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Abstract: Eggshell-based biocomposites have become attrac-

tive due to their exquisite nanostructure and biological prop-

erties, which are mainly composed of highly organized cal-

cium carbonate crystals controlled by organic macromolecules

such as proteins and polysaccharides. Here, we designed the

recombinant fusion protein of a putative eggshell matrix pro-

tein named as GG1234 and a fluorescent reporter protein of

DsRed. The protein was successfully over-expressed in E.

coli and purified by Ni-NTA affinity chromatography. In vitro

calcium carbonate crystallization was conducted in the pres-

ence of the fusion protein, and morphological change was in-

vestigated. The protein inhibited the calcite growth in vitro,

and spherical calcium carbonate micro-particles with the dia-

meter of about 20-30 µm were obtained. We expect that this

study would be helpful for better understanding of eggshell-

based biomineralization.

Keywords: Biomineralization, Calcium carbonate, Recombi-

nant protein, Fusion protein

1. INTRODUCTION

조류의 알 (avian egg) 및 해양 연체류의 껍질 (Molluskan shell)

등은 탄산칼슘 (CaCO3)을 주성분으로 하는 대표적인 바이오

미네랄로서 생명체의 구조적 지지체 및 외부로부터 생체조

직을 보호하는 역할을 한다. 그리고 상기 바이오미네랄을 구

성하는 것으로 알려진 5% 미만의 껍질 메트릭스 단백질

(shell matrix protein)은, 아직까지 메커니즘에 대한 이해가

충분히 이루어지지는 않았지만, 유무기복합화를 통해 바이

오미네랄 형성을 위한 탄산칼슘 결정의 성장 및 형태를 조절

하는 데 결정적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다 [1,2]. 지

금까지 다양한 종류의 껍질 메트릭스 단백질에 대한 1차 구

조 및 추정되는 기능이 유전체 및 단백질체 분석을 통해 제

시되고 있으며 [3-5], 이들 단백질은 특징적으로 1차 구조적

인 유사성은 잘 관찰되지 않으나, 음이온성 아미노산인 아스

파틱산과 글루탐산이 상대적으로 많이 분포하여 산성을 띄

는 경우가 많고, 안정적인 2-3차 구조를 형성하기 어려운 아

미노산 (intrinsically disordered proteins) 및 아미노산의 반복

서열이 빈번히 나타난다 [6,7]. 또한 단백질의 3차 구조가 풀

린 상태에서 추출된 천연 단백질 또한 결정 핵형성 및 성장

의 조절에 관여하는 것으로 알려져, 자연상태에서의 정확한

3차 구조가 단백질의 기능을 나타내는 데 결정적이지 않은

것으로 추정되고 있다 [8-10]. 하지만 단순히 상기 단백질을

구성하는 아미노산으로 결정화를 수행하였을 때, 껍질 형성

단백질의 효과가 나타나지 않은 것으로 보아, 단백질 3차 구

조상에서의 입체 화학적인 특성은 요구되는 것으로 판단되
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고 있다 [6,11].

최근 조류껍질 (eggshell)로부터 유래한 바이오복합재료는

독특한 나노구조를 바탕으로 뛰어난 기계적·생물학적 물성

으로 인해 관심이 증대되고 있다 [12-14]. 조류껍질은 주로

탄산칼슘의 한 형태인 방해석 (calcite)으로 구성되어 있고,

500가지 이상의 단백질이 조류껍질과 연관되어 있을 것으로

추정되고 있다 [4]. 하지만 조류껍질 단백질에 의한 생광물

화 (biomineralization) 연구는 대체로 추출에 의해 얻을 수 있

는 ovalbumin, lysozyme, osteopontin, ovovleidin 등의 단백질

에 대하여 제한적으로 수행되어 왔다 [2,15-17]. 이러한 측면

에서 생광물화 형성에 관여하는 단백질의 생화학적 특성 및

기반한 메커니즘을 더욱 효율적으로 이해하기 위하여 생광

물화 형성에 관여하는 단백질을 효율적으로 확보하는 것은

매우 중요하다.

본 연구에서는 재조합 단백질 생산 전략을 통해, 단순히 추

출에 의해 확보하기 어려운 껍질 메트릭스 단백질을 효율적

으로 얻을 것으로 기대하였다. 또한 대상 메트릭스 단백질에

형광 단백질을 융합하고 이를 대량 발현하여 확보한 메트릭

스 단백질의 생화학적 특성을 더욱 효과적으로 분석하고자

하였다. 이러한 측면에서 본 연구에서는, 이전의 연구에서

확보한 조류껍질 형성에 관여할 것으로 판단되는 GG1234

단백질 (NCBI reference sequence, XP_001234449)과 [18], 다

양한 생물학적 연구에서 널리 사용되는 대표적인 표지자 중

하나인 DsRed 형광 단백질을 융합하여 GG1234-DsRed 융합

단백질 발현 벡터를 구축하고, 이를 대장균 (E. coli)에서 대

량 발현하였다. 또한 상기 단백질을 C-말단에 도입되어 있는

6개의 히스티딘을 활용한 Ni-NTA 친화도 크로마토그래피에

의해 용이하게 정제하였고, 이를 이용하여 In vitro 상에서 탄

산칼슘 결정화를 수행하였을 때 탄산칼슘 결정성장에 상기

단백질이 어떠한 영향을 주는 지를 분석하였다.

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 GG1234-DsRed 단백질 발현

에 활용되었다. 대장균은 50 µg/mL 엠피실린이 포함된 Luria-

Bertani (LB) 배지에서 배양되었다. GG1234-DsRed 융합 단

백질을 발현하기 위한 pGG-DsRed 벡터를 제작하기 위하여,

pET-23b 벡터의 NdeI과 HindIII 사이에 이전 연구에서 확보한

GG1234 유전자를 도입하였고 [18], HindIII와 XhoI 사이에 상

업적으로 판매되고 있는 pDsRed-Monomer N1 벡터 (Clontech

Laboratories, Inc., Mountain View, CA, USA)의 DsRed mono-

mer 유전자를 도입하였다. 구축된 pGG-DsRed 발현 벡터는

시퀀싱을 통해 모든 서열이 정확히 도입되었는지 검증하였

다.

2.2. GG1234-DsRed 융합 단백질의 발현 및 정제

pGG-DsRed 벡터를 대장균 BL21(DE3)에 도입하였다. GG1234-

DsRed 융합 단백질의 발현을 위하여, 우선 50 µg/mL의 엠피

실린이 포함된 LB 배지에 상기 벡터가 포함된 대장균 세포

를 접종하여, 37oC에서 진탕배양하였다. 그리고 단백질 발현

을 유도하기 위하여 흡광도 (OD600)값이 0.8-1.0이 되었을 때,

단백질 발현 유도물질인 Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside

(IPTG)를 최종농도가 0.1 mM 되도록 첨가하였고, 25oC에서

20시간 동안 추가로 배양한 후, 배양된 세포를 원심분리하여

상등액을 제거하고 세포를 회수하였다. 회수된 세포를 세포

파쇄를 위한 용액 (50 mM 인산나트륨 완충액 (sodium phos-

phate buffer), pH 8, 10 mM 이미다졸 (imidazole))에 부유시킨

다음 초음파 분쇄기를 이용하여 파쇄하였다. 파쇄된 세포를

수용성 분액과 불용성 분액으로 나누어 각각을 통상의 SDS-

PAGE를 이용하여 분석하였다. 또한, 상기 단백질의 수용성

분액을 니켈 레진이 충진된 컬럼에 적용하여 단백질과 컬럼

이 결합하도록 하고, 세척 버퍼 (50 mM 인산 나트륨 완충액,

20 mM 이미다졸, pH 8.0)로 컬럼에 결합하지 않은 단백질을

우선적으로 씻어 냈고, 마지막으로 컬럼 안의 레진이 차지하

는 부피만큼의 단백질 용출을 위한 버퍼 (50 mM 인산나트륨

완충액, 300 mM 이미다졸, pH 8.0)를 이용하여 세척하였다.

그리고 최종적으로 단백질 용출 버퍼를 이용하여 GG1234-

DsRed 융합 단백질을 회수하였다. 이후 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, 단백질 수용액에 남아 있는 물과 단백질 성분 이

외의 성분을 제거하였다.  투석을 진행하였을 응집체의 재형

성이 거의 이루어지지 않아 최종적으로 물에 용해된 정제된

단백질 용액을 생산하였다.

2.3. GG1234-DsRed 융합 단백질을 이용한 In vitro 탄산

칼슘 결정화

GG1234-DsRed 단백질을 이용한 In vitro 상에서의 탄산칼슘

결정화는 24-well 플레이트의 유리표면 위에서, CaCl2와

Na2CO3 용액을 혼합하는 이전의 보고된 방법을 다음과 같이

수정하여 진행하였다 [19]. 다양한 농도 (0-600 µg/mL)의 GG

1234-DsRed 단백질이 포함된 20 mM CaCl2 용액과, 같은 부

피의 20 mM Na2CO3 용액을 준비하여 빠르게 혼합하고, 4°C

에서 20시간 동안 놓아 두었다. 결정화에 의해 유리 표면에

침전된 탄산칼슘 결정을 증류수로 세척하고 상온에서 건조

하였다. 얻어진 탄산칼슘 결정의 형태와 형광 단백질의 형광

을 관찰하기 위하여 CCD 카메라 (Coolsnap; Photometrics,

Tucson, AZ, USA)가 부착되어 있는 형광 현미경 (TE 2000;

Nikon Co., Tokyo, Japan)을 이용하였고, 형태를 더욱 정확히

파악하기 위하여 얻어진 샘플을 금으로 코팅하여 주사전자

현미경 (scanning electron microscope (SEM) SNE-4500M;

SEC Co., Suwon, Kora)으로 관찰하였다. 또한 얻어진 결정의

X-선 회절패턴을 X-선 회절계 (X-ray diffractometer (XRD)

D/MAX-2200; Rigaku Co., Tokyo, Japan)로 분석하였다.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

우선, GG1234-DsRed 융합 단백질을 제조하기 위하여, 이전

연구에서 얻어진 GG1234 단백질의 C-말단 유전자서열에, 리

포터 단백질로 통상적으로 많이 사용되는 DsRed의 유전자

서열을 연결하여, 강력한 T7 프로모터에 의해 발현이 조절되

는 pET 벡터 시스템에 도입하였다 (Fig. 1a). GG1234-DsRed

융합 단백질의 대량발현은 37°C 배양 후 다양한 농도의 IPTG

농도와 IPTG 발현 유도 이후 다양한 온도 (37°C, 30°C, 25°C,

20°C)에서 단백질의 발현 정도를 확인하여, 결과적으로 0.1

mM IPTG 발현 유도 이후 25°C, 20 hr 배양하는 조건으로 결

정하였다. GG1234-DsRed 융합 단백질은 상기 조건에서 수

용성 단백질로 발현이 되어 세포의 색깔이 DsRed 단백질의

색깔인 붉은색으로 변하였고, 발현된 융합 단백질은 C-말단

에 추가로 도입되어 있는 6개의 히스티딘을 활용한 친화도

크로마토그래피 법에 의하여 성공적으로 정제하여 (Fig. 1b),

최종적으로 정제된 단백질은 DsRed 단백질에서 나타나는

형광 특성을 마찬가지로 보여주었다. 하지만 SDS-PAGE 상

에서 융합단백질을 구성하는 GG1234와 DsRed 단백질의 단

편으로 판단되는 밴드가 일부 확인되었고, 이는 융합 단백질

의 발현에서 종종 나타나는, 융합 단백질의 융합 부위에서

일부 단백질이 분해된 것으로 판단되었다.

다음으로 다양한 농도의 GG1234-DsRed 융합 단백질을 활

용하여 In vitro 상에서 탄산칼슘의 결정화를 CaCl2와 Na2CO3

용액을 혼합하는 방법에 의하여 진행하였다. 그 결과 만들어

진 탄산칼슘 결정은 광학/형광 현미경 및 주사 전자 현미경

을 통하여 관찰하였다. GG1234-DsRed 융합단백질이 존재하

지 않을 때는, 통상적으로 나타나는 마름모 (rhombohedra) 형

태의 결정이 응집된 직경이 약 20-30 µm 정도의 탄산칼슘 결

정이 얻어졌다 (Fig. 2a). 하지만 융합 단백질이 첨가됨에 따

라 결정의 형태는, 결정의 모서리 부분에서 결정 성장이 점

차 저해를 받아 점차 구형의 형태로 바뀌었고, 200 µg/mL 이

상의 융합 단백질 농도에서는 구형의 마이크로 입자가 안정

적으로 형성되었다 (Fig. 2b-f). 탄산칼슘 결정을 형광현미경

으로 관찰하였을 때, 첨가되는 단백질의 농도가 증가함에 따

라 결정에서 DsRed 단백질에 의한 형광의 검출 정도가 함께

증가하였고, 200 µg/mL 이상 영역에서는 첨가되는 융합 단

백질 농도를 더욱 증가하여도 결정에서의 형광의 세기는 일

정하게 유지되어, GG1234-DsRed 단백질이 구형의 탄산칼

슘 결정 형성에 일정 비율로 관여하여 구형의 입자 형성에

관여할 것으로 판단되었다. 이러한 구 형태의 마이크로 입자

는 lysozyme 및 ovalbumin을 이용한 탄산칼슘 결정 형성 연

구결과에서 보고된 바 있으나 무정형의 결정이 아닌 베타라

이트 (vaterite) 결정을 형성하고 안정화에 관여하는 것으로

알려졌다 [16,17]. 한편 해양 유래의 여러 껍질 메트릭스 단

백질들에 대하여, 단백질의 특성에 따라 여러 형태의 무정형

Fig. 1. (a) Schematic diagram of the vector system to over-express GG1234-DsRed fusion protein. (b) SDS-PAGE analysis of the GG1234-

DsRed purification on Ni-NTA affinity chromatography. Lanes: M, protein marker; S, soluble lysate; FT, flow through ; W1, wash fraction

1; W2, wash fraction 2; W3, wash fraction 3; E, eluate.
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의 탄산칼슘을 안정화하거나 아라고나이트 (aragonite) 및 방

해석 (calcite) 형성에 관여하는 결과들이 보고되고 있다 [19-

21]. 단백질과 칼슘이온의 상호작용 및 탄산칼슘 결정 면과의

상호작용의 형태와 정도에 따라, 결정의 형태가 다양하게 컨

트롤되므로, 본 연구결과에 대한 추가적인 비교 분석 연구가

필요하지만 조류껍질 부분에 존재하는 단백질로서 탄산칼

슘 결정 형성에 저해 및 제어에 관여할 것으로 추정하였다.

X-선 회절 실험을 통해 얻어진 탄산 칼슘 결정의 형태를 분

석하였을 때, 융합 단백질이 첨가되지 않은 탄산칼슘 결정은

전형적인 방해석 (calcite)의 X-선 회절 패턴을 얻을 수 있었

고 (Fig. 3a), 융합 단백질이 첨가됨에 따라 탄산칼슘의 결정

성 특징은 점차 약해짐을 알 수 있어, GG1234-DsRed 융합단

백질이 결정성 탄산칼슘의 성장을 저해하는 것으로 여겨졌

다 (Fig. 3b-f). 이러한 저해 양상은 대조군으로 활용될 수 있

는 BSA 단백질을 이용한 탄산칼슘 결정화 및 아스파틱산과

글루탐산의 첨가에서는 관찰되지 않았고, 단백질이 첨가되

지 않았을 때의 방해석 결정이 형성되거나 방해석의 경계 부

분이 약간 부드럽게 변화되는 정도만이 관찰되었으며 (data

not shown), 이는 이전의 다른 보고와도 맥을 같이하였다

[11,19].

4. CONCLUSION

본 연구에서는 대장균에서 조류껍질 형성에 관여하는 것으

로 판단되는 GG1234 단백질과 형광단백질인 DsRed 단백질

Fig. 2. Calcium carbonate precipitates from in vitro crystallization by rapid mixing of aqueous CaCl2 and Na2CO3 solutions with no

GG1234-DsRed (a), 10 µg/mL (b), 100 µg/mL (c), 200 µg/mL (d), 400 µg/mL (e) and 600 µg/mL GG1234-DsRed (f).
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의 유전자를 연결한, GG1234-DsRed 융합 단백질을 대장균

에서 성공적으로 발현하고 정제하였다. 얻어진 융합단백질

을 이용하여 In vitro 상에서 탄산칼슘 결정화를 수행하였고,

첨가되는 융합 단백질의 농도가 증가함에 따라 방해석 탄산

칼슘의 성장이 저해되어 200 µg/mL 이상의 융합 단백질 농도

에서는 구형의 마이크로 입자가 형성됨을 확인하였고, 이때

융합 단백질이 결정과 결합하고 있음을 결정에서 나타나는

형광으로 파악하였다. 본 연구결과는 단백질에 의해 조절되

는 생광물화 현상에 대한 이해를 높이는 데 기여할 것이고,

향후 단백질 기반의 유무기복합화에 의한 바이오미네랄 생

체재료 개발에 적용될 것으로 기대된다.
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