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Abstract
The CRISPR system has revolutionized gene editing field. Cas9-mediated gene editing such as Indel induction or HDR enable 
targeted gene disruption or precise correction of mutation. Moreover, CRISPR-based new editing tools have been developed such 
as base editors. In this review, we focus on gene editing in human pluripotent stem cells, which is principal technique for gene 
correction therapy and disease modeling. Pluripotent stem cell-specific drug YM155 enabled selection of target gene-edited 
pluripotent stem cells. Also, we discussed base editing for treatment of congenital retina disease. Adenine base editor delivery 
as RNP form provide an approach for genetic disease treatment with safe and precise in vivo gene correction.    
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Cas9 유전자 가위는 표적 유전자 DNA의 이중가닥을 절단한다. 

절단된 DNA가 복구되는 과정에서 몇 개의 염기서열이 삽입되거나 

손실되는 Indel 돌연변이가 생기게 된다[2]. Cas9을 이용한 Indel 돌
연변이 유도는 표적 유전자의 기능을 녹아웃(Knock-out) 하는 데 
이용된다. 표적 유전자를 정확하게 교정하거나 외래의 염기서열을 
삽입해야 할 경우에는, 교정될 유전정보를 가지고 있는 Donor DNA
를 함께 전달한다. 이를 통해 Donor DNA의 유전정보를 바탕으로 
DNA 복구가 일어나도록 하여 원하는 염기서열로 교정을 유도할 
수 있다. 이러한 교정방식을 동형수선방식 (Homology directed 
repair, HDR)이라 한다. 동형수선방식은 표적 유전자를 원하는 염

기서열로 정확하게 교정할 수 있어 유전질환을 유발하는 돌연변이

를 교정할 수 있는 방법이다. 그러나 동형수선방식은 Indel 유도 

방식과 마찬가지로 Cas9을 이용하여 DNA 이중가닥 절단을 발생시

1. 서 론
미생물의 방어기제 중 하나인 크리스퍼(CRISPR, Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) 시스템의 발견과 

이를 이용한 유전자 가위 기술은 유전자 교정 기술을 획기적으로 

변화시켰다[1]. 대표적인 Cas9 (CRISPR associated protein 9) 유전자 

가위는 기존의 ZFN이나 TALEN 방식에 비해 표적 유전자를 훨씬 

쉽고 적은 비용으로 교정하는 것을 가능하게 해주었다. 이는, 기존

의 유전자 가위 기술이 표적 유전자를 자를 때 표적의 염기서열에 

따라 새로운 단백질이 필요한 것에 비해, Cas9 유전자 가위는 표적 
유전자가 바뀌더라도 동일한 단백질을 사용하고, 새로운 표적을 인
지하기 위해 단지 guide RNA의 20여 개 염기서열의 교체만이 필요
하기 때문이다.
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키기때문에, p53 유전자를 활성화하거나[3, 4] 긴 DNA의 결손을 발생

시킬 수 있는 위험성을 가지고 있다[5, 6].

염기교정(Base editing)은 DNA 이중가닥 절단 없이 단일 염기를 

효율적으로 교정할 수 있는 기술이다[7, 8]. 염기교정 도구는 DNA 한 

가닥 만을 절단할 수 있는 Cas9 nickase에 DNA 염기의 탈아민효소

가 연결된 형태로 구성된다(Fig. 1). 탈아민효소의 종류에 따라 사이

토신(Cytosine) 염기를 티민(Thymine) 염기로 바꿀 수 있는 사이토

신 염기교정도구(Cytosine base editor)와 아데닌(Adenine) 염기를 

구아닌(Guanine) 염기로 바꿀 수 있는 아데닌 염기교정도구

(Adenine base editor)가 있다. 염기교정 기술은 단일 염기를 정밀하

고 효율적으로 교정할 수 있기 때문에, 유전질환의 병리학적 특성이

나 치료기술을 연구하는데 널리 쓰이고 있다. 본 총설에서는 염기교

정을 포함한 유전자 교정 기술을 이용하여, 전분화능 세포에서 질병 

모델 연구와 유전질환 치료법을 개발하는 연구를 소개하고자 한다.

Fig. 1 Schematic of gene editing tools.

2. 본론
2.1 전분화능 줄기세포에서 Cas9을 이용한 유전자 교정의 효율 
향상
전분화능 줄기세포(PSC, pluripotent stem cell)는 인체의 모든 조

직 및 장기로 분화할 수 있는 능력을 가지고 있다. 때문에 손상된 

조직이나 장기를 대체할 수 있는 세포치료제로 개발되거나 질병의 

특성을 연구하는데 이용되고 있다[9, 10]. 특히 유전 질병의 경우, 유

전 변이의 표현형이 특정 조직이나 장기에서 발현되는 경우가 많

기 때문에, 환자에서 유래한 유도만능줄기세포 (iPSC, induced 

pluripotent stem cell)를 이용한 질병 연구가 필수적인 경우가 많다
[11]. 특히, 최근 크리스퍼 유전자 가위를 이용한 유전자 교정 기술이 

보편화되면서, 유전 질병에서 유전 변이의 역할을 규명하기 위해 

환자에서 유래한 유도만능줄기세포에서 유전변이를 정상으로 교

정하거나, 변이가 없는 유도만능줄기세포의 유전 질환과 관련 있

는 유전변이를 도입하여 유전변이의 기능을 분석하는 연구가 활발

히 진행되고 있다[12-15].

유전자 교정을 이용한 유전 질환 연구에서 필수적인 과정은, 교

정된 세포만을 정확히 분리하는 것이다. 이 과정은 유전자 교정 

도구의 처리 후 형성된 단일 세포 군집들을 분리하여, 각각의 군집

들의 유전형을 시퀀싱을 통해 분석해야 하는 번거로운 작업을 수

반한다. 때문에, 낮은 교정 효율은 분리 과정을 어렵게 만드는 주요

한 원인이다. 그러나 불행히도, Cas9을 이용한 유전자 교정방식은, 

전분화능 줄기세포에서 p53 유전자의 활성을 유도하여 세포의 교

정 효율을 떨어뜨리는 것으로 알려져 있다[3, 4]. 이를 극복하기 위

해, Cas9이나 Donor 벡터에 약물 저항성 유전자를 넣어, 교정된 세

포를 약물을 통해 선별하는 방식들이 자주 이용되며[16], 세포사멸

을 막거나 세포의 DNA 복구 기작을 조절하는 방법들도 보고되었

다[17-22](Table 1). 2020년 Biomaterials지에 새로운 방식의 약물을 이

용한 전분화능 줄기세포의 유전자 교정 효율 향상 기술이 소개되

었다[23]. 해당 기술은 전분화능 줄기세포 특이적인 약물을 유전자 
교정 효율을 높이는 선별 약물로 이용하였다. YM155 약물은 전분
화능 줄기세포만을 선별적으로 제거하는 약물로서, 전분화능 줄기
세포의 분화유도 후 남아 있는 미분화세포를 제거함으로 분화된 
세포를 선별하고, 세포 이식 시 기형종 형성과 같은 부작용을 최소
화하는데 쓰이고 있다[24, 25](Fig. 2). YM155 약물은 특이적인 
SLC35F2 수용체에 의해 세포내로 수송되며, SLC35F2는 전분화능 
줄기세포를 포함한 일부의 세포에서만 발현한다. 때문에 전분화능 
줄기세포에서 YM155의 선택적인 반응성이 나타나게 된다. 따라
서, 전분화능 줄기세포의 SLC35F2 유전자를 Cas9으로 녹아웃
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(Knock-out)하면 YM155 약물에 대한 저항성을 갖게 된다. 이를 이용
하여, 표적 유전자를 교정 할 때, SCL35F2를 함께 망가뜨림으로써 

표적 유전자가 교정된 세포에서 YM155 약물에 대한 저항성을 유도

할 수 있다. 이런 원리로 유전자 교정 후에 YM155 처리를 통해 표적 

유전자가 교정된 세포만을 선별적으로 분리할 수 있었다. 저자들은 

이 방식을 YES (YM155-based Enriched Selection of CRISPR 

co-targeting)라고 명명하였으며, YES 방식은 Cas9을 이용한 Indel 

유도와 ssODN을 이용한 짧은 염기서열의 삽입 및 교정뿐만 아니라, 

GFP와 같은 긴 염기서열을 녹인(Knock-in) 하는 데 있어서도 교정 

효율을 향상시켰다. 또한 SCL35F2를 Cas9을 통해 녹아웃하지 않고, 

siRNA를 통해 일시적으로 녹다운(knock-down) 하는 것으로도 비슷

한 효과를 볼 수 있었으며, 이는 표적 유전자만을 정확하고 효율적

으로 교정할 수 있는 방법이다. 

Types of method References

Using selection marker 
Puromycin selection using 

Cas9-PAC vector[16]

Increasing cell survival
BCL-XL overexpression 

for preventing cell death 
during gene editing[17]

Regulating DNA Repair 
mechanism

Knock-down DNAPK and 
XRCC4 for increasing 

HDR[18]

Timely expression of Cas9 
in S/G2/M phase using 
Geminin for increasing 

HDR[19]

Synchronizing cell cycle 
to G2/M phase using small 
molecule ABT for increasing 

HDR[20]

Rad51 overexpression 
using small molecule RS-1 

for increasing HDR[21] 

Optimizing protocol
Using Cas9 RNP and 

AAV6 donor[22] 

Table 1 Methods for improving editing efficiency in PSCs 

2.2 전분화능 줄기세포에서 염기 교정의 특징
유전 질환을 유발하는 유전변이 중 다수는 하나의 염기서열이 바

뀌는 점돌연변이(point mutation)이다[26]. 따라서 단일 염기를 효율적

으로 교정할 수 있는 염기교정(Base Editing) 기술은 유전 질환을

유발하는 유전 변이를 도입하거나 교정하는데 유용하다. 대표적인 

염기교정 도구인 아데닌 염기교정도구와 사이토신 염기교정도구

의 효율은, 다소의 차이는 있지만 HEK293T 세포에서는 비슷한 수

준이다[27]. 그러나 전분화능세포에서는 사이토신 염기교정도구의 

효율이 아데닌 염기교정도구의 효율에 비해 매우 낮은 것이 확인

되었다[28]. 이 현상의 원인은 사이토신 염기교정 도구가 작동하는 

방식에서 찾을 수 있다. 사이토신 염기교정 도구는, 표적 부위의 

사이토신에 작동하여 사이토신(Cytosine) 염기를 유라실(Uracil) 염

기로 바꿀 수 있다[7]. 이때 유라실의 반대쪽 염기인 구아닌

(Guanine)이 DNA 복제나 복구과정에서 아데닌(Adenine) 염기로 바

뀌게 되고 유라실 염기도 티민(Thymine) 염기로 바뀌게 되어 염기 

교정이 완료된다. 그러나 이 과정에서 유라실 염기가 Uracil DNA 

Glycosylase (UNG)에 의해 제거되고 다시 사이토신 염기가 생성되

어 염기 교정이 되지 않고 원래 상태로 돌아올 수 있다. 이러한 

과정은 손상된 DNA를 복구하기 위한 방식 중 하나인 Base excision 

repair (BER) 방식에 의해 유라실 DNA가 복구되는 과정과 같다. 

때문에 사이토신 염기교정 도구의 효율적인 작동을 위해서는 UNG

에 의해 일어나는 BER에서 회피해야 한다. 현재 사용되고 있는 사

이토신 염기교정 도구는, 표적 사이토신의 반대쪽 DNA가닥에 Nick

을 만들어 Missmatch repair (MMR) 방식으로 유도하고, 동시에 

UNG의 억제제인 Uracil Glycosylase Inhibitor (UGI)를 도입하여 효

율적인 염기교정이 일어날 수 있도록 설계되었다[7, 29]. 그러나, 전

분화능세포는 분화된 체세포나 암세포에 비해 BER의 활성이 강하

게 유지되어 사이토신 염기교정도구의 작동이 억제되었다[28]. 이는 

유전적 항상성을 유지하기위해 DNA 손상에 민감하게 대응하는 전

분화능세포의 특성 때문이라고 할 수 있다. 반면 아데닌 염기교정 

도구의 작동은, BER의 활성에 영향을 적게 받기 때문에 전분화능

세포에서도 잘 작동하였다. 따라서 전분화능세포에서 사이토신 염

기 교정도구의 효율을 높이기 위해 siRNA 등을 이용하여 UNG의 

활성을 일시적으로 약화시키거나, 추가적인 UGI를 전달하는 것이 

방법이 될 수 있다[28]. 
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Fig. 2 Schematic of YM155 drug treatment. (A) YM155 
treatment for depletion of undifferentiated cells (B) 
YM155-based Enriched Selection of CRISPR 
co-targeting (YES) 

2.3 염기교정 기술을 이용한 망막 유전질환의 치료
염기교정 기술은 DNA의 이중가닥절단없이 원하는 염기하나를 

정확하고 효율적으로 교정 할 수 있는 기술이다. 때문에 염기교정 

기술은 유전 질환의 원인이 되는 유전변이를 안전하고 효율적으로 

고칠 수 있는 방법이며, 다양한 유전질환의 치료방법으로써 그 활용

법이 연구되고 있다[26]. 염기교정 도구를 전달하는 방법으로 대표적

인 것은 바이러스 벡터로 아데노연관 바이러스 (Adeno-associated 

virus, AAV)벡터가 많이 쓰이고 있다. 그러나 AAV 바이러스는 전달

할 수 있는 유전자의 크기가 약 4.5kb 로 한계가 있어서 염기교정도

구의 유전자와 gRNA를 온전히 전달할 수 없다. 이를 해결하기 위해, 

Intein 도메인을 이용하여 유전자 교정도구를 두 부분으로 나누어 

두 개의 벡터로 나누어 전달하는 방법이 개발되었다[31, 32]. 

망막유전질환은 눈의 망막 조직에서 구조나 기능을 담당하는 유

전자에 변이가 생겨 발생하는 질환으로, 나이가 들어감에 따른 급

격한 시력저하나 선천적 실명을 야기한다. 유전성 망막질환 중 하

나인 레버흑암시(Leber‘s congenital amaurosis, LCA)의 경우 AAV

를 이용한 정상 유전자 전달 방식의 유전자치료제 LUXTURNA가 

개발되어 망막유전질환에 대한 유전자치료의 시작을 알렸다[33]. 

2020년에는 Biorxiv지에는 동일한 유전질환에 대해서 AAV를 이용

한 염기교정 방식을 이용한 치료 방법이 연구되었고, 마우스 모델

에서 치료가능성이 입증되었다[34]. 

AAV는 효과적인 유전자 교정도구의 전달방법이지만, 세포내에

오랜 시간 잔존하여 전달한 유전자를 발현하기 때문에 유전자 교

정도구의 표적이탈효과(off-target effect)과 같은 부작용을 유발할

우려가 있다[35](Fig. 3). 때문에 mRNA나 RNP(Ribonucleoprotein 

complex)처럼 일시적으로 발현하고 사라질 수 있는 형태로 유전자

교정도구를 전달하는 것이 치료에 있어서 안전한 방식으로 여겨진

다. 2021년 Science Advances지에 아데닌 염기교정도구를 RNP형

태로 전달하여 망막 유전질환을 치료하는 방법이 연구되었다[36]. 

연구진은 염기교정도구 단백질을 인간 세포주에서 발현시키고 정

제하는 방식으로 고순도, 고용량의 염기교정도구 단백질을 정제하

였으며, 정제된 염기교정도구 RNP의 교정 효율이 플라스미드 방식

을 이용한 염기교정도구 전달과 비교하였을 때 비슷한 수준임을 

확인하였다. 반면에 표적이탈효과에서는 뚜렷한 차이를 보였는데, 

RNP 전달 방식은 플라스미드나 mRNA 전달에 비해 DNA 및 RNA

에서 낮은 표적이탈효과를 보여주었다. 나아가 RNP를 이용한 염기
교정 방식은 구경꾼 교정(bystander editing)없이 원하는 염기 하나
만 정밀하게 고칠 수 있는 가능성이 있음을 확인하였다. 이를 바탕
으로 RNP를 이용한 염기교정 방식을 이용하여 유전질환 치료에 
응용하였다. 구체적으로는 LCA질환의 모델 생쥐인 Rd12 생쥐에 
아데닌 염기교정도구 RNP를 Lipid nanoparticle (LNP) 형태로 전달
하여, 6주 후에 망막 조직의 유전 변이가 약 2% 효율로 정밀하게
교정된 것을 확인하였다.
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Fig. 3 Delivery of gene editing tools via viral vector or RNP 
with lipid nanoparticles. (A) Characteristics of delivery 
methods (B) ABE RNP delivery and gene correction in 
RD12 mouse 

3. 결 론
염기교정기술은 표적 염기를 정확하고 효율적으로 교정 할 수 있

는 기술로, 특히 유전질환의 치료방법으로써 기존의 Cas9을 이용한 

교정방식을 상당부분 대체 할 수 있는 기술로 주목받고 있다. 특히 

DNA 이중가닥을 절단하는 교정 방식이 DNA large deletion이나 염

색체의 이상을 유발할 수 있다는 위험성이 보고되고 있어서[5, 6, 37], 

향후 Cas9을 이용한 유전질환 치료 방식은 점차 지양될 것으로 예상

된다. 그러나 염기교정기술을 이용한 유전질환 치료방식도 해결해

야 할 문제점들을 가지고 있다. 예를 들면, 염기교정도구의 탈아민

효소(deaminase)에 의한 DNA나 RNA의 표적이탈효과에 의한 위험
성을 안전한 수준으로 통제하는 것이 필요하다[38]. 이를 위해 탈아민
효소에 변형을 주거나 염기교정도구에서 탈아민효소의 상대적인 위
치를 변경하는 방법들이 연구되고 있다[39, 40]. 

염기교정도구를 mRNA나 RNP형태로 전달하여 염기교정도구의 
작동시간을 최소화함으로써 표적이탈효과를 최소화할 수 있다. 
Lipid nanoparticle (LNP)는 mRNA나 RNP를 전달할 때 쓰이는 대표
적인 전달체이다. 혈관 주사를 통해 체내로 전달된 LNP는 주로 간에 
축적되기 때문에 간세포의 유전자를 교정하는데 효과적이다[41]. 특

히 ABE의 mRNA를 LNP를 이용하여 cynomolgus monkeys에 전달
한 경우, 표적유전자인 PCSK9 단백질의 혈청 내 농도를 90% 가까
이 감소시킬 정도로 교정 효과가 우수하였다[42, 43]. 간 외에도, 내이
나 망막에 염기교정도구 RNP를 국소적으로 전달하여 유전자 교정
을 시도한 사례도 있다[36, 44]. 최근에는 염기교정도구 RNP를 바이
러스 유사입자 (Virus-like particles: VLPs)를 이용해 전달하여 RNP
를 이용한 염기교정 효율을 크게 향상시키는 방법이 개발되었으며, 
향후 그 활용 방법이 주목받고 있다[45]. 이러한 연구 성과들을 바탕
으로, 염기교정도구의 효율은 높이면서 정확하고 안전한 작동방식
이 담보되는 치료방식이 개발된다면 염기교정 방식을 이용한 유전
질환 치료 방법이 실제 환자의 치료에 쓰이게 될 것이다. 
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▪2022년 09월 ~ 현재 : 강원대학교 생물공학전공 (조교수)

<주요 연구 분야>

▪조직공학적 기법을 이용한 혈관 신생 유도

▪유전자 교정을 이용한 유전 질환 치료

▪유전자 교정 기술 고도화




