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청

청 항 1 

커스 누리누스 NA1(Thermococcus onnurineus NA1) 균주  rchA   가 도  돌연변

 것  특징  하는 수 생산능  가  커스 누리누스 NA1(Thermococcus onnurineus NA1)  돌

연변  균주.

청 항 2 

 1 항에 어 , 상   가는 상   복 수  가, 상   사  가, 상  

역  가, 상    단 질  안  가 또는 들  합에 해 루어지는 것  특징

하는 수 생산능  가  커스 누리누스 NA1  돌연변  균주.

청 항 3 

 2 항에 어 , 상   사  가는 프  하여 얻어지는 것  특징  하는 수 생산능

 가  커스 누리누스 NA1  돌연변  균주.

청 항 4 

 3 항에 어 , 상  프 는 루 우스 하 드 게나아 (gdh)  프 , 시그마 70 프 , 

리 지 λ  pL; Plac; Ptrp; Ptac(Ptrp-lac  프 ), 프 필- 타-D44 티 갈락 피라 시드

(IPTG)- 도  프 , 트라사 린 도  프 , 아라비 스 도  프 , 스- 도  프

, 트립  프 , lac 프 , 알 - 도  프 , 열- 도  프  루어진 그룹에  택

는 어느 하나  프  것  특징  하는 수 생산능  가  커스 누리누스 NA1  돌연변

 균주.

청 항 5 

 4 항에 어 , 상  프 는 루 우스 하 드 게나아 (gdh)  프  것  특징  하는 수

생산능  가  커스 누리누스 NA1  돌연변  균주.

청 항 6 

 5 항에 어 , 상  커스 누리누스 NA1  돌연변  균주는 수탁 가 KCTC12511BP  것  특징

 하는 수 생산능  가  커스 누리누스 NA1  돌연변  균주.

청 항 7 

커스  균주  rchA   가시 는 단계  포함하는 것  특징  하는 수 생산능

가  커스  균주  . 

청 항 8 

 7 항에 어 , 상   가는 상   복 수  가, 상   사  가, 상  

역  가, 상    단 질  안  가 또는 들  합  사 하는 것  특징  하는 

커스  균주  .

청 항 9 

 8 항에 어 , 상   사  가는 프  하여 얻어지는 것  특징  하는 수 생산능

 가  커스 누리누스 NA1  돌연변  균주.

청 항 10 
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 9 항에 어 , 상  프 는 루 우스 하 드 게나아 (gdh)  프 , 시그마 70 프 , 

리 지 λ  pL; Plac; Ptrp; Ptac(Ptrp-lac  프 ), 프 필- 타-D44 티 갈락 피라 시드

(IPTG)- 도  프 , 트라사 린 도  프 , 아라비 스 도  프 , 스- 도  프

, 트립  프 , lac 프 , 알 - 도  프 , 열- 도  프  루어진 그룹에  택

는 어느 하나  프  것  특징  하는 커스  균주  .

청 항 11 

 10 항에 어 , 상  프 는 루 우스 하 드 게나아 (gdh)  프  것  특징  하는 

커스  균주  .

청 항 12 

 11 항에 어 , 상  커스  균주는 수탁 가 KCTC12511BP  것  특징  하는 커스

 균주  .

청 항 13 

 1 항 내지  6 항  어느 한 항에  커스 누리누스 NA1  돌연변  균주  한 수 생산

.

청 항 14 

 13 항에 어 , 상  수 생산  60 내지 90 ℃  도에  양 는 것  특징  하는 수 생산 . 

청 항 15 

 13 항에 어 , 상  수 생산  1 내지 3 압  압 에  산 탄  공 하는 것  특징  하는 수

생산 .

청 항 16 

 15 항에 어 , 상  산 탄 는 합 가스 또는 강산업  생가스  태  공 는 것  특징

하는 수 생산 .

 

 술  야

본  커스 누리누스 MC02   한 수 생산 에 한 것 다. [0001]

 경  술

수 에 지는 량당 열량  보다 3  상 도, 산 탄 , NOx, SOx 등 경에 악 향  미칠[0002]

수 는 물질들  하지 않아, 차 에 지  체할 에 지  각 고 다.

래  사  수  생산 에는 물  해, 천연가스나 나프타  열 해 (thermal-cracking) 또는 수[0003]

 개질  (steam reforming) 등  다. 그러나 러한 들  다시 연료  사 하여 고 , 고압 건

 만들어야 하는 문 가 , 산 탄  포함한 합가스  생시 므  그러한 가스  산 탄

 거하여야 하는 어 운 문  생시 다.

 미생물  한 생물학  수  생산  별도  에 지  하여 고 , 고압 건  만들 필 가 없[0004]

고, 생  가스에 산 탄  포함하지 않는다는  다. 러한 생물학  수 생산  게 합

미생물  하는 것과 비- 합  미생물(주   미생물)  하는 것  나눠볼 수 다.

그러나 빛  에 지원  사 하는 합  균들  고 도 양 술  아직  개 어 지 않 , [0005]

래  합  균들   압  질   경우 질 해가 심하다는 단  다. 또한, 들  빛  

재하는 경우에만 수 생 능  지   수 다는 문  다. 
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본 들  codh-mch-mnh3 러스  앞에 재하는 rchA  견하 고, rchA  codh-mch-[0006]

mnh3 러스   가시  한 강 한 프  삽 함 , 산 탄  수 생산  가

시 는 것  하 다. 

행 술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한  특허 원  10-2011-0021390 에 는  건에  쿠스  균주  한 수[0007]

가스 생산 에 하여 재하고 다.  

(특허문헌 0002) 한  특허 원  10-2011-7014737 에 는 쿠스 에 하는 고 열  신균주

리한 신규한 수 ,  암 하는   들  하여 수  생산하는 에 하여 재하

고 다.  

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  Bae SS 등  고 열  균주  쿠스 누리누스  사 하여 산 탄 , 포 산 또는[0008]

 수  생산하는 것에 하여 재하고 다(Biotechnol Lett. 2012 Jan;34(1):75-9). 

(비특허문헌 0002)  Moon YJ, Kwon 등  수  생산하는 쿠스 누리누스 균주에 한  사 하여 단

질체(proteome) 에 한 결과  재하고 다(Mol Cell Proteomics. 2012 Jun;11(6):M111.015420). 

 내

해결하 는 과

본   rchA   가  것  특징  하는 수 생산능  가  커스 누리[0009]

누스 MC02(Thermococcus onnurineus MC02, 수탁 : KCTC12511BP) 균주  공하는 것 다. 

본  또 다   커스  균주  rchA   가시 는 단계  포함하는 것  특징[0010]

 하는 수 생산능  가  커스  균주   공하는 것 다. 

본  또 다   커스 누리누스 MC02 균주  한 수 생산  공하는 것 다.[0011]

과  해결 수단

상   달 하  하여 본   1  태는 rchA   가  것  특징  하는 수[0012]

생산능  가  커스 누리누스 MC02 (Thermococcus onnurineus MC02, 수탁 : KCTC12511BP) 균주

 공한다. 

보다 체 는, 상  rchA   가는 상   복 수  가, 상   사  [0013]

가, 상   역  가, 상    단 질  안  가 또는 들  합에 해 루어진

다. 

보다  체 는, 상   사  가는 강 한 프  하여 얻어진다. 상  프 는[0014]

루 우스 하 드 게나아 (gdh)  프 ,  시그마 70  프 ,  리 지 λ  pL;  Plac;  Ptrp;

Ptac(Ptrp-lac  프 ), 프 필- 타-D44 티 갈락 피라 시드(IPTG)- 도  프 , 트라사

린 도  프 , 아라비 스 도  프 , 스- 도  프 , 트립  프 , lac 프

, 알 - 도  프  또는 열- 도  프 다. 

보다 체 는, 상  커스 누리누스 MC02  균주는 KCTC12511BP 다.  [0015]

본   2  태는 커스  균주  rchA   가시 는 단계  포함하는 것  특징[0016]
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 하는 수 생산능  가  커스  균주   공한다. 

보다 체 는, 상  rchA   가는 상   복 수  가, 상   사  [0017]

가, 상   역  가, 상    단 질  안  가 또는 들  합  사 한 것 다. 

보다  체 는, 상   사  가는 강 한 프  하여 얻어진다. 상  프 는[0018]

루 우스 하 드 게나아 (gdh)  프 ,  시그마 70  프 ,  리 지 λ  pL;  Plac;  Ptrp;

Ptac(Ptrp-lac  프 ), 프 필- 타-D44 티 갈락 피라 시드(IPTG)- 도  프 , 트라사

린 도  프 , 아라비 스 도  프 , 스- 도  프 , 트립  프 , lac 프

, 알 - 도  프  또는 열- 도  프 다. 

보다 체 는, 상  커스  균주는 KCTC12511BP 다. [0019]

본   3  태는 상  커스 누리누스 MC02  균주  한 수 생산  공한다. [0020]

보다 체 는, 상  수 생산  60 내지 90 ℃  도에  양 는 균주  하고, 1 내지 3 압  압[0021]

에  산 탄  공 하는 경에 양 는 균주  한 수 생산  공한다. 

보다  체 는, 상  산 탄 는 합 가스 또는 강산업  생가스  태  공 다. [0022]

 과

본 에  커스 누리누스 MC02  균주는 래  야생  균주보다 고 도  산 탄 에  생[0023]

도가 가하고 수 생산능  가한다. 

본 에  수 생산   비  고  수  생산할 수 고, 합 가스 또는 강산업[0024]

생가스  하여 수  생산할 수 다.

도  간단한 

도 1  TON_1016 열  한 것 다.[0025]

도 2는 TON_1016 과 TON_1016-1  아웃 돌연변 에 한 포생 (a)과 수 생산 도(b)  비 한 결

과 다. 

도 3  프  삽  통한 돌연변  한 것 다. 

도 4는 MC02 우수균주  포생 (a)과 수 생산 도(b)  비 한 것 다. 

도 5는 야생 (NA1), MC01  MC02 우수균주  포생 (a)과 수 생산 도(b)  비 한 것 다. 

도 6  MC02 우수균주  산 탄 (CO) 공 량에  포생 (a)과 수 생산 도(b)  비 한 것 다.

도 7  MC02 우수균주  산 탄 (CO) 공 량에  포 (a)과 수 생산 도(b)  비 한 것

다. 

 실시하  한 체  내

하, 실시  통하여 본  욱 상  하고  한다. 들 실시 는 지 본  보다 체[0026]

 하  한 것 , 본  지에 라 본  가 들 실시 에 해 한 지 않는다는

것    하는 술 야에  통상  지식  가진 에 어  할 것 다.

실시  1. 돌연변  균주  개  [0027]

rchA  (TON_1016,  TON_1016-1)는,  산 탄 에  라는 Thermococcus  onnurineus  NA1,  Thermococcus[0028]

sp. AM4, Thermococcus sp. MP 등  균주에 는 codh-mch-mnh3 러스  앞 에  공통  견 었
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고, 균주들  래한 rchA 단 질  열 (alignment)한 결과  보 , N-말단 에 Fe-S 티프  C-

말단 에 winged helix-turn-helix 티프가 어 산 탄  변 에 라 DNA  할 수 는 

 었다(도 1).

러한  탕  rchA (TON_1016 과 TON_1016-1)  아웃 돌연변  만들었고, 산 탄  [0029]

한 균주  과 수 생산  야생 과 비 한 결과  rchA (TON_1016, TON_1016-1)는 산 탄

 한 균주  과 수 생산에 필수   할 수 었다(도 2).

라 , 러한 결과  탕      rchA  과량  통해 산 탄  건에  codh-[0030]

mch-mnh3 러스  과량 시킴과 동시에 산 탄  독 과 연   수 는 다  들  

 향상  통해 우수균주 보  시도하 다. rchA  upstream 지역에 강한 프 (gdh promoter)

삽 하여 우수균주(MC02)   시도하 다 (도 3).

실시  2. 돌연변  균주  수 생산능[0031]

 우수균주(MC02)  포생 과 수 생산  측 하  해 쉬 5μm 스 (sparger)가 착  3L CSTR[0032]

(continuous stirred-tank reactor) 에 working volume 2에  10 g/l  가 첨가  MM1 지  하

여 80℃  300 rpm 건  100% 산 탄  가스  0.2 vvm  공 하여 비 실험  수행 하 다.

별  우수 균주(MC02)  포 도 비  시 0.2 vvm  산 탄  공 한 경우 MC02 균주는 양 후[0033]

12시간에 OD(600nm) 5, MC01 균주는 양 후 8시간에 2.5, 야생  NA1  양 후 10시간에  0.5  균체

도  보 다(도 4a).  수 생산  비 시 야생균주는 수 생산 도가 약 32mmol/l/h,  MC01  우수균주는 약

100mmol/l/h,  MC02  우수균주는  약  140mmol/l/h  나타났다(도  4b).  MC02  우수균주는  야생 에  비해  약

4.4 , 미 보고  우수균주  MC01에 비해 약 1.4  향상  수 생산  나타낸 것 고(도 5), 는 재 보

고  균주  고  수 생산능  보여 주는 것 다. 

실시  3. 돌연변  균주  산 탄  독  극복[0034]

산 탄  질  하  해 는 산 탄  물질 달 도  향상시  질  하게 만들어 주[0035]

는  상당  하다. 하지만 산 탄  물질 달 도  여 에 라 포내에  함 한 나

산 탄  하는 주   CODH  해  야 할 수 고 는 산 탄  독  하여 포

과 수 생산  해라는 결과  야 할 수 다.

그러나, MC02 우수균주  경우에는 rchA라는  과 시  균주 , 는 codh 러스  에 다[0036]

regulon들   함  산 탄  독  극복할 수 는 한 가능  다. 라  산 탄

공 량  0,2 vvm에  0.3과 0.4 vvm 건 지  산 탄  독  극복 여 에 한 실험  실시하 다.

별  우수균주 (MC02)  포생 과 수 생산  측 하  해 쉬 5탆 스 (sparger)가 착  3L CSTR[0037]

(continuous stirred-tank reactor) 에 working volume 2에  10 g/l  가 첨가  MM1 지  하

여 80  300 rpm 건  100% 산 탄  가스  0.2, 0.3, 0.4 vvm  공 하여 비 실험  수행하 다.

별  우수 균주(MC02)  포 도  비  시  0.2  vvm  산 탄  공 한 경우 양 후  10시간에[0038]

OD(600nm), 5  균체 도  보 고, 0.3 vvm  산 탄  공 한 경우 양 후 10시간에 OD(600nm),

5.3  균체 도  보 , 0.4 vvm  산 탄  공 한 경우 양 후 8시간에 OD(600nm), 2.5  

균체 도  보 다(도 6a). 수 생산  비 시 0.2 vvm  산 탄  공 한 경우 약 140mmol/l/h, 0.3

vvm  산 탄  공 한 경우 약 170mmol/l/h, 0.4 vvm  산 탄  공 한 경우 약 140mmol/l/h

수 생산  나타내었다(도 6b). 별  우수균주 (MC02)  야생 과 달리 균체 도가 0.2 vvm 뿐만 아니

라 0.3 vvm 지 에 향  없고, 0.4 vvm에  향  는 것  나타내었고(도 7a), 수 생산  또한

0.2 vvm 뿐만 아니라 0.3 vvm 지 향  없고, 0.4 vvm에  향  는 것  나타내었다(도 7b). 

결과  별  우수균주 (MC02)  야생 과 달리 0.3 vvm 지 과 수 생산에 향  없고, 균체[0039]

도  수 생산  보여 주고 다.
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수탁

[0040]

탁  : 한 생 공학연 원

수탁  : KCTC12511BP

수탁  : 20131031

도

도 1
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도 2a

도 2b

도 3
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도 4a

도 4b
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도 5a

도 5b

도 6a
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도 6b

도 7a
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도 7b
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