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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 1의 염기서열과 80 % 이상의 상동성을 갖고, 에스터레이즈 (esterase) 를 코딩하는, 폴리뉴클레오타이

드.

청구항 2 

서열번호 2의 아미노산 서열과 80 % 이상의 상동성을 갖는, 에스터레이즈.

청구항 3 

제2항에 있어서,

상기 에스터레이즈는, 

트리부티린 (trybutirin) 을 기질로 하고,

상기 트리부린을 가수분해하여 낙산 (butyrate) 을 생산하도록 구성된, 에스터레이즈.

청구항 4 

에스터레이즈를 생산하는 대장균 (기탁번호: 기탁번호 KCTC 14205BP).

청구항 5 

제4항에 있어서,

상기 대장균은,

에스터레이즈 활성이 내재적 활성에 비하여 강화된 대장균으로서,

에스터레이즈 활성이 내재적 활성에 비하여 강화되지 않은 대장균에 비하여 트리부티린에 대한 가수 분해 능이

10 배 이상인, 대장균.

청구항 6 

에스터레이즈 (esterase) 및 트리부티린 (trybutirin) 을 포함하는, 장질환 치료용 또는 예방용 조성물.

청구항 7 

제 6항에 있어서,

상기 에스터레이즈는, 

서열번호 2의 아미노산 서열과 80 % 이상의 상동성을 갖는, 장질환 치료용 또는 예방용 조성물.

청구항 8 

제 6항에 있어서,

상기 장질환은, 

염증성 장질환 (inflammatory bowel disease), 클로스트리듐 디피실리 (clostridium difficile) 감염증, 크론

병, 과민성 장질환, 궤양성 대장염, 베체트병, 결핵성 장염, 및 허혈성 장질환 중 적어도 하나인, 장질환 치료

용 또는 예방용 조성물.

청구항 9 

청구항 4항에 기재된 대장균 및 및 트리부티린 (trybutirin) 을 포함하는, 장질환 치료용 또는 예방용 프로드러
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그 (prodrug) 조성물.

청구항 10 

서열번호 1의 염기서열과 80 % 이상의 상동성을 가지는 염기서열을 포함하는, 재조합 벡터.

청구항 11 

청구항 10항에 기재된 재조합 벡터로 형질 전환된 미생물.

청구항 12 

청구항 10항에 기재된 재조합 벡터를, 숙주세포로 형질 전환하는 단계;

형질 전환된 상기 숙주세포를 배양하여 에스터레이즈를 수득하는 단계; 및

상기 에스터레이즈를 분리 정제하는 단계를 포함하는, 에스터레이즈 제조 방법.

청구항 13 

제 12항에 있어서,

상기  숙주세포는,  락토바실러스  람노서스  (Lactobacillus  rhamnosus),  락토바실러스  엑시도필러스

(Lactobacillus  acidophilus),  락토바실러스  루테리  (Lactobacillus  Reuteri)  및  바실러스  서브틸리스

(Bacillus subtilis) 중 적어도 하나인, 에스터레이즈 제조 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 신규 에스터레이즈 코딩 폴리뉴클레오타이드 및 이의 용도에 관한 것으로, 보다 구체적으로 트리부티[0001]

린을 기질로 하여 낙산을 생산하도록 구성된 신규 에스터레이즈를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드와 이에 기초한

약학 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

 낙산 (butyric acid) 은 단쇄 지방산의 한 종으로서, 인간이나 동물의 생체내에 장내에서 존재하는 낙산 생산[0002]

균에 의해 생성될 수 있다.  최근의 연구에 있어서, 낙산은 항 염증 작용이나 대장암 예방 작용 등의 여러 가지

생리 작용을 나타내고, 낙산에 의해 다양한 질환이 예방 또는 개선될 수 있다는 점이 보고되었다.  

이러한 이유로, 낙산을 질환의 예방·치료나 건강 증진에 이용하도록 하는 다양한 시도들이 진행되고 있는 실정[0003]

이다.  한편 낙산은 강렬한 악취를 내뿜는 물질이기 때문에 낙산 자체를 의약품이나 식품에 첨가하는 것은 어려

울 수 있다.  이에, 인간이나 동물의 장내에 있어서 낙산의 양을 증가시키는 처치가 다양하게 이루어지고 있다.

따라서, 효과적으로 장내 낙산 수준을 증진시키는 새로운 낙산 증진 시스템의 개발이 지속적으로 요구되고 있는[0004]

실정이다.  

발명의 배경이 되는 기술은 본 발명에 대한 이해를 보다 용이하게 하기 위해 작성되었다.  발명의 배경이 되는[0005]

기술에 기재된 사항들이 선행기술로 존재한다고 인정하는 것으로 이해되어서는 안 된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

장내  낙산  수준을  증진시키는  방법으로,  대사  중에  낙산을  생산하는  클로스트리듐  부티리쿰  (Clostridium[0006]

butylicum) 균주를 유효 성분으로하는 장내 낙산 생산균 증진제가 제안되었다.

이러한, 프로바이오틱스 조성물은, 장내 낙산의 수준을 보다 증진할 수 있으나, 목표로하는 장내 낙산 농도의[0007]

설정이 어려울 수 있고, 클로스트리듐 부티리쿰 균주의 장내 정착률이 사람마다 상이할 수 있다.   즉, 낙산 생

산균에 기초한 증진에 의한 장내 낙산 생산 효율은, 사람마다 상이할 수 있다.  더욱이, 상기 증진제를 생산하
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는 것에 있어서 클로스트리듐 부티리쿰 균주는, 대장균과 같은 분열이 빠르거나 통혐기성인 균주에 비하여 배양

조건이 까다로울 수 있다.  

본 발명의 발명자들은 전술한 클로스트리듐 부티리쿰에 기초한 장내 낙산 생산균 증진제가 갖는 한계를 극복하[0008]

기 위한 방안으로, 새로운 장내 낙산 수준 증진 시스템을 개발하고자 하였다.  

그 결과, 본 발명의 발명자들은, 트리부티린 (Tributyrin) 을 기질로 하여 낙산을 생산하는, 새로운 낙산 생산[0009]

유전자를 발견하기에 이르렀다.

보다 구체적으로, 본 발명의 발명자들은, 트리부티린의 에스터결합을 가수분해함으로써 낙산을 생산할 수 있는,[0010]

신규 트리부티린 에스터레이즈 (esterase) 및 이를 코딩하는 장내 미생물 유래 신규 폴리뉴클레오타이드를 발견

할 수 있었다.

이때, 본 발명의 발명자들은, 신규 에스터레이즈를 트리부티린과 함께 제공하거나 또는, 이를 생산를 하는 균주[0011]

를 트리부티린과 함께 프로드러그 (prodrug) 형태로 제공할 경우, 장내 낙산 수준이 증진될 수 있음을 인지할

수 있었다.

특히, 본 발명의 발명자들은, 신규 트리부티린 에스터레이즈 코딩 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 재조합 벡터[0012]

로 형질 전환된 대장균과 같은 장내 미생물을 트리부티린과 함께 제공할 경우, 클로스트리듐 부티리쿰과 같은

낙산 생산균을 직접적으로 취했을 때 보다 장내 정착률이 높아진다는 것을 기대할 수 있었다.

더욱이, 본 발명의 발명자들은, 상기와 같은 새로운 장내 낙산 수준 증진 시스템이, 기질인 트리부티린의 수준[0013]

을 조절함으로써 목표로하는 장내 낙산 수준의 설정이 용이할 수 있으며, 장내 낙산 생산 효율이 종래의 낙산

생산균보다 증진될 수 있음을 기대할 수 있었다.  

또한, 본 발명의 발명자들은, 배양 조건이 상대적으로 단순한 대장균에 신규 트리부티린 에스터레이즈 코딩 유[0014]

전자를 포함하는 재조합 벡터로 형질 전환할 경우, 다량의 에스터결합을 가수 분해능을 갖고 낙산을 생산하는

균주를 용이하게 획득할 수 있음을 기대할 수 있었다.

나아가,  본  발명의  발명자들은  상기와  같은  새로운  장내  낙산  수준  증진  시스템이,  염증성  장질환[0015]

(inflammatory bowel disease), 나아가 클로스트리듐 디피실리 (clostridium difficile) 감염증, 크론병, 과민

성 장질환, 궤양성 대장염, 베체트병, 결핵성 장염, 및 허혈성 장질환과 같은 장질환의 치료에 적용될 수 있음

을 인지할 수 있었다.  

이에, 본 발명이 해결하고자 하는 과제는, 장내의 낙산을 효과적으로 증가시킬 수 있는 신규 트리부티린 에스터[0016]

레이즈를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드, 신규 트리부티린 에스터레이즈, 및 이를 이용한 장질환 치료 및 예방용

조성물을 제공하는 것이다.  

본 발명의 과제들은 이상에서 언급한 과제들로 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다른 과제들은 아래의 기재[0017]

로부터 당업자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해, 본 발명의 일 실시예에 따른 서열번호 1의 염기서열과 80 % 이상의 상[0018]

동성을 갖고, 에스터레이즈 (esterase) 를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드가 제공된다.

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해, 본 발명의 다른 실시예에 따른 서열번호 2의 아미노산 서열과 80 % 이[0019]

상의 상동성을 갖는, 에스터레이즈가 제공된다.

본 발명의 특징에 따르면, 에스터레이즈는 트리부티린 (trybutirin) 을 기질로 하고, 트리부린을 가수분해하여[0020]

낙산 (butyrate) 을 생산하도록 구성될 수 있다.

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해, 본 발명의 또 다른 실시예에 따른 에스터레이즈를 생산하는 대장균[0021]

(기탁번호: 기탁번호 KCTC 14205BP) 이 제공된다.

본 발명의 특징에 따르면, 상기 대장균은, 에스터레이즈 활성이 내재적 활성에 비하여 강화된 대장균으로서, 에[0022]

스터레이즈 활성이 내재적 활성에 비하여 강화되지 않은 대장균에 비하여 트리부티린에 대한 가수 분해 능이 10

배 이상일 수 있다.

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해, 본 발명의 또 다른 실시예에 따른 에스터레이즈 (esterase) 및 트리부[0023]
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티린 (trybutirin) 을 포함하는, 장질환 치료용 또는 예방용 조성물이 제공된다.

본 발명의 특징에 따르면, 에스터레이즈는, 서열번호 2의 아미노산 서열과 80 % 이상의 상동성을 가질 수 있다.[0024]

본 발명의 다른 특징에 따르면, 장질환은 염증성 장질환 (inflammatory bowel disease), 클로스트리듐 디피실리[0025]

(clostridium difficile) 감염증, 크론병, 과민성 장질환, 궤양성 대장염, 베체트병, 결핵성 장염, 및 허혈성

장질환 중 적어도 하나일 수 있다.

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해, 본 발명의 또 다른 실시예에 따른, 에스터레이즈를 생산하는 대장균[0026]

(기탁번호: 기탁번호 KCTC 14205BP) 및 및 트리부티린 (trybutirin) 을 포함하는, 장질환 치료용 또는 예방용

프로드러그 (prodrug) 조성물이 제공된다.

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해, 본 발명의 또 다른 실시예에 따른, 서열번호 1의 염기서열과 80 % 이[0027]

상의 상동성을 가지는 염기서열을 포함하는, 재조합 벡터가 제공된다.

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해, 본 발명의 또 다른 실시예에 따른, 서열번호 1의 염기서열과 80 % 이[0028]

상의 상동성을 가지는 염기서열을 포함하는, 재조합 벡터로 형질 전환된 미생물이 제공된다.

전술한 바와 같은 과제를 해결하기 위해, 본 발명의 또 다른 실시예에 따른, 서열번호 1의 염기서열과 80 % 이[0029]

상의 상동성을 가지는 염기서열을 포함하는, 재조합 벡터를 숙주세포로 형질 전환하는 단계, 형질 전환된 숙주

세포를 배양하여 에스터레이즈를 수득하는 단계; 및 에스터레이즈를 분리 정제하는 단계를 포함하는, 에스터레

이즈 제조 방법이 제공된다.

본 발명의 특징에 따르면, 숙주세포는, 상기 숙주세포는, 숙주세포는, 락토바실러스 람노서스 (Lactobacillus[0030]

rhamnosus),  락토바실러스 엑시도필러스 (Lactobacillus  acidophilus),  락토바실러스 루테리 (Lactobacillus

Reuteri) 및 바실러스 서브틸리스 (Bacillus subtilis) 중 적어도 하나일 수 있다.  

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명한다.  다만, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하기[0031]

위한 것에 불과하므로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 한정되는 것으로 해석되어서는 아니 된다. 

발명의 효과

본 발명은, 신규 에스터레이즈를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드에 기초한 장내 낙산 증진 시스템을 제공할 수 있[0032]

다.  

보다 구체적으로 본 발명은, 신규 에스터레이즈를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드를 제공할 뿐만 아니라, 상기 폴[0033]

리뉴클레오타이드를 포함하는 벡터로 형질 전환된 신규 에스터레이즈 생산를 하는 균주를 트리부티린과 함께 프

로드러그 (prodrug) 형태로 제공할 수 있어, 장내 낙산 수준을 증진 시킬 수 있다.  

특히, 본 발명은, 신규 트리부티린 에스터레이즈 코딩 폴리뉴클레오타이드를 갖는 재조합 벡터로 형질 전환된[0034]

장내 미생물을 트리부티린과 함께 제공함에 따라, 낙산 생산균을 직접 섭취했을 때 보다 장내 정착률이 높을 수

있다.

발명은, 신규 에스터레이즈의 기질인 트리부티린의 수준을 조절함으로써 목표로하는 장내 낙산 농도의 설정이[0035]

용이할 수 있어, 장내 낙산 생산 효율이 종래의 낙산 생산균보다 증진될 수 있다.  

또한, 본 발명은, 배양 조건이 상대적으로 단순한 대장균에 신규 트리부티린 에스터레이즈 코딩 유전자를 포함[0036]

하는 벡터로 형질 전환할 수 있어, 다량의 에스터결합을 가수 분해능의 균주를 용이하게 획득할 수 있다.  

나아가,  본  발명은,  염증성  장질환  (inflammatory  bowel  disease),  나아가  클로스트리듐  디피실리[0037]

(clostridium difficile) 감염증, 크론병, 과민성 장질환, 궤양성 대장염, 베체트병, 결핵성 장염, 및 허혈성

장질환과 같은 장질환의 치료에 적용될 수 있다.  

본 발명에 따른 효과는 이상에서 예시된 내용에 의해 제한되지 않으며, 더욱 다양한 효과들이 본 명세서 내에[0038]

포함되어 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 에스터레이즈의 제조 방법의 절차를 예시적으로 도시한 것이다[0039]

도 2 내지 도 4은 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 에스터레이즈를 생산하는 대장균 (기탁번호: 기탁번호
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KCTC 14205BP) 의 트리부티린 가수 분해 활성을 도시한 것이다.

도 5a 및 5b는 내재적 활성에 비하여 활성이 강화된 에스터레이즈 (esterase) 를 코딩하는, 폴리뉴클레오타이드

의 블라스트 분석 결과를 도시한 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

구성요소(예: 제2 구성요소)에 "직접 연결되어" 있다거나 "직접 접속되어" 있다고 언급된 때에는, 상기 어떤 구[0040]

성요소와 상기 다른 구성요소 사이에 다른 구성요소(예:  제3  구성요소)가 존재하지 않는 것으로 이해될 수

있다.

본 문서에서 사용된 표현 "~하도록 구성된(또는 설정된)(configured to)"은 상황에 따라, 예를 들면, "~에 적합[0041]

한(suitable for)," "~하는 능력을 가지는(having the capacity to)," "~하도록 설계된(designed to)," "~하도

록 변경된(adapted to)," "~하도록 만들어진(made to)," 또는 "~ 를 할 수 있는(capable of)"과 바꾸어 사용될

수 있다.  용어 "~하도록 구성된(또는 설정된)"은 하드웨어적으로 "특별히 설계된(specifically designed to)"

것만을 반드시 의미하지 않을 수 있다.  대신, 어떤 상황에서는, "~하도록 구성된 디바이스"라는 표현은, 그 디

바이스가 다른 디바이스 또는 부품들과 함께 "~할 수 있는" 것을 의미할 수 있다.  예를 들면, 문구 "A, B, 및

C를 수행하도록 구성된(또는 설정된)프로세서"는 해당 동작을 수행하기 위한 전용 프로세서(예: 임베디드 프로

세서), 또는 메모리 디바이스에 저장된 하나 이상의 소프트웨어 프로그램들을 실행함으로써, 해당 동작들을 수

행할 수 있는 범용 프로세서(generic-purpose processor)(예: CPU 또는 application processor)를 의미할 수

있다.

본 문서에서 사용된 용어들은 단지 특정한 실시 예를 설명하기 위해 사용된 것으로, 다른 실시예의 범위를 한정[0042]

하려는 의도가 아닐 수 있다.  단수의 표현은 문맥상 명백하게 다르게 뜻하지 않는 한, 복수의 표현을 포함할

수 있다.  기술적이거나 과학적인 용어를 포함해서 여기서 사용되는 용어들은 본 문서에 기재된 기술분야에서

통상의 지식을 가진 자에 의해 일반적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가질 수 있다.  본 문서에 사용된 용어

들 중 일반적인 사전에 정의된 용어들은, 관련 기술의 문맥상 가지는 의미와 동일 또는 유사한 의미로 해석될

수 있으며, 본 문서에서 명백하게 정의되지 않는 한, 이상적이거나 과도하게 형식적인 의미로 해석되지 않는다.

경우에 따라서, 본 문서에서 정의된 용어일지라도 본 문서의 실시 예들을 배제하도록 해석될 수 없다.

본 발명의 여러 실시예들의 각각 특징들이 부분적으로 또는 전체적으로 서로 결합 또는 조합 가능하며, 당업자[0043]

가 충분히 이해할 수 있듯이 기술적으로 다양한 연동 및 구동이 가능하며, 각 실시예들이 서로에 대하여 독립적

으로 실시 가능할 수도 있고 연관 관계로 함께 실시 가능할 수도 있다.   

이하에서는, 설명의 명확함을 위해 본원 명세서 내에서 사용되는 용어를 설명한다.  [0044]

본 명세서 내에서 사용되는 용어 "에스터레이즈 (esterase)" 에스터결합을 가수분해하는 효소로서, 에스테라아[0045]

제, 에스터가수분해효소 등과 상호 교환적으로 이용될 수 있다.  바람직하게, 본원 명세서 내에서 에스터레이즈

는, 트리부티린 (tributyrin) 에스터레이즈일 수 있다.  보다 구체적으로, 트리부티린 에스터레이즈는, 트리부

티린을 기질로 하여 트리부티린의 에스터 결합을 가수분해하는 효소이고, 가수분해의 산물로 낙산과 글리세롤이

획득될 수 있다.  

본 명세서 내에서 사용되는 용어 "낙산"은, 단쇄 지방산 중 하나로, 뷰티르산, 부티르산과 동일한 의미로 해석[0046]

될 수 있다.  이때, 낙산은, 탄수화물 (셀룰로스, 헤미셀룰로스, 전분) 이 미생물 발효에 의해 대장이나 반추위

에서 주로 생산되는 생체 내 천연 산물일 수 있다.   한편, 낙산은 장내에서 장 내막세포에 중요한 연료로 작용

할 수 있어 장 건강에 도움이되며, 장의 염증 낮출 수 있어, 염증성 장질환을 포함하는 다양한 장질환에 대하여

효과적일 수 있다.  나아가, 낙산은 항암 효과, 신경 보호 효과, 면역력 강화 및 항염 효과, 나아가 비만 감소

및 당뇨병 예방에 효과적일 수 있다.  

본 명세서에서 사용되는 용어, "내재적 활성"은 미생물이 천연으로 가지고 있는 활성상태를 의미할 수 있다.[0047]

이때, "내재적 활성에 비하여 강화된, 대장균"은 대장균이 본래 (originally) 갖고 있는 에스터레이즈 활성과

비교하였을 때, 가수분해 활성이 보다 향상된 대장균을 의미할 수 있다.  

예를 들어, 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 기탁번호 KCTC 14205BP의 에스터레이즈를 생산하는 대장균은,[0048]

트리부티린 에스터레이즈 활성이 내재적 활성에 비하여 강화된 대장균으로서, 그렇지 않은 대장균에 비하여 트

리부티린에 대한 가수 분해 능이 높을 수 있다.  즉, 기탁번호 KCTC 14205BP의 에스터레이즈를 생산하는 대장균

은, 또한 내재적 활성에 비하여 강화되지 않은 대장균에 비하여 높은 수준으로 낙산을 생산할 수 있다.  
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한편, 기탁번호 KCTC 14205BP의 에스터레이즈를 생산하는 대장균은 서열번호 1의 염기서열과 80 % 이상의 상동[0049]

성을 갖고, 에스터레이즈 (esterase) 를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드를 가질 수 있다.  

그러나, 이에 제한되지 않고, 서열번호 1의 염기서열과 80 % 이상의 상동성을 갖고, 에스터레이즈 (esterase)[0050]

를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드를 갖는 재조합 벡터로 형질 전환된 균주는, 에스터레이즈 활성이 내재적 활성

에 비하여 강화된 균주일 수 있다.  즉, 상기 형질 전환된 균주는 그렇지 않은 균주에 비하여 트리부티린에 대

한 가수 분해 능이 높고, 이에 높은 수준으로 낙산을 생산할 수 있다.

이때, 내재적 활성에 비하여 강화된 균주는, 서열번호 2의 아미노산 서열과 80 % 이상의 상동성을 갖는 아미노[0051]

산 서열로 이루어진 에스터레이즈를 생산할 수 있다.  

본 명세서에서 사용되는 용어, "상동성"은 본 명세서에 개시된 염기서열 또는 아미노산 서열과의 동일한 정도를[0052]

나타낼 수 있다.  구체적으로, 상동성의 비교는 2개 이상의 서열 간의 상동성을 백분율 (%) 로 나타낼 수 있다.

예를 들어, 상기 상동성의 비교를 통해, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 에스터레이즈의 아미노산 서열과 80 %

이상 동일한 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩타이드는 상기 에스터레이즈의 생물학적 활성을 실질적으로 보유

한 것이라고 볼 수 있다.  

예를 들어, 상동성 비교를 통해 서열번호 1의 에스터레이즈를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드의 염기서열과 80 %[0053]

이상 동일한 염기서열로 이루어진 유전자는 실질적으로, 본 발명의 일 실시예에 따른 에스터레이즈의 생물학적

활성과 동일한 활성을 에스터레이즈를 코딩할 수 있는 것으로 볼 수 있다.  

또한, 상기 에스터레이즈는 서열번호 2의 아미노산 서열의 첨가, 결실, 치환, 또는 그 조합으로 이루어질 수 있[0054]

다.  구체적으로, 서열번호 2의 아미노산 내의 결실 돌연변이, 기능성 서열의 첨가 및 스와핑과 같은 결실 또는

첨가로도 본 발명의 다양한 실시예에 따른 에스터레이즈와의 생물학적 활성을 실질적으로 보유한 폴리펩타이드

라면, 내재적 활성이 강화된 에스터레이즈로 볼 수 있다.

본 명세서에서 사용되는 용어, "벡터"는 숙주 세포에서 단백질의 발현을 조절할 수 있는 조절 서열에 작동 가능[0055]

하도록 연결된 DNA 서열 및 기타 유전자 조작을 용이하게 하거나 단백질의 발현을 최적화하기 위해 도입되는 서

열들을 함유하는 DNA 작제물을 의미한다.  조절 서열은 전사를 조절하기 위한 프로모터, 전사를 조절하기 위해

선택적으로 부가된 오퍼레이터 (operator), 적절한 mRNA 리보좀 결합 부위 및 전사와 해독의 종료를 조절하는

서열들이 포함될 수 있다.

구체적으로, 상기 벡터는 프로모터가 CAT 프로모터인 벡터로, 플라스미드 벡터, 코즈미드 벡터, 박테리오파지[0056]

벡터, 효모 벡터, 또는 아데노바이러스 벡터, 레트로바이러스 벡터, 아데노-연관 바이러스 벡터 같은 바이러스

벡터를 포함할 수 있다.  상기 벡터는 숙주세포의 게놈 내로 통합되어 있는 형태일 수도 있다.  

본 명세서에서 사용되는 용어, "재조합"은 유전적 재조합일 수 있는데, 상기 유전적 재조합은 이종생물에서 분[0057]

리된 유전자 DNA나 합성된 유전자를 이어 붙이는 것을 의미할 수 있다.  "재조합 벡터"는, 서열번호 1의 폴리뉴

클레오타이드를 포함하도록 재조합된 벡터를 의미할 수 있다.  

본 명세서에서 사용되는 용어, "형질 전환"은 외부로부터 DNA를 받아들여 생물체의 유전적인 성질이 변하는 것[0058]

을 의미할 수 있다.  상기 형질 전환 방법으로는 리보솜의 사용, 전기천공, 유리 DNA 업테이크를 증가시키는 화

학물질, 숙주세포로 DNA 직접 주입, 입자 총 충격 및 마이크로발사를 이용한 방법이 있을 수 있으나, 이에 제한

되지 않고 더 다양한 방법이 형질 전환 방법으로 이용될 수 있다.

본 명세서에서 사용되는 용어, "숙주세포"는 바이러스 감염에 사용되는 세포 또는 플라스미드나 파지 DNA 등의[0059]

벡터 및 삽입유전자의 증식에 사용되는 세균을 의미할 수 있다. 

예를 들어, 숙주세포는 상기 재조합 벡터로 형질 전환된 숙주세포일 수 있다.  형질 전환 가능한 숙주세포로는[0060]

바실러스 서브틸리스 (Bacillus subtilis), 스트렙토마이세스 (Streptomyces), 슈도모나스 (Pseudomonas), 프

로테우스 미라빌리스 (Proteus  mirabilis)  또는 스타필로코쿠스 (Staphylococcus) 와 같은 원핵 숙주 세포가

있으나 이로 제한되는 것은 아니다.   또한,  진균 (예를 들어, 아스페르길러스 (Aspergillus)),  효모 (예를

들어, 피치아 파스토리스 (Pichia pastoris), 사카로마이세스 세르비시애 (Saccharomyces cerevisiae), 쉬조사

카로마세스 (Schizosaccharomyces), 뉴로스포라 크라사 (Neurospora crassa)) 등과 같은 하등 진핵 세포를 숙

주세포로 사용할 수 있다. 

이에, 본원 명세서 내에서, 형질 전환된 숙주 세포는, 형질 전환된 미생물과 상호교환적으로 이용될 수 있다.[0061]
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 한편, 곤충 세포, 식물 세포, 포유동물 등을 포함하는 고등 진핵생물 유래의 세포를 숙주세포로 사용할 수 있[0062]

다.  그러나 이에 제한되지 않고, 더 다양한 세포를 상기 재조합 벡터로 형질 전환된 숙주세포로 이용할 수 있

다.  

바람직하게, 숙주세포는, 상기 숙주세포는, 숙주세포는, 락토바실러스 람노서스 (Lactobacillus rhamnosus), 락[0063]

토바실러스 엑시도필러스 (Lactobacillus acidophilus), 락토바실러스 루테리 (Lactobacillus Reuteri) 및 바

실러스 서브틸리스 (Bacillus subtilis) 중 적어도 하나의 장내 미생물일 수 있다.  이러한 장내 미생물들은 다

른 숙주세포 보다 장내 정착률이 높을 수 있어, 장내 낙산 증진에 보다 효과적일 수 있다.   

본 명세서에서 사용되는 용어, "발현"은 상기 형질 전환된 숙주세포의 에스터레이즈를 코딩하는 유전자에서 폴[0064]

리펩타이드가 발현하는 것 또는 생산되는 것을 의미할 수 있다.

분리 및 정제는 폴리펩타이드를 유효성분으로 분리하고 정제하는 것을 의미한다.  예를 들어, 본 발명의 일 실[0065]

시예에 따른 폴리펩타이드를 분리 및 정제하는 과정은 당업계에 공지된 방법을 제한 없이 사용할 수 있으며, 바

람직하게는 이온교환 크로마토그래피를 이용할 수 있다.  이때, 폴리펩타이드는, 본 발명의 다양한 실시예에 따

른 에스터레이즈일 수 있다.  

본 명세서에서 사용되는 용어, "장질환 치료용 또는 예방용 조성물"은 장질환의 치료 효과를 갖는 약학적 조성[0066]

물을 의미할 수 있다.  

이때, 약학적 조성물은 액상용액으로 제제화 되는 경우, 약학적으로 허용 가능한 담체에 의해 희석될 수 있다.[0067]

보다 구체적으로, 약학적으로 허용 가능한 담체는 생물체를 자극하지 않고 투여 화합물의 생물학적 활성 및 특

성을 저해하지 않는 담체 또는 희석제를 의미할 수 있다.  예를 들어, 액상용액으로 제제화 되는 약학적 조성물

에 있어서 허용되는 약제학적 담체로는, 멸균 및 생체에 적합한 것으로서, 식염수, 멸균수, 링거액, 완충 식염

수, 알부민 주사용액, 덱스트로즈 용액, 말토 덱스트린 용액, 글리세롤, 에탄올 및 이들 성분 중 1 성분 이상이

혼합된 혼합물일 수 있다.  또한, 필요에 따라 항산화제, 완충액, 정균제 등 다른 통상의 첨가제가 첨가될 수

있다.  더 나아가, 희석제, 분산제, 계면활성제, 결합제 및 윤활제가 부가적으로 첨가되어 장질환 치료용 또는

예방용 조성물은 수용액, 현탁액, 유탁액 등과 같은 주사용 제형, 환약, 캡슐, 과립 또는 정제로 제제화될 수

있다.  

장질환 치료용 또는 예방용 조성물은 경구 투여 또는 비경구 투여를 통해 투여될 수 있고, 질환 부위에의 도포[0068]

또는 분무하는 방법으로 투여될 수도 있다.  장질환 치료용 또는 예방용 조성물은 또한, 정맥 내 투여, 복강 내

투여, 근육 내 투여, 피하 투여 또는 국부 투여의 비경구로 투여될 수도 있다.  

장질환 치료용 또는 예방용 조성물의 적합한 도포, 분무 및 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 대상이 되는 동[0069]

물 및 환자의 연령, 체중, 성, 질병 증상의 정도, 음식, 투여시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감도와 같은

요인들에 의해 다양할 수 있다.  또한, 숙련된 의사나 수의사는 목적하는 치료에 효과적인 장질환 치료용 또는

예방용 조성물의 투여량을 용이하게 결정 및 처방할 수 있다.

장질환 치료용 또는 예방용 조성물을 유효성분으로 포함하는 경구 투여용 제형은, 정제, 트로키제, 로렌지, 수[0070]

용성 또는 유성현탁액, 조제분말 또는 과립, 에멀젼, 하드 또는 소프트 캡슐, 시럽 또는 엘릭시르제일 수 있다.

이때,  정제  및  캡슐  등의  제형으로  제제화하기  위해,  락토오스,  사카로오스,  솔비톨,  만니톨,  전분,

아밀로펙틴, 셀룰로오스 또는 젤라틴과 같은 결합제, 디칼슘 포스페이트와 같은 부형제, 옥수수 전분 또는 고구

마 전분과 같은 붕괴제, 스테아르산 마그네슘, 스테아르산 칼슘, 스테아릴푸마르산 나트륨 또는 폴리에틸렌글리

콜 왁스와 같은 윤활유가 포함될 수 있으며, 캡슐 제형의 경우 상기 언급한 물질 외에도 지방유와 같은 액체 담

체가 더 함유될 수 있다.

본 명세서에서 사용되는 용어, "장질환"은 염증성 장질환 (inflammatory bowel disease), 클로스트리듐 디피실[0071]

리 (clostridium difficile) 감염증, 크론병, 과민성 장질환, 궤양성 대장염, 베체트병, 결핵성 장염, 및 허혈

성 장질환 중 적어도 하나일 수 있다.  바람직하게, 본원 명세서 내에서 장질환은, 염증성 장질환일 수 있으나,

이에 제한되는 것은 아니다.  

본 명세서에서 사용되는 용어, "프로드러그 (prodrugs)"는, 어떤 약물을 화학적으로 변화시켜 물리·화학적 성[0072]

질을 조절한 약물을 의미하며, 그 자체는 생리 활성을 나타내지 않지만 투여 후 체내에서 화학적으로, 혹은 효

소의 작용에 의하여 원래의 약물로 바뀌어 약효를 발휘할 수 있다.

예를 들어, 기탁번호: 기탁번호 KCTC 14205BP의 에스터레이즈를 생산하는 대장균 및 트리부티린 (trybutirin)[0073]
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을 포함하는, 장질환 치료용 또는 예방용 프로드러그 조성물은, 경구 투여될 경우, 장내에 도달할 수 있다.  이

때, 장내에 정착된 대장균의 대사에 의해 생성된 에스터레이즈는, 트리부티린을 가수분해함으로써, 장내 낙산의

수준을 증진시킬 수 있다.   이때, 달성하고자 하는 장내 낙산 수준은, 프로드러그 내에서 트리부티린의 수준을

조절함으로써 용이하게 설정될 수 있다.  

한편, 상기 대장균 및 트리부티린으로 이루어진 프로드러그는, 액체 및 고체 약학 조제물, 예컨대 주사가능한[0074]

용액, 현탁액, 유화액, 정제, 코팅된 정제, 코팅된 정제 코어, 캡슐, 용액, 트로키제, 분산액, 펠렛, 과립, 좌

약, 경질 또는 연질 젤라틴 캡슐 등으로 제형화 될 수 있다.  

본 발명의 특징에 따르면, 장질환 치료용 또는 예방용 프로드러그 조성물은, 장내에 도달하여 트리부티린을 가[0075]

수분해 하고, 낙산 수준을 증진시키는 한, 다양한 조성을 가질 수 있다.  예를 들어, 장질환 치료용 또는 예방

용 프로드러그 조성물은, 서열번호 2의 아미노산 서열과 80 % 이상의 상동성을 갖는 에스터레이즈, 및 트리부티

린으로 이루어질 수도 있다.  또는, 장질환 치료용 또는 예방용 프로드러그 조성물은, 서열번호 1의 염기서열과

80 % 이상의 상동성을 갖는 에스터레이즈를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 재조합 벡터로 형질 전환

된 균주 및 트리부티린으로 이루어질 수도 있다.  이때, 프로드러그는 장내에 도달할 때까지 위산, 항생제, 담

즙산, 소화효소 등에 의해 분해되지 않도록 캡슐화 될 수 있다.  나아가, 형질 전환된 균주는 그 자체로 아포

(spore) 를 생성하여 장내 발아될 수 있는 균일 수도 있다.  

이하에서는 도 1을 참조하여, 본 발명의 일 실시예에 따른 에스터레이즈 생산 절차에 대하여 구체적으로 설명한[0076]

다.

도 1은 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 에스터레이즈의 제조 방법의 절차를 예시적으로 도시한 것이다[0077]

도 1을 참조하면, 먼저 에스터레이즈의 제조를 위해, 서열번호 1의 염기서열과 80 % 이상의 상동성을 가지는 염[0078]

기서열을 포함하는, 재조합 벡터가 숙주세포로 형질 전환된다 (S110).  그 다음, 형질 전환된 숙주세포를 배양

하여 에스터레이즈가 획득된다 (S120).  마지막으로, 에스터레이즈가 분리 정제된다 (S130)

보다 구체적으로, 재조합 벡터가 숙주세포로 형질 전환되는 단계 (S110) 에서, 본 발명의 다양한 실시예에 따른[0079]

서열번호 1의 염기서열과 80 % 이상 상동성을 갖고, 에스터레이즈를 코딩하도록 구성된 폴리뉴클레오타이드를

포함하는 재조합 벡터가 준비된다.  이때, 벡터는 pBAD24일 수 있으나 이에 제한되는 것은 아니다.  그 다음,

상기  재조합  벡터는,  대장균,  상기  숙주세포는,  숙주세포는,  락토바실러스  람노서스  (Lactobacillus

rhamnosus),  락토바실러스 엑시도필러스 (Lactobacillus  acidophilus),  락토바실러스 루테리 (Lactobacillus

Reuteri), 및 바실러스 서브틸리스 (Bacillus subtilis) 중 적어도 하나의  장내 균주를 숙주세포로 하여 형질

전환될 수 있다.  

그 다음, 에스터레이즈가 획득되는 단계 (S120) 에서, 형질 전환된 숙주세포의 배양에 의해, 에스터레이즈가 생[0080]

성될 수 있다.  이때, 에스터레이즈는 서열번호 2의 아미노산 서열과 80 % 이상의 상동성을 가질 수 있고, 트리

부티린을 기질로 하여 낙산을 생산하는 트리부티린 에스터레이즈일 수 있다.  

마지막으로, 에스터레이즈가 분리 정제되는 단계 (S130) 에서, 다양한 필터링 작업을 거쳐, 트리부티린 에스터[0081]

레이즈가 정제될 수 있다.

이상의 절차에 따른, 본 발명의 일 실시예에 따른 에스터레이즈 제조 방법에 의해, 본 발명의 다양한 실시예에[0082]

이용되는 트리부티린 에스터레이즈가 높은 효율로 생산될 수 있다.  

평가 1: 본 발명의 다양한 실시예에 따른 대장균의 에스터레이즈 활성[0083]

이하에서는, 도 2 내지 도 4를 참조하여, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 대장균의 에스터레이즈 활성 평가결[0084]

과에 대하여 구체적으로 설명한다.

본 평가에서는, 서열번호 1의 염기서열을 포함하는 재조합 벡터로 형질 전환된, 기탁번호 KCTC 14205BP의 대장[0085]

균을 실험군으로, 그렇지 않은 대장균을 대조군으로 설정하였다.  

도 2 내지 도 4는 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 에스터레이즈를 생산하는 대장균 (기탁번호: 기탁번호[0086]

KCTC 14205BP) 의 트리부티린 가수 분해 활성을 도시한 것이다.

먼저, 도 2를 참조하면, 트리부티린을 함유하는 영양 아가 배지 (Nutrition agar+Tributyrin 0.8%) 상에 기탁[0087]

번호 KCTC 14205BP의 대장균 및 대조군의 대장균을 접종한 결과가 도시된다.
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보다 구체적으로, 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 기탁번호 KCTC 14205BP의 대장균이 접종되었을 때, 트리[0088]

부티린의 분해에 따른 투명한 환이 생성된 것으로 나타난다.   이때, 환의 직경은 대조군보다 큰 것으로 나타난

다.

이러한 결과는, 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 기탁번호 KCTC 14205BP의 대장균이 대조군의 대장균과 다[0089]

르게, 트리부티린을 가수 분해하고 이로 인해 낙산이 생성되었다는 결과를 의미할 수 있다.  

다음으로, 도 3 및 도 4를 참조하면, 5mM의 트리부티린과 0.02 %의 TritonX100을 함유하는 NB (펩톤 (peptone)[0090]

2.5g + 효모 (yeast extract) 1.5g + NaCl 1.5g/500ml) 배지에 기탁번호 KCTC 14205BP의 대장균과 대조군의 대

장균 각각을 24 시간 동안 배양한 후, 상등액을 취하여 필터링 후 HPLC 분석을 통해 낙산의 농도를 분석한 결과

가 도시된다.  이때, 낙산 농도의 분석은 3 반복 수행되었다.  

보다  구체적으로,  대조군의  경우,  배양  동안  트리부티린의  가수분해에  따른  산물인  낙산의  수준이  평균[0091]

81.57333 ㎍/ml로 나타난다.  그러나, 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 기탁번호 KCTC 14205BP의 대장균에

의한 낙산의 수준은 평균 1328.93 ㎍/ml인 것으로 나타난다.

이러한 결과는, 본 발명의 다양한 실시예에 이용되는 기탁번호 KCTC 14205BP의 대장균의 낙산 생산량이 일반 대[0092]

장균보다 약 16배 높은 것을 의미하며, 대조군의 대장균에 비하여 트리부티린에 대한 가수 분해 능이 10 배 이

상인 것을 의미할 수 있다.  

이상의 평가 1의 결과로, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 서열번호 1의 염기서열을 포함하는 재조합 벡터로 형[0093]

질 전환된, 기탁번호 KCTC 14205BP의 대장균은, 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진 에스터레이즈를 생산하

여 트리부티린을 가수 분해하고, 장내 낙산의 수준을 증진시킬 수 있다.  이에, 상기 대장균과 트리부티린을 포

함하는 프로드러그 조성물, 또는 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진 에스터레이즈와 트리부티린을 포함하

는 약학 조성물은, 장내 낙산 수준을 증진시켜, 장 건강을 증진하고, 장의 염증 낮출 수 있다.  이에, 상기 조

성물들은 염증성 장질환을 포함하는 다양한 장질환에 대하여 효과적일 수 있다.  나아가, 상기 조성물들은 항암

효과, 신경 보호 효과, 면역력 강화 및 항염 효과, 나아가 비만 감소 및 당뇨병 예방에 효과적일 수 있다.  보

다 구체적으로, 상기 조성물들은 염증성 장질환 (inflammatory bowel disease), 나아가 클로스트리듐 디피실리

(clostridium difficile) 감염증, 크론병, 과민성 장질환, 궤양성 대장염, 베체트병, 결핵성 장염, 및 허혈성

장질환과 같은 장질환의 치료에 적용될 수 있다.  

한편, 본 발명의 효과는 이에 제한되는 것이 아니다.  [0094]

예를 들어, 서열번호 1의 염기서열과 80 % 이상의 상동성을 가지는 염기서열을 포함하는 재조합 벡터로 형질 전[0095]

환된 균주는, 기탁번호 KCTC 14205BP의 대장균과 동일한 활성을 가질 수 있다.  보다 구체적으로, 상기 형질 전

환된 균주는 트리부티린을 가수분해하여 장내 낙산 수준을 증진시키는 에스터레이즈를 생산하고, 이에 의해 낙

산 수준을 증진하는 것에 기여할 수 있다.  

특히, 본 발명은, 신규 트리부티린 에스터레이즈 코딩 폴리뉴클레오타이드로 형질 전환된 대장균과 같은 장내[0096]

미생물을 트리부티린과 함께 제공함에 따라,  낙산 생산균을 직접 섭취했을 때 보다 장내 정착률이 높을 수

있다.

또한, 발명은, 신규 에스터레이즈의 기질인 트리부티린의 수준을 조절함으로써 목표로하는 장내 낙산 농도의 설[0097]

정이 용이할 수 있어, 장내 낙산 생산 효율이 종래의 낙산 생산균보다 증진될 수 있다.  

또한, 본 발명은, 배양 조건이 상대적으로 단순한 대장균에 신규 트리부티린 에스터레이즈 코딩 유전자를 포함[0098]

하는 벡터로 형질 전환할 수 있어, 다량의 에스터결합을 가수 분해능의 균주를 용이하게 획득할 수 있다.  

평가 2: 본 발명의 다양한 실시예에 따른 에스터레이즈 코딩 유전자 및 에스터레이즈의 동정[0099]

이하에서는, 도 5를 참조하여, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 에스터레이즈 코딩 유전자 및 본 발명의 다양한[0100]

실시예에 따른 에스터레이즈의 동정 결과를 설명한다.

도 5a 및 5b는 내재적 활성에 비하여 활성이 강화된 에스터레이즈 (esterase) 를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드[0101]

의 블라스트 분석 결과를 도시한 것이다.

먼저, 도 5a를 참조하면, 서열번호 1의 염기서열을 갖고, 내재적 활성에 비하여 활성이 강화된 에스터레이즈[0102]

(esterase) 를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드에 대한 블라스트 n 분석 결과가 도시된다.  이때, 대상 유전체들은

E 값 (E valude) 에 따라, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드와의 유사도가 높은 순서대로 나
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열된다.

보다 구체적으로, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드와의 유사도가 가장 높은 것으로 분석된,[0103]

박테로이데스 우니포르미스 (Bacteroides uniformis) NBTC 113350의 완전 유전체 (complete genome) 는, 93 %

에 해당하는 영역이 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드와 72.98 % 상동성을 갖는 것으로 나탄

나다.  

나아가, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드와의 유사도가 두 번째로 높은 것으로 분석된, 박[0104]

테로이데스 종, A1C1 염색체의 완전 유전체는 93 %에 해당하는 영역이 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴

클레오타이드와 72.71 % 상동성을 갖는 것으로 나탄나다.

이러한 분석 결과는, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드가 종래에 알려진 유전체들과 상이한[0105]

유전체임을 의미할 수 있다.

관련하여, 도 5b를 더욱 참조하면, 서열번호 1의 염기서열을 갖고, 내재적 활성에 비하여 활성이 강화된 에스터[0106]

레이즈 (esterase) 를 코딩하는 폴리뉴클레오타이드를 아미노산화하여 분석한 블라스트 x 결과가 도시된다.  이

때, 대상 단백질들은 E 값 (E valude) 에 따라, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드와의 유사

도가 높은 순서대로 나열된다.

보다 구체적으로, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드에 기초한 단백질과의 유사도가 가장 높[0107]

은 것으로 분석된, 무리바쿨라시에 박테리움 (Muribaculaceae bacterium) 유래의 에스터레이즈는, 93 %에 해당

하는 영역이 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드에 기초한 단백질과 오직 86.9 %의 상동성을

갖는 것으로 나탄나다.  

나아가, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드에 기초한 단백질과의 유사도가 두 번째로 높은 것[0108]

으로 분석된, 마셀리박테로이데스 (Macellibacteroides) 종. HH-ZS 유래 에스터레이즈는, 94 %에 해당하는 영역

이 본 발명의 다양한 실시예에 따른 폴리뉴클레오타이드에 기초한 단백질과 77.51 %의 상동성을 갖는 것으로 나

탄나다.  

이러한 분석 결과는, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 서열번호 1의 폴리뉴클레오타이드가 종래에 공지된 유전[0109]

체들과 상이한 신규 유전체이고, 서열번호 2의 에스터레이즈가 종래에 알려진 단백질과 상이한 신규한 단백질임

을 의미할 수 있다.  

또한, 이러한 유전적 상이함은, 본 발명의 다양한 실시예에 따른 에스터레이즈의 내재적 활성 강화에 기여한다[0110]

는 것을 시사할 수도 있다.  

이에, 서열번호 1의 염기서열과 80 % 이상의 상동성을 갖는 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 재조합 벡터로 형질[0111]

전환된 균주, 또는 서열번호 2의 아미노산 서열과 80 % 이상의 상동성을 갖는 아미노산 서열로 이루어진 에스터

레이즈는 장 건강 증진을 위한 다양한 조성물로서 제공될 수 있다.  

본 발명의 여러 실시예들의 각각 특징들이 부분적으로 또는 전체적으로 서로 결합 또는 조합 가능하며, 당업자[0112]

가 충분히 이해할 수 있듯이 기술적으로 다양한 연동 및 구동이 가능하며, 각 실시예들이 서로에 대하여 독립적

으로 실 시 가능할 수도 있고 연관 관계로 함께 실시 가능할 수도 있다.  

이상 첨부된 도면을 참조하여 본 발명의 실시예들을 더욱 상세하게 설명하였으나, 본 발명은 반드시 이러한 실[0113]

시예로 국한되는 것은 아니고, 본 발명 의 기술사상을 벗어나지 않는 범위 내에서 다양하게 변형 실시될 수 있

다.  따라서, 본 발명에 개시된 실시예들은 본 발명의 기술 사상을 한정하기 위한 것이 아니라 설명하기 위한

것이고, 이러한 실시예에 의하여 본 발명의 기술 사상의 범 위가 한정되는 것은 아니다.  그러므로, 이상에서

기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것으로 이해해야만 한다.  본 발명의 보호 범위

는 아래의 청구범위에 의하여 해석되어야 하며, 그와 동등한 범위 내에 있는 모든 기술 사상은 본 발명의 권리

범위에 포함되는 것으로 해석되어야 할 것이다.
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서 열 목 록

<110>    INDUSTRY-ACADEMIC COOPERATION FOUNDATION, YONSEI UNIVERSITY

<120>    NOVEL NUCLEOTIDES ENCODING ESTERASE AND USE THEREOF

<130>    20PD5418KR

<160>    2

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    1194

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    DNA sequence for novel esterase encoding gene
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<400>    1

atgaaaaaaa ttctaatcct tgccgtggcg ttaatcagtt cgcttgcggc aaccgcacaa         60

caggcattat ggggaagcgc tcccgtagtc tccccggaaa tcaaccccga caagacagtc        120

acgttcagac tcaaagcccc cgatgcagtg aaggtacagg tgacagggga tttcctgccc        180

actcagaaaa tcaagacccc ctatggcgat tttgatggac ccggggtggc agaccttgta        240

aagaacgacg gtgtctggga atttaccact ccctccccgc ttgctcccga actttatagc        300

tacactttca ttgtagacgg cgtgaaaatg acggaccctt ccaacgtatt ccagctgcgc        360

gacgtggcga gcgtgaccaa cgtcttcctg atcgacggcg actatgccga ctatttcaag        420

ataaaggatg tgcctcatgg cacggtctca aaggtatggt accacagtcc gtcgttaggg        480

atggaacgcc gacttagtgt ctacactccc gccggctatg agaaaggcga caatcgctac        540

cccgtattct atcttctcca cggaatggga ggcgatgaga acgcatggct tgaactcgga        600

cgcgctgccc agattctcga caacatgatt gccgaaggaa aagtagaacc gatgatcgtg        660

gtgatgacca acggcaatgc cgaccttcag gccgccccgg gagagtcaag ccttggtttc        720

gctcccccca caatacaatt gccaaaaacc atggagggct ctttcgagac ccatttcccg        780

gaggtggtgg aattcatcga ctccaattat cgcacgatac catcaaaaca aaaccgcgcg        840

atagcaggac tctcgatggg cggtttccat tcgctccata tctcaaagga atatcccgac        900

atgttcgact acgtcggcct cttctccgca gccattatgc ccgaccgaaa agtgaagtcg        960

ccaatctacg acaacatgga aggaaagctc aaaactcagt tcgacaaaaa gccggccctt       1020

tattggatag ccataggcga caaagacttt ctctacgagg ccaacaaaga atatcgcaaa       1080

aagcttgatg agaacggcta taaatacacc tatagggaat cgcccgacgg ccatatctgg       1140

aaaaactggc gtatatatct gactgaattc atccctcaac ttttcaagaa ataa             1194

<210>    2

<211>    397

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Protein sequence for novel esterase

<400>    2

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

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 
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Glu Ile Asn Pro Asp Lys Thr Val Thr Phe Arg Leu Lys Ala Pro Asp

         35                  40                  45 

Ala Val Lys Val Gln Val Thr Gly Asp Phe Leu Pro Thr Gln Lys Ile

     50                  55                  60 

Lys Thr Pro Tyr Gly Asp Phe Asp Gly Pro Gly Val Ala Asp Leu Val

 65                  70                  75                  80 

Lys Asn Asp Gly Val Trp Glu Phe Thr Thr Pro Ser Pro Leu Ala Pro

                 85                  90                  95 

Glu Leu Tyr Ser Tyr Thr Phe Ile Val Asp Gly Val Lys Met Thr Asp

            100                 105                 110 

Pro Ser Asn Val Phe Gln Leu Arg Asp Val Ala Ser Val Thr Asn Val

        115                 120                 125 

Phe Leu Ile Asp Gly Asp Tyr Ala Asp Tyr Phe Lys Ile Lys Asp Val

    130                 135                 140 

Pro His Gly Thr Val Ser Lys Val Trp Tyr His Ser Pro Ser Leu Gly

145                 150                 155                 160 

Met Glu Arg Arg Leu Ser Val Tyr Thr Pro Ala Gly Tyr Glu Lys Gly

                165                 170                 175 

Asp Asn Arg Tyr Pro Val Phe Tyr Leu Leu His Gly Met Gly Gly Asp

            180                 185                 190 

Glu Asn Ala Trp Leu Glu Leu Gly Arg Ala Ala Gln Ile Leu Asp Asn

        195                 200                 205 

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

    210                 215                 220 

Gly Asn Ala Asp Leu Gln Ala Ala Pro Gly Glu Ser Ser Leu Gly Phe

225                 230                 235                 240 

Ala Pro Pro Thr Ile Gln Leu Pro Lys Thr Met Glu Gly Ser Phe Glu

                245                 250                 255 

Thr His Phe Pro Glu Val Val Glu Phe Ile Asp Ser Asn Tyr Arg Thr

            260                 265                 270 

Ile Pro Ser Lys Gln Asn Arg Ala Ile Ala Gly Leu Ser Met Gly Gly

        275                 280                 285 
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Phe His Ser Leu His Ile Ser Lys Glu Tyr Pro Asp Met Phe Asp Tyr

    290                 295                 300 

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

305                 310                 315                 320 

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

                325                 330                 335 

Lys Pro Ala Leu Tyr Trp Ile Ala Ile Gly Asp Lys Asp Phe Leu Tyr

            340                 345                 350 

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

        355                 360                 365 

Tyr Thr Tyr Arg Glu Ser Pro Asp Gly His Ile Trp Lys Asn Trp Arg

    370                 375                 380 

Ile Tyr Leu Thr Glu Phe Ile Pro Gln Leu Phe Lys Lys

385                 390                 395
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