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(57) 요 약

본 발명의 목적은 정제된 효소를 이용하여 트랜스-레스베라트롤 (trans-resveratrol)을 생체 외 (in vitro)에서

합성하는  방법을  개발하는  것이다.  본  발명에서는  4-쿠마르산-코엔자임  에이  연결효소  (4-coumarate-coA

ligase), 말로닐 코엔자임 에이 합성효소 (malonyl-CoA synthetase), 스틸벤 생성효소 (stilbene synthase)를 
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조합하여 4-쿠마르산 (4-coumaric acid)과 말론산 (malonic acid)을 기질로 하여 트랜스-레스베라트롤을 생산하

는 생합성 경로를 구축하였고, 효소 반응에 필요한 조효소의 순환적인 재사용을 위해 아데닐레이트 카이네이즈

(adenylate  kinase),  파이로포스페테이즈  (pyrophosphatase),  및  자성  광합성  세포막  소낭  (magnetic

photosynthetic membrane vesicle)을 추가적으로 조합하여 전체 반응을 완성하였다. 또한 효소 사용의 효율성

증진 및 반응 산물의 안정적 확보를 위해 반응 효소들을 각각 고정화 (immobilization)하여 메쉬 (mesh)에 밀봉

한 후 전체 반응을 진행하였고, 1.06 g/L/day의 생산 수율로 트랜스-레스베라트롤을 생산하였다. 또한, 최종 산

물인 트랜스-레스베라트롤을 침전물 형태로 분리할 수 있게 하여 실제 산업에 응용할 수 있는 가능성을 높였다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 부분 반응으로 구성된 전체 반응으로 이루어진 트랜스-레스베라트롤 (trans-resveratrol)의 생산 방법 :

a) 4-쿠마르산 (4-coumaric acid)과 코엔자임 에이를 중합하여 4-쿠마로일 코엔자임 에이 (4-coumaroyl CoA)를

생성하고,  아데노신  삼인산  (adenosine  triphosphate,  ATP)을  소모하여  아데노신  일인산  (adenosine

monophosphate, AMP)과 파이로포스페이트 (pyrophosphate)를 형성하는 4-쿠마르산-코엔자임 에이 연결효소 (4-

coumarate-CoA ligase)의 효소 반응;

b)  말론산 (malonic  acid)과 코엔자임 에이 (coenzyme  A,  CoA)를 중합하여 말로닐 코엔자임 에이 (malonyl

CoA)를 생성하고, 아데노신 삼인산을 소모하여 아데노신 일인산과 파이로포스페이트 (pyrophosphate)를 형성하

는 말로닐 코엔자임 에이 합성효소 (malonyl-CoA synthetase)의 효소 반응;

c) 상기 a)와 b)에서 각각 생성된 4-쿠마로일 코엔자임 에이와 말로닐 코엔자임 에이를 중합하여 트랜스-레스베

라트롤 (trans-resveratrol)을 형성하고, 코엔자임 에이와 이산화탄소를 형성하는 스틸벤 생성효소 (stilbene

synthase)의 효소 반응;

d)  상기  a)와  b)에서  생성된 아데노신 일인산을 아데노신 삼인산과 반응시켜,  아데노신 이인산 (adenosine

diphosphate, ADP)로 변환하는 아데닐레이트 카이네이즈 (adenylate kinase)의 효소 반응;

e) 상기 a)와 b)에서 생성된 파이로포스페이트 (pyrophosphate)를 무기 인산 (inorganic phosphate)으로 변환

하는 파이로포스페테이즈 (pyrophosphatase)의 효소 반응;

f) 상기 d)와 e)에서 각각 생성된 아데노신 이인산과 무기 인산을 빛이 조사되는 조건에서 아데노신 삼인산으로

변환하는 광합성 세포막 소낭 (photosynthetic membrane vesicle)의 명반응 (light reaction).

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 광합성 세포막 소낭은 적절한 광원 하에서 아데노신 이인산과 무기 인산으로부터 아데노

신 삼인산을 생성할 수 있는 세포막-단백질 복합체이며, 광기구 세포막 소낭 (chromatophore membrane vesicle)

또는 틸라코이드 세포막 소낭 (thylakoid membrane vesicle) 중 선택되는 것을 특징으로 하는 트랜스-레스베라

트롤의 생산 방법.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 광합성 세포막 소낭은 자성 입자 (magnetic particle)를 소낭 내부에 함유하여 자석에

의해 인력을 받는 자성 광합성 세포막 소낭(magnetic photosynthetic membrane vesicle)임을 특징으로 하는 트

랜스-레스베라트롤의 생산 방법.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 각각의 효소들은 아가로즈 수지 (agarose resin)에 고정화 (immobilization)되어 메쉬

(mesh) 안에 밀봉된 형태로, 효소 반응액에서 분리 가능한 것을 특징으로 하는 트랜스-레스베라트롤의 생산 방

법.

청구항 5 
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a) 기질로서 4-쿠마르산 및 말론산;

b) 트랜스 레스베라트롤 생합성을 위한 효소로서 4-쿠마르산-코엔자임 에이 연결효소, 말로닐 코엔자임

에이 합성효소 및 스틸벤 생성효소; 및

c) ATP 공급자로서 광합성 세포막 소낭을 포함하는, 트랜스 레스베라트롤의 생산용 조성물.

청구항 6 

제 5항에 있어서, 상기 생산용 조성물은 조효소로서 아데노신 삼인산과 코엔자임 에이를 더 포함하는,

트랜스-레스베라트롤의 생산용 조성물.

청구항 7 

제 5항에 있어서, 상기 광합성 세포막 소낭은 자성 입자 (magnetic particle)를 소낭 내부에 함유하여

자석에 의해 인력을 받는 자성 광합성 세포막 소낭(magnetic photosynthetic membrane vesicle)임을 특징으로

하는 트랜스-레스베라트롤의 생산용 조성물.

청구항 8 

제 5항에 있어서, 상기 조성물은 생성되는 트랜스-레스베라트롤이 반응액에 현탁액 (suspension) 형태

로 형성되어, 침전물 형태로 반응액에서 분리 가능하도록 하는, 트랜스-레스베라트롤 생산용 조성물.

청구항 9 

제  1항에  있어서,  상기  C)  효소  반응에서  생성되는  트랜스-레스베라트롤은  반응액에  현탁액

(suspension) 형태로 형성되며, 침전물 형태로 반응액에서 분리 가능함을 특징으로 하는 트랜스-레스베라트롤

생산 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 자성 입자 (magnetic particle)를 함유한 광합성 세포막 소낭 (photosynthetic membrane vesicle),[0001]

즉, 자성 광합성 세포막 소낭 (magnetic photosynthetic membrane vesicle)을 고정화된 생합성 효소와 함께 사

용하여 고부가 산물인 트랜스-레스베라트롤 (trans-resveratrol)을 생산하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

광합성 세포막 (photosynthetic membrane)은 광합성을 수행하는 생물에서 나타나는 특징적인 세포 내 구조로서,[0003]

광흡수체  (light-harvesting  complex),  광반응  중심체  (reaction  center),  전자전달계  (electron  transfer

chain)를 보유하고 있으며, 광합성의 명반응을 독립적으로 수행한다. 광합성 세포막의 종류에는 자색 비유황 세

균  (purple  nonsulfur  bacteria)에  존재하는  광기구  세포막  (chromatophore  membrane,  intracytoplasmic

membrane, ICM)과 식물, 조류, 남세균에 존재하는 틸라코이드 세포막 (thylakoid membrane, TM)이 있다. 광합

성 세포막은 세포 내에서 빛 에너지를 흡수하여 화학에너지로 전환하며 (명반응), 구체적으로는 아데노신 이인

산  (adenosine  diphosphate,  ADP)과  무기인산  (inorganic  phosphate,  Pi)을  결합하여  아데노신  삼인산

(adenosine triphosphate, ATP)을 형성하는 반응, 또는 산화된 니코틴아마이드 아데닌 다이뉴클레오타이드 인산

(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidized, NADP
+
)을 환원된 니코틴아마이드 아데닌 다이뉴클레

오타이드 인산 (nicotiamide adenine dinucleotide phosphate reduced, NADPH)으로 전환하는 반응을 수행한다.

광합성 세균의 세포를 파쇄 할 경우 광합성 세포막은 소낭 (vesicle) 형태가 되는데 이를 광합성 세포막 소낭

(photosynthetic membrane vesicle)이라고 한다. 광합성 세포막 소낭은 세포 외의 환경 (in vitro)에서 빛을
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조사하였을 때 독립적으로 광합성의 명반응을 수행하며 이를 통해 생체 효소 반응에 사용되는 조효소인 아데노

신 삼인산과 환원된 니코틴아마이드 아데닌 다이뉴클레오타이드 인산을 공급하는 역할을 할 수 있다 (대한민국

특허 등록 제 1017087520000). 

레스베라트롤은 포도 종에서 많이 발견되는 폴리페놀 계통의 화합물이며,  수명연장의 효과가 있다고 알려져[0004]

(Bhullar and Hubbard. 2015. Biochim. Biophys. Acta 1852: 1209-1218) 건강 보조제로서 많이 쓰이는 화합물

이다. 수명 연장 효과 이외에도 레스베라트롤은 항산화 효과, 항혈소판 효과 (anti-platelet), 항염증 효과, 혈

당 감소, 항암 효과 등의 다양한 효과가 있다고 알려져 있어 의약품으로서의 활용 가능성도 높다 (Kursvietiene

et al. 2016. Medicina 52: 148-155). 

이러한 효능에서 불구하고 레스베라트롤은 그 산업적 생산이 용이하지 않다. 가장 고전적인 방법으로 포도나 땅[0005]

콩과 같은 식물에서 레스베라트롤을 직접 추출하는 방법을 많이 사용하고 있으나, 식물이 보유하는 레스베라트

롤의 함량이 낮기 때문에 그 수율이 좋지 않고, 정제도가 떨어진다는 단점이 있다. 하나의 대안으로 유기합성을

통해 레스베라트롤을 생산하는 방법이 있다 (Fan et al. 2010. Mini Rev. Org. Chem. 7: 272-281). 하지만 유

기합성 방법은 반응의 부산물을 제거하기 어렵고, 반응이 복잡하게 구성되어 있어 대량생산이 어렵다. 또 다른

대안으로서 유전자 조작을 수행한 대장균이나 효모의 균체 내 생산을 이용한 방법이 있다. 대장균이나 효모는

본래 레스베라트롤을 합성하지 못하기 때문에 보통 그 생합성에 필요한 유전자를 발현하게 조작하여 레스베라트

롤을 생산하며, 여기에서 다양한 형태로 변형된 방법이 있다. 균체를 이용할 경우 적게는 100  ㎎/L,  많게는

2300 ㎎/L (Lim et al. 2011. Appl. Environ. Microbiol. 77: 3451-3460) 까지 생산할 수 있지만, 균주를 확보

유지하는데 소모되는 비용이 크고, 세포 내용물을 제거하는 추가 공정이 필요하며, 유전자 조작된 균체가 불안

정하다는 문제 (Afonso et al. 2015. Biotech. Rep. 5: 7-13)가 있다. 

이런 기존 방법들의 문제를 극복하고자 본 발명에서는 레스베라트롤 생합성 효소를 정제하여 세포 외에서 레스[0006]

베라트롤을 생산하는 시스템을 구축하였다. 효소 시스템은 특이적인 반응 덕분에 부산물이 적고, 산물 순도가

높으며, 세포를 유지하기 위한 에너지 소모가 없고, 부분 반응의 제어가 용이하다는 장점이 있다. 하지만 높은

효소의 정제 비용, 고단가의 조효소 (cofactor) 공급 문제라는 제한 요인이 있었다. 본 발명에서는 효소를 이용

한 생산 방법의 단점을 극복하고 장점을 극대화하고자 자성 광합성 세포막 소낭과 고정화 효소를 조합한 전체

생합성 과정에서 고단가의 조효소가 적은 양으로 반복되게 재사용하게 함으로써 그 공급문제를 해결하였다. 또

한, 자성 광합성 세포막 소낭을 반응액으로 부터 자석을 사용하여 쉽게 분리하여 반복적인 재사용이 가능하며,

고정화된 효소 역시 메쉬 (mesh)를 이용하여 반복 재사용함으로써, 광합성 세포막 소낭 및 효소의 활용도를 높

이고 높은 제조 및 정제비용을 상쇄하였고, 반응 산물인 레스베라트롤을 침전물 형태로 용이하게 분리하는 방법

을 개발하였다.

상기 배경기술로서 설명된 사항들은 본 발명의 배경에 대한 설명을 위한 것일 뿐, 이 기술 분야에서 통상의 지[0007]

식을 가진 자에게 이미 알려진 종래기술에 해당함을 인정하는 것으로 받아들여져서는 안 될 것이다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명에서 해결하고자 하는 문제는 정제된 효소를 이용하여 트랜스-레스베라트롤을 생체 외 (in vitro)에서[0010]

합성하는 방법을 개발하는 것이다. 화학적 합성 방법은 반응 부산물의 존재와 반응의 복잡성 때문에 실제 산업

적인 적용이 어려웠다. 균체 내 생산 역시, 세포 유지에 따른 불필요한 에너지 낭비와 유전자 조작 균체의 불안

정성에 따른 한계가 있었고 세포 내용물을 제거하는 추가 공정이 필요하다는 단점이 있었다. 이러한 한계를 극

복하고자 본 발명은 효소를 이용하여 4-쿠마르산 (4-coumaric acid)과 말론산 (malonic acid)을 시작 기질로 하

여 트랜스-레스베라트롤을 생산하는 새로운 생합성 경로를 구축하고 이를 실제 생산에 적용하기 위해 반응을 최

적화 하였다. 상기 생합성 경로를 효율적으로 조작하기 위해 본 발명에서 해결하고자 한 문제는 다음과 같다 :

1) 효소 반응에 필요한 고단가 조효소의 지속적 공급 방법;[0011]

2) 효소의 높은 정제비용;[0012]

3) 최종 산물의 회수 방법.[0013]

따라서 이하 과제 해결 수단에서 상기 문제에 대한 세부 설명 및 해결 방법과 다양한 활용 가능성을 제시하려고[0015]

한다. 또한, 본 발명에 대한 정확한 이해를 위해 용어의 의미를 명확히 정의하려고 한다.
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과제의 해결 수단

본 발명에서는 트랜스-레스베라트롤의 세포 외 생산 방법을 개발하고자 3개의 주요 효소 (4-쿠마르산-코엔자임[0017]

에이  연결효소,  말로닐  코엔자임  에이  합성효소,  스틸벤  생성효소)와  2개의  보조효소  (아데닐레이트

카이네이즈, 파이로포스페테이즈)를 포함하는 효소 시스템을 구축하였다 (도 1). 상기 효소 시스템에서는 저단

가인 4-쿠마르산 및 말론산을 시작 기질로 하여 트랜스-레스베라트롤이 생산되며, 이 때 조효소로서 코엔자임

에이 (coenzyme A, CoA)와 아데노신 삼인산 (adenosine triphosphate, ATP)이 요구된다. 상기 조효소들은 그

단가가 높아서 반응 시 계속적으로 공급하는 것이 경제적으로 불가능하기 때문에 조효소의 효율적인 공급 방법

이 필요하다. 코엔자임 에이의 경우 전체 반응이 진행됨에 따라 효소 시스템 내에서 계속적으로 순환되어 반복

재사용되기 때문에 적은 양으로 전체 반응의 진행이 가능하다. 하지만 아데노신 삼인산은 효소 반응이 진행될

때, 아데노신 일인산 (adenosine monophosphate, AMP)과 파이로포스페이트 (pyrophosphate, PPi)로 변환되어 소

모되기 때문에 이를 재공급해주기 위한 방법으로 본 발명에서는 대한민국 특허 출원 제 10-2017-0052361에서 고

안된 자성 광합성 세포막 소낭 (magnetic photosynthetic membrane vesicle)을 효소 시스템에 결합하였다. 상

기 효소 시스템에 포함된 2개의 보조효소는 아데닐레이트 카이네이즈 (adenylate kinase)와 파이로포스페테이즈

(pyrophosphatase)이며  각각  아데노신  일인산과  아데노신  삼인산을  결합하여  아데노신  이인산  (adenosine

diphosphate, ADP)을 형성하는 반응과 파이로포스페이트를 무기 인산 (inorganic phosphate)으로 변환하는 반

응을 촉매한다. 자성 광합성 세포막 소낭은 적절한 광원 하에서 광합성의 명반응을 통해 보조효소들에 의해 형

성된 아데노신 이인산과 무기 인산을 아데노신 삼인산으로 다시 전환 할 수 있고, 이것은 효소반응에 반복 재사

용되어 결과적으로 추가적 공급 없이 적은 양의 아데노신 삼인산의 양으로 전체 반응의 진행이 가능하게 된다. 

본 발명은, 상기 트랜스-레스베라트롤 생산을 위한 생산 방법 및 이를 위한 생산 시스템을 제공한다. 상기 생산[0018]

방법 및 시스템은 다음의 부분 반응으로 구성된 전체 반응을 내포한다 : 

a) 4-쿠마르산과 코엔자임 에이를 중합하여 4-쿠마로일 코엔자임 에이 (4-coumaroyl CoA)를 생성하고, 아데노신[0019]

삼인산을 소모하여 아데노신 일인산과 파이로포스페이트 (pyrophosphate)를 형성하는 4-쿠마르산-코엔자임 에이

연결효소 (4-coumarate-CoA ligase)의 효소 반응;

b) 말론산과 코엔자임 에이를 중합하여 말로닐 코엔자임 에이 (malonyl CoA)를 생성하고, 아데노신 삼인산을 소[0020]

모하여  아데노신  일인산과  파이로포스페이트  (pyrophosphate)를  형성하는  말로닐  코엔자임  에이  합성효소

(malonyl-CoA synthetase)의 효소 반응;

c) 상기 a)와 b)에서 각각 생성된 4-쿠마로일 코엔자임 에이와 말로닐 코엔자임 에이를 중합하여 트랜스-레스베[0021]

라트롤을  형성하고,  코엔자임  에이와  이산화탄소를  형성하는  스틸벤  생성효소  (stilbene  synthase)의  효소

반응;

d) 상기 a)와 b)에서 생성된 아데노신 일인산을 아데노신 삼인산과 반응시켜, 아데노신 이인산으로 변환하는 아[0022]

데닐레이트 카이네이즈의 효소 반응;

e) 상기 a)와 b)에서 생성된 파이로포스페이트 (pyrophosphate)를 무기 인산 (inorganic phosphate)으로 변환[0023]

하는 파이로포스페테이즈 (pyrophosphatase)의 효소 반응;

f) 상기 d)와 e)에서 각각 생성된 아데노신 이인산과 무기 인산을 빛이 조사되는 조건에서 아데노신 삼인산으로[0024]

변환하는 광합성 세포막 소낭의 명반응 (light reaction).

상기  광합성  세포막  소낭은  광합성  세포막  소낭  (photosynthetic  membrane  vesicle)  내부에  자성  입자[0025]

(magnetic particle)를 포함하는 세포막-단백질 복합체로서 자석에 접촉 시 자석 방향으로 인력을 받는 것을 특

징으로  할  수  있고,  이와  같은  광합성  세포막  소낭을  본  명세서에서 “자성 광합성 세포막 소낭(magnetic

photosynthetic membrane vesicle)”으로 지칭한다. 상기 자성 광합성 세포막 소낭은 광합성 반응이 끝난 후 자

석을 이용하여 반응액에서 쉽게 분리가 가능하다.

상기 “광합성 세포막 소낭”은 적절한 빛이 조사되는 조건 하에서 광합성의 명반응을 세포 밖에서 (in vitro)[0026]

독립적으로 수행하며 이를 통해 아데노신 이인산과 무기 인산을 아데노신 삼인산으로 전환할 수 있는 세포막-단

백질 복합체를 의미한다. 본 발명의 구현을 위한 광합성 세포막 소낭은 자색 비유황 세균 (purple nonsulfur

bacteria)에서 유래한 광기구 세포막 소낭 (chromatophore membrane vesicle) 또는 남세균 (cyanobacteria),

조류 (algae)에서 유래한 틸라코이드 세포막 소낭 (thylakoid membrane vesicle)을 포함하는 군에서 선택될 수

있고, 본 발명에서는 하나의 구현 예로서 광기구 세포막 소낭을 사용하였다.
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상기 광기구 세포막 소낭은 자색 비유황 세균으로부터 분리하며, 바람직하게는 로도박터 속 (Rhodobacter sp.),[0027]

로도스피릴룸  속  (Rhodospirillum  sp.),  로도수도모나스  속  (Rhodopseudomonas  sp.),  로지오박터  속

(Rhoseobacter sp.), 브래디리조비움 속 (Bradyrhizobium sp.) 및 루브리비박스 속 (Rubrivivax sp.) 등에서

선택될 수 있다.

상기 틸라코이드 세포막 소낭은 식물, 조류 (algae) 또는 남세균에서 분리하며, 바람직하게는 시네코시스티스[0028]

속  (Synechocystis  sp.),  시네코코쿠스  속  (Synechococcus  sp.),  노스톡  속  (Nostoc  sp.),  아나베나  속

(Anabaena sp.), 글로이오박터 속 (Gloeobacter sp.) 및 시아노박테리움 속 (Cyanobacterium sp.)등에서 선택

될 수 있다.

상기 “자성 입자”는 영구 자석 (permanent magnet) 또는 전자석 (electromagnet)에 의해 인력 (attractive[0029]

force)을  받는  입자를  의미한다.  자성  입자의  크기에는  제한이  없으며,  바람직하게는  자철석  (magnetite,

Fe3O4) 또는 마그헤마이트 (maghemite,γ-Fe2O3) 등에서 선택될 수 있다. 자성 입자는 표면처리를 통해 수용액

상태에서 안정화하는 과정인 코팅 (coating) 과정을 거친다. 본 발명의 바람직한 구현을 위한 코팅 재료는 수용

성의  화합물이며,  시트르산  (citric  acid),  폴리에틸렌글라이콜  (PEG),  폴리바이닐알콜  (PVA),  덱스트란

(dextran) 등에서 선택될 수 있다.

상기 트랜스-레스베라트롤 생산 방법 또는 생산 시스템에 포함된 효소들의 염기서열을 획득할 수 있는 유전체[0030]

(genome)의 종류에는 제한이 없으나, 바람직하게는 진핵 생물 (eukaryote) 또는 박테리아 (bacteria)에 속하는

유기체의 유전체에서 선택될 수 있다.

본 발명의 주요 목적은 효소 반응에 필요한 고단가 조효소를 지속적으로 공급하고 고비용의 효소 정제 문제를[0031]

해결하는 것이었다. 위의 전체 반응이 진행되면서 고단가 조효소인 코엔자임 에이는 상기 반응 a)와 b)에 의해

소모되며, 소모된 코엔자임 에이는 다시 반응 c)에 의해 유리되므로 반복 재사용될 수 있다. 아울러, 다른 조효

소인 아데노신 삼인산은 상기 반응 a), b)에 의해 소모되며, 소모된 아데노신 삼인산은 상기 반응 d), e), f)를

통해 재생되어 반복 재사용될 수 있다. 상기 전체 반응을 진행 한 후, 추후 새로운 용기에서 새로운 반응을 진

행할 경우, 광합성 세포막 소낭 및 효소를 반응액에서 쉽게 분리될 수 있어야하며, 이를 해결하기 위해 광합성

세포막 소낭에 자성 입자를 넣어 자성 광합성 소낭을 제조하여 자석으로 소낭을 분리할 수 있도록 하였고, 효소

고정화 (enzyme immobilization)와 메쉬 (mesh)를 이용하여 3개의 주요효소와 2개의 보조효소를 반응액에서 쉽

게 분리할 수 있도록 하였다. 이하 반응의 구체적 설명에서 고정화된 효소는 메쉬의 안쪽에 밀봉된 형태로 사용

한다. 즉, 상기 고단가 조효소는 전체 반응에서 적은 양으로 반복 재사용되므로 그 활용도를 높여 구입 비용을

상쇄하기 위한 해결책일 수 있고, 자성 광합성 소낭과 고정화된 효소는 반응액에서 회수하여 새로운 반응에 재

사용 할 수 있기 때문에 고비용의 광합성 소낭 제조 및 효소 정제 비용을 상쇄하기 위한 해결책이 될 수 있다.

상기  “효소  고정화"  또는  “고정화  (immobilization)”는  효소  또는  효소  복합체를  불용성의  지지체[0032]

(insoluble  support)에  결합시키는  것을  의미하며,  본  발명에서  사용하는  방법은  친화도 결합법 (affinity

binding)이다. 구체적으로는 폴리히스티딘-태그 (polyhistidine-tag)와 2가 양이온의 전기적 결합, 또는 아비딘

(avidin)과 스트렙 태그 (strep-tag)의 특이적인 결합을 이용한다. 폴리히스티딘-태그는 6개 내외의 히스티딘이

연결된 펩타이드 (peptide) 서열이며 니켈 이온 (Ni
2+
), 코발트 이온 (Co

2+
)과 같은 2가 양이온과 강한 전기적

결합을 형성한다. 폴리히스티딘-태그 서열은 유전자 조작을 통해 단백질의 말단에 결합할 수 있으며 폴리히스티

딘-태그를 가지고 있는 단백질은 니켈 이온이 결합된 아가로즈 수지 (Ni-NTA agarose resin)에 고정화 될 수 있

다. 아비딘은 바이오틴 또는 바이오틴 유사체를 특이적으로 인식하여 강하게 결합할 수 있는 단백질을 총칭하는

것이며, 진핵생물 (eukaryote) 및 박테리아 (bacteria)에서 분리할 수 있다. 아비딘 수지 (avidin resin)는 아

비딘이 아가로즈 (agarose) 중합체에 공유 또는 비공유 결합된 지지체로서, 바이오틴 또는 바이오틴 유사체와

강한  결합을  형성한다.  스트렙  태그는  8개의  아미노산으로  구성된  바이오틴  (biotin)의  구조  유사체

(structural analog)이며, 유전자 조작을 통해 특정 단백질의 말단에 결합할 수 있다. 본 발명의 바람직한 구현

예에 따르면 상기 아비딘 수지의 한 종류로서 스트렙토마이세스 아비디니 (Streptomyces avidinii)에서 유래한

스트렙타비딘 (streptavidin)이 아가로즈 중합체에 결합된 스트렙타비딘 수지 (streptavidin resin)를 사용할

수 있다. 상기 스트렙-태그를 가지고 있는 단백질은 상기 스트렙타비딘 수지에 고정화 될 수 있다.

 본 발명에서 정의하는 “메쉬”는 공극 (pore size)이 10 내지 100 ㎛의 막 (membrane) 또는 천 (fabric)을[0033]

의미하며, 다양한 재질을 선택할 수 있다. 본 발명의 바람직한 구현 예에서 메쉬의 역할은 수지에 고정화된 효

소를 메쉬 안쪽에 밀봉함으로써 서로 다른 고정화된 효소들 간의 혼합을 방지하고, 고정화된 효소를 수용액 내

에서 용이하게 분리할 수 있게 하는 것이다. 따라서 메쉬의 공극 크기는 효소 고정화의 지지체가 통과하지 못하
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는 선에서 기질 및 산물의 출입이 자유로운 것을 선택하는 것이 바람직하다.

상기 생산 방법 또는 시스템을 통해 생산된 트랜스-레스베라트롤은 반응액으로 용해된다. 하지만 상온 수용액에[0034]

서  레스베라트롤의  용해도는  0.03  g/L이므로  생산량이  그  이상으로  형성될  경우  수용액  내에서  현탁액

(suspension) 형태로 축적된다. 본 발명의 바람직한 구현 예에서는 상기 생산 방법에 의한 트랜스-레스베라트롤

생산량은 1.06 g/L/day로서 90% 이상의 트랜스-레스베라트롤이 현탁액 형태로 형성되었는데, 이런 형태의 트랜

스-레스베라트롤은 원심분리에 의해 쉽게 침전되기 때문에, 반응액에서 생산된 트랜스-레스베라트롤을 쉽게 분

리할 수 있다. 따라서 추가적인 산물 정제 공정이 요구되지 않는다. 따라서, 본 발명의 일 양태에 따르면 반응

도중에 현탁액 상태의 트랜스-레스베라트롤을 분리하는 과정이 없이 전체 반응을 진행하였으나, 또 다른 양태에

따르면 반응 도중에 트랜스-레스베라트롤을 주기적으로 회수하면서 전체 반응을 진행할 수도 있다.

본 발명의 일 양태에 따르면, 상기 레스베라트롤 생산을 위한 방법 또는 시스템에서 1회의 전체 반응 (total[0035]

reaction)을 수행한다. 하지만 본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 자성 광기구 세포막 소낭과 고정화 효소를 반

응액에서 분리 및 회수하여, 새 반응액에서 반복적으로 사용함으로써 최소 5회 이상의 전체 반응을 통해 레스베

라트롤 생산 수율을 높일 수 있다.

상기 생산 방법 또는 시스템에의 최종산물은 입체-특이적 (stereo-specific)이다. 레스베라트롤은 그 화학적 입[0036]

체 구조에 따라 트랜스 (trans) 또는 시스 (cis) 형태의 이성질체 (isomer)로 존재할 수 있다. 상기 효소 시스

템으로 레스베라트롤을 생산할 경우 트랜스-레스베라트롤만 선택적으로 획득할 수 있다.

발명의 효과

본 발명의 이점은 효소를 이용한 세포 외 트랜스-레스베라트롤 생산에서 고단가의 조효소 공급 문제를 해결한[0038]

것이다. 본 발명의 효소 시스템에서 트랜스-레스베라트롤을 생산하기 위해 필요한 조효소는 코엔자임 에이와 아

데노신 삼인산이며, 코엔자임에이는 전체 반응이 진행됨에 따라 반응액 내에서 반복 재사용될 수 있고, 효소 반

응에 의해 소모되는 아데노신 삼인산은 아데닐레이트 카이네이즈, 파이로포스페테이즈 및 자성 광합성 세포막

소낭에 의한 반응으로 반응액 내에서 재생되어 반복 재사용될 수 있다. 이로써 조효소의 적은 양으로도 추가적

인 공급이 없이 전체 반응을 진행하게 되어 트랜스-레스베라트롤 생산 시스템의 경제성을 증진시켰다.

본 발명의 또 다른 이점은 반응이 끝난 후 자성 광기구 세포막 소낭 및 고정화된 효소들을 반응액에서 쉽게 분[0039]

리할 수 있다는 것이다. 이로써 반응액에서 분리한 광기구 세포막 소낭 및 효소들을 새로운 반응액에서 재사용

할 수 있기 때문에, 광기구 세포막 소낭과 효소 사용 효율을 높임으로써 고단가의 광기구 세포막 소낭 제조 및

고단가의 효소 정제비용을 상쇄할 수 있다. 또 하나의 효과는 반응액에 적은 양이지만 남아있는 고단가 조효소

의 회수가 이온 교환 수지로 분리 농축하기가 용이해진다는 것이다. 

본 발명의 또 다른 이점은 레스베라트롤을 침전물 형태로 반응액에서 쉽게 분리할 수 있어 레스베라트롤 정제를[0040]

위한 추가 공정이 요구되지 않는다는 것이다.

본 발명의 또 다른 이점은 최종 반응 산물이 입체-특이적 (stereo-specific)이라는 것이다. 즉, 최종 반응 산물[0041]

로서 트랜스-레스베라트롤만 선별적으로 생산할 수 있어 순도가 높은 산물을 획득할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 자성 광합성 세포막 소낭을 이용하여 트랜스-레스베라트롤을 생산하는 방법에 대한 도면이다.[0043]

도 2는 트랜스-레스베라트롤 생산에 필요한 주요효소들을 정제한 것을 12% SDS-폴리아크릴아마이드 젤로 확인한

것이다.

도  3은  도  2에서  정제한  주요효소들을  고정화하여  활성을  측정하고,  효소  동역학  계수  (enzyme  kinetic

parameters)를 결정한 것이다.

도 4는 도 2에서 정제한 주요효소들을 고정화하여 4℃에서 장기간 보관하였을 때 활성의 변화를 측정한 것이다.

도 5a, b, c는 도2에서 정제한 주요 효소들이 트랜스-레스베라트롤 생산에서 사용되는 기질과 생산된 트랜스-레

스베라트롤에 대한 효소 활성의 저해 여부를 확인한 것이다. 도 5a는 말론산에 의한 4-쿠마르산-코엔자임 에이

연결효소의 활성 변화를, 도 5b는 말론산에 의한 스틸벤 생성효소의 활성 변화를, 그리고 도 5c는 트랜스-레스

베라트롤에 의한 말로닐 코엔자임 에이 합성효소의 활성 변화를 측정한 것이다.

도 6a, b, c는 도 1에 명시된 방법을 이용하여 12 시간 동안 트랜스-레스베라트롤을 생산한 것이다. 도 6a는 반
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응액에서 트랜스-레스베라트롤이 침전물로 형성되는 것을 확인한 것이다. 도 6b는 상기 반응액 내의 트랜스-레

스베라트롤의 양을 고성능 액체 크로마토그래피 (HPLC)로 확인한 것이고, 도 6c는 이것을 정량하여 생산수율을

결정한 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 실시예를 첨부된 도면을 참조로 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보[0044]

다 구체적으로 설명하기 위함이며, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는 점은 당업계에서

통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명한 것이다.

본 발명의 실시예에서는 광합성 세포막 소낭의 일종인 광기구 세포막 소낭을 이용하여 자성 광기구 세포막 소낭[0045]

을 제조하고, 이를 레스베라트롤 생합성 효소와 조합하여 레스베라트롤을 합성하는 방법 (도 1)을 명시하려 한

다.

[실시예 1] 시트르산이 코팅된 산화철 자성 입자의 합성[0047]

자성 광기구 세포막 소낭의 제조 방법은 대한민국 특허 출원 제 10-2017-0052361에 명시된 방법을 사용하였다.[0048]

자성 광기구 세포막 소낭의 제조 과정은 순차적으로, 자성 입자의 합성, 자성 리포좀의 제조, 자성 리포좀과 광

기구 세포막 소낭의 막 융합 (membrane fusion)으로 구성된다.

먼저, 본 실시예에서는 시트르산 (citric acid)으로 표면이 코팅 (coating)된 산화철 자성 입자 (iron oxide[0049]

magnetic particle)을 합성 및 선별하였다. 먼저 기체 질소로 채워진 밀폐된 플라스크에 50 ㎖ 의 증류수와 3가

염화철 (FeCl3) 5.88 g을 혼합 후 60℃까지 용액을 가열하고, 50 ㎖의 증류수에 2가 염화철 (FeCl2) 2.5 g을 용

해한 용액을 가열된 3가 염화철 용액과 혼합 후, 스핀바 (spin bar)를 이용하여 500 rpm으로 교반 (stirring)하

면서 80℃까지 용액을 가열한다. 여기에 수산화암모늄 용액 (NH4OH) 12 ㎖을 넣고, 동일한 교반속도로 80℃에서

30분 동안 교반한다. 다음, 2.5 g 의 시트르산을 용액에 첨가하고 90℃까지 가열하여 90분 동안 교반하고, 교반

을 유지하면서 용액을 상온으로 냉각한다. 자성 입자가 포함된 상기 용액을 증류수를 이용하여 50배 희석한 후

네오디뮴 자석 (neodymium magnet)에 끌려나오는 자성입자를 용액과 분리한다. 분리한 자성입자에 증류수를 넣

고 0.22 μm 필터 (Merck Millipore)를 통과시킨 후 자석을 이용하여 용액에서 자성 입자를 한 번 더 분리한 후

세척 버퍼 (50 mM Tris-Cl, pH 8.0)를 넣는다. 자석으로 자성입자를 분리하고 세척버퍼를 넣는 과정을 3회 반복

한 후 자성입자를 세척버퍼에 넣어서 4℃에 보관한다. 자성 입자의 양은 5N의 염산 (HCl)에 자성 입자를 용해시

켜 355 nm에서의 흡광도를 측정하여 결정하였다 (Belikov et al. 2002. Pharma. Chem. J. 36: 333-336).

[실시예 2]자성 리포좀의 제조[0051]

본 실시예에서는 상기 실시예 1에서 합성한 자성 입자를 이용하여 자성 리포좀 (magnetoliposome)을 제조한다.[0052]

클로로포름  (CHCl3)에  용해된 10  ㎎의  인지질 [phospholipid,  본  실시예에서는 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine을 이용 (Avanti lipids)]을 10 ㎖ 용량의 유리병에 넣고 질소 기체를 흘려보내 클로로포름을 제

거하여 유리병 바닥에 인지질의 막 (film)이 형성되게 한다. 여기에 3 ㎖ 의 리포좀 버퍼 (50 mM Tris-Cl, pH

8.0,  10%  sucrose)와 50  ㎎의 자성 입자를 넣은 후 3000  rpm으로 30분 간 교반한다.  다음,  초음파 파쇄기

(Branson sonifier 250)를 이용하여 아웃풋 (output) 2로 상온에서 10분 간 용액에 초음파를 조사한다. 이후,

용액에 2 mM이 되도록 염화칼슘 (CaCl2)을 첨가하고, 1000 g로 1분 간 원심분리한 후 상층액을 얻는다. 획득한

상층액에서 자석에 끌려오는 자성 리포좀을 분리한 후 남은 용액을 버리고 새로운 리포좀 버퍼를 첨가한다. 이

과정을 3회 반복 후, 리포좀 버퍼에 자성 리포좀을 용해시켜 4℃에 보관한다. 자성 리포좀에 포함된 인지질의

정량은 스튜어트 방법 (Stewart. 1980. Anal. Biochem. 104: 10-14)을 이용하였다.

[실시예 3]자성 광기구 세포막 소낭의 제조[0054]

본  실시예에서는  상기  실시예  2에서  제조한  자성  리포좀과  광기구  세포막  소낭  (chromatophore  membrane[0055]

vesicle)를 융합 (fusion)하여 자성 광기구 세포막 소낭 (magnetic chromatophore membrane vesicle)을 제조하

는 방법을 명시한다. 융합 시 폴리에틸렌클라이콜-칼슘 융합법 (PEG-Ca
2+
 fusion. Yen et al. 1982. Biochim

Biophys Acta 688: 605-621)을 이용하였다. 상기 광기구 세포막 소낭은 광합성 세포막 소낭 (photosynthetic

membrane vesicle)의 한 종류로서 오로지 발명의 실시를 위해서 임의로 선택된 것이며, 다른 광합성 세포막 소

낭을 선택하더라도 본 발명의 구현이 가능하다. 
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광기구 세포막 소낭을 분리하기 위해 로도박터 스페로이데스 (Rhodobacter sphearoides 2.4.1, ATCC BAA-808,[0056]

Cohen-Bazire et al.  1956. J. Cell. Comp.  Physiol. 49: 25-68)를 250 ㎖의 시스트롬 최소배지 (Sistrom.

1962. J. Gen. Microbiol. 28: 607-616, 조성은 표 1)에서 광합성 조건으로 배양 (photosynthetic culture)하

였다. 상기 광합성 조건은 15 Watt/m
2
의 광도, 30℃의 온도의 혐기조건이다. 광합성 배양을 수행한 세균 배양액

이 660 nm 에서의 흡광도가 2.0이 되었을 때, 4℃, 7,000 g 에서 10분 동안 원심분리하여 균체 (cell pellet)

를 수득하였다. 이후 본 실시예에서 실시하는 모든 과정은 기체조성이 90%의 질소, 5%의 수소, 5%의 이산화탄소

로 이루어진 혐기상자 (anaerobic chamber, model 10, Coy laboratory product)안에서 수행하였다. 수득한 균

체는 8 ㎖의 파쇄 버퍼 (10 mM Tris, pH 8.0, 10% sucrose)로 용해하고 프로테아제 억제제 혼합액 (protease

inhibitor cocktail, Roche)을 제조사의 지시량만큼 첨가하였다. 상기 수득한 균체의 파쇄 (lysis)를 위해 초음

파파쇄기 (model VCX130, Sonics & Materials)를 이용하여, 50% 증폭 (amplification)으로 2분 간 초음파를 조

사하고 2분 간 얼음물에서 냉각시키는 과정을 4회 반복하였고, 4℃, 7,000 g 에서 10분 간 원심분리 후 형성되

는 상층액 (세포 파쇄액)을 분리하였다. 분리된 세포 파쇄액에는 광기구 세포막 소낭이 포함되어 있으며 이를

정량하기 위해 490 ㎕의 색소추출용액 (acetone:methanol = 7:2)에 10 ㎕의 세포 파쇄액을 혼합하여 6,000 g에

서  1분간  원심분리  한  추출액에서  770  nm의  흡광도를  측정함으로써  박테리오클로로필  에이

(bacteriochlorophyll a, bch a)의 양을 결정하였다. 박테리오클로로필 에이는 83.9 mM
-1
 (Kim and Lee. 2010.

J Bacteriol. 192: 198-207)의 몰흡광계수 (molar extinction coefficient)를 가지므로 이를 이용하여 세포 파

쇄액의 박테리오클로로필 에이의 농도 (μg bch a/㎖)를 계산하여 세포 파쇄액 내의 광기구 세포막 소낭의 양을

결정하였고, 이를 막융합법에 사용하였다. 0.2 ㎎ bch a의 박테리오클로로필 에이를 포함하는 상기 세포파쇄액

과 0.8  ㎎  phospholipid를  포함하는 자성 리포좀을 혼합한 후,  혼합액과 동일한 부피의 퓨전 버퍼 (25  mM

Na2HPO4, pH 7.0, 0.5 mM CaCl2, 55% polyethylene glycol 6000)를 첨가하고 30℃에서 10 분에 1회씩 10초간 혼

합 (by vortexing) 하는 과정을 총 6회 실시한다. 다음, 자석을 이용하여 자석에 끌려오는 광기구 세포막 소낭

(자성 광기구 세포막 소낭)을 획득한 후 남은 용액을 제거하고, 리포좀 버퍼를 이용하여 세척 후, 최종적으로

리포좀  버퍼에  용해시켜  4℃에  보관한다.  리포좀  버퍼로  세척  시  자성  광기구  세포막  소낭의  안정제

(stabilizer)로서 5 μg bch a/㎖의 로도박터 스페로이데스 세포 파쇄액을 첨가해준다. 상기 자성 광기구 세포

막 소낭의 아데노신 삼인산 (adenosine triphosphate, ATP) 합성 활성 측정 시 광반응 버퍼 (50 mM Tris-Cl,

pH 8.0, 10 mM Na2PO4, 100 mM sucrose, 10 mM MgCl2, 1 mM Adenosine diphosphate, 5 mM sodium ascorbate,

100 ㎕ FeCl3)에 자성 광기구 세포막 소낭을 1 μg bch a/㎖의 농도로 투입하고, 15 Watts/m
2
 광도, 30℃에서

반응하였고, 반응 산물인 아데노신 삼인산은 아데노신 삼인산 검출 키트 (Sigma, CAT. FLAA)를 이용하여 정량하

였다.

표 1

시스트롬 최소배지[0057]

첨가물 최종농도

KH2PO4 20 mM

NaCl 8.5 mM

(NH4)2SO4 3.78 mM

L-Glutamic acid 0.67 mM

L-Aspartic acid 0.25 mM

Succinic acid 34 mM

Nitrilotriacetic acid 1.05 mM

MgCl2·6H2O 1.2 mM

CaCl2·2H2O 0.23 mM

FeSO4·7H2O 7 μM

(NH4)6Mo7O24 0.16 μM

EDTA 4.7 μM

ZnSO47H2O 38 μM

MnSO4H2O 9.1 μM
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CuSO45H2O 1.6 μM

Co(NO3)26H2O 0.85 μM

H3BO3 1.8 μM

니코틴산 8.1 μM

티아민염산염 1.5 μM

Biotin 41 nM

[실시예 4]레스베라트롤 생합성 효소의 정제 및 고정화[0059]

본 발명의 시스템에 의한 레스베라트롤 생산을 위해 그 구현 예 중 하나로 자성 광기구 세포막 소낭을 레스베라[0060]

트롤 생합성 효소와 조합하여 레스베라트롤을 생산하였다 (도 1). 이를 위해 본 실시예에서는 레스베라트롤을

합성하는 주요효소 3종류와 보조효소 2종류의 정제 및 고정화 방법을 다룬다.

레스베라트롤 합성에 사용한 3종류의 주요효소 (도 1)는 4-쿠마르산-코엔자임 에이 연결효소 (4-coumarate-coA[0061]

ligase),  말로닐  코엔자임  에이  합성효소  (malonyl-CoA  synthetase),  그리고  스틸벤  생성효소  (stilbene

synthase)이다. 4-쿠마르산-코엔자임 에이 연결효소는 식물인 니코티아나 타바쿰 (Nicotiana tabacum)에서 유래

한 것을 사용하였고, 대장균 코돈으로 코돈 최적화 (codon-optimization)한 염기서열 (서열번호 7)을 합성하여

pET29a 벡터 (Novagen)에 클로닝하였다. 말로닐 코엔자임 에이 합성효소는 세균인 브래디라이조비움 다이아조에

피션스 (Bradyrhizobium diazoefficiens)에서 유래한 것을 사용하였고, 서열번호 1과 2를 각각 전방, 후방 프

라이머로 사용하여 중합효소 연쇄반응 (PCR)을 통해 염기서열을 확보하여 이를 pRSET-A 벡터 (Invitrogen)에 클

로닝하였다. 스틸벤 생성효소는 식물인 비티스 비니페라 (Vitis vinifera)에서 유래한 것을 사용하였고, 대장균

코돈으로 코돈 최적화 (codon-optimization)한 염기서열 (서열번호 8)을 합성하여 pET29a 벡터 (Novagen)에 클

로닝하였다. 세 효소의 염기서열을 포함하는 벡터를 이용하여 대장균을 형질전환 (transformation)하여 대장균

내에서 세 효소를 각각 발현하였다. 상기 세 효소의 유전자를 포함하는 벡터를 이용하여 효소를 발현할 경우 히

스티딘 태그 (His6-tag)가 각 효소의 말단에 결합하여 발현되기 때문에 이를 이용하여 효소를 정제하였다. 효소

발현 시 상기 형질전환 된 각각의 대장균을 LB (Luria-Bertani media)에서 진탕배양 (250 rpm, 37℃)하여 600

nm에서의 흡광도가 0.5가 되었을 때 1 mM의 IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside)를 첨가하고, 30℃

에서 12시간 동안 진탕배양 한다. 상기 배양용액을 6000 g, 10분 간 원심분리 하여 균체 (pellet)를 획득하고,

그것을 용해 버퍼 (50 mM Na2HPO4, pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole)에 재현탁 (resuspension)하여 상기

초음파 파쇄를 이용하여 세포를 파쇄하였고, 6000 g에서 10분 간 원심분리하여 상층액을 획득하였다 (세포파쇄

액). 상기 세포파쇄액을 니켈 아가로즈 수지 (Ni-NTA agarose resin, Qiagen)와 혼합하고, 수지 (resin)에서

세포파쇄액을 제거한 후 수지를 세척버퍼 (50 mM Na2HPO4, pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole)로 세척한

후, 최종적으로 PBS 버퍼 (phosphate buffered saline, pH 7.4)에 재현탁하여 4℃에 보관하였다 (니켈 아가로

즈 수지에 고정화된 레스베라트롤 합성 효소). 고정화된 효소의 정량 및 정제도 확인을 위해 소량의 상기 수지

현탁액을 히스티딘 태그 용출 버퍼 (50 mM Na2HPO4, pH 8.0, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole)와 혼합하여 수지

에서 각 효소를 분리한 후 로우리 방법 (Lowry method)을 이용하여 수지에 결합된 효소의 양을 결정하였다. 상

기 용출액을 폴리아크릴아마이드 젤 전기영동 (SDS PAGE) 수행하여 분석한 결과, 세 주효 효소들 모두 그 크기

가 예상값과 일치하였고 순수하게 정제가 됨을 확인하였다 (도 2).

조효소의 재순환을 위해 필요한 2종류의 보조효소 (도 1)는 아데닐레이트 카이네이즈 (adenylate kinase)와 파[0062]

이로포스페테이즈 (pyrophosphatase)가 있다. 두 보조효소는 모두 로도박터 스페로이데스의 유전체에서 서열을

확보하였다. 아데닐레이트 카이네이즈는 전방, 후방 프라이머로 각각 서열번호 3, 4를 이용하였고, 파이로포스

페테이즈는 각각 서열번호 5, 6을 이용하여 중합효소 연쇄반응 (PCR)을 통해 유전자 염기서열을 확보하여 각각

을 pASK-IBA3 벡터 (IBA)에 클로닝 하였다. 상기 벡터에 유전자를 클로닝 할 경우 말단에 스트렙 태그 (strep-

tag)가 결합된 상태로 효소가 발현되기 때문에 효소의 정제 과정은 스트렙 태그를 이용하였다. 상기 두 보조효

소의 염기서열을 포함하는 벡터로 대장균을 각각 형질전환 하여 250 rpm, 37℃에서 진탕배양 후, 600 nm에서의

흡광도가 0.5가 되었을 때 0.2 ㎍/㎖의 농도로 무수 테트라사이클린 (anhydrotetracycline)을 첨가한 후, 30℃

에서 12시간 동안 진탕배양 하였다. 배양 후, 6000 g에서 10분 간 원심분리 하여 균체를 획득하고, 스트렙 버퍼

(100 mM Tris-Cl, pH 8.0, 150 mM NaCl)로 재현탁하여 상기 초음파 파쇄 방법을 이용해 세포를 파쇄하여 세포

파쇄액을 얻었다. 세포파쇄액은 스트렙타비딘 수지 (streptavidin resin, IBA)와 혼합하였고, 수지에서 세포파
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쇄액을 제거한 후 스트렙 버퍼로 스트렙타비딘 수지를 세척하여 최종적으로 PBS 버퍼에 재현탁 후 4℃에 보관하

였다.  효소의  정량은  소량의  수지  현탁액에  용출  버퍼  (100  mM  Tris-Cl,  pH  8.0,  150  mM  NaCl,  2.5  mM

desthiobiotin)를 첨가하여 스트렙타비딘 수지와 효소를 분리한 후, 로우리 방법 (Lowry method)을 수행하였다.

[실시예 5]레스베라트롤 생합성 효소의 활성 및 안정성 측정[0064]

본 실시예에서는 상기 실시예 4에서 3종류의 주요효소들을 수지에 고정화할 때 효소의 활성에 주는 영향을 분석[0065]

하기 위해 고정화된 각 효소의 효소 동역학 계수 (enzyme kinetic parameter)를 결정하고, 고정화된 효소의 안

정성을  확인하였다.  4-쿠마르산-코엔자임  에이  연결효소의  활성  측정은  50  mM  Tris-Cl  (pH  8.0),  10  mM

Na2HPO4, 5 mM MgCl2, 5 mM 아데노신 삼인산, 0.33 mM 코엔자임 에이, 4~16 μM 4-쿠마르산 (4-coumaric acid),

50 ㎍의 효소가 포함된 버퍼에서 수행하였고, 반응산물인 4-쿠마로일 코엔자임 에이 (4-coumaroyl CoA)는 333

nm에서의 흡광도를 이용하여 정량하였다 (Stockigt and Zenk. 1975. Z. Naturforsch. 30c: 352-358). 말로닐

코엔자임 에이 합성효소의 활성 측정은 50 mM Tris-Cl (pH 8.0), 10 mM Na2HPO4, 1 mM MgCl2, 0.4 mM 아데노신

삼인산, 0.2 mM 코엔자임 에이, 2~16 μM 말론산 (malonic acid), 10 ㎍의 효소가 포함된 버퍼에서 수행하였고,

반응산물인 말로닐 코엔자임 에이 (malonyl-CoA)는 232 nm에서의 흡광도를 이용하여 정량하였다 (2000. Koo and

Kim. Arch. Biochem. Biophys. 378: 167-174). 스틸벤 생성효소의 활성 측정은 50 mM Tris-Cl (pH 8.0), 10 mM

MgCl2, 6~48 μM 4-쿠마로일 코엔자임 에이, 500 μM 말로닐 코엔자임 에이 가 포함된 버퍼, 또는 50 mM Tris-

Cl (pH 8.0), 10 mM MgCl2, 200 μM 4-쿠마로일 코엔자임 에이, 2.5~18 μM 말로닐 코엔자임 에이가 포함된 버

퍼에서  수행하였고,  반응산물인  레스베라트롤은  고성능  액체  크로마토그래피  (HPLC)를  이용하여  정량하였다

(Paulo et al. 2011. J. Agric. Food Chem. 59: 2157-2168). 상기 모든 효소 반응은 30℃에서 수행하였다. 고

정화된 (immobilized) 4-쿠마르산-코엔자임 에이 연결효소와 말로닐 코엔자임 에이 합성효소는 각각 고정화되지

않은 (free) 형태에 비해서 기질 친화도 (Km)는 변화가 없으나 4-쿠마르산-코엔자임 에이 연결효소의 경우 고정

화 했을 때 턴오버수 (turnover number, kcat)가 1.5배 증가하여 전체적인 효소의 기능이 향상되었다 (도 3). 스

틸벤 생성효소의 경우 고정화된 효소의 두 기질에 대한 기질 친화도가 고정화되지 않은 효소에 비해 2배 가량

감소하였으나, 턴오버수가 2배 증가하여 전체적인 효소의 효율면에서는 큰 변화가 없었다 (도 3). 결론적으로 3

종류의 주요효소를 고정화 할 경우 효소의 기능에 큰 영향이 없음을 확인하였다. 또한, 고정화 효소들을 4℃에

6개월간 보관할 경우, 4-쿠마르산-코엔자임 에이 연결효소와 스틸벤 생성효소는 100% 활성을 유지하였고, 말로

닐 코엔자임 에이 합성효소는 60%의 활성을 유지하였다 (도 4). 따라서, 본 발명의 실시자가 이를 응용하여 고

정화된 효소를 장기간 보관하여 사용하는 것이 가능하다. 

[실시예 6]자성 광기구 세포막 소낭을 활용한 레스베라트롤의 합성[0067]

본 실시예에서는 상기 실시예 3에서 제조한 자성 광기구 세포막 소낭과 상기 실시예 4에서 제조한 고정화된 레[0068]

스베라트롤 합성 효소들을 이용하여 도 1의 전체반응을 실제로 수행하였다. 전체 반응은 1 당량의 4-쿠마르산과

3 당량의 말론산을 기질로 하고 아데노신 이인산 (adenosine diphosphate, ADP) 및 코엔자임 에이 (coenzyme

A)를 조효소로 사용하여 최종산물인 레스베라트롤 1 당량을 획득하는 것 (도 1)이다. 각 주요효소의 반응은 하

나의 공간에서 이루어지며 여기서 자성 광기구 세포막 소낭의 역할은 효소에 의해 소모된 ATP를 재생하는 것이

다 (ADP+Pi->ATP). 보조효소인 아데닐레이트 카이네이즈는 아데노신 일인산 (adenosine monophosphate, AMP)을

ADP로 재생하고, 파이로포스페테이즈는 주요효소에서 반응에서 나오는 파이로포스페이트 (pyrophosphate, PPi)

를 무기 인산 (phosphate, Pi)으로 변환하여 조효소의 순환을 매개한다. 상기 실시예에서 제조한 고정화된 효소

들은, 각각을 독립적으로 조작하기 위해, 25 ㎛의 공극 (pore size)을 가진 메쉬 (mesh) 안에 각각 밀봉하여 반

응에 이용하였다. 이하 본 실시예에 등장하는 고정화된 효소들은 모두 메쉬 안에 밀봉된 것을 의미한다.

상기 트랜스-레스베라트롤 생산 시스템에서는 서로 다른 종류의 연속된 효소 반응이 하나의 공간에서 수행되므[0069]

로, 각 효소들은 자신의 기질 및 산물뿐만 아니라 다른 효소들의 기질 및 산물과도 접촉할 수 있다. 이러한 이

유로 예상치 못한 효소의 활성 변화가 유발될 수 있으므로 이를 확인하고자 3 종류의 각 주요효소에 자신의 것

이 아닌, 다른 효소의 기질 및 산물을 첨가하여 활성 변화를 확인하였다. 4-쿠마르산-코엔자임 에이 연결효소와

스틸벤 생성효소의 연속반응은 자연계에서 흔히 수행되는 합성 경로이기 때문에 두 효소의 기질 및 산물 간에는

상기 효소 활성 변화의 문제가 없을 것이라고 예상하였다. 따라서, 본 실시예에서는 말로닐 코엔자임 에이 합성

효소의 기질인 말론산에 의한 다른 효소의 활성 변화와, 최종산물인 트랜스-레스베라트롤에 의한 말로닐 코엔자

임 에이 합성효소의 활성 변화를 확인하였다. 그 결과, 4-쿠마르산-코엔자임 에이 연결효소 (도 5a)와 스틸벤
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생성효소 (도 5b)는 말론산에 의한 활성 변화가 없었다. 또한, 말로닐 코엔자임 에이 합성효소 역시 최종산물인

트랜스-레스베라트롤에 의한 활성 변화가 없었다 (도 5c). 결과적으로 상기 레스베라트롤을 생산하기 위한 전체

반응을 하나의 공간에서 수행하는 것이 효소 활성 측면에서 큰 문제가 없음을 확인하였다.

레스베라트롤 생산을 위해 50 mM Tris-Cl (pH 8.0), 10 mM Na2HPO4, 40 mM 4-쿠마르산, 120 mM 말론산, 5 mM[0070]

MgCl2, 5 mM 아데노신 삼인산, 6 mM 코엔자임 에이가 포함된 반응액에 0.1 ㎎의 고정화된 4-쿠마르산-코엔자임

에이 연결효소, 0.5 ㎎의 고정화된 말로닐 코엔자임 에이 합성효소, 7.5 mg의 고정화된 스틸벤 생성효소, 0.6

mg의 고정화된 아데닐레이트 카이네이즈, 0.6 mg의 고정화된 파이로포스페테이즈, 0.2 mg bch a 의 자성 광기구

세포막 소낭을 투입하여 반응을 수행하였다. 반응은 상기 광합성 조건, 30℃에서 12 시간 동안 수행되었고, 반

응액 내에 형성된 레스베라트롤을 반응 시간 별로 분석하였다 (도 6). 도 6a는 상기 반응액의 모습을 시간별로

나타낸 것이다. 반응 시작 직후 (0 h)의 반응액은 투명한 성상을 가지지만 2 시간 반응 후부터는 반응액이 불투

명한 백색이 되는데, 이는 용해되지 않은 레스베라트롤이 불투명한 현탁액 (suspension) 형태로 보이는 것으로

보인다. 물에 대한 레스베라트롤의 용해도는 상온에서 0.03 g/L로 작기 때문에 효소반응으로 인해 반응액에서

레스베라트롤이 용해도 범위 이상으로 형성될 경우 현탁액으로 생성될 수 있다. 상기 현탁액이 실제로 레스베라

트롤을 포함하고 있는지 확인하기 위해 고성능 액체 크로마토그래피를 통해 레스베라트롤을 정량한 결과 시간에

따라 레스베라트롤의 생성량이 증가함을 확인하였고,  12  시간 반응 기준으로 수율을 계산한 결과 0.53  g/L

(1.06 g/L/day)의 레스베라트롤을 생산할 수 있었다 (도 6b, c). 하지만 당업자는 효소의 재사용을 통한 반복적

인 반응을 통해 더 높은 수율을 획득할 수 있을 것이다. 상기 현탁액 형태로 생산된 레스베라트롤은 원심분리로

쉽게 침전되어 반응액에서 분리하기가 용이하여 반응 후 처리과정을 간소화 할 수 있는 장점이 있다.

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5a
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도면5b

도면5c

등록특허 10-1962172

- 16 -



도면6a

도면6b
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도면6c

서 열 목 록

<110>    Industry-University Cooperation Foundation Sogang University

<120>    The method for production of trans-resveratrol using magnetic

         photosynthetic membrane vesicle

<130>    P17U10C1114

<160>    8

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    malonyl-CoA synthetase primer F

<400>    1

cggatccatg aaccgagctg ccaacgc                                             27

<210>    2

<211>    28

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    malonyl-CoA synthetase primer R

<400>    2

caagcttcta tttcttcgcg tagatatc                                            28

<210>    3

<211>    32
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    adenylate kinase primer F

<400>    3

aaaaaaggtc tcaaatgctg cgcgaggcca ag                                       32

<210>    4

<211>    36

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    adenylate kinase primer R

<400>    4

aaaaaaggtc tcagcgctcc cgcgcttgtc aagaac                                   36

<210>    5

<211>    32

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    pyrophosphatase primer F

<400>    5

aaaaaaggtc tcaaatgacc gtcctcgaac gg                                       32

<210>    6

<211>    36

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    pyrophosphatase primer R

<400>    6

aaaaaaggtc tcagcgctga gaaggccggg cggggc                                   36

<210>    7

<211>    1626

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    4-coumarate-coA ligase

<400>    7

atggagaagg ataccaaaca ggttgacatc attttccgca gcaagctgcc tgatatttac         60
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atcccgaatc atttgccttt acactcctac tgtttcgaga atatttcgga gtttagtagc        120

cgtccttgct taatcaacgg cgccaacaag caaatttata cgtatgctga tgtggaactg        180

aatagccgta aagttgcagc tggtcttcac aagcaaggga ttcagccaaa agatacaata        240

atgatcctat tgcctaacag tccagaattt gtgttcgcgt tcataggtgc atcgtacctc        300

ggcgctattt ctacaatggc caatcccttg tttactcctg ctgaggtggt gaagcaggcc        360

aaggcttcta gtgctaaaat cattgtcacg caggcgtgtc acgttaacaa agtgaaagat        420

tatgcatttg agaacgatgt gaaaatcatc tgtatcgatt cggcgccgga gggctgcctg        480

cacttttccg tgctaactca ggctaatgag catgacatcc ctgaggtgga aattcagcct        540

gatgatgtag tggcgctgcc atatagttcc gggacgacgg gcttaccgaa aggagtgatg        600

ctgacgcata agggactggt gacaagcgtc gcccagcaag tcgatggtga aaatccgaat        660

ttgtatatcc atagcgagga cgtaatgctt tgtgtcttgc ccctcttcca tatatattca        720

ctcaactccg ttttgttatg tggcttacgg gtgggtgcag cgattttgat tatgcagaaa        780

tttgatattg tttctttctt ggaattgata cagcgttaca aggtgaccat cgggccgttt        840

gttccaccga ttgttctggc catagcgaag agtcctatgg tagatgatta tgatctttca        900

tcagtacgta ccgtcatgtc tggcgcggca ccgttaggta aagagcttga ggacactgtc        960

agggccaaat ttcctaatgc gaaacttggt cagggttatg gtatgaccga ggcaggacca       1020

gtgttggcca tgtgcttggc atttgccaag gaaccctttg aaatcaaatc aggggcatgc       1080

ggaacagttg tgcgcaatgc agaaatgaaa attgtagatc cgaaaactgg taatagtctt       1140

ccccgtaatc aaagcggaga aatttgcatt agaggcgacc agatcatgaa gggctacctg       1200

aatgacccgg aagcgacagc acgcacaata gacaaagaag ggtggttata taccggtgat       1260

ataggctata ttgacgacga cgacgaacta ttcatcgttg atagattaaa ggaactgatc       1320

aaatacaaag gatttcaggt agcaccggcg gagctggaag cgctccttct gaaccatccg       1380

aacatttctg atgccgctgt tgtccccatg aaggacgagc aagcaggaga ggtgccggtg       1440

gcttttgttg ttagatccaa cggctcaacc attactgaag atgaagtcaa agattttatt       1500

tcaaagcaag tgatatttta taagcggata aaacgggtat ttttcgtgga tgcgattcct       1560

aagagcccat ctggcaaaat ccttcgaaaa gatcttcgcg ctaaactggc tgctgggctg       1620

ccgaat                                                                  1626

<210>    8

<211>    1176

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    stilbene synthase

<400>    8

atggcttcag ttgaagaatt tagaaatgcc caacgtgcca aaggcccggc caccatccta         60

gctataggca cagctacgcc cgaccattgt gtctatcagt ctgattatgc tgattactat        120

ttccgcgtca ctaaaagcga acacatgact gaattgaaaa aaaagttcaa tcgcatctgc        180

gacaaaagca tgatcaagaa gcgttatata cacttgaccg aggaaatgtt agaggagcac        240

ccgaacatcg gtgcatatat ggctccatct ttgaacatac gccaagagat aattacggcc        300

gaagtgcctc gccttggtcg ggatgcagca ctcaaagcgt tgaaagagtg gggccaaccc        360

aaatccaaga taacccattt agtcttttgt acaacctccg gtgtagaaat gcccggtgcg        420

gattacaaac tggctaactt gctgggcctt gaaacatcgg ttcggagggt tatgctgtac        480

catcaggggt gttatgcggg tggaactgtc cttcgtaccg caaaagacct tgcagaaaat        540

aatgccggcg cacgagtact ggtggtgtgt tccgagatca cagtagttac attccgtggg        600

cctagtgaag acgctttgga ctcactggtt ggacaggccc tttttgggga tggtagttct        660

gcggtaattg ttggatctga tccagacgtc tcgatcgaac gcccgctctt ccagttagtt        720

tcagcagcgc agacctttat tcctaattca gcaggtgcca ttgcggggaa tttacgtgag        780

gtgggcctca catttcattt atggccgaat gtgccgacgt tgatttctga aaacattgag        840

aaatgcttga cccaggcatt tgatccgctt ggtattagcg attggaactc attattttgg        900

attgctcacc caggcggtcc ggccattctc gatgcagttg aagcaaagct gaatttagag        960

aaaaaaaaac tggaagcaac acgtcatgtc ttaagtgaat atggtaacat gtcaagtgca       1020

tgcgtgttgt ttattttgga tgaaatgaga aaaaaaagcc tgaaagggga aaaggccact       1080

acgggcgaag gattggattg gggagtacta ttcggttttg gaccaggctt gactatcgag       1140

accgttgtgc tgcatagcgt gcctacggtt acgaat                                 1176

【심사관 직권보정사항】

【직권보정 1】

【보정항목】청구범위

【보정세부항목】청구항 6

【변경전】

상기 생산 시스템

【변경후】

상기 생산용 조성물
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