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Genome engineering을 통한 지능형 인공미생물 개발. 

 

울산과학기술대학교 

이 성 국 교수 

 

최근 몇 년간 미국의 CNN1, 영국의 BBC2 와 국영방송3 등 여러 권위 있는 미디어매체

를 통해 합성생물학의 잠재성이 보도되었다. 현재 가장 뜨거운 관심이 모아지고 있는 분

야인 합성생물학은 기존 몇 개의 유전자를 대상으로 하는 유전공학적 실험 방법이나 기

술들에 국한된 것이 아닌, 특정 유전체의 전반적인 이해를 바탕으로 한다. 특히 새로운 

생체대사경로의 제작뿐 아니라 나아가 유전체 설계 및 인공 유전체 합성 등을 가능하게 

하여 지금까지 다루어진 적이 없는 새로운 분야를 다루는 학문으로 여겨지고 있다. 

지난 반세기 동안 생물학분야의 한 줄기에 불과했던 유전공학은 급격한 성장을 바탕으

로 생물체를 기반한 목적 대사산물의 생산량을 상승시키거나 다른 생물체B로부터 생물

체A에는 없는 물질을 생산하게 하는 등의 일들을 실현 가능하게 하였다. 지난 고전적 생

물학적 방법을 통한 생물체의 유전자 변형은 몇 가지가 있어 왔으나, 초기의 연구자들은 

물리·화학적인 방법을 사용하여 유전자에 돌연변이를 도입하였다.45 비록 유전자에 돌연

변이를 도입시켜 새로운 유전자형(genotype)은 얻었지만 원하는 표현형(phenotype)을 제

작하기는 쉽지 않은 일이었다. Biomolecule의 생산 및 분해 그리고 그들의 상호작용을 

이해하기 위한 방대한 양의 지식의 결여와 함께 모델링을 위한 computational source의 

약한 기반은 생명체의 이해를 바탕으로 공학적인 개념을 도입하는고자 하는 합성생물학

의 발전의 큰 장애물이었다. 하지만 무엇보다도 유전자 서열의 변화를 위한 분자생물학

적인 기술의 부재는 원하는 표현형을 얻기 위해 계획적 변경(rational alteration)보다 진

화적 최적화(evolutionary optimization)에 의존하도록 하였다. 하지만 지난 몇 년간 수천 

종의 생명체 유전자 서열분석을 통해서 생물 정보량이 기하급수적으로 증가하고 그와 동

시에 계산적 생물학적 도구(computational tool)의 발전으로 생명시스템을 이해하게 되고 

이를 바탕으로 새로운 생명 시스템 및 생명체를 제작하고자 하는 합성생물학이 급속적으

로 발전하게 된다. 실질적으로 인공 생명 시스템을 제작하기 위해서는 다양한 지놈엔지

니어링(genome engineering) 기술의 도움이 꼭 필요하다.  

 최근 개발되고 있는 지놈엔지니어링 기법들은 합리적인 유전체의 이해를 바탕으로 한 

유전자 지도의 설계와 합성을 통해 대사산물의 생산량을 증가시킬 수 있는 전략임과 동

시에 다양한 지능형 인공 생명체를 제작할 수 있는 기반을 만들고 있다. 이에 최근에 개

발된 인공 미생물 제작 기술인 지놈엔지니어링 기술들과 합성된 새로운 생물체들 중 우

량균주의 선별을 효과적으로 도울 수 있는 bioMEMS 기술에 대해서 간략히 설명하고자 
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한다. 

가. 지놈 엔지니어링 기술들 

1. Transcriptional activator-like effector genome editing 

 

그림 1. Transcriptional activator-like effector nuclease를 이용한 genome engineering  

(http://en.wikipedia.org/wiki/Tal_effector_nuclease) 

 

지놈엔지니어링이 유전자 서열의 특정부분을 인식하고 표적하는 것을 전제로 하는 특성

덕분에 zinc-finger(ZF)나 transcriptionl activator-like(TAL) effector와 같은 DNA-결합 단백

질이 하나의 지놈엔지니어링 기술이 될 수 있었다. 제한효소와 같은 DNA 변형효소와 연

결된 DNA-결합 단백질은 특정 DNA서열에 결합한 후 잘라줌으로써 이중가닥절단

(double strand break; DSB)를 형성 할 수 있고 상동적 재조합(homologous 

recombination)이나 비상동 말단 봉합(non-homologous end joining; NHEJ)을 통하여 

mutation을 도입할 수 있었다. 초기에 각광을 받았던 ZF-nuclease는 motif당 약 3개의 

base pairs (bp)를 인식할 수 있었지만 motif를 stacking하더라도 상대적으로 낮은 특이성

과 실험실수준에서 얻기엔 비싼 단점으로 인해 최근에는 TALEN(TAL effector nuclease)를 

이용하여 지놈엔지니어링을 하는 추세이다. 비록 한 motif당 하나의 bp를 인식하고 큰 

size로 인해 assembly가 복잡한 편이지만 긴 DNA서열을 인식하기 위한 stacking이 비교

적 쉽기 때문에 지놈엔지니어링 기술로 많이 사용되고 있다. Iowa state university의 

Yang`s 팀은 최근 TALEN를 이용하여 효모(Saccharomyces cerevisiae)의 유전체에 있는 3

개의 유전자제거(gene knockout)에 성공하였다.6 23bp까지 인식가능한 TALEN을 인위적

으로 제작하여 효모의 특정 유전자를 제거하였고 예상되어지는 표현형을 얻을 수 있었다. 

또한 상동적 재조합을 통한 유전자 교체도 34%의 효율을 보였다. 이러한 TALEN 활용 

http://en.wikipedia.org/wiki/Tal_effector_nuclease
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지놈엔지니어링은 저비용과 높은 효율로 원하는 표현형을 얻을 수 있는 새로운 기법으로 

진핵 생물의 유전자 변형에 상당한 역할을 할 것으로 기대되어진다.78 

 

2. Genome editing using an engineered type II CRISPR system 

 
그림 2. (a,b) Mechanism of CRISPR system. (Philippe H et al, Science, 2010) (c,d) Human genome 

editing with engineered type II CRISPR system. (Mali P et al, Science, 2013.) 

 

원핵생물의 적응면역시스템 역시 좋은 지놈엔지니어링 도구가 될 수 있다. 파지감염

(phage infection)이나 세포간 접합(conjugation)에 의해 세포내로 유입된 외래 유전자와 

결합 할 수 있는 RNA와 Cas9 nuclease가 복합체를 이뤄 DSB를 야기하는 

CRISPR(clustered regularly interspaced short palindromic repeats)의 원리를 기본으로 하

는 새로운 방법이 바로 그 예이다. 최근 하버드 메디컬 스쿨의 Church`s 팀은 CRISPR의 

시스템을 이용하여 포유동물세포(mammalian cell)에서 non-sense GFP를 active한 형태로 

바꾸었다.9 Cas9 nuclease와 결합할 수 있는 gRNA(guide RNA)와 타겟 유전자를 인식하

는 RNA를 결합시켜 세포내로 삽입시키고 그와 동시에 코돈 최적화된 Cas9을 제작하여 

세포내로 도입시키게 되면 RNA가 타겟 DNA서열과 RNA-DNA base pairing을 형성하고 

Cas9의 nuclease활성이 DSB를 형성하게 된다. 그로 인해 상동적 재조합이 촉진되게 되

므로 원하는 유전자형을 도입할 수 있게 된다. 더욱 신기한 것은 Cas9 nuclease가 발현

될 때와 그렇지 않을 때의 상동적 재조합 확률이 거의 8배나 차이가 난다는 것이다. 이

는 지속적인 Cas9 nuclease의 발현이 상동적 재조합을 촉진한다는 것을 암시하기도 한다. 
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이러한 CRISPR 시스템은 낮게는 2%에서 높게는 25%까지 유전자 변형 효율을 보였다. 

이 결과는 RNA-guided editing은 빠르고 multiplexible한 지놈엔지니어링 도구로써 가능

성을 보여줬고 이에 따라 추가적인 연구들이 진행되고 있는 추세이다.10  

 

3. Trackable multiplex recombineering(TRMR) method 

 
그림 3. (a) Trackable multiplex recombineering(TRMR) method (b) Multiple strategy to rapidly 

generate cell mixtures with defined genetic modification. (Warner JR et al, Nat Biotechnol, 2010) 

  

미생물 지놈을 이해하기 위해서는 많은 수의 library가 필요하다는 것을 감안한다면 적

절한 유전자변이(genetic variation)을 제작한 후에 그로부터 파생되는 연구를 하는 것이 

시간적으로나 비용적으로나 훨씬 경제적이라는 것은 누구도 부정하지 못할 것이다. 최근
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의 지놈학(genomics)의 발달과 multiplex DNA 합성 기술, 그리고 상동적 재조합 기술의 

발달은 이러한 일들이 가능하게 하고 있다. 지놈학의 발달은 유전자 제거와 같은 방법을 

통하여 유전자의 특성을 파악하는데 도움을 주었고 이는 유전자의 역활을 확인할 수 있

는 강력한 도구가 되었지만 다수 유전자들의 돌연변이에 의해 야기되는 복합적인 변화에

서 표현형을 예측하고 분석하는 것에는 아직 아쉬운 성과를 보이고 있었다. 최근 개발된 

TRMR은 기존의 문제점을 보완하고 쉽고 빠르게 다수의 돌연변이를 제작할 수 있는 방

법으로 소개되었다. 단 1일만에 전체 대장균의 유전자의 95%를 변형하였고 이로부터 원

하는 표현형의 미생물을 선별할 수 있었다. 11  기존에 흔히 사용되던 on-off방식이 아닌 

up-down방식으로 유전자의 발현을 조절함으로써 타겟 유전자에 대해 보다 폭 넓은 이

해를 제공하였다. 인위적으로 합성된 dsDNA는 rolling circle amplification에 의해 증폭되

고 세포내에서 지놈으로 삽입됨으로써 타겟 유전자의 발현을 조절하게 되는데 이때 만들

어지는 mutant library는 선별과정을 거치면서 원하는 표현형의 세포만을 선별할 수 있다. 

이러한 과정을 통해 단 일주일만에 원하는 형질에 영향을 주는 유전자들을 확인할 수 있

었다. 대다수의 유전자들은 새로이 밝혀진 유전자들이었으며 일부는 기존에 이미 밝혀져 

있던 유전자였고 그 중에서는 새로운 기능이 밝혀지기도 하였다. TRMR을 통해서 무수히 

많은 mutant library를 제작할 수 있으며 이를 통해 switches, oscillators 혹은 sensors와 

같은 추가적인 역할을 하는 유전자들에 대해서도 규명할 수 있을 것이다.12 

 

4. Multiplex automated genome engineering 

  
그림 4. Rapid and continuous generation of sequence diversity by MAGE (Wang HH et al, Nature, 

2009) 

 

 많은 지놈엔지니어링 기술이 하나의 유전자 돌연변이에 주로 초점을 맞춘 데에는 이유
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가 있다. ZFN이나 TALEN, 그리고 group II intron system을 이용한 기법은 모두 DSB를 야

기하기 때문에 다수의 유전자의 돌연변이에는 적절치 않다. 이러한 DSB가 다수 생성되

게 된다면 전체 지놈을 파괴할 뿐 아니라 NHEJ에 의해 의도치 않은 rearrangement를 

발생시킨다. 또한 λ-red system에 의해 매개되는 dsDNA 재조합 역시 낮은 효율을 보이

기 때문에 다수의 돌연변이 제작에는 적절치 않다. 이러한 문제점을 보완하기 위해서 최

근에는 dsDNA가 아닌 ssDNA를 이용하는 방법이 소개되었다. MAGE (multiplex 

automated genome engineering)은 작은 ssDNA가 lagging strand의 Okazaki fragment 

합성에 프라머(primer)로 작용하여 딸세포 지놈에 도입되면서 유전자 변이를 유도한다.13 

MAGE는 ssDNA를 세포내로 도입시킴으로써 아주 간단하게 다수의 돌연변이를 제작할 

수 있었다. 약 30~100bp의 ssDNA는 상동의 말단만 있으면 타겟 유전자 부위에 상보적

으로 결합함으로써 우리가 원하는 유전자 서열을 딸세포로 도입시킬수 있다.14 비슷한 원

리로 MAGE는 mismatch repair에 관여하는 mutS 유전자를 제거시킴과 동시에 λ-red 

system의 발현을 통해 ssDNA 삽입을 1000배까지도 증가시킬수 있었다. MAGE와 같이 

ssDNA-mediated recombination의 경우 다른 plasmid나 dsDNA보다 유전자 도입

(transformation)확률이 높기 때문에 보다 높은 효율의 유전자 재조합을 기대할 수 있을 

뿐만 아니라 한 cycle당 소요되는 시간이 상대적으로 다른 기법들보다 짧아 많은 수의 

돌연변이 균주를 만들 수 있다. 또한 간단한 원리덕분에 다양한 균주에서도 적용가능할 

것으로 예상된다. ssDNA-mediated recombination의 많은 장점 덕분에 현재도 많은 연구

들이 추가적으로 진행되고 있는 상황이다.15,16,17,18 

 

나. 미세유체장치를 이용한 우수 균주 선별 

 

 
그림 5. 다양한 미세유체장치가 응용된 사례들 

 

c

D
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 다양한 합성생물학적 기술을 사용해서 재구성된 새로운 유전체는 각각의 개체들이 모

두 다른 활성을 가지게 한다. 예를 들어 위에 설명된 MAGE와 같은 방법으로 재구성된 

DNA를 가진 균주들이 만들어지면, 이를로부터 원하는 표현형의 균주를 선택적으로 분리

하기 위해서는 고전적 방법으로는 많은 노동력과 시간이 필요했었다. 하지만 최근 미세

유체공학(microfluidics)등과 같은 새로운 기술이 등장하면서 좀 더 손쉽고, 빠르고 효과적

으로 고속대량스크리닝 (high-throughput screening; HTS)을 가능하게 하였다. 합성생물학

과는 완전히 다른 연구분야인 미세유체공학이 함께 협업(collaboration)되어 성공적일수 

있다는 가능성을 보여주었던 사례는 2005년 스탠포드의 퀘이크 연구그룹이 자동화된 미

세유체장치 내에서 미생물의 생장을 촉진, 저해, 유도 등과 같이 다양한 방법을 통해 무

려 40일간 관찰했던 것이 잘 알려져 있다.19 또한, CIT의 Leadbetter 그룹은 microfluidic 

장치를 이용해 기존에 유전정보가 전혀 알려져있지 않았던 미생물 Traponema의 대량 

106개의 PCR을 해냈다. 이는 bioMEMs 기술의 장점인 대량의 sample 처리가능능력과 반

응에 극소량의 chemical만이 필요한 점을 십분살려, target DNA 자세한 정보를 알지 못

해도 특정 gene의 존재여부를 가려낼 수 있는 PCR등의 기술에 적용 할 수 있다는 것을 

보여준다.20  

위에 설명된 두가지 미세유체 장치를 기점으로 한 다양한 지놈엔지니어링기술은 미세

유체장치를 이용한 기술들과 함께 최근까지 적용되어져 왔다. 예를 들면, 가장 기본적인 

PCR과 같은 기술들이 미세유체장치내에서 재현되었고 21 , 위에 설명된 퀘이크 그룹의 

bioreactor는 여전히 많은 관심을 받고 있으며, DNA sequence22, 특정된 단백질의 검량, 

검출이 가능한 자동화된 장치23, 크기나 다른 외부 요인을 사용한 생물체의 separation위

한 미세유체장치 24 , 단시간내에 107~9개의 샘플 분석이 가능한 구획화된 미세방울 생성 

및 저장장치25 등등 여러가지 방법들이 합성생물학 분야 연구에 활용되고 있다.  

 

그림 6. High-throughput screening of strains (Jina Y et al, Nat commun, 2013) 
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이러한 지놈엔지니어링을 접목한 합성생물학과 대사공학은 굉장히 많은 platform 균주

들을 만들어냈고 ethanol26, higher alcohol27, fatty acids28 등이 많은 재조합 균주들로부터 

생산되고 있다. 최근에는 MAGE와 TRMR과 같이 다중엔지니어링 기술이 발달함에 따라 

수많은 미생물군집에서 적절한 균주를 선별하기 위한 스크리닝 기술이 필요하게 되었다. 

하지만 형광물질을 통한 특정 균주 선별( 29 이나 enrichment와 같은 선택압(selective 

pressure)을 사용하는 기존의 HTS30는 많은 시간이 소모된다는 단점을 가지고 있다. 이에 

따라 생물학적 스크리닝보다 좀 더 쉽고 빠른 방법으로 bioMEMs가 떠오르고 있고 관련 

연구가 수행되고 있다. 이처럼 지놈 엔지니어링은 합성생물학 및 대사공학의 발전을 위

한 충실한 도구로써 그리고 bioMEMs는 새로운 파트너로써 인공미생물의 개발에 중요한 

역할을 하고 있다.  
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