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Abstract: Transgenic rice cells using RAmy3D promoter

can provide high productivity, and the production of recombi-

nant protein is induced by sugar starvation. In this system,

productivity was reduced during the scale-up processes. To

ensure the influences of shear stress and oxygen transfer rate,

working volume and mixing performances were investigated

under various agitation speeds and working volumes. In addi-

tion, inoculation methods including suspended cells and fil-

tered cells were compared. Working volumes and shaking

speeds were 300, 450 mL and 80, 120 rpm, respectively. Hyd-

rodynamic environment of each condition was measured nu-

merically like mixing time and kLa. Good mixing perform-

ance and high shear stress were measured at high agitation

speed and low volume. The highest level of hCTLA4Ig was

30.7 mg/L at 120 rpm, 300 mL. When conditioned medium

was used for inoculation, increased cell growth was noticed

during the day 0~4 and decreased slower than filtered cells.

Compared with filtered cells, the maximum hCTLA4Ig level

reached 37.8 mg/L at 120 rpm, 300 mL and lower protease

activity level was observed. In conclusion mixing perform-

ance is critical factor for productivity and conditioned medium

can have a positive effect on damaged cells caused by hydro-

dynamic shear stress.

Keywords: Bioreactor, Conditioned medium, hCTLA4Ig,
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1. INTRODUCTION

형질전환 식물세포의 현탁배양을 통한 의약용 단백질의 생

산은 식물체를 이용할 경우에 비해 많은 장점을 가진다. 식물

체보다 생산기간이 짧고, 외래 유전자의 유출 위험이 없으며,

제어된 환경에서 생산하기 때문에 의약용 단백질의 균일한

품질을 유지하는 것이 가능하다 [1,2]. 하지만 낮은 단백질 수

율과 배양 중의 유전자 침묵화 등으로 인해 발현수준이 낮은

문제점이 있다 [3]. 본 연구에서는 낮은 생산성을 극복하기

위해 배지 내의 당이 고갈되었을 때 발현되는 RAmy3D 프로

모터를 이용하여 형질전환 벼 현탁세포에서 hCTLA4Ig을 고

발현하는 유전자시스템을 이용하였다.

hCTLA4Ig (human cytotoxic T lymphocyte antigen4-immu-

noglobulin)는 T 세포를 활성화하는 공조 자극 신호에 관여하

는 hCTLA4와 면역글로불린의 Fc 부분을 융합한 단백질이다.

hCTLA4Ig는 동질이량체 (homodimer) 구조로 분자량은 약

92 kDa이며, 한 개의 N-결합형 당쇄를 가진다 [4,5].

배양기 내의 교반효율은 목적단백질의 생산성에서 중요한

지표 중 하나이다. 교반은 통기와 함께 배양액 내의 물질혼합

과 전달능력을 효율적으로 관리해준다. 하지만 교반속도를
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과도하게 증가시키는 경우 배양 중 유체역학적 스트레스를

유발하게 되어 세포의 생장억제, 생존도 감소, 자가분해 등의

부정적인 영향을 미칠 수도 있다. 따라서 성공적인 배양을 위

해서는 배양기 내의 원활한 산소전달과 물질전달이 가능하

도록 환경을 제공하고 과도한 스트레스를 유발하지 않아야

한다. 이러한 환경은 배양기의 형태, 통기형태, 교반속도, 그

리고 작업량 (working volume)에 의해 결정된다 [6].

식물세포 배양의 산소소비속도 (oxygen uptake rate, OUR)

값은 5~10 mmol-O2/(L-h)로 미생물보다 매우 낮지만 동물세

포보다는 높은 것으로 보고되었다. 그리고 식물세포 바이오

리액터 배양에 요구되는 총괄산소전달계수 (kLa) 값은 10~

50 h-1로 미생물의 100~1000 h-1와 비교하여 크게 낮고 동물세

포배양의 0.25~10 h-1보다는 높은 수준이다 [7]. 식물세포는

느린 대사속도 때문에 생장에 필요한 산소요구량은 낮은 편

이지만 실제 고농도 배양에서는 배양액의 높은 점도에 의해

충분한 산소전달이 이루어지지 못한다 [8,9].

식물의 캘러스 조직에서 얻어지는 대부분의 현탁화된 세포

는 크게는 2 mm 수준까지 세포응집체를 형성하는 특징을 가

지고 있다. 세포응집체는 쉽게 가라앉아 배양기 내의 세포농

도 구배를 형성하기 때문에 실제 배양에서는 과도한 교반이

요구된다. 그리고 한 세포응집체 내에 세포 간의 영양분 및

산소구배가 형성되며 불균등한 환경이 형성되기 쉽다 [10].

또한 세포응집체의 표면에 있는 세포는 전단응력에 비교적

큰 손상을 입으므로 세포주에 적합한 효율적인 교반전략과

최적화가 요구된다 [11].

조정배지는 세포를 회수하고 남은 배양액으로 세포로부터

분비된 글루코오스, 아미노산, 핵산과 같은 대사산물, 인터루

킨, EGF (epidermal growth factor)와 같은 성장인자 그리고 세

포 외 기질 단백질 등을 포함하고 있다 [12,13]. 또한 세포는

배양하는 도중 세포 내에 포함되어 있던 다양한 조정성분들

을 배지 내로 방출하며 배지 내 환경을 생장에 적절한 형태로

바꾸어 증식하게 된다 [14,15]. 여기서 조정성분들은 세포 간

의 상호작용이 가능하도록 배출되는 일종의 신호물질이다

[16,17]. 이는 생장기의 세포생장을 촉진해 줄 뿐만 아니라,

생산기의 세포사멸을 완화해주는 효과도 있다 [18,19].

본 연구에서는 당이 고갈된 배지를 이용하여 hCTLA4Ig의

생산을 유도하였다. 플라스크 내 교반효율의 변화가 생산 시

기의 벼 세포에 어떠한 영향을 주는지 알아보고자 배양 플라

스크의 교반속도와 작업량을 달리하여 비교실험을 진행하였

다. 또한 식물세포배양에 긍정적인 영향을 줄 것이라고 여겨

지는 조정인자들을 포함한 조정배지를 단백질 생산기 세포에

적용함으로써 어떠한 영향을 미치는지 확인하고자 하였다.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. 세포주 및 배양조건

본 연구에 사용된 세포주는 hCTLA4Ig를 생산하는 형질전환

벼 (Oryza sativa L. cv Dongjin) 현탁세포이며 RAmy3D 프로

모터가 삽입되어있어 당이 고갈된 상태에서만 목적단백질을

발현한다. 이 세포주는 전북대로부터 제공을 받았다. 생장배

지로는 아미노산 (AA)배지에 30 g/L sucrose를 첨가하였고

pH를 5.8로 맞춘 뒤 121oC, 1.2기압에서 가압증기 멸균을 하

였다. 생장조절제로 2.0 mg/L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid

(2,4-D), 0.2 mg/L kinetin, 0.1 mg/L gibberellin (GA3)을 50

mg/L hygromycin과 함께 0.22 mm의 막 여과지로 여과 후 첨

가하여 사용하였다. 계대배양은 500-mL 플라스크에서 진행

하였고, 배양은 28oC, 120 rpm의 회전식 진탕 배양기에서 9일

간격으로 암조건에서 수행하였다. 목적단백질의 생산을 위

한 배지로는 수크로오스가 첨가되지 않은 AA배지를 사용하

였으며 1-L 플라스크를 사용하여 28oC에서 교반속도와 작업

량을 달리하여 수행하였다. 교반속도는 80 rpm과 120 rpm으

로, 작업량은 300 mL과 450 mL로 각각 결정하였다. 조정배

지는 침전된 세포의 부피와 같은 비율로 적용하였다.

2.2. 세포량 측정

세포의 증식을 측정하기 위해서 세포 생체량 (fresh cell wei-

ght, FCW)과 세포 건조량 (dry cell weight, DCW)을 측정하였

다. 플라스크에서 배양한 현탁세포를 뷰흐너 깔대기를 이용

하여 Whatman No. 1 여과지로 시료의 배양액을 걸러내었다.

배지와 동량의 증류수로 2~3회 세척한 후, 진공펌프를 이용

하여 수분을 제거하고 미리 무게를 측정한 계량접시에 세포

를 옮겨 담아 화학저울로 FCW를 측정하였다. FCW 측정 후

60oC의 건조기에서 24시간 동안 항량이 될 때까지 건조하여

DCW를 측정하였다.

2.3. Protease 활성 측정

세포가 생산기에 hCTLA4Ig를 생산함과 동시에 단백질 분해

효소인 protease를 분비하기 때문에 배지내로 분비된 hCTL

A4Ig의 분해를 유발하여 생산성에 큰 영향을 미친다. 총 pro-

tease의 활성을 측정하기 위해서 변형된 Anson's method를 이

용하였다 [20]. 배양액 시료 0.5 mL을 1% Na-casein (67 mM

phosphate buffer, pH 7.0) 용액 0.5 mL에 첨가하고 50oC에서

20분간 반응시켰다. 그 후 30% TCA (trichloroacetic acid) 용

액 0.3 mL을 첨가하여 50oC에서 30분간 반응을 정지시킨 후,

15,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 취하였다. 상

등액은 분광 광도계를 이용하여 280 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 표준물질로는 티로신용액을 0.05~0.4 mg/mL로 농도

를 달리하여 사용하였고, 3차 증류수를 이용하여 영점을 조

정하였다. 단위 1 U (unit)은 같은 조건에서 분당 tyrosine 1

mg이 생산되는 효소의 양으로 정의하였다.

2.4. hCTLA4Ig 정량 분석

hCTLA4Ig의 정량 분석을 위해서는 enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA)를 수행하였다. 일차 항체는 goat anti-

human IgG(Fc) antibody (KPL)로, 이차 항체는 peroxidase-

labeled goat anti-human IgG(g) antibody (KPL)를 사용하여 샌

드위치 ELISA를 수행하였다. 표준곡선은 human IgG (Pierce)
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를 이용하였고 ABTS peroxidase substrate (KPL)를 사용하여

발색시킨 후 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.5. 플라스크 내 혼합시간 및 총괄산소전달계수 (kLa) 측정

플라스크 내 혼합시간은 0.1 N 농도의 HCl과 NaOH 그리고

phenolphthalein (Sigma)을 사용하여 측정하였다. 1-L 플라스

크에 0.1 N 농도의 NaOH 200 mL, phenolphthalein 100 mL을

넣어 교반을 실시하여 발색시켰다. 충분히 발색되면 0.1 N 농

도의 HCl 200 mL을 첨가한 후 색이 사라지는 반응시간을 측

정하였다. 총괄산소전달계수 (kLa)는 플라스크에 증류수를

작업량에 맞춰 채워주고 질소가스를 불어넣어 용액의 산소

를 치환하여 계의 순산소 정도를 포화값 대비 5% 이하로 낮

추었다. 산소가 제거된 용액에 교반을 실시하고 순산소 측정

프로브를 이용하여 순산소의 증가를 30초 간격으로 측정하

였다 [21].

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 교반속도와 작업량이 혼합시간과 총괄산소전달계수

(kLa)에 미치는 영향

혼합효율이 달라짐에 따라 배양 결과에 어떠한 영향이 있는

가를 알아보기 위하여 세포가 없는 1-L 플라스크에서 교반속

도와 작업량을 달리하여 비교하였다. 교반속도는 배양액 내

에 산소와 영양분이 충분히 잘 교반될 수 있도록 조절해주어

야 하며, 적절한 작업량을 선정하여 배양 중의 혼합효율을 높

일 수 있다.

배양기의 교반속도를 제어하여 작업량에 따른 혼합시간을

측정하였다. 작업량 300 mL, 교반속도 120 rpm 조건에서 혼

합시간은 35초로 가장 좋은 혼합효과를 나타냈다. 반면에

450 mL, 80 rpm 조건에서 221초로 가장 낮은 결과를 보였다.

교반속도는 높을수록 작업량은 낮을수록 혼합효율에 좋은

영향이 있었다. 교반속도 120 rpm 이상에서는 작업량이 변해

도 혼합시간에는 큰 변화가 없었다 (Fig. 1(a)).

kLa의 경우 450 mL, 120 rpm 조건에서 0.83 h-1로 가장 좋

은 산소전달 능력을 보여주었고 300 mL, 80 rpm에서 가장 낮

은 산소전달 능력을 보여주었다 (Fig. 1(b)). 교반속도가 증가

함에 따라 혼합효율과 kLa에 긍정적인 영향을 주었지만 플라

스크 작업량의 변화는 다른 경향을 나타내었다.

3.2. 단백질 생산 조건에서 교반속도와 작업량이 미치는

영향

단백질 생산 조건에서 교반속도와 작업량의 차이가 hCTLA

4Ig 생산에 어떠한 영향을 주는지 확인하기 위해 80, 120 rpm

및 300, 450 mL 조건에서 세포배양을 수행하였다. 본 연구에

서는 당이 고갈되었을 때 단백질을 생산하는 시스템이기 때

문에 세포 생존에 필요한 탄소원이 공급되지 않아 세포벽 등

의 세포 구성 물질들이 생성되기 어렵다. 그리고 유체역학적

환경이 세포에 부정적인 영향을 주어 세포사멸이 유도되기

때문에 단백질의 생산이 어려워진다 [22].

작업량 450 mL에서는 교반속도와 상관없이 세포의 생장곡

선이 8일간 증가하였으며 300 mL에서는 배양 4일차부터 급

격한 감소를 보였다. 이는 300 mL이 450 mL보다 세포생장에

부정적인 영향을 미쳤다는 것을 보여주며 작업량의 변화에

따라 전단응력이 변화하여 세포생장에 미치는 영향이 상이

했기 때문으로 사료된다 (Fig. 2(a)). 하지만 배양액의 pH 변

화를 살펴보면 80 rpm, 450 mL의 경우 배양 초반부터 pH가

증가하는 것을 확인할 수 있다. 다른 조건의 경우 배지 내 혼

합이 정상적으로 이루어지기 때문에 적절한 물질전달을 통

해 세포 내로 흡수되면서 pH가 낮아졌다가 증가하는 경향을

보였다 (Fig. 2(b)). 결과적으로 80 rpm, 450 mL의 조건에서

혼합효율이 상대적으로 낮은 것을 알 수 있다.

혼합효율에 따른 hCTLA4Ig의 생산량을 비교한 결과, 120

rpm, 300 mL에서 37.8 mg/L의 최대 생산량을 나타내었다. 반

면에 120 rpm, 450 mL에서는 7.6 mg/L로 가장 낮은 생산량을

보였다 (Fig. 3(a)). Protease의 경우 120 rpm, 450 mL에서 가

Fig. 1. Identification of (a) mixing time and (b) kLa values in

various agitation speeds and working volumes. Closed bar, working

volume 300 mL; open bar, working volume 450 mL.
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장 낮은 활성을 보였고 나머지 조건에서는 배양 6일차부터

급격히 증가하였다 (Fig. 3(b)). 모든 조건에서 protease 활성

의 증가로 인해 목적단백질의 분해가 진행되어 배양 8일차

이후의 hCTLA4Ig 생산량은 감소하였다. 그리고 세포량의 감

소와 함께 protease의 활성이 증가하였다. 결론적으로 120 rpm,

300 mL에서 가장 좋은 혼합속도를 나타냈고 hCTLA4Ig의 생

산량도 가장 높았다. 하지만 높은 교반속도는 세포에 강한 전

단응력을 가했고 protease의 활성이 가장 급격하게 증가하여

hCTLA4Ig의 분해도 빠르게 진행되었다. 이러한 결과를 통해

빠른 교반속도는 혼합효율을 증대시키지만 높은 전단응력이

발생하고 세포에 부정적인 영향을 주어 세포 용해에 의한 pro-

tease의 분비를 야기하는 것을 알 수 있었다. 하지만 플라스크

내의 혼합효율이 좋음에도 불구하고 작업량에 따라 hCTLA

4Ig의 생산에 미치는 영향이 다른 것을 확인할 수 있었다.

3.3. 단백질 생산 조건에서 조정배지의 첨가에 따른 영향

기존의 세포접종 방식은 종이필터로 여과한 세포량을 정량

하여 접종하는 방식이었다. 조정배지를 적용하기 위하여 침

전시킨 세포의 부피와 같은 부피의 조정배지를 포함하여 세

포를 접종하였다. 이때 세포량은 작업량 300 mL의 경우 30 g,

450 mL의 경우 45 g으로 적용하였다.

세포의 생장곡선을 살펴보면, 조정배지를 적용하였을 때

모든 조건에서 배양 초반 4일까지 증가하다가 감소하였다.

이는 조정배지에 잔존하는 당과 여러 생장인자들에 의한 효

과로 판단된다. 특히 세포만을 정량하여 적용한 경우 세포 생

장이 4 g/L까지 떨어졌지만 조정배지가 포함된 세포로 접종

한 경우 세포량의 급격한 감소는 없었고 교반속도와 작업량

에 의한 생장곡선의 변화도 없었다. 세포사멸에 의해 생장이

저하될 때 배양액의 pH가 증가하는 것을 확인할 수 있었는데,

조정배지를 사용할 경우 더 늦게 증가하는 것을 알 수 있었다.

교반속도 80 rpm, 작업량 450 mL 조건에서는 조정배지를 첨

가했을 때와 마찬가지로 배지 내 물질전달이 제대로 이루어

지지 않아 pH가 떨어지지 않았다 (Fig. 4). 조정배지가 포함된

세포로 접종할 경우 hCTLA4Ig의 생산량은 120 rpm, 300 mL

Fig. 2. Effects of agitation speeds and working volumes on (a) dry

cell weight and (b) media pH with filtered cells. ●, 80 rpm / 300

mL; ○, 80 rpm / 450 mL; ■, 120 rpm / 300 mL; □, 120 rpm / 450
mL.

Fig. 3. Effects of agitation speeds and working volumes on (a)

hCTLA4Ig concentration and (b) protease activity by with filtered

cells. ●, 80 rpm / 300 mL; ○, 80 rpm / 450 mL; ■, 120 rpm / 300

mL; □, 120 rpm / 450 mL.
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의 조건에서 가장 높은 37.8 mg/L이었으며, 80 rpm, 300 mL

에서 17.1 mg/L, 120 rpm, 450 mL에서 7.2 mg/L, 80 rpm, 450

mL에서 2.3 mg/L로 상이한 결과를 보였다. 조정배지를 사용

하지 않았을 때와 다르게 배양 12 일차까지 hCTLA4Ig의 생

산량이 감소하지 않았다. 조정배지를 사용하였을 때 protease

의 활성은 조정배지를 사용하지 않았을 때보다 감소한 결과

를 보였다. 세포의 생장곡선과 배양액 내 protease의 활성측

정 결과를 통해 접종시 첨가된 조정배지가 세포 용해를 억제

하였고 protease의 분비가 감소하여 목적단백질인 hCTLA4Ig

의 분해가 감소된 것으로 보인다 [23]. 궁극적으로 조정배지

를 사용하지 않은 경우와 비교하여 hCTLA4Ig의 생산량이 증

가하였다 (Fig. 5).

4. CONCLUSION

본 연구에서는 당이 고갈된 배지를 이용하여 hCTLA4Ig의 생

산을 유도하였다. 플라스크 내 교반효율의 변화가 생산 시기

의 벼 세포에 어떠한 영향을 주는지 알아보고자 배양 플라스

크의 교반속도와 작업량을 달리하여 비교실험을 진행하였다.

또한 식물세포배양에 긍정적인 영향을 줄 것이라고 여겨지

는 조정인자들을 포함한 조정배지를 단백질 생산기 세포에

적용함으로써 어떠한 영향을 미치는지 확인하고자 하였다.

교반속도 120 rpm, 작업량 300 mL 조건에서 높은 혼합효율

을 나타내었으며 가장 높은 hCTLA4Ig의 생산량을 보였다.

하지만 높은 전단응력으로 인해 배양 4일차 이후 세포 생장

곡선이 감소하고 세포용해에 의해 단백질 분해효소인 prote-

ase의 활성이 급격하게 증가하였으며, 이로 인해 배양 8일차

이후 hCTLA4Ig 생산량이 감소하였다. 조정배지의 첨가는 세

포 생장곡선의 급격한 감소를 억제할 수 있었으며 높은 전단

응력에 의한 세포 용해와 protease의 활성증가를 억제할 수

있었다.

식물세포배양에서는 배양기의 교반속도와 작업량이 배지

내 교반효율을 결정하며 세포의 생장에 중요한 역할을 한다.

Fig. 4. Time course changes of (a) dry cell weight and (b) media

pH under various agitation speeds and working volumes with

settled cell volume containing conditioned media. ●, 80 rpm / 300

mL; ○, 80 rpm / 450 mL; ■, 120 rpm / 300 mL; □, 120 rpm / 450
mL.

Fig. 5. Time course changes of (a) hCTLA4Ig concentration and

(b) protease activity under various agitation speeds and working

volumes with settled cell volume containing conditioned media. ●,

80 rpm / 300 mL; ○, 80 rpm / 450 mL; ■, 120 rpm / 300 mL; □,
120 rpm / 450 mL.
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부적절한 교반효율과 전단응력은 세포로부터 protease를 분

비하게 하고 목적단백질의 분해를 야기한다. 접종시 식물세

포에 필요한 성장인자와 세포외 기질 단백질 등을 포함하는

조정배지를 적용함으로써 세포 생장에 도움을 주고 protease

의 분비를 억제시켜 목적단백질의 생산량을 증대시킬 수 있

다.
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