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효모 세포 공장 개발을 위한 합성생물학

한국화학연구원 이주영

1. 개요

합성생물학(synthetic biology)과 대사공학(metabolic engineering)은 기존의 바
이오 연료나 석유화학 기반의 범용성 제품에서 탈피하여 신규 기능성 소재 및 스페셜
티(specialty) 제품의 생산이 가능한 새로운 미생물 세포 공장의 개발을 가능케 하고 
있다 (그림 1). 단일 효소에 의해 생산되는 비천연 케미컬인 lactic acid나 xylitol이 
효모에서 최초로 생산된 이후, 합성생물학의 발전과 함께 다수의 효소 반응에 의해 
생산되는 amorphadiene, indolyglucosinolate, plant alkaloid 등과 같은 복잡한 
케미컬의 생산도 가능해졌다. 

최근 Amyris와 Sanofi는 파트너쉽을 맺고 효모에서 항말라리아 의약품인 
artemisinin을 상업화 수준으로 개발하고 있으며, Evolva는 효모를 이용하여 
F&F(Flavor & Fragrance)물질로 바닐라향을 내는 원료인 바닐린(vanillin)을 2014
년에 제품으로 출시한 바 있다 (그림 2). 그러나, 생산하고자 하는 유용 타겟 화합물
을 고농도·고수율로 생산할 수 있는 강력한 세포 공장 개발에 필요한 오랜 시간과 노
력, 고가의 비용 때문에 효모에서 수백 개에 달하는 화합물의 생산이 시도되었지만 
현재까지 상업화 수준에 이른 것은 일부에 그치고 있다. 합성생물학은 복잡한 바이오 
시스템의 예측 가능한 조작을 가능하게 함으로써 실험실 기반의 미생물 세포 공장 기
술과 제품 상용화 사이의 격차(죽음의 계곡, valley of death)를 극복할 수 있는 획기
적인 연구 분야로 가능성을 인정받고 있다.

합성생물학을 기반으로 강력한 세포 공장을 개발하기 위해서 (1) 타겟 케미컬 생산
에 필요한 생합성 대사경로의 발굴 또는 합성 (2) 숙주 세포 내에서 발굴한 생합성 
대사경로의 효과적인 재조합 (3) 대사경로를 구성하는 각각의 효소들의 발현
(expression)과 활성(activity) 최적화 (4) 전구체(precursor), 보조인자(cofactor), 에
너지 등의 효과적인 공급을 위한 숙주 세포의 최적화가 필요하다.
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본 논고에서는 효모 특히, 전통효모인 Saccharomyces cerevisiae에서 비천연의 
생합성 대사경로(non-native biochemical pathway)를 디자인, 재설계, 최적화하기 
위해 합성생물학을 적용한 사례들을 살펴보고자 한다. 즉, 생합성 대사경로를 예측하
기 위한 computational tool과 대사경로의 구성 요소인 DNA part를 재조합하고 숙
주 세포 내로 도입하기 위한 분자 생물공학적 방법 및 도입된 대사경로를 최적화하기 
위한 방법들에 대해 다루고자 한다.  

그림 1. 효모에서 생산된 케미컬의 예[1]
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그림 2. S. cerevisiae 기반 벌크·정밀 케미컬의 시장 진입 연대표[2]

2. 생합성 대사경로 디자인을 위한 computational tool

특정 케미컬 생산을 위한 세포 공장을 설계하기 위한 첫 단계는 세포 내에 존재하
는 중간 대사산물을 전구체로 이용하여 타겟 케미컬을 생산할 수 있는 생합성 반응을 
스크리닝하고 선별하는 것이다. 생산하고자 하는 타겟 케미컬의 생합성 대사경로가 
이미 밝혀져 있는 경우 간단하게 숙주 세포 내로 대사경로를 도입하여 생산에 이용할 
수 있지만, 현재까지 알려진 226000개의 천연물 중 대부분의 생합성 대사경로는 완
벽히 규명되지 않았거나[3], 자연에 존재하지 않아 화학적 합성을 통해 생산되는 경우
가 많다. 따라서, 가능한 생합성 대사경로를 총체적으로 분석하고 종합하여 가장 효과
적이고 실현가능한 대사경로를 평가하고 제시할 수 있는 computational tool은 생합
성 대사경로를 디자인하는데 매우 유용하다 (표 1).

대부분의 생합성 대사경로 예측 알고리즘은 이미 알려져 있는 효소 반응과 대사 
경로를 기반으로 한다 (reference-based frameworks). 따라서 기존의 예측 알고리
즘은 이미 알려져 있는 효소 반응에 국한되어 대사경로를 예측하는 한계를 가진다. 
두 대사산물 간의 가능한 대사경로를 KEGG 데이터베이스를 기반으로 예측하는 
FFM(‘From Metabolite to Meta-bolite’)이 대표적인 예이다[4]. Chatsurachai 연구
팀은 비천연 대사산물을 산업적으로 유용한 숙주에서 생산할 수 있도록 BRENDA와 
KEGG 데이터베이스에 존재하는 모든 외래 대사경로를 기반으로 대사경로를 디자인
하고 예측한 바 있다[5]. 그 결과, 33개가 채 되지 않는 외래 대사경로만으로 3154종
류의 비천연물을 S. cerevisiae에서 생산할 수 있는 대사경로를 예측할 수 있었고 이 
중 약 67%의 비천물의 경우 (1,3-propanediol, isoprene, α-farnesene 등)의 글루
코스로부터 생산이 가능한 것으로 예측되었다. 
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표 1. 생합성 대사경로 예측에 사용되는 computational tool

Metabolic Tinker는 acetoacetyl-coA에서 isoprenoid 화합물의 전구체인 
isopentenyl diphosphate의 생산이 가능한 대사경로를 예측하는데 사용된 바 있다. 
또한, acetoacetyl-coA 외에도 S-adenosyl-L-homocysteine에서 생산 가능한 새로
운 대사경로를 제시하였다. 이 외에도 특정한 pH, 대사경로에 관여하는 대사산물의 
농도, 보조인자(cofactor)의 농도 등 특정 조건 하에서 최적화된 생합성 대사경로와 
매개변수의 예측이 가능한 software도 개발되었다 (eQuilibrator).

이미 알려져 있는 생합성 경로를 기반으로 하는 알고리즘 외에도 신규(de novo) 
대사경로를 설계하고 재구성할 수 있는 알고리즘도 개발되어 사용되고 있다. 
Biochemical Network Integrated Computational Explorer (BNICE)는 신규 대사
산물과 대사경로를 발굴하기 위해 개발되었고[6], 실제로 1,2,4-trichlorobenzene을 
생분해할 수 있는 신규 대사경로[7]와 pyruvate에서 1-butanol을 생합성할 수 있는 
9개의 신규 대사경로를 설계하였다[8]. 

생합성 대사경로를 예측하는 알고리즘의 정확도와 예측력의 실험적인 검증이 여전
히 남아있는 숙제이지만, 최적화된 생합성 대사경로를 예측하고 신규(de novo) 대사
경로를 설계할 수 있는 computational tool은 강력한 세포 공장 개발에 매우 유용한 
tool임은 의심할 여지가 없다.

Software Software availability Description

FFM http://fmm.mbc.nctu.edu.tw/index.php
KEGG 정보를 기반으로
시작과 마지막 대사산물
사이의 대사경로 재구성

Chatsurachai
et al.

http://www-shimizu.ist.osaka-u.ac.jp/pathwa
y˙search.zip

KEGG와 BRENDA DB를
기반으로 숙주 세포 내의
대사경로를 타겟 대사산물
(비천연) 생산과 연결

Metabolic
Tinker

http://osslab.lifesci.warwick.ac.uk/Tinker˙Do
wnload.aspx.

CHEBI와 RHEA DB를
기반으로 전구체(중간 대사
체)와 타겟 화합물 사이의 
실현가능한 경로 예측

eQuilibrator http://equilibrator.weizmann.ac.il/ 
eQuilibrator

특정 조건 하에서(pH, 
ionic strength, reactant, 
product 농도) 생합성
반응의 매개변수 예측

Retropath http://www.issb.genopole.fr/˜faulon/retropath
.php

가능한 생합성 경로 예측
및 도출된 생합성 경로의
순위화
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3. 대사경로 조립 tool

지난 수십 년 동안 DNA part들을 조립하기 위해 cloning의 정확도, 속도, 효율성 
등을 향상시킨 수많은 합성생물학 tool이 개발되었다. 전통적인 제한효소에 의한 절
단과 실링 기반의 클로닝 기법이 제한효소의 절단이 불필요한 Gibson isothermal 
assembly, in-fusion, uracil-specific excision reaction (USER) 클로닝, circular 
polymerase extension cloning (CPEC), ligase cycling reaction (LCR), modular 
cloning system (MoClo), in vivo homologous recombination 등의 기법으로 대
체되고 있다 (그림 3).  

그림 3. DNA 조립 기법의 예[1]

Gibson 기법은 40 bp의 overlapping 서열을 가지는 3-4개의 DNA 조각을 90% 
효율로 조립이 가능하다. Gibson 기법은 특히 길이가 큰 DNA 조각을 조립하는데 적
합하여 M. genitalium의 583 kb 유전체를 인위적으로 합성하여 최초의 인공 박테리
아 유전체를 합성하는데 사용한 기법이기도 하다[9]. In-fusion 기법은 15 bp의  
overlap으로 DNA 조각을 조립하는 방법으로, 3개 DNA 조각을 40%의 효율로 조립
할 수 있는 것으로 보고되고 있다[10]. Uracil-specific excision reaction (USER)은 
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7-12 bp의 짧은 overhang을 이용해서 2-7개의 DNA 조각을 90%의 고효율로 조립
할 수 있는 기법이다. 다만, USER은 각 overhang에 반드시 deoxythymidine (dT)
가 deoxyuridine (dU)로 치환되어 있어야 하므로 dU가 포함된 primer를 이용하여 
조립에 이용할 DNA 조각들을 증폭해야 한다[11]. Circular polymerase extension 
cloning (CPEC)은 다수의 DNA 조각을 조립하기 위해 
“denaturation-annealing-extension”의 cycle을 반복적으로 수행하는 기법으로 조
립하고자 하는 DNA 조각의 수에 따라 cycle의 반복수가 결정된다. 저가의 비용과 
95%의 효율로 4개까지 DNA 조각을 조립할 수 있지만 DNA의 extension 과정에서 
mutation이 유도될 수 있다는 단점이 있다[12]. Golden Gate cloning으로 잘 알려
져 있는 Type IIS 제한효소 기반의 Modular cloning system (MoClo)은 10개의 
DNA 조각까지 90%의 효율로 조립할 수 있어 다수의 유전자 조각으로 구성된 33 kb
의 큰 길이의 DNA를 3단계의 클로닝만으로 조립한 보고가 있다[13]. 
Single-stranded DNA bridging oligo를 이용하는 ligase cycling reaction (LCR)
은 mevalonate 생합성 대사경로를 구성하는 12개의 DNA 조각들을 75% 효율로 조
립이 가능하였다[14]. 마지막으로 S. cerevisiae의 DNA repair machinery를 이용하
여 S. cerevisiae 세포 내에서 30-40 bp의 overlap으로 homologous 
recombination을 통해 DNA 조각들을 조립하는 in vivo recombination 방법이 있
다. 최종 조립된 DNA 조각은 plasmid 형태로 S. cerevisiae 세포 내에서 복제되거
나 유전체 내로 도입될 수 있다 (표 2). 이와 같이 합성 생물학을 응용한 homology 
기반의 DNA assembly 기법들을 이용하여 비교적 큰 사이즈의 유전자들까지 좀 더 
쉽고 빠른 방법으로 조합이 가능해졌다. 

표 2. DNA 조립 기법[1]

조립 기법
DNA 조각의
overhangs

조립할
DNA 조각

최종 조립 
길이 (kb)

효율

Gibson
40 bp

overlaps
c. 4 900

90%
(for 3 fragments)

In-fusion
>15 bp

overlaps
2-3 c. 5

>60%
(for 2 fragments)

USER

7-12 bp
overlaps

(반드시 1 dU가
포함)

3-7 c. 8
>90%
(up to 7 fragments)

MoClo

4 bp overlaps과 
type IIS

제한효소 인식 
site

c. 10
33
(in

3 rounds)
>90%
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4. 대사경로의 최적화 tool

목적한 타겟 산물의 생산을 위한 대사경로가 설계되고 제작되면 생산물의 생산성
을 극대화하기 위한 대사경로의 최적화가 중요하다(그림 4). 다양한 합성생물학 기법
들이 개발·적용되어 기존의 방법들로 해결하지 못했던 문제와 한계점을 해결하려는 
시도들이 이뤄지고 있다. 대사경로를 구성하는 각 효소들을 coding하는 유전자들의 
발현양을 조절하여 특정 효소의 활성을 억제하거나 세포에 독성을 유발할 수 있는 중
간체가 축적되는 것을 감소시킴으로써 숙주 세포의 metabolic load를 완화시키고 생
산성을 높일 수 있다. 또한 대사경로를 구성하는 효소들을 세포 내에서 인접하게 위
치시킴으로 metabolic channeling 효과를 얻을 수 있다. 즉, 설계된 대사경로 상의 
첫 단계에서 생산된 product가 다음 단계의 substrate로 이용할 수 있는 확률을 공
간적으로 높여줌으로써 생합성 중간체들의 손실을 최소화하여 최종 산물의 생산성을 
증가시킬 수 있다. 효소의 활성 증가를 위한 개량 역시 대사경로 최적화를 위한 핵심 
요소로, 보조인자(cofactor)나 substrate 결합 특이성을 조절, 입체성 조절(allosteric 
regulation)을 제어하거나 효소 자체의 구조적 안정성을 증대시킴으로써 대사경로를 
최적화할 수 있다.

대사경로를 구성하는 각 반응들의 공간적인 제약을 통해 대사경로의 효율을 증대
시키는 metabolic channeling은 구획화(compartmentalization), fusion 또는 
scaffolding을 통해서 각 효소들을 공간상 인접하게 위치시킨다. 이는 diffusion, 
degradation, 경쟁관계에 있는 다른 효소(competing pathway)들에 의한 중간체의 
손실을 막고, 중간체에 의해 유발될 수 있는 독성 효과를 감소시키거나, 공간적으로 
중간체의 양을 집중시킴으로서 반응의 turnover rate를 증가시키는 효과를 얻을 수 
있다. 예로, S. cerevisiae의 세포질이 아닌 미토콘드리아에 isobutanol 생합성 대사
경로를 도입·구획화함으로써 2.6배 생산량이 증가된 바 있다[15]. 마찬가지로, 
valencene와 amorphadiene 생합성 효소를 미도콘드리아에서 발현하여 각각 8배와 
20배 생산량을 증가시킨 연구 결과도 보고되었다[16].

LCR
60-90 bp

bridging oligo
>10 20

>90%
(up to 6 fragments)
c. 75% 
(12 fragments)

in vivo
recombination 

in S. cerevisiae

>40 bp 
overlaps

>10 >20

>90%
(up to 6 fragments)
c. 75% 
(12 fragments)
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그림 4. 대사경로 최적화를 위한 합성생물학의 접근 방법[1]

S. cerevisiae에서 resveratrol의 생산량을 증가시키기 위해 핵심 효소인 
4-coumarate-CoA ligase와 stilbene synthase를 fusion하여 fusion 단백질을 제
작하여 도입했을 경우, 각각의 효소들을 별도로 발현하여 도입했을 때 보다 14배가량 
생산량이 증가하는 것을 확인하였다[17]. Scaffolding을 이용한 경우에는 scaffold를 
이용하지 않은 경우 보다 resveratrol 생산이 5배, fusion 단백질을 이용한 경우보다 
2.7배 증가한 결과를 얻었다[18].

단백질 scaffold외에도 현재까지 scaffolding의 구조로 효모에서 RNA를 이용한 
사례는 없지만 박테리아에서는 RNA를 scaffold를 이용하여 수소 생산을 48배까지 
증가시켜 RNA 역시 scaffolding에 효과적으로 사용할 수 있다는 가능성을 제시하였
다[19].
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5. 고찰

합성 생물학은 복잡한 DNA part들을 명료하게 표준화시켜 보다 복잡한 시스템의  
설계와 조작을 가능하게 만들었다. 즉 생명체의 유전자 네트워크를 단순화된 수학적 
모델로 디자인하고, 과거에는 상상할 수 없었던 속도와 정밀성을 갖춘 재조합 DNA 
기반의 분자생물학 기술을 이용하여 새로운 유전자 네트워크를 가지는 인공 미생물을 
조립한다. 합성 생물학과 수백만 가지의 다양한 물질들을 생합성할 수 있는 가능성을 
내재하고 있는 미생물 유전체의 접목은 바이오 연료 및 범용·정밀 화학제품, 신약 개
발 등에 획기적인 혁신을 불러일으킬 수 있으며 식량, 에너지, 의약품 등 미래 산업
에 광범위하게 응용이 가능할 것으로 기대된다. 

미칠 파급효과는 매우 클 것으로 기대된다.

최근 주목 받고 있는 녹색산업과 헬스케어의 두 유망사업에 미칠 파급효과는 매우 
클 것으로 기대된다.

. 따라서 합성 생물학은 최근 주목 받고 있는 녹색산업과 헬스케어의 두 유망사업
을 아우르는 핵심 기반 기술로 미래 산업에 미치는 파급효과는 매우 클 것으로 예상
된다.

합성 생물학의 다양한 기술들을 이용하여 수백만 가지의 다양한 물질들을 생합성
할 수 있는 가능성을 내재하고 있는 미생물 유전체에서 바이오 연료 및 범용·정밀 화
학제품, 신약 개발에 이르기까지 무궁무진한 혁신을 불러일으킬 수 있다. 

 획기적인 혁신을 불러일으킬 수 있다. 

수백만 가지의 다양한 물질들을 생합성할 수 있는 가능성을 내재하고 있는 미생물
의 유전체와 합성 생물학의 다양한 기술들의 접목은 바이오 연료 및 범용·정밀 화학
제품, 신약 개발에 획기적인 혁신을 불러일으킬 수 있다. 

지난 20세기 초 화학 원소나 간단한 화합물을 이용하여 새로운 화합물을 제조하는 
합성화학 이 산업 전반에 막대한 변화를 일으켰다. 마찬 가지로 21세기의 합성생물학
이 산업에 미치는 파급효과 또한 매우 클 것으로 예상된다. 특히 합성생물학은 최근 
주목 받고 있는 녹색산업과 헬스케어의 두 유망사업을 아우르는 핵심기반 기술로서 
그 가치가 높다고 할 수 있다.
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합성생물학을 통해 제작된 인공 미생물 및 박테리아를 사용하여 바이오 연료 및 
화학제품, 신약 개발 분야에 혁신을 앞당길 수 있기 때문 이다. 또 합성생물학은 컴
퓨터를 사용한 설계와 표준화된 바이오 부품을 사용함으로써, 바이오 기술의 산업화 
기틀을 마련해 준다. 공학적 원칙을 사용하기 때문에 사전설계, 최적화, 대량생산 등 
기존 제조업과 유사한 특징이 있어 파급효과는 더욱 크다고 할 수 있다
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