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유전자 가위를 이용한 종양 모델 개발

연구개발 배경

유전자 가위 기술을 이용하여 세포 내에 있
는 유전물질인 약 33억 쌍의 DNA 서열 중에서 
원하는 DNA 서열을 인식하고 편집할 수 있다.  
유전자 가위는 1세대인 ZFNs(Zinger Finger 
Nucleases), 2세대인 TALENs(Transcription 
Activator-Like Effector Nucleases), 3세대 
CRISPR/Cas 시스템으로 발전하였다. 3세대 유
전자 가위인 CRISPR(Clustered Interspaced 
Short Palindromic Repeats)/Cas 시스템은 박
테리아가 바이러스로부터 자신을 보호하기 위
한 면역시스템이다. 박테리아에 바이러스가 들
어오게 되면 외부 DNA 조각(protospace)을 박
테리아 유전체 속 반복 서열 사이에 가지고 있
다가, 다시 바이러스가 공격하면 Cas 단백질과 
결합하여 외부 바이러스 DNA를 인지하고 절단
하게 된다. 이러한 박테리아의 면역기작을 이용

하여 유전자 편집에 활용한 것이 CRISPR-Cas9 
유전자 가위이다.

CRISPR-Cas9 유전자 가위는 가이드 RNA와 
DNA를 자르는 절단효소(Cas9 단백질)로 구성
되어 있다. 특정 유전자 서열을 인식하는 길잡
이 역할을 하는 가이드 RNA가 DNA 염기서열 
중 목표한 위치에 달라붙으면 Cas9 단백질이 
DNA를 잘라낸다. CRISPR/Cas9 유전자 가위
에 의해 표적 서열의 DNA 이중나선 절단(DNA 
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[그림 1] CRISPR-Cas9 유전자 가위의 작동 원리(1) 
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double strand break)이 발생하면 DNA 손상
이 비상동 말단 접합(NHEJ, non-homologus 
end joining)에 의해 복구되는 과정에서 빈번
히 삽입(insertion) 또는 결손(deletion) 돌연변
이가 발행하는 것을 이용하여 특정 유전변이를 
생성할 수 있고, 주형 DNA(template DNA)를 
넣어주면 상동재조합수선(HDR, homology-
directed repair) 기전을 이용하여 치환 유전변
이를 유발할 수도 있다([그림 1]). 

연구개발 내용 

유전자 가위(CRISPR/Cas9)를 이용하여 표적 
유전자를 편집하기 위해서는 유전자 가위의 표
적 서열을 인식하는 길잡이 역할을 하는 가이드 
RNA(gRNA)의 효율이 중요하다. 표적 서열에 
맞는 가이드 RNA를 디자인하는 웹(web) 기반
의 툴(tool)이 많이 개발되고 있고, 가이드 RNA
의 효율을 실험적으로 평가하는 방법으로 T7E1 
분석, Surveryor nuclease 분석, 차세대 염기서
열 분석 및 리포터 시스템 등 여러 가지가 있다. 

본 연구에서는 가이드 RNA의 절단 효율성을 

평가하기 위해서 LacI 리포터(LacI-reporter)
라는 이름의 유전자 절단 기반 리포터 시스템을 
개발하였다. LacI 유전자에서 만들어지는 Lac
억제자(lac repressor) 단백질은 Lac 조절자(lac 
operator) 서열에 결합하여 루시퍼레이즈(발광
단백질) 리포터 발현을 억제하는 역할을 하는데, 
유전자 가위가 표적 서열을 절단하면, Lac 억제
자 단백질 발현은 감소하고 루시퍼레이즈 발현
이 증가한다. 루시퍼레이즈 활성화 또는 EGFP 
발현을 측정하여 가이드 RNA 효율을 정량화할 
수 있다([그림 2]).

LacI 리포터 시스템은 기존의 방법들과 비교
하여 시간과 비용은 절감할 수 있고, 정확성 면
에서도 현재 가장 우수한 방법으로 평가받는 ’차
세대 염기서열 분석법’과 비슷한 수준으로 가이
드 RNA의 효율을 측정할 수 있다. 가이드 RNA
의 효율을 LacI 리포터 시스템과 차세대 염기서
열 분석법으로 각각 분석하여 두 방법 간의 상
관관계를 분석하였다([그림 3]). 

상관계수는 0.7810로서 두 방법 간의 상관관
계는 높았으며, 이러한 결과는 리포터 시스템이 
차세대 염기서열 분석법과 유사한 수준의 정확

[그림 2] Lac-I 리포터의 작동 원리. 유전가 가위가 표적 서열을 절단했을 때 
발생하는 빛을 측정하여 유전자 가위의 효율을 측정
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성을 보여준다는 것을 나타낸다. 차세대 염기
서열 분석법은 하나의 표적 서열에 대하여 각
각 증폭 및 염기서열을 분석해야 하지만, 이번
에 개발한 리포터 시스템은 120개 이상의 표적 
서열을 하나의 리포터에서 분석할 수 있어 시
간과 비용, 효율 면에서 우수하다. 이번 연구에
서 개발된 LacI 리포터 시스템은 우수한 가이드 
RNA를 효율적으로 선별할 수 있는 기술로서 
유전자 가위의 효율을 향상할 것으로 기대된다. 
이번 연구는 동남권원자력의학원이 과학기술
정보통신부의 정부출연금 사업으로 수행하였으
며, 논문은 영국 옥스퍼드대학교에서 출판하는 
Nucleic Acids Research 저널 6월호 온라인판
에 게재되었다(2). 이 저널은 DNA에 관련된 광
범위한 내용을 다루는 영향력 있는 저널 중 하
나이다(영향력 지수 16.9).

해당 기술 활용 계획 및 방안

유전물질인 DNA는 염기서열 하나만 잘못되

어도 치명적인 유전질병을 유발할 수 있는데, 
유전자 가위를 사용하여 원인 유전변이를 교정
하면 질병을 치료할 수 있다. 예를 들어, 혈우병
은 원인 유전자의 유전변이에 의해 발생하는데, 
유전자 가위를 이용하여 혈우병의 원인 유전변
이를 고칠 수 있다. 또한, 유전자 가위로 유전변
이를 유발하여, 치료제 개발연구에 활용할 수 
있는 ‘연구용 질병 모델’도 개발할 수 있다. 특히 
종양은 여러 유전자의 유전변이 조합에 의해 발
생하는 경우가 많은데, 유전자 가위를 이용하여 
이러한 연구용 종양 모델을 만들면 유전변이에 
따라 적합한 치료제를 찾아낼 수도 있다. 또한, 
유전자 가위를 이용하여 세포와 생쥐 모델에 유
전변이를 유발함으로써 종양 모델을 개발할 수 
있다([그림4]). 

간암 모델의 경우 유전자 가위(가이드 RNA
와 Cas9)를 발현하는 플라스미드를 쥐의 꼬
리 정맥을 통해 유체역학주입(hydrodynamic 
injection) 방법으로 주입하면 유전자 가위가 
생쥐의 간에서만 발현한다(3). 이러한 방법으
로, 간에서 표적 유전자의 유전변이를 유발하
여 간암 생쥐 모델을 개발할 수 있다. 폐암의 경
우 Cre-recombinase 단백질에 의존적으로 
Cas9을 발현하는 생쥐에서 가이드 RNA와 Cre 
recombinase를 발현하는 adeno-associated 
virus9(AAV9)을 카테터(catheter)를 이용하여 
폐로 전달하게 되면 표적 유전자에 유전변이를 
유발하고, 폐암 생쥐 모델을 개발할 수 있다(4).  
또한, 뇌암의 경우에도 폐암 모델과 유사한 방

[그림 3] Lac-I 리포터 시스템과 차세대 염기서열 분석법 간의 
상관관계
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법으로 adeno-associated virus(AAV)를 이용
하여 가이드 RNA를 발현시킴으로써 유전변이
를 유발할 수 있고, 뇌암 생쥐 모델을 개발할 수 
있다(4). 췌장과 같은 다른 장기에서도 전기천공
법(electroporation)을 이용하여 가이드 RNA
를 전달하고 종양 모델을 개발할 수 있다(5). 

간암, 폐암, 뇌암 등의 장기에서 종양을 유발
하는 유전변이 조합은 각각 다르며, 각 장기에 
맞는 암 유발 유전변이 조합을 구성하여 원하는 
장기에서 종양 모델을 개발할 수 있다. 기존의 
암세포 이식이나 형질전환 동물과 비교하여 유
전자 가위를 이용한 생쥐 종양 모델이 지닌 가
장 큰 장점은 인간에서 종양 발생 과정을 더 유
사하게 재현한다는 점이다. 암세포를 이식하여 
종양 모델을 생산할 경우에는 종양 세포 이식
에 따른 면역 거부 반응 때문에 면역 결핍 생쥐
를 사용하게 된다. 면역결핍 생쥐 모델에서는 방
사선 치료나 방사선 의약품에 대한 효능이 면역

이 있는 일반 생쥐에서 다를 수 있다. 또한 종양 
발생은 유전적으로 영향을 받기도 하지만, 살아
가면서 암 유발 원인에 의해 일부 세포가 유전
변이를 획득하고, 결국 종양으로 발전하게 된다. 
유전자 가위를 이용한 종양 생쥐 모델은 면역 
반응이 있는 성체 생쥐의 일부 세포에서만 유전
변이를 유발하기 때문에 인간에서 발생하는 종
양 발생 과정과 유사하며 종양 생성, 종양 진행, 
종양 치료에 관한 연구를 수행하기에 적절한 모
델이다. 

유전자 가위 기술은 유전병의 치료뿐 아니라 
품종 개량, 질병의 원인 연구, 환자 맞춤형 약물 
검색 등 여러 가지에 활용할 수 있는 유망한 연
구 분야이다. 앞으로 유전자 가위를 이용한 질병 
모델 개발은 약물 및 방사선 치료, 방사선 의약
품 개발과 유효성 테스트에 도구로 활용될 것으
로 기대된다. 
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[그림 4] CRISPR/Cas9 유전자 가위를 이용한 종양 모델 개발(3,4)
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