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요     약 

고요산혈증(hyperuricemia)은 퓨린 대사 이상으로 인해 체내에 요산(uric acid)이 과도하게 축적되어 

발생하는 대사성 질환으로, 통풍(gout), 신장질환, 심혈관 질환 등 다양한 만성 질환과 밀접하게 관련되어 

있다. 이를 치료하기 위한 접근법 중 하나로 유리케이스(UOX)를 활용한 uricase enzyme therapy 가 주목받고 

있으나, 해당 효소가 요산을 분해하는 과정에서 과산화수소(H₂O₂)라는 독성 부산물이 함께 생성되며, 이로 

인한 활성산소종(ROS)-매개 세포 독성 및 조직 손상이 치료의 새로운 병리적 부작용으로 보고되고 있다. 

H₂O₂는 세포 내 산화 스트레스를 유도하여 DNA 손상, 세포 사멸(apoptosis), 염증 반응 및 조직 섬유화 등을 

초래할 수 있으며, 이러한 문제는 uricase 치료의 주요한 임상적 한계로 대두되고 있다. 이를 해결하기 위해 

본 연구에서는 요산 분해 효소인 UOX 와 과산화수소 제거 효소인 카탈레이스(CAT)를 자발적으로 

결합시키는 새로운 모듈형 효소 복합체 전략을 제안하였다. 기존의 직접 융합(fusion) 또는 나노입자 

캡슐화(encapsulation) 방식이 구조적 유연성 저하, 낮은 효소 활성, 재현성 부족 등의 기술적 한계를 지닌 

반면, 본 연구에서는 생리적 조건에서도 선택적이고 안정적인 상호작용이 가능한 coiled-coil 기반 류신지퍼 

모티프를 각각의 효소에 부착하여, 비융합 방식의 가역적이고 자발적인 복합체 형성을 유도하였다. 이 

과정에서 결합력 강화를 위해 시스테인 변이를 도입하였다. 형성된 복합체는 Size-exclusion 

chromatography(SEC) 및 Dynamic Light Scattering(DLS)을 통해 그 물리화학적 특성이 입증되었으며, 

기능적 분석에서도 낮은 효소 농도에서도 uric acid 분해와 H₂O₂ 제거가 기존 단일 효소 처리 대비 현저히 

향상되는 결과를 보였다. 특히 H₂O₂ 제거에 있어 거의 완전한 제거 효과를 나타냈다. 이어진 HCT116 세포 

기반 실험에서는 모듈형 복합체가 H₂O₂ 유발 세포 독성을 효과적으로 억제하고, 세포 생존율 증가 및 

apoptosis 관련 지표(TUNEL, PI 염색)의 유의한 감소를 유도하였다. 이러한 결과는 기존 uricase 치료의 

한계로 지적되던 산화 스트레스 문제를 해결할 수 있는 효과적인 전략을 제시함과 동시에, 각 효소의 고유 

활성을 유지하며 복합 cascade 반응을 구현할 수 있는 플랫폼 기술로서의 가능성을 입증한다. 본 시스템은 

향후 고요산혈증뿐 아니라, 다중 효소 반응 기반의 치료제 및 바이오산업 전반에 활용될 수 있는 범용적 

응용 잠재력을 갖는다.  

도메인 특이적 교차결합에 의한 요산분해효소–카탈라아제 융합체의 공학적 설계: 

고요산혈증 치료의 새로운 전략 
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Abstract 

Hyperuricemia is a metabolic disorder caused by abnormal purine 

metabolism, leading to excessive accumulation of uric acid in the body. It is 

closely associated with chronic conditions such as gout, kidney disease, and 

cardiovascular disorders. Among the therapeutic approaches, uricase-based 

enzyme therapy has gained attention for its ability to degrade uric acid. 

However, the enzymatic reaction also produces hydrogen peroxide (H₂O₂) 

as a byproduct, which acts as a reactive oxygen species (ROS) and induces 

cytotoxicity and tissue damage. This oxidative stress has emerged as a critical 

unmet need in current uricase therapy. To address this limitation, we 

developed a modular enzyme complex strategy that enables spontaneous 

assembly of uricase (UOX) and catalase (CAT), an H₂O₂-degrading enzyme, 

without direct fusion. While conventional fusion or nanoparticle-encapsulation 

methods often suffer from structural rigidity, reduced enzyme activity, and 

poor reproducibility, our approach utilizes coiled-coil leucine zipper motifs 

attached independently to each enzyme to mediate selective, reversible 

interactions under physiological conditions. Furthermore, cysteine mutations 

were introduced to enhance the binding affinity between the motifs. The 

formation of the UOX–CAT complex was confirmed through biophysical 

characterization using size-exclusion chromatography (SEC) and dynamic 

light scattering (DLS). Functional analysis revealed that the coiled-coil-

mediated enzyme complex significantly improved both uric acid degradation 

and H₂O₂ elimination even at low enzyme concentrations, with nearly 

complete removal of H₂O₂ achieved. In cell-based assays using HCT116 

colorectal cancer cells, the modular complex effectively protected against 

Engineering of a Uricase–Catalase Fusion Complex via Domain-Specific 

Cross-Linking: A Novel Strategy for Hyperuricemia Treatment 
 

Jong-Ha Park 

 

Department of Chemical Engineering, The Graduate School, 

Pukyong National University 
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H₂O₂-induced cytotoxicity, leading to improved cell viability and marked 

reductions in apoptosis-related indicators such as TUNEL and PI staining. 

These findings demonstrate that our modular assembly strategy can overcome 

the limitations of conventional uricase therapies by enabling efficient 

detoxification of harmful byproducts while preserving the native structure and 

function of each enzyme. This platform technology holds potential not only for 

the treatment of hyperuricemia but also for broader applications in multi-

enzyme cascade systems in therapeutic and industrial contexts.



1 

 

I. 서론 

고요산혈증(hyperuricemia)은 퓨린 대사(purine metabolism) 경로의 

이상으로 인해 체내에 요산(uric acid)이 과다 축적되는 질환으로, 통풍(gout), 

신장결석(renal stone), 고혈압, 심혈관 질환 등 다양한 중증 질환과 밀접하게 

연관되어 있다 [1], [2]. 고요산혈증의 발병은 단순한 대사 이상을 넘어, 인체 

조직의 기능적 손상과 염증 반응을 유발하여, 삶의 질 저하 및 의료비 부담 

증가로 이어진다 [3]. 현재 임상적으로 사용되는 고요산혈증 치료제에는 잔틴 

산화효소(xanthine oxidase) 억제제(예: allopurinol, febuxostat)와 요산 

배설 촉진제(uricosuric agents, 예: probenecid)가 있으며, 이외에도 요산을 

직접적으로 분해하는 유리케이스(uricase, UOX) 기반 치료제(예: 

pegloticase)가 개발되어 사용되고 있다 [4], [5] 

UOX 는 요산을 알란토인(allantoin)과 과산화수소(hydrogen peroxide, 

H₂O₂)로 분해하는 반응을 촉매하는 효소이다 [6]. 알란토인은 수용성이 

높아 쉽게 배설되기 때문에, 요산 축적 문제를 본질적으로 해결할 수 있는 

근본적 치료 전략으로 간주된다. 그러나 UOX 에 의한 요산 분해 과정 중 

생성되는 H₂O₂는 단순한 부산물이 아니라, 세포 내 활성산소종(reactive 

oxygen species, ROS)으로 작용하여 세포막을 손상시키고, 미토콘드리아 

기능 저하, DNA 손상, 세포 사멸(apoptosis) 및 조직 섬유화(fibrosis) 등을 

유발하는 독성 인자로 작용한다 [7], [8]. 이러한 이유로, UOX 기반 치료를 

적용할 때 생성되는 H₂O₂를 효과적으로 제어하지 못할 경우, 오히려 조직 

손상과 부작용을 야기할 위험이 존재한다. 



2 

 

이러한 문제점을 해결하기 위해 기존 연구에서는 UOX 와 과산화수소를 

분해하는 효소인 카탈레이스(catalase, CAT)를 함께 사용하는 전략이 

시도되었다. 대표적으로는 UOX 와 CAT 을 동일 나노입자에 공동 포집하거나 

[9], 고분자 기반 스캐폴드(polymer scaffold)에 두 효소를 부착하여 

cascade 반응(cascade reaction)을 유도하는 방법이 개발되었다 [10], [11]. 

또한, 두 효소를 단백질 수준에서 직접 융합(fusion)하는 전략도 시도되었다. 

이들 접근법은 초기에는 긍정적인 반응을 얻었지만, 시간이 지남에 따라 여러 

가지 기술적 한계가 명확히 드러났다. 

첫째, 직접 융합 단백질의 경우, 융합 부위에서의 입체적 

간섭(stereochemical interference)으로 인해 각각의 효소 활성이 저하되는 

문제가 발생하였다 [12]. 특히 UOX 와 CAT 은 각각 구조적으로 복잡하고 

고유의 활성 부위(active site)를 가지기 때문에, 단순히 연결하는 것만으로는 

고유 활성을 온전히 유지할 수 없었다. 둘째, 나노입자나 고분자 스캐폴드를 

이용한 공포집 전략은 제조 공정이 복잡하고 일관성이 떨어졌으며, 대량 생산 

시 공정 최적화가 어렵고, 생체 내 면역 반응(immune response)을 유발할 수 

있는 위험성을 내포하고 있었다 [13]. 셋째, 두 효소의 비율을 정밀하게 

제어하기 어렵고, 각각의 구조적 안정성이 시간이 지남에 따라 저하되는 

문제가 있었다 [14] 

특히, cascade 반응 시스템의 본질적 요구사항은 두 효소가 물리적으로 

근접하여 신속하고 효율적으로 반응을 이어갈 수 있어야 한다는 점이다. 효소 
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간 거리가 멀거나 구조적으로 유연하지 않을 경우, 중간 생성물인 H₂O₂가 

확산되어 독성 반응을 유발하거나 반응 효율이 급격히 저하될 수 있다. 따라서 

두 효소를 적절한 거리에서 안정적으로 결합시키면서도, 각 효소의 기능적 

활성을 보존할 수 있는 새로운 설계 전략이 필요하였다. 

이러한 배경 하에 본 연구에서는 "모듈형 조립(modular assembly)"이라는 

새로운 접근 방식을 제안하였다. 모듈형 조립이란, 전체 단백질을 융합하는 

것이 아니라, 각 단백질에 독립적인 결합 모듈을 부착하고, 이들 모듈 간의 

상호작용을 통해 복합체를 자발적으로 형성하는 방식이다. 특히 본 연구에서는 

류신지퍼(leucine zipper) 기반의 coiled-coil motif 를 활용하여, 두 효소가 

선택적이고 가역적으로 결합할 수 있도록 설계하였다 [15]. 류신지퍼는 7 개의 

아미노산 단위(heptad repeat)로 구성되며, 특정 위치의 류신(Leu) 잔기가 

소수성 상호작용을 유도하고, e 와 g 위치의 전하 상호작용을 통해 선택적인 

이형 이량체(heterodimer) 결합을 가능하게 한다. 이러한 구조적 특성은 두 

단백질을 유연하면서도 안정적으로 연결할 수 있는 이상적인 플랫폼을 

제공한다 [16]. 

또한, 본 연구에서는 단순한 류신지퍼 모티프에 머무르지 않고, 모티프 

중심부에 시스테인(cysteine) 변이를 추가하여 이황화 결합(disulfide bond) 

형성을 유도함으로써, 생리적 조건 하에서도 강한 결합력을 유지할 수 있도록 

개선하였다. 이를 통해 희석 조건이나 in vivo 환경에서도 안정적으로 유지될 

수 있는 복합체를 구축하고자 하였다. 
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구체적으로, 본 연구에서는 UOX 와 CAT 에 각각 상보적인 coiled-coil 

모티프(Zecys 및 Zrcys)를 부착하여 독립적으로 발현한 후, 별도의 조작 없이 

자발적으로 복합체를 형성하도록 설계하였다. 이후 Size-exclusion 

chromatography(SEC)와 Dynamic Light Scattering(DLS) 등 다양한 

생물물리학적 분석을 통해 복합체의 형성 여부와 안정성을 확인하고, uric acid 

분해 및 H₂O₂ 제거 효율을 다양한 조건에서 평가하였다. 특히, 5 nM 과 같은 

낮은 효소 농도에서도 cascade 반응 효율이 유지되는지를 중점적으로 

검증하였다. 추가적으로 HCT116 대장암 세포주를 이용하여 세포 독성 완화 

효과를 평가하고, confocal microscopy 를 통해 세포 사멸 신호를 직접적으로 

관찰하였다. 본 연구는 단순히 두 효소를 물리적으로 결합시키는 것을 넘어서, 

효소의 고유 활성을 최대한 보존하면서도, 효소 간 거리와 상호작용을 

정밀하게 제어할 수 있는 새로운 모듈형 설계 전략을 제시하고자 하였다.  
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Ⅱ. 이론적 배경 

 

1. 요산(Uric Acid) 대사와 고요산혈증(Hyperuricemia) 

1.1. 요산 대사 경로와 고요산혈증의 발생 

요산(uric acid)은 퓨린(purine) 대사의 최종 산물로, 체내에서 에너지 

대사나 뉴클레오타이드(nucleotide) 분해 과정 중 자연스럽게 생성된다. 

퓨린은 아데닌(adenine)과 구아닌(guanine) 등 DNA 와 RNA 의 구성 

요소로 존재하며, 이들이 분해되면서 하이포잔틴(hypoxanthine), 

잔틴(xanthine) 등의 중간 산물을 거쳐 최종적으로 요산으로 전환된다 [17]. 

이 과정은 Figure 1 에서와 같이 주로 간(hepatocyte)에서 일어나며, 잔틴 

산화효소(xanthine oxidase, XO)가 하이포잔틴을 잔틴으로, 잔틴을 

요산으로 산화시키는 반응을 촉진한다 [18]. 

생성된 요산은 혈액으로 방출되어 주로 신장을 통해 배설되며, 일부는 

장을 통해서도 제거된다. 정상적인 생리 상태에서는 요산의 생성량과 

배설량이 균형을 이루어 혈청 내 요산 농도가 일정 수준(약 3.5–7.2 

mg/dL)으로 유지된다 [19]. 그러나 요산 생성이 과다하거나, 배설 기능에 

문제가 생기면 혈중 요산 농도가 상승하게 된다. 

 이러한 상태를 고요산혈증(hyperuricemia)이라고 하며, 임상적으로 

남성의 경우 7.0 mg/dL, 여성의 경우 6.0 mg/dL 이상의 혈청 요산 농도로 

정의된다 [20]. 요산 농도 상승의 원인은 크게 두 가지로 구분된다. 첫째, 
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퓨린 대사가 과도하게 활성화되거나 세포 파괴(cell lysis)가 급격히 

증가하는 경우로, 예를 들면 암 치료 중 발생하는 종양 용해 증후군(tumor 

lysis syndrome)이나 비만, 고단백 식이 등은 요산 생성을 증가시킨다 [20]. 

둘째, 신장 기능 저하로 인해 요산 배설이 감소하는 경우이다. 신장질환, 탈수, 

특정 약물(예: 이뇨제) 사용 등이 요산의 신장 배설을 방해하여 

고요산혈증을 초래할 수 있다 [21]. 고요산혈증이 지속될 경우, 요산은 

혈중에서 과포화 상태를 이루어 나트륨 요산염(sodium urate) 결정체를 

형성하게 된다. 이러한 결정체는 관절, 연골, 신장 등에 침착하여 염증 반응을 

일으키며, 대표적으로 통풍(gout) 발작이나 신장결석(uric acid 

nephrolithiasis)으로 이어질 수 있다 [22]. 또한, 만성적인 고요산혈증은 

심혈관질환, 고혈압, 당뇨병 등의 발병 위험을 높이는 것으로 보고되었다 

[23]. 요산 자체는 정상 농도에서는 항산화제 역할을 하여 혈액 내 산화 

스트레스를 감소시키는 긍정적 기능을 수행할 수 있다. 하지만 농도가 

과도해지면 항산화 기능을 상실하고 오히려 산화 스트레스(oxidative 

stress)를 유발하여, 혈관 내피세포 손상, 염증 반응 증폭, 대사성 질환의 

악화에 기여하는 것으로 알려져 있다 [24]. 이러한 이유로, 고요산혈증의 

조기 진단 및 적절한 치료개입은 매우 중요하며, 요산 생성 억제(xanthine 

oxidase inhibitors) 또는 요산 제거 촉진(uricosuric agents)을 통한 혈중 

요산 농도 조절은 통풍과 고요산혈증 관련 질환 예방의 핵심 전략으로 

여겨진다. 
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Figure 1. 고요산혈증 발생과 요산 대사 경로 
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1.2. 고요산혈증 치료 

고요산혈증(hyperuricemia)은 체내 요산 농도가 비정상적으로 

상승하여 통풍(gout), 신장질환, 심혈관질환 등 다양한 합병증을 유발할 

수 있기 때문에, 조기 진단과 적극적인 치료개입이 필수적이다. 

고요산혈증의 치료는 크게 비약물요법(non-pharmacological 

therapy)과 약물요법(pharmacological therapy)으로 구분된다 [25]. 

1.2.1. 비약물요법 

비약물적 접근은 생활습관 개선을 중심으로 한다. 고퓨린 식품(육류, 

내장류, 해산물 등)의 섭취를 제한하고, 과당 함유 음료 및 알코올 섭취를 

줄이는 것이 권장된다 [26]. 또한 충분한 수분 섭취를 통해 요산 배설을 

촉진하고, 체중 조절을 통해 요산 수치를 정상화하는 데 도움이 된다. 

1.2.2. 약물요법 

약물요법은 요산 농도가 높거나 통풍 발작이 빈번한 경우 적용되며, 

크게 세 가지 접근 방법이 존재한다 [27]. 

1) 요산 생성 억제제 

잔틴 산화효소(xanthine oxidase) 억제제는 퓨린 대사 과정에서 요산 

생성을 억제하는 방식으로 작용한다. 대표적인 약물로 

알로퓨리놀(allopurinol)과 페북소스타트(febuxostat)가 있으며, 요산 

생성량을 감소시켜 혈중 요산 농도를 안정적으로 관리할 수 있다 [28]. 
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2) 요산 배설 촉진제 

요산 배설 촉진제(uricosuric agents)는 신장에서 요산 재흡수를 

억제하고 배설을 증가시킨다. 프로베네시드(probenecid) 등이 사용되며, 

요산 배설 장애가 주된 원인인 환자에서 효과적이다 [28]. 

3) 효소 기반 요산 분해 치료제 – UOX 기반 치료 

최근 고요산혈증 치료에서 주목받는 전략은 UOX 기반 효소 치료법이다. 

인간은 진화 과정 중 UOX 유전자의 기능을 상실하여 요산을 

알란토인(allantoin)으로 분해하지 못하는 특성을 가지게 되었지만, 

외부에서 uricase 를 공급함으로써 요산을 직접적으로 제거하는 새로운 

치료 접근이 가능해졌다 [29]. 대표적인 UOX 제제로는 

페글로티케이스(pegloticase)가 있으며, 이는 효소의 안정성과 지속성을 

향상시키기 위해 PEG(폴리에틸렌 글라이콜)로 변형된 형태로 

개발되었다 [30]. 페글로티케이스는 혈중 요산 농도를 빠르고 효과적으로 

정상화할 수 있으며, 특히 기존 치료제에 반응하지 않는 고요산혈증 

환자에서도 우수한 치료 효과를 나타낸다. 

UOX 기반 치료는 기존의 요산 생성 억제나 배설 촉진 방식과는 다르게, 

요산 자체를 화학적으로 분해하여 수용성 및 배설성이 뛰어난 

알란토인으로 전환하는 특징을 가진다 [29]. 알란토인은 요산보다 훨씬 

높은 수용성을 지니기 때문에 결정체 형성을 방지할 수 있으며, 이를 통해 

통풍 발작 및 기타 합병증 발생 위험을 근본적으로 감소시킬 수 있다. 
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이러한 효소 기반 치료는 특히 요산 농도가 극단적으로 높은 환자나, 기존 

약물에 충분히 반응하지 않는 경우에도 신속하고 강력한 요산 감소 효과를 

기대할 수 있다는 점에서 새로운 고요산혈증 관리 옵션으로 각광받고 있다 

[30]. 
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2. 유리케이스 (Uricase, UOX) 

유리케이스(uricase, UOX)는 요산을 수용성이 뛰어난 

알란토인(allantoin)과 과산화수소(hydrogen peroxide, H₂O₂)로 

산화시키는 산화효소(oxidase)로, 요산 대사의 마지막 단계를 담당하는 

중요한 효소이다. 대부분의 포유류, 조류, 양서류는 UOX 를 발현하여 요산을 

알란토인으로 추가 분해할 수 있으나, 인간과 일부 고등 영장류는 진화 

과정에서 UOX 유전자가 비활성화되어 이 기능을 상실하였다 [30]. 그 결과 

인간은 요산을 최종 대사산물로 축적하게 되었고, 고요산혈증 및 이에 따른 

다양한 합병증에 취약해졌다. UOX 는 일반적으로 사량체(tetramer) 형태를 

이루며, 각 소단위체(subunit)는 약 34 kDa 크기를 가진다. 단백질은 α-

나선(α-helix)과 β-병풍구조(β-sheet)가 조합된 형태로 안정성을 

유지하고 있으며, 중심부에 위치한 활성 부위(active site)는 요산 분자와 

결합하여 반응을 촉진한다 [31]. UOX 는 금속 이온이나 보조 

인자(cofactor)를 필요로 하지 않고, 분자 산소(O₂)를 직접 이용해 요산을 

알란토인으로 산화시키는 비-금속 의존성 산화효소(non-metal dependent 

oxidase)로 분류된다. UOX 가 촉매하는 반응은 단순하지만, 생리학적으로 

매우 의미가 크다. 요산이 활성 부위에 결합하면 산소 분자와 반응하여 

알란토인과 H₂O₂를 생성한다. 알란토인은 수용성이 매우 뛰어나기 때문에 

체외로 쉽게 배설될 수 있으며, 요산에 비해 결정체 형성 위험이 현저히 낮다 
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[32]. 이로 인해 UOX 는 요산 관련 질환 예방에 있어 핵심적인 역할을 수행할 

수 있다. 

외부에서 UOX 를 보충하는 치료 전략은 고요산혈증의 근본적 해결을 목표로 

한다. 그러나 UOX 기반 치료에는 중요한 한계점이 존재한다. UOX 가 요산을 

알란토인으로 전환하는 과정에서 생성되는 H₂O₂는 단순한 부산물이 아니라, 

생체 내에서 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)으로 작용하여 

다양한 형태의 세포 독성을 유발할 수 있다 [30]. 과산화수소는 세포막을 

자유롭게 투과할 수 있으며, 세포 내 미토콘드리아 손상, DNA 손상, 단백질 

변성, 지질 과산화(lipid peroxidation) 등을 통해 세포 기능 저하 및 

자멸사(apoptosis)를 촉진할 수 있다 [33]. 

특히, H₂O₂ 농도가 높게 유지될 경우 조직 내 만성 염증 반응, 

섬유화(fibrosis), 심혈관계 질환 악화 등이 유발될 수 있으며, 이는 고요산혈증 

치료 과정에서 새로운 합병증 발생 위험으로 이어질 수 있다. 따라서 단순히 

UOX 를 공급하는 것만으로는 완전한 치료 효과를 기대하기 어렵고, 요산 

분해와 동시에 생성되는 H₂O₂를 효과적으로 제거하거나 제어하는 보완 

전략이 필수적이다 [34]. 

이러한 배경 속에서 최근 연구들은 UOX 기반 치료의 한계를 극복하기 위해, 

UOX 와 H₂O₂ 분해 효소(catalase 등)를 결합하거나, 두 효소를 cascade 

형태로 연계하여 H₂O₂를 즉각적으로 제거하는 시스템 개발에 집중하고 
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있다. 이를 통해 요산 제거 효과는 유지하면서도, H₂O₂에 의한 부작용을 

최소화할 수 있는 새로운 치료 플랫폼 구축이 시도되고 있다 [9]. 

요약하면, UOX 는 요산 대사의 핵심 효소로서 고요산혈증 및 관련 질환의 

치료에 있어 근본적 해결책을 제공할 수 있는 강력한 도구이지만, 그 반응 

부산물인 H₂O₂의 독성 문제를 동시에 해결해야 한다는 새로운 과제가 

존재한다. 이에 따라 UOX 를 보다 안전하고 효과적으로 활용하기 위한 혁신적 

전략이 활발히 연구되고 있으며, 본 연구 역시 이러한 흐름 속에서 새로운 

모듈형 효소 복합체를 제시하고자 한다.  
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3. 카탈레이스(Catalase, CAT) 

카탈레이스(catalase, CAT)는 과산화수소(hydrogen peroxide, 

H₂O₂)를 물(water, H₂O)과 산소(oxygen, O₂)로 분해하는 효소로, 생체 

내에서 산화 스트레스(oxidative stress)를 조절하는 데 필수적인 역할을 

수행한다. CAT 는 세포 내 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)을 

제어하는 대표적인 항산화 효소 중 하나이며, 특히 H₂O₂제거에 있어 가장 

높은 효율을 가진 것으로 알려져 있다 [35]. 

CAT 는 고등 동물, 식물, 미생물 등 다양한 생물종에 널리 분포하며, 주로 

H₂O₂생성이 활발한 기관이나 세포 소기관, 예를 들어 간(hepatocytes), 

신장(kidney), 적혈구(red blood cells), 그리고 과산화소체(peroxisome) 

등에 높은 농도로 존재한다 [36]. 특히 과산화소체 내에서는 지방산 β-산화 

과정 등에서 생성되는 H₂O₂를 신속하게 제거함으로써 세포 손상을 

방지하는 데 중요한 기능을 담당한다. 

CAT 은 4 개의 동일한 소단위체로 구성된 사량체(tetrameric enzyme) 

형태를 이루며, 각 소단위체는 약 55~60 kDa 크기를 가진다 [37]. 각 

소단위체는 하나의 헴(heme) 그룹을 포함하고 있으며, 이 헴 그룹이 H₂O₂ 

분해 반응의 중심 역할을 한다. H₂O₂분해 반응은 다음과 같은 단계로 

진행된다. 

1. 첫 번째 H₂O₂분자가 헴 중심에 결합하여, 헴 철(Fe³⁺)이 산화되고 

고활성 중간체(compound I)가 형성된다. 
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2. 이어서 두 번째 H₂O₂ 분자가 이 고활성 상태의 헴에 의해 산화되면서, 

물(H₂O)과 산소(O₂)로 분해된다. 

이 과정을 통해 하나의 CAT 분자는 매우 빠른 속도로 H₂O₂를 분해할 수 

있으며, 분해 효율(turnover rate)은 초당 수백만 분자의 과산화수소를 처리할 

수 있을 정도로 높다 [35]. 

생리학적으로 CAT 는 세포 내 과산화수소 농도를 낮추어 세포막 지질 

과산화(lipid peroxidation), DNA 손상, 단백질 변성 등을 예방하는 데 

기여한다. 과산화수소는 농도가 낮을 때 세포 신호전달에 관여하기도 하지만, 

농도가 높아지면 강력한 산화 스트레스를 유발하여 세포 사멸(apoptosis)이나 

괴사(necrosis)를 초래할 수 있다 [33]. 특히 미토콘드리아나 핵과 같은 핵심 

세포 소기관이 손상될 경우, 이는 다양한 퇴행성 질환과 염증성 질환의 

발병으로 이어질 수 있다. 

CAT 는 다른 항산화 효소들과 함께 작용하여 세포의 산화 방어망을 

구성한다. 예를 들어, 초산화물 불균등화효소(superoxide dismutase, 

SOD)는 초산화이온(superoxide, O₂⁻)을 H₂O₂로 변환하고, 이어서 CAT 

가 이 H₂O₂를 물과 산소로 최종 제거하는 cascade 를 이룬다. 이처럼 

CAT 는 생체 내 ROS 조절 시스템의 마지막 관문에 위치하여, 산화 스트레스의 

최종 억제자로서 중요한 역할을 한다 [38]. 

특히 고요산혈증 치료와 관련하여, UOX 가 요산 분해 과정에서 H₂O₂를 

대량 생성하는 특성을 고려할 때, 이를 효과적으로 제거할 수 있는 효소로서 
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CAT 의 중요성은 더욱 부각된다. 단순히 요산만 제거하는 것이 아니라, 동시에 

생성되는 H₂O₂를 신속하게 분해하여 2 차 독성 효과를 차단하는 것이 

고요산혈증 치료의 성공 여부를 결정짓는 핵심 요소이기 때문이다. 

따라서 본 연구에서는 CAT 를 UOX 와 함께 모듈형 복합체로 결합시켜, 요산 

제거와 H₂O₂ 제거를 동시에 구현하는 cascade 반응 시스템을 구축하고자 

하였다. 이를 통해 고요산혈증 치료 과정에서 발생할 수 있는 세포 독성과 

부작용을 최소화하고, 치료 효율을 극대화할 수 있을 것으로 기대된다. 
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4. Coiled-coil 구조 

Coiled-coil 두 개 이상의 α-나선(α-helix)들이 서로 감겨 나선 형태를 

이루는 단백질의 구조적 모티프(motif)로, 단백질 간 상호작용을 매개하거나 

고차구조 형성에 중요한 역할을 하는 기본적인 생화학적 요소이다. 이 구조는 

단백질 안정성 향상 뿐만 아니라, 특정 결합 특이성(specificity)과 

방향성(directionality)을 부여하는 데도 기여한다 [39]. 

Coiled-coil 의 가장 대표적인 특징은 heptad repeat 라 불리는 7 개 

아미노산의 반복 배열이다. 이 반복 배열은 a, b, c, d, e, f, g 위치로 구분되며, 

특히 a 와 d 위치에 소수성(hydrophobic) 아미노산, 주로 류신(leucine)이나 

발린(valine) 같은 잔기가 반복적으로 존재한다 [40]. 이러한 소수성 잔기들은 

서로의 α-나선끼리 소수성 결합(hydrophobic interaction)을 형성하여 

안정적인 이중 나선(double helix) 또는 다중 나선 구조를 형성하게 된다. 반면, 

e 와 g 위치에는 대개 전하를 띤 잔기(양이온성 또는 음이온성 아미노산)가 

배치되어, 서로의 전하 상호작용(electrostatic interaction)을 통해 결합 

특이성을 더욱 강화한다. 

특히 류신지퍼(leucine zipper)는 대표적인 coiled-coil 형태로, 다양한 

전사인자(transcription factor)나 단백질 복합체에서 자연적으로 발견된다 

[41]. 류신지퍼에서는 7 번째마다 규칙적으로 등장하는 류신 잔기가 중심 

소수성 면을 형성하며, 두 α-나선이 안정적으로 결합하게 만든다 (Figure 2). 
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이 구조는 이종 이량체(heterodimer) 또는 동종 이량체(homodimer) 결합을 

선택적으로 유도할 수 있는 설계 유연성을 제공한다. 

Coiled-coil 구조는 그 특성상 여러 가지 중요한 생물학적 기능을 수행한다. 

첫째, 특정 단백질 파트너와의 선택적 결합을 가능하게 하여, 세포 내 복합체 

조립이나 신호 전달 경로에서 핵심적인 역할을 한다. 

둘째, 단백질 간 근접을 유도하고, 구조적 안정성을 부여함으로써 복합 

반응(cascade reaction)이나 기능성 플랫폼 구축에 적합하다. 

셋째, 모듈화(modularity)가 용이하여, 다양한 단백질에 손쉽게 부착하거나 

분리할 수 있는 엔지니어링 플랫폼으로 활용할 수 있다 [42]. 

본 연구에서는 이러한 coiled-coil 의 생화학적 특성을 적극 활용하였다. 

UOX 와 CAT 각각에 상보적인 coiled-coil 모티프를 부착함으로써, 두 효소가 

직접 융합되지 않더라도 자발적이고 특이적인 복합체 형성을 유도하고자 

하였다. 이를 통해 UOX 에 의해 생성된 H₂O₂를 CAT 이 즉각적으로 분해할 

수 있도록 cascade 반응 시스템을 구축할 수 있었다. 

또한, 단순한 coiled-coil 모티프뿐 아니라, 모티프 내에 시스테인(cysteine) 

변이를 도입하여 이황화 결합(disulfide bond) 형성을 유도함으로써, 생리적 

환경에서도 보다 강력하고 안정적인 복합체를 유지할 수 있도록 설계하였다 

(Figure 3). 
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Figure 2. Coiled-coil 의 아미노산 배열 및 구조 [43]. 
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Figure 3. UOX/CAT 복합체의 구조.  
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Ⅲ. 연구 목표 

고요산혈증(hyperuricemia)은 퓨린 대사의 이상으로 인해 체내에 요산이 

과도하게 축적되어 발생하는 대사성 질환으로, 통풍(gout), 신장 질환, 심혈관 

질환 등 다양한 만성 질환의 위험 요인으로 알려져 있다. 

현재 고요산혈증에 대한 치료 전략 중 하나로는 UOX 를 이용하여 요산을 

보다 수용성 높은 알란토인(allantoin)으로 전환시키는 접근이 임상에서 

활용되고 있다. 이러한 UOX 기반 치료는 혈중 요산 농도를 효과적으로 

감소시킬 수 있으나, 반응 과정에서 H₂O₂가 부산물로 함께 생성된다는 

한계를 지닌다. 

H₂O₂는 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 중 하나로, 높은 

투과성을 지녀 세포막을 자유롭게 넘나들며, 세포 내 지질 과산화, 단백질 변성, 

DNA 손상 등을 통해 세포 기능을 저하시킨다. 고농도의 H₂O₂는 

자멸사(apoptosis) 및 괴사(necrosis)를 촉진하고, 조직 내 만성 염증반응과 

섬유화(fibrosis)를 유발함으로써, 오히려 치료 도중 새로운 조직 손상을 

일으킬 위험성을 내포하고 있다. 따라서 요산 제거만으로는 충분하지 않으며, 

요산 분해 과정에서 생성되는 H₂O₂를 동시에 제거할 수 있는 복합적이고 

정교한 치료 시스템이 요구된다. 

이러한 문제를 해결하기 위해, 본 연구는 UOX 와 CAT 를 결합한 cascade 

반응 시스템을 구축하여, 요산 분해와 동시에 H₂O₂ 제거를 구현하는 것을 

목표로 한다. CAT 는 생체 내 H₂O₂ 제거를 담당하는 대표적 항산화 효소로, 
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매우 높은 반응 속도를 통해 H₂O₂를 물과 산소로 신속히 분해할 수 있다. 

따라서 UOX 에 의해 생성된 H₂O₂를 CAT 이 즉각 분해하는 cascade 

시스템을 구축하면, 고요산혈증 치료의 효과를 극대화할 수 있을 것으로 

기대된다. 

그러나 단순히 두 효소를 물리적으로 혼합하는 것만으로는 효율적인 cascade 

반응을 보장할 수 없다. 효소 간 거리가 멀어질 경우, 중간 생성물인 H₂O₂가 

세포 내에 확산되어 독성 반응을 유발할 가능성이 높아지기 때문이다. 기존의 

직접 융합(fusion protein) 방식은 두 효소를 하나의 단백질로 연결함으로써 

거리를 극소화 할 수는 있지만, 융합 부위에서의 입체적 간섭(stereochemical 

interference)으로 인해 각 효소의 고유 활성이 저하되는 문제가 빈번하게 

발생하였다. 또한, 단백질의 정제 및 생산 과정에서 융합 단백질의 재현성과 

안정성을 확보하는 데에도 많은 어려움이 있었다. 

이에 따라 본 연구에서는 모듈형 조립(modular assembly) 전략을 

제안하였다. 이는 각 효소를 독립된 단위체로 유지하면서도, 선택적이고 

안정적인 복합체 형성을 유도할 수 있는 방식이다. 구체적으로는, 

류신지퍼(leucine zipper) 기반의 coiled-coil 모티프를 도입하여, UOX 와 

CAT 각각에 상보적인 결합 모듈을 부착하였다. 이를 통해 직접적인 단백질 

융합 없이, 두 효소가 자발적이고 특이적으로 결합할 수 있는 복합체를 

형성하게 하였다. 추가적으로, coiled-coil 모티프 중심에 시스테인(cysteine) 

변이를 도입하여 이황화 결합(disulfide bond) 형성을 유도함으로써, 생리적 
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조건이나 희석 환경에서도 안정성을 유지할 수 있도록 설계하였다. 본 연구의 

구체적인 목표는 다음과 같다 

1. UOX 및 CAT 에 각각 coiled-coil 모티프를 부착하여 발현 및 

정제하고, 복합체 형성 여부를 물리적 방법으로 검증한다. 

2. coiled-coil 기반 복합체가 요산 분해 및 H₂O₂ 제거 cascade 

반응에서 기능적 효율을 향상시키는지를 평가한다. 

3. 세포 실험을 통해 복합체가 H₂O₂ 유발 세포 독성을 효과적으로 

완화하는지를 검증한다. 

4. 기존 직접 융합 방식과 비교하여, 모듈형 조립 전략의 기능 보존성과 

생체 적용 가능성을 평가한다. 

최종적으로, 본 연구를 통해 단순한 요산 제거를 넘어, 생성 독성물질인 

H₂O₂까지 동시에 통합 제어할 수 있는 새로운 효소 복합체 플랫폼을 

제시하고, 기존 고요산혈증 치료 전략의 한계를 극복하는 실질적 해결책을 

제공하고자 한다. 
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Ⅳ. 실   험 

 

1. 실험 재료 

본 연구에 사용된 주요 실험 재료는 다음과 같다. 

재조합 단백질 발현을 위한 E. coli SHuffle T7 균주는 New England 

Biolabs (Ipswich, MA, USA)에서 구매하였다. 단백질 정제를 위해 사용된 

Ni-NTA agarose 는 Qiagen (Valencia, CA, USA)에서 구매하였으며, 

단백질 농축을 위한 Amicon Ultra centrifugal filter (10 kDa cutoff)는 

Merck Corporation (Darmstadt, Germany)으로부터 제공받았다. 

단백질 분석을 위한 polyacrylamide gel 전기 영동은 Thermo Fisher 

Scientific (Waltham, MA)의 the XCell SureLock™ Mini-Cell system 을 

사용하여 수행하였다. 12% polyacrylamide gel 은 표준 프로토콜에 따라 

hand-cast 방식으로 제작하였다. 

플라스미드 추출 및 젤 정제를 위한 plasmid extraction kit 및 gel 

extraction kit 는 Bioneer (Daejeon, Korea)에서 구매하였다. 

His-tagged 단백질 검출을 위한 purified anti-6×His primary 

antibody 는 BioLegend (San Diego, CA, USA)에서 구매하였으며, SDS-

PAGE 분석을 위한 SDS-PAGE loading buffer 및 Coomassie Brilliant 

Blue 염색제는 BIOSESANG (Yongin, Korea)로부터 제공받았다. 
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추가적으로 단백질 정제에 사용된 HisPur Ni-NTA Resin 은 

ThermoFisher Scientific Korea (Seoul, Korea)에서 구매하였다. 

그 외 본 연구에 사용된 모든 일반 화학물질 및 반응물들은 Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA)에서 구매하여 사용하였다 
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2. 실험법 

2.1. 전기영동법 

단백질 발현, 정제 및 복합체 형성 여부를 평가하기 위해, 본 연구에서는 

전기영동법을 활용하였다. 

전기영동법은 전기장을 이용하여 하전된 생체분자를 gel matrix 를 통해 

이동시키는 원리에 기반하며, 분자의 크기(size), 전하(charge), 

구조(conformation)에 따라 이동 속도가 달라지는 특성을 이용하여 분석이 

이루어진다 [44]. 전기영동법은 크게 변성 조건 하에서 수행하는 SDS-

PAGE 와 비변성 조건 하에서 수행하는 Native PAGE 로 구분된다. 각각의 

방법은 단백질의 서로 다른 특성을 분석하는 데 활용된다. SDS-

PAGE(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)는 

단백질을 SDS(음이온성 계면활성제)로 변성시켜 1 차 구조로 풀어주고, 

균일한 음전하를 부여하여 분자량에 따라 단백질을 분리하는 방법이다 [45]. 

SDS 는 단백질의 고유 구조를 파괴하고, 단백질량에 비례하는 음전하를 

부여함으로써, 전기장 내 이동성이 분자량에만 의존하게 만든다. 따라서 SDS-

PAGE 를 통해 각 단백질의 상대적 분자량(molecular weight)을 정확히 

비교할 수 있다. 

본 연구에서는 12% polyacrylamide gel 을 사용하여 단백질 샘플을 

분리하였다. 샘플은 SDS 와 환원제(DTT 또는 β-mercaptoethanol)를 

포함한 loading buffer 에 혼합한 후 95°C 에서 5 분간 열 변성한 뒤, gel 에 
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로딩하여 120 V 의 일정 전압으로 전기영동을 수행하였다. 전기영동이 완료된 

후 Coomassie Brilliant Blue 염색을 통해 단백질 밴드를 시각화하였다. 

SDS-PAGE 는 발현된 단백질의 분자량 확인, 정제 상태 평가, 복합체 분해 

여부를 확인하는 데 사용되었다. 

반면 Native PAGE(Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis)는 

단백질의 3 차 및 4 차 구조를 보존한 상태에서 전기영동을 진행하는 방법으로, 

단백질 간 상호작용, 다량체(oligomer) 상태, 또는 복합체 형성을 분석하는 데 

적합하다 [45]. SDS 나 환원제를 사용하지 않기 때문에, 단백질은 본래의 

전하와 구조를 유지한 채 gel matrix 를 통과한다. 이때 이동 속도는 

분자량뿐만 아니라 표면 전하량과 입체적 구조에도 영향을 받는다. 

본 연구에서는 12% polyacrylamide gel 을 사용하여 Native PAGE 를 

수행하였으며, 변성 처리를 하지 않은 단백질 샘플을 non-denaturing loading 

buffer 에 혼합하여 gel 에 로딩하였다. 이후 120 V 의 전압으로 약 2 시간 동안 

전기영동을 진행하였고, Coomassie Brilliant Blue 로 염색하여 복합체 형성 

여부를 관찰하였다. 
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2.2. UV/Vis 분광도법  

UV/Vis 분광도법(Ultraviolet/Visible spectrophotometry)은 자외선(UV, 

200–400 nm) 및 가시광선(Visible, 400–700 nm) 영역의 빛을 시료에 

조사하여, 특정 파장에서의 빛 흡수(absorption)를 측정함으로써 물질의 

농도와 특성을 분석하는 방법이다 (Figure 4). 

이 방법은 주로 분자 내 전자 전이(electronic transition)에 기반하며, 

분자가 특정 에너지의 빛을 흡수할 때 전자가 들뜬 상태(excited state)로 

전이되는 현상을 측정한다 [46][47]. 

흡광도(absorbance, A)는 시료가 빛을 흡수하는 정도를 나타내며, 비어-

람베르트 법칙(Beer–Lambert law)에 의해 다음과 같은 수식으로 정의된다. 

 

𝐴 = 𝜀 × 𝑐 × 𝑙 

 

여기서 

• 𝐴 는 흡광도, 

• 𝜀 는 특정 파장에서의 몰 흡광 계수(molar absorptivity coefficient, 

L·mol⁻¹·cm⁻¹), 

• 𝑐 는 시료의 농도(mol·L⁻¹), 
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• 𝑙 은 광로 길이(path length, cm)를 의미한다 [48]. 

비어-람베르트 법칙에 따르면, 일정한 광로 길이 하에서는 시료의 농도에 

비례하여 흡광도가 선형적으로 증가한다. 따라서 미리 알려진 흡광 계수를 

이용하거나, 표준 곡선(standard curve)을 제작하여 시료의 농도를 정량할 수 

있다. 

UV/Vis 분광도법은 물질의 농도뿐만 아니라, 분자의 구조적 특성에 관한 

정보도 제공할 수 있다. 예를 들어, 방향족 아미노산(트립토판, 티로신, 

페닐알라닌)은 280 nm 부근에서 강한 흡광을 보이며, 이 특성을 이용하여 

단백질 농도를 정량할 수 있다 [48]. 또한, 특정 저분자 물질(예: 요산, NADH 

등) 역시 고유한 파장에서 흡광 특성을 나타내기 때문에, 이들의 농도 변화를 

통해 효소 반응의 진행 과정을 실시간으로 모니터링할 수 있다. 

흡광도 측정은 일반적으로 reference(blank) 시료를 통한 기준 설정 후, 

분석 대상 시료의 흡광도를 측정하는 방식으로 진행된다. 측정은 cuvette(광학 

셀) 또는 microplate 등의 다양한 형태로 수행될 수 있으며, 파장 선택성, 

직진성(linearity), 검출 한계(detection limit) 등은 실험 장비의 성능에 따라 

결정된다. 

결론적으로, UV/Vis 분광도법은 비파괴적이고, 신속하며, 정량성과 

재현성이 높은 분석 방법으로, 생화학 및 분자생물학 연구에서 단백질 정량, 

효소 활성 분석, 반응 모니터링 등 다양한 목적으로 널리 활용되고 있다.
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Figure 4 UV/Vis 분광도법의 도식도[49]. 



32 

 

2.3. 크기 배제 크로마토그래피 

크기 배제 크로마토그래피(Size-Exclusion Chromatography, SEC)는 

혼합물 내 다양한 분자들을 분자 크기(molecular size)에 따라 분리하는 

크로마토그래피 기법이다. 이 방법은 분자량뿐만 아니라, 분자의 입체 

구조(three-dimensional structure)와 수화(hydration) 상태에 의해서도 

이동 경로가 달라진다는 점을 특징으로 한다[50]. 

SEC 의 기본 메커니즘은 다공성(polymeric porous) 수지로 충진된 

컬럼(column)을 통해 이루어진다 (Figure 5). 컬럼 수지들은 다양한 크기의 

기공(pores)을 가지고 있으며, 시료가 컬럼을 통과할 때 분자의 크기에 따라 

기공 침투 여부가 달라진다. 분자 크기가 큰 입자는 수지의 기공 내부로 

침투하지 못하고 상대적으로 짧은 경로를 따라 빠르게 용출되는 반면, 분자 

크기가 작은 입자는 기공 내부로 확산(diffusion)하여 이동 경로가 길어지게 

되어 용출 시간이 지연된다[51]. 이와 같은 분리 과정은 분자의 화학적 성질이 

아닌 순수한 체적 효과(steric exclusion)에 기반하며, 흡착(adsorption)이나 

이온 교환과 같은 상호작용이 일어나지 않는다는 점에서 다른 크로마토그래피 

기법과 구별된다. 

SEC 에서 용출 순서는 분자량이 큰 순서에서 작은 순서로 결정된다. 가장 큰 

분자는 컬럼의 완전 배제 부피(void volume, 𝑉0 )에 해당하는 지점에서 

용출되며, 가장 작은 분자는 컬럼의 총 부피(total volume, 𝑉𝑡)에 가까운 

위치에서 최종적으로 용출된다. 용출 부피(elution volume, 𝑉𝑒)는 분자의 
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분자량에 반비례하여 감소하는 경향을 보이며, 이를 이용해 분자량 표준 

곡선(standard calibration curve)을 작성하고 미지 시료의 분자량을 

대략적으로 추정할 수 있다[51]. 

또한 SEC 는 분자량이 비슷하더라도 입체 구조가 다른 경우 이동 거리가 

달라질 수 있다는 점에 주의해야 한다. 예를 들어, 구형(globular) 단백질과 

섬유형(fibrous) 단백질은 같은 분자량을 가지더라도 컬럼 내 이동 경로에 

차이를 보일 수 있다. 따라서 SEC 는 분자량뿐 아니라, 입체적 크기와 형태의 

차이까지 반영된 실질적 부피(hydrodynamic volume)를 기준으로 

분리된다는 특징을 가진다[51]. 

생화학 연구에서는 SEC 를 통해 단백질의 순도 평가, 

올리고머화(oligomerization) 상태 확인, 복합체(complex) 형성 여부 검증, 

분자량 예측 등을 수행할 수 있다. 특히 복합체가 형성되었을 경우, 개별 

단백질보다 분자량이 커지므로 컬럼에서 더 빠르게 용출되는 패턴을 보이게 

된다. 이는 본 연구에서와 같이 복합체 형성 여부를 구조적 차원에서 

분석하고자 할 때 매우 유용한 방법이다. 

결론적으로 크기 배제 크로마토그래피는 비파괴적이고 순수한 물리적 

성질에 기반하여 분자 혼합물을 부드럽게 분리할 수 있는 분석법이며, 생화학 

및 분자생물학 분야에서 단백질 복합체 연구, 분자량 분석, 생리적 조건에서의 

상호작용성 평가 등 다양한 목적으로 널리 활용되고 있다. 
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Figure 5. 크기 배제 크로마토그래피 (Size exclusion chromatography, 

SEC)의 원리 및 구조 [52]. 
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2.4. 동적 광산란법 

동적 광산란법(Dynamic Light Scattering, DLS)은 용액 내 입자의 크기를 

비침습적으로 측정하는 분석 기술로, 주로 단백질, 고분자, 나노입자와 같은 

콜로이드성 시료의 크기 분포를 파악하는 데 널리 활용된다. 이 기법은 입자 

크기에 따라 결정되는 브라운 운동(Brownian motion)의 속도 차이를 

기반으로 하며, 입자의 이동 속도와 광산란 신호의 시간적 변화 양상을 

분석하여 입자의 수화 지름(hydrodynamic diameter)을 계산한다[53]. 

원리는 다음과 같다. DLS 에서는 단일 파장의 레이저 빛을 시료에 조사하면, 

시료 내의 입자들은 레이저를 산란시키고, 이때 산란광의 강도는 입자의 위치 

변화에 따라 시간에 따라 미세하게 변화하게 된다. 이 광 강도 변화는 입자의 

브라운 운동에 의해 발생하는데, 입자가 작을수록 빠르게 움직이며, 입자가 

클수록 상대적으로 느리게 움직인다[53]. 산란광의 시간-상관 함수(time 

autocorrelation function)를 분석하면, 각 입자의 확산 계수(diffusion 

coefficient, 𝐷 )를 계산할 수 있고, 이를 통해 수화 지름 𝑑𝐻는 Stokes–

Einstein 방정식을 통해 다음과 같이 유도된다[53], 

𝑑𝐻 =
𝑘𝑇

3π𝜂𝐷
 

 

여기서 𝑘는 볼츠만 상수, 𝑇는 절대 온도, 𝜂는 용매의 점도이다. 이 수식은 

입자가 구형이며, 등방성이고 단일 분산 상태라고 가정할 때 적용된다. 
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DLS 는 다른 크기 분석 기법에 비해 몇 가지 장점을 가진다. 첫째, 시료 

전처리가 간단하며 소량의 용액만으로도 빠른 시간 안에 분석이 가능하다. 

둘째, 비파괴적이고 실시간 분석이 가능하여, 시간에 따른 입자 안정성이나 

응집 상태를 모니터링할 수 있다. 셋째, 수 나노미터(nm)에서 수백 

나노미터까지의 크기 범위를 높은 민감도로 측정할 수 있다는 점에서, 단백질 

복합체나 나노입자 기반 치료제 개발 등 다양한 생물학 및 약학 연구에서 널리 

활용된다. 

다만, DLS 는 입자의 모양, 전하, 농도, 다분산성(polydispersity)에 

민감하며, 분석 결과는 수화 상태의 평균 크기(hydrodynamic diameter)를 

반영하기 때문에, 반드시 해석 시 이러한 물리적 변수들을 고려해야 한다. 

본 연구에서는 coiled-coil 기반으로 자발적 복합체를 형성한 UOX–CAT 

단백질 복합체의 형성 여부 및 크기 안정성을 평가하기 위해 DLS 를 

활용하였다.  
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2.5. 컨포칼 레이저 주사 현미경법  

컨포칼 레이저 주사 현미경(Confocal Laser Scanning Microscope, 

CLSM)은 시료의 특정 초점면(focal plane)만을 선택적으로 검출하여 

고해상도(high resolution)와 고대비(high contrast) 이미지를 얻는 광학 

현미경 기술이다 (Figure 6). 이 기술은 기존의 광학 현미경에서 흔히 

발생하는 out-of-focus light 문제를 효과적으로 제거함으로써, 보다 

선명하고 정밀한 삼차원적 구조 분석을 가능하게 한다 [54]. 

컨포칼 레이저 주사 현미경의 핵심 원리는 광원으로부터 발생한 레이저 빛을 

시료에 집속(focusing)시킨 뒤, 시료로부터 반사되거나 방출된 형광 신호를 

핀홀(pinhole)을 통해 선택적으로 수집하는 데 있다. 핀홀은 광경로 상에 

위치하여, 초점면 이외의 위치에서 발생한 빛(out-of-focus 

fluorescence)을 차단함으로써, 오직 초점면에 해당하는 신호만을 검출할 수 

있게 한다. 이를 통해 z-축 방향(깊이 방향)으로 매우 얇은 단면(optical 

section)을 얻을 수 있으며, 이러한 얇은 단면들을 연속적으로 스캐닝하여 

삼차원 이미지 재구성이 가능해진다[54]. 

레이저 주사 방식은 고도로 집속된 레이저 빔이 시료를 한 점(point-by-

point)씩 빠르게 스캔하며 진행된다. 이때 시료의 특정 파장에서 방출되는 

형광(fluorescence emission)을 검출하여 디지털 신호로 변환하고, 이를 

컴퓨터를 통해 실시간으로 이미지화한다[54]. 사용되는 레이저의 파장은 

관찰하고자 하는 형광 탐침(fluorescent probe)이나 염색체인(dye)에 따라 
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선택되며, 일반적으로 405 nm, 488 nm, 561 nm, 633 nm 레이저가 자주 

활용된다. 

컨포칼 현미경은 여러 가지 중요한 광학적 장점을 가진다. 첫째, 광학적 

단면화(optical sectioning) 능력을 통해 시료의 특정 깊이에서 발생하는 

신호만을 선택적으로 수집할 수 있기 때문에, 배경 신호(background noise)를 

현저히 줄일 수 있다. 둘째, 높은 신호 대 잡음비(signal-to-noise ratio)를 

확보할 수 있어, 매우 미세한 구조의 형광 신호도 정확히 검출할 수 있다. 셋째, 

삼차원 재구성(3D reconstruction)이 가능하여, 복잡한 세포 또는 조직 

구조를 입체적으로 관찰할 수 있다[54]. 

생물학 연구에서 컨포칼 현미경은 세포 내 단백질 분포 관찰, 세포 골격 구조 

분석, 단백질 간 상호작용(fluorescence resonance energy transfer, FRET) 

연구, 세포 사멸(apoptosis) 분석 등 다양한 목적에 활용된다. 특히 세포 사멸 

분석에서는 형광 탐침을 이용하여 세포막 손상, DNA 단편화(TUNEL assay), 

또는 활성 caspase 등 세포 사멸 관련 신호를 시각화할 수 있으며, 이를 통해 

세포 독성 평가나 약물 효능 검증이 가능하다. 

본 연구에서는 HCT116 세포에 대해 컨포칼 현미경을 이용한 형광 이미징을 

수행하여, cascade 반응에 의한 H₂O₂ 제거 효과가 세포 독성 완화에 미치는 

영향을 평가하였다.  

 

 



39 

 

 

Figure 6. 컨포칼 레이저 주사 현미경법의 모식도 [55]. 
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2.6. TUNEL 및 PI 염색법 

세포 사멸은 생명 유지 과정에서 필수적인 생물학적 현상이며, 그 형태에 

따라 아폽토시스(apoptosis)와 괴사(necrosis)로 구분된다. 각각의 세포 

사멸 경로는 고유한 형태적 및 분자적 특징을 가지며, 이를 구별하고 정량하기 

위해 다양한 생화학적 방법이 개발되어 왔다. 본 연구에서는 세포 사멸의 

구체적 양상을 평가하기 위해 DNA 단편화를 기반으로 한 TUNEL(TdT-

mediated dUTP Nick-End Labeling) assay 와, 세포막 투과성 변화를 

기반으로 한 Propidium Iodide(PI) 염색법을 적용하였다. 

TUNEL assay 는 apoptosis 동안 특징적으로 나타나는 DNA 단편화를 

검출하는 기술이다. 세포 사멸이 진행되면, 핵 내 DNA 는 

엔도뉴클레이스(endonuclease)의 작용에 의해 일정한 길이의 

올리고뉴클레오솜 단위로 절단된다. 이 과정에서 DNA 가닥의 3'-말단에는 

자유로운 hydroxyl group 이 노출된다. TUNEL assay 는 이러한 자유 3'-

OH 말단에 말단 전이효소(Terminal deoxynucleotidyl Transferase, 

TdT)를 이용하여 브로모데옥시유리딘(BrdU) 또는 생물학적 표지된 

뉴클레오타이드를 부착하고, 이후 형광 표지된 항-BrdU 항체(또는 

스트렙타비딘)와 결합하여 형광 신호를 증폭하는 방식으로 단편화된 DNA 를 

시각화한다[56]. 이 방법은 특히 apoptosis 특이적인 DNA 절단 패턴을 

민감하게 검출할 수 있어, 세포 사멸의 형태학적 및 분자적 변화를 구별하는 데 

매우 유용하다. 
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한편, Propidium Iodide(PI) 염색법은 세포막 투과성 변화에 기반하여 세포 

생존 상태를 평가하는 방법이다. PI 는 대형 양이온성 염료로, 정상 세포막을 

통과할 수 없어 살아 있는 세포에서는 핵 내부로 침투하지 못한다. 그러나 세포 

사멸이 진행되어 세포막의 선택적 투과성이 붕괴되면, PI 는 세포 내로 

침투하여 DNA 에 결합하고, 결합된 상태에서 강한 적색 형광을 발산하게 

된다[57]. PI 염색은 일반적으로 late apoptosis 또는 necrosis 와 같이 세포막 

손상이 명확히 드러나는 사멸 단계를 평가하는 데 사용된다. 

TUNEL assay 와 PI 염색은 서로 다른 사멸 단계를 감지하는 데 특화되어 

있으므로, 이들을 병행하거나 비교 분석함으로써 세포 사멸의 경로와 특성을 

정밀하게 구분할 수 있다. TUNEL assay 는 주로 apoptosis 에 의한 세포 

사멸을 정량하는 데 적합하고, PI 염색은 세포막 손상이 동반된 late apoptosis 

또는 necrosis 단계를 포함한 전체 사멸율을 평가하는 데 적합하다. 

추가적으로, Hoechst 33342 와 같은 핵 염색제(nuclear stain)를 함께 

사용하면 전체 세포 수를 기준으로 TUNEL 또는 PI 양성 세포 비율을 

정량화할 수 있으며, 이를 통해 apoptosis 에 의한 사멸과 총 세포 사멸 비율을 

분리하여 분석할 수 있다. 

이러한 접근 방식은 세포 독성 평가나 세포 사멸 기전 연구에 있어, 세포 

손상의 양적 차이뿐만 아니라 질적 차이까지 구분하여 해석할 수 있는 중요한 

기반을 제공한다. 본 연구에서는 TUNEL assay, PI 염색, Hoechst 염색을 

조합하여 세포 사멸의 형태적 특성과 원인을 체계적으로 분석하였다. 
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3. 실험 방법 

3.1. 플라스미드 제조 

본 연구에서 사용된 모든 유전자 구성체는 pQE 및 pRSF1 벡터 백본을 

기반으로 제작되었으며, 각각 암피실린(ampicillin) 또는 

카나마이신(kanamycin) 저항성 마커를 포함하고 있다. 형광 리포터 단백질과 

모티프 서열의 융합 발현을 위해, pRSF1-mCherry 또는 pQE-sfGFP 골격 

벡터를 이용하였으며, 다양한 상보적 coiled-coil 모티프 서열을 삽입하여 

목적 벡터를 구성하였다. 

특정 모티프가 결합된 리포터 벡터는 다음과 같이 제조되었다. pRSF1-

mCherry-SYNZIP1, pRSF1-mCherry-Ze, pRSF1-mCherry-E5, 

pQE-sfGFP-SYNZIP2, pQE-sfGFP-Zr, pQE-sfGFP-K5 벡터는 

polymerase chain reaction (PCR) 기반의 restriction-free cloning 또는 

In-Fusion cloning 기법을 통해 제작하였다. 이들 벡터는 각각의 coiled-coil 

모티프가 mCherry 또는 sfGFP 의 C 말단에 융합된 형식이며, 상보적인 결합 

특성을 갖도록 설계되었다. 

각 모티프의 결합 안정성과 방향성을 제어하기 위해, Site-Directed 

Mutagenesis (SDM) 기법을 이용하여 선택된 모티프 내 a 또는 d 위치에 

Cysteine 잔기를 삽입하였다. 이로 인해 이황화 결합 형성이 가능하도록 

변형된 벡터들이 생성되었으며, 결과적으로 pRSF1-mCherry-SYNZIP1cys, 

pRSF1-mCherry-Zecys, pRSF1-mCherry-E5cys, pQE-sfGFP-
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SYNZIP2cys, pQE-sfGFP-Zrcys, pQE-sfGFP-K5cys 형태의 변형 벡터가 

확보되었다. 여기서 벡터명 뒤의 cys 는 모티프 내부에 Cysteine 이 삽입된 

구조임을 의미하며, 구조 안정성과 복합체 형성 강도를 조절하기 위한 의도적 

변이이다. 

효소 기반 실험을 위한 UOX 및 CAT 유전자의 삽입도 같은 방식으로 

수행되었다. 

pRSF1-UOX, pRSF1-UOX-Ze, pRSF1-UOX-Zecys, pRSF1-UOX-

CAT, pQE-CAT, pQE-CAT-Zr, pQE-CAT-Zrcys 벡터 역시 

restriction-free cloning 을 이용하여 제작되었으며, 각 벡터는 상보적인 

coiled-coil 모티프가 융합된 형태로 설계되었다. 이때 사용된 

SYNZIP1/SYNZIP2, Ze/Zr, E5/K5 모티프 쌍은 각각 상보적인 coiled-coil 

결합 모티프로 작용하도록 설계되었으며, 모티프 간의 특이적 이량체 형성을 

통해 복합체의 방향성과 선택성을 제어할 수 있도록 하였다. 

최종적으로 확보된 플라스미드들은 바이오닉스(Bionics Korea)에 의해 

서열 확인(Sanger sequencing)을 통해 유전자 서열 및 삽입 위치를 

검증하였으며, 이후 재조합 단백질 발현 및 복합체 형성 실험에 사용되었다. 
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3.2. 단백질 발현 및 정제 

각 유전자 구성체가 클로닝된 발현 벡터는 E. coli SHuffle Express 균주에 

형질전환하여 단백질 발현을 수행하였다. 형질전환 후, 개별 콜로니를 

선별하여 암피실린(100 μg/mL) 또는 카나마이신(50 μg/mL)이 포함된 

2×YT 배지에서 37℃ 조건으로 overnight 배양을 진행하였다. 이후 

전배양액을 1:100 으로 희석하여 새로운 2×YT 배지에 접종하고, 220 

rpm 으로 교반하며 main culture 를 시작하였다. 

세포 밀도가 OD₆₀₀ = 0.8 에 도달했을 때, 1 mM IPTG (isopropyl β-D-

1-thiogalactopyranoside)를 첨가하여 단백질 발현을 유도하였다. 이후 배양 

온도를 30℃로 설정하고 24 시간 동안 배양하였다. 이 온도는 18℃, 30℃, 

37℃의 서로 다른 온도 조건에서의 발현 효율을 비교 실험한 결과, 단백질의 

용해성과 발현량이 가장 우수하게 나타났기 때문에 최적 조건으로 결정되었다. 

발현이 완료된 세포는 6000 rpm 에서 10 분간 원심분리하여 수거하였다. 

수거된 세포 펠렛은 lysis buffer (50 mM sodium phosphate, 300 mM NaCl, 

10 mM imidazole, pH 8.0)에 현탁시키고, 1 mg/mL 의 lysozyme 을 

첨가하여 4℃에서 30 분간 회전시켜 반응시켰다. 이후 sonication 을 10 초 

간격으로 총 10 분간 실시하여 세포를 물리적으로 파쇄하였고, 12,000 

rpm 에서 30 분간 원심분리하여 상등액을 회수하였다. 회수된 상등액은 Ni-

NTA agarose beads 와 혼합하여 4℃에서 30 분간 교반시켜 His-tag 

단백질을 흡착시켰다. 
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흡착된 상등액은 gravity-flow 방식의 칼럼에 통과시켜 beads 와 함께 

충진하였으며, 이어서 wash buffer (50 mM sodium phosphate, 300 mM 

NaCl, 30 mM imidazole, pH 8.0)로 불순물을 제거하였다. 이후 elution 

buffer (50 mM sodium phosphate, 300 mM NaCl, 250 mM imidazole, pH 

8.0)를 사용하여 목적 단백질을 용출하였다. 

회수된 단백질 용액은 Amicon Ultra centrifugal filter (10 kDa cutoff)를 

이용해 농축하고, 동시에 완충 용액을 sodium phosphate buffer (pH 8.0)로 

교체하였다. 이후 시료는 단기간 보관을 위해 영하 20℃의 일반 냉동 조건에서 

저장하였다. 

Zecys 및 Zrcys 모티프가 부착된 단백질 복합체는 1 차 정제 후, Superdex 

200 Increase 10/300 GL 칼럼을 이용한 크기 배제 크로마토그래피(Size-

Exclusion Chromatography, SEC)를 통해 추가 정제되었다. 이 과정은 

PBS(pH 7.4)를 이동상으로 사용하였으며, 유속은 0.8 mL/min 으로 설정하여 

복합체의 크기 기반 분리를 수행하였다. 
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3.3. SDS-PAGE 

정제된 단백질의 분자량 확인 및 발현 상태를 분석하기 위해 SDS-

Polyacrylamide Gel Electrophoresis(SDS-PAGE)를 수행하였다. 단백질 

샘플 3 μg 에 sample buffer 를 첨가하여 분석 조건에 따라 환원 또는 비환원 

환경으로 조정하였다. 환원 조건에서는 reducing sample buffer 를 사용하여 

최종 농도가 0.05 M Tris-HCl (pH 6.8), 10% glycerol, 2% SDS, 0.05% 

bromophenol blue, 0.1 M DTT 가 되도록 하였고, 비환원 조건에서는 non-

reducing sample buffer 를 사용하여 0.1 M DTT 를 제외한 동일한 조성으로 

처리하였다. 각각의 시료는 95℃에서 5 분간 열 처리하여 변성시킨 후, 12% 

resolving gel과 4% stacking gel로 구성된 polyacrylamide gel에 로딩하고, 

150 V 의 전압에서 100 분간 전기영동을 수행하였다. 

전기영동이 완료된 gel 은 Coomassie Brilliant Blue 염색액에 3 시간 이상 

침지하여 단백질 밴드를 염색하였으며, 이후 20% 메탄올(v/v), 10% 

아세트산(v/v)으로 구성된 탈색 용액(destaining solution)을 사용하여 

여분의 염색약을 제거하였다. 탈색 후에는 밴드의 이동 정도와 패턴을 

육안으로 확인하여 단백질 발현 수준과 크기를 분석하였다. 
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3.4. Native PAGE 

단백질 복합체 형성 여부 및 올리고머 상태를 평가하기 위해 Native 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis(Native-PAGE)를 수행하였다.  

시료는 SDS 와 DTT 가 포함되지 않은 sample buffer(60 mM Tris-HCl, 

50% glycerol, 0.02% bromophenol blue)에 혼합하여 준비하였으며, 12% 

acrylamide 농도의 non-denaturing gel 에 로딩하였다. 전기영동은 SDS 를 

포함하지 않은 25 mM Tris, 192 mM Glycine (pH 8.8) 기반의 running 

buffer 를 사용하여 수행하였으며, 120 V 전압으로 약 2 시간 동안 진행하였다. 

단백질의 열 변성을 방지하기 위해 전기영동 과정 동안 running buffer 를 

차갑게 유지하였다. 

전기영동이 완료된 후, 형광 단백질(mCherry, sfGFP)이 포함된 시료의 

경우 gel 을 312 nm UV 트랜스일루미네이터에서 관찰하여 형광 신호를 

시각적으로 확인하였다. 형광 관찰 후, gel 은 Coomassie Brilliant Blue G-

250 염색액에 침지하여 전체 단백질 밴드를 염색하였으며, 이후 20% 

메탄올(v/v), 10% 아세트산(v/v)으로 구성된 탈색 용액(destaining 

solution)을 사용하여 여분의 염색약을 함으로서 전체 단백질 밴드를 

시각화하였다. 이를 통해 형광 신호와 염색 패턴을 모두 종합적으로 분석하여 

단백질 복합체 형성 여부를 평가하였다. 
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3.5. 크기 배제 크로마토그래피 

단백질 복합체의 형성 여부 및 올리고머 상태를 분석하기 위해 크기 배제 

크로마토그래피(Size-Exclusion Chromatography, SEC)를 수행하였다.  

본 연구에서는 Superdex 200 Increase 10/300 GL 컬럼(Cytiva)을 

사용하고, YL HPLC System (YL9100S HPLC, Young Lin Instrument)을 

이용하여 SEC 분석을 수행하였다. 시료는 PBS (phosphate-buffered saline, 

pH 7.4) 완충 용액에 희석하여 준비하였으며, 주입 전 0.22 μm 필터로 

여과하여 불순물 및 입자성 물질을 제거하였다. 이동상으로는 PBS 를 

사용하였고, 유속은 0.8 mL/min 으로 설정하여 분석을 진행하였다. 

시료는 컬럼에 500 μL 씩 주입되었으며, 컬럼 온도는 실온에서 유지하였다. 

단백질 이동은 280 nm 파장에서 연속적으로 모니터링하였고, 용출 패턴은 

단백질의 크기와 복합체 형성 여부에 따라 분석하였다. 복합체가 형성된 경우, 

단일 단백질 대비 앞선 부피에서 이동하며 고분자량 피크가 관찰되었다. 

특히 Zecys 및 Zrcys 모티프를 가진 단백질 복합체는 1 차 Ni-NTA 정제 후 

SEC 를 통해 추가 정제하였으며, 예상 분자량에 해당하는 단일 피크를 

기준으로 fraction 을 채취하였다. 채취된 fraction 은 이후 실험에 사용하기 

위해 농축 및 완충 용액 교체 과정을 거쳐 최종 시료로 확보하였다. 이를 통해 

복합체의 순도와 구조적 안정성을 더욱 향상시키고, downstream 분석의 

신뢰성을 높였다 
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3.6. UV/Vis 분광도 분석 

본 연구에서는 단백질 효소 활성 평가를 위해 UV/Vis 및 형광 분광도 분석을 

수행하였다. 각각의 단백질(UOX, CAT) 및 복합체(UOX/CAT)의 활성은 

기질 농도 변화를 기반으로 정량 분석되었으며, 이를 통해 단일 효소 활성 및 

cascade 반응 효율을 모두 평가하였다. 

요산 분해 활성 분석은 293 nm 파장에서 흡광도를 측정하는 방식으로 

진행되었다. 요산은 293 nm 부근에서 특이적인 흡광 특성을 가지므로, 

UOX 에 의한 분해 반응을 실시간으로 모니터링할 수 있었다. 분석을 위해 반응 

혼합물을 준비한 후 60 분간 반응한 뒤 흡광도를 측정하여 초기 농도 대비 요산 

농도 변화를 기록하였다. 

H₂O₂ 제거 활성은 Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)를 이용하여 형광 신호 

기반으로 측정하였다. H₂O₂ 반응 샘플은 반응 60 분 후 채취하여, 즉시 

90℃에서 5 분간 가열 처리하여 효소 반응을 정지시켰다. 이후 빛을 차단한 

조건 하에 Amplex Red 시약과 혼합하여 상온(25℃)에서 30 분간 반응시킨 

뒤, 535 nm 파장에서 여기(excited)되고 590 nm 파장에서 

방출(emission)되는 형광 신호를 측정하였다. Amplex Red 는 H₂O₂ 

존재하에 peroxidase 의 작용으로 레스오루핀(resorufin)으로 산화되며, 

생성된 레스오루핀의 형광 강도를 통해 H₂O₂ 농도를 간접적으로 

정량하였다. 
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모든 분석은 Hidex Sense microplate reader (Hidex, Turku, Finland)를 

이용하여 96-well microplate 포맷으로 수행되었다. 시료는 100μL 의 동일 

부피로 로딩 하고, 각 시료에 대해 3 회 반복 측정을 진행하여 평균값과 

표준편차를 계산하였다. 측정은 25℃에서 수행되었다. 

이러한 UV/Vis 및 형광 기반 분석을 통해 UOX 단독 활성, CAT 단독 활성, 

그리고 UOX/CAT 복합체에 의한 cascade 반응 효율을 종합적으로 

평가하였다. 
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3.7. 세포 생존율 분석  

세포 독성 완화 효과를 평가하기 위해 HCT116 세포를 대상으로 세포 

생존율 분석을 수행하였다. 세포는 96-well plate 에 well 당 1.0 × 10⁴ 

cells 의 밀도로 seeding 하였으며, 24 시간 동안 부착 및 안정화를 유도하였다. 

세포 부착 이후, 각 well 에 최종 농도 100 μM 의 요산과 다양한 효소 

조합(configuration)을 처리하였다. 각 효소는 5 nM 농도로 사용하였으며, 

처리 그룹에는 UOX 단독, CAT 단독, UOX, CAT 동시 처리, coiled-coil 

복합체를 형성한 UOX/CAT 복합체 등이 포함되었다. 

효소 및 요산 처리 후 24 시간 뒤, 세포 생존율을 평가하기 위해 WST Plus-

8 (Cell Proliferation Assay Reagent)를 사용하였다. 세포에 WST Plus-8 

시약을 처리한 뒤 2 시간 동안 인큐베이션하고, 450 nm 파장에서 흡광도를 

측정하여 생존 세포 수를 정량하였다.  

각 처리군의 생존율은 PBS 만 처리한 대조군(control group)을 기준으로 

normalization 하여 계산하였다. 즉, PBS 처리군의 생존 세포 수를 100%로 

설정하고, 각 효소 처리군 및 복합체 처리군의 생존율을 상대적으로 

산출하였다. 이러한 세포 생존율 분석을 통해 H₂O₂에 의해 유도된 세포 독성 

정도와, 효소 단독 및 복합체 처리에 따른 세포 보호 효과를 체계적으로 비교 

평가하였다. 
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3.8. 세포 사멸 및 Apoptosis 분석  

세포 사멸 및 apoptosis 유발 정도를 평가하기 위해 TUNEL(TdT-

mediated dUTP Nick-End Labeling) assay 와 PI(Propidium Iodide) 

염색을 각각 수행하였다.  

HCT116 세포는 Millicell® EZ Slide (Merck Millipore, USA)에 well 당 

1.0 × 10⁴ cells 의 밀도로 seeding 하였으며, 24 시간 동안 부착 및 안정화를 

유도하였다. 이후 세포에 최종 농도 100 μM 의 요산과 다양한 효소 

조합(configuration)을 처리하였다. 

TUNEL assay 는 DNA 단편화를 기반으로 apoptosis 를 특이적으로 

검출하기 위해 APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit, with Alexa Fluor™ 488 

Anti-BrdU (Thermo Fisher Scientific, USA)를 사용하여 수행하였다. 효소 

및 요산 처리 후 24 시간 뒤, 세포를 4% paraformaldehyde 로 고정하고, 

제조사 매뉴얼에 따라 permeabilization 및 TdT 반응을 진행한 후, 형광 

표지된 anti-BrdU 항체를 이용하여 TUNEL 양성 신호를 검출하였다. 전체 

세포 수는 Hoechst 33342 염색을 통해 표시하였다. 형광 이미지는 confocal 

microscope 를 이용하여 획득하였으며, 각 처리 조건에 따른 TUNEL 양성 

신호의 변화를 시각적으로 비교하였다. 

PI 염색은 별도로 준비된 샘플에 대해 적용하였다. 세포막 투과성 변화를 

기반으로 late apoptosis 및 necrosis 를 포함한 전체 세포 사멸을 평가하기 

위해 5 μg/mL 농도의 PI 를 세포에 처리하여 15 분간 반응시킨 후, PBS 로 
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세척하고 Hoechst 33342 로 핵을 염색하였다. PI 염색 샘플 역시 confocal 

microscope 를 통해 형광 이미지를 획득하였으며, 각 조건별 세포 사멸 정도를 

시각적으로 확인하였다. 
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Ⅴ. 결과 및 고찰 

 

1. 야생형 Coil-형광단백질 구조 설계 

Coiled-coil 모티프의 상보적 자가 결합 특성을 활용하여 형광 기반의 이종 

이량체 단백질 복합체를 구성하기 위해, 상보적인 류신 지퍼 기반 코일 

모티프인 SYNZIP1/SYNZIP2, Ze/Zr, E5/K5 세트를 설계하였다. 각각의 

코일 모티프는 기존 문헌에서 보고된 heptad repeat 서열을 기반으로 하며, 

상호 선택적 결합 특성을 유지하도록 구성되었으며, 각 서열 정보는 Table 1 에 

정리하였다. 

이러한 상보 모티프의 구조적 결합 가능성을 시각적으로 확인하고 

downstream 실험에서의 형광 기반 판별을 가능하게 하기 위해, 각 코일 

모티프를 형광단백질과 융합한 재조합 단백질을 설계하였다. 형광 리포터 

단백질로는 적색 형광 단백질인 mCherry 와 초록 형광 단백질인 sfGFP 를 

각각 선택하였으며, mCherry 는 pRSF1 벡터에, sfGFP 는 pQE80 벡터에 

클로닝되었다. 두 형광단백질은 각각 C 말단 또는 N 말단에 His6-tag 를 

부착하여 정제와 검출이 용이하도록 하였다. 각 코일 모티프는 형광단백질과 

GGGGS 반복 링커로 연결되었으며, 유연한 링커는 구조적 간섭을 최소화하기 

위한 목적으로 설계되었다. 전체 발현 벡터 구성은 Figure 7 에 도식화하였다. 

구조 예측은 AlphaFold2 기반의 딥러닝 예측 모델을 통해 수행되었으며, 

예측된 단백질 모델은 PyMOL 을 이용하여 시각화 하였다 (Figure 8). sfGFP 
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기반 구조에서 초록색은 sfGFP, 파란색은 상보적 코일 모티프, 검정색은 링커, 

주황색은 C-말단 His tag 로 표현되었으며, mCherry 구조에서는 빨간색이 

mCherry, 나머지 색상은 동일하게 적용되었다. 결과적으로 두 구조 모두에서 

코일 모티프는 안정적인 α-helix 형태로 접히며, 형광단백질과 명확히 

분리되어 배치되는 구조를 보였다. 이는 링커를 통한 공간적 유연성과 함께 

코일 간 결합에 의한 입체적 간섭이 최소화될 수 있음을 보여준다. 
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Table1. Coiled-coil 모티프의 아미노산 서열. 
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Figure 7. 형광단백질–코일 모티프 융합 단백질의 재조합 발현 플라스미드 도식 
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Figure 8. AlphaFold2 기반 야생형 코일–형광단백질 융합체의 3 차원 

모델링. a) sfGFP 기반 구조 및 b) mCherry 기반 구조 
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2. 야생형 코일-형광단백질의 발현 및 정제 

설계된 mCherry 및 sfGFP 기반 야생형 코일-형광단백질 융합체는 각각 

pRSF1-BAD 및 pQE80L 발현 벡터를 이용하여 E. coli SHuffle 균주에 

형질전환하고 발현시켰다. 발현은 IPTG 로 유도하였으며, 최적화된 

조건(30℃, 24 시간) 하에서 단백질의 용해도와 접힘을 극대화하였다. 이후, 

각 단백질은 His₆-tag 를 이용한 Ni-NTA 친화 크로마토그래피를 통해 

정제하였다. 

정제된 단백질의 순도 및 크기는 SDS-PAGE 분석을 통해 확인하였다 

(Figure 9). 각 Lane 에서 mCherry-SYNZIP1, mCherry-Ze, mCherry-

E5 및 sfGFP-SYNZIP2, sfGFP-Zr, sfGFP-K5 융합 단백질 모두의 고유한 

발현이 확인되었다. 비특이적 밴드나 분해 산물은 거의 관찰되지 않았으며, 

이는 전체 발현 시스템 및 정제 공정이 단백질 안정성을 효과적으로 유지했음을 

시사한다. 

정제된 단백질은 형광 특성에 따라 육안으로도 쉽게 확인이 가능하였다 

(Figure 10). sfGFP 융합 단백질들은 선명한 녹색 형광을, mCherry 융합 

단백질들은 붉은색에 가까운 자홍색 형광을 나타냈으며, 이는 형광단백질이 

융합 후에도 구조적으로 안정하게 접혀 형광 활성을 유지하고 있음을 의미한다. 

또한 정제된 단백질 용액은 농축 후에도 침전 없이 안정하게 유지되었으며, 

이는 후속 실험에서의 반복 사용 및 복합체 형성 분석에 적합한 품질을 

확보했음을 보여준다. 
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이와 같이 야생형 코일 모티프가 융합된 형광단백질은 대장균 시스템에서 

높은 수준으로 발현되었으며, 간편한 정제와 함께 구조적 및 기능적 안정성이 

확보되어 이후 상보적 복합체 형성 실험의 기반 재료로 활용되었다.  
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Figure 9. 발현 및 정제 후 야생형 코일_형광단백질의 SDS-PAGE 결과 .  
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 Figure 10. 발현 및 정제된 야생형 코일_형광단백질의 사진.  
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3. 야생형 코일_형광단백질의 상보적 결합 확인 

형광단백질_코일 융합체 간의 결합 특성은 Native-PAGE 와 크기 배제 

크로마토그래피(SEC)를 통해 분석되었다. Native-PAGE 결과 (Figure 

11)에서는 상보적인 코일 모티프를 가진 sfGFP 및 mCherry 융합 단백질 

간에서 결합에 의한 밴드 이동이 관찰되었으며, 특히 녹색(sfGFP)과 

적색(mCherry)의 형광이 겹쳐지는 영역에서는 노란색 형광 밴드가 나타나 

형광 공이동이 시각적으로 확인되었다. 이는 코일 모티프를 매개로 상보적인 

복합체가 형성되었음을 나타내는 정성적 증거였다. 

그러나, 동일한 단백질 조합에 대해 SEC 분석 (Figures 12–14)을 수행했을 

때는 뚜렷한 고분자 복합체 피크가 나타나지 않았으며, 모든 코일 쌍에서 

각각의 단일 단백질이 독립적으로 용출되는 패턴만이 확인되었다. 

SYNZIP1/SYNZIP2, Ze/Zr, E5/K5 어느 조합에서도 복합체 형성에 

해당하는 새로운 피크가 확인되지 않았다 (Figure 12-14). 이는 SEC 의 희석 

환경과 연속 흐름 조건 하에서는 코일 간 결합이 충분히 유지되지 못하고, 

association–dissociation 이 반복되며 빠르게 해리되는 불안정한 결합 특성을 

가지고 있음을 나타낸다. 

이러한 결과는 단순 in vitro 상에서의 결합 관찰을 넘어서, 생체 내 환경(in 

vivo)이나 동적 생화학적 조건 하에서도 야생형 코일 복합체가 안정적으로 

유지되기 어렵다는 점을 시사한다. 실제로 세포 내 단백질 농도는 매우 희석된 
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상태이며, 지속적인 물리적 흐름 및 경쟁적 상호작용이 존재하므로, 이와 같은 

불안정한 상호작용은 기능성 복합체 설계의 한계점으로 작용할 수 있다. 

이에 따라 본 연구에서는 이러한 결합 불안정성을 극복하기 위해, 코일 

모티프의 특정 heptad 위치에 cysteine 을 도입하여 이황화 결합 기반의 가교 

결합(disulfide bridge)을 형성하고자 하였다.
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 Figure 11. 야생형 코일_형광단백질 단독 및 결합체의 Native PAGE. 
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Figure 12. SYNZIP1/SYNZIP2 쌍에서의 SEC 결과 
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Figure 13. Ze/Zr 쌍에서의 SEC 결과 
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Figure 14. E5/K5 쌍에서의 SEC 결과
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4. 시스테인 돌연변이 기반 코일 모티프 재설계 

앞서 확인한 바와 같이, 야생형 코일 모티프를 이용한 형광단백질 복합체는 

Native-PAGE 환경에서는 상보적 결합을 형성하였으나, SEC 분석과 같은 

희석 및 유속 기반 조건에서는 복합체가 유지되지 않아 결합 불안정성이 

드러났다. 이는 생체 내 환경과 유사한 조건 하에서는 복합체의 물리적 결합이 

유지되지 못할 가능성을 시사하며, 기능성 단백질 복합체 구현에 실질적인 

한계를 나타낸다. 

이러한 구조적 한계를 극복하고자, 본 연구에서는 코일 모티프의 C-말단 

근처에 cysteine 을 도입하여 이황화 결합(disulfide bond)을 형성할 수 

있도록 설계하였다. 이황화 결합은 비공유적 상호작용 기반의 결합을 보완하며, 

복합체의 구조 안정성과 생리적 환경에서의 유지력을 동시에 향상시킬 수 있다. 

Cys mutation 은 다음과 같은 문헌 기반 구조적 원리에 따라 설계되었다. 

첫째, coiled-coil 의 hydrophobic core 에 해당하는 a 또는 d 위치는 전체 

결합 안정성과 올리고머화 상태를 정의하는 주요 결정 인자로 작용하며, 해당 

위치에 특정 아미노산을 치환했을 때 결합력 및 특이성이 크게 변화함이 

보고되었다 [58][59][60]. 

둘째, coiled-coil 말단 부위는 중심부에 비해 입체적 유연성이 높고, 

mutation 에 따른 결합력 저하가 상대적으로 적은 영역으로 평가되어 구조적 



69 

 

안정성을 해치지 않으면서도 결합에 기여할 수 있는 영역으로 

간주되었다[61][62]. 

셋째, 실제 고안된 모델 단백질 연구에서도 말단 부위의 disulfide 

stapling 이 결합 엔트로피를 유의하게 감소시키고, 복합체 구조를 안정화하는 

효과를 나타낸 바 있다[61]. 

이러한 구조적 기반에 따라 본 연구에서는 각 코일 모티프의 C-말단 인근 a 

또는 d 위치에서 무작위로 cys 를 삽입하였으며, site-directed 

mutagenesis(SDM) 기법을 통해 변이를 유도하였다. 최종적으로 도입된 cys 

서열 및 위치 정보는 Table 2 에 정리하였다. 

Cys mutation 이 도입된 코일 모티프들은 기존과 동일한 방식으로 mCherry 

또는 sfGFP 와 융합하여 발현되었고, 6×His-tag 를 기반으로 정제되었다. 

발현된 단백질들은 SDS-PAGE 분석 (Figure 15)을 통해 단일 밴드 형태로 

안정적으로 확인되었으며, 원래 단백질 대비 구조적 붕괴 또는 분해 산물은 

관찰되지 않았다. 이는 cys mutation 이 전체 단백질의 발현 및 접힘 구조에는 

유의한 영향을 주지 않았음을 의미하며, 향후 결합 안정성에 미치는 영향을 

분석하기 위한 기반으로 활용되기에 적합하였다.  
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Table 2. 시스테인 돌연변이 coiled-coil 모티프의 아미노산 서열. 
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Figure 15. 발현 및 정제 후 시스테인 돌연변이 코일_형광단백질의 SDS-PAGE 결과
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5. 시스테인 돌연변이 코일_형광단백질의 상보적 결합 확인 

Cys 변이를 통해 도입된 coiled-coilcys 모티프의 결합 유지력을 평가하기 

위해, Native-PAGE 및 크기 배제 크로마토그래피(SEC)를 기반으로 분석을 

수행하였다. 이는 야생형 코일 모티프가 희석 및 흐름 환경에서 복합체를 

유지하지 못했던 결합 불안정성을 구조적으로 보완하기 위한 검증 실험이었다. 

Native-PAGE 분석 결과 (Figure 16)에서는 세 가지 코일 cys 

조합(SYNZIP1cys/SYNZIP2cys, Zecys/Zrcys, E5cys/K5cys)을 형광단백질과 

융합한 형태로 혼합하여 분석하였다. 이 중 Zecys/Zrcys 및 E5cys/K5cys  

쌍에서는 sfGFP 의 녹색 형광과 mCherry 의 적색 형광이 중첩되어 형성된 

명확한 노란색 밴드가 관찰되었으며, 이는 정성적인 복합체 형성을 나타낸다. 

반면 SYNZIP1cys/SYNZIP2cys 쌍에서는 노란색 복합체 밴드가 나타나지 

않았으며, 각각의 형광 신호는 별개의 밴드로 분리되어 검출되었다. 이는 해당 

쌍에서는 cys 도입이 복합체 형성 및 안정화에 효과적으로 작용하지 않았음을 

시사한다. 

복합체의 안정성 여부를 보다 정량적으로 평가하기 위해 SEC 분석을 

실시하였다 (Figures 17–19). 이 결과에서도 SYNZIP1cys/SYNZIP2cys 쌍은 

고분자 복합체에 해당하는 새로운 피크가 관찰되지 않았고, E5cys/K5cys 쌍은 

소폭의 peak 이동이 관찰되었지만 명확한 해석을 위한 재현성 확보는 

어려웠다. 반면 Zecys/Zrcys 쌍은 뚜렷한 새로운 고분자 피크가 형성되었다. 

이는 야생형에서 관찰되지 않았던 결합 안정성의 유의미한 개선을 의미한다. 
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이러한 결합 유지력은 SEC 분획 실험을 통해 더욱 확실히 입증되었다. 

Figure 20 에서는 SEC 용출 분획을 나누어 수집하였고, Figure 21 에서는 각 

분획을 UV 하에서 관찰한 결과 Peak 2 분획에서만 명확한 노란색 형광이 

확인되었다. 이는 희석 환경과 연속 흐름 조건 하에서도 Zecys/Zrcys 쌍이 

복합체 상태를 안정적으로 유지함을 시각적으로 입증한다. 

마지막으로 Figure 22 에서 해당 분획들을 다시 Native-PAGE 분석한 결과, 

Peak 2 에 해당하는 분획에서만 노란색 형광 밴드가 관찰되었으며, 다른 

피크에서는 단일 형광 신호만이 검출되었다. 이는 SEC 에서 형성된 Zecys/Zrcys 

복합체가 구조적으로 해리되지 않고 유지되었음을 강하게 시사한다. 

이상의 결과는 cys mutation 설계를 통해 야생형의 해리 취약성을 

구조적으로 극복할 수 있으며, 특히 Zecys/Zrcys 조합이 생리적 환경에서도 

안정적이고 재현성 있는 복합체 형성 플랫폼으로 작용할 수 있음을 입증한다.
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Figure 16. 시스테인 돌연변이 코일_형광단백질 단독 및 결합체의 Native PAGE. 
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 Figure 17. SYNZIP1cys/SYNZIP2cys 쌍에서의 SEC 결과 
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 Figure 18. Zecys/Zrcys 쌍에서의 SEC 결과 
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Figure 19. E5cys/K5cys 쌍에서의 SEC 결과
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Figure 20. Zecys/Zrcys 쌍에서의 SEC 용출 분획
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Figure 21. UV 하에서 관찰한 SEC 용출 분획
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Figure 22. SEC 용출 분획의 Native PAGE 
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6. UOX_Zecys/CAT_Zrcys 효소 복합체의 효능 분석 및 결합 확인 

6.1. UOX 및 CAT 단일 효소의 활성확인 

UOX_Zecys/CAT_Zrcys 복합체의 cascade 반응 효율을 평가하기에 앞서, 

각각의 효소가 coilcys 에 융합된 상태에서도 고유의 활성을 유지하는지를 

확인하였다. 앞선 결합 유지력 실험 결과 (Figure 16-22)에서 확인한 바와 

같이, Zecys/Zrcys 모티프 쌍은 가장 안정적이고 명확한 복합체 형성 및 유지 

능력을 보였기 때문에, 이후의 주요 효소 복합체 설계는 Zecys/Zrcys 기반의 

이종결합 코일을 중심으로 진행되었다. 

단일 효소의 활성 평가를 위해 100 µM 요산 또는 10 µM H₂O₂를 각각 

기질로 사용하여 60 분간 반응을 수행하였다. coil 이 부착된 UOX_Zecys, 

CAT_Zrcys, 뿐만 아니라 cys 가 없는 UOX_Ze, CAT_Zr 에서도 정상적인 

효소 kinetics 가 관찰되었으며, 각 효소 고유의 활성이 잘 유지됨을 확인할 수 

있었다 (Figure 23, 24). 그러나 UOX–CAT 직접 융합(fusion) 단백질의 경우, 

요산은 약 2 배 이상이 반응 후에도 잔존하였고, H₂O₂는 약 4 배 수준으로 

남아 있어 효소 활성의 저해가 관찰되었다. 이는 직접 융합이 각 효소의 구조적 

유연성과 기질 접근성에 부정적인 영향을 줄 수 있음을 시사한다. 
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6.2. 효소 복합체 형성의 입증: DLS 기반 결합체 크기 분석 

각각의 효소가 coilcys 융합 후에도 활성을 유지함을 확인하였기에, 실제 

복합체가 형성되는지를 확인하고자 Dynamic Light Scattering(DLS) 분석을 

수행하였다 (Figure 25). Figure 23 및 Table 3 에서 확인된 바와 같이, 단일 

효소의 입자 크기는 평균 6~8 nm 였으나, UOX_Zecys 와 CAT_Zrcys 혼합 시 

13 nm 이상의 입자 크기를 보이며, 복합체 형성이 물리적으로 입증되었다. 

이는 coilcys 모티프 기반 결합이 용액 상에서도 안정적인 이량체 구조를 

형성하고 있음을 의미한다. 
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6.3. 저농도 조건에서의 cascade 반응 효율 분석 

복합체 형성이 확인된 이후, 생리적 환경에 가까운 낮은 효소 농도(5 

nM)에서의 cascade 반응 효율을 비교 분석하였다. 각각 UOX 단독군, 

UOX/CAT 병용군, UOX_Ze/CAT_Zr 및 UOX_Zecys/CAT_Zrcys 복합체군을 

비교 대상으로 하였고, 100 µM 요산을 기질로 하여 60 분간 반응을 진행하였다. 

Figure 26 의 결과에서 보이듯, UOX 단독군은 최종적으로 약 35%의 요산이 

잔존하여 분해 효율이 제한적인 반면, 병용군 및 세 종류의 coiled-coil 기반 

복합체군(야생형 코일 Ze/Zr, 시스테인 돌연변이 Zecys/Zrcys)은 모두 요산 

농도를 유의하게 감소시켰다. 특히 시스테인 돌연변이가 삽입된 복합체는 

cascade 효율이 가장 뛰어난 것으로 나타났다. 

Figure 27 에서 나타난 H₂O₂ 제거 효율 측정에서도 유사한 경향이 

관찰되었다. UOX 단독군은 H₂O₂를 제거하지 못했으며, UOX/CAT 

병용군에서도 약 92%의 H₂O₂가 남아 있었다. 야생형 Ze/Zr 기반 

복합체군은 그보다 개선된 효율을 보였지만 여전히 약 70%의 H₂O₂가 

잔존하였다. 반면, Zecys/Zrcys 기반의 cys 돌연변이 복합체는 반응 후 측정 

가능한 H₂O₂가 검출되지 않을 정도로 완전한 제거 효과를 나타내었으며, 

이는 음성 대조군 수준에 가까운 값이었다. 

이러한 결과는, Zecys/Zrcys 기반 coiled-coil 모티프가 단순한 효소 병용 

또는 야생형 코일보다도 우수한 cascade 반응 최적화를 가능케 하며, 복합체 
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내의 공간적 근접성이 실질적인 효소 반응 연계성 및 중간 생성물 제거에 

유리하게 작용했음을 시사한다. 
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Figure 23. UOX 의 요산 분해능 분석 (100 µM UA, 60 분) 
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 Figure 24. CAT 의 H₂O₂ 제거능 분석 (10 µM H₂O₂, 60 분). 
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 Figure 25. DLS 분석을 통한 UOX_Zecys/CAT_Zrcys 복합체 형성 확인. 
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Table 3. DLS 기반 UOX_Zecys/CAT_Zrcys 복합체의 평균 입자 크기 분석 
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Figure 26. 복합체 기반 cascade 반응에서의 요산 분해 효율 비교 
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Figure 27. 복합체 기반 cascade 반응에서의 H₂O₂ 제거 효율 비교 



91 

 

7. 세포 독성 완화 효과 평가 

앞서 확인된 바와 같이, Zecys 및 Zrcys 모티프 기반의 효소 복합체는 낮은 

농도에서도 높은 cascade 반응 효율과 안정적인 복합체 구조를 유지하며 

효과적인 요산 및 H₂O₂ 제거 능력을 보였다. 이에 따라, 본 실험에서는 해당 

효소 복합체가 실제 세포 환경에서도 독성 완화에 기여할 수 있는지를 

평가하고자 하였다. 

세포 독성 평가는 인간 대장암 유래 세포주 HCT116 을 사용하여 

수행되었으며, 다양한 효소 조합을 요산 100 μM 조건과 함께 24 시간 처리한 

후, 세포 생존율 및 apoptosis 신호를 분석하였다. 생존율은 WST Plus-8 

(Cell Proliferation Assay Reagent)로 측정되었으며, 세포 사멸은 Hoechst, 

PI 및 TUNEL 형광 염색을 통해 confocal microscopy 로 관찰하였다 (Figure 

28, 29). 

분석 결과, UA 단독 처리군에서는 대조군(PBS)과 유사한 생존율을 보여 

요산 자체는 단기간 내 세포 생존에 큰 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다. 

그러나 UOX 단독 처리군에서는 반응 과정에서 생성된 H₂O₂의 축적으로 

인해 세포 생존율이 약 28% 수준까지 급격히 감소하였다. 반면, CAT 을 

병용한 복합 효소군에서는 H₂O₂ 제거에 따라 생존율이 점진적으로 

개선되었으며, 특히 Zecys/Zrcys 모티프를 통해 효소 간 근접 결합을 유도한 

UOX_ Zecys/CAT_Zrcys 복합체의 경우 약 88%의 생존율을 나타내며 세포 

독성이 현저히 완화되었음을 확인할 수 있었다. 
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Confocal 이미지 (Figure 29)에서도 이러한 경향이 뚜렷하게 나타났다. 

UOX 단독군에서는 PI 및 TUNEL 형광 신호가 강하게 관찰되어, H₂O₂에 

의해 유도된 세포 손상 및 apoptosis 가 활발히 일어난 것으로 해석된다. 반면 

UOX_ Zecys/CAT_Zrcys 처리군에서는 두 형광 신호가 거의 관찰되지 않았으며, 

이는 효소 간 근접성에 의해 생성된 H₂O₂가 CAT 에 의해 즉시 해독되어 

세포 내 축적되지 않았음을 시사한다. 

이러한 결과는 단순 효소 병용보다 구조적 설계를 통해 반응 효율을 제어하고, 

산화 스트레스를 국소적으로 조절하는 접근이 실제 세포 환경에서도 유의미한 

보호 효과를 가질 수 있음을 보여주며, 고요산혈증 및 유사한 대사성 질환에 

대한 효소 기반 치료 전략의 발전 가능성을 제시한다. 
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Figure 28. 다양한 효소 조합에 따른 HCT116 세포 생존율 평가. 
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Figure 29. TUNEL 및 PI 염색을 통한 apoptosis 기반 세포 독성 분석
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Ⅵ. 결론 

본 연구에서는 고요산혈증 치료를 위한 효소 기반 cascade 반응 시스템의 

효율을 향상시키고, 반응 부산물인 H₂O₂에 의한 세포 독성을 완화하기 위해, 

모듈형 coiled-coil 모티프 기반 자가결합 효소 복합체 시스템을 설계하고 

이를 실험적으로 입증하였다. 특히 코일 모티프 간 상보적 자가 결합 특성을 

활용하되, 생리적 조건에서도 복합체 유지력을 확보하기 위해 C-말단 인근의 

a/d 위치에 cysteine 을 도입, 이황화 결합을 통한 구조적 안정성을 추가하였다. 

형광단백질을 이용한 융합체 분석과 Native-PAGE, SEC, DLS 등 

다각도의 구조 분석을 통해, 설계된 모티프 중 Zecys/Zrcys 조합이 가장 

안정적이고 재현성 있는 복합체 형성 능력을 갖춤을 확인하였고, 이에 

기반하여 제작한 UOX_Zecys
/CAT_Zrcys 복합체는 낮은 효소 농도(5 nM) 

조건에서도 요산의 완전한 분해와 H₂O₂의 효과적 제거를 가능하게 하였다. 

또한 HCT116 세포를 활용한 생리학적 수준의 독성 평가 실험에서, UOX 

단독군이 약 28%의 낮은 생존율과 강한 apoptosis 형광 신호(PI, TUNEL)를 

보인 반면, Coilcys 기반 복합체군에서는 생존율이 약 88%까지 회복되고 세포 

사멸 지표가 현저히 감소함을 확인하였다. 효소 병용이나 분자융합 방식 등 

기존의 다중 효소 시스템에 비하여, coiled-coil 모티프 기반 자가결합 효소 

복합체 시스템은 효소 고유의 3 차 구조를 보존하고 효소 간격을 근접 제어할 

수 있었으며, 궁극적으로 질병인자 요산의 분해와 생독성 부산물인 H₂O 의 
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환원을 포함하는 연속반응을 고효율로 매개함으로써 고요산혈증 치료 

후보물질로서의 우수한 잠재성을 입증하였다. 

본 연구는 효소 간 물리적 근접성을 활용해 cascade 반응의 연속성과 

반응성을 개선함과 동시에, 생성되는 독성 중간체에 대한 생물학적 안전성까지 

확보할 수 있다는 점에서 중요한 과학적·기술적 의의를 가진다. 기존의 단순 

융합(fusion) 또는 물리적 혼합 방식의 효소 전달체가 갖는 한계점—즉, 반응 

간 간섭, 효소 활성이 떨어지는 문제, 복합체의 불안정성—을 구조적으로 

극복하며, 효소 단위 기능을 손상시키지 않으면서도 높은 결합 특이성과 공간 

제어가 가능한 모듈형 플랫폼을 제안하였다는 점에서 새로운 패러다임을 

제시했다. 

나아가, 본 플랫폼은 UOX–CAT 조합에 국한되지 않고 다양한 효소 간 

cascade 반응에도 유연하게 적용될 수 있으며, 고요산혈증, 통풍, 신장질환과 

같은 H₂O₂ 관련 대사성 질환에서의 효소 치료제 개발에 핵심적인 응용 

가능성을 지닌다. 또한 본 구조는 진단용 biosensor 시스템, 다단계 반응을 

요구하는 합성 생물학적 공정, in vivo 효소 기반 약물전달 시스템 등 다양한 

생명공학 및 의약학적 응용 분야로 확장이 가능하다. 향후에는 세포 타깃팅 

기능을 가진 코일의 개발, 이황화 결합 외의 공유결합 안정화 전략 도입, 또는 

단백질 접힘 및 발현 최적화를 위한 유전자 엔지니어링을 통해 본 기술의 생체 

적용성 및 상업화 가능성이 더욱 확대될 수 있을 것으로 기대된다. 
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 결과적으로 본 연구는 효소 치료 플랫폼의 구조적 설계와 기능적 유효성 

간의 균형을 실현하는 새로운 접근법을 제시함으로써, 치료 효소의 반응성과 

안전성을 동시에 확보할 수 있는 미래형 cascade 시스템의 기초를 마련하였다.
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