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(2011))  



2013년도 nature와 cell에 CRISPR-Cas system을 이용하여 mamalian cell의 게놈 editing에 성공한 

사례들이 보고되었다. Cas9 단백질을 vector형태로 human cell내에서 직접 발현시키고, single 

guide RNA를 in vitro에서 합성하여 human cell에 주입시킨 결과 target site에 mutation을 만들 

수 있다는 것이 확인되었으며 기존의 ZFN이나 TALEN과는 다르게 off target effect가 없음이 증명

되었다. (Seung Woo Cho et al. (2013)) 또한 Cas9 단백질과 synthetic single guide RNA를 모두 

human cell내에 vector의 형태로 넣고 발현시켜 게놈을 editing한 결과도 보고되었다. (Prashant 

Mali et al. (2013)) 

Human cell 뿐 아니라 CRISPR-Cas system type II를 이용하여 zebrafish embryo genome 상의 11

개 target site에 mutation을 일으킬 수 있다는 것이 확인되었다. Cas9 단백질을 mRNA형태로 합

성한 뒤 single guide RNA와 함께 microinjection을 통해 cell 내로 주입시켜 CRISPR-Cas system을 

구현한 결과 기존 ZFN이나 TALEN으로는 editing 할 수 없었던 부분의 editing이 가능함이 보고되

었다. (Woong Y Hwang et al. (2013)) 기존의 ZFN과 TALEN처럼 한 곳의 target site를 정하여 

mutation을 일으킨 것 외에 두 종류의 single guide RNA를 이용하여 CRISPR-Cas system으로 

multiplex genome engineering을 가능하게 한 기술도 개발되었다. (Le cong et al. (2013)) 

Genome을 editing할 때 ZFN이나 TALEN과 같은 경우엔 다른 site를 detection하려면 새로운 

protein을 design해야 했다. 하지만 CRISPR-Cas system을 이용할 경우 같은 protein (Cas9)을 사용

하면서 target하는 sequence에 따라 crRNA의 sequence만 바꿔주면 되기 때문에 ZFN이나 TALEN

에 비해 가격적이나 시간적인 면에서 많은 단축을 할 수 있다. 하지만 아직까지 이 system은 몇

가지 단점을 가지고 있다. 첫째로 Cas9 protein이 인식하는 PAM sequence(NGG)가 target 

genome site에 존재해야 한다는 한계점이 존재한다. 하지만 이는 Cas9 단백질 engineering으로 

해소될 수 있는 한계점이라 생각된다. 또한 chromatin의 구조와 epigenetic state가 eukaryotic cell

의 게놈 editing에 영향을 줄 수 있는 요소로 지목 받고 있다. 이 분야에 대한 연구가 더 이루어 

진다면 CRISPR-Cas system은 게놈의 모든 특정 site를 쉽고 빠르게 심지어 multiplex engineering

으로까지 사용 될 수 있는 가능성을 가지고 있다고 보여진다.  
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