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요 약

그람음성균의 외막은 수많은 생물물리학적 및 생화학적 과정이 작용하여 생존력을 유지하도록 설계되어 있는 세포

환경의 가장 바깥 층이다. 세포공학의 발전으로 인해 박테리아의 막 환경을 변경하는 등 유전정보를 원하는 대로 조작

할 수 있게 되었고 이는 박테리아를 특정 목적에 적용시킬 수 있게 하였다. 그중 기능성 분자를 박테리아 외막에 표지

하는 세포 표면공학은 숙주세포가 특정 외부물질이나 자극에 반응하도록 유도하는 전략 중 하나이다. 기능성 펩타이

드 또는 단백질을 세포 표면에 표지하기 위한 방법으로 막 고정 모티프를 융합한 후 세포 내에서 발현하는 방법이 일

반적으로 사용되고 있지만 이는 박테리아 시스템에서 발현할 수 없는 외인성 단백질이나 크기가 큰 단백질에는 적용

할 수 없다는 한계점이 있다. 박테리아 외막의 구성요소에 자연적으로 존재하는 반응성 그룹과 기능성 물질을 화학접

합하는 방법도 있으나 필수 구성 요소의 비특이적 변형으로 인해 세포의 생장이 저해되는 경우가 많다. 본 연구에서는

비천연아미노산 또는 자가결합 도메인을 사용해 대장균의 세포 표면을 부위 특이적으로 형광 표지하는 두 가지의 접

근법을 수행하였다. 첫 번째 접근법은 화학선택적 반응성을 지닌 비천연아미노산이 삽입된 펩타이드를 대장균 표면에

발현하여 위치 특이적으로 형광염료를 접합시키는 방법이다. 두 번째 접근법은 자가결합능력을 지닌 이종 이량체 코

일-코일에서 유래된 α-나선 도메인을 대장균 외막에 발현하고 녹색 형광 단백질이 융합된 상보적인 α-나선 도메인을

막 표면에 특이적으로 고정하는 방법이다. 제시된 방법들은 위치와 시간이 제어된 방식으로 박테리아 외막에 새로운

기능을 부여하는 방법론으로서 유용하다.

Abstract − The outer membrane of Gram-negative bacteria is the outermost layer of cellular environment in which

numerous biophysical and biochemical processes are in action sustaining viability. Advances in cell engineering enable

modification of bacterial genetic information that subsequently alters membrane physiology to adapt bacteria to specific

purposes. Surface display of a functional molecule on the outer membranes is one of strategies that directs host cells to

respond to a specific extracellular matter or stimulus. While intracellular expression of a functional peptide or protein

fused to a membrane-anchoring motif is commonly practiced for surface display, the method is not readily applicable to

exogenous or large proteins inexpressible in bacteria. Chemical conjugation at reactive groups naturally occurring on the

membrane might be an alternative, but often compromises fitness due to non-specific modification of essential components.

Herein, we demonstrated two distinct approaches that enable site-specific decoration of the outer membrane with a fluorescent

agent in Escherichia coli. An unnatural amino acid genetically incorporated in a surface-exposed peptide could act as a

chemoselective handle for bioorthogonal dye labeling. A surface-displayed α-helical domain originating from a part of a

selected heterodimeric coiled-coil complex could recruit and anchor a green fluorescent protein tagged with a complementary

α-helical domain to the membrane surface in a site- and hetero-specific manner. These methods hold a promise as on-

demand tools to confer new functionalities on the bacterial membranes.
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1. 서 론

세포는 자가 복제가 가능한 생명의 기본 단위로서 수많은 분자들

간의 상호작용 및 생화학 반응의 유기적인 조절을 통해 생명력을 유

지한다. 원핵생물인 박테리아는 빠른 증식 속도와 단순한 세포 구조,

상대적으로 적은 유전체 함량 등의 장점으로 인해 일찍이 세포생물

학의 표준 연구 대상으로 자리잡았으며 관련 응용 산업의 역사도 길

다. 종별 다양한 유전형 및 표현형을 지닌 박테리아를 특성 분석하

고 이를 바탕으로 분류, 보관, 배양, 제형 기술을 통해 유용 산물을

획득하는 고전적인 생물 공정은 여전히 산업적으로 유효한 가운데

고도화된 분자생물학 도구들을 갖춘 합성생물학, 대사공학 분야의

연구자들은 유전체(genomics), 전사체(transcriptomics), 단백질체

(proteomics) 분야에서 빠르게 축적되어 온 연구결과에 기반하여 세

포를 유전자 수준에서 능동적으로 개량하는 연구를 활발히 진행 중

이다[1]. 세포막은 세포질과 세포외환경을 구분 짓는 물리적 경계이

기도 하지만 세포 외부의 물질을 선택적으로 흡수 또는 차단하는 관

문의 역할, 외부의 자극을 특정 생물학적 신호로 전환 및 증폭하는

변환기 역할을 하기도 한다[2-4]. 이러한 생물학적 기능은 세포막 이

중층(bilayer)의 주요성분인 인지질(phospholipid)뿐만 아니라 막에

고정되어 존재하는 막단백질, 지질다당류 등의 독립적 또는 협동적

활성에 의해 매개된다[5,6]. 특히, 정밀한 3차 구조를 지닌 막단백질

은 특정 물질에 선택적인 화학반응, 물질전달, 신호증폭 등의 역할을

높은 정확도(fidelity)로 수행할 수 있다[7]. 

세포막 공학에 있어 가장 기본적인 접근은 관심 기능을 지닌 막단

백질을 과발현하거나 관심 기능을 지닌 단백질을 막단백질에 융합

하여 세포외막에 고정함으로써 특정 기능성이 증대된 세포주를 구

축하는 것이다. Bacillus licheniformis 유래의 지질분해효소인 lipase

를 대장균표면에 발현시켜 세포전체를 생체 촉매로 사용할 수 있게

하거나 Cd2+를 흡착하는 hexa-histidine(His)이 세포막 표면에 고정

된 대장균을 금속 친화성 흡착제로 사용하는 등의 연구가 진행되었

다[8,9]. 앞서 서술하였듯이 박테리아의 세포외막에 관심 단백질을

표현하는 가장 일반적인 방법은 관심 단백질을 박테리아 본연의 막

단백질에 유전자 융합하는 것이다. 이때 막단백질은 고정대(anchor)

역할을 한다. 숙주가 대장균일 경우 주로 효과적으로 사용되는 고정

대 막단백질은 lpp-OmpA를 포함하여 다수가 알려져 있다[10-12].

lpp-OmpA에 Sortases의 인식부위(아미노산 잔기)를 포함하는 재조

합 단백질을 융합해 외막 표면에 고정한 후 Sortases가 단백질을 부

위 특이적으로 절단할 수 있다는 특징을 사용하여 재조합 단백질의

발현 및 정제를 위한 새로운 방법을 제시하는 연구가 진행되었다

[13]. 또한 미생물 내의 수은 이온 농도의 증가에 반응하여 수은 저

항성 유전자의 전사를 활성화하는 금속조절단백질 MerR를 외막단

백질인 ice nucleation protein(INP)를 고정대로 사용해 표면 발현한

연구는 세포막 공학에 의해 변형된 박테리아가 중금속 생물 흡착제

로서 유용하게 사용될 수 있음을 시사하였다[14]. 고정대 막단백질

융합법은 기술적 장벽이 낮은 반면, 다합체(multimer) 구조의 단백

질이나 박테리아에서 발현이 불가한 동물세포 유래 단백질에는 적

용하기 어렵다. 더욱이 관심 기능분자가 단백질이 아닌 핵산 또는

합성저분자 물질일 경우 이 방법은 적용이 불가하다. 대안으로서, 관

심 기능분자를 세포외막에 자연적으로 존재하는 활성기(reactive

group)에 화학적으로 접합시킬 수 있다[15]. 막 단백질에 존재하는

아미노기를 표적으로 해 DNA 접합체를 제조하고 살아있는 세포 표

면에 화학적으로 접합시켜 DNA를 표면에 패턴화할 수 있는 방법이

보고되었다[16]. 그러나 사용되는 화학접합반응의 위치 특이성 및

반응 그룹 선택성이 낮을 경우 기타 생분자들의 구조 변형 및 기능

손실, 세포생장 저해를 초래할 수 있다[17]. 

표적 분자 간의 특이적 결합을 유도하기 위한 방법으로 특이 반응

성을 지닌 비천연아미노산을 활용할 수 있다. 비천연아미노산은 아

미노기와 카복실기를 모두 포함하는 중심 구조를 지녔으나 잔기는

천연아미노산에서 발견되지 않는 그룹으로 치환되어 있는 분자이다.

자연적인 조건에서 비천연아미노산은 생분자로 인식되지 않지만,

분자생물학적 도구를 통해 진화된 단백질 생합성 관여 분자체들이

존재할 경우 비천연아미노산은 단백질의 새로운 구성요소로 포섭될

수 있다[18]. 단백질은 여러 아미노산이 생합성된 중합체로서 각각

의 아미노산을 하나씩 추가하는 과정인 번역(translation)을 통해 생

합성되며, 특정 아미노산을 지정하는 코돈(codon)이 연속적으로 배

열된 mRNA, 이에 상보적으로 결합하는 anti-코돈을 가지는 tRNA,

tRNA에 특정 아미노산을 연결해주는 aminoacyl-tRNA synthetase,

아미노산 간 아마이드 결합을 촉매하는 리보솜이 번역 과정 시 필요

한 분자체들이라는 점은 익히 잘 알려져 있다. 세 가지 뉴클레오타

이드의 연속배열로 암호화된 코돈의 개수는 64가지이고 그 중 61개

의 코돈은 20개의 천연아미노산중 하나를 지정할 수 있는 반면 나머

지 세 개의 코돈인 amber (UAG), ochre (UAA), opal (UAG)은 번역

종결신호로서, 특정 아미노산을 지정하지 않기 때문에 비천연아미

노산 삽입을 위한 확장된 유전 코드(expanded genetic code)로 활용

될 수 있다. 또한 비천연아미노산을 인지하는 tRNA와 aminoacyl-

tRNA synthetase pair는 단백질을 합성하는 박테리아 세포의 내인

성 tRNA와 aminoacyl-tRNA synthetase pair와 교차활성이 없어

야 하므로 고세균(archaea)처럼 박테리아와 진화적 계통이 먼 세

포의 tRNA와 aminoacyl-tRNA synthetase pair로부터 방향성 진

화를 거쳐 선별된다[19,20]. 이 때 tRNA는 anti-코돈의 변형을 거

쳐 비천연아미노산을 지정하는 주요 종결코돈인 amber 코돈에 상

보적으로 결합하는 amber suppressor tRNA로 전환된다. Aminoacyl-

tRNA synthetase 또한 돌연변이와 라이브러리 스크리닝을 거쳐

비천연아미노산을 특이적으로 인식해 amber suppressor tRNA와

연결하는 기능을 갖는다. 이러한 과정으로 생성된 amber suppressor

tRNA와 aminoacyl-tRNA synthetase pair를 사용해 단백질의 원

하는 부위에 특이적으로 비천연아미노산을 삽입할 수 있다[21].

확장된 유전 코드로 단백질에 삽입 가능한 비천연아미노산은 현재

까지 보고된 바로 100가지가 넘는다. 특히 p-azido-L-phenylalanine은

phenylalanine의 변이체로서 잔기에 아자이드 그룹(azide)을 포함

하고 있다. 아자이드 그룹은 생분자에 존재하는 모든 반응기에 불

활성이지만 알카인(alkyne) 그룹에 대해 특이적인 cycloaddition

반응을 통해 triazole 공유결합을 형성하는 특징을 보인다. 아자이

드와 알카인 모두 자연계에는 존재하지 않는 그룹이므로 비천연아

미노산 삽입을 통해 아자이드를 지닌 단백질 또는 세포는 알카인

특이적인 접합 활성을 갖게 된다. 이를 생물직교활성(bioorthogonality)

이라고 한다. 

표적 분자 간의 특이적 결합을 유도하기 위한 또다른 방법으로 단

백질의 자가결합 현상을 이용할 수있다. 코일-코일 도메인은 진핵생

물 단백질의 10%에서 발견되는 일반적인 모티프이다. 코일은 소수

성 또는 하전된 7개의 아미노산 잔기가 반복된다는 특징을 가지며

두개 이상의 코일이 서로를 감싸는 형태로 코일-코일 도메인을 형성
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한다[22]. 코일-코일 모티프는 기능성 분자를 연결하고 자가조립하

는 것으로 잘 알려진 모티프 중 하나이다. Methyl-cytosine binding

domain 2(MBD2)와 p66α는 세포내에서 DNA의 메틸화에 중요한

단백질 복합체의 일부이며 해리상수가 12.4 nM로 높은 친화성을

가지는 역평행 이종이량체를 형성한다[23,24]. 코일-코일 모티프는

생체분자나 나노구조 및 재료의 자가조립을 위한 유망한 도구로 사

용된다. 바이오센서의 금 표면을 류신지퍼펩타이드로 코팅한 후 상

보적인 짝 코일을 관심단백질의 항원단백질과 융합한 후 간단한 인

큐베이션으로 짝코일에 고정하여 바이오센서 표면에 단백질의 부

위별 고정화 방법을 개발하였다[25]. 또한 코일-코일 모티프 중 하

나인 ZE 및 ZR 코일은 약한 자가조립능력을 가진 streptavidin의 C

또는 N말단에 융합되어 streptavidin의 자가결합능력을 향상시켰다

[26]. 

본 연구에서는 고정대 막단백질 융합법의 적용이 불가한 관심 기

능분자를 대장균 세포외막에 위치 특이적으로 표현하기 위한 두 가

지 방법을 제시한다. 첫째, 생물직교 반응활성이 있는 비천연아미노

산을 세포외막에 표현하는 방법이다(Fig. 1(a)). 별도로 생산된 관심

기능분자는 화학링커를 통해 비천연 아미노산과 위치 특이적 공유

결합을 통해 고정될 수 있을 것이다. 둘째, 코일-코일 이종이합체

(coiled-coil heterodimer)를 구성하는 코일 중 하나를 세포외막에 표

현하는 방법이다(Fig. 1(b)). 짝코일과 융합된 형태로 별도 생산된 관

심 기능분자는 세포외막의 코일과 비공유 자가결합(non-covalent

self-assembly)을 통해 고정될 수 있을 것이다. 

2. 실 험

2-1. 균주 및 벡터구축

pET-coil B-GFP 발현벡터는 coil B-GFP 단백질의 유전자와

Ampicillin 저항성 유전자(AmpR)를 포함하는 pET21a(+) 계열의 재

조합 벡터이며 유전자 합성 및 클로닝을 통해 제조되었다. pET-lpp-

OmpA-coil A는 lpp-OmpA-coil A 단백질의 유전자와 Ampicillin 저

항성 유전자(AmpR)를 포함하는 pET21a(+) 계열의 재조합 벡터이

며 유전자 합성 및 클로닝을 통해 제조되었다. 재조합 벡터는 E. coli

DH5α를 숙주로 이용하여 증폭 및 선별되었다. 제작된 재조합 벡터의

유전자 서열은 BIONICS에 시퀀싱을 의뢰해 확인하였다. BL21,

E.cN[27]을 열충격법을 통해 각각 pET-coil B-GFP 및 pET-lpp-

OmpA-coil A로 형질전환하였다. 형질전환 발현 균주를 37 oC의 조

건에서 Luria-Betani(LB)-Ampicillin 고체배지에 12시간 이상 배양

후 Ampicillin 저항성을 가지는 단일 콜로니를 얻었다. 얻어진 단일

콜로니는 단백질 발현에 사용되었다.

2-2. 단백질 발현 및 정제

단백질 생산을 위한 모든 종배양(seed culture)은 LB-Ampicillin

액체배지에서 37 oC, 200 rpm 조건으로 Ampicillin (100 μg/mL)을

첨가해 수행하였다. 종배양된 LB-Ampicillin 액체배지에서 4 mL를

채취해 400 mL 본 배양 LB-Ampicillin 액체배지에 첨가하였다. 분

광광도계(BioDrop)로 600 nm에서 측정한 흡광도(OD
600

)가 0.6이

Fig. 1. Schematics of site-specific cell surface labeling. a) Surface presentation of a peptidyl motif containing an unnatural amino acid, p-

azido-L-phenylalanine (AzF), and its bioorthogonal conjugation with dibenzocyclooctyne (DBCO) or its derivatives. b) Surface pre-

sentation of an α-helical motif (Coil A) and its assembly with green fluorescent protein (GFP) tagged with a complementary α-helical

motif (Coil B).
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될 때까지 37 oC, 200 rpm에서 배양한 후 1 mM Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG)로 단백질 발현을 유도하였다. 이후

30 oC로 온도를 낮추어 밤새 배양하였다. 모든 본 배양은 전술한 조

건으로 수행되었다. 배양된 세포는 최종 OD
600
를 측정하고 4,000 g,

4 oC의 조건에서 10분간 원심분리해 수확하였다. Lpp-OmpA-coil A

발현세포의 본 배양은 표면 발현 분석진행직전에 수행되었다. Coil

B-GFP발현세포는 단백질 정제를 위해 원심분리 후 용해완충액을

첨가해 재현탁시켜 Lysozyme (최종농도 1 mg/mL)을 400 μL 첨가

한후 4 oC 조건에서 30분간 교반하였다. 준비된 시료는 초음파법으로

세포파쇄 후 10,000 g, 4 oC의 조건에서 20분간 원심분리해 불용성,

가용성분획으로 분리되었다. 가용성분획의 단백질은 Ni-NTA

Agarose resin을 1.5 mL 첨가한 후 4 oC의 조건에서 10분간 교반하

였다. Ni-NTA Agarose resin과 결합한 단백질을 폴리프로필렌 컬럼을

통해 불순물과 분리하였다. 세척완충액 15 mL를 첨가해 불순물을

세척한 후 용출완충액 500 µL를 5번 나누어 첨가해 컬럼을 통과하는

단백질용액을 수집한 후 SDS-PAGE로 분석하였다.

2-3. 비천연아미노산의 삽입

pET-lpp-OmpA-WT을 주형으로 사용해 PCR에 의한 부위 지정

돌연변이를 수행하여 지정부위에 앰버코돈(UAG)을 도입하였다. 앰

버코돈이 추가된 pET-lpp-OmpA-AzF 또한 전술한 절차를 통해 유

전자 서열을 확인하였다. pET-lpp-OmpA-AzF로 형질전환된 E. coli

DH5α에 CaCl
2
를 처리하여 적격세포를 제작해 15% glycerol을 포함

하는 0.1 M CaCl
2
 용액에 재현탁한 후 영하 80 oC에 보관하였다. 제작된

적격세포에 chloramphenicol 저항성을 가지는 pEVOL-pAzF을 열충

격법으로 추가적으로 형질전환한 후 chloramphenicol과 Ampicillin을

포함하는 LB 고체배지에 37 oC의 조건에서 12시간 이상 계대배양

하여 단일 콜로니를 얻었다. 전술한 조건에서 전 배양을 수행하고

chloramphenicol과 Ampicillin을 포함하는 100 mL LB 액체배지에

전배양 액체배지 1 mL와 p-Azido-L-phenylalanine (AzF, 최종농도

1 mM)을 첨가해 37 oC, 200 rpm의 조건에서 흡광도(OD
600

)가 0.6이

될 때까지 배양하였다. lpp-OmpA-AzF, AzF 특이적 tRNA/tRNA

synthetase 발현을 유도하기위해 1 mM IPTG 및 0.1%(w/v) L-(+)-

Arabinose를 배양물에 첨가하였다. 유도 후 37 oC, 200 rpm의 조건에서

12시간 이상 배양 후 5,000 rpm에서 10분간 원심분리해 세포펠렛을

수확하였다. 세포펠렛을 인산완충생리식염수(PBS)로 세척한 후

50% glycerol을 포함하는 PBS에 재현탁해 사용전까지 영하 80 oC에

보관하였다.

2-4. 시험관 내 자외선조사 형광분석 실험

비천연아미노산 AzF와 AF 405 Dibenzocyclooctyne (DBCO)의

화학접합 및 형광분석은 다음과 같이 진행되었다. 영하 80 oC에 보

관되어 있던 lpp-OmpA-AzF, lpp-OmpA-WT, DH5α 세포펠렛을

13,000 rpm에서 2분간 원심분리하고 PBS로 재현탁해 세척하였다.

AF 405 DBCO(최종농도 100 µM)를 첨가하고 볼텍스 믹서에 고정

한 후 실온에서 2시간동안 교반하고 13,000 rpm에서 2분간 원심분

리해 상층액을 제거한 후 PBS로 2회 세척하였다. 13,000 rpm에서 2

분간 원심분리한 후 UV로 AF 405 DBCO 라벨링 결과를 확인하였

다. 코일 자가결합에 의한 세포표면라벨링은 다음과 같이 진행되었

다. 본 배양 후 lpp-OmpA-coil A 세포를 PBS로 재현탁해 세척하고

13,000 rpm에서 2분간 원심분리한 후 0.5 mg/mL coil B-GFP를 1

mL 첨가해 실온에서 1시간동안 교반하였다. 13,000 rpm에서 2분간

원심분리한 후 PBS로 세척하고 13,000 rpm에서 5분간 원심분리한

후 UV로 형광 분석하였다.

2-5. 유세포분석실험

E. coli WT와 lpp-OmpA-coil A발현 균주(OD
600

: 1; ~109 cells/mL)를

13,000 rpm에서 2분간 원심분리하여 수확하고 PBS로 세척한 후

3×107 cells/mL가 되도록 희석하였다. 그 후 10 µM coil B-GFP를

포함하는 1 mL PBS로 재현탁하고 볼텍스 믹서에 고정하여 30분간

교반하였다. 13,000 rpm에서 2분간 원심분리하여 상층액을 제거하

고 PBS로 2회 세척한 후 최종 부피가 1 mL이 되도록 PBS에 재현탁

하였다. 각 실험에 대해 30,000개의 세포가 분석되었다.

3. 결과 및 고찰

3-1. 비천연아미노산의 부위 특이적 화학반응을 이용한 세포 표면

형광 염색

pET-lpp-OmpA-WT는 막관통단백질인 lpp-OmpA의 C말단에 수

용성이 높은 펩타이드가 연결된 융합 단백질의 유전자 발현을 제어

하는 벡터이다. 비천연아미노산인 AzF를 세포막표면에 제시하기 위

해 융합단백질의 유전자 코돈 235번째 위치에 종결코돈(amber,

TAG)을 삽입한 pET-lpp-OmpA-AzF를 구축하였다(Fig. 2(a)). 비천

연아미노산 p-azido-L-phenylalanine (AzF)을 인식하는 amber suppressor

tRNA/tRNA synthetase pair의 발현벡터 pEVOL-pAzF[28]과 pET-

lpp-OmpA-AzF로 E. coli를 공동형질전환하여 AzF 삽입 가능한 균

주인 lpp-OmpA-AzF를 구축한 후, 해당 융합단백질의 세포표면 발

현 및 AzF의 위치 특이적 삽입을 유도하였다. DBCO 그룹을 지닌

물질은 AzF와 strain-promoted azide-alkyne cycloaddition(SPAAC)

반응을 통해 트리아졸(triazole) 고리를 형성한다고 알려져 있다(Fig.

2(b))[29].

E. coli lpp-OmpA-AzF 막표면에 제시된 AzF와 DBCO-Dye의 특

이적 화학접합을 확인하기 위해 E. coli lpp-OmpA-AzF와 DBCO-

Dye를 혼합한 후 일정 시간 뒤 세척하였다. 균주 펠렛에 대한 UV

조사 결과 Dye에 의한 형광이 관찰되었으며 DBCO-Dye를 첨가하

지 않은 E. coli lpp-OmpA-AzF에서는 형광이 관찰되지 않았다(Fig.

3(a)). 형광제의 강한 비특이적 세포막 흡착 또는 불특정 세포막 성

분과의 공유결합에 의한 발광 가능성을 탐색하기 위해 대조군인 E.

coli lpp-OmpA-WT, E. coli WT를 DBCO-Dye로 동일하게 처리한

후 UV를 조사한 결과 두 대조군 모두 형광이 관찰되지 않았다. 이러

한 결과는 DBCO-Dye가 세포막 표면에 발현된 펩타이드에 위치 특

이적으로 삽입된 AzF와 선택적 SPAAC 반응으로 고정되어 발광하

였음을 의미한다(Fig. 3(b)). 이러한 형광 접합법은 이종 세포 군집

상황에서 박테리아의 표적 이미징 목적으로 유용하게 사용될 수 있

다. 위치 특이적 비천연아미노산 삽입 및 SPAAC는 단백질의 특정

위치에 새로운 기능 물질을 부착하는 용도로 유용하게 사용되어 왔

다. 항체-약물 접합체 제조, 단백질 약물의 반감기 개선을 위한 PEG,

지질 또는 알부민 접합 등이 주된 사례이다[30–32]. 세포막에 AzF를

표출한 세포 또한 SPAAC를 통해 다양한 기능 물질로 변형될 수 있

다. 천연아미노산의 잔기인 아민(amine), 싸이올(thiol)의 반응성을

이용한 기존의 세포막 기능화 방법은 손쉬운 접근성 대비 접합 위치

비특이성으로 인한 세포 생장력 손상의 위험이 크다. 반면, SPAAC
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는 생물직교성 덕분에 세포막 접합의 위치 및 밀도를 제어할 수 있

으므로, 세포 생장성을 유지하면서 세포막의 리모델링이 가능하다.

3-2. 코일-코일 자가결합력을 이용한 세포 표면 형광 염색

자가결합을 하는 coil A와 coil B를 세포 표면 형광표지도구로 사

용하기 위해서 coil A를 세포 표면에 고정하도록 설계된 pET-lpp-

OmpA-coil A 벡터(Fig. 4)로 형질전환된 lpp-OmpA-coil A 균주와

coil B를 green fluorescent protein (GFP)에 연결시킨 pET-coil B-

GFP 벡터로 형질전환된 Coil B-GFP 균주를 구축하였다. 세포 표면

표지물질이 되는 coil B-GFP는 C-말단에 있는 His tag의 금속이온

과의 친화성을 이용한 친화성 크로마토그래피로 정제되었다. 정제

후 SDS-폴리아크릴아마이드 겔 전기 영동법(SDS-PAGE)으로 coil

Fig. 3. Images of UV-irradiated fluorescence analyses to confirm the site-specific reaction between AzF and DBCO-Dye. a) lpp-OmpA-AzF

mixed with DBCO-Dye (left) and lpp-OmpA-AzF without DBCO-Dye (right). b) lpp-OmpA-WT mixed with DBCO-Dye (left) and E.

coli WT mixed with DBCO-Dye (right).

Fig. 2. Site-specific decoration of the cell surface by unnatural amino acid incorporation and bioorthogonal chemistry. a) Schematics of the

gene construct of lpp-OmpA-peptide fusion protein (upper) and the reaction of surface-expressed AzF with DBCO-Dye (lower). Num-

bers indicate the size of each domain in amino acids. The site of AzF incorporation is denoted UAG. b) Strain-promoted azide-alkyne

cycloaddition of AzF and DBCO-Dye.
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B-GFP의 발현과 순도를 확인하였다(Fig. 5(a)). 전기영동결과 35

kDa의 사이즈 마커 아래에 위치하는 밴드를 관찰할 수 있었으며 이로

인해 33.39 kDa의 분자량을 가지는 coil B-GFP가 성공적으로 발현

되었음을 확인하였다. 정제한 coil B-GFP와 세포 표면에 발현된

coil A의 자가결합으로 인한 특이적 형광표지를 정성적으로 확인하

기 위해, 표지물질 coil B-GFP를 lpp-OmpA-coil A 균주 및 E. coli

WT 세포와 각각 혼합하였다. PBS 세척 후 세포펠렛에 자외선을 조

사하여 형광분석을 진행하였다. lpp-OmpA-coil A 균주는 coil A와

coil B-GFP의 자가결합으로 GFP에 의한 형광을 띠었지만 E. coli

WT의 경우 형광이 검출되지 않았다(Fig. 5(b)). 이러한 결과는 coil

A와 coil B의 특이적 자가결합력에 의해 lpp-OmpA-coil A 균주의

세포막 표면에 coil B-GFP가 고정되었음을 의미한다. 

세포 표면 형광표지를 정량적으로 분석하기 위해 유세포분석기를

이용하였다. 유세포분석기는 세포 표면 발현분야에서 가장 일반적

으로 사용되는 분석법으로서 형광 염색된 세포를 유동시켜 레이저

를 이용해 산란된 빛과 형광을 검출한 후 해당 신호를 분석한다.

Coil B-GFP로 처리된 lpp-OmpA-coil A 균주의 경우 세포당 평균

형광도가 강하게 나타난 반면 coil B-GFP로 동일하게 처리된 E.

coli WT의 경우 형광이 검출되지 않았다(Fig. 5(c)). GFP에 의한 평

균 형광 수치는 E. coli WT와 lpp-OmpA-coil A 균주가 각각 48,

39,942로서 832배의 차이를 보여 이종이량체 코일쌍을 이용한 성공

적인 세포막 형광표지를 확인하였다(Table 1). 이러한 결과는 coil

B-GFP가 E. coli WT의 세포막 표면 물질과는 비특이적 흡착 또는

결합을 거의 하지 않지만, coil A가 세포막 표출된 lpp-OmpA-coil A

균주와는 특이적 코일-코일 상호작용으로 인해 세포막 표면에 고정

될 수 있음을 의미한다.

4. 결 론

세포막 공학은 특정 물질을 외막 표면에 고정시킴으로써 세포 본

연의 생리학적 활성에 특이 기능성을 더하여 주는 유용한 분자생물

학적 도구이다. 예를 들어, 인간의 종양세포에 대한 감응성 및 종양

미세환경 군집화 경향을 보이는 약독화 살모넬라의 외막에 항암 펩

타이드를 고정시킴으로써 훨씬 향상된 항암 유효성을 보이는 항암

살모넬라를 획득하였다[33]. 최근 FDA 판매 허가를 받은 항암세포

치료제 Kymriah는 인간의 T 면역세포의 표면에 특정 암세포를 인

지하는 단백질을 부착하여 우수한 항암효과를 달성하였다[34]. 기능

성 단백질을 외막에 고정하는 방법으로서 내인성 막단백질에 기능

성 단백질을 유전자 융합하는 방식이 일반적이지만, 더 다양한 종류

의 단백질과 핵산, 합성저분자 등 비펩타이드성 물질을 외막에 고정

하기 위해서는 제어가능하고 효율성 높은 새로운 방법이 필요하다.

첫 번째 방법론으로서, 본 연구는 대장균의 막단백질 세포 외 노출

부위에 생체직교반응성을 지닌 비천연아미노산을 삽입하고, 알카인

그룹을 지닌 비펩타이드성 물질이 해당 비천연아미노산과 위치 특

이적 공유결합으로 고정될 수 있음을 보였다. 두 번째로, 본 연구는

이종 특이적 자가결합력을 지닌 코일-코일 도메인 중 하나의 코일

Fig. 4. Schematics of the gene constructs of lpp-OmpA-coil A fusion protein and coil B-GFP (upper) and self-assembly of coil B-GFP and sur-

face-expressed coil A (lower). Numbers indicate the size of each domain in amino acids.
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모티프가 위와 동일한 내인성 막단백질의 카복실 말단에 유전자 융

합되어 외막 고정되어 있는 대장균을 제조하였다. 다른 결합짝 코일

모티프로 말단 표지된 형광단백질은 코일-코일 자가결합력에 의해

해당 대장균 외막의 코일 모티프와 위치 특이적 비공유결합으로 고

정될 수 있었다. 이러한 방법론은 기존 시스템으로 세포막 고정이

불가능 했던 다양한 기능성 물질에 적용될 수 있기 때문에 세포치료

제, 환경정화균주 개발에 있어 진보된 플랫폼의 역할을 할 것으로

기대된다.
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