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미토콘드리아 DNA 합성생물학 연구 동향 

 

중원대학교 의생명과학과 윤영걸 

 

1. 개요 

 

미토콘드리아는 진핵세포의 세포질 내에 뚜렷한 두 개의 막으로 둘러싸여 있는 세포 내 

소 기관이다. 두 개의 막 중에서 외막은 5kDa 이하 크기의 분자들은 잘 투과할 수 있으

나 내막은 그것의 독특한 지질 조성 때문에 세포 내 물질들이 자유로이 왕래할 수 없다. 

이러한 내막의 불투과성으로 인하여 미토콘드리아 매트릭스(matrix)와 막 간 공간

(intermembrane space) 사이에 수소이온(H+) 농도의 불균형이 발생하고 이러한 화학적 

불균형이 생체 에너지 합성의 원동력으로 이용되어 ATP를 생산한다. 

 

미토콘드리아는 독특하게도 핵에 존재하는 염색체 DNA와는 별도로 자기 자신의 DNA를 

보유하고 있으며, 그 기원은 외부로부터 유래한 원시 박테리아로 인식되고 있다(Poole & 

Penny, 2007). 원시 박테리아와 초기 진핵세포 사이의 공생관계가 진화와 함께 지속되면

서 대부분의 원시 박테리아의 DNA들은 초기 진핵세포의 핵으로 이전되었고, 현재는 핵

으로 이전되지 못한 일부 DNA들이 남아 미토콘드리아 내에 미토콘드리아 DNA(mtDNA)

로 남겨지게 되었다(Brandvain et al., 2007; Tsaousis et al., 2008). 

 

인간의 mtDNA는 원형의 이중나선 DNA로서 크기는 16,569 bp 이다(Fig. 1). 이 mtDNA

는 인트론이 없고 37개의 전자전달계와 산화적인산화 반응에 필요한 유전자(13 proteins, 

22 tRNAs 그리고 2 rRNAs)가 촘촘하게 배열되어 있다. 주요 비전이 서열은 mtDNA의 전

사와 복제에 관련되어 있는 D-loop과 OL (the origin of L-strand replication) 서열이며, 13

개의 protein-coding 유전자 중에서 ND1~ND6와 ND4L는 complex I을, cytochrome b는 

complex III를, COXI~COXIII는 complex IV를, ATP6와 ATP8은 ATP synthase를 암호화하고 

있다(Scheffler, 2001). 나머지 24개의 유전자(22 tRNAs와 2 rRNAs)들은 mtDNA의 전이를 

위한 machinery들을 암호화하고 있다. 그 외의 미토콘드리아의 생성, 유지 및 조절에 관

련된 유전자들은 대부분 핵에 위치해 있다. 포유류 진핵세포에는 세포당 약 1,000개의 

미토콘드리아를 함유하고 있으며 각각의 미토콘드리아는 2~10개의 mtDNA를 지니고 있

다고 알려져 있다(Wiesner et al., 1992). 
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MtDNA는 ATP 생성과정 중에 발생하는 세포 내의 활성산소에 직접 노출되어 있고, 또한 

손상된 DNA의 복구 능력이 취약하여 핵 DNA에 비하여 10~20 배 정도 돌연변이의 빈

도가 높으며 이러한 돌연변이로 인하여 다양한 인체 질환이 야기되는 것으로 알려져 있

다. 1988년 Wallace 등은 mtDNA에 위치한 NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) 유전

자의 염기서열 변이로 인해 신경성 질환인 Leber’s hereditary optic neuropathy (LHON)가 

발생함을 보여주었고, 또한 Holt 등도 미토콘드리아 근병증(mitochondrial myopathy)의 

질환을 가진 환자의 근육세포에서 유전자의 일부가 제거된 mtDNA deletion mutant를 발

견하였다(Holt et al., 1988; Wallace et al., 1988). 이후로 현재까지 mtDNA에 위치한 각각

의 유전자들의 돌연변이에 의해 다양한 질환이 발생한다는 것이 밝혀졌다(Lightowlers et 

al., 2015). 

 

Figure 1. 인체 미토콘드리아 DNA (mtDNA)의 구조와 유전자의 배열 (Yoon et al., 2010) 

 

위와 같은 mtDNA 돌연변이의 작용 기작과 치료 그리고 mtDNA 유전학 등의 연구를 위

해서는 세포핵의 유전체 DNA의 조작과 같이 미토콘드리아에 외래의 DNA나 염기서열의 

변이를 도입하거나 mtDNA 상의 타겟 유전자의 제거 등 자유로운 mtDNA 유전체 재조

합 기술과 같은 합성생물학적 기법이 필요하다. 비록 mtDNA를 박테리아 내에서 클로닝
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하고 재조합하는 기술은 확립되었으나 이렇게 변형시킨 재조합 mtDNA를 세포 내의 미

토콘드리아로 재도입시키는 기술은 아직도 개발이 진행 중이다(Yoon & Koob, 2003).  본 

논고에서는 mtDNA 유전체의 직접적인 조작을 위해 DNA를 세포 내 핵이 아닌 미토콘드

리아에 도입하려는 최근의 시도에 대해 살펴보고자 한다.  

 

2. 효모의 mtDNA manipulation 

 

현재까지 재조합 DNA를 이용하여 미토콘드리아를 형질전환(transformation)시킬 수 있는 

방법을 확립한 종은 효모인 Saccharomyces cerevisiae와 녹색 조류인 Chlamydomonas 

reinhardtii 두 가지 종만이 알려져 있다. 여기에서는 효모 미토콘드리아의 형질전환에 대

해서 알아보겠다. 효모 미토콘드리아의 형질전환은 1988년 Fox 등에 의해서 최초로 개발

되었다(Fox et al., 1988). 이들은 biolistic microprojectile bombardment 방법을 이용하여 

초미세 금속입자에 각각 nuclear transformant와 mitochondrial transformant를 선택할 수 

있는 두 가지 종류의 DNA를 코팅하여 세포 내 소기관인 미토콘드리아에 유전자를 도입

시키는 방법을 확립하였다.  

 

 

Figure 2. 효모 mtDNA transformation 전략(Jacob, 2001). 
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Figure 2는 tRNAgly (ts9) 돌연변이를 효모의 mtDNA에 도입시켜 형질전환한 실험의 개요

도이다(Rohou et al., 2001; Jacobs HT, 2001). 두 개의 plasmid constructs 중 하나는 

nuclear transformant를 얻기 위한 selection marker (LEU2)를 포함하고 있고, 다른 하나는 

mitochondrial transformant를 얻기 위한 selection marker (COX2)와 도입시키고자 하는 

돌연변이(빨간색 X의 ts9) 유전자를 포함하고 있다. LEU2 selection marker는 핵 DNA의 

leu2 mutant를 보상하여 leu2-background에서 선택될 수 있게 하고, COX2 selection 

marker는 미토콘드리아의 mtDNA 상의 cox2 mutant를 보상하여 손상된 미토콘드리아 

기능을 다시 활성화 시킬 수 있게 한다.  

 

Figure 2에서 보는 바와 같이 먼저 leu+ transformant (leu2가 LEU2로 형질전환)를 얻고 

이 transformant들을 ρ+ cox2 tester yeast strain과 접합(mating)시켜 미토콘드리아 활성을 

필요로 하는 non-fermentable carbon source인 에탄올과 글리세롤만을 포함하는 선택배

지에서 배양한다. 이 때 mating된 diploid strain의 미토콘드리아에 mitochondrial fusion

에 의해 COX2 유전자가 진입하게 되면 이 diploid strain에서는 정상적인 COX2 유전자가 

발현되게 되어 미토콘드리아의 산화적인산화(OXPHOS) 기능이 회복되고 따라서 non-

fermentable selection media인 에탄올과 글리세롤 선택배지에서 자랄 수 있게 된다. 즉, 

leu2가 LEU2로 형질전환된 leu+ transformant 중에서 미토콘드리아에 COX2 유전자가 들

어가 있는 콜로니를 찾을 수 있는 것이다. 또한 COX2 유전자가 들어가 있는 콜로니는 

COX2와 함께 ts9 유전자도 도입되어 있을 것이며 이 ts9 유전자는 wild-type yeast strain

과 mating시켜 mtDNA 상으로 ts9 유전자가 도입된 ρ+ ts9 strain을 제작할 수 있게 된다.  

 

Figure 3은 biolistic transformation을 통해 nuclear와 mitochondrial transformant를 얻은 

plate들을 직접 보여주고 있다. 이 그림에서는 rho0 (mtDNA-less)와 rho+ (mtDNA 

present) cox2-60의 mitochondrial genotype을 지니는 효모를 이용하였는데 위에서 언급

한 바와 같이 먼저 LEU2 plasmid 인 Yep35을 이용하여 nuclear transformant를 얻고, 이 

transformant들 중에서 COX2 plasmid인 pNB69를 포함하는 지를 non-fermentable 

selection media에서 선택하여 mitochondrial transformant를 찾아 내게 된다.  

 

따라서 현재 효모는 효모 mtDNA에 위치하는 유전자 변이의 도입과 제거 그리고 다른 

외래 종에서 유래한 유전자의 도입 등을 자유롭게 수행할 수 있으며 이를 통해 효모 미

토콘드리아 유전학 그리고 나아가서 미토콘드리아 변이에 의해 발생하는 인체 질환을 연
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구하는 주요 모델로서 역할을 수행하고 있다. 그러나 biolistic bombardment 방법에 의한 

미토콘드리아 형질전환은 효모 이외에 동물과 식물세포에서는 아직 보고된 바가 없다. 

 

 

Figure 3. Biolistic bombardment를 이용한 mitochondria와 nucleus의 동반 형질전환 (Bonnefoy et 

al., 2007). 

 

3. 포유동물세포의 mtDNA manipulation  

 

3.1 미토콘드리아로의 재조합 DNA의 전기천공(electroporation)과 자연도입(natural 

import competence) 

 

외래 재조합 plasmid DNA를 미토콘드리아로 도입하기 위해 시도한 최초의 방법은 전기

천공법(electroporation)이었다(Collombet et al., 1997). 이들은 세포로부터 분리한 미토콘

드리아에 7.2 kb 크기의 plasmid DNA를 전기천공법으로 도입하였을 때 미토콘드리아의 

활성이 여전히 유지되고 있음을 입증하였다(Fig. 4). 이 후로 분리한 미토콘드리아에 17.8 

kb 크기의 재조합 mtDNA를 전달하여 도입된 재조합 mtDNA가 미토콘드리아에서 발현

되고 있음이 또한 증명되었다(Yoon & Koob, 2003). 이들은 재조합 mtDNA가 도입된 미
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토콘드리아를 microinjection 방법으로 mtDNA가 제거된 rho0 세포에 도입하고자 시도하

였으나 재조합 mtDNA를 획득하여 정상세포((rho+)로의 전환된 세포는 발견하지 못하였

다. 이러한 결과는 전기천공법의 가혹한 조건이 미토콘드리아의 활성과 구조에 회복할 

수 없는 어떤 영향을 주었을 때문인 것으로 사료된다.  

 

전기천공법의 대안으로 시도된 방법이 자연도입법(natural import competence)이다. 

Koulintchenko 등은 순수한 DNA를 분리한 미토콘드리아와 혼합하였을 때 DNA가 미토

콘드리아로 자연적으로 도입됨을 알아냈다(Koulintchenko et al., 2006) (Fig. 4). 또한 도입

된 mtDNA의 promoter로부터 전사가 이루어지고 더불어 전사된 polycistronic RNA가 

mt-tRNA로 까지 프로세스될 수 있음을 보여주었다. 이들은 자연도입법을 아래에 기술되

어 있는 nanocarrier를 이용하는 방법과 결합하여 mtDNA를 미토콘드리아로 전달하는 전

략도 제안하였다. 즉, nanocarrier로 mtDNA를 세포질까지 운반하고 미토콘드리아 근처에

서 nanocarrier로부터 mtDNA를 방출하게 하면 방출된 mtDNA가 자연적으로 미토콘드리

아로 도입되는 방법을 제안하였다.  

 

Figure 4. 외래 DNA의 미토콘드리아로의 도입방법(Niazi et al., 2013). 전기천공법(electroporation), 

자연도입법(DNA import mechanism), 박테리아 접합(bacterium conjugation), protein import 

pathway를 이용하여 미토콘드리아로 DNA의 전달을 도식화하였다. 
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3.2. 박테리아 접합(bacterial conjugation)에 의한 외래 DNA의 전달 

 

미토콘드리아의 내막과 외막의 구조는 일반적으로 알려진 박테리아의 막 구조와 매우 유

사하고 또한 미토콘드리아는 초기 진핵 세포와 공생관계에 있었던 원시 박테리아로부터 

유래했기 때문에 bacterial conjugation을 통해서도 외래의 DNA가 미토콘드리아로 전달

될 수 있다는 아이디어는 그리 놀랍지는 않다(Fig. 4). Yoon과 Koob은 plasmid DNA에 T7 

promoter와 oriT 서열를 삽입하고 미토콘드리아에는 T7 polymerase를 타겟팅하여 

bacterial conjugation을 통해 plasmid DNA가 미토콘드리아로 전달되는 지를 확인하였다

(Yoon & Koob, 2005). OriT 서열은 bacterial conjugation에서 DNA 전달 원점으로서 oriT 

서열이 있을 경우에만 DNA가 전달되어 미토콘드리아 내의 T7 polymerase에 의해 유전

자의 전사가 일어날 수 있었고, oriT가 없는 경우에는 DNA가 전달되지 않아서 전사는 일

어나지 않았다.  

 

또한 이들은 세포 내에서도 미토콘드리아와 conjugation을 일으키기 위해 동물세포에 침

입할 수 있는 enteroinvasive E. coli (EIEC) strain에 bacterial conjugation에 필요한 유전자 

부품을 도입하였다(Yoon et al., 2010). 더불어 침입한 EIEC의 과도한 복제를 억제하기 위

해 non-replicating EIEC strain을 제조하여 이들이 동물세포에 침투하여도 동물세포의 성

장에는 큰 영향이 없음을 확인하였다(Yoon & Koob, 2012).  

 

Bacterial conjugation은 전기천공법과 같은 가혹한 방법에 비해 매우 부드러운 방법으로

서 미토콘드리아의 구조와 활성에 큰 영향을 미치지 않는다. 또한 DNA의 전달은 전적으

로 conjugative donor bacteria에 의존하므로 bacteria의 변형만으로도 비교적 쉽게 다양

한 DNA construct를 도입시킬 수 있는 장점이 있으므로 동물세포에서 미토콘드리아 유

전자 발현 연구에 크게 기여할 수 있을 것으로 사료된다. 다만 bacterial conjugation에 

의해 도입되는 DNA는 single strand DNA (ssDNA)이므로 미토콘드리아에 도입된 후 다시 

double strand DNA (dsDNA)로 전환시킬 수 있는 방법에 대한 보완이 필요하다. 

 

3.3 Protein import pathway를 이용한 DNA의 전달 

 

Mitochondrial targeting sequence (MTS)의 이용은 Vestweber와 Schatz에 의해서 최초로 

시도되었다(Vestweber & Schatz, 1989). 그들은 24bp의 ssDNA 또는 dsDNA를 
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mitochondrial precursor protein의 C-terminus에 융합하여 분리한 효모 미토콘드리아에 

도입시킬 수 있음을 발견하였다. 이후로 N-terminal MTS를 이용하여서도 DNA를 미토콘

드리아에 도입시킬 수 있고 더불어 DNA-peptide의 도입 후에 혹시 모를 DNA의 기능 

저하를 우려하여 MTS를 제거하는 방법도 또한 고안되었다(Seibel et al., 1995; Seibel et 

al., 1999). 더욱 섬세한 방법으로 MTS와 peptide nucleic acid (PNA)를 결합시키고 여기에 

DNA 또는 RNA oliginucleotide를 base-pairing하였을 때 이 복합체가 분리한 미토콘드리

아 뿐만 아니라 배양된 세포의 미토콘드리아에도 성공적으로 도입됨을 확인하였다(Flierl 

et al., 2003). Polyethylenimine (PEI)를 이용한 방법도 또한 제시되었다(Lee et al., 2007). 

PEI는 매우 큰 positive charge를 지니고 있으므로 DNA가 결합한 복합체를 구성할 수가 

있으며 현재 동물 세포의 유전자 치료에 다양하게 이용되고 있다(Wang et al., 2015). PEI

에 MTS를 접합한 DNA 복합체를 배양 세포에 적용하였을 때 세포 내의 미토콘드리아 

근처로 DNA 복합체를 타겟팅 시킴을 확인할 수 있었다(Lee et al., 2007). 그러나 MTS-

PEI 복합체로부터 DNA가 쉽게 방출되는 지 그리고 이 복합체가 직접 미토콘드리아로 진

입하는 지의 여부는 아직까지 불분명하다. 

Figure 5. 포유동물 세포 내 미토콘드리아로의 외래 DNA의 도입(Niazi et al., 2013). 
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지금까지는 논의한 방법은 주로 미토콘드리아에 DNA를 전달하기 위해 시도한 방법으로

서 세포로는 어떻게 도입시킬 수 있는 지에 대해서는 한계가 있다. 이러한 한계를 극복

하기 위한 전략으로서 미토콘드리아 타겟팅 DNA 복합체에 protein transduction domain 

(PTD)을 결합시키는 시도가 있었다(Iyer et al., 2009; Keeney et al., 2009) (Fig. 5). 이들은 

세포 내 미토콘드리아로 DNA를 직접 타겟팅하기 위해 mitochondrial transcription factor 

A (TFAM)와 MTD를 결합시키고 여기에 PTD를 첨가하여 recombinant MTD–TFAM을 제조

하였다. 여기에 mtDNA를 결합시켜 만든 MTD–TFAM-mtDNA complex를 미토콘드리아 

기능이 결여된 Parkinson’s disease (PD) cybrid cell에 도입하였을 때 mtDNA의 카피 수와 

미토콘드리아의 기능이 정상적으로 회복됨을 관찰하였다. 그러나 mtDNA 없이 MTD–

TFAM complex 만으로도 어느 정도 세포의 미토콘드리아 기능을 촉진하는 것으로 나타

났으며 이와 같은 방법을 통해 외부의 mtDNA가 직접적으로 미토콘드리아로 전달되는 

지의 여부는 아직까지 불확실하다.  

 

3.4. Nanocarrier를 이용한 mtDNA의 전달 

 

Mitochondriotropic amphiphile carrier: 세포 내 소기관인 미토콘드리아는 높은 음

(negative) 막 전위를 지니고 있으므로 몇몇 양의 전하를 띤 lipophilic cationic 

compound들이 미토콘드리아로 타겟팅시키는 전달체(mitochondriotropic carrier)로서 개

발되었다. 그 중 하나로서 triphenylphosphonium (TPP)은 미토콘드리아 막의 지질 이중

충을 통과할 수 있는 양쪽성(amphiphile) 물질로서 항산화제나 ubiquinone 등을 미토콘

드리아로 전달하는데 이용되었다(Smith et al., 2003). 더불어 TPP가 PNA와 결합하였을 때

도 성공적으로 배양세포의 미토콘드리아로 수송시킴을 밝혔다(Muratovska et al., 2001). 

그러나 DNA 자체의 수송에 대한 연구결과는 아직 제시되지 못했다.  

 

최근에 gemini surfactant를 이용한 mitochondrial gene delivery 방법도 개발되었다

(Cardoso et al., 2015) (Fig. 6). Gemini surfactant는 친수성과 소수성 그룹을 가지는 두 개

의 hydrocarbone이 spacer에 의해 연결된 형태로서 양전하를 띠고 있어 낮은 농도의 

DNA와도 결합하여 gemini surfactant-DNA 복합체를 구성할 수 있는 구조를 가지고 있

으며 실제로 오랫동안 nuclear transfection에 이용되고 있다(Kirby et al., 2003). 미토콘드

리아에서만 발현될 수 있게 염기서열을 변형시킨 GFP plasmid를 이용하여 gemini 
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surfactant와 복합체를 제조한 후 HeLa cell에 투여하였을 때 미토콘드리아로 DNA가 전

달되어 GFP가 발현됨을 확인하였다(Lyrawati et al., 2011; Cardoso et al., 2015). 이들은 

RT-PCR assay를 통해 전사된 GFP RNA를 또한 확인하였으며 gemini surfactant-based 

DNA complexes는 endocytic 또는 nonendocytic (direct membrane translocation) 

pathway 등 다양한 경로를 통해 미토콘드리아로 DNA를 전달시킬 수 있음을 제시하였다. 

 

Figure 6. Gemini surfactant를 이용한 외래 DNA의 미토콘드리아 도입(Cardoso et al., 2015). 

 

Mitochondriotropic vesicles: 최초의 미토콘드리아의 형질전환 연구는 Clark와 Shay에 의

해 시도되었다(Clark & Shay, 1982). 이들은 항생제 저항성의 mtDNA mutation을 지니는 

세포로부터 미토콘드리아를 분리한 후 항생제에 민감한 세포에 첨가했을 때 첨가된 미토

콘드리아가 식세포 작용(endocytosis)에 의해 세포 내로 들어가서 항생제에 대한 저항성

을 획득하였다고 주장하였다. 이로부터 약 25년후에 mtDNA가 제거된 폐암세포인 A549 

rho0 세포에 murine mitochondria를 첨가했을 때 A549 rho0 세포의 미토콘드리아 기능이 

회복됨을 확인하였다(Katrangi et al., 2007). 이와 같은 식세포 작용에 의한 외부 미토콘드

리아의 획득이 가능한지에 대해서는 여전히 논란이 되고 있으나 외래의 미토콘드리아를 

직접 microinjection의 방법으로 주입했을 때 mtDNA-less rho0 cell이 wild-type cell로 형

질전환될 수 있음은 이미 증명되었다(King & Attardi, 1989). 이러한 결과를 배경으로 하

여 미토콘드리아로 타겟팅되는 mitochondriotropic nanocarrier에 대한 연구가 시도되었

다(Fig. 5).  

 

DQAsome은 cationic compound인 dequalinium에서 유래한 carrier로서 DNA와 결합하여 
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식세포 작용을 통해 포유동물세포로 도입된 후 미토콘드리아에서 그 DNA를 방출시킨다

고 알려졌다(D’Souza et al., 2003) (Fig. 5). 또한 DQAsome을 이용하여 미토콘드리아의 

codon usage에 맞게 변형시킨 GFP 유전자가 미토콘드리아에 도입되어 GFP를 발현시켰

다는 결과도 또한 보고되었다(Lyrawati et al., 2011). 그러나 낮은 transfection 효율(1~5%)

과 DQAsome 자체의 세포독성으로 인해 본 결과는 여전히 논란이 되고 있다.   

 

매우 높은 세포독성을 가지는 DQAsome의 대안으로서 낮은 세포독성을 나타내는 

mitochondriotropic liposome이 개발되었는데 이것은 인지질과 amphiphilic cation 그리고 

DNA와 결합하는 지질로 구성되어있으며 미토콘드리아로 타겟팅되어 DNA를 전달시킬 

수 있음을 보고하였다(Boddapati et al., 2005; Weissig et al., 2006) (Fig. 5). 최근에는 

mitochondriotropic liposome을 제조할 때 미토콘드리아에서 분리한 지질을 첨가하여 더

욱 미토콘드리아의 막 성분과 유사하게 liposome을 제조하여 세포의 안정성을 증진시키

고 더욱 효율적인 liposome을 제작하였다(Wagle et al., 2011). 그러나 이들의 실험에서도 

이러한 liposome이 DNA를 직접 미토콘드리아에 도입하였는지의 여부에 대해서는 여전

히 불분명하다. 

 

Non-cationic liposome-based carrier: 먼저 미토콘드리아 막과의 융합을 통해 미토콘드리

아로 propidium iodide와 같은 화학물질을 전달할 수 있는 liposome인 “mito-porter”가 

개발되었다(Yamada et al., 2008). 이것의 업그레이드 버전인 dual function mito-porter 

(DF-Mito-Poters)는 mitochondria-fusogenic envelop과 endosome-fusogenic envelop으로 

구성되어 liposome이 식세포 작용에 의해 세포 내로 도입되었을 때 세포 내 endosome

과의 융합을 촉진하여 쉽게 liposome을 세포질로 배출될 수 있게 하였고 또한 미토콘드

리아 막과의 융합도 촉진시켜 liposome 내의 화합물을 미토콘드리아 내로 효율적으로 

수송할 수 있게 하였다(Yamada et al., 2011) (Fig. 5). Mito-porter는 효과적인 미토콘드리

아 수송 carrier임에는 틀림없으나 주로 화합물과 단백질 등의 물질수송을 목적으로 개발

되었고 DNA와 같은 핵산의 수송에 대해서는 아직 알려진 바가 없다.  

 

3.5. Adeno-associated virus를 이용한 DNA의 전달 

 

최근 들어 최초로 외래 DNA를 포유동물세포의 미토콘드리아로 도입하여 mitochondrial 

dysfunction을 회복시켰다는 결과가 보고되었다(Yu et al., 2012). 이들은 adeno-associated 



12 

 

virus의 VP2 capsid의 N-terminal에 cytochrome oxidase subunit 8 (COX8)에서 유래한 23

개 아미노산으로 이루어진 미토콘드리아 타겟팅 서열(COX8 MTS)을 결합시켜 virion이 미

토콘드리아로 타겟팅될 수 있게 제조하였다(Fig. 7). 더불어 인체의 미토콘드리아 유전자

인 ND4와 mtDNA promoter인 HSP 서열을 바이러스 벡터에 클로닝하여 위의 COX8 

MTS AAV capsid에 packaging한 후 만들어진 바이러스를 ND4 유전자에 돌연변이를 지

니는 세포에 도입하였다. 이들은 ND4의 돌연변이로 인해 미토콘드리아 기능이 저해된 

세포에 제조한 adenoassociated virus를 공급하였을 때 ND4 mutation으로 인한 ATP 합

성저해가 회복됨을 확인하였다.  

 

또한 이들은 Leber hereditary optic neuropathy (LHON)의 원인이 되는 human ND4 

mutant를 마우스에 도입하여 ND4 mutant의 카피 수가 마우스 mtDNA의 20% 수준으로 

증가시켰을 때 인간의 눈에서 나타나는 전형적인 LHON 증상이 마우스모델에서 나타남

을 확인하였고 이 마우스모델에 다시 wild-type human ND4를 발현하는 MTS-AAV를 공

급하였을 때 시력손상이 회복됨을 관찰하였다(Yu et al., 2015) (Fig. 7). 이와 같은 결과는 

포유동물세포에서도 미토콘드리아 유전자 치료법이 가능하다는 것을 증명한 점에서 매우 

획기적인 일이라고 사료된다. 앞으로 바이어스 벡터를 변형시키거나 이용하여 순수한 

mtDNA 자체 또는 더 큰 사이즈의 DNA를 도입시킬 수 있는 방법의 개발도 또한 필요할 

것으로 생각된다.  

 

 

Figure 7. Adeno-associated virus (AAV)를 이용한 DNA의 미토콘드리아로의 전달 및 transgenic 
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mice의 제조. 도입시키고자하는 외래 DNA를 AAV 캡슐에 포집한 후 마우스 세포에 도입하여 미

토콘드리아 형질전환 마우스 모델을 제조하였다(Yu et al., 2015). 

 

3.6. 제한효소를 이용한 mtDNA copy number의 조절 

 

MtDNA에 의해 유발되는 질환은 주로 mtDNA에 있는 유전자의 mutation에 의해 야기된

다(Lightowlers et al., 2015). 즉, mutant mtDNA와 wild-type mtDNA가 서로 섞여 있는 

heteroplasmy에서 mutant mtDNA의 양이 증가함으로써 mtDNA 질환이 발생하게 된다는 

것이다. 이러한 mutated mtDNA의 카피 수를 제어하는 방법으로서 제한효소를 이용하는 

기술이 개발되었다. PstI 또는 SmaI과 같은 제한효소에 MTS를 결합하여 이들을 미토콘드

리아로 타겟팅시켰을 때 mutant mtDNA가 제거되고 대신에 wild-type mtDNA의 카피 수

가 증가함을 확인하였다(Srivastava & Moraes, 2001; Tanaka et al., 2002). 실제로 미토콘드

리아 질환인 neuropathy, ataxia and retinitis pigmentosa (NARP)와 maternally-inherited 

Leigh syndrome (MILS)을 유발하는 mtDNA T8993G mutation을 포함하는 세포에 R.XmaI 

제한효소를 발현시켜 미토콘드리아로 타겟팅하였을 때 mutant mtDNA의 양은 감소하고 

세포의 미토콘드리아 기능이 회복됨을 확인할 수 있었다(Alexeyev et al., 2008). 

 

그러나 Alexeyev 등의 경우와는 다르게 모든 mtDNA mutation이 제한효소자리를 만들어 

낼 수는 없으므로 제한효소를 이용한 mtDNA 카피 수의 조절에는 한계가 있다. 이러한 

단점을 극복하기 위해 zinc-finger proteins (ZFNs)을 이용하는 방법이 제시되었다

(Minczuk et al., 2008). Pathogenic point mutation 주위의 염기서열에 결합할 수 있는 

ZFN을 디자인하고 제조하여 미토콘드리아로 타겟팅하면 어떤 mtDNA mutation이라도 

제거할 수 있다는 장점이 있다. 따라서, ZFN 기술은 mtDNA point mutation에 의해 발생

할 수 있는 미토콘드리아 질환을 제어할 수 있다는 점에서 매우 강력한 유전자 치료 도

구라고 사료된다.  

 

4. 고찰  

 

효모와 Chlamydomonas를 제외한 다른 종에서 외래 DNA를 이용하여 미토콘드리아를 

형질전환하는 방법의 개발은 여전히 진행 중이다. 현재 포유동물세포의 미토콘드리아로 

DNA를 도입시키고자 위에서 제시된 몇 가지 방법들은 상당히 신뢰할 만한 수준에 도달

해 있으며 가까운 미래에는 세포 내에서 mtDNA 자체의 재조합도 가능해질 것으로 기대
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된다. 미토콘드리아 DNA 합성생물학은 앞으로 mtDNA 유전자의 transcription/ 

translation/modification 등의 유전자 발현 및 미토콘드리아의 기능 연구와 더불어 다양

한 mtDNA mutation에 의해 야기되는 미토콘드리아 질환의 추적과 치료를 가능하게 할 

것이다.   
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