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서 론

 미세조류(microalgae)는 건강상의 이점을 지닌 고

부가가치의 생리활성 물질을 생산하며, 생산된 1·2

차 대사산물이 제약 산업에서 원료로 활용되고 있어 

이들의 생물학적 잠재력은 크다 [1, 2]. 미세조류 기

반 시스템은 짧은 생장주기, 저영양 요구량, 효율적

인 대량 배양 기술, 저가의 생산 비용 등 산업적으로 
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클로렐라에서 바이너리 벡터를 이용한 hSCF와 hINFγ 단백질의 안정적인 발현과 효율적인 분비
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Abstract Microalgae have great potential in the biomedical and pharmaceutical industries as a 
new type of bioreactor that can produce proteins for specific purposes, including recombinant 
proteins, pharmaceuticals, and industrial enzymes. Despite the production advantages and 
importance of microalgae-based expression systems, studies on secretion efficiency are limited. 
In this study, for stable expression and efficient secretion of the heterologous protein (human 
SCF and human INFγ) in Chlorella vulgaris, we constructed SP:hSCF:His and SP:hINFγ:His 
plant binary vectors using the signal peptide (SP) of Chlamydomonas reinhardtii, and we obtained 
stable transformants through the effective agrobacterium-mediated transformation of these vectors. 
Transformants with accurately inserted hSCF and hINFγ demonstrated stably increased mRNA 
and protein expression using RT-PCR and western blotting under the same culture conditions. 
Following the analysis of the proteins secreted into the culture medium using ELISA, it was 
confirmed that hINFγ was effectively produced in the transformed C. vulgaris culture medium. 
The overall findings indicate that the combination of heterologous protein and SP may be crucial 
for ensuring the expression and secretion of recombinant proteins in Chlorella culture systems.
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많은 이점을 활용할 수 있어 분자 농업 시스템을 개

발하기 위해 이상적이며, 식물과 미생물의 유리한 

특징을 선별할 수 있기 때문에 유전자 농업을 위한 

효과적인 경쟁 대안이 된다 [3, 4]. 또한, 면역독소와 

같은 치료용 단백질을 포함한 재조합 단백질, 화장

품, 의약품, 건강보조식품, 산업용 효소와 같은 물질

을 생산하기 쉬운 플랫폼으로 [5], 면역 조절제, 효
소, 항체, 항암제 및 바이러스 백신 등의 특정 목적에 

맞게 사용되는 단백질들을 생산할 수 있어 [6, 7, 8], 
생물의학 및 제약 산업에서 잠재력이 크다. 특히 클

로렐라는 진핵 미세조류의 일종으로 상대적으로 작

은 세포 크기, 탄력적 세포벽, 식용, 쉬운 배양, 빠른 

성장 속도, 대량의 바이오매스 생산 및 물리화학적 

조건에 쉽게 적응할 수 있는 산업화 물질을 생산하

며, 고부가가치 화합물을 얻기 위한 경제적이고 효

과적인 생물반응기 역할을 할 수 있어 식품 및 제약 

산업에 적용되고 있다 [9]. 클로렐라를 이용한 단백

질 의약품 개발 시 다양한 신호 펩타이드(Signal 
Peptide, SP) 중에서 목적 단백질 발현에 최적화된 

것을 도입시 생산량을 증가시킬 수 있다 [10, 11]. 
그러나, 클로렐라를 포함한 미세조류 발현시스템의 

생산 장점과 중요성에도 불구하고 분비 효율성 연구

가 많이 되어있지 않은 실정이다. 
 생명공학 기술의 발전 및 고도화로 난발현 단백

질(Difficult to Express Protein, DtEP) 발현을 개선하

고 재조합 단백질의 효율 증진을 위해 목적 유전자

를 숙주세포의 코돈 사용법(codon usage)에 맞도록 

코돈 최적화함으로써 번역 효율을 높이는 코돈 최적

화(codon optimization) [12, 13, 14] 등의 발현시스템

과 목적 단백질에 SP 조합으로 세포 분비 시스템을 

통한 생산성 향상 사례가 보고되고 있다 [15, 16]. 
C. reinhardtii CA1 (Carbonic Anhydrase 1)의 SP로 약 

84% 루시퍼라제 분비 증가 보고와 함께 실제로 이종 

단백질의 효율적인 분비 전략연구는 미세조류 개발

에 있어 중요하며 Chlamydomonas reinhardtii, 
Chlorella vulgaris, Phaeodactylum tricornutum 등을 

중심으로 집중 연구가 진행되고 있으나, C. vulgaris
와 P. tricornutum에서 이종 단백질의 불안정한 발현, 
낮은 형질전환 효율, 검증된 SP의 낮은 역가 등으로 

개선이 필요하다 [17, 18, 19, 20].  
 면역체계에 중요한 조절자인 사이토카인은 면역

세포의 항상성을 조절하는 세포 신호 전달자로 세포

의 증식분화, 활동 및 면역반응 및 조직 손상과 회복

을 조절하며 그 종류가 많고 면역반응에 다양한 역

할을 담당하기에 [21, 22], 치료 목적의 재조합 사이

토카인에 대한 효과적인 생산량 증가 및 생산 비용

을 목적으로 다양한 발현시스템이 적용되고 있다.
 줄기세포인자(Stem Cell Factor, SCF)는 c-Kit 수

용체에 결합하는 사이토카인으로 조혈, 줄기세포 유

지, 비만 세포 발달, 멜라닌 세포의 분화 및 생성 자

극에 중요한 역할을 하는 면역조절물질이다 [23]. 또
한, c-KIT의 리간드 결합 도메인에 결합하여 여러 

생화학적 신호 경로를 통해 세포 성장, 분화 및 증식 

등 다양한 생물학적 기능을 조절하며 거의 모든 조

직에 존재하는 줄기세포를 활성화하는 필수 요소로

써 피부노화 방지 및 새로운 모낭 형성을 촉진하기

도 한다 [24]. 박테리아로부터 주원료가 생산되는 

hSCF는 당화 부족에 따른 낮은 활성도로 인해 많은 

양의 원료 사용으로 고가의 생산 비용이 발생하여 

효율적인 생산이 필요하다 [25].
 인터페론 감마(Interferon gamma, INFγ)는 항바이

러스, 항종양, 면역조절 기능을 지닌 다발성 사이토

카인으로 세포증식억제 및 세포 사멸 촉진 기능을 

기반으로 다양한 유형의 암에 대한 보조 면역치료에 

잠재적으로 사용되고 있다 [26, 27]. INFγ는 고가의 

생물약제로, 주로 E. coli에서 발현되어 Actimmune® 
(Vidara Therapeutics, Dublin, Ireland)명으로 판매되

고 있으나 혈류에서 짧은 반감기와 발현시스템에 고

비용이 소요된다 [28]. 
 본 연구에서는 C. vulgaris 발현시스템에서 산업

적으로 중요 역할을 하는 이종 단백질 hSCF와 hINF
γ의 안정적인 발현과 효율적인 단백질 분비를 위해 

코돈 최적화된 hSCF와 hINFγ 단백질 서열 앞에 기

보고된 CA1 단백질의 SP를 재조합하여, 방법이 쉽

고 길이가 긴 DNA를 핵내로 전달 할 수 있는 형질전

환 효율이 높은 아그로박테리움 매개 형질전환 방법

으로 [29], host인 C. vulgaris에 도입하여 안정적인 

발현과 세포외 분비 효율을 향상시키고자 한다.



J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2024, p. 45– 54 Vol. 16, No. 1 [Research Paper]

- 47 -

재료 및 방법

1. 미세조류 및 배지·배양 조건

   본 연구에 사용한 Chlorella vulgaris AG10032의 

배양 배지는 유기탄소원 0.5% glucose를 첨가한 BG 
(Blue-Green) 11 [30] 배지를 사용하였다. BG11 액체 

배지(pH 7.0)는 NaNO3 1500 mg/L, K2HPO4 40 mg/L, 
MgSO4·7H2O 75 mg/L, CaCl2·2H2O 36 mg/L, C6H10O8 
6 mg/L, FeC6H5O7·NH4OH 6 mg/L, Trace metal 
solution 1 ml/L (Na2-EDTA 1 mg/L, MnCl2·4H2O 1.81 
g/L, ZnSO4·7H2O 0.22 g/L, Na2MoO4·2H2O 0.39 g/L, 
CuSO4·5H2O 0.08 g/L, Co(NO3)2·6H2O 0.05 g/L, 
H3BO3 2.86 g/L)의 기본 조성으로, 유기탄소원 0.5% 
glucose를 첨가하여 제조하였다. 제조된 배지는 121˚
C에서 15분간 멸균, 냉각하여 250 ml 세포배양 플라

스크에 접종액 1x105 cells/ml를 넣고, 광주기 14 h:10 
h (Light:Dark), 배양온도 25˚C, 광도 3200 lux, 150 
rpm이 공급되는 진탕 배양기(VS-8480SR-L, Vision 
Scientific, Korea)에서 배양하였다. UV/Vis 분광광도

계(Optizen pop, Mecacy, Korea)를 이용하여 흡광도 

O.D680 (Optical Density, 680 nm)에서 생장률 측정 후 

본 실험에 사용하였다.

2. 코돈 최적화된 hSCF/hINFγ와 신호 펩타이드를

조합한 바이너리 벡터 클로닝

   C. reinhardtii의 CA1 (GenBank: D90206.1, 377 
A.A) [31]의  SP(MARTGALLLVALALAGCAQA, 20 
A.A)에 코돈 최적화 알고리즘 툴

(https://zendto.bioneer.co.kr/codon/index.py/)을 적용

한 human SCF (26-190 A.A, 165 A.A, GenBank: 
AAA85450.1)와 human INFγ (144 A.A, GenBank: 
AAP20100.1) 서열을 각각 연결하고 이들의 5´ 말단

에 6xHistidine Tag으로 구성된 서열을 (주)바이오닉

스에 의뢰하여 합성하였다. 합성된 서열을 SpeI-BstE
Ⅱ제한효소로 절단하여 바이너리 벡터인 

pCAMBIA1302 (GenBank: AF234298.1)에 삽입하고, 
50 μg/㎕ Kanamycin이 첨가된 배지에서 콜로니를 선

별하였다. 선별된 콜로니에서 colony PCR로 삽입된 

hSCF와 hINFγ를 각각 확인하고 서열 분석

(sequencing)을 통하여 SP:hSCF:His와 SP:hINFγ:His

로 각각 표기하였다(Figure 1A, 1B).

3. 아그로박테리움 형질전환체 제작 및 선별

   제작된 SP:hSCF:His와 SP:hINFγ:His 벡터는 

Agrobacterium의 freeze-thaw 방법 [32]을 이용하여 

Agrobacterium tumefaciens GV3101 (O.D600=0.8)에 도

입 후, 10 μg/㎕ Gentamycin (Gen10), 50 μg/㎕
Rifampicin (Rif50)과 50 μg/ml Kanamycin (Kan50)이 첨

가된 Luria-Bertani (LB) (Difco, Laboratories, USA) 선
별 배지에서 배양하였다. 항생제(Gen10, Rif50, Kan50) 
저항성 배지에 자란 콜로니는 hSCF/hptII와 hINFγ

/hptII 특이적 프라미어로 colony PCR 하여 유전자 

도입을 확인하였다.

4. Colony PCR 및 제한효소 처리

   SP:hSCF:His와 SP:hINFγ:His 벡터가 도입된 E. 
coli와 A. tumefaciens 콜로니는 증류수에 희석하여 

현탁액을 주형으로 유전자 특이적 프라이머(Table 
1, hSCF_F/hSCF_R primer sets, hINFγ_F/hINFγ_R 
primer sets, hptII_F/hptII_R primer sets)를 사용하여 

2xGS-Taq PCR Master Mix (#3308, BEAMSBIO, 
Korea)로 colony PCR (Polymerase Chain Reaction)을 

하고 1% 아가로즈 젤에서 패턴을 확인하였다. 반응 

조건은 I 단계 94˚C-1분, II 단계 30 cycles; 98˚C-10초
/62˚C-30초/ 72˚C-30~60초로 증폭하였다. 제한효소 

SpeI, BstEII와 ScaI (Enzynomics, Korea)의 1 unit을 

제조사에서 제시한 프로토콜에 따라 1시간 처리 후, 
0.8% 아가로즈 젤에서 패턴을 확인하였다.

5. 아그로박테리움 매개 C. vulgaris 공동배양을 통

한 형질전환

   SP:hSCF:His와 SP:hINFγ:His 벡터가 각각 도입된 

아그로박테리움 균주는 LB 배지(Gen10, Rif50, Kan50)
에 접종하고 28˚C에서 암배양(O.D600=0.7~0.8) 하고, 
형질전환을 위한 접종액으로 사용하였다. 
   C. vulgaris는 0.5% glucose가 첨가된 BG11 액체

배지에서 25˚C, 5일 동안 암배양 후, 형질전환을 위

한 전배양(O.D680=1)으로 사용하였다. Cha 등 방법

(2012)을 변형하여 아그로박테리움 접종액과 C. 
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vulgaris 전배양액은 120 rpm/200 rpm에서 각각 원심

분리하여 상등액을 제거하고, 유도 배지(100 μM 
acetosyringon이 첨가된 BG11 배지)로 세척 후 재현

탁 하였다 [33]. 유도 배지로 재현탁 된 아그로박테

리움을 C. vulgaris에 이식하고, 25˚C 암조건에서 5일
간 공동배양 후, 20 μg/ml Hygromycin (Hyg20)과 150 
μg/ml Cefotaxime (Cef150)이 포함된 BG11 (0.5% 
glucose 첨가) 고체배지에서 2일 동안 암배양 하였

다. 양광저온배양기(DS-53FPL, DASOL Science, 
Korea)로 옮겨 증식시킨 후, 항생제에 저항성을 보이

는 콜로니들을 2주 간격으로 연속 계대 배양하여 안

정적인 개체들을 선별하였다. 

6. 도입 유전자 및 mRNA 발현 확인

    Genomic DNA (gDNA) PCR과 RT-PCR을 통해 

형질전환된 클로렐라에서 hSCF와 hINFγ 유전자 도

입 유무 및 발현을 확인하기 위하여 항생제 저항성 

배지에서 안정화된 콜로니를 대상으로 SDS 추출 버

퍼를 사용하여 gDNA를 분리하였다. 추출된 gDNA
를 주형으로 유전자 특이적 프라이머(Table 1, Table 
1, hSCF_F/hSCF_R primer sets, hINFγ_F/hINFγ_R 
primer sets, hptII_F/hptII_R primer sets)를 사용하여 

EmeraldAmp® GT PCR Master Mix (RR300A, Takara 
Bio, Korea)로 PCR 하였다. 반응 조건은 I 단계 98˚

C-1분, II 단계 30 cycles; 98˚C-10초/62˚C-30초/ 72˚

C-30~60초이다.
   유전자 도입이 확인된 C. vulgaris 형질전환체에

서 hSCF와 hINFγ 유전자 발현 여부를 각각 확인하

기 위해 0.5% glucose가 첨가된 BG11 액체배지

(Hyg20, Cef150)에 접종하고 5일 동안 150 rpm에서 배

양 후, 음성대조군으로 형질되지 않은 C. vulgaris와 

함께 TRIzol Plus RNA Purification Kit (#12183555, 
Invitrogen, USA)로 총 RNA를 추출하고, M-MLV 
RT-Kit (BR122-10k, BioFACT, Korea)로 cDNA를 합

성하였다. 합성된 cDNA를 주형으로 Table 1 프라이

머 세트(hSCF_F/hSCF_R primer sets, hINFγ_F/hINFγ

_R primer sets)와 EmeraldAmp® GT PCR Master Mix
를 사용하여 SimpliAmp Thermal Cycler (A24811, 
Applied Biosystems, USA)로 증폭 후, 발현을 분석하

였다. 

7. 단백질 추출 및 발현, 분비 함량 확인

   유전자 도입과 mRNA 발현이 확인된 C. vulgaris 
형질전환체를 대상으로 mRNA 발현 배양조건과 동

일 조건으로 배양 후, 배양액 내로 분비된 각각의 

hSCF와 hINFγ 단백질 함량을 측정하기 위해 배양 

배지에서 His-tag ELISA detection kit (L00436, 
Genscript, USA)의 제조사 매뉴얼에 따라 측정하였

다 [34, 35]. His Tag Standard와 배양액을 His Tag 
Plate의 각 well에 분주하고, Anti-His Monoclonal 
Antibody 첨가 후 상온에서 30분 배양, 4번 세척 하였

다. Antibody Tracer를 넣고 상온에서 추가로 4번 세

척하고 TMB substrate 첨가하여 10분간 반응시킨 뒤 

Stop 버퍼를 넣고 450 nm에서 측정하였다. 표준곡선

과 함께 실험 결과는 평균값과 표준편차를 오차범위

로 표기하였다. 
   동일 배양조건에서 형질전환된 C. vulgaris 세포

내에 있는 단백질 발현을 확인하기 위해 원심분리 

후 상층액을 제거하고, 액체질소로 동결 건조하여 

소형 전동 막자(Micro-Electric Pestle)로 곱게 분쇄하

였다. 단백질 추출 버퍼(50 mM Tris-Cl (pH 7.5), 100 
mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 0.1% 
Nonidet-P40, Protease inhibitor cocktail (GenDEPOT)
를 넣고 얼음에서 10분간 반응시킨 후 원심 분리하

고 상층액만을 회수하여 Pierce™ BCA Protein Assay 
Kit (#23227, Thermo Scientific, USA)로 단백질을 정

량하였다. 정량된 단백질은 15% Polyacrylamide gel
에 30 ㎕씩 로딩하고 전기영동(Bio-rad, USA)을 진행

하였다. 전기영동이 끝난 Polyacrylamide gel을 

Table 1. List of primers for this study
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Trans-Blot® Turbo™ Transfer Starter System, Midi 
PVDF (#17001919, Bio-rad, USA)의 방법대로 transfer 
하였다. 5% Skim Milk (#44230, Difco, USA)로 

blocking하고, 1차 항체인 Anti-6xHis tag antibody 
(#137839, abcam, USA)로 1시간 반응시킨 후, PBST 
(1% PBS, 0.05% Tween 20)로 3번 세척 하였다. 2차 

항체인 Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab205718, 
abcam, USA)로 1시간 반응시키고, 3번 세척 후 

Optiblot ECL Detect kit (ab133406, abcam, USA) 시약

으로 반응시킨 뒤 Odyssey Fc Imager (Li-Cor, USA) 
매뉴얼에 따라 결과를 확인하였다. 

8. 통계 분석

   데이터 유의성 분석을 위해 SAS 소프트웨어(버
전 9.1)를 사용하였으며, Tukey 테스트(p < 0.05)로 

검증하였다.

결 과 및 고 찰

 본 연구에서는 C. vulgaris 발현시스템에서 hSCF
와 hINFγ 발현 증가 및 효율적인 단백질 분비 유도

를 위해 기보고된 C. reinhardtii CA1의 SP와 

hSCF:6xHis Tag와 hINFγ:6xHis Tag 서열을 합성하

여, pCAMBIA1302 벡터에 도입하고, colony PCR과 

제한효소 확인(Fugure 1C-1F)을 통해 SP:hSCF:His와 

SP:hINFγ:His 벡터를 제작하였다(Fugure 1A, 1B). 이
들 벡터는 모든 조직에서 유전자 발현을 유도하는 

Cauliflower mosaic virus (CaMV 35S) 프로모터 [36]
와 항생제인 카나마이신 내성 유전자, T-DNA에는 

항생제인 하이그로마이신 내성 유전자(hygromycin 
phosphotransferase II, hptII)가 있는 식물 바이너리 벡

터이다.
 제작된 SP:hSCF:His와 SP:hINFγ:His의 DNA는 

Agrobacterium에 도입하고, LB 고체배지(Gen10, 
Rif50, Kan50)에서 자란 콜로니는 각 벡터의 

hptII/hSCF와 hptII/hINFγ 특이적 프라이머(Table 1)
를 각각 사용하여 colony PCR 확인 결과, hptII/hSCF
와 hptII/hINFγ에 대해 각각 495 bp/964 bp와 429 
bp/964 bp 산물을 확인하였다(Fugure 1E, 1F). 

 C. vulgaris 형질전환을 위해 C. reinhardtii, 
Chlorella sp., Symbiodinium sp., Nannochloropsis sp. 
등의 미세조류 종의 형질전환에 사용되고 있는 [37], 

Figure 1. Cloning of the binary vector used for C. 
vulgaris transformation in this study. (A-B) 
Schematic representations of the binary vector 
constructs, SP:hSCF:His (A) and SP:hINFγ:His 
(B). LB, T-DNA left border; RB: T-DNA right 
border; hptII, hygromycin resistant gene; CaMV 
35S, Cauliflower Mosaic Virus 35S promoter; 
His tag, 6xHistidine epitope tags; NOS polyA, 
NOS nopaline synthase terminator. (C) The 
BstEII digestion product of the SP:hSCF:His 
plasmid. From top to bottom, the positions of the 
9892 bp, and 495 bp fragments are shown in that 
order. (D) The ScaI digestion product of the 
SP:hINFγ:His plasmid. From top to bottom, the 
positions of the 6255 bp, 2966 bp, 849 bp, and 
495 bp fragments are shown in that order. (E-F) 
Colony PCR of the SP:hSCF:His (E) and 
SP:hINFγ:His (F). The orange arrow indicates the 
495 bp, 429 bp, and 964 bp fragments of hSCF, 
hINFγ, and hptII, respectively. Lanes M, the 1 
kb Plus DNA Ladder; Lane 1, the negative 
control based on H2O; Lanes 2, the E. coli liquid 
PCR products; Lanes 3, the A. tumefaciens liquid 
PCR products. 
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아그로박테리움 매개 형질전환 방법을 적용하였다. 
0.5% glucose를 첨가한 BG11 고체배지(HygR, CefR)
에서 항생제에 저항성을 보이는 C. vulgaris를 스크

리닝하고(Figure 2A, 2B), 이들을 2주 간격으로 3회
에 걸쳐 연속 계대 배양하여 안정적인 C. vulgaris를 

대상으로(Figure 2C, 2D) gDNA를 추출하였다. 형질

전환 시킨 C. vulgaris의 염색체 내에 hSCF와 hINFγ 
유전자 삽입을 확인하기 위해 각각의 유전자 특이적 

프라이머를 사용하여 PCR한 결과, SP:hSCF:His와 

SP:hINFγ:His로 형질전환 시킨 C. vulgaris에서는 

hSCF/hptII의 495 bp/964 bp 산물과 hINFγ/hptII의 

429 bp/964 bp 산물이 각각 확인되었다. 그러나 음성

대조군인 형질전환 되지 않은 C. vulgaris에서는 어

떠한 밴드도 검출되지 않았다. 따라서, SP:hSCF:His
와 SP:hINFγ:His 형질전환된 C. vulgaris 염색체 내에 

hSCF와 hINFγ 유전자 도입 결과를 확인하였다

(Figure 2E). 
 C. vulgaris 염색체내에 hSCF와 hINFγ의 도입이 

확인된 형질전환체들 중에서 대표적으로 두 개 라인

(T1~T2)을 선발하여 해당 유전자의 mRNA 발현을 

분석한 결과, hSCF가 도입한 형질전환체(T1~T2)와 

hINFγ가 도입된 형질전환체(T1~T2)에서 hSCF와 

hINFγ의 mRNA 발현이 각각 증가되었다(Figure 3A, 
3B). 이를 통해 C. vulgaris 형질전환체 내에 hSCF와 

hINFγ 유전자가 C. vulgaris 염색체 내에 삽입되어 

있고 삽입된 유전자의 전사가 정상적으로 일어나고 

있음을 확인하였다. 본 결과처럼 최근까지 재조합 

단백질 생산을 위한 미세조류 플랫폼에서 여러 종류

의 목적 단백질이 형질전환 되었으며 기술 개선을 

통해 형질전환 클로렐라에서 외래 유전자의 안정적

인 발현 연구가 진행되고 있다 [38, 39].
 mRNA 발현이 확인된 각각의 형질전환 C. 

vulgaris (SP:hSCF:His와 SP:hINFγ:His)에서 세포내 

단백질 발현 여부 및 배양액 내로의 분비를 확인하

기 위하여 mRNA 발현 확인 실험과 동일 조건으로 

배양 후, 먼저 cell lysate에서 estern blot을 실시하였

다. 음성대조군으로 사용된 C. vulgaris에서는 hSCF
와 hINFγ에 대응하는 밴드과 나타나지 않았으며, 
mRNA 발현이 확인된 SP:hSCF:His와 SP:hINFγ:His
의 형질전환체에서는 hSCF와 hINFγ의 분자량에 해

당되는 단백질이 각각 탐지되었다(Figure 3C). 또한, 
정량한 총단백질의 SDS-PAGE 상에서 Coomassie 
blue 염색 시 단백질의 패턴에는 변화가 없었다(결과 

미제시). 배양액 내로 분비된 hSCF와 hINFγ 단백질 

함량을 ELISA assay 한 결과, SP:hSCF:His 형질전환

체의 배양액 내의 분비와 달리 SP:hINFγ:His 형질전

환체의 배양액 내에서는 hINFγ 분비된 양이 크게 

증가되었다(Figure 3D). 이는 CA1의 SP가 hSCF 보다

는 hINFγ의 분비된 발현 증가에 더 도움이 되었음을 

나타낸다. 단백질을 배양액으로 분비하는 시스템은 

Figure 2. Screening of C. vulgaris transformants, 
SP:hSCF:His and SP:hINFγ:His. (A-B) Colony 
formation of Agrobacterium-mediated C. 
vulgaris transformation on the selection plates 
including 20 μg/㎕ Hygromycin and 150 μg/㎕ 

Cefotaxime. (C-D) Stable transformants obtained 
through serial subcultures at 2-week intervals on 
the selective medium containing Hyg20 and 
Cef150. (E-F) PCR analysis confirmation from 
gDNA of the SP:hSCF:His and SP:hINFγ:His 
transformants using the hSCF/hptII (E) and hINF
γ/hptII (F) specific primers, respectively. Lanes 
M, the 1 kb Plus DNA Ladder; T1~T4, four 
independent transformants; N, the negative 
control based on non-transformed C. vulgaris. 
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세포내 단백질 정제 시스템보다 상대적으로 단계가 

덜 복잡하므로 약학적으로 중요한 단백질을 생산하

기 위한 비용 효율적인 플랫폼이다. 또한, 숙주와 함

께 목적 단백질과 최적합한 SP는 발현시스템에서 

분비된 단백질의 전체 수율에 영향을 미치며 재조합 

단백질의 발현에 따라 분비 효율이 달라질 수 있음

을 뒷받침해 준다. 우리의 결과는 미세조류를 이용

한 단백질 생산 시스템의 범용성과 효율성을 더욱 

개선할 수 있을 것으로 C. vulgaris 플랫폼에서 높은 

hINFγ의 분비 생산을 위한 전략 제공과 다운스트림 

처리 비용을 최소화하기 위한 저비용의 산업적 관련 

단백질 분비에 활용할 수 있을 것이다.
 

결 론

 미세조류는 새로운 유형의 생물반응기로서 재조

합 의약품 단백질을 생산을 위한 중요한 잠재적 자

원이다. 본 연구는 C. vulgaris 발현시스템에서 산업

적으로 중요한 hSCF와 hINFγ의 안정적인 발현 증가

와 효율적인 단백질 분비 유도를 위해 hSCF/hINFγ

와 C. reinhardtii CA1의 SP를 CaMV 35 프로모터를 

가진 식물 바이너리 벡터에 클로닝하고 빠르고 쉬운 

아그로박테리움 매개 C. vulgaris 공동배양을 통해 

형질전환 하였다. 안정적으로 계대배양 되는 C. 
vulgaris 형질전환체(SP:hSCF:His와 SP:hINFγ:His)를 

대상으로 염색체 내에 hSCF와 hINFγ 유전자 삽입을 

확인하였다. 확인된 C. vulgaris 형질전환체에서 동

일 조건으로 배양 후, RT-PCR을 통한 hSCF와 hINFγ

의 증가된 전사 수준 및 western blot을 통한 C. 
vulgaris 세포내의 안정적인 단백질 발현을 확인하였

다. RT-PCR과 western blot으로 동시에 발현이 확인

된 SP:hSCF:His와 SP:hINFγ:His 형질전환체에서 동

일 배양조건의 배양액으로부터 ELISA로 hSCF와 

hINFγ 함량을 측정한 결과, C. reinhardtii CA1의 SP1
에 의해 hSCF와 달리 배양액 내로 분비 촉진된 hINF
γ의 증가를 확인하였다. 이러한 결과는 C. vulgaris 
발현시스템에서 CA1의 SP가 발현되는 목적 단백질

에 따라 분비 효율이 달라질 수 있으며 전제 수율 

증가에 영향을 주어 형질 전환된 C. vulgaris에서 

hSCF와 hINFγ의 발현 확인으로 미세조류를 이용한 

재조합 단백질의 생산 가능성을 보여주었다. 
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