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특허청  

청 항 1 

열  1  가지는 단 질.

청 항 2 

 1 항  단 질  암  하는 핵산 열.

청 항 3 

 2 항에  어 , 상  핵산 열  열  2  핵산 열.

청 항 4 

 1 항에 어 , 상  단 질  DNA 합 진행도(processivity)  가시키는 것  특징  하는 DNA 합

가  단 질.

청 항 5 

 1 항 또는  4 항  단 질  하여 DNA 합 에 한 DNA 합  가시키는 .

청 항 6 

열  2   포함하는 재 합 .

청 항 7 

 6 항  재 합  질  주 포.

청 항 8 

 7 항  주 포  한 열  1  단 질  생산하는 .

청 항 9 

DNA 합  열  1  단 질  합하여 사 하는 것  특징  하는 DNA 복  가 .

청 항 10 

DNA 합  열  1  단 질  합하여 사 하는 것  특징  하는 합  연쇄 (Polymerase

Chain Reaction; PCR) .

청 항 11 

 9 항 또는  10 항  어느 한 항에 어 , 열  1  단 질  DNA 합  동시(同時) 또는 시

(異時)  액에 첨가하는 것  특징  하는 DNA 복  가 .

청 항 12 

열  1  단 질  주 하여 는 것  특징  하는 열  1  단 질 특  항체.

  

 상 한 

     

         하는   그 야  래

본  DNA  합   가 단 질   암  하는 에 한 것 ,  보다 상 하게는<6>
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Thermococcus sp. NA1  래 어진 DNA 합   가 단 질에 한 것 다.

근 게  연  진보  하여 막 한 양   열 보가 득 어 다.  래   공학  게<7>

연    합과 함께,  고 열  미생물  게  열  생물공학 야에  열에 강한 

라는 특  가지  문에 많  심  고 , 다양한 열 안  가 생물공학   개

고 다.  

러한 열 안  열  DNA 합   한 합  연쇄  (PCR)  단 질   연 에<8>

한 여  하고 , 재 생물학   야에  리 사 고 다.  실  50개 상   DNA 합

 들  열  생물  고 균  포함한 다양한 생물체  클 었 , 근에는  Taq

합  보다 프루프리  (proofreading) 도에 하여 PCR 에   실도 (fidelity)  가지는 고

열  균  커    (Pyrococcus sp.)  커    (Thermococcus sp.) 균주들  B 

리  DNA  합 가  리 어  리  사 었다.   그 지만,   실도  합 는  DNA  신  능

(elongation ability)에 어 낮  문에 상  에도 하고 많  개  다.  

본 들  미 PACMANUS  필드  심해 열   지역  새 운 고 열  균주  리하고 16S<9>

rDNA 열  하여 커   (Thermococcus sp.) 균주  동 한 다 ,  균주  열 안  

 찾  하여 체 게  (genome) 열  한  었다.  상  게  보  한 결과 상  균주가 B

타  DNA 합  가지고 는 것  하고, 상  균주  DNA 합 에 해당하는  클 하

고   균에  시 , 재 합 DNA 합   리하여 고-신  능   고- 실도

가지는 DNA 합 에 해 특허 원한  었다 ( 한민  특허 원  2005-0094644  참 ). 그러나, 고-

실도 DNA 합 는 강한 엑 뉴클 아  과 낮  진행도(processivity) 문에 다양한 PCR에 하

에는 많  개  필 하다.

에 본 들  DNA 합  함께 사 어질 , DNA 합  진행도(processivity)  가시키는<10>

HAM-1 사 단 질  커   (Thermococcus sp.)에  리하 다. 본  HAM-1 사 단 질  DNA

합  루어지는 든 에 사  가능하다. 특 , 합  연쇄 에 어 , DNA 합  

보 하여   민감도  신  는 DNA 폭 에 본  단 질  할  다는 것  

하고 본  하 다. 

         루고  하는  과

본  신규한 DNA 합  가 단 질   암  하는  공하는 것   한다. 또한<11>

본  상   삽 하여 한 재 합  공하고,  하여 질  주 포  한

DNA 합   가  생산  공하는 것   한다. 

       

상 한  하여, 본   1 태양  열  1  가지는 단 질  능  동등물  공한다. 보다<12>

상 하게는 DNA 합 진행도(processivity)  가시키는 것  특징  하는 DNA 합 가  단 질  

능  동등물  공한다. 본  " 능  동등물"에는 체  열  1에 재  아미 산 열

함 하는 DNA 합 가 단 질, 또는  단 질  DNA 합 가  /또는 DNA 합 가  실질

 경감시킴  없  하나 상  아미 산  첨가, 치  또는 거  상  단 질   등가 사체  포함

한다.

또한, 본  한 단 질  공개  아미 산 열  시험 내에  합  한 단 질  포함한다.<13>

또한, 본  본 에 재  열  1  단 질  아미 산 열과 55% 상 사한 아미 산 열<14>

갖고 는  단 질  포함한다. 람직하게는 사  60%  상  것 고, 보다 람직하게는 사

70% 상  것 , 가  람직하게는 사  80% 상  것 다. 본 에 어  사  55% 상  아

미 산 열 란, 하게 열시  동 한 치  아미 산  55% 상 동 하거나 사한 것 , 4개

하  갭  허 하   10개 하  아미 산 가 향   미한다. 

 아미 산 열들 에   또는 가 치  보  치  는 것  람직하다. 천연에 재하는 아<15>

미 산  보  치   들  다 과 같다; 지  아미 산(Gly, Ala, Pro),  아미 산(Ile, Leu,

Val), 향  아미 산(Phe, Tyr, Trp), 산  아미 산(Asp, Glu), 염  아미 산(His, Lys, Arg, Gln, Asn)
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  함  아미 산(Cys, Met). 또한,   아미 산  결실  DNA 합  가에 직  여하지 않는 

에 치하는 것  람직하다. 

본   2 태양  열  1  단 질  암  하는 핵산 열  공한다. 상  핵산 열  체<16>

열  2 다.

핵산 열  퇴 에 라 , 상  열  1  암 하는 핵산 열  다양하게   다.  상  "핵산<17>

열" 란 어는 택    천연  mRNA, 그에 상보  cDNA 열  에 등가  핵산 열  포

함한다. 

"등가  핵산 열"에는 본 에  공하는 열과 알릴(allelic)변 에 한 열, (species)간  변<18>

에 한 열 또는 돈 퇴  열  포함한다. 

" 돈 퇴  열" 란 상  연 생  열과는 상 하나 본 에 개시  열 1  폴리 타 드  동<19>

한 열  폴리 타 드  드하는 핵산 열  미한다. 

"알릴(allelic) 변 에 한 열" 또는 " (species)간 변 에 한 열"  상  연 생  핵산 열과는<20>

상 하나 본 에 개시  상  폴리 타 드들과 실질  동 한 능  질  보 하는 폴리 타 드

 드하는 핵산 열  미한다. 

본   3 태양  상  단 질  하여, DNA 합 에 한 DNA 합  가시키는  공한다.<21>

본  "DNA 합 "는 상보  주  DNA 가닥과 프라  하여 뉴클 타 드  라는 3'하 드<22>

시 그룹에 연  첨가함  시뉴클 타 드 트리포 트  5' -> 3' 향  DNA  합

하는 다. 주  가닥  -크릭 염 에 해 첨가 어지는 뉴클 타 드   결 한다.

본 에  열  1  단 질과 DNA 합  합하여 사 하는 경우에는 DNA 복  가한다. <23>

라  상  열  1  단 질과 DNA 합  합물  합  연쇄 (Polymerase Chain Reaction;

PCR) 에 사 할 경우 보다   DNA  폭할  다. DNA 합  열  1  단 질

합하는  동시 또는 식  합 어질  다.  PCR 액에 DNA 합  열  1  단

질 합액   어  후  DNA 편  고 합  연쇄  행할  고, DNA 합 가 포

함  프리믹 에  DNA  어  후 가  열  1  단 질  공 해 합  연쇄  행할

도 다. 

본   4 태양  열  1   포함하는 재 합  공한다.<24>

본  에  사 는  라는  어는  또다  핵산  그것에  결합시  시킬   는  핵산  <25>

미한다. 란 어는 상  에 해 운 는 각 재 합  에 해 암 는 단 질  합

시킬  는 플라 미드, 미드 또는 아지  포함한다.  람직한 는 그것  결합  핵산   복

  시킬  는 다. 

본   5 태양  상  재 합  질  주 포  공한다.<26>

본 에  사 는 ' 질 ' 란 어는 래 DNA 또는 RNA가 포에 어 포   변 는<27>

것  말한다

주 포는 에 한 는 것  아니나, 원핵 포, 포, 곤 포  포함한다. 람직하 는 원핵 포 <28>

에 균  가  람직하다. 균  양하는  당업계에  통상  사 는 균  양

미한다.

본   6 태양  상  주 포  한 열  2  단 질  생산하는  공한다. 하고<29>

하는  재 합 단 질 란 간  단 질  포함하여, 질병 치료에 사 거나 또는 산업상 가능한 

든 단 질  미한다.

본   7 태양  열  2  단 질  주 하여 는 것  특징  하는 열  2  단 질 특<30>

 항체  공한다. 

하, 실시 에 하여 본  욱 상  하고  한다.<31>

단, 하  실시 는 본  시하는 것  뿐, 본  내  하  실시 에 한 는 것  아니다. <32>
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실시  1. TNA1 HAM-1  클 닝  재 합  <33>

균주  양 건<34>

커   NA1(Thermococcus sp. NA1)  트 마뉴  신(East Manus Basin)  심해 열  <35>

리하 다. 커   NA1(Thermococcus sp. NA1)  양하여 DNA  하  해  YPS 지  사 하

고, 커   NA1(Thermococcus sp. NA1)  양  균주 지는  에 하여 행하여 다. 

커   NA1(Thermococcus sp. NA1) 균주  시드(seed) 양  비하  하여, 25ml 청 병에 들어 

는 YPS 지에 타겔 플 트(phytagel plate) 에  단  니  하 고, 20시간 동안 90℃에

양하 다. 시드 양   단지(jar)에  YPS 지 700ml  하는  사 었고, 20시간 동안 90℃에

 양 었다.

플라 미드 식  핵산 열  하여 E. coli DH5α  사 하 다.  E. coli BL21-Codonplus(DE3)-RIL<36>

포( 트라타진, 라 라, 캘리포니아)  플라 미드 pET-24a(+)( 겐, , 신)가  

 해 사 었다. E. coli 균주는 37℃에  루리아- 타니(Luria-Bertani) 지 안에  양 었고, 카나

마 신  도 50㎍/ml  도  지에 첨가 었다.

DNA   열<37>

DNA  샘브   러 에 해  것처럼   행하 다. 커   (Thermococcus<38>

sp.)  게  DNA는   리 었다. 한   다  변 시키는 는 프 가( , 

신)  매하 다. E. coli 포  플라 미드 DNA   양  는 플라 미드 미니 키트(퀴아

겐, , 독 )  하여 행하 다. DNA 열  빅다  미  키트(PE Applied Biosystems, 포

 시, 캘리포니아)  하여 동 열 (AB3100)  행하 다.

TNA1 HAM-1 암   클 닝  <39>

NdeI  SalI에 해 플랭크(flank)  커   NA1(Thermococcus sp. NA1) HAM-1    <40>

는 게  DNA   개  프라  하여 폭하 다.  프라 는 5′- CG ACC CGG CAT ATG AGG CTG

GCG TTC ATC ACT TC-3′( 열  3) 고, 안티  프라 는 5′-CT CCA CAT CTC GAG TTT AAG GTT TTC CTT

TAG CCA C-3′( 열  4) 다. 상   프라 에  친 열  NdeI 사 트 고, 안티  프라 에

 친 열  XhoI 다.  폭 어진 열  NdeI   XhoI  다 트 하 고, NdeI/XhoI  다 트 

pET-24a(+)에 연결하 다. 연결물(ligate)  E. coli DH5α에 질  하 고, 결과  나  플라 미드는

열    해 E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL  E. coli Rosetta(DE3)pLysS  각각 질  하

다.  과량  프 필-β-D-티 갈락 피라 사 드(IPTG)  간 하  에 첨가하

고, 37℃에  3시간 동안 항  양함  도하 다. 포는 원심 리(4℃에  20 간 6,000 x g)  통하여

얻었고, 0.1M KCl  10% 리  포함하는 50mM 트리 -HCl 액(pH 8.0)에  재 탁시 다. 포  

에  해  쇄하 고,  원심 리(4℃에  30 간  20,000  x  g)에  해  리하 다.  얻어진  상등액

TALON
TM
  친  진(BD Bioscience Clontech, 우  알 , 캘리포니아)  컬럼에 처리하 고, 0.1 M KCl

 10% 리  포함하는 50mM 트리 -HCl 액(pH 8.0)안  10mM 미다 (시그마, 트 루 , 미

주리)  척하 고, 액내  300mM  하 다. 다 , 아진  Centricon YM-10( 리포어,

드포드, 사 )  하여 10% 리  포함 어 는 50mM 트리 -HCl(pH 8.0) 액  

액  었다.

브래드포드(Bradford, 1976)   단 질 도  측 하 다.   행 어진 움 도 실<41>

트-폴리아크릴아마 드  겔  동(SDS-PAGE)  에  해  단 질  도  사하 다(Laemmli,

1970).

결과<42>

커   NA1(Thermococcus  sp.  NA1)  게  염 열  에 ,  본   들  555  bp<43>

고, 184 아미 산   21 kDa  암   픈 리  프 (ORF)  견하 다. 차 

 다  HAM-1 사  열과 비  하 다(도 1). 그 결과 커   OGL-20P(Thermococcus sp.

OGL-20P)  HAM-1  (AAP45001)  79%,  커  다카라엔시  KOD1(Thermococcus  kodakaraensis

KOD1)  HAM-1 (YP_184524)  78%, 타 칼도 커  야나시(Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661)

 mj0226  46%  상동  보 다.
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TNA1 HAM-1  PCR에 하여 pET-24a(+) 에 클 닝하 고 균 BL21-Codonplus(DE3)-RIL에 질<44>

해  하 다. SDS-PAGE에 , 95% 상 리  는 아미 산 열   21 kDa에  단  

드  찰 었다(도 2) 

실시  2. TNA1 HAM-1 단 질  PCR <45>

TNA1  HAM-1  단 질  하여  고  실도(high  fidelity)  DNA  합   신  트리포 트(Inosine<46>

triphosphate; ITP) 재시 PCR 해  극복함  PCR  향상시키는 과  살펴보았다. 50 ng

TNA1 HAM-1 단 질  다양한 고 실도(high fidelity) DNA 합 (TNA1_pol)  PCR 에 첨가하 다. PCR

 2.5U DNA 합 , 주  커   NA1(Thermococcus sp. NA1)  150 ng 게  DNA, 10 pmol

프라 , 200μM dNTPs, PCR  액  었다. 프라 는 2kb에  15kb  폭하  해 안

었다(  1).  

< 1> 본 에 사 어진 PCR 프라  열 <47>

 상<48> 포워드프라 워드프라

2kb CCTGCTCTGCCGCTTCACGC( 열  5) CCATGATTCAGTGTGCCCGTCTGG( 열  6)

5kb CCTGCTCTGCCGCTTCACGC( 열  5) CGAACGTCGCGCAGAGAAACAGG( 열  7)

8kb CCTGCTCTGCCGCTTCACGC( 열  5) GCCTCGTTGCGTTTGTTTGCACG( 열  8)

10kb CCTGCTCTGCCGCTTCACGC( 열  5) GCACAGAAGCTATTATGCGTCCCCAGG( 열  9)

12kb CCTGCTCTGCCGCTTCACGC( 열  5) TCTTCCTCGTGCATCGAGCTATTCGG( 열  10)

15kb CCTGCTCTGCCGCTTCACGC( 열  5) CTTGTTCCTTTGCCGCGAGAATGG( 열  11)

우  고 실도 DNA 합 는 비  낮  도  dITP  재에 해 PCR 폭  해 다는 것  할 <49>

었다(도 3). PCR 폭에  dITP는 dATP  탈아미 (deamination)에 해 동  생   , 고

실도 DNA 합  PCR  낮 는 주 한 원  보 다. 러한 문  해결하  해 TNA1 HAM-1

단 질  고 실도 DNA 합  PCR 에 첨가하여 과  하 다. 

도 4에  같  고 실도 DNA 합  PCR 에 TNA1 HAM-1 단 질  첨가한 경우가 첨가하지 않  경우<50>

보다 체  타겟 DNA  과  폭할  었다. 러한 과는 TNA1 HAM-1 단 질  액 내에 재

하는 dITP  과  거함 , 링(stalling) 상  생하는 것  막아 과  PCR 폭  어

났  문  것  보 다. 

     과

본  에   HAM-1   사  단 질  DNA  합  함께  사 어질  ,  DNA  합  진행도<51>

(processivity)  가시킨다. 라 , 본  HAM-1 사 단 질  DNA 합  루어지는 든 에 사

 가능하다. 특 , 합  연쇄 에 어 , DNA 합   보 하여   민감도  신

는 DNA 폭 에 본  단 질  할  다.

도  간단한 

도 1  HAM-1 사 들  엔티 아  피 포 타아 (dNTPase pyrophosphatase)  TNA1 HAM-1 사<1>

 열 사  나타낸다.

도 2는 재 합  태그 (His6-tagged) TNA1 HAM-1  SDS-PAGE  나타낸다.  1,   (Bio-<2>

Rad);  2,  태그  친  크 마 그래피에 해 리  TNA1 HAM-1

도 3  다양한 DNA 합 들  PCR 폭에  dITP  향  나타낸다. (A) dITP 도(0, 0.025, 0.05, 0.1,<3>

0.2mM)에  rTaq과 TNA1 DNA 합  PCR 폭, (B) dITP가 재하지 않  경우(dITP X)  dITP가 재

하는 경우(0.05mM dITP)에 다양한 DNA 합 들  PCR 폭

도 4는 다양한 DNA 합 들  PCR 폭에  TNA1 HAM-1  향  나타낸다.<4>

도 5는 재 합 플라 미드  개열지도  나타낸 것 다.<5>
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도

    도 1

    도 2
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    도 3

    도 4
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    도 5

 열  

열   첨
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