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            초록
          
        

        
          
            Background
            Plants are rich in phytochemicals, and their bioactive compounds have been employed in traditional medicine since ancient times. A variety of medicinal plant species and phytochemicals have been used to treat a wide range of chronic diseases, most notably, cancer.

          

          
            Methods and Results
            As the global prevalence of cancer increases, numerous investigations are being carried out to develop phytochemical-based medicines. For example, paclitaxel, camptothecin, vinca alkaloids, and podophyllotoxin are US Food and Drug Administration (FDA)-approved anticancer drugs derived from plants. However, plants contain only trace amounts of phytochemicals, which makes it difficult to supply them continuously. Moreover, their complicated structures hinder their ability to produce large quantities of chemicals for commercial use. Recently, researchers have developed a number of biotechnological platforms to enhance the production of phytochmicals.

          

          
            Conclusions
            In this review, we summarize the current status of four FDA-approved anticancer drugs derived from plants and provide plant biotechnology strategies, including synthetic biology, to facilitate their production.
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      서 언
      2018년 전 세계적으로 1,810 만 건의 암 발병이 일어났고, 2030년까지 2,360 만 건으로 증가할 것으로 예상되는 등, 암은 전 세계적으로 주요 사망원인 질병 중 하나이다 (Bray et al., 2018; Choudhari et al., 2020).

      암 진행의 분자적인 메커니즘 규명 연구 결과들을 통해 수많은 항암제 후보 물질들이 개발되었으며 (Choudhari et al., 2020), 1940년부터 2014년까지 승인된 항암제의 약 50%가 식물의 천연물에서 유래하여 제조되었다 (Newman and Cragg, 2016; Choudhari et al., 2020). 현재까지 식물에서 자연적으로 만들어지는 천연화학물질인 피토케미컬 (phytochemical)과 유도체로부터 암 치료 효율을 높이고 부작용을 줄일 수 있는 유망한 화합물을 찾고자 지속적인 연구들이 수행되었다 (Rong et al., 2020; Garcia-Oliveira et al., 2021).

      일반적으로 의약품 개발에 활용할 수 있는 약리학적, 생물학적 활성을 갖는 천연물은 항산화, 항염증, 항암 등 다양한 효능을 보이고, 이는 주로 생물학적 활성 유도 분리를 통해 중요한 약물의 발견으로 이어졌다 (Lahlou, 2007). 이를 통해 아스피린, 모르핀 등과 같은 대부분의 초기 의약품 개발의 기초가 되었다 (Butler, 2004; Lahlou, 2013). 현재까지 미국 식품의약국 (food and drug administration, FDA, Silver Spring, MD, USA)의 승인을 받아 상용화된 식물의 천연물 유래의 대표적인 항암제로는 파클리탁셀 (paclitaxel), 캄토테신 (camptothecin), 빈카 알칼로이드 (vinca alkaloids)와 포도필로톡신 (podophyllotoxin)이 있다 (Sun et al., 2017; Oyenihi et al., 2021).

      이러한 천연물 유래 항암제는 자유라디칼 제거 (Lee et al., 2013), 종양 침습성과 혈관 신생합성 감소 (Lu et al., 2018), 악성 세포 생존 및 증식 억제 (Yan et al., 2018) 등을 통해 발암을 지연시키는 등 항암 메커니즘을 가지며 (Choudhari et al., 2020), 시험관 및 생체 내에서 항암 효능에 대해 검증되었다.

      천연물 유래 항암제의 경우 유한한 자원으로부터의 화합물 공급과 매우 적은 양으로 인하여 지속적인 공급에 한계가 있으며, 2022년도에 미국에서 조사한 결과에 따르면 앞서 언급한 4 종 항암제의 경우 매년 수요는 증가하고 있지만, 의약품 부족 문제도 증가하고 있어 치료에 악영향을 미치고 있다 (McBride et al., 2022). 이를 극복하기 위하여 전합성 (chemical synthesis) 방법이 개발되었지만, 천연물들의 복잡한 구조로 인하여 전합성에 많은 합성 단계와 비싼 화학물질들이 필요하고, 반응 조건의 어려움뿐만 아니라 산업적 규모로 생산하기에는 낮은 생산량 등의 어려움을 갖고 있다 (Hezari and Croteau, 1997; Lahlou, 2007).

      따라서 이러한 의약품의 산업적 생산은 여전히 식물자원을 재료로 하여 직접 최종 물질을 추출하거나 혹은 식물에서 추출한 핵심 전구체로부터 화학반응을 통해 최종 물질로 전환하는 반합성 (semi-synthesis) 방법을 통해 이루어지고 있다 (Courdavault et al., 2021). 반합성 방법은 최종 물질을 더 높은 수율로 추출할 수 있다는 장점이 있지만 (Lahlou, 2007), 이는 물질 공급을 위하여 여전히 식물이 사용됨을 의미함으로 식물자원의 공급량 혹은 천연물의 생산량 증진을 위한 관심이 증대되고 있다.

      식물에서 천연물의 낮은 함유량과 더불어 화학 합성의 어려움을 극복하기 위하여, 세포·조직배양이나 유전자 도입을 통한 생산량 증진 방법을 통해 식물 유래 천연물 의약품의 생산을 구현하는 연구들이 이루어지고 있다 (McCoy and O'Connor, 2008; Pant, 2014; Lu et al., 2016; Courdavault et al., 2021).

      이러한 연구들은 최근 차세대 염기서열 분석 기술의 발달과 함께 다양한 식물자원의 오믹스 데이터의 축적과 더불어 천연물 생합성 유전자 예측과 기능 규명 등으로 가능해졌고 (Courdavault et al., 2021; Younessi-Hamzekhanlu et al., 2022), 이를 활용하여 다양한 부품들을 조합하여 새로운 기능을 갖거나 기존보다 효율적인 생물 시스템을 설계하는 합성생물학 연구도 발달하게 되었다 (Liu and Stewart, 2015; Pouvreau et al., 2018).

      예를 들어 천연물 생산 유전자들을 선발하면, 이들을 이용하여 천연물 대사경로를 재설계하고 새롭고 다양한 이형 기주 시스템에 도입시켜 천연물을 생산할 수 있다. 합성생물학 연구에서 이형 기주 시스템으로는 성장이 빠르고 대사경로 조절이 가능한 미생물과 식물이 활용되고 있다 (Mutanda et al., 2021).

      특히 식물은 천연물과 같은 이차대사산물을 생산하기 위해 스스로 햇빛과 CO2를 이용하고, 동일한 세포소기관, 보조인자 (cofactor)와 전구체들을 공유하므로 미생물에서 장애물로 여겨지는 천연물 생합성에 주요 효소인 cytochrome P450s (CYP450s)의 쉽고 안정적인 발현 등으로 인하여 미생물보다 효율적인 생산 시스템으로 여겨진다 (Christ et al., 2019).

      또한 기존의 재조합 DNA 기술에서 합성생물학으로의 기술발전은 이형 기주 시스템에서 최적화된 대사경로의 발현, 효소들의 촉매반응 촉진 및 높은 기질 특이성 등을 개선한 대사경로 재설계를 가능하게 하였고 (Mutanda et al., 2021), 식물에서도 이차대사물질 대량 생산을 통해 산업적으로 응용할 수 있다는 가능성을 제시하였다.

      본 총설에서는 현재 미국 FDA로부터 승인받아 상용화되어 사용 중인 4 종의 식물 유래 천연 항암제들인 파클리탁셀, 캄토테신, 빈카 알칼로이드와 포도필로톡신을 소개하고, 이들의 생합성 경로와 식물에서 생산성 증진을 위하여 수행된 연구와 합성생물학 방법에 대한 자세한 정보를 제공하고자 한다.

      
        1. FDA-승인 식물 유래 항암제와 생합성 경로
        
          1.1. 파클리탁셀 (paclitaxel)
          파클리탁셀은 태평양 주목나무 (pacific yew, Taxus brevifolia)의 껍질과 잎에서 분리된 식물 유래 천연 항암제로, 탁솔 (taxol)이라고 명명되어 판매되고 있다 (Fig. 1).

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Food and drug administration (FDA)-approved plant-derived anticancer drugs.
              (A) Illustrations of plant species that produce anticancer drugs. (B) Chemical structure of paclitaxel, camptothecin, vinblastine, vincristine, and podophyllotoxin.

            
            

            

          

          파클리탁셀은 1992년 미국 FDA에서 최초로 승인받은 난소암 치료제로 (Swain et al., 1995), 유방암, 췌장암, 전립선암 및 폐암 치료에 사용된다 (Choudhari et al., 2020). 파클리탁셀은 미세소관의 안정화 및 분해 방지를 통해 암세포의 사멸을 유도한다 (Schiff et al., 1979).

          이는 측쇄구조 (side chain)의 C2-벤조일기와 β-튜불린의 상호 작용에 의해 유도되며 (He et al., 2000; Kingston, 2000), 파클리탁셀이 유도하는 유사분열 정지는 염색체의 양극성 부착을 유지하는 키네토코어 (kinetochore)의 긴장을 감소시키고 (Weaver, 2014), 유사분열 중기에서 후기로의 세포 분열을 억제한다 (Kelling et al., 2003).

          최근에는 대식세포, 조절 T세포, NK세포 등 면역세포의 조절을 통해 암세포를 사멸시킬 수 있다는 연구 결과도 보고되었다 (Zhu and Chen, 2019).

          파클리탁셀의 세계 시장 규모는 2019년 110 백만 달러부터 2025년 152 백만 달러까지 연평균성장률 8.2%로 성장할 것으로 예상된다 (Sabzehzari et al., 2020). 하지만, 암 환자 한명에게 필요한 파클리탁셀의 양은 2 g - 3 g이지만, 주목나무 한 그루로부터 추출 가능한 파클리탁셀의 양은 2 ㎎ 정도로 그 양은 매우 부족하다 (Sabzehzari et al., 2020).

          파클리탁셀의 생산은 주목나무의 세포배양을 통한 생산 방법, 전합성과 baccatin Ⅲ로부터 파클리탁셀로 전환하는 반합성 방법 등을 통해 이루어지지만, 생산량을 효율적으로 증진시키는 것이 가장 큰 과제이다. 주목속 (Taxus) 식물체의 느린 성장과 자원 부족 등으로 인해 식물체로부터의 직접적인 추출로는 증가하는 시장의 수요를 충족시키기에 충분하지 않다 (Priyadarshini and Keerthi, 2012). 현재 이러한 문제점을 해결하기 위한 생명공학 기술을 이용한 연구가 다양하게 진행되고 있다 (Sabzehzari et al., 2020).

          파클리탁셀은 테르페노이드의 전구체인 isopentenyl pyrophosphate (IPP)와 dimethylallyl diphosphate (DMAPP)의 합성을 시작으로, 파클리탁셀의 탄소 고리 골격이자 파클리탁셀의 주요 전구체인 baccatin Ⅲ의 합성과 측쇄구조의 합성을 포함하는 총 3 단계를 통해 생합성된다 (Fig. 2).

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Biosynthetic pathway of paclitaxel.
              The dashed arrow indicates unidentified steps. MVA; mevalonate, MEP; methylerythritol phosphate, GGPP; geranylgeranyl diphosphate, TXS; taxadiene synthase, T5αH; taxadiene-5α-hydroxylase, TAT; taxadien-5α-ol-O-acetyltransferase, T13αH; taxadiene-13α-hydroxylase, T10βH; taxadiene-10β-hydroxylase, T14βH; taxadiene-14β-hydroxylase, PAM; phenylalanine aminomutase, PCL; β-phenylalanine-CoA ligase, TBT; taxane-2α-O-benzoyltransferase, DBAT, 10-deacetylbaccatin III 10-O-acetyltransferase, BAPT; baccatin III amino phenylpropanoyl-13-O-transferase, T2'αH; taxane-2'α hydroxylase, DBTNPT; 3’-N-debenzoyltaxol 3’-N-benzoyltransferase.

            
            

            

          

          먼저 메발론산 (mevalonate, MVA)과 비메발론산 (methyl erythritol phosphate, MEP) 경로를 통해 합성된 IPP와 DMAPP는 엽록체에서 geranylgeranyl diphosphate synthase (GGPPS)에 의해 geranylgeranyl diphosphate (GGPP)로 전환된다. GGPP는 taxadiene synthase (TXS)에 의해서 taxadiene으로 전환되고 (Zerbe and Bohlmann, 2015), taxadiene은 taxadiene-5α-hydroxylase (T5αH)에 의하여 C-5 위치에 수산화 기능기 (Hydroxyl group, -OH)가 결합된 형태의 taxadien-5α-ol로 전환된다 (Hefner et al., 1996). 그리고 taxadien-5α-ol-O-acetyltransferase (TAT)에 의해 taxadien-5α-ol이 taxadien-5α-yl-acetate로 전환된다 (Walker et al., 2000). Taxadien-5α-yl-acetate는 cytochrome P450인 taxane 10β-hydroxylase (T10βH)에 의한 수산화 반응을 통해서 C-10 위치에 수산화 기능기가 결합됨으로 인하여 taxadien-5α-acetoxy-10β-ol이 만들어진다 (Schoendorf et al., 2001).

          Taxadien-5α-ol은 taxane 13α-hydroxylase (T13αH)에 의해 taxadiene-5α,13α-diol로 전환되고, taxadien-5α-acetoxy-10β-ol 은 taxadiene 14β-hydroxylase (T14βH)에 의하여 taxadien-5α-acetoxy-10β,14β-diol로 전환된다. 그 후로, C-1, C-2, C-4, C-7 and C-9 위치에 수산화 반응과 C-4, C-5 위치에 에폭시화 (epoxidation) 반응 등을 통해서 2-debenzoyltaxane이 만들어진다. Taxane 2α-O-benzoyltransferase (TBT)는 2-debenzoyltaxane으로부터 10-deacetylbaccatin III (10-DAB)로의 전환을 촉매시킨다 (Walker and Croteau, 2000b). 10-DAB는 10-deacetylbaccatin III 10-O-acetyltransferase (DBAT)에 의하여 baccatin III로 전환된다 (Menhard and Zenk, 1999; Walker and Croteau, 2000a).

          파클리탁셀의 의약적 활성을 위하여 중요한 C-13 측쇄 구조는 phenylalanine aminomutase (PAM)에 의한 α-phenylalanine에서 β-phenylalanine으로 전환을 통해 시작되고 (Walker et al., 2004), β-phenylalanine-CoA ligase (PCL)에 의해 측쇄 구조를 갖춘 β-phenylalanine-CoA가 만들어진다. β-phenylalanine-CoA와 baccatin III의 결합은 baccatin III amino phenylpropanoyl-13-O-transferase (BAPT)에 의하여 촉매되어 beta-phenylalanyl baccatin III가 만들어진다. 그리고 taxane 2'α hydroxylase (T2'αH)에 의해 C-2' 위치에 수산화 기능기가 결합된 N-debenzoyltaxol이 만들어지고, 마지막으로 taxane N-debenzoyltransferase (DBTNBT)에 의해 파클리탁셀이 생성된다 (Tong et al., 2021).

          전반적으로 2-debenzoyltaxane으로부터 파클리탁셀까지의 생합성 경로는 잘 규명되어있으나 (Sabzehzari and Naghavi, 2019), 특정 수산화 반응과 에폭시화 단계에 관여하는 효소들과 중간 전구체들에 대한 정보는 아직까지 명확하지 않으며, 이는 앞으로 규명되어야 한다.

        

        
          1.2. 캄토테신 (camptothecin)
          캄토테신은 1966년 미국 국립 암 연구소 (National Cancer Institute, NCI, Bethesda, MD, USA)에서 희수나무 (Camptotheca acuminata)의 껍질에서 추출한 물질로 항암제로써 활성이 보고되었다 (Wall et al., 1966).

          니사나무속의 낙엽고목인 희수나무는 중국에서 예로부터 암치료를 위한 한약재로 사용되었으며, 특히 줄기와 수피에는 여러 종류의 알칼로이드 계통의 화합물이 있는 것으로 알려져 있다 (Bae et al., 2009). 그 중에서도 캄토테신은 모노터펜 인돌알칼로이드 (monoterpene indole alkaloid, MIA) 계열의 화합물로 43 개의 식물 종에서 캄토테신이 생산된다고 알려져 있으며 (Pu et al., 2019), 희수나무, Nothapodytes nimmoniana, Ophiorrhiza pumila가 대표적인 캄토테신 생산 식물로 알려져 있다 (Fig. 1).

          캄토테신은 DNA 복제 시에 필수적인 효소인 토포아이소머 라아제 I (topoisomerase I)에 선택적으로 작용한다. 즉, 토포 아이소머라아제 I에 의한 DNA 재결합을 억제하여 DNA 이 중사슬 손상을 통해 결국 세포사멸을 유도하는 항암 활성을 나타낸다 (Liu et al., 2015).

          캄토테신 천연 화합물은 수용성이 낮고 부작용을 초래한다고 보고되어 치료용으로 적합하지 않았지만, 난용성과 부작용 등이 개선된 반합성 캄토테신 유도체들인 irinotecan (Camptosar®, 1994년)과 topotecan (Hycamtin®, 1996년)이 미국 FDA로부터 승인되어 대장암, 직장암과 난소암 등의 치료에 사용 중이다 (Fig. 1). 그 후, 한국 제약회사 (종근당)에서 개발한 belotecan (Camtobell®)이 2003년 한국에서 승인되어 난소암과 소세포폐암 치료에 사용되고 있다 (Bailly, 2019).

          캄토테신 유도체들의 세계 시장 규모는 연간 10 억 달러에 달하고 있으며, 앞으로 급속하게 성장할 것으로 예상된다 (Asano et al., 2009). 캄토테신은 화학구조가 복잡하여 화학 합성이 어렵기 때문에, 항암제로 사용되는 irinotecan, topotecan과 belotecan은 주로 희수나무와 N. nimmoniana 같은 천연 나무로부터 추출한 캄토테신에 의존하여 상업적으로 생산된다 (Kai et al., 2015).

          하지만 이들 식물도 긴 생육 주기와 캄토테신의 낮은 함량 (희수나무 어린잎, 4 ㎎/g - 5 ㎎/g 건조 중량)으로 지속적인 캄토테신 공급에 어려움이 있다 (Lorence and Nessler, 2004). 세계 시장에서는 연간 3,000 ㎏의 캄토테신이 필요하지만, 생산량은 연간 600 ㎏ 정도로 증가하는 캄토테신의 수요를 맞출 수가 없다 (Raveendran, 2015). 이를 해결하고자, 캄토테신 함량이 높은 신규 식물 종을 발굴하거나 캄토테신을 대량 생산하기 위하여 조직배양과 캄토테신 생산 내생균 (endophytic fungus) 활용 등과 같은 대체 방법들이 대안으로 활용되고 있다 (Asano et al., 2009; Kai et al., 2015).

          MIA인 캄토테신은 생합성 경로가 잘 규명된 strictosidine을 전구물질로 사용하여 생합성된다고 보고되어 있지만 (O’Connor and Maresh, 2006), strictosidine 이후의 캄포테신 생합성 경로는 현재까지 명확히 규명되지 않았다 (Fig. 3). 그리고 캄토테신 생산 주요 식물인 희수나무에서는 strictosidine이 검출되지 않고, strictosidinic acid가 중간 전구체로 캄토테신 생합성에 활용된다고 보고되었다 (Sadre et al., 2016). 이와는 다르게 N. nimmoniana와 O. pumila에서는 strictosidine이 캄토테신 생합성을 위한 전구물질로 사용됨이 보고됨으로써 캄토테신을 생산하는 식물체마다 구별된 캄토테신 생합성 경로가 존재함을 시사하였다 (Yang et al., 2021).

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Biosynthetic pathway of camptothecin from Ophiorrhiza pumila.
              Camptothecin is derived from a strictosidine intermediate in O. pumila. The dashed arrow indicates unidentified steps. TDC; tryptophan decarboxylase, G10H; Geraniol-10-hydroxylase, CPR; NADPH : cytochrome P450 reductase, SLS; secologanin synthase, STR; strictosidine synthase.

            
            

            

          

          캄토테신은 시킴산 (shikimate) 경로와 이리도이드 (iridoid) 경로를 통해 제공된 인돌 (indole)과 터펜 (terpene) 전구체에 의하여 합성된다 (Fig. 3). 시킴산 경로에서는 tryptophan decarboxylase (TDC)에 의하여 tryptophan이 tryptamine으로 변환된다고 보고되었다 (Yamazaki et al., 2003a; Wang et al., 2019). 이리도이드 경로에서는 2 개의 CYP450 family synthases의 기능이 규명되었다. Geraniol-10-hydroxylase (G10H)에 의하여 geraniol이 10-hydroxygeraniol로 전환되며, secologanin synthase (SLS)에 의하여 loganin이 secologanin으로 전환된다 (Yamazaki et al., 2003a; Shi et al., 2020). 이때 NADPH : cytochrome P450 reductase (CPR)가 G10H와 SLS 활성에 중요하다고 보고되었다 (Yamazaki et al., 2003a). 이들 경로를 통해 만들어진 tryptamine과 secologanin은 strictosidine synthase (STR)에 의해 strictosidine으로 전환된다 (Yamazaki et al., 2003a; Kai et al., 2015).

          하지만 strictosidine에서 캄토테신이 어떻게 만들어지는지는 명확하지 않으며, 이들 생합성에 관여하는 유전자들을 규명하기 위한 지속적인 연구가 필요하다.

        

        
          1.3. 빈크리스틴 (vincristine)과 빈블라스틴 (vinblastine)
          협죽과에 속하는 1년초인 일일초 (Catharanthus roseus) 에는 약 200 여종의 인돌 알칼로이드를 함유하고 있다. 특히 일일초의 잎에는 산업적으로 중요한 물질로 급성백혈병과 악성 임파종양 등의 치료제로 사용되는 이량체 터페노이드 인돌 알칼로이드 (terpenoid indole alkaloid, TIA) 계열의 빈크리스틴과 빈블라스틴이 축적되어 있다 (Fig. 1; Lee et al., 2002).

          빈크리스틴과 빈블라스틴은 암 치료에 사용된 최초의 천연의약품이자 여전히 암 치료에 사용되는 가장 중요한 물질 중 하나로서 vindoline과 catharanthine에서 유래한 비신돌 알칼로이드 (bisindole alkaloid)이다 (Costa et al., 2008). 이는 인간의 종양 (tumor) 치료에서 여전히 가장 가치 있는 화학요법제에 포함된다 (Sottomayor and Barcelo, 2006). 빈크리스틴 및 빈블라스틴 알칼로이드는 암 화학 요법에 사용되는 상업용 TIA로 암 치료제 중 두 번째로 많이 사용된다 (Jordan et al., 1998).

          일일초의 옛 이름이 Vinca rosea인 점에 기인하여 이와 관련된 반합성 화합물들은 빈카 알칼로이드로 명명되었으며, 이러한 화합물은 세포사멸을 유발하여 암세포 성장을 억제시킨다. 빈크리스틴 및 빈블라스틴과 유사한 반합성 화합물인 비노렐빈 (vinorelbine)과 빈데신 (vindesine)이 치료 작용을 증가시키기 위해 개발되고 (Nirmala et al., 2011) 임상 시험에 사용되었지만, 빈크리스틴, 빈블라스틴 및 비노렐빈만 미국에서 치료적 이용에 대해 승인되었다 (Nobili et al., 2020). 식물에서 분리된 알칼로이드인 빈블라스틴은 홉킨스병, 융모막 종양 치료에 많이 사용된다 (Moudi et al., 2013).

          빈블라스틴의 산화된 형태인 빈크리스틴은 급성 백혈병, 악성 림프종, 홉킨스병, 급성 적혈구 혈증 및 급성 범골수증 치료에 사용된다. 빈크리스틴은 어린이의 백혈병 치료에 실험적으로 사용되고 있으며, 빈크리스틴과 빈블라스틴은 항암뿐만 아니라 강력한 항균 활성도 보고되었다 (Grellier et al., 1999).

          빈블라스틴과 빈크리스틴도 마찬가지로 화학적 합성의 어려움으로 인하여 현재의 생산 방법은 주로 일일초에서 추출한 전구체인 vindoline과 catharanthine의 화학적 결합을 통해서 이루어지고 있다. 빈블라스틴과 빈크리스틴 의약품 1 g을 생산하기 위하여, 각각 500 ㎏과 2,000 ㎏의 일일초 건조 잎이 필요하지만, 일일초 잎에서의 낮은 함유량 (빈블라스틴, 0.32 ㎍/g; 빈크리스틴, 3.77 ㎍/g)으로 인하여 활용에 어려움이 있다 (Jeong and Lim, 2018; Zhang et al., 2022). 특히, 수요 증가와 함께 빈블라스틴과 빈크리스틴 가격은 ㎏당 백만 달러까지 증가하였으며, 이는 식물 추출 방법의 대안 연구의 중요성을 각인시켰다.

          비신돌 알칼로이드 생합성 단계는 1. tryptamine과 secologanin의 형성, 2. vindoline과 catharanthine과 같은 단량체 알칼로이드의 형성, 3. 빈블라스틴과 빈크리스틴의 형성이라는 세 가지 범주로 요약될 수 있다 (Zhu et al., 2015). 현재까지 일일초에서 빈블라스틴과 빈크리스틴 생합성을 위하여 31 단계의 복잡한 과정이 필요하며, 최소 25 개 효소가 관여하는 것으로 보고되었다 (Fig. 4).

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Biosynthetic pathway of vinblastine and vincristine.
              The dashed arrow indicates unidentified steps. STR; strictosidine synthase, SGD; strictosidine-β-glucosidase, GS; geissoschizine synthase, GO; geissoschizine oxidase, SAT; stemmadenine-O-acetyltransferase, PAS; precondylocarpine acetate synthase, DPAS; dihydroprecondylocarpine acetate synthase; TS; tabersonine synthase, CS; catharanthine synthase, T16H; tabersonine 16-hydroxylase, 16OMT; tabersonine 16-O-methyltransferase, T3O; tabersonine 3-oxygenase, T3R; 16-methoxy-2,3-dihydro-3-hydroxytabersonine synthase, NMT; 3-hydroxy-16-methoxy-2,3-dihydrotabersonine-N-methyltransferase, D4H; deacetoxyvindoline 4-hydroxylase, DAT; deacetylvindoline-O-acetyl-transferase, PRX1; class III peroxidase.

            
            

            

          

          앞서 캄토테신 생합성 과정에서 언급한 바와 같이, secologanin과 tryptamine이 STR에 의하여 strictosidine으로 응축되는 첫번째 단계가 촉진된다. Strictosidine은 모든 TIA의 중심 중간체로 알려져 있다 (Oudin et al., 2007). Strictosidine은 strictosidine-β-glucosidase (SGD) 효소에 의해 당 반수체가 제거되어 불안정하고 반응성이 높은 알데히드 분자인 strictosidine aglycon으로 전환된다 (Stevens et al., 1993). Strictosidine aglycon은 일일초에서 TIA의 다양성을 부여하는 대사경로의 핵심 분자로서 (Geerlings et al., 2000), geissoschizine synthase (GS)에 의해 geissoschizine으로, geissoschizine oxidase (GO)와 레독스단백질 (Redox1과 Redox2)에 의한 연속적인 반응을 통해서 stemmadenine으로 전환된다 (Zhang et al., 2022). 그리고 stemmadenine-O-acetyltransferase (SAT)에 의해 stemmadenine acetate가 형성되며, 이는 precondylocarpine acetate synthase (PAS)와 dihydroprecondylocarpine acetate synthase (DPAS)에 의한 산화환원 반응을 통해 dihydroprecondylocarpine acetate로 전환된다 (Caputi et al., 2018). Dihydroprecondylocarpine acetate는 tabersonine synthase (TS)와 catharanthine synthase (CS)에 의하여 각각 tabersonine과 catharanthine으로 합성된다. 이때 tabersonine은 잘알려진 7 개 효소 (tabersonine 16-hydroxylase, T16H; tabersonine 16-O-methyltransferase, 16OMT; tabersonine 3-oxygenase, T3O; 16-methoxy-2,3-dihydro-3-hydroxytabersonine synthase, T3R; 3-hydroxy-16-methoxy-2,3-dihydrotabersonine-N-methyltransferase, NMT; deacetoxyvindoline 4-hydroxylase, D4H; deacetylvindoline-O-acetyl-transferase, DAT)가 관여하는 일련의 반응을 통해 vindoline으로 전환된다 (Zhang et al., 2022).

          이렇게 형성된 단량체성 알칼로이드인 vindoline과 catharanthine은 최종적으로 class III peroxidase (PRX1)에 의해 α-3',4'-anhydrovinblastine (AVLB)으로 합성된다. 빈블라스틴과 빈크리스틴은 여러 단계를 거쳐 AVLB에서 파생되지만, 현재까지 정확한 생합성 단계는 규명되지 않았다 (Zhang et al., 2022).

        

        
          1.4. 포도필로톡신 (podophyllotoxin)
          포도필로톡신은 aryltetralin lignan 구조를 기본 골격으로 하는 천연 물질로서, 매자나무과 (Berberidaceae), 운향과 (Rutaceae), 미나리과 (Apiaceae), 측백나무과 (Cupressaceae), 아마과 (Linaceae), 물푸레나무과 (Oleaceae) 등 약 60 여 관다발 식물과에서 생성되며 (Shah et al., 2021), 주로 이들의 뿌리나 땅속줄기 (rhizomes)에서 축적된다 (Fig. 1).

          그러나 이들 중 매자나무과의 Podophyllum속 식물들에서 가장 높은 함량의 포도필로톡신이 검출된다 (Kumar et al., 2015). 매자나무는 매자나무과의 낙엽관목으로 한국 특산종이며, 잎에는 독성을 가지나 줄기 및 뿌리에 진통, 항암, 항결핵, 항균 등의 효과가 보고되어 한방에서도 한약재로 사용된다 (Jin et al., 2008). 또한 Podophyllum 식물 추출물은 과거로부터 다양한 문화권에서 해독제, 구충제, 발포제 등의 약용 물질로 사용되어왔으며 (Ayres and Loike, 1990), 1942년에 Podophyllum 식물 뿌리 추출물 수지인 podophyllin의 성기 사마귀에 대한 치료 효과가 발표되면서 podophyllin의 약리적 중요성이 관심을 받았다 (Kaplan, 1942).

          이후 1946년에 포도필로톡신 또는 그의 배당체들이 tubulin 중합을 저해하여 체세포 분열을 억제함이 밝혀지면서 잠재적 항암제로써 주목받기 시작하였다 (King and Sullivan, 1946). 그 후 포도필로톡신을 기본 골격으로 하는 배당체들을 포함한 다양한 유도체들의 분리, 합성 및 약리효과에 대한 연구들이 이어져 항암, 항바이러스, 항류마티스, 항건선, 면역활성 등 다양한 약리효과들이 검증되었다 (Stoll et al., 1954; Stoll et al., 1955; von Wartburg et al., 1957; Rutschmann and Renz, 1959; Stähelin and von Wartburg, 1989; Joel, 1996; Pugh et al., 2001).

          포도필로톡신의 화학 합성 유도체인 에토포시드 (etoposide)와 테니포시드 (teniposide)는 1960년대 중반에 처음 발표되었으며 (Goldin et al., 1966; Kuhn and von Wartburg, 1967), 현재까지 소세포성 폐암, 림프종, 백혈병, 난소암, 신경모세포종 등 다양한 유형의 암 치료에 널리 적용되고 있는 주요 항암제들이다 (Fig. 1; Schacter, 1996).

          이들은 포도필로톡신과 달리 4'-position의 demethylation과 4-position의 β-glycosidic moeity를 지니는 구조적 차이점에 기인하여 tubulin 중합 저해가 아닌 DNA topoisomerase II의 저해제로 작용함으로써 암세포 증식을 억제한다 (Ayres and Loike, 1990; Gordaliza et al., 2000). 에토포시드와 테니포시드는 topoisomerase II-DNA complex의 결합을 고착화시켜 DNA 사슬을 비가역적으로 끊음으로써 유사분열시 S-phase에서 세포주기를 정지시켜 세포사멸을 유도한다 (Robles et al., 1999).

          그러나 이러한 세포독성이 정상세포에도 영향을 미치거나 골수억제, 약물 내성 등의 부작용 또한 유발할 수 있다. 따라서 이러한 부작용들을 극복하고 수용성 및 생체이용률을 높이기 위해 NK-611 (Mross et al., 1996), NPF (Huang et al., 1999), GL-311 (Lee and Huang, 2001), F14512 (Ardalani et al., 2017)과 같은 다양한 포도필로톡신 유도체들이 개발되어 에토포시드와 테니포시드를 빠르게 대체하고 있다. 2022년 글로벌 시장조사기관 (Market Growth Reports)에 따르면 전세계 포도필로톡신 시장 규모는 2028년까지 100 만 달러의 가치가 있을 것으로 예상되는 주요 화합물이다.

          포도필로톡신 생합성 경로는 phenylpropanoids 대사경로를 통해 phenylalanine으로부터 유래한 coniferyl alcohol의 중합으로부터 시작되며, 이후 다양한 효소들의 촉매작용에 의해 aryltetralin lignan 구조가 형성된다 (Fig. 5).

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              Biosynthetic pathway of podophyllotoxin.
              The dashed arrow indicates unidentified step. The step of etopside aglycone pathway is highlighted with yellow color shade. PAL; phenylalanine ammonia lyase; C4H; cinnamate 4-hydroxylase; 4CL; 4-coumarate, HCT; hydroxycinnamoyl-CoA shikimate/quinate hydroxycinnamoyl transferase, C3H; p-coumarate 3-hydroxylase CoA ligase; CCOMT; caffeoyl CoA o-methyltransferase, CCR; cinnamoyl CoA reductase, CAD; cinnamyl alcohol dehydrogenase, DIR; dirigent protein, PLR; pinoresinol lariciresinol reductase, SDH; secoisolariciresinal dehydrogenase, OMT3; O-methyltransferase3, OMT1; O-methyltransferase1, 2-ODD; 2-oxoglutarate dependent dioxygenase.

            
            

            

          

          이러한 대사경로는 지금까지 forsythia, linum, podophyllum 속 등 관련 식물들에서의 생합성 유전자 규명을 통해 밝혀져 왔다 (Dinkova-Kostova et al., 1996; Davin et al., 1997; Lau and Sattely, 2015). 대사경로의 시작인 coniferyl alcohol의 중합은 dirigent protein (DIR) 활성에 의한 입체특이적 이량체화를 통해 이루어지며 그 결과 대사경로의 속도 조절 단계라 할 수 있는 (+)-pinoresinol 생합성이 이루어진다.

          (+)-pinoresinol은 pinoresinol-lariciresinol reductase (PLR)에 의한 두차례의 환원과정을 거쳐 (-)-secoisolariciresinol로 변환되며, 이후 secoisolariciresinal dehydrogenase (SDH)에 의해 (-)-matairesinol로 변환된다. CYP719A23은 (-)-matairesinol의 methylenedioxy bridge 형성을 촉매하여 A-ring이 완성되며 이를 통해 (-)-pluviatolide가 형성된다. (-)-pluviatolide 이후 최종 구조인 etoposide aglycone까지의 후기 단계 대사경로 유전자들은 최근 Lau와 Sattely (2015)에 의해 Podophyllum hexandrum으로부터 규명되었다.

          O-methyltransferase 3 (O-OMT3)와 CYP71CU1, O-methyltransferase 1 (OMT1)의 활성은 (-)-pluviatolide E-ring의 trimethylation을 완성함으로써 (-)-yatein으로 변환시키며 이후 2-oxoglutarate dependent dioxygenase (2-ODD)에 의해 촉매되는 C-C 결합을 통해 C-ring이 형성됨으로써 (-)-deoxypodophyllotoxin이 생성된다. 그리고 (-)-deoxypodophyllotoxin의 4-position은 CYP82D61에 의해 수산기가 결합되어 (-)-podophyllotoxin의 최종구조가 완성될 것으로 예상되지만, 실제로 식물에서는 CYP82D61에 의한 (-)-podophyllotoxin 생산이 확인되지 않았으며 (Lau and Sattely, 2015), CYP71BE54에 의한 4'-position의 demethylation과 CYP82D61의 수산화 반응을 통해 etoposide의 전구체인 etoposide aglycone이 형성되었다 (Lau and Sattely, 2015; Schultz et al., 2019).

        

      

      
        2. 식물 시스템에서 식물 유래 항암제 생산 증진 연구 동향
        
          2.1. 파클리탁셀
          1992년 탁솔을 생산하는 Taxus cuspidata의 시험관 내 배양 성공을 시작으로 (Fett-Neto et al., 1992; Sabzehzari et al., 2020), 주목나무를 포함하여 여러 종 (T. cuspidate, T. baccata, T. yunnanensis 등)에서 시험관 배양을 통해 탁솔의 생산이 보고되었다 (Liu et al., 2016).

          탁솔의 초기 생산량은 1 ㎎/ℓ- 3 ㎎/ℓ였지만, 배지의 조성, 삼투압, 가스 조성 및 온도 등 배양 조건의 최적화를 통해 77.5 ㎎/ℓ- 153 ㎎/ℓ 범위로 생산량이 향상되었다 (Bringi et al., 1995; Onrubia et al., 2013; Sabzehzari et al., 2020). 그 결과 조직배양 방법은 시험관 조건에서 탁솔을 생산할 수 있는 대안 중 하나로 인식되었다.

          또한 대사공학 방법을 이용하여 식물에서 GGPPS와 TXS의 과다발현을 유도하는 안정적인 형질전환 방법으로 taxadiene을 생산한 연구들이 주로 보고되었다 (Besumbes et al., 2004; Kovacs et al., 2007; Cha et al., 2012; Hasan et al., 2014). 애기장대에서는 TXS의 항시 발현과 발현 유도 시스템을 이용하여 각각 건조 중량 (g) 당 24.6 ㎍과 0.6 ㎍의 taxadiene 생산이 보고되었으며 (Besumbes et al., 2004), 담배에서는 TXS의 과다발현으로 건조 중량 (g) 당 27 ㎍까지 생산 사례가 보고되었다 (Hasan et al., 2014). 그리고 TXS의 과다발현으로 이끼 (Physcomitrella patens)에서는 생체중량의 0.05% 정도의 taxadiene이 생산되었으며 (Anterola et al., 2009), taxadiene의 전구체인 GGPP가 taxadiene 생산을 위하여 사용되도록 카로티노이드 생산이 결핍된 토마토 돌연변이 (yellow flesh) 과실에 TXS를 발현시킨 결과 건조 과실 1 ㎏으로부터 160 ㎎의 taxadiene을 생산할 수 있었다 (Kovacs et al., 2007).

          이러한 연구 결과들은 탁솔 생합성에 관여하는 주요 유전자들을 활용하여 식물에서 탁솔과 그 전구체를 생산할 수 있음을 의미하지만, 여전히 낮은 생산량을 효율적으로 증대시킬 수 있는 새로운 기술 발굴의 필요성을 의미한다.

        

        
          2.2. 캄토테신
          캄토테신은 희수나무와 O. pumila 식물체로부터 Agrobacterium rhizogenes에 의해 유래한 모상근 (hairy-root)을 배양하여 생산하는 조직배양 사례가 대표적이다 (Asano et al., 2009).

          희수나무와 O. pumila 식물의 모상근에서 건조 중량 당 1 ㎎/g의 캄토테신이 추출되었다 (Yamazaki et al., 2003b; Lorence and Nessler, 2004). 모상근 외에도 캘러스나 세포배양 (cell suspension)을 이용한 캄토테신 물질 생산 연구도 진행되었지만, 토양에서 키운 식물체에서 추출한 생산량보다 적게 검출되었다. 희수나무의 세포배양과 캘러스 배양을 통해서 건조 중량을 기준으로 각각 0.004 ㎎/g과 2.000 ㎎/g 까지의 캄토테신이 생산되었다 (van Hengel et al., 1992; Wiedenfeld et al., 1997).

          캄토테신 함량을 증가시키기 위하여 캘러스와 식물체에 활성유도제 (elicitors)를 처리한 연구들도 보고되었다. 희수나무 캘러스에 ultraviolet-B (UV-B)를 처리하였을 때, 캄토테신의 함량이 11 배 증가하였다 (Pi et al., 2010). 그리고 희수나무 유묘에 앱시스산 (abscisic acid), 메틸 자스몬산 (methyl jasmonate)과 살리신산 (salicylic acid)을 처리하였을 때에도 작지만 약 1.4 배까지 캄토테신 함량이 증가되었다 (Kai et al., 2014).

          식물뿐만 아니라 N. nimmoniana에서 추출한 내생균인 Entrophospora infrequens에서도 캄토테신이 생산된다고 보고되었으며 (Amna et al., 2006), 최근에는 N. nimmoniana 식물에서 추출한 Alternaria sp.에서 약 400 ㎍/g (건조 중량)의 캄토테신이 확인되었다 (Mohinudeen et al., 2021). 결과적으로, 조직배양, 활성유도제 처리와 내생균 활용 등의 다양한 방법이 캄토테신 함량을 증진시키기 위한 방안으로 오랫동안 사용되고 있다.

          상대적으로 생합성 경로가 적게 규명된 캄토테신의 경우, 생합성 유전자를 직접 도입시켜 식물에서 생산을 증진시키기 위한 연구 사례보다 전사조절인자들에 의한 캄토테신 생합성 조절 연구가 활발하게 보고되고 있다 (Hao et al., 2021).

          음성조절인자 (negative regulator)인 OpWRKY1를 과다발현시킨 O. pumila 모상근에서는 OpCPR 유전자의 발현 억제를 통해 캄포테신 함량이 대조구 대비 54%까지 감소되었으며 (Xu et al., 2020), 반대로 양성조절인자 (positive regulator)인 OpWRKY3를 과다발현시킨 O. pumila 모상근에서는 OpTDC와 OpCPR 유전자의 발현 증가를 통해 1.37 배 캄포테신 함량이 증가되었다 (Wang et al., 2019). 또한 OpWRKY2도 양성조절인자로 OpTDC의 발현을 활성화시켜서 캄토테신 함량을 O. pumila 모상근에서 3 배 증가시켰다 (Hao et al., 2021). 그 외에도 ERF 전사조절인자인 OpERF2와 MYB 전사조절인자인 OpMYB1이 각각 양성과 음성 조절인자로써 캄토테신 생합성을 조절한다고 보고되었다 (Rohani et al., 2016; Udomsom et al., 2016).

          O. pumila 외에 희수나무에서는 광에 의해 조절되는 캄토테신 생합성을 bZIP 전사조절인자인, CaLMF이 음성적으로 조절한다고 규명되었다 (Chang et al., 2018). 이러한 결과들은 대사공학적으로 캄토테신 생합성 유전자들의 발현을 조절하는 전사조절인자들을 적절하게 이용하면 식물체에서 캄토테신 생산량을 향상시킬 수 있음을 시사한다.

        

        
          2.3. 빈크리스틴과 빈블라스틴
          빈크리스틴과 빈블라스틴을 식물에서 직접 추출하는 대안으로, 식물 조직 배양을 기반으로 일일초의 체외 세포 현탁액과 모상근 배양으로 광범위하게 이루어지고 있다 (Islas et al., 1994; Hughes et al., 2004; Hong et al., 2006; Liu et al., 2011; Rizvi et al., 2015).

          이러한 연구는 세포 조직, 형태 분화 및 특정 배양 조건의 수준에 따라 다르며, 세포배양에 대사공학적 방법을 접목시켜서 ajmalicine, serpentine, vindoline과 catharanthine 같은 단량체 알칼로이드들 생성이 확인되었다. 불행하게도, 세포 현탁액 및 모상근 배양을 통해서는 세포/조직 분화의 낮은 효율과 함께, 완전한 TIA 생합성이 잎에서만 제한적으로 발생하기 때문에 이량체 빈블라스틴 및 빈크리스틴을 합성하는데 어려움이 있었다 (Zhao and Verpoorte, 2007).

          최근 효모 시스템을 이용한 vindoline과 catharanthine 등의 전구체 생산 연구들이 활발하게 보고되고 있지만 (Zhang et al., 2022), 아직 식물 시스템에서 대사공학을 이용한 생산 연구는 드물게 보고되었다. 그 사례로, 일일초 형질전환 시스템을 이용하여 CsDAT의 과다발현으로 vindoline의 생산이 대조구보다 2.4 배 증진되었으며 (Wang et al., 2012), 일일초 AP2 전사조절인자인 CrORCA3 (Octadecanoid-derivative Responsive 3)와 CrG10H가 함께 과다발현된 형질전환 식물체에서 strictosidine, vindoline과 catharanthine의 축적 증가를 야기하였다 (Pan et al., 2012). 그리고 일일초에 CsTDC와 CsSTR을 과다발현 시킨 결과, 빈블라스틴 생산량을 5 배 증가시킨 결과가 대표적인 사례이다 (Sharma et al., 2018).

        

        
          2.4. 포도필로톡신
          현재까지는 주로 Podophyllum 식물체로부터 추출 분리한 포도필로톡신을 전구체로 사용하고 화학 합성을 통해 에토포시드, 테니포시드와 같은 유도체들이 생산되고 있다. 그러나 Podophyllum의 성장 속도가 느리므로 물질의 대량 획득에 한계가 있으며, 또한 Podophyllum 종의 멸종 위기를 초래하는 등의 문제점들이 대두되고 있다.

          이를 극복하기 위한 노력으로 관련 식물자원들의 기내배양, 캘러스 유도 및 현탁배양, 모상근 배양 등의 기술들이 개발되었으며 (van Uden et al., 1989; van Uden et al., 1990; Muranaka et al., 1998; Nadeem et al., 2000; Farkya and Bisaria, 2008), 물질 생산 극대화를 위한 빛 (적생광, 청색광) (Yousefzadi et al., 2012), 온도 (4℃ - 10℃) (Yang et al., 2016), pH (4.8) (Alam and Naik, 2009), 영양소 (Li et al., 2013) 등의 최적 배양 조건들이 확립되었다.

          또한 메틸 자스몬산과 살리신산 등이 식물체내 포도필로톡신 생합성을 증가시키는 활성유도제로써 작용할 수 있음이 밝혀졌다. 메틸 자스몬산 또는 살리신산을 P. hexandrum과 Linum album의 세포현탁배양에 각각 처리할 경우 4-coumarate-CoA ligase (4CL), caffeoyl CoA O-methyltransferase (CCOMT), cinnamyl-alcohol dehydrogenase (CAD)와 같은 coniferyl alcohol 생합성 유전자들의 발현이 촉진되며 결과적으로 포도필로톡신 생산이 증가되었다 (Yousefzadi et al., 2010; Hazra et al., 2017). 또한 P. hexandrum 잎에 상처 또는 메틸 자스몬산 처리 시 coniferyl alcohol 이후 생합성 단계인 DIR, PLR, SDH와 같은 포도필로톡신 생합성 유전자들의 발현이 유도되는 양상이 보고되었다 (Wankhede et al., 2013).

          Fusarium graminearum과 같은 곰팡이 추출물 또한 활성 유도제로써 작용할 수 있으며, L. album의 세포현탁배양에 이러한 곰팡이를 처리할 경우 phenylalanin ammonia-lyase (PAL), cinnamoyl-CoA reductase (CCR), CAD 및 PLR의 발현 촉진을 통한 포도필로톡신 생산 증가가 보고되었다 (Bahabadi et al., 2012).

          이처럼 수십 년 전부터 식물 세포·조직배양이나 재조합 DNA 기술을 활용한 대사공학 연구 등을 통해 식물에서 천연물 함량 증진을 위한 다양한 연구들이 수행되었다. 특히, 천연 화합물 함량 증진을 위한 가장 쉬운 방법 가운데 하나가 바로 천연 화합물을 함유한 식물을 직접 사용하는 방법이다. 앞서 언급한 캄토테신과 포도필로톡신이 다양한 식물에 함유되어 있듯이, 앞으로 고부가 천연 화합물이나 전구체를 많이 함유한 신규 식물자원을 발굴하기 위한 노력이 수반되어야 한다.

          또한 O. pumila와 일일초의 형질전환으로 천연물과 전구체 함량 조절이 가능한 것처럼, 식물자원을 직접 조작하기 위한 형질전환 및 식물 재분화 기술 개발도 필요하다. 식물마다 형질전환 및 식물 재분화 효율이 다르므로 식물 유전자형에 최적화된 기술이 개발되어야 한다. 최근 기술 발전으로 유전 물질 전달이 용이하고, 발달 조절인자들과의 공동 발현으로 식물 재분화 효율이 증진된다는 연구들이 보고되면서 모델 식물이 아닌 식물자원을 조작하는 기술의 장벽이 낮아져 성공적인 기술 개발이 가능할 것으로 여겨진다.

        

      

      
        3. 식물 시스템에서 합성생물학을 이용한 생산 연구 동향과 전망
        끊임없는 인구 증가와 질병 발생률 증가로 인하여 더욱 많은 천연 의약품 생산량 증가가 요구되고 있으며, 기존의 생명 공학 기술의 한계로 충분한 의약품을 생산하기에 어려움이 있어 새로운 생명공학 기술 개발의 필요성이 대두되었다. 최근 생물정보학과 분자생물학 기술 등의 발달과 함께 식물의 천연물 생합성과 관련된 수많은 데이터가 축적됨에 따라 이를 활용한 합성생물학 연구도 발달하게 되었다.

        실제로 합성생물학 기술로 제빵용 효모 (Saccharomyces cerevisiae)에서 암, 통증 및 말라리아를 치료하기 위해 식물 유래 아편류, 칸나비노이드, 테르펜 및 알칼로이드의 생산이 보고되었다 (Ro et al., 2006; Brown et al., 2015; Galanie et al., 2015; Luo et al., 2019; Zhang et al., 2022). 이는 합성생물학이 기존 생명공학 기술보다 대중적이고, 경제적, 환경친화적으로 고부가 가치의 천연물들을 생산할 수 있음을 증명하였다.

        비록 합성생물학 연구들이 미생물 시스템에서 주로 연구되었고 식물 대사물질의 복잡성, 식물에 적합한 부품의 부족과 장비 활용의 제약 등으로 인하여 식물 시스템에서는 합성생물학 연구가 활발히 진행되지 못하였다. 그러나 생명공학 기술의 발달과 함께 담배에서 아르테미시닌 (artemisinine) 생산을 시작으로 (Farhi et al., 2011), 최근 10 년 동안 식물에서도 합성생물학 방법으로 천연 의약품 생산이 성공적으로 보고되고 있다 (Courdavault et al., 2021).

        식물 합성생물학 연구를 위한 이형 기주 식물로는 이차대사산물 생합성을 위한 전구물질을 많이 함유한 식물을 사용할 수 있다 (Kotopka et al., 2018). 특히 담배 (Nicotiana benthamiana)는 미생물 기반 생산 시스템에 대한 대안으로 빠른 성장과 높은 바이오매스를 보이는 비식품 작물로서 대표 식물이다 (Reed and Osburn, 2018). 그리고 담배에서 아그로박테리움을 이용한 외래 유전자 발현은 이미 잘 사용되고 있는 시스템으로, 유전자들의 발현을 조절하여 빠르게 대사경로의 순서 혹은 중간 대사물질들을 규명하기에 최적 식물로 이용되고 있다. 현재까지 연구 결과가 보고되지 않은 캄토테신을 제외하고 담배 식물에서 합성생물학 방법으로 천연물 생산을 성공한 연구 사례를 집중적으로 서술하고자 한다.

        
          3.1. 파클리탁셀
          담배 (N. benthamiana)에서 합성생물학 기술을 이용한 탁솔 생산 가능성은 2019년도에 성공적으로 보고되었다 (Table 1).

          
            Table 1. 
				
            

            
              Recent advancements in plant synthetic biology for the production of paclitaxel, vinblastine, and podophyllotoxin.
            
            

          

          
            
              
                	Products
                	Host
                	Substrate
                	Genes
                	Concentration
                	Reference
              

            
            
              	Paclitaxel
              	Taxadiene
              	Nb
              	-
              	TXS, T5αH, CPR, DXS, GGPPS
              	56.5 ㎍/g
              	
                
                  Li et al., 2019
                
              
            

            
              	Taxadiene-5a-ol
              	-
              	1.3 ㎍/g·FW
            

            
              	Taxadiene
              	Nb
              	-
              	cytTDS (taxadiene synthase), cytGGPPS, HMGR
              	1.3 ㎎/g·DW
              	De La Peña and Sattely, 2020
            

            
              	Paclitaxel
              	Ps1)
(Protoplasts)
              	Baccatin III
(100 ㎎/ℓ), ß-phenylananine-CoA
(100 ㎎/ℓ), 
              	BAPT, DBTNBT, TB506
              	1.88 ㎎/ℓ
(intracellular),
1.19 ㎎/ℓ (extracellular)
              	
                
                  Sanchez-Muñoz et al., 2020
                
              
            

            
              	coronatine (1 μM)
            

            
              	Vinblastine
              	Catharanthine Tabersonine
              	Nb
              	Stemmadenine acetate
(50 μM)
              	PAS, DPAS, CS
PAS, DPAS, TS
              	　
              	
                
                  Caputi et al., 2018
                
              
            

            
              	Podophyllotoxin
              	(–)-4'-desmethyl-epipodophyllotoxin
              	Nb1)
              	Pinoresinol (100 μM)
              	DIR, PLR, SDH, CYP719A23, OMT3, CYP71CU1, OMT1, 2-ODD, CYP71BE54, CYP82D61
              	10.3 ng/㎎·DW
              	
                
                  Lau and Sattely, 2015
                
              
            

            
              	(–)-4'-desmethyl-epipodophyllotoxin
              	-
              	< 1 ng/㎎·DW
            

            
              	(−)-deoxypodophyllotoxin
              	-
              	PAL, C4H, 4CL, HCT, C3H, CCoAOMT, CCR, CAD, DIR, PLR, SDH, CYP719A23, OMT3, CYP71CU1, OMT1, 2-ODD
              	4.3 ㎎/g·DW
              	
                
                  Schultz et al., 2019
                
              
            

          

          
            
              1)Nb: Nicotiana benthamiana, Ps; Pisum sativum L.
            

          

          

          TXS, T5αH, 그리고 CPR 유전자들의 엽록체 발현과 MEP 대사경로의 DXS와 GGPPS를 이용한 GGPP 전구체 증진 방법을 이용하여 담배에서 taxadiene (56.6 ㎍/g, 생중량)과 taxadiene-5α-ol (1.3 ㎍/g, 생중량)이 생산됨을 확인하였다 (Li et al., 2019). 이후에 TXS와 GGPPS의 엽록체 타겟팅 서열을 제거하여 세포질에서 발현되도록 경로를 변경시키고, MEV 대사경로의 HMGR (hydroxy 3 methylglutaryl coenzyme A reductase)을 함께 발현시킨 담뱃잎에서 taxadiene의 생산량이 약 1.3 ㎎/g (건조 중량)까지 증진될 수 있음이 보고되었다 (De La Peña and Sattely, 2020).

          이는 엽록체 대사경로를 재설계하는 방법보다 세포질 경로 재설계를 통해 taxadiene 생산량을 6 배 수준으로 개선시킬 수 있었다. 그리고 담배 일시발현 (transient expression) 시스템이 안정적 형질전환 (stable transformaion) 시스템으로 축적된 taxadiene에 의하여 야기되는 식물 생장 저해 문제점들을 해결할 수 있는 대안으로 사용될 수 있음을 보여주었다.

          특히 파클리탁셀의 경우에는 담배 이외에도 완두 (Pisum sativum L.)의 잎에서 추출한 원형질체에 BAPT, DBTNBT와 TB506 (T2'αH) 유전자를 발현시키고 파클리탁셀의 전구체인 baccatin III (100 ㎎/ℓ)와 ß-phenylananine-CoA (100 ㎎/ℓ), 생산 유도제인 coronatine (1 μM)을 제공한 조건에서 72 시간 배양한 결과, 원형질체 세포 내·외부 추출물에서 각각 1.88 ㎎/ℓ과 1.19 ㎎/ℓ의 파클리탁셀을 생산하였다 (Table 1, Sanchez-Muñoz et al., 2020).

        

        
          3.2. 빈크리스틴과 빈블라스틴
          빈블라스틴 생합성에 관여하는 새로운 산화환원 효소 (redox enzymes)와 가수분해 효소 (hydrolases)의 기능 규명 연구를 통해서, 담뱃잎에서 빈블라스틴 생성에 중요한 물질인 catharanthine과 tabersonine 생합성이 보고되었다 (Caputi et al., 2018).

          기질인 stemmadenine acetate (50 μM)를 제공하고 2 개의 산화환원 효소인 PAS, DPAS와 가수분해효소인 CS의 일시발현으로 catharanthine이 생성되었으며, PAS, DPAS와 TS 공동 발현을 통해서 tabersonine의 생성이 확인되었다 (Table 1).

        

        
          3.3. 포도필로톡신
          Lau와 Sattely (2015)에 의해 담배에서 etoposide aglycone [(–)-4'-desmethyl-epipodophyllotoxin]의 생산 결과는, 목표 이차대사물질 생합성에 관여하는 유전자들의 발현 벡터를 함유한 아그로박테리움 셀들을 조합하여 담뱃잎으로 유전자들의 동시 발현을 유도하고 이차대사물질 생산을 성공한 대표적 사례이다 (Table 1).

          Etoposide aglycone은 (-)-podophyllotoxin보다 에토포시드 합성에 바로 사용되는 전구체이다 (Schultz et al., 2019). 기존에 coniferyl alcohol부터 pluviatolide 생합성에 관여한다고 보고된 4 개 유전자와 새롭게 기능 규명한 하위 생합성 단계의 6 개 유전자의 여러 조합으로 대사경로의 중간 산물 [pluviatolide, 5'-desmethoxy-yatein, (–)-5'-desmethyl-yatein, (–)-yatein, (–)-deoxypodophyllotoxin, (–)-4'-desmethyldeoxypodophyllotoxin]과 최종 산물인 etoposide aglycone의 생산을 확인하였다. 그리고 최종적으로 10 개 유전자 (DIR, PLR, SDH, CYP719A23, OMT3, CYP71CU1, OMT1, 2-ODD, CYP71BE54, CYP82D61)를 이용하여 대사경로를 재설계하고 담뱃잎에 발현시킨 다음 기질인 pinoresinol (100 μM)을 제공한 결과, 기질을 제공하지 않는 조건 (1 ng/㎎ 이하, 건조 중량) 보다 etoposide aglycone의 생산량이 10 배 이상인 10.3 ng/㎎ (건조 중량)까지 증가하였다 (Lau and Sattely, 2015).

          담배에서 (–)-deoxypodophyllotoxin을 11.4 ㎍/g (건조 중량)까지 생산할 수 있었지만, 전구체 대사량 공급의 필요성이 제기되었으며 4 년 후에 같은 연구팀에 의하여 (–)-deoxypodophyllotoxin 생산량이 4.3 ㎎/g (건조 중량)까지 개선된 연구 결과가 보고되었다 (Table 1, Schultz et al., 2019).

          이는 DIR, PLR, SDH, CYP719A23, OMT3, CYP71CU1, OMT1과 2-ODD 유전자로 설계한 (–)-deoxypodophyllotoxin 대사경로에 전구체인 coniferyl alcohol 함량을 증가시키기 위한 PAL, C4H (cinnamate 4-hydroxylase), 4CL, HCT (hydroxycinnamoyl-CoA shikimate/quinate hydroxycinnamoyl transferase), C3H (coumarate 3-hydroxylase), CCoA-OMT (caffeoyl CoA O-methyltransferase), CCR과 CAD 유전자 8개를 추가하여 총 16 개 유전자로 대사경로를 재설계함으로써 가능하였다.

          이와 같은 방식은 경제적 비용이 드는 중간 전구체의 추가 투입 없이도 내재적 기초 물질대사로부터 밀리그램 단위의 높은 포도필로톡신 생산을 가능케 하는 효과적인 식물 생산 시스템의 좋은 예라 할 수 있으며, 현재 다양한 고부가 가치 식물 이차대사물질 생산에도 유용하게 적용되고 있다.

        

        
          3.4. 연구 전망
          합성생물학 방법으로 복잡한 대사경로 재설계가 기존보다 수월하고, 전구체 공급 없이 물질 생산 증진이 가능해지면서 효모나 대장균에서 천연 의약품 생산이 실현되었지만, 여전히 낮은 생산성의 한계가 존재하고 불명확한 대사경로로 인하여 성공 사례도 제한적이다. 특히 식물에서는 천연 화합물들의 중간 전구체 생산만이 보고되었을 뿐 아직 최종 산물의 생산 사례는 보고된 바 없기에 앞으로 이를 개선하기 위한 노력이 수반되어야 한다.

          먼저, 최신 생명공학 기술로 다양한 식물자원의 유전체, 전사체와 대사체 비교분석을 통해 천연 화합물의 대사경로를 명확히 규명함으로써 극복할 수 있다. 최근 분석 기술의 발달로 비용이 저렴해지면서 천연물 대사경로 발굴 연구가 활발하게 이루어졌다. 이러한 연구들은 식물의 천연 화합물 생산을 조절하고 이해하는데 큰 도움이 되었으며, 4 종의 식물 유래 항암제에서 상대적으로 대사경로의 많은 단계가 규명되지 않은 캄토테신이 합성생물학 기술을 적용하여 생산하기 위한 연구가 아직 보고되지 못한 사실은 대사경로 규명의 중요성을 시사한다.

          또한 식물마다 캄토테신을 합성하는데 서로 다른 전구체를 사용한다는 연구 결과는 식물이 같은 화합물을 만드는데 다양한 경로가 존재할 수 있다는 것을 의미한다. 천연 화합물을 함유하는 다양한 식물자원의 대사경로를 규명하는 연구는 이에 관여하는 신규 유전자들을 발굴하는데 많은 정보를 제공할 수 있다.

          식물에는 290 만개 정도의 유사한 서열과 구조를 갖는 유전자군 (gene family)이 존재하며, 이를 통해서 다양한 기능이 수행된다. 지금까지 대사경로가 발굴된 정보에 비하여 생합성 관련 유전자 발굴 연구는 상대적으로 적은 편이다. 그러므로 아직 규명되지 않은 핵심 유전자들의 기능 분석 연구는 식물 합성생물학 연구 발전을 위해 매우 필요하다. 나아가 유전자들의 주요 기능 외에도 추가적인 기능 발굴은 천연 화합물의 변형을 유도하여 새로운 활성을 부여하거나 반합성 기술을 대체할 수도 있을 것이다.

          이처럼 대사경로와 유전자 발굴은 식물 합성생물학에 적합한 유전자 부품을 확보하기 위한 첫 번째 단계이며, 기능 분석을 통해 표준화된 유전자 부품은 최적화된 대사경로 재설계를 위해 사용되어 식물 합성생물학 발전에 기여할 수 있을 것이다.
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