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명 세 서

청구범위

청구항 1 

SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열로 이루어지고, L-퓨코스 및 L-퓨쿨로스 간의 가역반응에서 L-퓨쿨로스에서 L-퓨

코스로의 전환 반응을 선호하는 L-퓨코스 이성화효소(L-fucose isomerase).

청구항 2 

제1항에 있어서, 

L-퓨코스 이성화효소는 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주에서 유래하는, L-퓨코스 이성화효소.

청구항 3 

제1항에 있어서, 

L-퓨코스 이성화효소는 Mn
2+
, Mg

2+
, Co

2+
, Cd

2+
 및 Zn

2+
로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 금속 이온에 의해

활성이 증가되는 것인, L-퓨코스 이성화효소.

청구항 4 

제1항에 있어서, 

L-퓨코스 이성화효소는 Fe
2+
, Ca

2+
 및 Cu

2+
로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 금속 이온에 의해 활성이 저해

되는 것인, L-퓨코스 이성화효소.

청구항 5 

제1항의 L-퓨코스 이성화효소를 코딩하는 핵산 분자.

청구항 6 

제5항에 있어서,

핵산 분자는 SEQ ID NO: 2의 염기 서열로 이루어진 것인, 핵산 분자. 

청구항 7 

제6항의 핵산 분자를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 8 

제7항의 재조합 벡터로 형질전환된 숙주세포.
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청구항 9 

제8항의 숙주세포를 배양하여 L-퓨코스 이성화효소를 발현하는 단계; 및

상기 발현된 L-퓨코스 이성화효소를 회수하는 단계를 포함하는 L-퓨코스 이성화효소의 제조방법.

청구항 10 

제1항의 L-퓨코스 이성화효소; 및 

L-퓨쿨로스 및 D-리불로스로 구성된 군에서 선택된 하나 이상의 기질을 포함하는 L-퓨코스 생산용 조성물. 

청구항 11 

제10항에 있어서,

조성물은 Mn
2+
, Mg

2+
, Co

2+
, Cd

2+
 및 Zn

2+
로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 금속 이온을 더 포함하는, L-퓨

코스 생산용 조성물. 

청구항 12 

제1항의 L-퓨코스 이성화효소를, L-퓨쿨로스 및 D-리불로스로 구성된 군에서 선택된 하나 이상의 기질과 반응시

키는 단계를 포함하는 L-퓨코스의 생산방법.

청구항 13 

제12항에 있어서,

반응은 30 내지 50 ℃, pH 6 내지 11의 조건에서 5분 내지 1 시간 동안 수행하는 것인, L-퓨코스의 생산방법.

청구항 14 

제12항에 있어서,

반응은 Mn
2+
, Mg

2+
, Co

2+
, Cd

2+
 및 Zn

2+
로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 금속 이온 하에서 수행되는, L-퓨

코스의 생산방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 L-퓨코스와 L-퓨큘로스(fuculose) 간의 이성질화 반응을 가역적으로 촉매하고 전복 내장에서 분리한[0001]

신규한 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주 유래의 퓨코스 이성화효소 및 이를 이용한 퓨코스 생산방

법에 관한 것이다.

배 경 기 술

L-퓨코스(L-fucose, 6-deoxy-L-galactose)는 세균에서 사람까지 다양한 생물체에서 발생하는 희귀 당이다. 예를[0003]

들어, L-퓨코스는 사람의 모유 올리고당(human milk oligosaccharide; HMO)이나 당 단백질의 형태로 발견되며,

미생물의 세포외 다당류(exopolysaccharide; EPS)와 해조류의 구성성분으로 존재하기도 한다. 다양한 생리활성

특성으로 인해 L-퓨코스는 의약분야에서 항염증, 항종양 및 면역 증진 약물로 사용되거나, 화장품 산업에서 미
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백, 피부 보습 및 노화 방지제로 사용되거나, 혹은 영양제로 사용될 수 있다. 이처럼 L-퓨코스는 다양한 생리활

성을 가지고 있기 때문에 제약, 의학, 식품, 화장품 분야에 다양하게 적용 가능하다. 

산업적 응용을 위해서, L-퓨코스는 크게 세 가지 방법으로 생산가능(다당류의 가수분해, 화학적, 효소적 합성)[0004]

하다. 첫째, 다당류로부터 가수분해하는 방법은, 퓨코스를 함유한 해조류나 미생물의 세포외 다당류를 산 혹은

효소적으로 처리하여 퓨코스를 얻는 방법이다. 둘째, 화학적 합성은 D-갈락토스나 D-만노스 같은 저렴한 당으로

부터 화학물질을 이용하여 L-퓨코스를 합성하는 방법이다. 위 두 가지 방법은 수율이 낮고, 부산물을 생산하며,

노동이 많이 든다는 단점이 있다. 즉, 경제적 효용성이 낮다. 이에 비해, 효소적 합성방법은 특이적으로 L-퓨코

스 생산이 가능하고, 친환경적이며, 비용적으로 효율적으로 생각된다. 효소적 방법에 기반한 L-퓨코스의 합성

방법은 크게 두 가지로 알려져 있는데, 두 반응 모두 L-퓨쿨로스가 중간체로 관여한다. 하나는 L-퓨코스의 대사

과정 중의 알돌 반응(aldol reaction)에 기반한 방법으로, 락트알데히드(Lactaldehyde)와 디하이드록시아세톤인

산염(DHAP)이 알돌 반응을 거친 후, 산성 인산 가수분해효소(acid phosphatase)에 의해 탈인산화를 거친 후 L-

퓨쿨로스가 생산된다. 두 번째는 효소·화학적 방법으로 먼저 D-갈락토스를 출발물질로 사용하여 화학적 방법으

로 L-퓨시톨이 합성되고, 이어서 탈수소 효소(dehydrogenase)에 의해 L-퓨쿨로스로 전환된다. 두 방법 모두 중

간체 L-퓨쿨로스를 L-퓨코스로 전환시키기 위해서 L-퓨코스 이성화효소(EC 5.3.1.25)가 필요하다. L-FucI는 L-

퓨코스와 L-퓨쿨로스의 상호 변환을 촉매하는 케톨 이성화효소(ketol isomerase)의 일종이다. L-퓨코스와 L-퓨

쿨로스 간의 반응은 가역적으로, 평형 상태에 도달함으로 인한 L-퓨코스의 생산 수율 증진에 한계가 있다. 따라

서 역으로 가는 반응 즉, L-퓨쿨로스에서 L-퓨코스로 가는 반응을 선호하는 L-FucI를 이용하면, L-퓨코스의 효

소적 생산에 유리하다. 이와 같이 효소적 방법이 매력적임에도 불구하고, 현재까지 L-퓨코스와 L-퓨쿨로스의 가

역반응을 연구한 사례는 두 가지 밖에 없다. 이들은 역반응을 더 우호적으로 촉매하였음에도 불구하고, L-퓨쿨

로스를 기질로 연구하지는 않았다. 사실, L-퓨코스 합성을 위한 이성화효소의 응용성을 높이기 위해서는 L-퓨쿨

로스를 기질로 한 연구가 필요한데, 이러한 연구는 보고된 바가 없다. 따라서 역반응이 우세한 이성화효소를 새

롭게 발굴하고, 이의 가역반응을 조사하여 L-퓨쿨로스를 기질로 생화학적 특성규명을 하는 것은 중요한 일이다.

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  1. Flowers HM. Adv Carbohydr Chem Biochem. 1981;39:279-345. [0006]

(비특허문헌 0002)  2. Ale MT et al. Mar Drugs. 2011;9:2605-21. 

(비특허문헌 0003)  3. Deniaud-Bouet E et al. Carbohydr Polym. 2017;175:395-408. 

(비특허문헌 0004)  4. Peterszegi G et al. Biomed Pharmacother. 2003;57:240-45. 

(비특허문헌 0005)  5. Dejter-Juszynski M et al. Carbohyd Res. 1973;28:144-46. 

(비특허문헌 0006)  6. Green M et al. J Biol Chem. 1956;219:557-68. 

(비특허문헌 0007)  7. Hong SH et al. Biochimie. 2012;94:1926-34. 

(비특허문헌 0008)  8. Ponce-Alonso M et al. Clin Microbiol Infect. 2016;22:252-57. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 퓨코이단을 탄소원으로 사용하는 전복 내장에서 분리한 신규한 미생물을 제공하는 것이다.[0007]

본 발명의 다른 목적은 상기 미생물에서 분리하고 L-퓨코스 및 L-퓨쿨로스 간의 가역반응에서 L-퓨쿨로스에서[0008]

L-퓨코스로의 전환 반응을 선호하는 신규한 L-퓨코스 이성화효소 및 이의 제조방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 신규한 미생물 및 이로부터 유래한 L-퓨코스 이성화효소를 이용하여 L-퓨코스를[0009]

생산하는 방법을 제공하는 것이다. 
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과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열로 이루어지고, L-퓨코스 및 L-퓨쿨로스[0011]

간의  가역반응에서  L-퓨쿨로스에서  L-퓨코스로의  전환  반응을  선호하는  L-퓨코스  이성화효소(L-fucose

isomerase)를 제공한다.

본 발명은 또한 상기 L-퓨코스 이성화효소를 코딩하는 핵산 분자를 제공한다.[0012]

본 발명은 또한 상기 핵산 분자를 포함하는 재조합 벡터를 제공한다.[0013]

본 발명은 또한 상기 재조합 벡터로 형질전환된 숙주세포를 제공한다.[0014]

본 발명은 또한 상기 숙주세포를 배양하여 L-퓨코스 이성화효소를 발현하는 단계; 및 상기 발현된 L-퓨코스 이[0015]

성화효소를 회수하는 단계를 포함하는 L-퓨코스 이성화효소의 제조방법을 제공한다.

본 발명은 또한 상기 L-퓨코스 이성화효소; 및 L-퓨쿨로스 및 D-리불로스로 구성된 군에서 선택된 하나 이상의[0016]

기질을 포함하는 L-퓨코스 생산용 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한 상기 L-퓨코스 이성화효소를, L-퓨쿨로스 및 D-리불로스로 구성된 군에서 선택된 하나 이상의[0017]

기질과 반응시키는 단계를 포함하는 L-퓨코스의 생산방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 전복 내장에서 분리한 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주에서 유래한 L-퓨코스 이성화효[0019]

소는 L-퓨코스 및 L-퓨쿨로스 간의 가역반응에서 L-퓨쿨로스에서 L-퓨코스로 진행하는 반응을 선호하여 L-퓨코

스의 생산에 적용할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주의 16S rRNA 기반 계통수를 나타낸다.[0021]

도 2는 본 발명의 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주 유래의 RdFucI 유전자 서열을 나타낸다. 

도 3은 본 발명의 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주 유래의 RdFucI의 젤 여과 크로마토그래피 결과

와 His-Trap 컬럼을 이용한 친화도 크로마토그래피에 의해 정제된 SDS-PAGE 결과(내부 도면)를 나타낸다.

도 4는 본 발명의 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주 유래의 RdFucI에 의한 (a) L-퓨코스에서 L-퓨

큘로스(정방향 반응) 및 (b) L-퓨큘로스에서 L-퓨코스(역방향 반응)의 효소적 전환을 나타낸다. 

도 5는 본 발명의 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주 유래의 RdFucI의 퓨쿨로스에 대한 온도(a) 및

pH(b) 효과를 나타낸다.

도 6은 본 발명의 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주 유래의 RdFucI의 기질 특이성을 나타낸다.

도 7은 본 발명의 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주 유래의 RdFucI의 전체 구조 및 올리고머 형태

를 나타낸 것이다.

(a)  RdFucI  단량체의  만화  표현으로  RdFucI  단량체는  N1-(황색),  N2-(분홍색)  및  C-(녹색)  도메인으로

구성된다.

(b) RdFucI 6량체의 표면 표현으로, 서브 유니트 A, B, C, D, E 및 F는 각각 노란색, 분홍색, 청록색, 보라색,

녹색 및 주황색으로 표시된다. 기질 결합 포켓 부위 상의 금속 결합 부위는 적색 원점으로 표시된다. 

도 8은 본 발명의 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주 유래의 RdFucI의 결합 인식 및 활성 부위를 나

타낸 것이다.

(a) 기질 결합 포켓은 서브 유니트 A 및 C에 의한 조립에 의해 형성된다.
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(b) 기질 결합 포켓의 정전기 표면을 나타낸다.

(c) 기질 결합 표면의 B-인자를 제시한다.

(d) 기질 결합 포켓의 단면 표면도이다. RdFucI의 금속 결합 부위에 대한 2Fo-F 전자 밀도 맵(회색 메쉬, 1.0σ

에서 윤곽이 있음)은 10 mM Mn
2+
를 포함하는 용액에 담긴다.

(f) RdFucI의 Mn
2+
 결합 부위의 기하학적 분석 결과이다. 

도 9는 본 발명의 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 균주 유래의 RdFucI와 기존 FucI와의 구조적 차이

점을 나타낸다.

EdFucI(PDB 코드 : 1FUI), ApFucI(3A9R) 및 SpFucI(4C20)과 RdFucI의 (a) 활성 부위 및 (b) 기질 결합 표면의

중첩을 나타낸다. L-FucI로부터 α8-α9 루프의 큰 형태적 차이의 확대도를 삽입하였다(왼쪽).

(c) RdFucI, EcFucI, ApFucI 및 SpFucI에 대한 α8-α9 루프 영역에 대한 부분 서열 정렬이다.

(d) RdFucI, EcFucI, ApFucI 및 SpFucI의 정전기 표면 표현이다. 깊은 기질 결합 포켓 및 α8-α9 루프 영역은

각각 주황색 및 검은색 점으로 표시한다. 금속 결합 부위는 노란색 별표로 표시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 구성을 구체적으로 설명한다.[0022]

본 발명은 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열로 이루어지고, L-퓨코스 및 L-퓨쿨로스 간의 가역반응에서 L-퓨쿨로스[0023]

에서 L-퓨코스로의 전환 반응을 선호하는 L-퓨코스 이성화효소(L-fucose isomerase)에 관한 것이다.

본  발명자들은  전복  내장으로부터  해조류의  구성성분인  퓨코이단을  유일  탄소원으로  생장하는  라울텔라[0024]

(Raoultella) 속에 속하는 새로운 미생물 종을 분리하였다. 분리한 균주는 16S rRNA 시퀀싱 기반 계통수에 의해

라울텔라(Raoultella) 속의 신규 종으로 파악되었고, 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14로 명명하였다.

퓨코스의 이성화효소를 찾기 위해 유전체 서열 분석을 시행하여 전장 유전체 서열을 확인하였으며, BLAST 기반

서열 유사성을 파악하여 퓨코스 이성화효소를 동정하였다(RdFucI). 아울러, 라울텔라 에스피(Raoultella sp.)

KDH 14 균주 유래 L-FucI의 L-퓨코스와 L-퓨쿨로스 간의 가역 반응을 연구하여 평형 상태에서의 혼합물 비율을

조사하고, L-퓨쿨로스를 기질로 여러 생화학적 특성(온도, pH, 금속 이온 효과)을 규명하였다. 또한, 구조 분석

을 통해 분자적 수준에서의 작용 기작을 이해하고 기존 L-FucI와의 차이를 파악하였다.

그 결과, RdFucI는 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열을, SEQ ID NO: 2의 염기 서열로 이루어지며, L-퓨코스보다[0025]

L-퓨쿨로스에  더  높은  활성을  보였고,  반응  속도  또한  L-퓨쿨로스에서  L-퓨코스로  가는  반응이  5배  정도

빨랐다. 평형상태에서는 L-퓨코스와 L-퓨쿨로스가 약 9:1의 비율로 존재했다. 이 같은 결과는 RdFucI에 의해 촉

매되는 반응은 L-퓨코스의 생성을 훨씬 더 선호함을 보여준다. 이러한 특성은 L-FucI을 가지고 L-퓨코스를 산업

적으로 생산하는 데에 유리하다. 

본 발명의 L-퓨코스 이성화효소는 L-퓨코스 및 L-퓨쿨로스 간의 가역반응에서 L-퓨쿨로스에서 L-퓨코스로 진행[0026]

하는 반응을 선호하여 기질로 L-퓨코스 및 L-퓨쿨로스 중 어느 것을 사용하더라도 평형상태에서 L-퓨코스의 비

율은 90% 이상을 나타낸다. 

또한, L-퓨쿨로스를 기질로 사용하는 경우, 30 내지 50℃에서 80% 이상의 상대 최대 효소 활성을 나타낸다. 그[0027]

러나, 상기 온도 범위를 벗어나는 경우 효소 활성은 50% 미만으로 떨어진다. 아울러, 소듐 아세테이트 버퍼, 소

듐 포스페이트 버퍼 및 글리신-NaOH 버퍼에서 pH 6-11에서 70% 이상의 상대 최대 활성을 나타내는 반면, Tris-

HCl 버퍼의 경우 상기 pH 조건에서 활성이 낮았는데 이는 Tris가 효소의 저해제로 작용할 수 있음을 의미한다.

또한, 일반적으로 당 이성화효소는 금속 이온을 보조인자로 필요로 하는데, 본 발명의 L-퓨코스 이성화효소는[0028]

Mn
2+
, Mg

2+
, Co

2+
, Cd

2+
 및 Zn

2+
로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 금속 이온 하에서 반응 시 높은 상대 활성

을 나타낸다. 특히 Mn
2+
의 존재 하에서 효소의 활성은 7배 가량 증진된다. 뿐만 아니라 본 발명의 L-퓨코스 이성

화효소는 Fe
2+
, Ca

2+
 및 Cu

2+
로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상의 금속 이온에 의해 활성이 저해될 수 있다(표

1 참조).

또한, 일반적으로 당 이성화효소는 다양한 기질 반응성을 나타내는 데, 본 발명의 L-퓨코스 이성화효소는 L-퓨[0029]
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쿨로스 및 D-리불로스에 대해 높은 활성을 나타내어 알도오스 기질보다는 케토오스 기질에 대해 훨씬 우세한 반

응을 보인다(도 6 참조).

한편,  본  발명의  L-퓨코스  이성화효소는  결정  구조  분석을  통하여  활성  자리  부근의  루프  형태(loop[0030]

conformation)가 기존에 밝혀진 L-FucI 들과 차이가 있음을 확인하였는데, 구체적으로 설명하면 다음과 같다.

단량체 RdFucI는 N1, N2 및 C 도메인을 포함하는 19개의 α-나선과 23개의 β-가닥으로 이루어져있다(도 7a).[0031]

N1  도메인(Ser5-Met172)은 α/β- 폴드를 채택하고 RdFucI의 6량체 형성의 기질 인식에 관여한다. N2 도메인

(Lys173-Leu352)  및  C  도메인(Thr353-Arg591)은  촉매  활성과  관련된  금속  결합  잔기를  포함한다(도  7a).

RdFucI 서브 유니트는 삼량체의 이량체에 D3h 가상 대칭성을 이루고 있다. 기질 결합 포켓은 서브 유니트 A의

N2 및 C 도메인과 서브 유니트 B의 N1 도메인에 의해 형성되며(도 8a-c), homohexameric RdFucI에서 총 6개의

기질 결합 부위를 갖는다. 기판이 접근하는 기판 결합 포켓의 입구는 약 11 x 12.5 이다(도 8a). 금속 결합 부

위가 형성되는 기판 결합 포켓은 약 4 x 5 의 음으로 하전된 표면을 갖는다(도 8b). 금속 결합 부위와 기질

결합 포켓 사이의 거리는 ~ 16.7 (도 8d)이며, 이것은 활성 센터가 주머니 깊숙이 자리 잡고 있음을 의미한다.

이것은 기판의 개방형 및 환형 모두 활성 부위 중심에 접근 가능하다는 것을 나타내며, 반면에 벌크 사카라이드

는 기질 결합 포켓 내부에 존재하는 활성 부위에 접근할 수 없음을 나타낸다. 기질 결합 포켓의 중첩은 기질 인

식 잔기(Arg16, W88, Gln300, Tyr437, Trp496 및 Asn524)가 경미한 입체 구조를 나타내는 반면, 금속 결합 잔

기 Glu337, Asp361, His528(RdFucI에서 번호 매김)이 다른 단백질과 위치적으로 동일하다는 것을 보여준다. 반

면, 기질 결합 포켓의 표면 상에 놓인 각 L-FucI의 α7-α8 루프는 상이한 형태를 갖는다. L-FucI의 서열 정렬

은 높은 유사성을 나타내지 만, 각 L-FucI의 α7-α8 루프에 대한 서열은 매우 다양하다(도 9b). α7-α8 루프

가 기질 결합 포켓의 구조 형성에 관여하기 때문에 각 L-FucI는 독특한 기질 결합 포켓을 형성한다(도 9c). L-

FucI는 일반적으로 금속 결합 부위 주위에 음으로 하전된 표면을 가지지만, 기질 결합 포켓의 표면은 상이한 전

하 상태를 나타낸다(도 9c). 결과적으로, α7-α8 루프 구조의 차이는 L-FucI의 기질 특이성에 차이를 야기할

수 있다.

또한, 본 발명의 L-퓨코스 이성화효소는 효소의 코딩 영역 전 및 후의 영역뿐만 아니라 개별 코딩 분절 사이의[0032]

개재 서열이 포함된 폴리펩타이드를 생산하는데 연관된 DNA 분절, 즉 코딩 유전자를 통해 전사 및 번역될 수 있

다. 예컨대, SEQ ID NO: 2에 기재된 서열로부터 전사 및 번역될 수 있으나, 이에 특별히 제한되는 것은 아니다.

또한, 상기 효소의 하나 이상의 치환, 결손, 전위, 첨가 등의 변이 단백질로서 L-퓨코스 및 L-퓨쿨로스 간의 가

역반응에서 L-퓨쿨로스에서 L-퓨코스로의 전환 반응을 선호하는 단백질도 본 발명의 효소의 권리범위에 포함되

며, 바람직하게는 SEQ ID NO: 1에 개시된 아미노산 서열과 서열 동일성이 80% 이상, 85% 이상, 90% 이상, 93%

이상, 94% 이상, 95% 이상, 96% 이상, 97% 이상, 98% 이상 및 99% 이상인 아미노산 서열을 포함한다.

본 명세서에서 "단백질" 및 "폴리펩타이드"는 본원에서 상호 교환 가능하게 사용된다.[0033]

본 발명에서 폴리펩타이드가 또 다른 서열에 대하여 특정 비율(예컨대, 80%, 85%, 90%, 95%, 또는 99%)의 서열[0034]

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

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

그램, 예를 들어 문헌[CURRENT PROT℃OLS 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 프로그램,

FASTA(Pearson  등  1988  Pr℃.  Natl  Acad.  Sci  USA  85:2444-2448),  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. 사용 가능한 또 다른 서열 소프트웨어 프

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

Madison, WI)에서 이용 가능한 TFASTA Data Searching Program 이다.

상기 L-퓨코스 이성화효소는 퓨코이단을 탄소원으로 사용하는 본 발명의 신규 균주 라울텔라 에스피(Raoultella[0035]

sp.) KDH 14의 배양물의 상등액으로부터 분리 및 정제할 수 있으며, 유전공학적 재조합 기술을 이용하여 라울텔

라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14 이외 균주 또는 인공적인 화학적 합성법 등에 의하여 생산 및 분리할 수 있

다. 

재조합 기술을 이용하는 경우, 통상적인 재조합 단백질 발현의 용이함을 위하여 사용되는 인자들, 예컨대 항생[0036]
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제 저항성 유전자, 친화성 컬럼 크로마토그래피에 사용될 수 있는 리포터 단백질 또는 펩타이드를 사용할 수 있

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

예컨대, 상기 L-퓨코스 이성화효소를 코딩하는 유전자, 즉, SEQ ID NO: 2에 기재된 염기 서열을 포함하는 재조

합 벡터로 형질전환된 숙주세포 또는 이의 배양물로부터 수득될 수 있다. 상기 숙주세포로 대장균을 사용하나,

이에 제한하는 것은 아니다. 

상기 L-퓨코스 이성화효소는 L-퓨쿨로스 및 D-리불로스 등을 기질로 사용할 수 있다.[0037]

본 발명은 또한 상기 L-퓨코스 이성화효소를 코딩하는 핵산 분자를 제공한다.[0039]

본 명세서에서, 용어 "핵산 분자"는 cDNA, genomic DNA, 합성 DNA 또는 RNA, PNAS 또는 LNA 기원의 임의의 단[0040]

일 또는 이중 나선 핵산 분자, 또는 이들의 혼합물을 의미한다. "핵산" 및 "폴리뉴클레오타이드"는 본원에서 상

호교환 가능하게 사용될 수 있다. 유전 암호가 축퇴되어 있기 때문에, 특정 아미노산을 인코딩하기 위해서 하나

이상의 코돈을 사용할 수 있으며, 본 발명은 특정 아미노산 서열을 인코딩하는 폴리뉴클레오타이드를 포괄한다.

상기 "핵산 분자"에는 본 발명에 따른 L-퓨코스 이성화효소 및 이의 기능적 동등물을 암호화하는 a) 핵산 염기

서열, 또는 b) 이들 서열과 매우 엄격한 조건(high stringent condition) 하에서 하이브리드화하는 서열들을 모

두  포함한다.  매우  엄격한  조건은  공지된  문헌(Molecular  Cloning,  Cold  Spring  Harbor,  New  York,  Cold

Spring Harbor Laboratory Press, 1989)에 기재된 바와 같다. 또한, 상기 a) - b)의 핵산 염기 서열과 70% 이

상, 더욱 바람직하게는 80% 이상, 더 더욱 바람직하게는 90% 이상, 가장 바람직하게는 95% 이상의 서열 상동성

을 가지는 염기 서열이 포함될 수 있다. 또한, 상기 a) - b)의 임의의 핵산 분자의 단편 또는 보체(complemen

t)가 포함될 수 있다. 

본 발명의 L-퓨코스 이성화효소를 코딩하는 핵산 분자는 SEQ ID NO: 1의 아미노산 서열로 나타내는 L-퓨코스 이[0041]

성화효소를 코딩하는 염기 서열 및 이와 상동성을 가지는 염기 서열을 가질 수 있고, 보다 바람직하게 SEQ ID

NO: 2의 염기 서열 또는 이와 상동성을 가지는 염기 서열을 가질 수 있다. 

본 발명의 L-퓨코스 이성화효소를 코딩하는 핵산 분자는 본 발명에서 개시한 서열 정보로부터 당 분야에 공지된[0042]

핵산 분자 구축 방법에 의해 수득될 수 있다. 예컨대, 출발물질로서의 핵산 분자는 라울텔라 에스피(Raoultella

sp.) KDH 14 균주로부터 단리될 수 있고 및/또는 본 발명에서 개시한 염기 서열을 기초로 하여 합성에 의해 제

조될 수 있다. 

본 발명의 L-퓨코스 이성화효소를 코딩하는 핵산 분자는 단리된 폴리뉴클레오타이드, 즉 이에 제한되는 것은 아[0043]

니지만 다른 염색체 DNA 및 RNA, 및 염색체 외 DNA 및 RNA와 같은 다른 염기 서열이 실질적으로 존재하지 않는

폴리뉴클레오타이드일 수 있다. 당분야의 통상의 기술자에게 공지된 핵산 분자 정제 방법이 단리된 핵산 분자를

수득하기 위해 사용될 수 있다. 또는, 본 발명의 핵산 분자는 프로모터, 박테리아 세포의 경우 필요에 따라 리

보좀-결합 부위 및 종결자가 작동적으로 연결된 기능성 폴리뉴클레오타이드이다. 

본 발명은 또한 상기 핵산 분자를 포함하는 재조합 벡터를 제공한다.[0045]

본 명세서에 있어서, 용어 "플라스미드", "벡터" 또는 "발현 벡터"는 본 발명에서 상호 교환적으로 사용되며,[0046]

인 비보(in vivo) 또는 인 비트로(in vitro) 발현을 위한 컨스트럭트를 의미한다. 이들 컨스트럭트는 숙주세포

로 L-퓨코스 이성화효소 인코딩 핵산 분자를 삽입하기 위해 사용될 수 있다. 이들 컨스트럭트에서 L-퓨코스 이

성화효소  인코딩  핵산  분자는  숙주세포  내에서  발현될  수  있도록  적합한  조절  서열에  작동가능하게  연결

(operably linked)되며, 숙주세포로 삽입되면, 벡터는 숙주 게놈과는 무관하게 복제하고 기능할 수 있거나 또는

일부 경우에 숙주 게놈 그 자체에 통합될 수 있다. 통상적으로 플라스미드 벡터는 숙주세포당 수백 개의 플라스

미드 벡터를 포함하도록 복제가 효율적으로 이루어지도록 하는 복제 개시점, 플라스미드 벡터로 삽입된 숙주세

포가 선발될 수 있도록 하는 항생제 내성 유전자, 및 외래 핵산 분자가 삽입될 수 있도록 하는 제한효소 절단부

위를 포함하는 구조를 가진다. 적절한 제한효소 절단부위가 존재하지 않을지라도, 통상의 방법에 따라 합성 올

리고뉴클레오타이드 어댑터 또는 링커를 사용하면 벡터와 외래 핵산 분자를 용이하게 라이게이션시킬 수 있다. 

상기 "작동가능하게 연결된"은 적절한 핵산 분자가 조절 서열에 결합될 때 유전자 발현을 가능하게 하는 방식으[0047]

로 연결된 것을 의미한다. 

상기 "재조합"은 세포가 이종의 핵산 분자를 복제하거나, 상기 핵산 분자를 발현하거나 또는 펩타이드, 이종의[0048]
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펩타이드 또는 이종의 핵산 분자에 의해 코딩된 단백질을 발현하는 세포를 지칭하는 것이다. 재조합 세포는 상

기 세포의 야생형 형태에서는 발견되지 않는 유전자 또는 유전자 절편을, 센스 또는 안티센스 형태 중 하나로

발현할 수 있다. 또한 재조합 세포는 야생형 상태의 세포에서 발견되는 유전자를 발현할 수 있으나, 상기 유전

자는 변형된 것으로서 인위적인 수단에 의해 세포 내 재도입된 것이다. 상기 "벡터"는 세포 내로 핵산 분자를

전달한다. 상기 "벡터"에는 전사를 조절하기 위한 임의의 오퍼레이터 서열, 적합한 mRNA 리보좀 결합 부위를 암

호화하는 서열 및 전사 및 해독의 종결을 조절하는 서열을 추가로 포함할 수 있다. 

숙주세포에서 발현하기 위해 사용될 수 있는 벡터는 당분야에 공지되어 있고, 특히 대장균(E. coli)에서 발현하[0049]

기 위해 사용될 수 있는 적합한 벡터 또한 당분야에 공지되어 있다. 본 발명의 구체적인 실시예에 따르면, 벡터

로 pET28a를 사용하였으나, 이에 제한되지 않는다. 

본 발명은 또한 상기 재조합 벡터로 형질전환된 숙주세포를 제공한다.[0051]

본 명세서에서, 용어 "숙주세포"는 상술한 핵산 분자 또는 벡터를 포함하는 임의의 세포를 포함하며, L-퓨코스[0052]

이성화효소의 재조합 생산에 이용될 수 있다. 숙주세포는 통상적으로 핵산 분자의 도입 효율이 높고, 도입된 핵

산 분자의 발현 효율이 높은 것이 사용된다. 숙주세포는 원핵 또는 진핵 세포를 포함하며, 이러한 숙주세포를

포함하는 재조합 미생물로서, 예컨대 박테리아, 효소, 곰팡이 등이 이용될 수 있으며, 본 발명의 실시예에서는

대장균(E. coli)이 이용되었으나, 이에 제한되지 않고, 본 발명에 따른 L-퓨코스 이성화효소 변이체가 충분히

발현될 수 있는 것이라면 어떠한 종류의 미생물이라도 무방하다. 

본 발명에 있어서, 핵산 분자를 숙주세포에 삽입하기 위해 통상적으로 알려진 조작방법을 사용할 수 있다. 예컨[0053]

대, 미세사출법(microprojectile bombardment), 입자 총 충격법(particle gun bombardment), 실리콘 탄화물 위

스커(Silicon carbide whiskers), 초음파 처리(sonication), 일렉트로포레이션(electroporation), PEG-매개 융

합법(PEG-mediated fusion), 미세주입법(microinjection), 리포좀 매개법(liposome-mediated method), 인-플란

타  형질전환법(In  planta  transformation),  진공  침윤법(Vacuum  infiltration  method),  화아침지법(floral

meristem dipping method), 아그로박테리아 분사법(Agrobacteria spraying method)를 이용할 수 있다.

본 발명은 또한 상기 숙주세포를 배양하여 L-퓨코스 이성화효소를 발현하는 단계; 및 상기 발현된 L-퓨코스 이[0055]

성화효소를 회수하는 단계를 포함하는 L-퓨코스 이성화효소의 제조방법을 제공한다.

재조합 숙주세포의 (대량) 배양을 위해, 다양한 배양 방법이 적용될 수 있는데, 예컨대 재조합 미생물로부터 발[0056]

현 또는 과발현된 유전자 산물의 대규모 제조는 회분(batch) 또는 연속 배양 방법에 의해 달성될 수 있다. 회분

및 유가식(fed-batch) 배양 방법은 통상적인 것으로서 당분야에 공지되어 있다. 연속 배양 공정을 위한 영양분

및 성장 인자의 조절 방법, 뿐만 아니라 생성물 형성율을 최대로 하기 위한 기법은 미생물 산업 분야에 공지되

어 있다. 또한, 배양배지로는 탄소원, 질소원, 비타민 및 미테랄로 구성된 배지를 사용할 수 있으며, 당분야에

공지된 바에 따라 조성 구성할 수 있다. 

본 발명은 또한 상기 L-퓨코스 이성화효소; 및 L-퓨쿨로스 및 D-리불로스로 구성된 군에서 선택된 하나 이상의[0058]

기질을 포함하는 L-퓨코스 생산용 조성물을 제공한다.

상기 조성물은 액상 내지 고상일 수 있다. 조성물에는 L-퓨코스 이성화효소를 단독으로 포함할 수도 있고, 다른[0059]

단백질 또는 효소를 함께 포함할 수도 있으며, 조성물 내 L-퓨코스 이성화효소, 다른 단백질, 또는 효소의 안정

성 및/또는 활성을 보충할 추가 첨가제를 포함할 수도 있다. 예컨대, 글리세롤, 소르비톨, 프로필렌 글리콜,

염, 슈가, pH-버퍼, 보존제 및 카보하이드레이트가 있으나, 이에 한정되지 않는다. 통상적으로 액상 조성물은

물 또는 오일 기반의 슬러리, 현탁액 또는 용매이다. 고상 조성물은 스프레이-건조, 동결건조(lyophilisation),

다운-드라우트 증기법(down-draught evaporation), 씬-레이어 증기법(thin-layer evaporation), 원심분리 증기

법(centrifugal evaporation), 컨베이어 건조, 또는 이들의 조합에 의해 액상 조성물로부터 제조될 수 있다. 고

상 조성물은 식품 또는 사료에 적용하기 적합한 크기로 과립화할 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 L-퓨코스 이성화효소를, L-퓨쿨로스 및 D-리불로스로 구성된 군에서 선택된 하나 이상의[0061]
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기질과 반응시키는 단계를 포함하는 L-퓨코스의 생산방법을 제공한다.

상기 반응은 완충 용액 내에서 수행될 수 있고, 상기 L-퓨코스 이성화효소의 최적 pH는 완충용액의 종류에 따라[0062]

달라질 수는 있으나 약 pH 6 내지 11일 수 있다. 반응 온도는 30 내지 50 ℃일 수 있다. 50℃ 이상에서는 효소

활성이 급격히 저하됨에 따라 상기 L-퓨코스 이성화효소는 실온에서도 충분히 효소 반응이 가능하므로 온도를

높이기 위한 에너지 소비 없이도 경제적으로 공정을 수행할 수 있는 장점이 있다. 또한, 기존 효소들에 비해 상

대적으로 낮은 온도에서의 열처리에도 효소를 불활성화시킬 수 있다.

따라서, 바람직하게는, 반응 조건은 30 내지 50 ℃, pH 6 내지 11의 조건에서 5분 내지 1 시간 동안 수행하는[0063]

것일 수 있다.

상기 완충용액은 소듐 아세테이트 버퍼, 소듐 포스페이트 버퍼, 글리신-NaOH 버퍼 등일 수 있다. 예외로, Tris-[0064]

HCl 버퍼의 경우 Tris가 효소의 저해제로 작용할 수 있어 사용 제한이 필요하다.

또한, 상기 L-퓨코스 이성화효소의 효소 활성에 대한 금속이온의 효과를 확인한 결과, Mn
2+
, Mg

2+
, Co

2+
, Cd

2+
 및[0065]

Zn
2+
는 효소 활성을 증가시키지만, Fe

2+
, Ca

2+
 및 Cu

2+
의 경우 효소 활성을 저해한다. 따라서, 효소 활성을 증가시

키는 금속 이온 하에서 반응시켜 L-퓨코스의 생산을 높일 수 있다.

이하, 본 발명에 따르는 실시예 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명하나, 본 발명의 범위가 하기 제시된 실시예[0066]

에 의해 제한되는 것은 아니다.

<실시예 1> 미생물 분리동정 및 유전자 동정[0067]

본 발명의 FucI 효소의 미생물원은 라울텔라(Raoultella) 속에 속하는 세균으로, 전복 내장으로부터 해조류의[0068]

구성성분인 퓨코이단을 유일 탄소원으로 생장하는 능력을 바탕으로 분리하였다. 분리한 균주는 16S rRNA 시퀀싱

(16S rRNA  서열은 박테리아 16S rRNA  프라이머 27F (5'-TTGATCCTGGCTCAG-3':  SEQ  ID NO: 3) 및 1492R (5'-

GGCTACCTTGTTACGACTT-3': SEQ ID NO: 4)를 이용한 PCR을 통해 증폭되고 NCBI 데이터베이스에서 RNA 서열에 대

한 유사성을 비교함) 기반 계통수에 의해 라울텔라(Raoultella) 속의 신규 종으로 파악되었고, 본 발명에서 라

울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14로 명명되었다. 퓨코스의 이성화효소를 찾기 위해 유전체 서열 분석을 시

행하였고, BLAST 기반 서열 유사성을 파악하여 퓨코스 이성화효소를 동정하였다. 균주 동정 관련 계통수는 도 1

에 나타나 있으며, 상기 내용의 상세 과정은 다음과 같다.

1) 전복 내장은 분해되어 물에 희석하여 2% 퓨코이단을 함유한 M9 최소배지에 접종하였다. [0069]

2) 접종된 세포는 30℃에서 배양하였다. [0070]

3) 세포생장은 Synergy HTX multi-mode reader를 통해 확인하여, 생장속도가 높은 균주를 분리하였다. [0071]

<실시예 2> RdFucI의 클로닝, 발현 및 정제[0073]

본 발명에 사용한 RdFucI 유전자의 클로닝은 분리한 라울텔라 에스피(Raoultella sp.) KDH 14로부터 게놈 DNA를[0074]

추출한 다음, 중합연쇄반응을 통해 목적하는 유전자를 증폭하였다. 증폭된 타깃 유전자를 발현 벡터인 pET28a에

접합하여 클로닝을 완성하였다. 도 2는 유전자의 염기 서열을 나타낸다.

재조합 효소 단백질의 발현 숙주로는 대장균(E. coli) BL21(DE3)가 이용되었다. 재조합 유전자를 대장균 세포에[0075]

형질전환시킨 후, 대장균 세포를 액체 배지(LB broth) 20mL에서 16시간 가량 종균 배양(seed culture)하였다.

이를 1L의 LB에 재접종하여 37℃에서 3-4시간 정도 더 배양하여 OD600의 수치가 0.6-0.8 정도 되었을 때, 온도

를 16℃로 낮추고 최종 농도가 1mM이 되도록 isopropyl β-d-1-thiogalactopyranoside(IPTG)를 첨가하여 발현

을 유도하였다. IPTG 첨가 후 16시간 정도 대장균을 더 배양한 다음 원심분리를 통하여 세포를 회수하였다. 전

과정에서 50㎍/mL의 카나마이신을 선별 마커로 사용하였다. 회수한 세포는 초음파 분쇄기를 통하여 파쇄 시킨

후, 세포 내의 조 단백질을 추출하여 정제를 시행하였다. 정제 과정은 His-trap column을 이용한 친화 크로마토

그래피법으로 수행하였고, 300mM의 이미다졸에서 대부분의 목표 단백질이 회수되었다. 

도 3에 도시된 바와 같이, 65.5kDa 크기의 효소 단백질이 확인되었고, 591개의 아미노산으로 구성되었다.[0076]

<실시예 3> 효소의 가역 반응 [0078]
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퓨코스-퓨쿨로스 간 반응에서 RdFucI이 어떤 반응을 선호하는지 파악하기 위해서, 재조합 효소의 가역반응을 시[0079]

간별로 조사하였다. 이를 위해, 20mM 소듐 포스페이트(pH7)에 포함된 10mM L-퓨코스(도 4a) 또는 L-퓨쿨로스(도

4b)를 기질로 하여 1mM MnCl2의 존재 하에서 1.5㎍의 RdFucI와 30℃에서 각각 반응시켰고, L-퓨코스를 실험적으

로 정량하였다. 반면 L-퓨쿨로스는 계산값으로 표현하였다. 

그 결과, 역반응의 반응속도가 5배 정도 빨랐으며, 퓨코스와 퓨쿨로스 중 어떤 것을 기질로 사용하든지 간에 평[0080]

형상태에서의 퓨코스와 퓨쿨로스의 비율이 약 90 : 10 이었다. 이는 RdFucI에 의한 촉매반응이 역반응 즉, 퓨코

스를 생성하는 방향을 더 선호함을 의미한다. 

<실시예 3> RdFucI의 퓨쿨로스에 대한 생화학적 특성(온도, pH, 금속 이온) 규명[0082]

RdFucI의 잠재적 응용성을 위해서, 퓨쿨로스를 기질로 여러 생화학적 특성 규명을 할 필요가 있었다. [0083]

1) 온도 효과: 10mM의 기질을 pH7에서 다양한 온도(10-80℃)에서 효소 1.5㎍을 처리한 결과, 40℃에서 가장 높[0084]

은 활성을 보였고 30, 40, 50℃에서 최대근사치를 보였다(최대활성의 80% 이상)(도 5a). 

2) pH 효과: 10mM의 기질을 40℃에서 다양한 pH 조건(pH4-11: 50mM 소듐 아세테이트(pH4-6), 50mM 소듐 포스페[0085]

이트(pH6-8), 50mM Tris-HCl(pH7-9), 50mM 글리신-NaOH(pH9-11))에서 효소 1.5㎍을 처리한 결과, 알칼리 조건

(pH 9 및 10)에서 최대 활성을 보였으며, pH 6, 7, 8, 11에서도 최대근사치(최대활성의 70% 이상)를 보였다. 한

편, Tris-HCl 버퍼를 pH 7, 8, 9에서 사용했을 때, 동일한 pH에 대해 다른 버퍼 종류를 사용했을 때보다 훨씬

활성이 낮았는데, 이는 Tris가 효소의 저해제로 작용할 수 있음을 시사하며 이로써 본 효소를 연구하거나 응용

할 때 Tris 버퍼는 피해야 함을 암시한다(도 5b).

3) 금속 이온 효과: 일반적으로 당 이성화효소는 금속이온을 보조인자로 필요로 한다. 따라서 본 발명에서도 여[0086]

러 금속이온이 RdFucI의 활성에 끼치는 영향을 연구하였다(표 1). 결과적으로, Mn
2+
의 존재 하에서 효소의 활성

은 7배 가량 증진되었다. 

표 1

금속 이온의 효과[0087]

금속 이온 상대 활성(%)

대조군 100 ± 3

EDTA 77 ± 12

MnCl2 738 ± 70

MgCl2 533 ± 31

CoCl2 353 ± 83

CdCl2 183 ± 9

ZnCl2 159 ± 4

CsCl2 101 ± 16

LiSO4 101 ± 15

NiCl2 91 ± 13

FeCl3 74 ± 3

CaCl2 64 ± 8

CuCl2 58 ± 7

<실시예 4> RdFucI의 기질 특이성[0089]

일반적으로 당 이성화효소는 다양한 당들에 대하여 반응성을 보인다. 여러 알도오스((L-퓨코스, D-아라비노스,[0090]
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D-알트로스, D-갈락토스, D-만노스 및 D-글루코스) 및 케토오스 기질(L-퓨쿨로스, D-리불로스, D-프시코스, D-

타가토스 및 D-프룩토스)을 가지고 시험해 본 결과, L-퓨쿨로스(115.3U/mg)와 D-리불로스(127.3U/mg)에 대하여

가장 높은 활성을 보였으며, 이는 시험한 알도오스 및 케토오스 기질 통틀어 훨씬 높은 활성을 보인 것이다. 또

한, L-퓨쿨로스와 D-리불로스의 경우에만, RdFucI가 알도오스 기질보다 케토오스 기질에 대하여 훨씬 우세한 반

응을 보였다(도 6). 

<실시예 5> RdFucI의 결정화 및 데이터 수집[0092]

결정 스크리닝은 시판 키트인 Index HT, Salt RX HT, Crystal Screen HT을 사용하여 20℃에서 시팅 드롭 증기[0093]

확산법으로 진행하였다. 0.1M HEPES(pH7.5), 20%(w/v) 폴리에틸렌글리콜 10,000이 포함된 용액에서 마이크로크

리스탈이 1차로  생성되었다.  고퀄리티의 결정이 동일한 용액에서 행잉 드랍법으로 얻어졌다.  결정을 추가의

20%(v/v) 글리세롤을 함유하는 저장 기 용액에 담그고 질소 스트림에서 플래시 냉각시켰다. 결정에 대한 X-선

회절 데이터 세트는 Pilatus 6M을 사용하여 PLS-II의 빔라인 11C에서 또는 ADSC Quantum Q270 CCD 검출기를 사

용하여 빔라인 6A에서 100K에서 수집되었습니다. 회절 데이터는 HKL2000 프로그램을 사용하여 처리되었다. 

<실시예 6> RdFucI의 전체적인 구조[0095]

phase는 검색 모델로 EcFucI (PDB 코드 : 1FUI)의 결정 구조를 사용하여 MOLREP에서 구현된 분자 대체 방법을[0096]

사용하여 해결되었다. 구조는 COOT를 사용하여 수동으로 재구성 및 정제되었다. 구조적 정제는 phenix.refine

program PHENIX을 사용하여 수행되었다. 구조 품질은 MolProbity를 사용하여 검증되었다.

단량체 RdFucI는 N1, N2 및 C 도메인을 포함하는 19개의 α-나선과 23개의 β-가닥으로 이루어져있다(도 7a).[0097]

N1  도메인(Ser5-Met172)은 α/β-폴드를 채택하고 RdFucI의 6량체 형성의 기질 인식에 관여한다. N2  도메인

(Lys173-Leu352)  및  C  도메인(Thr353-Arg591)은  촉매  활성과  관련된  금속  결합  잔기를  포함한다(도  7a).

RdFucI 서브 유니트는 삼량체의 이량체에 D3h 가상 대칭성을 이루고 있다. 

<실시예 7> 구조 기반 RdFucI의 활성 부위 및 결합 자리 규명 [0099]

기질 결합 포켓은 서브 유니트 A의 N2 및 C 도메인과 서브 유니트 B의 N1 도메인에 의해 형성되며(도 8a-c), 호[0100]

모헥사머(homohexameric) RdFucI에서 총 6개의 기질 결합 부위를 갖는다. 기판이 접근하는 기판 결합 포켓의 입

구는 약 11 × 12.5Å이다(도 8a). 금속 결합 부위가 형성되는 기판 결합 포켓은 약 4 × 5Å의 음으로 하전된

표면을 갖는다(도 8b). 금속 결합 부위와 기질 결합 포켓 사이의 거리는 ~ 16.7Å이며(도 8d), 이것은 활성 센

터가 주머니 깊숙이 자리 잡고 있음을 의미한다. 이것은 기판의 개방형 및 환형 모두 활성 부위 중심에 접근 가

능하다는 것을 나타내며, 반면에 벌크 사카라이드는 기질 결합 포켓 내부에 존재하는 활성 부위에 접근할 수 없

다는 것을 나타낸다.

<실시예 8> 구조적 비교를 통한 RdFucI의 특이성 파악[0102]

DALI 서버를 이용하여 RdFucI가 대장균(Escherichia coli)의 L-FucIs(EcFucI, PDB code 1FUI, Z score : 60.6,[0103]

587Cαs의 경우 rmsd : 0.3), Aeribacillus pallidus(ApFucI, 3A9R, Z 점수 : 56.6, 580CαS의 경우 rmsd :

0.7), Streptococcus pneumonia(SpFucI, 4C20, Z 점수 : 55.9, rmsd : 585 Cαs의 경우 0.7). 기질 결합 포켓

의 중첩은 기질 인식 잔기(Arg16, W88, Gln300, Tyr437, Trp496 및 Asn524)가 경미한 입체 구조를 나타내는 반

면, 금속 결합 잔기 Glu337, Asp361, His528(RdFucI에서 번호 매김)이 다른 단백질과 위치적으로 동일하다는 것

을 보여준다. 반면, 기질 결합 포켓의 표면 상에 놓인 각 L-FucI의 α7-α8 루프는 상이한 형태를 갖는다. L-

FucI의 서열 정렬은 높은 유사성을 나타내지 만, 각 L-FucI의 α7-α8 루프에 대한 서열은 매우 다양하다(도

9b). α7-α8 루프가 기질 결합 포켓의 구조 형성에 관여하기 때문에 각 L-FucI는 독특한 기질 결합 포켓을 형

성한다(도 9c). L-FucI는 일반적으로 금속 결합 부위 주위에 음으로 하전된 표면을 가지지만, 기질 결합 포켓의

표면은 상이한 전하 상태를 나타낸다(도 9c). 결과적으로, α7-α8 루프 구조의 차이는 L-FucI의 기질 특이성에

차이를 야기할 것이다.
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도면8

도면9

서 열 목 록

<110>    KOREA UNIVERSITY RESEARCH AND BUSINESS FOUNDATION

<120>    Novel L-fucose isomerase and method for producing fucose by using

         the L-fucose isomerase

<130>    P19U13C0515

<160>    4

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    591

<212>    PRT

<213>    Unknown
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<220><223>    Raoultella sp. KDH 14

<400>    1

Met Lys Arg Ile Ser Leu Pro Lys Ile Gly Ile Arg Pro Val Ile Asp

  1               5                  10                  15 

Gly Arg Arg Met Gly Val Arg Glu Ser Leu Glu Ala Gln Thr Met Asn

             20                  25                  30 

Met Ala Lys Ala Thr Ala Ala Leu Ile Ser Glu Lys Leu Arg His Ala

         35                  40                  45 

Cys Gly Ala Gln Ile Glu Cys Val Ile Ala Asp Thr Cys Ile Ala Gly

     50                  55                  60 

Met Ala Glu Ser Ala Ala Cys Glu Glu Lys Phe Ser Arg Gln Asn Val

 65                  70                  75                  80 

Gly Val Thr Ile Thr Val Thr Pro Cys Trp Cys Tyr Gly Ser Glu Thr

                 85                  90                  95 

Ile Asp Met Asp Pro Leu Arg Pro Lys Ala Ile Trp Gly Phe Asn Gly

            100                 105                 110 

Thr Glu Arg Pro Gly Ala Val Tyr Leu Ala Ala Ala Leu Ala Ala His

        115                 120                 125 

Ser Gln Lys Gly Ile Pro Ala Phe Ser Ile Tyr Gly His Asp Val Gln

    130                 135                 140 

Asp Ala Asp Asp Thr Thr Ile Pro Ala Asp Val Glu Glu Lys Leu Leu

145                 150                 155                 160 

Arg Phe Ala Arg Ala Gly Leu Ala Val Ala Ser Met Lys Gly Lys Ser

                165                 170                 175 

Tyr Leu Ser Val Gly Gly Val Ser Met Gly Ile Ala Gly Ser Ile Val

            180                 185                 190 

Asp His Asn Phe Phe Glu Ser Trp Leu Gly Met Lys Val Gln Ala Val

        195                 200                 205 

Asp Met Thr Glu Leu Arg Arg Arg Ile Asp Gln Lys Ile Tyr Asp Glu

    210                 215                 220 

Val Glu Leu Glu Met Ala Leu Ala Trp Ala Asp Lys Asn Phe Arg Tyr
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225                 230                 235                 240 

Gly Glu Asp Gln Asn Ala Gln His Tyr Lys Arg Asp Glu Glu Gln Ser

                245                 250                 255 

Arg Ala Val Leu Lys Glu Ser Leu Leu Met Ala Met Cys Ile Arg Asp

            260                 265                 270 

Met Met Gln Gly Asn Glu Lys Leu Ala Glu Lys Gly Leu Leu Glu Glu

        275                 280                 285 

Ser Leu Gly Tyr Asn Ala Ile Ala Ala Gly Phe Gln Gly Gln Arg His

    290                 295                 300 

Trp Thr Asp Gln Tyr Pro Asn Gly Asp Thr Ala Glu Ala Leu Leu Asn

305                 310                 315                 320 

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

                325                 330                 335 

Glu Asn Asp Ser Leu Asn Gly Val Ala Met Leu Met Gly His Gln Leu

            340                 345                 350 

Thr Gly Thr Ala Gln Val Phe Ala Asp Val Arg Thr Tyr Trp Ser Pro

        355                 360                 365 

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

    370                 375                 380 

His Gly Ile Ile His Leu Ile Asn Ser Gly Ser Ala Ala Leu Asp Gly

385                 390                 395                 400 

Ser Cys Gln Gln Arg Asp Glu Glu Gly Lys Pro Thr Met Lys Pro His

                405                 410                 415 

Trp Glu Ile Ser Gln Lys Glu Ala Asp Ala Cys Leu Ala Ala Thr Glu

            420                 425                 430 

Trp Cys Pro Ala Ile His Glu Tyr Phe Arg Gly Gly Gly Tyr Ser Ser

        435                 440                 445 

Arg Phe Leu Thr Glu Gly Gly Val Pro Phe Thr Met Thr Arg Val Asn

    450                 455                 460 

Leu Ile Lys Gly Leu Gly Pro Val Leu Gln Ile Ala Glu Gly Trp Ser

465                 470                 475                 480 
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Val Glu Leu Pro Lys Ala Met His Asp Gln Leu Asp Ala Arg Thr Asn

                485                 490                 495 

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

            500                 505                 510 

Pro Phe Ala Asp Val Tyr Ser Val Met Ala Asn Trp Gly Ala Asn His

        515                 520                 525 

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

    530                 535                 540 

Ala Met Leu Arg Ile Pro Val Cys Met His Asn Val Glu Glu Gly Lys

545                 550                 555                 560 

Ile Tyr Arg Pro Ser Ser Trp Ser Ala His Gly Met Asp Thr Glu Gly

                565                 570                 575 

Gln Asp Tyr Arg Ala Cys Gln Asn Tyr Gly Pro Leu Tyr Lys Arg

            580                 585                 590 

<210>    2

<211

>    1776

<212>    DNA

<213>    Unknown

<220><223>    Raoultella sp. KDH 14

<400>    2

atgaaaagaa tcagcttacc aaaaattggt attcgcccgg tgattgacgg acgtcggatg         60

ggggtacgcg agtcgctgga agcgcagacc atgaatatgg caaaagccac cgccgcgctg        120

attagcgaga agctccgtca tgcctgcggc gcgcagatcg agtgcgtgat tgccgacacc        180

tgcatcgccg gtatggcgga atccgccgcc tgtgaggaga agttcagccg ccagaacgtc        240

ggcgtgacga tcaccgtcac cccttgctgg tgctacggca gcgaaaccat cgacatggat        300

ccgctgcgcc cgaaggccat ctggggattt aacggcacgg agcgccccgg cgccgtctat        360

ctggccgccg cgctggccgc ccacagtcag aaagggatcc cggcgttctc gatctacggc        420

catgatgtcc aggatgccga cgacaccacc atccctgccg acgttgagga aaagctgctg        480

cgttttgccc gcgccgggct tgccgttgcc agtatgaaag ggaaaagcta tctctccgtg        540

gggggcgttt cgatgggcat cgctggctcc atcgtcgacc ataacttctt tgaatcctgg        600

ctggggatga aggtccaggc ggttgatatg accgaactgc gccgccgcat cgaccagaaa        660

atctatgatg aagttgagct ggaaatggcg ctggcctggg cggacaaaaa cttccgctac        720
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ggcgaggacc agaacgcgca gcactataag cgcgatgaag aacagagccg cgcggtgctg        780

aaagagagcc tgctgatggc gatgtgtatt cgcgacatga tgcagggcaa cgagaaactg        840

gcagaaaaag ggctgctcga ggagtcgctg ggctacaacg ccatcgccgc cggcttccag        900

ggccagcgcc actggaccga tcaatacccg aacggtgaca ccgccgaggc gctgctcaac        960

agctccttcg actggaacgg cgtgcgtgag ccttttgtcg tcgccaccga gaacgacagc       1020

ctcaacgggg tagcgatgct gatgggccac cagttgaccg gtaccgcgca ggtgtttgcc       1080

gacgtgcgca cctactggtc gccggatgcg gttgagcggg tgaccggtca gccgctcacc       1140

gggctggcgg aacatggcat tattcacctg attaactcgg gctccgccgc gctggacggc       1200

tcctgccaac agcgggatga agaaggtaaa ccaacgatga aaccgcactg ggagatttcg       1260

cagaaagagg cggatgcctg cctggcggca accgaatggt gtccggcgat tcatgaatac       1320

ttccgcggcg gcggctactc ttcgcgcttc ctgaccgaag gcggcgtgcc gtttaccatg       1380

acccgcgtca acctcatcaa aggtctgggg ccggtgctgc aaattgccga aggctggagc       1440

gtcgagctgc caaaagcgat gcacgaccag ctggatgccc gcaccaactc cacgtggccc       1500

accacctggt ttgccccgcg cctcaccggc aaaggcccgt ttgccgacgt ctattcggtg       1560

atggccaact ggggggctaa ccatggcgtg ctgactatcg gccacgtcgg cgctgacttt       1620

attaccctcg cggccatgct gcggatcccg gtctgcatgc ataacgtgga agagggcaaa       1680

atctaccggc catccagctg gtccgcccac ggcatggata cggaaggcca ggattatcgc       1740

gcctgtcaga actacggccc gctgtataaa cgttaa                                 1776

<210>    3

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    16S rRNA primer,  27F

<400>    3

agagtttgat cctggctcag                                                     20

<210>    4

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    16S rRNA primer, 1492R

<400>    4
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ggctaccttg ttacgactt                                                      19
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