	실크 단백질의 생물공학적 이용 
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	1. 콜라겐(Collagen) 성장
  지구상에 존재하는 생물은 동 식물 할 것 없이 모두가 세포를 기본단위로 하여 이루어져 있으며, 그 중 인간의 몸은 약 60조개의 세포로 이루어져 있다고 한다. 형태 및 움직임이 각각 다른 이들 세포는 질서 정연한 집합체 형태의 기능 단위를 주축으로 심장, 간장 및 피부 등의 우리 몸을 이루는 기본조직을 재형성하는 기관을 만든다. 다시 말하여 우리 인체 조직은 이들 기관이 기능적으로 집합된 것이라 할 수 있는데, 이는 기본 단위인 세포가 있기 때문이고 이들 세포간에는 ‘풀(아교)’의 역할을 하는 물질인 ‘콜라겐’ 이라고 하는 성분이 존재하여 세포의 증식과 기능을 조절하여 준다고 알려져 있다. 콜라겐은 인간 몸 전체 단백질의 약 1/3을 차지하고 있고 피부, 뼈 및 연골 등 우리 몸을 지탱하는데 있어 없어서는 안 될 대단히 중요한 물질로 알려져 있기 때문에 이 결합 조직의 역할 및 기능이 생체 공학에 있어서도 큰 비중을 차지하고 있고 이러한 분야에 대한 연구가 다양하게 행하여지고 있다. 
  견 피브로인 sponge sheet에 의한 창상피복 적용 Rat피부 조직의 형태를 관찰하기 위하여 Hematoxylin-eosin(H&E) 및 Masson's trichrome(MT)으로 염색한 동물 피부 조직을 그림1에 나타내었다. 그림에서 보는 바와 같이 시판 면거즈로 피복한 12일 후의 대조(A)피부 조직의 경우, 피부 조직 내의 염증성 세포 등이 보이며 12일 후에도 전체적으로는 굴곡이 매우 심한 형태로 관찰되어진 반면, fibroin sponge sheet(B)와 fibroin dressing(C)으로 처리한 경우에는 피부 재생 능력이 일수의 경과에 따라 확실히 진전되었음을 알 수 있다. 
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대조 A 
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피브로인 스폰지시트 B 
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피브로인 드레싱액 C 

그림 1. 견 피브로인을 12일간 처리한 쥐피부조직 단면관찰 
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그림 2. 상처 피복 처리 후 콜라겐 생성량 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	  특히 매끄러운 피부 표면과 더불어 조직내의 염증성 조직 등이 현저히 줄어들고 있는 것으로 보아 조직학적 소견에 있어 정상적인 조직이 생성되어 있음을 알 수 있다. 또한 그림 2는 그림 1의 실험 데이터를 바탕으로 단위면적당 콜라겐 생성량을 수치화 한 것이다. 12일 후 콜라겐 생성량에 비해 fibroin sponge sheet 및 fibroin dressing solution의 경우 최고 45%의 단위 면적당 콜라겐 생성량을 나타내었다. 콜라겐의 생성 메카니즘에 대해서는 조직 내의 왕성한 혈류의 촉진으로 인한 조직 내의 피브리노겐 등이 피브로인 성분 내의 세포 접합 인자와의 친화력에 의하여 조직내의 collagen생성을 촉진시킨 결과로 판단되어진다. 그림2에서 나타난 바와 같이 콜라겐 증식효과는 견 피브로인 sponge sheet ≥ 견 피브로인 dressing 용액 > chitosan sponge sheet > control의 순으로 효과가 확인되어졌으며, 이는 창상 피복 관련 소재로 이용되는 chitosan보다 우수한 결과를 얻었다.
  견 피브로인의 경우 피부 결손 부위 적용 소재(membrane 및 solution 형태) 뿐 아니라 피부 친화성 소재를 개발하는데 있어서 첨가물을 비롯한 다양한 소재 개발로의 응용도 가능함을 알았고 가잠 및 야잠 피브로인을 이용한 생물공학 소재 적용 연구에도 충분한 가능성을 제시하였다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	2. 세포 배양 및 증식
  세포배양 즉, 유용한 유리세포를 효율적이고 경제적으로 배양하는 기술은 세포공학이나 면역공학 등에서는 매우 중요한 기술이다. 생체세포는 일반적으로 물질표면에 부착하여 증식하는 것이 많기 때문에 세포와 친화력을 가진 재료가 세포 부착판으로 사용될 수 있다. 콜라겐이나 피브로넥틴(fibronectin) 등은 포유동물의 세포 배양판으로 사용되고 있는 대표적인 천연고분자 물질이다. 이들은 공통적으로 세포인식기능(specific cellular recognition site)을 가지고 있다고 알려져 있는 Arg-Gly-Asp(RGD) tripeptide를 가지고 있으므로 세포의 부착과 증식을 촉진하는 역할이 밝혀졌다.
  최근 가잠 및 야잠 피브로인의 경우에 있어 세포 친화인자가 포함됨으로 인해 피부 친화성이 매우 좋다고 하는 연구보고 및 견 피브로인의 β-sheet domain 구조를 modeling으로 하여 그 turn부분에 RGD(R:arginine, G : glycin, D : asparatic acid)를 접합시킨 합성 단백질을 다양한 세포친화 용도로 실용화시킨 연구가 있어서 그 근거를 뒷받침해 주고 있다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	표 1. 견 피브로인 막에의 세포부착 및 증식실험 결과
시 료

초기 세포 부착률(%) 

증식률(%) 

가잠 견 피브로인
가잠 견 세리신
작잠 견 피브로인
폴리스티렌
실리콘 고무
콜라겐 

95±5
97±10
150±22
69±6
44±7
115±3 

126±10
127±1
196±13
59±2
31±7
128±5 



	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	  Minoura et al.은 피브로인 막 위에 쥐에서 유래한 세포를 부착, 증식실험을 행한 결과 세포부착 상태가 양호하고 잘 증식이 되는 것을 확인하였으며 표 1에 나타낸 바와 같이 순수한 피브로인과 세리신이 피브로인/세리신 브랜드물보다 세포 부착능력이 우수하며 포유동물의 세포배양에 많이 사용되는 것으로 알려진 콜라겐 등 기존의 생체재료와 유사한 정도의 세포 부착 증식능력을 확인하였다. 가잠 피브로인과 세리신에는 RGD tripeptide의 아미노산 순서가 발견되지 않으므로 receptor를 통한 biospecific interaction이 아니고 세포와 견 단백질의 염기성 기(基)와 electrostatic interaction에 의한 것으로 추정할 수 있다. 이는 RGD tripeptide의 아미노산순서가 발견되는 작잠 견 피브로인은 콜라겐보다 우수한 세포부착력과 성장을 보여주었으며 표 1의 결과가 이를 증명하고 있다. 
  이러한 결과는 가잠 또는 작잠 견 피브로인 필름을 통하여 동물세포의 부착, 증식판으로서 활용할 수 있는 가능성이 높다는 것을 제시하고 있으며 또한 견 피브로인의 표면구조와 생체 세포간의 상호작용 등이 중요한 연구과제가 될 수 있을 것이다. 앞으로 21세기에는 생물공학에 대한 연구가 더욱 활성화될 것이 예상되므로 생물공학용 소재개발에도 국내외의 관심이 집중될 것으로 보여진다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	3. 바이오 센서에의 응용
  바이오센서(biosensor)는 여러가지 혼합물이 섞여 있는 속에서도 신속하고 정확하게 생화학적 성분 등 목표물질을 측정할 수 있는 기법으로 기존의 면역분석(immunoassay) 등을 대신할 수 있을 뿐만 아니라 의료, 환경, 식품, 치안 등 여러 분야에서 매우 유용한 장비이다. 한가지 실예로 일본에서는 이미 수질이 오염되면 현장에서 바로 색깔이 변하는 바이오센서가 등장해 실용화되고 있는 실정으로 수질오염을 측정하는 첫단계인 생물학적 산소 요구량(ＢＯＤ)을 측정하는 데에만 5일 이상이 소요되지만 산소의 변화에 민감하게 반응하는 생체 고분자를 이용하면 지금까지 나와 있는 어떤 측정장치보다도 빠르고 정확하게 오염도를 파악할 수 있다. 
  바이오센서의 종류는 고정화한 생체인식부분에 따라서 효소센서, 미생물센서, 면역센서 등으로 나눌 수 있다. 특히 효소 고정화센서의 경우, 선택된 효소에 대한 고정화력이 강하고 측정의 정밀도가 높으면서 효소를 장기간 안전하게 유지시킬 수 있는 효소 고정화 담체를 찾는 것이 중요하다. 생체촉매인 효소를 고정화하는 방법에는 그림 3에서 보는 바와 같이 격자법, microcapsule법, 담체결합법 및 가교법이 있다. 격자법이나 microcapsule법에서는 미세한 공극이나 구멍을 통하여 분자량이 작은 피 반응물이 용액안으로 들어가서 반응하고 반응생성물은 빠져나오는 형태이고, 담체 결합법은 생체촉매 등이 화학결합이나 물리적 흡착을 통하여 담체와 결합되어 있는 형태이다. 가교법은 생체촉매들 사이를 가교 결합시킴으로서 불용성의 구조물을 형성하는 형태로 생각할 수 있다. 고정화된 생체촉매는 촉매기능이 안정화되고 여러번 반복사용이 가능하다는 장점이 있다. 
  견단백질을 효소고정화 재료로 응용한 대표적인 효소는 glucose oxidase(GOD) 이다. 당뇨병의 진단 또는 치료시에 혈당치를 측정하는 글루코스 센서는 GOD를 글루코스 용액에 넣으면 상온 상압 하에서 글루코스를 분해하여 gluconic acid와 hydrogen peroxide를 만드는 원리를 응용한 것이다. 고정화하지 않고 GOD를 glucose 용액에 넣으면 회수가 곤란하므로 견 피브로인 막에 고정화하여 사용하면 장기간 동안 사용할 수 있다.
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그림 3. 여러 가지 효소고정화법 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	  다른 천연고분자인 젤라틴을 GOD고정화 담체로 사용한 경우에는 효소의 활성이 견 피브로인을 담체로 사용한 경우보다 GOD의 용출 및 효과 등에서 불안정해 지는 것으로 알려져 있다. GOD의 고정화 담체로 견 피브로인을 사용하면 글루코스 센서로서의 성능 외에도 GOD가 활성을 나타내는 pH영역이 넓어지는 장점이 있다. 최근 일본에서는 견 부직포의 표면에 GOD를 포함하는 피브로인과 세리신의 혼합물을 코팅하여 알코올로 불용화 처리하면 견 피브로인막에 비하여 강도와 내구성이 높은 글루코스 센서를 만들 수 있다고 보고하고 있다.
  그러면 왜 견 피브로인이 GOD의 고정화 담체로서 사용가능한가? 견 피브로인은 마치 소수성부분과 친수성부분으로 이루어진 공 중합체처럼 소수성을 띄는 결정부분과 극성기가 많이 존재하는 비결정 부분으로 구성되어 있다. 수용성인 GOD는 견 피브로인의 비결정부위와 수소결합을 한 상태로 갇혀 있는 상태가 되는 것이다. 이런 원리에 의하여 견 피브로인 또는 견 피브로인이 포함된 복합체 등을 이용하면 GOD, lipase, invertase, alkaline phosphatase 등의 효소를 고정화시킬 수 있다. 
  면역센서(immunosensor)는 효소 대신 항원(antibody) 또는 항체(antigen)를 피브로인에 고정화한 면역센서, EIA 면역센서 등의 연구가 수행되고 있다. 바이오센서는 의학용 진단시약을 비롯하여 환경 및 미생물 농도측정, 잔류하는 독성 농약 또는 화약류의 검출, 마약 등 항정신성 의약품의 검출 등 그 활용범위가 넓어지고 있다. 견피브로인은 구조적인 특성상 바이오센서의 생물 인식부분으로 작용하는 효소, 항체, 항원 등을 고정화할 수 있는 능력이 높은 물질이므로 앞으로 고정화시킬 생체 물질의 검색과 고정화 담체로서의 특성을 향상시키기 위한 개질 연구 등 관련 분야에 대한 연구가 국내에서도 활성화되어야 할 것으로 생각된다.
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