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ABSTRACT

Acid-labile subunit (ALS) is a 85-kDa glycosylated plasma protein which forms a 150-kDa ternary 
complex with 7.5-kDa insulin-like growth factor (IGF) and 40~45-kDa IGF-binding protein-3. In a previous 
study, the present authors prepared a porcine ALS (pALS) expression construct by inserting a pALS coding 
sequence into a plasmid vector following synthesis of the sequence by reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR). The expression construct, however, was subsequently found to have a mis-sense 
mutation at two bases of the pALS coding sequence which is presumed to have occurred through a PCR 
error. In the present study, the correct coding sequence was synthesized by the site-directed mutagenesis 
and inserted into the pET-28a (+) plasmid expression vector containing the His-tag sequence flanking the 
last codon of the insert DNA. After induction of the expression construct in E. coli BL21 (DE3) cells, the 
resulting presumptive recombinant peptide was purified by the Ni-affinity chromatography. Upon SDS- 
PAGE, the affinity-purified peptide was resolved as a single band at a 66-kDa position which is consistent 
with the expected molecular mass of the presumptive recombinant pALS. Collectively, results indicate that 
a recombinant pALS peptide was successfully expressed and purified in the present study. 
(Key words : IGF, ALS, Mutagenesis, Procaryotic Expression, Pig)

. 서    론

Insulin-like growth factors (IGFs)는 내분비(endo- 
crine) 형태는 물론 국소적인 분비(autocrine/ 
paracrine) 형태로도 작용하는 7.5-kDa의 크기를 
가진 peptide로서 대부분의 혈중 IGF는 간으로

부터 분비되어 (Yakar 등, 1999) 혈관 내에서 
~45-kDa의 IGF-binding protein-3 (IGFBP-3) 및 
~85-kDa의 당단백질인 acid-labile subunit (ALS)
와 결합하여 150-kDa ternary complex를 형성한
다 (Baxter 등, 1989; Lee와 Rechler, 1995b). IGF 
특히 IGF-I은 생후 성장호르몬 (growth hormone; 
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GH)의 성장 촉진 작용의 대부분을 매개하는 GH 
의 ‘2차호르몬’으로 잘 알려져 있으나, IGFBP- 
3 및 ALS의 발현도 일차적으로 GH에 의해 제
어되기 때문에 후자들 또한 IGF-I와 유사한 
GH의 2차호르몬이라 칭할 수도 있다 (이, 2000; 
Butler 등, 2002). 생리학적으로 ALS는 혈중에
서 150-kDa ternary complex에 결합된 IGF 
ligand가 서서히 방출되게 함으로써 (Lee와 
Rechler, 1995a, 1996; Ueki 등, 2000) 혈관을 쉽
게 통과하는 ‘free’ IGF 혹은 IGF : IGFBP 
binary complex의 과다한 포도당 흡수 촉진 작
용(insulin-like action)에 의해 야기될 수 있는 저
혈당의 위협으로부터 생체를 보호해주는 역할
(Zapf, 1993)과 IGF를 혈중에 저장하는 역할을 
한다 (Baxter와 Martin, 1989; Rechler와 Clemmons, 
1998). 근년의 연구결과에 의하면 IGFBP-3 : 
IGF complex 뿐만 아니라 35~40-kDa의 IGFBP- 
5 : IGF complex도 ALS와 결합하여 ternary 
complex를 형성할 수 있다 (Twigg와 Baxter, 
1998). 그러나 혈중 IGFBP-5의 농도는 IGFBP-3
의 농도의 10% 미만일 뿐만 아니라 혈중에서 
후자는 거의 100% ternary complex를 형성하는 
반면 전자는 약 50%만이 ternary complex를 형
성하기 때문에 (Baxter 등, 2002) 혈중 대부분의 
IGFs는 IGFBP-3 : IGF : ALS ternary complex 상
태로 존재하고 일부만이 IGFBP-5 : IGF : ALS 
ternary complex, non-IGFBP-3 : IGF binary complex 
및 free IGF 상태로 존재한다. 

‘Natural’ ALS peptide는 몇 몇 연구팀에 의해 
단지 인간과 쥐의 혈청으로부터 정제되었을 뿐
(Baxter 등, 1989; Baxter와 Dai, 1994; Lee와 
Rechler, 1995b) 타 종에서의 정제는 보고되지 
않고 있다. ALS 항혈청 역시 natural peptide
(Baxter, 1990; Baxter와 Dai, 1994; Lee와 Rechler, 
1995b) 혹은 ‘synthetic’ peptide (Liu 등, 1994; 
Kim 등, 2006)를 항원으로 하여 소수의 연구팀
에 의해서만 생산되었다. 더욱이 이들 ALS 
peptide 및 그 항혈청은 한정된 연구팀 내에서

만 사용되고 있을 뿐만 아니라 후자의 경우는 
타 종의 ALS peptide와의 교차반응성 (cross- 
reactivity)이 매우 낮거나 (Baxter와 Dai, 1994; 
Lee와 Rechler, 1995b) 그에 대한 정보조차 없
기 때문에 가축에서의 ALS peptide 연구는 극
히 제한적일 수밖에 없다. 본 연구진은 선행연
구 (강 등, 2006)에서 돼지 (porcine) ALS (pALS) 
peptide를 ‘expression’ 하기 위해 1818-base pair 
‘full-length’ pALS coding sequence를 reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
방법으로 합성하여 pEF6/V5-His TOPO plasmid 
expression vector에 삽입시킨 바 있다. 그러나 
선행연구가 종료된 후 pALS expression vector에 
삽입된 pALS coding sequence를 조사한 결과 6
개의 bases에서 ‘error’가 발생하였고 이중 2개
의 codons에서 mis-sense errors가 확인되었다. 
따라서 본 연구에서는 ‘site-directed mutagenesis’ 
방법으로 이들 2개의 mis-sense codons를 바로
잡아 full-length pALS cDNA를 합성하여 pET- 
28a(+) plasmid expression vector에 삽입시키고 
E. coli cell에서 발현시켜 pALS peptide를 생산
하고 정제하였다.

. 재료 및 방법

본 연구에 앞서 선행연구 (강 등, 2006)에서 
제작된 pALS plasmid expression construct의 
‘insert DNA’를 sequencing해 본 결과 당초 본 
연구진이 보고한 pALS coding sequence (Lee 등, 
2001)와 6개의 bases에서 PCR 과정중 발생했던 
것으로 추정되는 errors가 발견되었고 이중 2개
의 bases에서 ‘non-conservative’ errors가 확인되
었다 (Fig. 1). 이들 2개의 non-conservative errors
를 교정하기 위해 아래와 같은 2 sets의 DNA 
primers를 이용하여 전술 (Choi 등, 2004)한 바와 
같이 site-directed mutagenesis 방법으로 coding 
sequence를 교정하였다.

이때 NH2-terminal coding sequence와 COOH- 
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       Query  1   ATGGCCCTGAGGAAAGGAGGCCGCGCCCTGGCGGCGCTGCTGGTCTCCTGGGCGGCGCTG  60
       ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  66   ATGGCCCTGAGGAAAGGAGGCCGCGCCCTGGCGGCGCTGCTGGTCTCCTGGGCGGCGCTG  125

Query  121  TGCCCGGCTGCCTGCTCCTGCGGCCACGACGACTACACGGACGAGCTCAGCGTCTTCTGC  180
       |||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  186  TGCCCGGCTGCCTGCTCCTGCGGCCATGACGACTACACGGACGAGCTCAGCGTCTTCTGC  245

Query  241  CTGGACAGCAACAACTTCTCCTCCGTCCCCGCGGGGGCTTTCCGCAACCTCTCCAGCCTG  300
       ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||

Sbjct  306  CTGGACAGCAACAACTTCTCCTCCGTCCCCGCGGGGGCTCTCCGCAACCTCTCCAGCCTG  365

Query  541  AGCCTGGCCGTGCTGCCTGACACTGCGTTCCACGGCCTGGCCAACCTGCGGGAGCTGGTG  600
       |||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  606  AGCCTGGCCGTGCTGCCTGACACTGCGTTCCATGGCCTGGCCAACCTGCGGGAGCTGGTG  665

Query  901   GCCCTCGCCAGCCTGCGGCCCCGCACCTTCAAGGACCTGCACTTCCTGGAGGAGCTGCAG  960
        |||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  1    GCCCTCGCCAGCCTGCAGCCCCGCACCTTCAAGGACCTGCACTTCCTGGAGGAGCTGCAG  60

Query  1141  GTCTTCCGGGGCCTGGGCAAGCTGCACAGCCTGCACCTGGAGCACAGCTGCCTGGGCCGC  1200
       ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||

Sbjct  241  GTCTTCCGGGGCCTGGGCAAGCTGCACAGCCTGCACCTGGAACACAGCTGCCTGGGCCGC  300

Query  1381  GAGTACCTGCTCCTCTCCCGCAACCGGCTGTCGGCGCTGCCAGCGGACGCGCTGGGGCCC  1440
       ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||

Sbjct  448  GAGTACCTGCTCCTCTCCCGCAACCGGCTGTCGGCGCTGCCGGCGGACGCGCTGGGGCCC  389

Fig. 1. Alignment of the original pALS coding sequence [upper; Lee et al., 2001] with that 
which was inserted into the pEF6/V5-His TOPO expression vector [lower; Kang et al.
(강 등, 2006)]. One-letter bases at which presumptive ‘conservative’ and ‘non- 
conservative’ PCR errors occurred are underlined and shaded, respectively. For 
brevity, only those regions where the presumptive RT-PCR error occurred are shown 
in this figure.

       280m Sense         5' CCCGCGGGGGCTTTCCGCAACCTCT 3' 
 280m Antisense  5' AGAGGTTGCGGAAAGCCCCCGCGGG  3'

 917m Sense        5' CTCGCCAGCCTGCGGCCCCGCACCTTC 3' 
 917m Antisense  5' GAAGGTGCGGGGCCGCAGGCTGGCGAG  3'

 Sense (BamH I) 5' GAT AGG ATC CAC GGA GCC CGG GGC GCC AT 3' 
   Antisense (Hind III) 5' GAG CAA GCT TTC AGC AGG GAG CAA AGT GTG 3'  
                                         STOP 

terminal coding sequence에는 위와 같이 BamH I 
& Hind III restriction sites를 부착하여 COOH- 
terminal 부위에 ‘6x-His-tagged’ 된 pET-28a (+) 
plasmid expression vector (Novagen, La Jolla, 

CA, USA)의 해당 sites에 삽입하고 insert DNA 
sequence를 확인하였다. 

제작된 expression construct는 전술 (Lee 등, 
2005)한 바와 같이 E. coli BL21 (DE3) cell에 
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‘transformation’ 시켜 37°C 혹은 16°C에서 
‘induction’ 하여 유전자재조합 (recombinant) pALS
를 발현시킨 후 세포를 ‘sonication’ 방법으로 
용해시켰다. ‘Cell lysate’는 원심분리하여 상
등액은 ‘non-denaturing’ condition 하에서 Ni- 
NTN column에 제조자 (Biorad, Hercules, CA, 
USA)의 지시에 따라 ‘loading’한 후 imidazole를 
함유하는 buffer로 ‘elution’ 시켰다. Inclusion 
body가 들어있는 cell lysate pellet은 denaturing 
binding buffer [50 mM sodium phosphate (pH 
8.0)/300 mM NaCl/8M urea]에 용해시킨 후 원심
분리하여 상등액을 Ni-NTN column에 loading 하
여 wash buffer [denaturing binding buffer + 20mM 
imidazole]로 세척하고 elution buffer [denaturing 
binding buffer + 100 or 250mM imidazole]로 
Ni-resin에 결합되었던 peptides를 분리시켰다. 
Recombinant pALS 정제의 각 단계에서 얻어진 
시료는 SDS-PAGE한 후 Coomassie staining으로 
용해 정제의 여부와 순도를 판정하였다.

. 결과 및 고찰 

   

pALS expression plasmid를 transformation시킨 
E. coli BL21 (DE3) cell을 37°C 혹은 16°C에서 
배양한 후 non-denaturing condition에서 세포를 
용해시키고 원심분리하여 상등액을 Ni-NTN 
affinity chromatography 한 결과 pALS가 Ni-NTN 
column에 결합 (binding)하지 않았다 (Fig. 2). 이
와 같은 결과는 발현된 pALS peptide가 불용성
의 inclusion body를 형성하여 Ni column에 결
합하지 않았음을 의미하므로 다음 실험에서는 
induction된 E. coli cell을 denaturing condition 
하에서 cell lysate pellet 용해, Ni column에 
loading, washing & elution하였다. 

Fig. 3는 8M urea 농도의 denaturing condition 
하에서 E. coli cell을 용해시키고 Ni-NTN 
affinity chromatography 한 다음 수행한 SDS- 
PAGE & Coomassie staining 결과이다. 앞에서 

예상했던 대로 denaturing condition 하에서는 약 
66kDa의 ‘presumptive’ pALS peptide가 Ni-NTN 
resin에 결합하였고 elution buffer와 함께 resin으
로부터 분리되었다. 즉 이와 같은 결과는 E. 
coli cell에서 발현된 pALS peptide가 세포 내에
서 inclusion body를 형성하여 non-denaturing 
condition 하에서는 불용이기 때문에 Ni column
에 결합하지 않은 반면, denaturing condition 하
에서는 용해되어 Histidine (imidazole) 잔기를 통
하여 Ni column에 결합된 다음 imidazole을 함
유하는 elution buffer를 가하자 resin에 결합되었
던 pALS peptide가 elution buffer 속으로 떨어져 
나왔음을 의미한다.

인간 (human) ALS (hALS)는 67kDa의 peptide 
core에 약 18-kDa의 ‘N-linked’ 당쇄가 결합한 
85-kDa의 당단백질이다 (Baxter 등, 1989). 본 연
구에서 E. coli에서 발현된 당쇄가 없는 peptide
는 예상대로 Ni-NTN column에 결합하는 특성
을 보였고, SDS-PAGE & Coomassie staining 결
과 약 66kDa의 크기를 보임으로써 hALS 
peptide core와 크기가 거의 일치하였다. 이상의 
결과는 본 실험에서 발현 정제된 peptide가 당
초 의도된 pALS peptide임이 거의 확실함을 시
사한다.  

Glycosylated recombinant ALS peptide는 실험
실 수준에서 수차례 expression 되어 약간의 생
화학적 특성이 조사되었으나 (Leong 등, 1992; 
Choi 등, 2004; Lee 등, 2005), non-glycosylated 
procaryotic ALS의 생화학적 특성에 대해서는 
알려진 바가 없다. 이와 관련하여 natural ALS 
peptide의 당쇄를 glycanase로 제거하거나 CHO 
cell에서 ‘N-linked’ 당쇄가 결합되지 않도록 고
안된 ‘mutagenic’ expression construct를 trans- 
fection 시켜 발현된 mutant hALS peptide는  
IGFBP-3 를 결합하는 능력이 상실되는 것으로 
보고되었다 (Janosi 등, 1999). 따라서 본 연구에
서 expression된 presumptive pALS peptide가 
deglycoylated 혹은 non-glycosylated hALS mutant
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Fig. 2. SDS-PAGE and Coomassie staining
of the lysate of E. coli BL21 (DE3) 
cells following expression of the 
recombinant pALS peptide. The E. 
coli cells were transformed with a 
pALS pET-28a (+) plasmid expression
vector and ‘induced’ at 37 (upper) 
or 16 (lower). Following lysis of the 
cells and centrifugation, the superna-
tant of the lysate was subjected to 
Ni-NTN affinity chromatography under 
non-denaturing conditions. M, protein 
size marker; lane 1, supernatant of 
the cell lysate after centrifugation;
lane 2, flow-through of the Ni-NTN
column; lanes 3, 4 & 5, washes of 
the column with a buffer containing 
100 mM (lane 3) or 250 mM (lanes 4 
& 5) imidazole; lanes 6-8, eluates 
with a buffer containing 100 mM (lane 
6) or 250 mM (lanes 7 & 8) imida- 
zole; lane 9, supernatant of the 
Ni-NTN resin after boiling and cen- 
trifugation.

Fig. 3. Purification of a presumptive recom- 
binant pALS peptide following expres- 
sion in E. coli cells and Ni-NTN 
affinity chromatograph under denatur- 
ing conditions. Following expression 
of a pALS plasmid expression con- 
struct in E. coli BL21 (DE3) cells at 
37°C and lysis of the cells under a 
non-denaturing condition, the insoluble
fraction of the lysate was solubilized 
using a denaturing binding buffer 
containing 8M urea followed by Ni- 
NTN affinity chromatography under 
the denaturing condition. The Ni-NTN 
column eluate was subjected to SDS- 
PAGE followed by Coomassie stain- 
ing. M, protein size marker; lane 1, 
whole cell lysate; lane 2, insoluble 
fraction (pellet) of the cell lysate; lane 
3, supernatant of lane 2 following 
solubilization of lane 2 in the dena- 
turing binding buffer and centrifu- 
gation; lane 4, Ni-column flow-through 
of lane 3; lanes 5-7, sequential 
washes of the column with an elution 
buffer containing 20mM imidazole; 
lanes 8-10, eluate from the Ni 
column with a buffer containing 100
mM (lane 8) or 250 mM (lanes 9 & 
10) imidazole; lane 11, supernatant 
of the Ni-NTN resin after the affinity 
chromatography, boiling and centrifug- 
ation.

와 같이 ternary IGF complex의 subunit로서의 
ALS 활성이 상실되었는지의 여부를 판명하기 
위해서는 추가의 연구가 요망된다. 한편 일반
적으로 당단백질의 당쇄는 단백질간의 상호작
용시 상대편 단백질의 인지 ‘marker’로서의 역
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할과 peptide의 안정성 즉 반감기 (half-life)를 증
가시키는 효과가 있으나 면역 유발 작용
(immunogenicity)에는 영향을 미치지 않는 것으
로 알려져 있다. 따라서 본 연구로부터 도출된 
presumptive pALS peptide는 항혈청을 만들기 
위한 항원과 방사면역측정법[radioimmunoassay
(RIA)] 혹은 enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)의 비표지항원 [unlabeled antigen (stan- 
dard)]으로 쓰일 수 있을 것으로 기대된다.

. 요    약

Acid-labile subunit (ALS)는 85-kDa 크기의 당
단백질로서 7.5-kDa의 insulin-like growth factor

(IGF) 및 40~45-kDa IGF-binding protein-3와 결
합하여 150-kDa ternary complex를 형성하는 혈
장단백질이다. 선행연구에서 본 연구진은 reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

방법으로 돼지 (porcine) ALS (pALS)의 coding 

sequence를 합성하여 plasmid vector에 삽입시켜 
‘expression construct’를 제작한 바 있다. 그러나 
본 expression construct의 pALS coding sequence

에는 PCR error로 추정되는 원인으로 말미암아 
2개의 bases에서 mis-sense mutation이 일어난 것
이 발견되었다. 본 연구에서는 ‘site-directed 

mutagenesis’ 방법으로 pALS의 올바른 coding 

sequence를 합성하여 ‘insert DNA’의 마지막 
codon 다음에 ‘His-tag’ sequence가 위치한 pET- 

28a (+) plasmid expression vector에 삽입하였다. 

본 expression construct는 E. coli BL21 (DE3) 세
포에서 ‘induction’ 시켰고, 발현된 유전자재조
합(recombinant) peptide는 Ni-affinity chromato- 

graphy로 정제하였다. 이렇게 affinity chro- 

matography로 정제된 peptide는 SDS-PAGE에서 
66kDa 위치에 single band를 나타냄으로써 
recombinant pALS의 예상된 질량과 일치하였다. 

이상의 결과는 본 연구에서 recombinant pALS 

peptide가 성공적으로 발현 정제되었음을 시사
한다.
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