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피롤라이신의 생화학을 응용한 유전코드 확장 연구 

  

서강대 이현수 교수 

1. 서론 

일반적으로 자연에 존재하는 단백질은 20개의 아미노

산을 기본 구성성분으로 사용하고 있다. 이들로 구성

된 단백질은 생명체 내의 복잡한 화학반응, 신호전달, 

세포 구조 형성 등 놀라운 생명현상들에서 핵심적인 

역할을 수행한다. 보조인자 (cofactors) 등이 단백질

의 기능에 중요한 역할을 한다는 사실을 고려하더라

도, 단백질이 20개의 아미노산만으로 이러한 복잡한 

기능을 수행한다는 사실은 매우 흥미로운 현상이다. 

그러나 특수한 경우에, 이 20개의 아미노산 외의 아미노산들이 단백질에서 발견되는데, 현재까지 셀

레노시스테인 (L-selenocysteine, SeCys)과 피롤라이신 (L-pyrrolysine, Pyl)이 알려져 있다 (그림 1). 

셀레노시스테인은 1970년대에 발견되었고, 오팔코돈 (Opal codon, TGA)에 의해 인코딩 (encoding)이 

되며, 세린이 tRNA에 먼저 아실화되고, 그 이후에 셀레로시스테인으로 변형되어 단백질에 도입되는 

것으로 알려져 있다.
1
 피롤라이신은 비교적 최근에 발견되었는데, 이 아미노산은 생합성과 인코딩 과

정이 SeCys과는 매우 다르게 진행되는 것으로 알려져 있다. 여기에서는 피롤라이신의 생합성, 인코

딩 과정 등 생화학적 부분들과 이를 응용한 유전코드 확장 연구에 대해서 소개하고자 한다.  

그림 1. 단백질에서 발견되는 21번째, 22번

째 아미노산으로 알려진 셀레노시스테인 

(SeCys)과 피롤라이신 (Pyl)의 구조. 



2. 피롤라이신의 발견 

메테인 세균 (methanogen)은 산소가 부족한 환경에서 대사과정 중에 메테인 (Methane)을 생성하는 

미생물이다. 이 메테인 세균에서 발견되는 메틸아민 메틸트랜스퍼레이즈 (methylamine 

methyltransferase) 유전자에는 예외없이 인프레임 (in-frame) 앰버멈춤코돈 (amber stop codon)이 

발견된다.
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 이 앰버코돈에 의해서 번역되는 아미노산을 확인하기 위해 특정 메틸트랜스퍼레이즈를 

분리해서 질량분석을 해 본 결과, 그 아미노산은 라이신 (lysine)인 것으로 판명되었다.
4
 그러나 J. A. 

krzycki와 M. K. Chan 등은 질량분석 조건을 고려할 때 원래의 잔기가 변형될 수 있고, 또 인프레임 

멈춤코돈의 경우 SeCys의 경우에서처럼 비천연 아미노산의 도입에 이용될 수 있다고 생각하고, 정

확한 아미노산을 밝히기 위해 메테인 세균의 일종인 Methanosarcina barkeri에서 발견되는 메틸트

랜스퍼레이즈의 X-선 결정구조를 보고하였다 (그림 2).
5
 결정 구조에서 보이는 전자밀도와 전체 단백

질의 질량 분석 등의 정보를 통해 앰버코돈에 의해 번역된 아미노산은 라이신의 입쉴론 아민 (ε-

amine)에 (4R,5R)-4-methylpyrroline-5-carboxylate 가 아미드결합을 하고 있는 라이신 유도체임을 

밝히고, 피롤라이신이라고 명명하였다. 그 이후에 관련된 생화학적 추가 연구를 통해서 피롤라이신

은 자연에서 발견되는 22번째 아미노산으로 알려지게 되었다. 

 

그림 2. Methanosarcina barkeri monomethylamine methyltransferase (MtmB) 의 X선 결정구조. 그

림의 가운데에 엠버코돈에 의해 인코딩된 202번째 잔기인 피롤라이신 (Pyl202)이 나타나 있다. 



3. 인코딩 과정 

피롤라이신은 위에서 언급된 것처럼 메테인 세균의 메틸트랜스퍼레이즈에서 발견되고, 메틸 전달반

응에서 핵심이 되는 잔기로서 작용한다. 피롤라이신의 발견과 함께 부각된 질문은 피롤라이신이 어

떻게 단백질에 도입이 되느냐이었다. SeCys의 경우처럼 유사한 아미노산이 먼저 tRNA에 아실화되고 

후에 변형을 통해 피롤라이신으로 변형되어 단백질에 도입될 수도 있고, 곧바로 피롤라이신이 해당 

tRNA에 아실화되어 도입될 수도 있다. 이 질문에 대한 해답을 찾기 위해서 J. A. krzycki 등은 메테

인 세균들의 유전자 정보를 분석하여 피롤라이신의 인코딩에 관여할 것으로 알려진 유전자들을 찾아

내고, 이 중 pylT와 pylS를 피롤라이신에 대한 tRNA와 아미노아실-tRNA 신테테이즈 (aaRS)로 가정

했다.
6
 실제로 피롤라이실-tRNA 신테테이즈 (PylRS)를 발현해서 라이신이 tRNA

Pyl
에 아실화되는지를 

확인한 결과 효과적으로 아실화되는 것을 확인했고, 실제로 피롤라이신이 자연계의 단백질에 인코딩

되는 22번째 아미노산임을 확증하였다. 그러나 이 시기에 피롤라이신이 합성된 예가 없었기 때문에  

피롤라이신에 대한 아실화 실험을 할 수 없었고, 따라서 직접적인 피롤라이신 도입은 확인할 수 없

었다. 그 이후에 피롤라이신을 화학적으로 합성하여 PylRS에 의해서 tRNA
Pyl
에 아실화되는지 확인한 

결과 피롤라이신이 직접적으로 tRNA
Pyl
에 아실화됨을 확인할 수 있었다 (그림 3).

7,8
 따라서 SeCys의 

 

그림 3. 피롤라이신 인코딩 과정. 메테인 세균에는 tRNAPyl와 PylRS 유전자가 존재하고, PylRS는 

피롤라이신을 tRNAPyl에 직접적으로 아실화시킨다. 



인코딩 과정과는 달리 피롤라이신은 곧바로 tRNA에 아실화되어 추가 변형과정 없이 단백질에 도입

됨이 밝혀졌다. 

4. 피롤라이신의 생합성 

피롤라이신이 PylRS에 의해서 tRNA
Pyl
에 직접 아실화됨이 밝혀짐에 따라 연구자들의 관심은 피롤라

이신의 생합성으로 옮겨졌다. 몇몇 논문에서는 피롤라이신의 구조로 볼 때, 프롤린, 오르니틴, 글루

타민산 등으로부터 생성된 중간체가 라이신과 아미드결합을 형성하여 피롤라이신이 생합성될 것이라

는 예상을 했지만 뚜렷한 증거는 보여주지 못했다. 생합성 경로를 밝힐 수 있는 단서는 메테인 세균

에서 발견된 pylTSBCD 라는 유전자 집합체에 있었다. pylT와 pylS는 tRNA
Pyl
와 PylRS를 인코딩함이 

알려져 있었고, 나머지 pylB, pylC, pylD는 피롤라이신 생합성에 관여할 것이라는 예상을 할 수 있었

다. J. A. krzycki 등은 pylTSBCD 유전자를 대장균에서 발현하면 라이신이 존재하는 환경에서 피롤라

이신이 인프레임 엠버코돈을 가지는 단백질에 효과적으로 도입됨을 통해서 위의 세 유전자가 피롤라

이신의 생합성에 관여함을 보였고, 또한 라이신을 유일한 출발물질로 해서 피롤라이신이 생합성 됨

 

그림 4. 제안된 피롤라이신의 생합성 과정. 두 분자의 라이신과 pylB, pylC, pylD 유전자로부터 생

성된 효소로부터 피롤라이신이 합성된다. 



을 보고하였다.
9
 그리고 생합성 경로에서의 pylB, pylC, pylD 각 유전자로부터 발현된 단백질들의 역

할을 규명함으로서 예상되는 생합성 경로를 제시하였다 (그림 4). 라이신은 PylB에 의해서 메틸오르

니틴으로 변형되고, 메틸오르니틴은 PylC에 의해서 라이신과 아미드결합을 형성한다. PylD는 메틸오

르니틴의 아민을 알데히드로 산화시키고 이 알데히드는 메틸오르니틴의 알파-아민과 고리화반응을 

통해 피롤리딘 고리를 형성하여 피롤라이신을 합성하게 된다. 

4. 유전코드 확장에의 응용 

2001년 대장균에서 유전적으로 비천연 아미노산이 처음 도입된 이후 현재까지 구조적으로 다양한

100개가 넘는 비천연 아미노산이 성공적으로 세포 내에서 단백질에 도입되었다. 이 방법은 세포 내

의 20개 아미노산 외에 추가로 하나의 아미노산을 더 사용하는 세포를 구축함으로서 유전코드를 확

장하는 효과를 가진다. 따라서 20개의 아미노산에 해당하는 tRNA와 aaRS 외에 비천연 아미노산에 

대해서도 tRNA와 aaRS 짝이 필요하게 된다. 비천연 아미노산에 대한 tRNA와 aaRS 짝은 세포 내

에 이미 존재하는 (endogenous) tRNA/aaRS 들과 상호작용이 없어야 하는데, 이러한 성질 

(orthogonality)은 다른 종에서 존재하는 짝을 사용함으로서 얻을 수 있다. 피롤라이신의 인코딩 관

련 기작이 밝혀지기 전에는 M. jannaschii 의 타이로실 tRNA/aaRS 와 E. coli의 루실 tRNA/aaRS 

가 비천연 아미노산 도입에 주로 사용되었다. 이 tRNA/aaRS 짝들은 위에서 언급한 orthogonality 

로 인해서 박테리아 또는 진핵세포 중 한 쪽에서만 사용이 가능하다. 다시 말해서 M. jannaschii 의 

타이로실 tRNA/aaRS는 박테리아에서만, E. coli의 루실 tRNA/aaRS는 진핵세포에서만 사용이 가능

하다. 이러한 한계는 도입에 성공한 비천연 아미노산의 응용에 상당한 걸림돌이 되어 왔다. 왜냐하

면 대장균에서 스크리닝을 통해 선택된 aaRS를 진핵세포에서 사용할 수 없고, 또 이스트에서 선택

된 aaRS를 대장균에서 사용할 수 없기 때문이다. 

피롤라이신의 발견과 함께 연구된 인코딩 과정에서 밝혀진 것과 같이 PylRS는 곧바로 피롤라이신을 

tRNA
Pyl
에 아실화시킨다. 그리고 M. bakeri, M. mazei 등의 메테인 세균에서 존재하는 tRNA

Pyl
와 

PylRS 짝은 박테리아와 진핵세포 모두에서 기존의 tRNA/aaRS들과 상호작용을 하지 않는 것

(orthogonal)으로 알려지면서 비천연 아미노산 도입을 위해서 주목받기 시작했다.
5,10

 피롤라이신이 

결합해 있는 M. mazei PylRS의 X선 결정구조를 보면 (그림 5), pyrrolidine 고리가 결합한 자리 주변

에 F306 등의 잔기를 작은 아미노산으로 변형시키면 큰 잔기를 가지는 비천연 아미노산을 수용할 



 

그림 5. Pyl-AMP가 결합해 있는 M. mazei PylRS의 X-선 결정구조. 비천연 아미노산 도입을 위한 

공간을 확보하기 위해 변형되는 잔기들 (Y306, Y384, W417)이 함께 나타나 있다. 

수 있는 공간이 확보될 수 있음을 알 수 있다. 더욱이 PylRS의 원형 단백질 자체도 기질 선택성이 

상당히 유동적임이 알려지면서 최근에는 PylRS/tRNA
Pyl

 시스템이 비천연 아미노산 도입에 주로 사

용되고 있고, 현재까지 80 개가 넘는 비천연 아미노산이 tRNAPyl와 PylRS 시스템을 사용하여 성공

적으로 비천연 아미노산에 도입되었다.
11

 이렇게 도입된 비천연 아미노산은 단백질의 특정 위치를 변

형하거나, 세포 내의 단백질을 형광 표지하여 이미지를 얻거나, 단백질의 활성을 세포 내에서 조절

하는 등 다양한 생화학적 현상들에 응용되고 있다. 무엇보다 PylRS/tRNA
Pyl

 시스템의 가장 큰 장점

은 박테리아와 진핵세포에서 모두 효과적으로 응용될 수 있다는 점이고, 앞으로 그 용도가 더욱 확

장될 것으로 예상된다.  

참고문헌 

1. A. Bock et al., Mol. Microbiol. 1991, 5, 515. 

2. S. A. Burke, S. L. Lo, J. A. Krzycki, J. Bacteriol. 1998, 180, 3432. 



3. L. Paul, D. J. Ferguson, J. A. Krzycki, J. Bacteriol. 2000, 182, 2520. 

4. C. M. James, T. K. Ferguson, J. F. Leykam, J. A. Krzycki, J. Biol. Chem. 2001, 276, 34252. 

5. B. Hao, W. Gong, T. K. Ferguson, C. M. James, J. A. Krzycki, M. K. Chan, Science 2002, 269, 1462. 

6. G. Srinivasan, C. M. James, J. A. Krzycki, Science 2002, 296, 1459. 

7. S. K. Blight et al., Nature 2004, 431, 333. 

8. C. Polycarpo et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2004, 101, 12450. 

9. M. A. Gaston, L. Zhang, K. B. Green-Church, J. A. Krzycki, Nature 2011, 471, 647. 

10. T. Mukai, T. Kobayashi, N. Hino, T. Yanagisawa, K. Sakamoto, S. Yokoyama, Biochem. Biophys. 

Res. Commun. 2008, 371, 818. 

11. W. Wan, J. M. Tharp, W. R. Liu, Biochim. Biophy. Acta 2014, 1844, 1059. 


