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본 발명은 고호열성 프로릴올리고펩티다아제 효소 및 이의 제조방법에 관한 것으로서, Thermococcus sp. 균주(KCTC

10859BP)로부터 분리되어진 신규의 고호열성 프로릴올리고펩티다아제 및 이의 기능적 동등물, 이들을 암호화하는 신규

의 유전자 및 이들의 생산방법을 제공한다. 본 발명에 따른 단백질 분해 효소는 고호열성이다.

대표도

도 3

특허청구의 범위

청구항 1.

Thermococcus sp. 균주(KCTC 10859BP)로부터 분리되어진 고호열성 프로릴올리고펩티다아제 효소 및 이의 기능적 동

등물.

청구항 2.

서열번호의 2의 아미노산 서열을 가진 단백질.

청구항 3.

서열번호 1의 유전자.

청구항 4.

서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 유전자.

청구항 5.

제 1 항에 따른 상기 고호열성 프로릴올리고펩티다아제 효소를 암호화하는 핵산서열.

청구항 6.

제 5 항에 있어서, 서열번호 1의 상기 고호열성 프로릴올리고펩티다아제 효소를 암호화하는 DNA 핵산서열.

청구항 7.

제 5 항에 있어서, 상기 고호열성 프로릴올리고펩티다아제 효소를 암호화하는 DNA 핵산서열이 서열번호 1과 코돈 축퇴성

에 의한 등가인 것을 특징으로 하는 핵산서열.

청구항 8.
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제 1 항에 따른 고호열성 프로릴올리고펩티다아제 효소가 서열번호 2를 가지는 것을 특징으로 하는 프로릴올리고펩티다

아제 효소.

청구항 9.

제 1 항에 따른 고호열성 프로릴올리고펩티다아제 효소가 서열번호 2와 기능적으로 동등한 아미노산 서열을 가지는 것을

특징으로 하는 프로릴올리고펩티다아제 효소.

청구항 10.

제 5 항 내지 제 7 항의 어느 한 항에 따른, 핵산서열을 포함하는 재조합벡터.

청구항 11.

제 10 항에 있어서, 상기 재조합벡터가 도 6에 기재된 개열지도를 가지는 것을 특징으로 하는 플라스미드.

청구항 12.

제 10 항에 따른 재조합 벡터로 형질전환된 세포.

청구항 13.

균주 Thermococcus sp. NA1 (KCTC 10859BP) 또는 제 12 항에 따른 형질전환된 세포를 배양하고, 상기 배양된 세포로

부터 카르복시펩티다아제 효소를 분리하는 것을 특징으로 하는 고호열성 프로릴올리고펩티다아제 효소 생산방법.

명세서

발명의 상세한 설명

발명의 목적

발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

게놈의 연구의 최근의 진보는 막대한 양의 서열 정보를 생산했다. 종래의 유전자 공학 및 게놈의 연구 기술의 일반적인 조

합과 함께, 몇몇의 고호열성 미생물의 게놈 서열은 생물 공학 분야에서 열에 강한 효소 때문에 관심을 받고 있으며, 많은

매우 열안정적 효소가 생물 공학의 목적으로 개발되고 있다.

프로릴(prolyl) 올리고펩티다아제

프로릴(Prolyl) 올리고펩티다아제(POP, EC 3.4.21.26)은 프로릴 엔도펩티다아제(prolyl endopeptidase; PEP)라고 불리

며, 단백질 잔기의 C-말단에서의 프롤린-포함 펩타이드의 가수분해를 선호하는 효소이다(Wilk 1983). 촉매 트라이어드

의 순서의 면에서 볼 때 잘 알려진 트립신 또는 서브틸리신 패밀리와는 관련이 없고, 다른 세린 펩티다아제 분류에 속한다

(Clan SC, 패밀리 S9), 이 분류에는 디펩티딜 펩티다아제 IV, 아크릴아미노아킬 펩티다아제, 및 올리고펩티다아제 B가 속

한다(Rawlings and Barret 1994; Rawling et al. 1994). 이들 효소는 전체 약 30 아미노산 잔기 이하의 기질을 선택하고

절단하는 방식을 공유하고 있다. 돼지의 POP의 결정 구조 및 이 돌연변이 유도체는 α/β-하이드롤라아제 접힘의 펩티다아
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제 도메인을 가지고 있고, 이것의 촉매 트라이어드(Ser554, Asp641, His680)은 특수한 β-프로펠러의 중심 터널에 의해

서 덥혀 있었다. 이것은 큰 구조의 펩타이드를 배제시키는 활성부위에 대한 입구 필터로서 작용한다(Fulop et al, 2000;

Fulop et al. 2001; Polar 2002; Szeltner 2000).

이 프롤린-특이적 효소는 세균, 고세균, 곰팡이, 동물 및 식물에 넓게 분포되어 있다(Harwood et al. 1997; Kabashima et

al. 1998; Rennex et al. 1991; Yoshimoto et al. 1980; Yoshimoto et al. 1991). 여러개의 POP의 분리, 클로닝, 이종 발

현이 Flavobacterium meningosepticum(Yoshimoto et al. 1980), Sphingomonas capsulate(Kabashima et al. 1998),

Aeromonas hydrophila(Kanatani et al. 1993), 돼지의 뇌(Rennex et al1991) 및 인간의 T-림프구(Vanhoof et al.

1994)에서 보고되었다. 이것은 건망증(Yoshimoto et al. 1987), 우울증(Maes et al. 1994), 및 알츠하이머 병(Shinoda et

al. 1997) 뿐만아니라, 펩타이드 호르몬 및 뉴로펩타이드의 성숙 및 분해(Wilk 1983)에도 관여할 것이다. 이들 POP는 생

리적 과정에서 중요할 뿐만아니라, 생화학 및 임상적 적용에서 상당한 잠재성을 가지고 있다(Diefenthal et al. 1993). 대

부분의 세린 엔도펩티다아제가 프롤린 잔기를 가수분해하지 못하기 때문에, 프롤린-특이적 단백질 분해효소은 코에릭 스

푸루(coeliac sprue) 및 위장간의 소화에 상대적으로 잘 견뎌서, 유전적으로 감수성인 사람에서 면역질환을 일으키도록

장내에 남아있는 밀, 호밀 및 보리로부터의 프롤린-풍부 글루텐의 소화관련 질병에의 치료에서 중요하다(Sollid 2002). 이

와 같은 해로운 펩타이드의 POP-촉매 단백질내 분해는 이들의 제거를 촉진하기 위해 제안되었다(Hausch et al. 2002;

Shan et al. 2002).

경제적으로 가치가 있고 열에 극히 안정적인 효소들을 찾는 것을 촉진하고 특히 고온에서 생장하는 고호열성 고세균의 생

리에 관한 해답을 찾기 위하여, 본 발명자들은 고호열성 고세균 Thermococcus sp. NA1 (Bae et al)을 분리하였고, 생명

공학연구원 생물자원센터(KCTC)에 2005년 10월 7일 기탁하여, KCTC 10859BP의 기탁번호를 부여받았다. 상기 균주의

전체 게놈 서열이 많은 유용한 극히 열적으로 안정한 효소를 찾기 위하여 결정되었다 (Lee et al). Thermococcus sp.

NA1의 게놈 정보의 분석으로 열안정성 프로릴올리고펩티다아제에 속하는 프로릴올리고펩티다아제 유전자를 발견하였

고, 상기 유전자를 클로닝하고, 이를 재조합벡터를 이용하여 발현시키고, 정제하여, 효소적 활성을 확인하여 본 발명을 완

성하였다.

발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명은 신규의 고호열성인 프로릴올리고펩티다아제를 제공하는 것이다.

본 발명은 신규의 고호열성인 프로릴올리고펩티다아제를 생산하는 방법을 제공하는 것이다.

발명의 구성

본 발명은 프로릴올리고펩티다아제를 제조하는 방법을 제공한다. 상기 제조방법은 이에 제한되는 것은 아니나, 바람직하

게는 유전공학적 방법에 의한 제조방법이다.

본 발명은 프로릴올리고펩티다아제를 암호화하는 분리된 DNA 서열 및 이들을 함유하는 재조합 벡터를 제공한다.

제 1 양태로, 본 발명은 고온에서 안정한 프로릴올리고펩티다아제를 암호화하는 핵산서열 및 상기 서열에 등가의 핵산서

열을 제공한다. 상기 핵산서열들은 보다 구체적으로는 서열번호 1이다.

"등가의 핵산서열"에는 상기 프로릴올리고펩티다아제 효소 서열의 코돈 축퇴성 서열을 포함한다.

"코돈 축퇴성 서열"이란 상기 자연 발생의 서열과는 상이하나 본 발명에 개시된 자연 발생의 프로릴올리고펩티다아제 효소

와 동일한 서열의 폴리펩타이드를 암호화하는 핵산서열을 의미한다.

제 2 양태로, 본 발명은 프로릴 올리고펩티다아제를 제공한다. 보다 상세하게는 서열번호 2로 표시되는 프로릴 올리고펩

티다아제 및 이의 기능적 동등물을 제공한다.

본 발명의 "기능적 동등물"에는 서열번호 2의 프로릴올리고펩티다아제 중 일부 또는 전부가 치환되거나, 아미노산의 일부

가 결실 또는 부가된 아미노산 서열 변형체가 포함된다. 아미노산의 치환은 바람직하게는 보존적 치환이다. 천연에 존재하

는 아미노산의 보존적 치환의 예는 다음과 같다; 지방족 아미노산(Gly, Ala, Pro), 소수성 아미노산(Ile, Leu, Val), 방향족

아미노산(Phe, Tyr, Trp), 산성 아미노산(Asp, Glu), 염기성 아미노산(His, Lys, Arg, Gln, Asn) 및 황함유 아미노산

(Cys, Met). 아미노산의 결실은 바람직하게는 프로릴 올리고펩티다아제의 활성에 직접 관여하지 않는 부분에 위치한다.
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본 발명은, 제 3 양태로는 상기 프로릴올리고펩티다아제를 암호화하는 분리된 DNA 분절을 포함하는 재조합 벡터를 제공

한다.

본 발명에서 사용되는 벡터라는 용어는 또다른 핵산을 그것에 결합시켜 이송시킬 수 있는 핵산 분자를 의미한다. 발현벡터

란 용어는 상기 벡터에 의해 운반되는 각 재조합형 유전자에 의해 암호화되는 단백질을 합성시킬 수 있는 플라스미드, 코

스미드 또는 파아지를 포함한다. 바람직한 벡터는 그것이 결합된 핵산을 자기 복제 및 발현시킬 수 있는 벡터이다.

본 발명의 제 4 양태로는, 상기 재조합벡터로 형질전환된 세포를 제공한다.

본 발명에서 사용되는 '형질전환'이란 용어는 외래 DNA 또는 RNA가 세포에 흡수되어 세포의 유전형이 변화되는 것을 말

한다.

적합한 형질전환세포로는 원핵생물, 곰팡이, 식물, 동물세포 등이 포함되나, 이들로 제한되는 것은 아니다. 가장 바람직하

게는 대장균을 이용한다.

본 발명의 제 5 양태로는 상기 형질전환 세포, 또는 상기 Thermococcus sp.를 이용하여 프로릴올리고펩티다아제를 생산

하는 방법을 제공한다.

이하, 본 발명을 실시예에 의하여 더욱 상세하게 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것으로 본 발명의 내용

이 실시예에 의해 한정이 되는 것은 아니다.

[실시예 1] 프로릴 올리고펩티다아제(TNA1_POP)의 일차적 구조 및 재조합 효소의 발현

(1) 균주 및 성장 조건

Thermococcus sp. NA1은 이스트 마뉴스 바신(East Manus Basin)에 있는 파크마누스 지역(3° 14' S, 151° 42' E)에 있

는 지역의 심해 열수 분출구로부터 분리되었다. YPS 배지가 DNA 조작을 위해서 Thermococcus sp. NA1을 배양하기 위

하여 사용되었고, Thermococcus sp. NA1의 배양 및 균주 유지는 표준적인 방법에 의하여 행하여졌다. Thermococcus

sp. NA1 시드(seed) 배양을 준비하기 위하여, 25ml 혈청 병에 있는 YPS 배지에 파타겔 플레이트(phytagel plate) 위에

형성된 단일 콜로니을 접종하였고, 20시간 동안 90℃에서 배양하였다. 시드 배양은 혐기적 단지(jar)에서 YPS 배지

700ml을 접종하는데 사용되었고, 20시간동안 90℃에서 배양되었다. 상기 고호열성 고세균 Thermococcus sp. NA1

(Bae et al)는 생명공학연구원 생물자원센터(KCTC)에 2005년 10월 7일 기탁하여, 2005년 10월 20일에 KCTC

10859BP의 기탁번호를 부여받았다.

E. coli DH5α가 플라스미드 증식 및 핵산 서열분석을 위해 사용되었다. E. coli BL21-Codonplus(DE3)-RIL 세포(스트라

타진, 라졸라, 캘리포니아) 및 플라스미드 pET-24a(+)(노바겐, 메이디슨, 위스콘신)이 유전자 발현을 위해 사용되었다.

E. coli 균주는 37℃에서 루리아-베르타니(Luria-Bertani) 배지 안에서 배양되었고, 카나마이신이 최종농도 50㎍/ml이

되도록 배지에 첨가되었다.

(2) DNA 조작 및 서열분석

DNA 조작은 샘브록 및 러셀에 의해 기술된 것처럼 표준적인 방법으로 행하여졌다. Thermococcus sp.의 게놈 DNA는 표

준적인 방법으로 분리되었다. 제한효소 및 다른 변형시키는 효소는 프로메가(메이디슨, 위스콘신)으로부터 구매하였다. E.

coli 세포로부터 플라스미드 DNA의 적은 양의 제조는 플라스미드 미니 키트(퀴아겐, 힐덴, 독일)을 이용하여 행하여졌다.

DNA 서열분석은 빅다이 터미네이터 키트(PE Applied Biosystems, 포스터 시, 캘리포니아)를 이용하여 자동 서열분석기

(AB3100)로 행하여졌다.

(3) 프로릴 올리고펩티다아제-암호화 유전자의 클로닝 및 발현

NdeI 및 SalI에 의해 플랭크(flank)된 Thermococcus sp. NA1(TNA1_CP)의 카르복시펩티다아제의 유전자의 전장 길이

는 게놈 DNA와 두 개의 프라이머(센스 [[5′- CGACCCGGCATATGGATGACCCTTACATGTGGATGGAG-3′; 서열번

호 3] 및 안티센스 [5′-CTCCACATGTCGACAGCCTCGAGAGTCTCAACAACAAAC-3′; 서열번호 4]; 상기 센스 프라

이머 안에 이탤릭로된 서열이 NdeI 사이트이고, 안티센스 프라이머 안에 이탤릭체로 된 서열이SalI이다)를 이용하여 증폭

공개특허 10-2007-0046635

- 5 -



되었다. 증폭되어진 서열은 NdeI 및 SalI로 다이제스트되었고, NdeI/HindIII 다이제스트된 pET-24a(+)에 연결되었다. 연

결물(ligate)는 E. coli DH5α에 형질전환되었다. 정확한 구조체를 가진 후보자들이 제한 효소 다이제스쳔에 의해 선택되었

고, 클론의 DNA 서열을 분석하여 카르복시펩티다아제를 가지고 있음이 확인되었다.

얻어진 플라스미드는 발현을 위해 E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL로 형질전환되었다. 프로릴 올리고펩티다아제 유

전자의 과량발현은 이소프로필-β-D-티오갈락토피라노사이드(IPTG)를 중간 기학급수적 성장기에 첨가하고, 37℃에서 3

시간 동안 항온 배양함으로써 유도되었다. 세포는 원심분리(4℃에서 20분간 6,000 x g)를 통하여 얻어졌고, 0.1M KCl 및

10% 글리세롤을 포함하는 50mM 트리스-HCl 완충용액(pH 8.0)에서 재현탁시켰다. 세포는 초음파에 의해서 분쇄되어지

고, 원심분리(4℃에서 30분간 20,000 x g)에 의해서 분리되었고, 조효소 샘플은 20분간 80℃에서 열처리되었다. 얻어진

상등액은 TALONTM 금속 친화성 레진(BD Bioscience Clontech, 파우로 알토, 캘리포니아)의 컬럼에 처리되고, 0.1 M

KCl 및 10% 글리세롤을 포함하는 50mM 트리스-HCl 완충용액(pH 8.0)안의 10mM 이미다졸(시그마, 세이트 루이스, 미

주리)로 세척되었고, 프로릴 올리고펩티다아제는 완충용액내의 300mM으로 용출되었다. 모아진 분획은, 다음으로,

Centricon YM-10(밀리포어, 베드포드, 메사추세스)을 이용하여 10% 글리세롤이 포함되어 있는 50mM 트리스-HCl(pH

8.0) 완충용액으로 완충용액교환이 되어졌다.

단백질 농도는 112,370 M-1cm-1의 몰 흡광 계수를 이용하여 280nm에서의 흡광도로부터 측정되었다. 단백질의 정제도

는 표준 방법으로 수행되어진 소디움 도데실 설페이트-폴리아크릴아마이드 겔 전기영동(SDS-PAGE) 분석에 의해서 조

사되었다.

(4) TNA1_POP의 일차적 구조 및 재조합 효소의 발현

최근에, 발명자들은 고온(70-90℃)에서 자라는 고세균 Thermococcus sp. NA1을 분리하였고, 지놈 서열분석을 통하여,

1,851 bp으로 구성되어진 오픈 리딩 프레임을 발견하였고, 이것을 TNA1_POP이라 명명하였고, T. kodakarnsis KOD1

(83% 상동성, Fukui et al. 2005), P. abyssi GE5 (79% 상동성, Cohen et al, 2003). P. horikoshii OT3 (76% 상동성,

Kawarabayashi et al. 1998) 및 P. furiosus DSM 3638(76% 상동성, Robb et al. 2001)의 프로릴 올리고펩티다아제에

유사한 단백질를 암호화 하고 있었다(도 1). 암호화된 단백질은 70,380 Da 및 4.98의 PI을 가진 616 아미노산으로 구성되

었다. 아미노산 서열의 정렬에 기초하여, Ser477, Asp559, 및 His591은 TNA1_POP의 촉매 잔기로 예상되었다.

TNA1_POP 유전자는 PCR을 이용하여 증폭되었고, 발현되어진 효소는 용해성 세포 추출물으로부터 정제되었다. SDS/

PAGE의 분석에 의해 72- kDa의 단백질이 분리된 시료의 주된 성분으로 보였다(도 2). 이것은 70.4 kDa POP 단백질과

단백질의 C- 말단 부분의 -VDKLAAALEH6-(His-태그)에 상응하는1.7 kDa의 결합 생성물의 예상된 크기이다.

[실시예 2] 효소의 생화학적 특성연구

(1) 효소 활성 분석

TNA1_POP 활성도는 Suc-Ala-Pro-p-NA(Bachem AG, 부벤도르프, 스위스)의 가수분해를 측정함으로써 분석되었다.

50 mM 트리스-HCl 완충용액에 포함된 분석 혼합물(800㎕) 및 1mM 기질이 5분동안 80℃에서 항온보관되었다. 반응은

효소의 첨가에 의해서 시작되었다. 혼합액은 80℃에서 추가 5분동안 항온보관되었다. 그리고 반응은 1M 트리클로로아세

트산(100㎕)의 추가에 의해서 정지 되었다. 방출된 p-니트로아닐린의 흡광도는 405nm에서 측정되었고, 405nm에서 ε405

nm =10,500 M-1 cm -1의 몰 흡광 계수가 효소 활성의 계산에 사용되었다. 프로릴올리고펩티다아제 활성 1단위는 이들 분

석 조건에서 분당 1μmole의 p-니트로아닐린을 방출하는 효소 양으로 결정되었다.

(2) 효소의 생화학적 특성연구

TNA1_POP의 기능은 Suc-Ala-Pro-pNA을 가수분해할 수 있는 능력으로부터 확인되었다. 이들 기질은 보통의 분석에

사용되었다. 프로릴올리고펩티다아제의 활성은 고온에서 강하게 촉진되었으며, 80℃에서 최적 활성을 보였으며, 최대활

성의 10% 미만의 활성이 30-50℃ 및 100℃에서 관찰되었다(도 3). 프로릴 올리고펩티다아제 활성에 대한 pH의 영향은

pH 범위 4-10에서 다른 완충용액을 이용하여 평가되었고, 최적값은 pH 7.5 이었다(도 3).

100분까지 50mM 트리스-HCl 완충용액(pH 7.5)안에서 80℃ 및 90℃에서 항온배양한 후, 열안정성 및 열 활성화를 결정

하기 위하여 80℃에서 TNA1_POP의 상대적인 활성을 측정하였다. 상대적인 활성은 각각 80℃ 및 90℃에서 10 분 및 6분
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항온반응한 후 거의 6배 증가하는 것으로 보였다(도 4a). 짧은 시간내에 열처리에 의한 효소의 활성화는 P. furiosus POP

(Harwood et al. 1997), P. horkkoshii로부터의 아킬아미노산-방출 효소(Ishikawa et al. 1998), Sulfolobus

solfataricus로부터의 세포내 단백질 분해효소(Guagliardi et al. 2002) 및 Thermococcus sp. NA1으로부터의 아미노펩

티다아제같은 다른 단백질 분해효소와 함께 관찰되었다. 90℃에서의 긴 항온보관에 의해서, TNA1_POP은 반감기(t1/2)

221분으로 활성을 잃어버렸다(도 4b). TNA1_POP의 불활성화 비율은 95℃에서 24시간 후에는 초기의 POP 활성의 24%

미만인 P. furiosus 프로릴 올리고펩티다아제(Harwood et al. 1997)의 것과 매우 비슷하였다. 하아우드(Harwood) 등은

고온에서 관찰되는 P. furiosus 프로릴 올리고펩티다아제의 불활성화는 고농도에서 자가분해에 많은 부분 기원할 것이라

고 설명하였다. 실제로 TNA1_POP는 열안정성 실험에서 사용한 P. furiosus POP의 것보다 70배 적은 매우 낮은 농도

(1.25 ㎍/ml)로 사용되었고, P. furiosus의 희석된 효소 조제물(5.4 ㎍/ml)은 매우 안정하였고, 95℃에서 20 시간 후의 초

기 활성도의 약 80%를 유지하였다. TNA1_POP이 고농도에서 자가 분해 되는 지에 대해서는 테스트되지 않았다. TNA1_

POP 및 P. furiosus 프로릴 올리고펩티다아제 성분에서 단 하나의 프롤린 차이가 있었고, 매치되지 않는 3개의 프롤린이

있었다: 각각 Pro168에 대한 Ala168에서 , Ala242에 대한 Pro242 및 Pro545에 대한 Glu545.

표 1은 TNA1_POP의 활성이 Zn2+ 및 Cu2+에 의해 강하게 억제되는 것을 보이고, Co2+ 및 Ni2+에 의해서 약간 억제 받는

것을 보인다.

[표 1] TNA_POP에 대한 금속이온 및 EDTA의 효과

Ba2+, Ca2+ 및 Mg2+에 의한 증가된 활성은 사용되어진 시료가 모든 금속이온이 제거되도록 적절하게 교환되지 않았고,

그래서 EDTA-처리된 시료에서는 그 정도로 활성의 증가가 일어난 것이라고 설명되어질 수 있다.

동력학적 분석은 Suc-Ala-Pro-pNA을 이용하여 수행되었고, Km(0.4 mM), Vmax(18.4 μmole/분/mg) 및 kcat (22.5 S-1)

값이 측정된 활성도로부터 계산되었다(도 5). 효소활성은 F. meningosepticum, Sphingomonas capsulate 및

Myxococcus xanthus (Shan et al, 2004)로부터의 세균의 POP의 것들과 비교할 정도의 Suc-Ala-Pro-pNA에 대한 활

성도를 보엿다. Thermoncoccus sp. NA1로부터의 프로릴 올리고펩티다아제는 세균의 프로릴 올리고펩티다아제보다 낮

은 Km 및 kcat을 가졌다. Suc-Ala-Pro-pNA의 가수분해에 대한 kcat 값은 다양한 프롤린-함유 올리고펩타이드에 대한 램

의 뇌 프로릴 올리고펩티다아제, 양 신장 프로릴 올리고펩티다아제, 및 P. furiosus 프로릴 올리고펩티다아제의 것들과 비

교할 만한 것이었다(Harris et al. 2001; Polgar 1991; Walter 및 Yoshimoto 1978; Yoshimoto et al. 1983).
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(3) 특성분석

본 발명자들은 T. kodakarensis KOD1, P. abyssi GE5, P. furiosus DSM 3638 및 P. horikoshii OT3에 강하게 연관되어

있는 프로릴 올리고펩티다아제를 암호화하고 있는 Thermococcus sp. NA1 유전자를 서열분석 및 기능적 발현을 통해 발

견하였다. 데이터베이스 검색은 Thermococcus sp. NA1으로부터의 프로릴 올리고펩티다아제의 아미노산 서열은

Flavobacterium meningosepticum (27%)(Yoshimoto et. al. 1991) 및 돼지의 뇌로부터의 포유류 프로릴 올리고펩티다

아제 (29%) (Rennex et al. 1991) 및 인간의 T 림프구 (29%)로부터의 프로릴 올리고펩티다아제와 서열이 비교되었을 때

낮은 동일성을 보였다. 비록 이들 효소간의 전체적인 유사성은 낮은 편이지만, 촉매 트라이어드 잔기를 가지고 있는 C-말

단에서는 높은 보존이 있었다.

활성에 대한 pH 프로파일은 간단하지 않았다. 이것은 이중의 종-모양 커브 같았고, 두개의 pH-의존성 효소 형태에 상응하

는 것처럼 보였다. 높은 pH 형태가 더 활성적이었고, 이것은 돼지의 프로릴 올리고펩티다아제 및 P. furiosus 프로릴 올리

고펩티다아제의 양 프로파일에서 또한 관찰되었다. 반면에, 상기 효소의 F. meningosepticum 및 버섯의 최적 pH는 각각

6.5 및 6.8이었다(Kreig and Wolf 1995; Yoshimoto et al. 1988). 해리스(Harris) 등은(2001) 열안정성 프로릴 올리고펩

티다아제의 pH 활성화와 관련된 이중 만곡모양의 특징은 ~4.5의 pKa을 가진 기능성 그룹(아마도 P. furiosus 프로릴 올

리고펩티다아제의 카르복실 그룹)의 이온화로부터 기원할 것이다고 주장했다.

효소활성은 EDTA, 메탈 킬레이터에 의해 억제받지 않기 때문에, TNA1_POP은 금속계열 단백질분해효소 아닌 것으로 보

인다. 효소활성에 대한 다른 금속이온의 영향 연구을 통해, 발명자들은 TNA1_POP가 Co2+, Cu2+, Ni2+ 및 Zn2+에 의해

억제 받았다.

발명의 효과

본 발명에 따른 단백질 분해 효소는 고호열성인 신규한 단백질 분해효소들이다.

프로릴(Prolyl) 올리고펩티다아제는 생리적 과정에서 중요할 뿐만 아니라, 생화학 및 임상적 적용에서 상당한 잠재성을 가

지고 있다(Diefenthal et al. 1993). 대부분의 세린 엔도펩티다아제가 프롤린 잔기를 가수분해하지 못하기 때문에, 프롤린

-특이적 단백질 분해효소은 코에릭 스푸루(coeliac sprue) 및 위장간의 소화에 상대적으로 잘 견뎌서, 유전적으로 감수성

인 사람에서 면역질환을 일으키도록 장내에 남아있는 밀, 호밀 및 보리로부터의 프롤린-풍부 글루텐의 소화관련 질병에의

치료에서 중요하다(Sollid 2002). 이와 같은 해로운 펩타이드의 POP-촉매 단백질내 분해는 이들의 제거를 촉진하기에 유

용하다.
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도면의 간단한 설명

도 1은 Thermococcus sp. NA1(TNA1), T. kodakarensis KOD1 189(TkKOD1, gi:57640358), P. abyssi GE5(PaGE5,

gi:14521352), P. furiosus DSM 3638(PfDSM, gi:77197) 및 P. horikoshii OT3(PhOT3, gi:14591079)로부터의 프로릴

올리고펩티다아제 의 서열 비교를 보인다. 대시는 갭(gap)을 의미하고, 오른쪽에 있는 숫자는 원래 서열에서 마직막 잔기

의 위치를 나타낸다. 4개의 효소 사이의 같은 잔기는 *로 나타내었고, 보전된 치환 및 반보전된 치완은 각각 : 및 . 으로 나

타내었다. 밑줄그어진 부분이 서열 정렬과 돼지의 POP의 결정구조로부터 예상되는 활성부위를 구성하는 잔기이다. Ser-

Asp-His 촉매 트라이어드 시그너츄어는 굵게 나타냈다.

도 2는 정제된 효소의 SDS-PAGE (12%)의 결과를 나타낸다. M 레인의 분자량 스탠다드는 포스포릴라제 b

(phosphorylase b; 103 kDa), 소 혈청 알부민(bovine serum albumin; 77 kDa), 오발부민(ovalbumin; 50 kDa), 카보닉

안하이드라제(carbonic anhydrase; 34.3 kDa), 콩 트립신 억제제(soybean trypsin inhibitor; 28.8 kDa) 및 리소자임

(lysozyme; 20.7 kDa) 이다. 본 발명의 효소에 상응하는 밴드는 화살표로 표시하였다.

도 3은 본 발명에 따른 프로릴올리고펩티다아제(TNA1_POP)의 활성에 대한 온도(A) 및 pH (B)의 효과를 나타낸다. A:

시료온도를 30 에서 100°C 까지 증가시키며, 표준상태에서 활성분석을 수행하였다. B, C: 소디움 아세트산(원), pH 4-6;

소디움 포소페이드(사각형), pH 6.0-7.0, 트리스-HCl(삼각형), pH 7.0-10.0 (각각 50mM) 완충용액을 사용하였고 표준

상태에서 활성분석을 실시하였다.
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도 4는 TNA1_POP의 안정성에 대한 온도의 효과를 보인다. TNA1_POP(1.25 ㎍/ml)는 50 mM 트리스-HCl 아세트산 완

충용액, pH 7.5에서 80°C (○) 및 90° (●)에서 배양하였고, 일정분량의 시료를 채취하였고, 그 활성을 Suc-Ala-Pro-

pNA를 기질로 사용하여 80°C에서 동일한 완충용액 내에서 측정하였다.

도 5은 TNA1_POP의 활성도에 대한 증가된 기질농도의 효과를 보인다. Suc-Ala-Pro-pNA의 양이 증가되면서 표준조건

에서 활성도가 측정되었다.

도 6은 본 발명에 따른 재조합 프로릴 올리고펩티다아제 효소를 가지고 있는 재조합플라스미드의 개열지도를 보인다.

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5

도면6
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서열목록

<110>    KOREA OCEAN RESEARCH AND DEVELOPMENT INSTITUTE

<120>    Hyperthermophilic Prolyloligopeptidase and Methods of Preparation

         Thereof

<160>    4

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    1851

<212>    DNA

<213>    Thermococcus sp.

<400>    1

atggatgacc cttacatgtg gatggaggac ctccaggacg agcgtgttct caagctggtt         60

gaggaagaga acaaacgctt tagggagttt attggagagc tgagcgacga actgtttccg        120

gaggtctggg agtactactc gatgccaacc ctctacgggg cgaagctaac cgaaaagggc        180

atcatagtga tgttcaagga gagggacagg cagataatta agtggctcgg cggaaaaatt        240

ctagttgact ccaagaggct tgaggaggag cttggcgacg aggttctcct tcaggggttc        300

acagcagacg atgctgggaa acgcctcgcc tacagctttt ccatcggagg cgccgacgag        360

gggataacaa ggatcataga ccttgaaact ggagagctca tcgacgagat gaagccctcg        420

gtctggaacg ttgctttcct ggaaaacggc tactacttcg gcaggttcta ccgccacgac        480

gagacacccg atggcgttaa ggctccagcc gtgaggctct tctggaagga tgagggcgga        540

gagaagatgg tcttcggcga ggggcttagc tccggctact tcatcgggct gagggagagc        600

accgacggaa agtgggcgat ggtagttgtg acctttggct ggaacaaggc tgagatatac        660

ctcggcccca tagaggagcc cgaaaagtgg gagaaggtct actcggccga ggttccggca        720

cagccgatag aagttgtcga tggaaaggtc tacattctca cgaaggaagg aaagggcctc        780

ggaaaggtca tcgcaatcga agacggcgaa atcgaggagg ttatccccga ggatgagttc        840

ccgctggagt gggcagtaat agtgggcaac agaattctag ccggcaggct cgtccatgcc        900

agtcacagac ttgaggtcta ctcacttgat ggcaagaagc ttgacgagat taccttcgac        960

ctgcccggaa gcctctatcc actcgacgcc gatggcaaga aggttatcct tcgatacgag       1020
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agcttcacca tcccctacag gctctacgag tttgacgggg agctgaagct tctcgacgag       1080

aggaagattg aaggagactt tcaggtgagc gaggactttg cgatctcaaa ggacggaacg       1140

agaatccact acttcattgt aaaaggagag aaagacgaga agaaggcctg ggtctttggc       1200

tacggcggct tcaacattgc cttaactccg aggttcttcc cgcaggtgat tccgttcata       1260

cggcgcggcg gaacctttgt gatggctaac cttagaggag gtagtgaata cggtgaagag       1320

tggcaccgcg ccggaatgag agaaaacaag cagaacgtct tcgacgactt catagccgtt       1380

ctcggtaagc ttaaggccga gggctacaag gttgccgcct ggggcaggag caatggtgga       1440

ctgctcgtct cagcgacgct cgtccagcgg ccggacgtca tggacgcggc tctgataggc       1500

taccccgtca tcgacatgtt ccgcttccac aagctctaca tcggcagcgt ttgggttcct       1560

gagtacggca accccgacga tccgaaggac agggagttcc tgctcaaata ctcgccctac       1620

cataacgtta aagagcaaaa atatccacca acgctcctct acactggctt atatgatgac       1680

agggttcatc cagcacacgc cctcaagttt ttcatgaagc taagagcggt cagcgcgccg       1740

gtttatctgc gcgtggaaac taagagcggc cacatgggtg cttcgcctga gacgagggca       1800

agagaattga ctgacctgct ggcgtttgtt gttgagactc tcgaggctta g                1851

<210>    2

<211>    616

<212>    PRT

<213>    Thermococcus sp.

<400>    2

Met Asp Asp Pro Tyr Met Trp Met Glu Asp Leu Gln Asp Glu Arg Val

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 

Glu Leu Ser Asp Glu Leu Phe Pro Glu Val Trp Glu Tyr Tyr Ser Met

         35                  40                  45 

Pro Thr Leu Tyr Gly Ala Lys Leu Thr Glu Lys Gly Ile Ile Val Met

     50                  55                  60 

Phe Lys Glu Arg Asp Arg Gln Ile Ile Lys Trp Leu Gly Gly Lys Ile

 65                  70                  75                  80 

Leu Val Asp Ser Lys Arg Leu Glu Glu Glu Leu Gly Asp Glu Val Leu

                 85                  90                  95 
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Leu Gln Gly Phe Thr Ala Asp Asp Ala Gly Lys Arg Leu Ala Tyr Ser

            100                 105                 110 

Phe Ser Ile Gly Gly Ala Asp Glu Gly Ile Thr Arg Ile Ile Asp Leu

        115                 120                 125 

Glu Thr Gly Glu Leu Ile Asp Glu Met Lys Pro Ser Val Trp Asn Val

    130                 135                 140 

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

145                 150                 155                 160 

Glu Thr Pro Asp Gly Val Lys Ala Pro Ala Val Arg Leu Phe Trp Lys

                165                 170                 175 

Asp Glu Gly Gly Glu Lys Met Val Phe Gly Glu Gly Leu Ser Ser Gly

            180                 185                 190 

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

        195                 200                 205 

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

    210                 215                 220 

Glu Glu Pro Glu Lys Trp Glu Lys Val Tyr Ser Ala Glu Val Pro Ala

225                 230                 235                 240 

Gln Pro Ile Glu Val Val Asp Gly Lys Val Tyr Ile Leu Thr Lys Glu

                245                 250                 255 

Gly Lys Gly Leu Gly Lys Val Ile Ala Ile Glu Asp Gly Glu Ile Glu

            260                 265                 270 

Glu Val Ile Pro Glu Asp Glu Phe Pro Leu Glu Trp Ala Val Ile Val

        275                 280                 285 

Gly Asn Arg Ile Leu Ala Gly Arg Leu Val His Ala Ser His Arg Leu

    290                 295                 300 

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

305                 310                 315                 320 

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

                325                 330                 335 

Leu Arg Tyr Glu Ser Phe Thr Ile Pro Tyr Arg Leu Tyr Glu Phe Asp

            340                 345                 350 

Gly Glu Leu Lys Leu Leu Asp Glu Arg Lys Ile Glu Gly Asp Phe Gln

        355                 360                 365 

Val Ser Glu Asp Phe Ala Ile Ser Lys Asp Gly Thr Arg Ile His Tyr
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    370                 375                 380 

Phe Ile Val Lys Gly Glu Lys Asp Glu Lys Lys Ala Trp Val Phe Gly

385                 390                 395                 400 

Tyr Gly Gly Phe Asn Ile Ala Leu Thr Pro Arg Phe Phe Pro Gln Val

                405                 410                 415 

Ile Pro Phe Ile Arg Arg Gly Gly Thr Phe Val Met Ala Asn Leu Arg

            420                 425                 430 

Gly Gly Ser Glu Tyr Gly Glu Glu Trp His Arg Ala Gly Met Arg Glu

        435                 440                 445 

Asn Lys Gln Asn Val Phe Asp Asp Phe Ile Ala Val Leu Gly Lys Leu

    450                 455                 460 

Lys Ala Glu Gly Tyr Lys Val Ala Ala Trp Gly Arg Ser Asn Gly Gly

465                 470                 475                 480 

Leu Leu Val Ser Ala Thr Leu Val Gln Arg Pro Asp Val Met Asp Ala

                485                 490                 495 

Ala Leu Ile Gly Tyr Pro Val Ile Asp Met Phe Arg Phe His Lys Leu

            500                 505                 510 

Tyr Ile Gly Ser Val Trp Val Pro Glu Tyr Gly Asn Pro Asp Asp Pro

        515                 520                 525 

Lys Asp Arg Glu Phe Leu Leu Lys Tyr Ser Pro Tyr His Asn Val Lys

    530                 535                 540 

Glu Gln Lys Tyr Pro Pro Thr Leu Leu Tyr Thr Gly Leu Tyr Asp Asp

545                 550                 555                 560 

Arg Val His Pro Ala His Ala Leu Lys Phe Phe Met Lys Leu Arg Ala

                565                 570                 575 

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

            580                 585                 590 

Gly Ala Ser Pro Glu Thr Arg Ala Arg Glu Leu Thr Asp Leu Leu Ala

        595                 600                 605 

Phe Val Val Glu Thr Leu Glu Ala

    610                 615    

<210>    3

<211>    38

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220>

<223>    prolyl oligopeptidase sense primer

<400>    3

cgacccggca tatggatgac ccttacatgt ggatggag                                 38

<210>    4

<211>    39

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    prolyl oligopeptidase antisense primer

<400>    4

ctccacatgt cgacagcctc gagagtctca acaacaaac                                39
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