
Baculovirus 발현벡터계 (Baculovirus Expression Vector

System: BEVS)는 가장 강력한 진핵발현계 중의 하나로써 다양한 응용이

가능한 유용한 발현계이다. BEVS는 아데노바이러스 발현계나 레트로바

이러스 발현계와는 달리 helper-independent 바이러스 시스템으로써 보

다 간편하며, 동물, 식물, 곰팡이, 세균, 바이러스 등 매우 다양한 이종 유

전자의 발현에 현재 널리 이용되고 있다. 1980년대 초 처음 개발된 이래

다양한 형태의 벡터들이 개발되고 많은 연구자들이 이용하게 되면서 이

제는 발현시스템을 대표하는 한 자리를 차지하고 있다. 최근에는 유전자

의 단순한 발현을 넘어서 유전자 치료를 목적으로한 의약분야에서의 응

용 등 그 이용분야가 더욱 확대되고 있으며 그에 따른 연구개발이 매우

활발히 이루어지고 있다. 이러한 BEVS에 대해서 기본적인 baculovirus의

특성과 이를 이용한 발현계의 제작과 이용법에 대한 기초적인 내용과 더

불어 그와 관련된 서비스현황에 대해서 간략히 알아보고자 한다.

유전자의 발현을 위한 벡터계로 더욱 잘 알려져 있는 baculovirus는 사람

이나 척추동물에는 병원성이 없으며 오로지 곤충에만 병원성을 가지고

있는 곤충 병원성 바이러스이다. Baculovirus는 크게 핵다각체병 바이러

스 (Nucleopolyhedrovirus: NPV)와 과립병바이러스 (Granulovirus: GV)

로 분류되며 현재까지 약 600여종 이상의 곤충에서 분리되고 있는 대표

적인 곤충 바이러스이다. 흔히 BEVS에 말하는 baculovirus는 이 중 NPV

만을 일컫는 것이다. NPV는 병원성을 가지고 있는 바이러스 입자

(virion)가 다각체 (polyhedra)라는 거대한 결정성 단백질의 봉입체

(occlusion body)내에 매립되어 있는 특이한 형태의 바이러스로써 광학

현미경하에서도 쉽게 그 관찰이 가능하여 1900년대 초부터 일찍이 그 연

구가 활발히 이루어져 왔다 (그림 1). NPV는 보통 곤충의 섭식에 의한 장

내 침입부터 시작하여 충체의 거의 모든 조직에서 증식하는 강력한 병원

성을 가지는 곤충 병원성 바이러스이니 만큼 초기의 연구는 주로 농작물

에 발생하는 해충을 방제하는 살충제의 개발을 위해서 으나, 생명공학

의 발달과 함께 다양한 유전자 재조합 기술이 개발됨으로써 근래에는 살

충제로써 보다는 유전공학적 측면에서 더욱 관심의 대상이 되고 있다.

그림 1. NPV 다각체의 전자현미경 관찰에 의한 내외부 형태. 
A와 B, 다각체의 외부형태 C, 하나의 세포내에 형성된 다각체의 내부 형태 D, 다각체
의 내부 형태. 화살표는 바이러스 입자들

NPV의 구조는 약 88-153 Kb 크기의 이중나선형 DNA (double-stranded

circular supercoiled DNA)가 11~25 종의 구조 단백질과 함께 막대형의

뉴클레오캡시드 (nucleocapsid)를 구성하고, 이 뉴클레오캡시드는 다시

막에 둘러싸여 직경 20~50 ㎚, 길이 200~400 ㎚의 바이러스 입자를 형성

하고 있다. 바이러스 입자는 다시 분자량 약 28~33 kDa의 격자 구조의 결

정성 단일 단백질인 다각체 단백질 (polyhedrin)에 매립되어 하나의 바이

러스 다각체를 형성하는데 그 크기는 0.5 ㎛에서 15 ㎛에 이른다 (그림

2). 다각체는 야외 환경에서 바이러스 입자의 활성을 보호하고 유지하는

기능을 하며, 그를 구성하는 다각체 단백질은 바이러스 감염 말기에는 세

포내 단백질의 약30~50% 정도까지 다량 합성되어지는 특성을 가지고 있다. 
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그림 2. 바이러스의 두 가지 형태 비교

NPV의 증식과정은 그 감염원에 따라 크게 두 가지형태로 분류될 수 있

다. 먼저 야외 환경에서 식물잎의 표면이나 토양에 존재할 때의 형태인,

다각체내에 존재하는 바이러스를 1차 감염원으로써 PDV (polyhedra-

derived virus)라 부르며, 1차 감염원의 곤충에 대한 침입 후 충체내에서

만들어지는 바이러스를 BV (budded virus) 또는 NOV (non-occluded

virus)라 하여 2차 감염원으로 구분 한다 (그림 2).  

이러한 바이러스의 침입 과정은 우선 야외 환경으로부터 다각체 상태의

바이러스가 곤충의 먹이와 함께 섭식 되면, 곤충 유충의 중장내로 다각체

가 이동하게 되고 중장의 pH10 정도의 강알칼리 조건과 단백질 분해효소

(protease)에 의하여 다각체가 용해되면서 PDV가 방출된다. 방출된 PDV

는 중장의 미세융모 (microvilli)와 융합 (fusion)에 의하여 상피세포

(epithelial cell)에 침입하게 되고 세포내에 들어간 뉴클레오캡시드는 핵

막 (nuclear membrane)으로 이동하여 endocytosis에 의해 DNA만 핵내

로 들어가게 된다. 핵내에 들어간 DNA는 숙주세포의 대사산물을 이용하

여 DNA 복제 과정을 거치게 되며, 이 과정을 통해 다시 뉴클레오캡시드

를 형성하여 핵막과 세포질막 (cytoplasmic membrane)을 통하여 체강내

로 출아 (budding) 하면서 2차 감염원인 BV를 형성한다 (그림 3).

그림 3. 바이러스의 증식과정

2차 감염원인 BV는 다시 다른 세포 또는 다른 기관의 조직 등에 대해 부

착성 (adsorptive) endocytosis에 의해 세포내로 침입하고, 핵내에 이르러

DNA 복제 과정을 거친다. 이러한 감염 과정이 진행됨에 따라 핵내에서는

바이러스에 의해 다시 막 단백질과 다각체 단백질이 생성되고 바이러스

입자가 다각체에 매립되어지며, 결국에는 cell lysis에 의해 다각체가 방출

되고 곤충은 죽게 된다. 이러한 복제 과정은 바이러스 침입 직후부터 시

작되어 감염 후 24 시간이면 다각체가 처음으로 생성되고 감염후 5~6 일

이면 곤충은 치사에 이르게 된다 (그림 3). NPV의 DNA 복제는 바이러스

유전자의 발현과 DNA 복제가 순차적 반응으로 일어나는 cascade 모델에

의해 수행된다. NPV의 유전자는 그 발현시기에 따라 immediate early

gene, early gene, late gene 및 very late gene으로 구분된다. Immediate

early gene은 발현되는데 있어서 바이러스에 의한 다른 생성물이 불필요

한 유전자로서 숙주세포를 이용하여 발현되는 유전자이며, early gene은

비교적 감염 초기에 발현되나 바이러스에 의한 생성물이 있어야 발현되

는 유전자이다. 그리고 late gene은 DNA 복제 후 풍부하게 mRNA가 합성

되는 유전자이며, very late gene은 DNA 복제 후부터 감염 과정 전기간에

걸쳐 계속해서 매우 높은 수준으로 mRNA와 단백질을 축적하는 유전자

이다. 다각체를 형성하는 다각체 단백질 유전자 (polyhedrin gene)는 이

러한 very late gene의 대표적인 유전자이며 그 외에도 이들 유전자를 이

용한 다양한 BEVS가 개발되어 있다. 

Baculovirus의 다각체 단백질이 감염세포내에서 세포내 전체 단백질의

30-50% 수준까지 대량으로 합성되며, 그 유전자가 배양세포에서 바이러

스의 증식에는 불필요하고 이를 조절하는 것이 그 유전자의 강력한 프로

모터 (promoter)에 의해 일어난다는 것이 밝혀짐으로써 그 프로모터를

이용한 외래유전자의 발현이 가능한 BEVS가 탄생되었다. Baculovirus 발

현 벡터계에 대한 연구는 Smith 등 (1983)이 처음으로 Spodoptera

frugiperda (Sf) 배양세포계와 Autographa californica NPV (AcNPV)를 조

합하여 발현벡터계를 제작하여 human β-interferon의 발현을 보고한 이

후, 1985년에 Maeda 등이 누에핵다각체병 바이러스 (Bombyx mori NPV:

BmNPV)와 누에 유충을 이용한 발현벡터계를 개발하여 human α-

interferon을 발현시킴으로써 현재까지 이 두 가지 발현벡터계가 BEVS의

주종을 이루고 있다. 

Baculovirus 발현벡터계의 개발이 많은 연구자의 관심을 끌 수 있었던 이

유는 지금까지 개발된 발현벡터계가 가지는 단점을 보완하면서 장점을

그대로 지니고 있었기 때문이다. 원핵세포계를 이용할 경우 발현된 단백

질이 원래의 단백질과 다른 특성을 지니는 경우가 종종 있으나, BEVS는

진핵세포계를 이용함으로써 발현된 단백질이 원래의 단백질과 거의 비슷

한 특성을 지니고 있으며, 또한 같은 진핵세포인 동물 세포를 이용한 다

른 발현벡터계에 비해 그 생산성이나 속도면에서 월등히 우수함으로써

이에 대한 관심을 더욱 집중시켰다 (그림 4). 
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그림 4. 다양한 발현계의 장단점 비교

Baculovirus 발현벡터계에 의한 단백질의 발현 특성은 세포내에서 생산

된, 목적 단백질이 본래 국재하고 있는 바로 그 세포 소기관까지 이행됨

으로써, 이후 단백질의 수정이나 안정성을 높여 준다는 것이다. 또한, 합

성된 단백질들 가운데에는 세포 밖에서 효소로서의 기능을 갖거나, 개체

의 구조에 관련하는 것들 또는 세포나 기관에 정보를 보내는 분비 단백질

들은 합성과 동시에 소포체를 통과하면서 분비 신호가 즉시 절단되어야

한다. 이러한 분비 단백질에 대해 BEVS에 의한 발현은 분비 신호가 정확

하게 인식, 절단되면서 목적 산물이 배지 안으로 분비되어짐이 확인되었

으며, 또한 누에에서도 이와 같은 과정이 정확하게 수행되어 체액 안으로

단백질이 분비되어, 체액내 단백질 분해효소 억제제 (protease inhibitor)

의 작용에 의해 분해 되지 않고 안정적으로 축적된다고 보고되고 있다. 

분비 단백질 또는 세포막에 주재하는 단백질 어느 경우든 이들 단백질은

당사슬의 부가 (glycosylation)가 그 활성에 중요한 역할을 담당하는 경우

가 있다. 이러한 당사슬의 부가에 대해서, BEVS는 곤충 세포를 숙주로 이

용함으로써 사람의 유전자 산물과 유사한 당사슬이 부가되고 있음이 밝

혀졌으나, 이러한 당사슬의 부가가 척추동물 세포에 의한 것에 비해서는

당사슬이 짧은 것으로 알려져 있다. 그러나 당사슬의 부가가 일어나지 않

는 대장균이나 당사슬의 부가가 일어나더라도 매우 긴 사슬이 결합되는

효모, 그리고 척추동물에는 없는 당이 부가되거나 하는 식물 세포 등을

이용하는 경우에 비해서는 매우 뛰어난 장점으로 인정되고 있다. 최근까

지 이러한 BEVS를 이용한 당단백질의 불완전한 발현에 대한 문제점을 해

결하고자 다양한 시도가 이루어져 왔다. 그 결과 곤충과 척추동물사이에

있어서 당사슬의 부가에 대한 가장 근본적인 차이가 그들의

glycosyltransferase의 근본적인 차이 때문임이 밝혀지고, 이후 이를 극복

하기 위해 BEVS를 이용한 단백질 생산시 척추동물의 glycosyltransferase

를 첨가하는 방법에서부터 이를 동시에 BEVS를 이용하여 발현시키는 방

법 등이 도입되어 어느 정도 그 해결 가능성을 보여주고 있다. 특히, 최근

에는 몇 가지 종류의 척추동물 glycosyltransferase를 직접 곤충세포주에

형질 전환시킨 형질전환 세포주를 제작하여 거의 모든 종류의 당사슬 부

가가 이상 없이 일어남이 확인되어, 이제 더 이상 당사슬의 불완전한 부

가가 BEVS에서 문제시 되지 않을 것으로 기대되고 있다.

아미드화 (amidation)가 필요한 펩타이드 (peptide)의 경우, 아미드화는

생물활성이나 펩타이드의 안정성에 깊이 관련되나 배양 세포계에서는 척

추동물 세포이든 곤충 세포이든 이러한 아미드화가 제대로 일어나지 않

는 것으로 보고 되었다. 그러나 곤충 유충을 이용한 baculovirus 발현계의

경우 이러한 아미드화가 완벽하게 일어나는 것으로 보고 되고 있다.  더

욱이 baculovirus 발현계는 단백질의 고차구조 (folding) 형성이나 항원성

에 있어서도 우수한 것으로 알려져 있으며, 이와 같은 다양한 특징 등으

로 인하여 현재 BEVS에서는 진핵 및 원핵생물의 다양한 유전자의 발현이

이루어지고 있다.

Baculovirus 발현계가 다른 진핵세포 발현계와 비교할 때 가장 큰 장점으

로 인정되는 것중의 하나가 높은 발현효율이다. 가장 높은 발현효율을 보

이는 단백질의 경우 세포내 총 단백질의 50% 수준까지 목적단백질이 합

성되며, 이것은 1 × 109 cells 당 약 1g 정도의 높은 단백질 생산 수준이

다. 그러나 대부분의 이종 단백질은 이러한 수준까지 발현되기를 기대하

기는 어려운 것이 사실이다. 또한 원래 다각체 단백질의 발현량 만큼 이

종 단백질의 발현을 기대하기도 어려운 것이 사실이며, 현재 까지 이러한

발현 효율을 높이기 위한 연구가 지속적으로 이루어지고 있다. 이러한 이

종 목적단백질의 발현 효율을 최상으로 높이기 위해서는 적합한 전이벡

터의 선택을 비롯한 발현조건의 최적화가 가장 최선의 길이다.

바이러스의 genomic DNA내에 목적 유전자를 삽입하고 이것이 뉴클레오

캡시드내에 packaging 되어 목적 단백질을 생산할 수 있는 BEVS는 바이

러스의 특성상 현재까지 시도된 바로는 그 한계가 불분명할 만큼 외래유

전자의 수용능력이 매우 뛰어나 목적유전자의 크기에는 거의 제한을 받

지 않는 장점을 가지고 있다.

곤충세포는 intron/exon splicing 능력을 가지고 있으나 이러한 splicing이

곤충세포에는 존재하지 않는 다른 인자를 필요할 경우에는 splicing이 불

가능하다. 따라서 가급적 유전자의 발현을 위해서는 cDNA 상태의 유전

자를 발현하는 것이 바람직하다.

BEVS는 하나의 세포내에서 두 가지 이상의 유전자를 동시에 발현시킬 수

있다. 이러한 동시발현이 가능한 두개 이상의 프로모터를 가진 다양한 전

이벡터 역시 개발되어 있으며, 이러한 동시발현은 바이러스의 구조 단백

질 발현이나 항체 발현 등에서 매우 효율적으로 이용될 수 있다.

다른 여러 가지 발현계와 마찬가지로 BEVS 역시 매우 다양한 종류의 정

제용 tag를 가진 시스템이 개발되어 있으며 이들을 이용하여 매우 손쉽게

목적 단백질을 정제할 수 있다. 또한 다른 진핵발현 세포계에 비해 목적

유전자를 발현할 수 있는 재조합 바이러스의 제작에 소요되는 시간이 시

스템에 따라 다소 차이는 있지만 짧게는 2주에서 4주정도로 목적단백질
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의 발현을 확인할 수 있는 소요 시간의 최소화라는 장점을 지니고 있다.

BEVS에서 흔히 이용되는 다각체 단백질 유전자의 프로모터는 NPV의 유

전자 중 가장 강력한 프로모터이긴 하나, 감염 말기가 아니면 프로모터의

활성을 보이지 않는 특성을 가지고 있다. 따라서 목적하는 단백질의 경우

에 따라 그 발현시기의 조절이 필요할 경우를 위하여 이를 대신할 수 있

는 여러 가지 유전자의 프로모터를 이용한 벡터 개발이 시도되어 왔다.

그 예로, 초기 발현 단백질 유전자인 early gene 프로모터의 경우 그 발현

은 비교적 감염 초기에 이루어지며, 발현 수준 역시 그다지 높지 않고 시

간의 경과와 함께 그 수준도 감소하는 약한 발현계이긴 하나, 단순한 목

적 유전자의 발현 여부의 확인만을 위해서는 매우 빠른 시간내에 그것이

가능하기 때문에 transient 발현의 목적으로 종종 이용되고 있다. 또한 재

조합 바이러스의 선발을 위한 표지 (marker) 유전자의 발현에 자주 이용

되어 바이러스의 빠른 선발을 가능하게 하고 있다. 이러한 목적에 이용되

는 early gene으로는 PCNA, IE-0 그리고 기초 단백질 (basic protein) 유전

자 등이 있다. 한편, 바이러스의 late gene 중 다각체 단백질 유전자 다음

으로 다량으로 단백질을 발현하는 것으로 p10 유전자가 있다. P10 유전

자 역시 바이러스의 증식과는 직접적인 관계가 없기 때문에 발현벡터로

개발되었다. p10 유전자의 이용은 그 단독으로 외래 유전자를 발현시키

거나 또는 다각체 단백질 유전자와 함께 사용하여 두 종류의 외래 유전자

를 동시에 발현시키고 있다. 특히 p10 유전자가 제거될 경우 p10 유전자

의 한 기능으로 알려진 바이러스 감염에 의한 cell lysis가 억제되어 발현

된 단백질들이 세포내에 비교적 안정적으로 존재할 수 있는 특징을 가지

고 있어 이러한 목적에 맞는 유전자의 발현에 널리 이용되고 있다.

현재 가장 대중적으로 널리 이용되고 있는 AcNPV와 함께 비교적 오랜 연

구가 되어온 BmNPV 발현벡터계의 가장 큰 장점은, 유전육종 및 생리대

사 그리고 대량 인공 사료육 체계가 확립되어진 누에 유충 생체를 직접

이용하여 유용 물질을 대량 생산 할 수 있다는 것이다. 누에의 유충 시기

는 다른 곤충과 같이 번데기시기에 필요로 하는 모든 것들을 준비하는 시

기로 먹이를 효율적으로 소화하여 필요한 양소를 거둬들이고 있으며,

몸 전체로 볼 때는 단백질 합성 능력이 대단히 높은 시기이다. 특히, 종령

누에는 저장 단백질을 비롯한 2~3 종의 특이한 단백질을 다량 합성한다.

이러한 유충의 체액은 무균상태이며, 단백질 분해효소 저해제를 상당히

함유하고 있어 단백질 분해가 잘 일어나지 않음으로, BEVS에 의해 발현

된 물질이 안정적으로 존재할 수 있다. 누에는 또한 오랫동안 사람들에

의해 사육되고 길들여져 야외 환경에서는 생존 능력을 가지지 못하게 됨

으로써, 재조합 유전자 실험의 숙주로는 매우 적합한 곤충이다. 특히

BmNPV는 체강안의 중장을 제외한 대부분의 조직에서 증식이 가능하기

때문에 충체내의 거의 모든 세포에서 외래 유전자의 발현이 가능하여, 배

양세포주에 비해 재조합 단백질의 생산성이 훨씬 높게 나타난다. 또한 누

에 체액내에 분비된 목적 단백질은 일반적으로 쓰여지고 있는 생화학적

정제법에 의해 비교적 간단하게 회수가 가능하며, 따라서 FBS를 함유하

고 있는 세포 배양액으로 부터의 단백질 정제 보다 훨씬 수월한 것으로

알려져 있다. 

다각체 단백질의 구조 유전자 상류 약 100 bp (경우에 따라 50~60 bp 정

도도 충분)정도가 프로모터 부위에 해당되는 부위로, 이들 염기서열이 다

각체 단백질의 강력한 발현에 필수적인 존재이다. 따라서 BEVS의 제작은

이 상류부위는 그대로 둔 상태에서 다각체 단백질의 구조 유전자 부위만

을 제거하고 여기에 유용한 유전자를 넣어 발현 시키는 것이다. 그럼 어

떻게 유용한 유전자를 약 130 Kb나 되는 거대한 DNA 속에 정확하게 넣

을 수 있을까? 이 문제를 해결하기 위해서 전이벡터 (transfer vector)가 고

안되었다. 일반적으로 baculovirus 발현벡터라고 하는 것은 이 전이벡터

를 일컫는 말이다. 전이벡터의 크기는 그 목적에 따라 다르지만 일반적으

로 약 5 kb 전 후의 크기로 제작된다. 따라서 유전자 조작에 있어 매우 간

편하게 조작이 가능한 것이다. 전이벡터의 역할은 다각체 단백질 대신 유

용 유전자가 삽입된 DNA 단편을 바이러스의 DNA내로 옮겨 주는 역할을

한다. 전이벡터의 구조는 다각체 단백질 유전자를 가진 DNA 단편과 작업

을 편하게 하기 위해 E. coli 에서 작업이 가능하도록 해주는 플라스미드

벡터의 두 부분으로 구성된다. 전이벡터는 바이러스의 다각체 단백질 유

전자 부위를 포함한 바이러스 DNA 단편으로부터 제작된다. 즉, 다각체

단백질 유전자를 포함한 DNA 단편을 플라스미드 벡터에 cloning하고 이

로부터 다각체 단백질 유전자를 제거한 후 이 위치에 유용유전자를 넣을

수 있는 cloning site를 만들게 되면 전이벡터의 제작이 끝나게 된다. 물론

이러한 기초적인 과정 외에 발현효율의 증대를 위해서 프로모터 부위를

포함한 non-coding region에 대해 약간의 수정을 가할 수도 있으며 목

적 단백질의 용이한 정제를 위해서는 다양한 형태의 tag 수식을 달기도

한다.

일반적으로 BEVS를 이용하려는 연구자가 처음 접하게 되는 단계로 단순

히 다각체 단백질 유전자의 프로모터 뒤에 위치하는 cloning site에 목적

유전자를 cloning 함으로써 완성된다. 물론 올바른 발현과 발현효율의 극
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그림 5. BEVS의 제작 과정



특별기획

대화를 위해서는 cloning 전에 전이벡터의 선택에서부터 목적유전자의

최적화 단계 등 실제로 발현을 위해서는 가장 많은 고려를 해야 하는 단

계이다. 전이벡터로의 목적유전자의 cloning은 일반적인 기법에 의해 수

행하며 그 후 염기서열 분석을 통하여 최종적으로 올바른 cloning 여부를

확인하면 재조합 전이벡터가 완성되게 된다.

다각체 단백질 유전자 대신 발현 시키고자 하는 목적 유전자를 가진 재조

합 전이벡터가 완성되면, 전이벡터와 바이러스의 전체 genomic DNA를

세포내로 동시전이 (cotransfection) 시키게 된다. 그렇게 되면 전이벡터

의 목적 유전자 양 옆에 존재하는 원래 바이러스 DNA의 단편부위와 전체

바이러스 DNA내에서 이 단편 부위에 해당되는 부위가 같은 구조로 이루

어져 있기 때문에, 이들 간의 유전자 치환에 의한 상동 재조합

(homologous recombination)이 일어나게 되어 바이러스 DNA 상에서 다

각체 단백질 유전자는 제거되고 그 부위에 목적 유전자가 위치할 수 있게

된다. 동시전이는 최근에는 거의 모든 BEVS가 리포솜 (liposome)을 이용

한 전이방법을 이용하고 있다. 그 방법에 있어서는 현재 상품화되어 있는

키트마다 조금씩 차이가 있으나 기본적으로는 잘 정제된 재조합 전이벡

터와 바이러스 genomic DNA를 리포솜과 섞어서 배양세포에 처리하고

3~5일 후에 재조합 바이러스의 생성여부를 확인하게 된다. 

BEVS에서 목적 유전자를 가진 재조합 바이러스의 생성 비율은 약

0.1~0.3% 수준으로 매우 낮기 때문에, 목적 유전자를 가진 재조합 바이러

스만을 순화하는 작업을 수행하게 된다. 순화방법은 일단, 다각체를 형성

하는 야생주 바이러스에 비해 재조합 바이러스는 다각체 단백질이 제거

되었기 때문에 다각체를 형성하지 않는다는 점에서 다각체를 형성하지

않는 바이러스를 목표로 순화를 수행한다 (그림 6). 순화방법은 plaque

assay 또는 end-point dilution 방법 등을 이용한다. 

그림 6. 바이러스에 감염된 곤충 배양세포

그러나, 현재 이용되는 BEVS에서는 다각체 생성 여부를 지표로 삼지 않

으며, 재조합 바이러스의 식별이 쉽게 가능하도록 표지 유전자를 전이벡

터상에 위치시켜 목적 유전자와 함께 발현시키고, 이것을 이용하여 재조

합 바이러스를 쉽게 순화할 수 있게 하고 있다. 특히, 낮은 재조합율로 인

한 바이러스 순화의 어려움을 극복하고자 바이러스 genomic DNA를 선

형화시키고 바이러스의 증식에 필수적인 유전자가 결여된 형태로 바이러

스 genomic DNA를 제작하여 재조합 시킴으로써, 목적유전자와의 재조

합이 일어나지 않은 경우 바이러스의 증식이 불가능하게 함으로써 재조

합율을 높이는 방법이 고안되었으며, 현재 시판중인 거의 모든 BEVS가

이러한 방법을 도입하고 있다. 비록 재조합 바이러스의 생성율이 바이러

스의 선형화에 의해 거의 100% 수준에까지 이르지만 유전자의 재조합 과

정 중에 생길 수 있는 여러 가지 사항을 고려하여 일반적으로 1~2회의 순

화과정은 거치는 것이 안전한 방법이다. 그 외에도 역시 편리성을 도모하

기 위해 transposon element 등을 이용한 바이러스 genomic DNA 상의

직접적인 cloning 방법, 대장균 등에서 바이러스 DNA의 복제만을 가능하

게 하여 직접 cloning 및 재조합 바이러스의 분리를 시도하는 방법 등 매

우 다양한 방법이 고안되어 있어 연구자의 목적에 따라 선택하여 이용할

수 있도록 되어 있다. 따라서 이러한 편리성의 개선 결과 기존에 재조합

바이러스의 제작을 위해서는 바이러스의 순화에만 5~10주정도 소요되던

것이 이제는 2~3주내에 가능하게 되어 있다. 

순화과정을 통해 순수하게 분리된 재조합 바이러스는 일차적인 소규모의

증식을 통해 목적단백질의 생성 여부 및 목적 유전자의 바이러스

genomic 상의 존재 여부를 일반적인 SDS-PAGE 및 Western blot 분석이

나 PCR 방법 등으로 확인하게 되며 그 결과에 따라 재조합 바이러스를 증

식하게 된다. 바이러스의 증식이후에는 바이러스의 농도 (titer)를 측정하

고, 측정된 농도를 기준으로 바이러스에 의한 목적단백질의 발현을 위한

최적 생산 조건을 결정하게 된다. 최적생산을 위한 적정 세포농도, 바이

러스 접종 농도, 목적단백질의 최적 수거시기 및 방법 등에 대하여 여러

가지 실험조건하에 검정하게 되며, 그 결과를 바탕으로 최적의 조건을 결

정하고 바이러스의 대량증식에 의한 단백질의 대량 생산을 수행하고 정

제를 하게 된다. 한편, 목적단백질을 곤충의 생체를 통하여 생산하고자

할 경우에는 누에에서 유래된 세포주를 이용하여 재조합 바이러스의 제

작, 선발 기본적인 특성 분석을 완료한 후 누에 유충에서의 최적 생산조

건을 배양세포를 이용할 경우와 마찬가지로 설정하게 된다.

BEVS를 이용하여 유전자를 발현시키고자 할 경우 연구자들이 사전에 고

려할 사항에 대해 간단히 살펴보기로 한다. 

목적유전자를 발현시키고자 하는 전이벡터의 선택에 있어서는 제일 먼저

목적 유전자를 원래의 단백질 상태 그대로 발현 시킬 것인지, 아니면 정

제용 tag와 함께 융합단백질 상태로 발현시킬 것인지를 결정하여야 한다.

목적단백질의 항체를 보유하고 있거나 또는 목적단백질의 정제가 필요치

않은 경우에는 굳이 tag를 달 이유가 없음을 잘 알고 있을 것이다. 따라서

목적에 따라서 tag가 필요한지 그리고 어떤 tag를 이용할 것인지를 우선

적으로 선택하여야 한다. 경우에 따라서는 정제용 tag가 아닌 다각체 단

백질의 일부를 융합시켜 발현시키는 경우도 있는데, 이러한 경우는 목적

단백질의 발현량을 좀 더 높이기 위한 시도로 그 이유는 아직까지 불분명
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하나 그럴 경우 그렇지 않은 경우 보다 좀 더 높은 발현효율을 보이는 것

으로 보고 되고 있다. 전이벡터의 선택에 있어서 다음으로 중요한 것은

어떤 프로모터를 이용하여 목적유전자를 발현시킬 것인지를 고려하여야

한다. 앞서의 baculovirus의 유전자에서 보았듯이 baculovirus는 그 발현

시기에 따라 유전자가 나누어질 수 있으며 이들 유전자의 프로모터를 이

용한 다양한 벡터가 개발되어 있다. 따라서 목적으로 하는 단백질의 성상

에 따라 바이러스 감염초기에 발현을 확인할 필요가 있거나 또는 목적단

백질이 세포에 독성을 가지는 경우 등 그 성상에 따라 어떠한 프로모터를

이용하여 발현 시킬 것인가를 결정하여야 한다. 물론 가장 보편적으로 이

용되는 것은 무엇보다도 높은 발현효율과 안정성을 자랑하는 다각체 단

백질 유전자 및 p10 유전자의 프로모터를 이용하는 경우이다. 마지막으

로 전이벡터의 선택시 고려할 사항은 단일 유전자를 발현할 것인지 또는

동시에 두 가지 이상의 유전자를 발현 시킬 것인지 이다. 물론 이것 역시

목적으로 하는 단백질의 성상에 따라 선택하여할 부분이다.

전이벡터가 선택되면 다음으로는 목적 유전자를 어떤 상태로 전이벡터에

cloning 할 것인가를 결정하여야 한다. 프로모터로부터 첫 번째“ATG”

코든에서 부터 발현을 시작하기 때문에 당연히 목적유전자의“ATG”와

바이러스의 프로모터사이에는 이러한“ATG”코든이 존재하지 말아야 하

며 프로모터와“ATG”사이의 거리 역시 최소로 하여야 한다. 이러한 거리

차이는 그 발현효율에 매우 많은 향을 미치는 인자로써 일반적으로 50

bases 이하로 하는 것이 최적이며 짧을수록 좀 더 좋은 결과를 기대할 수

있다. 물론 유전자에 따라서는 그 거리가 150 bases 정도까지는 무난히

발현 시킬 수도 있으나 최적의 결과를 위해서는 그 거리를 최소로 하는

것이 바람직하다. 

현재 BEVS에 있어 가장 대중적으로 이용되고 있는 곤충세포주는 AcNPV

를 이용한 벡터계에 대해서는 Sf 계열 (Sf9과 Sf21)과 Trichoplusia ni 에서

유래된 Hi5 세포주가 있다. 일반적으로는 Sf 계열을 이용한 발현이 가장

많으며 좀 더 발현효율을 높이기 위한 수단으로 Hi5 세포주를 이용하고

있다. 그러나 어떠한 세포주를 이용하든 자신이 제작한 재조합 바이러스

의 성상에 맞게 세포상태를 최적화 시켰을 경우에만 최상의 발현 효율을

기대할 수 있다. 바이러스의 대량증식을 위해서는 크게 두 가지 방법이

이용될 수 있다. 역시 목적단백질의 성상에 따라 결정하여야 할 부분으로

단층배양 (monolayer culture)세포를 이용할 것인지 부유배양

(suspension culture)세포를 이용할 것인지를 결정하여야 한다. 일반적으

로 곤충세포의 경우 이 두 가지 배양이 다 가능하며 양쪽 방법으로의 적

응화도 쉽게 가능하다. 목적단백질의 소량 생산을 위해서는 일반적으로

단층배양에 의한 방법을 이용하고 있으며, 대량으로 생산할 경우에는 부

유배양방법을 사용하고 있다. 부유배양 방법을 사용할 경우에는 단층배

양방법에 비해 사전에 검정하고 고려되어야 할 부분이 더욱 많고 복잡하

지만 생산속도나 비용면에서는 좀 더 경제적인 이점이 있다.

BEVS를 제품화하여 시판중인 생명공학관련 회사로는 Invitrogen,

Clonetech, Novagen, 그리고 Stratagene 등의 규모가 비교적 큰 회사를

중심으로 제품이 시판되고 있다. 시판중인 벡터들은 회사별로 조금씩 프

로모터의 종류나 재조합 바이러스의 선발법 등에서 약간의 차이를 보이

기는 하지만, 근본적으로는 큰 차이를 가지고 있지는 않다. BEVS를 이용

한 단백질의 발현 서비스는 이러한 업체들보다는 조금은 규모가 작거나

단백질 발현을 전문으로 하는 곳에서 서비스를 수행 중으로, 미국과 국

을 중심으로 여러 나라의 많은 곳에서 서비스를 실시중에 있다. 서비스

수준은 기본적으로는 유전자의 클로닝에서부터 시작하여 BEVS 전과정에

대해 서비스를 실시중이며, 업체의 여건에 따라 각 과정에서 약간씩 차별

화된 서비스를 실시 중에 있다. 한 예로써 단백질에 관련된 여러 가지 서

비스를 실시하는 전문회사인 Protein Sciences의 경우에는 기본적인

BEVS 서비스와 더불어 단백질의 정제 부분에 중점을 둔 서비스를 실시

중으로, 특히 단백질 의약품 생산을 목적으로 BEVS에 생산된 단백질의

정제에 많은 비중을 두고 높은 서비스 단가를 책정하고 있다. 그 밖의 대

부분의 곳에서는 BEVS 그 자체에 좀 더 무게를 둔 서비스를 실시 중에 있

다. 서비스의 첫 번째 단계는 다른 서비스와 마찬가지로 1차적으로 고객

과의 상담을 통하여 실험설계를 실시하게 된다. 이 과정에서 목적으로 하

는 유전자가 BEVS에 의한 발현에 적합할지 그리고 어떤 상태로 발현 시

킬 것인지 등 의뢰자와 실험자의 충분한 정보공유가 필수적인 매우 중요

한 단계이다.  따라서 유전자를 발현시키고자하는 연구자는 적어도 목적

유전자의 구조에 대해서는 정보를 보유하고 있어야 하며, 가능하면 목적

단백질의 기본적인 성상에 대해서도 사전에 정보를 제공하여야 목적단백

질 발현의 실패율이 낮아질 수 있다. 잘못된 정보는 발현효율의 저하를

비롯하여 결국에는 발현의 실패로 이어지게 된다. 실험설계가 이루어지

면 앞서 언급된 것과 같은 순서에 의하여 실험을 수행하게 된다. 서비스

수준은 크게 다음의 몇 가지 단계로 나뉘어져 서비스 업체마다 내용과 수

준을 조금씩 달리하고 있다. 

1) 목적 유전자를 이용한 재조합 전이벡터의 제작: 여기에는 기본적인 클

로닝에서부터 염기서열의 확인과 플라스미드의 정제 등이 모두 포함된

다. 통상 1~2주 소요된다. 

2) 재조합 바이러스의 제작: 이 과정은 재조합 전이벡터와 바이러스

genomic DNA의 동시 전이에 의한 재조합 바이러스의 제작과정으로

곤충 세포주를 이용하는 첫 번째 단계이며 약 1주의 시간이 소요 된다. 

3) 재조합 바이러스의 분리: 제작된 재조합 바이러스를 순수하게 순화하

는 과정으로, 경우에 따라서는 1회의 순화로 완료될 수 있으나 통상 2

회 이상의 순화 과정을 거치게 된다. 순화를 수행하면서 동시에 목적산

물의 발현여부 및 목적 유전자의 바이러스 genome 내 존재 등에 대한

기본적인 확인 과정을 거치게 된다. 따라서 고객은 이 단계에서 원하는

목적산물의 발현가능성 여부를 확인할 수 있게 된다. 이 과정에서 잘못

된 순화나 확인은 대량 발현시 결국 목적 단백질의 낮은 발현율이나 잘

못된 발현과 직결되기 때문에 상당히 조심스럽게 수행된다. 약 2~3주

의 시간이 소요된다. 

4) 바이러스의 대량생산: 대량생산의 의미는 일반적으로 크게 두 가지로

설명된다. 배양부피 500 ㎖ 이하의 수준으로 어느 정도 목적산물의 생

산과 정제를 통한 단백질의 특성 분석이 가능한 수준의 작은 규모의 대

량생산과, 그 이상 수 리터 정도의 규모로 목적단백질을 분석수준이 아

닌 실제 이용이 가능한 수준으로의 생산으로 나눌 수 있다. 어느 경우

이든 대량생산 이전에 목적단백질 생산을 위한 적정 세포 농도 및 부

피, 바이러스의 접종 농도, 접종 시기, 단백질의 회수시기 및 방법 등에

대한 여러 가지 사전 검정을 실시한다. 그 결과에 따라 바이러스를 대
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량으로 접종하고 목적단백질을 생산하여 정제를 수행하게 된다. 기본

적으로는 대부분의 서비스 업체가 소규모의 대량생산을 서비스하고 있

기 때문에 어디를 통하든 분석이 가능한 수준의 목적 단백질은 얻을 수

있으며, 그 기간은 일반적으로 약 2~3주가 역시 소요된다. 그러나 대부

분의 경우 목적 단백질이 정제가 되지 않은 상태의 바이러스 감염 세포

를 그대로 공급하고 있으며 정제는 의뢰자의 몫으로 남겨두는 곳이 많

다. 단백질을 전문적으로 다루는 일정 규모 이상의 업체에서는 정제 서

비스까지 실시하고 있으나 그럴 경우 그 비용이 만만치 않은 단점이 있

다. 보통은 목적 단백질에 정제를 위한 tag를 단 상태로 발현시키기 때

문에 시중에 나와 있는 정제용 키트를 이용하더라도 어느 수준 이상의

정제는 손쉽게 가능하다.

위와 같은 기본적인 서비스를 중심으로 의뢰자의 요구에 따라 유전자의

클로닝에서부터 또는 곤충 세포주를 이용하는 바이러스의 제작단계에서

부터 서비스를 실시중이며, 최종적인 수준 역시 단순한 바이러스의 제작

이나, 대량생산을 위한 고농도의 바이러스 증식, 바이러스의 대량 배양

또는 정제까지의 여러 단계별로 서비스를 실시 중에 있다. BEVS가 많은

장점을 지니고 있음에도 더욱 많은 연구자가 손쉽게 접근하기 힘든 이유

로는, 기존의 대장균 발현계와는 달리 어느 정도 숙련된 세포배양기술이

필요하고 그에 따른 설비의 추가 구비가 필요하기 때문에 그러한 여건이

형성되지 않은 연구자들이 쉽게 이용할 수 없는 제약이 있다. 따라서 목

적단백질의 분석을 위한 1회성 발현을 목적으로 하거나 또는 대량생산을

목적으로 BEVS의 적합성을 검정하는 경우의 어느 경우이든 1차적으로는

전문서비스 업체를 통해 발현서비스를 받는 것이 시간적으로나 경제적으

로 손실을 최소화 시킬 수 있는 방법으로 여겨지며 그에 따라 많은 서비

스업체가 BEVS 서비스를 실시중인 것이다.

최근 baculovirus 발현계는 단순한 유전자의 대량발현 보다는 다른 쪽으

로의 응용성에 대한 연구가 더 많이 이루어지고 있다. 대표적인 것이 인

간의 질병치료를 목적으로한 유전자치료 (gene theraphy)에의 이용으로

써, 놀랍게도 baculovirus가 거의 모든 동물세포내로의 침입이 가능하다

는 사실과 더불어 인간에게는 매우 안전한 바이러스라는 점 때문에

baculovirus를 인간 체내로의 유전자 전달자로써 이용하려는 시도가 활발

히 이루어지고 있으며 최근에는 그와 관련된 임상시험도 진행중인 것으

로 알려져 있다. 또한 단순한 발현계와 다른 peptide library나 cDNA

library 등의 제작이 가능한 표면발현계 (surface expression system)로의

가능성 또한 인정되어 그에 대한 연구 역시 활발히 이루어지고 있기에 앞

으로 이를 이용한 연구나 응용의 폭이 더욱 확대될 것으로 여겨진다. 한

편 BEVS를 이용한 실제적인 의약품과 같은 제품 개발이 거의 마지막 단

계까지 진행되고 있는 것으로 알려지고 있어 조만간 그리고 향후에 BEVS

에 대한 이용과 수요는 점차 확대될 것으로 조심스럽게 기대한다.
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