
1. 서 론

산업용 단백질에는 진단 및 정제목적으로 사용되

는 것과 산업용 공정에 사용되는 효소 등이 포함된

다. 이 중 효소는 원래 대부분의 경우 동식물로부터

얻어왔으나 미생물 발효공정이 발달하게 됨에 따라

대부분의 산업용 효소생산은 미생물 발효에 의하여

이루어지게 되었다. 그러나, 이와 같은 자연적 원천

으로부터의 효소생산은 지리학적 요인, 생산비 등의

인자에 의하여 가끔 제한되어 왔으므로 박테리아,

균류 (fungi), 배양동물세포, 형질전환동물체 및 식

물체를 이용한 외래단백질 생산시스템 (foreign

protein production system)이 발달하게 되었다.

박테리아와 균류 시스템은 비교적 간단하나 발효장

비 등에 대한 초기설비투자가 필요하며 이 중 박테

리아에서는 당이 결합되지 않은 효소가 분비되고 균

류를 통해서는 비교적 정제하기 쉬운 당단백질

(glycoproteins)을 얻을 수 있다. 하지만 단백질

폴딩의 부정확함, 과다한 당 결합이 발생하는 경우

가 가끔 있으므로 이를 보완하는 생산 시스템의 정

립이 필요하게 되었다.

현재 형질전환단백질(xenogenic proteins)을 동

물세포배양 및 형질전환동물체 (transgenic ani-

mals)를 통하여 생산하기 위하여 학문적 혹은 산업

적 측면에서 많은 연구가 이루어지고 있다. 이 방법

의 주된 장점은 당쇄결합부위에 있는 당이 동물의

천연단백질의 그것과 거의 같다는 것이나 시스템 구

축에 비용이 많이 들고 형질전환율이 낮다는 문제점

이 있어 고부가가치의 의약용 단백질 생산에 적합한

방법이다.

2. 식물생산 시스템의 장점

식물 시스템에 의한 형질전환단백질 생산기술의

발전에 따라 미생물 발효법에 의해서는 잘 발현되지

않는 다양한 구조 및 분자량을 지니는 trypsin, la-

ccase isozyme 등을 생산할 수 있게 되었으며 경

제성 제고, 단백질의 안정성 향상 등의 효과도 기대

할 수 있게 되었다. 형질전환식물체기술에 의한 형

질전환단백질 생산의 특성 및 주요 장점으로는 다음

과 같은 것이 있다.

첫째, 산업용 효소생산에 있어서 중요한 요소의

하나인 생산비를 크게 절감할 수 있다는 점이다. 형

녹색식물로부터산업용효소의생산
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형질전환식물체기술 (transgenic plant technology)은 산업용 단백질 생산에 있어
경쟁력이 높으며, 그 주요 특징으로 최종 목적물의 저렴한 가격, 종자형태로의 안정적인
단백질 보존, scale-up의 손쉬움 등을 들 수 있다. 이 기술에는 유전자조작 (gene
manipulation)에서 육종 (breeding)에 이르는 제단계가 포함되고 기존 화학공정의 대
체에 의한 환경오염 방지 등의 혜택도 기대된다. 본 란에서는 분자량, 생체활성과 세포
내 위치가 상이한 - glucuronidase (GUS), avidin, laccase, trypsin을 예로 들어
형질전환식물체기술의 다양함을 설명하고자 한다.
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질전환식물체 종자의 발현율 조절에 의하여 목적효

소가 고농도로 존재하도록 조작할 수 있고 그 결과

종자추출물 중의 단백질함량이 발효배지에서보다 대

개의 경우 고농도로 존재하여 정제과정이 필요한 효

소의 경우 생산비 절감을 이룰 수 있게 된다. 현재

형질전환식물체에서 목적효소의 발현율은 1%에 이

르고 있으며 연구개발의 초창기에 있으므로 향후 발

현율 제고가 기대된다.

둘째, 식물체 종자를 통한 형질전환단백질 생산

시스템의 다른 장점으로 산업공정에 직접 첨가할 수

있어 보관 및 처리와 효소회수와 관련된 공정을 생

략하거나 최소화할 수 있다는 점을 들 수 있다. 형

질전환식물체의 산물인 종자를 식품산업공정을 포함

하는 생산공정에 직접 첨가하는 것은 아직 이루어지

고 있지 않으나 미국의 경우 그 가능성이 높다. 식

품이나 식품공정에 형질전환단백질을 다량 포함하는

옥수수 종자 등을 직접 첨가할 수 있게 되면 식품첨

가물로서나 GRAS (generally recognized as sa-

fe)로서의 지위를 확보할 수 있고 그 결과 종자 중

의 단백질을 유전물질과 분리하는 등의 처리를 행하

지 않아도 되게 된다. 이 점에 있어서의 선례로서

유전적으로 변형된 효모를 빵, 맥주, 포도주 및 치

즈 등의 제조에 직접 사용하는 것이 허가되어 있는

상태이므로 형질전환식물체 산물의 직접사용 가능성

은 높을 것으로 여겨진다. 식품산업 이외의 경우에

도 형질전환 옥수수가루를 직접 사용할 수 있게 되

면 생산비 측면에서 뿐만 아니라 amylase와 에탄

올 생산을 동일한 원료에서 행할 수 있는 예에서 볼

수 있는 것처럼 생산공정의 시너지효과도 기대된다.

셋째, 형질전환단백질이 식물체의 종자에 안정되

게 보관되며 단백질 발현율을 높일 수 있는 장점이

기대된다. 옥수수, 대두, 캐놀러 (canola), 앨팰퍼

(alfalfa) 등의 몇몇 식물체의 경우 프로모터 (pro-

motors), targeting sequence 및 다른 분자성분을 지

니므로 이점에 있어 특히 유리하다.

넷째, 상기 작물의 재배면적을 넓히면 형질전환단

백질을 발현하는 종자의 대량생산이 가능하고 그 결

과 목적단백질의 생산잠재력을 제고할 수 있다.

다섯째, 식물체유래 물질에는 인간병원균이 없어

안전하다는 점을 들 수 있다.

3. 형질전환단백질의 식물생산공정

식물체에서의 단백질 생산은 몇 단계 과정을 거치

게 된다. 먼저 유전자 자체를 식물체의 전사 및 단

백질합성기구가 인식할 수 있도록 하며 이에 필요한

신호로서 프로모터, target sequence, terminator

를 벡터 (vectors)에 도입한다(그림 1). 식물생산

공정이 발효공정과 비교하여 경쟁력을 가지려면 외

래유전자 발현율을 높여야 하며 손익분기점으로 조

직중량대비 0.01∼0.1% 이상이 필요한 것으로 보

고되고 있다. 이를 위하여 조직특이성을 지니는 새

로운 고효율 프로모터의 개발과 다양한 세포내 구획

을 이용하는 단백질축적 연구가 이루어지고 있으며

이를 통하여 외래유전자의 발현율을 크게 높일 수

있을 것으로 기대되어 진다.

발현벡터는 A grobacterium에 전기천공 (electr -

oporation)에 의하여 도입되며 벡터가 도입된 A g -

robacterium을 사용하여 미성숙 옥수수배에 목적

유전자를 도입한다. 옥수수 배는 배양실에서 배양하

여 형질전환이 이루어졌는지를 확인한 후 식물체로

재생시킨다. 온실에서 T o 식물체의 종자를 수확하고

그림 1. A grobacterium tum efaciens 시스템에 의한 외래유전자의 식물내 형질전환용 벡터. 식물체로
의 유전자 전이는 RB에서 시작하여 LB에서 끝나는 방향성을 지니며 표지유전자 (marker gene)인 항
생제내성 pat gene은 도입유전자의 밑부분에 위치함.
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ELISAs법 혹은 효소분석법에 의하여 발현된 각 단

백질을 분석하며, 단백질의 상태와 발현농도의 확인

을 위한 Western blot 분석, 단백질의 정제 및 특성

평가와 분자차원에서 도입유전자 (gene insert)의 상

태분석도 행하여진다.

미국의 ProdiGene사의 경우 HiII maize line을

사용하고, 역교배 (back- crosses)를 수 세대에 걸

쳐 반복하여 안정된 상태의 고발현율 잡종 (hybrids)

을 생산한다. 이 과정의 각 단계에서 단백질 정제와

공정조작을 위하여 곡물생산을 행하며 이 때 USDA

지침을 철저하게 준수한다고 한다. 생산된 곡물을

가공처리하여 알곡식 (whole grain)과 분획분말

(fractionated flour)로 만들고 이들은 산업공정에

직접 사용되거나 추출 및 조립화과정을 거쳐 최종산

물로 만들어질 수 있으며 이 과정에서 부산물 활용

에 의하여 가격경쟁력을 향상시킬 수 있다.

4. 형질전환식물체로부터 생산된 산업용
단백질

ProdiGene사에서 형질전환 옥수수로부터 생산한

산업용 단백질로는 GUS, avidin, trypsin, lac-

case가 있고 이 중 GUS와 avidin은 E. coli 벡터에

의한 biolistic 형질전환의 예이고 trypsin과 laccase

는 A grobacterium에 의한 형질전환의 예이다. 이들

에 대한 유전자는 게놈에 아주 낮은 빈도로 존재하

였고 T 1 종자에서의 최대발현율은 GUS와 trypsin의

경우 각각 20 및 300 ng/mg 종자중량이었으며 그

정도는 프로모터와 targeting se- quence의 종류와

는 상관적이지 않았다. 육종 및 선택 과정을 통하여

발현율은 T 1 종자보다 낮거나 최대 20배로 증대되

었다. 형질전환단백질의 발현율은 역교배 세대수와

상관적이어서 역교배 횟수가 늘어나면 발현율도 증

가하였다(표 1).

형질전환 옥수수에서 생산된 재조합단백질은 자연

상태의 단백질과 기능적 측면에서 동등하였으며 이

사실은 산업적으로 단백질활성이 중요한 경우 매우

필수적인 요소가 될 수 있다(표 2, 표 3, 그림 2B).

Avidin, laccase, trypsin의 경우 분자량에 있어서

약간의 차이가 나타났는데, avidin과 laccase의 경

우 당결합의 차이에 따른 것으로 밝혀졌으며 tryp-

sin의 경우는 그 원인이 아직 밝혀지지 않았다.

Laccase는 목재품이나 직물제조에 사용되는 구리

함유 산화효소인데 ProdiGene사에서는 형질전환

옥수수로부터 상용화수준의 laccase I isozyme을

발현하였다. 이 때, 63, 59 kDa의 주 band와 몇

몇 부 band가 나타났고(그림 2A), 부분정제하여

물리적 특성을 살펴본 결과 곰팡이유래의 laccase

와 동일하였다(표 3). 옥수수에서 발현된 형질전환

laccase는 목재품 산업에서 다양하게 활용될 수 있

을 것으로 기대된다.

단백질분해효소는 효소전구체(zymogens)의 형태

표 1. 형질전환 옥수수로부터 생산된 산업용 단백질

Generation
Yield of target protein

@200× @1000×

0 1 g 1 g

1 2000 g 1 kg

2 40 kg 1000 kg

3 8000 kg 106 kg

표 2. 옥수수로부터 얻어진 재조합 GUS와 avidin의 물리적 특성

Gene Transformation
method

Copy
#

Promoter T arget T 1 high
seed

T n ear
bulk

Avidina (17 kDa) Biolistics 2 Constitutive CW 100 ng/ mg 2 ㎍/ mg(T8)

GUSb (68 kDa) Biolistics 1 Constitutive Cyto 20 ng/ mg 200 ㎍/mg(T5)

Trypsin (24 kDa) A grobacterium ? Seed preferred CW 300 ng/ mg 50 ng/mg(T 2)

Laccase(63 kDa) A grobacterium ? Seed preferred CW 35 ng/ mg 65 ng/mg(T4)
a Reference 17, b Reference 18.
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표 3. 자연상태 및 재조합 laccase의 물리적 특성 비교

Biochemical
properties

Native E. coli
GUS

Maize- derived
GUS

Egg white
avidin

Maize- derived
avidin

Molecular weight 68,000 Da 68,000 Da 17,700 16,800

Km 0.21±0.04 nM 0.19±0.05 nM N.A. N.A.

Binding
stoichiometry N.A. N.A. Binds one biotin

per subunit
Binds one biotin
per subunit

Vmax 3.2×105±3.3×104

nmoles/ hr
1.5X105±3.8×104

nmoles/hr N.A. N.A.

Isoelectric point 4.8- 5.0 4.8- 5.0 10 10

Ki N.T . N.T . 3.16 µM 3.34 µM

Heat stable Yes Yes ? ?

Antigenic
similarity Identical Identical Identical Identical

Glycosylated No No Yes Yes

N- terminal
sequence Native Identical except for

initial methionine Native Identical

N.A. = not applicable.
N.T . = not tested.

그림 2. Laccase (A)와 bovine trypsin (B)를 함유하고 있는 옥수수 종자추출물의 Western blot . 분자
량 측정 marker와, 종자추출물 및 단백질 표준품의 대조군은 표시된 바와 같고 곰팡이 laccase는
Tram etes versicolor의 laccase I gene을 포함하는 재조합 A sp erg illus strain으로부터 정제하였다. 단
백질 겔을 PVDF 막에 electroblotting한 후 PBST에 용해된 분유로 blocking하고 1차 다클론항체 및
HRP로 표지된 2차항체의 희석액으로 반응시키고 화학발광기질로 검출하였다. LCG: 종자선택성 프로모터
가 발현을 행하는 laccase 발현 옥수수 line; TRF : 종자선택성 프로모터가 발현을 행하는 bovine
trypsinogen 발현 옥수수 line.
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로 형질전환 옥수수에서 생산되는데 ProdiGene사는

이 방법에 의하여 T 1 종자와 T 2 세대에서 try-

psin을 고효율로 발현하는 옥수수의 형질전환 세포

주를 개발하였다. 종자추출물의 Western blot시 2∼

3개의 band가 나타나지만 N-말단 분석에 의하여 이

들 band가 활성 trypsin인 것으로 나타나 추출과정

에서 trypsinogen의 자기활성화가 이루어지는 것으

로 보인다.

5. 결 론

현재 건물량 기준으로 0.02∼0.2%의 발현율을

나타내는 형질전환식물체에서의 단백질생산은 공급

을 값싸고 빨리 늘릴 수 있다는 점에서 효소 등의

산업용 단백질 생산에서 발효생산법을 대체할 수 있

는 새로운 모범사례를 보여주고 있다. 형질전환식물

체기술은 최근에 집중적으로 연구되고 있으며 주요

목적은 식용의 곡물을 생산하는데 있으나, laccase

를 목재품 생산에서 접착제로 사용하거나 종이의 표

백과정에 사용하면 포름알데히드 (formaldehyde)

나 chlorite를 대신할 수 있는 예에서 알 수 있는

것처럼 형질전환단백질을 식품이외의 산업공정에 적

용하면 식품에서와 같은 직접첨가에 따른 논란을 피

할 수 있고 환경오염산업을 대체하는 효과도 거둘

수 있을 것이다. 인체용 의약이나 백신을 포함하여

형질전환단백질을 활용하는 제품이 점차 시판됨에

따라 일반인들은 점차 그와 같은 기술의 혜택을 느

낄 수 있을 것으로 여겨진다.
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