/�<Æ�§ �<ÆÕüt���½̈q� t�"é¶\� _�K� s�ÀÒ#Q&��6£§.
2"fÖ�¦r� 1lx@/ë�H½̈ s�ë�H1lx ô�Ç²DGü@²DG#Q@/�<Æ�§ @/�<Æ"é¶ :�x>��<Æõ� $3���õ�&ñ
.
3�â
l��̧ 6 x���r� �̧�&³��� ô�Ç²DGü@²DG#Q@/�<Æ�§ &ñ
�Ð:�x>��<Æõ� ÂÒ�§Ãº.



52 �̂�A��©� y©�l�ô ¥

#�l�"f R(K) =
∫

K2, µ2(K) =
∫

x2K\�¦ �����·p��. î̈
�Ö̧|¾Ó_� ���×þ�l�ï�rÜ¼�Ð d�� (1)_� &h�
��Hî̈
ç�H&h�ì�r]jY�L�̧	�\�¦ þj�è�Ð ëß�×¼��H ��Ér	כ

hAMISE = [
R(K)

µ2(K)2R(f ′′)n
]1/5 (2)

e���̀¦ ~1�>� SX����½+É Ãº e����.

�:r ���½̈\�"f ��ÀÒ�¦�� 
���H &�V,� �<ÊÃº ÆÒ&ñ
�̀¦ s�6 xô�Ç ì�rÀÓ��H y�� �̧|9�éß�\� @/ô�Ç Äº�̧

SX�Ò�¦�̀¦ >�íß�
��¦, Z�s�Ý¼ o�Û¼ß¼\�¦ ÆÒ&ñ

�>� �)a��. &�V,� �<ÊÃº\�¦ s�6 xô�Ç ì�rÀÓ\�"f ¿º �̧
|9�éß�_�ì�r�í�<ÊÃº\�¦ F, G��
��¦y��y��\�@/6£x÷&��HSX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº\�¦ f, g��
���.ì�rÀÓ÷&t�
·ú§�Ér Dh�Ðî�r ��«Ñ x�� F�ÐÂÒ'� ���:r ��«Ñ���¦ óøÍéß�½+É Ãº e����H ����� SX�Ò�¦�̀¦ 0 < p < 1��
�¦ ��&ñ
ô�Ç��. Õªo��¦, ��«Ñ\�¦ ì�rÀÓ½+É M: ��6 x÷&��H ì�rÀÓl�\�¦ A�� 
���� Z�s�Ý¼ o�Û¼ß¼��H

��6£§õ� °ú s� >�íß� ÷&#Q�����.

errA(f, g|I) = p

∫

I

P (A\� _�K� x�� g�Ð ì�rÀÓ�)a �â
Äº)f(x)dx

+(1− p)
∫

I

P (A\� _�K� x�� f�Ð ì�rÀÓ�)a �â
Äº)g(x)dx. (3)

�̧|9�éß� F, G�ÐÂÒ'� y��y�� ô ¥º��6 xÜ¼�Ð i(v�Ér X<s�'� |9�½+Ë[þt�̀¦ X = {X1, · · · , Xm}, Y =
{Y1, · · · , Yn}�� ½+É M:, &�V,� �<ÊÃº\�¦ s�6 x
�#� x9��̧�<ÊÃº_� ÆÒ&ñ
|¾Ó f̂ü< ĝ��H ��6£§õ� °ú s�

ÅÒ#Q�����.

f̂(x) =
1

mh1

m∑

i=1

K(
x−Xi

h1
), ĝ(x) =

1
nh2

n∑

i=1

K(
x− Yi

h2
), (4)

³ð�:r\� l��íô�Ç ì�rÀÓ l�ï�rÜ¼�Ð��H 4̂(x) = pf̂(x) − (1 − p)ĝ(x)\�¦ >�íß�
�#� �ª�_� °úכs�
��� Fì�r�í�ÐÂÒ'� ���:r ��«Ñ�Ð ���&ñ

��¦ 6£§_� °úכs���� Gì�r�í�Ð ���&ñ
ô�Ç��. Õªo��¦, 0s����
F, G Ñüt ×�æ #QÖ¼ ì�r�í\�"f ���:r �Ü¼�Ð	כ ì�rÀÓK��̧ Áº~½Ó
���.

&�V,��<ÊÃº\�¦ s�6 x
�#� SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº\�¦ ÆÒ&ñ

�l� 0AK�"f î̈
�Ö̧|¾Ó_� ���×þ��Ér ÆÒ&ñ
\� ×�æ

¹ô�Çכ ÂÒì�r�̀¦ 	�t�ô�Ç��. î̈
�Ö̧|¾Ó ���×þ��Ér î̈
�Ö̧|¾Ó_� &h�{©�ô�Ç #3�0A\�"f #��Q >h_� x9��̧�<ÊÃº
ÆÒ&ñ
u�[þt�̀¦ ¹1Ô�� ���©� ëß�7á¤Û¼�Qî�r x9��̧�<ÊÃº\�¦ ¹1Ô��H ÅÒ�'a&h���� ~½ÓZO��̧ e����. Õª�Q�� s����
ÅÒ�'a&h���� ���×þ� ~½ÓZO��Ð����H X<s�'�\� _��>r
�#� ��1lx&h�Ü¼�Ð ���&ñ
|̈c Ãº e����H î̈
�Ö̧|¾Ó�̀¦ ���

×þ� ~½ÓZO�s� 9 �
¹כ��9 s�p� ú́§�Ér ���½̈ ���õ��� e����. �:r �7Hë�H\�"f��H SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº_� ÆÒ&ñ

\�"f ��6 x÷&��H �§	���{©�$í
�̀¦ s�6 xô�Ç î̈
�Ö̧|¾Ó_� ���×þ� ~½ÓZO��̀¦ ì�rÀÓ\�¦ 0Aô�Ç x9��̧�<ÊÃº_� ÆÒ

&ñ
 ë�H]j\� &h�6 x
�%i���. s�\�¦ :�x
�#� Hallõ� Kang (2005)\�"f ]jîß��)a ì�rÀÓ\�"f s��:r&h�Ü¼
�Ð þj&h���� î̈
�Ö̧|¾Ó_� 	�Ãºü< q��§
�#� �§	���{©�$í
 ~½ÓZO�_� $í
|9��̀¦ SX����
�%i���.
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2.1 ��È��·��
�¿Áþ�ÊÁ ÍÙÇa��+ ¿R�ËÁ

SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº_� ÆÒ&ñ
\�"f î̈
�Ö̧|¾Ó_� ���×þ��̀¦ 0Aô�Ç �§	���{©�$í
(Cross-validation)�Ér î̈
ç�H
&h�ì�r]jY�L�̧	�_�ÆÒ&ñ
\�_�ô�Ç��s�n�#Q\�¦l��í�Ðëß�[þt#Q���~½ÓZO�s���. î̈
ç�H&h�ì�r]jY�L�̧	�
��H

MISE{f̂(x)} = E

∫
f̂(x)2dx− 2E

∫
f̂(x)f(x)dx +

∫
f(x)2dx

Ü¼�Ð >�íß�÷&#Q t��¦, s� î̈
ç�H&h�ì�r]jY�L�̧	�\�¦ h\� �'aK� þj�è�Ð 
���H ��Ér	כ

MISE{f̂(x)} −
∫

f(x)2dx = E[
∫

f̂(x)2dx− 2
∫

f̂(x)f(x)dx] (5)

\�¦ þj�è�Ð 
���H ��õ	כ °ú ��.
s� M:, (5)d��_� Äº����Ér ��6£§õ� °ú s� &ñ
_��)a LSCV (h)_� l�@/°úכõ� °ú ��.

LSCV (h) =
∫

f̂h(x)2dx− 2n−1
n∑

i=1

f̂−i,h(Xi),

#�l�"f f̂−i,h(x) = (n−1)−1
∑n

j 6=i Kh(x−Xj)\�¦�����·p��.7£¤ LSCV��HMISE−
∫

f2\�

@/ô�Ç Ô�¦¼#�ÆÒ&ñ
|¾Ós���. LSCV (h)\�¦ ���©� ���>� ëß�×¼��H h\�¦ ½̈
���� þj�è]jY�L�§	���{©�$í


\� l��íô�Ç î̈
�Ö̧|¾Ó_� ÆÒ&ñ
|¾Ós� �)a��.

2.2 j��¿ÊÁ�\� &P�ÇÚ�+ ¿R�ËÁ

Hall õ� Kang (2005)\� _�
���� ì�rÀÓ\�"f �§	���{©�$í
�̀¦ s�6 xô�Ç î̈
�Ö̧|¾Ó_� ���×þ��Ér ì�rÀÓl�
\�¦ >�íß�½+É M: ¹ô�Çכ��9 y�� SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº_� ÆÒ&ñ
\�"f �§	���{©�$í
_� ��s�n�#Q\�¦ s�6 x
���H

�.���s	כ s�\�¦ 0AK� f̂−iõ� ĝ−i\�¦ y��y��_� ³ð�:r |9�½+Ë\�"f i���P: ³ð�:r�̀¦ NS�¦ z���Ér ³ð�:r |9�

½+Ë Xi = X \ {Xi}ü< Yi = Y \ {Yi}\�¦ s�6 x
�#� ÆÒ&ñ
ô�Ç x9��̧�<ÊÃº\�¦ �����·p���¦ 
���. s�
��H y��y��_� î̈
�Ö̧|¾Ó h1, h2\�¦ s�6 x
�#� ��6£§õ� °ú s� &ñ
_��)a��.

f̂−i(Xi) =
1

m− 1

m∑

j=1,j 6=i

Kh1(Xi −Xj),

ĝ−i(Xi) =
1

n− 1

n∑

j=1,j 6=i

Kh2(Xi − Yj).

�§	���{©�$í
\� _�ô�Ç SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº\�¦ ÆÒ&ñ

��¦ ÆÒ&ñ
�)a SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº\�¦ s�6 x
�#� ì�rÀÓl�

_� �§	���{©�$í
 !Q��� 4̂f,−i(Xi), 4̂g,−i(Yi)\�¦ >�íß�
�>� ÷&��HX< Õª&ñ
_���H ��6£§õ� °ú ��.

4̂f,−i(Xi) = pf̂−i(Xi)− (1− p)ĝ(Xi), 4̂g,−i(Yi) = pf̂(Yi)− (1− p)ĝ−i(Yi).
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s�\�¦ s�6 x
�#� Z�s�Ý¼o�Û¼ß¼_� �§	���{©�$í
 !Q����̀¦ ��6£§õ� °ú s� ÆÒ&ñ
½+É Ãº e����.

˜errA(h1, h2) =
p

m

m∑

i=1

I{4̂f,−i(Xi) < 0, Xi ∈ I}

+
(1− p)

n

n∑

i=1

I{4̂g,−i(Yi) > 0, Yi ∈ I}. (6)

�§	���{©�$í
�̀¦ s�6 xK�"f ÆÒ&ñ
ô�Ç x9��̧�<ÊÃº\�¦ s�6 x
�#� ˜errA(h1, h2)\�¦ >�íß�
�#�, Õª °úכ
�̀¦ þj�è�o
��̧2�¤ 
���H î̈
�Ö̧|¾Ó�©� (ĥ1, ĥ2)�̀¦ ���×þ�
�#� î̈
�Ö̧|¾Ó�̀¦ ÆÒ&ñ
ô�Ç��. s���� �§	���
{©�$í
_� �©�&h�Ü¼�Ð��H f���'a&h�Ü¼�Ð ~1��¦ B�Äº çß�éß�
�>� &h�6 x|̈c Ãº e������H &h�s���. ìøÍ���\�
éß�&h�Ü¼�Ð��H s��:r&h�Ü¼�Ð ô�Ç &h�\�"f î̈
ç�H]jY�L�̧	�\�¦ &ñ
SX�
�>� 8£¤&ñ

�t� 3lw
�l� M:ë�H\�

errA(f, g)\�¦ þj�è�o
���H (h1, h2)_� °ú̀�כ¦ &ñ
SX�
�>� 8£¤&ñ

�t� 3lw ô�Ç����H &h�s���. s�ü< °ú 
�Ér s��:r&h���� 8£¤���_� ��[jô�Ç ���½Ó�Ér Hallõ� Kang(2005)_� Section 7�̀¦ �ÃÐ�¦
�l� ��êøÍ��.

3 �¿�+��
��@

�§	���{©�$í
�̀¦ s�6 xô�Ç ì�rÀÓ\�"f î̈
�Ö̧|¾Ó_� z�́|9�&h���� $í
|9�s� s��:r&h���� ���½Óõ� #Q�"� 	�s�

\�¦ �Ðs���Ht� q��§\�¦ 0AK�, Hall õ� Kang (2005)\�"f ���/åLô�Ç î̈
�Ö̧|¾Ó_� 	�Ãº(order)\�¦ s�
6 x
�%i���. 7£¤, �̧_�z�́+«>�̀¦ :�xK� ½̈K���� î̈
�Ö̧|¾Ó_� 	�Ãº�� s��:r&h�Ü¼�Ð ¿º ��t� "f�Ð ���Ér
�â
Äº\�µ1ß)����þj&h�_�	�Ãºü<°ú ���¦½+ÉÃºe����Ht�\�¦¶ú�(R�̂¦��s���.s	כ �̧_�z�́+«>�Ér f_�

ì�r�í\�¦ ³ðï�r&ñ
½©ì�r�í�Ð 
��¦ g\�¦ 4��t� ���Ér ì�r�í�Ð 
�#� 8úx 4��t� �â
Äº\� @/K� ³ð�:r_�
ß¼l� mõ� n�̀¦ 20, 26, 33, 43, 56, 72, 93, 120, 155, 200Ü¼�Ð ����or�&� �����"f q��§
��̧2�¤ 
�
%i���. y�� �â
Äº_� SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº��H ÕªaË> 1\� ����?/#Q4R e����.

Class1 :
Example1 f ∼ N(0, 1) , g ∼ N(−1.2, 0.62)
Example2 f ∼ N(0, 1) , g ∼ 1

5N(0, 1) + 1
5N(1, ( 2

3 )2) + 3
5N( 19

12 , ( 5
9 )2)

Class2 :
Example1 f ∼ N(0, 1) , g ∼ N(1, 1)
Example2 f ∼ N(0, 1) , g = {π(1 + x2)}−1

Class1_� Example1�Ér ¿º x9��̧�<ÊÃº_� �§&h�s� y = −0.515s��¦ Õª �§&h�\�"f f ′′(y) =
−0.255, g′′(y) = 0.281_� °ú̀�כ¦ °ú���H��. ¢̧, Example2��H �§&h�s� y = 0.707s��¦ Õª �§&h�\�
"f f ′′(y) = −0.156, g′′(y) = 0.327_�°ú̀�כ¦°ú���H��. f ′′(y)g′′(y) < 0����â
Äº\�, y\�"f¿º �̧

|9�éß�_� ì�rÀÓ\�¦ 0Aô�Ç þj&h� î̈
�Ö̧|¾Ó_� 	�Ãº��H n−1/5s� �)a����H ��s	כ Hallõ� Kang(2005)\�
"f ½©"î
÷&%3���. Õªo��¦ Class2_� Example1�Ér �§&h�s� y = 0.5s��¦ Õª �§&h�\�"f f ′′(y) =
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−0.264, g′′(y) = −0.264_� °ú̀�כ¦ �������. Example2��H �§&h�s� y = ±1.851s��¦ Õª �§&h�\�
"f f ′′(y) = 0.175, g′′(y) = 0.068_� °ú̀�כ¦ °ú���H��. Class2_� �â
Äº��� f ′′(y)g′′(y) > 0{9� M:
��H þj&h� î̈
�Ö̧|¾Ó_� 	�Ãº�� n−1/9s� ÷&��H �	כ %i�r� Hallõ� Kang(2005)\�"f �Ð#�&����.

y��y��_� �â
Äº\� @/K� SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº\�¦ ÆÒ&ñ

�l� 0A
�#� î̈
�Ö̧|¾Ó�̀¦ ����or�&� �����"f þj

&h�_� î̈
�Ö̧|¾Ó�̀¦���×þ�
�>�÷&��HX<,�§	���{©�$í
\�"f��H î̈
�Ö̧|¾Ó ĥNS\�¦>�íß�
�#� (ĥNS/3, 3×
ĥNS) ½̈çß��̀¦ Òqt$í

��¦, Õª ½̈çß��̀¦ 511pxì�r 
�#� ì�r½+É�)a î̈
�Ö̧|¾Ó×�æ d�� (6)�̀¦ þj�è�Ð 
���H
þj&h�_� î̈
�Ö̧|¾Ó�̀¦ ¹1Ô��x9��̧�<ÊÃºÆÒ&ñ
�̀¦ 
�>�÷&�¦���õ�&h�Ü¼�Ðì�rÀÓ\�¦ 0Aô�Ç î̈
�Ö̧|¾Ós��)a

��. 7£¤, ��H��&h�Ü¼�Ð

ĥNS1 = [
8π2R(K)
3µ2(K)2m

]1/5σ̂X , ĥNS2 = [
8π2R(K)
3µ2(K)2n

]1/5σ̂Y

�̀¦ ½̈ô�Ç Êê, y��y��_� ½̈çß��̀¦ Òqt$í

��¦ Õª ½̈çß�Ü¼�ÐÂÒ'� d�� (6)_� �§	���{©�$í
 ��s�n�#Q\�¦
s�6 x
�#� î̈
�Ö̧|¾Ó�©� (ĥ1, ĥ2)\�¦ >�íß�
�>� �)a��.

ÕªaË> 2ü< 3�Ér �̧_�z�́+«>_����õ�\�¦����?/��He�¦2�©s���.s�ÕªaË>[þt\�"f x»¡¤�Ér³ð�:rß¼l�

_� �ÐÕª°úכ(log(n))�̀¦ ����?/ 9 y»¡¤�Ér î̈
�Ö̧|¾Ó_� �ÐÕª°ú̀�כ¦ ÂÒ ñ\�¦ ��õ�H �,log(ĥj)−)	כ j =
1, 2)\� K�{©��)a��. 7£¤, y�� &h�[þt�Ér (log(n), −log(ĥj))\�¦ ����?/�¦, f������Ér y�� ýa³ð°ú̀�כ¦ &h�
½+Ër���� �r)
f�����s� 9, &h�½+Ë�)a �r)
f�����_� ×�æ�©��̀¦ t������"f l�Ö�¦l��� y��y�� 1/5õ� 1/9���
f�����s� y��y�� &h����õ� �W���Ü¼�Ð ����?/4R e����.

·ú¡\�"f ���/åLô�Ç ��ü< °ú s� Class 1_� �â
Äº(fü<g�� �§	�
���H t�&h�\�"f �¹ô=sכ Ñüt�� �̧

3lq
����� Ñüt�� �̂¦2�¤ô�Ç �â
Äº)\���H þj&h� î̈
�Ö̧|¾Ó_� 	�Ãº�� n−1/5s�#Q�� ô�Ç��. ÕªaË> 2\�"f
s��â
Äº��H f�����s�&h����\�����0>��
���HX< �̧y��9�W���\�����î�r +þAI��Ð�������¦e��#Q

s��:r&h���� $í
|9�\� ÂÒ½+Ë÷&t� ·ú§6£§�̀¦ ·ú� Ãº e����. Class 2_� �â
Äº(fü<g�� �§	�
���H t�&h�\�

"f �¹ô=sכ "f�Ð �̧�ª�s� ���Ér �â
Äº)\���H s��:r&h�Ü¼�Ð þj&h� î̈
�Ö̧|¾Ó_� 	�Ãº�� n−1/9s�#Q��

ô�Ç��. Õª���X< ���õ�\�¦ �Ð��� s��Qô�Ç $í
|9�s� ���)� �������¦ e��t� ·ú§6£§�̀¦ ·ú� Ãº e����. 7£¤, �§
	���{©�$í
\� _�ô�Ç ~½ÓZO��Ér þj&h�_� î̈
�Ö̧|¾Ó�̀¦ ú̧� ÆÒ&ñ

�t� 3lw
��¦ e������H �¦̀�	כ SX����½+É Ãº

e����.

4 Úr
Òeµ ��� �×Òeµ

q��̧Ãº&h� ì�rÀÓ\�"f �§	���{©�$í
�̀¦ s�6 xô�Ç î̈
�Ö̧|¾Ó_� ���×þ� ~½ÓZO�_� $í
0px�̀¦ �̧_�z�́+«>�̀¦ :�x


�#� q��§
�#� �Ð��¤��. Hallõ� Kang(2005)\�"f Ô�©Û¼àÔêÁ��̀¦ s�6 x
�#� q��§ô�Ç ���õ�\�¦ �Ð
��� Ô�©Û¼àÔêÁ� ~½ÓZO��Ér s��:r&h���� $í
|9�\� ú̧� ÂÒ½+Ë÷&�¦ e����H ìøÍ���\� �:r �7Hë�H\�"f 	�Ãº\�¦ q�

�§
�l� 0Aô�Ç íß�&h��̧\�"f �Ð��� �§	���{©�$í
\� _�ô�Ç ~½ÓZO��Ér s��:r&h���� $í
|9�\� ���)� ÂÒ½+Ë
�

t� 3lw
��¦ e��6£§�̀¦ SX����
�%i���. �:r �7Hë�H\�"f��H ��Äºr�îß�(Gaussian) &�V,��̀¦ s�6 xô�Ç q��̧
Ãº&h� SX�Ò�¦x9��̧�<ÊÃº ÆÒ&ñ
�̀¦ Ãº'��
�%i�t�ëß�, ���Ér &�V,� �<ÊÃº\�¦ s�6 x
�#� °ú �Ér �̧_�z�́+«>�̀¦
:�xô�Ç ���õ��̧ q�5pwô�Ç ���õ�\�¦ ]j/BN
�o�
� l�@/�)a��.
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치환에 따른 double perovskite의 Hall effect 특성 연구1 

 

우 양 수, 이 보 화2 

 

요 약 : Hall effect 측정 장비를 설계하고 제작하여, 치환에 따른 double perovskite Sr1.9A0.1FeMoO6 

(A= Ca, La, Ba, K) 다결정 시료의 Hall 계수를 측정하였다. La3+와 Ca2+이 치환된 시료의 Hall 

계수는 음의 값으로, Ba2+와 K1+이 치환된 시료의 Hall 계수는 양의 값으로 각각 나타났다.  양의 

값을 갖는 시료는 hole doping에 의한 p-type임을, 음의 값을 갖는 시료는 electron doping에 의한 

n-type임을 알 수 있었다. 

 

1. 서론 

자기장 내에서 전하가 움직이면 로렌쯔의 법칙을 따르는 힘(Lorentz Force)이 

전하에 작용하여 전하가 이동방향에 수직으로 힘을 받게 된다. 이 원리에 의해 

전류가 흐르는 도체에 자기장이 가해지면 도체 내부를 흐르는 전하가 도체의 한 

쪽으로 치우쳐 흐르게 된다. 이렇게 전하가 한 쪽으로 치우침으로 인해 전하가 

몰려있는 곳과 그렇지 않은 곳 사이에 전위차가 발생하는 현상을 Hall 

effect라고 한다. 이때 이들 전하에 의해 내부 전기장이 생겨나 더 이상의 

전하가 쌓이지 못하게 방해한다. 시간이 지나면 전기장에 의한 전기력과 

자기력이 평형을 이루게 되는데 이로부터 생겨난 전위차를 Hall 전압이라 한다. 

그림 1과 같이 두께 d의 반도체나 금속의 박편에 전류가 흐르고 자기장이 

수직으로 지나가고 있을 때 시료내부에 전하가 몰림으로서 형성된 y방향으로의 

전기장 Ey가 전하에 작용하는 힘은 

yy qEF =           (1) 

가 되고 z 방향으로의 자기장 B가 시료내부를 x 축 방향으로 속도 v 로 

                                            
1 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 전자물리학과 교수 
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움직이는 전하에 작용하는 Lorentz Force는 

qvBFy −=           (2) 

가 된다. (1)과 (2)의 두 힘이 평형을 이루므로 

qvBqE y =           (3) 

이다. 한편 시표의 두께를 d, 폭을 b 그리고 길이를 c라고 하면 전류 I 는 

nqvdbI =           (4) 

이다. 전압계에 걸리는 전압 V=Eyb 이므로 측정된 I, B, V로부터 n을 구할 수 

있다. 또한 V=vdb 이므로 이를 (4)에 대입, v를 소거하여 n을 구하면 다음과 

같다. 

qdV

IB
n =             (5) 

여기서 n은 양의 값이어야 하므로, 이로부터 q의 부호를 결정할 수 있으며, V는 

시료의 윗면을 기준으로 하여 아래 면에 걸리는 전압이다. 식 (5)로부터 Hall 

계수 

nqIB

dV
RH

1
==       (6) 

을 얻을 수 있으며, RН는 전하운반자의 종류 판별에 이용된다. 한편 Hall 소자의 

전압강하 Vx를 측정하여 비저항(ρ)를 계산할 수 있다. 

C

X

I

dbV
=           (7) 

비저항의 역수가 전하운반자의 전기전도도(σ)이므로 전하운반자의 이동도(μ) 

 HR=            (8) 

를 구할 수 있다. 

그림 2에 나타난 것과 같이 double perovskite A2FeMoO6 구조의 A자리에 

위치하는 Ba2+, Sr2+, Ca2+의 이온반경에 따라 결정구조와 Tc가 달라지게 

된다[1]. Ba2+의 경우 cubic 구조, Sr2+과 Ca2+는 각각 tetragonal과 
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orthorhombic 구조를 가진다. Double perovskite A2FeMoO6에서 A자리를 일부 

치환하는 경우 carrier doping, anti site(AS)의 증가, 셀 크기의 변화로 인한 

구조적 요인에 의해 Tc가 영향을 받는다. Navarro는 Sr2+ 자리에 이온반경이 

비슷한 Ca2+와 La3+를 치환한 Sr2-xCaxFeMoO6와 Sr2-xLaxFeMoO6를 만들어서 

Tc의 변화를 측정하였다. 측정결과 AS나 셀 크기 요인이 같은 경우 carrier 

doping이 Tc 증가의 직접적 원인이라고 보고하였다[2]. Ba2FeMoO6 (BFMO) 

시료의 Ba2+ 자리에 K1+ 나 La3+의 부분치환은 BFMO의 cubic구조를 

유지하면서 평균 이온반경을 변화시키고 전자가 상태를 변화시킨다. BKFMO의 

경우 Ba2+와 K1+의 이온반경 차이가 적어 격자 상수의 변화는 그리 크지 

않았지만, Tc의 큰 감소가 있었다. 그러나 BLFMO의 경우 La3+ 첨가로 인해 

평균 이온반경이 감소하고 Tc가 증가하였다[3]. BKFMO에서 Tc의 감소와 

BLFMO에서의 Tc의 증가는 이온 반경의 변화에 따른 구조적인 요인보다 carrier 

doping의 효과로 볼 수 있다. 이에 본 논문에서는 Sr2FeMoO6 (SFMO) 시료의 

Sr2+ 자리에 이온반경이 비슷한 Ca2+와 La3+, Ba2+와 K1+를 각각 치환한 시료의 

Hall 계수를 측정하여 carrier doping의 효과가 electron 또는 hole에 따른 

결과인가를 밝히고자 한다. 

 

2. Hall effect measurement system의 구성 

그림 3은 Hall effect measurement system의 전체적인 구성을 나타낸 것이다. 

자기장 형성은 4 inch의 electromagnet과 Lake Shore model 647 power 

supply를 이용하였다. 상온 측정 시 sample card는 Lake Shore model 75013을 

사용하였다.  Hall effect switch card로 Keithley model 7065을 사용하였다. 

Voltage는 최대 7V의 Keithley model 2000로 측정하였다. 그리고 current 

source는 최대 100mA, 최소 500fA의 Keithley model 220을 사용하였다. 

Resistance range는 최대 200 G, 최소 1600 m 혹은 40 m으로, current 

meter는 Keithley model 485을 사용하였다. Gauss meter는 Lake Shore model 

450을 사용하였다. 
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3. 시료제작 및 실험방법 

1) 시료제작 

Sr2-xAxFeMoO6의 다결정 시료는 고체상태반응법으로 제작하였다. Sr에 A(A= 

La, Ca, Ba, K)을 x=0.1의 비율로 치환하여 혼합하였다. SrCO3(99.99%)와 

Fe2O3(99.99%) 그리고 MoO3(99.99%)의 각 분말들에 La2O3(99.99%), 

CaCO3(95.99%), BaCO3(99.99%), K2CO3(99.99%)을 각각 Sr : A : Fe : Mo = 

1.9 : 0.1 : 1 : 1 의 비로 3g 정도가 되도록 제작하였다. 마노유발을 이용하여 

매우 고르게 섞고 갈아서 혼합된 분말을 Al2O3 crucible에 담아 자동 온도 

조절이 가능한 전기로에 넣어 하소시켰다. 전기로의 온도를 900 oC로 유지 

시키면서 매 24시간 마다 crucible을 꺼내 다시 마노유발을 이용하여 섞고 가는 

과정을 수 차례 반복하였다. 그리고 tube 전기로에 H2(5%)/Ar gas를 흘려주면서 

900 oC에서 약 4시간 정도 소결하였다. 이 혼합된 분말을 프레스와 8mm 몰더를 

이용하여 두께 2mm 정도의 pellet을 2개씩 만들었다. 이 pellet들을 Al2O3 

boat에 담아 gas를 흘려줄 수 있는 tube 전기로에서 H2(5%)/Ar gas를 

흘려주면서 1100 oC에서 5시간 정도 소결하여 4가지 시료를 제작하였다.  

 

2) 실험방법 

제작된 시료를 정사각형으로 잘라서 각 모서리 끝에 gold wire를 이용하여 

인듐으로 sample card에 부착하였다. 시료에 수직으로 약 2000 Os의 자기장을 

흘려 주고 약 100 ~ -100 A의 fixed current로 측정하였다. 내부의 저항을 

측정하기 위해 각 모서리에서 전류와 전압을 R21,34=V34/I21, R12,43=V43/I12, 

R32,41=V41/I32, R23,14 = V14 / I23, R43,12 = V12 / I43, R34,21 = V21 / I34, R14,23 = V23 / 

I14, R41,32 = V32 / I41 방식으로 전류를 흘려 주면서 전압을 측정하였다. 
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4. 결과 및 고찰 

자기적인 성질을 지니고 있는 물질에 대해 전류를 흘려 주면서 자기장을 

가해주면 물질의 고유성질에 따라 각기 다른 특징을 나타낸다. 물질의 특성을 

조사하기 위해 실제 측정 장비를 제작하고, 그로부터 얻어지는 결과가 물질의 

특성을 어떻게 결정하는지 알아보았다. 표 1은 제작된 장치에 ITO 시료를 

부착하여 Hall effect를 측정한 결과이다. 측정 결과가 standard sample의 

data와 거의 일치함을 보임으로써 장치의 신뢰도를 확인 할 수 있었다. Sr2-

xAxFeMoO6의 다결정 시료들의 Hall effect를 측정한 결과를 표 2에 나타내었다. 

Hall effect 측정으로부터 구한 Hall 계수 값으로부터 시료가 electron doping에 

따른 n-type 인가 hole doping에 따른 p-type 인가를 결정할 수 있다. La3+와 

Ca2+이 doping된 시료의 Hall 계수는 음의 값으로, Ba2+와 K1+이 doping된 

시료의 Hall 계수는 양의 값으로 각각 나타났다.  양의 값을 갖는 시료는 hole 

doping에 의한 p-type임을, 음의 값을 갖는 시료는 electron doping에 의한 n-

type임을 알 수 있었다. 
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그림 1. Hall effect 측정 원리. 

 

그림 2. A자리 이온의 이온 반경에 따른 AA’FeMoO6 의 Tc. 
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치환에 따른 double perovskite의 Hall effect 특성 연구 

 

그림 3. Hall effect mesurement system의 개요도.  

 

 

표 1. ITO 시료의 Hall effect 측정 결과.  

Sample I B 

Hall 

coefficient 

[m2/C] 

Resistivity 

[cm] 

Mobility 

[cm2/Vs] 

Conductivity 

[1/cm] 

Standard 

(ITO) data 
0.1mA 0.5T 

-2.114E-2 5.299E-4 3.989E+1 1.887E+3 

ITO 측정 -1.909E-2 5.298E-4 3.603E+1 1.888E+3 

 

표 2. Sr2-xAxFeMoO6의 다결정 시료들의 Hall effect 측정 결과. 

Sample I B 
Hall 

coefficient 

[m2/C] 

Resistivity 

[cm] 

Mobility 

[cm2/Vs] 

Conductivity 

[1/cm] 

SCFMO 

100A 0.2T 

-3.685E-1  2.228E-1 1.654E+0 4.488E+0 

SLFMO -1.413E+1 2.587E+1 5.464E-1 3.866E-2 

SBFMO 1.895E+1 2.692E+0 7.037E+0 3.714E-1 

SKFMO 2.926E+0 4.233E-4 6.911E+3 2.362E+3 
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S-adenosyl-L-methionine의 과량생산을 하는

재조합 P . pastoris 균주개발1)

진 상 우, 이 현 환2)

요 약 : S-adenosyl-L-methionine(SAMe)이란 세포에 존재하는 natural substance로 필수 amino

acid인 L-methionine의 metabolite로써 항우울증 치료보조제 및 간질환 치료보조제로 많이 쓰이고 있

는 물질이다. 이러한 SAMe를 고생산하기 위하여 SAMe를 만들어내는 효소인 SAM synthetase2 유

전자를 cloning하고 발현하였다. 이 유전자를 methylotrophic yeast인 P. pastoris의 genome에

integration을 수행하여 SAMe의 고생산을 확인하였다. 또한 SAM synthetase2의 substrate인

methionine을 첨가하여 SAMe의 생산량이 더욱 증가하는 것을 확인하였다.

Ⅰ. 서론

S-adenosyl-L-methionine(SAMe)이란 세포에 존재하는 natural substance로 필

수 amino acid인 L-methionine의 direct metabolite이다(Fig. 1). 이 물질은 약 40

여개의 체내 화학 반응에 관여하는 것으로 알려져 있다. 예를 들면 강력한

antioxidant인 glutathione 같은 Sulfur 함유 물질에 필수적이며, cell 내부 지방막

보호기능을 수행한다. 또한 dopamine이나 serotonin 등과 같은 신경전달물질 등

신체 구성 물질의 합성에 필수적인 체내 methyl group donor로서 역할을 수행한

다(2,5).

Figure 1. chemical structure of S-Adenosyl-L-methionine

1) 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임.
2) 한국외국어대학교 생명공학과
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특히 SAMe는 dopamine이나 serotonin의 분해를 통제하거나 receptor molecule

의 생산을 가속화 시켜 우울증 개선에 매우 중요한 역할을 수행하며,

anti-inflammatory 기능을 가지고 있어서 관절염 등에도 사용되어 질 수 있다(5).

SAMe은 주로 fermentation에 의해 생산되며, 주로 의약용과 건강식품의 원료로

사용되고 있는 고 부가가치의 물질이다.

그러나 SAMe는 다양한 균주에서 생산이 시도되었으나, 그 생산성이 낮아 산업

화 되어지지 않았다. 현재 S. cerevisiae 균주에서 생산을 시도하고 있으나 그 생

산량이 매우 낮은 것으로 알려져 있다(9). 이러한 이유 때문에 SAMe를 대량 생

산하기 위하여 본 연구에서는 P. pastoris를 이용하였다. P. pastoris는

methylotrophic yeast로써 methanol을 carbon source로 이용할 수 있고 유전자

조작이 용이하여 현재 산업적으로 많은 400여 가지의 단백질을 대량생산하고 있

다. 이는 우선 gene targeting, cloning과 같은 유전자 조작이 간편하고

AOX(alcohol oxidase)promoter와 같은 강력한 inducible promoter를 가지고 있어

서 원하는 단백질을 대량 생산 할 수 있기 때문이다. 그리고 glycosylation,

disulfide-bond formation등과 같은 post-translational modification을 수행 할 수

있기 때문에 현재 많은 유용한 단백질을 P. pastoris에서 발현하고 있다(7,8).

S. cerevisiae에서 SAMe의 합성과정을 보면 SAMe은 SAMe synthetase라는

효소에 의해서 methionine과 ATP가 결합하여 생산된다(Fig. 2)(1,6).

S. cerevisiae에서 이 enzyme을 coding 하는 유전자는 현재 2 종류가 알려져 있

다(SAM1, SAM2). 이 두 enzyme은 90%이상의 homology를 가지고 있으나,

regulation mechanism은 별로 알려진 바가 없다(3).

SAM2 유전자의 level을 높이는 것만으로 SAMe의 production을 효과적으로 증

가시킬 수 없다. 그 이유는 SAMe에 의한 key효소의 end-product feedback

inhibition때문이다(4). 특히 Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)은

Methionine metabolism의 조절에 매우 중요한 기능을 수행하는 것으로 알려져

있는 enzyme으로 SAMe에 의해 feedback regulation을 받는 것으로 알려져 있다

(3). 즉 세포 내에 SAMe의 농도가 높아질 경우 SAMe이 MTHFR의 activity를

저해하게 되고 결국 methionine의 합성이 저해되어 SAMe의 overproduction을

방해한다(9). 따라서 본 연구에서는 SAMe를 고생산하는 재조합 균주를 제조하기

위해 우선 SAM2 유전자를 분리하고 cloning하여 P. pastoris에서 발현시켰다.
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Figure 2. Metabolism associated with methyl-group donation in S. cerevisiae

The re-methylation, transulfuration, and sulfur assimilation pathways are

shown. Genes and enzymes catalyzing individual reactions are: 1, SHM1 and

SHM2, serine hydroxymethyltransferase (SHMT; EC 2.1.2.1 [EC] ); 2, MET12

and MET13, MTHFR (EC 1.5.1.20 [EC] ); 3, MET6, methionine synthase (EC

2.1.1.14 [EC] ); 4, SAM1 and SAM2, S-adenosylmethionine synthetase (EC

2.5.1.6 [EC] ); 5, SAH1, S-adenosylhomocysteine hydrolase (EC 3.3.1.1 [EC] );

6, CYS4, CBS (EC 4.2.1.22 [EC] ); 7, CYS3, cystathionine -lyase (EC 4.4.1.1

[EC] ); 8, MET14, adenylylsulfate kinase (EC 2.7.1.25 [EC] ); 9, MET17,

O-acetylhomoserine (thiol)-lyase (EC 2.5.1.49 [EC] ). X represents any methyl

group acceptor.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 균주 및 plasmid

본 연구에서 사용한 균주와 plasmid는 Table 1과 같다.
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Table 1. yeast, bacterial strains and plasmids

strain or plasmid Genotype Reference

  Strain

P.pastoris SMD1168   Histidine dehydrogenase⁻
S.cerevisiae   Yeast Wild type

E.coli TOP10F'
  F'[tet]mcrA△(mrr-hsd RMS-mcrBC)Ψ80 lacX74deoRrecA1

  araD139(ara,leu)-7679 galU gal k λrpsL endA1 nupG

  plasmid

pGemT-easy vector   Ampr, T/A cloning vector

pGemT easy-SAM2   containing S.cerevisiae SAM2 gene This study

pPIC3.5K vector
  Ampr, Kmr, E.coli-yeast shuttle vector, integrative and    

expression vector, containing HIS4
This study

pPIC3.5K-SAM2
  Ampr, Kmr, E.coli-yeast shuttle vector, integrative and    

expression vector, containing HIS4, containing SAM2 gene
This study

2. 균주배양

E.coli에서 재조합 vector를 추출하기 위해서는 LB(10g tryptone, 5g Yeast

extract, 5g NaCl in 1 liter of D.W)를 사용하여 37℃에서 배양하였으며, 재조합

균주의 growth 위한 배지로는 1% yeast extract, 2% peptone, 100mM

potassium phosphate(pH 6.0), 1.34% YNB, 4×10-5% biotin, 1% glycerol이 첨가

되어있는 BMGY배지에서 배양하였다. 그리고 재조합 균주 내에 있는 SAM2 단

백질의 발현을 위한 배지로는 BMGY배지 내에서 Glycerol 대신에 0.5%

methanol을 첨가한 BMMY 배지에서 4일간 배양하였다.

3. S.cerevisiae의 genomic DNA 분리및 추출

YPD배지(1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose)에 S.cerevisiae의 colony

를 접종을 한 후 overnight culture후에 centrifuge를 통해서 cell을 harvest하였

다. 그리고 zymolase를 이용하여 cell을 깬 다음 phenol/chloroform을 처리하여
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cell내에 있는 단백질을 모두 제거한 후 ethanol precipitation방법을 이용하여

S.cerevisiae의 genomic DNA를 추출하였다.

4. PCR 을 이용한 SAM2 유전자 증폭

S.cerevisiae로부터 추출한 genomic DNA로부터 SAM2 유전자를 PCR 방법을

이용하여 증폭하였으며 이에 사용된 primer sequence는 다음과 같다.

SAM2 forward : 5'-GGA TCC ACC ATG TCC AAG AGC AAA AC-3'

SAM2 backward : 5'-GAA TTC CGG GAC CAG CCT AGC-3'

PCR을 이용한 SAM2 유전자의 증폭 조건은 Table 2과 같다.

Table 2. Thermal cycling for the SAM2 gene by PCR

Temperature(℃) 1st cycle(min) 2nd cycle(min) 3rd cycle(min)

Pre-denaturation 94 4 - -

Annealing 64 0.5 0.5

Elongation 72 1.5 2

Denaturation 94 0.5 0.5

Number of cycling 1 30 1

5. SAM2 유전자의 cloning

PCR을 이용하여 증폭된 SAM2 유전자를 pGEM-T easy vector에 cloning 하였

다. 한편, pGEMT-SAM2 vector와 pPIC3.5K vector를 BamHI 과 EcoRI 제한효

소 처리 후 SAM2유전자를 DNA ligase를 이용하여 pPIC3.5K vector에 cloning

을 수행하였으며 이를 대장균에 형질전환 하였다.

6. P .pastoris로의 형질전환

P. pastoris에서의 형질전환은 LiCl 방법을 사용하였다. P. pastoris SMD1168을

YPD배지에 하룻밤 배양한 후, 이를 다시 재 접종하여 OD600가 0.8 될 때 까지

배양하였다. 세포를 원심분리(4 ℃, 4,000 rpm, 10 min)한 후 D.W에 한차례

washing을 한 후 다시 원심 분리하여 세포를 harvest하였다. 그리고 1ml의 100
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mM LiCl에 모두 resuspension한 후 다시 원심 분리하여 세포를 harvest하였다.

이렇게 얻은 세포를 다시 400㎕의 100 mM LiCl에 resuspension한 후 그 중 50

㎕를 competent cell로 사용하였다. 이 Competent cell에 2 mg/ml의 salmon

sperm DNA, 240 ㎕의 50% PEG3350, 36㎕의 1 M LiCl, 그리고 BglII 제한효소

로 처리한pPIC3.5K-SAM2 vector 10 ㎍를 함께 mix하였다. 그 후 30℃

incubator에 30분간 방치 한 뒤 42 ℃에서 25분간 heat shock을 수행한 다음

Histidine이 첨가되어있지 않는 MD(1.34% YNB, 4×10-5% biotin, 2% glucose)

배지에 도말하였다.

7. P . pastoris에서의 형질전환 확인

P. pastoris genomic DNA내로 재조합 vector가 integration되었는지 확인하기

위하여 형질전환된 MD plaste에서 자란 균으로부터 genomic DNA를 분리하고

PCR에 의해 확인하였다. 여기에서 사용한 primer sequence는 아래와 같다.

5'AOX primer : 5'-GAC TGG TTC CAA TTG ACA AGC -3'

SAM2 forward : 5'-GGA TCC ACC ATG TCC AAG AGC AAA AC-3'

SAM2 backward : 5'-GAA TTC CGG GAC CAG CCT AGC-3'

8. 재조합 P. pastoris에서 SAM2 유전자 발현 유도

위에서 제작한 재조합 균주를 BMGY배지에서 OD600=10까지 배양한 후

BMMY배지로 OD600=5에 맞춰서transfer한 100% methanol을 이용하여 4일간

배양하면서 SAM2 유전자발현을 유도하였다.

9. SDS-PAGE를 이용한 SAM2 단백질 유전자의 발현 확인

재조합 균주를 제작한 후 SAM2 단백질 유전자가 발현을 알아보기 위하여

SDS-PAGE를 수행하였다. 재조합 균주를 BMGY배지에서 OD600=10까지 배양

한 후 BMMY배지로 OD600=5에 맞춰서 transfer를 하였다. 그리고 3일간 100%

methanol 1 ml을 첨가하면서 induction을 수행 한 후 배양액 1 ml씩을 수획하였

다. 그리고 glass bead와 PBS를 이용하여 cell을 깬 후 다시 원심 분리하여 12%
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acrylamide gel에 running하였다. 그 후 coomasie blue 염색을 통하여 sample내

에 있는 단백질을 염색하였다.

10. SAM2 단백질 유전자의 발현증가에 따른 SAM 생산량 증가 확인

SAM2 단백질 유전자의 발현증가에 따른 SAM의 생산량 증가를 확인하기 cell

을 BMGY배지에서 키우고 다시 BMMY배지로 transfer한 다음 위에 언급한 방

법으로 5일간 methanol로 induction시켰다. 세포를 수획한 후 glass bead와 PBS

를 이용하여 cell을 깬 후 원심 분리한 다음 상등액 10㎕를 SAM assay에 사용

하였다. SAM assay 는 Mediomics社의 Bridge-ItR○ S-adenosyl methionine

fluorescence assay kit를 사용하였으며 실험방법은 동사의 매뉴얼을 따랐다.

Ⅲ. 연구결과 및 고찰

1. S. cerevisiae의 genomic DNA 분리 및 SAM2 유전자 확보

YPD배지(1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose)에 S. cerevisiae의

colony를 접종을 한 후 overnight culture후에 centrifuge를 통해서 cell을 harvest

하였다. 그리고 zymolase와 1% SDS를 처리하여 cell을 깬 다음

phenol/chloroform을 처리하여 cell내에 있는 단백질을 모두 제거한 후 ethanol

precipitation원리를 이용하여 S. cerevisiae의 genomic DNA를 추출하였다.

S.cerevisiae로부터 추출한 genomic DNA로부터 SAM2 유전자를 얻기 위해서

PCR을 수행하였다 (Fig. 3).
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Fig.3 Isolation of SAM2 gene from S. cerevisiae by PCR

이렇게 얻은 PCR product를 pGemT easy vector에 subcloning을 수행하였으며,

제한효소를 이용하여 SAM2 유전자를 확인하였다 (Fig.4). SAM2 유전자를 가지

고 있는 재조합 plasmid 유전자 지도는 Fig. 5와 같다.

Fig.4 Characterization of recombinant pGemT easy-SAM2 with restriction

enzymes. 1.2Kb SAM2 DNA is shown in lane2
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Fig.5 Structure of recombinant plasmid containing SAM2 gene

2. SAM2 유전자의 expression vector에 cloning

앞에서 설명하였듯이 pGemTSAM2 vector와 pPIC3.5K vector를 BamHI 과

EcoRI 제한효소 처리 하여 pPIC3.5K vector에 cloning 하였다. 이렇게 얻은 재조

합 plasmid는 제한효소 BamHI, EcoRI을 이용하여 SAM2 유전자가 올바로

cloning 된 것을 확인하였다 (Fig. 7). SAM2 유전자를 pPIC3.5K vector에

cloning한 모식도는 Fig. 6에 나타내었다.

+

Fig.6 Strategies of cloning of SAM2 gene in pPIC3.5K
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Fig.7 Analysis of recombinant pPIC3.5K-SAM2 with restriction enzymes.

1.2Kb SAM2 gene is shown in lane5.

3. 재조합 vector(pPIC3.5K-SAM2)의 P.pastoris SMD1168내 형질전환 및 분석

재조합 plasmid pPIC3.5K-SAM2를 P. pastoris의 chromosome내로 integration

하기 위해서는 제한효소 SalI을 처리하거나 BglII를 처리하여 Campbell type

recombination을 유도하여야 한다. Fig. 8은 이 과정을 모식적으로 나타낸다.

↓

Figure 8. Schematic diagram of integration of recombinant plasmid by

Campbell-type crossing over
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이 방법으로 recombination을 유도하게 되면 host의 AOX1 gene과 vector의

AOX1 gene 사이에서 recombination이 일어나 host의 AOX1 gene이 파괴된다.

따라서 methanol을 carbon source로 사용할 수 없기 때문에 methanol이 sole

carbon source인 MM(Minimal methanol media)배지에서 느리게 자라게 된다.

본 실험에서는 SAM2 유전자를 가지고 있는 재조합 expression vector를 BglII

로 절단한 후 P. pastoris SMD1168균주에 transformation하였다. 이렇게

transformation해준 후 MM배지에서 느리게 자라는 균을 선별하였다. 형질 전환

된 P. pastoris의 genomic DNA를 isolation하여 SAM2유전자의 primer와

5'AOX primer를 이용하여 PCR 방법으로 host genomic DNA로의 integration여

부를 확인하였다(Fig. 9). 그 결과 S. cerevisiase 유래의 SAM2 유전자를 안정적

으로 가지고 있는 재조합 균주를 얻을 수 있었다

Fig.9 Identification of integration of SAM2 by PCR. 1.4Kb(by using AOX

primer)and 1.2Kb(by using SAM2 primer)are shown.

4. 재조합 P. pastoris에서 SAM2 유전자 발현

이렇게 얻은 재조합 균주를 이용하여 SAM2를 발현 유도 하였다. BMGY배지에

서 균주를 배양하여 증식한 후 BMMY배지에 transfer한 다음 재조합 SAM2 단
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백질의 발현을 유도하였다. SDS-PAGE를 이용하여 발현을 확인 하였다. 그 결

과 약44 kDa의 SAM2로 예상되는 protein band를 확인할 수 있었다(Fig. 10).

Fig.10 Expression of SAM2 in P . pastoris. Cells were induced for 1day(A) or

2-3days(B). The expression was analyzed by SDS-PAGE. The

arrows(44KDa) indicate the expressed SAM2.

5. SAM2 유전자 발현에 따른 SAMe 생성량 증가 확인

SAM2 유전자가 발현됨에 따라 SAMe이 증가하는 것을 알아보기 위하여

SAMe assay를 수행하였다. Fig. 11은 SAM assay방법을 나타낸다. 간단히 설명

하면 다음과 같다. MetJ methionine repressor protein이 DNA의 specific

sequence에 binding 할 때 ligand인 SAM이 많으면 MetJ protein의 binding양이

증가하게 되며, MetJ protein이 specific하게 binding 하는 DNA strand들이 결합

하게 된다. 이렇게 되면 각각의 strand에 fluorescein과 OysterR 645 fluorophore

가 결합할 수 있게 되어 형광을 발색하게 된다.

그 결과 SAMe의 양을 Flourometer를 이용하여 수치적으로 분석할 수 있게 된

다.
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Fig.11 Principle of SAM assay by fluorescence.

이와 같은 방법으로 재조합 균주의 SAMe생성량을 분석한 결과는 Fig. 12와 같

다. 그림에서 보는 바와 같이 숙주인 P. pastoris에 비해 S. cerevisiae 유래의

SAM2 유전자를 가진 재조합 균주의 SAMe의 생산량이 현저히 증가됨을 확인할

수 있다. 또한 SAMe 생산에 필수적인 물질인 methionine을 0.75% 첨가해 주

었을 때 그 생산량이 첨가해 주지 않은 것에 비해 증가됨을 확인하였다. 이는

cell 내에 SAM2 효소가 증가되었기 때문에 기질인Methionine을 첨가함으로써

SAMe로의 반응성이 증가되었기 때문으로 사료된다. 그러나 methionine을 첨가

한 후 일정시간이 지나면 SAMe의 생성량이 더 이상 증가하지 않는 것으로 보아

(data not shown)SAM2가 feedback inhibition을 받거나 metabolism상의 다른곳

에서 어떤 regulation을 받을 가능성이 있는 것으로 사료된다. 따라서 향후 이를

찾아 inhibition을 해제하여야 할 것으로 보인다.
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Fig.12 Overproduction of SAMe by the recombinant P . pastoris. Detailed

methods are described in text.
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수은 내성 세균이 지니는 mer gene의 다양성과 분포1 

 

정 요 찬 , 장 태 용
2 

 

요 약 :  수은은 자연계에 소량 존재하지만, 대부분의 생물에는 치명적인 금속 원소이다. 미생물의 

일부는 수은에 대한 내성유전자인 mer gene을 지니고 있으며, mer gene은 자연계 내에서 널리 

분포하고 있다. 여러 환경에서 존재하는 미생물을 분리하여 미생물의 분포와 mer gene의 분포를 

조사하였다. 그 결과, 육수와 해수에서 수은 내성 미생물 중 Pesudomonas와 Aeromonas가 각각 

24.2%와 15.1%로 우점종으로 나타났다. 그리고 mer gene은 담수에서는 같은 종에서 homology가 

높게 나타났으며, 해수에서는 높지 않게 나타났다.  

 

Ⅰ. Introduction  

 

수은은 자연계 내에 미량 존재하는 중금속이다. 일반적으로 아황산염 또는 

염소의 염으로 존재하나 유기물과 반응하여 methyl mercury 등의 

유기수은형태를 이루기도 한다(8). 수은은 전기, 전자, 제어기기, 페인트 산업 

등에 이용될 뿐 아니라 치과재료, 화학공장의 촉매 등으로도 사용되고 있어 

우리생활에 널리 이용된다. 현재 세계적으로 연간 10,000톤의 수은이 생산, 

소비되고 있으나, 그 중에서 일부만이 다시 재순환되고, 대부분은 

환경오염물질로 자연계에 방출된다. 다양한 경로를 통해 생태계에 유입된 수은은 

미생물의 작용에 의해 methyl mercury 또는 dimethyl mercury로 전환되어 

생태계의 먹이연쇄를 통해 생태계 내에서 순환하게 된다(3).  

대표적인 유해 중금속인 수은은 생물체내에 흡수되어 사라지는 것이 아니라 

먹이 사슬을 통해 이동하여 결국 사람에게 미나마타병을 일으킨다. 또한 

미생물의 경우에는 수은은 효소, 세포벽, 세포막, 핵산 등의 thiols등에 결합하여 

생물의 활성을 저해시키는 것으로 알려져 있다(3,6).  

                         
1 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 생명공학과 교수 
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수은의 독성은 무기수은(Hg2+)과 유기수은(phenyl mercury acetate, methyl 

mercury 등)은 모두 생물체내에서 독성을 나타내나 이중 유기수은의 독성이 

상대적으로 더 높게 나타난다(12). 일부의 미생물은 수은에 대한 detoxification 

기작은 주로 수은에 의해 유도되는 mer gene의 발현에 의해서 일어난다. mer 

operon은 수은에 의해서 그 발현이 유도되는 유도조절을 받고 있어서 수은이 

없을 때에는 조절 단백질인 MerR이 operator에 결합하여 발현을 억제하고 

있다가 수은이 세포 내로 들어오면 MerR-Hg dimer를 형성하여 억제상태를 

해제한다(7,9). 이 detoxification 기작은 크게 두 spectrum으로 볼 수 있다. 

Narrow spectrum은 무기수은의 Hg2+ 형태를 Hg0로 바꾸어 증발시키며, broad 

spectrum은 유기 수은를 유기물과 무기수은으로, 연속적으로 무기수은을 Hg0 

로 바꾼다. 위에서 언급한 바와 같이 유기수은의 무기수은화는 독성의 약화를 

유도하며 Hg0로의 전환은 환경 systems에서 수은제거를 의미한다. mer 

operon은 merR, merT, mer P, merC, merA, merB, merD등으로 구성되어 

있다(7,9). 이중에서 merA는 mercury reductase, merB는 organomercurial 

lyase에 관계된 gene으로 merA와 merB의 존재의 유무에 따라서 narrow 

spectrum과 broad spectrum으로 나타난다. mer gene의 조절에 관계된 

유전자는 merR과 merD로써 수은에 의한 induction을 담당한다. 이는 수은이 

없을 때에는 이미 생산된 조절 단백질인 MerR이 operator에 결합하여 발현을 

억제하고 있다가 수은이 세포 내로 들어오면 MerR-Hg dimer를 형성하여 

억제상태를 해제하는 조절 기작을 갖고 있다(2). 지금까지 알려진 mer 

operon은 Tn21, Tn501, mer2, R831, Hgr, R831Omr등이 있으며 이들의 

염기서열에 대해서도 많은 부분이 알려져 있다(2,4,8).  

이러한 mer gene분포는 다양한 환경에 널리 존재하며, 미생물 상호간의 gene 

exchange의 방법에 따라 이동하고 재구성되는 것으로 알려져있다. 미생물간의 

이러한 존재는 미생물 상호 작용에 의해 나타나기도 하며, 외부 환경에 적응에 

대한 변화의 결과로도 나타난다. 이러한 mer gene의 다양성과 분포는 많은 

학자들에게 관심의 대상이었다(3,5,10).  
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본 논문에서는 우리나라내의 해수와 담수에 존재하는 미생물로부터 mer 

gene을 분리하여 그 분포를 조사 하였다. 이러한 염기 배열의 분석 결과를 

유전자분포조사를 바탕으로 환경과 유전자 간의 상호 작용을 알아보고자 한다.  

 

 

Ⅱ. Material and method  

 

1. 시료 채수  

 

시료 채수는 담수로서 강원도 태백, 정선, 영월의 계곡수를 채취하였다. 이 

지역은 폐광이 존재하며, 이러한 광산으로부터 유출되는 중금속 오염이 예상되어 

이 지역에서 시료를 채수하였다. 또 해수는 새만금 방조제 근처에서 시료를 채취 

하였다(Fig. 1).  

   

2. Hgr bacteria 분리  

 

 채수된 시료로부터 NA agar에 HgCl2를 50 ㎍/ml로 첨가하여 Hgr 

bacteria를 37 ℃에서 2일간 배양하여 분리했다. 또 PCR amplification을 위해 

50 ㎍/ml HgCl2을 함유한 Luria broth에서 37 ℃, 250 rpm, 2 일간 배양했다.  

 

3. 수은 내성 세균에서 DNA의 분리  

 

2일간 LB media에 배양된 colony를 microwave를 이용하여 DNA를 

분리하였다. Freeze-Thaw 방법은 다음과 같이 사용하였다.  Microwave 

방법을 위해서는 microcentrifuge에서 8,000 rpm에서 5 min동안 cell 

harvesting을 한 후 microwave low level에서 2분간 처리하였다. DNA 확인은 

1% TAE agarose gel electrophoresis 하였다.  



정 요 찬, 장 태 용 

 

 

4 

4.  PCR Amplification  

 

Primer는 16S rRNA를 위해서 27F, 1489R 의 통상적인 primer를 

사용하였으며, mer gene은 Tn501의 conserved region을 선택하여 R(5'-GGG 

AGA TCT AAA GCA CGC TAA GGC GTA-3')과 P(5'-GGG GAA TTC 

TTG ACA GTG ATC GGG CA-3')를 선택하였다(1, 11). Amplification은 

predenaturation(94 ℃, 60 sec), annealing(58 ℃, 60 sec), elongation(72 ℃, 

60 sec) denaturation(94 ℃, 60 sec), post-elongation(72 ℃, 120 sec)에서 

30cycle의 조건으로 작동하였다. 반응량은 총 50㎕ 로 DW 43㎕, 2mM mixture 

dNTP 1㎕, 200pM mixture primer 1㎕, isolated DNA 1㎕, Taq polymerase 

10x buffer 5㎕, Taq polymerase 0.25㎕ (2.5 unit)로 하였다.  PCR 

products의 확인은 1% TAE agarose gel electrophoresis로 확인하였다.  

 

5. Sequence analysis  

 

염기서열 분석을 위해 증폭된 PCR product를 PCR purification kit를 

이용하여 정제를 수행하였다. 이 정제된 PCR product를 macrogen에 기탁하여 

16S rRNA와 mer gene의 염기서열 분석을 의뢰하였다.  

분석된 염기서열은 sequence blast를 통해 다양한 분석을 하였으며, vecter 

NT ver 5.0 을 이용하여 homology 등을 분석하였다.  

 

 

 

Ⅲ. Results and Discussion  

 

1. Heterotrophic bacteria와 mercury resistance bacteria의 분포  
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해수와 육수에 존재하는 중금속 내성 미생물을 분석하고자 해수지역은 새만금 

방조재 일대의 해수지역에서, 육수지역은 태백, 정선지역의 내륙지역에서 각각 

시료를 채취하였다. 각각의 채집된 sample을 분석한 결과(Table 1, Table 2), 

육수 지역의 시료의 heterotrophic bacteria는 103-104CFU/ml사이에 존재하며, 

수은 내성 미생물은 검출되지 않았다. 해수에 존재하는 bacteria는 104-

105CFU/ml으로 존재하며, 수은 내성 미생물은 하수처리장 근처 바닷가와 

계화도 인근 바닷가에서 102~103 CFU/ml가 존재하였다. 이와 같은 이유는 

육수는 유기물의 유입이 적고, sampling 장소가 폐광 또는 현재 채광중인 

지역일대이므로 나타난 결과라 여겨진다.  

육수와 해수 sample의 미생물의 다양성을 알아보기 위하여 16S rRNA의 

염기서열을 증폭하여 그 염기서열 분석을 하였으며, 그 염기서열을 gene bank에 

염기서열을 비교하여 identified species와 similarity를 분석하였다. 그 

결과(Table 3) 담수인 정선, 태백일대의 계곡수의 시료에서는 Aeromonas와 

Pseudomonas, Entrobacteria의 비율이 각각 35.6%, 26.7%, 8.9%로 나타나서 

이들이 우점종으로, 나머지 미생물은 소수로 30%를 차지하는 것으로 확인할 수 

있었다. 반면 해수는 부안의 변산반도 일대와 새만금 방조제 근처에서 

시료에서는 Aeromonas와 Pseudomonas, Entrobacteria가 각각 11.5%, 32.6%, 

13.1%의 존재가 확인되어 이들 미생물이 우점종으로 분포하는 것으로 나타났다.  

수은내성유전자 존재를 이용하여 중금속 내성 세균의 분포를 알아보기 위하여 

영양배지에 수은을 첨가하여 위 시료를 같은 방법으로 배양하였다. 그 결과 

육수에서는 대부분 수은 내성 배지에서 자라지 않거나 아주 작은 수의 

미생물만이 확인되었으며, 같은 지역의 sediment sample에서 102 CFU/ml 

정도의 수은 내성 미생물이 존재 하는 것으로 확인되고 있다.  박 등(1995)은 

태백지역의 담수에서 수은 내성 미생물은 103 CFU/ml이상이 존재한다고 

보고한바가 있으나, 본 연구의 경우 민물에서 내성 미생물이 존재가 확인 되지 

않은 것은 sampling 시기의 날씨와 태백 정선지역 개발의 영향이 있을 것으로 

생각된다.  
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반면 해수의 경우 염전과 바닷물의 왕래가 빈번한 곳에서는 수은 내성 세균이 

확인되지 않았지만, 생활하수 처리장 근처와 간척지 근처 등에서는 수은 내성 

세균이 존재 102-103 CFU/ml로 존재하는 것으로 확인되었다. 이러한 결과는 

자연계 내에서 일반적으로 수은 내성 미생물을 확인할 수 없었지만, 생활하수 

또는 매립하면서 생기는 여러 폐기물에 의한 오염 지역이 인근 수역에 수은 

내성 미생물을 출현시키는 것으로 생각된다.  

수은 내성 미생물은 해수인 아산만에서는 0.1%(102 CFU/ml), 중금속에 

오염된 담수 환경 내에서 10%(102 CFU/ml)가 내성 유전자를 지닌다고 

보고하고 있다(1). 또, 수은으로 오염되지 않은 지역과 중금속 등으로 오염된 

환경 내에서 수은 내성 세균의 비율이 높아지는 것을 보고하고 있다. 이와 같은 

보고와 위 결과를 볼 때, 좀 더 다양한 담수 환경에서의 연구를 진행하여 수은 

내성유전자의 분포를 살펴볼 필요가 있을 것으로 생각된다.   

 

2. 수은 내성 유전자의 분포  

 

해수와 담수 내에 존재하는 중금속 내성유전자인 mer gene의 분포와 

다양성을 확인하기 위하여, 16S rRNA와 merR 의 conserved sequence를 

이용하여 16S rRNA와 mer gene을 분리하여 그 염기 서열을 비교 분석하였다. 

염기서열의 비교 분석에는 vecter NT program을 이용하였으며, sequence 

분석을 통해 수은 내성유전자 간의 homology를 조사하였다.  

내성 미생물의 분포를 조사 결과(Fig. 2), Aeromonas spp., Pseudomonas 

spp., Klebsiella spp. 등의 매우 다양한 종에서 mer gene이 존재하는 것을 

확인할 수 있었다. 해수의 경우 수은 내성세균은 Pseudomonas, Aeromonas, 

Entrobacter에서 각각 24.2%, 15.1%, 18.1%로가 우점종으로 나타났으며 그 

외에 Bacillus spp. 등이 소수로 21.0%가 존재하는 나타났으며, 육수의 경우 

Peudomonas, Aeromonas가 21.0%, 18.4%로 우점종으로 나타났고 소수의 

여러 미생물이 28.9%가 존재하는 것으로 나타났다. 육수와 해수 
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모두  Pseudomonas가 가장 우점종으로 존재 하였으며, 해수는 Aeromonas, 

Entrobacter, Acidovoraox등도 비교적 많은 비율인 18.1% 정도가 수은 

내성유전자를 지니는 것으로 확인할 수 있었다.  

수은 내성 미생물에서 mer gene을 분리하여 그 homology를 조사한 결과, 

mer gene의 해수와 담수에서의 mer gene homology의 pattern은 상대적으로 

다른 형태를 나타내고 있다. 먼저 담수의 경우, 같은 종에서는 비교적 높은 mer 

gene 유사성을 나타내었다(Fig 3).  즉 Pseudomonas는 대부분 서로 유사성이 

높은 mer gene을 지니고 있으며, 해수에 존재하는 미생물에서도 mer gene이 

존재하는 것으로 나타났다. 그러나 marine Aeromonas의 mer gene과 

Acidovorax, Entrobacter 등의 mer gene은 서로 다른 종에 속하는 미생물에서 

분석되었음에도 유사성이 높은 것으로 나타났다. 이러한 현상은 부안의 하수 

종말 처리장의 앞 갯벌, 계화도 간척지 앞 갯벌 등 인공적인 환경의 변화가 있는 

곳에서 분리한 균주에서 현저히 나타내고 있다. 자연적인 원인에 의한 유전자의 

분포라기보다는 인공적인 환경의 변화가 미생물로 mer gene을 필요하게 의 

환경적인 요인이 작용했을 것으로 추측된다.  

이 분석된 mer gene의 partten을 같은 종으로 묶어 Pseudomonas의 총 

6종을 담수와 해수로 나누어 그 homology를 알아보았다. 그 결과(Fig. 4), 

육수에서 분리된 B69, B54, B68, B89번 균주의 Pseudomonas가 서로 같은 

group을 이루며 해수에서 분리된 27, H6111 균주와는 mer gene의 염기서열의 

차이가 존재함을 확인할 수 있다. 해수에서 분리된 Pseudomonas에서도 동일한 

종임에도 불구하고 다양한 mer gene의 분포가 관찰되었으며, 이는 육수에서 

분리된 Pseudomonas spp.의 mer gene과는 다른 것을 확인할 수 

있다.  Aeromonas도 역시 육수와 해수에서 분리된 mer gene의 homology를 

살펴본 결과, 해수에서 존재하는 5종의 Aeromonas를 분리하였으며, 그 분리된 

시료로부터 수은 내성유전자를 증폭하였다. 또 담수에서는 4종의 

Aeromonas로부터 mer gene의 존재를 확인하였다. 수은 내성유전자는 해수에서 

분리된 B72, B77 균주와 담수에서 분리된  19, 26, 22균주로 크게 나누어지는 
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것을 확인할 수 있었다. 일부의 29번 균주의 mer gene 유전자는 담수의 

Aeromonas가 지니는 mer gene과 유사함을 확인 할 수 있었다.  

해수 환경에서 mer gene의 분포는 다른 종끼리도 mer gene의 homology가 

높았다. 이 결과는 해수에는 비교적 많은 종에서 유전자의 교환이 이루어져 

있음을 시사하여 준다. mer gene은 상당히 안정적인 염기 배열을 지닌 중금속 

내성유전자로 자연계 내에서 gene transfer와 돌연변이 등을 연구 하는데 매우 

유익한 유전자이다(3, 10,13). 앞으로 더 많은 mer gene에 대한 자료를 

축척하여 자연계 내에서 gene transfer와 돌연변이에 대한 mer gene을 

설명하여야 한다고 생각한다.  
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A Simple Algorithm for Local Polynomial Estimation of 

Boundaries1 

 

Seok-Oh Jeong2 

 

ABSTRACT :  The local polynomial estimation in Hall, Park and Stern (1998) is not tractable to implement due 

to the nonlinearity in optimization procedure. We propose an alternative formulation of the estimating procedure as 

the linear programming problem. The proposed procedure results in exactly the same estimate as that by the original 

procedure by Hall et al. Furthermore it is much faster and gives stable answers during computing the estimates.  

 

1. The Problem 

Suppose we have a set of observed data points   niYXS iin ,,2,1,,   assumed to 

be a randomly distributed in a set  21,0G , where 

    )(01,0,
2

xgyyxG   

for a boundary function 0g  defined on  1,0 . The problem is to estimate the function  

g  based on the observation nS . For the optimality issue of this type of problems, see 

Korostelev and Tsybakov (1995), Haerdle, Park and Tsybakov (1995), Korostelev, Simar and 

Tsybakov (1995a, b), and references therein. 

 

2. Local Polynomial Estimator 

The local polynomial estimation for the boundary function was originally proposed by Hall, 

Park and Stern (1998). Fix  1,0x . Given an integer 0p , when the function g  is 

smooth, we have 

p

p xuxuxuug )()()()( 2

210     

                         
1 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
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for  2/,2/ hxhxu   with 0h  being small enough. The local polynomial 

estimator is obtained by fitting the lowest locus of the above polynomial that roofs all data 

points in the strip   ]1,0[2/,2/  hxhx . Then the coefficients  p ˆ,,ˆ,ˆ 10   is 

obtained by the following steps:  

1.  p ˆ,,ˆ1   minimizes  pH  ˆ,,ˆ1   where  

      







 




p

j

jj

iji

x

p hjxXYH
1

1)(

1 1maxˆ,,ˆ    

and 
)(max x

 denotes the maximum over ni ,,2,1   such that 

 2/,2/ hxhxX i  .  

2.  








 


p

j

j

iji

x xXY
1

)(

0
ˆmaxˆ  . 

Then the estimator  xgh
ˆ  of )(xg  is defined by  

  0
ˆˆ xgh . 

 

3. Formulation as a Linear Programming Problem 

It can easily be shown that the optimizing procedure to find the coefficients  p ˆ,,ˆ,ˆ 10   

in the previous section is equivalent to the linear programming problem:   

To minimize with respect to  
p ,,, 10   

p

p

p

hhh


132
2

2

10


   

subject to 

p

ipiii xXxXxXY )()()( 2

210     

for all i  such that  hxhxX i  , , ni ,,2,1  . 

Note that the above linear programming problem is feasible with probability tending to one 
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as the sample size n  goes to infinity. See Figure 1 for an illustration of the estimated 

boundaries and the true boundary. 

 

Acknowledgements 

이 연구는 2006년 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의해 이루어진 것임. 

 

참고문헌 

 

Haerdle, W., Park, B. U. and Tsybakov, A. B. (1995). Estimation of nonsharp support 

boundaries, Journal of Multivariate Analysis 55, 205-218. 

 

Hall, P., Park, B. U. and Stern, S. (1998). On polynomial estimators of frontiers and 

boundaries, Journal of Multivariate Analysis 66, 71-98. 

 

Korostelev, A. P. and Tsybakov, A. B. (1995). Minimax Theory of Image Reconstruction, 

Springer-Verlag.  

 

Korostelev, A. P., Simar, L. and Tsybakov, A. B. (1995a). Efficient estimation of monotone 

bouondaries, Annals of Statistics 23, 476-489. 

 

Korostelev, A. P., Simar, L. and Tsybakov, A. B. (1995b). On estimation of monotone and 

convex boundaries, Pub. Inst. Statist. Univ. Paris 49, 3-18. 



Seok-Oh Jeong 

 

 

4 

 

Figure 1. Boundary estimates (red: local constant estimate, blue: local linear estimate) and 

the true boundary (   22sin  xy  , black dotted) with simulated data points (+). 
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Superconducting properties of doped MgB21 

 

정 창 욱2 

 

요 약 : Ti 또는 Al을 MgB2의 Mg 자리에 치환해서 넣고 이를 통해서 초전도 물성을 개선 및 

제어하려는 시도는 MgB2의 발견직후 시작되었다. Al 경우에는 도핑에는 성공하였으나 초전도 

전이온도가 매우 감소함을 발견하였다. 한편 Ti의 경우는 성공적인 치환자체가 불가능했고 따라서 

Ti도핑을 통한 물성의 개선이나 제어는 그 시도조차 아직까지 제대로 이루어지지 못했다. 본 

연구에서는 Mg, Ti, 그리고 B을 다양한 정량비대로 혼합한 초전도체인 (Mg,Ti)B2 polycrystal을 

제작하였다. 약 3만 기압의 고압에서 생성된 다결정 시료들은 밀도가 매우 치밀하였다. 

초전도양자간섭장치로 magnetization을 측정한 결과 초전도 전이온도와 superconducting volume 

fraction이 도핑이 원하는바 대로 성공적으로 이루어졌음을 보여 주었다. 따라서 본 연구에서 시도된 

초고압합성법은 도핑을 통한 MgB2의 물성변화의 연구에 적극적으로 사용될 수 있을 것으로 

기대된다. 

 

Ⅰ. 서 론 

 

근래에 발견된 초전도 MgB2는 물리학적으로나 응용의 면에서 폭발적인 

연구를 불러 일으켰다.[1] 실지 응용에 있어서는 wire나 tape등이 초기부터 

성공적으로 제작되어서 T = 4.2 K, H = 10 T에서 0.1 MA/cm2라는 

임계전류값을 얻게 되었다.[2,3] 초전도체의 가장 중요한 응용은 대용량 전류를 

손실 없이 멀리 보내는 것이다. 이런 성능을 결정하는 것이 vortex pinning 이다. 

시편의 형태에 따라서, 즉 다결정, 단결정, c-축 배향 성장된 박막의 

형태에서도 pinning현상들이 많이 연구되었다.[4-7] 또한 같은 다결정에서도 

상압에서 제작된 것과 3만 기압에서 성장된 것의 pinning현상도 잘 

연구되었다.[4]  또한 시료를 소자로 제작한 후에도 양성자를 입사시키는 방법 

                         
1 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
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등의 후공정이  vortex pinning에 주는 변화도 깊이 연구되고 있다.[8]   

한편 chemical doping에 의해서 MgB2의 초전도 물성이 어떻게 개선될 수 

있는가도 초미의 관심사중의 하나이다. 특히 Mg자리에 Ti나 Al등이 도핑되면 

성능이 나아질지도 모른다는 이론연구의 예측도 있었다.[9] 이러한 연구의 예로 

(Mg,Ti)B2에 대한 합성노력과 합성된 시료의 초전도 특성을 파악하고 그 

미시적 원인을 규명하려는 노력이 2001-2년에 걸쳐서 일본에서부터 나타났다. 

[10,11] 

 

 

Figure 1. Volume magnetization vs. temperature curves for Ti-doped 

MgB2 with doping levels of x = 0, 0.1, 0.2, and 0.4, measured at 10 Oe in 

the ZFC process. The data for the sample with x=0.4 are multiplied by a 

factor of 2000. Inset: Variation of critical temperature Tc and the 

diamagnetic signal represented by the volume magnetization at 5 K and 10 

Oe with doping level x for Ti-doped MgB2 samples. Ref.[10] 

 

 

그림1은 일본그룹에서 이루어진 연구결과이다.[10] 우선 큰 그림은 Ti도핑 

정도에 따란 부피 자화율을 온도에 따라서 그린 것이다. 명목적인 도핑이 0, 

10%, 20%, 40%인 시료를 zero field cooling과정에서 10 가우스의 자기장 
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하에서 측정된 것이다. [여기서 명목적이라는 것은 처음 구성물을 넣을 때를 

기준으로 한 것이고, 실제로 처음 원하는 것만큼 정확히 도핑이 되어 

합성되었다는 것은 아니다.] 명목상 40%도핑된 시료는 신호가 2000배 

확대되어 그려졌다. 우하단 작은 그림은 초전도 신호의 절대적 크기와 초전도 

전이온도를 그린 것이다.  

여기서 주목해야 할 것은 명목적인 도핑정도에 따라서 superconducting 

volume fraction 이 크게 감소한다는 것이다. 일반적으로는 대략 order 는 

유지해야 하지만 여기서는 도핑이 안된 MgB2 에 비해서 거의 1 만배 이상 

신호가 작아진다. 다른 하나는 40 퍼센트나 도핑이 되고도 초전도 전이온도의 

변화가 3%내로 매우 작다는 것이다. 이러한 결과는 Ti 원자가 MgB2 

단위격자내에서 Mg 자리에 정확히 치환해서 들어가지 않았을 수도 있다는 것을 

암시한다.  

같은 그룹에서 TEM 을 통한 미세구조를 연구해 본 결과 원래 의도와는 달리 

Ti 이 Mg 자리에 재대로 도핑되어 들어가지 않았음이 밝혀졌다.[11] 즉 TiB2 의 

nano-grain boundary 가 MgB2 Hexagonal nano-grain core 를 shell 처럼 

둘러 싼다는 것이 밝혀졌다. 한편 nano-grain boundary 의 얇고 균일함에 

의해서 MgB2 사이의 strong coupling 이 가능해서 pinning 은 더 커짐을 설명할 

수 있었다.  

본 연구에서는 위의 선행연구에서 나타나는 여러 가지 의문사항을 재확인하고 

아울러 더 나아가 Mg site 에 Ti 을 성공적으로 도핑하려고 한다. 다양한 

Ti 도핑정도를 가진 (Mg,Ti)B2 를 제작하고 제대로 도핑이 되었는지를 초전도 

전이온도와 superconducting volume fraction 을 측정하여 간단명료하게 밟혀 

보고자 한다. 이를 위해서 초고압합성법을 사용하였다. 이 방법의 장점은 도핑이 

되지 않은 시료를 제작해 특성을 파악해 보면 우선 초전도특성이 좋아지고 

소자측면에서는 매우 견고하고 치밀한 시료를 얻을 수 있다는 점이다. 이는 

수많은 선행연구로도 확인되었다.[4]  
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Figure 2. a) HRTEM photograph for Ti-doped MgB2 (x=0.1). A dotted 

network is drawn for convenience to enable one to see the nanoparticle 

structure. b) A typical grain boundary indicated by closed triangles Which 

shows a very small grain boundary thickness. Ref.[11] 

Figure 3. a)  Two-dimensional EDX mapping for the distribution of the 

Ti element in which the white points represent the Ti-rich area. b) 

Schematic illustration of the MgB2 nanoparticle structure with TiB2 

nanograin boundaries. Inset: EDX spectra using a nanoprobe show that the 

Ti element exists only in the grain boundary. Ref.[11] 

 

 

Ⅱ. 실 험 

 

12-mm cubic multi-anvil-type 프레스를 사용하여 3 만 기압에서 고온 

열처리하여 다결정 시료를 제작하였다.[4] 정량비에 맞게 Magnesium 덩어리, 
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Ti 파우더, 그리고 Boron 덩어리를 분쇄, 혼합한 다음 Ta 캡슐에 넣었다. 캡슐을 

실린더 형태의 Carbon 히터의 중앙에 넣고 양단에 보라이드 절연체를 넣은 후 

구멍이 뚫린 정육면체 파이로필라이트(압력전달물질)에 넣어서 고압프레스에 

장치하였다. 고압에서는 약 900-1000 oC 에서 열처리를 통해 반응을 

유도하였다.[4]  

 

Ⅲ. 결과 및 분석 

 

Ti doping 을 0, 0.1, 0.2, 0.4 로 달리하여 4 종류의 샘플을 제작하였다. 

Superconducting quantum interference device 를 사용하여 20 가우스에서 

Zerofield cool and field cool mode 에서 magnetization 을 구하고 이 값과 

시료의 부피로부터 magnetic susceptibility 를 계산하였다. 시료의 전체적인 

부피는 powder x-ray diffraction 상에서 구한 격자상수로부터 unitcell 의 

부피를 계산하고 샘플의 질량을 정량화하여 계산하였다. 

우리가 제작한 (Mg,Ti)B2 는 초반기에 보고된 것과는 매우 다른 양상을 보여 

주었다. 우선 초전도 부피율의 지표인 -4값이 1.5 가 넘었다. 이는 

일차적으로 spherical grain 을 가정하면 샘플의 거의 100%가 초전도체임을 

보여주는 것이다. [100%에서 얼마나 벗어나는가를 알기 위해서는 보다 

미시적인 TEM 연구등이 필요하다.] 그리고 도핑이 40%까지 진행될 동안에도 

1.0 을 넘긴다. 이는 일본그룹에서 보고한 값보다 약 1 만 배가 더 큰, 매우 

좋은 결과를 보여준다. 그리고 초전도 전이온도의 폭이 가장 넓은 경우인 

40%도핑의 경우에도 2 K 보다 작다. 이는 도핑이 샘플전체에 균일하게 

이루어졌음을 알 수 있다. 일반적으로 도핑이 불균일하면 초전도 전이온도의 

폭이 커지게 되는데 비저항측정 같은 transport measurement 보다 squid 를 

사용한 bulk magnetization 측정이 훨씬 더 정확한 정보를 전달해 준다.  
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Figure 4) Magnetic susceptibility of (Mg,Ti)B2 measured at 20 Oe. 

Zerofield cool and field cool data was obtained for each doping levels. For 

undoped one, -4  was higher than 1.5 and this value remained higher than 

1.0 even for 40% Ti doped sample. Superconducting transition was very 

sharp for all the samples and the superconducting transition temperature 

decreased by more than 10 K by 40% Ti doping. 

 

 

Ⅳ. 결론 

 

초전도체인 MgB2 의 Mg 자리에 다양한 금속을 도핑해서 초전도 물성을 제어 

및 개선하려고 하였다. 이는 MgB2 물질을 기반으로 사용한 초전도 선재로의 

성능을 향상시키는데 이바지할 것이다. 특히 Ti 은 Mg 자리에 도핑이 성공적으로 

되어진 적이 없었다. 우리는 초고압합성법을 사용하여 샘플을 만들었고 

초전도양자간섭장치로 자화율을 측정하였다. 자화율로부터 Ti 이 원하는 자리에 

성공적으로 도핑이 되었다는 증거를 얻었다. Ti 은 적어도 40%까지 MgB2 에 

어느정도 균일하게 도핑이 될 수 있음을 알 수 있었다. 그리고 초전도 
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전이온도는 약 12 K 의 감소를 보였다. 전이온도는 감소하였지만 magnetic vortex 

pinning 이 어떻게 변화하는지, 특히 개선이 되었는지도 중요한 연구방향이다.  
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한국수계에서 Aeromonas속 세균의 분포1 

 

정 요 찬, 조 기 성2 

 

요 약 : 담수인 정선, 태백 일대와 해수인 부안, 새만금 일대에서 시료를 채취하여  미생물의 분포와 

어류와 관계된 질병을 유발하는 주된 미생물인 Aeromonas속에 속하는 세균의 분포를 살펴보았다. 

그 결과, 담수와 해수에서 모두 Pseudomonas, Aeromonas가 우점종으로 나타났으며, 해수에서도 

Aeromonas의 분포가 확인하였다. 또 해수에서 분리된 59번 균주는 16S rRNA 분석결과, 

Aeromonas와 homology가 높은 것으로 밝혀졌으나, 유전적인 친화도 90%로 낮다. 

 

Ⅰ. 서 론 

 

Aeromonas spp.는 fafultatively anaerobic bacteria이며, Gram-negative 

bacteria로 Aeromonadaceae vibronaceae에 속한다. 이 bacteria는 cold and 

warm blood animal 모두인 broad host spectrum을 가지며, psychophile과 

mesophile로 알려져 있다(11). 어류에서는 hemorhagic septicemia, fin rot, 

soft tissue와 furunculosis를 일으켜, 최근에는 Bangladesh나 인도와 같은 

동남아시아에서 Aeromonas sobria에 의한 Epizootic ulcerative syndrome 

(EUS) 이 양식사업에 큰 피해를 주었다는 보고가 있었으며, Switzerland에서는 

perch, Perca fluviatilis L.의 farm에서 A. sobria가 fish disease의 causative 

agent라는 보고도 있었다 (10, 14). 일부 Aeromonas는 인간에서는 diarrhea와 

gastroenteritis를 유발하며, 이 밖에 septicemia, wound infection, 

endocarditis, meningitis, pneumonia를 일으킨다 (7, 15).   

1990년대 이후, 분자유전학적 기술인 PCR(polymerase chain reaction), 

DNA sequencing, DNA-DNA hybridization등을 이용하는 연구방법이 

도입하면서 자연환경에서의 세균동정이나 세균군집구조의 분석의 연구가 활발히 

                         
1 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 생명공학과 교수. 
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진행되고 있다. 이러한 방법중 16S rRNA 유전자는 세포내의 많은 양이 

존재하며, 세균을 종 수준으로 구분할수 있는 정보를 담고 있는 영역으로 염기 

서열의 변화를 유연관계를 파악하는데 유용하다(8). 또한 진화의 속도가 매우 

느려 많은 생물체가 공통적으로 갖는 보존된 염기 서열과 이차구조를 나타내어 

미생물의 동정이나 미생물 군집의 분석이 가능하다(3,4).  

계통 발생학적으로 미생물을 분류하면, 크게 원시세균과 진정세균으로 나눌 

수 있게 된다. Hugenholzt et al.(1998)은 배양에 의한 방법이 아닌 rRNA를 

기초로 하여 bacteria를 36개의 division으로 분류하였다. 이중에 

Proteobacteria가 많은 자연환경에 존재하는 것으로 보고하였다. 이 

Proteobacteria는 다시 α-, γ-, δ-, ε- subclasses로 분류하였다. 호소 

생태계에 있어서 미생물의 분포는 많은 환경요인에 좌우된다. 또 소양호와 

한강의 수계 생태는 매우 다른 생태적 분포를 나타낸다. 소양호는 봄에는 α-

proteoubacter와 γ-proteoubacter가 많은 비율을 차지 하고, 여름에는 β-

proteoubacter가 우점종을 이룬다. 반면 한강의 경우에는 cytophaga가 

우점종으로 보고되었다(2,3,4). EH 한강의 경우엔 하수처리장과 일부 지천에서 

내려오는 유입수가 많아 미생물의 군집을 유지하지 못한다고 한다. 연안의 

해안인 강화도 갯벌에는 α-, β-, δ-, ε-Proteobacteria, Acidobacteria / 

Holophaga 그리고 green nonsulfur bacteria 가 다양하게 존재하고, 이 중 

Proteobacteria 그룹이 갯벌 표층에서 69%, 저층에서는 46%로 우점종으로 

나타나고 있다. 또, 낙동강하구에서는 여름에는 Pseudomonas, 가을에는 

Pseudomonas and Alcaligenes 등 계절에 따라 다른 미생물 군집을 나타나고 

있다(1). 

여러 환경에서 다양한 유전학적 기술을 이용하여 미생물의 군집을 밝히고 

있지만, Aeromonas spp.의 생태학적 위치와 분포는 상대적으로 덜 알려져 

있으며, 분포를 알아봄으로써 새로운 여러 종과 유사성을 파악하여 환경을 보다 

쉽게 확인할 수 있을 것으로 본다. 본 논문에서는 담수와 해수에서의 미생물의 

군집과 Aeromonas spp.의 생태학적 위치를 알아보고자 한다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 시료 채수  

 

 시료 채수는  새만금 방조제 일대와 변산반도 갯벌, 강원도 태백, 정선, 영월

의 계곡수등에서 채취하였다(Fig. 1). 시료의 채취는 해수와 담수로 크게 구분할 

수 있다.  

   

2. 배양  

 

 채수된 시료로부터 DNase test agar와 nutrient agar를 이용하여 균주를 분

리하고자 하였으며 각각에 희석비율에 맞게 분리된 colony를 선별하였다. 배양

은 25에서 24시간 하였다.  

 

3. DNase 세균으로 부터의 DNA의 분리  

 

 2일간 LB media에 배양된 colony를 microwave를 이용하여 DNA를 분리하

였다. Freeze-Thaw 방법은 다음과 같이 사용하였다.  Microwave 방법을 위해

서는 microcentrifuge에서 8,000rpm에서 5min동안 cell harvesting을 한 후 

microwave low level에서 2분간 처리하였다. DNA 확인은 1% TAE agarose 

gel electrophoresis 하였다.  

 

4.  PCR Amplification  

 

 Primer는 16S rRNA를 위해서 27F, 1489R 의 통상적인 primer를 사용하였

다. Amplification은 predenaturation(94℃, 60sec), annealing(58℃, 60sec), 

elongation(72℃, 60sec) denaturation(94℃, 60sec), post- elongation(72℃, 
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120sec)에서 30cycle의 조건으로 작동하였다. 반응량은 총 50ul로 DW 43ul, 

2mM mixture dNTP 1ul, 200pM mixture primer 1ul, isolated DNA 1ul, Taq 

polymerase 10x buffer 5ul, Taq polymerase 0.25ul(2.5 unit)로 하였다.  PCR 

products의 확인은 1% TAE agarose gel electrophoresis로 확인하였다.  

 

5. sequence analysis  

 

 염기서열 분석을 위해 증폭된 PCR product를 PCR purification kit를 

이용하여 purify를 수행하였다. 이 purify된 PCR product를 macrogen에 

기탁하여 16S rRNA와 mer gene의 염기서열 분석을 의뢰하였다.  

 분석된 염기서열은 sequence blast를 통해 다양한 분석을 하였으며, vecter 

NT ver 5.0을 이용하여 homology 등을 분석하였다.  

 

Ⅲ. 결과 및 토의 

 

1. Genus Aeromonas의 출현 빈도  

 

 Aeromonas는 대표적인 담수에서 존재하는 미생물이다. 특히 이 bacteria는 

cold and warm blood animal 모두인 broad host spectrum을 가지며, 

psychophile과 mesophile로 알려져 있다(5, 6). 그리고 이 미생물이 만들어내는 

여려가지 extracellular protein들은 미생물 상호작용과 병원성에 많이 관여하고 

있는 것으로 알려져 있다.  

 여러 환경 중 담수와 해수에 Aeromonas의 존재유무와 그 상관성을 

알아보고자 영양배지내에서 배양, 분리한 균주를 16S rRNA 분석하여 균에 대한 

정보를 획득하였으며, 여러 미생물과 Aeromonas의 분포를 살펴보았다. 그 결과 

(Table 1), 담수인 정선, 태백일대의 계곡수의 시료에서는 Aeromonas와 

Pseudomonas, enterobacteria의 비율이 각각 35.6%, 26.7%, 8.9%로 높게 
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나타났으며 나머지 미생물은 소수로 30%를 차지하는 것으로 확인할 수 있었다. 

반면 해수인 변산 반도 일대와 새만금 방조제 근처에서 채취한 시료에서는 

민물에서와는 달리 Aeromonas와 Pseudomonas, enterobacteria 분포가 각각 

11.5%, 32.6%, 13.1%로 분포하는 것으로 나타났으며, 그 외 소수로 존재하는 

미생물의 분포가 21.1%로 민물보다는 다양성이 떨어지는 것으로 나타났다. 

낙동강하구에서 조사된 미생물의 분포는 Aeromonas와 Pseudomonas, 

Enterobacteria group이 각각 15%, 15%, 20%정도로 보고되고 있다(1) 따라서 

본 조사를 통하여 분석된 미생물의 분포는 낙동강하구에서 조사된 것과 

우점종은 유사하나 그 비율은 다소 차이가 있었다. 또 민물에서의 미생물은 

소양호, 한강 등에서 존재하는 미생물 분포는 계절적인 요인에 따라 다르게 

나타나기도 하지만 α-proteobacteria, γ-proteobacteria와 우점종을 이루는 

다고 보고되고 있다(3, 4).  Gamma Proteobacteria group 안에는 

Pseudomonadales,    Aeromonadales, Enterobacteriales(Escherichia), 

Vibrionales, Xanthomonadales등이 속해져있다. 따라서 이전의 보고된 여러 

민물에서의 결과와 유사한 결과를 나타내고 있으나, 일시적인 현상인지 계절적인 

현상인지는 다시 한번 확인이 필요하다.  

 민물과 해수에서 여러 미생물의 분포를 살펴본 결과 Aeromonas의 분포가 

해수에서 기대치 이상의 존재가 확인되었다. 이와 같은 이유는 시료를 

채취한곳이 해수와 담수의 경계되는 지역으로 육지에서 해수로 Aeromonas의 

유입 때문일 것이라고 생각된다.  

 

2. Aeromonas spp.의 분포  

 

  채취한 Aeromonas spp.의 분포를  살펴보기 위해 Aeromonas의 16S rRNA의 

염기서열을 획득하고 그 염기서열을 vecter NT 5.0의 program을 이용하여 

분석하였다.  

  그 결과, 담수에서는 A. hydrophila, A. punctata, A. popoffii, A. media, A. 
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salmonicidia 등이 존재하는 것을 확인할수 있었다(Table 2). 이중에서 A. 

popoffii와 A.media가 각각 38.0%, 38.0%가 존재하는 것으로 나타나는 것으로 

나타났다.  Nam at al(2002)등의 보고에 의하면 어류와 관계된 민물에서 A. 

hydrophila와 A. popoffii, A. sobria, A. media, A. caviae가 존재하며, A. 

popoffii, A. sobria가 대개 14~28%, 63~72%로 우점종으로 존재한다. 따라서 

이들의 결과와는 우점종의 비율 등에 있어 다소 차이가 있으며 이는 양어장이 

아닌 태백과 정선 등의 폐광이나 현재 채광중인 광산 근처에서 시료를 채집해서 

Aeromonas의 분포의 차이가 나타난 것으로 생각된다.  

  또 해수에서는  A. hydrophila, A. punctata,  A. media의 종들이 존재하는 

것으로 나타났다. 이들은 각각 전북 부안의 줄포에 존재하는 하수처리장 근처의 

바닷가에서, 전북 부안 계화도 갯벌에서 채집한 시료에서 검출되었다. 이 

Aeromonas는 특별하게 바닷물의 3% 염분농도의 시료에서 또는  배지에 

중금속이 함유된 배지에서 분리한 미생물들이었다. 해수에서 분리된 

Aeromonas와 민물에서 분리된 여러 Aeromonas와 homology를 분석하여 본 

결과(Fig. 2), 담수지역의 Aeromonas는 하나의 group으로 해수지역의 

Aeromonas는 또 다른 group으로 형성하는 것을 확인할 수 있었다. 해수지역의 

Aeromonas내에서도 A. hydrophila, A. punctata,  A. media와 같이 존재하지만 

육수지역의 A. hydrophila, A. punctata,  A. media들과는 서로 약간의 거리가 

있는 것으로 나왔다. 또, 59번 Aeromonas spp. 는 sequence blaster결과 

현재까지 분류되어 있는 어느 종과도 일치하지 않았지만, Aeromonas가 가장 

homology가 높은 것으로 나타났다. 하지만 59번 균주는 Aeromonas 속내에서 

어느 종과도 가장 낮은 90%이하의 homology 결과를 나타내고 있어 새로운 

신종의 가능성이 높을 것으로 추측되고 있다. 일반적인 신종의 기준은 16S 

rRNA의 염기 서열 중 3%의 염기서열의 차이가 존재하면 신종으로 간주한다(9). 

하지만 최근 논문에 의하면, 2%의 염기 서열의 차이도 신종으로 봐야한다고 

보기 때문에 10%이상 차이가 존재하는 59번 균주의 생물학적 기대치는 높다고 

할 수 있다. 또. 59번 Aeromonas spp.의 경우 유사한 Vibro spp.와 
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Entrobacter spp.와는 더 유사도가 낮아서 많은 연구를 진행 되야 할 것으로 

생각된다.  

   Aeromonas는 내륙의 양어장에서 병을 일으켜서 물고기에 치명적인 미생물로 

알려져 있다(11). 대부분의 Aeromonas의 생태학적 위치는 내수면에 존재하는 

담수에서 많이 연구되어 오고 있었다. 하지만 미생물의 분포를 연구하는 

과정에서 해양미생물과 같이 분포가 확인되어 새로운 관심을 가지게 되었다. 

최근의 육수와 해수와의 경계에 새로이 환경변화는 담수성 미생물이나, 해수성 

미생물의 새로운 환경으로의 유입을 초래하게 되며, 이에 따른 적응과 생존이 

중요한 생태학적 연구과제로 대두된다. 이러한 점에서 앞으로도 생태학적 변이를 

계속 살펴볼 필요가 있다고 본다.      
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주표집법을 이용한 신용익스포져의 손실금액 산출1 

 

최 대 우2, 김 창 환3 

 

요 약 : 본 논문은 모은행에서 실시하고 있는 신용익스포져(credit exposure)의 손실분포 산출시 

주표집법(Importance Sampling)을 적용하는 방법과 고전적 몬테카를로 모의실험(Monte Carlo 

simulation)과 비교하여 주표집법에 대한 유용성을 소개하는 것이 목적이다. 모의실험을 실시하기에 

앞서 신용위험(credit risk)에 대한 이론과 관련 내용을 소개하였으며, 신용위험의 모형인 Merton의 

단일요인모형(one-factor model)의 이론과 변형된 방법을 소개하였다. 본 논문은 신용익스포져의 

손실금액을 산출할 수 있는 방법 중 주표집법에 대한 유용성을 모의실험을 통해 확인한 논문이다. 

 

1. 서 론 

 

국제결제은행(BIS, Bank for International Settlement)은 바젤은행감독위원회(BCBS, 

Basel Committee on Banking Supervision)의 자기자본규제 협약을 대체하는 

신자기자본규제 협약을 도입예정이며 우리나라에서는 2008 년부터 도입할 

것이다.([1], [2]) 이 신협약에서 은행이 스스로 신용위험, 운영위험 및 시장위험을 

측정하고 그에 따른 최소자기자본비율을 산정할 수 있는 자율권을 부여하여 

위험에 대한 인식은 어느 때보다도 중요하게 되었다. 

신용익스포져 위험도 산출을 위해 신용에 대한 손실분포(loss distribution) 

산출이 필요하다. 손실분포는 오른쪽으로 길게 꼬리가 늘어진 형태로 신용손실에 

의한 금융기관 부도에 해당하는 임계값(threshold) 위치가 가느다란 꼬리에 있게 

된다. 신 BIS 협약에서는 여러 가정에 의해 손실분포의 추정 없이 경제적 

자본산출이 가능하도록 공식을 제공하고 있다. 이는 진정한 시장 상황이나 

은행고유의 사상을 가미한 산출방식이 아니라는 단점이 있다. 그래서 각 

                         
1 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 정보통계학과 교수 
3 한국외국어대학교 대학원 통계학과 
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금융기관은 고유의 시나리오 하의 모의실험에 의한 손실분포 추정을 병행하고 

있다. 그런데 몬테카를로 모의실험에 의한 분포 우측 꼬리의 임계값 위치 추정에 

있어 발생 빈도가 낮아 추정에 대한 분산이 크다는 문제점이 있다.  

본 논문의 목적은 꼬리부분에 해당하는 시나리오를 집중적으로 생성하여 

부도임계값의 위치를 효율적으로 산출하는 주표집법을 소개하는 것이다. 

그리하여 모은행에서 실제 주표집을 적용하는 방법과 몬테카를로 모의실험과 

비교하여 주표집법에 대한 유용성을 소개하는 것이 목표이다. 주표집법을 적용한 

신용위험 측정은 William J. Morokoff(2004)를 참조하였다. 본 논문에서의 결론은 

고전적 몬테카를로 모의실험보다는 주표집법이 예상외손실의 표준편차의 크기가 

상대적으로 10 배정도 감소하여 그만큼 예상외손실을 산출함에 있어 시간이 

단축되고 더 정교해짐을 알 수 있다. 

논문의 구성은 본론에서 신용위험 손실분포를 산출하기 위한 이론적인 개념과 

방법들에 대하여 먼저 기술한 후 신용위험에 대한 이론적인 개념과 신용위험의 

손실분포를 산출하기 위한 단일요인모형의 소개에 대해 기술하였다. 본론의 

마지막 부분은 신용익스포져의 손실분포를 산출할 수 있는 고전적 몬테카를로 

모의실험 방법과 주표집법을 소개하였다. 마지막으로 결론에서는 신용익스포져 

손실분포 산출시 주표집법에 대한 유용성과 향후 과제에 대하여 기술하였다. 

 

2. 신용위험 기초이론 

2.1. 손실분포 

 신용위험은 일반적으로 거래상대방의 채무불이행 또는 신용악화에 발생할 수 

있는 손실가능성을 의미한다. 신용위험을 측정하기 위해서는 신용익스포져의 

부도확률(PD, probability of default), 부도시 익스포져(EAD, exposure at default) 및 

부도시 손실률(LGD, loss given at default)등이 필요하다. 신용익스포져와 

부도시익스포져의 차이를 살펴보면, 신용익스포져란 채무불이행 위험이 있는 

기업, 가계와 정부 타 금융기관 등에 대한 채권, 지급보증금액을 말하고 부도시 

익스포져란 차주의 부도시 금융회사가 차주에게 노출되어 있는 여신의 경제적 
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가치를 의미한다. 대부분의 경우 신용익스포져와 부도시 익스포져는 같은 

숫자이나 반드시 그러한 것은 아니다. 부도확률은 차주가 약정기간 내에 

채무불이행을 하지 못할 확률이고 부도시 손실률은 차주의 부도시 금융회사가 

동 차주에 대한 여신으로부터 입을 수 있는 손실로 흔히 부도시 익스포져의 

백분율로 표시한다.  

이러한 신용익스포져로부터 발생하는 신용손실은 과거의 경험과 현재의 

시장여건을 고려할 때 미래의 일정기간 이내에 금융기관이 부담하는 익스포져 

중 일부분이 손실로 나타날 것으로 예상되는 예상손실(EL, expected loss)과 일정 

신뢰구간 하에서 정상적인 회수기간 동안 발생할 수 있는 최대손실을 측정하여 

예상손실을 차감시킨 예상외손실(UL, unexpected loss)로 구분된다.([3]) 

 

 

그림1. 손실분포 

  

예상손실은 부도확률, 부도시 익스포져와 부도시 손실률의 곱으로 나타내며 

보통 충당금과 대출금리 인상으로 관리하며 예상외손실은 자기자본으로 

관리한다.([4]) 그림1에서 오른쪽으로 꼬리간 긴 신용익스포져의 손실분포 산출시 

고전적 몬테카를로 모의실험에서는 꼬리분포에서 발생되는 시나리오가 적어져 
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꼬리 쪽에서 산출되는 예상외손실을 산출하기에는 비 효율적이기 때문에 꼬리에 

해당하는 시나리오를 많이 발생시켜 손실분포를 산출할 수 있는 주표집법을 

소개하게 되었다. 

 

2.2. 단일요인모형 

 

단일요인모형은 차주의 신용상태를 외부환경요인 시장지수(체계적 위험요인) 

와 차주고유요인 고유지수(비 체계적요인)로 구분하는 것을 말하며 시장지수와 

고유지수는 표준정규분포를 따른다.([5]) 이를 정리하면 다음과 같다. 

 









),(

1 2

시장지수차주지수

고유지수시장지수차주지수

Corr

 

  

이러한 차주지수가 어떠한 임계치보다 작은 경우에는 해당 차주가 부도가 

발생한 것으로 보고 그 이상일 때는 부도가 발생하지 않은 것으로 간주한다. 

차주 부도율 및 부도율에 대응하는 차주지수 임계치를 모은행에서와 같이 표1의 

지표를 사용하였다. 

 

차주상태 부도 비부도 

비율 0.1% 99.9% 

차주지수 임계치 -2.33 

표1. 차주 부도율 및 부도율에 대응하는 차주지수의 임계치 

 

Merton의 단일요인모형 중 시장지수를 모은행에서 사용했던 것과 같이 11개의 

산업으로 분류(제조업, 건설업등)하여 11개의 산업지수를 합친 하나의 통합지수로 

사용할 것이다. 









),(

1

통합지수차주지수

고유지수통합지수차주지수

Corr

 



주표집법을 이용한 신용익스포져의 손실금액 산출 

 

5 

 

3. 고전적 몬테카를로 모의실험 

 

 

그림2. 고전적 몬테카를로 모의실험 흐름도 

 

고전적 몬테카를로 모의실험은 그림2에 소개된 절차에 의하여 진행된다. 

우선 차주별 손실금액은 일양분포 1과 2사이에서 난수를 발생시킨 다음 1,000을 

곱하여 차주의 수 2,000개 만큼을 생성하며 이는 매 시나리오와 시행마다 

고정되어 사용한다. 11개의 산업지수는 각각 표준정규분포를 따르므로 

표준정규분포에서 난수를 생성한다. 이렇게 생성된 11개의 난수는 한번의 

시나리오에 대한 11개의 산업지수가 되고 시나리오가 바뀔 때 마다 11개의 

난수는 다시 생성되어야 한다. 생성된 11개의 난수는 11개의 산업간 자산 

상관행렬(correlation matrix)을 촐레스키 분해(Cholesky decomposition)를 통해 

얻어진 하삼각행렬과의 곱을 통하여 11개의 산업간 자산상관계수가 반영된 

산업지수를 생성하게 된다. 산업간 자산 상관행렬은 모은행에서 사용한 그림3의 

행렬을 사용한다. 

 

 

 



최 대 우, 김 창 환 

 

6 











































59.059.059.059.059.059.059.059.059.059.059.0

59.000.177.082.072.066.085.085.054.063.083.0

59.077.000.177.080.051.069.070.037.053.068.0

59.082.077.000.175.075.083.092.055.073.085.0

59.072.080.075.000.151.066.072.047.057.080.0

59.066.051.075.051.000.180.079.050.065.064.0

59.085.069.083.066.080.000.183.054.065.076.0

59.085.070.092.072.079.083.000.154.085.090.0

59.054.037.055.047.050.054.054.000.153.059.0

59.063.053.073.057.065.065.085.053.000.173.0

59.083.068.085.080.064.076.090.059.073.000.1

 

그림3. 11개 산업 자산 상관행렬 

 

상관관계가 반영된 11개의 산업지수를 하나의 통합지수로 다음과 같이 산출한다. 

 

  )( 산업별비중산업지수통합지수  

 

산업별 비중의 값은 모은행에서 쓰고 있는 표2의 비중을 사용하였다. 

 

산업 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

비중 0.001 0.024 0.063 0.096 0.015 0.117 0.105 0.269 0.160 0.005 0.145 

표2. 산업별비중 

 

차주별 차주지수를 산출하기 위한 차주별 고유지수는 표준정규분포에서의 

난수를 사용하고 통합지수와 차주지수의 상관관계는 일양분포 -1과 1사이의 

난수를 차주의 수 2000개만큼을 생성하여 차주지수를 산출한다. 산출된 차주지수 

중 임계치 -2.33을 넘지 못하는 차주는 부도로 인식하며 부도로 인식된 차주들의 

금액을 합친 금액이 한번의 시나리오에 대한 손실금액을 산출하게 되는 것이다. 

이런 과정을 5000회 실시하여 시나리오 별로 손실금액이 큰 순서 중 5000의 

0.1%인 5번째로 큰 금액이 최대손실금액이 되고 여기서 예상손실금액을 
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차감하면 예상외손실을 산출할 수 있는 것이다. 

 

4. 주표집법 

 

 

그림4. 주표집법을 이용한 모의실험 흐름도 

 

주표집법은 그림4의 절차에 의하여 진행된다. 

상관관계가 반영된 산업지수의 생성까지의 절차는 고전적 몬테카를로 모의실험 

과 같으며 손실분포 꼬리에 해당되는 부분을 많이 발생시키기 위해 상관관계가 

반영된 11개의 산업지수에 -2만큼을 이동하여 이동 전, 후의 통합지수를 

산출한다. 이렇게 산출된 이동 후 통합지수를 사용하여 차주지수를 산출하여 

부도인 차주들의 손실금액을 합쳐 한번의 시나리오에 대한 손실금액을 산출한다. 

여기서 주의할 것은 각각의 시나리오에 대한 가중치를 산출하여야 하며 

가중치 산출은 이동 후 통합지수에 대한 확률밀도 값을 이동 후 통합지수 

확률밀도 값으로 나누어 산출한다. 통합지수의 표준편차는 산업별비중과 

상관행렬을 이용하여 산출된다. 이렇게 산출된 5,000개의 시나리오를 손실금액이 

큰 순서대로 정렬하여 누적가중치를 구하여 누적가중치가 5가 될 때의 금액이 
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최대손실금액이 되며 예상손실을 차감한 금액이 예상외손실금액이 되는 것이다.  

 

5. 결론 

 

위의 과정을 20 번을 실시하여 고전적 몬테카를로 모의실험과 주표집법을 

비교해 보도록 하겠다.  20 번 실시한 예상외손실 금액 결과는 다음과 같다. 

횟수 몬테카를로 모의실험 주표집법 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

262,033 원 

344,660 원 

298,947 원 

297,924 원 

285,759 원 

312,333 원 

312,624 원 

260,282 원 

307,735 원 

253,007 원 

278,989 원 

303,365 원 

329,144 원 

261,814 원 

270,676 원 

271,649 원 

236,780 원 

309,330 원 

266,179 원 

256,016 원 

216,110 원 

215247 원 

211517 원 

209737 원 

208191 원 

211701 원 

213687 원 

212892 원 

207197 원 

216897 원 

213706 원 

214887 원 

208118 원 

213203 원 

214458 원 

209391 원 

215480 원 

213042 원 

210563 원 

210660 원 

표준편차 28,512.7 2,842.448 

표준편차 상대적 크기 10.03 1.0 

표 3. 몬테카를로와 주표집법에 의한 모의실험 결과비교 
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표 3 의 결과와 같이 각 방법들의 표준편차를 산출하면 고전적 몬테카를로 

모의실험의 표준편차는 28,512.7 이고 주표집법은 2,842.448 로 상대적으로 고전적 

몬테카를로 모의실험보다 예상외손실 값의 표준편차가 10 배 가량 더 작아지는 

것을 알 수 있으며 이를 통하여 포트폴리오 손실분포 산출모형에서는 

예상외손실에 대한 추정이 정교해지며 그만큼의 시간이 줄어들어 주표집법에 

대한 유용성에 대해 알 수 있다. 

주표집법시 조정해주는 평균값의 크기를 2 로 고정하여 사용하였는데 이는 

어떠한 값을 평균값의 크기로 사용하느냐에 따라 추정에 대한 정교함을 달라질 

것이다. 보통 평균값의 크기가 클수록 정교함이 떨어지는 것으로 알려져 있다. 

또한 시나리오의 개수 즉 모의실험(5,000 회) 수행회수가 적을수록 예상외손실에 

대한 추정의 정교함은 떨어지는 것으로 알려져 있으나 이 사실들은 향후 

연구과제로 남겨놓도록 하겠다. 
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비선형 파동 방정식의 수치해1 

 

최 인 준2 

 

요 약 : pseudospectral(PS)법과 finite difference(FD)법에 대해서 개념을 중심으로 비교하였으며 

두 방법으로 구한 일차 도함수가 같음을 보여 두 방법이 동일함을 알아본 기존 자료를 중심으로 

조사한 review이다.  

 

1. 서 론 

 

응용문제에서 생기는 편미분 방정식(PDE)을 완전한 일반적인 함수 형태로 해를 

구할 수 있는 경우는 아주 드물다. 비록 그러한 해를 구하더라도 그 해를 가지고 

다른 작업을 하거나 문제를 형상화 하는데 별로 실용적이지 못하다. 반면에 수치 

해법은 잘 정의된 거의 모든 편미분 방정식에 적용할 수 있다. 폭 넓은 범위에 

걸쳐서 적용할 수 있는 방법에는 finite element(FE), finite difference(FD) 

그리고 최근의 spectral method 가 있다. 정의 영역의 복잡성과 필요로하는 

정확도의 정도가 이들 중에서 한 방법을 선택하는데 중요한 요인이 된다. 

FE 법은 공학적인 3 차원 구조물과 같이 기하학적으로 아주 복잡한 문제에 잘 

맞는 반면 PS 법은 상자나 구와 같은 간단한 기하학적인 문제에서 효율은 

떨어지나 아주 뛰어난 정확도를 얻을 수 있다. FD 법은 폭넓은 범위의 정확도의 

요구에 대해서 적당히 복잡한 정의 영역에서 잘 작동한다.  

FE 법과 FV 법은 두 방법 모두 FD 법과 아주 밀접한 관계가 있다. FE 법은 종종 

복잡한 FD 를 만들고 조정하는데 그리고 비교적 예리한 오차를 예측할 수 있는 

결과를 얻는데 아주 편리한 방법이라는 것을 알 수 있다. 소위 말하는 PS 법과 

FD 법과의 관련성은 보다 더 밀접하다. FD 법은 한 함수의 도함수를  

                         
1 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 전자물리학과 교수 



최 인 준 

 

 

2 

 

h

hxuhxu
xu

dx

d

2

)]()([
)(


  

 

와 같이 근사 시키는데 여기서 h 작은 격자 간격이다. 이 방법은 특히 낮은 

차수의 다항식에 대해 정확하도록 고안 되었다. 이 접근 방법은 도함수가 한 

함수의 국소적인 성질이고 문제가 되고 있는 점으로부터 멀리 떨어져 있는 함수 

값을 언급하는 것은 불필요하기 때문에 아주 합리적이다. 반면 PS 법은   

전체적이다. 이 방법을 소개하는 일반적인 방법은 미분하려는 함수를 연속적이며 

미분 가능한 기저 함수의 합으로 

  





N

k

kk xaxu
0

)()(   

 

와 같이 근사 시키는 것으로 시작한다. 여기서 )(xk 는 예를 들면 Chebyshev 

다항식이나 삼각 함수이다. 그 다음 이 함수들을 정확히 미분한다. 시간에 

의존하는 편미분 방정식을 푸는 경우 이 방법은 특히 강점을 갖고 있다.  

해석 함수의 경우 오차가 N 이 증가함에 따라 훨씬 느린 다항식 률 보다 특히 

지수적으로 감소한다. 

이 방법은 소모적이고 그리고 분산적인 오차로부터 벗어났다. 

이 방법은 해와 가변 계수가 연속적이 아니고 미분 가능하지 않은 경우에도 

놀랍도록 강력하다. 

특히 공간 차원이 여러 개인 경우에 대부분의 정확도 요구에 충분한 비교적 

듬성듬성한 격자에 대해서도 시간과 기억용량에서 아주 효율적인 계산이 

가능하다. 

그러나 다음과 같은 요소들은 PS 법을 사용하는데 어려움을 야기 하거나 비 

능률적일 수 있다. 그 요소들은 
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어떤 특별한 경계조건 

불규칙적인 정의 영역 

강한 쇼크 

큰 정의 영역의 서로 다른 부분에서 서로 다른 분해능의 요구 

그리고 일부 불완전한 이론적인 이해 

등 이다. 

이러한 불이익적인 요소가 존재하지 않거나 극복할 수 있는 몇몇 

응용분야에서는 FE, FV 또는 FD 법은 능률에 있어서 비교가 되지 않는다. 

그러나 대부분의 응용분야에서 상황은 그렇게 명확한 것은 아니다. 현재 PS 법은 

와류 모델링, 날씨예보, 비선형 파동, 지진 모델링 등의 분야에서 아주 

성공적이며 그 분야는 점점 증가하고 있다[1,2].  

 스펙트럴 표현은 Fourier(1982) 시대부터 미분 방정식의 해석적 연구에 

이용되어 왔다. 상미분 방정식의 해를 구하는데 이용하려는 생각은 최소한 

Lanczos(1938)에 까지 거슬러 올라 간다. 현재의 PS 법은 가중 유수법으로 

까지 거슬러 올라 간다[3]. 현재 편미분 방정식에 대한 PS 법의 인기는 

1970 년대 초부터 시작 되었다. 이 당시 중요한 발전은 Kreiss 와 

Oliger(1972)의 pseudospectral 접근법인데 다른 spectral 법과 마찬가지로 

Coolley 와 Tukey(1965)의 FFT 알고리즘의 영향을 많이 받았다[4,5]. 

요즈음 PS 법은 연속이고 미분 가능한 함수를 사용한 전개를 통해서 소개 

되는데 대단히 유용한 다른 방법이 있다. PS 법을 차수가 증가할 때 FD 법의 

극한으로 볼 수 있는 것이다. 그 기본적인 생각은 주기적인 문제의 경우 

Kreiss 와 Oliger(1972)로 거슬러 올라가며 Fornberg 가 더욱 발전시켰다[6].  

 

2. 직교함수에 의한 PS법의 설명 

 

PS 법은 기저함수에 기초한 전개에 의해 기술한다. 경계조건과 함께 미분 

방정식이 주어지면 그 기본 개념은 미분 방정식의 해 )(xu 를 유한한 합 
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
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
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k

kk xaxv
0
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로 근시 시키는 것이다. 시간에 의존 하는 경우 ),( txu 는 ),( txv 와 )(tak 로 

근사 시키는 것이다. 이 때 두 가지 문제가 생긴다. 우선 어떤 종류의 함수로  

)(xk , ,......,2,1,0k 를 선택 할 것인가와 전개 계수 ka 를 어떻게 결정 할 

것인가 이다. 함수는 다음 세가지 조건을 만족해야 한다. 

(1) )(xv 를 


N

k

kk xa
0

)( 로 근사 시키는 것은 최소한 합리적으로 연속이고 미분 

가능한 함수에 대해 빨리 수렴해야 한다. 

(2) 계수 ka 가 주어졌을 때 

 





N

k

kk

N

k

kk xbxa
dx

d

00

)())((   

 

인 kb 를 결정하기 쉬워야 한다. 그리고  

(3) 계수 ka , Nk ,......,0 과 ix , Ni ,.....,0 에서 )( ixv 의 합을 변환 하는 

것이 빨라야만 한다. 

주기성이 있는 문제에서 선택하기는 아주 쉽다. 삼각함수 전개는 위의 세 가지를 

요구조건을 만족한다. 처음 두 조건을 만족하는 것은 바로 알 수 있으며 세 번째 

조건은 1965 년 FFT 알고리즘을 통해 만족 되었다.  

비주기성의 문제에서는 삼각함수 전개는 요구조건 (1)을 만족하지 못한다. 

주기성을 인위적으로 적요하면 불 규칙성이 나타난다. 불연속인 경우에는 

Gibbs 현상이 발생한다. 지금까지 가장 성공적이라고 증명된 함수 종류는 Jacobi 
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형태의 직교 다항식으로 Chebyshev 나 Legendre 다항식이 가장 중요한 특별한 

경우이다.  

전개계수를 결정하는 방법에는 타우, Galerkin 과 PS 법이 있다. 모든 경우에 

있어서 전개한 함수를 원래의 미분 방정식에 대입하였을 때 나머지 )(xRn  또는 

),( txRn 에 대해서 고려한다. 이 나머지가 경계조건을 만족하면서 정의된 전 

영역에 걸쳐서 가능한 작게 하려고 한다.  

타우법. ka 가 경계조건을 만족하고 나머지가 가능한 많은 기저 함수와 수직이 

되도록 선택 되어야 한다. 

Galerkin 법. 모든 함수가 경계조건을 만족하도록 본래의 기저함수를 결합하여 

새로운 기저함수를 구성한다. 그리고 나머지가 새로운 기저함수와 가능한 많이 

수직이 되도록 한다. 

PS 법. 이 방법은 타우법과 유사하다. ka 가 경계조건을 만족하도록 선택한나 

나머지가 알맞게 선택한 가능한 많은 공간상의 점에서 영이 되도록 한다.  

선형 문제에서 타우법이나 Galerkin 법에서 생기는 방정식들은 때때로 행렬의 

특별한 형태 때문에 빨리 풀 수가 있다. 그러나 가변 계수나 비선형 문제는 종종 

다루기 힘들다. 타우법은 처음에 Lanczos(1938)가 사용했다. Galerkin 법은 

FE 법의 핵심이며 스펙트럴 형태는 1950 년대 중반부터 사용되었다. FFT 

알고리즘과 Orszag(1969 와 1970)의 기여는 이 방법을 사용하도록 독려하였다.   

PS 법은 격자 점에서 도함수의 수치 근사값을 구하는 방법으로 볼 수 있다. 

그러면 FD 법과 같은 방법으로 지배하는 방정식은 물리적 공간에서 점적으로 

만족 된다. 그래서 PS 법은 전개함수의 곱의 전개 계수를 결정하는 것이 아니라 

단지 수의 곱의 문제만 일으키기 때문에 계수가 변하거나 비 선형 방정식에 

적용하는 것이 특히 쉬워진다. 이러한 방법을 Orszag(1972)이 처음으로 

pseudospectral 법이라 하였다[7]. 
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여기서는 단지 푸리에-PS 법의 경우 미분 행렬만 고려하자. 간단히 하기 위하여 

]1,1[ 에 홀수 12  mN 개의 격자 점 mmimxi ,...,1,0,1,...,),2/1/(1   

을 고려하자. 그러면 ]1,1[ 에서  
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의 조건 즉 만약 0i 일 때 그리고 주기적으로 연장하여 ,.....]2,[ NN  일 때 

1 이고 그 외의 경우 0 의 조건을 만족하는 주기적인 삼각함수 다항식은  
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2

1
{

2
)( xmxx

N
xm    

      
)2/sin(

)2/sin(

xN

xN




  

 

임을 알 수 있다. 따라서  
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가 된다. 

주기적인 값 )( jxv , mmj ,......, 가 주어지면 내 삽입 다항식은  
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


m
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jmj xxxvxv )()()(   
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로 쓸 수 있다. jxx  에서 이 함수의 도함수는  
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가 되고 행렬 형태로 쓰면 
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가 된다. 여기서 미분 행렬 D는 
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의 성분을 갖고 있다. 

 

3. FD법에 의한 PS법의 설명 

 

주기적이건 비주기적이건 PS 법은 FD 법의 아주 정확한 이라고 볼 수 있다. 

PS 법에 대한 이러한 새로운 접근법은 일반화와 새로운 통찰력을 제공한다. 직교 

다항식과 함수는 단지 가능한 PS 법의 작은 부분으로 이끌 뿐이지만 FD 관점은 
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많은 일반화가 가능하다. FD 법의 관점은 낮은 차수의 FD 법과 PS 법의 

중간적인 방법을 조사할 수 있는 기회를 제공한다. 어떤 방법을 보는 두 가지의 

별개의 관점은 항상 분석하고 이해하고 개선하는데 더 많은 기회를 제공한다. 

FD 법에 대한 특별한 개선 방법이 설계되어 왔다. PS 법을 FD 법의 특별한 

경우로 보는 것은 이와 같은 것을 실행하는 것을 쉽게 한다. PS 법과 FD 법을 

비교하는 것을 더욱 일관성 있게 한다. 

등 간격 격자에 대해 FD 법에서 2 차 및 4 차, … 다항식에 대해서 중심 값에 

대한 일차 도함수는 각각  
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가 된다. 이 식을 일반화하면 임의의 반복되지 않는 격자 점 nxxx ,....,, 10 이 

주어졌을 때 필요로 하는 도함수의 최고 차수가 m 일 때 x 에서 가능한 

높은 차수의 모든 다항식에 대한 근사식 
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가 최적이 되는 가중계수 
k

jic , 를 구하는 것이다. 정확도의의 정도가 증가 할수록 

가중계수 값은 증가하여 극한 값에 수렴한다. 1m 인 일차 도함수의 

가중계수의 극한은 
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로 주어진다. 여기서 짝수 p 는 정확도의 근사 차수이며 j 는 가중계수의 

x 위치이다. p  가 되는 극한에서 
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가 된다. 주기적인 경우에 응용하기 위하여 12  mN 이라 가정하고 격자 

간격 Nh /2 에 대해서 다시 정리하면 가중 계수는  
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가 된다. 한 주기만 취급하도록 한 부분으로 모으면 가중계수는 

 

 












k

k
j

j
Nkj

N
d

)1(
)1(

2

11

,  













k

k
j

Njk )/(

)1(
)1(

2

1 1
 , )1(),....,1(,,....,2,1  Nmmj 일 때 



최 인 준 

 

 

10 

01

,  jd                        0j 일 때 

 

이 미분 행렬은 씨클릭이다. 이 행렬의 원소 jiD , 는 
1

, jid  이다. 그런데  
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이므로  
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가 된다. 앞 절의 결과와 일치한다. 

 

4. 파동 방정식의 수치해 및 토의 

 

두 방법을 비교하기 위하여 가변계수 )(xc 를 갖는 파동 방정식 

 

0)( 
dx

du
xc

dt

du
 

 

를 고려하자. 0t 때 )()0,( xgxu  로 주어졌다 하고 편의상 x 는 ],0[  에서  

0t 에서 정의 되었으며 주기적인 경계조건을 만족 한다고 하자. 시간에 대한 

미분은 리프 프록 공식으로 표시하고 공간에 대한 미분은 PS 법으로 근사 

시킨다.     
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)(nv 을 n 번째 시간 단계에서 ),( tnxu j  를 근사 시키는 값이라고 하면 격자 점 

jx 에서 도함수는 PS 법으로 j

nDv )( )(
가 된다. 여기서 D 는 N 개의 등간격 

격자에 대한 PS 법 미분행렬이 된다. 그러면 위의 미분 방정식은 
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가 된다. 

한편 공간좌표에 대해서도 FD 리프 프록법을 사용하여 위 미분 방정식을 근사 

시키면  
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가 된다.  

두 가지 결과에 대한 실제 비교는 다음 논문에서 자세히 논하겠다. 
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요 약 : 바람에 의해 유체면에 발생하는 파동현상은 겉으로 보기에는 아주 간단하게 생각된다. 

그러나 기본적으로 비선형의 문제로 아직까지 만족스럽게 규명되었다고 할 수 없다. 여기서는 

기존자료를 중심으로 문제를 다시 한번 정의해보고 관계되는 기본 방정식을 정리하여 앞으로의 

연구의 방향을 설정하는데 도움이 되도록 하였다.  

 

1. 서 론 

 

대기와 대양 사이의 운동학적인 상호 작용의 결과인 바람의 작용에 의한 파의 

발생과 성장은 쉽게 관측 할 수 있는 현상이다. 이 현상들을 지배하는 물리적인 

메커니즘을 이해하는 것은 기초과학과 응용과학의 여러 분야에 아주 중요하다. 

실제에 있어서 바다의 상태를 예측하고 너울이 구조물에 미치는 작용을 

다루는데 필요한 파랑의 에너지를 계산하고 시간과 공간에 따른 파랑의 구조를 

결정하는 것과 같은 목적 외에도 기상학이나 해양학에서 중요한 역할을 하는 

열과 질량의 상호 교환을 연구하는데 없어서는 안 되는 것이다. 기술적인 문제로 

이 두 가지의 단계 파의 발생과 성장의 단계를 다음과 같은 방법으로 기술한다. 

만약 초기에 잔잔한 물 위에 속도가 점점 증가하는 바람이 분다면   바람의 

속도가 어떤 값을 지나면 공기와 물 사이의 경계에 작은 파가 생성되어 

일반적으로 바람의 방향으로 전파되는 것을 관찰 할 수 있는데 이것은 경계 

면이 불안정하다는 것을 나타낸다. 이러한 파의 발생단계 다음에는 공기의 

흐름과 물의 흐름이 결합된 것과 같은 발전 단계가 시작 된다. 실제로 경계를 

가로 지르는 에너지의 전달 과정은 수면을 포함하는 운동과 관계 있는 것처럼 

보인다. 이상과 같은 두 가지 단계의 상태에서 에너지는 계속 공기로부터 물로 

                         
1 한국외국어대학교 자연과학대학 전자물리학과 교수 
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전달 되는데 물의 흐름에 소모적인 현상이 없다면 파는 진폭이 무한히 큰 파가 

되는 것이 분명하다. 바람이 충분히 긴 시간 동안 불고 바람이 부는 면이 충분히 

넓다면 파는 포화라는 상태에 도달하는 것을 알 수 있으므로 다행이 이러한 

효과적인 현상은 존재한다.  

이상에서 바람에 의한 파의 일생은 출생, 성장 포화라는 세가지 단계로 

나누어지는 것을 알 수 있다. 역학적인 관점에서 볼 때 층으로 쌓여 있는 두 

가지 유체 사이의 일반적으로 와류인 두 흐름 사이의 운동학적인 상호 작용을 

분석하고 한 유체에서 다른 유체로 전달되는 에너지를 유추하기 위하여 경계에 

작용하는 힘을 구하는 것이 문제이다. 흐름의 성질이 와류이기 때문에 관찰 하는 

운동은 무질서하여 문제를 연구하는 데에는 통계적인 방법을 사용해야 한다. 

따라서 두 매질의 흐름은 바람과 유체의 흐름의 크기 와류의 세기등과 같은 

평균의 크기에 의해 기술 되며 이러한 평균 운동으로부터 파도와 같은 교란된 

운동으로 전달되는 에너지 변환 율을 초기조건과 두 매질 사이의 경계조건을 

고려하여 결정하는 것과 관계된다.  

이러한 흐름에 나타나는 운동을 지배하는 방정식은 비선형의 보통의 유체역학의   

방정식들이다. 경계조건도 일반적으로 비선형이며 현재로서는 이러한 문제를 

일반적으로 풀 수 있는 이론은 존재하지 않는다. 모든 알려져 있는 이론은 

근사적이다. 그러나 특히 파의 발생과 발전 초기 단계의 문제는 전체적으로 

선형이다. 이 단계의 파의 진폭이 작은 것이 이러한 단순화를 가능하게 한다.  

흐름을 특정 지워주는 여러 가지의 물리양은 시간과 공간의 무질서한 함수이다. 

일반적으로 보통 이 물리양은 시간에 대해 정상상태이거나 공간에 대해 균질 

하다고 가정한다. 따라서 이들 물리양은 Fourier-Stieljes 적분으로 주어지는 

조화 분해를 할 수 있다. 특히 균질 하다고 가정한파의 높이 ),( tx


 는 

 

  
k

kdAtxkitx 
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)()](exp[),(   (1) 
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와 같이 쓸 수 있다. 상당히 많은 수의 이론에서 유체 흐름은 이차원으로 

가정한다. 이 경우 기본적인 파는 간단히 

 

)](exp[ tkxia   

 

의 형태로 쓸 수 있다.  

중첩의 원리가 적용되는 선형 이론에서는 임의의 하나의 파동 성분의 발달을 

분석하는 것으로 충분하다. 더하기에 의해서 초기에 경계면에 존재했던 파의 

전체적인 형태의 변화와 관계된 결과를 유추할 수 있다.  

바람에 의한 파의 발생에 관한 최초의 이론적인 연구는 Lord Kelvin(1871)이 

하였다. 그의 연구는 높이에 따라 변하지 않는 서로 다른 속도로 흐르는 중첩된 

비점성의 두 유체의 상호작용을 분석한 것이다. a , w 를 각각 위와 밑에 있는 

유체의 밀도라 하고  를 표면장력이라고 하면 초기에 경계 면에 (1)식과 같은  

싸인 형태의 파의 진폭은 시간이 지남에 따라 
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dt

da

a
























 

 

의 율로 지수적으로 증가함을 보일 수 있다. 여기서 aU 와 
wU 는 각각 위와 

밑의 유체의 속도를 나타낸다.  

이 모델을 공기-물의 특별한 문제의 경우에 적용하면 중력파를 일으킬 수 있는 

최소의 바람의 속도의 크기가 6.60 sm / 일을 보여준다. 그런데 관측 해보면 

파는 이보다 훨씬 작은 속도로 부는 바람에 의해서도 생기므로 이 모델이 

관심을 갖고 있는 문제에 적합할 가능성은 거의 없다[1,2,3]. 

또 다른 이론이 1924 년 Jeffreys 가 제안했다. 이 이론은 마루의 바람 쪽과 

바람 뒤 쪽 사이에 존재하는 압력의 차이 때문에 공기의 흐름이 파의 마루에서 
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분리된다는 생각에 기초한다. 공기흐름은 다음 파의 마루 바람 쪽에서 다시 

합쳐진다. 바람으로부터 파로의 에너지 전달은 흐름의 분리에 따르는 모양의 뒤 

부분과 접선방향의 마찰에 의해서 동시에 이루어진다. 이 저자는 정량적인 

연구에 의해 마찰에 의한 에너지 전달은 무시할 수 있다고 결론 지었다. 파의 

마루의 양쪽의 압력의 차이가   

 

x
cU aa







 2)(  

 

에 비례한다고 가정하면 진폭의 변화율에 대해 
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dt
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a w
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2
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2

  

 

와 같은 결과를 얻을 수 있다. 여기서 s 는 미지수로 차폐계수이다. 

경계층 흐름 형태의 두 흐름의 경계면에 작은 교란의 변화에 관한 모형을 

Wuest(1948)와 Lock(1945) 이 제안 하였다. 이 모델의 분석법은 유체역학적 

불안정성의 이론과 같다. 산술적인 결과는 설명하기가 아주 어렵고 실험 

사실과의 차이는 아주 미묘하다. 한편 사용한 속도 분포는 실제로 관측하는 

것과는 아주 다르다. 이 모델도 흥미를 갖고 있는 분야에 응용될 가능성은 거의 

없다[1,2,3]. 

이 문제에 대한 전혀 새로운 시도를 1953 년 Eckart 가 하였다. 이 시도는 

돌풍에 의한 무질서한 압력의 작용을 받는 선형 단진자로 생각한 수면의 반응을 

분석한 것이다. 여기서 생각한 문제는 오히려 폭풍과 관련된 파동현상이다[4]. 

이론적인 결과를 관측 결과와 비교하는 것은 파 위의 압력에 대한 통계적인 

성질을 알아야 하기 때문에 아주 힘들다. 현재 상태에서 이러한 값들은 알려진 
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것이 거의 없다. 그리고 한편으로 이론에 사용한 공기 흐름의 특성이 실제 

조건과 거의 일치하지 않는다. 

특히 흥미 있는 두 가지 모델이 1957 년 Miles 와 Phillips 에 의해 제안 되였다. 

예전의 이론과 비교 해볼 때 기본 생각은 별로 새롭지 않다. 왜냐하면 Miles 는 

부안정성 이론의 각도에서 문제를 다시 다루었으며 Phillips 는 Eckart 의 여구를 

일부 다시 했기 때문이다. 그러나 근본적인 발전은 실제에 맞도록 좀 더 나은 

가정과 특성화와 흐름의 특성 등을 선택 했다는 것이다[5,6].  

 

2. 공기와 물의 운동을 지배하는 방정식과 경계조건 

 

2.1 공기 운동의 방정식 

 

질량 보존 법칙에서 
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가 된다. 여기서 u 는 속도를 나타낸다. 운동량 보존 법칙에서 
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가 된다. 여기서 p 는 압력이고  는 운동학적 점성계수이다. 

두 흐름 사이에 결합이 없는 경우 공기 흐름과 관련된 흐름은 주기적인 파의 

운동과 관련된 성분이 있다. 따라서 f 를 이러한 물리양을 나타낸다면  
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가 되는데 여기서 
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로 시간에 대한 평균을 나타내며 'f 는 와류 성분이며 f
~
는 주기성이 있는 

성분이다. 특히 경계면에 주기가  인 정현파가 존재하면 위상 평균 
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에 의해 f
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를 구할 수 있다. (4)식을 (2)와 (3)식에 대입하고 정리하면 

평균운동과 주기적인 운동과 와류 운동과 관계된 식  
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2.2  물의 운동의 방정식 

 

물의 운동도 마찬가지로 (2)와 (3)식을 만족한다. 그러나 파의 생성 연구에서는 

비선형 상호작용이나 회전 효과는 무시할 수 있으므로 물의 운동의 분석과  

관련해서는 주어진 경계조건과 Laplace 방정식 

 

02    

 

을 만족하는 속도 퍼텐셜 함수 에 대한 연구 문제가 된다. 

  

3.3 경계조건 

 

경계 면에서 운동학적 조건. 

경계면을 통하여 질량의 전달이 없을 때 면에 수직인 속도 성분은 같은 방향의 

공기의 성분과 같다는 것을 나타낸다. 경계면은  

 

0),,,( tzyxS  

 

로 정의 되므로 이 조건은  
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또는 

 

0 tzyx SwSvSuS  

 

비회전성 운동이고 면이  

 

),,( tyxz   

 

로 정의된 경우 

 

0
 tzzzyyzxx 


 

 

가 된다. 여기서 는 속도 퍼텐셜 함수이다. 

 

경 계면에서 역학적 조건 

실제로 점성유체에서는 경계 면에 다음과 같은 세 가지 역학적 조건이 있다. 

1) 경계 면의 양쪽의 압력의 차이는 표면 장력의 효과에 기인한다. 표면장력은 

경계 면의 곡률반경에 비례한다. 

2) 경계 면에 접선 방향 장력은 면을 가로 질러 연속이다. 

3) 경계 면에 수평방향 속도 성분은 면을 가로 질러 연속이다.  

 f 가 면의 위와 밑에서의 f 값의 차이를 의미한다고 하면 이 조건은 



바람에 의한 파의 발생에 대하여 

 

9 

 

        xyxyxzxxx RRvuwuup  )(})()(2{ 1

2

1

1

   

        )(})()2({ 1

2

1

1

  RRvwwuwp yzyzxzx   

        yyyyzxzxy RRvwvuvp  )(}2)()({ 1

2

1

1

   

 

가 된다. 여기서  는 표면장력이고  는 점성계수이다. 그리고 1R , 2R 는 면의 

주 곡률반경으로 
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이다. 유체가 비 점성인 경우 경계 면에서 역학적 조건은 간단히 
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가 된다. 

흐름이 비회전성이고 경계 면 가까이 물의 압력이 Bernouilli 방정식으로 

주어지면  
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여기서 g 는 중력 가속도이고 wp 는 물의 압력으로 (4)식에 의해 공기의 

압력과 연관이 된다. 종종 물의 운동은 비회전성으로 가정하여 (5)식이 경계 

면에서 역학적 조건으로 사용된다. 
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다른 경계조건 

무한대에서 교란이 없어진다는 것과 같은 다른 조건 들이 있다. 이 조건은 

비회전성 흐름의 경우 z 일 때 0 이라고 기술한다. 

운동방정식과 경계조건을 교란이 작다는 이론에 의하여 선형화 할 수 있다. 작은 

인자로 파의 곡률 ak 를 선택하면 다음과 같은 결과를 얻는다. 

공기 흐름에 관한 식에서 jiuu ~~ 와 같은 항은  의 자승 크기이므로 무시된다. 

물의 흐름에 대해서는 비회전성이라는 가정하에 
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가 되며 경계조건은  
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가 된다. 

 

3. 유체역학적 불안정성 이론 

 

이 이론은 본래 어떤 크기의 평균속도를 갖고 있는 유체 내에 작은 교란의 

반응을 연구하기 위한 것 이였지만 유체역학의 여러 분야에 응용 되고 있다. 

아래에 간단히 정리하여 보았다.  

우선은 나란한 층류에 대해서 고려한다. 즉 평균속도가   
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인 경우를 고려한다. 

교란은 2 차원이라고 가정하면 유선 함수 ),,( tyx 를 도입 할 수 있고 교란의 

하나의 조화 성분은 가정에 의해 

 

)](exp[)(),,( tkxiytyx    (6) 

 

의 형태로 표시할 수 있다. 여기서 k  실수로 k/2  는 교란의 한 성분의 

파장을 나타낸다. 반면에  는 복소수로 

 

ir i   

 

가 되는데 여기서 허수부분 i 는 교란이 증가하거나 감소하는 정도를 나타낸다. 

만약 0i  이면 교란은 감소하고 흐름은 안정하다고 한다. 그러나 만약 

0i 이면 흐름은 불안정하다. 종종  

 

ir icc
k

c 


 

 

로 사용하는 것이 더 편한 경우도 있다. 여기서 rc 은 교란의 전파 속도이며 

ic 는 교란의 증가 또는 감소계수이다. 
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따라서 흐름은 )(yU 로 표시되는 평균 흐름과 유선함수  로 표시할 수 있는 

교란에 관련된 흐름 iu~ 로 나눌 수 있다.  가 만족하는 방정식은 (2)와 

(3)식으로부터 비선형과 와류 항을 무시하면 얻을 수 있다.  

(6)식으로부터  
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를 얻을 수 있고 운동 방정식에 대입하고 압력을 소거하면 진폭 )(y 를 

지배하는 4 차의 상미분 방정식 

 

)''2''''('')'')(( 422 

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kR

iUkcU   

 

를 얻을 수 있다. 여기서 위 첨자 프라임은 y 에 대한 미분을 의미한다. 

이방정식을 교란의 흐름의 진폭을 지배하는 Orr-Sommerfeld 방정식이라 한다. 

이 방정식은 무차원화 하였으며 여기서 R 은 Reynolds 수이다. 불안정성 

연구는 종종 Reynolds 수가 비교적 큰 경우이기 때문에 위 식은 Rayleigh 

방정식 

 

0'')'')(( 2   UkcU  

 

가 된다. 이 방정식은 cyU c )( 가 되는 높이가 특이점이 되는 것을 바로 알 

수 있다.  
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3. 토의 및 결론 

 

위에서 기존 자료를 중심으로 문제를 다시 한번 정리 해보고 관계되는 기본 

방정식과 경계조건에 대해 유체역학의 기본 방정식으로부터 유도하였다. 한 

이론이 이론적을 완전하더라도 그 결과가 실제의 관측 결과와 일치해야 한다. 한 

결과는 관측사실과 잘 일치하더라도 다른 결과는 관측사실과 상반되는 경우가 

있다. 새로운 이론적인 연구는 이러한 불일치를 제거하도록 해야 한다. 지금까지 

바람에 의한 파의 발생에 대한 연구는 경계 면의 운동이 공기의 흐름에 영향을 

줌으로 공기의 흐름과 물의 흐름이 결합된 모델이거나 결합이 무시한 

모델이었었다.  
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Enhancement of Astromicin Production by Strain 

Development in Micromonospora olivasterospora1)

임 혜 미, 현 형 환2)

국문 초록

 Astromicin은 Micromonospora olivasterospora ATCC21819로부터 생산되

는 aminoglycoside계열의 항생제이다. 본 연구에서는 astromicn 생산성을 향

상시키기 위해서 Micromonospora olivasterospora ATCC21819를 모균주로 

하여 UV mutation과 같은 classical mutation을 수행하였다. UV mutation 결

과, 오렌지색을 띠는 균주를 획득하였고 이 균주를 HM12-A8이라고 명명하였

다. 변이주HM12-A8는 오렌지색을 나타내므로 녹색을 띠는 Micromonospora 

olivasterospora ATCC21819와 비교하였을 때 pigment를 생산하는 pathway

로의 흐름이 감소하고 상대적으로 astromicin 항생제를 생산하는 pathway로

의 흐름이 향상되었다고 사료된다. 모균주와 변이주HM12-A8의 astromicin 

생산성을 비교하기 위해 액체 배양 후, bio-assay를 수행하였다. Bio-assay에

서는 Bacillus subtilis ATCC6633을 test organism으로 사용하였다. 

Bio-assay 결과, Micromonospora olivasterospora ATCC21819는 clear 

zone을 형성하지 않았지만, 변이주 HM12-A8의 경우에는 직경이 0.8cm인 

clear zone을 형성하는 것으로 관찰되었다.

Ⅰ. 서 론

 Astromicin(=fortimicin A)은 새롭게 발견된 aminoglycoside 계열의 항생제

이다. 지금까지 알려진 aminoglycoside계열의 항생제는 3당류 구조를 가지고 

있지만 astromicin는 2당류 구조로 이루어져 있다(Figure 1). Astromicin은 

현재까지 발견된 다른 aminoglycoside계열 항생제에 내성을 가지는 bacteria

에 대해 효과적이며 gram positive bacteria와 gram negative bacteria에 모

1) 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임.

2) 한국외국어대학교 자연과학대학 생명공학과 교수.



두 효과적이다. 또한 일반적인 aminoglycoside 계열의 항생제의 경우에는 

ototoxicity와 nephrotoxicity가 높다는 문제점이 있지만 astromicin의 경우에

는 ototoxicity와 nephrotoxicity가 낮다고 알려져 있다. 또한, astromicin은 

만성기관지염, 폐렴, 폐농양, 신우신염, 방광염, 복막염, 패혈증 등에 효과적이

라고 알려져 있다. Astromicin을 생산해 내는 균주는 Micromonospora 

olivasterospora ATCC 21819이다. 이 균주는 일본의 Hiroshima city의 토양

에서 분리되었는데 gram positive bacteria이며 spore를 형성하는 균주이다. 

배양을 하면, 초기에는 light wheat color(밀색)를 띠지만, 말기에는 dark 

olive green color(짙은 녹색)를 띠게 된다(Figure 2).

Figure 1. The structure of Astromicin.

Figure 2. The shape of colony of Micromonospora olivasterospora.

 그런데, Micromonospora olivasterospora ATCC21819의 astromicin 생산

량이 매우 낮기 때문에 본 연구에서는 Micromonospora olivasterospora 

ATCC21819를 모균주로 classical mutation을 수행하여 고역가의 astromicin 

생산 균주를 얻고자 한다. 



Ⅱ. 재료 및 방법

  1.  배지조성 및 배양

 Micromonospora olivasterospora ATCC21819의 colony 획득을 위해서  

complex agar medium(Glucose 6g/l, Soluble starch 4g/l, Tryptose 2g/l, 

Yeast extract 1g/l, Beef extract 1g/l, FeSO4·7H2O 100mg/l)을 사용하였고, 

균주의 activation을 위해서 rich medium(Glucose 5g/l, Soluble starch 20g/l, 

Peptone 5g/l, Yeast extract 5g/l, Beef extract 3g/l, MgSO4·7H2O 0.6g/l, 

KH2PO4 0.2g/l, CaCO3 1g/l)을 사용하였다. 그리고 astromicin 생산성을 확인하

기 위한 production medium으로 flask 역가 배지(Soluble starch 60g/l, 

Soybean meal 20g/l, Peptone 5g/l, Dried yeast 50g/l, MgSO4·7H2O 0.5g/l, 

K2HPO4 3g/l, KH2PO4 1g/l, NaCl 2g/l, Ca-pantothenate 10mg/l)를 사용하였

다. 

 Slant 또는 plate(complex agar medium)에서 배양한 뒤, seed medium으로 접

종하고 seed medium에서 PMV 값이 4~5%일 때, production medium으로 10% 

접종하여 배양하였다. 

  2.  Classical mutation (UV mutation) 

 Slant 또는 plate에서 자란 균체 조각을 0.1% Tween 80이 첨가된 peptone 

diluent에 suspension시킨다. Vortexing하여 mycelium으로부터 spore를 완

전히 풀어준 다음, Whatman paper number 1을 사용하여 filtering한다. 

Filtering된 spore suspension solution을 glass petri-dish에 분주하고 UV를 

시간별로 조사한다. 이때, UV lamp와 plate사이의 거리를 일정하게 유지시켜

주고 UV를 조사하는 시간만 다르게 해준다. UV를 조사한 다음에는 repair 기

작인 photoreactivation을 방지하기 위해서 2시간 동안 암반응을 시켜준다. 암

반응 과정이 끝나면 각각의 solution을 serial dilution하여 plating한다. 그리

고 colony가 형성되면 screening method를 이용하여 고역가의 변이주

(mutant)를 분리해 낸다. 

  3.  Screening method

 UV mutation을 수행한 다음, colony가 형성되면 test organism인 Bacillus 



subtilis ATCC6633을 pouring한다. 30℃ incubator에서 24시간 동안 배양한 

뒤, clear zone의 size를 관찰하는데 이때, clear zone의 size가 큰 colony 위

주로 선별한다. 이렇게 일차적으로 선별된 colony들은 액체 배양을 수행하고 

배양이 끝나면 bio-assay를 통하여 astromicin을 정량 분석한다. 

  4.  Astromicin 역가 검정 (Bio-assay)

 Micromonospora olivasterospora의 astromicin 생산량을 측정하기 위해서 

배양액을 원심분리하여 균체를 제거한 후 그 배양액을 다시 여과 한 뒤, agar 

diffusion 방법에 사용한다. Test organism인 Bacillus subtilis ATCC6633을 

30℃에서 TGY액체 배지(glucose 10g/l, tryptone 10g/l, yeast extract 

10g/l, NaCl 5g/l)에서 배양하여 OD660nm에서 2.5~3일 때 50℃인 top 

agar(glucose 10g/l, tryptone 10g/l, yeast extract 10g/l, NaCl 5g/l, agar 

7g/l)에 2% 되게 접종한 후, 15ml base agar (glucose 10g/l, tryptone 

10g/l, yeast extract 10g/l, NaCl 5g/l, agar 30g/l)가 있는 plate에 2ml을 

붓는다. Top agar가 마른 후 지름 0.8cm인 cylinder를 올려놓고 그 안에 여

과된 배양액 60㎕를 떨어뜨린 후 30℃에서 18~24시간 동안 배양한다. 그리

고 clear zone의 size를 관찰한다(Figure 3).

Base agar 20ml (TGY medium, Agar 3.0%)

Base agar 20ml + Top agar 2ml (TGY medium, Agar 0.7%)

Sample

Bacillus subtilis

Figure 3. The procedure of bio-assay.

Ⅲ. 결과 및 고찰

  1.  Bacillus subtilis ATCC6633의 overlay 시점 (1)  



 Test organism인 Bacillus subtilis ATCC6633의 growth curve를 측정하여 

Bacillus subtilis의 overlay 시점을 확립하였다. Growth curve 측정 결과, 

Bacillus가 가장 active한 상태인 OD600nm에서 2~2.5 일 때, 즉, middle 

log phase에서 overlay하도록 확립하였다(Figure 4).  
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Figure 4. Growth curve of Bacillus subtilis ATCC6633.

  2.  Bacillus subtilis ATCC6633의 overlay 시점 (2)

 Complex agar medium에서의 Micromonospora olivasterospora의 colony

형성 후, Bacillus subtilis의 overlay 시점을 알기 위해서 요일별로 overlay를 

하여 clear zone의 형성을 측정하였다. 그 결과, complex agar medium에서 

colony가 형성된 후, 7일 후에 Bacillus subtilis를 overlay하였을 경우, clear 

zone이 형성됨을 관찰할 수 있었다. 즉, colony 형성 후, 7일 이내에는 clear 

zone 형성이 미비하게 일어나므로 역가 비교에 적합하지 않으나, 7일 이후에

는 Bacillus subtilis를 overlay하기에 알맞다고 사료된다.    

A)                             B)

 

Figure 5. Establishment of a point of time of overlay.



ㆍA) 5days after formation of colony

ㆍB) 7days after formation of colony

  3.  Bacillus subtilis ATCC6633의 overlay volume

 Bacillus subtilis의 overlay volume을 확립하기 위해서 Bacillus의 배양액 

300, 500, 700, 1000ul를 각각 overlay하여 clear zone의 크기를 측정하였

다. 그 결과, Bacillus의 배양액 700ul를 overlay하였을 경우에 선명한 clear 

zone이 형성되었다. 즉, 앞선 실험결과와 종합하여 test organism인 Bacillus 

subtilis를 overlay할 경우, Bacillus subtilis의 growth가 OD600nm에서 

2~2.5일 때, 배양액 700ul를 overlay하도록 확립하였다. 

Figure 6. Formation of clear zone according to overlay volume.

ㆍA 300ul , B 500ul , C 700ul , D 1000ul

  4.  변이주 HM12-A8 선별

 Micromonospora olivasterospora ATCC21819를 모균주로 하여 classical 

mutation인 UV mutation을 수행한 결과, 오렌지색을 띠는 변이주를 획득하였

다(Figure 7). 짙은 녹색을 띠는 모균주에 비해 오렌지색을 띠는 변이주는 

secondary metabolite인 pigment 형성으로의 흐름이 감소되었다고 사료된다. 

즉, 변이주 HM12-A8은 모균주에 비해 pigment로의 흐름이 억제되고, 상대적

으로 astromicin 항생제 생산으로의 흐름은 증가되었을 것으로 사료된다. 



Sample volume (ul) Clear zone size (cm)

20 0

40 0

60 0.8

80 0.8

100 0.8

A)                           B)

Figure 7. Comparison of color of colony between Micromonospora 

olivasterospora ATCC21819 and mutant HM12-A8.

ㆍA) Micromonospora olivasterospora ATCC21819 

ㆍB) Mutant HM12-A8

  5. Astromicin 역가 검정을 위한 조건 확립

 Bio-assay를 통해 모균주와 변이주의 astromicin 생산량을 비교하기 전에, 

bio-assay에 적합한 test sample의 volume을 확립하고자 하였다. 균주의 배

양액 20, 40, 60, 80, 100ul를 각각 cylinder에 담고 clear zone의 size를 측

정해본 결과, sample volume이 60ul일 때부터 clear zone이 형성되었다. 즉, 

astromicin의 역가 검정을 위한 bio-assay에서는 sample의 volume을 60ul로 

확립하여 실험을 수행하였다(Table 1).      

Table 1. Formation of clear zone according to sample volume.

  6. Astromicin 역가 검정 (Bio-assay)

 모균주 M. olivasterospora ATCC21819와 변이주 HM12-A8의 액체 배양



을 수행한 다음, 배양액을 이용하여 bio-assay를 수행하였다. 그 결과, M. 

olivasterospora ATCC21819는 clear zone을 형성하지 않았지만 변이주 

HM12-A8의 경우에는 직경이 0.8cm인 clear zone을 형성하는 것으로 관찰

되었다. 즉, 변이주 HM12-A8이 모균주 M. olivasterospora ATCC21819보

다 astromicin의 생산성이 더 높다고 사료된다. 

  

Strain Clear zone size (cm)

M. olivasterospora ATCC 21819

mutant HM12-A8

0

0.8

Mutant Wild type
M. olivasterospora ATCC21819HM12-A8

Mutant Wild type
M. olivasterospora ATCC21819HM12-A8

Figure 8. Comparison of clear zone size between M. olivasterospora 

ATCC21819 and mutant HM12-A8.
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공초점현미경과 전단변형힘 원자현미경을 이용한 하이브리드 

타입 현미경 

김 종 배, 권 남 익 

요 약 : 공초점현미경과 전단변형힘 원자현미경을 이용한 하이브리드 타입 현미경을 제작하였다. 공초점현미경은 2차원 

영상을 빨리 얻을 수 있으나 정확한 3차원영상을 얻을 수 없다. 하지만 전단변형힘 원자현미경은 느리지만 정확한 3차원 

영상을 얻을 수 있다. 둘을 결합하여 장점을 살렸다.  

1. 서론 

 

공초점현미경은 마이크로 크기로 시료표면을 검사하는데 사용되고 있다. 시료에서 반사되는 레

이저의 세기를 검출기로 측정하여 표면의 형상을 나타내주는 시스템이다. 초기의 공초점현미경은 

금속 표면 검사에 주로 사용되었지만, 점차적으로 사용 분야가 넓어져 의료분야나 레이저 가공 

장비 등에도 사용되었다.  

본 논문에서 제안하는 공초점현미경은 광섬유가 광학 부분과 헤드부분을 연결시켜, 이동성이 

편리하고 헤드부분을 소형으로 제작할 수가 있어서 대면적 표면 검사와 오토포커싱, 혈당 측정 

등에 쉽게 응용할 수 있다. 또한 광섬유를 직접 X축으로 스캔하고, Y축 스캐너로 Compact 

disk(CD) 픽업 장치의 모듈을 사용함으로써 저렴한 가격에 제작할 수 있는 이점이 있다. 

이러한 공초점현미경은 시료에서 반사되는 빛의 세기를 측정하여 영상을 구현하는 장비로 오토

포커싱, 혈당 측정 실험 등에 응용할 수 있다. 오토포커싱 장비에서는 레이저 가공 장비의 Z축 

스캐너를 사용함으로 공초점현미경의 X-Y 스캐너가 필요 없어서 헤드의 크기가 매우 작고, 커넥

터 타입 광섬유를 사용하여 어느 장비에도 간단하게 설치할 수 있다. 혈당 측정 실험은 시료의 

각 층에서 반사되는 빛의 세기를 측정하여 농도를 계산함으로 Z축 스캐너만이 필요하다. Z축 스

캐너로 CD 픽업 장치의 모듈을 사용하여 구조가 간단하고 저렴하게 구성할 수 있었다. 실험은 

포도당 시료를 사용하여 외부 측정 실험까지 마친 상태로 0.01% 농도차이까지 측정 가능함을 확

인하였다. 

전단변형힘 AFM(atomic force microscope)은 보다 정밀한 표면 측정을 하기 위하여 구성하게 

되었다. 레이저로 가공된 시료들은 여러 가지 성분으로 이루어져 있다. 각 성분마다 레이저에 대

한 반사율이 틀리기 때문에 반사신호를 이용하여 표면 측정을 하는 공초점현미경으로는 정확한 

표면 정보를 측정하기가 어렵다. 이러한 부분을 보완하기 위하여 전단변형힘 AFM을 구성하였고, 

이것을 공초점현미경과 결합하여 하이브리드타입 현민경을 제작하게 되었다.  
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하이브리드 타입 현미경은 공초점현미경과 전단변형힘 AFM으로 구성되어져 있어서, 측정시간

이 빠른 공초점현미경으로 대면적 시료의 검사를 수행한 후, 다소 구별이 잘 안되는 부분은 전단

변형힘 AFM으로 다시 한번 측정하는 시스템이다. 공초점현미경의 최대 스캔범위는 120 ㎛ × 

120 ㎛으로 왜곡(모양, 밝기차)이 영상 정합 프로그램을 사용하는데 지장이 없을 만큼 줄여서 측

정하였다. 전단변형힘 AFM 실험은 분해능은 다소 떨어지나 측정범위가 넓은 스테이지와 측정범

위는 작으나 분해능이 좋은 정밀 나노스테이지 두 종류를 사용하여 실험하였다. 스텝 방식의 스

테이지는 측정범위가 최대 100 ㎜ × 100 ㎜로 매우 넓으나 진동에 의한 측정오차가 약 60 ㎚로 

측정되었다. 여기에 전기적인 잡음이 약 40 ㎚ 작용하여 총 100 ㎚의 노이즈가 나타났다. 압전소

자를 이용한 나노스테이지는 측정범위가 40 ㎛ × 40 ㎛으로 매우 적으나, 전기적인 잡음에 의한 

오차가 약 10 ㎚만 나타날 뿐 진동에 의한 측정오차는 나타나지 않았다. 하이브리드타입 현미경

에서는 시료가 공초점현미경 헤드와 전단변형힘 AFM 헤드로 이동하여야 함으로 분해능은 다소 

떨어지지만 이동범위가 큰 스텝 방식의 스테이지를 사용하였다.  

이러한 하이브리드타입 현미경은 마이크로 크기의 검사에서 대면적의 시료를 빠른 시간에 측정

하고, 정밀한 검사가 필요한 부분만을 전단변형힘 AFM으로 측정함으로 반도체, PCB(printed 

circuit board), ITO(Indium-Tin Oxide) 등의 검사에 유용하게 사용될 수 있다. 

 

2. 하이브리드타입 현미경 실험 및 결과 

 

그림 1은 하이브리드타입 현미경의 실험 구성도이다. 공초점현미경과 전단변형힘 AFM은 X-

Y-Z 스테이지에 고정되어 있고, 시료는 X-Y 정밀스테이지에 고정되어 있다. 영상의 측정은 공초

점현미경에서 2D 영상이 측정되고, 다시 시료를 전단변형힘 AFM으로 이동시켜 측정하게 된다.  

 

 

그림 1. 하이브리드타입 현미경의 구성도. 
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공초점현미경에서는 영상정합 프로그램을 사용하여 대면적의 영상을 얻는다. 먼저 X-Y 방향

으로 얻을 영상의 개수와 영상간의 간격을 입력하여 원하는 영역의 영상을 획득한 뒤, 전체영상

으로 합성시켜 준다. 이때 영상 한 개를 얻는데 걸리는 시간은 1초이고, 영상의 크기는 120 ㎛ 

× 120 ㎛로 고정되어 있다. 사용된 시료는 60 ㎛의 간격을 갖는 그리드이다.  

그림 2는 대면적 공초점현미경으로 얻은 그리드 영상이다. 120 ㎛ × 120 ㎛ 크기의 3 × 3의 

영상을 얻었고 영상정합 프로그램을 사용하여 정합시켰다. 영상간의 간격이 40 ㎛이므로 전체 영

상의 크기는 280 ㎛ × 280 ㎛이고, 영상을 얻는데 걸린 시간은 영상을 얻는데 9초, 정밀스테이

지를 이동시키는데 4 초, 프로그램 구동 시간이 7 초가 소요되어 총 20 초의 시간이 걸렸다. 

 

 

 

그림 2. 대면적 공초점현미경으로 얻은 그리드 영상. : 각 영상의 크기는 120 ㎛ × 120 ㎛

이고, 대면적 영상의 크기는 280 ㎛ × 280 ㎛이고 정합하는데 20 초가 소요됨. 

이와 같이 대면적 공초점현미경을 이용하면 넓은 영역의 시료표면을 짧은 시간 안에 검사할 

수 있다. 하지만 그림 2의 (B)영역을 보면 그리드가 끊어진 것처럼 보인다. 이러한 부분은 실재

로 끊어진 것인지, 아니면 열적인 손상으로 인해 레이저의 반사량이 감소해서 끊어진 것처럼 보

이는 것인지를 다시 한 번 검사하여야 한다. 이때 사용되는 검사장비가 전단변형힘 AFM이다.  

그림 3은 그림 2의 (A) 영역을 전단변형힘 AFM으로 다시 측정하여 본 것이다. 전체 영상의 

크기는 120 ㎛ × 100 ㎛이고, 측정 시간은 38 분 소요되었다. 시료는 약 50 ㎛ 두께의 그리드

를 슬라이드글라스에 붙여서 사용하였다. 그리드의 들어간 부분의 깊이가 50 ㎛ 이므로 광섬유 

팁은 바닥에 닿지 않고 공중에 떠 있게 된다. 즉, 팁이 아랫방향으로 최대 15 ㎛를 들어갈 수 있

으므로 공중에 떠 있게 되는 것이다. 그럼에도 불구하고 시료의 바닥영상은 우둘투둘한 것이 시

료 표면과 비슷하게 나오는데 이는 회로에서 발생한 전기노이즈 때문이다. 또한 그림 2의 (A) 영

역 영상에선 밝고 어두운 라인이 보이고 표면에 흠집이 있는 것처럼 보이는데, 밝고 어두운 라인

은 공초점현미경에서 X축 스캔 시 발생하는 약간의 높이차 때문이고, 흠집은 레이저로 인해 타버

린 부분의 반사량이 적어서 나타나는 현상이다. 하지만 그림 3에서는 표면이 매우 편평하게 나타

남을 볼 수 있다.  
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그림 3. 하이브리드타입 현미경으로 얻은 3차원 그리드 영상. : 그림 2의 A영역을 다시 측정한 

영상으로 크기는 120 ㎛ × 100 ㎛이고 약 38 분의 시간이 소요됨. 

그림 4는 그림 2의 (B) 영역을 전단변형힘 AFM으로 검사한 것이다. 전체 영역은 60 ㎛ × 

60 ㎛ 이고, 측정시간은 11 분이 소요되었다. 그림 2의 (B) 영역에서는 그리드가 끊어진 것처럼 

보였지만, 전단변형힘 AFM으로 검사한 결과, 그리드의 표면은 끊어지지 않았다는 것을 알 수 있

어서, 이 영역은 단지 레이저로 인해 약간 손상되어 반사량이 감소되었다는 것을 확인할 수 있다. 

 

그림 4. 하이브리드타입 현미경으로 얻은 3차원 그리드 영상. : 그림 2의 B 영역을 다시 측정한 

영상으로 크기는 60 ㎛ × 60 ㎛이고 약 11 분의 시간이 소요됨. 
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이와 같이 공초점현미경은 빠른 속도로 영상을 얻을 수는 있지만, 시료에서 반사되는 반사광을 

이용하여 영상을 구현하기 때문에 시료의 성분이 다른 부분이나 가공된 부분에서는 높이가 다르

게 보일 수 있다. 이러한 부분의 정확한 정보를 알기 위해서는 다소 속도는 느리지만 정확한 높

이 측정이 가능한 전단변형힘 AFM으로 다시 측정하여야 할 것이다. 

 

 

3. 결론 

 

하이브리드 타입 현미경을 구성하기 위하여 공초점현미경과 전단변형힘 AFM을 구성하였다. 공초

점현미경은 시료에서 반사되는 레이저의 반사 신호를 이용하여 영상을 구현하는 현미경이다. X축 

스캐너는 튜닝포크를 이용하여 광섬유를 직접 스캔하였고, Y축 스캐너는 CD Pick-up 장치를 사

용하였다. 이로서 헤드의 크기가 작고, 이동성이 좋으며, 값이 싼 공초점현미경을 구성할 수 있었

다. 공초점현미경은 영상을 얻는데 크기의 제한이 있다. X축 스캔 영역의 제한으로 150 ㎛이상의 

영상은 양끝이 어둡게 보인다. 이러한 문제를 해결하기 위해서 영상정합 프로그램을 구성하였다. 

120 ㎛ × 120 ㎛ 크기의 영상을 얻은 후 이를 정합하여 넓은 범위의 영상을 얻을 수 있었다. 

그리고 2D 영상을 3D 영상으로 전환하여 입체적인 영상을 구현하였다. 

 

공초점현미경은 120 ㎛ × 120 ㎛ 크기의 영상을 1초에 얻을 수 있다. 이 보다 큰 영상의 경우

에는 양끝 쪽으로 갈수록 초점거리가 멀어져 반사량이 감소하는 현상이 발생하기 때문에, 영상정

합 과정에서 오류를 줄 수 있어서 크기를 제안하였다. 3 × 3 개수로 정합할 경우, 20초의 시간이 

소요되었다. 이러한 영상정합 기능을 사용하면, 큰 면적의 시료를 한눈에 관찰할 수 있어서 보다 

편리하게 표면 검사를 수행할 수 있다.  

공초점현미경은 재질이 다르거나 레이저로 가공 또는 손상된 시료의 경우, 정확한 깊이 정보를 

측정하기에 어렵다. 이점을 보완하기 위하여 전단변형힘 AFM을 구성하여 측정하였다. 연구 결과, 

공초점현미경에서는 측정이 어려웠던 깊이정보를 정확하게 측정할 수 있었다. 나노스테이지를 사

용했을 경우, 6.4 ㎚/㎳의 스캔 속도로 검사를 하기 때문에 40 ㎚의 Y축 분해능으로 32 ㎛ × 5 

㎛ 크기의 영상을 얻는데 10 분의 시간이 걸린다. 이 시스템의 수평분해능은 8㎚이고, 수직분해

능은 10 ㎚로 다른 AFM에 비해 성능이 떨어지지만, 구성이 간단하고, 헤드의 크기가 작아, 다른 

시스템과의 결합이 용이하다.  

현재 공초점현미경은 금속 표면 검사나 바이오 시료의 표면 검사에 가장 많이 사용되고 있다. 하
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지만 위에서 언급한 바와 같이 공초점현미경은 반사 신호를 이용하여 영상을 얻기 때문에 여러 

가지 성분으로 구성된 시료 표면을 검사하는데 한계가 있다. 레이저로 인해 손상된 부분이나 두 

가지 이상의 물질로 구성된 Bump, ITO Glass 등의 깊이 정보를 확인하기에는 어려웠다. 반대로 

전단변형힘 AFM은 시료의 깊이 정보는 정확하게 측정할 수 있었으나, 측정시간이 길고, 시료를 

구성하는 성분의 차이나 손상 정도 등을 측정하지는 못하였다. 이와 같이 두 현미경은 상호보완

적인 장단점을 가지고 있어서 두 현미경을 결합한 하이브리드 타입 현미경을 구성하여 보았다.  

하이브리드타입 현미경으로 그리드 영상을 얻어 본 결과, 20초 시간동안 280 ㎛ × 280 ㎛ 크기

의 영상을 얻을 수 있었다. 이렇게 얻은 2차원 영상에서 많은 구멍과 끊어진 듯한 부분이 관찰되

어 전단변형힘 AFM으로 다시 스캔하여 본 결과, 이 부분들은 레이저로 인해 손상된 부분으로 판

명되었다. 이와 같이 공초점현미경과 전단변형힘 AFM으로 구성된 하이브리드타입 현미경은 빠른 

속도로 대면적 영상을 얻을 수 있고, 정확한 3차원 표면 검사를 할 수 있어서, 어떠한 시료라도 

빠른 시간 안에 정확하게 검사할 수 있는 현미경이다.  
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요 약 : 공초점현미경과 전단변형힘 원자현미경을 이용한 하이브리드 타입 현미경을 제작하였다. 공

초점현미경은 2차원 영상을 빨리 얻을 수 있으나 정확한 3차원영상을 얻을 수 없다. 하지만 전단변형

힘 원자현미경은 느리지만 정확한 3차원 영상을 얻을 수 있다. 둘을 결합하여 장점을 살렸다.

1. 서론

공초점현미경은 마이크로 크기로 시료표면을 검사하는데 사용되고 있다. 시료

에서 반사되는 레이저의 세기를 검출기로 측정하여 표면의 형상을 나타내주는

시스템이다. 초기의 공초점현미경은 금속 표면 검사에 주로 사용되었지만, 점차

적으로 사용 분야가 넓어져 의료분야나 레이저 가공 장비 등에도 사용되었다.

본 논문에서 제안하는 공초점현미경은 광섬유가 광학 부분과 헤드부분을 연결

시켜, 이동성이 편리하고 헤드부분을 소형으로 제작할 수가 있어서 대면적 표면

검사와 오토포커싱, 혈당 측정 등에 쉽게 응용할 수 있다. 또한 광섬유를 직접 X

축으로 스캔하고, Y축 스캐너로 Compact disk(CD) 픽업 장치의 모듈을 사용함

으로써 저렴한 가격에 제작할 수 있는 이점이 있다.

이러한 공초점현미경은 시료에서 반사되는 빛의 세기를 측정하여 영상을 구현

하는 장비로 오토포커싱, 혈당 측정 실험 등에 응용할 수 있다. 오토포커싱 장비

에서는 레이저 가공 장비의 Z축 스캐너를 사용함으로 공초점현미경의 X-Y 스캐

너가 필요 없어서 헤드의 크기가 매우 작고, 커넥터 타입 광섬유를 사용하여 어

느 장비에도 간단하게 설치할 수 있다. 혈당 측정 실험은 시료의 각 층에서 반사

되는 빛의 세기를 측정하여 농도를 계산함으로 Z축 스캐너만이 필요하다. Z축

스캐너로 CD 픽업 장치의 모듈을 사용하여 구조가 간단하고 저렴하게 구성할

수 있었다. 실험은 포도당 시료를 사용하여 외부 측정 실험까지 마친 상태로

0.01% 농도차이까지 측정 가능함을 확인하였다.

전단변형힘 AFM(atomic force microscope)은 보다 정밀한 표면 측정을 하기

1) 이 논문은 2006학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임.
2) 한국외국어대학교 자연과학대학 전자물리학과 교수.
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위하여 구성하게 되었다. 레이저로 가공된 시료들은 여러 가지 성분으로 이루어

져 있다. 각 성분마다 레이저에 대한 반사율이 틀리기 때문에 반사신호를 이용하

여 표면 측정을 하는 공초점현미경으로는 정확한 표면 정보를 측정하기가 어렵

다. 이러한 부분을 보완하기 위하여 전단변형힘 AFM을 구성하였고, 이것을 공초

점현미경과 결합하여 하이브리드타입 현민경을 제작하게 되었다.

하이브리드 타입 현미경은 공초점현미경과 전단변형힘 AFM으로 구성되어져

있어서, 측정시간이 빠른 공초점현미경으로 대면적 시료의 검사를 수행한 후, 다

소 구별이 잘 안되는 부분은 전단변형힘 AFM으로 다시 한번 측정하는 시스템이

다. 공초점현미경의 최대 스캔범위는 120 ㎛ × 120 ㎛으로 왜곡(모양, 밝기차)이

영상 정합 프로그램을 사용하는데 지장이 없을 만큼 줄여서 측정하였다. 전단변

형힘 AFM 실험은 분해능은 다소 떨어지나 측정범위가 넓은 스테이지와 측정범

위는 작으나 분해능이 좋은 정밀 나노스테이지 두 종류를 사용하여 실험하였다.

스텝 방식의 스테이지는 측정범위가 최대 100 ㎜ × 100 ㎜로 매우 넓으나 진동

에 의한 측정오차가 약 60 ㎚로 측정되었다. 여기에 전기적인 잡음이 약 40 ㎚

작용하여 총 100 ㎚의 노이즈가 나타났다. 압전소자를 이용한 나노스테이지는 측

정범위가 40 ㎛ × 40 ㎛으로 매우 적으나, 전기적인 잡음에 의한 오차가 약 10

㎚만 나타날 뿐 진동에 의한 측정오차는 나타나지 않았다. 하이브리드타입 현미

경에서는 시료가 공초점현미경 헤드와 전단변형힘 AFM 헤드로 이동하여야 함으

로 분해능은 다소 떨어지지만 이동범위가 큰 스텝 방식의 스테이지를 사용하였

다.

이러한 하이브리드타입 현미경은 마이크로 크기의 검사에서 대면적의 시료를

빠른 시간에 측정하고, 정밀한 검사가 필요한 부분만을 전단변형힘 AFM으로 측

정함으로 반도체, PCB(printed circuit board), ITO(Indium-Tin Oxide) 등의 검사

에 유용하게 사용될 수 있다.

2. 하이브리드타입 현미경 실험 및 결과

그림 1은 하이브리드타입 현미경의 실험 구성도이다. 공초점현미경과 전단변형

힘 AFM은 X-Y-Z 스테이지에 고정되어 있고, 시료는 X-Y 정밀스테이지에 고

정되어 있다. 영상의 측정은 공초점현미경에서 2D 영상이 측정되고, 다시 시료를

전단변형힘 AFM으로 이동시켜 측정하게 된다.
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  그림 1. 하이브리드타입 현미경의 구성도.

공초점현미경에서는 영상정합 프로그램을 사용하여 대면적의 영상을 얻는다.

먼저 X-Y 방향으로 얻을 영상의 개수와 영상간의 간격을 입력하여 원하는 영역

의 영상을 획득한 뒤, 전체영상으로 합성시켜 준다. 이때 영상 한 개를 얻는데

걸리는 시간은 1초이고, 영상의 크기는 120 ㎛ × 120 ㎛로 고정되어 있다. 사용

된 시료는 60 ㎛의 간격을 갖는 그리드이다.

그림 2는 대면적 공초점현미경으로 얻은 그리드 영상이다. 120 ㎛ × 120 ㎛ 크

기의 3 × 3의 영상을 얻었고 영상정합 프로그램을 사용하여 정합시켰다. 영상간

의 간격이 40 ㎛이므로 전체 영상의 크기는 280 ㎛ × 280 ㎛이고, 영상을 얻는데

걸린 시간은 영상을 얻는데 9초, 정밀스테이지를 이동시키는데 4 초, 프로그램

구동 시간이 7 초가 소요되어 총 20 초의 시간이 걸렸다.

  그림 2. 대면적 공초점현미경으로 얻은 그리드 영상. : 각 영상의 크기는 

120 ㎛ × 120 ㎛이고, 대면적 영상의 크기는 280 ㎛ × 280 ㎛이고 정

합하는데 20 초가 소요됨.
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이와 같이 대면적 공초점현미경을 이용하면 넓은 영역의 시료표면을 짧은 시

간 안에 검사할 수 있다. 하지만 그림 2의 (B)영역을 보면 그리드가 끊어진 것처

럼 보인다. 이러한 부분은 실재로 끊어진 것인지, 아니면 열적인 손상으로 인해

레이저의 반사량이 감소해서 끊어진 것처럼 보이는 것인지를 다시 한 번 검사하

여야 한다. 이때 사용되는 검사장비가 전단변형힘 AFM이다.

그림 3은 그림 2의 (A) 영역을 전단변형힘 AFM으로 다시 측정하여 본 것이

다. 전체 영상의 크기는 120 ㎛ × 100 ㎛이고, 측정 시간은 38 분 소요되었다. 시

료는 약 50 ㎛ 두께의 그리드를 슬라이드글라스에 붙여서 사용하였다. 그리드의

들어간 부분의 깊이가 50 ㎛ 이므로 광섬유 팁은 바닥에 닿지 않고 공중에 떠

있게 된다. 즉, 팁이 아랫방향으로 최대 15 ㎛를 들어갈 수 있으므로 공중에 떠

있게 되는 것이다. 그럼에도 불구하고 시료의 바닥영상은 우둘투둘한 것이 시료

표면과 비슷하게 나오는데 이는 회로에서 발생한 전기노이즈 때문이다. 또한 그

림 2의 (A) 영역 영상에선 밝고 어두운 라인이 보이고 표면에 흠집이 있는 것처

럼 보이는데, 밝고 어두운 라인은 공초점현미경에서 X축 스캔 시 발생하는 약간

의 높이차 때문이고, 흠집은 레이저로 인해 타버린 부분의 반사량이 적어서 나타

나는 현상이다. 하지만 그림 3에서는 표면이 매우 편평하게 나타남을 볼 수 있

다.

그림 3. 하이브리드타입 현미경으로 얻은 3차원 그리드 영상.  : 그림 2의 A영

역을 다시 측정한 영상으로 크기는 120 ㎛ × 100 ㎛이고 약 38 분의 시간이 

소요됨.
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그림 4는 그림 2의 (B) 영역을 전단변형힘 AFM으로 검사한 것이다. 전체 영

역은 60 ㎛ × 60 ㎛ 이고, 측정시간은 11 분이 소요되었다. 그림 2의 (B) 영역에

서는 그리드가 끊어진 것처럼 보였지만, 전단변형힘 AFM으로 검사한 결과, 그리

드의 표면은 끊어지지 않았다는 것을 알 수 있어서, 이 영역은 단지 레이저로 인

해 약간 손상되어 반사량이 감소되었다는 것을 확인할 수 있다.

그림 4. 하이브리드타입 현미경으로 얻은 3차원 그리드 영상.  : 그림 2의 B 영

역을 다시 측정한 영상으로 크기는 60 ㎛ × 60 ㎛이고 약 11 분의 시

간이 소요됨.

이와 같이 공초점현미경은 빠른 속도로 영상을 얻을 수는 있지만, 시료에서 반사

되는 반사광을 이용하여 영상을 구현하기 때문에 시료의 성분이 다른 부분이나

가공된 부분에서는 높이가 다르게 보일 수 있다. 이러한 부분의 정확한 정보를

알기 위해서는 다소 속도는 느리지만 정확한 높이 측정이 가능한 전단변형힘

AFM으로 다시 측정하여야 할 것이다.
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3. 결론

하이브리드 타입 현미경을 구성하기 위하여 공초점현미경과 전단변형힘 AFM을

구성하였다. 공초점현미경은 시료에서 반사되는 레이저의 반사 신호를 이용하여

영상을 구현하는 현미경이다. X축 스캐너는 튜닝포크를 이용하여 광섬유를 직접

스캔하였고, Y축 스캐너는 CD Pick-up 장치를 사용하였다. 이로서 헤드의 크기

가 작고, 이동성이 좋으며, 값이 싼 공초점현미경을 구성할 수 있었다. 공초점현

미경은 영상을 얻는데 크기의 제한이 있다. X축 스캔 영역의 제한으로 150 ㎛이

상의 영상은 양끝이 어둡게 보인다. 이러한 문제를 해결하기 위해서 영상정합 프

로그램을 구성하였다. 120 ㎛ × 120 ㎛ 크기의 영상을 얻은 후 이를 정합하여 넓

은 범위의 영상을 얻을 수 있었다. 그리고 2D 영상을 3D 영상으로 전환하여 입

체적인 영상을 구현하였다.

공초점현미경은 120 ㎛ × 120 ㎛ 크기의 영상을 1초에 얻을 수 있다. 이 보다 큰

영상의 경우에는 양끝 쪽으로 갈수록 초점거리가 멀어져 반사량이 감소하는 현

상이 발생하기 때문에, 영상정합 과정에서 오류를 줄 수 있어서 크기를 제안하였

다. 3 × 3 개수로 정합할 경우, 20초의 시간이 소요되었다. 이러한 영상정합 기능

을 사용하면, 큰 면적의 시료를 한눈에 관찰할 수 있어서 보다 편리하게 표면 검

사를 수행할 수 있다.

공초점현미경은 재질이 다르거나 레이저로 가공 또는 손상된 시료의 경우, 정확

한 깊이 정보를 측정하기에 어렵다. 이점을 보완하기 위하여 전단변형힘 AFM을

구성하여 측정하였다. 연구 결과, 공초점현미경에서는 측정이 어려웠던 깊이정보

를 정확하게 측정할 수 있었다. 나노스테이지를 사용했을 경우, 6.4 ㎚/㎳의 스캔

속도로 검사를 하기 때문에 40 ㎚의 Y축 분해능으로 32 ㎛ × 5 ㎛ 크기의 영상

을 얻는데 10 분의 시간이 걸린다. 이 시스템의 수평분해능은 8㎚이고, 수직분해

능은 10 ㎚로 다른 AFM에 비해 성능이 떨어지지만, 구성이 간단하고, 헤드의 크

기가 작아, 다른 시스템과의 결합이 용이하다.

현재 공초점현미경은 금속 표면 검사나 바이오 시료의 표면 검사에 가장 많이

사용되고 있다. 하지만 위에서 언급한 바와 같이 공초점현미경은 반사 신호를 이

용하여 영상을 얻기 때문에 여러 가지 성분으로 구성된 시료 표면을 검사하는데

한계가 있다. 레이저로 인해 손상된 부분이나 두 가지 이상의 물질로 구성된

Bump, ITO Glass 등의 깊이 정보를 확인하기에는 어려웠다. 반대로 전단변형힘

AFM은 시료의 깊이 정보는 정확하게 측정할 수 있었으나, 측정시간이 길고, 시
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료를 구성하는 성분의 차이나 손상 정도 등을 측정하지는 못하였다. 이와 같이

두 현미경은 상호보완적인 장단점을 가지고 있어서 두 현미경을 결합한 하이브

리드 타입 현미경을 구성하여 보았다.

하이브리드타입 현미경으로 그리드 영상을 얻어 본 결과, 20초 시간동안 280 ㎛

× 280 ㎛ 크기의 영상을 얻을 수 있었다. 이렇게 얻은 2차원 영상에서 많은 구멍

과 끊어진 듯한 부분이 관찰되어 전단변형힘 AFM으로 다시 스캔하여 본 결과,

이 부분들은 레이저로 인해 손상된 부분으로 판명되었다. 이와 같이 공초점현미

경과 전단변형힘 AFM으로 구성된 하이브리드타입 현미경은 빠른 속도로 대면적

영상을 얻을 수 있고, 정확한 3차원 표면 검사를 할 수 있어서, 어떠한 시료라도

빠른 시간 안에 정확하게 검사할 수 있는 현미경이다.
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전사활성인자 NFAT 활성억제 물질의 탐색 및 활성분석1)

박 중 찬2)

요 약 : 전사조절인자 NFAT는 활성화된 면역세포에서 여러 사이토카인 및 세포 표면 단백질의 발

현에 중요한 역할을 하는 단백질로 면역반응의 유도 및 조절에 중요한 역할을 한다. NFAT-gal 플라

스미드가 유전체에 안정되게 삽입된 Jurkat T 세포주를 이용하여 NFAT 전사활성을 억제하는 유기

화합물을 화합물라이브러리로부터 얻었다. 선별된 화합물들은 2.9 - 25.6 nM 수준의 NFAT 활성억

제에 대한 IC50 값을 나타냈다. 선별된 화합물은 NFAT의 인산화를 촉진하였으며 NFAT의 핵내로의

이동을 일부 억제하는 것을 관찰할 수 있었다.

I. 서론

면역반응은 외부로부터 감염되는 병원체를 제거하여 우리 인체를 보호하는

역할을 가지고 있지만, 그 강도가 지나치거나 혹은 한쪽으로 치우침으로 인하여

오히려 인체에 해를 끼친다는 점에서 치료의 목적에서 면역활성의 억제가 필요

하기도 하다. Nuclear factor of activated T cells (NFAT)는 활성화된 면역세포

들에서 면역반응의 유도와 조절에 필수적인 여러 cytokine 유전자 (IL-2, -3, -4,

-5, GM-CSF, TNF-α, IFN-γ, 등) 및 세포 표면인자 (CD40L, FasL, IL-2Rα) 등

의 발현에 중요한 역할을 하는 전사조절인자(transcription factor)이다(1, 2). 일

부 심각한 면역결핍증상을 나타내는 환자들에게서 NFAT의 기능이 결손과

cytokine 유전자의 발현이 현저하게 결핍이 서로 상관되어 있다(2). 특히 매우 우

수한 면역억제효과로 임상에서 널리 사용되고 있는 면역억제제 cyclsorporin A

(CsA) 와 FK-506에 의한 cytokines 생성의 방해가 주로 NFAT의 기능을 억제

함으로써 이루어진다는 것이 알려짐에 따라(3,4), calcineurin과 같은 세포 내 신

호전달의 중간 매개자가가 아닌 최종 역할자인 전사조절인자 NFAT의 기능을

새로운 방법으로 억제함으로써 기존의 면역억제제들이 가지고 있는 부작용(2,5)

을 감소시킬 수 있는 새로운 면역억제 방법을 얻을 수 있으리라고 기대된다.

4개의 구성원(NFAT1-4)으로 이루어진 NFAT family members의 활성화는

Ca2+/calmodulin-의존적 단백질 탈인산화 효소인 calcineurin에 의해서 매우 엄

격하게 조절된다. NFAT 단백질은 비활성화 상태의 세포에서 인산화된 상태로

1) 이 논문은 2006년 한국외국어대학교 교내학술연구비 지원에 의한 연구결과임.
2) 한국외국어대학교 자연과학대학 생명공학과 교수.



박 중 찬

세포질에 존재하다, 항원수용체의 자극에 의해서 유도된 세포내의 Ca2+ 농도의

증가로 활성화된 calcineurin에 의해서 탈인산화된다. 탈인산화된 NFAT는 핵내

로 이동하여 다른 전사조절인자들과 함께 NFAT 표적유전자의 전사를 조절한다.

이러한 NFAT 활성화 과정중, CsA와 FK-506은 이들의 세포 내 수용체인

cyclophilins 과 FK-506 binding proteins (FKBPs) 와 각각 결합하여 calcineurin

의 탈인산화 기능을 저해함으로써 NFAT의 탈인산화를 방해하고, 결과적으로 세

포질내의 NFAT 단백질이 핵 내로 이동하는 것을 방해한다(6,7). NFAT 단백질

의 탈인산화를 일으키는 calcineurin의 활성은 핵 내로 이동한 NFAT의 활성을

유지하는데도 필요한 것으로 생각된다. 세포내의 Ca2+ 농도가 감소하거나 CsA

또는 FK-506의 처리에 의해서 calcineurin 활성이 억제되었을 때, 핵 내로 들어

왔던 NFAT 단백질은 다시 인산화되고 DNA 결합능을 잃어 핵 밖으로 이동하는

재순환 과정을 나타낸다 (2). 따라서 단백질 인산화 상태에 따른 NFAT의 세포

내 위치 및 DNA 결합능의 변화는 NFAT 활성조절에 중요한 요소라 생각되며,

단백질 인산화 효소인 GSK-3, CK1α, JNK2 등이 NFAT의 인산화와 핵으로부터

세포질로의 이동을 촉진한다는 점에서 NFAT kinase의 기능을 수행한다고 보고

되었다 (7,8,9).

본 논문에서는 NFAT를 표적으로 하는 새로운 면역억제제의 개발을 위하여

NFAT reporter gene construct를 안정적으로 transfection한 Jurkat T cell 세포

주를 이용하여 화합물라이브러리를 탐색하였고, 이로부터 NFAT 전사활성을 매

우 효과적으로 억제하는 후보물질을 얻었으며, 이들의 인산화 상태를 조사하였

다.

II. 실험 재료 및 방법

세포주 및 배양

Jurkat 및 Jurkat NFAT 세포주는 RPMI 1640 (GibcoBRL, USA)에 10 %

Fetal bovine serum (HyClone, USA), 2 mM L-glutamine, 100 U penicillin/

streptomycin 을 첨가한 배지에서 배양하였다. 배양은 37 ℃, 5 % CO2 배양기에

서 이루어졌으며, 필요에 따라서 20 ng/ml PMA와 2 μM ionomycin으로 세포를

자극하였다. NFAT 활성억제에 대한 positive control로 사용된 CsA 농도는 1 μ

M을 사용하였다.
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NFAT 활성분석

한화로부터 만들어진 새로운 화합물의 NFAT 활성억제 분석은 NFAT

reporter construct인 pNFAT-gal을 Jurkat cell의 유전제로 안정적으로 삽입시켜

만든 Jurkat NFAT 세포주를 이용하여 분석하였다. 분석방법은 24 well 분석법

을 이용하였고 2-3회 이상의 반복 실험을 통하여 최종 결과를 얻는다. 시료 1개

당 7x105cell/well 로 24 well plate에 접종한 후, 20 ng/ml PMA (Sigam, USA)

와 2 μM ionomycin (Sigma, USA)으로 세포를 활성화하였다. 시료 화합물을 정

해진 농도로 첨가한 후, 37 ℃에서 6시간 배양하였다. 1.5 ml tube에 옮겨 세포를

수확하고, 1x PBS 500 μl로 1회 세척, 1x reporter lysis buffer (Promega, USA)

110μl를 넣고 vortex하여 세포를 깬다. 4 ℃, 12000rpm에서 10분 간 원심분리한

후, cell lysate를 새 tube에 옮긴다. 96 well dark plate에 20- 30 μl의 cell

extract를 β-galactosidase (NFAT 활성) 분석 반응용액 150 μl와 함께 넣고 37

℃에서 30분간 반응하였다. 반응용액의 조성은 다음과 같다: 1 mM MgCl2 , 50

μM 2-Mercaptoethanol, 1 mM 4-methyl-lumbellifery-galactoside (MUG), 100

mM sodium phosphate buffer, pH7.3. 반응을 마친 후, plate를

Fluoro/Lumino-combined plate reader (Fusion TR-FRET, Packard Bioscience)

로 excitation: 440nm, emission: 365nm에서 반응산물인 4-methyl-lumbelliferone

의 형광을 측정하였다.

NFAT Western blotting

Jurkat cells (1 X 106 cells)에 1 μM CsA 또는 다양한 농도의 선별된 화합물

을 20분간 37OC 에서 먼저 처리한 후, 1 μM ionomycin으로 세포를 30분간 추가

로 자극하였다. 세포를 수확하여 30 μl buffer (40 mM Tris-HCl, pH 7.8, 60

mM sodium pyrophosphate, 10 mM EDTA)에 다시 풀고 같은 부피의 20%

SDS를 넣고 10분간 끓여 세포를 파괴하였다. 5분간 원심분리하여 상등액을 7%

SDS-PAGE gel에서 분리하였다. gel에서 분리된 단백질을 nitrocellulose filter에

옮긴 후, Western blotting을 수행하였다. Anti-NFAT1 단일클론 항체 (BD

Bioscience)를 1:2500 희석하여 primary incubation을 수행하였고, 1:5000 희석된

anti-mouse IgG-HRP 항체를 secondary incubation 한 후, Luminol Reagent

(Santa Cruz Biotechnology)로 감지하였다. Jurkat 세포의 핵과 세포질 분리를

위하여, Fraction buffer A(10mM HEPES pH 7.9, 1.5mM MgCl2, 10mM KCl,
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0.05% NP-40)를 첨가해 주고 10분간 얼음에 둔 후, 90 % 이상의 세포막 파괴를

현미경에서 확인하였다. 1200rpm에서 10분 간 원심분리하여 핵을 침전시킨후, 세

포질 단백질이 포함되어있는 상등액은 새 튜브에 옮기고 핵 단백질 추출을 위해

서 남아있는 pellet을 Fraction buffer C(20mM HEPES pH 7.9, 25% glycerol,

420mM NaCl, 1.5mM MgCl2, 0.2mM EDTA)에서 30분간 얼음에 방치한 후,

12000rpm에서 10분간 원심분리하여 핵 단백질이 포함된 상등액을 얻었다.

III. 결과 및 고찰

Jurkat NFAT 세포주를 이용한 NFAT 활성억제 화합물 탐색

NFAT 단백질의 전사활성을 억제하는 화합물의 탐색을 위하여 NFAT

reporter construct가 유전체 내에 안정적으로 삽입된 T cell 세포주 Jurkat

NFAT 세포주를 이용하여 한국화합물 은행의 대표화합물을 탐색하였다. Jurkat

NFAT 세포주는 reporter 유전자로 β-galactosidase를 가지고 있으며, 이 유전자

의 활성분석은 4-methylumbelliferone β-D-galactopyranoside (MUG)를 기질로

이용하여 산물인 4-methylumbelliferone (4-MU)의 발생정도를 형광을 측정하여

매우 민감하게 측정할 수 있다 (Figure 1A). 이 세포주를 이용하여 화합물 탐색

할 결과 NFAT 활성을 억제하는 몇 개의 화합물을 얻을 수 있었다. 이들중

HWY-4213t, HCI-12031, HCI-12080, HCI-12096, HCI-12097 등이 높은 억제활

성을 나타내는 것으로 나타났다 (Figure 1B).

선별된 화합물의 NFAT 억제활성

화합물 라이브러리의 탐색을 통하여 선별한 화합물들의 NFAT 억제활성을

분석하기 위하여 NFAT 활성억제에 대한 각 화합물의 IC50을 측정하였다. 측정

결과 선별된 화합물은 2.9 - 25.8 nM의 매우 낮은 값을 나타냈다. 이는 강력한

면역억제 활성으로 전세계 면역억제 시장의 80% 이상을 차지하고 있는 CsA의

IC50 값이 1.0 nM 이라는 점에서 이와 매우 유사한 억제활성을 나타내고 있음을

알 수 있다.
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Figure 1. Screening of NFAT inhibitor from a small chemical library (A) Jurkcat

NFAT cells established by stable transfection of a pNFAT-gal construct. (B) β

-galactosidse assay for the selection of NFAT inhibitor from a small chemical library



박 중 찬

Figure 2. IC50 values of selected NFAT inhibitors To determine IC50 concentraiton of

the selected NFAT inhibitory compounds, NFAT reporter assays were carried out at

4-5 points of different concentrations. IC50 values are summarized in the table.
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선별된 화합물에 의한 NFAT 단백질의 인산화 및 새포내 위치

NFAT 단백질의 활성은 이 단백질의 인산화 상태에 의해서 크게 영향을 받

는다. NFAT의 인산화는 핵으로의 이동을 막을 뿐만 아니라 DNA 결합도 억제

한다. 따라서 선별된 화합물이 NFAT의 인산화 상태를 변형시키는 가를 확인하

기 위하여 Jurkat T cell에 화합물을 처리한 후 NFAT Western blot 분석을 통

하여 NFAT 인산화 형태의 변화를 관찰하였다 (Figure 3A). 선별된 화합물 중의

하나인 HCI-12031의 농도가 증가됨에 따라 NFAT의 인산화된 형태가 증가하는

것을 관찰 할 수 있었으며, 1 μM의 농도에서는 거의 대부분의 NFAT가 인산화

된 형태로 존재하는 것으로 나타났다. 하지만 SDS-PAGE gel 상에서 이동 정도

를 비교할 때, HCI-12031에 의한 인산화 정도는 CsA를 처리했을 때와 다른 것

으로 추측된다. 이는 선별된 화합물에 의한 NFAT 활성억제가 Calcineurin의 탈

인산화 활성을 억제하는 CsA와는 다르다는 것을 암시한다. 앞으로 calcineurin의

탈인산화 활성 조사를 포함하여 추가적인 실험을 통하여 이를 명확히 할 예정이

다.

선별된 화합물에 의해서 NFAT 인산화가 변화함을 관찰함에 따라 NFAT의

새포내 위치에도 변화가 발생되는 가를 확인하기 위하여 Jurkat cells에 화합물

처리 후, 핵 단백질과 세포질 단백질을 분리하여 NFAT에 대한 Western blot을

수행하였다 (Figure 3B). 세포질 속의 NFAT 양을 비교한 결과 화합물 처리 하

였을 때가 처리하지 않았을 때에 비하여 세포질에 NFAT가 더 많이 존재하였다.

하지만 세포질에 존재하는 NFAT의 양은 CsA를 처리하였을 때보다 적은 것으

로 나타났다. 이는 NFAT 단백질의 인산화 상태와 핵에서의 NFAT 존재가 알려

진 바와 같이 상관관계가 있음을 나타내나 양적인 면에 있어서 다소 불일치를

나타낸다는 점에서 선별된 화합물에 의한 NFAT 활성억제가 인산화에 따른 세

포내 위치 제한외에도 DNA결합과 같은 다른 요소에도 작용할 것으로 예상된다.
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Figure 3. Effects of NFAT inhibitors on its phosphorylation and subcellular localization

(A) Western blot assay of NFAT from Jurkat cells after treated with the increasing

amounts of HCI-12031. Jurakt cells were treated with the selected compounds as

indicated for 30 min. Whole cell lysates were subject to the Western blot assay. (B)

Subcelluar localization of NFAT by the Western blot assay. After treatment with the

compounds as indicated, Jurakt cells were fractionated to the nucleus and the cytosol.

NFAT proteins present in each fraction were detected by Western blot.
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Selection of small organic compounds that inhibits transcriptional activity of

NFAT

Jungchan Park

Dept. of Bioscience and Biotechnology, Hankuk University of Foreign Studies

Abstract: Transcription factor NFAT plays pivotal roles in transcriptional

induction of many cytokine and cell surface protein genes which are

important for induction and coordination of the immune response. By using

Jurkat NFAT cells that contain stably transfected an NFAT reporter

construct pNFAT-gal, several small organic compounds were selected from a

chemical library. The selected compounds have shown very strong inhibitory

activity with the IC50 values of 2.9 - 25.6 nM against NFAT. These

compounds promoted NFAT phosphorylation and also substantially inhibited

translocation of NFAT proteins to the nucleus.
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1)

- The Effect of Replicates in Generating Correlated Count Data-

Kyung-Seok Yoo
2)
and Heungsun Park

3)

요 약 : 계수형 상관자료는 다변량자료분석 뿐 아니라, 반복측정자료와 같은 고급통계분석을 요구하

는 많은 분야에서 접하게 되는 자료형태이다. 본 연구는 이산형(count data)인 다변량 포아송분포

(multivariate poisson distribution)를 따르는 확률난수를 생성함에 있어서 반복측정회수의 증가가 생

성된 확률난수의 상관관계를 적절히 나타내 주고 있는지를 확인하는데 그 목적이 있다. 즉, 측정된

상관계수가 실제 상관계수와 얼마나 일치하는가를 알아보고 디자인행렬의 반복측정횟수의 증가가 상

관계수의 변화를 가져오는지 알아보았다.

Ⅰ. 서 론

우리가 사용하고 있는 대부분의 이론적인 공식이나 알고리즘들은 독립자료

(independent data) 라는 가정 하에 성립되고 있지만 우리가 실제 생활에서 주로

사용하는 data는 주변에서 영향을 주는 상관자료(correlated data)가 대부분인 것

이 현실이다. 본 연구 내용을 간략이 언급하면,   가 독립이 아니고 상관성이

있는 경우에, 평균모수 가 주어졌을 때 correlated poisson 분포를 따르는 Y를

생성하면서, 디자인 행렬의 크기가 증가함에 따라 생성되는 Yij의 상관계수의 변

화를 살펴보았다.

1.1. Poisson distribution

이산확률분포에서 이항분포만큼 중요한 위치를 차지하는 분포가 포아송분포이

다. 포아송분포는 19세기에 활약했던 스위스 수학자 포아송 (S.D.Poisson, 1781～

1840)에 의해 소개된 이산확률분포이다. 단위 공간이나 단위 시간 내에서 발생하

는 사건의 수를 확률변수 X라 하면 X는 포아송 분포를 따르게 된다. 이렇게 표

본이 크고 나타날 가능성이 희박한 경우에는 발생하는 사건 수를 확률변수 X라

하자. 그러면 확률변수 X의 확률함수는

1) 본 연구는 한국외국어대학교 2006년 교내연구비에 의해 수행된 것임.
2) 한국외국어대학교 정보통계학과 학부학생.
3) 한국외국어대학교 정보통계학과 교수.
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 

exp 
      

이며, 평균이  , 분산도  인 분포를 갖게 된다.

1.2 Multivariate Poisson Random variable 생성

이 절에서 사용되는 Poisson Random Variable 은 X행렬로 생성되는데, X행

렬은 X1과 X2행렬의 결합으로 이루어진다. 반복수가 3인 경우 X1, X2 각 행렬

은 3×3 행렬로 1st column은 intercept이고, 2nd col에서 0은 남자를 1은 여자를

의미한다. 그리고 3rd col은 시간의 흐름을 의미한다. 즉, X1행렬은 남자, X2 행

렬은 여자의 자료이다.

 










  
  
  

  










  
  
  

 


 

















  
  
  
  
  
  

  













반복수가 4인 경우 X1, X2 각 행렬은 4×3 행렬로 시간의 흐름이 한 시점 증가하

게 되는 행렬이다.

 











  
  
  
  

  











  
  
  
  

이렇게 만들어진 X행렬로 Multivatiate Poisson distribution 을 따르는 Y를 랜덤

으로 생성한다. X행렬은 POI_SJ(김선정, 2005) 알고리즘에 의해 랜덤으로 생성된

다.  {0.1, 1.0, 0.2} 로 고정한 후, 각각의 독립변수를 생성하고 이에 따른 종

속변수 y1,y2,y3를 생성한다. Poisson 분포이므로 y의 평균은 exp로 계산된다.
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II. 본 론

2.1 CS(Compound Symmetry)에 의한, Simulation 결과

CS(Compound Symmetry)에서 상관행렬 R은 다음과 같이 정의된다.

 











   
   
   
   

X행렬의 Group에 따라 Subject 수 NS=( 50, 100, 200 )를 정하고 상관행렬 α

={0.001, 0.3, 0.5, 0.8, 0.999 } 로 지정한 후 Iteration number=500으로 총

Simulation을 30회를 가동하였다. Simulation 가동 후 생성되는 각각의 Y1, Y2,

Y3사이에 대한 상관관계의 평균을 구한다. 위의 알고리즘의 결과는 다음과 같다.

r12 3x3 4x4

ρ = 0.001

N =  50 0.2806 0.3969

N = 100 0.2667 0.4026

N = 200 0.3065 0.3545

ρ = 0.3

N =  50 0.4171 0.6031

N = 100 0.4355 0.6006

N = 200 0.4735 0.5554

ρ = 0.5

N =  50 0.5696 0.7178

N = 100 0.5720 0.7162

N = 200 0.6148 0.6809

ρ = 0.8

N =  50 0.8325 0.8532

N = 100 0.8530 0.8670

N = 200 0.8457 0.8655

ρ = 0.999

N =  50 0.9301 0.9232

N = 100 0.8899 0.9102

N = 200 0.9114 0.8999
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r13 3x3 4x4

ρ = 0.001

N =  50 0.4157 0.3975

N = 100 0.4492 0.3998

N = 200 0.4458 0.3653

ρ = 0.3

N =  50 0.5411 0.5786

N = 100 0.5713 0.6071

N = 200 0.5660 0.5877

ρ = 0.5

N =  50 0.6819 0.7355

N = 100 0.7006 0.7379

N = 200 0.6958 0.7261

ρ = 0.8

N =  50 0.8563 0.8533

N = 100 0.8643 0.8623

N = 200 0.8531 0.8473

ρ = 0.999

N =  50 0.8753 0.8802

N = 100 0.8899 0.8687

N = 200 0.8902 0.8558

r23 3x3 4x4

ρ = 0.001

N =  50 0.3063 0.3178

N = 100 0.3007 0.3798

N = 200 0.3203 0.4005

ρ = 0.3

N =  50 0.3848 0.5490

N = 100 0.4296 0.6129

N = 200 0.4556 0.5803

ρ = 0.5

N =  50 0.5195 0.6804

N = 100 0.5538 0.7148

N = 200 0.5800 0.6871

ρ = 0.8

N =  50 0.7751 0.8573

N = 100 0.7819 0.8577

N = 200 0.7889 0.8331

ρ = 0.999

N =  50 0.8749 0.8954

N = 100 0.8671 0.8793

N = 200 0.8718 0.8707
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반복수가 4인 경우, X1, X2로 생성되는 Y는 4x4 matrix가 되어서, 

Y12(r12), Y13(r13), Y23(r23) 외에 Y14, Y24, Y34가 생성된다. 하지만 분석목

적이 반복수가 3인 경우의 생성되는 Y의 상관행렬의 각각의 element와 대응하

여 모평균 검정에 의한 상관도 비교이므로 Y14, Y24, Y34는 생략하였다.

2.2 반복수별 에 대한 상관도 비교

반복수가 3인 경우와 4인 경우의 에 대한 비교는 위에서 언급한 

CS(Compound Symmetry)에 의한 R matrix가 주어진 2개의 그룹의 모형을 얼

마나 잘 설명해주는지를 나타내는 하나의 척도가 될 수 있을 것이다. 다음은 

Sample Size(NS)=100, R={0.001, 0.5, 0.999}인 경우에 위 두 그룹의 에 대

한 Box-Plot 을 나타낸 것이다.

● R에 대한 Corr(Yi, Yj)

그림 1  rho=0.5  (r23) 그림 2   rho=0.5  (r13)
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그림 3  rho=0.001  (r13) 그림 4   rho=0.001  (r23)

그림 5   rho=0.001  (r12) 그림 6   rho=0.5  (r12)

그림 7  rho=0.999  (r12) 그림 8  rho=0.999  (r13)
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그림 9   rho=0.999 (r23)

위 Box-Plot을 살펴보면 R = 0.001 인 경우, Corr(Yi, Yj)가 두 그룹 모두 약

0.37-0.38로 나타나고 있고 두 그룹간의 Yij의 변화는 별로 없다고 보여진다. R

= 0.5인 경우, Corr(Yi, Yj)가 두 그룹 모두 약 0.67-0.69로 변화하고 있고 R =

0.001일 때와 마찬가지로, 두 그룹간의 Yij의 상관계수의 평균변화는 별로 없다고

보여 지는 반면, 분산은 반복수가 증가함에 따라 증가하는 모습을 보여주고 있

다. 그러나 R=0.999인 경우, Corr(Yi, Yj)는 그룹1 보다 그룹2에 correlation이 더

낮게 나타남으로서, 두 그룹간의 차이가 눈에 띄게 차이가 나타남을 알 수 있고

또한 Yij의 element인 r12, r13, r23에 대한 이 차이가 나타난다는 점도 알 수

있다. 그룹1에서의 Yij는 0.88-0.92로 나타나고 있고 그룹2에서의 Yij는 0.85-0.87

로 나타나고 있음을 알 수 있다. 따라서, 반복수가 증가함에 따라 상관관계가

큰 자료생성에는 반복수의 크기가 3보다 클 경우 문제가 발생할 소지가 많다.

2.4 R이 주어졌을 때의 집단별 의 차이 검정

앞 절에서 반복수에 따라 R-value가 주어졌을 때, 각각의 이 R보다 높은 수

치를 나타내고 있음을 알 수 있었다. 그렇다면, Simulation을 통해 얻어진 Y에

대해서 각각의 element(r12, r13, r23)가 주어진 R-value와 차이가 있는지 검정할

필요가 있을 것이다.

R=0.5로 주어졌을 때, 반복수별 에 대한 검정을 실시하였다.
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● dim(x)=3

The TTEST Procedure

T-Tests

Variable DF t Value Pr > |t|

r12 499 72.68 <.0001

r13 499 81.84 <.0001

r23 499 75.42 <.0001

● dim(x)=4

The TTEST Procedure

T-Tests

Variable DF t Value Pr > |t|

r12 499 71.23 <.0001

r13 499 79.39 <.0001

r23 499 76.70 <.0001

위의 결과를 보면 주어진 가설 H0 :  = 0.5에 대한 p-value가 반복수가 3인

경우와 4인 경우의 각각의 element가 주어진 유의수준 하에서 모두 기각됨을 알

수 있다. 따라서 두 그룹의 이 0.5라는 뚜렷한 근거가 없다고 할 수 있다.

단일 그룹의 모평균 검정이 기각됨에 따라 두 그룹의 은 R-value와 다른 값

을 갖는다. 그렇다면 두 그룹 사이의 은 같은 값을 갖는지에 대한 검정을 함으
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로서 디자인행렬의 dimension의 증가에 연관성이 있는지를 알아볼 수 있을 것이

다.

다음은 N=50, R = {0.001, 0.3, 0.5, 0.8, 0.999}에서 두 그룹의 Simulation을 통

해 얻은 평균을 각각의 element별로 대응비교를 하였다. ( H0 :    vs H1 :

 ≠  ) 두 그룹간의 R에 따른 Yij(r12, r13, r23)의 모평균 비교를 실시한 결

과 R이 0.001, 0.5인 경우 유의수준 0.05 에서 H0를 기각하지 못하게 되고 R이

0.5인 경우 유의수준 0.05에서 H0를 기각한다. 즉, R이 0.001, 0.5인 경우,

dimension에 따른 상관계수가 서로 같다고 할 수 있고 R이 0.999인 경우,

dimension에 따른 상관계수가 같다고 할 수 없다.

Ⅲ. 결 론

주어진 data가 독립자료(independent data)가 아닌 상관자료(correlated data)

이고 X행렬과 β가 주어졌을 때, CS(Compound Symmetry)에 의한 R을 0.001,

0.3, 0.5, 0.8, 0.999 로 변화시키면서 Multivariate Poisson 분포를 따르는 Y를 생

성하였다. 또한 X행렬이 3차인 경우와 4차인 경우, 위에 알고리즘으로 생성된 Y

의 각각의 상관계수를 분석하는데 있어 500회의 Simulation을 통한 상관계수의

평균값을 비교하였다. X행렬이 3차인 경우와 4차인 경우의 Yij가 앞서 지정해놓

은 R-value 보다 값이 커짐을 알 수 있었고 3차인 경우보다 4차인 경우에 변동

폭이 더욱 커짐을 알 수 있었다. Box-Plot에서 R이 0.001, 0.5값을 갖는 경우

생성되는 Y의 상관계수가 R보다 큰 값을 가졌지만 R이 0.999에서는 Y의 상관계

수가 R보다 작은 값을 가짐을 알 수 있었다. 또한 디자인행렬의 dimension에따

른 상관계수 비교에서 R이 0.001, 0.5값을 갖는 두 그룹 간에 차이가 거의 없었

지만 R이 0.999인 경우 2그룹이 1그룹보다 상관계수가 낮게 측정되는 결과를 얻

었다. 위 두 그룹의 Yij에 대하여 단일 모집단의 모평균 검정을 실시한 결과

두 그룹 모두 유의수준 0.05에서 목표하는 상관계수와 동일하지 않다는 판정을

얻었다. 또한 이러한 변화가 dimension의 증가에 영향이 있는가를 알아보기 위해

두 그룹 간 상관계수의 모평균 비교를 실시한 결과, R이 0.001, 05인 경우, 그룹

간 상관계수의 평균은 서로 일치하였고 R이 0.999인 경우, 그룹 간 상관계수의

평균은 서로 일치하지 않는다는 결론을 얻을 수 있었다.
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