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(54) 화학 화합물의 생합성적 제조방법

요약

본 발명에서는 폴리펩티드 전구체를 코딩하는 플라스미드에 의해 형질전환된 세균성 숙주가 기술되었고, 
여기에서 숙주는 발현된 폴리펩티드 전구체와 반응하여 적어도 하나의 탈수아미노산 및/또는 적어도 하
나의 탄티온 다리를 함유하는 폴리펩티드를 생산할 수 있는 다중-효소 복합체를 포함한다. 갈리데르민과 
같은, 적어도 하나의 탈수아미노산 및/또는 적어도 하나의 란티온 다리를 함유하느 폴리펩티드의 생산방
법도 역시 기술되었다. 또한 세균성 숙주를 형질전환할 수 있는 플라스미드도 기술되었다.

란티바이오틱 에피데르민의 생합성에 관여하는 효소인 EpiB, EpiC, EpiD, EpiP 또는 EpiQ를 지정하는 재
조합 DNA 분자도 역시 개시되었다.
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대표도

명세서

[발명의 명칭]

화학 화합물의 생합성적 제조방법

[도면의 간단한 설명]

제1도는  에피데르민(epidermin)  구조  유전자(epiA)의  뉴클레오티드  서열  및  프리-에피데르민(pre-
epidermin)의 추론된 아미노산 서열을 나타낸 것이다.

제2(a)도는 하이론(Huron) 프로그램을 사용한 프리-에피데르민에 대한 예상 플롯을 나타낸 것이며, 여기
에서 각각의 막대 도표는 (a) 유연성, (b) 수치료법; (c) 친수성; (d) 회전경향; (e)β-시트; 및 (f) 
α-나선 구조를 나타낸다.

제2(b)도는 적합한 환경에서 N-말단이 양친성(amphophilic) α-나선구조를 부분적으로 채택할 수 있음을 
보여주는 프리-에피데르민에 대한 헬릭스 휠 플릇(heilx wheel plot)을 나타낸 것이다.

제3도는 에피데르민에 대한 가정된 성숙 과정을 나타낸 것이다.

제4도는 에피데르민의 구조를 나타낸 것이다.

제5도는 란티온(lanthione) 항생제에서 발견되고 본 발명의 방법을 사용하여 펩타이드 생성물에서 형성
될 수 있는 특이한 아미노산의 예를 나타낸 것이다.

제6도는 pCLP100 플라스미스 및 pUC18 플라스미드로부터 pCUI 플라스미드를 제조하는 방법의 도표를 나
타낸 것이다.

제7(a)도는 실시예 2에서 제조된 단리된 배양 배지의 용출 패턴을 나타낸 것이다.

제7(b)도는 갈리데르민(gallidermin)을 함유하는 표준물질의 용출패턴을 나타낸 것이다.

제8도는 에스.에피데르미스 플라스미드 pE 32 의 에피즘(episome) pE 32의 유전적 분석을 나타낸 것이

다.

제9도는 판독 틀(reading frames) epiA, B, C, D, P, Q, Y′ 및 Y″를 포함하는 pT 32의 BglII/HpaII 단

편의 뉴클레오티드 서열 및 각 단백질의 추론된 아미노산 서열을 나타낸 것이다.

제10도는  에스.  에피데르미스에서  epiA(10A)  및  epiB(10B)  발현의  노던  블롯  분석(Northern  blot 
aralysis) 결과를 나타낸 것이다.

제11도는 활성 부위에서 epiP 및 다른 세린(serine) 단백질 분해효소 사이의 서열 상동성을 나타낸 것이
다.

제12도는 epiQ 및 phoB 사이의 서열 상동성을 나타낸 것이다.

제13도는 에스. 카르노서스(S. carnosus) TM300 내에서 생산된 에피데르민의 HPLC 용출 윤곽을 나타낸 
것이다.

제14도는 pT181mcs 의 구조를 나타낸 것이다.

제15도는 pCU1 의 구조를 나타낸 것이다.

제16도는  A)  pT 32  의  14kb  BglII  단편을  pT181mcs  내에  클로닝함에  의한  pTepi14의  제조  및  B) 

pT181mcs (pT...) 또는 pCU1 (pCU...) 내로 서브클론화된 각종의 pTepi14 DNA 단편들을 나타낸 것이다.

제17도는 pPS4epiA 및 pPS4epiB 의 구조를 나타낸 것이다.

제18도는 인접하는 DNA 단편에 의한 에스.카르노서스(pTepiABCDQ) 내에서의 에피데르민 생산의 보완을 
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나타낸 것이다.

[발명의 상세한 설명]

본 발명은 화학 화합물의 생합성, 및 특히 탈수아미노산(dehydroamino acid) 잔기 및/또는 티오에테르 
다리(bridge)를 포함하는 화학 화합물의 생합성에 포함된 효소를 제조하기 위한 재조합체 유전학의 사용
에 관한 것이다.

니신(nisin),  서브틸린(subtilin),  듀라마이신(duramycin),  신나마이신(cinnamycin), 
안코베닌(ancovenin), Ro 09-0198 및 에피데르민과 같은 몇몇 폴리펩티드 항생제들은 탈수아미노산 및 
란티오닌 다리를 포함한다. 이 폴리펩티드들은 다양한 각각의 미생물 균주에 의해 생산된다. 예를 들어, 
니신은 스트렙토코쿠스 락틴(Sterptococculs actin)의 균주를 배양함으로써, 그리고 서브틸린은 바실러
스 서브틸리스(Bacillus subtilis)의 배양에 의해 생산된 수 있다.

이 항생제들의 생합성에 대한 유전학전 기초는 지금까지 밝혀져 있지 않다. 따라서, 예를 들어, 그러한 
항생제들의 생합성 및, 특히, 거기에서 발견되는 특이한 아미노산의 형성이 리보조옴적 합성을 통하여 
일어나는지 또는 다중-효소 복합체를 통하여 일어나는지는 알려져 있지 않다.

또한 그러한 항생제들의 전구체 단백질들이 별개의 구조 유전자들에 의해 코오드되는지 또는 더 큰 단백
질들의 분해 산들인지는 알려져 있지 않다.

에페데르민의 구조 유전자를 확증하기 위해 수행된 연구중에, 놀랍게도 상기에 언급한 항생제들, 특히 
에피데르민이 각각 별개의 구조유전자에 의해 코오드된다는 것과 전서열(presequence) 폴리펩티드의 가
공(processing)이 탈수아미노산 잔기 및/또는 티오에테르 다리의 형성에 영항을 주는 효소적 복합체에 
의해 수행됨이 밝혀졌다.

또한, 다중-효소 복합체는 프리폴리펩티드(prepolypeptide)를 가공할 뿐만 아니라, 세포막을 통하여 배
양 상등액내로 단백질을 방출하는 것에 관여할 수도 있다. 이에 관하여, 그러한 활성은 예를 들어, 하기
에 기술된 것과 같은 프리-에피데르민의 -30 내지 -1 서열의 경우와 같이, 프리폴리펩티드가 가진 전-서
열과 관련될 수 있다.

제1도는 에피데르민 구조 유전자(epiA)의 뉴클레오티드 서열 및 프리-에피데르민의 추론된 아미노산 서
열을 나타낸 것이다.

쉰-달가르노(Shine-Dalgarno) 서열은 네모로 싸여 있고 프로펩타이드가 가공(process)되는 단백질 분해 
절단 부위는 화살표로 표시되어 있다.

역위 반복(inverted repeats)은 밑줄이 그어져 있고 가능한 종결 코든은 am(amber) 및 oc(ocher)로 표시
되어 있다.

제2(a)도는 하이른 프로그램을 사용한 프리-에피데르민에 대한 예상 플롯을 나타낸 것이며, 여기에서 각
각의 막대 도표는 (a) 유연성; (b) 수치료법; (c) 친수성; (d) 회전 경향; (e) β-시트; 및 (f) α-나선 
구조를 나타낸다.

제2(b)도는 적합한 환경에서 N-말단이 양친성α-나선 구조를 부분적으로 채택할 수 있음을 보여주는 프
리-에피데르민에 대한 헬릭스휠 플롯을 나타낸 것이다.

제3도는 에피데르민에 대한 가정된 성숙과정을 나타낸 것이다.

번역된 폴리펩티드(프리-에피데르민)는 52개의 아미노산 잔기로 이루어져 있다. 구조 예상은 부분적으로 
α-나선형인 N-말단을 나타내는데 그로부터 잔기 -30 내지 -10이 양친성 α -나선 구조를 형성할 수 있
다. 물의 제거는 지시된 Ser 및 Thr 잔기에서 일어난다(a). Thr+14를 제외하고는, 물의 제거후에 설파이
드 고리 형성이 일어나고(b), C-말단에서 탈카르복시화(c) 및 이중 결합 형성(d)이 일어나 프로-에피데
르민을 생성한다. 그다음 프로-에피데르민 구조는 단백질 분해 절단에 의해 가공되어 에피데르민을 생성
한다.

제4도는 에피데르민의 구조를 나타낸 것이다. 고리 구조들은 A, B, C, D, 및 E 로서 표시되어 있다. 아
미노산인 메소란티은(mesolanthione) 및 트레오-메틸란티온(threo-methyllanthione)의 구조가 나타나 있
다.

제5도는 란티온 항생제에서 발견되고 본 발명의 방법을 용하여 펩타이드 생성물에서 형성될 수 있는 특
이한 아미노산의 예를 나타낸 것이다.

제6도는 pCLP100 폴라스미드 및 pUC18 폴라스미드로부터 pUCI 폴라스미드를 제조하는 방법의 도표를 나
타낸 것이다.

제7(a)도는 실시예 2에서 제조된 단리된 배양 배지의 용출 패턴을 나타낸 것이다.

제7(b)도는 갈리데르민을 함유하는 표준물질의 용출패턴을 나타낸 것이다. 갈리데르민은 7.54분에 용출
된다. 

제8도는 에스.에피데르미스 폴라스미드 pT 32 의 에피즘 pT 32의 유전적 분석을 나타낸 것이며, 다음을 

포함한다.

8A : 에피좀 pT 32의 제한 지도(restriction map), 및

8B : pT 32의 13.5kb BglII 단편의 제한지도.

검은 화살표는 epiA 구조 유전자에 해당한다. 속이 빈 화살표들의 판독 틀 epiB, C, D, P 및 Q를 나타낸
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다.

8C : epiA에 특이적인 15 량체(15-mer) 올리고뉴클레오티드(5′-CACATCC AGGAGTAC-3′)를 사용하는 서로 
다른 제한 효소(EcoRI, EcoRV, SphI)로 소환된 pT 32의 서던 하이브리드화(Southern hubridization).

제9도는 판독 틀 epiA, B, C, D, P, Q, Y′, 및 Y″를 포함하는 pT 32의 BglII/HpaII 단편의 뉴클레오티

드 서열 및 각 단백질의 추론된 아미노산 서열을 나타낸 것이다. S/D 서열들 및 종결 구조들 위에 줄이 
그어져 있다. IR은 역위 반복을 나타낸다. epiY, epiA, epiB, epiC, epiD, epiQ 및 epiP의 개방 판독 
틀(Open reading frame)의 개시점은 긁은 활자로 표시되어 있다. N-말단 아미노산 잔기들(가능한 번역 
개시 부위) 은 네모로 싸여 있다.

제10도는 에스. 에피데르미스에서 epiA(10A), epiB(10B) 발현의 노던 블롯 분석 결과를 나타낸 것이며, 
여기에서 총 RNA(40㎍,제1, 3 및 5 열, 또는 20㎍, 제2, 4 및 6열)는 1.2% 아가로스 겔상에서 분리되고 
안티센스(antisense) RNA 프로브(probe) (SP6 전사물, 여과지를 점점 더 엄격하게 세척한다; 제1 열, 
2:1 x SSC, 0.1%SDS, 노출시간 4 시간, 제3 열, 4:0.5 x SSC, 노출시간 16시간; 제5열, 6:0.1×SSC, 
0.1%SDS, 노출시간 3일)를 사용하여 하이브리드화를 수행한다. 235 및 165RNA의 위치를 크기(size) 표준
으로 사용한다.

제11도는  활성  부위에서  epiP  및  다른  세린  단백질  분해  효소  사이의  서열  상동성을  나타낸 
것이다(SUBSI,  비.  서브틸리스(B.  Subtilts)의  서브틸리신(Subtilisin)  I168  전구체(테르자기 
등(Terzaghi et al.), Appl. Microbiol. 29:807-813(1975)); ISPI, 비. 서브틸리스 유래의 주요 세포내 
셀린 단백질 분해 효소(마니아티스등(Maniatis et al.), Molecular Cloning. A Laboratory Manual; 2nd 
ed.  Cold  Spring  Harbour  Laboratory  Press  (1990));  SUMYTV,  테르모악티노마이세스  불가리스 
(Thermoactinopmyces  vulgaris)의  테르미타아제(thermitase)(스탈  등(Stahl  et  al.),  J.  Bacteriol 
158:411-418(1984)). 강하게 보존된 아스파라긴(asp), 히스티딘(his) 및 세린(ser) 잔기들은 별포로 표
시되어 있다. 유사한 아미노산 잔기들은 점으로, 그리고 동일한 아미노산 잔기들은 클론으로 표시되어 
있다.

제12도는 epiQ 및 phoB (Makino et al., J. Mol. Biol. 190:37-44 (1986)) 사이의 서열 상동성을 나타낸 
것이다. 유사한 아미노산 잔기들은 점으로, 그리고 동일한 아미노산 잔기들은 콜론으로 표시되어 있다.

제13도는 에스. 카르노서스 TM300 내에서 생산된 에피데르민의 HPLC 용출 윤곽을 나타낸 것이다.

13A : 에피데르민 표준 물질의 용출 윤곽(6.75분, 화살표로 표시됨).

13B  :  에스.파르노서스  TM300  pTepi14의  배양  여액으로부터  단리된  에피데르민  표준  물질의  용출 
윤곽(6.75분, 화살표로 표시됨).

배양 여액은 XAD 1180에 흡착되고, 메탄올로 용출되고, 마지막으로 증발에 의해 농축된다.

13C : 13B 에서와 같이 처리된 형질 전환되지 않는 에스.카르노서스 TM300 배양 여액의 용출 윤곽 실설
능 에피데르민의 용출 영역을 나타낸다.

제14도는 pT181mcs의 구조를 나타낸 것이다.

pUC19의 PvuII
309

 -PvuII
631

 단편, lacZ의 일부 및 다중 클로닝부위(multiple cloning site, mcs)는 비접
착성 말단(blunt-end) 연결에 의해 pT181 (Gennaro et al., J. Bacteriol. 169:2601-2610 (1987); Kahn 
et al., Plasmid 19:251-259 (1983))의 pre 내의 단일 NdeI 부위내에 삽입된다. lacZ는 pre에 대해 반대 
방향이다. 검은색 막대, 절단된 pre; 속이 빈 막대, 삽입된 pUC19 단편.

제15도는 pUC1의 구조를 나타낸 것이다. pCLP100은 pC194의 HindIII 부위를 절개하고, 말단을 Ba131로 
제거(약 950bp) 하고 비접착성 말단 연결에 의해 PstI-링커를 삽입함으로써 제조된, 단일 PstI 부위를 
포함하는 pC194 (Horinouchi er la. Bacteriol, 150:815-825 (1982))의 유도체이다. 그후 pCU1은 각각 
단일 PstI 및 NbeI 부위를 통한 pULP100과 pUC19 (Vieira et al., Gene 19:259-268 (1982))의 비접착성 
말단 연결에 의해 제조된다. lacZ의 앞에 있는 다중 클로닝부위(mcs) 는 각종의 epi 유전자 함유 단편들
을 클로닝하기 위해 사용된다. 상기 셔틀 벡터(shuttle vector)는 스타필로코쿠스(shaphylococci) 및 
이.콜라이(E. coli) 양쪽내에서 복제할 수 있다.

제16도는 A) pT 32의 14kb BglII 단편을 pT181mcs 내에 클로닝함에 의한 pTepi14의 제조. 상기 단편은 

에스. 카르노서스내에서 표시된 개방 판독 틀(ORFs)의 및 그들의 전사방향(화살표로 표시)은 DNA 서열로
부터 추론된다. 구조 유전자인 epiA는 검은 화살표로 나타낸다.

B) pT181mcs (pT...) 또는 pCUI (pCU...)내로 서브클론된 각종의 pTipe14 DNA 단편들. 각 플라스미드들
은 에스.에피데르미스 Epi-돌연변이체들을 보완(complement)하기 위해 사용된다.

폴라스미드내에 존재하는 완전한 ORFs가 표시되어 있다.

제17도는 pPS4epiA 및 pPS4epiB 의 구조를 나타낸 것이다.

pPS4는 pLi[PS1 (Liebl et al., Mol. Gen. Genet. 204:166-173 (1986))의 유도체이다. 단일 BamH1 부위
가 강력한 스타필로코쿠스의 프로모터 뒤에 삽입되었다. ORF2 프로모터의 조절하에 BamHI 부위내로 유전
자들을 클로닝하면 정상적으로 스타필로코쿠스 내에서 양호한 발현을 하게 된다.

epiA는 PCR-증폭되고 인접하는 BanHI 부위들 사이에 포함된다. epiB를 포함하는 3.2kb BstNI 단편은 비
접착성 말단 연결에 의해 BamHI 부위내로 삽입된다. 각각의 EMS-돌연변이체들은 epiA 및 epiB 가 ORF2 
프로모터의 조절하에 있을 때에만 보완된다. lip, 리파아제(lipase) 유전자; cat, 클로람페니콜 아세틸 
트랜스퍼라아제(chloramphenicol acetul transferase) 유전자;ORF2, 에스. 카르노서스-특이적인 생략된 
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ORF.

제18도는 인접하는 DNA 단편에 의한 에스. 카르노서스(pTepiABCDQ) 내에서의 에피데르민 생산의 보완을 
나타낸 것이다. 단편들은 상응하는 플라스미드 pCA44 내로 서브클론 되었다.

대충 말하자만 본 발명은 일면으로 플라스미드를 함유하는 박테리아 숙주를 제공하며, 여기에서 상기 플
라스미드는 상기 숙주에 의해 정상적으로는 생산되지 않는 폴리펩티드를 코오드하고, 여기에서 상기 숙
주는 배양중에 다중-효소 복합체를 제공함으로써 적어도 하나의 탈수 아미노산 및/또는 적어도 하나의 
란티오닌 다리를 함유하는 폴리펩티드가 생산되고, 상기 생산된 폴리펩티드는 상기 숙주에 대하여 이중
하다.

적합한 다중 효소 복합체는 적어도 하나의 하기 작용들, 즉 물의 제거 및 설파이드 다리 형성을 수행할 
수 있는 것이다; 복합체는 또한 탈카르복시화(decarboxylation) 및 이중 결합 형성을 수행할 수도 있다.

본 발명의 방법을 수행하기 위해 적합한 숙주들은 그들의 유전 물질의 변형없이, 탈수 아미노산 잔기 
및/또는 란티오닌 다리 및/또는 메틸 란티오닌 다리를 함유하는 폴리펩티드를 생산할 수 있는 것들이다. 
그러한  숙주들의  예로서는  스트렙토코쿠스  락티스(Streptococcus  lactis),  바실러스 
서브틸리스(Bacillus subtilis), 스트렙토마이세스 신나모네우스(Streptomyces cinnamoneus), 스트렙토
마이세스  아종(Streptomuces  sp.),  스트렙토베르티큘럽  그리세오베르티실럼(Streptoverticullum 
griseoverticillum), 스타필로코쿠스 에피데르미스(Staphylococcus epidermis), 스타필로코쿠스 에피데
르민 균주 5(Staphylococcus epidrmin strain 5), 스타필로코쿠스 갈리나룸(Staphylococcus gallinarum) 
및 그들의 돌연변이 균주, 예를 들어, 에르데르민을 생산 할 수 없는 에스. 에피데르민 DSM 3095의 돌연
변이 균주가 있다. 

특히 관심있는 균주들은 1988년 5월 18일에 부다페스트 조약의 조건하에 기탁기관 도이체 자므룽 폰 미
크로오가니즈멘(Deuische Sammiung von Microorganismen)에 기탁되고 수탁번호 DSM 4616 중 T 3928을 부

여받은 스타필로코쿠스 갈리나룸(Staphylococcus gallinarum) (F16/P57) T 3928 및 1984년 10월 26일에 

부타페스트 조약의 조건하에 기탁기관 도이체 자므룽 폰 미크로오가니즈멘에 기탁된 스타필로코쿠스 에
피데르미스 DSM3095이다.

적합한 숙주를 형질전환하기 위해서, 적합한 폴라스미드는 알려진 유전 공학 기술에 의해 변형될 수 있
다.

바람직하게는 적어도 하나의 탈수아미노산 잔기 및/또는 적어도 하나의 설파이드 다리를 함유하는 폴리
펩티드를 생산하는 균주로부터 얻은 폴라스미드가 프리-폴리펩티드를 코딩하는 유전자를 변항시키거나 
대체 시킴에 의해 처리되어 상기 숙주에 대하여 이종인 폴리펩티드를 코딩하는 플라스미드를 제공한 후 
상기 숙주를 개조된 플라스미드로 형질전환시킨다.

프리-폴리펩티드를 코딩하는 유전자를 대체시키거나 변형시키기 위해 여러 가지 방법중 어떤 것이라도 
사용할 수 있다. 목적 화합물의 프리-폴리펩티드 서열을 코딩하는 DNA는 화학적 합성에 의해 제조될 수 
있다. 적합한 화학적 합성법들은 Anal. Biochem. 121, 365 (1982)에 개시되어 있다. 알려진 기술들에 의
해 폴리뉴클레오티드의 제조가 가능한데 예를 들어, 60 내지 100 염기까지 제조될 수 있다.

적합한 보호된 뉴클레오티드들은 포스포트리에스테르법(Agarwal et la., Agnew. Chem. 84, 489 (1972)), 
포스포트리에스테르법(Reesem., Tetrahedron 39, 3 (1983)) 또는 포스피테트리에스테르법(Letsioger et 
al., J. Am. Chem. Soc. 98. 3655 (1976)) 또는 포스포라미다이트법(phosphoramidite method)에 의하여 
연결될 수 있다. 고체상법(sold phase method)은 폴리뉴클레오티드의 합성의 용이성을 고려한 것이다.

이중 가닥 DNA는 화학적으로 제조된 짧지만 중복된 절편으로부터 효소학적으로 구성될 수 있다.

예를들어, 양 DNA 가닥으로부터의 중복되는 폴리뉴클레오티드 서열들이 사용될 수 있는데, 이들은 염기 
짝짓기에 의해 정확한 구조로 결합되어 있고 그후 효소 DNA 리가아제(Khorana et la., J. Bi0l. Chem. 
251, 565 (1976))에 의해 화학적으로 연결된다.

다른 가능성은 각각의 경우에 짧은 중복된 절편을 갖는 두 개의 DNA 가닥으로부터 얻은 하나의 폴리뉴클
레오티드 서열을 4가지의 필요한 데옥시뉴클레오시드 트리포스페이트(deoxynucleoside triphosphates)의 
존재하에서 DNA-중합효소, 예를 들어, DNA 중합효소 I, 중합효소 I의 클레노우(Klenow) 단편 또는 T4 
DNA 중합효소와 함께, 또는 역전사 효소(revrse transcriptase)와 함께 배양하는 것을 포함한다. 이에 
의하여 두 개의 폴리뉴클레오티드 서열들은 염기 짝짓기에 의해 정확한 배열로 결합되고 효소에 의해 필
요한 뉴클레오티드가 추가되어 완전한 이중 가닥 DNA를 만든다(Narany et al., Anal. Bilchem. 121,35 
(1982)).

폴리펩티드를 코딩하는 DNA를 얻기 위한 또다른 적합한 방법은 조직 또는 세포 배양물 또는 미생물의 게
놈 DNA로부터 DNA를 단리하고, SDS 또는 단백질 분해효소 K를 사용하여, 또는 필요하다면 기계적으로 세
포를 분해하고, 페놀을 사용한 반복된 추출에 의하여 DNA의 단백질을 제거하는 것으로 이루어져 있다. 

RNA는  바람직하게는  RNase로  소화될  수  있다.  수득된 조(raw)  DNA를  적합한 제한 효소,  예를  들어 
HaeIII 및 AluI으로 부분적으로 소화시키고, 단편들을 단리하고, 적합한 파아지 또는 코스미드(cosmid) 
내에서, 예를 들어, 카론(charon) 4A 또는 EMBL-3 파아지내에서 증식시키고. 예를 들면 방사성으로 표지
된 DNa 프로브를 사용하여 목적 서열에 대하여 분석한다.

목적 폴리펩티드를 코딩하는 DNA는 또한 단리된 mRNA를 cDNA로 역 전사함으로서 수득될 수 있다. 이는 
DNA 구조가 알려져 있지 않을 경우 바람직한 방법이 될 수 있다. 이 방법에서 DNA는 mRNA를 통하여 cDNA 
라이브러리내의 게놈 DNA로부터 수득된다. cDNA 라이브러리는 세포로부터 단리된 mRNA에 대하여 상보적
인 유전 정보를 포함한다.
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cDNA 라이브러리를 얻기 위해서는, 목적하는 기본적인(가능하다면 변형되지 않은) 단백질을 발현하는 세
포로부터 mRNA를 단리한다. 이 mRNA는 이중 가닥 cDNA 로 전환한다.

당 분야에 달 알려진 표준 방법이 mRNA의 분리에 적용된다.

세포막이 파괴되고 세포 내용물이 방출되어 그로부터 mRNA가 단리된다.

세포막은 바람직하게는 물리적 방법 또는 SDS, 구아니딘 티오시아네이트와 같은 세제. 일정한 염 상태 
또는 균질화, 바람직하게는 혼합에 의하여 파괴된다. mRNA는 페놀 추출, 에탄올 침전, 원심분리 및 크로
마토 그래피의 표준 방법, 바람직하게는 몇몇 방법들의 조합에 의하여 단리된다.

원심분리는 바람직하게는 구배(gradient) 상에서, 예를 들면 CsCl 구배상에서 수행된다. 크로마토그래피
를 위해서는, 바람직하게는 컬럼, 특히 올리고-dT 컬럼이 사용된다.

총 mRNA 는 당 분야의 방법에 따라 직접 ds-cDNA로 전환될 수 있다. 바람직하게는 목적 폴리펩티드를 코
딩하는 mRNA는 전기 영동, 크로마토그래피 및 원심분리, 바람직하게는 수크로오스 구배 원심분리와 같은 
몇몇 기술을 사용하여 더 농축된다.

목적 폴리펩티드를 코딩하는 mRNA를 포함하는 분획은 생체내(in vivo) 또는 시험관내(in vitro) 번역후, 
관련 활성의 검출과 같은 다양한 방법에 의해 검출될 수 있거나, 뉴크레오티드 서열이 알려져 있을 때
는, 올리고뉴클레오티드 프로브와의 하이브리드화에 의해 검출될 수 있다.

생체내 번역 시스템은 원핵 또는 진핵 시트템일 수 있다.

바람직한  생체내  번역  시스템은  제노푸스  라에비스(Xenopus  laevis)  난세포  시스템이다(마니아티스 
등(Maniatis et al.), Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Habor Laboratory (1982) 
참조).

시험관내 시스템들은, 예를 들어, 밀 배종(germ)의 토끼 망상세포 분해물이며, 이들은 모두 상업적으로 
시판된다.

분별되지 않은 또는 분별된 mRNA로부터 유도된 mRNA의 어떠한 푸울(pool)로부터도, ds-cDNA는 당 분야에 
잘 알려진 방법에 의해 수득될 수 있다. (바람직한 일반적인 방법들은 Maniatis et al. (상동), Okauam 
and Berg, Molecular and Cell Biology 2, 161-170 (1982) 및 Heidecker, Nucleic Acid Research 11, 
4891-4906 (1983)에 기술되어 있다). 일반적으로 mRNA는 우선 역 전사 효소 또는 DNA -중합효소 I(클레
노우 단편)을 사용하여 ss-cDNA로 전화된다. 다른 한편으로는 ds-cDNA의 합성을 개시(priming)하기 위해 
두가지 방법들이 사용된다.

첫 번째 방법은 ss-cDNA의 자연적인 고리(loop) 형성이다. 두 번째 방법은 폴리-dC 또는 폴리 -dT와 같
은 동증 중합체 꼬리를 사용한 ss-cDNA 꼬리잇기(tailing)이다.

상응하는 폴리펩티드가 검출 시스템에서 가장 높은 활성을 나타내는 mRNA 분획을 당 분야에 잘 알려진 
방법에 의해 상복적인 cDNA로 전사한다. mRNA와 프라이머로서 올리고 -dT를 혼합한 후, dNTPs를 출발 물
질로서 첨가하고 cDNA-MRNA 하이브리드 분자의 합성은 역 전사 효소에 의해 실행한다. NaOH의 첨가에 의
해 RNA 분자를 분해시킨다. DNA 중합효소, 바람직하게는 DNA 중합효소 I의 클레노우 단편을 혼합하고, 
혼합물을 적합한 온도, 바람직하게는 12-15℃에서 배양한다. 혼합물을 핵산 분해효소(nuclease) S1과 함
께 배양하고 목적 폴리펩티드를 코딩하는 mRNA 에 상응하는 ds-cDNA를 수득한다.

증폭을 위해 수득된 ds-cDNA를 적합한 벡터, 예를 들어 플라스미드 pUC-KO 내로 접합(splice)할 수 있고 
수득된 하이브리드 벡터를 적합한 숙주, 예를 들어 대장규 HB101을 사용하여 증식시킨다. 하이브리드 벡
터의 재단리 및 그로부터 단리된 cDNA의 회수로 목적 폴리펩티드를 코딩하는 DNA의 구조 결정이 가능하
다.

[하이브리드 벡터의 제조]

본 발명의 벡터는 목적 서열의 폴리펩티드를 코딩하는 DNA를 적합한 벡터내로 적합시킴으로써 제조될 수 
있다.

적합한 벡터는 숙주 미생물의 형질 전환시키기 위해 사용될 수 있는 완전한 운반 DNA에 대한 운반체이
다.

벡터로서 적합한 것들은 형질전환되지 않은 상태에서 탈수 아미노산 및/또는 설파이드 기를 포함하는 폴
리펩티드를 생산하는 미생물로부터 유래된 플라스미드이다. 적합한 벡터는 명확한 위치에 삽인된 DNA를 
지닌다.

일반적으로, 그러한 벡터들은 레플리콘(replicon) 및 조절 서열, 즉 프로모터를 포함할 수 있는데, 이들
은 숙주세포 또는 그들이 사용될 때 숙주세포와 일치하는 종으로부터 유도된 것이다. 벡터는 보통 레플
리콘 부위를 지니고 형질전환된 세포에서 표현형 선변을 제공할 수 있는 서열들(표지(marker) 유전자)을 
포함할 수 있다. 적합한 표지 유전자는 항생제 내성 또는 중금속에 대한 내성을 제공할 수 있거나 숙주
의 유전적 결함을 보충할 수 있다. 그러한 벡터들내의 또다른 유용한 서열들은 증진자(enhancer) 및 활
성요소(activator) 서열들이다. 

하나의 적합한 출발 벡터는 플라스미드 pT 32 와 동일한 균주 스타필로코쿠스 에피데르미스 DSM 3095로

부터 얻은 54kbp 플라스티드 pEpi32이다. 하기에 특정한 상기 폴라스미드는 52-프리펩티드를 코딩하는 
epiA 유전자를 포함하는데, 이는 가공되어 테트라사이클릭 21-펩티드아미드 항생제가 된다. 운반 DNA를 
지닌 벡터는 하이브리드벡터로 불리운다.

목적 DNA는 통상적은 방법에 의해 출발 벡터내로 접합된다.
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예를  들어  출발  플라스미드는  우선  적합한  제한  효소에  의하여,  예를  들면  플라스티드  pEpi32는 
HindIII, BanHI 및 EcoRI에 의하여 선형화되고 dGTP 및 말단 데옥시뉴클레오타이드 전달효소(terminal 
deoxynucleotidyl transferase)의 존재하에 dG 꼬리가 만들어진다.

이중 가닥 cDNA 삽입물을 dCTP 및 말단 데옥시뉴클레오티드 전달효소의 존재하에 dC 꼬리가 만들어진다. 
양쪽의 cDNA 및 벡터를 결합함으로써 하이브리드 벡터가 생산된다. 람다와 같은 박테리오 파아지가 네늄 
라이브러리를 구성하는데 바람직하다. 람다 클로닝 시스템은 마니아티스(Maniatis)(상동)에 의해 기술된
다. 적합한 벡터 DNA를 적절한 제한 효소로 완전히 소화시키고 속도 구배 원심분리 또는 젤 전기영동에 
의해 중앙 단편으로부터 왼쪽 및 오른쪽 가지를 분리한다.

다른 방법은 왼쪽 및 오른쪽 가지에 인지 부위가 없는 제한 효소로 재료 단편의 일부를 소화시키는 것이
다. 단리는 게놈 DNA는 13 - 20kb 길이의 단편으로 부분적으로 소화된다. 그후 가지의 말단과 일치하는 
말단을 갖는 외래 DNA의 단편으로 가지들을 연결시킨다.

적절한 DNA 삽입물은 최초의 클로닝에 사용된 최초의 벡터로부터 적합한 발현벡터내로 다시 클론된다. 
이를 위해 적합한 제한 효소가, 가능하게는 옥소뉴클레온(oxonrcleones)과 결합하여 사용됨으로써 목적 
DNA 단편을 생산한다.

DNA  삽입물은 적합한 공지된 플라스미드 벡터,  예를 들어 제한부위 HindIII/BamHI/EcoRI에서 pC194, 
pT181 및 pUB110의 유도체의 다중 부위내로 서브클론될 수 있다. 

따라서, 본 발명의 방법은 변형되지 않은 펩타이드내의 시스테인(systein) 잔기가 설파이드-다리로 연결
된 아미노산으로 대체되고 세린 및 티아민이 상응하는 탈수 아미노산 잔기로 대체된, 공지된 펩타이드 
및 호르몬의 유도체를 제조하기 위해 사용될 수 있다.

상기 단편들은 접착성 말단을 사용하여 직접 또는 적절한 화학적으로 합성된 올리고뉴클레오티드 다리의 
부가에 의해 적절한 발현 벡터내로 통합한다. 말단의 변형을 위해서는 예를 들어 HindIII 및 BgLII 가 
사용될 수 있다. 이 방법은 어떤 특별한 제한효소에만 한정되지는 않는다.

화학적으로 합성된 올리고뉴클레오티드와 결합한 적당한 제한 효소를 사용하여 발현 벡터와 DNA 삽입을 
사이에 어떠한 목적 링크(link)도 만들어질 수 있다.

적합한 DNA 삽입물도 역시 수득될 수 있는데, 이는 위치 제한 돌연변이 유발을 갖는 폴리펩티드를 코드
한다.

목적 돌연변이체를 제조하기 위해 밑줄친 DNA의 돌연변이를 유도하는데 다양한 방법들이 사용될 수 있
다. 

한가지 방법은 우선 돌연변이될 영역을 코딩하는 서열을 포함하는 본래의 또는 기본적인 유전자의 단편
을 파아지, 예를 들여, 파아지 MI3mp8의 복제형태내로 삽입하여 MI3mp8PA를 형성하는 것으로 이루어질 
수 있다. 그후 삽입된 서열에 상보적이지만 치환될 아미노산을 코딩하는 하나이상의 뉴틀레오티드트리플
렛(uncleotidetriplet)을  포함하는  합성  올리고뉴클레오티드를  MI3mp8A의  단일  가닥  형태에 
결합(anneal)시켜 이중 가닥 영역을 형성한다. 이 영역은 남아있는 상보적 가닥의 DNA 중합효소 I 합성
을 위한 프라이머로서의 역할을 한다. 복제및 확인 후에, 돌연변이 서열은 더 변형되거나 돌연변이 폴리
펩티드를 발현하는데 적당한 벡터를 구성하기 위해 사용될 수 있다. 에피데르민에 대한 연구에서 에피데
르민의 제안된 전 서열의 적합한 5 펩티드 절편 LysPheIleCylThr로부터 추론된 동요(wobbled) DNA 프로
브 5′-GTG(A) CAT(G/A)ATG(A)AAT(C)TT-3′가 제조되었다. 이 DNA 프로브는 에스. 에피데르민 DSM3095로
부터 얻은 플라스미드 DNA 에 대하여 하이브리드 된다.

단리된 플라스미드의 제한 분석에 의하여 EcoRI으로 7개의 DNA  단편(16,  11,  10,  6.5,  5.5,  3.5  및 
2.5kbp), HindIII 로 9개의 DNA 단편(17, 14, 10, 5.3, 2.8, 1.8, 0.8, 0.6 및 0.5kbp), 그리고 BamHI으
로 5개의 DNA 단편(20, 19, 10, 3 및 1kbp)이 나타난다.

5.4kbP  HindIII  단편을  서브클론하고  다시  하이브리드화  함으로써  구조  유전자  epiA가  2.2kbp 
EcoRI/BglII 단편내에 위치하게 된다.

24개의 상이한 14 량체들이 하이드리드화 프로브로서 사용된다. 프로브는 Novick et al., Ann. N. Y. 
Acad. Sci. 182, 279-294 (1971), Southern, J. Molec. Biol. 98, 503-517 (1975) 및 Heinrich et al., 
Molecul. gen. Genet. 209, 563-569 (1987)에 서술된 기술에 따라 서열분석 프라이머로서 30배 과량으로 
사용된다. 에피데르민의 펩티드 서열로 개방 판독 틀을 확인 할 수 있다. 하나의 메티오닌 코돈이 쉰-달
가르노 서열에 대하여 적절한 거리에 있다. 프리-에피데르민의 구조 유전자는 TAA 정지 코돈에서 종결되

므로 프리-에피데르민은 52개의 아미노산으로 이루어지고(제1도) 이는 Arg
-1

 및 Ile
+1

 사이에서 에피데르
민으로 가공된다. 따라서, 명확히 알 수 있는 바와 같이, 프리-에피데르민은 더 큰 단백질의 분해 산물
이 아니고 별개의 구조 유전자에 의해 코드된다. 따라서, 예상밖으로, 항생제의 전구체 단백질이 별개의 
구조 유전자에 의해 코드된다는 것은 분명하다.

2차 구조(α, β, 회전), 유연성, 수치료법, 친수성에 대한 예상 윤관의 조합(제2(a)도) 및 헬릭스 휠 
플롯이 하이론 프로그램을 사용하여 만들어졌다 (제2(b)도). 프리-에피데르만 -30 내지 -8에 대하여 높
은 α-나선 가능성이 예상되면 반면 프로-에피데르민에 상응하는 C-말단 부분 1-22는 매우 높은 회전 가
능성을 보인다. 또한, 예상 플롯은 N-말단 -30 내지 -1이 매우 친수성이 높은 반면, C-말단 부분이 더 
친유성 임을 분명히 보여준다. N-말단 부분 -8은 양친성 α-헬릭스로 부분적으로 접힌듯 하다.

프리-에피데르민 -30 내지 -1의 N-말단 절편은 어떠한 시스테인 잔기도 포함하지 않는다면, C-말단 절편 
1-22는 설파이드 다리 형성에 관여된 4개의 시스테인 잔기를 포함한다. 서열 -30 내지 -1은 내부 단백질 
분해 효소(endoprotesase)에 대한 많은 절단 부위를 포함하는 반면 프리-에피데르민 상태에서 조차도 서
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열 1-22는 단백질 분해에 대하여 매우 저항성이 크다.

성숭한 항생제는 트립신에 의해 위치 13에 있는 Lys만 공격받을 수 있다. 가공 부위 Arg
-1

-Ile
+1

은 회전을 

형성하는 Pro
-2

 잔기로 인해 친수성이고 접근하기 쉽다.

에피데르민과 같은 항생제의 생산중에 발생하는 다양한 효소 반응은 프로-폴리펩티드 부분 1-22의 변형; 
N-말단  프리펩티드  단편  -30  내지  -1의  절단 및  성숙된 항생제의 배출을 포함한다(제3도  및  제4도 
참조).

효소적 변형은 프리헵티드 단편의 절단 전에 일어난다. 효소적 변형은 위치 5, 16, 18 및 8, 14에서 각
각 Ser 및 Thr 잔기로부터 물으르 제거하여 탈수알라닌 및 탈수부티린 잔기를 형성하는 것을 포함한다. 
위치 2, 11, 21 및 22에서 C=C 이중 결합에 대한 Cys 잔기의 티올(thiol)기 첨가도 역시 일어나 메소-란
티오닌 또는 (22S,3S,6R)-3-메틸-란티오닌 다리를 만든다. 또한, 잔기 22의 탈카르복시화 및 이중 결합 
형성으로 C-말단 S-(2-아미노비닐)-D-시스테인이 만들어진다. C-말단에 위치한 시스테인 티올기와 N-말
단에 위치한 탈수 아미노산의 반응은 에피데르민, 니신(nision) 및 서브틸린내에서 완전한 입체 특이성
과 함께 일어난다. 따라서, 변형 도중에 상기 제거-부가 반응은 프리에피데르민 잔기 S-Ser 및 L-Thr에
서 Ca 탄소 원자의 배열의 역전으로 D-배열된 Ca 원자가 됨을 의미한다. 다른 한편으로는, 시스테인 반
의 L-배열은 여전히 유지된다.

이어서 동일한 촉매 위치에서 4개의 설파이드 고리가 역시 형성되는데, 이는 N-말단 양친성 α-나선과의 

상호작용에 의해 지지된다. 오직 -Thr
+14

만이 시스테인의 발견없이 탈수된다. 상기 위치(Lys
+13

 - Dhb
+14

)
는 트립신이 항생제 에피데르민을 불활성화시키는 효소적 절단 부위를 구성한다. 설파이드 고리 형성 도
중에 C-말단 견고성 및 공수성이 증가하고 프로-에피데르민과 지질 이중층의 상호작용을 도울 수 있고 
전위를 유도할 수 있다.

마지막으로, 친수성 α-나선형 N-말단 -30 내지 -1은 상기에 기술된 독특한 절단 부위에서 특정 단백질 
분해 효소에 의해 절단된다.

상기에 서술된 기술을 사용하여 란티바이오틱(lantibiotics)을 코딩하는 플라스미드가 각각의 폴리펩티
드를 코딩하는 유전자의 돌연변이에 의해서 또는 다른 폴리펩티드를 코딩하는 유전자에 의한 상기 유전
자의 대체에 의해 변형될 수 있고, 숙주들이 역시 그들의 본래 상태에서 란티바이오틱을 발현할 수 있다
면, 원래의 숙주 또는 다른 숙주를 형질전환하기 위해 사용된다.

일반적으로 말해서, 상기에서 에피데르민의 경우를 예를들어 논의된 바와 같이 원래의 기능적 유전자가 
전-서열을 코드할 때, 그러한 전-서열을 코딩하는 DNA 서열은 변형된 플라스미드내에 보유될 수 있다; 
이 경우에 새로운, 또는 돌연변이된 프로-폴리펩티드에 대한 DNA 서열은 원래의 프로-폴리펩티드 서열과 
유사하게 전-서열 DNA의 바로 상류에 위치할 것이다.

본 발명에 따른 세균 숙주의 배양은 예를들어 1988년 5월 18일에 출원된 우리의 공동 현안인 영국 특허 
출원 제8811760.1 호 및 유럽 특허출원 공고 제0 181 578 호에 기술된 바와 같은 통상적으로 사용되는 
배양 조건하에서 수행될 수 있다. 목적 단백질의 정제 및 단리도 역시 흡착제, 이온-교환 수지 및 필요
하다면 HPLC를 포함하여 에피데르민 및 갈리데르민에 대한 전술한 특허 출원들에 서술된 기술 또는 그들
의 적당한 변형을 사용하여 수행될 수 있다.

본 발명의 방법은 실험적 목적으로 신규 화합물의 형성에 또는 신규 숙주내에서 공지의 화합물 또는 공
지 화합물의 유도체의 형성에 적용될 수 있다. 예를들어 에피데르민을 코딩하는 유전자를 포함하는 플라
스미드는 종 스트렙토코쿠스 락티스를 형질전환하여 이 숙주로부터 에피데르민을 생산하기 위해 사용될 
수 있거나, 갈리데르민(상기 언급된 우리의 공동 현안인 영국 특허출원 참조)을 코딩하는 유전자는 예를
들어 플라스미드 pEpi32 내에서 에피데르민에 대한 프로-폴리펩티드를 코딩하는 유전자를 대체하기 위해 
사용될 수 있고 스타필로코쿠스 에피데르미스 DSM 3095를 형질전환하여 이 숙주로부터 갈리데르민을 생
산하기 위해 사용될 수 있다. 유사하게, 인간 인슐린, 옥시토산, 바소프레신과 같은 호르몬의 유도체, 
펩티드  항생제,  멜라스타제(elastase)  저해제와  같은  호르몬  저해제및  인간  조직 
플라스미노겐(plasmiongen) 활성제(activator)와 같은 섬유소 분해적 활성제등의 데히드로아미노산 잔기 
및/또는 란티오닌 다리 및/또는 메틸란티오닌 다리를 함유하는 다른 생물학적 활성 펩티드 유도체를 제
조할 수 있다. 그러한 유도체들은 본 화합물의 생물학적 활성을 보유할 뿐만 아니라 증대된 안정성 및 
개선된 반감기를 가질 수 있다.

이상적으로 목적 프로-폴리펩티드를 코딩하는 DNA는 티오에테르 다리의 형성을 위해 시스테인 및 세린 
및/또는 시스테인 및 트레오닌에 대한 코돈을 포함해야 한다.

비록 최종 폴리펩티드 분자의 입체 구조에 따르면 더 큰 간격이 가능할 것으로 예상될지라도 비교적 짧
은 사슬 폴리펩티드를 위해서는 이들 각 코돈은 그들을 포함하여 정상적으로는 8 이하, 및 바람직하게는 
6 코돈 이하로 떨어져 있어야 한다. 데히드로 아미노산의 형성에 대해서는 이들은 항상 세린 및 트레오
닌으로부터 유도될 것이고, 따라서 목적 프로-폴리펩티드를 코딩하는 DNA는 그러한 아미노산에 대한 코
돈을 포함할 것이다.

본 발명에 따라 생산된 폴리펩티드내에 존재할 수 있는 특이한 아미노산들은 데히드로알라닌, 2,3-데히
드로-2-아미노부티르산,  메소-란티오닌,  (2S,3S,6R)-3-메틸-란티오닌,  S-(2-(Z)-아미노비닐)-D-시스테
인, 리시노알라닌 및 β-하이드록시아스파르트산이다; 이 잔기들의 구조는 제5도에 나타나 있다.

우리는 프리-에피데르민의 번역 후 변형(Posttranslational modification)을 담당하는 다중 효소 복합체
가 스타필로코쿠스 에피데르미스 T 3298/DSM 3095의 54kb 풀라스미드 pT 32 상에 위치한다는 것을 예기

치 않게 발견하였다.
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에피데르민의 생산을 담당하는 6개의 유전자(ORFs)들은 여기에서 epiA, B, C, D, Q 및 P로 표시되고 8kb 
내에 모여 있으며, 그들이 코드하는 단백질들은 각각 epiA, B, C, D, Q 및 P 로 표시된다; epiA는 52 아
미노산 길이의 프리-에피데르민을 코드한다. 하기에 기술된 것과 같이, epiB, C 및 D는 4가지 효소적 변
형 반응, 즉 (i) 세린/트레오닌 탈수효소에 의한 물의 제거, (ii) 란티오닌 합성효소(synthase)에 의한 
황 첨가 (iii) 시스테인 탈카르복시화 효소(decarboxylase)에 의한 C-말단 탈카르복시화 및 (iv) 이중 
결합 형성에 관여한다. EpiP 단백질은 세린 단백질 분해효소(Koide et al., J. Bacteriol. 167 : 110-
116  (1986)  ;  Meloun  et  al.,  FEBS  Lett.  183:195-200  (1985);  및  Stahl  et  al.,  J.  Bacteriol. 
158:411-418 (1984))의 주요 영역과의 현저한 상동성을 기초로 하여 N-말단 선도자 펩티드로부터 성숙한 
에피데르민의 절단을 담당하는 것으로 믿어지는 반면, EpiQ는 대장균의 phoB 유전자(Makino et al., J. 
Mol. Biol. 190:37-44 (1986))에 대한 그의 뚜렷한 상동성, 양 단백질이 205 (epiQ) 및 229 (phoB) 아미
노산 잔기로 비슷한 크기라는 점, 153 C-말단 아미노산 잔기에 걸친 24.2%의 관찰된 상동성 및 양단백질
의 친수성 플롯에 기초하여 에피데르민 생합성을 조절하는 조절 단백질로 믿어진다.

에피데르민 생합성을 위한 완전한 유전 정보의 예기치 않은 발견 및 단백질 EpiB, C, D, Q 및 P 에 대한 
유전자의 설명의 결과, 이제 단백질을 코딩하는 단리된 DNA를 획득할 수 있고 하나 이상의 이 유전자들
을 함유하는 플라스미드를 구성하여 그러한 플라스미드를 함유하는 숙주의 배양에 의해 상기 단백질중 
하나만이 또는 단백질의 예정된 조합이 발현되고 이어서 단리될 수 있게 되었다.

따라서, 본 발명은 단백질 EpiB 또는 EpiC 또는 EpiD, 또는 EpiP 또는 EpiQ를 각각 코딩하는 DNA 서열들
을 포함한다. 상기 서열들은 공지된 방법으로 pT 32의 절단 및 그로부터의 단리에 의해 수득되거나 화학

적 합성 또는 다른 통상적인 방법에 의해 수득된 단일 또는 이중 가닥의 단리된 DNA일 것이다. DNA는 또
한 프로모터 조절자의 조절하에 플라스미드, 적합하게는, 발현 플라스미드내에 통합될 수 있다; 그러한 
구성물은 적합한 숙주내로 형질 전환된 후 이를 배양하면 단백질 EpiB EpiC, EpiD, EpiP 또는 EpiQ, 또
는 DNA가 플라스미드내로 연결된 것에 따라 이들 단백질의 조합을 발현할 것이다. 다른 한편으로, 플라
스미드 pT 32 는 한가지 또는 다른 DNA 서열을 절단해 내기 위해 적합한 제한 핵산 분해 효소로 처리될 

수 있고, 그후 소화된 플라스미드의 유리 말단의 어떤 필요한 변형 후에 재결합되어 epiB, C, D, P 및 Q 
중의 예정된 것을 코딩하는 DNA 서열을 함유하는 변형된 플라스미드를 만들어낸다.

또다른 변형은 pT 32 내에서 에피데르민을 코딩하는 유전자를 예정된 아미노산 서열을 코딩하는 DNA 서

열로 치환함으로써 변형된 플라스미드와 함께 적합한 숙주를 배양하여 에피데르민과 다른 단백질을 발현
시키는 것을 포함한다.

따라서 pT 32 내의 에피데르민 코딩 서열을 갈리데르민 또는 돌연변이 에피데르민 또는 다른 란티바이오

틱 도는 다른 단백질을 코딩하는 DNA 서열로 치환할 수 있고, 그에 의하여 생성된 플라스미드는 정상적
으로는 란티바이오틱 도는 단백질 EpiB, C, D, P 또는 Q 중 어느 것도 생산할 수 없는 숙주인 적합한 숙
주내로 형질 전환시킬 수 있고, 적합한 조건하에 숙주를 배양함으로써 치환된 DNA 서열 및 유전자 epiB, 
C, D, P 및 Q를 발현시켜 란티바이오틱의 적어도 하나의 구조적 특징을 함유하는 갈리데르민, 돌연변이 
에피데르민 또는 다른 단백질인 한가지 단백질을 수득할 수 있다.

다른 한편으로는 단백질 epiB, C, D, P 및 Q를 코딩하는 유전자를 예정된 아미노산 서열을 코드하는 DNA 
서열, 적합한 프로모터 조절자 기능과 작동가능하게 연결된 Epi 단백질 및 예정된 아미노산 서열을 코딩
하는 유전자들과 함께 적합한 벡터내로 삽입할 수 있고, 생성된 플라스미드를 정상적으로는 란티바이오
틱 또는 epiB, C, D, P 및 Q 중 어떠한 단백질도 생산할 수 없는 숙주인 적합한 숙주내로 형질 전환시키
고, 숙주를 배양시켜 삽입된 유전자가 상기 예정된 아미노산 서열로부터 유도되지만, 란티바이오틱의 구
조적 특징을 포함하고, 갈리데르민, 에피데르민, 돌연변이 에피데르민 또는 다른 단백질일 수 있는 하나
의 단백질을 발현시키도록 한다.

따라서, 본 발명은, 바람직하게는 엄격한 조건하에서, 상기에 기술되고 실질적으로 단백질 epiB, C, D, 
P 및 Q의 활성을 갖는 단백질을 코딩하는 DNA 서열과 하이브리드화 할 수 있는 DNA 서열을 그의 범주안
에 역시 포함한다. 엄격한 하이브리드화 조건은 85% 이상, 보다 바람직하게는 90% 이상의 상동성을 갖는 
DNA 서열들을 선택한다. cDNA 라이브러리의 선별은 유럽 특허출원 제88 119 602.9 호 및 Kashima et al. 
(Nature 313:402-404 (1985))에 기술된 방법에 따라 매우 엄격한 조건하에서 수행될 수 있다. 엄격한 조
건하에서 본 출원에서 개시된 DNA 서열과 하이브리드화할 수 있는 DNA 서열 예를들어, 개시된 DNA 서열
의 대립적(allelic) 변형체는 특정 미생물내에 자연적으로 존재하지만 개시된 DNA 서열에 연관된 것이거
나, 다른 원천으로부터 유도될 수 있다. 핵산 하이브리드화의 일반적인 기술은 본 명세서에 참고문헌으
로서 합체되어 있는 참고문헌들인 Maniatis, T. et al., In : Molecular Cloning, a Laboratory Manual, 
Cold  Spring  Harbor,  NY  (1982),  및  Haymes,  B.D.  et  al.,  In  :  Nucleic  Acid  Hybridization,  a 
Practical Approach, IRL Press, Washington, DC (1985)에 의해 개시되어 있다. 단백질 epiB, C, D, P 
및 Q는 탈수알라닌, 탈수부티닌, 메소-란티오닌, 3-메틸-란티오닌 및 S-(2-아미노비닐)-D-시스테인과 같
은 구조적 특징을 포함하는 신규 단백질 또는 다른 물질의 제조에 매우 유용한 가치있고 흥미로운 새로
운 시약이다.

위와 같이, 그들은 단리된 단백질로서, 또는 그러한 효소들에 의한 단백질의 세포의 가공을 조사하기 위
한 화학적 합성방법에 있어서 화학적 촉매 시약으로서 사용될 수 있다.

본 발명은 또한 실질적으로 순수한 형태의 단백질 epiB, C, D, P 및 Q에 관한 것이다. “실질적으로 순
수한” 이라는 용어는 단백질이 자연적으로는 그들과 결합한 불순물들을 가지지 않은 것을 의미한다. 실
질적인 순도는 전기영등에 의해 단일 밴드로서 증명될 수 있다.

본 발명의 폴리펩티드는 추출법, 침전법, 크로마토그래피, 친화성 크로마토그래피, 전기영동 등과 같은 
통상적인 방법에 따라 상기에 기술된 재조합 분자로부터 단리 및 정제될 수 있다. 바람직하게는, 폴리펩
티드는 보조 단백질을 더 포함하는 융합 단백질의 일부로서 생산된다. 그러한 보조 단백질은 목적 폴리
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펩티드의 단리 및 정제를 간소화한다. 그러한 보조 단백질로는, 예를들어, 전형적인 분비 시그날인 대장
균 유래의 엿당결합 단백질, 또는 단백질 A가 있다. 단백질 A를 포함하는 융합 단백질의 제조방법, 면역 
친화성 크로마토그래피에 의한 그의 정제및 목적 단백질의 방출을 위한 그의 절단은, 예를 들어, PCT 출
원 공고 제W084/03103 (1984)에 개시되어 있다.

융합 단백질의 절단을 위해 필요한 조건은 융합 단백질이 적합한 수단에 의해 인식되고 절단될 수 있는 
독특한 절단부위를 포함하는 것이다. 그러한 절단부위는 화학적 또는 효소적 수단에 의해 인지될 수 있
고 목적 단백질과 보조 단백질 사이에 위치한 독특한 아미노산 서열일 수 있다. 그러한 특별한 아미노산 
서열은 목적 단백질 또는 보조 단백질내에 나타나서는 안된다. 효소 시약의 예로서는 아미노산 서열 NH2 

-Pro-X-Gly-Pro-COOH (여기에서, X는 어떠한 아미노산 잔기, 예를들어 류신이다)를 인지할 수 있는 콜라
겐 분해효소(Collagenase) ; Met-Phe 결합을 절단하는 키모신(rennin) ; X-Phe-Arg-Y 중의 Arg 의 카르
복실 쪽을 절단하는 칼리크레인 B (kallikren B) ; 서열 X-(Asp)n-Lys-Y (여기에서, n=2-4)를 인지하고 
Lys의  카르복실  쪽을  절단하는  엔테로키나아제;  특이한  아르기닐(arginyl)  결합을  절단하는 
트롬빈(thrombin)과 같은 단백질 분해효소가 포함된다. 융합 단백질을 절단하기 위해 사용될 수 있는 화
학제의 예로서는 Met  뒤를 절단하는 브롬화시아노겐(cyanogen  bromide);  Asn-Z  결합 (여기에서, Z는 
Gly, Leu 또는 Ala일 수 있다)을 절단하는 하이드록실아민; 고농도(~80%)에서 Asp-Pro를 특이적으로 절
단하는 포름산이 있다.

더 이상 고심하지 않고도, 당업자는 상기 기술을 이용하여 본 발명을 최대한 이용할 수 있으리라고 믿는
다. 하기의 바람직한 특별한 실시예들은, 따라서, 단지 설명으로서 해석되어야 하며 어떠한 면에서든 개
시된 이외의 부분을 한정하는 것은 아니다.

[실시예]

[실시예 1]

1. 갈리데르민의 과생산

pC194, pE194, pPB110, pT181 또는 pMK148 갈리데르민과 같은 중간 사본수의 플라스미드를 사용하여 에
피데르민 생산 균주인 스타필로코쿠스 에피데르미스 DSM 3095 내에서 갈리데르민의 개방 판독 틀을 포함
하는 DNA 단편을 클론할 수 있다. 유전자량의 증가는 항상 산물 생산의 증가와 상관관계를 갖는다: 상관
관계는 반드시 선형을 아니다. pC194 또는 pT181의 고사본수 플라스미드 유도체도 역시 클로닝 운반체로
서 사용될 수 있다.

2. 선도자(leader) 서열의 교환

아미노산 -1 내지 -30에 해당하는 에피데르민의 선도자 서열은 에피데르민의 분비에 관여한다. 상기 서
열은 에스.에피데르미스내에서 갈리데르민과 같은 다른 펩티드를 분비하기 위해 사용될 수 있다. 선도자 
서열 DNA는 그 서열의 선단과 말단에 각각의 연결자(linker)를 삽입함으로써 운반 가능하게 만들 수 있
다. 이렇게 선도자 서열 DNA는 플라스미드로부터 대량으로 단리될 수 있고 다른 펩티드 또는 단백질의 
각각의 위치에 삽입될 수 있다. 선도자 서열 DNA는 또한 화학적 합성에 의해 생산될 수 있다.

[실시예 2]

[에스. 에피데르미스를 숙주로서 사용한 갈리데르민의 생산]

1. 플라스미드의 제조(제6도 참조)

a) 랄프 로젠스타인 박스(Dr, Ralf Rosenstein)의 논문

″(서독 뮌헨 공과대학에서 구할 수 있음)에 기술된 바와같이 클레노우를 사용하여 Pstl 소화된 pCLP100
과 NdeI 소화된 pUC18을 결합시킴으로써 플라스미드 pUCI을 제조한다. 그후 생성된 플라스미드를 EcoRI
으로 소화시킨다.

b) 에스. 갈리나룸(DMS4616)으로부터 염색체 DNA를 단리하고 EcoRI으로 소화시킨다. HindIII 및 EcoRI 
제한 부위 사이에 2.4kb 길이의 서열로 갈리데르미니 구조 유전자를 포함하는 4.7kb 단편이 상기 서열을 
프라이머로서 사용하여 단리된다.

5′ CAC ATC CAG GAG TAC 3′

c) 그후 4.7kb 단편을 단계 a)에서 얻은 소화된 pCUl

플라스미드의 EcoRI 부위내로 연결시켜 pCUg의 dml로 표시된 플라스미드를 만든다.

2. 에스.에피데르미스 숙주의 제조

본 실시예에서는 에피데르민을 생산할 수 없는 에스. 에피데르미스 DSM3095의 돌연변이 균주가 단리된
다. 돌연변이 유발은 염색체상에 코드된 리팜피신(Rifampicin) 내성(20㎍/㎖)의 특징을 갖는 균주상에서 
수행한다. 한천 배지상에서 자란 에스. 에피데르미스 DSM3095를 사용하여 300㎖ 염기성 브로쓰(broth) 
배지에 접종하고 이를 하룻밤동안 배양한다. 그후 하룻밤동안 배양된 배양물 0.5㎖를 사용하여 50㎖의 
생산배지에 접종하고 이를 37℃에서 3시간동안 진탕 배양한다. 배양 배지로부터 세포를 게거하고 4.5㎖
의 예비-가온된 TM-완충액(30mM 트리스말레에이트 pH 6.5)에 현탁시킨다(생성된 용액을 용액 A로 명명한

다) 용액 A의 자발적인 돌연변이 및 세포수(1.25X10
10

 세포/㎖)를 조사한다. 4㎖의 용액 A를 1㎖의 에틸 
메틸 술포네이트와 함께 완전히 진탕하고 (최종 농도 47㎍/㎖), 그후 37℃에서 1시간동안 진탕한다. 그
후  배양  브로쓰로부터  세포를  추출하고  TM-완충액내에서  2회  세척하고  5㎖  TM-완충액에  다시 

현탁시킨다(생성된 용액은 용액 B로 명명되고, 이는 돌연변이 세포를 포함한다). 용액 B는 2 x 10
8

 세포/
㎖를 포함하는 것으로 밝혀졌고, 이는 1.6%의 생존률에 해당한다. 50㎖의 용액 B에 5㎖의 생산 배지를 
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가하고 37℃에서 하룻밤동안 증식시킨다(표현형 발현). 생성된 용액은 용액 C로 명명된다. 세포수는 7.3 

x 10
8

 세포/㎖를 나타낸다. 용액을 BM-한천 플레이트상에 깔고 각각의 군총(colony)을 찍어낸다. 이를 시
험 플레이트(표면에 마이크로 코쿠스 루테우스가 덮인 BM-한천으로 이루어짐)의 접종에 사용한다. 엠. 
루테우스상에서 억제효과를 갖지 않은 군총들을 에피데르민의 비생산주로 선별한다.

BM 한천 배지는 ℓ당 다음을 포함한다 :

10mg 펩톤 No. 140

5mg 효모 추출물

1mg 글루코오스

5mg NaCl

1mg K2HPO4

pH 7.5

약 3%의 돌연변이율이 나타났다.

발견된 45개의 비생산주를 20회 서브.클론하여 16개의 안정한 비생산주를 얻는다. 모든 안정한 비생산주
들은 야생형 플라스미드 pEpi32를 포함하는 것으로 밝혀졌다. 제한 패턴으로부터 이는 야생형 균주내의 
플라스미드에 동일한 것으로 확인된다.

[비생산성 에스. 에피데르미스의 형질전환]

750㎖의 BM-배지를 안정한 비생산주의 하룻밤 배양에 의해 수득된 5㎖의 배지로 접종하고, 접종된 37℃
의 2ℓ 플라스크내에서 120rpm의 진탕 속도로 진탕 배양한다.

접종된 BM-배지의 초괴 광 밀도(optical density)는 0.03-0.04이다. 광 밀도가 0.45-0.55에 이르면 4℃
의 GS-3-로터(Rotor) 내에서 8500rpm으로 15분동안 원심분리에 의해 세포를 제거한다. 그후 단리된 세포
들을 750,350,40 및 10㎖의 10% 글리세린내에서 순차적으로 세척하고, 2 내지 3㎖ 10% 글리세린에 현탁

하고 110㎖ 분획을 -70℃에서 ERGs 내에 동결시킨다. 세포수는 1.5×10
10

/㎖에 이른다.

동결된 세포를 실온에서 5분동안 녹인 후 50㎖의 세포 현탁액을 TE 완충액중의 플라스미드 pCUgdml 2㎕
와 함께 ERG 내에서 실온으로 30분 동안 배양한다.

그후 혼합물을 0.2cm 전극 간격을 갖는 전기영동 큐벳에 넣고 즉시 전기영동한다. 그후 950㎕ SMMP50-배
지에 세포를 신속하게 현탁시키고, 2.5㎖의 ERG로 옮기고 37℃에서 90분동안 진탕한다. ERG는 배지의 양
호한 통기를 제공하기 위해 45°로 기울인다.

SMMP50-배지는 프로(prol)  100㎖,  55㎖.  2SMM,  40㎕  4PAB  및  5몰  5%  BSA를 함유한다. 2SMM은 1  몰 
자당(saccharose), 0.04 몰 말레산, 0.04 몰 MgCl2 및 pH 6.5가 되도록 NaOH를 함유한다. 4PAB는 7g/100

㎖의 기브코(Gibco) 항생제 배지 3의 용액이다.

세포 현탁액을 희석하고 갈리데르민을 함유하는 BM-한천상에 펴고 이를 37℃에서 20시간동안 배양한다.

갈리데르민을 생산하는 성장주의 시험은 엠.루테우스 시험 플레이트로부터 군총을 선별하고 각각의 선별
된 군총을 배양하고 HPLC에 의하여 갈리데르민의 존재를 결정함으로써 수행한다.

갈리데르민을 생산할 수 있는 3개의 pCUgdml 형질전환된 돌연변이가 발견되었다.

[pCUgdml 형질전환된 에스. 에피데르미스에 의해 생산된 갈리데르민의 존재 결정]

a) 생체 분석

엠.루테우스  ATCC9341로  FP-한천을  접종하고  37℃에서  18시간동안  배양한다.  생산된  배양물의  반을 
루프(loop)로 제거하고 100㎖ FP-배지에 현탁시키고 36℃에서 8시간 동안 배양한다. 광밀도가 1.0에 도
달하면 배양을 중지한다. 0.5%의 상기 현탁액으로 FP-한천을 접종하고, 각각 10㎖씩 페트리 접시에 부어 
4℃에서 3주간 저장한다.

Zahner 및 Maas(“biology of Antibiotics”, Springer Verlag, Berlin 1972)에 기술된 것과 같이 플레
이트 확산 시험을 수행한다. 형질전환된 에스. 에피데르미스의 배양물로부터 얻은 배양 여액 10㎕를 여
과지에 거르고 건조시킨다. 여과지를 시험 평판상에 두고 37℃에서 24시간동안 배양한다.

B) HPLC 

선별된 형질전환된 균주를 생산배지내에서 26시간동안 배양한다. 배양 브로쓰를 13,000rpm에서 10분동안 
원심분리한다.

그후 단리된 배양약을 이동상으로서 A) 0.5% 70% 과염소산 수용액 및 B) 아세토니트릴을 사용하는 SP 
8,700 액체 크로마토그래피 장치(Spectra Physics, Darmstade, FRG)상에서 HPLC 한다. 컬럼 충진은 입자
크기 7㎛인 뉴클레오실-100  C-18로 하고 컬럼 크기는 125mm  x  4.6mm  I.D.  이고 예비 컬럼은 20mm x 
4.6mm I.D. 이다.
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구배는 다음과 같다 :

결과로 얻어진 크로마트그램이 제7(a)도에 나타나 있다.

갈리데르민이 7.54 분에 용출되는 것을 보여주는 표준 곡선은 제7(b)도에 나타나 있다.

하기의 것들이 배양배지로서 사용된다.

1. FP-한천
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2. FP-배지

3. 생산배지

[실시예 3]

[플라스미드 단리]

에스.  에피데르미스 T 3298로부터 얻은 플라스미드를 노릭 등 (Norick  et  al.,  Ann.  NY-Acad,  Sci. 

182:279/294(1971))의 변형된 방법에 따라 단리한다. 에스. 에피데르미스를 휴지기(Stationary phase)까
지 BM-배지(1% 펩톤 140, 기브코, Neu-Tsenburg, F.R.G., 0.5% 효모 추출물, 디프코(Difco), Detroit, 
USA,  0.1%  글로코오스, 0.5%  NaCl  및 0.1%  K2  HPO4×2H2O)상에서 성장시킨다. 세포들을 원심분리하고 

0.5M EDTA로 2회 세척한다. 구체(pellet)를 80㎖ NaCl 완충액(50mM 트리스/HCL, pH 7, 50mM EDTA, 2.5M 
NaCl)에 다시 현탁시키고 1.5㎖ 리소스타핀(lysostaphin) 용액(0.5mg/㎖, Sigma, Heidelberg, F.R.,G.)
를 가하고 현탁액을 37℃에서 20분간 배양한다. 80㎖ 용해 완충액(50mM 트리스/HCl, pH 8, 300mM EDTA, 
500mM Brij., 40mM 나트륨 데옥시클레이드)을 가함으로써 용해시키고 1시간동안 얼음위에 둔다. 용해액
을 원심분리(30분, 13,000rpm, 4℃)하고 상동액을 그의 1/4 부피의 REG-6000의 50% 용액과 혼합한다. 플
라스미드 DNA를 4℃에서 하룻밤동안 침전시킨다. DNA 현탁액을 원심분리(20분, 13,000rpm, 4℃)하고 8㎖ 
TE 완충액에 다시 현탁시키고 50㎖의 단백질 분해효소 K 용액(20mg/㎖)을 가한다. 37℃에서 15분간 배양
한 후 에탄올로 DNA를 침전시키고 CsCl 원심분리(1gCsCl/㎖) 40,000rpm, 40시간, 20℃)에 의해 더 정제
한다.

[RNA 단리 및 전기영동]

에스. 에피데르민을 SMS 최소배지(Terzsghi et al., Appl. Microbiol. 29:807813 (1975))상에 성장시키
고 바실러스 서브틸리스 RNA(Ulmanen et al., J. Bacteriol. 162:176-182 (1985))에 대하여 기술된 것과 
유사한  변형된  방법을  사용하여,  그로부터  RNA를  단리한다.  세포를  원형질화  완충액내에서 
리소스타핀(0.1mg/㎖)으로 용해시키고 37℃에서 배양한다. 총 RNA를 글리옥실화(glyoxylated)(McMaster 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:4835-4839-4839 (1977))하고 10mM Na2PO4, pH7을 전기영동 완충

액으로 사용하여 1.2% 아가로스젤상에서 분리한다. RNA를 에티디움 브로마이드(ethidium bromide)로 염
색하고 20×SSC 완충액 (0.15M NaCl, 0.015M 트리 나트륨 시트레이트, pH9)으로 모세관 전달(capillary 
transfer)에 의해 니트로 셀룰로스 막(Scheider and Schuell, Dassel, F.R.G)에 블롯팅한다. 23/s rRNA 
및 16S rRNA가 크기 표준으로서 사용된다.

[시험관내 전사]

각 단편들을 pSPT18/19 벡터 시스템(Boethringer Mannheim, Mannheim, F.R.G.)에 각 단편을 클로닝함으
로써 단일 가닥 RNA 프로브를 얻는다. 플라스미드를 EcoRI 또는 HindIII로 선형화하여 선형 DNA 주형을 
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얻는다. 전사를 위해 멜톤 등(Melto et al., Nucl. Acid Res. 12:7035-7056 (1984))에 있는 원안을 시판
업자의 지시에 따라 변형시킨다. α p-cTP(800Ci(mMol)의 존재하에 T7-RNA 중합효소 또는 SP6-RNA 중합
효소가 사용된다. 합체되지 않은 리보뉴클레오티드들은 세파덱스 G50 크로마토그래피에 의해 표지된 RNA
로부터 분리된다.

[노틴 하이브리드화]

토마스(Thomas, P. S., Proc. Natl. Acad. Sci, USA 77:5201-5205(1980))에 따라 전기영동후에 RNA를 옮
긴다. 80℃에서 2시간 동안 배양한 후 여과지를 100℃에서 20 트리스/HCl, pH 8 내에 잠깐 배양하여 역 
글리옥실화한다. 그후 여과지를 42℃에서 50% 포름 아미드, 5x SSC (0.15M NaCl, 0.015M 트리나트륨 시
트레이트, pH 9), 50Na2PO4, pH 6.5, 0.1% 피콜(ficoll) 400(pharmazia, Freiburg, F.R.G), 0.1% 폴리비

닐피롤리돈, 0.1% 소혈청 알부민 및 0.25mg/㎖ 변성된 송어 정자 DNA 내에서 2시간동안 예비 하이브리드
화 한다. 프로브를 가한 후 동일한 완충액내에서 42℃로 12시간동안 하이브리드화 한다. 여과지르 1 x 
SSC, 0.1% SDS 내에서 42℃로 15분동안 1회 세척하고 -70℃에서 16시간동안 자동 방사능 사진을 노출시
킨다. 다음날 0.1 x SSC, 0.1 SDS로 70℃에서 30 내지 60분 동안 세척을 계속한 후 -70℃에서 3일 동안 
코닥-X 오맷 필름에 다시 노출시킨다.

[서던 하이브리드화]

서던 하이브리드화(Sputhern, E.M., J. Mol. Bol. 98:503-517(1975))를 위해 23℃에서 5′ 표지된 올리
고뉴클레오티드를 프로브로서 사용한다. 4T 폴리뉴클레오티드 키나아제(Boehringer Mannheim, Mannheim, 

F.R.G.)를 사용하여 감마 
32

P-ATP로 올리고뉴클레오티드를 표지한다. 올리고뉴클레오티드 및 플라이머는 
391 DNA 합성기(Applied Biosystems, Weiterstadt, F.R.G.)상에서 합성되고 더 이상의 정제없이 사용된
다.

[DNA 서열 분석]

T7-DNA 중합 효소(Pharmazia, Freiburg, F.R.G)를 사용하여 사슬 종결법(Sanger et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 74:5463-5467 (1977))에 의해 DNA를 방사성으로 및 비방사성으로 서열 분석한다. 방사성 
플라스미드  서열분석은  적절한  프라이머를  사용하여  해토리등  (Hattori  et  al.,  Anal.  Biochem. 
152:232-238 (1984))에 기술된 것과 같이 수행한다. 3.6kb BamHI/PstI 단편은 응용된 373A DNA 서울분석
기(AppIied  Biosystems,  Weiterstadt,  F.R.G.)상에서  비방사성으로  서열분석된다.  각  단편을 
파지미드(phagemid) pBSK-/t에 클론화한다. 구조물을 BamIH 및 SscI으로 소화시키고 선형화된 DNA를 엑
소뉴클레아제III (exonucleaseIII)(Boehringer Mannheim, Mannheim, F.R.G.)로 5′ 말단으로부터 양쪽으
로 소화시키 한 세트의 차례로 된 삭제부분을 얻고 이를 멍(mung) 콩 뉴클레아지(Boehringer Mannheim, 
Manheim, F.R.G.)로 처리하여 비접착성 말단을 얻는다. 전기영동 (1% 아가로스젤) 후에 적합한 크기의 
단편들을  젤로부터  단리하고,  다시  결합시키고  대장균  균주  XL-1  블루(Blue)내로  형질전환시킨다. 
헬퍼(helper)  파아지  CSM13을  사용하여  단일  가닥  DNA를  단리하고  시판업자의  원안에  따라  Taq 
중합효소(Promega, Freiburg, F.R.G.)로 서열 분석한다.

[플라스미드 구성]

스타필로코쿠스의  테트라사이클린  내성  플라스미드  pT181이  서울  분석  (Kahn  et  al.,  Plasmid 
10:251:259 (1983))되고 플라스미드 복제에 필요치 않은 예비-유전자내에 단일 NdeI 부위를 포함하는 것
으로 밝혀졌다(Gennaro et al., J. Bacteriol, 169:2601-2610 (1987)).

대장균 벡터 pUC19 (Yanisch-Perron et al., Gene 33:103-119 (1985))의 다중 클로닝 부위(mcs)를 NdeI 
부위내로 삽입하여 pT181mcs를 형성한다(제14도 참조).

스타필로코쿠스-대장균 셔틀벡터인 pCUI  (제10도)가 스티필로코쿠스의 클로람페니콜 내성 플라스미드 
pC194  (Horinouchi  et  al.,  J.  Bacteriol,  150:815-825  (1982))의  유도체인 pCLP100과  대장균 벡터 
pUC19로부터  구성된다.  pCUI은  약  6kb  이하의  삽입  크기로  양쪽  숙주내에서  안정적으로  유지된다. 
pT181mcs 및 pCUI는 스타필로코쿠스 내에서 양립할 수 있으며 pTu32로부터 DNA 단편을 서브클론하기 위
해 사용된다.

pT 32의 HingIII 단편을 pUC19 내에서 클론화하고 HingIII 단편 근처의 또다른 제한 부위들을 확인하기 

위해 서던 하이브리드화에서 프로브로서 사용한다(제8(c)도).

에스.에피데르미스로부터 얻는 54kbp 에피좀 요소 pTu32의 13.5kbp BgIII 단편은 pT181mcs 내에서 서브
콜론되어 pTepil4(제8(a)도)를 만든다. DNA 서열분석을 위해서 대장균 벡터 pUC19 (Yanisch-Perron et 

al., Gene 33:103-119 (1985)) 및 pBluescript II
R

 (Stratagene, Heidelberg, F.R.G.)내에 서브클론을 만
든다. 단일 가닥 RNA 프로브들은 벡터 pST18;19 (Boehringer Mannheim, Mannheim, F.R.G.)내에 클론화된 
DNA로부터 수득된다.

[유전자 분석]

에피데르민 구조 유전자, epiAdp 인접한 DNA 영역의 서열분석으로 5개의 완전한 개방 판독 틀 epiB, C, 
D, P 및 Q가 pT 32의 13.5kbp BgIII 단편이내에 추가로 밝혀졌다.

제9도에서 볼 수 있는 것과 같이, epiA 오커(ochre) 코돈으로부터 단지 50 뉴클레오티드 떨어진 EpiA를 
코딩하는 DNA 서열에 바로 인접하여 2,970bp에 달하는 S/D 서열의 커다란 개방 판독틀이 선행한다. 스타
필로코쿠스내에서 번역 개시 코돈으로서의 역할도 하는 류신에 대한 TTG 코돈은 S/D 서열에 대하여 적절
한 거리(86P)에 있다. 상기 개방 판독특은 epiB로 명명되고 본 명세서에 기술된 것과 같이 에피데르민 
생합성 돌연변이의 보완을 위해 성공적으로 사용될 수 있고 에피데르민 생합성에 있어서 필수적인 역할
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을 한다.

TTG(Leu)로부터 시작되는 epiB에 의해 코드되는 단백질은 약 115kDa의 분자량 및 pH 7에서 -3 의 순전하
를 가지며 카이트(Kyte et al., J. Mol. Biol. 157:105-132 (1982))에 따른 친수성 플롯으로부터서도 역
시 예상되는 것처럼 중간 정도로 소수성이다(41% 소수성 잔기).

epiB의 3′ 말단에서는 전자 종결의 특징인 화문(palindromine) 구조가 보이지 않는다. 그렇지만, -1 염
기쌍 만큼 이동된 다른 판독틀 epiC와의 122bp 중첩이 제9도에 역시 나타나 있다. 우리는 두 개의 독립
적인 플라스미드 단리물로부터 각가의 47kbp HindIII 단편을 두 번 독립적으로 클로닝하고 서열 분석함
으로써 가공품이 되지 않도록 이를 확립하였다. 이는 본 명세서에 기술된 바와같은 단편을 함유한는 
epiC를 사용한 돌연변이 보완에 의해 역시 확인되었다.

epiB  및  epiC  판독  틀의  중첩  영역내에서  AGGA  요소에  대하여  3′  쪽  단지  36bp인  첫  번째  TTG 
코돈(Leu)이 번역 개시 코돈으로서의 역할을 하며, 약 판독 틀이 약 40 코돈만큼 중첩됨을 나타낸다. 
EpiC  단백질의  실제  아미노-말단은  N-말단  서열분석에  의해  결정된다.  판독틀  epiC는  개시  코돈 
TTG(Leu)로부터 시작하여 445 아미노산 잔기를 가진 단백질을 코드한다. 판독 틀 epiD는 AGGAGG S/D 서
열에 대하여 3′ 쪽 86p인 개시 ATG로 epiC의 3′쪽을 곧 따르고 있다. epiD에 대하여 3′ 은 전형적인 
로(rho) 의존성 전사 종결 구조이다; epiD는 개시 코돈 ATG(Met)를 가진 181 아미노산 잔기의 단백질을 
코드한다.

단백질 EpiB, C, D, P 및 Q 중 어느 것도 스위스 단백질 및 유전자 은행(Swiss prot and Gene Bank)의 
단백질 데이터베이스에 제출된 단백질 서열과 어떠한 유사상도 보이지 않으며, 따라서 미지 타입의 효소 
및 조절 단백질을 뜻한다.

[생합성 유전자들의 전자]

전술한 바와 같이 목적 단편을 pSPT 18/19 벡터 시스템(Boehringer Mannheim, Mannheim, F.R.G.)에 클로
닝함으로써 단일 가닥 RNA 프로브를 수득한다.

제10도에 설명된 것과 같이 크기에 있어서 상당히 다른 2개의 전산물이 수득된다 epiA의 하이브리드화 
탐침 특성은 약 300bp의 작은 전사물을 확인한다. 유사한 크기의 전사물들이 니신(Buchmann et al., J. 
Biol.  Chem.  263:16260-16266  (1988))  및 서브틸린(Banerjee  et  al.,  J.  Biol.  Chem.  263:9508-9514 
(1988))에 대하여 역시 발견된다. 또한 약 5kb의 큰 전사물이 epiB에 대하여 특이적인 하이브리드화 탐
침으로 확인될 수 있다. 적합한 서열이 epiA의 5′쪽에 위치하는 반면 epiB의 앞에는 대장균과 유사한 
프로모터 서열이 없기 때문에, epiA 프로모터가 폴리시스트론성 mRNA에 대한 프로모터로서 작용한다는 
것을 알 수 있다.

[하류의 개방 판독 틀]

개방 판독 틀 epiP 및 epiQ 는 epiQ가 6bp 고리륵 가진 완전한 머리핀 구조의 종결 구조를 epiD와 공유
하면서 epiB, C 및 D 에 반대방향인 DNA 상에 위치한다.

정확하게 상기 고리 구조내에서 양 판독 틀 epiP 및 epiQ에 대한 TTA 종결 코돈은 세개의 뉴클레오티드
중 2개의 공유한다.

epiP 판독 틀은 S/D 서열에 대하여 적합한 거리(6bp)에 있는 ATG 코돈으로 시작한다. ATG 코돈으로부터 
번역을 시작하여 epiP는 51.8kD의 분자량을 갖는 461 아미노산 잔기의 단백질이다. epiP는 세린 단백질 
분해효소의 보존된 아미노산 모티브와 특징적인 상동성을 가지며 (제11도 참조) 이는 epiP가 변형된 프
리펩티드로부터 성숙한 란티바이오틱을 절단하는데 관여하고 있음을 나타낸다.

epiQ 판독 틀은 역시 ATG 코돈으로 시작되고 205 아미노산 잔기(제9 도)를 코드한다(제9도). S/D 서열은 
ATG 코돈에 대하여 6bp 거리에 존재하고 DNA 서열로부터 243kD의 분자량이 추론될 수 있다. epiq 단백질
은 대장균의 인산염 조절에 대한 양성 조절 인자인 PhoB (제12도 참조)와 특징적인 상동성을 공유하므로 
epiQ는 란티바이오틱 합성에서 조절 인자로서 관계하고 있다.

상기의 epiP는 S/D 서열의 12bp 앞에 있는 대장균과 유사한 -10 영역(5′-TATAAA)이며 스타필로코쿠스에
서 프로모터로서 작용할 수 있다. epiP 종결 코돈과 epiQ의 ATG 개시 코던 사이의 거리는 단지 10 뉴클
레오티드이고 epiQ S/D 서열은 제9도에서 볼 수 있는 바와 같이 epiP 종결 코돈과 중복된다.

epiA, B, C, D의 5′쪽으로 반대방향을 가진 또다른 판독 틀을 볼 수 있는데 이는 최대한 148 아미노산
을  코드할지도  모른다.  특징적인  S/D  서열이  존재하지만  전술한  스타필로코쿠스에  대한  개시 
코돈들(ATG, TTG, GTG)중 어느 것도 아니다. -1를 이동으로 또다른 판독 틀이 뒤따르는데 이는 제9도에 
표시된 단리된 BglII 단편을 초과한다.

상기 2 가지 판독 틀은 갈리데르민의 구조 유전자에 인접하여 확인된 단일 개방 판독 틀 gdm Y에 상동적
이다(Schnell, N., Biosynthese der Peptid-Antibiotika Epidermin und Gallidermin; Doctoral Thesis, 
University of Tubingen, F.R.G. (1989)). 에스.에페디르미스 플라스미드상의 상동적인 판독 틀을 epi Y
′ 및 epiY″로 명명한다.

[실시예 4]

에스.카르노서스 TM300을 표준 방법을 사용하여 상술한 바와 같이 제조된 플라스미드 pTepi14로 형질전
환시킨다. 그후 형질전환된 균주를 BM-배지상에 성장시킨다(상기 참조).

생성된 형질전환체들은 에피데르민 민감성 시험균주 마이크로 코쿠스 루테우스 ATCC9341을 억제할 수 있
는 것으로 밝혀졌다. 상기 분석에서는. 엠 루테우스이 하룻밤 동안의 배양몰 1㎖ (1.0의 OD578로 조정)를 

500㎖의 용해된 BM-한천에 가한다. 페트리접시는 보통 10㎖의 상기 한천을 수용한다. 에스.에피데르미스
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의 희석액을 한천 표면에 편다. 에피데르민 양성 군총들은 군총 주위의 엠.루테우스의 성장억제가 0으로
서 검출된다.

세포를 3% 고기추출물, 3.8% 맥아 추출물, 0.6% CaCl2 x 2H2O 및 4.6% NaCl, pH 6.5 상에서 배양한다. 사

용된 형질전환에 따라 테트라사이클린 또는 클로람페닉클을 가한다. 100㎖ 배지를 함유하는 하나의 연장
부분을 갖는 500㎖ 에를렌마이어(Erlenmeyer) 플라스크에서 24 시간동안 배양(37℃, 160rpm)한 후, 배양 
브로쓰를 10,000rpm으로 서발(Servall) 원심분리기에서 10분 동안 원심분리한다.

액체 형질전환체 배양물의 상등액을 흡착 크로마토그래피 (XAD1180, 불순물은 물/메탄올(1:1)로 용출되
고 에피데르민은 메탄올/0.1N HCl (9:1)로 용출된다; 증발후에 용출물은 3N NaOH를 사용하여 pH 3.5로 
조정하고 물을 채워 10㎖로 만든다)에 의해 정제하고 HPLC 크로마토그래피에 의해 검출된다. 억제활성은 
6.75/6.7분에 성숙한 에피데르민과 함께 이동한다(제13(a)도 및 제13(b)도 참조). 유사하게 처리된 형질
전환되지 않은 에스.카르노서스 배양 배지는 상기 용출 영역(6.72 내지 6.79분, 제13(c)도)에서 피크를 
갖지 않는다. 이 결과는 에스.카르노서스내에서 이종의 에피데르민 생합성을 분명히 확증하며 pTepi14가 
에피데르민 생합성에 필요한 모든 정보를 포함한다는 것을 보여준다.

pTepi14 는 13.5kbp BglII 단편을 포함하지 않으므로 이는 epiY′가 번역 개시 코돈을 결여하고 epiY″
가 상기 단편상에서 불완전할 때 epiY′ 및 epiY″ 판독 틀이 이 시스템내에서 에피데르민의 생산을 위
해 필요하지 않음을 나타낸다.

[실시예 5]

에스.에피데르민 T 3298의 다수의 epi-돌연변이체는 에틸메탄술포네이트(EMS) 돌연변이 유발에 의해 제

조된다. 이 방법은 참조문헌 (Miller, J. H., Experiments in molecular genetics, Cold Spring Harbor 
Laboratory; Cold Spring Harbor, N.Y. (1972))에 따라 수행한다. 돌연변이체들을 상기에 기술된 엠.루
테우스 분석을 사용하여 에피데르민 생산 또는 에페데르민 생산의 결여에 대하여 조사한다. Epi-돌연변
이체들은 그들의 안정성을 시험하기 위하여 수회 옮겨진다. 단리된 40개의 epi-돌연변이체중에서, 단지 
10개만이 안정하다: 불안정한 돌연변이체는 수회의 전이후에 다시 에피데르민을 생산한다. 모든 안정한 
epi-돌연변이체들은 제한 엔도뉴클레아제분석에 의해 시험된 바와 같이 삭제또는 재배열을 겪지 않은 플
라스미드 pT 32를 여전히 포함한다. 10개의 epi-돌연변이체들을 보완 연구를 위해 사용한다.

플라스미드 pT 32의 다양한 제한 단편들은 이종 에피데르민 생산에 대해 시험하기 위해 에스.카르노서스

내에 클론화된다. 단편들은 상술한 바와같이 플라스미드 벡터 T181mcs 및 pUCl 내로 삽입되고 ORF들은 
제16(b)도에 나타낸 것과 같이 서브클론된다.

클로닝은 우선 에스.카르노서스(원형질체 형질전화(Gotz  et  al.,  FEMS  Microbiol.  Lett.  40:285-288 
(1987)에 의해 또는 대장균(CaCl2를 사용함: Cohen et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 69:2110-2114 

(1972))내에서 수행한 후 재조합 플라스미드를 단리하고 일렉트로포레이션(electroppration) (Augustin 
et al., FEMS Microbiol. Lett. 66:203-208 (1990))에 의해 다양한 에스.에피데르미스 epi-돌연변이체내
로  옮겨진다.  분자적  클로닝을  위해  사용된  효소들은  뵈링거  만하임(Mannheim,  F.R.G.),  BRL 
(Eggenstein, F.R.G.) 또는 파마시아(스웨덴)로부터 구했다. 상기 간접 형질전환법은 에스.에피데르민의 
형질전환이 원형의 공유 결합적으로 닫힌(ccc) 플라스미드를 사용할 때에만 성공적이기 때문에 필요하
다; 연결 생성물이 사용될 때, 형질 전환체들은 때때로 단리될 수 있을 뿐이다.

보완 연구의 결과들이 표 1에 요약되어 있다.

[표 1]

다양한 epi 유전자 (A,B,C,D,P 및 Q)를 지니는 일련의 플라스미드가 구성되었다(제16(b)도). 두 개의 플
라스미드 pTepi14 및 pTepiABCDQ는 모든 epi-돌연변이체들은 보완할 수 있다. 다른 구성된 플라스미드 
pCUepiABC,pTepiAB, pUepiCDQ, pCUepiB, pCUepiA1, pCUepiA2, pCUepiDQ 및 pCUepiQ는 표시된 유전자들을 

포함한다. 

다양한 플라스미들은 하기와 같이 분류된 돌연변이체의 특정한 종류만을 보완할 수 있다 :
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