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요   약   문

Ⅰ. 제  목

돼지 생식선 기세포를 이용한 이종간 장기이식 모델의 개발

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

돼지의 생식선 기세포를 이용한 이종간 장기이식 모델을 구축하여 체외배양에 의해 

이종간 장기이식의 효용성을 세포차원에서 미리 검증하고, 검증된 형질 환 세포를 

이용한 핵이식을 통하여 형질 환 수정란을 생산함으로서 이종간 장기이식용 형질

환 돼지의 생산  이를 이용한 이종간 장기이식의 실 을 획기 으로 앞당길 수 있

을 것이다.

Ⅲ. 연구개발 내용  범

돼지 생식선 기세포의 핵이식을 통하여 복제의 효율성을 향상시키고, 이종간 장기이

식 련 외래유 자가 도입된 돼지의 생식선 기세포를 분화시킨 다음 성 면역거

부반응을 일으키는 인간 항체  보체와의 반응을 통하여 이종간 장기이식의 모델을 

개발한다. 

Ⅳ. 연구개발 결과  활용에 한 건의

돼지 생식선 기세포의 형질 환  체외분화를 통하여 이종간 장기이식의 체외모델

을 구축하 다. 인간 보체억제인자인 hCD46  hCD59 유 자를 도입하여 형질 환

이 유도된 돼지 생식선 기세포의 체외분화 후에 보체매개 세포용해를 통하여 이종

간 장기이식의 효용성을 검증하 다. 이와 같은 체외모델을 이용하여 장차 생산된 형

질 환 복제돼지가 이종간 장기이식에 어느 정도 효과 으로 사용될 수 있는지 여부

를 측할 수 있었다. 다음으로 hCD46  hCD59 형질 환 돼지 생식선 기세포를 

이용하여 핵이식을 실시한 후 복제수정란의 생산효율과 외래유 자의 도입여부를 확

인하여 장차 이종간 장기이식에 효과 으로 이용될 수 있는 형질 환 복제돼지를 생

산할 수 있는 기반을 마련하 다. 본 연구에서 얻어진 결과는 비단 hCD46  hDC59 

뿐만 아니라 이종간 장기이식과 련된 다양한 유 자를 생식선 기세포를 이용한 체

외모델을 통하여 검증하고 향후 이종간 장기이식의 기 연구  형질 환 복제돼지의 

생산효율을 향상시키는 데 크게 기여할 것이다.  
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SUMMARY

Pigs are considered the most likely source of organs for xenotransplantation due 

to their anatomical and physiological similarities to humans. Production of 

transgenic pigs including addition of human complement-regulatory protein genes 

and deletion of alpha-1,3-galactosyl transferase gene may overcome hyperacute 

rejection (HAR), the first and currently the most critical immunological hurdle in 

the development of xenogeneic organs for human transplantation. However, even 

after resolving HAR in pig-to-human xenotransplantation, a series of other 

transgenic pigs may be required to alleviate subsequent acute and chronic rejection 

and incompatibility of porcine proteins to human counterparts. Not only the 

production of transgenic pigs is labor-intensive, time-consuming and costly but 

also usefulness of such pigs in transplantation to humans is unpredictable. For 

these reasons development of reliable in vitro procedure to pre-evaluate 

effectiveness of transgenic approach would be beneficial. This study was 

performed to establish an in vitro model of xenotransplantation using porcine 

embryonic germ (EG) cells, undifferentiated stem cells derived from culture of 

primordial germ cells. Human complement regulatory protein hCD46 (also known 

as MCP, membrane cofactor protein) and hCD59 gene under the regulation of 

cytomegalovirus promoter were separately introduced into porcine EG cells. 

Transfected cells were selected by antibiotic treatment and confirmed by PCR. To 

test the resistance of transgenic EG cells to human xenoreactive natural antibody 

and complement, both transfected and non-transfected EG cells were cultured in 

medium containing normal human serum. The treatment of human serum did not 

affect the survival of transgenic EG cells, whereas with the same treatment 

approximately one half of non-transfected EG cells failed to survive. Transgenic 

EG cells presumably capable of alleviating HAR were used as nuclear donor for 

subsequent transfer of nucleus into enucleated porcine oocyte. In vitro development 

of clone embryos derived from EG cell nucelar transfer was comparable to that 

from somatic cell nuclear transfer. Analysis of individual nuclear transfer embryos 

by PCR indicated that over 80% of embryos contained transgene hCD46 and 

hCD59. The PCR-negative embryos might be due to an incomplete antibiotic 

selection of cells after transfection. Overall, the results of present study 

demonstrate that the cell culture-based model of xenotransplantation may secure 

the usefulness of particular transgenic pigs prior to actual production. Further 

experiments on differentiation of transgenic EG cells into various cell types, 

cytolytic analysis of such cells to assess efficiency of xenotransplantation and 

subsequent production and transfer of transgenic clone embryos to recipients may 

provide a useful new procedure to accelerate xenotransplantation research.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1  연구개발의 목

돼지 생식선 기세포의 핵이식을 통하여 복제의 효율성을 향상시키고, 이식 련 외

래유 자가 도입된 돼지의 기세포를 분화시킨 다음 성 면역거부반응을 일으키

는 인간 항체  보체와의 반응을 통하여 이종간 장기이식의 모델을 개발한다.

제 2  연구개발의 필요성

1. 기술  측면

재 이종장기이식에 한 연구는 다수가 돼지-인간 모델(pig-to-human 

xenotrans- plantation)에 집 되어 있다. 그 이유로는 돼지의 장기가 크기  생리에 

있어서 인간과 유사하고 그간 연구되어 왔던 원숭이의 장기와 달리 가축화가 된지 이

천년이 경과하는 동안에 인간으로 염되는 질병이 발견되지 않은 ,  무균상태에

서 돼지의 사육이 가능한 , 돼지가 다산성이며 가격이 렴한  등을 들 수 있다. 

돼지의 장기를 인간에 이식하 을 때 가장 큰 난 으로는 성거부반응(hyperacute 

rejection, HAR)이 지 되고 있는데, 이는 돼지 세포의 표면에 있는 항원인 

galactose-alpha 1,3-galactose(gal epitope)를 인간 액 의 xenoreactive natural 

antibody(XNA)가 인식하기 때문이다. Gal epitope과 결합한 XNA는 보체

(complement)를 활성화 시키며 이로 인하여 성거부반응이 일어나 이식한 장기가 

사멸하게 된다. 그림에서 보는 바와 같이 돼지에서 gal epitope를 형성시키는 효소는 

alpha-1,3-galactosyl transferase(galT)로 알려져 있다.

동물장기 이식 시 거부반응의 약 80%를 하고 있는 것으로 생각되는 성거부반

응을 억제하기 하여 형질 환동물 생산기술을 응용하여 이를 극복하는 방법은 재

까지 크게 세 가지로 별할 수 있다.

○보체불활성화

인간에 있어서 보체의 활성화를 억제시키는 단백질(complement downregulators)인 

hCD46, hCD59, decay accelerating factor(DAF) 등의 형질 환 돼지를 생산하여 장기

를 이식하 을 때 이식된 장기로부터 보체억제인자가 발 되어 성거부반응을 방
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지하려는 시도가 이루어지고 있다. 표 인 로는 BresaGen(Australia)의 hCD46, 

hCD59 형질 환돼지  Nextran(USA)의 DAF 형질 환 돼지를 들 수 있다. 이들 형

질 환돼지는 이미 기 임상실험 단계에 진입한 것으로 알려지고 있다.

○경쟁반응효소

Gal epitope을 만드는 효소인 galT와 같은 기질(substrate)을 놓고 경쟁하는 효소를 

발 시켜 gal epitope의 형성을 억제하는 방법이다. 이러한 효소로는 fucosyl 

transferase(일명 H-transferase, HT)  α-galactosidase 등이 있다. 로는 Sandrin 

등(Nat Med 1:1261-1267, 1995)의 보고   BresaGen의 HT 형질 환 돼지가 있다. 

○ GalT 유 자

GalT를 발 시키는 유 자를 삭제하여 gal epitope를 제거하는 방법으로 배아간세포

(embryonic stem cell)를 이용하거나 체세포 핵이식(somatic cell nuclear transfer)기

술을 이용하여 galT의 유 자 (gene targeting)을 한다. 배아 기세포를 이용하여 

galT를 발 하지 않는 유 자  생쥐가 이미 생산된 바 있으며(Thall 등, J Biol 

Chem. 270:21437-21440, 1995; Tearle 등, Transplantation, 61:13-19, 1996) 돼지에서

도 체세포핵이식기술에 의하여 galT 유 자  pig이 생산되었다(PPL Therapeutics 

 Univ. of Missouri). 그밖에 recA 등 재조합효소를 이용하여 핵내 주입

(pronucleus microinjection)에 의한 유 자재조합 진(enhanced homologous 

recombination, EHR)에 의해 galT KO pig을 생산하려는 시도도 이루어지고 있다

(Anderson and Murray group, UC Davis  Pangene Corporation).

   

국내에서 이종장기이식에 한 연구는 시작단계이지만 이미 복제  형질 환 돼지의 

생산이 보고된 바 있어 상당한 수 의 기술력을 갖추고 있는 것으로 평가되고 있다. 

그러나 이종간 장기이식에 한 연구는 그림에서 보는 바와 같이 재 성거부반

응을 해결할 수 있는 가능성을 제시하는 정도로, 이제 시작단계에 와 있으며 이러한 

연구가 실제 으로 응용되기 해서는 앞으로 해결하여야 할 더욱 많은 난제를  안고 

있다.
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장애의 종류 주요 특성 해결책

성 면역 거부반응 
(hyperacute rejection)

Xenoreactive natural antibody 
(XNA, T-cell independent) 는 
non-Gal antibody에 의한 
보체활성화

GalT 유 자  돼지 
 보체 억제인자 

형질 환 돼지의 생산

체액성 성 면역 
거부반응(acute 
humoral xenograft 
rejection)

보체와 무 하게 XNA 는 항원에 
의하여 유발된 항체(T-cell 
dependent)에 의한 거부 반응

면역억제제

세포성 성 면역 
거부반응(acute 
cellular xenograft 
rejection)

T-cell에 의하여 매개된 거부반응 면역억제제

장애(vasculopath
y)로 인한 만성 
거부반응

기  불명 연구 

장애의 종류 주요 특성 해결책

병원체의 
이(micobial 

transmission)

장기공여 돼지로부터 bacteria  
virus(CMV, PERV 등)의 
감염가능성

근교계 miniature pig 
 무균돼지의 이용  

조기 이유(weaning)

장애의 종류 주요 특성 해결책

기능성 물질의 불일치
인간과 돼지의 기능성물질(tissue 
factor, thrombin 등)의 불일치

인간 tissue factor 
pathway inhibitor, 
thrombomodulin 
형질 환 돼지의 생산

이종간 장기이식에 있어서 각 단계별 장애와 해결방안을 아래에 제시하 다. 

○ 면역학  장애

 

○ 미생물학  장애

○ 생리학  장애

와 같은 장애를 고려할 때 동물장기이식을 하여 한 가지 형질 환 동물의 생

산이 아닌, galT 유 자 , 인간 보체억제인자(hDAF, hCD46, hCD59 등), tissue 

factor-pathway inhibitor, thrombomodulin 등 다양한 형질 환 돼지의 생산  육

종, 번식이 필수 일 것으로 상된다. 그러나 여러 종의 형질 환 돼지를 생산, 유

지하고 그 유용성을 검증하는 것은 시간  비용 측면에서 단히 비효율 이다. 

이에 한 안으로 돼지의 기세포를 이용한 이종간 장기이식 모델을 구축하여 

세포차원에서 이종간 장기이식의 효용성을 미리 검증하고, 검증된 형질 환 세포를 

이용한 핵이식을 통하여 형질 환 수정란을 생산한다면 이종간 장기이식의 실 을 

획기 으로 앞당길 수 있을 것이다.

2. 경제․산업  측면

미국에서만 한해 장기이식을 기다리는 환자는 약 6만 5천명으로 추산되며 이 숫자는 
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장기기증의 부족으로 매년 증가하고 있다(Nature Medicine 3:978, 1997). 그러나 장기

의 기증은 연 4천 건 정도에 불과하고 장기이식을 받는다 하더라도 평균 5년 정도를 

기다려야 하기 때문에 이 기간 동안 환자의 상태는 사망 는 악화에 이르게 된다. 

우리나라의 경우도 매년 만 명 이상이 장기이식을 기다리고 있는 것으로 추산되고 있

다. 이종장기분야의 미국 시장 규모는 2002년 약 42억 달러에서 2007년 약 53억 달러

로 망되며 면역거부반응 등의 문제가 해결된다면 향후 10년 이내 심장  신장, 폐 

등의 장기를 이식하는 "인간 장기이식 시 " 도래할 것이다. 재 장기이식을 필요로 

하는 환자를 고려해 볼 때 향후 10년 이내 시장규모는 연간 760억 달러로 망되고 

있으며(과학기술부 지정 생명공학정책연구센터 형질 환동물  이종장기 기술동향보

고서, 2005). 이종간 장기이식이 가능하게 될 경우, 국내는 연 최소 6000억원, 국외는 

연 30-40억 달러의 체효과를 가져올 수 있다(생명․의료기술개발 동향 pp 423, 과

학기술정책 리연구소 1998). 장기이식분야의 성장이 연 10-15%에 이르는 재의 증

가추세를 증가를 감안할 때 2015년에 국내에는 연간 약 4조 5000억 원, 국외는 연 

320억 달러의 수요가 상된다. 

3. 사회․문화  측면

최근 장기이식기술의 발달은 지 까지 치료가 불가능하 던 여러 질병에 있어서 근원

인 해결책을 제시하고 있다. 그러나 이식용 장기의 공 부족은 치료에 있어서의 어

려움뿐만 아니라 장기 매, 후진국으로부터 장기의 유입 등 사회․문화 인 문제로까

지 확 되고 있는 실정이다. 이를 해결하기 해 생명공학기술을 이용하여 이식용 장

기를 생산하는, 인공장기 (artificial organs), 기세포치료(stem cell therapy), 이종장

기이식(xenotransplantation) 등 다양한 방법들이 제시되고 있다. 그러나 신기술을 이

용한 이식용 장기의 생산에 있어서 가장 큰 난 의 하나는 환자에게 이식하 을 때의 

거부반응을 최소화하는 문제이다. 이종장기이식은 장기의 생산범 가 넓은 반면, 이식

시의 거부반응을 해결하여야 하는 단 이 있다. 그러나 최근 형질 환동물 생산기술

의 발달과 더불어 체세포 복제 등의 방법을 이용하여 동물의 장기에 특이 으로 존재

하는 항원을 제거하여 거부반응이 없는 장기를 동물에서 무한정 공 받을 수 있을 것

으로 상되고 있다.
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제 3  연구개발의 범

1) 돼지 생식선 기세포의 형질 환

  - 돼지 생식선 기세포주의 수립

  - 보체억제인자 hCD46, hCD59 유 자의 도입

2) 형질 환 기세포의 체외분화

  - hCD46, hCD59 형질 환 기세포의 신경세포로의 체외분화

3) 보체매개 세포용해

  - 인간 항체와 보체를 이용한 hCD46, hCD59 형질 환 기세포의 세포용해

4) 형질 환 기세포의 핵이식

  - hCD46, hCD59 형질 환 기세포의 핵이식에 의한 형질 환 복제수정란의 생산
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요소기술 요도 선진국 비 기술수
기세포 핵심기술 90%

형질 환 핵심기술 90%
핵이식 핵심기술 90%

제 2 장 국내외 기술개발 황

이종간 장기이식이 실 되기 해서는 galT 유 자 , 인간 보체억제인자(hDAF, 

hCD46, hCD59 등), tissue factor-pathway inhibitor, thrombomodulin 등 다양한 형질

환 돼지의 생산  육종, 번식이 필수 일 것으로 상되며 이를 해결하기 하여 

형질 환 복제돼지의 효율성을 높일 수 있는 기반기술을 아래에 열거하 다.

○ 형질 환 동물생산 기술

○ 체세포 복제 동물 생산기술

○ 고효율 유 자 재조합 기술

○ 이종장기 생산  이용기술

○ 단백질 분리  정제 기술

○ 유 자 변형 생물체 안 성 검증 기술

○ 무균돼지 생산시스템

○ 바이오장기생산동물 리기술

○ 형질 환 복제동물 생산효율증진 기술

이종장기이식에 한 연구는 많은 인력과 비용이 소요되며 다양한 각도에서 근이 

필요한 분야이다. 기존 연구에서 다양하게 얻어진 연구결과를 통합하고 한 그로부

터 새로운 연구방법을 도출해 내어야 할 것이다. 본 연구과제의 수행에 요한 기술에 있

어서 국내․외 연구기 의 기술격차는 아래와 같다. 

형질 환동물 생산기술에 의한 장기이식용 돼지의 생산은 에서 열거한 기술을 조합

하는 방향으로 이루어 질 것으로 상된다. 를 들면 galT를 발 하는 유 자를 HT 

유 자로 치환한다거나 HAR이 방지된 후 다음단계로 나타나는 성거부반응(acute 

rejection)을 함께 방지하는 형질 환동물 등을 들 수 있다. 이를 하여 재 가장 

요하게 활용되어지고있는 형질 환  핵이식기술의 국내외 황은 다음과 같다. 

제 1  형질 환동물

1980년 Gordon 등에 의해 형질 환 생쥐 (transgenic mouse) 의 생산이 최 로 보고

되었으며 가축에서도 유 자재조합 기술을 이용한 각종의 노력이 시도되어졌다. 특히, 

가축의 유즙에 함유된 유용단백질의 량생산 시도가 계속되어져 재 최소 50종 이
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상의 재조합 단백질이 형질 환된 양, 염소, 돼지, 소 등에서 생산되었다. 이들  α

1-antitrypsin, antithrombin III, protein C 등은 임상실험을 거쳤으며 Genzyme 

Transgenics 의 antithrombin III는 FDA의 승인을 거쳐 조만간 시 될 정이다. 특

히 소의 경우는 lactoferrin 을 생산하는 형질 환 젖소가 네덜란드  한국에서 보고

된 바 있다. 최근 국내외의 주요 형질 환동물 개발사례는 다음과 같다.

연 도 국 가 연 구 자 기술  개발 내 용

1991 국 PPL Therapeutics α1-antitrypsin을 면양의 유즙에서 생산. 재 임상실험 
진행

1991 네덜란드 Pharming 소의 우유에서 인간 락토페린 발

1991 미국 Ebert 등 Tissue Plasminogen Activator 형질 환 산양

1992 미국 DNX 인간 헤모 로빈을 생산하는 돼지

1992 미국 DNX 돼지의 유즙에서 Protein C 생산, 재 임상실험

1993 스 스 Sandoz Interleukin-2를 발 하는 토끼

1994 미국 Genzyme Transgenics 항 트롬빈 형질 환 산양, 임상실험 완료

1995 미국 Genzyme Transgenics 단일클론 항체생산 산양

1995 네덜란드 Pharming 젖소에서 인간 콜라젠 생산

1996 미국 Nextran
돼지에서 장기이식 거부반응이 억제된 간장 생산, 임
상실험

1997 국 PPL Therapeutics Factor IX 형질 환 복제 양

1997 미국 Paleyahda 등 Factor VIII 형질 환 돼지

1997 미국 Korhonen 등 Erythropoietin(EPO) 형질 환 토끼

1998 국 Immutran
인간 DAF를 발 하는 돼지, 원숭이에 이식거부 반응 
실험 진행

1998 한국
생명공학연구소/

한미약품/KAIST 인간 G-CSF가 도입된 재래흑염소 생산

1999 호주 CRC Keratin유 자에 변이를 유도한 면양

1999 미국 Wheeler 등 IGF-I 형질 환 돼지

1999 캐나다 Nexia Biotechnologies 거미 을 생산하는 산양

2000 국 PPL Therapeutics 유 자 에 의한 α1-antitrypsin 형질 환 면양

2000 미국 Chan 등 GFP 형질 환 원숭이

2002 한국 축산기술연구소 인간 EPO를 생산하는 형질 환 돼지

제 2  체세포복제

Wilmut 등(1997)이 복제양 돌리의 생산을 보고한 후 지 까지 양, 염소, 소, 돼지, 고

양이, 생쥐 등에서 체세포 복제가 이루어졌으며 돼지의 경우에도 연구자들이 섬유아

세포를 이용한 체세포 복제에 성공하 다. 우리나라에서도 다양한 동물종의 복제가 

보고된 바 있다 (표 참조). 체세포복제기술을 이용한 형질 환동물 생산의 는 

human coagulation factor IX를생산하는 양 (Schnieke 등, 1997)  human 

antitrypsin을 생산하는 염소(Baguisi 등, 1999) 등이 있다. 소에서는 marker gene 인 

β-galactosidase-neomycin resistance fusion gene 발  복제소가 생산되었으나 

(Cibelli 등, 1998) 체세포 복제를 통하여 인간에 유용한 재조합 단백질 생산이 가능한 

소는 아직 보고되지 않았다. 재 주목을 받고 있는 유 자  형질 환 복제동물의
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생산은 1999년 PPL Therapeutics 에 의한 유 자  복제양의 생산이 최 로 보고

된 바 있다(McCreath 등, 2000). 

연 도 국 가 연 구 자 기술  개발 내 용

1997 국 Wilmut 등 면양의 유선상피세포를 이용하여 최 로 체세포 복제

1997 국 Schnieke 등 체세포 복제에 의해 Factor IX 형질 환 면양생산

1998 미국 Cibelli 등 소의 태아 섬유아세포로부터 복제소 생산 

1998 미국 Wakayama 등 생쥐 난구세포를 복제하여 생쥐생산

1998 일본 Kato 등 소의 난  상피세포  난구세포에서 복제소 생산

1999 뉴질랜드 Wells 등 난소 과립막세포 유래의 복제소 생산

1999 랑스 Renard 등 피부의 섬유아세포로부터 복제소 생산

1999 한국 황 등 자궁세포로부터 젖소의 복제에 성공

1999 한국 황 등 체세포 복제한우 생산

1999 미국 Baguishi 등 인간 항 트롬빈을 생산하는 형질 환 복제 산양 생산

1999 미국 Yang 등 노화된 소의 피부세포로부터 복제소 생산

1999 일본 Shiga 등 근육세포로부터 복제 화우 생산

2000 국 McCreath 등 유 자  복제양 생산

2000 국 Polejaeva 등 체세포 핵이식에 의한 복제돼지생산

2001 미국 ACT사 체세포 핵이식에 의한 야생소 Gauer의 보존

2002 미국 PPL사 galT 유 자  복제돼지 생산 

2002 미국 Hematech사 인간항체를 생산하는 형질 환 체세포복제소 생산

2002 한국 김 등 체세포 복제돼지 생산

2003 한국 박 등 GFP 형질 환 복제돼지 생산

2005 한국 이 등 체세포 복제개 생산

2006 한국 김 등 EPO 형질 환 복제돼지 생산

2007 한국 이 등 체세포 복제늑  생산
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제 3 장 연구개발 수행내용  결과

제 1  연구방법

연구는 크게 4단계로 구분할 수 있으며 그 개요는 아래의 그림에서 보는 바와 같다.

1) 돼지 생식선 기세포의 형질 환: 돼지의 생식선 기세포(Shim 등, 1996)에 이종

간 장기이식시 거부반응을 제어할 수 있는 유 자인 hCD46, hCD59 등을 도입하여 

형질 환을 유도한다.

2) 형질 환 기세포의 체외분화: hCD46, hCD59 유 자가 도입된 형질 환 기세

포를 액, 심근, 신경세포 등으로 체외분화를 유도한다.

3) 보체매개 세포용해: 청내의 인간 항체와 보체를 통한 세포용해

(complement-mediated cell lysis)에 의하여 이종간 장기이식의 효용성을 검증한다.

4) 형질 환 기세포의 핵이식: 세포용해에서 생존하여 이종간 장기이식의 가능성

이 검증된 세포의 핵이식을 통하여 형질 환 복제수정란을 생산한다.

와 같이 기세포를 이용한 순환구조 모델을 통하여 이종간 장기이식의 효용성

을 검증하여 돼지를 이용한 바이오장기의 생산효율을 획기 으로 향상시킬 수 있을 

것이다.

본 연구과제의 반 인 기술개발 과정은 아래 그림에서 보는 바와 같다.
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pCMV hCD46 SV40 poly A neor

3’5’

Bgl Ⅱ Bgl Ⅱ

pCMV hCD46 SV40 poly A neor

3’5’

Bgl Ⅱ Bgl Ⅱ

제 2  연구내용

연도별 주요개발 내용은 다음 표와 같다.

구   분  주 요  개발내 용  범

1차년도

돼지 생식선 기세포의 형질 환
- 돼지 생식선 기세포에 인간 CD46, 

CD59 유 자의 도입

돼지 생식선 기세포의 체외분화

- 형질 환 생식선 기세포의 

체외분화에 의하여 신경 구세포 

생산

2차년도

보체매개 면역거부반응 조사

 - 보체를 포함한 인간 청과 

형질 환 생식선 기세포를 반응시켜 

이종간 장기이식의 면역거부반응 측정

형질 환 생식선 기세포의 핵이식
 - 형질 환 돼지 생식선 기세포의 

핵이식에 의하여 복제수정란 생산

제 3  연구결과

1. 돼지 생식선 기세포의 형질 환

돼지의 태아생식선 기세포(EG cells; embryonic germ cells)에 Fig. 1  2에서 

보는 바와 같은 인간보체억제인자 hCD46  hCD59 cDNA를 이용한 transgene 

construct를 작성하여 도입하 다.

      Fig. 1.  Human hCD46 transgene construct

      

Fig.  2.  Human hCD59 transgene construct
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외래유 자가 도입된 기세포를 배양하고 neomycin analog인 G418을 처리하여 

hCD46  hCD59 형질 환 기세포를 선별하 다. 선별된 기세포에 있어서 외래

유 자의 도입 여부를 PCR을 통하여 확인한 결과는 Fig. 3  4에서 보는 바와 같다. 

Fig. 3.  PCR screening of hCD46-transfected porcine EG cells

M : size marker

V : vector containing hCD46 gene

N : normal porcine EG cells for negative control

1-3 : porcine EG cells transfected with hCD46 gene

Fig. 4.  PCR screening of hCD59-transfected porcine EG cells

M : size marker

V : vector containing hCD59 gene

1-3 : porcine EG cells transfected with hCD46 gene
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2. 돼지 생식선 기세포의 체외분화

돼지 생식선 기세포는 지지세포를 사용하지 않고 0.2% gelatin이 처리된 세포배양

시에서 수행되었다. 생식선 기세포는 15%의 FBS(fetal bovine serum; HyClone)와 

penicillin(100 U/㎖), streptomycin(100 ㎍/㎖), leukemia inhibitory factor(LIF, 1 x 103 

units/ml)이 첨가된 Dulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM, 4.5 g/ℓ glucose, 

GibcoBRL 12800-017)을 사용하여 39℃, 5% CO2 조건의 incubator에서 배양하 다. 

돼지 생식선 기세포로부터 신경 구세포로의 분화는 자발  분화와 유도 분화의 2

가지 방법에 의하여 수행되었다. 자발  분화는 청 함유 세포배양액에서 분화억제

인자인 LIF를 첨가하지 않고 embryoid body(EB)를 형성하여 분화시켰다. 유도분화는 

청이 함유되지 않은 신경유도 배양액인 N2B27에서 EB를 형성하여 신경계 세포로

의 분화를 진시켰다. N2B27은 DMEM/F12(1:1)와 Neurobasal medium(Gibco BRL)

이 1:1로 혼합된 배양액으로 2mM L-glutamine, N2 supplement(Gibco BRL)와 B27 

supplement(Gibco BRL)를 함유하 다. EB는 F-127이 처리된 bacteriological 배양

시에서 trypsin에 의하여 단세포화 된 돼지 생식선 기세포를 suspension culture에 

의하여 형성시켰다. Fig 5에서와 같이 자발  분화에 의해 형성된 EB는 상당수의 

cystic EB를 형성하고 N2B27배양액에서 유도 분화된 EB는 부분이 simple EB를 

형성하 다. 자발  분화와 유도 분화, 두 방법 모두 돼지 생식선 기세포의 신경 구 

세포로의 분화에 효과 이었다. 

Fig. 5.  Morphology of embryoid bodies developed from pig EG cells. 

A. Cystic EBs derived from spontaneous differentiation condition. B. Simple EBs 

derived from induced differentiation condition.

Table 1에서는 의 2가지 방법을 이용하여 분화된 신경 구세포의 분화율을 나타내

었다. 각 실험은 3회씩 실시되었고 Table 1에서 보는 것과 같이 유도 분화에 의한 분

화 방법이 약 2배 정도 더 분화율이 높았다. 이 방법은 일반 으로 배아 기세포의 

분화유도 시 이용되는 EB 형성과 재배양의 방법을 이용하 지만 사용된 배양액의 조

성  조건을 달리하여 신경 구세포의 형성을 향상시킬 수 있었다. 
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Table 1.  Efficiency for formation of neural rosettes in the replated EBs.

분화방법 Spontaneous differentiation Induced differentiation

% EBs containing 
neural precursor 

cells
10.3% 24.2%

형성된 EB는 재배양을 통하여 신경 구세포로 분화하게 되며 이는 Neurosphere 

medium (NSM)에서 약 14일 정도 배양하여 분화를 유도하 다. Fig. 6은 돼지 생식

선 기세포로부터 신경 구세포  신경세포로의 분화를 보여주고 있다. Fig 6B와 같

이 7일령의 EB를 fibronectin이 처리된 세포배양 시에 재배양한 후 약 7일 후부터 

Fig. 6C에서와 같은 columnar 신경상피세포 (neural rosettes)가 발달하 다. 이러한 

neural rosettes 형태는 신경 구세포의 특징으로 배아의 신경계 발달과정에서 나타나

는 neuroepithelium과 형태학 으로 유사하여 형태학  기 으로 이용된다. 이 게 분

화된 신경 구세포는 물리  분리에 의하여 신경세포구(neurospheres, NS, Fig 6D)를 

형성하며 F-127이 처리된 배양 시에서 suspension 상태로 유지하 다. Fig. 6E는 

의 조건 하에서 분화된 신경 구세포를 fibronectin이 처리된 배양 시에서 약 7일 정

도 배양하여 성숙된 신경세포로 종말 분화 시킨 것으로 신경 구세포의 peripheral 부

분에서 분화된 신경세포로 부터 neurite가 자라나 있음을 보여 다. 종말 분화는 신경

구세포의 분화에 사용된 NSM에 bFGF (10ng/ml)을 첨가하여 배양한다.  

Fig. 6.  Differentiation of pig EG cells into neural precursor cells and 

neurons. A. Undifferentiated EG cells. B. EBs. C. Neural rosettes (neural 

precursor cells). D. Neurospheres. E. Neurons with neurites.

hCD59 형질 환 돼지 생식선 기세포의 체외분화는 embryoid bodies를 형성하여 분

화유도 하 던 정상생식선세포와는 달리 monolayer 배양을 통한 분화유도 방법에 의

하여 신경 구세포로 분화 유도되었다. Gealtin이 처리 된 배양 시에서 배양된 돼지

생식선세포의 배양액을 retinoic acid(10uM)가 함유된 N2B27배양액에서 7일간 배양한 

후 retinoic acid가 결여된 N2B27배양액에서 7일간 더 배양하 다. Fig. 7에서와 같이 

세포들이 모이면서 neuroepithelium에 의해 형성된 neural rosettes의 형태를 갖는 신

경 구세포로 분화하 다. 신경 구세포는 형태에 따라 물리 으로 분리된 후 Hank's 

Balanced Salt Solution처리에 의해 단세포화 되어 fibronectin이 처리된 배양 시에 

replating을 실시하 다. 배양액은 bGFG(10ng/ml)이 함유된 NS 배양액을 사용하 다.
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Fig. 7.    Differentiation of CD59(+) transgenic pig EG cells into neural 

precursor cells in monolayer culture. A. Differentiating EG cells. B. Tight 

aggregation of differentiating pig EG cells. C. Neural rosettes (neural precursor 

cells). D. Replated pig EG-derived neural precursor cells.

3. 보체매개 세포용해에 의한 성면역거부반응의 측정

확인된 hDC46 형질 환 기세포를 xenoreactive natural antibody(XNA)와 보체를 

포함한 인간 청과 반응시켜 성면역거부반응(HAR; hyperacute rejection)에 한 

항성을 조사한 결과는 Fig. 8과 9에서 보는 바와 같다. hCD46 형질 환 기세포는 

조군 기세포와 비교하 을 때 보체매개 세포용해에서 2배 이상의 항성을 나타

내어 장차 이종간 장기이식에 있어 HAR을 극복할 수 있는 가능성을 제시하 다. 

  

Fig. 8.  Complement-mediated cell  lysis in hCD46-transgenic EG cells

a :  hCD46-transfeced porcine EG cells 

b :  Non-transfected porcine EG cells
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a ba b

Fig. 9.  Survival of hCD46-transgenic and non-transgenic EG cells after 

reaction with normal human serum (**P<0.01)

마찬가지 방법으로 hCD59 형질 환 돼지 생식선 기세포의 세포용해를 실시한 결과에서

도 형질 환 기세포는 이종간 장기이식에 한 항성을 나타내었다(Fig. 10  11).

Fig. 10.  Complement-mediated cell  lysis in hCD59-transgenic EG cells

a :  hCD59-transfeced porcine EG cells 

b :  Non-transfected porcine EG cells
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Fig. 11. Survival of  hCD59-transgenic and non-transgenic EG cells after 

reaction with normal human serum (**P<0.01)

4. 형질 환 복제수정란의 생산

hCD46 형질 환 태아생식선 기세포를 탈핵된 돼지의 난자에 도입하여 복제수정란을 생

산하고 PCR을 통하여 형질 환 여부를 검정한 결과를 Table 2와 Fig. 12에 나타내었다. 

생산된 수정란의 약 80%(25/35)가 hCD46-positive 다. 이와 같이 생산된 수정란을 이종장

기이식용 형질 환 복제돼지 생산을 하여 재 리모에 이식하는 과정에 있다.

Table 2.  In vitro development and transgene detection in nuclear 

transfer embryos from hCD46 transgenic EG cells
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Fig. 12. PCR screening of transgene in blastocysts from hCD46-transfected 

EG cells  

M : size marker

1-5 : porcine blastocysts obtained from nuclear transfer of hCD46 transgenic EG 

cells

V : vector containing hCD46 gene

N : normal porcine EG cells for negative control 

hCD46의 경우와 마찬가지 방법으로 hCD59 형질 환 태아생식선 기세포를 탈핵된 돼지

의 난자에 도입하여 복제수정란을 생산하고 PCR을 통하여 형질 환 여부를 검정한 결과

를 Table 3과 Fig. 13에 나타내었다. 생산된 수정란의 약 80.6%(25/31)가 hCD59-positive

다. 

Table 3.  In vitro development and transgene detection in nuclear 

transfer embryos from hCD59-transgenic EG cells
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Fig. 13. PCR screening of transgene in blastocysts from hCD59-transfected 

EG cells  

M : size marker

1-9 : porcine blastocysts obtained from nuclear transfer of hCD59-transgenic EG 

cells

V : vector containing hCD59 gene

N : normal porcine EG cells for negative control 

 연구결과에 나타난 것과 같이 보체매개 세포용해의 측정에 의해 이종간 장기이식

에 있어서 효용성이 입증된 hCD46  hCD59 형질 환 생식선 기세포를 이용하여 

형질 환 복제수정란을 생산하 으며, 재 리모에 복제수정란을 이식하는 과정에 있

다.

5. 생식선 기세포 복제수정란의 후성유 학  분석

통상 핵이식에 있어서 공여핵으로 사용되어지는 체세포의 DNA는 매우 높은 수 의 메틸

화 양상을 나타내기 때문에 핵이식 이후에 탈메틸화가 진행된다고 하더라도 정상 인 발

생을 진행하기에는 불충분한 경우가 많은 것으로 알려져 있다. 이로 인하여 핵이식의 성공

률이 단히 낮으며 여러 가지 기형이 발생하는 원인이 되고 있다. 체세포와 달리 생식선

기세포는 DNA메틸화의 정도가 낮기 때문에 핵이식이후에 탈메틸화가 진행된다면 정상

수정란과 비슷한 수 의 DNA메틸화를 나타낼 것으로 상하 다. 실제 돼지의 체세포  

기세포핵이식 수정란과 정상 수정란의 배반포기 발달률을 비교하 을 때 기세포

핵이식 수정란이 다소 높게 나타났다(P<0.05, Table 4). 
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Table 4.  In vitro development of somatic and stem cell  

nuclear transfer embryos

체세포, 생식선 기세포, 체세포핵이식수정란, 기세포핵이식수정란  ICSI 수정란의 

DNA 메틸화 정도를 pyrosequencing 방법으로 분석하 다. Microsatellite region (GenBank 

Z75640)의 9개 CpG site의 메틸화를 분석한 결과 돼지의 생식선 기세포가 체세포에 비하

여 훨씬 낮은 메틸화 정도를 나타내었으며, 생식선 기세포 유래의 복제수정란 한 체세

포핵이식 수정란에 비하여 반 정도의 DNA 메틸화를 나타내었다(Fig. 14  15). 이는 

공여핵세포의 DNA의 메틸화 정도가 낮을수록 체세포핵이식 수정란도 낮은 메틸화 경향을 

보이며, 한 낮은 DNA 메틸화 수 이 수정란의 발달률을 증가시킴을 시사한다고 보여진

다.   
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Fig. 14. DNA methylation status of  9  CpG sites at the satlellite region

Fig.15. The average DNA methylation degree in nuclear donor cells and 

embryos
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제 4 장 목표달성도  련분야에의 기여도

제 1  연구목표  평가의 착안

년도 연구목표 평가착안

1차년도

돼지 생식선 

기세포의 

형질 환  

체외분화 

hCD46  hCD59 유 자의 cloning  벡터작성 

hCD46  hCD59 유 자의 도입

생식선 기세포의 체외분화

2차년도

면역거부반응의 

측정 

돼지 

생식선 기세포

의 핵이식

보체매개 세포용해에 의한 형질 환 기세포의 

성면역거부반응 측정

생식선 기세포 복제수정란의 후성유 학  분석

hCD46  hCD56 형질 환 기세포 복제수정란의 생산

최종평가
이종간 장기이식 

모델의 개발
돼지 생식선 기세포를 이용한 이종간 장기이식 모델의 개발
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제 2  목표달성도  련분야에의 기여도

1. 목표달성도

본 연구과제는 돼지 생식선 기세포의 핵이식을 통하여 복제의 효율성을 향상시키고, 

이식 련 외래유 자가 도입된 돼지의 기세포를 분화시킨 다음 성 면역거부반

응을 일으키는 인간 항체  보체와의 반응을 통하여 이종간 장기이식의 모델을 개발

할 목 으로 총 2년간에 걸쳐 수행되었다. 

이종간 장기이식시 성면역거부반응을 제어할 수 있는 인간보체억제인자 hCD46 

 hCD59의 cDNA를 클로닝하고 그로부터 transgene construct를 작성하 다. 작성

된 외래유 자를 돼지 생식선 기세포에 도입하고 체외분화에 의하여 신경 구세포로 

분화시켰다. 체외분화 후에 걸쳐 형질 환 생식선 기세포를 인간항체  보체와의 

반응을 통하여 성면역거부반응의 억제여부를 조사하 다. hCD46  hCD59 형질

환 생식선 기세포는 보체매개 세포용해반응에서 조구에 비하여 2배 이상의 항

성을 나타내어 성면역거부반응을 억제할 수 있는 가능성을 보 다. hCD46  

hCD59 형질 환 생식선 기세포의 핵이식을 통하여 복제수정란을 생산하 으며, 생

산된 복제수정란의 약 80%가 외래유 자를 지닌 형질 환 복제수정란으로 별되었

다. 

생식선 기세포 핵이식수정란의 배반포기까지의 발달률은 체세포핵이식에 비하여 유

의 으로 높았서 생식선 기세포 핵이식에 의하여 복제의 효율성을 향상시킬 수 있는 

가능성을 제시하 다. 생식선 기세포의 DNA 메틸화는 태아섬유아세포에 비하여 낮

은 수 이었으며, 생식선 기세포 유래의 핵이식 배반포 한 체세포 유래 핵이식 배

반포에 비하여 히 낮은 수 이었다. 생식선 기세포의 복제효율이 높은 것은 

기세포  복제수정란의 낮은 DNA 메틸화와 련된 것으로 생각된다. 낮은 DNA 메

틸화가 복제수정란의 후성유 학  재 로그래 을 보다 용이하게 하는 역할을 한 것

으로 추측된다. 

이상에서 본 바와 같이 본 연구과제에서 목표로 하 던 돼지 생식선 기세포를 이용

하여 복제효율의 향상  이종간 장기이식의 체외모델의 개발이 이루어졌으며, 연구

과제에서 도출된 결과는 향후 이종간 장기이식을 한 다양한 형질 환 복제돼지를 

보다 빠르고 효율 으로 생산하는데 크게 기여할 수 있을 것이다. 
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3. 련분야에의 기여도

가. 동물복제 효율의 향상

나. 형질 환동물 생산기술의 향상

다. 고능력 경제동물의 량생산

라. 고부가가치 단백질 의약품의 량생산

마. 인간질환모델 형질 환 동물의 개발

바. 희귀동물의 보존

사. 환자맟춤형 배아 기세포 생산기술의 개발

아. 이종간 장기이식 기술의 개발

자. 발생  분화기 의 이해증진
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

제 1  활용분야

1. 복제동물 생산과 련된 연구  산업분야

2. 형질 환동물생산과 연 된 연구  산업분야

3. 기세포 생산과 련된 연구  산업분야

4. 이종간 장기이식과 련된 연구  산업분야

5. 유 자 제작, 보 , 이용과 련된 연구  산업분야

6. 수정란의 이용효율을 향상을 한 신기술창출 분야

7. 동결 수정란 생산  이식기술과 연 된 산업분야

8. Animal bioreactor system 을 이용하는 첨단산업체

제 2  활용유형  활용방안

1. 확립된 첨단기술의 국내외 학술지 논문발표를 통한 연구  산업계 보

2. 난자 체외성숙, 기세포  체세포의 형질 환, 유 자 , 핵이식, 복제수정란 생

산  복제수정란 동결기술의 연구기술로서의 이용

3. 장 문가를 한 동결보존 형질 환 복제수정란의 융해 이식기술의 교육

4. 이종간 장기이식용 형질 환돼지의 생산  산업화

5. 특허권 획득  산업계로 특허실시권 이

6. 국내외 산업계와 형질 환 복제돼지 생산  이용에 한 공동연구
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