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APin 재조합 단백질의 합성과 적용 

l조선대학교 구강생물학 연구소 및 2단계 BK21, 2남서울대학교 치위생학과 

김지웅 박종태 이유진 배현숙2 김흥중 이경연 윤성호 박주철 1 * 

I 서 론 

치 성 상피 는 치 아기 (dental organ)를 형 성 하여 

법 랑모세포(ameloblast)로 분화하여 볍 랑질을 

형성하고， 외배엽성 간엽세포는 치유두(dental 

papilla)를 형 성 하여 상아모세 포(odontoblast)와 

치수세포(pulp ceU)로 분화하여 상아질과 치수 

를 형성한다J) 

Dey 등2)은 상아모세포의 분화와 상아질 형성 
과정에 관여하는 새로운 인자를 탐색할 목적으 

로 두개 골의 골모세 포 (calvarial osteoblast)와 

치유두 세포 (dental papilla cell)에서는 발현되 

지 않고 상아모세 포/치 수세 포 (odontoblastl 

pulpal cell)에서 특이하게 발현되는 유전자로 

OD314을 보고하였다. Northern 분석 에 서 APin 

mRNA는 뼈， 뇌， 심장， 간， 폐， 골격근에서는 발 

현되지 않으며 상아모세포에서 선택적으로 발현 

된다고 하였으며 , 김 등8)과 김 등4)은 OD314가 

154아미노산을 합성 하는 그 기 능이 알려져 있지 

않은 새로운 유전자로 사람 치수세포의 분화과 

정 에서 OD314는 치 수세포가 상아모세 포로 분화 

하는 초기 과정에 발현되어 그 발현이 유지되다 

가 석회화과정에서 더욱 증가 한다고 보고 하였 

다. 그러나 최근에 박 등5)은 상아모세포→특이 인 

자로 보고된 OD314가 치 아 발생과정 에서 상아 

질을 형성하는 상아모세포 뿐 아니라 볍랑모세 

포에도 발현된다고 하여 OD314의 법 랑모세포에 

* 교신저자‘ 
” 본 논문은 2005년도 조선대학교 교내연구비 지원에 의하여 
연구되었음 

서의 역할을 시사하였다. 

최 근에 Solomon 등G)은 일명 Pindborg tumorè} 
고 일컬어지는 상피성 치성 종양 유래의 세포들이 

만들어내는 Apin 단백질을 보고하였는데， APin의 

유전자 서 열은 0D314와 동일하였다. 또한 Aung 

등7)은 위 암 특이 유전자를 검 색하여 APin이 위 암 
세포에서 강하게 발현된다고 보고하였고， 흥미롭 

게도 Moffatt 등H)은 박 등5)의 결과와 유사하게 

APin이 성숙기 법랑모세포에서 뿐 아니라 치아기 

에서도 발현된다고 하였다. 그러나 APin 단백질 

의 법랑질과 상아질의 형성 과정에서의 그 중요성 

에도 불구하고 단백질 차원의 APin의 명확한 역 

할에 관하여는 잘 알려져 있지 않다 

이 연구는 다양한 연구를 통하여 법랑모세포 

의 분화와 법랑질의 성숙과정에서 중요한 역할 

을 하는 것으로 알려지고 있는 APin 단백질의 

기능을 명확히 하기 위하여， APin 유전자를 이 

용하여 분자생물학적인 방법으로 다량의 재조합 

APin 단백질을 합성하고 이를 생체 적용 등의 

다양한 분야에 응용하는 데 이용하고자 하였다. 

I1. 실힘재료 및 방법 

1.00314 유전자의 특성 분석 

김 등4)의 OD314 염 기서 열 을 Blast search 

(NCBD와 단백질 분석 프로그램 (http:// 

bioinforrnatics. biol.uoa.gr/waveTM)을 이 용하 

여 coding region 과 아미 노산의 구성 그리 고 

TM (transmembrane) domain 등을 확인하였다. 
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2. APin (OD314) expression construct으l 

제작과 대장균내 빌현 

1) APin expression constuct의 제 작 

전장의 OD314 cDNA를 template로 NHeI 

insertion primer (5' -caggct gctagcatgtcctatg­

tggttcc-3 ’ )와 PstI insertion primer(5’ -gtaaa­

ctgcagcttatggttctct taggctatc-3')를 이용하여 95 

℃에서 l분， 6C)"C에서 45초， 72'C에서 l분간의 사 

이클을 30회 실시하는 PCR 조건으로 OD314의 

481 bp의 APin coding region의 유전자 단편을 

얻었다. pRSET - A vector를 template로 pRSET­

NheI insertion primer (5' -gatccggctgcagacaaa­

gcccgaaag-3')와 PRSET- PstI insertion primer 

(5' - ccaccagtcatgctagccataccatg-3')를 이 용하여 

동일한 조건으로 PCR을 시행하여 '2:747 bp의 

pRSET -vector 단편을 얻었다.481 bp의 APin 단 

백질의 coding region 유전자 단편과 2747 bp의 

pRSET -vector 단편을 DNA ligase (Invitrogen) 

를 이 용하여 ligation하 여 6XHis-tag이 들어 있는 

pRSET - OD314 construct를 만들고， 이 를 다시 

NdeI과 PstI 제 한 효소로 절단 후 pHCEIIBNd 

vector에 subc10ning하여 pHCEIIBNd- OD314 

construct를 완성 하였다 (Fig. 1). 

2) APin (OD314) recombinant protein의 대 장 

균내 발현 

pRSET-OD314 construct와 pHCEIIBNd 

OD314 construct를 대 장균에 transformation 하 

여 고체 배지에서 얻은 single colony를 대량의 

액체배지로 접종하여 고발현 하였다. 단백질의 

발현 정 도는 Western blotting을 이 용하여 검 토 

하였다. 

APin의 발현에는 E. colí ]M109 strain, XL1 -

blue strain, Codon plus strain 및 BL21 (DE3) 

pLysS strain 등의 다양한 대장균 호스트가 이 용 

되었다. 

3. APin 재조합 단백질의 평가-Western blo­

tting 

pRSET- OD314 construct와 pHCEIIBNd-
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OD314 construct가 transformation된 대 장균을 

접종한 LB 배양액을 3, 20, 24시간 배양 후 4'C , 

12,000 rpm에서 20분간 원심 분리하여 상청액을 

얻었다. 상청 액 을 10% trichloroacetic acid로 4 

℃에서 1시간동안 침전시켜 침전물을 얻고 이를 

high salt lysis buffer (20 mM HEPES , pH 7.9, 
420mM NaCl, 25% Glycerol, 1.5 mM MgClz, 0.2 

mM EDT A, 0.5 mM PMSF, 0.5 mM DTf)를 

첩가하고 잘 부유시 켜 얼음위 에서 20분간 반응 

한 후， strage buffer (20 mM HEPES, pH 7.9, 

10αnM NaCl, 20% Glycerol, 0.2 mM EDTA, 

0.5 mM PMSF)를 첨가 후， 14에o RPM에서 20 

분간 원심분리 하였다. 

추출된 단백 질은 10- 20% polyacrylarnide gel 

을 사용히여 SDS PAGE를 수행 한 후， 이 를 다시 

Nitrocel1ulose membrane (Amersham Bios • 

ciences, UK)으로 100v 1시 간에 걸쳐 transfer하 

였다. transfer된 membrane을 5% skim milk로 

실온에서 1시간동안 blocking 한 후，1:1어0의 비 

율로 polyclonal 1차 항체(Hisτag)를 4'C , over • 

night처 리 하고， 2차 항체 로서 는 goat-anti rabbit 

IgG (Santa Cruz Biotech, USA)를 사용하여 설 

온에 서 l시 간동안 처 리 후， ECL detection Kit 

(Amersham Biosciences, UK)을 사용하여 ECL 

hyper film (Amersham Biosciences, UK)을 통 
해 발현을 확인하였다. 

III. 실힘결과 

1. 00314 유전자의 특성 분석 

상동성 검색 결과 OD314 유전자는 18.7 kDa 

의 159 arnino acid로 구성 된 APin 단백 질을 

cocling하는 것으로 밝혀졌다 (Fig. 2). APin 단백 

질에는 중안에 glutarnine이 풍부한 지역으로 구 

성되어 있었으며， 친수성 영역으로 구성된 

transmembrane domain은 존재 하지 않았다. 

2. 구축된 발현 구조물을 이용한 대장균 호스트 

에서의 APin 빌현 확인 

pRSET - OD314 construct를 이 용한 APin 단백 
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질의 발현은 3시간 배양 후의 BL21 호스트를 이 
용한 실험에서 22 kDa의 분자량으로 강하게 발현 
되었고 (Fig, 3A) soluble한 형태로 확인되었다 

(Fig. 3B). PHCEIIBNd-OD314 construct를 APin 
단백질의 발현은 ]MI09 호스트를 이용한 실험에 
서 22 kDa의 분자량으로 강하게 발현되었다 

(Fig. 4). 50 mM N바-IzP04 (pH8.0) buffer를 이 용 
하여 24시간 4

0

C에서 dialysis뒤 정제 단백질을 

수거하였다. 최종적으로 단백질을 정제 및 Dia­
lysis 완료 후 확인 결과 2.6 rng/rnl의 농도로 총 
량 80 mg을 얻었다. Fig. 5 (C)의 #2-61ane에서 
보이는 약 60 kDa의 band9t 아래쪽의 band는 실 
제 정제 후， 3-5 % 미만의 비율을 차지하게 되 
며 , 보다 많은 양을 차지 하는 작은 s1ze의 band는 

size cut-off filtration을 통해 추가 제 거 가 이 루어 
졌다. 확보된 단백질은 약 1 mg/rnl의 농도로 얻 
어졌다. 정제된 단백질의 SDS- PAGE analysis와 
6X -His tag antibody를 사용하여 westem를 한 
결과 동일하게 APin 단백질은 22KDa에서 확인 
되었다(Fig. 5A, 5B). APin 단백질을 ]MW1 균주 

안에 서 transformation 시 킨 후 51피 LB에 single 
colony를 접 종하여 배 양하였다.1 mM IPTG에서 

특정단백질을 만들기 위해 induction 하였다. 
Wasmng buffer와 elution buffer를 gradient를 주 
어 imidazole 농도를 서 서 히 증가시 키 면서 His­
Tag 단백질을 분리해내었다. lmidazole 농도에 
따른 변화에서 31ane에서 OD 값이 급격히 증가 
되었다. 일차로 각각 정제된 APin 단백질의 
SDS-PAGE의 결과이 다(Fig ， 50. 

IV. 총괄 및 고안 

현재까지 치아발생에 대한 연구는 세포 및 분 

자 수준까지 많이 진행되어 왔다. 초기의 치아발 

생 에는 BMP, FGF, MSX1, P AX9 및 CBFA1 등 
의 여러 유전자 들이 관여하는 것으로 알려졌으 

며 그들의 신호 전달 경로들에 관한 연구들도 활 

발히 진행되고 있다~) 그러나 치아의 초기 발생 
과는 대조적으로 상아모세포와 법랑모세포 그리 

고 백악모세포의 분화를 조절하는 인자에 관하 

여는 잘 알려져 있지 않다. 

상피기원인 법랑모세포는 법랑질형성 각 시기 

의 주요활성이 반영된 표현형의 변화를 점진적으 

로 보이는 독특한 생활주기를 갖는다. 법랑질 형 

성은 기능적으로 분비전기 (presecretory stage) , 

분비 기 (secretoη stage), 성 숙기 (maturation 
stage)의 세 시기로 일반적으로 구별 된다10) 분 
비전기에는 내치아상피가 법랑모세포로 분화하 

여 단백질 합성 기구를 발당시켜 유기바탕질 분 

비를 준비한다. 분비 기 법 랑모세포는 Tomes돌 

기를 특정으로 하며 왕성한 합성 및 분비활동을 

반영한다. 성숙기의 법랑모세포에는 주름세포끝 

(ruffle ended)과 평 탄세 포끝(smooth ended)이 

주기적으로 교대로 나타나면서 무기질 침착에 
필요한 이온을 조성 하고 운반 한다11-15) 

법랑모세포는 법랑질을 형성할 때 유기기질과 

무기질을 통시에 분비하여 부분 광화된 상태로 

존재하다가 성숙해감에 따라 높은 함량의 유기 

기질을 제거하고 석회화 기질 성분을 높여가는 

형태로 법랑질을 석회화시키기 때문에， 유기기 

질이 먼저 분비되고 나중에 석회화가 진행되는 

뼈， 상아질 그리고 백악질의 석회화 과정과는 다 

르다16) 또한 법랑모세포는 법랑질 형성 후에 치 

은의 접 합상피 (junctional epithelium)로 잔존하 
는 극히 일부를 제외하고는 치아에 존재하지 않 

기 때문에 골모세포， 상아모세포 그리고 백악모 

세포가 치아에 존재해서 경우에 따라 골， 상아질， 

백악질의 유지와 치유 및 재생에 관여하는 양상 

과도 다르다 최근에 활발한 분자생물학적 연구 

를 포함하여 법랑모세포에 관한 많은 연구에도 
불구하고17-20l’ 법 랑모세포가 법 랑질 완성 후에 

존재하지 않는 세포 접근의 한계와 법랑모세포 

가 갖는 세포의 단계에 따른 다양한 변화와 석회 

화의 독특한 특성으로 인하여， 현재까지 법랑모 

세포의 분화와 성숙 그리고 법랑질의 석회화에 

관련된 인지와 기전에 관하여는 잘 알려져 있지 

않다. 

박 등21)은 APin mRNA는 법 랑모세포의 분비 

기에서 부터 발현되기 시작하여 법랑모세포가 

성숙해갈 수록 그 발현이 증가하며， APin 단백 
질은 분비전단계의 법랑모세포에서는 발현되자 

않고 분비기의 법랑모세포에서는 세포질에 약한 

발현을 보이다가 성숙기의 평탄끝 법랑모세포와 

주름끝 볍랑모세포에서는 강하게 발현된다고 하 
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였다. 이 결과는 APin이 법 랑모세포의 성숙과정 

즉 유기기질을 제거하고 석회화를 증진하는 평 

탄끝 법랑모세포와 주름끝 법랑모세포 의 기능 

과 깊은 관련이 있음을 시사한다. 

또한， 박 등22)은 법 랑모세포 세포주를 배 양하 

여 석회화 결절의 형성을 유도한 후 APin, ame 

logenin, enamelin, tuftelin, ameloblastin, l'v매{P-
20, kallikrein-4 (KLK4) mRNA의 발현을 분석 

한 RT-PCR 분석에서 APin mRNA가 배양 시작 

부터 발현되기 시작하여 배양 21일까지 그 발현 

이 증가하였고， 배양 28일에도 강한 발현이 유지 

된다고 하였다 이는 APin이 법랑모세포의 분화 

과정과 법랑질의 석회화 과정에 연관된다는 것 

을 암시하는 결과로 볼 수 있다. 김 등4)은 사람 

치수세포로부터 석회화 결절의 형성을 유도한 

28일의 배양 과정에서 APin 단백질은 22 kDa의 

크기로 배양 시작부터 치수 세포에서 발현되기 

시작하여 배양 4일， 7일， 14일 까지 유지되며， 석 

회화 결절이 형성되는 21일과 28일에는 발현이 

더욱 증대된다고 하였다. 또한 amelogenin 

mRNA는 배양 시작 후 7일까지 발현이 유지되 

다가 점차 그 발현이 현저히 감소하였는데， 이는 

amelogenin이 법 랑모세 포의 초기 분화과정 이 나 

법랑질이 석회화되기 전 단계에서 다양한 분해 

효소에 의해서 길거나 짧게 잘려 저분자 조각이 

되기 때문이라고 하였다 법랑질 단백질중 석회 

화가 관련이 있는 tuftelin과 ameloblastin은 28 

일 배양 과정에서 석회화 결절이 형성되는 14일 

에는 발현이 더욱 증대된다고 하였다. 이 결과는 

APin 단백질이 법랑모세포의 석회화 과정에 깊 

은 관련성을 가지고 있는 단백질이라는 것을 유 

추할 수 있다 두개의 l'vITvIP- 20와 KLK4 protei 

nase 중 AαilP-20 mRNA는 치 아기 의 상아모세 

포와 볍 랑모세포에서 검 출되 고잉.241 ， KLK4는 초 

기 성숙기 동안의 법랑모세포에서 검출되었다고 
보고되어 있다25) 

Bartelett 등26) 과 Fukae 등낀)은 MMP20이 법 

랑질 분해효소로서 관여한디고 하였으며， 성숙 

기 동안 hα1P-20 null mouse에서 석회화 물질 

이 현저히 감소한다고 하였다. 그리고 tuftelin은 

처음에는 세포신호 전달에 관여하고， 나중에는 

무기 질 침 착에 관여 하며 tuftelin을 overexpre 
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ssion을 시켰을 때 enamel crystallite에 강한 영 
향을 준다는 Wen Luo 등갱)의 보고 등을 추론하 
여 종합하여 보면 tuftelin과 Kα1P-20은 석 회 화 

와 유기기질 제거를 하는데 중요한 역할을 하고 

있다고 볼 수 있다 그러나 앞으로 법랑질의 성 

숙과 석회화와 관련한 이 효소들의 역할과 더불 

어 APin의 기능을 해석하기 위해서는 다량의 

APin 재조합 단백질의 합성이 요구된다고 할 수 

있다 

이 실험에서는 다양한 연구 결과를 통하여 상 

아질의 형성뿐만 아니라 법량모세포의 분화와 

법랑질의 성숙 및 석회화 과정에 중요한 기능을 

할 것으로 보고되고 있는 APin 유전자의 기능을 

보다 명확히 규명하고 더 나아가 이 유전자나 단 

백질을 치주치료 등에 응용할 목적으로 재조합 

APin 단백 질을 합성 하고자 하였다. 실험 결과 

pRSET • OD314 construct를 이 용한 induction 

system은 고발현이 확인되었으며， pHCEllBNd­

OD314contruct에 JM109 strain을 발현 호스트 

로 사용하였을 때에도 고발현이 이루어지는 형 

질전환체가 확보되었다 또한 발현단백질이 대 

부분 soluble 상태로 발현되어， 이 재조합 단백질 

들을 세포나 생체 적용 등에 용이하게 사용될 수 

있음을 보여 주었다 

결론적으로 이 설험에서 재조합 APin 단백칠 

을 다양한 실험에 적용할 정도의 대량생산을 이 

루었다. 따라서 앞으로 이를 이용한 법랑질의 형 

성과 관련한 추가 연구는 법랑질의 형성 과정을 

이해하고 더 나아가 법랑질의 재생을 이루어낼 

수 있는 토대를 마련할 수 있을 것으로 사료된다. 

v. 결 론 

APin 단백질은 일병 Pindborg tumor라고 일 

컬어지는 싱피성 지성 종양에서 분비되는 이-미 

로이드로 처음 보고되었으며 이 유전자 서열은 

OD314와 유사하였다. APin은 또한 치아 발생과 

정에서 상아질을 형성하는 상아모세포 뿐 아니 

라 법 랑모세포에도 발현된다고 하여 APin의 법 

랑모세포의 분화와 법랑질 형성과정에서의 역할 

을 시사하였다. 그러나 APin 재조합 단백질의 

합성이나 단백질 차원의 기능에 대한 연구는 잘 
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알려져 있지 않다. 

이 연구에서는 APin 재조합 단백질을 합성하 

기 위 하여 pRSET-OD314 construct와 pHCE 

IIBNd- OD314 contruct를 제작하고 이를 다양한 

발현 호스트와 조건을 적용하여 다량의 단백질 

을 정제하고자 연구하여 다음과 같은 결과를 얻 

었다. 

1. pRSET-Od314 construct를 이 용한 induction 

system에서 APin의 고발현이 확인되었다. 

2. pHCEIIBNd-Od314 construct에 JM109 strain 

을 발현 호스트로 사용하였을 때 고발현이 이 

루어지는 형질전환체를 확보하였다‘ 

3. 발현된 APin 재 조합 단백 질은 22 kDa의 분자 

량을 나타냈다. 

4. 발현단백질은 대부분 soluble 상태로 발현되 

었다 

이 실험에서 APin 재조합 단백질을 다량으로 

합성하였다 따라서 앞으로 이를 이용하여 법랑 

모세포의 분화와 법랑질 형성과정과 관련한 

APin 단백질 차원의 다양한 실험이 가능할 것으 

로 사료된다. 
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Explanation of Figures 

Flg. 1. Cloning strategy of APin gene into expression vectors_ (A) 8howing the APin (OD314) ORF and restriotion 
map, (B) Showing pR8ET-A vector. (C) 8howing pR8ET-00314 oonstruot. (0) 8howlng PHCEIIBNd-00314 
oonstruot 

Fig. 2. Deduoed amino aoid sequence of APin protein In OD314 oDNA 
Flg. 3, Expression of APin recomblnant protein using pRSET-OD314 (A) and its soluble form (8) 
Flg , 4 , Expresslon of APin recombinant protein using PHC티IBNd-00314 oonstruot. 
Flg ‘ 5, Expression of APin recomblnant protein ‘ (A) Purifioatlon of the APin protein , 8D8-PAGE analysis : lane 1 

LMW marker. lane 2 : 때 loading. lane 3 : marker. lane 4 : 3 뼈 loading. APin was expressed as 22 kDa 
in purified protein. (8)Western blotting of the APin protein with 6X-His tag antibody. (C) Elution of the APin 
protein using FPLC. 8D8-PAGE analysis: lane 1 : LMW marker , lane 2 ‘ soluble fraction of oell Iysate. lane 
3 : wash-out fraction 
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ABSTRACT -

Production of APin recombinant protein and its application 

JI-Woong Klml , Jong-Tae park1
, You-Jin Lee1
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Hyun-Sook Bae2
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Heung-Joong Kim 1, 

Kyoung-Yeon Lee 1, Seong-Ho Yun 1, Joo-Cheol Park 1 

l Oral Biology Research Institute, Chosun University and The second s따!ge of BK21 

2Dept. of Dental Hygiene, Mαnseoul 미1iversity 

Apin protein, calcifying epitheli외 odontogenic (pindborg) tumors (CEOTs)-associated amyloid, were isolated from CEOTs, and 
has simi때 nucleotide sequences to OD314. It was reported that APin was highly expressed during ameloblast maturation and 
rnineralization. APin protein was 외so efficiently secreted from cultured ameloblasts , However, little is known about the functional 
study of APin using recombinant protein during amelogeneis , 

ln this study, in order to produce the APin recombinat protein, the APin-expression construct were made and expressed its protein 
in various host cell and temperature conditions for the utilization of further enamel functional studies, 

The results were as follows: 

1. APin protein was strongly expressed in the induction system using pRSET -OD314 construct 
2. When the ]Mlæ was used as a expression host. APin protein was strongly expressed in the induction system using 

pHCEI田Nd-OD314 construct 
3. The APin protein was recognized at a molecular weight of 22 kDa in Westem blots. 
4. Almost of the expressed APin protein was soluble, 

These results suggest that considerable amount of APin recombinat protein was produced and it could be used for further 
amelogenesis research effectively. 
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