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1991년 故 J. E. Bailey 박사가 대사공학의 개념을 정립한 이래 대사

공학은 각종 실험적 기법의 결합과 함께 진화하여 왔고, 유전체, 전사체, 단
백체, 대사체, 가상세포 시뮬레이션 등 다양한 오믹스 기법들의 발달은 기존 

대사공학의 개념을 뛰어넘어 세포 전체의 관점에서 접근하는 시스템 대사공

학으로 발전하였다. 대사공학으로 만들어진 각종 산업용 미생물 균주들은 식

품, 바이오연료, 바이오플라스틱 등 이미 우리 실생활에 널리 이용되고 있다. 
그러나 이러한 미생물 기반 화합물 생산 공정이 기존의 원유 기반 생산 공

정을 대체하기 위해서는 보다 효율적인 대사경로 및 효소의 발굴 등을 통하

여 균주의 생산성을 더욱 증가시켜야 한다 (Lee et al., 2012). 또한, 목표 화

합물 또는 바이오매스의 화학적 가수분해 과정에서 발생하는 독성 물질에 

대한 내성 등 단일 유전자 조작만으로는 개선하기 어려운 복합적인 형질들

이 균주 개량에 필요한 시간을 더욱 소요시키는 주요한 원인으로 자리잡고 

있다. 이러한 한계를 극복하기 위해서는 기존 자연계에서는 존재하지 않는 

새로운 기작을 만들어 활용하거나, 자연계에 존재하는 기작을 우리가 원하는 

방향으로 새롭게 재설계하는 합성생물학적인 기법의 도입 필요성이 대두되

고 있다. 본 글에서는 최근 박테리아에서의 small regulatory RNA(sRNA)를 이

용한 유전자 발현 조절 관련 연구의 동향과 이의 대사공학적 응용에 대하여 

소개하고자 한다.
우리가 원하는 물질을 고수율, 고농도로 생산하기 위해서는 불필요한 

부산물의 생성에 관여하는 대사경로를 결실 또는 불활성화시키고, 목적 화합

물 생합성 경로의 유전자를 증폭하는 것이 전형적인 방법일 것이다. 지금까

지 미생물에서의 유전자 결실은 물리․화학적 돌연변이, 또는 전위요소

(transposable element)를 도입하여 다양한 변이주를 만들고 여기에서 원하는 

형질의 돌연변이주를 스크리닝하거나, 상동 재조합(homologous recombination) 
등을 이용함으로써 목적 유전자만을 표적으로 하여 변이를 주는 방법 등이 

주로 이용되어 왔다. 최근에는 게놈(genome)의 여러 목표 부위들을 변이시킬 

수 있도록 single-stranded oligonucleotide 라이브러리를 구축하고, 이를 이용하

여 우리가 원하는 형질을 갖는 변이주들을 제작하는 방법들이 보고된 바 있



다(Wang et al., 2009; Warner et al. 2010).
그러나 세포 전체의 대사 및 생리적 특성을 고려하지 못한 유전자 조

작은 세포의 대사 균형을 무너뜨려 부작용을 야기할 수 있다. 대표적인 예

로, 대장균 K12 균주의 아세트산 형성을 들 수 있다. 대장균에서 아세트산의 

생성은 크게 피루브산 산화 효소(pyruvate oxidase)를 거치는 경로와 아세틸 

CoA로부터 인산:아세트산 전달 효소(phosphate acetyltransferase)와 아세트산 

인산화 효소(acetate kinase)의 2단계 과정으로 생성되는 경로가 알려져 있다.
이론적으로는 이 두 경로의 생합성 유전자 결실을 통하여 아세트산의 형성

을 막을 수 있으며, 실제로도 그러한 보고가 있으나(Trinh et al., 2008), 탄소

원, 목적 화합물, 발효 조건 및 모균주에 따라서 피루브산의 축적 또는 생장

의 저해를 야기하기도 하며, 두 경로를 모두 불활성화시켜도 여전히 미량의 

아세트산이 생성되는 결과가 발생하기도 한다(Causey et al. 2004). 이러한 경

우에 대해서는 관련 유전자를 완전히 결실시키는 방법보다는, 생장기에 따라 

선택적으로 아세트산 생합성 유전자 발현량을 조절하거나, 세포의 생장에 필

요한 최소한의 양만 발현하게끔 조절하는 것이 더 바람직한 접근 방법이 될 

수 있을 것이다. 
이러한 방법론 중의 하나가 유전자 침묵(gene silencing)이며, 진핵생물

에서 RNA interference가 보고된 이래, 순수과학 및 공학 분야에서 small 
interfering RNA(siRNA; 그림 1A)와 microRNA 등의 non-coding RNA를 이용한 

연구가 폭넓게 이루어지고 있으며, 부분적으로 그 기작도 규명되어있

다.(Sablock et al., 2011). 따라서 본 글에서는 진핵생물에 비해 상대적으로 덜 

알려진 원핵생물, 그 중에서도 박테리아의 small RNA(sRNA) 관련 연구에 관

해 소개하고 이를 유전자 조작 도구로 활용한 사례에 대해 소개하고자 한다. 
박테리아의 경우, 약 30년 전, 대장균에서 ompF의 발현량을 조절하는 

micF RNA가 발견된 이후로 이미 antisense RNA(asRNA)를 유전공학적으로 

사용하려던 시도가 많이 이루어졌으며, 이를 대사공학적인 도구로 활용한 예

로는 유전자 조작이 어려운 것으로 알려진 부탄올 생산 미생물인 Clostridium 
acetobutylicum에서 사용한 경우가 대표적이다(Desai and Papoutsakis, 1999). 근
래에는 목표 유전자의 mRNA의 2차 구조를 분석하여 단일 가닥이 노출된 부

분을 결합 부위로 삼아 in vitro 실험으로 20 base 길이의 asRNA를 첨가하여 

그 효과를 확인한 연구가 있으며(Shao et al., 2006), in vivo에서 asRNA의 다

양한 구조를 테스트하여 asRNA가 stem을 형성하면서 목표 mRNA와 결합하

는 부위가 loop 형태로 노출될 때 발현 억제 효율이 가장 높았다는 연구가 

보고된 바 있다(Nakashima et al., 2006; Nakashima et al., 2009). 그러나 실질



적으로 이들 방법론을 통한 발현량의 감소 효율이 60-70%에 불과하다는 점

에서 유전자 결실에 근접하는 발현량 감소로 보기에는 어려우며, 발현 감소

량을 정밀하게 조절하는 도구로 활용하는 데에도 한계가 있다.

그림 1. (A) 진핵생물에서의 dsRNA에 의한 RNA interference의 모식도 (B) 대
장균의 Hfq와 sRNA의 상호작용에 의한 유전자 발현 억제 과정의 모식도. 
sRNA와 Hfq 단백질이 결합하여 sRNA가 안정화되고 antisense 부위가 mRNA
에 결합하여 번역 개시 억제, mRNA 절단, 또는 전사의 조기 억제를 유발한

다.

최근의 연구 결과에 따르면 기존에 asRNA로 알려졌던 sRNA가 단독

으로 유전자 발현을 저해하는 것이 아니라 단백질과의 상호작용을 통하여서

도 이루어진다는 것이 밝혀졌다. 또한, 박테리아에서의 sRNA 수가 우리가 

이제까지 생각했던 것보다 더욱 많이 존재하며, 유전자 발현을 증가시키거나 

감소시킨다는 점에서  이들이 생리학적으로 중요한 역할을 한다는 것을 알 

수 있다(Storz et al., 2011). 대장균 및 이와 가까운 그람 음성균에서는 

RNA chaperone으로 알려져 있는 Hfq가 sRNA와 상호작용을 함으로써 유전자 



발현 조절이 일어난다고 알려져 있다 (그림 1B). 아직까지 Hfq와 sRNA가 유

전자 발현 조절에 관여하는 기작은 정확하게 알려져 있지 않으나, 크게 (1) 
Hfq hexamer와 sRNA가 결합하여 sRNA를 RNase의 분해로부터 보호하거나 

(2) Hfq hexamer 자체가 mRNA와 결합하여 mRNA의 분해를 촉진하는 기작

이 존재하는 것으로 생각된다(Vogel and Luisi, 2011). 전자의 경우에 대해서

는 sRNA의 서열에 따라 ribosome binding site(RBS)에 직접 결합하여 표적 

mRNA의 번역 개시를 저해하거나, double-stranded RNA-specific nuclease에 의

한 분해 촉진, mRNA 전사의 조기 종결 등을 일으킴으로써 발현량을 감소시

키는 것으로 추정하고 있다. 유전자 증폭의 경우에는 mRNA의 5’-UTR에 존

재하는 anti-RBS 부위에 결합하여 RBS를 노출시킴으로써 번역을 촉진하는 

경우가 알려져 있다(Vogel and Luisi, 2011). 
이러한 sRNA 기작을 공학적으로 이용한 사례로, 대장균의 Spot42 

scaffold의 표적 결합 부위를 목표 유전자에 맞게 변이시킴으로써 ompF와 

fliC의 발현 억제에 응용한 연구가 최근 소개된 바 있다(Shamar et al., 2012). 
본 연구진에서도 이미 이러한 가능성에 주목하고, 기존의 Hfq-dependent 
sRNA scaffold를 목표 유전자에 맞게 재설계하여 성공적으로 목표 유전자 발

현량 감소에 성공하였다. 이를 high-throughput 유전자 결실 목표 유전자 탐색

에 응용하는 연구를 수행하여 유용 화학 물질인 L-타이로신과 나일론의 원

료인 카다베린(cadaverine)의 고농도 생산 균주 제작에 성공하였으며, 그 결과

의 중요성과 우수성을 인정받아 Nature Biotechnology (Na et al., 2013) 및 

Nature Protocols (Yu et al., 2013)에 게재하였다 (그림 2). 



그림 2. 인공 sRNA 라이브러리를 이용한 대사공학 연구의 모식도.

Bacillus, Corynebacterium, Streptomyces 등의 그람 양성균에서도 일부 

sRNA가 밝혀져 학계에 보고되어 있으며, Clostridium 등의 비교적 원시적인 

미생물에서도 sRNA가 존재한다는 것이 보고되었다는 점을 고려하면(Chen et 
al., 2011), sRNA에 의한 유전자 발현 조절은 거의 모든 박테리아에서 존재할 

것으로 판단된다. 그러나 그람 양성균의 경우 대장균과 달리 목표 유전자 번

역의 저해를 통한 조절이 아닌 mRNA의 2차 구조를 제거하는 것을 도와 번

역을 촉진시켜 주는 형태의 기작을 가진 것이 상당수이며, Hfq homolog가 존

재하지 않거나 있더라도 그 역할에 대해서는 아직 정확히 알려진 바가 없었

다. 그러나 최근의 연구에서 그람 양성균인 Listeria monocytogenes에서도 Hfq
의 영향을 받는 sRNA들이 존재하여 스트레스 내성과 병원성의 조절에 관여

한다는 것이 밝혀졌으며 (Christiansen et al., 2006; Nielsen et al., 2009), 최근 

transcriptome 분석에 사용되는 RNA sequencing 등의 기술을 이용하면 게놈상

의 small RNA 코딩 부위 파악이 가능하므로, 그람 양성균의 sRNA 연구 또

한 더욱 활발해질 것으로 기대한다. 다양한 종류의 sRNA들의 작용 기전이 



규명된다면, 이를 우리가 원하는 표적 유전자에 특이적으로 작용하도록 새롭

게 재설계함으로써 대사공학의 새로운 도구로 이용가능할 것이다. 특히, 산
업 분야에서 많이 사용되는 미생물은 대장균에서 사용되는 다양한 유전자 

조작 기술이나 high-throughput 기술을 적용하지 못하는 경우가 많으나, 인공 

sRNA의 도입은 sRNA를 발현할 벡터만 도입하면 충분히 가능하므로 산업용 

균주 개발에 있어서도 그 응용 가치가 무궁무진할 것이다. 또한 이러한 도구

를 합성 유전자 회로와 연계함으로써 세포의 외부 환경에 따라 특정 유전자

들의 발현량 증폭 또는 감소를 유도함으로써 대사의 강건성(robustness)이 향

상된 균주의 개발에도 활용할 수 있을 것이다.
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