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(54) 봉입체 형태의 소마토트로핀을 활성 형태로 제조하는 방법

요약

본 발명은 (a) 소마토트로핀 봉입체를 알코올 수용액에 첨가하고 강염기의 pH 상태에서 가용화하는 단계, 및 (b) 가용
화된 소마토트로핀 용액을 물로 희석한 후 온화한 산화제와 접촉시켜 소마토트로핀을 재중첩/재산화시키는 단계를 포
함하는, 재조합 숙주세포에서 발현된 소마토트로핀 봉입체로부터 활성형태의 소마토트로핀을 제조하는 방법에 관한 것
으로서, 본 발명의 방법을 이용하면 소마토트로핀 봉입체로부터 높은 수율로 활성 형태의 소마토트로핀을 얻을 수 있다.

대표도
도 7

명세서

도면의 간단한 설명
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도 1은 가용화 단계에서 n-프로필 알코올의 농도와 소마토트로핀의 가용성간의 상관관계를 환원성 SDS-PAGE로 확
인한 결과를 나타낸 것이며;

도 2는 가용화 단계에서 이소프로필 알코올의 농도와 소마토트로핀의 가용성간의 상관관계를 환원성 SDS-PAGE로 
확인한 결과를 나타낸 것이며;

도 3은 재중첩/재산화 단계에서 이소프로필 알코올의 농도와 소마토트로핀의 원상화간의 상관관계를 비환원성 SDS-
PAGE로 확인한 결과를 나타낸 것이며;

도 4는 가용화 단계에서 온도에 따른 소마토트로핀의 가용성을 환원성 SDS-PAGE로 측정하여 비교한 것이며;

도 5는 재중첩/재산화 단계에서 2-머캅토에탄올의 농도에 따른 원상화율을 환원성/비환원성 SDS-PAGE로 측정하여 
비교한 것이며;

도 6은 가용화 단계에서 소마토트로핀의 농도에 따른 가용성을 환원성/비환원성 SDS-PAGE로 측정하여 비교한 것이
며;

도 7은 본 발명의 방법에 따라 소의 소마토트로핀을 가용화, 재중첩/재산화 및 정제하는 과정 중 채취한 시료들을 환원
성/비환원성 SDS-PAGE로 분석한 결과를 나타낸 것이며;

도 8은 변성제(요소)에 의해 소의 소마토트로핀을 가용화 및 재중첩/재산화 한 후 정제한 시료를 환원성/비환원성 SD
S-PAGE로 분석한 결과를 나타낸 것이며;

도 9는 본 발명의 방법에 따라 돼지의 소마토트로핀을 가용화, 재중첩/재산화 및 정제하는 과정 중 채취한 시료들을 환
원성/비환원성 SDS-PAGE로 분석한 결과를 나타낸 것이다.

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

    발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 봉입체로부터 활성형태의 소마토트로핀을 제조하는 방법에 관한 것으로서, 특히 유전공학 기술로 형질전환된 
숙주세포에서 발현된 봉입체(inclusion body or refractile body) 형태의 소마토트로핀(somatotropin)을 가용화(s
olubilization)한 후 재중첩(refolding) 및 재산화(reoxidation) 과정을 통하여 활성형태의 소마토트로핀을 제조하는 
방법에 관한 것이다.

형질전환된 숙주에서 발현되는 단백질들은 숙주내에서의 산화, 환원 조건과 발현수준 또는 단백질 자체가 가지는 성질
에 의하여 가용성 상태(soluble form)로 발현되거나, 활성이 없는 불용성의 봉입체로 발현된다. 물론 일부는 가용성 
상태로 다른 일부는 봉입체의 형태로 발현되는 중간적인 경우도 있다. 이러한 경우들 중 봉입체의 형태로 발현된 단백
질은 이들을 가용화시켜서 활성을 띠는 단백질로 원상화(naturation) 시키는 과정이 무엇보다 중요하다.

봉입체로 발현된 단백질을 원상화시키는 방법 중 종래의 기술들은 대표적인 몇 가지로 요약될 수 있다.

    
첫번째 방법은 봉입체를 매우 높은 농도의 변성제(denaturating agent)로 가용화시킨 다음, 희석이나 한외여과(ultra
filtration) 등의 방법으로 변성제의 농도를 낮추어 서서히 원상화시키는 것이다. 이 경우 변성제로는 요소(urea)나 구
아니딘 염(guanidine salt)이 가장 일반적으로 쓰이는데 매우 높은 농도(5-9 M)에서 가용화되고 그보다 낮은 농도(
1-5 M)에서 원상화가 이루어진다(유럽 특허 공고 제 114,506 호). 이때, 변성제의 존재하에서 알코올을 소량 첨가하
여 가용화 및 재중첩 효율을 높인 예도 있다(미국 특허 제 5,109,117 호).
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두번째 방법은 수산화 나트륨이나 다른 염기화제(alkalizing agent)를 첨가하여 단백질의 변성이 일어나는 높은 pH에
서 봉입체를 가용화시킨 다음, 변성이 일어나지 않는 pH로 다시 낮추어 원상화시키는 방법이다(대한 민국 특허 등록 
제 86911호). 그러나 봉입체 내의 단백질 사이에 작용하고 있는 비공유성 인력의 세기에 따라 상기 두가지 방법을 적
절히 혼합하여 사용하는 것이 더욱 효과적일 수 있다.

세번째 방법은 계면 활성제를 사용하는 방법으로, 계면활성제의 강력한 소수성 부위가 단백질들 사이의 인력을 방해하
며 단백질에 강하게 결합하고, 친수성 부위가 물과 접촉하여 안정한 구조를 이루게 된다(미국 특허 제 5,023,323 호). 
즉, 수용액 상태에서 단백질 단량체들을 감싸서 안정된 구조를 이루어 가용화시키는 것이다. 그러나, 이 경우에는 계면 
활성제가 단백질과 매우 강하게 결합하므로 원상화 후에 계면 활성제의 제거가 용이하지 않을 수 있다.

대부분의 경우 등전점이 중성 근처의 pH인 단백질 봉입체는 중성 pH에서 단백질 단량체(monomer)가 알짜 전하(net 
charge)를 띠지 않고 있어서 강한 비공유성 인력으로 뭉쳐져 있는 상태(aggregated form)이다. 변성제들은 고농도에
서 비공유성 인력을 상쇄시키는 작용을 하여 봉입체의 가용화가 이루어진다.

또, pH를 강염기성으로 높여주면 단백질 내의 아미노산 잔기들이 전하를 띠게 되어 강력하였던 비공유성 인력이 약화
되어 서서히 가용화가 일어난다. 그 후, 재중첩 과정에서 아미노산 잔기들 중 노출되었던 소수성 잔기들은 단백질의 내
부로 들어가고 친수성 잔기들이 외부로 노출되어 열역학적으로 안정된 구조를 가지게 되는 것이다.

    
이때, 자유 황화기(free SH group)가 있는 시스테인 잔기를 가진 단백질의 경우, 자유 황화기의 해리 상수보다 높은 
pH의 상태에 있게 되면 산화제의 접촉에 의하여 두 시스테인기 사이에서 서서히 산화가 일어나 디설파이드 결합(disu
lfide bond)이 형성된다. 그러나, 정확한 자리에서 디설파이드 결합이 일어나지 않는 경우에는 한 개의 단백질 단량체 
분자와 다른 단량체 분자 사이에 디설파이드 결합이 형성되어 이량체(dimer) 및 삼량체(trimer), 더 진전되어 다중체
(polymer)도 생성될 수 있다. 이러한 경우, 자유 황화기를 가지고 있는 환원제를 첨가하면 용액내의 자유 황화기들 사
이에서 가역적인 산화-환원 반응이 계속 이루어지면서 정확한 위치에 디설파이드 결합이 일어나는 비율이 증가될 수 
있다.
    

    
그러나, 현재까지 보고된 방법들에서는 소마토트로핀 이중체 또는 다중체의 생성 비율이 비교적 높은 문제가 있으므로, 
봉입체로 발현된 소마토트로핀으로부터 이중체 또는 다중체의 형성을 최소화하면서 활성형태의 소마토트로핀을 고수율
로 제조할 수 있는 보다 효율적인 방법이 요구되고 있다. 이중체 이상의 소마토트로핀은 이후의 정제과정에서 비교적 
정제하기 힘들므로 재중첩 및 재산화 단계에서부터 형성되지 않도록 하는 것이 중요하며 본 발명자들은 변성제를 사용
하지 않고 고농도의 알코올 용액, 특히 이소프로필 알코올이나 n-프로필 알코올 수용액을 사용하였을 때 이중체 이상
의 형성비가 두드러지게 감소함을 발견하였다.
    

    발명이 이루고자 하는 기술적 과제

따라서, 본 발명의 목적은 형질전환된 숙주 세포에서 단백질 봉입체 형태로 발현된 소마토트로핀을 활성형태로 전환시
키는 효율적인 방법을 제공하는 것이다.

    발명의 구성 및 작용

상기 목적에 따라, 본 발명에서는 (a) 소마토트로핀 봉입체를 알코올 수용액에 첨가하고 강염기의 pH 상태에서 가용화
하는 단계; 및 (b) 가용화된 소마토트로핀 용액을 물로 희석한 후 온화한 산화제와 접촉시켜 소마토트로핀을 재중첩/재
산화시키는 단계를 포함하는, 재조합 숙주세포에서 발현된 소마토트로핀 봉입체로부터 활성형태의 소마토트로핀을 제
조하는 방법이 제공된다.
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본 명세서에서 사용된 용어는 하기의 의미를 갖는다.

    
'소마토트로핀'이란 포유류, 조류 또는 어류의 단백질 성장호르몬으로서 인간, 소, 돼지, 말, 염소, 양, 개, 고양이, 닭, 
넙치, 우럭, 연어, 뱀장어 등의 성장호르몬을 포함하나, 이에 제한되지 않는다. 또한, 천연형 소마토트로핀의 아미노산 
서열로부터 아미노산이 삭제되거나, 추가되거나, 또는 다른 아미노산으로 치환된 소마토트로핀 유사체들도 천연형의 생
물학적 활성을 유지하는한 여기에 포함될 수 있다. 예를 들어, 본 발명은 소 소마토트로핀(bovine somatotropin; BS
T) 및 돼지 소마토트로핀(porcine somatotropin; PST) 유사체들, 예를 들어, ala-BST, met-BST, ala-PST 및 m
et-PST의 원상화를 위해 사용할 수 있다. 유사한 물리화학적 특성을 갖는 단백질들은 실질적으로 동일한 방법에 의해 
정제될 수 있다는 것이 당 분야에서 통상적으로 이해되는 점이므로 본 발명은 이러한 유사체들의 정제를 포함한다.
    

'봉입체'란 숙주 세포질내에 존재하는 이종 단백질의 집합체로서 이는 세포질과 분리하여 회수할 수 있다. 이러한 집합
체는 현미경 상에서 밝은 점으로 관찰 할 수 있다.

'형질전환된 숙주세포'란 소마토트로핀을 발현시킬 수 있는 재조합 유전자등이 삽입되어 있는 미생물 세포를 의미하는
데 대장균과 같은 원핵세포 외에 효모와 같은 진핵세포도 숙주세포로 사용될 수 있다.

'가용화(solubilization)'란 회수된 봉입체를 적절한 처리를 통하여 이들을 구성하고 있는 각각의 단백질 분자들로 분리
시키는 것을 말한다. 가용화가 진행되면 봉입체의 현탁액은 맑아지는 현상이 나타난다.

'재중첩(refolding)'이란 봉입체에서 가용화 처리에 의하여 개개의 분자로 분리된 단백질 분자들이 본연의 3차 구조로 
다시 중첩(folding)되는 과정을 말한다. 이는 단백질 분자내의 아미노산 서열에 의하여 영향을 받는다. 단백질 내의 디
설파이드 결합이 형성되기 전에 재중첩이 선행되어야 정위치에서 디설파이드 결합이 생성되며, 활성을 갖는 천연 구조
의 분자가 형성됨은 이미 알려진 사실이다.

'재산화'란 재중첩된 단백질 분자의 시스테인 잔기들이 산화반응을 통하여 결합하여 디설파이드 결합을 형성하는 과정
을 말한다. 대장균 세포내의 산화-환원 전위(redox potential)가 높기 때문에 소마토트로핀의 시스테인 잔기는 환원
된 상태로 존재하며, 따라서 가용화 후 고차구조의 안정화를 위하여 재산화 과정이 수행되어야 안정한 분자의 형성이 
이루어진다.

본 발명에서는 봉입체로 발현된 소마토트로핀을 가용화하기 위하여 고농도의 수용성 알코올, 바람직하게는, 이소-프로
필 알코올 또는 n-프로필 알코올을 사용하는데, 이 알코올들은 물의 극성을 변화시켜 봉입체내의 비공유성 인력을 약
화시키며, 또한 직접 단백질간의 비공유성 인력을 상쇄시킬 수 있어서 매우 효율적이다. 이러한 가용화 단계에서 pH를 
높여 강염기 조건을 만들어주면 단백질내의 아미노산들이 전하를 띠게 되어 비공유성 인력이 더욱 약화된다.

이어서, 가용화된 소마토트로핀 용액을 가용화 단계보다 다소 낮은 농도의 이소-프로필 알코올 또는 n-프로필 알코올 
조건하에 온화한 산화제인 산소 또는 과산화수소와 접촉시켜 소마토트로핀 원래의 3차 구조에 존재하는 디설파이드 결
합을 형성케하는 재중첩/재산화 과정을 거쳐 원상화시킨다.

본 발명의 방법을 이용하여 재조합 대장균으로부터 소마토트로핀을 정제하는 전체공정을 설명하면 다음과 같다.

    
소마토트로핀의 봉입체는 공지된 임의의 방법에 따라 회수할 수 있으며, 예를 들어, 대한민국 특허 등록 제 86911 호
에 개시된 방법으로 회수할 수 있다. 즉, 소마토트로핀이 발현된 대장균을 비이온성 계면 활성제가 함유된 세포분쇄용 
완충 용액중에서 호모게나이저(homogenizer)로 분쇄하여 연속 원심분리기로 불용성 봉입체를 분리한 후, 비이온성 계
면 활성제 및 에틸렌디아민 테트라 아세트산(EDTA)이 함유된 완충용액으로 세척하고 증류수로 두 번 세척하여 각종 
불순물을 제거한다.
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준비된 봉입체를 1 내지 10 g/ℓ의 농도로 10 내지 50 %(v/v)의 이소프로필 알코올 또는 n-프로필 알코올 용액, 바
람직하게는 20 내지 40 %의 이소프로필 알코올 용액에 현탁시키고, 0 내지 50℃, 바람직하게는 30 내지 50℃, 더욱 
바람직하게는 35 내지 40℃에서 pH를 9 이상, 바람직하게는 12 내지 13의 범위로 조절하고 5 내지 30분간 방치하여 
완전히 가용화시킨다.

이어서 물로 희석하거나 한외 여과시켜 용액중의 이소프로필 알코올 또는 n-프로필 알코올의 농도가 1 내지 35 %, 바
람직하게는 10 내지 20 %가 되도록 한다. 이 후 1 내지 8시간 동안 약한 교반으로 표면 통기(surface aeration)시키
면서 소마토트로핀을 재중첩/재산화시켜 활성 소마토트로핀을 제조한다. 재중첩/재산화 반응은 0 내지 50℃, 바람직하
게는 5 내지 40℃, 더욱 바람직하게는 10 내지 20℃ 및 pH 8.4 이상, 바람직하게는 pH 12 내지 13에서 수행한다. 이
때 금속 촉매로서, 예를들어, CuCl2 , MgSO4 , CaSO4등을 첨가하여 반응을 촉진시킬 수도 있고, 반응액중의 이소프로
필 알코올 또는 n-프로필 알코올을 제거한 상태에서도 반응을 수행할 수 있다.

    
본 발명에서는, 정확한 디설파이드 결합이 형성되는 비율을 높이기 위해 가용화 단계, 재중첩/재산화 단계 또는 이들 모
두에서 반응혼합물에 환원제를 첨가할 수 있다. 가용화 단계의 경우, 0.0001 내지 0.5 %(v/v)의 2-머캅토에탄올 또
는 그 효과에 준하는 적정농도의 다른 환원제, 예를 들어, 시스티아민(cysteamine), 글루타치온(glutathione), 시스
테인(cysteine) 또는 이들의 산화-환원 혼합물을 첨가할 수 있으며, 0.001 내지 0.05 %의 2-머캅토에탄올을 첨가하
는 것이 바람직하다. 재중첩/재산화 단계의 경우, 0 내지 0.25 %의 2-머캅토에탄올 또는 이에 상당하는 효과량의 다
른 환원제를 사용하는 것이 바람직하다. 또한, 환원제를 사용하지 않고 본 발명의 방법을 실시할 수도 있다.
    

상기와 같이 소마토트로핀 분자의 활성화가 완료되면, 예를들어, 대한민국 특허 등록 제 86911 호에서와 동일한 방법
으로 한외여과 및 음이온 교환수지를 사용한 정제 단계를 수행함으로써 높은 수율로 활성 소마토트로핀을 얻을 수 있다.

본 발명을 실시예 및 비교예에 의거하여 설명하면 다음과 같다. 하기 실시예 및 비교예는 본 발명을 구체적으로 설명하
기 위한 것으로 본 발명이 이들에 의해 한정되는 것은 아니다.

실시예 1: 가용화 단계에서 n-프로필 알코올 농도의 효과

(단계 1) 봉입체의 회수

    
소의 소마토트로핀을 발현하도록 제조된 대장균 숙주세포(KFCC-10693)를 450 ℓ 발효조에서 배양한 후, 배양액 3
00 ℓ에 초산을 첨가하여 최종 pH를 4.8로 조정하였다. 이를 연속 원심분리기(Continuous centrifuge BTPX 2150, 
알파-라발사)로 분리하여 대장균 세포 슬러리(slurry)를 수확한 후, 0.1% 트리톤 엑스-100과 10 mM EDTA를 첨
가하면서 증류수로 200 ℓ가 되도록 현탁하였다. 이 현탁액을 고압 호모게나이저(high pressure homogenizer SHL 
15, 알파-라발사)를 이용하여 14,000 psi에서 200 ℓ/시의 유속으로 2회 통과시켜 대장균의 세포막을 분쇄하고, 연
속 원심분리기로 소마토트로핀 봉입체가 포함되어 있는 슬러리를 회수하였다. 이 슬러리를 0.625 % 트리톤 엑스-10
0, 50 mM EDTA가 함유된 수용액 120ℓ에 현탁시키고, 폴리트론(polytron PT 10/35, KINEMATICA GmBH)으로 
약 30분간 격렬하게 교반한 후, 증류수로 240 ℓ가 되도록 희석한 다음 원심분리하여 침전층을 회수하였다. 침전물을 
다시 180 ℓ의 증류수에 현탁하여 폴리트론으로 15분간 격렬하게 교반한 다음 원심분리하여 침전층을 회수하였다. 침
전층을 100 ℓ의 증류수에 현탁하였다.
    

(단계 2) 봉입체의 가용화 및 재중첩/재산화

    
상기 (단계 1)에서 얻은 소의 소마토트로핀 봉입체 현탁액 350 ㎖에 100, 200, 300, 400 및 500 ㎖의 n-프로필 알
코올을 첨가하여 증류수로 최종 부피가 1ℓ가 되도록 맞추었다. 이 현탁액을 37℃로 조정한 후 서서히 교반하면서 Na
OH 수용액을 첨가하여 pH를 12 내지 13이 되도록 조절하고, 10분간 방치하여 봉입체를 완전히 가용화 시켰다. 이 용
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액을 증류수로 2ℓ가 되도록 희석하여 2 시간동안 상온에서 서서히 교반한 후, 원심분리하였다. 여기에서 얻어진 상등
액과 침전층을 환원성 SDS-PAGE로 분석한 결과를 도 1에 나타내었다. 도 1에서, 제 1열 내지 제 5열은 각각 가용화
시 10, 20, 30, 40 및 50 %(v/v)의 n-프로필 알코올을 넣은 시료의 상등액이고, 제 6열 내지 제 10열은 각각 이에 
대응하는 침전층이다. 가용화시 20 %의 n-프로필 알코올을 넣은 시료의 침전층(제 7열)부터 소마토트로핀 양이 감소
하고, 30 %의 n-프로필 알코올을 가한 시료(제 8열)부터 50%의 n-프로필 알코올을 가한 시료(제 10열)까지는 그 
양이 일정하게 나타났다. 이로부터, 20 % 이상의 n-프로필 알코올 농도에서 소마토트로핀의 가용화가 효과적으로 이
루어짐을 확인하였다.
    

실시예 2: 가용화 단계에서 이소프로필 알코올 농도의 효과

    
가용화 단계에서 이소프로필 알코올의 농도와 소마토트로핀의 가용성간의 상관 관계를 확인하기 위해, 가용화시에 n-
프로필 알코올 대신 이소프로필 알코올을 사용하는 것을 제외하고는 실시예 1과 동일한 절차를 반복하였다. 도 2는 환
원성 SDS-PAGE 분석 결과를 나타낸 것으로, 제 1열 내지 제 5열은 각각 가용화시 10, 20, 30, 40 및 50 %(v/v)의 
이소프로필 알코올을 넣은 시료의 상등액이고, 제 6열 내지 제 10열은 각각 이에 대응하는 침전층이다. 가용화시 30%
의 이소프로필 알코올을 넣은 시료의 침전층(제 8열)부터 소마토트로핀의 양이 현저히 감소하고, 50%의 이소프로필 
알코올을 넣은 시료(제 10열)까지 그 양이 일정하게 나타났다.
    

실시예 3: 재중첩/재산화 단계에서 이소프로필 알코올 농도의 효과

    
재중첩/재산화 단계에서 이소프로필 알코올의 농도와 소마토트로핀의 원상화간의 상관 관계를 확인하기 위해, 가용화
시 350 ㎖(35 %)의 이소프로필 알코올을 넣고, 재중첩/재산화 단계에서 증류수로 최종 부피를 1ℓ, 2ℓ 및 4ℓ로 맞
추어 이소프로필 알코올의 농도를 1배, 2배 및 4배로 희석하는 것을 제외하고는 실시예 1과 동일한 절차를 반복하였다. 
도 3의 비환원성 SDS-PAGE 결과에서 볼 수 있는 바와 같이, 재중첩/재산화시 이소프로필 알코올의 농도를 2배 희석
한 경우(제 2열), 1배 희석(제 1열) 또는 4배 희석시(제 3열)보다 많은 소마토트로핀의 원상화가 일어난다.
    

실시예 4: 가용화 단계에서 온도의 효과

가용화 단계에서의 온도와 소마토트로핀의 가용성간의 상관관계를 확인하기 위해, 가용화시 350 ㎖(35 %)의 이소프
로필 알코올을 넣고, 온도를 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 및 50℃로 변화시키는 것을 제외하고는 실시예 1과 
동일한 절차를 반복하였다. 환원성 SDS-PAGE에 의해 소마토트로핀의 가용성(%)을 측정한 결과, 도 4에 나타낸 바
와 같이, 35℃이상의 온도에서 최대의 가용성을 나타내었다.

실시예 5: 재중첩/재산화 단계에서 환원제인 2-머캅토에탄올의 효과

    
재중첩/재산화 단계에서 2-머캅토에탄올의 농도와 소마토트로핀의 원상화율간의 상관관계를 확인하기 위해, 가용화시 
350 ㎖(35 %)의 이소프로필 알코올을 넣고, 2-머캅토에탄올을 각각 0, 0.001, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.0
7, 0.08 및 0.1 %의 양으로 첨가한 것을 제외하고는 실시예 1과 동일한 절차를 반복하였다. 환원성/비환원성 SDS-P
AGE로 소마토트로핀의 원상화율을 조사한 결과, 도 5와 같이 각각 62, 73, 77, 79, 80, 81, 82, 74, 64 및 45 %로 
나타났다.
    

실시예 6: 재중첩/재산화 단계에서 환원제인 시스티아민의 효과
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재중첩/재산화 단계에서 시스티아민의 농도와 소마토트로핀의 원상화율간의 상관관계를 확인하기 위해, 가용화시 350 
㎖(35 %)의 이소프로필 알코올을 넣고 시스티아민을 5 mM의 양으로 첨가하며, 재중첩/재산화시 6시간 동안 교반한 
것을 제외하고는 실시예 1과 동일한 절차를 반복하였다. 환원성/비환원성 SDS-PAGE로 소마토트로핀의 원상화율을 
조사한 결과 78%로 나타났다.

실시예 7: 가용화 단계에서 소마토트로핀 농도의 효과

    
가용화 단계에서 단백질 농도와 원상화율간의 상관관계를 확인하기 위해, 가용화시 350 ㎖(35 %)의 이소프로필 알코
올을 넣고, 봉입체 현탁액 중 소마토트로핀의 농도가 각각 0.85, 0.95, 1.0, 1.2, 1.4, 1.7, 2.1, 2.9, 4.3 및 8.8 g/ℓ
가 되도록 조절하는 것을 제외하고는 실시예 1과 동일한 절차를 반복하였다. 소마토트로핀의 가용성(%)은 환원성 SD
S-PAGE에 의해 상등액과 침전층에 포함된 소마토트로핀을 정량 및 비교하여 측정하였다. 도 6은 소마토트로핀의 농
도에 따른 가용성(%)을 나타낸 것으로 가용성(%)이 각각 70, 75, 82, 88, 89, 92, 88, 95, 86 및 53 %로 나타났다.
    

실시예 8: 대장균에서 발현된 소 소마토트로핀의 정제

(단계 1) 봉입체의 회수

    
소의 소마토트로핀을 발현하도록 제조된 대장균 숙주세포(KCTC 0644BP)를 10 ℓ 발효조에서 유가식으로 배양한 후, 
배양액에 초산을 첨가하여 최종 pH를 4.8로 조정하였다. 이 배양액('Cell F')을 연속 원심분리기(Continuous centri
fuge LAPX 202BTG, 알파-라발사)로 분리하여 침전층을 수확한 후 0.1% 트리톤 엑스-100과 10 mM EDTA를 첨
가하면서 증류수로 4ℓ가 되도록 현탁하였다. 이 현탁액('Cell S')을 마이크로플루이다이저(microfluidizer, Microfl
uidics corporations)를 이용하여 8,000 psi에서 2회 통과시켜 대장균의 세포막을 분쇄하고, 분쇄액('Cell H')을 연속 
원심분리하여 소의 소마토트로핀 봉입체가 포함되어 있는 침전층을 회수하였다. 이 침전물을 0.625 % 트리톤 엑스-
100, 50 mM EDTA가 함유된 수용액 10 ℓ에 현탁시키고, 폴리트론(polytron PT 10/35, KINEMATICA GmBH)으
로 약 30분간 격렬하게 교반한 후 증류수로 5 ℓ가 되도록 희석한 다음 원심분리하여 침전층을 회수하였다. 침전물('T
EW')을 2 ℓ가 되도록 증류수로 희석한 후, 폴리트론으로 15분간 격렬하게 교반한 다음 원심분리(high speed centr
ifuge J2-21M, BECKMAN)에 의해 침전층('WFIW-1')을 회수하여 증류수로 0.5ℓ가 되도록 현탁하였다. 이를 상
기와 같이 교반 및 원심분리하여 침전층을 회수하고 증류수로 0.5ℓ가 되도록 현탁하였다. 이중 절반인 250 ㎖은 이소
프로필 알코올을 이용한 가용화 및 재중첩/재산화에 사용하였고, 나머지 절반은 비교예로서 변성제(요소)에 의한 가용
화 및 재중첩/재산화에 사용하였다.
    

(단계 2) 봉입체의 가용화 및 재중첩/재산화

    
상기 (단계 1)에서 얻은 소의 소마토트로핀 봉입체 현탁액('WFIW-2') 250 ㎖에 350 ㎖의 이소프로필 알코올(35 %
에 해당)을 넣고, 2-머캅토에탄올이 0.02 %가 되도록 첨가한 후 증류수로 최종부피가 1 ℓ가 되도록 조절하였다. 이 
현탁액 중 소마토트로핀 농도는 약 2.5 g/ℓ이었다. 이 현탁액을 37℃로 맞춘 후 서서히 교반하면서 NaOH 수용액을 
첨가하여 pH를 12 내지 13이 되도록 조절하고 10분간 방치하여 봉입체를 완전히 가용화시켰다. 이 용액을 증류수로 
2ℓ가 되도록 희석하여 2시간동안 서서히 교반하였다.
    

(단계 3) 한외 여과 및 음이온 교환 컬럼 크로마토그라피에 의한 소 소마토트로핀의 정제

    
상기 (단계 2)에서 얻어진 용액을 원심분리하여 불용성의 불순물을 제거하고 상등액을 한외여과(ultrafiltration)하여 
분자량 30만 달톤(Da) 이하의 여액(filtrate)을 모았다. 이것을 다시 한외여과에 의해 분자량 1만 달톤 이상의 잔류액
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(retentate)에 주사용 증류수(water for injection)를 첨가, 혼합한 후 한외여과막(MWCO: 10,000 달톤)을 통과시
켜 농축하였다. 이러한 희석 및 농축 과정을 4회 반복하여 전도도(conductivity)가 800 micro-mho, pH 9.0이 되도
록 하였다. 여기서 모아진 용액('LS') 2 ℓ를 10 mM 글리신 완충액으로 미리 평형화(equilibration)시킨 DEAE-세
파로즈 칼럼(DEAE-sepharose column; Pharmacia Biotech)에 약 20 ℓ/시의 유속으로 흡착시키고, 10 mM 글리신 
완충액으로 충분히 세척한 후, 90 mM 염화나트륨이 들어있는 글리신 완충액으로 용출시켜 활성분획('DEAE')을 얻었
다. 이상의 분리 및 정제 과정에서 채취한 시료들을 환원성/비환원성 SDS-PAGE로 분석한 결과를 도 7에 나타내었다. 
봉입체 현탁액(WFIW-2)으로부터 원상화된 소 소마토트로핀의 수율은 거의 100%를 나타내었다.
    

비교예 1: 변성제(요소)에 의한 소 소마토트로핀의 가용화 및 재중첩/재산화

홀쯔만 등의 방법(T. F. Holzman,et al.,Biochemistry,25, 6907-6917 (1986))에 의거하여 다음과 같이 소의 소마
토트로핀의 가용화 및 재중첩/재산화를 수행하였다. 즉, 실시예 8의 (단계 1)에서 준비된 봉입체 현탁액 250 ㎖에 최
종 부피가 1.3ℓ가 되도록 증류수를 가하면서 최종 농도가 4.5M이 되도록 요소를 투입하였다. 이 용액에 NaOH 수용
액을 가하여 pH를 10.5로 낮추고 상온에서 8시간 동안 교반하였다. 이 용액으로부터 실시예 8의 (단계 3)과 같은 방
법으로 소의 소마토트로핀을 정제하였다. 이상의 분리 및 정제 과정에서 채취한 시료들을 환원성/비환원성 SDS-PAG
E로 분석한 결과를 도 8에 나타내었으며, 봉입체 현탁액(WFIW-2)으로부터 원상화된 소 소마토트로핀의 수율은 약 
83.7%로 나타났다.

실시예 9: 대장균에서 발현된 돼지 소마토트로핀의 정제

돼지의 소마토트로핀을 발현하도록 제조된 대장균 숙주세포(KCTC 0523BP)로부터 실시예 8의 (단계 1)에 기재된 방
법으로 돼지의 소마토트로핀 봉입체를 회수하였다. 봉입체 현탁액 250 ㎖를 이용하여 실시예 8의 (단계 2) 및 (단계 
3)과 동일한 절차를 반복하였으며, 가용화시의 봉입체 현탁액 중 돼지 소마토트로핀의 농도는 2.3 g/ℓ이었다.

이상의 분리 및 정제 과정에서 채취한 시료들을 환원성/비환원성 SDS-PAGE로 분석한 결과를 도 9에 나타내었으며, 
봉입체 현탁액(WFIW-2)으로부터 원상화된 돼지 소마토트로핀의 수율은 약 90%이었다.

    발명의 효과

본 발명의 방법을 이용하면 종래에 사용되었던 요소와 같은 변성제나 SDS와 같은 계면활성제를 사용하지 않고도 형질
전환된 숙주세포에서 봉입체 형태로 발현된 소마토트로핀으로부터 활성화된 소마토트로핀을 높은 수율로 얻을 수 있다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

(a) 소마토트로핀 봉입체를 알코올 수용액에 첨가하고 강염기의 pH 상태에서 가용화하는 단계; 및

(b) 가용화된 소마토트로핀 용액을 물로 희석한 후 온화한 산화제와 접촉시켜 소마토트로핀을 재중첩/재산화시키는 단
계를 포함하는,

재조합 숙주세포에서 발현된 소마토트로핀 봉입체로부터 활성형태의 소마토트로핀을 제조하는 방법.

청구항 2.

제 1 항에 있어서,

상기 알코올이 이소프로필 알코올 또는 n-프로필 알코올인 방법.
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청구항 3.

제 2 항에 있어서,

상기 (a) 단계에서 이소프로필 알코올 또는 n-프로필 알코올의 농도가 10 내지 50 %인 방법.

청구항 4.

제 2 항에 있어서,

상기 (b) 단계에서 이소프로필 알코올 또는 n-프로필 알코올의 농도가 10 내지 35 %인 방법.

청구항 5.

제 2 항에 있어서,

상기 이소프로필 알코올 또는 n-프로필 알코올을 재중첩/재산화 단계 전에 제거하는 방법.

청구항 6.

제 1 항에 있어서,

상기 온화한 산화제가 공기인 방법.

청구항 7.

제 1 항에 있어서,

상기 재조합 숙주세포가 대장균인 방법.

청구항 8.

제 1 항에 있어서,

상기 소마토트로핀은 포유류, 조류 또는 어류의 소마토트로핀인 방법.

청구항 9.

제 1 항에 있어서,

상기 소마토트로핀은 인간, 소, 돼지, 닭, 양, 말, 개, 고양이, 염소, 넙치, 우럭, 연어 또는 뱀장어의 소마토트로핀인 방
법.

청구항 10.

제 1 항에 있어서,

상기 방법을 0 내지 50℃의 온도에서 행하는 방법.

청구항 11.
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제 1 항에 있어서,

상기 (a) 단계를 pH 9 이상에서 행하는 방법.

청구항 12.

제 1 항에 있어서,

상기 (b) 단계를 pH 8.4 이상에서 행하는 방법.

청구항 13.

제 1 항에 있어서,

상기 (a) 단계에서 소마토트로핀의 농도가 1 내지 10 g/ℓ인 방법.

청구항 14.

제 1 항에 있어서,

상기 (a) 단계에서 수용액에 환원제가 첨가되는 방법.

청구항 15.

제 14 항에 있어서,

상기 환원제가 2-머캅토에탄올, 시스티아민, 글루타치온, 시스테인 또는 이들의 산화-환원 혼합물인 방법.

청구항 16.

제 14 항에 있어서,

상기 환원제가 0.0001 % 내지 0.5 % 농도의 2-머캅토에탄올인 방법.

청구항 17.

제 1 항에 있어서,

상기 (b) 단계에서 환원제가 첨가되는 방법.

청구항 18.

제 17 항에 있어서,

상기 환원제가 2-머캅토에탄올, 시스티아민, 글루타치온, 시스테인 또는 이들의 산화-환원 혼합물인 방법.

청구항 19.

제 17 항에 있어서,

 - 10 -



등록특허 10-0327040

 
상기 환원제가 0 내지 0.25 %의 2-머캅토에탄올인 방법.

도면
도면 1

도면 2

도면 3

 - 11 -



등록특허 10-0327040

 
도면 4

도면 5

도면 6
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도면 7

도면 8

도면 9
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