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요 약

소 고환 유래의 hyaluronidase 효소 PH-20을 pPIC9 expression vector를 사용하여 Pichia pastoris에서 발현하였다.

생산된 재조합 단백질 rPH-20b는 75 kDa의 분자량을 보였고 7460 units/L의 효소활성을 보였다. 세포내보다 세포외의

효소활성이 두배 높았다. pH 의 경우 buffer를 사용 안 한 경우가, 또한 30 oC 배양 조건에서 높은 활성을 보였다. 1 M

sorbitol 삼투압조건과 0.3% 메탄올의 생산유도인자를 사용시 성장과 생산에 유리하였으며 0.4 M 아르기닌을 첨가시

재조합 단백질의 분해가 감소하였다.

Abstract − Bovine testicular hyaluronidase PH-20 was cloned into pPIC9 vector and expressed in Pichia pastoris.

Recombinant PH-20 was 75 kDa MW and 7460 units/L activity. Extracellular hyaluronidase activity was two times

higher than that of intracellular activity. Non-buffered medium and 30 oC cultivation was favorable for PH-20 produc-

tion. 1M sorbitol as an osmotic pressure and 0.3% methanol inducer increased cell growth and enzyme activity. 0.4 M

arginine augmentation decreased the proteolytic degradation of recombinant hyaluronidase.
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1.서 론

히아론산 분해효소는 히아론산을 분해하는 효소로, 그 작용 기작

및 소재에 따라 3가지 그룹 즉, 고한형태 히아론산 분해효소와 거

머리 히아론산 분해효소, 박테리아 히아론산 분해효소가 존재한다.

이 가운데 고환형태(PH-20)은 정자의 첨체부분의 GPI anchor에 부

착되어 있어서, 난자 외부의 두꺼운 외벽층을 분해하여 수정을 일

으키는 중요한 효소이다. 현재 히아론산 분해효소는 수용성 효소로

서 세포 매트릭스의 구성성분인 히아론산을 분해하여 물질의 이동

을 용이하게 한다. 이러한 이유에서 주로 안과수술의 안구이완제 및

마취 주사 첨가제로 이용되고 있다. 또한 약물전달체로서 water-in-

oil 형태의 에멀젼화를 통해 미세구 형태로 약물전달에 이용이 가능

하다. 이외에도 상처치료 및 부종억제, 히아론산 및 콜라겐의 생산

등에 이용이 된다. 히아론산 분해효소를 이용하여 전이과정의 암세

포를 억제시키고 항암제의 전달효율을 높이는데 관한 연구가 이루

어지고 있으며, 암세포에서의 히아론산 분해효소의 고 발현 특징을

이용하여 암 진단 키트 개발에 대한 연구 또한 진행중이다. 이와 같

이 많은 분야에서 히아론산 분해효소가 이용되고 있고 앞으로도 많

은 개발이 이루어 질 것이다. 이로인해 히아론산 분해효소의 대량

생산의 필요성이 대두되고 있으며, 현재 대부분이 소나 양의 고환

으로부터 추출/생산 되고 있다. 그러나 광우병으로 인해 그 생산 및

이용에 많은 제한이 따르게 되어 재조합 형태의 단백질로 생산하는

데 연구가 절실하다. 

메탄이용 효모인 Pichia pastoris는 진핵세포의 단백질의 생산에

이용되는 시스템이다. 이 시스템은 알콜산화효소(AOX) 프로모터에

조절되며, 메탄올에 의해 유도 되고, 다른 탄소원에 의해 억제되는

시스템이다. AOX(alcohol oxidase gene)은 메탄옹 분해 경로의 첫

단계에서 사용되어 포름알데히드와 과산화수소를 생성한다. 포름알

데히드는 세포내 탈수소효소에 의해 포르메이트와 이산화탄소로 산

화가 된다. 이 일련의 과정을 통해 세포성장을 위한 에너지를 공급

받게 된다. 이 강한 프로모터는 고농도 배양(high cell density

fermentation)을 통하여 높은 농도로 재조합 단백질을 생산하게 된다.

시그널 펩타이드인 알파 인자를 이용하여 배양 상등액상으로 분

비하였고 Ni-resin을 이용하여 히스티딘이 부착된 단백질을 분리할

수 있다.

†To whom correspondence should be addressed.
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‡이 논문은 인하대학교 정성택 교수님의 정년을 기념하여 투고되었습니다.
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효모발현 시 그 효율을 높이기 위해 많은 연구들이 이루어지고

있다. 메탄올의 농도 및 배양온도, pH 등 배양조건과 배지 조성의

변화 및 삼투압를 주어 발현을 증대 시키는 연구가 많이 이루어지

고 있다. P. pastoris의 경우 0.5% 이하의 메탄올 농도를 유지하는

것이 무엇보다 중요한데, 이는 저농도일 경우 발현유도에 어려움이

생기고, 고농도에서는 세포사멸를 일으키기 때문이다. 배양온도는

30 oC 이하에서 실험이 되며, 저온에서 배양시 세포성장이 적절히

감소되므로 과량의 단백질이 급속히 배출되는 것을 막고 단백질이

안정하게 배출되도록 한다. pH는 산성에서 단백질 분해효소의 활성

이 적기 때문에 생산된 단백질의 분해를 줄 일수 있지만 목적 단백

질의 변성을 일으킬 수 있다. 또한 배지조성 가운데 질소원을 조절

함으로써 단백질 분해효소의 생산 억제 및 경쟁적 저해를 기대 할

수 있다. 

본 연구에서는 소 고환에서 클로닝 된 PH-20 히아론산 분해효소

를 P. pastorisis에 클로닝, 생산을 최적화 하였다.

2. 재료 및 방법

2-1. 사용 균주, plasmid 및 배양방법

사용균주로는 Escherichia coli strain DH5α, Pichia pastoris

GS115 (his4, Mut+)을 사용하였으며 배지는 각기 LB와 YPD 배지를

사용하였다. pDrive TA cloning vector (Qiagen)와 pPIC9 expression

vector (Invitrogen)을 클로닝 및 발현 벡터로 사용하였다. 소 고환

유래 재조합 PH-20 단백질(rPH-20b)을 생산하는 효모 세포의 배양

및 안정한 단백질 획득을 위해 pH, 온도, inducer (메탄올) 농도, 삼

투압, 배지 조성을 달리하여 최적의 배양 조건을 연구하였다. Pichia

균주는 배지에 완충용액 처리가 되지 않을 경우 발현과정에서 산성

을 띄며 pH 3 또는 그 이하로 내려간다. 실험에서는 기본 배지

BMGY/BMMY (buffered complex glycerol or methanol medium) 배

지와 MGY/MM (minimal glycerol or minimal methanol medium)을

사용하였으며 온도는 15 oC와 30 oC에서 배양하였다. 발현 균주의

발현유도인자인 메탄올 농도를 0.1~1.0% 사이에서 24 h 간격으로

첨가하여 그 영향을 살펴보았다. PH-20 단백질 발현 균주의 단일

콜로니를 BMGY 배지에 접종하고 30 oC에서 250 rpm으로 24시간

배양한다. 발현 유도전에 삼투압을 가하기 위해 BMGY 배지는

K-BMGY, Na-BMGY, S-BMGY 각각의 배지를 사용하였다. 배양

후 세포농도와 효소활성을 조사하였다. 단백질 발현을 위한 배지

BMMY 배지에 5 mM EDTA, 2% 카사미노산(CA), 0.4 M 알기닌

을 각각 첨가하였다. 24시간 간격으로 메탄올을 처리하면서 세포 생

장과 효소활성을 측정하였다.

2-2. 히아론산 분해효소 활성측정 및 단백질 정제

히아론산 분해효소 효소활성은 흡광도 방법을 사용하였다. 흡광

도 방법은 히아론산과 시럼 알부민을 혼합하여 히아론산 분해효소

에 의해 히아론산이 분해되면서 흡광도가 감소되는 수치를 흡광도

로 측정하는 방법이다.

300 μl 효소시료를 200 μl 희석액(0.02 M sodium phosphate buffer,

pH 6.9, 0.45% NaCl, 1 mg/ml BSA)에 혼합한 후 500 μl의 기질(0.4

mg/ml HA)을 첨가하여 37 oC에서 30분간 효소 반응시킨다. 반응

후 5 ml의 산성 알부민용액을 첨가하여 반응을 정지시킨 후, 37 oC

에서 10분간 방치 후 600 nm에서 흡광도를 측정한다.

소고환 유래 재조합 PH-20 (rPH-20b) 단백질의 정제를 위해 Ni-

NTA(Nitrilotriacetic acid) 컬럼을 이용하였다. Ni-NTA 컬럼은

immobilized-metal affinity chromatography (IMAC)의 하나로 6×

His-tagged 단백질을 강력하게 부착시킨다.

배양액을 원심분리하여 cell pellet을 세포용해용액(50 mM

NaH
2
PO

4
, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0)에 다시 분산

시킨 후 혼합액을 초음파파쇄 후, 원심분리하여 상등액을 분리한다.

위에서 채취한 배양 상등액 및 파쇄상등액을 Ni2+-nitrilotriacetic

acid-Sepharose resin (Ni-NTA) (Qiagen)에 주입하였다. 레진에 세척

완충용액(50 mM NaH
2
PO

4
, 300mM NaCl, 20mM imidazole, pH

8.0)를 흘려보내어 A
280
에서 용출용액(50 mM NaH

2
PO

4
, 300 mM

NaCl, 250 mM imidazole, pH 8.0)을 첨가하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. P. pastoris에서의 PH-20 단백질 발현

Bovine 유래의 재조합 PH-20 (rPH-20b)은 약 75 kDa의 당이 첨

가된 단백질로 배양 2~3일 사이에 효소 활성 및 단백질 생산이 가

장 높게 나타나는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 1, 2). 일반적으로 알

려진 PH-20의 분자량은 65 kDa 정도로 당쇄화 된 부분이 10 kDa

을 차지하고 있다. 위의 결과와 비교해 볼 때 약 10 kDa의 당쇄부

분이 더 첨가된 것으로 사료된다.

Fig. 1. PH-20 expression in Pichia pastoris.

Fig. 2. Increase of rPH-20b protein of intracellular protein was mon-

itored by SDS-PAGE.
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단백질의 배출 효율을 살펴보기위해 세포안의 단백질과 세포밖의

단백질의 효소활성을 비교하였다. 아래 Fig. 3 결과에서 보듯이 세

포내부에 두배 정도의 효소활성이 존재하는 것을 알 수 있고, 이는

많은 단백질이 세포밖으로 배출되지 못함을 나타내고 있다. 

단백질은 c-말단 부분에 his-tagging이 된 상태로 Ni-column에 특

이적으로 부착 하게 된다. Ni-column은 Hig-tag의 높은 친화력으로

인하여 매우 강력한 도구로서 이용이 되고 있다. 이를 이용하여 rPH-

20b를 분리하였고 아래 Fig. 4에서 보듯이 용출시료(lane 4, 5, 6)에

서 75 kDa과 40 kDa의 밴드가 나타났다. 75 kDa은 당쇄화된 단백

질이고, 40 kDa은 배양과정이나 정제과정에서 분해된 C-말단 부분

이라 생각되며, 위쪽의 75 kDa은 Ni-resin의 결합부위인 c-말단 부

위의 당쇄화 부착 및 단백질의 3차 구조로 인해 부착이 잘 되지않

았고, 40 kDa의분해산물만이 수지에 쉽게 부착 한 것으로 사려된다.

3-2. PH-20 단백질 배양 최적화

시그널 단백질을 이용하여 배양 상등액 상으로 단백질을 분비하

는 시스템을 이용하였고, 세포내 단백질 형태로 세포외 단백질의 2

배 가량이 존재함을 알 수 있었다. 그러므로 배양 환경의 변화를 통

해 단백질의 생산 및 분비 효율 및 생산 단백질의 안정성을 높이기

위해 pH, 온도, 메탄올 농도, 삼투압 및 기질조성에 대한 영향을 살

펴보았다. pH는 산성과 중성 조건에서 이루어졌으며, 완충이 되지

않은 산성 조건하에서(MGY) 효소활성이 더 높은 것을 알 수 있고

이는 중성 조건에서 활성을 갖는 단백질 분해효소의 억제효과의 결

과로 사료된다. 온도는 15 oC와 30 oC에서 측정 되었으며 30 oC에서

세포성장이나 효소활성이 높은 것을 알 수 있었다(Fig. 5). 높은 농

도의 메탄올은 세포내에 포름알데히드 및 과산화수소의 축적을 일

으킴으로 유도 상태를 유지하면서 메탄올을 적절한 농도로 유지시

키는 것이 필요하다. 메탄올 농도는 0.3%일 때 가장 효소활성이 높

았고 이보다 낮은 농도에서는 발현유도가 잘 되지 않으며, 높은 농

도에서는 세포 독성을 나타냄을 알 수 있었다(Fig. 6). 

재조합 단백질의 분비 효율이 낮은 관계로 많은 부분이 세포안에

함유 되어 있음을 알 수 있었고, 이를 개선하기위해 발현유도 전에

삼투압을 주어 분비효율을 살펴보았다. 솔비톨이나 만니톨 등은 높

은 삼투압을 세포에 가하게 되어 단백질의 발현 및 분비를 증가시

키는 것으로 보고되어있다. 0.4 M KOAc 및 0.35 M NaCl, 1 M 솔

비톨 가운데 1 M 솔비톨에서 효소 활성이 가장 높게 증가 되었으

며, 세포성장에도 향상을 보였다(Fig. 7). 

배양과정 가운데 생산되는 단백질 분해효소의 활성은 많은 차이

가 있지만 높은 경우에는 24 h 안에 생산된 재조합 단백질의 대부

분이 분해 될 만큼 강력하다. 그러므로 단백질 분해효소의 생산 및

활성을 억제시킴으로서 단백질 생산을 안정화 시킬 수 있겠다. 카

자미노산은 카제인의 분해물로 일기닌과 더불어 단백질 분해효소의

생산 및 활성을 억제시키는 것으로 알려져 있다. 세포에 아미노산

을 공급해 주어서 단백질 분해효소의 생산 필요성을 감소시키며, 단

백질 분해효소의 활성부위에 경쟁적 기질로 작용하기 때문에 생산

및 활성이 감소하게 된다.

2%의 카자미노산 첨가시 효소 활성이나 세포성장에는 효과가 없

Fig. 3. Comparison of HAE activity of intra and extra phase.

Fig. 4. SDS-PAGE analysis of His-tagged protein by Ni column puri-

fication.

Fig. 5. Effect of medium pH and temperature.

Fig. 6. Effect of methanol concentration for induction (every 24 hr).
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었으며, 0.4 M 알기닌에서 세포성장은 약간 감소했지만 높은 효소

활성을 보였다(Fig. 8). 5 mM EDTA를 첨가하였을 경우 세포성장

은 유지시키면서 효소활성이 증가 된 것을 알 수 있었다. 이로써 P.

pastoris에는 중성, 알칼리성 단백질 분해효소등이 존재하는 것으로

사료되며, 알기닌과 EDTA는 각각 단백질 분해효소 억제 효과를 보

이는 것을 알 수 있다. 

4. 결 론

소의 고환으로 추출된 PH-20 히아론산 분해효소를 클로닝하여

효모 발현 시스템인 P. pastoris 에서 생산하였다. 생산시 관련 인자

인 pH, 온도 및 배지 조건등을 조사하였다. 또한 발현 유도인자인

메탄올의 사용조건 그리고 재조합 단백질의 분해를 방지하기 위한

삼투압 증가제, 알기닌 사용 효과를 검토하여 생산 최적 조건을 확

립하였다. 최적조건에서 7460 u/L의 효소가 생산되었다. 이는 현재

소의 고환에서 생산되는 것에 주로 의지하고 있는 상태에서 새로운

생산법으로서 상업적인 효과가 기대된다. 더구나 광우병등으로 소

의 고환에서 추출하는 히아론산 분해효소의 사용이 우려되는 가운

데 효모에서 생산되는 히아론산 분해효소는 새로운 대체제로서 가

능성을 제시하였다.
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