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PDLs22 재조합 단백질의 합성과 평가
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1. 조선대학교 구강생물학 연구소 및 2단계 BK21 
2. 남서울대학교 치위생학과 

I. 서론
치주인대는 치조골과 백악질사이에 위치하는 치밀

결합조직으로 치아를 안정하게 유지시켜주고 생체 
내에서 치주인대의 치유와 재생뿐만 아니라 인접 치
조골과 백악질의 수복과 재생에도 관여하는 것으로 
알려져 있다1,2).1)

치주조직에는 두 종류의 섬유모세포 즉 치주인대
에 치주인대 섬유모세포, 치은에 치은 섬유모세포가 
존재한다. 이들 두 종류의 섬유모세포는 서로 근접
해 있고 동일한 섬유모세포 집단을 이루지만 발생학
적 기원과 그 특성이 매우 다른 것으로 알려져 있다. 
치은 섬유모세포는 간엽조직에서 기원한 반면, 치주
인대 섬유모세포는 외배엽성 간엽조직에서 기원 한
다3). 치은 섬유모세포는 순수한 결합조직세포의 특
성을 나타내는 반면에, 치주인대 섬유모세포는 높은 
알칼리성 인산분해 효소 활성, 부갑상선 호르몬에 
대한 반응, 골 유사 기질의 폴리펩타이드의 생산 및 
석회화 결절 형성과 같은 골과 백악질을 형성하는 
세포의 전구세포의 특징을 나타낸다4,5). 이는 치주인

대 섬유모세포가 치은 섬유모세포와 달리 치주조직
의 재형성시 골모세포나 백악모세포로 분화가 가능
하다는 것을 의미 한다6,7). 이와 같이 치주인대 섬유
모세포는 치주조직의 항상성 유지에 있어 아주 중요
한 역할을 하는 것으로 알려져 있다8-10). 그러나 아
직까지 치주인대 섬유모세포의 분화과정과 치주조직
의 재형성에 관여하는 인자나 물질에 관한 연구는 
미비한 실정이다. 

Park 등11)은 치주조직의 재형성을 유도할 수 있는 
분화유도인자에 관한 연구에서 일반 결합조직의 섬
유모세포인 치은 섬유모세포에 비하여 치주인대 섬
유모세포에서 선택적으로 발현되는 유전자가 치주인
대의 발생과 분화에 중요한 역할을 할 수 있을 것으
로 추정하여, 배양 치은 섬유모세포와 치주인대 섬
유모세포 사이의 유전자들을 subtraction 방법으로 
비교하여 치주인대 섬유모세포-특이 유전자들을 검
출하였다. 지 등12) 과 김 등13)은 치주인대에서 선택
적으로 발현되는 유전자들 중에서 PDLs22가 치주인
대세포의 분화와 재생 과정에 관여할 것이라고 하였
으며, 최근에 Kim 등14)은 PDLs22 (UNCL)가 치주
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조직의 발생과 치주인대에 기계적 응력 적용시 중요
한 역할을 한다고 하였다. 

치주인대에서 선택적으로 발현되는 PDLs22 유전
자는 종에 따라서 UNC-50, UNC, UNCL 등의 다양
한 이름으로 불리어 지고 있다15). PDLs22 (UNCL)
는 치주조직 이외의 조직에서는 신경계 니코틴성 아
세틸콜린 수용기의 핵내막에 있는 RNA-binding 
protein으로 처음 보고되었다16). 그러나 아직까지 
PDLs22의 신체의 다른 조직이나 치주조직에서의 역
할의 중요성에도 불구하고 생체에 PDLs22 (UNCL) 
단백질을 적용하거나 이를 응용한 연구는 이루어 지
지 않고 있다. 

이 연구는 치주인대세포에서 발현되는 유전자 
PDLs22를 치주조직의 재생과정에 적용하기 위한 일
환으로 PDLs22 유전자를 이용하여 분자생물학적인 
방법으로 재조합 PDLs22 단백질을 합성하여 그 기
능을 연구하고자 하였다. 

II. 실험재료 및 방법
1. PDLs22 유전자의 특성 분석 
김 등13)의 PDLs22 유전자 염기서열을 Blast 

search(NCBI)와 단백질 분석 프로그램 (http:// 
bioinformatics.biol.uoa.gr/waveTM)을 이용하여 
coding region. 아미노산의 구성 및 막통과 영역
(transmembrane domain) 등을 확인하였다.

2. PDLs22 expression construct의 제작과 
대장균내 발현

1) PDLs22 expression construct의 제작
전장의 PDLs22 cDNA를 template로 제한효소 

NheI 인식 염기서열이 삽입된 primer(5'- ccatctgcta 
gcatgttaccgagtacttc-3')와 제한효소 PstI 인식 염기
서열이 삽입된 primer(5'-cttctctgcagttatttcactctg-
ta cttatag-3')를 이용하여 95℃에서 1분, 60℃에서 
45초, 72℃에서 1분간의 사이클을 30회 실시하는 

PCR 조건으로 803bp의 PDLs22 coding region 유
전자 단편을 얻었다(Figure 1A). pRSET-A vector를 
template로 pRSET-PstI insertion primer(5'- 
gatccggctgcagacaaagcccgaaag-3')와 pRSET- NheI 
insertion primer (5'-ccaccagtcatgctagcca-
taccatg-3')를 이용하여 동일한 조건으로 PCR을 시
행하여 2747 bp의 pRSET-vector 단편을 얻었다
(Figure 1B). 803 bp의 coding region 유전자 단편
과 2747 bp의 pRSET-vector 단편을 DNA li-
gase(Invitrogen)를 이용하여 ligation하여 6X 
His-tag이 들어 있는 pRSET-PDLs22 construct를 
만들고(Figure 1C), 이를 다시 NdeI과 PstI 제한 효
소로 절단한 후 pHCEIIBNd-vector에 subcloning하
여 pHCEIIBNd- PDLs22 construct를 완성하였다
(Figure 1D). 

2) PDLs22 재조합 단백질의 대장균내 발현 
pRSET-PDLs22 construct와 pHCEIIBNd-PDLs22 

construct를 대장균에 형질 전환하여 고체배지에서 
얻은 single colony를 다음과 같은 순서로 액체배지
로 접종하였다(Figure 2). 단백질의 발현정도는 
Western blotting을 이용하여  검토하였다. 

PDLs22의 발현에는 E. coli JM83 strain, JM109 
strain, XL1-blue strain, Codon plus strain 및 
BL21(DE3) pLysS strain 등의 다양한 대장균 호스
트가 이용되었다. 또한 최적의 배양조건을 결정하기 
위하여 동일한 실험을 16, 23, 30 및 37℃에서 각각 
반복 시행하였다. 

3. PDLs22 재조합 단백질의 평가: Western 
blotting
pRSET-PDLs22 construct와 pHCEIIBNd-PDLs22 

construct가 형질 전환된 대장균을 접종한 LB 배양
액을 3, 20, 24시간 배양 후 4℃, 12,000rpm에서 
20분간 원심 분리하여 상청액을 얻었다. 상청액을 
4℃의 10% trichloroacetic acid로 1시간 동안 침전
시켜 침전물을 얻고, 침전물에 high salt lysis buf
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Figure 1. Cloning strategy of PDLs22 gene into expression vectors. (A) The PDLs22 Open 

Reading Frame and restriction map. (B) pRSET-A vector. (C)  pRSET-PDLs22 construct. 

(D) PHCEIIBNd-PDLs22 construct
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Figure 2. Incubation procedure for the large scale preparation

fer(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 얼음 
위에서 20분간 반응시킨 후, storage buffer(20mM 
HEPES, pH 7.9, 100mM NaCl, 20% Glycerol, 
0.2mM EDTA, 0.5mM PMSF)를  첨가하여 14,000 
rpm에서 20분간 원심분리 하였다.

추출된 단백질은 10-20% polyacrylamide gel을 
사용하여 SDS PAGE를 수행한 후, 이를 다시 ni-
trocellulose membrane(Amersham Biosciences, 
UK)으로 100v 1시간에 걸쳐 transfer하였다. 
Membrane을 5% skim milk로 실온에서 1시간 동안 
처리한 후, polyclonal 1차 항체(His-tag)를 1:1000
의 비율로 4℃에서 하룻밤 처리하였다. 2차 항체로 
goat-anti rabbit IgG(Santa Cruz Biotech, USA)
를 사용하여 실온에서 1시간 동안 처리한 후, ECL 
detection Kit(Amersham Biosciences, UK)를 사용
하여 His-Tag 단백의 발현을 확인하였다.

III. 실험결과
1. PDLs22 유전자의 특성 분석 
PDLs22 유전자는 259 아미노산으로 구성되었고 

분자량 28 kDa으로 추정되었으며, 상동성 검색 결
과  UNCL(uncoordinated-like)과 동일하였다.

PDLs22 단백질에는 5개의 막통과 영역(amino 
acid residue 82-111, 113-136, 159-187, 189-211, 

213-246)이 존재하였다. 

2. 구축된 발현 구조물을 이용한 대장균에
서의 over-expression 확인 

pRSET-PDLs22 construct를 이용한 PDLs22 단
백질의 발현은 3시간 배양 후의 extract와 soluble 
extract에서 모두 30kDa 하방에서 관찰되었다
(Figure 3A). pHCEIIBNd-PDLs22 construct를 이
용한 PDLs22 단백질의 발현은 E. coli JM83 
strain, JM109 strain, XL1-blue strain, Codon 
plus strain 및 BL21(DE3) pLysS strain 등의 다양
한 대장균 호스트를 이용한 실험에서 Codon plus 
strain(Figure 3B)과 BL21(DE3) pLysS strain(Figure 
4)을 이용하여 발현한 실험에서 확인되었다.  

고체배지에서 얻은 single colony를 5ml 액체배
지에 접종하여 조건별로 테스트를 수행한 결과, 온
도별(16, 23, 30, 37℃) 가용성 발현정도 검토에서 
온도조건에 의하여 가용성의 발현이 개선되는 현상
을 확인하지 못하였다(Figure 5).  

pRSET vector를 이용한 induction system에서
는 PDLs22 단백질의 고발현이 확인되지 않았으며, 
pHCE vector를 이용한 실험에서 E. coli 
BL21(DE3)pLysS를 발현호스트로 사용하였을 때 
PDLs22 단백질의 고발현이 이루어지는 형질전환체 
1개를 확보하였으나, 발현단백질의 대부분은 비가용
성인 상태(inclusion body)로 발현 되었다(Figure 6).
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Figure 3. Expression of 

PDLs22 recombinant 

protein using pRSET- 

PDLs22 (A) and PHCEIIBNd 

-PDLs22 (B).

Figure 4. Expression of 

PDLs22 recombinant 

protein using E. coli 

BL21(DE3) pLysS strain. 

Figure 5. Expression of 

PDLs22 recombinant 

protein according to 

the various incubation 

conditions. (A) Incubation 

at 30℃ and 37℃. (B) 

Incubation at 16℃ and 

23℃

Figure 6. Solubility of PDLs22 

recombinant protein.

A

B

A

B
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IV. 고안
치조골과 백악질의 형성에 있어 치주인대 세포의 

분화와 관련된 인자들로 BMP(bone morphogenetic 
proteins)17), PDGF(platelet-derived growth fac-
tor)18), TGF-β1(transforming growth factor)19), 
FGF (fibroblast growth factor)20), EGF(epidermal 
growth factor)21) 및 PTH-RP(parathyroid hor-
mone-related protein)22)들에 관한 연구들이 이루
어져 왔다. 그러나 이들 인자들은 경조직의 형성에 
전반적으로 관여하는 인자들로 알려져 있으며 치주
인대 섬유모세포의 분화와 치주조직 재생에 선택적
으로 관여한다고는 볼 수 없다. 

치주인대에서 선택적으로 발현되는 유전자를 동정
하여 이를 치주조직의 재생과정에 응용할 목적으로 
최근에 Park 등11)은 사람 치주인대 섬유모세포에서 
특이하게 발현되는 유전자를 치은 섬유모세포와 치
주인대 섬유모세포 사이의 유전자들을 subtraction 
방법으로 동정하여 PDLs22 등을 얻었다. PDLs22의 
기능에 관하여 지 등12)은 2주 동안 치주인대 섬유모
세포를 배양하였을 때 치주인대 섬유모세포는 증식, 
분화하여 석회화 결절을 형성한다고 하였으며, 이때 
PDLs22의 발현은 치주인대 섬유모세포의 분화와 더
불어 증가하여 배양 후 7일까지는 발현이 유지되다
가 석회화 결절이 형성되는 2주째에 약간 감소하는 
양상을 보인다고 하였다. 따라서 PDLs22가 치주인
대 섬유모세포의 증식과 분화, 치조골과 백악질의 
초기 분화나 석회화 전단계에서 어떤 역활을 하는 
것으로 추정하였다. 또한 김 등13)은 흰쥐의 치주조직 
발생과정에서 PDLs22의 발현에 대해 보고한 바 있
는데, 치근이 형성되기 시작하는 시기인 생후 14일
에 PDLs22는 바깥치아상피와 하방의 별그물에서 약
하게 발현되었고 이러한 발현은 발생중인 치근 상아
질에 인접한 Hertwig's 상피근초의 바깥치아 상피층
까지 이어진다고 하였다. Hertwig's 상피근초는 내, 
바깥치아상피에서 유래된 두 층으로 구성되고 내치
아상피는 치근의 상아질을 형성하도록 유도한다23). 
또한, Hertwig's 상피근초 세포는 치근발생 동안에 

백악모세포의 분화에 작용하여 결과적으로 무세포성 
시멘트질(acellular cementum)의 형성에 관여한다
9,24). 치아형성이 완료된 후에도 치주인대 섬유모세
포는 골모세포와 백악모세포로 분화가 가능하여 치
주조직에서 골과 시멘트질 형성에 중요한 역할을 하
는 세포로 알려져 있으며, 성장과 분화 인자들이 치
주조직 재생 동안에 이들 세포들의 기능을 조절한다
고 알려져 있다25,26). 백악질의 형성에 관여하는 인자
에 관한 연구는 미비한데 이 연구결과로 미루어 볼 
때 Hertwig's 상피근초의 바깥치아상피가 백악질의 
형성에 관여할 것으로 추정되며 이런 과정에서 
PDLs22는 바깥치아상피와 치아주머니의 세포간의 
관계에서 중요한 매개체 역할을 할 것이라고 예상하
였다. Hertwig's 상피근초는 치아 형성 기간 동안 
백악질을 형성하고 최종적으로 Malassez 상피잔사
로 치주인대 내에 존재한다. 또한 PDLs22는 발육중
인 치아의 치조골과 치근면을 따라서 백악모세포 전
구세포, 치주인대 섬유모세포와 골모세포 전구세포
에서 강한 발현을 보인다고 하였다,14). 이는 PDLs22
가 치주인대의 항상성 유지와 재생과정에서 치조골 
또는 백악질의 형성을 촉진하는 기능과 관련 있다는 
것을 암시하는 것이다.

최근에 박 등27)은 치아 교정력 적용 후 PDLs22의 
발현을 관찰한 연구에서 PDLs22는 인장측의 백악모
세포와 인접한 치주인대세포에 강한 발현을 보임으
로서 PDLs22가 치주인대 섬유모세포로부터 백악모
세포로 분화할 때 기능을 한다고 하였다. PDLs22의 
발현 양상은 1일째부터 발현되어 3일째에 가장 강한 
발현을 보이다가 5일째에 이르러 감소하는 양상을 
보이고 있어 백악질의 초기분화에 관여한다고 하였
으며 백악모세포의 분화가 특별히 없는 압박측에서
는 발현이 미약한 것으로 미루어 안정된 상태의 치
주조직에서는 PDLs22의 미약함을 시사하였다.   

PDLs22와 상동성을 갖는 UNCL 유전자는 C. el-
egans에서 처음으로 발견되었으며 초파리의 X-염색
체에 위치해있다28,29). 이 유전자에 돌연변이가 일어
나면 기계적인 응력의 전달에 있어서 이상이 발생하
여 운동기능 장애와 반응력의 저하를 가져온다. 그
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래서 초파리의 유충은 촉각에 무반응을 보이고, 성
충은 행동장애가 일어나 소파 반사 유도를 이끌어내
는 데 실패 한다15). UNCL-heterozygote 초파리는 
유충과 번데기 시기에는 대부분 살 수 있지만, 우화
의 과정을 거친 다음은 일어날 수 없거나 걸을 수 
없어서 죽게 된다. 이 연구로 미루어 인간에서의 
UNCL도 기계적인 응력과 관련 있음을 짐작케 한다. 
최근에 Kim 등14)의 연구에 의하면 PDLs22는 치주
조직의 발생, 분화 및 유지에 주요한 역할을 할 뿐만 
아니라 저작기능 때와 같이 기능력이 가해질 때 치
주인대 섬유모세포의 mechanotransduction에 관여
한다고 하였다. 

Fitzgerald 등16)은 hydrophobicity plot 분석을 
통하여 UNCL은 여러 개의 막통과 영역을 가질 것으
로 예상하였으며, 이 연구에서 SOSUI WWW 
Server(http//sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp)로부
터 분석한 자료에 의하면 PDLs22는 5개의 막투과 
영역을 가질 것으로 예상되었다. 따라서 PDLs22가 
막투과 단백질로서 세포의 다양한 신호전달체계에 
관여할 것으로 추측된다. 최근에 Chantalat등30)은 
PDLs22를 GMH(gea l-6 membrane-associated 
high-copy suppressor) family로 분류하였으며, 효
모에서는 이 유전자가 membrane trafficking에 관
여한다고 하였으나 사람에게서는 다양한 조직에서 
중요한 역할을 할 것으로 생각되나 그 정확한 기전
에 관하여는 다양한 연구가 필요하다고 하였다.  

이 연구에서는 다양한 연구결과를 통하여 치주조
직 뿐만 아니라 신체의 다양한 조직에서 현재까지는 
잘 알려져 있지 않으나 중요한 기능을 할 것으로 추
정되는 PDLs22 유전자의 기능을 보다 명확히 규명
하고, 더 나아가 이 유전자나 단백질을 치주치료 등
에 응용할 목적으로 재조합 PDLs22 단백질을 합성
하고자 하였다. 실험결과 pRSET-PDLs22 con-
struct를 이용한 induction system에서는 PDLs22 
단백질의 고발현이 확인되지 않았으나, pHCEIIBNd- 
PDLs22 construct에 BL21 (DE3)pLysS strain을 
발현호스트로 사용하였을 때는 PDLs22 단백질의 고 
발현이 이루어지는 형질 전환체를 확보하였다. 그러

나 발현단백질의 대부분이 비가용성인 상태
(inclusion body)로 발현되었다. 이는 잘 알려진 대
로 PDLs22가 막통과영역을 다수 보유한 막 단백질
의 특성을 가지기 때문에 가용성 발현율이 매우 낮
은 것으로 추정 할 수 있다. 

결론적으로, 이 실험에서 재조합 PDLs22 단백질
을 합성하였으나 발현율의 한계로 인하여 이를 다양
한 실험에 적용할 정도의 대량생산을 하지 못하였다. 
따라서 앞으로 이를 보완 할 수 있는 재조합 
PDLs22 단백질 합성에 관한 추가 연구와 더불어 
PDLs22의 기능을 이해하기 위한 RNA interference
와 over-expression 및  knock/out 생쥐의 제작과 
같은 연구 등이 수행되어야 할 것이다. 

V. 결론 및 요약
PDLs22는 치주조직에서 치은 섬유모세포와 비교

하여 치주인대 섬유모세포에 선택적으로 발현되는 
유전자로 치주인대세포의 분화와 저작과 같은 기능
력의 적용 시에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 
있다. 그러나 이 유전자에 대한 재조합 단백질의 합
성이나 단백질 차원의 기능에 대한 연구는 잘 알려
져 있지 않다. 

이 연구에서는 PDLs22 재조합 단백질을 합성하기 
위하여 pRSET-PDLs22 construct와 pHCEIIBNd 
-PDLs22 construct를 제작하고, 이를 다양한 발현
호스트와 조건을 적용하여 다량의 단백질을 정제하
고자 연구하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. pRSET-PDLs22 construct를 이용한 유도 시
스템에서는 PDLs22 단백질의 고발현이 확인되
지 않았다. 

2. pHCEIIBNd-PDLs22 construct에 BL21(DE3) 
pLysS strain을 발현호스트로 사용하였을 때 
PDLs22 단백질의 고발현이 이루어지는 형질 
전환체를 확보할 수 있었다.  

3. 발현된 PDLs22 재조합 단백질은 약 28 kDa의 
분자량을 나타냈다. 
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4. 발현단백질의 대부분은 비가용성인 상태(inclusion 
body)로 발현되었다. 

5. 온도조건 및 발현시간의 변화에 의하여 가용성
의 발현이 개선되지 않았다. 

이 실험을 통해 다양한 실험에 적용할 수 있는 많
은 양의 재조합 PDLs22 단백질을 생산을 하지 못하
였다. 추후 이를 보완 할 수 있는 추가 보완 연구가 
필요 할 것으로 사료된다. 
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- ABSTRACT -
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Periodontal ligament (PDL) is the connective tissue located between the tooth root and alveolar 
bone. In a previous study, PDLs22 was isolated as a PDL-specific gene by using subtractive hybrid-
ization between cultured PDL fibroblasts and gingival fibroblasts. It was also suggested that PDLs22 
plays important roles in the development, differentiation and maintenance of periodontal tissues. 
However, little is known about functional study of PDLs22 using recombinant protein in PDL fibro-
blast differentiation and periodontium formation.  

In this study, in order to produce the PDLs22 recombinat protein, PDLs22-expression vector were 
constructed and expressed its protein in various host cell and temperature conditions.2)

The results were as follows: 
1. PDLs22 protein was not strongly expressed in the induction system using pRSET-PDLs22 

construct. 
2. When the BL21(DE3) pLysS was used as a expression host, PDLS22 protein was strongly ex-

pressed in the induction system using pHCEIIBNd-PDLs22 construct. 
3. The PDLs22 protein was recognized at a molecular weight of 28 kDa in western blots. 
4. Almost of the expressed PDLs22 protein was not soluble and observed like as inclusion body. 
5. The protein solubility was not improved after modification of induction time and temperature 

during PDLs22 protein production.   

In this study, the system for the PDLs22 protein production was connstructed. However, the re-
sults suggest that further studies will be needed to produce the considerable amount of PDLs22 re-
combinat protein, which can use for the periodontal regeneration. 

Key words : PDLs22, recombinant protein, solubility, expression, UNCL


