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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   뇨에서 백혈구 조절인자를 생산하는 형질전환 가축(소) 생산

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

최근 유전공학 및 세포공학 기술의 발달에 따라 지금까지 생체로부터 미량밖에 얻을 

수 없었던 인체생리활성물질을 미생물 또는 세포를 숙주로 이용하여 생산이 가능하게 되었으

나, 이러한 방법에는 아직 해결해야 만 하는 많은 문제점들이 남아 있다. 동물세포를 숙주로 

이용하는 방법은 의약품의 생리활성 측면에서 미생물을 이용할 때 보다 천연물질과 

유사하다고 할 수 있으나, 생산규모를 늘리는 등의 기업화가 곤란하고 원가 절감이 

어려운 실정이므로 새로운 생산시스템의 개발이 절실히 요구되어져 왔다.

인체생리활성물질의 대량생산, 생산원가절감, 안정적인 공급을 위하여 유용한 외래

유전자를 가지는 형질전환 가축(transgenic animal)생산 기법을 이용해 인체생리활성

물질을 대량생산하는 것이 가장 각광을 받고 있으며, 이러한 기술은 유전자의 탐색 

및 재조합, 가축형질전환, 세포복제 및 생리활성검정등으로 구성되어 있고 형질전환기

술이 가장 중요한 핵심사항이며 동물세포배양방법 보다 생산비를 1/1000로 줄일 수 

있다

따라서, 본 연구의 목적은 형질전환 및 체세포 복제기법을 이용하여 백혈구 생성

인자인 human Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF)를 소의 뇨로 생산하

는데 있다. 
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 1. hG-CSF 유전자 크로닝 및 발현벡터 구축

   가. hG-CSF 유전자 크로닝

   나. 조직특이 프로모터 크로닝

     1) mUII promoter 크로닝

     2) bovine beta-casein promoter 크로닝 

   다. 방광 및 유선특이 발현 hG-CSF 발현벡터 구축 

   라. GFP 발현 벡터 구축  

   마. EGFP+mUII+hG-CSF+SV40 및 G418+mUII+hG-CSF+SV40 발현 벡터구축

 2. 동물세포이용 재조합체 생산 

   가. pcDNA3 동물세포발현용 벡터 재크로닝 및 CHO 세포 transfection

   나. hG-CSF발현 클론 선택

   다. 동물세포에서 재조합 hG-CSF의 정량분석

   라. 재조합체 hG-CSF의 생리활성검토

 3. 효과적인 핵이식란 생산방법 확립

   가. 전기자극의 융합조건에 따른 융합율

   나. 핵치완 후 활성화 조건에 의한 배 발달율

 4. 체세포주 확립 및 유전자 도입

   가. 체세포주 확립

   나. 체세포내 Marker(GFP) 유전자 도입 방법 시도

   다. Marker 유전자 도입 체세포 핵치환 발달연구

   라. 외래 유전자 도입 체세포 확립 및 핵치환 수정란 체외발달 연구

     1) 외래 유전자 도입 체세포 확립 

     2) 외래 유전자 도입 핵치환 수정란 체외발달 연구 
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 5. 형질전환 생쥐생산

   가. 뇨로 G-CSF를 분비하는 형질전환 생쥐생산

   나. 유선으로 G-CSF를 분비하는 형질전환 생쥐생산

  

 6. 형질전환 복제수정란 대량생산 및 이식

   가. 체외 수정란 생산 확립 및 미세주입에 의한 수정란 발달

   나. 수란우의 발정 동기화 및 이식시기의 최적조건 확립

   다. 복제 수정란의 생산 및 이식

   라. EGFP+mUII-hG-CSF 미세주입 및 NT 수정란의 형광발현 확인

   마. EGFP+mUII-hG-CSF 미세주입 및 핵치완 수정란이식

 

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

 

   1. 재조합체 hG-CSF의 생리활성 분석 및 발현벡터 구축

    CRL세포로부터 hG-CSF 유전자를 크로닝하여 이를 pcDNA3 벡터를 활용하여  

재조합체를 생산하는 시스템을 확립하 으며, 이렇게 생산되어진 재조합체의 생리활

성 분석을 위하여 생쥐에 주사하여 백혈구수의 증가분석을 위하여 60 pg을 2회 투여 

하여 5일 후에 혈액분석결과 다른 혈액성상은 변화가 없었으나 백혈구수가 약 50%정

도 증가하여 동물세포이용하여 생산된 재조합체 rec-hG-CSF는 생리활성을 가지고 

있는 것으로 나타났다. 이러한 세포이용 재조합체 관련 내용은 강력한 생리활성을 나

타내는 재조합체 hG-CSF의 생산을 위하여 당쇄첨가를 한 새로운 고 활성 물질 생산 

가능성을 나타내었다.

   2. 조직 특이 발현벡터구축 및 형질전환 생쥐생산

    뇨와 유즙에서 생리활성 유용물질을 생산하기 위한 발현벡터 구축을 위하여 방광 

특이적으로 발현하는 생쥐의 Uroplakin II 프로모터와 유즙 특이적으로 발현하는 소의 

beta-casein 프로모터를 크로닝 하 다. 이를 이용하여 표지인자인 EGFP 유전자를 

첨가한 EGFP+mUII+hG-CSF와 EGFP+bovine beta-casein+hG-CSF 두 종류의 특이 
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벡터를 구축하 다. 실험동물 모델에서 이들 벡터를 검토하기 위하여 형질전환 생쥐

를 생산하 다. 생쥐의 뇨에서 분비하는 재조합 hG-CSF는 생리활성을 가지고 있는 

것으로 나타났다. 따라서, 이 벡터를 활용하여 대 가축인 소와 돼지에서 활용가능성이 

있을 것으로 사료된다. 

   3. 체세포와 수정란에 외래 유전자 도입

    체세포에 외래유전자 도입방법은 세포막의 지방층을 이용하는 liposome-mediated 

방법에 의하여 실시하여, 효과적으로 유전자 도입이 가능 하 다. 또한 특이벡터인 

EGFP의 표지 인자를 활용은 쉽게 유전자가 도입된 세포를 분리하는데 도움이  되었

다. 수정란에 미세 주입법으로 유전자 도입방법은 배 발달이 진행됨에 따라 형광발현

이 급격히 감소하는 경향이었다. 따라서 EGFP+mUII+hG-CSF의 벡터 활용은 체세포

를 이용하는 세포분리와 수정란을 활용하는 미세주입법에도 EGFP가 발현하는 것을 

활용하면 더욱 쉽게 세포의 분리가능 및 이식하는 수정란을 선발할 수 있을 것으로 

사료 된다.

   4. 형질전환 수정란 생산 및 이식

   형질전환 수정란의 생산에 있어서 미세 주입 법에 의한 생산 방법은 정확하게 핵

에 삽입되는 것을 요구하기 때문에 고도의 삽입기술이 필요하다. 체세포에 있어서도 

EGFP의 발현량이 많은 세포를 핵치완하여 발달되어진 수정란만을 선택적으로 이식

할 수 있다는 장점이 있다. 또한 핵치완은 핵치완에 의한 배 발달율이 감소되는 것을 

향상시킬 필요가 있다. 비록 본 연구에서는 형질전환 복제 소는 현재까지 생산되지는 

않았지만, 사용되어진 벡터의 할용은 충분히 소, 돼지에서 응용가능 할 것으로 기대되

며, 유용생리활성 물질 생산 기술에 충분한 기초 자료가 될 것으로 기대하고, 국외 그

룹과 경쟁할 수 있도록 바이오 생명공학 분야에 대한 지속적인 지원과 연구는 세계적

인 수준으로 향상 시킬 수 있는 유일한 분야 일 것이다.
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SUMMARY

1. Biological activity of  recombinant human Granulocyte Colony-Stimulating  

   Factor

   The production of blood cells is regulated by a range of extracellular stimuli, 

including a network of hematopoietic growth factors and cytokines. One of these, 

granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), is a major regulator of neutrophilic 

granulocyte production and augments the proliferation, survival, maturation, and 

functional activation of cells of the granulocytic lineage. Severe congenital 

neutropenia is a rare disease diagnosed at or soon after birth, characterized by a 

myeloid maturation arrest in the bone marrow, ineffective neutrophil production, 

and recurrent infections. In the presented study, the biological activity of 

recombinant hG-CSF was determined by the measuring WBC value after injection 

in vivo and constructed the transgenic vector for the somatic cell cloning. Using 

the cDNA prepared from CRL-11882 cell lines, PCR was amplified the primers 

designed from the sequences published previously. The cDNA fragment with 624 

bp predicted for hG-CSF cDNA was amplified and then transfected into CHO cell 

line. After the rec-hG-CSF protein, we detected the biological activity with the 

mice. Two groups of mice were injected subcutaneously with 60 pg/ml of 

rec-hG-CSF on days 0 and 2. WBC values measured 5 days after the first 

injection. Mean WBC values were remarkably increased from 8.0 to 12.8. The 

values of negative control groups were not raised. The other composition of blood 

was not changed. These data suggest that rec-hG-CSF produced in this study 

has a potent activity in vivo. Thus, the results of these biological activity show 

that rec-hG-CSF could be remarkably enhance by the genetic engineering that 

affect the potential activity including the mutants, which added the oligosaccharide 

chain and constructed an hG-CSF+hG-CSF fusion protein.

2. Construction of  vector of tissue specific expression and production of      

   transgenic mice expressing hG-CSF gene   

   The bladder is an attractive organ of choice for the production of 

pharmaceuticals because urine is easily collected during the lifetime from a 

transgenic animal irrespective of sex. In addition, due to the highly efficient nature 

of secretion via urine, the urinary tract is considered to be a useful system to 
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produce biological materials that might cause deleterious effects when they 

accumulate and/or circulate inside the blood system of a transgenic animal. And 

the studies on a milk bioreactor system have shown that endogenous milk proteins 

are indeed found in the circulation of cattle, especially during the late gestation 

period and at parturition.

   In order to express the protein of the utility gene into the urine and milk, we 

cloned the bladder and mammary specific promoter. we constructed the specific 

expressing vector which contains the EGFP. We took the approach using the 

mouse uroplakin II promoter to evaluate the feasibility of using an animal bladder 

for the production of biologically active hG-CSF. Our study has demonstrated that 

an animal bladder can be efficiently utilized as a bioreactor to produce human 

cytokines for clinical purpose. The expression cassette harboring the urinary 

specific mouse uroplakin II promoter and hG-CSF gene was micro-injected into 

one-cell mouse embryos. The produced human G-CSF was harvested from 

transgenic mouse urine, and the product has a biological activity. Urine from cows 

or pigs can be collected by placing a cannula in the ureter. The combination of 

further improvements for the collection method and the transgenic technology 

would allow for the large-scale production of clinically valuable cytokines.

3. Introduction of foreign DNA into bovine one-cell  embryo by the           

    micromanipulation and transfection of interest gene into the somatic     

    cells 

   Success in the introduction of foreign DNA into a genome depends upon the 

ability to ensure that the DNA integrates into the germline. This allows the stable 

integration of the foreign DNA into the genome, and the transmission of the 

manipulation to future generation, thus establishing a new and novel strain of the 

organism. The most successful of these approaches has been the introduction of 

DNA into the male pronucleus of the one-cell embryo. Introduction of DNA into 

the preimplantation embryo ensures a high probability that the foreign DNA will 

incorporate into as many of the developing cells as possible. With introduction into 

these earlier cleavage stages, the probability of the integration of DNA into the 

germline is higher. Maximizing the production of transgenic bovine is dependent 

upon the amount of DNA delivered to the male pronucleus, and also to the 

expansion of the pronucleus. It has been postulated that the pressure of the 

microinjection of DNA causes breaks in the chromatin. 
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   We also examined the effect of DNA concentration and its expression pattern 

in embryos. The DNA used for microinjection was a GFP gene. The development 

rates to 2-cell, 8-cell and blastocyst stage were significantly higher in vitro 

fertilized embryos than those in DNA-microinjected embryos. The developmental 

rates of embryos injected 2 ng/ul of DNA is the ideal compromise. The GFP 

expression rate of 1-cell embryos was significantly higher than that of 2-cell and 

4-cell embryos. And the transfection for somatic cells was used the method of 

liposome-mediated with EGFP+mUII+hG-CSF gene. EGFP cell lines expressing 

fluorescent protein gene were selected by the GFP expression. The vector used in 

this study could be select easily for the expression pattern in the transfected 

somatic cell.  

  4.  The production and implantation of micro-injected and NT embryos 

   It also conducted to investigate the effect of embryo development by fusion 

condition on the nuclear transfer. Somatic cells transfected with specific vector, 

which contains two genes of EGFP and hG-CSF, were transferred into an 

enucleated oocyte and fused with cytoplasm in the fusion condition with 1.9 

kv/cm, 10 us. The NT embryos were activated with a combination of 5 uM 

ionomycine and 1.9 mM 6-DMAP (4 min, 4h). The fusion rate was 51-68% range 

among fusion condition. But cytoplasm lysis rate was increased by higher electric 

condition. 

   The pregnancy rate by NT was significantly decreased. It was about 10%. 

Four cloned calves of nine was aborted during pregnancy. Three cloned calve 

required delivery by cesarean section. The neonatal mortality of C-section 

delivered clones was also high (4/4) compared to that of spontaneous delivery in 

transfer of embryo fertilized in vivo and in vitro. And the birth weight of calves 

for C-section was more higher than control. Birth of oversized calves and 

perinatal abnormalities such as increased gestation length, lack of spontaneous 

parturition, higher incidence of dystocia, and reduced perinatal viability of offspring 

are frequently observed in pregnancies of cloned bovine fetuses. Disturbance of 

feto-placental energy regulation or perturbation in DNA methylation of imprinted 

genes has been proposed as likely causes for abnormal growth and poor viability 

of offspring derived by cloning or in vitro  embryo technology; however, the 

mechanism responsible for the perinatal problems is still unclear. Inappropriate 
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developmental changes in endocrine system may be partly responsible for the fetal 

over growth and perinatal complications associated with the cloning technology.
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제 1 장   연구개발 과제의 개요

  제 1 절 연구개발의 필요성 

   1. 기술적 측면에서의 필요성  

     생명과학기술은 정보통신산업과 합께 21세기 지식기반 산업으로 최대의 황금시대를 

맞이하고 있다. 1970년대 중반부터 유전자공학을 처음으로 세포공학, 발생공학, 세포생화학

등 Bio-technology(생명공학)가 급속한 추세로 발전되어져 왔다. 지금까지 생체로부터 미

량밖에 얻을 수 없었던 인체생리활성물질을 미생물 또는 세포를 숙주로 이용하여 생산이 가능

하게 되었으나, 이러한 방법에는 아직 해결해야 만 하는 많은 문제점들이 남아 있다. 단백질

의 발현 및 합성 기작이 고등동물과 달리 천연적인 인체생리활성물질과 생리 활성이 

동일한 물질을 생산할 수 없고, 순수 정제가 어려워 의약품으로서의 요건인 품질의 

안정성, 동질성이 결여되어 있다. 한편, 동물세포를 숙주로 이용하는 방법은 의약품의 

생리활성 측면에서 미생물을 이용할 때 보다 천연물질과 유사하다고 할 수 있으나, 

생산규모를 늘리는 등의 기업화가 곤란하고 원가 절감이 어려운 실정이므로 새로운 

생산시스템의 개발이 절실히 요구되어져 왔다.

     따라서, 인체생리활성물질의 대량생산, 생산원가절감, 안정적인 공급을 위하여 

유용한 외래유전자를 가지는 형질전환 가축(transgenic animal)생산 기법을 이용해 인

체생리활성물질을 대량생산하는 것이 가장 각광을 받고 있으며, 이러한 기술은 유전

자의 탐색 및 재조합, 가축형질전환, 세포복제 및 생리활성검정등으로 구성되어 있고 

형질전환기술이 가장 중요한 핵심사항이며 동물세포배양방법 보다 생산비를 1/1000로 

줄일 수 있다. 이러한 방법을 동물생체반응기(Animal Bioreactor)라고 부르고 있는데 

오늘날 전 세계적으로 기업연구소 및 대학, 연구기관에서는 형질전환가축생산 방법을 

이용하여 각종 인체생리활성물질을 대량생산하기 위하여 막대한 연구비를 투자한 결

과, 상당한 수준까지 연구가 진행되고 있으며 미국등 선진국은 벤처 산업화를 위한 

연구로 발전되고 있는 상황이다.

 

   2. 경제․사회적 측면에서의 필요성

     앞으로 21 세기에는 생명공학기술을 바탕으로 한 새로운 산업이 전반적인 경제

를 주도할 것으로 많은 경제학자들은 예언하고 있다. 1982년 유전자 재조합 기술에 

의한 사람 인슐린의 시판이 인가된 이래 사람 성장호르몬, 각종 인터페론, 간염백신과 

여러 가지 혈전증치료제가 유전공학기법에 의해 생산․시판되어 오고 있다. 이들 주

요한 생리활성물질의 세계적 시장성은 년간 수 조원에 달할 것으로 예측하고 있어 경

제 ․산업적인 측면에서 형질전환 가축을 이용한 인체생리활성 물질생산은 고 부가 
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가치를 지니는 만큼 세계시장에 진출할 수 있는 새로운 축산업으로 발전이 가능하게 

된다. 

   3. 사회⋅문화적 측면에서의 필요성

     사회․ 문화적측면에서 국민의 생활수준이 향상되어 가면서 각종 암이나 성인병 

환자는 점차 늘어가고 있는 실정이므로 이들 질병을 치료하거나 예방하려는 연구도 

활발히 진행되고 있다. 이러한 질병의 치료나 예방에 있어서, 본 연구실에서 수행하고 

있는 핵심기술인 형질전환 가축 생산기법을 이용하여 인체생리활성물질을 아주 저렴

한 가격으로 대량생산이 가능하게 된다면 보다 많은 환자의 질병을 치료할 수 있으므

로 인류의 복지증진에 이바지 할 수 있을 것이다. 또한, 형질전환가축 생산기법은 생

명공학기술의 복합체이며, 형질전환가축생산은 분자나 세포수준이 아닌 개체단위에서

의 연구가 가능하기 때문에 그 동안 알지 못했던 유전자 발현 등에 관한 기초연구의 

활성화도 기대할 수 있을 것이다.

 제 2 절 연구 개발의 목적

   생명공학산업은 21세기를 이끌어갈 형질전환가축을 이용한 고부가가치 의약품생산은 

지식기반산업으로 발전할 것이다. 대표적인 생명공학상품인 EPO를 예를 들면, EPO는 

인간의 신장에서 만들어지는 조혈호르몬의 일종으로 빈혈치료제로 사용되는데 이는 체

내에서 극소량밖에 존재하지 않아 유전자재조합에 의한 세포배양법을 이용하여 생산하

고 있다. 그러나 유전자재조합 기술로 만든 EPO 1g의 가격이 금(gold) 1g의 수만배에 

해당하는 67만 달러를 호가한다. 

   그러나 형질전환가축 생산기법을 통해 인체생리활성물질을 생산할 경우 값비싼 빈혈 

및 항암제 등의 치료제, 성장촉진제 및 기타 인간복지에 필수적인 물질을 대량으로 생

산할 수 있으므로 경제성은 매우 크다. 국내에서는 특수한 경우를 제외하고 고가의 의

료 생리활성물질은 대부분 동물세포를 이용하여 생산한다. 동물세포를 이용한 단백질

생산은 주로 동물혈청을 이용한 세포로부터 생산되기 때문에 순도 및 분리에 문제가 

있을 뿐만 아니라, 생산시설, 숙련된 연구자원과 같은 제반문제로 생산원가가 높은 것

이 단점이라 할 수 있다. 반면, 형질전환가축을 이용한면 많은 양의 인체생리 활성물

질을 1) 가축의 우유 중에서도 대량생산이 가능하고, 2) 기존의 목장 시스템을 그대로 

이용함으로 별도의 부대시설이 필요치 않아 생산원가가 절감, 3) 가축의 생체내에서 

생산함으로써 천연형과 동일한 생리활성을 가진 물질의 생산이 가능하고, 4) 다음세대

로 전이되기 때문에 생산에 변동없이 안정적으로 공급 할 수 있고, 5) 또한  
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Uroplakin promoter를 이용하여 뇨로부터 이들 단백질의 생산이 가능하여 암수 구별

없이 일생을 통하여 안정적인 생산이 가능하다.  따라서, 형질전환 복제기술을 더욱 

개량 발전시켜 인간의 삶의 질향상을 위한 인체생리활성물질을 대량생산할 수 있는 

형질전환가축생산 (소․돼지․산양) 및 복제기술을 개발할 필요성이 요구되고 있으며, 

또한 생물공학 전반에 걸쳐 획기적인 기술 발전을 도모함과 동시에 축산업이 단순한 

가축을 기르는 것이 아니라, 고부가 가치산업으로 발달시킬 수 있기 때문에 국가적인 

차원에서 적극적인 지원이 필요하다.  
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

   제 1 절 국내․외 기술개발현황

    1. 국외 기술동향 및 수준

     가. Kerr등(1988) Uroplakin II promoter이용 human GH을 생산하는 형질전환 생쥐  

   생산

     나. Campbell등(2000), Onishi등(2000) 체세포 복제 돼지생산

     다. Campbell등(2000) 체세포 복제기술 이용 procollagen 유전자 적중 면양생산

     라. Forsberg등(2001) 인분해효소 phytase를 생산하는 형질전환 돼지생산

     마. Clark등(2001) Prion 단백질 및 GGTA1 유전자 knockout 면양생산

     바. Prather등(2002)은 핵치완 기술이용 α1-3 galactosyltransferase knockout 돼지생산

     사. Bondioli등(2003)은 a1,3-fucosyltransferase를 발현하고 돼지의 a1,3-galac    

    tosyltransferase를 knockout 돼지 생산 

     아. Shirakura등(2003)은 인간의 DAF 및 N-acetylglucosaminyltransferase III를   

   발현하는 형질전환 돼지 생산

     차. Cooper등(2004)은 baboon에서 a1,3-galactosyltransferase를 knockout성공

     카. Nottle등(2004)은 a1,3-galactosyltransferase를 knockout 돼지 생산 

     타. Wolf등(2005)은 인간의 TRAIL을 발현하는 형질전환 돼지 생산

     파. Murakami등(2005)은 인간의 DAF 및 N-acetylglucosaminyltransferase III를  

    발현하고 동시에 돼지의 a1,3-galactosyltransferase를 knockout 돼지 생산

    

    2. 국내 기술동향 및 수준

     가. 1997년 lactoferrin을 유즙에서 분비하는 형질전환젖소 “보람이” 생산

     나. 1998년 체세포 복제기술이용 복제젖소 및 한우 “ 롱이” 및 “진이” 생산

     다. 1999년 EPO를 유즙에서 분비하는 형질전환돼지 “새롬이” 생산

     라. 1999년 체세포 복제기술이용 복제한우 “새빛” 생산

     마. 2003년 황등은 돼지 태아유래 체세포이용 GFP를 발현하는 형질전환 생산 

     바. 2004년 김등은 GFP를 발현하는 형질전환 닭 생산

     사. 2005년 황등은 GFP를 발현하는 형질전환돼지 생산

     아. 2005년 김등은 체세포 복제돼지 생산

   이와 같은 최근의 연구결과를 보면, 돼지에서는 주로 장기이식과 관련하여 면역 

억제와 연관지어 형질전환 복제 연구에 초점을 맞추고 있으며, 소에서는 국내에서는 
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marker 유전자와 “보람이” 이외에는 유용유전자를 발현하는 형질전환 소 생산에는 아

직까지 없는 것으로 알려져 있다.      

   제 2 절 국내외 기술수준 비교

 ○ 미국 : 산업화 단계, 일본, 유럽 : 성장기, 한국 : 기술도입기

구   분 미   국 일   본 한   국

○ 수정란 이식 및 발정동기화

○ 유용유전자 재조합 기술

○ 수정란 핵내 유전자 미세주입 기술

○ 정자벡터이용 가축생산

○ 체세포이용 복제가축 생산

○ 생체반응기 또는 질환모델 동물생산

확립

개발

개발

개발

산업화중

개발

확립

개발

개발

개발

성공

개발중

확립

개발중

개발

실험동물 성공

성공

  개발중

   상기 표에서 알 수 있듯이 형질전환 가축생산을 위한 핵심기술은 선진국에 비해 다

소 떨어지나 경쟁이 가능한 수준이고 형질전환가축 생산기법은 사람의 성장호르몬 뿐 

만 아니라 기존의 고가의 생리활성물질로서 알려진 tPA, EPO등의 물질도 생산 할 수 

있기 때문에 이와 관련된 의약 및 제약 산업의 발전에 크게 기여하게 될 것이다.
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 hG-CSF 유전자 크로닝 및 발현벡터 구축

1. 재료 및  방법

     가. 공시재료 : 사람의 G-CSF유전자를 발현하는 CRL-11882 세포 주 와 소 및 

면양의 유선조직  

     나. 크 로 닝 : 특이 primer이용 PCR로 CRL-11882세포주로부터 total RNA분리

후 cDAN 합성 후 template로 활용 증폭하 으며, 또한 각각의 

유선조직으로부터 genome DNA를 분리후 template로 활용 증폭, 

pCR2.1벡터에 크로닝, 염기배열결정  

     다. 벡터구축 : mUII promoter+hG-CSF,  EGFP+mUII promoter+hG-CSF, 

                   Casein promoter+hG-CSF, EGFP+ bcasein promoter+hG-CSF

     

2. hG-CSF 유전자 크로닝

   hG-CSF 유전자를 크로닝하기 위하여 hG-CSF 유전자를 발현하고 있는 세포주를

ATCC 세포 주 은행으로부터 분양받은 CRL-11882 세포를 배양하여 TriZol이용하여

total RNA 분리후 Oligo-dT이용하여 first-strand cDNA를 합성하 다. 합성된 

cDNA를 이용하여 hG-CSF를 코드하는 primer, 즉 5‘에는 Kozak site와 Kpn I site와 

3’에는 Xho I site를 첨가하여 합성하 으며 (F: 5'-tag gta cca cca tgg ctg gac ctg 

cca ccc ag-3'; R: 5'-tcc tcg agt cag ggc tgg gca agg tgg cgt ag-3'), 이를 이용하

여 PCR 증폭결과 약 624 bp의 band가 확인되었다 (Fig. 2-1).

                                    

Fig. 2-1. Result of human G-CSF cDNA PCR using the RNA extracted 

from the CRL 11882 cell  lines
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   PCR 밴드를 확인 정제하여 pCR2.1 크로닝 벡터에 ligation후 염기서열 결정 (Fig.  

2-2)하 다. 염기서열 결과 human G-CSF 유전자와 동일한 염기서열을 확인하 다. 

 atggctgga cctgccaccc agagccccat gaagctgatg gccctgcagc tgctgctgtg gcacagtgca 

ctctggacag tgcaggaagc cacccccctg ggccctgcca gctccctgcc ccagagcttc ctgctcaagt 

gcttagagca agtgaggaag atccagggcg atggcgcagc gctccaggag aagctggtga gtgagtgtgc 

cacctacaag ctgtgccacc ccgaggagct ggtgctgctc ggacactctc tgggcatccc ctgggctccc 

ctgagcagct gccccagcca ggccctgcag ctggcaggct gcttgagcca actccatagc ggccttttcc 

tctaccaggg gctcctgcag gccctggaag ggatctcccc cgagttgggt cccaccttgg acacactgca 

gctggacgtc gccgactttg ccaccaccat ctggcagcag atggaagaac tgggaatggc ccctgccctg 

cagcccaccc agggtgccat gccggccttc gcctctgctt tccagcgccg ggcaggaggg gtcctggttg 

cctcccatct gcagagcttc ctggaggtgt cgtaccgcgt tctacgccac cttgcccagc cctga

Fig. 2-2. Sequencing result of human G-CSF cDNA: 624bp

Underlines indicate the primer sequences

   이 유전자의 아미노산 염기서열은 다음과 같다 (Fig.  2-3). 207개의 아미노산으로 

구성되어 있으며, 30개의 signal sequence를 가지고 있는 것으로 알려져 있다.

M A G P A T Q S P M K L M A L Q L L L W H S A L W T V Q E A T P L G P A S S L P Q S F L 

LKCLEQVRKIQGDGAALQEKLVSECATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQAL 

QLAGCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQQMEELGMA 

PALQPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP

Fig. 2-3. Deduced amino acid sequence of  human G-CSF

Underline indicates the signal sequence of hG-CSF

   3. 조직 특이 프로모터 크로닝

    가. mUII promoter 크로닝

    조직 특이적으로 형질전환 유용물질을 생산하기 위하여 mouse의 방광조직으로 

DNA를 분리하여 생쥐 Uroplakin II (mUII) promoter의 3606 bp를 LA-PCR 방법으로 

증폭하 다. 사용된 primer는 F: 5'-gaa ttc ctc gac gat ctc ggc cct ctt tct gc-3'와 

R: 5'-cca gga tcc agt ccc agc gca gtg gta cc-3'를 이용하 다. 5‘- primer에는 Eco 

RI site를 3’- primer에는 Kpn I site를 첨가하여 합성하 다. 증폭된 band는 예상되는 
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3.6 kb의 크기를 나타내어 mUII의 promoter라고 추정 할 수 있었으며, PCR 사진과 

전체 염기서열은 다음과 같다 (Fig. 2-4, 2-5). 

                     

 Fig. 2-4. PCR amplification of mouse UII promoter (3606 bp)

  

            1 ctcgaggatc tcggccctct ttctgcatcc ttgtcctaaa tcattttcat atcttgctag
            61 acctcagttt gagagaaacg aaccttctca ttttcaagtt gaaaaaaaaa agaggttcaa

           121 agtggctcac tcaaagttac aagccaacac tcaccactac gagtacaatg gccaccatta

           181 gtgctggcat gccccaggag acaggcatgc atattattct agatgactgg gaggcagagg

           241 ggtggcctag tgaggtcaga ctgtggacag atcaggcaga tgtgggttct gatcccaatt

           301 cctcaggccg cagaactact gtggttcaag aaggggacaa aaggactgca gtccggaaca

           361 ggaggtccat ttgagagctg actgagcaga agaggaaagt gaagaacttc tggggcaaga

           421 gcttacccta ctttacagct ttgttgtctt ctttactcca ggggcgtccc tggtactcag

           481 taaatgtctg ttggcttgag gaacatatgt gtaaggagga aggagaggga acttgaggga

           541 gttaagactc aagaatcaat caaggagagg acagcagaga agacagggtt tgggagagag

           601 actccagaca ttggccctgg ttcccttctt ggccactgtg aaaccctcca gaggaactga

           661 gtgctgtggc tttaaatgat ctcagcactg tcagtgaagc gctctgctca aagagttatc

           721 ctcttgctcc tgtgccgggg cctccccctc ctctcagctc ccaaaccctt ctcagccact

           781 gtgatggcat aattagatgc gagagctcag accgtcaggt ctgctccagg aaccacccat

           841 tttccccaac cccagagaaa ggtcctagtg gaaaagtggg ggccactgaa gggctgatgg

           901 ggttctgtcc tttcccccat gctgggtgga cttaaagtct gcgatgtgtg tagggggtag

           961 aagacaacag aacctggggg ctccggctgg gagcaggagg aactctcacc agacgatctc

          1021 caaatttact gtgcaatgga cgatcaggaa actggttcag atgtagcttc tgatacagtg

          1081 ggtctgaggt aaaacccgaa acttaatttc tttcaaaaat ttaaagttgc atttattatt

          1141 ttatatgtgt gcccatatgt gtgccacagt gtctatgtgg aggtcagagg gcaagttgtg

          1201 ggcattggct ctctcctttc ataatgtggc ttctggggac caaaatgtca ggcatggtgg

          1261 caagagcttt tacctgttga gccatctcat ggtttcgtaa aacttcctat gacgcttaca

          1321 ggtaacgcag agacacagac tcacatttgg agttagcaga tgctgtattg gtgtaaacac

          1381 tcatacacag acacacacac atactcatac acacacacac acacttatca catgcacaca

          1441 catactcgta tacacacaga cacacacaca tgcactctca cattcacata ttcatacaca

          1501 tccacacaca cactcatcca cacacacaga cacacatact catccacaca cacacacaca

          1561 catactcata cacacacaca gacacacata ctcatacaca cacacagaca cacacatata

          1621 atcatacata cacagacaca ctcatacatg tgcacacaca cactcatcca cacacacaca
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          1681 ctcatacaca cacacactca tacacacaca cactcataca cacacacacg aggtttttct

          1741 caggctgcct ttgggtggag actggaactg atttctgttt ttcagctcct tggctttttg

          1801 tccctttaga tgagatctcc tcctcacttt acacacagaa agatcacaca cgagggagaa

          1861 ctggcggtgc ggaagagggc tacacggtag ggtgtcaggg tcaggagatc ttcctggcaa

          1921 gtctcaaacc tccacatagc acagtgttta cgtgaggatt taggaggaat caggaagagg

          1981 attggtttac tgcagagcag accatatagg tccactccta agccccattt gaaattagaa

          2041 gtgagacagt gtgggataaa aagagcagat ctctggtcac atttttaaag ggatatgagg

          2101 gtcctgtgcc tttaagcctt cccatctccc tccaatcccc cctcaccttc cccaccctaa

          2161 ccctccccag gtttctggag gagcagagtt gcgtcttctc cctgccctgc cgagctgctc

          2221 actggctgct ctagaggctg tgctttgcgg tctccatgga aaccattagt tgctaagcaa

          2281 ctggagcatc atctgtgctg agctcaggtc ctatcgagtt cacctagctg agacacccac

          2341 gcccctgcag ccactttgca gtgacaagcc tgagtctcag gttctgcatc tataaaaacg

          2401 agtagccttt caggagggca tgcagagccc cctggccagc gtctagagga gaggtgactg

          2461 agtggggcca tgtcactcgt ccatggctgg agaacctcca tcagtctccc agttagcctg

          2521 gggcaggaga gaaccagagg agctgtggct gctgattgga tgatttacgt acccaatctg

          2581 ttgtcccagg catcgaaccc cagagcgacc tgcacacatg ccaccgctgc cccgccctcc

          2641 acctcctctg ctcctggtta caggattgtt ttgtcttgaa gggttttgtt gttgctactt

          2701 tttgctttgt tttttctttt ttaacataag gtttctctgt gtagccctag ctgtcctgga

          2761 actcactctg tagaccaggc tggcctcaaa ctcagaaatc caccttcctc ccaagtgctg

          2821 ggattaaagg cattcgcacc atcgcccagc ccccggtctt gtttcctaag gttttcctgc

          2881 tttactcgct acccgttgca caaccgcttg ctgtccaagt ctgtttgtat ctactccacc

          2941 gcccactagc cttgctggac tggacctacg tttacctgga agccttcact aacttccctt

          3001 gtctccacct tctggagaaa tctgaaggct cacactgata ccctccgctt ctcccagagt

          3061 cgcagtttct taggcctcag ttaaatacca gaattggatc tcaggctctg ctatccccac

          3121 cctacctaac caaccccctc ctctcccatc cttactagcc aaagcccttt caacccttgg

          3181 ggcttttcct acacctacac accagggcaa ttttagaact catggctctc ctagaaaacg

          3241 cctacctcct tggagactga ccctctacag tccaggaggc agacactcag acagaggaac

          3301 tctgtccttc agtcgcggga gttccagaaa gagccatact cccctgcaga gctaactaag

          3361 ctgccaggac ccagccagag catccccctt tagccgaggg ccagctcccc agaatgaaaa

          3421 acctgtctgg ggcccctccc tgaggctaca gtcgccaagg ggcaagttgg actggattcc

          3481 cagcagcccc tcccactccg agacaaaatc agctaccctg gggcaggcct cattggcccc

          3541 aggaaacccc agcctgtcag cacctgttcc aggatccagt cccagcgcag t

Fig. 2-5.  Result for cDNA sequence of mouse UII promoter (3606 bp)
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    나. bovine beta-casein promoter 크로닝

    뇨 뿐만아니라 유선조직을 형질전환 이용 특이 벡터로 활용하기 위하여 소의 유

선조직으로부터 DNA를 분리하여 소의 beta-casein promoter 부분의 염기서열 기존의 

발표된 논문을 활용 참고하여 (Aust. J. Biol. Sci 41;527-537;1988), primer를 합성(F: 

5'-tcg aat cca tct cta tca att aat-3'; R: 5'-ggc tct aat cct ggg aat ggg-3')하여 

LA-PCR로 증폭하여 (Fig. 2-6), pCR2.1 크로닝 벡터에 ligation후 염기서열 결정

(Fig. 2-7) 하 다.

              
Fig. 2-6. PCR amplification of  bovine beta-casein promoter

PCR template used in PCR was extracted from the bovine mammary gland 

        1 tcgaatccat ctctatcaat taatgtaatt caaaattggt gagagacagt cattaggaaa
       61 ttctctgttt attgcacaat atgtaaagca tcttcctgag aaaagggaaa tgttgaatgg
      121 gaaggacatg ctttcttttg tattcctttt ctcagaaatc acactttttt gcctgtggcc
      181 ttggcaacca aaagctaaca cataaagaaa ggcatatgaa gtagccaagg ccttttctag
      241 ttatatctat gacactgagt tcatttcatc atttattttc ctgacttcct cctgggccat
      301 atgagcagtc ttagaatgaa tattagctga ataatccaaa tgcatagtag atgttgattt
      361 gggttttcta agcaatacaa gacttctatg acagtgagat gtattaccat ccaacacaca
      421 tctcagcatg atataaatgt aaggtatatt gtgaagaaaa attatcaatt atgtcaaagt
      481 gcttacttta gaagatcatc tatctgtccc aaagctgtga atatatatat tgaacataat
      541 taatagacga aacaaacctt gtaaaaatga gtagtgtaaa atacaactac atttatgaac
      601 atctatcact aaagaggcaa agaaagttga ggactgcttt tgtaaatggg ctcttattaa
      661 tgaaaagtac ttttgaggtc tggcttagac tctattgtag tacttatggt aagaccctcc
      721 tcttgtctgg gctttcattt tctttcttcc ttccctcatt tgcccttcca tgaatactag
      781 ctgataaaca ttgactcact ataaaagata tgaggccaaa cttgagctgt ccattttaat
      841 aaatctgtat aaataatatt tgttctacag aagtatctct aaataaatgt actttctctc
      901 ttaaaatccc tcaacaaatc cccactatct agagaataag attgacattc cctggagtca
      961 cagcatgctt tgtctgccat tatctgaccc ctttctcttt ctctcttctc acctccatct
     1021 actccttttt ccttgcaata catgacccag attcactgtt tgatttggct tgcatgtgtg
     1081 tgtgctgagt tgtgtctcac tcttgtcaac cccatgaatg acagtccacc aggctccact
     1141 atttccagtt aagaatactg gagtggattg tgtttcctac ttcatttgat taatttagtg
     1201 actttttaaa tttttttcca tattcaggag gctattcttt ccttttagtc tatactgtct
     1261 tcgctcttca ggtctaagct atcatcatgt gcttgttagc ttgtttcttt ctccattata
     1321 gcataaacac taacaactat tcaggttagc atgagattgt gttctttgtg tggcctgtgt
     1381 atttctggtg tgtattagaa tttaccccaa gatctcaaag acccaccgaa tactaaagag
     1441 acctcattgt agttacaata atttggggac tgggccaaaa cttccgtgtg tcccagccaa
     1501 ggtctgtagc tactggacaa tttaatttcc tttatcagat tgtgaattat tccctttaaa
     1561 atgctcccca gaatttttgg ggacagaaaa ataggaagaa ttcattttct aatcatgcag
     1621 atttctagga attcaaatcc actattggtt ttatttcaaa ccacaaaatt agcatgccat

3 .6  k b
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     1681 taaatactat atataaacaa ccacaaaatc agatcattat ccattcagct cctccttcac
     1741 ttcttgtcct ctactttgga aaaaaggtaa gaatctcaga tataatttca ttgtatctgc
     1801 tactcatctt tatttcagac taggttaaaa tgtagaaaga acataattgc ttaaaataga
     1861 tcttaaaaat aaggatgttt aagataaagt ttacagtatt ttcagcaaat ttgttaaaaa
     1921 atagaagcaa ctataaagat ttgtaacagt ggttgctatt ttctttacca cgagactagt
     1981 taacaggctg tattaaaaga tcttttcttg aattaaatat tttcaatttg attaaacata
     2041 cctcagccat aaaggcaagc acatttaatt tatactatgg gaatttgaat aattgttact
     2101 gaagaagctc taccaacaaa aagtttatag agctagcata tttagtcaag agataaagag
     2161 ggttgttagg atacatgtgc tatttgaaag gtatttataa aagaagagta tatttattaa
     2221 aattgctcag aacatccaaa tttcaagttt atcatttatc ttacaatatt tcaaaaatat
     2281 taaaatagat acatgaaata cagaagtaaa ttaaagagaa agtattttat tttgtaaaaa
     2341 aaaattctag gttggacagg gagtaccagg aaacaaaaaa caatgaaaaa tgtgatctga
     2401 cagaaattat agctcaaagt atagtagtca gtaatgaaat ggcttaaaaa ttggcatata
     2461 aaatgctaat tataaaataa acaaaatgta ataataccct ccctacatgt aatgaactct
     2521 gagtattata ctcttttttg aagtcttgac aatgaaaatt tatttagact tttatagaca
     2581 tcttggataa agtaaaacaa attacgaatt agcatccatg agaaaaatat agaaaaattt
     2641 cttaatgtag tttgcaaatc tggggattga agatgtgtgt caagagattg tgatggcaga
     2701 catttttttt cagactataa aatgcacaaa caaccattta atacattttg gtcaaaaata
     2761 gtatgtattt tattttatgc tacaggagag tagtctaaag taggactggg cagagatctg
     2821 acaccctggt aatcaccgag agatagtaca cagtctctgt agagaaaata agcatagtgt
     2881 atgatctcta aaattatgtg gacaaagggg agataacatt aggcatgtgg ggatgaagac
     2941 tgagtacaga agaacaatct agtcagtcca agaaaacatg tggatcaatg gaacaaatag
     3001 aagaaatgct aaaatgaaac agaagtctta ctggaaataa aagatatgag gaagacaaac
     3061 attcatgaaa atcacttagt ttagtagaga aaagataaaa ataaagtatt accttcttct
     3121 tcatatacat tgtttgatca gatgcccctc aataaaactg agtctccaac agaactgaaa
     3181 ctttaatatt ttgttcactg ctctaatccc agaatctaag acatatctgg caataaaaat
     3241 taataaataa atatttttaa taagtaaatc aatcacttaa tttttctgta agtatctgta
     3301 acttctcttc tgtctttcca aaaaacactc ataagtactg tgaataagat gaaaagagtg
     3361 aaataagata taggctgtta gctgaaaaca tctggatggc tggcagtgaa acattaactt
     3421 gaaatgtaag attaatgagt aatagtaaat tttaaccttg gccgtatgat aaaatgtcta
     3481 ttaatatttt tctaaaatac agggcttttt gtttttgcca tgaggtttgc aggatcttgg
     3541 ttccctgatg agggatcaaa cctgggctcc cctggaagca cggagtctta gatatttgta
     3601 ttatacacta tctttggttt cttttaaagg gaagtaattc tacttaaata agaaaataga
     3661 ttgacaagta atacactatt tcctcatctt cccattccca ggaattgaga gcc

Fig. 2-7.  Sequencing result of bovine beta-casein promoter

Underlines indicate the primers
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   4. 방광 및 유선특이 발현 hG-CSF 발현벡터 구축 

   pCR2.1 벡터에 크로닝 되어진 mUII 프로모터하류에 SV40 polyA 약 2.6 kb를 5'

에 Kpn I + Sal I site와 3‘에 Eco RV + Hind III site를 첨가하여 PCR로 증폭하 으

며 이를 mUII promoter가 크로닝 되어있는 벡터에 Kpn I과 Hind III site로 절단 후 

재 크로닝 하 다. hG-CSF를 첨가하기 위하여 hG-CSF를 Kpn I과 Xho I으로 절단

한 후 mUII+SV40를 Kpn I과 Sal I으로 절단한 site에 ligation 하여 fig. 2-8에서 나

타낸 것과 같이 mUII+hG-CSF+SV40 벡터를 구축하 다.

hG-CSF SV40hG-CSF SV40

Fig. 2-8.  Diagram of vector encoding the mUII+hG-CSF+SV40 

   beta-casein 활용 형질전환용 발현벡터 다음과 같이 구축하 다. pcDNA3에 크로

닝 되어있는 hG-CSF유전자를 PCR을 이용하여 bGH poly 부분을 포함한 약 820bp를 

증폭하여 Kpn1과 HindIII로 절단 후 pCR2.1에 크로닝 되어있는 beta casein promoter 

하류에 크로닝 하여 bovine beta casein+hG-CSF+bGH 형질전환용 벡터를 구축하

다 (Fig. 2-9).

Fig. 2-9.  Diagram of vector encoding the bovine beta casein+hG-CSF+bGH
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 5. GFP 발현 벡터 구축  

    표지 유전자를 활용하기 위하여 강력한 chicken beta-actin promoter와 CMV-IE 

Enhancer를 가지고 있으며, rabbit beta-globin polyA를 가지고 있는 pCAGGS 유래

의 벡터를 사용하 다. chicken b-actin promoter 하류의 유일한 크로닝 site인 Xho I 

site에 GFP 유전자를 크로닝 하 다. 아래와 같은 chicken b-actin promoter+GFP 발

현벡터를 구축하 다 (Fig.  2-10).

       

Fig. 2-10. Map of GFP expressing vector

 6. EGFP+mUII+hG-CSF+SV40 및 G418+mUII+hG-CSF+SV40 발현 벡터구축

   형질전환용으로 구축된 발현벡터 mUII+hG-CSF (Fig. 2-8)의 체세포내에 

transfection 후 유전자가 삽입된 체세포의 selection을 효율성 있게 하기 위하여 다음

과 같은 특이 발현 벡터를 구축하 다.

   EGFP+mUII+hG-CSF+SV40 특이 벡터는 pEGFP-C2 발현벡터에서 EGFP의 ATG

부터 Stop codon까지 749bp PCR이용 증폭하 으며, 5'에 NheI과 3‘에 ApaI site를 추

가하여 pCR2.1 Vector에 크로닝 하 고, primer는 다음과 같이 사용하 다pEGFP-F 

(Nhe1) 5'-TCA gAT CCg CTA gCg CTA CCg gTC-3'; pEGFP-R (Apa1) 

3'-ggg CCC TTA ACT TgT ACA gCT CgT CCA T-3' (Fig. 2-11).  Fig. 2-10의 

왼쪽은 PCR 동결과이며, 오른쪽은 pCR2.1에 크로닝 후 Nhe1과 Apa1 제한효소로 

절단후 동사진을 나타내었다.
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Fig. 2-11.  pEGFP-C2 PCR result and pCR2.1 vector cloning

Left: EGFP 749 bp PCR; Right:  Cut by Nhe I  and Apa I   

   pCR2.1에서 NheI과 ApaI으로 cut한 후 pcDNA3.1/Zeo를 같은 제한효소로 절단후  

ligation 시켜 삽입여부를 pEGFP-F(Nhe1)와 pEGFP-R(Apa1)의 Primer를 이용하여 

E.coli PCR로 분석 결과 Fig.  2-12과 같이 pcDNA3.1/Zeo에 삽입된 clone을 확보하

다. Fig. 2-12은 각각 절단한 sample이며 이것을 ligation하여 E.Coli PCR은 오른쪽

에서 확인하 다.

          

   

  

Fig. 2-12. Cloning of  the EGFP cut by Nhe I  and Apa I  into the 

pcDNA3.1/Zeo. Left:  cut by restriction ;  Right: E.coli  PCR result
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    pcDNA3.1/Zeo+EGFP 벡터에서 CMV Promoter와 BGH poly A를 활용하기 위해 

다시 pEGFP (pcDNA3.1/Zeo)-F (Not1) Primer 5'-gCg gCC gCg Atg TAC ggg 

CCA gAT ATA C-3'; pEGFP(pcDNA3.1/Zeo)-R (EcoR1) Primer 5'-gAA TTC 

TCC CCA gCA TgC CTg CTA TT-3'를 이용하여 약 1697bp의 크기를 증폭한 결

과 다음과 같다 (Fig. 2-13). PCR product를 pCR2.1에 크로닝하여 확인 결과는 오른

쪽의 동사진이다.

            

Fig. 2-13. PCR of Not I  and Eco RI primers of pEGFP cloned in 

pcDNA3.1/Zeo. Left:  PCR result;  Right:  E.coli PCR result
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   마지막으로 CMV promoter+EGFP+bGH polyA와 mUII+hG-CSF+SV40를 결합하

기 위해 Fig. 2-14에의 왼쪽에서는 EGFP의 cut사진이고, 오른쪽은 mUII+hG-CSF의 

같은 제한효소로 절단한 결과를 나타내었다.

Fig. 2-14.  Cutting result pCR2.1 EGFP (CMV+bGH polyA) and 

mUII+hG-CSF+SV40 by Not I  and EcoRI cut

   Fig. 2-14의 ligation 결과를 확인하기 위해, 즉 최종적으로 만들어지는 벡터는 

pCR2.1+pCMV+EGFP+bGHpolyA+mUII+hG-CSF+SV40이며, 확인은 먼저 PCR로 

EGFP (1.6 kb)를 증폭하 으며 (Fig. 2-15; left),  이를 다시 Xho I 제한 효소를 이

용 절단한 결과는 중앙의 동결과이고, 오른쪽은 최종적으로 Not1과 EcoRV로 절단

한 결과 3.9 kb의 벡터와 insert 유전자의 8.4 kb의 밴드를 확인할 수 있었다. 

Fig. 2-15. PCR result of pCR2.1+pCMV+EGFP+bGHpolyA+mUII+hG-CSF+SV40   
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 결과적으로 다음과 같은 뇨로 물질을 분비할 수 있는 형질전환용 벡터 

EGFP+mUII+hG-CSF (8.4 kb)를 구축하 다.

Fig. 2-16. Construction of transgenic vector EGFP+mUII+hG-CSF
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   추가적으로 G418을 이용한 효율적인 발현벡터를 구축하기 위해 다음과 같은 벡터 구축을 추진하

다. pcDNA3에 있는 SV40 promoter+Neomycin+SV40 poly A를 위해 G418-F (Not1) primer 

5'-TgC ggC CgC CCA ggC Agg CAg AAg TAT gCA-3'와 G418-R (EcoRI) primer 5'-gCC 

gAA TTC TAT ACA gAC ATg ATA AgA TAC-3'를 이용하여 pcDNA3 벡터에서 Neomycin 부

분을 포함하는 1463bp를 증폭하 다 (Fig. 2-17; left), 이를 pCR2.1 벡터에 크로닝한 것을 E. Coli 

PCR로 확인 (Fig. 2-17), 이를 EcoRI과 Not1 제한효소를 cut하여 동한 결과 (Fig. 13; right)이다. 

       

Fig. 2-17. Neomycin PCR,  E. coli PCR and Restriction cutting result of SV40 

promoter+Neomycin+SV40

Fig. 2-18. mUII+hG-CSF+SV40 cut by Not I-Eco RI and E. coli PCR result

   Fig. 2-16에서 Not1과 EcoRI으로 절단한 1463bp를 같은 제한효소로 절단한 mUII+hG-CSF+SV40

와 ligation 후 PCR확인 동사진 (Fig. 2-18)이며, 이를 확인하기 위하여 E. coli PCR 결과  3개의 

colony에서 ligation 삽입개체 확인하 다.
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   최종적으로 이를 Not1과 EcoRV 제한 효소이용 절단한 동사진결과는 Fig. 2-19과 같다.

        

Fig. 2-19. Restriction cutting result of pSV40+G418+SV40polyA+mUII+hG-CSF+SV40

  따라서, 다음과 같은 G418을 이용하여 쉽게 체세포에 유전자를 transfection 하여 selection 할 수 

있는 발현벡터를 구축하 다 (Fig. 2-20).
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Fig. 2-20. Construction of expressing vector G418+mUII+hG-CSF
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 제 2 절 동물세포이용 재조합체 생산 

   1. 재료 및 방법

     가. 공시재료 : CHO동물세포 및 발현벡터 (pcDNA3)

     나. 처리항목 : pcDNA3 발현벡터에 유전자 재 크로닝 및 CHO 세포에 

transfection하여 hG-CSF를 발현하는 세포 분리

     다. 조사항목 : hG-CSF를 생산하는 세포 동결보존 및 배양상층회수하여 Elisa   

방법으로 정량 분석하여 생쥐에 투여하여 혈액중 백혈구의 

증가여부로 생리활성 분석

   2. pcDNA3 동물세포발현용 벡터 재크로닝 및 CHO 세포 transfection

    CHO 동물세포에서 hG-CSF를 생산하기 위해 pcDNA3 발현벡터의  site에 재 크

로닝 하여 pcDNA3+hG-CSF벡터를 구축 (Fig. 2-21)하여 CHO 세포에 transfection

하 다.

          

CMV
Promoter

pcDNA3
hSOD

CMV
Promoter

hSODhG-CSF
pcDNA3
hG-CSF

CMV
Promoter

pcDNA3
hSOD

CMV
Promoter

hSODhG-CSF
pcDNA3
hG-CSF hSODhG-CSF

pcDNA3
hG-CSF

Fig. 2-21. Construction of expressing vector of  pcDNA3+hG-CSF

  3. hG-CSF발현 클론 선택

   G-418 selection 약제를 처리하여 3주간 배양하여 colony (Fig. 2-22)를 분리 배

양하 으며, 분리된 세포의 clolony는 동결보존 하 고 나머지는 CHO 세포로부터 

RNA 분리하여 hG-CSF를 RT-PCR 방법으로 hG-CSF의 mRNA의 발현을 확인하

다 (Fig. 2-22).
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Fig. 2-22. Isolation of CHO cell  line (left) and RT-PCR result

   4. 동물세포에서 재조합 hG-CSF의 정량분석

    CHO 동물세포에서 생산되어진 hG-CSF 재조합체의 정량을 분석하기 위해 CHO 

배양상층을 회수하여 PBS에서 투석한후 농축한 후 hG-CSF Elisa kit(Bio Source사)

를 이용하여 정량 분석한 결과는 다음과 같다 (Fig.  2-23). CHO 세포 클론 각각의 

세포에서 43-81 pg/ml의 hG-CSF가 분비되는 세포 clone을 확보하 다 (Fig. 2-24).

       

Fig. 2-23. ELISA result of  hG-CSF Standard
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Fig. 2-24. The ELISA result of  rec-hG-CSF in supernatant of cell  clone 

selected  

  5. 재조합체 hG-CSF의 생리활성검토

   재조합체 hG-CSF를 생쥐에 투여하여 백혈구의 증가되는 것으로 생리활을 분석하

기위하여 10배 이상 농축시킨 hG-CSF를 생쥐에 재조합체 hG-CSF 60 pg을 0일과 2

일에 투여하여 백혈구수 (WBC)를 투여전과 투여 후 5일에 분석하 다. 분석결과 

rec-hG-CSF 투여군에서는 유의적으로 WBC가 증가하 다 (Fig. 2-25). 따라서, 재

조합체 hG-CSF는 효과적으로 백혈구 수를 증가시킬 수 있었다. 

Fig. 2-25. rec-hG-CSF induces WBC increase in mice (right:  control)
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 제 3 절 효과적인 핵이식란 생산방법 확립

   1. 전기자극의 융합조건에 따른 융합율

    효과적인 핵치완 수정란 생산방법을 확립하기 위하여 전기자극의 융합조건은 1.

9∼2.1kv/cm(10-20µs)로 융합율은 Table. 2-1에서 보는 바와 같이 51-68%로 큰 차이

는 없었으나, lysis 율은 20µs일수록 높은 율을 나타내었다.  

 Table. 2-1. Fusion rate by electric fusion pulse

Fusion pulse
No. of

Fusing                 Fused(%)           Lysis(%)

 1.9kv/cm10µs

         20µs

54

62

37(68.5)

21(51.2)

0(0.0)

24(38.7)

 2.0kv/cm10µs

         20µs

68

80

43(65.1)

27(54.0)

2(2.9)

30(37.5)

 2.1kv/cm10µs

          20µs

66

80

28(53.8)

21(53.8)

64(21.2)

42(51.8)

   2. 핵치완 후 활성화 조건에 의한 배 발달율

    융합된 핵이식란의 화학적 활성화 처리전 4시간 동안 10% FBS 첨가된 TCM199

에서 배양하고, 활성화는 TCM199에 희석한 5µM ionomycin (Sigma, USA) 40µl drop

에서 4분간 정치한 후 5분동안 TCM199에서 다시 4시간 동안 1.9mM 6-DMAP에서 

배양하 으며, 핵이식후 2 cells 까지의 발달율은 68-76%, 배반포까지는 19-48%로 

1.9kv/cm20µs에서 가장 높은 배 발달율을 나타내었다 (Table. 2-2).

   Table. 2-2. Embryo development rate of electric fusion condition

Fusion pulse
No. of

Fused couplets    ≥2 cells(%)    Blasto/2-cell(%)

 1.9kv/cm10µs

         20µs

54

53

41(75.9)

37(69.8)

8(19.5)

18(48.6)

 2.0kv/cm10µs

         20µs

65

64

50(76.9)

44(68.8)

10(20.0)

18(40.9)

 2.1kv/cm10µs

          20µs

61

54

43(70.5)

37(68.5)

19(44.2)

10(27.0)
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 제 4 절 체세포주 확립 및 유전자 도입

  

  1. 체세포주 확립

  체세포주 확립을 위해 도축장에서 채취한 임신 40-50일 정도의 태아유래의 조직으

로부터 체세포주 확립 (Fig. 2-26)하여 각각 체세포의 성 결정은 Y-specific primer

이용 PCR 분석 후 현재 동결 보존하여 사용하고 있다 (♀: 2; ♂: 4 세포주).

                       

Fig. 2-26. Isolation of bovine somatic cell  and determination of  sex 

   2. 체세포내 Marker (GFP)유전자 도입 방법시도 

    체세포내 Marker (GFP) 유전자를 liposome-mediated transfection 방법으로 도입

하여 GFP 발현 체세포 확인 및 confocal이용결과 핵내에서 GFP 발현되는 것을 확인

할 수 있었다 (Fig. 2-27).

 

Fig. 2-27. Transfection and expression of GFP gene into somatic cell       

암숫

bYS 141 bp

암숫

bYS 141 bp

암숫

bYS 141 bp

암숫

bYS 141 bp
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   3. Marker 유전자 도입 체세포 핵치환 발달연구

   EGFP 발현 체세포의 배달 율을 조사하기 위해 핵이식란의 화학적 활성화 처리전 

4시간 동안 10% FBS 첨가된 TCM199에서 배양하고, 활성화는 TCM199에 희석한 

5µM ionomycin (Sigma, USA) 40µl drop에서 4분간 정치한 후 5분동안 TCM199에서 

다시 4시간 동안 1.9mM 6-DMAP에서 배양하 으며, 핵이식후 2 cells 까지의 발달율

은 EGFP 발현세포에서 59.2%로 대조구에 비해 약 10%정도 낮았으며, 2-cell 대비 

blastocyst까지의 발달율은 37.7%로 대조구의 44.4%보다 6.7%낮았는데, 이러한 결과

는 아마 EGFP 유전자가 배발달에 좋지 않은 향 때문에 나타나는 결과라고 사료된

다. 

Tabel.  2-3. Developmental rate in the EGFP expression somatic cell

   4. 외래 유전자 도입 체세포 확립 및 핵치환 수정란 체외발달 연구

   

    가. 외래 유전자 도입 체세포 확립 

    형질전환 발현벡터 EGFP+mUII+hG-CSF를 구축된 소의 체세포에 liposome 

mediated method으로 transfection시켜 GFP가 발현되는 세포를 선택하여 각각의 세

포주를 GFP의 유전자가 삽입되었는가를 GFP 특이 primer를 이용하여 PCR로 검정하

다 (Fig. 2-28). EGFP 특이 primer는 EGFP-1061F 5'-ACg TCT ATA TCA 

Tgg CCg-3'; EGFP-1330R 5'-ACT TgT ACA gCT CgT CCA Tg-3'로 270bp의 

밴드를 확인하 다. 그 결과 선택된 7개 세포주 모두 GFP 유전자를 확인할 수 있었

으며 (Fig. 2-28), 또한 PCR product의 southern blot 결과 삽입된 유전자는 구축된 

벡터 유래의 유전자임을 확인하 다 (Fig. 2-29).

     

No. of

fused oocytes 2 cells(%) Blasto./2-cell(%)

Control 117 81(69.3) 36(44.4)

GFP Gene group 76 45(59.2) 17(37.7)
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Fig. 2-15. Map of vector transfected into somatic cell

M  1  2  3   4   5  6  7  C  P  PM  1  2  3   4   5  6  7  C  P  P

Fig. 2-28. PCR detection of EGPF gene transfected into bovine somatic cell

1  2    3    4  5   6  7   81  2    3    4  5   6  7   81  2    3    4  5   6  7   8

Fig. 2-29. Southern blotting result of PCR product
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   나. 외래 유전자 도입 핵치환 수정란 체외발달 연구

    hG-CSF 유전자 도입 체세포의 핵치환 후의 배발달 율은 다음과 같다. Table. 

2-4에서 보는 바와 같이 92개 융합된 것 중에서 2세포기 까지는 61%, 2세포기 대비 

Blastocyst 까지는 35%의 배 발달 율을 나타내었다. 이러한 결과는 GFP 유전자와 

hG-CSF 유전자의 삽입으로 배 발달율이 낮은 것으로 사료된다. 

Table. 2-4. Embryo development rate after nuclear transfer of  somatic cell   

inserted hG-CSF gene

No. of

fused oocytes 2 cells(%) Blasto./2-cell(%)

hG-CSF group 92 57(61.9) 20(35.1)
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 제 5 절 형질전환 생쥐생산

   

   1. 뇨로 G-CSF를 분비하는 형질전환 생쥐생산

    가. 형질전환 생쥐생산

    생쥐 수정란은 BCF1생쥐를 무작위로 선발하여 5IU의 PMSG을 투여한후 48시간

후에 5IU의 hCG을 투여한후, 하룻밤 수놈과 교미후 hCG투여후 22시간째 난관으로부

터 회수하 다. 전핵이 뚜렷한 난자만을 선발한후 미세주입기로 약 5pl (㎍/㎖)의 

G-CSF유전자를 도입한후, 가임신된 대리모의 난관에 이식함으로서 산자를 생산했다. 

415개의 수정란에 미세 주입하여 319개의 미세주입된 수정란을 이식하여 40마리의 

산자를 생산하여 형질전환 분석결과 4두에서 확인되었다 (Table. 2-5).

    Table. 2-5. Efficiency of transgenic mouse production 

Gene No. embryos
injected

No. embryos
transferred

No. mice 
analyzed

hG-CSF 319 40 40415

No. offspring 
born

No. embryos
survived

319

No. of
transgenics

4

Gene No. embryos
injected

No. embryos
transferred

No. mice 
analyzed

hG-CSF 319 40 40415

No. offspring 
born

No. embryos
survived

319

No. of
transgenics

4

Fig. 2-30. Identification of  transgenic mice by tail  biopsy PCR.

M: lambda HindIII fragment, P: positive control (injection DNA), N :  

negative control (genomic DNA), F1,  F2, F3 (female) and F4 (male)     
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   나. 형질전환 산자의 유전자 형질전환율

   형질전환된 생쥐로 판명된 계통을 보통 생쥐와 교배하여 형질전환 율을 분석한 결

과는 다음과 같다 (Table.  2-6).  4두의 founder이용 50마리의 산자중 PCR 분석결과 

18두가 확인되어 35%의 형질전환율을 나타내었다.

  Table.  2-6. Transmission rate of the hG-CSF transgene to offspring

Line Sex Litter No of offspring
transgenic

mouse 

Transmission 

Rate(%)

1 F 1 9 5 56

2 F 2 20 4 20

3 F 1 10 6 60

4 M 1 11 3 27

Total 50 18 36

F: female, M: male

   다. hG-CSF 유전자의 발현검정

    F1 형질전환 산자를 각 계통별로 분리한 다음 각 계통별 방광조직을 취한다음 이

를 가지고 hG-CSF 유전자의 발현량을 분석하 다. RNA를 분리, 정량하여 20㎍을 

loading하여 Northern blot을 실시 하 다.  Negative control 은 PCR을 하여 형질전

환 산자가 아닌 개체를 사용하 다.  결과적으로 2번 계통이 가장 높은 발현을 보

고 (Fig. 2-31) 이 이후의 실험의 결과는 2번 계통을 이용하여 실험하 다.  

 Fig. 2-31. Northern blot result
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   각각의 계통에서 방광조직으로부터 RNA를 분리한 후 G-CSF에  특이적인 probe

를 이용하여 northern blot을 수행하 다. 각각의 line중 2번라인에서 가장 많은 발현

을 보 다. N: negative control, 아래의 전기 동 사진은 각 조직에서 추출한 RNA의  

18S와 28S rRNA를 보여주고 있다. 

   2번 라인의 생쥐로부터 각 조직을 채취하여 이로부터 얻은 RNA를 가지고 

RT-PCR을 수행하 다. Fig. 2-32의 결과로 방광에서 특이적으로 발현됨을 확인할 

수 있었다.

M Sk LiBrKdBl-Sk- Lu

23130

2027

564

BlTt- Tt

4361

Fig. 2-32. RT-PCR result of each tissue expressing hG-CSF 

M :  lambda HindIII fragment, Tt- :  non transgenic mice testis, Sk- :  non 
transgenic mice skin, Bl- :non transgenic mice bladder,  Tt :  transgenic 
mice testis, Sk :  transgenic mice skin,  Bl :  transgenic mice bladder, Kd 
:transgenic mice kidney, Br :  transgenic mice brain, Li  :  transgenic mice 
liver, Lu :  transgenic mice lung.

   라. 조직내에서 hG-CSF 유전자의 발현 검증

   2번 계통의 쥐와 비형질전환 산자의 방광과 뇨관조직을 이용 10% NBF buffer에

서 고정후 파라핀 블락을 만든후 5um의 두께로 자른 다음 gelatin으로 코팅된 슬라이

드에 붙인다. 이 슬라이드를 Primary Antibody (SC-1318, Santa Cruz)를 1: 500으로 

희석하여 상온에서 2시간 반응한다. Secondary Antibody를 실온에서 30분간 처리하

고, Streptavidin-Horseradish Peroxidase(HRP)를 30min간 반응후 AEC를 substrate 

buffer-hydrogen peroxidase에 mix한 것을 떨어뜨린후 반응 속도를 확인후,  

counterstain으로 mayer's hematoxylin 으로 염색한 결과 Fig. 2-33와 같다. 
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 Fig. 2-33. Immunohistochemistry assay showing the bladder-specific 

expression of  hG-CSF in transgenic mice using polyclonal goat antisera 

hG-CSF: A and B are bladder, C and D are ureter, A and C are tissues of  

transgenic mouse. B and D are tissues of a non-transgenic control mouse, 

respectively.

  마. hG-CSF의 생산량 측정

    415개의 수정란에 미세주입하여 319개의 수정란을 이식하여 40마리의 산자를 생

산하여 형질전환 분석한 결과 4두를 확인하 으며, 그 중 3번 계통으로부터 F1을 생

산하여 생산되어진 형질전환 생쥐의 계통으로부터 소변과 혈액을 획득한 다음 ELISA 

kit를 이용하여 측정하 다. 3번 계통의 F1중에서 3-10번이 가장 높았고 혈액에서의 

결과와 소변에서의 결과가 비례하지는 않았다 (Fig. 2-34).
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Fig.  2-34. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay detecting hG-CSF in urine and 

serum   from     transgenic    mice

   바. 쥐의 방광에서 생산된 hG-CSF의 활성검증

   오줌으로부터 hG-CSF를 검증하기위해 HL-60 cell을 이용해서 2X103개의 세포가 

들어있는 well에 각각의 형질전환 마우스의 계통들에서 얻어낸 소변을  처리한 후 48

시간후 cell counting으로 확인하 다 (Fig.  2-35). 

Fig.   2- 35.   Cell  proliferation of  DMSO-treated HL-60 cells upon addition of 

transgenic urine
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       사.  hG-CSF생산에 따른 마우스 혈액에서의 향성 검증
      아래의 각각의 계통의 생쥐를 마취한 다음 혈액을 채취하 다. 슬라이드에 스프레드한 
다음 May-Gru¨nwald-Giemsa 방법으로 염색을 한 다음 각각의 혈액 세포를 측정하 다. 
Control군과 Transgenic 사이에 유의성은 없었다.

Table. 2-7.  Peripheral  blood Cell Levels in hG-CSF Tg and normal Mice

　 Normal mice Transgenic mice

　 　 3-2 line 3-5 line 3-14 line

WBC, no. X103/uL 3.25±0.730 2.84±0.230 2.45±1.030 4.215±0.195

Differential count (%)

Neutrophils 0.555±0.045 0.335±0.095 0.425±0.305 0.52±0.520

Lymphocytes 0.68±0.680 2.47±0.150 1.89±0.620 3.765±0.205

Eosinophils 0±0.000 0±0.000 0±0.000 0.005±0.005

Monocytes 0.005±0.005 0.015±0.015 0.13±0.100 0.01±0.001

RBC, no. X106/uL 7.87±1.050 8.96±0.520 9.8±1.100 9.235±0.195

Hematocrit(%) 42.45±3.650 49.8±1.000 51.45±4.350 50.55±1.350
Hb (g/dL) 13.1±1.700 14.3±0.500 15.25±1.250 14.7±0.500
Reticulocytes, % of

 total RBC
2.62±0.550 3.6±3.600 3.08±0.800 2.475±0.355

Platelets, no. X103/uL  521±148 656.5±59.5   808±40   555.5±0.5



- 49 -

 2. 유선으로 G-CSF를 분비하는 형질전환 생쥐생산

  가. beta-casein promoter 이용 hG-CSF 형질전환 생쥐생산

  beta-casein promoter hG-CSF 유전자이용 생쥐에게 미세주입 후 341개의 수정란

을 이식하여 48마리의 산자를 생산하여 형질전환 확인결과 5마리가 형질전환 된 것을 

확인 하 다. 이러한 결과는 전년도의 소변으로 발현하는 생쥐와 비슷한 결과를 나타

내었다.

Table. 2-8.  Production of transgenic mice expressing hG-CSF into 

mammary gland

 

Fig. 2-36. identification of  transgenic mice by tail  biopsy PCR

M: lambda HindIII fragment,  P: positive control (injection DNA), N: 

negative control

Gene
No. of  embryos 

transferred

No. off  spring 

born
No. of transgenics

beta-casein 

hG-CSF
341 48 6

1 2 3 4 5 61 2 3 4 5 61 2 3 4 5 61 2 3 4 5 6



- 50 -

  나. 형질전환 산자의 유전자 형질전환율

  형질전환된 생쥐로 판명된 계통을 보통 생쥐와 교배하여 자손을 확보하 다.

F1 산자도 PCR을 이용하여 transmission 유무를 확인하 으며, F1 형질전환 산자를 

이용해서 유전자의 유전율을 확인한 결과 평균 46.6%의 유전율을 얻었다. 

Tabel.2-9. Transmission rate of the hG-CSF transgene to offspring

F: female, M: male

Founder line sex
     No. of 

   littermates
No. of 

offsprings
     No. of
transgenic mice

Transgenic 
Ratio (%)

1 F 4 28 12 42.9
2 M Dead
3 M 4 36 11 30.6
4 M ND
5 F 1 5 4 80.0
6 F 3 28 18 64.3

Total 97 45 46.4
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 제 6 절 형질전환 복제수정란 생산 및 이식

  

   1. 체외수정란 생산 확립 및 미세주입에 의한 수정란 발달

   가. 혈청 첨가배지와 무 혈청배지의 수정란 발달

    체외 배양에 이용되는 혈청 첨가 배지(TCM199)와 혈청 미첨가 배지  

(IVMD101)가 한우 수정란의 발달에 미치는 향을 검토한 결과는 Table. 2-10과 같

다. 수정율은 IVMD101과 TCM199 배지가 각각 71.8%와 65.3%로서 비슷한 경향이었

다. 8세포기까지의 발달율은 IVMD101 배지가 47.2%로서 TCM199 배지의 24.7%에 

비하여 유의하게 높은 경향이었으나 (p<0.05), 배반포까지 발달율은 각각 20.4%와 

16.0%로서 유의성이 인정되지 않았다. 

Table.2-10. Compare the development rate of embryo produced by IVMD101 

and TCM199 culture system.

 

 나. 미세주입에 의한 발달

   체외 배양에 이용되는 혈청 첨가 배지(TCM199)와 혈청 미첨가 배지(IVMD101)가 

DNA (mUII+hG-CSF)가 미세주입된 한우 수정란의 발달에 미치는 향을 검토한 결

과는 Table.  2-11과 같다. 수정율, 8세포기 및 배반포기 발달율은 IVMD101 배지가 

각각 47.2, 25.0 및 5.6%로서 TCM199 배지의 16.5, 3.5 및 0%에 비하여 유의하게 높

은 경향 이었다 (p<0.05). 

Table. 2-11.  Compare of the development rated of  microinjected embryos 

matured and culture in serum with or without system.

No. of oocytes

No. (%) of embryos developed to

≥2cell 8cell Blastocyst

IVMD101 142 102 (71.8) 67 (47.2)a 29 (20.4)

TCM199 150 98 (65.3) 37 (24.7)b 24 (16.0)

No. of oocytes
No. (%) of embryos developed to

≥2cell 8cell Blastocyst

IVMD101 72 34 (47.2)a 18 (25.0)a 4 (5.6)a

TCM199 85 14 (16.5)b  3 ( 3.5)b 0 (0  )b
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    다. 유전자 종류 및 방법 미세주입 수정란의 발달에 미치는 향

    유전자 종류별 즉 G-CSF, GFP 및 GFP+G-CSF의 3종류의 유전자를 미세주입 

하여 수정란의 발달단계에 미치는 향을 분석한 결과는 다음과 같다. 2세포기까지는 

55%정도로 발달하 으나, 8세포기에는 20%이하로 급격하게 낮아져 blastocyst까지는 

3-4%의 아주 낮은 발달율을 나타내었다.

 

Table.2-12. Effect on embryo development rate by the injected gene (GCSF, 

GFP and GFP+GCSF

  미세주입 방법에 의한 수정란의 발달율을 분석하기 위하여 고전적인 미세주입법과 

piezo에 의한 주입방법의 비교분석 결과는 아래의 표에서 나타난 바와 같이 약 2-3%

대로 아주 낮은 발달율을 나타내었으나, piezo 처리구간이 약간 높은 경향을 보 으나 

처리수의 부족으로 추가적으로 검토되어야 할것으로 사료된다. 

 Table. 2-13. Effect on embryo development rate by micro-injection method 

(micro and piezo injection)

Gene type n
No. (%) of 

≥2 cell 8 cell Blastocyst

sham inj 80 66 (82.5) 22 (27.5) 4 (5.0)

GCSF 150 96 (64.0) 31 (20.7) 6 (4.0)

GFP 260 140 (53.8) 60 (23.1) 8 (3.1)

GFP+GCSF 156 86 (55.1) 27 (17.3) 5 (3.2)

Method n
No. (%) of 

≥2 cell 8 cell Blastocyst

micro 175 54 (30.9) 27 (15.4) 4 (2.3)
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      라. 유전자 주입위치에 의한 배 발달

      

     유전자 주입위치가 수정란의 배발달에 미치는 향을 분석하기 위하여 전핵과 세포질 및 

cleaved 수정란에 주입한 결과는 다음과 같다. 즉 약 100여개의 수정란을 사용하 는데 세포

질에 주입한 결과는 blastocyst까지 발달되어진 수정란이 없었으며, 전핵과 cleaved embryo

에서는 6-7%로 전핵에 의한 주입방법이 효과적이라는 것을 확인 할 수 있었다.

Table. 2-14.  Effect on embryo development rate by gene injected site

   마. 유전자의 양이 미세주입 한우 수정란의 발달에 미치는 향

   주입된 유전자의 양이 수정란의 발달단계에 미치는 효과를 분석한 결과 2ng/ul의 

처리구에서 가장 높은 blastocyst의 발달이 있었다. 그러나, 8ng/ul 이상처리한 수정란

에서는 배발달율이 0로 나타나 주입량이 4ng/ul 이상이면 좋지 않다는 결과를 얻었다.

 Table. 2-15. Effect on embryo development rate by gene injected quantity

piezo 53 36 (67.9) 14 (26.4) 2 (3.8)

n

No. (%) of 

≥2 cell 8 cell Blastocyst

Pronucleus 120 90 (75.0) 20 (16.7) 8 (6.2)

Cytoplasm 100 35 (35.0)  6 (6.0) 0 (0.0)

cleaved embryo 104 96 (92.3) 48 (46.2) 8 (7.7)

Quantity n
No. (%) of 

≥2 cell 8 cell Blastocyst

2 ng/uL 122 66a (54.1) 26 (21.3) 10 (8.2)

4 ng/uL 137 39b (28.5) 20 (14.6)  4 (2.9)
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      바. 미세주입 수정란의 형광발현

       미세주입 수정란의 형광발현관련 분석결과는 다음과 같다. 배발달이 진행됨에 따라 형

광발현율이 1세포기 51%에서 4세포 42%로 배반포는 33%로 낮아지는 경향이었다 (Fig. 2- 

37). 형질전환율은 1세포기의 100%로 계산하면 배반포기에서는 약 12.5%로  급격히 낮아졌

다.
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Fig. 2-38. GFP expression rate of microinjected embryo

   

   2. 수란우의 발정동기화 및 이식시기의 최적조건 확립

    가. 수란우의 선정 및 조건 확립

    발정동기화 방법은 CIDR와 GnRH 처리방법을 사용하 으며 (Table. 2-16), 황

체의 등급은 직장검사와 초음파 진단기를 이용하여 직경 2cm 이상, 1-2cm와 1cm미만의 

황체를 1, 2, 3등급으로 분류하 다 (Table. 2-17).

Table. 2-16. Treatment method of estrus synchronization with CIDR and 

GnRH

CIDR CIDR IV PGF2a 30 
mg

Estrus Recipient
selection

Embryo
transfer

D-0 D-6 D-7 D-9 D-15 D-16

GnRH GnRH IM PGF2a 30 
mg

CIDR
 remove

Estrus Recipient
selection

Embryo
transfer

Table. 2-17.  Estrus expression rate by the estrus synchronization

Treatment

method

No. of Grade of corpus luteum(%)

Treatment Estrus(%) 1 2 3 Follicular cyst Total

CIDR 26 26(100) 17(65.4) 5(19.2) 2(7.7) 2(7.7) 26

GnRH 26 25(96) 14(56.0) 6(24.0) 2(8.0) 3(12.0) 25

  

   발정발현율은 각각 100%와 96%로 나타났으며, 이식하기에 적합한 1등급 황체의 

출혈율은 65.4와 56%로 CIDR 처리구에서 다소 높게 나타났다. 또한, GnRH가 혈중 

호르몬 농도에 미치는 향을 알아보기 위하여 발정당일에 실험군은 GnRH 

(Receptal®, 5ml)을 대조군은 생리식염수(5ml)을 투여하 고 발정 후 5일과 7일째에 

경정맥에서 혈액을 채취하여 호르몬을 분석한 결과 대조군에서는 5일과 7일체 차이가 
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없었으나 실험군에서 7일째 프로제스테론 농도가 대조군에 비하여 유의적(p<0.05)으

로 증가하여, 혈중 프로제스테론 농도를 유지하기 위해서는 발정당일에 GnRH를 투여

하는 것이 수태율을 증가시킬 수 있을 것으로 사료된다.

  Table.  2-18. Serum hormone level on day 5 and 7 after hormone 

treatment 

  day       

control 1 treatment 2

Estradiol-17β
(pg/ml)

Progesterone
(ng/ml)

Estradiol-17β
(pg/ml)

Progesterone
(ng/ml)

Day 5 1.03±0.19 0.77±0.34 1.20±0.47 1.59±0.28

Day 7 1.10±0.15 1.53±0.68a 1.00±0.25 3.24±0.54b

 ab P<0.05, duncan's multuple range test(mean±S.E.)

1 saline 5㎖ intramuscular injection

2 GnRH(Receptal®, Upjohn) 5㎖ intramuscular injection

   나. 수란우에 이식

   발정동기화 처리후 수정란 이식 후 수태율은 CIDR 처리구에서 신선란과 동결란 

일때 각각 66%, 60%로 GnRH 처리구(22%)보다 유의적으로 높은 결과를 얻었다. 따

라서 수정란 이식을 위한 발정동기화 방법은 CIDR 처리방법을 적용하는 것이 GnRH

처리보다 효과적이다 (Table.  2-19).  

Table. 8.  Pregnant rate after embryo transfer with treatment method
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Treatment method Embryo
No. of 

 Embryo transfered   Pregnancy(%)

CIDR
fresh

frozen-thawed
total

6
5
11

4(66.7)
3(60.0)
7(63.6)

GnRH
fresh

frozen-thawed
total

9
2
11

2(22.2)
0

2918.2)

    

  3. 복제 수정란의 생산 및 이식

    가. 복제 수정란의 수태율 및 송아지 체중

    체내, 체외, 미세주입 및 복제 수정란의 수태율, 유산율, 임신기간 및 송아지의 체

중을 조사한 결과는 Table. 2-20과 같다. 수태율은 체내 수정란이 56.3%로서 복제 수

정란의 19.4%와 미세주입된 수정란의 14.3%에 비하여 유의하게 높았으나 (p<0.05), 

체외수정란과는 유의성이 인정되지 않았다. 유산율은 미세주입된 수정란이 이식된 수

란우가 50%로서 높은 경향이었으나 처리군 간에 유의적인 차이는 인정되지 않았다. 

임신기간도 처리군 간에 유사한 경향이었으나, 체외수정란이 이식된 수란우가 평균 

289.4일로 가장 길었고, 체내수정란이 이식된 수란우가 평균 278.8일로서 가장 짧았다. 

한편 송아지의 체중은 복제수정란 유래 송아지가 평균 39.9kg으로서 체내수정란 유래 

송아지의 평균 25.5kg에 비하여 유의하게 높았다 (p<0.05). 

Table.2-20. The pregnancy and subsequent calving of the bovine blastocyst 

produced by nuclear transferred or in vitro fertilized 

a,b: Values in the same columns with different superscripts are significantly 

different (p<0.05)

1NT: Nuclear transfer

   나. 복제 수정란의 분만
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   체내, 체외 및 복제 수정란이 이식된 수란우의 분만 방법에 따른 송아지의 생존율

을 조사한 결과는 Table 4와 같다. 체내, 체외, 미세주입 및 복제 수정란 이식 후 분

만까지 도달한 수란우는 각각 9두, 7두, 1두 및 5두 다. 체내, 체외 및 미세주입 수

정란이 이식된 수란우는 모두 정상 분만 하 다. 그러나 복제 수정란이 이식된 수란

우 5두 중에서 2두에 난산의 징후가 나타나 제왕절개를 실시하 다. 정상 분만된 복

제송아지 3두 중에서 1두 만이 생후 10일까지 생존하 으나, 제왕절개로 태어난 송아

지는 모두 생후 10일까지 생존하 다. 

Table. 2-21. Parturition results of  recipients transferred blastocyst derived 

from MOET, IVF and NT

1
C-sec: Cesarian section

2NT: Nucleat transfer

   체내, 체외, 미세주입 및 복제 수정란 유래 송아지의 분만 후 생존율을 조사한 결

과는 Table 5와 같다. 체내(n=9), 체외(n=7), 미세주입(n=1) 및 복제(n=5) 수정란에서 

 Source of 

embryo

No. / total (%) of 
Gestation 

length(day)
Body weight (kg)

Pregnancy Abortion

in vivo  9/16(56.3)
a

  0/9( 0.0)  278.8±1.8   25.5±0.9
b

in vitro  9/30(30.0)ab   2/9(22.2)  289.4±5.1   31.0±2.5ab

Microinjection  2/14(14.3)b   1/2(50.0)  291   25 

NT
1

 6/31(19.4)
b

  1/6(16.7)  281.4±3.1   39.9±3.3
a

 Source of 

embryo

No. recipients 

(head)

No. of live calves at Day 10 

/ No. of examined calves

normal  C-sec1

in vivo 9 5/5 -

in vitro 7 5/5 -

Microinjection 1 1/1

NT2 5 1/3 2/2 
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유래된 송아지로서 생후 60일까지 생존한 두수는 각각 9두, 6두, 1두 및 2두 다. 체

내 수정란 유래 송아지의 생존율이 복제 수정란 유래의 송아지의 것과 유의한 차이가 

있었다 (p<0.05). 체외 수정란 유래 송아지는 생후 48일령에 사망하 다. 복제 수정란 

유래 송아지는 분만 후 1시간 이내에 2두가 폐사하 고, 1두는 전지의 기형으로 인하

여 기립불능인 상태로 생존하다가 생후 18일령에 사망하 다. 한편 미세주입 수정란 

유래의 송아지는 G-CSF 발현을 확인할 수 없었다. 

  

  

Table. 2-22. Survival rates of calves derived from embryos produced by in 

vivo, in vitro or nuclear transfer at Day 1,  30 and 60 after parturition.    

1NT: Nuclear transfer

 

 

   다. 유산 및 분만 후 폐사내용 

   제왕절개 수술결과 중 쌍둥이가 있었는데, 수술 후 30분에 폐사하 으며, 원인은 

일반 수정란 이식 시에는 나타나지 않는 제대정맥이 완전히 분리되지 않았으며, 제대 

정맥 절단 후 즉시 호흡기 이상으로 폐사하는 사례가 있었으며, 나머지 1두도 분만 

 Source of 

embryo
No. calves

No. (%) of 

calf lived over 

Day 60 

No/total (%) of calf dead during

- Day 1 - Day 30 - Day 60

in vivo 9   9 (100.0)b - - -

in vitro 7   6 ( 85.7)ab - - 1 (14.3)

Microinjection 1   1 (100) - - -

NT
1

5   2 ( 40.0)
a

2 (40.0) 1 (20.0) -
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시 제대정맥이 완전히 분리되지 않아 제왕절개로 인한 분만직후 폐사하 다. 실제로 

최근 국내의 복제 소 생산 시 제왕절개 수술로 인하여 사망하는 경우가 많았는데 이

는 거의 제대정맥의 완전한 분리가 되지 않는 경우에만 나타나는 현상으로 이에 대한 

연구가 요망된다.

        

Fig. 2-39. Photography of born calves after C-Sec and abortion.

유 산유 산
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   4. EGFP+mUII-hG-CSF 미세주입 및 NT 수정란의 형광발현 확인

     가. 미세주입 수정란의 발현

       EGFP+mUII-hG-CSF 유전자의 미세주입에 의한 수정란의 발현을 형광 현미

경을 이용하여 분석한 결과로서, 이러한 결과는 GFP 단독 주입에 의한 결과와 유사

하 다. 또한, 배 발달이 진행됨에 따라 형광 발현이 감소하는 추세를 나타내었다.

Fig. 2-40. EGFP expression of the embryo micro-injectected with EGFP+hG-CSF 

gene
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      나. NT 수정란의 발현

       EGFP+mUII-hG-CSF 유전자가 도입된 체세포를 이용하여 이를 난자에 핵치

완 하여 이식 직전의 NT 수정란의 형광을 확인결과 강하게 형광을 나타내고 있었다. 

이러한 수정란 만을 이용하여 대리모에 이식하 다.

Fig. 2-41 .  EGFP expression of NT embryo 

   5. EGFP+mUII-hG-CSF 미세주입 및 핵치완 수정란이식

     EGFP+mUII-hG-CSF 유전자의 NT는 전체 61두에 실시하 으며, 그중 9두가 

임신하여 14.7% 으며, 9두중 6두는 유산을 하 다. 1두는 분만하 지만 분만직후 폐

사되었다. 현재 2두가 임신중에 있다. 한편, 미세주입에 의한 결과는 전체 35두에 이

식하여 7두가 임신하여 20%의 임신율을 나타냈으며, 1두가 유산하 고 2두가 분만하

으나, DNA 검사결과 유전자의 삽입은 이루어지지 않았다. 현재 미세주입은 4두가 

임신 중에 있으며, NT 2두를 포함하여 전체 6두가 임신 중에 있다.
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Tabel.  2-23. Effect on pregnancy rate by the NT and micro-injection

method n pregnancy abortion
partu-

rition

present

pregnancy

Nuclear Transfer 31+30 (61) 9 (14.7%) 6 (16.7) 1 2

Microinjection 16+19 (35) 7 (20.0%) 1 (50.0) 2 4
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

  제 1 절 연도별 연구 목표
  

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차년도

(2002-2003)

․생리활성물질 유용 

유전자의 탐색 및 

크로닝

○ 유용유전자 및 발현벡터 구축

 -hG-CSF 유전자 구축

 -mUII-hG-CSF vector구축

․동물세포이용 

재조합체 생산 

○ 동물세포이용 hG-CSF 생산

 -pcDNA3 동물세포발현용 벡터 재크로닝

 -CHO 세포에 transfection

 -hG-CSF발현 클론 선택

 -재조합체 hG-CSF생산

․체세포주 확립 및 

유전자 도입

 

○ 효과적인 핵이식란 생산방법 확립

 -공여세포의 세포주기조절 및 융합조건확립

 -수핵란의 탈핵기술 및 활성화 조건확립

○ 소 태아유래 체세포 구축

 -종모축의 체세포 확보

 -체세포내 Marker(GFP) 유전자 도입

○ 체외수정란 생산 

 -체외수정란 생산방법 확립

 -1cell 대량생산

․형질전환 생쥐생산

 

○ UII promoter이용 형질전환 생쥐생산

 -hG-CSF를 생쥐의 뇨로 분비하는 Tg생산

․형질전환 수정란이식 

○ 형질전환 수정란 이식(소)

 -수란 소의 발정동기화 및 이식시기의 최적조건확립

 -이식방법개선을 통한 착상 및 임신률 향상방법

 -유전자 미세주입법 확립
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구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

3차년도

(2004-2005)

․형질전환 분석 및 

생리활성물질 분석

○ 형질전환분석

 -복제수정란 이식소의 산자 생산 및 특이 primer

이용 형질전환  분석

 -재조합 hG-CSF의 생리활성 분석

․형질전환 복제

  수정란 대량생산

○ 복제 수정란 대량생산

 -형질전환 복제 수정란의 대량생산

 -생산 수정란의 동결보존

○ 유전자 미세주입 수정란 대량생산

․형질전환 수정란이식

  및 hG-CSF Tg소생산  

○ 수정란 이식

 -mUII-hG-CSF 미세주입 수정란 30두 이식

○ hG-CSF를 발현하는 형질전환 소 생산

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

2차년도

(2003-2004)

․생리활성 유전자 

발현벡터 구축 및 

검정

  

○ 유용유전자 및 transgenic 발현벡터 구축

  -WAP+hG-CSF발현벡터 구축

○ 형질전환 검정

 -형질전환으로 태어난 산자 검정

․재조합체 G-CSF의 

기능분석

○ 유전자 재조합체 hG-CSF활성검정

 -재조합 hG-CSF의 생리활성 분석

 ․체세포내 유전자 

도입방법 확인 및 

미세주입

  

○ 체세포내 유전자 발현 검정

 -Marker 유전자 도입 체세포 핵치환 발달연구

 -외래 유전자 도입 체세포 확립 및 핵치환 

  수정란 체외발달 연구

․형질전환 생쥐생산

  

○ b-casein promoter이용 형질전환 생쥐생산

 -hG-CSF를 유즙으로 분비하는 Tg생산

․형질전환 수정란이식

  

○ 수정란 이식

 -mUII-hG-CSF미세주입 및 핵치완 수정란 20두 

이식
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   제 2 절 평가 착안점 및 달성도

  

       구      분

                  평가의 착안점 및 척도

        착 안 사 항
척도

(점수)

달성도

(%)

 1차년도

(2002-2003)

○ mUII+hG-CSF발현벡터 구축

○ 동물세포에서 hG-CSF생산

○ 체세포 주 확립

○ mUII+hG-CSF 형질전환 생쥐생산

○ 수란우의 이식조건 확립

30

20

20

20

10

100

100

100

100

100

  2차년도

(2003-2004)

○ casein+hG-CSF발현벡터 구축

○ 재조합체 G-CSF 기능분석

○ 체세포내 유전자 발현검정

○ mUII+hG-CSF 유전자 20두 이식(소)

○ casein+G-CSF형질전환 생쥐생산

10

15

20

30

20

100

100

100

100

100

100

 3차년도

(2004-2005)

○ 체세포 복제수정란 생산 

○ 체세포 복제수정란 동결보존

○ mUII+hG-CSF유전자 30두 이식(소)

○ mUII+hG-CSF발현하는 형질전환 소생산

20

30

20

30

100

90

100

80

        최종평가 

○ 동물세포(CHO)hG-CSF생산 및 기능분석

○ mUII/casein+hG-CSF형질전환생쥐생산

○ 체세포 복제 형질전환 수정란 대량생산

○ mUII+hG-CSF 형질전환 소 생산

20

25

15

40

100

100

100

80
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    본 연구는 소의 뇨로 인간의 백혈구 조절인자를 생산하는 형질전환 소 생산에 관

한 연구로서 hG-CSF 유전자의 크로닝을 시작으로 mUII 및 소의 beta-casein 프로모

터를 직접 크로닝하여, EGFP+mUII+hG-CSF 및 EGFP+beta-casein+hG-CSF의 2종

류의 특이 발현 벡터를 완벽하게 구축하 다. 뿐만 아니라, 체세포 주를 확립하여 각 

체세포의 성판별을 하 으며, 또한 동물세포에서 hG-CSF의 재조합체를 생산하여 기

능분석결과 동물세포에서 생산되어진 재조합체 hG-CSF는 생쥐를 이용한 in vivo 실

험에서 백혈구를 증가시키는 생리활성을 가지고 있었다.

   복제 연구에서도 비록 형질전환 소를 생산하지는 못했지만, 형질전환 소 생산기법

을 확립하고 기초 과학 및 응용학문에서의 다양한 연구에 이용할 수 있는 기반을 확

립하 다. 특히 복제소 생산에서는 미세주입법을 활용하는 방법에서 EGFP 유전자를 

활용하기 위하여 특이 벡터 구축결과는 향후 여러 유전자를 활용하는데 좋은 모델이 

될 것으로 사료된다.

   이러한 생리활성 물질의 이용방법은 형질전환 소 생산 및 산업화에 따른 파급 효

과는 첨단 가축사육이라는 새로운 축산으로 경쟁력을 강화할 뿐만 아니라 국제화로 

가는 지름길 이라고 할 수 있다. 또한, 본 연구는 형질전환 소 생산을 위한 기초 자료

로서 유용하게 이용될 것이며, 체세포의 배양 및 핵치완 후의 배 발달관련 분야, 대리

모에 이식하여 분만까지의 기초생리 작용, 미세주입과 핵치완의 배 발달 비교분석등

은 향후 형질전환 소 생산관련 연구를 수행할 수 있는 기초자료를 확립할 수 있는 계

기가 될 수 있기 때문에 활용도가 매우 높을 것으로 예상된다.
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

   현재 미국과 유럽에서는 형질전환 가축 생산에 수많은 연구비를 투입하여 활발한 

연구가 진행 중에 있으며, 임상단계에 진행중임 유용생리물질도 있는 것으로 알려져 

있다. 아직까지 상업화가 되어진 상품은 없는 것으로 나타나 있다. 따라서, 본 연구에 

있어서 추가적인 실험이 진행된다면, 재조합체 즉 형질전환 소로부터 생산되어진 

hG-CSF의 생산이 가능할 것으로 보이며, 만약 이에 대한 성공적인 연구결과로 상품

화에 성공하 을 경우 파급 효과는 엄청 나게 클 것으로 보여 진다. 생쥐의 연구결과

를 소에도 같은 결과가 반드시 같을 것이라고는 할 수 없을 것이나, 추측하면 충분히 

생리활성을 가지는 hG-CSF의 생산이 가능 할 것이라고 볼 수 있다. 

   또한, 이식우 (대리모)의 수태성적이 낮은 것이 문제인데 앞으로 이 부분에서 많은 

연구가 진행되어 수태성적을 향상하여 미세주입 방법이나, NT 방법이나 성공할 수 

있을 것으로 사료된다. 타 연구에의 응용부분은 수정란의 복제기술이 개발되어 우수

한 수정란 및 외래유전자 도입된 형질전환 가축 생산면에 있어서 활용효율이 증가되

어 궁극적으로는 형질전환 동물생산의 확률을 높이는데 일조를 할 것이며, 첨단 생명

공학 기법의 산업화를 촉진할 수 있을 것으로 사료된다. 기업화의 추진 방안은 형질

전환 소가 생산이 된다면, 현재 공동연구원이 소속되어있는 한경 게놈텍에서 이부분

을 추가적으로 연구하여 형질전환 재조합 hG-CSF를 생산할 계획이다.
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제 6 장  연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

· 일본의 중외제약에서 동물세포이용 재조합체 hG-CSF 제품 생산관련 국내 CJ와 법  

  정문제로 대두되었으나, CJ의 승소 

· 미국 및 유럽, 일본에서도 형질전환 가축으로부터 물질 생산과 관련하여 많은 연구

비를 투자하고 있는 실정이나, 아직까지 상업화가 이루어진 상품은 없는 실정이다. 

그러나, 국내의 연구수준도 이 분야에서는 상당한 수준을 가지고 있기 때문에 국내

에서 먼저 상품화가 실현되기를 기대한다.   
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