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특허청구의 범위

청구항 1 

서열번호: 1의 아미노산 서열로 이루어진 아가로스의 D-갈락토스 (D-galactose)와 3,6-안하이드로-L-갈락토스

(3,6-anhydro-L-galactose) 사이의 β-1,4-글리코사이드 결합(β-1,4- glycosidic bond)을 절단하는 효소.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 효소는 사카로파거스 데그라단스로부터 수득한 효소.

청구항 3 

제 1항의 효소를 코딩하는 유전자.

청구항 4 

제 3항에 있어서, 상기 유전자는 서열번호 2에 기재된 유전자. 

청구항 5 

제 3항 또는 제4항에 있어서, 상기 유전자는 사카로파거스 데그라단스로부터 수득한 유전자.

청구항 6 

미생물 사카로파거스 데그라단스를 배양하고; 배양액으로부터 제 1항의 효소를 채취하는 것을 포함하는, 제 1항

의 효소를 제조하는 방법.

청구항 7 

제 1항의 효소로 아가로스를 분해하고; 

상기 분해물로부터 아가로올리고사카라이드를 채취하는 것을 포함하는 아가로올리고사카라이드를 제조하는 방

법.

청구항 8 

제 7항에 있어서, 상기 아가로올리고사카라이드는 네오아가로바이오스인 것을 특징으로 하는 아가로올리고사카

라이드를 제조하는 방법.

청구항 9 

제 7항에 있어서, 상기 효소는 사카로파거스 데그라단스로부터 수득한 것을 특징으로 하는 아가로올리고사카라

이드를 제조하는 방법.

청구항 10 
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제 7항 내지 제9항 중 어느 한 항의 방법에 의하여 제조된 아가로올리고사카라이드.

청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 아가로올리고사카라이드는 네오아가로바이오스인 것을 특징으로 하는 아가로올리고사카

라이드.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 신규한 아가레이즈 및 이를 이용한 아가로스로부터 아가로올리고사카라이드의 효소적 생산에 대한[0001]

것으로, 더욱 상세하게는 해양 미생물 사카로파거스 데그라단스로부터 유래한 아가레이즈 및 이를 이용한 한천

으로부터 이당류의 효소적 생산에 관한 것이다.

    배 경 기 술

최근 석유가격 상승과 고갈 및 이산화탄소 배출에 따른 온난화가 유발되고 있어 대체 에너지에 대한 수요가 증[0002]

가하고 있다. 대표적인 대체에너지 중 하나로 바이오에탄올이 각광받고 있으나 원료원으로 당질, 전분 등 식량

으로 이용가능한 원료에 제한되어 식량난을 유발한다는 지적을 받고 있다. 따라서 그에 따른 대안으로 해조류가

각광받기 시작하고 있다. 

한국은 삼면이 바다로 이루어져 있어 해조류를 쉽게 구할 수 있다. 해조류에는 천연 다당체인 아가가 존재하며[0003]

이것은 식품,  제약,  화장품,  기타 여러 산업에 폭넓게 이용할 수 있다.  해조류의 연간 생산량은 06년 기준

13,754톤으로서 비교적 쉽게 구할 수 있으나 활용률에서는 저조한 실정이다.(어업생산통계, 2006, 통계청 사회

통계국 농어업생산통계과)

해조류를 구성하는 아가는 아가로스(70%)와아가로펙틴(30%)으로 구성되어있는데 아가로스는 단당류인 D-갈락토[0004]

스  (D-galactose)와  3,6-안하이드로-L-갈락토스  (3,6-anhydro-L-galactose)가  α-1,3-글리코사이드  결합(α-

1,3-glycosidic bond)을 기본단위로 하여  β-1,4-글리코사이드 결합(β-1,4- glycosidic bond)으로 이루어진

선형적인 다당류이다. 아가로펙틴은 아가로스와 같은 기본구조를 가지고 있으나 부분적으로 황산기, 피루빅산

(pyruvic  acid),  글루쿠로닉산(glucuronic  acid)  등의 치환기를 가지는 것으로 보고 되어 있다.(Duckwort.M,

Yaphe, W. 1971 Carbohydr. Res. 16: 435-445)

아가로스를 분해 하였을 때 생성되는 네오아가로 올리고당은 미생물의 성장을 저해하고 전분 등의 분해속도를[0005]

늦추고  식품의  칼로리를  낮출  수  있다.  또한  immune  system에도  긍정적인  영향을  미친다고  알려져  있

다.(Nomura,  K.,  Naitoh,  Y.,  Muramatsu,  S.,  Yoshizawa,  Y.,  Tsunehiro,  J.,  Fukui,  F.,  Itoh,  M.  1997

Biosci. Biotechnol. Biochem. 62: 1190-1195) 특히 네오아가로바이오스는 미백 및 보습효과가 있은 것으로 알

려져 있고(Kobayashi,  R.,  Takisada,  M.,  Suzuki,  T.,  Kirimura,  K.,  Usami,  S.  1997  Biosci.  Biotechnol.

Biochem.  61:  162-163).  또한 prebiotics effect도 있어서 산업적으로 이용가치가 높다.( Hu, B., Gong, Q.

H.,  Wang,  Y.,  Ma,  Y.  M.,  Li,  J.  B.,  Yu,  W.  G.  2006  Anaerobe  12:  260-266).   따라서 neoagarobiose와

neoagaro-oligosaccharide의 생산은 산업적으로 가치가 높기 때문에 대규모 생산을 위한 연구가 많이 이루어지

고 있다.

아가로스를 분해하는 방법은 크게 화학적인 방법과 효소적인 방법이 있다. 아가로스를 화학적으로 분해하는 방[0006]

법의 경우 비교적 쉽게 할 수 있어 이것에 대한 연구가 많이 이루어져 있다. 하지만 이와 같은 방법은 여러가지

제한사항이 발생하는 문제점을 갖고 있다. 낮은 중합도를 갖는 작은 올리고사카라이드를 선택적으로 생산하는

것은 매우 어렵다.(Jingbao  L.,  Feng  H.,  Xinzhi  L.,  Xiaoyan  F.,  cuiping  M.,  Yan  C.,  Wengong  Y.  2007

Carbohydr. Res. 342: 1030-1033). 알카리 처리나 산처리의 경우는 상당한 양의 오염물질을 배출하기 때문에 중

화시키기 위해 많은 비용이 소모된다.(Pickering, T. D., Sladden, V. H., Furneaux, R. H., Hemmingson, J.

A., Redfearn, P. 1993 J. Appl. Phycol. 5: 85-91)

또한 산 가수 분해법은 온도에 영향없이 한천 올리고당을 대량 생산할 수 있으나, 황산이나 염산을 사용하는 경[0007]
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우 올로고당의 갈변 문제, 식용가능한 식품 첨가물로서의 부적합성 및 분해시 부산물이 다량 생성되는 단점이

있다. 산 가수 분해법의 일예로는, 국내 공개특허공보 제2002-9735호의 식용 초산을 이용한 한천 올리고당의 제

조방법이 있다.

효소적인 분해 방법은 해양 미생물이 생산하는 아가레이즈를 이용하여 연구가 진행되고 있다. 아가레이즈에는[0008]

알파 아가레이즈와 베타 아가레이즈가 있는데 알파 아가레이는 아가로스의 결합 중 알파 결합을 끊어 아가로올

리고당을  만들고  베타  아가레이즈는  베타  결합을  끊어  네오아가로올리고당을  생성한다.(Araki  C.  1959

Pergamon Press London, pp 15-30). 다당류로 구성된 바이오매스를 고온에서 화학적으로 전처리 할 경우 퍼퍼럴

(furfural),  HMF(하이드록시메틸퍼퍼럴)  등의  독성이  있는  알데하이드가  다량  생성되고(Boussaid,  A.,

Robinson, J., Cai, Y.j., Gregg, D.J., Saddler, J.N., 1999. Biotechnol. Bioeng. 64: 284.289; Lohmeier-

Vogel, E., Sopher, C., Lee, H., 1998. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 20: 75-81) 화학반응의 특성상 중합

도(degree of polymerization, DP)가 무작위로 된 단당류 및 올리고가 산물로 얻어진다. 한편 효소적인 방법의

경우는 일반적으로 반응부산물의 생성없이 선택적으로 특정 DP의 올리고당을 생성하기 때문에 정제에 대한 비용

이 적게 들고 또한 생물학적인 분해 방법이기 때문에 식품, 화장품 등을 제조하는데 화학적 처리에 비해 비교적

안전하게 이용할 수 있고 친환경적이라는 장점을 갖는다.

상기 효소 가수분해법으로, 아가라제를 생산하는 미생물 예컨대 슈도모나스( Pseudomonas) 속 균주(Ha, J. C.,[0009]

G. T. Kim, S. K. Kim, T. K. Oh, J. H. Yu, and I. S. Kong. 1997. Biotechnol. Appl. Biochem. 26:1-6), 알

테로모나스(Alteromonas)  속  균주(Potin,  P.,  C.  Richard,  C.  Rochas,  and  B.  Kloareg.  1993.  Eur.  J.

Biochem.  214:599-607),  아가리보란스(Agarivorans)  속  균주(Ohta,  Y.,  Y.  Hatada,  S.  Ito,  and  K.

Horikoshi.  2005.  Biotechnol.  Appl.  Biochem.  41:183-191),  슈도알테로모나스(Pseudoalteromonas)  속 균주

(Belas,  R.  1989.  J.  Bacteriol.  171:602-605),  마이크로실라(Microsilla)  속  균주(Zhong,  Z.,  A.

Toukdarian, D. Helinski, V. Knauf, S. Sykes, J. E. Wilkinson, C. O'Bryne, T. Shea, C. DeLoughery, and

R.  Caspi.  2001.  Appl.  Environ.  Microbiol.  67:5771-5779)  및  비브리오(Vibrio)  속  균주(Aoki,  T.,  T.

Araki, and M. Kitamikado. 1990. Eur. J. Biochem. 187:461-465)을 이용할 수 있다. 

한편, 곡물로부터 바이오연료를 생산하려는 프로그램은 최근 식품 가격의 상승과 곡물 제조과정에서 투자되는[0010]

에너지 및 토지 사용의 측면에서 덜 환경친화적적이라는 점이라는 비난을 받고 있다. 

조류(Algae)는  바이오연료  작물  중  오랫동안  주목받지  못하였다.  미국  에너지부(US  Department  of  Energy;[0011]

DOE)는 1978 년에서 1996 년까지 해양 종 프로그램 하에서 조류 연료에 대한 연구 자금을 제공하였지만 예를 들

어 바이오에탄올에 대한 공급원료로 옥수수를 사용하는 것과 같은 다른 프로그램으로 원료를 바꾸었다. 

그러나 조류는 옥수수와 같은 다른 바이오매스 원료보다 보다 환경친화적인 몇 가지 장점을 가지는 것으로 알려[0012]

졌다. 그들은 옥수수 등과 비교하여 경작되는 토지 면적 당 더 많은 연료를 생산하거나 염분때문에 통상적인 농

업에 적합하지 않은 토지에서도 성장할 수 있다. 뉴 헴프셔 대학의 마이클 브릭(Michael Briggs)의 주장에 의하

면, 북 아메리카 사막은 미국 운송 연료의 모든 수요를 충족시킬 수 있는 조류 지(algae pond)에 대한 충분한

토지 이상을 제공할 수 있다고 한다. 최근 고유가와 중국 및 인도 등 신흥개발국에서의 에너지 요구의 증대 등

으로 대체 에너지에 대한 관심이 다시 증가하기 시작하고 있다. 2006년 6월에는 Solix Biofuels라는 회사는 콜

로라도에 현존하는 발전소에 연결되어 사용될 수 있는 미생물 조류 생물반응장치 기술을 개발하였고, 최근에는

그러한 반응장치에 최적의 조류 종을 발견하고 그 공정을 최적화하는 공정에 관련되었다. 미국 에너지부는 10년

전에 조류로부터 바이오연료 계획을 포기하였지만 최근에 조류로부터 바이오 연료의 전망은 놀랍게 회귀하고 있

다.(Current Biology Vol 18 No 2, R46). 한국에서도 최근에 홍조류를 포함하는 해양바이오매스로부터 바이오연

료를 생산하는 기술을 개발하기 위하여  해양바이오연료를 정부주도 신성장동력사업 22개 중에 포함시켜 집중적

으로 투자하고자 한다(신성장동력 비전과 발전전략 브리핑 참고자료, 2008. 9. 22, 지식경제부 신성장동력기획

단).

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명은 상기의 문제점을 해결하고, 상기의 필요성에 의하여 안출된 것으로 본 발명의 목적은 아가로스를 분[0013]

해하는 새로운 효소를 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 네오아가로바이오스와 같은 작은 이당류를 조류(algae) 바이오매스 또는[0014]
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아가중합체(agar polymer), 고중합의 아가로올리고사카라이드(high DP agaro-oligosaccharides)로부터 여러 단

계를 거치지 아니하고 직접 one-step으로 생산하는 것이다.

        과제 해결수단

상기의 목적을 달성하기 위하여 [0015]

본 발명은 서열번호: 1의 아미노산 서열로 이루어진 아가로스의 D-갈락토스 (D-galactose)와 3,6-[0016]

안하이드로-L-갈락토스 (3,6-anhydro-L-galactose) 사이의 β-1,4-글리코사이드 결합(β-1,4- glycosidic

bond)을 절단하는 효소(이하, 'Aga50D'라고 함)를 제공한다.

본 발명의 바람직한 실시예에서, 상기 아가레이즈 활성을 가진 효소는 서열번호: 1에 개시된 아미노산 서열과[0017]

의 서열 동일성이 80% 이상, 85% 이상, 90% 이상, 93% 이상, 94% 이상, 95% 이상, 96% 이상, 97% 이상, 98% 이

상 및 99% 이상인 아미노산 서열을 포함한다. 

본 발명에서 폴리펩티드가 또 다른 서열에 대하여 특정 비율 (예컨대, 80%, 85%, 90%, 95%, 또는 99%) 의 서열[0018]

동일성을 가진다는 것은, 상기 두 서열을 정렬시킬 때, 상기 서열들의 비교시에 상기 비율의 아미노산 잔기가

동일함을 의미한다. 상기 정렬 및 백분율 상동성 또는 동일성은, 당업계에 공지된 임의의 적당한 소프트웨어

프로그램, 예를 들어 문헌[CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel 등 (eds) 1987 Supplement

30 section 7.7.18)]에 기재된 것들을 사용하여 결정할 수 있다. 바람직한 프로그램으로는, GCG Pileup 프로그

램, FASTA(Pearson 등 1988 Proc. Natl Acad. Sci USA85:2444-2448), 및 BLAST (BLAST Manual, Altschul 등,

Natl. Cent. Biotechnol. Inf., Natl Lib. Med. (NCIB NLM NIH), Bethesda, MD, 및 Altschul 등 1997

NAR25:3389-3402)이 있다. 또 다른 바람직한 정렬 프로그램은 ALIGN Plus(Scientific and Educational

Software, PA) 로서, 바람직하게는 기본 매개변수를 사용하는 것이다. 사용가능한 또 다른 서열 소프트웨어 프

로그램은 Sequence Software Package Version 6.0 (Genetics Computer Group, University of Wisconsin,

Madison, WI) 에서 이용가능한 TFASTA Data Searching Program 이다.

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 효소는 사카로파거스 데그라단스로부터 수득하는 것이 바람직하나 이에[0019]

한정되지 아니한다.

본 발명의 사카로파거스 데그라단스는 통상적으로 구입(Saccharophagus degradans ATCC 43961)할 수 있다.[0020]

또한 본 발명은 상기의 본 발명의 효소를 코딩하는 유전자를 제공한다.[0021]

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 유전자는 서열번호 2에 기재된 유전자가 바람직하나 이에 한정되지 아니[0022]

한다.

또한 본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 유전자는 사카로파거스 데그라단스로부터 수득한 것이 바람직하나[0023]

이에 한정되지 아니한다.

또한 본 발명은 사카로파거스 데그라단스를 배양하고; 배양액으로부터 본 발명의 효소를 채취하는 것을 포함하[0024]

는, 본 발명의 효소를 제조하는 방법을 제공한다.

또한 본 발명은 본 발명의 효소로 아가로스를 분해하고; 분해물로부터 아가로올리고사카라이드를 채취하는 것[0025]

을 포함하는 아가로올리고사카라이드를 제조하는 방법을 제공한다.

본 발명의 바람직한 실시예에 있어서, 상기 아가로올리고사카라이드는 네오아가로바이오스인 것이 가장 바람직[0026]

하나 이에 한정되지 아니한다.

또한 본 발명의 본 발명의 상기 제조방법에 의하여 제조된 아가로올리고사카라이드를 제공한다.[0027]

본 발명의 바람직한 실시예에 있어서, 상기 아가로올리고사카라이드는 네오아가로바이오스인 것이 가장 바람직[0028]

하나 이에 한정되지 아니한다.

이하 본 발명을 설명한다.[0029]

본 발명에서는 최초로 Agar 50D 유전자를 발현시키고 효소활성을 확인하였다.[0030]

본 발명에서 Saccharophagus degradans 2-40('Microbulbifer degradans[0031]

2-40'이라고도 함)는 체사피크 만(Chesapeake Bay) 아래의 해수 코드 글래스 (saltwater cord grass)인[0032]
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Spartina alterniflora를 분해하는 표면으로부터 분리된 간형 호기성 해양 미생물이다(Andrykovich, G., and

I. Marx 1988 Appl. Microbiol. Biotechnol. 54: 1061-1062). S. degradans는 해양 먹이 그물에서 중요한 역할

인 복잡한 다당류들을 분해할 수 있는(Ekborg, N. A., J. M. Gonzalez, M. B. Howard, L. E. Taylor, S. W.

Hutcheson, and R. M. Weiner. 2005. Int. J. Syst. Evol.Microbiol. 55: 1545-1549;Gonzalez, J. M., and R.

M. Weiner. 2000. Int. J.Syst. Evol. Microbiol. 50:831-834) 해양 감마-서브 타입 단백세균

(proteobacteria) 군이다. S.degradans 2-40는 단일 탄소원 및 에너지원으로 아가, 알지네이트, 셀룰로오스,

키틴, 베타-글루칸, 라미나린, 펙틴, 녹말, 자일란과 같은 조류, 고등 식물, 균류 및 동물 기원의 복잡한 다당

류를 이용하는 그들의 능력때문에 이들 세균들 중에서 독특하다(Andrykovich, G., and I. Marx. 1988. Appl.

Microbiol. Biotechnol. 54: 1061-1062;Ensor, L., S. Stosz, and R. Weiner. 1999 J. Ind. Microbiol.

Biotechnol. 23: 123-126;Howard, M. B., N. A. Ekborg, L. E. Taylor, R. M. Weiner, and S. W.Hutcheson

2003 J. Bacteriol. 185: 3352-33360; NKelly, S. K., V. Coyne, D. Sledjeski, C. Fuqua, and R. Weiner.

1990. FEMS Microbiol.Lett. 67: 275-280). 이 세균이 일반적으로 이들 어려운 기질을 분해하는 기작은 키틴분

해에 대한 것이 확립되었다(Howard, M. B., N. A. Ekborg, L. E. Taylor, R. M. Weiner, and S. W.Hutcheson.

2003 J. Bacteriol.185: 3352-33360).

한편 본 발명에서 아가로스에서 갈락토오스가 베타-1,4 결합으로 이루어진 단위체를[0033]

아가로바이오스(agarobiose)라고 하며, 상기 단위체가 두개 붙어 있는 것을 아가로테트라오스(agarotetraose),

세 개 붙어 있는 것을 아가로헥사오스 (agarohexaose)라 한다. 상기 아가로스의 베타-1,4 결합은 베타-아가라

제(agarase)에  의하여 분해되며, 아가로스의 알파-1,4 결합은 알파-아가라제에 의하여 분해된다. 이들 '아가

로바이오스(agarobiose)'와 '네오아가로바이오스'의 구조에 대해서는 하기 화학식에 기재한다.

[0034]

 본 발명의 아가라제는, Saccharophagus degradans의 배양물의 상등액 또는 상청액으로부터 분리 및 정제할 수[0035]

있으며, 유전공학적 재조합 기술을 이용하여 Saccharophagus degradans 이외 균주 또는 인공적인 화학적 합성

법 등에 의하여 생산 및 분리할 수 있다.

재조합 기술을 이용하는 경우, 통상적인 재조합 단백질 발현의 용이함을 위하여 사용되는 인자들, 예컨대 항생[0036]

제 저항성 유전자, 친화성 컬럼 크로마토그래피에 사용될 수 있는 리포터 단백질 또는 펩타이드를 사용할 수

있으며, 이러한 기술은 본원발명이 속하는 기술분야의 당업자라면 용이하게 실시 가능한 범주에 해당된다. 또

한 본 발명의 아가라제는 Saccharophagus degradans 배양물의 상등액 또는 상청액을 대체 이용하거나 또는 식

용균주, 예컨대 효모에 형질전환시켜 형질전환된 효모의 배양물 상등액 또는 상청액을 대체하여 이용할 수 있

다.

본 발명에서 세포, 핵산, 단백질 또는 벡터과 관련하여 사용될 때 용어 "재조합"은, 상기 세포, 핵산, 단백질[0037]

또는 벡터가 이종 핵산 또는 단백질의 도입 또는 본래적 핵산 또는 단백질의 변경에 의해 변형되었거나, 또는

상기 세포가 이렇게 변형된 세포로부터 유래한 것을 가리킨다. 즉, 예를 들어, 재조합 세포는 상기 세포의 본
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래적 (비(非)재조합) 형태 내에서는 발견되지 않는 유전자를 발현하거나 또는, 다르게는 발현시 비정상적으로

발현되거나 또는 전혀 발현되지 않는 본래적 유전자를 발현한다.

용어 "단백질" 및 "폴리펩티드"는 본원에서 상호교환가능하게 사용된다. 본원에서는 아미노산 잔기에 대하여[0038]

통상의 1문자 또는 3문자 코드가 사용된다.

본 발명에서 "유전자"는 본 발명의 효소의 코딩 영역 전 및 후의 영역, 뿐만 아니라 개별 코딩 분절  사이의[0039]

개재 서열이 포함된, 폴리펩티드를 생산하는데 연관된 DNA 분절을 지칭할 수도 있다.

본 발명에서 용어 "핵산"은 단일가닥 또는 이중가닥의 DNA, RNA, 및 이들의 화학적 변형체를 포괄한다. 용어[0040]

 "핵산" 및 "폴리뉴클레오티드"는 본원에서 상호교환가능하게 사용될 수 있다. 유전 암호가 축퇴되어 있기 때

문에, 특정 아미노산을 인코딩하기 위해서 하나 이상의 코돈을 사용할 수 있으며, 본 발명은 특정 아미노산 서

열을 인코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포괄한다.

본 발명에서 "벡터"는 하나 이상 세포 유형 내로 핵산을 도입하기 위해 설계된 폴리뉴클레오티드 서열을 지칭[0041]

한다. 벡터에는, 클로닝 벡터, 발현 벡터, 셔틀 벡터, 플라스미드, 파아지 입자, 카세트 등이 있다.

본원에서 사용된 "발현 벡터"는 적당한 숙주 내에서 목적 DNA 를 발현시킬 수 있는 적당한 제어 서열에 작동가[0042]

능하게 연결되어 있는 DNA 서열을 가진 DNA 구조물을 의미한다. 이러한 제어 서열에는, 전사를 초래하는 프로

모터, 전사를 조절

하는 임의적 오퍼레이터 (operator) 서열, mRNA 상의 적당한 리보솜 결합 부위를 인코딩하는 서열, 인핸서 및[0043]

전사 및 번역의 종결을 조절하는 서열이 포함될 수 있다.

본 발명에서 "프로모터"는 유전자의 전사를 개시하기 위해 RNA 중합효소를 결합시키는 데에 연루된 조절 서열[0044]

이다. 상기 프로모터는 유도성 프로모터 또는 구성적 (constitutive) 프로모터일 수 있다. 

본 발명에서 용어 "유래된"은 용어 "~로부터 기원하는", "수득되는" 또는 "~로부터 수득가능한", 및 "~로부터[0045]

단리된"을 포괄하며, 본원에서 사용될 때, 이는 상기 뉴클레오티드 서열에 의해 인코딩되는 폴리펩티드가 상기

뉴클레오티드가 본래적으로 존재하거나 또는 상기 뉴클레오티드 서열이 삽입되어 있는 세포로부터 생산됨을 의

미한다.

용어 "배양"은 액체 또는 고체 배지에서 적당한 조건 하에서 미생물 세포 집단을 성장시키는 것을 지칭한다.[0046]

바람직한 실시예에서, 배양은 (전형적으로는 용기 또는 반응기 내에서의) 아가로스를 포함한 기질을 최종 생성

물로 생물전환을 지칭한다. 발효는 미생물에 의해 유기 물질을 효소적 및 혐기적으로 분해하여 더욱 단순한 유

기 화합물을 생산하는 것을 지칭한다. 발효가 혐기적 조건하에서 일어나는 것이긴 하지만, 발효는 또한 산소의

존재하에서도 일어나므로, 상기 용어를 엄격한 혐기적 조건으로만 한정하고자 하는 의도는 없다.

본 발명에서 사용된 용어 "회수", "단리" 및 "분리"는 자연적으로 결합되어 있는 하나 이상의 성분으로부터 제[0047]

거된 화합물, 단백질, 세포, 핵산 또는 아미노산을 지칭한다.

본원에서 사용된 세포와 관련하여 사용되는 용어 "형질전환", "안정한 형질전환" 및 "유전자[0048]

이식(transgenic)"은 세포가 여러 세대를 통해 유지되는 에피솜 플라스미드로서의 또는 그의 게놈 내로 통합된

비(非)본래적 (예컨대, 이종) 핵산 서열을 가지는 것을 의미한다.

본원에서 사용된 용어 "발현"은 유전자의 핵산 서열에 기초하여 폴리펩티드가 생산되는 방법을 지칭한다. 상기[0049]

방법에는 전사 및 번역이 포함된다.

핵산 서열을 세포 내로 삽입하는 용어 "도입"은 "트랜스펙션 (transfection)", 또는 "형질전환" 또는 "형질도[0050]

입(transduction)"을 의미하며, 핵산 서열의 진핵 또는 원핵 세포 내로의 통합에 대한 언급이 포함되고, 이때

상기 핵산 서열은 세포의 게놈 (예컨대, 염색체, 플라스미드, 색소체, 또는 미토콘드리아 DNA) 내로 통합되어,

자율 레플리콘으로 전환되거나, 또는 일시적으로 발현된다 .

        효 과

본 발명에서 알 수 있는 바와 같이 본 발명의 아가로스의 D-갈락토스 (D-galactose)와 3,6-안하이드로-L-갈락[0051]

토스 (3,6-anhydro-L-galactose) 사이의 β-1,4-글리코사이드 결합(β-1,4- glycosidic bond)을 절단하는 효소

는 아가중합체(아가, 아가로스, 아가로펙틴)를 포함하는 한천, 우무 등의 바이오매스로부터 중간단계의 중합도
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를 갖는 아가로올리고사카라이드의 생성을 거치지 않고,  직접 네오아가로바이오스와 같은 특정한 이당류의 형

태로 분해하여서 이들 최종 산물들을 식품, 화장품 의약품 뿐 아니라 특히 새로운 바이오연료의 원료로 사용할

수 있는 효과가 있다. 

또한 본 발명의 이러한 특징은 네오아가로바이오스와 같은 작은 이당류를 조류(algae) 바이오매스 또는 아가중[0052]

합체(agar polymer), 고중합의 아가로올리고사카라이드(high DP agaro-oligosaccharides)로부터 여러 단계를

거치지 아니하고 유익하지 않은 부산물의 생성없이 직접 one-step으로 생산할 수 있어서 여러 단계를 거침으로

인하여 야기될 수 있는 효율, 시간, 및 비용 등을 개선할 수 있는 효과도 있다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하 비 한정적인 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명한다. [0053]

하기 실시예들은 본 발명의 바람직한 기재이나 그것에 의하여 본 발명을 제한하는 것이 아니다.[0054]

실시예 1:아가레이즈의 클로닝[0055]

사카로파거스 데그라단스 유전체 DNA를 통상의 방법에 따라 분리한 후 (㈜ 바이오니아 (대한민국,대전) 에서[0056]

판매하는 상용 게놈 DNA추출키트 사용), 그를 아가레이즈 유전자의 증폭을 위한 중합효소연쇄반응의 주형으로

사용하였다.

사카로파거스 데그라단스 유전체 서열로부터 얻어진 아가레이즈 효소 aga50d의 뉴클레오티드 서열(유럽분자생[0057]

물학연구소 (EMBL) 염기서열데이터베이스 식별번호: CP000282, 2382 nt)에 대한 정보에 기초하여 올리고뉴클레

오티드를 제작하였다. 이때 사용한 프라이머의 올리고뉴클레오티드의 서열은 다음과 같다. 프라이머1: 5‘-

atgttattcgattttgaaaacgatcaag-3’(28mer)(서열번호:3), 프라이머2: 5‘- tttgctgcctagcctttcgg-3’(20mer)(서

열번호:4). 위에 기술한 프라이머 1과 프라이머 2를 사용하여 중합효소 연쇄반응을 수행하여 (수행조건:

섭씨95도(30초)-섭씨58도(30초)-섭씨72도(2분), 총 25싸이클), 상기의 유전자가 증폭된 산물을 얻었다. 증폭된

아가레이즈 유전자 산물은 통상적인 유전공학적 방법을 통해 적절한 대장균용 단백질 발현 플라스미드

벡터(pET21a (노바젠, 미국)) 내로 도입하였다. 발현된 단백질의 신속하고 간편한 분리정제를 위하여 카르복시

말단에 6개의 히스티딘 잔기가 부가되어 증폭된 단편이 성공적으로 삽입된 플라스미드를 통상적인 유전공학적

방법을 통하여 얻었다. 

실시예 2:아가레이즈의 발현 및 정제[0058]

클로닝한 재조합 프라즈미드를 E. coli BL21 (DE3)(노바젠, 미국)에 형질전환한 후 선택마커로 앰피실린이 들어[0059]

있는 LB broth에서 키워서 OD가 600nm에서 1.0이 되면 0.1mM isopropyl-베타-D-thiogalactopyranoside로 유도

를 시켰다. 상기 고체배지 상에서 콜로니를 얻은 다음 적절한 액체 배지(루리아 영양배지)에서 배양하여 단백질

의 발현을 확인하였다(도 1).  간략하게 설명하면, 세포를 5,000rpm에서 15  분 동안 원심분리를 한 후 lysis

buffer (20 mM sodium phosphate 및 300mM sodium chloride, pH 7.4)에 재부유를 하고 소니케이션으로 세포를

파쇄하였다. 현탁액을 16,000 rpm에서 1 시간 동안 4℃로 원심분리를 하고 가용부와 비가용부 단백질을 회수하

였다.  두  분획은  SDS-PAGE를  이용하여  발현  레벨을  체크하였다.  가용성  분획은  His-trap  column  (GE

Healthcare,  Piscataway,  NJ,  USA)으로  정제하였다.  정제한 단백질은 Amicon  Ultra-15  Centrifugal  Device

(Millipore, Billerica, MA, USA) 을 이용하여 60mg/ml로 농축하였다.

실시예 3:아가레이즈에 의한 산물 확인[0060]

TLC에 의한 확인[0061]

Aga50D에 의해 생산된 아가레이즈의 생성물을 알기 위해 0.25% 아가로스를 Tris-HCL(pH6.8)에 의해 녹여서 기[0062]

질을 만들었다. 50ul의 아가로우스 기질을 1ul의 효소액과 반응시켰고 2시간 동안 상온에서 반응시켜서 생성물

을 확인하기 위해 TLC에 의해 확인하였다. TLC에 의한 전개시 전개용매로는 n-butanol:ethanol:water를 3:2:2

의 비율로 섞어서 전개시켰고 전개된 산물을 확인하기 위해 황산(10% v/v in ethanol)과 반응시켰다.

그 결과는 도 2에 나타내었다.[0063]
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HPLC에 의한 확인[0064]

효소반응산물의 TLC 분석에 이어 GPC(gel permeation column; Shodex KS-802, Shodex, Kawasaki, Japan) 컬럼[0065]

이 장착된 고성능액체크로마토그래피(Agilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)를 이용하여

분자량에 따라 반응산물을 분석하였다. 분석조건은 0.5ml/min 80도에서 이동상을 물을 사용하여 분석하였으며

RID detector로 검출하였다. 도 3에서 알 수 있는 바와 같이 이당류인 말토오스, 단당류인 갈락토오스 표준물

을 각각 HPLC로 분석한 결과 말토오스 피크는 retention time이 16.7분에 갈락토오스 피크는 18.4분에 나타나

이당류인 말토오스가 단당류인 갈락토오스보다 먼저 용출되었다. Aga50D 효소의 산물을 분석한 결과, 두 개의

피크가 9.4분과 16.0분에 관찰되어 효소반응 시 생성되는 산물이 두 가지임을 확인할 수 있었다. 특히 16.0분

에 나타난 주된 반응산물은 이당류인 말토오스의 피크와 아주 유사한 retention time을 나타내어 Aga50D 효소

의 산물 중에 이당류가 주된 반응산물임을 알 수 있었다(도 3).

또한 아가로스를 기질로 하여 Aga50D 효소를 하여 30분, 1시간, 2시간, 12시간 반응시킨 후에 GPC HPLC로 반응[0066]

산물을 분석하였다. 반응시간이 길어짐에 따라 효소반응의 진행으로 인하여 산물의 농도가 증가하고 이에 따라

피크의 면적이 넓어짐을 알 수 있었다(도 4).

Molecular size marker로 9.4분에서 나타난 화합물의 분자량 측정 [0067]

표준 물질(poly molecular wight standard kit, waters corpoation,Milford, Massachusetts) 중 분자량이[0068]

106, 222, 434, 626, 985, 1,400Da의 분자량을 갖는 표준물질을 이용하여 분석을 한 결과 f = 86,154×

exp(-0.6877× x)의 검량곡선(caibration curve)를 얻었다.(R square=0.99)(도 5). 위 식을 바탕으로

retention time이 16.0분인 분해산물의 용출양(elution volume)인 8.0ml을 대입하여 검량곡선으로부터 346.50

Da의 분자량을 구했다. 이를 바탕으로 분해산물은 324Da의 분자량을 갖는 이당류(dimer)라는 것을 알 수 있다.

본 검량곡선의 범위인 6ml 훨씬 벗어나 정확한 분자량을 알 수는 없으나 상기식에 외삽법을 통해 추정해 볼 경

우 3,400Da의 분자량을 나타내어 DP가 20을 초과하는 중합체로 추측되며 아가로스 기질 또는 효소반응의 잔여

물로 추정된다. 일반적으로 DP 2에서부터 DP 10 정도의 다양한 중합도의 아가로올리고사카라이드를 만들어 내

는 이제까지 보고된 다른 베타-아가레이즈(Lee, D.-G. Lee, M. K. Jang, O.-H Lee, N. Y. Kim, S.-A. Ju,

S.-H. Lee. 2008. Biotechnol. Lett. 30: 911-918; Dong, J., Y. Tamaru, and T. Araki. 2007. Biosci.

Biotechnol. Biochem. 71: 38-46; Ohta, Y., Y. Hatada, S. Ito, and K. Horikoshi. 2005. Biotechnol. Appl.

Biochem. 41: 183-191)와는 달리 본 효소는 아가로스 기질로부터 직접 네오아가로바이오스를 주된 산물로 만들

어 내는 반면 효소당화 반응의 중간단계 상의 불필요한 부산물로서 다른 중합도의 올리고사카라이드는 만들어

내지 않음을 알 수 있다. 

액체 크로마토그래피-질량분석기(Q-Tof micro, Waters, Milford, Massachusetts)를 통한 분자량 확인[0069]

Aga50D에 의해 생성된 산물의 분자량을 측정하기 위하여 액체 크로마토그래피-질량분석기(Q-Tof micro,[0070]

Waters, Milford, Massachusetts)를 통해 분자량을 확인하였다.  갈락토오스-알파-3,6-안하이드로 갈락토오스

이당류의 분자량이 324이고 4당류, 6당류, 8당류의 분자량이 각각 630, 936, 1242임을 보아 LC-MS분석결과에서

나타난 323, 647, 970, 1294m/z는 이당류에 해당하는 324만 검출되었음을 알 수 있다. 나머지 스펙트럼들은

323 m/z의 배수인 것으로 나타나 흔히 LC/MS분석에서 발생하는 용매 상에서 중합화 반응을 통해 생성된 이온인

것으로 생각된다. 그리고 이당류 이외에 효소반응으로 생성되는 올리고당의 질량분석 스펙트럼은 나타나지 않

았다. 따라서 GPC HPLC에서 나타난 바와 같이 Aga50D효소의 반응산물 중에 이당류인 3,6-안하이드로-L- 갈락토

오스-알파-1,3-D-갈락토사이드)(일명 네오아가로바이오스)가 주된 반응산물임을 확인할 수 있었다.(도 6).

NMR을 통한 Aga 50D의 분해 산물 확인[0071]

Aga 50D의 분해 산물이 neoagarobiose인지 agarobiose인지를 확인하기 위해 핵자기공명분광기(Varian NMR[0072]

Systems 500MHz, Varian,Inc., Palo Alto, CA) 를 이용하여 분석하였다. 분석결과 97.110과 93.124ppm의

resonance가 검출되었는데 이 resonance는 각각 reducing end의 D-galactose의 β 와 α anomeric carbon으로

알려져 있다.(CYRILLE ROCHAS, MARC LAHAYE, WILFRED YAPHE 1986 Carbohydr. Res. 148: 199-207). 또한

agarooligosaccharide의 reducing end의 3,6-anhydro-L-galactose의 resonance인 90.72 ppm이 나타나지

않았다. (Cyrille Rochas, Philippe Potin, and Bernard Kloareg 1994 Carbohydr. Res. 253: 69-77) 따라서

이 결과를 통해서 aga50D의 분해산물이 네오아가로바이오스라는 것을 알 수 있었다. (도 7)
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.[0073]

도면의 간단한 설명

도 1은 대장균에서 발현되어 정제된 아가레이즈의 12% SDS-polyacrylamide gel eletrophoresis의 결과를 나타[0074]

낸 사진; 도1의 좌측 레인 분자크기 마커, 우측 레인은 본 발명의 아가레이즈(aga50D)를 나타낸다.

도 2는 본 발명의 효소(Aga50D)에 의하여 가수분해된 아가로스 산물의 TLC(Thin layer chromatography) 결과를[0075]

나타낸 사진. 효소 반응은 20 mM Tris-HCl(pH6.8)에서 40℃에서 수행하였고, 기질의 농도는 0.25% (w/v)

이었다. 가로축의 맨 좌측 레인은 갈락토스이고, ＃1과 ＃2는 아가로스와 본 발명의 효소의 반응 혼합물이다.

그리고 A: 갈라토오스 표준물질; B: Aga50D 효소반응산물(30분 반응); C: Aga50D 효소반응산물(2시간 반응)을

나타낸다.

도 3은 효소반응산물을 GPC(gel permeation column; Shodex KS-802, Shodex, Kawasaki, Japan) 컬럼이 장착된[0076]

고성능액체크로마토그래피(Agilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)를 이용하여 분자량에 따

라 반응산물을 분석하였다. 분석조건은 0.5ml/min 80도에서 이동상을 물을 사용하여 분석하였으며 RID

detector로 검출하였다. 도 3a는 위에서부터 각각 말토스와 갈락토스를 나타내며, 3b는 본 발명의 반응산물의

HPLC결과를 나타낸다. 

도 4는 아가로스를 기질로 하여 Aga50D 효소를 하여 30분, 1시간, 2시간, 12시간  반응시킨 후에 GPC HPLC로[0077]

반응산물을 분석한 결과를 나타낸 그림이다. 도 4a는 위에서부터 각각 30분, 1시간, 2시간반응한 결과를 4b는

12시간 반응한 결과를 나타낸다. 

도 5는 표준 물질(poly molecular wight standard kit, waters corpoation,Milford, Massachusetts) 중 분자[0078]

량이 106, 222, 434, 626, 985, 1,400 Da의 분자량을 갖는 표준물질을 이용하여 화합물의 분자량을 분석을 한

결과를 나타낸 곡성이다.

도 6은 본 발명의 효소에 의한 반응 산물의 LC mass 스펙트럼 결과를 나타낸 그림이다.[0079]

도 7은 aga50D의 분해산물이 neoagarobiose라는 것을 알 수 있는 NMR 데이터이다.[0080]

도면

    도면1

공개특허 10-2010-0040438

- 11 -



    도면2

    도면3a

공개특허 10-2010-0040438

- 12 -



    도면3b

    도면4a

공개특허 10-2010-0040438

- 13 -



    도면4b

    도면5

공개특허 10-2010-0040438

- 14 -



    도면6

    도면7

서 열 목 록
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<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    747

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Beta-agarase

<400>    1

Met Leu Phe Asp Phe Glu Asn Asp Gln Val Pro Ser Asn Ile His Phe

  1               5                  10                  15 

Leu Asn Ala Arg Ala Ser Ile Glu Thr Tyr Thr Gly Ile Asn Gly Glu

             20                  25                  30 

Pro Ser Lys Gly Leu Lys Leu Ala Met Gln Ser Lys Gln His Ser Tyr

         35                  40                  45 

Thr Gly Leu Ala Ile Val Pro Glu Gln Pro Trp Asp Trp Ser Glu Phe

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Thr Gln Phe Tyr Leu Asp Val Thr Asp Gln Asn Gly Ala Val Phe Thr

                 85                  90                  95 

Arg Ser Ile Asp Ile Pro Val Gly Lys Met Gln Ser Tyr Tyr Ala Lys

            100                 105                 110 

Leu Ser Gly His Asp Leu Glu Val Pro Asp Ser Gly Asp Val Asn Asp

        115                 120                 125 

Leu Asn Leu Ala Ser Gly Leu Arg Ser Asn Pro Pro Thr Trp Thr Ser

    130                 135                 140 

Asp Asp Arg Gln Phe Val Trp Met Trp Gly Val Lys Asn Leu Asp Leu

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ile Ala Lys Ile Ser Leu Ser Val Gln Ser Ala Met His Asp
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                165                 170                 175 

Lys Thr Val Ile Ile Asp Asn Ile Arg Ile Gln Pro Asn Pro Pro Gln

            180                 185                 190 

Asp Glu Asn Phe Leu Val Gly Leu Val Asp Glu Phe Gly Gln Asn Ala

        195                 200                 205 

Lys Val Asp Tyr Lys Gly Lys Ile His Ser Leu Glu Glu Leu His Ala

    210                 215                 220 

Ala Arg Asp Val Glu Leu Ala Glu Leu Asp Gly Lys Pro Met Pro Ser

225                 230                 235                 240 

Arg Ser Lys Phe Gly Gly Trp Leu Ala Gly Pro Lys Leu Lys Ala Thr

                245                 250                 255 

Gly Tyr Phe Arg Thr Glu Lys Ile Asn Gly Lys Trp Met Leu Val Asp

            260                 265                 270 

Pro Glu Gly Tyr Pro Tyr Phe Ala Thr Gly Leu Asp Ile Ile Arg Leu

        275                 280                 285 

Ser Asn Ser Ser Thr Met Thr Gly Tyr Asp Tyr Asp Gln Ala Thr Val

    290                 295                 300 

Ala Gln Arg Ser Ala Asp Asp Val Thr Pro Glu Asp Ser Lys Gly Leu

305                 310                 315                 320 

Met Ala Val Ser Glu Lys Ser Phe Ala Thr Arg His Leu Ala Ser Pro

                325                 330                 335 

Thr Arg Ala Ala Met Phe Asn Trp Leu Pro Asp Tyr Asp His Pro Leu

            340                 345                 350 

Ala Asn His Tyr Asn Tyr Arg Arg Ser Ala His Ser Gly Pro Leu Lys

        355                 360                 365 

Arg Gly Glu Ala Tyr Ser Phe Tyr Ser Ala Asn Leu Glu Arg Lys Tyr

    370                 375                 380 

Gly Glu Thr Tyr Pro Gly Ser Tyr Leu Asp Lys Trp Arg Glu Val Thr

385                 390                 395                 400 
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Val Asp Arg Met Leu Asn Trp Gly Phe Thr Ser Leu Gly Asn Trp Thr

                405                 410                 415 

Asp Pro Ala Tyr Tyr Asp Asn Asn Arg Ile Pro Phe Phe Ala Asn Gly

            420                 425                 430 

Trp Val Ile Gly Asp Phe Lys Thr Val Ser Ser Gly Ala Asp Phe Trp

        435                 440                 445 

Gly Ala Met Pro Asp Val Phe Asp Pro Glu Phe Lys Val Arg Ala Met

    450                 455                 460 

Glu Thr Ala Arg Val Val Ser Glu Glu Ile Lys Asn Ser Pro Trp Cys

465                 470                 475                 480 

Val Gly Val Phe Ile Asp Asn Glu Lys Ser Phe Gly Arg Pro Asp Ser

                485                 490                 495 

Asp Lys Ala Gln Tyr Gly Ile Pro Ile His Thr Leu Gly Arg Pro Ser

            500                 505                 510 

Glu Gly Val Pro Thr Arg Gln Ala Phe Ser Lys Leu Leu Lys Ala Lys

        515                 520                 525 

Tyr Lys Thr Ile Ala Ala Leu Asn Asn Ala Trp Gly Leu Lys Leu Ser

    530                 535                 540 

Ser Trp Ala Glu Phe Asp Leu Gly Val Asp Val Lys Ala Leu Pro Val

545                 550                 555                 560 

Thr Asp Thr Leu Arg Ala Asp Tyr Ser Met Leu Leu Ser Ala Tyr Ala

                565                 570                 575 

Asp Gln Tyr Phe Lys Val Val His Gly Ala Val Glu His Tyr Met Pro

            580                 585                 590 

Asn His Leu Tyr Leu Gly Ala Arg Phe Pro Asp Trp Gly Met Pro Met

        595                 600                 605 

Glu Val Val Lys Ala Ala Ala Lys Tyr Ala Asp Val Val Ser Tyr Asn

    610                 615                 620 

Ser Tyr Lys Glu Gly Leu Pro Lys Gln Lys Trp Ala Phe Leu Ala Glu

625                 630                 635                 640 
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Leu Asp Lys Pro Ser Ile Ile Gly Glu Phe His Ile Gly Ala Met Asp

                645                 650                 655 

His Gly Ser Tyr His Pro Gly Leu Ile His Ala Ala Ser Gln Ala Asp

            660                 665                 670 

Arg Gly Glu Met Tyr Lys Asp Tyr Met Gln Ser Val Ile Asp Asn Pro

        675                 680                 685 

Tyr Phe Val Gly Ala His Trp Phe Gln Tyr Met Asp Ser Pro Leu Thr

    690                 695                 700 

Gly Arg Ala Tyr Asp Gly Glu Asn Tyr Asn Val Gly Phe Val Asp Val

705                 710                 715                 720 

Thr Asp Thr Pro Tyr Gln Glu Met Val Asp Ala Ala Lys Glu Val Asn

                725                 730                 735 

Ala Lys Ile Tyr Thr Glu Arg Leu Gly Ser Lys

            740                 745        

<210>    2

<211>    2244

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Gene of beta-agarase

<400>    2

atgttattcg attttgaaaa cgatcaagtc ccttcaaata ttcatttttt aaatgcgcgt         60

gcaagtatag aaacctatac cggtataaat ggcgagccga gtaaagggtt aaagttggcg        120

atgcagtcca agcagcacag ttatactggc cttgccattg tgccagagca gccttgggat        180

tggagcgagt ttacctctgc tagcttgtat ttcgatatag tcagtgttgg cgatcattcc        240

acacaatttt atttagatgt taccgaccaa aatggcgccg tgtttacccg cagtattgat        300
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attccagtgg gtaaaatgca atcgtactac gccaagttaa gcggtcacga tttagaagtg        360

cccgatagtg gagacgttaa cgatttaaac ctcgcctctg gcttgcgttc taacccgcct        420

acatggacat ctgacgatag gcagtttgtt tggatgtggg gagtgaaaaa tttagatttg        480

tcgggcattg ctaaaatatc gctaagtgtg caaagcgcaa tgcacgataa aacagttatt        540

atcgataata ttcgtattca acccaacccg ccgcaagatg aaaacttcct tgtcggtttg        600

gtagacgagt ttggccaaaa cgccaaagtt gattacaagg gtaaaatcca tagtttagaa        660

gaattgcatg cagcgcgcga tgtggaactg gccgagcttg atggcaagcc aatgcctagt        720

cgctctaagt ttggcggttg gttggccggc cccaagctaa aagctacagg gtactttcgc        780

acagaaaaaa ttaacggtaa atggatgcta gtagacccag aagggtaccc ttactttgct        840

acgggtttag acattattcg cctatctaat tcatctacca tgactggtta cgattacgat        900

caagctactg ttgctcagcg ctctgccgac gatgtaacac ctgaagactc aaaaggttta        960

atggcagtga gcgaaaaatc atttgctacg cgccacctag catcgccaac acgagcggca       1020

atgtttaact ggttgccaga ttacgatcac cctctcgcaa atcattataa ctaccgtcgc       1080

tctgcgcatt ccggcccact gaaacgcggt gaagcctaca gcttctacag tgccaacctt       1140

gagcgtaaat acggtgaaac ttaccccggt tcttacttgg ataagtggcg cgaagtaacg       1200

gtagacagaa tgctaaactg gggctttacc tcgctaggca actggactga cccagcatat       1260

tacgacaaca atcgcatacc gtttttcgcg aatggttggg taatagggga ttttaaaacc       1320

gtatctagcg gtgcggattt ttggggcgca atgccagatg tattcgaccc agaatttaaa       1380

gtgcgcgcta tggaaacggc acgcgtggtt tcagaagaaa ttaaaaatag cccttggtgc       1440

gtaggggtat ttatcgataa cgaaaaaagc ttcggtcgcc ccgattccga taaggcgcaa       1500
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tacggtattc ccattcatac cctcggtcgc ccaagcgaag gtgtgcctac taggcaggcg       1560

tttagtaagc tgcttaaagc caaatacaaa actatagccg cgttaaacaa tgcctggggg       1620

ttaaagctta gttcttgggc tgagtttgat ttgggcgtag atgtaaaagc gctgccggta       1680

accgatactc tgcgcgcaga ttactcaatg ttactttcgg cctatgcgga ccaatatttt       1740

aaggtggtac acggcgcggt tgaacattac atgccgaacc acttgtattt aggcgcacgc       1800

tttcctgatt ggggaatgcc aatggaggta gtgaaagctg ccgcaaaata cgccgatgtg       1860

gttagctata attcctacaa agagggcttg cctaagcaga agtgggcttt tttagcagag       1920

ctagataagc cgagtataat cggtgagttt cacataggtg ctatggatca cggttcgtat       1980

caccccggtt taattcacgc tgcgtcgcag gccgatagag gtgaaatgta caaagattat       2040

atgcaatcgg taattgataa cccctacttc gtaggcgcgc actggttcca gtatatggat       2100

tcgccattaa cgggcagagc ttatgatggt gaaaactaca atgtgggttt tgtggatgtt       2160

accgacacgc cgtaccaaga aatggtggat gcagcaaaag aagtaaatgc gaaaatatac       2220

accgaaaggc taggcagcaa ataa                                              2244

<210>    3

<211>    28

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer 1

<400>    3

atgttattcg attttgaaaa cgatcaag                                            28
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<210>    4

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer 2

<400>    4

tttgctgcct agcctttcgg                                                     20
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