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1. 개요 

합성 생물학은 새로운 생물학적 시스템의 구현을 위한 생물학적 부품들의 합성, 

엔지니어링 그리고 조합에 기초를 두고 있다. DNA, RNA 그리고 단백질 등의 생물학적 

부품들로 새롭게 설계된 모듈들은 단계적 확장을 통해 목적 산물의 최적화된 생산을 

위한 시스템으로 이어진다. 세포 내에서 대부분의 생물학적 기능과 화학 반응 등을 

수행하는 단백질은 합성생물학 시스템을 구성하는 기본적인 구성 요소 중의 하나이다. 

한편, 생물학적 부품으로 사용될 수 있는 단백질들을 암호화하는 유전자 서열은 유전자 

서열분석기술의 급속한 발전과 함께 기하급수적으로 증가하고 있으나 이에 비하여 

단백질의 구조 분석 및 기능을 밝히는 작업은 유전정보의 증가속도를 따르지 못하고 

있다 (Figure 1). 이는 기존의 세포 기반의 단백질 합성법으로 유전정보를 번역하는 속도 

및 쓰루풋의 한계에 기인한다고 할 수 있으며, 생물학적 부품의 고속개발을 위해서는 

대안적인 단백질 합성법이 필요한 실정이다.1 이러한 맥락에서 무세포 단백질 합성 

시스템은 살아 있는 세포의 사용에서 비롯되는 세포 기반 단백질 합성법의 한계를 

벗어나, 유전자 발현의 분자생물학적 접근을 용이하게 하도록 다양한 형태의 유연성을 

제공한다. 본 란에서는 유전 정보의 번역에만 국한되지 않고 목적 단백질의 3 차 구조 

형성 및 유지를 위하여 다양하게 표준화된 무세포 단백질 합성법을 소개하고, 더 나아가 

무세포 단백질 합성 시스템이 다른 영역의 과학 분야에서 행해지는 다양한 실험 



기법들과의 조합을 통하여 게놈 서열의 신속한 기능 분석을 위한 새로운 개념의 단백질 

합성 및 분석 시스템으로 발전되는 내용을 담고 있는 연구들을 소개하고 고찰하고자 

한다. 

 

Figure 1. Widening gap between the amounts of sequence information (red circles) 

and of protein structures (blue circles).  

  



2. 목적 단백질의 특성에 따라 표준화된 무세포 단백질 합성 시스템 

무세포 단백질 합성 시스템은 살아 있는 세포를 이용한 세포 기반의 합성법과 차별화된 

접근 방식을 채택하고 있다. 기본적으로 세포 기반의 단백질 합성법은 목적 단백질을 

암호화하는 유전자가 형질전환된 세포를 배양하고 세포 파쇄 과정을 거쳐 수거하여 

단백질을 확보한다. 반면에 무세포 단백질 합성법은 배양된 세포를 파쇄하여 리보오좀을 

포함한 단백질 합성 기구들이 존재하는 세포 추출액을 우선적으로 확보하고, 준비된 

세포 추출액에 유전자와 함께 추가적으로 아미노산, 에너지원 및 완충용액 등을 함께 

첨가하여 목적 단백질을 합성하도록 한다. 살아 있는 세포를 사용하지 않고, 세포로부터 

추출된 단백질 생합성 기구를 이용하여 세포 바깥에서 단백질을 생산하는 무세포 단백질 

합성 시스템의 가장 큰 특징은 인위적으로 합성 조건을 조작할 수 있다는 것이다. 

세포의 생장에 필요한 복잡한 대사 네트워크의 유지가 필요하지 않기 때문에 단백질 

합성에 영향을 미치지 않는 다면 세포 독성을 갖거나 치명적인 영향을 주는 화합물의 

사용이 가능하다.  

인위적으로 반응 조건을 조작할 수 있는 무세포 단백질 합성 시스템의 대표적인 

모델로는 Ueda 연구팀에 의해 개발된 “PURE (Protein synthesis Using Recombinant 

Elements)” 시스템을 들 수 있다.2 이 연구팀은 대장균의 31 가지의 단백질 생합성 번역 

인자들을 개별적으로 준비하고, 46 종 tRNA, 리보조옴 및 단백질 합성 기질들을 따로 

준비한 후 목적 유전자와의 혼합물을 만들어 단백질을 합성할 수 있는 시스템을 

구축하였다. 이러한 PURE 시스템은 각각의 인자들을 쉽게 대체할 수 있기 때문에 목적 

단백질 합성뿐만이 아니라 mRNA display, 비천연 아미노산의 도입 등에 적합하게 

개선되어 활용되기도 하였다. 하지만, 단백질 발현 인자들의 개별적인 발현 및 분리/정제 

과정이 필수적인 PURE 시스템은 스케일-업을 통한 목적 단백질의 대량 생산에는 

적합하지 않다.  



낮은 수율의 한계를 갖는 PURE 시스템과 비교하여 세포 추출액을 사용하는 무세포 

단백질 합성 시스템은 수 mg/ml 의 발현량으로 높은 수율로 단백질을 합성할 수 있는 

장점을 가지고 있으며,3 이러한 시스템을 이용하여 목적 단백질의 높은 발현 수율을 

유지하면서도 목적에 맞게 단백질 합성 인자들을 재구성하고자 하는 연구들이 

진행되어왔다. 세포 추출액에 존재하는 tRNA 를 제거하여 유전자적 리프로그래밍을 

이용하여 단백질을 엔지니어링 하거나,4-6 세포 파쇄액내의 저해 인자를 선택적으로 

제거하여 단백질 합성 효율을 증가시키고자 하는 시도들이 진행되어왔으며,7 이렇듯 

목적에 맞게 단백질 합성 반응 환경을 조절할 수 있는 무세포 단백질 합성 시스템은 더 

나아가 목적 단백질의 3 차 구조를 고려하여 안정적인 접힘을 유도하고자 다양한 형태로 

활성형 단백질 합성을 위한 표준화가 진행되었다. 

단백질 발현 수율을 높이는 시도와 더불어 효과적인 단백질의 접힘과 번역 후 

수식과정을 위하여 표준화된 무세포 단백질 합성 시스템이 개발되었다 (Figure 2). 

단백질의 접힘은 그 기능과 밀접한 관계를 가지고 있고, 환원 조건의 대장균 유래의 

무세포 단백질 합성 시스템은 이황화결합을 갖는 목적 단백질의 합성을 제한한다. 

이황화결합은 주로 세포질 구획에서 일어나는데, 원핵세포에서는 periplasm 이나 

진핵세포의 endoplasmic reticulum 의 관상에서 일어난다. 하지만, 무세포 단백질 

합성법에서는 본질적으로 이황화결합 형성을 방해하는 요소들이 존재하며, 이를 

해결하기 위하여 세포 추출액 내의 이황화결합의 환원을 유도하는 단백질들을 

비활성화시키고, 산화/환원 포텐셜을 조절하여 이황화결합을 목적 단백질에 도입할 수 

있으며, 그 결과 단백질의 활성 역시 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 8-11 

무세포 단백질 합성 시스템에서 막단백질의 가용적인 발현을 위하여 단백질의 구조적 

안정성을 높이고자 계면활성제 혹은 리포오좀과 같은 인위적인 기구들을 사용하기도 

한다.12-14 즉, 막단백질의 과발현은 세포의 생장을 저해하는 역할을 하기 쉽지만, 무세포 

단백질 합성은 근원적으로 이러한 문제를 피할 수 있다. 하지만, 막단백질의 높은 



소수성에 의하여 응집체로 발현되는 경우가 대부분이며, 이러한 문제를 해결하고자 

계면활성제 또는 지방산으로 이루어진 리포오좀의 첨가는 세포 내에서의 막댄백질의 

구조를 유지할 수 있는 지지체로 작용하여 막단백질의 가용성을 높이면서 활성형 

막단백질을 합성할 수 있는 시스템이 개발되었다.  

마지막으로 무세포 단백질 합성이 진행되는 동안 번역 후 수식이 가능한 시스템이 

구축되었다.15 대장균이나 밀 배아 유래의 세포 추출액은 숙주가 갖는 특성을 이어 받기 

때문에 단백질 내로 당의 수식이 가능하지 않다.16 이를 해결하고자 RRL (rabbit 

reticulocyte), insect cell, Hela cell 등의 다양한 진핵세포를 이용하여 세포 추출액을 

마련하여 당 단백질 합성을 가능하게 하였다.17 RRL 기반의 무세포 단백질 합성 시스템은 

상대적으로 매우 낮은 단백질 합성 수율을 갖기 때문에 실용성이 떨어지고 insect cell 의 

경우에는 합성 수율은 상대적으로 높지만 당 수식 효율이 낮은 편이다. 이에 반해 

human cell line 으로부터 준비된 세포 추출액을 사용할 경우에는 RRL, insect 세포 

기반의 시스템에 비하여 단백질 합성 수율도 높을 뿐만 아니라 당 수식의 효율도 가장 

높기 때문에 당 단백질의 합성에 적합한 시스템으로 개발되었다.18 

  



 

Figure 2. Cell-free protein synthesis coupled with various post-translational 

modification reactions 

  



3. 미세유체플랫폼 기반의 무세포 단백질 합성시스템 

무세포 단백질 합성 시스템은 목적에 맞게 반응 조성을 조작할 수 있을 뿐만 아니라, 

반응기 형태에 구애 받지 않고 인위적인 반응 환경에서 단백질 합성을 수행할 수 있다. 

즉, 무세포 단백질 합성 시스템의 가장 큰 장점은 세포 배양이나 클로닝과 같은 단계를 

배제하면서 유전 정보를 특정 공간에 구애 받지 않고 번역할 수 있는 것이다. 특히, 

마이크로플루이딕스 시스템과의 조합으로 단백질 합성과 분석을 위한 새로운 플랫폼으로 

발전되어 왔다 (Figure 3). 미세유체 시스템으로 준비된 수백 나노리터 수준의 공간에서 

CECF 형식으로 단백질 합성을 진행 함으로써 수 백 가지의 유전자를 동시/병렬적으로 

초고속 발현을 가능하게 하는 시스템이 개발되었다.19-21 더 나아가 Quake 연구팀은 

단백질-단백질 상호작용 연구에 사용할 수 있는 무세포 단백질 합성법 기반의 미세유체 

시스템을 개발하였다.22 유리 슬라이드 크기의 미세유체 반응기에서 약 14,792 개의 

반응을 동시에 진행할 수 있는 집적도를 갖추었으며, 유전자로부터 발현된 단백질들이 

미리 준비된 항체에 고정이 되고 43 종류의 Streptococcus pneumonia 유래의 

단백질들이 작은 통로를 통하여 교차반응이 진행된다. 그 후, 단백질-단백질 상호작용이 

일어난 단백질 쌍을 같은 회로에서 확인할 수 있었으며, 기존의 연구에서 알려진 

상호작용하는 단백질 쌍 이외에도 새로운 종류의 단백질-단백질 상호작용을 일으키는 

단백질 쌍을 찾아낼 수 있었다. 이렇게 마이크로플루이딕스 시스템은 초고속/병렬식 

단백질 합성을 가능하게 하는가 하면 더 나아가 또 다른 분석 시스템과의 조합을 통하여 

새로운 분석 플랫폼을 제공하기도 하였다. Seefeld 연구팀은 마이크로플루이딕스 

시스템을 surface plasmon resonance (SPR) 칩 위에서 구현하여 무세포 단백질 합성을 

통한 단백질의 합성 과정을 실시간으로 분석할 수 있는 시스템을 개발하였다.23 이러한 

분석 시스템은 단백질-단백질, 단백질-DNA 또는 단백질-RNA 등의 상호작용을 

실시간으로 분석할 수 있는 새로운 무세포 단백질 합성법 기반의 분석 시스템으로 

사용될 수 있다.  



 

Figure 3. Cell-free protein synthesis based microfluidics system. A: A cell-free protein 

synthesis system in a microfluidic device using passive pumping, B: An in vitro 

microfluidic platform for highthroughput screening of protein interactions, called protein 

interaction network generator (PING), C: A single-step biosensing platform combined 

cell-free protein synthesis with SPRi. 

 

 

  



4. 무세포 단백질 합성 시스템 기반의 in situ 단백질 어레이 

단백질 어레이 기술은 수백에서 수천 개의 단백질을 동시에 분석 가능하게 하면서 

시간을 단축 시키고 비용을 절감하도록 한다. 하지만, 기존의 세포 기반의 단백질 

합성법으로 유전자 클로닝, 세포 배양, 단백질 분리 및 정제를 거쳐 단백질 어레이를 

위하여 단백질을 준비하는 데에는 많은 시간과 노동력이 발생한다. 이를 해결하기 위한 

대안적인 방법으로 무세포 단백질 합성법 기반의 in situ 단백질 어레이 기법이 개발되어 

왔다. Taussig 연구팀은 목적 단백질을 인식하는 항체가 바닥에 고정된 24 well 형식의 

plate 에서 유전자와 함께 무세포 단백질 합성에 필요한 요소들을 함께 반응하여 

단백질을 고정하는 ‘protein in situ array (PISA)’ 개념을 도입하였다.24, 25 유전자 어레이와 

달리 단백질 어레이는 변성이 일어나기 쉽기 때문에 장기 보존이 힘들다. 이러한 PISA 

기법은 필요할 때에 수 시간 내에 단백질 어레이를 준비할 수 있기 때문에 보관 문제를 

피할 수 있다. 단백질 어레이가 DNA 어레이 기법과 함께 사용되면서 well plate 형식이 

아닌 DNA 어레이로부터 단백질 어레이로 전환하는 기법들이 이어서 개발되었다. LaBaer 

연구팀은 먼저 DNA 어레이를 준비한 후 무세포 단백질 합성 동안 발현된 에피톱을 

갖는 목적 단백질이 본래의 DNA 어레이 근처에 고정되는 식의 ‘Nucleic acid 

programmable protein array (NAPPA)’ 기술을 개발하였다.26, 27 이러한 기술은 DNA 

어레이로부터 무세포 단백질 합성법을 통하여 단백질 어레이로 전환하는 개념을 도입한 

것으로 PISA 의 기법에 비하여 동시에 처리할 수 있는 유전자의 수를 크게 향상 시킬 수 

있었다. 그 후, 유리 슬라이드에서 무세포 단백질 합성법을 기반으로 단백질 어레이의 

집적도를 크게 향상시키는 기법이 마련되었다. Hoheisel 연구팀은 ‘multiple spotting 

technique (MST)’을 통하여 유리 슬라이드 당 13,000 개의 달하는 단백질 어레이를 

마련할 수 있도록 하였다.28 Ni-NTA 가 고정된 슬라이드에 먼저 유전자 어레이를 형성 

시키고 유전자가 어레이 되었던 동일한 위치에 단백질 합성을 위한 혼합액을 다시 

어레이 하여 무세포 단백질 합성 반응이 진행되고 최종적으로 목적 단백질이 발현되어 



고정되도록 하였다.



 

Figure 6. In situ protein array methods based on a cell-free protein synthesis system.  

 

 

  



5. 결론 및 고찰 

무세포 단백질 합성 시스템은 유전자 클로닝, 배양공정 등 세포 기반의 단백질 합성 

시스템이 갖는 한계를 극복하고, 다량의 단백질 부품들을 고속으로 합성 할 수 있는 

기술로 사용될 수 있다. 특히, 세포막의 존재 없이 균일한 액상반응 형태로 단백질을 

합성할 수 있다는 무세포 단백질 합성기술의 장점은 인해 무세포 단백질 발현 시스템은 

단순히 유전정보를 단백질로 번역하는 도구로서의 기능을 뛰어넘어, 인공적인 합성 및 

분석 플랫폼과의 융합을 통해 유전자 서열상에 입력된 기능을 효율적으로 해석하고 

조작할 수 있는 기술적 기반을 제공한다. 최근 들어, 본론에서 언급된 사례들을 포함하여 

세포의 바이오합성기구를 유전자 발현이 요구되는 다양한 응용분야에 적용하고자 하는 

연구가 활발히 진행되고 있으며, 무세포 단백질 합성 기술의 활용범위는 향후 

지속적으로 확대될 것으로 예상된다. 
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