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Hematopoietic cytokines regulate production of blood cells by stimulating proliferation and differ-
entiation of bone marrow cells. Among these hematopoietic cytokines, called hematopoitic growth fac-
tors, glranulocyte-colony stimulating Factor (G-CSF), which regulates growth of neutrophils, is one of
important therapeutic factors because cancer patients suffer with neutropenia which is severe reduc-
tion of neutrophils after chemotherapy. Two groups of recombinant G-CSF have approved and used
for therapeutic purposes and many researches are still on-going to produce recombinant G-CSF by
different techniques. We engineered human G-CSF with Bombyx specific endoplasmic reticulum (ER)
signal sequence, therefore, secretion of human G-CSF protein was improved in Bombyx mori-origined
cell line, Bm5. The Bombyx ER signal sequence and human G-CSF matured protein region chimera
was further remodeled at the N-terminus of matured G-CSF protein to understand roles of N-termi-
nus on outer cellular secretion and/or production. Three different mutants were generated deleting
three amino acids in non alpha-helical region in N-terminus in order to scan important amino acids
for G-CSF secretion. One of 3 different N-terminal deletion mutants showed dramatically reduction
of secreted amount of G-CSF indicating its important role on secretion. The data suggest that remodel-
ing in non alpha-helical region of N-terminus is also important for recombinant G-CSF production.
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서 론

콜로니 자극인자(Colony stimulating factor, CSF)는 골수세

포에서 각각의 혈구세포로 분화하고 성장하는데 필요한 인자

이다[13]. 이들 자극인자들은 당단백질로서 ‘조혈성장인자

(hematopoietic growth factor)’라고 하며 단독으로 기능을 나

타내거나 공동으로 작용하기도 한다. 이들 조혈성장인자들에

는 interleukin (IL-1, IL-3)과 SCF (stem cell factor), eryth-

ropoietin (EPO), granulocyte-colony stimulating factor

(G-CSF), macrophage-colony stimulating factor (M-CSF),

macrophage and granulocyte-colony stimulating factor

(GM-CSF), 등 20여 가지 이상이 존재한다[4]. 이 중 EPO와

G-CSF는 임상적으로 많이 사용되고 있으며 경제적인 가치도

상당히 높다.

과립구 콜로니 자극 인자(Granulocyte colony stimulating

factor, G-CSF)는 약 25 Kda 크기로 호중구 세포의 전구세포

(granulocyte precursor) 및 성숙한 호중구 세포(mature neu-

trophils)의 생존, 증식, 분화 및 기능을 가지고 있다[3]. 화학적

항암치료를 받는 환자들은 항암제의 부작용으로 인하여 혈구

세포의 감소가 발생하는 경우가 많다. 특히 총 혈구 세포의

40-70%를 차지하는 호중구 세포의 감소가 두드러지며(호중구

세포 감소증, neutropenia), 선천성 면역을 담당하는 호중구

세포의 감소는 환자의 미생물 감염 위험을 증가시켜 때로는

사망을 초래한다[19].

G-CSF는 neutropenia 증세를 감소시키고, 급성 골수성 백

혈병 등의 치료를 목적으로 임상적 사용의 승인을 받았으며,

임상적으로는 재조합 G-CSF가 사용되고 있다[8,9,17,20]. 재조

합 G-CSF는 두 그룹으로 분류된다. 한 그룹은 Escherichia coli

와 같이 세균에서 생산되는 재조합 G-CSF로서 사람 유래

G-CSF와는 달리 당쇄가 존재하지 않는다. 다른 그룹은

Chinese hamster ovary cell에서 생산되는 것으로 사람 유래

G-CSF와 동일하게 당쇄가 부가되어 있다[23]. 전자를

‘Filgrastim’이라고 명명하고, 후자를 ‘Lenograstim’이라고 명

명한다. 많은 연구결과에서 Lenograstim이 Filgrastim보다 안

정성 및 생물학적 활성 더 높다고 알려져 있어 당쇄의 중요함

을 알 수 있다[11,14]. 이들 재조합 G-CSF 단백질에 대한 특허

가 유럽에서 2006년, 미국에서는 2013년에 만료가 됨으로 경

제성이 높은 이 단백질을 생산하고자 하는 연구가 많이 되고

있다[18].

선행연구에서 본 연구팀은 사람 유래 G-CSF 유전자를 누에

세포에서 발현시켜 재조합 G-CSF가 생성된다는 것을 보고하

였다[16]. 여기서 더 나아가 G-CSF를 효율적으로 분비시키기

위한 연구결과를 보고하고자 한다.
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Materials and Methods

세포배양 및 형질전환

누에 유래 Bm5 세포[24]는 5% fetal calf serum (Gibco)과

penicillin, streptomycin, and amphotericin B (Gibco Anti-

Anti, Invitrogen Corporation)을 함유한 GRACE 배지

(Welgene)를 사용하여 27˚C에서 배양하였다. Bm5세포는 25

cm
2

tissue culture plate 당 2×10
6
세포를 분주하여 하루 배양한

뒤 형질전환 하였다. 각 벡터는 FuGENE® HD Transfection

Reagent (Roche)를 사용하여 Bm5 세포를 형질전환 하였다.

형질전환 24 hr 후에 배지는 새 것으로 교환하였다.

Wild type 및 돌연변이 G-CSF 발현 벡터 제작

사람 유래 G-CSF cDNA는 누에 유래 prophenoloxidase ac-

tivating enzyme (PPAE)의 endoplasmic signal sequence에 해

당하는 DNA 부분과 치환 및 융합하여 제작하였다[16].

Two-step PCR 방법으로 제작된 누에의 endoplasmic signal

sequence를 가진 G-CSF를 ppaeG-CSF라고 명명하였다.

ppaeG-CSF를 주형으로 하고 GeneArt® Site-Directed

Mutagenesis kit (Invitrogen, USA)를 사용하여 site-directed

mutagenesis 방법으로 성숙한 G-CSF 단백질의 N-말단에 gly-

cine-proline-alanine 세 아미노산이 결여된 돌연변이(ppaeG-

CSFd1)를 생산하였다. Primer는 JAd1 (GTTGCAACCCCCC

TGAGCTCCCTGCCCCA)와 JB21 (CAGGGGGGTTGCAAC

ACTTTTGGT)를 사용하였다. Alanine-serine-serine 결여 돌

연변이와 serine-leucine-proline 결여 돌연변이는 ppaeG-CSFd1

과는 달리 합성 DNA를 사용하였다(Bioneer, 대전). 즉, 각 세

아미노산의 codon이 결여된 전체 ppaeG-CSF DNA의 양쪽에

제한효소 SacI과 AgeI 인식 DNA를 5’과 3’에 연결하여 합성한

후 SacI과 AgeI으로 절단하여 곤충발현 벡터인 pIZTv5/His

벡터에 삽입하여 각 돌연변이 유전자 발현 벡터를 구축하였다

(ppaeG-CSFd2와 ppaeG-CSFd3). 각 세 종류의 돌연변이

G-CSF 유전자는 DNA sequence를 확인하여 다른 돌연변이가

없음을 확인하였다.

Stable Cell line 구축

Wild type 및 돌연변이 G-CSF가 삽입된 pIZTv5/His 벡터

에는 zeocin selection marker가 존재하여 이를 이용하여

stable cell line을 구축하였다. 각각의 발현 벡터를 Bm5 세포에

전술한 방법으로 형질전환하고, 400 μg/ml 농도의 zeocin을

첨가하여 형질전환 된 세포만을 유지 및 선별하였다. 형질전

환 된 세포만을 획득한 후에는 zeocine의 농도를 100 μg/ml로

낮추어 stable cell line 배양하며 유지하였다. 획득한 각 stable

cell line을 Bm5-12, Bm5-D1, Bm5-D2, and Bm5-D3라고 명명

하고 액체질소에 보관하였다.

G-CSF 단백질 합성 분석

Bm5-12, Bm5-D1, Bm5-D2과 Bm5-D3 세포를 세포 수가

4×10
6

cells/ml로 되게 하여 동일한 조건에서 배양하였다. 4

일 동안 배양한 후 2 ml 배지를 회수하여 배지로 분비된

G-CSF 양을 비교하였다. 2 ml 배지는 0.2 ml 10× binding buf-

fer (100 mM sodium phosphate buffer, 500 mM NaCl, 100

mM imidazole, pH 7.4)와 섞은 후 60 μl 50% nickel sepharose

beads (Pharmacia)를 첨가하여 4
o
C에서 한 시간 동안 G-CSF

단백질을 결합시켰다. 4
o
C, 3,000 rpm에서 원심분리하여 nick-

el sepharose beads를 회수하고, 1× binding buffer로 3 회 세

척을 한 후 30 μl SDS-PAGE loading buffer를 첨가하였다.

12% polyacrylamide gel을 사용하여 전기영동한 후

PROTRAN nitrocellulose membrane (Whatman)으로 단백질

을 전이시켰다. Membrane은 gelatin wash buffer (0.1% gela-

tin, 15 mM Tris-HCl, pH 7.5, 2 mM EDTA, and 0.1% Triton

x-100)로 block을 하였고, anti-his 항체(Cell Signaling, 1:500

dilution)와 peroxidase-labeled goat anti-rabbit IgG (Sigma

A0545, 1:1,000 dilution)를 사용하여 ECL로서 G-CSF의 존재

여부와 상대적인 생산량을 비교하였다. 각 밴드는 Image ana-

lyzer (Alpha Innotech FluorChem FC2 MultiImage II)를 사용

하여 얻었다.

Results and Discussion

세포 외로 분비되는 단백질은 전구단백질로 만들어져 소포

체에서 소포체 신호 펩타이드(Endoplamsic reticulum signal

sequence, ER signal sequence)가 절단이 되어 성숙된 단백질

로 된다[1]. G-CSF는 25 개의 아미노산으로 된 ER-signal se-

quence를 가지며, 분비형의 성숙한 단백질은 174개의 아미노

산으로 구성되어 있다. 세포 내 분비 경로 중 골지체에서

O-linked glycosylation이 일어나 당쇄가 부가된 당단백질로

세포 밖으로 분비된다[5]. 분자량은 약 25 Kda 이다. 따라서

사람 유래 G-CSF의 생산은 분비경로의 시작인 소포체로의 이

동이 아주 중요하며, 또한 동질성을 가지기 위해 당쇄의 부가

가 중요하다. 현재 사용되고 있는 재조합 G-CSF는 Escherichia

coli 에서 생산되는 것과 Chinese Hamster Ovary cells (CHO)

에서 생산되는 것으로 대별된다[7]. Escherichia coli 에서 생산

되는 G-CSF는 Filgrastim이라 명명하며, E. coli 세포 내 in-

clusion body로 존재하는 것을 재구조화(renaturation)하는 과

정을 거쳐 생산하는 반면에 Chinese Hamster Ovary cells

(CHO)에서 생산되는 G-CSF는 Lenograstim 이라 명명하며 사

람 유래 G-CSF와 동일한 post-translational modification을 거

쳐 합성이 되어 안정성 및 활성이 상대적으로 높다고 알려져

있다[2,5,22].

곤충세포는 진핵생물과 마찬가지로 세포 내 단백질 분비경

로를 거쳐 분비 단백질을 세포 밖으로 보내며 또한 당쇄 부가
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Fig. 2. Cloning of deletion mutants of ppaeG-CSF. (A) JAd1 primer with deleted codons for three amino acids, GPA, was synthesized

and used for site-directed mutation using GeneArt® Site-Directed Mutagenesis (see Materials and Methods) in order to

make mutant, d1. (B) Mutant d2 and d3 DNAs were directly synthesized by Bioneer (Daejeon, Korea) with SacI and AgeI

site flanked at 5’and 3’ regions, respectively. The synthesized d2 and d3 DNAs were inserted in the same restriction sites

of pIZT/His vector. (C) Mutant DNA agarose gel. Each cloned mutant construct was ran on 1% agarose gel after digestion.

와 같은 post-translational modification 과정을 수행한다. 또

한 포유동물 사이에서 발생할 수 있는 위해성 감염원(예, 바이

러스)에 대한 안전성이 높아 재조합 단백질을 생산하는 좋은

수단으로 인식된다. 본 연구팀은 누에 세포에서 사람 유래

G-CSF의 생산효율을 높이기 위해 ER signal sequence를 변경

하여 높은 분비율을 획득하였다[16]. G-CSF의 구조는4 개의

alpha-helix로 구성되어 있다. G-CSF의 활성은 이들 alpha-he-

lix가 아주 중요한 역할을 하며, alpha-helix 구조는 두 개의

disulfide bond가 지탱을 한다고 알려져 있다[10]. 이를 바탕으

로 하여 구조에 영향을 최소화 하며 G-CSF의 분비율에 N-말

단이 어떤 영향을 주는지를 N-말단에 deletion mutation을 도

입하여 조사하였다.

과도한 deletion에 의한 구조변형을 최소화하기 위해 아미

노산 3 개를 deletion하는 방법을 사용하였으며, 서로 중복되

는 deletion mutant를 제조함으로 G-CSF의 생산 또는 분비에

중요한 아미노산을 선별하는 전략을 사용하였다(Fig. 1). 또한

아미노산 3 개가 deletion된 각각의 돌연변이는 서로 아미노산

이 한 개씩 중복되도록 만들어져 3 개의 아미노산 중 하나

또는 두 개의 아미노산을 더욱 세밀하게 구별될 수 있도록

하였다. G-CSF는 4 개의 alpha-helix로 이루어져 있고, 첫 번째

alpha-helix가 3 번째 proline 다음의 glutamine부터 시작 된다

(Fig. 1)[21]. 따라서 첫 번째 alpha-helix가 시작되기 전 3차

구조를 형성하고 있지 않는 영역에 돌연변이를 도입하였다.

각각의 deletion mutant는 site-directed mutagenesis 또는 화

학적 DNA 합성을 통하여 제작되었으며, 제작된 모든 DNA는

곤충 발현 벡터인 pIZTv5/His에 삽입되었다. 이때 벡터에 존

Fig. 1. Schematic diagram of Wild type and each deletion mu-

tant G-CSF. Endoplasmic Reticulum signal sequence of

human-origin G-CSF was replace with that of proph-

enoloxidase activating enzyme (PPAE) from Bombyx mori
(Bombyx ppaeG-CSF). cDNA of Bombyx ppaeG-CSF

was then used as template to generate three amino

acid-deleted mutants, d1, d2, and d3. hER: Human

Endoplasmic reticulum, SS: Signal sequence, bER:

Bombyx Endoplasmic reticulum. Amino acids were

showed with single letter symbols. First alpha-helix be-

gins glutamine, which is in gray color and italicized.

재하는 hig tag이 G-CSF의 C-말단에 위치하도록 클로닝되었

다(Fig. 2). 벡터 내에 클로닝 된 wild type과 돌연변이 DNA는

다시 DNA sequencing을 하여 다른 위치의 돌연변이가 없음

을 확인하였다. 각 DNA로부터 발현되어 생산되는 G-CSF의

양을 비교하기 위해서 일시적인 형질전환(transient trans-

fection)을 통해서 할 수도 있으나 각각의 형질전환 효율과 지

속적인 생산 가능성의 이유로 stable cell line을 구축하였다.

사용한 벡터에 zeocin 내성 유전자가 존재하여 zeocin에 내성
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을 가진 Bm5 세포들만을 선별하여 각각의 stable cell line을

구축하였다(Fig. 3). Stable cell line은 형태적으로 원래의 Bm5

세포와 차이가 없었으며, 각 cell line 간에도 형태적 차이는

없었다. 생산되는 재조합 G-CSF는 세포 밖으로 분비가 되므로

각 cell line이 배양된 배양액을 분석하였다. 동일한 양의 배양

액 내에 존재하는 G-CSF의 상대적인 비교를 위해 2 ml 배양액

내에 존재하는 G-CSF를 Nickel sepahrose bead를 사용하여

분리하고 이를 western blot으로 분석하였다. 동일한 양을 나

타내기 위한 대조군으로는 배지 내에 존재하는 약 66 Kda인

bovine serum albumin을 SDS-PAGE로 분리하여 Coomassie

염색으로 나타내었다(Fig. 4). Western blot의 결과에서 d3 돌

연변이의 경우 확연하게 G-CSF가 감소한 알 수 있었고, 이와

Fig. 3. ppaeG-CSF and mutant ppaeG-CSF d1, d2, d3-expressing

Bm5 stable cell lines. Each construct was transfected to

Bombyx mori cell line, Bm5. Zeocin resistant clones were

selected and designated to Bm5-12, Bm5-D1, Bm5-D2,

and Bm5-D3.

Fig. 4. Analysis of each recombinant G-CSF. Cell line, Bm5-12,

Bm5-D1, Bm5-D2, and Bm5-D3 were grown under the

same condition and one ml of media was collected from

4×106 cells/ml population. Recombinant G-CSF was

pulled down with Nickel bead and analyzed by

SDS-PAGE and western blot. (A) The same amount of

each medium ran on a SDS-PAGE and the gel was coom-

massie-stained to show loading control. Protein bands

are bovine serum albumin in the media. (B) Western blot

analysis for recombinant G-CSF with anti-his antibody.

Lane 1: Bm5-12, 2: Bm5-D1, 3: Bm5-D2, and 4: Bm5-D3.

MW: molecular marker

대조적으로 d1과 d2의 경우는 wild type보다 다소 높게 생산

되었거나 동일한 수준임을 알 수 있었다(Fig. 4). 이는 돌연변

이의 위치가 모두 alpha-helix와는 무관한 N-말단 끝에 존재하

지만[6,21,25] G-CSF의 생산 또는 분비에 커다란 영향을 미친

다고 생각된다. 일반적으로 proline은 단백질 구조에서 굴곡을

형성하는 것으로 알려져 있다. d1 돌연변이와 d2 돌연변이 모

두 하나씩의 proline을 가지고 있지만 아주 대비되는 G-CSF의

생산량을 보여주고 있다. 이는 d3에 의해 제거된 3 번째 pro-

line이 생산 또는 분비에 영향을 준다고 생각된다. 그러나 배양

배지 내에 존재하는 G-CSF를 분석한 것임으로 배지 내에서의

안정성에도 영향을 줄 수 있다고 생각할 수 있다. 당쇄가 없는

Filgrastim의 경우 serum 내에 존재하는 elastase에 의한 분해

에 민감한 것으로 알려져 있다[3]. 세포 내에 존재하는 G-CSF

의 양을 상대적으로 비교하여만 d3 돌연변이가 단백질 합성에

영향을 주지 않았다고 결론지을 수 있어 이에 대한 연구는

향후 수행되어야 된다고 생각한다. 다만 ER signal sequence가

세 종류의 돌연변이 모두 같으며, Bombix mori 유래 PPAE의

ER signal sequence가 정상적으로 기능을 하고 있음[16]으로

d3에 의한 영향을 분비문제로 여겨진다.

G-CSF의 분비에 관한 특정 아미노산에 대한 연구는 현재까

지도 아주 부족하며, 본 연구의 돌연변이 연구에서 알 수 있듯

이 특정 위치의 G-CSF 돌연변이가 생산보다도 분비에 영향을

줄 수 있다고 생각된다. 단백질의 세포 외 분비는 결과적으로

생산성과 직결되어 있다. 따라서 본 연구는 세포 외 분비가

증가된 단백질 리모델링으로 조혈성장 단백질과 같은 의료용

단백질의 생산 수율을 향상시킬 수 있는 가능성을 제시하였다

고 생각한다.
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초록：G-CSF 단백질 N-말단의 비 알파-Helix 영역의 돌연변이에 의한 분비 조절
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조혈에 관여하는 cytokine은 골수세포의 성장과 분화를 촉진시켜 혈구세포 생산을 조절한다. 이런 cytokine을

조혈성장인자(hematopoitic growth factor)이라고 하고, 그 중에서 호중구 세포(neutrophil) 성장에 관여하는 과립

구 콜로니 자극 인자(granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF)는 임상적 치료제로서 아주 중요하다. 왜냐하

면 화학적 항암치료를 받는 환자들에게 심각한 호중구 세포가 감소하는 증세(neutropenia)가 발생하여 감염으로

인한 사망이 일어나기 때문이다. 두 종류의 G-CSF 재조합 단백질이 치료제로 승인 받아 사용되고 있으며, G-CSF

재조합 단백질 생산에 대한 연구가 지속적으로 이루어지고 있다. 선행연구에서 본 연구팀은 누에에서 유래된

Bm5 세포주에서 G-CSF의 생산을 증대하기 위해 누에 prophenoloxidase activating enzyme의 Endoplasmic re-

ticulum targeting signal sequence유전자와 사람 G-CSF 유전자를 융합한 chimera 유전자를 제작하여 재조합

G-CSF 단백질을 생산하였다. 본 연구에서는 이 chimera 유전자가 생산하는 재조합 G-CSF 단백질의 N-말단에

3 개의 아미노산이 결여되는 3 종류의 돌연변이 유전자를 제작하여 G-CSF 단백질 생산에 미치는 영향을 조사하

였다. 그 중 한 돌연변이 유전자에 의해 세포 밖으로 분비된 G-CSF 단백질의 생산이 현저히 감소하여, N-말단

부분이 이 단백질의 분비에 관여한다는 것을 알 수 있었다.


