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Abstract: The limited productivity of natural shell matrix

proteins has hampered the investigation of their biochemical

properties and practical applications, although biominerals in

nature obtained by organic-inorganic assemblies have attrac-

tive mechanical and biological properties. Here, we prepared

a vector for the expression of a fusion protein of a shell matrix

protein from Pinctada fucata (named as GRP_BA) with the

GRGDSP residue. The fusion protein of BA-RGD was sim-

ply produced in E. coli and purified through sequential steps

including the treatment with CaCl2 and EDTA solution for cell

membrane washing, mechanical cell disruption and the appli-

cation of non-ionic surfactant of Triton X-100 for BA-RGD

inclusion body washing. The production yield was approxi-

mately 60 mg/L, any other protein band was not observed in

SDS-PAGE and it was estimated that above 97% endotoxin

was removed compared to the endotoxin level of whole cell.

This study showed this simple and easy purification app-

roach could be applied to the purification of BA-RGD fusion

protein. It is expected that the protein could be utilized for the

preparation of biominerals in practical aspects.

Keywords: Recombinant shell matrix protein, Protein purifica-

tion, Lipopolysaccharide, Inclusion body

1. INTRODUCTION

바이오미네랄은 인체의 뼈, 치아, 조류의 껍질 및 해양 무척

추동물의 껍질 등 여러 생명체에서 고강도 기능성 물질로서

기본적으로 구조적 지지체 및 생체조직을 보호하는 역할을

할 뿐만 아니라 다양한 생물학적 역할에 관여하고 있다. 또

한 뛰어난 기계적, 생물학적 물성으로 인해, 생체재료로서

치과용 임플란트, 골대체 물질, 약물전달 소재 등 다양한 산

업적 적용 분야에 활용 가능성이 높다 [1-3]. 지금까지 자연

계에서 다양한 형태의 바이오미네랄이 보고되었지만 그 형

성 메커니즘에 대한 이해는 많이 미흡한 실정이다. 최근 대

표적인 바이오미네랄로서 탄산칼슘 기반의 바이오미네랄에

대한 연구가 활발히 이루어지고 있으며, 진주조개와 같은 해

양 연체류의 껍질의 형성 메커니즘에 대한 연구는 상대적으

로 매우 활발하다. 구체적으로 이러한 껍질은 파열강도

(puncture resistance)가 좋은 외부의 prismatic 층과 파쇄저항

성 (fracture resistance)이 뛰어난 내부의 nacreous 층의 두 층

으로 되어 있고, 여러 형태의 5% 미만의 단백질과 당 그리고

95% 이상의 탄산칼슘으로 구성되어 있다 [4-7]. 특히 아직까

지 그 메커니즘이 정확히 밝혀지지는 않았지만, 상기 구성

성분들 중 칼슘이온과 결합능력을 지닌 껍질에 존재하는 껍

질 메트릭스 단백질 (shell matrix proteins)은 바이오미네랄을

구성하는 탄산칼슘 결정의 성장 및 조절에 매우 중요한 역할

을 하는 것으로 알려져 있다 [8-9]. 지금까지 많은 종류의 껍

질 메트릭스 단백질의 아미노산 서열이 천연 단백질의 추출

및 유전체 정보에 기반한 분석을 통하여 밝혀져 단백질 1차

구조에서의 공통적 특징들을 알게 되었다. 구체적으로 아미
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노산 서열 간에 구조적 유사성이 별로 없으나, 아스파르트산

(aspartic acid)과 글루탐산 (glutamic acid) 같은 음이온성 아

미노산이 많고, 본질적으로 안정한 2~3차 구조를 형성하기

어려운 아미노산 (intrinsically disordered proteins)이 반복적

으로 특징적으로 많이 분포하고 있는 것으로 알려졌다 [9-

13]. 하지만, 상기 단백질들의 기능적 특성을 분석하기 위하

여, 추출하여 얻을 수 있는 단백질은 매우 제한적이고, 추출

이 가능한 단백질이라 하더라도 산업적 적용 측면에서 그 양

이 매우 미미하여, 상기 바이오미네랄 형성에 관여하는 단백

질의 생화학적 특성을 이해하는 데 많은 어려움이 따르고,

이를 극복하기 위한 대안의 마련이 필요한 상황이다. 

본 연구에서는 상기 언급한 껍질 메트릭스 단백질을 효율

적으로 확보하기 위하여 재조합 단백질 생산 및 정제법을 이

용하였다. 많은 껍질 메트릭스 단백질은 아미노산 서열 특성

과 이전의 추출에 기반한 단백질 정제법을 볼 때, 단백질 응

집체 (inclusion body)로부터 refolding에 의하여 단백질을 정

제하여도 단백질이 여전히 높은 활성을 나타낼 가능성이 매

우 높다 [4, 14]. 본 연구팀은 이전의 연구에서 진주조개 유래

의 칼슘 결합 단백질인 재조합 BA 단백질 (NCBI reference

sequence; BAA20465)을 성공적으로 대량생산하였다 [14].

재조합 BA 단백질은 pET 벡터 시스템에서 응집체 (inclusion

body) 형태로 대장균에서 대량 발현되었고, 응집체 단백질은

대장균 세포의 불용성 부분의 대부분을 차지하였다. 그리고

8M urea에 의해 단백질의 3차 구조가 풀리는 조건에서 C-말

단에 도입된 6개의 히스티딘에 의해 Ni-NTA 친화도 크로마

토그래피에 의해 실험실 수준에서 95% 이상 순도로 리터당

약 30 mg의 정제된 단백질을 얻을 수 있었다. 본 논문에서는

상기 BA 단백질을 모델 단백질로 하였고, 이를 의료용 바이

오미네랄 소재 개발에 활용하기 위한 측면에서, C-말단의 6

개의 히스티딘을 제거하고 여기에 동물세포 배양에 도움을

줄 수 있는 알기닌 (R)-글리신 (G)-아스파틱산 (D) 펩타이드

서열을 도입하였다. 또한 응집체 형태로 대장균에서 대량 발

현된 재조합 BA 단백질을 매우 빠르고 용이하게 정제하기

위하여, 이전에 보고된 CaCl2와 ethylenediaminetetraacetic

acid (EDTA)를 이용하여 대장균의 세포막에 붙어있는 lipo-

polysaccharide (LPS)를 제거하고, 비이온성 계면활성제를 활

용한 응집체 세척을 통하여 단백질을 단백질을 정제하는 방

법을 [15,16], 재조합 BA 단백질 정제에 적용하였다. 

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 균주 및 발현벡터 구축

대장균 DH5α (Life technologies, Carlsbad, CA, USA)가 재조

합 벡터 제작에 이용되었고, 대장균 BL21 (DE3)(Merck KGaA,

Darmstadt, Germany)가 재조합 BA-RGD 단백질 발현에 활용

되었다. 대장균은 50 µg/mL 엠피실린이 포함된 Luria-Bertani

(LB) 배지에서 배양되었다. pBA-RGD 벡터를 제작하기 위하

여, pET-23b 벡터의 NdeI과 XhoI 사이에 GRP_BA 단백질 유

전자가 도입된 pBA 벡터를 주형으로 하고, T7 프로모터 프

라이머와 RGD 서열과 STOP 코돈이 도입된 프라이머인 5'-

GTG GTG GTG CTC GAG TCA CGG TGA ATC ACC ACG

ACC GAC CAC GCT GAC-3를 이용하여 BA-RGD 유전자를

PCR를 통해 증폭하고, 이를 NdeI과 XhoI 사이트를 이용하여

다시 pET-23b 벡터에 도입해 pBA-RGD 벡터를 완성하였다.

구축된 BA-RGD 발현 벡터는 시퀀싱을 통해 모든 서열이 정

확히 도입되었는지 검증하였다.

2.2. BA-RGD 단백질 대량발현 및 정제

pBA-RGD 벡터를 대장균 BL21 (DE3)에 도입하였다. BA-

RGD 단백질의 대량발현 조건은 이전의 BA 단백질 발현 조

건을 활용하였다 [14]. 50 µg/mL의 엠피실린이 포함된 LB

배지에 상기 벡터가 포함된 대장균 세포를 접종하여, 37oC에

서 진탕배양하였다. 재조합 BA-RGD 단백질 발현을 유도하

기 위하여 흡광도 (OD600)값이 0.8-1.0이 되었을 때, 단백질 발

현 유도물질인 Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)를

최종농도가 0.2 mM 되도록 첨가하였고, 37oC에서 4시간 동

안 추가로 배양하였다. 배양된 세포를 8,000 RCF로 10분 동

안 원심 분리한 다음 상등액을 제거하고 세포를 회수하였다.

우선 대장균 세포막의 LPS를 제거하기 위하여 CaCl2/EDTA

세척을 수행하였다. 회수된 세포는 전 세포 g 당 15 mL의 세

척용액 1 (100 mM Tris-HCl, pH 8.0)에 분산하고, 5,000 RCF

로 10분 동안 원심분리하여 상등액을 버린 후 세척용액 2 (5

mM CaCl2, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0)에 다시 분산하고, 마찬

가지로 5,000 RCF로 10분 동안 원심분리하여 상등액을 버린

후 세척용액 3 (10 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0)에

분산하는 방식으로 하여 상기 세척용액 1-3의 과정을 두 번

더 반복하였다. 마지막으로 다시 5,000 RCF로 10분 동안 원

심분리하여 상등액을 버리고 세포파쇄를 위하여 세척용액 1

에 분산하였다. 다음으로, LPS가 제거된 세포를 세포파쇄기

(PandaPLUS, GEA Group, Germany)를 이용하여 900 bar로

두 번 분쇄하고, 8,000 RCF로 10분 동안 원심분리를 하여 응

집체를 회수하였다. 회수된 응집체는 다양한 Triton X-100을

포함하고 있는 TTE I 용액 (다양한 농도의 Triton X-100, 1

mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0)을 이용하여 세척하고,

다음으로 TTE II 용액 (다양한 농도의 Triton X-100, 50 mM

Tris-HCl, pH 8.0)으로 세척한 후, 마지막으로 증류수를 이용

하여 응집체를 세척하였다. 그리고 세척된 응집체를 8 M urea

용액으로 용해시켜 상등액을 회수한 후, 12-14 kDa MWCO

의 투석용 막 (Spectra/Por®;Spectrum Lab. Inc., USA)에 정제

된 단백질 (100 mL)을 담고, 3 L 증류수를 이용한 투석을 4회

진행하여 정제된 단백질 용액을 확보하였다. 투석을 진행하

였을 응집체의 재형성이 거의 이루어지지 않았고, 최종적으

로 확보된 단백질 용액을 동결건조하여 정제된 단백질 파우

더를 얻었다.

2.3. 단백질 정량 및 SDS-PAGE 분석

단백질 정량을 위하여 bicinchoninic acid (BCA)를 이용하여
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BSA 단백질의 정량선을 구하였고 (Sigma-Aldrich), 이를 통

해 정제된 BA-RGD 단백질의 양을 결정하였다. 또한, 정제

된 단백질의 순도는 SDS-PAGE를 통하여 BA-RGD 단백질

밴드를 얻었고, 이미지 분석 프로그램 (CLIQS; TotalLab Ltd.,

Newcastle upon Tyne, UK)를 이용하여 단백질 순도를 분석하

였다. 한편, 정제된 BA-RGD 단백질의 박테리아 유래 내독소

(endotoxin) 함유 수준을 LAL 정량법 (Pierce LAL Chromoge-

nic Endotoxin Quantitation Kit; Thermo Scientific, Waltham,

MA, USA)을 사용하여 결정하였다. Kit에 포함되어 있는 LAL

용액의 pro-enzyme은 박테리아 내독소에 의해 활성화되어

그 양을 정량할 수 있도록 되어 있어, 정제된 단백질 샘플을

LAL 용액과 혼합하여 반응 후 410 nm에서 흡광도를 측정하

여 정량할 수 있다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

본 연구에서 취급하는 GRP_BA 단백질은 진주조개 껍질 부

위에 존재하고, 유무기복합화에 의해 진주조개 껍질 형성에

관여할 것으로 판단되어, 생체재료 개발을 위한 바이오미네

랄화에 활용될 것으로 기대된다. 이러한 맥락에서 본 연구에

서는 본 연구팀이 기존에 대량생산한 재조합 BA 단백질의

C-말단에 정제를 위한 6개의 히스티딘을 제거하고, 세포외기

질 (extracellular matrix)을 구성하는 여러 단백질에 공통적으

로 포함되어 있고 인테그린 (integrin) 기반의 신호 전달에 주

도적으로 관여하여 동물세포의 부착 및 증식에 중요한 역할

을 하는 RGD 펩타이드 서열을 도입하여, 재조합 BA-RGD

단백질을 구성하였다 [17,18]. 재조합 BA 단백질의 유전자서

열 C-말단에, 통상적으로 기능성 RGD 펩타이드 도입에 많이

활용되는 GRGDSP 펩타이드 서열을 코딩하는 대장균에 최

적화된 유전자서열을 연결하여, 강력한 T7 프로모터에 의해

발현이 조절되는 pET 벡터 시스템에 도입하였다 (Fig. 1a).

BA-RGD 단백질의 대량발현은 이전에 보고된 재조합 BA

단백질과 대량발현 조건 (0.2 mM IPTG 발현 유도 후, 37oC

에서 4 h 간 추가 배양)과 동일하게 수행하였다 [14]. 그리고

BA-RGD 단백질 응집체를 포함한 대장균 전세포에서 BA-

RGD 단백질을 정제하는 과정은 크게 두 단계로 구분하여 진

행하였다. 첫 번째로, 대장균 세포를 파쇄하기 전에, 생체재

료로 활용할 때 내독소로 작용할 가능성이 높은 세포막에 붙

어있는 LPS를 제거하는 과정을 수행하였다. LPS는 대장균

과 같은 그램음성균 (gram-negative bacteria)의 세포막에 존

재하는 대표적인 불순물로 LPS의 효율적인 제거는 생체재

료로서의 생물안정성을 확보하는 데 매우 중요하다 [19,20].

세포막 구성성분을 효율적으로 제거하는 한 방법으로 CaCl2

와 같은 다가 이온과 EDTA와 같은 킬레이트제를 처리하는

방법이 제안되어 왔다 [15,21-22]. 이 방법은 매우 단순하고

빠르게 세포막의 구성성분을 효율적으로 제거할 수 있어 본

연구에 적용하였고, CaCl2/EDTA 처리를 통해 우선 세포막의

LPS를 중심으로 한 불순물을 제거하고 세척한 후, 전세포를

파쇄하여 응집체를 확보하였다. 두 번째로, 계면활성제를 이

용하여 응집체에 일부 붙어있는 LPS와 잔류 세포막 파쇄물

을 제거하는 과정을 통해 단백질 정제를 수행하였다. 특히

Triton X-100과 같은 비이온성 계면활성제는 단백질의 구조

에 상대적으로 매우 미미한 영향을 주면서 응집체 단백질 세

척에 효율적으로 사용할 수 있어 [15,16,23], Triton X-100에

의한 응집체 세척과정을 BA-RGD 단백질 정제에 적용하였

다. 하지만, 계면활성제를 활용할 경우 응집체부터 잔류 불

순물을 용이하게 제거할 수 있을 것으로 판단되지만, 계면활

성제의 특성상 한편으로 응집체로부터 오히려 계면활성제

를 제거하는 데 다소 어려워 불순물 제거의 효율이 오히려

떨어질 가능성이 있어, Triton X-100 0-1%의 다양한 농도의

세척용액을 준비하여 두 번째 단계의 응집제 세척을 수행하

였다. 전체적인 상기의 두 단계 BA-RGD 단백질 정제 과정

을 Fig. 1b에 도식으로 나타내었다.

Table 1은 상기 두 단계의 정제과정을 통해 결정된 정제된

BA-RGD 단백질의 정제 수율과 내독소의 양을 요약하였다.

Fig. 1. Schematic diagram of the vector system to overexpress BA-

RGD protein (a) and simple purification process for obtaining puri-

fied BA-RGD by CaCl2/EDTA treatment and inclusion body wash-

ing (b).
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구체적으로 BA-RGD 단백질의 수율은 Triton X-100이 존재

할 때, 대장균 전세포 양 대비 0.18-0.2%의 효율로 단백질을

확보할 수 있었고, 이는 대장균 세포 배양 부피 기준으로 환

산하면 약 60 mg/L의 정제 수율이다. 그리고 정제된 단백질

의 잔류하는 내독소 양을 결정하였을 때, Triton X-100 처리

에 의해 내독소 수준이 점차 감소하여 0.5%의 Triton X-100

조건에서 가장 낮은 수준의 내독소가 검출되었다. 이 때 내

독소의 제거 수준은 문헌상에서 전 세포의 내독소 수준이

100,000 Eu/mg-total protein 이상임을 감안할 때 [15] 97% 이

상의 내독소가 제거된 것으로 판단되었다. 하지만 그 이상 농

도의 Triton X-100이 포함된 용액으로 정제를 수행하였을 때,

오히려 내독소 수준이 점차 올라가는 것을 확인하였으며, 이

는 Triton X-100 용액 처리 이후에 세척 단계에서 Triton X-

100이 충분히 세척되지 않아 발생된 것으로 추정되었다. 최

종적으로 확보된 단백질을 SDS-PAGE를 통하여 분석하였을

때, Fig. 2a에서와 같이 약 37 kDa 부근에서 단일의 단백질 밴

드를 확인할 수 있었다. 이론적인 분자량 값이 33.4 kDa 값보

다 높은 위치에서 BA-RGD 밴드가 나오는 것은 이전의 재조

합 BA 단백질의 경우에서와 마찬가지로 동일하였다 [14]. BA-

RGD 단백질의 계산에 의한 pI 값은 재조합 BA 단백질과 마

찬가지로 3.85로 산성이고, 산성이 강한 단백질의 SDS-PAGE

에서 통상적으로 나타나는 현상이며 [4,24,25], 이는 음이온

성 아미노산 잔기들과 SDS 사이의 반발력에 의해, 단백질 마

커로 활용되는 통상의 동일 분자량의 단백질과 비교하여 이

동성이 낮아지는 것에 기인한다 [25]. 그리고 최종적으로 정

제된 단백질을 동결건조하여 최종적으로 BA-RGD 단백질

파우더를 확보하였다 (Fig. 2b).

4. CONCLUSION

본 연구에서는 대장균에서 응집체로 과량 발현되는 BA-RGD

단백질을 별도의 크로마토그래피 과정 없이 두 단계의 정제

과정을 통해 쉽고 빠르게 확보하였다. 우선, 대장균 세포막

에 붙어 있어 내독소로 작용하는 LPS를 제거하기 위하여

CaCl2/EDTA 처리를 하였고, 이후 전세포를 세포 파쇄하여

BA-RGD 응집체를 확보하였으며, 다음으로 Triton X-100이

포함된 용액으로 응집체를 세척하고, 8M urea로 용해한 후

증류수로 투석처리하여 최종적으로 정제된 BA-RGD 단백질

을 쉽고 빠르게 확보하였다. 최근 유무기복합체 형태의 바이

오미네랄을 생체재료의 소재로 활용하고자 많은 노력들이

이루어지고 있고, 특히 경조직에 활용하기 위한 무기질 기반

의 생체재료에 생체기능성 및 생체적합성을 도입하기 위한

유무기복합화 연구가 활발히 진행되고 있는 상황에서, 본 연

구결과는 바이오미네랄화에 관여하는 껍질 메트릭스 단백질

을 대량확보하여, 향후 생명체의 유무기복합화 바이오미네

랄화 연구와 바이오미네랄 기반의 생체재료 개발에 많은 기

여를 할 것으로 사료된다.
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