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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 1로 기재된 아미노산 서열에서 284번째 글루타메이트 잔기가 치환된 것을 특징으로 하고, 알파-말토실

화합물의 당전이 반응을 촉매하는 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 글루타메이트 잔기가 알라닌 잔기로 치환된 서열번호 2로 표시되는 싸이클로덱스트린 글

루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 글루타메이트 잔기가 세린 잔기로 치환된 서열번호 3으로 표시되는 싸이클로덱스트린 글

루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 글루타메이트 잔기가 글리신 잔기로 치환된 서열번호 4로 표시되는 싸이클로덱스트린 글

루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소. 

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 알파-말토실 화합물은 알파-말토실 플로라이드, 알파-말토실

아자이드 및 알파-말토실 아세테이트로 구성된 군 중에서 선택되는 하나 또는 그 이상인 것을 특징으로 하는 싸

이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소.

청구항 6 

(a)  알파-말토실 화합물과 L-아스코르빈산를 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소와 혼합하

여 글리코실화 반응을 수행하는 단계; 및

(b) 상기 글리코실화 반응으로 생성된 아스코르빈산 3-말토사이드를 회수하는 단계를 포함하는 3-0-알파-D-말토

실-L-아스코르빈산의 생산방법.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 알파-말토실 화합물은 알파-말토실 플로라이드, 알파-말토실 아자이드 및 알파-말토실 아

세테이트로 구성된 군 중에서 선택되는 하나 또는 그 이상인 것을 특징으로 하는 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르

빈산의 생산방법.

청구항 8 

제6항에 있어서, 상기 (a) 단계는 5 내지 9의 pH 범위, 및 15℃내지 50℃의 온도 범위에서 반응하는 것을 특징

으로 하는 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산의 생산방법.

청구항 9 

제6항에 있어서, 상기 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소는 서열번호 2로 표시되는 것을 특

징으로 하는 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산의 생산방법.

청구항 10 

제6항에 있어서, 상기 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소는 서열번호 3으로 표시되는 것을

특징으로 하는 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산의 생산방법.
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청구항 11 

제6항에 있어서, 상기 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소는 서열번호 4로 표시되는 것을 특

징으로 하는 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산의 생산방법.

청구항 12 

하기 화학식 1의 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산.

[화학식 1]

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 아스코르빈산 유도체의 효소적 생산 방법에 있어서, 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변[0001]

이 효소를 이용하여 L-아스코르빈산 유도체를 제조하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제(cyclodextrin glucanotransferase, 이하 ‘CGTase’라고 함)는 전분을[0002]

기질로  사용하며  가수분해활성과  당전이활성을  동시에  가지는  효소이며,  전분으로부터  싸이클로덱스트린

(cyclodextrin, 이하 CD)을 생성한다. CGTase의 당전이 활성은 기존의 배당체에 추가적인 말토올리고당 당쇄를

부여하는 당쇄가공 및 비배당체에 신규 당쇄를 부여하는 배당화에 사용될 수 있다. 이와 같은 CGTase를 이용한

효소적 당전이 반응은 유기합성 방법에 비해 반응 조건상의 장점과 기질특이성 등의 장점 때문에 많은 주목을

받고 있다. 야생형(wild type) CGTase를 이용하고 전분 또는 말토올리고당을 당공여체로 이용하여 당전이 반응

을 수행할 경우 당전이 산물 이외에 CD류 및 다양한 길이의 말토올리고당이 부산물로 생성된다. 또한 야생형

CGTase을 사용한 당전이 반응에서는 생성된 당전이 산물을 재차 기질로 사용하는 이차반응이 가능하므로, 추가

적인 당쇄의 부여가 일어난다. 그 결과로 당전이 산물에 부여된 당쇄의 길이가 다른 여러 종류의 당전이 산물들

이 생산된다. 따라서 한 야생형 CGTase을 사용한 당전이 반응의 경우 부산물의 제거, 여러 가지 당전이 산물의

분리 및 정제를 위한 추가적인 분리 공정을 요구하며, 이로 인해 비용 증가 및 수율 감소라는 단점이 발생한다. 

아스코르빈 산(L-Ascorbic acid)은 강력한 항산화력을 보유한 물질로서 다양한 식품, 화장품, 및 의약품의 원재[0003]

료로 사용되고 있다. 그러나 공기에 노출되면 쉽게 산화되고 빛에 약한 단점으로 인해 저장기간이 짧은 단점이

있다. 이러한 단점을 극복하기 위해 효소적 당쇄부여를 통해 안정성이 증가한 아스코르빈산 유도체 합성의 수단

이 개발되었다. 

Sakai 등은 천연 CGTase를 이용하여 전분을 기질로 사용하여 다양한 길이의 말토올리고당이 아스코르빈 산의 2[0004]

번 수산기 위치에 전이된 아스코르빈산 2-글루코사이드를 포함하는 아스코르빈산 당화혼합물을 제조하였다 (미

국특허등록번호 05084563) 그러나 야생형 CGTase를 이용하여 제조된 아스코르빈산 당전이 산물은 다양한 길이의

말토올리고당을 가지는 아스코르빈산 당화혼합물로서 분리공정이 요구되었다. 분리공정에 요구되는 비용을 줄이

고 반응 수율 향상을 위해 글루코아밀레이즈(glucoamylase, EC 3.2.1.3)를 처리하여 포도당 유닛만이 α-당쇄결

합을 통해 아스코르빈 산의 2번 수산기 위치에 전이된 아스코르빈산 2-글루코사이드를 반응액에 축적하는 공정

을 수립하였다. 생성된 아스코르빈산 2-글루코사이드는 산화에 대한 안정성이 아스코르빈산에 비해 현저히 증가

하였으나, 아스코르빈산의 항산화력을 결정하는 2-OH 부위에 당이 전이되었기 때문에 항산화력을 나타내지 않는

다 (I Yamamoto et al., 1990, Chemical & Pharmaceutical Bulletin, 38, 3020-3023). 그러나 식품 또는 의약

품 형태로 제조되어 섭취하면 체내의 α-글루코시데이스(α-glucosidase)에 의해 가수분해되어 아스코르빈산 형

공개특허 10-2015-0035621

- 4 -



태로  복원되면서  원래의  생리적  활성을  회복한다  (I.  Yamamoto  et  al.,  1990,  Journal  of  pharmacobio-

dynamics, 13, 688-695, I. Yamamoto et al., 1990, Biochimica et biophysica acta, 1035, 44-50). 

같은 그룹의 Yamamoto 등은 α-glucosidase (EC 3.2.1.20)를 이용하여 같은 아스코르빈산 2-글루코사이드를 생[0005]

산하였으며(미국특허등록번호 05137723), 국내에서도 Kim 등은 glucansucrase (EC 2.4.1.5)를 통해 sucrose를

당  공여체로  아스코르빈산 2-글루코사이드를 합성한  바  있다 (국내특허등록번호 1020090076848).  이  외에도

Maeda 등은 2011년 β-glucopyranosyl transferase를 이용, cellobiose를 기질로 하여 glucose 모이어티의 1번

탄소와 아스코르빈 산의 2번 위치 탄소가 β 구조로 O-linkage를 형성한 2-O-β-glucopyranosyl ascorbic acid

를 합성하였다.

Kitahata 등은 α-galactosidase를 사용하여 6-O-α-galactosyl ascorbic acid를 합성하였으며 박 등은 야생형[0006]

말토제닉아밀레이즈(maltogenic amylase)를 이용하여 말토트리오스(maltotriose)를 기질로 하여 포도당 또는 말

토오스 유닛이 아스코르빈 산의 6번 수산기에 결합한 아스코르빈산 6-글루코사이드 및 아스코르빈산 6-말토사이

드를 제조하는 공정을 개발하였다(국내특허등록번호 100440191). 상기 반응을 통해 형성된 아스코르빈산 6-글루

코사이드 및 아스코르빈산 6-말토사이드는 공히 산화에 대하여 뛰어난 안정성과 아스코르빈 산과 동일한 항산화

력을 보유하였다. 그러나 상기 말토제닉아밀레이즈를 이용한 당화 아스코르빈산의 생산공정 역시 두 개의 당전

이 산물을 생산한다. 

한편, 화학적인 방법으로 당전이 산물을 합성하기 위해서는 위치 선택성을 부여하기 위하여 당 수용체의 수산기[0007]

를 특정한 보호기(protecting group)으로 수식시킨 후, 다시 보호기를 제거하는 단계를 거쳐야 한다.

일 예로 Li 등의 특허 (US patent 2010/0204464 A1)에 따르면 아스코르빈 산의 3-OH에 대한 선택적 당전이를[0008]

위해 여러 단계의 화학적 보호(chemical protection)를 거쳐 5,6-O-이소프로필리덴-L-아스코르브산을 반응기질

로 사용하며, 당전이 반응 이후 비보호(deprotection)을 거쳐야 하며, 당전이 반응 시 합성되는 당쇄가 특이적

이지 않아 일반적으로 α- 또는 β-당쇄를 가지는 입체화학적 혼합물의 형태로 얻어진다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 아스코르빈산의 3-OH에 대한 선택적 당전이 반응을 통한 당전이 산물을 획득함에 있어 아스코르빈산[0009]

합성 단계가 복잡하고, 합성 이후에 당전이 산물이 단일 생성물이 아닌 여러 합성물이 공존하므로 이를 정제하

는 과정 등이 필요하다는 단점이 있어, 이를 간소화하고 유일 합성물을 생산해 내는 방법이 요구되어 왔다. 

상기 문제점을 해결하고, 상기의 필요성에 의하여 안출된 것으로서 본 발명의 목적은 말토스의 아노머 중심에[0010]

우수한 이탈기인 플로라이드, 아자이드 또는 아세트산이 결합되어 있는 알파-말토실 플로라이드, 알파-말토실

아자이드 또는 알파-말토실 아세테이트와 같은 말토오스 유닛을 당수용체에 전이하는 당전이 반응을 촉매하는

CGTase 돌연변이 효소를 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 CGTase 돌연변이 효소를 이용하여 α-G2F와 아스코르빈산을 이용하여 말토오스[0011]

유닛이 아스코르빈 산의 3-OH 위치에 위치선택적으로 전이된 아스코르빈산 유도체를 제조하는 방법을 제공하는

것이다. 

과제의 해결 수단

이하, 본 발명에 대하여 상세히 설명한다.[0012]

본 발명의 일 구체예는, 알파-말토실 화합물의 당전이 반응을 촉매하는 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제[0013]

돌연변이 효소를 제공한다.

상기 알파-말토실 화합물은 알파-말토실 플로라이드, 알파-말토실 아자이드 및 알파-말토실 아세테이트로 구성[0014]

된 군에서 선택되는 하나 또는 그 이상일 수 있다.

상기 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소는 서열번호 1에 기재된 아미노산 서열에서 284번째[0015]

글루타메이트 잔기가 알라닌 잔기로 치환된 것을 특징으로 하며, 그 돌연변이 효소의 아미노산 서열은 서열번호

2로 표시된다.
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상기 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소는 서열번호 1에 기재된 아미노산 서열에서 284번째[0016]

글루타메이트 잔기가 세린 잔기로 치환된 것을 특징으로 하며,  그 돌연변이 효소의 아미노산 서열은 서열번호

3으로 표시된다.

상기 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소는 서열번호 1에 기재된 아미노산 서열에서 284번째[0017]

글루타메이트 잔기가 글리신 잔기로 치환된 것을 특징으로 하며,  그 돌연변이 효소의 아미노산 서열은 서열번

호 4로 표시된다.

상기 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소는 pH 5 내지 9, 온도영역 15℃내지 50℃에서 반응[0018]

할 수 있다.

본 발명의 다른 구체예는 다음 단계를 포함하는 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소를 이용[0019]

한 아스코르빈산 3-말토사이드의 생산방법을 제공한다:

(a) 알파-말토실 화합물과 L-아스코르빈산을 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소와 혼합하여[0020]

글리코실화 반응을 수행하는 단계;

(b) 상기 글리코실화 반응으로 생성된 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산을 회수하는 단계.[0021]

상기 (a) 단계는 pH 5 내지 9에서 반응할 수 있다.[0022]

상기 (a) 단계는 15℃내지 50℃에서 반응할 수 있다.[0023]

상기 알파-말토실 화합물은 알파-말토실 플로라이드, 알파-말토실 아자이드 및 알파-말토실 아세테이트로 구성[0024]

된 군에서 선택되는 하나 또는 그 이상일 수 있다.

본 발명의 또다른 구체예는 하기 화학식 1의 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산을 제공한다.[0025]

[화학식 1][0026]

 [0027]

발명의 효과

본 발명은 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소를 이용한 아스코르빈산 유도체를 제조하는 방[0028]

법에 관한 것으로서, 상기 돌연변이 효소를 이용한 당전이 반응은 단일의 당전이 산물을 생성할 수  있기 때문

에 비용절감 및 수율 증가와 같은 효과를 제공한다.

도면의 간단한 설명

도  1은  Bacillus  sp.  I-5  CGTase의  284번째  글루타메이트를  알라닌으로  변이시킨  CGTase  돌연변이  효소인[0029]

CGTI5[E284A]의 유전자를 포함하는 pET6xHCGT-I5[E284A]의 제한효소 지도를 나타낸다.

도 2는 대장균에서 생산된 재조합 CGTase 돌연변이효소인 CGTI5[E284A]를 Ni-NTA 크로마토그래피를 통해 정제하

는 과정 중 얻어지는 시료을 보여주는 SDS-PAGE 사진이다.

도 3은 알파-말토실 플로라이드와 아스코르빈산을 기질로 하여 CGTI5[E284A]를 이용한 당전이 반응 산물을 분석

한 박막 크로마토그래피 사진이다. 

도 4는 pH에 따른 CGTI5[E284A]의 활성 변화를 보여주는 그림이다.

도 5은 온도에 따른 CGTI5[E284A]의 활성 변화를 보여주는 그림이다.
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도 6은 Bacillu sp. I-5 CGTase의 284번째 글루타메이트를 임의의 아미노산 잔기로 치환한 돌연변이 라이브러리

에서 선발한 돌연변이 효소 중 Bacillu sp. I-5 CGTase의 284번째 글루타메이트가 알라닌으로 치환된 효소(라인

1), 세린으로 치환된 효소(라인2), 및 글리신으로 치환된 효소(라인3)을 이용하여 알파-말토실 플로라이드와 아

스코르빈산을 기질로 하여 당전이 반응 후, 반응산물에 대한 박막 크로마토그래피 이후 자외선 하에서 당전이

산물을 분석한 결과 사진이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명에 대하여 상세히 설명한다.[0030]

본 발명자들은 지금까지 합성이 되지 않은 신규 아스코르빈산 유도체의 합성과 합성 단계의 간소화, 유일 생성[0031]

물을 만들어 낼 수 있는 방법을 개발하고자 노력한 결과, 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제의 촉매잔기의

변이를 통한 돌연변이 효소를 이용하여, 알파-말토실 플로라이드(α-matosyl fluoride), 알파-말토실 아자이드

(α-matosyl azide) 또는 알파-말토실 아세테이트(α-matosyl acetate)를 당공여체로 하여 지금까지 합성 보고

된 바 없는 유일 생성물인 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈을 효과적으로 생산하는 것을 확인함으로써 본 발명

을 완성하였다. 지금까지 보고된 아스코르빈산의 효소적 당전이 방법을 통해서는 아스코르빈산의 2-OH 또는 6-

OH 위치에 대한 당전이 반응에 대한 보고만이 있을 뿐, 3-OH로의 당전이 산물 합성에 관련된 효소적 합성 경로

는 보고된 바 없다.

본 발명의 일 구체예는 알파-말토실 플로라이드, 알파-말토실 아자이드 또는 알파-말토실 아세테이트를 당공여[0032]

체로 하는 당전이 반응을 촉매하는 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소를 제공한다.

상기 알파-말토실 플로라이드는 하기 화학식 2로 표시된다:[0033]

[화학식 2][0034]

 [0035]

상기 알파-말토실 아자이드는 하기 화학식 3으로 표시된다:[0036]

[화학식 3][0037]

[0038]

 [0039]

상기 알파-말토실 아세테이트는 하기 화학식 4로 표시된다:[0040]

[화학식 4][0041]

 [0042]

본 발명의 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소는 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제(EC[0043]

2.4.1.19)에 속하는 효소이다. 상기 돌연변이 효소는 전분으로부터 말토올리고당 및 가용성 전분을 기질로 사용
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하여 싸이클로덱스트린을 생성하지 못한다. 상기 돌연변이 효소는 pH 5 내지 9 영역 및 15℃ 내지 50℃ 온도 영

역에서 반응한다.

아스코르빈산의 효소적 합성법은 다단계의 화학반응을 요구하지 않으며, 비교적 온화한 조건에서 당전이 산물을[0044]

합성할 수 있으며, 효소 본연의 입체화학적 특이성에 따라 한 종류의 당쇄만을 합성하므로 특정 당전이 산물의

수율을 높일 수 있다. 본 발명은 다음 단계를 포함하는 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소

를 이용한 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산의 생산방법을 제공한다:

(a) 알파-말토실 화합물을 L-아스코르빈산과 싸이클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소와 혼합하여[0045]

글리코실화 반응을 수행하는 단계; 및

(b) 상기 글리코실화 반응으로 생성된 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산을 회수하는 단계.[0046]

상기 알파-말토실 화합물은 알파-말토실 플로라이드, 알파-말토실 아자이드 및 알파-말토실 아세테이트로 구성[0047]

된 군에서 선택되는 하나 또는 그 이상일 수 있다.

하기 반응식 1은 알파-말토실 화합물로부터 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산을 생산하는 싸이클로덱스트린 글[0048]

루카노트랜스퍼라제 돌연변이 효소의 당전이 반응을 나타낸다. 

[반응식 1][0049]

[0050]

또한, 본 발명은 하기 화학식 1의 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산을 제공한다:[0051]

[화학식 1][0052]

 [0053]

상기 3-0-알파-D-말토실-L-아스코르빈산은 아스코르빈 산의 3-OH로의 당전이 산물이다.[0054]

이하 비한정적인 실시예를 통하여 본 발명을 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하기 위한 목적으로[0055]

기재된 것으로서 본 발명의 범위는 하기 실시예에 의하여 제한되는 것으로 해석되지 아니한다.

실 시 예 1

Bacillus sp. I-5 유래 CGTase 돌연변이[0056]

1-1: Bacillus sp. I-5 유래 CGTase 유전자를 함유한 pR2CGTI-5 형질전환[0057]

형질전환을 위하여, 5 ml LB 액체 배지(1% tryptone, 0.5% yeast extract, 0.5% NaCl)에 숙주 세포인 E. coli[0058]

MC1016(New England Biolab(NEB, USA)를 접종하여 37℃에서 12시간 배양하고, 배양액 1.0 ml을 새로운 LB 액체
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배지 50 ml에 접종하여 600 nm에서 흡광도가 0.5가 될 때까지 배양하였다.    

상기 흡광도를 확인한 배양액 1.5 ml를 4℃에서 7000 x g의 조건으로 5분간 원심분리하여 균체를 회수한 뒤,[0059]

0.75 ml의 형질전환용액I(50 mM CaCl2)으로 현탁하고 얼음 속에서 30분간 방치하였다.  이후 4℃에서 6000 x g

의 조건으로 2분간 원심분리하여 균체를 회수하고, 회수된 균체를 0.15 ml의 형질전환용액II(100 mM CaCl2)로

현탁하여 얼음 속에서 30분간 방치하였다. 

Bacillus sp. I-5 유래 CGTase 유전자를 함유한 재조합 벡터 pR2CGTI-5 (Shim, J. H. et al.) 용액 1 μl를 상[0060]

기 형질전환용 E. coli MC1061(New England Biolab, 미국) 0.2 ml과 혼합하고, 1시간 방치한 후 42℃에서 2분

간 열 충격을 주었다.  상기 열 충격을 준 혼합액에 0.8 ml의 LB 액체 배지를 혼합한 후, 37℃에서 1시간 배양

시켰다.  상기 1시간 동안 배양한 배양액을 암피실린(최종농도 50μg/ml)을 함유한 LB 한천 배지에 평판 도말하

여 내성을 보이는 균주를 1차 선별하였다. 

1차 선별된 균주를 암피실린이 포함된 LB 액체 배지 5 ml에 접종하여 37℃에서 12시간 배양하고, 원심분리하여[0061]

균체를 수득하였다. 플라스미드 분리키트(Qiagen, USA)로 회수된 균체로부터 플라스미드를 분리하고 상기와 동

일한 Nde I과 Hind III제한 효소를 이용하여 상기와 동일한 조건에서 절단하여, 약 2.4 kb의 크기의 CGTase 유

전자가 포함되어 있음을 확인하였다.

1-2: Bacillus sp. I-5 유래 CGTase 유전자 내 NdeI site 및 CGTase의 시그날서열 제거된 유전자 클로닝[0062]

상기 CGTase 유전자 내 NdeI 자리를 제거하도록 정방향 프라이머 CGTI-5ΔNde-fw(서열번호 5) 로 제작하였다.[0063]

상기 프라이머는 하기 표 1과 같다.

[표1][0064]

[0065]

상기 회수된 pR2CGTI-5 재조합 벡터에 대해 상기 하고 CGTI-5Δ27-Nde-fw를 정방향 프라이머로, M13 reverse[0066]

프라이머 (서열번호 6)를 역방향 프라어머로 이용하여 중합효소 연쇄반응(PCR)을 실시하여 PCR 산물(CGTΔNd-

rear)을 획득하였다.  

또한 상기 CGTase의 시그날서열을 제거하기 위해 CGTI-5Δ27-Nde-fw 프라이머(서열번호 7)를 정방향 프라이머로[0067]

제작하였다. 재조합 벡터 pR2CGTI-5에 대해 상기 CGTI-5Δ27-Nde-fw 프라이머를 정방향 프라이머로, 상기 획득

한  PCR  산물(CGTΔNd-rear)을  역방향  프라이머로  이용하여  중합효소  연쇄반응을  실시하여  상기  CGTase,  즉

Bacillus sp I-5 유래 CGTase가 모균주에서 생산 시 세포외 분비를 위해 보유하였던 시그날 서열이 제거되고 유

전자 중간에 있던 NdeI 제한효소 자리가 제거된 ΔCGTI-5ΔNd을 암호화하는 유전자를 함유하는 PCR 산물을 획득

하였으며, 전기영동을 통하여 상기 PCR 산물의 크기가 약 2.4 kb임을 확인하였다. 상기 두 PCR의 조건은  하기

표 2에 기재된 바와 같다.

[표2][0068]

[0069]

상기 ΔCGTI-5Δ27를 암호화하는 유전자를 함유하는 PCR 산물을 NdeI과 HindIII로 절단한 후, 이를 동일한 제한[0070]

효소로 처리한 pBL6xHT 발현벡터와 라이게이션한 후, 상기 실시예 1-1에 따라 E. coli MC1061에 형질전환 및 재
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조합벡터 pBLΔCGTI-5ΔNd를 회수하였다. 상기 pBLΔCGTI-5ΔNd 벡터는 상기 천연 CGTase 효소의 세포외 분비를

위한 시그날시퀀스 서열이 제거되고 유전자 내부의 NdeI 제한효소자리가 제거되었으며, 효소의 N-말단에 8개의

부가적인 아미노산 잔기(Met-Glu-His-His-His-His-His-His)를 포함하는 유전자를 가지고 있다.

실 시 예 2

Bacillus sp. I-5 유래 CGTase 돌연돌연변이 효소 제작 및 생산[0071]

2-1: CGTase 돌연돌연변이 효소 제작[0072]

상기 CGTase의  284번째 글루타메이트 잔기를 알라닌 잔기로 치환하기 위해  CGT-I5-E284A-fw(서열번호 8)와[0073]

CGT-I5-E284A-rev(서열번호 9)를 제작하였으며, 상기 프라이머는 하기 표 3과 같다.

[표3][0074]

[0075]

상기 실시예 1-2의 재조합 벡터 pBLΔCGTI-5ΔNd에 대해 상기 ATGSEQ 프라이머 (서열번호 10)를 정방향 프라이[0076]

머로, CGT-I5-E284-rev 프라이머를 역방향 프라이머로 이용하여 상기 표 2에 따라 PCR반응을 수행하여 PCR산물

(CGT-I5-E284-front)을 얻었다. 역시 상기 재조합 벡터 pBLΔCGTI-5ΔNd에 대해 상기 CGT-I5-E284A-fw 프라이

머를 정방향 프라이머로, T7 terminator 프라이머 (서열번호 11)를 역방향 프라이머로 이용하여 상기 표 2에 따

라 PCR반응을 수행하여 PCR산물(CGT-E284A-rear)를 얻었다. 상기 얻어진 두 PCR 산물 CGT-E284-front와 CGT-

E284A-rear를 섞고 하기 표 3의 step 1 PCR반응을 수행하여 두 PCR산물을 조립하였다. 이 후 반응액에 ATGSEQ

프라이머를 정방향 프라이머로 와 T7 terminator primer를 역방향 프라이머로 넣어준 후, 조립된 PCR 산물을 표

3의 step2에 따라 PCR 반응을 수행하여 증폭하여 본 발명이 제공하는 CGTase 변이효소, 즉 Bacillus sp I-5 유

래 CGTase의 284번째 글루타메이트 잔기가 알라닌 잔기로 치환된 CGTI-5[E284A]를 암호화하는 유전자를 함유하

는 PCR 산물을 획득하였으며, 전기영동을 통하여 상기 PCR 산물의 크기가 약 2.5 kbps임을 확인하였다. 상기 두

PCR의 조건은  하기 표 4에 기재된 바와 같다.

[표4][0077]

[0078]

상기 CGTI-5[E284A]를 암호화하는 유전자를 함유하는 PCR 산물을 NcoI과 HindIII로 절단한 후, 이를 동일한 제[0079]

한 효소로 처리한 pET28 발현벡터와 라이게이션한 후, 상기 실시예 1-1에 따라 E. coli MC1061에 형질전환 및

재조합벡터 pET28-CGTI-5[E284A]를  회수하였다.  상기 재조합 벡터 pET28-CGTI-5[E284A]의  벡터의 개열지도를

도 1에 나타내었다.  상기 pET28-CGTI-5[E284A] 벡터는 상기 천연 CGTase 효소의 세포외 분비를 위한 시그날시

퀀스 서열이 제거되고 유전자 내부의 NdeI 제한효소자리가 제거었으며, 284번째 글루타메이트 잔기가 알라닌으

로 치환되어 있으며 효소의 N-말단에 8개의 부가적인 아미노산 잔기(Met-Glu-His-His-His-His-His-His)를 포함

하는 CGTI-5[E284A]를 암호화하는 유전자를 가지고 있다.

2-2: CGTase 돌연돌연변이 효소 (CGTI-5[E284A]) 생산[0080]

상기 제조한 pET28-CGTI-5[E284A] 재조합 벡터를  E. coli BL21(DE3)에 상기 실시예 1-2와 동일한 방법으로 형[0081]

질전환시킨 후 카나마이신 내성여부를 확인하여 상기 벡터가 형질전환된 균주 즉, 형질전환체를 선별하였다  선
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별한 형질전환체는 카나마이신이 함유된 LB 액체 배지 2.5 L에 접종하고 37℃에서 배양하여 600 nm에서 흡광도

가 0.5가 될 때 IPTG를 최종농도 0.2 mM로 첨가하여 20℃에서 15시간 배양하였다.  

2-3: 효소 정제[0082]

상기에서 실시예 2-2에서 배양한 E. coli를 4℃에서 7,000 x g의 조건으로 30분간 원심분리하여 균체를 회수하[0083]

였다.  상기 회수된 균체를 5 mM CaCl2가 포함된 50 mM Tris-HCl 완충용액(pH 8.0)으로 현탁한 후, 상기 현탁한

균체를 초음파 분쇄하였다.  상기 초음파 분쇄를 수행한 배양액을 10,000 x g의 조건으로 30분간 원심분리하여

상등액을 취하였다. 상기 상등액을 60도에서 20분간 가열한 후, 10,000 x g의 조건으로 30분간 원심분리하여 상

등액을 취하고, 상기 수득된 상등액은 Ni-NTA 친화 크로마토그래피에 주입하여, 정제하였다.

재조합 벡터 pET29-CGTI-5[E284A] 로 형질전환시킨 E. coli BL21(DE3)에서 생산된 CGTI-5[E284A]의 정제단계별[0084]

시료의 전기영동 사진을 도 3에 나타내었다. 상기 도 2의 M은 사이즈 마커이고, 레인 1은 형질전환체를 초음파

분쇄하여 수득한 조효소액이고, 레인 2는 열처리 후 수득한 상득액의 시료를 Ni-NTA 친화 크로마토그래피로 정

제한 CGTI-5[E284A] 효소이고, 레인 3은 상기의 Ni-NTA 친화 정제 전의 열처리 후 수득한 상등액이다. 

도 2에 나타낸 바와 같이, 상기 CGTI-5[E284A] 효소(레인 2)는 열처리와 Ni-NTA 친화 크로마토그래피 과정을 통[0085]

하여 효율적으로 정제된 것을 확인할 수 있으며, SDS-PAGE상에서 상기 CGTI-5[E284A]의 크기는 약 76 kDa의 분

자량을 나타내어 상기 CGTI-5[E284A]의 아미노산 서열로부터 유추된 이론적 분자량과 유사한 값을 나타내었다.

실 시 예 3

CGTase 돌연돌연변이 효소 (CGTI-5[E284A]) 의 특성[0086]

3-1: 싸이클로덱스트린 생성활성[0087]

본원 발명의 CGTI-5[E284A]의 싸이클로덱스트린 생성활성을 검출하기 위하여 천연 CGTase의 최적 반응 조건인[0088]

50 mM Sodium acetate 완충용액(pH6.0)에 가용성 전분을 4% 되도록 첨가한 후 중탕가열하여 전분을 호화시켰다.

상기 전분 용액 0.2 mL에 상기 실시예 2-3에 따라 얻어진 CGTI-5[E284A]를 최종농도 1 mg/ml가 되도록 첨가한

후, 60도에서 15시간 반응시켰다. 상기 반응용액에 30 mM NaOH 용액과 페놀프탈레인을 5 mM Na2CO3에 0.02% 녹

인 페놀프탈레인 시약을 각각 0.7 mL와 0.1 mL를 첨가한 후, 상온에서 15분간 방치한 후 550 nm에서 흡광도 값

을 측정하였다. 상기 측정된 흡광도 값은 싸이클로덱스트린을 기준용액으로 이용하여 결정된 표준곡선으로부터

생성된 싸이클로덱스트린 양을 측정하여 1 분당 1 micromole의 싸이클로덱스트린을 생성하는 효소양을 1 유닛으

로 결정하였다. 상기 CGTI-5[E284A]을 이용한 반응을 통해 싸이클로덱스트린 생성양은 검출되지 않았다.

3-2: CGTI-5[E284A]의 당전이 활성[0089]

20 mM 알파-말토오실 플로라이드와 40 mM 아스코르빈 산을 기질로 이용하여 100 mM sodium phosphate 완충용액[0090]

(pH7.0)에  본원  발명의  CGTI-5[E284A]를  최종농도  0.5  mg/mL가  되도록  첨가한  후,  25도에서  24시간

반응하였다. 상기 반응액 내 반응산물을 박막크로마토그래피(thin layer chromatography, 이하 TLC)방법을 통해

반응액을 분석하였다. TLC 전개 용매는 1-butanol:acetic acid:물= 3:1:1을 사용하였으며, 284 nm 파장의 UV

광선 하에서 아스코르빈산을 함유한 물질을 검출하였다. 

CGTI-5[E284A]를 이용하여 알파-말토오실 플로라이드와 아스코르빈산 반응액의 TLC 분석결과를 도 3에 나타내었[0091]

다. 상기 도 4의 A는 황산을 이용하여 발색한 당 spot 사진이고 B는 254 nm의 UV의 흡광 사진이다. 레인 1은 알

파-말토실 플로라이드의 표준 용액이고 레인 2는 아스코르빈산의 표준 용액이고 레인 3은 효소를 첨가하지 않은

blank 용액이고, 레인 4는 CGTI-5[E284A]를 첨가한 반응액이다. 

도 3에 나타낸 바와 같이, 상기 CGTI-5[E284A] 효소를 첨가한 반응액(레인 2)에서 아스코르빈산 이외에 한 개의[0092]

물질이 합성되었음을 확인하였다.

3-3: CGTI-5[E284A] 당전이 활성의 pH 특성[0093]

상기 실시예 2-3에 따라 얻어진 CGTI-5[E284A]의 pH별 활성을 알기 위해 50 mM sodium phosphate 완충용액 (pH[0094]
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6.5), 50 mM sodium phosphate 완충용액 (pH 7.0), 50 mM sodium phosphate 완충용액 (pH 7.5), 50 mM sodium

phosphate 완충용액 (pH 8.0), 50 mM NaOH-glycine 완충용액 (pH 8.5), 50 mM NaOH-glycine 완충용액 (pH 9.

0)을 각각 이용하여 20  mM의 알파-말토오실 플로라이드를 당공여체로 40 mM 아스코르산을 당수용체로 하여 1

mg/mL의 CGTI-5[E284A]로 36 시간 25℃에서 반응을 진행하였다. 반응 종료는 1.06% meta-phosphoric acid를 4

배 부피만큼 첨가하한 후 4℃에 보관하였다. 반응액은 HPLC (YL9100 HPLC system, 영린기기)에 Nova-Pak
 
C18

column(3.9x150 mm, Waters)과 Ultraviolet (UV) detector를 사용하여 243 nm에서 분석하였다. 그 결과는 도4

에 그래프로 나타내었으며 pH 7.5에서 pH 8.5까지 최고 수율을 확인하였다.

3-4: CGTI-5[E284A] 당전이 활성의 온도 특성[0095]

상기 실시예 2-3에 따라 얻어진 CGTI-5[E284A]의 온도 특성을 확인하기 위해 50 mM sodium phosphate 완충용액[0096]

(pH 7.5)에 알파-말토오실 플로라이드와  아스코르빈산이 각각 20 mM, 40 mM이 되도록 첨가 후 CGTI-5[E284A]를

최종 1 mg/mL이 되도록 하여 20℃, 25℃, 30℃, 35℃, 40℃에서 36 시간 반응하였다. 반응 종결과 분석은 상기

실시예  3-3와  같이  1.06%  meta-phosphoric  acid를  4배  부피만큼  첨가하여  HPLC  (YL9100  HPLC  system,

영린기기)에 Nova-Pak
 
C18 column(3.9x150 mm, Waters)과 Ultraviolet (UV) detector로 분석결과 25℃에서 최

고 수율의 당전이 반응을 확인하였으며 결과를 도5에 그래프로 나타내었다. 

실 시 예 4

당전이 반응산물 정제 [0097]

반응액을 C18 SEP PAK cartridge (Waters)에 주입한 후, 물로 세척하여 비 아릴성 당을 제거하고, 에탄올로 당[0098]

전이 산물을 용출하였다. 용출된 반응산물액을 감압농축기로 에탄올을 제거하였다. 잔존물을 2 mL의 피리딘과

동량의 무수 아세트산을 첨가하여 모든 수산기를 아세틸화 시킨 후, 용매를 제거하고 실리카 겔 크로마토그래피

를 통해 당전이 산물을 분석하였다. 다시 감압농축을 통해 용매를 완전히 제거한 후 얻어진 당전이 산물의 무게

를 이용하여 반응에 사용된 당 수용체 대비 당전이 산물 생산 수율을 계산하였다. 

실 시 예 5

당전이 산물의 구조분석[0099]

5-1: MS spectrometer를 이용한 분자량 결정[0100]

상기  실시예  4에  따라  분리,  정제된  당전이  산물을  LTQ  XL  linear  ion  trap  mass  spectrometer  (Thermo[0101]

Scientific Inc., 미국)를 이용하여 분석하였고, 그림 #은 반응산물의 스펙트럼이다. 분석결과 말토오스 유닛과

아스코르빈산이 결합된 당전이 산물과 동일한 분자량 (분자량 = 500.4)을 가지는 산물이 소디움 염 (M + Na
+
,

분자량 = 500.4 + 23), 포타슘 염 (M + K
+
, 분자량 = 500.4 + 39), 및 이량체의 소디움 염 (2M + Na

+
, 분자량 =

500.4 x 2 + 23) 형태로 검출되었다. 

5-2: NMR을 이용한 구조결정[0102]

상기 실시예 4에서 정제한 반응산물을 메탄올에 녹이고, acetic anhydride를 이용하여 모든 수산기를 아세틸화[0103]

한 후, 감압농축을 통해 용매를 제거하였다. 잔존물을 Silica gel chromatography를 통해 아세틸화된 당전이 산

물만을  분리하고,  당전이  산물을  클로로포름  (CDCl3)에  녹인  후  엔엠알(400  MHz  using  a  Bruker  AV-400

spectrometer) 분석을 통해 구조를 결정하였다. 

1
H NMR 구조 분석 결과 5.45와 5.35 ppm에서 상대적으로 낮은 3.6 Hz의 J value를 가지는 double peak를 갖는[0104]

것으로 보아 두 1번 탄소의 입체구조는 alpha form을 가지는 것을 확인하였다. 
13
C NMR 구조 분석 결과, 아스코

르빈 산 3번째 탄소의 chemical shift가 150.41 ppm에서 보이는 것을 통해 말토오스와 아스코르빈 산 간의 O-

linkage는 각각 1번 탄소와 3번 탄소간의 연결로 확인하였다. 위의 NMR 결과를 종합하여 생성물은 3-O-α-D-

maltosyl ascorbic acid임을 확인하였다. 아래에 각 NMR 결과의 parameter를 나타내었다.
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1
H NMR (D2O, 400 MHz): 5.45 (d, 1H, J = 3.6 Hz), 5.35 (d, 1H, J = 3.6 Hz), 4.90 (d, 1H, J = 1.2 Hz),[0105]

4.55-3.34 (당과 아스코르빈산에 있는 다른 여분의 양자)

13
C NMR (D2O, 100 MHz): 171.32 (C-1), 150.41 (C-3), 118.58 (C-2), 102.51 (C-1''), 101.62 (C-1'), 81.48,[0106]

79.03, 76.24, 75.77 (2C), 75.54, 74.78, 74.18, 73.96, 72.38, 72.28, 65.37, 63.35.

실 시 예 6

GTI-5의 Glu284위치에 대한 무작위 돌연변이 라이브러리 제작[0107]

상기 천연 CGTI-5 효소의 Glu284 아미노산 잔기를 임의의 아미노산으로 치환하기 위하여 CGT-I5-E284X-lib-fw[0108]

(N은 임의의 염기서열, K는 Guanine 또는 Thymine, 서열번호 12)를 제작하였으며, 상기 프라이머는 하기 표 5와

같다.

[표5][0109]

[0110]

상기 실시예 2-1의 재조합 벡터 pET28-CGTI-5[E284A]에 대해 상기 CGT-I5-E284X-lib-fw를 정방향 프라이머로[0111]

사용하여 상기 실시예 2-1의 방법으로 CGTI-5 효소의 Glu284 아미노산이 임의의 아미노산으로 치환된 CGTI-5 돌

연돌연변이 효소들 (CGTI-5E284X, X는 임의의 아미노산을 의미함)을 암호화하는 유전자들을 획득하였다. 상기

PCR의 조건은 상기 표 3에 기재된 바와 같다.

상기  CGTI-5E284X를  암호화하는 유전자들을 함유하는 PCR  산물을 상기  실시예 2-1과  동일한 방법으로 벡터[0112]

pET28a에 라이게이션 한 후,  상기 실시예 1-2에 따라 형질전환체를 제조하였다. 

실 시 예 7

당전이 활성을 가지는 CGTase 돌연변이 효소의 선발[0113]

상기 제조한 pET28-CGTI-5[E284X] 벡터 라이브러리를 상기 실시예 1-2의 방법으로 형질전환 후, 형질전환체 100[0114]

개를 각각 20 μg/mL 가나마이신이 들어있는 3 mL LB 배지에 접종하였다. 상기 실시예 2-2의 방법으로 CGTI-5

돌연변이들을 생산하고 원심분리하여 상등액을 제거하여 모은 세포 침전물에 lysozyme을 최종농도 1 mg/mL가 첨

가된  50  mM  sodium  phosphate  (pH  7.0)  완충용액  20  μL에  현탁한  후  상온에서  30분  방치하여  세포벽이

lysozyme에 의해 파쇄되도록 하여 조효소액을 제조하였다. 각 조효소액을 50 mM sodium phosphate (pH 7.0) 완

충용액 내에 20 mM 알파-말토오실 플로라이드와 40 mM의 아스코르빈 산을 함유하는 기질 용액과 1:1로 섞은 후,

25℃에서 24 시간 반응을 진행하였고, 박막크로마토그래피(thin layer chromatography)방법을 통해 반응액을 분

석하였다. 총 100개의 시료 중 당전이 산물이 검출된 17개의 시료를 획득하였으며, 해당 변이체 효소를 생산하

는 재조합 대장균으로부터 QUAGEN 플라스미드 분리 키드를 사용하여 CGTase 돌연변이효소를 암호화하는 유전자

를  함유한  재조합  플라스미드  벡터를  분리하고,  염기서열을  결정하였다.  그  결과  변이체  효소는  CGTI-5의

Glu284 아미노산이 알라닌, 세린 또는 글리신으로 치환된 변이체 효소임을 확인하였다. 도 6은 상기 실시예를

통해 선발된 세 개의 변이체 효소를 이용하여 알파-말토실 플로라이드를 당공여체로 아스코르빈산을 당 수용체

로 사용한 당전이 반응물의 TLC 분석 결과이다. 레인 M은 글루코스부터 말토펜타오스까지의 말토올리고당 마커

이고, 레인 B는 알파-말토실 플로라이드와 아스코르빈산만을 함유한 대조군이고, 레인 1은 CGTI-5의 Glu284 아

미노산이 알라닌으로 치환된 변이체 효소,  레인 2는  CGTI-5의  Glu  284  아미노산이 세린으로 치환된 변이체

효소, 그리고 레인 3은 CGTI-5의 Glu 284 아미노산이 글리신으로 치환된 변이체 효소를 이용한 당전이 반응액이

다. 도 6의 결과로부터 상기 세 변이체 효소가 동일한 당전이 산물을 합성함을 알 수 있다.
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<213>    Bacillus  sp.

<400>    1

Met Lys Arg Phe Met Lys Leu Thr Ala Val Trp Thr Leu Trp Leu Ser

  1               5                  10                  15 

Leu Thr Leu Gly Leu Leu Ser Pro Val His Ala Ala Pro Asp Thr Ser

             20                  25                  30 

Val Ser Asn Lys Gln Asn Phe Ser Thr Asp Val Ile Tyr Gln Ile Phe

         35                  40                  45 

Thr Asp Arg Phe Ser Asp Gly Asn Pro Ala Asn Asn Pro Thr Gly Ala

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Trp Gln Gly Ile Ile Asn Lys Ile Asn Asp Gly Tyr Leu Thr Gly Met

                 85                  90                  95 

Gly Ile Thr Ala Ile Trp Ile Ser Gln Pro Val Glu Asn Ile Tyr Ser

            100                 105                 110 

Val Ile Asn Tyr Ser Gly Val His Asn Thr Ala Tyr His Gly Tyr Trp

        115                 120                 125 

Ala Arg Asp Phe Lys Lys Thr Asn Pro Ala Tyr Gly Thr Met Gln Asp

    130                 135                 140 

Phe Lys Asn Leu Ile Asp Thr Ala His Ala His Asn Ile Lys Val Ile

145                 150                 155                 160 

Ile Asp Phe Ala Pro Asn His Thr Ser Pro Ala Ser Ser Asp Asp Pro

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Gly Tyr Thr Asn Asp Thr Gln Asn Leu Phe His His Tyr Gly Gly Thr

        195                 200                 205 

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

    210                 215                 220 

Ala Asp Leu Asn His Asn Asn Ser Ser Val Asp Val Tyr Leu Lys Asp
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225                 230                 235                 240 

Ala Ile Lys Met Trp Leu Asp Leu Gly Val Asp Gly Ile Arg Val Asp

                245                 250                 255 

Ala Val Lys His Met Pro Phe Gly Trp Gln Lys Ser Phe Met Ser Thr

            260                 265                 270 

Ile Asn Asn Tyr Lys Pro Val Phe Thr Phe Gly Glu Trp Phe Leu Gly

        275                 280                 285 

Val Asn Glu Ile Ser Pro Glu Tyr His Gln Phe Ala Asn Glu Ser Gly

    290                 295                 300 

Met Ser Leu Leu Asp Phe Arg Phe Ala Gln Lys Ala Arg Gln Val Phe

305                 310                 315                 320 

Arg Asp Asn Thr Asp Asn Met Tyr Gly Leu Lys Ala Met Leu Glu Gly

                325                 330                 335 

Ser Glu Val Asp Tyr Ala Gln Val Asn Asp Gln Val Thr Phe Ile Asp

            340                 345                 350 

Asn His Asp Met Glu Arg Phe His Thr Ser Asn Gly Asp Arg Arg Lys

        355                 360                 365 

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

    370                 375                 380 

Ile Tyr Tyr Gly Ser Glu Gln Tyr Met Ser Gly Gly Asn Asp Pro Asp

385                 390                 395                 400 

Asn Arg Ala Arg Ile Pro Ser Phe Ser Thr Thr Thr Thr Ala Tyr Gln

                405                 410                 415 

Val Ile Gln Lys Leu Ala Pro Leu Arg Lys Ser Asn Pro Ala Ile Ala

            420                 425                 430 

Tyr Gly Ser Thr Gln Glu Arg Trp Ile Asn Asn Asp Val Ile Ile Tyr

        435                 440                 445 

Glu Arg Lys Phe Gly Asn Asn Val Ala Val Val Ala Ile Asn Arg Asn

    450                 455                 460 

Met Asn Thr Pro Ala Ser Ile Thr Gly Leu Val Thr Ser Leu Pro Gln

465                 470                 475                 480 
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Gly Ser Tyr Asn Asp Val Leu Gly Gly Ile Leu Asn Gly Asn Thr Leu

                485                 490                 495 

Thr Val Gly Ala Gly Gly Ala Ala Ser Asn Phe Thr Leu Ala Pro Gly

            500                 505                 510 

Gly Thr Ala Val Trp Gln Tyr Thr Thr Asp Ala Thr Ala Pro Ile Ile

        515                 520                 525 

Gly Asn Val Gly Pro Met Met Ala Lys Pro Gly Val Thr Ile Thr Ile

    530                 535                 540 

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

545                 550                 555                 560 

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

                565                 570                 575 

Val Lys Ile Leu Arg Val Pro Gly Gly Ile Tyr Asp Ile Arg Val Ala

            580                 585                 590 

Asn Ala Ala Gly Ala Ala Ser Asn Ile Tyr Asp Asn Phe Glu Val Leu

        595                 600                 605 

Thr Gly Asp Gln Val Thr Val Arg Phe Val Ile Asn Asn Ala Thr Thr

    610                 615                 620 

Ala Leu Gly Gln Asn Val Phe Leu Thr Gly Asn Val Ser Glu Leu Gly

625                 630                 635                 640 

Asn Trp Asp Pro Asn Asn Ala Ile Gly Pro Met Tyr Asn Gln Val Val

                645                 650                 655 

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

            660                 665                 670 

Thr Ile Glu Phe Lys Phe Leu Lys Lys Gln Gly Ser Thr Val Thr Trp

        675                 680                 685 

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

    690                 695                 700 

Thr Val Asn Val Asn Trp Gln Pro

705                 710        

<210>    2

<211>    712
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<212>    PRT

<213>    Bacillus sp.

<400>    2

Met Lys Arg Phe Met Lys Leu Thr Ala Val Trp Thr Leu Trp Leu Ser

  1               5                  10                  15 

Leu Thr Leu Gly Leu Leu Ser Pro Val His Ala Ala Pro Asp Thr Ser

             20                  25                  30 

Val Ser Asn Lys Gln Asn Phe Ser Thr Asp Val Ile Tyr Gln Ile Phe

         35                  40                  45 

Thr Asp Arg Phe Ser Asp Gly Asn Pro Ala Asn Asn Pro Thr Gly Ala

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Trp Gln Gly Ile Ile Asn Lys Ile Asn Asp Gly Tyr Leu Thr Gly Met

                 85                  90                  95 

Gly Ile Thr Ala Ile Trp Ile Ser Gln Pro Val Glu Asn Ile Tyr Ser

            100                 105                 110 

Val Ile Asn Tyr Ser Gly Val His Asn Thr Ala Tyr His Gly Tyr Trp

        115                 120                 125 

Ala Arg Asp Phe Lys Lys Thr Asn Pro Ala Tyr Gly Thr Met Gln Asp

    130                 135                 140 

Phe Lys Asn Leu Ile Asp Thr Ala His Ala His Asn Ile Lys Val Ile

145                 150                 155                 160 

Ile Asp Phe Ala Pro Asn His Thr Ser Pro Ala Ser Ser Asp Asp Pro

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Gly Tyr Thr Asn Asp Thr Gln Asn Leu Phe His His Tyr Gly Gly Thr

        195                 200                 205 

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

    210                 215                 220 

Ala Asp Leu Asn His Asn Asn Ser Ser Val Asp Val Tyr Leu Lys Asp
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225                 230                 235                 240 

Ala Ile Lys Met Trp Leu Asp Leu Gly Val Asp Gly Ile Arg Val Asp

                245                 250                 255 

Ala Val Lys His Met Pro Phe Gly Trp Gln Lys Ser Phe Met Ser Thr

            260                 265                 270 

Ile Asn Asn Tyr Lys Pro Val Phe Thr Phe Gly Ala Trp Phe Leu Gly

        275                 280                 285 

Val Asn Glu Ile Ser Pro Glu Tyr His Gln Phe Ala Asn Glu Ser Gly

    290                 295                 300 

Met Ser Leu Leu Asp Phe Arg Phe Ala Gln Lys Ala Arg Gln Val Phe

305                 310                 315                 320 

Arg Asp Asn Thr Asp Asn Met Tyr Gly Leu Lys Ala Met Leu Glu Gly

                325                 330                 335 

Ser Glu Val Asp Tyr Ala Gln Val Asn Asp Gln Val Thr Phe Ile Asp

            340                 345                 350 

Asn His Asp Met Glu Arg Phe His Thr Ser Asn Gly Asp Arg Arg Lys

        355                 360                 365 

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

    370                 375                 380 

Ile Tyr Tyr Gly Ser Glu Gln Tyr Met Ser Gly Gly Asn Asp Pro Asp

385                 390                 395                 400 

Asn Arg Ala Arg Ile Pro Ser Phe Ser Thr Thr Thr Thr Ala Tyr Gln

                405                 410                 415 

Val Ile Gln Lys Leu Ala Pro Leu Arg Lys Ser Asn Pro Ala Ile Ala

            420                 425                 430 

Tyr Gly Ser Thr Gln Glu Arg Trp Ile Asn Asn Asp Val Ile Ile Tyr

        435                 440                 445 

Glu Arg Lys Phe Gly Asn Asn Val Ala Val Val Ala Ile Asn Arg Asn

    450                 455                 460 

Met Asn Thr Pro Ala Ser Ile Thr Gly Leu Val Thr Ser Leu Pro Gln

465                 470                 475                 480 
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Gly Ser Tyr Asn Asp Val Leu Gly Gly Ile Leu Asn Gly Asn Thr Leu

                485                 490                 495 

Thr Val Gly Ala Gly Gly Ala Ala Ser Asn Phe Thr Leu Ala Pro Gly

            500                 505                 510 

Gly Thr Ala Val Trp Gln Tyr Thr Thr Asp Ala Thr Ala Pro Ile Ile

        515                 520                 525 

Gly Asn Val Gly Pro Met Met Ala Lys Pro Gly Val Thr Ile Thr Ile

    530                 535                 540 

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

545                 550                 555                 560 

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

                565                 570                 575 

Val Lys Ile Leu Arg Val Pro Gly Gly Ile Tyr Asp Ile Arg Val Ala

            580                 585                 590 

Asn Ala Ala Gly Ala Ala Ser Asn Ile Tyr Asp Asn Phe Glu Val Leu

        595                 600                 605 

Thr Gly Asp Gln Val Thr Val Arg Phe Val Ile Asn Asn Ala Thr Thr

    610                 615                 620 

Ala Leu Gly Gln Asn Val Phe Leu Thr Gly Asn Val Ser Glu Leu Gly

625                 630                 635                 640 

Asn Trp Asp Pro Asn Asn Ala Ile Gly Pro Met Tyr Asn Gln Val Val

                645                 650                 655 

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

            660                 665                 670 

Thr Ile Glu Phe Lys Phe Leu Lys Lys Gln Gly Ser Thr Val Thr Trp

        675                 680                 685 

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

    690                 695                 700 

Thr Val Asn Val Asn Trp Gln Pro

705                 710        

<210>    3

<211>    712
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<212>    PRT

<213>    Bacillus sp.

<400>    3

Met Lys Arg Phe Met Lys Leu Thr Ala Val Trp Thr Leu Trp Leu Ser

  1               5                  10                  15 

Leu Thr Leu Gly Leu Leu Ser Pro Val His Ala Ala Pro Asp Thr Ser

             20                  25                  30 

Val Ser Asn Lys Gln Asn Phe Ser Thr Asp Val Ile Tyr Gln Ile Phe

         35                  40                  45 

Thr Asp Arg Phe Ser Asp Gly Asn Pro Ala Asn Asn Pro Thr Gly Ala

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Trp Gln Gly Ile Ile Asn Lys Ile Asn Asp Gly Tyr Leu Thr Gly Met

                 85                  90                  95 

Gly Ile Thr Ala Ile Trp Ile Ser Gln Pro Val Glu Asn Ile Tyr Ser

            100                 105                 110 

Val Ile Asn Tyr Ser Gly Val His Asn Thr Ala Tyr His Gly Tyr Trp

        115                 120                 125 

Ala Arg Asp Phe Lys Lys Thr Asn Pro Ala Tyr Gly Thr Met Gln Asp

    130                 135                 140 

Phe Lys Asn Leu Ile Asp Thr Ala His Ala His Asn Ile Lys Val Ile

145                 150                 155                 160 

Ile Asp Phe Ala Pro Asn His Thr Ser Pro Ala Ser Ser Asp Asp Pro

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Gly Tyr Thr Asn Asp Thr Gln Asn Leu Phe His His Tyr Gly Gly Thr

        195                 200                 205 

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

    210                 215                 220 

Ala Asp Leu Asn His Asn Asn Ser Ser Val Asp Val Tyr Leu Lys Asp
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225                 230                 235                 240 

Ala Ile Lys Met Trp Leu Asp Leu Gly Val Asp Gly Ile Arg Val Asp

                245                 250                 255 

Ala Val Lys His Met Pro Phe Gly Trp Gln Lys Ser Phe Met Ser Thr

            260                 265                 270 

Ile Asn Asn Tyr Lys Pro Val Phe Thr Phe Gly Ser Trp Phe Leu Gly

        275                 280                 285 

Val Asn Glu Ile Ser Pro Glu Tyr His Gln Phe Ala Asn Glu Ser Gly

    290                 295                 300 

Met Ser Leu Leu Asp Phe Arg Phe Ala Gln Lys Ala Arg Gln Val Phe

305                 310                 315                 320 

Arg Asp Asn Thr Asp Asn Met Tyr Gly Leu Lys Ala Met Leu Glu Gly

                325                 330                 335 

Ser Glu Val Asp Tyr Ala Gln Val Asn Asp Gln Val Thr Phe Ile Asp

            340                 345                 350 

Asn His Asp Met Glu Arg Phe His Thr Ser Asn Gly Asp Arg Arg Lys

        355                 360                 365 

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

    370                 375                 380 

Ile Tyr Tyr Gly Ser Glu Gln Tyr Met Ser Gly Gly Asn Asp Pro Asp

385                 390                 395                 400 

Asn Arg Ala Arg Ile Pro Ser Phe Ser Thr Thr Thr Thr Ala Tyr Gln

                405                 410                 415 

Val Ile Gln Lys Leu Ala Pro Leu Arg Lys Ser Asn Pro Ala Ile Ala

            420                 425                 430 

Tyr Gly Ser Thr Gln Glu Arg Trp Ile Asn Asn Asp Val Ile Ile Tyr

        435                 440                 445 

Glu Arg Lys Phe Gly Asn Asn Val Ala Val Val Ala Ile Asn Arg Asn

    450                 455                 460 

Met Asn Thr Pro Ala Ser Ile Thr Gly Leu Val Thr Ser Leu Pro Gln

465                 470                 475                 480 
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Gly Ser Tyr Asn Asp Val Leu Gly Gly Ile Leu Asn Gly Asn Thr Leu

                485                 490                 495 

Thr Val Gly Ala Gly Gly Ala Ala Ser Asn Phe Thr Leu Ala Pro Gly

            500                 505                 510 

Gly Thr Ala Val Trp Gln Tyr Thr Thr Asp Ala Thr Ala Pro Ile Ile

        515                 520                 525 

Gly Asn Val Gly Pro Met Met Ala Lys Pro Gly Val Thr Ile Thr Ile

    530                 535                 540 

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

545                 550                 555                 560 

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

                565                 570                 575 

Val Lys Ile Leu Arg Val Pro Gly Gly Ile Tyr Asp Ile Arg Val Ala

            580                 585                 590 

Asn Ala Ala Gly Ala Ala Ser Asn Ile Tyr Asp Asn Phe Glu Val Leu

        595                 600                 605 

Thr Gly Asp Gln Val Thr Val Arg Phe Val Ile Asn Asn Ala Thr Thr

    610                 615                 620 

Ala Leu Gly Gln Asn Val Phe Leu Thr Gly Asn Val Ser Glu Leu Gly

625                 630                 635                 640 

Asn Trp Asp Pro Asn Asn Ala Ile Gly Pro Met Tyr Asn Gln Val Val

                645                 650                 655 

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

            660                 665                 670 

Thr Ile Glu Phe Lys Phe Leu Lys Lys Gln Gly Ser Thr Val Thr Trp

        675                 680                 685 

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

    690                 695                 700 

Thr Val Asn Val Asn Trp Gln Pro

705                 710        

<210>    4

<211>    712
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<212>    PRT

<213>    Bacillus sp.

<400>    4

Met Lys Arg Phe Met Lys Leu Thr Ala Val Trp Thr Leu Trp Leu Ser

  1               5                  10                  15 

Leu Thr Leu Gly Leu Leu Ser Pro Val His Ala Ala Pro Asp Thr Ser

             20                  25                  30 

Val Ser Asn Lys Gln Asn Phe Ser Thr Asp Val Ile Tyr Gln Ile Phe

         35                  40                  45 

Thr Asp Arg Phe Ser Asp Gly Asn Pro Ala Asn Asn Pro Thr Gly Ala

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Trp Gln Gly Ile Ile Asn Lys Ile Asn Asp Gly Tyr Leu Thr Gly Met

                 85                  90                  95 

Gly Ile Thr Ala Ile Trp Ile Ser Gln Pro Val Glu Asn Ile Tyr Ser

            100                 105                 110 

Val Ile Asn Tyr Ser Gly Val His Asn Thr Ala Tyr His Gly Tyr Trp

        115                 120                 125 

Ala Arg Asp Phe Lys Lys Thr Asn Pro Ala Tyr Gly Thr Met Gln Asp

    130                 135                 140 

Phe Lys Asn Leu Ile Asp Thr Ala His Ala His Asn Ile Lys Val Ile

145                 150                 155                 160 

Ile Asp Phe Ala Pro Asn His Thr Ser Pro Ala Ser Ser Asp Asp Pro

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Gly Tyr Thr Asn Asp Thr Gln Asn Leu Phe His His Tyr Gly Gly Thr

        195                 200                 205 

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

    210                 215                 220 

Ala Asp Leu Asn His Asn Asn Ser Ser Val Asp Val Tyr Leu Lys Asp
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225                 230                 235                 240 

Ala Ile Lys Met Trp Leu Asp Leu Gly Val Asp Gly Ile Arg Val Asp

                245                 250                 255 

Ala Val Lys His Met Pro Phe Gly Trp Gln Lys Ser Phe Met Ser Thr

            260                 265                 270 

Ile Asn Asn Tyr Lys Pro Val Phe Thr Phe Gly Ala Trp Phe Leu Gly

        275                 280                 285 

Val Asn Glu Ile Ser Pro Glu Tyr His Gln Phe Ala Asn Glu Ser Gly

    290                 295                 300 

Met Ser Leu Leu Asp Phe Arg Phe Ala Gln Lys Ala Arg Gln Val Phe

305                 310                 315                 320 

Arg Asp Asn Thr Asp Asn Met Tyr Gly Leu Lys Ala Met Leu Glu Gly

                325                 330                 335 

Ser Glu Val Asp Tyr Ala Gln Val Asn Asp Gln Val Thr Phe Ile Asp

            340                 345                 350 

Asn His Asp Met Glu Arg Phe His Thr Ser Asn Gly Asp Arg Arg Lys

        355                 360                 365 

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

    370                 375                 380 

Ile Tyr Tyr Gly Ser Glu Gln Tyr Met Ser Gly Gly Asn Asp Pro Asp

385                 390                 395                 400 

Asn Arg Ala Arg Ile Pro Ser Phe Ser Thr Thr Thr Thr Ala Tyr Gln

                405                 410                 415 

Val Ile Gln Lys Leu Ala Pro Leu Arg Lys Ser Asn Pro Ala Ile Ala

            420                 425                 430 

Tyr Gly Ser Thr Gln Glu Arg Trp Ile Asn Asn Asp Val Ile Ile Tyr

        435                 440                 445 

Glu Arg Lys Phe Gly Asn Asn Val Ala Val Val Ala Ile Asn Arg Asn

    450                 455                 460 

Met Asn Thr Pro Ala Ser Ile Thr Gly Leu Val Thr Ser Leu Pro Gln

465                 470                 475                 480 
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Gly Ser Tyr Asn Asp Val Leu Gly Gly Ile Leu Asn Gly Asn Thr Leu

                485                 490                 495 

Thr Val Gly Ala Gly Gly Ala Ala Ser Asn Phe Thr Leu Ala Pro Gly

            500                 505                 510 

Gly Thr Ala Val Trp Gln Tyr Thr Thr Asp Ala Thr Ala Pro Ile Ile

        515                 520                 525 

Gly Asn Val Gly Pro Met Met Ala Lys Pro Gly Val Thr Ile Thr Ile

    530                 535                 540 

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

545                 550                 555                 560 

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

                565                 570                 575 

Val Lys Ile Leu Arg Val Pro Gly Gly Ile Tyr Asp Ile Arg Val Ala

            580                 585                 590 

Asn Ala Ala Gly Ala Ala Ser Asn Ile Tyr Asp Asn Phe Glu Val Leu

        595                 600                 605 

Thr Gly Asp Gln Val Thr Val Arg Phe Val Ile Asn Asn Ala Thr Thr

    610                 615                 620 

Ala Leu Gly Gln Asn Val Phe Leu Thr Gly Asn Val Ser Glu Leu Gly

625                 630                 635                 640 

Asn Trp Asp Pro Asn Asn Ala Ile Gly Pro Met Tyr Asn Gln Val Val

                645                 650                 655 

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

            660                 665                 670 

Thr Ile Glu Phe Lys Phe Leu Lys Lys Gln Gly Ser Thr Val Thr Trp

        675                 680                 685 

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

    690                 695                 700 

Thr Val Asn Val Asn Trp Gln Pro

705                 710        
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