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자연대 김성근 교수 연구팀, 크리스퍼 유전자가위의 정확도를 

결정짓는 새로운 핵심 인자 발견

□ 최근 암을 비롯한 난치성 유전 질환 치료를 위한 차세대 유전자 교정 기술로 각광

받고 있는 크리스퍼 (CRISPR-Cas9) 유전자가위는 표적 유전자가 담긴 DNA 가닥

만을 선택적으로 잘라내는 효소로, 표적 DNA를 식별하는 가이드 RNA와 인식된 

DNA를 자르는 Cas9 단백질로 이루어져 있다. 하지만 자연 그대로의 크리스퍼 

유전자가위는 표적 DNA와 비슷한 염기서열을 지닌 유사 DNA까지도 자르는 낮은 

선택성이 한계로 지적되고 있는데, 이를 극복하기 위해 표적 선택성을 분자수준에서 

이해하고 이를 통해 표적만 자르는 유전자가위 기술을 개발할 필요가 있는 실정

이다.  

□ 서울대학교 화학부 김성근 교수 연구팀은 크리스퍼 유전자가위가 표적 및 유사 

DNA에 결합해 이를 잘라내는 과정을 단일 분자 수준에서 실시간으로 관찰함으로써 

작동 원리를 규명하는 연구를 진행해 오고 있다. 본 연구에서는 Cas9 단백질을 

구성하는 다양한 내부 영역 중에서 지금까지 역할이 명확히 밝혀지지 않았던 

REC2 영역이 크리스퍼 유전자가위의 표적 선택성에 큰 영향을 미친다는 사실을 

발견하였다. 이 REC2 영역은 1차적으로 가이드 RNA의 식별을 통과한 표적 및 

유사 DNA에 대해 이를 자르기 전에 표적이 정확한지의 여부를 한 번 더 검증하는 

2차적인 안전장치로서 기능한다는 것을 최초로 밝혀냈다.

□ 지금까지 크리스퍼 유전자가위의 정확도를 향상시키려는 대부분의 연구는 가이드 

RNA 자체 또는 Cas9 단백질 내부 영역 중에서도 가이드 RNA와 DNA의 결합체를 

인식하는 부분을 개선하는 데에 집중되어 왔다. 본 연구에서는 지금까지 관심을 

끌지 못하던 REC2 영역이 표적 정확도와 관련된 새로운 핵심 요소라는 것을 밝혔고, 

이는 정확도를 크게 향상시킨 크리스퍼 유전자가위를 개발하는 데에 있어 새로운 
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도약의 발판이 될 것으로 기대한다.

□ 본 연구 결과는 6월 13일(수)자로 저명한 국제 학술지인 미국 화학회지(Journal of 

the American Chemical Society)에 온라인 발표되었다. 
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연  구  결  과 

Target Specificity of Cas9 Nuclease via DNA Rearrangement

Regulated by the REC2 Domain

Keewon Sung, Jinho Park, Younggyu Kim, Nam Ki Lee, and Seong Keun Kim

(Published in Journal of the American Chemical Society)

본 연구에서는 단일분자 형광 분광법과 형광 공명 에너지 전달법을 이용하여 크리

스퍼 유전자가위를 이루는 Cas9 단백질, 가이드 RNA와 표적 및 유사 DNA 간의 상호

작용 시 일어나는 분자 내 구조변화를 관찰, 분석하였다. 이를 통해 우선 Cas9 단백

질, 가이드 RNA와 결합한 DNA는 그 스스로 두 개의 미시 구조 사이에서 지속적인 

구조변화를 겪으며 움직이고 있음을 발견하였다. 나아가, 유사 DNA의 경우 표적 DNA

와 달리 Cas9 단백질 내부의 REC2 영역이 DNA를 붙잡아 Cas9 내에서 DNA를 절단

하는 부위에 접근할 수 없도록 구조를 고정시킴으로써 유사 DNA에 대한 유전자가위

의 효소활성을 억제한다는 새로운 표적 선택 기작을 밝혀내었다.  
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용   어   설   명

□ 크리스퍼 유전자가위 (CRISPR-Cas9 endonuclease)

  크리스퍼 시스템은 세균이 천적인 바이러스를 물리치기 위해 지니고 있는 면역체계

를 일컫는 용어로, 바이러스가 침입해 들어오면 그 DNA 를 인식해 절단함으로써 자신

을 보호하는 기능을 한다. 크리스퍼 시스템은 바이러스 DNA 를 인식하기 위한 가이드 

RNA 와 이를 절단하기 위한 Cas9 단백질 핵산절단효소로 구성되어 있으며, Cas9 단

백질은 다시 가이드 RNA 와 결합하는 부분, DNA 를 직접 자르는 부분, 본 연구에서 

그 역할을 밝혀낸 REC2 부분 등 여러 세부 영역으로 이루어져 있다. 이 면역체계 시

스템을 이용하여 바이러스의 DNA 가 아닌 일반적인 DNA 의 특정 부위를 인식하고 자

르는데 활용되면서 크리스퍼 유전자가위로 불리게 되었다. 

□ 단일분자 형광 분광법 (single-molecule fluorescence spectroscopy)

  분자 하나하나에서 나오는 형광 신호를 실시간으로 검출 및 분석하는 첨단 실험 기법으

로, 수많은 분자들로부터 발생한 신호를 함께 모아 분석하는 기존의 측정 방법들에 비해 

분자의 움직임에 대한 고유한 동력학적 정보를 얻을 수 있다는 장점이 있다. 이를 통해 

분자 내 혹은 분자 간 반응에서 순간적으로만 존재하는 반응 중간체, 혹은 여러 분자 구

조 사이에서의 반복적인 구조변화 등을 관찰할 수 있어 미시적인 관점에서 분자 내 혹은 

분자 간 반응 기작을 규명하는 데에 이용된다.

□ 형광 공명 에너지 전달 (fluorescence resonance energy transfer)

  두 형광체가 인접해 있을 때 높은 에너지를 지닌 하나의 형광체로부터 다른 형광체로 

에너지가 전달되는 현상을 일컫는다. 이 전달 현상의 효율은 두 형광체 사이의 거리에 따

라 민감하게 변하기 때문에 이 전달 효율을 측정함으로써 매우 짧은 거리 (약 2 ~ 10 나

노미터)에서 일어나는 구조 변화를 관찰할 수 있다. 특히, 2 ~ 10 나노미터는 단백질, 

DNA, RNA 등의 생체분자의 크기 수준과 일치하기 때문에 생체 시스템의 작동 과정 분석 

및 작동 기작 규명에 활발히 활용되고 있다.
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그   림   설   명

크리스퍼 유전자가위 (Cas9 단백질 +가이드 RNA = Cas9:gRNA)와 결합한 DNA는 

그 스스로 두 개의 미시 구조(intermediate conformation과 displaced conformation) 

사이에서 지속적인 구조변화를 겪으며 움직인다. 특히, 유사 DNA (off-target)에 대해

서는 가이드 RNA와의 결합으로 인해 풀어진 유사 DNA의 반대편 가닥(NTS, 

non-target strand)을 Cas9 단백질 내의 REC2 부분이 정전기적 인력을 통해 붙잡음

으로써 DNA를 절단하는 부분(하늘색) 근처로 이 DNA 가닥 (NTS)이 접근하지 못하도

록 미시 구조를 intermediate conformation에 고정하여, 결국 유사 DNA의 절단

(cleavage)을 저해하는 효과를 발휘하게 된다.  
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