
최신 연구동향

세포 외에서의 대사경로 재구성 및 이의 활용

                                                          충남대학교 김동명 교수

1. 개요

효소와 세포 등의 생촉매는 화학촉매에 비해 온화한 조건에서 높은 선택성으로 화학반
응을 촉매하는 장점을 가지고 있다. 생촉매에 의해 진행되는 생물전환공정은 넓은 범위
의 공정 복잡성과 산물 부가가치를 가진다. 단백질 의약, 항체, 광학이성질체, 택솔, 항생
제 등은 kg 당 가격이 수천에서 수십억 달러에 이르는 반면, 에탄올, 수소, 젖산 등과 같
은 제품들의 가격은 kg 수 달러 정도이다 (Lynd et al, 1999). 바이오 연료와 바이오 케
미컬을 생산하기 위한 화이트 바이오텍 기술은 고가의 의약품을 생산하기 위한 레드 바
이오텍 기술에 비해 경제적 동인, 원료의 가격, 공정비용, 자본투자규모 등에서 많은 차
이점을 보인다. 즉, 단위 가격이 낮은 바이오커머더티 제품은 탄수화물 등의 원료물질이 
차지하는 가격 비중이 30~70%에 이르는 반면, 바이오의약품의 경우 원료비용은 크게 고
려되지 않는다 (Lynd et al.,1999).

생물전환기술은 반응 및 촉매의 복잡성에 따라 단일효소반응, 다효소반응, 무세포반응, 
전세포반응의 네 가지로 구분될 수 있다. 단일효소 반응은 단순한 화학반응의 진행을 위
해 사용될 수 있으며 현재 대략 4,800 여종의 효소가 브렌다 데이터베이스에 등록되어 
있다 (Chang et al., 2009). 단일 효소 반응은 glucose isomerase를 이용한 과당의 생
산, amidase를 이용한 베타락탐계 항생제의 생산 등과 같은 분야에서 산업적인 규모로 
이용되고 있다 (Bhosale et al., 1996; Vasic-Racki, 2006). 비교적 복잡한 다단계 반응
의 경우는 복수의 효소의 one-pot 반응을 이용할 수 있다 (Vasic-Racki, 2006). 예를 
들어, endoglucanase, cellobiohydrolase, beta-glucosidase의 동시사용을 통한 셀룰
로오스의 분해 (Zhang and Lynd, 2004), NAD(P)H 재생을 통한 광학이성질 알콜의 생
산 (Hummel, 1999; Wichmann and Vasic-Racki, 2005), 고분자체의 생산 (Meyer et 
al., 2007; Shaeri et al., 2008) 등이 보고된 바 있다. 복수의 효소를 사용한 one pot 



반응은 단위공정의 절감, 반응부피의 최소화, 높은 생산수율, 짧은 공정사이클, 폐기물의 
최소화 등과 같은 장점을 가지고 있다. 또한 단위반응들의 결합을 통해 열역학적으로 불
리한 반응의 산물을 가능하게 할 수도 있다 (Chi et al., 2008; Daines et al., 2004). 
이미 수 천년전부터 자연상의 미생물이 사용하여 에탄올과 치즈생산 공정에 적용된 바와 
같이, 복잡한 생전환 반응은 자연적인 혹은 유전적으로 조작된 생세포를 이용하여 시도
될 수 있다. 유전자 조작기술의 발전에 힘입어 에탄올 (Shaw et al., 2008), 부탄올 
(Atsumi et al., 2008), 지방산에스테르 (Kalscheuer et al., 2006), 수소 (Logan, 
2004; Maeda et al., 2008) 등의 저가화학물질에서 항생제, 비타민, 백신, 효소, 항생제, 
당화단백질, 라이코펜, 아르테미시닌, 택솔 등의 고가산물에 이르기까지 다양한 물질의 
생산성 향상을 위한 미생물의 엔지니어링이 시도되어 왔다 (Chang and Keasling, 
2006; Demain, 2000; Hamilton et al., 2003; Klein-Marcuschamer et al., 2007; 
Maynard and Georgiou, 2000; Zhong, 2001). 그러나, 전 세포 기반의 생물전환 공정
은 세포의 엔지니어링을 위해 많은 시간과 노력이 요구되며 세포 성장과 유지를 위한 물
질과 에너지의 소모, 산물 축적에 따른 세포독성 등의 한계를 가질 수 있다. 또한 세포 
내에서의 대사산물 생산 시 대사과정의 각 단계의 효소들이 전사, mRNA 안정성, 번역
단계의 조절을 받게 된다. 이 같은 문제점들은 세포의 대사과정에 작용하는 효소, 조효
소, 작용물질들을 세포 외에서 재구성하여 인공적인 대사네트워크를 구성함으로써 극복 
될 수 있을 것이다. 

그림 1. in vitro 시스템과 in vivo 시스템의 상대적 복잡성 (출처: Curr Opin Biotechnol)

그림 1에서 보이는 바와 같이, 효소들의 재구성을 통한 목적 대사산물의 생산은 세포
를 사용하는 경우에 비해 복잡성을 크게 줄일 수 있고, 세포 자체의 대사경로의 복잡성
으로 인한 대사경로 변경의 어려움과 정량화, 수율의 한계 등의 문제점들을 감소시킬 수 
있다. 예를 들어 그림에 보이는 바와 같이 비교적 단순한 6단계의 대사경로를 통한 산물
의 생산의 경우, 생세포의 유전자 조작을 통한 대사경로의 변경 및 탐색을 위해서는 56 



= 625가지에 이르는 조합이 테스트되어야 하는 반면 개별 효소의 조합을 통한 대사경로
의 재구축을 위해서는 30가지의 조합만이 검증되면 된다. 

다 종의 효소를 포함한 무세포 생물전환의 개념은 새로운 개념은 아니어서 노벨상 수
상자인 Eduard Buchner는 이미 1897년에 효모세포의 파쇄액을 사용한 무세포 발효에 
관한 결과를 발표한 바 있고, 단백질 합성을 위한 무세포 전환 시스템은 세포독성 등의 
문제로 세포 내 발현이 어려운 재조합 단백질들의 생산을 중심으로 그 적용이 확대되어 
가고 있다 (Boyer et al., 2008; Hirao et al., 2002; Noren et al., 1989). 

Design, extraction, standardization의 공학적 원리를 생물시스템에 적용하고자 하는 
합성생물학은 크게 in vivo 합성생물학과 in vitro 합성생물학으로 대별 될 수 있을 것
이다 (Foster and Church, 2007; Meyer et al., 2007). 현재까지의 합성생물학 연구는 
대부분 in vivo시스템을 중심으로 이루어져 왔으나, in vitro시스템을 적용한 합성생물학
은 세포의 생존성 확보, 복잡성, 세포활성유지, 세포막의 존재등과 같은 제한요건으로부
터 자유롭게 생물시스템을 설계하고 엔지니어링할 수 있다는 명확한 장점을 가지고 있다 
(Benner and Sismour, 2005; Endy, 2005).

이 보고서에서는 대사경로의 세포 외 재구축을 통해 보다 다양한 유용 대사산물을 생
산하고자 시도되고 있는 최근의 연구동향에 대하여 소고하고자 한다.

2. 바이오 연료

통상적으로 미생물의 발효를 통해 생산되는 에탄올은 효모의 세포 파쇄액을 통해서도 
생산될 수 있음이 Buchner에 의해 입증된 바 있다 (Buchner, 1897). 그러나, 해당작용
에서의 ATP의 축적은 가해진 포도당은 완전히 에탄올로 전환되지 못하게 된다 (Welch 
and Scopes, 1985).

C6H12O6(aq) + 2ADP +2Pi  → 2C2H6O(aq) + 2CO2(g) + 2ATP

Welch and Scopes는 재구축된 효모의 해당대사경로에 ATPase를 첨가하여 지속적으
로 ADP를 공급함으로써 180g/L의 포도당으로부터 90g/L의 에탄올을 생산하여 이론적 
수율의 99%에 이르는 전환율을 달성할 수 있었다. 또한, ATPase대신 arsenate를 첨가
함으로써도 유사한 수율의 전환율에 도달할 수 있음을 보였다 (Nelson and Cox, 2008). 
이는 arsentate가 phosphate를 대신하여 ADP에 결합할 수 있지만 자연적으로 가수분
해되는 성질을 이용한 것으로, 생물전환 대사경로와 비생물적 요소를 결합을 통한 공정
의 최적화를 이룰 수 있는 것으로 보이는 예라고 할 수 있다. 생물학적 공정을 통해 생
산될 수 있는 알코올의 또 다른 예로 부탄올을 들 수 있다. 에탄올에 비해 높은 에너지 
밀도를 가지고 있으나 발효공정을 통해 에탄올과 같은 높은 농도로 생산될 수 없는 부탄
올의 생산 (Lee et al., 2008)은 세포 외 대사경로 재구축을 통한 생산이 유용한 대안이 
될 수 있는 산물이라 할 수 있다.



C6H12O6(aq) + 2ADP +2Pi  → C4H10O(aq) + 2CO2(g) + 2ATP

3. 바이오 수소

탄소중립적인 수소가스는 미래의 수송용 연료로서 각광을 받고 있다. 수소가스는 화학
공정, 바이오공정, 융합공정의 다양한 경로를 통해 바이오매스로부터 생산될 수 있으나 
대부분의 현존 기술은 대부분 이론 수율인 12 H2/glucose에 한참 못 미치는 낮은 수율
과 부산물의 생성 및 거친 반응조건의 한계를 가지고 있다 (Zhang, 2009). 그러나, 세포 
외 대사경로의 재구축을 통해 포도당으로부터 거의 이론치에 이르는 수소의 생산이 가능
함이 최근 Zhang등에 의해 입증된 바 있다. 특히 이들은 starch나 cellucose등의 바이
오매스로부터 출발하여 one-pot반응에 의해 이러한 높은 수율을 달성할 수 있었다는 점
이 주목할 만하다. 이들은 glucan phosphorylase에 의해 G1P를 생성하고, 이를 
phosphoglucomutase에 의해 G6P로 전환한 후 10개의 효소를 사용하여 재구축한 
pentose phosphate pathway를 통하여 12분자의 NADPH를 생성할 수 있도록 하였다. 
생성된 NADPH는 hydrogenase에 의한 수소의 생산에 이용되었다. 

C6H10O5(aq) + 7H2O(l)  → 12H2(g) + 6CO2(g) 

그림 2. 재구성된 대사경로를 통한 수소생산 (출처: Biotechnol Bioeng)



4. 바이오 전기

화학적 촉매를 사용하여 화학적 에너지를 전기에너지로 변환시키기 위한 연료전지는 
최근 많은 발전을 이루어 왔고, 특히 효소를 이용한 생물학적 에너지전환에 대한 연구도 
활발히 진행되고 있다 (Calabrese Barton et al., 2004; Cooney et al., 2008). 효소들
은 당이나 알콜 혹은 유기산 등의 물질들을 산화 및 환원시키는 효소들을 음극과 양극에 
고정화시켜 전기를 생성하는 효소연료전지들은 빠른 속도로 충전되고 높은 에너지 저장 
밀도를 달성할 수 있으나, 현재까지 상업적인 효소 연료전지는 개발되어있지 않은데 이
는 주로 효소의 낮은 안정성과 낮은 전압이라는 한계에 기인한다. 그러나, Sony를 비롯
한 몇 몇 기업들은 꾸준히 효소 연료전지의 성능을 개선하기 위한 연구개발을 계속하고 
있다 (Sakai et al., 2009). 당이나 여타의 유기물을 완전히 전기로 전기에너지로 변환할 
수 있다면 높은 에너지 사용효율, 증가된 에너지 저장밀도, 효소저해의 감소, 높은 출력 
등의 잇점을 가져올 수 있을 것이다 (Cooney et al., 2008; Minteer et al., 2007). 한
편, 현재까지 개발된 대부분은 화학연료를 완전히 산화시키지 못하므로 연료물질에 포함
된 에너지의 일부만을 전기에너지로 전환시킬 수 있을 뿐이다 (Bullen et al., 2006; 
Glykys and Banta, 2009; Ramanavicius et al, 2008; Sakai et al., 2009). 한편 최근 
Sokic-Lazic과 Minteer는 NAD(P)H와 FADH2 을 생산하기 위한 6종의 효소와 5종의 
보조효소를 사용하여 에탄올을 완전히 산화시킬 수 있는 citric acid cycle를 탄소전극에 
고정화된 효소들을 사용하여 구현함으로써 alcohol dehydrogenase 한 종류의 효소만을 
이용한 연료전지에 비해 power density를 8.71배로 획기적으로 증가시킬 수 있었다 
(Sokic-Lazic and Minteer, 2008).

그림 3. Citric acid cycle의 재구성을 통한 효소연료전지의 개요 (출처: Curr Opin Biotechnol)



6. 고찰

산업적 전환공정을 설계에는 산물의 수율, 농도, 생산성 세 가지가 고려되어야 한다. 
바이오커머더티의 생산에 있어서는 수율이 가장 중요하게 고려되는데 이것은 생산비용의 
상당부분 (~30-70%)이 원료 즉 탄수화물의 가격에 기인하기 때문이다. 그 다음으로 고
려되어야 하는 것은 산물의 농도로 이는 추후 산물의 분리정제 비용에 영향을 미치기 때
문이다. 반면, 고부가가치 산물의 생산에 있어서는 일반적으로 분리정제 공정이 전체 비
용에서 차지하는 비중이 80% 이상을 차지하게 되므로 반응액의 산물 농도가 최우선으로 
고려되어야 하며 최종산물가격의 1% 이하를 차지하는 원료가격의 비중으로 인해 전환반
응의 수율은 크게 고려되지 않는다. ~$0.18/kg ($10.6/GJ)정도인 바이오매스 탄수화물의 
가격과 현재 $2/gallon ($22.1/GJ)정도인 에탄올의 가격을 기준으로 볼 때 경제적인 에
탄올의 생산을 위해서는 최소 70-80%의 수율이 확보되어야 한다. 부탄올, FAME, 알칸
류 등 다른 종류의 바이오 연료의 생산에 있어서도 원료탄수화물에 대한 바이오연료의 
생산성은 이론 수율의 최소 70% 이상의 수율이 담보되어야 한다. 호기성 발효과정에서
는 원료 탄수화물의 50-90%가 혐기성 발효에서는 ~10%정도가 세포의 성장을 위해 사
용된다는 점을 고려할 때 세포배양공정을 통해 이론수율에 근접하는 산물생산수율을 획
득하기 위해서는 균주의 선택과 공정의 설계에서 많은 부분들이 고려되어야 함을 알 수 
있다. 에탄올 발효는 현재까지 개발된 공정 중에서 가장 높은 수율을 달성한 공정으로 
이론 수율의 90-95%에 이르는 수율로 생산되고 있다. 그러나, 부탄올의 경우는 산물의 
저해작용 등의 이유로 인해 90% 수율에 도달하기가 힘든 실정이다.

이에 비해, 세포 외에서 재구축된 합성 대사네크워크는 기질과 산물의 전달을 저해하는 
세포막의 부재, 기질 전달을 위한 에너지사용 불필요, 다량의 효소사용 가능 등의 잇점으
로 인해 세포기반의 전환반응에 비해 높은 수율과 생산성 도달을 가능하게 할 수 있다. 
최근의 보고에 따르면 재조합 효소를 사용한 대사경로의 재구축을 통해 바이오수소의 생
산을 20배 이상 증가시킬 수 있었으며 사용되는 효소량의 증가, 고온공정의 적용, 기질
농도의 증가, 대사중간물의 채널링 등의 방법을 통해 그 생산성을 더욱 향상시킬 수 있
을 것으로 기대된다. 

알코올과 유기산 등과 같은 대사산물은 종종 미생물 발효공정의 제한요소로 작용하게 
된다. 이들 산물에 의한 세포의 저해는 대부분 이들로 인한 세포막의 파괴에 기인하게 
되며 실제 전환반응에 참여하는 효소들은 산물에 의한 저해를 심하게 받지 않는 것이 일
반적이다. 즉, 효소들은 세포막에 비하여 더 높은 산물저항성을 가지며 예를 들어, 곰팡
이 유래의 cellulase들은 200g/L의 에탄올 혹은 100g/L의 부탄올 존재 시에도 약 20% 
정도의 활성 감소만을 보이는 것으로 알려져 있다. 더욱이 효소들의 유기용매에 대한 저
항성은 단백질 공학기법을 통하여 더욱 향상시킬 수 있으므로 세포를 사용한 생물전환에 
비해 고농도의 산물을 저해작용 없이 생산할 수 있을 것이다. 



효소를 사용한 대사경로의 재구축은 완전히 새로운 개념은 아니다. 그러나, 이를 통한 
바이오산물의 생산은 ATP 및 NAD(P)H의 밸런스를 포함한 정교한 대사경로의 설계, 효
소의 개량 및 안정화, 경제적인 조효소의 재사용 등의 망라를 요구하는 새로운 기술로 
부각되고 있다. 세포외에서 재구축된 대사경로를 통하여 목적산물들을 대량생산하기 위
해서는 두 가지 기술적 요인들이 해결되어져야 한다. 우선, 표준화된 부품으로서의 효소
들의 안정화 기술이 확보되어야 한다. 스마트폰, 디지털 카메라 등의 예에서 보이는 바와 
같이 안정적으로 기능할 수 있는 표준화된 효소부품들은 유용화학물질의 생산을 위해 장
시간 작동될 수 있는 인공적인 대사경로의 구축을 용이하게 할 수 있을 것이다. 또한, 
kinetic modeling, metabolite flux analysis, metabolic control analysis등의 다양한 
기법의 적용을 통해 생산성을 향상시킬 수 있는 플랫폼이 구축되어져야 할 것이다. 
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