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(57)  약

본  커스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T, 탁 : KCTC12414BP) 균주에

한 것 다. 또한, (a)  1 항  균주에 산 탄  공 하여 양하는 단계;  (b) 상  양  수

 리하는 단계  포함하는 것  특징  하는 수 생산 에 한 것 다. 본 에  균주는 고 도

 산 탄 에  한 균주  0.2 내지 0.4 vvm  산 탄 에 도 생 도  수 생산능  가하

다. 
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청

청 항 1 

커스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T, 수탁 : KCTC12414BP) 균주.

청 항 2 

 1 항에 어 , 100%  산 탄 에  생 가능한 커스 누리누스 WTC155T(Thermococcusonnurineus

WTC155T, 수탁 : KCTC12414BP) 균주.

청 항 3 

 1  항에  어 ,  100%  산 탄 에  수  생산  능  는  커스  누리누스

WTC155T(Thermococcusonnurineus WTC155T, 수탁 : KCTC12414BP) 균주.

청 항 4 

(a)  1 항  균주에 산 탄  공 하여 양하는 단계; 

(b) 상  양  수  리하는 단계  포함하는 것  특징  하는 수 생산 . 

청 항 5 

(a)  1 항  균주에 합 가스 또는 강산업  생가스  공 하여 양하는 단계; 

(b) 상  양  수  리하는 단계  포함하는 것  특징  하는 수 생산 . 

 

 술  야

본  커스 누리누스 WTC155T 균주   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 질들  하지 않아, 차 에 지  체할 에 지  각 고 다.

래  사  수  생산 에는  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 가 , 산 탄  포함한 합가스  생시 므  그러한 가스  산 탄

거하여야 하는 어 운  생시 다.

러한 래  수 생산 에 비하여, 미생  한 생 학  수  생산  별도  에 지  하여[0004]

고 , 고압 건  만들 필 가 없고, 생  가스에 산 탄  포함하지 않는다는  다. 러한 생

학  수 생산  게 합  미생  하는 것과 비- 합  미생 (주   미생 )  하는

것  나눠볼 수 다. 그러나, 는 빛  에 지원  사 하는 합  균들  고 도 양 술  아직

 개 어 지 않 , 래  합  균들   압  질   경우 질 해가 심하다는 단

 다. 또한, 들  빛  재하는 경우에만 수 생 능  지   수 다는  다. 라 , 

 탄  하여 수  생산할 수 는 미생 들  하여 수  생산하 는 시도가 지  루어

지고 다. 본 들  한  특허 원 10-2010-7013071  (공개 : 2011.06.23)  통하여 Thermococcus 

균주  하여 산 탄  수  생산할 수  다.
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본  들  산 탄  수  생산할  수  는  커스  누리누스  엔에 원(Thermococcus[0005]

onnurineus NA1)  산 탄 가 질  들어 는 양액에  간에 걸친  통해 독 가스  알 진

산 탄 에 한  향상과 어 수 생산  가시 고  하 다. 산 탄 에   커

스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T)  야생 과 비 하   산 탄  독 에

한  가 과 동시에  수  생산  보 고, 야생 과 비 하   생  도도 가 었

할 수 었다.

행 술 헌

특허 헌

(특허 헌 0001) 한  특허 원 10-2008-0087806 에 는 고 열  신균주  Thermococcus onnurineus NA1에[0006]

 견한 새 운 수 (hydrogenase)  하여 수  생산하는  등  재 어 다.  

비특허 헌

(비특허 헌  0001)   Pin-Ching  Maness  등  합  리아  루브리비 스  라티 누스  (Rubrivivax[0007]

gelatinosus)에  산 탄  수 생산  도하는 과  재하고 다  (International  Journal  of

Hydrogen Energy 27, 2002, 1407~1411). 

(비특허 헌 0002)  Ya Zhaoa 등  고 열   그람-양  리아  카복시도 스 드 포만스

(rboxydothermus hydrogenoformans)에  생 학  -가스 (water-gas shift reaction)에 해 산

탄  수 생산에 하여 재하고 다 (International Journal of Hydrogen Energy, Volume 36, Issue

17, August 2011, Pages 10655~10665) 

 내

해결하 는 과

본   커스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T) 균주  공하는 것 다. [0008]

본  또 다   커스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T) 균주에 산 탄[0009]

 공 하여 수  생산하는  공하는 것 다. 

과  해결 수단

상 한   달 하  하여  본    1   태는  커스  누리누스  WTC155T(Thermococcus[0010]

onnurineus WTC155T, 탁 : KCTC12414BP) 균주  공한다. 

보다 체 는, 커스 누리누스 WTC155T 균주는 고 도  산 탄 에 어 고 도  산 탄[0011]

에  생 가능한 균주 고, 고 도  산 탄 에  수  생산 능  는 균주 다. 

본   2  태는 (a) 커스 누리누스 WTC155T  균주에 산 탄  공 하여 양하는 단계;[0012]

 (b) 상  양  수  리하는 단계  포함하는 수 생산  공한다. 

본   3  태는 (a) 커스 누리누스 WTC155T  균주에 합 가스 또는 강산업  생가스[0013]

공 하여  양하는  단계;   (b)  상  양  수  리하는  단계  포함하는  수 생산

공한다. 
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 과

본 에  균주는 고 도  산 탄 에  한 균주 , 연  탱  (continuous stirred[0014]

tank reactor; CSTR)에  고 도  0.2 내지 0.4 vvm 도  산 탄  균주  양할 , 야생 에 비하여

생 도  수 생산능  가하 다. 

도  간단한 

도 1  산 탄  탈수 (CO dehydrogenase)  수 (hydrogenase)  웨스  블럿   단 질 수[0015]

 측 하 다. 쿠마시 블릴리언트 블루 R-250  염색  SDS-PAGE  웨스  블럿  나타냈다.

도 2   야생  균주  155  계  통해  균주 (155T)  폐  럼병에  100% 산 탄  상 공

간에 공 하여 균주  생 과 수 생산  비 한 것 다. (a), 생 곡 ; (b), 생산  수  누  곡 .

도 3는 100% 산 탄  질  한 연  탱   에  야생   돌연변 체  수  생산

동 학    수 생산  비 한 것 다.

도  4는  야생  균주  참  균주  하여   균주  (155T)  산 탄 에  한  독 극복  여  비 한

것 다.  (a), 생 곡 ; (b), 생산  수  누  곡 .

도 5는 야생  균주  참  균주  하여  균주 (155T)  체  통해  변  비 한 것 다.

도 6  사가스  공 한 경우  균주  생 과 수 생산  비 한 것 다. (a), 생 비 ; (b), 생산  수

량 비 .

 실시하  한 체  내

하, 실시  통하여 본  욱 상  하고  한다. 들 실시 는 지 본  보다 체[0016]

 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   질[0017]

1) 균주  지[0018]

본 연 에 사  균주는 야생  커스 누리누스 엔에 원(Thermococcus onnurineus NA1) , [0019]

양 건 , 80℃   경에  4g/l   , 35g/l  염 나트 , 0.7g/l  염 칼 , 3.9g/l

 산마그 슘, 0.4g/l  염 칼슘 수 , 0.3g/l  염 암 늄, 0.15g/l  산나트 , 0.03g/l  규산나

트 (Na2SiO3), 0.5g/l  탄산나트 , 0.5g/l  시스 -염산(cysteine-HCl)   변 -M1 (Modified-

M1; MM1) 지  상 에 100% 산 탄  진시  하 다 ( 하, 'MM1-CO 지'). 균 후에 1L  지

에는 1 ml  미량원 합 , 1ml  철(Fe)-EDTA,  1ml  (Balch)  비타민 액  첨가 었다. 

지 pH는 압에  6.5  맞 었다. 

2) 포 생    균주 [0020]

포  하여  챔 (Coy)  사 하 다. 포는 MM1-CO 지  사 하여 80℃에  지 었다. [0021]

 커스 누리누스 엔에 원(Thermococcus onnurineus NA1) 야생  균주  20ml  MM1-CO 지에

야생  균주  하고, 20시간 동안 양  한 후 새 운 MM1-CO 지에 주사  하여 량  2%(v/

v)  하여 계  양   155 에 걸쳐  균주  별하 다. 

3) 가스 [0022]
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가스  Molesieve 5A 컬럼(Supelco, Bellefont, PA)  Porapak N 컬럼(Supelco)  하여, 열 도[0023]

검    검  갖  YL6000 가스 마 그래피(YL Instrument Co.)  하여 측 하 다.

아 곤  가스 운 체  사 하 다. 수 가스  량하  하여 질 에 각 1%(w/w)  ( 산 탄 , 산

탄 , 수 , 탄  산 )  포함  가스  (Supleco)  사 하 다.

4) 웨스  블럿[0024]

커스 누리누스 엔에 원(Thermococcusonnurineus NA1) 야생  균주  155  계  양  통해 얻어진[0025]

균주  MM1-CO 지에  각각 80ml 피  운 후, 지수  하는 포  원심 리  수거하여 

하 다. 포 찌꺼  원심 리하여 거하고, 액  단 질 도  Bio-Rad 단 질  액

량하 다. 각 균주  5㎍  액  10% SDS-PAGE에 재 해시 고, Trans-Blot®Turbo™  가진 PVDF 막

(Trans-Blot®Turbo™  transfer  pak)  동시 다.  상  막  0.5%  청알 민(BSA)  보  0.1%

TritonX-100 (TBS-T)  포함하는 Tris-  생리식염수 액에 담가 었다. 상  막  1:5000  

항체  첨가한 후 TBS-T 액에 항  시 다. 양고 냉  시다아 (Horse raddish peroxidase)-

합  항- 끼 항체(Ab Frontier)  2차 항체  사 하 고, Immun-Star™HRP 학  트(Bio-Rad)에 해

생  신  ChemiDoc™MP 미징 시스 (Bio-Rad)  측하 다. 

5) 야생 과  균주 (155T)에  수  생산  동 학  [0026]

수  생산에  한 동 학   하여 80℃에   드  미  스 (sparger,  5㎕  지  [0027]

)  가진 연  탱  (continuous  stirred  tank  reactor;  CSTR)에  수행하 다.  도는

300 rpm 었고, pH는 3.5% 염 나트  포함하는 2N 수산 나트  사 하여 6.1±0.1  하 다. 시드

양  80℃에  지수 가  지 양시 다. 100 ml  시드 양액  연  탱  에 50ml

피하 주사  하여 하 다. 양 볼  2L에  10 g/l 가 첨가  MM1 지  하여 100% 산

탄  가스  0.014에  0.12  vvm   공 하여  비 실험  수행하 다.  수  가스는  Molesieve  5A  컬럼

(Supelco, Bellefont, PA)과 Porapak N 컬럼(Supelco)  TCD 검 가 비  YL6000 가스 마 그래프

비  사 하여 측 하 다. 아 곤  가스 운 체  사 하 다. 븐 도는 40℃ 다.  한 10㎕

가스 시료는 양병  틸고  통해 가스-타 트 시린지  꺼냈다. 검  수  가스  측  피  ,

질 에  40%  수  포함하는   가스  사 한  귀 에  해  수행  보  곡 과  비 함

계산 었다.

6)  균주(155T)   변  찰[0028]

양  통해 얻어진 우수균주(155T)  수 생산  능  향상  어   변 에 해 나타난 상 지[0029]

악하  해 체  실시하 다. 체  하여 Illumina Hiseq2000 sequencer  사 하 고,

 해 사  프트웨어는 Illumina Pipeline (CASAVA) v1.8.2 다. 체  통해 얻어진 체

스(base) 수는 2,371,763,204 , 약 2 만 스  가지는 균주  하  한 한  

보하 , read count는 23,482,804 었다.  변   해 커스 누리누스 엔에 원 야생

 균주  참 균주  하여  비   실시하 다.  얼라 트  해   BWA  v0.5.9-r16  (http://bio-

bwa.sourceforge.net/)  프트웨어  사 하 ,    하여   GATKv1.4.11

(http://www.broadinstitute.org/gsa/wiki/index.php/The_Genome_Analysis_Toolkit)  tool  사 하 다. 변

 하여 Samtools v0.1.18 (http://samtools.sourceforge.net/)  사 하 다.

<실시 1> 커스 누리누스 엔에 원(Thermococcus  onnurineus NA1)  야생 과 커스 누리누스[0030]

WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T) 균주  단 질  비

커스 누리누스 엔에 원(Thermococcus onnurineus NA1)  체에  산 탄  질  하  [0031]

해 필 한 산 탄  탈수 (CO dehydrogenase)  수 (hydrogenase) 단 질들  비  도 1에

시   같 ,  야생 에  비해   균주  커스  누리누스  WTC155T(Thermococcus  onnurineus

WTC155T)에   것  견하 다. 는 산 탄  질    할 수 다는 거 다. 
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<실시 2> 100% 산 탄  공  후 과 수 생산  향상 비  [0032]

커스  누리누스  엔에 원  야생 과   균주  커스  누리누스  WTC155T(Thermococcus[0033]

onnurineus WTC155T)  생 과 수 생산  시럼병  하여 쪽 빈공간에 100% 산 탄  공  후 폐

 건에  양  실시하 다. 커스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T)는 양 6

시간 후  야생 보다 월등  빠  생  할 수 었다(도 2a). 러한 결과는 산 탄 가 공 어

는 지에  연  계  통해 산 탄  하  해  나타난 결과  미한다. 누

수 생산량 또한 야생 에 비해  돌연변 체에  가  것  볼 수 었다(도 2b).  결  커스

누리누스  엔에 원(Thermococcus  onnurineus  NA1)  야생  균주에  비해  커스  누리누스

WTC155T(Thermococcus  onnurineus  WTC155T)  균주가 산 탄 에  통해 산 탄  질  하

해 필 한 단 질  양  많  가시킴  포 생 과 수  생산  가시킬 수 었다. 

야생 과 균주  커스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T)  포 생 과 수 생[0034]

산  실시간  100% 산 탄  질  사 하여 CSTR 에  양  실시하 다. 균주  

커스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T)는 산 탄  공 량  40ml/min에  240ml/min

 여  후  야생 보다 상당  빠  생  보 고, 야생  가시간(doubling time)  80

하여 커스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T)  경우 60  생 도가 월등

빨라진 것  할 수 었다(도 3a). 러한 결과는 산 탄 에 한  통해 생  진 다는 것

미한다.  누 수 생산량  또한  야생 에  비해  커스  누리누스  WTC155T(Thermococcus  onnurineus

WTC155T)에  가  것  볼  수  었다(도  3b).  단  포당  수 생산 도(maximum  specific  H2

production rate)  경우 야생  31 mmol/l/h 었고 돌연변 체는 107 mmol/l/h  약 3  도 가  것

할 수가 었다. 결  커스 누리누스 엔에 원(Thermococcus onnurineus NA1)  산 탄

건에  간에 거친  통해 산 탄  질  사 하는  필수  산 탄  탈수 (CO

dehydrogenase)  수 (hydrogenase)가 과  포 생 과 수  생산  가시킬 수 었다 

산 탄  독  극복 여  하  해 0.2vvm과 0.4vvm에  야생 과 균주  커스 누리누[0035]

스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T)  포 생 과 수 생산  실시간  100% 산 탄  

질  사 하여 CSTR 에  양  실시하 다. 야생  균주  경우 0.2vvm에  0.4vvm  산 탄

공 량  가시   지  생   수 생산  하지 못하는 , 균주  커스 누리누스

WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T)  경우 산 탄  공 량  0.2에  0.4vvm  여 에도 

하고 지  과  수 생산  가능하 고,   균체  도  (도  4a)    수 생산  (도  4b)  

0.2vvm에  4.3과 170 mmol/l/h , 0.4vvm에 는 5.5  220 mmol/l/h  나타내었다. 는 공 는 산 탄

 양  가함에도 하고 산 탄 에 한 독  극복하여 나타난 결과라고 말할 수 다. 

<실시 3> 야생  균주  균주(155T)  체 비  [0036]

커스  누리누스  엔에 원  야생  참 균주  하여   균주  커스  누리누스[0037]

WTC155T(Thermococcus  onnurineus  WTC155T)  SNP(single  nucleotied  polymorphism)  INDEL(Insertion  or

Deletion) 체 변  하 다.  42개  체 변 가 찰 었고, 17개  변 는 ORF(Open Reading

Frame)에  견 었다.  에  4개  SNP가 견  었고,   1개  는 아미 산 변 가 없었

 나 지 3개  에  아미 산  변 가 찰  었다. 또한 13개  에  특  염  INDEL

찰  었는    변  치에  down stream  아미 산  변 가 찰 었다(도 5a). ORF

지역  non-coding 지역에  25개  INDEL  찰 었다(도 5b). Annotation 결과  산 탄   

할 수 는 것과  산 탄  탈수 (CO dehydrogenase)  수 (hydrogenase)  변 는 찰

지 않  것  보아 재 지 알 지지 않  다  에 해 균주  수 생산  향상 었다고 볼 수

가  Reverse engineering  통해 산 탄  하는  한  찾  수  것 라 사

료 다. 또한 Non-coding 지역에  변 는  과  프  역 나 단 질 합  해 

한 RBS(Ribosome Binding Site)  같  역 주변  수도 다. 라  러한 변  해 특   

  가 또는 필    감  등  하여 산 탄  수  생산할 수 는 능

 향상  것  사료 다. 결  산 탄 에  지   양  통해 보   균주  
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커스 누리누스 WTC155T(Thermococcus onnurineus WTC155T)는 경에 함과 동시에  변 에 해

 산 탄  건에  수 생산  가  것  볼 수 다.  

<실시 4> 사가스  수  생산 연[0038]

건식, 습식  아래  1과 같   합 가스  합 가스  한 커스 누리누스[0039]

WTC155T    수  생산  실험한 결과  보 , 합가스에 포함 어 는 미량  합  등에 해

균주  생 나 수 생산  해 지 않았고, 합가스에 함  산 탄  하여 균주  생 (도 6a)

 수 생산능 (도 6b)   하 다. 

 1

가스[0040] 산 탄 (%) 수 (%) 질 (%) 산 탄 (%)

탄가스 (건식) 65 30 2.5 2.5

탄가스 (습식) 40 40 10 10

타 20 10 52 18

수탁

[0041]

탁  : 한 생 공학연 원

수탁  : KCTC12414BP

수탁  : 20130604

도

도 1
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도 2a

도 2b

도 3a
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도 3b

도 4a
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도 4b

도 5a
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도 5b

도 6a
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도 6b
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