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코돈 최적화 및 샤페론 공발현을 통한 활성 형태의 재조합 인간 
상피세포성장인자의 발현
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요  약  세포 분열 및 성장 촉진에 영향을 주는 상피세포 성장인자(Epidermal Growth Factor, EGF)는 다양한 의학적
용도를 갖고 있는 호르몬 단백질이다. 본 연구에서는 human EGF 유전자를 대장균 코돈에 최적화 하고 pRSET 벡터에
클로닝하여 발현벡터를 구축하였다. Human EGF를 봉입체가 아닌 활성이 있는 형태로의 과량 발현을 위해 코돈의 최적
화와 더불어 최초로 샤페론 공발현이 시도되었다. 발현된 Native protein 형태의 재조합 human EGF는 고순도로 정제
하기 위해 Ion Exchange Chromatography를 2번 연속적으로 수행하여 순수 분리 정제되었고, ELISA 분석결과 99 
% 이상으로 재조합 EGF의 활성도가 상업용 EGF와 유사하게 나타났으며, 세포증식시험 결과 인간 재조합 EGF는 인체
피부 섬유아세포의 세포증식을 촉진하는 것으로 확인 되었다. 본 연구의 인간 EGF 발현 시스템은 양적인 측면 뿐 아니
라 성공적인 활성형태의 발현으로 추가적인 재접힘 과정 및 N 말단의 융합부분을 제거하기 위한 크로마토그래피 작업이
필요가 없다는 점에서 기존의 방법들에 대체 될 수 있는 효과적인 인간 EGF 발현 시스템을 제공하고 있다.

Abstract  Epidermal growth factor (EGF) is a hormone protein that affects cell growth and proliferation,
and has various medical applications. In the present study, the gene of human EGF was codon-optimized
with E. coli and the expression vector was constructed by cloning into pRSET. In order to obtain the
recombinant human EGF in an active form rather than an inclusion body, chaperone co-expression was 
attempted along with codon optimization, for the first time. The expressed human EGF was isolated in 
the pure form by performing Ion Exchange Chromatography in two consecutive runs. ELISA analysis 
showed that the activity of purified EGF was greater than 99%, which is similar to commercially available
EGF. Cell proliferation test confirmed that the recombinant human EGF has the ability to promote cell
proliferation of human skin fibroblasts. The human EGF expression system of this study gives a 
significant amount of protein, and does not require the renaturation step and the additional 
chromatographic system to remove a fusion contaminant, thereby providing a very useful alternative to
conventional expression systems for the preparation of recombinant human EGF. 
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1. 서론

Human Oligopeptide-1이라고도 불리는 표피세포
성장인자(Epidermal growth factor, EGF)는 다양한 
표피조직세포 성장 촉진에 영향을 주는 단백질 종류이다
[1, 2]. EGF는 피부 표면에 존재하는 EGF receptor와 
결합하여 protein-tyrosine kinase의 활성을 자극하고 
활성화된 tyrosine kinase으로부터 연쇄적인 Signaling 
cascade가 일어남으로써, 세포의 성장과 증식 또는 
DNA 합성 등에 영향을 주게 된다[3, 4]. EGF는 대부분 
포유동물에 존재하며, 사람의 경우 대부분 조직과 체액에
서 합성되는데 Human EGF (hEGF)의 단백질은 53개
의 아미노산으로 구성 되었으며, 분자량 6,222 Dalton
의 단일 사슬 폴리펩타이드로 3개의 Disulfide 결합이 
존재한다[5-8].

피부 세포의 성장과 재생을 촉진시키는 hEGF는 생리
활성 소재로써 상처나 흉터를 치유하는 의약품에 처음으
로 사용되었으며[9], 최근에는 코스메슈티컬의 대표적인 
기능성 원료로 화장품과 피부 미용 제품에 적용되고 있
다[10]. 또한 hEGF는 각막을 회복시키는 효능을 가지고 
있어 안과용 액제로 쓰이고 있으며, 피부 이식 및 외과 
수술시 절개 부위를 치료하는데 사용되는 국소 외용제와 
위산 분비를 억제하고 위 점막을 보호하는 위궤양 치료
제로도 사용되는 등 여러 의약바이오 산업체 분야에서 
폭넓게 활용되고 있다[11, 12].

E. coli 발현 시스템은 재조합 단백질을 생산하는데 
가장 많이 사용되고 있는 방식으로, 비교적 짧은 배양 시
간, 취급의 용이성, T7 Promoter System 등을 통한 
Over-expression이 가능하다는 장점이 존재한다. 하지
만, 일부 단백질은 Inclusion body로 형성되어 완전한 
단백질 활성을 나타내지 못한다는 단점이 존재한다
[13-17]. E. coli으로부터 Native protein 형태의 재조
합 단백질을 발현하기 위한 연구가 지속적으로 이루어지
고 있으며, 최근에는 Maltose binding protein과 같은 
특정 단백질을 융합시키거나 PelB, OmpA 등 Signal 
sequence을 결합시켜 목표 단백질의 Periplasmic 
expression을 유도하는 방법이 제시되고 있다[18, 19]. 
하지만 이러한 방법의 문제점은 두 단백질간의 크기 및 
거리의 최적화가 수반되어야 하는 점 즉, 엔지니어링 관
점의 기술이 필요하며, 또 융합단백질의 경우 링커가 제
대로 작용하지 않을 시 두 단백질이 엉킬 수 있다는 문제
점이 존재한다[20].

샤페론(Chaperon)은 폴리펩타이드의 올바른 3차 구

조를 형성하는데 도움을 주는 보조 단백질이다. 샤페론 
단백질은 기능과 크기에 따라 Hsp70, Hsp90, Calnexin 
등으로 분류할 수 있으며, 대부분 다양한 스트레스 조건
에서 발현되는 열 충격 단백질이다[21-26]. 열충격 단백
질은 세포가 열 충격 등의 스트레스 등을 받았을 때 증가
하는 단백질로서 열충격 단백질이 증가하면 변형이 된 
단백질을 다시 정상 단백질로 회복시키고 세포도 강화된
다[27]. E. coli로부터 Inclusion body를 형성하는 외부 
단백질의 경우에서 샤페론 단백질과 공발현을 시도할 경
우 외부 단백질의 번역과정에서 폴리펩타이드 사슬이 안
정화 되고 번역 후 단백질 접힘이 완성되는 Native 
protein 형태의 발현이 최근 보고 되었다[28].

본 연구에서는 대장균 내에서 Inclusion body 형태
가 아닌 활성형태의 hEGF를 발현하기 위하여 샤페론과
의 공동 발현이 시도 되었다. E. coli에 코돈 최적화된 hEGF
유전자를 pRSET_A에 cloning하여 E. coli용 hEGF 발
현 벡터를 구축하였다. 발현벡터에는 발현 후 정제 과정
에서 추가적인 불필요한 과정을 단축하기 위하여 단백질
의 N 말단 부분에 융합된 부분(6 x His tag과 epitope)
을 제거하여 순수한 hEGF 부분만이 삽입되었다. 4종류
의 샤페론 벡터 pG-Tf2 (8.3 kb, groES-groEL-tig), 
pGro7 (5.4 kb, groES-groEL), pKJE7 (7.2 kb, 
DnaK-DnaJ-GrpE), pTf16 (5 kb, Tig)와 각각 공발현
을 시도하여 조건을 최적화하고 기존 Inclusion body로 
발현되는 재조합 hEGF 단백질을 Native protein 형태
로의 발현이 시도 되었다. 4종류의 샤페론 벡터에 포함되
어있는 샤페론 단백질들이 EGF의 형태를 복원하는데 영
향을 미치게 된다. 활성구조를 갖춘 재조합 hEGF는 이
온 교환 크로마토그래피를 통하여 정제를 실시하고, 
ELISA 및 인간 섬유아세포의 세포증식 효과들이 분석 되
었다.

2. 재료 및 실험방법

2.1 재료
클로닝 및 발현용 균주로는 각각 DH5α (iNtRON, 

Korea)와 BL21(DE3) (iNtRON, Korea)를 사용하였고, 
Taq DNA Polymerase (iNtRON, Korea), Nde I 
(Enzymics, Korea) BamH I (Enzymics, Korea), T4 
DNA ligase (NEB, UK), pRSET_A (Invitrogen, USA), 
SOB broth (Biosesang, Korea)을 cloning 과정에서 
사용하였다. 샤페론 발현 벡터는 pG-Tf2, pGro7, pKJE7, 
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pTf16 (Takara, Japan)을 사용하였다. 단백질 발현 및 
정제 단계에서 BCA Protein Assay kit (iNtRON, 
Korea) 와 DEAE Sepharose CL-6B (GE Healthcare, 
USA)를 사용하였고 ELISA 분석은 Human EGF ELISA 
kit (Aviva Systems Biology, USA)를 사용하였다. 세포
증식시험에서는 CCD-986sk Cell (Human Fibroblast 
Cell Line), IMDM/High Glucose (LM004-01, 
Welgene), Penicillin/Streptom ycin (SV30010, Thermo), 
Fetal Bovine Serum (16000-044, Gibco), TrypLE 
(12604-013, Gibco), 96well Cell Culture Plate 
(3595, Corning), EZ-CYTOX (EZ-1000, Daeillab)을 
사용하였다. 그밖에 사용한 시약과 Buffer는 모두 일급
내지 이에 준하는 등급을 구매하여 사용하였다.

2.2 Human EGF의 발현벡터 구축
인간 EGF의 유전자 염기 서열을 E. coli codon 

usage를 바탕으로 코돈 최적화를 진행한 후 해당 염기서
열을 유전자 합성 업체인 ‘바이오니아’에 의뢰하여 코돈 
최적화가 완료된 hEGF 유전자를 획득하였다 (Fig. 1).

Fig. 1. Codon-optimized hEGF gene for expression
in E. coli.

인간 EGF 발현 벡터로 사용한 pRSET은 T7 Promoter 
System을 가지고 있는 E. coli 용 발현 벡터로 N-terminal
에 6x Histidine을 비롯하여 Xprss- Epitope와 같은 
기능성 peptide 들이 존재한다. Ni-NTA Affinity 
Chromatography를 통하여 단백질을 정제 한 후 
Enterokinase를 처리하여 Fusion protein과 Target 
protein을 절단하게 된다.

본 연구에서는 발현 후 추가적인 정제 과정을 단축하
기 위하여 pRSET 특성인 6x Histidines을 포함한 융합
단백질의 부분 중 6x Histidines에서 Enterokinase 인
식부위까지 절단하기 위하여 RBS Down stream에 있
는 서열의 CATATG를 Nde I으로 절단하고 MCS 부분
인 GGATCC를 BamH I으로 처리하여 N 말단 융합 부
분 전부를 제거하였다. 합성된 hEGF 유전자를 
Template DNA로 사용하여 pRSET 벡터에 Nde I/ 
BamH I 삽입을 위하여 PCR을 진행하였다. 사용된 프라

이머는 각각 pF : GGGAATTCCATATGAACAG 
CGATAGCGAATGC, pR : CGCGGATCCTTAGCGC 
AGTTCCCAC이며 (도입된 제한효소 부위는 밑줄로 표
시됨), Agarose gel 전기영동을 통하여 hEGF 유전자의 
증폭여부를 확인한 후 spin column을 통해 DNA 단편
을 정제하였다. pRSET_A에 본래의 hEGF에 
Methionine만이 추가되는 대장균 코돈으로 최적화된 
hEGF 유전자를 함유하는 발현 벡터 pEGF를 구축하였
다(Fig. 2).

Fig. 2. Structural features of pEGF vector. 

2.3 BL21(DE3)로부터 재조합 pEGF의 발현
구축된 pEGF는 발현용 E. coli인 BL21(DE3)에 형질

전환하여 재조합 hEGF의 발현을 시도하였다. SOB 
broth에 pEGF/BL21(DE3)를 main culture하고 OD 
600 nm에서 흡광도가 0.8이 되었을 때 IPTG는 최종농
도가 1 mM이 되도록 첨가하여 37 ℃, 4시간 동안 발현
을 진행하였다. 발현이 완료된 균주는 6,000 rpm에서 
10분 동안 원심분리하고 Cell plate을 BufferⅠ
(200mM NaCl, 1 mM EDTA, 5% Sucrose, 100 mM 
Tris-HCl, pH 8.0)로 현탁하였다. 이 후 Sonic 
dismembrator를 이용하여 균주를 완전히 파쇄 하였으
며, Cell Lysate는 16,000 rpm에서 20분간 원심 분리
하여 수용성 단백질 부분을 분리하였다. 생성된 Pellet은 
Buffer Ⅱ (1.5% Triton X-100, 1.0 M Urea, 1 mM 
EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 7.0)로 세척하고, 다시 
Buffer Ⅲ (500 mM NaCl, 20 mM Na2HPO4, pH 9.0)
으로 현탁 하여, 불용성 단백질들을 완전히 용해시켰다. 
분리된 수용성 단백질과 봉입체들은 18% 
Polyacrylamide Gel에서 SDS-PAGE를 실시하여, 
BL21(DE3)으로 부터 재조합 pEGF의 발현 양상을 분석
하였다.
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2.4 샤페론과 pEGF의 공발현
재조합 hEGF와 샤페론 단백질의 공발현은 pEGF로 

형질전환 된 pEGF/BL21(DE3)를 Ampicillin이 첨가한 
SOB broth에 배양시키고 CaCl2를 처리하여 반응능 세
포를 제조하였다. 이 후 분주된 반응능 세포에 pGro7, 
pKJE7, pTf16 그리고 pG-Tf2로 각각 형질전환하여 
Ampicillin과 Chloramphenicol이 함께 첨가된 SOB 
broth에 도말하였다.

재조합 pEGF와 샤페론 벡터의 공발현은 각 샤페론 
단백질에 맞는 Inducer를 첨가하여 먼저 Induction시
킨 후 적정 OD값에 IPTG를 첨가하여 hEGF를 발현하
였다. 4개의 BL21(DE3) 형질전환체 중 pGro7 &pEGF, 
pKJE7&pEGF 그리고 pTf16&pEGF가 도입된 균주는 
두 개의 항생제가 포함된 SOB broth에 Seed culture한 
후 동일한 SOB broth에 0.5 ㎍/㎖ L-Arabinose를 추
가로 첨가하고 Main culture를 실시하였다. 나머지 1개
의 BL21(DE3) 형질전환체인 pG-Tf2&pEGF가 도입된 
균주는 동일한 SOB broth에 5 ng/㎖ Tetracycline를 
추가로 첨가하여 Main culture를 실시하였다. 이 후 각
각의 균주는 OD 600 nm에서 흡광도가 0.8이 될 때까
지 배양을 실시한 후, IPTG의 최종농도가 1 mM이 되도
록 첨가하였고 37 ℃에서 4시간 동안 hEGF의 발현을 진
행하였다.

공발현이 완료된 균주는 원심분리를 실시한 후 상기의 
방법과 동일한 방법으로 Cell lysis 및 Washing을 진행
하고 18 % Polyacrylamide Gel에서 재조합 hEGF에 
대한 수용성 단백질로의 발현 여부를 분석하였다. 

2.5. 재조합 hEGF 단백질의 정제
재조합 pEGF으로부터 발현된 hEGF는 정제를 위한 

6x His Tag이 없기 때문에 Ion-Exchange 
Chromatography을 통하여 단백질 정제를 실시하였다. 
Column에 DEAE Sepharose CL-6B Resin을 충진 시
킨 후 20 mM의 Tris-HCl Buffer (pH 7.5)로 평형화하
고 hEGF를 Loading하였다. 이 후 NaCl을 500 mM까
지 염 경사도 용리 방법으로 pI 값의 차이에 따라 단백질
을 분리하였다. 다시 고순도의 정제를 위하여 Column 
DEAE Sepharose CL-6B Chromatography를 한번 
더 수행 하였다. 20 mM Tris-HCl Buffer의 pH를 6.8
으로 낮추고 Flow rate를 1.0 ml/min으로 고정시킨 후 
NaCl의 농도를 150~200 mM에서 매우 점진적으로 용
출을 시도하였다. 전체적인 정제 공정은 Protein Auto 

Purification System (280 nm, Bio-Rad)을 사용하였
으며, 실시간으로 단백질의 용출을 확인하고 각각의 분획
된 단백질들은 SDS- PAGE를 실시하여 재조합 hEGF의 
정제 여부를 확인하였다. 재조합 hEGF는 BCA Protein 
Assay Kit를 사용하여 정량 분석을 실시하였다.

2.6 재조합 Human EGF의 ELISA analysis
각 샘플의 농도는 16 pg/mL로 설정하였다. 코팅 완

충액 중의 100 ㎕를 Micro Plate의 각 Well에 첨가하고 
Plate를 37 °C에서 2시간동안 반응하였다. PBS에 100 
㎕ 차단 완충액, 3 % 탈지유를 첨가하여 Well에 남아있
는 단백질의 결합 부위를 차단하여 반응하였다. 항체 50 
㎕를 각 Well에 첨가하고, 37 ℃에서 1시간 동안 배양하
였다. 100 ㎕ PBST로 6번 세척하였다. 사용 직전에 완충
용액을 차단하여 희석된 공액 이차 항체 50 ㎕를 첨가 후 
37 ℃에서 1 시간 동안 배양하였다. 100 ㎕ PBST로 6 
번 세척하였다. 아세트산, TMB 및 H2O2를 4:1:5의 비로 
혼합된 기질 용액을 Well당 50 ㎕로 분배하였다. Plate
를 37 ℃인 어두운 곳에서 30분 동안 배양하고, 충분한 
발색 후, Well에 100 ㎕의 정지 용액을 첨가하였다. 
Plate reader로 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
ELISA assay는 3회 반복하여 측정되었다.

2.7 재조합 EGF의 세포증식시험
96 Well Cell Culture Plate에 10 % Fetal Bovine 

Serum (FBS)과 1 % Penicillin/Streptomycin이 첨가
된 IMDM (Isocove's Modified Dulbecco's Medium) 
배양액으로 2☓103 cells/well 농도의 섬유아세포인 
CCD-986sk 세포를 24시간 배양한 뒤 Serum free, 1 
% Penicillin/Streptomycin이 첨가된 IMDM으로 배지
를 교체하고 24시간 배양하였다. 시료는 농도 별로 준비
하고 이를 Serum free, 1 % Penicillin/Streptomycin
이 첨가된 IMDM으로 희석해 교체하고 48시간 배양하였
다. 세포가 배양이 완료되었을 때 EZ-CYTOX 
(EZ-1000, Daeil Lab Service, Korea)를 10 % 함유한 
IMDM(Serum Free, 1% P/S)배지로 교체하고, 흡광도
를 450 nm에서 Plate reader로 측정하여 세포 증식율
을 계산하였다. 실험 결과에 대한 통계적 유의성은 
Microsoft사의 프로그램인 Office Excel 2007 기능 중 
t-test (Paired t-test, 양측검증)를 이용하여 확인하였으
며, 통계적으로 p 값을 0.05 미만일 때 유의 하다고 판단
되었다.
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3. 결과 및 고찰

3.1 BL21(DE3)로부터 재조합 pEGF의 발현
재조합된 pEGF를 BL21(DE3)에 형질전환 후 발현을 

확인하기 위해 SDS-PAGE로 분석한 결과 lane 5번 하
단의 약 7 kDa 근처에서 나타나는 뚜렷한 밴드는 봉입
체 형태의 재조합 hEGF로 보인다(Fig. 3). 즉 pEGF로 
형질전환 된 대장균 내에서 재조합 hEGF 단백질은 대부
분 봉입체 형태로 발현되었다. 세포파쇄 과정에서 인간 
EGF의 과발현으로 인해 이황화 결합이 잘못이루어지는 
것과 더불어 소수성 결합이 이루어져서 봉입체 형태로 
나타날 수 있는데 봉입체 형태는 파쇄 후 원심 분리하여 
침전물 형태로 얻을 수 있지만 활성형 형태가 아니므로 
Refolding의 추가과정이 필요하다.

Fig. 3. SDS-PAGE analysis of pEGF expression in E. 
coli BL21(DE3). Lane 1: marker, Lane 2: 
pEGF/BL21(DE3) negative control (not 
induction), Lane 3: Total protein from 
pEGF/BL21(DE3) after induction, Lane 4: 
Soluble proteins from pEGF/ BL21(DE3), 
Lane 5: Inclusion bodies from pEGF/ 
BL21(DE3).

3.2 재조합 pEGF와 샤페론 벡터의 공발현
발현벡터 pEGF로 형질전환 된 발현 균주인 

BL21(DE3)에 샤페론 벡터인 pGro7, pKJE7, pTf16 그
리고 pG-Tf2로 각각 추가적으로 형질전환 하였다. 
pTf16&pEGF로 형질전환 된 BL21(DE3)의 경우 hEGF
의 band가 봉입체 부분에 집중되었으며(Fig 4, lane 3), 
pGro7&pEGF 공발현의 경우는 화살표로 표시된 관측
가능정도의 수용성 및 불용성 형태의 재조합 hEGF가 보
인다(Fig. 4, lane 4, 5).

Fig. 4. SDS-PAGE analysis for co-expressions of 
pTf16&pEGF/BL21(DE3) and 
pGro7&pEGF/BL21 (DE3). Lane 1: protein 
marker, Lane 2: Soluble proteins of 
pTf16&pEGF, Lane 3 : Inclusion bodies of 
pTf16 &pEGF, Lane 4: Soluble proteins of 
pGro7&pEGF, Lane 5: Inclusion bodies of 
pGro7&pEGF. (Bands considered to be 
expressed rhEGF are indicated by arrows)

pKJE7&pEGF가 도입된 BL21(DE3)의 경우 약 7 
kDa크기의 hEGF의 Band가 수용성 단백질에서  뚜렷하
게 관찰되지만 상대적인 양적인 측면에서 봉입체 형태의 
재조합 단백질보다 적어(Fig. 5, lane 2, 3) 대부분 봉입
체 형태로 hEGF가 형성되는 것으로 나타났기 때문에 샤
페론 공발현을 통한 hEGF의 단백질 접힘 효과가 매우 
적은 것으로 보인다.

Fig. 5. SDS-PAGE analysis for co-expression of pKJE7 
& pEGF / BL21(DE3). Lane 1: Protein marker, 
Lane 2: Soluble proteins of pKJE7 & pEGF, 
Lane 3: Inclusion bodies of pKJE7 & pEGF.

Tetracycline을 샤페론 벡터의 Induction 물질로 사
용하는 pG-Tf2&pEGF로 형질전환 된 BL21(DE3)의 경
우 수용성 단백질과 봉입체 단백질에서 모두 뚜렷한 재
조합 hEGF의 Band가 관찰되었으며, 수용성 단백질로 
전환되는 단백질 양이 상당히 높은 것으로 나타났다(Fig. 
6, lane 3, 4). 이 결과는 pG-Tf2의 샤페론 단백질들이 
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재조합 hEGF의 접힘 과정을 효과적으로 완성시켜 올바
른 구조 형성을 할 수 있도록 작용하는 것으로 분석된다.

Fig. 6. SDS-PAGE analysis for co-expression of 
pG-Tf2 & pEGF/BL21(DE3). Lane 1: Protein 
marker, Lane 2: BL21 (DE3) negative 
control, Lane 3: Soluble proteins of pG-Tf2 
& pEGF, Lane 4: Inclusion bodies of pG-Tf2 
& pEGF, Lane 5: Commercial standard EGF.

3.3 Ion Exchange chromatography를 통한 재조합 
hEGF 단백질의 정제

pG-Tf2와 pEGF의 공발현을 통해 얻은 수용성의 재
조합 EGF 단백질을 분리 및 정제하기 위해서 Ion 
Exchange Chromatography (DEAE Sepharose 
CL-6B)를 실시하였다. 20 mM Tris-HCl (pH 7.5)을 
Base Buffer로 NaCl의 농도를 0에서 최대 500 mM까
지 점진적으로 늘리면서 pI 값의 차이에 따라 단백질을 
분리하였다. 수용성 단백질은 약 200mM NaCl에서 용
출이 되었다.

고 순도로 rhEGF를 정제하기 위하여 다시 DEAE 
Sepharose Cl-6B Chromatography를 실행하였다. 
20 mM Tris-HCl(pH 6.8, 150 mM NaCl) 완충용액으로 
Column을 평형화하고 NaCl의 농도를 150 ~ 200 mM
에서 매우 점진적으로 용출을 시도하였다(Fig. 7). Fig. 7의 
Chromatogram에서 보여진 14번부터 17번까지의 분
획 즉 DEAE-Sepharose CL-6B의 Chromatography
에서 약 160~170mM NaCl에서 용출된 분획들에 대하
여 SDS-PAGE를 실시하였고 약 7 kDa 크기의 정제된  
재조합 hEGF를 확인 하였다(Fig. 8).

Fig. 7. DEAE Sepharose CL-6B chromatogram of fractions 
including soluble rhEGF resulted from first IEX 
(Ion Exchange chromatography).

Fig. 8. SDS-PAGE analysis after Ion Exchange 
Chromatography for purification of hEGF. 
Lane 1: marker, Lane 2~5: purified hEGF.

정제가 완료된 재조합 hEGF는 BCA protein assay
을 통해 정량 분석을 실시하였으며, 발현 배지의 양에 따
른 단백질의 생산량을 계산하였다. 다른 샤페론 벡터인 
pGro7, pKJE7, pTf16과의 공발현 경우와 정량적인 비
교분석을 위하여 봉입체 형태의 발현에 대하여 
Refolding 과정을 거친 후 상기의 Chromatography 
과정을 수행한 다음 BCA protein assay를 실시하여 각 
경우들에 대한 재조합 hEGF의 발현형태들에 대해서 정
량적 비교분석을 실시하였다. 샤페론 벡터 중 pG-Tf2가 
가장 우수한 공발현 파트너로 확인 되었으며 pG-Tf2와 
pEGF의 공발현을 통해 얻은 재조합 hEGF는 발현 배지 
1 Liter당 약 20.5 mg의 수득 량 중 약 70 %가 수용성 
단백질로 발현되는 것으로 분석되었다(Table 1).
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Fig. 9. ELISA analysis of hEGF quantification.
(* = p-value<.05, ** = p-value<.01, and ***
= p-value<.001)

 Strain Vector
rhEGF

 concentration (㎎/ℓ)

 Total Soluble

 BL21
 (DE3)

pTf16/pEGF  15.4 3.7

pGro7/pEGF  17.1 8.9

pKJE7/pEGF  18.7 7.0

pG-Tf2/pEGF  20.5   14.3

Table 1. Comparison of various chaperone types for 
soluble hEGF expression in E. coli.

pG-Tf2(8.3 kb), pGro7(5.4 kb), pKJE7(7.2 kb), 
pTf16 (5 kb)은 각각 groES-groEL-tig, groES-groEL, 
DnaK -DnaJ-GrpE, tig와 같은 단백질을 포함하고 있
으며 groEL은 14개의 서브유닛으로 이루어져 있고, 부
분적으로 folding되어 있거나 잘못 folding된 폴리펩타
이드를 GroES와 작용하여 정상적으로 folding이 이루
어지게 하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다(29). TF 
(Trigger Factor)는 폴딩을 보조하고 잘못된 폴딩을 방
지하는 샤페론 단백질이다(30). 현재의 결과는 pG-Tf2
와 pEGF의 공발현 시스템에서 groES-groEL -tig의 성
공적인 작동을 의미하는 것으로 보여진다.

3.4 재조합 hEGF의 ELISA Assay
재조합 hEGF의 활성도를 분석하기 위해 ELISA assay

가 수행되었다. 각 Control, Standard EGF, pE GF 
Inclusion body, pEGF refolding, Native protein(샤
페론 공발현) 샘플 흡광도의 평균값을 나타내었고, 각 샘
플의 농도는 16 pg/mL에서 측정하였다. Control은 

BL21(DE3)를 사용하였으며, Standard EGF로 상업용 
EGF를 사용하였다. 분석 결과 샤페론 발현벡터 중 가장 
좋은 공발현 파트너로 확인된 pG-Tf2와 pEGF의 공발
현을 통한 Native protein 형태의 EGF는 상업용 Standard 
EGF의 약 99 % 이상의 활성도를 나타내었다(Fig. 9).

3.5 재조합 EGF의 세포증식시험
세포증식시험에서는 시험 물질인 재조합 hEGF가 인

간유래 피부세포(사람의 섬유아세포)의 세포 증식에 미
치는 영향을 조사 하였다. 본 시험은 재조합된 EGF를 인
체 피부 유래 섬유아세포인 CCD-986sk 세포주를 이용
하여 시료가 가지는 세포 증식능을 체외 배양되는 세포
의 증식율을 이용하여 확인하였으며, 세포증식의 확인은 생
존 세포 내의 Mitochondrial NADH-Dehydrogenase 
activity에 의해 Tetrazolium salt의 4개의 질소로 이루
어진 Tetrazolium moiety가 환원되어 유색의 Formazan
으로 전환되는 원리를 이용하여 확인하였다. 세포증식시
험 결과 재조합 EGF 시료는 섬유아세포에 1.25내지 20 
ppm처리 농도범위에서 농도 의존적이며, 통계적으로 유
의한(p<0.05) 수준의 세포 증식 촉진 양상을 확인 할 수 
있었다. 특히, 20 ppm 농도로 처리 시 32.95 % 세포 증
식을 촉진하는 것으로 나타났다(Fig. 10). 본 시험의 결
과 재조합 hEGF시료는 피부 섬유아세포의 세포 증식을 
촉진하는 것으로 확인되었다.

Fig. 10. Fibroblast cell proliferation analysis of 
recombinant human EGF. (* = p-value<.05, 
** = p-value<.01, and *** = p-value<.001)

4. 결론

본 연구에서는 human EGF를 봉입체가 아닌 활성형
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태로의 과량 발현을 위하여 hEGF 유전자를 대장균 코돈
에 최적화하고 재조합 하여 pEGF 발현벡터를 구축하였
다. pEGF를 4종류의 샤페론 발현 벡터와 (pG-Tf2, 
pGro7, pKJE7, pTf16) 각각 공발현을 시도 하였고 4종
류의 샤페론 발현 벡터 중 pG-Tf2와의 공발현에서 가장 
많은 양의(14.3 mg/L) 수용성 hEGF가 발현 되어 
pG-Tf2 & pEGF 공발현 시스템이 본 연구 중 최적의 
조건으로 분석 되었다. 이 수용성 형태의 재조합 hEGF
는 ELISA assay에서 시판 중인 hEGF 와 유사한 활성도
를 보이며 세포증식시험에서 농도 의존적으로 섬유아세
포의 세포증식을 촉진하는 것으로 나타났다. 본 연구의 
pG-Tf2 & pEGF 공발현 시스템은 과량의 재조합 
hEGF가 수용성 형태로 발현되어 Refolding없이 직접적
으로 2번의 연속적인 DEAE-Sepharose CL-6B 
Chromatogrphy를 통하여 순수한 형태의 활성구조를 
갖는 hEGF를 제공하고 있다.
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