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요 약

본 연구에서는, 저온 및 약산성 조건에서 높은 활성을 보이는 티로시나아제인 tyrosinase-CNK의 반응 안정성을 조사하였다. 
Tyrosinase-CNK는 지금까지 알려진 중온성(mesophilic) 및 호열성(thermophilic) 환경 유래의 티로시나아제 보다는 열 안정

성이 낮았으나 0 ℃에서 효소 안정성이 매우 뛰어났고, 반복적인 동결-해동(freeze-thaw) 과정에서도 효소 활성을 안정적으

로 유지하였다. 또한, 물과 ethanol 및 acetonitrile이 혼합된 유기용매 환경에서 초기 상대 활성 값의 변화가 관찰되었으나 유

기용매 농도의 증가로 인한 추가적인 활성 저하를 유발하지 않고 활성을 일정하게 유지하였다. 한편, 효소 반응의 염(salt)에 

대한 저해는 chaotropic 특성이 많이 나타나는 염일수록 적게 나타났다. 결과적으로, tyrosinase-CNK는 통상의 티로시나아

제를 이용하여 반응을 수행하기 어려운 환경에서도 원하지 않는 반응을 억제하고 효소 불활성화를 최소화면서 반응을 촉매

할 것으로 기대된다.

주제어 : 티로시나아제, 반응 안정성, 호냉성 효소, 티로신, 도파

Abstract : Tyrosinases catalyze the hydroxylation of a monophenol (monophenolase activity) and the conversion of an 
o-diphenol to o-quinone (diphenolase activity), which are mainly involved in the modification of tyrosine residues into 
3,4-dihydroxyphenyl-alanine (DOPA) and DOPA/DOPAquinone-derived intermolecular cross-linking. Previously, we obtained a 
slightly acidic and cold-active tyrosinase, tyrosinase-CNK, by our recombinant protein approach. The enzyme showed optimal 
activity at pH 6.0 and 20 ℃ with an abnormally high monophenolase/diphenolase activity ratio and still had approximately 50% 
activity compared with the highest activity even in ice water. Here, we investigated reaction stability of the recombinant 
tyrosinase-CNK as a psychrophilic enzyme. The enzyme showed remarkable thermal stability at 0 ℃ and the activity was well 
conserved in repeated freeze-thaw cycles. Although water-miscible organic solvent as reaction media caused the activity decrease 
of tyrosinase-CNK as expected, the enzyme activity was not additionally decreased with increased concentration in organic 
solvents such as ethanol and acetonitrile. Also, the enzyme showed high salt tolerance in chaotropic salts. It was remarkably 
considered that 2+ metal ions might inhibit the incorporation of Cu2+ into the active site. We expect that these results could be used 
to design tyrosinase-mediated enzymatic reaction at low temperature for the production of catechols through minimizing 
unwanted self-oxidation and enzyme inactivation.
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1. 서 론

효소는 생물유래의 친환경 촉매로써, 뛰어난 기질특이성, 
저온에서의 높은 활성 및 환경친화적 특성을 지니고 있어, 화
학 촉매를 이용한 공정에서 아직까지 해결하지 못한 반응의 

잠재적 해결방법으로 제시되거나, 저온저압 및 환경친화적인 

공정이 필요한 반응에 활용될 가능성이 높다. 하지만, 단백질

이 주성분으로 구성된 효소는 대체로 반응이 수계 시스템에 

최적화되어 진행되고, 다양한 반응공정에서 효소의 안정성이 

낮으며 생산 비용이 높아, 아직까지 효소를 산업적으로 적극 

활용하는데 제한이 따르고 있다. 따라서, 내재적으로 안정한 

효소를 탐색 및 설계를 통해 확보하거나, 유전자재조합 및 돌

연변이체 개발에 의한 효소 안정화 전략을 개발하고 있으며, 
효소 고정화 및 화학적 표면 개량에 기초한 안정성 향상 등 

다양한 방법들이 연구되고 있다[1,2]. 또한, 이를 위하여 대량

생산이 가능하면서 동시에 활용가능성이 높은 효소를 우선 확

보하고, 다양한 온도, pH 및 염(salt) 등의 반응 조건에서 확보

한 효소의 반응 안정성에 대한 이해가 무엇보다 필요하다. 
티로시나아제(tyrosinase)는 멜라닌(melanin) 색소의 생합성

에 관여하는 핵심 효소로, 리그닌의 생물학적 분해를 위한 라

카아제(laccase) 및 무척추동물의 산소 운반체로 활용되는 헤

모시아닌(hemocyanin)과 비슷하게 분류되는 type-3 구리(Cu) 
효소(monophenol monooxygenase, EC. 1.14.18.1)이다[3]. 티
로시나아제는 기본적으로 생물체 내에서 L-tyrosine (L-Tyr)을 

L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)로 전환하고(mono-
phenolase activity), L-DOPA를 Dopaquinone으로 변환시키며

(diphenolase activity), 뿐만 아니라 다양한 형태의 monophenolic 
또는 diphenolic 화합물을 반응 기질로 사용하여 catechol 및 

quinone으로 전환하는 반응을 촉매한다[4,5]. 따라서, 페놀을 

함유하는 chlorophenol, fluorophenol, p-cresol, azo dye 등의 폐

수나 오염물질의 정화, pico 몰 이하 농도의 mono-, diphenolic 
방향족 화합물의 검출 및 정량 분석과 더불어, 의약품, 플라

스틱, 항산화제, 농화학물질의 합성에 필요한 핵심 중간체인 

여러 형태의 L-DOPA를 포함하는 catechol 합성에 이용될 수 

있다[6,7]. 지금까지 다양한 생명체에서 티로시나아제의 유전

자 서열이 알려졌음에도 불구하고, 정제된 티로시나아제의 

생화학적 특성에 대한 정보는 상대적으로 많이 알려져 있지 

않다. 그리고, 일부 100 ℃ 이상의 매우 높은 온도에서 활성을 

띄거나[8], 유기용매에서 활성이 더 좋은 사례가 보고되고 있

으나[9], 대체적으로 알려진 박테리아 유래의 티로시나아제는 

분자량이 20 ~ 60 kDa이고, 수용액 상에서 넓은 pH 및 온도 

영역에서 활성을 띄고 있으며, 약 7.5의 최적 pH와 40 ℃에서 

반응 최적 온도를 갖고 있다[7]. 하지만, 중성 및 염기성 pH와 

고온에서 티로시나아제의 반응 생성물인 L-DOPA와 같은 

catechol 생성물은 원하지 않는 자연적인 산화에 의해 변형되

기 쉬워[10], 한편으로 낮은 온도와 산성 영역에서 최적의 활

성을 갖고 대량생산이 가능한 티로시나아제의 확보가 요구되

고 있다. 
본 연구팀은 최근 해양 극지인 북극권의 Svalbard에 있는 

해양 퇴적물에서 발견된 고세균에 존재하는 티로시나아제인 

tyrosinase-CNK의 유전자 서열을 재조합하여 대장균에서 대

량발현에 성공하였다[11]. 확보된 Tyrosinase-CNK는 pH 6.0
의 약산성 조건과 20 ℃ 상온에서 최적 활성을 나타내었고, 특
이적으로 0 ℃에서도 최적 활성의 50% 정도의 높은 활성을 

갖고 있고, 다른 티로시나아제와 달리 높은 monophenolase/ 
diphenolase 활성비를 보여 산업적 활용 가능성이 높을 것으로 

판단되었다. 이러한 측면에서, 본 연구에서는 tyrosinase-CNK
의 산업적 활용 가능성을 더욱 타진하기 위하여, tyrosinase- 
CNK의 반응 안정성을 다양한 온도, 유기용매, 염 조건에서 

분석하였다. 또한, tyrosinase-CNK 수용액의 동결/해동 시 활

성 저하 정도를 확인하였다. 

2. 실 험 

2.1. Tyrosinase-CNK 발현 및 정제

Tyrosinase-CNK를 발현하기 위한 조건은 이전의 논문에

서 발표된 실험과정을 바탕으로 다음과 같이 진행하였다[11]. 
pTYR-CNK 벡터와 샤페론(chaperone) 단백질 발현을 위한 

pGro7 벡터를 대장균 BL21(DE3)에 동시에 도입하였다. Tyro-
sinase-CNK 발현을 위하여, 우선 50 µg mL-1의 ampicillin과 

34µg mL-1의 chloramphenicol 및 0.5 mg mL-1 L-arabinose가 

포함된 LB 배지에 상기 벡터가 포함된 BL21 (DE3) 대장균 

세포를 접종하여, 37 ℃에서 진탕배양하였다. 그리고 단백질 

발현을 유도하기 위하여 흡광도(OD600)값이 0.8 ~ 1.0 정도 되

었을 때, 단백질 발현 유도물질인 Isopropyl-β-D-thiogalacto-
pyranoside (IPTG)를 최종농도가 0.1 mM 되도록 첨가하였고, 
20 ℃에서 20시간 동안 추가로 배양한 후, 배양된 세포를 원심

분리하여 상등액을 제거하고 세포를 회수하였다. 회수된 세

포를 세포 파쇄를 위한 용액(50 mM sodium phosphate buffer, 
300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0)에 부유시킨 다음 초

음파 분쇄기를 이용하여 파쇄하였다. 상기 단백질의 수용성 분

액을 니켈 레진이 충진된 컬럼에 적용하여 단백질과 컬럼이 

결합하도록 하고, 세척용액(50 mM sodium phosphate buffer, 
300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0)로 컬럼에 결합하지 

않은 단백질을 우선적으로 씻어 냈고, 마지막으로 컬럼 안의 

레진이 차지하는 부피만큼의 단백질 용출을 위한 용액(50 mM 
sodium phosphate buffer, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, 
pH 8.0)를 이용하여 단백질 용출하여 tyrosinase-CNK 효소를 

회수하였다. 

2.2. Tyrosinase-CNK의 열 안정성 및 반복적인 동결-해동

(freeze-thaw) 
Tyrosinase-CNK의 열 안정성을 알아보기 위하여 0 ℃, 20 ℃, 

30 ℃, 40 ℃, 50 ℃의 일정한 온도에 정제된 Tyrosinase-CNK 
용액을 넣어 두었고, 30분마다 샘플을 취하는 방식으로 150
분 동안, L-DOPA를 기질로 하여, 96-well plate에서 총 부피 

200 µL에, 50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.0), 0.01 mM 
CuSO4, 0.05 mM L-DOPA, 0.4 μM tyrosinase-CNK가 되도록
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하여 남아있는 효소의 활성을 분석하였다. 효소의 활성은, 반
응을 통해 생성되는 L-dopachrome의 양을, 분광광도계를 이

용하여 475  nm에서의 흡광도를 10초 간격으로 측정하여, 반
응 초기 기울기의 변화를 통해 비교하였다. 한편, 반복적인 동

결-해동(freeze-thaw) 과정에서 효소의 활성 변화를 측정하기 

위하여, 준비된 효소 샘플을 -70 ℃ deep  freezer에서 20분 동

안 급속 냉동시킨 뒤 다시 25 ℃ 상온으로 꺼내어 해동하는 

과정을 반복하였고, 효소의 활성은 총 부피 200  µL에 최종 농

도가 50  mM sodium phosphate  buffer  (pH  6.0),  0.01  mM CuSO4, 
0.05  mM  L-DOPA,  0.4  µM  tyrosinase-CNK가 되도록 하여 마

찬가지로 남아있는 효소의 활성을 분석하였다.

2.3. Tyrosinase-CNK의 유기용매 안정성 

Tyrosinase-CNK의 유기용매 안정성을 알아보기 위하여, 모
델 용매로 ethanol,  acetonitrile,  N,N-dimethylformamide  (DMF),  
tetrahydrofuran  (THF)의 4가지 유기용매를 사용하였다. 유기

용매 안정성 측정 실험을 진행하기에 앞서 buffer 에 녹아 있

는 효소 샘플을 최종 농도가 10%,  30%,  50%,  70%,  90%가 되

도록 유기용매를 첨가하고,  30분 동안 얼음물(0 ℃)에 보관하

였다. 남아 있는 효소 활성은 총 부피 1  mL에 50  mM  sodium  
phosphate  buffer  (pH  6.0),  0.01  mM  CuSO4,  0.05  mM  L-DOPA,  
0.4 μM  tyrosinase-CNK가 되도록 하여 분석하였다. 

2.4. Tyrosinase-CNK의 염(salt) 안정성

Tyrosinase-CNK의 염(salt) 안정성을 알아보기 위하여,  2가 

양이온을 가진 염으로 CaCl2와 MgCl2를,  1가 양이온을 가진 

염으로 NH4Cl, KCl,  NaCl,  LiCl을 tyrosinase-CNK의 염 안정

성 측정하는 모델을 삼았다. 염에 대한 안정성을 측정하기에 

앞서 모든 염,  buffer와 효소는 얼음물(0 ℃)에 넣어 최대한 낮

은 온도를 유지하였다. 효소의 활성은 추가하는 염의 최종 농

도가 각 0.25  M,  0.5  M,  0.75  M,  1  M,  1.25  M  일 때, 총 부피 

200  µl  에 50  mM  sodium  phosphate  buffer  (pH  6.0),  0.01  mM  
CuSO4,  0.05  mM  L-DOPA,  0.4  μM  tyrosinase-CNK가 되도록 

하여 분석하였다. 효소의 염에 대한 상대 활성은, 상기의 효소

를 반응하는 buffer에 추가적인 염을 넣지 않았을 때의 효소 

활성을 1로 기준으로 하여, 염이 추가되었을 때의 활성 변화

로 분석하였다. 

3. 결과 및 고찰 

3.1. Tyrosinase-CNK의 열 안정성 및 해동(freeze-thaw) 
안정성

Figure  1을 보면 알 수 있듯이,  tyrosinase-CNK의 열 안정성

은 다른 호냉성(psychrophilic) 효소들에서와 마찬가지로 중

온성(mesophilic) 및 호열성(thermophilic) 효소들과 비교하여 

낮게 나타났다. 이전의 연구에서 20 ℃에서 최적의 효소활성

을 보였으나[11],  20  ℃에 보관하는 시간이 점차 늘어남에 따

라 효소의 활성이 서서히 감소하였고, 효소를 보관하는 온도

Figure  1.  Thermostability  of  tyrosinase-CNK at  various  tempe-
ratures. 

가 올라감에 따라 효소 활성의 저하 정도는 점차 심해졌다. 
하지만,  0  ℃ 얼음물에 보관한 효소의 경우 안정적으로 초기 

활성이 유지되었고, 이전 결과에서 0 ℃에서도 20 ℃ 활성의 

50% 정도를 갖고 있어,  tyrosinase-CNK는 저온효소반응 공정

에 매우 적절한 것으로 판단되었다. 한편,  tyrosinase-CNK  수
용액을 얼렸다 녹이는 동결-해동과정(freeze-thaw)을 반복 수

행했을 때 효소의 활성 변화를 확인하였다.  Figure  2에서 보

듯이 tyrosinase-CNK는 저온에 최적화된 효소답게 해동과정

의 횟수를 늘려도 초기 효소 활성을 어느 정도 안정적으로 유

지하고 있음을 확인하였다. 일반적으로 동결-해동과정은 효

소의 활성 저하에 영향을 주는 것으로 알려져 있고, 상업적으

로 효소 및 단백질의 안정성을 유지하기 위하여 동결방지제 

및 안정화제가 사용되고 있음을 감안할 때[12], 본 연구로부터 

얻어진 저온에서 뛰어난 안정성을 나타내는 tyrosinase-CNK는 

효소촉매 반응 시 높은 온도에서 원하지 않는 화학 반응을

Figure 2. Effect of multiple freeze-thaw cycles on the activity of 
tyrosinase-CNK. 
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최소화할 수 있고, 반응 이후 고온 처리에 의해 빠르게 효소를 

불활성화 시킬 수 있을 것이다. 

3.2. Tyrosinase-CNK의 유기용매 안정성

유기용매 효소반응에서 물과 혼화될 수 없는 용매(water- 
immiscible  solvent)의 경우, 비수계 효소반응을 수행할 때 용매

가 효소 활성에 크게 영향을 주지 않는 것으로 알려져 있어[13], 
효소의 비활성화에 많은 영향을 끼치는 물과 혼화될 수 없는 

용매(water-immiscible  solvent)  시스템에서의 tyrosinase-CNK의 

유기용매 안정성을 분석하였다. 실험에 사용하는 물과 혼화

될 수 없는 용매(water-immiscible  solvent)는 다른 효소들에 대

하여 상대적으로 효소의 활성에 크게 영향을 주지 않는 것으로 

알려진 ethanol과 효소의 활성 저하가 빨리 이루어지는 THF 
[13,14], 그리고 많이 사용되는 대표적 용매인 acetonitrile과 

DMF를 모델로 선정하였다. 그리고 수용액에서의 효소의 활

성과, 다양한 모델 유기용매 농도에서 30분간 효소를 넣어 둔 

다음 남아있는 효소 활성을 측정하였다.  Figure  3에서 보듯이, 
전체적으로 효소의 활성은 유기용매의 농도가 증가함에 따라 

활성의 감소 정도가 점차 증가하는 경향을 나타내고 있다. 특
징적으로 ethanol의 경우는 용매가 첨가됨에 따라 효소의 활

성이 수용액 대비 약 80% 정도로 감소하였으나,  ethanol  농도

가 증가하더라도 추가적인 효소 활성의 저하는 측정되지 않

았다. 또한,  acetonitrile의 경우, 용매 농도 증가에 의해 효소의 

활성이 수용액 대비 약 55% 정도까지 감소하였으나, 그 이상

의 용매 농도에서는 ethanol과 마찬가지 효소의 활성이 일정

하게 유지되었다. 반면,  DMF와 THF의 경우는 용매의 농도가 

증가함에 따라 효소의 활성이 계속 감소하여 70% 이상의 용

매 농도에서는 효소의 활성이 거의 나타나지 않았다. 위의 용

매들과 효소 간의 아미노산-아미노산, 아미노산-물과의 상호

작용으로 인해 효소의 unfolding에 관여하여 효소의 구조적 

비활성화를 야기하고, 다른 효소들과 마찬가지로 용매에 의

한 효소의 구조적 변화의 관여 정도에 따라 비활성화가 진행

Figure 3.  Effect  of  various  organic  solvents  on  the  activity  of  
tyrosinase-CNK.

되는 것으로 보인다[15,16]. 흥미로운 점은 tyrosinase-CNK의 

경우 ethanol,  acetonitrile과 같은 용매에서는 이들에 의해 상

대적으로 일정 수준의 활성이 저하된 이후 일정하게 활성이 

유지되고 있어, 이들 유기용매 시스템에서 tyrosinase-CNK 효
소를 이용한 반응을 적용할 가능성이 보이고, 결과적으로 수

용액 효소반응에서의 낮은 기질 또는 생성물 용해도 문제 등

을 극복할 잠재성이 기대된다.

3.3. Tyrosinase-CNK의 염(salt) 안정성

촉매활성을 보이기 위해 활성부위에 Cu가 요구되는 tyro-
sinase-CNK는 반응 시 buffer 용액에 Cu 이온을 넣어주지 않

으면 활성을 나타내지 않았다. 티로시나아제의 활성부위를 

보면, 통상적으로 두 개의 Cu 이온 각각 주위에 존재하는 세 

개의 히스티딘(histidine) 잔기와 상호작용하여 구리결합부위

(copper  binding  site)를 형성하고 이를 안정적으로 구조를 유

지하는 것으로 알려져 있다[17]. 하지만,  tyrosinase-CNK는 촉

매반응 시 buffer 용액에 Cu 이온이 존재하지 않을 경우 활성

을 나타내지 않아, 구리결합부위에서 Cu 가 결합하여 안정적

으로 유지되지 않고, 가역적으로 활성부위에 약하게 결합하는 

것으로 추정되었다. 이러한 측면에서,  Cu와 마찬가지로 2가 

양이온이면서 해양환경에 많이 존재하는 Ca와 Mg이온이 활

성부위에 Cu이온의 결합을 저해하여 활성을 떨어뜨리는지를 

확인하였다.  Figure  4에서 보면 알 수 있듯이,  CaCl2 및 MgCl2 
가 존재할 때 효소 활성 저하가 관찰되었고,  CaCl2 및 MgCl2 

농도가 증가할수록 그리고 Cu와 더 비슷한 수준의 원자 반경

과 이온화에너지 값을 갖는 Mg 이온에서 저해 정도가 더 높

게 나타났다. 한편, 단백질과 염의 상호작용 정도에 따른 척

도로서 Hofmeister  series를 바탕으로 1가 양이온들을 선별하

여 효소의 활성에 영향을 주는 정도를 알아보았다. 통상적으

로 Hofmeister  series에 기반한 단백질과 염의 상호작용 정도

는 양이온보다 음이온에서 더 차이가 크게 나타나지만[18,19], 
본 연구에서는 활성부위에 양이온이 중요한 역할을 하므로 

다양한 양이온 염에 대한 영향을 알아보는데 집중하였다.   

Figure 4. Effect of various salts on the activity of tyrosinase-CNK.



호냉성 균주 유래 재조합 티로시나아제 효소, tyrosinase-CNK의 반응 안정성 연구 179

Hofmeister series에 따르면 NH4
+ > K+ > Na+ > Li+ 순서로 단

백질의 변성 정도가 작고 안정성이 증가하는 경향을 보이는

것으로 보고되고 있고[18,19], Tyrosinase-CNK에서도 마찬가

지로 상기 순서에 따라 염의 농도에 대한 단백질의 활성 저하 

정도가 낮게 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 한편, 0.05 M 
NH4Cl을 추가로 반응 buffer에 넣었을 경우, 그렇지 않은 경

우보다 오히려 활성이 더 높아지는 결과를 특징적으로 관찰

되었는 데, 이는 추가된 저농도의 양이온이 단백질의 활성부

위에서 오히려 반응에 긍정적인 영향을 미친 것으로 여겨지

며, 이러한 결과는 이전의 다른 효소에서도 보고된 바 있다

[20]. 즉, tyrosinase-CNK의 반응 활성과 안정성을 더 좋게 유

지하기 위하여 반응용액에 사용하는 염은 Cu 이외의 2가 양

이온은 피하면서 카오트로픽(chaotropic) 염이 적절할 것으로 

판단되었다.

4. 결 론

호냉성 균주 유래의 재조합 티로시나아제인 tyrosinase-CNK
의 반응 안정성에 대하여 조사하였다. 0 ℃에서도 높은 활성

을 보이는 tyrosinase-CNK는 고온에서의 열 안정성은 우수하

지 않았으나, 저온에서 뛰어난 안정성을 보였고 동결과 해동

을 반복하여도 효소의 활성이 잘 유지되었다. 또한, ethanol 
및 acetonitrile과 같은 유기용매에서 초기 활성이 유기용매 첨

가에 의해 낮아지기는 하였으나, 유기용매 농도를 증가시켜도 

co-solvent 내에서의 효소 활성이 안정적으로 유지되었다. 한
편, 염 안정성 측면에서 카오트로픽(chaotropic) 특성이 많이 

나타나는 염에 대하여 안정성이 좋게 나타남을 확인하였다. 
저온 및 약산성(pH 6.0)에서의 뛰어난 활성과 안정성을 보이

는 tyrosinase-CNK는, 원하지 않는 산화반응을 억제하면서 

L-DOPA와 같은 카테콜(catechol)을 생산하는 데 효율적으로 

적용될 것이고, 저온 및 친환경 조건에서 다양한 바이오 소재

의 생산에 활용될 것으로 기대된다. 
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