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서론

진핵 미생물인 효모는 산업용 효소로부터 의약용 단백질에 이르기까지 다양한 단백

질 생산 숙주로서 각광을 받고 있는 숙주이다. 특히 효모의 단백질 분비 경로가 고

등 진핵 생명체와 매우 유사하므로 인체 유래의 재조합 단백질 분비 생산용 숙주로

서 주목을 받고 있다. 인류의 오랜 역사와 함께 제빵 또는 맥주와 와인 같은 발효 

식품에서 유래된 전통 효모 사카로마이세스 세레비시애(Saccharomyces cerevisiae) 

이외에도 최근에는 비전통 효모로 총칭되는 Ogataea polymorpha (Hansenula 

polymorpha), Komagataella phaffii (Pichia pastoris), Yarrowia lipolytica, 

Kluyveromyces lactis 등 새로운 효모 종들도 재조합 단백질 생산 숙주로 유용하게 

활용되고 있다. 그러나 단백질 생산성(yield) 및 품질(quality) 측면에서 분비 단백질 

대량 생산을 위한 실용적인 숙주로 효모를 사용하는 것에는 여러 애로사항들이 존

재하고 있다. 

세포내에서 만들어진 단백질이 분비되는 과정은 수백 개의 단백질 인자들이 

관여하는 여러 복잡한 단계들로 구성되어 있다. 가장 기본적으로 합성된 단백질이 

소포체(Endoplasmic Reticulum; ER) 막을 통과하는 translocation 단계, 소포체에서

의 단백질 폴딩 및 품질 조절, 소포체와 골지체(Golgi)에서의 단백질 당질화

(Glycosylation) 그리고 소낭(Vesicle)에 의한 단백질의 소포체에서 골지체, 세포막으

로의 수송 단계들로 구성되어 있어, 재조합 단백질 분비 생산을 시도할 때 특정 단

백질에 따라 각기 다른 단계에서 예기치 않은 문제가 발생할 수 있다. 본고에서는 

다양한 효모 종들의 단백질 분비 경로의 개별 단계를 독립적인 모듈 형태로 조작하

고 조립하여 단백질 폴딩 및 분비 용량을 증대시키거나 특정 목적에 맞게 단백질 

수식과정을 재설계하는 효모 합성생물학 연구 동향에 대해 살펴보고자 한다.

1. 단백질 분비 경로 엔지니어링

소포체(ER)는 단백질 폴딩이 일어나는 분비 경로의 출발점이다(그림 1A). 효모에서 

재조합 단백질의 분비 생성에서 큰 한계 중 하나는 소포체에서의 단백질 폴딩 능력
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이다. 특히, 항체와 같은 복잡한 3차 구조를 갖는 단백질의 과발현은 소포체에서의 

폴딩 효율성이 큰 장애가 된다. 동물 세포와 비교하여 효모 세포는 적은 수의 샤페

론을 가지고, 소포체 막의 제한된 확장성을 가지고 있어 전체 항체의 산업적 생산

을 위한 숙주로서 한계가 있다. 초기 펩티드의 잘못된 접힘, 분비 단백질의 과부하

는 소포체(ER) 스트레스를 유발하고 이는 미접힘 단백질 반응(Unfolded Protein 

Response; UPR) 및 소포체 연계 단백질 분해(ER associated protein degradation; 

ERAD) 반응을 유도한다(Payne et al., 2008). 따라서, 효모 소포체에서 정확한 단백

질 폴딩은 소포체에서 골지를 통한 단백질 분비 발현에 관련된 UPR 및 ERAD에 매

우 중요하다. 

A.

B.                                      C.
                                          

    

그림 1 소포체에서 단백질 폴딩 및 미접힘 스트레스에 대한 반응(A), 미접힘 단백질 반응
(Unfolded protein response; UPR) (B), 소포체 연계 단백질 분해(ER associated protein 
degradation; ERAD) 반응(C)
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UPR 및 ERAD 조정을 통한 소포체 엔지니어링

소포체에서 단백질 폴딩 인자(Chaperones)의 과발현 또는 산화 환원 효소의 과발현

이 S. cerevisiae, P. pastoris, K. lactis에서 단백질 분비 능력을 향상시키기 위해 여

러 번 시도되어 왔다(Kim et al., 2015). 특히 소포체에서 개별 단백질 폴딩 인자의 

과발현 대신에, Hac1p의 과발현에 의한 전체 UPR 경로의 활성화는 몇몇 효모 종에

서 시도되었다. Hac1p는 단백질 폴딩 및 잘못 폴딩된 단백질 분해에 관여하는 유전

자들을 유도하는 UPR 신호 경로 조절 전사 인자이다(그림 1B). 따라서 Hac1p에 의

해 매개되는 UPR의 체계적인 조작은 올바르게 접히고 가공된 재조합 단백질의 분

비 생산을 위한 효모 세포 공장을 개발하는데 있어 훌륭한 전략이 된다. 여러 연구

에 따르면 Hac1p 과발현은 일부 재조합 단백질의 분비 생성을 개선하고 (Valkonen 

et al., 2003), P. pastoris에서 분비, 표면 발현, 막 단백질의 생산을 증가시켰다

(Guerfal et al., 2010). 그러나 표적 단백질에 따라 Hac1p의 발현은 재조합 단백질

의 양을 감소시키거나 또는 효과가 없기도 하므로 각 목표 단백질에 따라 Hac1p 

과발현 효과를 확인할 필요가 있다(Valkonen et al., 2003, Guerfal et al., 2010, 

Gasser et al., 2006). H. polymorpha의 경우는 활성형 HpHac1p 과발현이 N-당질화 

효율 및 tunicamycine (ER stress 유도제) 저항을 증가시킴이 보고되어 Hac1p 활성 

조절은 효율적인 단백질 당질화 조절을 위한 주목할 만한 전략으로 제시되었다

(Moon et al., 2015). Hac1p 상위의 조절 인자를 활용한 UPR의 조절은 소포체 엔지

니어링을 위한 또 다른 접근법이 될 수도 있다. 그 상위 조절 인자인 Ire1p는 소포

체(ER) 스트레스 감지 및 반응에 중요한 UPR 경로의 필수 구성 요소이다. 막 단백

질인 Ire1p는 HAC1 mRNA intron 부위의 스플라이싱을 통해 Hac1p 합성을 조절함

으로써 UPR을 매개한다(그림 1B). 최근의 연구에서, 골지내 수송에 관련된 Ypt32p 

결손 균주에서 IRE1 과발현은 야생형 균주에 비해 2.12 배 HBsAg 발현을 증가시키

는 것으로 나타났다(Sheng et al., 2017).

ERAD에 의한 재조합 단백질의 제거율을 감소시키기 위해 Ire1p의 존재 및 

부재하에 HTM1, YOS9, HRD1, HRD3, UBC7 유전자의 결실을 수행하였다(그림 1C). 

Δyos9Δire1 및 Δhtm1Δire1 균주에서 생산된 IgG의 분해가 지연되었다. 즉, ERAD 

매개 단백질 분해에 필요한 단백질에 부착된 당사슬 신호 성분의 생성 및 제거는 

IgG의 ER 체류 시간을 증가시키는 좋은 전략이 될 수 있다(de Ruijter and Frey, 

2015). 한편, 음성 지질 조절 유전자 OPI1의 결손을 통해 지질의 신생 합성을 증가

시킴으로 인한 효모의 소포체 확장 유도는 새로운 전략이다(Schuck et al., 2009). 

소포체가 확장된 효모 균주, Δopi1 균주에서 폴딩 인자 과발현 라이브러리를 스크
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리닝하여 항체의 분비를 향상시키는 단백질을 확인하였다. 확인된 6 개의 유전자 

중 펩티딜프롤릴 이소머라제 Cpr5p 첨가는 특정 생성물 수율에 가장 좋은 효과를 

보였으며, Δopi1 균주와 CPR5 과발현을 조합한 결과 비교 균주에 비해 항체 생성 

수율이 10 배 증가되었다(de Ruijter et al., 2016). 이는 합리적인 변형 설계 및 스

크리닝 응용 프로그램을 결합한 소포체 엔지니어링을 위한 새로운 전략의 좋은 예

이다. 

세포 내 단백질 수송 경로 엔지니어링

최근의 연구에 소포체-to-골지체 및 골지체-to-세포막에서 소낭 수송에 관여하는 단

백질의 발현 조절은 효모에서 단백질 분비를 향상시키는 것으로 나타났다. 수용성 

N-에틸말레이미드 민감성 인자 부착 수용체 단백질(SNARE)은 효모 단백질 수송 기

구의 필수 성분이며 세포에서 SNARE 매개된 단백질의 수송 소낭, 다양한 막으로 

둘러싸인 소기관, 원형질막 사이의 융합과 같은 세포 막 융합에서 중요한 기능을 

가진다 (그림 2A). 실제 S. cerevisiae 소포체-to-골지체(ER-to-Golgi) SNARE 유전자

의 과발현은 재조합 셀룰로오스 분비를 증가시켰다(Van Zyl et al., 2016). 일반적으

로 소포체에서 cis-골지체로 올바르게 폴딩된 단백질의 수송은 주로 Sar1p, Sec16p, 

Sec23p/Sec24p, Sec13p/Sec31p에 의해 진행되고 소포체 출구 부위에서 생성되는 

COPII-코팅 소낭에 의해 운반된다. COPI 소낭은 cis-골지체 및 소포체로의 역수송을 

담당한다(그림 2A).    

   A.                                      B. 

  

   

    그림 2. 세포 내 단백질 수송 경로. ER-to-Golgi-to-세포막 단백질 수송(A),  Endosome

         -to-Golgi 단백질 역수송(B)
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 최첨단 바이오나노 기술을 활용한 미세 유체 스크리닝와 연계된 전체 게놈 

시퀀싱 분석 기반의 최근 연구에서 분비를 위한 COPII 소낭와 관련된 ERV29 및 

COG5와 같은 수송 유전자의 제거는 α 아밀라제 분비를 감소시켰고 골지체 수송 

역행에 관련된 GOS1의 제거는 분비 효율을 증가시킴이 보고되었다(Huang M, et 

al., 2015). 그 후속 연구에서 골지체와 엔도솜 사이의 수송과 관련된 VPS5 및 

VPS17의 결실이 세포 내 재조합 단백질 보유를 감소시키면서 재조합 단백질 분비

를 실질적으로 향상시킴이 관찰되었다(Huang et al., 2018). Vps5p는 Vps17p와 역

전성 복합체를 형성하며, Vps26p, Vps29p, Vps35p로 구성되는 다른 복합체와 상호 

작용하는데 이는 모두 후기 엔도솜(Endosome)에서 골지체까지 단백질 수송에 관여

한다. 따라서 VPS5 및 VPS17 결실의 결과로 증가된 단백질 분비 생산은 엔도좀에

서 골지체 수송의 변형이 단백질 분비 증가 외에 단백질 보유를 효과적으로 감소시

킬 수 있음을 보여준다. 이런 결과는 소낭 수송 경로의 엔지니어링이 재조합 단백

질 생산을 위한 효율적인 설계 방법임을 보여준다.

액포(Vacuole) 수송 경로 엔지니어링

몇몇 최근 논문에 따르면, 액포 수송 돌연변이 Δvps 균주들은 다양한 재조합 단백

질의 효율적인 생산에 효과를 나타냈으며, 액포로 잘못된 수송을 억제하는 경우 분

비 효율을 증가되었다. 특히, CORVET(클래스 C 코어 액포/엔도좀 테더링) 복합체의 

서브 유닛의 결손은 여러 효모에서 재조합 단백질의 분비 기능을 향상시키는 것으

로 반복적으로 나타났다. Δvps8 및 Δvps21 균주에 세린 프로테아제 유전자 PRB1을 

제거하여 액포 프로데아제와 액포 수송 결손을 동시에 유도한 균주는 재조합 단백

질의 분비 생산을 증가시켰다(Marsalek et al., 2017). 동형 융합 및 단백질 수송 복

합체(Homotypic fusion and protein sorting complex) 액포 수송 성분인 YPT7 결손

은 P. pastoris 에서의 재조합 단백질의 분비를 증가시켰다. 또한 소포체 전위 기공

의 서브 유닛인 Sbh1p의 과발현은 HyHEL-Fab 분비를 유의하게 증가시켜 Δypt7 균

주에서 세포 외 Fab 수준을 4 배까지 높였다(Marsalek et al., 2019). 이는 재조합 

단백질이 액포로 잘못 수송되어 올바르게 폴딩된 활성 단백질에 영향을 줄 가능성

이 높으므로 이들 경로의 파괴 또는 액포 수송 경로 초기 단계의 엔지니어링은 재

조합 단백질 분비를 증가시킬 수 있음을 시사한다. 또한, 자가 포식 조절에 관여하

는 단백질인 Mtc6p 결손 균주는 자가 포식을 약화시키고 K. marxianus에서 재조합 

단백질의 분비 발현을 개선시켰다(Liu et al., 2018). 이런 결과는 자가 포식을 약화

시키거나 저해하는 것이 효모에서 재조합 단백질의 수율을 극적으로 향상시킬 수 

있음을 제시하고 있다.
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2. 효모에서 당질화 경로의 재설계

단백질의 다양한 번역 후 수식(Post-Translational Modification, PTM) 종류 중에서도 

당질화는 가장 흔하지만 매우 복잡한 과정으로 이루어진다. 효모가 단백질의 N-, 

O-당질화를 수행할 수 있지만, 최종적인 효모의 당사슬 구조는 인체의 당사슬 구조

과는 매우 상이하여 치료용 재조합 단백질의 잠재적인 면역원성 유발을 초래한다. 

효모의 경우 오직 과만노실화 N-당사슬 구조만을 만들며 포유류의 복합형 N-당사

슬을 합성할 수 없다. S. cerevisiae에서 생산되는 당단백질에 부착된 과만노실화와 

말단의 α-1,3-만노오즈 연결(결합)은 혈청 반감기를 줄이거나 치료용 단백질의 면역

유발성을 야기시키는 것으로 알려져 왔다(De Pourcq et al., 2010; Walsh 2010). 다

양한 효모 종의 N-당사슬 구조에 대한 연구들은 비전통 효모의 N-당사슬이 전통 

효모인 S. cerevisiae에 비해 비교적 간단하다는 것을 밝혀냈다. O-당사슬 구조는 진

핵 생물 사이에서 뿐만 아니라 효모의 종간에도 상당히 다양하다. 대부분의 효모에

서 α-1,2-연결의 만노트리오즈(Mannotriose)는 O-당사슬의 공통적인 주요 핵심구조

를 형성하며, 이는 종에 따라 상당히 다르게 연장된다(Thak et al., 2018). 당사슬 생

합성 경로에 관여하는 효모 특이적 유전자를 제거하고 다양한 효모 종에서 인간화 

당사슬 생합성에 관여하는 외래(이종) 유전자를 도입함으로써, 인간화 당사슬 구조

를 생합성할 수 있는 지능형 합성 효모 균주를 개발하고자 하는 도전적인 시도들이 

꾸준히 진행되어 왔다. 

효모에서 인간화된 N-당질화 경로 재설계

S. cerevisiae 뿐만 아니라 다양한 비전통성 효모 종에서도 인간화된 N-당질화 경로

를 구현하려는 시도들이 보고되었다(그림 3A). 효모에서 인간화 호환성 만노오즈 

N-당구조(Man5GlcNAc2)를 생산하기 위한 당질화 경로 재설계의 첫번째 시도로는 

효모 특이적인 외부 N-당사슬 합성 유전자 OCH1을 제거하고 ER 내부에서 α-1,2 

결합(linkage)을 잘라내는 α-1,2 만노시데이즈(α-1,2 mannosidase)를 도입함으로써 

달성되었다. 이러한 재설계는 S. cerevisiae (Chiba et al., 1998), H. polymorpha ( 

Kim et al., 2006), K. lactis (Liu B et al., 2009), P. pastoris (Choi et al., 2003), Y. 

lipolytica (De Pourcq et al., 2012b)에서 진행되었다. 인간화 혼합형(hybrid) N-당구

조를 생산하기 위해서 추가적으로 골지에서 N-아세틸글루코사민

(N-acetylglucosamine, GlcNAc)을 당사슬에 부가시켜주는 β-1,2-N-아세틸글루코사민 

전이효소(β-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase I)가 H. polymorpha (Cheon et al., 

2012)와 P. pastoris (Choi et al., 2003)에 추가적으로 도입되었다. 또한 골지에 충분
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한 UDP-N-아세틸글루코사민(GlcNAc)을 공급하기 위해 K. lactis 유래의 UDP-N-아세

틸글루코사민 운반체(UDP-GlcNAc transporter)가 도입되었다(Choi et al., 2003). 다

음으로 만노오즈 잔기를 자르는 만노시데이즈 II(mannosidase II)와 N-아세틸글루코

사민(GlcNAc)을 부가시켜 주는 β-1,2-N-아세틸글루코사민 전이효소 II (β

-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase II)를 P. pastoris에 도입함으로써 인간화 복합

형 당을 생산해낼 수 있었다(Hamilton et al., 2003). 그 다음 단계인 N-당사슬 말단

에 갈락토오즈를 부착시키기 위해 UDP-만노오즈(UDP-mannose)를 UDP-갈락토오즈

(UDP-galactose)로 변환시키는 UDP-갈락토오즈 에피머레이즈(UDP-galactose 

4-epimerase)와 함께 갈락토오즈 전이효소(β-1,4-galactosyl transferase, GalT)를 발

현시켰다(Bobrowicz et al., 2004). 

이러한 외래 당사슬 수식 효소들의 최적 발현을 위해서는 소포체-골지 분비 

경로에 따른 정확한 공간적인 위치 선정이 매우 중요하다. 이를 위해 효모의 골지

막에서 기능적으로 정확한 발현을 위해 C-말단 촉매 영역 및 막 횡단 단편들의 다

양한 조합으로 구성된 합성 당전이효소와 당분해효소 라이브러리를 구축하였다. 이

러한 합성 당전이/분해 효소 라이브러리와 고속 대량 선별법을 통해 P. pastoris와 

H. polymorpha에서 외래 당화 경로가 최적으로 조립된 형질전환체를 선별 할 수 

있었다(Choi et al., 2003, Cheon et al., 2012). 최종적으로 효모와 곰팡이에는 존재

하지 않는 부가적인 외래(이종) 유전자를 도입함으로써 시알산 생합성 경로를 P. 

pastoris에 조립하여 말단에 시알산이 첨가된 인간화 복합형 당단백질 생산에 최초

로 성공하였다(Hamilton et al., 2006).

또 다른 인공 당질화 경로 구축을 위한 시도로서, 효모에서 인간화된 N-당

사슬 생합성을 위해 필요한 만노오즈 잔기를 잘라내는 만노시데이즈 II 

(mannosidase II)의 도입없이 짧은 당사슬을 합성해 낼 수 있도록 소포체 막에 존재

하는 α-1,3 만노실 전이효소를 암호화하는 ALG3 유전자를 제거하였다. 추가적으로 

도입된 α-1,2 만노시데이즈가 발현되는 인공적인 당질화 경로 도입은 단백질에 부

착된 형태의 당사슬로 Man3GlcNAc2를 생성하며 이는 GnTI에 대한 직접적인 기질로

서 작용하게 된다(Cheon et al., 2012, De Pourcq et al., 2012a). P. pastoris에서 골

지체로 표적화된 외래의 GnTI, GnTII, GalT의 도입은 말단에 갈락토오즈를 갖는 인

간화 복합형 당 단백질을 성공적으로 생산할 수 있게 했다. 더 나아가 ALG3/ALG11 

이중 돌연변이는 S. cerevisiae에서 바로 3개의 만노오즈로 이루어진 핵심 당사슬 합

성이 가능하게 하였다(Nasab et al., 2013). H. polymorpha에서도 이와 유사한 당질

화 경로 변형으로 ALG3/ALG11 이중 변이주를 제작하고 추가적으로 OCH1을 결실
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시킨 후 인간 유래의 GnTI, 쥐 유래의 GnTII, 인간 유래의 GalTI 가 포함된 외래의 

당전이 유전자들을 발현시킴으로써 말단에 갈락토오즈를 가진 인간화 복합형 당사

슬이 부착된 단백질을 생산하게 되었다(Wang et al., 2013). S. cerevisiae 

ALG3/ALG11 돌연변이체에 대한 후속 연구로 MNN1 유전자를 결실시키고 골지 내

부로 UDP-N-아세틸글루코사민이 충분히 공급되도록 K. lactis 유래 UDP-N-아세틸

글루코사민 운반체(UDP-GlcNAc transporter)를 도입하였다(Piirainen  et al., 2016). 

이를 통해 당사슬 구조의 균질성 및 복합형 당질화 효율 관점에서 재설계된 효모 

균주의 당화 양식은 현저하게 개선되었다.    

효모에서 인간화된 O-당질화 경로 재설계

단순히 만노즈로만 구성된 효모 O-당사슬과는 달리 인체의 단백질 O-당질화는 단

백질의 세린/트레오닌 잔기에 여러 종류의 당을 첨가하여 비교적 짧지만 다양한 구

조를 지닌 당사슬을 부착한다. 다양한 인체 O-당질화 경로를 지닌 인공 효모 세포 

개발 연구도 수행되고 있다(그림 3B). 인체의 뮤신 타입의 O-당질화를 생합성할 수 

있게 재설계된 S. cerevisiae는 효모에는 존재하지 않는 UDP-Gal/GalNAc 

4-epimerase, UDP-Gal/GalNAc transporter, polypeptide 

N-acetylgalactosaminyltransferase 1 (ppGalNAc-T1), core1 β1–3GalT와 같이 다양한 

외래의 효소들이 도입되었다(Amano et al., 2008). S. cerevisiae에서 인공적인 O-푸

코실화 체계는 세포질의 GDP-만노오즈를 GDP-푸코오즈로 전환시키고 골지체 내부

로 운반하며, 푸코오즈를 단백질에 부착하는 O-푸코실전이효소(O-FucT-1) 유전자들

을 도입시킴으로써 완성되었다(Chigira et al., 2008). GDP-만노오즈에서 GDP-푸코오

즈로의 효율적인 전환은 GDP-만노오즈-4,6-탈수효소를 암호화하는 Arabidopsis 

thaliana 유래의 MUR1와 GDP-4-케토-6-디옥시-만노오즈-3,5-에피머레이즈/4-환원효

소를 암호화하는 AtFX/GER1의 동시발현에 의해 가능하게 되었다(Chigira et al., 

2008). 또한  α-dystroglycan 타입과 구조적으로 유사한 인간화 시알화 O-당사슬이 

부착된 재조합 단백질을 생산하기 위해서는 P. pastoris 특이적 당 구조인 β-, 인산

화-만노오즈 말단이 결손된 변이주(Δoch1, Δpno1, Δmnn4b, Δbmt1-4)에 시알산 생

합성 경로 및 시알산전이효소가 이미 도입되어 있는 엔지니어링된 재조합 균주에 α

-1,2-결합을 제거시켜주는 α-1,2-만노시데이즈와 단백질-O-연결-만노오즈 β-1,2-N-

아세틸클루코사민 전이효소(PomGnT1)를 도입하였다(Hamilton et al., 2013). 효모에

서 다양한 유형의 O-연결 당사슬 생합성 경로의 성공적인 구축은 N-당질화 재조합 

단백질 생산 플랫폼으로서 효모 숙주의 활용성을 보다 넓게 확장시켰다. 
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     그림 3. 인간화 N-당사슬(A) 및 O-당사슬(B) 생합성 경로가 정착된 인공 효모세포 

N-당사슬 부착 효율 향상을 위한 합성 도구 상자(Tool boxes)

효모에서 생산되는 재조합 당단백질의 당질화가 적게 될 수도 있는데 특히 당단백

질이 과발현될 때 N-당사슬 부착이 완벽하지 않을 수 있다. 소포체 내에서 초기 폴

리펩티드로 올리고당의 이동은 올리고당 전이효소(OST)에 의해 전달된다. 효모의 

OST 복합체는 Ost1p, Ost2p, Ost3p, Ost4p, Ost5p, Ost6p, Stt3p, Swp1p, Wbp1p로 

이루어져 있다. P. pastoris에서 치료용 당단백질 N-당사슬 부착 효율이 원생동물 

유래의 올리고당 전이효소 OST (Leishmania major STT3D)의 과발현에 의해 상당히 

향상됨이 보고되었다(Choi et al., 2012). ALG3 또는 ALG3/ALG11 이중 돌연변이의 

합성 N-당질화 경로는 짧은 길이의 핵심 당사슬을 생산하는데 이는 효율이 좋지 않

은 기질로써 OST에 의한 N-당사슬 부착 효율이 저하되는 문제를 일으킨다. 뿐만 

아니라 짧은 길이의 지질 연결 N-당사슬(lipid-linked N-glycans)은 낮은 플리핑

(flipping) 효율로 인해 세포질에 축적된다. ALG3/ALG11의 이중 변이주의 당사슬 부

착 효율 향상을 위해 올리고당 및 단백질 수용체 부위에 대해 특이성을 변경된 인
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공 플립파제(flippase)와 원생동물 유래의 OST가 활용되었다(Nasab et al., 2013). 인

공 플립파제에 의해 지질 연결 올리고당의 소포체 내부로의 플립핑이 개선되고 공

여체인 지질로부터 단백질로의 올리고당 이동은 원생동물 OST에 의해 최적화 될 

수 있음이 입증되었다(Piirainen et al., 2014).

3. 생성물 회수 증대를 위한 효모 세포벽 엔지니어링

글루칸, 매넌, 키틴질로 구성된 매우 복잡한 구조의 효모 세포벽은 효모 세포의 형

태를 결정하고 변화무쌍한 환경으로부터 효모 세포를 보호한다(Orlean 2012). 그러

나, 두껍고 견고한 세포벽은 효모 세포 내용물 회수에 주요 장애물이다. 세포벽의 

주요 요소들의 생합성 경로와 신호 전달 경로에 관여하는 유전자들의 돌연변이 균

주들을 이용하는 것은 효모 세포 내용물을 효율적으로 회수하는데 있어 기계적/화

학적 방법보다 더 값싸고 에너지 효율적인 대안이 될 수 있다. 세포벽 견고성을 조

절하고자 효모 세포벽 보전(cell wall integrity, CWI) 경로에 관여하는 SRB1/PSA1, 

MPK1/SLT2, 그리고 PKC1와 유전자들의 발현을 메티오닌 존재 여부에 따라 발현이 

조절되는 MET3 프로모터와 같은 억제성 프로모터를 이용한 감소가 이전 연구들에

서 시도되었다(Zhang et al., 1999a; Zhang et al., 1999b). SRB1과 PKC1의 조건적 

세포벽 돌연변이 균주들은 인간의 장 조건에서 발현이 증가되는 일부 유전자의 프

로모터들을 이용하여 단백질 의약품의 경구 운반 매개체로서의 가능성이 검토되었

다(Omara et al., 2010). 

세포벽 구성 요소의 제거를 통한 세포벽 견고성 조절

S. cerevisiae Gas1p는 β-1,3-글루칸 전이효소를 암호화하는 GPI 닻을 통해 원형질막

에 존재하는 당단백질로서 세포벽 중합체의 정확한 조립을 위해 필수적인 기능을 

수행한다. 세포벽의 구성과 구조 변화로 인해, Δgas1 변이주는 비정상적인 형태, 출

아 성숙의 결함과 세포 분리 및 성장 속도의 변화 등 다양한 형태적 결함을 보인다

(Popolo and Vai, 1998). S. cerevisiae Δgas1 변이주를 이용하여 재조합 인간 인슐

린 유사 성장 인자(rhIGF1)의 분비가 향상되었다는 연구가 보고되었다(Vai et al., 

2000). 유가 배양에서 Δgas1 변이주는 모균주와 비교하여 7배 이상의 훨씬 높은 수

율로 rhIGF1을 생산하였다. 이와 같은 결과는 전반적인 단백질 분비 증가가 세포벽 

구성 단백질들의 결합 감소와 같은 세포벽의 구조 변화와 연관되어 있으며, 이로 

인해 재조합 단백질이 배양액에 더 효율적으로 축적될 수 있음을 제시한다. 이전 

연구 결과와 일치하게, 최근 세포벽 만노단백질을 암호화하는 CWP2의 파쇄가 S. 

cerevisiae에서 셀로비오하이드롤라아제(CBH)의 생산을 향상시켰다고 보고되었다(Li 
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et al., 2019). 세포벽의 두께와 바깥 세포벽의 밀도 감소에도 불구하고, CWP2 파쇄

는 대조군 균주에 비해 성장의 차이를 보이지 않았으나 세포외 CBH 활성은 현저하

게 증가시켰다. 전체 전사체 분석을 통해 tRNA와 리보솜 생합성과 같은 단백질 합

성 관련 유전자들과 소포체 표적화, 골지체 운반, 소낭 수송과 같은 분비 경로에 관

여하는 일부 유전자들의 발현이 증가되었음이 밝혀졌다. 또한, CWP2 파쇄는 소포체

에서 미접힘 단백질 반응(UPR) 스트레스를 완화하는 것으로 보인다. 결과적으로, 이 

연구는 효모 세포벽 단백질이 재조합 단백질 분비 생산 향상을 위한 엔지니어링에 

좋은 표적 중 하나가 될 수 있음을 증명하였다.

단백질 당화 조작을 통한 세포벽 엔지니어링

몇몇 연구들은 세포벽 구조와 매넌 구성요소의 변화가 배양액으로의 단백질 분비 

마지막 단계에 크게 영향을 줄 수 있음을 강하게 뒷받침한다. S. cerevisiae를 대상

으로 수행된 최근 연구는 Och1p, Mnn9p, Mnn1p과 같은 N-당사슬 바깥 사슬 생합

성에 관여하는 만노오스 전이효소를 암호화하는 유전자 파쇄가 β-글루코시다아제, 

엔도글루카나제, CBH와 같은 재조합 단백질의 분비를 향상시킨다고 보고하였다

(Tang et al., 2016). 이 균주들에서 세포벽은 손상되어 세포외 분비 단백질의 배출

을 향상시켰다. 흥미롭게도, 이 돌연변이 균주들에서 단백질 접힘과 소낭 수송과 같

은 분비 경로에 관여하는 일부 핵심 유전자들의 발현이 증가되었다. ScOCH1 파쇄 

균주의 심각한 성장 지연과 세포 응집을 회복시키기 위해, 세포벽 보전 경로에 관

여하는 RHO1와 PKC1 유전자를 추가적으로 과발현시키는 전략이 시도되었다(Tang 

et al., 2016). 

매우 최근의 연구는 MET3 프로모터를 이용하여 OCH1과 풍부한 세포벽 키

틴질의 합성에 필요한 CHS3 유전자 발현 조절을 통해 일련의 조건적 세포 용해 돌

연변이 S. cerevisiae 균주들을 보고하였다(그림 4). 메티오닌 존재 하에 배양된 조건

적 돌연변이 균주들을 삼투적 용해함으로써, 세포내 재조합 노다바이러스 외피 단

백질이 글라스 비즈 파쇄의 60% 정도로 방출되었다. 또한, 이 돌연변이 균주들은 

과만노실화가 매우 감소된 재조합 세포외 당단백질인 Saccharomycopsis fibuligera 

β-글루코시다아제의 분비를 특히 PMET3-OCH1 균주에서 3배 증가시켰다(Luu et al., 

2019). och1 파쇄 균주와 비교하여, 조건적 PMET3-OCH1 균주와 

PMET3-OCH1/PMET3-CHS3 균주는 메티오닌이 없는 조건에서 세포 응집 없이 성장 결

함이 덜하였다. 억제적 조건에서조차, 조건적 돌연변이 균주들은 적은 세포 응집과 

더욱 활발한 성장을 보여, 숙주 세포로서의 장기적인 지속 가능성과 산업적 생산을 

위한 고밀도 세포 배양의 측면에서 och1 파쇄 균주보다 유리함을 명백하게 제시하
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고 있다. 그러나, 유가 배양에서의 수행 능력을 분석하여 실제적인 숙주 세포로서의 

이 균주들의 잠재성을 평가하기 위한 후속 연구가 요구된다. 또한, 값비싼 메티오닌

을 대체할 더 값싼 화학 물질을 이용하여 조절하는 다른 프로모터, 예를 들면, 테트

라사이클린으로 억제되는 tetO 프로모터 이용도 추후 실용적 응용을 위해 고려되어

야 한다.

A.

B.

그림 4. 효모 세포벽 구성(A) 및 MET3 프로모터를 이용한 세포벽 구성성분 생합성 유전자 
OCH1 및 CHS3 발현 조절 장치(B)

고찰 및 전망

세포내에서 합성된 단백질의 분비는 소포체로의 단백질 수송, 폴딩, 단백질 합성 후 

수식, 여러 막 기관들 간의 소낭의 수송 등 복잡한 여러 단계들로 구성되어 있어 

단백질 분비 효율의 최적화는 매우 도전적이다. 따라서 단백질 분비 경로의 각 단

계를 하나의 독립적인 모듈 형태로 조작 개발하려는 합성생물학적 엔지니어링 시도

가 더욱 큰 주목을 받고 있다. 본 고에서 살펴보았듯이 재조합 단백질 분비 생산용 
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효모 세포 공장 개발에 유용한 많은 유전학적 도구들이 개발되었고, 각 모듈 형태

로 조작 후 조립된 합성 단백질 분비 및 수식 경로 구축을 통해 총체적으로 단백질 

분비 생산 및 품질이 크게 향상된 연구사례들의 보고가 점차로 증가되고 있다. 좋

은 일례로,  UPR 유도, 타겟 단백질 특이적 폴딩 인자 동시 발현, 당질화 경로 엔지

니어링, 단백질 분해 효소 결손을 포함한 4 개의 조작된 합성 모듈을 제작하고 이

들을 조립한 인공 단백질 분비 경로를 구성하여 디자인된 특정 당사슬 구조가 부착

된 막단백질의 생산 효율을 크게 증가시켰다(Claes et al., 2016). 

또한 보편화된 분석 기술로 자리잡은 유전체, 단백질체, 당질체 등 오믹스 

분석 기반의 연구와 더불어 빠른 속도로 발전하고 있는 바이오나노 기술이 접목된 

유전체 수준의 신규 스크리닝 시스템의 개발 연구들은 이전 기술로는 발굴되지 못

했던 새로운 엔지니어링 타겟 발굴을 가속화시키고 있다(Love et al., 2012, Huang 

et al., 2015, Wang et al., 2019). 유전체 편집 기술과 같은 다양한 최신 유전체 조

작 기술 개발과 더불어 합성생물학적 단백질 분비 경로 재설계 연구 추세들은 기초

연구와 산업화를 위한 재조합 분비 단백질의 생산 효율의 극대화 및 품질 최적화가 

보증되는 인공 효모 세포 공장의 성공적인 개발을 더욱 촉진시킬 것으로 기대된다. 

인류 역사상 가장 오랫동안 길들어진 생명체인 효모가 미래 사회에서도 다양한 재

조합 단백질과 유용 대사산물들을 고효율로 대량생산하는 인공 세포 공장으로 우리

의 일상 삶에 큰 영향력을 발휘하여 그 진가를 발휘할 것이다. 

*본 논고는 2020년 FEMS Yeast Research 저널(Thematic issue “Yeast Synthetic 

Biology”)에 게재될 본 연구팀의 논문 중 일부 발췌 수정되어 작성되었습니다.
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