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특허청  

청 항 1 

리 신  갖는 것 , 열  1  아미 산 열  갖는 폴리 타 드

청 항 2 

리 신  갖는 것 , 열  2  아미 산 열  갖는 폴리 타 드 

청 항 3 

리 신  갖는 열  1  아미 산 열  암 하여 포함하고 는 것 , 열  3  핵산

열  갖는 폴리뉴클 타 드 

청 항 4 

리 신  갖는 열  2  아미 산 열  암 하여 포함하고 는 것 , 열  5  핵산

열  갖는 폴리뉴클 타 드 

청 항 5 

열  1  폴리 타 드  열  2  폴리 타 드  단독 또는 병합하여 포함하는 것  특징  하는

균 사  물

청 항 6 

삭

청 항 7 

삭

청 항 8 

삭

청 항 9 

삭

  

 술  야

본  실러스 우스 (Bacillus cereus) ATCC 13061 균주 래  신규 리 신   포함하는 [0001]

균 사  물에 한 것 , 욱 상 하게는 다수  실러스 (Bacillus)  리스 리아 싸

스 (Listeria monocytogenes) 균주에 해 사 능  보 는 신규  리 신   포함하는 균 사

물에 한 것 다.  
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 경  술

실러스 (Bacillus)는   통 균  양에  주  견 다. 각  고  해하[0002]

는 여러  가수 해  비하여 룰 스, , 틴 등  다당 , 한천 (agar), 핵산, 지질 등

할  수  므 ,  식  변 시  산과  가스  생 하 도  한다.    실러스  우스  (Bacillus

cereus)는 주  질 식 에  생하는 식 독 원 균 , 염 식  취 후 비  단시간 (1~6시간)에

 상  나타나는  식 독  키거나, 염 식  취 후 8~16시간 후에 복통과 사 상  나타

나는 사  식 독  킨다. 그 에 실러스 리퀘니포미스 (Bacillus licheniformis) 역시 식 에 염

어 사   하는 식 독  키고, 실러스 아귤런스 (Bacillus coagulans) 역시 가열 포 식

 균  알  다. 하지만, 들 균  만드는 포  (spore)가  내열  보 고, 각  학 물질

에 한 항  보 므 , 과  술 개  시 하다.

     한편, 리 신 (bacteriocin)  리아에 해 만들어지는 항균 타 드  단 질  생산 균주[0003]

연 계가 가 운 균에만 특  하는 항균물질 다. 지 지 진 리 신  주  산균과

 것  많 , 실러스  특  실러스 우스 (Bacillus cereus)에  생산 는 리 신에 한

연 는 거  없었다.

한편, 식 에 하여 식 독균  죽 는 물질  해 병균에만 특  살균 과  보 고, [0004]

한 역할  하는 균들  에는 향  미 지 않아야 하는 , 리 신  경우 숙주 특  항균  나

타내  문에 러한 건  시키 , 단 질 가수 해 에 해 그  게 므  식 에 안 하

게 사 할 수 는 특징  다. 

 내

해결하 는 과

에 본  식 에 염 는 병원  미생물  실러스 균  어할 수 는 새 운 리 신   포[0005]

함하는 물  개 하여 공하는  그  다. 

과  해결 수단

본  리 신  갖는 것 , 열  1  아미 산 열  갖는 폴리 타 드  공한[0006]

다. 또한, 본  리 신  갖는 것 , 열  2  아미 산 열  갖는 폴리 타 드  공

한다. 또한, 본  리 신  갖는 열  1  아미 산 열  암 하여 포함하고 는 것

, 열  3  핵산 열  갖는 폴리뉴클 타 드  공한다. 또한, 본  리 신  갖는

열  2  아미 산 열  암 하여 포함하고 는 것 , 열  5  핵산 열  갖는 폴리뉴클

타 드  공한다. 

본 에 는 식  산업에  경  악 향  미 는 병원  미생물  어할 수 고, 항생  내[0007]

 균  어할 수 는 새 운 항균 물질  리하고  하 다. 그 결과 실러스 우스 ATCC 13061  

양액  생산 균주  한 다수  실러스  리스 리아 싸 스 균주에 하여 숙주 특

 가지  사  과  나타내는 열  1  열  2  아미 산 열  갖는 폴리 타 드,  리

신  리하 다. 

한편,  결과, 열  1  열  2  아미 산 열  각각 열  3  열  5  핵산[0008]

열  갖는 폴리뉴클 타 드  에 암 어 었다. , 본 에  순수 리  (cerein)

13061  아미 산 열  한 결과,  보 는 열  1 (  13061α)  열  2 (13061β)

 개 타 드 열  었는 ,  결과  탕  PCR  수행한 결과,   개  타 드 열  포

함하는 체 아미 산 열  열  4  열  6  각각 었고,  각각 암 하는 폴리뉴클

타 드 열  열  3  열  5  각각 었다. 다만, 리 신  나타내  해 상

열  4  열  6  아미 산 열 체  '↑' (도 6에 시)가 라  열  1  열

2가 는 것 다. 

한편, 본  열  1  폴리 타 드  열  2  폴리 타 드  단독 또는 병합하여 포함[0009]
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하는 것  특징  하는 균 사  물  공한다. 열  1 또는 열  2  폴리 타 드만 도

리 신  나타나 는 하나, 들  상  같  재할  리 신   가한다. 

한편, 본  실러스 우스 ATCC 13061  양액   포함하는 것  특징  하는[0010]

균 사  물  공한다. 또한, 본  실러스 우스 ATCC 13061  양액  리  단

질   포함하는 것  특징  하는 균 사  물  공한다. , 상  단 질  수

단 질  수  단 질   포함하는 미 다. 다만, 본  균 사  물  욱 람직하게

실러스 우스 ATCC 13061  양액  리  단 질  수  단 질만   포함할 수

도 다. 

한편, 본  균 사  물에 어 , 균 사  물  욱 체  실러스  균[0011]

주  리스 리아 사 스 균주 사  물  수 다. 

한편, 본  리 신  실러스 또는 리스 리아 싸 스 균주가 감염  에 직[0012]

여하거나 한 태  물  하여 여할 수 다. 물 태   본  균 사  

물  액상, 고체상, 말상 등  다양한 태   수 다. 액상 는 탁  또는 주사액  등

고,  고체상 는 크림,  ,  ,  스트 등  ,  고체상 는 말 ,  과립 ,   등

다. 들 는 통상  단 질  에 해  수 다.

한편, 본  균 사  물  필 에 라 담체, 타 보  등  포함할 수 는 , 담체는[0013]

생리식염수, 수 등   수 , 보 는 pH  등   사 는 액 등  다. 

한편, 본  균 사  물  여량  여 상에  실러스 균  리스 리아 사[0014]

스 균  사 시키는 과  하  해 는 도  양  미하는 ,    여 상

연 , 체 ,  건강 상태, 별  식 , 여 경 , 여 시간  간  비 한 다양한 에 라 

 수 다. 가  또는 어 에 사 하는 경우는 수 학에  허 하는  내에  하고 그에 라 여경

 할 수 다. 

본  리 신  포함한 균 사  물   항생 에 한 내  여  상 없  실[0015]

러스 균  리스 리아 싸 스 균  사 시킬 수 므 , 실러스 균  리스 리아 싸

스 균  감염에 한 질  료  사 할 수도 고, 특  항생  내  갖는 실러스 균  리스

리아 싸 스 균에 사  시  항생  거할 수 없었  항생  내 균  사 시킬 수 므 ,

 항생  체물  하게  수 다. 

특 , 산 야에  문 가 는 각  균  질병  어할 수 는 리 신  개 하여 항[0016]

생  체하게  항생  내 균 문  해결과 어 내 비 에게 우리 산물  안 에 한 신뢰

 보 할 수  뿐만 아니라 우리 산물  수  시킴  내 산물  가가  향상시키고,

내 산업  시킬 수도  것 다. 

또한, 본  리 신  포함한 균 사  물  식 에도 사  가능한 , 식  가공,[0017]

보  과 에  리 신  처리함  병원  균  한 식  염  막고,  키는 균

사 시 , 통 한  늘릴 수 는 등  많  경   가  수도 다.

 과

본 에  새 게 한 리 신  13061  식 독  키는 원 균  하나  실러스   리[0018]

스 리아 사 스에 하는 균주들에 해 특  균  보 고,  도  pH 에  안

 항균  보  문에, 식 , 약  동물 약 산업 등에  수 다. 

도  간단한 

도 1  실러스 우스 ATCC 13061 양액에 한 실러스 우스 ATCC 10876 (지시균)  생[0019]
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억   양액   수에  억  크  감  보여 다.

도 2는 실러스 우스 ATCC 13061 양액에 한 고 액체크 마 그래피 결과 (A)   개  균

  결과 (B)  보여 다.  

도 3  본  리 신  13061  체  단계  지시균주,  실러스 우스 ATCC 10876 (A)과

리스 리아 싸 스 ScottA (B)에 처리했  , 도  변  보여 다.

도 4는 여러 가지 도 (A)  pH  (B), 매 경 (C)에  본  리 신  13061  항균 

과  보여 다.  

도 5는 원 건 (reduction condition)에  본  리 신  13061  항균 과  보여 다.

도 6  본  리 신  13061  루는  타 드 (  13061α,   13061β)  체

DNA, 체 아미 산 열  균  가지  해 리어 지는  ('↑'  시)  보여 다. 

 실시하  한 체  내

하, 본  내  하  실시  통해 욱 상  하지만, 본  리 가 하  실시[0020]

에만 한 는 것  아니고,  등가  술  사상  변 지  포함한다. 

실시  1: 본  리 신  13061     리[0021]

 (1) 리 신   [0022]

리 신 생산 균주  실러스 우스 ATCC 13061  TSB 액체 지에 하여 37℃에  8시간 동[0023]

안 220 rpm  진탕 양하 다. 원심 리한 후 여과  통과시  균주  거하고, 순수한 양액만 득

하 다. 

어, 지시균 (indicator strain)  실러스 우스 ATCC 10876  TSB 액체 지에  8시간 양한[0024]

후,  양액 100 μl  PA 고체 지 (0.7%) 5 ml과 고, TSB 고체 지 에 어 다. 

한편, 상 에  수득한 실러스 우스 ATCC 13061 양액 10 μl  상 에  한 지시균  여[0025]

는 고체 지 에 어뜨린 후 37℃에  5시간 양하고, 생  억  찰함  항균  감수

하 다.

      그 결과, 도 1에  보는  같  실러스 우스 ATCC 13061 양액에 한 지시균  생  억  [0026]

양액   수에  억  크  감  할 수 었다. 도 1에 시  숫 는  샘플  

, '0'  지 않  것, '1'  1/2   것, '2'는 1/4   것, '3'  1/8   것 다. 

 (2) 리 신  항균  [0027]

한편, 하   1에 는 것처럼 여러 가지 실러스  균주에 한 항균  한 결과, 한[0028]

균주  생산 균주  한 든 실러스 균주 (B. thuringiensis, B. mycoides, B. weihenstephanensis, B.

circulans, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus, B. sphaericus)에 생  억  생 하 고, 리스

리아 싸 스에 해 도  억  과  나타냈다. 

또한, 여러 가지 건  식 에  리한 실러스 우스140여   리스 리아 싸 스[0029]

38여 에 도 같   보 다. 다만, 스타필 커스 에피 미 스 (Staphylococcus epidermidis)과 스트

커스 스 (Streptococcus pyogenes)  같  다  그람 양 균 나 살 라, 균과 같  그

람 균에는  억  과가 없었다. 

라 , 본  리 신  항균  실러스  리스 리아 싸 스에 한 어 [0030]

 할 수 었다.     

 1
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본  리 신  13061  항균 [0031]

지시균 항균 

그람양 균 　

Bacillus cereus  ATCC 13061 - 

ATCC 10876 + 

ATCC 27348 + 

ATCC 21768 + 

ATCC 14579 + 

ATCC 21772 + 

Bacillus thuringiensis ATCC 10792 + 

ATCC 29730 + 

ATCC 35646 + 

ATCC 35866 + 

KCCM 11428 + 

Bacillus mycoides ATCC 21929 + 

ATCC 6462 + 

Bacillus weihenstephanensis CCM 4872 + 

Bacillus circulans ATCC 4513 + 

Bacillus licheniformis ATCC 14580 + 

Bacillus megaterium ATCC 14581 + 

Bacillus pumilus ATCC 7061 + 

Bacillus sphaericus ATCC 14577 + 

Listeria monocytogens LO28 +

ScottA +

Staphylococcus epidermidis ATCC 35983 -

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 -

그람 균

Salmonella Typhimurium SL1344 -

LT2 -

Escherichia coli MG1655 -

Enterobacter sakazakii ATCC 29544 -

Enterococcus faecalis ATCC 29212 -

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27835 -

Klebsiella pneumoniae  ATCC 10031 -

리균주

Bacillus cereus  (140개) +

Listeria monocytogens (38개)

　

+

[0032]

 (3) 리 신  리[0033]

  1) 균주 양[0034]

균한 TSB 액체 지에 액체 양한 실러스 우스 ATCC　13061　균주  1%  하여 37℃에[0035]

9시간 동안 진탕 양하 다. 

  2) 수  크 마 그래피[0036]

원심 리  여과  거쳐 균주  거한 상등액 400 ml  Amberlite XAD-16 진 20 g과 23℃에  6[0037]

시간 어주었다. 게  합액  픈 컬럼 (open column)에 채우고 100 ml  수  100 ml  40% 에

탄  씻어  후 0.1 % 트리플루 아 트산  포함  70% 2-프  400 ml  리 신  시 다. 
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어 40℃  진공  2-프   시킨  20 mM 트리스  (pH 8.0)  해시 다.

  3) 고 액체크 마 그래피[0038]

수  크 마 그래피   리 신   0.1% 트리플루 아 트산 액에 해[0039]

시킨 후 동  액  평 시킨 C18 컬럼에 주 하여 고 액체크 마 그래피  하여 5%~100% 아 나

트릴  도  리하 다. 

도 2에  볼 수 듯      에  리 신  나타났다. 다만,   합[0040]

쳤   각각  보다 약 8   리 신  나타났다. 

라 , 본  리 신  13061  균  가진  가지  물질  루어  고, [0041]

물질  함께 할  상승 과가  할 수 다.

실시  2: 리 신  13061  특  [0042]

 (1) 리 신  13061  숙주 해능[0043]

체  단계  실러스 우스 ATCC 10876 양액에 실시  1에  리  리 신 13061  처리[0044]

하고, 약 7시간 동안 도  하 는 , 그 결과 시간당 1 도  도가 감 하 다 (도 3에  A). 

한편, 다  에 한  13061  감수  균  리스 리아 싸 스 역시  13061[0045]

처리에 해 체  상태  균주 양액 도가  어들었다 (도 3에  B). 

라 ,  13061   감수  균주   단순  억 시키는 것  아니라 해당 균주  [0046]

균시키는 것 라 단할 수 었다.   

 (2) 리 신  13061  생 학  특[0047]

본  리 신  13061  α-아 라아  (α-amylase),  리 아  (lipase),  라[0048]

(lysozyme)에 해 는  변 가 없지만 단 질 가수 해  (proteinase K)에 해 는 균  없어

지는 것  보아 단 질 래  항균 물질 라고 볼 수 었다. 

항균     도  pH  에  안 하게  나타났  (도  4  A,  B),  탄 ,[0049]

클 포 , 에탄 과 같  매가 는 경에 도 원래   도 항균  나타냈다 (도 4  C).

 

한편, 본  리 신  원 었  경우에도  지하는지 알아보고  하 다. 우 , 아크[0050]

릴 아마 드  (acrylamide gel)에  13061   동 한 후, 한  염색  하고, 다  한

 고 시 다. 고   빈 트리 쉬 (petri dish)에 고, 지시균  실러스 우스 ATCC 10876

   고체 지 20 ml  어  후 37℃에  5시간 양하 다. 

그 결과, 염색   드  같  크  (2~3 kDa)에   억  생 었 , 해당 드  라[0051]

지시균   액체 지에 고 양했  에도 과 연한 차  보  도가 어들었다. 

 결과 , 2- 에탄  (2-mercaptoethanol)  도  원 건 (reducing condition)에 도 [0052]

 13061  그  지 않고 타겟 균주  균시킴  었다 (도 5).  

실시  3: 리 신  13061  아미 산  DNA 열 [0053]

실시  1에  순수 리   13061  아미 산 열  하 다. [0054]

그 결과,  개  타 드 열  었고, 각각   13061α ( 열  1), 13061β ( 열[0055]

 2)라 하 다. 

 결과  탕  PCR  수행함  체 DNA 열 (각각 열  3  열  5)과 체 아미[0056]

산 열 (각각 열  4  열  6)  할 수 었 , 리 신   가지  해 리어 지
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는 곳 ('↑'  시) 지 할 수 었다. (도 6)   

도

도 1

도 2

도 3
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도 4

도 5
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도 6

 열  

<110>    SNU R&DB FOUNDATION

<120>    Novel bacteriocin from Bacillus cereus ATCC 13061 and antibiotic

         composition thereof

<130>    AP-2010-0183

<160>    6

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    30

<212>    PRT

<213>    Bacillus cereus ATCC 13061

<400>    1

Gly Asn Ala Ala Cys Val Ile Gly Cys Ile Gly Ser Cys Val Ile Ser

  1               5                  10                  15 

Glu Gly Ile Gly Ser Leu Val Gly Thr Ala Phe Thr Leu Gly

             20                  25                  30

<210>    2

<211>    30

<212>    PRT

<213>    Bacillus cereus ATCC 13061

<400>    2
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Gly Trp Val Ala Cys Val Gly Ala Cys Gly Thr Val Cys Leu Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Gly Gly Val Gly Thr Glu Phe Ala Ala Ala Ser Tyr Phe Leu

             20                  25                  30

<210>    3

<211>    144

<212>    DNA

<213>    Bacillus cereus ATCC 13061

<400>    3

atggaagtta tgaacaatgc tttaattaca aaagtagatg aggagattgg aggaaacgct         60

gcttgtgtaa ttggttgtat tggcagttgc gtaattagtg aaggaattgg ttcacttgta        120

ggaacagcat ttactttagg ttaa                                               144

<210>    4

<211>    47

<212>    PRT

<213>    Bacillus cereus ATCC 13061

<400>    4

Met Glu Val Met Asn Asn Ala Leu Ile Thr Lys Val Asp Glu Glu Ile

  1               5                  10                  15 

Gly Gly Asn Ala Ala Cys Val Ile Gly Cys Ile Gly Ser Cys Val Ile

             20                  25                  30 

Ser Glu Gly Ile Gly Ser Leu Val Gly Thr Ala Phe Thr Leu Gly

         35                  40                  45 

<210>    5

<211>    150

<212>    DNA

<213>    Bacillus cereus ATCC 13061

<400>    5

atggaagttt taaacaaaca aaatgtaaat attattccag aatctgaaga agtaggtgga         60

tgggtagcat gtgttggagc atgtggtaca gtatgtcttg ctagtggtgg tgttggaaca        120

gagtttgcag ctgcatctta tttcctataa                                         150

<210>    6

<211>    49
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<212>    PRT

<213>    Bacillus cereus ATCC 13061

<400>    6

Met Glu Val Leu Asn Lys Gln Asn Val Asn Ile Ile Pro Glu Ser Glu

  1               5                  10                  15 

Glu Val Gly Gly Trp Val Ala Cys Val Gly Ala Cys Gly Thr Val Cys

             20                  25                  30 

Leu Ala Ser Gly Gly Val Gly Thr Glu Phe Ala Ala Ala Ser Tyr Phe

         35                  40                  45 

Leu
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