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Severe acute respiratory syndrome (SARS) is a severe respiratory infectious disease caused by a novel
human coronavirus, SARS-CoV. The 3CL protease is a key enzyme in the proteolytic processing of
replicase polyprotein precursors, pp1a and pp1ab, which mediate all the functions required for viral
genomic replication and transcription. Therefore, this enzyme is a target for the development of che-
motherapeutic agents against SARS. A large quantity of active SARS-3CL protease is required for de-
velopment of anti-SARS agents. Here we have constructed overexpression vector for the production
of the SARS-3CL protease. The gene encoding SARS-3CL protease was amplified using polymerase
chain reaction and cloned into the pET29a expression vector, resulting in pET29a/SARS-3CLP.
Recombinant SARS-3CL protease was successfully synthesized by the dialysis mode of the cell-free
protein expression system, and purified by three-step fast protein liquid chromatography using HighQ
and MonoP column chromatographies and Sephacryl S-300 gel filtration. In addition, the produced
SARS-3CL protease was found to be an active mature form. This study provides efficient methods not
only for the development of anti-SARS materials from natural sources, but also for the study of basic
properties of the SARS-3CL protease.
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서 론

사스(Severe acute respiratory syndrome, SARS)는 사람의

신종 폐렴인 중증 급성 호흡기 질환으로 2002년에 중국의 광

동성에서 최초로 발생하여 아시아를 중심으로 세계 여러 나라

로 급속히 확산되어 인류의 생존을 위협했다. 세계보건기구의

보고에 의하면 2003년 8월까지 약 8500명 이상의 사스 감염자

가 발생하였으며 그 중 800명 이상이 사망했다[4,18]. 그 후,

이 질병을 일으키는 원인으로 신종의 RNA 바이러스인

SARS-Coronavirus (SARS-CoV)가 2003년에 발견되었다

[5,7,13]. SARS-CoV는 나도바이러스목 코로나바이러스과에

속하는 positive-sense, single-stranded RNA 바이러스로 사람

이외의 동물의 소화기관 및 호흡기관에서 염증을 일으키는

바이러스가 돌연변이를 일으켜 사람에게 전염된 것으로 감염

경로는 동물의 분비물이나 배출물의 접촉에 의한 것으로 밝혀

졌다[9,16,17]. 원인 바이러스인 SARS-CoV에 노출된 후 2∼7

일 정도의 잠복기가 지나면 발열, 무력감, 두통, 근육통 등의

신체 전반에 걸친 증상이 나타난다. 심한 경우에는 증상이 2주

이상 지속되며 호흡 기능이 크게 나빠지고 급성 호흡곤란 증

후군 및 다기관 부전증으로 진행되어 사망에 이르는 경우도

있다[4,14,18].

SARS-CoV가 숙주 세포 표면에 흡착하면 세포 내 전송 및

막 융합 과정을 거쳐 숙주 세포 내부에 침입하게 되며, 침입한

바이러스는 대량으로 복제·증폭되고, 복제된 바이러스는 다시

숙주 세포 밖으로 방출되어 확산 된다. 이런 SARS-CoV의 복

제, 전사 및 단백질 합성 과정은 2개의 복제효소 복합 단백질,

pp1a (486 kDa)와 pp1ab (790 kDa)에 의해 결정되는데, pp1a

와 pp1ab는 불활성형으로 합성된 후 3C-like protease (3CL

protease) 및 papain-like protease (PL2 protease)에 의해 특정

절단부위가 절단됨으로써 여러 가지 활성형 단백질로 전환되

어 바이러스의 복제를 개시한다[16,19,21,22]. 따라서,

SARS-CoV의 3CL protease와 PL2 protease는 SARS-CoV의

복제, 전사 및 단백질 합성 과정을 조절하는 복제효소 복합체

의 프로세싱에 결정적인 역할을 담당하는 효소들이며 이들

효소의 활성을 저해함으로써 바이러스의 복제 및 증식을 차단

할 수 있다. 특히 3CL protease의 효소활성을 저해하면 복제효

소 복합체의 특정 절단부위 14 곳 중 11 곳이 절단되지 않아

활성형 복제효소관련 단백질들이 생산되지 않으며 그 결과,

SARS-CoV가 숙주 세포 내부에 침입하여도 세포 내부에서 바

이러스의 복제반응이 개시되지 않고 바이러스의 증식이 억제

되어 사스의 치료에 크게 효과를 나타낼 수 있다. 이러한 이유

로 3CL protease는 사스 치료제 개발의 중요한 표적으로 주목

받고 있다[1,6]. 사스가 출현한 2003년 이후 현재까지

SARS-3CL protease의 저해제 개발을 위해 여러 연구자들이

High-Throughput Screening (HTS) 법을 이용한 compound

library screening법 및 In silico screening법을 이용하여

SARS-3CL protease의 효소활성을 저해하는 다양한 종류의 화
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합물을 발견하였다[2,3,8,23-25]. 그러나 신약 후보 물질로 이용

할 수 있는 높은 저해활성과 안정성을 가지면서 인체에 안전

한 물질은 현재까지 발견되지 않고 있다. SARS-3CL protease

의 저해활성물질의 스크리닝 뿐 만 아니라 효소활성발현 메커

니즘의 명확한 해명은 유사 바이러스성 질환의 치료제 개발을

위해서도 중요하다.

본 연구에서는 SARS-3CL protease의 구조 및 기능 상관에

관한 연구 및 저해활성물질 탐색에 필요한 활성형 3CL

protease를 생산하는 최적 방법을 고안하고자 하였다. 다양한

발현계를 작성하여 효소 생산에 최적인 발현 벡타 및 단백질

발현 방법을 검토하였다. 그 결과 pET29a/3CLP 발현 벡타를

이용한 무세포 단백질 합성방법이 SARS-3CL protease의 단백

질 발현 및 생산에 최적인 것으로 확인되었다. 또한 발현된

SARS-3CL protease의 정제를 위해 High Q column, Mono

P column, 및 Sephacryl S-300 겔 여과법을 이용한 3단계의

간단한 정제방법을 확립하였다.

재료 및 방법

사용 균주 및 시약

본 연구에서 사용한 E. coli strain DH5α, BL21 (DE3) 및

plasmid pET29a는 Novagen (Madison, USA)으로 부터 구입

하였다. ATP, UTP, GTP, CTP, Creatine phosphate (CP),

Creatine kinase (CK), phosphor-enolpyruvate, Escherichia coli

total tRNA mixture, T7 RNA polymerase 및 S30 extract는

Roche Applied science (Indianapolis, USA)에서 구입하였다.

Pyruvate kinase, L(-)-5-formyl-5,6,7,8-tetrahydrofolic acid

(folinic acid), cAMP, potassium glutamate, polyethylene

glycol (PEG) (average MW 8,000) 및 acetyl coenzyme A는

Sigma Aldrich사로부터 구매하여 사용하였다. 각종 아미노산,

dithiothreitol (DTT) 및 diethylpyrocarbonate (DTNB)는

Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)로부터, Recombinant Pfu

DNA polymerase, T4 DNA ligase, alkaline phophatase (CIP)

및 제한효소는 Stratagene (La Jolla, USA)에서 구입하였다. 그

외에 본 실험에 사용된 모든 시약은 분석용 특급시약을 사용

하였다.

발현 벡타의 구축

SARS-3CL protease의 유전자를 pMAL vector (New

England BioLabs Inc., USA)의 cloning site에 재조합한

pMAL/3CLP plasmid (N. Yamamoto, Tokyo Medical and

Dental University, Japan) DNA를 E. coli DH5α에서 발현·정

제한 후 template DNA로 사용하였다. SARS-3CL protease 유

전자의 증폭은 아래의 primers를 사용하여 polymerase chain

reaction (PCR) 법으로 실행하였다. Forward primer

(5’-CGTGGATCCCAGACATCAATCACTTCTGCTGTTCTG

CAGAGTGGTTTTAGGAAAATGGC-3’)에는 BamHI site (밑

줄)와 천연 pp1ab polyprotein의 SARS-3CLP의 N-말단의 상

부에 해당하는 10개의 아미노산(QTSITSAVLQ)을 코딩하는

30 nucleotides를 도입하였다. Reverse primer (5’-GGTG

CTCGAGAGTGCCCTTAACAATTTTCTTGAACTTACCTT

GGAAGGTAACACCAGAGC-3’)에는 XhoI site (밑줄)와 천

연 pp1ab polyprotein의 SARS-3CLP의 C-말단의 하부에 해당

하는 10개의 아미노산(GKFKKIVKGT)을 코딩하는 30

nucleotides를 도입한 것을 사용하였다. PCR 조건은 변성 온

도 95℃, annealing 온도 55℃, 합성 온도 68℃이었고, 총 25

cycle을 수행하였다. PCR 생성물은 1% agarose gel 전기영동

으로 확인한 후, PCR purification kit (Quagen)로 정제하여

발현계의 구축에 사용하였다. 정제된 SARS-3CL protease 유

전자와 발현벡터 pET29a를 제한효소 BamHI과 XhoI로 절단한

다음, 재조합 pET29a/3CLP 벡터를 작성하였다. 그 결과 생성

되는 예상 단백질인 SARS-3CL protease의 도식은 Fig. 1A에

나타내었다.

무세포 단백질 발현 반응 및 정제

SARS-3CL protease의 단백질 발현은 Kigawa 등[10,11]의

무세포 단백질 합성 반응법에 따라 실시하였다. 반응액은 다

음과 같이 조제하여 사용하였다: 55 mM Hepes-KOH buffer

(pH 7.5); 1.7 mM DTT; 1.2 mM ATP (pH 7.0); 각 0.8 mM의

CTP (pH 7.0), GTP (pH 7.0), 및 UTP (pH 7.0); 80 mM CP;

250 μg/ml CK; 4.0% PEG 8000; 0.64 mM 3’,5’-cyclic AMP;

68 μM folinic acid; 175 μg/ml E. coli total tRNA; 210 mM

potassium glutamate; 27.5 mM ammonium acetate; 10.7 mM

magnesium acetate; 각 1.0 mM의 20종 아미노산; 2∼32 μg/

ml 발현벡타(pET29a/3CLP plasmid); 93 μg/ml T7 RNA

polymerase; 30% (v/v) S30 세포 파쇄액; 0.05% sodium azide.

투석액은 반응액에서 CK, E. coli total tRNA, 발현벡터, T7

RNA polymerase, 및 S30 세포 파쇄액을 제외하고 조제하여

사용하였다. 반응액을 투석막(Spectra/Por 7 MWCo: 15,000,

Spectrum Laboratories, Inc., USA)에 넣고 투석액에 대하여

30℃에서 6시간 투석하여 발현 반응을 실행하였다.

단백질 합성반응이 종료한 반응액을 회수하여 완충액 A

(20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1 mM EDTA, 1 mM DTT)로 투석하

고 원심분리(12,000×g, 20 min, 4℃)하였다. 상층액을 완충액

A로 평형화시킨 High Q (12.6×40 mm, Bio-Rad) 컬럼에 주입

하고, 충분한 양의 완충액 A로 세척한 후, 완충액 A의 NaCl

농도가 0∼0.2 M에 이르도록 농도 기울기법으로 분별 용출하

였다. 효소 단백질이 함유된 분획을 회수하여 완충액 B (25

mM Imidazole-HCl, pH 7.6, 1 mM DTT)로 투석하여, 원심분

리(12,000×g, 20 min, 4℃)하였다. 동일한 완충액 B로 평형화시

킨 Mono P 컬럼(5×200 mm, GE Healthcare)에 위의 상층액을

주입하고, 비흡착 단백질을 완충액 B로 세척한 후, 완충액
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Fig. 1. Schematic diagram and expression analysis of SARS-3CL

protease. (A) A schematic view of the expressed

SARS-3CL protease. S, S-tag protein; N10, 10 amino acids

to the N-terminal (QTSITSAVLQ); C145, Cys
145

; C10, 10

amino acids to the C-terminal (GKFKKIVKGT); His,

6×His; Q-1, Gln-1; S1, Ser1; Q306, Gln306; G307, Gly307. (B)

SDS-PAGE profiles of 3CL protease induced by various

concentration (0, 2, 4, 8, 16, 32 μg/ml) of pET29a/3CLP

plasmid. The expression of the recombinant protein

SARS-3CL protease was confirmed by the SDS-PAGE

and Coomassie brilliant blue staining. M, molecular

weight markers; No DNA, blank.

C (1/8 Polybuffer74, 1 mM DTT)로 분별 용출시켰다. 효소

단백질이 함유된 Mono P 컬럼 분획을 회수하여 완충액 D

(20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 M

NaCl)로 투석하였다. 이 단백질용액을 완충액 D로 평형화된

Sephacryl S-300 컬럼(26×600 mm, GE Healthcare)에 주입하

여 동일한 용액으로 단백질을 분별 용출시켜 SARS-3CL

protease의 효소활성을 나타내는 분획을 회수하였다. 이상의

과정으로 정제한 효소를 4℃에 보관하면서 정제 효소의 특성

실험에 사용하였다. 정제 효소의 단백질 정량은 소 혈청 알부

민을 표준 단백질로 사용하여 Bicinchoninic acid (BCA)법으

로 측정하였다.

효소 활성 측정

SARS-3CL protease의 효소 활성은 형광 펩타이드 기질,

Nma-Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln-Ser-Gly-Phe-Arg-Lys(Dnp)-N

H2 (Peptron, Korea)을 사용하여 분석하였다. 효소활성은 100

mM Tris-HCl (pH7.3)/1 mM DTT 완충액 150 μl, 1 mM 기질

용액 20 μl, 및 효소용액 30 μl를 혼합하여 37℃에서 30분간

효소 반응을 연속적으로 측정하였다. 효소 반응은 기질 첨가

로 시작되고, 효소활성은 microplate reader (Tecan Infinite

200, Austria)를 사용하여 excitation wavelength, 320 nm 및

emission wavelength, 420 nm에서 연속적으로 형광의 세기를

측정하여 분석하였다. 기질의 분해 정도는 Nma/Dnp type

fluorescence-quencing 기질에 대한 표준형광물질인 D-

A2pr(Nma)-Gly 및 Ala-Phe-Pro-Lys(Dnp)-D-Arg-D-Arg

(Peptide, Japan)의 혼합물의 농도로 환산하여 계산하였다.

3CL protease의 효소 활성 1 unit는 1 min 당 생산된 1 nmol

기질 분해 펩타이드 농도로 정의하였다.

Western Blot 분석 및 기타

무세포 단백질 합성법으로 발현된 단백질 용액은 15%

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)로 분리하여,

polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Bio-Rad, USA)

에 전사하였다. 이 PVDF membrane을 5% skim milk로 1시간

동안 blocking 한 후, TBS-T 완충액(20 mM Tris-HCl, pH 7.6,

137 mM NaCl, 0.1% Tween 20)으로 10분간 3회 세척하였으며

적정 희석된 1차 항체, anti-SARS-CoV 3CL protease, mouse

mAb (Genesis Biotech Inc., Taiwan)로 상온에서 1시간 동안

반응시킨 후 TBS-T 완충액으로 세척하고 2차 항체, ECL

HRP-conjugated anti-mouse antibody (Amersham

Biosciences, NJ, USA)로 추가 반응시켰다. 반응 후 TBS-T 완

충액으로 다시 10분간 3회 세척하였으며, ECL Western

detection reagents (Amersham Biosciences, USA)를 사용하여

반응시키고, LAS-3000 Luminescent Image Analyzer

(FUJIFILM, Japan)로 발현 수준을 분석하였다.

정제 단백질의 분자량은 MALDI-TOF mass spectrometer

(Applied Biosystems Voyager-DE STR mass spectrometer,

USA)를 사용하여 측정하였다. N-말단 아미노산 서열 분석은

Porcise® cLC System Model 492 cLC (Applied Biosystem,

USA)를 사용하여 Edman 분해법으로 분석하였다.

결과 및 고찰

SARS-3CL protease의 발현 벡타 구축

3CL protease는 사스의 원인 물질인 SARS-CoV의 복제 및

증식에 중요한 역할을 담당하는 효소로서, 본 효소의 효소학

적 특성 및 저해물질을 탐색하기 위해서는 다량의 활성형 3CL

protease를 생산할 필요가 있다[1]. 본 연구에서는 효소활성을

가지고 있는 SARS-3CL protease를 다량으로 생산하기 위하

여, 그 유전자를 함유하고 있는 pMAL/3CLP plasmid로부터

PCR법으로 3CL protease의 유전자를 증폭하고, pET29a 발현

벡터의 BamHI과 XhoI 제한효소 자리에 삽입하여

pET29a/3CLP 발현 벡터를 구축하였다. 이 벡터에서 발현되

는 SARS-3CL protease의 전체 단백질은 Fig. 1A에 도식으로
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나타내었다. 발현단백질의 N-말단에는 S-tag protein (S)과 천

연 pp1ab polyprotein의 3CL protease의 N-말단의 상부에 해

당하는 10개의 아미노산(N10), QTSITSAVLQ이 추가되었다.

또한, 단백질의 C-말단에는 천연 pp1ab polyprotein의 3CLP

의 C-말단의 하부에 해당하는 10개의 아미노산(C10),

GKFKKIVKGT와 His-tag (His)가 발현되도록 디자인하였다.

발현되는 효소단백질의 N-말단 및 C-말단에 천연 pp1ab

polyprotein의 아미노산을 각각 10개씩 삽입시킨 것은

SARS-3CL protease 자신의 자가분해를 유도하여 재조합 효소

의 N-말단에 존재하는 S-tag 및 N10 그리고 C-말단에 존재하

는 C10 및 His-tag를 제거하여 천연 활성형 SARS-3CL

protease를 생산하기 위해서이다[16,19,22].

SARS-3CL protease의 최적 발현조건을 검토하기 위하여

우선 대장균 BL21, BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysS 및 TB1을

pET29a/3CLP 발현 벡터로 각각 형질전환시켰다. 각 형질

전환된 숙주의 3CL protease의 발현은 각각의 대장균을 3

7℃에서 A600=0.6로 배양하여, 1 mM IPTG를 첨가하여 단백

질 발현을 유도하였다. 4시간의 배양 후, 각 배양균체의 단백

질을 SDS-PAGE 전기영동으로 분리하여, 그 효소 발현량을

검토하였다. 그 결과, 어떤 종류의 대장균에서도 자가분해된

성숙체 3CL protease (306 아미노산; 33.8 kDa) 및 불활성형

3CL protease (367 아미노산: 40.5 kDa)에 해당되는 새로운

단백질의 발현을 확인할 수 없었다(결과 생략). 더구나 추가

로 구축한 pGEX-4T/3CLP 및 pGEX-6P/3CLP 발현 벡터로

각각 형질 전환된 대장균에서 동일한 방법으로 발현 실험을

수행하였으나, SARS-3CL protease의 발현을 확인할 수 없었

다(결과 생략).

무세포 단백질 합성법을 이용한 SARS-3CL protease의

발현

SARS-3CL protease를 발현시키기 위하여, 투석방법을 이

용한 무세포 단백질 합성법을 실행하였다[10,11,20]. 이 단백질

합성법의 template DNA는 위에서 구축한 pET29a/3CLP 벡

터를 사용하였다. 우선 단백질 발현에 영향을 미치는 template

DNA의 농도를 최적화하기 위하여 미량 투석 합성방법(30 μl

반응액 규모)으로 pET29a/3CLP plasmid의 농도를 2, 4, 8, 16,

32 μg/ml로 변화시키면서 3CL protease를 발현시킨 후, 각

반응액을 SDS-PAGE 전기영동방법으로 그 효소 단백질의 발

현량을 비교 검토하였다. 그 결과는 Fig. 1B에 나타낸 것과

같이, 전기영동 겔 사진의 lane 2부터 lane 6까지는 template

DNA의 농도별 반응액, 그리고 lane 7에는 template DNA을

첨가하지 않은 반응액(Blank)의 전기영동 패턴을 나타내고 있

다. Blank와 각 농도별 template DNA 반응액의 전기영동 패

턴을 비교해 보면 DNA의 농도가 증가함에 따라 3CL protease

(33 kDa 부근)의 단백질 밴드가 비례적으로 두꺼워지는 것을

확인할 수 있다. 따라서, 무세포 단백질 합성법을 이용한

SARS-3CL protease의 발현량은 pET29a/3CLP 벡터의 농도에

의존적으로 증가하는 것을 알 수 있었으며, SARS-3CL

protease의 무세포 단백질 합성법에서 단백질 발현량을 최대

한 높이기 위해서는 pET29a/3CLP plasmid의 농도를 16∼32

μg/ml로 조절하여 단백질 합성을 실행하는 것이 최적인 것으

로 확인되었다. 또한, 발현된 효소 단백질이 SARS-3CL

protease인지를 규명하기 위하여, SARS-3CL protease의 항체

를 사용하여 Western Blotting 방법으로 분석한 결과 Fig. 2B의

전기영동 사진에 보이는 것처럼 3CL protease의 분자량과 일

치하는 33 kDa 부근에서 단백질 밴드를 확인할 수 있었다.

따라서 pET29a/3CLP 발현 벡터를 이용한 무세포 단백질 합

성법으로 발현된 단백질은 SARS-3CL protease인 것이 명확히

밝혀졌다.

SARS-3CL protease의 정제 및 효소 활성

무세포 단백질 합성법을 이용한 SARS-3CL protease의 대

량 발현 반응은 20 μg/ml pET29a/3CLP plasmid 농도의

template DNA 존재 하에서 9 ml 반응액 규모로 실행하였다.

합성반응이 종료된 단백질 반응액을 회수하여 완충액 A로 투

석하고, 원심분리하여 저분자 물질 및 불용성 물질을 제거하

였다. 단백질 발현을 확인하기 위하여 상층액 일부를 전기영

동을 실시하여 3CL protease의 단백질 발현 유무를 확인하였

다. 그 결과는 Fig. 2A, lane 1에 나타낸 것과 같이 33 kDa

Fig. 2. SDS-PAGE and Western blot analysis of expressed

SARS-3CL protease. Total protein extract synthesized

in cell-free system and purified 3CL protease were

subjected to 15% SDS-PAGE and analyzed by

Coomassie brilliant blue staining (A) and Western blot

with anti-SARS-CoV 3CL protease antibody (B). Lane

M, molecular weight markers; 1, protein synthesized in

cell-free system; 2, purified 3CL protease; WB, western

blotting result of the purified 3CL protease.
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Table 1. Purification of SARS-3CL proteasea

Purification steps
Total protein

(mg)

Total activity

(units)

Specific activityb

(units/mg)

Purification

(-fold)

Yield

(%)

Cell-free synthesis

High Q

Mono P

Sephacryl S-300

623.6

11.9

3.1

2.9

517.6

264.8

186.9

178.5

0.83

22.25

60.30

61.54

1

27

73

74

100

51

36

34
a
The results obtained using a 9 ml reaction mixture are shown.

b
1 unit=activity hydrolyzing 1 nmol of synthetic peptide per min.

부근에 굵은 단백질 밴드가 확인되었다. 따라서, 무세포 단백

질 합성법을 이용한 3CL protease 단백질의 대량 발현 반응이

성공적으로 잘 진행된 것을 알 수 있었다. 발현된 3CL pro-

tease를 정제하기 위하여, 위의 상층액을 High Q 컬럼 크로마

토그래피, Mono P 컬럼 크로마토포커싱, 그리고 Sephacryl

S-300 겔 여과 방법을 이용하여 3CL protease를 완전 정제하였

다. 최종적으로 정제한 효소의 정제도를 확인하기 위하여 전

기영동을 실시한 결과, 표준 단백질 마크의 분자량 33 kDa

부근에서 단일 밴드가 확인되어(Fig. 2A의 lane 2) 균일하게

정제된 것으로 판단되었다. 이상의 정제과정의 결과를 Table

1에 나타낸 것과 같이, 9 ml 규모의 무세포 단백질 합성 반응액

으로부터 완전 정제한 SARS-3CL protease를 약 3 mg 생산할

수 있는 것으로 확인되었다.

정제한 3CL protease의 효소 활성을 측정하기 위하여, 형

광기질 (Nma-Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln-Ser-Gly-Phe-Arg-

Lys(Dnp)-NH2)을 합성·정제하여 사용하였다. 합성한 형광기

질은 2-(N-methylamino)benzoyl (Nma)/2,4-dinitrophenyl

(Dnp) type fluorescence-quencing 기질의 일종으로 펩타이드

배열은 SARS-3CL protease의 N-말단에 있는 자가분해 부위

(Gln-Ser) 상류의 6번째 아미노산 잔기부터 하류의 5번째 아미

노산 잔기까지의 배열(Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln↓Ser-Gly-

Phe-Arg-Lys )과 일치한다[1]. 이 형광 기질을 이용하여 측정

한 완전 정제된 SARS-3CL protease의 효소의 비활성은 61.5

unit/mg으로 확인되었다. 또한 정제한 SARS-3CL protease의

정제도는 단백질 합성 반응액에 비해 74배로 증가하였으며,

총 효소활성의 수율은 34%였다(Table 1).

SARS-3CL protease의 분자량 및 N-말단 아미노산 서

열 결정

최종적으로 정제한 효소 단백질의 분자량은 MALDI-TOF

mass spectrometer를 이용하여 측정하였다. 그 결과는 Fig. 3

에 나타낸 것과 같이 m/z=33792.74 (M+H)
+
이었다. SARS-

3CL protease는 306개의 아미노산으로 구성되어있고, 그 분자

량은 33,845인 효소 단백질이라는 것이 여러 연구자에 의해

보고되어있다[1,12,16,19]. 본 실험에서 정제한 효소 단백질과

3CL protease의 이론적인 분자량을 비교해 보면 그 분자량이

약 0.1%의 오차 범위인 것으로 확인되어 정제한 단백질과

Fig. 3. Mass spectrum of purified SARS-3CL protease. Peak A

(m/z=33792.74) indicates the deduced mass of the

SARS-3CL protease.

SARS-3CL protease의 분자량은 일치하는 것으로 판단하였다.

한편, 정제한 효소의 N-말단 아미노산 배열을 알아보기 위해

에드만 서열 분석을 한 결과, Ser-Gly-Phe-Arg-Lys-Met-

Ala-Phe의 8개의 아미노산 배열을 확인하였다. 이 배열은

SARS-3CL protease의 1번 아미노산부터 8번 아미노산까지의

배열에 해당한다. 또한 본 실험에서 3CL protease을 생산하기

위하여 디자인한 pET29a/3CLP 벡터의 발현 단백질(367 아미

노산)은 S-tag protein, N10, 3CL protease, C10, 및 His-tag로

구성되어있다(Fig. 1A). 효소 활성이 없는 불활성형 3CL pro-

tease가 발현되면 367개의 아미노산(분자량: 40,530)으로 구성

된 단백질이 생산될 것이다. 그러나 활성형 3CL protease가

발현되면 N-말단에 첨가되어 생성되는 S-tag protein 및 N10

과 C-말단에 첨가되어 생성되는 C10 및 His-tag가 자가분해에

의해 절단되어 306개의 아미노산(분자량: 33,845)으로 구성된

천연 활성형 3CL protease와 동일한 단백질이 생산된다

[1,12,16,19]. 위의 정제한 단배질의 분자량 측정 및 N-말단 아

미노산 분석 결과를 종합해 보면, 본 실험에서 발현된

SARS-3CL protease는 자가분해에 의해 N-말단 및 C-말단의
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자가분해 부위가 절단된 활성형 3CL protease (306 아미노산;

분자량: 33,845)인 것으로 확인되었다.

이상의 결과처럼, 우리는 본 연구에서 구축한 pET29a/

3CLP 발현 벡터를 이용하여 무세포 단백질 합성법으로

SARS-3CL protease를 성공적으로 발현시킬 수 있었다. 또한

SARS-3CL protease의 효율적 정제법으로 High Q 컬럼 크로

마토그래피, Mono P 컬럼 크로마토포커싱, 및 Sephacryl

S-300 겔 여과 방법을 이용한 3단계의 정제방법을 확립하였다.

또한 정제한 3CL protease의 효소활성 및 그 특성을 확인한

결과, 재조합 3CL protease는 천연 3CL protease와 동일한 방

법으로 활성화 과정을 거쳐 생산된 활성형 성숙체 효소로서

효소활성발현 메커니즘 규명 및 SARS-3CL protease의 저해활

성물질의 탐색에 유용하게 사용될 수 있을 것으로 판단된다.
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초록：무세포 단백질 합성법을 이용한 활성형 SARS-3CL protease의 발현

박선주1․김용태2*

(
1
부경대학교 화학과,

2
군산대학교 식품생명공학과)

사스(Severe acute respiratory syndrome, SARS)는 사람의 신종 폐렴인 중증 급성 호흡기 질환으로 신종 코로

나바이러스, SARS-CoV에 의해 유발된다. 3CL protease는 SARS-CoV의 복제, 전사 및 단백질 합성을 조절하는

복제효소 복합단백질의 프로세싱에 결정적인 역할을 담당하는 중요한 효소이다. 따라서, 이 효소를 저해함으로써

SARS-CoV의 증식을 억제하고 사스의 증폭 및 확산을 막을 수 있다. SARS-3CL protease의 활성 저해물질의 탐색

은 사스의 치료제 개발에 중요한 목표 중의 하나로 인식되고 있으며 이를 위해서는 활성형 SARS-3CL protease의

대량 생산이 필요하다. 본 연구에서는 활성형 SARS-3CL protease를 대량 생산하기 위하여 여러 가지 발현 벡터

및 단백질 발현 방법 등을 검토하였다. 그 결과, pET29a/3CLP 발현 벡터를 이용한 무세포 단백질 합성법이

SARS-3CL protease 생산에 최적 조건인 것으로 확인되었다. 또한 발현된 효소를 완전히 정제하여 그 특성을 분

석한 결과, 본 효소는 무세포 단백질 합성계에서 전구체로 합성됨과 동시에 자가분해됨으로써 모든 단백질이 활

성형인 성숙체 단백질로 전환되어 간단히 활성형 SARS-3CL protease 효소를 생산할 수 있음을 확인하였다.
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