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STABILITY OF ELECTROMAGNETIC WAVES FROM AN
OPEN TE CAVITY

KIHYUN YUN1

Abstract. A time harmonic scattering problem of electromagnetic waves
from a two-dimensional open cavity is considered. The problem is chal-
lenging both mathematically and computationally, due to highly oscilla-
tory nature of the solution. A variation calculus reduces the scattering
problem into a bounded domain problem. The stability of the solution
is established for the reduced problem as well as the explicit dependence
on the high wave number is also provided

1. Introduction

Radar cross section (RCS) is used to measure the detectability of a un-
known object with a radar system. A large variety of practical problem
such as RCS reduction have been considered so far and many other issues
have been proposed ever since the invention of radar system. Mathematical
method of scattering problem [1, 2, 3, 13, 14, 15, 16], the time-domain finite
difference method (FDM) [5], the finite element method (FEM) [10, 12] and
several hybrid methods [4, 9, 11] are included in such problems. The main
problem is to accurate prediction of the unknown object. The overall RCS
of the target is often dominated by cavities so that the scattering from the
cavities has significance on the prediction.

A time-harmonic electromagnetic plane wave incident on a cavity embed-
ded in an infinite ground plane is considered in this paper. This paper is
mainly concerned with TE (transverse electric) polarization to study the
propagation of the scattered wave from the cavity, especially large one.
Dealing with a large cavity, it has been supposed that the cavity has an

2010 Mathematics Subject Classification. 78M30, 35Q60, 35J57.
Key words and phrases. Improved Stability, Electromagnetic Waves, TM Cavity.
Department of Mathematics, Hankuk University of foreign Studies1, Email:

gundam@hufs.ac.kr.
1



2 KIHYUN YUN

rectangular cross-section. Ammari, Bao and Wood reduced the infinite na-
ture of the scattering problem into a bounded domain (the cavity) problem
via a variational approach [3]. Moreover, they showed that the bounded
domain problem in TE polarization attain a unique solution for a general
cavity medium [3].

In this paper, we establish a stability of the solution to the bounded
domain problem presented by Ammari, Bao and Wood. Moreover, the sta-
bility analysis also gives an estimate of the dependency of the well-posedness
on the larghe wave number k.

Let D be a rectangular domain given by

D = (0, π)× (0, y0),

Γ := [0, π] × {y0}, ΓC := R × {y0} \ Γ and S := ∂D \ Γ. Here the domain
D is the cross-section of the cavity under y = y0. Throughout, an open
cavity with a rectangular cross-section is considered. It is assumed that the
medium for the half plane {(x, y) | y ≥ y0} and the cavity is homogeneous.
It is further assumed that the cavity is on a perfect conducting ground.

S

ΓΓC ΓC

y = y0

(0, 0)

(π, y0)

D

The original problem in an unbounded domain D ∪ {y > y0} can be
reduced to another problem restricted only in D as follows:

(1)


∆u+ k2u = 0 in D
∂u

∂ν
= 0 on S

u = P (∂νu) + h on Γ

where

P (w) =
1

2πi

∫
R

1√
k2 − ξ2

(̂wΓ)e
iξxdξ.
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In this paper, we consider the stability on the problem in D. Especially,
this paper focuses on what role k plays in the stability, assumed that k is a
sufficiently large positive number.

Theorem 1.1. There is a constant C independent of k such that

∥∇u∥L2(D) + k ∥u∥L2(D) ≤ C
(
k

19
4

)
∥h∥B

for any sufficiently large k.

2. Set-up and the Proof of Theorem

Taking an advantage of the rectangular shape of D, we consider the so-
lution u such as

u(x, y) =
∞∑
n=0

an cos
(√

k2 − n2y
)
cos(nx).

For convenience, let un, (∂νu)n and (P (∂νu))n be defined as follows:

•
un := an cos

(√
k2 − n2y0

)
.

Thus, we have

u
∣∣
Γ
(x) =

∞∑
n=0

un cos(nx).

•
(∂νu)n := −an

√
k2 − n2 sin

(√
k2 − n2y0

)
.

Thus, we have

∂νu
∣∣
Γ
(x) =

∞∑
n=1

(∂νu)n cos(nx).

•

P (∂νu)
∣∣
Γ
(x) =

∞∑
n=1

(P (∂νu))n cos(nx).

Two norms A and B are defined on Γ as follows:

∥f∥A =

√√√√ ∞∑
n=1

f 2
n

1√
|k2 − n2|+ 1

y0
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and

∥f∥B =

√√√√ ∞∑
n=1

f 2
n

(√
|k2 − n2|+ 1

y0

)
when f =

∑∞
n=1 fn cosnx.

Definition 2.1. The sets L and H are defined as follows:

L =
{
n ∈ N | n ≤ k or y0

√
|k2 − n2| ≤ 1

}
and

H =
{
n ∈ N | n ≥ k and y0

√
|k2 − n2| > 1

}
.

It is worthy noting that the sets L and H are different from the ones
defined in the case of TM cavity.

Lemma 2.2.∥∥∥∥∥∑
n∈H

(∂νu)n cos(nx)

∥∥∥∥∥
2

A

≃
∑
n∈H

un(∂νu)n ≃

∥∥∥∥∥∑
n∈H

un cos(nx)

∥∥∥∥∥
2

B

,

where α ≃ β if and only if there is a positive constant C independent of
k > 10 such that Cα ≥ β ≥ 1

C
α.

Proof. We can prove easily that

1√
|k2 − n2|+ 1

y0

(√
k2 − n2 sin

(√
k2 − n2y0

))2
≃ −

√
k2 − n2 sin

(√
k2 − n2y0

)
cos
(√

k2 − n2y0

)
≃
(√

|k2 − n2|+ 1

y0

)
cos2

(√
k2 − n2y0

)
for n ∈ H. □

From now on, we consider two cases as follows:

• Case I:

∥u− P (∂νu)∥B ≥ ϵ ∥u∥B .

• Case II:

∥u− P (∂νu)∥B ≤ ϵ ∥u∥B .
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The constant ϵ shall be chosen later.
In the following sections, we shall find the dependency C(k) of the sta-

bility on k such that

C(k) ∥h∥B ≥ ∥∂νu∥A + ∥u∥B .

Based on this, we can obtain Theorem 1.1.

Proof of Theorem 1.1. As the results of Case I, II-1 and II-2 in the following
sections, we have

C
(
k

14
4

)
∥h∥B ≥ ∥∂νu∥A + ∥u∥B .

From definition, one can prove that

k (∥∂νu∥A + ∥u∥B) ≥ ∥∇u∥L2(D) + k ∥u∥L2(D) .

It implies that

C
(
k

19
4

)
∥h∥B ≥ ∥∇u∥L2(D) + k ∥u∥L2(D) .

□

3. Case I

The bound of ∥u∥B was already given by the assumption as follows:

∥h∥B ≥ ϵ ∥u∥B .

Thus, the bound of ∥∂νu∥A shall be considered. We begin by establishing
the bound of ∥P (∂νu)∥A so that(

1 +
1

ϵ

)
∥h∥B ≥ ∥u− P (∂νu)∥B + ∥u∥B

≥ ∥P (∂νu)∥B .
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This means that(
1 +

1

ϵ

)
∥h∥B ∥∂νu∥A ≥ ∥P (∂νu)∥B ∥∂νu∥A

≥
∣∣∣∣∫

Γ

P (∂νu)(x)∂νu(x)dx

∣∣∣∣
=

∣∣∣∣∣
∫
R

1√
k2 − ξ2

|∂̂νu|2dξ

∣∣∣∣∣
=

∣∣∣∣∣
∫
|ξ|≤k

1√
k2 − ξ2

|∂̂νu|2dξ − i

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

|∂̂νu|2dξ

∣∣∣∣∣
≥ 1

2

∫
R

1√
|k2 − ξ2|

|∂̂νu|2dξ.

Here, the weight term 1/
√

|k2 − ξ2| is not large enough to be a bound of the

fourier transformed ̂cos(nx)Γ. Thus, we take an advantage of the support
of ∂νu restricted in Γ, and extend cos(nx)Γ to the larger interval In in order
to get a better infinite behavior as the following lemma.

Lemma 3.1.∫ π+ π
2n

− π
2n

cos(nx)e−xξidx =
n

n2 − ξ2

(
(−1)ne−ξ(π+ π

2n)i + e
π
2n

ξi
)
.

This lemma implies that for any n ∈ L,

|(∂νu)n|2 =
∣∣∣∣ 2π
∫
R
∂̂νu ̂cos(nx)Indξ

∣∣∣∣2
≤ 2

π

∫
R

√
|k2 − ξ2| n2

(n2 − ξ2)2∣∣(−1)ne−ξ(π+π/n)i + 1
∣∣2 dξ ∫

R

1√
|k2 − ξ2|

|∂̂νu|2dξ

≤ C k

∫
R

1√
|k2 − ξ2|

|∂̂νu|2dξ(2)

where In = [−π/2n, π + (π/2n)]. Therefore, we have

C k
1

ϵ
∥h∥B ∥∂νu∥A ≥

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cos(nx)

∥∥∥∥∥
2

A

.
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Now, we consider
∑

n∈H

(√
k2 − n2 + 1

y0

)−1

|∂νun|2. From the assump-

tion of Case I and Lemma 2.2,

1

ϵ2
∥h∥2B ≥ ∥u∥2B

≥ C

∥∥∥∥∥∑
n∈H

∂ν cos(nx)

∥∥∥∥∥
2

A

Thus, combined with ..., it is reduced to

C

(
1

ϵ2
∥h∥2B +

k

ϵ
∥h∥B ∥∂νu∥B

)
≥ ∥∂νu∥2B .

Hence, (
1

ϵ
∥h∥B

)2

+ k ∥∂νu∥B
(
1

ϵ
∥h∥B

)
− 1

C
∥∂νu∥2B ≥ 0,

where C is a positive constant. Solving the second order polynomial above,
we have

C

ϵ
∥h∥B ≥

(√
k2 + 1− k

)
∥∂νu∥A ≥ 1

4k
∥∂νu∥A .

Therefore, from the assumption of Case I, we have

(3) C
k

ϵ
∥h∥B ≥ ∥∂νu∥A + ∥u∥B .

4. Case II

We begin by considering∫
Γ

h∂νu dx =

∫
Γ

(u− P (∂νu)) ∂νu dx

=

∫
Γ

u ∂νu dx+ i

∫
R

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

=

(∫
Γ

u ∂νu dx+

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

)

+ i

∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

=: Re + i Im,
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where both of Re and Im are real values. Then, the Im term is non-negative,
and satisfies

(4)

∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ = Im ≤
∣∣∣∣∫

Γ

h∂νu dx

∣∣∣∣ .
In the other hand,

Re =
∑
n∈L

un(∂νu)n

+
∑
n∈H

un(∂νu)n +

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.(5)

By Lemma 2.2, the second and the third terms of Re are always non-
negative. Note that

∣∣∫
Γ
h∂νu dx

∣∣ ≥ |Re|, and ϵ ∥u∥B ≥ ∥h∥B due to the
assumption of Case II. It follows from (5) that∣∣∣∣∣∑

n∈L

un(∂νu)n

∣∣∣∣∣+ ϵ ∥u∥B ∥∂νu∥A

≥
∑
n∈H

un(∂νu)n +

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.(6)

We consider two cases as follows:

• Case I-1:∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
A

≤ δ

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
B

.

• Case II-2:∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
A

≥ δ

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
B

.

We shall choose a proper δ later.

4.1. Case II-1. The assumption of CaseII-1 and (6) yield to

δ

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

+ ϵ ∥u∥B ∥∂νu∥A

≥
∑
n∈H

un(∂νu)n +

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.(7)
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We now are going to eliminate the second term with ϵ in (7) so that the right
hand side terms are dominated only by the first term with δ. By Lemma
2.2, we have

ϵ ∥u∥B ∥∂νu∥A ≤ϵ

(∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
B

+

∥∥∥∥∥∑
n∈H

un cosnx

∥∥∥∥∥
B

)

×

(
δ

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
B

+ C1

∥∥∥∥∥∑
n∈H

un cosnx

∥∥∥∥∥
B

)

≤ C2(δϵ+ ϵ2)

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

+
1

2

∑
n∈H

un(∂νu)n.

Here, we choose

(8) ϵ = Cϵ

√
δ

where Cϵ is a sufficiently small constant independent of k. By (7) and
Lemma 2.2, we have

δ

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

≥
∑
n∈H

un(∂νu)n +

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.(9)

The first term
∥∥∑

n∈L un cosnx
∥∥2
B
shall be replaced with∥∥∥∥∥∑

n∈L

(P (∂νu))n cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

at (9). To do so, we use the assumption of Case II so that

ϵ2 ∥u∥2B ≥ ∥u− P (∂νu)∥2B

≥

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(un − (P (∂νu))n) cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

≥ 1

2

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

−

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(P (∂νu))n cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

.
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Thus, we have

1

2

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

≤

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(P (∂νu))n cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

+ ϵ2

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

+ C
∑
n∈H

un(∂νu)n

 .

Here, we move the term ϵ2
∥∥∑

n∈L un cosnx
∥∥2
B
to the left hand side, and

this applies to (9) so that∥∥∥∥∥∑
n∈L

(P (∂νu))n cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

≥ C

δ

(∑
n∈H

un(∂νu)n +

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

)
.(10)

Now we estimate (P (∂νu))n for n ∈ L as follows:

|(P (∂νu))n|2

=

∣∣∣∣∣
∫
R

1√
k2 − ξ2

∂̂νu ̂cos(nx)Γdξ

∣∣∣∣∣
2

≤
∫
R

1√
|k2 − ξ2|

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ ∫
R

1√
|k2 − ξ2|

ξ2

(n2 − ξ2)2
∣∣(−1)ne−ξπi − 1

∣∣2 dξ.
Note that∫

R

1√
|k2 − ξ2|

ξ2

(n2 − ξ2)2
∣∣(−1)ne−ξπi − 1

∣∣2 dξ
≤
∫
|k2−ξ2|<k

1√
|k2 − ξ2|

ξ2

(n2 − ξ2)2
∣∣(−1)ne−ξπi − 1

∣∣2 dξ
+

∫
|k2−ξ2|≥k

1√
|k2 − ξ2|

ξ2

(n2 − ξ2)2
∣∣(−1)ne−ξπi − 1

∣∣2 dξ
≤ C

(∫
|ξ±k|<1

1√
|k2 − ξ2|

dξ +

∫
|k2−ξ2|≥k

1√
k

∣∣∣ ̂cos(nx)Γ
∣∣∣2 dξ)

≤ C
1√
k
.
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Thus, we have

|(P (∂νu))n|2 ≤ C
1√
k

∫
R

1√
|k2 − ξ2|

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.
It implies that

C1k
√
k

(∫
|ξ|≤k

1√
|k2 − ξ2|

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ + ∫
|ξ|>k

1√
|k2 − ξ2|

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ)

≥
∑
n∈L

(√
k2 − n2 +

1

y0

)
(P (∂νu))

2
n

≥

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(P (∂νu))n cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

(11)

≥ C2

δ

∥∥∥∥∥∑
n∈H

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

+

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

 .(12)

The last inequality above results from (10). We now choose

(13) δ =
Cδ

k
√
k
.

Here, Cδ is small enough independently of k so that C2/δ − C1k
√
k ≥ k/2.

Thus, by (12) and (13), we have

C

∫
|ξ|≤k

1√
|k2 − ξ2|

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ ≥
∫
|ξ|>k

1√
|k2 − ξ2|

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.
Then, it follows from ... that

Ck
√
k

∣∣∣∣∫
Γ

h∂νu

∣∣∣∣ ≥ Ck
√
k

∫
|ξ|≤k

1√
|k2 − ξ2|

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ
≥ k

√
k

∥∥∥∥∥∑
n∈H

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

+

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ


+

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(P (∂νu))n cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

.(14)
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Owing to (2), this means that

C1k
√
k

∣∣∣∣∫
Γ

h∂νu

∣∣∣∣ ≥ C2k
√
k

∫
R

1√
|ξ2 − k2|

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

≥
√
k ∥∂νu∥2A .

Thus, we have

Ck ∥h∥B ≥ ∥∂νu∥A .

Meanwhile, we shall use (14) one more time. Lemma 2.2 implies

(15)

∥∥∥∥∥∑
n∈H

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

≥ C

∥∥∥∥∥∑
n∈H

un cosnx

∥∥∥∥∥
2

B

and the assumption of Case II means that

ϵ2 ∥u∥2B ≥ ∥P (∂νu)− u∥2B

≥

∥∥∥∥∥∑
n∈L

((P (∂νu))n − un) cos(nx)

∥∥∥∥∥
2

B

≥ 1

2

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cos(nx)

∥∥∥∥∥
2

B

−

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(P (∂νu))n cos(nx)

∥∥∥∥∥
2

B

,

that is,

(16)

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(P (∂νu))n cos(nx)

∥∥∥∥∥
2

B

≥ 1

2

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cos(nx)

∥∥∥∥∥
2

B

+ ϵ2 ∥u∥2B .

Here, we apply (15) and (16) to (14). Then, we have

Ck
√
k ∥h∥B ∥∂νu∥A ≥ Ck

√
k

∣∣∣∣∫
Γ

h∂νu dx

∣∣∣∣ ≥ ∥u∥2B .

Therefore, we have

(17) Ck
5
4 ∥h∥B ≥ ∥∂νu∥A + ∥u∥B .
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4.2. Case II-2. We begin by applying the assumption of Case II-2∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
A

≥ δ

∥∥∥∥∥∑
n∈L

un cosnx

∥∥∥∥∥
B

to (6). With help of Lemma 2.2, we have

1

δ

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

+ ϵ ∥u∥B ∥∂νu∥A

≥

∥∥∥∥∥∑
n∈H

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

+

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.(18)

Here, the term with ϵ is estimated as follows:

ϵ ∥u∥B ∥∂νu∥A ≤ ϵ

(
1

δ

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
A

+ C

∥∥∥∥∥∑
n∈H

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
A

)

×

(∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
A

+

∥∥∥∥∥∑
n∈H

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
A

)
.

Since ϵ = Cϵ

√
δ and the constant Cϵ is a sufficiently small, (18) yields to

C

δ

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

≥

∥∥∥∥∥∑
n∈H

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

+

∫
|ξ|>k

1√
ξ2 − k2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.

(19)

Now, we shall find the constant C(k) in terms of k such that

C(k)
∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ ≥

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

,

because the other terms are bounded by 1
δ

∥∥∑
n∈L(∂νu)n cosnx

∥∥2
A
in (19).

To do so, we assume that

(20)

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

= 1.

Thus, we shall find

a lower bound of

∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.
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Then, we can obtain the desirable constant C(k) in terms of k.
Now, we need another assumption to use the following lemma.

Lemma 4.1. ∫
Γ

cos(nx)e−iξxdx =
ξi

ξ2 − n2

(
(−1)ne−ξπi − 1

)
.

Thus, if n is even, then∫
Γ

cos(nx)e−iξxdx = 0 for any even interger ξ except n,

and if n is odd, then∫
Γ

cos(nx)e−iξxdx = 0 for any odd interger ξ except n.

Without any loss of generality, we assume that

h is an even function with respect to x =
π

2
.

Then u, ∂νu and T (u) are also even. Then, un, (∂νu)n and (Tu)n are 0 for
any odd n. The case of odd h is also similar.

For any even number n ∈ L, let E \ n be the set of all even natural
numbers including 0 except n. Then, we shall consider û as follows:

∂̂νu = (∂νu)n
ξi

ξ2 − n2

(
e−ξπi − 1

)
+
∑

m∈E\n

(∂νu)m
ξi

m2 − ξ2
(
e−ξπi − 1

)
and

∂̂νu ≈ (∂νu)n
ξi

ξ2 − n2

(
e−ξπi − 1

)
for ξ ≈ n.

To make it more precise, we consider

∑
m∈E\n

∣∣∣∣(∂νu)m ξi

m2 − ξ2

∣∣∣∣ ≤
 ∑

m∈E\n

1√
|k2 −m2|+ 1

y0

|(∂νu)m|2
1/2

×

 ∑
m∈E\n

(√
|k2 −m2|+ 1

y0

)
ξ2

(m2 − ξ2)2

1/2

.(21)
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Lemma 4.2. Let f(x) be a decreasing positive continuous function defined
in the interval (0, 2]. Then,

2k∑
m=1

f(
m

k
)
1

k
≤
∫ 2

1
k

f(x)dx+ f(
1

k
)
1

k
.

Lemma 4.3. For any even number n ∈ L as it mentioned above, if |ξ−n| <
1
2
, then ∑

m∈E\n

(√
|k2 −m2|+ 1

y0

)
ξ2

(m2 − ξ2)2
≤ 9k.

Proof. The conditions |ξ − n| < 1
2
and E \ n imply that |m− ξ| ≥ 1 for

m ∈ E \ n. Then, Lemma 4.2 yields∑
m∈E\n

(√
|k2 −m2|+ 1

y0

)
ξ2

(m2 − ξ2)2

≤ 2
∑

m∈E\n and m<2k

k
1

(m− ξ)2
+

∞∑
m=2k

2m
4k2

m4

=

2
∑

m∈E\n

1

(m
k
− ξ

k
)2

1

k

+ 4

≤ 2

(∫
|x−ξ/k|>1/k

1(
x− ξ

k

)2dx+ 2k2 1

k

)
+ 4

= 9k.

□
Meanwhile, the other factor of the upper bound in (21) can be estimated

as

(22)
∑

m∈E\n

1√
|k2 −m2|+ 1

y0

|(∂νu)m|2 ≤ ∥∂νu∥2A ≤ 1 + C
1

δ
.

Thus, applying the lemma above and (22) to (21), we have

(23)
∑

m∈E\n

∣∣∣∣(∂νu)m ξi

m2 − ξ2

∣∣∣∣ ≤ Ck3/4
√
k = Ck5/4.
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4.2.1. Three Pigeonholes. From the assumption,∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
A

= 1.

Let n∗ be the largest even number with n∗ ≤ k, and n∗∗ be the even number
with n∗∗ > k and n∗∗ ∈ L. For given k and y0, we have at most one n∗∗,
and

|n∗∗ − k| ≲ 1

k
.

Then, we have

1 =
∑

n∈L\{n∗,n∗∗}

(√
k2 − n2 +

1

y0

)−1

|(∂νu)n|
2

+

(√
k2 − n∗2 +

1

y0

)−1 ∣∣(∂νu)n∗

∣∣2 + (√|k2 − n∗∗2|+
1

y0

)−1 ∣∣(∂νu)n∗∗

∣∣2
According to the pigeonholes principal, the one of three terms above is

greater than or equals to 1/3. Thus, we consider three cases as follows:

• Pigeonhole 1:∑
n∈L\{n∗,n∗∗}

(√
k2 − n2 +

1

y0

)−1

|(∂νu)n|
2 ≥ 1

3

• Pigeonhole 2:(√
k2 − n∗2 +

1

y0

)−1 ∣∣(∂νu)n∗

∣∣2 ≥ 1

3

• Pigeonhole 3:(√
|k2 − n∗∗2|+

1

y0

)−1 ∣∣(∂νu)n∗∗

∣∣2 ≥ 1

3

4.2.2. Pigeonhole 1. Now, we find the desirable lower bound of∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ.

Let P1 be the set of all even numbers in L \ {n∗, n∗∗}. The integration
is considered only in small intervals near even numbers n in P1, i.e., |ξ −
n| < γ for sufficiently small γ. Since ∂̂νu =

∑
n=even(∂νu)n

ξi(e−ξπi−1)
ξ2−n2 and
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(A+B)2 ≥ 1
2
A2 −B2, it follows from (23) and the condition of Pigeonhole

1 that ∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

≥
∑
n∈P1

∫
|ξ−n|<γ

1√
k2 − ξ2

×

1

2

∣∣∣∣∣(∂νu)n ξ
(
e−ξπi − 1

)
ξ2 − n2

∣∣∣∣∣
2

−

∣∣∣∣∣∣
∑

m∈E\n

(∂νu)m
ξ
(
e−ξπi − 1

)
ξ2 −m2

∣∣∣∣∣∣
2 dξ

≥ C1

(∑
n∈P1

1√
k2 − n2

|(∂νu)n|2γ

)
− C2

(
k5/2γ3

n∗−2∑
n=1

1√
k2 − n2

)
≥ C3 γ − C4 k5/2 γ3.(24)

Here, we choose

γ = C
1

k5/4

where C is small enough independently of k.

4.2.3. Pigeonhole 2. The assumption of Pigeonhole 2 implies

(25)
∣∣(∂νu)n∗

∣∣2 ≥ 1

3y0
.

Then, we can choose

γ∗ =
C∗

k5/4
.

Here, C∗ is small enough so that

|(∂νu)n∗ |
2 − k5/2γ2

∗ ≥ 1

2
|(∂νu)n∗ |

2 .
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It follows from (23) that∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

≥
∫ n∗

n∗−γ∗

1√
k2 − ξ2

×

1

2

∣∣∣∣∣(∂νu)n∗

ξ
(
e−ξπi − 1

)
ξ2 − n∗2

∣∣∣∣∣
2

−

∣∣∣∣∣∣
∑

m∈E\n∗

(∂νu)m
ξ
(
e−ξπi − 1

)
ξ2 −m2

∣∣∣∣∣∣
2 dξ

≥ C1

∫ n∗

n∗−γ∗

1√
k2 − ξ2

(
|(∂νu)n∗|

2 − k5/2γ2
∗
)
dξ

≥ C1

2

∫ n∗

n∗−γ∗

1√
k2 − ξ2

|(∂νu)n∗ |
2 dξ

≥ C2
γ∗√

k
√
k − (n∗ − γ∗)

|(∂νu)n∗ |
2 .(26)

Here, we consider two cases when
√
k2 − n2

∗ ≥ 1
y0
, and when

√
k2 − n2

∗ ≤
1
y0
, in order to continue (26). The first case when

√
k2 − n2

∗ ≥ 1
y0

implies

k − n∗ ≥ C

k
≥ 2γ∗.

Thus, the inequality (26) is reduced by the assumption of Pigeonhole 2 to

C2
γ∗√

k
√
k − n∗ + γ∗

|(∂νu)n∗|
2

≥ C3
γ∗√

k
√
k − n∗

|(∂νu)n∗|
2

≥ C3
γ∗√

k2 − n2
∗ +

1
y0

|(∂νu)n∗ |
2

≥ C3
1

3
γ∗.

The second case when
√

k2 − n2
∗ ≤ 1

y0
means that

k − n∗ ≤ C
1

k
, and γ∗ ≪

1

k
,
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since k is supposed to be large enough. Thus, the inequality (26) is reduced
by (25) to

C2
γ∗√

k
√
k − n∗ + γ∗

|(∂νu)n∗|
2

≥ C̃3
γ∗

√
k
√

1
k

|(∂νu)n∗|
2

≥ C4γ∗.

Therefore, ∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ ≥ C5γ∗ ≥ C6k
−5/4.

4.2.4. Pigeonhole 3. We consider Pigeonhole 3 only when n∗∗ exists. We
need a additional lemma to consider n∗∗ because it is large than k.

Lemma 4.4.∑
m∈E\n∗∗

(√
|k2 −m2|+ 1

y0

)
1

(ξ2 −m2)4
≤ k−3 for |ξ − k| ≤ 1

2

Proof. Note that
|m− ξ| > 1

for m ∈ E \ n∗∗, since n∗∗ is very close to k. We consider
∑

m≤2k · · · and∑
m>2k · · · separately. Thus, Lemma 4.2 yields∑

m∈E\n∗∗

(√
|k2 −m2|+ 1

y0

)
1

(ξ2 −m2)4

≤ C1

 ∑
m∈E\n∗∗ and m<2k

k
1

k4(ξ −m)4
+
∑
m≥2k

m
1

m8


≤ C2

 ∑
m∈E\n∗∗ and m<2k

1

k6( ξ
k
− m

k
)4

1

k
+

1

k6


≤ C3

((∫
|x−m

k
|> 1

k

1

k6(x− ξ
k
)4

dx+
1

k3

)
+

1

k6

)
≤ C4

1

k3
.
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□
This lemma and (22) imply that for ξ with |ξ − n∗∗| ≤ 1

2
,∣∣∣∣∣∣

∑
m∈E\n∗∗

(∂νu)m
ξ

(ξ2 −m2)2

∣∣∣∣∣∣ ≤ ξ

∣∣∣∣∣∣
∑

m∈E\n∗∗

(∂νu)
2
m√

|k2 −m2|+ 1
y0

∣∣∣∣∣∣
1/2

·

∣∣∣∣∣∣
∑

m∈E\n∗∗

(√
|k2 −m2|+ 1

y0

)
1

(ξ2 −m2)4

∣∣∣∣∣∣
1/2

≤ Cξk3/4k−3/2

≤ Ck1/4.(27)

Based on this, we consider

d

dξ

(
∞∑

m=0

(∂νu)m
1

(ξ2 −m2)

)

= −2

(
(∂νu)n∗∗

ξ

(ξ2 − n∗∗2)2
+
∑

m̸=n∗∗

(∂νu)m
ξ

(ξ2 −m2)2

)
.(28)

Under the assumption h is a even function, (∂νu)m = 0 for any odd m.
Here, we choose

γ∗∗ = C∗∗k
−5/8

for some sufficiently small constant C∗∗. Thus, the inequality (27) implies
that for ξ with |ξ − n∗∗| < γ∗∗,∣∣∣∣(∂νu)n∗∗

ξ

(ξ2 − n∗∗2)2

∣∣∣∣ ≥ 2

∣∣∣∣∣ ∑
m̸=n∗∗

(∂νu)m
ξ

(ξ2 −m2)2

∣∣∣∣∣ ,
since ∣∣(∂νu)n∗∗

∣∣ ≥√y0/6.

Applying the inequality above to (28), we have that
∑∞

m=0 (∂νu)m
1

(ξ2−m2)

is strictly monotonic for ξ with 0 < n∗∗ − ξ < γ∗∗ and the derivative has a
bound as follows:

C

∣∣∣∣∣ ddξ
(

∞∑
m=0

(∂νu)m
1

(ξ2 −m2)

)∣∣∣∣∣ ≥ k1/4
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in the same interval. Meanwhile, we have

γ∗∗ ≫
1

k
≳ n∗∗ − k.

Therefore, we have∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

≥
∫ k

k−(1/2)γ∗∗

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

≥
∫ k−(1/3)γ∗∗

k−(1/2)γ∗∗

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∣∣
∞∑

m=1

(∂νu)m
ξ
(
e−ξπi − 1

)
ξ2 −m2

∣∣∣∣∣
2

dξ

≥ C min
ξ0∈[k−(1/2)γ∗∗,k−(1/3)γ∗∗]

∫ k−(1/3)γ∗∗

k−(1/2)γ∗∗

k2
(
n∗∗ − k + 1

3
γ∗∗
)2√

k2 − (k − (1/2)γ∗∗)2
k1/2(ξ − ξ0)

2dξ

≥ Cγ∗∗
k2γ2

∗∗

k1/2γ
1/2
∗∗

k1/2γ2
∗∗

≥ Ck−13/16.

4.2.5. The Conclusion of Case II-2. As the result of three Pigeonholes,

Ck5/4

∣∣∣∣∫
Γ

h∂νudx

∣∣∣∣ ≥ Ck5/4

∫
|ξ|<k

1√
k2 − ξ2

∣∣∣∂̂νu∣∣∣2 dξ

≥

∥∥∥∥∥∑
n∈L

(∂νu)n cosnx

∥∥∥∥∥
2

A

.

By (4) and (18), this implies that Ck11/4 ∥h∥B ∥∂νu∥A ≥ ∥∂νu∥2A and

Ck11/4 ∥h∥B ≥ ∥∂νu∥A .

Moreover, the assumption of Case II-2 yields to Ck17/4 ∥h∥B ∥∂νu∥A ≥∥∥∑
n∈L un cosnx

∥∥2
B
and we have

Ck14/4 ∥h∥B ≥ ∥un∥B .

Therefore, we have

Ck14/4 ∥h∥B ≥ ∥∂νu∥A + ∥un∥B .
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분위수 회귀분석에서 국소선형방법의 적용 

 

우송제1, 강기훈2 

 

요약 : 변수들간의 관계를 분석하는 경우에 분포의 평균값보다 꼬리 부분의 분포에 더욱 관심이 

있을 수 있다. 이러한 경우에는 전통적인 회귀분석보다는 분위수 회귀분석을 고려하는 것이 

일반적이다. 본 연구에서는 분위수 회귀분석에서 고려할 수 있는 비모수적 방법으로 국소선형회귀에 

의한 추정법을 실제 자료에 적용하여 그 성능을 살펴보았다.  

 

1.  서 론 

 

일반적으로 회귀분석은 설명변수가 주어졌을 때 반응변수의 평균이 어떻게 변하

는지를 파악한다. 하지만 이들 둘 사이의 다른 관계를 추정하고 싶은 경우도 있

다. 예를 들어, 설명변수가 주어졌을 때 반응변수의 조건부 분위수를 추정하는 

것이 그 하나이다. 이를 분위수 회귀분석이라 하는데 보통 경제학 자료이거나 임

상실험 자료의 경우에는 분위수 회귀분석에 더욱 많은 관심이 있게 된다.  

특히, 분포가 대칭형태가 아니라 어느 한 쪽으로 치우쳐진 자료를 분석할 때는 

중심위치에 대한 측도로 평균보다는 중앙값이 더욱 많은 정보를 주게 된다. 또한, 

자료를 분석하는 경우에 주어진 설명변수의 수준에서 반응변수의 평균에도 관심

이 있겠지만 어떤 특별한 반응변수의 관측값이 그 설명변수의 수준에서 어느 정

도에 위치하는지에 대해 더욱 관심이 있을 수 있다. 이런 경우에 바로 분위수 회

귀분석이 유용하게 사용될 수 있다. 

분위수 회귀분석은 Koenker와 Bassett (1978)에 의해서 제시된 후에 Yu와 Jones 

(1998), Yu 등 (2003), Li 등 (2009)과 같이 많은 후속 연구가 진행되었다. Koenker 

(2005)에서는 관련된 방법과 연구결과들을 종합하여 소개하고 있다. 본 연구에서

는 분위수 회귀분석에서 모수적, 비모수적 추정방법을 실제 자료에 적용하여 비

교해 보고자 한다.  

 

                         
1 한국외국어대학교 대학원 통계학과 석사 
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2.  모수적, 비모수적 추정법 

 

분위수 회귀분석은 설명변수 𝑋가 주어졌을 때 반응변수 𝑌의 조건부 분위수를 추

정하는 회귀분석 방법이고 𝜏번째 분위수를 추정하고자 하는 모형을 식으로 표현

하면 (1)과 같다. 

𝑄𝑌(𝜏|𝑥) = 𝑥𝑇𝛽(𝜏)                            (1) 

전통적인 회귀분석에서 회귀계수의 추정은 최소제곱법을 이용하여 풀면 되었

다. 분위수 회귀분석에서 회귀계수의 추정을 위해서는 우선 다음과 같은 손실함

수를 생각한다. 

𝜌𝜏(𝑢) = 𝑢(𝜏 − 𝐼(𝑢 < 0)), 0 < 𝜏 < 1.                     (2) 

분포함수 𝐹를 갖는 어떤 확률변수 𝑋와 𝑋를 추정하는 값 𝑥̂이 있을 때 식 (2)의 

손실함수를 이용하여 𝜌𝜏(𝑋 − 𝑥̂)의 기댓값을 표현하면 식 (3)과 같다. 

E𝜌𝜏(𝑋 − 𝑥̂) = (𝜏 − 1) ∫ (𝑥 − 𝑥̂)𝑑𝐹(𝑥) +  𝜏 ∫ (𝑥 − 𝑥̂)𝑑𝐹(𝑥)
∞

𝑥

𝑥

−∞
          (3) 

확률변수 𝑋가 연속형일 때, 적절한 조건하에서 (3)을 최소로 만드는 𝑥̂은 유일

하게 𝑥̂ = 𝐹−1(𝜏)임을 보일 수 있다. 이러한 사실과 전통적인 회귀분석에서 모수

를 추정하는 방법과 유사한 접근법을 이용하여 분위수 회귀분석에서도 모수를 

추정할 수 있다. 예를 들어, 주어진 자료 {𝑦1, 𝑦2, ⋯ , 𝑦𝑛}에서 𝜏번째 분위수를 구하

고 싶으면 식 (4)를 풀면 된다. 

min
𝜗∈𝑅

∑ 𝜌𝜏(𝑦𝑖 − 𝜗)𝑛
𝑖=1                           (4) 

만약 𝑋가 주어졌을 때, 조건부 분위수를 얻고 싶다면 식 (4)에서 상수였던 𝜗  대

신에 모수적 함수인 𝜗(𝑥𝑖 , 𝛽)를 사용하면 된다. 모수적 함수의 형태는 자료로부터 

유추하거나 기존의 알려진 형태를 이용할 수도 있다. 즉, 조건부 분위수 추정을 

위한 일반적인 해법은 식 (5)를 풀면 된다. 

min
𝛽∈𝑅𝑑

∑ 𝜌𝜏(𝑦𝑖 −  𝜗(𝑥𝑖 , 𝛽))𝑛
𝑖=1                         (5) 

[그림 1]은 Engel data로 얻은 간단한 분위수 회귀의 예이다. Engel data는 

Koenker와 Bassett (1982)이 발표한 자료로 수입에 따른 음식지출에 대한 데이터

이다. 그림에서 중간의 점선은 조건부 평균의 함수이고, 실선은 아래로부터 

{0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 0.9, 0.95}의 조건부 분위수를 일차함수로 추정한 결

과이다. 
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[그림 1] Engel data에 대한 산점도 및 분위수 회귀모형의 적합 

 

비모수적 회귀분석 방법에서 커널 함수를 이용한 국소다항회귀의 일반적인 식

은 다음과 같다. 여기서, 𝐾ℎ(𝑋𝑖 − 𝑎) = 𝐾{(𝑋𝑖 − 𝑎) ℎ}⁄ ℎ⁄  이다. 

𝑎𝑟𝑔min
𝛽0

∑(𝑌𝑖 − 𝛽0 − 𝛽1(𝑋𝑖 − 𝑎) − 𝛽2(𝑋𝑖 − 𝑎)2 − ⋯ − 𝛽𝑝(𝑋𝑖 − 𝑎)𝑝)
2

𝐾ℎ(𝑋𝑖 − 𝑎)

𝑛

𝑖=1

 

분위수 회귀분석에서 국소다항 추정법은 회귀분석일 때와 거의 동일하다. 회귀분

석에서는 손실함수를 제곱함수를 이용한 것에 비해 손실함수를 제곱함수가 아닌 

𝜌𝜏(∙)를 사용하면 분위수 회귀분석에의 국소다항 추정법이 된다. 즉, 분위수 회귀

에서의 국소다항 추정법의 표현식은 다음과 같다. 

𝑎𝑟𝑔min
𝛽0

∑ 𝜌𝜏(𝑌𝑖 − 𝛽0 − 𝛽1(𝑋𝑖 − 𝑎) − 𝛽2(𝑋𝑖 − 𝑎)2 − ⋯ − 𝛽𝑝(𝑋𝑖 − 𝑎)𝑝) 𝐾ℎ(𝑋𝑖 − 𝑎)

𝑛

𝑖=1

 

 위 식을 최소로 하는 𝛽0가 바로 국소다항 추정법으로 구한 𝑄𝑦̂(𝜏|𝑋 = 𝑎)가 되고, 

𝑝 = 1로 두고 위 식을 최소로 하는 𝛽0를 찾으면 그것이 바로 국소선형 추정량이 

된다. 
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3. 자료의 적용 

 

분위수 회귀분석의 추정법에 따른 결과를 보기 위해 실제자료는 2009년 7월 22

일부터 2011년 12월 12일까지 총 300일간의 대한항공의 주식 자료를 이용하였

다. 이 종목은 환율에 영향을 많이 받는 업종 중 하나이며, 자료의 산점도와 각 

분위수의 추정법에 따른 결과를 [그림 2]에 제시하였다.  

    

(a) 모수적 2차모형 적합             (b) 모수적 3차모형 적합  

    

(c) 모수적 4차모형 적합          (d) 비모수적 국소선형모형 적합 

[그림 2] 환율과 대한항공 주가의 산점도 및 분위수 회귀분석 결과 
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산점도를 보면 환율이 올라가면 여행 관련사인 대한항공의 주식은 완만히 상

승하거나 급격히 하락하는 두 가지 양상을 띈다. 산점도를 보고 모수적 모형으로 

어떤 모형이 합당한지 알 수가 없어서 환율과 주가의 조건부 분위수 관계를 2차

다항식부터 4차 다항식까지 전부 적합시켜 보았고, 비모수적인 국소선형 방법으

로 추정하였다.  

[그림 2]의 (a), (b)와 (c)의 모수적 모형 적합 결과에서는 모든 경우에 분위수

가 교차되게 나왔다. 이는 분위수의 성질을 생각하면 나와서는 안 되는 결과이기 

때문에 가정한 모형이 자료에 적합하지 않다는 것을 의미한다. 비모수적 분위수 

회귀모형은 분위수가 교차되어 나오지 않았지만 모수적 분위수 회귀모형 보다는 

거친 형태로 추정되었다. 비모수적 방법은 후보가 될 모형을 미리 고려하지 않고 

바로 적용할 수 있다는 장점이 있는 반면에 평활량을 선택해야 한다는 점이 있

다. 향후 이에 대한 추가 작업이 필요하다고 하겠다. 또한, 이중커널을 이용한 비

모수적 추정법도 있으며, 이것과의 비교도 의미있는 작업이라 할 수 있다.  
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종속적중도절단자료에서 절단분포 추정에 따른 회귀함수추정량  

비교연구1 

 

양성준2 

 

요약 : 중도절단(censoring)에 의해 야기된 자료의 불완전한 관측은 회귀함수의 직접적인 추정에 

어려움을 낳는다. 이를 해결하기 위해 조건부회귀함수의 값을 보존하는 불편변환(unbiased 

transformation) 방법들이 제안되어 왔는데, 이러한 변환은 종종 절단변수의 분포(censoring 

distribution)에 의존하게 된다. 본 논문에서는 중도절단이 설명변수에 의존하여 발생하는 경우에, 

절단변수의 분포추정법에 따라 회귀함수에 대한 추정량의 성능이 어떻게 달라지는지를 모의실험을 

통해 비교 연구할 것이다. 

 

서론 

 

중도절단은 자료의 불완전한 관측을 야기하는 특성 중 하나이며 가장 

빈번하게는 의학연구와 같은 분야에서 환자나 특정 개체의 생존시간(survival 

time)을 관측할 때 발생한다. 예를 들어 심장이식수술을 경험한 환자들이 수술 

이후에 얼마나 오래 생존하는지에 관심을 가지고 생존시간을 관측하려 한다고 

하자. 특정환자가 어떠한 이유로 인해 사망 전에 연구에서 탈락하게 된다면, 

실제로 관측된 것은 탈락한 시점까지 생존하였다는 사실뿐이다. 즉, 실제 

생존시간이 탈락한 시점까지의 기간보다 크다라는 사실과 해당 환자는 

생존시간이 정확히 관측되지 않았다는 사실만을 알 수 있게 된다. 이 때 관측된 

탈락시점까지의 기간을 절단시간(censoring time)이라고 한다. 이러한 중도절단이 

발생하게 되는 원인은 매우 다양한데 가장 대표적인 원인 중 하나는 연구의 

종료이다. 즉, 해당 연구가 종료되는 시점까지 생존한 개체들은 그 시점에 모두 

중도절단이 발생하게 되는 셈이다. 이러한 중도절단은 연구기관 또는 연구자의 

                         
1 이 논문은 2015학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
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상황 등 외부요인에 의해서 발생하게 되는 것이며, 환자나 개체들의 개별적인 

특성과는 관계없이 완전히 독립적으로 발생하게 된다. 한편, 개체들이 

개별적으로 연구에서 이탈하게 되는 경우도 있는데 이러한 경우에는 중도절단이 

개별적 특성에 종속되어 있을 가능성이 있다. 예를 들어 심장이식수술 환자가 

자연사하여 중도절단이 일어난 경우, 자연사의 발생은 환자의 나이에 강하게 

의존할 것이므로 중도절단이 환자의 개별적 특성에 종속되어 있는 것으로 볼 수 

있는 것이다. 이처럼, 중도절단이 발생하는 구조적 요인은 다양하게 존재하며 

개체의 특성과 종속적으로 발생한다고 가정하는 것이 보다 일반적인 것으로 볼 

수 있다. 

 생존시간이 개체들의 개별적 특성에 어떠한 영향을 받는지를 통계적으로 

모형화하는 것은 많은 경우에 매우 유용하다. 회귀분석(regression analysis)은 

변수들간의 함수관계를 규명하기 위한 통계적 기법 중 하나로 중도절단이 

존재하는 생존자료에 대해서도 그 적용이 매우 활발하게 연구되고 있다. 

중도절단은 자료의 불완전한 관측을 야기하기 때문에 알려져 있는 회귀기법을 

바로 적용하는 것은 불가능하나, 이를 해결하기 위한 방법 중 하나로 

조건부회귀함수를 보존하는 불편변환법들이 제안되어져 왔다. 본 논문에서는 

Koul et. al. (1981)의 방법에 기초하여 연구를 수행할 것인데 이 변환법은 

절단변수의 분포에 의존하게 되며, 적절한 조건 하에서 조건부회귀함수의 값을 

보존하게 된다. 위 연구는 선형회귀모형(linear regression model)하에서 연구된 

결과이며, 최근에는 Bravo (2013)와 Yang et. al. (2014)이 각각 

부분선형가변계수모형(partially linear varying coefficient model)과 

가변계수모형(varying coefficient model)에서 동일한 변환법을 사용하여 회귀함수를 

추정하였다. 위 연구들은 모두 중도절단이 독립적으로 발생한다는 가정하에서 

수행된 연구들이다. 

한편, Fan & Gijbels (1994)는 Koul et. al. (1981)보다 더욱 일반적인 형태의 

변환법을 소개하였으며 이를 이용한 비모수회귀함수(nonparametric regression 

function)의 추정을 연구하였다. El ghouch & Van Keilegom (2008)은 이를 
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IID(independent and identically distributed) 형태의 자료가 아닌 종속적자료(dependent 

data)에서의 비모수회귀함수 추정으로 확장하여 연구하였으며 Talamakrouni et. al. 

(2015)은 안내중도절단회귀모형(guided censored regression)을 연구하였다. 위 

연구들은 모두 Koul et. al. (1981)의 변환법을 기반으로 하되 중도절단이 

종속적으로 발생한다는 가정하에 수행된 연구이다.  

본 연구에서는 중도절단이 종속적으로 발생한다는 가정하에서 간단한 

회귀함수의 추정문제에 대해서 다룬다. 종속중도절단자료에서 절단분포를 

정확하게 추정하기 위해서 Beran 추정량 (Beran, 1981)을 사용하고, Kaplan-Meier 

추정량과 Cox 의 비례위험모형(proportional hazard model)에 기반한 추정량과 그 

성능을 비교하여 본다. 

 

본론 

 

Koul et. al. (1981)에서 제안된 변환법은 다음과 같다. (Y, 𝑋) ∈ 𝑅 × 𝑅𝑝  를 

반응변수와 설명변수의 짝, (Yi, 𝑋𝑖), i = 1, … , n을 관측하기 원하는 자료라 하면, 

관측하게 되는 변수는 Ti = min⁡(Yi. Ci)와 δi = 𝐼(𝑌𝑖 ≤ 𝐶𝑖)가 된다. 여기서 𝑌는 실제 

관심대상인 생존시간이며, 𝐶는 중도절단시간을 나타내는 변수이다. 추정하고자 

하는 대상은 조건부회귀함수인 m(x) = E(𝑌|𝑋 = 𝑥) 이며, 𝑌 가 부분적으로만 

관측되기 때문에불편변환법에 의해 다음과 같이 새로운 반응변수 𝑌∗를 생성하게 

된다. 

 

Yi
∗ =

𝛿𝑖𝑇𝑖
1 − 𝐺(𝑇𝑖)

 

 

여기서 G는 C의 분포함수이다. 즉, G(t) = P(C ≤ t)이다.그러면, (1) 𝑌와 𝐶는 서로 

독립 (2) P(𝑌 ≤ 𝐶|𝑋, 𝑌) = 𝑃(𝑌 ≤ 𝐶|𝑌)의 조건하에서  

 

E(Y|X = x) = E(Y∗|𝑋 = 𝑥) 
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임을 보일 수 있다. 즉, 조건부회귀함수의 값이 모든 X = x에  대해서 일치하게 

되어 ⁡Y∗를 반응변수로 두고 마치 중도절단이 없는 것처럼 회귀함수를 추정할 수 

있게 된다. 실제로는 𝐺도 알려져 있지 않으므로 Kaplan-Meier 추정량 등으로 

추정하게 된다. 단, 이 경우는 절단변수의 분포가 설명변수 X에 의존하지 않는 

경우에만 적합하다고 할 수 있으며 보다 복잡한 절단기저가 존재하는 경우에는 

그 효용이 감소될 수 있다. 

본 연구에서는 더욱 일반적인 형태의 중도절단을 다룰 수 있는 다음과 같은 

변환을 고려한다. 

 

Yi
# =

𝛿𝑖𝑇𝑖
1 − 𝐺(𝑇𝑖|𝑋𝑖)

 

 

여기서 𝐺(𝑡|𝑥) = 𝑃(𝐶 ≤ 𝑡|𝑋 = 𝑥) , 즉 𝑋 = 𝑥일 때, 절단변수의 조건부 분포함수를 

나타낸다. 그러면,  (1) 𝑌와 𝐶는 𝑋 = 𝑥에 대해서 조건부 독립이라는 가정 하에서  

 

E(Y|X = x) = E(Y#|𝑋 = 𝑥) 

 

이 되어, Y#를 새로운 반응변수로 간주하여 회귀함수를 추정할 수 있게 된다. 

절단변수의 조건부분포에 아무런 가정이 없는 경우에는 Beran (1981) 이 제안한 

다음과 같은 방법으로 절단변수의 조건부분포를 추정하는 것이 가장 널리 

알려져 있다. 

 

1 − 𝐺̂(𝑡|𝑥) =∏

(

 
 
1 −

(1 − δi)I(Ti ≤ 𝑡)𝑤𝑖(𝑥)

∑ I(Tj ≥ 𝑇𝑖)𝑤𝑖(𝑥)
𝑛

𝑗=1 )

 
 

𝑛

𝑖=1

 

 

여기서 𝑤𝑖(𝑥)는 비모수적 가중치로 보통 커널함수 𝐾에 대하여 Nadaraya-Watson 

형태의 가중치를 사용하게 된다. ℎ는 평활모수이다. 
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𝑤𝑖(𝑥) =
𝐾(

𝑋𝑖−𝑥

ℎ
)

∑ 𝐾(
𝑋𝑗−𝑥

ℎ
)

𝑛

𝑗=1

 

 

Beran 추정량은 조건부분포함수의 일치추정량으로 알려져 있으며 적절한 조건 

하에서 (𝑛ℎ)−1/2의 수렴속도를 가짐이 알려져 있다.  

 

실험 

 

모의실험은 가장 간단한 단순선형회귀모형과 일변량비모수모형 하에서 

실행하였다. 설명변수가 다차원인 경우에는 절단변수의 분포함수 또한  여러 

개의 변수에 의존할 수 있게 된다. 이에 대해서는 아직까지 연구된 바가 많지 

않으므로 향후 연구과제로 남겨두고, 금번 연구에서는 설명변수가 1개인 경우만 

고려하여 회귀함수와 절단변수의 분포함수가 모두 그 설명변수에 의존하는 

경우를 상정하였다. 각 모형에 대해서 다른 형태의 절단분포를 선택하였으며, 총 

400번씩 반복하여 표본을 추출하여 회귀함수의 참값과 추정값 사이의 차이를 

계산하였다. 표본의 크기는 100과 400으로 두었으며, 절단비율(PC : percentage of 

censoring)은 약 20%, 40%에 해당하도록 하고 오차항을 제어하는 변수  𝜖i은 

평균이 0인 정규분포를 따르되 표준편차( σ )가 각각 0.7과 1로 두 개의 다른 

경우를 고려하여 실험을 수행하였다. 

절단변수의 분포추정을 위해서는 Kaplan-Meier 추정량(KM), Cox의 

비례위험추정량(Cox), Beran 추정량(BR) 이렇게 세 가지를 사용하였다. Beran 

추정량은 분포함수에 어떠한 가정도 가하지 않은 것이므로 모형에 관계없이 

올바른 변환을 얻게 된다. 반면에, Kaplan-Meier 추정량은 절단변수의 분포가 

설명변수와 독립일 때만 적합하며, Cox 추정량은 절단변수의 분포가 설명변수에 

종속되지만 특정한 형태일 경우에만 적합하다. 본 실험의 목적은 잘못된 
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추정량을 사용하였을 때, 즉 사용된 추정량이 모형을 잘못 특정하는 경우에 그 

효과가 회귀함수의 추정에 어느 정도 반영되는지를 살펴보는 것이다.절단변수의 

분포추정을 위해서는 R의 prodlim, survival 패키지를 이용하였고, Beran 추정량과 

비모수회귀함수 추정을 위한 kernel로는 𝐾(𝑥) = 0.75(1 − 𝑥2)𝐼(|𝑥| < 1) 를 

사용하였다. 

 

(1) 단순선형회귀모형 

다음과 같은 단순선형회귀모형을 고려하였다. 

 

Yi = α+ βXi + 0.25𝜖𝑖 

 

이고, α = 0.5, β = 1로 두었고, Xi~𝑈𝑛𝑖𝑓(0,1)에서 표본을 생성하였다.절단변수를 

위해서는  

 

c(x) = 1.5 + 𝑥 + 𝑝𝑐 

 

를 평균으로 가지는 지수분포를 가정하였다. 여기서 pc는 절단비율을 제어하기 

위한 모수로 0이면 40% 2이면 20% 정도의 절단이 발생하게 된다.계수 β에 대한 

추정의 정확도를 측정하기 위해 

 

MSE =
1

400
∑(𝛽̂i

[𝑘]
− 𝛽)

2
400

k=1

 

 

를 계산하여 <표1>에 표시하였다.여기서, 위 첨자 [𝑘] 는 𝑘 번째 표본에서의 

기울기에 대한 추정치를 나타낸다. 절편에 대해서는 주관심사가 아니므로 

생략하였으나 기울기에 대한 추정성능과 크게 다르지 않았다는 점을 미리 

밝혀둔다. 
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(2)비모수모형 

비모수모형 중 가장 간단한 형태의 모형을 고려하였다. 

 

Yi = m(Xi) + 0.25 ⋅ 𝜖𝑖 

 

에서 m(x) = 4.5 − 64𝑥2(x − 1)2 − 16(𝑥 − 0.5)2 , Xi~𝑈𝑛𝑖𝑓(0,1)로두었다. 절단변수는 

다음과 같은 평균 c(x)을 가지는 지수분포로부터 생성하였다. 

 

c(x) = 3(1.25 − |4𝑥 − 𝐼(0 ≤ 𝑥 ≤ 0.5) − 3𝐼(0.5 < 𝑥 ≤ 1)|) + 𝑝𝑐 

 

즉, 주어진 X = x에서 𝐶~𝐸𝑥𝑝(𝑐(𝑥))이다. 위 세팅은 Fan & Gijbels (1994)에서 

고려하였던 것과 비슷한 것이다. pc는 (1)과 같이 절단비율을 제어하기 위한 

모수이다. 회귀함수의 추정을 위해서는 R의 np 패키지를 이용하였으며, 

국소선형적합(local linear fitting)에 의해서 회귀함수 m을 추정하여 

 

MISE =
1

400

1

𝑛
∑∑(𝑚̂[𝑘](𝑋𝑖) − 𝑚(𝑋𝑖))

2
𝑛

𝑖=1

400

𝑘=1

 

 

의 값을 <표2>에 나타내었다.여기서 𝑚̂[𝑘] 는 𝑘 번째 표본에 의해 추정된 

회귀함수의 추정치이다. 

 

두 모형에서 모두 오차항의 분산이 커질수록, 절단비율(PC)이 증가할수록 MSE 

또는 MISE의 값이 커지고 있음을 볼 수 있다. 또한, 표본의 크기가 커지면 그 

값이 작아지고 있어 특이할 만한 경향을 보이지 않는다. 두 모형에서 모두 KM은 

가장 좋지 않은 성능을 보였는데, 이는 KM이 중도절단변수의 종속성을 완전히 

무시한다는 것을 생각할 때 자연스러운 결과이다. 다른 추정량들과의 성능은 큰 

경우에는 5배 이상의 차이를 보이기도 하였는데, 이는 충분한 이유나 사전분석 

작업 없이 종속성을 무시하는 것은 회귀함수의 추정에 심각한 성능저하를 
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가져올 수 있다는 사실을 내포한다. <표2>에서는 모든 경우에 Beran 추정량의 

성능이 가장 좋았으며, 어떤 경우에는 Cox 추정량도 그 성능이 크게 뒤쳐지지 

않았다. 한편 <표1>에서 볼 수 있듯이 단순선형회귀모형에서는 표본의 크기가 

100일 때는 Cox 추정량이  우수했으며, 표본의 크기가 400이 되면 Beran 

추정량이 더 우수해지는 경향이 있었으나 전체적으로는 두 추정량에 의한 

성능이 비슷하였다. 본 실험 하에서는 Cox 추정량에 기반한 변환이 조건부 

회귀함수를 보존하지는 않지만,비교적 가까운 근사값을 생성하는 것으로 

생각된다. 

 

<표1> 단순선형회귀모형 : β의 추정량에 대한 MSE 

σ PC 

n=100 n=400 

KM Cox BR KM Cox BR 

0.7 

20% 0.0459 0.0087 0.0101 0.0124 0.0020 0.0021 

40% 0.1488 0.0165 0.0193 0.0696 0.0034 0.0031 

1 

20% 0.0577 0.0131 0.0152 0.0179 0.0032 0.0031 

40% 0.1533 0.0234 0.0279 0.0966 0.0054 0.0051 

 

<표 2>비모수모형 :회귀함수추정량에대한 MISE 

 

σ PC 

n=100 n=400 

KM Cox BR KM Cox BR 

0.7 

20% 0.0356 0.0317 0.0279 0.0156 0.0141 0.0098 

40% 0.0921 0.0873 0.0638 0.0601 0.0573 0.0226 

1 

20% 0.0488 0.0442 0.0401 0.0398 0.0380 0.0309 

40% 0.1108 0.1082 0.0844 0.1020 0.0995 0.0452 
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결론 및 토의 

 

절단변수가 설명변수에 의존하는 경우, 그 종속성을 무시하는 것이 추정성능을 

심각하게 저하시킬 수 있다. 즉, 종속성을 고려할 수 있는 Cox 추정량이나 Beran 

추정량을 고려하는 것이 일반적으로 안전하다고 할 수 있다. 특이할 만한 점은 

Cox 추정량이 모형을 잘못 특정하는 경우에도 그 성능이 Beran 추정량에 

필적하기도 하였는데, 이는 중도절단의 발생기저가 Cox 추정량에 의해 얼마나 

잘 근사 될 수 있느냐에 의존할 것이다. 또한, Beran 추정량의 계산을 위해서는 

평활모수 ℎ의 선택이 필요하며, ℎ의선택에 따라 추정량의 성능이 크게 좌우될 수 

있을 것이다. 표본의 크기가 크지 않을 경우에는 kernel 평활법에 기반한 Beran 

추정량의 안정성이 더 떨어질 가능성이 있으며 이는 <표1>에서 표본의 크기가 

100일 때, Beran 추정량이 Cox 추정량에 비해 성능이 오히려 떨어졌다가 400이 

되면서 향상되었던 것에서도 확인할 수 있다. 

본 연구에서는 설명변수가 1개인 경우만 고려하였다. 하지만 실제로는 

회귀모형에서 여러 개의 설명변수를 동시에 고려하는 것이 일반적이며, 따라서 

절단변수의 분포도 여러 개의 설명변수에 동시에 의존하게 될 수 있다. 이 경우, 

Beran 추정량을 사용할 때는 다변량평활에서 흔히 발생하는 차원의 저주(curse of 

dimensionality)가 나타날 수 있게 되므로 모형을 잘못 특정할 가능성이 있더라도 

보다 안정적인 추정이 가능한 Cox 추정량을 사용하는 것이 실제로는 더 좋을 

수도 있을 것으로 판단된다. 이 부분에 대해서는 아직까지 많은 연구가 진행되지 

않았으며 향후 추가적인 연구가 필요하다 하겠다. 
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탄소나노튜브를 함유한 유전층을 이용한 발광 효율 향상1 

 

유세기2 

 

요약 : 탄소나노튜브를 첨가하여 유전율을 높이고 누수율을 줄인 고품위의 유전층을 제작하였다. 이 

특성을 확인하고 교류 전압형 무기 electroluminescence(EL) 소자를 제작하여 그 발광특성을 

측정하였다.  탄소나노튜브의 함량이 높아질수록 휘도가 좋아졌으며, 최적화를 통해 고품위 무기 

EL소자의 가능성을 제시하였으며, percolation에 기반을 둔 고효율에 관련된 발광 메커니즘을 

규명하였다 

 

서 론 

유전물질(dielectric material)은 부도체(insulator)의 일종으로서 dielectric constant 로 

통상 그 유전물질의 특성을 나타낸다. 이러한 유전물질은 통상적으로 

교류전류(alternating current, AC)로 작동된 소자에서 절연특성을 띄는 박막 또는 

후막에 많이 쓰이게 된다. 이러한 소자의 경우 직접적으로 전류가 흘러서는 안 

되고, 전류의 방향이 바뀔 때마다, 유전층과 금속 도체층 또는 유전층과 

형광체층과의 경계에 이미 존재하고 있는 전하들이 가해준 AC 전압에 따라서 

순간적으로 반대 전극으로 흐르는 동안에 형광체 등을 자극하여 발광 소자의 

기능을 하게 해준다. DC 형의 발광 소자에 비해 AC 형의 발광 소자는 대칭적인 

소자의 작동으로 인해 누적 전하(accumulated charges)가 소자 내부에 축적되지 

않기 때문에 장시간 작동에 유리하다. 이러한 대표적인 예로서는 plasma display 

panel(PDP)의 경우 초기에는 DC 형태로 연구 개발되다가, 위와 같은 문제점으로 

인하여 시판되는 PDP 는 모두 AC 형태의 PDP 였다. 유기 EL 소자 (또는 organic 

light display, OLED)의 경우는 작동전압의 중요성으로 인해 DC 형태의 소자에 

                         
1 이 논문은 2015학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 전자물리학과 교수 
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대해 연구가 많이 되었지만, 최근에 나노물질을 이용한 AC 형태의 소자에 대한 

연구도 행해지고 있다 [1]. 무기 electroluminescence(EL)의 경우 AC 형태로 대부분 

연구가 이루어지고 있으며, 나노물질의 다양화를 통해 그 동안 알려져 있던 작동 

전압보다도 훨씬 낮은 전압에서 작동되는 소자에 대한 연구가 활발하게 

보고되어있다 [2-4]. 따라서 이러한 AC 형 소자의 연구에 맞추어서 고품위 성질을 

갖는 유전층에 대한 필요가 더욱 더 절실히 요구되고 있다. 

  일반적으로 유전층은 고 유전상수(dielectric constant, k)를 갖고 있어야 하면서 

동시에 loss 가 적어야 한다. 이에 기존에 높은 유전상수 값을 갖고 있다고 

알려져 있는 BaTiO3 계열에 나노물질이나 전도성 고분자 등을 섞어서, 

공정친화적이면서 동시에 고 유전 상수와 저 손실율을 갖는 유전층을 만들고자 

많은 연구가 진행되어왔다 [5-7]. 이때 나노물질의 농도가 너무 많아져서 

percolation 에 의해서 누설전류가 흐르지 않도록, 나노물질의 농도와 그 

기하학적인 특성 등에 대한 정교한 제어가 필요가 하다. 만약에 그렇지 않게 

된다면, 유전 상수값은 커지더라도, 이미 percolation 에 의해서 누설 전류 경로가 

이미 만들어져 있게 되므로 손실율이 나노물질의 농도에 비례하게 커지게 되는 

것이다. 이는 이미 percolation 에 있어서 임계 농도(critical concentration)를 이미 

넘어서 나타나는 전형적인 현상인 것이다 [8]. 

 

실 험 

 

AC구동의 무기 EL 소자에 대한 개략도는 [그림 1]에 나타나있다. 소자는 총 

4개의 층으로 구성되어 있는데, 제일 위의 전극과, 유전층, 발광층, 그리고 맨 

밑에 유리 기판 위에 투명 전극층으로 indium tin oxide(ITO)층으로 구성되어 있다. 

탄소 나노튜브(carbon nanotube, CNT)를 저온 동결파쇄법으로 약 30분 정도 

처리하였다. 
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[그림 1] 무기 EL 소자의 개략도. ITO가 기 코팅된 유리 기판을 사용하였으며, 형광체 

발광층, 그리고 그 위에 유전층이 있으면 맨 위에 전극이 있다. 양쪽 전극에 AC 전압을 

가하며 가운데 형광체가 발광한다. 

 

 
발광물질로서 크기가 9 m인 ZnS:Cu 형광체 분말을 사용하였다. 이 형광체와 

cyanoethly pullulan polymer(Shin-Etsu Chem. Corp. CEP)를 organic binder로 

사용하였으며, dimethyl formamide(DMF)를 유기 용매로 사용하여 모두 하루 동안 

섞었다. BaTiO3 입자를 CEP/CNT 와 같이 섞었다. CNT의 농도를 방울 수로 

조절하였으며(5, 11, 20, 30, 40 방울), 이를 10 g DMF, 계면활성제로0.001 g의 sodium 

dodecylbenzen sulfonate 분산시켰으며 10분간 초음파를 가하였다. 

ITO가 코팅된 유리 기판을 사용하였으며, 이때 기판의 단위 면적당 면저항은 

20  이며, 크기는 가로 세로 모두 1 cm이다. 발광층을 ITO 층 위에 스핀 

코팅으로 1200 rpm 속도로 증착하였으며, 섭씨130 도에서 30분간 건조시켰다.  

유전층도 발광층과 같은 조건으로 증착한 후 건조시켰다. 제일 윗 전극으로 

알루미늄을 520 nm 두께로 thermal evaporator로 증착하였다. 휘도는 오리엘 사 

71608 photodiode로 측정하였으며 일반적인 function generator와 voltage amplifier가 

사용되었으며, 실시간으로 오실로스코프로 파형을 관찰하였다. 
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[그림 2]. 탄소 나노튜브를 함유한 유전체를 사용한 무기 EL 소자. (a) 주파수를 고정한 후 

전압을 변화시키면서 휘도를 photodiode로 측정하였다. (b) 전압을 고정한 후, 주파수를 

증가시키면서 휘도를 측정하였다. 

 
그림 2(a) 에서와 보는 바와 같이 3 종류의 무기 EL 소자를 제작하였으며, 

소자 모두 turn-on voltage는 약 60 mV이다. 그 후 전압이 증가함에 따라 휘도가 

조금씩 달라졌으며, CNT가 많이 들어간 소자 일수록 휘도가 밝았다. 이것은 

CNT의 농도가 percolation을 일으키는 critical concentration에는 아직 도달하지 

못한 것을 의미하며, 그 임계 농도는 20방울보다 더 높아야 함을 의미한다. 또한 

전압을 고정하고 주파수를 증가시킨 실험(그림 2(b))에서는 저 주파수일 때는 

주파수에 비례하여 휘도가 증가하였다. 이는 일정한 시간 안에 가해준 사인파의 

갯수가 많아지면 경계면에 존재하고 있는 전하가 발광층에 충분하게 공급되기 

때문에, 주파수에 비례하게 휘도가 밝아진다. 그러나 주파수가 높아지게 되면, 

경계면에 존재하는 전하의 이동 속도보다 가해주는 전기장의 방향이 너무 빨리 

바뀌게 되면, 전하가 원활하게 형광체층으로 공급되지 못하는 지체 현상이 

발생하게 된다. 이는 전하의 mobility와도 관련이 있게 된다. 이 경우 탄소 

나노튜브가 존재하게 되면 이러한 지체현상이 조금 덜 완화됨을 알 수 있다. 

이는 탄소 나노튜브가 존재함으로 인해서 좀더 많은 전하가 발광현상에 
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참가하고, 각각의 출발점 주위에 강한 국소 전기장이 존재하기 때문에, 탄소 

나노튜브가 없을 때 보다 이러한 지체 현상을 완화시켜줌을 알 수 있게 된다. 

 

 

결론 

 

탄소 나노튜브를 유전층에 함유한 고 품위의 유전체 박막을 스핀코팅 

방법으로 만들었다. 이 박막의 특성을 알아보고자 무기 EL 소자를 제작하여 그 

발광 특성을 확인하였다. 탄소 나노튜브가 많이 들어있을수록 유전율이 커지고 

이는 다시 무기 EL의 발광 특성을 좋게 해주었다. 또한 주파수를 변화시킨 

경우에 휘도가 줄어드는 정도를 완화하여, 탄소 나노튜브가 유전체의 품성을 

좋게 하고, 무기 EL 소자의 경우 발광 특성을 좋게 함을 알 수 있었다. 
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성장 방법 차이에 따른 ZnO의 광학적 특성 분석1 

 

이석주2 

 

요약 : ZnO 박막 시료와 성장 중단 표면이 다른 두 bulk ZnO 시료들에 대하여 as grown 상태와 수소 

플라즈마 처리 후의 상태를 photoluminescence 방법으로 측정하여 비교하였다. Exciton 관련 UV peak과 

결함이나 불순물과 관련된 visible peak의 변화를 보았을 때, 박막 시료가 bulk 시료보다 성장 상태가 

우수하였으며, bulk 시료의 광특성은 플라즈마 처리에 의해 매우 향상됨을 알 수 있다. 

  

서 론 

 

ZnO 는 밴드갭이 큰 반도체 물질로 짧은 파장의 광소자 및 가혹한 조건에서 

동작하는 전자 소자의 재료로 많은 관심을 받고 있다.[1-2] 본 연구에서는 여러 

다른 방법으로 성장된 ZnO 의 광특성을 비교하여 소자 재료로써의 응용 

가능성을 알아보고자 한다. 

성장 중단된 표면이 다른 bulk ZnO 와 ZnO 박막 등, 여러 다른 방법으로 

성장된 시료들과 이들을 수소 플라즈마 처리한 시료들과의 비교를 통해 성장 

방법에 따라 광특성이 어떻게 변하는지 알아본다. 이는 현재 준비중인 MBE 를 

이용한 성장 방법이 ZnO 에 적합한지 알아볼 수 있어, 향후 MBE 성장 재료를 

선택함에 있어 중요한 역할을 할 것이다. 

 

실 험 

 

실험에 사용된 ZnO 시료들은 2 개의 bulk 시료와 1 개의 박막 시료로 총 

3 개를 이용하였다.[3] 시료들은 hydro-thermal 방법을 이용하여 성장되었으며, 

                         
1 이 논문은 2015학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 전자물리학과 교수 
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성장 방향은 모두 (0001) 방향이다. 박막 시료는 sapphire 기판 위에 500nm 의 

두께로 성장되었으며, bulk 시료들은 0.5mm 두께로, 각각 O 원자와 Zn 원자의 

면에서 성장이 중단된 차이를 가지고 있다. 이 시료들을 각각 박막, O-face, Zn-

face 시료로 부르기로 한다. 성장 방법의 차이에 따라 성장 후 처리의 효과가 

어떻게 달라지는지 알아보기 위하여 각 시료에 대해 수소 플라즈마 처리를 

하였다. 플라즈마 처리는 RF 플라즈마 발생장치에서 base pressure 를 5.0x10-6 

Torr 보다 작게 유지하면서 2.0x10-2 Torr 보다 작은 process 압력을 이용하였다. 

시료의 온도는 300℃ 이었으며 40W 의 RF power 로 수소 기체를 플라즈마로 

만들어 60 분 동안 반응시켰다.[4] 

시료들의 광특성은 상온에서 photoluminescence (PL) 방법을 이용하여 

측정하였다. 1mW 의 HeCd laser 325nm line 을 여기 광원으로 이용하였으며, 1m 

single monochromator (SPEX 1702) 를 통해 분광된 빛을 photomultiplier tube 로 

검출하였다. 시료들의 PL spectrum 의 크기 비교를 위하여 시료가 바뀔 때 매우 

조심스럽게 실험이 진행되었으나, 적어도 2 배 이상의 크기 차이를 보일 때만 

의미 있는 비교로 간주하였다. 

 

결과 및 토론 

 

그림 1 에 성장된 상태 그대로의 각 시료들의 PL 스펙트럼이 보여지고 있다. 

3.3 eV 근처의 UV peak 은 ZnO 의 band-to-band transition 에 의해 나타나는 exciton 

peak 이며, 3.287eV 위치에 가이드 수직선이 그어져 있다. 박막과 O-face 

시료에서는 위치가 일치하여 neutral donor bound exciton (D0X) peak 으로 생각되며, 

Zn-face 시료에서는 약간 높은 에너지를 가지므로 acceptor bound exciton 이 형성된 

것으로 보인다. 2.5 eV 근처의 broad 한 visible peak 은 impurity 와 관련된 peak 으로, 

원인이 명확히 밝혀져 있지는 않지만 oxygen 이나 zinc 의 vacancy 혹은 interstitial 

site 에 의해 발생된다고 보고되어 있다.[5] PL spectrum 은 박막에서 가장 커서 O-

face 시료보다는 5 배 정도, Zn-face 시료보다는 10 배 이상 큰 D0X peak 을 보여주 
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그림 1. 성장 상태 그대로인 시료들의 PL spectrum. 
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그림 2. 수소 플라즈마 처리 후 시료들의 PL spectrum. 



48                                     이석주 

 

 

고 있다. 반면 visible peak 은 박막에서는 매우 작으며, O-face 시료에서 보이듯이 

2.5 eV 근처와 2.2 eV 근처의 두 broad peak 이 겹쳐져 형성된 것으로 보인다. O-

face 시료에서는 2.5 eV peak 이 더 크게 나타나지만 Zn-face 시료에서는 두 broad 

peak 의 크기가 거의 비슷하게 관측된다. Bulk 시료에서 impurity 와 관련된 visible 

peak 이 크게 나타나며 crystal 형성의 우수성에 관련되는 UV peak 의 크기가 작은 

것으로 보아 박막 시료에 비해 성장 시에 더 많은 불순물이 유입되었음을 알 수 

있다. 

그림 2 의 플라즈마 처리된 시료들은 매우 큰 변화를 보여주고 있다. 먼저 

플라즈마 처리 후 UV peak 의 크기의 변화를 보면 박막 시료는 약 1/3 정도로 

감소한 반면 O-face 와 Zn-face 시료는 2 배 이상 커졌다. Visible peak 의 UV 

peak 에 대한 상대적인 크기는 감소한 것도 관측된다. 이는 플라즈마 처리가 

박막과 bulk 시료에 미치는 영향이 서로 반대임을 의미한다. UV peak 의 위치는 

박막 시료의 경우 거의 변화하지 않았으나 bulk 시료들의 경우 낮은 에너지 

위치로 이동하였음을 알 수 있다. 이러한 적색편이와 exciton peak 크기의 증가는 

플라즈마 처리된 ZnO 에서 나타나는 현상으로 수소에 의한 passivation 과 exciton 

binding energy 의 변화로 설명된다.[6] 박막 시료의 경우에는 as grown 상태에서 

구조적인 문제나 불순물들이 bulk 시료보다 적어서 수소 플라즈마 처리가 오히려 

구조적인 안정성을 저해하여 D0X peak 크기가 감소한 것으로 생각된다. 

Visible peak 의 변화를 보다 정확히 살펴보기 위하여 시료별로 성장된 상태 

그대로(검은 실선)와 플라즈마 처리된 상태(회색 실선)의 PL 스펙트럼을 log 

scale 로 비교한 것이 그림 3 에 보여진다. As grown 상태의 bulk 시료들의 경우, 

2.2 eV 와 2.5 eV 의 두 peak 으로 visible peak 이 구성됨을 잘 알 수 있고, 수소 

플라즈마 처리에 의해 2.2 eV 의 peak 은 거의 사라지는 반면 2.5 eV peak 은 거의 

비슷하거나 (Zn-face) 오히려 증가함 (O-face) 을 알 수 있다. 박막 시료의 

경우에는 워낙 as grown 상태에서 visible peak 이 작아서 큰 의미는 없으나 수소 

플라즈마 처리 후에 역시 2.5 eV 위치가 다른 에너지 위치에 비해 상대적으로 

커진 것을 볼 수 있다. 수소 플라즈마는 dangling bond 를 passivation 시키는 효과 
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그림 3. 각 시료들의 수소 플라즈마 처리 전후 비교 PL spectrum (log scale). 
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가 가장 큰 것으로 알려져 있으므로, 2.2 eV 의 peak 은 구조적인 결함들에 의해 

as grown 시료에서 관측되다가 수소의 passivation 에 의해 사라지는 것으로 보이고, 

2.5 eV 의 peak 은 구조적인 문제가 해결되어도 남아있는 것으로 보아 실제로 

존재하는 불순물에 의한 deep trap 에 의한 emission 으로 생각된다. Terminate 된 

표면에 따른 차이나 박막과의 차이는 더 연구를 필요로 한다. 
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대장균에서 Pax6-intein과 Dlx2-intein 융합단백질의 발현1 

 

류수경, 최용순, 권혁만2 

 

요약: Pax6와 Dlx2 인자는, 신경줄기세포가 신경세포로 분화하는 과정에서, 만들어지는 신경세포의 

종류를 결정하는 유전자 전사인자이다. 따라서 Pax6와 Dlx2를 신경줄기세포에 발현시키면 줄기세포 

치료 및 유전자치료에서 특정 종류의 신경세포 수립과 분화증진 효과를 기대할 수 있다. Pax6와 

Dlx2를 세포 치료에 사용하기 위해서는 Pax6 유전자와 Dlx2 유전자를 신경줄기세포에 도입해야 되는 

바, 유전자 도입과정에서 게놈 변형과 같은 안전성 문제가 불가피하게 수반되게 된다. 이 문제를 

근본적으로 해결하는 방안으로 Pax6와 Dlx2 인자를 단백질 형태로 세포에 도입하는 방법이 대안으로 

제시되고 있다. Polyarginine과 같은 cell penetrating peptide는 결합된 단백질에 세포막을 통과할 수 있는 

능력을 부가하게 된다. 본 연구에서는 Pax6와 Dlx2 단백질의 C-말단에 cell penetrating peptide인 

polyarginine peptide가 결합되어 있는 융합단백질을 expressed protein ligation 기법으로 생산하기 위한 첫 

단계로 Pax6-intein과 Dlx2-intein 융합단백질을 대장균에서 발현시켰다. 그리고 대장균에서 발현된 

Pax6-intein과 Dlx2-intein 융합단백질의 용해성을 개선하기 위하여 대장균에서의 융합단백질 발현 유도 

조건을 최적화하였다. 

 

서 론 

 

   신경줄기세포는 발생과정에서 시공간적 변화에 따라 주어지는 환경의 차이에 

따라 특정 종류의 신경세포로 분화하게 된다. 신경줄기세포가 경험하는 

미세환경은 성장인자, 사이토카인, 호르몬, extracellular matrix 등으로 구성되며, 

미세환경은 전사인자 들의 발현 유무로 궁극적으로 해독되어 신경줄기세포를 

특정 종류의 신경세포로 분화하게 하는 세포 전체의 유전자 발현 패턴을 

조성하게 된다. 따라서 신경줄기세포의 세포 종류 (subtype) 특이적 분화과정을 

지배하는 전사인자 들은 다양한 종류의 퇴행성 신경질환 및 신경손상 질환을 

                         
1 이 논문은 2015학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 생명공학과 교수 
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치료하기 위한 줄기세포 치료 및 유전자치료에서 특정 신경세포의 수립과 

분화를 증진하기 위한 목적으로 유용하게 사용될 수 있다. 

 

Pax6 는 Paired box(Pax) family member 에 속하는 단백질로 

호메오박스(Homeobox)를 지닌 전사인자이다. Pax6 는 신경줄기세포의 증식을 

촉진하고 발생학적인 시공간에서 발현의 유무에 따라 신경줄기세포가 분화되어 

형성되는 신경세포의 종류를 결정하게 된다. Pax6 기능이 억제되어 있는 Pax6 

돌연변이 쥐(rSey)에서는 후뇌에서 Islet-2 가 발현하는 콜린성 운동신경 형성이 

저해되는데, 여기에 Pax6 를 다시 도입하면 Islet-2 가 발현하는 콜린성 신경 

발생이 회복된다 (Osumi et al., 1997). 또한 Pax6 는 배아 대뇌 및 성체 subgranular 

zone 에서 Tbr2 와 Ngn2 를 발현하는 글루타메이트성 신경세포의 형성을 촉진한다 

(Hodge et al., 2008). 반면 Pax6 mutant 를 과다발현시키면 GAD 와 GABA 를 

생산하는 가바성 세포의 분화와 신경교세포의 분화가 증진하게 된다. 따라서 

Pax6 는 콜린성 신경세포 및 글루타메이트성 신경세포의 분화과정은 촉진하는 

반면 가바성 세포와 신경교세포로의 분화과정은 저해하는 신경줄기세포의 세포 

종류 특이적 분화과정을 지배하는 전사인자이다. 

 

신경줄기세포가 가바성 신경세포로 분화하는 운명은 Dlx2 와 Mash1 전사인자에 

의해 결정된다. 대뇌 절편 배양에 DLX2 및 DLX5 를 발현시키면 GAD 발현이 

증가된다 (Stuhmer et al., 2002). Basal ganglia 의 가바성 신경세포의 분화, 이동 및 

생존에는 DLX 유전자가 필수적으로 필요한 것으로 밝혀졌다 (Long et al., 2009). 

또한 Dlx1/Dlx2 null mice 에서는 가바성 신경세포의 분화와 이동이 심각히 

저해되어 출산 이후 죽게 된다 (Cobos et al., 2005). 

 

알츠하이머 치매(Alzheimer’s disease)는 퇴행성 뇌질환으로서 주로 기억, 학습에 

관련한 뇌조직 손상을 통하여 유발된다. 변연계를 구성하는 콜린성 신경세포의 

사멸은 치매의 주요한 요인의 하나이며 (Henderson 1996), 현재 일반적으로 
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사용되는 치매 치료제는 아세틸콜린 대체 치료제 및 아세틸콜린 분해효소 

저해제로 치매 증상을 완화하는 목적으로 사용되고 있다. 따라서 콜린성 

신경세포를 복원하여 기억과 학습 능력을 근본적으로 회복시키는 궁극적인 치료 

방법이 필요한 상황이다. 

 

간질성 발작(seizure)은 신경계의 글루타메이트 수용체의 지속적인 활성화에 

의해 야기되며, 억제성 가바성 신경세포 연접을 촉진하여 글루타메이트와 같은 

흥분성 신경전달물질을 억제하면 증상을 완화시킬 수 있다. 따라서 가바성 

세포를 이식하여 간질 환자를 치료하는 줄기세포 치료법이 주목 받고 있다. 

 

위와 같이 각각의 신경질환을 치료하기 위해서는 서로 다른 종류의 신경세포를 

복원해야 한다. 따라서 특정 종류의 신경세포를 수립하고 분화를 증진하는 

기법을 개발하는 것은 줄기세포 치료 효과를 개선하기 위한 핵심 기술이다. 이를 

해결하기 위한 방편으로 Pax6 와 Dlx2 와 같은 신경줄기세포의 세포 종류 특이적 

분화과정을 지배하는 전사인자의 유전자를 신경줄기세포에 도입하는 방법이 그 

동안 모색되어 왔다. 그러나 도입한 유전자를 제거하는 기법은 유전자 

도입과정에서 게놈 변형과 같은 안전성 문제를 불가피하게 수반하게 된다. 최근 

전사인자를 단백질 형태로 세포에 전달하는 방법이 위 문제를 근본적으로 

해결하는 방안으로 제안되었다. 비록 단백질은 일반적으로 세포막을 투과할 수 

없어 세포 내로 전달되지 않으나 cell penetrating peptide 를 지닌 단백질은 

세포막을 통과하여 세포 내로 이동할 수 있다.  Cell penetrating peptide 는 HIV-1 

바이러스의 Tat 단백질에서 처음으로 발견되었으며, 그 이후 penetratin, transportan, 

Xentry 등 여러 가지 종류가 발견되었다 (Heitz et al., 2009). 이들 중 TAT cell 

penetrating peptide 와 polyarginine 과 같은 arginine-rich cell penetrating peptide 들이 

가장 높은 단백질 전달효율과 함께 낮은 세포독성을 갖고 있는 것으로 

보고되었다. 다만 arginine-rich cell penetrating peptide 와 연결되어 있는 
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융합단백질을 대장균에서 발현시킬 경우 단백질 용해성이 매우 낮아져 용해된 

형태의 융합단백질을 획득하기가 매우 어렵게 된다. 

 

Expressed protein ligation 기법은 단백질의 C-말단에 펩타이드를 선택적으로 

연결시켜주는 기법으로, 대장균에서 발현한 Cre recombinase 의 C-말단에 

polyarginine peptide 를 선택적으로 결합시켜 cell-permeable Cre recombinase 를 

생산하는 방법으로 성공적으로 적용된 바 있다 (Lyu & Kwon, 2015). 본 

연구에서는 Pax6-intein 과 Dlx2-intein 융합단백질을 생산하는 재조합 유전자를 

제조하였으며, 제조한 재조합 유전자로 대장균을 형질전환시켜 Pax6-intein 과 

Dlx2-intein 융합단백질을 발현하는 대장균을 생산하였다. Pax6-intein 과 Dlx2-intein 

융합단백질은 Pax6-polyarginine 과 Dlx-2 –polyarginine 융합단백질을 expressed 

protein ligation 기법으로 생산하는 과정에서 초기 기질로 활용될 것이다. 

 

실험 방법 

 

1. Pax6-intein 및 Dlx2-intein 발현 벡터 제작 

인간 Pax6와 Dlx2 유전자를 대상으로 대장균에서의 단백질 발현을 최적화하기 

위하여 codon optimization을 수행하였다. Codon optimization된 인간 Pax6와 Dlx2 

유전자의 3'과 5' 말단에 각각 Nde I과 Sap I 제한효소 절단 부위를 첨가하여 

cDNA를 합성하였으며, 이를 pUC57 vector에 삽입하여 pUC57_Pax6와 

pUC57_Dlx2를 제작하였다 (GenScript). pUC57_Pax6와 pUC57_Dlx2를 Nde I과 Sap 

I으로 절단하여 얻은 절편을 pTWIN_His vector (Jena Bioscience)의 Nde I과 Sap I 

부위 사이로 삽입하여 pTWIN_Pax6와 pTWIN_Dlx2를 제작하였다. pTWIN_Pax6는 

Pax6와 mini-intein (Mycobacterium Xenopi gyrase A에서 유래, Mxe GyrA), 6개의 His 

Tag로 구성된 융합단백질을, pTWIN_Dlx2는 Dlx2와 mini-intein, 6개의 His Tag로 

구성된 융합단백질을 발현한다. Pax6와 intein 및 Dlx2와 intein 사이에는 효율적인 

intein 매개 절단을 위해 Leu-Glu-Tyr를 삽입하였다. 
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2, 대장균에서 Pax6-intein 및 Dlx2-intein 융합단백질의 발현 조건 최적화 

pTWIN_Pax6와 pTWIN_Dlx2을 BL21(DE3), BL21(pKJE7), BL21(pG-Tf2), 

BL21(pTF16)에 형질 전환하였다. BL21(pKJE7), BL21(pG-Tf2), BL21(pTF16)은 

대장균에서 발현되는 단백질의 용해성을 개선하기 위해 단백질 folding을 

도와주는 다양한 chaperone 들을 발현하는 플라스미드를 BL21(DE3)에 형질 

전환한 균주이다 (TAKARA). pKJE7은 dnaK, dnaJ, grpE 샤페론을, pG-Tf2는 groES, 

groEL, tig 샤페론을, 그리고 pTf16은 tig 샤페론을 발현하는 플라스미드이다. 50ml 

LB 배지에서 37℃에서 하룻밤 동안 키운 대장균을 1L LB배지에 1/20배로 

접종한다. 접종 시 50μg/ml ampicillin과 20μg/ml chloramphenicol을 넣어주고 

0.5mg/ml L-arabinose 또는 5ng/ml tetracycline을 넣어주어 샤페론 단백질을 

발현시킨다. 접종한 배지는 37℃에서 키우며 OD600nm 값이 0.6이 되었을 때, 1 

mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)를 넣어준다. Pax6-intein 융합단백질은 

26℃에서 3시간동안 발현시키며 Dlx2-intein 융합단백질은 18℃에서 6시간동안 

발현시켜 최적화된 환경에서 용해성이 있는 융합단백질을 얻는다. 

 

3. Pax6-intein 및 Dlx2-intein 융합단백질 정제 

Pax6-intein 및 Dlx2-intein 융합단백질을 발현한 대장균을 원심분리로 획득한 후 

액체질소로 얼린다. 하루 이상 -80℃에서 보관한 대장균을 얼음에서 녹여 대장균 

5배의 부피에 해당하는 Breaking Buffer(20 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, pH 7.5)로 

풀어준다. 초음파발생장치로 세포용해 작업을 거친 후 1% Triton-X 100를 

넣어준다. 4℃에서 10,000x g 원심분리로 용해성이 있는 융합단백질을 분리한다. 

이 단백질을 Ni-NTA(QIAGEN)와 4℃에서 1시간동안 섞어준다.                

Ni-NTA 슬러리를 컬럼에 채워주고 컬럼 5배의 Buffer A(50 mM NaH2PO4, 300 mM 

NaCl, pH 8.0)를 컬럼에 흘려 씻어주고 컬럼 5배의 Wash Buffer(50 mM NaH2PO4, 

300 mM NaCl, 50mM Imidazole pH 8.0)를 컬럼에 흘려 다시 컬럼을 씻어준다. Pax6-

intein 및 Dlx2-intein 융합단백질은 Elution Buffer(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 
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250mM Imidazole, pH 8.0)로 추출하여 Cleavage Buffer(50 mM NaH2PO4, 250 mM NaCl, 

pH 8.5)에 넣고 4℃에서 하룻밤 동안 투석한다. 

 

4. 융합단백질의 intein 매개 절단 

 Cleavage Buffer(50 mM NaH2PO4, 250 mM NaCl, pH 8.5)에 존재하는 Pax6-intein 및 

Dlx2-intein 융합단백질의 intein 매개 절단을 DTT 혹은 MESNA로 진행한다. 

DTT를 사용한 cleavage reaction은 50mM DTT을 첨가하고 질소가스를 처리한 후 

4℃에서 24시간동안 반응시킨다. MESNA를 사용한 cleavage reaction은 50mM 

MESNA와 3mM TCEP(pH8.5)를 첨가하고 질소가스를 처리한 후 4℃에서 

24시간동안 반응시킨다.  

 

 

Figure 1. Structure of pTWIN_Dlx2 (A) and pTWIN_Pax6 (B). 
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Figure 2. Construction of pTWIN_Pax6 and pTWIN_Dlx2.  The human Pax6 gene and the human 

Dlx2 gene containing NdeI site at the 5’ end and SapI site at the 3’ end were synthesized and subcloned 

into pTWIN_His using NdeI and SapI sites. U : Uncut, N : NdeI, X : XhoI, S : SapI, N/X : NdeI and 

XhoI, N/S : NdeI and SapI digestion. 

 

결과 및 고찰 

   대장균으로 코돈을 최적화하여 합성한 인간 Pax6와 Dlx2 유전자를 

pTWIN_His 벡터의 NdeI과 SapI 제한효소 절단 부위에 삽입하여 pTWIN_Pax6와 

pTWIN_Dlx2 플라스미드를 제작하였다 (Fig. 1). SapI 절단 부위를 사용하여 

ligation하면 SapI 부위가 소실되므로 pTWIN_His에 존재하는 SapI 부위는 

pTWIN_Pax6와 pTWIN-Dlx2에서는 존재하지 않게 된다. 제작한 pTWIN_Pax6와 

pTWIN_Dlx2는 SapI에 의해 절단되지 않았다 (Fig. 2). pTWIN_Pax6와 

pTWIN_Dlx2에는 XhoI 절단 부위가 삽입한 유전자에 유일하게 한 개 존재한다. 

제작한 pTWIN_Pax6와 pTWIN_Dlx2는 XhoI으로 한번만 절단됨을 확인하였다. 

그리고 NdeI와 XhoI에 의해 삽입한 Pax6와 Dlx2 유전자 크기인 1,267 bp와 985 bp 

크기의 절편이 생성되었다. 이에 따라 pTWIN_Pax6와 pTWIN_Dlx2가 성공적으로 

제작되었음을 확인하였다. pTWIN_Pax6와 pTWIN_Dlx2는 각각 Pax6와 Dlx2의 C-

말단 방향으로 mini intein인 GyrA가 융합되어 있고 C-말단 끝에 His tag가 

존재하는 융합단백질을 발현한다.  
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Table 1. Caperone plasmids that help the folding of proteins expressed in E.coli. 

Plasmid Chaperone 

pKJE7 dnaK-dnaJ-grpE 

pG-Tf2 groES-groEL-tig 

pTF16 tig 

 

 

 

 

Figure 3. Expression of Pax6-intein in BL21(pKJE7) (A) and BL21(pTF16) (B). The expression of 

Pax6-intein was induced either at 34℃ and 26℃ with 1 mM IPTG for 3 hrs. Proteins were subjected 

to SDS-PAGE and stained with Coomassie brilliant blue R. The expected size of Pax6-intein is 69 kDa. 

The size of dnaK is 70 kDa. The bands of Pax6-intein (◀) and dnaK (◁) were overlapped in SDS-

PAGE. M : protein size marker, W : Whole cell extract, S : soluble proteins, P : insoluble proteins. 
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Figure 4. Expression of Dlx2-intein in BL21(pG-Tf2) (A) and BL21(pTF16) (B). The expression of 

Dlx2-intein was induced at 34℃ with 1 mM IPTG for 3 hrs or at 18℃ with 1 mM IPTG for 6 hrs. 

Proteins were subjected to SDS-PAGE and stained with Coomassie brilliant blue R. The expected size 

of Dlx2-intein is 59 kDa. The size of groEL is 60 kDa. The bands of Dlx2-intein (◀) and groEL (◁) 

were overlapped in SDS-PAGE. M : protein size marker, W : Whole cell extract, S : soluble proteins, 

P : insoluble proteins. 

 

pTWIN_Pax6와 pTWIN_Dlx2을 BL21(DE3), BL21(pKJE7), BL21(pG-Tf2), 

BL21(pTF16)에 형질 전환하였다. BL21(pKJE7), BL21(pG-Tf2), BL21(pTF16)은 

대장균에서 발현되는 단백질의 용해성을 개선하기 위해 단백질 folding을 

도와주는 다양한 chaperone 들을 발현하는 플라스미드를 BL21(DE3)에 형질 

전환한 균주이다 (Table 1). pTWIN_Pax6와 pTWIN_Dlx2으로 형질 전환된 

BL21(DE3), BL21(pKJE7), BL21(pG-Tf2), BL21(pTF16) 균주에 IPTG를 1mM 농도로 

처리하여 융합단백질 발현을 유도하였다. 37℃에서 발현된 Pax6-intein과 Dlx2-

intein 융합단백질은 대부분 insoluble한 형태로 관찰되었다. Pax6-intein와 Dlx2-

intein 융합단백질의 용해성을 개선하기 위해 온도와 시간을 변화시키며 발현을 

유도하였다. 그 결과 Pax6-intein은 BL21(pTF16)에 형질 전환한 균주를 26℃에서 

3시간 동안 발현을 유도한 경우에서, Dlx2-intein은 BL21(pG-Tf2)에 형질 전환한 

균주를 18℃에서 6시간 동안 발현을 유도한 경우에서 최적의 발현량과 용해성을 

획득할 수 있었다 (Fig. 3과 Fig. 4). 
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Figure 5. Purification and intein-mediated cleavage of Pax6-intein (A) and Dlx2-intein (B). 

Pax6-intein and Dlx2-intein expressed in BL21(pTF16) were purified by Ni-NTA affinity 

chromatography. Pax6-intein and Dlx2-intein proteins were incubated with either 50 mM 

DTT or 50 mM MESNA at 4℃ for 24 hrs. Proteins were subjected to SDS-PAGE and 

stained with Coomassie brilliant blue R. M: protein size marker, Whole: whole cell extract, 

Sup: supernatant after centrifugation, FT: flow through, Elu: eluent with imidazole, NT: non-

treated, DTT: treated with DTT, MESNA; treated with MESNA. 

 

 

C-말단 끝에 His tag이 부착된 Pax6-intein과 Dlx2-intein 융합단백질을 Ni-NTA 

affinity chromatography를 수행하여 정제 하였다 (Fig. 5). Ni-NTA affinity 

chromatography에서 imidazole에 의해 elution된 fraction에서 69 kDa의 Pax6-intein과 

59 kDa의 Dlx2-intein 단백질이 주요 단백질로 정제되었음을 SDS-PAGE로 

확인하였다. Pax6-intein과 Dlx2-intein이 intein-매개 자가 절단 반응을 수행할 수 

있는지를 확인하기 위해, Pax6-intein과 Dlx2-intein에 50 mM DTT를, 또는 50 mM 

MESNA와 3 mM TCEP을 4℃에서 24시간 처리한 후, SDS-PAGE로 분석하였다 

(Fig. 5). Pax6-intein은 DTT 또는 MESNA에 의해 대부분 46 kDa Pax6와 23 kDa 



대장균에서 Pax6-intein과 Dlx2-intein 융합단백질의 발현            61 

 

 

intein으로 절단되었으며, Dlx2-intein은 DTT 또는 MESNA에 의해 대부분 36 kDa 

Dlx2와 23 kDa intein으로 절단되었다. 이 결과는 Pax6-intein과 Dlx2-intein이 intein-

매개 자가 절단 반응을 효율적으로 수행할 수 있음을 보여주었다.  

    

본 연구에서는 Pax6-intein과 Dlx2-intein 융합단백질을 발현하는 대장균 균주를 

개발하였으며, Pax6-intein과 Dlx2-intein 융합단백질을 용해된 형태로 획득하는 

최적의 발현 조건을 탐색하였다. 그리고 대장균에서 생산된 용해된 형태의 Pax6-

intein과 Dlx2-intein 융합단백질은 intein-매개 자가 절단 반응을 효율적으로 

수행할 수 있음을 확인하였다. Pax6-intein과 Dlx2-intein은 poly-arginine peptide를 C-

말단에 결합시키는 expressed protein ligation 반응의 기질로써 cell-permeable Pax6와 

cell-permeable Dlx2 생산에 활용될 것으로 기대된다. 
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Corynebacterium glutamicum에서 truncation을 이용한 gdh 

Promoter Library의 구축1 

한찬욱, 김성집, 이현환2 

 

요약: Corynebacterium glutamicum은 GRAS 균주로서 amino acid들이나 핵산 등 여러 metabolite들의 

산업적 생산 균주로 알려져 있다. 이 균주를 이용하여 산업적으로 유용한 물질을 효과적으로 

생산하기 위해서는 biosynthetic pathway의 분석에 따른 metabolic engineering이 필수적으로 요구 된다. 

Metabolic engineering에서 특정 유전자의 발현을 조절하여 biosynthetic pathway의 유전자 발현 병목현상 

및 과 발현에 따른 에너지 손실을 해소할 수 있으므로 유용한 대사공학 도구로 사용 될 수 있다. 

이는 promoter의 발현강도를 조절함으로써 가능하다. 이를 위해 본 연구에서는 생체 내 여러 

유용물질의 출발점이 되는 glutamate dehydrogenase (gdh) 유전자를 발현하는 promoter로부터 truncated 

form을 이용하여 promoter library (PL)를 구축하였다. Truncated form PL은 PCR을 이용하여 5 bp씩 

길이가 다른 형태로 C. glutamicum ATCC 13032의 chromosomal DNA로부터 제작 하였다. 이들 PL은 gdh 

ORF와 연결하여 pCES208에 cloning 하였다. 이 재조합 plasmid는 C. glutamicum의 gdh 유전자를 

knock-out한 strain JS02에 도입하여 GDH activity assay를 수행 하였다. 그 결과 promoter의 regulating 

region의 truncation으로 인해 원래의 promoter (527bp)보다 발현 능이 높거나 낮아지는 것을 확인 

하였다.  

 

서 론 

미생물 발효를 이용해 목적 물질을 생산 하기 위한 균주 개발에 있어서 특정 

대사 산물 합성은 biosynthetic pathway에 대한 이해를 필수적으로 요구하며, 이에 

따라 목표지향적 균주 개발이 필요하게 되었다. 전통적인 방법으로서 균주에 

대한 무작위적인 돌연변이를 유발하는 classical mutagenesis가 사용되었고 실제로 

이러한 방법에 의해 많은 균주들이 개발되었다. 그러나 누적된 돌연변이는 

균주의 피로현상이 발생되고, 본래의 생리적 현상이 불특정하게 변화됨으로써 

부작용 많이 나타났다. 한편 분자생물학적 기법이 일반화 된 후에는 

                         
1 이 논문은 2015학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 생명공학과 교수 
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특정유전자의 과발현을 위해 plasmid에 유전자를 cloning하여 발현시키거나 

(knock-in), 혹은 knock-out 기법에 의해 특정 유전자의 발현을 억제하거나  

없앰으로서 목적물질의 과량 축적을 유도하였다. 그러나 metabolic engineering으로 

대사과정을 조절하는 과정에서 균주의 생리적 현상유지에 필수적인 효소의 

과발현이나, knock-out에 의한 발현 억제는 특정 효소가 무리하게 세포에 

축적되어 세포 내에 독성을 나타내거나, 혹은 세포 생장에 필수적인 중간 

대사물질이 만들어지지 않는 부작용을 초래 할 수도 있다. 이러한 점을 해소하기 

위해 대사단계에 필요한 여러 유전자들을 보다 정교하게 조절할 필요성이 

대두되었다. Promoter library (PL)는 특정 대사단계에 필요한 유전자들을 필요에 

따라 발현을 조절할 수 있도록 promoter의 strength를 다양하게 하여, biosynthetic 

pathway에 있어서 필수적인 특정 반응 효소의 과발현을 유도하여 반응기질이 

축적되는 병목 현상을 해소하거나, 또는 불필요한 효소의 발현을 줄여 균주의 

생리적인 현상의 변화를 최소화 하고자 하는 방법이다(1, 2, 3). 최근에는 특정 

유전자의 natural promoter를 random primer를 사용하여 발현의 정도를 다양하게 

만들어 적용하는 synthetic promoter library (SPL)를 제작하여 사용하고자 하는 

연구들이 진행 되었다 (4, 5). 

Corynebacterium glutamicum은 Gram+ bacteria로 Escherichia coli보다 생장환경에 

대한 저항성이 강하고, 미 식품의약국에서 GRAS (Generally Recognized as Safe)로 

인정하였기 때문에 식품첨가물 이나 사료첨가물 등 발효산업에 자주 사용되는 

균주로 알려져 있다. C. glutamicum은 대표적인 amino acid이나 핵산, 기타 여러 

metabolite 들의 생산균주 사용되고 있다. 최근에는 분자생물학적인 tool의 개발에 

힘입어 다양한 단백질이나 생리활성 물질의 발현이 이루어 지고 있으며, 특히 

목적 물질의 생산과 수율 증대를 위한 metabolic engineering이 많이 이루어 지고 

있다 (6).  

특정 promoter 의 발현 다양성을 얻어 PL 을 구축하는 방법으로는 synthetic 

promoter library (SPL) 구축에 의한 promoter 염기서열 변형과, natural promoter 의 

길이를 조절하는 truncation 하는 방법이 있다. 본 연구에서는 PL 의 제작을 위해 C. 
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glutamicum 의 TCA cycle 에서 중간 대사물질인 2-oxoglutarate 를 glutamate 로 

conversion 하는 GDH 를 발현하는 gdh 유전자의 promoter (6, 7, 8, 9, 10, 11, 12) 를 

사용하였다. 즉 Promoter 의 truncation 을 이용하여 다양한 길이의 PL 을 만들고, 

이를 본래의 gdh promoter (10)와 activity 를 비교하였을 때 발현 양에 있어서 

다양함을 보이는 promoter 들을 얻고자 하였다. 본 연구에서 구축한 다양한 발현 

양을 가지는 Coryne 형 PL 은 산업용 균주인 C. glutamicum 의 metabolic 

engineering 과정에서 biosynthetic pathway 의 정교한 조절을 통해 병목현상을 

해소함으로써 목적물질 생산량 증대에 유용하게 사용 될 수 있을 것이다. 

 

재료 및 방법 

1. 균주 및 plasmids 

  본 연구에서 사용한 균주와 plasmid는 Table 1 과 같다. 
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Table 1. Bacterial strains and plasmids. 

 

2. 균주의 배양 

재조합 plasmid vector를 E. coli에서 추출할 때에는 LB (Luria Bertani) broth (10 g 

tryptone, 5 g yeast extract, 5 g sodium chloride in 1 L of distilled water)를 사용하여 37 ℃, 

Strain / Plasmid Genotype References 

Strain   

E. coli Top10F' F´{lacIq, Tn10(TetR)} mcrA Δ(mrr-hsdRMS-

mcrBC)Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 

Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
Invitrogen, Inc. 

C. glutamicum Wild-type, biotin auxotroph ATCC13032 

C. glutamicum 

JS02 

C. glutamicum wild-type  

Δgdh strain 
This study 

Plasmid   

pGEM-T Easy Ampr, T/A cloning vector Promega Co. 

pK19mobsacB Kmr; vector for allelic exchange 

in C. glutamicum  

(pK18 oriVE.coli sacB lacZα) 

13 

pK19mobsacB 

-gdhAB 

pK19mobsacB derivative containing gdh 

homologous sequence for recombination 
This study 

pGFP Ampr, containing of GFP  

pCES208 E. coli-Corynebacteria shuttle vector 

16 

pCES208-

gdhP'length'-gdh 

pCES208 derivative; gdhP400, gdh 
This study 
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250 rpm으로 하룻밤 배양하였다. 재조합 DNA를 가진 형질전환체의 선별과 

배양을 위해서는 각 배지에 ampicillin (50 ㎍/㎖) 혹은 kanamycin (25 ㎍/㎖)을 

첨가하여 배양하였다. C. glutamicum의 배양은 LB broth를 사용하여 30 ℃, 250 

rpm으로 48 시간 동안 배양하였다. 

 

3. 형질전환 

E. coli의 형질전환을 위해서 CaCl2를 이용하여 competent cell (CP cell)을 

제작하였으며, Sambrook 등 (13)의 방법을 따랐다. C. glutamicum의 형질전환을 

위해서는 electroporation 방법을 사용하였다 (14). CP cell제작을 위해서 C. 

glutamicum을 LB broth에 접종하여 배양한 후 2.5% glycine, 0.5% Tween 80, 0.4% 

isonicotinic acid가 첨가된 LB broth에 옮겼다. 이를 OD600=0.4가 될 때까지 30 ℃, 

250 rpm으로 배양한 후 ice에서 10분 동안 둔 뒤 세포를 원심분리 (3,600 rpm, 15 

min, 4 ℃)한 다음, 1/2 volume의 10% cold glycerol로 세포를 현탁 하여 2회 

세척하였다. 이를 다시 원심 분리하여 최종적으로 1/200 volume의 10% glycerol에 

현탁 시켜 100 ㎕씩 분주하여 CP cell을 제조하였다. 완성된 CP cell에 DNA를 

첨가한 후 0.2 cm cuvette에 넣어 GENE PULSER (Bio-Rad Co.)를 사용하여 2.5 kV, 

25 ㎌, 600 Ω에서 electric shock을 준 후, 1ml의 LB broth를 첨가하고 heat shock 

(46 ℃, 6 min)을 주었다. 이를 30 ℃에서 90분 동안 배양한 후 25 ㎍/㎖의 

kanamycin이 첨가된 LB agar plate에 도말하여 30 ℃에서 배양한 후 선별하였다. 

 

4. PCR primers 

gdh promoter와 유전자 획득과 vector construction에 사용된 primer는 Table 2와 

같다. 이들 forward primer들은 gdh promoter 길이가 5 bp씩 차이가 나도록 제작 

되었으며 증폭된 유전자를 이용하여 PL을 구축하였다 
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Table 2. Used primers and sequences. 

Primer Sequence (5' → 3') 

gdhP400(F) ACT AGT CTT CAT GCA GTT ACC GCG 

gdhP395(F) ACT AGT TGC AGT TAC CGC GCG TTT T 

gdhP390(F) ACT AGT TTA CCG CGC GTT TTG GC 

gdhP385(F) ACT AGT GCG CGT TTT GGC GAT ACA 

gdhP380(F) ACT AGT TTT TGG CGA TAC AAA ATT GAT AAA CCT 

gdhP375(F) ACT AGT GCG ATA CAA AAT TGA TAA ACC TAA AGA A 

gdhP365(F) ACT AGT ATT GAT AAA CCT AAA GAA ATT TTC AAA C 

gdhP360(F) ACT AGT TAA ACC TAA AGA AAT TTT CAA ACA ATT T 

gdhP350(F) ACT AGT GAA ATT TTC AAA CAA TTT TAA TTC TTT G 

gdhP345(F) ACT AGT TTT CAA ACA ATT TTA ATT CTT TGT TGT C 

gdhP340(F) ACT AGT AAC AAT TTT AAT TCT TTG TTG TCA TTC T 

gdhP335(F) ACT AGT TTT TAA TTC TTT GTT GTC ATT CTG TGC G 

gdhP330(F) ACT AGT ATT CTT TGT TGT CAT TCT GTG CGA CAC 

gdhP325(F) ACT AGT TTG TTG TCA TTC TGT GCG ACA CTG 

gdhP527(F) ACT AGT TCT CCG ATG TAG CGC CTA TAA AA 

gdhP313(F) ACT AGT TGT GCG ACA CTG CTA TAA TTT GAA 

gdhP276(F) ACT AGT CAG CCT AAA TGT CCG CAG TGA G 

gdh-NotI(R) GCG GCC GCT TAG ATG ACG CCC TGT GC (NotI) 

A(F) ATG ACA GTT GAT GAG CAG 

A(R) CAA CAG CCT CAG GGG TGG AAG GCG AAA CCA CGG TTG ACG 

TGG 

B(F) CCA CGT CAA CCG TGG TTT CGC CTT CCA CCC CTG AGG C 
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B(R) TTA GAT GAC GCC CTG TGC C 

Kmr(F) ATG ATT GAA CAA GAT GGA TTG C 

Kmr(R) TCA GAA GAA CTC GTC AAG AAG G 

208 seq(F) TGC TCA GGG TGT AGC GGT TC 

208 seq(R) CGA TCA GCG ACG CCG C 

* Restriction enzyme sites (SpeI and NotI)) are underlined. 

 

5. Glutamate dehydrogenase (gdh) 유전자의 knock-out 

Homologous recombination 을 통한 gdh 유전자 knock-out 을 위해 plasmid vector 를 

제작하였다. 먼저 gdh 유전자의 start codon 으로부터 240 bp 크기의 fragment 를 

primer A(F)와 A(R)를 사용하여 증폭하였으며 (A fragment), stop codon 으로부터 

300bp 를 primer B(F)와 B(R) 를 사용하여 증폭하였다(B fragment. 증폭된 두 DNA 

fragment 는 recombinant PCR 을 통해 연결하였다. 연결된 gdhAB fragment 는 

pGEM-T Easy vector 에 cloning 한 후, E. coli Top10F'으로 transformation 하였다. 

Plasmid 를 분리하여 EcoRI 으로 절단한 후 AB fragment 를 얻은 다음, 이를 다시 

EcoRI 으로 절단한 pK19mobsacB vector 로 옮겨 sacB system (15)을 이용한 gdh 

유전자 knock-out 을 위한 plasmid vector 를 제작하였고 이를 pK19mobsacB-

gdhAB 로 명명하였다. gdh 유전자 knock-out 을 위해 플라스미드 pK19mobsacB-

gdhAB 를 elctroporation 방법으로 C. glutamicum 으로 transformation 하였다. 형질 

전환된 C. glutamicum 을 25 ㎍/㎖의 kanamycin 이 첨가된 LB agar plate 에 도말 

하여 crossover 가 일어난 clone 을 선별 하였다. 선별 된 clone 은 이후 colony 

PCR 을 이용하여 knock-out 을 확인 하였다. 

 

6. Truncated form gdh promoter library 제작 

gdh promoter 를 다양한 크기로 truncation 된 형태로 얻기 위해서 colony PCR 을 

수행하였다. Forward primer 는 Table 2 의 primer (gdhP400~325)를 사용하였다. 이들 

primer 는 다양한 길이의 promoter 를 얻기 위해 start codon 에서 400 bp 떨어진 
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곳부터 325 bp 떨어진 곳까지 5 bp 씩 간격을 두어 annealing 이 가능하도록 각각 

제작하였다. Foward primer 에는 추후 plasmid vector 에 삽입이 용이하도록 SpeI 

site 를 첨가하였다. Reverse primer 는 gdh ORF 의 stop codon 까지 annealing 하도록 

제작된 gdh-NotI(R)를 사용하였고, 이는 마찬가지로 plasmid vector 로의 삽입을 

위하여 NotI site 를 첨가하였다. 최종적으로 truncation 된 gdh promoter 는 5'-SpeI-

truncated promoter-gdh ORF-NotI-3' 의 형태로 되었다.  

  PCR 로 획득된 truncated form gdh promoter-gdh ORF 는 pGEM-T easy 로 

cloning 하여 E. coli Top10F'으로 transformation 하였다. 이후 SpeI 과 NotI restriction 

enzyme 을 사용하여 DNA fragment 를 얻은 다음, pCES208 (16)의 동일 site 내로 

삽입 하여 plasmid vector 제작을 완료하였다. 

 

7. Glutamate dehydrogenase (GDH) assay 

제작된 각 plasmid library를 knock-out에 의한 gdh-deficient strain으로 

transformation 하여 만들어진 균주를 kanamycin이 20 ㎍/㎖이 첨가된 LB media 

broth에서 30 ℃. 250 rpm으로 OD600=2.5까지 배양하였다. 배양된 세포를 harvest 

(4 ℃, 6,000 rpm, 15 min)하여 PBS buffer (0.136 M NaCl, 0.002 M KCl, 0.01 M Na2HPO4, 

0.002 M KH2PO4, pH 7.4) 로 세척한 후 0.1 ㎜ glass bead (BioSpec Product Inc.)로 

lysis하였다. 이를 다시 harvest (4 ℃, 14,000 rpm, 15 min)하여 supernatant를 얻어 

효소측정에 사용하였다. GDH assay를 위해 필요한 buffer의 조성은 Table 3와 같다 

(9). Buffer를 A:B:C:D = 25:2:1:1의 비율로 섞은 후, 30 ℃의 buffer solution을 흡광도 

측정을 위한 cuvette에 700 ㎕을 채우고 enzyme solution을 적당한 dilution rate로 

dilution하여 50 ㎕를 첨가한 후 cuvette안에서 섞어 주었다. 이후 1초에 1회 

60초간 NADH 가 NAD+로 변화하는 양을 OD340에서 측정하여 기록하였다. 

이후에 아래의 계산식에 따라 volume activity를 계산하고 단백질 양에 따른 

weight activity를 계산 하였다. 이 때 1 unit는 1 분당 1 μmole의 NADH를 NAD+로 

산화시키는 것을 의미한다. 
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Table 3. Buffer composition for GDH assay. 

Buffer Composition 

A 0.1 M  Tris-HCl, pH 8.3 

B 3.3 M  NH4Cl 

C 0.225 M  2-oxoglutarate, adjust pH 7.0~9.0 with NaOH 

D 7.5 mM NADH 

 

 

 

 

 

 

Vt :  Total volume 

Vs :  Sample volume 

6.22 :  Millimolar extinction coefficient of NADH at 340nm (㎤/μmole) 

1.0 :  Light path length (㎝) 

df :  Dilution factor 

C :  Enzyme concentration in solution (㎎/ml) 
 

 

결과 및 토의 

 

1. gdh 유전자의 knock-out 

Homologous recombination을 통한 gdh 유전자의 knock-out을 위해 homologous 

한 region을 Fig. 1과 같이 선정하였다. DNA fragment A와 B를 획득하기 위해서 

A(F)/A(R), B(F)/B(R) primer set를 이용하여 A fragment (240bp)와 B fragment 

(300bp)를 획득 하였다. A(R)와 B(F) primer는 recombinant PCR을 위한 부위가 서로 
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상보적이 되도록 제작하였으며, 완성된 DNA fragment A와 B는 Fig. 2A와 같이 

A(F)와 B(R) primer를 사용하여 recombinant PCR을 통해 결합시켰다. Recombinant 

PCR을 통해 결합된 A와 B DNA fragment를 gdhAB (540bp)라고 명명하였고 (Fig. 

2B), 이를 pK19mobsacB plasmid vector의 EcoRI site로 삽입하여 Fig. 3A와 같이 

knock-out plasmid를 완성하였으며 이를 pK19mobsacB-gdhAB라 명명하였고, agarose 

gel electrophoresis에 의해서 확인하였다 (Fig. 3B). 이후 knock-out을 위해 

pK19mobsacB-gdhAB를 wild-type C. glutamicum으로 transformation하여 1차 

homologous recombination을 유도하였다. 

 

 

 

Figure 1. Homologous regions A and B for knock-out of gdh gene. 240 bp from start codon (A 

fragment) and 300 bp (B fragment) from stop codon are shown. 
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Figure 2. Construction of gdhAB fragment by recombinant PCR. A) Simplified diagram of 

recombinant PCR. B) Confirmation of amplified gdhAB fragment by agarose gel electrophoresis. SM: 

DNA size Marker, lane 1: gdhAB DNA fragment. Primers for PCR are marked as arrows. 

 

 

Figure 3. Construction of plasmid vector for knock-out of gdh using sacB system. A) Structure of 

knock-out vector. B) Agarose gel electrophoresis of constructed knock-out vector. C: pK19mobsacB, 

lane 1: pK19mobsacB-gdhAB. 

 

gdh 유전자의 knock-out과 integration된 pK19mobsacB-gdhAB plasmid vector의 

제거를 위해 sacB system을 통한 2차 crossover를 유도하였다. 1차 crossover가 

일어난 clone을 10%의 sucrose가 첨가된 LB agar plate에 도말 한 후 나타나는 

colony들을 선별하였다. 이들 colony 들은 chromosomal DNA상의 homologous 

region을 통한 2차 crossover에 의해 sacB 유전자가 제거되어 배지에 첨가된 

sucrose를 levan sucrose로 분해할 수 없다. 이는 곧 gdh 유전자의 knock-out을 

의미하며 Fig. 4는 2차 crossover의 형태를 모식적으로 나타낸 것이다. Knock-out 

은 A(F), B(R) primer를 사용한 colony PCR을 통해 gdh 유전자의 부분 결실을 

확인함으로써 다시 한번 확인하였다 (Fig. 5). 그림에서 보는 바와 같이 knock-

out된 경우 agarose gel에서 0.54 kb의 gdhAB fragment를 나타낸다. 또한 Kmr(F), 

Kmr(R) primer를 사용한 colony PCR로써 kanamycin selection marker의 결핍을 

확인함으로써 gdh 유전자의 knock-out을 증명하였다 (data not shown). gdh 유전자가 
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knock-out 된 wild-type C. glutamicum 을 JS02로 명명하였다. 

 

 

Figure 4. Rationales of second crossover recombination by sacB system. Depending on the 

recombination, two recombinants can be possibly produced. 

 

 

Figure 5. Confirmation of gdh knock-out by colony PCR. SM: DNA size marker, lane 12: JS02 (gdh 

knock-out candidate), lane 13, 15: 1st recombinant clone. Other lanes: revertants. 

 

2. Truncated form gdh promoter library의 제작 

gdh promoter를 truncation 하기 위해 Table 2의 primer를 사용하여 size가 줄어든 

promoter와 이와 연결된 gdh ORF도 함께 colony PCR로 획득 하였다. Fig. 6은 PL 
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제작을 위한 PCR 방법을 보여준다. Fig. 7 은 5 bp 크기로 줄어서 증폭된 gdh 

promoter와 gdh ORF를 연결시켜 증폭시킨 DNA의 agarose gel 사진이다. 그림에서 

보는 바와 같이 promoter가 5 bp씩 줄어든 DNA를 확인 할 수 있음으로써 증폭이 

잘 이루어졌음을 알 수 있다. 한편 gdh promoter truncation 뿐만 아니라 start 

codon으로부터 527bp, 313bp, 276bp 길이의 promoter도 발현 양 분석을 위해 

별도로 PCR을 통해 획득 하였다 (data not shown). PCR로 획득된 DNA 

fragment들은 pCES208 vector로의 삽입을 위해 Fig. 8과 같이 5' 말단에 SpeI site를, 

3' 말단에 NotI site를 삽입하였다. 제작된 DNA fragments는 pGEM-T Easy로의 

subcloning을 거쳐 SpeI과 NotI 으로 절단하여 pCES208의 동일 site로 삽입하였다 

(Fig. 9). 

  

 

 

Figure 6. Schematic diagram for truncation of gdh promoter by PCR. Size of each promoter is 

indicated by arrows. The size of each primer is different only 5 bp. 

 



76                              한찬욱, 김성집, 이현환 

 

 

 

 

Figure 7. Amplification of gdh ORF fused with truncated promoters (400~325bp). SM: DNA size 

marker, lane 1~16: Amplified gdh ORF with truncated gdh promoter (400~325). 

 

 

Figure 8. Structure of truncated form gdh promoter fused to gdh ORF amplified by PCR.  
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Figure 9. Construction of plasmid vector for GDH expression by various lengths of truncated gdh 

promoters. 

 

3. GDH assay를 통한 promoter 분석 

gdh 유전자와 함께 PCR 을 통해 얻어진 5 bp 씩 truncate 된 gdh promoter 는 

pGEM-T Easy vector 로 cloning 한 다음 E. coli Top10F'로 transformation 하였다. 

증폭된 DNA fragments 가 삽입된 plasmid vector 를 선별 하여 SpeI 과 NotI site 를 

절단한 다음, 동일한 제한효소로 절단된 pCES208 vector 에 truncated form gdh 

promoter-gdh ORF 형태의 DNA fragment 를 삽입한 후, E. coli Top10F' 으로 

transformation 하여 선별 하였다 (Fig. 9). 완성된 plasmid vector 들을 다시 추출하여 

GDH activity assay 를 위해 gdh 유전자가 knock-out 된 C. glutamicum JS02 균주로 

transformation 하였다.  

 제작된 재조합 C. glutamicum 균주를 이용한 GDH assay를 통하여 truncated 

promoter의 발현 능을 분석 하였다. 그 결과 promoter의 길이에 따라서 다양한 

GDH 발현 양의 차이를 보이는 것을 확인하였다 (Fig. 10). 그림에서 보는 바와 

같이 gdh promoter 본래 길이인 527 bp 길이의 promoter보다 375 bp 길이의 

promoter가 발현 양이 높은 것으로 나타났다. 이는 full-length gdh promoter의 

upstream에 아마도 negative regulation에 관여하는 sequence가 있기 때문일 것으로 

추측되나 (7) 이는 좀더 심도 있는 연구가 필요한 것으로 사료된다. 이외의 

truncated promoter는 promoter상에 존재하는 다양한 regulation region이 순서대로 

잘려 나감에 따라 다양한 발현 양을 나타내었다. 
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Figure 10. Analysis of truncated gdh promoter activities by GDH assay. A vertical axis represents 

specific activity of each promoter and a horizontal axis represents length of the promoters. JS02 was 

used as to negative control. Plasmid pCES208-gdhP527-gdh was used as positive control. 

 

 본 연구에서는 산업용 균주로 널리 사용되는 C. glutamicum 의 gdh promoter 를 

이용하여 다양한 크기의 promote 를 지닌 PL 을 truncation 에 의해 제조하였다. 

gdh 는 glutamate dehydrogenase(GDH)를 coding 하는 유전자로서 TCA cycle 에서 2-

oxoglutarate 를 glutamate 로 전환시키는 역할을 하는 효소이다. Glutamate 는 

생체내에서 아미노산, 핵산 등 다양한 물질의 생합성 전구체로서 매우 중요한 

위치를 차지하고 있다. 따라서 gdh 유전자의 발현을 다양하게 조절하거나 

이로부터 유래된 gdh promoter 의 발현활성을 다양하게 변화시켜 C. glutamicum 의 

metabolic engineering 과정에 이용하는 것은 매우 의의가 있다. 본 연구에서 제조한 

gdh PL 은 natural promoter 보다 5 bp 씩 그 크기를 줄여 제작한 truncated 

form 으로서 다양한 발현 활성을 가지고 있는 것으로 나타났다. 이를 이용하면 C. 
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glutamicum 의 여러 대사 경로 변형에 있어서 biosynthetic pathway 의 발현을 

세밀하게 조정할 필요가 있을 때 매우 유용하게 사용 될 수 있으리라 사료된다.   
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Pyrosequencing을 이용한 토하젓의 미생물 군집 조사1 

 

김하늘, 강희영, 조기성2 

 

요약 : 토하젓은 민물 새우인 토하(Caridina denticulate denticulataa)를 주원료로 하여 생산하는 

젓갈이다. 본 논문에서는 토하젓의 미생물 군집 다양성을 조사하기 위해서 pyrosequencing을 이용해 

미생물 군집을 분석하였다. Pyrosequencing을 이용하여 6517 read를 분석한 결과 Salinivibrio(72.2%)와 

Alkalibacterium(26.2%)이 우점하고 있는 것으로 나타났다. 이와 달리 배양법으로 분석한 결과에서는 

Bacillus(36.5%), Staphylococcus (28.8%), Salinivibrio(11.5%)가 주로 발견되었으며 Alkalibacterium이 

발견되지 않았다. 이를 통해 Alkalibacterium을 배양법으로 분리하기 위해서는 배지 조성에 대한 

연구가 필요할 것으로 생각된다. 새우젓을 비롯한 발효식품에서 분리되는 Staphylococcus equorum이 

토하젓에서도 분리되었다. 따라서 발효 식품을 생산하는 과정에서 종균으로 이용될 가능성이 있는 S. 

equorum를 포함한 다양한 미생물의 분포가 토하젓의 발효 과정 및 풍미에 영향을 미치는 것으로 

추측된다. 

 

서 론 

 

젓갈은 여러 가지 생선과 새우, 조개 등에 약 20%의 소금을 첨가하여 저장한 

것으로, 자가 분해 효소와 미생물이 발효하면서 생긴 독특한 맛과 향을 가지고 

있다. 젓갈을 발효시킬 때 소금으로 버무리는 것은 소금으로 인해 대부분의 

미생물이 사라지고, 발효에 필요한 미생물만 살아남아 오랜 시간 동안 생선의 

단백질을 분해해서 감칠맛을 내고 흡수하기 쉬운 영양분으로 바꾸어 놓기 

때문이다. 제조 공정이 단순하고, 숙성에는 독특한 감칠맛이 돌아 오래 전부터 

반찬이나 김치의 조미료로 이용되어 왔다. 우리 나라 젓갈은 지역성과 주재료의 

종류에 따라 약 164 종이 존재하는 것으로 보고 되고 있다(Kim et al., 2009). 

젓갈은 그 자체만으로 반찬이 되고, 김치 재료나 음식의 맛을 내는 조미료로 

쓰이는 등 용도가 다양하다.  

                         
1 이 논문은 2015학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 생명공학과 교수 
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그 중 토하젓은 세계적으로 유일한 전남의 전통 발효 식품으로 원래는 전남지

방의 청정한 하천이나 오염되지 않는 논 도랑에서 서식하는 민물 새우 중 새뱅

이(토하 : Caridina denticulate denticulataa)를 주원료로 하는 젓갈이다. 토하젓은 주 

원료인 토하를 살아 있는 생토하의 껍질(갑각)이 붙어 있는 채로 소금에 절여서 

제조하여왔다. 토하젓은 발효 · 숙성 과정에 따라 생리적 활성이 있고 천연에는 

존재하지 않는 비교적 분자량이 적은 chitin oligosaccharide의 생성이 증가된다. 이

것은 젓산균의 증식 촉진성, 흡습 촉진성, 항균성 이 밖에 천연 감미료로서 이용 

가능성도 있다.  

젓갈에는 일반적으로 내염 또는 호염의 특성을 가진 호기성, 혐기성 bacteria가 

대부분을 차지하며, 젓갈의 발효 및 숙성에 관여하는 미생물 군으로는 

Micrococcus 속, Brevibacterium 속, Leuconostoc 속, Bacilus 속, Pseudomonas 속, 

Flacobacterium 속 등의 bacteria와 각종 yeast 등이 있다(Kim et al., 2009).  

1980년대 후반까지 미생물의 다양성을 연구하기 위해 대부분의 미생물 학자들

은 선택배지를 이용한 배양 방법과 현미경을 이용한 미생물의 형태를 관찰하는 

방법을 사용하였지만, 지난 30년간 미생물 다양성을 연구하는데 있어서 분자방법

론적 접근은 극적인 변화를 가져왔다. 환경에 존재하는 미생물을 직접 배양하지 

않고, 그들의 유전체(metagenome)를 직접 추출하여 자연계의 미생물 생태계를 조

사하거나 활용하려는 메타지놈 라이브러리 구축 및 스크리닝 기술이 개발되었다. 

대부분의 경우 16S rRNA 유전자를 PCR로 증폭해서 분석한다. 2007년 Solexa가 

Illumina 사에 합병되면서 차세대 염기서열분석(Next generation Sequencing, NGS)이

라는 용어가 사용되기 시작하였고, NGS기술의 발달에 힘입어 대용량 염기서열 

정보가 전통적인 방법들에 비해 보다 쉽고 저비용으로 분석할 수 있게 되었다. 

Pyrosequencing은 sequencing되는 염기서열의 길이가 충분히 길어서, metagenomics

의 여러 분야에서 널리 사용되기 시작했다. 미생물 군집 분석의 경우에도 

pyrosequencing은 대장균을 이용한 cloning 단계가 필요 없고, sequencing비용도 

Sanger 방법 보다 저렴하다. 또한 샘플을 구분하기 위한 barcode의 이용으로 많은 

시료를 한번에 sequencing이 가능해졌으며, 이는 표적 군집의 고도의 시간적, 공
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간적 다양성에 의해 많은 양의 시료 분석이 요구될 때 유용하다(Roh et al., 2010). 

기존 연구 자료에 의하면 식염농도가 낮은 멸치젓을 속성 발효시키면서 산업

적 응용가능성을 알아보기 위하여 멸치젓에서 분리한 Bacillus로부터 B.subtilis p-4 

protease와 B. licheniformis p-5 protease가 발견되었다. 또한, 새우젓의 숙성과정 중 

새우의 껍질에 다량 함유되어 있는 고분자 다당류인 chitin의 평균 분자량이 숙성

기간이 길어짐에 따라 감소 되었다는 연구 결과(Park et al., 1996)가 있다. 이와 같

이 현재 다른 일반 젓갈의 연구는 활발히 이루어지고 있지만, 토하젓의 연구는 

미비하다는 것을 알 수 있다.  

따라서, 본 연구에서는 토하젓의 미생물 군집을 연구하기 위한 기초 자료가 될 

수 있도록 전통적인 미생물 군집 분석 방법인 배양법과 분자생물학적 방법인 

pyrosequencig을 이용하여 토하젓의 미생물 군집 다양성을 분석하였다. 

 

 

 

재료 및 방법 

 

시료 채취 

전라도 광주 지역의 시장에서 전통 제조 방법으로 제조된 토하젓을 구입하여 

4℃에 보관하며 시료로 이용하였다. 

 

 

배양법을 이용한 미생물 군집 분석 

1. 균주 분리 

광주 지역의 토하젓 시료에서 다양한 균을 분리하기 위하여 Nutrient agar, 

Marine agar, Tryptic soy agar, MRS agar(Difco)를 사용하였다. 미생물을 분리하기 위

해서 토하젓을 순차적 희석 방법을 이용하여 각각의 배지에 도말하였다. 도말한 

배지를 3일간 20℃에서 배양한 후 형성된 집락(colony)을 다양하게 선택하였으며, 
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계대배양을 통해 미생물을 순수분리 하였다. 

 

2. 균주 동정 

순수 분리된 미생물의 16S rRNA 유전자를 증폭시키기 위해 colony PCR을 수행

하였다. PCR-premix(Solgent, Inc.)와 혼합한 후, bacteria 16S rRNA gene에 특이적인 

27F와 1492R 프라이머(Cho and Giovannoni, 2003)를 사용하여 PCR을 수행하였다. 

증폭된 PCR 산물은 Solgent사에 의뢰하여 염기서열을 분석하였다. 균주의 16s 

rRNA 염기서열은 EzTaxon-e server(http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/; Kim et al., 2012)와 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)의 BLASTn을 이용해 기존에 보고된 미생물의 

16S rRNA 염기서열과 유사도를 비교하여 미생물을 동정하였다. 

 

 

Pyrosequencing을 이용한 미생물 군집 분석 

1. 토하젓의 DNA 추출 

광주 지역의 토하젓 시료에서 DNA를 추출하기 위하여 PowerSoil DNA Isolation 

Kit(MO BIO Lab.)를 이용하였다. Buffer와 bead가 혼합된 상태로 제공된 PowerBead 

Tube에 0.25 g의 토하젓을 넣은 후 추출 과정을 진행하였다. 추출 과정은 

PowerSoil DNA Isolation Kit의 설명서에 제시된 방법으로 진행하였다. 추출한 DNA

는 -20℃에서 보관하였다. 

 

2. Pyrosequencing 및 미생물 군집 분석 

토하젓에서 추출한 DNA를 이용하여 Chunlab사에 pyrosequencing을 의뢰하였다. 

Pyrosequencing에는 Chunlab사에서 제공하는 bacteria용 프라이머를 이용하였다. 

Pyrosequencing의 결과는 Chunlab사(http://www.chunlab.com/)에서 제공하는 군집 분

석 프로그램인 CLcommunityTM을 이용하여 분석하였다(Chun et al., 2010).  

Pyrosequencing을 통해 얻어진 염기서열의 수는 read로 표시하고, 분류의 대상이 

되는 생명체 개체 또는 군을 의미하는 Operational Taxonomic Unit(OTU)은 97% 
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sequence similarity에 의해 정의된 종(species)의 의미로 쓰인다. CLcommunityTM 프

로그램으로 분석하는 과정에도 같은 의미로 사용하였고, 여러 OTU를 구하는 방

법 중에서 CD-HIT 프로그램을 이용하였다(Li and Godzik, 2006). 시료의 OTU 수를 

구한 다음 실제로 존재하는 OTU 값을 추정하여 종 풍부도(species richness) 값을 

구하게 된다. 종 풍부도는 Rarefaction curve(Heck Jr et al., 1975), ACE(Chao and Lee, 

1992), Chao1 richness(Chao, 1984), Shannon diversity index(Hill et al., 2003)를 분석하여 

추정하였다.  

 

 

결과 및 고찰 

 

젓갈류 중에서 민물 새우인 토하를 이용하여 생산하는 토하젓에 분포하는 미

생물 군집의 분포 및 다양성을 조사하였다. 분석에 이용한 방법은 최근에 많이 

이용되고 있는 pyrosequencing과 전통적인 군집 분석 방법인 배양법을 이용하여 

토하젓의 미생물 군집을 분석하였다. 

 

배양법으로 광주 지역의 토하젓의 미생물 군집을 분포를 조사하였다. 토하젓 

시료에서는 52개의 colony를 분리하여 분석하였다. 전체 분리된 균주들의 16S 

rRNA 염기서열을 분석한 결과 중에서 중복된 결과는 제외하고 정리한 표가 

Table 1이다. Bacillus 36.5%, Staphylococcus 28.8%, Salinivibrio 11.5%, Aerococcus 3.8%, 

Macrococcus 3.8%, Pseudoalteromonas 3.8%, Weissella 3.8%, Colwellia 1.9%, Gramella 

1.9%, Marinilactibacillus 1.9%, Psychrobacter 1.9% 순의 비율로 발견되었다(Fig. 1).  

이 중 Bacillus와 Staphylococcus는 pyrosequencing 결과에서는 1% 미만의 비율로 

분포하는 것으로 나타났지만 배양법으로 분석한 결과에서는 가장 높은 비율을 

차지하였다. 특정 배지를 이용하여 균주를 분리하는 배양법의 특성상 그 배지에

서 잘 자라는 균주들이 상대적으로 빨리 자라고 많이 분리되기 때문에 분석 결

과에 이와 같은 차이가 나타난 것으로 생각된다. 
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Guan 등(2011)이 배양법으로 새우젓의 미생물 군집을 조사한 결과에서는 

Staphylococcus가 48%로 우점을 차지하였고, Salinicoccus(10%), Lactobacillus(7%), 

Salinibivtio(4%), Kocuria(4%), Salimicrobium(4%) 순으로 나타났다. 특히 숙성시킨 

소시지나 숙성시킨 치즈의 표면 같은 발효 식품과 연관이 있는 Staphylococcus 

equorum가 분리되었다. 
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Table 1. Identification of the bacterial 16S rRNA sequences of isolate 

Isolate Number Closest type strain Similarity 

HME7452 Aerococcus viridans ATCC 11563(T) 99.9  

HME7435 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42(T) 99.8  

HME7096 Bacillus aryabhattai B8W22(T) 99.9  

HME7076 Bacillus hwajinpoensis SW-72(T) 99.3  

HME7092 Bacillus marisflavi TF-11(T) 100.0  

HME7089 Bacillus methylotrophicus CBMB205(T) 99.9  

HME7454 Bacillus polygoni YN-1(T) 100.0  

HME7080 Bacillus pumilus ATCC 7061(T) 99.7  

HME7071 Bacillus stratosphericus 41KF2a(T) 100.0  

HME7070 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum BGSC 3A28(T) 100.0  

HME7438 Bacillus tequilensis 10b(T) 99.9  

HME7095 Bacillus vallismortis DSM 11031(T) 99.9  

HME7073 Colwellia aestuarii SMK-10(T) 99.6  

HME7072 Gramella echinicola KMM 6050(T) 98.7  

HME7434 Macrococcus caseolyticus JCSC5402 99.9  

HME7456 Marinilactibacillus psychrotolerans M13-2(T) 99.9  

HME7075 Pseudoalteromonas nigrifaciens NCIMB 8614(T) 99.7  

HME7074 Pseudoalteromonas translucida KMM 520(T) 99.4  

HME7094 Psychrobacter faecalis Iso-46(T) 100.0  

HME7430 Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus DSM 16359(T) 99.5  

HME7415 Salinivibrio sharmensis BAG(T) 100.0  

HME7437 Staphylococcus equorum subsp. linens RP29(T) 100.0  

HME7079 Staphylococcus succinus subsp. succinus AMG-D1(T) 99.9  

HME7439 Staphylococcus xylosus ATCC 29971(T) 99.7  

HME7432 Weissella cibaria KACC 11862(T) 99.9  

HME7445 Weissella halotolerans NRIC 1627(T) 99.9  
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Figure 1. Cultured bacterial diversity of Toha-jeot at genus level 
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안 등 (2011)이 젓갈의 숙성에 영향을 미치는 고염에서 생장 가능한 bacteria를 

분석한 연구에서는 수원시 소재 재래시장에서 구입한 새우젓에서 Staphylococcus

가 우점으로 분리되었고 Salinicoccus, Salimicrobium, Bacillus, Planococcus, 

Salinivibrio 등이 분리되었다. 특히 Staphylococcus equorum은 새우젓의 우점종으로 

나타났으며 25% NaCl이 첨가 된 배지에서도 생장을 나타내어 젓갈 숙성과 높은 

관련성을 가지고 있으며 종균으로 가능성을 제시하였다. 토하젓에도 

Staphylococcus equorum이 많이 분리되었는데 이를 통해서 이 세균이 젓갈의 숙성

에 관련이 있음을 확인할 수 있었다. 

 

Pyrosequencing을 이용하여 광주 지역 토하젓 시료의 미생물 군집 다양성을 조

사한 결과 6517 read가 분석되었으며, 99 OTU가 추정되었다. Sequence read를 분석

하여 얻어지는 OTU 수를 증가곡선으로 표현한 rarefaction curve에서는 6500 read 

이상으로 충분하지만 read 수에 비하여 99 OTU로 비교적 적은 수로 추정되었다. 

종 풍부도를 분석한 결과 ACE는 110.58, Chao1은 105.60, Shannon diversity index는 

3.73으로 추정되었다. 토하젓의 종 풍부도는 낮은 편으로 나타났다. 

토하젓의 bacteria 분포를 강(class) 수준에서 분석한 결과 Gammaproteobacteria가 

72.5%로 매우 높은 비율을 차지하였고, Bacilli가 27.2%, 기타 1% 미만을 차지하

는 군집이 0.3%의 비율을 차지하였다. 속(genus) 수준에서는 Salinivibrio 72.2%, 

Alkalibacterium 26.2%, 1% 미만을 차지하는 군집이 1.6%로 나타났다 (Fig. 2). 

Roh 등(2010)이 barcoded pyrosequencing을 이용하여 새우젓의 미생물 군집을 분

석한 결과에서는 Halorubum 42.5%, Halalkalicoccus 42.0%, Halobacteriaceae 14.0%의 

비율로 호염성 미생물들이 대부분을 차지하는 것으로 나타났다. 토하젓과 새우젓

에서 미생물 군집이 다르게 나타나는 이유는 토하젓은 민물에 서식하는 토하를 

이용하여 제조하고 새우젓은 바닷물에 서식하는 새우를 이용하여 제조하는 것으

로 재료의 차이 때문인 것으로 생각된다. 또한 새우젓은 소금과 새우를 주로 혼

합하여 발효시키지만 토하젓은 토하, 소금 및 찹쌀도 첨가하여 숙성시키기 때문

에 이러한 조건도 미생물 군집의 형성에 영향을 미치는 것으로 추정된다. 
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배양법과 pyrosequencing을 이용하여 토하젓의 미생물 군집을 분석 한 결과 배

양법의 경우에는 특정 배지를 이용하기 때문에 군집 분석에 있어 제한이 따르지

만 pyrosequencing으로 군집을 분석 할 경우에는 다양한 미생물의 분포를 분석 할 

수 있었다. 따라서 pyrosequencing이 미생물 군집 분석에 효율적인 방법임을 알 

수 있다. 

또한 pyrosequencing 결과에서 Alkalibacterium과 Salinivibrio가 대부분을 차지한 

것과 달리 배양법을 이용하여 균주를 분리한 결과에서는 Alkalibacterium이 발견

되지 않았다. 이것은 알칼리성 배지를 이용하여 균주를 분리하고자 시도하였지만 

분리 되지 않은 것을 보아 현재의 조건으로는 균주가 서식하기에 적합하지 않은 

것으로 보인다. Alkalibacterium을 분리하기 위해서는 해당 균주가 증식하기에 적

합한 pH나 온도, 영양분 조건에 대하여 추가 연구가 필요할 것으로 생각된다.  
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Figure 3. The taxonomic composition of Toha-jeot bacterial community at genus level 
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본 연구를 통해서 pyrosequencing을 이용하여 미생물 군집을 분석 한 결과 토하

젓에는 새우젓이나 여러 발효 식품과는 다른 미생물 군집이 형성되어 있음을 확

인 할 수 있었다. 토하젓은 바닷물에서 서식하는 재료를 사용하여 숙성시키는 젓

갈들과 달리 민물에서 서식하는 새우인 토하를 이용하기 때문에 나타나는 차이

로 생각된다. 

따라서 발효 식품을 생산하는 과정에서 종균으로 이용될 가능성이 있는 

Staphylococcus equorum를 포함한 Salinivibrio, Alkalibacterium, Bacillus, Staphylococcus, 

Salinivibrio 등 다양한 미생물의 분포가 토하젓의 발효 과정 및 풍미에 영향을 미

치는 것으로 추측된다. 
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