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본  발명은  클로스트리디움  셀룰로보란스  (Clostridium  cellulovorans)에  있는  엔도글루카나아제

(endoglucanase)에 관한 것이다. 본 발명의 엔도글루카나아제는 우수한 엔도글루카나제 활성을 가지고, 특히

본 발명의 엔도글루카나아제는 전진적인 엔도글루카나아제로써 (processive endoglucanase) 결정화된 셀룰로오

스 분해에 탁월한 능력을 지니고 있다.  이를 통해 본 발명의 엔도글루카나아제는 목질계 바이오매스로부터 바

이오 연료 제조를 위한 당화 공정 및 직물 처리공정에 있어서 응용이 가능하다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

서열번호 1에 기재된 아미노산 서열을 가지는 클로스트리디움 셀룰로보란스 (Clostridium cellulovorans)에서

분리된 전진적인 엔도글루카나아제(endoglucanase).

청구항 2 

제 1항의 효소를 코딩하는 유전자.

청구항 3 

제 2항에 있어서, 상기 유전자는 서열번호 2에 기재된 염기서열을 가지는 것을 특징으로 하는 유전자.

청구항 4 

클로스트리디움 셀룰로보란스으로부터 유래한 제 2항 또는 제3항의 유전자를 함유한 재조합 벡터. 

청구항 5 

제 4항에 있어서 상기 벡터는 도 4에 기재된 개열지도를 갖는 재조합 벡터. 

청구항 6 

제 4항 또는 제5항의 벡터로 형질전환된 형질전환체. 

청구항 7 

제 1항의 효소를 목질계 바이오매스에 처리하는 단계를 포함하는 목질계 바이오매스 분해 방법.

청구항 8 

제 1항의 효소를 목질계 바이오매스에 처리하는 단계를 포함하는 목질계 바이오매스 당 전환 방법.

청구항 9 

제 1항의 효소를 유효성분으로 포함하는 목질계 바이오매스 분해용 조성물.

청구항 10 

제 1항의 효소를 유효성분으로 포함하는 목질계 바이오매스 당 전환용 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 혐기성 셀룰로좀 형성 세균인 클로스트리디움 셀룰로보란스로부터 분리해낸 엔도글루카나아제를 코[0001]

딩하는 핵산 분자, 상기 핵산분자를 포함하는 벡터 및 목질계 바이오 매스 분해를 위한 활용에 관한 방법에

관한 것이다.

배 경 기 술

최근, 화석연료의 과다 사용으로 인한 연료 고갈 및 지구 온난화와 기상 이변으로 대표되는 환경오염에 대한[0002]

우려로 인하여 재생 가능한 에너지에 대한 관심이 모아지고 있다. 이에 대체에너지중 하나인 바이오 에너지는

기존에 사용하지 않던 비식용 식물자원을 이용하여 바이오 에탄올, 부탄올, 디젤과 같은 바이오 연료를 만드

는 것에 목표를 둔다. 식물자원 바이오매스는 셀룰로오스와 헤미셀룰로오스, 리그닌등으로 구성되어 각각 특

이한 분해효소가 있어야만 분해가 가능하다.
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목질계 섬유소는 식물의 세포벽의 구성 성분이며 셀룰로우즈와 헤미셀룰로우즈의 복합체로 이루어져 있다. 셀[0003]

룰로우즈는  -1,4-glucose  복합체이며  자연상태에서  가장  풍부한  재생가능한  물질이다  (Reiter  et  al.

Biosynthesis and properties of the plant cell wall. Curr Opin Plant Biol 5 (2002) 536-42). 비록 화학적

구성은 단순하지만 효율적으로 셀룰로우즈를 분해하기 위해서는 여러개의 다른 효소들의 작용이 필요 하다

(Ximenes et al. Hemicellulases and biotechnology. Recent Res Develop Microbiol 2 (1998) 165-176). 헤미

셀룰로우즈에는 β-1.4-xylose 인 자일란과 β-1,4-glucose,mannose인 글루코만난 등이 있다. 대부분의 셀룰

로우즈를  분해  할수  있는  혐기성  미생물들은  셀룰로좀이라는  효소복합체를  형성한다  (  Roy  H.  Doi,  The

Clostridium cellulovorans cellulosome: An enzyme complex with plant cell wall degrading activity. The

Chemical Record 1(2001) 24-32). 셀룰로좀은 결정형 셀룰로우즈나 자일란, 만난, 펙틴과 같은 다양한 기질에

대하여 작용하고 셀룰로좀 형성 효소들과 지지체 단백질로 이루어져 있다. 셀룰로좀의 형성은 하나의 셀룰로

좀 형성 효소의 도커린 도메인과 지지체 단백질의 여러개의 코히신 도메인중 하나의 결합으로 이루어진다. 모

든 셀룰로좀 형성 효소들은 도커린 도메인을 가지고 있고 도커린 도메인이 없는 효소들은 비 셀룰로좀 형성

효소이다  (Bayer  et  al.  The  cellulosome:  multienzyme  machines  for  degradation  of  plant  cell  wall

polysaccharides. Annual Review of Microbiol 58 (2004) 521-554).

글리코실 하이드롤라아제(glycosyl hydrolase) 패밀리 (family) 9에 속하는 효소들은 대부분 엔도글루카나아[0004]

제 분해활성을 가지고 있다. 그 중 subfamily theme B에 속하는 효소들은 전진적인 엔도글루카나아제 활성을

가지고 있고 고유의 염기서열을 보유하고 있다 (Gilad et al. CelI, a noncellulosomal family 9 enzyme from

Clostridium  thermocellum,  is  a  processive  endoglucanase  that  degrades  crystalline  cellulose.  J

Bacteriol 185 (2003) 391-398).

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기의 필요성에 의하여 안출되 것으로서 본 발명의 목적은 목질계 바이오매스 분해를 효과적으로[0005]

분해하는 효소를 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 목질계 바이오매스 분해를 효과적으로 분해하는 핵산 분자를 제공하는 것이다.[0006]

본 발명의 또 다른 목적은 목질계 바이오매스 분해를 효과적으로 분해하는 재조합 벡터를 제공하는 것이다.[0007]

본 발명의 또 다른 목적은 목질계 바이오매스 분해를 효과적으로 분해하는 형질전환체를 제공하는 것이다.[0008]

본 발명의 또 다른 목적은 결정성 셀룰로오스를 분해할 수 있는 수단을 제공하는 것이다.[0009]

과제의 해결 수단

상기의 목적을 달성하기 위하여 본 발명은 서열번호 1에 기재된 아미노산 서열을 가지는 클로스트리디움 셀룰[0010]

로보란스 (Clostridium cellulovorans)에서 분리된 전진적인 엔도글루카나아제(endoglucanase)를 제공한다.

본 발명에서 '전진적인 엔도글루카나아제'란 셀룰로오스 체인을 순차적으로 분해할수 있는 엔도글루카나아제[0011]

를 의미한다. 도 9에서 도시한 바와 같이, 이러한 전진적인 엔도글루카나아제는 엔도-타입의 활성 뿐만 아니

라 전진적인(processive)한 특성을 가지는 엑소-타입의 활성도 가지고 있기 때문에 '전지적인 엔도글루카나아

제'라고  불리운다(A.I.  Chiriac  et  al.  Engineering  a  family  9  processive  endoglucanase  from

Paenibacillus  barcinonensis  displaying  a  novel  architecture,  Appl  Microbiol  Biotechnol,  86  (2010)

1125-1134).

또 본 발명은 상기 본 발명의 효소를 코딩하는 유전자를 제공한다.[0012]

본 발명의 일 구현예에 있어서, 상기 유전자는 서열번호 2에 기재된 염기서열을 가지는 것이 바람직하나,유전[0013]

자 코드의 디제너러시를 고려하여 상기 서열번호 2에 기재된 염기서열과 80%의 상동성, 바람직하게는 85%의

상동성, 더욱 바람직하게는 90%의 상동성, 가장 바람직하게는 95%의 상동성을 가지는 유전자도 본 발명의 엔

도글루카나아제 유전자에 포함된다.

또 본 발명은 클로스트리디움 셀룰로보란스으로부터 유래한 상기 본 발명의 유전자를 함유한 재조합 벡터 pET[0014]
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22b-endoglucananse를 제공한다. 

본 발명의 일 구현예에 있어서 상기 벡터는 도 4에 기재된 개열지도를 갖는 것이 바람직하나 이에 한정되지[0015]

아니한다.

또 본 발명은 상기 본 발명의 벡터로 형질전환된 형질전환체를 제공한다.[0016]

또한 본 발명은 상기 본 발명의 효소를 목질계 바이오매스에 처리하는 단계를 포함하는 목질계 바이오매스 분[0017]

해 방법을 제공한다.

또한 본 발명은 상기 본 발명의 효소를 목질계 바이오매스에 처리하는 단계를 포함하는 목질계 바이오매스 당[0018]

전환 방법을 제공한다.

또 본 발명은 상기 본 발명의 효소를 유효성분으로 포함하는 목질계 바이오매스 분해용 조성물을 제공한다.[0019]

또  본  발명은  상기  본  발명의  효소를  유효성분으로  포함하는  목질계  바이오매스  당  전환용  조성물을[0020]

제공한다.

이하 본 발명을 설명한다.[0021]

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 핵산 또는 아미노산 서열을 포함하는 클로스트리디움 셀룰로보란스로[0022]

부터 분리된 엔도글루카나아제를 제공한다. 

본 발명자들은 복질계 바이오매스로부터 바이오 연료 제조를 위한 당 변환공정에 필요한 엔도글루카나아제를[0023]

개발하고자 예의 연구 노력하였다. 그 결과, 중온 혐기성, 셀룰로좀 형성균으로부터 공지된 엔도글루카나아제

아미노산 서열과 상동성을 갖는 신규 유전자를 클로닝한 후 이 클로딩된 유전자를 이콜라이에 발현시켜 만난

아제 활성을 실험적으로 확인함으로써 본 발명을 완성하였다.

본 발명의 셀룰라아제는 클로스트리디움 셀룰로보란스로부터 분리된 엔도글루카나아제의 서열 상동성에 기초[0024]

하여 분리된 신규 효소이다.

본 반명의 명세서에서 용어 엔도글루카나아제(endoglucanase)는 셀룰로오스에서 β-D-글리코시딕 결합을 가수[0025]

분해하여 포도당 (glucose, 글루코오스)의 생성을 촉매하는 효소를 의미하며, 효소 엔도-베타-1,4글루카나아

제(endo--1,4-glucanase, EC 3.2.1.4, endoglucanase)를 포함하는 의미이다. 본 발명에서 상기 클로스트리디

움 셀룰로보란스 (Clostridium cellulovorans)는 셀룰로좀 형성균의 일종으로서 결정성 셀룰로오스나 자일란,

펙틴 등의 가수분해능이있고, Avicel이 탄소원으로 제공될 때 엔도글루카나아제를 생성하는 것으로 알려져 있

다  (Cho  et  al.   Cellulosomic  profiling  produced  by  Clostridium  cellulovorans  during  growth  on

different carbon sources explored by the cohesin marker.J Biotechnol 45 (2010) 233-239).

본 발명의 신규 엔도글루카나아제는 공지된 핵산 서열에 기초하여 제작된 올리고-뉴클레오타이드를 프라이머[0026]

(primer)로  사용하고 클로스트리디움 셀룰로보란스에서 추출한 DNA를 주형으로 하여 PCR(polymerase  chain

reaction)방법에  의해  증폭하였다.  본  발명의  엔도글루카나아제는  글리코실  하이드롤라아제  (Glycosyl

hydrolase)의 패밀리(family) 9 계열에 속하는 클로스트리디움 셀룰로보란스의 엔도글루카나아제 H와 서열 유

사성 (sequence similarity) (72%) 보였으며, 엔도글루카나아제 활성을 나타내었다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 클로스트리디움 셀룰로보란스로부터 분리된 엔도글루카나아제를 코[0027]

딩하는 핵산 분자를 제공한다.

본 발명의 클로스트리디움 셀룰로보란스로부터 분리된 엔도글루카나아제를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은[0028]

첨부한 도면 2에 도시된 뉴클레오타이드 서열에 한정되지 않는다는 것은 당업자에게 명확하다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 클로스트리디움 셀룰로보란스로부터 분리된 엔도글루카나아제를 코딩하는[0029]

핵산 분자를 포함하는 벡터를 제공한다.

본 발명의 벡터는 전형적으로 클로닝을 이용한 벡터 또는 발현을 위한 벡터로서 구축될 수 있다. 바람직하게[0030]

는, 본 발명의 벡터는 재조합 펩타이드 또는 단백질을 발현시키기 위한 벡터이다. 또한, 본 발명의 벡터는 발

현 벡터이고, 원핵세포 또는 진핵세포를 숙주세포로 하여 구축될 수 있다.

한편, 본 발명의 벡터는 선택표지로서, 당업계에서 통상적으로 이용되는 항생제 내영 유전자를 포함하며, 예[0031]

를 들어 암피실린, 겐타마이신, 카베니실린, 클로람페니콜, 스트렙토마이신, 카나마이신, 게네티신, 네오마이

신 및 테트라사이클린에 대한 내성 유전자가 있다.

공개특허 10-2012-0098245

- 5 -



본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상술한 엔도글루카나아제를 코딩하는 핵산 분자를 포함하는 벡터로[0032]

형질전환된 형질전환체를 제공한다.

본 발명의 벡터를 안정되면서 연속적으로 클로닝 및 발현시킬 수 있는 숙주 세포는 당업계에 공지된 어떠한[0033]

숙주 세포도 이용할 수 있으며, 예컨대, E. coli JM109, E. coli BL21(DE3), E. coli DH5, E. coli RR1, E.

coli LE392, E. coli B, E. coli X 1776, E. coli W3110, 바실러스 서브틸리스, 바실러스 츄린겐시스와 같은

바실러스 속 균주, 그리고 살모넬라 티피무리움, 세라티아 마르세슨스 및 다양한 슈도모나스 종과 같은 장내

균과 균주 등이 있다.

또한,  본  발명의  벡터를  진핵  세포에  형질전환시키는  경우에는  숙주  세포로서,  효모(Saccharomyce[0034]

cerevisiae)등이 이용될 수 있다.

본 발명의 상술한 클로스트리디움 셀룰로보란스로부터 분리된 엔도글루카나아제를 코딩하는 핵산 분자를 포함[0035]

하는 벡터를 대장균에 형질전환한 형질 전환체를 개발하여 이를 대한민국 서울시 서대문구 홍제1동 유림빌딩

소재 한국미생물보존센터(KCCM)에 2011년 1월 7일 E.coli BL 21(DE3) pET22b-EngZ 기탁번호 KCCM11162P로 기

탁하였다.

본 발명의 다른 양태에 따르면 클로스트리디움 셀룰로보란스로부터 분리된 엔도글루카나아제를 이용하여 결정[0036]

성 셀룰로오스를 분해 또는 분해하는데 기여하는 것에 제공될 수 있다.

본 발명으로 목질계 섬유소를 에너지원으로 이용한 바이오연료 생산에 효율적인 방법을 제공할 것이다.[0037]

이하 본 발명을 설명한다.[0038]

 본 발명은 신규 엔도글루카나아제를 기존에 발명한 코히슨 마커를 통하여 분리, 선별하였고 (도면 1 참조),[0039]

이를 이 콜라이(Escherichia coli)에 클로닝하여 발현시켰다. 또한 엔도글루카나아제 활성을 분석하였고 기질

에 대한 특이성도 확인하였다. 본 발명의 엔도글루카나아제는 전진적인 엔도글루카나아제와 염기서열 상이성

이 있고, 결정성 셀룰로오스에 활성을 보이는 바, 전진적인 엔도글루카나아제 여부를 판단하기 위해 환원당의

분배에 관한 실험을 통해 확인하였다 (도면 8 참조). 

이에, 본 발명자들은 신규 엔도글루카나아제를 이용하여 셀룰로오스를 효과적으로 분해할 수 있음을 확인하였[0040]

고 특히 결정성 셀룰로오스를 분해하는데 우수한 효과를 확인하여, 본 발명을 완성하였다.

발명의 효과

본 발명은 중온 혐기성, 셀룰로좀 형성균의 일종인 클로스트리드움 셀룰로보란스로부터 분리된 신규의 엔도글[0041]

루카나아제에 관한 것이다. 본 발명의 만난아제는 우수한 만난아제 활성을 갖으며 만난을 포함한 목질계 바이

오매스로부터 바이오 연료 제조를 위한 당 변환 공정이나 직물 처리공정에 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 클로스트리디움 셀룰로보란스의 셀룰로좀 형성효소인 엔도글루카나아제를 코히신 마커를 통하여 분리[0042]

동정하는 그림이며;

도 2는 클로스트리디움 셀룰로보란스의 엔도글루카나아제를 코딩하는 핵산의 뉴클레오타이드 서열이며;

도 3은 클로스트리디움 셀룰로보란스의 엔도글루카나아제를 코딩하는 아미노산 서열이며;

도 4는 클로스트리디움 셀룰로보란스의 엔도글루카나제를 pET 22b 벡터에 삽입킨 pET 22b-endoglucananse 모

식도이며;

도 5는 클로스트리디움 셀룰로보란스의 엔도글루카나제를 이콜라이에 발현시켜 정제한 것과 자이모그람을 통

해 엔도글루카나제 활성을 확인한 그림이며;

도 6는 클로스트리디움 셀룰로보란스의 엔도글루카나제의 효소활성을 나타내는 표이며;

도 7은 클로스트리디움 셀룰로보란스의 엔도글루카나제의 기질분석을 위해 TLC(Thin layer chromatograhpy)를

수행한 그림이며;

도  8은  본  발명의  엔도글루카나아제가  전진적인  엔도글루카나아제임을  확인하기  위하여  수용성

환원당(검정색)과 비수용성 환원당(흰색)의 비율을 확인하는 실험이다. 8a는 본 발명의  전진적인 엔도글루카
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나아제를 처리한 경우, 8b는 통상의 엔도글루카나아제를 처리한 경우를 나타낸다.

도 9는 전진적인 엔도글루카나아제와  통상의 엔도글루카나아제의 작용 차이를 도식적으로 그린 그림.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체[0043]

적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다

는 것은 당업게에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예 1:클로스트리디움 셀룰로보란스 셀룰로좀 형성효소 탐색[0044]

기존의  코히신  마커(Cho  et  al.  Cellulosomic  profiling  produced  by  Clostridium  cellulovorans  during[0045]

growth on different carbon sources explored by the cohesin marker.J Biotechnol 45 (2010) 233-239)를 통

하여 확인한 단백질 서열(SQIDYALGSTGR)을 클로스트리디움 셀룰로보란스 지놈서열에서 상이한 핵산을 탐지하

였고 도 1에 도시하였다. 

실시예 2:유전자 증폭 및 클로닝[0046]

추정의 엔도글루카나아제 (endoglucanase)를 코딩하는 DNA의 증폭은 도시된 도 4를 참고로 하여 정방향 프라[0047]

이머 (Forward  primer)  5'GAATTCTATGAAAAAATTAGGTTCTATCTTAGCTAG-3'(서열번호 3)의 5'에는 제한효소 EcoRI,

역방향프라이머 (Reverse primer) 5'CTCGAGGAAACTAGTTATTTG-3'(서열번호 4)의 5'에는 제한효소 Xho1 인식 서

열이 삽입되도록 프라이머를 디자인하여 합성하였다. 이후 상기 합성된 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하였

다.

실시예 3:엔도글루카나아제 유전자 클로닝, 발현 및 정제[0048]

증폭산물을 0.8%  아가로즈 겔  상에서 전기 영동하였고 아가로즈 겔 상의 DNA  절편은 gel  extraction  kit[0049]

(GeneAll, Korea)를 사용하여 회수하였다. 이후, 제한효소 EcoRI, Xho1으로 절단한 후 대장균 단백질 발현 벡

터인  pET-22b (Novagen, USA)에 라이게이션 (ligation)시켜 에스세리시아 콜라이 (대장균, E.coli) BL21 DE3

에 형질전환 하였고 완성된 벡터는 도 4에 도시하였다. 이후, 형질 전환된 대장균을 엠피실린 (50 μg/mL)이

포함된 루리아-버타니 배양액에 접종하여 37℃에서 A600  = 0.6이 될때 까지 배양 후 아이소 프로필--D-시오갈

락토파이라노사이드 (IPTG)를 전체 농도가 0.5 mM이 되게 첨가한후 30℃에서 12 시간 배양했다. 이후, 대장균

을 원심분리 (4,000 X g, 20 분)하여 분리한 후 10 mL 라이시스 버퍼 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM

Imidazole, pH 8.0)로 녹인후 초음파로 분쇄 하였다.  이후, 불용성 단백질들은 원심분리 (10,000 X g, 30

분) 하여 제거하고 수용성 단백질을 분리하여 재조합 단백질에 포함된 히스티딘 표지를 사용하여 친화성 크로

마토  그래피를  사용하여  만난아제  단백질을  정제하였고  SDS-PAGE를  확인하여 70kDa의  크기를 확인하였다.

Zymogram을  통하여  엔도글루카나아제  활성을  확인하였다.  수용성  셀룰로오스인  시엠시

(carboxymethylcellulose)을 0.2% 포함한 PAGE gel을 내리고, 2시간동안 상온에서 1mM dithiothreitol 과 10

mM CaCl2 가 포함된 0.1 M 숙신산 버퍼(pH 6.3)로 배양한 후,  0.1% congo red로 염색하였고, 1M NaCl로 씻어

주었다. SDS-PAGE와 Zymogram은 도 5에 도시하였다.

실시예 4:엔도글루카나아제 효소 활성 분석[0050]

엔도글루카나아제 효소 활성분석은 아세트산 버퍼 (pH 7.0)에서 1%의 기질을 첨가하여 40℃에서 2시간 배양함[0051]

으로써 측정하였다. 효소활성은 5분간 가열함으로써 종료하였다. 환원당(reducing sugar)의 양은 DNS방법을

이용하여 측정하였다. 단백질의 농도 측정은 브래트포드(bradford's  method)  방법에 기초한 Protein  assay

kit (Bio-Rad, USA)를 사용하여 측정하였다. 엔도글루카나아제의 기질 특이성은 도 6에 도시하였다.

실시예 5:티엘씨 (Thin layer chromatogahpy)를 통한 엔도글루카나아제 생성물 확인[0052]
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엔도글루카나아제의 생성물을 확인하기 위하여 티엘씨를 수행하였다. 올리고당에는 글루코오스 (G1), 셀로바[0053]

이오스 (G2), 셀로트리오스 (G3), 셀로 테트라오스 (G4)가 사용되었다. 각 올리고당을 엔도글루카나아제와 함

께 0.2 ml의 50mM 소듐 아세트산 버퍼에 4시간 동안 37℃에서 배양한다. 그 후의 과정은 Macek 방법을 참고로

수행한다 (Macek  et  al.  Bibliography  of  paper  and  thin-layer  chromatography  1961-1965  and  survey  of

applications. J Chromatogr Suppl. 1 (1968) 1-1041). 그 결과 본 발명의 엔도글루카나아제는 결과물로 셀로

바이오스를 주로 생성하는 것을 확인 할 수 있었다.

실시예 6:전진적인 엔도글루카나아제 활성 확인[0054]

본 발명의 엔도글루카나아제가 결정성 셀룰로오스에 높은 활성을 보이므로, 전진적인 (processive) 엔도글루[0055]

카나아제인지 확인하기 위하여 환원당의 분배를 test해 보았다. 엔도글루카나아제를 Acid swollen cellulose

를 기질로 하여 50 mM 소듐 아세테이트 버퍼 (pH 6.0)에 37℃에서 배양을 시킨다. 수용성 환원당과 비수용성

환원당은 원심분리기로 분리시킨뒤, DNS방법으로 정량적으로 측정한다. 본 연구의 엔도글루카나아제 환원당의

분배결과는 도 8에 도시하였다. 그 결과 수용성 환원당의 비율이 높고, 시간이 지날수록 그 비율이 높아지는

것을 봐서 전진적인 엔도글루카나아제임을 확인할 수 있었다.
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도면8b

도면9

서 열 목 록

<110>    KOREA UNIVERSITY RESEARCH AND BUSINESS FOUNDATION

<120>    Identification of processive endoglucanase from Clostridium

         cellulovorans and application of endoglucanase for hydrolysis of

         crystallin cellulose

<160>    4

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1
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<211>    716

<212>    PRT

<213>    Clostridium cellulovorans

<400>    1

Met Lys Lys Leu Gly Ser Ile Leu Ala Ser Val Val Met Leu Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Ile Thr Ala Pro Leu Lys Ala Pro Val Lys Val Ser Ala Thr Glu Asn

             20                  25                  30 

Tyr Asn Tyr Gly Glu Ala Leu Gln Lys Gly Ile Met Phe Tyr Glu Phe

         35                  40                  45 

Gln Arg Ser Gly Asp Leu Pro Glu Asn Gly Arg Asn Asn Trp Arg Gly

     50                  55                  60 

Asp Ser Gly Leu Thr Asp Gly Lys Asp Asn Gly Leu Asp Leu Thr Gly

 65                  70                  75                  80 

Gly Trp Tyr Asp Ala Gly Asp His Val Lys Phe Asn Leu Pro Met Ala

                 85                  90                  95 

Tyr Thr Val Ser Met Leu Ser Trp Ser Val Tyr Glu Ser Arg Gly Ala

            100                 105                 110 

Tyr Glu Lys Ser Gly Gln Leu Pro Tyr Ile Leu Asp Asn Ile Lys Trp

        115                 120                 125 

Ala Thr Asp Tyr Leu Ile Lys Cys His Pro Ser Pro Asn Glu Tyr Tyr

    130                 135                 140 

Tyr Gln Val Gly Asp Ala Ala Ala Asp His Ser Trp Trp Gly Ser Ala

145                 150                 155                 160 

Glu Val Met Pro Met Ala Arg Pro Ser Phe Lys Val Asp Thr Ala Asn

                165                 170                 175 

Pro Gly Ser Ala Val Val Gly Gln Thr Ala Ala Ala Leu Ala Ala Ala

            180                 185                 190 

Ser Ile Ile Phe Lys Asp Thr Asp Pro Ser Tyr Ser Glu Leu Cys Leu

        195                 200                 205 

Lys His Ala Lys Glu Leu Phe Thr Phe Ala Asp Thr Thr Arg Ser Asp

    210                 215                 220 

Ala Gly Tyr Lys Ala Ala Gln Gly Cys Tyr Ser Ser Trp Ser Gly Phe
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225                 230                 235                 240 

Tyr Asp Glu Leu Thr Trp Ala Ala Thr Trp Leu Asn Met Ala Thr Gly

                245                 250                 255 

Asp Ser Ala Tyr Leu Asp Lys Ala Glu Ser Tyr Val Pro Asn Trp Gly

            260                 265                 270 

Val Glu Leu Gly Thr Ser Thr Pro Lys Tyr Thr Trp Ala His Asn Trp

        275                 280                 285 

Asp Asn Cys Ile Phe Gly Ser Tyr Leu Leu Leu Ala Arg Leu Thr Asn

    290                 295                 300 

Lys Pro Leu Tyr Lys Glu Cys Ala Glu Arg Asn Leu Asp Trp Trp Ser

305                 310                 315                 320 

Thr Gly Val Gly Thr Gln Arg Val Pro Tyr Ser Ala Lys Gly Leu Ala

                325                 330                 335 

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

            340                 345                 350 

Leu Ala Ser Val Tyr Ala Asp Trp Ser Gly Cys Asp Val Thr Lys Ala

        355                 360                 365 

Thr Ala Tyr Glu Asn Phe Ala Lys Ser Gln Ile Asp Tyr Ala Leu Gly

    370                 375                 380 

Ser Thr Gly Arg Ser Phe Val Val Gly Phe Gly Glu Asn Ser Pro Thr

385                 390                 395                 400 

His Pro His His Arg Thr Ala His Ser Thr Trp Met Gly Tyr Leu Thr

                405                 410                 415 

Cys Asn Ile Pro Asp Tyr Ser Arg His Thr Leu Tyr Gly Ala Leu Val

            420                 425                 430 

Gly Gly Pro Asp Thr Ser Asp Lys Tyr Thr Asp Asp Ile Asn Asn Tyr

        435                 440                 445 

Gln Asn Asn Glu Val Ala Cys Asp Tyr Asn Ala Gly Phe Val Gly Ile

    450                 455                 460 

Leu Ala Lys Met Tyr Asp Lys Tyr Gly Gly Thr Pro Ile Glu Asn Phe

465                 470                 475                 480 
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Lys Ala Ile Glu Thr Pro Val Asp Glu Tyr Leu Ala Tyr Gly Ser Ser

                485                 490                 495 

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

            500                 505                 510 

Gln Thr Gly Trp Pro Ala Arg Gly Ser Asp Lys Leu Ser Ala Arg Tyr

        515                 520                 525 

Phe Met Asp Ile Thr Glu Glu Ile Lys Ala Gly Ile Lys Pro Ser Asp

    530                 535                 540 

Phe Thr Ala Lys Ala Ser Thr Ser Gly Val Lys Leu Ser Gly Leu Ile

545                 550                 555                 560 

Pro Trp Asp Val Asp Lys Asn Ile Tyr Tyr Ile Asn Ile Asp Phe Thr

                565                 570                 575 

Gly Thr Asn Ile Ser Pro Ile Asn Asn Asn Thr Tyr Lys Lys Asp Val

            580                 585                 590 

Tyr Met Ser Ile Gly Ile Pro Tyr Gly Thr Ala Ile Asn Cys Ala Asn

        595                 600                 605 

Asp Phe Ser Phe Gln Gly Leu Thr Ala Thr Thr Gly Gly Gln Asp Gly

    610                 615                 620 

Val Lys Thr Lys Tyr Ile Pro Ile Tyr Asp Asn Gly Val Lys Val Ala

625                 630                 635                 640 

Gly Glu Glu Pro Thr Leu Ile Val Asn Pro Thr Ile Lys Lys Gly Asp

                645                 650                 655 

Val Asn Asn Asp Thr Lys Ile Ser Ala Met Asp Leu Ala Leu Leu Lys

            660                 665                 670 

Lys His Ile Met Gly Thr Ser Thr Leu Thr Gly Asp Ala Phe Thr Ala

        675                 680                 685 

Ala Asp Val Asp Ser Asn Gly Lys Val Asn Ser Ile Asp Leu Ala Leu

    690                 695                 700 

Leu Lys Lys Tyr Ile Leu Gly Gln Ile Thr Ser Phe

705                 710                 715    

<210>    2

<211>    2148
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<212>    DNA

<213>    Clostridium cellulovorans

<400>    2

atgaaaaaat taggttctat cttagctagc gtggttatgt tagcttctat cacagcacca         60

ttaaaggcac cagtaaaagt gtcagctaca gaaaattaca actacgggga agcattacaa        120

aagggaatta tgttctatga atttcaaaga tcaggagact tacctgaaaa cggtagaaat        180

aactggcgtg gagattctgg attgactgat ggtaaagaca atggtctaga tcttactgga        240

ggttggtatg atgctggaga tcacgtaaaa ttcaatttgc caatggctta cactgtttca        300

atgttatcat ggagtgttta tgaaagtcgt ggtgcatatg aaaaaagtgg tcaacttcct        360

tacatattag acaatataaa atgggctaca gattacttga taaaatgcca tccaagtcca        420

aatgaatact actatcaagt tggtgatgct gcagcggatc attcatggtg gggatctgcg        480

gaagttatgc caatggcaag accatcattt aaagttgata cagctaatcc cggatcagct        540

gtcgtaggac aaactgccgc tgcgttagca gcagcttcaa taattttcaa ggatacagat        600

ccttcttatt ctgagctttg cttaaagcac gcaaaagaat tattcacttt tgcagatact        660

acaagaagtg atgctggata taaggcagct cagggatgtt atagttcatg gagtggtttt        720

tatgatgaat taacttgggc ggctacatgg ctgaatatgg caactggcga ctcagcttat        780

cttgataagg cagagtctta tgtgccaaac tggggagtag agcttggaac aagcacgcct        840

aaatatactt gggcgcataa ttgggataac tgtatctttg gttcttactt actacttgct        900

aggttgacaa ataaaccact ttataaagaa tgcgcagaaa gaaatttaga ttggtggtca        960

acaggcgttg gtacacaaag agtaccatat agcgcaaaag ggctagcagt tttagatatg       1020

tggggatctc ttagatacgc aacaactcaa gctttccttg caagtgttta tgctgattgg       1080

tctggttgtg atgttacaaa ggcaactgct tatgaaaatt ttgcaaagag tcaaattgat       1140

tatgctcttg gaagcactgg aagaagtttt gtagtaggct ttggggaaaa ttctccaaca       1200

catcctcatc atagaactgc acacagtact tggatgggat atttaacatg taatattcct       1260

gattacagta ggcatacgct ttatggagca ttagttggag gtccagatac tagcgataag       1320

tacactgatg acataaataa ctatcaaaat aatgaggttg cttgtgatta taatgcaggc       1380

tttgttggga tccttgctaa aatgtacgac aaatacggtg gtacaccaat tgaaaatttc       1440

aaagctattg aaacgccagt tgatgaatac ctagcttatg gtagttcaag tggaactagt       1500

ggaaatgaac ttcaattaat ggtttctatt cgtaatcaaa ctggttggcc agcaagaggt       1560

agtgataaac tatctgctag atactttatg gatattacag aagaaattaa agctggtata       1620

aaaccaagtg actttacagc aaaggctagt acctcaggag ttaaactttc tgggcttata       1680
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ccttgggatg ttgataaaaa catatactat ataaatattg attttacagg aactaatatc       1740

tctcctataa acaacaacac ttacaaaaaa gatgtttata tgtcgatagg tattccttat       1800

ggaacagcga taaactgtgc aaatgatttc tcattccaag ggcttacagc tactactggt       1860

ggacaagatg gagttaaaac aaaatatatt cctatctacg ataatggagt aaaggttgct       1920

ggtgaagaac ctactctaat agttaaccct actataaaaa agggtgatgt taataatgat       1980

acaaagatat ctgccatgga tcttgcacta ctgaagaaac atattatggg tacctcaacc       2040

ttaacaggag atgcatttac agcagcagat gtagattcaa atgggaaagt aaattcaata       2100

gatttagctt tattgaaaaa atacatttta ggtcaaataa ctagtttc                    2148

<210>    3

<211>    36

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    3

gaattctatg aaaaaattag gttctatctt agctag                                   36

<210>    4

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    4

ctcgaggaaa ctagttattt g                                                   21
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