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특허청구의 범위

청구항 1 

하기 i) 및 ii)를 포함하는 비-자연발생적 박테리아 세포:

i) 상기 세포에 대해 치명적이거나 독성인 단백질을 코딩하며, 그 발현이 조절되는 외래(foreign) DNA 서열; 및

이에 작동가능하게 연결된

ii) RNA II 서열 또는 그의 일부를 모방하고, ColE1 복제기점을 갖는 플라스미드로부터 전사가능한 RNA I 서열

에 상보적인 RNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하며,

여기서 상기 DNA 서열 i) 및 ii)는 상기 세포의 게놈 내에 통합되어 있으며,

상기 ii)에 정의된 RNA 서열은 상기 플라스미드의 부존재시 상기 단백질의 발현을 허용하고, 

상기 플라스미드가 박테리아 세포 내에 존재하는 경우, 플라스미드로부터 전사되는 RNA I 분자가 상기 ii)에 정

의된 RNA 서열과 혼성화함으로써 상기 단백질의 발현이 억제된다.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

삭제

청구항 4 

삭제

청구항 5 

제1항에 있어서, 외래 DNA 서열 i)이 유도성 프로모터의 조절하에 있는 박테리아 세포.

청구항 6 

제1항에 있어서, 외래 DNA 서열 i)이 그 자체로 또는 독성 물질을 생성함에 의해 상기 세포에 대해 치명적이거

나 독성인 단백질을 코딩하는 박테리아 세포.

청구항 7 

제1항에 있어서, 외래 DNA 서열 i)이 상기 박테리아 세포의 성장에 필수적인 유전자의 전사를 억제하여 상기 세

포에 대해 치명적이거나 독성인 리프레서 단백질을 코딩하는 박테리아 세포.

청구항 8 

제7항에 있어서, 리프레서 단백질에 의해 인식되고 특이하게 결합되는 DNA 서열을 함유하는 프로모터에 상기 필

수 유전자가 작동가능하게 연결되도록 설계되어 있는 박테리아 세포.

청구항 9 

제8항에 있어서, 필수 유전자에 연결된 프로모터가 유도가능한 것인 박테리아 세포.

청구항 10 

제9항에 있어서, 유도성 프로모터가 상기 외래 DNA 서열 i)이 연결된 유도성 프로모터와 독립적으로 유도가능한

것인 박테리아 세포.

청구항 11 

제1항에 있어서, DNA 서열 ii)가 DNA 서열 i)의 리보솜의 결합 부위와 시작 코돈 사이에 삽입되어 있는 박테리

아 세포.
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청구항 12 

제1항에 있어서, DNA 서열 i) 및 DNA 서열 ii)가 융합 단백질을 코딩하도록 연결되어 있는 박테리아 세포.

청구항 13 

제1항에  있어서,  DNA  서열  i)  및  DNA  서열  ii)가  번역  커플되어 있는(translationally  coupled)  박테리아

세포.

청구항 14 

제1항, 또는 제5항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, ColE1 복제기점을 갖는 플라스미드를 복제하는 능력이

있는 박테리아 세포.

청구항 15 

제14항에 있어서, 박테리아 세포가 대장균(Escherichia coli) 세포인 박테리아 세포.

청구항 16 

하기 a) 및 b)를 포함하는 숙주-벡터 시스템:

a) ColE1 복제기점을 갖는 플라스미드;

b) 상기 플라스미드 a)가 복제될 수 있으며 하기 i) 및 ii)를 포함하는 박테리아 숙주 세포:

i) 상기 세포에 대해 치명적이거나 독성인 단백질을 코딩하며, 그 발현이 조절되는 외래(foreign) DNA

서열; 및 이에 작동가능하게 연결된

ii) RNA II 서열 또는 그의 일부를 모방하고, 상기 플라스미드로 a)로부터 전사가능한 RNA I 서열에 상

보적인 RNA 서열을 코딩하는 DNA 서열을 포함하며,

여기서 상기 DNA 서열 i) 및 ii)는 상기 세포의 게놈 내에 통합되어 있으며,

상기 ii)에 정의된 RNA 서열은 상기 플라스미드 a)의 부존재시 상기 단백질의 발현을 허용하고, 

상기 플라스미드 a)가 숙주 세포 내에 존재하는 경우, 플라스미드로부터 전사되는 RNA I 분자가 상기 ii)에 정

의된 RNA 서열과 혼성화함으로써 상기 단백질의 발현이 억제된다.

청구항 17 

제16항에서, 박테리아 숙주 세포 b)가 제5항 내지 제13항 중 어느 한 항에 정의된 박테리아 세포인 숙주-벡터

시스템.

청구항 18 

제16항에 있어서, 외래 DNA 서열 i)이 박테리아 세포에 대해 치명적이거나 독성인 단백질을 코딩하고, ii)에 정

의된 RNA 서열은 플라스미드 a)의 부존재시 치명적이거나 독성인 단백질의 발현을 허용하여 상기 숙주 세포의

성장을 완전히 또는 부분적으로 저해하고, 플라스미드 a)가 숙주 세포 내에 존재하는 경우, 플라스미드로부터

전사된 RNA I 분자는 ii)에 정의된 RNA 서열과 혼성화함으로써 치명적이거나 독성인 단백질의 발현이 억제되어

플라스미드-함유 세포중에서 완전한 또는 부분적인 성장 저해가 정지되는 숙주-벡터 시스템.

청구항 19 

제16항에 있어서, 플라스미드 a)가 목적 유전자를 추가로 함유하는 숙주-벡터 시스템.

청구항 20 

제19항에 있어서, 목적 유전자가 치료적 유전자인 숙주-벡터 시스템.

청구항 21 

제16항에 있어서, 플라스미드가 pUC 플라스미드인 숙주-벡터 시스템.
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청구항 22 

i) ColE1 복제기점을 갖고 박테리아 숙주 세포중에서 플라스미드로부터 발현되지 않는 목적 유전자를 포함하는

플라스미드로 제1항의 박테리아 숙주 세포군을 형질전환하고,

ii) 박테리아 숙주 세포군을 치명적이거나 독성인 단백질이 세포내에서 발현 가능한 조건하에 성장시킴으로써

단백질이 발현되어 플라스미드-없는 세포의 성장을 완전히 또는 부분적으로 저해하여, 플라스미드-함유 세포가

플라스미드-없는 세포보다 빠르게 성장하도록 하고,

iii) 플라스미드-함유 세포를 수확하고, 

iv) 플라스미드 DNA를 분리하여 정제하는 단계를 포함하는,

플라스미드 DNA를 생산하는 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 목적 유전자가 포유류에서 발현하는 것을 허용하는 진핵 프로모터에 작동 가능하게 연결된 치

료적 유전자인 방법.

청구항 24 

i) ColE1 복제기점을 갖고 박테리아 숙주 세포중에서 그 발현을 가능하게 하는 원핵 프로모터의 조절하에 있는

목적 단백질을 코딩하는 DNA 서열을 포함하는 플라스미드로 제1항의 박테리아 숙주 세포군을 형질전환하고,

ii) 박테리아 숙주 세포군을 치명적이거나 독성인 단백질이 세포내에서 발현가능한 조건하에 성장시킴으로써 단

백질이 발현되어 플라스미드-없는 세포의 성장을 완전히 또는 부분적으로 저해하여, 플라스미드-함유 세포가 플

라스미드-없는 세포보다 빠르게 성장하도록 하고,

iii) 목적 단백질을 수확하고, 

iv) 그것을 분리하여 정제하는 단계를 포함하는,

목적 단백질을 생산하는 방법.

청구항 25 

제22항 또는 제24항에 있어서, 플라스미드가 pUC 플라스미드인 방법.

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 플라스미드 증식, 특히 플라스미드 DNA 및 재조합 단백질의 생산 분야와 관련이 있다. [0001]

배 경 기 술

유전자 전달 매체로서의 플라스미드 DNA는 유전자 치료에 있어 널리 보급되었다. [0002]

유전자 치료 응용에 있어, 관심 대상인 치료적 유전자를 운반하는 플라스미드를 환자에게 도입하면; 목표 세포[0003]

에 있는 유전자의 일시적 발현으로 인해 목적하는 치료효과가 나타난다.
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관심 대상인 치료적 유전자를 운반하는 재조합 플라스미드는 박테리아를 배양하여 얻어진다. 박테리아의 형질전[0004]

환체를 선택하고 박테리아 숙주 세포내에서 플라스미드를 유지를 보증하기 위하여 전통적으로, 항생물질에 대한

내성 유전자가 플라스미드 백본내로 도입된다. 플라스미드의 선택은 각각의 항생제를 함유하는 배지 중에서 세

포를 배양하여, 플라스미드를 함유한 세포만 자랄 수 있게 함으로써 달성된다.

유전자 치료에 적용되는 플라스미드를 선택하기 위해 항생물질에 대한 내성 유전자를 사용하면 심각한 문제점을[0005]

동반한다:

유전자 치료에 있어, 전체 플라스미드로 운반할 경우, 항생물질에 대한 내성 유전자가 치료 대상에 도입된다.[0006]

비록 이러한 유전자들이 원핵생물의 프로모터에 의해 작동되어 포유류 세포 및 조직에서는 활성화되지 않지만,

운반되는 유전자는 세포성 게놈내에 도입될 수 있고, 만약 포유류 프로모터에 근접하는 경우 전사되고 발현될

가능성이 있다.

항생물질에 대한 내성 유전자를 갖는 플라스미드의 두 번째 문제점으로 잔여 항생제를 갖는 최종 생성물에 의한[0007]

잠재적 오염을 들 수 있다. 가능한 면역 감작(immune sensitization)의 관점에서, 특히 베타-락탐 항생제의 경

우에서 이슈가 된다. 

이러한 위험성을 피하기 위하여, 치료용 플라스미드의 제조시 항생물질에 대한 내성 유전자가 도입되지 않도록[0008]

하는 노력이 필요하고, 대체적 선택 방법을 개발할 필요가 있다. 

항생제가 없는 것을 선택하기 위하여, 숙주 영양요구성을 보완할 수 있는 플라스미드를 사용해왔다. 그러나 이[0009]

방법 및 모든 관련된 접근법의 가장 큰 문제점은 플라스미드상에 부가적 유전자가 필요하다는 점이다(예: Hagg

등., 2004). 또 다른 접근법으로 "리프레서 적정"(Wiliams 등., 1998)이라는 개념이 있다. 이 개념에 따르면,

변형된 E. coli  숙주 스트레인은 lac 오퍼레이터/프로모터의 조절하에 kan 유전자(kanamycin resistance gen

e)를 함유한다. 유도제(IPTG 또는 알로락토즈)가 없는 경우, 스트레인은 카나마이신-함유 배지에서 자랄 수 없

다. lac 오퍼레이터를 함유하는 높은 카피 수(high copy number)의 플라스미드로 형질전환이 되면 오퍼레이터로

부터 lacI을 적정하여 kan의 발현을 이끌 수 있다. 높은 플라스미드 카피 수를 갖는 세포만이 카나마이신을 첨

가한 후 생존할 수 있다. 이 개념의 가장 큰 문제점은 항생제의 사용을 피할 수 없다는 점이다. 

본 발명의 목표는 항생제가 없는 플라스미드를 선택하기 위한 시스템을 제공하는 것이다.[0010]

본 발명의 잠재적 문제를 해결하기 위하여 ColE1 복제기점을 갖는 플라스미드를 사용한 복제 메커니즘을 이용하[0011]

였다(이하, ColE1 복제기점을 갖는 플라스미드를 "ColE1-형 플라스미드"라 한다).

통상 흔히 사용되는 많은 클로닝 전달체 뿐만 아니라 자연발생적으로 생기는 많은 플라스미드가 ColE1-형 플라[0012]

스미드이다. 이러한 플라스미드는 두 개의 RNA 분자의 합성이 수반하거나, 이러한 분자들 서로간, 또는 템플레

이트 플라스미드 DNA와 상호작용을 수반하는 통상의 메커니즘을 사용하여 그 DNA를 복제한다(Helinski, 1996;

Kues and Stahl, 1989).  

ColE1-형 플라스미드의 예로  자연발생적으로 생겨난 ColE1 플라스미드 pMB1, p15A, pJHCMW1, 뿐만 아니라 통상[0013]

사용되고 상업적으로 구할 수 있는 pBR322 및 관련 벡터들, pUC 플라스미드, pET 플라스미드 및 pBluescript 벡

터와 같은 클로닝 전달체가 있다(예.Bhagwat and Person, 1981; Balbas 등., 1988; Bolivar, 1979; Vieira and

Messing, 1982).

이러한 모든 플라스미드에 대해, ColE1 복제 초기 및 복제 조절에 관한 많은 연구가 있어왔다 (예: Tomizawa,[0014]

1981, 1984, 1986, 1989, 1990; Chan et al., 1985; Eguchi et al., 1991a; Cesareni et al., 1991). ColE1

부위에 복제 조절에 수반되는 2 개의 RNA를 위한 두 개의 프로모터가 함유되어 있다. ColE1-형 플라스미드로부

터의 복제는 숙주의 RNA 폴리머라제에 의해 복제 기점의 555 bp 업스트림에 위치하는 프리프라이머 RNA II의 전

사로 시작한다. 신장(elongation)되면서, RNA II는 특정 헤어핀 구조로 폴딩되고, 약 550 뉴클레오티드가 폴리

머화된 후 주형 DNA와 함께 하이브리드를 형성하기 시작한다. 그 결과, RNA II 프리프라이머가 RNA분해효소H에

의해 절단되어 DNA 폴리머라제 I에 접근할 수 있는 유리 3' OH  말단을 갖는 활성 프라이머를 형성하게 된다

(Lin-Chao and Cohen, 1991; Merlin and Polisky, 1995).

ColE1-형 기점 스트랜드의 반대편에, 108 뉴클레어티드의 안티센스 RNA이고, RNA II의 5' 말단과 상보적인 RNA[0015]

I가 전사된다. RNA I은 복제기점으로부터 445 bp 상류에서 전사가 시작되어 대략 RNA II의 전사가 시작되는 곳

까지 전사 된다. RNA I는 프라이머가 형성되는 것을 저해하며 따라서 RNA/DNA 하이브리드가 형성되기 전에 신장

되는 RNA II 분자에 결합하여 복제를 저해하게 된다.
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두 RNA의 상호작용은 단계적 과정으로 되어 있고, RNA I 및 RNA II는 몇 개의 스템 루프를 형성한다. 그들은 초[0016]

기에 그들의 상보적 루프와의 사이에서 염기-쌍 상호작용을 하면서 소위 "키싱 복합체"를 형성한다. 그 결과,

RNA I는 RNA II를 따라 하이브리드화되고, 안정한 이중체(duplex)가 형성된다. 키싱 복합체의 형성은 복제 저해

에 있어 중요하다. 속도제한단계이기 때문에 면밀히 연구된바 있다 (Gregorian and Crothers, 1995).

RNA I/RNA II와 별개로, ColE1의 rom/rop 전사는 RNA II 및 RNA I 사이의 복합체 형성 속도를 증가시킴에 의해[0017]

플라스미드 카피 수에 기여한다. 카피 수를 증가시키기 위해, rom/rop을 코딩하는 유전자는 예를 들면 pUC19같

은 pBR322의 몇몇 유도체에서 제거되었다. 

발명의 상세한 설명

본 발명의 일면은, [0018]

i) 단백질 발현이 조절되고, 작동가능하게 연관되는 단백질을 코딩하는 DNA 서열; 및, ii) RNA II 서열 또는 그[0019]

들의 부분을 모방하고, ColE1 복제기점을 갖는 플라스미드로부터 전사될 수 있는 RNA I 서열과 상보적인 RNA 서

열을 코딩하는 DNA 서열;을 포함하는 비-자연발생적 박테리아 세포이다. 

본 발명의 또 다른 일면은 ColE1 복제기점을 갖는 플라스미드 및 상기 플라스미드가 복제될 수 있는 박테리아[0020]

숙주 세포를 포함하는 숙주-벡터 시스템와 관련이 있으며, 여기에서 상기 숙주-벡터 시스템은

a) ColE1 복제기점을 갖는 플라스미드, b) 상기 플라스미드는 복제될 수 있고, i) 단백질 발현이 조절되고, 작[0021]

동가능하게 연관되는 단백질을 코딩하는 DNA 서열; 및, ii) RNA II 서열 또는 그들의 부분을 모방하고, 플라스

미드 a)로부터 전사될 수 있는 RNA I 서열과 상보적인 RNA 서열을 코딩하는 DNA 서열;을 포함하는 박테리아 숙

주 세포를 포함하는 숙주-벡터 시스템이고,

여기에서 ii)에 정의된 상기 RNA 서열은 플라스미드 a) 부재시, 상기 단백질이 발현되게 하고 여기에서, 상기[0022]

플라스미드 a)는 숙주 세포 b) 안에 존재하며, 플라스미드로부터 전사된 RNA I 분자는 ii)에 정의된 상기 RNA

서열과 하이브리드화되고, 상기 단백질의 발현이 그것에 의해 억제된다. 

바람직한 구체예에서, DNA 서열 i)은 이질적인(foreign) DNA 서열이다.[0023]

바람직한 구체예에서, 상기 이질적인(foreign) DNA i)에 의해 코딩되는 단백질은 숙주 세포에 대해 독성이 있거[0024]

나 치명적이다.

또 다른 일례에서, 본 발명은 ColE1 복제기점을 갖는 플라스미드 및 상기 플라스미드가 복제될 수 있는 박테리[0025]

아 숙주 세포를 포함하는 숙주-벡터 시스템에 관한 것이며, 여기에서 상기 숙주-벡터 시스템는 a) ColE1 복제기

점을 갖는 플라스미드, b) i)  상기 숙주 세포에 대해 치명적이거나 독성이 있는 단백질을 코딩하는 이질적인

(foreign) DNA 서열, ii) RNA II 서열 또는 그들의 부분을 모방하고, 플라스미드 a)로부터 전사가능한 RNA I 서

열에 상보적인 RNA 서열을 코딩하는 DNA 서열이 그 게놈에 통합된 것을 포함하는 비-자연발생적 박테리아 숙주

세포를 포함하는 숙주-벡터 시스템이고, 여기에서 ii)에서 정의된 상기 RNA 서열은 플라스미드 a) 부재시 상기

치명적이거나 독성이 있는 단백질이 발현되게 하며, 상기 숙주 세포의 이러한 성장은 완벽하게 또는 부분적으로

저해되고 여기에서, 상기 플라스미드 a)가 상기 숙주 세포내부에 존재할 때, 플라스미드로부터 전사된 RNA I 분

자는 ii)에서 정의된 상기 RNA 서열과 하이브리드화되며, 그럼으로써, 플라스미드를 함유하는 세포에 있어서,

상기 완벽하거나 부분적인 성장 저해를 막는 것과 같이 상기 치명적이거나 독성이 있는 단백질의 발현이 억제된

다. 

본 발명은 박테리아 숙주 세포에 존재하고, 바람직하게는 박테리아 게놈내에 산입되는 하나 이상의 유전자의 발[0026]

현을 조절하기 위한 ColE1-형 플라스미드의 RNA-기초 카피 수 조절 메커니즘을 사용하여 만들며, 선택 표지로

작용한다.

이하 i)의  DNA  서열(또는 DNA와  같은 것으로부터 전사되는 RNA)를 각각 "표지 유전자"(또는 "표지 RNA")라[0027]

한다. 

상기 언급한 바와 같이 본 발명의 구체예에서, 표지 유전자는 그 자체로 치명적이거나 독성이 있는 단백질을 코[0028]

딩한다.  구체예에서,  본  발명에서의  "표지  유전자"는  발현되었을  때  직접적으로  발현  생성물에  기인하지

않으나, 예를 들면 표지 유전자가 발현되었을 때 독성 물질이 생성되는 것과 같은 다른 메커니즘에 기초한 독성
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효과를  나타내는  유전자를  포함한다.  간단하게  하기  위해,  표지  단백질에  의해  코딩되는  단백질은  "표지

단백질"이라 하고; 표지 단백질이 치명적이거나 독성 단백질인 경우에는 "독성 단백질"이라 한다. 

바람직한 구체예에서, 표지 단백질은 그 자체로 치명적이거나 독성이 있는것 또는 발현될 때 독성 효과를 생성[0029]

하는 것이 아니라 상기 박테리아 세포의 성장에 필수적인 유전자의 전사를 억제함에 의해 치명적이거나 독성이

있는 것이다. 이러한 표지 단백질, 또는 DNA는 각각 "리프레서" 또는 "리프레서 유전자"라 하고, 박테리아 세포

의 성장에 필수적인 유전자를 "필수 유전자"라 한다.

이하, RNA II 서열 또는 이들 부분을 모방하는 RNA 서열을 "RNA II-유사 서열"이라 한다. [0030]

본 발명의 "작동가능하게 연관된"은 DNA 서열 i) 및 DNA 서열 ii)가 상기 RNA 서열 ii)(RNA II-유사 서열)에 의[0031]

해 조절되는 상기 DNA 서열 i)에 의해 코딩되는 표지 단백질의 발현에 있어 서로 관련이 있는 위치에 있는 것을

의미한다. 

본 발명의 원리는, 즉, RNA I-매개 표지 유전자 조절억제(down-regulation) 또는 발현억제(silencing)이 도 1[0032]

에 도시되어 있다.

RNA II-유사 서열은 샤인 달가노(Shine Dalgarno) 서열과 함께 배합되어 숙주의 전사상에 존재한다. 플라스미드[0033]

로부터 전사된 RNA I 서열은 상기 RNA II-유사 서열에 대해 안티센스 RNA로 작용하여 표지 mRNA의 해독을 방해

한다. 

표지 유전자 발현을 유도한 후, 독성 단백질을 코딩하는 표지 유전자의 경우, 숙주는 플라스미드가 존재할 때만[0034]

생존할 수 있고, 이는 플라스미드가 RNA II-유사 서열에 대해 상보적인 RNA I 서열을 제공하여 표지 유전자 전

사와 하이브리드화되고 독성 단백질의 해독을 방해하기 때문이다. 상술한 바와 같이, 시스템의 조절은 플라스미

드의 RNA I 및 그들과 상보적인 RNA II-유사 서열사이의 RNA-RNA 상호작용에 기초하며, RNA II-유사 서열은 표

지 유전자 서열의 리보솜의 결합 부위의 상류 또는 하류에 위치하는 한정된 길이를 가지며 보통 숙주의 mRNA 내

에 존재한다.

리보솜의 결합 부위 및 표지 유전자의 시작 코돈에 비례하는 RNA II-유사 서열의 길이 및 그것의 거리 및 위치[0035]

는 플라스미드-없는 숙주가 mRNA를 해독할 수 있는 것이어야 하며; 이는 RNA II-유사 서열이 리보솜의 결합 및

해독을 방해하지 않도록 하여야만 함을 의미한다.

또한, 삽입된 RNA II-유사 서열은 상보적인 서열의 RNA-RNA 상호작용이 충분할 수 있도록 디자인되고 위치하여[0036]

야 하며, 플라스미드가 존재할 때 그곳에서부터 전사된 RNA I는 표지 유전자의 해독을 방해하는데 충분한 정도

로 숙주의 mRNA에 결합한다. 표지 유전자의 억제를 위해 플라스미드가 존재하지 않는 세포, 그러므로 RNA I가

존재하지 않는 세포와 비교해 보았을 때, 성장에  유리한 정도로 제공되어야 한다. 

그러므로, 박테리아 숙주는 ColE1-형 플라스미드가 부존재할 때 표지 mRNA가 표지 단백질로 해독되고, ColE1-형[0037]

플라스미드가 존재할 때 단백질의 해독이 완전히 또는 부분적으로 억제되도록 조절된다. 

상기 mRNA가 세포 성장을 완전히 또는 부분적으로 억제하는 독성 단백질을 코딩하는 경우, 플라스미드를 함유하[0038]

는 숙주는 독성에서 살아남거나 플라스미드-없는 숙주보다 더 커질 것이다.

본 발명에서 독성 단백질은 적어도 표지 유전자가 없는 세포가 성장율에 대해 유리한 점을 갖는 정도로 그것이[0039]

부분적으로 또는 완전히 세포의 성장을 억제한다는 면에서 독성이 있다. 

만약 세포가 두 개의 군이 있다면, 등몰(equimolar)로 분배되어 있는 한 군은 표지 유전자가 있는 한 군, 억제[0040]

된 표지 유전자를 갖거나 갖지 않는 다른 군이며, 억제된 표지 유전자가 있거나 없는 세포군은 10 세대 전에 군

의 99%로 증가할 수 있다. 

본 발명의 구체예에서, 표지 유전자의 발현은 예를 들면 유도와 같은 추가적 메커니즘에 의해 조절된다. 표지[0041]

유전자가 독성 단백질을 코딩하는 경우에, 표지 유전자는 세포 증식동안 턴오프되어 있을 필요가 있으므로, 유

도성 프로모터는 전사 조절에 유용하게 사용되고, 유도제를 첨가할 때만 mRNA 전사를 촉진한다. T7-폴리머라제

가 IPTG, 또는 락토즈-유도성 Lac-프로모터, 또는 아라비노즈-유도성 프로모터의 조절하에 있다면 예로 T7-폴리

머라제 생성 숙주의 T7 프로모터를 들 수 있다.

선택적으로, 단백질의 상기 표지 유전자 코드는 그 자체로 독성이 있지 않고, 예를 들면 기질을 첨가한 후 효소[0042]

가 기질을 독성 기질로 변형시키는 것과 같은 간접적 메커니즘을 통해 작용한다. 예로 바실루스 서브틸리스로부

터의 SacB가 있다. sacB는 레반 수크로즈라 불리는 단백질을 코딩한다. 이 단백질은 수크로즈를 박테리아에 대
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해 독성을 갖는 기질인 레반(levan)으로 바꾼다. 

ColE1-형 플라스미드의 RNA I 서열은 시스템에 유용성을 제공하는 필수적 특질을 나타낸다. 이것은 예를 들면[0043]

항생물질에 대한 내성 유전자와 같은 플라스미드상의 부가적 선택 표지를 사용하지 않고, 플라스미드를 함유하

는 숙주에 대한 선택 기준을 제공한다. 그러므로, 본 발명은 ColE1-형 플라스미드의 항생제-없는 선택을 위한

본 시스템를 제공한다.

본 발명의 구체예에서, 하기 구성성분이 유용하다:[0044]

1. 숙주 세포[0045]

그들의 복제는 숙주 조직에 의존하기 때문에, ColE1-형 플라스미드는 좁은 숙주 범위를 갖는 플라스미드이다.[0046]

복제는 E.coli 및 살모넬라 및 클레브시엘라(Kues and Stahl, 1989)와 같은 관련 박테리아에 한정된다. 그러므

로, 숙주의 유일한 필수 특성은 ColE1 플라스미드의 복제능을 갖는 것이다. 적합한 숙주는 E. coli(Escherichia

Coli) 스트레인 K12 또는 B 스트레인 또는 JM108, TG1, DH5알파, 노바 블루(Nova Blue), XL1　블루, HMS174 or

Ll21 (Casali, 2003 참조)와 같은 상업적으로 구할 수 있는 관련 스트레인이 널리 이용된다.

숙주 세포의 바람직한 유전적 특질로 플라스미드 안정성 및 온전한 재조합 단백질(intact recombinant protei[0047]

n)의 회수 및 질을 향상시키는 돌연변이가 있다. 바람직한 유전적 특성의 예로 recA (상동 재조합이 없는 것),

endA  (플라스미드  미니프레프의  질을  향상시키는  엔도뉴클레아제  I  활성이  없는  것)  또는  ompT  (이질적인

(foreign) 막 프로테아제가 없는 것), hsdS (특정 서열의 제한 및 메틸레이션을 파괴하는 것)이 있다.

본  발명의  구체예에서,  그  게놈에  IPTG  유도성  T7  폴리머라제를  갖는  DE3  파지를 함유하는 숙주 스트레인[0048]

HMS174(DE3)(Novagen)이 사용되었다(Studier and Moffatt, 1986). 적합한 숙주의 다른 예로 비-유도된 상태에

서 T7-프로모터의 전사활성을 감소시키기 위한 T7-리소자임 유전자를 갖는 pACYC184 플라스미드 (Cm
R
)를 추가로

함유하는 HMS174(DE)pLysS가 있다. 

특히 치사 표지 단백질의 경우, 유도없이 발현을 피하는 것이 바람직하다. [0049]

2. 숙주세포를 조작하기 위한 구성[0050]

숙주 세포를 조작하는데 적합한 구성의 원리를 도 2에 도시하였다. 모든 구성성분들- 두 개의 상동성 암(arms)[0051]

[H], 프로모터 + 오퍼레이터[P+O], RNA I 표지 서열(RNA II-유사 서열), 표지 유전자 [유전자] (구체예에서,

GFP가 초기 실험에서 사용되었다)가 전사 터미네이터 및 Kan 카세트(FRP, +/- FLP 리콤비나제 인식 표지 서열을

포함하는 카나마이신 내성 카세트; 선택적으로 다른 통상의 선택 표지가 사용될 수 있다)와 함께 pBluescript

KS+와 같은 적합한 벡터의 다중 클로닝 부위안으로 클론된다. 게놈의 삽입을 위한 선형 조각이 PCR에 의해 증폭

되거나 제한효소로 잘라진다.

카나마이신 내성 카세트는 예를 들면 pUC4K 벡터(Invitrogen)로부터 얻을 수 있다. 이는 두 상이한 부위, 즉 전[0052]

표지 유전자 또는 후 표지 유전자에서 조각안으로 클론될 수 있다. 이것이 세밀하게(deliberately) 작동하기 전

에 의도하지 않은 표지 유전자의 미성숙 전사를 피하기 위하여, 유전자를 염색체의 유전자의 반대 방향에 삽입

하는 것이 바람직하다.

바람직하게, 표지 구성은 박테리아 게놈안에 삽입된다. 이는, 예를 들면 attTN7-부위 (Rogers et al., 1986;[0053]

Waddel and Craig, 1988; Craig, 1989) 또는 recA 부위와 같은 염색체상의 중성 부위에 대해 상동적인 측면

(flanking) 서열을 갖는 선형 조각을 사용하는 것과 같은 통상의 방법으로 통합될 수 있다. 조각들은 예를 들면

플라스미드 pKD46를 함유하는 E. coli 스트레인들 MG1655 또는 HMS174 와 같은 숙주 안에서 변형된다(Datsenko

and Wanner; 2000). 이러한 플라스미드는 생체 내에서 재조합을 촉진하는 λ 레드 기능(γ,β. exo)를 갖는다.

선택적으로,  DY378  (Yu  et  al.,　2000),  불완전한 λ 프로파지를 갖는 E.  coli  K12  스트레인이 사용될 수

있다.  MG1655 또는 DY378의 경우 발현 조각을 포함하는 염색체상 로커스가 P1 파지에 의한 형질도입을 통해

HMS174(DE3) 게놈내로 도입될 수 있다. 포지티브 클론은 카나마이신 또는 클로람페니콜에 대한 Kan 카세트를 사

용하는 경우와 같이 항생제 내성에 따라 선택된다. 내성 유전자는 효모 2 마이크론 플라스미드, FLP 리콤비나제

및 이의 재조합 목표 부위 FRT의 부위-특징 재조합 시스템에 근거하는 FLP 리콤비나제 기능을 사용하여 후에 제

거될 수 있다(Datsenko and Wanner, 2000). 

선택적으로 숙주의 게놈내에 통합된 작재물를 갖기 위하여, ColE1-형 플라스미드와 상이한 파지 또는 플라스미[0054]

드 상에 존재할 수 있으며, 이것은 표지 유전자(및 대상 유전자)의 발현에 영향을 주지 않는다는 점에서 본 발
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명의 시스템과 양립할 수 있다. 적합한 플라스미드 또는 파지의 예로 pACYC184(미니플라스미드 p15A의 유도체이

며; Chang and Cohen, 1978 참조), R1-미니플라스미드(Diaz and Staudenbauer, 1982), F1-기초 플라스미드 또

는 필라멘토스 파지 (Lin,  1984)  또는 본 발명의 실험에서 사용되는 플라스미드 pMMB67EH  (Furste  et  al.,

1986)가 있다. 

보다 자세하게, 적합한 작재물의 성분들은 하기에 설명되는 바와 같다:[0055]

2.1. 상동성 암(Homologous arms)[0056]

본 발명의 초기 실험에서, 구조의 양쪽에 30 bp의 상동성이 있는 경우 λ 레드 시스템에 의해 재조합하는데 충[0057]

분하다는 것이 발견되었다(Yu,　2000). 그러나 더 긴 상동성을 가진 것에서 더 좋은 결과가 도출되었고, 암은

바람직하게는 50-400 bp 범위이다. 상동성 암의 구체예로 250 및 350 bp가 사용되었다.

2.2. 프로모터[0058]

만약 이질적인(foreign) 표지 유전자 생성물이 그 자체로 세포에 대해 독성이 있거나 치명적이라면, 또는 리프[0059]

레서라면, 발현을 조절하여야 한다. 프로모터 부위는 유전자 발현을 조절하는 적합한 오퍼레이터 서열(예: Lac

오퍼레이터)을 함유하여야 한다. 

본 발명의 특정 구체예에서, T7 프로모터, tac 또는 trc 프로모터, lac 또는 lacUV5 프로모터, pBAD 프로모터[0060]

(Guzman et al., 1995), trp 프로모터(트립토판에 의해 저해됨), P1 프로모터(ci 리프레서와 함께) 또는 gal 프

로모터가 사용된다.

lac 오퍼레이터를 사용할 때, IPTG(이소프로필 티오갈락토시드, Lac 오페론의 인공적 유도제) 또는 락토즈가 표[0061]

지 유전자를 활성화하는데 사용되기 위해 첨가된다. 유도성 시스템이 사용되면 박테리아는 유도없이 생존할 수

있으나, 유도제를 첨가하면 사멸한다.

독성 유전자 발현을 엄격하게 조절하기 위하여, 특히 표지 단백질이 그 자체로 세포에 대해 독성이 있는 경우,[0062]

아라비노즈-유도성 PBAD 프로모터(Guzman et al., 1995)같은 엄격하게 조절하는 프로모터를 사용하는 것이 바람

직하다.

표지 유전자의 발현을 조절하는 또 다른 방법으로 독성이 없거나(예.  리포터 유전자),  바실루스 서브틸리스[0063]

sacB 유전자와 같은 제한적 조건하에서만 독성이 있는 유전자와 지속적 프로모터(constitutive promoter)를 혼

합하여 사용하는 방법이 있다. SacB는 수크로즈가 존재할 때 E. coli에 대해서만 독성이 있다.

프로모터는 표지 유전자 생성물의 효과 및 다운-레귤레이션을 위해 요구되는 효율 또는 RNA I의 발현억제 효과[0064]

를 고려하여 선택된다. 예를 들면, 비-독성 또는 독성이 적은 표지 유전자를 포함하는 작재물에는 더 강한 프로

모터가 바람직하다.

2.3. RNA II-유사 서열[0065]

RNA I가 부분적인 또는 완전한 저해제로 작용하여야만 하기 때문에, RNA I(10-555 nt)에 대해 상보적인 RNA II-[0066]

유사 서열은 상기 RNA II-유사 서열내에 삽입되거나(embedded) 상류, 하류에 있는 리보솜 결합 부위(샤인-달가

노 서열)과 함께 표지 유전자의 상류에 존재하여야 한다. 샤인-달가노 서열(SD)은 원핵세포의 mRNA 분자상 해독

시작 부위의 상류에 있는 짧게 스트레치된 뉴클레오티드를 말하며, 리보솜 RNA에 결합하여 리보솜이 mRNA에서

개시코돈에 위치하도록 해준다. RNA II-유사 서열의 상류에 위치할 때, 바람직하게는 7 뉴클레오티드(GAAGGAG)

로 구성된 SD 서열은 표지 유전자의 ATG 시작 코돈의 상류 예를 들면 7 bp와 같이 대략 4 내지 15 bp에 위치하

여야 한다. 리보솜 결합 부위가 표지 유전자에 대해 상보적인 RNA I 서열내에 삽입된 경우, 이 서열은 안티센스

RNA가 RNA I와 상호작용하도록 하기 위해, 키싱 복합체를 형성하기 위해 온전하게 존재하여야 하는 변형된 스템

부위, 루프 구조 및 바람직하게 전체 2차 구조과 같은 곳에 삽입되어야 한다.

RNA II-유사 서열의 앞에 시작 코돈을 제공하는 구체예에서, 작재물은 표지 서열 및 RNA II-유사 서열을 포함하[0067]

는 융합 생성물이 된다. 

또 다른 구체예에서, RNA II-유사 서열은 리보솜 결합 부위 및 시작 코돈 사이에 삽입되며; 이러한 접근법에서[0068]

해독이 되는 가능한 최대 간격의 한계는 예를 들면 15 내지 20 bp이다(만약 리보솜 결합 부위 및 시작 코돈사이

의 거리가 증가하면, 해독 효율이 감소한다).

선택적으로 RNA II-유사 서열 및 표지 유전자가 직접 융합하는 경우, RNA II-유사 서열은 표지 유전자와 커플되[0069]

등록특허 10-1023066

- 9 -



어 전사가능하게 될 수 있다. 이와 같이 만들기 위하여, 예를 들면 시작 ATG로 시작하고, 그 후에는 RNA II-유

사 서열에 의하고, 추가의 리보솜 결합 부위, TGATG 같은 종결 및 시작 코돈이 오버랩된 것을 나타내는 서열,

및 표지 서열이 순서대로 작재물에 사용될 수 있다. 표지 유전자는 RNA II-유사 서열이 표지 유전자보다 먼저

그리고 표지 유전자로부터 분리되어 해독되었을 때만 해독된다. 이러한 장치의 장점은 표지 유전자에 대한 단백

질 융합이 불필요하다는 점이다. 이러한 접근법은 분리 해독 옵션을 제공하며, 이는 몇 가지의 표지 단백질, 예

를 들면 Tet 리프레서와 같은 몇 몇 리프레서의 경우에 있어 유용할 수 있다. 

단일 RNA I/RNA II 스템 루프가 키싱 복합체를 형성할 때(Eguchi 1991b; Gregorian, 1995), 최소한 단일 루프[0070]

가 형성되어야만 한다. 어떤 경우, 두 가지의 요구사항, 즉 하나는, 삽입된 루프 구조 대신 표지 mRNA의 해독,

다른 한편으로는 RNA II-유사 서열에 삽입된 루프 구조와 플라스미드상의 상보적인 RNA I사이의 효율적인 RNA-

RNA 안티센스 반응이 충족될 필요가 있다.

RNA I 및 RNA II-유사 서열을 함유하는 표지 mRNA사이의 상호작용은 리보솜의 결합을 방해하여 해독을 못하게[0071]

하는 목적을 갖는다. 상기 mRNA는 유도성 프로모터(예. lac, 아라비노즈 또는 T7 프로모터)의 조절을 받아, 유

도가 된 후(예. IPTG, 락토즈, 아라비노즈에 의해), 상기 표지 유전자의 발현이 다운-레귤레이션되며, 그 때마

다 충분한 RNA I가 플라스미드의 복제기점에서 생산된다. 바람직하게, 표지 유전자를 적어도 어떤 정도(상술한

바와 같은)로 세포 성장을 저해하는 치명적인 단백질 또는 독성 단백질을 코딩하며; 이러한 경우, 발현이 되면

세포 사멸 또는 세포 성장의 감소가 야기되고(플라스미드-없는 세포에서), 반면 다운-레귤레이션이 되면 세포가

성장한다(플라스미드를 갖는 세포에서).

치명적이거나 독성이 있는 단백질을 코딩하는 또 다른 표지 유전자로, 어떠한 목적이라도, 박테리아 세포의 성[0072]

장 동안 발현을 조절할 수 있는 임의의 단백질을 코딩할 수 있는 표지 유전자가 있다. 특히, 표지 유전자는 하

기 (2.4)에 설명되는 리포터 유전자일 수 있다. 

 본 발명의 시스템에서, 플라스미드 복제를 정상적으로 다운-레귤레이션 하는 기능을 갖는 RNA I는 "유전자-발[0073]

현억제"로 작용하며, 반면 복제 저해는 감소한다. 그러므로, 본 발명의 시스템을 사용하면 플라스미드 복제가

증가하게 되어 박테리아 숙주 세포의 생존에 유용하다. 

2.4. 표지 유전자[0074]

표지 유전자에 대한 RNA I-매개 다운-레귤레이션은 본 발명의 주요한 특질이며, 이는 임의의 주어진 목적을 위[0075]

한 임의의 유전자 발현의 조절에 적용될 수 있다. 

우선,  RNA  I-매개  다운-레귤레이션은  숙주에  대해  조건부로  치명적인  표지  유전자에  대하여  유용하다(예.[0076]

Davison, 2002, for review 참조).

그 자체로 독성이 있고 본 발명에 적합한 표지 유전자의 예로 제한 뉴클레아제를 코딩하는 유전자(예. CviAII,[0077]

a  restriction  endonuclease  originating  from  Chlorella  virus  PBCV-1;  Zhang  et  al.,  1992),  EcoRI　

(Torres et al., 2000), Szafransky et al., 1997; Kaplan et al., 1999; Sano et al., 1995에 나와 있는 바

와 같이 예를 들면 스트렙타비딘 또는 Stv13 (절단된, 쉽게 용해되는 스트렙타비딘 배리언트)와 같은 비오틴 결

핍시 작용하고, 세포 성장에 있어 필수 단백질인 단백질과 상호작용하는 독소를 코딩하는 유전자; 막을 손상시

키는 단백질을 코딩하는 유전자(FX174의 E 유전자 단백질 (Ronchel et al., 1998; Haidinger et al., 2002),

gef (Jensen et al., 1993; Klemm et al., 1995), relF　(Knudsen et al., 1995)); 예를 들면, ccdb 유전자

(Bernard and Couturier, 1992)와 같은 바실루스 서브틸리스로부터의 DNA 기라제(gyrase) 또는 sacB를 잡고 있

는 F-플라스미드로부터의 강력한 세포 사멸 단백질을 코딩하는 다른 박테리아 독소를 코딩하는 유전자(Gay et

al., 1983);  또는 박테리아 숙주에 대해 독성이 있는 진핵세포의 독소를 코딩하는 유전자(e.g. FUS; Crozat et

al., 1993)이 있다. 독성 유전자를 사용할 때, 그들의 발현의 유도성 프로모터에 의한 조절이 필수적이다.  이

러한 프로모터는 유도제가 없으면 활성화되지 않고, 유도할 때 세포 성장을 저해하기에 충분하게 발현되어야 한

다.  

박테리아에서 또 다른 독성 유전자 및 본 발명에 유용한 유전자의 예는 Rawlings, 1999에 나와 있다.[0078]

구체예에서, 표지 유전자는 제한 뉴클레아제, 스트렙타비딘을 코딩하는 유전자 또는 간접적인 독성 효과를 갖는[0079]

유전자, 예를 들면 상술한 SacB로부터 선택된다.

바람직한 구체예에서, 독성 표지 단백질은 그 자체로 또는 발현할 때 독성 효과에 기인하여 치명적이거나 독성[0080]

이 있지는 않으나, 상기 박테리아 세포의 성장에 필수적인 유전자의 전사를 억제하는 작용을 하는 리프레서 단
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백질로 작용한다.

본 발명의 구체예에서, 플라스미드가 존재하는 경우, RNA I-매개 다운-레귤레이션은 리프레서에 영향을 준다.[0081]

이는 RNA I의 존재 및 RNA I와 리프레서 mRNA(RNA II-유사 서열)와의 상호작용은 리프레서의 저해를 야기하여

필수 유전자가 활성화되거나 업-레귤레이션되게 되고, 이는 복제되는 플라스미드의 존재시 세포의 성장이 발생

하는 결과를 가져온다. 구체예에서, 필수 유전자의 프로모터는 결합 DNA 서열("오퍼레이터")의 제공에 의해 변

형되는데, 바람직하게는 천연 프로모터가 완전한, 유도성 프로모터(오퍼레이터 서열은 포함하는)로 대체됨으로

써, 즉 발현된 리프레서 단백질, 예를 들면 Tet 리프레서와 같은 것이 오퍼레이터에 결합할 수 있는 방법으로,

murA(Tet 리프레서에 의해 발현됨에 따른)와 같은 필수 유전자의 발현을 조절하고 전사를 저해하게 된다.

오퍼레이터는  그것의  특정  리프레서  또는  인헨서가  결합된  DNA  서열이며,  그것에  의하여  서열[0082]

TGGAATTGTGAGCGGATAACAATT (서열 번호: 53; Gilbert and Maxam, 1973) 또는 그들의 유도체를 갖는 lac 프로모

터에 위치하는 lac 오퍼레이터에 의해 인접한 유전자의 전사가 조절된다(Bahl et al., 1977). 와일드 타입 숙주

에 존재하지 않는 리프레서 유전자는 예를 들면 T7, lac 또는 tac 프로모터같은 유도성 프로모터의 조절하에 게

놈안으로 조작된다. 정상 성장 조건에서, 리프레서는 발현되지 않는다, 예를 들면 IPTG에 의해 유도된 후 리프

레서가 발현되고 필수 유전자의 프로포터 부위에 있는 인공적으로 도입된 오퍼레이터 또는 인공적으로 삽입된

프로모터에 결합하여 각각의 필수 유전자의 발현을 저해한다.  복제되는 ColE1이 숙주안에 존재할 때는 언제나,

리프레서 mRNA에 결합할 수 있고, 따라서 변형되는 RNA I가 생산된다. 이러한 RNA-RNA 상호작용에 의해 리프레

서의 해독이 저해된다(임의의 다른 독성 표지 단백질과 유사하게). 결과적으로, 필수 유전자 생성물이 생산될

수 있고 세포는 생존가능성 및 성장을 유지한다.

구체예에서, 박테리아 숙주는 RNA II-유사 서열 외에도, 유도성 프로모터(변형을 위해 게놈내로 조작되거나 바[0083]

람직하게는 필수 유전자의 자연발생적으로 생긴 프로모터를 완전히 대체하는)의 조절하에 그것의 필수 유전자의

하나(박테리아 게놈내에 자연발생적으로 포함하고 있는)를 포함한다. 필수 유전자를 조절하는 프로모터 부위는

상기 리프레서 단백질에 의해 인식되고 특별히 결합하는 DNA 서열(오퍼레이터)를 또한 포함한다. 박테리아 염색

체 내로 조작되는 리프레서 유전자는 또한 필수 유전자를 조절하는 프로모터와는 상이한 유도성 프로모터의 조

절하에 있어서 독립적으로 유도성이 있다. 필수 박테리아 유전자는 예를 들면, Gerdes et al., 2002 and 2003,

및 PEC (Profiling the E. coli Chromosome) database (http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/genes.jsp)문

헌에, 예를 들면, 이소루실-tRNA 합성효소(Isoleucyl-tRNA synthetase (ileS)), ftsQ, ftsA, ftsZ, DNA 폴리머

라제 III  알파 서브유니트 (dnaE),  murA,  map,  rps  A  (30s  리보솜 단백질 S1),  rps  B  (30s　리보솜 단백질

S2), lyt B (글로벌 조절자) 등과 같은 세포 분열 단백질과 같은 것이 공지되어 있다.

리프레서는 오페론의 프로모터 내에 위치하는 오퍼레이터에 결합하는 단백질이고, 그럼으로써 상기 오페론에 위[0084]

치하는 유전자(들)의 전사를 다운-레귤레이션 시킨다. 본 발명에 적합한 리프레서의 예로 테트라사이클린 리프

레서(tet) 단백질 TetR이 있으며, 이는 그람-음성 박테리아에서 테트라사이클린 내성 결정소의 패밀리의 전사를

조절하고 테트라사이클린(Beck, et al., 1982; Postle et al., 1984), 트립토판 오페론의 오퍼레이터에 결합하

고, 트립토판 생합성 유전자를 함유하는 트립토판 리프레서(trp)에 결합한다(Yanofski et al., 1987).

유도성 프로모터의 예로 전사가 기질을 첨가할 때 시작하여 환경에 따라 조절가능한 프로모터가 있는데, 예를[0085]

들면 IPTG에 의해 유도되는 lac 오퍼레이터(Jacob and Monod, 1961), 아라비노즈에 의해 유도되는 아라비노즈-

프로모터(pBAD)(Guzman et al., 1995), 및 구리-유도성 프로모터(Rouch and Brown, 1997)가 있다. 

본 발명의 구체예에서, tet-리프레서(tetR)가 리프레서 유전자로 선택되었는데, 이는 유도제 IPTGf를 첨가하면[0086]

필수 박테리아 유전자를 턴-오프 시킴으로써 "독성" 표지 유전자로 작용한다.

리프레서 유전자 접근법을 완성하기 위하여 두 가지 타입의 카세트가 디자인되어 본 발명의 구체예(실시예 4)에[0087]

서 박테리아 염색체내로 삽입되었다. 첫번째 작재물 세트는 게놈상의 특정 필수 유전자의 프로모터를 대체(또는

변형)하는 작용을 하는 카세트를 포함한다. 두번째 타입의 카세트는 컨셉을 증명하기 위한 필수 유전자 대신

GFP를 도입한 시험 작재물을 제공한다. GFP 시험 작재물을 사용하는 실험의 목적은 조절 단계반응, 프로모터 세

기를 평가하기 위함이며, 그럼으로써 시스템의 모든 상호작용하는 구성성분들을 조정하기 위함이다.

그러므로, 다른 구체예에서, 표지 유전자는 예를 들면, GFP(그린 형광 단백질), hSOD (인간 수퍼옥시드 디스뮤[0088]

타제), CAT　(클로람페니콜 아세틸트린스퍼라제) 또는 루시페라제(luciferase)와 같은 리포터 유전자이다.

리포터 유전자는 ColE1-형 플라스미드가 숙주 세포내에 또는 플라스미트 카피수에 존재 또는 부존재하는지에 대[0089]

한 정보가 필요할 때 배양 과정에서 유용하다. 이러한 정보는 발효과정이 플라스미드 카피수의 조절로 최적화되

등록특허 10-1023066

- 11 -



었을 때 특히 유용하다.

또한 리포터 유전자는 독성 표지 유전자 대신 작용할 수 있고, 그러므로 유전자-조절 또는 발현억제를 위한 작[0090]

재물 기능 제공 및 독성 표지 유전자에 미치는 그들의 영향을 측정하기 위하여 실험에 사용될 수 있다.

박테리아 숙주를 조작하기 위해 디자인된 작재물의 기능을 평가하기 위하여, 독성 표지 유전자의 발현은 본 발[0091]

명의 초기 실험 모델로 사용된 ColE1-형 플라스미드, 리포터 유전자, 그린 형광 단백질(GFP)에 의해 조절될 수

있다. 이것의 자동-형광(Tsien, 1998) 에 기인하여, GFP는 초기 실험에서 표지 유전자의 대체물 또는 필수 유전

자로 각각 적합하다고 생각된다.

본 발명의 구체예에서, 표지 유전자는 내생 숙주 유전자일 수 있는데, 이는 조절되는 것이 의도되는 임의의 중[0092]

요한 유전자일 수 있다. 이러한 경우, 숙주 세포는 2.3.에 상술한 바와 같이 상응하는 숙주 유전자와 작동가능

하게 연관된 RNA II-유사 서열을 코딩하는 서열로 조작된다.

3. ColE1-형 플라스미드[0093]

본 발명에서, 모든 ColE1-형 플라스미드가 예를 들면 WO 02/29067에 나와 있는 바와 같이 변형된 RNA I 및/또는[0094]

RNA II 서열 뿐만 아니라 그들의 천연 RNA I/RNA II 쌍과 함께 사용될 수 있다.

상술한 바와 같이, 유용한 ColE1-형 플라스미드의 예로, 자연발생적으로 생긴 ColE1 플라스미드 pMB1, p15A,[0095]

pJHCMW1, 뿐만 아니라, pBR322 및 관련 벡터, pUC 플라스미드, pET 플라스미드,  pBluescript 벡터와 같은 통

상 사용되는 상업적으로 입수가능한 클로닝 전달체들이 있다.

플라스미드 서열에는 항생물질 내성 유전자가 포함될 필요가 없다. 필수적 성분으로서, 플라스미드는 기본적으[0096]

로 ColE1 복제기점 및 관심대사 유전자를 유전자 발현 카세트만을 포함한다.

플라스미드상의 중요한 유전자 및 이것의 프로모터는 적용 타입에 의존하며; 본 발명은 예를 들면 치료용 유전[0097]

자와 같은 중요한 유전자와 관련하여 임의의 방법에 한정되지 않는다. 유전자는 유전자 치료에 적용하기 위하여

예를 들면 CMV 프로모터와 같은 진핵 프로모터와 작동가능하게 연관될 수 있다.

본 발명의 적용:[0098]

본 발명은 최첨단 발효 분야, 플라스미드 DNA 생산 및 재조합 단백질의 생산 분야 모두에 널리 사용될 수 있다.[0099]

본 발명에 적용하기에 유용한 pDNA를 발효하기 위한 몇 가지 접근법이 나와 있다. 플라스미드 DNA 생산 방법은[0100]

발효에 영향을 미치는 다양한 요소들 및 세포에 주어진 조절 레벨에 따라 상이하다:

실험실 스케일로 pDNA를 생산하기 위하여, 쉐이크 플라스크 중에서 플라스미드를 갖는 세포를 배양하는 것은 가[0101]

장  간단한  방법이다(O'Kennedy  et  al.,  2003;  Reinikainen  et  al.,  1988;  O'Kennedy  et  al.,  2000;  US

6,255,099).

더 많은 양의 플라스미드를 얻기 위하여, 모든 영양분을 초기에 제공하고, 배양동안에는 영양소를 첨가하지 않[0102]

는 소위 "배취 발효(batch fermentation)"조건에서 세포를 조절된 발효기로 배양할 수 있다. 이러한 타입의 배

양은 탄소 및 질소 소스로 소위 "복합체 구성성분"이라 불리는 배양 배지를 사용하여 할 수 있는데, 이는 예를

들면 O'Kennedy et al., 2003, 및 Lahijani et al., 1996, 및 WO 96/40905, US 5,487,986 및 WO　02/064752에

나와 있다. 다르게는, 합성 배지가 pDNA 생산에 사용될 수 있으며, 예를 들면 pDNA 생산을 위해 특별히 디자인

된 배양 배지는 (Wang et al., 2001; WO 02/064752)에 정의된 바 있다.

본  발명은  E.coli를  하나  이상의  영양소를  배지에  섭식(feeding)으로  공급하는  페드  배취  발효(fed  batch[0103]

fermentation)에 또한 사용될 수 있으며, 정의된 세트 포인트에 공정 파라미터를 조절하기 위한 섭식 영양소에

의한 피드백 조절 알고리즘을 보통 사용한다. 피드백 조절은 발효를 통한 세포 활성에 직접 관계가 있다. 발효

의 피드백 조절에 사용될 수 있는 조절 파라미터들로 pH치, 온라인 측정된 세포 밀도(on line measured cell

density) 또는 용존산소탠젼(dissolved oxygen tension (DOT))이 포함된다. 정의된 세트 포인트에서의 섭식률

에 의한 용존산소탠젼을 조절하는 피드백 알고리즘은 WO 99/61633에 나와 있다.

다르게는, 더욱 복잡한 알고리즘에서는 DOT 및 pH치 모두를 피드백 배양 방법에 대한 조절 파라미터로 사용한다[0104]

(US 5,955,323; Chen et al., 1997).

다르게는, 섭식 모드는 지수 함수에 따른 섭식 배지 공급에 기초한다. 섭식율은 목적하는 비성장률(specific[0105]

growth rate) μ에 기초하여 조절된다. WO 96/40905 및 O'Kennedy et al., 2003에 플라스미드 DNA 생산을 위한
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지수적 페드-배취 공정을 사용한 방법이 나와 있다. Lahijani et al., 1996에는 플라스미드 복제의 온도-조절성

증진(temperature-controllable enhancement )과 지수적 섭식의 결합이 나와 있다. 

다르게, 본 발명은 플라스미드 DNA를 생산하는 공정에 적용될 수 있으며 이는, E.coli 세포를 먼저 전배양 과정[0106]

에서 배양하고, 그 후 배취 상 및 섭식 상을 포함하는 페드-배취 공정인 주 배양단계에서 발효시키는 것이다.

배취 상의 배양 배지 및 섭식 상동안 첨가되는 배양 배지는 화학적으로 정의되며, 섭식 상의 배양 배지는 성장-

제한 기질(growth-limiting substrate)을 포함하며 주어진 지수 함수(pre-defined exponential function)에 따

른 섭식율로 첨가되어, 그 결과 주어진 값으로 비성장률을 조절한다.

표지 유전자가 유도성 프로모터의 조절하게 있을 때, 유도제를 초기 및/또는 펄스방식으로 배취에 첨가할 수 있[0107]

다. 섭식 상동안, 유도제를 펄스 방식으로 또는 연속적으로 첨가할 수 있다.

발효 공정의 마지막에, 세포를 수집하고(harvest) 플라스미드 DNA를 분리하여 예를 들면 US 5,981,735에 나와[0108]

있는 음이온 교환 및 겔 투과 크로마토그래피에 기초한 방법 또는 US 6,197,553에 기재된 두 가지 크로마토그래

피 단계, 즉 음이온 교환 크로마토그래피를 처음 단계에서, 역상 크로마토그래피를 두번째 단계에서 사용하는

것과 같은 이 기술분야에 공지된 공정에 따라 정제한다. 플라스미드 DNA를 제조하는 또 다른 적합한 방법으로

WO　03/051483에 기재된 방법이 있으며, 단일체 지지(monolithic support)와 결합된 두 가지 다른 크로마토그래

피 단계를 사용한다. 

본 발명을 유전자 치료 적용을 위한 플라스미드 생산과 같은 플라스미드 생산에 응용하는 것 뿐만 아니라, 본[0109]

발명은 재조합 단백질 생산에 또한 유용하다.

재조합 단백질 생산에 관해서는, 대체로, E. coli 중의 중요한 유전자, 특히 ColE1 형 플라스미드로부터의 중요[0110]

한 유전자를 발현하는데 유용하다고 증명된 임의의 방법이 사용될 수 있다(Jonasson  et  al.,  2002;  Balbas,

2001 참조). 단백질은 배취 발효 또는 바람직하게는 페드-배취 배양을 통해 복합적인, 합성 또는 반합성 배지를

사용하여 세포간(intracellularly)에서(완전하게 또는 부분적으로 가용성이거나 봉입체로써) 또는 분비(세포 배

양 배지 또는 원형질막 공간(periplasmic space) 내에서)에 의해 얻을 수 있다.

플라스미드 DNA 생산, 보통 유전자 치료 응용을 위한 플라스미드 DNA에서, 중요한 유전자는 박테리아 숙주 세포[0111]

에서 발현되지 않는다. 결국 발현되는 곳인 포유류, 바람직하게는 인간에 이를 응용한다는 관점에서, 중요한 유

전자는 보통 진핵 프로모터와 작동가능하게 연관된다. 반면, E. coli에서 단백질의 재조합 생산에서는 중요한

유전자는 숙주내에서 발현되어야 하고, 따라서 원핵 프로모터의 조절을 받는다. 

재조합 단백질 생산을 위하여 두 가지 프로모터, 즉, 표지 유전자를 조절하는 프로모터 및 중요한 유전자를 조[0112]

절하는 프로모터가 둘 중 하나의 발현을 방해하는 작용이 일어나지 않는 한 상이하거나 동일할 수 있다.

유리하게, 그들의 활성이 시간-포인트 및 전사 레벨 면에서 각각 독립적이기 때문에, 프로모터는 다르게 조절된[0113]

다. 바람직하게, 표지 유전자를 조절하는 프로모터는 발효 공정의 시작단계에서 활성이 있고, 적당한 양의 mRNA

를 생산하는 반면, 관심 대상 유전자의 프로모터는 다소 강력하여 발효과정 중의 선택된 시간-포인트에서 활성

화된다. 만약 유도성 프로모터가 중요한 유전자 및 표지 유전자 모두에 사용된다면, 그들이 다른 유도제에 의해

턴온(turn-on)되는  방식으로  보통  선택된다.  다르게는,  표지  유전자는  유도성인  및  지속적  프로모터

(constitutive promoter)인 중요한 유전자일 수 있거나 그 역일 수 있다.  이는 표지 유전자 작재물이 박테리아

숙주 게놈내에 통합되는 방법 및 표지 유전자 작재물이 상술한 플라스미드 또는 파지내에 함유되는 방법에 모두

적용된다.

발효의 여러 상에 있어서의 프로모터 유도와 관련하여, 상술한 플라스미드 DNA 생산의 원리에 적용된다.[0114]

본 발명은 모든 복제된 플라스미드가 항생물질에 대한 내성 유전자를 가지지 않는 장점이 있고 그러므로 또한[0115]

유전자 치료 적용에 있어서도 예를 들면, 인간 및 동물의 식량 생산 또는 재조합 식물 발생을 위한 재조합 이스

트 스트레인의 생성과 같은 항생물질에 대한 내성 유전자의 부재가 요구되거나 바람직한 모든 응용례에 대해 적

합하다.

실시예 1 및 2에서, 표 1에 도시된 올리고뉴클레오티드가 사용되었다:[0116]
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표 1:[0117]

[0118]

T7 프로모터 및 리보솜 결합 부위와 함께 콘텍스트 내에 RNA-I 상보적인 서열을 포함하는 서열 번호:1 및 2의[0119]

올리고뉴클레오티드, 및 GFP cDNA의 처음의 60 뉴클레오티드는 서열 번호: 7 및 8의 올리고뉴클레오티드를 사용

하여 증폭되고, T7 폴리머라제에 의한 시험관내 전사에 사용된다(실시예 1 참조). 서열 번호:1의 올리고뉴클레

오티드는 RNA I의 루프 1 및 루프 2(도.4의 III과 동일)를 포함하며, 서열 번호:2의 올리고뉴클레오티드는 RNA

I의 루프 2(도.4의 II와 동일)를 포함한다.

서열  번호:  3  및  4의  올리고뉴클레오티드는  ColE1  플라스미드로부터  RNA  I(110  bp)를  증폭하기  위하여[0120]

사용되며, 시험관내 전사를 위한 T7 프로모터를 통합하는(incorporate) 데에 사용된다. 서열 번호:5 및 6의 올

리고뉴클레오티드는 ColE1 플라스미드로부터 RNA II180nt를 증폭 및 시험관내 전사를 위한 T7 프로모터를 통합하

기 위하여 사용된다. 서열 번호: 7 및 8의 올리고뉴클레오티드는 또한 주형으로서의 pet11aGFP로부터 음성대조

군을 위한 DNA를 생산하기 위하여 사용된다(도.4의 I과 동일). 음성대조군은 콘텍스트 내에 T7 프로모터 및 리

보솜 결합 부위를 갖는 녹색 형광 단백질 mRNA의 조각이다.

실 시 예

실시예 1[0131]

체내에서 전사되는 작재물로의 하이브리드화 실험[0132]

하이브리드화에 의해 해독이 저해되는 mRNA 분자내의 RNA I (RNA II-유사 서열)에 대해 상보적인 서열의 바람직[0133]
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한 길이 및 위치를 선택하기 위해 시험관내 안티센스 실험을 수행하였다. 다른 합성 RNA 및 RNA II와 RNA I의

RNA 하이브리드는 겔 쉬프트 분석을 하였다. 

마지막에, RNA II-유사 서열을 포함하는 인공적으로 디자인된 GFP 작재물을 시험관내에서 전사시키고 시험관내[0134]

에서 전사된 RNA I와 함께 배양하였다. 하이브리드화가 음성 RNA-폴리아크릴아미드 겔상에서 검출되었다.

합성 RNA(RNA I 및 그의 5' 말단에 RNA II 헤어핀 구조를 갖는 합성 작재물들)는 시험관내 전사를 통해 얻어진[0135]

다(Ampliscribe,  T7-Flash  Transcription  Kit;  Epicentre)  (도  2).  메타비온(Metabion)으로부터  얻어지는

pBR322 ori 및 올리고뉴클레오티드(올리고뉴클레오티드 서열 번호: 1 및 2) 각각으로부터의 110 bp의 RNA I 및

RNA II는 PCR로 증폭되며 시험관내 전사에 있어 선형 DNA 주형으로 작용한다.

RNA I 및 RNA II-목표 상호작용을 확인하기 위하여, 겔 쉬프트 실험이 수행되었다. 루프-루프 복합체가 저해되[0136]

는 것이 시각화되었다. 

RNA를 하이브리드화에 앞서 개별적으로 가열하였다. 겔은 75 mm 두께, 5%(w/v) 폴리아크릴아미드(60:1)이고 빙[0137]

냉수(ice cold water)로 냉각한 미니 단백질 겔 장치(Pharmacia)에 런하였다. 러닝 버퍼는 5 mM MgCl2를 포함하

는 1x 트리스-보레이트(89　mM 트리스 (pH　8.3), 89 mM 보르산)이다. 밴드를 에티디움 브로마이드로 염색하고

UV 트랜실루미네이터(UV transilluminator)를 사용하여 관찰하였다. 

RNA II 서열이 있는 경우 및 없는 경우 RBS 및 시작 코돈을 포함하는 GFP mRNA의 60 nt를 RNAI와 함께 배양하였[0138]

고, 그 결과를 도.3에 도시하였다.

도. 3의 겔 1은 양성(RNAII108 nt, 완전한 RNAI 서열 및 음성대조군에 상응)이었다. 두 개의 RNA사이에 반응이 일[0139]

어난 경우, (표지된)RNAI 밴드가 약하게 나타났고 이는 저해되었기 때문이다.

겔 1:[0140]

1   음성대조군 RNA [0141]

2.  RNAI + 음성대조군 RNA[0142]

3   RNAII108nt[0143]

4   RNAI + RNAII108nt (배양전에 가열(90℃에서 3분))[0144]

5   RNAI + RNAII108nt[0145]

6   RNAI (배양전에 가열(90℃에서 3분))[0146]

7   RNAI[0147]

도 3의 8,9 및 10레인의 겔 2에서는 RNAI 밴드만이 나타났다. 하나의 RNAII 루프를 갖는 전사와 함께 배양하였[0148]

을 때 반응이 매우 약하게 보였고 반면 두 개의 루프를 갖는 전사의 경우 강한 반응을 나타냈다.

겔 2:[0149]

8   RNAI[0150]

9   RNAI (+RNAII 루프2)[0151]

10  RNAI (+RNAII 루프1 및 2)[0152]

루프2GFP(레인 9)는 음성대조군과 비교할 때 RNAI 밴드가 다소 약하게 나타났으며, 반면 루프1 + 2GFP(레인 1[0153]

0)은 RNA I 밴드가 현저하게 약하게 나타났으며, 이는 키싱 복합체가 형성되었다는 것을 가리킨다. 이러한 결과

들은 오직 하나의 루프가 존재하는 경우 RNA-RNA 상호작용이 효과적이라는 것을 나타낸다.

겔 상에서 키싱 복합체를 형성하는 것을 나타내는 루프 작재물은-약한 것이라도-pMMB67EH 및 pBluescriptII KS+[0154]

내로 클로닝하였고, GFP 발현을 테스트하였다. 두 개의 헤어핀 루프를 포함하는 표지를 갖는 RNA I의 상호작용

이 강하기 때문에 작재물은 생체내 실험을 위한 좋은 재료로 생각된다. 

실시예 2[0155]
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유전자 발현 및 유전자 발현억제를 테스트하기 위한 생체내 분석[0156]

시험되기 위한 작재물내에, 하나 또는 두개의 RNA II 스템 루프를 발현 벡터내로 클로닝하였다. 전사의 2차 구[0157]

조 및 적합한 폴딩을 컴퓨터 프로그램 RNA폴드((Gene Quest, Vienna RNA folding procedure; see Zuker, 199

9)를 사용하여 확인하였다.  이 실험을 위하여 비-ColE1  기원인 발현 벡터,  예를 들면 pMMB67EH  (Furste  et

al., 1986)이 플라스미드 내에서 RNA I-목표 상호작용을 회피하기 위하여 유용하다고 생각되며, GFP 발현이 리

보솜 결합 부위에 근접한 부가적 서열이 존재함에 따라 방해되는지 여부를 결정하는데 유용하다고 생각된다. 이

는 리보솜 트랙 가까이 또는 리보솜 트랙 상에 있는 부가적 서열 및 2차 구조가 보통 유전자 발현이 감소하거나

완전히 저해되기 때문에 중요한 포인트라고 생각된다(Malmgren, 1996; Ringquist, 1993). 

음성 RNA 겔에서 얻어진 결과에 기초하여(실시예 1 참조),  두 개의 GFP와 RNA II-유사 서열의 융합체가 형성되[0158]

었다(도 4). 두 개의 상이한 RNA II-유사 서열이 T7 프로모터 및 lac 오퍼레이터의 통제하에 GFP 코딩 서열의

상류에 삽입되었다.

gfp 유전자가 프라이머 NheI-GFP-back 및 BamHI-GFP-for (for 프라이머 서열은 표2 참조)에 의해 pGFPmut3.1로[0159]

부터 증폭되었다. T7/lacO  프로모터는 -RNAII  루프/RBS 배합체가 있는 경우 및 없는 경우-프라이머(HindIII-

T7GFP-back)로 완전하게 합성되었고, gfp를 증폭 또는 올리고(T7al3-oligo  alc T7L12ras -oligo)를 합성하기

위하여 하기 위하여 사용되는 BamHI-GFP-for와 함께 NheI 제한 부위에 의해 증폭된 gfp로 융합된다. 전체 조각

을 BamHI 및 HindIII 제한에 의하여 pMMB67EH내로 클로닝하였다(프라이머 및 올리고는 표 2 참조).

표 2: 선택된 작재물[0160]

[0161]
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리보솜 결합 부위에 근접한 부가적 서열대신 GFP 발현을 확인하기 위하여 작재물을 pMMB67EH 벡터 내로 클로닝[0162]

하였다. 양 작재물은 GFP를 생산하였으나, 헤어핀 루프가 없는 작재물과 비교하였을 때 매우 낮게 발현되었다.

두 작재물이 염색체 내에 전체 카세트를 통합하는 가능성을 갖는 숙주를 선택하기위한 Tn7 상동체 및 카나마이

신 내성 유전자를 함유하는 벡터 pBluescript내로 클로닝되었다. GFP 카세트를 상술한 박테리아 염색체에 삽입

하였다.

도 4:는 pMMB67EH내로 클로닝된 작재물 및 HMS174(DE3)의 게놈내로 삽입된 작재물을 또한 나타낸다.  카세트는,[0163]

I) HMS174(DE3)T7GFP =IS5, II) HMS174(DE3)T7al3GFP = IS11 and III) HMS174(DE3)T7l12rasGFP = IS13이다.

T7aL3GFP 및 T7l12rasGFP는 pMMB67EH내로 클로닝되었을 때 GFP 발현을 나타내며, 이러한 발현 카세트를- 및 음[0164]

성대조군으로는 T7GFP를-그들의 안티센스 RNAI를 목표으로 작용하는 능력을 테스트하기 위한 박테리아 염색체내

로 삽입하였다. 작재물을 BamHI 및 HindIII 제한 부위로 벡터 pBluescript KSII+내로 클로닝하였다. Tn7 상동

체를 상동체 1에 대한 프라이머 NotI-Tn7/1-back  및 EcoRI-Tn7-for  및 상동체 2에 대한 XhoI-Tn7/2-back 및

KpnI-Tn7-for와 함께   E. coli HMS174(DE3) 콜로니로부터 증폭시켰다(for 프라이머 서열은 표 3 참조). 염색

체 내에 삽입된 전체 카세트를 갖는 숙주를 선별하기 위한 카나마이신 내성 카세트를 위해 pUC4K로부터 EcoRI

조각이 사용되었다. T7 터미네이터를 프라이머 XhoI-T7term-for  및 EcoRI-T7 term-for를 사용하여 발현 벡터

pET11a로부터 증폭시켰다(표 2). 전체 플라스미드를 카세트를 위해 NotI 및 KpnI로 분해하고 플라스미드 골격체

의 분해를 위해 Alw44I를 사용하였다. 선형 카세트로 정재된 겔을 레드 헬퍼 플라스미드 pKD46을 갖는 MG1655의

박테리아 염색체 상에 삽입하였다. 삽입된 조각을 갖는 염색체 부분을 P1 형질도입을 통해 HMS174(DE3)로 전달

하였다. 

발현 카세트가 제대로 삽입되었는지를 PCR로 확인하였다(이질적인(foreign) 프라이머(표 3) 및 내부 프라이머). [0165]

표 3. 스트레인 IS 5, IS 11 및 IS 13에 대한 Tn7을 위한 프라이머[0166]

[0167]

염색체의 삽입 부위로 attTn7이 선택되었으며(deBoy and Craig, 2000), 이는 glmS의 전사의 터미네이터 내에 있[0168]

는 glmS 및 phoS 유전자 사이에 있는 코딩되지 않는 부위에 위치한다. 특정 Tn7 프라이머에 의해 이 전사의 터

미네이터만이 카세트에 의해 대체된다(Yu 등은 염색체 내에 선형 조각이 삽입되는데에는 40 bp의 상동성이면 충

분하다고 하였다(Yu et al., 2000)). 더 긴 상동성을 가지면 더 나은 결과가 얻어지는데, 한쪽을 300 bp로 다른

한쪽을 240 bp로 연장한다. HMS174(DE3)는 레드 헬퍼 플라스미드에 의한 선형 DNA의 직접적 삽입에 적합하다고

생각되지 않으며, MG1655는 초기 삽입에 사용되며, P1 형질도입에 의하여 재조합 염색체 부분이 HMS174(DE3)내

로  전달된다.  결과의  스트레인  HMS174(DE3)T7al3GFP  =IS5,  HMS174(DE3)T7GFP  =  IS11  및

HMS174(DE3)T7l12rasGFP = IS13는 각각 RNA II 루프 구조가 있거나 없는 T7 프로모터의 조절하에 GFP를 포함한

다. 발현 카세트가 제대로 삽입되었는지를 PCR로 확인하였다. 얻어진 스트레인을 I) IS5, II) IS11 및　III)

IS13로 지정하고, 쉐이크 플라스크 실험을 통해 GFP 발현 및 RNAI-매개유전자 발현억제 효과를 테스트하였다.

쉐이크 플라스크 실험을 위하여 하룻밤간 배양한 것을 1:100으로 희석하고 OD600~0.5까지 성장시켰다. 그 다음

유도를  위하여  IPTG를  첨가하였다.  마이크로플레이트  리더  SPECTRAmax  DeminiXS  및  소프트웨어,  SOFTmax

Pro(Molecular devices)로 여기 파장 488 nm 및 방출 530 nm에서 515 nm 컷오프 필터로 형광도를 측정하였다.

IPTG의 유도가 있고 없는 조건에서 GFP를 측정한 결과, pBR322가 존재할 때 분명한 유전자 발현억제 효과를 나[0169]

타냈다(도 5). IS13은 낮은 GFP 발현을 나타냈고, IS11 및 GFP 발현의 저해는 적었으나, 반면 IS11은 높은 GFP

발현을 나타냈고 현저한 유전자 발현 억제 효과는 우리의 컨셉이 작동한다는 증거를 제공한다.
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RNA II-유사 서열이 GFP-유전자의 상류(IS5)에 존재하지 않는 경우, 유전자 발현억제가 나타나지 않았다(도 6).[0170]

플라스미드와 게놈의 유전자 발현사이의 바람직하지 않은 상호작용을 체크하기 위하여 IS5를 pET11a,  pET3d,[0171]

pMMB67EH 및 pBR322를 포함하는 다른 플라스미드로 형질전환하였다(도 6). GFP mRNA가 RNA II-유사 서열을 포함

하고 예를 들면 T7 프로모터 또는 lac 오퍼레이터와 같은 게놈상에 카세트에 대한 상동성 서열을 함유하지 않는

ColE1 플라스미드가 사용되었을 때에만 정의된 유전자 발현억제 효과가 관찰될 수 있었다. 유전자 치료에 보통

사용되는 pBR322 관련 플라스미드를 사용하였을 때 숙주 및 플라스미드사이에서는 안티센스 반응을 방해하는 간

섭작용이 없었다.

도 5는 pBR322가 있는 경우 및 없는 경우, IS11 및 IS13 스트레인을 비교하여 보여준다. Rfu/OD는 광학밀도와[0172]

관련있는 형광 유니트이다. 1.5시간의 간격으로 유도한 후 GFP 형광이 증가하는 것이 관찰되었다.

도 6은 다양한 플라스미드를 함유하는 IS5로 쉐이크 플라스크 실험한 결과를 나타낸다. pBR322 및 관련 플라스[0173]

미드(유전자 치료 분야에 사용되는)는 숙주 및 플라스미드사이에 간섭작용을 나타내지 않았다.

실시예 3[0174]

발효동안의 표지 유전자의 발현/억제[0175]

E. coli 스트레인 IS11 및 IS5를 페드-배취 발효 공정동안 플라스미드 pBR322의 존재 및 부존재인 경우에 대해[0176]

분석하였다. 표 4는 네 가지 페드-배취 발효의 실험 셋업을 요약한 것이다. 각 스트레인을 pBR322의 존재 및 부

존재 조건에서 성장시켰다.

표 4. 페드-배취 발효[0177]

실험[0178] 숙주 스트레인 pBR322

AS1 IS 11 -

AS2 IS 11 +

AS3 IS 5 -

AS4 IS 5 +

모든 네 가지 배양균은 온라인 신호 즉, CO2, O2, 염기소비 또는 염기 기능성(base capacity)에 있어 매우 유사[0179]

한 경향을 나타내었고, 총 BDM 코스 또한 도 7a 및 도 7b에 도시된 바와 같이 측정평균치로부터 ±10%보다 작은

매우 좁은 범위에서만 달라졌다. 도 7a는 pBR322가 존재 및 부존재하는 경우의 IS11의 박테리아 건조 질량(BDM)

및 GFP 발현을 나타낸다.  총 BDM이 양 발효에서 동일한 경우, GFP 농도는 pBR322가 존재할 때 현저하게 감소하

였다 (50%). GFP 측정치 곡선 양상을 보면, GFP 해독이 플라스미드의 존재에 의해 강력하게 저해되고, 따라서

복제도 저해되며, GFP 상호작용하는 RNA I 및 변형된 mRNA가 그럼으로써 해독을 방해한다는 가정을 확인해준다

(도 7a). pBR322가 그 자체로 재조합 단백질 발현 효과를 가지는 것을 배제하기 위하여, 플라스미드 증식이 있

는 경우 또는 없는 경우, IS5를 사용하여 페드-배취 실험을 더 수행하였다. 도 7b에 도시된 바와 같이, GFP 발

현 또는 세포 성장에 차이점은 없었다: pBR322가 숙주내에 존재 또는 부존재하거나 GFP의 전사나 해독에는 검출

되는 영향이 없었다.  이 실험에서 모든 GFP  발현은 스트레인 IS11이 사용되었을 때보다 높았고, 이는 음성

mRNA의 충분한 해독에 기인한 것이다. 비록 IS11에 있는 리보솜 결합 부위 가까이에 안정한 RNA 루프 구조가 존

재함에 의하여 단백질 발현이 감소하였으나, pBR322가 존재할 때 발현이 저해되었다. 그러므로 ColE1 복제조절

시스템이 억제 표지 유전자 발현에 사용될 수 있는 독성 표지를 대리하여 GFP를 사용할 수 있음을 증명한다. 

실시예 4[0180]

필수 유전자의 발현을 조절하기 위한 리프레서의 사용[0181]

a) 필수 유전자의 작재물의 생성[0182]

테스트되기 위한 첫번째 필수 유전자는 메티오닌 아미노펩티다제를 위한 유전자인 map(Li et al., 2004)으로,[0183]

E. coli 염색체의 min 4에 위치하며, rpsB-tsf 오페론으로부터의 357 염기쌍 및 T44-RNA 유전자로부터의 201

bp이다.  이는 필수 유전자의 프로모터가 전체가 제거되기 위한 것이고 선택된 리프레서에 특이한 유도성 프로

모터로 대체되므로 중요하다. Chang et al, 1989에는 map 유전자를 갖는 조건적으로 치명적인 뮤턴트 스트레인

이 lac 프로모터에 의해 조절된다고 나와 있다.  map 카세트에 의해, 67 bp 염색체부분이 map 프로모터를 함유

하는 것으로 대체된다(Chang et al, 1989). 게놈으로부터 가능한 전사물을  회피하기 위하여 두 가지의 강력한
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터미네이터인 rrnB 오페론으로부터의 T1 및 T2를 통합 카세트에 첨가하였다.

테스트된 두번째 유전자는 murA(Brown et al, 1995)로, 필수 E. coli 유전자로 알려져 있다.  박테리아 세포벽[0184]

생합성 첫번째 단계에서의 UDP-N-아세틸글루코사민 에놀피로빌 트랜스퍼라제 효소를 코딩하는 murA는 E. coli

염색체 69.3 min에 위치하며 Herring 및 Blattner는 map 및 murA 뮤턴트들 가운데, 몇몇 조건적으로 치명적인

앰버 뮤턴트의 사멸곡선과 비교한 바 있다(Herring and Blattner, 2004). 그러나 모든 변이중에 murA가 비-허용

배지(non-permissive medium)중에서 가장 크고 빠른 사멸속도를 나타내는 가장 큰 살균성을 보였다.

도 8은 필수 유전자 프로모터의 대체를 포함하는 필수 유전자에 근거한 작재물의 원리를 도시한 것이다.[0185]

게놈의 통합을 위한 작재물을 다시 pBluescript KSII+ 내로 클로닝하였다. 필수 유전자 호몰로지들, 각 ~300 bp[0186]

가 map 호몰로지에 대한  SacI-map1-for / NotI-map1-back 및 XhoI-map2-back / KpnI-map2-for 프라미어 쌍 및

murA 호몰로지에 대한 SacI-murA1-for / NotI-murA1-back 및 XhoI-murA2-back / KpnI-murA2-for과 함께 MG1655

콜로니로부터 증폭되었다(프라이머 서열은 표 5 참조).

락토즈 프로모터 및 오퍼레이터(plac)을 포함하는 조각은 프라이머 BamHI-placO-back 및 NotI-placO-for에 의[0187]

해  pBluescriptKSII+로부터  증폭된다.  클로람페니콜  아세틸  트랜스퍼라제(cat)에  대한  유전자는  프라이머

HindIII-SalI-Cat-back 및 XhoI-Cat-for에 의해 pLys (pACYC184)로부터 증폭된다. rrnBT12 터미네이터는 프라

이머 BamHI-T12-for 및 HindIII-T12-back에 의해 pBAD로부터 증폭된다. 집합된 벡터 pBSKmap<plac-T12-Cat> 및

pBSKmurA<plac-T12-Cat>는 SacI 및 KpnI에 의해 분해되고, 선형화된 카세트가 상술한 MG1655의 게놈에 삽입된

다. 제대로 카세트에 통합된 것은 PCR 콤바이닝 이질적인(foreign) 프라이머(map1 extern, map2 extern, murA1

extern, murA2 extern; 표 5)로 확인하였다.

필수 및 테스트 유전자 작재물에 대한 프라이머는 표 5에 도시하였다.[0188]
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표 5:[0189]

[0190]

호몰로지 프라이머가 제대로 선택된다면, 콜로니는 이후 IPTG가 존재하는 경우에만 게놈 통합될 것이 예상된다.[0191]

가능한 한 정상적인 유전자 발현 패턴을 유지하기 위하여 카세트에 의하여 네이티브 RBS를 대체하지 않는 것이

의도되며, 프라이머 NotI-map/murA-for에는 리보솜 결합 부위(RBS)가 제공되지 않는다. 그러므로, 목표는 어떤

프로모터를 필수 유전자 앞에 대체하여 완전한 네이티브 RBS를 유지하는 것이다.  

map 또는 murA 뮤턴트는 형질전환 후에는 LB-CM 플레이트에서 성장하지 못하고, LB-CM 플레이트 및 0.1 mmol[0192]

IPTG/L이포함된 액상 배지에서 적당히 성장하였는데, 이는 프라이머가 제대로 선택되었고 plac 및 터미네이터가

적당하게 기능하였음을 의미한다. 그러나, 또 다른 map 뮤턴트 배양결과에서는 플레이트 및 IPTG가 없는 액상

배지에서 약하게 성장하는 것이 관찰되었다. murA 뮤턴트가 비-허용 배지에서 성장하지 않는 것으로 나타났기

때문에 murA 작재물은 선택 시스템에 기초하여 선택된 것으로 보인다.

b) 필수 유전자에 대한 대리로서의 GFP를 억제하기 위한 테스트 작재물의 생성[0193]

pBluescriptKSII+를 예로 들어 작재물의 원리를 도 9에 도시하였다.[0194]

플라스미드 pBSKTn7<pLtetOgfp-T7aL3tetR-Cat>는 각각의 조각을 함유하는 시작 벡터 및 중간체 플라스미드로서[0195]

의 pBSKTn7<T7al3GFP>로부터 몇몇 계속적인 클로닝 단계중에 구성된다. Tn7 호몰로지 1은 프라이머 SacI-Tn7/1-

back  and  EcoRI-Tn7/1-for를  이용하여  박테리아  주형으로부터 증폭되고,  Tn7  호몰로지 2는  프라이머 XhoI-

Tn7/2-back  and  KpnI-Tn7/2-for를  사용하여  증폭되며,  rrnBT12  터미네이터는  프라이머  EcoRI-T12-back  및

HindIII-SalI-T12 for를 사용하여 증폭되고, cat 유전자는 프라이머 HindIII-SalI-Cat-back 및 XhoI-Cat-for를
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사용하여 증폭된다(표 5). 테트라사이클린 리프레서 유전자(tetR)는 프라이머 NheI-tetR-back 및 BamHI-tetR-

for에 의해 Tn10을 포함하는 테트라사이클린 내성 스트레인 IS1(HMS174(DE3) ilv500::Tn10)으로부터 증폭된다.

tet-유도성  pLtetO  프로모터는  gfp를  증폭하기  위하여  사용되는  프라이머  EcoRI-GFP-for와  함께  프라이머

(HindIII-PLtetO-NotI-RBS-GFP  back)상에서  전체가  합성된다.  게놈의  통합을  위하여  집합된  벡터

pBSKTn7<pLtetOgfp-T7al3tetR-Cat>를 SacI 및 NotI로 다시 분해하여 목적하는 발현 카세트를 방출시켰다. 

표 6: 테스트 작재물을 위한 부가적 프라이머[0196]

[0197]

c) HMS174(DE3)(=K12) 게놈내로 삽입된 테스트 작재물의 쉐이크 플라스크 실험[0198]

pBR322가 있는 조건 및 없는 조건에서 하룻밤동안 배양한 HMS174(DE3)Tn7::pLtetOgfpT7aL3tetRCat (HMS-GTC)를[0199]

반합성 배지중에서 1:100으로 희석하고 유도제 IPTG가 있는 조건 및 없는 조건의 두 가지 병렬적 쉐이크 플라스

크 배양액에 나누었다. 배양액을 37℃에서 흔들면서 배양하였다. 쉐이크 플라스크가 OD600nm 치가 0.7이상에 다다

르면 gfp-ELISA를 위한 샘플링을 시작한다.

합성 프로모터 pLtetO가 작동하는지 및 그것의 N-말단상의 작은 융합 펩티드 (루프3)이 있는 tetR이 오퍼레이터[0200]

-결합에 있어 여전히 효과적인지를 테스트하기 위하여 HMS-GTC를 사용한 쉐이크 플라스크 실험을 수행하였다.

유도된 배지는 0.1 mmol IPTG를 포함하며, OD 0.5에서 0.5 mmol IPTG로 증가하였다. IPTG의 양이 증가한 것은[0201]

유도된 플라스크의 성장 저해의 원인이다(도 10). IPTG 첨가로 gfp 유전자의 전사가 일어나지 않는데 이는 반응

단계가 적당히 기능하는 것을 가리킨다. 유도된 플라스크중의 낮은-및 일정한-기초 GFP  레벨은 외관상으로는

IPTG가 없는 조건에서 하룻밤동안 배양한 것으로부터 남은 GFP에 의한 것이다.
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HMS-GTC 쉐이크 플라스크 결과를 같은 숙주 및 플라스미드 pBR322를 포함하는 MG1655-GTC의 쉐이크 플라스크 실[0202]

험과 비교하였다. MG1655에는 DE3 프로파지 및 T7-폴리머라제가 결핍되어 있어서 음성대조군으로 작용한다.

pBR322가 존재하는 경우에는 항상 증가된 GFP 발현이 나타난다. 표 7에서, 쉐이크 플라스크 중의 ng GFP/OD의[0203]

평균치(플라스미드/플라스미드가 없는 경우)를측정하여 상이한 유도 특성 뿐만 아니라 카세트의 염색체의 카피

를 포함하는 양 숙주를 비교하였다.

표 7:[0204]

[0205]

HMS-GTC를 함유하는 플라스미드가 배양 초기에 유도되었을 때, 플라스미드가 없는 플라스크의 경우와 비교하여[0206]

측정된 GFP 발현이 소폭 증가되었다(팩터 1.44). 그러나, 이러한 소폭의 증가(팩터 1.43)가 MG1655-GTC에서도

측정되었는데, 이는 GFP 축적이 RNAI-안티센스 반응이 아니라 플라스미드에 의해 야기되는 것이라는 사실을 시

사한다. 

IPTG를 OD600nm가 0.5에 도달했을 때 첨가한 경우 완전히 상이한 결과가 얻어졌다. 비록 기초 GFP 레벨은 높았지[0207]

만, pBR322가 세포내에 존재할 때, GFP 발현에 있어 분명한 증가가 있었다. 여기에서 RNAI 및 RNAII의 루프3과

의 그것의 안티센스 반응은 유도제 IPTG의 길항제이다. 그러나, IPTG는 강력한 유도제이고 RNAI-루프3 안티센스

반응은 비교적 약하다.

또한, 유도가 없는 조건에서 HMS-GTC pBR322중에서 GFP가 2배 이상 증가(팩터 2.29)하는 것으로 측정되었다(표[0208]

7). 이는 T7 시스템의 누설성에 의해 설명될 수 있고(Studier and Mofatt, 1986), 안티센스 반응의 간접적 증거

도 된다. T7-폴리머라제의 기초 레벨에 기인하여, 소량의 TetR만이 세포내에 존재하게 된다. 그리고 TetR이 강

하고  효율적인  리프레서  분자이기  때문에  소량이라도  GFP  발현을  2.29의  팩터로  억제하는  데에  충분하다.

pBR322로부터의 RNAI가 존재한다면, 소수의 tetR mRNA 분자를 "조절"할 수 있고, GFP 레벨은 증가한다.
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도면의 간단한 설명

도 1: RNA I-매개 표지 유전자 다운-레귤레이션 또는 발현억제의 원리[0121]

도 2: 조작된 숙주 세포의 작재물[0122]

도 3: 생체내에서 전사된 작재물로 하이브리드화시킨 실험의 결과[0123]

도 4: 표지 유전자 및 RNA II-유사 서열을 함유하는 작재물[0124]

도 5: pBR322가 존재할 때 유전자의 다운-레귤레이션 효과[0125]

도 6: 다양한 플라스미드의 유전자 다운-레귤레이션 효과[0126]

도 7: 발효동안 표지 유전자의 발현/억제[0127]

도 8: 필수 유전자 프로모터의 대체를 포함하는 필수 유전자에 기초하는 작재물의 원리[0128]

도 9: GFP를 억제하기 위한 필수 유전자를 대신하는 시험 작재물[0129]

도 10: HMS174(DE3) 게놈내에 삽입된 시험 작재물을 이용한 쉐이크 플라스크 실험의 결과[0130]

도면

    도면1
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    도면2

    도면3
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    도면4

    도면5
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    도면6
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    도면7

    도면8
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    도면9

    도면10

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING 

 

<110>  Boehringer Ingelheim Austria GmbH 

 <120>  Host-vector system for antibiotic-free ColE1 plasmid propagation 

 <130>  12-0233-PCT 

 

<160>  53      

 <170>  PatentIn version 3.1 

 

<210>  1 

<211>  159 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer
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<400>  1

gaaattaata cgactcacta tagggaacaa aaaaaccacc gctaccagcg gtggtttgtt     60

tgcctctagt tcagctacca actgaaggag agaatacata tggctaaagg agaagaactt    120

ttcactggag ttgtcccaat tcttgttgaa ttagatggt                           159

<210>  2 

<211>  161 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  2

gaaattaata cgactcacta tagggcctct agaaataatt ttgtttaact ttaagaagga     60

gatatacata tgcggatcaa gagctaccaa ctcttgttcc gatggctaaa ggagaagaac    120

ttttcactgg agttgtccca attcttgttg aattagatgg t                        161

<210>  3 

<211>  45 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  3

gaaattaata cgactcacta tagggacagt atttggtatc tgcgc                     45

<210>  4 

<211>  20 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  4
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aacaaaaaaa ccaccgctac                                                 20

<210>  5 

<211>  45 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  5

gaaattaata cgactcacta taggggcaaa caaaaaaacc accgc                     45

<210>  6 

<211>  20 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  6

acagtatttg gtatctgcgc                                                 20

<210>  7 

<211>  23 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  7

gaaattaata cgactcacta tag                                             23

<210>  8 

<211>  23 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  8
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accatctaat tcaacaagaa ttg                                          23

<210>  9 

<211>  25 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  9

gatgatgcta gcaaaggaga agaac                                        25

<210>  10 

<211>  27 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  10

gatgatggat ccttatttgt atagttc                                       27

<210>  11 

<211>  122 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  11

taatacgact cactataggg gaattgtgag cggataacaa ttcccctcta gaaataattt   60

tgtttaactt taagaaggag atacatatgg gtaactggct tcagcagagc gcagatacca  120

tg                                                                 122

<210>  12 

<211>  33 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  12
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atcatcgcta gccatggtat ctgcgctctg ctg                                33

<210>  13 

<211>  123 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

 

<400>  13

taatacgact cactataggg gaattgtgag cggataacaa ttccccaaca aaaaaaccac   60

cgctaccagc ggtggtttgt ttgcctctag ttcagctacc aactgaagga gagaatacat   120

atg                                                                 123

<210>  14 

<211>  31 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  14

atcatcgcta gccatatgta ttctctcctt c                                 31

<210>  15 

<211>  119 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  15

gatgataagc tttaatacga ctcactatag gggaattgtg agcggataac aattcccctc   60

tagaaataat tttgtttaac tttaagaagg agatatacat atggctagca aaggagaag   119

<210>  16 

<211>  32 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 
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<223>  Primer

<400>  16

gatgataagc tttaatacga ctcactatag gg                                 32

<210>  17 

<211>  31 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  17

gatgatctcg agcaaaaaac ccctcaagac c                                  31

<210>  18 

<211>  31 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  18

agtagtgaat tccaaaaaac ccctcaagac c                                   31

<210>  19 

<211>  31 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  19

gatgatgcgg ccgcgttgcg acggtggtac g                                  31

<210>  20 

<211>  35 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 
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<223>  Primer

<400>  20

gatgatgaat tctatgtttt taatcaaaca tcctg                              35

<210>  21 

<211>  33 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  21

gatgatctcg aggcatccat ttattactca acc                                33

<210>  22 

<211>  30 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  22

gatgatggta cctgaagaag ttcgcgcgcg                                   30

<210>  23 

<211>  16 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  23

accggcgcag ggaagg                                                  16

<210>  24 

<211>  18 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 
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<223>  Primer

<400>  24

tggcgctaat tgatgccg                                                18

 

<210>  25 

<211>  44 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  25

atgatgatgg cggccgcacc gacgctgatg gacagaatta atgg                   44

<210>  26 

<211>  32 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  26

gctgctgagc tcccatcttt gattacggtg ac                                32

<210>  27 

<211>  29 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  27

atgatgctcg agcgccaaac gtgccactg                                    29

<210>  28 

<211>  31 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 
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<223>  Primer

<400>  28

gctgctggta ccgaagtgaa caccagcctt g                                 31

<210>  29 

<211>  19 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  29

ttcgggttcc agtaacggg                                               19

<210>  30 

<211>  19 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  30

tttcgaggta tcgccgtgg                                               19

<210>  31 

<211>  30 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  31

gctgctgagc tccaaagcgc gctaccagcg                                   30

<210>  32 

<211>  40 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 
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<223>  Primer

<400>  32

atgatgatgg cggccgctta actgagaaca aactaaatgg                        40

<210>  33 

<211>  33 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  33

atgatgctcg aggctcaaaa gccgttcagt ttg                                33

<210>  34 

<211>  31 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  34

gctgctggta cctgccagcg caactttgct c                                 31

<210>  35 

<211>  19 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  35

gtacaaccgc caggtagtg                                               19

<210>  36 

<211>  20 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 
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 <220> 

<223>  Primer

<400>  36

gtctgattta tcagcgaggc                                             20

<210>  37 

<211>  35 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  37

gctgctaagc ttgtcgacag ccactggagc acctc                            35

<210>  38 

<211>  29 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  38

atgatgctcg agacggggag agcctgagc                                   29

<210>  39 

<211>  30 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  39

atgatgggat ccaaaaggcc atccgtcagg                                  30

<210>  40 

<211>  32 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 
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<223>  Primer

<400>  40

gtcgtcaagc ttataaaacg aaaggctcag tc                               32

<210>  41 

<211>  30 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  41

gctgctggat ccgcgcccaa tacgcaaacc                                   30

<210>  42 

<211>  37 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  42

atgatgatgg cggccgctgt gaaattgtta tccgctc                           37

<210>  43 

<211>  32 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  43

gctgctgaat tcataaaacg aaaggctcag tc                                32

<210>  44 

<211>  36 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 
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<223>  Primer

<400>  44

gctgctaagc ttgtcgacaa aaggccatcc gtcagg                            36

<210>  45 

<211>  35 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  45

gatgatgaat tctatgtttt taatcaaaca tcctg                             35

<210>  46 

<211>  29 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  46

gatgatgagc tcgttgcgac ggtggtacg                                   29

<210>  47 

<211>  33 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  47

gatgatctcg aggcatccat ttattactca acc                              33

<210>  48 

<211>  30 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer
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<400>  48

gatgatggta cctgaagaag ttcgcgcgcg                                 30

<210>  49 

<211>  35 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  49

gctgctgcta gcatgatgtc tagattagat aaaag                           35

<210>  50 

<211>  36 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  50

gctgctggat ccttaagacc cactttcaca tttaag                          36

<210>  51 

<211>  35 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer

<400>  51

gtcgtcgaat tcttatttgt atagttcatc catgc                             35

<210>  52 

<211>  116 

<212>  DNA 

<213>  Artificial sequence 

 <220> 

<223>  Primer
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<400>  52

gctgctaagc tttccctatc agtgatagag attgacatcc ctatcagtga tagagatact   60

gagcacatcg cggccgcttt aagaaggaga tatacatatg cgtaaaggag aagaac      116

<210>  53 

<211>  24 

<212>  DNA 

<213>  Escherichia coli 

 <220> 

<223>  Lac operator  

<400>  53

tggaattgtg agcggataac aatt                                         24
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