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요 약

분자진화방법을 이용하여 불용성 단백질을 가용성 단백질로 개량하고자 할 때 가장 중요한 과정은 발현 단백질의

세포 내 폴딩 및 용해도를 어떻게 측정하고 선별할 수 있는가에 있다. 본 연구에서는 ampicillin에 저항성을 가지는

beta-lactamase를 목적 단백질과 접합 형태로 발현하여 목적 단백질의 용해도를 측정 및 선별할 수 있는 방법을 구축

하였다. 이를 위하여 먼저 beta-lactamase C-말단에 목적 단백질을 링커를 이용하여 접합단백질 형태로 발현시킬 수 있

는 발현 시스템을 구축하였고, 구축된 발현시스템이 대장균의 ampicillin의 저항성을 향상시킴을 확인하였다. 구축된

발현시스템에 용해도가 비교적 높은 adenine deaminase와 aspartate aminotranseferase, 용해도가 매우 낮은 GlcNAc-2-

epimerase 세가지 단백질의 유전자를 클로닝하여 Ampicillin 농도에 따라 목적 단백질의 용해도가 세포 성장에 미치는

영향을 조사하였다. Ampicillin 농도 200 µg/mL에서 가용성 단백질인 adenine deaminase와 aspartate aminotranseferase

의 접합 단백질 발현은 세포 성장을 보이는 반면, 불용성 단백질인 GlcNAc-2-epimerase 접합 단백질 발현은 세포 성

장을 저해함을 확인하였다.

Abstract − It is the most important step to screen soluble and insoluble proteins when we attempt to improve the sol-

ubility of recombinant proteins through directed evolution approach. Here we show that the solubility of a recombinant

protein in vivo can be examined by expressing the recombinant protein with beta-lactamase as a fusion partner. First we

constructed an expression system which can produc a fusion protein with the C-terminal of beta-lactamase. Two soluble

proteins, i.e. adenine deaminase and aspartate aminotransferase, and insoluble GlcNAc-2-epimerase were cloned into the

developed expression vector, respectively. We investigated the effect of the expression of the three recombinant fusion

proteins on the growth of E. coli, and confirmed that the solubilities of the recombinant proteins correlated with cell

growth rates.
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1. 서 론
 

유전자 재조합 기술을 이용한 단백질 발현 및 생산 기술은 생명

공학 연구 및 산업에 있어서의 중요한 기반 기술이다. 특히 대장균

을 이용한 단백질 생산 방법은 유전자 조작과 배양의 수월성 및 뛰

어난 단백질 발현성 등으로 인해 생명 관련 연구 및 산업적으로 유

용한 다양한 단백질들의 생산 공정에 이용되고 있다[1]. 그러나 유

전자 재조합 기술을 이용한 대장균에서의 외래 단백질의 과발현은

발현 단백질의 뭉침 현상으로 인한 불용성 단백질, 즉 inclusion body

(IB) 형성의 문제를 종종 발생시키는 데, 특히 진핵 생물 유래의 단

백질을 대장균에서 발현할 때 흔히 관찰할 수 있다[1,2]. 대장균에

서의 IB 형성은 단백질 생산 공정에 있어 단백질 정제 과정에 유리

한 측면을 제공하기도 하지만, 많은 경우 생산하고자 하는 단백질의
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재접힘(refolding)이 쉽지 않기 때문에 IB 형성은 바람직하지 않은

현상이라고 할 수 있다. 실제로 IB 형성 문제는 뛰어난 단백질 생

산 능력에도 불구하고 많은 단백질의 생산 공정에 있어 대장균을

생산 세포로 사용할 수 없도록 만드는 요인 중의 하나이다[1]. 따라

서 대장균에서 단백질을 발현할 때 IB의 형성을 방지하고 활성이

있으며 가용성으로 발현시키는 기술은 생물 산업의 핵심 기술로 인

식되고 있으며, 특히 유전체 후 시대에 있어 유전체로부터 다량의

미지 단백질을 발현하여 분석하고자 하는 구조 유전체학/단백질체

학 등의 발전을 위해서는 반드시 필요한 기술이라 할 수 있다[2].

IB 형성, 즉 불용성 단백질의 생산을 결정하는 중요한 요인은 유

전자 재조합 단백질 발현 시 세포 안에서의 단백질 폴딩(folding)의

효율성인데, 단백질 폴딩이 올바로 일어나지 않을 경우 발현 단백

질의 뭉침 현상으로 인하여 불용성 단백질이 생성되며, 효율적으로

폴딩이 일어날 경우는 활성이 있는 가용성 단백질이 생산된다[1,2].

단백질의 과발현시 일어나는 단백질의 불용성화를 방지하고 가용성

으로 목표 단백질을 발현하기 위한 일반적인 방법으로는 i) 발현 온

도를 낮추어 발현단백질의 폴딩 효율을 높이는 방법[3], ii) 발현 프

로모터를 변화시켜 발현속도를 조절함으로써 가용성 단백질의 발현

정도를 증가시키는 방법[4], iii) 발현 단백질을 maltose binding

protein 등과 같이 용해도가 높은 단백질과 결합시켜 발현시킴으로써

목표 단백질의 가용성을 증가시키는 방법[5] 등이 있으며, 단백질을

불용성으로 얻고 이를 분리하여 화학적으로 녹인 후 다시 재접힘을

시도하여 활성 단백질을 얻고자 하는 방법 등이 있다[6]. 그러나 이

러한 방법들은 많은 문제점을 지니고 있는데, 예를 들면 발현 온도

및 발현 프로모터의 변화에 의하여 가용성 단백질을 발현하고자 하

는 방법은 각각의 단백질에 대해 최적화해야 하고 그 효율성에 한

계가 있다. Maltose binding protein과 같은 용해도가 높은 단백질을

결합시켜 발현하는 방법은 단백질의 종류에 관계없이 범용적으로

사용될 수 있는 장점이 있으나 발현 후 결합 단백질에 의해 목표 단

백질의 활성 및 구조가 크게 바뀌는 문제점이 발생한다. 특히 다중

구조로 이루어진 단백질의 경우는 원래의 단백질 활성을 얻기가 용

이하지 않다. 단백질을 IB로 발현시키고 화학적으로 재접힘을 시도

하는 방법은 역시 단백질마다 그 조건을 최적화해야 하며, 그 효율

성이 단백질마다 다르며, 또한 다중구조로 이루어진 단백질의 경우

원래의 활성 및 구조로 복원하는 데 어려움이 따른다.

최근 들어서 단백질 개량 기술을 이용하여 발현 단백질의 용해도

를 증가시키는 방법들이 발표되었는데, 이는 단백질의 아미노산 서

열들을 변화시킴으로써 단백질의 세포 안 접힘 효율 및 용해도를

증가시킬 수 있다는 것이다[2]. 단백질 개량 방법 중 특히 단백질의

성질 및 구조에 대한 자료 없이도 단백질을 원하는 방향으로 변화

시킬 수 있는 방향성 분자 진화(directed molecular evolution) 기술

을 이용하여 불용성 단백질을 가용화시킬 수 있다는 몇몇 연구 논

문들이 주로 발표되었는 데, 방향성 분자 진화법을 이용한 가용성

단백질 발현 기술은 특히 발현하고자 하는 단백질에 대한 큰 정보

없이도 단백질의 용해도를 증가시킬 수 있으며, 발현 후에도 단백

질의 구조 및 활성에 대한 큰 변화가 없는 것으로 알려져 있어 대

장균을 이용한 단백질의 생산 공정뿐 아니라 구조 유전체학과 같이

다량의 미지 단백질 발현을 요하는 생명과학 연구에 응용될 수 있

다는 장점을 지니고 있다[2,7].

한편 방향성 분자진화방법을 이용하여 불용성 단백질을 가용성

단백질로 개량하고자 할 때 가장 중요한 과정 또한 발현 단백질의

세포 내 폴딩 및 용해도를 어떻게 측정하고 선별할 수 있는가에 있

다. 물론 일반적인 방법으로 발현 단백질의 활성 등 단백질의 특성

을 이용하여 개량 단백질의 폴딩 및 용해도를 선별할 수도 있겠지

만 이것은 활성을 재기 어려운 단백질에는 적용되기 어려운 방법이

다. 특히 유전체로부터 미지의 단백질을 발현하고자 할 때는 목표

단백질에 대한 정보가 전혀 없는 상태에서 출발하는 것이므로 단백

질의 특성을 이용하여 개량 단백질을 선별하는 것은 불가능하게 된

다. 따라서 이러한 문제점을 극복하기 위해서는 단백질의 종류에 관

계없이 세포 내 발현 단백질의 폴딩 상태 및 용해도를 측정할 수 있

는 기술이 필요한 데 리포터 단백질과의 접합 단백질을 이용한 방

법이 발표되었고 이 방법은 많은 불용성 단백질을 가용성으로 변환

시키는 데 이용되었다[2]. 

본 논문에서는 ampicillin에 저항성을 가지는 beta-lactamase를 목

적 단백질과 접합 형태로 발현시킬 수 있는 신규 시스템을 구축, 이

를 이용해 목적 단백질의 세포 내 용해도를 ampicillin 하에서의 세

포 성장을 통해 선별할 수 있음을 보여주고자 한다. 또한 세포 내의

단백질 폴딩 및 용해도 측정 기술이 어떻게 응용될 수 있는지 살펴

보고자 한다.

2. 재료 및 실험

2-1. 발현 시스템 제조

Ampicillin 저항성을 가지는 beta lactamase 유전자를 PCR을 이

용해 증폭, pET 28a에 있는 NdeI과 BamHI 사이에 클로닝, pET-bla

를 제조하였다. 이때 beta-lactamase 유전자의 stop codon을 제거하

여 링커와 목적 단백질이 발현될 수 있는 벡터로 구축하였다. BamHI

과 EcoRI 사이에 링커(Linker: GGT CGC GGA TCC GCT GGC TCC

GCT GCT GGT TCT GGC GAA TTC GAG CTC(BamHI, EcoRI))를

삽입하여 넣었다. 용해도가 다른 세 단백질을 beta-lactamse c-terminal

에 접합 단백질 형태로 발현하기 위하여 다음의 primer들을 이용 각

각의 유전자를 증폭하였다. Aspartate aminotransferase 유전자의 증

폭을 위해서 5’primer: TCT GGC GAA TTC TTT GAG AAC ATT

ACC(EcoRI), 3’primer:GTG GTG CTC GAG TTA CAG CAC TGC

CAC(XhoI)를 사용하였고, adenine deaminase 유전자는 5’primer:

TCT GGC GAA TTC AGC GCT GCC AAA CTG CCC GAC C (EcoRI),

5’primer: GTG GTG CTC GAG AGC CAC TTC CTT GAG CAC CTT

GC(XhoI)를 이용 증폭하였으며, GlcNAc-2-epimerase 유전자는

5’primer: TCT GGC GAA TTC GAG AAA GAG CGA GAG(EcoRI),

5’primer: GTG GTG CTC GAG TTA TTC CGC GCC TCG(XhoI)를

이용 증폭하였다. 증폭된 유전자들을 EcoRI과 XhoI 등 이용 beta-

lactamase 접합 발현시스템에 클로닝, pET-bla-asp, pET-bla-ad, pET-

bla-GlcNAc를 제조하였다.

2-2. 균주 배양 및 단백질 발현

리포터 단백질에 클로닝된 pET-bla-asp, pET-bla-ad, pET-bla-

GlcNAc가 각각 포함된 대장균 BL21(DE3)를 각각 5 mL의 LB broth

에 넣고 37 oC에서 14시간 배양 후 새로운 LB broth를 96 well plate

에 200 uL씩 채우고 ampicillin 농도를 0, 50, 100, 200, 400, 800

µg/mL 농도로 맞추고 네 종류의 대장균 균주를 OD(wavelength:

600 nm) 값이 0.05가 되도록 동일하게 맞추고 37 oC에서 rpm 200

으로 배양시켰다. 그리고 36시간까지 대장균 성장 속도를 기록하였
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다.

3. 결과 및 고찰

3-1. 접합 단백질을 이용한 가용성 단백질 선별 원리

미국 Los Alamos 연구소의 Waldo 연구팀은 1999년 세포 내의 발

현 단백질 폴딩 및 용해도를 단백질의 특성 및 종류에 관계없이 측

정할 수 있는 간단하면서도 효율적인 방법을 고안, 발표하였다[8].

이 방법은 목표 단백질에 리포터 단백질을 결합시켜 발현시키면 목

표 단백질의 폴딩 및 세포 내의 용해도가 리포터 단백질에도 영향

을 미치는 것을 기본 원리로 하고 있으며, Fig. 1은 이 방법의 원리

를 간단하게 보여주고 있다. 즉, 가용성 리포터 단백질을 목표 단백

질에 약 10~20개의 펩타이드 링커를 이용하여 결합 단백질 형태로

발현시켰을 때 목표단백질이 가용성이라면 결합 단백질도 폴딩이

원활하게 이루어진 가용성 단백질로 발현되어 리포터 단백질의 기

능이 정상적으로 작동하고, 목표단백질이 불용성으로 발현된다면 결

합 단백질 역시 뭉침 현상으로 인해 불용성으로 발현되어 리포터

단백질의 기능이 작동하지 않는다. 따라서 이 방법을 이용하면 리

포터 단백질의 활성에 의해 목표 단백질의 폴딩 및 용해도를 측정

또는 판별할 수 있게 되며, 목표 단백질의 구조 및 특성과 관계 없

이 단백질의 폴딩 및 세포 내의 용해도에 의해서만 리포터의 활성

이 영향을 받게 된다.

Fig. 1의 결합 리포터 단백질을 이용한 세포 내의 발현 단백질 폴

딩 및 용해도 탐지 시스템에서 현재 사용되고 있는 측정방법은 green

fluorescence protein(GFP)과 같이 발현 단백질의 양을 정량적으로

측정할 수 있는 리포터 단백질을 이용한 방법과 chloramphenicol

acetyltransferase(CAT)와 같은 항생제 저항성 단백질을 이용하여 유

전자적 선별을 할 수 있는 방법이 있다.

GFP를 리포터 단백질로 이용하여 목표 단백질의 세포 내의 폴딩

및 용해도를 측정하는 방법은 Waldo 연구팀이 폴딩 리포터 방법을

소개하면서 사용하였는 데, 이들은 형광 단백질인 GFP를 목표 단

백질의 N-termial에 결합시켜 발현시켰을 때 GFP의 폴딩이 목표 단

백질의 폴딩 및 가용성에 영향을 받아 세포의 GFP 발현 형광도를

측정함으로써 목표 단백질의 세포 내 폴딩 및 용해도를 판별할 수

있음을 증명하였다[8]. Jellyfish Aequorea victoria 유래의 본래의

GFP의 경우 폴딩 효율이 안 좋아 대장균에서 불용성 형태로 발현

되는 경우가 많으므로 세포 내 발현 단백질의 용해도 측정을 위해

폴딩 효율이 좋고 가용성으로 발현되는 개량된 GFP 단백질을 리포

터 단백질로 사용하였다. 이들은 고안한 폴딩 리포터 시스템이 올

바로 작동하는지를 증명하기 위해서 Pyrobaculum aerophilum으로

부터 20가지 단백질을 리포터 단백질과 결합형태로 발현되도록 또

는 리포터 단백질 없이 발현되도록 클로닝한 후 대장균에서 발현하

고 이들의 용해도와 형광 측정도 사이에 관련이 있는지 조사하였고

이들이 서로 밀접한 관련성이 있음을 알 수 있었다. 이러한 리포터

단백질을 이용한 발현 단백질의 용해도 측정은 세포 안에서뿐 아니

라 세포 외 단백질 발현(in vitro translation)에서도 이용할 수 있음

을 확인하였다.

리포터 단백질로 항생제 저항성 단백질을 이용하는 방법으로

1999년 Maxwell 등에 의해 CAT를 이용하여 단백질의 세포 내 가

용성 정도를 측정할 수 있는 방법이 발표되었다[9]. 이들은 HIV

integrase와 CAT를 결합시켜 발현하였을 때 Fig. 1의 원리에 의해

목표 단백질의 폴딩 및 가용성 정도가 CAT의 폴딩 및 활성에도 영

향을 미쳐 발현 단백질의 세포 내 용해도와 세포가 chloramphenicol

하에서 자라는 성장과 밀접한 관계가 있음을 알 수 있었다. 

3-2. Beta-lactamase 단백질을 이용한 접합 단백질 발현 벡터 구축

본 연구에서는 항생제 저항성 단백질 중 beta-lactamase를 이용하

여 단백질의 가용도를 선별할 수 있는 시스템을 구축하고자 하였다.

Beta-lactam의 링 구조를 깨버리는 beta-lactamase의 경우 Plasmid

클로닝을 위한 marker로 널리 사용되는 대표적 항생제 저항성 단백

질이다. 이를 위하여 Fig. 2와 T7 프로모터 하에 beta-lactamase를

발현하는 bla 유전자를 클로닝 목표 단백질을 결합 단백질로 발현

Fig. 1. Folding analysis using reporter protein system in in vivo. 

Fig. 3. Growth of E. coli BL21(DE3) harboring pET-bla (A) and E. coli

BL21(DE3) harboring pET28a (B) on antibiotic agar plate

(50 µg/mL).

Fig. 2. Construction of antibiotic resistance reporter using beta-lac-

tamase. The expression of target protein was followed after

beta-lactamase. The linker is consisted of 12 amino acids.
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하기 위한 벡터 시스템(pET-bla)을 구축하였다. 구체적인 방법은

“재료 및 방법”에 기술되어있다.

제조된 pET-bla이 가용성 단백질의 선별 시스템으로 사용되기 위

해서는 대장균에서 ampicillin에 저항성을 보여야 하므로 이를 확인

하기 위하여 PET-bla를 대장균 Bl21(DE3)에 도입한 후 IPTG를 이

용 beta-lactamase의 발현을 유도 항생제 저항성을 확인하였다. Fig. 3

에서 보는 바와 beta-lactamase의 발현이 유도되지 않는 pET28a 벡

터가 도입된 대장균은 ampicillin을 포함한 고체 배지에서 성장을 보

이지 않는 반면, PET-bla가 도입된 대장균은 성장을 보였다.

3-3. 접합 단백질 발현 시스템을 이용한 세포 내 단백질 용해도 선별

제조된 PET-bla를 이용 단백질의 대장균 내 발현 용해도가 서로

다른 단백질들의 접합 단백질의 세포 내 가용도를 선별할 수 있는

지 알아보기 위하여 세포 내 용해도가 다른 접합 단백질 발현 시스템을

구축하였다. 대장균 내에서 용해도가 높은 aspartate aminotransferase

와 adenine deaminase(Ad)를 beta-lactamase의 C 말단에 linker를 이

용하여 연결 pET-bla-asp와 pET-bla-ad를 제조하였으며, 대장균에서

발현될 때 뭉침 현상을 일으키는 GlcNAc-2-epimerase를 같은 방법

으로 클로닝하여 pET-bla-GlcNAc를 제조하였다. 

이들 세가지 접합 단백질 발현 시스템을 대장균에 도입하여 접합

단백질의 발현을 유도하였으며, 이를 이용하여 목표 단백질 용해도

와 엠피실린이 첨가된 배지에서 대장균의 성장에 대한 관계성을 살

펴 보았다. 본 실험에서 사용한 beta-lactamase는 T7 promoter를 이

용한 과발현 시스템을 사용하고 있으며, 대장균에서 과발현되는

beta-lactamase의 활성 농도 범위의 검증 실험을 먼저 수행하였다.

이를 위하여 다양한 농도의 ampicillin가 포함된 배지(100, 200, 400

µg/mL)에서 pET-bla, pET-bla-asp, pET-bla-ad, pET-bla-GlcNAc가

도입된 네 가지 균주의 성장 속도를 비교하여 보았다. Fig. 4에서 보

는 바와 같이 Ampicillin 100 µg/mL에서 beta-lactamase와 beta-

lactamase 접합 단백질을 포함하는 대장균의 성장 속도를 비교해 볼

때, 용해도가 매우 낮은 GlcNAc-2-epimerase의 접합 단백질을 발현

하는 대장균은 다른 균주들에 비해 성장 속도가 늦어지기 시작하는

것을 확인할 수 있었다. Ampicillin 200 µg/mL에서 beta-lactamase와

beta-lactamase 접합 단백질을 포함하는 대장균의 성장 속도를 비교

해 볼 때, 용해도가 매우 낮은 GlcNAc-2-epimerase의 접합 단백질

을 발현하는 대장균은 다른 균주들에 비해 성장 속도가 매우 늦어

져 거의 성장이 일어나지 않는 것을 확인할 수 있었으며, ampicillin

400 µg/mL에서는 네 가지 균주 모두 성장이 일어나지 않음을 알 수

있었다. Fig. 5는 ampicillin 200 µg/mL에서 네 가지 군주의 실제 성장

곡선을 보여 주고 있으며, 가용성 단백질인 adenine deaminase와

aspartate transaminase를 beta-lactamase와 접합시킨 단백질 발현 대

장균의 성장이 원활하게 일어남을 관찰할 수 있었는데 반해, 불용

성 단백질인 GlcNAc-2-epimerase의 접합 단백질을 발현시킨 균주

의 경우 성장이 일어나지 않음을 보여 주고 있다.

위의 결과는 다음의 사실을 말해주고 있다. 첫째, ampicillin 100

µg/mL과 ampicillin 200 µg/mL의 결과에서 볼 수 있듯이 beta-

lactamse 접합 단백질 시스템은 목표 단백질의 용해도를 세포 성장

속도를 이용해 선별할 수 있는 방법으로 사용될 수 있을 것이다. 둘

째, 구축된 시스템을 선별 시스템으로 이용할 수 있는 최적 조건은

ampicillin 200 µg/mL이다. Ampicillin 100 µg/mL 농도는 GlcNAc-

2-epimerase의 접합 단백질을 발현하는 대장균의 성장 속도가 낮아

지기는 가용성 단백질과의 접합 단백질 발현 균주와 성장 속도를

통해 선별할 수 있는 농도가 아니며, ampicillin 400 µg/mL에서는

모든 균주가 성장을 보이지 않는데 이는 발현되는 beta-lacmase의

활성이 ampicillin 400 µg/mL 농도의 항생제를 모두 분해하지는 못

한다는 것을 암시하고 있다. 

3-4. 리포터 단백질을 이용한 불용성 단백질의 개량 및 응용성 고찰

서론에서 언급한 바와 같이 리포터 단백질을 이용한 세포 내의 단

백질 폴딩 및 가용성 측정 방법은 방향성 분자 진화 기술을 이용하

여 불용성 단백질을 가용성 단백질로 개량하고자 하는 연구에 유용

하게 사용될 수 있다. Fig. 6은 방법의 개략을 도시한 것이다. 즉, 불

용성 목표 단백질의 유전자에 error-prone PCR이나 gene shuffling

등의 유전자 돌연변이 기법을 이용하여 무작위로 돌연변이를 도입

한 후 그 라이브러리를 Fig. 2와 같은 폴딩 리포터의 목표 단백질

부분에 클로닝하고 발현 대장균에 도입하여 이로부터 리포터 시스

Fig. 4. Cell growth rates of E. coli harboring pET-bla, pET-bla-asp,

pET-bla-ad, and pET-bla-GlcNAc at various concentration

of ampicillin (100, 200, 400 µg/mL).

Fig. 5. Cell growth curve of E. coli harboring pET-bla (●), pET-

bla-asp (△), pET-bla-ad (▼), and pET-bla-GlcNAc (○) at

200 µg/mL of ampicillin. The cell were incubated at 37 oC

for 30 hours. 1 mM IPTG was added to each medium to

induce gene expression.
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템을 이용하여 가용성으로 개량된 단백질을 얻는 것이 이 방법의

일반적인 순서이다. 이때 리포터 단백질의 종류에 따른 특징을 살

펴보면 다음과 같다.

GFP를 리포터 단백질로 이용하고 목표 단백질을 방향성 분자 진

화 기술을 이용하여 개량하고 선별하는 방법은 목표 단백질의 가용

성 정도를 GFP 단백질을 이용하여 정량적으로 분석할 수 있다는

장점이 있는 반면, 세포의 형광 정도에 의해 104~109 정도의 세포

군으로부터 목적 세포를 선별해야 하므로 image analyzer나 flow

cytometry 등의 값비싼 장비를 이용하는 해야 하는 단점이 있다.

방향성 분자 진화 기술을 이용하여 단백질을 개량하고 원하는 성

질을 지닌 단백질을 선별할 때 보다 효과적인 방법은 세포의 개량

단백질의 성질이 세포의 생사와 관련이 있어 이를 이용한 유전자적

선별(genetic selection)이 가능한 경우이다. 따라서 항생제를 리포터

단백질로 이용하여 발현 단백질의 폴딩 및 가용성 정도를 선별하는

경우가 GFP 단백질을 이용하여 세포 각각에 대해 발광도를 측정하

여 선별하는 경우에 비해 용이하며 이러한 방법의 경우 선별 가능

한 라이브러리의 용량이 커지고 선별 작업 시 특별한 장비가 필요

없다는 장점이 있다. 그러나 GFP 단백질을 리포터로 이용한 경우

에 비해서 발현 단백질의 가용성 정도를 측정하는데 있어 정량성은

떨어진다.

리포터 단백질을 이용하여 세포 내 단백질의 폴딩 및 가용성 정

도를 측정하는 방법은 앞에서 언급한 바와 같이 불용성 단백질을

가용성으로 개량하는 방법의 선별 방법으로 유용하게 사용되어 왔

는데 이 방법은 대장균에서의 IB 형성으로 인하여 어려움이 있던

연구들을 가능하게 해주었다. 예를 들면 GFP를 이용한 폴딩 리포

터 시스템을 고안한 Waldo 연구팀은 폴딩 리포터 시스템과 방향성

분자 진화 기술을 이용하여 대장균에서 블용성으로 발현되는 P.

aerophilum 유래의 nucleoside diphosphate kinase, methyl transferase,

tartrate dehydratase beta-subunit 세가지 단백질을 가용화시킨 후 이

들 단백질의 구조 및 특성을 X-ray crystallography를 이용하여 조

사하였다[10]. 서세원 교수 연구팀 또한 같은 방법을 이용하여 유전자

만 알려졌을 뿐 단백질의 특성 및 구조가 밝혀지지 않은 Mycobacerium

tuberculosis Rv2002 유전자를 대장균에서 가용성으로 발현하여 이

단백질의 구조 및 dehydrogenase로서의 효소적 특성을 분석하였다

[11]. 이러한 연구들은 폴딩 리포터 방법이 유전체 정보로부터 단백

질을 발현하여 그 특성을 조사하고자 하는 구조 유전체학의 연구에

응용될 수 있음을 나타내고 있다.

이외에도 Arnold 연구팀은 2001년 Nature biotechnology에 CAT

를 폴딩 리포터로 이용하여 가용성 cytochrome P450을 얻는데 성

공하였음을 발표하였다[12]. 이들은 아미노산 서열의 호몰로지가 서

로 다른 인간유래의 cytochrome P450 단백질과 Bacillus 유래의

P450 단백질 두개의 도메인(domain)을 이용하여 하이브리드 단백

질 라이브러리로부터 가용성 단백질을 선별하는데 폴딩 리포터 방

법을 사용하였다. 또한 Bowei 연구팀은 전사 조절인자인 TEL-SAM

단백질 도메인의 구조 및 역할에 대하여 연구하기 위하여 이들을

발현 및 분리할 필요가 있었는데, 이들 단백질의 IB 형성 문제를

GFP 폴딩 리포터와 분자 진화기술을 이용하여 가용성 단백질로 변

화시킴으로서 해결하여 후속 연구를 진행할 수 있었다[13].

폴딩 리포터 기술을 이용한 또 다른 연구 성과로는 2001년 발표

된 Kawasaki와 Inagaki의 연구를 들 수 있는데 이들은 GFP를 폴딩

리포터로 사용하여 Vav 단백질로부터 가용성 도메인을 찾아 내었

다[14]. 무작위 프라이머와 PCR을 이용하여 Vav 유전자로부터 도

메인 라이브러리를 만들고 GFP 폴딩 리포터를 이용해 12 부분의

가용성 도메인을 선별하였는데, 이는 NMR 등을 이용한 단백질 도

메인의 구조 연구에 응용될 수 있음을 제시하였다.

4. 결 론

본 논문에서는 beta-lactamse를 이용하여 단백질의 세포 내 용해

도를 측정 및 선별할 수 있는 시스템을 구축, 이를 실험적으로 증명

하였다. Beta-lactamase C-말단에 목적 단백질을 접합단백질 형태로

발현시킬 수 있는 발현 시스템을 구축, 용해도가 비교적 높은 adenine

deaminase와 aspartate aminotranseferase, 용해도가 매우 낮은 GlcNAc-

2-epimerase 세가지 단백질과의 접합 단백질 발현시스템을 제조하

였으며, 이를 이용하여 목적 단백질의 용해도가 세포 성장에 영향

을 미침을 확인하였다. 이 방법은 기존의 CAT를 리포터 단백질로

이용한 방법과 더불어 불용성 단백질을 가용성 단백질로 변환시키

는데 이용되어 구조 유전체학과 같은 생명 과학 연구에 있어 유용

하게 응용될 수 있을 것으로 기대된다. 
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