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요약

    
본 발명은 안정화된 형태로 금속 프로테아제 효소를 사용, 저장 및 이송하는 방법에 관한 것으로, N-가림 아미노산이 
프로테아제를 함유하는 수용액 또는 슬러리내 존재하거나 첨가되며 상기 금속 프로테아제는 N-가림 아미노 상의 존재
에 의해 안정화되어지고 금속 프로테아제의 불활성화가 억제되고 효소의 열안정성 및 저장 안정성이 명백히 개선되어
지며 N-벤질옥시카르보닐아미노산과 같은 N-가림 아미노산을 금속 프로테아제에 첨가함에 의하여 효소는 과량의 C
a 이온의 부재시에서조차 안정화될 수 있는 결과 장기간 동안 금속 프로테아제의 저장은 가능해지고 액체 효소의 이송 
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및 저장이 수월해지는 것을 특징으로 한다.
    

명세서

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

    발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 안정화된 형태로 금속 프로테아제 효소를 사용, 저장 및 이송하는 방법에 관한 것으로, 보다 구체적으로는 효
소를 함유하는 수용액내에서 상기 효소를 사용, 저장 및 이송하는 방법 및 안정화된 효소 조성물에 관한 것이다. 본 발
명은 또한 안정화된 효소 조성물에 관련되어 있다.

프로테아제는 식품 산업 및 세제의 여러 가지 다양한 분야에서 사용된다. 프로테아제가 수용액 또는 슬러리에서 사용되
는 경우에, 자발적인 자기 분해 또는 변성(pH, 온도, 등)에 기인하여 그의 활성을 잃는다는것이 공지되어 있다.

최근에, 디펩티드 감미료 아스파탐이 " 써모리신(thermolysin)" (다이와 케미칼 캄퍼니 제조.)과 같은 (중성) 금속 프
로테아제에 의해 촉매작용이 이루어지는 축합 반응(K. 오야마, 바이오인더스트리, Vol. 2, No. 9, pp. 5 - 11, 1985)
을 사용해서 개발된다. 그 결과, 프로테아제, 구체적으로 금속 프로테아제는 공업분야에서 펩티드용 합성제로 중요해졌
다. 그러나, 상기 효소들은 효소들이 장기간 수용액 또는 슬러리내에서 사용되거나 저장될 적에 안정하지 않다.

    
(금속) 프로테아제는 분말로서 시장에서 판매된다. 분말 효소는 수월하게 에어로졸을 형성하는 결과 이들이 점막에 점
착될 적에 목 및 눈의 염증을 일으킬 수 있기 때문에 안정성 문제가 있다. 또한 알레르기 효과가 일어날 수 있다. 최근
에, 그 결과, (금속)프로테아제 효소는 그것을 다루는 데 있어서의 안정성의 문제 때문에 액체 생성물 또는 슬러리로 다
루어진다. 그러나 효소 그 자체의 안정성 때문에, 이러한 액체 효소 또는 효소의 슬러리는 낮은 온도에서 사용, 이송 및 
저장으로 다루어져야 하며, 이것은 일반적으로 보다 높은 비용(낮은 온도에서의 저장, 활성도의 감소, 등)을 야기한다.
    

    
더우기, 금속 프로테아제 효소가 α-L-아스파르틸-L-페닐 알라닌 메틸 에스테르(이후 " 아스파탐" 또는 " APM" 이
라 함)의 제조 방법인 N-벤질옥시-카르보닐-L-아스파르트산(이후, " Z-Asp" 라 함.)과 L- 또는 DL- 페닐알라닌 
메틸 에스테르(이후 " PM" 이라 함)의 커플링 반응에 사용될 적에, 활성 효소 농도의 감소는 효소의 안정성의 문제외
에 부가 생성물인 N-벤질옥시 카르보닐 아스파르틸-페닐알라닌 메틸 에스테르(이후 " Z-APM.PM" , 예컨대, " Z-
APM.DPM" 이라 함)의 결정에 효소의 흡착에 의해서도 야기되어진다.
    

바실러스 써모프로테오리티쿠스 로코(Bacillus thermoproteolyticus Rokko)로부터 제조된 " 써모리신" 과 같은 금속
프로테아제가 용액이나 슬러리 형태로 저장되거나 사용되는 경우에 특정 농도의 칼슘 이온이 존재하지 않는다면 효소
가 재빠르게 비활성화 된다는 것이 공지되어 있다. 그러나, 덕트 라인 및 탱크의 여러가지 부품에 탄산칼슘에 기인하여 
칼슘이온 스케일링이 생기게 되면 종종 효소의 실제적 이용에 주목할만한 나쁜 효과를 자주 가질 것이다.

본 발명의 목적은 스케일링을 일으킴이 없이 안정화된 형태로 금속 프로테아제 또는 유사한 프로테아제 효소를 사용, 
저장 및 이송하는 방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 반응 생성물 결정상에 효소(Z-APM.(D)PM)의 흡착을 억제함에 의해 이루어질 수 있는 회
수율을 개선하는 방법에 관한 것이다.
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본 발명에 따라서, N-가림 아미노산(이후, " NPAA" 라 함)의 존재 또는 첨가는 효소의 열 안정성 및 저장 안정성을 
주목할만하게 개선하여 금속 프로테아제 효소의 불활성화를 억제하는 것에 효과적이다. 구체적으로, N- 벤질옥시카르
보닐-아미노산(이후, " NZAA" 라함)의 효과가 주목할만하다. 부가적으로 이 발명에 따른 금속프르테아제는 과량의 
칼슘이온이 없어도 NPAA의 존재나 첨가에 의해 현저하게 안정화 될 수 있다. 이 발명의 목적은 수용액 또는 슬러리에 
포함되어 있는 프로테아제가 N-가림 아미노산을 첨가하거나 가지고 있음에 의해서 실현될 수 있다.
    

더욱더, 슬러리의 존재하 교반에 기인한 금속 프로테아제 효소의 불활성화는 NAA의 존재 또는 첨가에 의해서 주목할
만하게 감소된다. 이점은 본 발명의 다른 특징적인 형태이다.

더욱더, 본원발명에 따라서 금속 프로테아제는 이러한 효소가 Z-Asp 및 PM사이의 커플링 반응내에서 사용될 적에 N
PAA의 존재에 의해 주목할만하게 안정화 될 수 있고, 회수율도 개선될 수 있다.

    
특히, 본 발명은 NPAA의 존재하에서 금속 프로테아제 용액 또는 슬러리를 저장하거나 처리하기 위해 유리하게 사용될 
수 있거나, 특히 아스파탐의 제조에 있어서 아미노산의 효소에 의한 커플링 동안에 이 안정화 효과를 이용할 수 있다. 
본 발명에 따라서, 금속 프로테아제 효소의 저장 안정성 및 금속 프로테아제 효소의 회수율은 소량의 NPAA에 의하여 
매우 개선될 수 있다. 따라서, 저장시 상기 효소의 활성도의 감소는 매우 작기 때문에 장기간동안 이러한 효소의 사용 
또는 저장이 가능해질 뿐만 아니라 금속 프로테아제 효소의 회수율의 개선도 이루어질 수 있다. 이것은 특히 비싼 효소
를 이용할 때 경제적으로 적합하다.
    

하기에서, 본 발명은 보다 상세하게 설명될 것이다.

    
본 발명의 방법에 의해 처리되어지는 금속 프로테아제는 특정하게 한정되지는 않지만, 써모리신-같은 (중성) 프로테아
제가 특히 효과적으로 영향받는다. 금속 프로테아제로서, 예컨대, 바실루스 프로테올리쿠스(Bacillus proteolyticus) 
또는 바실루스 스테아로테르모필루스(Bacillus stearothermophilus)에 의해 제조된 것 또는 다른 숙주내 그의 유전자
를 발현시킴에 의해 제조되는 것이 참조될 수 있다. 본 발명에서 사용되는 효소 용액 또는 슬러리는 많은 불순물 또는 
정제된 것을 함유하는 조야한 것일 수 있다.
    

본 발명의 방법에서 안정화 첨가제로 사용되는 NPAA는 NPAA의 나트륨 염과 같은 염 형태 또는 NPAA결정 형태일 
수 있다. 바람직스럽다면, 여러가지 NPAA를 함유하는 용액 또는 슬러리 또는 여러가지 NPAA로 구성된 혼합물이 또
한 사용될 수 있다. 그러나, NPAA가 특히 한정되지는 않는다. NPAA에 의해 야기되어지는 효과는 기타 아미노산 같은 
유기 물질 또는 무기 물질의 존재에 기인하여 전혀 악화되지 않는다.

NPAA내 AA는 모두 자연의 L- 아미노산일 수 있지만 또한 D-아미노산일 수 있고 AA의 산 그룹은 벤질 에스테르와 
같은 에스테르 그룹 형태일 수 있다.

    
NPAA의 N-가림 그룹으로서, 예컨대, 벤질 옥시 카르보닐(Z), 터셔리부틸옥시카르보닐(BOC), 포르밀(F), p-메톡시
벤질옥시카르보닐(pMZ)가 적합하다. 특히, 벤질옥시카르보닐-가림 아미노산(ZAA's)은 매우 우수한 안정화 효과를 
나타낸다는 것이 알려져 있다. 5시간동안 50℃의 저장 조건하 NZAA의 존재하에서 효소 유지 백분율은 90%이상 높은 
반면에 NZAA의 부재시는 대략 32%이다. NZAA의 예로서, 아미노산이 L-아스파르트산인 N-벤질옥시카르보닐-L-
아스파르트산(이하, Z-Asp이라 함), 아미노산이 L-글루탐산인 N-벤질옥시카르보닐-L-글루탐산(이후, Z-Glu라 
함), 아미노산이 페닐알라닌인 N-벤질옥시카르보닐-L-페닐 알라닌(이후, Z-Phe라 함), 및 아미노산이 글리신인 N
-벤질옥시카르보닐글리신(이후, Z-Gly라 함)이라 불린다.
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어떠한 과량의 칼슘 이온도 가지지 않는 시스템에서, 5시간 동안 40℃의 저장 조건하 NPAA의 부재하 효소 유지량은 
대략 44%이다. 동일 시스템에서, 그러나, 금속 프로테아제 효소의 불활성화는 NPAA첨가에 의해 명백히 억제된다. 구
체적으로, NZAA가 상기 시스템에 첨가될 적에, 거의 어떠한 프로테아제 불활성화도 일어나지 않았다. 결과는 금속 프
로테아제 효소 용액은 NPAA의 존재에 기인하여 저장시 매우 안정하거나 장기간동안 실온 또는 보다 높은 온도에서 사
용될 수 있다. 그 결과, NPAA의 첨가는 값비싼 효소를 처리하고 다를 때에 경제적으로 매우 적합하다. 본 발명에 따라
서, 금속 프로테아제 효소는 심지어 과량의 칼슘 이온의 부재시에서조차 다를 때에 매우 안정하다. 그 결과, 본 발명은 
스케일링과 같은 칼슘 이온에 의해 야기되어지는 문제를 방지하는 것에 또한 매우 적합하다.
    

    
일본 특허 출원 제 62269689호에서는 키모스타틴 또는 Z-Phe와 같은 가액 억제제의 특정양을 첨가함에 의해 세제로 
유용한 알칼리프로테아제의 안정화를 언급하는 것이 공지되어 있다. 본 발명의 발명자들은 그러나, 당기술분야에 따라 
효소에 의한 APM-합성에서 이용될 수 있는 파파인, 키모트립신 또는 서브스틸리신(이들 모두는 금속 프로테아제가 
아님)와 같은 다른 효소들에게 NPAA(N-가림 아미노산)을 첨가하는 것은 어떠한 효소의 어떤 의미있는 안정화가 일
어나지 않는다는 것을 발견하였다.
    

또한, 금속 프로테아제 효소가 Z-Asp 및 PM 사이의 커플링 반응을 위해 사용될 수 있을 적에, 낮은 효소 회수율은 효
소 수용액 또는 슬러리내 NPAA의 존재에 의해 매우 개선될 수 있다.

본 발명에 따라 효소를 저장하고 이송하기 위한 금속 프로테아제 효소의 수용액 또는 슬러리내 존재하는 NPAA의 몰농
도는 상기 효소의 농도의 30배이상, 바람직스럽기로는 효소 농도의 50배 이상이어야만 한다.

달리, 금속 프로테아제 효소가 Z-Asp 및 PM사이의 커플링 반응을 위해 사용되고 Z-Asp가 NPAA로서 사용될 적에, 
커플링 반응 후 효소의 수용액 또는 슬러리내 존재해야만 하는 Z-Asp의 몰농도는 상기 효소 농도의 500배이고 바람
직스럽기로는 상기 효소 농도의 1000배이다. 일반적으로, 이것은 Z-Asp농도는 l5mmol/l, 바람직스럽기로는 3Omm
ol/l 이상이어야만 한다.

Z-Asp 및 PM사이의 커플링 반응에서, 효소의 회수율은 커플링 반응후 효소의 수용액 또는 슬러리내에 존재하는 Z-
Asp의 농도가 5Ommol/l(몰농도는 효소 농도의 1724배임)일 때 약 90%이다.

달리, 효소의 회수율이 커플링 반응후 효소의 수용액 또는 슬러리내 존재하는 Z-Asp의 농도가 1Ommol/l(몰농도가 
효소농도의 345배임)일 때 약 50%이다.

상기 언급된 바와 같이, 금속 프로테아제 효소는 이러한 효소의 수용액 또는 슬러리내에서 NPAA의 존재에의해 명백히 
안정화될 수 있고 이러한 효소의 회수율은 또한 상기 효소가 Z-Asp 및 PM사이의 커플링 반응을 위해 사용될 적에 효
소의 수용액 또는 슬러리내 NPAA의 존재에의해 매우 개선된다.

때문에 아스파탐을 제조하기 위한 커플링 반응에서 금속 프로테아제 효소를 사용하는 것은, 그 결과 Z-Asp와 같은 N
-가림 아미노산의 몰 농도가 커플링 반응의 최종 단개시 및/또는 최종 반응 단계내에서 N-가림 아미노산을 커플링 반
응 시스템에 첨가함에 의해 효소의 농도의 500배이상으로 유지됨으로서 매우 증가한다.

다음에, 본 발명은 하기 실시예에 의해 구체적으로 설명되지만 본 발명의 영역이 이것에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1 :
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5g의 분말 써모아제(thermoase, 조야한 써모리신, 다이와 케미칼 캄퍼니 제조 상품명; 순도 대략 20%)를 1리터의 C
aCl2·2H2O를 함유하는 물(6.8mmol/l)(써모아제 농도는 0.O29mmol/l임)내에 부유시키고, Z-Asp를 선결된 농도
(2.62mmol/l 또는 24.7mmol/l, 또는 달리 효소 농도의 850배인 90의 몰농도를 가짐)가 될 때까지 첨가하고, 용액의

PH가 1N NaOH 수용액을 첨가함에 의해 5.0으로 조정된다. 효소 유지 백분율(즉, 활성 효소 농도)을 시험하기 위해, 
효소 용액은 2리터의 부피를 가진 분리 가능한 플라스크내에 놓이고 70℃에서 24Orpm으로 교반되도록 조절된다. 이
것을 규칙적인 간격으로 샘플링되며 각각의 샘플내 남아 있는 효소의 양은 HPLC(고압 액체 크로마토그라피)에의해 측
정된다. 얻어진 결과는 표 1내에 명시된다.

[표 1]

상기 표 1로부터 알 수 있는 바와 같이, 효소는 Z-Asp를 첨가함에 의해 명백히 안정화된다.

실시예 2 :

분말 써모아제(조야한 써모리신, 다이와 케미칼 캄퍼니 제조 상품명; 순도 대략 20%) 0.O29mmol/l 및 CaCl 2 1Omm
ol/l 를 함유하는 물 1OOml에 점차로 선결된 농도(1Ommol/l)가 될 때 까지 일정량의 NPAA를 첨가하고 0.1N NaOH
수용액을 점차로 첨가하여 pH가 6.0으로 조정되었다. 그 결과 제조된 효소 용액을 70℃의 온도를 가지도록 조절된 수
조에 놓는다. 효소 용액은 그 결과 규칙적인 간격으로 샘플링되고 각각의 샘플내 남아 있는 효소의 양은 HPLC에 의해 
측정된다. 얻어진 결과는 하기 표 2내에 명시된다.

[표 2]
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상기 표 2로부터 알 수 있는 바와 같이, 효소는 NPAA, 특히 NZAA(Z-Asp, Z-Asp-OBzl, Z-GluZ-Phe 및 Z-Gl
y)를 첨가하는 것에 기인하여 명백히 안정화된다.

실시예 3 :

5g의 분말 써모아제를 CaCl2-2H2O(CaCl2농도= 0.6 mmol/l)를 함유하는 물 또는 Z-Asp(Z-Asp농도= 30 mmo
l/l)를 함유하는 물 1리터내에 용해시키고 각각은 써모아제 농도가 0.O29mmol/l이고, 결과 용액의 pH 는 1N NaOH수
용액으로 6.0으로 조정된다. 효소 용액은 2.0리터의 부피를 가진 분리가능한 플라스크내에 놓이고 40℃의 온도를 가지
도록 2OOrpm으로 교반된다.

이것은 규칙적인 간격으로 샘플링되고 각각의 샘플내 남아 있는 효소의 양은 HPLC에 의해 측정된다. 얻어진 결과는 표 
3에 명시된다.

[표 3]
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표 3의 실험은 Z-Asp의 첨가는 0.6mmol/l CaCl 용액의 사용만큼 효과적이고 이러한 과량의 Ca +2 없어 보다 적은 스
케일링이 일어날 것이다.

상기 표 3으로부터 알 수 있는 바와 같이, 효소는 NZAA 중 하나인 Z-Asp의 첨가에 기인해서 심지어 과량의 칼슘 이
온의 부재하에서도 안정화된다.

실시예 4 :

실시예 2에서와 같은 방법으로 NPAA의 양은 선결된 농도(1Ommol/l)가 이루어질 때 까지 (과량의 Ca를 함유하지 않
은) 분말 써모아제 0.O29mmol/l를 가지는 수용액 1OOml에 첨가하고 상기 시스템의 pH는 6으로 조정된다. 이것은 4
0℃의 온도를 가지도록 조절된 수조내 놓인다.

효소 용액은 규칙적인 간격으로 샘플링되고 남아 있는 효소의 양은 HPLC에 의해 측정된다. 얻어진 결과는 하기 표 4에 
명시된다.

[표 4]
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상기 표 4로부터 알수 있듯이, 효소는 NPAA, 특히 NZAA(Z-Asp, Z-Asp-OBzl, Z-Glu, Z-phe 및 Z-Gly)의 첨
가에 의해 안정화된다.

실시예 5 :

5g의 분말 써모아제(순도= 대략 20%)를 2리터의 부피를 가지는 분리가능한 플라스크내 0.1%의 CaCl 2·2H2O를 함
유하는 물 75Og에서 녹이고 25Og의 셀라이트(죤스맨빌 코포레이션 제조, 등급: 표준 슈퍼 겔)를 첨가하여 일정한 슬
러리를 형성한다. 이것을 40℃의 온도를 가지도록 조절되고 써모아제 농도는 0.029 mmol/l 이다.

선결된 농도(3Ommol/l)가 이루어질 때 까지 Z-Asp가 첨가되고 이것은 그 후 1N NaOH수용액을 첨가함에 의해 pH 
7.3까지 조정된다. 이것을 24Orpm의 속도로 모터가 장치된 교반기로 교반되고 규칙적인 간격으로 샘플링된다. 각각의 
샘플내 효소 유지 백분율은 HPLC에 의해 측정된다. 얻어진 결과는 하기 표 5에 명시된다.

[표 5]

상기 표 5로부터 알 수 있는 바와 같이, 슬러리내에서 영향받고 불활성화되어지는 효소는 Z-Asp를 첨가함에 의해 명
백하게 안정화되어진다.
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실시예 6 :

5g의 분말 프로테아제 TD(아마노 파머슈티컬 캄파니 제조; Bacillus stearothermophilus에서 생산된 금속 프로테아
제; 순도= 대략 20%)는 프로테아제 TD의 농도가 0.O29mmol/l가 되도록 0.1% CaCl 2-2H2O를 함유하는 물 1리터
내에서 녹인다. Z-Asp를 선결된 농도(1Ommol/l)가 될 때까지 첨가되고, 그 후 1N NaOH수용액으로 PH 5.0을 가지
도록 조정된다. 결과 용액은 2리터의 부피를 가진 분리 가능한 플라스크내에 놓이고 24Orpm으로 70℃의 온도를 가지
도록 교반한다. 이것은 선결된 간격으로 샘플링되고 각각의 샘플내 남아 있는 효소의 양은 HPLC로 측정된다. 얻어진 
결과는 하기 표 6에 명시된다.

[표 6]

상기 표 6으로부터 알 수 있는 바와 같이, 효소는 Z-Asp를 첨가하는 것에 기인하여 명백히 안정화되어 진다.

실시예 7 :

94Og의 Z-Asp (Z-Asp의 양은 1.Omol임) 수용액 및 l258g의 DL-PM 수용액 (PM의 양은 2.Omol임)을 혼합하고 
40℃까지 가열하며 상기 수용액은 25% NaOH 용액을 사용해서 상기 용액의 pH를 맞추고 상기 용액은 기질 용액으로
서 사용된다. 따로 CaCl2·2H2O 1.28g 및 NaCl l27g을 분리하여 l242g의 정제된 물에 용해시키고 45g의 써모아제
를 상기 수용액에 용해시키며 상기 수용액을 효소의 수용액으로서 사용된다.

기질 용액 및 수용액은 40℃로 유지된 수조내 정착된 5리터의 분리가능한 플라스크내에서 혼합되고 상기 혼합된 용액
의 pH는 6.0이 되도록 조정되고 Z-Asp 및 PM 사이의 커플링 반응을 개시한다. 써모아제의 농도는 상기에서 기술된 
실시예에서와 같이 0.O29mmol/l 이다.

혼합된 용액의 교반은 커플링 반응의 개시 후 3.5시간이 지날 때 까지 l3Orpm의 교반 속도로 실시되고 3.5시간 내지 
7시간동안은 3Orpm의 교반 속도로 실시된다. Z-Asp의 개시 양에 대한 Z-APM,(D)PM의 수득율은 7시간 후 80.5
%이고 커플링 반응 후 남아 있는 Z-Asp의 농도는 55.9mmol/l 이다.

커플링 반응 후 회수되는 써모아제는 41.4g이고 회수율은 대략 92%이다.

비교 실시예 1

943g의 Z-Asp수용액(Z-Asp의 양은 1.Omol) 및 l572g의 DL-PM수용액(PM의 양은2.5 mol임)을 혼합하고, 40℃
까지 가열하고, 상기 수용액은 25% NaOH 수용액을 사용해서 상기 용액의 pH를 조정하여 제조되고, 상기 용액을 기질 
용액으로 사용한다.

따로 1.28g의 CaCl 2·2H2O 및 l27g의 NaCl을 l242g의 정제된 물에 용해시키고 45g의 써모아제를 상기 수용액에 용
해시키며 상기 수용액은 효소의 수용액으로 사용한다.
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상기 비교 실시예에서, 실시예 7과 비교되는 바와 같이 보다 많은 양의 PM은 커플링 후 보다 적은 양의 Z-Asp를 남긴
다. 이것이 매우 감소된 써모아제 회수율을 야기시킨다는 것을 알 수 있다.

기질 용액 및 수용액은 40℃로 유지된 수조내 설치된 5리터의 분리가능한 플라스크내에서 혼합되며, 상기 혼합 용액의 
pH는 6.0으로 조정되고, Z-Asp 및 PM 사이의 커플링 반응이 개시된다.

혼합된 용액의 교반은 커플링 반응의 개시 후 3.5시간이 지날 때 까지 l3Orpm의 교반 속도로 실시되며 3.5시간 내지 
7시간동안은 3Orpm의 교반 속도로 실시된다. Z-Asp의 개시양에 대한 Z-APM. (D)PM의 수득율은 7시간 후 95.2
%이고 커플링 반응 후 남아 있는 Z-Asp의 농도는 10.5mmol/l 이다.

커플링 반응 후 회수되는 써모아제는 19.5g이고 회수율은 44%이다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

N-가림 아미노산이 프로테아제를 함유하는 수용액 또는 슬러리내 상기 N-가림 아미노산의 몰농도가 상기 효소의 몰 
농도의 30배 이상으로 존재하거나 첨가되는 것을 특징으로 하는 안정화된 수용성 중성 써모리신-유사 금속 프로테아
제 효소를 제공하는 방법.

청구항 2.

제1항에 있어서,

N-가림 아미노산이 N-벤질옥시카르보닐아미노산인 것을 특징으로 하는 안정화된 수용성 중성 써모리신-유사 금속 
프로테아제 효소를 제공하는 방법.

청구항 3.

제1항 또는 제2항에 있어서,

상기 프로테아제가 써모리신인 것을 특징으로 하는 안정화된 수용성 중성 써모리신-유사 금속 프로테아제 효소를 제공
하는 방법.

청구항 4.

제1항 내지 제2항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 N-가림 아미노산이 몰농도가 상기 효소의 몰 농도의 500배 이상인 것을 특징으로 하는 안정화된 수용성 중성 써
모리신-유사 금속 프로테아제 효소를 제공하는 방법.

청구항 5.

커플되는 N-가림 아미노산의 몰농도가 하기 효소의 물 농도의 500배 이상인 것을 특징으로 하는 수용성 중성 써모리
신-유사 금속 프로테아제 효소를 이용하여 N-가림 아미노산 및 아미노산 에스테르 사이의 효소적 펩타이드 커플링 방
법.

청구항 6.

제 5항에 있어서,
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커플되는 N-가림 아미노산의 몰 농도가 커플링 반응의 마지막 단계, 커플링 반응의 단계, 또는 커플링 반응의 마지막 
단계 및 커플링 반응단계에서 커플링 반응 시스템에 상기 N-가림 아미노산을 첨가함에 의해 상기 효소의 몰 농도의 5
00배 이상으로 유지되는 특징으로 하는 효소적 펩타이드 커플링 방법.

청구항 7.

제 5항 또는 제 6항에 있어서,

상기 효소가 N-벤질옥시카르보닐 아스파트산 및 페닐알라닌 메틸 에스테르가 커플되는 것을 특징으로 하는 효소적 펩
타이드 커플링 방법.

청구항 8.

N-가림 아미노산의 몰농도가 하기 효소의 몰 농도의 30배 이상인 것을 특징으로 하는 N-가림 아미노산을 포함하는 
수용성 중성 써모리신-유사 금속 프로테아제 효소 조성물.

청구항 9.

제8항에 있어서, 상기 효소가 써모리신인 것을 특징으로 하는 효소 조성물.
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