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ciferrii) 변이주 및 이를 이용한 테트라아세틸파이토스핑고신의 생산 방법에 관한 것이다. 본 발명에서 제공하

는 위커해모마이시스 시페라이 변이주는 테트라아세틸파이토스핑고신의 생산성이 우수하므로, 테트라아세틸파이

토스핑고신를 이용한 다양한 제품의 개발에 널리 활용될 수 있을 것이다.

대 표 도 - 도11

공개특허 10-2024-0032256

- 1 -

공개특허 10-2024-0032256



(52) CPC특허분류

     C12N 15/52 (2013.01)

     C12N 9/0071 (2013.01)

     C12N 9/1029 (2013.01)

     C12N 9/1205 (2013.01)

     C12P 13/02 (2013.01)

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호          1711127087

    과제번호              2018M3A9F3079662

    부처명                과학기술정보통신부

    과제관리(전문)기관명  한국연구재단

    연구사업명            바이오.의료기술개발(R＆D)

    연구과제명            방선균 시스템 재설계 기반 고부가 의약물질 고생산 산업균주 개발

    기 여 율              1/1

    과제수행기관명        고려대학교

    연구기간              2021.01.01 ~ 2021.12.31

공개특허 10-2024-0032256

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

CEN/ARS 복제원점 및 우라실 선택 마커를 포함하는, 위커해모아이시스 시페라이(Wickerhammyces ciferrii) 유전

자 조작을 위한 발현 플라스미드.

청구항 2 

제1항에 있어서, 

우라실 선택 마커는 5-FOA인 것인, 발현 플라스미드.

청구항 3 

제1항에 있어서, 

세린 팔미토일-트랜스퍼라제를 인코딩하는 유전자, 및 스핑가닌 C4-하이드로실라제를 인코딩하는 유전자를 추가

삽입한 것인 발현 플라스미드.

청구항 4 

제3항에 있어서, 

상기 세린 팔미토일-트랜스퍼라제를 인코딩하는 유전자는 LCB1, LCB2 또는 이들의 조합인 것인, 발현 플라스미

드.

청구항 5 

제4항에 있어서, 

스핑가닌 C4-하이드로실라제를 인코딩하는 유전자는 SYR2인 것인, 발현 플라스미드.

청구항 6 

제3항에 있어서,

상기 발현 플라스미드는 pEXP인 것인, 발현 플라스미드.

청구항 7 

제1항에 있어서, 

장쇄 염기 키나아제를 인코딩하는 유전자의 상동성 암을 추가로 포함하는, 발현 플라스미드.

청구항 8 
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제7항에 있어서, 

장쇄 염기 키나아제를 인코딩하는 유전자는 LCB4인 것인, 발현 플라스미드. 

청구항 9 

제8항에 있어서, 

상기 발현 플라스미드는 pCM1842인 것인, 발현 플라스미드.

청구항 10 

제3항 내지 제6항 중 어느 한 항의 발현 플라스미드로 형질전환하여 세린 팔미토일-트랜스퍼라제 및 스핑가닌

C4-하이드로실라제의 활성을 강화하고, 

제7항 내지 제9항 중 어느 한 항의 발현 플라스미드로 장쇄 염기 키나아제의 활성을 약화시킨, 테트라아세틸파

이토스핑고신(TAPS) 생산능이 증진된 위커해모아이시스 시페라이(Wickerhammyces ciferrii) 균주.

청구항 11 

제10항에 있어서, 

상기  위커해모아이시스  시페라이  균주는  수탁번호  KCTC14970BP로  기탁된  것인,  위커해모아이시스  시페라이

균주.

청구항 12 

우라실 선택마커를 포함하는 우라실 영양요구성 위커해모아이시스 시페라이 균주에서, 

CEN/ARS 복제원점을 포함하는 발현 플라스미드를 이용하여 세린 팔미토일-트랜스퍼라제 및 스핑가닌 C4-하이드

로실라제의 활성을 강화하고, 

장쇄 염기 키나아제 활성을 추가로 약화시킨, 테트라아세틸파이토스핑고신(TAPS) 생산능이 증진된 위커해모아이

시스 시페라이 균주.

청구항 13 

제12항에 있어서, 

상기 세린 팔미토일-트랜스퍼라제는 LCB1 또는 LCB2로 인코딩되는 것인, 위커해모아이시스 시페라이 균주.

청구항 14 

제12항에 있어서, 

상기 스핑가닌 C4-하이드로실라제는 SYR2로 인코딩되는 것인, 위커해모아이시스 시페라이 균주.

청구항 15 

제12항에 있어서, 
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상기 장쇄 염기 키나아제는 LCB4로 인코딩되는 것인, 위커해모아이시스 시페라이 균주.

청구항 16 

제12항에 있어서, 

상기  위커해모아이시스  시페라이  균주는  수탁번호  KCTC14970BP로  기탁된  것인,  위커해모아이시스  시페라이

균주.

청구항 17 

제12항 내지 제16항 중 어느 한 항의 균주, 균주의 배양물, 균주의 파쇄물 또는 균주의 추출물을 포함하는, 테

트라아세틸파이토스핑고신(TAPS) 생산용 조성물. 

청구항 18 

제12항 내지 제16항 중 어느 한 항의 균주를 배지에서 배양하는 단계를 포함하는 테트라아세틸파이토스핑고신

(TAPS) 생산 방법.

청구항 19 

5-FOA를 이용하여 우라실 영양요구성 위커해모아이시스 시페라이 균주를 제조하는 제1단계;

CEN/ARS 복제원점을 포함하는 발현 플라스미드로 세린 팔미토일-트랜스퍼라제와 스핑가닌 C4-하이드로실라제의

활성을 강화하는 제2단계; 및 

장쇄 염기 키나아제 활성을 약화시키는 제3단계를 포함하는, 테트라아세틸파이토스핑고신(TAPS) 생산능이 증진

된 위커해모아이시스 시페라이 균주의 제조방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 TAPS 생산능이 증진된 위커해모아이시스 시페라이 돌연변이 균주 및 이를 이용한 TAPS 생산방법에 관[0001]

한 것이다.

배 경 기 술

바이오리파이너리(Biorefinery)는 바이오매스를 원료로 바이오화학물질, 바이오폴리머, 바이오연료 등 고부가가[0003]

치 제품을 생산하는 기술이다. 화석연료의 대안인 바이오매스는 식물, 동물, 미생물을 포함한 재생 가능한 유기

물질로, 한정된 화석연료와 달리 태양에너지는 존재하는 한 무한한 자원이다. 따라서 석유 의존도를 줄이고 온

실 가스 문제를 해결할 수 있는 대안이 될 수 있다. 최근 몇 년 동안, 효모, 대장균, 고초균, 사상균 등 여러

플랫폼의 사용이 증가하고 있는데, 그 중 효모는 게놈 시퀀싱을 한 최초의 진핵 유기체로, 시스템 생물학 및 합

성 생물학에서 광범위한 기술 플랫폼을 보유하고 있다.

한편, 세라마이드는 인간 피부 표피층의 최상층인 각질층(SC) 구조에서 지질층의 주성분으로, 지질의 40~50%를[0004]

차지하는 가장 중요한 피부 지질로 알려져 있으며, 보습제, 핸드크림 등의 화장품에 사용된다. 세라마이드는 스

핑고지질로 지방산의 아실 사슬이 아미드 결합으로 스핑고이드 염기에 연결되고, 스핑고이드 염기는 스핑고신,

파이토스핑고신, 스핑가닌을 골격으로 가지고 있다. 스핑고지질은 모든 생물의 막 구조를 형성하는 성분으로 세

포 성장 및 증식과 함께 핵심적인 역할을 하는데, 테트라아세틸 파이토스핑고신(TAPS)은 완전히 아세틸화된 형
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태의 파이토스핑고신으로서, 특히, TAPS는 아세틸기를 제거하는 과정을 거쳐 세라마이드의 스핑고이드 염기 중

하나인 파이토스핑고신으로 전환될 수 있으므로 세라마이드 합성에 중요하다고 보고된다. TAPS는 세린 팔미토일

트랜스퍼라제(SPT)에 의한 촉매 작용으로 L-세린 및 팔미토일-CoA 축합으로부터 합성된다. 이로써 3-케토-스핑

가닌이 합성되고, 이는 스핑가닌과 피토스핑고신으로 전환된다(도 1 참조). 파이토스핑고신의 구조는 인간 피부

에 존재하는 스핑고신과 동일한 D-erythro(2S, 3R) 구조를 갖는다. 또한, 피부 깊숙이 침투하여 세라마이드 합

성을 촉진하여 아토피 등 만성 염증을 동반하는 피부질환에 효과적이라고 보고된다.

종래 TAPS를 생산하여 세포 밖으로 분비하는 특성을 지닌 피치아 시페라이(Pichia ciferrii)로 알려진 시페라이[0005]

는 전통적인 사카로마이시스 세레비지애(Saccharomyces cerevisiae) 효모와 다른 특성을 지닌 비전통적인 효모

다. 위커해모아이시스 시페라이(W. ciferrii)에서 TAPS 생산을 개선하기 위한 많은 연구가 진행되었는데, 주로

에틸메탄 설포네이트(EMS), γ-선 조사, UV 및 NTG를 사용한 무작위 돌연변이로 TAPS 생산이 개선된 균주를 구

축하거나 유전자 조적을 통한 전형적인 방법이다. 

그 중, 위커해모아이시스 시페라이를 조작하는 종래 방법은 상동 재조합을 기반으로 한 유전자 조작 방법으로,[0006]

특히, 특정 유전자의 과발현을 위해 프로모터를 교체하거나 유전자 삽입을 수행하였다. 그러나, 선택 마커 제거

에 시간과 노동력이 많이 소요되고, 유전자에 흔적이 남는 등 몇 가지 단점이 존재하였다. 따라서 여전히 과발

현을 위한 효율적인 유전적 도구를 확립하는 것이 필요하다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 하나의 목적은 신규한 위커해모아이시스 시페라이(Wickerhammyces ciferrii) 유전자 조작을 위한 발[0008]

현 플라스미드를 제공하는 것이다. 

본  발명의  다른  목적은  테트라아세틸파이토스핑고신의  생산능이  증진된  위커해모마이시스  시페라이[0009]

(Wickerhammyces ciferrii) 변이주를 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 상기 변이주를 포함하는 테트라아세틸파이토스핑고신 생산용 조성물을 제공하는 것이[0010]

다. 

본 발명의 또 다른 목적은 상기 위커해모마이시스 시페라이 변이주를 이용하여 테트라아세틸파이토스핑고신을[0011]

생산하는 방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 위커해모마이시스 시페라이 변이주의 제조방법을 제공하는 것이다.[0012]

과제의 해결 수단

본원에서 개시되는 각각의 설명 및 실시형태는 각각의 다른 설명 및 실시 형태에도 적용될 수 있다. 즉, 본원에[0014]

서 개시된 다양한 요소들의 모든 조합이 본 발명의 범주에 속한다. 또한, 하기 기술되는 구체적인 서술에 의하

여 본 발명의 범주가 제한된다고 할 수 없다.

또한, 당해 기술분야의 통상의 지식을 가진 자는 통상의 실험만을 사용하여 본 출원에 기재된 본 발명의 특정[0015]

양태에 대한 다수의 등가물을 인지하거나 확인할 수 있다. 또한, 이러한 등가물은 본 발명에 포함되는 것으로

의도된다.

아울러, 본원의 명세서 전체에 있어서, 어떤 부분이 어떤 구성 요소를 "포함"한다고 할 때, 이는 특별히 반대되[0016]

는  기재가  없는  한  다른  구성  요소를  제외하는  것이  아니라  다른  구성  요소를  더  포함할  수  있는  것을

의미한다.

본 발명은 종래 위커해모아이시스 시페라이 균주에 발현 플라스미드 적용이 어려운 문제의 해결을 위하여, 위커[0018]

해모아이시스 시페라이 형질전환을 위한 발현 플라스미드를 제작하고, 이를 이용하여 유전자 조작 시 보다 효과

적으로 TAPS 생산을 증진시킬 수 있음을 새롭게 규명한 것에 기인한다.
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이하, 첨부된 도면을 참조하여 본 발명의 바람직한 실시형태를 상세히 설명하기로 한다.[0019]

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 위커해모아이시스 시페라이(Wickerhammyces ciferrii) 균주에서의 형[0021]

질전환을 위한 발현 플라스미드를 제공한다. 

구체적으로, 상기 발현 플라스미드는 CEN/ARS 복제원점 및 우라실 선택 마커를 포함하는 것을 특징으로 한다. [0022]

본 발명의 용어, “위커해모마이시스 시페라이(Wickerhammyces ciferrii) 균주”는 TAPS를 비롯한 다양한 스핑[0023]

고지질을 생산하는 효모 균주를 의미한다. TAPS는 상기 균주에서 연쇄반응에 의해 세린(Serine)과 팔미토일-

CoA(PalmitoylCoA)로부터 TAPS를 생합성하는 것으로 알려져 있다. 보다 구체적으로는, 첫 번째로, LCB1과 LCB2

유전자에 의해 발현되는 세린C-팔미토일전이효소(Serin Cpalmitoyltransferase)에 의해 세린과 팔미토일-CoA의

축합 반응이 일어나 3-케토스핑고닌(3-keto-sphingonine)이 합성된다. 두 번째로, TSC10 유전자에 의해 발현되

는 3-케토-스핑가닌(3-ketosphingaine) 환원 효소에 의해 3-케토-스핑고닌은 3-케토-스핑가닌으로 환원되며, 세

번째로,  3-케토-스핑가닌은  SYR2  유전자에  의해  발현되는  스핑가닌  C-4-수산화효소(Sphinganine  C-4-

hydroxylase)에 의해 수산기가 첨가되어 파이토스핑고신(Phytosphingosine)으로 전환된다. 마지막으로, Slli1

및 Atf2 유전자에 의해 발현되는 아세틸전이효소에 의해 파이토스핑고신의 N과 O부분에 아세틸기가 결합된 TAPS

가 생산된다(도 1).

본 발명에서 용어, “플라스미드”는 생장에 필수적인　염색체(chromosom)　DNA에서 물리적으로 분리되어 있는[0025]

대표적인 에피솜(episome)　DNA　분자로, 1952년 미국의 유전학자　J.　레더버그가 최초로 플라스미드를　세균

의 염색체 이외의 독자적으로 증식할 수 있는　DNA　분자라는 의미로 명명하였다. 플라스미드는 1　kilo　base

에서 1　Mega　base에 이르는 다양한 크기로 존재하며, 대부분 환형이지만 선형 플라스미드도 보고된다. 플라스

미드는 세균 내에서 분리되어 새로운 숙주세포 안으로 전달될 수 있는데, 이와 같이 쉽게　형질전환이 가능한

플라스미드를 이용해 유전자공학에 광범위하게 이용되고 있다. 세균에서　DNA를 추출하고　다중 제한효소 클로

닝 부위가 존재하는　벡터를 활용하여 재조합된　DNA서열의 복제를 촉진하기 위해 사용된다. 또한 원하는 유전

자를 세포 내에서 단백질로 발현하기 위해　발현 벡터가 사용되기도 한다.

본 발명에서 용어, “복제원점”은 유전체 상의 특정　DNA　서열로서,　DNA　복제가 시작되는 곳이며, 복제 개[0026]

시점이라고도  한다.  원핵생물의  경우에는　DNA　복제가  단  하나의  복제원점으로부터  시작되어  양방향

(bidirectionally)으로 진행된다. 대부분 A와 T　뉴클레오티드가 반복적으로 나타나는 특징을 가지고 있으며, A

와 T의 함량이 높으므로　DNA의 다른 지역보다 이중나선구조가 풀리기 쉽다. 

본 발명에서, 상기 복제원점은 CEN/ARS 복제원점인 것이 특징이다. [0027]

상기 CEN/ARS에서 CEN은 센트로미어(centromere)의 약자이며, ARS는 autonomous replicating sequence의 약자[0028]

로, 효모 유전자 운반체의 유형을 특징짓는 부위이다.

본 발명에서 용어, “선택 마커”는 플라스미드가 형질전환체에 잘 주입되었는지를 확인하기 위한 것으로서, 선[0029]

별표지, 선발표지라고도 한다. 본 발명에서는 위커해모아이시스 시페라이 균주에 상기 발현 플라스미드가 형질

전환으로 잘 도입되었는지 확인하기 위한 것으로, 우라실 선택 마커를 사용하는 것이 특징이다.

상기 우라실(uracil)은 피리미딘 염기의 유도체로 RNA에 존재하고 DNA에 존재하지 않는다. 본 발명에서는 우라[0030]

실 선택 마커로 일 예로 5-FOA((5-Fluoroorotic acid), Monohydrate)일 수 있으나 이에 제한되지 않는다. 

상기 5-Fluoroorotic acid(5-FOA)는 URA3 유전자의 부재를 확인하기 위해 효모 유전학에서 사용되는 것으로서,[0031]

URA3은 5-FOA에서 독성 대사산물인 5-fluorouracil로의 탈탄산 반응을 포함하여 사망에 이르게 하기 때문이다. 

본 발명의 구체적인 실시예에서는, 균주 스크리닝 과정에서 5-FOA를 사용하여 우라실 영양요구성 균주를 제작하[0032]

였다. 또한 이렇게 제조된 우라실 영양요구성 균주에서 5-FOA를 플라스미드 내 우라실 선택마커로 포함하고 있

음을 확인하였다.

상기 본 발명의 발현 플라스미드는 세린 팔미토일-트랜스퍼라제를 코딩하는 유전자 및 스핑가닌 C4-하이드록실[0034]

라제을 코딩하는 유전자를 추가 삽입한 것일 수 있다.

공개특허 10-2024-0032256

- 7 -



본 발명에서 용어, “세린 팔미토일-트랜스퍼라제(Serine palmitoyl-transferase)”는 L-세린과 팔미토일-CoA에[0035]

서 3-케토스핑가닌을 만들 때 관여하는 단백질이다. 

상기 단백질은 서열번호 1 및/또는 상기 서열번호 1과 적어도 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는[0036]

99% 이상의 상동성(homology) 또는 동일성(identity)을 가지는 아미노산 서열일 수 있다. 또한, 이러한 상동성

또는 동일성을 가지며 상기 단백질에 상응하는 효능을 나타내는 아미노산 서열이라면, 일부 서열이 결실, 변형,

치환 또는 부가된 아미노산 서열을 갖는 보조 단백질도 본 출원의 범위 내에 포함됨은 자명하다.

더불어, 공지의 유전자 서열로부터 조제될 수 있는 프로브, 예를 들면, 상기 폴리펩티드를 암호화하는 염기서열[0037]

의 전체 또는 일부에 대한 상보 서열과 엄격한 조건 하에 하이브리드화되는 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩되는

폴리펩티드로서, 세린 팔미토일-트랜스퍼라제 활성을 갖는 폴리펩티드도 제한 없이 포함될 수 있다.

상기 세린 팔미토일-트랜스퍼라제 단백질은 LCB1, LCB2 폴리뉴클레오티드 또는 이들의 조합에 의해 코딩되는 것[0038]

일 수 있다. 

본 발명에서 용어 "폴리뉴클레오티드"는 DNA 또는 RNA 분자를 포괄적으로 포함하는 의미를 가지며, 폴리뉴클레[0040]

오티드에서 기본 구성 단위인 뉴클레오티드는 천연 뉴클레오티드 뿐만 아니라, 당 또는 염기 부위가 변형된 유

사체도  포함할  수  있다(Scheit,  Nucleotide  Analogs,  John  Wiley,  New  York(1980);  Uhlman  및  Peyman,

Chemical Reviews, 90:543-584(1990) 참조).

상기 서열번호 1의 아미노산 서열을 포함하는 단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오티드는 세린 팔미토일-트랜스퍼라[0041]

제 단백질 또는 이의 기능적 단편의 활성을 갖는 단백질을 코딩할 수 있는 서열이라면 제한 없이 포함될 수 있

다. 

일 예로, 상기 LCB1 유전자는 서열번호 2의 폴리뉴클레오티드, 상기 LCB2는 서열번호 3의 폴리뉴클레오티드를[0042]

포함하는 것일 수 있다. 

또한, 본 발명은 상기 유전자 서열을 모균주의 코돈 출연 빈도에 기반하여 코돈 최적화한 서열도 포함할 수 있[0043]

음이 자명하다.

본 발명에서 용어, “스핑가닌 C4-하이드록실라제”는 스핑가닌에서 파이토스핑고신으로의 전환에 관여하는 단[0045]

백질이다. 

상기 단백질은 서열번호 4 및/또는 상기 서열번호 4와 적어도 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는[0046]

99% 이상의 상동성(homology) 또는 동일성(identity)을 가지는 아미노산 서열일 수 있다. 또한, 이러한 상동성

또는 동일성을 가지며 상기 단백질에 상응하는 효능을 나타내는 아미노산 서열이라면, 일부 서열이 결실, 변형,

치환 또는 부가된 아미노산 서열을 갖는 보조 단백질도 본 출원의 범위 내에 포함됨은 자명하다.

상기 스핑가닌 C4-하이드록실라제는 SYR2에 의해 코딩되는 것일 수 있다. 상기 SYR2 유전자는 일 예로 서열번호[0047]

5의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 것일 수 있다.

상기 본 발명의 발현 플라스미드는 장쇄 염기 키나아제 인코딩하는 유전자의 상동성 암(homology arm)을 추가[0049]

포함할 수 있다. 

본 발명에서 용어, “장쇄 염기 키나아제”는 스핑가닌을 스핑가닌-1-P로 전환시키는 단백질로 서열번호 6의 아[0050]

미노산 서열을 포함할 수 있다. 

상기 단백질은 LCB4 폴리뉴클레오티드 서열로 코딩된 것일 수 있으며, 일 예로 상기 유전자 LCB4 서열은 서열번[0051]

호 7의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 것일 수 있다. 

본 발명에서 용어, “상동성 암(homology arm)” 에서의 상동성(homology)이란 어떠한 형질이 진화의 과정 동안[0052]

보존된 것을 말하며, 이는 형태적 형질이나 분자적 형질, 유전자 서열에도 해당될 수 있다. 따라서 상동성 암

(homology arm)은 상동 염기서열이라 할 수 있다.

일 실시예에서, 상기 본 발명의 발현 플라스미드는 CEN/ARS 복제원점 및/또는 우라실 선택 마커를 포함하고, 세[0053]
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린 팔미토일-트랜스퍼라제를 인코딩하는 유전자, 및 스핑가닌 C4-하이드로실라제를 인코딩하는 유전자가 추가

삽입된 발현 플라스미드일 수 있다. 일 예로, p416GPD 플라스미드를 백본으로 하여, CEN/ARS 복제원점을 포함하

고, 세린 팔미토일-트랜스퍼라제를 인코딩하는 유전자인 LCB1 및 LCB2와 스핑가닌 C4-하이드로실라제를 인코딩

하는 유전자인 SYR2가 과발현된 발현 플라스미드는 pEXP일 수 있으나, 이에 제한된 것은 아니다.

다른 일 실시예세어, 상기 본 발명의 발현 플라스미드는 장쇄 염기 키나아제를 인코딩하는 유전자의 상동성 암[0054]

을 추가 포함하는 발현 플라스미드일 수 있다. 일 예로, pCM184 플라스미드를 백본으로 하여, 우라실 선택 마커

를 포함하고, 장쇄 염기 키나아제 인코딩하는 유전자인 LCB4의 상동성 암을 포함하여 cre-loxP 시스템으로 LCB4

유전자를 결실시킬 수 있는 결실 플라스미드인 pCM1842일 수 있으나, 이에 제한된 것은 아니다.

본 발명의 벡터는 작동 가능하도록 연결된 목적 단백질을 코딩하는 유전자의 발현을 지시할 수 있는데, 이러한[0056]

벡터를 발현 벡터라고 한다. 일반적으로, 재조합 DNA 기술의 사용에 있어서 발현 벡터는 플라스미드 형태이다.

상기 발현벡터는 숙주세포에 따라, 사용 가능한 발현벡터의 종류가 결정될 수 있는데, 위커해모마이시스 시페라[0057]

이를 숙주로서 사용하는 경우는 발현 벡터로서, 일 예로 pSH471, pSH472, pEXP, pCM1841, pCM1842 벡터를 이용

할 수 있으며, 프로모터로서 ENO1 프로모터, TDH3 프로모터 및 GPD 프로모터를 이용할 수 있으나, 이에 제한되

지 않는다.

위커해모마이시스 시페라이로의 DNA의 도입방법으로서는, 예를 들면 일렉트로포레이션법(Method Enzymol., 194,[0059]

182-  187(1990)),  스페로플라스트법(Proc.  Natl.  Acad.  Sci.USA,  84,  1929-1933(1978)),  아세트산리튬법(J.

Bacteriol., 153, 163-168(1983)) 등이 이용가능하다.

아울러, 상기 발현벡터에는, 목적 유전자의 발현의 억제 또는 증폭, 또는 유도를 위한 각종의 기능을 가진 발현[0060]

억제용의 단편이나, 형질전환체의 선택을 위한 마커나 항생물질에 대한 내성유전자, 균체 밖으로의 분비를 목적

으로 한 시그널을 코딩하는 유전자, 난발현성 단백질에 적합한 맞춤형 융합인자 등을 추가로 포함할 수도 있다. 

본 발명에서 용어, "형질전환"은 DNA를 숙주세포로 도입하여 DNA가 염색체 외 인자로서 또는 염색체 통합완성에[0061]

의해 복제가능하게 되는 것을 의미한다.

본 발명에 따른 형질전환에 사용되는 숙주 세포는 당업계에 널리 알려져 있는 숙주세포는 어떤 것이나 사용할[0062]

수 있으나, 본 발명의 LCB1, 2 및 SYR2를 코딩하는 유전자의 도입효율과 발현효율이 높은 숙주를 사용할 수 있

으며, 나아가 LCB4 유전자를 결실시킬 수 있는데, 본 발명에서는 위커해모마이시스 시페라이를 사용하는 것이

특징이다. 

상기 목적을 달성하기 위한 본 발명의 다른 일 실시양태는 상기 CEN/ARS 복제원점 및 우라실 선택 마커를 포함[0064]

하는 발현 플라스미드를 이용하여 세린 팔미토일-트랜스퍼라제 및 스핑가닌 C4-하이드로실라제의 활성을 추가로

강화하고, 장쇄 염기 키나아제의 활성을 추가로 약화시킨, 테트라아세틸파이토스핑고신(TAPS) 생산능이 증진된

위커해모아이시스 시페라이(Wickerhammyces ciferrii) 균주를 제공한다. 

본 발명의 용어, “위커해모아이시스 시페라이 균주”, “CEN/ARS 복제원점”, “우라실 선택 마커”, “발현[0065]

플라스미드”, “세린 팔미토일-트랜스퍼라제”, “스핑가닌 C4-하이드로실라제”, 및 “장쇄 염기 키나아제”

는 상기에서 설명한 바와 같다.

본 발명의 용어, “테트라아세틸파이토스핑고신 (Tetraacetylphytosphingosine; TAPS)”은 하기 화학식 I의 구[0066]

조를 갖는 화합물을 의미한다.
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화학식 1

[0067]

본 발명의 미생물에 있어서 TAPS의 생합성은 도 1에 나타난 생합성의 연속적 과정을 통해 TAPS가 생합성되는 것[0069]

으로 알려져 있다.

본 발명에서 제공하는 위커해모마이시스 시페라이 균주는 팔미토일-CoA를 합성하는 대사흐름이 향상되어 상기[0071]

TAPS 생산능이 강화된 신규 위커해모마이시스 시페라이 변이주임을 확인하였으며, 본 발명에서 위커해모마이시

스 시페라이 균주는 위커해모마이시스 시페라이 변이주 또는 돌연변이주와 혼용되어 사용될 수 있다.

또한, 본 발명의 신규 위커해모아이시스 시페라이 균주는 수탁번호 KCTC14970BP로 기탁된 것일 수 있다.[0072]

본 발명에서 용어, “활성 강화” 또는 “활성 약화”는 각각 단백질의 활성을 강화 또는 약화시키는 것을 말한[0074]

다. 

특정 단백질 및/또는 유전자의 활성을 도입, 강화, 불활성화 하는 방법은 미생물이 가진 특징에 따라 당해 분야[0075]

에 공지된 적합한 방법을 이용하여 수행될 수 있다.

본 출원에서 용어, 단백질의 활성의 "강화"는 상기 단백질의 활성이 도입되거나, 또는 내재적 활성에 비하여 증[0076]

가되는 것을 의미한다. 상기 활성의 "도입"은, 자연적 혹은 인위적으로 미생물이 본래 가지고 있지 않았던 특정

폴리펩타이드의 활성이 나타나게 되는 것을 의미한다.

본 출원에서 용어, 단백질의 활성이 내재적 활성에 비하여 "증가"한다는 것 은, 미생물이 가진 단백질의 내재적[0077]

활성 또는 변형 전 활성에 비하여 활성이 향상된 것을 의미한다. 상기 "내재적 활성"은, 자연적 또는 인위적 요

인에 의한 유전적 변이로 미생물의 형질이 변화하는 경우, 형질 변화 전 모균주 또는 비변형 미생물이 본래 가

지고 있던 특정 단백질의 활성을 말한다. 변형 전 활성으로 혼용되어 사용될 수 있다. 상기 활성 증가는, 외래

의 단백질을 도입하는 것과, 내재적인 단백 질의 활성 강화를 모두 포함할 수 있다. 상기 단백질의 활성 증가/

강화는, 유전자의 발현 증가/강화에 의해 달성될 수 있다.

구체적으로, 본 출원에서 활성 증가는,[0078]

1) 상기 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드의 카피수 증가,[0079]

2) 상기 폴리뉴클레오티드의 발현이 증가하도록 발현조절 서열의 변형,[0080]

3) 상기 단백질의 활성이 강화되도록 염색체 상의 폴리뉴클레오티드 서열의 변형,[0081]

4) 상기 단백질의 활성을 나타내는 외래 폴리뉴클레오티드 또는 상기 폴리뉴클레오티드의 코돈 최적화된 변이형[0082]

폴리뉴클레오티드의 도입, 또는

5) 이의 조합에 의해 강화되도록 변형하는 방법 등에 의하여 수행될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.[0083]

상기 1) 폴리뉴클레오티드의 카피수 증가는, 특별히 이에 제한되지 않으나, 벡터에 작동 가능하게 연결된 형태[0085]

로 수행되거나, 숙주세포 내의 염색체 내로 삽입됨으로써 수행될 수 있다. 구체적으로, 숙주와 무관하게 복제되
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고 기능할 수 있는 벡터에 본원의 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드가 작동 가능하게 연결되어 숙주세포

내에 도입됨으로써 수행될 수 있거나, 숙주세포 내의 염색체 내로 상기 폴리뉴클레오티드를 삽입시킬 수 있는

벡터에 상기 폴리뉴클레오티드가 작동 가능 하게 연결되어 숙주세포 내에 도입됨으로써 상기 숙주세포의 염색체

내 상기 폴리뉴클레오티드의 카피수를 증가하는 방법으로 수행될 수 있다.

다음으로, 2) 폴리뉴클레오티드의 발현이 증가하도록 발현조절 서열의 변형 은, 특별히 이에 제한되지 않으나,[0086]

상기 발현조절 서열의 활성을 더욱 강화하도록 핵산 서열을 결실, 삽입, 비보전적 또는 보전적 치환 또는 이들

의 조합으로 서열상의 변이를 유도하여 수행하거나, 더욱 강한 활성을 가지는 핵산 서열로 교체함에 의하여 수

행될 수 있다. 상기 발현조절 서열은, 특별히 이에 제한되지 않으나 프로 모터, 오퍼레이터 서열, 리보좀 결합

부위를 코딩하는 서열, 전사 및 해독의 종결을 조절하는 서열 등을 포함할 수 있다.

상기 폴리뉴클레오티드 발현 단위의 상부에는 본래의 프로모터 대신 강력한 이종 프로모터가 연결될 수 있으나,[0087]

이에  한정되지  않는다.  아울러,  3)  염색체  상의  폴리뉴클레오티드  서열의  변형은,  특별히  이에  제한되지

않으나, 상기 폴리뉴클레오티드 서열의 활성을 더욱 강화하도록 핵산 서열을 결실, 삽입, 비보전적 또는 보전적

치환 또는 이들의 조합으로 발현조절 서열상의 변이를 유도하여 수행하거나, 더욱 강한 활성을 갖도록 개량된

폴리뉴클레오티드 서열로 교체함에 의하여 수행될 수 있다.

또한, 4) 외래 폴리뉴클레오티드 서열의 도입은, 상기 단백질과 동일/유사한 활성을 나타내는 단백질을 암호화[0088]

하는 외래 폴리뉴클레오티드, 또는 이의 코돈 최적화된 변이형 폴리뉴클레오티드를 숙주세포 내로 도입하여 수

행될 수 있다. 상기 외래 폴리뉴클레오티드는 상기 단백질과 동일/유사한 활성을 나타내는 한 그 유래나 서열에

제한 없이 사용될 수 있다. 또한 도입된 상기 외래 폴리뉴클레오티드가 숙주세포 내에서 최적화된 전사, 번역이

이루어지도록 이의 코돈을 최적화하여 숙주세포 내로 도입할 수 있다. 상기 도입은 공지된 형질전환 방법을 당

업자가 적절히 선택하여 수행될 수 있으며, 숙주 세포 내에서 상기 도입된 폴리뉴클레오티드가 발현됨으로써 단

백질이 생성되어 그 활성이 증가될 수 있다.

마지막으로, 5) 상기 1) 내지 4)의 조합에 의해 강화되도록 변형하는 방법 은, 상기 단백질을 암호화하는 폴리[0090]

뉴클레오티드의 카피수 증가, 이의 발현이 증가하도록 발현조절 서열의 변형, 염색체 상의 상기 폴리뉴클레오티

드 서열의 변형 및 상기 단백질의 활성을 나타내는 외래 폴리뉴클레오티드 또는 이의 코돈 최적화된 변이형 폴

리뉴클레오티드의 변형 중 하나 이상의 방법을 함께 적용하여 수행될 수 있다.

본 발명의 구체적인 일 실시예에서는, 위커해모아이시스 시페라이에서 작동할 수 있는 효과적인 발현 플라스미[0092]

드를 구축하였으며, 이러한 특정 발현 플라스미드를 이용하여, 간단하면서도 효과적으로 LCB1, 2 및 SYR2 유전

자의 도입으로 단백질 세린 팔미토일 트랜스퍼라제 및 스핑가닌 C-4-하이드록실라제의 활성을 강화시켰으며, 나

아가 LCB4 유전자를 결실시켜 장쇄 염기 키나아제 활성을 약화시킴으로써, 제조된 위커해모아이시스 시페라이

균주에서 TAPS 생산능이 현저히 증가되는 것을 확인하였다. 

상기 목적을 달성하기 위한 본 발명의 또 다른 실시양태는 우라실 선택마커를 포함하는 우라실 영양요구성 위커[0094]

해모아이시스 시페라이 균주에서, CEN/ARS 복제원점을 포함하는 발현 플라스미드를 이용하여 세린 팔미토일-트

랜스퍼라제 및 스핑가닌 C4-하이드로실라제의 활성을 강화하고, 장쇄 염기 키나아제 활성을 추가로 약화시킨,

테트라아세틸파이토스핑고신(TAPS) 생산능이 증진된 위커해모아이시스 시페라이 균주를 제공한다.

본 발명의 용어, “위커해모아이시스 시페라이 균주”, “CEN/ARS 복제원점”, “우라실 선택 마커”, “발현[0095]

플라스미드”, “세린 팔미토일-트랜스퍼라제”, “스핑가닌 C4-하이드로실라제”, “장쇄 염기 키나아제” 및

“테트라아세틸파이토스핑고신(TAPS) “는 상기에서 설명한 바와 같다.

본 발명의 또 다른 실시양태는 상기 균주, 균주의 배양물, 균주의 파쇄물 또는 균주의 추출물을 포함하는, 테트[0097]

라아세틸파이토스핑고신(TAPS) 생산용 조성물을 제공한다. 

본 발명의 용어, “위커해모아이시스 시페라이 균주” 및 “테트라아세틸파이토스핑고신(TAPS) “는 상기에서[0098]

설명한 바와 같다.
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본 발명에서 용어, “균주의 배양물” 본 발명의 위커해모아이시스 시페라이 균주의 배양물을 의미하는 것으로,[0099]

본 발명의 균주를 배지에서 배양하여 생기는 배양 결과물을 말한다. 일 예로, 본 발명의 균주의 배양물의 여과

액 또는 배양물을 원심분리한 배양 상등액을 포함할 수 있다.

용어, “이의 파쇄물”은 본 발명의 위커해모아이시스 시페라이 균주 의 파쇄물로서, 상기 균주를 파쇄하여 방[0100]

출될 수 있는 균주 내에 존재하는 모든 유용 물질을 포함하는 것을 의미한다.

용어, “이의 추출물”은 본 발명의 위커해모아이시스 시페라이 균주를 용매를 이용하여 추출한 추출물을 의미[0101]

하는 것으로서, 용매는 공지된 것이라면 제한 없이 포함될 수 있고, 추출 방법 또한 제한 없이 포함될 수 있다.

용어, “배양물의 추출물”은 본 발명의 위커해모아이시스 시페라이 균주의 배양물을 용매를 이용하여 추출한[0102]

추출물을 의미하는 것으로서, 용매는 공지된 것이라면 제한 없이 포함될 수 있고, 추출 방법 또한 제한 없이 포

함될 수 있다.

용어, “파쇄물의 추출물”은 본 발명의 위커해모아이시스 시페라이 균주 파쇄물을 용매를 이용하여 추출한 추[0103]

출물을 의미하는 것으로서, 용매는 공지된 것이라면 제한 없이 포함될 수 있고, 추출 방법 또한 제한 없이 포함

될 수 있다.

상기 본 발명의 위커해모아이시스 시페라이 균주, 이의 배양물, 이의 파쇄물, 이의 추출물, 상기 배양물의 추출[0104]

물 또는 상기 파쇄물의 추출물은 조성물 대비 10~50 중량% 포함될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 구체적으

로, 10 중량% 미만일 경우에는 그 효과가 미비하고, 50 중량%를 초과하는 경우에는 사용량 대비 효과 증가가 미

미하여 비경제적일 수 있다.

본 발명의 또 다른 실시양태는 상기 위커해모마이시스 시페라이 변이주를 이용하여 테트라아세틸파이토스핑고신[0106]

을 생산하는 방법을 제공한다.

구체적으로, 본 발명의 테트라아세틸파이토스핑고신 생산방법은 상기 위커해 모마이시스 시페라이 변이주를 배[0107]

양하여 배양물을 수득하는 단계를 포함하며, 추가로 상기 수득한 배양물로부터 테트라아세틸파이토스핑고신을

회수하는 단계를 포함할 수 있다.

이때, 상기 “위커해모마이시스 시페라이” 및 “테트라아세틸파이토스핑고 신”에 대한 설명은 상기에서 서술[0108]

한 바와 같다,

상기 용어, “배양”은 상기 재조합 미세조류가 성장할 수 있도록 하는 것으로서, 본 발명의 형질전환체를 배양[0109]

하기 위한 배지 및 배양조건은 숙주 세포에 따라 적절히 선택 이용할 수 있다. 영양배지는 숙주세포의 생육에

필요한 탄소원, 무기질소원 또는 유기질소원을 포함하고 있는 것이 바람직하다. 탄소원으로는 글루코오스, 덱스

트란, 가용성 전분, 수크로오스, 및 메탄올 등이 예시된다. 무기질소원 또는 유기 질소원으로는 암모늄염류, 질

산염류, 아미노산, 콘스팁 리쿼(corn steep liquer), 펩톤, 카제인, 소 추출물, 대두백, 및 감자추출물 등이 예

시된다. 필요에 따라 다른 영양소, 예를 들어 염화나트륨, 염화칼슘, 인산이수소나트륨, 염화마그네슘 같은 무

기염, 비타민류, 및 항생물질(테트라사이클린, 네오마신, 암피실린, 및 카나마이신)등을 포함할 수 있다. 배양

시는 세포의 생육과 단백질의 대량 생산에 적합하도록 온도, 배지의 pH 및 배양 시간 등의 조건들을 적절하게

조절할 수 있다.

상기 방법에 있어서, 상기 미생물을 배양하는 단계는, 특별히 이에 제한되지 않으나, 공지된 회분식 배양방법,[0111]

연속식 배양방법, 유가식 배양방법 등에 의해 수행될 수 있으며, 일 예로는 유가식 배양방법으로 배양될 수 있

다. 

이때,  배양조건은,  특별히  이에  제한되지  않으나,  염기성  화합물  (예:  수산화나트륨,  수산화칼륨  또는[0112]

암모니아) 또는 산성 화합물 (예: 인산 또는 황산)을 사용하여 적정 pH (예컨대, pH 5 내지 9, 구체적으로는 pH

6 내지 8, 가장 구체적으로는 pH 6.8)를 조절할 수 있고, 산소 또는 산소-함유 가스 혼합물을 배양 물에 도입시

켜 호기성 조건을 유지할 수 있다. 배양온도는 20 내지 45 ℃, 구체적으로는 25 내지 40 ℃를 유지할 수 있고,

약 10 내지 200 시간 동안 배양할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 상기 배양에 의하여 생산된 퓨트레신

은 배지 중으로 분비되거나 세포 내에 잔류할 수 있다.

아울러, 사용되는 배양용 배지는 세린, 글루타메이트, 글리신 또는 이들의 조합을 포함할 수 있고, 구체적으로[0113]

공개특허 10-2024-0032256

- 12 -



는 글루타메이트 및 글리신 조합을 포함하는 것일 수 있다. 

본 발명의 구체적인 일 실시예에서는, 본 발명의 신규 위커해모마이시스 시페라이 균주를 유가식 배양할 때, 글[0114]

루타메이트 및 글리신 조합을 배지에 첨가하였을 때가 다른 아미노산이나 하나의 아미노산을 첨가한 경우 대비

효과적으로 TAPS를 생산하고 수율도 높은 것을 확인하였다.

상기 배양용 배지는 탄소 공급원, 질소 공급원 및/또는 인 공급원을 추가로 포함할 수 있으며, 그 외 공급원도[0116]

추가로 포함할 수 있다. 

탄소 공급원으로는 당 및 탄수화물 (예: 글루코오스, 슈크로오스, 락토오스, 프럭토오스, 말토오스, 몰라세, 전[0117]

분 및 셀룰로오스), 유지 및 지방 (예: 대두유, 해바라기씨유, 땅콩유 및 코코넛유), 지방산 (예: 팔미트산, 스

테아르산 및 리놀레산), 알코올 (예: 글리세롤 및 에탄올) 및 유 기산 (예: 아세트산) 등을 개별적으로 사용하

거나 또는 혼합하여 사용할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 질소 공급원으로는 질소-함유 유기 화합물 (예:

펩톤, 효모 추출액, 육즙, 맥아 추출액, 옥수수 침지액, 대두 박분 및 우레아), 또는 무기 화합물 (예: 황산암

모늄, 염화암모늄, 인산암모늄, 탄산암모늄 및 질산암모늄) 등을 개별적으로 사용하거나 또는 혼합하여 사용할

수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 

인 공급원으로 인산 이수소칼륨, 인산수소이칼륨, 이에 상응하는 나트륨 함유 염 등을 개별적으로 사용하거나[0118]

또는 혼합하여 사용할 수 있으나, 이에 제한되지 않으며, 일 예로 KH2PO4일 수 있다. 

또한, 배지에는 기타 금속염 (예: 황산마그네슘 또는 황산철), 아미노산 및 비타민과 같은 필수성장-촉진 물질[0119]

을 포함할 수 있다.

또한, 배지에는 소포제를 추가로 포함할 수 있다. [0120]

본 발명에서 용어, “소포제는” 유해한 기포를 제거하는 것으로서, 일반적으로 휘발성이 적고 확산력이 큰 기[0121]

름상의 물질, 또는 수용성의 계면활성제가 이용될 수 있다. 

본 발명의 상기 배양 단계에서 생산된 TAPS를 회수하는 방법은 배양방법에 따라 당해 분야에 공지된 적합한 방[0123]

법을 이용하여 배양액으로부터 목적하는 아미노산을 수집할 수 있다. 예를 들어, 원심분리, 여과, 음이온 교환

크로마토그래피, 결정화 및 HPLC 등이 사용될 수 있으며, 당해 분야에 공지된 적합한 방법을 이용하여 배지 또

는 미생물로부터 목적하는 TAPS를 회수할 수 있다.

본 발명의 또 다른 실시양태는 테트라아세틸파이토스핑고신(TAPS) 생산능이 증진된 위커해모아이시스 시페라이[0125]

균주의  제조방법을  제공한다.  구체적으로,  우라실  영양요구성  위커해모아이시스  시페라이  균주를  제조하는

단계; CEN/ARS 복제원점을 포함하는 발현 플라스미드로 세린 팔미토일-트랜스퍼라제와 스핑가닌 C4-하이드로실

라제의 활성을 강화하는 단계; 및 장쇄 염기 키나아제 활성을 약화시키는 단계를 포함할 수 있다.

이때,  상기 “위커해모마이시스 시페라이”, “테트라아세틸파이토스핑고신”, “CEN/ARS  복제원점”, “발현[0126]

플라스미드”, “세린 팔미토일-트랜스퍼라제”, “스핑가닌 C4-하이드로실라제”, “활성 강화”, “장쇄 염기

키나아제” 및 “활성 약화”에 대한 설명은 상기에서 서술한 바와 같다,

본 발명의 구체적인 일 실시예에서는, 위커해모아이시스 시페라이에서 작동할 수 있는 효과적인 발현 플라스미[0128]

드를 구축하여 간단하면서도 효과적으로 유전자를 발현하고자, 종래 효모에서 사용하던 다양한 원점 테스트를

수행하여 CEN/ARS 원점을 찾고, 효율적인 선택마커의 확보를 위해 5-FOA를 사용하여 우라실 영양요구성 위커해

모아이시스 시페라이 균주를 제작하였다. 그 다음, CEN/ARS 원점과 우라실 선택마커가 있는 발현 플라스미드에

과발현할 유전자를 클로닝 후, 이를 상기 구축한 우라실 영양요구성 위커해모아이시스 시페라이 균주에 형질전

환하여, TAPS 생산량이 제일 우수한 균주 YP1을 선별하고, YP1의 최종 역가가 2.68g/L로 이는 우라실 영양요구

성 균주 역가인 1.46 g/L보다 1.8배 증가한 것을 확인하였다. 또한, LCB4 유전자 결실을 통해 확보된 YPD7의

TAPS 역가가 3.03 g/L로 대조군에 비해 2배 증가하는 것까지 확인하였다. 마지막으로, 세린 합성과 관련된 전구

체인 아미노산을 배지에 첨가하여 배지 조건을 최적화함으로써 최종 균주 YPD7에서 TAPS 역가가 20g/L로, 종래

공개특허 10-2024-0032256

- 13 -



공지된 것보다 매우 높은 농도로 TAPS를 생산할 수 있음을 확인하였다. 

이는 특정 복제원점 및 우라실 선택마커를 가지는 발현 플라스미드로 제작한 우라실 영양요구성 위커해모아이시[0129]

스 시페라이 변이주를 이용하여 엔지니어링을 수행할 시, 보다 효과적으로 유가 배양에서 TAPS 생산량을 향상시

킬 수 있음을 시사한다.

발명의 효과

본 발명에서 제공하는 위커해모마이시스 시페라이 변이주는 TAPS의 생산성이 우수하므로, TAPS를 이용한 다양한[0131]

제품의 개발에 널리 활용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 TAPS의 생합성 경로를 나타낸 도이다.[0133]

도 2는 본 발명의 개략도를 나타낸 도이다.

도 3은 우라실 영양요구성 위커해모마이시스 시페라이의 제조 과정을 나타낸 도이다.

도 4는 cre-loxP 시스템의 Ends-in 및 Ends-out 방법을 나타낸 도이다. 

도 5는 효모에 사용되는 4가지 유형의 플라스미드를 나타낸 도이다.

도 6은 KanMX 및 URA3 선택 마커가 있는 CEN/ARS 원점을 나타낸 도이다.

도 7은 CEN/ARS 유래 발현 플라스미드를 이용한 EGFP 발현을 나타낸 도이다.

도 8은 아미노산 보충에 따른 TAPS 생산을 나타낸 도이다.

도 9은 발현 플라스미드 pEXP가 있는 Y94 균주의 후보를 나타낸 도이다.

도 10은 YP1 균주 및 YP11 균주의 TAPS 역가 및 수율을 나타낸 도이다.

도 11은 YD94 균주 및 YPD7 균주의 TAPS 역가 및 수율을 나타낸 도이다.

도 12는 최종 균주 YPD7을 사용한 높은 세포 밀도 발효를 나타낸 도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 본 발명을 보다 구체적으로 설[0134]

명하기 위한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 한정되는 것은 아니다.

실험예 1: 균주 및 플라스미드 구축[0136]

위커해모마이시스 시페라이(Wickerhammyces ciferrii)에는 아직 발현 플라스미드가 적용되지 않는다는 점을 감[0137]

안하여, 위커해모마이시스 시페라이에서 작동할 수 있는 발현 플라스미드를 구축하여, 보다 간단하고 효과적인

유전자 과발현 방법을 확보하고자 하였다. 

먼저,  발현  플라스미드에서  복제원점(origin)  및  선택  마커를  최적화하여  우라실  영양요구성  균주를[0138]

구축하였다. 그런 다음, SPT를 인코딩하는 LCB1 및 LCB2 및 스핑가닌 C4-하이드록실라제를 인코딩하는 SYR2을

과발현시켜 TAPS 생산을 증가시켰다. 또한 LCB4를 결실시켜 TAPS 생산을 개선하였다. 마지막으로, TAPS의 높은

생산을 달성하기 위해 높은 세포 밀도 발효를 수행하였다(도 2).

본 발명에서 사용된 모든 조작된 균주, 재조합 플라스미드 및 올리고머는 하기 표 1 및 표 2와 같다. [0140]
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표 1

Name[0141] Description Reference

Strains

WT

Y94 W. ciferrii uracil auxotroph This study

YP1 Y94 with pEXP, colony No.1 This study

YD94-M Y94 △LCB4 with selection marker This study

YD94 Y94 △LCB4 without selection marker This study

YPD7 Y94 △LCB4 with pEXP, colony No.7 This study

Plasmids

pSH47 AmpR, ColE1 origin, GAL1 promoter, Cre
recombinase::URA3, CEN/ARS origin

Addgene

pSH471 pSH47::egfp This study

pSH471_ARS pSH471::URA3, ARS origin △CEN/ARS This study

pSH471_2μ pSH471::URA3, 2μ origin △CEN/ARS This study

pSH472 pSH471::KanMX △URA3, This study

pSH472_ARS pSH472::KanMX, ARS origin △CEN/ARS This study

pSH472_2μ pSH472::KanMX, 2μ origin △CEN/ARS This study

p416GPD AmpR, CEN/ARS origin, pBR322 origin, GPD
promoter, URA3

ATCC (Manassas, USA)

pEXP p416GPD harboring PENO1::LCB1,  PTDH3::LCB2,  PGPD

::SYR2

This study

pCM184 AmpR, KanR, ColE1 origin, loxP Addgene

pCM1841 pCM184::URA3 This study

pCM1842 pCM1841::homology arms of LCB4 from W. ciferrii This study
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표 2

[0143]

[0144]

위커해모마이시스 시페라이 ATCC 14091은 5-FOA를 통한 5-FOA(Fluoroorotic acid) 무작위 돌연변이 유발로부터[0146]
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얻은 Y94라는 이름의 우라실 영양요구성 균주를 구축하기 위한 모균주로 사용되었다. 우라실 영양요구성 균주

Y94의 제작을 위해, 0.1g/L 5-FOA를 YEPD 배지에 첨가한 후 야생형(WT) 균주를 접종하였다. 상기 균주가 성장함

에 따라, 점차적으로 배지의 5-FOA 농도를 증가시켜 1.5g/L 5-FOA를 포함하는 배지에서 성장하는 균주를 수득하

였다. 수득한 균주를 1.5g/L의 5-FOA를 함유하는 YEPD 한천 플레이트에 스크리닝하였다. 그 다음, 우라실이 포

함된 SD 플레이트와 포함되지 않은 플레이트가 있는 마스터 플레이트에서 40개의 콜로니를 선택하였다. 또한,

우라실이 포함되지 않은 플레이트에서 빛을 발하는 콜로니를 선택하였다. 이 광성장 콜로니를 위의 과정과 동일

하게 5-FOA가 포함된 배지에 다시 스크리닝하여 광성장 콜로니를 선별하였다. 이러한 과정을 통해 우라실이 포

함된  SD  플레이트에서는  자라지만  우라실이  없는  플레이트에서는  성장하지  않는  균주를  확보하였다.

최종적으로, 이렇게 확보된 균주가 우라실이 없는 액체 배지에서는 성장하지 않는 것을 확인하였다(도 3).

한편, E. coli DH5α를 유전자 클로닝을 위한 숙주로 사용하였다. pSH471 제조를 위해, egfp_for 및 egfp_rev[0148]

의 프라이머 세트로 pSH47  플라스미드에 egfp를 도입하였다. 이후, egfp  및 pSH47의 PCR  산물을 HindIII  및

EcoRI를 사용하여 절단하고, NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix(New England Biolabs, MA, USA)를 사용

하여 연결하였다. URA3 선택 마커가 있는 플라스미드 pSH471과 KanMX 마커가 있는 pSH472를 사용하여 원점 테스

트를 수행하였다. pSH472 플라스미드 제조를 위해, pML104 플라스미드에서 KanMX_for 및 KanMX_rev 프라이머 세

트를 사용하고, NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix를 사용하여 연결하였다. 이후, ARS_for 및 ARS_rev의

프라이머 세트와 2μ_for 및 2μ_rev의 프라이머 세트를 각각 사용하여, 각 플라스미드에 대해 CEN/ARS origin

을 ARS  origin  및 2μ origin으로 변경하였다. S. cerevisiae 게놈 서열에서 ARS를 증폭하고, 2μ origin은

pML104 플라스미드에서 증폭하였다. pEXP를 제조하기 위해, p416GPD 플라스미드를 백본으로 사용하였다. LCB1,

LCB2  및 SYR2의 과발현을 위해, ENO1  프로모터, TDH3  프로모터 및 GPD  프로모터를 각각 사용하였다. 먼저,

ENO1_for  및  ENO1_rev/LCB1_for  및  LCB1_rev/TDH3_for  및  TDH3_rev/LCB2_for  및  LCB2_rev/SYR2_for  및

SYR2_rev 프라이머 세트를 사용하여, PCR 산물을 증폭시켰다(표 2). 

그런  다음,  증폭된  DNA  단편을  NEBuilder  HiFi  DNA  Assembly  Master  Mix를  사용하여  EagI에  의해  절단된[0149]

p416GPD  플라스미드에  삽입하였다.  LCB4  결실  벡터를  구축하기  위해,  pCM184  플라스미드를  백본으로

사용하였다. Y94 균주에서 유전자 결실을 진행하기 위해, URA3 선택 마커를 pCM184에 도입하여 pCM1841을 제작

하였다. pCM1841의 구성을 위해 EO_for 및 EO_rev의 프라이머 세트를 사용하여 URA3을 증폭하고 pCM184를 PstI

를 사용하여 절단하였다. 그런 다음, 두 개의 단편을 NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix로 연결하였다.

pCM1841을 제작한 후, LCB4_LHR_for 및 LCB4_LHR_rev의 프라이머 세트를 사용하여, LCB4의 좌측 상동성 영역

(LHR)을  증폭시켰다.  pCM1841  및  LHR  단편의  경우  EcoRI  및  KpnI로  절단하고  Mighty  Mix(Takara,  Shiga,

Japan)로  연결하였다.  그런  다음  LCB4의  오른쪽  상동  영역(RHR)을  LCB4의  LHR을  포함하는  pCM1841에

삽입하였다.  벡터를  SacI로  절단하고,  NEBuilder  HiFi  DNA  Assembly  Master  Mix로  LCB4_RHR_for  및

LCB4_RHR_rev를 사용하여 증폭된 RHR의 PCR  산물과 연결했다. 이러한 PCR  산물을 T100  Thermal  Cycler(Bio-

rad, CA, USA)를 사용하여 Q5 High-Fidelity DNA Polymerase(New England Biolabs, MA, USA)로 증폭하였다. 

여기에서,  모든  제한  효소는  New  England  Biolabs에서  구입하였다.  또한,  모든  벡터는  전압이  2500V인[0150]

Eporator(Eppendorf,  Hamburg,  Germany)를  사용하여  형질전환하였다.  pEXP를  Y94로  형질전환한  후,  W.

ciferrii YP1 및 YP11을 얻었다. pEXP의 형질전환 후, 12개의 콜로니를 대조군 균주 WT 및 Y94로 미리 배양하였

다. 그런 다음, WT 및 Y94에 비해 TAPS 역가가 더 높은 YP1 및 YP11을 선택하였다. 유전자 LCB4는 상동성 암이

있는 pCM1842를 사용하는 Ends-out 방법으로 cre-loxP 시스템에 의해 결실되어 YD94를 생성하였다(도 4). 그런

다음, pEXP를 YD94로 형질전환시켰다. 마찬가지로 12개의 콜로니를 전배양하여 TAPS 생산이 개선된 YPD7을 얻었

다.

실험예 2. 배지와 배양[0152]

Luria-Bertani(LB) 브로쓰(5g/L 효모 추출물, 10g/L 트립톤 및 10g/L NaCl)에서 유전자 클로닝용 E. coli DH5[0153]

α를 37℃에서 배양하였다. 선택을 위해 50 μg/L 카르베니실린을 보충했다. 위커해모마이시스 시페라이 야생형

씨드(seed) 균주를 3 ml  YEPD  배지(10 g/L  Bacto  효모 추출물, 20 g/L  Bacto  peptone  및 100  ml/L  20%  D-

glucose)에서 성장시켰다. 우라실 영양요구성 균주를 선택된 아미노산 혼합물(10ml/L L-히스티딘, L-류신, L-트

립토판)을 포함하는 SD 배지 (6.7 g/L YNB w/o 아미노산, 및 100 ml/L 20% D-glucose)에서 성장시켰다. 그런

다음 씨드 균주로 5 ml TAPS 배지(100 g/L 글리세롤, 2 g/L 효모 추출물, 3 g/L KNO3, 3 g/L 아세트산나트륨,
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1 g/L NH4NO3 및 1.5 g /L 옥수수 침지 분말)에 접종(inoculation)하고 1.5일동안 배양하였다. TAPS 배지에서

프리 배양 후, 본 배양을 위해 OD600이 0.1인 50ml의 신선한 TAPS 배지에 다시 접종하였다. 전체 배양 절차는

250 rpm의 진탕 인큐베이터에서 30 ˚C에서 호기적으로 수행하였다. 

위커해모마이시스 시페라이 YPD7의 유가식 발효는 7일 동안 100g/L의 글리세롤, 1g/L의 KH2PO4 및 1g/L의 MgSO4[0154]

를 함유하는 1L TAPS 배지 부피는 3L 생물반응기에서 수행하였다. 이 때 발효 초기 OD600은 1.0이었다. 유가식

발효는 30℃에서 통기 속도 1L/min 및 교반 속도 650rpm으로 수행하였다. 상기 통기 속도, 교반 속도의 경우 용

존 산소를 30% 이상으로 유지하기 위해 5 L/min, 800 rpm까지 증가시켰다. 추가 공급을 위해, 1000g/L의 글리세

롤 공급원료를 보충하여 글리세롤의 잔류 농도를 확인한 후 글리세롤 농도를 100g/L로 유지하였다. 또한 100g/L

아미노산(글루타메이트 및 글리신) 10ml, 200g/L 효모 추출물 10ml, 100g/L MgSO4 10ml 및 100g/L KH2PO4 공급

원료 10ml를 매 24시간마다 첨가하였다.

실험예 3. 분석방법[0156]

DU730 UV-Vis 분광 광도계(Beckman coulter, Brea, CA, USA)로 광학 밀도(OD600)를 측정하여 균주의 성장을 확[0157]

인하였다. EGFP 발현은 Biotek Synergy H1 마이크로플레이트 리더(Biotek, VT, US)를 사용하여 측정하였다. 배

지 내 글리세롤 농도는 배양액의 원심분리 후 Waters 2414 굴절률 검출기(Waters, Milford, MA, USA)와 Shodex

SH1011  컬럼(Shodex,  Tokyo,  Japan)이  장착된 고성능 액체 크로마토그래피(HPLC)를 사용하여 측정하였으며,

10mM의 H2SO4를 0.6mL/min의 유속으로 HPLC의 이동상으로 확인하였다. 

다음으로, TAPS 분석을 위해 250 μL의 각 액체 배양 샘플을 사용하여 TAPS 생산을 측정하였다. 구체적으로, 샘[0158]

플을 1ml 아세톤과 혼합하고 30분 동안 와류시켰다. 그런 다음, 원심 분리로 700 μL의 상층액을 수집한 후, 수

집된 상청액을 Waters 2695 HPLC(Waters, Milford, MA), Agilent XDB-C18 컬럼(Agilent, Santa Clara, CA) 및

Waters  2487  검출기(Waters,  Milford,  MA)가  장착된  HPLC를  사용하여  분석하였다.  메탄올(81.5%  w/w),

H2O(18.45%, w/w) 및 트리플루오로아세트산(0.05% w/w)으로 구성된 이동상은 30분/run 동안 1.4ml/분의 유속으

로 사용되었다. 여기에서 UV 검출을 위한 파장은 200 nm였다.

실시예 1. 위커해모마이시스 시페라이의 발현 플라스미드 확립[0160]

효모에 사용되는 플라스미드에는 네  가지  유형이 있다:  ARS  origin의  효모 복제 플라스미드(YRp),  CEN/ARS[0161]

origin의 효모 중심체 플라스미드(YCp),  2μ origin의 효모 에피솜 플라스미드(YEp),  효모 통합 플라스미드

(YIp)로, 상기 효모 통합 플라스미드는 origin이 없으며 숙주 염색체에서 상동 재조합을 통해 직접 통합될 수

있다(도 5). 

이에, 위커해모마이시스 시페라이에서 어떤 원점(origin)이 작용할 수 있는지 먼저 확인하였다. 구체적으로,[0162]

ARS, CEN/ARS 및 2μ 원점을 갖는 3개의 플라스미드를 각각 위커해모마이시스 시페라이 WT로 형질전환시켰다.

상기  플라스미드는  KanMX  선택  마커를  포함하는  pSH47에서  유래되었다.  위커해모마이시스  시페라이에서는

Colony PCR이 적용되지 않기 때문에 플라스미드가 포함되어 있는지 확인하기 위해 gDNA를 추출하였다. 순방향

및 역방향 프라이머를 원점의 측면 위치 서열로 설정하고, PCR로 위커해모마이시스 시페라이가 플라스미드를 보

유하고 있는지 확인하였다. 그 결과, 도 6A에서 확인할 수 있는 것과 같이, 위커해모마이시스 시페라이 내에

ARS 원점의 플라스미드와 2μ 원점의 플라스미드는 존재하지 않았으나, CEN/ARS 원점의 플라스미드 만이 유지되

는 것을 확인할 수 있었다(도 6A). 

다음으로, 녹색 형광 단백질 egfp를 발현시키고 이를 통해 형광 수치를 측정하여, 플라스미드 내 유전자가 균주[0163]

내에서 안정적으로 발현되고 있는지를 확인하였다. 그 결과, 도 7에서 확인할 수 있는 것과 같이, egfp가 균주

내에서 안정적으로 발현되고 있음을 확인하였다(도 7). 

한편, Kanamycin/G418에 내성이 있는 KanMX 선택 마커는 효모에 사용되는 항생제 마커이다. 그러나 상기 선택[0165]

마커는 선택 효율이 낮고 불안정하다는 몇 가지 단점이 있다. 따라서 새롭고 효율적인 선택 마커를 구축할 필요

가 있다. 일반적으로, 5-Fluoroorotic acid(5-FOA)는 URA3 유전자의 부재를 확인하기 위해 효모 유전학에서 사

용된다. URA3은 5-FOA에서 독성 대사산물인 5-fluorouracil로의 탈탄산 반응을 포함하여 사망에 이르게 하기 때

문이다(Boeke et al., 1987, Luo et al., 2021, Shivhare et al., 2021). 이러한 5-FOA를 사용하여 상기 실험
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예 1의 스크리닝 과정으로 우라실 영양요구성 균주를 성공적으로 제작하였다. 이후, 새로 제작한 우라실 영양요

구성 균주를 이용하여 원점 테스트를 다시 실시하였다. URA3 선택 마커가 있는 플라스미드에 3개의 기점을 클로

닝한 결과, 도 6B에서 확인할 수 있는 것과 같이, 앞서 확인한 도 6A의 결과처럼 균주 내에서 CEN/ARS 유래의

플라스미드만 유지되고 있음을 재확인할 수 있었다. 또한, 카나마이신이 선택 마커인 경우와 달리, 모든 콜로니

에서 밴드가 나타나는 것을 확인하여 100%의 형질전환 효율을 보였다. 이를 통해, 효율적이고 안정적인 선택 마

커를 가진 균주가 효과적으로 구축되었음을 확인할 수 있었다(도 6B).

실시예 2. TAPS 생산을 위한 유전자 조작[0167]

상기 실시예 1에서 제작한 균주를 이용하여, 일부 아미노산 첨가가 TAPS 생산에 미치는 영향을 알아보기 위한[0168]

실험을 수행하였다. 먼저, 세린의 경우 TAPS의 전구체이고, 글루타메이트와 글리신의 경우 TAPS 생산에 가장 효

과적이기 때문에 TAPS 배지에 3개의 아미노산을 첨가하여 야생형 배양을 수행하였다(도 8). 아미노산은 세포가

초기-중간 지수 단계(24시간)에 들어갔을 때 배지에 보충하였다. 이러한 아미노산 시험 결과, 도 8에서 확인할

수 있는 것과 같이, 배지에 글루타메이트와 글리신을 함께 첨가하였을 때 TAPS 티터(titer)가 고정상에서 가장

높게 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 특히, WT 균주의 TAPS 역가는 TAPS 배지에서만 1.65g/L인 반면, 글루타

메이트 및 글리신이 포함된 TAPS 배지에서는 1.5배 증가된 2.5g/L인 것으로 확인되었다. 수율 역시, 글루타메이

트와 글리신이 포함된 배지에서 0.032gTAPS/gglycerol로 가장 높았고 WT는 0.022gTAPS/gglycerol인 것으로 확

인할 수 있었다. 

이후, 배지 조건을 최적화한 후, CEN/ARS 원점 및 URA3 선택 마커를 포함하는 발현 플라스미드를 사용하여 위커[0170]

해모마이시스 시페라이가 LCB1, LCB2 및 SYR2를 과발현하도록 엔지니어링하였다. 여기에서 LCB1 및 LCB2는 SPT

를 코딩하는 유전자이고, SYR2는 스핑가닌 C4-히드록실라제를 코딩하는 유전자이다. 게놈에서 이러한 유전자의

프로모터 엔지니어링을 통한 과발현은 종래 S. cerevisiae에서 TAPS  생산을 57% 증가시킨 것으로 보고되었다

(Schorsch et al., 2012). p416GPD로 이들 유전자를 과발현하기 위해 위커해모마이시스 시페라이에서 사용할 수

있는 3개의 강력한 프로모터를 선택하였다. LCB1 및 LCB2 유전자는 각각 ENO1 및 TDH3 프로모터에서 과발현하였

고, SYR2는 GAP 프로모터에서 과발현하였다. 상기 3개의 유전자 및 3개의 강력한 상이한 프로모터를 갖는 pEXP

발현 플라스미드를 Y94 균주로 형질전환시켰다. 형질전환 후 호기성 튜브에서 전배양을 위해 12개의 콜로니 후

보를 선택하였다. 4일 배양 후, 야생형보다 TAPS 생산이 더 좋은 두 후보 YP1과 YP11을 선택하였다(도 9). YP1

및 YP11의 배양은 대조군 균주와 비교하여 글루타메이트 및 글리신이 보충된 TAPS 배지에서 수행되었다(도 10). 

그  결과,  도  11에서  확인할 수 있는 것과 같이,  각  WT  균주 및 Y94  균주의 TAPS  역가는 각각 2.3g/L  및[0171]

1.46g/L인 반면, YP1 및 YP11의 TAPS 역가는 각각 2.68g/L 및 1.9g/L이었다. YP1의 역가는 야생형 및 Y94의 역

가보다 높았다. 수율 또한, 0.036gTAPS/gglycerol만큼 증가했으며, 이는 Y94에 비해 1.8배 증가하는 것으로 확

인할 수 있었다(도 11). 

나아가, TAPS 생산의 더 많은 증가를 위해 장쇄 염기 키나아제를 인코딩하는 LCB4를 cre-loxP 시스템으로 결실[0173]

하여 YD94를 생성하였다.

상동 재조합을 기반으로 한 표적 유전자의 교체에는 Ends-in 및 Ends-out 방법의 두 가지 방법이 있다. 그 중[0174]

Ends-out  방식을  주로 사용하기 때문에 Ends-out  방식으로 결실 시스템을 구축하였다.  결실  방법의 수립을

위해, pCM184 플라스미드를 URA3 선택 마커가 있는 표적 유전자 및 loxP 부위에 대한 상동성 암에 사용하였고,

pSH47  플라스미드를  KanMX  선택  마커가  있는  Cre  재조합효소에  사용하였다.  그  결과,  YD94의  TAPS  역가는

2.25g/L이고 수율은 0.0252gTAPS/gglycerol로, TAPS  생산이 모균주 Y94의 생산보다 높음을 확인할 수 있었다

(도 11). 이러한 YD94를 사용하여 pEXP로 형질전환하여 YPD7을 제작하였다. 그 다음, YPD7을 배양하여 TAPS 역

가  및  수율을  측정하였다(도  11).  그  결과,  YPD7에서는  TAPS  역가와  YPD7의  수율이  각각  3.03g/L  및

0.03675gTAPS/gglycerol로, 모균주인 Y94에 비해 2배 향상되는 것을 확인할 수 있었다. 참고로, 여기에서 제작

한 YPD7 균주는 2022년 5월 4일 자로 기탁번호 KCTC14970BP로 한국생명공학연구원에 기탁하였다.

결론적으로, 위커해모마이시스 시페라이에서 CEN/ARS 원점과 URA3 선택 마커를 가지고 있는 발현 플라스미드를[0176]
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이용한 과발현과 cre-loxP 시스템을 이용한 결실이 TAPS 생산의 개선을 효과적으로 가능하게 함을 확인할 수 있

다.

실시예 3. TAPS 생산을 위한 유가식 배양[0178]

TAPS에서 높은 생산을 달성하기 위해 최종 균주로 YPD7을 사용하여 높은 세포 밀도 발효를 수행하였다. 배양방[0179]

법은 유가식 배양으로 하고 글리세롤, 글루타메이트 및 글리신을 주기적으로 배양액에 첨가하였다. 또한 성장

촉진을 위해, 지질 생산성을 향상시키는 MgSO4와 인(P) 공급원으로 KH2PO4와 같은 영양소를 보충하였다. 거품

발생을 차단하기 위해, 발효조에 소포제를 연결하여 자동으로 공급하였다. 

그 결과, 도 12에서 확인할 수 있는 바와 같이, 가장 높은 TAPS 역가는 20.2g/L이었고 생산성은 0.12g/L/h인 것[0180]

으로 확인하였다(도 12). 

이를 통해, 글리세롤, 글루타메이트, 글리신, MgSO4 및 KH2PO4의 주기적인 공급에 의한 유가식 발효는 이전 연[0181]

구에 비해 가장 높은 TAPS 역가를 달성하는 것을 확인하였다(표 3).

표 3

[0183]

종합하면, 위커해모아이시스 시페라이에서 작동할 수 있는 효과적인 발현 플라스미드를 구축하여 간단하면서도[0185]

효과적으로  유전자를  발현하고자,  종래  효모에서  사용하던  다양한  원점  테스트를  수행하여  CEN/ARS  원점을

찾고, 효율적인 선택마커의 확보를 위해 5-FOA를 사용하여 우라실 영양요구성 위커해모아이시스 시페라이 균주

를 제작하였다. 그 다음, CEN/ARS 원점과 우라실 선택마커가 있는 발현 플라스미드에 과발현할 유전자를 클로닝

후, 이를 상기 구축한 우라실 영양요구성 위커해모아이시스 시페라이 균주에 형질전환하여, TAPS 생산량이 제일

우수한 균주 YP1을 선별하고, YP1의 최종 역가가 2.68g/L로 이는 우라실 영양요구성 균주 역가인 1.46 g/L보다

1.8배 증가한 것을 알 수 있었다. 또한, LCB4 유전자 결실을 통해 확보된 YPD7의 TAPS 역가가 3.03 g/L로 대조

군에 비해 2배 증가하는 것까지 확인하였다. 그 외, 세린 합성과 관련된 전구체인 아미노산을 배지에 첨가하여

배지 조건을 최적화함으로써 최종 균주 YPD7에서 TAPS 역가가 20g/L로, 종래 공지된 것보다 매우 높은 농도로

TAPS를 생산할 수 있음을 확인하였다. 

이는 특정 복제원점 및 우라실 선택마커를 가지는 발현 플라스미드로 제작한 우라실 영양요구성 위커해모아이시[0186]
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스 시페라이 변이주를 이용하여 엔지니어링을 수행할 시, 보다 효과적으로 유가 배양에서 TAPS 생산량을 향상시

킬 수 있음을 시사하는 것이다.

이상의 설명으로부터, 본 발명이 속하는 기술 분야의 당업자는 본 발명이 그 기술적 사상이나 필수적 특징을 변[0188]

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

[0190]

기탁기관명 : 한국생명공학연구원 

수탁번호 : KCTC14970BP

수탁일자 : 20220504
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			 349
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 REGION
					 1..349
					 
						 
							 note
							 Amino acid sequence of Sphinganine C4-hydroxylase
						
					
				
				 
					 source
					 1..349
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
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							 polynucleotide sequence of SYR2
						
					
				
				 
					 source
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							 synthetic construct
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					 source
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							 polynucleotide sequence of LCB4
						
					
				
				 
					 source
					 1..1875
					 
						 
							 mol_type
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			 atggtggtgcagaaaaaacttagggctatcttgaccgatgaaggtgtattgatcaaatcgcaatcacaccatatgttcaataagcatggtcaactcagaagcggagattctttatccttgttgagctgcttgtcctgtctggatgatggaactttgagctctgatggaggttcttttgatgaggatgattccctggaactgttgcctcttaatactaccattccgttcaacagaattttgaacgcaaaatatgtgaatgtcggtcagaaaggcttcaataatggcaaaatttcttcgaatccttttcaaacggaaaatctgagttcttcgtctgaaaatgacgacgttgagaatcatagtttgagcaatgataaggctcctgtaagcgaatcacagtcatttcccaaaaaagacaagtgggatacaaaaacgaacactgtgaaggtgtctcccgatgattcacaggataactcaccatctttagggataaaagataatcaacagttaattgagttaacttttgctgtacccaagggccatgatgttataccacaaaaattaaccttgttaatagatcacgtttctaggaaatcgagagcaaataccggagaggagaacatttcttctggtactgtggaagaaatcctggaaaaaagttatgaaaattccaagagaaacagatcgatattagtcattattaatccccacggtggtaaaggtactgctaaaaatttattcctgacaaaagcaaggccaatactagtggaaagtggctgcaaaatagaaattgcatacacaaaatatgcccgtcacgccatcgatattgccaaagatttagatatcagcaaatacgataccattgcatgtgcctcgggtgatggtattccatacgaagtaattaatgggctttatagaagacccgacagagtggatgcgttcaataaactagccgtaactcagctaccttgcggttcaggaaatgctatgagcatttcatgtcattggacaaataacccatcgtacgccgctctgtgccttgtcaaatccattgaaacaagaatagacttaatgtgttgttcccaaccttcttatatgaacgaatggccaagattatcctttttgagtcagacgtacggcgttattgcagaatctgatattaacactgaattcatcagatggatgggtcccgttaggtttaatttgggtgtagcattcaacattatccaaggtaagaaatatccctgcgaagttttcgtcaaatatgctgccaaatctaaaaaggaattaaaagttcatttcttagaaaataaagataaaaacaaaggatgtttaaccttcgaaccaaatcctagcccaaactcttcgccggatttactatctaaaaacaatatcaacaacagtacaaaagatgaactttcaccgaattttctcaacgaggacaactttaaattaaagtatccgatgacggaaccagtacctagagactgggagaaaatggattcagagctaactgataacttaacaatcttttacacagggaaaatgccgtatattgctaaggacaccaaattttttcccgctgctttaccagcggatggtaccattgatttagtcataacggatgcaagaatcccagtgacaagaatgacaccaattttattatccttggataaaggttctcatgtattagagccagaagttattcactcaaaaatattggcttataagattataccaaaagtggagtcaggtttattttcagtggatggtgaaaagtttcctttggaacccttgcaagtggaaataatgcccatgttatgcaagacgttgctaaggaatggtagatatatcgatacagagtttgaatccatgtag
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