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Development and application of the magnetic field device for single crystal
growth
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Abstract The three-dimensional structure of the proteins, including the location of the hydrogen atoms can be analyzed by
using neutron diffraction. In order to grow single crystals for neutron diffraction experiments, we developed a simple
magnetic field device with the commercial magnets and succeeded in growing hen egg-white lysozyme single crystals of
more than 1 mm3 in volume using this device. The crystals grown with a magnetic field were larger and had perfect
transparency, whereas the crystals grown without a magnetic field had micro-cracks. The result of the X-ray measurement
showed a good resolution and small mosaicity for the crystals grown in the presence of a magnetic field.
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요 약 중성자회절을 이용하여 단백질 내의 수소원자 위치를 포함한 3차원 상세구조를 분석할 수 있으므로, 중성자 회
절용 단백질 단결정을 성장시키기 위해 상용자석을 이용한 자기장 단결정 성장장치를 개발하였다. 이 장치를 이용하여 중
성자 회절실험에 필요한 1 mm3 이상 부피의 lysozyme 단결정 시료를 성장시켰다. 자기장 영향 하에서 성장시킨 단결정은
자기장의 영향 없이 성장한 시료보다 평균 부피가 크고 결정도가 우수하였으며, X-선 측정 결과에서도 해상도가 높고 작은
mosaicity를 나타내었다.

1. 서 론

단백질과 같은 바이오물질의 결정구조분석은 신약개발

을 위한 복합화합물 설계를 위한 초기 정보수집 단계로,

완벽에 가까운 결정구조정보를 얻을수록 부작용이 거의

없는 신약을 설계할 수 있다[1]. 단백질 구조분석에는

NMR, X-선 및 중성자회절 등이 주로 이용되며, 이 중

X-선 및 중성자회절을 이용한 결정구조분석은 원자단위

의 3차원 구조분석이 가능하다. 국내 연구자들은 포항가

속기연구소의 단백질 빔라인과 고성능의 Lab X-ray 장

치를 이용하여 단백질 구조분석과 신약개발 등에 성과를

얻고 있다. 그러나 수소원자와 수화구조를 다량 포함하

고 있는 바이오물질의 특성 상 수소원자의 위치 정보를

정확히 얻어 낼 수 있는 중성자빔을 이용할 경우 신약개

발에 기여할 수 있는 단백질의 기능과 구조 규명에 필요

한 입체구조를 제공할 수 있다[2].

이와 같이 중성자회절은 바이오물질의 수화구조를 포

함한 3차원 상세구조 분석에 최적의 핵심기술이나, X-선

에 비해 에너지가 상대적으로 낮기 때문에 구조분석에

충분한 데이터를 얻기 위해서는 평균 부피 1 mm3 이상

의 단백질 단결정이 필요하다. 물론 시료 내의 수소원자

를 중수소원자로 치환한 경우는 약 ~0.1~0.2 mm3 정도

의 시료로도 측정이 가능하다[3]. 또한 일본의 J-PARC

과 미국과 유럽에 건설 중인 파쇄중성자원(spallation
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neutron source)을 사용하는 시설에 설치되었거나, 설치

예정인 중성자 바이오회절장치의 경우는 부피 ~0.1 mm3

이하의 단결정 시료의 측정도 가능하다는 전망이다[4].

X-선에 비해 중성자빔의 낮은 에너지를 극복하기 위한

방법으로 중성자 회절실험에 사용할 시료 단결정을 크게

성장시키기 위해, 자기장 영향 하에서 단결정을 성장시

킬 경우 크기와 결정도를 향상시킬 수 있다는 기존 연구

에[5, 6] 착안하여 기존 연구자들이 단결정 성장에 활용

한 장치보다 월등히 간단하고 편리한 자기장 단결정 성

장장치를 개발하였다. 또한 이를 이용하여 hen egg-white

lysozyme(HEWL) 단결정을 자기장 영향 하에서 성장시

켰을 때 부피와 광학품질이 매우 향상된다는 것을 입증

하였다[7]. 이 논문에서는 자기장 단결정 성장장치의 개

발과 이 장치를 이용한 결과를 보고하고자 한다.

2. 실험방법

2.1. 자기장 단결정 성장장치 개발

사파이어 또는 초전도체 등의 무기물 단결정은 일반적

으로 시약 물질을 고온에서 용융시켜 성장시키는 초크랄

스키법[8]이나 존멜팅법[9]을 사용하는데 비해, 유기물인

단백질을 단결정으로 성장시키는 일반적인 방법은 산도

(pH), 온도, 압력 등을 변화시켜 용액 내의 단백질 농도

를 과포화 상태로 만들어 단백질의 석출속도를 조절하여

결정화시키는 것이다. 결정화 과정에서 결정 성장의 촉

진제로 MgCl2, NaCl, NiCl2, MnCl2, CoCl2, FeCl2,

FeCl3과 같은 염화물을 첨가하는데, 이 중 Ni, Mn, Co,

Fe 등의 상자성 물질은 자기장 하에서 단백질 결정성장

에 영향을 주어 순수하고 거대한 결정성장을 가능하게

한다[10, 11]. 기존의 자기장 발생장치는 거대한 대형 전

자석을 이용하고, 자기장 균질도가 일정한 부분이 제한

적이기 때문에 수주에서 수개월이 소요되는 결정성장과

관련하여 여러 조건을 동시에 실험하기 매우 어려우며

때론 필요한 조건을 구현할 수 없다.

자기장 하에서 단백질 단결정을 성장시키기 위해 시뮬

레이션 프로그램을 이용하여 일반적인 영구자석을 이용

한 장치를 구상하였다. 그 결과 쉽게 구할 수 있는 Nd

이 첨가된 표면자기장 약 0.55 T의 영구자석을 Fig. 1과

같이 배치하여 시료 위치에서 약 0.3 T의 자기장을 얻도

록 하였다. 이와 같이 구성한 단결정 성장장치의 자기력

선 시뮬레이션 결과 ± 3 % 이하의 균일한 자기장이 시

료 영역을 통과함을 확인하였다(Fig. 2). 또한 시작품을

만들어 Benchmarking Crystal 단결정을 성공적으로 성

장시켜 성능을 입증하였다. Fig. 3(a)는 단결정 성장장치

의 개념도이며 Fig. 3(b)는 제작 완료한 시작품이다. 이

장치는 추가적인 자석 배치를 통하여 시료 삽입 위치와

수를 조절하는 것은 물론 비커의 길이를 고려하여 자석

을 수직방향으로 추가 배치하는 것이 가능하므로 시료

용액이 담긴 비커 전 영역에 균일한 자기장 공급이 가능

Fig. 1. Schematic illustration of the magnetic field device.

Fig. 2. Simulation of the magnetic field directions.

Fig. 3. Concept design (a) and a product (b) of the magnetic field device suitable for the test tubes.
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하다.

위의 단결정 성장장치는 에너지가 낮은 중성자회절용

거대 단결정 성장에 적합한 장치이다. X-선 회절용 시료

는 높은 에너지의 Lab X-ray 장치 또는 방사광을 이용

하여 실험하기 때문에 수 마이크로미터 이내의 작은 단

결정도 구조분석이 가능하다. 이러한 단결정을 성장시키

기 위해 대부분의 대학 및 연구소에서 단백질 결정성장

에 이용하는 일반적인 crystal batch에 자기장을 가할 수

있는 단백질 단결정 성장장치를 설계하였다. 일반적으로

사용하는 crystal batch의 경우, 폭이 60 mm 이상이므로

가할 수 있는 자기장이 낮게 된다. 목적하는 0.3 T 확보

를 위해 영구자석 배치를 여러 형태로 하여 자기력선 시

뮬레이션을 수행하였다.

기존 단결정 성장장치의 시료위치와 좌우 자석의 상하

에 탄소강을 배치한 방법에 추가로 자석을 상하 위치에

자기장 방향을 평행하게 배치한 경우(Fig. 4(b)), 시료

위치에서의 자기력선의 분포가 기존 장치보다 약 15 %

감소하였다. 이와 반대로 추가 자석의 자기장 방향을 기

존 자석과 반대로 하면 시료 위치에서의 자기력선 분포

는 약 15 % 증가하는 한편, 외부로 발산하는 자기장을

Fig. 5(a)와 같이 시료 지역에 가두어 둘 수 있다. 이와

같은 방법은 시료 위치의 자기장을 약 15 % 향상시키는

효과와 함께 외부로 발산하는 자기장을 완전히 차단하는

효과가 있다. 자기회로 구성에 이용되는 탄소강판 상하

부분 전체에 영구자석을 설치하지 않고, 좌우 일부분에

자석을 배치하여도 동일한 자기장 증가 효과를 얻을 수

있으나, 이 경우 외부로 방출되는 자기장 차단은 어렵다
(Fig. 5(b)).

Fig. 4. The magnetic field directions of the first device (a) and additional magnets at the top and bottom parallel direction to the
existing magnets (b).

Fig. 5. The magnetic field directions of the additional magnets opposite direction to the existing magnets (a) and additional magnets
at the top and bottom positions of the existing magnets (b).

Fig. 6. Concept design (a) and a product (b) of the magnetic field device suitable for the commercial crystal-batch.
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추가적인 자석 배치에 의해 얻어지는 15 % 이상의 자

기장 증폭은 비커에 비해 상대적으로 면적이 넓은 상용

crystal batch에 동일한 자기장(0.28 T~0.3 T)의 공급이 가능

하다. 이를 적용한 고효율 자기장 단결정 성장장치의 시작

품을 제작하여(Fig. 6) HEWL 단결정 성장에 사용하였다.

2.2. 단백질 단결정 성장실험

0.3 T의 자기장을 가할 수 있는 단결정 성장장치는 인

큐베이터 안에 넣을 수 있으므로 다양한 온도 영향 하에

서 실험이 가능하다. 상자성 양이온을 포함한 염화물의

종류에 따라 온도, pH 그리고 단백질 농도를 달리하여

각각 자기장 영향의 유무 조건 하에서 HEWL 단결정을

성장시켰다. 이와 같은 다양한 조건 하에서의 단결정 성

장실험 결과를 Table 1에 정리하였다. 표에서 보는 바와

같이 총 60 조건 중 HEWL 단결정이 가장 잘 성장한

조건은 다음과 같다.

- 단백질 농도: 50 mg/ml

- 온도: 296 K

- 자기장: 0.3 T
- salt: MnCl2

- pH: 6.0

Fig. 7(a)에서 보는 바와 같이, MnCl2 용액과 자기장

영향 하에서 성장한 단결정은 완전히 투명하여 좋은 결

정성을 보이며, 이렇게 성장한 단결정은 평균 10 mm3

정도의 부피를 보였다. 이는 중성자회절용 시료로 우리

가 기대하였던 약 1~2 mm3 부피의 단결정에 비해 획기

적으로 큰 시료이며, 무엇보다 결정 전체가 투명하여 완

벽에 가까운 좋은 결정성을 보이는 단결정으로 성장하였

다. 이에 비해 자기장 영향이 없는 조건에서 성장한 결

정은 Fig. 7(b)에서 보듯이 대부분이 내부에 미세한 깨

짐이 있는 불투명한 모습을 보인다.

이번 연구를 통해 확보한 중성자회절용 시료는 한국원

자력연구원의 연구용 원자로인 ‘하나로’에 설치되어 현재

시운전 중인 중성자 바이오회절장치(Bio-C)를 이용하여

중성자회절데이터를 획득하여 구조를 분석할 예정이다.

3. 결과 및 고찰

본 연구에서 개발한 자기장 단결정 성장장치의 가장

큰 장점은 크기가 작고 다루기 쉬워서 다양한 조건의 실

Table 1
Experimental conditions and results of lysozyme crystal growth

Paramagnetic
cations (1 g/5 ml
protein solution)

T = 291 K, 50 mM Na acetate
Protein concentration: 30 & 40 mg/ml

T = 296 K, 50 mM Na acetate
Protein concentration: 40 & 50 mg/ml

T = 301 K, 50 mM Na acetate
Protein concentration: 40 & 50 mg/ml

pH
4.5

pH
5.0

pH
5.5

pH
6.0

pH
6.5

pH
4.5

pH
5.0

pH
5.5

pH
6.0

pH
6.5

pH
4.5

pH
5.0

pH
5.5

pH
6.0

pH
6.5

Ni2+ ≤ 1 mm ≤ 2 mm ≤ 2 mm 2~4 mm Irregular formation of crystals
Mn2+ ≤ 1 mm ≤ 1 mm ≤ 1 mm
Co2+ ≤ 1 mm ≤ 1 mm ≥ 1 mm

Cu2+ Tiny crystals and irregular formation of crystals

Crystals were analyzed in their early stages of growth (2~5 days from the setting of the experiment) and after they reached their maxi-
mum sizes (3 weeks).

Fig. 7. The effect of the magnetic field on the quality of crystals. (a) Crystals have perfect transparency in the presence of a magnetic
field (0.3 T). (b) Crystals have many micro-cracks in the absence of a magnetic field.
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험을 구현할 수 있다는 것이다. 또한 상용자석을 이용하

여 자기장을 인가할 수 있는 장치를 구성한 것은 비싸고

거대한 크기의 초전도자석을 이용하던 기존 방식을 획기

적으로 개선한 것이다.

Guzman 등은 Japan Magnet Technology Inc.의 초전

도자석 ‘JMTD-5T 300M’을 이용하여 L-alanine 단결정

을 성장시켰다[12]. 본 연구에서 개발한 자기장 단결정

성장장치와 비교를 위해 이들이 구성한 실험장비의 도식

도를 Fig. 8에 나타내었다. 그림에서 보듯이 이들은 직

경 300 mm의 내부에 seed crystal을 매단 비커를 위치

시키고 냉각기, 온도제어기 등을 설치하여 실험을 수행

하였다. 또한 Yin 등이 자기장 영향 하에서 Lysozyme

단결정을 성장시킬 때 사용한 장비도 Japan Magnet

Technology Inc.의 초전도자석 ‘JMTD-10T 100M’와

JASTEC, Japan 사의 ‘JASTEC 16T 50MF’이며, 이들

은 초전도자석과 함께 water bath를 포함하여 실험장비

를 구성하고 단결정을 성장시켰다[10, 11]. 이에 반해 본

연구에서 개발한 자기장 단결정 성장장치는 비커와

crystal batch를 이용할 수 있는 모델 모두 27 W × 15 H ×

3 T mm3 크기 또는 이보다 작은 크기로 제작 가능하여

일반적인 인큐베이터 안에 넣고 실험하는 것이 가능하다
(Fig. 9).

기존 연구자들이 초전도자석을 사용하여 5~10 T의 고

자기장 하에서 단결정을 성장시킨 것과 달리, 본 연구에

서는 상용자석을 사용한 단결정 성장장치로 0.3 T의 자

기장 영향 하에서도 내부의 깨짐이 거의 없는 투명하고

결정도가 좋은 부피 10 mm3 이상의 거대 단결정 성장이

가능하다는 것을 입증하였다.

Fig. 10은 단결정 성장장치를 이용하여 HEWL 단백질

단결정을 성장시킨 결과이다. 단결정 성장실험을 시작한

지 3일째 되는 날 확인한 결과, 자기장의 영향이 없는

조건에서는 seed crystal이 거의 관찰되지 않았으나, 자

기장 하에서 결정을 성장시킨 조건에서는 HEWL 단결

Fig. 8. Schematic diagram of the experimental apparatus using superconducting magnet by Guzman et al. [12].

Fig. 9. The magnetic device with the tubes is placed into an
incubator.
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정의 seed가 다수 관찰되었다(Fig. 10(a) 참조). 성장실

험을 시작한지 14일째 되는 날 확인한 결과는, 자기장

영향 하에서는 상대적으로 적은 수의 단결정이 크고 좋

은 결정도를 보이며 성장한 반면, 자기장의 영향이 없는

조건에서는 많은 수의 결정이 생성되었으나 대부분 내부

의 깨짐이 있고 크기가 작은 결정들로 성장한 것을 관찰

할 수 있었다(Fig. 10(b) 참조). 이와 같이 자기장 영향

하에서 결정을 성장시킬 경우 seed가 상대적으로 빠르게

형성되며 일단 형성된 seed는 결정도가 좋은 거대결정으

로 성장하는 반면, 자기장의 영향 없이 결정성장을 시도

한 경우는 결정 seed의 형성이 느리게 진행되다가 급속

히 많은 crystallite가 동시에 형성되어 주위의 다른 결정

들과의 간섭에 의해 거대 단결정으로 성장하지 못하는

것은 물론, 이 과정에서 결정 내부에 미세한 깨짐이 발

생하게 되는 것을 알 수 있다.

단결정 성장에 미친 자기장의 영향을 확인하기 위해

Fig. 10. Lysozyme crystal growth in the presence (0.3 T) and in the absence of a magnetic field. Photographs were taken 3 days
after (a) and 14 days after (b) the start of the experiment.

Fig. 11. X-ray diffraction data of HEWL measured by 7A beamline at PAL. (a) Diffraction pattern of the crystal grown with a magnetic
field. (b) Diffraction pattern of the crystal grown without a magnetic field.

Table 2
X-ray diffraction data analysis of HEWL

MnCl2, H2O Magnetic field 0.0 T Magnetic field 0.3 T

lattice Tetragonal Tetragonal
space group P43212 P43212
a [Å] 79.67 79.43
b [Å] 79.67 79.43
c [Å] 37.76 37.64
α [o] 90 90
β [o] 90 90
γ [o] 90 90
Mosaicity 0.300 0.111
Resolution 1.90 1.79
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다른 조건은 같고 자기장 영향이 없이 성장한 결정과

0.3 T의 자기장 하에서 성장시킨 결정에 대해 X-선 회절

데이터를 측정하여 분석하였다. 측정에 사용한 단결정은

25oC, pH 6.0, MnCl2 용액에서 성장시켰으며, 포항가속

기연구소의 7A 빔라인에서 회절 데이터를 수집하였다.

방사광에 의한 손상을 최대한 줄이면서 모든 각에 대한

회절패턴을 얻기 위해 1o, 1.5o
의 간격을 두고 0.02초간

측정하였다. 회절 데이터를 ‘HKL2000’을 이용하여 분석

한 결과 결정구조는 동일하나 0.3 T 자기장 영향 하에서

성장한 결정의 격자상수가 상대적으로 작게 나타났다.

단결정의 결정도를 확인할 수 있는 mosaicity는 자기장

영향 하에서 성장시킨 시료가 작게 나타났으며 해상도는

높게 나타났다(Table 2). 이 결과는 회절패턴에서도 확인

할 수 있는데, Fig. 11에서 보듯이 자기장 하에서 성장

시킨 단결정의 spot이 크기가 작고 선명하게 나타나 자

기장 영향 하에서 성장한 HEWL 단결정의 결정도가 더

우수함을 확인할 수 있다.

4. 결 론

본 연구에서 개발한 자기장 단결정 성장장치는 다양한

크기와 모양을 갖는 상용 crystal batch와 비커 등을 이

용하여 0.3 T 정도의 자기장 영향 하에 단결정을 성장시

킬 수 있는 장치이다. 용도에 따라 다양한 크기와 모양

의 단결정 성장장치를 제작하는 것이 가능하며, 결정 성

장 실험실에서 일반적으로 사용하는 인큐베이터에 넣고

실험할 수 있으므로 온도를 변화시키며 다양한 실험 조

건을 구현하여 바이오단결정 성장의 최적 조건을 찾는데

활용할 수 있다. Lab X-ray와 방사광 실험에 적합한 크

기의 시료 성장은 물론, 중성자 회절실험에 필요한 평균

1 mm3 이상의 큰 단결정을 성장시키는 것도 가능하다.

무엇보다 이 장치를 이용하여 자기장 영향 하에서 결정

도가 향상된 단결정 시료를 얻을 수 있으므로 결정구조

분석에 응용이 가능할 것으로 판단된다.
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