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본 발명은 박테리아 16S rRNA의 안티하위박스(anti-downstream box)에 상보적인 서열을 포함하는 mRNA를 박테리아

에서 과발현하는 것을 포함하는 mRNA의 번역 억제 방법에 관한 것이다. 또한, 본 발명은 감소된 온도하에서 저온충격

(cold-shock)받은 박테리아의 이질성 유전자(heterologous gene)의 지속적인 발현을 유도하는 단리된 DNA 구조물에 관

한 것이다. 상기 구조물은 저온충격에 의해 유도되는 유전자의 프로모터 부위를 포함할 수 있다. 또한, 본 발명은 상기의

DNA 구조물을 포함하는 복제 운반체(replication vehicle)와 상기 복제 매체에 의해 형질전환된 박테리아에서의 이질성

유전자의 과발현 방법에 관한 것이다.

대표도

도 1

명세서

기술분야

본 발명은 생물공학 분야 중 특히 mRNA 번역과 단백질 생산을 조절하는 분야에 관한 것이다.

배경기술

박테리아는 식물과 인간을 포함한 동물들에게 많은 질병을 일으키는 주요 원인이다. 페니실린과 같은 항생제가 나오기 이

전에는 박테리아에 의한 질병은 치료할 수 없는 것으로 여겨졌다. 그 후, 박테리아의 살상과 이로 인한 여러 질병들을 치료

하고자 페니실린 이외의 여러 항생제들이 개발되었다.

그러나 불행히도 여러 항생제의 박테리아에 대한 사용 횟수가 거듭될수록 박테리아의 항생제에 대한 내성이 증가하여 박

테리아 살상 능력이 점차 줄어든다는 것이 입증되었다.

위와 같은 이유로 항생제 내성이 있는 박테리아를 취급할 수 있는 새롭고 보다 향상된 능력을 가진 항생제들이 개발되었

다. 하지만 새로운 항생제가 개발되면 이 항생제에 저항성을 갖는 박테리아 균주도 함께 증가한다. 그러므로, 이러한 해로

운 박테리아를 살상할 수 있는 새로운 수단이 절실히 필요하다.

본 발명은 박테리아의 단백질 생산을 억제하여 박테리아를 살상하는 새로운 방법을 제공한다. 본 발명에 이용된 물질과 방

법에 대하여 박테리아의 내성이 증가할 위험성은 종래의 항생제와 비교할 경우 매우 적다. 그 이유는 본 발명이 적용하고

있는 방법이 박테리아 자체의 공정이므로 이에 대한 저항성이 생기지 않기 때문이다.

또한, 본 발명은 저온-충격 목표 단백질의 발현에 관여하는 mRNA의 5' 방향의 미번역부위 과다 생산을 제공한다. 이외의

새로운 관첨은 하기된다.

발명의 구현 예 요약

안티하위박스(anti-downstream box, ADB)로 알려진 부분인 해독(decoding) 부위에 인접한 박테리아 16S rRNA와 실질

적으로 상보적인 서열을 포함한 RNA를 과발현시킴으로서 박테리아의 단백질 합성이 억제되거나 완전히 중지시킬 수 있

다는 것이 예상치 않게 발견되었다. ADB와 실질적으로 상보적인 RNA 염기서열은 천연 박테리아에서 mRNA의 개시코돈

하위 부위에 위치하고 있기 때문에 하위박스 (downstream box, DB)라고 불린다. 16S rRNA 3' 부위의 구조 및 박테리아

에서 번역 개시 신호로서의 DB의 기능은 문헌 (Sprengart, et al., EMBO Journal, 15(3) : 665-674 (1996))에 기술되어

있다.

본 발명은 여러 구현 예를 포함한다. 한 구현 예는 박테리아에서 단백질 생산을 억제하거나 중지시키는 방법에 관한 내용

들이다. 본 발명에서 이용하는 방법은 박테리아 세포 내에서 개시코돈과 하위박스(downstream box)를 포함하는 mRNA

을 과발현시키는 것을 포함한다. 하위박스는 개시코돈의 3' 방향으로 0 에서 30개 뉴클레오타이드의 삽입 뉴클레오타이드

서열을 갖는 것이 바람직하다. 또한, 하위박스는 개시코돈과 중복될 수 있다. 하위박스가 개시코돈과 중복되는 경우에, 개

시코돈의 세 개의 뉴클레오타이드 전부 또는 일부가 하위박스의 5' 말단을 구성할 수 있다. 과발현된 mRNA의 하위박스는

ADB와 어닐링할 수 있어서 효과적으로 16S rRNA와 결합하여 다른 mRNA들의 번역을 억제하고 궁극적으로는 박테리아

단백질 생산을 억제한다.
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본 발명의 또 다른 구현 예로는 박테리아의 단백질 합성을 방해하기 위한 올리고뉴클레오타이드 mRNA 구조물에 관한 것

이다. RNA 구조물은 개시코돈과 개시코돈의 3' 방향으로 DB를 포함하거나 또는 개시코돈과 중복된 DB 서열을 포함하는

뉴클레오타이드 서열을 갖고 있다. RNA 구조물은 RNA 엔도뉴클레아제 위치가 없는 것이 바람직하다.

본 발명의 또 다른 구현 예는 개시코돈과 개시코돈의 3' 방향으로 DB를 포함하거나 또는 개시코돈과 중복된 DB를 포함하

는 mRNA를 코딩하는 DNA 구조물에 관한 것이다.

본 발명의 또 다른 구현 예로는 개시코돈과 개시코돈의 3' 방향으로 DB를 포함하거나 또는 개시코돈과 중복된 DB를 포함

하는 mRNA를 코딩하는 DNA 서열과 작동가능하게 연결된 DNA 프로모터 서열을 포함하는 박테리아 세포의 형질전환을

위한 운반체(vehicle)에 관한 것이다.

본 발명의 또 한 구현 예로는 개시코돈과 개시코돈의 3' 방향으로 DB를 포함하거나 또는 개시코돈과 중복된 DB를 포함하

는 mRNA를 코딩하는 DNA 서열과 작동가능하게 연결된 DNA 프로모터 서열을 포함하는 운반체로 형질전환된 박테리아

세포에 관한 것이다.

잘 보존된 염기서열인 16S rRNA는 모든 박테리아에 존재하기 때문에, 본 발명은 모든 박테리아에 적용될 수 있다. 그러므

로, 본 발명에서 사용된 대장균과 같은 특정 박테리아에 한정되어 본 발명이 적용되는 것은 아니다. 본원에 인용된 문헌

(Goodfellow and O'Donnel, Handbook of New Bacterial Systematics, Academic Press (1993); Stackebrandt and

Goebel, Internationla Journal of Systematic Bacteriology, 44 (4) : 846-849 (1994) ; Durand and Gros, 1FEMS

Microbiology Letters, 140 : 193-198 (1996) ; and Olsen and Woese, FASEB Journal, 7 : 113-123 (1993))을 참고

하기 바란다. 박테리아의 16S rRNA와 대장균, 마이코박테리아(Mycobacterium spp.), 및 레지오넬라 뉴모필라

(Legionella Pneumophila)와 같은 포유동물 감염원과 심지어 링거 펜실바니카(Linga Pensylvanica), 바티모디올러스 써

모필러스(Bathymodiolus thermophilus)와 같은 해양동물의 비병원성 미생물을 포함하는 박테리아의 16S rRNA가 매우

높은 상동성을 갖고 있다는 사실은 16S rRNA가 높은 보존적 성질을 갖고 있으며, 따라서 본 발명이 광범위하게 적용될 수

있음을 의미한다. 16S rRNA의 보존적 성질을 이용하면 유전자 은행을 통하여 알 수 있는 박테리아에 대한 16S rRNA의

뉴클레오타이드 서열로부터 주어진 특정 박테리아의 ADB 동정이 가능하다. 16S rRNA의 뉴클레오타이드 서열을 결정하

는 방법은 이미 알려져 있다. 이 방법들은 본원에 인용된 문헌(Lane et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 82:6955-6959

(1985), and Bottger, FEMS Microbiology Letters, 65 : 171-176 (1989))에 자세히 기술되어 있다. 박테리아 16S

rRNA는 그 자신의 3' 말단, 안티-샤인-달가노(Anti-Shine-Dalgarno, SD) 부위 및 해독(decoding) 부위를 포함한다.

ADB는 16S rRNA의 디코딩 부위와 인접한 12-14개의 긴 뉴클레오타이드 부위이다. 일단 ADB가 규명되고 그 염기서열

이 밝혀지면, 본 발명의 운반체로 사용될 수 있는 구조물들은 어떤 특정 박테리아에 대하여도 쉽게 제조될수 있으며, 본 발

명의 방법은 모든 박테리아에 적용될 수 있다.

또한, 16S rRNA의 3' 말단 부위 염기서열의 높은 보존적 성질로 인하여 특정 박테리아의 16S rRNA의 ADB 부위와 실질

적으로 상보적인 DB는 다른 종류의 박테리아의 16S rRNA의 ADB와 실질적으로 상보적일 것으로 사료되므로, 본 발명의

방법은 동일한 또는 유사한 DB를 이용하여 다른 종류의 박테리아에도 적용할 수 있다.

발명의 상세한 설명

상기 문헌 (Sprengart et al.)에 의해 보고된 바에 의하면, 박테리아의 하위박스는 단백질을 생산하는 mRNA의 번역에 중

요한 역할을 한다. DB는 3' 말단 근처의 박테리아 16S rRNA 부위와 결합하며 전사가 일어날 수 있도록 적절한 위치에

mRNA와 rRNA를 위치시키는데 도움을 준다고 생각된다.

본 발명에서, ADB가 과발현된 mRNA의 DB와 결합할 때, 16S rRNA는 결합된 과발현 mRNA 이외의 세포 mRNA의 번역

에 참여할 수 없다는 것이 밝혀졌다. 또한 박테리아 16S rRNA 모두와 결합할 수 있는 능력을 가진 ADB와 상보적인 DB

서열을 보유하고 있는 mRNA를 박테리아에게 공급하면 박테리아의 전체 단백질 제조 공정이 멈춰버린다는 것도 밝혀졌

다.

여기서 사용되는 "상보적" 이라는 용어는 "실질적으로 상보적인"이라는 의미를 포함하고 있다. 그러므로 "상보성" 이라는

용어는 완전한 상보성을 요구하지는 않는다. (Kahl, Dictionary of Gene Technology, VCH Publishers, Inc. (1995))에

의해 정의된 대로 "두 서열이 상보적이다"라는 것만으로 충분하다. 즉 왓슨-크릭의 염기쌍 법칙에 따라 두 뉴클레오타이드

서열이 수소결합쌍을 형성할 수만 있다면 이들 두 뉴클레오타이드 서열은 상보적이다라고 할 수 있다. 두 개의 상보적인

RNA서열 또는 한 개의 RNA와 한 개의 DNA 서열은 A-U, G-C, 혹은 G-U의 염기쌍을 형성할 것이다. 즉 완전한 상보성

은 필요하지 않다.
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ADB는 16S rRNA의 3' 말단에 위치한 14개의 염기로 구성된 뉴클레오타이드 서열이며, 16S rRNA의 해독 부위와 인접해

있다. 공지된 박테리아들의 16S rRNA 뉴클레오타이드 서열이 이미 알려져 있으며, 이는 유전자 은행 자료에서 얻을 수 있

다. 그러므로, 선택된 박테리아의 ADB는 대장균과 같은 공지된 박테리아의 ADB 염기서열과 비교하여 쉽게 규명할 수 있

다. 일단 ADB가 규명되면, ADB에 대해 상보적인 DB가 만들어 질 수 있으며, 하기에 기재된 바와 같이 적당한 mRNA 안

에 삽입시킨다.

본 발명의 mRNA는 단리된 mRNA이거나 단리된 DNA로부터 전사된 mRNA이다. mRNA는 AUG로 구성된 개시코돈을 갖

고 있다. mRNA에 대한 기타 적당한 개시코돈으로는 GUG와 UUG가 있다.

본 발명의 mRNA는 또한 개시코돈 3' 방향으로 하위박스(downstream box, DB) 염기서열을 포함한다. DB 코돈은 개시코

돈과 일치하거나 또는 일치하지 않을 수 있다. DB 염기서열은 즉시 개시 코돈에 접근하여 뉴클레오타이드가 삽입되지 못

하게 한다. 일반적으로 DB는 1부터 30번 뉴클레오타이드 사이에 삽입되는 뉴클레오타이드 서열에 의해 개시코돈과 구별

된다. 삽입 서열의 염기 서열은 정해져 있지 않으며 어떠한 뉴클레오타이드 서열도 가능하다. 일반적으로 삽입 뉴클레오타

이드 서열은 주로 9 개에서 15개 정도이며, 대부분 12 개의 뉴클레오타이드으로 구성되어 있다. 대안적으로 DB는 개시코

돈과 중복될 수도 있다. 즉, 본 발명의 mRNA 개시코돈에서 세 뉴클레오타이드 중 어느 하나가 DB의 5' 말단을 형성할 수

있다.

본 발명의 mRNA의 DB 서열은 박테리아 16S rRNA의 ADB 서열과 상보적인 뉴클레오타이드 서열이다. 일반적으로 DB는

6 개에서 20 개의 염기로 구성되어 있으며, 20 개 이상의 염기로 구성되는 경우도 있지만 대개 8 개에서 14 개의 염기로

구성되어 있다. 예를 들면, DB는 ADB 방향의 3' 또는 5' 혹은 두 방향 모두의 뉴클레오타이드와 상보적인 뉴클레오타이드

서열을 포함한다. DB의 길이와 관계없이 DB와 ADB 사이의 높은 상보성은 보다 효과적인 결합을 유도할 수 있으며, 결과

적으로 본 발명 방법을 통하여 박테리아 단백질 합성을 효과적으로 억제할 수 있다.

본 발명의 mRNA 구조물은 개시코돈, DB와 특정되지 않은 삽입 서열이외에도 개시코돈의 5' 방향 또는 DB의 3' 방향으로

뉴클레오타이드 서열을 포함할 수 있다. 예를 들어 mRNA 구조물은 DB의 3' 방향으로 폴리펩타이드 생산 서열을 갖고 있

거나 종결 코돈을 포함하는 염기서열을 포함할 수 있다. 마찬가지로 mRNA 구조물은 개시코돈의 5'방향으로 비번역 염기

서열이나 샤인-달가노 서열을 포함할 수도 있다.

mRNA 구조물의 길이는 개시코돈, 삽입 염기서열, DB, 그리고 5' 또는 3' 말단에 첨가되는 뉴클레오타이드들을 포함하여

8 개에서 45 개의 뉴클레오타이드으로 구성된다. 물론 mRNA에 샤인-달가노 서열과 같은 5' 또는 3' 염기서열이 포함되면

보다 길어져 수백개의 뉴클레오타이드 길이가 된다.

보통 mRNA 구조물은 RNA 엔도뉴클레아제 자리가 존재하지 않는 것이 좋다. 특히 필수적인 부분 즉, 개시코돈과 DB등을

포함하고 있는 mRNA 구조물은 RNA 엔도뉴클레아제 자리가 존재하지 않는 것이 좋다. 그렇지 않으면, RNA 엔도뉴클레

아제가 mRNA 구조물을 분해하여 박테리아 mRNA들과 16S rRNA가 결합하게 된다.

본 발명의 mRNA는 천연 박테리아의 mRNA 서열과 비슷하거나 동일하다. 예를 들어 대장균 단백질인 CspA, CspB,

CspG, CsdA, 및 RbfA들의 mRNA와 같은 저온충격단백질들의 mRNA들은 샤인-달가노 서열, 개시코돈, 대장균의 16S

rRNA의 ADB와 상보적인 DB 등을 포함한다. 샤인-달가노 서열, 개시코돈, 대장균의 ADB와 상보적인 DB 등을 포함하는

기타 대장균의 mRNA는 RecA, Hns, NusA, InfB, 및 CspD 등을 포함한다.

mRNA 구조물에 대한 여러 적당한 DB 서열 예가 아래에 나와있다. 다음 각각의 DB는 아래와 같은 대장균 16S rRNA의

ADB 서열과 상보적인 서열을 갖는다.

ADB 3' (-1481) UACUUAGUGUUUCA (-1469) 5' .

DB #1: 5' AUGACUGGUAUCGU 3'

DB #2: 5' AUGACUGGUUUCGU 3'

DB #3: 5' AUGACUGGUUUAGU 3'

DB #4: 5' AUGAGUUAUGUAGA 3'
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DB #5: 5' AUGGCGAAAAGAAU 3'

본 발명의 적당한 mRNA 구조물은 위의 DB들 중 하나를 이용하여 제조될 수 있다. 예를 들면

5' AUGX(n)AUGACUGGUAUCGU 3'

여기서 n은 0에서 30 까지의 전체 수이며, X는 G, C, U, 혹은 A이고 각각의 X는 다른 X와 동일하거나 다를 수 있다. 선택

적으로 DB의 5' 말단은 개시코돈과 중복될 수 있다.

본 발명의 DNA는 본 발명의 mRNA를 인코드(encode)하고 있는 특정한 단리된 DNA이다. 또한, 상기 DNA는 개시코돈의

5' 방향으로 프로모터 서열이 포함될 수 있는 추가의 뉴클레오타이드 서열을 포함한다. 상기 프로모터 서열은 mRNA 구조

물의 전사를 조절하는데 이용된다. 상기 DNA는 개시코돈 5' 방향으로 염기서열을 포함할 수 있으며 이 염기서열은 샤인-

달가노 서열과 같은 프로모터 이외의 기능이나 또는 기능이 알려지지 않은 서열일 수 있다. 상기 DNA는 mRNA 구조물의

DB를 코딩하는 부분의 3' 방향으로 종결 코돈이나 폴리펩타이드를 인코드하는 서열, 전사 종료에 필요한 서열 등을 포함

할 수 있다.

본 발명의 mRNA 구조물을 인코드하는 적합한 DNA는 다음과 같다.

5' ATGY(n)ATGACTGGTATCGT 3'

여기서 n은 0에서 30까지의 전체 수이며, Y는 G, C, T, 혹은 A이며 각각의 Y는 다른 Y와 동일하거나 다를 수 있다. 선택적

으로 DB의 5' 말단은 개시코돈(ATG)과 중복될 수 있다. 또한, DNA는 3' 또는 5' 말단방향에 부가적인 염기서열을 포함할

수 있다.

본 발명의 DNA 염기서열은 플라스미드나 파아지 벡터와 같은 유전자 운반체 또는 클로닝 벡터내에 포함될 수 있다. 벡터

내의 DNA 서열은 개시코돈의 5' 방향에 위치해 있는 프로모터 서열의 조절을 받을 수 있다. 상기 DNA를 포함하는 벡터들

은 본 발명의 mRNA를 과발현하는데 이용되는 숙주 박테리아를 형질 전환하는데 이용된다. 즉, mRNA의 과발현이란 형질

전환되지 않은 유사한 박테리아에서 생산된 mRNA 보다 많은 수의 mRNA를 생산함을 의미한다. 클로닝 벡터에 의해 형질

전환된 박테리아는 본 발명의 DNA 서열의 적당한 숙주이다. 클로닝 벡터의 제조와 박테리아의 형질전환 방법은 본원에

문헌 (Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, J. Wiley & Sons, Inc. (1995))에 기술되어 있다.

본 발명의 mRNA 서열의 과발현은 천연 박테리아에서 발현된것 보다 많은 양의 mRNA를 생산하게 한다. mRNA 과발현의

정도와 관계없이 박테리아의 단백질 생산은 억제된다. 만일 mRNA가 충분히 과발현된다면 박테리아 단백질의 생산은 완

전히 억제될 것이며, 궁극적으로는 박테리아의 죽음을 유발한다.

그러므로, mRNA를 생산하는 구조물은 박테리아를 살상하거나 성장을 중지시키기 위한 항생제로 사용될 수 있다. mRNA

를 생산하는 구조물은 mRNA가 살균제로서 혹은 국부적인 항생제의 제조로 이용될 수 있는 박테리오파아지에 삽입될 수

있다. 운반 전략은 식물과 동물, 즉 인간과 같은 포유동물, 개, 고양이, 소, 말, 및 가금류 등의 감염원인 박테리아의 형질전

환이 가능하도록 제조될 수 있다. 이와 같은 항생제는 16S rRNA가 없는 진핵생물에게는 매우 안전하다.

본 발명의 방법에서, 개시코돈과 박테리아 ADB에 상보적인 DB 서열로 구성된 mRNA가 박테리아에서 과발현되며 박테리

아의 16S rRNA의 ADB에 결합하여 박테리아내의 다른 mRNA에 의해 야기되는 단백질 생산을 억제한다.

본 발명의 mRNA의 과발현을 유발시키는 모든 운반체(vehicle)가 본 발명의 방법에 적합하다. 예를들면, 박테리아는

mRNA를 생산하는 DNA 염기서열을 포함하는 운반체에 의하여 박테리아가 형질전환된다.

본 발명의 mRNA 서열의 발현은 유도 프로모터의 조절하에 DNA서열을 배치함으로써 조절될 수 있다. 예를 들면, 유용한

박테리아는 보호하고 해로운 박테리아의 성장만을 억제시키거나 살상하는 것을 원한다면, DNA 서열은 해로운 박테리아

에게만 존재하는 구조물에 관련된 프로모터의 조절하에 위치하게 될 것이다. 이와 같은 방법으로 본 발명의 mRNA 항생제

효과는 바람직하지 않고 해로운 박테리아에게만 영향을 줄 수 있다.
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단백질 생산-억제 mRNA 서열의 발현을 조절할 수 있는 다른 방법으로는 특정 조건하에서 불안정한 mRNA를 코딩하는

DNA 서열을 도입하는 것이다.

예를 들면, 대장균의 저온 충격 단백질(cold-shock protein)인 CspA의 mRNA 중 5' 방향의 비번역 부위 (5' UTR)는 생리

적 성장 온도인 37℃에서 RNA 분해효소 E (RNAase E)에 의해 쉽게 분해되는 샤인-달가노 부위의 5' 부위를 포함한다.

그러므로 5' UTR을 포함하는 cspA mRNA는 생존기간이 약 12초 정도로 정상적인 성장 조건에서는 불안정하다. 대장균

의 CspB와 CsdA등과 같은 다른 저온 충격 단백질들은 자체 mRNA가 불안정하여 생리적 성장 온도에서 역시 불안정하다.

온도를 15℃로 감소시키는 저온충격을 가하면 cspA mRNA의 생존기간이 약 15분 정도로 급격히 증가한다. 이는 정상적

인 생리 성장 온도하에서의 mRNA에 비하여 약 75배 정도의 안정성이 증가한 것이다.

cspA mRNA의 5' UTR 이나 cspB 혹은 csdA mRNA의 5' UTR을 포함하는 mRNA는 37℃에서 불안정하기 때문에 이 부

위는 본 발명의 mRNA 서열의 발현을 조절하는데 사용될 수 있으므로 항생제 효과가 저온 충격 조건과 같은 생리적 성장

온도 이하에서도 발생된다. 저온 충격된 박테리아는 새로운 리보조옴 요소들을 요구하나 DB서열을 포함하는 mRNA의 과

다 생산에 의해 이들의 합성이 억제되므로 본 발명에서 사용하는 방법으로 인한 항생제 효과는 저온 충격 조건하에서 보다

증대된다.

박테리아에서 과발현된 mRNA를 이용하는 방법을 통한 항생제 효과는 발현된 mRNA 복제 수의 증가와 함께 증가한다.

즉, 최소의 mRNA 과발현으로도 박테리아의 단백질 생산을 억제시킬 수는 있지만 박테리아의 성장을 억제하거나 박테리

아를 살상하기에는 불충분하다. mRNA를 보다 많이 발현시키면 단백질 생산을 보다 많이 억제된다. 박테리아에서 복제수

가 충분히 많으면, 단백질 생산은 완전히 차단된다.

박테리아 16S rRNA의 ADB와 과발현된 mRNA의 DB와의 상보성에 관해서도 상기와 유사한 효과가 있다. 100% 상보성

을 갖는 DB를 포함한 mRNA의 과발현은 75% 상보성을 갖는 DB를 포함한 mRNA에 비하여 ADB와 보다 효율적으로 결합

할 것이다. 그러므로, 높은 상보성을 갖는 DB를 포함한 mRNA의 단백질 생산 억제 효과는 낮은 상보성을 갖는 DB를 포함

한 mRNA의 효과와 비교하여 보다 두드러질 것이다. 그러므로 상보성이 약한 DB를 포함한 mRNA를 사용할 때는 높은 복

제수로 mRNA를 발현시키는 것이 높은 상보성을 갖는 DB를 포함한 mRNA의 항생제 효과와 같거나 비슷하게 하는 데 필

수적이다.

또한, 하위박스의 단백질 번역 억제 성질은 저온 충격 후에 형질전환된 박테리아내의 이질성 유전자의 과발현에도 이점이

있다. 내인성 박테리아의 단백질 번역 억제는 형질변환된 개체에서 높은 수준으로 이질성 유전자를 축적하게 할 것이다.

낮은 온도에서 mRNA 전사를 안정화시키는 기능을 하는 저온 충격 유도 유전자의 5' 방향 비번역부위와 강한 프로모터가

결합된 DB를 포함하는 구조물은 저온에서 이질성 유전자의 높은 발현에 직접적으로 효과적일 것이다.

본 발명의 추가적인 구현 예 요약

본 발명의 추가적인 중요한 구현 예는 대장균의 주요 저온 충격 단백질인 cspA mRNA의 5' 말단 비번역부위 역할에 관한

것이다.

본 발명의 배경

본 발명의 또다른 중요한 구현 예는 대장균의 주요 저온 충격 단백질인 cspA mRNA의 5' 말단 비번역부위 역할에 관한 것

이다. 그러나 발명의 범위는 단순히 저온 충격 박테리아의 적응에 제한되어 있지 않고 저온 충격 유전자에 의한 폴리펩타

이드의 발현과 같은 박테리아의 저온 충격 반응을 유발하는 물리적 스트레스를 일으키는 어떠한 환경이나 성장 조건도 포

함된다. 예를 들면, 정상적 생리 조건이 아닌 환경이나 성장 조건에 박테리아를 노출시키면 그와 같은 반응이 발생될 것이

다.

대수적으로 급격하게 성장하고 있는 대장균 세포의 배양 온도를 37℃에서 10℃로 변경하면 다시 세포 성장을 개시하기 전

에 성장지연기간(growth lag period)이 발생한다 (Jones et al. 1987). 고온 충격 반응(heat-shock response)과 비슷하

게 대장균은 저온 충격 단백질로 정의된 일련의 단백질 유도를 포함하는 저온 충격 반응(cold-shock response)이라고 불

리는 일정한 유전자 발현으로 유도되는 온도변화에 반응한다 (Jones et al. 1992; for review, see Jones and Inouye

1994). 저온 충격 반응은 세포 성장 지연 기간에 발생하며, 세포의 저온 적응에 필요하다고 사료된다.
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대장균의 저온 충격 단백질인 CspA는 전체 단백질 합성의 13% 이상을 차지할 정도로 낮은 온도 변화에 의해 급격하게 유

도된다. 그러나 흥미롭게도 저온 충격 반응 동안의 급격한 CspA 생산은 매우 짧은 시간 동안 일어나며, 저온에서 다시 세

포의 성장이 개시되면 CspA의 생산은 극히 낮은 수준으로 감소한다. CspA는 70개의 아미노산 잔기들로 구성되어 있으

며, mRNA 은폐와 유전자 조절에 관련된 것으로 알려진 진핵 세포의 Y 박스 단백질류의 저온 충격 도메인과 약 43% 정도

의 동일성을 보인다 (Wolffe et al. 1992; Wolffe 1993). CspA의 삼차 구조는 β -통구조 (β -barrel structure)를 형성하

는 다섯 개의 안티평행 β -판구조 (anti-parallel β -sheets)로 구성되어 있다 (Newkirt et al. 1994; Schindelin et al.

1994). 두 개의 RNA 결합 기조인 RNP1과 RNP2는 각각 B2와 B3 판에서 확인된다. 구조를 살펴보면, 8개의 방향족 잔기

들 중 7개는 같은 표면에 위치해 있으며, 단일 가닥 DNA는 이들 표면 방향족 잔기들과 결합하는 것으로 보여진다

(Newkirt et al. 1994). CspA는 낮은 온도에서 유전자 번역 효율을 증대시키는 RNA 샤프론 (RNA chaperone)으로 작용

한다고 제안되었다 (Jones and Inouye 1994).

대장균은 CspB, CspC, CspD, 그리고 CspE를 포함한 많은 CspA 류를 포함하고 있다 (Lee et al. 1994; Dongier et al.

1992; Yamanaka et al. 1994). 이들 중 CspA와 CspB만이 저온 충격으로 유도되는 것으로 보인다. 최근에는 리보조옴과

결합하며 RNA 이중가닥을 푸는 능력을 가진 CsdA와 같은 또 다른 저온 충격 단백질이 확인되었다 (Jones et al. 1995).

본 발명의 구현 예 요약

저온에서 세포가 적응하는 동안 대장균은 일시적으로 주요 저온 충격 단백질(cold-shock protein)인 CspA를 합성한다.

본 발명의 cspA mRNA의 5' 방향 비번역부위의 143-염기 서열이 과생산될 경우 저온 충격에 적응하는 과정이 억제된다

는 것이 밝혀졌다. 15℃에서 번역되지 않는 부분이 과잉 생산되면 CspA 뿐만 아니라 CspB, CsdA와 같은 다른 저온 충격

단백질도 함께 합성되며 이들은 지속적으로 합성된다. 이외에도 저온 충격 단백질보다는 세포 단백질 합성 억제와 세포 성

장 억제가 함께 관찰되었다. CspA가 5' 방향 비번역부위와 함께 과잉 생산될 때 정상적인 저온 충격 적응 반응은 지속적인

세포 성장 지연 기간 없이 다시 계속된다. 이와 같은 결과는 cspA mRNA의 5' 방향 비번역부위와 CspA 단백질이 저온 충

격 유전자의 발현과 저온 충격적응의 조절에 중요한 역할을 한다는 것을 의미한다. cspA, cspB 및 csdA mRNA들의 5' 방

향 비번역부위의 염기서열이 유사한 것이 밝혀졌다. 또한 본 발명에서는 저온 충격 적응 과정에서 추정 리프레서가 저온

충격 mRNA의 특정 부위에 결합하여 저온 충격 유전자의 전사를 방해한다고 여겨진다. CspA는 이러한 리프레서의 작용

을 직, 간접적으로 도와주는 것 같다.

본 발명에서 저온 충격 과정에 cspA mRNA의 5' 방향 비번역부위의 과생산은 세포 성장 지연 기간의 지속과 함께 세포 단

백질의 합성을 지속적으로 억제한다는 것을 입증했다. 동시에 CspA, CspB 및 CsdA와 같은 저온 충격 단백질의 합성은 더

이상 일시적이지 않고 지속적인 세포 성장 지연 기간과 부합하여 보다 오랜 시간 동안 지속된다. cspA, cspB, 및 csdA의

mRNA 5' 말단 비번역부위 내에 염기서열의 유사성이 발견되었다. 또한 CspA가 cspA mRNA의 5' 말단 비번역부위와 함

께 과생산될 때 정상적인 저온 충격 반응은 세포 성장 지연 기간의 지속 없이 다시 계속된다. 이러한 결과는 저온 충격 유

전자는 저온 충격 반응 동안 새로운 반응 체계에 의해 조절된다는 것을 의미한다. 추정 리프레서는 저온 충격 mRNA 내의

특정 부위와 결합하여 저온 충격 유전자의 전사를 억제한다고 생각된다. 그러므로 CspA 단백질이 억제물의 작용을 직·간

접적으로 향상시킨다고 사료된다.

본 발명은 다음의 실시예에서 설명되어 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 mRNA를 과발현하는 DNA 서열의 구조를 도시한 것이다.

도 2는 본 발명의 mRNA의 과발현에 의해 세포 단백질 합성이 억제되는 것을 도시한 것이다.

도 3은 저온 충격으로 유도된 본발명의 mRNA 발현으로 인해 저온에서의 세포 성장이 억제되는 것을 도시한 것이다.

도 4는 본 발명의 mRNA 과발현에 따른 박테리아 군락 형성의 억제 효과를 도시한 것이다.

도 5는 본 발명의 mRNA 발현에 따른 박테리아 단백질 생산의 억제 효과를 도시한 것이다.

도 6은 본 발명의 외인성(exogenous) mRNA를 과발현하는 세포로부터의 내인성(endogenous) mRNA의 번역 정도를 도

시한 것이다.
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도 7은 CspA의 번역 개시 부위를 나타낸 것이다.

도 8은 cspA 코딩 영역내 하위(downstream) 서열의 mRNA 번역 효율성에 대한 대한 효과를 나타낸 것이다.

도 9는 염색체 cspA 의 상위 영역이 다른 세포 단백질의 발현과 합성에 미치는 효과를 나타낸 것이다.

도 10은 CspA의 지속적인 발현과 pJJG78과 pUC19-600에 의한 저온 충격 적응의 억제를 도시한다.

도 11은 저온 충격 적응 억제와 cspA 활성화 기능에 대한 cspA 상위 부위의 삭제 분석을 도시한다.

도 12는 염색체와 플라스미드 cspA로부터의 전사 수준을 도시한다.

도 13은 cspA mRNA의 5' 방향 비번역부위의 전사에 따른 cspA의 지속적인 발현과 저온 충격 적응의 억제 정도를 도시한

것이다.

도 14는 기타 저온 충격 단백질과 비저온 충격 단백질의 생산에 관한 cspA mRNA의 5' 방향 미번역부위의 과다 생산 효과

를 도시한다.

도 15는 저온 충격 반응에 대한 cspA mRNA의 5' 방향 미번역부위와 함께 cspA의 동시 과다 생산 효과를 도시한다.

도 16은 cspA, cspB, 그리고 csdA에 대한 mRNA의 5' 방향 미번역부위내의 염기서열 유사성을 도시한다.

도 17은 cspA의 뉴클레오타이드 서열과 CspA 단백질의 추정 아미노산 서열을 도시한다.

도 18은 cspB의 뉴클레오타이드 서열과 CspB 단백질의 추정 아미노산 서열을 도시한다.

도 19는 csdA의 뉴클레오타이드 서열과 CsdA 단백질의 추정 아미노산 서열을 도시한다.

실시예

실시예 1

대장균 균주와 배지

모든 실험에 대장균 CL83 [recA ara (lac-proAB) rpsL (=strA) ??80 lacZ M15] (Lerner and Inouye, Nuc. Acids

Res., 18: 4631 (1990)) 균주가 사용되었으며, 이 균주는 M9-카사미노산(Casamino acids) 배지 (Miller, JH,

Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1972))에서 배양되

었다. 순간표지실험(pulse-labeling experiments)을 위하여 메티오닌이 제외된 완전 아미노산 혼합물이 사용되었다. 각

아미노산의 최종 농도는 50 ㎍/㎖이다. 순간표지실험과 SDS 폴리아크릴아마이드 젤 전기영동 (SDS-polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE))은 Jiang et al., J. Bacteriol., 175: 5824-5828 (1993)에서 기술된대로 시행하였다.

실시예 2

플라스미드 구조물

다음의 플라스미드 구조물은 도 1에 도시되어 있다.

플라스미드 pF1은 다음과 같이 제조하였다: 야생형 cspA를 포함하는 PJJG02 (Goldstein et al., P.N.A.S., 87:283-287

(1990))를 PvuII로 분해하였다. 방출된 898-염기쌍 단편은 전체 cspA 프로모터, 샤인-달가노 부위를 포함하는 5' 방향

비번역부위 및 N-말단 63개의 아미노산 잔기에 대한 cspA 서열들을 포함한 -458에서 +348 염기쌍 (+1은 전사 개시 장

소로 정의됨)의 cspA 유전자를 포함한다. 이후 이 유전자 단편은 PvyII 의해 분해된 pUC19에 다시 클로닝하였다. 결과적

으로 CspA N-말단 63개의 아미노산 서열은 염기 308 pUC19 서열(Yanisch-Perron et al., Gene, 33: 103 (1985))에서

lacZ에 +1 프레임 이동을 일으키는 lacZ 염기서열로부터 19번 잔기 서열과 합쳐진다.
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pF2는 898 염기쌍 단편이 PvuII 대신 pUC19의 SmaI 부위속으로 다시 클론되는 것 이외에는 PF1 제조와 거의 유사하다.

결과적으로 CspA N-말단 63 잔기 서열은 pUC19의 411에서 149 염기까지의 같은 해석 프레임 (reading frame) 내에

lacZ로부터 89 잔기 서열과 융합된다.

pF3는 다음과 같이 제조하였다. 잘려진 cspA 단편 (-280에서 +243)은 아래의 cspA의 SD 염기서열에 XbaI 위치를 만듦

으로써 PJJG02로부터 제조된 pJJG21로부터 PCR 증폭하였다 : 5' -AATTT(A)C(T)TAG(A)AGGTAA-3' (괄호안의 본

래의 뉴클레오타이드들은 밑줄친 뉴클레오타이드들로 대체되었다). PCR을 위한 두 개의 프라이머는 프라이머 3552 (5'-

GACAGGATTAAAAATCGATG-3')와 3551 (5'-TTTAGAGCCATCGTCAGGAG-3' )이다. 이 단편은 pUC19의 SmaI

위치로 클론된다. 결과적으로 CspA의 N-말단 28개 잔기 서열은 pUC19의 414 염기에서 +1 프레임 이동으로 발생된

lacZ의 54 잔기 서열과 합쳐진다.

pF5는 두 단계의 PCR을 통한 프레임이동 변이주로 제조된다. 첫 번째 단계로서 프라이머 3552와 프라이머 6879 (5' -

ACGATACCAGTCGATTTTACCGGAC-3' )로 PCR을 수행한다. 두 번째 단계에서는 첫 번째 PCR에서 증폭된 유전자와

4860 프라이머 (5' -CTGTCGACTTACGGCGTTGC-3' )으로 PCR을 수행한다. pJJG02는 두 PCR 반응에 모두에 주형으

로 이용된다. cspA의 50번째 코돈의 두 번째 자리에 삽입된 C 잔기를 갖고 있는 PCR 증폭 유전자는 pUC9의 SmaI 위치로

삽입된다. 위에서 제조된 혼합 유전자들은 모두 염기서열 확인을 통하여 검증되었다 (Sanger et al., P.N.A.S., 74:5463-

5467 (1977)).

pF2A는 다음과 같이 제조하였다: 전체 cspA 유전자를 포함하는 HindⅢ/SmaI 단편은 pJJG02로부터 얻어지며 HindⅢ/

HincⅡ에 의해 잘려진 pF2 속으로 클론된다. 그러므로 cspA의 방향은 융합 유전자의 방향과 반대이다.

pF2B는 다음과 같이 제조되었다: 전체 cspB를 포함하는 2.1 kb의 HindⅢ 단편은 pSJ7 (Lee et al., Mol. Microbiol.,

11:833-839 (1994))로부터 얻어지며, HindⅢ에 의해 잘려진 pF2 속으로 클론된다. cspB의 방향은 융합 유전자의 방향과

반대이다.

실시예 3

본 발명 mRNA의 저온 충격 유도에 의한 세포단백질 합성의 억제

실시예 2에서 기술된 대로 이종의 DNA 제조물로 형질전환된 대장균 CL83은 15℃로 온도를 낮춘 후 0, 0.5, 1, 3 및 18 시

간마다 [35S] 메티오닌으로 15분 동안 순간표지 하였다 (Jiang et al. (1993)). DNA 구조물과 표지 시간은 각 레인의 윗부

분에 표시되어있다. 단백질 합성 패턴은 도 2에서 도식된대로 17.5% SDS-PAGE에 의해 분석되었다. 0.25 ml 세포 배양

액으로부터 추출된 세포를 전기영동하였다. A: 1부터 5레인은 pJJG02를 포함한 세포, 6에서 10 레인은 pF1을 포함한 세

포, 11에서 15레인은 pF2를 포함한 세포, 16에서 20 레인은 pF3를 포함한 세포이다. CspA의 위치와 F1, F2, F3 융합 단

백질들은 화살표로 나타내었다. 분자량 표시자(KDa)의 위치는 오른 쪽에 보여진다. B: 1에서 4레인은 pUC19를 포함한

세포, 9에서 12레인은 pF5를 포함한 세포이다.

대장균 CL83는 CspA 융합 단백질에 대한 플라스미드로 형질전환하였으며, 세포 단백질의 생산은 37℃에서 15℃로 온도

를 낮춘 후 [35S]메티오닌을 이용하여 시험된다. 전체 세포 단백질들은 도 2에서 보여진 것과 같이 SDS-PAGE를 이용하

여 분석하였다. 완전한 cspA 유전자가 삽입된 pJJG02를 갖고 있는 세포들은 37℃에서 약간의 CspA를 생산하는 반면 (레

인 1) 저온 충격 CspA 생산은 급격하게 유도된다 (레인 2와 3). CspA 발현이 높은 수준으로 이루어진 것과 비교하여 전체

세포 단백질의 생산은 30 분에 급격히 줄어들었다 (레인 2). 이것은 저온 충격 적응 기간동안의 전형적인 세포 반응이다.

세포는 몇 시간 후 억제된 성장이 회복되며, 세포 단백질 합성은 3 시간 후 다시 완전히 활성화된다. pJJG02는 완전한

cspA 유전자를 보유한 다중 복제 플라스미드이기 때문에 CspA 생산이 낮은 수준으로 감소되지 않으며, 심지어는 정상 세

포에서 흔히 일어나는 18 시간의 저온 충격 후에도 CspA의 생산이 감소되지 않는다. 세 개의 다른 cspA 융합 구조물을 보

유하고 있는 세포는 37℃에서의 세포 단백질 합성이 pJJG02의 합성과 유사하다 (도 2의 레인 6, 11, 16을 레인 1과 비교

하면 알 수 있다). 온도가 감소하면 모든 세가지 융합 단백질 (F1, F2, F3)들은 화살표에 지시된대로 저온 유도된다. 거의

모든 세포 단백질들은 15℃ 실험에서 거의 모두 합성이 억제되었다 (F1은 레인 7에서 10, F2는 12에서 15, F3는 17에서

20). 이것은 세포들이 더 이상 저온충격에 적응하지 못한다는 것을 의미한다. CspA 융합 단백질 이외에도, 사용된 플라스

미드내 암피실린 내성 유전자 (bla)의 발현물인 베타락타마아제로 규명된 밴드가 젤 중앙에 나타났다. 이와 같은 결과는

CspA 융합 단백질과 플라스미드의 CspA 융합 단백질 유전자의 하위부위에 인코드된 단백질이 세포단백질의 합성이 억제

되는 것에 비하면 성공적으로 합성되었다는 것을 의미한다.
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실시예 4

저온에서의 세포 성장 억제

도 3에서 나타낸 바와 같이, pJJG02 혹은 pF2로 형질전환된 대장균 CL83 세포들을 M9-카사미노산 배지에서 37℃로 배

양하였다. 중간 대수 성장기 (OD600 = 0.6)에서 세포 배양액을 둘로 나누었다. 하나는 37℃로 유지하고, 다른 하나는 15℃

로 온도를 변경한다. 세포 농도는 퍼킨-엘머 분광계를 사용하여 60 nm 광학밀도(OD600)에서 측정된다. pJJG02:

, 15℃. pF2: △---△, 37℃; ▲ ---▲ , 15℃. pF1이나 pF3로 형질전환된 세포들은 pF2로 형질

전환된 세포들과 비슷한 행동양태를 보였다.

실시예 5

본 발명 mRNA의 과발현이 박테리아 군락 형성에 미치는 효과

이종의 플라스미드들을 함유하고 있는 CL83 세포들을 37℃에서 암피실린 (50㎍/ml)이 보강된 L-액체 배지에서 배양하였

다. 중간 대수기에서, 세포를 암피실린 (50 ㎍/ml)이 첨가된 두 개의 L-액체 한천 배지에 도말하였다. 한 개의 도말된 배지

를 37℃에서 12시간 동안 배양하였으며, 다른 한 배지는 20℃에서 36시간동안 배양하였다. 도 4는 저온 충격 온도에서

pF2와 pF5 플라스미드를 보유하고 있는 박테리아의 군락 형성이 억제되었음을 보여준다. pF1과 pF3를 보유하고 있는 박

테리아의 성장도 역시 억제되었다.

실시예 6

본 발명 mRNA의 저온 발현에 의한 박테리아 단백질의 생산 억제 효과

pF2가 삽입된 대장균 CL83 세포는 37℃에서 15℃로 온도가 변경되면 F2 생산이 급격하게 유도되며, 세포단백질 합성은

거의 완전히 차단된다 (도 5, 레인 2 와 3). 세포들을 15℃에서 3시간 동안 표지한 후 37℃에서 1시간 동안 표지한 발현물

을 추적할 때에도 F2는 37℃에서 매우 안정하여 F2 밴드가 검출된다 (레인 4). 또 다른 실험으로 15℃에서 3시간 동안 첫

번째 저온 충격을 준 후 온도를 37℃로 변경하고 약 1시간 동안 배양하였다. 그 후 세포를 순간 표지시켰다. 레인 5에서와

같이, 세포단백질 합성은 대부분 회복되었으며, F2는 아직 비교적 높은 수준으로 생산되고 있다. 이러한 결과는 mRNA가

불안정한 온도인 37℃에서의 본 발명의 mRNA가 인코딩된 DNA의 발현은 세포단백질 합성을 억제하지 못한다는 것을 증

명한다. 만일 37℃로 다시 온도를 올린 후 3시간만에 순간 표지시키면, F2는 더 이상 합성되지 않으며 세포단백질 합성이

완전히 복구된다 (레인 6). 세포가 아직도 pF2 플라스미드를 보유하고 있는지를 확인하기 위하여, 온도를 두 번째로 15℃

로 변경하면 다시 F2의 합성이 개시되며 세포단백질 합성이 차단된다 (레인 7). 이러한 결과들은 mRNA를 인코딩하고 있

는 DNA 발현의 억제 효과는 상기 조건하의 저온에서만 발휘됨을 보여주는 것이다.

실시예 7

본 발명 mRNA의 과발현에 의한 내인성(endogenous) mRNA의 번역

pF2를 함유하고 있는 세포를 15℃에서 3시간동안 첫 번째 저온 충격 처리하였다. 배양액에 리팜피신(Rifampicin) 200 ㎍/

ml를 첨가하고 10분 배양한 후 온도를 37℃로 변경시켰다. 이후 온도를 변형한 후 0(7 레인, 도 6), 2(레인 8), 5(레인 9)

그리고 10 분(레인 10) 간격으로 5 분동안 [35S]메티오닌으로 순간 표지시켰다. 대조구로서 pJJG02를 보유하고 있는 세

포를 같은 방법으로 표지하였다 (레인 1에서 5, 도 7). 레인 1에서와 같이 대조구는 15℃에서 3시간 동안 처리 후에도 모

든 세포 단백질을 생산한 반면, pF2를 함유한 세포는 오직 F2 융합 단백질과 베타락타마아제만을 생산하고 박테리아 단백

질의 생산은 억제되었다 (6 레인). 리팜피신 첨가후 pJJG02를 함유한 세포에서 15℃ 처리에 의한 단백질 합성과 유사한 경

향이 관찰되었다. 이는 리팜피신 첨가 전후에 동일한 mRNA들이 사용되었다는 것을 의미한다. pF2를 함유한 세포의 경우,

리팜피신이 첨가된 후 (레인 7-10) 37℃에서 생산된 주요한 단백질들은 번역 억제된 세포에 의하여 생산되는 단백질과 동

일하다(레인 6). 이것은 번역이 억제된 세포에서 번역을 위해 사용되는 mRNA 이외에도 세포에 존재하는 세포 mRNA들이

없다는 것을 의미한다. 이와같은 결과들은 본 발명 방법에 의해 박테리아 mRNA의 번역이 억제되어 세포내 거의 모든 폴

리솜(polysome)들이 본 발명의 mRNA에게 점유되고 있다는 것을 의미한다.

실시예 8
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하위박스를 인코딩하고 있는 유전자에 의해 형질 전환된 박테리아의 단백질 생산

cspA와 lpp의 번역 개시 부위의 번역 효율성을 직접 비교하기 위하여 두 개의 베타갈락토시다아제 발현 체계인 pMM027

과 pMM028을 같은 프로모터 하에 각각의 번역 개시 부위를 위치시키고 lacZ에 융합시키는 방법으로 제조하였다 (도 7a).

pMM027은 대장균내에 37℃에서 가장 강력한 프로모터중 하나인 lpp 프로모터의 아래부분에 위치한 pKM005의 프로모

터를 제거한 lacZ와 pINⅢ 플라스미드의 프로모터-오퍼레이터 부위의 lac을 삽입하여 제조하였다 (Inouye, 1983).

pMM028은 pMM027의 번역 개시 부위가 cspA의 +144에서 +198까지의 단편으로 대치된 것이다. 이 단편을 삽입하기

위하여 cspA의 추정 SD 염기서열의 윗부분에 Xba I을 즉시 도입하고 SD 염기서열 주위의 염기서열을 (+143)

TATTAAGG (+150)에서 TCTAGAGG로 변경하였다. 여기서 SD 염기서열은 밑줄친 부분이다. 이들 두 구조물들의 lacZ

유전자들은 동일하며, BamH I 위치의 상위 부위로 융합된다. pMM027에서는 개시코돈과 두 번째 잔기인 Lys은 lpp로부

터 유도되었으며, 8개 이상의 잔기들(GGIPSLDP)은 8번째 아미노산 잔기에서 lacZ에 융합되어 첨가된다. 반면 pMM028

에서는 개시코돈부터 CspA로부터 유도된 13번째 잔기까지의 부위와 BamH I 위치의 생성으로 야기된 세 개의 잔기들

(LDP)를 합한 부위들이 8번째 아미노산 잔기에서 lacZ에 융합된다.

pMM027과 pMM028 모두 동일한 프로모터를 갖고 있다. 또한 이들에 의한 전사도 lacZ가 뒤이어 이어지는 SD 염기서열

부터 번역 융합 부위까지의 짧은 부위; PMM027의 MKGGIPS 및 pMM028의 MSGKMTGIVKWFN을 제외하고는 동일하

다. 이들 플라스미드를 함유한 세포들은 37℃에서 M9-카사미노산 배지에서 배양되어지며, 대수기 중간에 이소프로필-베

타-디-갈락토피라노시드(isopropyl-β-D-galactopyranoside, IPTG)를 최종농도가 1 mM이 되도록 첨가한다. IPTG 첨

가 30분 후, 배양액을 둘로 나눈다. 하나는 37℃에서 배양하고 다른 하나는 15℃에서 배양한다. 37℃에서의 두 배양액에

대한 베타갈락토시다아제의 활성은 도 7b에서 보이는 대로 점차적으로 유도된다. 그러나 온도를 낮추면 pMM027을 포함

한 세포의 베타갈락토시다아제 활성이 증가하지 않는 반면 pMM028을 포함한 세포의 베타갈락토시다아제 활성은 증가한

다.

실시예 9

저온 충격 유도를 위한 하위박스의 필요성

lacZ 유전자의 저온 충격 유도를 관장하는 정확한 부위를 밝혀내기 위하여 pMM027과 pMM028 사이의 코딩 염기서열만

을 변경하여 pLF027과 pLF028을 제조하였다. pLF027는 pMM027 중에서 lacZ 융합 부위와 개시코돈 사이의 염기서열

에 해당하는 N 말단 7개 잔기 염기서열 (MKGGIPS)만 pMM028의 lacZ 융합 부위와 개시코돈 사이의 염기서열에 해당하

는 N 말단 13개 잔기 염기서열 (MSGKMTGIVKWFN)로 변경한 것이다(도 8). 이와 비슷하게 pLF028은 pMM028 중에서

N 말단 13개 잔기 염기서열만 pMM027의 N 말단 7개 잔기 염기서열로 변경한 것이다. pLF027은 다음과 같이 제조되었

다. : pMM028을 주형으로하여 프라이머 #7485 (5'-cgtctagaGGGTATTAATAA TGTCCGGTAAAATGAC-3')과 프라

이머 M13-47 (5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3')으로 PCR을 수행하였다. 상기 PCR 산물을 BamH I과 Xba I

으로 먼저 분해하고 Xba I과 BamH I에 의해 분해된 pMM027에 클로닝하였다.

pLF028은 PCR 반응에 있어 #7485 프라이머 대신 #7486 프라이머 (5'-

cgtctagaGGTAATACACTATGAAAGGGGGAATTCC-3')를 사용하는 것 이외에는 pLF027와 동일한 방법으로 제조하

였다.

pLF029는 다음과 같이 제조하였다: 올리고뉴클레오타이드 #7493 (5'-CTAGAGGTAATACACTATGTCCGGTAAG-3')

그리고 올리고뉴클레오타이드 #7494 (5'-GATCCTTACCGGACATAGTGTATTACCT-3')을 첫 번째로 결합시키고

Xba I과 BamH I에 의해 잘려진 pMM027 안으로 클로닝하였다. 모든 구조물들의 DNA 염기서열은 사슬-종결 방법

(Sanger et al., 1977)을 이용하여 확인하였다.

대장균 AR137을 pLF027과 pLF028로 형질전환시키고, 베타갈락토시다아제활성을 1 mM IPTG의 존재하에 측정하였다.

37℃에서 베타갈락토시다아제는 도 8b에서처럼 pLF027과 pLF028을 포함하는 세포들에서 거의 동일하게 유도되었다.

그러나 15℃에서 pLF028을 포함하는 세포에서는 베타갈락토시다아제 활성이 거의 증가하지 않았다. 이와 대조적으로

15℃에서 pLF027을 포함하는 세포내에서 베타갈락토시다아제 활성이 점차적으로 증가하였다 (도 8b). pMM027 및

pMM028과 함께 이와같은 결과들은 SD 염기서열을 포함하는 개시코돈의 상위부위가 아닌 N-말단 부위의 짧은 코딩 염

기서열이 15℃에서 lacZ 융합 mRNA의 번역 효율에 관련되어 있다는 것을 보여준다. pLF027로부터의 mRNA는 높은 번

역 효율을 보이지만 pLF028로부터의 mRNA는 그렇지 못하였다.

등록특허 10-0546823

- 11 -



하위박스 서열이 15℃에서 pLF027로부터의 전사된 전사물의 효율적인 번역을 관장하는지의 여부를 조사하기 위하여

lacZ 유전자를 cspA의 네 번째 코돈에 융합시켜 하위박스를 제거하여 pLF029를 제조하였다(구조물은 도 8a, DNA 염기

서열은 도 8c에 도시되어 있다). pLF029로 형질전환된 대장균 AR137은 pLF027과 pLF028에 대해 행해진대로 37℃와

15℃에서 베타갈락토시다아제 활성의 유도가 조사되었다. 도 8b와 같이 37℃에서의 베타갈락토시다아제 활성은 pLF027

에 의한 활성의 약 50%에 해당하였다. 이것은 37℃에서의 pLF027 mRNA의 번역 효율이 SD 염기서열과 하위 염기서열

모두에 의해 조절된다는 것을 의미한다. 그러나, pLF027 mRNA와 비교하였을때 저온 충격에 의한 베타갈락토시다아제

활성이 증가하지 않았다. 이러한 결과는 하위박스 염기서열이 cspA mRNA의 효율적인 번역에 중요한 역할을 한다는 것을

분명하게 입증한다.

실시예 10

저온 충격 적응에 관한 cspA 상위 부위의 다중 복사 효과

cspA 유전자가 37℃에서 15℃나 10℃로 온도를 낮추면 즉시 유도되며, CspA의 생산 속도는 15℃에서는 1시간 후에 절정

에 달하며, 10℃에서는 2시간 후에 절정에 달한다는 것을 보여주고 있다 (3). 이때가 지나면 CspA의 생산이 급격하게 낮

은 수준으로 감소한다. CspA의 일시적인 생산 기간은 저온 충격 후 관찰되는 성장지연기로 알려진 기간과 일치한다 (7).

그러므로, CspA의 일시적인 발현은 세포가 저온에 적응하는데 필요하다고 사료된다.

cspA의 일시적인 발현을 규명하기 위하여 적응 기간동안 발현되는 cspA의 조절에 필요한 유전자 부위를 규명하는 시도를

하였다. 이러한 목적으로, 600-염기쌍 cspA 상위부위를 lacZ 유전자에 전사적으로 융합시킨 pJJG78을 첫 번째로 제조하

였다 (도 9a). 600개의 염기쌍 cspA 상위부위는 cspA 전사 개시 부위가 +1 으로 정의됨에 따라, CspA의 샤인-달가노 서

열 앞 오른쪽 -457에서 +143 부위를 포함한다(3). 대장균 CL83 균주는 pJJG78로 형질전환되고 베타갈락토시다아제의

생산은 온도를 37℃에서 15℃로 변경한 후 0, 0.5, 3시간 마다 [35S]-메티오닌을 순간표지시켜 관찰하였다. 이밖에

pKM005로 형질전환된 CL83 세포도 이용하였다. 도 9b에서 도시된 바와 같이 CL83과 CL83/pKM005에 의한 cspA의 발

현은 저온 변화 후 0.5 시간만에 매우 높게 유도되었다 (도 9b, 레인 2와 5). 그러나 앞서 도시된대로 (3), 이같은 높은 발

현은 일시적이며 3시간 후에 매우 낮은 수준으로 감소하였다 (도 9b, 레인 3과 6). 시간이 0일때는 cspA가 발현되지 않았

으며 (도 9b, 레인 1과 4), 베타갈락토시다아제는 두 균주 모두에게서 생산되지 않았다 (도 9b, 레인 1에서 6)

CL83과 CL83/pKM005는 대조적으로, 베타갈락토시다아제는 온도를 저온으로 변화시키면 pJJG78을 보유한 세포에 의해

유도되었다 (도 9b, 레인 7에서 9). 이는 cspA의 600-염기쌍 상위부위가 저온 충격 유도에 충분하다는 것을 의미한다. 그

러나, pJJG78을 갖고 있는 세포가 저온 충격을 받으면 cspA 생산이 일시적이지 않으며, 3시간 동안 높은 생산을 유지하였

다 (도 9b, 레인 9와 레인 3, 6을 비교해보아라). pJJG78은 cspA 코딩 염기서열을 갖고 있지 않기 때문에, 온도를 낮춘 후

3 시간째 cspA의 높은 생산은 염색체 cspA 유전자 때문이다. 사용된 조건들 하에서는 염색체 cspA 유전자가 억제되지 않

았다. 도 9b에서 X로 표시되는 또 다른 밴드가 존재하였다. 이러한 발현 패턴은 cspA 발현과 거의 유사한 것이다. 상기 밴

드는 저온 충격 단백질이며 이의 발현은 또한 pJJG78의 존재하에 억제되지 않았다. 이러한 저온 충격 단백질 X는 최근 리

보조옴과 결합하는 CsdA로 밝혀졌다 (10).

대부분의 세포 단백질 합성은 CL83과 CL83/pKM005보다 pJJG78을 보유하고 있는 세포에서 저온에 보다 많이 억제되었

다 (도 9b, 레인 8, 9와 레인 2, 3, 5, 그리고 6을 비교하라). 이러한 결과들은 세포가 cspA 유전자의 일부분을 갖고 있는

다중 복사 플라스미드를 함유하였을 때 보다 심한 저온 충격 반응으로 저온에 대한 세포 적응이 손상을 받을 수 있음을 의

미한다.

저온 충격 후 CspA의 지속적인 합성이 pJJG78에 의해 유발되므로 pJJG78 내에 클론된 600-염기쌍 cspA 상위부위가 저

온 충격후 CspA 생산 억제에 관련된 요소들을 격리시켜 cspA의 지속적인 발현 또는 활성화를 유발시킨다라고 가정하였

다. 이와같은 가설을 검증하기 위하여, cspA의 600-염기쌍 상위 부위를 pUC19 플라스미드로 다시 클론하였다. 이렇게

클론된 플라스미드는 pUC19-600으로 명명하였다. pUC19의 복제수 (300 복제/세포)는 pBR322 (30 복제/세포)로부터

유도된 pJJG78보다 10배 이상 높다. 순간 표지 실험은 앞서 기술된 대로 시행하였다 (6). 도 10에서와 같이, CL83 세포에

서 CspA의 생산은 15℃에서 1.5 시간까지는 증가하다 3 시간 후에 매우 낮은 수준으로 감소한다 (도 10, 레인 1에서 6).

pJJG78을 보유한 CL83은 15℃에서 24시간 후에도 cspA 발현이 관찰된다 (도 10, 레인 7에서 12). pUC19-600을 보유한

CL83 세포에서의 CspA 생산 패턴은 pJJG78을 보유한 세포와 비슷하다 (도 10, 레인 13에서 18). 그러나 cspA의 억제해
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제 수준은 3시간과 5시간에서의 CspA 생산으로 판단할때 pJJG78을 보유한 세포보다 pUC19-600을 보유한 세포에서 더

욱 높게 나타났다. 그러므로 cspA 상위부위의 복제수가 높으면 높을 수록 CspA 발현의 활성화 능력이 보다 강해진다. X

로 표시된 CsdA는 도 2의 모든 레인을 통하여 CspA와 완전히 일치하는 발현 경향을 보였다.

도 9b와 같이, pJJG78을 보유한 세포들은 낮은 온도에서 일반적인 단백질 합성을 어느 정도 억제한다 (도 10, 레인 8에서

11과 레인 2에서 5의 비교). pUC19-600을 보유한 세포에서의 이러한 억제는 단백질 합성 속도와 억제 시간 모두에 관하

여 pJJG78을 보유한 세포에서의 억제보다 훨씬 강하다 (도 10, 레인 14에서 17과 레인 8에서 11의 비교). cspA 상위부위

에서 600 염기쌍의 복제수가 높으면 이외의 세포 단백질의 합성이 강력하게 억제되며 결과적으로 저온 충격 적응이 억제

된다.

실시예 11

cspA mRNA 5' 방향 비번역부위의 과생산

cspA의 억제해제와 저온에서의 저온충격 적응 억제에 필요한 600 염기쌍 서열내의 정확한 부위를 결정하기 위하여 도 11

에서 나타낸 바와 같은 내부 단편들을 PCR을 통하여 합성하며 pUC19의 Sma I부위에 클로닝하였다. 그리고 이 염기서열

을 DNA 염기서열 확인 방법에 의하여 확인하였다. 각 구조물에서 cspA의 발현 억제를 해제하고 15℃에서 저온 충격 적응

을 억제하는 능력을 순간 표지 실험을 통하여 관찰하였다. 첫 번째로 결실 돌연변이를 600 염기쌍 단편의 5' 말단부위에서

제조하였다. 도 11에서와 같이 단편 3 (186개 염기 결실), 단편 2 (312 염기 결실), 단편 2E (366 염기 결실) 그리고 단편

2G (390 염기 결실)들 모두 활성화 작용을 보유하고 있다. 단편 2는 도 11에서 보여지는 것과 같이 23 염기쌍으로 겹쳐지

는 단편 2A와 2B로 분리되었다. 놀랍게도 이 두 2A와 2B 단편은 활성화 기능을 상실하였다. 단편 2B보다 5'말단부위에

33개의 염기쌍이 보다 긴 단편 2F를 제조하였으며, 이 또한 활성화 기능을 상실하였다. cspA의 억제해제가 가능한 제조물

들은 또한 저온충격 적응을 억제하며, 이의 반대 경우도 가능하다는 것이 밝혀졌다.

단편 2는 cspA의 활성화와 저온 충격 적응의 억제 모두에 작용하며, 반면 단편 2A는 이러한 기능이 없다는 사실은 cspA

프로모터 부위만으로는 600 염기쌍 단편의 작용에 충분하지 않다는 것을 의미한다. 게다가 기능을 갖고 있지 못한 단편

2F에 비하여 5' 말단에 31개의 염기쌍이 보다 많은 단편 2G가 두 가지 기능을 갖고 있다는 사실은 두 가지 기능에 cspA

mRNA의 5' UTR의 전사에 대한 완전한 cspA 프로모터가 요구된다는 가능성을 제시한다. cspA mRNA는 5' 말단에 159

개의 염기로 된 번역되지 않는 염기서열을 갖고 있다는 것을 주지하여야 한다 (3). 이와 같은 가능성을 확인하가 위하여,

클론된 단편 (단편 2, 2A, 2B, 2E, 및 2F) 으로부터 생산된 cspA 전사물들은 프라이머 확장으로 조사되었다. 15℃에서 1

시간동안 배양된 다양한 플라스미드를 보유한 세포에서 분리된 전체 RNA 조각들을 이용하여, 5' UTR내의 +124에서

+143 염기서열에 해당되는 3550 프라이머와 +224에서 +243의 cspA 코딩 염기서열 일부분에 해당되는 3551 프라이머

로 프라이머 확장을 수행하였다. 3550 프라이며는 플라스미드와 염색체로부터 전사된 cspA mRNA를 검출하며, 3551 프

라이머는 cspA 코딩 부위를 갖고있는 플라스미드가 없기 때문에 염색체 cspA에서 전사된 mRNA만을 검출한다.

도 12에서와 같이, 염색체 cspA 유전자로부터 3551 프라이머에 의해 전사된 전사물의 양은 모든 플라스미드들과 기본적

으로 같다 (도 12, 레인 1에서 6). 이와는 대조적으로 3550 프라이머에 의해 전사된 5' UTR을 포함한 cspA 전사물의 양은

두 개의 각기 다른 수준을 보여준다. 기능을 갖지 않은 플라스미드들 (pUC19-2A, pUC19-2B, 및 pUC-2F)에 대해서,

3550 프라이머에 의해 검출된 전사물들의 양 (도12, 레인 3, 4, 및 6)은 pUC19의 전사물 양과 거의 동일하다. 이는 이들

플라스미드들에 클론된 cspA 부위들이 전사되지 않는다는 것을 의미한다. 반면에, 기능을 가진 플라스미드(pUC19-2와

pUC19-2E)들은 pUC19 (도 12의 레인 1)에 의한 전사와 비교하여 많은 양의 cspA 전사물들이 프라이머 3550에 의해 검

출되었다 (도 12의 레인2와 5). 이러한 결과들은 cspA mRNA의 5' UTR이 단편 2와 2E에서 전사되며, 2A, 2B, 그리고

2F에서는 전사되지 않음을 증명한다. 그러므로, cspA의 발현을 지속하고 낮은 온도에서의 저온충격 적응을 억제하는 능

력은 cspA mRNA의 5' UTR의 전사와 밀접하게 관련되어 있다.

cspA mRNA의 5' UTR의 전사가 저온 충격 적응의 억제와 cspA 활성화 모두에게 필요하다는 것을 입증하기 위하여, 전체

프로모터 단편 (-457에서 -1)에 cspA의 6개의 염기 (+1에서 +6) 부위를 더하여 pUC19에 클로닝하였다. 이 단편은 단

편 1에 지정되었다 (도 11). 그러므로 cspA mRNA의 5' UTR 대부분이 단편 1에서 제거되었다. 도 13b에서 보여진 바와

같이 순간 표지 실험에 의하면, cspA 프로모터에 의한 전사물들이 프라이머 확장에 의해 검출될 수 있음에도 불구하고 단

편 1은 cspA의 활성화 능력이 없다 (도 13a). 이와같은 결과들로부터, cspA 발현과 저온 충격 적응에 대한 효과를 억기 위

해서는 +1에서 +143까지의 cspA 번역되지 않는 부위에서 적어도 일부분이 전사가 되어야 한다고 결론지었다.

실시예 12
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cspA mRNA 5' UTR의 과생산에 의해 영향 받는 저온 충격 유전자

cspA mRNA의 다른 저온 충격 유전자들의 발현에 어떠한 영향을 주는지를 관찰하기 위하여 cspA mRNA의 5' UTR의 과

생산을 조사하였다. cspA 5' UTR을 과생산하는 저온 충격 받은 세포들의 단백질 발현 경향은 2차 전기영동으로 분석하였

다. pJJG21/X, S 플라스미드는 전체 cspA 프로모터와 cspA mRNA의 5' UTR(+1에서 +143)의 대부분을 포함한다. 반면

에 pJJG81/X,S는 전체 cspA 프로모터와 cspA 비번역 mRNA의 첫 번째 6개 염기 부위만을 포함한다. 이들 플라스미드를

보유하고 있는 세포는 이전에 기술된 대로 순간 표지하였다 (6). 37℃에서 단백질 합성 속도와 단백질 경향은 두 균주 모두

에게 유사하다 (도 14의 A와 B); 또한 저온 충격 단백질들이 검출되지 않았다는 것을 주지하여야 한다. 이들 세포들이

15℃로 1시간동안 온도가 변경되면 (도 14의 C와 D), 저온 충격 단백질의 합성이 매우 두드러졌다(1. CspA; 2. CspB'; 3.

CspB; 및 4. CsdA). CspB' 은 CspB와 함께 유도되며 CspB의 변형된 형태나 확인되지 않은 저온 충격 단백질로 추측된다

(2). 두 제조물에 대한 저온 충격 단백질 합성은 점들의 농도로 판단되는 것과 비교될 수 있다. 비록 대부분의 다른 세포 단

백질들의 합성이 37℃에서의 합성과 비교하여 두 균주 모두 많이 감소되었지만, pJJG21/X,S에 의해 형질전환된 세포에 있

어서 보다 강한 억제효과과 관찰되었다. 세포를 15℃에서 3시간 동안 배양하였을 때, pJJG81/X, S를 보유한 세포에서 모

든 저온 충격 단백질들이 감소하는 것과 더불어 대부분의 세포 단백질 합성은 정상적인 수준으로 회복되었다 (도 14F). 이

와는 대조적으로 pJJG21/X, S를 보유한 세포에서의 저온 충격 단백질 생산(1에서 4까지 표시된)은 다른 세포 단백질 생산

의 감소와 함께 여전히 높은 수준을 유지하였다(도 14E). 이러한 결과들은 cspA mRNA의 5' UTR의 과생산이 cspA 이외

에도 다른 저온 충격 유전자들의 억제를 해제시키며, 저온 충격 단백질에 대한 유전자들이 일반적인 절차에 의해 조절된다

는 것을 입증한다. 또한 저온 충격 적응의 억제는 이외의 세포 단백질 합성의 억제에 의한 cspA mRNA의 5' UTR의 과생

산에 기인한다는 것이 확신된다. 위에서 기술한 결과들을 기초로 하여, cspA mRNA UTR의 과다생산은 다른 세포 단백질

의 합성 억제를 야기시킨다. 이러한 사실은 저온 충격에 의한 세포 성장은 보통의 세포보다 cspA mRNA의 UTR이 과생산

된 세포에서 보다 심각하게 억제된다는 것을 의미한다. pUC19-600 혹은 pUC19-2G를 보유한 세포들의 성장(도 3)은 세

포 성장이 대단히 심각하게 억제된다. 이것은 보다 긴 세포 성장 지연기에 의해 특징지워진다 (자료는 생략됨).

실시예 13

cspA 의 과생산 효과

cspA mRNA의 5' UTR의 과발현은 CspA의 지속적인 과생산을 유발한다 (도 2). 그러므로 위에서 관찰된 효과들은 cspA

mRNA의 5' UTR 보다는 CspA 단백질의 과 생산에 기인한다고 보아도 될 것이다. 이러한 가능성은 전체 cspA 유전자를

포함한 pJJG02를 보유한 CL83 세포를 이용하여 관찰되었다. 순간 표지 실험은 위에서 기술된 대로 수행하였다. 도 15에

서와 같이, pUC19를 보유한 CL83 균주에서 cspA와 csdA (단백질 X에 해당하는 유전자)의 발현은 15℃로 온도를 변경한

후 1시간만에 유도되었으며 (레인 1과 2), 온도 변경 후 3시간만에 낮은 수준으로 감소하였다 (레인 3). 반면에 pJJG02로

형질전환된 세포의 경우, cspA의 발현은 15℃에서 유도되는 것 이외에도 이차원 젤 전기영동으로 판단하여 볼 때 pUC19

로 형질전환된 세포에 비하여 상당히 높게 유도되었다. CspA 생산이 15℃에서 3시간 후에도 여전히 높게 유지되었다 (레

인 6). 비록 저온 충격 후 3시간 까지 지속된 CspA 과생산은 cspA의 5' UTR의 과생산(도 2)의 경우와 유사하지만, 세포

성장 지연기가 지속되지 않는 것과 CspB나 CsdA와 같은 저온 충격 단백질이 생산되지 않는 것이 거의 같은 시간에 관찰

된다는 것을 주지하는 것이 중요하다. 이러한 결과들은 cspA mRNA의 5' UTR과 CspA이 동시에 생산되는 것이 5' UTR

만이 과생산되었을 때 보다 우수한 효과를 보이며, 저온 충격 후 3시간 까지 높은 CspA 생산성을 유지하는 것이 이와 같은

효과를 유발시키지는 않는다.

결과의 토의

단백질 합성에 있어서의 저온 충격 반응은 저온 충격 유전자들의 일시적인 발현으로 특징지워진다. 온도가 감소하면

cspA, cspB 및 csdA와 같은 저온 충격 유전자들이 급격하게 유도된다 (3, 9, 10). 그러나, 이러한 발현은 곧 낮은 수준으

로 감소한다. 이와 같은 저온 충격 유전자의 일시적인 발현은 저온 충격으로 인한 세포 성장 지연기와 저온 충격 유전자의

일시적인 발현 기간이 서로 일치하는 것으로 볼 때 저온에 대한 세포 적응에 필수적이라고 생각된다 (7, 8). 본 발명에서는

저온 충격에 의해 cspA mRNA의 5' UTR이 과생산될 때 세포는 다음에 요약한 바와 같이 스트레스에 대하여 적절하게 대

처하지 못한다는 것을 알 수 있었다: (a) 저온 충격 유전자의 발현이 더 이상 일시적이지 않다. (b) 저온 충격 단백질과는

대조적으로 이외의 세포 단백질 합성이 오랫동안 억제된다; 저온 충격 단백질 생산과 이외의 세포 단백질 생산 사이에는

상호 상반된 관계에 있다. (c) 저온 성장으로 관찰된 세포 성장의 일시적인 중단이 계속된다.

이와 같은 결과들을 기초로 하여, 저온 충격 유전자 산물들은 효율적인 번역, 전사 및 복제를 위해서 저온에 대한 세포 적

응에 필수적이다라는 가정이 가능하다. 이와 같은 적응 과정은 저온 충격 단백질 이외의 세포 단백질 합성을 일시적으로
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억제시키며, 이는 세포 성장의 일시적인 중지 혹은 세포 성장 지연 기간을 초래한다. 저온 충격 단백질의 유도 생산이 감소

되거나 또는 다른 세포 단백질의 합성이 이루어지는 수준으로 억제되며, 이로 인하여 정상적인 세포 성장이 개시된다. 현

재 저온 충격 단백질 합성과 이외의 세포 단백질 합성간의 상반된 메카니즘이 알려져 있다. 그러나, 현재 비정상적으로 긴

cspA mRNA의 5' UTR (159개 염기)은 cspA 유전자 뿐만아니라 cspB와 csdA 같은 저온 충격 유전자의 높은 유도 발현

을 억제하는데 중요한 역할을 한다는 것이 입증되었다.

cspA, cspB 및 csdA 모두 비정상적으로 긴 5' UTR을 가진 mRNA를 생산한다 (각각 159, 161, 226 염기). 이 UTR 내에 "

콜드박스(cold box)"라고 명명한 11개 염기로 구성된 유사성이 높은 염기서열이 각 mRNA에서 발견된다. cspA와 cspB

콜드박스 사이에는 2개의 염기서열만이 다르며, cspA와 csdA 콜드박스 사이에는 1개의 염기서열이 다르다. 콜드박스에

서 변하지 않는 염기서열은 도 16과 같이 UGACGUACAGA이다. 콜드박스가 리프레서와 결합하는 자리라고 추측할 수 있

다. 저온 충격 적응 과정중 cspA 생산이 감소함에 따라 cspA mRNA 생산량도 거의 평행을 이루며 감소한다 (17). 이와 같

은 결과는 저온 충격 적응 과정 중 cspA의 억제가 cspA mRNA 양에 비례하며 이는 번역 수준에서 조절되지 않는다는 것

을 의미한다. 추정 저온 충격 유도 리프레서가 저온 충격 mRNA에 흔히 존재하는 콜드박스 서열과 결합하여 이들 유전자

의 전사를 억제하거나 (가설 I ) 혹은 그들 자신의 mRNA를 불안정하게 만든다(가설 Ⅱ)고 가정한다. 도 15의 결과를 보면

cspA 활성화에 필요한 부위는 cspA mRNA의 첫 번째 25개 염기 서열에 위치하여 위의 제안을 뒷받침한다. 게다가 cspA

프로모터 하에서 cspA가 발현될 경우 csdA 5' UTR은 또한 저온에서 cspA 발현을 활성화할 수 있다.

본 발명에서, 리프레서가 콜드박스와 결합하면 이후의 유전자 전사를 방해한다고 제안하였다. 어떠한 방식으로 mRNA에

결합된 리프레서가 cis에서 계속적인 RNA 신장을 방해하는 RNA 중합효소 기능을 억제하는지는 현재까지 알려져 있지 않

다. 추정 리프레서는 저온 충격으로 유도될 수 있어서 리프레서의 세포 내 수준이 어느 정도 이상이 되면 저온 충격 유도

mRNA의 콜드 박스에 결합한다고 생각된다. 그러므로, 콜드 박스를 포함하고 있는 일부 mRNA의 과다 생산은 리프레서를

격리시키며, 결국 저온 충격 유전자의 발현을 활성화한다. 가설 Ⅱ에서 저온 유도 인자 혹은 콜드 박스 서열과 결합하는 리

프레서는 세포 내용물을 감소시키는 저온 충격 mRNA들을 불안정하게 한다. 이는 결국 저온 충격 단백질의 생산 감소를

유발한다.

CspA와 5' UTR의 동시 과생산으로 정상적인 저온 충격 반응이 회복되므로 CspA 자체는 직간접적으로 리프레서 기능에

포함될 것이다. RNA 샤프론으로 작용한다고 생각되는 CspA는 콜드박스나 콜드박스와 관련된 구조물들과 결합할 것이다.

만약 이와같이 작용한다면, mRNA에 결합된 CspA가 어떠한 방식으로 전사를 약화시키거나 혹은 mRNA를 불안정화 하는

지가 의문점이다.

재료 및 방법

대장균 균주와 배양액

대장균 CL83 [recA ara (lac-proAB) rpsL(=strA) f80 lacZ M15] (12)를 모든 실험에 사용하였으며, 공지된 바에 따라

M9-카사미노산 배지에서 배양하였다(13). 순간 표지 실험을 위하여, 메티오닌이 결핍된 아미노산 혼합물이 사용되었다.

각 아미노산의 최종 농도는 50 mg/ml이다.

플라스미드 제조

pJJG02는 pJJG01(3)로부터 다음과 같은 방법을 통하여 제조되었다. HindⅢ와 Xmn I에 의해 절단된 pJJG01로부터 전체

cspA 유전자를 포함한 998개 염기쌍 단편을 얻었다. 이후 이 단편을 DNA 중합효소의 Klenow 단편 (Life Technologies)

으로 처리하고 pUC9의 Sma I 부위로 삽입하였다.

pJJG21은 pJJG02에 cspA의 SD 서열 상위 부위에 Xba I 부위를 만듦으로써 제조되었다:

+138AATTT(A)C(T)TAG(A)AGGTAA+153 (괄호안의 본래의 뉴클레오타이드들은 밑줄친 뉴클레오타이드로 교체되

었다; ref. 1). pJJG81은 pJJG02에 cspA의 전사개시부위 하위 부위에 Xba I 부위를 창출하여 제조되었다;

+1ACGGTTCTAGACGTA+15 (밑줄진 뉴클레오타이드들은 삽입염기를 나타낸다).

pJJG78은 cspA의 상위 부위의 0.6-kb와 lacZ와의 전사적 융합체이다: pJJG21로부터 cspA를 포함하고 있는 1-kb EcoR

I/BamH I 단편을 klenow 효소와 함께 채우고 pUC19의 Sma I 부위속에 접합시킨다. 이후 cspA의 조절 부위 (-457에서

+143)를 포함하는 0.6-kb Xba I 단편이 잘려지고, pKM005 내 Xba I 부위에 정확한 방향으로 접합된다.
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pUC19-600은 pJJG21로부터의 0.6-kb EcoR I/Xba I 단편을 pUC19의 EcoR I/Xba I 부위로 접합하여 제조하였다. 단편

1을 함유한 pJJG81/X, S (도 11)은 pJJG81로부터 0.74-kb Xba I/Sal I 단편을 제거하여 제조하였다. 양쪽 끝 부분은

klenow 단편으로 처리하고 자가접합하였다. 도 11에서 보여지는 이외의 모든 제조물들은 PCR을 이용하여 제조되었다

(Boehringer Mannheim protocol). PCR로 증폭된 단편들은 pUC19의 Sma I 부위로 삽입되었다. 이렇게 제조된 모든

PCR 구조물들은 DNA 염기서열 확인방법으로 확인하였다(15).

p2JTEK는 다음과 같이 제조되었다: 프라이머 3549 5' CGGCATTAAGTAAGCAGTTG3' 와 프라이머 4428 5'

CTGGATCCTTTAATGGTCTGTACGTCAAACCGT3' 에 의한 PCR 제조물을 pUC19의 Sma I 부위로 클론시킨다.

cspA 전사 개시 부위가 +1로 정의되어 있으므로 PCR 제조물은 -146에서 +25까지를 포함한다. 이후 cspA의 전사 종결

자를 프라이머 6290 5' CGGAATTCAGCCTGTAATCTCT3' 과 프라이머 4860 5'

CTGTCGACTTACTTACGGCGTTGC3'을 이용한 PCR을 통하여 증폭시킨다. PCR 제조물은 이후 EcoR I 으로 잘려진

후 EcoR I과 Ssp I에 의해 잘려진 위의 플라스미드로 클론된다. pBluescript Ⅱ SK로부터 잘려진 52-염기쌍의 kpn I과

EcoR I 단편은 EcoR I과 Kpn I 부위로 클론된다. 모든 PCR 제조물들은 DNA 염기서열 확인 방법을 통하여 확인되었다

(15).

p6mTEK는 첫 번째 PCR에서 다른 프라이머를 사용한다는 것 이외에는 p2JTEK와 같은 방법으로 제조된다: 프라이머

3552 5' GACAGGATTAAAAATCGAG 3' 과 프라이머 6196 5' AACCGTTGATGTGCA. 이렇게 제조된 PCR 제조물은

cspA 전사 개시 부위를 +1로 정의하였으므로 -278에서 +6까지의 cspA를 포함한다. 모든 PCR 제조물들은 DNA 염기서

열 확인 방법을 통하여 확인되었다 (15).

순간 표지 실험은 앞서 기술한대로 수행되었다 (6). 단백질은 폴리아클릴아마이드 SDS-젤 전기영동(5) 이나 이차원 전기

영동 (6)으로 분석하였다.

프라이머 확장 실험에 사용된 프라이머

프라이머 3550 [5' -TAATTAAGTGTGCCTTTCGG-3' ]은 +1로 정의된 cspA 전사 개시 부위를 가진 +143에서

+124 nt까지의 염기서열에 해당한다 (Goldstein et al. 1990).

프라이머 3551 [5' -TTTAGAGCCATCGTCAGGAG-3' ]은 +243에서 +224 nt이다. 반대 프라이머 [5' -

TTCACACAGGAAACAGCTAT-3' ]은 pUC9의 468에서 487 nt에 해당하는 염기서열이다 (19). 프라이머는 앞서 기술

한대로 T4 키나아제 (Life Technologies)를 가진 [g-32P]ATP에 의해 5' 말단에 표지된다 (6). RNA는 앞서 기술된 방법

에 따라 추출하였다 (6).

도 1에서 도 8은 상기에서 설명하였다.

도 9는 (A) 600-염기쌍 cspA 상위부위와 lacZ 유전자의 전사적 융합체를 포함하는 pJJG78의 유전자지도이다. pJJG78

제조물은 재료 및 방법에서 기술하였다. 600-염기쌍 cspA 상위부위는 cspA의 -457에서 +143 염기 서열에 해당한다.

(B) cspA의 600-염기쌍 상위부위의 효과. 순간 표지 실험을 재료 및 방법에서 기술한대로 수행하였다. 세포 배양액은 대

수기 중간에 37℃에서 15℃로 온도를 변경시켰다(80 Klett unit). 순간 표지를 수행한 시간은 각 레인의 위에 나타내었다.

각 시간대에서 같은 양의 배양액 (0.25 ml)을 사용하였으며, 37℃에서는 5분, 15℃에서는 15분 동안 순간 표지를 수행하

였다. CspA, 베타갈락토시다아제 및 CsdA (단백질 X)의 위치는 화살표로 나타내었다. 레인 1에서 3은 숙주세포 CL83; 레

인 4에서 6은 pKM005를 보유한 CL83; 레인 7에서 9는 pJJG78을 보유한 CL83이다. CspA 아래에 보이는 띠는 주요 외부

세포막 지질단백질로 밝혀졌다 (레인 1, 3, 4, 6 및 7).

도 10에서 pJJG78을 보유한 CL83 혹은 pUC19-600을 보유한 CL83 균주로 재료 및 방법에서 기술된대로 순간 표지 실험

을 수행하였다. 실험한 제조물과 순간 표지한 시간은 레인의 위에 나타내었다. CspA와 단백질 X (CsdA)는 화살표로 나타

내었다. 레인 1에서 6은 CL83 세포; 레인 7에서 12는 pJJG78을 보유한 CL83; 레인 13에서 18은 pUC19-600을 보유한

CL83 세포이다.

도 11에서 전체 길이의 600-염기쌍 cspA 상위부위가 제일 윗부분에 있다. 각 단편의 5' -과 3' -말단 위치는 각 막대 위에

있다. 저온 충격 적응 과정중에 cspA 발현을 활성화하는 능력은 온도를 변경한 후 3 시간째의 CspA 생산으로 판단하여 +

또는 -로 표시하였다. 검은색 막대는 염색체 cspA 유전자를 활성화할 수 있는 클론을 의미하며 흰색 막대는 cspA를 활성

화하지 못한다.
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도 12에서 각 제조물들의 이름은 각 레인의 제일 윗부분에 있다. 두 개의 서로 다른 프라이머 (프라이머 3550과 3551)들

은 같은 양의 전체 세포 RNA를 사용하여 프라이머 확장에 각각 사용되었다. 각 레인에 동일한 부피의 두 반응물을 섞고, 7

M urea-6% 폴리아크릴아마이드 젤에서 분리한다. 기대된 확장 물질은 프라이머 수에 의해 나타난다.

도 13에서 (A) pJJG81/X, S를 이용한 단편 1 (도 3)내 cspA 프로모터로부터의 전사물 검출. 프라이머 확장 실험은 재료

및 방법에서 기술한대로 수행하였다. pUC19로부터의 역 프라이머는 단편 1내의 cspA 프로모터로부터 전사된 전사물을

검출하는데 이용되었다. 저온 충격 후 경과된 시간은 레인 맨 위에 표시하였다. (B) 저온 충격 처리 후 (37℃에서 15℃)

pJJG81/X, S를 보유한 CL83 세포 단백질 합성의 SDS-PAGE 분석. 순간 표지 실험은 재료 및 방법에 기술되어 있다. 순간

표지된 시간은 레인의 상부에 표시되어 있다. CspA와 단백질 X (CsdA)는 화살표로 표시하였다.

도 14에서 순간 표지 실험과 이차원 전기영동은 재료 및 방법에 기술된대로 수행하였다. A, C, 및 E는 각각 37℃, 15℃에

서 1시간, 15℃에서 3시간 동안 pJJG21/X, S를 보유한 CL83 세포의 단백질 발현 경향을 나타낸다. B, D, 및 F는 각각

37℃, 15℃에서 1시간, 15℃에서 3시간 동안 pJJG81/X, S를 보유한 CL83 세포의 단백질 발현 경향을 나타낸다. 저온 충

격 단백질들은 화살표로 나타내었다. 화살표 1은 CspA; 화살표 2는 CspB; 화살표 3은 CspB; 화살표 4는 CsdA를 나타낸

다.

도 15에서 pUC19와 pJJG02를 보유한 CL83 세포를 37℃ (레인 1과 4), 15℃에서 1시간 (레인 2와 5), 15℃에서 3시간

(레인 3과 6)동안 순간표지 하였으며, 재료 및 방법에 기술된 SDS-폴리아크릴아마이드 젤 전기영동으로 분석하였다.

CspA와 단백질 X (CsdA)는 화살표로 나타내었다.

도 16에서 pUC19(레인 1), p6mTEK(레인 2), 및 p2JTEK(레인 3)을 보유한 CL83 세포를 15℃에서 3시간 동안 순간 표

지하였다. 표지된 전체 세포 추출물은 이후 SDS-폴리아크릴아마이드 젤 전기영동으로 분석되었다. CspA와 단백질 X

(CsdA)는 화살표로 나타내었다.

도 17에서 11개 염기서열이 높은 유사성을 보이는 부위를 "콜드박스"라고 부른다. 콜드박스 염기서열은 하단에 나와있다.

동일한 염기들은 수평선으로 연결되어 있다.

여기에서 인용된 모든 문헌들은 다음의 참고문헌란에 실려있다.

앞선 설명에서, 많은 변경과 수정 및 교체 등은 정신이나 범위 그 자체를 벗어나지 않는 한 발명을 위한 연습은 가능하다.

그것은 그와 같은 변경, 수정 및 교체 등이 권한 범위에 포함되는 것을 의미한다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

개시코돈과 개시코돈의 3' 방향으로 박테리아 16S rRNA의 안티하위박스 (anti-downstream box)에 상보적인 하위박스

(downstream box) 뉴클레오타이드 서열을 포함하며 cspA, cspB 및 csdA로 이루어진 군에서 선택되는 저온 충격 단백질

의 mRNA를 박테리아에서 그 생리학적 성장 온도 이하의 온도에서 과발현시키고, 상기 저온 충격 단백질의 mRNA를 안티

하위박스에 어닐링시켜 16S rRNA를 결합시킴으로써 박테리아의 다른 mRNA의 번역을 억제시키는 것을 포함하는 단백질

번역을 억제하는 방법.

청구항 2.

제 1항에 있어서, 과발현이 mRNA를 전사하는 DNA 서열을 포함하는 운반체(vehicle)로 박테리아를 형질전환시킴으로서

이루어지는 방법.

청구항 3.

제 2항에 있어서, DNA가 mRNA 전사 서열의 5' 방향에 프로모터 서열을 포함하는 방법.

청구항 4.

제 1항에 있어서, 개시코돈이 AUG, GUG 및 UUG로 이루어진 그룹중에서 선택되는 방법.

청구항 5.

제 1항에 있어서, 하위박스(downstream box) 서열이 개시코돈과 중복되는 방법.

청구항 6.

제 1항에 있어서, 하위박스가 개시코돈의 3' 말단으로부터 0 내지 30개 뉴클레오타이드 거리를 두고 개시코돈의 3' 방향에

위치하는 방법.

청구항 7.

제 6항에 있어서, 거리가 9 내지 15개 뉴클레오타이드 거리인 방법.

청구항 8.

제 1항에 있어서, 하위박스가 6 내지 20개 뉴클레오타이드길이인 방법.
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청구항 9.

제 8항에 있어서, 하위박스가 8 내지 14개 뉴클레오타이드 길이인 방법.

청구항 10.

제 1항에 있어서, 박테리아가 대장균인 방법.

청구항 11.

제 1항에 있어서, mRNA가 개시코돈의 5' 방향 비번역부위를 포함하는 방법.

청구항 12.

제 1항에 있어서, 비번역부위가 샤인-달가노(Shine-Dalgarno) 부위를 포함하는 방법.

청구항 13.

제 1항에 있어서, mRNA가 하위박스의 3' 방향에 폴리펩타이드를 코딩하는 서열을 포함하는 방법.

청구항 14.
삭제

청구항 15.
삭제

청구항 16.

개시코돈과 개시코돈의 3' 방향으로 박테리아 16S rRNA의 안티하위박스에 적어도 일부분이 상보적이며

AUGACUGGUAUCGU, AUGACUGGUUUCGU, AUGACUGGUUUAGU, AUGAGUUAUGUAGA 및

AUGGCGAAAAGAAU로 이루어진 군에서 선택되는 염기서열을 갖는 하위박스 뉴클레오타이드 서열을 포함하며, 단리된

RNA 구조물이거나 또는 단리된 DNA 구조물로부터 전사되고, 저온 충격 단백질의 mRNA로부터 유래된 올리고뉴클레오

타이드 RNA 구조물.

청구항 17.

제 16항에 있어서, 개시코돈이 AUG, GUG, 및 UUG로 이루어진 그룹중에서 선택되는 RNA 구조물.

청구항 18.

제 16항에 있어서, 하위박스 서열이 개시 코돈과 중복되는 RNA 구조물.

청구항 19.
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제 16항에 있어서, 하위박스가 개시코돈의 3' 말단으로부터 0 내지 30개 뉴클레오타이드 거리를 두고 개시코돈의 3' 방향

에 위치하는 RNA 구조물.

청구항 20.

제 19항에 있어서, 거리가 9 내지 15개 뉴클레오타이드 거리인 RNA 구조물.

청구항 21.

제 20항에 있어서, 거리가 12개 뉴클레오타이드 거리인 RNA 구조물.

청구항 22.

제 16항에 있어서, 하위박스가 6 내지 20개 뉴클레오타이드로 이루어진 RNA 구조물.

청구항 23.
삭제

청구항 24.
삭제

청구항 25.

개시코돈과 개시코돈의 3' 방향으로 박테리아 16S rRNA의 안티하위박스에 적어도 일부분이 상보적이며

AUGACUGGUAUCGU, AUGACUGGUUUCGU, AUGACUGGUUUAGU, AUGAGUUAUGUAGA 및

AUGGCGAAAAGAAU로 이루어진 군에서 선택되는 염기서열을 갖는 하위박스 뉴클레오타이드 서열을 포함하고, 저온 충

격 단백질의 mRNA로부터 유래된 mRNA를 전사하는 단리된 올리고뉴클레오타이드 DNA 구조물.

청구항 26.

제 25항에 있어서, 개시코돈의 5' 방향 프로모터 요소를 추가로 포함하는 단리된 DNA 구조물.

청구항 27.

제 25항에 있어서, 개시코돈이 AUC, GUG 및 UUG로 이루어진 그룹중에서 선택되는 단리된 DNA 구조물.

청구항 28.

제 25항에 있어서, 하위박스 서열이 개시 코돈과 중복되는 단리된 DNA 구조물.

청구항 29.
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제 25항에 있어서, 하위박스가 개시코돈의 3' 말단으로부터 0 내지 30개 뉴클레오타이드 거리를 두고 개시코돈의 3' 방향

에 위치하는 단리된 DNA 구조물.

청구항 30.

제 29항에 있어서, 거리가 9 내지 15개 뉴클레오타이드 거리인 단리된 DNA 구조물.

청구항 31.

제 30항에 있어서, 거리가 12개 뉴클레오타이드 거리인 단리된 DNA 구조물.

청구항 32.

제 25항에 있어서, 하위박스가 6 내지 20개 뉴클레오타이드 거리인 단리된 DNA 구조물.

청구항 33.

제 25항에 있어서, 개시코돈의 5' 방향으로 샤인-달가노 서열을 포함하는 단리된 DNA 구조물.

청구항 34.

개시코돈과 개시코돈의 3' 방향으로 박테리아의 16S rRNA의 안티하위박스에 적어도 일부분이 상보적이며

AUGACUGGUAUCGU, AUGACUGGUUUCGU, AUGACUGGUUUAGU, AUGAGUUAUGUAGA 및

AUGGCGAAAAGAAU로 이루어진 군에서 선택되는 염기서열을 갖는 하위박스 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 저온 충

격 단백질의 mRNA로부터 유래된 mRNA를 코딩하는 DNA 서열에 작동가능하게 연결된 DNA 프로모터 서열을 함유하는

복제 운반체(replication vehicle).

청구항 35.

제 34항의 운반체에 의해 형질전환된 박테리아.

청구항 36.

cspA, cspB 및 csdA로 구성된 저온 충격 단백질(cold-shock protein) 그룹 중의 하나로부터 유래된 5' 방향 비번역부위

의 일부 또는 전부; 상기 5' 방향 비번역부위의 하위(downstream)에 위치하는 저온 충격 단백질의 mRNA로부터 유래된

하위박스; 및 상기 하위박스의 하위에 위치하는 이질성 목적 단백질을 코딩하는 서열을 갖는 mRNA를 과생산하도록 박테

리아를 형질전환시키고, 상기 박테리아의 저온 충격 반응을 유발시키는 환경 또는 성장 조건에 상기 형질전환 박테리아를

적응시키는 것을 포함하는 박테리아에서 이질성 목적 단백질을 생산하는 방법.

청구항 37.
삭제

청구항 38.
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제 36항에 있어서, 5' 방향 비번역부위가 저온 충격 단백질의 전체 프로모터 서열을 포함하는 방법.

청구항 39.

제 36항에 있어서, CspA를 과생산하도록 박테리아를 형질전환시키는 것을 추가로 포함하는 방법.

청구항 40.

제 39항에 있어서, CspA의 과생산이 5' 방향 비번역부위의 과생산 효과를 일부 상쇄시키기 위한 방법.

청구항 41.
삭제

청구항 42.

cspA, cspB 및 csdA로 이루어진 군에서 선택되는 저온 충격 단백질의 mRNA로부터 유래된 하위박스를 코딩하는 유전자

로 박테리아를 형질전환시키고, 상기 박테리아의 저온 충격 반응을 유발하는 환경 또는 성장 조건하에서 박테리아로부터

단백질을 제조하는 방법.

청구항 43.

박테리아의 저온 충격 반응을 유발시키는 환경 또는 성장 조건하에 박테리아에서 이질성 유전자의 지속적인 발현을 유도

하고, 내인성 박테리아 단백질의 합성을 차단하며, 프로모터 부위; cspA, cspB 및 csdA로 이루어진 군에서 선택되는 저온

충격 유도 유전자의 5' 방향 비번역부위(UTR)의 적어도 일부; AUGACUGGUAUCGU, AUGACUGGUUUCGU,

AUGACUGGUUUAGU, AUGAGUUAUGUAGA 및 AUGGCGAAAAGAAU로 이루어진 군에서 선택되는 염기서열을 갖

는 하위박스 뉴클레오타이드 서열; 및 이질성 유전자를 포함하는 단리된 DNA 구조물.

청구항 44.

제 43항에 있어서, 박테리아가 약 15℃ 이하의 온도에 노출되어 저온 충격을 받은 것인 단리된 DNA 구조물.

청구항 45.
삭제

청구항 46.
삭제

청구항 47.
삭제

청구항 48.

제 43항에 있어서, 상기 5' UTR이 cspA인 것인 단리된 DNA 구조물.
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청구항 49.

제 48항에 있어서, cspA의 -457에서 +143 뉴클레오타이드를 포함하는 단리된 DNA 구조물.

청구항 50.

제 48항에서, cspA의 -271에서 +143 뉴클레오타이드를 포함하는 단리된 DNA 구조물.

청구항 51.

제 48항에 있어서, cspA의 -145에서 +143 뉴클레오타이드를 포함하는 단리된 DNA 구조물.

청구항 52.

제 48항에 있어서, cspA의 -91에서 +143 뉴클레오타이드를 포함하는 단리된 DNA 구조물.

청구항 53.

제 48항에 있어서, cspA의 -67에서 +143 뉴클레오타이드를 포함하는 단리된 DNA 구조물.

청구항 54.

제 43항에 있어서, 상기 5' UTR이 cspB인 것인 단리된 DNA 구조물.

청구항 55.

제 43항에 있어서, 상기 5' UTR이 csdA인 것인 단리된 DNA 구조물.
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