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표지잡음 존재시 분류율 향상을 위한 새로운 방법1 

 

정혜림, 이석호2 

 

요약 : 표지잡음에 노출된 훈련자료를 통해 학습된 분류자는 정확한 분류규칙을 생성하지 못한다. 본 

연구에서는 훈련자료에 내재된 표지잡음에 영향을 덜 받는 새로운 방법론을 제안한다. 이를 통해, 

부정확하게 레이블링된 훈련자료를 통해서도 기존의 방법보다 오분류율을 획기적으로 줄일 수 

있음을 보인다. 제안된 새로운 표지잡음 모형에 대한 효율적인 알고리즘을 제공하고, 컴퓨터 

모의실험을 통해 기존의 방법으로는 훈련이 어려운 표지잡음 상황에서도 본 방법이 베이즈 

오분류율에 근접한 성능을 보임을 실증한다. 

 

서 론 

 

본 연구에서는 두개의 그룹으로 분류하는 분류문제(binary classification)를 

고려한다. 표지잡음(label-noise)은 통계모형을 학습하는 훈련자료(training data) 

상의 그룹표지자(class label)가 뒤바뀐 경우를 의미한다.  

 

이러한 표지잡음은 현실문제의 다양한 상황에서 발견된다. 의료서비스의 경우, 

일반적으로 환자가 처음 병원에 방문시 임상의의 환자에 대한 문진 등 간접적인 

방법으로 병의 유무를 진단한다. 초진시 병에 대한 확신이 없는 상태에서 정확한 

진단키트를 사용하지 않는 것은 비용 및 시간 절감에 도움이 되기 때문이다. 

하지만, 이는 임상의의 주관적 판단, 진료 당시 환자의 상태 및 부정확한 답변 

등으로 정확한 진단이 이루어지기 어려울 수 있음을 내포한다. 이는 결과적으로 

실제와는 다른 진단(‘병이 있음’을 ‘병이 없음’으로 진단하거나, 혹은 그 반대의 

경우)이 이루어질 수 있음을 의미한다. 한편, IT 기업에서는 정확한 분류규칙을 

얻기 위해 대규모의 훈련자료를 필요로 한다. 이를 손쉽게 취득하기 위해서 

                         
1 이 논문은 2018학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 통계학과 교수 
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Amazon Mechanical Turks 와 같은 크라우드소싱을 통해 대규모자료를 저비용으로 

획득한다. 크라우드소싱에 기여하는 참여자는 일정량의 보상을 받으며 자료에 

대한 레이블링 작업을 대리한다. 이러한 방식은 기업에게 손쉽게 저렴한 

비용으로 대규모 자료를 취득하게 하지만, 참여자의 비전문성 및 책임감결여로 

인하여 정확한 레이블링을 기대하기 어렵다는 단점을 지닌다. 또다른 사례로 

데이터보안의 경우, 악의적 침투자(malicious intruder)가 데이터베이스에 침투하여 

고의로 자료의 레이블을 뒤집음으로써 데이터베이스 사용 주체가 올바른 

의사결정을 내릴지 못하게 하는 사례가 빈번하다. 이렇듯, 표지잡음은 다양한 

상황에서 훈련자료에 내재될 개연성이 높다. 표지잡음에 대한 상세한 조사는 

Prenay and Verleysen (2014)를 참고하기 바란다. 

 

대부분의 통계적, 기계학습적 분류모형은 올바른 학습을 위해 정확히 분류가 된 

훈련자료를 필요로 한다. 표지잡음이 개입된 훈련자료를 통해 학습된 

분류자(classifier)는 그 정확성을 담보할 수 없다. 즉, 새로운 자료(test data)에 

대한 분류는 정확하지 않게 된다. 이를 개선하기 위해 몇가지 방법들이 

제안되었다. 가장 손쉬운 방법으로써, 로지스틱회귀분류법 (logistic regression 

classification)에서 표지잡음에 대한 메커니즘을 확률모형에 고려한 방법이 흔히 

사용된다. 이 방법의 성능은 표지잡음에 대한 확률모형의 정확도에 있다. 기존의 

방법으로 흔히 사용하는 방법은 표지 전이확률(transition probability)을 모든 

자료에 동일(random label-noise model)하게 가정하는 것이다. 이는 어떤 자료가 

표지잡음인지 미리 알 수 없으므로 모든 훈련자료에 대해 동일한 개연성을 

가정하는 방식이다. 이는 구현이 간단하면서도 표지잡음을 고려하지 않은 모형에 

비해 향상된 분류율을 보인다. 구현이 간단하다는 이점에도 불구하고 이러한 

단순한 전이확률은 현실에서 나타나는 표지잡음 메커니즘을 모형화하기에는 

한계가 있다. 이를 개선하기 위해 Bootkrajang (2016)은 좀더 현실적인 표지잡음 

메커니즘을 고려하기 위하여 분류경계(decision boundary) 에서 가까운 자료에 

대해 높은 전이확률을 모형화 하였다. 다양한 현실문제에서, 분류가 까다로운 
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자료에 대해 부정확한 표지가 생성됨을 고려한 것이다. 이를 위하여 Bootkrajang 

(2016)은 분류경계로부터 거리를 공변량으로 하는 모수적 

전이확률모형(parametric label-noise model)을 제안하였다. 불분명한 자료는 대부분 

분류경계에 놓이게 됨으로 이에 대해 높은 전이확률을 고려함으로써 좀더 

현실성 있는 표지잡음 모형이 가능하다. 

 

기존에 제안된 표지잡음 모형의 한계는 명확하다. 전술한 바와 같이, random 

label-noise model 은 단순한 구조로 인해 현실의 복잡한 표지잡음 구조를 포괄할 

수 없다. Parametric label-noise model 은 훈련자료가 놓이는 다차원공간 상의 

거리에 기반하고 있다. 일반적으로 차원수, 즉 설명변수의 수가 증가할수록 

거리에 기반한 방법들은 급격한 성능저하가 수반된다. 이는 차원의 저주(curse of 

dimensionality)로 설명될 수 있다. 더욱이, 이 두가지 방법은 악의적 침입자에 

의한 표지잡음을 설명하는데 한계를 보인다. 고의로 표지변환을 시도할 때, 가장 

효과적으로 경향을 왜곡하는 경우는 주로 레버리지 효과가 큰 영향점(influence 

point)에 대해 표지변환을 시도하는 것인데, 이러한 영향점은 분류문제에서 주로 

분류경계에 놓이기 때문이다. 이러한 메커니즘을 시각적으로 도시하면 아래와 

같다. 

 

 

 

본 연구에서는 이러한 제약을 극복할 수 있는 방법을 제안한다. 이를 위해 각 

자료에 대해 개별적인 전이확률을 고려한다. 로짓(logit) 변환된 전이확률에 대해 
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개별적인 절편(intercept)을 갖도록 추정한다. 이때 모수적접근을 하지 않으므로 

이는 비모수적(nonparametric) 접근이라 할 수 있다. 개별절편의 개수는 

자료개수에 비례하므로 추정을 위해 규제화기법(regularization)이 필요하다. 본 

연구에서는 라소벌점(lasso penalization)을 통한 추정을 고려한다. 제안방법의 

장점은 다음과 같다. 로짓변환 하에서 라소벌점화를 통한 추정은 명시적인 

thresholding rule 을 제공한다. 이를 활용하면 좌표하강법(coordinate descent 

method)을 이용한 효율적인 알고리즘을 구현할 수 있다. 개별 절편추정치는 해당 

자료가 표지잡음의 가능성이 높으면 0 이 아닌 값으로 추정되고, 낮으면 0 으로 

추정된다. 따라서 절편추정치는 표지잡음에 대한 표지자(indicator)로 활용될 수 

있다. 또한, 기존의 방법과 다르게, 악의적 표지잡음에 대해서도 

베이즈분류자(Bayes classifier)에 근접한 분류자를 제공하여 향상된 분류율을 

제공할 수 있으며, 이를 모의실험을 통해 실증한다. 

 

방 법 

 

 ( ) 를 훈련자료의 표지변수(label)라 하자. 각 자료에 대한 

설명변수  를 차원 공간상의 점으로 간주할 수 있다. 

이에 대해 로지스틱모형을 가정하면 아래와 같은 확률모형을 고려할 수 있다. 

 

 

 

여기서,  이고  이다. 만일 

표지잡음이 존재하지 않는다면, 위의 모형은 일반적인 로지스틱모형이 된다. 

훈련자료의 표지  에 표지잡음이 있다고 가정하자. 표지잡음이 없는 

실제표지자를  로 표기하자. 즉, 표지잡음이 있는 경우, 

 이며 표지잡음이 없는 경우는  이다. 
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대부분 현실문제에서 실제표지자는 알려져 있지 않다. 하지만, 이를 알고 있다고 

가정한 경우, 위의 확률모형은 아래와 같이 표현할 수 있다. 

 

           

                     

위에서,  은 실제표지자가 0 일때 1 로 표지잡음이 일어날 전이확률이고,  

은 실제가 1 일때 0 으로 표지잡음이 일어날 확률을 나타낸다. 위 모형을 

로지스틱회귀분류모형에서의 일반적인 표지잡음모형이라 부른다. 

 

표지잡음 모형에서 전이확률을  로 동일하게 두면, 이를 

대칭확률모형(symmetric random model)이라 부른다. ,  로 두면, 

이를 비대칭확률모형(asymmetric random model)이라 부른다. 이러한 확률모형은 

모든 자료에 대한 전이확률이 동일할 때 성립한다. 이는 관측되지 않은 

실제표지자  를 결측치로 간주할 때, EM 알고리즘을 이용하여 손쉽게 적합할 

수 있다. 

 

한편, 아래와 같이 전이확률을 각 자료가 결정경계로부터의 거리에 기반한 

모수적 전이확률로 표현할 수 있다. 

 

 

 

여기서  는  가 결정경계인  으로부터의 거리를 의미하고,  

을 가정한다. 따라서 거리가 가까울수록 전이확률은 높게 나타난다 (Bootkrajang, 

2016). 전이확률을 로짓변환을 통해 모형화하고 있으므로 이는 EM 알고리즘 
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하에서, 일반적인 로지스틱회귀법을 통해 손쉽게 절편과 기울기 모수를 추정할 

수 있다. 

 

본 연구에서는 전이확률을 개별절편을 가지도록 모형화한다. 따라서 전이확률은 

다음과 같다. 

 

 

 

개별절편  는 자료수가 증가하면 추정해야 할 모수의 개수가 비례하여 

늘어난다. 따라서 추정가능하게 하기 위해 본 연구에서는 라소벌점(lasso 

penalization)을 통한 규제화기법을 사용한다. 라소추정에 의한 개별절편은 대부분 

0 으로 추정되며, 전반적인 전이확률에 비해 높은 전이확률을 가질 것으로 

예상되는 자료에 대해 해당 절편이 0 이 아닌 값으로 추정하게 된다.  

 

본 개별절편모형(individual intercept model)을 위한 EM 알고리즘은 다음과 같다. 

E-step 은 실제표지자  에 대한 조건부기대값을 구한다. 이는 아래와 같이 

명시적으로 얻을 수 있다. 

 

             

                

 

여기서  은 이전 단계에서 얻은 모수추정치를 의미하며, 위 식에 필요한 

모수들은 이를 대입하여 계산한다. 따라서, 이를 이용하여 M-step 에 필요한 

음의 로그가능도함수(negative loglikelihood function)은 아래와 같이 세가지 성분의 

합으로 표현이 가능하다. 
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위에서 정의된 항들은 아래와 같다. 

 

                

        

        

 

여기서 , ,  이며, 세 

식은 세 묶음으로 주어진 모수들을 각기 개별적으로 추정이 가능하게 됨을 알 

수 있다. 의 추정은  을 통해 이루어지며, 이는 반응변수가  인 

로지스틱회귀를 이용해 구할 수 있다. 한편, 전이확률과 관련된 모수들은  

의 최소화 과정을 통해 구할 수 있다. 여기에 각기 라소벌점 , 

 을 더하여 최소화한다. 이에 해당하는 개별절편의 추정식은 닫힌 

해로 주어지며 그 구체적인 형태는 아래와 같이 주어짐을 확인할 수 있다. 

 

         

         

 

위의 해는 thresholding rule 형태를 띄고 있음을 알 수 있다. 또한 이를 이용하면 

좌표하강알고리즘을 통해 각 모수를 반복해법으로 손쉽게 구현할 수 있다. 한편, 
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 은 뉴튼랩슨 방식으로 해를 구한다. 라소벌점의 벌점모수  및  은 

AIC (Akaike’s information criterion) 에 의거하여 결정한다. 

 

 

실 험 

 

제안방법의 성능을 확인하기 위한 모의실험을 수행하였다.  에 

대하여 두 그룹의 자료를 아래와 같이 생성하였다.  

 

 

 

여기서  는 양의 상수로써, 다음과 같이 둔다. 

 

 

 

여기서  는 표준정규분포의 오른쪽 백분위수를 의미하여, 이 경우 베이즈 

오분류율(Bayes error rate)은  가 된다. 두 분포의 공분산행렬  의  원소는 

 로 둔다. 위의 분포로부터 훈련자료를 100, 200, 400, 

800개를 생성하였다. 이에 대해 10%의 표지잡음을 인위적으로 생성하였다. 

처음 설명변수에 대해 가장 레버리지가 높은 점들을 선별하여 표지잡음을 

유발하였다. 훈련자료로부터 얻은 분류자의 성능을 확인하기 위해, 동일한 

분포로부터 10000개의 검증자료(test data)를 표지잡음 없이 생성하였다. 이로부터 

검증오분류율(test error rate)을 계산하였다. 다양한 상황에 대하여 실험을 하였으나, 

공간상의 제약으로 인해, 변수 개수 , 독립공분산 , 표지잡음 10%의 

경우에 대해 1000회의 모의실험을 통한 검증오분류율의 평균값 및 오차범위를 

그림으로 정리하였다. 
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그림 1: 베이즈오분류율 0.05인 경우 

 

 

그림 2: 베이즈오분류율 0.1인 경우 
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그림 3: 베이즈오분류율 0.2인 경우 

 

그림 1~3에서 4개의 막대는 왼쪽부터 훈련자료의 크기가 100, 200, 400, 800에 

대응한다. 비교를 위해 실제표지자를 이용한 경우 (True), 표지잡음이 있는 

표지자를 이용한 경우 (Naïve), 대칭확률모형 (Random Sym), 비대칭확률모형 

(Random Asym), 대칭모수모형 (Para Sym), 비대칭모수모형 (Para Asym), 그리고 

제안모형 (Individual)을 함께 도시하였다. 베이즈오분류율은 가로선으로 

표기하였다. 그림에서 확인 가능하듯이 제안모형이 기존의 모형보다 매우 향상된 

검증오분류율을 보여주고 있음을 확인할 수 있다. 
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광촉매용 C3N4 시료의 광특성 분석1 

 

이석주2 

 

요약 : g-C3N4/SnFe2O4 composite의 광특성을 photoluminescence(PL)과 PL excitation(PLE) 방법을 통해 

분석하였다. PLE spectrum은 광원의 power에 대해 보정되었으며, PL spectrum의 low energy tail 쪽에서 

관측하였다. PL signal은 주로 g-C3N4에서의 흡수에 이은 발광으로 관측되지만 SnFe2O4 에서의 흡수 

또한 PL spectrum에 영향이 있는 것으로 생각된다. 

 

서 론 

 

Graphitic carbon nitride (g-C3N4)는 연료전지나 전해조에서의 촉매지지대[1] 혹은 

벤젠/이산화탄소 활성화 반응[2]이나 furfuryl alcohol 환원반응의 촉매[3] 등 여러 

응용에서 주목받고 있는 소재이다. Carbon nitride 물질은 carbon 을 대치할 수 있는 

물질로 알려져 있고, 그 중 한 가지인 β-C3N4 는 공유 결합을 하여 carbon 결정인 

다이아몬드에 버금가는 강도를 보이기도 한다.[4] Carbon 의 결합 상태에 따라 

여러 구조가 만들어지며 그 중 이차원 구조가 graphite 이듯이, C3N4 의 이차원 

구조가 바로 g-C3N4 이다. Physical vapor deposition, chemical vapor deposition, 

고온∙고압 합성 등의 여러 방법으로 g-C3N4 이 만들어져 왔을 뿐만 아니라 

nanoparticle 형태[5] 혹은 자성 특성을 가지도록 하는 SnFe2O4 와의 composite 

형태로도[6] 연구되어왔다.  

본 연구에서는 향상된 광촉매 특성을 가지도록 준비된 g-C3N4/SnFe2O4 

composite 의 광특성을 photoluminescence(PL)과 PL excitation(PLE) 방법을 통해 

분석해 보았다. 

 

                         
1 이 논문은 2018학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 전자물리학과 교수 
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실 험 

 

g-C3N4 는 melamine 을 550℃로 4 시간 가열한 후 milling 하여 준비하였다. 

SnFe2O4 는 SnCl2 와 FeCl2∙4H2O 를 precursor 로 이용한 solvothermal 방법을 통해 

nanoparticle 형태로 준비하고, g-C3N4 와 함께 역시 solvothermal 방법으로 섞어 

power 를 만들었다.[6] 

PL 과 PLE 의 광원은 Xe 1kW lamp 를 Gemini 180 double monochromator 로 

분광하여 사용하였다. 0.5mm slit 을 통해 약 0.8nm (~7meV)의 FWHM 을 가진 

(0.83nm/10.5meV near 300nm 와 0.77nm/3.8meV near 500nm) 단색광을 만들었다. 

광원의 파장에 따른 optical power 가 그림 1 에 보여지고 있으며, 약 45~160 μW 

사이의 값을 가지고 있음을 알 수 있다.  PL spectrum 은 1702 single spectrometer 와 

Si photomultiplier tube 를 통해 얻었고, 모든 실험은 상온에서 진행되었다 
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그림 1. PL/PLE 광원의 파장에 따른 optical power 
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결과 및 분석 

 

SnFe2O4 의 함유량이 다른 여러 시료에 대해 325nm 광원을 통해 얻은 PL 

spectrum 들이 그림 2 에 보여지고 있다. 시료에 따라 달라지는 특성들은 다른 

연구 결과[6]를 참조하도록 하고, 여기서는 가장 큰 세기를 보이는 시료에 대하여 

PLE 결과를 살펴보도록 한다. 
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그림 2. 여러 g-C3N4/SnFe2O4 composite 시료들의 PL spectrum  

 

PL spectrum 의 low energy 쪽 

shoulder 인 525nm 의 빛을 관측하며 

광원의 파장을 움직인 PLE spectrum 이 

오른쪽 그림 3 에 보여지고 있다. 520nm 

보다 긴 쪽의 파장에서는 광원의 꼬리 

부분이 관측되어 크기가 증가하는 

모습을 보이고 있고, 여러 다른 feature 

들은 주로 광원 크기에 의한 것으로, 

광원 크기에 대해 보정한 PLE 

spectrum 을 그림 4 에서 볼 수 있다. 
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그림 3. 광원 power 보정 전

의 PLE spectrum 
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그림 4. PL spectrum (dashed) 과 525nm 에서 측정한 PLE spectrum (실선) 

 

그림 4 의 보정된 PLE spectrum 에서는 기대대로 광원에서 유래하는 뾰족한 

feature 들이 사라져 있다. 474nm 의 peak 이 남아 있는 것은 아마도 광원의 power 

측정시의 문제일 것으로 생각되며, 이후에 좀 더 정확히 알아보아야 할 것이다. 

실제 시료에서 보여주는 feature 들은 360nm, 410nm 근처의 broad 한 peak 과 

480nm 근처의 shoulder 들로, 흡수 스펙트럼들과 비교하여 보면 앞의 peak 들은 g-

C3N4의 band edge transition 이며 뒤의 shoulder 는 SnFe2O4의 absorption 이 관측되는 

부분과 일치함을 알 수 있다. 순수한 SnFe2O4 시료에서는 PL spectrum 이 

관측되지 않으므로[6] 위 결과는 SnFe2O4 에서 g-C3N4 로의 energy transfer 

mechanism 이 존재한다는 가능성을 보여준다. 물론 순수한 g-C3N4 시료도 

420nm 에서 620nm 근처까지 서서히 줄어드는 absorption tail 을 가지고 있으므로 

여러 시료를 비교한 후에야 정확한 결론을 내릴 수 있을 것이다.  
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결 론 

 

g-C3N4/SnFe2O4 composite 시료에 대해 PLE spectrum을 측정한 결과, g-

C3N4의 흡수에 의한 luminescence가 주 여기 원인이기는 하나, SnFe2O4 물질에서의 

흡수도 emission에 영향을 주는 것으로 생각된다. 이는 광촉매의 역할에 제한점이 

될 수 있으므로 앞으로 더 연구가 필요하다.  
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Pichia pastoris 에서 사람 락토페리신으로부터 유래된 

변형 락토페리신의 세포 표면발현1 

 

김대운, 이현환 2 

 

ABSTRACT : 사람 락토페린(human lactoferrin, hLf)은 주로 초유에서 대량으로 분비되는 항균, 항 

바이러스 및 항 곰팡이 활성을 가진 단백질이다. 본 연구에서는 hLf로부터 유래된 항균 펩타이드 

Lactoferricin (hLfcin)의 변형체인 HLSA를 methylotrophic yeast인 Pichia pastoris의 세포 표면에 

발현하고자 하였다. 사용된 HLSA는 hLfcin 아미노산 서열에서 20번부터 31번 아미노산 서열 중 

Gln24, Asn26, Met27을 Lys24, Ala26, Ala27으로 치환한 것으로 항균활성이 높게 나타나도록 본 

연구실에서 특정 amino acid residue를 변형시킨 것이다. HLSA의 N-terminal에 Ssp intein(Ssp DnaB 

intein)을, C-terminal에 Mxe intein(Mxe gyrA intein)을 융합시켜 발현되도록 하였고, Saccharomyces 

cerevisiae의 glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchoring protein을 사용하여 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe 

융합단백질을 Pichia pastoris SMD1168의 세포 표면에 위치하도록 발현시켰다. 발현된 융합단백질은 

FITC-labeled immunofluorescence와 Flow cytometric analysis에 의해 세포표면에 위치함이 밝혀졌다. 또한 

Ssp(CBD)-HLSA-Mxe intein 융합단백질이 pH와 DTT에 의해 CBD affinity column 상에서 절단되어 

HLSA가 분리되는 것을 Western blot에 의해 확인하였다. 

 

서 론 

인체의 초유에서 다량으로 분비(7~8g/L)되는 항 균, 항 바이러스, 항 진균 

단백질인 사람 락토페린 (Human lactoferrin, hLf)은 innate immunity 를 부여하는 

매우 중요한 단백질이다(1, 2, 3). hLf 의 항균 작용은 주로 N-lobe 의 N-terminal 

domain 에 있는 1-47 아미노산으로 이루어진 짧은 peptide 가 담당하는 것으로 

밝혀졌다. 이 짧은 peptide 를 사람 락토페리신(Human lactoferricin, hLfcin)이라 하며 

Cys20 과 Cys37 사이의 disulfide bond 에 의해 loop structure 가 형성되는데, 이를 

구성하는 18 residues 가 항균 활성 능력을 가지는 것으로 알려져 있다 (4, 5, 6, 7, 

                         
1 이 논문은 2018학년도 한국외국어대학교 학술연구비 지원에 의하여 이루어진 것임. 
2 한국외국어대학교 자연과학대학 생명공학과 교수 
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8). 18 residues 중 특이적으로 높은 항균활성을 가지는 부분인 20-31 residues 는 

native molecule 보다 높은 항균 활성을 나타낸다. 본 연구의 대상인 HLSA 는 

hLfcin 20-31 에서 높은 항균 활성을 나타내는 것으로 알려진 특정 아미노산 

서열을 기초로 하여 Gln24, Asn26, Met27 을 Lys24, Ala26, Ala27 로 치환한 

것이다(9).  

  HLSA 는 양전하를 갖기 때문에 음전하를 띠는 bacteria membrane 의 

Lipopolysaccharide(LPS)를 인식하여 binding 함으로써 pore 를 형성하고 osmotic 

shock 를 유도하거나 내부에 침투하여 intracellular molecules 에 binding 하여 

bacteria 의 생장을 억제시킨다(10, 11, 12). 그러나, 유전자 조작 기술을 이용하여 

미생물로부터 antimicrobial peptide 를 생산할 경우 숙주 미생물의 생장이 

억제되거나 사멸하는 어려움이 존재한다(13, 14). 본 연구에서는 숙주 미생물의 

생장 저해 및 사멸의 문제를 해결하기 위하여 cytotoxic protein 인 HLSA 를 protein 

splicing segment 인 intein 과 융합시켜 발현 시키고자 하였다.  

  Methylotrophic yeast 인 Pichia pastoris 는 외래유전자를 숙주세포의 chromosomal 

DNA 에 삽입시킬 수 있어 발현의 안정성이 높다. 또한 alcohol oxidase 1(AOX1) 

promoter 를 사용하여 외래 유전자를 대량 발현시키거나, 발현된 단백질을 세포 

외부로 분비시키기에 유용한 숙주로 알려져 있다(13, 15, 16, 17). S. cerevisiae 의 

GPI anchoring motif 를 이용한 surface display system 은 다양한 연구가 진행되었으나 

HLSA 를 P. pastoris 세포 표면에 발현시킨 연구는 전무하다. 본 연구에서는 

산업적으로 널리 사용되는 P. pastoris 에서 HLSA 를 발현시키기 위해 intein-based 

system 을 도입했으며, S. cerevisiae 의 GPI-anchored protein 을 사용하여 P. pastoris 

세포 표면에 발현시키고자 하였다. 

재료 및 방법 

1. 균주 및 plasmids 

본 연구에서 사용된 균주와 plasmid는 Table 1과 같으며, 사용된 primer는 table 

2와 같다. 
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Table 1. Bacterial strains and plasmids. 

Strains/Plasmids Genotype References 

Strains   

P. pastoris SMD 

1168 

 

his4mut+pep4 

 

Invitrogen, Co. 

 

E. coli Top10F' 

F´{Iacq,Tn10(TetR)} mcrAΔ(mrr-

hsdRMS-mcrBC)Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 

recA1 araD139 Δ(ara leu) 7697 galU galK 

rpsL(StrR) endA1 nupG 

ATCC13032 

THLSA 
SMD1168 integrated by pTWIN 1-HLSA 

TIP630 
This study 

   

Plasmids   

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

pBHA-HLSA 
Ampr, sub-cloning vector with synthesized 

HLSA gene 
Bioneer, Co 

pBHA-TWIN 1 
Ampr, sub-cloning vector with synthesized  

Ssp(CBD) & Mxe intein 
Bioneer, Co 

pTWIN 1–HLSA pBHA-TWIN 1 containing HLSA This study 

pPIC9K Ampr, Kanr, his+ Invitrogen, CO 

pPIC9K-700k Ampr, his+ containing 630bp TIP gene This study 

pPIC9K-THLSA 
pPIC9K containing Ssp(CBD) & Mxe 

intein, HLSA 
This study 
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Table 2. Primer sequence.  

Primer Sequence ( 5’→3’) 

a-factor(F) ACTACTATTGCCAGCATTGCTG 

3'AOX (R) TCCTACAGTCTTACGGTAAACG 

pTWIN check(F) CCAGAGATTGAAAAGTTGTC 

pTWIN check(R) AAGAGCAACTAGTGCATC 

SapI-HLSA(F GCTCTTCCAACAAATGTTTCCAATGGAAG 

HLSA-SapI(R) GCTCTTCCGCACCTCACCTTACGTGC 

TIP630-NotI(R) GCGGCCGCTTATAACAATAAAGCAGCTGCAC 

HLSA(R) CGACGGAAAATGCAGACCTT 

HLSA check(F) GGTGTTCGATTTGACCGTGCCAGG 

* F : Forward, R : Reverse. 

 

 

2. 균주의 배양 

 E. coli 는 LB(Luria Bertani)배지 (0.5% yeast extract, 1% tryptone,  chloride in 1 liter 

of distilled water)를 사용하여 37。C, 230 rpm으로 배양하였다. 형질전환체의 선별 

등 필요시 ampicillin (50㎍/㎖)을 첨가하여 배양하였다. 

  Methylotrophic yeast P. pastoris는 YPD(1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose in 1 

liter of DW)를 사용하여 30。C, 230rpm에서 배양하였다. 형질전환체의 선별을 

위해서는 MD 한천 배지 (4×10-5% biotin, 1.34% yeast nitrogen base (YNB), 2% 

dextrose, 1.5% agar in 1 liter of DW)를 사용하였다. 재조합 유전자 발현을 위해서 

BMGY(1% yeast extract, 4×10-5% biotin, 2% peptone, 100 mM potassium phosphate buffer 

pH 6.0, 1.34% YNB, 1% glycerol in 1 liter of DW)와 BMMY(1% yeast extract, 4×10-5% 
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biotin, 2% peptone, 100 mM potassium phosphate buffer, pH 6.0, 1.34% YNB, 1% methanol 

in 1 liter of DW)를 사용하였고, 30。C, 230 rpm에서 배양하였다. 

 

3. Codon optimization 

HLSA와 Ssp DnaB intein (Ssp intein), Mxe gyrA intein (Mxe intein)을 P. 

pastoris에서 발현 시키기 위하여 유전자 합성(Bioneer Co.)시에 codon usage에 맞게 

optimization시켰다. 이때 Ssp intein은 CBD를 포함하고 Mxe intein은 CBD를 

포함하지 않게 design하였다. 이를 Ssp(CBD)-Mxe라 표시하였다 

 

4. HLSA 세포 표면 발현을 위한 재조합 균주 개발 

HLSA와 Ssp (CBD)-Mxe intein의 융합 단백질을 세포 표면에 발현시키기 

위하여 pPIC9K-THLSA 재조합 플라스미드를 제작하였다. 유전자 합성을 통해 

얻은 pBHA-HLSA를 주형으로 SapI-HLSA(F) 와 HLSA-SapI(B) primer를 이용하여 

HLSA 유전자를 증폭시켜 이를 pGEM-T vector에 ligation한 후, E. coli TOP10F’으로 

형질전환 하였다. 형질전환체로부터 플라스미드를 추출하여 제한효소 SapI 으로 

절단하여 Sap1-HLSA-SapI fragment를 획득하였다. 이 fragment를 SapI로 절단한 

pBHA-TWIN 1에 삽입하여 pTWIN 1-HLSA를 제작하였다. pTWIN 1-HLSA를 

EcoRI으로 절단하여 얻은 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe fragment를 동일한 효소로 절단한 

pPIC9K-700k로 삽입하였다. 이 재조합 플라스미드를 E. coli에 형질전환 하고 

이로부터 얻은 플라스미드를 pPIC9K-THLSA라 명명하였다. 이 플라스미드를 

제한효소 SalI으로 절단하여 선형으로 만든 후 이를 P. pastoris SMD1168에 

electroporation에 의해 형질전환 하였다. 형질전환은 Jo 등 (1)의 방법을 약간 

변형하여 사용하였다. P. pastoris SMD1168의 chromosomal DNA에 integration된 
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transformant를 찾기 위해 MD 한천 배지에 도말 한 다음 나타나는 colony를 

선별하였다. 선별된 colony들로부터 chromosomal DNA를 추출한 후, 프라이머 

HLSA check(F)와 TIP630-NotI (R)을 사용하여 PCR을 수행하여 integration을 

확인하였다. 선별된 재조합 균주를 P. pastoris THLSA라 명명하였다 

 

5.  유전자 발현 및 확인 

   재조합 균주 P. pastoris THLSA로부터 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe의 발현을 유도하기 

위하여 BMGY 배지에서 30。C, 230 rpm 조건으로 하룻밤 배양하였다. 이를 

새로운 BMMY media로 OD600=1.0으로 조정하여 30。C, 230 rpm 에서 96시간 

배양하였다. 단백질 발현 유도를 위해 1% (v/v) 메탄올을 24시간 마다 첨가하였다. 

   Ssp-HLSA-Mxe의 발현을 확인하기 위해서 Western blotting을 수행하였다. 

배양이 끝난 BMMY 배양액을 4°C, 3,500 ×g에서 10분간 원심분리 하여 cell을 

harvest 하였다. Harvest 한 cell을 1.2 mm glass beads와 buffer A(20 mM Tris/HCl, pH 

7.5, 200 mM NaCl, and 5 mM MgCl2)를 넣어 Bead beater로 lysis한 후, 원심 분리하여 

상층액을 회수하였다. 이 후 sample buffer(2% SDS, 0.1% bromophenol blue, 10% 

glycerol, 100 mM dithiothreitol, 6 M urea, 50 mM Tris-Cl, pH 6.8)를 넣고 10분간 

boiling하여 SDS-PAGE를 수행하였다. SDS-PAGE가 끝난 gel을 polyvinylidene 

difluoride (PVDF) membrane으로 electrophoretic transfer하고 primary antibody로 mouse 

anti-CBD antibody (NEB, Inc.), secondary antibody로 goat anti-mouse IgG AP antibody 

(Enzo, Inc.)를 사용하여 발현을 확인하였다. 기질로는 4-nitrobluetetrazolium chloride 

(NBT)와 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) (Thermo scientific Inc.)를 

사용하였다. 
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6. Immunofluorescence 와 Flow cytometric analysis 

   Ssp(CBD)-HLSA-Mxe 융합단백질의 표면발현을 확인하기 위하여 FITC-labeled 

Immunofluorescence 와 Flow cytometric analysis를 진행하였다 (1). Methanol 첨가에 

의한 발현 유도가 끝난 cell을 원심분리(4。C, 6,000 xg, 10 min)하고, PBS로 3번 

wash 한 후 300㎕의 PBS (containing 1mg BSA/㎖, mouse anti-CBD antibody(1:300)) 

첨가하여 1시간 반응시켰다. 이를 다시 원심분리하고 PBS로 3번 wash 한 다음 

PBS 300 ㎕(containing 1mg BSL/㎖, anti-mouse antibody(1:300), FITC conjugated)를 

처리하여 30분 반응시켰다. 반응액을 원심분리 후 PBS로 3번 wash 한 다음 

FITC-labeled cell을 confocal laser scanning microscope를 사용하여 분석하였다. 또한 

융합 단백질의 표면발현은 Facscalibur flow cytometer에 의해 분석하였으며 이때 

negative control 로서 P. pastoris SMD1168을 사용하였다. 

 

7. HLSA의 분리 및 확인 

   발현된 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe로부터 HLSA만을 분리하기 위하여 IMPACT 

(Intein Mediated Purification an Affinity Chitin-binding Tag) system, NEB, Inc.)을 

이용하였다. 원심 분리로 회수된 균을 buffer A로 resuspension하고 bead beater를 

이용하여 cell lysis를 수행하였다. 원심 분리 후 상층액을 chitin resin(NEB, Inc.)이 

packing된 column에 flow시켜 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe를 resin에 binding시켰다. 

Binding을 마 친 후 resin의 20배 volume의 buffer B1 (500 mM NaCL, 20 mM HEPES, 

pH 8.5, 1 mM EDTA)으로 non-binding protein들을 제거하고 buffer B3 (500 mM Nacl, 

20 mM HEPES, pH8.5, 1 mM EDTA, 40 mM DTT)를 넣어 40 시간 incubation함으로써 

Ssp-HLSA와 Mxe intein의 cleavage를 유도하였다. 다시 resin의 20배 volume의 
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buffer B1으로 cleavage된 fragment를 제거하고 buffer B2 (500 mM NaCl, 20 mM Na-

HEPES, pH 6.5, 1 mM EDTA)를 soking하여 Ssp와 HLSA의 cleavage를 유도하였다. 

Cleavage reaction이 끝난 후 buffer B1을 사용하여 HLSA를 회수하였다.    

 

 

결과 및 고찰 

1. HLSA 세포 표면 발현을 위한 재조합 균주 제조 

Ssp(CBD)-HLSA-Mxe 융합단백질을 P. pastoris 에서 발현시키기 위해 유전자 

합성을 통하여 codon usage에 맞게 optimization 시켰다. 또한 HLSA를 세포 표면에 

발현 시키기 위해 S. cerevisiae 의 TIP 유전자를 사용하여 재조합 플라스미드 

pPIC9K-THLSA를 제작하였다(Figure 1). pPIC9K에는 α-factor signal sequence와 

메탄올에 의해 발현이 유도되는 AOX1 프로모터를 가진다. HLSA의 세포표면 

발현을 위해서 HLSA를 TIP 유전자와 연결하여 AOX1 프로모터 하에 발현되도록 

하였다. 완성된 재조합 플라스미드는 HLSA check(F)와 TIP630-NotI(R) primer를 

이용한 PCR을 통하여 올바른 발현 방향을 확인 하였다. 그 결과 1.6kb 의 

DNA가 증폭된 것을 확인하였으며 (Figure 3), sequencing한 결과 염기서열이 

정확히 일치하였다 (data not shown). 

  완성된 재조합 플라스미드 pPIC9K-THLSA를 SalI을 이용하여 선형으로 만든 

후, electroporation을 통해 P. pastoris SMD1168에 형질전환 시킨 후 genomic DNA에 

삽입 시켰다(Figure 2). 그 후 MD 한천 배지에 나타난 colony들을 선별한 다음, 

genomic DNA를 추출하여 PCR을 통해 chromosomal integration을 확인하였다. Ssp 

intein의 중간 부분에서부터 TIP 유전자 사이를 PCR로 증폭시킴으로써 
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삽입여부를 확인하였으며, 이 때 primer는 α-factor (F)와 HLSA(R)를 사용하였다. 

그 결과 1.1kb 의 DNA 가 증폭되었으며 sequencing을 통하여 최종적으로 

염기서열이 일치하는 것을 확인하였다(Figure 3). 이 재조합 균주를 THLSA로 

명명하였다. 

 

 

 

Figure 1. Structure of recombinant plasmid pPIC9K-THLSA. HLSA gene is controlled by 

the AOX1 promoter for the expression of HLSA. For the location at the surface of the cell, 

TIP anchoring motif is used (see details in textbook) 
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Figure 2. Schematic diagram of integration strategy into the chromosome of Pichia pastoris 

SMD1168. 
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Figure 3. Confirmation of integration of Ssp(CBD)-HLSA-Mxe by PCR. SM: DNA size 

marker, Lane 1: Negative control (P. pastoris SMD1168), Lane 2: Positive control (pPIC9K-

THLSA), Lane 3: THLSA. Arrows(red) indicate primers used for the PCR. 

 

2. 융합 단백질 발현 확인 

  발현된 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe intein 융합단백질을 확인하기 위해 Western 

blotting을 실시하였다. 재조합 균주 THLSA를 배양하여 methanol로 발현을 유도한 

후 세포를 파쇄한 후 SDS-PAGE와 Western blotting에 의해 확인한 결과 약 72 

kDa의 단백질을 확인 하였다 (Figure 4). 이는 Ssp(CBD) intein (26 kDa), Mxe intein 

(23 kDa), TIP (22 kDa), 그리고 HLSA (1.5 kDa)를 가진 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe intein의 
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분자량과 일치하였다. 따라서 HLSA를 포함하는 융합단백질이 재조합 균주 

THLSA로부터 발현됨을 알 수 있다.  

 

 

Figure 4. Identification of fused protein Ssp(CBD)-HLSA-Mxe intein expressed from 

recombinant P. pastoris THLSA by Western blotting. SM : protein size marker, Lane 1: 

Negative control (P. pastoris  SMD1168), Lane 2 : THLSA. Arrow indicate fused protein 

containing HLSA. 

 

3. 융합단백질 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe의 세포표면 발현 확인 

 

발현된 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe의 위치를 확인하기 위하여 immunofluorescence 

및 confocal microscopy로 분석 하였다. Mouse anti-CBD와 FITC-conjugated anti-mouse 

antibody를 사용하여 반응한 후 confocal microscope를 사용하여 재조합 균주 

THLSA의 세포표면에서 형광을 관찰하였다. 그러나 음성 세포인 P. pastoris 
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SMD1168의 표면에는 관찰되지 않았다(Figure 5A). 발현된 융합단백질이 세포 

표면에 위치하는 것은 Flow cytometric analysis에 의해서도 증명되었다. Figure 

5B에서 보는 바와 같이 융합 단백질 Ssp(CBD)-HLSA-Mxe가 발현된 재조합 균주 

P. pastoris THLSA만이 CBD antibody에 반응하며 negative control인 P. pastoris 

SMD1168에는 반응을 보이지 않았다. 이는 융합단백질이 P. pastoris의 세포 

표면에 발현되었음을 나타내는 것이다.  

 

4. Ssp-HLSA-Mxe complex로부터 HLSA의 분리 및 정제 

발현된 Fused HLSA의 Ssp intein에는 CBD가 존재한다. 본 연구에서는 

column내에 packing되어 있는 chitin resin과 CBD의 affinity를 이용하여 분리 및 

정제를 진행하였다. Cell lysis 후 lysate를 column에 흘려 융합단백질  Ssp(CBD)-

HLSA-Mxe intein를 chitin resin에 binding시켜주었다. Mxe intein과 Ssp intein의 

cleavage를 위하여 buffer B3와 buffer B2를 각각 순서대로 처리하였다. 반응이 

끝난 후 HLSA를 회수 하였다. 한편 Ssp(CBD)-HLSA로부터 HLSA가 

절단되었음을 확인하기 위하여 chitin resin으로부터 Ssp(CBD)도 회수 하였다. 

Cleavage의 여부를 확인하기 위해 Western blotting을 수행한 결과 회수된 HLSA 

fraction으로부터는 HLSA를 확인할 수 없었다. 이는 HLSA가 아미노산 11개로 

구성된 아주 작은 분자량을 가지기 때문에 SDS-PAGE에서 확인이 힘들기 

때문인것으로 사료된다. 그러나 절단 반응이 끝난 후 chitin resin으로부터 회수된 

Ssp(CBD)가 분자량 26 kDa에서 확인되었다. 이는 Ssp(CBD)-HLSA로부터 HLSA가 

절단되었음을 간접적으로 나타내는 것으로 사료된다.  
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A) 

 

 
 

B) 

 

 
Figure 5. Immunofluorescence and localization of the fused Ssp(CBD)-HLSA-Mxe intein in 

recombinant P. pastoris THLSA. A) Fluorescence and confocal laser scanning microscopy. 

Cells were labeled by FITC-conjugated antibody. Fluorescence microscope (left column), 

light microscope (middle column) and merged image (right column) are shown. B) Flow 

cytometric analysis. P. pastoris SMD1168 harboring pPIC9K was used as control 
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Figure 6. Confirmation of cleavage of HLSA from Ssp(CBD)-HLSA-Mxe intein by SDS-

PAGE and Western blotting. SM : protein size marker, Lane 1 : Cell lysate of THLSA, Lane 

2: Isolated Ssp(CBD) intein after cleavage from chitin resin (see details in text). 
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Characterization and identification of twelve bacterial strains 

isolated from fresh water and marine environments1 

 

Heeyoung Kang, Haneul Kim and Kiseong Joh2 

 

ABSTRACT: Twelve aquatic bacteria were isolated from fresh water and marine environments in Korea. These 

isolates were mainly assigned to the phylum Proteobacteia and class Flavobacteria. Phylogenetic analysis based on 

16S rRNA gene sequence revealed that strains HME8514, HME8540, HME8620, HME8633, HMF4573, HMF4667, 

HME8202, HME8262, HME8336, HMF2457, HMF4132 and HMF6043 were most closely related to Acinetobacter 

kookii (98.6 % sequence similarity), Flavobacterium aquaticum (98.8 %), Massilia terrae (99.9 %), Lysobacter olei 

(98.7 %), Brevundimonas variabilis (100 %), Brevundimonas staleyi (98.8 %), Maribacter lutimaris (100 %), 

Litoreibacter ponti (98.9 %), Maribacter litorisediminis (99.7 %), Maricaulis maris (99.0 %), Bacillus algicola 

(100 %) and Maricaulis maris (99.3 %). In this study, basic informations including Gram reaction, colony and cell 

morphology, biochemical characteristics, isolation source and strain IDs were described. 

 

Introduction 

 Water covers more than three-quarters of the Earth’s surface, comprising the fresh water 

and marine ecosystems. Fresh water environments have extremely low concentrations of salt, 

and include some wetlands, streams, rivers, ponds and lakes. In contrast, marine regions have 

higher concentrations of salt, and include some wetlands, salt marshes, mangroves, lagoons 

and bays. Bacteria and other microorganisms have been reported to live in aquatic 

ecosystems and play foundational roles, capturing the sun’s energy through photosynthesis, 

and decomposition of organic matter, releasing nutrients stored in organic tissues (Shklar-

McAuley et al., 1986). The studies of aquatic bacterial communities have been shown to be 

characterized by Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, 

Verrucomicrobia and Planctomycetes (Logue et al., 2008; Gajigan et al., 2018). The 

Proteobacteia are particularly recognized Gram-negative bacteria of agricultural, industrial, 

and medical significance (Kersters et al., 2006). The Cytophaga-Flavobaceria, belonging to 
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of Environment (MOE). 
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the phylum Bacteroidetes, are chemooganotropic and especially proficient in degrading 

various biopolymers (Kirchman et al., 2002). We have isolated about 160 bacterial strains 

from the domestic aquatic environments in Korea for 6 years, and reported their 

characteristics. Here, we described the phylogenetic, morphological and biochemical 

characteristics of twelve isolated bacterial strains. 

 

Materials and Methods 

Bacterial isolates were obtained from fresh water and marine environment sources. The 

fresh water samples were collected from reservoir of Hankuk University of Foreign Studies 

campus, Gyeong-an stream and wetland located in Yongin and Gwangju city. Marine 

environment samples such as seawater, lagoon and sand of seashore were collected from 

Buan, Gangneung, Boseong and Jeju. The collected samples were allowed to grow on R2A 

and marine agars by standard dilution-plating method. These plates were cultured at 25°C, 

30°C and 37°C for 2-3days, routinely. The pure cultures were obtained by repetitive 

streaking and preserved at -80 °C in distilled water supplemented with 20 % (v/v) glycerol. 

Colony morphology was observed on agar plates after cells were cultivated to their stationary 

phase. Cellular morphology and cell size were examined using either transmission electron 

or scanning electron microscopy. Gram reaction was carried out using a Gram-staining kit 

according to the standard procedures. API 20NE strips (bioMérieux) were inoculated 

according to the manufacturer’s instructions. Oxidase activity determined using 1 % 

N,N,N',N-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma). Bacterial identification 

was performed by amplification and sequencing of 16S rRNA genes. Amplification of 16S 

rRNA gene was carried out as described Woodman et al (2008). The 16S rRNA PCR product 

was sequenced using an Automatic Sequencer 3730XL (Applied Biosystems) with universal 

primers (27F and 1492R; Lane, 1991). The sequences of twelve strains and related bacterial 

species were obtained from EzBioCloud server and edited using the BioEdit program (Yoon 

et al., 2018; Hall, 1999). Multiple alignment was performed using the CLUSTAL_W 

program (Thompson et al., 1994). The phylogenetic tree was constructed by using neighbor-

joining method within MEGA7 software package with bootstrap resampling method with 

1000 replicates (Saitou & Nei, 1987; Kumar et al., 2016; Felsenstein, 1985). 
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Results and Discussion 

The six bacterial strains, isolated from fresh water environments, were distributed into five 

families of the phyla Proteobacteria and Bacteroidetes: Strains HMF4573 and HMF4667 

were most closely related to Brevundimonas variabilis (100 %, 16S rRNA gene sequence 

similarity) and Brevundimonas staleyi (98.8 %) within family Caulobacteraceae of the class 

Alphaproteobacteria. Strains HME8620, HME8514, HME8633 and HME8540 were most 

closely related to Massilia niabensis (98.3 %, belonging to the family Oxalobacteraceae of 

within Betaproteobacteria), Acinetobacter kookii (98.6 %, belonging to the family 

Moraxellaceae within Gammaproteobacteria), Lysobacter olei (98.7 %, belonging to the 

family Lysobacteraceae within Gammaproteobacteria) and Flavobacterium aquaticum 

(98.8 %, belonging to the family Flavobacteriaceae within Bacteroidetes), respectively. 

Marine bacterial isolates were assigned the phyla Bacteroidetes, Firmicutes and 

proteobacteria. Strains HME8202 and HME8336 were related to Maribacter lutimaris 

(100 %) and Maribacter litorisediminis (99.7 %) within family Flavobacteria, respectively. 

Strain HME8262 was a member of species Litoreibacter ponti (98.9 %, belonging to the 

family Rhodobaceracea within Alphaproteobacteria) and strain HMF4132 was a members of 

species Bacillus algicola (100 %, belonging to the family Bacillaceae within Bacilli), 

respectively. Strains HMF2457 and HMF6043 were related to Maricaulis maris (99.0 % and 

99.3 %, belonging to the family Hyphomonadaceae within Alphaproteobacteria). The 

phylogenetic analysis results of twelve isolates present in Figure 1 and Table1. The isolated 

strains were mainly Gram-stain-negative, rod-shaped and oxidase produced, but strain 

HMF4132 was Gram-stain-positive, and oxidase activity of strain HME8514 was negative. 

The detailed morphological (Figure 2) and biochemical characteristics of twelve strains are 

also shown in the species description section. 

 

Description of Flavobacterium aquaticum HME8540 

Cells are Gram-stain-negative, non-flagellated and rod-shaped. Colonies are circular, 

convex, entire and yellow-colored after incubation at 30 °C on R2A agar for 2days. Oxidase 

is produced. With API 20NE strips, nitrate reduction, indole production, glucose 
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fermentation, aesculin hydrolysis, arginine dihydrolase, urease, gelatinase and ß-

galactosidase (PNPG test) activities and assimilation of D-glucose, L-arabinose, D-mannose, 

D-mannitol, N-acetyl-glucosamine, D-maltose, potassium gluconate, capric acid, adipic acid, 

malic acid, trisodium citrate and phenylacetic acid are negative. Strain HME8540 

(=NIBRBAC000002219) was isolated from a fresh water stream located on Yongin, 

Republic of Korea. The 16S rRNA gene sequence of strain HME8540 has been deposited in 

the GenBank database under accession no. KC157036. 

 

Description of Brevundimonas variabilis HMF4573 

Cells are Gram-stain-negative, non-flagellated and rod-shaped. Colonies are circular, 

convex, entire and orange-colored after incubation at 25 °C on R2A agar for 3days. Oxidase 

is produced. With API 20NE strips, aesculin hydrolysis and ß-galactosidase (PNPG test) 

activity and assimilation of D-glucose, D-maltose, potassium gluconate, capric acid, adipic 

acid, malic acid and phenylacetic acid are positive, but nitrate reduction, indole production, 

glucose fermentation, arginine dihydrolase urease and gelatinase activities and assimilation 

of L-arabinose, D-mannose, D-mannitol, N-acetyl-glucosamine and trisodium citrate are 

negative. Strain HMF4573 (=NIBRBAC000498442) was isolated from fresh water wetland, 

located on Gwangju, Republic of Korea. The 16S rRNA gene sequence of strain HMF4573 

has been deposited in the GenBank database under accession no. KY047394. 

 

Description of Brevundimonas staleyi HMF4667 

Cells are Gram-stain-negative, flagellated and rod-shaped. Colonies are circular, convex, 

entire and yellow colored after incubation at 25 °C on R2A for 3days. Oxidase is produced. 

With API 20NE strips, aesculin hydrolysis and assimilation of D-glucose, D-maltose, adipic 

acid and malic acid are positive, but nitrate reduction, indole production, glucose 

fermentation, arginine dihydrolase, urease, gelatinase and ß-galactosidase (PNPG test) 

activities and assimilation of L-arabinose, D-mannose, D-mannitol, N-acetyl-glucosamine, 

potassium gluconate, capric acid, trisodium citrate and phenylacetic acid are negative. Strain 

HMF4667 (=NIBRBAC000498446) was isolated from fresh water wetland, located on 

Gwangju, Republic of Korea. The 16S rRNA gene sequence of strain HMF4667 has been 

deposited in the GenBank database under accession no. KY047398. 
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Description of Massilia terrae HME8620 

Cells are Gram-stain-negative, non-flagellated and rod-shaped. Colonies are circular, 

raised, entire and brown-colored after incubation at 30 °C on R2A agar for 2days. Oxidase is 

produced. With API 20NE strips, aesculin hydrolysis and ß-galactosidase (PNPG test) 

activity and assimilation of D-glucose, L-arabinose, D-mannose, N-acetyl-glucosamine, D-

maltose, potassium gluconate and malic acid are positive, but nitrate reduction, indole 

production, glucose fermentation, arginine dihydrolase urease and gelatinase activities and 

assimilation D-mannitol, capric acid, adipic acid, trisodium citrate and phenylacetic acid are 

negative. Strain HME8620 (=NIBRBAC000002227) was isolated from fresh water reservoir 

of Hankuk University of Foreign Studies campus, Yongin, Republic of Korea. The 16S rRNA 

gene sequence of strain HME8620 has been deposited in the GenBank database under 

accession no. KC134363. 

 

Description of Lysobacter olei HME8633 

Cells are Gram-stain-negative, non-flagellated and rod-shaped. Colonies are circular, 

convex, entire and yellow-colored after incubation at 37 °C on R2A for 2days. Oxidase is 

produced. With API 20NE strips, aesculin hydrolysis and ß-galactosidase (PNPG test) 

activity and assimilation of D-glucose, L-arabinose, D-mannose, N-acetyl-glucosamine, D-

maltose, potassium gluconate and malic acid are positive, but nitrate reduction, indole 

production, glucose fermentation, arginine dihydrolase urease and gelatinase activities and 

assimilation D-mannitol, capric acid, adipic acid, trisodium citrate and phenylacetic acid are 

negative.  Strain HME8633 (=NIBRBAC000002228) was isolated from fresh water 

reservoir of Hankuk University of Foreign Studies campus, Yongin, Republic of Korea. The 

16S rRNA gene sequence of strain HME8633 has been deposited in the GenBank database 

under accession no. KC134364. 

 

Description of Acinetobacter kookii HME8514 

Cells are Gram-stain-negative, non-flagellated and ovoid rod-shaped. Colonies are circular, 

convex, entire and white-colored after incubation at 30 °C on R2A for 2 days. Oxidase is not 
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produced. With API 20NE strips, assimilation of capric acid and phenylacetic acid is 

positive, but nitrate reduction, indole production, glucose fermentation, aesculin hydrolysis 

and gelatinase activities and assimilation of D-glucose, L-arabinose, D-mannose, D-mannitol, 

N-acetyl-glucosamine, D-maltose, potassium gluconate, adipic acid, malic acid and trisodium 

citrate are negative. Strain HME8514 (=NIBRBAC000002215) was isolated from a fresh 

water stream located on Yongin, Republic of Korea. The 16S rRNA gene sequence of strain 

HME8514 has been deposited in the GenBank database under accession no. KC201357. 

 

Description of Maribacter lutimaris HME8202 

Cells are Gram-staining-negative and rod-shaped. Colonies are circular, convex, smooth 

and yellow-colored after incubation at 30 °C on marine agar for 2days. Oxidase is produced. 

With API 20NE strips, aesculin hydrolysis and ß-galactosidase (PNPG test) activity are 

positive, but nitrate reduction, indole production, glucose fermentation, arginine dihydrolase, 

urease and gelatinase activities and assimilation of D-glucose, L-arabinose, D-mannose, D-

mannitol, N-acetyl-glucosamine, D-maltose, potassium gluconate, capric acid, adipic acid, 

malic acid, trisodium citrate and phenylacetic acid are negative. Strain HME8202 

(=NIBRBAC000001868) was isolated from seawater of the Yellow Sea located on Buan, 

Republic of Korea. The 16S rRNA gene sequence of strain HME8202 has been deposited in 

the GenBank database under accession no. JQ420021. 

 

Description of Maribacter litorisediminis HME8336 

Cells are Gram-staining-negative and short rod-shaped. Colonies are circular, convex, 

smooth and yellow-colored after incubation at 30 °C on marine agar for 3days. Oxidase is 

produced. With API 20NE strips, nitrate reduction, aesculin hydrolysis and ß-galactosidase 

(PNPG test) activity and assimilation of D-glucose and D-mannitol are positive, but indole 

production, glucose fermentation, arginine dihydrolase urease and gelatinase activities and 

assimilation of L-arabinose, D-mannose, N-acetyl-glucosamine, D-maltose, potassium 

gluconate, capric acid, adipic acid, malic acid, trisodium citrate and phenylacetic acid are 

negative. Strain HME8336 (=NIBRBAC000001873) was isolated from seawater of the 

Yellow Sea located on Buan, Republic of Korea. The 16S rRNA gene sequence of strain 

HME8336 has been deposited in the GenBank database under accession no. JQ762253. 
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Description of Bacillus algicola HMF4132 

Cells are Gram-staining-positive, non-flagellated and ovoid rod-shaped. Colonies are 

circular, convex, smooth and yellow-colored after incubation at 30 °C on marine agar for 3 

days. Oxidase is produced. With API 20NE strips, aesculin hydrolysis, gelatinase and ß-

galactosidase (PNPG test) activities and assimilation of D-mannitol and trisodium citrate are 

positive, but nitrate reduction, indole production, glucose fermentation, arginine dihydrolase 

and urease activities and assimilation of D-glucose, L-arabinose, D-mannose, N-acetyl-

glucosamine, D-maltose, potassium gluconate, capric acid, adipic acid, malic acid and 

phenylacetic acid are negative. Strain HMF4132 (=NIBRBAC000497912) was isolated from 

a sand of seashore located on Jeju, Republic of Korea. The 16S rRNA gene sequence of 

strain HMF4132 has been deposited in the GenBank database under accession no. KT984000. 

 

Description of Maricaulis maris HMF2457 

Cells are Gram-staining-negative, flagellated and rod-shaped. Colonies are circular, 

convex, smooth and pale pink-colored after incubation at 25 °C on marine agar for 3days. 

Oxidase is produced. With API 20NE strips, aesculin hydrolysis and gelatinase activity are 

positive, but nitrate reduction, indole production, glucose fermentation, arginine dihydrolase, 

urease and ß-galactosidase (PNPG test) activities and assimilation of D-glucose, L-arabinose, 

D-mannose, D-mannitol, N-acetyl-glucosamine, D-maltose, potassium gluconate, capric acid, 

adipic acid, malic acid, trisodium citrate and phenylacetic acid are negative. Strain HMF2457 

(=NIBRBAC000498226) was isolated from lagoon located on Gangneung, Republic of 

Korea. The 16S rRNA gene sequence of strain HMF2457 has been deposited in the GenBank 

database under accession no. KP099953. 

 

Description of Maricaulis maris HMF6043 

Cells are Gram-staining-negative, flagellated and rod-shaped. Colonies are circular, 

convex, smooth and beige colored after incubation at 25 °C on marine agar for 3days. 

Oxidase is produced. With API 20NE strips, aesculin hydrolysis and gelatinase activity are 

positive, but nitrate reduction, indole production, glucose fermentation, arginine dihydrolase, 
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urease and ß-galactosidase (PNPG test) activities and assimilation of D-glucose, L-arabinose, 

D-mannose, D-mannitol, N-acetyl-glucosamine, D-maltose, potassium gluconate, capric acid, 

adipic acid, malic acid, trisodium citrate and phenylacetic acid are negative. Strain HMF6043 

(=NIBRBAC000498449) was isolated from seawater of the South Sea located on Boseong, 

Republic of Korea. The 16S rRNA gene sequence of strain HMF6043 has been deposited in 

the GenBank database under accession no. KY047401. 

 

Description of Litoreibacter ponti HME8262 

Cells are Gram-staining-negative and rod-shaped. Colonies are circular, convex, entire and 

white-colored after incubation at 30 °C on marine agar for 3days. Oxidase is produced. With 

API 20NE strips, aesculin hydrolysis is positive, but nitrate reduction, indole production, 

glucose fermentation, arginine dihydrolase, urease, gelatinase and and ß-galactosidase 

(PNPG test) activities and assimilation of D-glucose, L-arabinose, D-mannose, D-mannitol, 

N-acetyl-glucosamine, D-maltose, potassium gluconate, capric acid, adipic acid, malic acid, 

trisodium citrate and phenylacetic acid are negative. Strain HME8262 

(=NIBRBAC000001870) was isolated from seawater of the Yellow Sea located on Buan, 

Republic of Korea. The 16S rRNA gene sequence of strain HME8262 has been deposited in 

the GenBank database under accession no. JQ687345. 
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Table 1. Summary of isolated strains and their taxonomic affiliations. 

Environment Class Order Family Genus Strain ID NIBR ID Most closely realted species 
Similarity 

(%) 

Isolation 

Source 
Medium 

Incubation 

condition 

Fresh water 

Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium HME8540 NIBRBAC000002219 Flavobacterium aquaticum 98.8 
Fresh 

water 
R2A 30℃, 2d 

Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Brevundimonas 

HMF4573 NIBRBAC000498442 Brevundimonas variabilis 100 Wetland R2A 25°C, 3d 

HMF4667 NIBRBAC000498446  Brevundimonas staleyi 98.8 Wetland R2A 25°C, 3d 

Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Massilia HME8620 NIBRBAC000002227 Massilia terrae 99.9 
Fresh 

water 
R2A 30℃, 2d 

Gammaproteobacteria 

Lysobacterales Lysobacteraceae Lysobacter HME8633 NIBRBAC000002228 Lysobacter olei 98.7 
Fresh 

water 
R2A 37℃, 2d 

Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter HME8514 NIBRBAC000002215 Acinetobacter kookii 98.6 
Fresh 

water 
R2A 30℃, 2d 

Marine 

Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae Maribacter 

HME8202 NIBRBAC000001868 Maribacter lutimaris 100 Seawater MA 30℃, 2d 

HME8336 NIBRBAC000001873  Maribacter litorisediminis 99.7 Seawater MA 30℃, 3d 

Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus HMF4132 NIBRBAC000497912 Bacillus algicola 100 
Sand of 

sea shore 
MA 30℃, 3d 

Alphaproteobacteria Rhodobacterales 

Hyphomonadaceae Maricaulis 

HMF2457 NIBRBAC000498226 Maricaulis maris 99.0 lagoon MA 25℃, 3d 

HMF6043 NIBRBAC000498449 Maricaulis maris 99.3 Seawater MA 25°C, 3d 

Rhodobacteraceae Litoreibacter HME8262 NIBRBAC000001870  Litoreibacter ponti 98.9 Seawater MA 30℃, 3d 
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Figure 1. Neighbor-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences, showing 

the relationship between isolated strains and their relatives. Bootstrap values (>70%) are 

shown. Bar, 0.05 substitutions per nucleotide position.
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Figure 2. Transmission electron micrographs or scanning electron micrographs of cells. 

Strains: a, HME8540; b, HMF4573; c, HMF4667; d, HME8620; e, HME8633; f, HME8514; 

g, HME8202; h, HME8336; i, HMF4132; j, HMF2457; k, HMF6043; l, HME8262. 
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