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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

Production Production Production Production of of of of APin APin APin APin recombinant recombinant recombinant recombinant protein protein protein protein and and and and its its its its applicationapplicationapplicationapplication

Kim,JiWoong
Advisor:Prof.Jeong,Moon-Jin,M.S.D.,Ph.D.
DepartmentofDentalEngineering,
GraduateSchoolofChosunUniversity

Apin protein, calcifying epithelial odontogenic (pindborg) tumors
(CEOTs)-associated amyloid,were isolated from CEOTs,and has similar
nucleotide sequences to OD314.It was reported that APin was highly
expressedduringameloblastmaturationandmineralization.APinproteinwas
alsoefficientlysecretedfrom culturedameloblasts.However,littleisknown
about the functional study of APin using recombinant protein during
amelogeneis.
In this study,in order to produce the APin recombinat protein,the

APin-expression constructweremadeand expressed itsprotein in various
hostcelland temperature conditions forthe utilization offurtherenamel
functionalstudies.

Theresultswereasfollows:

1.APin protein was strongly expressed in the induction system using
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pRSET-OD314construct.
2.WhentheJM109wasusedasaexpressionhost,APinproteinwasstrongly
expressedintheinductionsystem usingpHCEIIBNd-OD314construct.

3.TheAPin protein wasrecognized atamolecularweightof22kDain
Westernblots.

4.AlmostoftheexpressedAPinproteinwassoluble.

TheseresultssuggestthatconsiderableamountofAPinrecombinatprotein
was produced and it could be used for further amelogenesis research
effectively.

Keywords:APin,recombinantprotein,solubility,expression,OD314
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

치성상피는 치아기(dentalorgan)를 형성하여 법랑모세포(ameloblast)로 분화하
여 법랑질을 형성하고,외배엽성 간엽세포는 치유두(dentalpapilla)를 형성하여 상
아모세포(odontoblast)와 치수세포(pulpcell)로 분화하여 상아질과 치수를 형성한
다1).
Dey등2)은 상아모세포의 분화와 상아질 형성과정에 관여하는 새로운 인자를

탐색할 목적으로 두개골의 골모세포 (calvarialosteoblast)와 치유두 세포 (dental
papillacell)에서는 발현되지 않고 상아모세포/치수세포 (odontoblast/pulpalcell)에
서 특이하게 발현되는 유전자로 OD314을 보고하였다.Northern분석에서 APin
mRNA는 뼈,뇌,심장,간,폐,골격근에서는 발현되지 않으며 상아모세포에서 선
택적으로 발현된다고 하였으며,김 등3)과 김 등4)은 OD314가 154아미노산을 합성
하는 그 기능이 알려져 있지 않은 새로운 유전자로 사람 치수세포의 분화과정에
서 OD314는 치수세포가 상아모세포로 분화하는 초기 과정에 발현되어 그 발현이
유지되다가 석회화과정에서 더욱 증가 한다고 보고 하였다.그러나 최근에 박 등
5)은 상아모세포-특이 인자로 보고된 OD314가 치아 발생과정에서 상아질을 형성
하는 상아모세포 뿐 아니라 법랑모세포에도 발현된다고 하여 OD314의 법랑모세
포에서의 역할을 시사하였다.
최근에 Solomon등6)은 일명 Pindborgtumor라고 일컬어지는 상피성 치성 종양

유래의 세포들이 만들어내는 Apin단백질을 보고하였는데,APin의 유전자 서열은
OD314와 동일하였다.또한,Aung등7)은 위암 특이유전자를 검색하여 APin이 위
암세포에서 강하게 발현된다고 보고하였고,흥미롭게도 Moffatt등8)은 박 등5)의
결과와 유사하게 APin이 성숙기 법랑모세포에서 뿐 아니라 치아기 에서도 발현
된다고 하였다.그러나 APin단백질의 법랑질과 상아질의 형성 과정에서의 그 중
요성에도 불구하고 단백질 차원의 APin의 명확한 역할에 관하여는 잘 알려져 있
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지 않다.
이 연구는 다양한 연구를 통하여 법랑모세포의 분화와 법랑질의 성숙과정에서

중요한 역할을 하는 것으로 알려지고 있는 APin단백질의 기능을 명확히 하기위
하여,APin유전자를 이용하여 분자생물학적인 방법으로 다량의 재조합 APin단
백질을 합성하고 이를 생체 적용 등의 다양한 분야에 응용하는 데 이용하고자 하
였다.
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ⅡⅡⅡ...실실실험험험재재재료료료 및및및 방방방법법법

1. 1. 1. 1. OD314 OD314 OD314 OD314 유전자의 유전자의 유전자의 유전자의 특성 특성 특성 특성 분석 분석 분석 분석 

김 등4)의 OD314염기서열을 Blastsearch(NCBI)와 단백질 분석 프로그램
(http://bioinformatics.biol.uoa.gr/waveTM)을 이용하여 codingregion과 아미노
산의 구성 그리고 TM (transmembrane)domain등을 확인하였다.

2. 2. 2. 2. APin APin APin APin (OD314) (OD314) (OD314) (OD314) expression expression expression expression constructconstructconstructconstruct의 의 의 의 제작과 제작과 제작과 제작과 대장균내 대장균내 대장균내 대장균내 발현발현발현발현

1)APinexpressionconstuct의 제작
전장의 OD314 cDNA를 template로 NHeI insertion primer (5'-caggct

gctagcatgtcctatgtggttcc-3')와 PstIinsertion primer(5'-gtaaactgcagcttatggttctct
taggctatc-3')를 이용하여 95℃에서 1분,60℃에서 45초,72℃에서 1분간의 사이클
을 30회 실시하는 PCR조건으로 OD314의 481bp의 APincodingregion의 유전
자 단편을 얻었다.pRSET-A vector를 template로 pRSET-NheIinsertionprimer
(5'-gatccggctgcagacaaagcccgaaag-3')와 PRSET-PstI insertion primer
(5'-ccaccagtcatgctagccataccatg-3')를 이용하여 동일한 조건으로 PCR을 시행하여
2747bp의 pRSET-vector단편을 얻었다.481bp의 APin단백질의 codingregion
유전자 단편과 2747bp의 pRSET-vector단편을 DNA ligase(Invitrogen)를 이용
하여 ligation하여 6XHis-tag이 들어 있는 pRSET-OD314construct를 만들고,이
를 다시 NdeI과 PstI제한 효소로 절단 후 pHCEIIBNd-vector에 subcloning하여
pHCEIIBNd-OD314construct를 완성하였다 (Fig.1).
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Fig.1.CloningstrategyofAPingeneintoexpressionvectors.(A)Showing
theAPin(OD314)ORF andrestrictionmap.(B)ShowingpRSET-A vector.
(C) Showing pRSET-OD314 construct. (D) Showing PHCEIIBNd-OD314
construct

 2)APin(OD314)recombinantprotein의 대장균내 발현
pRSET-OD314 construct와 pHCEIIBNd-OD314 construct를 대장균에

transformation하여 고체 배지에서 얻은 singlecolony를 대량의 액체배지로 접
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종하여 고 발현 하였다.단백질의 발현 정도는 Westernblotting을 이용하여 검
토하였다.
     APin의 발현에는 E.coliJM109strain,XL1-bluestrain,Codonplusstrain
및 BL21(DE3)pLysSstrain등의 다양한 대장균 호스트가 이용되었다.

3. 3. 3. 3. APin APin APin APin 재조합 재조합 재조합 재조합 단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 평가평가평가평가-Western -Western -Western -Western blottingblottingblottingblotting

pRSET-OD314construct와 pHCEIIBNd-OD314construct가 transformation된
대장균을 접종한 LB배양액을 3,20,24시간 배양 후 4℃,12,000rpm에서 20분간
원심 분리하여 상청액을 얻었다.상청액을 10% trichloroaceticacid로 4℃에서 1
시간동안 침전시켜 침전물을 얻고 이를 highsaltlysisbuffer(20mM HEPES,
pH 7.9,420mM NaCl,25% Glycerol,1.5mM MgCl2,0.2mM EDTA,0.5mM
PMSF,0.5mM DTT)를 첨가하고 잘 부유시켜 얼음위에서 20분간 반응한 후,
stragebuffer(20mM HEPES,pH 7.9,100mM NaCl,20% Glycerol,0.2mM
EDTA,0.5mM PMSF)를 첨가 후,14000RPM에서 20분간 원심분리 하였다.
추출된 단백질은 10-20% polyacrylamidegel을 사용하여 SDSPAGE를 수행한

후,이를 다시 Nitrocellulosemembrane(Amersham Biosciences,UK)으로 100v
1시간에 걸쳐 transfer하였다.transfer된 membrane을 5% skim milk로 실온에서
1시간동안 blocking한 후,1:1000의 비율로 polyclonal1차 항체(His-tag)를 4℃,
overnight처리하고,2차 항체로서는 goat-antirabbitIgG (SantaCruzBiotech,
USA)를 사용하여 실온에서 1시간동안 처리 후,ECLdetectionKit(Amersham
Biosciences,UK)을 사용하여 ECL hyperfilm (Amersham Biosciences,UK)을
통해 발현을 확인하였다.
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                         ⅢⅢⅢ...실실실험험험결결결과과과

1. 1. 1. 1. OD314 OD314 OD314 OD314 유전자의 유전자의 유전자의 유전자의 특성 특성 특성 특성 분석 분석 분석 분석 

상동성 검색 결과 OD314유전자는 18.7kDa의 159aminoacid로 구성된 APin
단백질을 coding하는 것으로 밝혀졌다 (Fig.2).
                              Glutamine-rich region 

MSYVVPVKVPQDQTQMFQYYPVYMLLPWEQPQQTVTSSPQQTGQQLYEEQIPFYNQFGFVPQQAEPGVPGGQQHLV
LDSFVGTAPETPGMPAVEGPLYPQKEPIGFKQDNVGVSTPSTSPKPDTGNFFTSEINPTIALLLPEQKVNADSLREP*  

Fig.2DeducedaminoacidsequenceofAPinproteininOD314cDNA.

APin단백질에는 중안에 glutamine이 풍부한 지역으로 구성되어 있었으며,
친수성 영역으로 구성된 transmembranedomain은 존재하지 않았다.

2. 2. 2. 2. 구축된 구축된 구축된 구축된 발현 발현 발현 발현 구조물을 구조물을 구조물을 구조물을 이용한 이용한 이용한 이용한 대장균 대장균 대장균 대장균 호스트에서의 호스트에서의 호스트에서의 호스트에서의 APin APin APin APin 발현 발현 발현 발현 확인 확인 확인 확인 

 pRSET-OD314construct를 이용한 APin단백질의 발현은 3시간 배양 후의
BL21호스트를 이용한 실험에서 22kDa의 분자량으로 강하게 발현되었고 (Fig.
3A)soluble한 형태로 확인되었다 (Fig.3B).
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Fig. 3 ExpressionofAPinrecombinantproteinusingpRSET-OD314(A)and
itssolubleform (B).

PHCEIIBNd-OD314construct를 APin단백질의 발현은 JM109호스트를
이용한 실험에서 22kDa의 분자량으로 강하게 발현되었다 (Fig.4).

Fig.4 Expression ofAPin recombinantprotein using PHCEIIBNd-OD314
construct.

50mM NaH2PO4(pH8.0)buffer를 이용하여 24시간 4℃에서 dialysis뒤 정제
단백질을 수거하였다.최종적으로 단백질을 정제 및 Dialysis완료 후 확인 결과
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M :  LMW protein size marker
1 : pHCEIIBNd-OD314 (codon plus)#1 
2 : pHCEIIBNd-OD314 (codon plus)#2 
3 : E. coli codon plus strain – (-) control 
4 : pHCEIIBNd-OD314 (XL1 blue)#1
5 : pHCEIIBNd-OD314 (XL1 blue)#2
6 : E. coli XL1 blue strain – (-) control 
7 : pHCEIIBNd-OD314 (JM109)#1
8 : pHCEIIBNd-OD314 (JM109)#2
9 : E. coli JM109 strain – (-) control 
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2.6mg/ml의 농도로 총량 80mg을 얻었다.Fig.5(C)의 #2～6lane에서 보이는
약 60kDa의 band와 아래쪽의 band는 실제 정제 후,3～5% 미만의 비율을 차
지하게 되며,보다 많은 양을 차지하는 작은 size의 band는 sizecut-offfiltration
을 통해 추가 제거가 이루어졌다.확보된 단백질은 약 1mg/ml의 농도로 얻어졌
다.정제된 단백질의 SDS-PAGE analysis와 6X-Histag antibody를 사용하여
western를 한 결과 동일하게 APin단백질은 22kDa에서 확인되었다(Fig.5A,
5B).APin 단백질을 JM109균주 안에서 transformation 시킨 후 5mlLB에
singlecolony를 접종하여 배양하였다.1mM IPTG에서 특정단백질을 만들기 위
해 induction 하였다.Washing buffer와 elution buffer를 gradient를 주어
imidazole 농도를 서서히 증가시키면서 His-Tag 단백질을 분리해내었다.
Imidazole농도에 따른 변화에서 3lane에서 OD값이 급격히 증가되었다.일차로
각각 정제된 APin단백질의 SDS-PAGE의 결과이다(Fig.5C).

AAA BBB

97.0

45.0

30.0

20.1

66.0

M : LMW
1 : 1 ㎍ loading
2 : 3 ㎍ loading 64

50

36

22

16

64
50

36

22

16

6X His tag Antibody 사용
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C

Fig.5.ExpressionofAPinrecombinantprotein.(A)PurificationoftheAPin
protein.SDS-PAGE analysis:lane1:LMW marker,lane2:1㎍ loading,
lane3:marker,lane4:3㎍ loading.APinwasexpressedas22kDain
purified protein.(B)Western blotting oftheAPin protein with 6X-Histag
antibody.(C)ElutionoftheAPinproteinusingFPLC.SDS-PAGE analysis:
lane 1 :LMW marker,lane 2 :soluble fraction ofcelllysate,lane3 :
wash-outfraction.
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안
 

현재까지 치아발생에 대한 연구는 세포 및 분자 수준까지 많이 진행되어 왔다.
초기의 치아발생에는 BMP,FGF,MSX1,PAX9및 CBFA1등의 여러 유전자 들
이 관여하는 것으로 알려졌으며 그들의 신호 전달 경로들에 관한 연구들도 활발
히 진행되고 있다9).그러나 치아의 초기 발생과는 대조적으로 상아모세포와 법랑
모세포 그리고 백악모세포의 분화를 조절하는 인자에 관하여는 잘 알려져 있지
않다.
상피기원인 법랑모세포는 법랑질형성 각 시기의 주요활성이 반영된 표현형의

변화를 점진적으로 보이는 독특한 생활주기를 갖는다.법랑질 형성은 기능적으로
분비전기(presecretorystage),분비기(secretorystage),성숙기(maturationstage)
의 세 시기로 일반적으로 구별된다10).분비전기에는 내치아상피가 법랑모세포로
분화하여 단백질 합성기구를 발당시켜 유기바탕질 분비를 준비한다.분비기 법랑
모세포는 Tomes돌기를 특징으로 하며 왕성한 합성 및 분비활동을 반영한다.성
숙기의 법랑모세포에는 주름세포끝(ruffleended)과 평탄세포끝(smoothended)이
주기적으로 교대로 나타나면서 무기질 침착에 필요한 이온을 조성하고 운반한다
11-15).
법랑모세포는 법랑질을 형성할 때 유기기질과 무기질을 동시에 분비하여 부분

광화된 상태로 존재하다가 성숙해감에 따라 높은 함량의 유기기질을 제거하고 석
회화 기질 성분을 높여가는 형태로 법랑질을 석회화 시키기 때문에,유기기질이
먼저 분비되고 나중에 석회화가 진행되는 뼈,상아질 그리고 백악질의 석회화 과
정과는 다르다16). 또한 법랑모세포는 법랑질 형성 후에 치은의 접합상피
(junctionalepithelium)로 잔존하는 극히 일부를 제외하고는 치아에 존재하지 않
기 때문에 골모세포,상아모세포 그리고 백악모세포가 치아에 존재해서 경우에 따
라 골,상아질,백악질의 유지와 치유 및 재생에 관여하는 양상과도 다르다.최근
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에 활발한 분자생물학적 연구를 포함하여 법랑모세포에 관한 많은 연구에도 불구
하고17-20),법랑모세포가 법랑질 완성 후에 존재하지 않는 세포 접근의 한계와 법
랑모세포가 갖는 세포의 단계에 따른 다양한 변화와 석회화의 독특한 특성으로
인하여,현재까지 법랑모세포의 분화와 성숙 그리고 법랑질의 석회화에 관련된 인
자와 기전에 관하여는 잘 알려져 있지 않다.
박 등21)은 APinmRNA는 법랑모세포의 분비기 에서부터 발현되기 시작하여 법랑

모세포가 성숙해갈 수록 그 발현이 증가하며,APin단백질은 분비전단계의 법랑모
세포에서는 발현되자 않고 분비기의 법랑모세포에서는 세포질에 약한 발현을 보
이다가 성숙기의 평탄끝 법랑모세포와 주름끝 법랑모세포에서는 강하게 발현된다고
하였다.이 결과는 APin이 법랑모세포의 성숙과정 즉 유기기질을 제거하고 석회화를
증진하는 평탄끝 법랑모세포와 주름끝 법랑모세포 의 기능과 깊은 관련이 있음을 시
사한다.

또한,박 등22)은 법랑모세포 세포주를 배양하여 석회화 결절의 형성을 유도한
후 APin,amelogenin,enamelin,tuftelin,ameloblastin,MMP-20,kallikrein-4
(KLK4)mRNA의 발현을 분석한 RT-PCR분석에서 APinmRNA가 배양 시작부
터 발현되기 시작하여 배양 21일까지 그 발현이 증가하였고,배양 28일에도 강한
발현이 유지된다고 하였다.이는 APin이 법랑모세포의 분화 과정과 법랑질의 석
회화 과정에 연관된다는 것을 암시하는 결과로 볼 수 있다.김 등4)은 사람 치수
세포로부터 석회화 결절의 형성을 유도한 28일의 배양 과정에서 APin단백질은
22kDa의 크기로 배양 시작부터 치수 세포에서 발현되기 시작하여 배양 4일,7
일,14일 까지 유지되며,석회화 결절이 형성되는 21일과 28일에는 발현이 더욱
증대된다고 하였다.또한,amelogeninmRNA는 배양 시작 후 7일까지 발현이 유
지되다가 점차 그 발현이 현저히 감소하였는데,이는 amelogenin이 법랑모세포의
초기 분화과정이나 법랑질이 석회화되기 전 단계에서 다양한 분해효소에 의해서
길거나 짧게 잘려 저분자 조각이 되기 때문이라고 하였다.법랑질 단백질중 석회
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화가 관련이 있는 tuftelin과 ameloblastin은 28일 배양 과정에서 석회화 결절이
형성되는 14일에는 발현이 더욱 증대된다고 하였다.이 결과는 APin단백질이 법
랑모세포의 석회화 과정에 깊은 관련성을 가지고 있는 단백질이라는 것을 유추할
수 있다.두개의 MMP-20와 KLK4proteinase중 MMP-20mRNA는 치아기의
상아모세포와 법랑모세포에서 검출되고23,24),KLK4는 초기 성숙기 동안의 법랑모
세포에서 검출되었다고 보고되어 있다25).
Bartelett등26)과 Fukae등27)은 MMP20이 법랑질 분해효소로서 관여한다고 하

였으며,성숙기 동안 MMP-20nullmouse에서 석회화 물질이 현저히 감소한다고
하였다.그리고 tuftelin은 처음에는 세포신호 전달에 관여하고,나중에는 무기질
침착에 관여하며 tuftelin을 overexpression을 시켰을 때 enamelcrystallite에 강한
영향을 준다는 Wen Luo등28)의 보고 등을 추론하여 종합하여보면 tuftelin과
MMP-20은 석회화와 유기기질 제거를 하는데 중요한 역할을 하고 있다고 볼 수
있다.그러나 앞으로 법랑질의 성숙과 석회화와 관련한 이 효소들의 역할과 더불
어 APin의 기능을 해석하기 위해서는 다량의 APin재조합 단백질의 합성이 요구
된다고 할 수 있다.
이 실험에서는 다양한 연구 결과를 통하여 상아질의 형성뿐만 아니라 법랑모세

포의 분화와 법랑질의 성숙 및 석회화 과정에 중요한 기능을 할 것으로 보고되고
있는 APin유전자의 기능을 보다 명확히 규명하고 더 나아가 이 유전자나 단백
질을 치주치료 등에 응용할 목적으로 재조합 APin단백질을 합성하고자 하였다.
실험 결과 pRSET-OD314construct를 이용한 inductionsystem은 고발현이 확인
되었으며,pHCEIIBNd-OD314contruct에 JM109strain을 발현 호스트로 사용하였
을 때에도 고발현이 이루어지는 형질전환체가 확보되었다.또한 발현단백질이 대
부분 soluble상태로 발현되어,이 재조합 단백질들을 세포나 생체 적용 등에 용
이하게 사용될 수 있음을 보여 주었다.
결론적으로 이 실험에서 재조합 APin단백질을 다양한 실험에 적용할 정도의
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대량생산을 이루었다.따라서 앞으로 이를 이용한 법랑질의 형성과 관련한 추가
연구는 법랑질의 형성 과정을 이해하고 더 나아가 법랑질의 재생을 이루어낼 수
있는 토대를 마련할 수 있을 것으로 사료된다.
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VVV...결결결 론론론

APin단백질은 일명 Pindborgtumor라고 일컬어지는 상피성 치성 종양에서 분
비되는 아미로이드로 처음 보고되었으며 이 유전자 서열은 OD314와 유사하였다.
APin은 또한 치아 발생과정에서 상아질을 형성하는 상아모세포 뿐 아니라 법랑
모세포에도 발현된다고 하여 APin의 법랑모세포의 분화와 법랑질 형성과정에서
의 역할을 시사하였다.그러나 APin재조합 단백질의 합성이나 단백질 차원의 기
능에 대한 연구는 잘 알려져 있지 않다.
이 연구에서는 APin 재조합 단백질을 합성하기 위하여 pRSET-OD314

construct와 pHCEIIBNd-OD314contruct를 제작하고 이를 다양한 발현 호스트와
조건을 적용하여 다량의 단백질을 정제하고자 연구하여 다음과 같은 결과를 얻었
다.

1.pRSET-Od314construct를 이용한 inductionsystem에서 APin의 고발현이 확
인되었다.
2.pHCEIIBNd-Od314construct에 JM109strain을 발현 호스트로 사용하였을 때
고발현이 이루어지는 형질전환체를 확보하였다.
3.발현된 APin재조합 단백질은 22kDa의 분자량을 나타냈다.
4.발현단백질은 대부분 soluble상태로 발현되었다.

이 실험에서 APin재조합 단백질을 다량으로 합성하였다.따라서 앞으로 이를
이용하여 법랑모세포의 분화와 법랑질 형성과정과 관련한 APin단백질 차원의
다양한 실험이 가능할 것으로 사료된다.
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