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유전체 교정을 위한 유전자가위
(engineered nuclease)의 개발과 활용

서론

인간 유전체 프로젝트(Human Genome Project, HGP)에

의한인간의게놈지도규명과더불어발전한차세대염기서열

분석방법은인간을비롯한미생물, 동식물의방대한유전정보

를 빠르고 정확하게 규명하는데 널리 활용되고 있다. 그 결과

기능이밝혀지지않은수많은유전자들의염기서열은물론이고

개인들 사이의 단일염기변이(Single nucleotide polymor-

phism, SNP)와 특정 염기서열의 삽입(Insertion), 결실

(Deletion), 중복(Duplication), 역위(Inversion), 그리고 전좌

(Translocation) 등과 같은구조적변이가무수히발견됨으로

써이러한각개체별염기서열의변이가왜발생하고그로인

해특정질병및형질발현에어떠한 향을주는지에대한새

로운의문이제기되었다. 또한인간유전체에있어30억쌍의

DNA 염기서열을분석한결과, 전체유전체의약2%에해당하

는약20,000여개정도의유전자가단백질로발현될수있고,

나머지약 98% 유전체는 non-coding DNA로서그대부분의

역할과기능은미지의 역으로남아있다. 

이들유전정보의기능과역할을규명할수있는가장최선의

방법은유전체에서이들각각을제거하고그결과를관찰하는

것이다. 이를 위해 상동재조합(Homologous recombination)

을 통한 유전자 녹아웃(Knock-out) 방법(Capecchi 2005)과

RNAi를 이용한 유전자 녹다운(Knock-down) 방법

(McManus and Sharp 2002)이 주로 사용되어 왔으나, 녹아

웃방법은gene targeting vector를제작해야하는번거로움,

백만분의일에불과한극히낮은상동재조합효율, 그리고동물

실험에 있어 배아줄기세포가 필요하다는 제약으로 인해 널리

활용되지못하고있다. siRNA는저렴한비용으로빠르고쉽

게유전자의발현을억제할수있는방법이나표적이외의수백

개off-target 유전자발현도함께억제하는문제가있고, 표적

유전자의발현을완전히차단하지못한다는단점이있다. 

최근새로운생명공학기술로큰주목을받고있는유전자가

위(Engineered nuclease)를 이용한유전체재설계기법은인

간을포함한모든동물, 식물의유전정보를연구자가원하는데

로교정, 편집하는데널리활용될수있다. 이에본논단에서는

유전자가위의작용기작과서로다른유전자가위들을비교설명

한후, 이들이생명과학연구에어떻게활용되어왔으며앞으로

어떤응용가능성이있는지에대해서살펴보고자한다.
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유전자가위(Engineered nuclease)의작용기작

인공제한효소(Engineered nuclease)를의미하는유전자가

위는 18~40개로 구성된 염기서열을 특이적으로 인식하여

DNA 두가닥을절단하도록고안된효소이다. 유전자가위를이

용하면동식물세포내에존재하는특정유전자에이중나선손

상(Double strand break)을도입할수있다. 모든세포에는이

를효과적으로복구하는두가지수선체계가존재하는데, 그하

나는 비상동재접합(Non-homologous end joining, NHEJ)

이고, 다른 하나는 상동재조합(Homologous recombination,

HR)이다(그림1B). 비상동재접합은절단부위를그대로이어주

는효과적인복구시스템이지만이과정에서종종몇개의염기

쌍이삽입또는제거(Small insertion and deletion; indel)된

다. 이를이용하면유전자가위를도입한세포에서1~90%의높

은비율로돌연변이를유도할수있다. 즉특정유전자의단백

질암호화서열(protein coding sequence)에 frameshift를야

기하여 그 유전자의 기능이 녹아웃된 세포주나 동·식물체를

제작할수있다(Santiago et al. 2008). 또한두쌍의유전자가

위를 동시에 세포 내로 도입하여 두 군데의 DNA를 절단하면

수천~수백만 단위의 DNA 단편(DNA fragment)이 만들어지

고이들이다시수선되는과정에서중복, 결실, 역위, 전좌등의

구조적변이가발생하는데, 이를통해특정유전체를원하는데

로편집하여재배열할수있다(Brunet et al. 2009; Lee et al.

2010; Lee et al. 2012). 

상동재조합은 비상동재접합과는 달리 indel을 수반하지 않

는 정교한 DNA 수선체계이다. 일반적으로 절단된 이중나선

DNA의 수선은 다른 한쪽의 염색분체(Chromatid)와 같이 동

일한염기서열을가진DNA 부위를주형으로하여그유전정보

를복사하여절단된부분을복구하는것으로염기서열의삽입

이나제거등과같은에러가발생하지않는다(error-free DSB

repair mechanism). 이러한원리를이용하여절단된DNA 주

변과동일한염기서열(homologues arm)을포함하는 target-

ing vector를 유전자가위와함께세포에도입하면, 원하는위

치에서손쉽게특정유전자의발현을유도또는제어할수있

어녹인(Knock-in)된세포주나동·식물체를제작할수있다.

targeting vector 대신에 50mer에서 120mer에 해당하는

single-strand oligonucleotide

를주형으로사용하여SNP 등을

도입하는 방법도 개발되었다

(Chen et al. 2011).

지난 20여 년에 걸쳐 유전자

가위는 특정 DNA 염기서열을

인식하고자르는방식에따라아

래와 같이 zinc finger nucle-

ase(ZFN), Transcription acti-

vator-like effector nucle-

ase(TALEN), 그 리 고

CRISPR/Cas-derived RNA-

guided endonuclease(RGEN)

의세형태로각각개발되었다.
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그림 1. 유전자가위와 유전자 변이의 원리
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유전자가위의종류

ZFN:가장먼저제작된유전자가위로서특정DNA 염기서열

을인식하여결합할수있는Zinc finger protein과DNA를절

단할수있는FokI restriction endonuclease 도메인으로구성

된다(Kim et al. 1996; Bibikova et al. 2003). FokI은Type II

제한효소의하나로대부분의다른제한효소들과는달리DNA와

결합하는부위와 DNA를자르는효소부위가별개의도메인으

로구성되어있다. ZFN은FokI의DNA 결합부위를zinc fin-

ger protein으로 교체한 것이다. Zinc finger protein은 각각

3bp DNA를독립적으로인식하는 zinc finger들몇개를나란

히연결하여만든다. 유전자적중(gene targeting)을위한ZFN

은최소3개에서최대6개의zinc finger들로구성된zinc fin-

ger protein이 9~18bp DNA를인식할수있도록고안된것이

다. FokI nuclease domain 자체는DNA를인식하거나자르지

못하고반드시 DNA 상에서이합체(dimer)를 이루어야작용하

기때문에ZFN의표적염기서열은각각의monomer가인식하

는9~18bp의염기서열이5~6bp 간격을두고반대방향으로배

치된형태이다. FokI nuclease는zinc finger protein이결합하

지않는이간격(spacer라고함) 부위에작용하여DNA를자른

다. 그 결과 ZFN은 18~36bp의 염기서열을 인식하여 DNA를

자르기때문에유전체내에서매우특이적으로결합하여작동하

게된다. 

ZFN을빠르고손쉽게제작하기위해지난20여년동안다양

한 방법이 개발 되어왔다(Kim et al. 2009; Gonzalez et al.

2010; Kim et al. 2011; Bhakta et al. 2013). 가장많이사용하

는방법은조립식재조합방법이다. 즉 DNA 3bp 염기서열 64

개 각각을 특이적으로 인식하는 최대 64개의 zinc finger

domain을미리선별하여직렬로연결함으로써타켓유전자염

기서열에결합할수있는DNA binding domain을단기간에제

작할 수 있는 방법이 개발되었다. 또한 Zinc finger protein

library로부터 특정 염기서열에 결합력이 강한 Zinc finger

protein 만을 선별하여 ZFN 제작에 이용하는 Oligomerized

Pool Engineering(OPEN) 방법(Maeder et al. 2008)이고안되

었다. 미국 생명공학회사 Sangamo Biosciences, Inc.는 개선

된 조립식 방법으로 ZFN을 만들어 유전자/세포치료제 개발에

활용하고 있다. 대표적으로 미국 FDA의 승인 하에 환자의 T

cell에서 ZFN을 이용해 HIV co-receptor인 CCR5 유전자를

제거함으로써 AIDS를 치료하는 임상시험이 진행 중에 있다.

Sigma-Alrich는 Sangmo가개발한 ZFN 제조방법을라이선

스받아연구자들에게ZFN을맞춤제작해공급하고있다.

TALEN: ZFN과 마찬가지로 TALEN은 DNA binding

domain과FokI nuclease domain로구성된다. DNA-binding

domain으로 이용되는 transcription activator-like effec-

tor(TALE) protein은식물병원균의일종인Xanthomonas 에

서 유래한 것이다. Xanthomonas가 숙주 세포에 투여하는

TALE은전사인자로작용하여숙주세포의특정유전자프로모

터부위에특이적으로결합하여그유전자의발현을조절한다.

TALE DNA-binding domain은 zinc finger protein과 유사

하게조립식으로DNA 염기서열을인식한다. 다만 3bp를인식

하는zinc finger와는달리33~35개의아미노산잔기로구성된

TALE domain은 하나의 단위가 하나의 염기를 인식한다.

TALE의 특이성은 repeat-variable di-residues(RVDs)로 알

려진 12번째와 13번째아미노산잔기에의해결정된다(Boch et

al. 2009; Moscou and Bogdanove 2009). 즉 RVD가 NG일

때는“T”, NI는“A”, HD는“C”, 그리고NN, HN, NK는“G”염

기를인식할수있다. 따라서기본적으로4개의TALE module

만 있으면 어떤 DNA 염기서열에 대해서도 결합할 수 있는

TALE의 제작이 가능하다. ZFN과 마찬가지로 TALEN 역시

dimer로 작용하는데보통하나의 monomer가 14~20bp를 인

식할수있도록설계한다. 이때표적염기서열은“T”로시작하

는 것이 바람직하고 spacer의 길이는 12~19bp가 되어야 한다

(Miller et al. 2011; Reyon et al. 2012; Joung and Sander

2013; Kim et al. 2013). 하나의module이 3개염기를인식하

는 zinc finger와 다르게 TALE을구성하는 RVD 각각은단지

하나의염기만을인식함으로써매우단순화되었다는장점이있

으나특정유전자에변이를도입하기위해 14~20개의 RVD를

연결하는 작업은 그리 간단하지 않으며 여러 단계의 sub-

cloning 과정이 필요하다. 이러한 단점을 극복하기 위해
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Golden Gate cloning(Cermak et al. 2011), High-through-

put solid-phase assembly(Briggs et al. 2012; Reyon et al.

2012), Ligation-independent cloning 방법(Schmid-Burgk

et al. 2013) 등이 개발되었다. 우리는 Golden Gate cloning

방법을더욱개선하여PCR 증폭없이단한번의 subcloning

으로TALEN plasmid를합성하는방법을개발하 고이를이

용해 18,740개의인간 protein-coding 유전자에각각에대해

특이적으로 작용하는 TALEN library를 구축하 다(Kim et

al. 2013). 이는현재까지한생명체의모든유전자에대해만들

어진 유일한 TALEN library로서 개별 유전자의 기능연구,

genome-scale knockout screen 등에 활용될 수 있다.

TALEN은생쥐를비롯해(Sung et al. 2013) 다양한동·식물

체에서성공적으로활용되고있고기존ZFN에비해유전자적

중효율, 타겟유전자에대한 specificity, 그리고제작을위한

생산성측면에서좀더진보한유전자가위라고할수있다. 연

구자들에게TALEN을제작판매하는회사들로는미국의Life

Technologies, Inc. 프랑스의 Cellectis, 한국의 ㈜툴젠

(ToolGen, Inc.) 등이있다. 

RGEN: RNA-guided endonuclease(RGEN)은 가장 최근

에 개발된 제3세대 유전자가위로서 ZFN, TALEN과는 달리

RNA에의해DNA 염기서열특이성이유도된다. RGEN은고

세균과 세균에 광범위하게 존재하는 Type II CRISPR/Cas

system에서 유래한 것이다. 미생물에 plasmid DNA, phage

와같은외부DNA가침입하게되면, 이에대한방어기작으로

세포는외부DNA의일부조각을자신의유전체에차곡차곡삽

입하게된다. 그결과반복된서열사이에외부DNA에해당하

는작은spacer sequence들이수십, 수백개존재하는cluster

가 형성되는 데 이를 Clusters of Regularly Interspaced

Palindromic Repeat(CRISPR)라고한다. CRISPR locus로부

터긴RNA가전사된후 processing 되어 spacer에해당하는

염기서열을 갖는 CRISPR RNA(crRNA)와 sequence-

invariant trans-activating crRNA (tracrRNA)가 만들어진

다. 이들RNA는Cas9(CRISPR-associated protein 9)이라는

단백질과 결합하여 염기서열 특이적인 endonuclease를 형성

한다. 외부에서 crRNA sequence가 일치하는 서열을 갖는

phage, plasmid가 재차 침입하면 crRNA/tracrRNA/Cas9

complex는 이를 특이적으로 절단하여 제거한다. 이처럼

CRISPR/Cas system은외부에서침입한DNA를기억해두었

다가 다시 같은 DNA가 침투하면 이를 제거하는 adaptive

immunity라고볼수있다. 반면제한효소는그특이성이정해

져있어innate immunity라고볼수있다.  

RGEN은 genome editing에 사용되는인공효소를의미하

는것으로표적유전자에해당하는crRNA와tracrRNA, Cas9

단백질로 구성된다. crRNA와 tracrRNA의 필수적인 부분을

연결하여 single guide RNA(sgRNA)를 만들어 사용할 수도

있다. Streptococcus pyogenes 에서 유래한 Cas9은 crRNA

의 spacer에 해당하는 20-bp 염기서열 바로 뒤에 존재하

protospacer adjacent motif (PAM) 염기서열을인식하여그

로부터 3 bp 앞을절단함으로써침입한외래DNA 를제거하

게된다(Jinek et al. 2012). PAM은Cas9이유래한세균에따

라다르게되는데S. pyogenes에서유래한Cas9은5、-NGG-

3、를 인식한다. 이러한 원리에 의해서 제작되는 RGEN은

Cas9 유전자가 발현될 수 있는 plasmid DNA와 crRNA와

tracrRNA가 따로 발현하거나 하나로 융합된 sgRNA를 U6

promotor 하에서발현되도록하는 plasmid로 이루어져있다

(Cho et al. 2013a; Cong et al. 2013; Jinek et al. 2013; Mali

et al. 2013b). 또한우리는 sgRNA를 in vitro transcription

해서만들고대장균에서발현하여정제한 Cas9과 complex를

만든후동물수정란에주입하여돌연변이개체를만드는방법

을개발하 다(Cho et al. 2013b; Cho et al. 2013c). Plasmid

를사용하는방법에비해Cas9 protein, in vitro transcribed

sgRNA를 사용하면 transcription, translation 과정이 생략

되기때문에보다빠른시간내에돌연변이가유도되고단시간

동안에만 유전체가 RGEN에 노출되기 때문에 off-target

effect가줄어드는경향이있다. 또한시스템에따라promot-

er, codon 최적화를 해야 할 필요가 없다는 장점도 있다.

RGEN의가장큰장점은ZFN이나TALEN 처럼DNA-bind-

ing domain을 매번새로만들필요가없이 RNA만교체하여

손쉽게활용할수있다는데에있다. 지난 1월, 본연구진을포



함한 6개 연구진이 동시에 RGEN을 소개한 이후(Cho et al.

2013a; Cong et al. 2013; Hwang et al. 2013; Jiang et al.

2013; Jinek et al. 2013; Mali et al. 2013b), 수개월만에인

간배아줄기세포 비롯하여 mouse, zebrafish, drosophila, c.

elegans, rice, Arabidopsis에 이르기까지다양한시스템에서

원하는유전자를제거하거나외부유전자를원하는위치에삽

입할수있음이입증되었다.  RGEN을만드는데필요한plas-

mid들은 Addgene, System Biosciences, Inc에서 구매하여

연구자가직접 제작할 수 있다. ㈜툴젠은 recombinant Cas9

protein, 연구자가 원하는 유전자를 녹아웃 하기에 최적화한

sgRNA와이를지정하는plasmid를제공한다.   

유전자가위의문제점과개선방법

Off-target effect:유전자가위는원하는DNA 염기서열뿐

만아니라이와유사한염기서열을지닌위치에작동함으로써

예상했던곳과전혀다른위치에유전자변이를유발하기도한

다(Bibikova et al. 2002; Olsen et al. 2009). 이는유전자가

위에의해서유도된DSB foci (genotoxicity assay)와유전자

가위작동후 cell survival rate (cytotoxicity assay)을 관찰

함으로써 측정이 가능하다(Cornu et al. 2008). Off-target

effect는낮은DNA binding specificity로인해타겟염기서열

과비슷한염기서열을구분하지못하기때문으로, ZFN에의한

cytotoxicity의 주된원인이되기도한다. 이를제어하기위해

DNA binding affinity, 세포내에서발현정도, 그리고유전체

내에존재하는유사염기서열과최소한3bp 이상차이를보이

는타겟염기서열선정등이고려되어야한다(Pattanayak et

al. 2011). TALEN은ZFN에비해낮은off-target effect와적

은cell toxicity 가보고되었는데이는TALE protein이DNA

를 인식하는 방식이 ZFN과 다르기 때문이다(Moscou and

Bogdanove 2009; Morbitzer et al. 2010). Dimer로만 작용

하는ZFN, TALEN과는달리RGEN은monomer로작동하기

때문에off-target effect가더욱문제될수있다. 최근연구결

과에의하면RGEN은23-bp 염기서열에서최대5개의염기가

다른off-target에서도변이를일으켰다(Fu et al. 2013; Hsu

et al. 2013). 본연구진은최근sgRNA를개선하여off-target

effect를현저히줄일수있음을증명하 다(Cho et al. 2013c)

Nickase:유전자가위에의해발생하는off-target muta-

tion을제어하기위한한방법으로DNA 두가닥중한쪽가닥

만절단하여 Single-strand break(SSB) 또는 nick을 일으키

는방법이고안되었다. Dimer로작동하는ZFN의경우에는한

쪽monomer의FokI domain 을불활성화시켜ZF nickase를

만들수있다. DSB는 주로비상동재접합기전에의해수선이

되는데, 이과정동안에발생하는에러로인해절단된DNA 부

위에 small indel이 야기되어 유전자 변이가 발생한다. ZF

nickase는ZFN과는달리비상동재접합을일으키지않아off-

target site에변이를도입하지않으면서상동재조합에의해표

적장소에유전자교정을유도할수있다(Kim et al. 2012). 그

러나nickase는DSB를생성하는nuclease에비해전반적으로

돌연변이 효율이 낮은 문제가 있다. RGEN의 경우에는 Cas9

단백질 내부에 존재하는 active site 두 곳이 각각 서로 다른

5 분 자 세 포 생 물 학 뉴 스 레 터

표 1. ZFN, TALEN과 RGEN의 비교분석

ZFN TALEN

Protein-DNA interaction

TALE-FokI fusion

High and variable

moderate

No limitation

Yes

2 X 14~20 bp+ spacer (12~19 bp)

Plant pathogen

RGEN

Protein-DNA interaction

Zinc finger-FokI 

Low and variable

severe

Guanine-rich

Yes

2 X 9~18 bp+ spacer (5~6 bp)

Eukaryotes (zinc finger)

DNA recognition

Components

Efficiency

Off-target effects

Targetable site

Work in pair/dimer

Target DNA length

Origen of discovery

Watson-Crick base pairing

Guided RNA and Cas9

High and variable

Severe?

PAM (NGG) recognition

No

~23 bp

prokaryotes
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DNA 가닥을자르게되는데이중한active site을불활성화시

키면nickase가만들어진다. Nickase 두개를사용하여DNA

두가닥각각에nick을유도하여높은효율로돌연변이를도입

하는방법도개발되었다(Kim et al. 2012; Cho et al. 2013c;

Mali et al. 2013a; Ran et al. 2013)

유전자가위의활용

유전학 연구: 유전자가위는특정유정자의정확한위치를타

겟함으로써model organism, cell line에서유전자변이를유

도하여그기능을연구하는데사용된다.  즉모델동물로널리

활용되는 zebrafish(Doyon et al. 2008; Meng et al. 2008;

Sander et al. 2011), rat, mouse (Geurts et al. 2009;

Tesson et al. 2011; Sung et al. 2013), Drosaphila(Bibikova

et al. 2002; Bibikova et al. 2003), C. elegans(Morton et

al. 2006) 등에서유전자가위를이용한녹아웃동물이생산되

었다. 최근에는monarch butterfly(Merlin et al. 2013), 귀뚜

라미, 개구리(Young et al. 2011), 모기와같이전통적으로모

델동물로사용되지않았던동물들에서도유전자가위가사용되

고 있다. 또한 유전자의 원하는 위치에 외래 유전자가 삽입된

개체를만들기위해수정란에TALEN mRNA와더불어single

strand oligonucleotides(Bedell et al. 2012) 또는 donor

plasmid(Zu et al. 2013)를동시에미세주입하여loxP가특정

그림 2. 유전자가위 기술이 적용된 생물



위치에삽입된 zebrafish를 만든사례도발표되었다. 식물에

서도 ZFN과 TALEN을 사용하여 Arabidopsis(Zhang et al.

2010)와여러농작물에서특정질병(Li et al. 2012) 및제초제

에저항성(Shukla et al. 2009; Townsend et al. 2009)을지

닌개체가만들어졌으며, RGEN에의해서도식물세포에서유

전적 변이를 일으킬 수 있다는 사실이 최근 보고되었다(Li et

al. 2013; Nekrasov et al. 2013; Shan et al. 2013). 이처럼

다양한생명체에서유전자가위를이용하여유전형질이변화된

새로운개체모델을만들려는시도는지속적으로증가하고있

으며, 이를 통해 유전자의 기능을 규명하고 이에 따른 새로운

이론을정립함으로써생명과학의발전을도모할수있을것으

로기대된다. 

생명공학: 유전자가위 기술은 돼지, 소 등과 같은 가축에도

활용되고있다(Hauschild et al. 2011; Carlson et al. 2012).

예를들어돼지의장기와세포를사람에이식할때초급성거부

반응을 일으키는 glycoantigen을 제거하기 위해 돼지 유전자

GGTA1, CMAH 등이녹아웃된돼지를생산한사례가보고되

었다(Hauschild et al. 2011; Kwon et al. 2013). 또한우유에

존재하는 대표적 단백질 allegen인 beta-lactoglobulin의 생

성을억제하기위해서젖소의BLG 유전자를녹아웃하려는시

도도보고되었다(Yu et al. 2011). 또한항체와같은단백질약

제를생산하기위해사용되는 CHO cell의 유전자를녹아웃하

거나교정하여약효를높이거나생산성을높이려는연구가활

발히진행되고있다.

Therapeutic application: 유전자가위는 질병의 근본적

인원인을정확하게교정하여치료한다는점에서치료용유전

자를무작위적으로도입하는기존유전자치료방식에비해진

일보한기술이라고할수있다. 지난수년동안, 유전자가위를

이용해 X-linked servere combined immune deficiency

(SKID) (Urnov et al. 2005), hemophilia B(Li et al. 2011),

hemophilia A(Lee et al. 2012), sickle-cell disease(Zou et

al. 2011), α1-anti-trypsin deficiency(Yusa et al. 2011) 등

다양한 유전질환의 변이를 교정한 사례가 보고 되었고, 특히

parkinson’s diease의 경우환자에서세포를채취후건립된

iPS cell에서 유전자 교정을 유도하는데 성공하 다(Soldner

et al. 2011). 유전자가위는유전질환이외에도AIDS와같은감

염성질환에도활용되고있다. 즉질병발생의원인이되는유

전자를제거함으로써치료에활용하는것이다. AIDS는 그원

인 바이러스인 HIV가 co-receptor인 C-C chemokine

receptor type 5(CCR5)를 통해 T-cell에 들어가 면역작용을

파괴하여초래되는질병으로, 자연적으로CCR5에변이가생긴

사람들은AIDS에걸리지않는다는사실이잘알려져있다. 이

에 착안하여 Sangamo Biosciences, Inc.는 인간의 primary

T-cell(Perez et al. 2008)과 hematopoietic stem/progeni-

tor cell (Holt et al. 2010)에서ZFN을이용해CCR5 유전자를

녹아웃할수있음을보 고, 현재미국에서이방법을이용한

임상시험이진행중이다. 또한 ZFN을사용하여CCR5 위치에

anti-HIV restriction factor를 삽입하 을때HIV의 R5-와

X4-tropic strain의감염을거의완벽히차단함을볼수있었

다(Voit et al. 2013). ZFN은 암세포 특이적으로 작동하는

engineered T-cell을 만들기위해 T-cell receptor 유전자를

녹아웃하는데에도활용되었다(Provasi et al. 2012; Torikai

et al. 2012). ZFN에비해진보한TALEN, RGEN의개발이후

유전자가위를이용한줄기세포, 체세포의유전자교정을통한

치료법개발은더욱활발히수행될것으로예상된다.

결론

지난20여년동안국내외여러연구진의노력에의해세종

류의유전자가위가개발되었고이를이용해인간을비롯한다

양한동식물세포에서높은효율로연구자들이원하는DNA 위

치에돌연변이를도입하거나유전체를편집하여재배열할수

있게 되었다. 유전자가위는 DNA를 표적으로 한다는 점에서

RNA를 표적으로 하는 siRNA, 주로 단백질을 표적으로 하는

항체와더불어생명과학의필수적인연구수단으로자리잡게되

었다. 하지만유전자가위를다양한시스템에서보다안정적이

고효율적으로이용하기위해서는다음과같은문제를해결하

기위한추가적인연구가수행되어야한다. 첫째, 유전자가위의

off-target mutation을 손쉽게확인할수있는방법이개발

되어야한다. 둘째, off-target mutation을일으키지않는정
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교한유전자가위가개발되어야한다. 셋째, 유전자가위를모든

세포내로골고루전달할수있는방법이개발되면유전자치료

의효율을크게높일수있다. 넷째, 비상동재접합을억제하고

상동재조합을활성화할수있는약물이나 siRNA를확보할수

있으면정교한유전자변이를도입하는데매우유리하다. 다섯

째, 유전자가위의 효과를 사전에 예측할 수 있으면 활성 높은

유전자가위를제작하는데매우요긴할것이다. RGEN의경우

인간배양세포에서평균적으로20% 이상의높은돌연변이효율

을 나타내지만 그 분포는 0%에서 99%까지 극도로 다양하다.

여섯째, RGEN에 이은 제4세대 유전자가위의 개발이 가능한

가?

향후수십년 동안유전자가위는농작물, 화훼, 삼림, 가축,

어류등우리주변의다양한생명체의유전체를교정하는수단

으로널리활용될것으로예상된다. 또한유전질환을포함한다

양한난치성질환의치료법으로개발될것으로기대된다. 결론

적으로 ZFN, TALEN, 그리고 RGEN은 21세기 생명과학, 생

명공학, 분자의학의 필수적이고 강력한 도구가 될 것이다. C.

elegans를유전학연구의모델시스템으로처음도입한업적을

인정 받아 노벨생리학 및 의학상을 수상한 Sydney Brenner

박사의 말 을 인용하며 이 논단을 마무리하고자 한다.

“Progress in science depends on new technologies, new

discoveries, and new ideas, probably in that order.”
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