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최신 연구동향①

합성생물학 부품 개량을 위한 단백질공학의 연구동향

건국대학교 이정걸

1. 개요

효소는 전 세계적으로 대대적인 연구개발 및 산업화가 추진되고 있는 White Biotechnology 분야의 핵

심으로 부각되었으며, 그로인해 세계적 화학 및 제약, 생명공학 기업들이 각각의 목적에 맞는 효소의 

개발에 집중적으로 투자하고 있으며, 그 시장은 급속도로 팽창하고 있다 (Fig. 1).

Fig. 1. 산업용 효소 시장의 현황. Animal feed, starch processing, detergent, textile, biofuel 등 등 다

양한 분야에서 산업용 효소가 사용되고 있으며, 대규모 시장을 형성하고 있음 (Cherry and

Fidantsef 2003, Walsh 2006).

과거에는 자연계에 존재하고 있는 다양한 미생물들이 효소의 다양성을 확보하는 중요한 자원이었다.

즉, 목적에 맞게 효소를 설계하기보다는 목적에 부합되는 효소를 방대한 생태계에서 탐색하는 

bioprospecting이 주된 효소 발견 방법이었다. 그러나, 자연계에서 발굴한 유전자원을 실제 산업 현장

에 바로 이용하기에는 여러 가지 제약이 따른다. 즉, 분리한 효소의 비활성, pH 및 열 안정성, 기질특

이성, 리간드와의 친화성 등이 실제 의약용이나 산업적으로 사용하기에는 많은 한계점을 나타낸다.

1990년대부터 이를 해결하기 위해 목적에 맞는 특성이나 새로운 기능을 지닌 단백질을 설계하는 방향

으로 paradigm shift가 일어나 효소 활성, 안정성, 기질 특이성 등을 원하는 방향으로 설계하여 맞춤
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형 효소를 제작하는 단백질공학에 의해 주로 연구가 진행되고 있다. 고전적 효소 설계로는 단백질 수

준에서 chemical에 의해 특정 아미노산 잔기를 변형하는 화학적 변형법인 atom replacement, segment

reassembly 등이 사용되었다. 그러난 단지 몇몇 잔기만 chemical에 의해 변형될 수 있고, 기법 자체가 

복잡하고, time-consuming 하여 널리 사용되지 못하였다. 2000년대 이후로 유전자 관련 기술 및 구조

생물학이 급속히 발달하면서 유용한 새로운 생체 분자를 만들기 위한 많은 접근 방법이 개발

되었다. 이 접근 방법들은 크게 3가지로 분류될 수 있다: directed evolution, rational design

및 semi-rational design 또는 designed evolution과 같은 하이브리드 시스템. 이들 기법을 

통해 자연계에 존재하지 않았던 우수한 촉매들이 제작되었으며, 본 보고에서는 단백질 공학

을 위한 이들 진화적 접근 방법들의 새로운 동향과 몇몇 흥미로운 응용에 대해서 논의한다.

2. 단백질 공학 연구 기법 및 동향

효소들은 매우 다재다능하고 능숙한 촉매이다. 수백만 년 동안의 다윈 진화에 의해 최적화

된 이들은 화학 반응을 크게 가속시킬 수 있고 높은 기질 특이성뿐 아니라 정교한 거울상 

선택성과 입체 선택성을 확보할 수 있다. 이러한 성능 특성들이 생체 촉매를 실험실 및 상

업 공정에서 비대칭적 합성을 위한 매력적인 후보로 만든다. 그러나 자연에서의 효소의 기

능과 과학자들 및 기술자들이 생각하는 생체 외 용도를 위한 구체적 요건들 사이에 종종 유

의한 차이가 있다. 이러한 차이의 극복을 위해 다음과 같은 효소 조작이 표적 단백질의 촉

매 특성, 생물 물리학적 및 분자 인식 특성의 조절을 위해 선택되는 전략이 되고 있다.

1) Directed evolution

Directed evolution은 구조에 대한 깊이 있는 이해 없이 초고속 스크리닝 시스템에 기반하여 

비교적 빠르게 효소를 개량할 수 있게 한다. Directed evolution은 대표적으로 두 가지 접근 

방법에 의해 진행된다; i. 관련된 서열의 조합을 무작위로 재조합 (예. 유전자 shuffling), ii.

단일한 단백질 서열에 무작위의 변화 도입 (예. error prone PCR). 이러한 directed

evolution의 장점은 구조 정보가 필요 없으며 활성 부위에서 먼 예상치 않은 위치에서의 변

이가 도입될 수 있다는 것이다. 즉, Directed evolution은 실험실 수준에서 자연 진화 과정을 모

사하는 기법으로 반복적인 단백질 변이체 library 구축과 초고속 스크리닝법에 의한 목적 단백질

의  스크리닝/selection으로 구성되어 있다. 또한 목적 효소의 구조 및 기능에 대한 자세한 정보를 

요구하지 않음에도 불구하고, 확보된 변이체의 규명을 통해 단백질 구조와 기능에 대한 정보를 얻

을 수 있는 top-down approach에 해당한다. 그러나 한 차례의 돌연변이 및 스크리닝에 의해 

확보되는 변화는 대개 그 효과가 작다. 그로인해 수차례의 추가적인 진화가 적용되어야 하

며, 많은 수의 변종이 선별되어야 하므로 많은 시간과 노동력의 소모를 요구하는 경우가 대

부분이다. 그와 더불어 신뢰성이 높고 대용량 처리가 가능한 초고속 분석법을 필수적으로 

요구한다. 또한 단순한 효소의 기능 개선 목적이 아니라 신규 기질특이성, 초고활성 등과 같

은 새로운 기능을 갖는 효소를 얻기 위해서는 다중 돌연변이를 요구하는데, 현 기술로는 다

중 돌연변이가 도입된 개체의 스크리닝이 용이하지 않다는 문제점이 있다. 즉, Fig. 2와 같
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이 quadruple mutant만 되더라도 현재의 기술로는 필요한 library의 규모를 확보할 수 없기 

때문에 정상적인 스크리닝이 불가능하다.

Fig. 2. Limitation of directed evolution. 다중 돌연변이를 스크리닝 하기에는 라이브러리 규모에 한계

가 있으며, 그로인해 신기능을 갖는 효소의 탐색이 매우 어려움.

2) Rational design

단백질 기능은 보통 3차원 구조와 긴밀하게 연계되어서 고분자에서의 하나 또는 그 이상의 

아미노산의 치환을 단지 서열 맥락에서의 함수만이 아닌 구조적 위상관계에서의 함수로도 

만든다. PDB 단백질 구조 숫자 증가와 상동관계 모델링의 진보는 단백질 공학자들이 활성 

부위와 영역 인터페이스 또는 경첩 영역에 가까운 핵심 잔기를 보다 효과적으로 찾아내는데 

가치 있는 도움을 제공하여 뛰어난 라이브러리 설계를 가능하게 한다. Rational design에서

는 생화학적 자료 및 단백질 구조 자료에 근거하여 단백질 특성 개량에 필요한 돌연변이 위

치를 제안하며 돌연변이는 위치 특이성 돌연변이 유발에 의해 도입된다. Rational design 접

근 방법의 장점들 중 하나는 유익한 돌연변이의 가능성이 증가되고 라이브러리 크기가 유의

하게 감소되므로 라이브러리의 선별에 더 적은 노력과 시간이 쓰인다는 것이다. 이것은 처

리량이 큰 분석법을 이용할 수 있을 경우에 특히 유리하다. 최근 rational design에 많이 적

용되고 있는 computational 단백질 설계의 분야는 두 가지 목표를 추구한다. 하나는 실제적

인 것으로 목적 기능이 강화된 단백질 산물을 확보하는 것이고, 두 번째 목표는 공학적 목

표보다는 과학적 목표로서, 단백질의 특성에 영향을 미치는 원리에 대한 정량적 설명을 추

구하는 것이다. 이와 같이 rational design은 단백질의 구조정보에 근거하여 목적 단백질의 특정 

위치에 rational alteration을 가하여 단백질의 기능에 원하는 변화를 추구하는 방법이다. 따라서 

이 방법은 효소 구조, 기능, 촉매 기작 등 의 자세한 정보를 요구하는 bottom-up approach에 해당

하는 기법이다. 그러나 구조생물학 기법이 비교적 최근에 보편화되었으며, 그로인해 다양한 효소

의 구조가 충분히 밝혀져 있지 않기 때문에 구조에 근거한 단백질공학 연구, 즉 rational design에 

의한 연구가 모든 효소를 대상으로 체계적으로 수행되는 데 한계가 있다.

3) Semi-rational design 또는 designed evolution

Semi-rational design은 합리적 및 무작위 단백질 설계의 장점들을 결합하여 생화학적, 그리
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고/또는 구조적 자료에서 도출된 지식에 근거하여 더 작고 스마트한 라이브러리를 생성한

다 (Lutz S and Bornscheuer U, 2009). 한 예는 구조적 자료에서 도출된 정보를 사용하여 

관심 부위(예, 활성 부위)에 있는 아미노산들을 확인하고 그 아미노산들이 무작위로 또는 부

위 포화 돌연변이 유발에 의해서 하나씩 또는 함께 돌연변이가 되는 CASTing

(combinatorial active site saturation test)이다. 표적 위치에서 돌연변이의 무작위 조합 또는 

상관 돌연변이는 단일 부위에 특이적인 돌연변이 유발에서 누락되었을 수 있는 시너지 효과

를 가져올 수 있다. 그러나, 이 조합적 접근 방법들은 라이브러리 크기를 크게 증가시키므로 

최근 몇 년간 가상 라이브러리를 검사하여 단백질 주름에 불리할 것으로 예상되는 돌연변이

를 배제함으로써 라이브러리 크기를 줄이도록 돕는 여러 가지 computational 방법들이 개발

되었다. 다음은 근래 사용되고 있는 다양한 semi-rational design 또는 designed evolution

기법을 소개한다.

- 서열기반 효소 재설계

단백질 서열 space에서 기능성의 ‘islands’를 보다 효과적으로 찾고 확인하는 흔한 전략은 

진화 정보를 사용하는 것이었다. 다중 서열 정렬 (MSAs) 및 계통 발생 분석이 아미노산 보

존과 상동 단백질 서열 및 구조 집단들 간 조상의 관계를 탐색하는 표준 도구가 되었다. 이 

통계가 큰 자연 서열 풀에서 도출되었든 실험실에서 중성 흐름 실험을 통해서 도출되었든,

이 자료는 기능적 핫 스팟을 확인하고 국소 아미노산 변동성 평가 및 합의 설계를 위해 단

백질 공학자에게 중요하다. 이 목적을 위한 많은 수의 자료 분석 소프트웨어 중에서 

(Damborsky J and Brezovsky J 2009, Pei J 2008), 2가지의 새로운 기반 전산 도구가 주목할 

만하다. 즉, HotSpot Wizard 서버 (http://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard)는 광범

위한 서열 및 구조 데이터베이스 검색에서 얻은 정보를 기능적 자료와 결합하여 표적 단백

질에 대한 돌연변이 성 맵을 생성한다 (Pavelka A 2009). 이 시스템의 성능이 Rhodococcus

rhodochrous로부터 유래한 haloalkane dehalogenase (DhaA) 제작의 일부로 제시되었다 

(Pavlova et al. 2009). 이 자료들은 상관 돌연변이 및 보존과 같은 진화 특징에 대한 일련의 

내장된 필터를 통하여 효과적으로 검색될 수 있다. 이 데이터베이스의 단백질 공학에 대한 

잠재적인 편익이 활성도 및 기질 특이성의 변화뿐 아니라 (Kuipers et al. 2009, Joosten et

al. 2008), 거울상 선택성의 개선 (Jochens et al. 2010)을 위한 모델 효소를 탐사하는 3건의 

연구에서 제시되었다. 서열기반 정보와 전산 모델링 도구의 결합을 통해서 효소 재설계의 

추가적인 발전이 가능하다. 무작위 돌연변이 유발과 DNA shuffling 라이브러리에서 이전에 

확인된 DhaA 변종에서의 중등도의 기능적 개선을 설명하기 위해서 분자 역학 시뮬레이션

을 수행하는 도중에, Damborsky와 그의 동료들이 유익한 돌연변이들이 활성 부위에 직접 

영향을 미치지 않고 효소의 2개의 접근 터널의 배좌 변화를 통해서 촉매 성능을 개선한다는 

것을 발견했다 (Banas et al. 2006). HotWizard에 의해 유도된 특정한 치환이 위치들 중 2개

에 도입되었고 향상된 dehalogenase 활성에 대한 나머지 3개 아미노산 잔기의 영향이 작은 

부위포화 돌연변이 유발 라이브러리에 의해서 쉽게 평가될 수 있었다. 이 전략은 유의하게 
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더 높은 활성이 있는 효소 변종을 분리하는데 유용할 뿐 아니라 가장 유익한 아미노산 치환

을 확인하는데 매우 중요한 것으로 확인되었다.

- 구조 기반 효소 재설계

활성 부위에 가까운 잔기 뿐만아니라 멀리 떨어진 잔기의 돌연변이 유발에 근거한 혁신적인 

구조 기반 효소 재설계가 다음과 같이 수행되었다. 즉, Reetz 와 그의 동료들은 활성 부위에 

가까운 잔기의 돌연변이 유발을 넘어서 소위 유도된 알로스테릭 효과를 통해서 원위치 돌연

변이의 잠재적인 기능적 편익을 탐구했다 (Wu et al. 2010). 이들은 Thermobifida fusca로부터 

유래한 열 안정적인 Bayer-Villiger monooxygenase의 FAD 와 NADP 결합 영역의 인터페이

스에 초점을 두었다 (Malito et al. 2004, Fraaije et al. 2005, 66:393-400). 구조 분석이 포화 

돌연변이가 유발된 2개 영역의 경첩 영역 가까이 위치한 나선 부분에서 2개의 아미노산 위

치를 확인했다. 이들 위치들에서의 치환이 촉매 활성을 증가시켰을 뿐 아니라 수용 가능한 

기질의 범위를 유의하게 넓혔다. 또 다른 성공적인 생체 촉매 재설계 중의 하나는 

JanuviaTM (Sitagliptin phosphate) 공정을 위한 ATA-117 D-아미노산 아미노 전이효소의 개

발이다 (Savile et al. 2010). Savile 등은 transition state 도킹을 통해서 semi-rational design

을 사용하여 목적 기질에 대한 활성을 개선하여 표적 기질을 아미노화 할 수 있는 효소를 

만들어 냈다. ProSAR을 통한 몇 차례의 추가적인 표적 및 무작위 돌연변이 유발 후에 산업

적 산출 및 운영 조건을 위해 설계된 효소가 개발되었다. 궁극적으로 최종 효소는 활성 부

위 주위 및 이량체 인터페이스 모두에 27개의 돌연변이를 함유하였다. 또한 Codexis는 성공

적으로 semi-rational design을 적용하여 몇 가지 케토 환원 효소의 활성과 거울상 선택성을 

향상시켜서 산업적으로 적절한 기질을 제조하였으며, 이 과정 중에 결과로 나오는 촉매도 

원하는 산업적 반응 조건을 향해서 최적화 되었다 (Ma et al. 2010, Liang et al. 2010,

Huisman et al. 2010).

- Computational 효소 재설계

Computational 단백질 설계 알고리즘의 진보는 가상 환경에서의 모델링을 생체 촉매의 조

절을 위한 매우 유망한 전략으로 만들었다. 벤치에서의 서열 변경과 조합적 라이브러리 준

비에 대한 안내로 진화적 정보에 의존하는 대신 computational 방법은 회전 이성질체 라이

브러리와 백본 재편성을 사용하는 것을 통해서 전반적 단백질 구조에 대한 아미노산 변이의 

에너지학을 효과적으로 추산할 수 있으므로 실험에 의한 단백질 공학을 단지 몇 개의 합리

적 설계의 평가로 축소한다. 효소의 기질 특이성을 개조할 수 있는 이 예측 틀의 능력은 두 

그룹에 의해 최근에 제시되었다. Chen 등은 자신들의 K* 알고리즘을 사용하여 비 리보솜 

펩티드 합성 효소 gramicidin S synthetase A의 페닐알리닌 아데닐화 영역의 기질 특이성을 

변경했다 (Chen et al. 2009). 새로운 기질로 Leu 이나 전하를 띠는 아미노산 Arg, Lys, Glu

또는 Asp 중 하나를 표적으로 하는 최초의 시뮬레이션은 결합 포켓의 안쪽에 깔려 있는 7

개의 잔기에 집중했다 (Fig. 3A). Leu에 대해서는 7개의 위치들 중 2개에서의 돌연변이가 
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kcat/KM을 20배 더 높게 하고, Phe에 대한 촉매 효율을 30배 감소시켜서 아데닐화 영역의 

기질 특이성을 효과적으로 변경하였다. 이후에, 단백질 구조의 다른 부분에서의 돌연변이가 

탐구되었으며, 그를 통해 효소 활성을 현저히 높인 결과를 얻었다. 또한 computational 효소 

재설계가 개별적인 아미노산 치환에 제한될 필요가 없고 루프 영역 전체의 교체에 적용될 

수 있다는 훌륭한 설명이 Murphy 등에 의해 보고되었다. (Murphy et al. 2009). 박테리아 

시토신 탈아미노 효소에서 약간의 영감을 얻은 저자들은 자살 유전자 요법에서의 잠재적인 

적용을 위해서 시토신 특이성 인간 구아닌 탈아미노 효소 (hGDA) 변종을 생성하는 것을 

목표로 hGDA의 활성 부위 루프 영역의 리모델링을 위해서 Rosetta 설계 알고리즘을 사용

하였다. 루프 길이와 아미노산 구성의 동시적 변이 가상 환경에서의 모델링을 통해 새로운 

서열이 확인되었는데, 그것은 ammelide (시토신에 대해 고안된 중간체)에 대한 활성을 100

배 높이고 구아닌 탈아미노화를 네 자릿수 배 만큼 감소시켰다 (Fig. 3B). 또 다른 성공적

인 결과는 Baker 실험실에 의한 활성 부위의 computational 설계를 포함한다. 그들은 

Rosetta 알고리즘을 사용하여 Kemp 배제 효소 (Khersonsky et al. 2010, Alexandrova et al.

2008)와 Diels-Alderase (Siegel et al. 2010)를 포함하는 새로운 생체 촉매를 성공적으로 설계

했다. 이러한 촉매들은 구조–기능 관계에 대한 현재까지의 이해에 이의를 제기하며 자연에

서 발견되지 않는 촉매를 설계하는 단백질공학자의 능력을 유의하게 향상시킨다.

Fig. 3. Computational 효소 재설계. (A) 돌연변이들 (붉은색)은 작은 소수성 (Leu) 또는 전

하를 띤 측쇄를 가진 아미노산(Arg)에 대한 phenylalanine adenylation domain의 기질특이

성을 변화시킴. (B) 인간 guanosine deaminase 활성부위 내 loop 영역(붉은색)의 

engineering은 ammelide-specific deaminase를 제조함.



- 7 -

3. 고찰

가상환경 또는 구조 기반 방법의 활용이 효과적 단백질 개량을 위한 예측을 가능하게 하며 

이것은 시스템의 복잡성을 유의하게 줄일 수 있고 더 작고 기능적으로 풍부한 라이브러리의 

제작을 가능하게 한다. Directed evolution이 아직도 이 집중된 라이브러리에서 성능이 좋은 

후보들을 확인하는 가장 효과적인 실험 전략이지만 이미 새로운 설계 전략과 기술적 진보가 

전통적인 프로토콜로부터 벗어나기 시작한 것을 의미한다. 즉, 최근 semi-rational design 또

는 designed evolution 에서의 방법론적 진보는 단백질 연구자들에게 생체 촉매를 조작하는 

강력하고 효과적인 새로운 전략을 제공하고 있다. 이와같이 구조 기반 rational design 또는 

computational 단백질 설계 기법이 개별 기술로서 단백질 공학자들이 생체 고분자를 조작하

는 방법을 근본적으로 변화시켰지만 단백질 공학을 위한 방법으로서 directed evolution을 

완벽하게 대체하지는 못할 것으로 전망되고 있다. 그 대신에 단백질 공학 연구자들은 각 전

략의 보완성을 인식하고 효소의 보다 효과적인 조작을 위해서 이들의 통합 또는 융합을 수

용해야 할 것으로 사료된다. 궁극적으로는 대규모 선별 장비에 덜 의존하는 것과 더 높은 

소모된 자원 단위 당 개선율 또는 적중률이 단백질공학 연구의 향후 방향을 유도할 것으로 

전망된다.
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