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최종현, 정대은

1.개요

과거 단일 유전자를 도입하여 형질 전환체를 제작하는 것으로부터 시작한 합성 

생물학은, 현재 DNA, RNA 및 단백질을 기반으로 하는 다수의 생물학적 인자들로 구

성된 toggle switch, oscillator, timer 및 counter와 같은 장치를 포함한 유전자 회로를 

이식한 세포를 제작하는 수준까지 발전해 왔다. 그럼에도 불구하고 현재까지 합성 생

물학적 기술이 적용된 세포 대부분이 설치된 유전자 회로의 설계상 기능이 실제 수행 

되는가에 대한 검증을 하는 수준이며, 실제적인 활용에 목적을 맞춘 연구는 거의 진행

되고 있지 않다. 이와 같은 현재의 제한을 극복하고 합성 생물학의 궁극적인 목표를 

달성하기 위해서는, 다양한 기능을 갖는 새로운 장치의 설치와 더불어 이들의 유기적 

연결을 위한 논리 회로가 통합적으로 적용된 복잡한 유전자 회로의 개발이 필요하다. 
이러한 통합 과정에서 현재 합성 생물학이 해결해야 하는 장애물들 중 하나를 만나게 

된다. 
합성 생물학의 유전자 회로를 간단하게 설명할 때 또는 설계를 위한 롤 모델로

써 전자기 회로와의 비교가 종종 이용된다. 그러나 이들은 근본적인 차이를 갖고 있다. 
전자기적 회로 구성에 근간이 되는 PCB (Printed Circuit Board)에는 동일한 종류 혹

은 동일한 기능을 하는 장치, 예를 들면 콘덴서 (condenser) 와 다이오드 (diode)와 

같은 장치들을 하나의 PCB에 여러 개가 설치되어도 문제가 되지 않는다. 우리가 일상

에서 이용하는 컴퓨터, 휴대폰 및 TV 등의 전자 제품에 포함된 전기 회로들 역시 이

렇게 구성되어 있다 (그림 1A). 그러나 합성 생물학의 plateform이 되는 세포에 PCB
처럼 동일한 장치 여러 개를 설치하는 것은 극히 어렵다. Plateform으로써 세포는 

PCB처럼 고정된 형태가 아닌 유동적인 특성을 갖고 있기 때문이다. 물론 plateform의 

기본 물질이 되는 세포질은 세포내 존재하는 많은 수의 생체 분자들과 bacterial 
microcompartments (BMC)[1]와 같은 분획된 영역의 존재로 인해 우리가 일반적으로 

관찰할 수 있는 액체들과 같은 자유도를 갖지 않으나[2], PCB와 비교해 볼 때 세포내 

설치된 유전자 회로들 사이의 간섭이 일어날 확률은 매우 높으며, 이러한 결과가 여러 

가지로 보고되고 있다. 따라서 하나의 세포에 설치된 유전자 회로들의 독립적인 구동

이 전제되려면, 각 회로마다 각기 다른 부품을 이용해 제작해야한다. 이러한 이유로 다

수의 유전자 회로를 하나의 세포에 설치할 때 요구되는 부품의 수가 빠르게 증가하게 



된다. 예를 들면 두 개의 2개의 프로모터와 전사인자로 구성된 toggle switch[3]를 하

나의 세포에 설치하는 것을 고려할 때, 전자기 회로와 같다면 몇 개를 설치하여도 필

요한 2개의 프로모터와 전사인자만 있으면 된다. 그러나 세포에  두 개를 설치하기 위

해서는 4, 세 개일 때는 6개, 10개 일 때는 20개의 프로모터와 전사인자가 필요하다 

(그림 1)[4]. 따라서 합성 생물학의 궁극적이 목표 달성하기 위한 다기능의 복잡한 유

전자 회로를 제작하기 위해서 다양하고 많은 부품 확보가 요구된다. 

그림 1. 전자기 회로와 유전자 회로. a, 동일한 condenser들이 장착된 PCB, b, 유전자 회로의 toggle 
switch

2. 유전자 회로 부품의 확보 

 유전자 회로 구성을 위한 부품 확보는 크게 두 가지 방법을 통해 이뤄지고 있

다. 하나는 plateform으로 이용되는 숙주와 근연관계가 먼 이종 세포로부터 유래한 자

연 회로 (세포가 외부 혹은 내부 환경 변화에 대응하기 위해 갖고 있는 고유의 

network를 통칭한다) 로부터 부품을 얻는 것이다. 이 같은 방법을 통해 논리 회로를 

제작한 대표적인 예로, Pseudomonas syringae로부터 유래한 co-activating 전사 인자 

HrpR, HrpS와 이들이 인식하는 cis-전사인자로 sigma 54-depnendent hrpL 
promoter를 함께 E. coli에 이식해 조작성 (modularity) 과 독립성 (orthogonality)를 

확보한 AND, NOT 및 NAND gate를 제작한 보고가 있다[5]. 또 다른 방법은 자연 회

로에 존재하지 않는 인공 부품을 제작하는 것이다. 진핵 세포의 전사 인자가 DNA 인
식을 위해 zinc finger domain을 주로 이용한다는 것을 근거로, 인공의 DNA 서열을 

인식할 수 있는 인공 zinc finger domain을 제작하여 효모 안에 인공 유전자 회로를 

제작한 보고가 있다[6]. 이와 더불어 원핵세포에서 DNA 인식에 주로 이용되는 

helix-turn-helix motif로 진핵 세포에 적용 인공 전사인자를 제작함으로써 독립성을 

확보한 예 또한 존재한다. 
그러나 현재까지 제작된 대부분의 유전자 회로와 논리 회로는 신호의 입력, 계



산 또는 연산과 출력에 이르는 모든 과정에서 전사 또는 번역 과정을 근간으로 하고 

있다. 따라서 다중 입력이 필요한 유전자 회로 또는 다층 구조의 논리 회로를 구성하

는 경우 요구되는 전사 인자의 수는 증가하며, 활용 가능한 부품의 수는 빠르게 고갈 

된다(그림 2). 또한 신호의 처리과정에서 최소 2번의 전사와 번역과정을 요구하기 때

문에 유전자 회로의 입∙출력 간격이 길고 복잡한 구조를 갖게 된다. 이는 결국 유전자 

회로의 반응성 감소를 유발하여 실제로 설계된 실험을 검증하는데 많은 어려움을 겪는

다. 따라서 유전자 회로의 실 응용을 위해 요구되는 독립성과 반응성이라는 두 마리 

토끼를 잡기 위해서는 전사 또는 번역인자에 의존한 부품 외에 다른 형태의 부품의 도

입 유용할 수 있을 것으로 사료된다.

그림 2. 전자 인자를 기반으로 한 4 input AND 게이트, 유전자 회로 장치가 아닌 논리 회로의 제작을 

위해 총 9개의 프로모터와 전사 인자 쌍과 출력 신호를 얻기 위해 3번의 전자, 번역과 접힘 과정의 반

복이 필요함.

3. Intein 과 protein splicing
Intein은 진핵세포 RNA의 intron에 대응하는 단백질로, 진핵 세포, 원핵세포 및 

고 세균에서 발견되고 있으며, 최근까지 500 여종 이상 발견되고 있다 

(http://tools.neb.com/inbase/). Protein splicing은 intein을 가진 단백질이 겪는 자발적 

반응으로, 단백질의 접힘 과정 이후에 intein의 N-과 C-terminal에 인접한 extein 
(intein이 분리된 후 잔류하는 성숙한 단백질) 의 peptide 결합의 절단과 접합 과정을 

통해, intein과 N-과 C-extein이 peptide bond로 결합된 성숙한 두 개의 단백질 분리 

생성되는 과정을 말한다[7]. Intein의 일반적인 protein splicing은 4 단계 과정으로 일

어나며, 첫 번째 단계에서 intein과 N-extein 사이의 peptide bond가 intein의 



N-terminal에 존재하는 cysteine 또는 serine 잔기의 친핵성 공격을 받아 thioester 
또는 ester 전환이 일어난다. 그 후 trans-esterification을 통하여 N-extein이 

N-intein의 첫 번째 잔기에서 C-intein (주로 cystein, serine 또는 threonine) 의 첫 

번째 잔기로 이동한다. 이 과정에서 N과 C extein과 intein의 C-말단이 결합된 형태가 

되며 N-extein이 ester 결합을 통해 곁가지를 형성하게 된다. 그 후 N-extein과 

C-extein을 연결하는 ester 작용기가 intein의 G motif의 보존 서열인 asparagine 잔
기의 cyclization 에 의해 끊어지며, extein간의 ester 결합이 유지된 형태로 intein과 

분리되며, 분리된 intein의 C-terminal에는 aminosuccinimide가 형성된다. 마지막 단계

에서 N 과 C-extein을 연결하고 있는 ester bond는 O-N 또는 S-N acyl 재배열을 

통하여 본래의 peptide 결합이 형성되며, intein의 C-terminal에 형성된 

aminosuccinimide 는 자발적인 수화를 통해 일반적인 단백질의 C-말단 형태로 돌아가 

온전한 형태의 두 개의 단백질로 분리 된다 (참조: 
http://tools.neb.com/inbase/proteinSplicing.swf 에서 플래시로 protein splicing 과정을 

볼 수 있다). 

그림 3. Intein 과 protein splicing. A; protein splicing과 관련된 4개의 보존 영역이 붉은 알파

벳 (A, B, F, G)로 표시됨. B; Synechocystis sp. PCC 6803으로부터 유래한 Ssp DnaB intein의 3차 

구조 (PDB ID:1MI8)로 고슴도치 (Hedgehog) 가 몸을 말고 있는 모양임. Intein은 단백질의 일차 서열

의 차이에도 불구하고 이와 유사한 3차 구조를 갖고 있음 , C; Cis splicing과 split intein의 trans 



splicing의 모식도임

Intein의 protein splicing은 하나의 미성숙 단백질에서 일어나는 cis splicing외
에 두 개의 미성숙 단백질 사이에서 일어나는 trans splicing으로 구분된다(그림 3C). 
Trans splicing이 일어나는 trans intein은 자연적으로 존재하기도 하지만, large intein
에서 protein splicing과 관련되지 않은 DOD domain (그림 3A) 을 제거하는 방법 또

는 mini-intein의 linker 영역을 절단하는 단백질 공학적 기법을 통하여 인공적으로 제

작되기도 한다. 뿐만 아니라 펩타이드 결합을 intein의 양 말단이 아닌 한쪽에서만 일

어나도록 변형한 것들 또한 존재한다. Intein의 cis- 와 trans-splicing은 생명 공학 

분야에서 여러 가지 방법으로 활용되고 있다.

4. Intein의 활용

Protein splicing, N 또는 C 말단 근처의 펩타이드 결합의 절단 능력을 비롯하

여, 두 개의 단백질 사이에서 일어나는 trans splicing은 생물 공학 분야에서 다양하게 

활용되고 있다. 이들을 간략하게 소개하면 다음과 같다. Intein의 간단한 생명공학적 

활용분야 중 하나는 변성에 대한 내성을 증가시키기 위한 전략 중 하나로 종종 활용되

고 있는 환형화에서 찾아 볼 수 있다. Protein splicing을 이용한 단백질의 환영화는 대

상이 되는 단백질 또는 펩타이드의 N 과 C 말단에 trans intein의 N과 C 부분을 융합

시켜 발현 시키는 것(IC-Protein-IN또는 IN-protein-IC)으로 간단하게 이룰 수 있다

[8, 9]. 또한 미성숙된 단백질(기능이 없는 단백질)이 intein의 분리 후 성숙한 단백질

(기능의 회복)로 전환되는 현상을 이용해, 세포내 독성을 가져 in vivo에서 생산이 어

려운 독성 단백질에 intein을 in-frame fusion 하여 비독성 단백질로 전환해 발현하는 

방법을 통해 과생산하는 공정에도 활용되었다[10]. Protein splicing 과정에서 intein의 

N 과 C 말단에 인접한 펩타이드 결합을 절단하는 특성을 활용해 protease로 이용한 

보고가 있다[11]. 특히 기존의 protease의 경우 인식 서열이 존재하는 영역 근처의 3
차 구조에 영향을 받기 때문에 대상 단백질에 따라 절단 효율 및 특이성에 차이가 나

타나는 것과 달리, intein protease의 경우 대상 단백질이 아닌 intein의 N과 C 영역의 

3차 구조적 상보성에 근거하여 대상 단백질을 절단하기 때문에 비교적 높은 특이성을 

유지할 수 있다는 장점이 있다. 이러한 구조적 상보성과 intein의 N 또는 C 말단만을 

특이적으로 절단할 수 있는 특성은 단백질 분리 정제를 위해 활용되기도 한다. Intein
을 이용한 단백질의 정제 과정은 다음과 같다. Trans intein의 N 또는 C 영역에 

affinity tag (가장 많이 활용되는 예는 Maltose binding domain 또는 Chitin binding 
domain 이다.)을 융합하고, 다른 한쪽에는 대상 단백질을 융합하여 각각을 독립적으로 

발현시킨다. Affinity tag이 융합된 부분을 적절한 column 또는 resin에 결합시킨 뒤, 
대상 단백질을 흘려보내면 trans intein의 N과 C 영역이 상호작용하여 대상 단백질과



의 펩티드 결합이 끊어 단백질을 tag이 없는 형태로 정제 할 수 있다[12]. 이러한 방

법은 정제 후, affinity tag의 분리를 위한 추가적인 과정이 필요 없는 장점을 갖는다.
이 외 intein이 가장 널리 활용되고 있는 분야는 expressed protein ligation 

(EPL)으로, 용어에서 알 수 있듯이 번역과 접힘 과정이 끝난 단백질 또는 펩타이드들

을 결합시키는 분야 이다. EPL은 단백질의 인산화, lipidation, 당화, biotinylation, 
ubiquitination, 동위 원소 표지뿐만 아니라 비자연적인 아미노산 예를 들어 형광이 표

지되거나 화학적으로 변형된 아미노산을 갖는 펩타이드를 접합할 때 이용되고 있다

[13]. 이 기술은 특히 살아있는 세포 표면 또는 세포내 존재하는 단백질을 특이적으로 

표지할 때 유용하게 활용할 수 있다. 그 예로, Chinese hamster ovary (CHO) cell 표
면에 있는 human transferrin receptor를 Ssp GyrB split intein을 이용하여 

5-carboxy-fluorescein으로 형광 표지 한 보고가 있다. 또한 Npu DnaE intein의 C 
영역을 막단백질과 융합하고 enhanced GFP (eGFP)를 N 영역과 융합한 두 단백질을 

대장균에서 동시 발현시킴으로서, eGFP를 transmembrane 또는 GPI-anchored 
protein에 표지를 한 예 등이 있다[14, 15].

5. Intein을 활용한 유전자 회로 부품 개발 동향

기능이 없는 미성숙 단백질을 기능을 갖는 성숙한 단백질로의 전환시키는 

intein을 대상 단백질에 적용하면 유전자 회로의 스위치와 같은 기능을 수행 할 수 있

는 부품을 제작할 수 있을 것이다. 이렇게 제작한 스위치는 전사 인자의 up/down (생
체 회로가 갖는 scout 기능 또는 빠른 반응을 위해 일정 수준 이상 존재해야하기 때문

에 발생하는 특성) 방식의 스위치가 아닌 on/off의 진정한 스위치로의 활용이 가능하

다. 이 목적을 달성하기 위해서는 intein의 protein splicing의 조절이 전제 되어야 한다

(이를 conditional protein splicing; CPS라고 한다). 가장 먼저 시도된 CPS는 Sce 
VMA (Saccharomyces cerevisiae의 large intein)의 DOD domain을 제거하여 제작한 

split intein의 N과 C영역을 rapamycin binding domain인 FKBP12 와 FRB에 각각 융

합함으로써, rapamycin이 존재는 환경에서 protein splicing이 일어나도록 한 것이다 

[16, 17] (그림 4A). 이 기술은 Drosophila melanogaster에 적용하여 세포내 fire fly 
luciferase의 활성을 조절하는데 활용되었다. 앞서의 예가 rapamycin에 의해 protein이 

splicing이 유도되는 것과 반대로, 돌연변이 FKBP12를 이용해 rapamycin이 존재할 때 

protein splicing이 억제되도록 만들거나 [18], FKBP12 와 FRB를 antiparallel 
coiled-coli로 치환하여 이들 간에 상호작용으로 protein splicing이 일어나도록 제작되

기도 하였다 [19]. Trans splicing 뿐만 아니라, cis splicing를 활용하여 하나의 단백

질을 활용한 스위치 역시 제작된 예 가있다. Mtu RecA (Mycobactrium tuberculosis
로부터 유래한 large intein)의 DOD (homing endonuclease domain)을 human 
estrogen receptor의 ligand binding domain으로 치환함으로써 4-hydroxytamoxifen 



(4HT)에 대응해 protein splicing이 일어나도록 제작한 스위치가 있다 [20, 21] (그림 

4B). 이 시스템은 이후에 mammalian cell에서 fluorescent reporter 또는 전사 인자가 

4HT에 의해 기능을 회복하도록 하는데 적용되었다. 뿐만 아니라 estrogen receptor가 

아닌 human hormone receptor β로 치환한 스위치를 β-galactosidase 와 β
-lactamase에 장착해 thyroid hormone의 농도에 따라 각각의 단백질 활성을 회복시킨 

보고 또한 존재한다[22]. 특정 분자에 대한 스위치 외에, 환경 변화를 통한 CPS역시 

보고 되고 있다. 고온성 미생물에서 분리한 intein의 경우 온도에 따라 protein splicing
의 효율이 달라지는데, 이를 이용해 효모와 D. melanogaster에서 온도에 따라 Sce 
VMA intein의 protein splicing을 조절하여 전사인자 Gal4 와 Gal80의 기능을 회복시

킴으로써 두 전사인자의 대상이 되는 유전자의 발현 조절에 이용하였다. 뿐만 아니라 

T7 RNA polymerase에 CPS를 적용하여 온도에 따라 T7 promoter의 downstream에 

위치한 유전자의 발현 양을 조절한 보고도 존재한다[23, 24]. CPS를 전사 인자의 기

능 회복에 적용한 이와 같은 보고는, 전사 단계에서 유전자의 발현을 광범위하게 조절

하는데 intein이 적용된  스위치를 활용할 수 있음을 시사한다. 

그림 4. Conditional protein splicing (CPS). A; cis splicing을 이용한 CPS의 예로 large intein
의 DOD domain을 ligand binding domain으로 치환하여, ligand가 결합하였을 때 유도되는 intien의 

conformational change에 의해 protein splicing이 일어나 두 개로 분리된 단배백질이 기능을 회복함, B; 
trans splicing을 이용한 CPS로 intein의 conformational change를 유도하기보다 N과 C영역의 구조적 상



보성에 의존하여 두 개로 분리된 단백질의 기능을 회복시킴.

온도뿐만 아니라 photodimerization domain을 이용하여 빛으로 혹은 redox 
potential [25] 및 pH [26]의 변화로 protein splicing을 조절한 보고 또한 존재하며, 
이러한 CPS를 기반으로 intein을 biosensor로서의 활용 또한 보고되고 있다. CPS를 이

용한 가장 단순한 형태의 biosensor는 단백질 간의 상호 작용을 확인하는 것 [27]에서

부터 DNA methylation [28], protein localization [29, 30], oxidation state [31]및 

protease activity [32]를 감지하는 것에 이르기까지 다양하게 활용 가능함이 보고되었

다. 
앞서 살펴본 것과 같이 intein의 protein splicing을 이용해 스위치와 biosensor

를 제작한다면, 일반적인 유전자 회로들이 환경 인자들에 반응하기 위해 전사 인자, 이
들에 대응하는 프로모터와 유전자 등의 여러 구성물이 필요한 것과 달리, 하나의 또는 

두 개의 단백질로 유전자 회로의 기능을 대체할 수 있을 것으로 생각된다. 

6. 고찰

합성 생물학의 기술이 과거 유용 단백질의 대량 생산이나 환경인자의 감지 등

의 일차원적인 목표를 구현하는 것이 아니라, 사용자가 원하는 보다 복잡한 목적을 달

성하기 위한 인공 세포 혹은 스마트 세포를 제작을 목표로 발전해 가고 있다. 그럼에

도 불구하고 현재까지 제작한 대부분의 유전자 회로들이 실질적 활용된 예는 극히 드

물다. 이는 생물학적 부품이 여타의 공학(전기, 전자, 화학 등)에서 활용되는 것과 달

리 부품의 조합 결과를 분명하게 예측하기 어렵기 때문이라 생각된다. 이를 극복하기 

위한 생물학적 부품의 독립성과 조작성을 확보를 위해 많은 연구자들이 노력하고 있

다. 그러나 유전자 회로 또는 이들의 유기적인 연결과 논리 연산을 위한 논리 회로를 

위한 부품 개발이 전사 인자를 활용하는 것에 집중 되고 있다. 이러한 상황에서 앞서 

살펴본 것과 같이 다양한 활용성과 더불어 하나 또는 두 개의 단백질로 스위치와 

biosensor 기능의 수행이 가능한 intein은 유전자 회로의 부품 개발에 있어 매우 매력

적인 scaffold가 될 것이라 생각된다.
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