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효모 합성생물학의 최신 연구 동향

                             중앙대학교 생명과학과 김현아, 유수진, 강현아

1. 개요

수천 년 동안 인류의 일상생활에 밀접하게 이용되어온 효모는 가장 오랜 기간 동안 
인류에게 길들어진 생물체로서 전통적인 발효산물 생산을 위한 숙주에서 생명공학 기
술의 도입으로 현재에는 다양한 식품 및 의약품 소재 생산을 위한 숙주로도 많이 활
용되고 있다. 특히, 인체에 대한 안전성이 보장된 GRAS (Generally Recognized As 
Safe) 미생물인 효모를 이용한 다양한 생명공학 산업제품들은 소비자들에게 거부감 
없이 일상생활에 유용하게 적용될 수 있는 장점이 있어, 효모 대상의 대사공학적 연
구 및 환경 친화적 청정 생물공정 개발 연구는 지속적인 관심을 받아 왔다. 효모 대
상의 산업용 균주 개발 연구는 진핵생물로는 최초로 1995년 유전체 염기서열이 해독
된 전통효모 Saccharomyces cerevisiae를 중심으로 다양한 'omics' 기술을 활용하
여 세포의 신호전달체계와 대사회로에 대한 총체적인 정보를 확보하고, 이러한 정보
를 조합하여 재래 분자유전학 방법으로는 해결할 수 없는 부분을 보완하여 새로운 기
능이 부여된 고기능 효모 세포공장(cell factory)을 제작하려는 합성생물학적 접근으
로 전환되고 있다(그림 1). 

합성 생물학은 기존 유전 공학의 의미를 개별적인 유전자 혹은 경로에 대한 
접근에서 유전자와 유전자 산물의 전체 시스템에 초점을 맞추는 것으로 확장시켜 생
명체를 전체적 수준에서 분석하는 시스템 생물학 연구와 매우 밀접하게 연계되어 있
다. 합성 생물학자들은 모듈화, 표준화와 같은 공학적 접근을 통해 생물 시스템의 주
요 개념을 분석하고 설계하기 위해 시스템 생물학자들에 의해 발견된 많은 통찰을 기
반으로 하며 그들의 전체론적 관점을 공유한다. 최근에는 메탄올자화효모 Pichia 
pastoris, Hansenula polymorpha, 알칸자화 효모 Yarrowia lipolytic 등을 비롯한 
산업적으로 유용한 다른 비전통 효모들에 대한 유전체 염기서열 분석 및 기능유전체
학 연구에 대한 관심이 고조되고 있으며, 전통효모와의 비교유전체학적 분석연구를 
통해 이들 비전통 효모들에서의 세포 네트워크 조절 기작을 규명하고 이를 산업적으
로 활용하고자 하는 연구에 대한 비중이 점차로 증가되고 있다(Kellis et al., 2003, 
Harbison et al., 2004).

본 논고에서는 효모 합성생물학을 위한 분자적 도구 개발, 효모를 이용한 재
조합 단백질 의약품과 유용 대사산물 생산 시스템 개발을 위한 합성생물학적 연구 사
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례에 대한 최신 동향을 중점적으로 살펴보고자 한다.

     그림 1.  효모 세포 재설계를 위한 오믹스 분석 기반 시스템 및 합성 생물학 연구

2. 효모 합성생물학을 위한 분자적 도구상자(Tool boxes)

합성생물학의 특징은 나사나 볼트, 베어링 등 여러 부품을 사용하여 기계장치를 만들 
듯이, 표준화된 생물학적 부품을 조합하여 새로운 생명시스템이나 생명체를 만든다는 
것이다. 일반적으로 생물학자들은 세포의 구성 물질이며 정보물질인 유전자와 단백질
의 특성을 조사하고 생물학적 과정을 이해하기 위해 이들을 조작하는 것과는 달리, 
합성 생물학자들은 인공 생물 시스템을 구축에 필요한 생물학적 부품 및 장치를 마련
하기 위해 이들 생체 물질들을 조작한다. 인공 효모 시스템을 구축하기 위한 가장 대
표적인 생물학적 부품 및 장치로는 합성 프로모터, 인공 전사 인자, 또는 유전자 제
거 및 삽입 카세트 등을 들 수 있다. 이와 같은 최근의 합성생물학의 발전은 고전적
인 유전자 공학의 도구세트를 확장시켰다(Liang et al., 2011). 

1) 합성 프로모터
효율적인 전사는 유전자 발현을 초기에 조절할 수 있는 중요한 단계로서, 강력하고 
조절 가능한 프로모터는 유용대사산물 및 재조합 단백질 생산에 높은 역가를 확보하
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기 위한 필수적인 도구이다. 효모의 경우 특징이 잘 밝혀진 구성적 발현이나 유도 조
절하는 다양한 프로모터들이 이종 유전자의 발현을 위해 사용되고 있다. 최근에는 자
연적 프로모터뿐만 아니라 향상된 발현을 유도하고 맞춤형 조절 프로필을 보여주는 
합성 프로모터에 대한 관심이 증가되고 있다(Blount et al., 2012). 

다양한 활성과 서열을 가진 많은 세트의 구성적 프로모터들은 광범위한 생합
성 경로의 제작에 매우 중요한 부품이다. 기존에는, 강한 구성적 프로모터인 TEF1과 
GPD (TDH3)가 이종 유전자의 과발현을 위해 우선적으로 사용되었지만, 최근에는 다
양한 전사 활성을 나타내는 구성적 프로모터들을 개발하려는 노력이 수행되고 있다
(Partow et al., 2010; Fang et al., 2011). 예를 들면, 무작위로 추출된 올리고뉴클
레오티드 라이브러리의 활용을 통한 합성 프로모터 라이브러리를 제작하거나 
(Jeppsson et al., 2003), 또는 오류-유발 PCR(error-prone PCR)을 통해 프로모터 
부위에 돌연변이를 유발시킴으로써(Alper et al., 2005), 사용 가능한 구성적 프로모
터의 선택 범위를 확장시켰다. 또는 연관된 종(species)으로부터 프로모터 서열을 발
굴하여 사용 가능한 효모 프로모터의 범위를 확장시키는 시도도 있다(Naesby et al., 
2009). 

유도 프로모터 시스템은 유도 인자의 첨가에 반응하여 발현 수준을 조절할 
수 있다는 장점을 가진다. S. cerevisiae의 경우 GAL1, CUP1, 그리고 MET25 프로
모터와 같은 내부적으로 존재하는 조절 네트워크나, 또는 세균에 적용되는 Tet 프로
모터와 같은 외래의 합성 요소들이 활용되어 왔다. 이들 내부 프로모터 시스템은 특
징이 잘 밝혀지고 예측 가능한 발현 프로파일을 실행하고 제공하기 쉽지만, 이 시스
템에 대한 유도 물질들이 다면 발현적 효과를 가진다는 난점이 있다(Mumberg et 
al., 1994; Labbe & Thiele, 1999). 즉, 갈락토오스와 메티오닌과 같은 유도물질들은 
영양소로 소모되므로, 유전자 발현 조절을 한층 더 복잡하게 만든다. 이종의 Tet 조
절 프로모터 시스템의 경우는 발현 조절을 위한 부가적인 외적 기구들의 도입이 필요
하다. 특히, 유도 분자들은 일반적으로 대량 생산 규모를 위해 사용하기에는 많은 비
용이 들기 때문에, 유도 프로모터들은 산업용 생산 균주 개발을 위한 생합성 경로 설
계에 대해서는 제한된 유용성을 가진다. 그럼에도 불구하고, 유도 프로모터 시스템은 
대사 네트워크에서 특정 효소의 최적 발현 수준을 알아내는데 유용한 도구가 될 수 
있다(Hawkins & Smolke, 2008). 

최근 미국의 Botstein 교수가 이끄는 연구팀에 의해 전통효모 S. cerevisiae
에서 보다 신속하게 유전자 발현 정도를 조절할 수 있는 인공 프로모터가 개발되었다
(McIsaac et al., 2014). 6 개의 Zif268 결합 부위를 포함한 변형된 GAL1 프로모터
는 Zif268 결합 도메인, 인체 에스트로겐 수용체의 리간드 결합 부위와 바이러스 단
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백질 V16로 구성된 인공전사 인자에 의해 베타-에스트라디올(β-estradiol) 존재 여부
에 따라 발현이 매우 정교하게 조절되었다. Zif268 결합 부위의 위치가 전사개시 지
역에 가까울수록, 또한 결합 부위의 카피 수가 많을수록 발현이 증가되었으며, 흥미롭
게도 에스트로겐 수용체 도메인의 아미노산 치환을 통해 호르몬이 아닌 저분자 물질
에 의해 발현이 조절 가능함이 관찰되었다. 

메탄올자화 효모 P. pastoris의 경우, 메탄올로 유도 가능한 AOX1 프로모터
(PAOX1)가 가장 많이 활용되고 있어 산업 공정에서 독성 및 인화성 문제가 있는 메탄
올을 사용하지 않으면서도 강력한 발현능이 조절 가능한 합성 프로모터 변이체를 개
발하는 연구가 집중적으로 수행되고 있다(Vogl & Glieder, 2013). PAOX1 전사인자 조
절 결합 부위에 대한 in silico 분석에 근거하여 짧은 염기서열 부분을 삭제, 삽입, 
또는 그 조합을 통해 활성을 최적화하거나(Xuan et al., 2009), PAOX1 부분단편과 
자연적 핵심 프로모터 단편이 융합된 합성 PAOX1 변이체(Ruth et al., 2010) 개발을 
통한 활성 증대 효과도 보고되었다. 한편 무작위 돌연변이 유발 방법에 의해 변형
된 P. pastoris 글리세르알데히드-3-인산 탈수소효소 유전자(PGAP)의 구성 프로모
터는 발현을 미세 조정할 수 있는 추가적인 프로모터의 가능성을 보여주었으며(Qin 
et al., 2011), 이러한 합성 프로모터를 이용하여 생산성 향상 효과가 관찰되었다
(Mellitzer et al., 2012).

2) 유전자 제거, 치환 및 도입 장치 
유전자 치환 및 표지 재활용을 위한 효율적인 전략은 많은 수의 유전자를 제거하고 
도입하는 과정이 수반되는 합성생물학적 연구 수행에 절대적으로 필요하다. 그동안 
전통적으로 효모를 대상으로 활용되어온 URA3 표지를 활용한 반대선택
(counter-selection) 기법 외에도, Cre/loxP과 Flp/FRT 재조합효소를 이용하여 표
지 유전자 절편을 제거함으로써 표지를 재활용하는 보다 진보된 장치가 개발되고 
있다(Pan et al., 2011, Naatsaari et al., 2012). 이 경우, 재조합효소 발현을 갈락
토오스 또는 메탄올 유도 프로모터의 엄격한 조절을 받도록 설계하면, 표지 유전자 
제거 공정을 조절할 수 있는 장점이 있다. 

효모 균주 제작을 위한 특정 유전자 제거 및 도입은 내인성 상동 재조합
(homologous recombination, HR) 기작을 활용하여 수행된다. 전통효모 S. 
cerevisiae에서는 HR이 매우 효율적으로 일어나는 반면, P. pastoris를 포함한 대부
분의 다른 사상 진균류 및 효모의 경우 비상동성 말단 접합(NHEJ)이 DNA 절단에 
의한 손상을 수선하는 주된 경로이다. 여러 비전통 효모들을 대상으로 수행된 최근 
연구들은 NHEJ에 관여하는 단백질인 Ku70 동족체를 제거함으로써 HR 비율을 보
다 효율적으로 일어날 수 있음을 보고하고 있다(de Jong et al., 2010, Naatsaari 
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et al., 2012, Verbeke et al., 2013). 일반적으로 KU70 유전자 결손 균주는 유전
자 불안정성을 보이지 않았지만, 성장 저하 및 자외선 민감성이 증가되는 표현형을 
보이고 있어 균주 설계를 완성한 후에 야생형 KU70 유전자를 보완해 주는 것이 바
람직하다.

3) 논코딩(non-coding) RNA 조절 
최근 연구들은 발현효율 조절을 위한 비전사 조절 장치 개발에 관심이 부상되고 있
다. 원핵생물에서는 논코딩(non-coding) RNA가 번역 과정을 조절함으로써 유전자 
발현을 활성화하거나 억제할 수 있음이 잘 알려져 있고 이를 활용하는 기술 개발도 
활발하게 진행되고 있다(Isaacs et al., 2004). 합성 생물학자들은 논코딩 조절 RNA
를 진핵세포에도 활용할 수 있는 기술을 개발하고 있다. 예로써, S. cerevisiae에 도
입된 합성 논코딩 RNA는 특정 리간드들에 결합하는 앱타머(aptamer) 도메인과 
mRNA를 타깃으로 하는 안티센스(antisense) 도메인으로 구성되어 있다. 논코딩 
RNA는 리간드와 결합 시 형태가 변화되어, 안티센스 도메인이 타깃 mRNA와 결합할 
수 있도록 함으로써 단백질 번역을 조절하게 되므로 안티스위치(antiswitch)로서 작동
을 하게 된다(Bayer and Smolke, 2005). 이와 같은 안티스위치는, 세포내 대사물질
의 농도 및 환경적인 신호를 감지하여 유전자 발현을 조절하는 새로운 합성 유전자 
조절회로 제작에 매우 유용하게 사용될 것으로 기대된다.

4) 카피 수(Copy number)
효모에서 이종 유전자 발현을 조절하는 또 다른 중요한 도구세트는 원하는 발현 카세
트의 카피 수를 조절할 수 있는 장치이다. 전통효모 S. cerevisiae의 경우, 2 마이크
론-기반의 플라스미드는 한 세포 당 약 5-30개 카피 정도 존재하는 반면, 효모 동원
체(centromere)와 연계된 복제기점 염기서열(CEN/ARS)-기반의 플라스미드는 매우 
낮은 복제 수(세포 하나 당 약 1개)로 존재한다(Mumberg et al., 1995; Fang et 
al., 2011). 고 복제 수 플라스미드는 암호화된 유전자를 강하게 발현시켜, 세포에 큰 
부담을 줄 수 있고 구조물의 불안정성을 초래할 수 있다. 저 복제 수 플라스미드는 
더욱 안정한 발현 플랫폼을 제공하지만, 더 낮은 유전자 발현 수준과 결부된다. 큰 
이종 발현 카세트는 인공 염색체(Yeast Artificial Chromosome, YAC)를 활용하여 
도입할 수 있다(Kouprina & Larionov, 2008). 또한 상동 재조합을 통한 효모 숙주 
염색체 상의 표적 유전자 부위로 발현 카세트를 삽입하는 경우 지속적인 선택압이 없
는 조건에서도 발현카세트가 안정되게 유지될 수 있는 장점이 있다. 최근에는 교차와 
교체가 가능한 선택 마커를 활용하여 연속적인 표적 부위로의 통합을 통해 조합적 라
이브러리를 제작하는 ‘반복적 재조합’ 방법이 개발되었다(Wingler & Cornish, 2011). 
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또한 효모 염색체에 반복적인 카피로 존재하고 있는 리보솜 요소(Lopes et al., 
1996), 델타 요소(Oliveira et al., 2007), 그리고 시그마 요소 서열(Kudla & 
Nicolas, 1992) 등을 표적으로 활용하여 발현 카세트가 다중 삽입되는 장치가 개발되
었으며 활성이 제어된 선별표지를 함께 사용하여 다양한 카피수로 삽입되는 정도를 
제어할 수 있는 기술로 발전되어왔다(Lopes et al., 1989). 이와 같은 다중 부위 삽입 
및 조절 제어 장치는 효모에서의 생합성 경로 구축에 필요한 다수의 유전자 부품을 
최적의 카피수로 도입시킬 수 있는 매우 유용한 도구를 제공할 것이다.

3. 재조합 단백질 의약품 생산 균주 개발을 위한 효모 합성생물학

현대의약품의 필수 품목인 생물의약품의 추정 시장가치는 700 억에서 800 억이며, 
연간 성장률은 7에서 15% 사이로 예상된다(Goodman, 2009, Walsh, 2010a, 
Walsh, 2010b). 생물의약품은 재조합 치료용 단백질과 핵산 기반 생산물을 일컬으며, 
치료용 단백질은 전형적으로 동물 세포주와 Escherichia coli에서 생산된다. 박테리
아 시스템은 단순한 배지를 사용하는 생물 반응기에서 빠르고 왕성한 성장을 보여주
는 반면, 동물 세포는 당화와 같은 전형적인 진핵세포의 번역 후 수식
(Post-Translational Modification, PTM) 면에서 인간과 유사하다(Walsh, 2010b, 
Demain & Vaishnav, 2009, Palmberger et al., 2013, Berlec & Strukelj, 2013). 
하지만, 동물 세포 배양 과정은 상대적으로 느리고, 복잡한 배지를 필요로 하며, 바이
러스 오염에 취약하다. 효모를 이용하면 쉬운 유전자 조작과 원하는 PTM의 도입과 
함께 단순한 배지에서의 빠른 성장의 조합이 가능하다는 장점이 있다(Mattanovich 
et al., 2012). 산업적인 관점에서 재조합 단백질 품질, 생산 소요 시간, 규모 확대 능
력, 하위 분리 정제 공정 과정 등을 고려해 볼 때, 동물 세포, E. coli과 S. 
cerevisiae가 생물의약품 발현 시스템으로 가장 흔히 사용되며, 각각 43%, 31%, 
15%의 생물의약품을 생산하고 있다(Nielsen, 2013, Berlec & Strukelj, 2013). 

단세포 진핵 미생물인 효모는 박테리아와 진행생물의 특징을 모두 가지고 있
어 쉬운 배양, 빠른 성장, 높은 생산성과 고밀도 발효를 할 수 있고, 적절한 단백질 
접힘과 번역 후 수식 과정을 보장할 수 있으며, 생성물을 세포외 배지로 분비시킬 수 
있어 정제가 간편하다(Martinez et al., 2012, Hong & Nielsen, 2012, Ilmen et 
al., 2011, Jonikas et al., 2009). 더욱이 일반적으로 안전하다고 알려진 
GRAS(Generally Recognized As Safe) 생물이라는 점에서 효모는 생물의약품 생산 
숙주로서 유리하다. 전통 효모 S. cerevisiae는 가장 연구가 잘 된 진핵생물 중 하나
이고 유전자 공학과 재조합 단백질 생산의 초기 이후로 생물의약품을 위한 발현 숙주
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로써 사용되어 왔다(Martinez et al., 2012). 최근에는 비전통 효모 P. pastoris에서 
생성된 첫 번째 생물의약품(Dyax Crop의 Kalbitor, 칼리크레인 억제제)이 FDA에 승
인되었다(Walsh, 2010a). 재조합 단백질 생산을 위한 맞춤형 발현 시스템은 전사, 번
역, PTM의 조작과 합성 조절 네트워크를 설계함으로써 구축된다(Lynch & Gill, 
2012, Krivoruchko et al., 2011).

1) 단백질 분비 경로 재설계 
진핵세포로서의 특징을 지닌 효모가 재조합 단백질을 분비 생산하기 위한 좋은 플랫
폼일지라도 몇몇의 특성은 상업적 생산 요구를 충족시키기 위해 향상되어야 한다. 생
물학적 관점에서 보면 DNA 암호화 서열을 성숙된 단백질로 전환시키는 다단계를 동
반하는 S. cerevisiae에 의한 단백질 분비는 복잡하고, 전사, 번역, 전좌, 번역 후 수
식, 접힘, 펩티드 절단, 추가적인 당화, 선별 및 분비 등의 많은 다양한 수준의 공정
이 포함되어 있다(Hou et al., 2012b). 각각의 단계는 발현을 향상시키기 위한 조작 
대상임을 내포한다(그림 2). 

그림 2. 효모에서의 재조합 단백질 분비 생산 기술 플랫폼 개발 타겟

효모 소포체에서의 정확한 형태로의 단백질 접힘은 단백질이 분비 경로로 들
어갈 것인지 또는 소포체 연관 분해(ER-ERAD) 과정으로 배정될 것인지를 결정하는 
데 매우 중요한 역할을 한다(Schroder, 2008). 만약 발생기의 펩티드가 너무 빠르게 
합성되면 그것이 정확하게 접히는 데에 필요한 시간이 충분하지 않아 오접힘을 초래
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한다(Zhang & Ignatova, 2011). 이것은 내부적 부담으로 소포체 스트레스를 야기하
여 미접힘 단백질 반응(Unfolded Protein Response, UPR)을 조절한다(Payne et 
al., 2008, Patil & Walter, 2001). 효모의 단백질 분비능을 증가시키기 위한 몇몇의 
소포체에 존재하는 단백질 폴딩 인자들의 유전자인 IL1, LHS1, EM1, KAR2, 
ERO1, PDI1 등의 발현을 증폭시키려는 일련의 노력들이 수행되어 왔다(Payne et 
al., 2008, Kim et al., 2003, Kim et al., 2007, Kim et al., 2009). 최근에는 UPR 
전사조절 인자인 Hac1의 과발현을 통해 이들 소포체 단백질 폴딩인자들의 발현을 
동시에 총체적으로 증폭시키려는 시도가 수행되어 왔는데, 그 효과는 타겟 단백질
에 따라 차이가 있는 것으로 보고되었다(Guerfal et. al., 2010). 

한편으로 충격 반응(HSR)은 환경 및 생리적 스트레스에 대응하는 질서정연한 
반응이다. 단백질 접힘을 도와주는 분자 샤페론을 암호화하는 수백 개의 유전자가 일
차적인 HSR 전사조절인자인 열충격 인자(Hsf1p)의 활성을 통해 증가된다(Hou et 
al., 2013). 지속적인 HSR 활성화를 위해 돌연변이 Hsf1 전사인자를 과발현시킴으로
써 인슐린 전구체 생산을 향상시킬 수 있다(Hou et al., 2013). 다른 세포기관 사이
에서의 이동을 향상시키는 것 또한 단백질 분비를 증대시킬 수 있다. 수용성 N-호중
구-감수성 인자 부착 단백질 수용체(SNARE) 복합체를 조절하는 단백질인 Sec1p의 
과발현은 골지체에서 세포막으로의 소낭 이동을 도와줌으로써 인슐린 분비를 향상시
킨다(Hou et al., 2012a). 

일부 재조합 단백질은 효모 세포표면에 위치하고 있는 단백질 분해효소에 민
감하여 분비된 후 단백질이 분해되어 단백질의 최종 산물이 감소한다. 이런 경우 단
백질 분해효소 결손 균주 제작이 필요한 데, 경우에 따라서는 관련된 유전자들을 다
중으로 제거해야 단백질 절단 문제를 해결하게 된다. 예로써, S. cerevisiae을 이용한 
인간 부갑상선 호르몬(hPTH)의 생산의 경우, 재조합 단백질의 잠재적 절단을 더욱 
줄이기 위하여 세포표면에 존재하는 앱신이라는 단백질 분해효소에 대한 유전자 
YPS1 뿐만 아니라 그 상동 유전자들인 YPS2, YPS3, YPS6 및 YPS7을 결손시켜 다
중-앱신-결손 균주를 제작하였다. 단일 결손 균주와 비교하여 오중 결손 S. 
cerevisiae 균주는 유가 배양식 발효에서 hPTH의 단백질 분해를 막는 효율이 현저
히 증가하였다(Cho et al., 2010). 

이와 같이 최근에는 단일 표적 유전자 부품 조절에서 나아가 다중 유전자 부
품 결손 및 과발현에 의한 효모세포 재설계 시도가 일반적으로 수행되고 있다. 대표
적인 예로서, YPS1, PMT1과 HSP150의 결손과 함께 PDI1의 과발현이 포함된 다양
한 표적들의 동시 변형은 인간 트랜스페린의 생산과 질 향상을 위한 S. cerevisiae 
엔지니어링에 적용되었다(Finnis et al., 2010). Pdi1p은 단백질 접힘을 도와 정확한 
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단백질 생성을 향상시키고, YPS1 결손은 표적 단백질의 분해를 감소시키고, PMT1 
결손은 O-당화 수식을 피하여 불활성 생성물 대신에 정확한 형태로 단백질을 만든다. 
Hsp150p는 분비 단백질로 재조합 단백질과 함께 동시 정제될 수 있다. HSP150의 
결손은 잠재적 오염 물질을 제거할 수 있어 하위 단계 정제에 유리하다. 향상된 단백
질 생산을 위한 이러한 다중 표적 전략은 유용하며 이것은 각기 다른 단계에서의 제
약을 풀어주고 결합 효과가 액세스될 것이다. 효모에서의 인간 헤모글로빈 생산의 괄
목할 만한 증대는 헴(heme) 생합성 경로의 대사 공학과 두 개의 글로빈 단위체 비율
의 변화를 동시에 수행함으로써 헴 그룹 공급과 글로빈 생산의 최적 조합으로 확보되
었다(Liu et al., 2014).

최근에 S. cerevisiae을 대상으로 분비 기구 및 반응의 핵심 구성 요소를 포
함한 단백질 분비 기구에 대한 유전체-규모 모델이 상향식 접근 방법을 이용하여 제
작되었다(Feizi et al., 2013). 전체 효모 단백질체(5,882 단백질)의 모든 단백질에 대
한 7가지 분비 관련 특징을 추출하여 효모 단백질 특정 정보 매트릭스(y-PSIM)로 요
약하였다. 1,197개의 잠재적인 ER-Golgi 분비 단백질을 산출하였고, 이들 단백질에 
대한 유전체-규모 단백질 특이적 반응 목록(전체 11,684개의 반응)을 얻었다. 이 모
델은 효모뿐만 아니라 다른 진핵생물에서도 단백질 분비 기구를 이해하는 데 도움이 
될 것으로 기대된다. 더욱 중요한 것은, 분비 기구에서의 에너지 및 대사 수요를 추
정하고, 이로써 단백질 분비를 향상시키기 위한 합성생물학적 설계 및 제작에 도움을 
줄 수 있다는 것이다. 

2) 합성 당생물학(Synthetic glycobiology)
의약용 단백질들의 대부분은 가장 복잡하면서도 동시에 가장 흔한 과정인 당화와 함
께 번역 후 수식을 포함한다(Walsh, 2010b). 효모는 전형적인 진핵생물의 PTM을 수
행할 수 있지만, 효모와 인간의 최종 당화 양식은 확연히 다르다. 특히 S. cerevisiae
로부터 만들어진 당단백질과 결부되어 있는 과만노실화와 말단의 α-1,3-만노오스 연
결은 혈청 반감기가 낮아지거나 심지어 치료용 단백질의 면역원성 유발을 초래할 수
도 있다(Walsh, 2010b, De Pourcq et al., 2010). 이와 같은 효모 특이적 당사슬을 
제거하고 인체형 당사슬을 합성해 낼 수 있는 지능형 효모 균주 개발에 대한 노력이 
S. cerevisiae를 대상으로 우선적으로 수행되어 왔다. ALG3와 ALG11 이중 돌연변이 
S. cerevisiae는 분비 단백질에 본래의 다량의 만노오스 수식을 수행하지 못하는 데, 
이 이중 유전자 결손 변이주에 지질-결합 올리고당(LLO) 생합성 경로를 도입하여 새
로운 합성 N-당화 경로를 조립하여 인간화 N-글리칸을 가진 단일클론 항체 
HyHEL-10의 생산을 하였다(Parsaie Nasab et al., 2013). 최근에는 S. cerevisiae
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에 비해 과만노실화가 덜 일어나며, 면역유발성이 강한 말단의 α-1,3-만노오스 결
합을 없는 비전통효모들을 대상으로 효모 당화 경로를 인간화시키는 시도가 활발하
게 진행되고 있다(Cheon et al., 2012, De Pourcq et al., 2010, Hamilton & 
Gerngross, 2007, Park et al., 2011). 

효모에서 인간화 당화를 달성하려면 한편으로는 적절한 효모 유전자 삭제에 
의한 과당화의 제거가 요구되고 또 다른 한편으로는 효모에는 존재하지 않는 시알산
과 같은 당에 대한 운반체와 결핍된 생합성 경로를 포함하는 추가적인 당분해효소와 
당전이효소를 도입해주어야 한다(De Pourcq et al., 2010, Hamilton & Gerngross, 
2007). 성공적인 외래 당화 경로 조립을 위해서는 단순한 유전자 발현뿐만 아니라 소
포체(ER)과 골지체에서의  정확한 공간적 위치 선정은 필수적이다. 이러한 효모에서 
세포 조립 라인에 필요한 요소들의 적합한 위치 선정을 이루기 위해서는 합성 당생물
학적 접근이 필요하다(Czlapinski & Bertozzi, 2006). 진핵생물의 당전이효소와 당분
해효소는 N-말단의 세포질 꼬리와 막 고정 도메인, 줄기 영역, 그리고 C-말단의 촉
매 영역을 가진 유형 2 막단백질로서 골지체 막에 위치하고 있다. C-말단의 촉매 
영역은 'CTS'(세포질, 막관통, 줄기)라고도 불리는 N-말단 부분을 부여하는 위치 
선정과 독립적으로 작동한다. 따라서 P. pastoris를 대상으로 인간화된 당화경로 조
립에 성공한 미국의 GlycoFi 연구팀의 경우 타 생물체 유래의 당전이효소와 당분해
효소를 효모의 골지체 막에 정확하게 발현시키기 위해서는 C-말단의 촉매 영역과 
CTS 단편들의 다양한 조합으로 구성된 합성 당전이효소와 당분해효소 라이브러리
를 제작하였다. 고속 대량 선별법과 병행한 합성 당전이/분해 효소 라이브러리 활용 
접근 방식은 최적의 외래 당화 경로가 조립된 형질전환체를 선별할 수 있었다(Choi 
et al., 2003). 최근 연구논문을 통해 미국의 GlycoFi사는  서로 다른 진핵생물(진
균류, 벌레, 초파리, 생쥐, 쥐, 인간)의 33가지 촉매 영역과 66가지 진균류의 선도 
서열, 촉매 영역과 CTS를 다양한 길이로 융합시켜 합성 당전이/분해 라이브러리를 
제작하였으며, P. pastoris에서 만들어진 인공 당화 경로를 따라 최대 600개의 변이 
최적의 원하는 활성과 위치 선정에 대한 선별을 하였음을 보고하였다(Nett et al., 
2011). 최종적으로 효모와 곰팡이에는 결여되어 있는 시알산 생합성 경로를 P. 
pastoris에 조립하기 위해 부가적으로 9개의 합성 외래 유전자를 도입하여 시알산
이 말단에 첨가된 인체형 복합형 당사슬이 부착된 당단백질 생산에 성공하였다
(Hamilton et al., 2006). 

이와 같은 연구결과는 합성 당생물학적 연구를 통해 인간화 당화 경로 조립
뿐만 아니라 다양한 형태의 당사슬이 부착되도록 복잡한 당화 경로를 직접 제어할 수 
가능성을 제시해 주고 있다. 즉, 당사슬 구조가 조정된 인공 효모 균주를 활용하여 
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다양한 약력학을 나타내는 맞춤형 당구조가 부착된 당단백질를 만들어 냄으로써, 
자연보다 더 나은 기능을 지닌 새로운 당단백질 의약품 생산을 위한 길을 열어준
다.

4. 유용 대사산물 대량생산을 위한 효모합성 생물학

다양한 생명체들이 생산하는 이차대사산물은 고부가가치 화학화합물의 주요 공급처로
서 많은 경우 중요한 의약적인 성질을 지니고 있다. 특히 식물의 대사산물들은 항산
화제 또는 항생제 기능을 통해 박테리아, 바이러스, 곰팡이 등의 감염을 막아주며, 또
한 인체 건강에 유익한 기능성 물질로 치료제로서의 활용도가 높아 미생물을 활용한 
대량생산 기술에 대한 수요가 높다. 그 중 효모는 다양한 이차대사산물 생합성 경로
를 도입하여 발현시킬 수 있는 숙주로 관심을 받고 있다. 이차대사 생합성 경로가 자
체적으로 제한적인 효모는 유전공학을 통해 도입된 외래 대사 경로를 방해하거나 경
쟁하지 않으며, 무엇보다 다양한 오믹스 분석 시스템이 잘 구축되어 있어 전사체와 
대사체 분석을 통해 효모 숙주의 생리 상태에 대한 총체적인 정보를 확보할 수 있는 
장점이 있다. 또한 대사과정에 대한 상세한 모델이 개발되어 변형된 대사 네트워크의 
행동을 예측할 수 있는 인실리코(in silico) 효모가 구축되어 있어 이를 활용한 인
공 세포 디자인 및 제작이 더욱 용이한 점이 큰 장점이다(Duarte et al., 2004). 더 
나아가 단세포 진핵 미생물로서 효모는 소포체 및 미토콘드리아 같은 소기관에서 
발현되어야만 활성을 갖게 되는 cytochrome P450 같은 외래 효소 발현에 적합한 
숙주이며, 식물 및 동물 유래의 효소 활성에 필수적인 단백질 번역 후 변형능이 있
는 점도 원핵 미생물 숙주에 비해 갖는 장점이다.

 이소프레노이드는 식품, 의학, 약학, 바이오 연료 및 화학 등 다양한 분야의 
산업체에 활용되고 있는 유기 합성체의 큰 그룹으로서, 식물 이차 대사산물 중 가
장 큰 그룹을 차지하고 있다. 이소프레노이드류 대표적 중간물질로는 파네솔
(farnesol), 게라닐게라니올(geranylgeraniol), 아모파디엔(amorphadiene) 등이 포
함되며, 이러한 다양한 구조의 이소프레노이드는 생합성 전구체인 Isopentenyl 
diphosphate (IPP)와 이성질체인 dimethylallyl diphosphate (DMAPP)로부터 합성
되며, 이들의 전구체는 효모의 경우 메발론산(mevalonate, MVA) 생합성 대사 경로
를 통해 생산된다(그림 3). 효모를 이소프레노이드 생산 균주로 개발하는 경우 불
리한 점은 새로이 도입된 생합성 경로와 원래 효모 생합성 경로, 예를 들면 세포막 
형성에 필요한 에르고스테롤(ergosterol)과 교배에 관여하는 a-요소(a-factor) 생
합성 경로가 전구체를 두고 경쟁을 하게 되는 것이다. 따라서 효모 합성생물학자들
은 주요 전구체 합성 경로를 증폭시키면서 새로이 도입된 외래 경로로 대사 흐름을 
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조절하는 전략을 구상해야 한다. 이를 위해 공통적으로 활용하는 전략은 이소프레
노이드 생합성의 대사흐름 증가를 위해 메발론산 생산에 있어 가장 중요한 율속 단
계로 알려져 있는 HMG-CoA 효소(hydroxymethylglutaryl CoA reductase) 반응을 
HMG 유전자를 과발현시키는 장치를 개발하는 것이며, 경쟁 관계에 있는 효모 특이
적 대사 흐름을 조절 가능한 유전자 부품을 사용하여 차단하는 것이다.

그림 3. 효모의 이소프레노이드 생합성 경로 기반 유용 이차 대사산물 생산. GPP. geranyl 
pyrophosphate; FPP, farnesyl pyrophosphate; GGPP, geranylgeranyl pyrophosphate.

1) 아르테미시닌(artemisinin) 생산 합성 효모 개발
효모 합성생물학의 가장 대표적인 성공사례는 빌 게이츠 재단의 연구지원을 받아 합
성생물학을 통해 미국 Keasling 그룹이 개발한 아르테미시닌 생산 효모 균주이다. 아
르테미시닌은 개똥쑥(Artemisia annua)에서 추출되던 고가의 말라리아 치료제로서 
이소프레노이드(isoprenoid)의 일종으로, 이들은 효모 S. cerevisiae로 약 10개 이상
의 외래 유전자를 도입하여 성공적으로 아르테미시닌 전구체 아모파디엔
(amorpha-4,11-diene)을 생산하였다(Ro et al., 2006). 초기의 연구에서는 효모에
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서 메발론산 생산 증대를 위해 조절 억제에 관여하는 N-말단이 제거된 HMG에 대
한 유전자 tHMG1를 과발현시키고  파네실 다이포스페이트(farnesyl diphosphate, 
FPP)가 스퀘알렌(squalene)으로 전환되는 단계를 차단하기 위해 ERG9 유전자 발
현을 MET3 프로모터를 활용하여 억제하고 FPP가 아모파디엔으로 전환되도록 아
모파디엔 합성 유전자 ADS를 도입하였다. 식물 유래의 아모파디엔 옥시다제 시토
크롬 P450과 환원제에 대한 유전자인 CYP71AV1와 CPR1, cytochrome b5 유전자
를 효모에 도입하여 아르테미시닉산까지 생산되는 합성 효모를 제작하였다(Ro et 
al., 2006). 후속 연구에서는 보다 상업적으로 활용 가능한 아르테미시닌 생합성 균
주개발을 위해 ERG9 유전자 발현을 메티오닌에 비해 저렴한 억제제인 구리를 사용
할 수 있도록 CTR3 프로모터로 대체하였으며, 아르테미시닉 알데하이드로 축적되
는 것을 막기 위해 식물 유래의 artemisinic aldehyde dehydrogenase (ALDH1)와 
알콜디하이드로젠(ADH1) 유전자들을 함께 추가로 도입시켜 아모파디엔이 아르테
미시닌으로 전환시키는 단계를 성공적으로 완성시켰다(Paddon et al., 2013).

2) 진세노사이드 생산 합성 효모 개발 
아시아 인삼(Panax ginseng C.A.Meer) 및 미국 인삼(Panax quinquefolius L.)이 
지닌 다양한 생리활성의 주역을 담당하고 있는 진세노사이드를 효모에서 대량생산
하기 위한 기술 개발도 최근 들어 주목을 받기 시작하였다.  진세노사이드는 식물
체에서 메발론산 생합성 경로를 포함한 이소프레노이드 합성경로를 통해 생합성
(Cristensen, 2008)되므로, 효모의 에르고스테롤 생합성 경로를 재설계하여 진세노
사이드 생산 균주를 개발하려는 합성생물학 연구가 시도되고 있다. 최근 중국의 
Huang과 Zhang 공동 연구팀에서 인삼의 프로토파나사디올 다마레네디올-II 합성
효소(protopanaxadiol dammarenediol-II synthase) 프로토파나사디올 합성 효소
(protopanaxadiol synthasegenes) 유전자를 Arabidopsis thaliana에서 확보한  
NADPH-cytochrome P450 reductase 유전자와 함께 효모 S. cerevisiae에 발현시
켜 프로토파나사디올을 생산하는 데 성공하였음을 보고하였다. 이들은 스퀘알렌과 
2, 3-옥시스퀘알렌(2,3-oxidosqualene) 공급을 증폭시키기 위해 N-말단 HMG 유
전자 tHMG1를 과발현시켰으며, FPP 합성효소 유전자(ERG20), 스퀘알렌 합성 효
소 유전자(EFG9), 2, 3-옥시스퀘알렌 합성 효소 유전자(ERG1)도 동시에 과발현
시켜 프로토파나사디올 생산에 필요한 전구체 공급을 증폭시켰다. 또한 효모 코돈
에 맞추어 프로토파나사디올 합성 유전자를 합성하여 더욱 프로토파나사디올 전환 
효율을 높이고 최종적으로 우리딘 다이포스페이트 글라이코실 트라스퍼라제(uridin 
diphosphate glycosyl-transferase) 유전자를 도입해서 진세노사이드 생합성 경로
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를 완성하였다(Dai et al., 2013). 추후, 보다 최적화 작업을 통해 진세노사이드 생
산 합성 효모는 식물체로부터 추출해내는 복잡한 공정 과정을 대체할 수 있는 경제
적인 생산 공정을 제공할 것으로 기대되고 있다. 

5. 고찰 
합성생물학은 최근 주목 받고 있는 녹색산업과 헬스케어의 두 유망사업을 지원하는 
핵심 기반 기술로서 자리매김을 하면서 21세기 산업에 미치는 그 파급효과는 매우 클 
것으로 예상되며, 합성생물학을 통해 제작된 인공 생명체를 사용하여 바이오 연료 및 
화학제품, 신약 개발 분야의 일대 혁신을 일으킬 것으로 기대되고 있다. 특히, 단세포 
진핵 미생물로서 원핵 미생물이 지니지 못한 장점을 지닌 효모 대상의 합성생물학 연
구는 고등생물체 유래의 치료용 단백질과 고기능성 대사물질을 대량으로 저렴하게 생
산하는 효모 세포공장(cell factory) 개발을 통해 국민 보건 복지 증진 및 삶의 수준 
향상에 크게 기여할 것이다. 
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