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바이오패닝에 의한 Bisphenol A 친화성 펩타이드 서열의 탐색
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Bisphenol A (BPA) is a highly hazardous component to human since it is regarded as one of endocrine disruptors. 
For the analysis and/or removal of BPA, the searching for the specific ligand with a selective affinity to target BPA is 
required. In order to find the peptide moiety that specifically binds to BPA, the ultrasound-assisted biopanning was 
carried out with a phage-displayed peptide library expressing constrained heptamer. After six rounds of positive 
screening against BPA particles followed by the negative screening against the surface of eppendorf tube, the peptide 
sequence (CysLysSerLeuGluAsnSerTyrCys) with affinity to BPA was screened based on the order of frequency from 
the screened phage clones. To further verify the specificity of screened peptide sequence, the cross-binding affinity 
of the phage peptide toward BPA analogues such as Bisphenol S (BPS) and Bisphenol F (BPF) was also assessed, 
where the selected phage peptide showed a higher affinity to BPA over BPS and BPF. 
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비스페놀 A (2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane, BPA)는 폴

리카보네이트, 폴리스타이렌, 에폭시 수지 등의 생산에 필요한 

주요 화학 원료로서, 대표적인 내분비계 장애물질 중의 하나로 

알려지면서 관심을 끌고 있다(Staples et al., 1998). 내분비계 장

애물질은 매우 낮은 농도에서도 인체의 내분비계 대사 기능을 

저해하기 때문에 심각한 위협이 되고 있는데, BPA 이외에도 프

탈레이트, 알킬페놀 등 100여 종 이상의 다양한 물질이 내분비

계 장애물질로 알려져 있다(Rodriguez-Mozaz et al., 2004). 

BPA는 특히 실생활과 밀접한 각종 플라스틱류, 캔 용기의 코팅

에서 침출되는 등 실생활에서 직접적인 위협이 되고 있어, 이의 

모니터링 및 제거를 위한 다양한 연구가 진행되고 있다(Goodson 

et al., 2004). 현재까지 BPA는 주로 가스/액체 크로마토그래피

를 이용하여 분석하고 있는데(Stuart et al., 2005), 일반적으로 

시료의 전처리가 필요하며 측정 시간이 비교적 길고 검출 농도

의 한계가 존재하는 단점이 있다. 이러한 단점은 다른 화학물질

의 미량 농도 측정 과정에서도 흔히 발생하는 문제점으로, 해결

책의 하나로 특정한 표적 물질에 선택성이 높은 다양한 생물학

적 리간드 기반의 바이오센서가 연구되고 있다. 현재까지 발표

된 리간드들에는 항체, 효소, 미생물, DNA, 펩타이드 등이 있으

며(Parellada et al., 1998; Marrazza et al., 1999; Rose et al., 

2002; Védrine et al., 2003), 예를 들어 alkylphenol, polychlorinated 

biphenyl, isoproturon 등의 표적물질에 선택성을 보이는 리간드

들이 탐색되었다.

아미노산 올리고머인 펩타이드의 경우도 여러가지 표적 물질

에 대해서 선택성이 높은 서열이 탐색되어 왔는데, 특히 금속 또

는 금속 산화물 친화성 서열이 많이 보고되고 있다. 예를 들어 

Cd
2+에 친화성을 보이는 HisSerGlnLysValPhe(HSQKVF), Hg2+에 

대한 GlyHisHisProHisGly(GHHPHG), Pb2+에 대한 ThrAsnThr 

LeuSerAsn Asn(TNTLSNN) 서열이 밝혀졌다(Mejare et al., 1998; 

Kotrba et al., 1999; Nian et al., 2010). 특히 펩타이드 기반의 리

간드는 대장균과 같은 박테리아 표면에 발현시켜 특정 중금속의 

선택적 제거가 가능한 생흡착제로 이용하려는 연구들도 수행되

었으며 그 외에도 다양한 용도로 응용될 수 있는 장점이 있다

(Vijayaraghavan and Yun, 2008; Ravikumar et al., 2011, 2012; 

Nguyen et al., 2013). 현재까지 펩타이드 서열은 대장균 혹은 파

지의 세포표면 디스플레이를 적용한 바이오패닝에 의해 주로 탐

색되고 있다. 바이오패닝은 표적 물질의 선정에 제약을 거의 받

지 않고 천문학적 숫자의 다양한 펩타이드 서열의 표적 물질에 

대한 친화성을 단시간 내에 탐색할 수 있는 장점이 있으나, 기존

에 탐색된 서열들은 주로 중금속 유래의 표적 물질에 대한 것으

로 BPA와 같은 유기물에 대한 서열 탐색은 매우 드물게 시도되

었다. 

본 연구에서는 대표적인 내분비계 장애물질인 BPA의 분석 
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Round Binding buffera Initial phage
(pfu)

Eluted phage (pfu)b

EG1 EG2 EG3 ES
1 0.1% Tween 20 + TBS 1×1011 2×106 3×105 3×105 Not detected
2 0.2% Tween 20 + TBS 2×1011 3×107 1×107 5×106 2×106

3 0.3% Tween 20 + TBS 2×1011 7×107 6×107 7×106 6×106

4 0.4% Tween 20 + TBS 2×1011 1×107 4×106 2×106 1×107

5 0.5% Tween 20 + TBS 2×1011 5×107 9×106 3×106 2×107

6 0.6% Tween 20 + TBS 2×1011 4×107 8×106 1×106 3×107

a TBS: 50 mM Tris-HCl +150 mM NaCl at pH 7.5
b Elution condition (EG1, the first 10 min elution of BPA-phage by 0.2 M Glycine-HCl at pH 2.2; EG2, the second 10 min elution under same condition; EG3, 

the third 10 min elution under same condition; ES, the fourth 10 min elution by sonication at 28 kHz)

Table 1. The number of phage in each round of biopanning against bisphenol A

또는 생흡착제의 기능기로서 작용할 수 있는 펩타이드 서열을 

전통적인 바이오패닝 기법에 의해 탐색해 보았다. 또한 탐색된 

서열의 선택적 친화성을 검증하기 위해 BPA 유사 물질과의 교

차 인지성을 확인하였다. 이와 같이 탐색된 서열은 바이오패닝

에 의해 탐색되었던 기존의 펩타이드 서열들이 센서 또는 흡착

제의 리간드로서 적용되고 있음을 볼 때 후속 연구를 통해 다양

하게 활용될 수 있을 것이다.

스크리닝에 이용한 라이브러리는 양 말단에 시스테인이 있고 

사이에 7개의 무작위 아미노산으로 이루어진 고리형 펩타이드

를 M13 파지 pIII의 일부로 발현하도록 구성한 파지 표면 디스

플레이 시스템(Ph.D.-C7CTM, E8120S)으로 NEB (New England 

Biolabs, USA)에서 구입하였다. 10 μl의 파지 라이브러리를 990 

μl의 binding buffer (TBS buffer with 0.1% Tween 20)에 희석

하고 1 ml의 BPA 입자 용액(60 mg/ml)과 섞어 1시간 동안 상온

에서 반응시켰다. Binding buffer는 TBS buffer (50 mM 

Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7.5)에 Tween 20을 첨가한 것으로 

Tween 20은 BPA 입자와 파지 사이의 결합을 방해하는 역할을 

하게 된다. 후속 패닝 라운드에서는 binding buffer의 Tween 20 

농도를 0.1% (v/v)씩 높여가면서 파지의 BPA에 대한 흡착 경쟁

을 증가시켜 패닝의 선택성이 향상되도록 하였다. 그 다음 

16,000×g에서 원심분리하여 BPA에 흡착되지 않은 파지 입자를 

함유한 상등액을 제거하였다. BPA에 약하게 흡착된 파지는 

binding buffer로 반복 세척하여 원심분리에 의해 제거한 후, 

BPA에 강하게 흡착된 파지 입자들을 elution buffer (0.2 M 

Glycine-HCl at pH 2.2)와 10분간 반응시키고 원심분리하여 파

지 pfu (plaque forming unit)를 측정하였다. Elution은 동일한 조

건에서 10분씩 3회에 걸쳐 반복 실시하여 BPA로부터 탈착되는 

파지를 원심분리, 회수하였다(EG1, EG2, EG3). EG3 단계까지 

회수되지 않고 BPA 입자에 강하게 결합한 파지는 28 kHz의 초

음파 세척기(Ultrasonic cleaner, Jeio Tech, Korea)에서 파지

-BPA 입자를 포함한 에펜도르프 튜브를 10분간 처리하여 탈착

되는 파지를 회수하였다(ES). 이와 같이 1라운드 패닝을 완료한

후 ES 단계에서 회수된 파지를 증폭하고, Tween 20 농도를 

0.2%로 증가시킨 binding buffer에서의 초기 개수가 2×1011 

pfu/ml로 되도록 파지의 농도를 조정하여 2라운드의 패닝을 실

시하고 ES 단계에서 회수된 파지를 증폭하였다. 3라운드의 이후

의 패닝도 같은 방법으로 실시하여 총 6라운드의 positive 패닝

을 실시하였다. 

Table 1에 이와 같이 실시한 6라운드의 패닝 과정에서 이용한 

binding buffer의 조성, 각각의 라운드에서 BPA에 흡착된 파지

들이 EG, ES elution을 거쳐 회수된 양을 나타내었다. 1라운드 

패닝을 제외하고는 각 라운드마다 3회에 걸친 EG elution에서 

회수되지 않았던 파지들이 초음파를 이용하는 ES elution을 통

해서 추가적으로 회수되는 것을 볼 수 있다. 따라서 초음파를 이

용한 파지 elution 방법은 BPA에 상대적으로 더 강하게 흡착되

는 파지를 회수할 수 있는 전략으로 적절했다고 판단된다. ES 

elution 단계에서 회수되는 파지의 양은 2-3라운드에 비해 4-6라

운드에서 증가하였지만 1×10
7, 2×107, 3×107 pfu로 대체로 포화

되는 경향을 보이고 있다. 또한 EG elution에서도 4-6라운드에

서 회수되는 파지의 양이 대체로 일정한 값으로 포화되고 있어 6

라운드에서 패닝을 종료하였다.

앞에서 회수된 파지 중에는 용액이 담겨 있던 에펜도르프 튜

브 재질에 친화성이 있는 파지도 같이 섞여 있을 수 있다. 따라서 

이를 배제하기 위하여 튜브에 붙지 않는 파지를 선별하는 

negative 패닝을 실시하였다. 6라운드에서의 ES elution을 거쳐 

얻어진 파지를 증폭시켜 BPA가 첨가되지 않은 TBS 버퍼와 섞

고 1.5 ml 에펜도르프 튜브에서 1시간 동안 배양하였다. 파지 용

액을 다시 새로운 에펜도르프 튜브에 옮겨 1시간 동안 추가로 배

양하여 에펜도르프 튜브에 친화성이 있는 파지가 배제된 파지 

용액을 확보하였다. BPA에 대한 positive 스크리닝과 에펜도르

프 튜브에 대한 negative 스크리닝을 모두 거친 파지의 표면 펩

타이드 서열을 분석하기 위해, 35개의 파지 클론을 무작위로 선

택하여 각각 증폭하였다. 증폭된 각각의 파지는 QIA M13 kit 

(Qiagen)를 이용하여 ssDNA를 추출한후 NEB에서 제공된 -96 

gIII sequencing primer를 이용하여 DNA 서열 분석을 의뢰하였다. 

Table 2에 정리한 바와 같이 서열 분석이 성공한 32개의 샘플 중

에서 18개에서 공통 서열로 CysLysSerLeuGluAsnSerTyrCys 

(CKSLENSYC) 서열이 스크리닝되었다. 양 말단의 시스테인은 

실험에서 이용한 펩타이드 라이브러리가 고리형(constrained 

type)으로 제작된 결과이다. Table 2에서 다른 서열의 경우 빈도

가 1-2개로 거의 의미가 없어 1번 서열에서 높은 BPA 친화성을 

기대할 수 있을 것으로 판단되지만, 검증을 위해 추가적인 실험
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No. Amino acid sequences of peptides Frequency of each sequence
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

CysLysSerLeuGluAsnSerTyrCys (C KSLENSY C)
CysLysSerValGlyAsnTyrGlnCys (C KSVGNYQ C)
CysLysAsnProThrThrGlyThrCys (C KNPTTGT C)
CysLysSerLeuGluAsnSerGlnCys (C KSLENSQ C)
CysAsnProSerAsnArgAsnAspCys (C NPSNRND C)
CysLysSerProGlyAsnTyrGlnCys (C KSPGNYQ C)
CysLysSerLeuGluGlnSerTyrCys (C KSLEQSY C)
CysAsnProSerAsnArgGlnAspCys (C NPSNRQD C)
CysThrGlyThrThrAsnGlnTyrCys (C TGTTNQY C)
CysAsnSerProArgProSerThrCys (C NSPRPST C)
CysAsnValGluHisAsnLysThrCys (C NVQHNKT C)
CysSerThrArgHisThrTyrAspCys (C STRHTYD C)
CysIleLysSerThrHisAsnHisCys (C IKSTHNH C)

18
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Sum 32

Table 2. Amino acid sequences of BPA binding peptides obtained from phage-displayed peptide library expressing constrained heptamer

Phage clone
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Fig. 1. Comparison of bisphenol A affinity between individual phage
peptide screened from 6-round of biopanning: 1, phage displayed 
with the peptide, CKSLENSYC; 2, phage displayed with the peptide,
CKSVGNYQC; 3, phage displayed with the peptide, CKNPTTGTC;
4, wild type phage. The data are aggregate results from replicate 
experiments (n=3).

(A)

(B)

(C)

Fig. 2. Structures of bisphenol A (A), bisphenol S (B), bisphenol F (C).

을 진행하였다.

1번 서열(CKSLENSYC) 이외에도 비교군으로서 각각 2개의 

빈도를 보였던 2, 3번 서열(CKSVGNYQC, CKNPTTGTC)에 

해당하는 파지와 wild type M13 파지 10
10 pfu를 각각 앞에서 실

시한 패닝 조건에서와 같이 60 mg/ml의 BPA가 첨가된 binding 

buffer (TBS buffer with 0.1% Tween 20)에 희석하고 1시간 동

안 상온에서 반응시켰다. BPA에 약하게 흡착된 파지는 binding 

buffer로 반복 세척하여 원심분리에 의해 제거한후 남은 파지

-BPA 복합체는 1 ml의 elution buffer에 넣고 10분간 초음파 세

척기에서 처리하여 elution하였다. 이 과정을 3회 반복하여 평균

값으로서 회수된 파지의 양을 Fig. 1에서 비교하였다. 예상한 바

와 같이 wild type 파지에서 회수된 파지의 양이 가장 작았고 1

번 서열에서 23.4×10
5 pfu의 파지가 회수되어 2, 3번 서열의 3.6, 

4.3 ×105 pfu와 큰 차이를 보이고 있어 1번 서열의 BPA에 대한 

친화성이 상대적으로 높음을 알 수 있다.

또한 1번 펩타이드 서열이 BPA 이외의 다른 유사 물질에도 

교차 친화성을 보이는지 검증하기 위해 대조군으로 BPA와 구조

가 거의 유사한 BPS (bisphenol S), BPF (bisphenol F)를 선정하

였다(Fig. 2). Fig. 1에서와 마찬가지 방법으로 10
10 pfu의 파지를 

각각 60 mg/ml의 BPA, BPS, BPF가 첨가된 binding buffer 

(TBS buffer with 0.1% Tween 20)에 희석하고 1시간 동안 상온

에서 반응시킨 후 elution하여 회수된 파지의 양을 비교하였다. 

이때 BPA, BPS, BPF 입자의 표면적이 각각 달라서 파지의 흡착 

표면적이 달라지는 점을 보정할 필요가 있다. 입도분석기

(Particle size analyzer, Microtrac S3500, USA)를 이용하여 

BPA, BPS, BPF 입자의 평균 직경을 측정한 결과 각각 1136, 

53.5, 23.8 μm로 측정되었고, 이를 구형으로 가정한 표면적은 각

각 4.05×10
6, 8.99×103, 1.78×103 μm2로 계산되었다. 따라서 이

를 바탕으로 입자 1 mm
2 표면적당 흡착된 파지의 개수로 계산한 

결과를 Fig. 3에 비교하였다. 그림에서 보듯이 BPA의 경우 8824 

pfu로 BPS 13 pfu, BPF 1198 pfu에 비해 매우 높은 값을 보이고 

있어 유사 물질에 대한 교차 친화성이 적음을 알 수 있었다. 이와 

같이 Fig. 1과 3에서 실시한 기본적인 검증 실험을 통해 바이오
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Fig. 3. Comparison of affinity towards bisphenol A and its analogues
(bisphenol S, bisphenol F) by the phage displayed with the peptide, 
CKSLENSYC. The numbers of eluted phage are compensated 
values, the number of eluted phage per square millimeter of 
bisphenol A and its analogues particles, respectively. The data are 
aggregate results from replicate experiments (n=3).

패닝 프로토콜에 의해 스크리닝한 파지 디스플레이 펩타이드 서

열이 BPA에 대하여 선택적인 친화성이 있음을 보였다. 본 연구

에서는 더 이상의 검증은 진행하지 않았지만, 후속 연구를 통해 

보다 다양하게 유사 구조, 혹은 간섭 효과를 일으킬 수 있는 물질

에 대한 친화성 검증이 필요할 것이다. 

적 요

비스페놀 A (BPA)는 내분비계 장애물질의 하나로서 인간에

게 큰 위협이 되고 있는 물질이다. 따라서 BPA의 분석 및 제거

를 위해 BPA에 대해 선택적 친화성을 보이는 특정 리간드 탐색

이 요구되고 있다. 본 연구에서는 초음파 처리를 동반한 바이오

패닝 기법을 이용하여 파지 표면 디스플레이 라이브러리로부터 

BPA에 친화성이 높은 펩타이드 서열을 탐색하였다. BPA 입자

에 대한 6라운드의 positive 스크리닝과 에펜도르프 튜브 표면 

재질에 대한 negative 스크리닝 과정을 실시하였고, 이를 통해 

BPA에 선택적 친화성이 높은 CysLysSerLeuGluAsnSerTyrCys 

(CKSLENSYC) 서열을 스크리닝하였다. 또한 확보된 서열의 선

택적 친화성을 검증하기 위해 BPA와 구조가 유사한 비스페놀 F 

(BPF), 비스페놀 S (BPS)에 대해서 교차 친화성이 있는지 평가

하였고, 앞에서 선택된 서열이 BPS, BPF에 비하여 상대적으로 

BPA에 대한 친화성이 높다는 것을 확인하였다. 
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