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Leghemoglobin은 콩과 식물의 뿌리 결절에서 발견되는 단

백질로서 철(Fe2+)과 결합된 heme을 보조인자로 구성한다

[1, 2]. 이 단백질의 주요 생리 기능은 질소 고정에 필요한 높

은 ATP 수요를 충족시키기 위해 세균 호흡에 산소를 제공

함으로써 식물과 질소고정 세균 사이의 공생에 관여한다[2].

이런 메커니즘은 동물의 말초 조직으로 산소를 운반하는 헤

모글로빈(hemoglobin)의 기능과 유사하다. 

최근 지구 온실 가스 배출량을 낮추려는 노력의 일환으로

동물성 고기를 대신할 식물 기반 대체육의 개발이 주목 받

고 있다. 이중에서 대두(soybean) leghemoglobin은 다진 쇠

고기의 ‘피’를 모방한 붉은색 액체를 제공하는 기능을 수행

할 뿐만 아니라 식물성 대체육 제품에 고기와 같은 풍미를

부여할 수 있다[3]. 또한 leghemoglobin을 구성하는 heme은

맛의 역할 외에도 인간의 영양에 필수적이고, 인체에 있는

기능성 철의 약 95%와 선진국의 평균 철분 섭취량의 66%가

heme에서 유래한다[4]. 대표적인 콩과 식물인 루핀(lupin),

동부(cowpea), 대두(soybean) 유래의 leghemoglobin은

cDNA 서열을 바탕으로 대장균의 발현 시스템을 이용하여

생산하였지만 매우 적은 양의 재조합 단백질을 생성하거나

봉입체 형태의 불용성 단백질을 생성하였다[5−7]. 최근

soybean 유래 leghemoglobin은 Pichia pastoris의 단백질

발현 시스템을 이용하여 생산하였고, Impossible Foods 사

(Redwood City)의 식물성 고기 제품에 leghemoglobin의 지

속적인 사용을 가능하게 하였다[3]. 

본 연구에서는 식물 기반 대체육에 사용할 수 있는

leghemoglobin을 생산할 목적으로 강낭콩(Phaseolus vulgaris)
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In this study, Phaseolus vulgaris (kidney bean) leghemoglobin a (PhLba) gene was cloned into pPICZαA

and expressed in Pichia pastoris to sustainably produce a heme-carrying protein for organoleptic use in

plant-based meat. The recombinant PhLba protein was secreted into the culture medium in a solubilized

form, and the molecular weight of the purified PhLba was estimated to be 16.5 kDa using SDS-PAGE. In

addtion, the yield of recombinant PhLba holoprotein was enhanced by supplementation of the cultivation

medium with hemin. This result indicates that the apo-forms of PhLba can be effectively saturated with

cofactor.
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유래 leghemoglobin a (PhLba)에 주목하였다. PhLba는 강

낭콩에서 추출 및 정제되어 trypsin으로 절단한 후 전체

145개의 아미노산 서열이 결정되었지만[8], 다른 숙주에서

유전자 발현을 통해 생산된 적은 없다. 본 연구에서 PhLba

의 coding sequence (CDS)를 바탕으로 cDNA를 합성 및

cloning 하고, pPICZαA vector [9, 10]를 사용하여 P.

pastoris의 염색체 속으로 삽입한 후 발현시켜 PhLba의 세

포 외 분비 생산을 시도하였다. 또한 배양 배지에 hemin을

첨가하여 재조합 PhLba의 발현 및 분광학적 특성을 분석하

였다.

PhLba의 cDNA를 확보하기 위하여 강낭콩 유래

leghemoglobin a gene (PhLba, Genbank No.: K03152)의

염기서열을 바탕으로 HT-oligoTM 합성기(Bioneer)를 사용하

여 cDNA를 합성하였다. 합성된 PhLba cDNA는 pTOP TA

V2 vector (Enzynomics)에 cloning 하였고, 2종류의 primer

(LbaF: 5'-GGAATTCATGGGTGCTTTCACTGAGAA-3',

LbaR: 5'-GCTCTAGACTAAGCATATGCCTTTTTAATAG-

3') (Bioneer)를 사용하여 PCR로 증폭하였다. 이 때 LbaF

및 LbaR primer는 각각 제한효소 Eco RI 및 Xba I 서열을

포함하고 있으며, 증폭된 456 bp의 DNA는 Eco RI 및 Xba

I로 절단한 후 pPICZαA vector (Invitrogen)의 Eco RI 및

Xba I 부위에 삽입하여 재조합 plasmid pPICZαA-PhLba을

제조하였다. 이때 PhLba 유전자는 signal sequence α-

factor 유전자와 연결되어 발현된 단백질이 세포 외로 분비

되도록 설계하였다. 제조된 plasmid pPICZαA-PhLba는 제

한효소 Sac I으로 절단하여 선형으로 만든 후 P. pastoris

X-33의 염색체 속으로 electroporation법에 의해 삽입하였

다[10]. 형질전환체의 염색체 상에 PhLba 유전자가 삽입되

었는지 확인하기 위해서 2종류의 primer (AOX1(F): 5'-

GACTGGTTCCAATTGACAAG-3', AOX1TT(R): 5'-GCA

AATGGCATTCTGACATC-3') (Bioneer)를 사용하여 PCR로

증폭하고 sequencing한 결과 PhLba cDNA의 염기서열과 일

치하였고(자료 미제시), 이와 같이 구축된 재조합 균주를 X-

Lba라고 명명하였다.

재조합 균주 X-Lba로부터 PhLba의 발현은 Jo 등[11]의 방

법을 약간 변형하여 사용하였다. Buffered glycerol complex

medium (BMGY) 배지에 접종한 종균을 30℃, 250 rpm에서

하룻밤 배양하고 원심분리하여 침전을 회수한 후, Buffered

methanol complex medium (BMMY) 배지에 OD600≒1.0이

되도록 첨가한 다음 본 배양을 시행하였다. PhLba의 발현을

유도하기 위해서 본 배양 시작 24시간 후부터 96시간까지

매 24시간 마다 methanol을 최종농도 0.3% (v/v)가 되게 첨

가하였다. 매시간마다 배양액을 원심분리하고 상등액을 회

수하여 SDS-PAGE로 분석한 결과, 재조합 PhLba은 세포 외

로 분비되어 가용화 형태로 존재하였고, 1−4일 동안 배양 시

간이 경과함에 따라 단백질의 발현양이 증가하였다(Fig. 1).

재조합 PhLba의 분자량은 약 16.5 kDa을 나타내어 cDNA

유전자에서 예상되는 분자량인 15.6 kDa 보다는 조금 크게

나타나 당쇄의 부가에 기인한 것으로 추측된다(Fig. 1). 

Leghemoglobin과 같이 heme을 cofactor로 포함하는

peroxidase는 곰팡이, 곤충, 효모 세포에서 유전자 발현을 통

해 생산하였고, 배양 배지속에 hemin을 첨가함으로써 재조

합 heme 단백질의 생산량을 증가시킬 수 있었다[12−14]. 재

조합 PhLba을 발현 생산함에 있어 cofactor의 영향을 알아

Fig. 1. The expression of recombinant PhLba in P. pastoris.
Increase of recombinant PhLba in the extracellular proteins from
P. pastoris was monitored by SDS-PAGE. M, protein size marker;
lane 1, incubation for 0 h; lane 2, incubation for 24 h; lane 3, incu-
bation for 48 h; lane 4, incubation for 72 h; lane 5, incubation for
96 h.

Fig. 2. SDS-PAG analysis of the expression and purification of
recombinant PhLba in medium supplementation with and
without hemin. M, protein size marker; lane 1, negative control;
lane 2, culture supernatant of P. pastoris in the presence of hemin;
lane 3, culture supernatant of P. pastoris in the absence of hemin;
lane 4, the purified recombinant PhLba from culture supernatant
in the presence of hemin; lane 5, the purified recombinant PhLba
from culture supernatant in the absence of hemin. 



510 Kim et al. 

http://dx.doi.org/10.48022/mbl.2211.11001

보기 위하여 0.5 L의 BMMY 배지속에 10 μM hemin을 첨

가하고 methanol로 유도발현 시켰다. 배양액을 회수하여

SDS-PAGE로 단백질 band를 분석한 결과 hemin을 첨가한

배지와 미첨가한 배지에서 생산한 PhLba는 비슷한 발현양

을 나타냈다(Fig. 2, lane 2 and 3). 또한, hemin을 첨가 및

미첨가한 배지의 배양 상등액 중의 단백질량을 측정한 결과,

각각 31 ± 3 및 29 ± 2 μg/ml로 확인되어 오차 범위내에서 비

슷한 양을 나타냈다. Hemin을 첨가 및 미첨가한 배지에서

생산한 PhLba를 정제하기 위하여 배양 상등액을 원심분리

(5,000 × g, 5 min)로 회수하고, 포화농도 80%로 ammonium

sulfate를 첨가하여 4℃에서 2시간 방치한 후 원심분리

(10,000 × g, 20 min) 하였다. 원심분리 한 후 침전물은

buffer A (50 mM sodium phosphate, 150 mM NaCl, pH

7.0)에 녹인 후 같은 buffer로 24시간 투석하였다. 투석한 용

액은 ÄKTAprime plus (Cytiva)을 이용하여 SuperdexTM

200 column (Cytiva)에 로딩한 후 buffer A로 용출하고 용출

된 획분은 SDS-PAGE (15% acrylamide gel)에 loading한

후 coomassie brilliant blue 염색을 통하여 단일 밴드를 확

인하였다(Fig. 2, lane 4 and 5). 

정제한 재조합 PhLba의 제1철(Fe2+) 및 제2철(Fe3+) 유도

체에 대한 성상을 알아보기 위하여 UV-visible 흡수 스펙트

럼을 측정하였다. Hemin을 첨가한 배지에서 생산한 PhLba

은 406, 532, 565, 624 nm에서 최대 흡수 파장을 보여 강낭

콩에서 정제한 native leghemoglobin a의 Fe3+-H2O 유도체

에서 나타나는 흡수 파장(404.5, 490, 532, 565, 625 nm)과

거의 유사한 양상을 나타내었다(Fig. 3) [15]. 반면, hemin을

첨가하지 않은 배지에서 생산된 PhLba은 406, 532, 565,

624 nm에서 흡광도가 훨씬 감소한 것으로 보아 PhLba의 상

당수가 apoprotein의 형태로 배양액에 축적하는 것으로 생

각된다(Fig. 3). 이것은 hemin을 배지에 첨가할 경우, 효모

에서 생산 분비된 apoprotein이 배지속의 hemin에 의해

holoprotein을 형성한다는 것을 의미한다. 이와 같은 결과는

peroxidase를 곰팡이, 곤충, 효모 세포에서 발현할 때 배지

에 hemin을 첨가할 경우 활성형 효소의 생산량이 각각 7,

1.6, 18배로 상승하여 holoprotein의 형성이 증가한다고 보

고된 것과 일치한다[12−14]. 이와 같이 heme의 불충분한 혼

입은 활성형 heme 단백질의 재조합 생산에 있어 중요한 장

애 요인이 될 수 있고, 이를 해결하기 위해서는 배지속에

hemin을 첨가함으로써 holoprotein의 생성을 향상시킬 수

있다.

본 연구에서는 강낭콩 유래 leghemoglobin a를 P.

pastoris 세포 외에서 가용화 형태로 분비 생산하였고, 배양

배지속에 첨가한 hemin은 PhLba의 holoprotein 형성에 기

여한다는 사실을 확인하였다. 향후 효모의 heme 생합성에

관여하는 효소 유전자를 대사공학적 기법으로 개량함으로써

heme을 지속적으로 제공할 수 있는 추가 연구가 필요할 것

으로 생각된다.

요 약

식물성 육류에서 미각적인 자극을 얻기 위해 사용하는

heme 함유 단백질의 지속적인 생산을 위해 강낭콩 유래

leghemoglobin a (PhLba) 유전자를 pPICZαA에 클로닝하고

Pichia pastoris에서 발현하였다. 재조합 PhLba 단백질은 가

용화 형태로 배양 배지속으로 분비되었다. 정제된 PhLba의

분자량은 SDS-PAGE 상에서 16.5 kDa으로 나타났다. 재조

합 PhLba holoprotein의 수율은 배양 배지에 hemin을 첨가

함으로써 향상되었다. 이것은 PhLba의 apo 형태가 보조인

자와 함께 효과적으로 포화된다는 것을 나타낸다.
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