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서 론 

단백질 1차 구조인 아미노산 서열은 단백질 접힘(folding)

을 유도하는 정보를 포함하고 있다[1]. 하지만 높은 온도, 고

농도 거대 분자일 경우 단백질 접힘이 잘못 일어나 내부에

묻혀 있는 소수성 잔기가 외부로 노출되어 다른 단백질 표

면의 소수성 잔기와 결합하여 집합체를 형성하게 된다. 세포

내에서 잘못된 단백질 접힘에 의한 회합을 차단하는 역할과

단백질의 입체적 구조를 갖도록 도와주는 역할을 하는 것이

샤페론이다. 분자 샤페론의 주요 기능은 세포 내에서 단백질

의 정확한 접힘, 조립, 운반 및 분해에 중요한 역할을 담당

한다. 분자 샤페론은 자신의 노출된 소수성 결합 부위를 통

해 다른 단백질의 잘못된 접힘으로 인한 소수성 잔기가 노
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ATP drives the conformational change of the group II chaperonin from the open lid substrate-binding con-

formation to the closed lid conformation to encapsulate an unfolded protein in the central cavity. It is

thought that the folding activity of group II chaperonin is strongly correlated with the ATP-dependent con-

formational change ability. In order to confirm the dependence of the reaction temperature and ATP con-

centration of PhCpn, the ATPase activities were measured under different reaction temperatures and ATP

concentrations. The maximal ATPase activity of PhCpn was observed at 80℃ and 3 mM ATP concentration.

As a result of ATPase activity according to the type of salt ions, the highest activity was observed at 300 mM

LiCl among the univalent cations and 5 mM MgCl2 among the divalent cations, respectively. The values of

Km and Vmax for ATP substrate were estimated as 2.17 mM and 833.3 µM/min, respectively. This results

provide the enzymatic information of PhCpn when the prolonged and high activities of pharmaceutical

and industrial proteins (or enzymes), by using chaperonin molecules, are required.
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출된 표면에 결합하여 잘못된 접힘 및 응집을 막고 정확한

접힘이 일어날 수 있도록 유도한다[2]. 

분자 샤페론 중 하나의 구성원인 샤페로닌(Chaperonine)

은 ATP 의존성 단백질로 접힘을 매개하며, mega-dalton 크

기로 이중 링(ring) 구조를 하고 있다. 샤페로닌은 접힘 과정

을 편집하기 위해 ATP를 이용하여 단백질 접힘에 도움을 주

고 잘못 일어난 접힘을 되돌리는 역할을 수행한다[3−5]. 

분자 샤페론 중 유비쿼터스 분류에 속하는 샤페로닌

(HSP60)은 60 kDa의 서브 유닛의 이중 고리 복합체를 형

성하고, 다양한 비 접힘 단백질을 포획하여 ATP 의존적인

방식으로 교정한다[6−9]. 단백질 서열과 구조적 특징에 기

초하여, 샤페로닌은 I형과 II형 두 그룹으로 나뉜다[6, 9, 10].

I형 샤페로닌은 박테리아 및 진핵 세포 소기관(미토콘드리

아 및 엽록체)에 존재하고 II형 샤페로닌은 고세균

(Thermosome) 및 진핵 세포의 세포질(CCT1 또는 TRiC)에

존재한다[11]. 

두 그룹 사이의 구조적 차이는 샤페로닌 cavity의 lid 역할

에서 차이가 있다. I형 샤페로닌 경우 분리형 lid (Escherichia

coli의 경우 GroES-GroEL complex)가 cavity을 닫는 역할을

한다[6, 9, 12]. II형 샤페로닌은 도메인의 끝부분에 확장된

나선형 돌출부가 구성(built-in lid)되어 샤페로닌 cavity를 닫

는 역할을 한다[13−15]. 또 다른 중요한 차이점은 I형 샤페

로닌과 II형 샤페로닌에 존재하는 두 개의 고리가 상호 작용

하는 방식이며, 이는 두 샤페로닌 그룹에 대해 상이한 intra-

ring과 inter-ring 신호 메커니즘을 시사한다. 샤페로닌의 개

방 상태와 폐쇄 상태 사이의 전이는 ATP 결합 및 가수 분해

에 의해 유도되며, 이는 복잡한 intra-ring 및 inter-ring의 구

조 변화를 유발한다[16, 17]. 

20년 동안 I형 샤페로닌은 구조적 및 기능적인 연구가 지

속되고 있지만, 더 복잡한 II형의 경우에는 지속적인 연구가

이루어지지 않았다. II형 샤페로닌은 최근에 샤페로닌으로

기능을 할 때 겪는 구조적 재배열에 대해 밝혀졌으며[18−20],

II형 샤페로닌의 형태 변화에 대한 ATP 가수 분해의 요건에

대한 연구가 보고되었다[21, 22]. CCT에서의 ATP에 의한 구

조의 형태 변화 및 CCT와 GroEL의 유사성에 대한 구조적

데이터는 CCT의 기능이 ATP 결합에 의존적이라는 것을 시

사한다[22].

이전 연구에서는 고세균 Pyrococcus horikoshii OT3에서

유래한 II형 샤페로닌 PhCpn 유전자를 대장균에서 과발현

시켜 정제하였으며, porcine pancreas procarboxypeptidase

B와 공발현을 성공적으로 시킨 바 있다[23]. 본 연구에서는

정제된 재조합 PhCpn의 ATPase 효소학적 특성을 규명하기

위해서 ATP 농도, 활성 온도, 염의 종류 및 농도에 따른

ATPase 활성을 분석하는 연구를 실시하였다.

재료 및 방법 

균주, 플라스미드 및 시료 준비
이 연구에서 클로닝은 pGEM T-easy vector (Promega,

USA)와 E. coli DH5α를 이용하였으며, 샤페로닌 발현을 위

한 재조합 DNA 구축은 pET21 플라스미드 및 E. coli

Codonplus (DE3) 균주를 이용하였다. E. coli 균주들은 LB

배지(1% Tryptone, 0.5% Bacto-yeast extract, and 1%

NaCl)에서 배양하였다. 실험에 사용한 제한 효소와 ExTaq

DNA polymerase는 Takara (Japan)에서 구입하였으며, 효

소 반응을 위해 사용한 ATP 및 염은 Sigma-Aldrich (USA)

에서 구입하였다.

단백질 발현을 위한 재조합 DNA 구축
대장균에서 PhCpn 단백질을 생합성하기 위해 pET21

vector를 이용한 재조합 DNA를 구축하였다. 고세균인

Pyrococcus horikoshii OT3로부터 genomic DNA를 추출

한 후, PhCpn 유전자를 NdeI 및 BamHI 제한 효소 부위

를 포함하는 primer set (forward primer : 5'-

CATATGGCACAGTTAGCAGGTCAACCAATT-3', reverse

primer 5'-GGATCCGTCTAGGTCGCTACTACCGCTGAA-

3')를 이용하여 PCR 하고 TA 클로닝을 하였다 . 회수한 플

라스미드를 NdeI 및 BamHI 제한 효소로 처리하고, 같은 제

한 효소로 처리하여 회수한 pET21 vector에 삽입하였다. 완

성된 pET21a-PhCpn 플라스미드는 단백질 발현을 위해 E.

coli Codonplus (DE3) 세포에 형질전환하여 재조합 단백질

PhCpn 샤페로닌을 생합성 하였다[23].

재조합 PhCpn의 발현 및 정제
pET21a-PhCpn로 형질전환된 E. coli Codonplus (DE3)

세포를 50 μg/ml의 ampicillin을 포함하는 10 ml LB에서 배

양하고, 1 mM IPTG를 처리하였다. IPTG를 처리하고 6시

간 동안 배양한 후, 세포를 원심분리 하였다. 원심분리 후

pellet을 회수하여 완충 용액 A (50 mM Tris-HCl, pH 7.5,

25 mM MgCl2, 5% glycerol (v/v), 1 mM DTT)에 재현탁하

였다. 초음파 파쇄기로 세포를 파쇄하고, 4℃에서 10분 동안

9,800 ×g에서 원심 분리하여 상층액을 회수하였다. 

상등액을 85℃에서 20분 동안 가열하고, 9,800 ×g, 4℃의

조건에서 10분간 원심분리하여 변성된 단백질을 제거하였

다. 동일한 완충액에서 0−500 mM의 NaCl로 농도를 선형 구

배하여 단백질을 분리하였다. PhCpn을 함유하는 분획을 수

집하고 한외 여과법으로 농축시켰다(Centriprep YM-10,

USA). 농축한 단백질은 겔 여과 컬럼(HiLoad 26/60 Superdex

200)을 이용하여 150 mM NaCl을 함유하는 완충액 A를 이
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동상 용매로 사용하여 재정제 하였다. 이어서, PhCpn을 함

유하는 분획을 완충액 A로 평형화시키고 NaCl의 선형 구배

로 용출시킨 음이온 교환 컬럼(HiTrap Qcolumn, Amersham

Biosciences)을 이용하여 최종적으로 PhCpn을 정제하였다

[23]. PhCpn의 순도는 Silver Staining (Power Stain TM

Protein Silver Stain Kit, M-biotech, Korea)으로 확인하였

다. 총 세포 용해물의 단백질 농도 및 가용성 및 불용성 분

획 내 단백질 농도는 PierceTM Modified Lowry Protein

Assay Kit (Thermofisher, USA)을 이용하여 측정하였다.

온도에 따른 PhCpn의 ATPase 활성 측정
재조합 PhCpn의 ATPase 활성에 미치는 반응 온도의 영

향을 알아보기 위해 정제된 PhCpn (10 μg/ml)을 함유하는

200 μl 표준 반응 완충액(30 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM

MgCl2, 100 mM KCl, 1.5 mM ATP) 을 제조하였다. 이를

각각 37, 50, 60, 70, 80 및 85℃에서 10분 동안 반응시킨 후

ATPase 활성을 분석하였다.

ATP 농도에 따른 PhCpn의 ATPase 활성 측정
재조합 PhCpn 단백질의 ATPase 활성은 malachite green

assay 분석법을 이용하여 방출된 phosphate (Released Pi)

를 비색 정량하여 측정하였다[24]. 표준 반응 완충액(30 mM

Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 10 μg/ml

PhCpn)에 최종농도가 1.5, 3, 5, 7, 10 mM이 되도록 ATP를

넣고 최종 부피 1,000 μl가 되도록 제조하였다. PhCpn의

ATPase의 반응 온도를 확인하기 위해, 37℃에서 85℃ 사이

의 온도에서 각각 10분 동안 반응시켰다. 반응 후, 샘플을 얼

음에서 냉각하고, spindown 하였다. 800 μl의 malachite

green 시약 및 100 μl의 34% (v/w) trisodium citrate를 첨

가하고, 실온에서 5분 동안 반응시켰다. 반응 혼합물은 UV-

via 분광 광도계(Shimadzu Co., Japan)로 660 nm에서 흡광

도를 측정하여, 방출된 Pi 양을 측정하였다. ATPase 활성은

μM/min/mg-PhCpn으로 표시하였다.

1가 및 2가 양이온 종류와 농도에 따른 PhCpn의 ATPase
활성 측정 
재조합 PhCpn의 ATPase 활성에 미치는 1가 및 2가 양이

온의 영향을 알아보기 위해 사용한 1가 양이온 염은 KCl,

NaCl, LiCl, NH4Cl이였으며, 표준 반응 완충액에 1가 염의

최종농도가 100 mM, 200 mM, 300 mM이 되도록 첨가한

후, 10분간 반응시켜 ATPase의 활성을 측정하였다. 2가 양

이온의 영향을 알아보기 위해 사용한 염은 MgCl2, MgSO4,

MnCl2, MnSO4, CoSO4, ZnCl2, NiCl2, CaCl2, BaCl2 등 이

였으며 1 mM 농도에서의 PhCpn의 ATPase 활성을 분석하

였다. Mg2+ 이온의 영향을 좀더 알아보기 위해 MgCl2 농도

를 1−20 mM로 변화시키면서 ATPase 활성을 측정하였다.

결 과 

온도에 따른 PhCpn의 ATPase 활성 분석
재조합 단백질 PhCpn의 ATPase 활성을 분석하기 위해서

정제된 PhCpn (10 μg/ml)을 함유하는 200 μl 반응 완충액을

제조하였다. 이를 각각 37, 50, 60, 70, 80 및 85℃에서 10분

동안 반응시킨 후 분석하였다. PhCpn의 ATPase 활성은

37℃에서 134.63 ± 4.72로 가장 낮은 값을 보였으며, 80℃에

서는 299.78 ± 7.63 μM/min/mg으로 측정되어 약 2.2배 증가

하였음을 알 수 있었다. 또한, 85℃에서는 활성 값이 265.01 ±

11.35%로 최적 온도 80℃ 대비 ATPase 활성이 88% 수준에

달하였다(Fig. 1). 이 결과에서 PhCpn의 ATPase의 활성은

80℃까지 온도 의존적 증가하며, 최적 활성 온도 80℃ 이상

에서는 활성이 감소하는 것을 확인하였다.

ATP 농도에 따른 PhCpn의 ATPase 활성
PhCpn에서 ATP 농도에 따른 ATPase 활성을 확인하기 위

해, 표준 반응혼합액에 ATP를 각각 1.5, 3, 5, 7, 10 mM 넣

고 80℃에서 10분간 반응시켰다. 반응 후 방출된 Pi의 농도

를 측정하여 ATPase 활성을 분석한 결과, ATP 농도 의존적

으로 ATPase 활성이 증가하는 양상을 보였으며, 10 mM에

서 최대치에 달하였다. ATP의 농도가 1.5, 3, 5, 7, 10 mM로

증가할 때, 1 mM ATP당 방출된 Pi의 농도가 3 mM ATP에

서 가장 높고 이후 점차 감소하는 것으로 분석되었다. 따라

서, PhCpn이 최적 ATPase 활성을 보이는 ATP 농도는

3 mM로 결정되었다(Fig. 2). 그렇지만 1.5 mM에서도 상당

히 높은 ATPase 활성을 보였고, ATP 기질의 비용을 감안하

여 이후 실험에서는 1.5 mM ATP 농도를 주로 사용하였다.

Fig. 1. Effect of reaction temperature on the ATPase activity
of the recombinant PhCpn. The purified 10 μg/ml PhCpn was
reacted in the standard reaction buffer mixture (30 mM Tris-HCl,
pH 7.5, 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 1.5 mM ATP) under different
temperatures (37−85℃). 
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1가 양이온 첨가에 따른 PhCpn의 ATPase 활성
염의 종류에 따른 PhCpn의 ATPase 활성을 확인하기 위

해, 다양한 1가 양이온 염 농도에서 PhCpn의 ATPase 활성

을 분석하였다. 사용한 1가 양이온 염은 KCl, NaCl, LiCl,

NH4Cl이였으며, 표준 반응 혼합물에 최종 염의 농도가

100 mM, 200 mM, 300 mM이 되도록 첨가한 후, 10분간 반

응시켜 ATPase의 활성을 측정하였다. 염을 전혀 첨가하지

않은 대조군(control)과 비교하여, NaCl을 제외하고는, 염농

도 의존적으로 ATPase의 활성이 증가하는 것을 확인하였다

(Fig. 3). 

Fig. 3에서 보는 바와 같이, 100 mM KCl일 때의 ATPase

활성을 100%로 했을 때, K+와 NH4
+ 및 Li+의 농도가 증가

할수록 ATPase 활성이 증가하는 것을 확인하였다. K+의 경

우, 300 mM일 때 120.00 ± 5.75%, Li+의 경우 300 mM일

때 135.33 ± 3.34%로 증가하였다. NH4
+를 첨가한 경우에도

300 mM에서 ATPase의 활성이 133.73 ± 1.45%로 증가하는

것을 확인하였다. 이와는 반대로 Na+를 첨가한 경우에는

100 mM에서ATPase 활성이 가장 높았고, 300 mM에서

ATPase의 활성이 98.53 ± 1.20%로 나타나, Na+의 농도가 증

가할수록 ATPase의 활성이 감소하였다(Fig. 3). PhCpn의

ATPase 활성에 최적인 1가 양이온과 농도는 LiCl 300 mM

로 분석되었다. 

2가 양이온 첨가에 따른 PhCpn의 ATPase 활성
2가 양이온의 종류에 따른 PhCpn의 ATPase 활성을 확인

하기 위해, MgCl2, MgSO4, MnCl2, MnSO4, CoSO4, ZnCl2,

NiCl2, CaCl2, BaCl2 등 다양한 2가 양이온을 포함하는 염

1 mM 농도에서의 PhCpn의 ATPase 활성을 분석하였다. 염

을 전혀 첨가하지 않은 대조군(control)과 비교하여 2가 염

을 첨가하면 ATPase 활성은 대체로 증가되었다(Fig. 4).

1 mM MgCl2을 첨가했을 때 ATPase 활성을 100%로 했을

때, Mn2+, Co2+, Zn2+들은 ATPase 활성 증가를 보였고,

Ni2+, Ca2+, Ba2+ 들은 활성 감소를 보였다.

PhCpn의 ATPase 활성은 Mg2+에 크게 영향을 받는 것으

로 확인되었으며, Mg2+의 농도(1−20 mM)에 따른 PhCpn의

ATPase 활성을 측정하였다(Fig. 5). MgCl2를 전혀 첨가하지

Fig. 2. Effect of ATP concentration on the ATPase activity of
the recombinant PhCpn at 80℃. The purified 10 μg/ml PhCpn
was reacted in the standard reaction buffer mixture (30 mM Tris-
HCl, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 100 mM KCl) with different ATP con-
centrations (1.5−10 mM). 

Fig. 3. Effects of univalent cations on the ATPase activity of the recombinant PhCpn. The purified 10 μg/ml PhCpn was reacted
in the standard reaction buffer mixture (30 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 1.5 mM ATP) with different univalent cations and its con-
centrations. Control (C) means the reaction with 0 mM univalent cation. When 100 mM KCl was used, the relative ATPase activity was
calculated as 100%. 
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않은 대조군(control)에서 생산된 Pi의 농도가 76.9 ±

7.7 μM/min/mg인 것과 비교하여, MgCl2의 농도가 1, 2,

5 mM로 증가할수록 생성된 Pi의 농도가 141.2 ± 3.4,

233.9 ± 15.6, 378.8 ± 14.9 μM/min/mg으로 각각 1.8, 3.0,

4.9배로 증가하였다. MgCl2의 농도가 7.5 mM일 경우 생성

된 Pi의 농도가 273.1 ± 12.9 μM/min/mg으로, MgCl2의 농

도가 5 mM의 농도에서보다 생성된 Pi의 양이 감소하였다.

결론적으로, MgCl2의 농도가 5 mM까지 농도 의존적으로

ATPase 활성이 증가하였으며, 그 이상의 농도에서는 오히

려 활성이 감소하는 것으로 분석되었다.

효소 반응 속도를 이용한 PhCpn의 ATPase 활성 분석
PhCpn의 효소 반응 속도를 확인하기 위해 Pi 생성 속도

를 이용하여 Michaelis-Menten 식의 이중역수도표식,

1/V = Km/Vmax·1/[S] + 1/Vmax을 사용하였으며, 여기서 V

는 초기 Pi 생성속도를, [S]는 ATP 농도를 나타낸다. 효소 반

응 속도 분석을 사용하여 기질 ATP에 대한 PhCpn의 Km 및

Vmax를 결정하였다. ATP 농도에 따른 ATPase 활성을 분

석하기 위해 ATP의 농도를 1.5, 3, 5, 7, 10 mM이 되도록 첨

가하여 반응시킨 후, 생성된 Pi의 농도를 측정하여 초기반응

속도를 계산한 결과, 각각 350.7803, 427.0935, 600.9631,

654.8051, 713.8196 μM/min으로 확인되었다. 이중역수도표

를 통해(Fig. 6) 계산된, Km 값은 2.17 mM, Vmax 값은

833.3 μM/min였다. 

고 찰

샤페로닌은 분자 샤페론 페밀리의 구성 단백질로 단백질

의 정확한 폴딩, 조립, 운반 등에 중요한 역할을 수행한다.

PhCpn은 고세균에서 분리된 II형 샤페로닌으로 ATP를 이

용하여 단백질의 정확한 폴딩을 유도하고, 잘못된 폴딩을 교

정하는 역할을 담당한다. 본 연구진은 Pyrococcus horikoshii

OT3에 존재하는 PhCpn의 활성을 ATPase에 의해 생성되는

Pi를 이용하여 분석하였다. 

Okochi 등 [25]은 PhCpn의 ATPase 최대 활성 온도를

90℃라고 보고하였으나 본 연구진의 실험결과에서는 80℃

에서 가장 높은 것으로 나타났으며, 최대 활성 온도까지 온

도에 의존적으로 활성이 증가하는 것을 확인하였다. 이는 샤

페로닌 PhCpn이 분리된 원균주 Pyrococcus horikoshii의 최

적배양 온도와 유사하다[25]. 

PhCpn의 ATPase 활성은 ATP 농도 의존적으로 증가하였

Fig. 4. Effects of divalent cations on the ATPase activity of
the recombinant PhCpn. The purified soluble 10 μg/ml PhCpn
was reacted in the standard reaction buffer mixture (30 mM Tris-
HCl, pH 7.5, 100 mM KCl, 1.5 mM ATP) with 1 mM divalent cat-
ions. (C) No divalent cation, (1) MgCl2, (2) MgSO4, (3) MnCl2, (4)
MnSO4, (5) CoSO4, (6) ZnCl2, (7) NiCl2, (8) CaCl2, (9) BaCl2. When
1 mM MgCl2 was used, the relative ATPase activity was calculated
as 100%. 

Fig. 5. Effects of Mg2+ concentration on the ATPase activity
of the recombinant PhCpn. The purified soluble 10 μg/ml
PhCpn was reacted in the standard reaction buffer mixture (30
mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM KCl, 1.5 mM ATP) with different
MgCl2 concentrations (1−20 mM). Control (C) means the reaction
with 0 mM MgCl2. 

Fig. 6. Michaelis-Menten kinetics for the ATPase activity of
PhCpn. The purified soluble 10 μg/ml PhCpn was reacted in the
standard reaction buffer mixture (30 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM
MgCl2, 100 mM KCl) with different concentrations (1.5−10 mM) of
ATP at 80℃ for 10 min.  
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으며, 1 mM ATP당 방출된 Pi 의 농도로 계산했을 때는

3 mM ATP에서 가장 높은 ATPase 활성을 보였고 이후 점

차 감소하는 것으로 나타났다. 이러한 ATP 농도 의존적인

group II chaperonin의 활성은 green fluorescent protein의

재접힘 반응에서도 관찰된 바 있다[25].

염의 종류와 농도에 따른 활성을 분석한 결과, 1가 양이온

으로는 K+가 존재할 경우 ATPase 활성 증가하는 것을 확인

하였다. PhCpn은 1가 양이온인 K+와 Li+에 의해서 활성이

크게 증가되었으며, 2가 양이온으로는 Mg2+, Mn2+ 등이 존

재할 경우 ATPase 활성 또한 크게 증가하는 것을 확인하였

다. Mg2+의 농도에 따른 활성을 분석하였을 때, 5 mM의 농

도까지 Mg2+의 농도에 의존적으로 활성이 증가하는 것을 확

인하였다. PhCpn의 활성에 있어서 1가 또는 2가의 금속 이

온을 필요로 하며, 특히 2가 양이온 중 Mg2+이 PhCpn의 활

성에 큰 영향을 미친다는 것을 확인하였다. 대장균 GroEL

의 ATPase 활성은 K+ 이온에 크게 의존이지만[26], 모든 샤

페로닌이 ATPase 활성에 K+ 이온에 대한 의존성을 가지고

있지 않다[27, 28]. 그러나, 본 연구의 PhCpn의 ATPase 활

성이 K+와 Mg2+에 크게 의존적인 것은 Pyrococcus furiosus

유래 chaperonin과 유사하였으며[29], 특히 PhCpn은 Li+ 이

온에 의해서 가장 ATPase 활성이 크게 나타났다. 이러한 양

이온들의 ATPase 활성 증대 이유는 이들 양이온이 존재할

때 PhCpn과 ATP 간의 결합이 촉진되는 것으로 사료된다.

5 mM Mg2+ 이온을 첨가하고 ATP 농도에 따른 효소반응

후 생성된 Pi 농도(초기 Pi 생성속도)로부터 이중역수도표하

여 Km 및 Vmax 값을 2.17 mM, 833.3 μM/min으로 계산할

수 있었다. 현재까지 샤페로닌 중에서 DnaK [30], Hsc66

[31] 등에서 샤페로닌의 활성에 관한 연구가 보고되었다. E.

coli에 존재하는 샤페로닌인 DnaK에서 DnaK 1nM의 농도

에서 Km이 19 nM인 것으로 보고된 바 있으며, Hsc66은

1 μM의 농도에서 Km이 12.7 1 μM로 보고된 바 있다[30].

이들 연구와 비교하여 PhCpn의 경우는 비교적 높은 Km,

Vmax 값을 가지는 것으로 판단된다. 

이러한 결과는 PhCpn 샤페로닌이, 고열로 불활성화되는

단백질의 폴딩과 활성을 유지 및 보존하는데 필수적인

ATPase로 작용함을 알 수 있고, 특히, 의약학용 및 바이오

산업용 단백질(효소)의 장기간 활성유지에 PhCpn을 이용할

경우에 본 연구 결과가 귀중한 기초 자료를 제공할 것이다.

요 약

Group II형 샤페로닌은 단백질의 캡슐화를 유도하기 위해

열린 기질 결합 형태에서 닫힌 형태로 형태를 변화시키며,

이 때 ATP를 필요로 한다. 샤페로닌의 폴딩 유도는 ATP에

의한 샤페로닌의 구조 변화와 관련이 있는 것으로 보여진

다. 본 연구에서는 Pyrococcus horikoshii OT3의 group II형

샤페로닌인 PhCpn의 ATPase 활성을 다양한 조건에서 측정

하였다. PhCpn의 반응온도(37−85℃)와 ATP 농도(1.5−

10 mM) 의존성을 확인한 결과, 반응 온도는 80℃에서, ATP

농도는 3 mM에서 최적 활성을 보였다. 염의 종류에 따른

ATPase의 활성을 분석한 결과, 1가 양이온은 300 mM LiCl,

2가 양이온은 5 mM MgCl2에서 최적 활성을 나타내었다.

ATP 기질에 대한 Km 값은 2.17 mM, Vmax 값은 833.3 μM/

min으로 계산되었다. 이러한 결과는 의약학용 및 바이오 산

업용 단백질(효소)을 장기간 활성유지하는데 PhCpn을 이용

할 경우에 귀중한 기초 자료를 제공할 것이다.
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