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1. 개요

인류는 자연계에 존재하는 미생물이나 식물 등을 탐색하는 과정에서 많은 생물학
적 활성을 지니는 천연 화합물들을 발굴해 내었고, 이러한 화합물은 의약품 등 다양
한 유용물질 개발의 중요한 자원으로 사용되어 왔다. 그러나 자연계 탐색을 통해 새 
물질을 찾으려는 시도는 많은 시간과 노력, 비용이 요구되어 경제성과 효용성이 떨어
진다. 따라서 기존의 천연 화합물의 구조를 변형해 유용한 비천연 화합물을 발굴하기 
위한 다양한 방법이 많이 연구되고 있다.

대표적인 방법인 조합생합성(combinatorial biosynthesis)은 천연 화합물의 생합
성 유전자의 조합을 통해 새로운 생합성 경로를 재구성하는 기술로 화합물 기본골격
이나 작용기 등을 변화시켜 다양한 구조의 화합물을 만들 수 있다. 이때, 생합성 관
련 효소를 외래 유래의 것과 치환하거나 고유성질을 변화, 또는 불활성화 등을 통해 
인위적 재조합 생합성 경로를 구축할 수 있다. 이러한 방법은 주로 polyketide (PK) 
계열이나 nonribosomal peptide (NRP) 계열의 화합물에 이용되어 그 구조 변형에 
도입되고 있으며, 시간과 비용의 절감은 물론, 기존 의약품의 구조와 활성 관계 등을 
응용하여 설계하기 때문에 생물학적 활성을 예상할 수 있으므로 새로운 구조의 유용 
물질을 개발하는데 보다 효율적인 방법이라고 할 수 있다.

2. 합성 생물학 (synthetic biology)의 도입

최근에 들어, 시퀀싱 기술의 발달로 천연 화합물 생합성 유전자의 DNA 서열정보
가 풍부해짐에 따라 이를 이용하여 새로운 종류의 유용 화합물을 만들 수 있는 기회
가 점차 늘어나고 있다[1]. 그러나 기존의 클로닝 방법에 의존하는 유전자 조작법은 
거대한 생합성 유전자 집단을 다루거나 다양한 유전자 조합을 위한 시간이 오래 걸리



고 복잡한 경우가 많다. 따라서 합성 생물학적 접근을 통해 좀 더 빠르고 정확하게 
조합생합성을 수행할 수 있는 방법이 점차 개발되고 있으며, 특히 다양한 생합성 과
정을 재조합하기 위한 갖가지 DNA assembly 방법이 보고되고 있다.

2.1. In vivo homology 기반의 DNA 조립

그 중 homology 기반의 방법은 생합성 유전자 집단의 재조합 및 이종숙주 발현
을 위해 광범위하게 사용되고 있다. 전통적인 in vivo Red/ET recombineering 방
법인 LCHR (linear-plus-circular homologous recombination)은 Escherichia 
coli 내에서 coliphage λ Red system 유래의 Redαβγ 또는 Rac prophage 유래의 
truncated RecE-T에 의해 linear vector 조각과 circular DNA 사이에 
recombination 일어나는 방법으로[2] (그림 1a), 이를 이용해 daptomycin 생합성 
domain을 치환하여 다양한 유도체를 만들어냈다[3,4]. LCHR을 통해 다양한 천연 화
합물의 생합성 과정이 조합되었으나, 거대한 유전자 집단의 조합을 위해서는 
multiple overlapping clone으로부터 여러 단계의 recombination을 거쳐야 하며 
단계마다 고유의 항생제 마커가 필요하다는 번거로움이 있다.

근래에는 full-length RecE-T에 의해 linear vector 조각과 linear DNA 사이에 
recombination이 일어나는 LLHR (linear-plus-linear homologous 
recombination) 방법이 개발되었고, 이는 LCHR에 비해 20배 정도 향상된 효율을 
보여주고 있다[5] (그림 1b). 이 방법을 이용해 Photorhabdus luminescens에서 확
보한 unknown 유전자 집단을 E. coli에서 발현하여 천연 화합물의 생산을 확인하였
다[5]. LLHR 방법은 genomic DNA로부터 원하는 DNA sequence를 빠르고 효과적
으로 가져올 수 있지만, 한 번의 recombination으로 확보할 수 있는 유전자 집단의 
크기가 약 60-kb로 한계가 있다.

또 다른 방법인 TAR (transformation-associated recombination)은 
Saccharomyces cerevisiae의 native in vivo recombination 시스템을 이용하는 
방법으로, environmental DNA 샘플이나 genomic DNA로부터 원하는 유전자 부분
을 바로 가져올 수 있다[6] (그림 1c). TAR 방법을 이용해 overlapping cosmid로부
터 생합성 집단을 조합한 BAC (bacterial artificial chromosome) clone을 이종숙
주 Streptomyces albus에서 발현하여 새로운 천연 화합물 fluostatin F, G, H 및 
pentacyclic ring을 생산하였다[7,8]. 또한 최근에는 cosmid 기반의 TAR 시스템이 
개발되었는데, 이 S. cerevisiae-E. coli shuttle-actinobacterial chromosome 
integrative capture vector (pCAP01)는 pUC origin을 가지고 있으므로 induction 
없이 E. coli 내에서 충분한 양의 DNA를 확보할 수 있다. 이를 이용해 해양 방선균 
Saccharomonospora sp. CNQ-490 유래 67-kb 크기의 silent NRP synthetase 



(NRPS) 유전자 집단을 확보하였으며, 이종숙주 Streptomyces coelicolor에서 발현
하여 daptomycin 유도체인 taromycin A를 생산하였다[9]. 이 방법은 거대한 유전자 
집단을 한번의 recombination을 통해 발현용 벡터로 바로 확보할 수 있다는 장점이 
있다.

또 다른 TAR 기반의 DNA assembler 방법을 이용하여 손쉽게 유전자 삭제나 치
환을 할 수 있다. 생합성에 관련된 여러 DNA 조각들을 S. cerevisiae 내에서 한 번
에 조립할 수 있으며, mutation된 각각 DNA 조각들의 조합을 통해 다양한 유도체를 
생산할 수 있는 방법이다[10] (그림 1d). 이 방법으로 4~5-kb 크기의 DNA 조각 7개
를 조합하여 총 29-kb의 aureothin 생합성 유전자 집단을 연결하고 이종숙주 
Streptomyces lividans에서 발현하여 aureothin을 생산하였으며, 또한 PCR을 통해 
확보한 AurB PK synthase (PKS)의 DH domain이 inactivation된 조각을 조합하여 
aureothin 유도체를 생산할 수 있었다[10]. DNA assembler 방법은 DNA 조각의 
PCR 과정 중의 random mutation이나, PKS나 NRPS와 같이 sequence identity가 
높은 DNA 조각들을 조합할 경우 삽입, 삭제 등의 mutation이 일어날 수 있는 가능
성이 있다.

그림 2. 천연물 생합성 유전자 집단의 in vivo assembly 방법 

2.2. In vitro homology 기반의 DNA 조립

대표적인 in vitro 방법인 Gibson assembly는 overlapping sequence는 가지는 
DNA 조각들을 세 단계의 효소반응을 통해 DNA를 조합하는 방법이다. 우선 T5 
exonuclease에 의해 이중 가닥 DNA 조각들의 5’ 말단이 분해되어 3‘ 말단이 돌출된 
DNA 조각들이 생성되고, 적절한 온도에서 어닐된 construct의 gap이 Phusion 



polymerase에 의해 채워지고 최종적으로 Taq ligase에 의해 nick이 실링된다[11] 
(그림 2a).

변형된 in vitro 방법 중 하나인 SLIC (sequence- and ligation-independent 
cloning)은 T4 DNA polymerase가 사용되어 DNA 조각의 3’ 말단을 분해되고 또한 
단일 deoxynucleotide가 공급되면 T4 DNA polymerase에 의해 부분적으로 gap이 
채워지며, E. coli에 transformation을 통해 in vivo 상에서 최종적으로 gap-filling
과 nick-sealing이 일어나 DNA 조각이 연결되는 방법이다[12] (그림 2b). 이 방법을 
통해 mutation된 premonensin 생합성 DNA 조각을 shuttle vector에 클로닝하고 
homologous recombination을 통해 chromosomal PKS에 삽입하여 다양한 
premonensin 유도체를 만들었으며, 일부 유도체에서는 증가된 항균활성을 보였다
[13].

그림 3. 천연물 생합성 유전자 집단의 in vitro 
assembly 방법 

합성 생물학을 응용한 homology 기반의 DNA assembly 방법들을 이용하면 좀 
더 쉽고 빠른 방법으로 생합성 유전자들을 조합할 수 있다. 비교적으로 in vivo 방법
은 in vitro 방법보다 큰 사이즈의 유전자들을 조합하기에 좀 더 용이하고, in vitro 
방법은 보다 짧은 시간에 construction을 완성할 수 있다는 장점이 있다.



3. 이종발현을 위한 최적의 이종숙주

다양하고 유용한 DNA assembly 기법이 발전함에 따라, 이를 이종숙주에서 효율
적으로 발현시키기 위해 적절한 이종숙주를 찾고 적용하는 일 또한 중요해지고 있다. 
이종숙주의 선택은 많은 경우에 대상 경로나 대사산물의 종류에 따라 결정되는데, 일
반적으로 널리 쓰이는 이종숙주는 Streptomyces 종과 E. coli이다.

3.1. 이종숙주 Streptomyces 

 특히 Streptomyces는 몇 가지의 장점을 가지고 있는데, 일차 대사로부터 공급되
는 이차 대사산물의 생합성 전구체가 풍부하고, 높은 GC content와 Gram positive
의 성질을 띠고 있으며, 단백질, promoter, activator, 조절 과정이 E. coli와 호환되
지 않는다. 또한, 기능적인 생합성 과정에 필요한 post-translational modification
을 지원해 주는 환경이 갖추어져 있다. S. coelicolor, S. lividans, S. albus, 
Streptomyces avermitilis 등 다양한 Streptomyces 이종숙주가 사용되고 있으며, 
이종숙주의 이차대사산물 생합성 유전자를 제거함으로써 전구체나 에너지의 공급이 
풍부해져 발현시켜준 외래 생합성 유전자로부터 생산되는 화합물의 양이 많아지고 생
성 화합물의 검출 및 분석도 용이해진다. 특히 S. coelicolor[14]와 S. 
avermitilis[15]의 경우, 효율적인 이종숙주로 사용을 위해 이차대사 생합성 유전자 
집단이 제거된 다양한 strain이 만들어졌으며, 이를 이용해 다른 종 유래의 천연 화
합물을 성공적으로 생산할 수 있었다[14-17]. 

3.2. 이종숙주 E. coli

이종숙주로써 E. coli는 생장 속도가 훨씬 빠르고 유용한 genetic tool이 다양하다
는 장점이 있다. 하지만 천연물 생합성에 필요한 효소의 부재나 생합성 전구체의 공
급이 어렵다는 단점이 있다. 그럼에도 불구하고, PKS 작동이 용이하도록 E. coli를 
개량하고 생합성 전구체를 공급함으써 최초로 PK 6-deoxyerythronolide B 
(erythromycin A의 aglycone)의 생산을 가능하도록 하였다[18]. 이를 시작으로, 거
대 erythromycin 생합성 집단을 6개의 plasmid에 나누어 발현하는 전략으로 
erythromycin A 및 그 유도체를 생산하였으며[19], 뿐만 아니라 다양한 NRP 및 
PK-NRP hybrid 화합물도 E. coli에서 성공적으로 생산하였다[20-23]. 이 결과들로
써 E. coli 또한 거대 생합성 유전자 집단의 조합생합성 및 이종 발현을 위한 또 다
른 훌륭한 이종숙주임을 입증하였다.

3.3. 기타 이종숙주

이 뿐만 아니라 Pseudomonas putida, Myxococcus xanthus, S. cerevisiae 등



도 천연 화합물의 이종숙주로 광범위하게 사용되고 있다[1]. S. cerevisiae의 경우 특
히 식물이나 균류 유래의 천연 화합물의 이종발현에 유용하며, 이를 이종숙주로 이용
해 말라리아 치료제의 전구체인 artemisinic acid[24]나 indole alkaloid의 생합성 
중간체인 strictosidine[25]을 생산 하였다.

이러한 다양한 시도와 발전에도 불구하고, 다양한 천연 화합물을 대량으로 생산할 
수 있는 특정 숙주의 개발에는 아직 미치치 못하고 있다. 이보다는 목표 화합물의 생
합성 유전자를 효율적으로 발현하고 대상 전구체 공급을 유용하게 하는 등의 특정 화
합물을 대량 생산하는 최적의 숙주를 개발하는 것이 더 가능성이 있는 방향이라고 생
각된다. 예로, PKS나 NRPS 같은 거대 생합성 과정의 발현을 위해서는 
Streptomyces를 사용하고, 작은 크기의 단백질들의 발현을 위해서는 E. coli를 사용, 
식물이나 균류 유래의 화합물 생산을 위해서는 yeast를 사용하는 것이 유용할 것으로 
생각할 수 있다.

4. 효과적인 생합성을 위한 잠재적인 합성 생물학적 도구

4.1. 생합성 유전자 집단의 효율적 발현을 위한 합성 생물학 도구

점차적으로 발전되고 있는 합성 생물학적 도구들을 적용함으로써 기존의 조합생합
성 방법이 가지는 문제 및 제한점을 해결할 수 있을 것으로 기대하고 있다. 예를 들
어, (a) 이종숙주의 codon usage에 최적화된 합성 DNA를 이용하여 이종숙주에서의 
발현문제를 해결하고, (b) 합성 scaffold를 이용하여 생합성 요소들의 공간상의 배치
를 조절하며, (c) promoter와 ribosome binding site (RBS)의 개량을 통해 전사와 
번역 정도를 조절하여, 이종숙주에서 조합된 생합성 유전자 집단을 효율적으로 발현 
시킬 수 있을 것이다 (그림 3).

그림 4. 조합된 생합성 유전자 집단의 효율적 발현을 위한 합성 생물학 도구 



Sorangium cellulosum에서 생산되는 고가 항암제인 epothilone을 생장속도가 
빠르고 유전자 조작이 용이한 이종숙주에서 생산하기 위해, 약 55-kb의 생합성 유전
자 집단을 codon usage에 맞춰 최적화 및 DNA를 합성하였으며 (그림 3a), module 
4개 (module 3-6)로 이우러진 가장 큰 크기의 EpoD의 경우 두 부분 (module 3, 4
와 module 5, 6)으로 나누고 둘 사이에 원활한 상호작용을 위해 docking domain으
로 연결을 해주었다. 적절한 promoter의 사용, 낮은 온도에서의 배양, 단백질의 안정
적 형성을 위한 chaperone의 발현을 통해 1 μg/L 이하의 epothilone C와 D가 생
산되는 것을 확인하였다[26]. 유사하게, 이종숙주 M. xanthus에서 codon 최적화된 
합성 유전자를 발현하여 약 100 μg/L의 epothilone A와 B가 생산되는 것을 확인하
였다[27].

합성 scaffold를 이용하면 생합성 단백질들이 공간상으로 근접한 부분에 위치하게 
되고, 생합성 중간체들의 손실이 최소화되어 최종 산물의 수율이 증가할 수 있다 (그
림 3b). 특정 peptide ligand가 퓨전 된 protein scaffold가 타겟하는 효소들을 모집
하여 단백질 복합체를 형성하게 되는데, 이를 이용해 3개의 mevalonate 생합성 효소
들을 연결하여 E. coli에서 발현하였으며, scaffold를 사용하지 않을 때와 비교하여 
그 생산량이 77배가량 증가하는 것을 확인하였다[28]. 비슷한 원리로, 표지된 효소들
이 scaffold에 위치한 RNA aptamer에 결합하여 공간상 근접한 곳에 위치하게 되는
데, 이 방법으로 2개의 효소를 연결하여 E. coli에서 hydrogen의 생산량이 48배 증
가하는 것을 확인하였다[29]. 좀더 최근에는 DNA scaffold를 이용하여 E. coli에서 
resveratrol, 1,2-propanediol, mevalonate의 생산량이 최대 5배가량 증가하는 것
을 확인하였는데, DNA sequence에 결합한 zinc finger domain에 의해 효소들의 
배치가 근접하게 된다[30]. 이런 합성 scaffold는 불안정하다는 단점이 있지만, 앞선 
예시들을 통해 non-PKS나 NRPS에서 인공 scaffold 시스템을 효과적으로 사용할 수 
있는 가능성을 제시하였다.

Promoter와 RBS의 조절을 통해 개개의 단백질의 전사와 번역 정도를 조절할 수 
있는데 (그림 3c), 최근에는 널리 사용되는 S. erythraea 유래 constitutive 
promoter ermEp 1의 엔지니어링을 통해 선별된 강력한 promoter를 사용하여 이종
숙주 S. lividans에서 flaviolin 생산량이 3배가량의 증가함을 확인하였다[31].

4.2. 숙주 개량을 위한 합성 생물학 도구

고효율의 genome editing 도구를 이용해 특정 sequence의 삭제나 추가, 수정 등
을 통해 미생물 숙주를 효과적으로 엔지니어링 할 수 있다. 예로, (a) clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated 
(Cas) protein (CRISPR/Cas) 시스템, (b) multiplex automated genome 
engineering (MAGE), 또는 (c), (d) RNA silencing을 통해, 생산 이종숙주를 최적화
하여 천연물의 생산을 유용하게 할 수 있을 것이다 (그림 4).



그림 5. 숙주 개량을 위한 합성 생물학 도구 

CRISPR/Cas 시스템은 세포내로 유입된 외래 유전자를 분해하려고 하는 박테리아
의 면역시스템을 이용한 방법으로, 특정 sequence에 특이적으로 결합하는 guide 
RNA (gRNA)와 DNA를 절단하는 기능의 Cas9 nuclease로 구성되어 있다[32]. 일반
적으로 Streptococcus pyogenes 유래의 type II 시스템이 사용되며, single-guide 
RNA (sgRNA)는 약 20-bp의 특정 sequence에 결합하고 그 뒤에 존재하는 NGG 
sequence를 Cas9이 인식하는데 이 부분을 protospacer adjacent motif (PAM)라고 
한다. DNA 절단은 PAM site 앞쪽으로 nucleotide 3개가 떨어진 부분에서 일어난다 
(그림 4a). 이 방법을 이용하여 다양한 숙주들의 genome을 재구성 되었지만[33-36], 
off-target effect의 발생 등의 실용성을 평가하는 연구가 더 필요하다.

MAGE는 single-stranded oligonucleotide를 genome에 도입시키면서 유전자의 
변이를 유도하는 방법으로 간단하게 다수의 돌연변이를 제작할 수 있다. 짧은 ssDNA
는 타겟 유전자 부분에 결합하여 미스매치나 삽입, 삭제 등을 통해 genome을 수정
하게 된다 (그림 4b). 이를 이용해 엔지니어링 된 E. coli에서 lycopene의 생산량이 
3일만에 5배가 증가하는 결과를 얻을 수 있었다[37]. 하지만 MAGE는 높은 효율의 
transformation이 필요하며, 광범위한 organism에 적용하기 어려운 방법이다.

또한, genome editing이나 없이 antisense RNA나 small regulatory RNA를 매



개로 하는 RNA silencing 방법은 숙주를 엔지니어링 할 수 있는 효과적인 방법이다. 
이 작은 RNA들은 mRNA에 결합하여 타겟 단백질의 발현을 억제시키는데 (그림 4c), 
이 방법들을 이용해 S. coelicolor에서 actinorhodin의 생산량을 저해시켰으며[38], 
이종숙주 E. coli를 개량하여 이종발현 산물인 tyrosine의 생산량을 증가시킬 수 있
었다[39]. 이 방법은 타겟 유전자의 변형 없이 chromosomal 유전자의 발현을 조절
할 수 있는 유용한 방법이지만, 아직까지는 이 방법이 E. coli에서만 적용되고 있다. 

위에서 언급한 방법들은 아직 까지는 적용 가능한 부분들이 한정되어 있지만, 점
차적으로 발전하고 있는 합성 생물학적 도구들을 생합성 유전자 집단의 조합 및 이종
숙주에서 발현에 적용함으로써 효과적인 유용 화합물을 생산에 도움이 될 것으로 예
상한다.
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