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In-Fusion Cloning

스크리닝용 형광 바이오센서 모형을 만드는 
빠르고 효과적인 방법

Cloning

세포내 단백질 결합 가능성을 분석하는 가장 일반적인 방법 중의 하나가 

fluorescence resonance energy transfer (FRET) 법이다. FRET법은 

단백질과 연결된 두 개의 리포터(형광물질) 사이의 결합 정도와 그 양을 

측정하는 것이다. FRET법을 기반으로 하는 바이오센서를 만드는데 가

장 어려운 점은 donor fluorophore와 acceptor fluorophore를 세포 기

능에 영향 없이 단백질이나 단백질 도메인에 결합시키는 방법을 찾는 것

이다. 본 고에서는 In-Fusion 기술을 이용하여 수 백 개의 바이오센서 

모형을 신속하고 효과적으로 제작하는 방법에 대해 기술하고 있다. 

서 론

유전적으로 형광을 발현하는 바이오센서를 만들어 활용하면 살아있는 

세포에서 시그널을 확인하기 쉽다. 현재 센서는 칼슘calcium
(1)이나 대사

물질metabolite
(2) 그리고 transmembrane voltage(3)의 변화를 측정하는

데 활용되고 있다. 일반적으로 센서는 두 개의 다른 종류의 형광단백질

을 시그널 단백질이나 단백질 도메인에 융합시켜 제작되며, 단백질의 

형태가 변하면 FRET 효

율도 변화가 나타난다. 이

런 센서를 만드는데 가

장 어려운 점은 donor 

fluorophore와 acceptor 

fluorophore의 적절한 위

치를 찾는 것이다.

그림 1. FRET depends critically 

on the distance(r) between the 

donor and acceptor fluorophores.

FRET은 두 개의 형광물질 사이에 에너지가 전이되는 것을 의미하

는데 donor의 에너지 전이로 인해 acceptor 형광단백질의 emission 

spectrum이 변화하게 된다(4). Donor와 acceptor 사이의 거리에 따

라서도 에너지 효율의 차이를 보인다(그림 1). 단백질의 배위 변화

conformational changes는 FRET에서 큰 효율의 차이를 만들어 내기 때문에 

FRET 기반의 바이오센서를 만들 때 가장 중요한 것은 단백질 도메인에 

donor 형광단백질과 acceptor 형광단백질을 융합시킬 최적의 위치를 찾

아내는 것이다.

두 개의 형광단백질이 떨어져 있으면 FRET 현상이 발생되지 않고 두 

형광단백질이 너무 근접해 있어도 거리상에 작은 변화만 가능하기 때문

에 FRET에서도 변화가 적게 발생한다.

바이오센서를 만드는 과정은 수 많은 모형을 만들고 테스트하는 과정이 

필연적으로 수반된다(5). 종종 링커linker내의 한두 개의 아미노산 차이로 

인해 수백 종의 다양한 융합단백질fusion protein이 만들어 진다. 이 모형을 

만드는 일반적인 방법은 제한효소와 라이게이션ligation 방법을 이용해 클

로닝cloning하는 것으로 많은 시간과 비용을 투자해야만 한다.

In-Fusion 방법을 이용하면 적은 인원으로도 신속하고 효과적으로 수 

백 개의 모형을 만들 수 있다. In-Fusion 방법의 가장 혁신적이고 중요

한 부분은 1회의 반응으로 3개의 다른 PCR 산물을 갖고 있는 클론을 효

과적으로 제작할 수 있다는 것이다. 단, 각 PCR 산물 말단에 15 bp의 상

동서열homologous sequence 이 필요하다. 그러나 이것은 한정되어 있는 제

한효소 사이트를 이용하는 방법과는 다르다.

In-Fusion cloning은 3개의 PCR 산물을 동시에 클로닝 가능하므로, 1

회 반응으로 시그널 단백질의 다양한 위치에 donor나 acceptor 형광단

백질을 삽입하는데 매우 효과적이다. Donor나 acceptor 형광단백질을 

포함하는 초기 모듈을 만들고 난 후, In-Fusion을 이용하여 교차 결합

하는 다른 종류의 donor나 acceptor 형광단백질을 제작할 수 있다. 이 

방법을 활용하면 많은 종류의 구조를 손쉽게 만들 수 있다. 

이 기술은 여러 가지 다른 종류의 바이오센서 프로젝트에 활용되고 있

다. 또한 이 두 과정은 매우 효과적이고 신뢰할 만하며 자동화를 통해 

쉽게 대량으로 진행할 수 있다.

1단계 : In-Fusion 반응으로 초기 모듈 제작

첫 번째 단계는 가능한 구조 정보를 이용하거나 신중한 검토를 통해 시

그널 단백질 활용에 최적이라고 예상되는 위치에 donor나 acceptor 형

광단백질을 삽입하는 것이다. 시그널 단백질과 형광단백질을 코딩하는 

부위를 PCR로 증폭한 후 선형화된 플라스미드linear plasmid에 In-Fusion 

반응으로 한 개의 형광단백질을 클로닝 한다(그림 2). 이 후 연계되는 반

응이 이 모듈에 의해 성패가 좌우되기 때문에 PCR에 의한 에러는 없는

지 반드시 확인해야 한다. 
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One of the most common techniques for analyzing potential binding proteins 
in various types of cells, and measuring the eff ectiveness of conjugation-type 
enzymes, is fl uorescence resonance energy transfer (FRET) assay. FRET is 
used to measure the presence and amount of binding between two reporter-
linked proteins. Th e greatest diffi  culty in creating FRET-based biosensors is 
fi nding the right way to fuse the donor and acceptor fl uorophores to signaling 
proteins, or protein domains, without disrupting protein or cellular func-
tion. Th e In-Fusion strategy described here makes it possible for a small team 
to create hundreds of biosensor prototypes quickly and effi  ciently. 

Introduction 
Genetically-encoded, fl uorescent biosensors have made it 
possible to look at signaling events in living cells.  Sensors 
are now able to detect changes in calcium (1), metabo-
lites  (2), and transmembrane voltage  (3).  Typically, these 
sensors are constructed by fusing two different fl uores-
cent proteins to a signaling protein, or domain, such that 
conformational changes in the protein create changes in 
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) effi ciency. 
The greatest diffi culty in creating these sensors is fi nding 
the correct placement for the donor and acceptor fl uoro-
phores. 

FRET involves the transfer of energy between donor and 
acceptor fl uorophores. This energy transfer causes the 
ratio of emission wavelengths to shift toward the acceptor 
fl uorescent protein’s emission spectrum (4). The effi ciency 
of this radiationless energy transfer is exquisitely sensitive 
to the distance between the donor and acceptor fl uoro-
phores (Figure 1).  The challenge in creating a FRET-based 
biosensor is fi nding the right way to fuse the donor and 
acceptor fl uorescent proteins to a particular signaling pro-
tein, or protein domains, such that conformational changes 
in the protein produce large changes in FRET effi ciency.  If 
the two fl uorescent proteins are too far apart, FRET does 
not occur. If the fl uorescent proteins are too close to one 
another, small changes in distance only produce small 
changes in FRET effi ciency.   

The process of creating a biosensor inevitably involves 
many iterations of creating and testing large numbers of 
prototypes (5). This can often involve hundreds of different 
fusion proteins that differ by only one or two amino acids 
in particular linkers.  Creating this suite of prototypes with 
standard restriction site/ligation cloning strategies is both 
time consuming and expensive. The In-Fusion strategy 
described here makes it possible for a small team to create 
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hundreds of prototypes quickly and effi ciently.  The crucial 
improvement in this cloning strategy is that it is possible to 
clone three different PCR products in one step with remark-
able effi ciency.  In addition, since the reaction only requires 
15 bp regions of similarity on the ends of the PCR prod-
ucts, there are none of the usual engineering constraints 
inherent in the use of restriction sites.   

In-Fusion cloning makes it possible to simultaneously 
clone three PCR products.  We use this advantage to insert 
donor, or acceptor, fl uorescent proteins in many different 
locations within a signaling protein in one step. Having 
created these initial modules, containing donor or acceptor 
fl uorescent proteins, we then use a second round of 
In-Fusion cloning to rapidly cross-couple the different do-
nor and acceptor modules.  The advantage of this approach 
is that combinatorial strength can produce a large number 
of constructs.  We have used this strategy in several differ-
ent biosensor projects and have found that this two-step 
process is reliable, effi cient, and easily scaled up with 
robotic liquid handling. 

In-Fusion® cloning—a fast, effi cient way to create hundreds of 
genetically-encoded biosensor prototypes for screening in living cells
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Figure 1. FRET depends critically on the distance (r) between
the donor and acceptor fl uorophores.

Alix Herr1, Paul Tewson2, Anne Marie Quinn2 & Thomas Hughes1

1  Department of Cell Biology & Neuroscience, Montana State University, Bozeman MT 59717
 2 Montana Molecular, 2155 Analysis Drive Suite B, Bozeman, MT 59718. 
Correspondence: hughes.thom@gmail.com

Technical Note



24 · Life Science & Biotechnology 48  

 

그림 2. Phase I: Four-way In-Fusion reactions produce donor and acceptor modules.

 

그림 3. Phase II: Three-way In-Fusion reactions cross-couple donor and acceptor 

modules.

2단계 : In-Fusion을 이용한 cross-coupling 모듈 모형 제작

1단계에서 만들어진 cross-coupling 모듈 제작은 자동화할 수 있다. 

Acceptor 모듈의 5’ 말단을 증폭할 수 있는 프라이머 1쌍과 donor 모듈

의 3’ 말단을 증폭할 수 있는 프라이머 1쌍, 총 2쌍의 프라이머가 있다면 

가능하다. 이 프라이머를 이용해 15 bp의 상동서열을 갖고 있는 2개의 

단편을 증폭하고 이를 In-Fusion으로 반응하면 센서 모형이 제작된다

(그림 3). 

이 방법을 이용하면 donor 모듈의 수(n)와 그에 따라 결합하게 되

는 acceptor 모듈의 수(m)를 곱한 만큼의 다양한 (n x m) 센서 모형

을 만들 수 있다(그림 4). In-Fusion 기술을 이용하면 자동 분주 장

치robotic liquid handling와 96-well PCR plate를 이용하여 대량의 실험을 

쉽게 자동화할 수 있다. PCR 장비에서 In-Fusion 반응을 수행한 후 

transformation 절반을 도말한 109 CFU cell에서 200개 정도의 콜로니

가 나타났다. 에러율은 10% 미만이었고 cross-coupling 반응을 위해 2

개의 콜로니를 선택해서 키웠다.

 

그림 4. Combinatorial complexity produces many possible biosensors.

결론

In-Fusion Cloning을 이용하면 융합단백질과 링커 사이에 15bp의 상동

서열만 있다면 제한효소 사이트를 삽입하지 않고도 수 백 개의 모형도 

신속하고 효과적으로 디자인할 수 있다. 또한 효과적이고 뛰어난 In-

Fusion 반응을 이용하면 수백 개의 모형을 만드는데 전 과정을 자동화

할 수 있다.
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In-Fusion cloning—a fast, effi cient way to create hundreds of 
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Phase I: Making the initial modules with
four-way In-Fusion reactions

The fi rst step is to insert single donor or acceptor fl uo-
rescent proteins into the best possible locations on the 
signaling protein using judicious guesswork and any 
possible structural information. This involves PCR ampli-
fi cation of two fragments of the signaling protein and the 
coding region of the fl uorescent protein. These fragments 
are combined with linear plasmid in a single-step In-Fusion 
reaction to generate the single fl uorescent protein modules 
(Figure 2).  Because all of the subsequent reactions rely on 
these modules, it is important to check that there are no 
PCR-induced errors. 

Figure 2. Phase I: Four-way In-Fusion reactions produce donor
and acceptor modules.

Figure 3. Phase II: Three-way In-Fusion reactions cross-couple donor and 
acceptor modules.

Acceptor 
Modules

Donor 
Modules

Phase II: Cross-coupling the modules to create 
a suite of prototypes with three-way In-Fusion 
reactions   

Cross-coupling the modules created in Phase I is a process 
that can be readily automated with robotic liquid handling.  
Only two pairs of primers are necessary: one to amplify 
the 5’ end of the acceptor modules, and another to am-
plify the 3’ portions of the donor modules. The fragments 
are designed such that they overlap by 15 bp, so a single 
In-Fusion reaction with the two fragments and the linear-
ized plasmid produces the prototype sensor (Figure 3).  The 
power of this strategy is that (n) different donor modules 
can be cross-coupled to (m) acceptor modules to rapidly 
produce (n x m) different prototype sensors (Figure 4).  
This sort of matrix of In-Fusion reactions is easily created 
in 96-well PCR plates with liquid handling robotics. The In-
Fusion reactions are then done in a thermal cycler, and the 
TE dilution and E.coli transformation are simple transfer 
steps. Using this strategy, we plate half of the transforma-
tion and 109 CFU cells produce ~200 colonies. Our error 
rate is ~10%, so two colonies are picked and grown for 
each cross-coupling reaction. 
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Conclusion 
In-Fusion cloning makes it possible to design and create 
hundreds of prototypes quite rapidly and effi ciently.  Be-
cause the joining reactions only require 15 bp of similarity, 
the fusion proteins and linkers can be designed without 
the constraints imposed by particular restriction site 
sequences. Since the reactions are remarkably reliable, 
the entire process of cross-coupling the modules can be 
automated to produce hundreds of prototypes in a matter 
of days. 
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Figure 4. Combinatorial complexity produces many possible biosensors.

In-Fusion cloning—a fast, effi cient way to create hundreds of 
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a suite of prototypes with three-way In-Fusion 
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the 5’ end of the acceptor modules, and another to am-
plify the 3’ portions of the donor modules. The fragments 
are designed such that they overlap by 15 bp, so a single 
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ized plasmid produces the prototype sensor (Figure 3).  The 
power of this strategy is that (n) different donor modules 
can be cross-coupled to (m) acceptor modules to rapidly 
produce (n x m) different prototype sensors (Figure 4).  
This sort of matrix of In-Fusion reactions is easily created 
in 96-well PCR plates with liquid handling robotics. The In-
Fusion reactions are then done in a thermal cycler, and the 
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steps. Using this strategy, we plate half of the transforma-
tion and 109 CFU cells produce ~200 colonies. Our error 
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