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In order to understand biological phenomena accurately, 
single molecule techniques using a physical research 
approach to molecular interactions have been developed, and 
are now widely being used to study complex biological 
processes. In this review, we discuss some of the single 
molecule methods which are composed of two major parts: 
single molecule spectroscopy and manipulation. In particular, 
we explain how these techniques work and introduce the 
current research which uses them. Finally, we present the oral 
biology research using the single molecule methods. 
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super-resolution microscopy, optical tweezer, AFM

서 론

빅뱅 직후 138억년전, 입자와 분자를 규정하는 물리

학 법칙이 생겨났고 지구 생성 이후 새롭게 등장한 생

물학 법칙도 같은 법칙의 지배를 받는다. 광학 현미경 

발명 이후로 생명체 및 생명 현상의 미세 영역에 관심

을 갖게 되었고, 최근 100년 동안의 발전으로 생명 현상

을 상당 부분 자세히 이해할 수 있었다. 그럼에도 불구

하고 정성적 이해만으로는 수많은 분자가 상호작용하는 

생명 현상을 완전하게 이해하는 것은 어렵다. 

이러한 생명 현상을 정확히 이해하기 위해서는 물리학 

법칙의 지배를 받는 분자 수준에서 정량적인 형태로 상호

작용과 근본 원리를 밝혀내는 것이 중요하다. 물리학은 

힘, 위치, 구조, 시간, 에너지의 물리적 성질을 정밀하게 

측정하여 현상에 대한 원리를 정량적으로 규명하는 학문

이며, 생명현상에 대해 물리적 연구방법이 도입된 것이 

생물 물리학이다. 물리학적으로 생명현상을 연구할 때 기

존의 생물학처럼 생체 분자 집합체의 평균 값을 연구하게 

되면 생체 분자의 개별적 특성이 사라지게 되어 분자간의 

상호작용을 정확히 알 수가 없다. 이를 극복하기 위해 단

분자 생물 물리학(Single Molecule Biophysics)은 단일 분

자의 위치, 움직임, 상호작용, 반응을 직접 관찰함으로써 

개별적인 특성 및 기작을 측정하는 것에서 출발한다. 

세포내의 단백질과 같은 생체 물질들의 크기와 움직

임, 상호작용은 나노미터 수준의 거리, 수 마이크로초에

서 수 초의 시간 동안 이루어지므로 이를 관측할 수 있

는 정밀한 실험 기법이 필요하다. 이러한 정밀한 실험 

기법 개발의 공로로 2014년 노벨 화학상은 단분자 및 

초고해상도 형광 이미징 방법의 개발에 관련하여 Eric 

Betzig, Stefan W. Hell, William E. Moerner에게 주어졌다. 

Moerner는 1989년 단일 분자를 최초로 이미징하여 단분
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자 이미징 연구분야를 열었고[1], Betzig는 1995년에 초

고해상도 형광 이미징 방법의 이론적 배경과 예측을 제

시하였다[2]. 2000년대 Betzig와 Hell은 형광분자를 제어

하거나[3] 광원의 제어를[4] 통해 초고해상도 형광현미

경을 개발하였다. 

최근 단분자 이미징 기법이 발달함에 따라 DNA[5-8], 

RNA[9-11], 단백질[12-14], 세포막[15-17] 등 세포 내 많

은 종류의 생체 분자들의 개별적 특성을 분자 수준에서 

연구하고 있다. 본 논문에서는 생체 분자의 위치와 구조 

및 시간을 주로 관측하는 방법인 단분자 분광학과 힘과 

에너지를 주로 관측하는 단분자 제어기술에 대하여 기

본 개념과 적용 사례들을 소개하고 구강 생물학 분야에

서 연구 진행을 살펴보겠다. 

단분자 분광학(Single Molecule Spectroscopy)

광학 현미경의 발명은 육안으로 볼 수 없는 피사체를 

확대하여 생물학의 연구 범위를 확대하였다. 이와 더불

어 단순히 좀더 자세한 생물체를 시각화하기 위해 특정 

분자를 표지 할 수 있는 다양한 염료 및 표지법이 개발

되었다. 특히 형광 염료는 흡수하는 빛 파장에 비해 방

출하는 파장이 바뀌므로 특정 분자만 표지하여 관측이 

가능하며 적은 농도로도 구별이 가능하다. 하지만 이미

징 시스템에 대한 개선에도 불구하고 광학 현미경은 빛

의 기본 회절 한계를 초과 할 수 없으며 대략 반 파장

(~200 나노미터) 보다 작은 범위의 생체 물질에 대해서

는 구분이 어려워 보다 자세한 연구가 어렵다.

이를 극복하기 위해 단분자 분광학이 발달하게 되어 

수 ~ 수십 나노미터 수준의 관측이 가능하게 됨으로써 

생체 분자의 정확한 구조와 위치 그리고 상호작용에 대

한 이해의 폭을 넓혀왔다. 이러한 단분자 분광학을 다양

한 기술이 존재하나 여기에서는 단분자 프렛, 단분자 추

적기법, 초고해상도 형광 현미경에 대하여 살펴보겠다. 

단분자 프렛(Single Molecule Förster Resonance Energy 
Transfer: smFRET) 기법

프렛은 1946년 Theodor Förster[18]에 의해 제안된 현

상으로 두 가지 다른 형광분자 사이에 거리에 따라 전

자공명을 통한 에너지 이동 현상을 말한다. 이때 에너지

를 주는 형광분자를 도너(donor), 에너지를 받는 분자를 

억셉터(acceptor)라고 하고 두 분자 사이의 거리가 가까

워질수록 쌍극자 상호작용이 늘어나 에너지의 전달이 

늘어난다. 이 두 형광 분자의 프렛 효율 E는 거리 R의 

함수로 나타낼 수 있다. 


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이때 R0는 프렛 효율이 0.5가 되는 두 형광 분자의 거리

이며 도너와 억셉터의 광학적 성질로 결정이 된다. 통상

적으로 사용되는 프렛 쌍들에 대해 효율을 계산해 보면 

3~7 나노미터의 거리변화에서 0~1의 값을 갖는다 (그림 

1 A). 에너지 전달 현상이 일어날 때 효율에 따라 억셉

터가 받은 만큼의 에너지가 형광 빛으로 나오게 되고, 

도너가 억셉터에 주고 남은 에너지가 도너의 형광 빛으

로 나오게 된다. 따라서 실험적으로 도너와 억셉터의 형

광 빛 세기를 측정하면 매우 민감하게 두 형광분자의 

거리 변화를 측정할 수 있다. 만일 형광분자가 생체 분

자에 부착되어 있다면 두 개의 생체 분자 또는 한 개의 

생체 분자의 두 위치 사이의 상대적 거리 변화를 정확

히 파악 할 수 있어 생체 분자 사이의 상호작용이나 생

체분자의 모양변화를 연구할 수 있다. 

처음 제안된 이후 프렛 변화를 이용한 생물학 연구는 

오랫동안 진행되어 왔지만 앙상블 평균값을 관측하는 

실험 기법의 한계로 인해 정확한 거리변화로 인한 개개

의 생체 분자의 상태를 파악하기 보다는 정상상태 

(steady state) 만을 측정 할 수 있었다. 하지만 단일 분

자 수준에서 프렛을 측정하면서 생체 분자의 상호작용

을 실시간으로 정확히 관측할 해왔다. 단분자 프렛은 앙

상블 평균 관측에 비해 1) 생체 분자의 여러 상태를 나

노미터 수준에서 구별하고 개개의 생체 분자 측정을 통

한 상태의 분포를 얻을 수 있으며, 2) 실시간 개별 분자

의 관측으로 인해 동기화되지 않는 개개의 분자의 운동

을 관찰 함으로써 정확한 분자 모델을 제시할 수 있다. 

단분자 프렛은 1996년 하택집 박사 등이 처음으로 단

일 프렛 쌍에서 나오는 형광신호를 검출한 이래로[19] 

생체 분자의 나노미터 정도의 거리변화를 관측하는데 

중요한 실험 기법으로 각광받고 있다. DNA 자체를 연

구하여 holliday junction에 프렛 형광쌍을 붙여 이온농도

와 DNA 서열에 따라 두 개의 상태를 갖고 에너지장벽

이 존재함을 보이기도 하고[5], 비슷한 방법으로 리보자

임의 3가지 상태 사이의 접힘 변화를 관측하여 유전자 

번역 과정을 연구하였다[10].

DNA와 단백질 사이의 상호작용에 관해서도 연구하여 

rep helicase가 어느 정도 속도로 DNA를 풀어가는지를 

관측하였으며[6] RecA recombinase의 필라멘트 동역학에 

대해서도 밝혔다[20]. 또한 DNA 복구 단백질인 MutS를 

연구하여 DNA 불일치 부분의 유무에 따른 결합 상호작

용뿐 아니라 불일치 부분에 MutS가 결합한 후 ATP 부

착을 통해 안정적인 형태로 모양 변화를 일으켜 불일치 
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신호를 전달함을 밝혔다[7]. werner 증후군에 관련된 연

구에서도 단분자 FRET 기법을 도입하여 DNA을 풀어가

는 메커니즘을 밝혀내 질병과 관련된 연구에서도 단일

분자 기작이 유용함을 보였다[21]. 

단일 단백질에 두 군데 프렛 형광 분자를 부착하면 

단백질의 모양 변화를 관측할 수 있다. M. Möller연구 

그룹에서는 Rnase H의 접힘과 풀림 구조 변화를 관찰 

하였으며,[9] 항체에서도 야생형(Wildtype)과 돌연변이

(Mutant) 사이에서의 구조변화를 단분자 프렛 기법으로 

확인하였다[22].

살아있는 세포에서도 형광단백질을 이용한 프렛 연구

가 가능하다. A. Kusumi 그룹에서는 단일 Ras 단백질의 

활성 정도를 형광 프렛을 통해 살아있는 세포에서 관측

하였고,[23] K.R Weninger 그룹에서는 막융합에 관련된 

스네어(SNARE)단백질의 모양 변화를 관측하고 단분자

의 움직임을 확인하였다[15]. 

최근에는 기술의 발달로 한 쌍의 프렛 분자뿐 아니라 3

개 이상의 형광 분자 사이의 거리 변화를 관측할 수 있는 

다색 프렛 기술이 개발되었다[8]. 또한 프렛 기반의 바이

오센서는 막단백질의 역학 연구에 널리 사용되고 있으며

[24], 단분자 힘 측정 연구에도 사용될 수 있다[25]. 

단분자 추적기법 (Single Molecule Tracking)
앞서 밝힌 바와 같이 형광분자를 이용한 생체분자의 

관측은 다른 생체분자들과의 구분을 가능하게 한다. 하

지만 많은 형광 분자가 단위 부피 내에 있는 경우 광학

적 회절 한계 때문에 단일 분자 수준에서 생체 분자를 

구분하기 어렵다. 이런 공간적 제약을 극복하기 위해 피

오나(FIONA: Fluorescence Imaging with One-Nanometer 

Accuracy)[12] 라는 기술이 개발되었다. 단위 부피 내에 

한 개의 형광 분자가 있다면 빛의 회절 성질 때문에 광

학 현미경상에서 ~200나노미터 정도의 빛 분포로 관측

된다. 하지만 회절된 빛의 경우 가우시안(Gaussian)함수

에 맞추면 수 나노미터 수준의 위치를 특정할 수 있고, 

시간에 따라 관측하면 단일 분자의 움직임을 나노미터 

수준의 정확도에서 관측할 수 있다 (그림 1 B). 

이러한 방법을 이용하여 P. R. Selvin은 Myosin V가 

hand-over-hand 방식으로 액틴 필라멘트 위에서 움직이고 

있음을 1.5나노미터의 정확도로 관측하여 그 전까지 논

란이 되고 있던 작동 메커니즘을 확정하였다[12]. 같은 

방법으로 Myosin과[26] Kinesin에서[27] 단분자 추적기법

을 이용한 분자 기작을 밝히는 연구들이 이루어졌다. 

또 다른 단백질이 움직일 수 있는 기질로는 DNA가 있

다. 프렛으로는 10 나노미터 이내의 움직임만 관측할 수 

있으므로 세포내의 긴 DNA상에서 표적을 찾아가는 단백

질의 거동을 파악하기는 어렵다. 따라서 단분자 형광 추

적 기법을 이용하여 Lac repressor의 거동[13], T7 RNA 

polymerase의 움직임[28], 살아있는 세포에서 Transcription 

factor의 움직임[29] 등의 연구가 이루어졌다. 뿐만 아니라 

세포막 표면에서 2차원적 움직임도 관측하였다[16].

Figure 1. Single molecule spectroscopy. (A, top) Schematics representation of FRET and (A, bottom) FRET vs distance between 
dye pair (R) where R0 = 5 nm. At around R0, the sensitivity is maximized. (B) Schematic representation of single particle 
localization and tracking. The precise position of the fluorophore can be determined from actual intensity data using Gaussian 
fitting with sub-diffraction-limited area. After repeating the localization step on a time series of images, the positions are linked to 
generate trajectories that track the motion of the single molecule. (C) The principle of STORM and PALM. (top) In conventional 
fluorescence microscopy, when fluorophores exist in the diffraction limit (~200 nm), it cannot be resolved. (middle) Different 
fluorescent probes marking the sample structure are activated at different time points, allowing subsets of fluorophores to be 
imaged without spatial overlap and to be localized to high precision. (bottom) With multiple snapshots, a final super-resolution 
image can be reconstructed from the accumulated positions.
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초고해상도 현미경(Super-resolution Microscopy)
단위 부피 내에 형광분자가 하나라면 정확한 위치를 

측정할 수 있지만 세포내의 생체 분자들처럼 여러 개가 

회절 한계 내(~200 나노미터)에 모여 있다면 전통적인 

광학 현미경으로는 그 위치를 정확히 파악할 수 없다. 

하지만 그 형광분자들이 모두 꺼진 상태에서 단위 부피 

내에 한 개의 형광 분자만 켜져서 위치를 파악하고 모

든 분자에 대해 이러한 측정이 반복된다면 이들의 위치

를 정확하게 알 수 있다 (그림 1 C). 이러한 실험 기법

을 적용하여 유기염료를 이용한 STORM (Stochastic 

Reconstruction Microscopy)[30], 형광 단백질을 이용한 

PALM (PhotoActivated Localization Microscopy)[3]이라는 

초고해상도 형광 현미경법이 개발 되었다. 이를 이용하

여 신경세포의 축색돌기에서의 액틴과 스펙트린의 3차

원 구조 연구[14], 서로 다른 후성 유전적 상태를 갖는 

크로마틴 폴딩 연구[31], 시냅스에서의 소포체 priming 

및 fusion 연구[17,32], E. Coli에서 상동재조합 과정의 

RecA 단백질의 역할에 관한 연구[33] 등 기존에 연구방

법으로 알 수 없었던 세포내부의 정확한 정보들을 알게 

되었다. 

단분자 제어기술(Single Molecule Manipulation)

생명현상을 물리적으로 연구하는 또 하나의 방법은 

힘과 에너지를 관측하는 것이다. 생체 내에서 많은 상호

작용들이 에너지를 소모하게 되며 이는 힘을 동반하게 

된다. 따라서 단일 분자의 힘을 측정하거나 제어하면 생

체 분자의 작동 기작에 대해 보다 정밀하게 연구할 수 

있다. 여기에서는 광학 집게, 원자힘 현미경에 대하여 

살펴보겠다. 

광학 집게 (Oprical Tweezer)
광학 집게는 1970년 벨 연구소의 Arthur Ashkin 박사

가 처음 기본 개념을 착안하였고 1986년 Steven Chu에 

의해 집광된 레이저를 이용하여 광학 포획이 가능함을 

보임으로써 시작되었다.[34] 광학 집게의 원리는 다음과 

같다. 물보다 큰 굴절율을 갖는 마이크론 사이즈의 입자

에 레이저 빛이 조사되면 입자를 통과하는 빛은 입자 

표면에서 굴절되어 들어가, 굴절되어 입자를 나오게 된

다. 이때 입자에서 일어나는 빛의 굴절 현상으로 광자의 

운동량이 변하게 되는데 그에 대한 반작용으로 입자에 

힘이 발생한다. 입자를 집광된 레이저의 초점 근처에 위

치시키면 굴절에 의한 합력으로 입자는 레이저의 초점 

가운데 위치하게 되고, 레이저 빛의 초점 위치에 입자를 

포획할 수 있다 (그림 2 A). 만일 초점 위치와 다른 위

치에 입자가 있다면 입자가 초점으로 가려는 힘과 동일

한 힘으로 입자를 당기거나 미는 힘이 발생한다고 생각

할 수 있으므로 초점에서부터의 거리를 측정하면 입자

에 인가된 힘을 측정할 수 있다. 보통 분자 수준의 생체 

물질은 크기가 나노 미터 정도 이므로 보고자 하는 생

체 물질에 DNA를 통해 마이크론 사이즈의 입자를 연결

해 생체 물질에 힘을 측정하거나 가하게 된다. 이때 가

할 수 있는 힘은 1~ 수백 피코 뉴턴(pN) 정도의 힘인데 

DNA에 단백질이 붙거나(수 피코 뉴턴), 단백질 간에 상

호작용(수십 피코 뉴턴), 항체-항원 반응(~100 피코 뉴

턴) 등을 측정할 수 있다. 

이러한 현상을 1987년에 Ashkin 박사가 바이러스와 

박테리아에서 가능함을 보였고, 1996년 Bustamante 그룹

에서 힘에 따른 DNA의 길이변화를 측정하면서 단일 생

체 분자에 적용되었다[35]. 그 이후 RNA의 이차 구조 

풀림 연구[11], 단백질 폴딩 연구[36] 등 단일 분자 자체

의 성질을 연구하는데 사용 되었을 뿐 아니라, 앞서 보

Figure 2. Single molecule manipulation. (A) Schematics of the optical tweezer. When the bead is displaced from the beam focus, 
the larger momentum change of the more intense rays cause a net momentum pulling the bead toward the focal point. (B) 
Schematics of the AFM. The change of the cantilever position which means the sample undulation is detected by measuring the 
movement of a laser spot on the photodiode, which is being reflected from the back-side of the cantilever.
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았던 kinesin 단백질이 액틴 위를 걸어갈 때 짐을 지고 

가는 힘의 측정[37], RNA polymerase의 운동[38] 등 다

양한 단백질이 운동할 때 힘과 상호작용을 측정하여 분

자단위의 정확한 기작을 파악하였다. 

최근에는 하나의 레이저로 시간 별로 다른 지점에 여

러 개의 초점을 만들거나[39] 홀로그램을 이용하여 3차

원 상에서 여러 개의 초점을 만들어[40] 여러 입자를 동

시에 제어 할 수 있는 기술을 개발하여 발전하고 있다. 

원자힘 현미경(Atomic Force Microscopy: AFM)
원자힘 현미경의 전신인 주사 터널링 현미경(Scanning 

Tunneling Microscopy: STM)은 스위스의 IBM연구원인 

Binnig, Rohrer의 연구 그룹에서 1982년 개발되었으며[41] 

이로 인해 1986년 노벨물리학상을 수상하였다. 이후 1986

년에 비슷한 원리로 원자힘 현미경을 발명하였다[42]. 원

자힘 현미경은 뾰족한 탐침이 시료의 표면과 상호작용하

는 반데르발스 힘에 의해 움직이게 되면 이를 레이저 반

사로 원자의 크기까지도 관측할 수 있는 현미경이다 (그

림 2 B). 이를 이용하면 시료의 표면의 구조를 정확히 이

미징 하거나 힘을 재고 또는 힘을 줄 수 있게 된다.

광학 집게와 마찬가지로 생체 분자에 힘을 주거나 작용

되는 힘을 측정할 수 있으므로 HMO1단백질의 nucleosome- 

free chromatin 안정화 작용을 원자힘 현미경을 통해 분자 

단위로 이미징하거나[43], 탐침에 리간드를 달아 이스트

세포 표면에 리셉터와 결합하는 힘을 측정하고 이를 이용

하여 세포 표면의 리셉터를 매핑하기도 하였다[44]. 최근

에는 고속 원자힘 현미경의 개발로 self-assembly 단백질

의 assembly 과정을 실시간으로 이미징하고 측정하기도 

한다[45].

구강 생물학 분야에서의 단분자 연구기법 

활용

현재까지 구강생물학분야에서 단분자 연구기법을 활용

한 연구는 그다지 많지 않다. UCLA의 Gimzewski 그룹에

서 원자힘 현미경을 사용하여 흥미로운 연구 결과 들을 

발표하였다[46-48]. 최근 exosome의 특징 및 응용에 대한 

연구가 활발해 지면서 exosome 및 세포 외 소포체에 대한 

연구에 원자힘 현미경을 사용되고 있다[46]. Exosome은 

자연발생적으로 생성되는 bio-nano particle로서 근래에 그 

특징 및 응용에 대한 연구가 상당한 관심을 끌고 있다. 

구강생물학 분야에서도 Sharma 등이 고 해상도 원자힘 

현미경을 사용하여 정상대조군과 암환자군의 타액에서 

유래한 exosome을 비교하고, 암환자 유래 exosome에서 

CD63 surface antigen의 밀도가 증가됨을 보고하였다[47]. 

또한 Gimzewski 그룹은 충치의 원인균인 Streptococcus 

mutans (S. mutants)가 치아 표면에 형성하는 biofilm의 두

께를 아미노산 L-Arg이 존재 및 부재의 조건에서 원자힘 

현미경으로 측정하여 L-Arg이 S. mutans의 치아표면 부착

성에 미치는 연구결과를 발표하였다[48]. 

또 다른 보고는 RNA polymerase-amelogenin gene complex

를 원자힘 현미경을 이용하여 단분자 수준으로 이미징한 

보고가 있다[49]. 치아 가장 표면에 위치하는 조직인 법랑질

의 단백질인 amelogenin을 코딩하는 AMELX 유전자가 전사

적으로 활성화한 상태에서 RNA polymerase와의 결합을 원

자힘 현미경으로 관찰하여 transcription complex가 DNA상

의 특정 위치에서 단 하나의 RNA polymerase와 결합함을 

밝혔다. 원자힘 현미경을 활용한 본 연구 결과는 단백질 단

분자를 시각화시켜 줌으로써 치아의 법랑질 형성에서 

AMEX유전자의 발현에 대한 이해 증진에 기여하였다. 

국립대만대학 치과대학의 Lin 그룹은 bone morphogenetic 

protein 4 (BMP4) 단백질에 enhanced green fluorescent protein

을 융합한 결합체 (BMP4-EGFP)를 단분자 형광 현미경으로 

관찰하였다[50]. 본 연구에서 처음으로 살아있는 인간 치주

인대세포 (human periodontal ligament cell)의 세포막에 형광

표지 BMP4 단백질이 localize되는 것을 이미징 하였으며, 

리간드인 BMP4가 BMP 리셉터에 결합하는 과정을 단분자 

추적기법을 통하여 밝혔다. 

결 론

지금까지 우리는 단분자 연구 기법 중 단분자 분광학

과 단분자 제어기법에 대해 살펴보았다. 단분자 분광학

에서 단분자 프렛의 원리와 DNA, 단백질 등의 분자수

준의 모양변화나 상호작용의 연구 내용들에 대해 소개 

하였다. 그리고 단분자 추적 기법을 설명하고 생체 분자

들이 DNA, 액틴, 세포막 등에서 어떻게 움직이는지에 

대한 연구에 대해 소개하였다. 노벨상의 배경 기술이었

던 초고해상도 현미경 또한 원리를 살펴보고 최신 연구 

동향에 대해 알아보았다. 또 다른 물리적 성질인 힘을 

제어하는 단분자 제어기술에 대해서도 살펴보았는데 미

세한 힘까지 측정하고 제어할 수 있는 광학 집게 기술

로 세포 내에서 생체 물질들에 어느 정도의 힘으로 상

호작용하는지 관측한 연구 결과들을 소개하고, 원자힘 

현미경으로 어떤 연구들이 가능한지 살펴보았다. 

아직까지 단분자 기술에는 생체 물질에 형광 분자를 

정확한 위치에 부착하는 문제나, 충분한 형광 빛을 확보

할 수 있는 형광 물질의 개발, 다른 분자와의 간섭을 피
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하는 등의 문제들이 남아있다. 하지만 최근에 이러한 문

제들이 개선되고 있으며 좀 더 정밀한 측정법들이 개발

되고 있다. 또한 구강 생물학에서도 기본적으로 세포에

서의 생체 분자들의 상호작용 연구가 중요하므로 단분

자 기법들을 이용해 연구를 진행한다면 보다 세밀하고 

정밀한 기작들을 밝혀 낼 수 있을 것이다. 
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