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1. Introduction
자연계에 존재하는 수많은 미생물 중 방선균 (Streptomyces)은 대표적인 그램양성 

(Gram-positive) 토양미생물로서 현재까지 보고된 항생제 중 약 60% 이상을 생산하며, 항생
제 이외에도 면역억제제, 항암제, 항진균제, 제초제, 당뇨병치료제, 항기생충제 등의 다양한 
생리활성물질을 생산하는 매우 매력적인 미생물이다. 그러나 새로운 생리활성물질을 발견하기 
위한 다양한 노력에도 불구하고, 최근 몇 년 동안 방선균으로부터 새로운 생리활성물질의 발
견은 감소하고 있다. 또한 이들 생리활성물질을 생산하는 야생 생산균주의 유전자 조작과 배
양이 어려울 경우 및 유전자원의 실질적 활용을 위해서는 확보된 유전체 정보를 바탕으로 대
량생산을 가능하게 하는 보편적인 기술의 개발이 필요하다. 고전적인 화학적 합성법이 아닌, 
생합성 과정을 이해하고 이를 이용하여 구조변형 개량신약을 개발할 수 있는 ‘이종숙주 생산시스
템’이 해결 방안이 될 수 있다. 특히 산업적으로 중요한 대표적 방선균 중 극히 일부만 유전자 
조작이 가능하므로, 유용 생리활성물질 생합성 유전자를 유전자 조작이 용이한 이종숙주에 도
입하고 발현하는 기술 개발이 필요하다 (그림 1).

그림 1. 이종숙주 생산시스템의 개발 

효과적인 이종숙주 생산시스템의 개발을 위해서는 안정된 발현벡터, 적합한 이종숙주
의 선정, 생리활성물질 생합성 경로의 이해, 그리고 마지막으로 이종숙주 생산시스템의 안정

적 발현을 위한 최적화된 방법의 고려가 필요하다. 이러한 이종숙주 생산시스템을 이용한 이
차대사산물의 생산에 있어서 유전자 정보가 잘 알려져 있고, 전체 genome sequencing이 완
료되어 있어, 대사체들이 잘 알려져 있는 방선균 Streptomyces coelicolor, S. lividans, S. 
albus J1074, S. avermitilis 등이 이차대사산물의 생산에 적합한 host로서 최적화된 발현 시
스템을 갖추기에 많은 장점을 가지고 있다. 이러한 이유로 현재 많은 연구실과 산업 속에서 
이종숙주로서 사용되고 있다.   

그림 2. 본 연구실에서 방선균 이종숙주 생산 시스템을 통하여 생산된 
생리활성물질 

2. 방선균에서 방선균으로의 이종숙주 발현
일반적인 cloning host로 S. albus J1074는 Salas group에서 처음 사용하여 

fredericamycin의 이종숙주 발현에 사용되었다. S. griseus가 생산하는 항생제인 
fredericamycin의 생합성 유전자집단을 이종숙주 S. albus J1074에서 high copy number 
plasmid를 사용하여 발현시켰을 때 120 mg/L가 생산되고 [1], single copy number φ
C31-integration으로 132 mg/L가 생산되었다 [2]. 반면에 동일한 fredericamycin pathway
를 S. lividans에서 φC31 attB site를 이용하여 발현시켰을 때는 생산이 되지 않았다 [2]. 

S. coelicolor와 S. lividans는 genomic sequence가 두 방선균 모두 밝혀져 있으
며 유전자조작 방법 역시 잘 알려져 있어 연구실에서 자주 사용되는 이종숙주 발현용 host이
다. Novobiocin은 S. niveus에서 생산되는 항생물질로서 φC31 attB site를 이용하여 S. 
coelicolor M512와 S. lividans TK24에서 각각 이종숙주 발현 하였을 때 재미있는 결과를 
나타내었다. 각각의 생산량이 31 mg/L와 1 mg/L로 현격한 차이를 보였다 [3]. 더 나아가 S. 
coelicolor M512에 이종숙주 발현을 하고, 배양 조건 optimize를 실시하였을 때 초기 생산량 
31 mg/L에서 54 mg/L로 증가하고, 유전자 조작을 통하여 positive regulator 단백질을 암
호화하고 있는 유전자를 과발현시켜 주었을 때 163 mg/L로 증가하는 결과를 나타내었다 [4].

본 연구팀은 이종숙주 생산시스템의 host로 S. venezuelae를 선정하고, 
pikromycin의 aglycon 생합성에 필요한 유전자들과 deoxysugar인 desosamine에 필요한 
유전자들을 제거한 돌연변이주를 제작·개발하였다. 또한 거대생합성 유전자 발현에 적합한 E. 



coli-Streptomyces shuttle vector로서 동시 다중 발현이 가능한 replication vector와 
integration vector를 고안하고, 외래 생합성 유전자집단의 효율적 안정적 발현을 위한 동시 
다중 벡터 조합을 최적화 하였다. 이를 통하여 S. fradiae 유래 항생제인 tylosin의 약 50 kb
에 달하는 거대 유전자 집단을 2종 동시 발현이 가능한 벡터 시스템에 tylosin polyketide 
synthase (Tyl PKS)를 나누어 클로닝한 후, PKS를 제거한 S. venezuelae 돌연변이주 내에
서 발현하여 tylactone 0.5 mg/L과 desosaminyl tylactone을 성공적으로 생산하였다 [5].

또한, 결핵균과 폐렴균 등의 치료에 사용되어 온 가장 오래된 항생제 중 하나인 
kanamycin을 생산하는 토양미생물 S. kanamyceticus는 유전자 조작이 거의 불가능해, 
kanamycin의 생합성 경로 규명은 전 세계 과학자들에게 풀리지 않는 숙제였다. 본 연구팀은 
kanamycin 합성에 관여하는 모든 유전자를 선별한 후, 이들을 여러 개의 유전자 조각으로 
잘라 레고 블록처럼 조립하여, 유전자 조작이 쉬운 이종숙주인 S. venezuelae에서 발현하고, 
다양하게 조합된 유전자 세트에서 만들어낸 물질을 하나씩 확인하는 방법으로 kanamycin 생
합성 경로를 밝혀내었다 [6]. 

3. 식물에서 방선균으로의 이종숙주 발현
식물 유래의 polyphenol 화합물은 항산화, 암예방, 항암, 항천식, 항염증, 항균 등의 

다양한 생리활성을 갖으며, 그 중 flavonoid와 stilbene 화합물은 각종 기능성 식품, 화장품 
및 의약품 개발의 잠재력이 있는 새로운 자원으로 중요한 연구 대상이다.

일본 동경대의 Horinouchi 그룹은 E. coli를 이종숙주로 사용하여 yeast인 
Rhodotorula rubra의 PAL이 tyrosine을 기질로 사용하여 coumaric acid를 생산할 수 있
다는 사실을 이용하여, 이를 방선균인 S. coelicolor A3(2)의 4-coumarate:CoA ligase 
(ScCCL), licorice plant인 Glycyrrhiza echinata의 CHS의 유전자들과 조합 발현하여 
flavonoid 화합물 중 가장 간단한 구조의 flavanone인 naringenine을 소량 생산하는데 성공
하였다 [7]. 또한 미국 미네소타 대학의 Schmidt-Dannert 그룹은 유사한 방법을 사용하였으
나, PAL을 Rhodobacter shpaeroides의 tyrosine ammonia lyase (TAL)로, 나머지 유전자
들은 Arabidopsis thaliana 유래의 유전자들로 대체함으로써 향상된 생산성을 보고하였다 
[8]. 뉴욕주립대학의 Koffas 그룹은 효모인 Saccharomyces cerevisiae을 이종숙주로 사용함
으로써 생산성을 향상시킬 수 있었다고 보고하였으나 [9], 이들 연구들은 재조합 미생물을 이
용하여 flavonoid 화합물의 생산 가능성을 입증하였으나, 산업화를 위해서는 생산성이 낮으
며, 보다 다양한 구조의 화합물의 생산은 성공하지 못하였으며, 또한 E. coli의 경우는 
chalcone의 생합성 전구체인 malonyl-CoA의 세포내 농도가 낮아 생산성이 떨어지는 근본적
인 단점이 있고, S. cerevisiae의 경우는 여러 개의 생합성유전자들을 발현시키는데 유용한 
다중발현벡터 (multi-vector)의 구현이 어려운 단점이 있다. 

본 연구팀은 S. coelicolor의 coenzyme A ligase (ScCCL)와 Arabidopsis 
thaliana의 chalcone synthase (atCHS)를 single ermE*를 사용하여 S. venezuelae에서 
발현하여 naringenin과 pinocembrin의 생산을 확인하였다 [10]. 또한 이종숙주에 적합하도

록 codon optimize하여 생합성한 flavone synthase I gene (Petroselium crispum)을 S. 
venezuelae에서 발현하고 flavanones을 넣어주었을 때, flavones이 생산되는 것을 확인하였
다. 추가로 동일한 방법으로 optimize한 합성 유전자 3β-hydroxylase gene (Citrus siensis)
과 flavonol synthase gene (Citrus unshius)을 S. venezuelae에서 발현하여 flavonols을 
성공적으로 생산하였다 [11]. 

4. 토양미생물 및 해양미생물에서 방선균으로의 이종숙주 발현
토양미생물인 myxobacteria Sorangium cellulosum으로부터 생산되는 epothilne

은 Taxol과 유사한 작용을 하지만, 부작용이 적어 내성이 있는 암세포에 강한 항암작용을 보
여 차세대 항암제로 대두되고 있다. 그러나 자연생산균주인 Sorangium cellulosum은 성장
속도가 매우 느리고 (doubling time, 16h) 생산성도 매우 낮으며, 유전자 조작이 어려워 유전
자 조작에 의한 생산성 향상을 기대하기 어렵다. 이런 이유에서 많은 연구팀들이 이종숙주 생
산시스템의 개발을 진행하고 있다. 미국의 Kosan Bioscience에 의해 E. coli에서 epothilone
을 대상으로 시도되었으나, 수율이 1 μg/L 이하로 극히 낮았다 [12]. 또한 독일 Saarland 대
학의 Rolf Müller group은 optimized synthetic gene을 이용하여 이종숙주 Myxococcus 
xanthus에서 epothilone을 발현하여 100 μg/L를 생산하였다 [13].  방선균에서는 본 연구팀이 
유전자의 효율적인 발현을 위해 다른 방선균과 비교하여 성장 속도가 2배 이상 빠르며, 유전
자 조작이 용이하여 이종숙주로서 개발 가치가 매우 높은 S. venezuelae를 이종숙주로 선정
하고 돌연변이주를 제작하여 거대 생합성 유전자 집단의 발현에 적합한 다중발현벡터 시스템 
(multi-vector system)을 구축하였다. 이를 통하여 epothilone B 약 0.1 μg/L와 epothilone 
D 0.4 μg/L를 생산하였다 [14].

해양 천연화합물은 다양한 유용한 생리활성을 가지므로 경제적·산업적 가치가 매우 
높으며, 현재 많은 수의 화합물들이 주로 항암제로서 전임상 또는 임상시험 중임. 그러나 보
통 해양 생물의 조직으로부터 회수할 수 있는 양이 매우 제한적이므로, 임상시험에 필요한 충
분한 화합물의 공급이 어려우며, 이는 해양 천연화합물로부터 신약개발의 가장 큰 문제점이
다. 이의 원활한 공급을 위하여, 대량 생산하고자 하는 해양 천연물의 생합성 유전자집단을 
해양 미생물로부터 확보하고 이를 유전자 조작 및 배양이 용이한 이종숙주에서 발현하는 이종
숙주 생산시스템의 개발은 필수적이다. 해양 남조세균인 Moorea producens 유래 생리활성
물질인 barbamide (약 28 kb)의 거대 생합성 유전자 집단을 이종숙주 생산시스템을 이용하
여 생산성 향상 및 유도체 개발에 대한 연구를 진행하여, barbamide 거대 생합성 유전자 집
단을 S. venezuelae에서 이종숙주 발현하여 4-O-demethylbarbamide의 생산을 확인하여 
해양 천연물의 효율적 미생물 생산시스템의 개발 예로써, 완전한 marin cyanobacterial 
NRPS/PKS의 첫 이종숙주 발현이다 [15].

현재 본 연구팀은 S. venezuelae를 이종숙주로 선정하고 이종숙주에 codon 
optimize된 epothilone 생합성 유전자 집단과 해양미생물 유래 cryptophycin 생합성 유전자 
집단을 발현, 생산성 향상을 위한 연구를 진행 중이다 (그림 3).



그림 3. S. venezuelae 이종숙주 생산시스템을 통한 Epothilone과 Cryptophycin의 생산
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