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합성생물학 기반 Bacillus subtilis 셀팩토리 개발 동향 

 

한국생명공학연구원 김상윤 박사, 권오석 박사 

 

1.  개요 

그람 양성세균인 Bacillus subtilis는 토양세균의 일종으로 세균의 염색

체 복제나 내포자 (endospore) 형성과정과 같은 기초연구를 위한 모델 균주

로 오랫동안 사용되고 있으며 최근에는 유전체 정보를 바탕으로 전사체, 단

백체, 대사체 등 각종 오믹스 분석도구를 이용하여 시스템생물학적 차원에서 

외부 환경변화에 대한 유전체 수준의 반응을 연구하는 모델로 사용되고 있다 

[1]. 또한 빠른 생장과 광범위한 기질 활용능력을 바탕으로 효소, 항생제, 터

페노이드 등 유용 생물소재 생산과 오염원의 생물학적 정화를 위한 산업용 

균주로 주목 받고 있다. 특히 GRAS (generally recognized as safe) 균주인 

B. subtilis는 우수한 발효 특성을 갖고 있고 최대 리터당 20-25 g의 높은 단

백질 분비 능력이 있어 세제, 섬유, 의약 산업용 재조합 단백질 생산 균주로 

큰 장점을 갖고 있다. 실제 현재 사용되는 상업용 효소의 약 60% 정도가 B. 

subtilis에서 생산된다는 보고도 있다. 그 밖에도 natural competency, 용

이한 유전체 삽입, 포자 형성을 통한 효과적 균주 보관이나 표면 발현 등의 

장점이 있다. 이러한 특성을 바탕으로 최근 B. subtilis를 셀팩토리로 개발하

기 위한 합성생물학적 접근이 시도되고 있는 바 본 고에서는 유전자 발현조

절기구 개발, 단백질 분비발현 개선, 유전체 편집 도구 개발, 최소 유전체 연

구 동향 등을 살펴보고자 한다. 

 

2.  Bacillus의 유전자 발현 도구 개발 

새로운 단백질의약품과 백신 등이 지속적으로 개발됨에 따라 효율적인 

단백질 발현 시스템의 필요성도 증대되고 있다. 특히 적절한 발현 숙주와 생

산 조건의 선택은 의약품 수준의 단백질 생산을 위한 생산공정 수립에 결정

적 요소가 되기 때문에 발현시스템의 선택이 매우 중요하다. 원핵미생물 중 

대장균 (Escherichia coli)과 고초균 (B. subtilis)은 고농도 대량 배양을 통한 

경제적 생산이 가능하기 때문에 산업용 재조합단백질 생산을 위해 자주 사용
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되는 원핵미생물 균주들이다. 특히 B. subtilis는 대장균과 달리 GRAS 균주

이며, 내독소 (endotoxin)로 불리는 외막의 lipopolysaccharide를 생산하지 

않고 생산된 단백질 배지로 분비할 수 있는 능력이 우수한 특징을 갖고 있다. 

그러나 B. subtilis가 가지고 있는 여러 가지 장점에도 불구하고 이 균주를 

사용하여 생산된 단백질 제품은 최근 일부 의료용 단백질 생산이 시도되고 

있기는 하지만 대부분 산업용 효소에 국한되어 있다 (표 1). 이는 (1) 적절한 

발현 벡터의 부족, (2) 플라스미드 불안정성, (3) 단백질 분해효소, (4) 부정확

한 단백질 접힘 등 외래 단백질 생산용 셀팩토리로써 B. subtilis 가 갖고 있

는 주요 문제점들에 기인한다. 최근 이런 단점을 극복하기 위하여 프로모터 

개발과 최적화 발현모듈설계 등의 연구가 활발히 진행되고 있다. 

 

표 1. B. subtilis 활용 재조합 단백질 생산 예 [2]. 

Product Yield 

α-amylase (AmyS) – 

α-amylase (AmyQ) 1–3 g/L 

Proinsulin 1 g/L 

Lipase A 600 mg/L 

Streptavidin 35–50 mg/L 

scFv 10–15 mg/L 

hEGF 7.0 mg/L 

Endoglucanase 8300 U/L 

IFN-alpha 2 0.5–1 mg/L 

Poly (30hydroxybutyrate) depolymerase 1.9 mg purified protein/L 

Endocellulase (Puradax®) – 

Subtilisin (AprE) – 

 

B. subtilis 균주에서 효율적으로 이종 유전자를 발현하기 위한 프로모터

들이 개발되었다 (표 2). 우선 대장균에서 고효율 유전자 발현 시스템으로 

알려진 T7 expression system [3]과 groE 프로모터 및 lac operator, gsiB 

ribosome binding site (RBS)로 구성된 Pgrac100 프로모터 등이 있다 [4]. 이 

두 프로모터는 IPTG 유도성 프로모터로 높은 유도 발현이 가능하지만 IPTG

의 높은 가격과 독성 때문에 대량 배양 공정에 적용하기에는 적합하지 않다. 

따라서 IPTG에 비해 유도 발현 정도는 낮지만 maltose 또는 mannitol과 

같이 상대적으로 저렴하고 안전한 물질을 유도 인자로 사용하는 프로모터들
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도 개발되었다 [5]. 또한 배양 조건 변화에 따라 stationary phase나 포도당 

결핍에 의해 자가유도발현이 가능한 Pcry3Aa나 PmanP 같은 프로모터들도 개발

되었다 [6, 7].  

 

표 2. B. subtilis 유전자 발현 시스템 예 [8]. 

Promoter Induction factor Plasmid β-Galactosidase activity 

Pglv-M1 Maltose pLJ-2 13.8 U/mL
a
 

PT7 IPTG pMT1 – 

Modified Pcry3Aa Auto-inducible pD82 5,228 Miller units 

PmtlA Mannitol pKAM12 13,000 Miller units 

PmanP Auto-inducible pMW168.1 – 

Pgrac100 IPTG pHT100 37,840 Miller units 

PlapS IPTG pLus-Hyb 26,037 Miller units 

 

한편 최근에는 열 충격, 고농도 염, 독성 금속, 막스트레스를 유발하는 

에탄올 등 외부 스트레스에 반응하는 데 관련된 80종 이상의 B. subtilis 단

백질 유전자 프로모터를 녹색형광단백질 유전자에 연결한 발현 카세트를 각

각 유전체에 삽입하여 발현을 비교한 연구결과가 보고되었다 [9]. 이 연구를 

통해 향후 합성생물학용 바이오 소자 (biobrick element)로 활용할 수 있으

며 최대 1,960배까지 타겟 유전자의 발현을 유도할 수 있는 다양한 스트레

스 유도성 프로모터 라이브러리가 확보되었다. 나아가 유전자 발현을 보다 

정교하게 조율할 수 있는 유전자 회로 (genetic circuit)도 개발되었다 [10]. 

즉 전사 조절을 위한 프로모터, 번역 조절을 위한 RBS, 타겟 유전자 (GOI), 

그리고 타겟 단백질의 분해 속도를 조절하기 위한 말단 (SsrA tags)을 포함

하며, 각 요소의 제작과 치환이 용이하게 하고 유전체 삽입이 주변 유전자 

발현의 영향을 배제하는 요소를 포함하는 표준화된 모듈 형태의 expression 

operating unit을 제작하고 유전체의 특정부위 amyE (알파 아밀라아제) 위

치에 선별용 항생제 (spectinomycin) 내성 유전자와 함께 삽입하여 발현할 

수 있는 시스템이다 (그림 1). 
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그림 1. B. subtilis 도입 유전자 발현 정밀제어를 위한 유전자회로 [10]. 

 

3.  단백질 분비경로 재설계 

Bacillus 종은 동종 유래 단백질을 20~25 g/L까지 분비하는 특성을 가

지고 있어 유망한 재조합단백질 생산용 셀팩토리 숙주로 주목 받고 있다. 그

러나 이종 단백질 분비 발현 시 맞는 분비 경로의 부재, 단백질 유도 채널 

(protein-conducting channel) 부족, 분비스트레스 발생 등으로 인하여 분

비 효율이 현격히 저하되는 경향이 있다. 최근 이런 문제점들을 해결하기 위

하여 주요 단백질 분비 경로인 Sec-SRP 경로나 Tat (twin-arginine 

translocation) 경로들을 재설계하는 연구들이 주로 수행되고 있다 [11]. 일

례로 분비 타겟 단백질과 세포막의 유도 채널 단백질과 직접 작용하는 SecA 

단백질의 C-말단에서 61개 아미노산이 제거된 변이 SecA를 발현함으로써 

이종단백질의 분비 발현을 증대시킨 결과가 보고되었다 (그림 2) [12]. 또한 

표지 유전자 (Penicillin G Acylase, PGA) 발현 벡터를 이용하여 B. subtilis

의 Tat 분비 경로에 관련성이 있을 것으로 추정되는 24개의 signal peptide

의 단백질 분비 효율을 비교 평가한 결과도 보고된 바 있다 [13]. 한편 최근 

일본 연구진은 B. subtilis 168 균주 유전체의 20.7%에 해당하는 865개 유전

자가 제거된 최소유전체 MGB874 균주를 이용하여 암모니아를 생성하여 배

지의 산성화 방지에 기여하는 glutamate dehydrogenase (RogG) 발현을 증

대시킴으로써 숙주의 단백질 분비 스트레스를 제거하여 외래 α-amylase 

AmyK38를 효율적으로 분비 발현 할 수 있음을 밝혔다 [14]. 위와 같이 

Bacillus 단백질 분비 경로를 부분적으로 조작함으로써 몇몇 단백질의 분비

능을 증대시킬 수 있지만 외래 단백질을 보다 효율적으로 생산할 수 있는 범
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용 셀팩토리 개발을 위해서는 시스템생물학 및 합성생물학 도구를 이용하여 

단백질 분비 경로에 대한 시스템 차원의 해석과 재설계가 필요하다. 

 

 

  그림 2. B. subtilis에서의 단백질 분비 경로 모식도 [11]. 

 

4.  유전체 편집 도구 개발 

전통적으로 미생물 유전체 편집은 타겟 유전자에 선별표지 유전자를 포

함하는 카세트를 삽입하는 방법으로 수행된다 (그림 3). 그러나 선별표지 유

전자로 주로 사용되는 항생제 내성 유전자의 경우 재조합 균주의 유전체 내

에 잔존할 경우 항생제 내성 확산이나 GMO 등의 문제가 야기될 수 있고 또 

사용 가능한 1차 선별표지 유전자의 종류가 제한적이기 때문에 다수 유전자

를 대상으로 연속적인 조작이 필요한 경우 선행 편집에 사용된 표지유전자를 

제거해야 할 필요가 있다 [15]. 이때 1차 선별표지 유전자의 제거를 효율적

으로 확인하기 위한 counter-selection marker 들이 사용되는데 B. subtilis

의 경우 피리미딘 대사경로 효소로 피리미딘 아날로그를 독성 물질로 전환할 

수 있는 uracil phosphoribosyltransferase (upp)나 orotidine 5’-

phosphate decarboxylase (pyrF), mRNA를 분해하는 endoribonuclease 

(mazF)나 DNA gyrase를 억제하는 F 플라스미드 유래 독소 (ccdB) 등을 유

도성 프로모터를 이용하여 발현하거나 spectinomycin 내성 유전자 (blaI) 

산물에 의해 억제되는 프로모터(Pbla)에 라이신 생합성 유전자 lysA 유전자를 

연결하여 조건부 영양요구성을 유발하는 방법 등이 보고되었다 [15, 16]. 
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그림 3. 유전체 조작 개요 [17]. 

 

보다 효율적인 유전체 편집방법으로 최근 Streptococcus pyogenes 유

래의 type II CRISPR-Cas9 시스템을 사용한 B. subtilis 유전체 편집 기술이 

개발되었다 (그림 4). 이 시스템은 파아지나 플라스미드 같은 외래 유입 유

전물질을 제거하는 세균의 면역시스템을 응용한 방법으로 우선 Cas9 

nuclease와 결합한 single-guide RNA (sgRNA)가 20-bp의 타겟 DNA에 상

보적으로 결합하면 Cas9이 protospacer adjacent motif (PAM)인 NGG 서열

을 인지하여 5’-말단쪽으로 3-bp 떨어진 부분을 절단하게 된다. 이렇게 형

성된 double strand break (DBS)이 숙주에 의해 복구되는 과정 중에 상동 

DNA 단편 등을 활용하여 유전체 편집이 유도되는 시스템이다 [18-20]. 최

근 Altenbuchner가 구축한 single-plasmid 기반의 Cas9 시스템은 

temperature-sensitive replication origin (pE194ts), mannose-inducible 

promoter PmanP 등을 포함하며 single guide RNA (sgRNA) 및 상동 염기서

열을 이용하여 효율적으로 타겟 유전자 편집이 가능한 시스템이다. 한편 미

생물에서도 상동 DNA가 불필요한 CRISPR-Cas9 non-homologous end-

joining (NHEJ) 기술도 개발되었다 [21]. 즉 Mycobacterium tuberculosis 

균주의 double-stranded break (DSB) repair에 관여하는 단백질 중 Ku 및 

LigD의 유전자를 Cas9과 함께 대장균 세포에 도입함으로써 원하는 타겟 유

전자 절단 부위에서 NHEJ이 일어나게 하는 기술이다. 흥미롭게도 Bacillus 

균주 또한 예기치 못한 DSB 대응하기 위한 Ku, LigD 유전자를 가지고 있는 

것으로 보고되었다 [22]. 이는 상동 염기서열과 관계없이 sgRNA만으로 유전

체 조작이 가능함을 시사한다. 
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그림 4. CRISPR/Cas9 기반 B. subtilis 유전체 편집 메커니즘. 

 

5. 최소 유전체 균주 개발 

셀팩토리 설계 시 타겟 대사산물이나 단백질 생산 혹은 필수적인 세포 

기능 수행을 위해 필요한 유전자 외에 불필요한 유전자를 제거할 수 있다면 

에너지 소모 방지, 배양 최적화, 정제 효율 증대 등의 효과를 기대할 수 있

다. EU 프로젝트 "Bacillus Minimal Genome"를 통해 셀팩토리 개선을 목표

로 B. subtilis 168 균주에서 다량의 불필요한 AT-rich 영역과 두 개의 

prophage (SPβ와 PBSX), 세 개의 prophage-like element (prophage 1, 

prophage 3, skin) 및 polyketide synthase (pks) operon을 삭제함으로써 

유전체의 7.7 % (332 유전자) 제거했다 [23]. 이 최소유전체 균주는 야생형과

비교 시 거의 동일한 탄소 대사를 보였으며 competence, sporulation 및 

proteolytic 활성 등에 변화는 없음이 확인되었다. 나아가 Morimoto 등은 

전체 유전자의 약 20%가 제거된 B. subtilis MBG874 균주를 제작하였으며, 

B. subtilis 168 모균주와 비교 시 특히 cellulase나 protease 같은 일부 이

종 단백질의 분비 발현이 향상됨을 확인하였다 [24]. 이는 arginine 분해에 

관여하는 유전자들이 결손되어 세포 생산성이 증대되고 타 유전자 결손으로 

플라스미드 카피수도 증가하여 결과적으로 타겟 단백질의 생산이 늘어난 것

으로 해석되어 최소 유전체 균주 연구가 Bacillus 셀팩토리 개발의 효과적인 

수단이 될 수 있음을 입증하였다 [25].  
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6. 고찰 

미생물 세포 재설계 노력은 대부분 유용 대사물질 생산, 외래 생합성 경

로 발현, 외래 단백질 발현 등에 초점이 맞추어져 있으며 주로 일부 미생물

을 대상으로 유전체 정보 해독, 시스템생물학적 분석, 합성생물학 도구 등을 

활용하여 더욱 가속화 되고 있다. B. subtilis는 내포자 형성 등 기초연구 뿐

만 아니라 산업용 효소 생산 등 응용연구의 대상인 대표적인 그람 양성세균

이다. 특히 GRAS 균주로서 의료용 단백질을 포함한 고부가 단백질 생산과 

터페노이드와 같은 유용생물소재 생산을 위한 셀팩토리 개발 가능성 때문에 

더욱 주목 받고 있다. 최근 B. subtilis 168 균주를 모델로 유전자 발현조절기

구 개발, 단백질 분비 경로 재설계, 유전체 편집 도구 개발, 최소 유전체 연

구 등이 활발히 진행되고 있다 (그림 5). 한편 모델 균주 외에 전통 식품 등 

다양한 소재로부터 각종 유용 기능을 갖는 Bacillus 균주들이 발굴되고 있고 

상기한 각종 합성생물학 도구들을 적용할 수 있게 됨에 따라 Bacillus 기반

의 유용 셀팩토리 개발 및 활용은 더욱 가속화될 전망이다.  

 

 

그림 5. B. subtilis cell factory 구축 모식도 [8]. 
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