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Plant Chloroplast have several advantages as an expression platform of biopharmaceuticals over con-
ventional expression platforms such as mammalian cells, yeast and bacteria. First, plants do not serve 
as a host for mammalian infectious virus and have endotoxin like bacteria which can cause anaphylactic 
shock. In addition, high copy number of chloroplast genome allows for chloroplast transformants to 
reach the high level of expression of heterologous genes. Moreover, the integration of transgenes 
into specific region of chloroplast genomes makes chloroplast transformants unaffected by positional 
effect which can be frequently observed from nuclear transformants, resulting in loss of transgene 
expressions. Antimicrobial peptides (AMPs) are a kind of innate immunity which is found from bacteria 
to humans. Unlike conventional antibiotics, very less dosage of AMPs can have catastrophic effect 
on bacterial survival. Further, the repeated use of AMPs does not trigger the development of bacterial 
resistance. Moricin, one of the AMPs, was isolated from Bombyx mori, a silkworm moth. The C-termi-
nal of moricin consists largely of basic amino acids, and the N-terminal has an α-helix structure. 
Moricin was chosen and expressed in a SUMO/SUMOase without leaving any unwanted amino acids 
which could potentially affect the anti-bacterial activity of the moricin. The transformation vector 
used in this study has already been created in this lab for the expression in both prokaryotic systems 
such as E. coli and chloroplast. The expressed moricin was purified using Ni columns and SUMOase, 
and the antibacterial activity of the purified moricin was confirmed using an agar diffusion assay.
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*Corresponding author
Tel : +82-54-820-5647, Fax : +82-54-820-7705
E-mail : kimsy@anu.ac.kr 

This is an Open-Access article distributed under the terms of the 
Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http:// 
creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0) which permits unrestricted 
non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, 
provided the original work is properly cited.

ISSN (Online) 2287-3406
Journal of Life Science 2022 Vol. 32. No. 12. 956~961 DOI : https://doi.org/10.5352/JLS.2022.32.12.956

서 론

재조합 단백질은 박테리아, 효모, 동물 세포, 식물 등 

다양한 생물을 이용하여 생산할 수 있으며, 단백질의 활

성, 순도, 생산 속도 및 비용 등을 고려하여 생산 방법을 

선택한다[14]. 일반적으로 E. coli, 효모, 동물 세포주 등을 

이용하여 단백질을 생산하지만 이들은 몇 가지 단점이 

있다. E. coli에서 생산되는 단백질은 진핵생물과 달리 제

한적인 glycosylation만 일어나고, 세균 내부의 독소로 오

염될 위험이 있다. 효모는 chaperone을 필요로 하여 단백

질의 생산에 어려움이 있다. 동물 세포주는 배양 시설의 

유지 관리 및 생산된 단백질의 추출과 정제 등에 많은 

비용이 들며, 인체에 유해한 세균이나 바이러스에 의한 

생산시설의 오염이 일어날 수 있다[6, 17].
식물에서 단백질을 생산할 경우 다른 생산 방법들보다 

빠르고 많은 양의 재조합 단백질을 생산할 수 있다[13, 29]. 
또한 식물은 물과 햇빛, 무기영양소만으로 키울 수 있기 

때문에 생산 비용이 절감되며, 식물은 내독소(endotoxin)
를 생산하지 않고, 인체에 유해한 바이러스는 식물을 숙

주로 이용하지 않기 때문에 식물에서 생산된 단백질은 

오염될 위험이 낮다[6, 21].
식물에서 단백질을 생산하는 방법은 핵 형질전환 방식

과 엽록체 형질전환 방식이 있다. 엽록체는 많은 양의 유

전자가 복제되기 때문에 핵 형질전환 방법에 비해 엽록체 

형질전환 방법은 많은 재조합 단백질을 생산할 수 있다

[12]. 엽록체 유전체는 핵 유전체와 달리 모계유전 되기 

때문에 삽입된 외래 유전자가 꽃가루로 전파되지 않아, 
자연 환경으로 유전자가 유출될 위험이 낮다[13, 18]. 핵 

형질전환은 유전자가 무작위 위치에 들어가고, 들어가는 

위치에 따라 발현에 영향을 미치지만, 엽록체 형질전환은 

상동재조합을 이용하여 유전자가 특정 위치에 삽입되기 
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때문에 일정한 발현량을 얻을 수 있다. 또한 엽록체는 원

핵세포와 유사하기 때문에 오페론 기작을 이용하여 동시

에 여러 유전자를 발현시킬 수 있다[29].
일반적으로 재조합 단백질을 발현시킬 때 세포 내부에

서 단백질이 분해되거나, 혹은 용해도나 활성이 떨어져서 

추출에 어려움이 있다. 또한 서로 뭉치게 되는 봉입체 형

성이 일어날 수 있다. 이를 완화시키기 위하여 융합 단백

질 기술을 이용하면 발현량과 용해도 등이 향상되어 정제

가 용이하며, 자연적으로 분해되는 단백질 양을 줄일 수 

있다[16, 27, 28]. Small ubiquitin-like modifier (SUMO) 단
백질은 세포의 다른 단백질에 공유결합으로 결합 및 분리

되는 단백질군으로, 수모화(SUMOylation)를 통해 단백질 

안정성에 도움을 준다[10].
단백질 분해효소는 아미노산 서열을 인식하여 단백질

을 자르는 반면 SUMO 단백질 분해효소(SUMOase)는 3차 

구조를 인식하여 자르기 때문에 정확하고 효율적으로 제

거할 수 있다[1, 3, 23]. 또한 SUMO는 진핵생물에 있는 

단백질로, 식물에서 단백질을 발현시킬 경우 재조합 단백

질의 SUMO가 식물 내부에 있는 SUMOase에 의해 바로 

제거될 수 있다[15]. 일반적으로 유전자를 엽록체에서 발

현시키기 전 E. coli에서 단백질 발현 유무를 확인하는데, 
이는 식물 엽록체와 E. coli의 전사 및 번역 기작이 유사하

기 때문이며[5], 또한 융합 단백질로 사용한 SUMO가 E. 
coli에 대한 항균펩타이드의 독성을 완화시키기 때문이다

[19, 20, 30]. 
곤충에 있는 항균펩타이드는 선천 면역으로 작용하며, 

적은 양으로도 항균활성을 나타낸다[12, 25]. 기존의 페니

실린과 같은 항생제는 내성균이 생기기 쉬운 반면, 항균

펩타이드는 내성에 대해 큰 저항성을 갖기 때문에 새로운 

치료제로 주목받고 있다[12, 21, 26]. Moricin은 66개의 아

미노산 잔기로 구성된 항균펩타이드로, 누에나방의 한 종

류인 Bombyx mori에서 분리되었다[8]. Moricin은 다른 항

균펩타이드와 마찬가지로 높은 염기성을 나타내며 이는 

세포막을 변형시켜 항균펩타이드가 박테리아에 더 잘 붙

을 수 있게 해준다[8, 12]. 또한 moricin은 특이하게 C 말단

에 염기성 아미노산이 모여 있고, N 말단에는 α- helix 구
조를 가지고 있어서 박테리아의 세포막에 붙어 막을 용해

한다[8, 11].
E. coli는 오랜 기간 동안 재조합 단백질 발현에 이용되

어 왔다. E. coli에서의 발현은 다른 숙주에 비해 저렴하고 

조작이 간편하다[7]. 엽록체의 유전 물질의 구조가 박테리

아와 공통점이 많은데, 특히 엽록체 유전자의 promoter와 

polymerase가 E. coli와 매우 유사하다고 제시되었다[2, 5]. 
본 연구실에서는 이미 E. coli와 엽록체에서 단백질을 생

산할 수 있는 벡터를 제작하였다[16], 본 연구에서는 이 

벡터를 이용하여 조작이 간편한 E. coli에 moricin 유전자

를 삽입한 후 moricin의 발현을 확인하고, 발현된 moricin

의 항균활성을 확인하였다. 이 연구 결과를 바탕으로 담

배 잎의 엽록체를 형질전환시켜 moricin을 대량 생산할 

수 있을 것으로 예상된다.

재료 및 방법

발현 벡터

본 실험에서 사용된 발현 벡터는 엽록체에 삽입되어 작

동할 수 있는 promoter와 terminator를 가지고 있는 

pKSEC1으로 XbaI과 NdeI를 처리하여 moricin 유전자를 

6xHisSUMO와 함께 융합시켰다[16]. 

E. coli에서 6xHisSUMO-moricin의 발현 확인

6xHisSUMO-moricin-pKSEC1로 형질전환된 E. coli BL21
을 ampicillin과 spectinomycin이 함유된 Terrific Broth (Sig-
ma-Aldrich, USA)에서 37℃에서 18시간 동안 배양하였다. 
원심분리(8,000 rpm, 4℃, 3분)하여 세포를 수집하고 lysis 
buffer (pH 7.6, PBS, 1 mg/ml Lysozyme, 1 mM EDTA, 1 
mM PMSF)로 현탁하였다. 부유된 E. coli를 초음파 분쇄기

로 세포막을 깨고, 4℃, 13,000 rpm으로 10분 동안 원심분

리 하여 상층액 부분에 있는 수용성 단백질을 얻은 후 

Bradford Reagent (Sigma Aldrich, USA)를 사용하여 단백질 

농도를 정량하였다. 15% polyacrylamide gel에 준비된 단

백질을 넣고 SDS-PAGE를 진행한 뒤, PVDF membrane에 

단백질을 이동시켰다. 상온에서 membrane에 5% skim milk 
용액을 1시간 동안 섞고, 1차 항체(His-probe, mouse mono-
clonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, USA)를 1:1,000의 비

율로 5% skim milk에 희석한 뒤 membrane에 부어 4℃에서 

16시간 동안 섞었다. 그 후 TBS-T buffer로 15분씩 3회 

세척한 뒤, 2차 항체(mouse anti-rabbit IgG-HPR, Santa Cruz 
Biotechnology, USA)를 1:2,000 비율로 5% skim milk에 희

석하여 membrane에 부어 1시간 동안 섞었다. 그 뒤 TBS-T
로 15분씩 3회 세척하였다. Amersham ECL Prime Western 
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences, 
USA)를 membrane에 3분 동안 처리한 후, C-Digit Blot 
Scanner (Li-Cor, USA)로 6xHisSUMO-moricin의 발현을 확

인하였다.

발현된 moricin의 정제

완성된 재조합 벡터를 BL21 (E. coli, competent cell)에 

삽입하여 moricin을 생산하는 colony를 선별하였다. LB배
지(50 μg/ml spectinomycin, 100 μg/ml ampicillin)에 접종하

여 배양한 뒤, lysis buffer (Tris 20 mM, NaCl 300 mM, 
Imidazole 5 mM)로 단백질을 추출하였다. 추출한 단백질

을 0.45 μm syringe filter와 0.2 μm syringe filter에 여과시켜 

불순물을 최대한 제거한 뒤, His60 Ni Superflow Resin & 
Gravity Columns (Takara, Japan)를 사용하여 단백질을 분
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Fig. 1. Schematic diagram of the expression 6xHisSUMO-moricin-pKSEC1. Prrn16, 16S rRNA promoter; aadA, aminoglycoside 
3′ adenylyltransferase gene; TrrnB, 3’ UTR of E. coli rrnB operon; PpsbA, psbA promoter and 5’UTR; TpsbA, 3’ UTR 
of the psbA gene; trnI, isoleucyl-tRNA; trnA, alanyl-tRNA.

Fig. 2. The expression of 6xHisSUMO-moricin-pKSEC1. M, 
DNA size marker; Lane 1, cloning of 6xHisSUMO- 
moricin into pKSEC1 and confirmation of the insertion 
by a single digestion with KpnI (6,623 bp) and by dou-
ble digestion with KpnI and NdeI (5,708 bp and 915 
bp) in lane 2.

리하였다. 분리된 재조합 단백질의 농도를 측정하고, 단
백질에 SUMO Protease (Enzynomics, Korea)를 30℃에서 

1시간 간격으로 최대 6시간 동안 처리하여, 융합 단백질

(6xHisSUMO)과 moricin을 분리하였다. 분리된 단백질과 

2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, USA)를 섞어 95℃에

서 5분 동안 끓였다. 15% polyacrylamide gel에 준비된 단

백질을 넣고 SDS-PAGE를 진행한 뒤, PVDF membrane에 

단백질을 옮겼다. Membrane에 5% skim milk 용액을 상온

에서 1시간 동안 섞고, 1차 항체(His-probe, mouse mono-
clonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, USA)를 1:1,000의 비

율로 5% skim milk에 희석한 뒤 membrane에 부어 4℃에서 

16시간 동안 섞었다. 그 후 TBS-T buffer로 15분씩 3회 

세척한 뒤, 2차 항체(mouse anti-rabbit IgG-HPR, Santa Cruz 
Biotechnology, USA)를 1:2,000 비율로 5% skim milk에 희

석한 후 membrane에 부어 1시간 동안 섞었다. 그 뒤 TBS- 
T로 15분씩 3회 세척하였다. Amersham ECL Prime Wes-
tern Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Scien-
ces, USA)를 membrane에 3분 동안 처리한 후, C-Digit Blot 
Scanner (Li-Cor, USA)로 단백질의 발현을 확인하였다.

Moricin의 항균활성 확인

Moricin의 항균활성을 확인하기 위해 agar diffusion as-
say를 수행하였다[31]. LB배지(1.5 % [w/v] agar)에 Bacillus 
subtilis를 McFarland 1이 되도록 희석하여 면봉으로 도말

한 뒤, white tip을 사용하여 배지에 일정한 구멍을 만들었

다. 이 구멍에 SUMOase를 처리한 재조합 단백질 20 μl를 

첨가하여 37℃에서 18시간 동안 배양하여 투명대(clear 
zone)를 확인하여 항균활성을 측정하였다.

결과 및 고찰

발현 벡터에 삽입된 moricin 유전자의 확인

본 연구에서는 moricin을 생산하기 위해 융합 단백질인 

6xHisSUMO-moricin을 사용하고[3, 23], 이 융합 단백질을 

PpsbA와 TpsbA 유전자 사이에 넣기 위해서 양 끝에 XbaІ
와 NdeІ의 제한 효소 자리를 첨가하였다(Macrogen, Korea). 
Fig. 1에서 제시된 것과 같이 pUC19 벡터에 여러 유전자

들을 삽입하여 Kim et al. [16]의 방법에 따라 pKSEC1 벡

터를 제작한 후, SDS-PAGE를 수행하여 moricin 유전자가 

정확하게 삽입된 것을 확인하였다(Fig. 2).

6xHisSUMO-moricin의 발현 확인

6xHisSUMO-moricin의 6xHis 부분에 항체를 부착하여 

Western blot으로 6xHisSUMO-moricin의 발현을 확인하였

다(Fig. 3). 6xHisSUMO-moricin의 크기는 19.1 kDa 예측되

었고, 대부분 수용액에 존재하였다. 대조군으로 형질전환

이 되지 않은 E. coli에서는 항체가 부착된 단백질이 발현

되지 않았다.

Moricin의 분리 및 항균 활성

형질전환된 E. coli에서 6xHisSUMO-moricin을 발현시

킨 뒤, His60 Ni Columns (Takara, Japan)을 사용하여 6xHis 
SUMO-moricin을 분리하였다. 분리한 6xHisSUMO-mor-
icin에 SUMOase를 처리하고 His-probe를 이용하여 west-
ern blot을 진행하였다(Fig. 4). SUMOase를 1시간에서 6시
간까지 처리한 결과, 1시간에서 모두 잘린 것을 확인하였
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Fig. 3. Analysis of expressed 6xHisSUMO-moricin fusion pro-
tein in E. coli. The size of the expressed 6xHisSUMO- 
moricin is about 19 kDa. There is no 6xHis tag proteins 
in original E. coli, and the expressed 6xHisSUMO- 
moricin is almost presented in soluble part. M, Protein 
size marker (kDa); Lane 1, Control (E. coli protein); 
Lane 2, 6xHisSUMO-moricin protein.

Fig. 4. Analysis of moricin fusion protein treated by SUMOase. 
SUMOase was treated at 1 hr intervals. The part of 
protein with his tag was detected by western blot. M, 
Protein size marker (kDa); Lane 1, Moricin treated with 
SUMOase for 1 hr; Lane 2, Moricin treated with 
SUMOase for 2 hr; Lane 3, Moricin treated with 
SUMOase for 3 hr; Lane 4, Moricin treated with 
SUMOase for 4 hr; Lane 5, Moricin treated with 
SUMOase for 5 hr; Lane 6, Moricin treated with 
SUMOase for 6 hr; Lane 7, Control (moricin not treated 
with SUMOase).

A

B Fig. 5. Antimicrobial activity of moricin against to 
Bacillus subtilis. To test the antimicrobial 
activity of moricin, the fusion protein 6xHis 
SUMO1-moricin was produced and was 
treated by SUMOase. A minimum inhibitory 
concentration (MIC) of moricin was shown 
between 0.375 and 0.75 (μg /μl). (A) Anti-
bacterial activity test according to the con-
centration of moricin against B. subtilis. (a), 
control (buffer); (b), 0.375 μg/μl moricin; 
(c), 0.75 μg/μl moricin; (d), 1.5 μg/μl mor-
icin; (e), 3.0 μg/μl moricin. (B) Evaluation 
of the inhibitory effect of moricin on B. sub-
tilis by measuring the clear zone diameter.

다. 6xHisSUMO-moricin의 크기는 19.1 kDa이고, SUMOase
에 의해 분리된 6xHisSUMO의 크기는 11.9 kDa이며, mor-
icin은 7.1 kDa으로 예측되었다. SUMOase에 의해 분리된 

6xHisSUMO의 크기가 17 kDa 보다 작은 크기로 확인되었

다. 이 결과는 6xHisSUMO-moricin 이 SUMOase의 작용으

로 moricin이 분리되었다는 것을 제시한다[24].
Moricin은 항균펩타이드로 N 말단 부분에 양친매성을 

나타내는 α-helix 구조가 있어 막 투과성을 증가시키며[11, 
12], C 말단에는 염기성 아미노산이 모여 있다[8]. 또한 

다른 항균펩타이드와 마찬가지로 높은 염기성을 나타내

며, 높은 염기성은 항균 능력과 연관이 있다[8, 12]. 항균펩

타이드의 염기성은 정전기적 상호작용을 통해 항균펩타

이드를 박테리아 표면에 부착시키는 요인이라고 제시되

었다[4]. 
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재조합 벡터에서 만들어진 moricin이 항균활성이 있는

지 확인하기 위해 Bacillus subtilis를 McFarland 1 농도로 

희석하여 항균활성 실험을 진행하였다. Fig. 5에서 0.75 
μg/μl의 농도에서 항균활성을 보이며 농도가 높아질수록 

항균활성이 증가하는 것을 확인하였다. Hara and Yamaka-
wa[8]는 Bombyx mori에서 추출한 moricin은 0.19 μM (= 
약 8.53 ·10-4 μg/μl)에서 Bacillus subtilis에 대한 항균활성이 

나타난다고 보고하였다. 또한 그람 음성균인 E. coli와 

Salmonella typhimurium, 그리고 그람 양성균인 Bacillus 
subtilis와 Staphylococcus aureus 에서 moricin의 항균활성

이 확인되었다[8, 9, 22, 32]. 본 연구에서 얻은 moricin에 

비해 낮은 농도에서 항균활성을 보여주었는데, 이는 정제

방법의 차이로 추측된다. 본 연구에서는 대장균을 이용하

여 생산된 moricin도 정상적으로 항균활성을 가지고 있는 

것을 확인하였다. 또한 본 연구에서는 식물에서 moricin을 

생산하기 위한 벡터가 E. coli에서 정상적으로 발현되는 

것을 확인하였다.
항균펩타이드는 일반적인 항생제와 달리 내성에 대해 

큰 저항성을 갖기 때문에 새로운 치료제로 주목받고 있다

[12, 21, 26, 33]. 또한 moricin은 아미노산 구조에 추가적인 

변형이 없어서 재조합 단백질로 이용하기에 좋다[8]. 본 

연구 결과를 토대로 E. coli를 이용하여 항균펩타이드인 

moricin을 대량으로 생산하여 치료제로 개발할 수 있다. 
더 나아가 본 연구는 형질전환된 벡터를 유전자총을 이용

하여 엽록체에 삽입하면 보다 안전하고 생산 비용이 절감

된 방법으로 moricin을 대량 생산할 가능성을 제시한다.
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초록：대장균에서 SUMO fusion tag을 이용하여 항균펩타이드인 moricin의 발현

안동규1,2․박선일1․김순영1*

(1안동대학교 생명과학과, 2농림축산검역본부 신종외래질병연구실)

식물에서 재조합 단백질을 생산하는 것은 여러 가지 장점이 있다. 식물은 인간 병원체에 감염되지 않으

며, 박테리아와 달리 내독소를 생산하지 않는다. 엽록체 형질전환은 핵 형질전환에 비해 안정적으로 많은 

유전자를 발현시킬 수 있는 등 다양한 이점이 있다. 항균펩타이드(AMP)는 많은 동물들이 가지고 있는 

선천면역의 일종으로, 소량이라도 항균력을 가지며, 기존 항생제와 다르게 쉽게 내성균이 생기지 않는다. 
항균펩타이드인 moricin은 누에나방의 한 종류인 Bombyx mori에서 분리되었으며, C-말단은 염기성 아미노

산이 모여 있고, N-말단은 α-helix 구조를 가지고 있다. Moricin을 생산할 때 SUMO와 6xHis tag를 융합하여 

사용하였다. 발현된 moricin의 용해성과 안정성을 높이기 위해 SUMO를, 발현된 moricin을 정제하기 위하여 

6xHis tag를 이용하였다. 본 연구에서 담배 엽록체와 대장균에서 항균펩타이드를 발현하기 위한 형질전환 

벡터를 제작하였다. 또한, 엽록체와 박테리아의 전사 및 번역의 유사성을 이용하여 대장균에서 단백질의 

발현을 확인하였다. 발현된 moricin을 Ni 컬럼 및 SUMOase를 처리하여 정제하고 agar diffusion assay를 

이용하여 항균 활성을 확인하였다.
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