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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 2의 296번째 위치에 상응하는 아미노산인 아스파르트산이 티로신으로 치환된, 서열번호 1로 기재된 아

미노산 서열로 이루어진 FdrA 변이체 또는 상기 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는, 숙신산 생산

능을 갖는 에스케리치아(Escherichia) 속 미생물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 미생물은 서열번호 2의 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 에

스케리치아 속 미생물과 비교하여 숙신산 생산능이 증가된 것인, 미생물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 미생물은 서열번호 2의 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 에

스케리치아 속 미생물과 비교하여 옥사메이트 생산능이 증가된 것인, 미생물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 숙신산은 글리세롤 발효에 의해 글리세롤을 소모하여 생산되는 것인, 미생물.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 에스케리치아(Escherichia) 속 미생물은 대장균(Escherichia

coli)인 것인, 미생물.

청구항 6 

서열번호 2의 296번째 위치에 상응하는 아미노산인 아스파르트산이 티로신으로 치환된, 서열번호 1로 기재된 아

미노산 서열로 이루어진 FdrA 변이체 또는 상기 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 에스케리치아

(Escherichia) 속 미생물을 배지에서 배양하는 단계를 포함하는 숙신산 생산 방법.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 미생물은 서열번호 2의 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 에

스케리치아 속 미생물과 비교하여 숙신산 생산능이 증가된 것인, 숙신산 생산 방법.

청구항 8 

제6항에 있어서, 상기 미생물은 서열번호 2의 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 에

스케리치아 속 미생물과 비교하여 옥사메이트 생산능이 증가된 것인, 숙신산 생산 방법.
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청구항 9 

제6항에 있어서, 상기 숙신산은 글리세롤 발효에 의해 글리세롤을 소모하여 생산되는 것인, 숙신산 생산 방법.

청구항 10 

제6항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 배양된 미생물 또는 배양물로부터 숙신산을 회수하는 단계를

추가로 포함하는 것인, 숙신산 생산 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 FdrA 변이체 또는 상기 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 에스케리치아(Escherichia)[0001]

속 미생물 및 상기 미생물을 이용한 숙신산 생산 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

숙신산은 TCA 회로의 중간 대사 산물로, 가장 단순한 이카르복실 유기산이다. 숙신산을 이용하여 여러가지 폴리[0003]

에스테르 화합물을 제조할 수 있기 때문에, 숙신산은 식료품, 의류, 의약, 플라스틱 등 산업적인 유도체로 여러

방면에  활용되며  석유화학  기술의  한  축을  담당할  정도로  그  용도가  다양하다  (Willke  et  al.,  Appl.

Microbiol. Biotechnol., 66:131, 2004). 숙신산의 세계시장은 현재 약 20조 원 규모로 형성되어 있고, 지금까

지 생산 플랫폼의 대부분은 화학합성을 통한 생산이었으나, 생물 공정을 통한 숙신산 생산의 비중이 상당히 높

아지고 있으며, 이에 생물공학적인 방법을 통하여 숙신산을 대량생산하는 플랫폼은 재생 가능한 에너지 자원의

활용 및 환경오염의 방지 등 여러 가지 이유로 그 중요성이 점점 대두되고 있다.

숙신산을 생산하기 위한 방법으로는, 배양 배지의 성분을 다르게 함으로써 숙신산을 생산하는 방법으로, 유청을[0004]

이용한 숙신산의 생산방법(한국등록특허 10-0301960호)이 있는데, 낙농 산업에서 나오는 폐기물인 유청을 전처

리 과정 없이 바로 배양원료로 이용하였기 때문에 배양 효율이 떨어지며, 질소원으로는 값비싼 효모 추출물을

사용한 결과 경제성 배지를 완전히 달성하지 못하는 문제점이 있다.

이에, 숙신산의 수요 증가에 따라 효과적인 숙신산 생산능 증가를 위한 연구가 여전히 필요한 실정이다.[0005]

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) KR  10-2020-0038377 A   [0007]

발명의 내용

해결하려는 과제

본  발명의  하나의  목적은  서열번호  2의  296번째  위치에  상응하는  아미노산인  아스파르트산이  티로신으로[0008]

치환된, 서열번호 1로 기재된 아미노산 서열로 이루어진 FdrA 변이체 또는 상기 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레

오티드를 포함하는, 숙신산 생산능을 갖는 에스케리치아(Escherichia) 속 미생물을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 하나의 목적은 서열번호 2의 296번째 위치에 상응하는 아미노산인 아스파르트산이 티로신으로[0009]

치환된, 서열번호 1로 기재된 아미노산 서열로 이루어진 FdrA 변이체 또는 상기 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레

오티드를 포함하는 에스케리치아(Escherichia) 속 미생물을 배지에서 배양하는 단계를 포함하는 숙신산 생산 방
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법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

이를 구체적으로 설명하면 다음과 같다. 한편, 본 발명에서 개시된 각각의 설명 및 실시형태는 각각의 다른 설[0011]

명 및 실시 형태에도 적용될 수 있다. 즉, 본 발명에서 개시된 다양한 요소들의 모든 조합이 본 발명의 범주에

속한다. 또한, 하기 기술된 구체적인 서술에 의하여 본 발명의 범주가 제한된다고 볼 수 없다. 또한, 본 명세서

전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다. 인용된 논문 및 특허문헌의 개시

내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명의 내용이 보

다 명확하게 설명된다.

본  발명의  하나의  양태는  서열번호  2의  296번째  위치에  상응하는  아미노산인  아스파르트산이  티로신으로[0013]

치환된, 서열번호 1로 기재된 아미노산 서열로 이루어진 FdrA 변이체 또는 상기 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레

오티드를 포함하는, 에스케리치아(Escherichia) 속 미생물을 제공한다.

본  발명에서  용어,  "FdrA(putative  acyl-CoA  synthetase  FdrA  또는  Putative  acyl-CoA  synthetase  with[0015]

NAD(P)-binding  Rossmann-fold  domain)"는  기능이  알려지지  않은  효소이다.  구체적으로,  ECK0511,  G6287,

b0518, ylbD와 같은 용어와 혼용하여 사용될 수 있다. 상기 FdrA의 단백질 및 유전자 서열은 공지의 데이터 베

이스인 NCBI Genbank 등에서 검색하여 그 정보를 얻을 수 있다. 예를 들어, 상기 FdrA는 서열번호 3의 염기서열

로 이루어진 유전자에 의해 코딩되는 FdrA 활성을 갖는 폴리펩티드일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 목적상, 본 발명의 FdrA 변이체는 숙신산 생산능을 강화할 수 있는 것이면 어느 것이든 포함될 수 있[0016]

다. 구체적으로 상기 FdrA 변이체는 에스케리치아(Escherichia) 속 미생물 유래일 수 있고, 보다 구체적으로는

대장균(Escherichia coli)유래일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 FdrA 변이체는 서열번호 1로 기재된 아미노산 서열을 가지거나 및/또는 포함하거나, 상기 아미노산[0017]

서열로 필수적으로 이루어지거나(essentially consisting of), 구성될 수 있다.

또한, 본 발명의 FdrA 변이체는 상기 서열번호 1로 기재된 아미노산 서열에서 서열번호 2의 아미노산 서열을 기[0018]

준으로 296번 위치에 상응하는 아미노산은 티로신이고, 상기 서열번호 1로 기재된 아미노산 서열과 적어도 70%,

75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99.5%, 99.7% 또는 99.9% 이상의 상동성 또는 동일성을 가지는

아미노산 서열을 포함할 수 있다. 또한, 이러한 상동성 또는 동일성을 가지며 본 발명의 FdrA 변이체에 상응하

는 효능을 나타내는 아미노산 서열이라면, 일부 서열이 결실, 변형, 치환, 보존적 치환 또는 부가된 아미노산

서열을 갖는 FdrA 변이체도 본 발명의 범위 내에 포함됨은 자명하다. 

본 발명에서 '특정 서열번호로 기재된 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드 또는 단백질', '특정 서열번호로[0019]

기재된 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩티드 또는 단백질' 또는 '특정 서열번호로 기재된 아미노산 서열을 갖

는 폴리펩티드 또는 단백질'라고 기재되어 있더라도, 해당 서열번호의 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩티드와

동일 혹은 상응하는 활성을 가지는 경우라면, 일부 서열이 결실, 변형, 치환, 보존적 치환 또는 부가된 아미노

산 서열을 갖는 단백질도 본 발명에서 사용될 수 있음은 자명하다. 예를 들어, 상기 아미노산 서열 N-말단 그리

고/또는 C-말단에 단백질의 기능을 변경하지 않는 서열 추가, 자연적으로 발생할 수 있는 돌연변이, 이의 잠재

성 돌연변이 (silent mutation) 또는 보존적 치환을 가지는 경우이다.

예를 들어, 상기 아미노산 서열 N-말단, C-말단 그리고/또는 내부에 본 발명의 FdrA 변이체의 기능을 변경하지[0020]

않는 서열 추가 또는 결실, 자연적으로 발생할 수 있는 돌연변이, 잠재성 돌연변이(silent mutation) 또는 보존

적 치환을 가지는 경우이다.

본 발명에서 용어 "보존적 치환(conservative substitution)"은 한 아미노산을 유사한 구조적 및/또는 화학적[0021]

성질을  갖는  또  다른  아미노산으로  치환시키는  것을  의미한다.  이러한  아미노산  치환은  일반적으로  잔기의

극성, 전하, 용해도, 소수성, 친수성 및/또는 양친매성(amphipathic nature)에서의 유사성에 근거하여 발생할

수 있다. 예를 들면, 양으로 하전된 (염기성) 아미노산은 아르기닌, 라이신, 및 히스티딘을 포함하고; 음으로

하전된 (산성) 아미노산은 글루탐산 및 아스파테이트를 포함하고; 방향족 아미노산은 페닐알라닌, 트립토판 및

공개특허 10-2023-0095181

- 5 -



타이로신을 포함하고, 소수성 아미노산은 알라닌, 발린, 이소류신, 류신, 메티오닌, 페닐알라닌, 타이로신 및

트립토판을 포함한다. 또한, 아미노산은 전하를 띠는(electrically charged) 곁사슬을 갖는 아미노산과 전하를

띠지 않는(uncharged) 곁사슬을 갖는 아미노산으로 분류할 수 있으며, 전하를 띠는 곁사슬을 갖는 아미노산은

아스르트산, 글루탐산, 라이신, 아르기닌, 히스티딘을 포함하고, 전하를 띠지 않는 곁사슬을 갖는 아미노산은

다시 비극성(nonpolar) 아미노산 또는 극성 아미노산(polar)으로 분류할 수 있으며, 비극성 아미노산은 글리신,

알라닌, 발린, 류신, 이소류신. 메티오닌, 페닐알라닌. 트립토판, 프롤린, 극성 아미노산은 세린, 트레오닌, 시

스테인, 타이로신, 아스파라긴, 글루타민을 포함하는 것으로 분류할 수 있다. 통상적으로, 보존성 치환은 생성

된 폴리펩티드의 활성에 거의 영향을 미치지 않거나 또는 영향을 미치지 않는다. 통상적으로, 보존적 치환은 단

백질 또는 폴리펩티드의 활성에 거의 영향을 미치지 않거나 또는 영향을 미치지 않을 수 있다.

본 발명에서 용어, "변이체(variant)"는 하나 이상의 아미노산이 보존적 치환(conservative substitution) 및/[0022]

또는 변형(modification)되어 상기 변이체의 변이 전 아미노산 서열과 상이하나 기능(functions)  또는 특성

(properties)이 유지되는 폴리펩티드를 지칭한다. 이러한 변이체는 일반적으로 상기 폴리펩티드의 아미노산 서

열  중  하나  이상의  아미노산을  변형하고,  상기  변형된  폴리펩티드의 특성을 평가하여 동정(identify)될 수

있다. 즉, 변이체의 능력은 변이 전 폴리펩티드에 비하여 증가되거나, 변하지 않거나, 또는 감소될 수 있다. 또

한, 일부 변이체는 N-말단 리더 서열 또는 막전이 도메인(transmembrane domain)과 같은 하나 이상의 부분이 제

거된 변이체를 포함할 수 있다. 다른 변이체는 성숙 단백질(mature protein)의 N- 및/또는 C-말단으로부터 일부

분이  제거된  변이체를  포함할  수  있다.  상기  용어  "변이체"는  변이형,  변형,  변이형  폴리펩티드,  변이된

단백질,  단백질 변이체,  변이  및  변이체 등의 용어(영문 표현으로는 modification,  modified  polypeptide,

modified protein, mutant, mutein, divergent 등)가 혼용되어 사용될 수 있으며, 변이된 의미로 사용되는 용

어라면 이에 제한되지 않는다. 본 발명의 목적상 상기 변이체는 서열번호 2의 아미노산 서열의 296번째 위치에

상응하는 아미노산인 아스파르트산이 티로신으로 치환된, 서열번호 1로 기재된 아미노산 서열을 포함하는 폴리

펩티드일 수 있다.

또한, FdrA 변이체는 폴리펩티드의 특성과 2차 구조에 최소한의 영향을 갖는 아미노산들의 결실 또는 부가를 포[0023]

함할  수  있다.  예를  들면  폴리펩티드는  번역-동시에(co-translationally)  또는  번역-후에(post-

translationally) 단백질의 이전(transfer)에 관여하는 단백질 N-말단의 시그널 (또는 리더)서열과 컨쥬게이트

할 수 있다. 또한 상기 폴리펩티드는 폴리펩티드를 확인, 정제, 또는 합성할 수 있도록 다른 서열 또는 링커와

컨쥬게이트 될 수 있다.

본 발명에서 용어, '상동성(homology)' 또는 '동일성(identity)'은 두 개의 주어진 아미노산 서열 또는 염기 서[0025]

열 상호간 유사한 정도를 의미하며 백분율로 표시될 수 있다. 용어 상동성 및 동일성은 종종 상호교환적으로 이

용될 수 있다.

보존된(conserved) 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드의 서열 상동성 또는 동일성은 표준 배열 알고리즘에 의해[0026]

결정되며, 사용되는 프로그램에 의해 확립된 디폴트 갭 페널티가 함께 이용될 수 있다. 실질적으로, 상동성을

갖거나(homologous) 또는 동일한(identical) 서열은 일반적으로 서열 전체 또는 일부분과 중간 또는 높은 엄격

한 조건(stringent conditions)에서 하이브리드할 수 있다. 하이브리드화는 폴리뉴클레오티드에서 일반 코돈 또

는 코돈 축퇴성을 고려한 코돈을 함유하는 폴리뉴클레오티드와의 하이브리드화 역시 포함됨이 자명하다.

임의의 두 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드 서열이 상동성, 유사성 또는 동일성을 갖는지 여부는, 예를 들어,[0027]

Pearson  et  al  (1988)  [Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  85]:  2444에서와  같은  디폴트  파라미터를  이용하여

"FASTA" 프로그램과 같은 공지의 컴퓨터 알고리즘을 이용하여 결정될 수 있다. 또는, EMBOSS 패키지의 니들만

프로그램(EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet.

16: 276-277)(버전 5.0.0 또는 이후 버전)에서 수행되는 바와 같은, 니들만-운치(Needleman-Wunsch) 알고리즘

(Needleman and Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453)이 사용되어 결정될 수 있다(GCG 프로그램 패키지

(Devereux, J., et al, Nucleic Acids Research 12: 387(1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA(Atschul, [S.] [F.,]

[ET  AL,  J  MOLEC  BIOL  215]:  403  (1990);  Guide  to  Huge  Computers,  Martin  J.  Bishop,  [ED.,]  Academic

Press, San Diego,1994, 및 [CARILLO ETA/.](1988) SIAM J Applied Math 48: 1073을 포함한다). 예를 들어, 국

립 생물공학 정보 데이터베이스 센터의 BLAST, 또는 ClustalW를 이용하여 상동성, 유사성 또는 동일성을 결정할

수 있다.

폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드의 상동성, 유사성 또는 동일성은, 예를 들어, Smith  and  Waterman,  Adv.[0028]

공개특허 10-2023-0095181

- 6 -



Appl. Math(1981) 2:482 에 공지된 대로, 예를 들면, Needleman et al.(1970), J Mol Biol. 48:443과 같은 GAP

컴퓨터 프로그램을 이용하여 서열 정보를 비교함으로써 결정될 수 있다. 요약하면, GAP 프로그램은 두 서열 중

더 짧은 것에서의 기호의 전체 수로, 유사한 배열된 기호(즉, 뉴클레오티드 또는 아미노산)의 수를 나눈 값으로

정의할 수 있다. GAP 프로그램을 위한 디폴트 파라미터는 (1) 이진법 비교 매트릭스(동일성을 위해 1 그리고 비

-동일성을 위해 0의 값을 함유함) 및 Schwartz and Dayhoff, eds., Atlas Of Protein Sequence And Structure,

National  Biomedical  Research  Foundation,  pp.  353-358(1979)에 의해 개시된 대로, Gribskov  et  al(1986)

Nucl. Acids Res. 14: 6745의 가중된 비교 매트릭스 (또는 EDNAFULL (NCBI NUC4.4의 EMBOSS 버전) 치환 매트릭

스); (2) 각 갭을 위한 3.0의 페널티 및 각 갭에서 각 기호를 위한 추가의 0.10 페널티(또는 갭 개방 패널티

10, 갭 연장 패널티 0.5); 및 (3) 말단 갭을 위한 무 페널티를 포함할 수 있다.

본 발명의 일 예로, 본 발명의 변이체는 FdrA 활성을 가질 수 있다. 또한, 본 발명의 변이체는 FdrA 활성을 갖[0029]

는 야생형 폴리펩티드에 비해 숙신산 생산능이 증가되도록 하는 활성을 가질 수 있다.

본 발명에서, 용어 "상응하는(corresponding to)"은, 폴리펩티드에서 열거되는 위치의 아미노산 잔기이거나, 또[0031]

는 폴리펩티드에서 열거되는 잔기와 유사하거나 동일하거나 상동한 아미노산 잔기를 지칭한다. 상응하는 위치의

아미노산을 확인하는 것은 특정 서열을 참조하는 서열의 특정 아미노산을 결정하는 것일 수 있다. 본 발명에 사

용된 "상응 영역"은 일반적으로 관련 단백질 또는 참조 (reference) 단백질에서의 유사하거나 대응되는 위치를

지칭한다. 

예를 들어, 임의의 아미노산 서열을 서열번호 1과 정렬(align)하고, 이를 토대로 상기 아미노산 서열의 각 아미[0032]

노산 잔기는 서열번호 1의  아미노산 잔기와 상응하는 아미노산 잔기의 숫자 위치를 참조하여 넘버링 할 수

있다. 예를 들어, 본 발명에 기재된 것과 같은 서열 정렬 알고리즘은, 쿼리 시퀀스("참조 서열"이라고도 함)와

비교하여 아미노산의 위치, 또는 치환, 삽입 또는 결실 등의 변형이 발생하는 위치를 확인할 수 있다.

이러한 정렬에는 예를 들어 Needleman-Wunsch 알고리즘(Needleman 및 Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-[0033]

453), EMBOSS 패키지의 Needleman 프로그램 (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite,

Rice et al., 2000), Trends Genet. 16: 276-277) 등을 이용할 수 있으나, 이에 제한되지 않고 당업계에 알려

진 서열 정렬 프로그램, 쌍 서열(pairwise sequence) 비교 알고리즘 등을 적절히 사용할 수 있다.

본 발명에서 용어, "폴리뉴클레오티드"는 뉴클레오티드 단위체(monomer)가 공유결합에 의해 길게 사슬모양으로[0035]

이어진 뉴클레오티드의 중합체(polymer)로 일정한 길이 이상의 DNA 또는 RNA 가닥으로서, 보다 구체적으로는 상

기 FdrA 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 단편을 의미한다.

상기 폴리뉴클레오티드는 본 발명의 FdrA 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 또는 본 발명의 FdrA 변이체와[0036]

적어도 70%, 75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 상

동성 또는 동일성을 갖는 폴리펩티드를 암호화는 폴리뉴클레오티드일 수 있다. 본 발명의 FdrA 변이체를 코딩하

는 폴리뉴클레오티드는 서열번호 1로 기재된 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 포함할 수 있다. 

본 발명의 폴리뉴클레오티드는 코돈의 축퇴성(degeneracy) 또는 본 발명의 FdrA 변이체를 발현시키고자 하는 생[0037]

물에서 선호되는 코돈을 고려하여, 본 발명의 FdrA 변이체의 아미노산 서열을 변화시키지 않는 범위 내에서 코

딩 영역에 다양한 변형이 이루어질 수 있다. 

또한, 본 발명의 폴리뉴클레오티드는 공지의 유전자 서열로부터 제조될 수 있는 프로브, 예를 들면, 본 발명의[0038]

폴리뉴클레오티드 서열의 전체 또는 일부에 대한 상보 서열과 엄격한 조건 하에 하이브리드화할 수 있는 서열이

라면 제한없이 포함될 수 있다. 상기 "엄격한 조건(stringent condition)"이란 폴리뉴클레오티드 간의 특이적

혼성화를  가능하게  하는  조건을  의미한다.  이러한  조건은  문헌(J.  Sambrook  et  al.,Molecular  Cloning,  A

Laboratory  Manual,  2nd  Edition,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory  press,  Cold  Spring  Harbor,  New  York,

1989; F.M. Ausubel et al.,Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., New York,

9.50-9.51, 11.7-11.8 참조)에 구체적으로 기재되어 있다. 예를 들어, 상동성 또는 동일성이 높은 폴리뉴클레오

티드끼리, 70% 이상, 75% 이상, 80% 이상, 85% 이상, 90% 이상, 95% 이상, 96% 이상, 97% 이상, 98% 이상, 또

는 99% 이상의 상동성 또는 동일성을 갖는 폴리뉴클레오티드끼리 하이브리드화하고, 그보다 상동성 또는 동일성

이  낮은  폴리뉴클레오티드끼리  하이브리드화하지  않는  조건,  또는  통상의  써던  하이브리드화(southern

hybridization)의 세척 조건인 60℃, 1ХSSC, 0.1% SDS, 구체적으로 60℃, 0.1ХSSC, 0.1% SDS, 보다 구체적으
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로 68℃, 0.1ХSSC, 0.1% SDS에 상당하는 염 농도 및 온도에서, 1회, 구체적으로 2회 내지 3회 세정하는 조건을

열거할 수 있다.

혼성화는 비록 혼성화의 엄격도에 따라 염기 간의 미스매치(mismatch)가 가능할지라도, 두 개의 핵산이 상보적[0039]

서열을 가질 것을 요구한다. 용어, "상보적"은 서로 혼성화가 가능한 뉴클레오티드 염기 간의 관계를 기술하는

데 사용된다. 예를 들면, DNA에 관하여, 아데닌은 티민에 상보적이며 시토신은 구아닌에 상보적이다. 따라서,

본 발명의 폴리뉴클레오티드는 또한 실질적으로 유사한 핵산 서열뿐만 아니라 전체 서열에 상보적인 단리된 핵

산 단편을 포함할 수 있다.

구체적으로, 본 발명의 폴리뉴클레오티드와 상동성 또는 동일성을 가지는 폴리뉴클레오티드는 55℃의 Tm 값에서[0040]

혼성화 단계를 포함하는 혼성화 조건을 사용하고 상술한 조건을 사용하여 탐지할 수 있다. 또한, 상기 Tm 값은

60℃, 63℃ 또는 65℃일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니고 그 목적에 따라 당업자에 의해 적절히 조절될

수 있다.

상기 폴리뉴클레오티드를 혼성화하는 적절한 엄격도는 폴리뉴클레오티드의 길이 및 상보성 정도에 의존하고 변[0041]

수는 해당기술분야에 잘 알려져 있다(예컨대, J. Sambrook et al., 상동).

본 발명에서 용어 "벡터"는 적합한 숙주 내에서 목적 폴리펩티드를 발현시킬 수 있도록 적합한 발현조절영역(또[0043]

는 발현조절서열)에 작동 가능하게 연결된 상기 목적 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드의 염기서열을 포

함하는 DNA 제조물을 포함할 수 있다. 상기 발현조절영역은 전사를 개시할 수 있는 프로모터, 그러한 전사를 조

절하기 위한 임의의 오퍼레이터 서열, 적합한 mRNA 리보좀 결합부위를 코딩하는 서열, 및 전사 및 해독의 종결

을 조절하는 서열을 포함할 수 있다. 벡터는 적당한 미생물 내로 형질전환된 후, 숙주 게놈과 무관하게 복제되

거나 기능할 수 있으며, 게놈 그 자체에 통합될 수 있다.

본 발명에서 사용되는 벡터는 특별히 한정되지 않으며, 당업계에 알려진 임의의 벡터를 이용할 수 있다. 통상[0044]

사용되는 벡터의 예로는 천연 상태이거나 재조합된 상태의 플라스미드, 코스미드, 바이러스 및 박테리오파지를

들 수 있다. 예를 들어, 파지 벡터 또는 코스미드 벡터로서 pWE15, M13, MBL3, MBL4, IXII, ASHII, APII, t10,

t11,  Charon4A,  및  Charon21A  등을  사용할  수  있으며,  플라스미드  벡터로서  pDZ계,  pBR계,  pUC계,

pBluescriptII계,  pGEM계,  pTZ계,  pCL계  및  pET계  등을  사용할  수  있다.  구체적으로는  pDZ,  pDC,  pDCM2,

pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322, pMW118, pCC1BAC 벡터 등을 사용할 수 있다.

일례로 세포 내 염색체 삽입용 벡터를 통해 목적 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 염색체 내로 삽입[0045]

할 수 있다. 상기 폴리뉴클레오티드의 염색체 내로의 삽입은 당업계에 알려진 임의의 방법, 예를 들면, 상동재

조합(homologous recombination)에 의하여 이루어질 수 있으나, 이에 한정되지는 않는다. 상기 염색체 삽입 여

부를 확인하기 위한 선별 마커(selection marker)를 추가로 포함할 수 있다. 상기 선별 마커는 벡터로 형질전환

된 세포를 선별, 즉 목적 핵산 분자의 삽입 여부를 확인하기 위한 것으로, 약물 내성, 영양 요구성, 세포 독성

제에 대한 내성 또는 표면 폴리펩티드의 발현과 같은 선택가능 표현형을 부여하는 마커들이 사용될 수 있다. 선

택제(selective agent)가 처리된 환경에서는 선별 마커를 발현하는 세포만 생존하거나 다른 표현 형질을 나타내

므로, 형질전환된 세포를 선별할 수 있다.

본 발명에서 용어 "형질전환"은 표적 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터를 미생물 혹은[0046]

미생물 내에 도입하여 미생물 내에서 상기 폴리뉴클레오티드가 코딩하는 폴리펩티드가 발현할 수 있도록 하는

것을 의미한다. 형질전환된 폴리뉴클레오티드는 미생물 내에서 발현될 수 있기만 한다면, 미생물의 염색체 내에

삽입되어 위치하거나 염색체 외에 위치하거나 상관없이 이들 모두를 포함할 수 있다. 또한, 상기 폴리뉴클레오

티드는 목적 폴리펩티드를 코딩하는 DNA 및/또는 RNA를 포함한다. 상기 폴리뉴클레오티드는 미생물 내로 도입되

어 발현될 수 있는 것이면, 어떠한 형태로도 도입될 수 있다. 예를 들면, 상기 폴리뉴클레오티드는 자체적으로

발현되는데 필요한 모든 요소를 포함하는 유전자 구조체인 발현 카세트(expression cassette)의 형태로 미생물

에 도입될 수 있다. 상기 발현 카세트는 통상 상기 폴리뉴클레오티드에 작동 가능하게 연결되어 있는 프로모터

(promoter), 전사 종결신호, 리보좀 결합부위 및 번역 종결신호를 포함할 수 있다. 상기 발현 카세트는 자체 복

제가 가능한 발현 벡터 형태일 수 있다. 또한, 상기 폴리뉴클레오티드는 그 자체의 형태로 미생물에 도입되어

미생물에서 발현에 필요한 서열과 작동 가능하게 연결되어 있는 것일 수도 있으며, 이에 제한되지 않는다.

또한, 상기에서 용어 "작동 가능하게 연결"된 것이란 본 발명의 목적 FdrA 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레오티드[0047]

의 전사를 개시 및 매개하도록 하는 프로모터 서열과 상기 폴리뉴클레오티드 서열이 기능적으로 연결되어 있는
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것을 의미한다.

본 발명의 미생물은 본 발명의 FdrA 변이체, 상기 FdrA 변이체를 암호화하는 폴리뉴클레오티드, 또는 본 발명의[0049]

폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터를 포함할 수 있다.

본 발명에서 용어, "미생물"은 야생형 미생물이나 자연적 또는 인위적으로 유전적 변형이 일어난 미생물을 모두[0050]

포함하며, 외부 유전자가 삽입되거나 내재적 유전자의 활성이 강화되거나 불활성화되는 등의 원인으로 인해서

특정 기작이 약화되거나 강화된 미생물로서, 목적하는 폴리펩티드, 단백질 또는 산물의 생산을 위하여 유전적

변형(modification)을 포함하는 미생물일 수 있다. 본 발명에서 "미생물", "균주", "미생물"은 동일한 의미로서

제한 없이 혼용되어 사용될 수 있다.

본 발명의 미생물은 본 발명의 FdrA 변이체, 본 발명의 폴리뉴클레오티드 및 본 발명의 폴리뉴클레오티드를 포[0051]

함하는 벡터 중 어느 하나 이상을 포함하는 균주; 본 발명의 FdrA 변이체 또는 본 발명의 폴리뉴클레오티드를

발현하도록 변형된 균주; 본 발명의 FdrA 변이체, 또는 본 발명의 폴리뉴클레오티드를 발현하는 균주(예컨대,

재조합 균주); 또는 본 발명의 FdrA 변이체 활성을 갖는 균주(예컨대, 재조합 균주)일 수 있으나, 이에 제한되

지 않는다.

본 발명의 미생물은 숙신산 생산능을 가진 미생물일 수 있다.[0052]

예를 들어, 상기 숙신산 생산능을 가진 미생물은 FdrA 효소 활성이 강화된 미생물일 수 있다.[0053]

본 발명의 균주는 자연적으로 FdrA 또는 숙신산 생산능을 가지고 있는 미생물, 또는 FdrA 또는 숙신산 생산능이[0054]

없는 모균주에 본 발명의 변이체 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드(또는 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는

벡터)가 도입되거나 및/또는 숙신산 생산능이 부여된 미생물일 수 있으나 이에 제한되지 않는다. 

일 예로, 본 발명의 균주는 본 발명의 폴리뉴클레오티드 또는 본 발명의 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를[0055]

포함하는 벡터로 형질전환되어, 본 발명의 변이체를 발현하는 세포 또는 미생물로서, 본 발명의 목적상 본 발명

의 균주는 본 발명의 변이체를 포함하여 숙신산을 생산할 수 있는 미생물을 모두 포함할 수 있다. 예를 들어,

본 발명의 균주는 천연의 야생형 미생물 또는 숙신산을 생산하는 미생물에 본 발명의 변이체를 코딩하는 폴리뉴

클레오티드가 도입됨으로써 FdrA 변이체가 발현되어, 숙신산 생산능이 증가된 재조합 균주일 수 있다. 상기 숙

신산 생산능이 증가된 재조합 균주는, 천연의 야생형 미생물 또는 FDRA 비변형 미생물 (즉, 야생형 FDRA(서열번

호 2)을 발현하는 미생물 또는 변이형(서열번호 1) 단백질을 발현하지 않는 미생물)에 비하여 숙신산 생산능이

증가된 미생물일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 일 예로, 본 발명의 숙신산 생산능이 증가된 미생물은

서열번호 2의 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 에스케리치아 속 미생물과 비교하여

숙신산 생산능이 증가된 미생물일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

일 예로, 상기 생산능이 증가된 재조합 균주는 변이 전 모균주 또는 비변형 미생물의 숙신산 생산능에 비하여[0056]

약 1% 이상, 구체적으로는 약 1% 이상, 약 2.5% 이상, 약 5% 이상, 약 10% 이상, 약 15% 이상, 약 20% 이상,

약 25% 이상, 약 30% 이상, 약 35% 이상, 약 40% 이상, 약 45%이상, 약 50% 이상, 약 55% 이상, 약 60% 이상,

약 60.5% 이상, 약 61% 이상 또는 약 61.1% 이상 (상한값은 특별한 제한은 없으며, 예컨대, 약 200% 이하, 약

150% 이하, 약 100% 이하, 약 90% 이하, 약 80% 이하, 약 70% 이하 또는 약 65% 이하 일 수 있음) 증가된 것일

수 있으나, 변이 전 모균주 또는 비변형 미생물의 생산능에 비해 +값의 증가량을 갖는 한, 이에 제한되지 않는

다. 다른 예에서, 상기 생산능이 증가된 재조합 균주는 변이 전 모균주 또는 비변형 미생물에 비하여, 숙신산

생산능이 약 1.1배 이상, 약 1.2배 이상, 약 1.3배 이상, 1.4배 이상, 1.5배 이상, 1.55배 이상, 1.6배 이상

또는 1.61배 이상 (상한값은 특별한 제한은 없으며, 예컨대, 약 10배 이하, 약 9배 이하, 약 8배 이하, 또는 약

7배 이하일 수 있음) 증가된 것일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 상기 용어 "약(about)"은 ±0.5, ±0.4,

±0.3, ±0.2, ±0.1 등을 모두 포함하는 범위로, 약 이란 용어 뒤에 나오는 수치와 동등하거나 유사한 범위의

수치를 모두 포함하나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명에서 용어, "비변형 미생물"은 미생물에 자연적으로 발생할 수 있는 돌연변이를 포함하는 균주를 제외하[0057]

는 것이 아니며, 야생형 균주 또는 천연형 균주 자체이거나, 자연적 또는 인위적 요인에 의한 유전적 변이로 형

질이 변화되기 전 균주를 의미할 수 있다. 예를 들어, 상기 비변형 미생물은 본 명세서에 기재된 FDRA 변이체가

도입되지 않거나 도입되기 전의 균주를 의미할 수 있다. 상기 "비변형 미생물"은 "변형 전 균주", "변형 전 미

생물", "비변이 균주", "비변형 균주", "비변이 미생물" 또는 "기준 미생물"과 혼용될 수 있다.
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본 발명의 또 다른 일 예로, 본 발명의 미생물은 서열번호 2의 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티[0058]

드를 포함하는 에스케리치아 속 미생물과 비교하여 옥사메이트 생산능이 증가된 미생물일 수 있으나, 이에 제한

되는 것은 아니다.

구체적으로, 본 발명의 일 실시예에서 본 발명자들은 fdrA이 알란토인(옥살루레이트)을 옥사메이트로 분해하는[0059]

역할을 하는 효소를 암호화할 수 있음을 최초로 발견하였다. 이에 따라 본 발명의 FdrA(D296Y) 변이체는 알란토

인의 옥사메이트로의 전환을 가속화하여 숙신산 생산을 향상시킴을 확인하였다(실시예 2).

더욱 구체적으로, 상기 변이체는 LDH(lactate dehydrogenase)의 효과적인 억제제인 옥사메이트 생성을 가속화하[0060]

여 글리옥실레이트에서 옥살레이트 생성을 방지한다. 결과적으로 더 많은 글리옥실레이트가 말레이트 합성효소

G에 노출되므로 숙신산 생산능이 증가한다(도 2).

본 발명자들은 fdrA이 알란토인(옥살루레이트)을 옥사메이트로 분해하는 역할을 하는 효소를 암호화함을 최초로[0061]

발견하였다. 이에 따라 본 발명의 FdrA(D296Y) 변이체는 알란토인의 옥사메이트로의 전환을 가속화하여 숙신산

생산을 향상시킴을 확인하였으며, 그 경로는 도 2에 나타내었다.

본 발명의 또 다른 일 예로, 상기 숙신산은 글리세롤 발효에 의해 글리세롤을 소모하여 생산되는 것일 수 있으[0062]

나, 이에 제한되는 것은 아니다. 구체적으로, 상기 숙신산은 PEP를 대사경로를 거쳐 생산되는 것일 수 있으나,

이에 제한되는 것은 아니다.

야생형 대장균(Escherichia coli)은 혐기성 조건에서 발효 복합산물을 생산한다. 이러한 발효 복합산물은 초산,[0063]

젖산, 포름산, 숙신산, 알코올이 포함되어 있는 혼합산 발효형태(mixed acid-fermentation type)이다. 그러나

혐기성 조건에서 야생형 대장균의 글리세롤 발효는 잘 일어나지 않는다. 

상기 글리세롤은 순수 글리세롤 또는 바이오디젤 생산 공정으로부터 발생한 폐글리세롤일 수 있다. 상기 폐글리[0064]

세롤은 두유, 폐식용유 등을 사용한 바이오디젤 생산 공정(알칼리 촉매와 메탄올 또는 에탄올 사용)에서 발생한

것일 수 있다. 또한, 상기 폐글리세롤은 정제 과정 없이 멸균하여 배양액에 적정 글리세롤 농도로 묽혀 사용할

수 있다. 또는, 폐글리세롤에 HCl과 같은 산을 첨가하여 생성되는 검은 불순물 층을 제거한 전처리된 폐글리세

롤일 수 있다.

본 발명의 또 다른 일 예로, 상기 미생물은 에스케리치아 속 미생물, 구체적으로 대장균(Escherichia coli)일[0065]

수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 용어, 폴리펩티드 활성의 "강화"는, 폴리펩티드의 활성이 내재적 활성에 비하여 증가되는 것을 의[0066]

미한다. 상기 강화는 활성화(activation), 상향조절(up-regulation), 과발현(overexpression), 증가(increase)

등의 용어와 혼용될 수 있다. 여기서 활성화, 강화, 상향조절, 과발현, 증가는 본래 가지고 있지 않았던 활성을

나타내게 되는 것, 또는 내재적 활성 또는 변형 전 활성에 비하여 향상된 활성을 나타내게 되는 것을 모두 포함

할 수 있다. 상기 "내재적 활성"은 자연적 또는 인위적 요인에 의한 유전적 변이로 형질이 변화하는 경우, 형질

변화 전 모균주 또는 비변형 미생물이 본래 가지고 있던 특정 폴리펩티드의 활성을 의미한다. 이는 "변형 전 활

성"과 혼용되어 사용될 수 있다. 폴리펩티드의 활성이 내재적 활성에 비하여 "강화", "상향조절", "과발현" 또

는 "증가"한다는 것은, 형질 변화 전 모균주 또는 비변형 미생물이 본래 가지고 있던 특정 폴리펩티드의 활성

및/또는 농도(발현량)에 비하여 향상된 것을 의미한다. 

상기 강화는 외래의 폴리펩티드를 도입하거나, 내재적인 폴리펩티드의 활성 강화 및/또는 농도(발현량)를 통해[0067]

달성할 수 있다. 상기 폴리펩티드의 활성의 강화 여부는 해당 폴리펩티드의 활성 정도, 발현량 또는 해당 폴리

펩티드로부터 배출되는 산물의 양의 증가로부터 확인할 수 있다.

상기 폴리펩티드의 활성의 강화는 당해 분야에 잘 알려진 다양한 방법의 적용이 가능하며, 목적 폴리펩티드의[0068]

활성을 변형전 미생물보다 강화시킬 수 있는 한, 제한되지 않는다. 구체적으로, 분자생물학의 일상적 방법인 당

업계의 통상의 기술자에게 잘 알려진 유전자 공학 및/또는 단백질 공학을 이용한 것일 수 있으나, 이로 제한되

지 않는다(예컨대, Sitnicka et al. Functional Analysis of Genes. Advances in Cell Biology. 2010, Vol.

2. 1-16, Sambrook et al. Molecular Cloning 2012 등).

구체적으로, 본 발명의 폴리펩티드 활성의 강화는[0069]

1) 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드의 세포 내 카피수 증가; [0070]

2) 폴리펩티드를 코딩하는 염색체상의 유전자 발현조절영역을 활성이 강력한 서열로 교체; [0071]
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3) 폴리펩티드를 코딩하는 유전자 전사체의 개시코돈 또는 5'-UTR 지역을 코딩하는 염기서열의 변형; [0072]

4) 폴리펩티드 활성이 강화되도록 상기 폴리펩티드의 아미노산 서열의 변형;[0073]

5) 폴리펩티드 활성이 강화도록 상기 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열의 변형 (예를 들어, 폴리펩[0074]

티드의 활성이 강화되도록 변형된 폴리펩티드를 코딩하도록 상기 폴리펩티드 유전자의 폴리뉴클레오티드 서열의

변형);

6) 폴리펩티드의 활성을 나타내는 외래 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 외래 폴리뉴클레오티드의 도입; [0075]

7) 폴리펩티드를 암호화하는 폴리뉴클레오티드의 코돈 최적화; [0076]

8) 폴리펩티드의 삼차구조를 분석하여 노출 부위를 선택하여 변형하거나 화학적으로 수식; 또는[0077]

9) 상기 1) 내지 8) 중 선택된 2 이상의 조합일 수 있으나, 이에, 특별히 제한되는 것은 아니다.[0078]

보다 구체적으로,[0079]

상기 1) 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드의 세포 내 카피수 증가는, 해당 폴리펩티드를 코딩하는 폴리[0080]

뉴클레오티드가 작동가능하게 연결된, 숙주와 무관하게 복제되고 기능할 수 있는 벡터의 숙주세포 내로의 도입

에 의해 달성되는 것일 수 있다. 또는, 해당 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 숙주세포 내의 염색체

내에 1 카피 또는 2 카피 이상 도입에 의해 달성되는 것일 수 있다. 상기 염색체 내에 도입은 숙주세포 내의 염

색체 내로 상기 폴리뉴클레오티드를 삽입시킬 수 있는 벡터가 숙주세포 내에 도입됨으로써 수행될 수 있으나,

이에 제한되지 않는다. 상기 벡터는 전술한 바와 같다.

상기 2) 폴리펩티드를 코딩하는 염색체상의 유전자 발현조절영역(또는 발현조절서열)을 활성이 강력한 서열로[0081]

교체는, 예를 들면, 상기 발현조절영역의 활성을 더욱 강화하도록 결실, 삽입, 비보존적 또는 보존적 치환 또는

이들의 조합으로 서열상의 변이 발생, 또는 더욱 강한 활성을 가지는 서열로의 교체일 수 있다. 상기 발현조절

영역은, 특별히 이에 제한되지 않으나 프로모터, 오퍼레이터 서열, 리보좀 결합 부위를 코딩하는 서열, 그리고

전사 및 해독의 종결을 조절하는 서열 등을 포함할 수 있다. 일 예로, 본래의 프로모터를 강력한 프로모터로 교

체시키는 것일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

공지된 강력한 프로모터의 예에는 CJ1 내지 CJ7 프로모터(미국등록특허 US 7662943 B2), lac 프로모터, trp 프[0082]

로모터, trc 프로모터, tac 프로모터, 람다 파아지 PR 프로모터, PL 프로모터, tet 프로모터, gapA 프로모터,

SPL7  프로모터, SPL13(sm3)  프로모터(미국등록특허 US 10584338  B2),  O2  프로모터(미국등록특허 US 10273491

B2), tkt 프로모터, yccA 프로모터 등이 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기 3) 폴리펩티드를 코딩하는 유전자 전사체의 개시코돈 또는 5'-UTR 지역을 코딩하는 염기서열 변형은, 예를[0083]

들면, 내재적 개시코돈에 비해 폴리펩티드 발현율이 더 높은 다른 개시코돈을 코딩하는 염기 서열로 치환하는

것일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

상기 4) 및 5)의 아미노산 서열 또는 폴리뉴클레오티드 서열의 변형은, 폴리펩티드의 활성을 강화하도록 상기[0084]

폴리펩티드의 아미노산 서열 또는 상기 폴리펩티드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 서열을 결실, 삽입, 비보존적

또는 보존적 치환 또는 이들의 조합으로 서열상의 변이 발생, 또는 더욱 강한 활성을 갖도록 개량된 아미노산

서열 또는 폴리뉴클레오티드 서열 또는 활성이 증가하도록 개량된 아미노산 서열 또는 폴리뉴클레오티드 서열로

의 교체일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 상기 교체는 구체적으로 상동재조합에 의하여 폴리뉴클레오

티드를 염색체내로 삽입함으로써 수행될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 이때 사용되는 벡터는 염색체 삽입

여부를 확인하기 위한 선별 마커 (selection marker)를 추가로 포함할 수 있다. 상기 선별 마커는 전술한 바와

같다.

상기 6) 폴리펩티드의 활성을 나타내는 외래 폴리뉴클레오티드의 도입은, 상기 폴리펩티드와 동일/유사한 활성[0085]

을 나타내는 폴리펩티드를 코딩하는 외래 폴리뉴클레오티드의 숙주세포 내 도입일 수 있다. 상기 외래 폴리뉴클

레오티드는 상기 폴리펩티드와 동일/유사한 활성을 나타내는 한 그 유래나 서열에 제한이 없다. 상기 도입에 이

용되는 방법은 공지된 형질전환 방법을 당업자가 적절히 선택하여 수행될 수 있으며, 숙주 세포 내에서 상기 도

입된 폴리뉴클레오티드가 발현됨으로써 폴리펩티드가 생성되어 그 활성이 증가될 수 있다.

상기 7) 폴리펩티드를 암호화하는 폴리뉴클레오티드의 코돈 최적화는, 내재 폴리뉴클레오티드가 숙주세포 내에[0086]

서 전사 또는 번역이 증가하도록 코돈 최적화한 것이거나, 또는 외래 폴리뉴클레오티드가 숙주세포 내에서 최적
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화된 전사, 번역이 이루어지도록 이의 코돈을 최적화한 것일 수 있다.

상기 8) 폴리펩티드의 삼차구조를 분석하여 노출 부위를 선택하여 변형하거나 화학적으로 수식하는 것은, 예를[0087]

들어 분석하고자 하는 폴리펩티드의 서열정보를 기지 단백질들의 서열정보가 저장된 데이터베이스와 비교함으로

써 서열의 유사성 정도에 따라 주형 단백질 후보를 결정하고 이를 토대로 구조를 확인하여, 변형하거나 화학적

으로 수식할 노출 부위를 선택하여 변형 또는 수식하는 것일 수 있다.

이와 같은 폴리펩티드 활성의 강화는, 상응하는 폴리펩티드의 활성 또는 농도 발현량이 야생형이나 변형 전 미[0088]

생물 균주에서 발현된 폴리펩티드의 활성 또는 농도를 기준으로 하여 증가되거나, 해당 폴리펩티드로부터 생산

되는 산물의 양의 증가되는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 미생물에서 폴리뉴클레오티드의 일부 또는 전체의 변형은 (a) 미생물 내 염색체 삽입용 벡터를 이용[0089]

한 상동 재조합 또는 유전자가위 (engineered  nuclease,  e.g.,  CRISPR-Cas9)을 이용한 유전체 교정 및/또는

(b) 자외선 및 방사선 등과 같은 빛 및/또는 화학물질 처리에 의해 유도될 수 있으나 이에 제한되지 않는다. 상

기 유전자 일부 또는 전체의 변형 방법에는 DNA 재조합 기술에 의한 방법이 포함될 수 있다. 예를 들면, 목적

유전자와 상동성이 있는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열 또는 벡터를 상기 미생물에 주입하여

상동 재조합(homologous recombination)이 일어나게 함으로써 유전자 일부 또는 전체의 결손이 이루어질 수 있

다. 상기 주입되는 뉴클레오티드 서열 또는 벡터는 우성 선별 마커를 포함할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아

니다. 

본 발명의 다른 하나의 양태는 서열번호 2의 296번째 위치에 상응하는 아미노산인 아스파르트산이 티로신으로[0091]

치환된, 서열번호 1로 기재된 아미노산 서열로 이루어진 FdrA 변이체 또는 상기 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레

오티드를 포함하는 에스케리치아(Escherichia) 속 미생물을 배지에서 배양하는 단계를 포함하는 숙신산 생산 방

법을 제공한다. 

본 발명의 생산 방법에서, FdrA 변이체, 폴리뉴클레오티드, 미생물 및 숙신산 등은 상기 다른 양태에서 기재한[0092]

바와 같다.

본 발명의 숙신산 생산방법은 본 발명의 변이체 또는 본 발명의 폴리뉴클레오티드 또는 본 발명의 벡터를 포함[0093]

하는 에스케리치아 속 미생물을 배지에서 배양하는 단계를 포함할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 일 예로, 본 발명의 미생물은 서열번호 2의 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함[0094]

하는 에스케리치아 속 미생물과 비교하여 숙신산 생산능이 증가된 미생물일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아

니다.

본 발명의 또 다른 일 예로, 본 발명의 미생물은 서열번호 2의 폴리펩티드 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티[0095]

드를 포함하는 에스케리치아 속 미생물과 비교하여 옥사메이트 생산능이 증가된 미생물일 수 있으나, 이에 제한

되는 것은 아니다.

본 발명에서, 용어 "배양"은 본 발명의 미생물을 적당히 조절된 환경 조건에서 생육시키는 것을 의미한다. 본[0096]

발명의 배양과정은 당업계에 알려진 적당한 배지와 배양조건에 따라 이루어질 수 있다. 이러한 배양 과정은 선

택되는 균주에 따라 당업자가 용이하게 조정하여 사용할 수 있다. 구체적으로 상기 배양은 회분식, 연속식 및/

또는 유가식일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 용어, "배지"는 본 발명의 미생물을 배양하기 위해 필요로 하는 영양물질을 주성분으로 혼합한 물[0097]

질을 의미하며, 생존 및 발육에 불가결한 물을 비롯하여 영양물질 및 발육인자 등을 공급한다. 구체적으로, 본

발명의 미생물의 배양에 사용되는 배지 및 기타 배양 조건은 통상의 미생물의 배양에 사용되는 배지라면 특별한

제한 없이 어느 것이나 사용할 수 있으나, 본 발명의 미생물을 적당한 탄소원, 질소원, 인원, 무기화합물, 아미

노산 및/또는 비타민 등을 함유한 통상의 배지 내에서 호기성 조건 하에서 온도, pH 등을 조절하면서 배양할 수

있다. 

본 발명에서 상기 탄소원으로는 글루코오스, 사카로오스, 락토오스, 프룩토오스, 수크로오스, 말토오스 등과 같[0098]

은  탄수화물;  만니톨,  소르비톨  등과  같은  당  알코올,  피루브산,  락트산,  시트르산  등과  같은  유기산;

글루탐산, 메티오닌, 리신 등과 같은 아미노산 등이 포함될 수 있다. 또한, 전분 가수분해물, 당밀, 블랙스트랩

당밀, 쌀겨울, 카사버, 사탕수수 찌꺼기 및 옥수수 침지액 같은 천연의 유기 영양원을 사용할 수 있으며, 구체

적으로는 글루코오스 및 살균된 전처리 당밀(즉, 환원당으로 전환된 당밀) 등과 같은 탄수화물이 사용될 수 있
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으며, 그 외의 적정량의 탄소원을 제한 없이 다양하게 이용할 수 있다. 이들 탄소원은 단독으로 사용되거나 2

종 이상이 조합되어 사용될 수 있으며, 이에 한정되는 것은 아니다.

상기 질소원으로는 암모니아, 황산암모늄, 염화암모늄, 초산암모늄, 인산암모늄, 탄산안모늄, 질산암모늄 등과[0099]

같은 무기질소원; 글루탐산, 메티오닌, 글루타민 등과 같은 아미노산, 펩톤, NZ-아민, 육류 추출물, 효모 추출

물, 맥아 추출물, 옥수수 침지액, 카세인 가수분해물, 어류 또는 그의 분해생성물, 탈지 대두 케이크 또는 그의

분해 생성물 등과 같은 유기 질소원이 사용될 수 있다. 이들 질소원은 단독으로 사용되거나 2 종 이상이 조합되

어 사용될 수 있으며, 이에 한정되는 것은 아니다.

상기 인원으로는 인산 제1칼륨, 인산 제2칼륨, 또는 이에 대응되는 소디움-함유 염 등이 포함될 수 있다. 무기[0100]

화합물로는 염화나트륨, 염화칼슘, 염화철, 황산마그네슘, 황산철, 황산망간, 탄산칼슘 등이 사용될 수 있으며,

그 외에 아미노산, 비타민 및/또는 적절한 전구체 등이 포함될 수 있다. 이들 구성성분 또는 전구체는 배지에

회분식 또는 연속식으로 첨가될 수 있다. 그러나, 이에 한정되는 것은 아니다.

또한, 본 발명의 미생물의 배양 중에 수산화암모늄, 수산화칼륨, 암모니아, 인산, 황산 등과 같은 화합물을 배[0101]

지에 적절한 방식으로 첨가하여, 배지의 pH를 조정할 수 있다. 또한, 배양 중에는 지방산 폴리글리콜 에스테르

와 같은 소포제를 사용하여 기포 생성을 억제할 수 있다. 또한, 배지의 호기 상태를 유지하기 위하여, 배지 내

로 산소 또는 산소 함유 기체를 주입하거나 혐기 및 미호기 상태를 유지하기 위해 기체의 주입 없이 혹은 질소,

수소 또는 이산화탄소 가스를 주입할 수 있으며, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 배양에서 배양온도는 20 내지 45℃ 구체적으로는 25 내지 40℃ 를 유지할 수 있고, 약 10 내지 160[0102]

시간 동안 배양할 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명의 배양에 의하여 생산된 숙신산은 배지 중으로 분비되거나 세포 내에 잔류할 수 있다.[0103]

본 발명의 또 다른 일 예로, 상기 숙신산은 글리세롤 발효에 의해 글리세롤을 소모하여 생산되는 것일 수 있으[0104]

나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 숙신산 생산방법은, 본 발명의 에스케리치아 속 미생물을 준비하는 단계, 상기 균주를 배양하기 위한[0105]

배지를 준비하는 단계, 또는 이들의 조합(순서에 무관, in any order)을, 예를 들어, 상기 배양하는 단계 이전

에, 추가로 포함할 수 있다. 

본 발명의 숙신산 생산방법은, 상기 배양에 따른 배지(배양이 수행된 배지) 또는 에스케리치아 속 미생물로부터[0106]

숙신산을 회수하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 상기 회수하는 단계는 상기 배양하는 단계 이후에 추가로 포

함될 수 있다.

상기 회수는 본 발명의 미생물의 배양 방법, 예를 들어 회분식, 연속식 또는 유가식 배양 방법 등에 따라 당해[0107]

기술 분야에 공지된 적합한 방법을 이용하여 목적하는 숙신산을 수집(collect)하는 것일 수 있다. 예를 들어,

원심분리, 여과, 결정화 단백질 침전제에 의한 처리(염석법), 추출, 초음파 파쇄, 한외여과, 투석법, 분자체 크

로마토그래피(겔여과), 흡착크로마토그래피, 이온교환 크로마토그래피, 친화도 크로마토그래피 등의 각종 크로

마토그래피, HPLC 또는 이들의 방법을 조합하여 사용될 수 있으며, 당해 분야에 공지된 적합한 방법을 이용하여

배지 또는 미생물로부터 목적하는 숙신산을 회수할 수 있다.

또한, 본 발명의 숙신산 생산방법은, 추가적으로 정제 단계를 포함할 수 있다. 상기 정제는 당해 기술분야에 공[0108]

지된 적합한 방법을 이용하여, 수행할 수 있다. 일 예에서, 본 발명의 숙신산 생산방법이 회수 단계와 정제 단

계를 모두 포함하는 경우, 상기 회수 단계와 정제 단계는 순서에 상관없이 연속적 또는 비연속적으로 수행되거

나, 동시에 또는 하나의 단계로 통합되어 수행될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 또 다른 하나의 양태는 본 발명의 변이체, 상기 변이체를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드, 상기 폴리뉴[0110]

클레오타이드를 포함하는 벡터 또는 본 발명의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 에스케리치아 속 미생물; 이를 배

양한 배지; 또는 이들 중 2 이상의 조합을 포함하는 숙신산 생산용 조성물을 제공하는 것이다.

본  발명의  조성물은  아미노산  생산용  조성물에  통상  사용되는  임의의  적합한  부형제를  추가로  포함할  수[0111]

있으며, 이러한 부형제는, 예를 들어 보존제, 습윤제, 분산제, 현탁화제, 완충제, 안정화제 또는 등장화제 등일

수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 조성물에서, 변이체, 폴리뉴클레오티드, 벡터, 균주, 배지 및 숙신산 등은 상기 다른 양태에서 기재[0112]
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한 바와 같다.

발명의 효과

본 발명의 FdrA의 변이체를 포함하는, 에스케리치아 속 미생물을 배양하는 경우, 기존 비변형 폴리펩티드를 갖[0114]

는 미생물에 비해 고수율의 숙신산 생산이 가능하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 단일염기변이가 도입된 대장균의 상대적 적합도를 나타낸 결과이다. [0116]

도 2는 글리세롤 발효 중 글리옥실레이트 경로를 통한 숙신산 생산 경로를 나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예에 의해 보다 상세하게 설명한다. 그러나 하기 실시예는 본 발명을 예시하기 위한 바람직[0117]

한 실시양태에 불과한 것이며 따라서, 본 발명의 권리범위를 이에 한정하는 것으로 의도되지는 않는다. 한편,

본 명세서에 기재되지 않은 기술적인 사항들은 본 발명의 기술 분야 또는 유사 기술 분야에서 숙련된 통상의 기

술자이면 충분히 이해하고 용이하게 실시할 수 있다.

실시예 1. 신규한 FdrA 변이체가 도입된 숙신산 생산 균주의 제작[0119]

실시예 1-1. 숙신산 생산능을 증가시키는 FdrA 변이 확인[0120]

숙신산 생산능이 증가된 미생물을 제작하기 위하여, 메탄생성균과의 공동배양에 의해 적응진화되어, 숙신산 생[0121]

산능이 향상된 대장균 KCTC  13592BP(KR  10-2128031  B1)  균주의 유전적 변화를 조사하여 Transient  Mutator

Multiplex Automated Genome Engineering(TM-MAGE)(Lennen RM et al. 2016. Nucleic Acids Res 44:e36.)을 통

해 숙신산 생산에 영향을 미치는 7개의 단일염기변이(dnaK  (chaperone  Hsp70,  A586E),  ybbP  (putative  ABC

transporter  permease,  W612R),  fdrA  (putative  NAD(P)-binding  acyl-CoA  synthetase,  D296Y),  pgpC

(phosphatidylglycero-phosphatase  C,  R91L),  yfjI  (uncharacterized  protein,  I384V),  cysN  (sulfate

adenylyl-transferase  subunit  1,  D171E),  rob  (right  oriC-binding  transcriptional  activator,  R156S))를

선별하였다.

이어서, 공지의 방법(KR 10-2128031 B1)을 참조하여, 야생형 대장균(39
th
 population) 및 상기 7개의 단일염기[0122]

변이가  각각  도입된  E.coli를  글리세롤을  이용한  숙신산  생산에  적응진화시키기  위해,　E.coli　와　

M.formicicum를 각 라운드마다 혐기성으로 39라운드까지 공동으로 계대배양하였다.

대조군(Ancestor)의 경우, E.coli　와　M.formicicum를 혐기성으로 96시간 동안 공동으로 계대배양하였다. 그[0123]

결과는 하기 표 1에 나타내었다. 
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표 1

[0125]

상기  표  1에  나타난  바와  같이,  상기  7개의  단일염기변이가  대장균의  숙신산  생산능을  증가시킴을[0127]

확인하였으며, 특히, FdrA 변이체(D296Y)의 경우, 숙신산 생산능 증가에 가장 큰 영향을 미침을 확인하였다.

또한, 대장균 균주의 상대적 적합성(relative fitness)은 균주와 모균주(Ancestor)를 공배양했을 때 경쟁적 성[0129]

장을 측정하여 평가하였다. 적합성은 3가지 조건(글리세롤(90mM)에서 대장균과 M. formicicum의 혐기성 공배양,

글리세롤(90mM) 및 DMSO(50mM)에서 대장균의 혐기성 단일 배양, LB 배지에서 대장균의 호기성 단일 배양). 혐기

성 배양은 96시간 동안 발효 배지(100ml)에 대해 수행하였다. LB(10 ml)에서의 호기성 배양은 대조군으로 사용

하였다.

배양 후, 박테리아 세포를 X-Gal(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside)  한천 플레이트에서 50[0130]

내지 100개 범위의 콜로니를 형성하도록 희석하였다. 두 개의 경쟁 균주는 흰색/파란색 집락으로 구별되었다.

조상 대장균(DlacZ) 균주는 흰색이었고 경쟁 균주는 파란색이었다. 상대 적합도(W)는 두 균주의 맬서스 매개변

수 비율을 사용하여 계산되었다. W = ln(Af/Ai)/ln(Bf/Bi), 여기서 A는 진화 또는 돌연변이 집단의 세포 밀도를

나타내고, B는 세포를 나타낸다. 조상 인구의 밀도 및 아래 첨자 i 및 f는 각각 초기 및 최종 밀도를 나타낸다

(1, 30, 31). W 값이 >1.0이면 대장균 개체군의 적합도가 조상에 비해 증가했음을 나타내고, W 값이 <1.0이면

적합도가 감소함을 나타낸다.

그 결과는 도 1에 나타내었다.[0131]

도 1에 나타난 바와 같이, 상기 7개의 단일염기변이가 도입된 대장균은 모균주에 비하여 상대적 적합성에 유의[0132]

미한 증가가 발견되지 않음을 확인하였다. 

실시예 1-2. 신규한 FdrA 변이체가 도입된 숙신산 생산 균주의 제작[0134]

상시 실시예 1-1에서 가장 높은 숙신산 생산을 나타낸 FdrA 변이체(D296Y)가 도입된 형질전환 대장균을 제작하[0135]

였다.

구체적으로, 공지의 TM-MAGE(transient mutator multiplex automated genome engineering) 방법(Lennen RM et[0136]

al. 2016. Nucleic Acids Res 44:e36.)을 이용하여 제작하였다. TM-MAGE용 올리고뉴클레오티드는 MODEST(Bonde

MT et al. 2014. Nucleic Acids Res 42:W408-W415.)를 사용하여 설계되었으며 15bp 최소 말단 상동성과 50bp

긴 삽입 말단 상동성을 포함하는 90bp 길이로 설정되었다. 차세대 염기서열분석(NGS)으로 분석한 조상 대장균을

TM-MAGE의 스타터 균주로 사용하였고, 플라스미드 pMA7-SacB(Addgene, USA)를 사용하여 조상 대장균을 형질전환

시켰다. pMA7-SacB를 보유하는 E.  coli를 100mg/ml  암피실린 및 0.5mM  MgSO4를 함유하는 LB(Lennox,  Sigma-

Aldrich, USA)에서 37℃에서 180rpm으로 진탕하면서 밤새 성장시켰다. 본 배양액에 1% 하룻밤 배양액을 동일한
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배지에 접종하고 동일한 조건에서 배양하였다. OD600이 0.4 ~ 0.6이 되면 최종 농도가 0.2%(wt/vol)가 되도록

Larabinose를  첨가하고  10분간  배양을  계속한  후  얼음  위에서  15분간  배양하였다.  Combi  514-R

원심분리기(한일, 대한민국)로 4°C에서 5분간 4,000 ㎍에서 균체를 채취하고, 냉각된 증류수(30ml, 1ml, 1ml)

로 3회 세척하고 냉각된 증류수 200ml로 최종 재현탁하여 농축하였다. 이어서, 컴피턴트 세포(50ml)와 MAGE 올

리고뉴클레오티드(0.5ml,  50pmol)의  혼합물을  MicroPulser(Bio-Rad,  USA)를  사용하여  전기천공하였고,  100

mg/ml 암피실린 및 0.5 mM MgSO4를 함유하는 LB(미국 시그마-알드리치 소재의 레녹스)에 재현탁하고, 한천 플레

이트에 도말하였다. 개별 콜로니는 다중 대립유전자 특이적 콜로니(MASC) PCR에 의해 선택되었다. 플라스미드

경화를 위해 수크로스 플레이트(10g/리터 트립톤, 5g/리터 효모 추출물, 15g/리터 한천 및 5% [wt/vol] 수크로

스)에 양성 콜로니를 줄무늬로 제작하였다. 이어서, DNA 시퀀싱(Cosmogenetech, 대한민국)에 의해 게놈의 성공

적인 점 돌연변이를 확인하였다.

상기 FdrA 변이체(D296Y)가 도입된 형질전환 대장균은 Escherichia coli fdrAD296Y로 명명하였으며, 부다페스[0137]

트 조약 하의 국제기탁기관인 한국생명공학연구원 생물자원센터(KCTC)에 국제 기탁하여, 2021년 11월 30일 자로

기탁번호 KCTC 14806BP 를 부여 받았다.

실시예 2. 신규한 FdrA 변이체가 도입된 숙신산 생산 균주의 숙신산 생산능 평가[0139]

상기 실시예 1-2에서 제작된 FdrA 변이체(D296Y)가 도입된 형질전환 대장균을 이용하여 본 발명의 FdrA 변이체[0140]

(D296Y)의 기능 및 유전적 변이가 숙신산 생산에 미치는 영향을 분석하였다.

먼저, fdrA의 프로모터 영역은 lacZ 리포터 유전자와 융합되었고, 가능한 이펙터(유도자)는 β-갈락토시다제 분[0142]

석에 의해 탐색되었다.

구체적으로,  fdrA  프로모터  영역과  lacZ의  융합은  리포터  유전자  융합  플라스미드  pJL29를  사용하여[0143]

구성되었다. fdrA  프로모터 영역은 E. coli  MG1655  게놈 DNA로부터 프라이머 fdrA_SalI(59-CGG CAT TGT CGA

CAT GTA AA-39) 및 fdrA_HindIII(59-CCT CTT CAA GCT TCT GCA TA-39)를 사용하여 증폭되었다. 상응하는 단편은

fdrA의 완전한 상류 조절 영역을 덮었고 리포터 유전자 융합 플라스미드 pJL29의 상응하는 제한 부위로 클로닝

되었다. fdrA-lacZ 유전자 융합을 사용하여 lacZ 결핍 균주인 E. coli MC4100을 형질전환시켰다.

상기 형질전환 대장균 MC4100은 혐기성 조건에서 글리세롤 (50 mM) 및 DMSO (50 mM)가 포함된 M9 배지에서 성장[0144]

하였다(Kim OB, Unden G. 2007. J Bacteriol 189:1597-1603.). 배양물은 20 mM 알란토인(allantoin), 옥사메이

트(oxamate), NH4Cl 또는 옥사레이트(oxalate|)를 이펙터(effector)로 포함한다. β-갈락토시다제 활성은 공지

된 방법(Miller JH. 1992. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor. NY.)으로 측정하였다.

empty lacZ fusion plasmid pJL2의 β-갈락토시다제 활성은 각 배양 조건에서 측정되어 빈 값(blank value)으

로서 사용되었다. 그 결과는 하기 표 2에 나타내었다.

표 2

[0146]

상기 표 2에 나타난 바와 같이, 혐기성 조건에서 알란토인은 fdrA의 전사를 크게 증가시켰지만 옥사메이트와 옥[0148]

살레이트는 유전자 발현에 영향을 미치지 않음을 확인하였다. 따라서 FdrA는 혐기성 알란토인 분해에 역할을 하

지만 옥사메이트, 숙신산 및 옥살레이트는 기질이 되지 않음을 확인하였다.
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이어서, FdrA 변이체에서 유전적 변이가 숙신산 생산에 미치는 영향을 분석하였다.[0150]

구체적으로, 각각의 대장균 MG1655(야생형 균주(ancestor), fdrA 결실(△fdrA), fdrA 결실 및 pNTR-SD::fdrA[0151]

포함(△fdrApNTR-SD::fdrA), fdrA 변이(fdrAD296Y))은 혐기성 조건에서 글리세롤 (50 mM), DMSO (50 mM) 및 알란

토인 (20 mM)이 포함된 M9 배지에서 72시간 동안 성장하였다. 알란토인은 단일 질소원으로 사용되었다. 그 결과

는 하기 표 3에 나타내었다.

표 3

[0153]

상기 표 3 및 도 2에 나타난 바와 같이, 야생형 균주에서 대부분의 알란토인은 옥사메이트(~80%)로 분해되고 일[0155]

부는 옥살레이트(~20%)로 분해되고, △fdrA 균주에서는 옥사메이트가 생성되지 않으며, 옥살산 분획이 증가함을

확인하였다. 또한, fdrA 클로닝된 플라스미드(pNTR-SD::fdrA)는 옥살레이트 생성 감소와 함께 옥사메이트 생성

을 보완할 수 있음을 확인하였다. 이는 FdrA가 옥사메이트 생성 단계를 촉매하고 옥살산염이 대사 맥락에서 옥

사메이트 생성의 대체 경로와 연결되어 있음을 시사하는 것이다.

특히, fdrA 변이체(D296Y)에서, 숙신산 생산이 비변이체에 비하여 약 61% 증가하였고, 거의 모든 알란토인이 옥[0156]

사메이트로 분해되었음을 확인하였다. 이는 D296Y 변이가 효소 활성을 향상시켜 옥사메이트를 생성하거나 기질

친화도를 증가시킨다는 것을 시사하는 것이며, 옥사메이트 생성의 25% 증가는 본 발명의 변이체에서 숙신산 생

성능을 증가시키는 직접적인 원인임을 확인하였다.

요약하면, 본 발명자들은 fdrA이 알란토인(옥살루레이트)을 옥사메이트로 분해하는 역할을 하는 효소를 암호화[0157]

함을 최초로 발견하였다. 이에 따라 본 발명의 FdrA(D296Y) 변이체는 알란토인의 옥사메이트로의 전환을 가속화

하여 숙신산 생산을 향상시킴을 확인하였으며, 그 경로는 도 2에 나타내었다.

이상의 설명으로부터, 본 발명이 속하는 기술분야의 당업자는 본 발명이 그 기술적 사상이나 필수적 특징을 변[0159]

경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 실시될 수 있다는 것을 이해할 수 있을 것이다. 이와 관련하여, 이상에서

기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적인 것이 아닌 것으로 이해해야만 한다. 본 발명의 범위

는 상기 상세한 설명보다는 후술하는 특허 청구범위의 의미 및 범위 그리고 그 등가 개념으로부터 도출되는 모

든 변경 또는 변형된 형태가 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 해석되어야 한다.

수탁번호

[0161]

기탁기관명 : 한국생명공학연구원

수탁번호 : KCTC14806BP

수탁일자 : 20211130
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<211>    555

<212>    PRT

<213>    Unknown

<220><223>    FdrA variant

<400>    1

Met Ile His Ala Phe Ile Lys Lys Gly Cys Phe Gln Asp Ser Val Ser

  1               5                  10                  15 

Leu Met Ile Ile Ser Arg Lys Leu Ser Glu Ser Glu Asn Val Asp Asp

             20                  25                  30 

Val Ser Val Met Met Gly Thr Pro Ala Asn Lys Ala Leu Leu Asp Thr

         35                  40                  45 

Thr Gly Phe Trp His Asp Asp Phe Asn Asn Ala Thr Pro Asn Asp Ile

     50                  55                  60 

Cys Val Ala Ile Arg Ser Glu Ala Ala Asp Ala Gly Ile Ala Gln Ala

 65                  70                  75                  80 

Ile Met Gln Gln Leu Glu Glu Ala Leu Lys Gln Leu Ala Gln Gly Ser

                 85                  90                  95 

Gly Ser Ser Gln Ala Leu Thr Gln Val Arg Arg Trp Asp Ser Ala Cys

            100                 105                 110 

Gln Lys Leu Pro Asp Ala Asn Leu Ala Leu Ile Ser Val Ala Gly Glu

        115                 120                 125 

Tyr Ala Ala Glu Leu Ala Asn Gln Ala Leu Asp Arg Asn Leu Asn Val

    130                 135                 140 

Met Met Phe Ser Asp Asn Val Thr Leu Glu Asp Glu Ile Gln Leu Lys

145                 150                 155                 160 

Thr Arg Ala Arg Glu Lys Gly Leu Leu Val Met Gly Pro Asp Cys Gly

                165                 170                 175 

Thr Ser Met Ile Ala Gly Thr Pro Leu Ala Phe Ala Asn Val Met Pro

            180                 185                 190 

Glu Gly Asn Ile Gly Val Ile Gly Ala Ser Gly Thr Gly Ile Gln Glu

        195                 200                 205 

Leu Cys Ser Gln Ile Ala Leu Ala Gly Glu Gly Ile Thr His Ala Ile
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    210                 215                 220 

Gly Leu Gly Gly Arg Asp Leu Ser Arg Glu Val Gly Gly Ile Ser Ala

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Ala Leu Glu Met Leu Ser Ala Asp Glu Lys Ser Glu Val Leu

                245                 250                 255 

Ala Phe Val Ser Lys Pro Pro Ala Glu Ala Val Arg Leu Lys Ile Val

            260                 265                 270 

Asn Ala Met Lys Ala Thr Gly Lys Pro Thr Val Ala Leu Phe Leu Gly

        275                 280                 285 

Tyr Thr Pro Ala Val Ala Arg Tyr Glu Asn Val Trp Phe Ala Ser Ser

    290                 295                 300 

Leu Asp Glu Ala Ala Arg Leu Ala Cys Leu Leu Ser Arg Val Thr Ala

305                 310                 315                 320 

Arg Arg Asn Ala Ile Ala Pro Val Ser Ser Gly Phe Ile Cys Gly Leu

                325                 330                 335 

Tyr Thr Gly Gly Thr Leu Ala Ala Glu Ala Ala Gly Leu Leu Ala Gly

            340                 345                 350 

His Leu Gly Val Glu Ala Asp Asp Thr His Gln His Gly Met Met Leu

        355                 360                 365 

Asp Ala Asp Ser His Gln Ile Ile Asp Leu Gly Asp Asp Phe Tyr Thr

    370                 375                 380 

Val Gly Arg Pro His Pro Met Ile Asp Pro Thr Leu Arg Asn Gln Leu

385                 390                 395                 400 

Ile Ala Asp Leu Gly Ala Lys Pro Gln Val Arg Val Leu Leu Leu Asp

                405                 410                 415 

Val Val Ile Gly Phe Gly Ala Thr Ala Asp Pro Ala Ala Ser Leu Val

            420                 425                 430 

Ser Ala Trp Gln Lys Ala Cys Ala Ala Arg Leu Asp Asn Gln Pro Leu

        435                 440                 445 

Tyr Ala Ile Ala Thr Val Thr Gly Thr Glu Arg Asp Pro Gln Cys Arg

    450                 455                 460 
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Ser Gln Gln Ile Ala Thr Leu Glu Asp Ala Gly Ile Ala Val Val Ser

465                 470                 475                 480 

Ser Leu Pro Glu Ala Thr Leu Leu Ala Ala Ala Leu Ile His Pro Leu

                485                 490                 495 

Ser Pro Ala Ala Gln Gln His Thr Pro Ser Leu Leu Glu Asn Val Ala

            500                 505                 510 

Val Ile Asn Ile Gly Leu Arg Ser Phe Ala Leu Glu Leu Gln Ser Ala

        515                 520                 525 

Ser Lys Pro Val Val His Tyr Gln Trp Ser Pro Val Ala Gly Gly Asn

    530                 535                 540 

Lys Lys Leu Ala Arg Leu Leu Glu Arg Leu Gln

545                 550                 555

<210>    2

<211>    555

<212>    PRT

<213>    Escherichia coli

<400>    2

Met Ile His Ala Phe Ile Lys Lys Gly Cys Phe Gln Asp Ser Val Ser

  1               5                  10                  15 

Leu Met Ile Ile Ser Arg Lys Leu Ser Glu Ser Glu Asn Val Asp Asp

             20                  25                  30 

Val Ser Val Met Met Gly Thr Pro Ala Asn Lys Ala Leu Leu Asp Thr

         35                  40                  45 

Thr Gly Phe Trp His Asp Asp Phe Asn Asn Ala Thr Pro Asn Asp Ile

     50                  55                  60 

Cys Val Ala Ile Arg Ser Glu Ala Ala Asp Ala Gly Ile Ala Gln Ala

 65                  70                  75                  80 

Ile Met Gln Gln Leu Glu Glu Ala Leu Lys Gln Leu Ala Gln Gly Ser

                 85                  90                  95 

Gly Ser Ser Gln Ala Leu Thr Gln Val Arg Arg Trp Asp Ser Ala Cys

            100                 105                 110 

Gln Lys Leu Pro Asp Ala Asn Leu Ala Leu Ile Ser Val Ala Gly Glu
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        115                 120                 125 

Tyr Ala Ala Glu Leu Ala Asn Gln Ala Leu Asp Arg Asn Leu Asn Val

    130                 135                 140 

Met Met Phe Ser Asp Asn Val Thr Leu Glu Asp Glu Ile Gln Leu Lys

145                 150                 155                 160 

Thr Arg Ala Arg Glu Lys Gly Leu Leu Val Met Gly Pro Asp Cys Gly

                165                 170                 175 

Thr Ser Met Ile Ala Gly Thr Pro Leu Ala Phe Ala Asn Val Met Pro

            180                 185                 190 

Glu Gly Asn Ile Gly Val Ile Gly Ala Ser Gly Thr Gly Ile Gln Glu

        195                 200                 205 

Leu Cys Ser Gln Ile Ala Leu Ala Gly Glu Gly Ile Thr His Ala Ile

    210                 215                 220 

Gly Leu Gly Gly Arg Asp Leu Ser Arg Glu Val Gly Gly Ile Ser Ala

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Ala Leu Glu Met Leu Ser Ala Asp Glu Lys Ser Glu Val Leu

                245                 250                 255 

Ala Phe Val Ser Lys Pro Pro Ala Glu Ala Val Arg Leu Lys Ile Val

            260                 265                 270 

Asn Ala Met Lys Ala Thr Gly Lys Pro Thr Val Ala Leu Phe Leu Gly

        275                 280                 285 

Tyr Thr Pro Ala Val Ala Arg Asp Glu Asn Val Trp Phe Ala Ser Ser

    290                 295                 300 

Leu Asp Glu Ala Ala Arg Leu Ala Cys Leu Leu Ser Arg Val Thr Ala

305                 310                 315                 320 

Arg Arg Asn Ala Ile Ala Pro Val Ser Ser Gly Phe Ile Cys Gly Leu

                325                 330                 335 

Tyr Thr Gly Gly Thr Leu Ala Ala Glu Ala Ala Gly Leu Leu Ala Gly

            340                 345                 350 

His Leu Gly Val Glu Ala Asp Asp Thr His Gln His Gly Met Met Leu

        355                 360                 365 

Asp Ala Asp Ser His Gln Ile Ile Asp Leu Gly Asp Asp Phe Tyr Thr
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    370                 375                 380 

Val Gly Arg Pro His Pro Met Ile Asp Pro Thr Leu Arg Asn Gln Leu

385                 390                 395                 400 

Ile Ala Asp Leu Gly Ala Lys Pro Gln Val Arg Val Leu Leu Leu Asp

                405                 410                 415 

Val Val Ile Gly Phe Gly Ala Thr Ala Asp Pro Ala Ala Ser Leu Val

            420                 425                 430 

Ser Ala Trp Gln Lys Ala Cys Ala Ala Arg Leu Asp Asn Gln Pro Leu

        435                 440                 445 

Tyr Ala Ile Ala Thr Val Thr Gly Thr Glu Arg Asp Pro Gln Cys Arg

    450                 455                 460 

Ser Gln Gln Ile Ala Thr Leu Glu Asp Ala Gly Ile Ala Val Val Ser

465                 470                 475                 480 

Ser Leu Pro Glu Ala Thr Leu Leu Ala Ala Ala Leu Ile His Pro Leu

                485                 490                 495 

Ser Pro Ala Ala Gln Gln His Thr Pro Ser Leu Leu Glu Asn Val Ala

            500                 505                 510 

Val Ile Asn Ile Gly Leu Arg Ser Phe Ala Leu Glu Leu Gln Ser Ala

        515                 520                 525 

Ser Lys Pro Val Val His Tyr Gln Trp Ser Pro Val Ala Gly Gly Asn

    530                 535                 540 

Lys Lys Leu Ala Arg Leu Leu Glu Arg Leu Gln

545                 550                 555

<210>    3

<211>    1668

<212>    DNA

<213>    Escherichia coli

<400>    3

atgatccacg cctttattaa aaaagggtgt tttcaggatt cggtcagttt aatgattatt         60

tcacgaaaac tcagcgaatc agaaaatgtt gatgatgttt ccgtaatgat gggtacgccc        120

gccaataaag cgttattaga taccacaggt ttctggcatg acgattttaa taacgccacg        180
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ccgaacgata tttgcgtggc aattcgtagc gaagcggcgg atgcggggat cgcgcaggcg        240

attatgcagc agcttgaaga ggcgctaaaa caactggcgc aggggtcagg cagcagccag        300

gcgttgacgc aggtgcgtcg ctgggacagt gcctgtcaga aattacccga tgccaatctg        360

gcgctgattt cagtggctgg cgagtatgcg gcggagctgg caaaccaggc gctggatcgc        420

aacctcaacg tgatgatgtt ctccgataac gtcacgctgg aagatgaaat ccaacttaaa        480

acccgcgcgc gggaaaaagg cttgctggtg atggggccgg actgcggtac gtcgatgatt        540

gccggcacac cgctggcttt tgctaacgtg atgccggaag gcaatattgg cgtcattggc        600

gcttccggta ccgggattca ggagctgtgt tcgcagattg cgctggcagg ggagggaatt        660

actcacgcga ttggccttgg cgggcgcgac ctcagccgtg aagtgggcgg catcagtgcg        720

ctaacagcgc tggaaatgct cagtgcagac gagaaaagcg aagtgctggc atttgtttca        780

aaaccacctg ccgaagctgt gcgtctgaaa attgttaatg ccatgaaagc aaccggcaaa        840

ccgacggtgg cgctgttttt aggttatacc ccggcggtgg cccgcgacga gaatgtctgg        900

tttgcctcct cgctggatga ggccgcacgc ctggcttgcc tgctttcacg cgtcacggcg        960

cgacgtaacg caatagcgcc tgtcagcagc ggatttattt gcggtttgta taccggcggt       1020

acgctggctg ccgaagcggc gggattactt gccggacacc ttggcgtgga agccgacgat       1080

acccatcaac atggcatgat gctggacgcc gatagccacc agattattga cctcggcgat       1140

gatttctaca ccgtcgggcg tccccatccg atgatcgacc caaccttacg caaccagtta       1200

attgccgatc tcggcgctaa accgcaagtg cgcgtgttgc tgcttgatgt cgtgattggc       1260

ttcggtgcga ccgccgatcc tgccgcctcg ctggtgagcg cctggcaaaa agcctgtgcc       1320

gcgcgtttag ataatcaacc actgtatgcc attgccacgg tgacaggcac tgaacgtgac       1380

ccgcaatgcc gctcgcagca aatcgccacg ctggaagatg cggggattgc ggtcgtgagt       1440

tcgctaccgg aagccacctt gctggcggca gcgttaattc atccgctctc gcctgccgca       1500

cagcaacaca caccgtcatt actggaaaac gtcgccgtga ttaacatcgg attacgcagc       1560

tttgcgctgg agctacaaag cgccagcaaa ccggttgtgc attaccaatg gtcgccagtc       1620

gccggtggca ataaaaaact ggctcgttta ttagaacgtt tgcaataa                    1668

공개특허 10-2023-0095181

- 24 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	청구범위
	발명의 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결하려는 과제
	과제의 해결 수단
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1
	도면2

	서 열 목 록



문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
청구범위 3
발명의 설명 4
 기 술 분 야 4
 배 경 기 술 4
 발명의 내용 4
  해결하려는 과제 4
  과제의 해결 수단 5
  발명의 효과 14
 도면의 간단한 설명 14
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 14
도면 18
 도면1 18
 도면2 18
서 열 목 록 18
