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명 세 서

청구범위

청구항 1 

세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질의 표면에 메탄산화효소의 제1활성 부위와 제2활성

부위가 융합·발현된, 메탄산화효소 (MMO) 활성을 가지는 효소 나노입자.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 단백질은 페리틴(ferritin), 페리틴 유사 단백질 (ferritin-like protein), 마그네토좀

(magnetosome) 구성 단백질, 대장균 DNA 결합 단백질(Escherichia coli DNA binding protein), 인간 α-토코페

롤 전달 단백질(Human α-Tocopherol transfer protein), 인간 PERK 샤페론(Human PERK chaperone) 또는 B형

간염 바이러스 캡시드 단백질(Hepatitis B  virus  capsid),  프로테아좀(proteasome), 담배 모자이크 바이러스

코트 단백질(Tobacco mosaic virus coat protein)인 것을 특징으로 하는 효소 나노입자.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 단백질은 페리틴 중쇄 단백질인 것을 특징으로 하는 효소 나노입자.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 메탄산화효소의 제1활성 부위 및 제2활성 부위는 pmoB1 또는 이의 변이체 및 pmoB2 또는

이의 변이체로 구성된 군에서 선택되고, 제1활성 부위 및 제2활성 부위는 서로 상이한 것을 특징으로 하는 효소

나노입자.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 메탄산화효소의 제1활성 부위는 서열번호 2의 서열을 포함하고, 제2활성 부위는 서열번호

3의 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 효소 나노입자.

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 변이체는 H33N, E135Q, H137A, H139A, H48N, H72N로 구성된 군에서 선택된 하나 이상을

포함하는 것을 특징으로 하는 효소 나노입자.

청구항 7 

세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질의 표면에 메탄산화효소의 제1활성 부위와 제2활성

부위가 융합·발현된, MMO 활성을 가지는 나노입자를 생성하는 단계; 및 상기 생성된 나노입자를 회수하는 단계

를 포함하는 효소 나노입자의 제조방법. 

청구항 8 

i) 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산; 
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ii) 메탄산화효소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산; 및

iii) 메탄산화효소의 제2활성 부위를 코딩하는 핵산이 도입되어 있고, 상기 나노입자 단백질의 표면에 상기 제1

활성 부위와 상기 제2활성 부위를 융합·발현시켜, 메탄산화효소 (MMO) 활성을 나타내는 효소 나노입자 생성능

을 가지는 재조합 미생물.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 단백질은 페리틴(ferritin), 페리틴 유사 단백질 (ferritin-like protein), 마그네토좀

(magnetosome) 구성 단백질, 대장균 DNA 결합 단백질(Escherichia coli DNA binding protein), 인간 α-토코페

롤 전달 단백질(Human α-Tocopherol transfer protein), 인간 PERK 샤페론(Human PERK chaperone) 또는 B형

간염 바이러스 캡시드 단백질(Hepatitis B  virus  capsid),  프로테아좀(proteasome), 담배 모자이크 바이러스

코트 단백질(Tobacco mosaic virus coat protein)인 것을 특징으로 하는 재조합 미생물.

청구항 10 

제8항에 있어서, 상기 단백질은 페리틴 중쇄 단백질인 것을 특징으로 하는 재조합 미생물.

청구항 11 

제8항에 있어서, 상기 메탄산화효소의 제1활성 부위 및 제2활성 부위는 pmoB1 또는 이의 변이체 및 pmoB2 또는

이의 변이체로 구성된 군에서 선택되고, 제1활성 부위 및 제2활성 부위는 서로 상이한 것을 특징으로 하는 재조

합 미생물.

청구항 12 

제8항에 있어서, 상기 메탄산화효소의 제1활성 부위는 서열번호 2의 서열을 포함하고, 제2활성 부위는 서열번호

3의 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 미생물.

청구항 13 

제11항에 있어서, 상기 변이체는 H33N, E135Q, H137A, H139A, H48N, H72N로 구성된 군에서 선택된 하나 이상을

포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 미생물.

청구항 14 

제8항에 있어서, i) 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산; ii) 메탄산

화효소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산; 및 iii) 메탄산화효소의 제2활성 부위를 코딩하는 핵산이 작동 가능하

게 연결된 벡터가 도입된 것을 특징으로 하는 재조합 미생물.

청구항 15 

제8항에 있어서, (a) i) 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산 및 ii)

메탄산화효소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산이 작동 가능하게 연결된 제1벡터; 및 

(b) i) 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산 및 iii) 메탄산화효소의

제2활성 부위를 코딩하는 핵산이 작동 가능하게 연결된 제2벡터가 도입되어 있는 것을 특징으로 하는 재조합 미

생물.
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청구항 16 

제14항 또는 제15항에 있어서, i) 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵

산 및 ii) 메탄산화효소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산 사이; 또는 

ii) 메탄산화효소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산 및 iii) 메탄산화효소의 제2활성 부위를 코딩하는 핵산 사이

에, 펩타이드 링커를 코딩하는 핵산을 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 미생물.

청구항 17 

제14항에 있어서, 상기 단백질을 코딩하는 핵산의 상류에 태그를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 미생물.

청구항 18 

제15항에 있어서, 상기 제1 벡터 또는 제2벡터 중 단백질을 코딩하는 핵산의 상류에 태그를 포함하는 것을 특징

으로 하는 재조합 미생물.

청구항 19 

제1항의 효소 나노입자가 담체에 담지된 고정화 효소 나노입자.

청구항 20 

제19항에 있어서, 상기 담체는 키토산, 젤라틴, 콜라겐, 폴리-L-라이신, 폴리-L-히스티딘, 폴리-L-아르기닌, 히

알루론산, 폴리감마글루탐산, 알지네이트, 카르복시메틸셀룰로오즈, 글리코겐, 아밀로오즈, 덱스트란, 폴리아크

릴산, 폴리아크릴아마이드, 폴리메타아크릴산, 폴리 하이드록시에틸 메타크릴레이드 플루란, 베타글루칸, 스타

치, 히드록시에틸셀룰로오즈, 카르복시메틸셀룰로오즈, 폴리비닐피롤리돈, 폴리비닐피론리돈공중합체, 폴리에틸

렌글리콜, 폴리비닐알콜, 폴리비닐알킬에테르, 폴리디메틸아미노에틸메타아크릴레이트, 폴리N,N-에틸아미노에틸

메타크릴레이트, 폴리락틱산, 글리글리콜산, 폴리락틱글리콜산 또는 폴리카프로락톤인 것을 특징으로 하는 효소

나노입자.

청구항 21 

제1항의 효소 나노입자, 제8항의 재조합 미생물, 또는 제19항의 고정화 효소 나노입자를 이용하여 메탄을 메탄

올로 전환하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질에 메탄산화세균의 핵심 활성 부위가 융[0001]

합-발현된, 메탄을 메탄올로 전환할 수 있는 새로운 효소 나노입자에 관한 것으로, 구체적으로는 메탄산화효소

(MMO) 활성을 가지는 단백질 및 메탄산화효소의 활성 부위를 포함하는 효소 나노입자, 이의 제조방법, 상기 단

백질 및 메탄산화효소의 활성 부위를 코딩하는 핵산이 도입된 재조합 미생물, 상기 효소 나노입자가 담체에 담

지된 고정화 효소 나노입자 및 이를 이용하여 메탄을 메탄올로 전환하는 방법에 관한 것이다. 

배 경 기 술

메탄 가스는 셰일 가스(shale gas), 매립 가스(landfill gas), 바이오 가스(biogas) 등의 주성분으로 지구상에[0002]
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서 가장 풍부한 가스 자원이며 메탄올의 생산 원료이다. 현재 다양한 생활용품이나 주요 산업용 소재로 활용되

는 탄화수소물은 원유를 원료로 생산되고 있으나, 이들의 대부분은 메탄올로부터도 생산 가능하며 메탄올은 원

유를 대체할 수 있는 탄화수소의 제조 원료로서 주목받아 왔다. 

현재까지 메탄올의 산업적 생산은 메탄 가스의 화학적 산화 공정을 통해 제조되고 있으며, 이러한 메탄 산화 공[0003]

정은 고온, 고압의 반응조건으로 인한 높은 에너지 소비, 반응 부산물 생성으로 인한 환경오염 유발, 낮은 반응

선택성으로 인한 낮은 반응 전환율 등 기술적, 경제적, 환경적 측면의 많은 문제점들을 안고 있다. 

이를 해결하기 위한 대안으로 메탄산화세균(Methanotrophs)  유래의 메탄산화효소(methane  monooxygenase,  MM[0004]

O)를 활용하는 바이오 공정에 세계적인 관심이 집중되어 왔다. 특히, 막 단백질의 형태로 존재하는 메탄산화효

소는 화학적 산화 공정에 비해 매우 온화한 조건(45℃, 상압)에서도 메탄 가스의 대부분을 부산물 발생 없이 선

택적으로 메탄올로 전환시키는 효소로서 산업적 활용 가치가 매우 높은 효소이다. Methanotrophic bacteria 중

에  입자상  형태  (particulate:  pMMO)  또는  가용성  형태  (soluble:  sMMO)로  존재하는  MMO(methane

monooxygenase)는 낮은 반응성 메탄 및 다른 탄소 재료를 메탄올 및 그에 대응하는 산화 생성물로의 산화를 촉

매하는 산업적으로 유망한 효소이다. 그러나 천연 메타노토로후 배양 또는 재조합 발현 계 중 하나를 기반으로

다양한 접근에도 불구하고 활성 MMO를 쉽고 빠르고 높은 수율의 생산은 여전히 그 공업적 응용에 있어서 큰 과

제이다.

몇몇 methanotroph에서 발현되는 수용성 형태 sMMO 및 보다 보편적 막 결합 입자 형태인 pMMO 모두 바이오 산업[0005]

적으로 생산하기 위한 잠재력을 실현하기 위해 널리 연구되어 왔지만, 기능적으로 활성인 MMO를 쉽고 빠르면서

도 높은 수율로 생산할 수 있음을 보여준 결과는 아직 보고되지 않았다. 

또한, 막 단백질의 일종인 미립자 메탄산화효소(particulate methane  monooxygenase,  pMMO)의 대량생산 또한[0006]

그 기술적 난이도가 매우 높아 세계적인 집중적 연구에도 불구하고 성공적인 개발 사례가 보고되어 있지 않다.

이는 주로 천연 methanotroph의 증식이 상당히 느리기 때문이고, 세포 밀도 역시 매우 낮기 때문이다. 이러한[0007]

제약에 의해 산업적 규모에서 재조합 단백질의 우수한 생산을 가능하게 하는 E. coli와 같이, 빠르게 성장하는

균주를 사용하여 생산을 시도한 바 있다 (Islam, R. S., Tisi, D., Levy, M. S. & Lye, G. J. Biotechnol.

Bioeng. 99, 1128-1139 (2008)). 

그러나, 이러한 E. coli에서 재조합 sMMO 또는 pMMO 생산은 실제 활성이 있는 형태의 MMO가 아니어서, 촉매 작[0008]

용을 나타내는 구조적 형태를 제조하기 위해 추가의 번거로운 공정이 요구되었다. 

이와 관련하여, E. coli에서 이종 효소를 발현하기 위한 최적화된 유전자 발현을 통해 촉매 기능을 가지는 구조[0009]

를 유지하면서도, 효소 나노입자를 고수율로 합성할 수 있는 재조합 시스템이 요구된다.

이러한 기술적 배경하에서, 본 출원의 발명자들은 페리틴 단백질 나노입자를 스캐폴드로 사용하여 구조적 및 기[0010]

능적으로 활성이 있는 pMMO를 설계하고자 예의 노력한 결과, 메탄산화세균의 핵심 활성 부위를 단백질 나노입자

에 융합-발현시켜 메탄을 메탄올로 전환 가능한 새로운 효소 나노입자를 제조할 수 있음을 확인하고, 본 발명을

완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 메탄산화효소 (MMO) 활성을 가지는 효소 나노입자를 제공하는 데 있다.[0011]

본 발명의 목적은 단백질 나노입자의 표면에 메탄산화효소의 제1활성 부위 및 제2활성 부위를 융합·발현시켜[0012]

MMO 활성을 나타내는 효소 나노입자 생성능을 가지는 재조합 미생물을 제공하는 데 있다.

본 발명의 목적은 상기 재조합 미생물을 이용한 효소 나노입자의 제조방법을 제공하는 데 있다.[0013]

본 발명의 목적은 효소 나노입자가 담체에 담지된 고정화 효소 나노입자 및 이의 제조방법을 제공하는 데 있다.[0014]

본 발명의 목적은 효소 나노입자를 이용하여 메탄을 메탄올로 전환하는 방법을 제공하는 데 있다.[0015]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질의 표면[0016]

에 메탄산화효소의 제1활성 부위와 제2활성 부위가 융합·발현된, 메탄산화효소 활성을 가지는 효소 나노입자를
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제공한다.

본 발명은 또한, i) 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산; ii) 메탄산[0017]

화효소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산; 및 iii) 메탄산화효소의 제2활성 부위를 코딩하는 핵산이 도입되어 있

고, 상기 단백질 나노입자의 표면에 상기 제1활성 부위와 상기 제2활성 부위를 융합·발현시켜 MMO 활성을 나타

내는 효소 나노입자 생성능을 가지는 재조합 미생물을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 재조합 미생물을 배양하여, 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질[0018]

의 표면에 메탄산화효소의 제1활성 부위와 제2활성 부위가 융합·발현된, MMO 활성을 가지는 나노입자를 생성하

는 단계; 및 상기 생성된 나노입자를 회수하는 단계를 포함하는 효소 나노입자의 제조방법을 제공한다. 

본 발명은 또한, 상기 효소 나노입자가 담체에 담지된 고정화 효소 나노입자를 제공한다.[0019]

본 발명은 더욱이, 상기 효소 나노입자, 재조합 미생물, 또는 고정화 효소 나노입자를 이용하여 메탄을 메탄올[0020]

로 전환하는 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, 메탄산화세균 유래의 메탄산화효소의 활성 부위(pmoB1, pmoB2)가 세포 내에서 자기조립하여[0021]

나노입자를 형성할 수 있는 단백질의 표면에 표출되도록 융합-발현 시켜, 메탄산화효소의 활성 부위가 단백질

나노입자 표면에서도 그 활성을 유지하여 메탄을 메탄올로 산화시킬 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 단백질 나노입자들의 발현용 벡터들의 구체적 예시를 나타낸 것이다. [0022]

도 2은 재조합 단백질의 발현시 구리염이 미치는 영향을 나타낸 것이다. 

도 3는 재조합 단백질의 발현율 및 세포질 용해도를 분석한 결과를 나타낸 것이다. 

도 4은 단백질 나노입자 이미지를 전자현미경을 이용하여 관찰한 결과를 나타낸 것이다. 

도 5는 효소 반응에 의해 생성된 산화 생성물인 메탄올의 양을 측정한 결과를 나타낸 것이다. 

도 6는 단백질 나노입자에서 금속의 함량 및 촉매 활성에의 영향을 확인한 결과를 나타낸 것이다.

도 7은 pMMO-m3가 고정화된 하이드로겔을 적용하여 반복적 메탄 산화 활성을 나타낼 수 있음을 증명한 결과를

나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

다른 식으로 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 기술[0023]

분야에서 숙련된 전문가에 의해서 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다. 일반적으로, 본 명세서에서

사용된 명명법은 본 기술분야에서 잘 알려져 있고 통상적으로 사용되는 것이다.

본 출원의 발명자들은 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질 예를 들어 페리틴 중쇄 단[0024]

백질 (huHF)를 이용하여, E. coli에서 촉매 기능을 가지는 구조를 유지하면서도, 이종 효소인 메탄산화효소의

제1활성 부위 (pmoB1 또는 이의 변이체 및 메탄산화효소의 제2활성 부위 pmoB2를 포함하는 효소 나노입자를 고

수율로 합성할 수 있는 재조합 시스템을 확인하였다. 

구체적으로, 하나의 프로모터 제어하에서 huHF를 코딩하는 핵산 및 pMMO의 활성부위인 pmoB1와 pmoB2를 코딩하[0025]

는 핵산을 작동 가능하게 연결하거나, huHF를 코딩하는 핵산 및 pmoB1 또는 이의 변이체를 코딩하는 핵산을 작

동 가능하게 연결한 제1벡터와 huHF를 코딩하는 핵산 및 pmoB2를 코딩하는 핵산을 작동 가능하게 연결한 제2벡

터를 포함하는 시스템을 구축하였다. 예를 들어, 도 1에 따르면, a 내지 i에 도시된 바와 같이 pT7-pmoB12,

pT7-huHF-pmoB1,  pT7-pMMO-m1,  pET28a-pMMO-m2-B1,  pT7-pMMO-m2-B2,  pET28a-pMMO-m3-B1,  pT7-pMMO-m3-B2,

pET28a-Mut-A-m3-B1,  pT7-Mut-A-m3-B2,  pET28a-Mut-B-m3-B1,  pT7-Mut-B-m3-B2,  pET28apMMO-m4-B1(R),  pT7-

pMMO-m4-B2, pT7-pMMO-m4-B2, pT7-huFH 및 pT7-D4K-huHF로 진행하였다(도 1).

이러한 벡터를 숙주세포에 도입하여 배양한 결과, 효소 나노입자가 성공적으로 발현됨을 확인하였다. 상기 효소[0026]

나노입자는 세포 내에서 자기조립을 통해 이종이량체의 나노입자를 형성한 페리틴 스캐폴드 중에 pmoB1와 pmoB2
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가 융합-발현된 것으로, 효소 나노입자가 높은 효율로 발현되고 MMO 활성을 나타내어 효소 반응에 의해 메탄을

산화시켜 메탄올을 생산할 수 있음을 확인하였다.

따라서, 본 발명은 일 관점에서, 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질의 표면에 메탄산[0027]

화효소의 제1활성 부위와 제2활성 부위가 융합·발현된, 메탄산화효소 (MMO) 활성을 가지는 효소 나노입자에 관

한 것이다. 

다른 관점에서, 본 발명은 i) 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산;[0028]

ii) 메탄산화효소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산; 및 iii) 메탄산화효소의 제2활성 부위를 코딩하는 핵산이

도입되어 있고, 상기 단백질 나노입자의 표면에 상기 제1활성 부위와 상기 제2활성 부위를 융합·발현시켜, MMO

활성을 나타내는 효소 나노입자 생성능을 가지는 재조합 미생물에 관한 것이다. 

다른 관점에서, 본 발명은 상기 재조합 미생물을 배양하여, 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있[0029]

는 단백질의 표면에 메탄산화효소의 제1활성 부위와 제2활성 부위가 융합·발현된, 메탄산화효소 활성을 가지는

나노입자를 생성하는 단계; 및 상기 생성된 나노입자를 회수하는 단계를 포함하는 효소 나노입자의 제조방법에

관한 것이다. 

본 발명에서 메탄산화효소는 트랜스 멤브레인 α-helices를 통해 멤브레인 이중층에 존재하는 주변세포질 촉매[0030]

도메인 (periplasmic catalytic domain)을 포함하는 활성 멤브레인 효소 (active membrane enzyme)로, 천연의

멤브레인 내 존재하는 트랜스 멤브레인 α-helices와 유사한 분자 환경을 구축하는 경우, 메탄산화효소의 촉매

활성을 유지하면서도 목적하는 구조로 재배열될 수 있음을 확인하였다. 

이러한 측면에서, 상기 단백질은 트랜스 멤브레인과 유사한 분자환경을 제공할 수 있는 지지체 기능을 할 수 있[0031]

고, 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있다면 제한없이 사용될 수 있으나, 예를 들어 페리틴

(ferritin), 페리틴 유사 단백질 (ferritin-like protein), 마그네토좀(magnetosome) 구성 단백질, 대장균 DNA

결합  단백질(Escherichia  coli  DNA  binding  protein),  인간  α-토코페롤 전달 단백질(Human  α-Tocopherol

transfer  protein),  인간  PERK  샤페론(Human  PERK  chaperone)  또는  B형  간염  바이러스  캡시드  단백질

(Hepatitis  B  virus  capsid),  프로테아좀(proteasome),  또는  담배  모자이크  바이러스  코트  단백질(Tobacco

mosaic virus coat protein)일 수 있다. 

특히, 상기 단백질로 페리틴을 사용할 수 있으며, 본 발명에 따른 구체적 실시예에서, 페리틴은 21 kDa의 단백[0032]

질 단량체 24개가 세포내에서 자가조립(self-assembly)되어 약 12 nm 직경의 구형 나노입자를 형성할 수 있다.

페리틴은 분자량이 약 500,000Da으로, 중쇄와 경쇄로 구성된 24개의 동일한 단백질 서브유닛(subunit)으로 구성

되며 생체내에서 중공 외피(hollow shell)를 형성한다. 철분과 결합하는 상기 단백질은 철 저장 기능을 가지며,

철 해독(iron detoxification) 기능을 한다. 단백질은 대부분의 조직의 성장과 생존을 위해 세포 내의 철 균형

을 유지하고, 세포 내의 철의 결합으로 인한 산소-자유 라디칼 형성을 최소화시키는 세포 보호 단백질로서 기능

을 한다. 

전장 페리틴, 페리틴 중쇄 또는 페리틴 경쇄를 사용하여 나노입자를 제작할 수 있으나, 바람직하게 페리틴 중쇄[0033]

단백질을 사용할 수 있다. 구체적으로, 페리틴의 중쇄 단백질을 사용하는 경우 트랜스 멤브레인과 유사한 분자

환경을 제공할 수 있는 지지체 기능을 할 수 있고, 자가 조립 능력이 있어 구형 입자를 형성함을 확인하였다.

위치 특이적 표출에 의하여 이종소재 융합시 최적의 효능을 기대할 수 있는 페리틴 중쇄 단백질(huHF)을 메탄산

화효소의 활성 부위 도입체로 활용하여 효소 나노입자(pMMO-mimics)를 제작하였다.

본 발명에 따른 메탄 산화 활성을 가진 효소 나노입자는 페리틴 단백질 나노입자 표면의 특정 위치(C-terminal[0034]

말단)에 메탄산화효소의 활성 부위를 도입하여 제작하였다. 페리틴의 C-terminal 부분은 4-fold axis(4개가 모

여 있는 구조)를 이루며, 이 부분에 pmoB1 또는 pmoB2와 같은 외래 단백질을 도입하면 도입체의 표면 표출이 가

능하다는 장점이 있다.

본 발명의 나노입자 (pMMO-mimics)는 자기조립에 의해 이루어진 재조합 단백질 나노입자로써 균일한 메탄산화효[0035]

소의 활성 부위 분포를 나타낸다. 본 발명에 따른 나노입자 (pMMO-mimics)는 20 ~ 26 nm 정도의 직경을 가질 수

있다. 

본 발명에 따른 재조합 미생물에 의해 메탄산화세균의 세포막에 존재하는 미립자 메탄산화효소의 핵심 활성 부[0036]

위를 단백질로 구성된 나노입자인 인간 페리틴 중쇄 표면에 유전공학적으로 표출된, 메탄 산화 활성을 가지는

새로운 형태의 효소 나노입자를 제작할 수 있다. 본 발명에 따른 나노입자는 메탄 가스의 주입을 통해 실제로
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메탄 가스를 메탄올로 전환하는 활성을 보여주었다.

상기 메탄산화효소는 활성화를 위해 최소 구조 단위를 식별할 필요가 있다. 이 때, 촉매적으로 불활성이면서 구[0037]

조적으로 안정한 스캐폴드를 사용하여 적절한 결합 부위를 제공하면서 최소 메탄산화효소 단위를 포함할 수 있

어야 하며, 활성 메탄산화효소 단위는 촉매 활성을 유지하기 위해 재구성된 형태에서 구조적으로 유지되어야 할

필요가 있다. 

메탄산화효소(MMO)는 α3β3γ3 4차 구조를 가지고, 여기에서 αβγ 3 개의 서브 유닛은 각각 pmoB, pmoA 및[0038]

pmoC로 명명된다. pmoB 중 2개의 수용성 주변 세포질 도메인 (pmoB1 및 pmoB2)은 2 개의 막 관통 α 나선 (THα

1 및 THα2)에 의해 연결된다. pMMO의 활성 부위에 대하여는 논란이 있지만, 현재는 일반적으로 pmoB의 주변 세

포질 도메인이 활성 부위로 알려져 있다. 

이러한 측면에서, 상기 메탄산화효소의 제1활성 부위 및 제2활성 부위는 pmoB1 또는 이의 변이체 및 pmoB2 또는[0039]

이의 변이체로 구성된 군에서 선택되고, 제1활성 부위 및 제2활성 부위는 서로 상이할 수 있다. 

구체적으로, 메탄산화효소의 제1활성 부위는 pmoB1 또는 이의 변이체이고, 제2활성 부위는 pmoB2 또는 이의 변[0040]

이체일 수 있다. 본 발명에서는 효소 나노입자 제작을 위해 pmoB1 및 pmoB2를 활성 부위로 사용하였다. 상기 메

탄산화효소의 제1활성 부위는 서열번호 2의 서열을 포함할 수 있고, 상기 메탄산화효소의 제2활성 부위는 서열

번호 3의 서열을 포함할 수 있다. pmoB의 막 관통 THα1 및 THα2을 대체하는 스캐폴드에 pmoB1 및 pmoB2를 재

조합하였다. 

다만, 메탄산화효소의 pmoB 이외 다른 서브 유닛인 pmoA 및/또는 pmoC를 활성 부위로 포함할 수 있으며, 경우에[0041]

따라서 pmoB1 또는 이의 변이체이고, 제2활성 부위는 pmoB2 또는 이의 변이체를 대체하여, pmoA 및/또는 pmoC를

사용할 수 있다. 

상기 변이체는 H33N, E135Q, H137A, H139A, H48N, H72N로 구성된 군에서 선택된 하나 이상을 포함할 수 있다.[0042]

본 발명의 구체적 실시예에 따르면, pmoB1의 변이체로, site-A  mutant  m3  pmoB1(H33N,  H137A,  H139A)  또는

site-B mutant m3 pmoB1(H48N, H72N)의 변이체를 포함할 수 있다. 상기 pmoB1의 변이체는 서열번호 4 또는 서

열번호 5의 서열을 포함할 수 있다.

스캐폴드로 24개의 동일한 단위로 구성된 구형 케이지 형태의 나노 규모를 가지면서, 철이 존재하지 않는 apo[0043]

형태의 페리틴 단백질을 사용할 수 있다. 각각의 페리틴 서브유닛은 4개의 역평행 알파 헬릭스 huHFA  내지

huHFD와 C-말단 알파 헬릭스인 huHFE를 포함하며, huHFE는 pmoB1 및 pmoB2에 대한 접합 부위로 사용될 수 있다. 

상기 나노입자 단백질의 표면에 상기 제1활성 부위와 상기 제2활성 부위를 융합·발현시키기 위해서는, i) 세포[0044]

내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산; ii) 메탄산화효소의 제1활성 부위를

코딩하는 핵산; 및 iii) 메탄산화효소의 제2활성 부위를 코딩하는 핵산이 작동 가능하게 연결된 벡터가 도입될

수 있다. 

구체적으로, 페리틴 중쇄 단백질을 코딩하는 핵산, pmoB1 또는 이의 변이체를 코딩하는 핵산 및 pmoB2 또는 이[0045]

의 변이체를 코딩하는 핵산이 하나의 벡터에 작동 가능하게 연결되어, pmoB1 및 pmoB2가 표면에 유전공학적으로

표출된 페리틴 나노입자를 제작할 수 있다. 

또한, (a) i) 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산 및 ii) 메탄산화효[0046]

소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산이 작동 가능하게 연결된 제1벡터; 및 (b) 세포 내에서 자기조립하여 나노입

자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산 및 iii) 메탄산화효소의 제2활성 부위를 코딩하는 핵산이 작동 가

능하게 연결된 제2벡터가 도입될 수 있다. 

구체적으로, 페리틴 중쇄 단백질을 코딩하는 핵산, pmoB1 또는 이의 변이체를 코딩하는 핵산 및 pmoB2 또는 이[0047]

의 변이체를 코딩하는 핵산이 작동 가능하게 연결되거나, 페리틴 중쇄 단백질을 코딩하는 핵산 및 pmoB1 또는

이의 변이체를 코딩하는 핵산이 작동 가능하게 연결된 제1벡터 및 페리틴 중쇄 단백질을 코딩하는 핵산 및

pmoB2 또는 이의 변이체를 코딩하는 핵산이 작동 가능하게 연결된 제2벡터가 도입되어, pmoB1 및 pmoB2가 표면

에 유전공학적으로 표출된 페리틴 나노입자를 제작할 수 있다. 

하나의 실시예에서, i) 세포 내에서 자기조립하여 나노입자를 형성할 수 있는 단백질을 코딩하는 핵산 및 ii)[0048]

메탄산화효소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산, 또는 ii)  메탄산화효소의 제1활성 부위를 코딩하는 핵산 및

iii) 메탄산화효소의 제2활성 부위를 코딩하는 핵산 사이에, 펩타이드 링커를 코딩하는 핵산을 추가로 포함할
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수 있다. 

본 발명의 구체적 실시예에 따르면, G3SG3TG3SG3 또는 GKLGGG를 링커로 포함할 수 있다. 하나의 프로모터 존재하[0049]

에서 발현하는 경우, 페리틴 중쇄 단백질을 코딩하는 핵산 및 pmoB1 또는 이의 변이체를 코딩하는 핵산 사이에

GKLGGG를 링커로 포함하고, pmoB1를 코딩하는 핵산 및 pmoB2를 코딩하는 핵산 사이에 G3SG3TG3SG3를 링커로 포함

할 수 있다. 또한, 2개의 벡터를 사용하는 경우, 페리틴 중쇄 단백질을 코딩하는 핵산 및 pmoB1 또는 이의 변이

체를 코딩하는 핵산 사이에 G3SG3TG3SG3 링커를 포함할 수 있다.

 "작동 가능하게 연결된"은 핵산 발현과 관련된 조절서열(예: 프로모터, 시그널 서열, 또는 전사조절인자 등)과[0050]

다른 핵산 사이의 기능적인 결합을 의미하며, 이에 의해 상기 조절서열은 상기 다른 핵산의 전사 및/또는 해독

을 조절하게 된다. 

적절한 분자 (예를 들면, 전사 활성화 단백질)은 조절 서열(들)에 결합될 때 핵산의 발현을 가능하게 하는 방식[0051]

으로 연결된 핵산 및 조절 서열(들)일 수 있다.  예를 들면, 전서열(pre-sequence) 또는 분비 리더 (leader)에

대한 핵산은 폴리펩타이드의 분비에 참여하는 전단백질로서 발현되는 경우 폴리펩타이드에 대한 핵산에 작동가

능하게 연결되고; 프로모터 또는 인핸서는 서열의 전사에 영향을 끼치는 경우 코딩서열에 작동가능하게 연결되

거나; 또는 리보좀 결합 부위는 서열의 전사에 영향을 끼치는 경우 코딩 서열에 작동가능하게 연결되거나; 또는

리보좀 결합 부위는 번역을 용이하게 하도록 배치되는 경우 코딩 서열에 작동가능하게 연결된다.  

일반적으로, '작동가능하게 연결된'은 연결된 핵산 서열이 접촉하고, 또한 분비 리더의 경우 접촉하고 리딩 프[0052]

레임 내에 존재하는 것을 의미한다.  그러나, 인핸서 (enhancer)는 접촉할 필요가 없다.  이들 서열의 연결은

편리한 제한 효소 부위에서 라이게이션(연결)에 의해 수행된다.  그러한 부위가 존재하지 않는 경우, 통상의 방

법에 따른 합성 올리고뉴클레오티드 어댑터 (oligonucleotide adaptor) 또는 링커(linker)를 사용한다. 본 발명

에서는 핵산 서열이 작동가능하게 연결되어, 나노입자 단백질의 표면에 메탄산화효소의 제1활성 부위와 제2활성

부위가 융합·발현될 수 있음을 의미한다. 

구체적으로, 본 발명에 따른 메탄산화효소의 활성 부위(pmoB1, pmoB2)가 융합되어 있는 페리틴 단백질 나노입자[0053]

는 a) 페리틴 단백질을 코딩하는 핵산으로부터 유래한 유전자 클론을 얻는 단계, b) 페리틴 단백질 표면에 표출

될 메탄산화효소의 활성부위(pmoB1, pmoB2)를 코딩하는 핵산으로부터 유래한 유전자 클론을 얻는 단계, c) 상기

제조된 유전자 클론의 라이게이션을 통하여 발현 벡터를 제조하는 단계, 및 d) 상기 발현벡터를 숙주에 형질 전

환하여 재조합 효소 나노입자 (pMMO-mimics)를 발현하는 단계를 포함하는 제조방법을 통해 제조될 수 있다.

핵산의 과발현을 위하여 사용되는 벡터는 당업계에 공지된 발현 벡터가 사용될 수 있다. "벡터"는 세포 내로 전[0054]

달하는 DNA 단편(들), 핵산 분자를 지칭할 때 사용된다. 벡터는 DNA를 복제시키고, 숙주세포에서 독립적으로 재

생산될 수 있다. 용어 "전달체"는 흔히 "벡터"와 호환하여 사용된다. 용어 "발현 벡터"는 목적한 코딩 서열과,

특정 숙주 생물에서 작동가능하게 연결된 코딩 서열을 발현하는데 필수적인 적정 핵산 서열을 포함하는 재조합

DNA 분자를 의미한다. 

발현 벡터는 숙주세포와 양립할 수 있는 형태로 이용될 수 있으며, 예를 들어 BLUESCRIPT 벡터(Stratagene), T7[0055]

발현 벡터(Invitrogen), pET 벡터(Novagen) 등이 포함될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

발현 벡터는 바람직하게는 하나 이상의 선택성 마커를 포함할 수 있다. 상기 마커는 통상적으로 화학적인 방법[0056]

으로 선택될 수 있는 특성을 갖는 핵산 서열로, 형질전환된 세포를 비형질전환 세포로부터 구별할 수 있는 모든

핵산이 해당될 수 있다. 예를 들어, 카나마이신(Kanamycin), G418, 블레오마이신(Bleomycin), 하이그로마이신

(hygromycin), 클로람페니콜(chloramphenicol)과 같은 항생제 내성 핵산이 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

상기 벡터는 프로모터를 포함할 수 있다. "프로모터"는 구조 핵산으로부터의 DNA 업스트림의 영역을 의미하며[0057]

전사를 개시하기 위하여 RNA 폴리머라아제가 결합하는 DNA 분자를 말한다. 본 발명에 따른 프로모터는 숙주 예

를 들어, E. coli에서 전사를 개시할 수 있는 프로모터로 숙주내에서 단백질 발현을 위해 lac, trp, tac, λPL,

T7 등을 포함할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

상기 핵산은 분리 및/또는 정제를 위한 태그 또는 상기 태그를 암호화하는 핵산 서열과 연결될 수 있다.  일 예[0058]

로,  상기  태그는  His  태그,  Flag  태그,  S  태그  등과  같은  작은  펩타이드  태그,  GST  (Glutathione  S-

transferase) 태그, MBP (Maltose binding protein) 태그 등으로 이루어진 군에서 적절하게 선택될 수 있으나,

이에 제한되지 않는다.
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상기 재조합 미생물의 숙주세포에 따라서 단백질의 발현량과 수식 등이 다르게 나타나므로, 목적에 가장 적합한[0059]

숙주세포를 선택하여 사용할 수 있다. 숙주세포로는 대장균(Escherichia coli), 바실러스 서브틸리스(Bacillus

subtilis),  스트렙토마이세스  (Streptomyces),  슈도모나스(Pseudomonas),  프로테우스  미라빌리스(Proteus

mirabilis)  또는  스타필로코쿠스  (Staphylococcus)와  같은  원핵  숙주  세포가  있으나  이로  제한되는  것은

아니다. 또한, 진균(예를 들어, 아스페 르길러스(Aspergillus)),  효모(예를 들어, 피치아 파스토리스(Pichia

pastoris), 사카로마이세스 세르비시애 (Saccharomyces cerevisiae), 쉬조사카로마세스(Schizosaccharomyces),

뉴로스포라 크라사(Neurospora crassa))등과 같은 하등 진핵 세포, 곤충 세포, 식물 세포, 포유동물 등을 포함

하는 고등 진핵생물 유래의 세포를 숙주세포로 사용할 수 있다. 

본 발명에서 숙주세포 내로 도입하는 방법으로는 통상적으로 알려진 유전자 조작 방법을 사용할 수 있으며, 비[0060]

바이러스 전달 방법은 전지천공법, 리포펙션, 미세주사, 탄도법, 비로솜, 리포솜, 면역리포솜, 다가 양이온 또

는 지질: 핵산 접합체, 네이키드 DNA, 인공 바이론 및 화학물질 촉진 DNA 유입을 포함한다. 소소노포레이션, 예

를 들어 Sonitron 2000 시스템(Rich-Mar)을 이용한 방법도 핵산의 전달에 사용할 수 있으며, 다른 대표적인 핵

산  전달  시스템은  Amaxa  Biosystems(Cologne,  Germany),  Maxcyte,  Inc.(Rockville,  Maryland)  및  BTX

Molesular Syetem(Holliston, MA)의 방법을 포함한다.

본 발명에 따르면, 페리틴 C-terminal에 메탄산화효소의 활성부위(pmoB1, pmoB2)를 직렬 또는 병렬로 도입하여[0061]

페리틴 입자 표면에서 활성 부위가 유전공학적으로 재조립(genetic reassembly) 될 수 있도록 설계하였으며, 이

를 대장균을 통해 활성을 가진 효소 나노입자의 대량생산이 가능하게 하였다.

한편, 본 출원의 발명자들은 상기 효소 나노입자를 활용하여 3차원 다공성의 하이드로젤에 고정화하여 새로운[0062]

반응시스템을 구축하였으며, 하이드로젤 내의 수분 함유로 인한 효소 나노입자의 활성이 장기간 유지가 되며 이

를 반복적으로 사용 가능함을 입증하였다. 본 발명에 따른 구체적 실시예에서, 다공성 하이드로겔의 내부에 효

소 나노입자가 고정화되어 고르게 분포되어 있는 새로운 효소 반응시스템을 개발하였다. 하이드로겔 기반 반응

시스템은 일정 부피의 공간에 많은 양의 효소 나노입자를 포함시킬 수 있을 뿐만 아니라, 하이드로겔의 뛰어난

수분 유지 능력으로 인해 나노입자의 활성을 장기간 안정적으로 반복적으로 재사용 가능함을 보여주었다.

따라서, 본 발명은 또 다른 관점에서, 효소 나노입자가 담체에 담지된 고정화 효소 나노입자, 구체적으로 효소[0063]

나노입자가 고분자에 캡슐화(encapsulated) 되어, 그 내부에 균일하게 분포된 고정화 효소 나노입자에 관한 것

이다. 

또한, 효소 나노입자와 고분자를 반응시키는 단계를 포함하는, 효소 나노입자가 담체에 담지 예를 들어 고분자[0064]

에 캡슐화되어, 그 내부에 균일하게 분포된 고정화 효소 나노입자의 제조방법에 관한 것이다. 

상기 담체는 키토산, 젤라틴, 콜라겐, 폴리-L-라이신, 폴리-L-히스티딘, 폴리-L-아르기닌, 히알루론산, 폴리감[0065]

마글루탐산, 알지네이트, 카르복시메틸셀룰로오즈, 글리코겐, 아밀로오즈, 덱스트란, 폴리아크릴산, 폴리아크릴

아마이드, 폴리메타아크릴산, 폴리하이드록시에틸메타크릴레이드 플루란, 베타글루칸, 스타치, 히드록시에틸셀

룰로오즈, 카르복시메틸셀룰로오즈, 폴리비닐피롤리돈, 폴리비닐피론리돈공중합체, 폴리에틸렌글리콜, 폴리비닐

알콜,  폴리비닐알킬에테르,  폴리디메틸아미노에틸메타아크릴레이트,  폴리N,N-에틸아미노에틸  메타크릴레이트,

폴리락틱산, 글리글리콜산, 폴리락틱글리콜산 또는 폴리카프로락톤과 같은 고분자일 수 있으나, 이에 제한되는

것은 아니다.  

상기 효소 나노입자가 담지된 담체는 통상의 방법에 따라 효소 나노입자와 담체를 반응시켜, 효소 나노입자가[0066]

캡슐화되어 담지된 담체를 제조할 수 있다. 

예를 들어, 수분이 제거된 고분자에 효소 나노입자를 포함하는 용액을 추가하여 팽윤시킴으로써 고분자에 효소[0067]

나노입자를 담지하거나, 고분자 용액에 효소 나노입자를 첨가하여 혼합하고, 가교제 등을 추가 반응시켜 고분자

에 효소 나노입자를 담지하거나, 또는 효소 나노입자 말단에 기능기를 도입하고 상기 기능기가 도입된 효소 나

노입자와 고분자 단량체를 중합하여, 고분자에 효소 나노입자를 담지할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

상기 가교제는 고분자 중 효소 나노입자를 결합시킬 수 있는 물질이라면삼인산제한되지 않으나, 예를 들어 나트[0068]

륨, 구연산나트륨, 옥살산나트륨, 피로인산나트륨, 황산나트륨, 타르타르산나트륨, 말산나트륨, 말론산나트륨,

메틸렌이인산나트륨,  구연산칼륨,  옥살산칼륨,  피로인산칼륨,  황산칼륨,  타르타르산칼륨,  말산칼륨,

말론산칼륨, 에피클로로하이드린, 에피브로모하이드린 또는 크리에틸렌테트라아민일 수 있으나, 이에 제한되는

것은 아니다. 
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본 발명에 따른 하나의 실시예에서, 그 내부에 상기 효소 나노입자가 고정되어, 균일하게 분포된 고분자 기반[0069]

하이드로겔을 제작하였다. 구체적으로, 효소 나노입자 말단에 기능기를 예를 들어 비닐기, 아크릴기, 또는 탄소

수 1 내지 30, 예를 들어 탄소수 1 내지 6의 알킬로 치환되거나 비치환된 아크릴기를 도입하여 효소 나노입자

말단이 이러한 기능기로 치환될 수 있도록 하였다.

이러한 기능기가 결합된 효소 나노입자는 고분자 단량체 예를 들어 고분자 단량체는 아크릴산, 아크릴아마이드,[0070]

하이드록시에틸 메타크릴레이드, 에틸렌글리콜, N,N-에틸아미노에틸 메타크릴레이트, 히알루론산 또는 키토산과

중합반응할  수  있다.  예를  들어,  효소  나노입자  표면에  표출된  아민기가  N-석신이미딜아크릴레이트

(Nsuccinimidylacrylate, NSA)와 반응하여 중합반응이 가능한 비닐기를 가진 효소 나노입자를 제조할 수 있다. 

한편, 본 출원의 발명자들은 효소 나노입자를 통해 메탄 가스와 반응시킨 결과, 효소 반응에 의해 메탄의 산화[0071]

생성물인 메탄올이 생성됨을 확인하였으며, 생산량을 측정하고 누적 생산량과 전환수를 도 5에서와 같이 확인하

였다. 

따라서, 본 발명은 상기 효소 나노입자, 상기 재조합 미생물, 또는 상기 고정화 효소 나노입자를 이용하여 메탄[0072]

을 메탄올로 전환하는 방법에 관한 것이다. 

실시예[0073]

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위[0074]

한 것으로서, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는 것은 당업계에서 통상의

지식을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다.

[실시예 1] pMMO-mimics 효소 나노입자의 생합성을 위한 발현 벡터 제조[0075]

하기 표 1에 기재된 벡터 모식도에 따라 PCR을 통하여 pmoB12, ferritin-pmoB1, pMMO-mimics (pMMO-m1 ~ pMMO-[0076]

m4), site-A mutant of pMMO-m3, site-B mutant of pMMO-m3, pmoB-free huHF particles with His6, pmoB-free

huHF  particles  without  His6를  제작하였다.  제작된  모든  플라즈미드  발현 벡터는 아가로스 젤에서 정제한

다음, 완전한 DNA 시퀀싱을 통해 서열을 확인하였다.

이렇게 만들어진 PCR 산물을 순차적으로 pT7-7, pET28a (Novagen, U.S.A.) 발현용 벡터에 삽입하여 각각의 단백[0077]

질 나노입자를 발현할 수 있는 발현 벡터를 구성하였다.

각각의 단백질 나노입자들의 발현용 벡터들은 pT7-pmoB12, pT7-huHF-pmoB1, pT7-pMMO-m1, pET28a-pMMO-m2-B1,[0078]

pT7-pMMO-m2-B2,  pET28a-pMMO-m3-B1,  pT7-pMMO-m3-B2,  pET28a-Mut-A-m3-B1,  pT7-Mut-A-m3-B2,  pET28a-Mut-B-

m3-B1, pT7-Mut-B-m3-B2, pET28apMMO-m4-B1(R), pT7-pMMO-m4-B2, pT7-huFH 및 pT7-D4K-huHF로 진행하였다. (도

1)
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[표 1] [0079]

[0080]

[표 2][0081]

[0082]

[실시예 2] pMMO-mimics를 포함하는 재조합 단백질의 생합성 (pmoB12 제외) 및 정제[0083]

대장균 균주 BL21(DE3)[F
-
ompThsdSB(rB

-
mB

-
)]를 상기 제조된 발현 벡터로 각각 형질 전환하였다. 특히, pMMO-m2,[0084]

pMMO-m3, site-A mutant of pMMO-m3, site-B mutant of pMMO-m3, pMMO-m4는 대장균 균주 BL21에 두 개의 발현

벡터를 동시에 형질 전환하였으며, 앰피실린과 카나마이신에 저항성이 있는 형질 전환체를 선택하였다. 형질 전

환된 대장균을 50 mL의 Luria-Bertani (LB) 배지(100 mg L
-1
 엠피실린과 100 mg L

-1
 카나마이신, 0.2 mM CuSO4

함유)를 함유하는 플라스크(250 mL Erlenmeyer flasks, 37℃, 150 rpm)에서 배양하였다. 이를 제외한 나머지

단백질 나노입자(ferritin-pmoB1, pMMO-m1, pmoB-free huHF particles with His6, pmoB-free huHF particles
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without His6)는 앰피실린에 저항성이 있는 형질 전환체를 선택하였다. 형질 전환된 대장균을 50 mL의 Luria-

Bertani (LB) 배지(100mg L
-1
 엠피실린, 0.2 mM CuSO4 함유)를 함유하는 플라스크(250 mL Erlenmeyer flasks,

37℃,  150  rpm)에서  배양하였다  (도  2).  배지  탁도(O.D.600)가  약  0.6에  도달할  때,  IPTG(Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranosid) (1 mM)을 첨가하여 유전자의 발현을 유도하였다. 20℃에서 14 시간 배양 후, 배양한 대

장균을 5,000 rpm으로 5분간 원심 분리하여 균체 침전물을 회수한 후 5 mL의 파쇄 용액(50 mM NaH2PO4, 300 mM

NaCl,  10  mM  imidazole,  0.2  mM  CuSO4,  pH  8.0)에  현탁하여  초음파  파쇄기(Branson  Ultrasonics  Corp.,

Danbury, CT, USA)를 이용하여 파쇄하였다. 파쇄한 후 13,000 rpm으로 10분간 원심분리한 뒤 상등액과 불용성

응집체를 분리하였다. 분리된 상등액을 먼저 재조합 단백질에 융합 발현된 히스티딘과 니켈의 결합을 이용한

Ni
2+
-NTA affinity 크로마토그래피를 진행한 후, 재조합 단백질을 농축하고 버퍼 교환을 진행하여 정제된 재조합

단백질을 얻을 수 있었다. 각 단계별 상세한 기재는 아래와 같다. 

1) Ni
2+
-NTA affinity 크로마토그래피[0085]

재조합 단백질을 정제하기 위하여 상기 명시된 동일한 방법으로 배양된 대장균을 회수하여 그 세포 펠렛을 5 mL[0086]

파쇄 용액(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, 0.2 mM CuSO4, pH 8.0)에 재부유하고 초음파 파쇄기

를 이용하여 세포를 파쇄하였다. 파쇄된 세포액을 13,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 그 상등액만 분리한 후

각 재조합 단백질을 Ni
2+
-NTA 컬럼(Quiagen, Hilden, Germany)을 사용하여 각각 분리하였다. (세척 버퍼: 50 mM

NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0 / 용출 버퍼: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole,

pH 8.0).

2) 농축과 버퍼교환[0087]

Ni
2+
-NTA  affinity  크로마토그래피를 거쳐 용출된 2 mL의 재조합 단백질을 ultracentrifugal  filter  (Amicon[0088]

Ultra 100K, Millipore, Billerica, MA)에 담아 컬럼 위에 1ml의 용액이 남을 때까지 5,000 rpm으로 원심 분리

를 진행하였다. 그 후에 Tris 버퍼(20 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, pH 8.0)로 버퍼 교환을 해주었다.

[실시예 3] 재조합 단백질 pmoB12의 생합성, 정제 및 리폴딩[0089]

대장균 균주 BL21(DE3)[F
-
ompThsdSB(rB

-
mB

-
)]를 상기 제조된 발현 벡터로 각각 형질 전환하였으며, 앰피실린에[0090]

저항성이 있는 형질 전환체를 선택하였다. 형질 전환된 대장균을 50 mL의 Luria-Bertani (LB) 배지(100mg L
-1

엠피실린 함유)를 함유하는 플라스크(250 mL Erlenmeyer flasks, 37℃, 150 rpm)에서 배양하였다. 배지 탁도

(O.D.600)가 약 0.6에 도달할 때, IPTG(Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid) (1 mM)을 첨가하여 유전자의 발

현을 유도하였다. 37℃에서 6 시간 배양 후, 배양한 대장균을 5,000 rpm으로 5분간 원심 분리하여 균체 침전물

을 회수한 후 5 mL의 파쇄 용액(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, 0.2 mM CuSO4, pH 8.0)에 현탁

하여 초음파 파쇄기(Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT, USA)를 이용하여 파쇄하였다. 파쇄한 후 13,000

rpm으로 10분간 원심분리한 뒤 상등액과 불용성 응집체를 분리하였다. 분리된 불용성 응집체을 먼저 재조합 단

백질에 융합 발현된 히스티딘과 니켈의 결합을 이용한 Ni
2+
-NTA affinity 크로마토그래피를 진행한 후, 재조합

단백질을 투석을 통해 리폴딩을 진행하였으며, 리폴딩 된 재조합 단백질을 농축하여 정제된 재조합 단백질을 얻

을 수 있었다. 각 단계별 상세한 기재는 아래와 같다.

1) Ni
2+
-NTA affinity 크로마토그래피[0091]

재조합 단백질 pmoB12를 정제하기 위하여 상기 명시된 동일한 방법으로 배양된 대장균을 회수하여 그 세포 펠렛[0092]

을 5 mL 파쇄 용액(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, 0.2 mM CuSO4, pH 8.0)에 재부유하고 초음파

파쇄기를 이용하여 세포를 파쇄하였다. 파쇄된 세포액을 13,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 그 불용성 응집체

만 분리한 후 5  mL  변성 용액(50 mM  NaH2PO4,  300  mM  NaCl,  6  M  Gdn-HCl,  pH  8.0)에 1시간동안 재부유하고

13,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 그 상등액만 분리한 후 재조합 단백질 pmoB12를 Ni
2+
-NTA 컬럼(Quiagen,

Hilden, Germany)을 사용하여 각각 분리하였다. (세척 버퍼: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 6 M Gdn-HCl, pH 6.3
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/ 용출 버퍼 A: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 6 M Gdn-HCl, pH 5.9 / 용출 버퍼 B: 50 mM NaH2PO4, 300 mM

NaCl, 6 M Gdn-HCl, pH 4.5).

2) 투석 과정을 통한 pmoB12의 리폴딩 [0093]

Ni
2+
-NTA  affinity  크로마토그래피를 거쳐 용출된 4  mL의 재조합 단백질 용액에서 단백질의 변성을 유도하는[0094]

Gdn-HCl을 서서히 제거하기 위해 단계적 투석 절차를 적용하여 pmoB12의 리폴딩 하였다. 즉, 완충 용액(20 mM

Tris-HCl, 250 mM NaCl, 1 mM CuSO4, 6 M Gdn-HCl, pH 8.0)에 재조합 단백질을 3시간 동안 4℃에서 투석 과정

을 진행하며, 총 6회 동안 단계별로 Gdn-HCl의 농도를 1M씩 낮추었으며, 최종 단계에는 Gdn-HCl이 없는 완충 용

액(20 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 1 mM CuSO4, pH 8.0)을 사용하여 3회 투석 과정을 반복하여 Gdn-HCl을 완전

히 제거하였다. 마지막으로, 리폴딩된 pmoB12는 원심 분리(13,000 rpm, 20분, 4℃)에 의해 단백질 응집체를 완

전히 제거한 후에 회수하였다.

3) 농축[0095]

투석  과정을  통해  얻어진  리폴딩  된  pmoB12를  ultracentrifugal  filter  (Amicon  Ultra  100K,  Millipore,[0096]

Billerica, MA)에 담아 컬럼 위에 1ml의 용액이 남을 때까지 5,000 rpm으로 원심 분리를 진행하였다.

[실시예 4] 제조된 pMMO-mimics를 포함하는 재조합 단백질의 발현율 및 세포질 용해도 분석[0097]

상기 과정을 거친 후 정제된 재조합 단백질 나노입자의 발현율 및 세포질 용해도를 SDS-PAGE로 분석하였다.[0098]

pMMO-mimics를 포함하는 재조합 단백질의 파쇄된 세포 펠렛 용액(lysate), 파쇄된 세포액을 원심분리하여 얻은

상등액(soluble fraction, sol)과 불용성 응집체 (insoluble fraction, insol), 정제 혹은 리폴딩 된 재조합

단백질을  12  %  Tris-glycine  precast  gel(Invitrogen,  California,  U.S.A.)을  사용하여  SDS-PAGE를

진행하였다.  그리고 젤을 코마시블루 염색 용액으로 염색하고, 염색 된 단백질 밴드를 densitometer(GS-800

Calibrated Densitometer, Bio-Rad, California, U.S.A.)를 통해 각 재조합 단백질의 발현율 및 세포질 용해도

를 분석하였다. (도 3)

[실시예 5] 제조된 pMMO-mimics를 포함하는 재조합 단백질의 구조 분석[0099]

상기 과정을 거친 후 정제된 재조합 단백질 나노입자의 구조 분석을 위하여 투과전자현미경 (TEM) 촬용을 하였[0100]

다. 단백질 나노입자의 염색된 이미지를 얻기 위해, 자연 건조된 샘플을 포함하는 전자 현미경 그리드를 2 %

(w/v) 수성 우라닐 아세테이트 용액과 함께 1시간 동안 실온에서 인큐베이션 하였다. 단백질 나노입자 이미지를

200 kV에서 작동하는 Tecnai 20(FEI, Hillsboro, Oreon,U.S.A.) 전자현미경을 이용하여 관찰한 결과 구형 나노

입자가 형성된 것을 확인하였다. 그리고 DLS(dynamic light scattering) 분석을 통하여 pMMO-m1은 26.3±3.1

nm,  pMMO-m2는 20.8±3.3  nm,  pMMO-m3는 23.9±3.3  nm,  pMMO-m4는 21.9±3.3  nm,  pmoB-free  huHF  particle

with  His6은  12.8±2.1  nm의  크기를  지니는  구형  나노입자를  형성함을  확인하였다.  추가적으로,  HiLoadTM

16/600  superdex
TM
 200  pg  column  (GE  Healthcare,  Illinois,  U.S.A.)이 장착되어 있는 SEC(size-exclusion

chromatography) 분석을 통하여 pMMO-m3가 약 12 nm의 직경을 가지는 huFH 입자보다는 크고 약 32 nm의 직경을

갖는 HBVC 입자에 비하여는 작은 크기를 갖는 것을 확인하였다.  pMMO-m3의 2차 구조와 녹는점을 분석하기 위해

Circular dichroism(CD) spectrometer(Jasco, Tokyo, Japan)를 사용하였다.  CD 스펙트럼은 200 ~ 250 nm(1nm

대역폭, 100nm/min 스캔속도)에서 측정하였으며, 20℃에서 측정된 CD 스펙트럼을 기준으로 pMMO-m3의 2차 구조

를 분석하였다. pMMO-m3의 녹는점(Tm)은 다른 온도(30, 40, 50, 60, 70, 80, 90℃)에서 측정된 CD 스펙트럼을

통해 계산되었다 (도 4).

[실시예 6] 제조된 pMMO-mimics를 포함하는 재조합 단백질의 메탄 가스 산화 활성 증명[0101]

정제된 재조합 단백질 나노입자의 메탄 가스 산화 활성을 검증하기 위해 20 mL의 septa-sealed vial(catalogue[0102]

no. 5182-0837, Agilent)에 환원제인 duroquinol(0.35 mM)을 포함하는 1 mL의 재조합 단백질 용액을 주입하였

다. 주입된 pmoB12(4.8  μM),  ferritin-pmoB1(0.2  μM), pMMO-m1(0.2  μM), pMMO-m2(0.4  μM), pMMO-m3(0.4

μM), site-A mutant of pMMO-m3(0.4 μM), site-B mutant of pMMO-m3(0.4 μM),pMMO-m4(0.4 μM)는 모두 동

일한 몰수의 촉매 활성부위(pmoB1, pmoB2)를 포함하고 있다. 재조합 단백질을 통한 메탄 산화 반응을 위해 19

mL의 headspace의 공기를 주사기를 통해 제거하고 15 mL의 메탄 가스와 4 mL의 공기를 주입함으로써 시작되었으

며, 그 후 즉시 vial을 45℃의 인큐베이터에서 최대 20시간까지 효소 반응을 진행하였다. 그리고 효소 반응에

의해 생성 된 산화 생성물인 메탄올의 양을 가스 크로마토그래피(7890B GC, Agilent)를 통해 양을 측정하여 누
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적 생산량과 전환수(turnover number)를 계산하였다.(도 5)

[실시예 7] 촉매 기능 확인[0103]

구리염 (CuSO4, 0.0~0.3mM) 및/또는 철염 (FeSO4, 0.2mM)을 보충한 대장균 배양물 중에서 실시예 6을 통해 확인[0104]

된 최적의 메탄 산화 활성을 나타내는 pMMO-m3를 합성하였다. 각 배양 조건에서 합성된 pMMO-m3에 의한 메탄올

생산량 및 pMMO-m3 중 구리 및 철 함량을 측정하였다. 구리 및 철 함량의 측정은 ICP - MS를 통하여 수행하였다

(도 6b~c). 

그 결과, pMMO-m3  중 구리 함량 및 pMMO-m3에 의한 누적 메탄올 생성량은 0.2mM  CuSO4에서 최대에 도달하고[0105]

pMMO-m3에  대한 구리 첨가량은 pMMO-m3의 (pmoB1  및 pmoB2)  촉매 도메인에 영향을 미칠 수 있다 (도 6a).

또한, 구리 부위 이외의 금속 결합 부위 (예를 들면 huHF의 diiron 부위)는 pMMO-m3의 촉매 기능에 관여하지 않

았음을 확인하였다. 더욱이, pMMO-m3와 부위 A- 돌연변이 (H188N, H292A, H294A) 및 부위 B- 돌연변이 (H203N,

H227N) (도 6b)의 구리 함량 분석은 pmoB1 중 구리 부위 A와 B 각각에서 dinuclear 구리 원자 및 mononuclear

구리 원자가 검출됨을 보여준다. 

[실시예 8] 제조된 pMMO-mimics를 포함하는 폴리아크릴아마이드(polyacrylamide) 하이드로겔 기반의 반응시스템[0106]

을 통한 반복적 메탄 가스 산화 활성 증명

상기 실시예 6을 통해 확인된 최적의 메탄 산화 활성을 나타내는 pMMO-m3를 활용하여 3차원 다공성의 하이드로[0107]

겔에 고정화하여 새로운 반응시스템을 구축하였으며, 하이드로겔 내의 수분 함유로 인한 효소 나노입자의 활성

이 장기간 유지가 되며 이를 반복적으로 사용 가능한지 아래와 같은 실험을 통해 증명하였다.

1) pMMO-m3가 고정화된 하이드로겔 합성[0108]

10  mg의  pMMO-m3를  먼저  Tris  버퍼(20  mM  Tris-HCl,  250  mM  NaCl,  pH  8.0)에  녹아있는N-succinimidyl[0109]

acrylate(NSA, 0.01 mg)와 1시간 동안 37℃에서 반응하여 vinylated pMMO-m3를 얻었으며, 반응에 참여하지 않

고 남아있는 NSA는 ultracentrifilteration 시스템 (Amicon Ultra 100K, Millipore, Billerica, MA)을 통해 제

거하였다.  다음으로  709  μL의  vinylated  pMMO-m3(1.69  μM)을  150  μL의  30%  acrylamide(29:1  w/w

acrylamde:bis-acrylamide,  BioRad,  U.S.A.),  130  μl의  1  M  Tris-HCl  (pH  6.5),  10  μl의  10  %  (w/v)

ammonium persulfate (APS), 1 μl의 0.8 M tetramethylethylenediamine (TEMED)와 혼합한 후, 바로 그 혼합물

을  투명한  384-well  plate에  25  μL씩  나누어  담았다.  그리고  이를  25℃에서  16  시간동안  두어  혼성중합

(copolymerization) 되도록 두었고, 이를 통해 pMMO-m3가 고정화된 아크릴아마이드 기반의 하이드로겔을 만들었

다. pMMO-m3가 고정화된 하이드로겔은 Pt 코팅을 거친 후 FE-SEM (Quanta 250 FEG, FEI, Oregon, U.S.A.)을 통

해 다공성의 구조 및 하이드로겔 내에서의 pMMO-m3의 분포를 확인하였다. 하이드로겔 내에서의 pMMO-m3의 분포

는 금 나노입자가 라벨링 된 히스티딘 항체(anti-H6 antibody, Santa Cruz, Texas, U.S.A.)를 2시간 동안 처리

하고, Silver Enhancement Kit(Sigma Aldrich)를 사용하여 금 나노입자의 크기를 증가시킨 후 Pt 코팅하여 FE-

SEM으로 분석하였다.

2) pMMO-m3가 고정화된 하이드로겔을 적용한 반복적 메탄 산화 활성 증명[0110]

상기 과정을 통해 만들어진 pMMO-m3가 고정화된 하이드로겔의 메탄 산화 활성을 검증하기 위해 duroquinol을 환[0111]

원제로 사용하였다. 20개의 pMMO-m3가 고정화된 하이드로겔(총 6 x 10-4 μmoles of pMMO-m3)을 포함하는 2mL

의  Tris  버퍼(20  mM  Tris-HCl,  250  mM  NaCl,  pH  8.0)와  duroquinol(0.35  mM)을  20  mL의  septa-sealed

vial(catalogue no. 5182-0837, Agilent)에 주입하였다. 메탄 산화 반응을 위해 18 mL의 headspace의 공기를

주사기를 통해 제거하고 14.5 mL의 메탄 가스와 4.5 mL의 공기를 주입함으로써 시작되었으며, 그 후 즉시 vial

을 45 ℃의 인큐베이터에서 20시간 동안 효소 반응을 진행하고, 효소 반응에 의해 싱성 된 산화 생성물인 메탄

올의 양을 가스 크로마토그래피(7890B GC, Agilent)를 통해 양을 측정하여 누적 생산량을 확인하였다. 반복적

메탄 산화 반응을 검증하기 위해 20시간의 반응 후, vial의 뚜껑을 열어 갓를 제거한 후 20개의 pMMO-m3가 고정

화된 하이드로겔을 수거하여 Tris 버퍼에 3번 세척하였다. 세척 된 20개의 pMMO-m3가 고정화된 하이드로겔은 다

시 20 mL의 septa-sealed vial에 넣고 동일한 방법으로 메탄 산화 반응을 진행하였다. 이를 통해 약 120시간 동

안 약 6회의 반복적 사용이 가능함을 확인하였다. (도 7)

이상으로 본 발명의 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서,[0112]

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고
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할 것이다.
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도면7

서 열 목 록

<110>    Korea University Research and Business Foundation

<120>    Novel Enzyme Nanoparticle Having Methane Oxidation Activity

<130>    088

<160>    5

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    172

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Synthetic Sequence

<400>    1

Thr Ser Gln Val Arg Gln Asn Tyr His Gln Asp Ser Glu Ala Ala Ile

  1               5                  10                  15 

Asn Arg Gln Ile Asn Leu Glu Leu Tyr Ala Ser Tyr Val Tyr Leu Ser

             20                  25                  30 

Met Ser Tyr Tyr Phe Asp Arg Asp Asp Val Ala Leu Lys Asn Phe Ala

         35                  40                  45 

Lys Tyr Phe Leu His Gln Ser His Glu Glu Arg Glu His Ala Glu Lys
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     50                  55                  60 

Leu Met Lys Leu Gln Asn Gln Arg Gly Gly Arg Ile Phe Leu Gln Asp

 65                  70                  75                  80 

Ile Gln Lys Pro Asp Cys Asp Asp Trp Glu Ser Gly Leu Asn Ala Met

                 85                  90                  95 

Glu Cys Ala Leu His Leu Glu Lys Asn Val Asn Gln Ser Leu Leu Glu

            100                 105                 110 

Leu His Lys Leu Ala Thr Asp Lys Asn Asp Pro His Leu Cys Asp Phe

        115                 120                 125 

Ile Glu Thr His Tyr Leu Asn Glu Gln Val Lys Ala Ile Lys Glu Leu

    130                 135                 140 

Gly Asp His Val Thr Asn Leu Arg Lys Met Gly Ala Pro Glu Ser Gly

145                 150                 155                 160 

Leu Ala Glu Tyr Leu Phe Asp Lys His Thr Leu Gly

                165                 170        

<210>    2

<211>    140

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Synthetic Sequence

<400>    2

His Gly Glu Lys Ser Gln Ala Ala Phe Met Arg Met Arg Thr Ile His

  1               5                  10                  15 

Trp Tyr Asp Leu Ser Trp Ser Lys Glu Lys Val Lys Ile Asn Glu Thr

             20                  25                  30 

Val Glu Ile Lys Gly Lys Phe His Val Phe Glu Gly Trp Pro Glu Thr

         35                  40                  45 

Val Asp Glu Pro Asp Val Ala Phe Leu Asn Val Gly Met Pro Gly Pro

     50                  55                  60 

Val Phe Ile Arg Lys Glu Ser Tyr Ile Gly Gly Gln Leu Val Pro Arg

 65                  70                  75                  80 

Ser Val Arg Leu Glu Ile Gly Lys Thr Tyr Asp Phe Arg Val Val Leu
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                 85                  90                  95 

Lys Ala Arg Arg Pro Gly Asp Trp His Val His Thr Met Met Asn Val

            100                 105                 110 

Gln Gly Gly Gly Pro Ile Ile Gly Pro Gly Lys Trp Ile Thr Val Glu

        115                 120                 125 

Gly Ser Met Ser Glu Phe Arg Asn Pro Val Thr Thr

    130                 135                 140

<210>    3

<211>    150

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Synthetic Sequence

<400>    3

Gln Ala Gly Thr Met Arg Gly Met Lys Pro Leu Glu Leu Pro Ala Pro

  1               5                  10                  15 

Thr Val Ser Val Lys Val Glu Asp Ala Thr Tyr Arg Val Pro Gly Arg

             20                  25                  30 

Ala Met Arg Met Lys Leu Thr Ile Thr Asn His Gly Asn Ser Pro Ile

         35                  40                  45 

Arg Leu Gly Glu Phe Tyr Thr Ala Ser Val Arg Phe Leu Asp Ser Asp

     50                  55                  60 

Val Tyr Lys Asp Thr Thr Gly Tyr Pro Glu Asp Leu Leu Ala Glu Asp

 65                  70                  75                  80 

Gly Leu Ser Val Ser Asp Asn Ser Pro Leu Ala Pro Gly Glu Thr Arg

                 85                  90                  95 

Thr Val Asp Val Thr Ala Ser Asp Ala Ala Trp Glu Val Tyr Arg Leu

            100                 105                 110 

Ser Asp Ile Ile Tyr Asp Pro Asp Ser Arg Phe Ala Gly Leu Leu Phe

        115                 120                 125 

Phe Phe Asp Ala Thr Gly Asn Arg Gln Val Val Gln Ile Asp Ala Pro

    130                 135                 140 

Leu Ile Pro Ser Phe Met
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145                 150

<210>    4

<211>    140

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Synthetic Sequence

<400>    4

Asn Gly Glu Lys Ser Gln Ala Ala Phe Met Arg Met Arg Thr Ile His

  1               5                  10                  15 

Trp Tyr Asp Leu Ser Trp Ser Lys Glu Lys Val Lys Ile Asn Glu Thr

             20                  25                  30 

Val Glu Ile Lys Gly Lys Phe His Val Phe Glu Gly Trp Pro Glu Thr

         35                  40                  45 

Val Asp Glu Pro Asp Val Ala Phe Leu Asn Val Gly Met Pro Gly Pro

     50                  55                  60 

Val Phe Ile Arg Lys Glu Ser Tyr Ile Gly Gly Gln Leu Val Pro Arg

 65                  70                  75                  80 

Ser Val Arg Leu Glu Ile Gly Lys Thr Tyr Asp Phe Arg Val Val Leu

                 85                  90                  95 

Lys Ala Arg Arg Pro Gly Asp Trp Ala Val Ala Thr Met Met Asn Val

            100                 105                 110 

Gln Gly Gly Gly Pro Ile Ile Gly Pro Gly Lys Trp Ile Thr Val Glu

        115                 120                 125 

Gly Ser Met Ser Glu Phe Arg Asn Pro Val Thr Thr

    130                 135                 140

<210>    5

<211>    140

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Synthetic Sequence

<400>    5

His Gly Glu Lys Ser Gln Ala Ala Phe Met Arg Met Arg Thr Ile Asn
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  1               5                  10                  15 

Trp Tyr Asp Leu Ser Trp Ser Lys Glu Lys Val Lys Ile Asn Glu Thr

             20                  25                  30 

Val Glu Ile Lys Gly Lys Phe Asn Val Phe Glu Gly Trp Pro Glu Thr

         35                  40                  45 

Val Asp Glu Pro Asp Val Ala Phe Leu Asn Val Gly Met Pro Gly Pro

     50                  55                  60 

Val Phe Ile Arg Lys Glu Ser Tyr Ile Gly Gly Gln Leu Val Pro Arg

 65                  70                  75                  80 

Ser Val Arg Leu Glu Ile Gly Lys Thr Tyr Asp Phe Arg Val Val Leu

                 85                  90                  95 

Lys Ala Arg Arg Pro Gly Asp Trp His Val His Thr Met Met Asn Val

            100                 105                 110 

Gln Gly Gly Gly Pro Ile Ile Gly Pro Gly Lys Trp Ile Thr Val Glu

        115                 120                 125 

Gly Ser Met Ser Glu Phe Arg Asn Pro Val Thr Thr

    130                 135                 140
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