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3. 보고서 요약서

보고서 요약서

과제고유번호 311011-5
해 당 단 계

연 구 기 간
5 단 계 구 분 5/5

연 구 사 업 명
중 사 업 명 농식품기술개발사업

세부 사업명 생명산업기술개발사업

연 구 과 제 명
대 과 제 명 해당없음

세부 과제명 인체적용 질병 실험동물 모델개발

연 구 책 임 자 이병천

해당단계

(5차년도)

참 여

연구원 수

  총: 39명

내부:   명

외부:   명

해당단계

(5차년도)

연 구 개 발 비

정부:   700 천원

민간:  66,667 천원

  계: 766,667 천원

총 연구기간

참 여

연구원 수

  총: 193명

내부:  95명

외부:  98명

총 연구개발비

정부: 3,500 천원

민간:333,335 천원

  계:3,833,335 천원

연구기관명 및 

소 속 부 서 명

서울대학교 산학협력단 

수의과대학/의과대학

참여기업명

㈜ 툴젠

㈜ 옵티팜솔루션

위 탁 연 구 연구기관명: ㈜ 알앤에프 연구책임자: 이우춘

1. 본 연구를 통해 신경 독성 물질 투여를 통한 PD 모델 미니

돼지 생산 및 모니터링 시스템을 확립하였다.

2. 형질전환 복제 기법을 이용한 1) hAPP발현과 2) hAPP와 

PS1 다중 발현 AD모델 미니돼지 2종을 각각 생산 하였다.

3. 형질전환 및 녹아웃 복제 기법을 이용한 1) hSNCA발현과 

2) Parkin KO PD모델 미니돼지 2종을 각각 생산하였다.

4. 생산된 1종의 AD 돼지(hAPP발현)와 2종의 PD 돼지

(hSNCA발현, Parkin KO)의 번식능을 검증하였으며, 후대의 

생산을 통해 생식선전이를 검증하였다.

5. 생산된 형질전환 PD 모델돼지간의 교배를 통해 다중 형질전

환 PD 모델 미니돼지를 생산하였다.

6. AD/PD모델 미니돼지의 행동학적/영상학적 기법을 이용한 

비침습적 모니터링 시스템을 구축하였다. 

7. 비침습적 모니터링 시스템을 이용하여 1종의 AD 돼지

(hAPP발현)와 2종의 PD 돼지(hSNCA발현, Parkin KO)의 

전임상모델로의 가능성을 검증하였다. 

8. AD/PD모델 미니돼지의 조직병리학적 평가 및 유전자 프로

파일링 시스템 구축을 통해 모델 돼지에서의 변화상을 관찰

하였다.

9. AD/PD모델 미니돼지의 활용 기반 구축을 위하여 특허 출원 

및 기술이전을 실시하였다.

311페이지
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4. 국문 요약문

코드번호 D-01

연구의

목적 및 내용

본 연구는 인간의 퇴행성 뇌신경 질환의 대표적 질환인 알츠하이머병

(Alzheimer's disease, AD)/파킨슨병(Parkinson's disease, PD)의 발생 기전 연

구 및 질병 정복을 위하여, 1) 형질전환복제 기법을 이용한 AD 병인 유전자가 

발현하는 2종의 AD 모델 미니돼지를 생산하고, 2)  PD 병인 유전자를 조절한 3

종의 PD 모델 미니돼지 생산하여, 3) 비침습적 분석 기법을 이용 AD/PD 미니돼

지를 분석하는 것이다. 이를 통해 인체적용 AD/PD 모델동물을 확립하는 것을 최

종 목표로 한다. 

연구개발성과

1. 본 연구를 통해 신경 독성 물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지 생산 및 모

니터링 시스템을 확립하였다.

2. 형질전환 복제 기법을 이용한 1) hAPP발현과 2) hAPP와 PS1 다중 발현

AD모델 미니돼지 2종을 각각 생산 하였다.

3. 형질전환 및 녹아웃 복제 기법을 이용한 1) hSNCA발현과 2) Parkin KO

PD모델 미니돼지 2종을 각각 생산하였다.

4. 생산된 1종의 AD 돼지(hAPP발현)와 2종의 PD 돼지(hSNCA발현, Parkin

KO)의 번식능을 검증하였으며, 후대의 생산을 통해 생식선전이를 검증하였

다.

5. 생산된 형질전환 PD 모델돼지간의 교배를 통해 다중 형질전환 PD 모델 미

니돼지를 생산하였다.

6. AD/PD모델 미니돼지의 행동학적/영상학적 기법을 이용한 비침습적 모니터

링 시스템을 구축하였다.

7. 비침습적 모니터링 시스템을 이용하여 1종의 AD 돼지(hAPP발현)와 2종의

PD 돼지(hSNCA발현, Parkin KO)의 전임상모델로의 가능성을 검증하였다.

8. AD/PD모델 미니돼지의 조직병리학적 평가 및 유전자 프로파일링 시스템 구

축을 통해 모델 돼지에서의 변화상을 관찰하였다.

9. AD/PD모델 미니돼지의 활용 기반 구축을 위하여 특허 출원 및 기술이전을

실시하였다.

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

1. 파킨슨병 유발 돼지 모델 제작 및 이의 행동점수화 분석 방법 국내 특허를

출원하였으며, 본 발명을 기술이전을 실시하여 유전자조절 파킨슨모델돼지의

평가에 활용이 기대된다.

2. 알츠하이머 질환 모델용 형질전환 돼지 및 이의 용도로 국내 특허를 출원 및

기술이전을 실시하였으며, 본 성과인 알츠하이머 돼지는 최초의 비침습적 분

석 결과를 지닌 모델이며, 생산된 기술에 이용되어진 세포주의 판매 및 AD

모델 돼지의 상품화가 가능할 것이다.

3. 파킨슨 질환 모델용 형질전환 돼지 및 이의 용도로 특허 출원 및 기술이전을

실시하였으며, 본 성과는 파킨슨병 유발 병인 유전자가 발현되는 돼지의 활

용으로 인체 질병 진단 및 치료제 분야에 활용 가능할 것이다.

4. Parkin 녹아웃을 통한 파킨슨모델 돼지의 생산 및 이의 용도로 특허를 출원

하였으며, 본 성과는 체세포핵이식에 의한 최초의 Parkin 녹아웃 복제 돼지

의 영상/행동학적 분석결과 인체 적용 모델로의 가치가 검증되고 있어 국내

외 관련 기업에 기술 실시 및 파킨슨병 진단 및 치료제 개발에 활용 가능할

것이다.
중심어 (5개 이내) 실험동물 기능성 신소재 유효성 평가 질환모델 체세포핵이식
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 5. 영문 요약문

〈 SUMMARY 〉
코드번호 D-02

Purpose&

Contents

The purpose of this research is 1) to produce two kinds of Alzheimer's 

disease (AD) minipigs using transgenic cells overexpressing AD related 

genes through somatic cell nuclear transfer (SCNT) technology, 2) to 

produce three kinds of Parkinson’s disease (PD) minipigs combined with 

genetic engineering technology and SCNT and 3) to analyze the clinical 

phenotypes of those minipigs via non-invasive approaches for proceeding the 

investigation of the most representative neurodegenerative disease. 

Therefore, subsequently, the final goal is to establish AD/PD animal model  

for human clinical use.

Results

1. Production of PD model minipig via neurotoxic chemical injection and 

monitoring system has been established by this research.

2. Using transgenic cells and SCNT technology, 1) hAPP overexpression 

minipigs and 2) hAPP and PS1 multi-genes overexpressing minipigs 

were produced.

3. Using genetically engineered cells with transgenesis or knockout system, 

1) hSNCA overexpressing minipigs and 2) Parkin KO minipigs were 

generated.  

4. Reproductive ability of one type of AD minipigs (hAPP) and two types 

of PD minipigs (hSNCA overexpreesion and Parkin KO, respectively) was 

proved and germline transmission was confirmed by producing 

offsprings.

5. Multi-genes modified PD minipigs were produced via breeding PD 

minipigs.  

6. Non-invasive monitoring system such as behavioral and imaging 

approaches  was established through AD/PD minipigs analysis.  

7. The possibility of AD/PD minipigs as preclinical animal models was 

proved by using of non-invasive minitoring system for one type of 

minipigs (hAPP) and two types of PD minipigs (hSNCA overexpreesion 

and Parkin KO, respectively). 

8. Clinical phenotypes of AD/PD minipigs have been observed via 

evaluation of histopathological anlaysis and genetic profiling system.  

9. To establish AD/PD model minipigs for application basement, patent 

applications and technology licensings were performed.   

Expected

Contribution

1. Production of PD model pig and analysis of behavioral scoring were 

applied to internal patent and this invention is performed for technology 

licensing.

2. Production of transgenic minipig for AD model and use of those are 

applied for domestic patent and technology licensing. The produced AD 
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minipigs are analyzed for the first time by non-invasive investigation and 

established cells for producing those minipigs and AD minipigs could be 

used for commercialization.

3. Production of genetically engineered minipigs for PD model and use of 

those are applied for domestic patent and technology licensing. The 

produced PD minipigs could be used for diagnosis and therapeutic 

research.

4. PD model pig production via Parkin knockout and use of those are applied 

for domestic patent. This is the first Parkin KO minipigs produced by 

SCNT and consequently imaging and behavioral analysis result suggest the 

value for the human clinical use. Therefore, they could be used for the 

PD diagnosis and drug development or its related technology could be 

transferred to international/domestic company.  

Keywords
Laboratory 

animal

Functional 

new 

resources 

Validity 

evaluation

Disease 

model

Somatic cell 

nuclear 

transfer
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 6. 영문목차

Ⅰ. Outline and objective of the research 

1) Ultimate objective

2) The necessity of research

3) The contents of research

II. Domestic and foreign research current state

1) The research status of establishement for neurodegenerative disease model via neurotoxic

chemical injection

2) The research status of AD/PD mechanism and pathological genetic study

3) The production of neurodegerative disease model animal in non-rodents

4) Gene targeting research using genetic correction

5) The market status of neurodegenerative disease model pigs

III. Results

1) Strategy, method, flow chart and plan for research development

2) Research development methods and results

3) Summary of research development results

3) Achievement of research development

Ⅳ. Achievement and level of contribution into interest fields 

V. Attainment of research and plan for utilization of outcome 

VI. Collected foreign science technology informations during research development 

VII. Security level for research development outcome

VIII. The current status of research facility and equipment enrolled in national science 

and technology information system 

IX. The implement result of laboratory safety management 

X. The representative outcomes of research development

XI. Further informations

XII. References
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 7. 본문목차

〈 목 차 〉

제 1 장   연구개발과제의 개요

1) 연구개발 목적

2) 연구개발의 필요성

3) 연구개발의 범위

 제 2 장  국내외 기술개발 현황

1) 신경독성물질 투여를 통한 퇴행성 뇌질환 모델 확립 연구 동향

2) 퇴행성 뇌신경 질환 (AD/PD)의 메카니즘 및 병인 유전자 연구

3) 비설치류에서 퇴행성 뇌신경 질환 모델 동물 생산

4) 유전자교정을 이용한 유전자 적중 연구

5) 퇴행성 뇌질환 모델 돼지의 시장 현황

제 3 장   연구수행 내용 및 결과

1) 연구개발의 추진전략ㆍ방법 및 추진체계, 추진일정

2) 연구개발 방법 및 연구결과

가) 1세부: 체세포 핵이식 기법에 의한 퇴행성 뇌신경 질환 미니돼지 생산

 뇌신경세포 특이발현 프로모터 개발

 PD 병인유전자 발현 세포주 확립

 형질전환 복제수정란 생산 효율 향상

 AD 모델 생산 위한 hAPP 유전자 조절 형질전환 미니돼지 생산

 PD 병인유전자 발현 형질전환 복제수정란 생산 및 검증

 AD 돼지 세포주 이용 AD 병인 유전자 복합발현 세포주 생산

 hSNCA 발현 PD 모델 미니돼지 생산

 PD 병인유전자 KO 복제수정란 생산

 AD 병인 유전자 복합발현 미니돼지 생산

 Parkin KO 복제 미니돼지 생산

 사업화를 위한 기초 수요조사 실시 및 모델돼지로서의 정량적 기준의 마커 제

시

 형질전환 미니돼지의 교배를 통한 다중유전자 조절 PD모델 생산

 체세포핵이식을 이용한 AD/PD 모델들의 재복제 생산

나) 2세부: 질환 모델 미니돼지의 영상학적 분석 및 행동학적 분석

 일반 미니돼지이용 영상/행동분석기법 확립

 신경독성물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지 분석 시스템 확립
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 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 행동/영상학적 분석

 PD 유전자 KO 미니돼지의 행동/영상학 분석통한 PD 모델로의 평가

다) 1협동: 질환 모델 미니돼지 생산을 위한 ZFN 합성 및 유전자 프로파일링

 AD 모델 생산 위한 hAPP 유전자 조절벡터 생산 및 PD 병인유전자 합성

 PD 병인유전자 KO 위한 고효율 ZFN 합성 및 세포주 생산

 신경독성물질투여를 통한 미니돼지의 유전학적 검증

 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 유전자조절 유무 검증

 ZFN 이용 PD-KO 세포주 생산

 hSNCA 발현 미니돼지의 유전학적 검증

 다중 PD 유전자 적중 돼지 생산을 위한 DJ-1 KO 세포 생산

라) 2협동: 질환 모델 돼지의 사육 및 관리기법 확립

 신경독성물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지 개발 미 미니돼지 유래 원료세

포 확보 및 공급

 신경독성물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지 조직병리 분석

 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 번식능 평가 및 사육기법 확립

 hSNCA 발현 미니돼지의 번식능 평가 및 사육기법 확립

 PARK2 KO PD 모델 미니돼지 번식능 평가

3) 연구과제 결과 총정리

3) 연구과제의 성과

제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 5 장   연구개발의 활용계획

제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

제 7 장   연구개발 성과의 보안등급

제 8 장   국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설․장비현황
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제 11 장  기타사항
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제� 1� 장.� 연구개발과제의�개요

코드번호 D-03

제 1 절. 연구개발 목적

1. 인간의 대표적 퇴행성 뇌신경 질환인 알츠하이머병(Alzheimer's disease, AD)/파킨슨병

(Parkinson's disease, PD)의 발생 기전 연구 및 질병 정복을 위한, 알츠하이머병(AD)/파킨슨병

(PD)모델 복제 미니돼지를 확립하는 것이다.

가. 형질전환복제 기법을 이용한 2종의 AD 모델 미니돼지 생산

나. 형질전환복제 기법을 이용한 3종의 PD 모델 미니돼지 생산

 

제 2 절. 연구개발의 필요성

1. 퇴행성 뇌신경 질환의 개요

현대의학의 발전으로 고령화 사회로 진행됨에 따라 퇴행성 뇌신경 질환의 발병은 점차

증가하고 있다. 대표적 퇴행성 뇌신경 질환인 파킨슨병과 알츠하이머병은 60세 이상의 인

구에서 주로 발생하며, 연령의 증가와 함께 발병률이 증가하는 경향을 보인다. 하지만 아직

까지 뚜렷한 발병원인에 대한 지식과 치료법은 없으며, 일단 발병하면 환자의 기대수명과

삶의 질이 크게 저하된다.

파킨슨병(Parkinson's disease, PD)은 뇌의 흑질 (substantia nigra)에 존재하는 도파민

신경세포가 소실되어 발생하게 되며 경직, 느린운동, 안정떨림 및 자세 불안정성이 나타나

는 만성 진행성 퇴행성 뇌신경 질환이다. 노인 인구 증가에 따라 환자수가 증가하고 있으

며, 50세 이전에 발병하는 조기발현 파킨슨병 환자도 증가하고 있다. 하지만 파킨슨병에서

나타나는 선택적 세포 파괴의 발병기전 및 원인도 밝혀져 있지 않으며, 현재까지 조기 진

단 및 예방, 완치 가능한 명확한 치료약이나 치료법도 없는 실정이다. 대부분의 파킨슨병

환자들은 가족력 없이 발병하지만 약 10% 정도에서는 가족성 파킨슨병이 나타나고 있다.

이러한 가족성 파킨슨병 환자를 이용한 연구를 통해 파킨슨병과 연관성 있는 유전자 돌연

변이가 밝혀지고 있다. 이들 유전자 결함에 의한 가족성 파킨슨병의 경우 증상 발현은 10

대에서 20대부터 발현되나, 아직까지 파킨슨병 연관된 것으로 알려진 유전자들 간에 의한

상호작용 및 질병발생에 대한 정확한 기전에 대해 알려진 바가 없다.

알츠하이머병(Alzheimer's disease, AD)은 가장 흔한 퇴행성신경질환

(neurodegenerative disease)의 하나로 비정상적으로 뭉쳐있는 단백질 덩어리인 아밀로이드

와 같은 신경독성물질이 양측 측두엽에 축적되면서 수반되는 기능 저하로 시작하게 되며,

점차 뇌의 피질부의 신경 세포 내부와 외부에 아밀로이드의 축적양이 늘어나면서 병이 진

행된다. 주요증상은 기억장애로 시작되어 언어장애등이 야기되며 생각하거나 추론할 수 있

는 능력이 소실된다. 결국 환자는 움직일 수 없게 되어 매우 쇠약해지며, 폐렴, 요로감염,

욕창 등의 합병증이 발생하여 사망에 이르게 된다. 이 질병 역시 현재까지 완치시킬 수 있

는 명확한 치료약이나 치료법은 없는 실정이다.
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그림 1. 퇴행성 뇌신경 질환 연구의 문제점

퇴행성 뇌신경 질환의 약물치료나 기전연구를 위한 질병모델로는 대부분 설치류를 이

용해 왔으나, 동물 질환모델의 병리양상과 증상이 사람에서 관찰되는 것과 많은 차이를 보

이고 있어 설치류질환모델에서 나온 결과를 토대로 임상시험을 시행할 경우 많은 문제점을

안고 있어왔다. 적절한 뇌신경질환 모델 동물을 개발하는 것이 발병 기전의 연구 및 치료

제의 개발에 가장 먼저 선행되어야 할 중요한 과제이나 국내외적으로 이러한 환자와 유사

한 적절한 질환모델동물의 개발은 미진한 상태에 있어 이에 대한 활발한 연구가 반드시 필

요하다.

2. 퇴행성 뇌신경 질환의 연구의 문제점

기존의 퇴행성 뇌질환 연구를 위한 모델동물은 신경독성 물질을 투여하거나 형질전환

기법을 적용한 설치류 모델로 분류할 수 있으며 다른 동물종은 한계점이 많다. 각 방법으

로 확립된 동물모델의 문제점에 대해서 아래에 작성하였다.

가. 신경독성물질 투여를 통한 퇴행성 뇌질환모델 확립 연구에서의 문제점

(1) 설치류를 이용한 AD와 PD모델 확립 연구에서 PD와 AD의 일부증상 유발에는 성공하

였으나 질환모델로 사용 가능할 만큼 사람의 PD와 AD의 증상을 모두 발현하는 모델

동물은 아직까지 확립하지 못하였다.

(2) 수년간의 연구에도 불구하고 설치류를 이용한 연구가 답보상태인 점을 감안한다면 돼

지와 같은 다른 종으로 모델동물 연구를 옮겨가는 게 현명한 판단으로 보인다.

나. 형질전환 기법 이용한 AD/PD모델 동물 확립 연구에서의 문제점

(1) 간헐적으로 몇 가지 유전자가 AD/PD의 발병에 관여한다는 점은 인지되었으나 발병하

는 모든 AD/PD의 병인을 설명할 수는 없는 실정이다.

(2) 병인유전자로 가능성 있는 여러 유전자를 형질전환한 설치류를 생산하였으나 PD/AD

의 증상을 모두 발현하는 모델은 아직까지 생산하지 못하였다.

(3) 형질전환을 3가지 유전자에 대해서 한 경우 AD모델에 더 비슷해지는 것으로 보아 형

질전환 기법이 잘 활용된다면 유용한 AD/PD모델의 생산으로 가능할 것으로 보인다.
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(4) 노령의 침팬지는 대량생산이 불가능해서 여러 가지 제한점으로 질환동물 모델로 부적

합하기 때문에 돼지와 같은 번식능력이 탁월한 중/대 동물이 대안이 될 수 있다.

(5) 이미 체세포핵이식기법과 ZFN을 이용해서 특정유전자가 제거된 복제돼지가 생산된바

있으므로 체세포핵이식과 ZFN 기법 이 최근 개발된 유전자 편집 기술을 이용한

AD/PD모델의 생산은 가능할 것이다.

3. 퇴행성 뇌신경질환 연구에 적합한 모델동물 생산의 필요성 및 전망

노인인구의 증가에 따라 퇴행성 뇌신경질환은 그 발생빈도가 증가하고 있으나, 대

표적 퇴행성 뇌신경질환인 알츠하이머와 파킨슨병은 아직까지 질병의 발생이나 진행을

억제하거나 근치적인 치료 방법이 없는 상태로 이에 대한 연구가 필요함에는 이견이 없

는 실정이다. 국내 알츠하이머병에 의해 기인되는 노인성 치매의 경우 2005년 6만5천명,

2008년 13만 7천명으로 연평균 25%의 증가율을 보이고 있으며, 특히 80대 이상 연령층

의 실진료 환자 수는 연평균 34%씩 증가하고 있어 국가적 의료 재정에도 부담으로 작용

하고 사회적으로는 가정과 개인의 삶에도 큰 영향을 끼치고 있다. 치매로 인한 건강보험

진료비도 해마다 증가하여, 2005년 872억 원에서 2008년에는 3천817억 원으로 집계되어,

치매 진료환자 1인당 연간 건강보험 진료비가 최근 7년 동안 2.4배나 증가하였다. 또한

치매 등 노인성 질환으로 인한 건강보험 급여비가 30%에 육박하는 등 노인의료비와 함

께 커다란 경제 사회적 문제로 야기되고 있다. 하지만 여러 연구자들의 노력에도 불구하

고 현재까지 환자와 유사한 적절한 퇴행성 뇌신경질환 모델동물은 개발되지 않아 이러한

문제점을 해결하기 위한 타개책이 필요하다.

지금까지 여러 가지 질환의 약물치료나 기전연구를 위해 주로 이용해오던 설치류 모

델을 이용한 연구가 많이 시도 되었고, 퇴행성 뇌신경질환의 병인유전자로 가능성 있는

여러 유전자를 형질 전환한 모델 생산에는 성공하여 일부증상 유발을 확인하였으나, 질

환 모델로 사용 가능할 만큼 사람의 PD와 AD의 증상을 모두 발현하는 모델동물은 아직

까지 확립하지 못하였다. 인간과의 디멘존, 번식, 수명 및 행동양상의 확연한 차이로 인해

보다 인간과 가까운 종을 이용한 질환동물 모델에 대한 필요성이 제기 되었고, 영장류의 경

우 그 희소성 및 사육관리의 비용 및 어려움으로 인해 극히 제한적인 분야에서만 질환연구에

활용 가능한 제약이 있으므로, 이에 따라 비교적 저렴한 비용과 시설에서 보다 정확한 난치

질환 연구를 할 수 있는 돼지를 새로운 모델 동물로서 바이오 메디컬 분야에 활용하고자 하

는 요구가 증가되고 있다. 모델 동물로서의 돼지는 기존의 설치류 모델에 비해 생존 기간이

길며, 인간과 유사한 생체 메카니즘을 지니고 있다고 알려져 있어 기존의 한계성을 극복

가능할 차세대 질환모델 동물 종으로서 각광받고 있다. 돼지는 해부생리학적으로 인간과

유사성이 인정되어 이미 각종 질환의 병리학적 기전과 치료를 위한 연구에 이용되고 있

으며, 특히 오랫동안 경제 동물로 가치가 인정되어 다른 중/대 동물을 질환모델로 사용

할 때 보다 윤리적인 문제점을 피해갈 수 있으며, 안정적인 사육 시스템이 구축되어 있

어 실험동물 모델 개발 시 유지 및 관리가 용이한 장점이 있다. 또한 이종장기 이식 및

유용물질의 생산을 위해 형질전환 기술과 체세포 핵이식 기술을 이용한 형질전환 복제돼

지 생산연구가 활발하게 이루어지고 있어 돼지를 이용한 유전자 조절 복제 모델 돼지의
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생산이 가능할 것이다.

그림 2.  퇴행성 뇌신경 질환 연구의 필요성

기존에는 설치류 이외의 종에서 유전자가 완전히 제거된 동물의 생산에 큰 제약이 있었

으나, 최근 Zinc Finger Nuclease (ZFN)의 개발로 인해 유전자 Knock Out 효율이 기존

의 homologous recombination 방식에 비해 비약적으로 상승되었다. 이는 Zinc finger 단

백질과 유전자를 자르는 부분을 결합하여 세포 안에 존재하는 유전자를 대상으로 특정

위치만을 인식·절단함으로써 유전자를 교정 및 개량이 가능한 ‘유전자 가위’ 기술로서,

이를 바탕으로 다양한 유전자의 제거, 돌연변이 유발, 타 유용유전자의 정해진 위치에 삽

입 등 다양한 형태의 유전자 편집이 가능하다. 세포 및 유전자치료(선천성 유전질환,

AIDS 등), 고부가가치의 형질전환 동식물 생산, 바이오 에너지 고효율 생산 시스템 및

바이오시밀러 등의 바이오 의약품의 고효율 생산 시스템 개발 등 무한한 산업적 활용이

가능하므로 이를 통하여 창출되는 효용가치는 실로 막대할 것이다. 때문에 ZFN 기법과

체세포핵이식(somatic cell nuclear transfer, SCNT) 기법이 융합되면 특정유전자가 제거

된 질환모델 동물을 만들 수 있으며, 유전자 조절 모델동물 연구 분야의 획기적인 발전

이 가능하게 되었다.            

따라서 본 연구를 통해 대동물을 이용한 퇴행성 뇌질환모델 (알츠하이머병/파킨슨병)

기술이 세계 최초로 확보된다면, 이를 기반으로 질환의 극복이 가능할 뿐만 아니라 설치

류 모델에서 벗어나, 수많은 인간의 난치질환모델이 개발 될 수 있는 무한한 학문적, 경

제적 가치를 생산해 낼 수 있을 것이다. 또한, 세계에서 처음으로 퇴행성 뇌질환 모델 동

물이 개발한다면 질병기전의 규명, 치료물질의 탐색, 진단법의 개발 및 진단장비까지 우

리나라가 주도적으로 개발할 수 있을 뿐만 아니라 국내외 생명과학 지식 및 관련기술의

비약적 발전을 유도할 수 있을 것으로 국가적으로도 이 분야 기술을 지닌 핵심연구팀을

구성하여 장기간 집중적 지원을 해야 하는 당위성이 있다.
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제 3 절. 연구개발 범위

1. 신경 독성 물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지 생산

가. 신경 독성물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지 개발 및 검증

나. 뇌신경질환 모델 미니돼지의 생산 및 관리 시스템 확립

다. 뇌신경질환 모델 미니돼지의 행동학적/영상학적 모니터링 시스템 확립

라. 뇌신경질환 모델 미니돼지의 조직 병리학적 평가 및 유전자 프로파일링

2. 체세포복제 기법과 유전자조절 기법을 융합한 AD 모델 미니돼지 생산

뇌신경 특이적 유전자 발현 유도를 위해, 미니돼지세포를 이용하여 3개의 프로모터

(synapsin1, Thy1, PrP1) 평가 및 선정

가. hAPP 유전자 조절 위한 벡터 제작 및 세포주 확립

나. 체세포 핵이식(SCNT) 기법을 이용한 hAPP 유전자 조절 미니돼지 생산 및 hAPP 유전

자 조절 미니돼지 유래 세포주 확립

다. 생산된 형질전환 미니돼지에서 hAPP 유전자 조절 검증 및 생식선 전이 검증

라. hAPP 유전자 조절 미니돼지의 행동학적/영상학적기법을 이용한 비침습적 모니터링 시

스템 확립

마. hAPP 유전자 조절 미니돼지의 조직 병리학적 평가

바. hAPP 유전자 조절 미니돼지의 유전자 프로파일링 및 비교분석을 통한 질병의 발병 기전

연구

사. hAPP 유전자 조절 미니돼지 확립을 통한 실험동물 자원 인프라 구축

아. hAPP 유전자 조절 미니돼지의 활용 기반 구축

3. 형질전환복제 기법을 이용한 복합 유전자 발현 AD 모델 미니돼지 생산

가. 인간의 AD 병인 유전자 hAPP 와 PS1 복합 발현 벡터 제작

나. 뇌신경세포 특이적 AD 병인 유전자 복합 발현 세포주 확립 및 형질전환 복제수정란 생

산

다. 형질전환 체세포복제 기법을 통해 AD 병인 유전자 복합 발현 AD 모델 생산

라. 형질전환 복제미니돼지에서 AD 병인 유전자 복합 발현 검증 및 생식선 전이 여부 검증

마. AD 병인 유전자 복합 발현 미니돼지의 행동학적/영상학적 기법을 이용한 비침습적 모니

터링 시스템 확립

바. AD 병인 유전자 복합 발현 미니돼지의 조직 병리학적 평가

사. 질환 모니터링 시스템 이용하여 형질전환 복제동물 평가

아. AD 병인 유전자 복합 발현 미니돼지의 유전자 프로파일링 및 비교 분석을 통한 질병의

발병 기전 연구

자. AD 병인 유전자 복합 발현 미니돼지 확립을 통한 실험동물 자원 인프라 구축

차. AD 병인 유전자 복합 발현 미니돼지의 활용 기반 구축
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4. 형질전환복제 기법과 유전자과발현 기법을 융합한 PD 모델 미니돼지 생산

가. PD 유발에 가장 적절한 프로모터 선정을 위해, 미니돼지 세포를 이용하여 뇌신경 특이적

유전자 발현 유도를 위한 프로모터 (synapsin1, Thy1, PrP1) 평가 및 선정

나. 인간의 PD 병인 유전자 human mutant alpha-Synuclein (hSNCA) 유전자 스크리닝 및

벡터 제작

다. 뇌신경세포 특이적 hSNCA 과발현 세포주 확립 및 형질전환 복제수정란 생산 및 최적화

라. SCNT 기법과 형질전환 기술의 융합을 통해 hSNCA 발현 복제미니돼지 생산

마. 형질전환 복제미니돼지에서 hSNCA 유전자 발현 검증 및 생식선 전이 여부 검증

바. PD 모델 미니돼지의 행동학적/영상학적기법을 이용한 비침습적 모니터링 시스템 확립

사. PD 모델 미니돼지의 조직 병리학적 평가

아. 확립된 질환 모니터링 시스템 이용하여 형질전환 복제동물 평가

자. PD 모델 미니돼지의 유전자 프로파일링 및 비교분석을 통한 질병의 발병 기전 연구

차. PD 모델 미니돼지 확립을 통한 실험동물 자원 인프라 구축

카. PD 모델 미니돼지의 활용 기반 구축

5. 체세포복제 기법과 ZFN 기법을 융합한 KO PD 모델 복제 미니돼지 생산

가. Parkin, PINK1, DJ1 및 ATP13A2 유전자 스크리닝 및 유전자 적중 위한 모듈 개발

나. 최고효율의 KO 유전자 선택 및 형질전환 세포주 생산

다. SCNT 기법과 유전자가위 기술의 융합을 통해 PD 모델 복제 미니돼지 생산

라. PD 병인 유전자 KO 복제미니돼지에서 KO 검증 및 생식선 전이 검증

마. PD 모델 미니돼지의 행동학적/영상학적기법을 이용한 비침습적 모니터링 시스템 확립

바. PD 모델 미니돼지의 조직 병리학적 평가

사. 질환 모니터링 시스템 이용하여 형질전환 복제동물 평가

아. PD 모델 미니돼지의 유전자 프로파일링 및 비교분석을 통한 질병의 발병 기전 연구

자. PD 모델 미니돼지 확립을 통한 실험동물 자원 인프라 구축

차. PD 모델 미니돼지의 활용 기반 구축
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코드번호 D-04

제 1 절. 신경독성물질 투여를 통한 퇴행성 뇌질환 모델 확립 연구 

동향 

퇴행성 뇌신경 질환의 연구를 위해 초기 증상을 보이는 사람의 뇌와 유사한 해부학적

부위에 신경독성물질 투여에 의해 손상이 유발된 뇌신경 질환 모델을 주로 사용하였

다. 현재까지의 신경독성물질의 투여를 통한 퇴행성 뇌신경 질환 모델 확립 연구는 그

보고가 다양하며, 연구 현황은 아래에 작성하였다.

1. lipopolysaccharide를 뇌실질 조직과 뇌실에 주입하여 알츠하이머 질병모델 쥐를 생산했으

나, 이 모델은 전체적으로 표준화 작업이 어렵고, 유발 방법과 관련한 모든 것이 구체화되

어 있지 않아 모델 동물의 병변의 양상이 완전히 통일되어있지 않다는 단점이 있다

(Hauss-Wegrzyniak 등, Brain Res., 1998).

2. 알츠하이머의 발병에 있어 베타아밀로이드와 신경섬유성 병변 유발의 관련성에 대해 연구

하기 위해 hAPP형질전환 쥐의 뇌에서 추출한 베타아밀로이드 침전물을 B6/P301L tau 형

질전환 개체의 뇌에 주사하여, 주입한 베타 아밀로이드가 tau 신경섬유성 병변을 유발함

을 보고하였다. 그러나, 주입한 베타아밀로이드 침전물의 농도 및 양과 실험에 사용되는

쥐의 품종에 따라 병변의 유발이 일정치 않아 이 부분에서의 연구가 더 필요한 상태이다

(Bolmont 등, Am J Pathol., 2007).

3. 6-hydroxydopamine(6-OHDA) 또는 MPTP(1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydro-

pyridine)의 주입으로 PD모델 쥐를 생산하였다. MPTP를 주입한 모델과 달리 6-OHDA를

주입한 모델동물에서의 병변은 비가역적인 신경 손상을 유발하였고 일측성 또는 양측성으

로 유발된 것을 확인할 수 있었다. MPTP 주입 모델의 경우에는 자발적인 병변 치유가 일

어났고, 성별, 나이, 품종 등에 영향을 받는 것으로 확인되어 PD 모델 생산에는 적절치 않

은 것으로 확인되었다 (Conceicao 등, J Vis Exp., 2010).

4. PD모델을 생산하는데에 가장 널리 쓰이는 독성 약물인 MPTP의 결점을 보완할 대체약물

로 6-OHDA를 이용하여 wild type과 α-synuclein-/- 마우스에서 PD를 유발하였다. PD

유발된 mouse에서는 dopamine의 분비 억제가 오랫동안 유지되었으나, 행동 이상은 2개월

후에 회복되었다. 그리고 α-synuclein-/- mouse가 6-OHDA에 대해 저항성이 강한 것으

로 보아 6-OHDA의 독성은 α-synuclein에 의해서 영향을 받는 것으로 관찰되었다. 이 연

구에서는 행동학적인 지표가 2개월 정도 후에 회복되었다는 점에서 PD 모델 생산이 완전

하게 이루어졌다고 보기는 어렵다 (Alvarez-Fischer 등, Exp Neurol., 2007).

5. 콜레스테롤이 풍부한 식이를 공급받은 토끼를 동물 모델로 사용하여 베타아밀로이드의 침

전이 완만하게 나타나는 것을 확인하였다. 그러나 콜레스테롤 식이 방법이 표준화되지 않

았고 베타아밀로이드의 침전 양상은 개체에 따라 조금씩 변이가 있어 알츠하이머 모델 동

물로 활용되기에는 무리가 있다 (Sparks 등, J Alzheimers Dis., 2008).

6. MPTP를 다양한 연령대의 수컷 C57BL/6 mice와 BALB/c mice에 주입하여, 나이에 따른
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MPTP의 dopamine 분비 억제 효과에 대해 알아보았다. C57BL/6는 1개월령에 MPTP의

영향이 최소였던 반면, 18개월령에서 가장 큰 영향을 보였고, 이와 유사하게 BALB/c는 1

개월, 3개월령의 어린 개체에서 MPTP의 어떠한 영향도 관찰되지 않은 반면, 10개월령, 18

개월령에서는 dopamine 분비의 현저한 감소가 관찰되었다. 기존의 실험에서는 2-4개월령

의 수컷 C57BL/6와 BALB/c에 MPTP를 주입하였을 때에 C57BL/6는 매우 효율적으로

PD 모델을 생산할 수 있었지만, BALB/c는 MPTP에 대한 저항성이 강해 PD가 유발되지

않았다고 보고되었는데, 이번 실험에서 MPTP에 저항성이 강한 strain도 나이가 들면서

저항성을 잃는다고 보고하였다. C57BL/6의 어린 연령에서 MPTP의 영향에 대한 보고 내

용이 일관되지 않아 약물에 의한 PD 모델의 생산에 일관성이 부족하다 (Filipov 등,

Neuroreport, 2009)

7. Reserpine을 사용하여 뇌 카테콜라민(catecholamine)의 결핍을 유도하여 도파민 결핍, 무

동증(akinesia) 등과 같은 파킨스 병 소견을 보였으며, L-Dopa 치료에 의해 증상이 호전되

는 소견을 보였으나, 신경전달물질의 결핍이 일시적이며, 흑질 도파민 세포의 사명이 발생

하지 않는 단점이 있다(Carlsson A 등, 1958).

8. 도파민 신경 독소인 6-OHDA를 흑질에 투여하여 파킨스 병 쥐 모델을 유도하였으나, 흑

질-선조페(nigrostriatal) 시스템의 도파민 신경세포를 손상시켜 운동 증상 뿐만 아니라 심

히 및 인지 장애와 같은 비운동 증상도 발현 시킨다 (Ungerstedt U.등, 1968, Branchi I 등,

2008).

9. MPTP는 카테콜라민 신경세포에서만 미토콘드리아 효소 복합체 I를 억제하지만,

rotenone은 전반적으로 복합체 I를 억제한다 (Cannon JR 등, 2010).

10. Paraquat은 환경 독소로 MPP+과 화학적 구조가 유사하여 신경독성이 있고, 반복적으로

쥐에 투여 시 흑질에 도파민 신경세포가 소실되어 파킨슨 병 증상을 유발할 수 있기 때

문에 파킨슨 병의 기전에서 환경적인 요인이 중요하다는 것을 알 수 있다 (McCormack

AL 등, 2002)

제 2 절. 퇴행성 뇌신경 질환 (AD/PD)의 메카니즘 및 병인 유전자 

연구

대표적인 퇴행성 뇌신경 질환인 AD/PD는 많은 방법으로 연구되고 있다. 하지만 아

직까지 질병의 발생기전이 불명확하여 그 메카니즘 및 병변 유전자를 동정하는 연구가

계속적으로 진행 중에 있으며, 그 연구 현황은 아래에 작성해 두었다.

1. 알츠하이머병 메카니즘 및 병인 유전자 동정

가. 사람과 마우스에서 presenilin1(PS1), presenilin2(PS2)이 AD 유발 유전자임을 보

고 하였다. 그러나 PS1의 단백질 분해능이라는 기능적인 중요성에 대해 밝히지

못하였으며, 면역 염색을 통해 PS1이 대량 발견되어야 할 신경그물 내의 glial

cell body에서 PS1-IR(immunoreactive)을 감지해내지 못하였다. (Lee 등, J

Neurosci., 1996).

나. AD 환자의 경우 amyloid precursor protein(APP)이 β-secretase에 의해 분해가
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되고 PS1과 PS2를 subunit으로 지니고 있는 γ-secretase에 의해 분해되어, 분해

산물이 세포외에 축적되어 발병된다고 보고하였다. (Hardy, 2002, Science.;

Wilson등, Nat Neurosci., 2002).

다. APP, PS1, PS2를 암호화하고 있는 유전자 내에서의 돌연변이에 의해서 AD가 유

발된다고 보고되었다. 그러나 정확하게 세포 내 어느 곳에서 베타아밀로이드가

생성되고 얼마나 많이 분비되는지에 대한 연구가 필요하다. (Selkoe, Nat Cell

Biol., 2004).

2. 파킨슨병 메카니즘 및 병인 유전자 동정

가. PD 발병과 관련된 LRRK2(Leucine-rich repeat kinase 2) 돌연변이는 우성 유전

으로 후대에 전달되는 것을 밝혔다. 그러나 아직까지 전체 LRRK2 유전자 중 일

부 변이만이 PD와 관련하여 연구되었으며, LRRK2의 기능 규명, 생화학적 회로

에 대한 연구가 더 진행되어야 PD 발병과 LRRK2의 변이의 관련성에 대한 중요

한 정보를 제공할 수 있을 것이다. (West et al, Proc Natl Acad Sci U S A,

2005).

나. PD 환자의 가계도 및 유전자 분석을 이용하여 Parkin 유전자의 돌연변이가 유년

시기에 발병하는 PD와 관련이 있음을 밝혔다. 그러나 유년시기에 발병하는 PD의

일부 환자에서 PD의 병변 중 하나인 Lewy body가 관찰되지 않아, Parkin 유전

자의 정확한 생리학적 기능과 Parkin 유전자의 돌연변이가 Lewy body의 형성없

이 어떻게 선택적으로 nigral neuron의 퇴행성 변화를 유도할 수 있는지에 대한

연구가 더 진행되어야 한다. (Kitada 등, Nature, 1998).

다. PD는 도파민성 신경의 퇴행과 Lewy body라고 알려진 단백질 축적물이 형성되는

데, ubiquitin proteasome system(UPS)과 chaperone이 PD와 관련이 있음을

Drosophila을 이용한 실험을 통해 제시하였다. (Auluck 등, Science, 2002).

라. PD 환자의 염색체상에서 PARK6라고 알려진 chromosome 1p36의 좌위를 분석한

결과 PINK1(PTEN-induced kinase 1)에서의 돌연변이가 PARK6와 관련이 있다

고 확인하였으며, 이것은 missense mutation과 nonsense mutation으로 나타난다

고 보고하였다. 또한 PINK1은 미토콘드리아에 위치하고 있으며 이 유전자에 돌

연변이가 생기면 cellular stress에 대한 민감도가 증가함을 밝혀 미토콘드리아와

PD의 관련성에 대해 보고하였다. 그러나 PTEN에 의해 발현이 증가한다고 알려

진 PINK1이 PTEN과 관련된 세포의 모양에는 어떠한 영향을 끼치지 않아

PTEN 회로에서의 PINK1의 역할에 대한 연구가 더 필요하다. (Valente등,

Science, 2004).

제 3 절. 비설치류에서 퇴행성 뇌신경 질환 모델 동물 생산

설치류에서 AD/PD모델을 생산하여 질환연구를 진행하고 있으나, 인간의 질환과

유사한 병적 증상과 병리병변을 보여주지 못하고 있다. 따라서 이러한 한계를 극복하
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기 위하여 비설치류에서도 AD/PD모델 동물을 생산하고 있으며, 초파리에서 그 연구

가 활발히 진행되고 있다. 최근에는 돼지등의 대동물에서도 보고가 있으며 관련한 국

내외의 연구 현황은 아래의 목록과 같다.

1. 인간의 APP 유전자를 과발현시켜 초파리를 이용한 AD모델을 생산하였다. 그 결과, 초파

리의 날개에서 비정상적인 변화와 뇌의 Kenyon cell에서 퇴행성 변화, 아밀로이드 plaque

와 유사한 산재된 축적물이 형성되었다. 그러나 3일령의 초파리에서도 이러한 축적물이

소량 발견되어 축적물과 행동학적 이상이 연관이 있는지는 결론지을 수 없었다. (Iijima

등, PNAS, 2004).

2. 독성이 있는 베타아밀로이드 펩타이드를 발현시켜 AD모델 초파리를 생산하였고, 형질전

환 초파리의 신경이 퇴행성 변화를 보였으며, 생후 몇 일이 지나지 않아 운동 기능이 저하

되고, 후각 기억력이 손상되었으며 수명이 짧아지는 등의 AD의 분명한 표현형을 보였다.

그러나 초파리에서의 hAPP는 베타아밀로이드 부분에서 척추동물의 hAPP와 서열이 불일

치함을 보였다. (Crowther 등, Curr Opin Pharmacol., 2004).

3. 초파리를 이용하여 정상적인 사람의 a-synuclein과 두 개의 돌연변이 형(A30P, A53T)으

로 PD질환모델 동물을 생산하였다. 뇌 조직에서 육안적인 형태학적 변화를 유발하지는 않

았으나 성체 시기가 되었을 때 tyrosine hydroxylase의 손상이 일어났으며, 사람과 유사하

게 lewy body와 같은 축적이 일어났고, 운동 기능 손상도 유발되었다. a-synuclein의 발현

량에 있어 세 가지 다른 모델에서 거의 유사하게 관찰되어 a-synuclein과 PD 유발의 관련

성에 큰 의미를 부여하지는 못하였다. (Feany 등, Nature, 2000).

4. 초파리에서 Parkin 유전자의 기능 손상을 유발하여 PD 질병모델을 생산하였다. 결과 초파

리의 산화적 손상에 대한 민감도의 증가와 날개의 표현형이 달라졌다. 시간의 경과에 따

라 운동 기능에서도 퇴행성 변화가 나타났고, 그 구조적인 변화에는 미토콘드리아의 기능

결핍 및 조직학적 비정상이 관찰되었다. 그러나 Parkin 돌연변이 동물에서 dopamine 분비

감소는 관찰하지 못하였다. (Greene 등, PNAS, 2003; Pesah 등, Development, 2004).

5. 초파리를 이용하여 Pink1 유전자가 Parkin과 유전적으로 상호작용하여 mitochondira의

function과 관련있다는 것을 밝혀냈다. 초파리의 PINK1의 유사체를 제거한 결과, 수컷의

불임, 근육조직의 괴사성 퇴화, 미토콘드리아 형태의 이상을 유발하고 산화적 스트레스를

포함한 여러 스트레스에 대해 민감도가 증가하였다. 미토콘드리아의 기능을 조절하는데

있어서 pink1-parkin의 역할은 PD의 병인의 중추적인 메카니즘이라고 보고하였다. 그러

나 Parkin 돌연변이에서 dopamine 분비 신경세포의 손실이 약하게 일어났지만, PINK1 돌

연변이에서는 dopamine 분비 신경세포의 손실을 전혀 관찰하지 못했다. (Clark 등,

Nature, 2006).

6. 자연발생학적 동물 모델로 알츠하이머와 유사한 증상을 나타내는 노령의 침팬지를 이용한

연구도 진행되고 있다. 신경학적 plaque의 형성과 NFT 및 Filament의 형성이 알츠하이머

질병 양상과 동일하였으나 실험동물 모델로 사용하기 위해서는 대량 생산이 필요하며 자

연발생학적인 무작위적으로 발생하기 때문에 노령의 침팬지는 실험동물 모델로는 적합하

지 않다. (Rosen 등, J Comp Neurol., 2008).

7. 대동물의 뇌를 이용한 연구는 경제성, 윤리성, 실용성 등의 문제에도 불구하고, 인간 뇌 기
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능에 대한 연구를 하기에 최적의 조건을 갖고 있다. 소동물의 뇌를 이용한 연구의 문제점

을 극복하여 소동물의 CNS 연구부터 인간의 CNS 연구까지 다리를 놓아 줄 수 있는 동물

로서 미니돼지는 매우 적합하다. MPTP 주사하여 PD 질병모델을 개발하여 뇌 영상법, 보

행분석, 신경계분석, 사후 조직학 분석등을 진행한 사례가 있다. (Bjarkam 등, Br J

Neurosurg., 2008).

8. 돼지에서 DJ-1 유전자의 기능 손상을 유발하여 PD 모델을 생산하였다. 2마리의 bi-alleic

녹아웃 미니돼지 및 1마리의 mono-alleic 녹아웃 미니돼지를 생산하여, 웨스턴블랏 결과,

DJ-1 단백질이 생산되지 않는 것을 관찰하였다. 그러나 수일내에 폐사하여 DJ-1 녹아웃

돼지에서 표현형은 관찰하지 못하였다. (Yao J 등, Sci Rep., 2014).

9. 인간의 APP 유전자를 과발현시킨 돼지 AD 모델을 생산하였다. 그 결과, 7마리를 생산하

였으며, PDGFbeta 프로모터에 따라, 심장 또는 간이 아닌 뇌에서만 APP 단백질의 생산

이 관찰되었다. 그러나, 물체 인식 테스트 결과, AAP 과발현 AD 모델 돼지에서 유의적

인 결과는 없었으며, 아직 1-2년령의 나이로 인하여 증상이 발현되지 않았다고 추측하고

있다. (Kragh 등, Transgenic Res., 2009).

10. 2009년 Denmark의 연구자들이 handmade cloning기법을 이용하여 swedish form의 돌연

변이 APP형 유전자를 지닌 APP 모델 돼지를 발표 (Kragh et al., Transgenic Res, 2009)

하였고 2012년에 이 돼지가 1-2살이 되었을 때, 익숙한 물질 또는 새로운 물질에 대한 행

동학적 반응을 spontaneous object recognition test를 이용하여 평가하였다

(Sondergaard et al., Transgenic Res, 2012). 평가 결과, 유의적인 기억력 감퇴 등이 나타

나지 않았음을 보고하였다. 최근 이 복제돼지를 활용하여 지속적으로 뇌척수액의 면역학

적 증상 등을 분석하고는 있으나 병리학적인 변화는 나타나지 않는다고 하였다 (Holm et

al., Journal of Pathology, 2016). 이 연구에서 개발된 돼지의 돌연변이형 APP 유전자는

GLIS3 유전자의 인트론에 삽입된 것으로 알려졌는데, 2006년 프랑스 연구팀의 보고에 의

하면 GLIS3 유전자의 돌연변이는 선천성 상염색체 열성 질환과 관련이 있다고 하였다

(Senee et al., Nat Genet, 2006). 따라서 해외 연구팀에 의해 개발된 돼지의 증상은 완전

히 알츠하이머 환자의 그것과 연관시켜 연구하기엔 불완전하다. 하지만 본 연구 과제의

수행을 통해 생산된 APP 과발현 복제돼지는 행동학적 측면에서 알츠하이머 환자에서 나

타나는 행동 양상과 유사한 인지기능 이상 등의 측면이 관찰되며 생존 수명이 길어서 질

병의 메카니즘 분석이 용이하다는 장점을 지닌다. 또한 행동학적인 표현형 외에도 뇌 영

상 분석시 사람 알츠하이머 환자와 유사한 뇌의 대사 활성 정도를 나타남을 확인하였다.

그러므로 본 연구 과제의 수행을 통해 개발된 돼지는 사람의 퇴행성 뇌질환인 알츠하이

머 모델로서의 가치가 충분하고 이는 국내에서 개발된 이 형질전환 복제돼지 생산 및 표

현형 분석 기술의 우수성을 알 수 있다.

11. Parkinson disease를 동물모델에서 재현하기 위해 주로 마우스 및 설치류 모델에서

hSNCA를 과발현하여 생산하였다. 사람에서는 사후 조직에서 SNCA의 전사체가 뇌의

cortex, substantia nigra와 소뇌에서 부위-특이적으로 발현이 됨을 확인하였고 마우스

모델에서도 파킨슨 모델과 유사성을 발표하고 있다 (McLean et al., Molecular and

Cellular Neuroscience, 2012). 복제 기술 및 최근 개발된 유전자 재조합 기술을 이용하여

Parkinson disease를 재현하는 미니 돼지를 생산하고자 하는 시도 또한 해외 연구진에
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의해 보고되고 있다. 2014년 중국에서는 TALEN으로 DJ-1유전자를 녹아웃 시킨 복제돼

지를 생산 보고 하였으나 생산된 직후에 모두 사망하여 이들의 임상 증상 등에 대해서는

보고된 바 없다 (Yao et al., Sci Rep, 2014). 또한 2015년 중국에서는 CRISPR/Cas9을 이

용하여 PARK2, PARK1을 동시에 녹아웃시킨 복제 돼지를 생산 보고 하였으나 7개월령

에서 분석한 복제돼지에서 유사증상이 나타나지 않았다 (Zhou et al., Cell Mol Life Sci,

2015). 하지만 본 연구과제에서는 녹아웃 기술 외에도 과발현 기술을 통한 파킨슨 모델

돼지를 생산시도 하였다. 체세포 복제 기술을 통해 생산된 hSNCA 과발현 복제 미니돼지

는 2년령에 정상 미니돼지와 비교하여 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 소견에서 양

측 putamen 섭취감소가 관찰되고 행동 및 운동양상이 파킨슨 질환의 증상과 유사한 소

견을 보였다. 이를 통해 hSNCA 과발현 복제 미니돼지의 퇴행성 질환모델로서의 가치를

추정할 수 있다.

12. 알츠하이머 질환의 또다른 원인 유전자에 해당되는 PS1을 과발현하는 미니돼지 또한 덴

마크의 연구진에 의해 2013년 개발되어 보고되었다. Gottingen 미니돼지의 세포에 돌연

변이형 PS1유전자를 과발현 시켜서 복제 미니돼지를 생산하였다 (Jakobsen et al., 2013,

Transgenic Res). 이 미니돼지에 대해서도 3년 이상의 기간에 걸쳐 뇌에서 면역염색 등

을 통해 지속적으로 분석을 실시하고 있으나 알츠하이머 환자와 유사한 증상은 나타나지

않는다고 한다 (Holm et al., Journal of Pathology, 2016). 따라서 덴마크 연구진은 현재

뇌에서 아밀로이드의 축적과 침작을 가속화시킬 수 있도록 APP와 PSEN을 동시에 발현

하는 미니돼지를 생산하였고 이 돼지의 표현형을 현재 분석하고 있다. 본 연구과제에서

는 돌연변이형 APP 유전자를 과발현 시킨 복제돼지를 안정적으로 생산하였고 이 복제돼

지의 번식 및 1-2세령에서의 영상 분석을 통해 알츠하이머 모델로의 적정성을 확인하였

다. 또한 APP-PS1를 동시에 과발현하는 복제돼지를 생산하였으며 APP 과발현 복제돼

지의 행동 양상을 토대로 APP유전자와 PS1 유전자를 동시에 과발현하는 복제돼지 또한

알츠하이머 질환과 같은 임상증상 및 표현형을 나타낼 것이며 한 개 유전자를 지닌 개체

보다 더 중증의 증상을 나타낼 것으로 기대할 수 있다. 이러한 연구결과는 국내외에서 보

고된 바 없으며 APP유전자와 PS1 유전자를 동시에 과발현하는 복제돼지의 지속적인 다

양한 측면의 분석을 통해 알츠하이머 모델 돼지 생산 및 분석기술의 과학적 기술력을 독

보적으로 인정받을 수 있을 것이다.

제 4 절. 유전자교정을 이용한 유전자 적중 연구

지금까지 비설치류 형질전환 모델은 비효율성과 기술적 한계로 인해 응용에 큰 제

약이 있었다. 하지만 근래 유전자의 부위를 인식하여 자를 수 있는 유전자가위 기술의

개발에 의해 형질전환 모델 연구에 새로운 장이 개척되었다. 특히 지난 10여년에 걸쳐

Zinc finger nucleaes (ZFN), TAL effector nucleases (TALEN) 및 CRISPR/Cas9 등

의 유전자가위 플랫폼이 지속적으로 진화하면서 연구자들은 원하는 유전자의 특정 서

열을 정확하고 효율적으로 자르는 도구를 가지게 되었다. 이러한 새로운 기술을 이용

하여 다양한 종에서 세포 수준의 연구뿐만 아니라, 한 단계 나아가 제브라피쉬와 rat
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에의 적용되고 있으며 다양한 대동물 및 야생 동물에도 적용되고 있다.

1. ZFN 기술을 이용하여 사람의 세포에서 원하는 부위에 외부 유전자를 삽입시키는 것을 비

교적 높은 효율로 성공하여, 세포 공학 기술로의 적용 가능성뿐만 아니라 사람의 유전적

질병 치료를 위해 ZFN을 이용한 유전자 치료제의 개발 가능성을 확인하였다 (Moehle 등,

PNAS, 2007).

2. ZFN을 이용하여 HIV의 감염 시 인식되는 CCR5를 제거함으로서 HIV의 감염에 저항할

수 있는 사람의 CD4+ T 세포를 확립하여 보고하였다. 또한 이러한 CD4+ T 세포를 HIV

에 감염되어 있는 mice에 이식하였을 경우 면역체계가 회복되는 것을 확인하여, ZFN을

이용하여 환자유래의 CCR5가 형질 전환 된 T세포를 확립하여 환자에 적용하는 새로운

치료 기술로서 이용할 수 있음을 확인하였다 (Perez 등, Nat biotech., 2008).

3. ZFN을 이용하여 제브라피쉬에서 체세포뿐만 아니라 생식세포 유전자의 형질전환을 유도

할 수 있음을 확인하였다. 수정 후 1cell 단계의 배아에 제브리피쉬 유전자를 인식하도록

합성된 ZFN mRNA를 도입하여 20%의 효율로 형질전환 된 개체를 생산하였으며, ZFN

mRNA의 수정란 도입을 통해 다양한 제브라피쉬의 유전자를 조절 가능함을 확인하였다

(Doyon Y 등, Nat biotech, 2008).

4. mice에 비해 rat은 형질전환을 통한 다양한 모델동물 확립 및 연구에 제약이 컸으나 rat의

유전자를 인식하여 잘라내는 ZFN을 확립한 후 전핵내 미세주입법 또는 intracytoplasmic

injection을 통해 배아에 주입하여 원하는 유전자가 제거된 rat을 성공적으로 생산하여 보

고하였다 이 연구를 통해 빠른 시간 내에 원하는 유전자가 제거되고 후대까지 전달되는

rat model을 확립가능하며 새로운 사람의 질병 모델동물로서 이용 가능함을 확인하였다

(Geurts 등, Science, 2009).

5. 원하는 유전자 부위를 효율적으로 인식 및 제거하기 위해 ZFN을 합성하는 새로운 방법을

확립하여 보고하였다. 확립된 ZFN은 높은 효율로 원하는 부위의 유전자 부위의 재조합이

일어나도록 하였으며, 이를 이용하여 식물뿐 아니라 사람의 유전자를 조절함으로서 유전

자 치료 및 의생명공학 분야에 응용 가능함을 확인하였다 (Lee 등, Genome res., 2010).

6. 녹색 형광을 발현하는 돼지 체세포에서 ZFN을 이용하여 녹색 형광을 발현하도록 하는 유

전자를 제거하고, 이 세포를 이용하여 체세포 핵이식을 실시하여 복제 돼지 생산에 성공하

여 보고하였다. 이는 ZFN을 가축에 적용하여 성공적으로 산자를 생산한 최초의 보고이며

이를 통해 ZFN을 이용하여 대동물에서 체내에 가지고 있는 유전자를 조절한 동물을 생산

할 수 있는 가능성을 확인하였으며, 이는 농축산업 뿐만 아니라 의생명공학 분야에 이용

가치가 크다 (Whyte JJ 등, Mol Rerod Dev., 2011).

7. ZFN에 비해 높은 특이성과 절단 효율을 갖는 TALEN이 개발되었으며 이를 통해 좀더 정

교하고 손쉬운 유전자교정기술이 사용되기 시작함. 이후 세균의 면역체계인 CRISPR/Cas

시스템을 바탕으로한 CRISPR/Cas9 유전자가위가 발명되었으며 높은 효율과 함께 매우

쉽게 만들 수 있는 장점을 바탕으로 유전자교정의 보편화가 이루어짐 (Kim 등, Nature

Reviews in Genetics, 2014)

8. 전통적인 녹아웃 기법인 gene targeting을 이용하여 생산되어온 뇌질환 모델 동물은 대부

분 mouse로 화학물질을 이용하여 만들어지는 모델에 비해 형질의 안정성이 기대되었으나
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실제로는 예상하였던 퇴행성뇌질환의 병리적 특성을 잘 재현하여 오지 못하였다

(Dawson 등, Neuron, 2012). 대부분의 경우 경미한 증상만을 보이거나 일부의 증상만 보

였으며 전혀 관련 증상이 나타나지 않는 경우도 있었다.

9. 나 유전자교정기술을 이용하여 유전자 녹아웃을 통한 유전성 질병모델 동물을 만드는 연

구가 활발하게 진행되고 있다. 기존 연구에 널리 사용 되고 있는 쥐 모델이 퇴행성 뇌질환

에 대해 정확한 병리 형태를 보이지 못하여 다른 설치류 및 대동물에서의 모델 개발에 대

한 관심이 높다. 특히 기존 쥐 모델과 달리 Rat 모델의 경우 PD 관련 유전자 녹아웃 시

PD에 관련한 주요 병리현상 중 일부를 기존 쥐 모델에 비해 잘 보여줘 PD 모델로의 가능

성을 보였다 (Dave 등, Neurobiol. Dis., 2014). 유전자 녹아웃 Rat의 퇴행성 뇌질환 모델로

의 유용성은 비침습적 영상연구 및 행동연구를 통해 추가적인 검증이 필요하다.

10. 나. 또한 대동물에서의 유전자교정 기술 적용이 확대됨에 따라 퇴행성 뇌질환 연구를 위

한 유전자교정 대동물을 개발하는 연구가 세계적으로 다수의 연구진에서 진행되고 있는

것으로 보인다. 특히 2014년부터 시작하여 중국의 연구진들이 활발히 관련 연구를 진행

하고 있으며 TALEN 및 CRISPR 기술을 바탕으로 파킨슨질병과 유전적 관련성이 잘 밝

혀져 있는 PARK2, PINK2, DJ-1 유전자에 대한 녹아웃 돼지 개발이 발표되어 오고 있다

(Zhou 등, Cell. Mol. Life Sci., 2015/Wang 등, Scientific Reports, 2016/Yao 등, Scientific

Reports, 2014). 하지만 대부분의 연구가 유전자 녹아웃 돼지 생산 자체에 대한 연구로

질병모델로의 가치를 보여주고 있지 못하다.

제 5 절. 퇴행성 뇌질환 모델 돼지의 시장 현황

1. 세계적으로 인구 고령화가 빠르게 진행되면서 알츠하이머병, 파킨슨병, 뇌종증 등의 퇴행

성 신경질환 환자가 급속히 증가하고 있다. 국내의 경우 2013년 65세 이상 인구가 전체의

12.2%를 차지해 이미 고령화 국가에 진행하였으며, 2030년에는 초고령 국가가 될 것으로

예상하고 있다. 2005년부터 2010년까지 건강보험 진료비 지급자료를 분석한 결과, 치매로

인한 진료 이용은 312.4% 파킨슨병은 189.2% 증가하였으며 진료비 또한 상승하였다.

2. 퇴행성 신경질환 치료제의 세계 시장 규모는 2012년 88억 달러에서 2018년 110억 달러 이

상(연평균 5.9%의 성장)의 성장이 예상되며 근본적인 치료제가 없는 상황으로 우수한 효

능에 대한 치료제 수요가 많아 잠재시장은 매우 클 것으로 전망하고 있다. 알츠하이버병

치료제 세계 시장은 2011년 약 52억 달러의 규모이며 국내 시장의 치료제 매출 및 질료 전

반 비용은 2011년 1,800억원의 시장을 형성하고 있다. 파킨슨병 치료제 세계 시장은 2011

년 약 24억 달러의 규모이며 국내 시장은 2011년 1,533억의 시장을 형성하고 있다. (2020

세계 의약품 및 의료기기 시장 전망, 우리투자증권, 2014년)

3. 비임상, 임상 연구개발의 확대와 함께 기초, 원천 연구의 확대를 통해 약물개발을 위한 작

용기전 연구에 많은 투자가 필요하며, 근본적인 치료제가 없는 상황에서 작용기전 연구와

바이오마커를 활용한 진단 기법의 개발에 퇴행성 질환 모델 돼지의 활용이 기대 된다. (퇴

행성 뇌질환 치료제의 개발동향, KISTI, 2013년)
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제� 3� 장.� 연구수행�내용�및� 결과

코드번호 D-05

제 1 절 연구개발의 추진전략ㆍ방법 및 추진체계, 추진일정

1. 추진 전략ㆍ방법

가. 퇴행성 뇌신경 질환 모델 개발을 위한 컨소시엄 구성

특정 유전자를 제거 혹은 과발현시킨 형질전환 세포주를 이용한 SCNT 기법은 질환 모

델 복제동물을 생산하는 보편적인 방식으로 인정받고 있다. 이를 위해서는 1) 신경질환 관

련 병인 유전자가 형질전환 된 세포주 확립기술, 2) SCNT 기법을 통한 복제동물 생산기술,

3) 복제동물의 검증기술, 4) 기 생산/검증된 질환모델동물의 활용을 위한 연구용 실험동물

자원 인프라 구축 기술 등이 필요하다.

이 모든 기술을 동일 연구팀에서 보유하기는 현실적으로 어렵기 때문에 이를 보유하고

있는 다양한 연구팀의 참여 및 컨소시엄의 구성이 퇴행성 신경질환 모델 개발 연구의 성공

을 위해 필요하다.

그림 3 연구과제 관계도

나. AD/PD 병인론

(1) AD 병인론
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(가) AD는 진행성 퇴행성 뇌신경계 질환으로 주요한 병리학적 특징으로는, 해마와 대뇌

피질 신경세포의 외부에는 아밀로이드 베타 단백질 (amyloid β protein, Aβ)로 구성

된 노인성 반점 (senile plaque, SP)이, 내부에는 과인산화된 타우 단백질 (hyper-

phosphorylated Tau protein)로 구성된 신경섬유 덩어리 (neurofibrillary tangle, NFT)

의 두 가지 불용성 단백질이 축적되며, neuron의 loss를 보인다.

(나) 아밀로이드 전구 단백질 (amyloid precursor protein, APP)은 α-secretase에 의해

Aβ의 중앙부분이 절단되어 non-amyloidogenic fragment를 형성하는 것이 정상적인

분해 과정이지만, β-secretase에 의해 가수분해 되고, 뒤이어 γ-secretase가 Aβ의 C-

말단을 절단하게 되면 불용성 Aβ가 생성되고, plaque를 형성한다. 따라서 돌연변이형

의 APP와 γ-secretase와 비슷한 기능을 수행하는 돌연변이형의 PS1과 PS2는 많은

양의 Aβ 생성을 유도하게 되고 결과적으로 신경세포 외부에 노인성 반점을 생성하여

AD의 주된 신경 병리학적 특징을 나타낸다.

그림 4 AD의 병인론인 Aβ설을 설명해주는 모식도

(다) NFT의 주요 구성성분인 tau 단백질은 미세관 결합 단백질 (microtubule associated

protein) 중 하나로 그 기능이 정확하게 알려져 있지는 않지만 axonal transport에 중

요한 역할을 한다고 알려져 있다. 과거에는 NFT가 이차적으로 발생되는 것으로 추정

하였으나 Tau 유전자 돌연변이가 전두측두엽 치매를 유발시키는 것이 확인되면서

taupathy라는 관점에서 새롭게 연구되고 있다.

(라) 인산화과정이 Tau 단백질의 분해와 중합과정을 조절하는 기전으로 알려져 있으나,

Tau 단백질이 과인산화 되면, 과인산화 된 Tau 단백질과 미세관의 결합에 변화가 초

래되고 미세관의 안정성이 떨어지며 세포골격의 붕괴로 신경세포가 타격을 입게 되고

결과적으로 AD 질환을 나타내게 된다.

(마) Age-related myelin breakdown이 AD 원인의 하나로 주목받고 있다.
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Demyelination은 axon에서 신호전달을 중단시키고, 이러한 자극이 없어진 신경세포의

손실을 일으키게 된다. 또한 myelin이 붕괴되면서 방출되는 iron이 또 다른 손상의 원

인으로 작용하게 되며 손상된 myelin을 복구하기 위한 과정 중에서 Aβ나 Tau 같은

단백질들이 더욱 축적되게 된다.

(바) 전체 AD 환자 중 가족력을 동반한 조기 발병 AD 환자는 약 5 %에 불과지만, 이

들의 연구를 통해 AD의 병인을 밝혀내는데 중요한 정보를 얻고 있다. APP 유전자

및 PS1, PS2의 돌연변이가 AD 발병과의 연관성이 높음이 보고되어, 이들을 이용하여

AD의 정확한 병인 기전을 밝혀내기 위한 연구들이 진행되고 있다.

(2) PD 병인론

그림 5 PD 병인론의 모식도

(가) PD는 뇌의 흑질(substantia nigra)에 분포하는 도파민 신경세포가 선택적으로 파괴

되어 발생하는 질환이며, 떨림, 경직, 서동 (운동느림) 및 자세 불안정성이 특징적으로

나타난다.

(나) alpha-synuclein (SNCA), ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 (UCH-L1),

Parkin (PRKN), leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2 or dardarin), PTEN-induced

putative kinase 1 (PINK1), DJ1 and ATP13A2 등의 유전자에 돌연변이가 생긴 대부

분의 경우에서 PD 증상이 발견된다고 알려졌으나, PD에서 나타나는 선택적 세포 파

괴의 발병기전 및 원인은 아직 밝혀져 있지 않으며, 유전적 인자와 환경적 인자가 서

로 상호작용을 일으킨다는 ‘다인성 가설’이 가장 보편적으로 받아들여지고 있다.

(다) 대부분의 PD 환자들은 가족력 없이 발병하지만, 약 10% 정도에서는 가족성 PD가

나타나고 있다. 가장 먼저 확인된 유전성 파킨슨 질환은 상염색체 alpha-synuclein

(SNCA) 유전자 결손에 의하여 일어나며 우성으로 발생된다. hSNCA는 PD환자 중뇌
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흑질의 도파민 뉴런의 세포질 내에 침착되는 Lewy body의 주된 구성성분이다.

(라) Young onset juvenile PD를 일으키는 familial genetic PD로 잘 알려진 대표적인

gene들은 PARK2 (Parkin), PARK6 (PTEN-induced kinase 1; PINK1), 및 PARK7

(DJ1)이다. 이들 유전자 결함에 의한 familial PD의 경우 증상 발현은 10대에서 20대

부터 발현되며 모두 상염색체 열성유전에 의하여 발생되는 early onset juvenile PD

질환들이나 아직까지 이러한 유전자에 의한 PD 발생의 정확한 기전 및 상호 작용에

대해 알려진 바가 없다.

(마) PINK1과 Parkin 및 DJ1은 mitochondria의 기능과 관련이 있는 것으로 알려져 있으

며, 이들 유전자 돌연변이로 인해 cellular dysfunction을 일으키고 신경세포의 파괴가

일어나 PD가 발병하는 것으로 알려져 있다. Parkin은 특정 neural protein의 분해를

촉진시키고, Lewy body를 구성하고 있는 alpha-synuclein을 선택적으로 nitration 시

키는 것이 관찰되어 PD의 주요 원인 유전자로 알려져 있다.

(바) PD 원인 유전자의 기능 및 상호 연관성에 대한 연구를 바탕으로 PD 발병 기전을

밝힐 수 있을 것이다. 이를 바탕으로 PD의 예방·진단·치료법을 개발 할 수 있을 것이

며, 이를 위해 다양한 연구가 진행되고 있으나, 현재까지 적절한 모델 시스템이 확립

되어 있지 않다.

다. 본 과제 수행을 위한 연구팀의 전략 및 방법

※

(1) 퇴행성 뇌신경질환 복제 미니돼지 생산을 위한 SCNT 연구팀의 전략

(가) SCNT 기법의 최적화; SCNT 기법은 형질전환 미니돼지 생산을 위한 최적의 기술

이나 사업화 및 광범위한 활용을 위해서는 생산효율의 증진이 필요하다. 따라서 본

연구팀은 양질의 체외성숙 난자 생산 기법 및 체외수정 또는 단위발생란 등을 이용한

미니돼지 수정란에서 얻은 다양한 기초 데이터를 기반으로 SCNT 기법의 주요 요소

들을 최적화하여 효율성을 향상시킬 것이다.

(나) SCNT 기법과 형질전환 기술의 융합을 통한 AD/PD 모델 미니돼지 생산; 연구팀의

복제동물 및 형질전환 생산 기술을 토대로, AD/PD 병인 유전자들이 각각 발현 또는

제거된 형질전환 복제 미니돼지를 생산할 것이다. 특히 제 3세부 연구팀에서 선정/개

발된 ZFN 및 최근 유전자편집 기법에 타켓 유전자의 변이를 유발시킨 공여세포와 제

1세부 연구팀에서 바이러스를 매개로 병인 유전자를 과발현시킨 공여세포를 이용하여

형질전환 복제 미니돼지를 생산하고, 이에 대한 결과를 다시 공동 연구팀을 통해 분

석하는 상호 연계 연구를 통해 최적의 유전자 시스템을 찾아갈 예정이다.

(2) 형질전환 복제 미니돼지의 분석 및 검증 시스템 확립을 위한 연구팀의 전략

(가) 퇴행성 뇌신경질환 모델 복제 미니돼지에 적합한 비침습적 모니터링 시스템 확립; 제 4
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세부의 신경 독성물질 투여를 통한 PD모델 미니돼지를 이용하여 향후 생산될 형질전

환 미니돼지의 행동학적/영상학적 모니터링을 위한 시스템을 확립할 것이다. 또한 미

니돼지에서 병변 유발부위를 미리 확인하여 독성물질로 유발된 질환모델과 유전적 변

이에 의해 생산된 형질전환 미니돼지 간의 차이점 분석을 통해, 퇴행성 뇌신경 질환

모델 생산에 가장 적합한 유전자 또는 방법에 관한 결과를 공동 연구팀과의 상호 연

계 연구를 통해 찾아갈 예정이다.

(나) AD/PD 형질전환 미니돼지의 확립 및 검증; AD/PD는 퇴행성 뇌신경질환으로 뇌질

환의 유발까지는 일정 기간이 소요될 것으로 생각된다. 유전자 조절된 미니돼지의 질

병발현까지의 기간을 정확히 예측하기는 어려우나 2-3년차에 생산된 미니돼지의 경우

5년차에서는 유발이 가능할 것으로 생각되며, 미니돼지에서 유래한 만능줄기세포 및

지방유래 줄기세포로 신경분화를 실시하고 체외에서 검증할 수 있는 시스템을 확립하

여 모델로서의 적합성 여부를 평가하고자 하며 이를 바탕으로 산업화 가능성을 검증

한다. 또한 유전자 조절에 의해 모델 가능성이 확인된 미니돼지의 경우 외적 환경적

요소의 조절 (AD/PD 모델의 조기 유발은 vitamin B6/B9(folate)/B12 등이 결핍된

nutrition depleted food를 급여하거나, 사육장을 chamber로 만들어 chronic hypoxic

condition을 유발시키는 방법 등 활용)에 의해 뇌질환이 조기에 유발되는 방안을 모색

하여 인간에서의 환경적/유전적 요인에 의한 AD/PD의 발병 기전을 밝히고자 한다.

(3) 질병 모델 제작용 세포주 생산을 위한 ZFN 합성 및 형질전환 복제돼지의 검증을 위

한 연구팀의 전략

(가) AD/PD 병인 유전자 조절위한 벡터 제작; AD 모델 미니돼지 생산위해 hAPP 유전

자 조절 벡터를, 그리고 PD 모델 미니돼지 생산을 위해 Parkin, PINK1, DJ1,

ATP13A2 유전자 적중 벡터를 제작한다. PD 모델 미니돼지 생산의 경우 만들어진

PD 유전자 적중 ZFN중 가장 효율이 좋은 ZFN을 선택하여 PD 모델 미니돼지 생산

을 위한 공여 체세포 제작에 이용한다. ZFN 기술은 현재까지 다양한 배양 세포와 모

델동물 (C.elegans, D.melanogaster, Zebrafish, Mouse and Rat)들에서 효율적인 유전

자 KO을 위해 성공적으로 사용되었다. 하지만 미니돼지와 같은 큰 동물에서의 활용

은 아직 발표되어 있지 않다. 제 3 세부 연구팀은 지난 수년간 독자적으로 ZFN기술

을 개발하고 이를 다양한 배양세포 system에서 효율적으로 사용하는 기술을 개발하

여 왔다. 이를 제 1 세부 연구팀의 SCNT 기술과 접목하면 빠르고 효율적으로 유전자

KO 동물을 생산할 수 있는 기술을 확립하여 PD 모델을 생산할 수 있을 것으로 기대

할 수 있다.

(나) 형질전환 복제 미니돼지의 유전자 프로파일링 및 비교 분석; 신경 독성물질의 투여

에 의해서 또는 유전자 조절 기법에 의해서 확립된 모델 동물과 대조군 동물과의 비

교를 통해 표현형의 변화에 영향을 미친 요인들을 찾아낼 수 있다. 따라서 두 그룹간

의 유전자 발현 양상의 비교를 통해 질환을 일으킨 원인 유전자 및 질환의 진행과정

에 연관된 유전자를 밝혀낼 수 있을 것이다. 이러한 기법을 바탕으로 본 연구 과제를

통해 확립할 모델 미니돼지를 이용하여 유전자 프로파일링을 수행하여 확립될 모델
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미니돼지의 인간 질병과의 유사성 여부를 검증하고, 또한 질병 발병 원인 메커니즘을

밝히고자 한다.

(4) 신경독성 모델 미니돼지 생산과 사육 및 관리기법 확립을 위한 연구팀의 전략

(가) 신경독성 모델 미니돼지 생산을 통한 조직 병리학적 평가 기준 마련; 신경독성 모

델 미니돼지 생산을 위하여, 우선 PD와 유사한 병변을 일으킨다고 알려진 신경독성물

질을 이용하여 PD 모델 미니돼지 개발의 기반을 마련할 것이다. 신경독성물질 투여를

통해 만든 PD 모델 미니돼지를 이용하여 조직병리학적인 검사 및 유전자 변화를 프

로파일링 하여 인간의 PD와의 유사성 여부 판단 및 질병의 발병기전을 연구를 위한

시스템을 확립할 것이다.

(나) 퇴행성 뇌신경질환모델 복제 미니돼지 확립을 통한 실험동물 자원 인프라 구축; 뇌

신경질환모델 복제 미니돼지의 생산 및 관리 시스템 확립을 위하여 양돈 및 미니돼지

의 사양관리에 풍부한 지식이 있는 기업, 수의사, 실험동물 시설 및 일선 양돈농장 등

(TS무지개사료, 특수생물자원연구센터, 옵티팜솔루션 메디피그 등) 다양한 인력 풀과

의 꾸준한 교류를 해오고 있으며, 연구 협력 및 기술 자문을 통한 실험동물 자원인프

라를 구축할 계획이다.

(5) 축산 농가와 연계를 통한 질환 모델 돼지 생산 관련 기술의 사업화

(가) 연구수행 중: 복제 돼지 모델 생산을 위한 대리모 공급 및 대리모의 사육을 위한

축산 농가의 참여는 우선 알앤에프영농법인을 대상으로 시작하여 일반축산 농가로 확

대할 계획이다.

(나) 연구종료 시: 의학 및 생물학 실험 위한 원료 돼지 공급은 참여기업이 주축이 되어

일반축산 농가를 포함한 생산 시스템을 구축할 예정이다.

(다) 뇌질환 모델 돼지의 사양을 위한 사양 시설의 기준 확립 및 기존 축산 농가에의 적

용을 통하여, 질환 모델 돼지의 일반축산농가와의 연계를 통한 대량 생산을 구축하여

기존의 축산업 식품 소재로서만의 제한된 이미지를 벗어나 새로운 바이오 리소스로서

의 인식 개선 및 소득향상을 도모할 예정이다.

(6) 자문회의; 과제 수행시 외부전문가, 농식품부 및 IPET 담당자가 참여하는 연구협의회

(발표회)를 구성하여 추진할 계획이다.
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다. 추진 체계

AD/PD 모델 미니돼지 확립

§ AD 모델 생산위한
APP 유전자 조절 형
질전환 미니돼지 생산

§ PD 병인유전자 발현
형질전환 복제수정란
생산 및 검증

§ 신경 독성물질 투여를
통한 PD 모델 미니돼
지 분석 시스템 확립

§ PD 병인유전자 KO
위한 고효율 ZFN 합
성 및 세포주 생산

§ 신경독성물질투여를 통
한 미니돼지의 유전학
적 검증

§ 신경독성물질 투여를
통한 PD 모델 미니돼
지 조직병리분석

§ AD 병인유전자 복합
발현 미니돼지 생산

§ ZFN-KO PD모델 미
니돼지 생산

§ hSNCA 발현 미니돼지
행동학적/ 영상학적 분
석 통한 PD 모델로의
평가

§ hSNCA 발현 미니돼
지의 유전학적 검증

§ hSNCA 발현 미니돼
지의 번식능 평가 및
사육기법 확립

§ 형질전환 미니돼지의
교배를 통한 다중유전
자 조절 PD 모델 생
산

§ AD 병인유전자 복합
발현 미니돼지의 행동/
영상학적 분석통한 AD
모델로의 평가

§ PD 유전자 KO 미니
돼지의 행동/ 영상학
분석통한 PD 모델로의
평가

§ AD 병인유전자 복합
발현 미니돼지의 유전
학적 검증

§ ZFN-KO PD모델 미
니돼지의 유전학적 검
증

§ AD 병인유전자 복합
발현 미니돼지 번식능
평가

§ ZFN-KO PD 모델 미
니돼지 번식능 평가

제1협동 제2협동제2세부제1세부

다중유전자 조절 PD 모델 미니돼지 생산, AD 복합발현 모델 돼지 및 PD-ZFN KO 모델 돼지 분석

§ 뇌신경세포 특이발현
프로모터 개발

§ PD 병인유전자발현
세포주 확립

§ 형질전환 복제 수정란
생산 효율 향상

§ 일반 미니돼지이용 영
상학적/ 행동학적 분
석기법 확립

§ AD 모델 생산 위한
APP 유전자 조절벡터
생산 및 PD 병인유전
자 합성

§ 신경독성물질 투여를
통한 PD 모델 미니돼
지 개발 및 미니돼지
유래 원료세포 확보/
공급

AD/PD 모델 미니돼지를 만들기 위한 기초작업, 분석기법 확립 및 신경독성물질투여 PD 모델 미니돼지 개발

APP 유전자 조절 미니돼지 생산, PD 모델 공여세포 준비 및 신경독성물질투여 PD 모델 미니돼지 분석

§ hSNCA 발현 PD 모
델 미니돼지 생산

§ PD 병인유전자 KO
복제수정란 생산

§ APP 돼지 세포주 이
용 AD 병인 유전자
복합발현 세포주 생산

§ APP 유전자 조절 미
니돼지의 행동학적/ 영
상학적 분석

§ APP 유전자 조절 미
니돼지의 유전자조절
유무 검증

§ ZFN 이용 PD-KO 세
포주 생산

§ APP 유전자 조절 미
니돼지의 번식능 평가
및 사육기법 확립

PD 병인유전자 발현 미니돼지 생산, AD 병인 유전자 복합 발현 세포주 생산, APP 조절 미니돼지 분석

PD-ZFN KO 미니돼지 및 AD 병인 유전자 복합 발현 미니돼지 생산, hSNCA 발현 미니돼지 분석

4차

년도

3차

년도

2차

년도

5차

년도

1차

년도
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제 2 절 연구개발 방법 및 연구결과

<1세부:�체세포�핵이식�기법에�의한�퇴행성�뇌신경�질환�미니돼지�생산>

1. 뇌신경세포 특이발현 프로모터 개발

가. AD 모델 돼지 생산을 위한 뇌신경세포 특이발현 프로모터 개발

(1) 연구방법

(가) 돼지의 뇌에서 신경특이적 유전자 발현을 위한 synapsin 프로모터 –GFP 벡터 제

작 및 평가

① 알츠하이머병의 정확한 발병 기전과 원인에 대해서는 정확히 알려져 있지는 않으

나, 베타 아밀로이드(beta-amyloid)라는 작은 단백질이 과도하게 만들어져 뇌에 침착

되면서 뇌 신경세포에 유해한 영향을 주는 것이 발병의 핵심 기전으로 알려있다. 그

외에도 뇌 세포의 골격 유지에 중요한 역할을 하는 타우 단백질(tau protein)의 과인

산화, 염증반응, 산화적 손상 등도 뇌 세포 손상에 기여하여 발병에 영향을 미치는

것으로 알려져 있다. 따라서 알츠하이머병 모델 돼지 생산을 위해서는 뇌신경세포

특이적으로 병인유전자가 발현되도록 조절하는 것이 필수적이다. 이를 위해 뇌신경

특이적으로 유전자 발현을 조절할 수 있다고 알려진 synapsin(SYN) promoter 프로

모터를 이용하고자 한다. 먼저 SYN 프로모터의 조절 하에 RFP 유전자가 뇌신경세

포에서만 발현되도록 작성한다.

그림 6 뇌신경세포 특이적 synapsin promoter-reporter 벡터

① SYN 프로모터 하에서 유전자 발현이 조절되는 체계는 Lentivirus를 사용하고, 또한

WPRE (woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element) 서열을

도입하여 mRNA 합성의 효율성을 증가시키고 이에 따라 단백질합성의 향상을 유도

한다. 따라서 돼지의 뇌신경특이적으로 발현하는 프로모터의 검증을 위한 벡터는

synapsin 프로모터, eGFP 정보 제공 유전자, PGK (phosphoglycerate kinase) 촉진자

를 Lentiviral plasmid에 결합시킨 것이다. 생산된 virus를 미니돼지 지방줄기세포에

감염시킨 후 신경세포 특이적 발현 양상을 검증한다.

(2) 연구결과
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(가) 돼지의 뇌에서 신경특이적 유전자 발현을 위한 synapsin 프로모터 –RFP 벡터 제

작 및 평가

① human synapsin promoter를 이용하여 돼지의 뇌신경세포 특이적으로 유전자가 발

현하는 벡터를 렌티바이러스 벡터를 구축하였다. 미니돼지의 지방줄기세포를 구축된

바이러스 벡터를 이용하여 감염시켜, puromycin 1.5 μg/ml가 첨가된 배지를 이용하

여 4일 동안 선별하였다. 선별을 마친 세포의 일부는 신경원성세포로 분화를 유도하

기 위하여 신경세포분화배지에서 배양하였고 나머지는 동결보관하였다. 선별된 세포

를 자외선 하에서 관찰하였을 때 여전히 RFP가 관찰되지 않았으나, 신경세포로 분

화된 세포에서는 RFP가 관찰되기 시작하였다. 신경분화 14일째 세포에서 아래 그림

과 같이 RFP발현되는 것을 통해, 본 연구에서 AD 모델 생산을 위해 선정한

synapsin 프로모터는 돼지에서 뇌신경세포 특이적으로 유전자의 발현을 조절할 수

있는 능력이 있음이 검증되었다. 따라서 앞으로 AD 모델 생산을 위한 형질전환 세

포주를 생산 시 synapsin 프로모터를 이용하여 벡터를 제작하고자 한다.

그림 7 형질전환 된 돼지 지방줄기세포를 14일 동안 신경원성으로 분화시킨 후, Nestin 항체로 

신경원성으로 분화된 사진 (GFP발현)과 자외선 하에서 동일하게 신경원선 분화세포에서 RFP가 

발현되는 사진.

나. 공여세포 준비를 위한 미니돼지 세포주 확립

(1) 연구방법

(가) 성체섬유아세포, 태아섬유아세포 및 지방줄기세포주의 확립

① 미니돼지의 성체섬유아세포 확립을 위하여 6년령 암컷 미니돼지의 복부 조직을 채

취한 후, PBS에 3번 washing 하였다. 그 후, 미세가위를 이용하여 조직을 잘게 자르

고 0.25 %(w/v) 트립신 및 1 mM EDTA가 보충된 Dulbecco's modified Eagle's

medium (DMEM)에서 1시간 배양했다. 배양 후, 10 %(v/v) FBS 가 첨가된 DMEM

으로 트립신을 중화후, 원심분리 후 상층액은 제거하고 조직과 세포 펠렛을 회수하
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여 배양접시에 넣은 후, 10 %(v/v) FBS 가 첨가된 DMEM에서 6일 내지 8일 간 배

양한다. 배양 후, 부착되지 아니한 세포 또는 외식편 덩어리를 제거한 후, 부착된 세

포들을 컨플루언시까지 계속하여 배양하여 성체 섬유아세포주를 확립하였다. 확립한

세포주는 실험에 사용하기 전까지 10%DMSO 가 첨가된 FBS를 이용하여 동결하여

액체질소에 보관한다.

② 미니돼지의 지방줄기세포를 분리하기 위해 미니돼지의 서혜부에서 지방조직을 회수

하여 phosphate buffered saline (PBS)으로 washing하였다. 그 후, 미세가위를 이용

하여 조직을 잘게 자르고 1 mg/ml collagenase I을 처리하여 60분 간 37 °C에서 교

반시켜 조직을 분해했다. 100㎛ cell strainer를 이용하여 분해된 조직을 걸러내고 원

심 분리하여 세포 분획을 얻은 후, 상층액을 제거하고 세포를 회수하여 지방줄기세

포 배양배지(RKCM)에 넣고 37 °C, 5% CO2 조건하에서 배양한다. 다음날 배양 접

시에 부착되지 아니한 세포 또는 조직 덩어리를 제거한 후, 부착된 세포들을 컨플루

언시까지 계속하여 배양하였다. 부착된 세포는 줄기세포임을 검증하기 위하여 줄기

세포 특이적 발현 cell surface marker를 이용하여 flow cytometry로 세포의 특성을

분석하였다. 또한 체외분화 실험을 통하여 3배엽으로 분화되는 만능성 검증을 통하

여 배양된 세포가 지방줄기세포주임을 검증하였다. 이렇게 확립한 세포주는 실험에

사용하기 전까지 10% DMSO 가 첨가된 FBS를 이용하여 동결하여 액체질소에 보관

한다.

(2) 연구결과

(가) 미니돼지 성체조직유래의 섬유아세포주 확립

- 형질전환 복제돼지의 생산을 위하여 미니돼지유래의 다양한 세포주를 확립하였다.

현재까지 형질전환 복제돼지 생산에 가장 효율적이라고 보고되어진 태아섬유아세포

를 비롯하여, 피부유래의 성체섬유아세포와 태아섬유아세포의 이용 시 발생하는 문

제점 (제한적인 세포 수, 윤리적인문제)을 극복하기 위한 대안으로 돼지의 지방줄기

세포주도 확립하였다. 결과는 아래 기술하였다.

① 성체섬유아세포의 확립은 6년 령의 미니돼지 암컷의 피부조직과 근육조직으로부터

각각 확립되었다. 확립된 세포는 피부유래세포는 0계대에서 1 x106 cells/ml 농도로

1.5 ml 동결튜브 7개로 각각 동결되었고, 근육유래세포는 0계대에서 1 x106 cells/ml

농도로 1.5 ml 동결튜브 3개로 각각 동결되어 세포의 이용 전까지 액체질소에서 보

관하였다.
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그림 8 형질전환 복제돼지 생산을 위한 공여세포주 확립을 위해 2회(A-D, E-H)에 걸쳐 암컷 미니돼

지로부터 근육, 피부, 지방 및 태아유래 세포주를 확립하였다. 첫 번째 세포주 확립 시 7개의 태아유

래 섬유아세포주를 확립하였으며 두 번째 세포주 확립시 9개의 태낭이 확인되었으나, 2개의 태아유래 

섬유아세포주만 확립하였다.

그림 9 미니돼지유래의 태아섬유아세포(A), 성체섬유아세포 (B), 지방줄기세포 (C).
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Cell Strain Passage Number concentration Note

IPET-Fetus1

0 11 1 x106

Male, fetal fibroblast1 2 1 x106

2 1 1.5 x106

IPET-Fetus2 0 11 1 x106 Female, fetal fibroblast

IPET-Fetus3 0 11 1 x106 Female, fetal fibroblast

IPET-Fetus4 0 11 1 x106 Female, fetal fibroblast

IPET-Fetus5 0 7 1 x106 Female, fetal fibroblast

IPET-Fetus6 0 24 1 x106 Female, fetal fibroblast
IPET-Fetus7 0 8 1 x106 Male, fetal fibroblast

0 7 2 x106

1 3 1 x106

1 3 2 x106

1 2 1 x106

IPET-Fetus8 0 8 1 x106 Female, fetal fibroblast

0 5 2 x106

1 4 1 x106

1 3 2 x106

Female 미니피그 0 7 1 x106 Adult skin fibroblast

1 3 2 x106 Adult skin fibroblast

1 5 1 x106 Adult skin fibroblast

1 10 1 x105 Adult skin fibroblast

Female 미니피그 0 3 9 x105 Adult muscle fibroblast
Male 미니피그 0 2 1 x106 Adult skin fibroblast

1 2 1 x106 Adult skin fibroblast

표 2 미니돼지로부터 확립하고 동결 보관한 태아, 성체조직유래 섬유아세포주  

(나) 미니돼지 지방조직유래 지방줄기세포주 확립

① 미니돼지 암컷의 서혜부와 복부의 지방으로부터 중간엽줄기세포주를 분리 배양하였

다. 분리되어진 세포가 줄기세포주임을 증명하기 위하여 줄기세포의 면역표현형분석

을 실시하였다. 돼지의 지방줄기세포를 2x105 cells/100 ㎕ 농도로 5% 우태아혈청

(Bovine Serum Albumin, BSA)이 포함된 PBS에 부유시켜 간엽줄기세포 특이적인

CD29 (1:100, BD Biosciences, San Jose, CA), CD44 (1: 100, Serotec, Oxford, UK),

CD90 (1:100, Serotec) 항체로 면역염색하였다. 위의 항체는 Fluorescein

isothiocyanate(FITC)가 결합된 것이었다. 또한, CD45 (1:100, BD Biosciences),

CD34 (1:100, Serotec) 항체는 phycoerythrin (PE)이 결합된 것을 사용하였다. 각 항

체를 부착시킨 세포를 FACS Calibur (BD Biosciences)로 분석하였다. 간엽줄기세포

특이 marker의 발현을 flow cytometry로 분석한 결과, 실험된 지방줄기세포는

CD29, CD44, CD90에 대해 양성을 보인 반면, CD45, CD34는 음성을 보였다.
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그림 10 미니돼지 지방조직으로부터 유래된 돼지지방줄기세포의 CD29, CD44, CD90, 

CD34와 CD45 antigen 발현 유무를 조사하기 위한 FACS 분석.

(다) 미니돼지 지방조직유래 지방줄기세포주 확립

- 지방줄기세포의 중간엽줄기세포로서의 검증을 위하여 전능성을 평가하기 위한 체외

분화 실험을 실시하였다. 모든 분화 실험은 2계대 세포에서 진행되었다.

① 골원성 유도(Osteogenic induction); 동결보존되어 있는 0계대의 지방줄기세포를 배

양하여 2계대에 도달하였을 때에 50% confluency에서 세포배양 배지를 각각 골아세

포 분화유도 배지(NH Osteodiff medium), 로 교환해주었다. 3일마다 배지의 90%를

교환해주면서 14일간 배양하였다. 분화된 세포를 70% 에탄올로 고정, Alizarin red S

로 염색한 후 washing하여 현미경하에서 관찰하였다.

② 지방원성 유도(Adipogenic induction); 2계대의 지방줄기세포 50% confluency에서

세포배양 배지를 지방세포 분화유도 배지(NH Adipoodiff medium)로 교환해주었다.

3일마다 배지의 90%를 교환해주면서 21일간 배양하였다. 분화된 세포를 10%

formalin으로 고정, Oil red O solution으로 염색한 후 washing하여 현미경하에서 관

찰하였다.

③ 신경원성 유도; 2계대의 지방줄기세포 50% confluency에서 세포배양 배지를 신경세

포 분화유도 배지로 교환해주었다. 8-10일간 배양하여 분화를 유도하였다. 분화된 세

포를 4% paraformaldehyde으로 고정, human MAP2 항체와 NSC 항체, TUJ1 항체,

GFAP 항체로 면역염색한 후 역상 형광 현미경하에서 관찰하였다.

④ 분화 유도 결과; 돼지의 지방줄기세포를 각각 지방세포, 골아세포, 신경세포로 분화
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시켜 관찰한 결과는 아래 그림과 같다. 먼저 골세포로의 분화는 100%에 가깝게 이루

어졌고, 지방세포로의 분화는 Oil red O로 염색된 세포질 내에 형성된 공포로 확인

되었는데, 이것은 대조군에서는 염색되지 않은 것과 대조를 보였다. 신경세포로의 분

화는 신경세포 marker (MAP-2, Nestin, TUJ1 항체 ; 녹색), 성상세포 (astrocyte)

marker (GFAP; 빨강색)로 확인할 수 있었다.

그림 11 미니돼지에서 유래한 지방줄기세포를 체외에서 지방원성, 골원성 세포로 

분화 유도.  (A1) 지방원성 분화 모양, 세포질 내 지방방울 축적과 세포 모양 변

화, Oil red O 염색에 반응한 지방원성 분화 결과 (이상 x100), (A2) 골원성 분

화 모양, 골원성 분화배지로 배양한 세포의 경우 13일 후에 모양 변화와 Alizarin 

red S에 반응하는 광물질 침착을 보임 (이상 x100). 

그림 12 미니돼지에서 유래한 지방줄기세포를 체외에서 신경원성 세포로 분화 유

도. (A1) 신경원성 분화를 유도하지 않은 음성대조군, (A2) Nestin 면역염색, 

(A3) GFAP 면역염색, (A4) TUJ1 면역염색, (A5) MAP2 면역염색에 양성 결과를 

보였다(이상 x400). 
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2. PD 병인유전자 발현 세포주 확립

가. PD 모델 돼지 생산을 위한 뇌신경세포 특이발현 프로모터 개발

(1) 연구방법

① PD 모델 동물 생산을 위해서는 뇌신경세포 특이적으로 병인 유전가 발현되도록 조

절하는 것이 필수적이며 이를 위해 기존의 설치류 PD 모델에서 신경 조직 특이적으

로 유전자 발현을 조절할 수 있다고 알려진 TH, Thy1, PrP 및 PDGFβ 등의 프로모

터 중에서 설치류 모델에서 나타낸 PD 관련 임상증상을 고려하여 가장 적합한 프

로모터를 선정하였다.

② 파킨슨 유전자 발현 세포주 확립을 위하여, 인간의 PD 병인 유전자로 알려져 있는

human mutant alpha-Synuclein (hSNCA) 유전자를 스크리닝하고 과발현을 위한 벡

터를 제작하여 제1협동으로부터 제공받는다. hSNCA은 파킨슨 병 환자에서 신경독

성을 일으키는 직접적인 원인으로 보고되고 있으며 PD 환자에서 관찰되는 Lewy

body의 구성 물질로 알려져 있어 이를 신경 특이적으로 과발현 시키는 세포주를 확

립한다. 이를 위해 앞선 실험에서 미니돼지 신경 특이적으로 발현을 유도하는 프로

모터에 hSNCA를 과발현 시키는 벡터를 구축하고 렌티바이러스 감염에 의해 neuron

specific promoter-hSNCA 발현 미니돼지 세포주를 확립하여, 세포주 수준에서 유전

자 삽입 여부를 검증하였다.

그림 13. 뇌신경세포 특이적 PD 병인유전자 발현 벡터

③ 구축한 neuron specific promoter –hSNCA벡터의 신경세포에서의 작동 여부를 검

증하기 위하여 neuronl cell line인 RGC 세포를 배양하고 작성한 벡터를 도입하여

hSNCA가 단백질 수준까지 발현되는 여부를 hSNCA 특이적 항체를 이용하여 확인

하였다.

(2) 연구결과

(가) 신경세포 특이발현 프로모터 선정을 위한 문헌조사

- hSNCA(human α-synuclein) 과발현 모델 확립을 위해 설치류에서 연구된 SNCA

과발현 모델 중 가장 사람에서의 PD와 유사한 증상을 나타내며, 증상의 정도가 심하
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다고 알려진 프로모터를 사용하고자 하였다. 또한 미니피그 형질전환 공여세포의 제

작을 위해 viral mediated gene transfer 방법을 사용하므로, 효과적인 외부유전자의

전달을 위해 전체 target 유전자의 크기를 최소화 할 수 있는 promoter를 선정하였

다. 그리고 본래의 SNCA가 발현되는 위치와 가장 유사한 부위에서 발현시킬 수 있

는 Promoter의 선정을 위해, 알려진 SNCA의 발현 위치를 고려하여 선정하였다.

① TH promoter; PD는 대뇌 흑질 (Substanstia nigra)에 존재하는 도파민 신경세포의

소실, 봉입체 (inclusion) 형성, 신경교증(gliosis)이 나타나 발생하게 되는 질병이다.

이러한 임상증상은 다양한 기전에 의해 나타나는 것으로 제시되고 있으나, 여전히

병인은 정확하게 알려져 있지 않다. 이중 SNCA의 aggregation이 이러한 신경 소실

의 원인으로 알려져 있으며, 도파민 신경 특이적인 SNCA의 과발현을 유도하기 위하

여 TH (tyrosine hydroxylase) promoter를 이용한 mouse 모델이 보고된 바 있다.

하지만 이러한 마우스모델은 nitrostriatal system의 신경세포체, 축색돌기, 신경말단

에서 SNCA를 과발현하고, 약간의 운동실조를 보였으며, 미약한 도파민의 분비량의

변화를 나타내었으나, 도파민 신경의 소실 및 PD의 증상은 나타내지 않아 PD 연구

를 위한 모델동물로 활용하기에는 무리가 있다. 또한 설치류 모델 연구에서 사용된

TH promoter는 대부분 9 Kb로 size가 매우 큰 편이며, size가 크다는 단점을 극복하

기 위하여 functional domain들만의 조합을 통해 4.5 또는 4.8 Kb로 size를 줄여서

사용한 예도 있으나, 이러한 promoter를 이용하여 다른 종의 세포에서 발현시키는

경우 homology가 떨어져 promoter의 발현 강도가 약해지거나, tissue specificity가

나타나지 않는다는 보고가 있다.

② Thy1 promoter; 시냅스 앞에서 발현되는 SNCA는 PD 및 DLB(dementia with

lewy bodies)등의 질병과 관련 있다고 생각되며, 이의 병인론을 알아보기 위해, 중추

신경계 신경 특이적 promoter인 Thy1 promoter를 이용한 형질전환 모델이 보고되었

다. 이들 모델은 뇌와 척수부위 신경세포체에 SNCA 집합체 형성을 특징으로 하며,

neuromuscular junction 부위의 퇴행과 더불어 운동능의 감소가 관찰되었다. 이들 모

델은 SNCA 축적에 따른 행동학적 변화와의 관련성 이해에는 도움이 되나, 대뇌흑질

부위의 도파민 신경의 소실이 나타나는 PD의 표현형은 관찰되지 않았다.

③ PrP promoter; PrP promoter를 이용하여 뇌간부위와 척수의 신경에서 SNCA의

fibrillization에 의한 신경독성을 보임을 밝혔다. 이 모델은 심한 운동불능 증상과 함

께 마비 및 죽음에 이르는 강한 임상증상을 보였지만, 대뇌 흑질부위의 도파민 신경

은 손상되지 않아 PD 모델로 이용하기에는 한계가 있었다.

④ PDGF-β promoter; 모든 신경에서 발현되는 것으로 알려진 PDGF-β promoter를

이용하여 SNCA를 과발현시킨 모델이 확립되었으며, 이 모델은 신경세포와 신경돌기

에서 SNCA 집합체가 관찰되었다. 또한 나이가 든 형질전환 모델에서는 운동능의 소

실과 함께 TH를 발현하는 신경의 수가 줄어듦을 확인하여, PD의 행동학적, 신경화

학적, 생화학적 특징을 다양하게 나타내는 모델로서의 활용가능성이 제시되었다. 또

한 본 연구에서 사용한 promoter는 size가 약 1.4Kb로 형질전환 vector 제작 시 유

전자 도입이 쉬울 것으로 기대되었다. 이상의 문헌조사 연구를 통하여, 다양한 부위
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의 중추신경계에서 SNCA를 발현시킬 수 있으며 가장 size가 작고 다양한 PD 관련

임상증상을 나타낸 바 있는 PDGF-β promoter를 두 차례의 자문회의를 거쳐 선정하

였으며, 이후 hSNCA 과발현 미니피그 모델 생산연구를 진행하였다.

(나) RGC 세포의 배양 및 PDGF-β promoter하에서 hSNCA의 발현 확인

① PDGF-β promoter하에서 hSNCA가 신경세포에서 과발현 됨을 확인하기 위하여

RGC 세포를 이용하여 확인하였다. RGC 세포의 신경세포 특이적 특성의 확인 및

SNCA 항체의 specificity 확인을 위하여 SNCA/HR, SNCA/H, 및 MAP2 항체를 이

용하여 면역염색을 실시하였다.

그림 14 RGC 세포에서 SNCA/HR, SNCA/H, MAP2, GFAP 항체를 이용하여 면역염색 (이상 x200).

② RGC 세포는 SNCA/HR은 강하게 발현하였으나 SNCA/H는 발현하지 않아 hSNCA

에 대한 항체의 특이성을 확인할 수 있었다. 또한 RGC 세포는 신경특이적 단백질인

MAP2는 약하게 발현하였고, GFAP는 거의 발현하지 않음을 확인할 수 있었다. 이러

한 결과를 바탕으로 RGC 세포에서 PDGF-β promoter-hSNCA 벡터를 도입한 후

면역염색을 실시하였다.

그림 15 RGC 세포에 PDGF-β promoter-hSNCA 벡터를 도입한 후SNCA/HR(빨강색) 및 SNCA/H 

(녹색)에 대한 항체를 이용한 면역염색 결과 (이상 x100). 

③ SNCA/H에 의해 전혀 염색되지 않았던 도입 전 세포와는 달리, RGC 세포에

PDGF-β promoter - hSNCA 벡터를 도입한 세포에서는 SNCA/H항체에 의해 녹색

으로 강하게 염색되는 것을 확인하였다. 이를 통해 PDGF-β promoter-hSNCA 벡터
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가 도입된 세포만 hSNCA 단백질이 발현됨을 확인할 수 있었고, 또한 세포 내부적

으로 발현되는 SNCA와 구별 가능함을 확인할 수 있었다.

3. 형질전환 복제수정란 생산 효율 향상

가. 돼지 난자의 체외성숙 조건 최적화

(1) 연구방법

① 지역의 도축장에서 도축되는 돼지의 난소를 채취하여 25~30 oC 생리식염수에 넣은

채로 2시간 내에 실험실로 가지고 온다. 배달된 난소는 실험실에서 생리식염수로

2~3번 세척 과정을 거친다. 난소에서 3~6 mm 정도 크기를 가진 여포를 선택하여 18

게이지 바늘이 달린 주사기를 이용하여 여포 속 내용물을 여포액과 함께 뽑아낸다.

② 뽑아낸 여포액을 50 ml conical tube로 옮기고 39 oC에서 잠시 보관한다. 5분여의

정치 후 상층액을 제거하고 가라앉은 물질을 100mm dish에 옮기고 oocyte washing

media로 희석과 세척을 2~3 회 반복한다. 현미경하에서 난구세포-난자복합체 중 난

구세포가 확장되지 않고 단단하게 붙어있으면서 세포질이 균일하게 검은 상태의 복

합체를 선발하여 oocyte washing media에서 3 차례 반복하여 세척한다. 그리고 선별

된 난구세포-난자복합체는 in vitro maturation (IVM) 배지로 옮긴다.

③ 각 30∼60개의 난구세포-난자복합체를 450 ul의 IVM 배지 (Tissue culture

medium (TCM) 199, 1 ug/ml gonadotrophin, 10 ng/ml epidermal growth factor,

0.57 mM cystein, 0.91mM sodium pyruvate, 5 ug/ml insulin, 5 nM 9-cis retinoic

acid)가 담긴 4-well의 한 well에서 배양한다. 39oC, 5% CO2가 포함된 세포 배양기

에 4-well을 넣고 22시간 배양한다. 처음 22시간 배양 후 난구세포-난자복합체는 세

척한 후 호르몬이 제거된 IVM 배지에서 나머지 22시간을 배양한다.

④ 체외성숙 배양배지의 최적화를 위하여 배양배지는 1) 10% PFF: TCM 199 + 10%

PFF, 2) 1% PFF: TCM 199 + 1% PFF, 3) 0.1% PVA: TCM 199 + 0.1% PVA의 3

가지 조건으로 나누어 실시하였다.

(2) 연구결과

(가) 체외배양배지 내 돼지 난포액의 농도에 따른 난자의 성숙률 및 체외발달률 비교

① 돼지 난포액(porcine follicular fuild, PFF)은 미성숙 돼지 난자의 성숙 시 배양배지

에 첨가되며, 정확한 성분은 알려져 있지 않지만, 난자의 성숙에 필수적인 다양한 영

양 성분 및 호르몬, 미세 물질이 들어있다고 알려져 있다. 하지만 PFF를 채취한 난

포의 종류 (난포의 크기 및 발달 단계) 및 그 시기에 따라 그 구성 성분의 차이가

많으며, 이에 따라 난자의 성숙에 긍정적 또는 부정적 영향을 미친다고 알려져 있다.

이에 따라 최적의 PFF 첨가 조건을 알아보기 위하여 본 실험을 실시하였다.
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Maturation medium Total no. of COCs Matured Maturation rate (%)

10% PFF 638 553 86.7

1% PFF 418 364 87.1

0.1% PVA 693 608 87.7

표 3 난자 체외성숙 배지 내 PFF 농도에 따른 성숙률 비교

② 10% PFF, 1% PFF, 그리고 PFF를 넣지 않은 0.1% PVA 3개의 조건하에서 난자를

성숙시키고, 성숙률의 비교를 위해 제1극체가 나온 비율을 확인하였다. 위의 표에서

나타나는 것과 같이 3개 그룹에서 난자의 성숙률은 각각 86.7%, 87.1%, 87.7%로서

통계적 유의성에는 차이가 없는 것으로 밝혀졌다.

Maturation

medium

Total no. of

embryos
>2 cells (%)

No. of BLs

(%)

No. of cells in

BL mean±SEM)

10% PFF 151 131 (86.8) 59 (45)a 52±1.3

1% PFF 105 90 (85.7) 28 (31.1)b 54±3.1

0.1% PVA 120 102 (85.0) 37 (36.3)ab 54±2.5

표 4 난자의 성숙배지 조성에 따른 단위생식 배아의 체외 발달률. 

③ 3가지의 돼지난자 성숙배지 조성에 따른 단위생식 배아의 체외 발달률을 확인하였

다. 위의 표는 8회 이상 반복된 실험을 통해 얻은 결과이며, 난할률은 각 86.8%,

85.7%, 그리고 85%로 차이가 없었으나, 배반표 형성률에서는 10% PFF 그룹이 1%

PFF 그룹보다 유의적으로 우수한 것으로 나타났다. 배반포를 이루는 세포수를 확인

한 결과에서는 3개의 그룹에서 통계적인 차이가 없는 것으로 나타났다.

그림 16 난자의 성숙배지 조성에 따른 단위생식 배반포의 세포수 (왼쪽) 및 배반포

의 핵 염색 사진 (오른쪽).
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(나) 체외배양배지 내 돼지 난포액의 농도에 따른 난구 세포 및 배반포에서의 유전자 발

현 패턴 비교

① 난자의 체외 성숙배지 조성에 따른 영향을 조금 더 자세히 알아보기 위하여 난자를

44시간 성숙시킨 후 COC로부터 분리한 난구세포에서의 유전자 발현 양상 및 단위생

식 배반포에서의 유전자 발현 양상을 비교 분석하였다. 난구세포에서는 matrix

molecule과 관련 있다고 알려진 유전자인 HAS2 (hyaluronan synthase 2), PTGS2

(prostaglandin G/H synthase 2), GREM1 (gremlin1)의 유전자를, 그리고

steridogenesis와 관련 있는 HSD3B (hydroxy-delta-5 steroid dehydrogenase), EFG

signaling과 관련 있다고 알려져 있는 AREG (amphiregulin), BTC (betacellulin)의 2

가지 유전자와 connexin과 관련 있는 GJA4 (gap junction protein alpha4), 마지막으

로 cell cycle regulator인 CCND2 (cyclin D2)의 8가지 유전자의 발현 패턴을 알아보

았다.

그림 17 난자의 체외성숙 배양배지 조성에 따른 cumulus cell의 유전자 발현 패턴 비교

② 3가지 그룹 내에서 유의적인 차이가 없는 PTGS2 및 1% PFF 그룹에 비해 발현율

이 낮은 것으로 나타난 GJA4 유전자를 제외하고, 10% PFF 그룹의 난구세포에서

HAS2, GREM, AREG, BTC 그리고 CCND2 유전자의 발현율이 높은 것으로 나타났

다. 이러한 결과를 바탕으로 체외성숙 배지 내의 PFF 농도의 차이에 따른 난자의 성

숙률에는 차이가 없었지만, 난자 성숙에 중요한 영향을 미치는 난구세포의 유전자

발현율에는 차이를 나타내게 됨을 확인하였으며, 이러한 영향에 의해 이후 단위생식
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한 배아의 체외 배양률에서 10% PFF 그룹에서 배반포가 가장 높은 효율로 얻어진

것으로 생각된다.

③ 다음으로 단위생식을 통해 얻어진 배반포에서 Metabolism과 관련된 GLIT1

(glucose transporter1), LDHA (lactate dehydrogenease A)의 2개 유전자와

Apoptosis와 관련된 BclxL (B-cell lymphoma-extra large)과 bax (BCL2 associated

X protein)의 발현율 및 bax에 대한 bclxL의 발현 비율을 비교하였다.

그림 18 난자의 체외성숙 배양배지 조성에 따른 단위생식 배반포에서의 유전자 발현 패턴 비교.

④ 1% PFF 그룹 및 0.1% PVA 그룹에서는 10% PFF를 넣어주는 대신 3mM의

D-glucose를 첨가해주었는데, GLUT1 및 LDHA의 발현율이 1% PFF 및 0.1% PVA

그룹에서 높게 나타난 것은 이러한 배지 조성의 차이에 의한 것으로 생각된다.

apoptosis 관련 유전자 발현율은 10% PFF 그룹에서 유의적으로 낮게 나타났다. 따

라서 실험에 이용한 3가지 난자 성숙을 위한 체외배양배지 조성에 따른 성숙률에는

차이가 없었지만, 배반포 발달률 및 유전자 발현패턴의 차이를 바탕으로, 본 과제에

서는 10% PFF를 이용하여 성숙시킨 난자를 이용하여 이후 실험을 진행하였다.

(다) 난구세포 및 배반포에서의 유전자 발현 분석

① 40-44시간동안 완전히 체외 성숙된 난구세포-난자복합체는 IVM 배지에 0.1%

(w/v)의 hyaluronidase를 첨가한 배지로 옮긴 후 주변에 붙어있는 난구 세포의 제거

를 위해 100ul 피펫으로 여러 번 pipetting해준다. 제거된 난구세포를 원심분리를 통

해 모은 후 상층액을 제거하고 이후 유전자 분석 시까지 -80°C에 동결 보관 한다.

화학적 방법을 이용하여 활성화 시키고 PZM-5 배지에서 7일간 배양하여 얻은 단위

생식 배반포는 PBS에서 3회 washing한 후 이후 유전자 분석 시까지 -80 °C에 동결

보관 한다. 유전자 분석을 위하여 난구세포와 배반포에서 mRNA를 추출한다.

mRNA의 추출을 위해 easy-spin Total RNA Extraction Kit (iNtRON)를 사용하였

으며, 이후 cDNA로 합성하기 위해 amfiRivertII cDNA synthesis kit(GenDEPOT)를
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이용하여 reverse transcription을 진행하였다. 각 유전자의 발현률 비교를 위해

Applied biosystem 7300 Real-time PCR system을 이용하여 real-time PCR을 진행

하였으며, 이에 사용한 primer의 정보는 아래의 표와 같다.

Gene Sequenece Size (bp) Genbank no.

HAS2 F:CTGGCTGGGGCACATCTGGA
R:CCTTCTTCCGCCGGCCACAT 246 AB050389.1

PTGS2 F:TCCCCTTCTGCCTGACGCCT
R:CCACCAGCAACCCTGCCAGC 147 AY028583.1

GREM1 F:GCCTGTACTCGGGACGCAGC
R:CGGCAAGAGGCAGCTGGTGG 109 XM_001925261.2

HSD3B F:GCCAGCGTGCCGGTCTTCAT
R:AGCCCAGCCGTTAGCCTCCA 177 AB529538.1

AREG F:GTTGCCCCAGAGACCGCGAC
R:GAGTGACAGCACCACGGGCG 85 NM_214376.1

BTC F:ACCACCACACCACCGAAGCG
R:CGGCCACCACGAAGCGACAT 97 XM_003356977.1

GJA4 F:GCTGGAGCTGGCGTACCTGC
R:GCCCGTTGTAGGTGGGGCAC 176 NM_001244224

CCND2 F:AGCTGCTGTGCTGCGAGGTG
R:CAACACGCGGTCGTCGTGGA 77 NM_214088.1

β-actin F:GTGGACATCAGGAAGGACCTCTA
R:ATGATCTTGATCTTCATGGTGCT 137 U07786

표 5 난구세포에서 발현되는 유전자 패턴 연구에 사용한 primer 

Gene Sequenece Size (bp) Genbank no.

GLUT1 F:GCTTCCAGTATGTGGAGCAACT
R:AAGCAATCTCATCGAAGGTCC 132 X17058.1

LDHA F:ATCTTGACCTATGTGGCTTGGA
R:TCTTCAGGGAGACACCAGCAA 214 NM 001172363.1

BclxL F:TGGTGGTTGACTTTCTCTCC
R:ATTGATGGCACTAGGGGTTT 139 AF216205

Bax F:GCCGAAATGTTTGCTGACGG
R:CGAAGGAAGTCCAGCGTCCA 152 AJ606301

β-actin F:GTGGACATCAGGAAGGACCTCTA
R:ATGATCTTGATCTTCATGGTGCT 137 U07786

표 6 배반포에서 발현되는 유전자 패턴 연구에 사용한 primer 

나. 성체섬유아세포, 태아섬유아세포와 지방줄기세포를 이용한 체세포 핵이식 효율 비

교 평가

(1) 연구방법

(가) 체세포 핵이식을 위한 공여 핵세포의 준비
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① 체세포 핵 이식 (SCNT)를 위하여 3종의 세포 미니돼지유래의 성체섬유아세포, 태

아섬유아세포, 그리고 지방줄기세포를 각각 사용한다.

② 체세포 핵이식을 하기에 앞서, 세포들을 해동하고, 첫 번째 100% 컨플루언시가 될

때까지 배양한 후의 약 3분 동안 트립신 처리하여 단일 층으로부터 분리시켜 하나의

세포로 회복시켜 핵 공여세포로 이용한다.

(나) 체세포 핵이식을 위한 공여 핵세포의 준비

① 도축장으로부터 돼지 난소를 30~35°C의 생리식염수에 담아 3~4시간 이내에 운반하

여, 난소 중 난포의 사이즈가 3~6mm가 되는 크기의 난포로부터 18-gauge 바늘의

10ml 주사기를 이용하여 난구세포-난자복합체(cumulus-oocyte complex)만을 회수한

다.

② 난구세포로 난자의 투명대 외벽이 여러 겹으로 쌓여있고, 난자의 세포질이 균일한

상태의 난구세포-난자복합체들을 선택하여 체외성숙배양액에서 5% 이산화탄소의 3

9℃ 배양기에서 체외성숙을 유도한다. HEPES-buffered TCM-199 배지 내에서 0.1%

(v/v) 히알루로니다제 (hyaluronidase)에 침지한 후, 미세 유리파이펫을 이용, 반복

파이펫팅 (pipetting)하여, 생체 내에서 성숙된 난자로부터 난구세포를 제거한다.

③ 그 후, 각각의 난자들을 홀딩 마이크로피펫 (내경 150 m)으로 고정하고, 10% (v/v)

FBS 및 5 ug/mL 비즈벤자마이드 (bisbenzimide) (Hoechst 33342)와 5 ug/mL 사이

토칼라신 B가 보충된 HEPES-buffered TCM-199 배지 내에서 미세조작기

(Nikon-Narishige, Tokyo, Japan)로 탈핵한다. 비즈벤자마이드로 염색된 제1극체 및

중기-II 염색체를 흡입 피펫 (aspiration pipette)을 사용하여 제거한다. 탈핵된 난자

는 10% (v/v) FBS가 보충된 TCM-199에 두고 계속하여 SCNT에 사용한다.

(다) 미세주입, 융합, 활성화 및 수정란 배양후 체외발달률 조사

① 탈핵 난자의 위란강 (perivitelline) 공간으로 단일의 공여세포를 주입한다. 상기 결

합체 (couplets)를 0.26 M 만니톨, 0.1 mM MgSO4, 0.5 mM HEPES를 포함하는 융

합 배지에 침전시키고, 바늘 형의 전극을 사용하여 융합시킨다.

② 단일 세포-난자 결합체를 미세조작기 (Nikon-Narishige, Tokyo, Japan)에 부착되어

있는 2개의 마주보는 전극 사이에 놓는다. 난자 세포질체 및 핵 공여세포 사이의 접

촉면을 전극과 평행하게 놓고, Electro-Cell Fusion apparatus (NEPA GENE Co.,

Chiba, Japan)로 전기 자극을 준다. 1.2 Kv/cm의 직류전압으로 한번의 30 ㎲ 지속시

간으로 가하며, 전기자극 30 분 후에 핵 공여세포와 난자세포질체의 융합을 실체현

미경 하에서 관찰한다.

③ 융합된 수정란만을 선별하여 화학적 방법으로 활성화시킨다. 복제수정란의 활성화

후, 3가지의 공여세포를 이용하여 각각 생산된 수정란의 발달효율을 비교 평가하기

위하여 8일 동안 미네랄 오일 (mineral oil)로 도포된 25 uL의 PZM-5 미세소적
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(microdrops)내에서 각각 배양한다. 8일 동안 배양 시, 현미경하에서 3가지 세포를

이용한 복제수정란의 배발달률을 조사한다. 또한 8일째 형성된 배반포 발달률과 비

즈벤자마이드로 염색된 배반포를 이루고 있는 총세포수를 확인하여 배반포의 질적

차이를 비교한다.

그림 19 돼지 체세포핵 이식을 이용한 복제수정란 생산 과정

(2) 연구결과

(가) 돼지지방줄기세포를 이용한 복제수정란 생산 효율 및 체외 발달률 조사

① 실험을 위하여 돼지지방줄기세포(MSC)와 형질전환돼지연구에 많이 이용되어지는 태

아섬유아세포(FF)와 성체섬유아세포(ASF)를 가지고 체세포 핵이식한 후의 결과를

비교하였다. 체세포와 세포질간의 융합률을 MSC 그룹이 87.88%로 ASF 85.89%와

FF 그룹 90.22% 로 차이를 보이지 않았다.

Cell Fused oocytes (%) 2 cells 16 cells BLs

MSC 134 (87.88) 113 79 14

ASF 88 (85.89) 40 40 6

FF 104 (90.22) 72 57 18

표 7 돼지의 체세포 핵이식에 적합한 공여세포주의 선발을 위한 3가지 세포주 유래의 복제수정

란의 체외 발달률 비교 조사

② 윱합 된 수정란들의 체외배양 후에 그들의 발달률을 비교하였다. 그 결과로 세 개

의 그룹간의 수정란 발달율은 유의한 차이를 보이지 않았다 (MSC 84.33% vs. ASF

45.45% vs. FF 69.23%). 배양 후 8일째 형성되는 배반포율의 경우 MSC 그룹

10.45%, ASF 그룹 6.82%, FF 그룹 17.31%로 통계적인 유의한 차이를 보여주지 못

했다.
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그림 20 Comparison among MSC, ASF and FF on in vitro developmental ability of porcine 

SCNT embryos. a, b  means significantly different among groups (P<0.05). 

③ 마지막으로 각 그룹에서 생산된 배반포를 이루고 있는 세포수의 차이를 조사하였

다. 아래 그림에서 보여주듯이 배반포의 총 세포수에서는 통계적인 유의한 차이를

보여주었다. MSC 그룹의 경우 총 세포수 평균 89개, ASF 그룹 평균 57.5개 그리고

FF 그룹의 경우는 평균 105개의 결과를 나타냈으며, MSC 와 FF 그룹은 통계적인

유의한 차이가 없는 반면, ASF는 다른 두 그룹에 비해 유의하게 낮은 결과를 보여

주었다. 따라서 지방줄기세포를 공여세포로 사용할 경우 그 발달 효율이 태아섬유아

세포와 유의한 차이가 나지 않으므로, 돼지 체세포 핵이식을 위한 연구의 공여세포

로서 사용이 가능함을 보여주는 결과를 도출하였다. 따라서 본 과제에서는 먼저 돼

지지방줄기세포를 형질전환을 위한 공여세포로 시도하고자 한다.

그림 21 Comparison among MSC, ASF 

and FF on in vitro developmental 

ability of porcine SCNT embryos. a, b 

means significantly different among 

groups (P<0.05) 
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다. 복제수정란의 체외 발달률 향상을 위한 활성화 조건 비교

(1) 연구방법

(가) 체외성숙 난자의 활성화를 통한 단위생식 배아의 생산 및 발달률 비교

① SCNT를 이용하여 제작한 복제수정란을 효과적으로 활성화시키기 위하여 널리 쓰

이고 있는 두 가지 활성화 방법의 배반포 발달 유도 효율을 비교하였다. SCNT 유래

배아를 이용하기에 앞서서 단위생식 유래 배아를 이용하여 실험하였다.

② 40시간 동안 순차적으로 두 종류의 배지에서 돼지 난자를 배양 및 성숙시킨다. 성

숙된 난자를 0.1% 히알루로니다아제 (hyaluronicase)가 포함된 HEPES-buffered

TCM-199 배지 내에서 반복적으로 피펫팅 (pipetting)하여 난자로부터 난구세포를

제거하고, 성숙된 난자를 선택한 후 무작위로 두 그룹으로 나눈다.

③ 한 그룹은 전기적 활성화 방법을 이용하여 0.5mM HEPES, 0.1mM CaCl2, 0.1 mM

MgSO4가 보충된 0.26 M mannitol 용액에 넣어 평형을 맞추고 위의 용액이 담긴 전

극 chamber에 옮겨 1.5kV/cm의 직류 전류를 60 μsec 동안 한 번 흘려주어 전기적으

로 활성화 시킨다. 그 후에 2 mM 6-DMAP, 0.4 μg/ml demecolcine에 40분간 노출

시켜 추가적으로 난자 세포질 내 Ca의 농도를 증가시킨다. 다른 그룹은 화학적으로

활성화시키는 방법으로, 0.2 mM Thimerosal, 2 mM 6-DMAP, 0.4 μg/ml

demecolcine에 10분간 노출시킨 후 washing하고 8mM DTT, 2 mM 6-DMAP, 0.4

μg/ml demecolcine에서 30분간 처리한 후 washing한다.

④ 각 그룹에서 활성화된 난자를 PZM-5 배지에서 일주일간 배양하면서 배아 발달률

을 확인한다.

(2) 연구결과

① SCNT를 통한 복제수정란 생산은 IVM, 탈핵, 세포 주입, 퓨전, 활성화 등 많은 과

정을 거쳐 이루어진다. 그러므로 복제수정란 생산 효율에 영향을 미치는 요인은 매

우 다양한데, 이 중 활성화 방법에 의한 복제수정란의 발달 효율을 알아보고 효율이

더 높은 방법을 채택하기 위하여 본 실험을 실행하였다. SCNT를 이용하여 제작한

복제수정란을 효과적으로 활성화시키기 위하여 널리 쓰이고 있는 두 가지 활성화 방

법-전기적 활성화와 화학적 활성화-을 통해 단위생식 된 난자의 배반포 발달률을 비

교하였다. 두 가지 방법으로부터 얻은 배반포 발달율은 전기적 활성화 그룹과 화학

적 활성화 그룹에서 각각 19.06±1.727, 18.38±1.357%로 유의적인 차이가 없었다. 이러

한 연구결과를 바탕으로 두 가지 활성화 방법을 접목하여 SCNT 복제수정란 및 단

위생식 유도 난자의 배반포 발달률을 높이는 방법에 대해 연구할 예정이다.
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그림 22 전기적 활성화와 화학적 활성화 방법에 의한 

단위생식 유도 난자의 배반포 형성률 비교.  

electrical method (%) chemical method (%)

BL rate 19.06 ± 1.727 18.38 ± 1.357

표 8 전기적 활성화와 화학적 활성화 방법에 의한 단위생식 유도 난자의 배반포 형성률

라. 미니돼지 배아의 체외배양 시 seminal fluid가 미치는 영향 연구

(1) 연구방법

(가) 단위생식 배아의 생산을 위한 난자의 활성화 방법

① 0-44시간 동안 체외 성숙시킨 돼지 난자를 이용하여 실험을 진행하였다.

② Electrical activation: BTX Electro-Cell Manipulator 2001 (BTX, Inc., San Diego,

CA, USA)를 이용하여 난자의 활성화를 진행한다. 3.2 mm의 간격을 가진 BTX 챔

버에 융합단계를 마친 난자를 activation 배지에 넣은 채로 옮겨준다. 1.5 kV/cm, 60

usec 단일 pulse의 직류 전기를 챔버에 흘려주어 난자가 활성화되어 난할이 일어나

도록 유도한다. 활성화가 끝난 난자는 다시 PZM-5로 옮겨서 배양하도록 한다.

③ Chemical activation: 융합이 끝난 배아를 oxamflatin, 2 mM 6-DMAP, 0.4 ug/ml

demecolcine, 그리고 0.2 mM thimerosal이 포함된 PZM-5 배지로 옮겨서 10분 간

39 oC, 5% CO2, 5% O2, and 90% N2가 포함된 incubator에 둔다. 10분이 지난 배

아는 꺼내어서 TALP 배지로 세척을 한번 한 다음, 다시 oxamflatin, 2 mM

6-DMAP, 0.4 ug/ml demecolcine, 그리고 8 mM DTT가 포함된 PZM-5 배지로 옮
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겨서 30분 간 incubator에 둔다. 배아를 다시 꺼내어 TALP로 세척한 후 oxamflatin,

2 mM 6-DMAP, 그리고 0.4 ug/ml demecolcine이 포함된 PZM-5 배지에서 추가로

8시간 20분 간 incubation한다. 이렇게 모든 과정을 마친 배아는 mineral oil로 도포

된 PZM-5 배지로 옮겨져 추가적인 배양을 한다.

(나) 체세포 핵이식 수정란의 준비

① 난자에서 hyaluronidase를 이용하여 난구세포를 제거한다. 제거된 난구세포를 체세

포 핵이식에 공여세포로 사용한다. 난구세포가 제거된 난자를 10분 간 5 ug/ml

bisbenzamide (Hoechst 33342)를 이용하여 염색한다.

② 염색이 완료된 난자는 미세세포조작기로 옮긴다. 미세세포조작기의 자외선 파장 하

에서 세포질의 핵과 극체를 injection 피펫을 이용하여 제거한다. 탈핵된 난자에 위에

서 준비한 난구세포를 각 난자 하나에 하나씩 미세조작을 통해 주입한다. 세포가 주

입된 난자는 fusion 배지에 옮겨서 전기적인 활성을 주어서 공여세포의 세포막과 탈

핵된 난자의 세포질막이 융합되도록 유도한다. 융합된 난자는 화학적인 방법으로 활

성화하여 난할이 진행되도록 한다.

③ 이렇게 제작된 난자는 7일 간 미네랄 오일로 도포한 Porcine zygote media-5에서

배양하여 각 발달과정을 관찰한다. 배아는 39oC, 5% CO2, 5% O2, and 90% N2가

포함된 세포배양기에서 배양한다. 배양 후 2일 째 난할률을 관찰하고, 7일 째는 배반

포 형성률을 기록한다.

(다) 정상 돼지의 정액의 채취 및 정액의 준비

① Seminal plasma 공급; 일반 돼지 사육 농장에서 정상적으로 교배에 사용되는 수컷

을 선발한다. 발정이 유도된 암컷을 수컷이 있는 우리에 넣어준 뒤 코걸이를 한 후

보정을 한다. 수컷이 승가를 하고 암컷과 교미를 하기 위해 발기하는 순간 손으로

수컷의 성기를 잡아서 옆으로 뺀다. 미리 준비해간 멸균 유리병의 입구를 멸균 거즈

로 감싼 뒤, 수컷의 정액을 받는다. 이 때 수컷의 정액 중 제 1분획과 3분획은 받지

않고 버리고, 제 2분획만을 선택적으로 받는다. 0 oC로 유지되는 아이스박스에 정액

을 넣어 실험실로 운반한다. 운반된 정액을 4 oC 냉장고에 하루 정치한 뒤 상층액만

을 따로 담아내고 침전물은 버린다. 상층액은 1.2 um syringe filter를 이용하여 필터

링하고 순차적으로 0.45 um와 0.2 um syringe filter를 이용하여 필터링하여 –30 oC

에서 냉동 보관한다.

② 실험군에 seminal plasma의 첨가; 단위생식이나 체세포 핵이식을 통하여 발달 중인

배아를 2일 째 0, 0.1, 0.5 그리고 1%의 seminal plasma가 포함된 TALP (Table 3)

배지로 옮긴 후 39 oC, 5% CO2가 포함된 세포배양기에서 3 시간 동안 배양한다. 배

양이 끝난 배아는 다시 PZM-5 배지로 옮겨서 배반포가 될 때까지 키운다.

(라) 발달 중인 배아의 분석 및 검증
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① 난할률 계산; 단위생식 또는 체세포핵이식으로 만들어진 배아를 2일 째 역상현미

경으로 난할의 유무를 관찰한다. 난할율 (%) = 난할이 일어난 배아의 수/전체 배아

의 수

② 배반포의 세포수 계산; 발달한 배반포 중 일부를 Hoechst 33342를 이용해 염색한

다음 TALP로 세척한다. 염색이 끝난 배반포를 slide glass에 올리고 cover glass를

살짝 떨어뜨리면서 덮어준다. 올려둔 배반포의 세포가 모두 일차원적으로 퍼지면서

세포의 숫자를 세기 용이한 상태가 된다. 형광현미경하에서 계수기를 이용하여 각각

의 배반포마다 세포의 개수를 센다.

③ 유전자 발현율 계산; 각 군의 배반포 중 일부를 모아서 DEPC로 옮긴다. 2~3 차례

세척 후 DEPC와 함께 배반포를 E-tube로 옮겨준다. 이렇게 옮긴 E-tube를 –80 oC

냉동고를 이용하여 얼렸다 녹였다를 반복하면서 배반포의 투명대를 파괴하고 세포가

외부로 잘 노출될 수 있도록 하여 준다. 이렇게 준비된 각 군의 시료는 easy-spin

Total RNA Extraction Kit (iNtRON)를 사용하여 시료에 들어있는 모든 RNA를 추

출해 낸다. 추출한 total RNA는 Maxime RT Premix (iNtRON)를 이용하여

complementary DNA (cDNA)를 합성한다. 각 군의 cDNA를 template로 quantitative

reverse transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR)을 진행한다.

(2) 연구결과

(가) Parthenogenic activation

① 단위생식을 유도할 수 있는 방법 중의 하나인 전기적인 활성화 방법을 통해서 난자

의 난할을 유도하였다. 난할을 유도하고 48시간 후 현미경하에서 배아의 발달 정도

를 관찰하였다.

② 아래의 그림에서 볼 수 있듯이 배아의 난할 정도는 모든 군 간에 유의적인 차이를

보이지 않았다. 이렇게 난할률을 관찰한 배아는 돼지의 배아를 운반할 때 많이 사용

하게 되는 TALP 배지를 기본으로 각각 0, 0.1, 0.5 그리고 1%의 seminal plasma를

혼합한 용액으로 이동하여 주었다.

③ 이동한 배아는 3시간 동안 38.5 oC 그리고 5% CO2가 존재하는 incubator에서 배양

하였다. 3시간의 incubation 후에 각 군의 배아들은 다시 원래의 배양 배지인 PZM-5

로 옮겨서 추가적으로 120시간 더 배양하였다.

④ 일주일이 지난 배아 중 배반포로 발달 중인 배아의 숫자를 통해서 배반포 생성률을

조사하였고, 배반포를 5 ug/mL bisbenzamide (Hoechst 33342)에 10분 간 노출시킨

후 배반포를 구성하고 있는 세포의 수를 관찰하였다. 관찰 결과 배반포 생성율과 세

포의 개수 모두에서 대조군과 유의적인 차이를 보이는 실험군은 존재하지 않았다.



- 52 -

그림 23 Electrical activation 48시간 

후 활성화된 난자의 난할률 비교

그림 24 Electrical activation 168시간 

후 활성화된 난자 중 배반포까지 발달

한 배아의 비율

그림 25 발달한 배반포를 염색하여 세

포의 수 측정

(나) Parthenogenic activation

① 단위생식을 유도할 수 있는 또 다른 방법 중 하나인 화학적 활성화 방법에 의해서

난자의 난할을 유도해보았다. 전기적 활성화 방법을 사용했을 때와 동일한 방법으로

실험을 진행하였다. 48시간 만에 관찰한 난할률에서는 유의적인 차이가 보이지 않았

으며, 배반포의 세포 개수에서도 유의적인 차이는 없었다. 하지만 배지에 0.1%의

seminal plasma를 처리한 군이 대조군에 비해서 유의적으로 증가하였다.
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그림 26 Chemical activation 48시간 

후 활성화된 난자의 난할률 비교 

그림 27 Chemical activation 168시간 

후 활성화된 난자 중 배반포까지 발달

한 배아의 비율

그림 28 발달한 배반포를 염색하여 세

포의 수 측정

(다) Parthenogenic activation

① Chemical activation; 앞으로 형질전환 복제돼지를 만드는 방법으로 사용하게 될 체

세포 핵이식에서 seminal plasma의 역할에 대해서 알아보기 위해서 본 실험을 진행

하였다. 본 체세포 핵이식 실험에 사용된 공여세포는 cumulus cell이다. 각각 체세포

핵이식 후 48시간과 168시간 후 난할률과 배반포 생성률을 비교하였다. 아래의 표에

서 보듯이 두 group간 유의적인 차이는 발견할 수 없었다.
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Total Cleavage rate (%)
Blastocyst formation

rate (%)
Number of cells

Control 119 71(59.7±1.86)a 9(7.6±1.63)a 38.7a

0.1% 120 71(59.2±2.65)a 8(6.7±1.64)a 37.5a

표 9 0.1%의 seminal plasma가 체세포 핵이식을 통해 제작된 배아에 미치는 효과

② Real-time PCR results; 대조군과 0.1%의 정액을 처치한 군에서 나온 배반포를 모

아서 Bcl-2, Bax 그리고 p53 등 세포사멸 관련 유전자의 발현 정도를 비교 분석하였

다. 각 군 간에 조사한 3 가지 유전자 모두에서 유의적인 차이는 발견할 수 없었다.

그림 29 Expression level of Bcl-2 in 

both groups.

그림 30 Expression level of Bax in 

both groups.

그림 31 Expression level of p53 in 

both groups.
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③ 실험결과에서 알 수 있듯이, seminal fluid의 첨가는 electrical activation에 의해 유

도된 모든 실험군 배아의 경우 난할률이나 배반포 생성률 그리고 배반포의 세포수에

서 대조군과 유의적인 차이를 보이지 않았다. Chemical activation에 의해 유도된 실

험군에서는 0.1% seminal fluid를 처리해준 실험군에서 대조군에 비해 유의적으로 배

반포 생성률이 증가한 것을 관찰할 수 있었지만 난할률이나 세포의 수에서는 유의적

인 차이를 나타내지 않았다. 이 두 단위생식 실험의 결과를 바탕으로 체세포 핵이식

방법으로 제작된 배아의 경우는 0.1%의 seminal fluid가 처리된 군만을 실험군으로

지정하게 되었고, 이 역시 난할률, 배반포 생성률, 그리고 배반포의 세포수에서 유의

적인 차이가 관찰되지 않았다. 또한 제작된 배반포에서 세포자연사와 관계된 유전자

인 Bcl-2, Bax, 그리고 p53 유전자의 발현 정도를 quantitative reverse transcriptase

polymerase chain reaction (qRT-PCR)을 통해서 검증하였다. 그 결과에서도 각 유

전자의 유의적인 발현정도 차이는 관찰되지 않았다.

④ 이러한 모든 결과를 종합하여 볼 때, 대리모에 이식될 복제수정란을 옮길 때 사용

하는 배지에 seminal fluid를 최대 3 시간 추가하여도 복제수정란의 상태에 특별히

나쁜 영향을 주지 않고, 화학적으로 활성화된 경우 오히려 배반포 생성률이 증가하

는 좋은 효과도 있다는 것을 확인할 수 있었다.

마. 배아 이식용 배지 조성 및 복제수정란의 체외 발달률 비교

(1) 연구방법

(가) 난자의 활성화 방법 및 이식배지의 조성

① 난자의 활성화 방법 중 화학적 활성화 방법으로 단위생식을 유도한 난자를 2일간

38℃, 5% CO2, 5% O2 인큐베이터에서 배양한 다음, 분할이 이루어진 난자를 두 그

룹으로 나눈다. 그리고 기존에 본 연구실에서 이식용 배지로 이용하고 있는 TALP와

새로운 이식용 배지로 이용하고자 하는 HEPES-buffered PZM-5를 이용하여 배아를

straw에 loading한다.

② 멸균된 0.25ml straw에 두 그룹의 배지를 이용하여 각각 배아를 loading한 후에 이

동식 인큐베이터에 넣어 2시간-2시간 30분 동안 보관한다. 이 시간은 실제 본 연구

실에서 SCNT 배아를 농장으로 옮겨 이식하는 데에 걸리는 시간을 바탕으로 결정한

것이다. 그 후 loading된 난자를 다시 회수하여 38℃, 5% CO2, 5% O2 인큐베이터에

서 5일간 배양하면서 두 그룹간의 배아 발달률을 비교한다.

③ 각 그룹에서 얻은 배반포를 일부는 동결하였다가 mRNA를 추출하여 세포사멸과

관련된 유전자의 발현 정도를 비교 분석하고 나머지 배반포는 10 μg/ml의

Bisbenzimide (Hoechst 33342)로 염색하여 배반포를 이루고 있는 총 세포수를 비교

한다.

(2) 연구결과



- 56 -

(가) 이식용 배양액의 분석

① 본 연구실에서 생산한 복제 배아를 농장에서 사육하는 대리모에 이식하기 위해서는

2시간 30분 정도의 이동시간이 필요하다. CO2 인큐베이터에서 영양성분이 담긴 배지

에 넣어 배양하던 복제 배아를 대리모의 자궁에 이식하기 전까지 이동시간 동안 최

소한의 영양성분이 든 배지보다는 영양성분이 좀 더 풍부한 배양배지와 같은 성분의

배지를 이용하여 운반할 경우 배아의 발달률 증가 및 세포사멸 감소 등의 긍정적인

효과가 있을 것이라고 생각하여 본 실험을 진행하게 되었다.

② 배양배지인 PZM-5는 CO2 인큐베이터에서만 pH 조절이 가능한 buffer가 들어 있

어서 공기 중에서도 pH 조절이 가능한 buffer를 추가로 넣어주어야 했다. 이를 위해

서 기존에 사용하는 이식용 배지인 TALP에 들어있는 것과 같은 농도의 HEPES 10

mM을 PZM-5에 첨가하고 공기 중에서 2시간 30분 정치시킨 후 pH를 측정해보니

TALP와 유사하였다. 이 결과로 배아 이식용 배지 테스트에 TALP와 10 mM

HEPES가 첨가된 PZM-5 (HEPES-buffered PZM-5)를 이용하였다.

TALP PZM-5 HEPES-buffered PZM-5

pH 7.0 7.8 7.2

표 10 TALP와 PZM-5, 10mM HEPES가 첨가된 PZM-5 (HEPES-buffered PZM-5)의 공기 

중에서의 pH

③ TALP와 HEPES-buffered PZM-5로 각각 단위생식 난자를 loading하고 2시간 보관

후 배양한 결과, 배반포 발달율은 TALP와 HEPES-buffered PZM-5에서 각각

22.46±1.47, 23.17±2.13(%), 배반포의 총 세포수는 각각 32.9±2.22, 37.09±2.18(개)로 유

의적인 차이가 없었다. 이로써 HEPES-buffered PZM-5가 TALP에 비해 더 유용하

다는 결론을 얻지는 못하였지만, PZM-5 역시 배아 이식용 배지로 사용가능함을 확

인하였다.

④ 본 연구에서 사용한 PZM-5는 다양한 amino acid가 포함되어 있는 배지로, 소에서

착상 전 배아의 필수 아미노산 흡수율이 증가한다는 연구 (Reproduction 141:

685-695, 2011) 및 마우스에서 착상 전 배아가 공기 중의 높은 산소에 노출되었을

때 아미노산 이용율이 높아진다는 연구 (Biol Reprod, 87:1-8, 2012) 결과와 같은 맥

락에서 PZM-5가 TALP에 비해 돼지의 착상 전 발달 중인 배아에 긍정적인 효과를

보일 것이라고 예상되지만, 실험결과를 통해 배양이 아닌 이식을 위한 운반과정(2시

간 30분)은 긍정적인 효과를 보이기에 다소 시간이 짧다고 생각된다. 추가로 배반포

발달율 및 총 세포수에 세포사멸과 관련된 유전자 분석을 수행하여 두 가지 이식용

배지가 배아에 미치는 영향에 대해 더 깊게 연구할 예정이다. 배아 이식용 배지에

대한 연구 자체는 활발하지는 않지만 주로 사람과 마우스에서 이루어졌는데, 특히

hyaluronic acid라는 물질의 이식용 배지 내 첨가에 대한 내용이 대부분이며, 이 물

질이 임신율 및 산자 생산율을 개선시킨다는 결론이 내려졌다. 이를 토대로 이식용

배지 및 체외배양 시 배지에 hyaluronic acid를 첨가하여 체외 발달율 개선에 대한
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연구를 진행할 예정이다.

그림 32 TALP와 HEPES-bufferd PZM-5 (PZM+H)로 loading한 그룹에서의 배반포 

형성 모습. (a, a’) TALP, (b, b’) PZM+H로 loading된 그룹에서의 배반포 형성 및 

bisbenzimide로 염색된 배반포.

그림 33 TALP와 HEPES-bufferd PZM-5(PZM+H)로 loading한 그룹에서의 배반

포 발달률 (BL rate) 및 배반포 내 총 세포수의 비교 (total cell number). 
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TALP PZM+H

BL rate (%) 22.46 ± 1.47 23.17 ± 2.13

Total cell number 32.9 ± 2.22 37.09 ± 2.18

표 11 두 그룹에서의 배반포 발달률 (BL rate) 및 배반포 내 총 세포수 (total cell 

number).

바. 체세포 핵이식 복제 돼지 생산 효율 향상을 위한 대리모 선발조건 및 이식 시스템

확립

(1) 연구방법

(가) 전신마취를 통한 대리모의 수술 방법

① 발정이 동기화된 대리모를 농장으로부터 공급받는다. 대리모에 1 mg/kg의 케타민

과 0.5 mg/kg의 자일라진 합제를 돼지의 이정맥으로 투여하여 전마취를 유도한다.

합제를 투여하고 잠시 기다린 후 쓰러져 의식이 없는 돼지를 수술대로 옮긴다. 수술

대에 옮긴 후 아이소플루란을 이용하여 전신마취를 유지하도록 한다.

② 수술부위를 비누를 이용하여 깨끗하게 씻어준 다음, 면도기를 이용하여 수술부위의

털을 깔끔하게 제거해준다. 포비돈, 알코올, 포비돈, 알코올, 포비돈 순으로 수술부위

를 소독해준 다음, 완전한 멸균상태를 유지한 채 수술을 진행한다.

③ 하복부의 중간 부위를 정중 절개한 후 자궁을 견인한다. 난관과 난소의 상태를 눈

으로 확인하고 형질전환 복제수정란을 난관 내로 이식한다. 이때 straw loding 법 또

는 tomcat catheter를 이용하는 방법 등 2 가지 방법 중 하나의 방법으로 이식을 진

행한다. Straw loading 법은 난관의 난소 쪽 opening을 통해서 형질전환 복제수정란

이 미리 loading되어 있는 straw를 깊이 넣은 후 난자를 대리모에 이식하는 방법이

다. 이 방법은 학교에서 출발하기 전 모든 준비를 완료할 수 있기 때문에 농장에 형

질전환 복제수정란을 따로 loading 하기 위한 장비가 필요 없다는 장점이 있는 반면,

시술에 사용되는 straw가 너무 단단하고 단면이 날카롭고 또한 straw를 깊이 넣어주

어야하기 때문에 대리모의 난관 벽을 많이 손상시킨다는 단점이 있다. Tomcat

catheter를 이용하는 방법은 난관에 직접 날카로운 바늘로 구멍을 낸 후 형질전환 복

제수정란이 loading되어 있는 catheter를 넣은 후 난자를 대리모에 이식하는 방법이

다. 이 방법은 catheter가 부드러운 대신 이 catheter에는 수정란이 미리 loading되어

운반될 수 없기 때문에 농장에 형질전환 복제 수정란을 따로 loading 하기 위한 장

비가 필요하다는 단점이 있다. 하지만, catheter가 난관에 깊이 삽입되지 않고, 난관

에도 작은 구멍 하나 정도의 손상이 주어지는 것이기 때문에 난관의 손상을 최소화

할 수 있다는 장점이 있다.

④ 이렇게 형질전환 복제수정란의 이식이 끝난 돼지는 자궁을 환납하고 열상을 봉합한

다. 봉합이 완료된 대리모는 환부를 베타딘으로 소독해준 다음, 수술 후 대기실로 옮



- 59 -

긴 후 술 후 케어를 한다. 또한 수술 후 발생할 수 있는 여러 가지 감염에 대비하여

광범위 항생제를 투여한다. 마취가 완전히 깨고, 기력을 회복하면 본래 거주하던 임

신사로 옮겨져 개별 관리에 들어간다.

(2) 연구결과

(가) 대리모의 발정시간과 체세포 핵이식을 통한 복제수정란 생산 시간의 간격이 초기

착상률에 미치는 영향

① 이식에 사용될 대리모는 농장에서 자연적으로 발정이 오는 대리모 중 화요일 오후

에 발정이 온 대리모와 수요일 오전에 발정이 온 대리모를 사용하여 이식을 진행하

였다. 특별한 경우가 없을 경우 화요일 발정이 온 대리모에 수요일 제작한 배아를

이식하였고, 수요일 발정이 온 대리모에는 목요일 제작한 배아를 이식하였다. 총 이

식 두수 중 초기임신이 확인이 된 개체의 비율을 살펴보면 아래의 표와 같다.

수 오전 SCNT 목 오전 SCNT

화 오후 발정 대리모 7 (36.8)1 0

수 오전 발정 대리모 1 (5.3)2 11 (57.9)3

1 임신한 대리모수(7마리)/총대리모수(19마리)의 백분율
2 임신한 대리모수(1마리)/총대리모수(19마리)의 백분율
3 임신한 대리모수(11마리)/총대리모수(19마리)의 백분율

표 12 대리모 총 19두에서 체세포 핵이식 난자 제작의 시간적 차이에 따른 초기임신율 연구 

② 결과적으로 화요일 오후에 발정이 온 대리모에 이식했던 모든 경우에는 분만을 통

해 산자를 얻을 수 없었다. 하지만 목요일 오전 작성된 배아를 이식한 수요일 오전

발정 대리모에서는 2마리의 대리모가 분만까지 이를 수 있었다. 수요일 오전에 작성

된 배아를 수요일 오전 발정 대리모에 이식한 1 경우는 예외적인 경우로 딱 한번 진

행이 된 사항이었는데 임신이 이루어졌고, 분만까지 진행이 되었다. 예외적인 경우를

제외하면, 대리모의 발정 발견 시간과 체세포 핵이식 복제수정란의 제작 시간이 24

시간 차이가 있을 경우 초기 착상률이 높고, 임신도 유지가 됨을 발견할 수 있었다.

(나) Progesterone 농도와 임신과 출산과의 상관관계

① 농장에서 발정의 발견은 수많은 암퇘지 중에서 발정 징후를 보이는 암컷을 농장 관

리자가 육안적으로 확인하는 상태를 일컫는다. 하지만 이에 대한 정확한 판단 기준

이 필요하였고, 그러한 판단의 기준이 될 수 있는 지표로 progesterone의 혈 중 농도

를 선택하였다. 따라서 이식 실험이 진행되는 당시 전신마취가 이루어진 돼지를 상

대로 jugular vein을 통해서 전혈을 채혈하였다. 임신 실패, 착상 성공, 그리고 분만

까지 이루어진 모든 돼지를 상태로 progesterone의 농도를 비교하여 평균을 얻었다.
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그 결과는 아래의 그림 또는 표와 같다. 농장에서 발정의 발견은 수많은 암퇘지 중

에서 발정 징후를 보이는 암컷을 농장 관리자가 육안적으로 확인하는 상태를 일컫는

다. 하지만 이에 대한 정확한 판단 기준이 필요하였고, 그러한 판단의 기준이 될 수

있는 지표로 progesterone의 혈 중 농도를 선택하였다. 따라서 이식 실험이 진행되는

당시 전신마취가 이루어진 돼지를 상대로 jugular vein을 통해서 전혈을 채혈하였다.

임신 실패, 착상 성공, 그리고 분만까지 이루어진 모든 돼지를 상태로 progesterone

의 농도를 비교하여 평균을 얻었다. 그 결과는 아래의 그림 또는 표와 같다.

그림 34 분만/초기임신(유산)/임신 실패를 기준으로 한 progesterone 농도

P4 conc. 분만 유산 임신 실패 총 이식두수

≤ 0.5 0 0 4 (100) 4

0.5 ~ 3 5 (14.7) 8 (23.5) 21 (61.8) 34

3 ~ 6 1 (4.0) 5 (20.0) 19 (76.0) 25

≥ 6 0 4 (18.2) 18 (81.8) 22

표 13 Progesterone 농도를 기준으로 한 분만/유산/임신 실패의 상관관계

② 결과적으로 분만까지 진행된 이식 시 대리모의 평균 progesterone의 농도는 1.835

± 0.457였다. 또한 progesterone의 농도를 기준으로 보았을 때, 농도가 0.5~3 ng/ml

일 때 초기임신과 분만 효율이 높은 것을 확인할 수 있었다.

사. AD 형질전환 세포를 이용한 복제수정란 생산과 검증 및 수정란이식

(1) 연구방법

(가) 체세포 핵이식기법을 이용한 AD 복제수정란 생산
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① 1협동으로부터 hAPP 유전자가 삽입된 세포를 이용하여, 형질전환복제수정란을 생

산하는 과정은 다음과 같다. 리포터 유전자인 GFP가 발현되어지는 세포가 hAPP가

발현되는 세포임이 기 검증된 결과를 바탕으로, 복제수정란을 작성한다.

② 앞서 기술한 바와 같이 체외성숙과정을 통해 성숙된 돼지난자를 획득한다. 성숙된

돼지 난자는 앞서 기술한 바와 같이 탈핵과정을 통해 핵을 제거한다. 이후 GFP 가

발현되어지는 세포를 선택적으로 골라 탈핵된 난자의 위란강으로 세포를 주입하고,

전기융합, 화학적 활성화 과정을 통해 복제수정란을 성공적으로 구축한다.

③ 재구축된 복제수정란은 GFP의 지속적인 발현과 배반포의 형성 그리고 복제수정란

에서 GFP, hAPP, porcine APP 유전자의 발현양상을 분석하기 위하여 8일 동안 미

네랄 오일 (mineral oil)로 도포된 25 uL의 PZM-5 미세소적 (microdrops)내에서 각

각 배양한다.

(나) AD 복제수정란 생산 및 유전자 발현 검증 및 대리모 내 복제수정란 이식

① 8일 동안 배양과정에서 생산되어진 복제수정란의 분할률, 배반포 형성률을 현미경

하에서 관찰한다. 이와 동시에 발달시 GFP 의 지속적인 발현 유무를 통해 형질전환

복제수정란의 완벽한 구축을 검증한다.

② 수정란 검증을 위하여, GFP 발현 (hAPP 도입) 복제수정란, 일반지방줄기세포이용

복제수정란으로부터 genomic DNA를 추출한다. 추출한 gDNA는 PCR reaction을 통

해 GFP, hAPP, porcine endogenous APP의 발현 여부를 분석한다.

③ 체외검증이 완료된 AD 형질전환체세포를 이용한 형질전환복제수정란의 대리모 난

관 내 이식을 실시한다. 대리모는 자연발정이 온 대리모로 이식할 수정란과의 발정

주기를 동기화하여 수술적인 방법으로 이식하고, 임신여부를 재발정 관찰법과 초음

파진단기로 모니터링 한다.

(2) 연구결과

(가) 체세포 핵이식기법을 이용한 AD 복제수정란 생산 및 검증

① 자외선 아래에서 초록형광단백질(GFP)을 발현하는 세포만 사용하여 체세포 핵이식

을 실시하였다. 체외 발달을 관찰하기 위해 형질전환된 복제수정란 (TG), 형질전환

되지 않은 복제수정란 (Non-TG)를 각각 PZM-5 미세소적에 넣고 38 ℃, 5% CO2,

5% O2, 90% N2의 조건하에서 8일간 배양하였다. 체외에서의 배아 발달률은 아래표

와 같다.
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그림 35 자외선 아래에서 초

록형광단백질(GFP)을 발현하

는 hAPP가 발현되는 공여세

포들

MSC Total IVC 2 cells % 16 cells % BL %

Non-TG 244 209 85.66 131 53.69 19 7.79

TG 254 236 92.91 120 47.24 18 7.09

표 14 AD 형질전환 세포로 생산된 복제수정란의 체외발달 효율

② 복제수정란 두 그룹의 발달률은 유의한 차이가 없었다. 형질전환 된 복제수정란과

형질전환 되지 않은 복제수정란의 발달률은 2세포기(92.91 vs. 85.66%), 16세포기

(47.24 vs. 53.69%), 배반포 (7.09 vs. 7.79% )에서 유사하였다. 형질전환 된 세포에서

유래한 GFP는 형질전환 되지 않은 복제수정란에서는 관찰되지 않은 반면, 형질전환

된 복제수정란에서는 아래 그림과 같이 GFP가 관찰 되었다.

그림 36 형질전환 된 복제수정란의 사진. (A) 일반현미경하에서 관찰한 형질전환복제수정

란 사진. (B) 자외선 하에서 GFP가 발현하는 형질전환복제수정란 사진. (C, D) 8일째 형

성된 형질전환복제 배반포의 일반광하에서의 사진. (E, F) 8일째 형성된 형질전환복제 배

반포의 자외선 하에서 GFP가 발현하는 사진.

(나) AD 복제수정란 생산 및 유전자 발현 검증 및 대리모 내 복제수정란 이식
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① 형질전환 된 복제수정란 (TG), 형질전환되지 않은 복제수정란 (Non-TG)의

genomic DNA를 추출하여 외래유전자가 삽입되었는지를 조사하였다. 결과 marker유

전자인 GFP 유전자는 Non-TG에서는 검출이 되지 않았으나 TG에서는 유전자가 검

출된 결과를 보여주었다. 또한 돼지에서 발현되는 porcine APP(pAPP) 유전자과 유

전자조작을 통해 삽입된 mutant human APP(hAPP)의 발현유무를 조사하였다.

② 결과 pAPP 유전자는 Non-TG 수정란과 TG 수정란에서 모두 발현되어지는 반면,

hAPP 유전자는 TG 수정란에서만 발현되는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 현재 연

구에서 생산되어진 GFP 가 발현되는 형질전환세포를 이용한 복제수정란은 hAPP 가

발현되고 있음을 확인하였으며, 이렇게 생산되어진 수정란의 이식은 AD 모델 돼지

의 생산 가능성을 보여주는 결과이다.

그림 37 GFP 발현 공여세포를 이용하여 생산된 형질전환 복제수정란의 

hAPP 발현 검증.

③ 따라서 본 연구팀은 2차년도의 AD 모델 돼지 생산 연구를 1차 년도에 앞서 진행하

였다. 암컷 형질전환 지방줄기세포주를 이용해 생산된 복제수정란을 7마리의 대리모

에 이식하였고, 수컷 형질전환 지방줄기세포주를 이용하여 생산된 복제수정란을 5마

리의 대리모에 이식하였다. 또한 대조군으로 형질전환 되지 않은 지방줄기세포주를

이용한 복제수정란을 7마리의 대리모에 이식하였다. 결과 대조군에서는 임신이 확인

되지 않았으나, 현재 암컷 형질전환 지방줄기세포주를 이용하여 생산된 복제수정란

이 이식된 대리모 중 한 마리에서 임신이 확인되었다. 분만시 유전자 검사를 통해

hAPP 유전자가 삽입되었는지 여부를 확인하여 AD 모델 돼지 생산을 검증 하고자

한다.
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Recipient SCNT
Pregnancy

ID Estrus No. CL donor cell No.
embryos

A 수 오전 5 female 미니피그/MSC 103 No

B 수 오전 6 female 미니피그/MSC 168 No

C 수 오전 4 female 미니피그/MSC 178 No

D 수 오전 10 female 미니피그/MSC 92 No

E 수 오전 11 female 미니피그/MSC 166 No

F 화 오후 0 female 미니피그/MSC 150 No

G 수 오전 5, 7 male 미니피그/MSC 158 No

H 수 오후 9, 3 female
Syn-mAPP-GFP 120 No

I 수 오전 5, 6 female
Syn-mAPP-GFP 150 No

J 수 오전 5 female
Syn-mAPP-GFP 203 No

K 수 미배란 female
Syn-mAPP-GFP 162 No

L 수 오전 6 female
Syn-mAPP-GFP 198 No

M 월 저녁 10 (미배란) female
Syn-mAPP-GFP 229 No

N 화 오후 6 female
Syn-mAPP-GFP 155 YES

O 수 오전 6 male Syn-mAPP-GFP 213 No

P 화 오후 8 male Syn-mAPP-GFP 212 No

Q 화 오후 6 male Syn-mAPP-GFP 230 No

R 수 오전 5 male Syn-mAPP-GFP 154 YES

S 화 오후 9 male Syn-mAPP-GFP 230 No

표 15 체세포 핵이식을 이용하여 생산된 복제수정란의 대리모의 난관 내 이식 

4. AD 모델 생산 위한 hAPP 유전자 조절 형질전환 미니돼지 생산

가. hAPP 뇌신경세포 특이적 과발현 복제수정란 생산

(1) 연구방법

(가) 체세포핵이식기법을 이용한 AD 복제수정란 생산

① 도축장으로부터 돼지 난소를 28-31°C의 생리식염수에 담아 실험실로 운반하여, 직

경이 3-6mm가 되는 난포로부터 18-gauge 바늘이 장착된 10ml 주사기를 이용하여

난구세포-난자복합체 (cumulus-oocyte complex, COC)를 회수한다. 난구세포로 난자



- 65 -

의 투명대 외벽이 여러 겹으로 쌓여있고, 난자의 세포질이 균일한 상태의 COC를 선

택하여 체외성숙배양액에서 5% 이산화탄소의 39℃ 배양기에서 40시간동안 체외성숙

을 유도한다. Tyrode’s albumin lactate pyruvate (TALP) 배지 내에서 0.1% (v/v)

히알루로니다제 (hyaluronidase)에 침지한 후, 미세 유리피펫을 이용, 반복 피펫팅

(pipetting)하여, 체외 성숙된 난자로부터 난구세포를 제거한다. 그 후, 각각의 난자들

을 홀딩 마이크로피펫으로 고정하고, 5 ug/mL 비즈벤지마이드 (bisbenzimide)

(Hoechst 33342)와 5 ug/mL 사이토칼라신 B가 보충된 TALP 배지 내에서 미세조작

기 (Nikon-Narishige, Tokyo, Japan)로 탈핵한다. 비즈벤지마이드로 염색된 제1극체

및 중기-II 염색체를 흡입 피펫 (aspiration pipette)을 사용하여 제거한다. 탈핵된 난

자는 Porcine zygote media (PZM)-5에 두고 계속하여 체세포핵이식에 사용한다.

② 1차년도에 확립된 돼지의 뇌신경에서만 특이적으로 human mutation amyloid

precursor protein (hAPP) 유전자가 발현되는 세포를 이용하여, 형질전환복제수정란

을 생산하는 과정은 다음과 같다. 체세포 핵 이식을 위하여 hAPP 세포들을 해동하

고, 100% 컨플루언시가 될 때까지 배양한 후 약 3분 동안 트립신 처리하여 단일 층

으로부터 분리시켜 하나의 세포로 회복시켜 핵 공여세포로 이용한다. 기년도의 검증

된 결과를 바탕으로 리포터 유전자인 GFP가 발현되는 세포가 hAPP가 발현되는 세

포임을 이용하여 복제수정란을 작성한다.

③ 앞서 준비되어진 탈핵 난자의 위란강 (perivitelline) 공간으로 단일의 GFP가 발현되

는 공여세포를 주입한다. 상기 결합체 (couplets)를 0.26 M 만니톨, 0.1 mM MgSO4,

0.5 mM HEPES를 포함하는 융합 배지에 침전시키고, 바늘 형의 전극을 사용하여

융합시킨다. 단일 세포-난자 결합체를 미세조작기 (Nikon-Narishige, Tokyo, Japan)

에 부착되어 있는 2개의 마주보는 전극 사이에 놓는다. 난자 세포질체 및 핵 공여세

포 사이의 접촉면을 전극과 평행하게 놓고, Electro-Cell Fusion apparatus (NEPA

GENE Co., Chiba, Japan)로 전기 자극을 준다. 1.2 Kv/cm의 직류전압으로 한번의

30 ㎲ 지속시간으로 가하며, 전기자극 30분 후에 핵 공여세포와 난자세포질체의 융

합을 실체현미경 하에서 관찰한다. 융합된 수정란만을 선별하여 0.26 M 만니톨, 0.5

mM HEPES, 0.1 mM CaCl2, 0.1 mM MgSO4가 첨가된 활성배지가 담긴 chamber

에 넣고 전극을 연결한 후, BTX electro-cell Manipulator 2001기계를 이용하여 1.5

kv/cm의 직류전압으로 한번의 60 ㎲의 지속시간으로 전류를 가하여 활성화시킨다.

미네랄 오일 (mineral oil)로 도포된 20 uL의 PZM-5 미세소적 (microdrops) 내에서

수정란을 5-6개씩 배양한다.

④ 발정이 동기화된 대리모를 농장으로부터 공급받는다. 대리모에 1 mg/kg의 케타민

과 0.5 mg/kg의 자일라진 합제를 돼지의 이정맥으로 투여하여 전마취를 유도한다.

합제를 투여하고 잠시 기다린 후 쓰러져 의식이 없는 돼지를 수술대로 옮긴다. 수술

대에 옮긴 후 아이소플루란을 이용하여 전신마취를 유지하도록 한다. 수술부위를 비

누를 이용하여 깨끗하게 씻어준 다음, 면도기를 이용하여 수술부위의 털을 깔끔하게

제거해준다. 포비돈, 알코올, 포비돈, 알코올, 포비돈 순으로 수술부위를 소독해준 다

음, 완전한 멸균상태를 유지한 채 수술을 진행한다. 먼저 하복부의 중간 부위를 정중

절개한 후 자궁을 견인한다. 난관과 난소의 상태를 눈으로 확인하고 형질전환 복제
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수정란을 난관 내로 이식한다. 이때 straw loding 법 또는 tomcat catheter를 이용하

는 방법 등 2 가지 방법 중 하나의 방법으로 이식을 진행한다. Straw loading 법은

난관의 난소 쪽 opening을 통해서 형질전환 복제수정란이 미리 loading되어 있는

straw를 깊이 넣은 후 난자를 대리모에 이식하는 방법이다. 이 방법은 학교에서 출

발하기 전 모든 준비를 완료할 수 있기 때문에 농장에 형질전환 복제수정란을 따로

loading 하기 위한 장비가 필요 없다는 장점이 있는 반면, 시술에 사용되는 straw가

너무 단단하고 단면이 날카롭고 또한 straw를 깊이 넣어주어야 하기 때문에 대리모

의 난관 벽을 많이 손상시킨다는 단점이 있다. Tomcat catheter를 이용하는 방법은

난관에 직접 날카로운 바늘로 구멍을 낸 후 형질전환 복제수정란이 loading되어 있

는 catheter를 넣은 후 난자를 대리모에 이식하는 방법이다. 이 방법은 catheter가 부

드러운 대신 이 catheter에는 수정란이 미리 loading되어 운반될 수 없기 때문에 농

장에 형질전환 복제 수정란을 따로 loading 하기 위한 장비가 필요하다는 단점이 있

다. 하지만, catheter가 난관에 깊이 삽입되지 않고, 난관에도 작은 구멍 하나 정도의

손상이 주어지는 것이기 때문에 난관의 손상을 최소화할 수 있다는 장점이 있다. 이

렇게 형질전환 복제수정란의 이식이 끝난 돼지는 자궁을 환납하고 열상을 봉합한다.

봉합이 완료된 대리모는 환부를 베타딘으로 소독해준 다음, 수술 후 대기실로 옮긴

후 술후 케어를 한다. 또한 수술 후 발생할 수 있는 여러 가지 감염에 대비하여 광

범위 항생제를 투여한다. 마취가 완전히 깨고, 기력을 회복하면 본래 거주하던 임신

사로 옮겨져 개별 관리에 들어간다. 분만예정일에 제왕절개를 통해서 복제돼지를 분

만한다.

(2) 연구결과

(가) hAPP 뇌신경세포 특이적 과발현 복제수정란 생산

① 체외성숙 난자의 핵을 제거하고, 형질전환된 hAPP 과발현 세포를 주입하여 복제수

정란을 생산하였다. hAPP 과발현 세포는 GFP 마커도 함께 도입되어, 생산된 복제수

정란 역시 그림과 같이 GFP 를 발현하였다. 또한 수정란에서 GFP와 hAPP가

genomic DNA 내로 도입된 것을 PCR을 통해 확인하였다.
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그림 38 hAPP 뇌신경세포 특이적 과발현 복제수정란생산에 관한 그림. (가) 렌티바이러스 벡

터를 이용해 hAPP와 GFP 유전자를 도입시켜 GFP 발현이 확인된 미니돼지 지방유래줄기세

포. (나) hAPP 세포의 체세포핵이식을 통해 생산된 복제수정란의 GFP 유전자 발현. (다) PCR

을 통한 복제 수정란에서 hAPP와 GFP 유전자의 존재 검증 (TG; hAPP 세포를 이용해 제작

한 복제 수정란, C; 정상 미니돼지 지방유래줄기세포를 이용해 제작한 복제 수정란). 

나. APP 뇌신경세포 특이적 과발현 미니돼지 생산

(1) 연구방법

① 형질전환 돼지의 DNA 추출 및 PCR 분석; 생산된 복제 돼지의 hAPP 유전자의

genome에 삽입 여부를 검증하기 위하여, hAPP가 삽입전인 공여세포 (negative

control), 복제된 돼지 및 plasmid vector(positive control)를 이요하여 유전자 검사를

수행한다. 태어난 개체의 혈액이나 꼬리로부터 조직 단편과 체세포 공여세포로부터

Genomic DNA를 분리한다. 추출된 DNA에서 hmtDNA 삽입여부를 분석하기 위하여

벡터내 마커인 GFP와 hAPP를 증폭하기 위한 프라이머를 각각 제작한다. 제작된 프

리이머들을 이용해 분리된 genomic DNA를 주형으로 하여 PCR 분석을 실시한다.

증폭된 PCR 산물을 전기영동 하여 분리한 후 이에 대한 염기서열 분석을 자동화

DNA 서열 분석기를 이용하여 실시한다. 태어난 복제돼지의 genomic DNA 내에 외

래에서 도입시킨 hAPP가 도입되었는지 유무를 판정한다.

② 형질전환 돼지의 목적유전자 삽입 검증을 위한 sourthen blot 분석; 목적유전자의

삽입여부를 확인하기 위해 Southern blot의 방법을 이용하여 수행하였다. GFP,

hAPP 유전자의 합성에 대한 프라이머는 목적 유전자를 구성하고 있는 벡터의 서열

을 근거로 하여 실험을 수행하였다. 713개의 염기서열을 지닌 프루브를 PCR DIG

Probe Synthesis kit (Roche, Mannheim, Germany)를 이용하여 합성하고 전기영동

장치에 의해 정제하였다. 양전하를 띄는 나일론 필터에 DNA 절편을 옮겨서 DNA

탐침과 혼성화되는지의 여부를 DIG luminescent detection kit (Roche, Mannheim,

Germany)를 이용하여 확인한다.
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(2) 연구결과

(가) APP 뇌신경세포 특이적 과발현 복제 수정란 이식 및 복제 돼지 생산

① AD 복제수정란을 발정 동기화된 대리모에 이식하여 수정란 이식 후 114일째 제왕

절개를 통하여 3마리의 복제돼지를 생산하였다. 162개의 복제수정란 중 3개가 분만

까지 유지되어 3마리의 복제돼지가 분만되었다. 3마리의 돼지 중 1마리는 생후 1일

째 사망하였으며, 다른 한 마리는 생후 10일경 폐사하였다. 나머지 한 마리는 건강하

게 생존 중이며 보고서 작성일자 기준 현재 9개월령이다.

Recipient Donor cell No. Pregnancy Clone ID Transgene Status

A
female

Syn-mAPP-GFP
162 YES

ADF1 GFP,hAPP Live

ADF2 GFP,hAPP Dead at 1 day

ADF3 GFP,hAPP Dead at 10 days

표 16 체세포핵이식을 통해 생산된 3마리의 복제돼지 현황

(나) PCR을 통한 APP 형질전환 복제돼지 유전자 검증

① 형질전환 복제돼지의 꼬리조직에서 유전자를 채취하여 목적유전자의 삽입 여부를

PCR을 통해 검증하였다. 아래 그림에서 보듯이 본 과제에서 생산된 APP 형질전환

돼지 3마리 (ADF 1, 2, 3) 모두의 genomic DNA에 hAPP 유전자가 삽입된 것을 확

인할 수 있었다. 또한 마커 유전자인 GFP의 유전자 역시 삽입된 것이 함께 검증되

었다.

그림 39 형질전환돼지 ADF 1, 2, 3의 PCR을 통한 hAPP 및 GFP 유전자의 삽입 검증. 

P; positive control로 형질전환에 사용한 플라스미드 벡터 DNA, N; negative control로 

형질전환유도를 위해 이용된 미니돼지지방줄기세포. 1, 2, 3; 형질전환돼지 ADF 1, 2, 3

의 genomic DNA. 
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(다) Southern blot 기법을 이용한 형질전환돼지의 분석

① 형질전환 복제돼지 3마리의 genome에 외래에서 인위적으로 도입시킨 벡터가 안정

적으로 삽입되었는지 여부를 southern blot 기법을 이용하여 재검증하였다.

그림 40 hAPP 과발현 형질전환 복제돼지 생산에 이용된 렌티바이러스 벡터. 

② 위의 벡터로 형질전환이 유도된 미니돼지 지방줄기세포를 이용하여 생산된 복제돼

지 3마리의 southern blot 분석은 마커 유전자로 도입된 EGFP를 증명하기 위한

EGFP probe와 AD 질환 유도를 위해 삽입된 hAPP probe를 각각 이용하여 이루어

졌다.

그림 41  southern blot 기법을 이용한 hAPP 형질전환 복제돼지의 EGFP 삽입 유무 검증. 

(좌) 형질전환 돼지 3마리의 genome 내에 최소 7copy 이상이 integration된 결과. (우) 형

질전환 돼지의 gemone 내에 EGFP가 insertion된 결과.

③ 다음으로 3마리의 형질전환복제돼지의 genome 내에 목적 유전자인 hAPP가 안정

적으로 삽입되었는지를 검증하였다. 마커 유전자인 EGFP와 동일하게 최소 7copy 이
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상이 integration된 결과를 보여주었다.

그림 42 southern blot 기법을 이용한 hAPP 형질전환 복제돼지의 hAPP 삽입

유무 검증. (좌) 형질전환 돼지 3마리의 genome 내에 최소 7copy 이상이 

integration된 결과. (우) 형질전환돼지의 gemone 내에 hAPP가 insertion된 결

과.

(다) 생후 폐사한 형질전환 복제돼지의 GFP 발현 검증

① 생산된 3마리의 돼지 중 생후 1일째 폐사한 ADF 2와 생후 10일경 폐사한 ADF 3

의 부검과정에서 전신 장기에서 GFP가 발현하는 지를 UV를 조사하여 검증하였다.

아래 그림과 같이, 2마리 돼지의 전체 장기에서 GFP가 발현되는 것을 확인할 수 있

었다.

② PCR 및 southern blot 분석 결과와 더불어 마커인 GFP가 안정적으로 발현되는 것

으로 미루어 볼 때, 본 연구에서 생산된 돼지는 목적유전자인 hAPP 유전자 역시 안

정적으로 발현될 것이다. 현재 생존중인 ADF 1의 지속적인 모니터링을 통해 향후

행동적인 부분이나 병태학적인 부분에서의 이상징후를 지속적으로 관찰할 계획이다.
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그림 43 APP 형질전환 복제 미니돼지의 전신 장기에서의 GFP 발현 유무 검증. 

다. APP 뇌신경세포 특이적 과발현 복제돼지유래 세포주 이용 재복제돼지 생산

(1) 연구방법

① APP 발현 재복제돼지 수정란 생산 및 이식; hAPP 형질전환 미니돼지로부터 확립

한 섬유아세포를 공여세포로 하여 체세포 핵이식을 수행한다. 1-2 일간 체외배양된

배아 중 양호한 것을 선별하여 TALP 배지 1㎖과 함께 1.5 ㎖ tube에 넣은 후, 포터

블 인큐베이터에 옮겨 대리모가 준비된 농장으로 이동한다. 대리모의 자궁에 배아를

이식하는 방법은 위와 동일하다.

② APP 발현 재복제돼지의 생산 및 유전자 검증; 대리모에 배아를 이식하고 114일이

되는 날 즉, 분만예정일에 제왕절개를 통해서 살아있는 재복제돼지를 얻는다. 이렇게

생산된 돼지의 꼬리 끝부분 0.5㎝ 정도를 지혈겸자로 집고 도려낸 후, 그 부위를 소

독하고 봉합해준다. 도려낸 조직은 유전자 검증을 위해 DNA추출에 이용한다. 추출

한 DNA를 이용한 PCR과 Southern blot 방법을 통해 genomic DNA 상의 유전자

존재를 입증한다.

(2) 연구결과

(가) hAPP 발현 재복제돼지 수정란 생산 및 이식
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① 확립된 ADF 3 섬유아세포주를 이용하여 hAPP 재복제돼지 생산을 위한 체세포

핵이식을 수행하고, 이렇게 제작된 복제 수정란을 대리모에 이식하였다. 12번의 대리

모 이식을 통해 3마리의 대리모에서 초기 임신을 확인하였다.

ID Donor cell Pregnancy

A ADF3 fail

B ADF3 fail

C ADF3 fail

D ADF3 fail

E ADF3 fail

F ADF3 success

G ADF3 fail

H ADF3 fail

I ADF3 fail

J ADF3 success

K ADF3 fail

L ADF3 success

M ADF1 abortion

표 17  hAPP 형질전환 재복제돼지 이식 및 임신 현황 

(나) hAPP 발현 재복제돼지의 생산 및 유전자 검증

① 초기 임신이 확인된 3마리의 대리모 중, 2마리는 유산되었고 나머지 1마리에서만

살아있는 상태의 hAPP 발현 재복제돼지 2마리를 제왕절개를 통해 얻을 수 있었다.

이 2마리를 출생 순서대로 ADF 4, ADF 5로 명명하였으나 (아래그림), ADF 5는 생

후 4일 째에, ADF 4는 생후 7일 째에 폐사하였다. 폐사한 2마리의 재복제돼지 및 생

후 3일 째에 폐사한 일반 미니돼지로부터 전신 장기 및 피부조직을 회수하여, 그 중

폐 조직으로부터 genomic DNA를 추출하였다. ADF 1, 2, 3에서의 유전자 삽입 검증

방법과 마찬가지로 PCR을 실행하여 마커 유전자인 GFP와 목적 유전자인 hAPP의

존재를 확인할 수 있었다.
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그림 44 hAPP 미니돼지 재복제돼지 2마리의 출생 직후 모습. (좌) ADF 4, (우) 

ADF 5.

그림 45 형질전환 재복제돼지 ADF 4, 5의 PCR을 통한 hAPP 및 GFP 유전자의 삽입 

검증. P; positive control 로 형질전환에 사용한 플라스미드 벡터 DNA. N; negative 

control로 생후 3일 째에 폐사한 일반 미니돼지의 genomic DNA. 1, 2; 각각 ADF 4, 

5의 genomic DNA.

(다) 생후 폐사한 형질전환 재복제돼지의 GFP 발현 검증
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① 생산된 2마리의 돼지 ADF 4와 ADF 5의 부검과정에서 전신 장기에서 GFP가 발

현하는 지를 UV를 조사하여 검증하였다. 이 중 ADF 4의 몇몇 장기에서 GFP가 발

현되는 모습을 일반 미니돼지와 비교한 사진을 아래에 나열하였다. 정상 미니돼지의

대장에서 위양성 반응으로 약한 녹색 신호가 보이는 것을 제외하고, ADF 4의 피부,

발굽, 장기에서만 또렷하게 GFP가 발현되는 것을 확인할 수 있다.

그림 46 ADF 4와 정상 미니돼지의 GFP 발현을 일부장기에서 확인한 결과. 

라. hAPP 유전자조절 미니돼지 유래 태아세포주 수립

(1) 연구방법

(가) 성체섬유아세포주 확립

① hAPP 형질전환 미니돼지의 성체섬유아세포 확립을 위하여 복부 피부 조직을 무균

적으로 채취한 후, phosphate buffered saline (PBS)에 3번 washing 한다. 그 후, 미

세가위를 이용하여 조직을 잘게 자르고 0.25 %(w/v) 트립신 및 1 mM EDTA가 보

충된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)에서 1시간 배양한다. 배양 후,

10 %(v/v) FBS 가 첨가된 DMEM으로 트립신을 중화 후, 원심분리 후 상층액은 제

거하고 조직과 세포 펠렛을 회수하여 배양접시에 넣은 후, 10 %(v/v) FBS 가 첨가

된 DMEM에서 6일 내지 8일 간 배양한다.

② 배양 후, 부착되지 아니한 세포 또는 외식편 덩어리를 제거한 후, 부착된 세포들을

컨플루언시까지 계속하여 배양하여 성체 섬유아세포주를 확립하였다. 확립한 세포주
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는 실험에 사용하기 전까지 10%DMSO 가 첨가된 FBS를 이용하여 동결하여 액체질

소에 보관한다.

(2) 연구결과

(가) 형질전환 미니돼지 성체조직유래의 섬유아세포주 확립

① 형질전환 미니돼지 성체 조직 유래의 성체섬유아세포의 확립은 생후 폐사한 ADF

2와 ADF 3의 귀조직과 생존하고 있는 ADF 1의 서혜부 피부 조직으로부터 각각 확

립되었다.

② ADF 2 유래 확립된 세포는 2계대에서 1 x106 cells/ml 농도로 1.5 ml 동결튜브 9

개로 동결되었고, ADF 3 유래는 0계대에서 2 x106 cells/ml 농도로 1.5 ml 동결튜브

20개, 1 x106 cells/ml 농도로 1.5 ml 동결튜브 4개, 1계대에서 1 x106 cells/ml 농도

로 1.5 ml 동결튜브 1개로 각각 동결되었다.

③ ADF 1 유래 세포는 0계대에서 1 x106 cells/ml 농도로 1.5 ml 동결튜브 7개, 1계대

에서 1 x106 cells/ml 농도로 1.5 ml 동결튜브 3개, 2계대에서 1 x106 cells/ml 농도

로 1.5 ml 동결튜브 5개로 각각 동결되었다. 이 모든 세포는 체세포 핵이식에 이용

전까지 액체질소에서 보관되었다. 또한 형질전환 돼지의 마커유전자인 GFP의 발현

이 확립된 세포주에서도 동일하게 발현되었음을 증명하였다.

Cell Strain Date Passage Number concentration

ADF1 2013-05-12 0 3 1 x106

2013-05-13 0 4 1 x106

2013-05-12 1 3 1 x106

2013-06-10 2 5 1 x106

ADF2 2012-09-17 2 9 1 x106

ADF3 2012-09-21 0 14 2 x106

2012-09-21 0 4 1 x106

2012-09-26 0 6 2 x106

2012-09-26 1 1 1 x106

표 18  hAPP 형질전환 미니돼지로부터 확립하고 동결 보관한 성체조직유래 섬유아세포주  

마. APP 유전자조절 미니돼지 유래 줄기세포주 수립

(1) 연구방법

① hAPP 형질전환 미니돼지의 지방줄기세포를 분리하기 위해 복부의 피하지방조직을

무균적으로 채취하여 PBS로 washing한다. 그 후, 미세가위를 이용하여 조직을 잘게
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자르고 1 mg/ml collagenase I을 처리하여 60분 간 37 °C에서 교반시켜 조직을 분해

한다. 100㎛ cell strainer를 이용하여 분해된 조직을 걸러내고 원심 분리하여 세포

분획을 얻은 후, 상층액을 제거하고 세포를 회수하여 지방줄기세포 배양배지(RKCM)

에 넣고 37 °C, 5% CO2 조건하에서 배양한다.

② 다음날 배양 접시에 부착되지 아니한 세포 또는 조직 덩어리를 제거한 후, 부착된

세포들을 컨플루언시까지 계속하여 배양한다.

(2) 연구결과

(가) 형질전환 미니돼지 지방조직유래 지방줄기세포주 확립

① ADF 1로부터 지방조직을 채취하기에 충분한 시기가 되기까지 기다렸다가 생후 8

개월령에 서혜부로부터 지방조직을 채취하여 지방줄기세포를 분리하였다. 또한 형질

전환 돼지의 마커유전자인 GFP의 발현이 확립된 세포주에서도 동일하게 발현되었음

을 증명하였다.

그림 47 Flow cytometry를 이용한 ADF3 유래의 성체 세포주에서 GFP 발현.

바. 난자의 생화학적 특성을 이용한 돼지 난자 선별법 적용 및 복제 수정란의 체외 발

달률 비교

(1) 연구방법
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① 난소로부터 회수한 COC 중 난구세포로 난자의 투명대 외벽이 여러 겹으로 쌓여있

고, 난자의 세포질이 균일한 상태의 난구세포-난자복합체를 선택한다. 이 중 절반

(1st control 그룹)은 체외성숙배양액에서 5% 이산화탄소의 39℃ 배양기에서 40시간

동안 체외성숙을 유도 하고, 나머지 절반(1st B+ 그룹)은 체외성숙 유도 전, TALP

배지에 26 μM 로 BCB를 희석한 용액에 넣어 90분간 염색한다. 90분 후, COC를

PBS에 washing하고, 세포질이 푸른 색을 띄는 것만을 선택하여 위와 같은 방법으로

체외성숙을 유도한다.

② 앞서 난구세포 및 난자의 세포질에 의한 COC 선별 기준에 들지 못한 나머지 난자

를 1st 그룹과 같이 control 및 B+ 그룹으로 나누어 각각 체외성숙을 유도한다. 체외

성숙 유도 후 체세포 핵이식을 수행하는 내용은 상기와 동일하며, 단위생식을 수행

하는 방법은 체세포 핵이식 과정 중 활성화 단계부터 시작되어 그 이후는 체세포 핵

이식 과정과 동일하다.

③ 배아의 발달율은 체외 배양 2일째에 분할율 관찰, 7일째에 배반포 형성율 관찰을

통해 계산되며, 배반포를 5 ug/mL 비즈벤자마이드 (bisbenzimide) (Hoechst 33342)

에 10분간 염색한 후, 슬라이드 글라스와 커버 글라스 사이에 놓고 압착하여 형광현

미경 하에서 전체 세포수를 측정하여 배반포의 질을 평가한다.

(2) 연구결과

(가) 난자의 생화학적 특성을 이용한 돼지 난자 선별법 적용 및 복제 수정란의 체외 발

달률 비교

① 체외성숙에 들어가기 전, 성숙될 가능성이 높은 난자를 주로 외형적인 모양을 보고

선별한다. 그러나 여기에 난자의 생화학적 특성에 근거를 두고, 난자가 성숙될 가능

성이 높다는 것을 조금 더 객관적으로 파악할 수 있는 방법을 적용해 난자를 선별하

는 실험을 실행하였다. 여기에서 말하는 난자의 생화학적인 특성이란, 작은 난포 내

에 존재하는, 아직 다 자라지 못한 난자의 경우에는 Glucose-6-phosphate

dehydrogenase (G6PD)라는 효소를 그 세포질에 매우 풍부한 양으로 함유하고 있는

반면, 난포가 발달함에 따라 완전히 다 성장한 난자의 경우에는 G6PD를 거의 가지

고 있지 않은 것이다. 이 때, G6PD에 의해 분해되는 물질을 이용하면 난자의 세포질

내 이 효소의 활성을 파악할 수 있는데, 그 물질 중 하나인 Brilliant Cresyl Blue

(BCB)를 난자에 처리하면 덜 자란 난자는 풍부한 G6PD 때문에 BCB가 분해되어 난

자의 세포질 색이 변하지 않는 반면, 다 자란 난자는 BCB를 분해하지 못해 세포질

의 색이 짙은 보라색으로 관찰된다. 이러한 내용을 토대로 실험을 수행하였다.

② 외형적인 모양으로 먼저 선별한 1st 그룹과 선택되지 못한 나머지 난자들로 이루어

진 2nd 그룹을 다시 각각 두 개의 그룹으로 나누어, BCB 처리하지 않은 control 그

룹(1st control/ 2nd control)과 90분간 BCB 처리 후 세포질이 짙은 보라색으로 보이

는 난자들의 B+ 그룹(1st B+/ 2nd B+)을 설정하였다. 각 그룹의 난자들을 그룹별로
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체외성숙 시킨 후, 단위생식 (Parthenogenesis) 또는 체세포 핵이식을 통한 배아를

제작하였다. 각 그룹 및 실험 방법에 따른 배아의 발달률을 아래 그림에 나타내었다.

그림 48 일반적인 방법으로 선별된 난자와 BCB 처리를 통해 선별된 난자의 체외 발달율 비교. 

NT; 체세포 핵이식, PA; 단위생식, cleavage; 배아 분할률, BL; 배반포 발달률.

③ 단위생식 배아의 경우, 난할율은 1st control과 1st B+ 사이에서만 유의차를 보였고

배반포 형성율 및 배반포 전체 세포수는 모든 그룹에서 유의차를 보이지 않았다. 반

면, 체세포 핵이식을 통해 제작된 배아의 경우에는 난할율은 1st control과 2nd

control 사이에만 차이가 있었고, 배반포 형성율은 각각 1st control과 1st B+ 사이,

2nd control과 2nd B+ 사이에서 유의차가 존재했다. 이로써 체세포 핵이식에 사용될

난자를 선택할 때에 BCB를 이용하는 것이 체외 발달율을 향상시킬 수 있다는 것을

알 수 있었다.

5. PD 병인유전자 발현 형질전환 복제수정란 생산 및 검증

가. hSNCA 발현 복제수정란 생산

(1) 연구방법

(가) Full length hSNCA 과발현 cell line 제작과 복제수정란 제작

① Early-onset familial PD 및 Sporadic PD에 유전적으로 연관되어 있는 SNCA 유전
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자는 PD의 발생 및 병리학적 특징에 관련하는 alpha-synuclein을 발현한다. 따라서

full-lenght의 human SNCA 유전자를 과발현하는 세포를 lentivirus를 이용하여 구축

하였다. 또한 이렇게 구축된 세포 중 GFP를 발현하는 세포를 이용하여 체세포 핵이

식을을 진행하였고, 이를 통해서 hSNCA를 과발현하는 복제수정란을 생산하였다.

그림 49 Full-length hSNCA 과발현 벡터.

(나) Truncated hSNCA 과발현 cell line 제작과 복제수정란

① 4Early-onset familial PD 및 Sporadic PD에 유전적으로 연관되어 있는 SNCA 단

백질은 PD 환자 세포에서 aggregation을 일으켜 축적되게 되는데 유전적 돌연변이

및 C-terminally truncated 형태는 aggregation을 촉진 시키는 것으로 알려져 다양한

PD 동물 모델 개발에 사용되어 왔다. 따라서 본 연구에서는 truncated 형태인

SNCA (d121)을 발현하는 돼지 세포를 만들고자 한다.

② Truncated form의 hSNCA의 과발현 벡터는 2A peptide system을 이용하여

bicystronic하도록 제작하였다. 이를 통해서 체세포 핵이식을 진행하는 동안 RFP의

발현을 확인하면서 공여세포를 선정함으로써 hSNCA가 과발현하는 세포만을 공여세

포로서 사용할 수 있게 제작하였다.

그림 50 인간 SNCA (d121)의 유전자 염기 서열. 

그림 51 Truncated hSNCA 과발현 벡터.

(2) 연구결과

(가) Full length hSNCA 과발현 cell line 제작과 복제수정란 제작
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① Full-length hSNCA 과발현 세포 제작; Full-length hSNCA 과발현 세포는 다음과

같이 2가지 종류의 세포에서 제작되었다. 이전에 행해서 몇 차례 실험에서 lentiviral

infection이 fibroblast 유래의 세포에서 잘 작동이 되지 않는 것을 알았다. 따라서 이

번 실험을 위한 세포로 fibroblast 유래 세포가 아닌 mesenchymal stem cell과

kidney cell을 이용하였다. Viral infection 후 항생제를 이용하여 일주일 간 selection

을 한 뒤 형광현미경 하에서 GFP를 발현하는 세포만을 이용하여 체세포 핵이식을

진행하였다.

그림 52 Full-length hSNCA를 과발현하는 2가지 종류의 세포. 

Mesenchymal stem cell (MSC)와 Yucatan kidney (YK) cell line.

② 이렇게 만들어진 세포에서 genomic DNA에 hSNCA 유전자가 정확하게 삽입되었는

지 여부와 유전자의 발현여부를 확인하기 위해서 PCR과 RT-PCR을 진행하였다.

PCR에 사용된 SNCA를 primer sequences는 각각 forward: CTGAGAAAACCAAAC

AGGGTGT, reverse: CTCCACTGTCTTCTGGGCTACT이고, expected band size는

194bp이다. PCR 결과 MSC와 kidney 세포 모두에서 hSNCA가 genomic DNA에 제

대로 삽입되어 있음을 확인할 수 있었다. 그리고 RT-PCR 결과에서도 GFP가 정상

적으로 발현하는 것을 확인할 수 있었다.
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그림 53 세포 수준에서 유전자의 삽입여부와 발현여부의 확인. Genomic DNA에 삽입된 hSNCA 

유전자를 확인하는 PCR 사진 (위)와 GFP의 발현여부를 확인하는 RT-PCR 사진 (아래).

③ Full-length hSNCA 과발현 복제수정란 제작; MSC를 공여세포로 이용한 경우 수

정란의 난할율에는 특이적인 차이를 발견할 수 없었지만 복제수정란의 배반포까지의

체외발달 효율이 7.8%였던 것에 비해 kidney 세포를 이용한 경우 배반포 발달율이

29.9%로 현저히 증가하는 것을 관찰하였다. 따라서 추후 진행된 체세포 핵이식의 공

여세포는 kidney 세포에서 hSNCA가 과발현하는 세포를 중점적으로 이용하여 진행

하였다. 이렇게 만들어진 대분분의 배반포는 대리모의 자궁에 이식하였다.

Cell type Total IVC 2 cells % BL %

MSC 244 209 85.66 19 7.8

YK 157 126 80.3 47 29.9

표 19 세포 종류가 복제수정란의 체외발달 효율에 미치는 영향

④ 현재 full-length hSNCA는 총 5마리의 대리모에 이식이 진행되었고, 이 중 4마리에

서 임신이 확인 되었다.

ID Donor cell No. embryos

A Lv-hSNCA-GFP 113

B Lv-hSNCA-GFP 187

C Lv-hSNCA-GFP 160

D Lv-hSNCA-GFP 260

E Lv-hSNCA-GFP 264

표 20 체세포 핵이식을 이용하여 생산된 복제수정란의 대리모의 난관 내 이식 
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(나) Truncated hSNCA over expression cell line 제작과 복제수정란 제작

① Full-length hSNCA는 viral infection을 통해서 세포주를 제작하였기 때문에

fibroblast 유래 세포를 만들기 어려웠지만, truncated hSNCA 과발현 벡터는 플라스

미드 벡터이기 때문에 electroporation 방법을 통해서 fibroblast 유래의 세포에도 손

쉽게 형질전환이 가능하였다. Kidney 세포의 경우는 배반포 형성율이 많이 증가하는

장점이 있기는 하지만, 다양한 세포가 같이 존재하고 있는 heterogenous하기 때문에

electroporation으로 형질전환을 일으키기 까다롭다는 단점이 있었다. 이에, 형질전환

이 보다 간편하게 이루어질 수 있는 fibroblast를 본 실험에 사용하기로 하였다.

② Fibroblast에 electroporation (1400V, 20msec, 1 pulse)을 진행한 다음, 2일 후부터

neomycin (1000ng/ml) 을 이용하여 일주일 간 selection을 진행한 다음 형광현미경

하에서 체세포 핵이식을 진행하는데 큰 어려움이 없다고 판단이 될 정도의 발현율을

가진 세포를 만든 다음 이 세포를 공여세포로 사용하였다.

그림 54 Truncated hSNCA 과발현 세포의 사진. 배양 중인 세포의 일반 사진과 형

광현미경 사진 (위), 체세포 핵이식에 공여세포로 사용하기 위해 single cell로 각각

의 세포를 분리한 후 찍은 일반 사진과 형광현미경 사진 (아래).

③ 이렇게 만들어진 세포에서 단백질의 발현을 확인하기 위해서 western blot을 진행

하였다. 대조군의 단백질과 truncated hSNCA를 과발현하는 세포에서 추출한 단백질

을 이용하였다. 본 western blot에 사용된 gel의 농도는 15%였고, 100V의 전압으로

1시간 40분 동안 gel running을 한 다음 PVDF membrane에 25V로 6분 간 transfer

하였다. 이 membrane을 5% skim milk를 이용해서 blocking 한 다음, 1차 항체는
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Abcam사의 ab3309를 1:250으로 희석하여 사용하였고, 2차 항체는 goat anti-mouse

IgG (HRP)를 1:20,000으로 희석하여 사용하였다. 이렇게 준비된 membrane을

enhanced chemiluminescence (ECL)을 처리하여 X-ray 필름에서 인화하였다.

그림 55 Truncated hSNCA 과발현 

세포에서 추출한 단백질을 이용하여 

western blot을 진행한 결과. a: 대

조군 세포에서 추출한 단백질, b: 

hSNCA 과발현 세포에서 추출한 단

백질.

④ Kidney cell이 배반포 형성률을 획기적으로 올려주기는 하지만, electorporation으로

형질전환하기 어려운 단점이 있었다. 이에 fibroblast 세포를 이용하여 형질전환 세포

를 제작하였고, 이 세포를 공여세포로 이용하였을 경우 형질전환 복제수정란의 배반

포 생성률에 많은 영향을 끼치는지 먼저 확인할 필요가 있었다. 따라서 형질전환된

복제수정란의 배반포 생성률을 확인하였고, 큰 무리가 없을 것으로 판단되어 추후의

실험을 진행하였다. 또한 이렇게 만들어진 복제수정란의 배반포를 대상으로

RT-PCR을 진행하기 위하여 추가적으로 total RNA를 추출하였다.

Total Cleaved embryos (%) Blastocyst (%)

PA 50 38 (76.0) 17 (34.0)

SCNT 38 33 (86.8) 8 (21.1)

표 21 Truncated hSNCA를 이용한 복제수정란 제작과 효율

⑤ Truncated hSNCA 공여세포를 이용하여 작성된 복제수정란은 대부분 자연적으로

발정시기를 맞춘 대리모에 이식을 하는 방식으로 실험을 진행하였다. 최근에는 주로

난관에 피해가 적은 것으로 생각되는 tomcat catheter를 이용하는 방식으로 복제수

정란을 대리모의 난관에 직접 이식하였다. 이렇게 이식이 된 대리모는 따로 관리를

하면서 21일 후 자연발정이 오는지 여부를 관찰하여 초기에 임신 여부를 확인한다.

재발이 오지 않은 대리모의 경우에는 추가적으로 초음파 검사를 진행하여 자궁 안의

태아낭을 확인하는 방법으로 임신을 확진한다. 현재 truncated hSNCA는 아래 표와

같이 총 5마리의 대리모에 이식을 하였으나, 모두 임신이 되지는 않았다.



- 84 -

ID Donor cell No. embryos

A pCAG-RFP-2A-hSNCA 117

B pCAG-RFP-2A-hSNCA 161

C pCAG-RFP-2A-hSNCA 149

D pCAG-RFP-2A-hSNCA 92

E pCAG-RFP-2A-hSNCA 163

표 22 체세포 핵이식을 이용하여 생산된 복제수정란의 대리모의 난관 내 이식 

나. hSNCA 발현 복제수정란 유전자 발현 분석

(1) 연구방법

(가) Full length hSNCA 발현 복제수정란

① Full-l ength의 hSNCA를 발현하는 세포를 viral infection을 통해서 제작한 뒤 세포

수준에서 PCR과 RT-PCR을 진행하여 hSNCA 유전자의 genomic DNA 삽입 여부와

발현 여부를 각각 확인한다. 또한 세포 수준에서 형광현미경을 이용하여 GFP의 발

현 여부를 눈으로 확인한다. 이렇게 확인된 세포를 공여세포로 사용하여 체세포 핵

이식을 진행하고, 핵이식수정란의 체외배양을 통해 생산된 배반포에서의 GFP 발현

여부는 형광현미경을 통하여 확인한다.

② 체세포 핵이식을 진행한 후 일부의 수정란은 유전자의 발현 유무를 판별하기 위해

사용하였고, 대부분의 수정란은 대리모에 이식을 통해서 hSNCA 과발현 돼지를 생

산하기 위한 실험에 사용하였다.

(나) Full length hSNCA 발현 복제수정란

① Truncated hSNCA를 발현하는 세포를 electroporation을 통해서 제작한 뒤 세포 수

준에서 발현 여부를 형광현미경을 이용하여 RFP의 발현 여부를 눈으로 확인하고,

western blot을 이용하여 세포 수준에서 hSNCA 단백질의 발현을 확인한다. 또한 이

렇게 확인된 세포를 공여세포로 사용하여 체세포 핵이식을 진행하고 이를 통해 작성

된 배반포에서의 RFP 발현 여부는 형광현미경을 통하여 확인한다.

② 작성된 배반포의 일부를 이용하여 RT-PCR을 진행함으로써 RT-PCR에서 RFP의

발현 및 hSNCA의 발현을 확인한다. Truncated hSNCA를 과발현하는 세포를 공여

세포로 이용하여 제작된 배반포의 대부분은 대리모에 이식을 진행하여 hSNCA 과발

현 돼지를 생산하기 위한 실험에 사용하였다.

(2) 연구결과
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(가) Full-length hSNCA 발현 복제수정란의 유전자 발현 분석

① Full-length hSNCA 유전자의 경우 뒤쪽에 marker로 GFP가 존재하기 때문에 형광

현미경 하에서 GFP를 발현하는 세포만을 선별하여 공여세포로 사용하였다. 결과적

으로 이렇게 만들어진 복제수정란에서는 배반포도 역시 GFP를 발현하기 때문에 형

광현미경 하에서 GFP의 발현을 확인할 수 있었다.

그림 56 Kidney세포를 이용하여 체세포 핵이식을 진행한 결과 발달한 배반포와 

형광현미경하에서 GFP 발현을 확인한 사진.

(나) Truncated hSNCA 발현 복제수정란의 유전자 발현 분석

① Truncated hSNCA를 발현하는 복제수정란의 경우 형광현미경 하에서 RFP를 발현

하는 세포만을 공여세포로 사용하여 체세포 핵이식을 진행하였다. 따라서 배반포에

서도 RFP의 발현을 형광현미경 하에서 육안으로 관찰할 수 있었다.

② 또한 이렇게 발현이 확인된 배반포 8개 중 각각 4개씩으로 나누어서 2개 군으로

RFP와 hSNCA의 발현여부를 RT-PCR을 통해서 확인하였다. 확인 결과

parthenoactivation 결과로 만들어진 배반포에서는 RFP와 hSNCA가 모두 확인되지

않았지만, 형질전환된 세포를 공여세포로 사용하여 제작된 복제수정란 유래 배반포

에서는 RFP와 hSNCA가 모두 발현하는 것을 확인할 수 있었다.
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그림 57 Truncated hSNCA를 공여세포로 이용해 제작한 복제수정란과 대조군 수정란의 RFP 발현

과 hSNCA 발현을 RT-PCR을 이용해서 비교.

다. hSNCA 발현 복제수정란 리프로그래밍 효율화 방안 연구

(1) 연구방법

① 리포터 유전자인 RFP가 발현되어지는 세포가 hSNCA가 발현되는 세포임이 기 검

증된 결과를 바탕으로, 앞서 기술한 바와 같이 복제수정란을 작성한다. 즉, 상기 체

외성숙과정을 통해 성숙된 돼지난자를 탈핵과정을 통해 핵을 제거한 후 RFP가 발현

되어지는 세포를 선택적으로 골라 탈핵된 난자의 위란강으로 세포를 주입하고, 전기

융합, 전기적 활성화 과정을 통해 복제수정란을 성공적으로 구축한다.

② 재구축된 복제수정란은 효율적인 리프로그래밍을 유도하기 위하여, demecolcine,

sodium butyrate, SAHA가 각각 함유된 30 uL의 PZM-5 미세소적 (microdrops) 내

에서 4~9시간 정치한 후 신선한 PZM-5로 수회 세정한다. 이후 7일 동안 PZM-5 미

세소적 (30 uL) 내에서 배양하여 체외발달을 확인한다.

(2) 연구결과

(가) hDAC 억제제의 처리 농도 및 시간 확인

① 히스톤 탈아세틸화 억제제 (histone deacetylation inhibitors; HDACi)를 복제수정란

에 처리함으로써 복제수정란의 리프로그래밍 효율이 향상된다는 연구결과가 보고되

고 있는데 HDACi의 종류나 적용 동물 종에 따라 그 효과가 다르게 나타나고 있다.

이에 본 연구에서는 sodium butyrate (NaBu) 및 suberoylanilide hydroxamic acid

(SAHA)를 복제수정란의 활성화 후 처치하여 형질전환 복제수정란의 체외발달에 미

치는 효과를 확인하였다.

② 먼저, 단위생식 수정란을 이용하여 각 hDACi의 적정 처리농도 및 처리시간을 확

인하였는데, NaBu의 경우 전체 군 사이에 통계적인 차이는 나타나지 않았지만 1.0
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mM의 농도로 9시간 처리한 군에서의 배반포 형성율과 배반포 세포수가 대조군 및

다른 처치군에서 보다 높게 나타나는 경향을 나타냈다.

Treatment of

NaBu

Total no. of

embryos

>2 cells

(%±SEM)
BLs (%±SEM)

No. of cells in

BL (mean±SEM)

Control 82 84.4±3.93 14.9±4.89 42.8±4.34

0.5 mM - 9 hr 79 75.8±9.53 13.9±4.42 50.3±7.51

1.0 mM - 9 hr 80 79.6±7.23 23.6±4.72 53.8±5.16

0.5 mM - 18 hr 82 77.3±5.15 21.3±5.42 46.0±4.36

1.0 mM - 18 hr 81 74.6±7.03 18.1±4.93 44.9±4.87

표 23 NaBu의 처리 조건에 따른 단위생식 수정란의 체외발달률

③ 한편, 단위생식 수정란에 SAHA를 처치한 후 체외배양을 실시한 결과, 분할률 및

배반포 세포수는 전체 군 사이에서 차이가 없었지만, 배반포 형성율에서는 0.5 uM

SAHA를 9시간 처치한 군이 대조군 및 다른 처치군에 비해 유의적으로 우수한 것으

로 나타났다.

Treatment of

SAHA

Total no. of

embryos

>2 cells

(%±SEM)
BLs (%±SEM)

No. of cells in

BL (mean±SEM)

Control 65 75.2±5.34 28.5±4.82bc 57.1±6.05

0.5 uM - 9 hr 66 79.2±6.49 49.0±4.59a 54.0±4.47

1.0 uM - 9 hr 65 77.1±3.68 28.6±5.16bc 56.0±6.25

0.5 uM - 18 hr 66 72.9±4.45 28.8±3.12bc 57.8±6.22

1.0 uM - 18 hr 64 73.8±5.61 22.6±3.96c 59.1±5.26

표 24 SAHA의 처리 조건에 따른 단위생식 수정란의 체외발달률

(나) 복제수정란의 hDAC 억제제 처치에 따른 체외발달 확인

① 단위생식 수정란에서의 결과를 바탕으로 하여, 복제수정란의 후활성화 처치가 리프

로그래밍 및 체외발달에 미치는 효과를 확인하였다. 미니돼지 신장 유래 섬유아세포

를 공여세포로 하여 제작된 복제수정란에 demecolcine (4 ug/ml, 4시간 처치), NaBu

(1.0 mM, 9시간 처치), SAHA (0.5 uM, 9시간 처치)를 세포질 활성화 과정 후 처치

하고 체외배양한 결과, SAHA 처치군은 대조군과 차이가 없었고, demecolcin 처치군

과 NaBu 처치군에서는 배반포 형성율이 대조군보다 높게 나타나는 경향을 보였지만

통계적인 차이는 나타나지 않았다. 단위생식 수정란과 복제수정란에서의 hDACi 처

치에 의한 효과가 정확하게 일치하지 않는 원인은 확실하지 않지만, 복제수정란의

경우 공여세포의 종류가 체외발달에 영향을 줄 수 있는 것도 원인 중 하나일 것으로

추측하며, 추가적으로 관련 유전자 및 다양한 유전자의 발현 정도 분석을 진행 중이
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다.

Treatment of

NaBu

Total no. of

embryos

>2 cells

(%±SEM)
BLs (%±SEM)

No. of cells in

BL

Control 116 80.3±2.43 20.8±2.55 41.7

Demecolcine 118 85.9±1.87 26.7±5.86 44.6

NaBu 115 80.0±2.70 23.4±4.22 41.9

SAHA 116 80.4±3.84 20.3±2.12 41.2

표 25 복제수정란의 후활성화 처치에 따른 체외발달률

② 마지막으로, hSNCA 발현 복제수정란을 이용하여 demecolcine, NaBu 및 SAHA의

처치 효과를 확인하였다. 일반세포를 사용한 복제수정란에서의 결과와 마찬가지로,

demecolcine 처치군과 NaBu 처치군에서 통계적 차이는 없었지만 대조군에 비해 배

반포 형성율이 높게 나타나는 경향을 보였다. 최종적으로, NaBu 또는 demecolcine

처치가 형질전환 돼지 복제수정란의 리프로그래밍 및 체외발육 효율 향상에 도움을

줄 수 있을 것으로 판단된다.

Treatment of

NaBu

Total no. of

embryos

No. of >2 cells

(%)

No. of BLs

(%)

No. of cells in

BL

Control 56 50 (89.8) 12 (24.1) 42.7

Demecolcine 58 52 (89.2) 16 (27.4) 47.6

NaBu 51 45 (86.9) 15 (28.9) 42.7

SAHA 57 50 (88.4) 13 (23.4) 44.2

표 26 hSNCA 발현 복제수정란의 후활성화 처치에 따른 체외발달률

6. AD 돼지 세포주 이용 AD 병인 유전자 복합발현 세포주 생산

가. AD 병인 복합 유전자 mutant PS1 (mPS1)의 선정 및 합성

(1) 연구방법

(가) mutant PS1 유전자의 선정

① 이미 2차년도에 축적되기 쉬운 형태의 돌연변이 아밀로이드 전구 단백질(mutant

amyloid precursor protein, mAPP)이 뇌 신경세포 특이적으로 과발현되도록 디자인

된 복제 미니돼지를 생산하여 체세포를 확보해 두었으며, 여기에 추가로 다른 종류

의 돌연변이 유전자를 도입시키기 위해 문헌을 검색을 통해 PS1 (Presenilin 1)이라

는 유전자를 AD 병인 복합 유전자로 선정하였다. PS1은 아밀로이드 전구 단백질을
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프로세싱하여 베타 아밀로이드를 생성하는 γ-secretase의 구성 요소 중 하나로, 이

유전자에 돌연변이가 있을 경우, 축적되기 쉬운 형태의 베타 아밀로이드가 생성되는

것으로 알려져 있다.

그림 58 γ-secretase의 구성 요소인 PS1과 베타 아밀로

이드 생성 모식도 (Wu et al. 2012).

(나) mutant PS1 유전자의 합성

① PubMed의 GenBank를 통해 PS1 전체 유전자 염기서열을 파악한 후 아미노산 변

환되는 염기서열로 유전자 합성을 진행하였다.

(2) 연구결과

(가) mutant PS1 유전자의 선정

① PS1 (Presenilin 1)은 아밀로이드 전구 단백질을 프로세싱하여 베타 아밀로이드를

생성하는 γ-secretase의 구성 요소 중 하나로, 이 유전자에 돌연변이가 있을 경우,

축적되기 쉬운 형태의 베타 아밀로이드가 생성되는 것으로 알려져 있다. PS1의 돌연

변이는 AD 가족력이 있는 집단에서 75-80%의 매우 높은 빈도로 나타나고, 185 종

류의 돌연변이 위치를 보이고 있다 (Wu et al. 2012). 이처럼 많은 돌연변이 중, 다

중 복합 돌연변이 유전자의 발현으로 다수의 AD 관련 표현형을 보인 마우스 생산에

이용된 PS1M146V 돌연변이를 선정하게 되었다 (Guo et al. 1999, Oddo et al. 2003,

Ryazantseva et al. 2013).
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표 27 유전적인 AD와 관련된 주요 유전자의 돌연변이 (Wu et al. 2012)

(나) mutant PS1 유전자의 합성

① PS1M146V를 시중에서 구입할 수 없어 유전자 합성을 시도하였다. 즉, PubMed의

GenBank를 통해 PS1 전체 유전자 염기서열을 파악하였고, 정확히 146번째 아미노산

이 Methionine임을 확인하여 이 아미노산이 Valine으로 변환될 수 있도록 염기서열

하나를 변화시켜 유전자 합성을 진행하였다.

그림 59 human PS1M146V mutation 염기서열.
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나. mPS1 과발현 벡터 디자인 및 제작

(1) 연구방법

(가) APP 뇌신경세포 특이적 mPS1 과발현 벡터 제작

① AD 병인 유전자 복합 발현 모델 미니돼지 생산을 위해서 관련 유전자의 돌연변이

를 mAPP 돼지 세포에 도입하여 뇌 신경세포 특이적으로 발현시키는 것이 이번 과

제의 전략이므로, 뇌신경세포 특이적으로 유전자 발현을 조절하는 synapsin (Syn)

promoter를 이용하였다.

(2) 연구결과

(가) APP 뇌신경세포 특이적 mPS1 과발현 벡터 제작

① Syn promoter의 조절 하에 PS1M146V 유전자가 뇌신경세포에서만 발현되도록 하

고, 체세포 핵이식 시에 벡터의 도입이 이루어진 세포를 선택하기 위하여 전신 발현

promoter인 PGK (phosphoglycerate kinase) promoter에 의해 GFP 및 Puromycin

저항성 유전자 (PuroR)를 발현되도록 하는 벡터를 디자인하고 제작하였다.

그림 60 뇌 신경세포 특이적 AD 병인유전자 발현 벡터 구조.

다. mAPP와 mPS1 복합발현 세포주 제작

(1) 연구방법

(가) 세포주 확립 및 분석

① PiggyBac system을 이용하여 위에서 제작된 벡터를 mAPP 세포에 도입시킨 후,

puromycin selection을 통해 뇌 신경세포 특이적 promoter-PS1M146V와 mAPP 복

합 발현 미니돼지 세포주를 확립하여, 세포주 수준에서 유전자 삽입 여부를 검증하

고 있다.

(2) 연구결과
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(가) AD 병인 유전자 복합발현 미니돼지 세포주 생산 및 분석

① human synapsin promoter를 이용하여 돼지의 뇌 신경세포 특이적으로 mutant PS1

유전자가 발현되는 벡터를 구축하였다. mutant APP이 뇌 신경세포 특이적으로 과발

현되는 미니돼지 (2차년도 생산)의 피부 섬유아세포에 제작된 벡터를 도입시켜,

puromycin 1.5 μg/ml가 첨가된 배지에서 4일 동안 세포를 배양하고 벡터가 도입된

세포만을 선별하였다. 선별을 마친 세포는 대부분 동결보관하고 일부는 자외선 하에

서 관찰 및 복제 수정란 생산 및 검증에 이용하였다. 선별된 세포를 자외선 하에서

관찰하였을 때 GFP가 관찰되었으며, 그 세포를 이용하여 체세포 핵이식을 통해 생

산된 복제 배반포 역시 강한 GFP를 발현하였다.

그림 61 GFP를 발현하는 AD 병인 유전자 (mAPP, mPS1) 복합 발현 세포주(A, B)와 

복제 배반포 (C, D).

② AD 병인 유전자를 복합 발현하는 미니돼지 세포주를 생산하여, EGFP (녹색 형광

단백질)와 puromycin 저항성 유전자(항생제 저항성 유전자)의 mRNA 발현을 확인하

였다. AD 병인 유전자의 경우, 뇌세포 특이적으로 작동하는 프로모터 조절하에 발현

되도록 벡터를 디자인하였으므로, 제작된 체세포에서는 그 발현을 확인할 수 없기

때문에 그 대신 체세포에서 항상 발현되는 EGFP와 puromycin 저항성 유전자의 발

현을 확인하였다. Lane 1은 기존에 생산된 mAPP 과발현 돼지의 세포, Lane 2는 새

로 생산된 복합 유전자 발현 세포로, EGFP는 두 세포 모두에서 발현되는 반면,

puromycin 저항성 유전자는 새로 생산된 세포에서만 발현됨을 확인할 수 있다.
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그림 62 AD 병인 유전자 (mAPP+mPS1) 복합 발현 미니돼지 세포주의 마커 유전자 발현 분석

7. hSNCA 발현 PD 모델 미니돼지 생산

가. hSNCA 발현 미니돼지 생산

(1) 연구방법

(가) 체세포핵이식기법을 이용한 복제 돼지 생산

① 제왕절개 수술을 통해 임신 114일 째에 복제돼지를 생산하였다. 미니돼지는 태어난

순서에 따라 PDF 1~23으로 명명하였다. 이 중에서 선천적으로 구개열을 가지고 태

어나서 sacrifice한 개체를 포함하여 총 19마리가 출생 후 폐사하였다. 폐사한 모든

개체에 대해서는 부검이 진행되었고, 부검 결과에서 특이적인 소견은 발견되지 않았

다. 현재까지 살아있는 4마리의 개체는 각각 PDF 4, 16, 18, 그리고 20이다.

(2) 연구결과

(가) 체세포핵이식기법을 이용한 복제 돼지 생산

① 총 4마리의 대리모에서 23마리의 hSNCA가 발현되는 산자를 생산하였다. 각 산자

의 이식 날짜, 출생 날짜, 삽입된 유전자 등의 정보는 아래의 표 2와 같다.
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Target gene Type of cell No. recipients No. of piglets

CMV-hSNCA-PGKp-GFP kidney cell 6 23

CAG-RFP-2A-htSNCA kidney cell 8 0

Syn-htSNCA-PGKp-RFP kidney cell 4 0

표 28 hSNCA 발현 형질전환 복제돼지 생산

② 총 23마리의 산자를 각각 태어난 순서에 따라서 Parkinson’s Disease Female

(PDF) 1~23 으로 명명하였다. 그 중 현재까지 살아있는 개체는 PDF 4, 16, 18, 그리

고 20으로 총 4마리이다. 19마리의 산자가 사망하였고 모든 태어난 뒤 사망한 산자

에 대해서는 부검을 진행했지만 구개열로 인해 sacrifice한 개체 (PDF7) 이외에는 특

이적인 소견은 발견할 수 없었다.

그림 63 생산된 산자 중 폐사한 개체 1두 (PDF2)에 대한 eGFP 유전자 발현 여부 확인.

③ 그림 61은 부검을 진행한 19마리의 산자 중에서 대표적으로 PDF 2에 대한

eGFP 유전자 발현 여부를 모든 장기별로 자외선를 이용해서 확인한 결과이다.

hSNCA 발현 형질전환 복제돼지를 생산하기 위한 세포에 reproter 유전자로

eGFP를 삽입하였기 때문에 이를 통한 형질전환 여부의 확인이 가능하였다. 보

는 바와 같이 전신 피부 (A 와 A’), 내부 소화 장기 (B 와 B’), 심장 (C 와

C’), 폐 (E 와 E’), 그리고 뇌 (G 와 G’)에서 eGFP가 발현하는 것을 확인할 수
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있었다. 하지만 비장 (D 와 D’), 간 (F 와 F’), 그리고 신장 (H 와 H’)에서

eGFP의 발현은 명확하게 확인하기 어려웠다.

나. hSNCA 발현 미니돼지 유전자 발현 분석

(1) 연구방법

(가) 다양한 방법을 이용한 유전자 삽입 확인

① 23마리 모든 개체에 대해서 PCR과 RT-PCR이 진행되었다. PCR결과 PDF 11을 제

외한 22마리 개체에서 genomic DNA 내에 hSNCA 유전자가 삽입된 것을 확인할 수

있었다. 또한 이중 PDF1, PDF2, PDF4, PDF6, PDF7, PDF16, PDF17, PDF18,

PDF20, PDF21, 그리고 PDF22의 11마리 개체에서만 삽입된 유전자가 mRNA로

transcription되는 것을 확인할 수 있었다. 다행스럽게도 현재 살아있는 PDF 4, 16,

18 그리고 20의 4마리는 모두 genomic DNA 내에 해당 유전자가 삽입되어 있고 또

한 그 유전자가 transcription된다는 것이었다.

② 단백질 발현 여부는 ELISA를 이용해서 판단하였고, 살아있는 4마리 개체에 대해서

생후 4개월령에 진행되었다. 결과적으로 대조군에 비하여 PDF 4와 PDF 18에서

hSNCA 단백질 발현이 유의적으로 증가한 것을 확인할 수 있었고, 나머지 2마리는

대조군과 발현양상에 차이를 보이지 않았다.

(2) 연구결과

(가) 다양한 방법을 이용한 유전자 삽입 확인

① 총 23마리의 hSNCA 발현 미니돼지 중 PDF 11은 hSNCA 유전자가 genomic DNA

에 조차 삽입되지 않은 것을 확인할 수 있었다. 하지만 이를 제외한 나머지 22마리

에서는 hSNCA 유전자가 genomic DNA에 삽입된 것을 확인할 수 있었다. 그렇지만

hSNCA 유전자의 삽입을 확인한 개체 중에서도 단지 11마리의 개체 (PDF1, PDF2,

PDF4, PDF6, PDF7, PDF16, PDF17, PDF18, PDF20, PDF21, 그리고 PDF22)에서만

삽입된 유전자가 transcription이 되는 것을 확인할 수 있었다. 다행스럽게도 현재까

지 살아있는 4마리 개체인 PDF 4, 16, 18, 그리고 20은 모두 hSNCA 유전자가 삽입

되어 있고 transcription도 일어나고 있음을 확인할 수 있었다.
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그림 64 23마리의 hSNCA 발현 미니돼지에서 hSNCA 유전자의 삽입과 발현 확인.

② Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)를 통해서 hSNCA가 PDF 4, 16,

18, 그리고 20에서 발현하는지 여부를 복제돼지가 4개월령이 되었을 당시의 혈액 을

이용하여 분석을 진행하였다. 이를 통해서 hSNCA 발현을 정량적으로 평가할 수 있

었고, 평가 결과 대조군과 비교하였을 때, PDF 4와 PDF 18에서 유의적인 차이를 가

지고 증가하였음을 확인할 수 있었다. 하지만 PDF 16과 PDF 20에서는 대조군과 차

이를 보이지 않았다. 이는 단백질 발현이 되지 않고 있음을 의미할 수도 있지만 아

직 실험을 진행한 미니돼지의 일령이 120일 정도로 낮았기 때문에 개체 차이에 따라

서 발현 양상이 다른 것으로 생각될 수도 있다. 따라서 일령이 증가하는 것에 따른

단백질 발현 양상의 차이를 추후 확인해 볼 필요가 있을 것으로 생각된다.

그림 65 생존한 4마리 hSNCA 발현 미니돼지에서 해당 유전자의 단백질 발현 여

부 확인.  

다. hSNCA 발현 미니돼지유래 세포주 확립
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(1) 연구방법

(가) 제왕절개 및 세포주 확립

① 제왕절개를 통해서 태어난 PDF 1~15는 모든 개체에 대한 세포주 확립을 완료하였

다. 하지만 자연분만을 통해서 태어난 PDF 16~23의 경우 살아남은 개체인 PDF 16,

18, 그리고 20에 대해서는 세포주 확립을 완료하였지만 나머지 개체에 대해서는 세

포주를 확립하기 이전에 폐사하는 바람에 세포주 확립에는 실패하였다. 따라서 총

23마리의 산자 중 18마리의 산자에 대한 세포주 확립을 완료하여 현재 액체 질소 속

에서 냉동 보관 중이다.

(2) 연구결과

(가) 제왕절개 및 세포주 확립

① 제왕절개를 통해서 태어난 PDF 1~15는 모든 개체에 대한 세포주 확립을 완료하였

다. 하지만 자연분만을 통해서 태어난 PDF 16~23의 경우 살아남은 개체인 PDF 16,

18, 그리고 20에 대해서는 세포주 확립을 완료하였지만 나머지 개체에 대해서는 세

포주를 확립하기 이전에 폐사하였기 때문에 세포주 확립에는 실패하였다. 따라서 총

23마리의 산자 중 18마리의 산자에 대한 세포주 확립을 완료하여 현재 액체 질소 속

에서 냉동 보관 중이다.

8. PD 병인유전자 KO 복제수정란 생산

가. TALEN-KO 복제수정란 생산

(1) 연구방법

(가) 체세포핵이식기법을 이용한 복제수정란 생산

① TALEN을 이용하여 PARK2 유전자를 knock-out한 세포를 만들 수 있는 형질전환

조건을 확립하였다.



- 98 -

그림 66 TALEN을 이용한 PARK2 KO 세포주 확립.

② 미니돼지 세포에 TALEN과 reporter plasmid를 transfection하게 되면 TALEN과

reporter가 세포 속으로 들어간 것을 알려주는 RFP 발현이 먼저 확인된다. 추후

TALEN이 정상적으로 작동을 하면 GFP까지 발현하는 것을 확인할 수 있고 이렇게

만들어진 GFP를 발현하는 세포를 이용하여 복제수정란을 생산하였다.

(2) 연구결과

(가) 체세포핵이식기법을 이용한 복제수정란 생산

① TALEN을 이용하여 형질전환을 시도하여 RFP와 GFP를 동시에 발현하게 만든 세

포는 치명적인 단점이 존재한다. GFP의 발현이 최대 일주일 정도라는 점이다. 따라

서 형질전환 복제돼지를 만들기 위해서는 매주 세포에 TALEN과 reporter plasmid

를 transfection하여야 한다. 또한 이렇게 GFP를 발현하는 세포라 할지라도 100%의

확률로 knock-out이 되지 않는다는 것 또한 단점으로 지적될 수 있다. 이러한 문제

는 TALEN을 transfection한 다음, magnetic activated cell sorting (MACS)이나

fluorescence assisted cell sorting (FACS)등의 방법을 적용하면 해결할 수 있다. 하

지만 MACS나 FACS를 진행하고 난 뒤에 세포가 체세포핵이식의 cell donor로 사용

하기에는 어렵다는 점이 매주 세포에 TALEN을 transfection하는 방법을 선택한 이

유이다.

그림 67 PARK2 KO 세포주를 이용하여 복제수정란 생산.

나. TALEN-KO 복제수정란 유전자 발현 분석



- 99 -

(1) 연구방법

(가) T7E1 assay를 통한 유전자 KO 확인

① 제작된 TALEN을 이용하여 PARK2 유전자를 knock-out하였고 GFP를 발현하는

세포를 이용하여 복제수정란을 생산하였다. 이렇게 생산된 복제수정란 중 26개를

random으로 선택하여 각각의 복제수정란 하나에 대해서 T7E1 assay를 통해서 해당

유전자의 knock-out 여부를 판단하였다. 총 26개의 복제수정란에 대해서 해당 검사

를 진행하였고, 그 중 11개의 복제수정란에서 해당 유전자의 knock-out이 일어난 것

을 확인할 수 있었다. 이를 통해 42.3%의 높은 확률로 복제수정란에서 knock-out이

발생한다는 것을 확인할 수 있었다.

(2) 연구결과

(가) T7E1 assay를 통한 유전자 KO 확인

① 제작된 TALEN을 이용하여 PARK2 유전자를 knock-out하였고 GFP를 발현하는

세포를 이용하여 복제수정란을 생산하였다. 이렇게 생산된 복제수정란 중 26개를

random으로 선택하여 각각의 복제수정란 하나에 대해서 T7E1 assay를 통해서 해당

유전자의 knock-out 여부를 판단하였다. 총 26개의 복제수정란에 대해서 해당 검사

를 진행하였고, 그 중 11개의 복제수정란에서 해당 유전자의 knock-out이 일어난 것

을 확인할 수 있었다. 이를 통해 42.3%의 높은 확률로 복제수정란에서 knock-out이

발생한다는 것을 확인할 수 있었다.
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그림 68 TALEN을 이용한 PARK2 KO 복제수정란의 T7E1 assay를 통한 KO 여부 확인.

다. TALEN-KO 복제수정란 생산효율 최적화

(1) 연구방법

(가) Resveratrol을 이용한 복제수정란 생산효율 최적화

① 먼저 체외성숙 기간 동안 antioxidant인 resveratrol의 처리를 통한 생산 효율 향상

을 시도하였다. 이를 위해 Resveratrol (3,4′,5-Trihydroxy-trans-stilbene, 5-[(1E)-

2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl]-1,3-benzenediol; Sigma, St. Louis, MO, USA)을

dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹여 50 mM의 1차 stock solution으로 만들어 놓고,

사용할 때마다 TCM-199 베이스의 체외성숙 배지로 희석하여 신선한 50 μM 2차

stock solution을 만들어 사용하였다. 이전의 논문을 참고하여 (Kwak et al., 2013)

control, 1 μM, 2 μM, 4 μM 총 4개의 군으로 44시간의 체외성숙 기간 동안 처리하

였다. 생산 효율 향상을 측정하기 위한 방법으로는 parthenogenetic activation을 사

용하였다.

(나) Trolox을 이용한 복제수정란 생산효율 최적화

① 다음으로 체외배양 기간 동안 antioxidant인 trolox의 처리를 통한 생산 효율 향상
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실험을 진행하였다. Trolox(6-hyroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic

acid; Sigma, St. Louis, MO, USA)을 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹여 100 mM

의 1차 stock solution으로 만들어 놓고, 사용할 때마다 porcine zygote media 5

(PZM-5)에 희석하여 control, 100 μM, 200 μM, 400 μM 총 4개의 군으로 7일간의

체외배양 기간 동안 처리하였다. 생산 효율 향상을 측정하기 위한 방법으로는

parthenogenetic activation을 사용하였다.

② 위 두가지 실험을 진행하기 위해 진행한 parthenogenetic activation 방법은 다음과

같다. 체외성숙 후 난구세포-난자-복합체는 0.1% hyaluronidase를 사용하여 난구세

포를 벗겨내고, 성숙된 난자를 0.26 M mannitol, 0.5 mM HEPES, 0.1 mM CaCl2,

0.1 mM MgSO4가 첨가된 활성배지가 담긴 chamber에 넣고 전극을 연결한 후,

BTX electro-cell Manipulator 2001기계를 이용하여 1.5 kv/cm의 직류전압으로 한번

의 60 ㎲의 지속시간으로 전류를 가하여 활성화시켰다. 미네랄 오일 (mineral oil)로

도포된 20 uL의 PZM-5 미세소적 (microdrops) 내에서 수정란을 5-6개씩 배양하였

다. 활성화 2일 후에 분할률을 측정하고, 활성화 7일 후에 배반포 형성률을 측정하여

생산 효율 향상의 지표로 사용하였다.

(2) 연구결과

(가) 체외성숙 기간 동안 antioxidant인 resveratrol의 처리를 통한 생산 효율 향상

① 체외성숙 기간 동안 체외성숙 배지에 antioxidant인 resveratrol의 처리가 돼지 수정

란의 발달률을 향상시킨다는 연구결과가 보고되었고, 이에 본 연구에서는 resveratrol

을 체외성숙 기간 동안 처리한 난자를 사용하여 단위생식 활성화 후 단위생식 수정

란의 체외발달에 미치는 효과를 확인하였다.

② 단위생식 활성화 기법을 이용하여 resveratrol의 적정 처리농도를 확인하였는데, 1

μM과 2 μM의 농도로 처리한 군에서의 분할률이 대조군 및 4 μM 처리군에서 보다

유의적으로 높게 나타났다. 또한 2 μM의 처리군에서의 배반포 형성율이 대조군 및

다른 처리군에 보다 유의적으로 높게 나타났다. 배반포 세포수에서는 군 별간 유의

적 차이가 없었다.
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Resveratrol
concentration

(μM)

No. of
embryos
cultured

No. of embryos developed to (%)
Total cell no. in
blastocyst (N)†≥ 2-cells Blastocyst*

0 (control) 131 92(64.9 ± 0.5)a 22(16.9 ± 1.2)a 36.2 ± 2.6 (5)

1 131 99(73.6 ± 2.7)b 26(20.2 ± 3.0)a 35.6 ± 1.9 (7)

2 124 93(73.4 ± 2.8)b 40(32.9 ± 4.2)b 42.2 ± 3.8 (13)

4 137 83(59.3 ± 2.9)a 17(12.5 ± 1.0)a 43.2 ± 4.6 (6)

Values with different superscript letters within a column are significantly different (P < 0.05).

Experiment was replicated five times.

* Percentage of total cultured oocytes.The data represent means ± SEM.

† Number of examined blastocysts.

표 29 체외성숙 기간 동안 Resveratrol의 처리 조건에 따른 단위생식 수정란의 체외발달률

(나) 체외배양 기간 동안 antioxidant인 trolox의 처리를 통한 생산 효율 향상

① 체외배양 기간 동안 체외배양 배지에 antioxidant인 trolox의 처리가 소 및 양의 수

정란의 발달률을 향상시킨다는 연구결과가 보고되었고, 이에 본 연구에서는 trolox를

돼지난자의 단위생식 활성화 후 체외배양 기간 동안 처리하여 단위생식 수정란의 체

외발달에 미치는 효과를 확인하였다.

Trolox
concentration

(μM)

No. of
embryos
cultured

No. of embryos developed to (%) Total cell no. in
blastocyst (N)†

≥ 2-cells Blastocyst*

0 (control) 240 165(69.1 ± 2.9)a,b 56(23.8 ± 2.6)a 40.0 ± 4.4a,b (11)

100 239 180(75.6 ± 1.8)c 56(23.7 ± 2.1)a 45.3 ± 3.9a,b (12)

200 239 178(74.6 ± 2.1)b,c 79(33.7 ± 3.1)b 51.9 ± 4.3b (11)

400 239 162(67.8 ± 1.0)a 47(20.7 ± 4.1)a 36.8 ± 3.3a (10)
Values with different superscript letters within a column are significantly different (P < 0.05).

Experiment was replicated three times.

The data represent means ± SEM.

* Percentage of total cultured oocytes.

† Number of examined blastocysts.

표 30 체외배양 기간 동안 Trolox의 처리 조건에 따른 단위생식 수정란의 체외발달률

② 단위생식 활성화 기법을 이용하여 trolox의 적정 처리농도를 확인하였는데, 100 μM

농도로 처리한 군에서의 분할률이 대조군 및 다른 처리군에서 보다 유의적으로 높게

나타났다. 또한, 200 μM 농도로 처리한 군에서의 배반포형성율과 배반포 세포수가

대조군 및 다른 처리군에서 보다 유의적으로 높게 나타났다.
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9. AD 병인 유전자 복합발현 미니돼지 생산

가. mAPP와 mPS1 복합발현 복제수정란의 생산

(1) 연구방법

(가) APP 발현 복제돼지 세포에 PS1 추가적 복합발현 복제수정란의 생산

① AD 병인 유전자 복합발현 미니돼지 생산을 위해 기존에 보유하고 있던 뇌신경세포

특이적 mutant APP(mAPP) 과발현 미니돼지 지방줄기세포에 뇌신경세포 특이적으

로 mutant PS1(mPS1)를 발현하도록 하는 벡터를 도입시켰다 (그림 1). mAPP와

mPS1의 뇌신경세포 특이적 발현을 유도하는 promoter로는 Synapsin (Syn)

promoter가 이용되었다. 전신 발현 promoter인 EF1 promoter에 의해 copGFP 및

puromycin 저항성 유전자 (puroR)이 발현되도록 하여 벡터의 도입이 이루어진 세포

를 선택하였다. 선택된 세포를 이용하여 생산한 복제수정란이 정상적으로 배반포단

계까지 발달하고, GFP를 발현하는 것을 확인하였다.

그림 69 뇌신경세포 특이적 mutant PS1 발현 벡터 구조 

(2) 연구결과

(가) mAPP와 mPS1 복합발현 복제수정란의 생산

① 전년도에 제작된 뇌신경세포 특이적 mAPP, mPS1 복합발현 체세포를 공여세포로

이용하여 체세포 핵이식을 수행, 뇌신경세포 특이적 mAPP, mPS1 복합발현 복제수

정란을 생산하였다.
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그림 70 GFP를 발현하는 AD 병인 유전자 (mAPP, mPS1) 복합발현 배반포. A, bright 

field; B, fluorescence

② 생산된 복제수정란은 체외배양 시 정상적으로 배반포단계까지 발달하였으며, 삽입

된 유전자의 검증은 marker 단백질인 GFP를 통해 실시되었다 (그림 1. 전년도 결과

보고서와 같음). 또한, 이로부터 생산된 복제돼지의 유전자 삽입을 확인하고, 그 체세

포를 분리하여 유전적으로 같은 개체를 복제하기 위하여 지속적으로 복제수정란을

생산하고 있다.

나. APP와 PS1 복합발현 모델 복제돼지의 생산

(1) 연구방법

(가) mAPP와 mPS1 복합발현 모델 복제돼지의 생산

① 생산된 mAPP와 mPS1 복합발현 복제수정란을 4-8 cell 단계에서 선택하여 이동식

인큐베이터로 농장까지 운반한 후, 발정 시기 등을 고려해 선택된 대리모의 자궁에

이식하였다. 이식 후 21일 경 대리모의 발정 회귀여부를 판단하고, 발정이 회귀되지

않은 개체에 대하여 초음파 검사를 지속적으로 실시하였다.

② 분만예정일까지 지속적으로 임신을 모니터링하였고, 총 3마리의 대리모에서 6마리

의 mAPP와 mPS1을 복합발현하는 복제 미니돼지를 생산하였다. 미니돼지는 기존의

mAPP 과발현 미니돼지(ADF1-5)에 이어 ADF6-11로 명명하였다. 전지 기형을 가지

고 태어난 ADF8는 생후 2일 째, 특별한 이상이 관찰되지 않은 ADF6과 ADF7은 생

후 16일 째에 설사와 호흡곤란을 보이며 폐사하였다. mAPP, mPS1 복합발현 미니돼

지를 추가 생산하기 위하여 유전자 삽입이 검증된 ADF6의 세포를 이용하여 지속적

으로 체세포 핵이식 수행 및 대리모에 이식 중이며, 6월 현재 임신 확인 및 유지되

고 있는 대리모 1두의 분만을 대비하고 있다.

(2) 연구결과
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(가) mAPP와 mPS1 복합발현 모델 복제돼지의 생산

① 3두의 대리모에서 mAPP와 mPS1을 복합발현하는 복제 미니돼지 6두를 생산하였

다.

개체번호 출생일 생시 체중 유전자 삽입 여부 현재 상태

ADF6 2014. 11. 21 1.20 kg O 폐사 (16일령)

ADF7 2014. 11. 21 1.06 kg O 폐사 (16일령)

ADF8 2015. 1. 26 580 g O 폐사 (2일령)

ADF9 2015. 5. 29 1.05 kg O 생존

ADF10 2015. 5. 29 0.83 kg O 생존

ADF11 2015. 5. 29 0.41 kg O 생존

표 31 4차년도에 생산된 mAPP, mPS1 복합발현 복제 미니돼지에 관한 정보

② AD 관련 유전자 복합발현 미니돼지는 기존의 mAPP 과발현 미니돼지(ADF1-5)에

이어 ADF6-11로 명명하였다. ADF6, 7은 각각 1.20kg, 1.06kg으로 건강하게 태어났

으나, 생후 16일 째 호흡곤란과 설사 증상으로 폐사하였다. ADF6, 7은 체표면 뿐 아

니라 내부 장기, 뇌에서도 GFP를 발현하는 것이 확인되었다.

.

그림 71 ADF6, 7의 폐사 후 GFP 발현 확인. A, ADF6 전신, 신장, 심장, 폐, 

뇌; B, ADF7 전신, 신장, 심장, 폐, 뇌 및 발굽에서의 GFP 발현 
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③ ADF8은 580g으로 출생하였으나 초유 섭취 의지가 없고, 전지 기형으로 운동 불가

능하여 2일 째 폐사하였다. ADF6, 7의 AD 유전자 삽입 검증을 위해 genomic DNA

(gDNA)를 이용하여 PCR을 수행하였다. mAPP의 경우, WT을 제외하고 positive

control (ADF1) 및 ADF6과 ADF7 에서 gDNA 상에 삽입되어 있음을 확인하였다.

그림 72 전지기형을 보이는 ADF8. A, 전신 상태; B, 다지증을 나타내는 전지 

그림 73 ADF6, 7의 gDNA에 삽입된 

mAPP. WT, wild type; P, positive 

control (ADF1 fibroblast)

④ mPS1의 경우, 돼지의 PS1과 유사한 염기서열 정보를 가지고 있어, mPS1과 같은

벡터 내에 존재하는 다른 유전자들(copGFP, PuroR, WPRE)의 삽입 여부로 대신하였

다. copGFP, PuroR, WPRE 역시 WT을 제외하고 positive control (벡터) 및 ADF6

과 ADF7에서 gDNA 상에 삽입되어 있음을 확인하였다.



- 107 -

그림 74 ADF6, 7의 gDNA에 삽입된 piggyBac (pB) 벡터에 포함된 여러 

유전자. copGFP (446bp), PuroR (612bp), WPRE (315bp); P, positive 

control (pB 벡터); WT, wild type; 1, ADF6 skin fibroblast; 2, ADF6 

skin tissue; 3, ADF7 skin fibroblast; 4, ADF7 skin tissue

⑤ 또한, 각 개체의 mPS1 copy number를 파악하고자 실시한 souther blot에서 ADF6

은 최소 4개, ADF7은 최소 2개의 copy number가 확인되었다.

그림 75 mAPP, mPS1 복합발현 미니돼지의 Southern blot 결과. 피부조직으로부터 

gDNA를 분리하고, copGFP에 대한 probe를 사용하였음. StuI (A), HindIII (B) 제한

효소를 이용하여 gDNA를 특정 염기서역에서 자르고, 전기영동실시. M, molecular 

weight; P, positive control (pB 벡터); WT, wild type

⑥ mAPP, mPS1 복합발현 미니돼지를 추가 생산하기 위하여 유전자 삽입이 검증된
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ADF6의 세포를 이용하여 지속적으로 체세포 핵이식 수행 및 대리모에 이식하였으

며, 총 4두를 생산하였다. 모두 ADF6 개체의 체세포를 이용한 리클론이며, 아래 그

림과 같이 모두 벡터내에 있는 유전자가 발현하는 것을 PCR을 통하여 검증하였다.

그림 76 ADF 6 리클론을 통해 생산된 ADF 8, 9, 10, 11개체의  gDNA에 삽입

된 piggyBac (pB) 벡터에 포함된 여러 유전자. copGFP (446bp), PuroR 

(612bp), WPRE (315bp); P, positive control (pB 벡터); WT, wild type; 8, 

ADF8 skin fibroblast; 9, ADF9 skin tissue; 10, ADF10 skin fibroblast; 11, 

ADF11 skin tissue
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그림 77 2015년 5월 29일 태어난 ADF6의 리클론을 통해 생산되어진 

ADF 9, 10, 11 mAPP+PS1 복합발현 형질전환 돼지

다. mAPP 과발현 미니돼지의 자손 유전자 분석

(1) 연구방법

(가) mAPP 과발현 미니돼지의 번식 및 자손 유전자 분석

① 기년도에 생산되어진 mAPP 과발현 미니돼지(ADF1)가 standing heat sign을 보이

는 등 발정 반응을 보일 때 wild type 수퇘지와 자연 교배하였다. 114일의 임신기간

이 지나고 최종적으로 8두의 자손을 분만하였다.

(2) 연구결과

(가) mAPP 과발현 미니돼지의 번식 및 자손 유전자 분석

① 얻은 8마리의 자손 중, 암컷은 2마리, 수컷은 6마리였다. 모든 개체에서 mAPP가

삽입되었음을 확인하였고, 이로써 ADF1의 mAPP 생식선 전이가 검증되었다. 자손

중 암컷 개체인 ADF1-2가 생존하여 ADF1과 같이 AD 발병에 대해 분석중이다.

10. Parkin KO 복제 미니돼지 생산

가. Parkin KO 복제 미니돼지 생산



- 110 -

(1) 연구방법

(가) Parkin KO 복제 미니돼지 생산

① TALEN을 이용하여 parkin 유전자를 KO한 돼지는 크게 2가지 과정으로 생산하였

다. 먼저, TALEN을 직접적으로 세포에 transfection하여서 KO되었을 것으로 예상되

는 세포 (GFP를 발현하는 세포)를 선별하였고, 그 세포를 체세포핵이식에 공여세포

로 사용하여 산자를 생산하였다. 이런 방법을 통해서 총 8마리의 산자를 생산하였고,

각각 PDM1~8이라고 명명하였다. 하지만 이렇게 생산하는 방법의 단점은 100% KO

된 산자를 생산할 수 없다는 점이고, 출생 후 sequencing을 이용한 분석을 통해 확

인해본 결과, 8마리 중에서 parkin KO이 확인된 산자는 총 3마리였다 (Hetero KO;

PDM3, homo KO; PDM5 and PDM6). 나머지 5마리는 wild type인 것으로 확인되었

다. 이를 통해 확인된 KO 효율은 37.5%였다. 하지만 이렇게 생산된 KO 산자들이

PDM3는 불명확한 이유, PDM5는 구개열 그리고 PDM6는 사산 등의 이유로 모두

사망하였다.

② 다음으로, KO이 확인된 개체의 세포를 이용하여 재복제를 통해서 KO 개체를 복제

하였다. 이를 통하면 100% KO된 개체를 생산할 수 있다는 장점이 있다. 먼저 homo

KO으로 확인된 PDM5 세포를 이용해서 체세포 핵이식을 진행하였고, PDM9을 생산

하였다. 하지만 PDM5와 마찬가지로 PDM9도 구개열을 가지고 있었고, 이로 인해

sacrifice를 결정하였다. 다음으로 hetero KO으로 확인된 PDM3 세포를 이용해서 체

세포 핵이식을 진행하였고, PDM10과 PDM11을 생산하였다. PDM10의 경우 혀가 비

정상적으로 큰 것을 확인하였고, 얼마 후 폐사하였다. PDM11은 현재까지도 건강하

게 자라고 있다.

(2) 연구결과

(가) Parkin KO 복제 미니돼지 생산

① 현재까지 PD 녹아웃 개체는 체세포핵이식을 통해서 총 11마리의 산자를 생산하였

다 (표 1). PDM1부터 PDM8까지의 8마리는 TALEN을 세포에 transfection하여서

KO을 유도한 세포를 공여세포로 사용하여 체세포핵이식을 진행하여서 태어난 산자

들이고, PDM9부터 PDM11까지의 3마리는 태어난 산자의 체세포를 이용하여 재복제

를 진행하여 태어난 산자들이다. PDM1부터 PDM8까지의 산자들 중 parkin이 KO된

산자는 PDM3 (hetero KO), PDM5 (homo KO) 그리고 PDM6 (homo KO)의 총 3마

리였다. 이를 토대로 KO의 효율을 추정해보면, 37.5%인 것을 확인할 수 있었다. 나

머지 5마리는 wild type으로 확인되었다. 현재는 PDM1을 제외한 나머지 7마리는 표

1에서 확인할 수 있는 것처럼 모두 폐사하였다.
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표 32 생산된 parkin KO 복제 미니돼지의 정보

② KO이 확인된 개체들이 존재했기 때문에 추가적으로 진행되는 체세포핵이식은 KO

이 확인된 개체에서 유래한 체세포를 이용하여 진행하였다. 먼저 homo KO이 확인

된 개체인 PDM5와 PDM6가 후보로 선정되었고, PDM6는 사산태아였기 때문에 체

세포 이용에서 제외하였다. PDM5를 이용한 산자생산에서 PDM9가 태어났다. 염기서

열 확인결과 PDM5와 정확하게 일치하는 homo KO인 것을 확인하였으나, PDM5와

마찬가지로 구개열을 가지고 있었다. 다음으로 재복제 후보는 hetero KO인 PDM3였

고, 이 세포를 이용해서 PDM10과 PDM11의 두 마리 산자가 태어났다. PDM10의 경

우 혀가 기형이 발견되었고, 생후 12일령에 폐사하였다. PDM11의 경우 현재까지

건강하게 살아있다. 아래 그림은 구개열을 가지고 태어난 PDM5가 폐사하고 난 뒤,

진행한 부검사진이다. 부검상에서 구개열 이외에 특별한 이상을 발견하지 못하였다.

그림 78 PDM5 부검 사진
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③ 아래그림은 hetero KO 복제 미니돼지인 PDM3를 재복제한 PDM10과 PDM11의 사

진이다. 두 마리 모두 900g 이상으로 건강하게 태어났으나, PDM10의 경우 그림에서

볼 수 있듯이, 혀가 커서 입이 잘 다물어지지 않는 것을 확인할 수 있다. PDM10은

지속적인 관리에도 출생 후 12일 만에 폐사하였다.

그림 79 PDM10과 PDM11 사진 

나. Parkin KO 복제 미니돼지 유전자 발현 분석

(1) 연구방법

(가) Parkin KO 복제 미니돼지 유전자 발현 분석

① 먼저 TALEN transfection을 직접적으로 한 세포를 이용해서 태어난 산자의

sequencing 결과에서 PDM3는 7bp deletion, PDM5는 4bp deletion/7bp insertion 그

리고 PDM6는 78bp deletion/14bp deletion이 일어난 것을 확인하였다. 그리고 PDM5

를 재복제한 PDM9의 경우 PDM5와 정확하게 동일한 양상의 KO sequence를 확인

할 수 있엇고, PDM3를 재복제한 PDM10과 PDM11의 경우 PDM3와 정확하게 일치

하는 KO sequence를 확인할 수 있었다. PDM3의 경우 KO이 일어나지 않은 반대쪽

allelle에 A가 G로 바뀐 point mutation이 발생했는데, 재복재된 PDM10과 PDM11도

동일한 point mutation이 존재하는 것도 확인하였다.

(2) 연구결과
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(가) Parkin KO 복제 미니돼지 유전자 발현 분석

① 태어난 모든 개체에 대해서 sequencing을 진행하였다. KO을 유발하기 전 target

site의 wild type sequence는 그림 66의 가장 위에 제시된 sequence이다. PDM1,

PDM2, PDM4, PMD7 그리고 PDM8의 경우 이 wild type과 sequence가 완벽하게

일치하는 것을 확인하였다. 반면에 PDM3의 경우 한 쪽 allelle에 7bp가 deletion이

일어난 hetero KO (KO이 일어난 반대쪽 allelle에는 A가 G로 변한 point mutation이

있음)이었고, PDM5의 경우 4bp deletion/7bp insertion이 일어난 homo KO, PDM6의

경우 78bp deletion/14bp deletion이 일어난 homo KO 복제 미니돼지인 것을 확인하

였다. 이렇게 KO이 확인된 체세포 중 일부를 이용하여 재복제를 진행하였고, PDM5

를 재복제하여 생산한 PDM9의 경우 PDM5와 sequencing 결과가 정확하게 일치하

는 것을 확인하였고, PDM3를 재복제하여 생산한 PDM10과 PDM11의 경우 PDM3와

sequencing 결과가 정확하게 일치하는 것을 확인하였다. 그 sequencing 결과는 아래

그림에서 확인할 수 있다.
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그림 80 Parkin KO 복제 미니돼지 총 11마리의 sequencing 결과 

다. Parkin KO 복제 미니돼지 유래 세포주 확립

(1) 연구방법

(가) Parkin KO 복제 미니돼지 유래 세포주 확립

① 출생 당시 미이라 상태였던 PDM6와 초기배양에 실패한 PDM9을 제외한 9마리에

대한 세포를 확립하였다. 현재 액체질소 속에서 냉동 보관 중이다.

(2) 연구결과

(가) Parkin KO 복제 미니돼지 유래 세포주 확립
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① 현재 미이라 상태로 죽어서 태어난 PDM6와 초기배양에 실패한 PDM8과 PDM9를

제외한 8마리에 대한 체세포를 확보하여 액체질소 속에서 냉동보관 중이다.

세포명 유전자 계대 수 세포수

PDM 1 - 0 5 1×106

- 1 2 1×106

PDM 2 - 0 8 1×106

-　 1 3 1×106

PDM 3 PARK2 KO (Hetero) 1 2 1×106

PARK2 KO (Hetero) 2 7 1×106

PARK2 KO (Hetero) 2 5 1×105

PDM 4 - 0 1 1×106

- 1 1 1×106

PDM 5 PARK2 KO (Homo) 0 2 1×106

PARK2 KO (Homo) 1 3 1×106

PARK2 KO (Homo) 1 8 1×105

PARK2 KO (Homo) 2 4 1×106

PARK2 KO (Homo) 5 1 1×106

PDM 7 - 0 9 1×106

PDM 10 PARK2 KO (Hetero) 0 1 1×106

PARK2 KO (Hetero) 1 3 1×106

PDM 11 PARK2 KO (Hetero) 0 1 1×106

PARK2 KO (Hetero) 1 2 1×106

표 33 Parkin KO 복제 미니돼지 유래 세포 보관 현황

11. 사업화를 위한 기초 수요조사 실시 및 모델돼지로서의 정량적 기준의 마커 제시

가. 기초 수요조사 실시

(1) 연구방법

(가) 시장의 전망성 및 사업화 가능성 타진

① 알츠하이머 질환관련 글로벌 시장동향 및 질환관련 시장의 전망과 알츠하이머 질환

모델 동물의 중요성을 조사하였다.

② 알츠하이머 질환 모델 동물로 마우스 모델의 한계점 및 현재까지 개발된 대동물 모

델, 돼지모델 개발의 필요성에 대해서 문헌 조사를 실시를 통해 시장성 및 기초 수
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요를 분석하였다.

(2) 연구결과

(가) 알츠하이머 질환관련 글로벌 시장동향

① 전 세계적으로 인구 고령화가 진행되면서 퇴행성 뇌질환, 그 중에서도 알츠하이머

질환의 환자가 급속도로 증가하면서 알츠하이머 질환과 관련된 시장 규모가 크게 증

가하고 있다.

② 알츠하이머 질환의 높은 발병률과 더불어 시장 규모는 2017년에는 90억 달러로 증

가될 것으로 예상된다. 국내 시장은 현재 700억 정도이나 98%가 수입 의약품에 의존

하고 있으며, 주로 다국적 제약회사 (노바티스, 얀센)가 시장을 점유하고 있다. 또한

세계 치료제 시장 규모는 2005년 276억 달러에서 연평균 13.3% 성장률을 나타내며,

2015년에는 963억 달러의 시장을 형성할 것으로 예상하고 있다. 21세기 고령화 사회

를 앞두고, Datamonitor사의 발표에 따르면, 7개 거대시장(미국, 일본, 프랑스, 독일,

이탈리아, 스페인, 영구)의 알츠하이머 질환 치료제 시장은 2019년까지 $11.9 billion

으로 전망되며, 2020년까지 10.7%의 성장률을 예상하고 있다.

그림 81 알츠하이머 질환 치료제 글로벌 시장

(나) 알츠하이머 질환관련 국내 시장 동향
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① 한국의 실버 산업은 아직 초기 단계로 저출산 고령사회 위원회에 따르면 요양 시설

을 포함해 전체시장규모가 2002년 기준 12조 8,334억원으로 파악된다. 그러나 관련업

계는 실버 산업의 성장 가능성에 주목하고 있으며, 국내 시장은 2002년 12조원대에

서 한국시장규모가 2010년에는 43조 9,612억원에서 2020년에는 148조 5,969억에 도달

할 것으로 예상하고 있다.

그림 82 실버산업 시장규모

② 이중 뇌 신경질환 관련 전망에 따르면 국내 시장은 연평균 12.8%의 성장률로 성장

하여 2005년 6,463억 원에서 2015년 21,554억 원의 시장을 형성할 것으로 예상되고

있다.

표 34 뇌 신경 질환 관련 국내 시장 전망

(다) 알츠하이머 질환 관련 시장의 전망

① 전체적으로 미국, 일본을 중심으로 알츠하이머 질환에 대한 치료제의 개발이 이루

어지고 있으며, 최근 다국적 제약사의 특허권이 만료되면서 개발이 더욱 치열해질

것으로 예상된다. 특히, 선진국의 경우에는 향후 고령화 시대를 대비하여 대대적인

정부 투자의 주도 아래 기술 연구 개발이 이루어지고 있는 것을 확인할 수 있다. 국

내외 전체적으로 고령화 시대에 접어듬에 따라 그 마켓 규모는 점차 증대할 것으로

예상되는데, 선제적인 연구 개발이 이루어지지 못하는 경우에는 국부의 유출이 예견

된다 하겠다.
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(라) 알츠하이머 질환 연구 동물 모델의 중요성

① 현재 알츠하이머 질환 치료제로는 FDA의 승인을 받은 의약품은 5개로, 4개의

AChEI와 1개의 NMDA 길항제가 있다. 그러나 해외 시장에서 개발되는 이들 약품은

근본적으로 알츠하이머를 완치시키는 것보다는 주로 증상을 완화시키고 진행을 지연

시키는 약물들이다. 현재까지 질병을 근복적으로 치료하기 위한 약물은 개발되지 못

하고 있는 것이 실정이다. 1998년부터 2011년까지 101개의 알츠하이머 질환 치료제

개발이 실패로 돌아갔으며 같은 기간 단 3개의 약물만이 승인을 받았다. 또한 최근

에 관심을 모았던 amyloid-β peptides를 인식하는 항체인 Bapineuzumab(Pfizer)와

Solanezumab(Lilly) 및 면역글로블린 기반(immunoglobulin-based) 약물인

Gammagard(Baxter)에 대한 3상 임상이 모두 실패 또는 부분 실패로 돌아감으로써

알츠하머병 치료제 개발의 험난함을 더욱 실감하고 있다.

② 알츠하이머 질환의 근본적 치료제 개발에 매달리고 있지만, 원하는 수준의 신약 개

발은 사실상 요원한 상태이다. 다양한 원인이 있지만 그 중에서도 가장 큰 원인의

하나는 알츠하이머 질환의 특성 상 임상 시험 디자인이 곤란한 점을 들 수 있다. 이

것은 임상 시험을 위해 적합한 실험동물이 개발되지 못하고 있다는 것이 큰 원인으

로 꼽히고 있다.

(마) 알츠하이머 질환 모델 동물

① 일반적으로 질병 동물 모델로는 사람과 유전적으로 유사하고 유전적 분석이 유용하

며 짧은 생명 주기를 가지고 크기가 작아 다루기 쉬운 쥐 또는 생쥐를 이용하고 있

다. 알츠하이머 질환 동물 모델의 경우에는 2000년대 초반까지 쥐를 이용하여 많은

모델들이 생산되었다. 대부분 알츠하이머 질환의 주요 발생원인인 아밀로이드 단백

질 이 변형된 형질전환 쥐 모델이며 이외에 타우 단백질 변형 쥐 모델, GRK5가 녹

아웃(knock-out, KO) 모델이 있다.

② 그러나, 알츠하이머 질환 쥐 모델은 사람과 생리학적, 해부학적으로 차이가 있기 때

문에 정확한 질병의 발병원인과 기전을 연구하기에 있어 한계가 있다. 쥐를 이용한

질환모델이 사람의 질환을 재현하지 못하는 경우가 있는데, 알츠하이머 질환의 경우

생쥐를 이용한 다양한 유전적 돌연변이를 통한 알츠하이머 질환 모델이 만들어졌으

나, 어떤 알츠하이머 질환 생쥐 모델도 사람의 알츠하이머 질환 모델 표현형을 보여

주지 못하는 한계점을 가지고 있었다.

(바) 알츠하이머 질환 돼지 모델

① 상술한 쥐 모델을 통한 알츠하이머 질환 연구의 한계점에 부딪혀 이를 대체하기 위

한 다양한 동물군이 제시된 바 있다. 특히, 최근에는 사람과 해부학적으로 그리고 생

리적으로 더 유사한 대 동물 가축에서도 생쥐에서만 가능했던 유전자가 변형 또는
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조작 기술이 발달함에 따라 모델 동물로서 가축이 각광을 받고 있다.

② 가축과 같은 대 동물의 가장 큰 단점은 유지 및 관리 비용이 많이 필요하고, 대부

분은 분만 간격 및 단산성이라는 것인데, 이러한 점에서 돼지는 다산성이며 번식 간

격이 짧기 때문에 소나 염소, 양과 같은 가축 보다 선호되고 있으며, 그 대안으로 돼

지 모델이 대두되고 있다.

③ 모델 동물로서 돼지는 다른 종의 가축보다 유리한 점이 많다. 심장 혈관계, 소화 시

스템, 중추 신경계, 골격, 음식 섭취 습관 등 해부학적 및 생리적인 관점에서 돼지는

다른 가축보다 더 사람에게 더 유사하며, 또한 번식의 관점에 있어서도 성 성숙 도

달 일령이 빠르고, 번식 기간이 짧고, 산자수가 많은 장점을 가지고 있다. 또한 생쥐

와 같은 실험동물처럼, 유전자 변형 기술, 유전자 적중 기술이 잘 확립되어 있고, 많

은 연구자들에 의해 유도줄기세포, 다양한 조직의 성체줄기세포도 확립되어 있어 다

른 가축보다 더 다양한 분야의 생체의학 모델동물로서 각광받고, 실제로 활용되고

있다.

④ 2012년에는 국립축산과학원 등 세계 각국 연구소의 공동 연구로 돼지의 게놈

(genome) 프로젝트가 완성되어 유전정보에 접근하기가 더욱 쉬워졌고, 최근 전 세계

적으로 사람의 특정 질환에 대한 생체 의학 모델로서 돼지의 사용이 급증하는 추세

이다.

⑤ 즉, 여러 실험동물 중에서, 돼지는 해부학적으로 장기의 크기가 인간과 비슷하여 이

종 장기모델로서 적합할 뿐만 아니라 생리, 유전학적으로도 인간과 유사한 점이 많

다. 또한 높은 번식 능력을 가지고 있으므로 생산 및 치료용 생물 신소재 개발에 있

어서도 적합할 뿐만 아니라 독성 및 안정성평가에 좋은 동물 모델이라 할 수 있다.

(사) 돼지 모델 개발의 필요성

① 2008년 미국 NIH에서는 특정 질환을 유발하는 후성유전학적 변화나 기작에 대한

연구를 통해 후성유전체와 관련하여 발생하는 질병에 대한 연구를 진행하고 있다

(Katsnelson, 2010). 질환동물 모델의 개발은 인간의 유전적 질병의 이해 및 치료법

개발에 따른 바이오 산업발전에 핵심적인 역할을 수행하고 있으며 바이오산업발전에

따른 유효성과 안전성을 평가하기 위한 인간질병 모델의 중․대동물의 중요성도 점

차 대두되고 있다. 따라서 돼지를 이용한 인간 질환모델 개발은 마우스의 유전적 차

이로 인한 많은 한계점을 타파할 수 있는 차세대 질병모델로 각광받고 있다

(Pohanka, 2011). 질환모델 동물로써 돼지 유전체 연구의 당위성에 비하여, 유전체와

후성유전체에 대한 연구가 전무 하며, 돼지 유전자의 전사체 동정을 통한 정확한 유

전자 맵 구축 및 후성학적 분석 결과를 통해 차후 개발되어지는 다양한 질환모델 돼

지 유전체에 대한 reference가 요구되어진다.

(아) 돼지 모델의 시장성

① 상술한 바와 같이 알츠하이머 질환의 동물 모델로는 기존의 쥐 모델에 비하여 돼지
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모델에 장점이 많은 것을 알 수 있다. 이하에서는 이러한 돼지 모델이 가지는 시장

성에 관하여 검토하기로 한다. 특히, 알츠하이머 질환에 관한 돼지 모델은 현재 기술

적 도입기에 해당하는 단계로서 구체적인 시장이 형성되지 않은 관계로 대학교나 국

가 연구소 또는 기업에서 이루어지는 연구 현황과 더불어 알츠하이머 질환에 관한

선진국들의 특허 동향을 분석함으로써 향후 시장성을 전망하기로 한다.

② 심장혈관계 연구 분야에서 돼지는 의료용 장비의 개발을 위해, 그리고 외과적 방법

에 의한 심장혈관계 질환을 유도하는 용도로 사용되고 있으며 유전자가 변형된 형질

전환 돼지도 생산되며, 대사성 질환 연구 분야에도 돼지가 모델 동물로서 사용되고

있다. 다양한 형질전환 돼지 모델에 관한 정보는 미국의 Natioanl Swine Resource

and Research Centre at the University of Missouri-Columbia

(http://www.nsrrc.missouri.edu), 일본의 Meiji University International Institute for

Bio-Resource Research (MUIIBR; http://www.muiibr.com)에서 확인할 수 있다. 특

히, 알츠하이머 질환 동물 모델의 경우, 종래의 쥐 모델의 한계점에 봉착한 것을 알

수 있다. 따라서, 그 대안으로 돼지 모델이 강력하게 대두되고 있는 상황으로 파악되

며, 최근 국내외에서 돼지를 이용한 질환 모델을 성립시키기 위한 연구가 진행 중이

다. 따라서, 해당 기술 분야에서 원천 기술을 확보하는 것이 관건이라 하겠다.

③ 생명공학 기술을 발전에 따라 유전자 조작 돼지 생상이 가능해지면서 알츠하이머

질환 분석에 적합한 돼지 모델의 연구 개발이 활발하게 이루어지고 있다. 특히, 녹아

웃 AD 돼지 모델에서는 사람과 유사한 증상의 관찰이 가능한 것이 확인되고 있어

향후 알츠하이머 질환 동물 모델로써의 돼지 모델의 이용이 점차 증가할 것으로 예

상된다.

④ 물론, 생쥐와 같은 작은 동물들은 여전히 중요한 실험동물로 사용되고 있으나, 그렇

지만 기니피그 같은 동물은 점점 실험동물로서 이용이 감소되는 반면에 돼지와 같은

대 동물의 이용은 점점 증가하는 추세이다.

⑤ 또한 유전자 변형 기술의 돼지에서 가능해 짐에 따라 연구 모델 동물로서 돼지의

중요성이 점점 확대되고 있다. 생체의학 연구 분야에서 사용되는 유전자가 변형된

형질전환 돼지를 살펴보면 복잡한 질환의 병리 생리학적 연구를 위한 in vivo 모델,

세포 수준에서 생물학적 기능을 분석하기 위한 자원으로 제공, 치료용 세포나 장기

를 제공 또는 재생 의학의 기전이나 치료제의 효능을 검증하기 위한 모델, 특정 세

포나 장기로부터 고속대량 스크리닝 방법으로 표적 물질 탐색 등에 매우 유용하다.

⑥ 사람 질환을 모방하기 위하여 유전자를 변형 시켜 생산한 형질전환 돼지는 분자 수

준에서 그 질환의 발생 기전을 연구하는 데 사용되며, 이의 결과로서 새로운 치료

방법의 개발이 기대된다.
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그림 83 생체의학 연구용 유전자 변형 형질전환 돼지의 응용

⑦ 알츠하이머 질환 동물 모델 생산 관련 특허는 2000년도 이전에서부터 2000년대 초

반에 등록이 많이 이루어졌으며, 2011년까지도 어느 정도 유지되는 특허 등록의 양

상을 보였다. 총 93편의 특허 등록이 있었으며, 그 중에는 PCT와 미국 특허가 대부

분을 차지하였다. 각국의 특허 동향을 살펴보면, PCT는 2000년도 초반에 많았으며,

미국과 일본 특허는 매년 고른 분포를 보였고, 유럽 특허는 2010년도 후반에 많이

이루어졌다. 대부분 바이러스나 플라스미드 벡터를 이용한 알츠하이머 질환 관련 유

전자 조작을 통한 transgenic animal 모델이 많았다. 동물 종은 주로 마우스였으며

덴마크 연구진에서 유일하게 알츠하이머 질환 돼지 모델을 개발하였다. 유전자에 있

어서는 presenilin이나 amyloid같은 대사 관련 유전자의 이상으로 발생되는 알츠하이

머 질환 동물 모델이나 ABAD, APP, RAGE등의 과발현으로 인해 발생되는 알츠하

이머 질환 동물 모델을 만들었고 이를 항원항체반응, qPCR등으로 검증하였다.

⑧ 알츠하이머 질환 동물 모델의 생산에 대한 측면에서는 주 대상종이 마우스였다. 다

양한 알츠하이머 질환 동물 모델 확보 및 인간과 더 유사한 동물 모델을 만들기 위

해서 마우스 같은 소동물 질병 모델뿐만 아니라 돼지 등의 대동물 질병 모델을 만들

필요가 있다. 또한 최근 최신 기술인 ZFN이나 TALEN 시스템을 통한 형질전환동물

모델에 관한 특허가 필요하다.

⑨ 기존의 알츠하이머 질환 동물 모델은 마우스 종류로 국한되어 왔다. 마우스의 경우

사람과의 유전적 유사성과 다산, 손쉬운 핸들링 등의 이유로 알츠하이머 질환 동물

모델로서 많이 이용되어 왔지만 사람과의 생리, 해부학적인 차이점이 많은 한계가

있다. 이에 사람과 유사한 생리, 해부학적 구조를 가진 돼지를 실험 동물 모델로 많

이 이용하고 있다. 돼지의 경우 세포치료 및 이종간 장기이식 모델로 많이 사용되고

있으며 사람의 전임상 연구 모델로 적합하다고 할 수 있다.

(자) 본 연구의 알츠하이머 돼지의 사업화 가능성

① 퇴행성 뇌 질환 관련해서는 미국과 영국이 특허를 주도하고 있는 상황이며, 중국에
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서도 그 출원 수가 증가하고 있는 것을 파악할 수 있다. 우리나라의 경우에는 다소

특허를 통한 지식재산권 확보가 미진한 상황이며, 아직 연구 개발이 활발한 상태이

므로 빠른 권리화를 통해 특허권을 확보하는 것이 중요할 것이다.

② 한편, 동물 모델의 경우 기존의 쥐 모델에 관한 특허가 주류를 이루고 있으며, 최근

돼지 모델에 관한 특허 출원이 시작되고 있는 것이 특이할 만한 점이라 하겠다. 돼

지 모델은 기존의 쥐 모델에 비하여 기술적 난이도가 높아 아직 주요한 특허 출원은

없는 것으로 예측되며, 해당 기술의 개발과 더불어 지재권 확보의 적기로 보인다. 특

히, 시기적으로 점차 쥐 모델 대비 돼지 모델의 특허 출원 건수 비율이 증가하고 있

는 것을 살펴볼 수 있는데, 이는 향후 시장의 중심이 돼지 모델 방향으로 나아갈 것

임을 시사하고 있다.

③ 이러한 대동물 시장의 확대 추세와 함께, 미국 보건부는 지난 5월 14∼15일 국립보

건원 주최 ‘2012년 알츠하이머 질환 연구 서밋에서 오는 2025년까지 알츠하이머 질

환 치료제를 정부 차원에서 개발하겠다고 발표하였다. 미국 정부는 치매의 일종인

알츠하이머 질환 및 이와 관련된 질환을 근본적으로 해결하는 치료제를 2025년까지

개발할 계획을 발표하기도 하였다.

④ 따라서 이번 년차의 본 과제에서는 현재 뇌영상 촬영에서 인간 알츠하이머 환자와

유사한 증상을 보여주고 있는 돼지의 생산과 본 결과의 특허화로 인해 이러한 세계

적인 추세에 뒤처지지 않는 결과를 보유하고 있음을 확인하였다. 치매성 알츠하이머

질환이 노인성질환인 만큼 본 과제에서 도출되어진 의미 있는 결과들은 예상한 것

보다 빠른 phenotype 을 나타내고 있으며, 무엇보다 교배를 통해 생산되어진 F1은

founder 돼지보다 phenotype 이 1년 빠르게 관찰되는 결과를 가져왔다. 따라서 현시

점에서 알츠하이머 모델로서의 돼지는 알츠하이머 치료제 개발 및 기전 연구를 위한

마우스를 대신한 임상 모델이 될 수 있음을 기대해보게 된다. 특히 APP 유전자가

발현하는 돼지가 2연령에 의미있는 결과들을 보인만큼, 앞으로 지속적인 모니터링을

통해 인간 알츠하이머 연구를 위한 모델동물로써의 검증을 이루어 내야만 본 과제에

서 개발되어진 돼지의 시장성을 완전히 확보 할수 있을 것이다.

나. 모델돼지로서의 정량적 기준의 마커 제시

(1) 연구방법

(가) AD/PD 인증을 위한 정량적 기준의 마커 제시

① 현재까지의 연구 과제 결과를 토대로 AD/PD의 정량적 기준이 될 수 있는 마커를

도출하였다.

(2) 연구결과

(가) AD/PD 인증을 위한 정량적 기준의 마커 제시
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① 현재 AD 연구를 위해 이용되어지는 동물들에 대해 2004년 Molecular Psychiatry에

서 리뷰 되어진 바 있다(Gotz et al. Molecular Psychiatry, 2004). 각 동물모델에 대

한 장점과 단점 그리고 알츠하이머 모델로서의 가치 평가를 위한 다양한 양상들을

분석하였다. 이에 따르면 초파리와 같은 하등동물 및 마우스의 경우 오랜시간 동안

다수의 다양한 유전자의 변이를 유도하여 모델을 생산하고 있으나, 인간 질병 모델

로서의 한계를 여전히 보여준다고 지적하였다.

② 본 연구과제는 현재 4차년의 결과를 도출하였다. 기 생산되어진 human mAPP 유

전자가 과발현되는 ADF1 돼지의 경우 2살 때 촬영한 뇌의 영상에서 사람의 알츠하

이머 환자와 유사한 뇌의 대사 영상이 관찰이 되었다. 뿐만 아니라 ADF1의 F1의 경

우에는 1살임에도 불구하고 뇌의 대사 영상이 2살령의 ADF1의 결과와 매우 유사한

양상을 보여주었다.

③ 다른 동물에서 알츠하이머 모델의 연구를 위해서는 항상 침습적인 방법을 통한 병

리 부검을 통해서 최종적으로 알츠하이머 진단을 하기에 더 이상의 추적관찰은 불가

능 한 형태의 연구가 진행이 되어왔다. 하지만 이번 본 연구에서 제시하듯이 돼지를

이용할 경우 비침습적인 방법을 통해 질환의 정도를 평가할 수 있을 뿐만 아니라 그

진행상황을 추적관찰이 가능하여 조기 진단에 대한 큰 기여 및 질병의 진행을 완화

시키거나 근치를 위한 연구도 가능할 것으로 사료된다.
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그림 84 인간의 알츠하이머 질환 모델로서의 동물별 특징. Transgenic animal models of

Alzheimer’s disease and related disorders: histopathology, behavior and therapy. Gotz et al.

Molecular Psychiatry (2004) 9, 664–683

④ 따라서 본과에서 알츠하이머 모델 돼지의 정량적 기준의 마커는 현재수준에서 비침

습적인 방법의 뇌영상 촬영 기법이며, 그 결과는 현재 사람 알츠하이머 환자와 매우

유사한 영상결과를 보여 지속적인 관찰 및 연구가 필요할 것으로 판단이 된다.
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장점 단점
현 과제에서 생산된 돼지의

AD모델로서의 측면

n 비침습적인 영상분석 결

과 도출 가능

n 생존수명이 길어 질병의

메커니즘 분석 용이

n 디멘존이 인간과 유사함

n 인간활동 스케일에서 행

동관찰 가능

n 윤리적인 문제에 제한이

없음

n 사육비용이 많이 소요

n 대동물 시설 및 사육관

리 전문 인력 필요

n APP발현돼지에서 뇌의

영상분석시 인간환자와

유사한 뇌의 대사를 보

임

표 35 인간의 알츠하이머 질환 모델로서의 돼지

12. 형질전환 미니돼지의 교배를 통한 다중유전자 조절 PD모델 생산

가. hSNCA 발현 복제 미니돼지와 KO 미니돼지의 교배 통한 다중유전자 조절 PD모델

생산

(1) 연구방법

(가) hSNCA 발현 복제 미니돼지와 KO 미니돼지의 교배 통한 다중유전자 조절 PD모델

생산

① 현재 hSNCA 발현 복제 미니돼지는 2013년 7월에 태어난 PDF4 (암컷)와 2013년 8

월에 태어난 PDF16 (암컷), PDF18 (암컷) 그리고 PDF20 (암컷)가 있다. 또한 이들,

hSNCA 발현돼지들을 정상 수컷돼지와 교배하여 다수의 암컷과 수컷이 섞인

hSNCA 발현돼지 산자들도 확보가 된 상태이다. 이와 교배를 해야할 PDM11 (수컷)

은 2015년 3월 출생하였고, 대략 6개월~8개월이면 수퇘지는 성성숙에 도달하므로, 5

차년도가 시작하는 것과 거의 비슷한 시기에 교배를 진행할 수 있었다. 자연교배를

이용하여 다중유전자 조절 PD 모델 돼지를 생산하였다.

(2) 연구결과

(가) hSNCA 발현 복제 미니돼지와 KO 미니돼지의 교배 통한 다중유전자 조절 PD모델

생산

① PDM11(PARK2 KO) 수컷 개체의 성성숙 후 11개월령에 승가훈련을 통해 암컷과의

번식 가능성 여부를 확인하였다. 다중유전자 조절 모델 생산을 위하여 기생산된
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PDF-20-3(hSNCA)와 PDF-20-2(hSNCA)개체의 발정이 확인되어, PDM11과 각각

자연 교배를 진행하였으며 임신을 확인하였다. 자연교배후 hSNCA 발현 미니돼지인

PDF-20-2, PDF-20-3 개체와 PARK2 KO 돼지인 PDM-11 개체간의 교배로부터 자

돈 12두를 생산하였다.

나. 다중유전자 조절 PD 모델 유전자 분석

(1) 연구방법

(가) 다중유전자 조절 PD 모델 유전자 분석

① 교배를 통해서 얻어지는 모든 다중유전자 조절 PD 모델에 대해서 PCR을 통해서

hSNCA 유전자의 genome 내 삽입여부를 확인한다. Marker 유전자인 GFP 단백질의

전신 발현을 통해 SNCA의 발현을 간접적으로 확인한다. Parkin KO은 T7E1 assay

를 통해서 KO 여부를 확인하고, sequencing을 통해서 협동기관인 툴젠에서 최종적

으로 확인한다.

(2) 연구결과

(가) 다중유전자 조절 PD 모델 유전자 분석

① 총 12두의 산자로의 귀조직으로부터 추출한 DNA를 이용하여 PCR을 실시하였다.

그 결과 아래 그림에서와 같은 결과를 얻을수 있었다. hSNCA가 genome 상으로 삽

입된 개체는 총 9두로 확인이 되었다. 본 결과로부터 hSNCA가 과발현된 founder 복

제돼지의 교배를 통해 생산된 2세대 20-3과 20-2의 생식전전이를 검증하였다. 또한

3세대에서도 유전자의 발현이 검증된 결과 9두가 hSNCA 과발현 founder 돼지가 확

립된 것을 검증할수 있었다. 제1협동에 의해 9두중 1두 20-2-6 개체가 Parkin KO

임을 검증하였다. 따라서 PDF 20-2와 PDM11 개체의 교배를 통해 1두의 다중유전

자 조절 PD 모델 미니피그를 생산하였다.

그림 85 PDF-20-2, PDF-20-3 개체와 PARK2 KO 개체의 교배로 생산된 자손의 hSNCA 발

현 유무 검사

② 또한 DNA 가 삽입된 것을 확인한후, 전신에서 아래 그림과 같이 GFP(marker
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gene)이 발현되는 것을 보아 삽입된 vector의 활성화가 일어남을 확인할 수 있었다.

그림 86 hSNCA유전자가 삽입된 산자에서 GFP 형광이 발

현되는 사진

다. 다중유전자 조절 PD 모델 유래 세포주 확립

(1) 연구방법

(가) 다중유전자 조절 PD 모델 유래 세포주 확립

① 태어나는 모든 다중유전자 조절 PD 모델에 대해서 태어남과 동시에 꼬리 조직 일

부를 회수하여 PBS로 세척한 뒤 15 ml tube에 넣어서 ice-box에 넣은 채로 실험실

로 옮긴다. 옮긴 조직을 세절하여, 다중유전자 조절 PD 모델 유래 세포주를 확립한

다. 확립된 세포는 액체질소에 냉동 보관하고, 추후 실험에 사용한다.

(2) 연구결과

(가) 다중유전자 조절 PD 모델 유래 세포주 확립

① 생산되어진 산자중 hSNCA 와 PARK2 녹아웃 개체의 세포주 확립을 시도하였다.

현재 산자가 어린 관계로 1차세포배양을 위해 채취할수 있는 조직의 양이 한정적이

여 많은 수의 세포를 확립하지는 못하였다. 확립된 세포의 리스트는 아래와 같다.
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Cell Strain Date Passage Number concentration

20-2-1 2016-08-30 2 3 5 x105

20-2-2 2016-08-30 2 4 1 x106

20-2-3 2016-08-30 2 3 1 x106

20-2-4 2016-08-30 2 2 5 x105

20-2-5 2016-08-30 2 1 1 x106

20-2-6 2016-08-30 2 3 5 x105

20-2-7 2016-08-30 2 4 1 x106

20-3-1 2016-08-30 2 3 5 x105

20-3-2 2016-08-30 2 2 1 x106

20-3-3 2016-08-30 2 3 5 x105

20-3-4 2016-08-30 2 2 1 x106

표 36 다중유전자 조절 돼지로부터 확립한 세포주 리스트 

13. 체세포핵이식을 이용한 AD/PD 모델들의 재복제 생산

가. Phenotype 을 나타내는 개체의 세포주를 이용하여 founder 돼지의 생산

(1) 연구방법

(가) 기년도 결과로 AD phenotype 을 나타낸 ADF1 돼지의 세포를 이용한 재복제 돼지

생산

① 알츠하이머 모델로서의 가치를 보이고 있는 ADF1 돼지를 추가로 생산하여

founder 로 이용하고자 한다. 따라서 기 확보되어진 ADF1의 세포주를 이용하여 복

제수정란을 생산한다.

② 생산된 복제수정란은 대리모에 이식한 후, 초음파 검사를 실시하여 임신 모니터링

을 한다. 분만예정일에 제왕절개를 통해 복제돼지를 얻어 유전자 발현 및 추후 다양

한 AD 모델 생산을 위한 founder로 이용한다.

(나) mAPP, mPS1 복합발현 모델 복제돼지의 생산

① mAPP와 mPS1 복합발현 복제돼지를 다수 확보하기 위하여 지속적으로 AD 모델

돼지 라인을 확립한다. 복제수정란을 생산하여 인큐베이터에서 1-2일간 체외배양한

후, 4-8 cell 단계에서 대리모의 자궁에 이식한다. 이식 후 21일 경 대리모의 발정 회

귀여부를 판단하고, 발정이 회귀되지 않은 개체에 대하여 지속적으로 초음파 검사를

실시하여 임신 모니터링을 한다. 분만예정일에 제왕절개를 통해 복제돼지를 얻어 유

전자 발현 및 추후 다양한 AD 모델 생산을 위한 founder로 이용한다.
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(2) 연구결과

(가) 기년도 결과로 AD phenotype 을 나타낸 ADF1 돼지의 세포를 이용한 재복제 돼지

생산

이식일 개체번호 세포 총난자수 임신 분만예정일 결과

16-2-5 5-7 ADF7 264 임신 16-5-29 유산

16-2-18 7-11 ADF7 156 실패 　 　

16-2-26 7-12 ADF7 247 임신 16-6-19 유산

16-3-4 5-9 ADF7 97 임신 16-6-24 자연분만 1두

16-3-18 7-15 ADF7 234 임신 16-7-10 유산

16-3-25 7-17 ADF7 186 실패 　 　

표 37 ADF1 돼지의 세포를 이용한 재복제 돼지 생산 

① 초기 임신이 확인된 4마리의 대리모 중, 3마리는 유산되었고 나머지 1마리에서만

살아있는 상태의 hAPP 발현 재복제돼지 1마리를 자연분만을 통해 얻을 수 있었다.

그러나 생산된 돼지는 생후 1일 째에 폐사하였다. 폐사한 1마리의 재복제돼지 전신

장기 및 피부조직을 회수하여, 그 중 폐 조직으로부터 genomic DNA를 추출하였다.

유전자 삽입 검증 방법과 마찬가지로 PCR을 실행하여 마커 유전자인 GFP와 목적

유전자인 hAPP의 존재를 확인할 수 있었다.

② 생후 1일째 폐사한 돼지에서 GFP가 발현하는 지를 UV를 조사하여 검증하였다.

아래 그림과 같이, 돼지의 전신에서 GFP가 발현되는 것을 확인할 수 있었다.

그림 87 GFP가 발현되는 돼지의 전신 모습

(나) mAPP, mPS1 복합발현 모델 복제돼지의 생산



- 130 -

① 4마리의 대리모에 총 832개의 복제수정란을 이식하였으며, 그 결과 2마리의 대리모

가 임신한 것을 확인하였다. 그러나 후기에 2마리가 모두 유산이 되어 산자를 생산

할 수는 없었다.

이식일 개체번호 세포 총난자수 임신

16-4-8 6111 mAPP, mPS1 235 유산

16-4-15 6129 mAPP, mPS1 210 실패

16-4-22 3-67 mAPP, mPS1 199 실패

16-4-29 6107 mAPP, mPS1 188 유산

표 38 AD 병인 유전자 복합 발현 복제수정란 이식 결과

<2세부:�질환�모델�미니돼지의�영상학적�분석�및�행동학적� �분석>�

1. 일반 미니돼지이용 영상/행동분석기법 확립

가. 일반 미니돼지이용 행동학적 분석위한 프로토콜 확립

(1) 연구방법

(가) 문헌조사

① 일반 미니돼지의 행동분석을 하기에 앞서 미니돼지의 신체 능력에 관한 문헌을 고

찰하였다. 시력 (Visual accuracy)은 미니돼지는 영장류보다 시력이 좋으며 색 인지

능력에 대해서 연구된바있으며, 파랑색이 유일하게 구별할 수 있는 색이며 나머지는

회색으로 보인다고 알려져 있다 (Neitz and Jacobs, 1989, Tanaka et al., 1998 and

Tanida et al., 1991). 또한 청력 (auditory sensitivity)의 경우 미니돼지의 청력은 영

장류의 청력과 비슷하며 소리와 톤과 박자를 구별할 수 있다는 것이 대표적인 특징

이다 (Heffner and Heffner, 1990, and Arnfred et al. 2003). 또한 후각 (olfactory

discrimination and sensitivity)은 미니돼지의 후각이 영장류의 후각보다 훨씬 뛰어나

다는 것이 선행된 연구이다 (Kristensen et al., 2001 and Meese et al., 1975). 마지막

으로 시각 자극을 사용한 경우보다 후각 자극을 사용한 경우가 훨씬 더 확실하게 행

동이 변했다 (Croney et al., 2003).

② 이러한 참조 내용들을 토대로 하여 알츠하이머병과 파킨슨병 모델 돼지를 생산하였

을 때 비교할 수 있는 행동평가에 대해 문헌 조사를 하고 각 질환에 대한 평가 기준

들을 작성하였다. 우선 알츠하이머병의 경우 인지 기능의 이상 여부 판단이 중요하

다. 인지 기능을 알아보기 위한 여러 가지 행동 실험은 T-maze test, Y-maze test,
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Complex maze test등의 테스트가 가능하다.

(2) 연구결과

(가) Maze test

① 기 실험된 참조 논문을 토대로 하여 돼지 및 대동물에서 Maze test를 위한 평면도

를 작성하였다 (Gielling, E.T. et al, Animal Cognition, 2011; Mendl, M. et al,

Current Biology, 2011; Kornum, B.R. et al, Neuroscience and Biobehavioral

Reviews, 2011; Nielsen, T.R. et al, Behavioural Brain Research, 2009; Bolhuis, J.E.

et al, Behavioural Brain Research, 2004).

그림 88 미니돼지에서의 T-maze test를 위한 평면도
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그림 89 미니돼지에서의 Complex maze test를 위한 평면도 

(라) 행동분석 Scaling 기준 확립

① 충청남도 천안에 위치한 옴티팜 솔루션 돼지 농장에서 사육중이 일반 미니돼지의

일상 행동을 비디오 촬영하여 정상적인 행동 양식을 분석하고 MPTP 피하투여 한

미니 돼지의 일상 행동을 비디오 촬영하여, 이상적인 행동 양식을 분석하여 돼지의

파킨슨 모델이 개발되었을 때 이를 평가할 수 있는 행동 분석 scaling을 완성하였다.
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No. Question Score 0 Score 1 Score 2 Score 3

< Tremor >

1 Tremor at rest None Mild Moderate Severe

2 Tremor in moving None Mild Moderate Severe

< Loss of automatic movements >

3 Drooling None Intermittent Usually Always

4
Food intake amount Invariable

Over 70% to

normal

40-70% to

normal

Below 40% to

normal
5

Drinking water Invariable
Over 70% to

normal

40-70% to

normal

Below 40% to

normal

6 Eyeblink Normal Little slowed Slowed Very slowed

7
Movement Normal

Slightly

decreased

Moderately

decreased

Severely

decreased

8 Acrid odor
Move

immediately

Move with

hesitate

Aversive but

not moving
No response

< Slowed motion (Bradykinesia) >

9 Response to touch

(rubbing)
React No reaction

10 Walking test – Time
Similar to

normal

100-150% to

normal

150-200% to

normal

Over 200% to

normal

< Impaired posture and balance >

11 Walking test –

Balance
Normal

Lost

occasionally

Lost

intermittent

Lost

continuously

12
Changing posture by

alert
Fast Slow Very slow No movement

13
Balance in ordinary life

time
Normal

Lost

occasionally

Lost

intermittent

Lost

continuously

< Dementia >

14 Curiosity for new

object

Curious and

play
Interested Recognize Unconcern

15
Escaping None 1 time per week

2-6 times per

week
Everyday

표 39 질환모델 미니돼지의 행동분석 scaling을 위한 표

② 현재 파킨슨 질환 환자를 진단하는데 있어서 사용되는 UPDRS는 파킨슨병의 주증

상인 떨림 (진전, tremor), 움직임의 둔화 (서동, bradykinesia), 근육의 경직 (강직,

rigidity), 자세의 불균형 (impaired posture and balance), 불수의 운동의 상실 (loss

of autonomous movement) 등의 운동기능 이상을 반영할 수 있도록 하고 있다. 따라

서 돼지에서는 이러한 항목들에 비추어 평가 가능한 항목들 및 기준을 마련하였다.
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③ 떨림 및 진전에 대해서는 쉬는 동안 및 움직이는 동안의 전진에 대해서 구분하여

기술하였고 구분하여 평가하고자 한다. 그리고 불수의 운동의 상실에 대해서는 침

흘림, 사료섭취량, 음수량, 눈 깜박임, 움직이는 양, 자극적인 냄새에 대한 반응으로

구분하여 평가한다. 특히 눈 깜박임의 경우 속도 및 회수에 대해서 구체적으로 평가

하고자 한다. 서동에 대해서는 피부접촉에 대한 반응과 걷는 시간에 대해서 구분하

여 테스트하고자 한다. 자세의 불균형 문제와 관련해서는 돼지 모델에서 일정한 거

리를 걷는 동안의 균형 감각을 평가하고자 하며 깜짝 놀라게 했을 때의 자세 변화속

도 및 일상적 움직임에서의 균형으로 나눠서 평가할 것이다. 치매 증상과 유사한 부

분으로 새로운 물질에 대한 호기심을 평가하거나 탈출현상 등 기 평가 항목으로 제

시된 2개의 항목 외에도 쉬면서 내는 소리 등의 변화 등 돼지의 정상적 생리학적 특

징들을 반영하여 행동평가 기준 항목으로 제시하였다.

(다) 일반 미니돼지의 오픈필드 테스트

① 행동학적 측면의 영상학적 분석을 위한 영상 분석 장비들로 SMART

video-tracking system (Harvard apparatus), Vigie primate (View point analyzing

system for primate), Kinect (Xbox) 등의 장비들을 검토하고 실제로 일반 미니돼지

적용하여 시행하여 보았지만 비용 대 효용 가치가 매우 적고, 실제 적용이 어려워

행동 분석은 일반 비디오 영상 촬영을 시행하여 분석하기로 하였다.

그림 90 (A) SMART video tracking system 장비와 (B) Vigie Primate (View point) 장비

② 서울 연건동에 위치한 서울대학교병원의생명 연구원(전임상 실험부), 서울대학교의

과대학특생동, 수원에 위치한 서울대학교 수의과대학 농장, 강화도의 사설 미니 돼지

농장 등에서 일반 미니 돼지의 행동양식의 분석을 위한 영상 촬영을 시도하였고, 이

러한 사전 시도를 바탕으로 일반 비디오 영상 촬영을 통해 일반 미니돼지와 질병모

델 미니돼지의 영상을 분석할 것이다.

나. 일반 미니돼지 뇌의 영상학적 분석위한 프로토콜 확립
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(1) 연구방법

(가) 일반 미니돼지의 영상학적 분석 (brain CT, 1.5T-brain MRI)

① 서울대학교 수의과대학의 CT와 1.5T MRI 영상 기기를 이용하여 일반 미니 돼지의

brain CT와 brain MRI를 시행하여 정상적인 일반 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하

였다. 이를 기준으로 MPTP등의 독성 물질에 의한 혹은 transgeneic porcine PD

model의 뇌영상 촬영 시 비교 할 예정이다.

(2) 연구결과

(가) 일반 미니돼지의 영상학적 분석 (brain CT, 1.5T-brain MRI)

① 일반 미니 돼지에서 아래 그림과 같은 precontrast와 postcontrast의 MRI 및 CT

영상을 획득하였다.

그림 91 정상 미니돼지의 뇌 MRI 이미지
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그림 92 정상 미니돼지의 뇌 CT이미지.
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그림 93 일반 미니 돼지의 precontrast 뇌 MRI (A)와 postcontrast 뇌 MRI (B) 

사진 및 precontrast 뇌 CT (C)와 postcontrast 뇌 CT (D).

다. 생산된 복제미니돼지의 질환모델로서의 검증을 위한 질환모델 복제미니돼지와 인간

환자간의 유사성 및 차이점 비교 분석

(1) 연구방법

(가) 뇌심부자극술(deep brain stimulation) 환자의 임상 치료 성적 분석

① 서울대학교병원에서 뇌심부자극술(deep brain stimulation)을 시행 받은 41명의 환

자들을 대상으로 수술 후 3년까지의 임상 치료 성적의 결과 분석하였다.

(2) 연구결과

(가) 뇌심부자극술(deep brain stimulation) 환자의 임상 치료 성적 분석

① 향후 porcine PD model을 이용한 치료를 시행 받은 치료군에서의 행동 분석의 비

교 자료로 이용하고자한다 (이 자료는 publication을 위해서 stereotactic and

functional neurosurgery 잡지에 2011년 11월 submission하여 현재 review중에 있

다).
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라. 파킨슨환자에서 유래된 불멸화된 지방유래 간엽줄기세포의 미토콘드리아 기능장애

연구

(1) 연구방법

(가) 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종 환자 (정상대조군)로부터 얻은 지방조직에서 간엽줄

기세포를 분리 배양 실시

① 추가적으로 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종 환자 (정상대조군)로부터 얻은 지방조직

에서 간엽줄기세포를 분리 배양 실시하고 불멸화시킨 세포주를 확립하여 미토콘드리

아 기능 비교 연구를 실시하였다. 이를 바탕으로 추후 확립될 모델 동물 분석 연구

의 기초 자료로 이용하고자 하였다.

② 파킨슨 환자에서 유래된 지방유래 간엽줄기세포를 이용한 연구를 시행하기 위해 뇌

하수체 선종환자(pituitary adenoma) 지방유래 간엽줄기세포 (정상대조군, non-PD),

Idiopathic 파킨슨환자 지방유래 간엽줄기세포 (idiopathic 파킨슨병, PD), Parkin

deficient 파킨슨환자 지방유래 간엽줄기세포 (familial parkin deficient 파킨슨병,

Parkin)를 배양하였으며, Deep Brain Stimulation (DBS)를 시행 받은 파킨슨환자의

피하 지방조직에서 얻은 간엽줄기세포를 single cell로 분리하여 일차세포배양을 시행

하였다.

그림 94 파킨슨 환자 및 대조군으로부터 얻은 지방유래 간엽줄기세포의 배양을 위한 

culture scheme

(나) 파킨슨 환자 및 뇌하수체 선종환자의 지방유래 간엽줄기세포의 hTERT plasmid를

이용한 세포불멸화

① DBS를 시행 받은 파킨슨 환자 및 뇌하수체 선종 환자(대조군)로 부터 얻은 지방조

직에서 간엽줄기세포를 single cell로 분리 후에 일차세포배양 하였고, 세포 불멸화를

위하여 배양된 지방유래 간엽줄기세포의 hTERT plasmid transfection한 후에

hygromycin을 이용한 selection을 실시하였다.

② Selection된 immortalized cell을 long-term cultivation (2년 동안 진행함)을 실시하

였다. 배양된 세포를 이용하여 파킨슨 환자 및 뇌하수체 선종 환자 (대조군)로 부터
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얻은 지방조직에서 간엽줄기세포간의 미토콘드리아 손상정도의 활성도와 형태를 비

교 분석하였다.

(2) 연구결과

(가) 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종 환자 (정상대조군)로부터 얻은 지방조직에서 간엽줄

기세포를 분리 배양 실시

① 파킨슨 환자 및 대조군 유래 간엽줄기세포 확립 결과, 아래와 같은 stock을

banking하는데 성공하였다.

그림 95 보유중인 파킨슨 환자 및 뇌하수체 선종환자 (정상대조군) 지방유래 간엽줄기세포 

stocks. (A) 뇌하수체 선종환자 유래 세포 (정상 대조군-PA), (B) Idiopathic Parkinson 

Group (파킨슨병 환자-PD), (C) Genetic Parkin Deficient Group (파킨슨병 환자-parkin)

② 파킨슨 환자 및 대조군의 지방유래 간엽줄기세포 배양 결과 아래 사진과 같은 세포

형태학적인 특징을 관찰할 수 있었다.
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그림 96 파킨슨 환자 및 대조군으로부터 얻은 지방유래 간엽줄기세포의 

cell morphology

(나) 파킨슨 환자 및 뇌하수체 선종환자의 지방유래 간엽줄기세포의 hTERT plasmid를

이용한 세포불멸화

① 세포불멸화를 진행하면서 촬영한 세포 사진은 아래와 같다.

그림 97 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종환자의 지방유래 간엽줄기세포의 hTERT plasmid를 

이용한 세포불멸화 (before, after, 6months, 1 year, 2 years). non-PD, PD, Parkin의 

hTERT plasmid (pGRN145, Geron corporation, Menlo Park, CA, USA)로 transfection

후에 hygromycin (30 μg/ml)로 selection함. 그 후에 2년 동안 long term cultivation을 실

시함
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② 불멸화된 세포의 염색체 karyotyping 분석 결과 및 TRAP 결과는 아래와 같다.

그림 98 불멸화된 파킨슨환자 및 뇌하수

체 선종환자의 지방유래 간엽줄기세포의 

염색체 Karyotyping 분석. hTERT 불멸

화된 non-PD, PD, Parkin의 비정상적

인 염색체 karyotyping 분석결과로 

euploidy에서 aneuploidy로 모양이 변

형됨, (after, 1 year, 2 year cultures)

: non-PD①, non-PD②,  PD①, PD②, 

Parkin①, Parkin②

그림 99 불멸화된 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종환자의 지방유래 간엽줄기세포의 TRAP 

assay. hTERT 불멸화된 non-PD, PD, Parkin의 after, passage50, passage100, 

passage121의 TRAP activity 측정을 위한 TRAP assay

③ 불멸화된 세포에서 미토콘드리아의 발현, 활성도 및 전자현미경을 이용한 형태학적

비교 결과는 아래와 같다.
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그림 100 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종

환자의 지방유래 간엽줄기세포의 불멸

화된 세포의 미토콘드리아 활성도의 측

정. (A) Complex I (NADH 

dehydrogenase), Complex II 

(Succinate dehydrogenase), Complex 

IV (Cytochrome c oxidase). hTERT 

불멸화된 non-PD, PD, Parkin의 

Biochemical enzyme assay로 미토콘

드리아 활성도를 측정하여 비교하였으

며 비파킨슨 환자에 비하여 idiopathic

과 parkin deficient 파킨슨환자의 미토

콘드리아 활성도가 감소가 확인되었다. 

(B) 불멸화된 non-PD, PD, Parkin간의 

mitochondrial marker인 prohibitin의 

발현과 cytoplasmic marker인 actin의 

발현 확인한 western blot analysis.

그림 101 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종

환자의 지방유래 간엽줄기세포의 

mitochondria expression 발현비교. 

Primary와 불멸화된 PA, PD, Parkin의 

미토콘드리아 발현을 순차적으로 

(non-PD==> PD ==> Parkin) 순서대

로 미토콘드리아의 발현이 감소함을 확

인하였다. (a) Primary 뇌하수체 선종환

자의 지방유래 간엽줄기세포(non-PD), 

(b) Immortalized 뇌하수체 선종환자의 

지방유래 간엽줄기세포(non-PD), (c) 

Primary idiopathic 파킨슨환자 지방유

래 간엽줄기세포(PD), (d) 

Immortalized idiopathic 파킨슨환자 지

방유래 간엽줄기세포(PD), (e) Primary 

parkin deficient 파킨슨환자 지방유래 

간엽줄기세포(Parkin), (f) Immortalized 

parkin deficient 파킨슨환자 지방유래 

간엽줄기세포(Parkin).
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그림 102 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종

환자의 지방유래 간엽줄기세포의 

Primary와 Immortalized 세포의 미토

콘드리아 형태의 Electron micrograph. 

: Primary와 불멸화된 PA, PD, Parkin

의 미토콘드리아 형태의 Electron 

micrograph로 순차적으로 (non-PD==> 

PD ==> Parkin) 순서대로 미토콘드리

아의 형태가 손상됨을 확인하였다. M, 

Mitochondria, Nu, nucleus, Bar = 

200 nm, (a) Primary 뇌하수체 선종환

자의 지방유래 간엽줄기세포(non-PD)

의 미토콘드리아의 Electron 

micrograph, (b) Immortalized 뇌하수

체 선종환자의 지방유래 간엽줄기세포

(non-PD)의 미토콘드리아의 Electron 

micrograph, (c) Primary idiopathic 파

킨슨환자 지방유래 간엽줄기세포(PD)의 

미토콘드리아의 Electron micrograph, 

(d) Immortalized idiopathic 파킨슨환

자 지방유래 간엽줄기세포(PD)의 미토

콘드리아의 Electron micrograph, (e) 

Primary parkin deficient 파킨슨환자 

지방유래 간엽줄기세포(Parkin)의 미토

콘드리아의 Electron micrograph, (f) 

Immortalized parkin deficient 파킨슨

환자 지방유래 간엽줄기세포(Parkin)의 

미토콘드리아의 Electron micrograph.

2. 신경독성물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지 분석 시스템 확립

가. 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 행동학적 평가

(1) 연구방법

(가) 관찰된 여러 가지 증상을 기준으로 정상미니돼지와 비교하여 PD 유발된 미니돼지

의 행동에 대한 표준을 정하기 위해 PD 유발돼지에 대한 점수화를 아래의 표와 같이

확립하였다.

(2) 연구방법
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(가) PD 유발 돼지의 행동 점수화

① 확립된 점수화(scoring)를 기준으로 신경독성물질 투여 돼지에 대한 scoring을 실시

하였으며, 다음과 같은 점수를 확인하였다.

관찰항목
DPI 0 DPI 7 DPI 14 DPI 21

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

쉬는동안의 떨림 ● ● ● ●

움직이는 동안의 떨림 ● ● ● ●

침흘림 ● ● ● ●

사료섭취량 ● ● ● ●

음수량 ● ● ● ●

자극적인 냄새에 대한 반응 ● ● ● ●

피부 접촉시의 반응 ● ● ● ●

일정한 거리를 걷는데 걸리는 시간 ● ● ● ●

일정한 거리를 걷는 동안의 균형 유지 ● ● ● ●

깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 ● ● ● ●

일상적인 움직임 동안의 균형 ● ● ● ●

새로운 사물에 대한 호기심 ● ● ● ●

탈출 ● ● ● ●

쉬면서 내는 소리의 변화 ● ● ● ●

강한 빛에 대한 반응 ● ● ● ●

큰 소리에 대한 놀람 반응 ● ● ● ●

식사 시간 전의 울음 소리 ● ● ● ●

(원통에서)발을 빼는 실험 ● ● ●

피부에 빨래집게 ● ● ●

score 40 16 48 49

표 40 MPTP를 이용한 PD 유발돼지의 행동에 대한 점수화(scoring)

② PD 유발 돼지의 행동 관찰을 투여 당일부터 21일까지 7일 간격으로 진행한 결과

PD의 병변이 40점 이상 높게 유지되는 것이 관찰되었으며, MPTP 투여를 통한 PD

병병 유발이 효율적으로 유도될 수 있다는 것을 확인하였다.

나. 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 영상학적 평가

(1) 연구방법
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(가) 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 PET 및 CT 영상 촬영

① 인체용 MRI 영상기기를 이용하여 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 brain

PET과 brain CT를 행하고 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 뇌영상 자료를

확보하였다. 뇌 PET 영상은 1) dopamine transporter인 Fluoro-CIT radioisotope 정

맥주사제의 정맥주입 후에 약 2시간 후에 촬영하였고, 2) glucose metabolism인

FDG radioisotope 정맥주사제의 정맥주입 후에 약 30분 후에 촬영하였다.

그림 103 정상 미니돼지의 뇌 PET 촬영 모습.

(나) 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 MRI 및 CT 촬영

① 서울대학교 수의과대학의 CT와 1.5T MRI 영상 기기를 이용하여 신경독성물질 투

여 PD 모델 미니돼지의 brain CT와 brain MRI를 시행하여 신경독성물질 투여 PD

모델 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다. 이를 기준으로 1차년도에 확보한 정상

적인 일반 미니돼지의 뇌영상 자료와 비교를 시도하였다.

그림 104 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 뇌 MRI 촬영전후의 모습.
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(2) 연구결과

(가) 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 PET 및 CT 영상 촬영

① Basal ganglia에 F-CIT의 uptake가 상승했고 brain cortex와 basal ganglia에 FDG

의 uptake가 상승했음이 확인되었으며, 이는 PD 모델 미니돼지의 뇌가 PD 병변을

나타내고 있다고 할 수 있다. 하지만 미니돼지의 brain PET 촬영은 현재까지 시도된

바가 없이 본 연구에서 최초로 수행되었기 때문에 연구결과를 비교할 수 있는 기준

이 없는 실정이며, 추후 PD 병인유전자 조절 형질전환 미니돼지가 생산되면 brain

PET 영상을 확보하여 이 자료와 비교 분석할 계획이다.

② 현재 사용한 신경독성물질인 MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropy

ridine) 이외에 또 다른 신경독성물질인 6-OHDA (6-hydroxydopamine)의 뇌안의

intraparenchymal MFB injection 모델 제작을 위하여 돼지 frame을 제작중이다

(Mayo Clinic 제작주관).

그림 105 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 F-CIT 주입후의 뇌 PET 이미

지.
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그림 106 정상 미니돼지의 F-CIT 주입 후의 뇌 PET-CT fusion 이미지. 

그림 107 정상 미니돼지의 FDG 주입 후의 뇌 PET 이미지.
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그림 108 정상 미니돼지의 FDG 주입 후의 뇌 PET-CT fusion 이미지. 

(나) 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 MRI 및 CT 촬영

① MRI의 해상도가 높지 않아 명확한 소견을 확인할 수 없었다. 따라서, 신경독성물질

투여 PD 모델 미니돼지의 분석은 MRI 자료 보다는 조직병리학적 결과를 기반으로

실시하는 것이 적절할 것으로 판단된다.

 

그림 109 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 뇌 CT 이미지.
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그림 110 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 뇌 PET-CT 이미지.

 

그림 111 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 뇌 MRI coronal 이미지.

그림 112 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 뇌 MRI sagittal 이미지.

다. 신경독성물질 투여 PD 모델 미니돼지의 인간 PD환자와의 비교분석

(1) 연구방법
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(가) 뇌심부자극술(deep brain stimulation)의 임상 치료 성적 결과 분석

① 서울대학교병원에서 뇌심부자극술(deep brain stimulation)을 시행 받은 41명의 환

자들을 대상으로 수술 후 3년까지의 임상 치료 성적의 결과 분석하여 향후 porcine

PD model을 이용한 치료를 시행 받은 치료군에서의 행동 분석의 비교 자료로 이용

하고자 한다.

(2) 연구결과

(가) 뇌심부자극술(deep brain stimulation)의 임상 치료 성적 결과 분석

① 임상 치료 성적 결과 분석 자료는 Journal of Neurological Sciences 잡지에 2013년

4월 publication되었다. 또한 파킨슨병환자에서 DBS 수술 후 monitoring unit에서 입

원하여 관찰한 Long-term behavior outcome에 대한 임상 분석을 한 내용은 논문 작

성중이다.

라. 파킨슨병환자에서 유래된 불멸화된 지방유래 간엽줄기세포의 미토콘드리아 기능장

애연구

(1) 연구방법

(가) 파킨슨 환자 및 뇌하수체 선종환자의 지방유래 간엽줄기세포의 hTERT plasmid를

이용한 세포불멸화

① 1차년도에서 추가적으로 진행한 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종 환자 (정상대조군)로

부터 얻은 지방조직에서 간엽줄기세포를 분리 배양 실시하고 불멸화시킨 세포주를

확립하여 미토콘드리아 기능장애에 관한 연구를 계속하여 실시하였다. 이를 바탕으

로 추후 확립될 모델 동물 분석 연구의 기초 자료로 이용하고자 하였다.

② 배양된 파킨슨 환자 (PD, Parkin) 및 뇌하수체 선종 환자 (대조군, non-PD) 지방유

래 간엽줄기세포의 hTERT plasmid transfection한 후에 hygromycin을 이용하여

selection하여 선별된 immortalized cell을 long term cultivation을 하였다 (2년 동안

진행됨). 이후 파킨슨 환자 및 뇌하수체 선종 환자 (대조군)로 부터 얻은 지방유래

간엽줄기세포들 간의 미토콘드리아 손상의 활성도와 형태를 비교 분석하였다.

(나) 파킨슨병 환자 및 수두증 환자의 피부유래 섬유아세포주의 확립 및 분석

① 파킨슨병 환자 및 수두증 환자 (정상대조군)로부터 얻은 피부에서 섬유아세포 (skin

fibroblast cell)를 분리하여 일차배양을 실시한다. 비파킨슨병인 수두증 환자(Normal

pressure hydrocephalus, NPH) 피부유래 섬유아세포(정상대조군), Idiopathic 파킨슨
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환자 피부유래 섬유아세포 (idiopathic 파킨슨병), Parkin defect 파킨슨환자 피부유래

섬유아세포 (familial parkin defect 파킨슨병), Deep Brain Stimulation (DBS)를 시행

받은 파킨슨환자의 피부조직에서 얻은 섬유아세포를 single cell로 분리하여 일차세포

배양을 진행 하였다.

② NPH 피부유래 섬유아세포 3종, idiopathic 파킨슨병 피부유래 섬유아세포 3종,

familial parkin defect 파킨슨병 피부유래 섬유아세포 3종 (총 9종)에서 미토콘드리아

형태의 Electron micrograph 소견의 비교 분석 및 미토콘드리아 효소 활성도의 비교

측정 하였다.

(2) 연구결과

(가) 파킨슨 환자 및 뇌하수체 선종환자의 지방유래 간엽줄기세포의 hTERT plasmid를

이용한 세포불멸화

① 불멸화된 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종환자의 간엽줄기세포에서 TRAP asssay 결

과는 아래와 같다.

그림 113 불멸화된 파킨

슨환자 및 뇌하수체 선

종환자의 지방유래 간엽

줄기세포의 TRAP 

assay. hTERT 불멸화된 

non-PD, PD, Parkin의 

after, passage50, 

passage100, passage121

의 telomerase activity 측

정을 위한 TRAP assay. 

일차배양 non-PD, PD, 

Parkin은 negative 

control로, TSR8은 

positive control로 사용

됨.

② 불멸화된 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종환자의 간엽줄기세포에서 미토콘드리아 손상

및 활성도 측정 결과는 아래와 같다.
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그림 114 파킨슨환자 및 뇌하수체 

선종환자의 지방유래 간엽줄기세포의 

일차배양과 불멸화된 세포의 미토콘

드리아 손상을 재확인한 

mitotracker staining. 일차배양과 

불멸화된 non-PD, PD, Parkin의 미

토콘드리아 형태와 기능이 

(non-PD=> PD => Parkin) 순서대

로 망가짐을 재확인하였음. (a) 일차

배양 뇌하수체 선종환자의 지방유래 

간엽줄기세포(non-PD), (b)불멸화된 

뇌하수체 선종환자의 지방유래 간엽

줄기세포(non-PD), (c) 일차배양 

idiopathic 파킨슨환자 지방유래 간

엽줄기세포(PD), (d) 불멸화된 

idiopathic 파킨슨환자 지방유래 간

엽줄기세포(PD), (e) 일차배양 

parkin deficient 파킨슨환자 지방유

래 간엽줄기세포(Parkin), (f) 불멸화

된 parkin deficient 파킨슨환자 지

방유래 간엽줄기세포(Parkin). Bar = 

50 µm (left), 10 µm (right)

그림 115 비파킨슨환자 및 파킨슨 

환자의 brain cortex tissue에서의 

미토콘드리아 손상을 확인. 

Non-PD, early onset PD, 

idiopathic PD환자의 brain cortex 

tissue에서의 미토콘드리아 

immunostaining을 DAPI로 정량함.
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그림 116 파킨슨환자 및 뇌하수체 

선종환자의 지방유래 간엽줄기세포의 

불멸화된 세포의 미토콘드리아 활성

도의 측정. (a) Complex I (NADH 

dehydrogenase), Complex II 

(Succinate dehydrogenase), 

Complex IV (Cytochrome c 

oxidase) : hTERT 불멸화된 

non-PD, PD, Parkin의 

Biochemical enzyme assay로 미토

콘드리아 활성도를 측정; 비파킨슨환

자에 비하여 idiopathic과 parkin 

deficient 파킨슨환자의 미토콘드리

아 활성도가 감소됨. (b) 불멸화된 

non-PD, PD, Parkin간의 

mitochondrial marker인 prohibitin

의 발현과 cytoplasmic marker인 

actin의 발현 확인한 western blot 

analysis.
③ 불멸화된 파킨슨환자 및 뇌하수체 선종환자의 간엽줄기세포에서 파킨슨병 특이 마

커의 발현을 비교한 결과는 아래와 같다.

그림 117 불멸화된 파킨슨환자 및 

뇌하수체 선종환자의 지방유래 간엽

줄기세포에서 파킨슨병 specific 

marker의 발현을 비교함. (a) 불멸화

된 non-PD, PD, Parkin 환자 지방

유래 간엽줄기세포주에서 Hsp60 발

현 확인한 western blot analysis, 

(b) 불멸화된 non-PD, PD, Parkin 

환자 지방유래 간엽줄기세포주에서 

Hsp90 발현 확인한 western blot 

analysis, (c) 불멸화된 non-PD, 

PD, Parkin 환자 지방유래 간엽줄기

세포의 미토콘드리아에서 Hsp60, 

cytochrome b5, GRP78 발현 확인

한 western blot analysis.
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(나) 파킨슨병 환자 및 수두증 환자의 피부유래 섬유아세포주의 확립 및 분석

① 파킨슨병 환자의 일차배양한 피부유래섬유아세포주의 형태는 아래 사진과 같다.

그림 118 파킨슨병 환자의 일차배양한 피부유래섬유아세포주의 형태.

3. hAPP 유전자 조절 미니돼지의 행동/영상학적 분석

가. 생후 1년째 정상 미니돼지를 대조군으로 사용하여 hAPP 유전자 조절 미니돼지의

생후 1년째 행동학적 분석 실시

(1) 연구방법

(가) hAPP 유전자 조질 미니돼지의 행동학적 변화의 점수화

① 14개의 항목을 기준으로 행동을 관찰하였으며, 항목별 점수를 부여하여 hAPP 유전

자 조절 미니돼지와 정상 미니돼지와의 차이를 확인하였다.

② 행동관찰 중 특이한 부분이 있는 경우 관련 행동의 영상자료를 확보하였으며, 정상

인 미니돼지와 비교하였다.

③ 일령에 따라 행동의 변화가 있는지 확인을 위해 주기적인 관찰을 통해 행동의 변화

를 확인하였다.
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No Question Score 0 Score 1 Score 2 Score 3

Sleep and Wake-up pattern

1
일정한 거리를 걷는데 걸리는

시간
Normal

Mild

Increase

Moderate

Increase

Severe

Increase

Loss of Self Care & Hygiene

2 사료 섭취량 Normal
Mild

Increase

Moderate

Increase

Severe

Increase

3 개체 위생 Normal
Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

4 사료 배급에 대한 반응 Normal
Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

Loss of Objective Recognition

5 자극적인 냄새에 대한 반응 Normal
Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

6 피부 접촉시의 반응 Normal
Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

7
큰 소리(Loud sound)에 대한 놀

람 반응
Normal

Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

8 강한 빛(Spot light)에 대한 반응 Normal
Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

9 새로운 object에 대한 호기심 Normal
Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

Loss of social recognition

10
한우리에 다른 개체에 대한 반

응
Normal

Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

11
한우리에 여러 개체에 대한 반

응
Normal

Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

12 사람에 대한 반응 Normal
Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

Loss of Memory and Learning

13
피부에 스티커를 붙였을 때의

반응
Normal

Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

14
원통에서 발을 밖으로 빼는 실

험
Normal

Mild

Decrease

Moderate

Decrease

Severe

Decrease

표 41 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 행동 점수화 (scoring)

④ ADF-1 개체의 경우는 T-test를 통한 인지능력 확인을 진행하여 정상인 미니돼지

와의 차이를 확인하였다.

(2) 연구결과

(가) 행동관찰 점수화

① 2012년 8월 31일 태어난 hAPP 유전자 개체로 2013년 9월을 시작으로 총 14회 행
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동관찰을 진행하였으며, 관찰 시 점수는 다음 표와 같다.

Question
2013년 2014년 2015년 2016년

9/1 10/3 1/13 4/25 7/25 1/11 4/8 4/15 4/23 7/10 10/23 1/28 4/22 7/19

 일정한 거리를 걷는
데  걸리는 시간

0 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 사료 섭취량 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 개체 위생 2 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1

 사료 배급에 대한 반
응

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 자극적인 냄새에 대
한 반응

3 3 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 피부 접촉시의 반응 0 3 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 큰 소리에 대한 놀람
반응

3 3 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 강한 빛에 대한 반응 3 3 3 3 3 3 3 3 3 0 0 0 0 0

 새로운 object에 대한
호기심

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 한우리에 다른 개체
에 대한 반응

3 3 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0

 한우리에 여러 개체
에 대한 반응

3 0 2 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

 사람에 대한 반응 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

 피부에 스티커를 붙
였을 때의 반응

0 0 0 0 0 0 3 3 3 3 3 3 0 2

 원통에서 발을 밖으
로 빼는 실험

0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 3 0 0

SCORE 17 15 8 19 7 6 7 8 7 5 6 6 1 3

표 42 hAPP 유전자 조절 미니돼지 행동점수 (ADF-1)

② 2014년 6월 9일 태어난 hAPP 유전자 개체로 2015년 4월을 시작으로 총 8회 행동

관찰을 진행하였으며, 관찰 시 점수는 다음 표와 같다.
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Question
2015년 2016년

4/8 4/15 4/23 7/10 10/23 1/28 4/22 7/19

 일정한 거리를 걷는데  걸리는 시간 0 0 0 0 0 0 0 0

 사료 섭취량 2 0 0 0 0 0 0 0

 개체 위생 1 1 1 1 0 0 0 0

 사료 배급에 대한 반응 0 0 0 0 0 0 0 0

 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0 0 0 0 0 0

 피부 접촉시의 반응 0 0 0 0 0 0 0 0

 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0 0 1 0 0 0

 강한 빛에 대한 반응 3 0 3 0 0 0 0 0

 새로운 object에 대한 호기심 1 0 0 0 0 0 0 0

 한우리에 다른 개체에 대한 반응 0 0 0 0 0 0 0 0

 한우리에 여러 개체에 대한 반응 0 0 0 0 0 0 0 0

 사람에 대한 반응 0 0 0 0 0 0 0 0

 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 3 0 3 0 1 1 3 3

 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 3 0 0 0 0 0 3 0

SCORE 13 1 7 1 2 1 6 3

표 43 ADF1의 산자 ADF-1-2 미니돼지 행동점수 (ADF-1-2)

③ 행동관찰 시 정상인 개체와 다른 항목은 별도의 동영상 촬영 및 영상자료를 확보하

였다.
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그림 119 hAPP유전자 조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 일정한 거리를 걷는데 걸리는 시간 비

교 (hAPP유전자 조절 미니돼지는 보행속도 및 주위 관심이 많아 수 분이 경과하여도 제자리로 

돌아오지 않음, 정상미니돼지는 1분 16초 소요된 것으로 관찰 됨).

그림 120 APP유전자 조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 개체위생 비교 (APP유전자 조절 미니돼

지는 바닥을 핥거나 분변 섭취행동이 관찰 됨).

그림 121 hAPP유전자 조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 자극적인 냄새에 대한 반응 비교 

(hAPP유전자 조절 미니돼지는 자극적인 냄새에 대한 거부행동이 없으나, 정상 미니돼지는 피하

는 행동이 관찰 됨).
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그림 122 hAPP유전자 조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 피부 접촉시의 반응 비교 (hAPP유전자 

조절 미니돼지는 피부 접촉 시 아무런 반응이 없었으나, 정상 미니돼지는 몸을 밀착하거나 흔드는 

행동이 관찰 됨).

그림 123 hAPP유전자 조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 큰 소리에 대한 놀람 반응 비교 (APP

유전자 조절 미니돼지는 큰 소리 발생 시 아무런 반응이 없었으나, 정상 미니돼지는 깜짝 놀라 

움찔하는 행동이 관찰 됨).

그림 124 hAPP유전자 조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 강한 빛에 대한 반응 비교 (APP유전자 

조절 미니돼지는 손전등을 눈에 비추었을 때 아무런 반응이 없었으나, 정상 미니돼지는 고개를 

떨구거나 피하는 행동이 관찰 됨).
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그림 125 APP유전자 조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 피부 접촉시의 반응 비교 (APP유전자 

조절 미니돼지는 다른 개체가 접근을 해도 관심이 없으나, 정상미니돼지는 회피함).

(나) T-tset

① hAPP 유전자 조절 미니돼지의 기억력 확인을 위해 T-maze test를 진행하였으며,

진행은 사육실 내부 복도 밒 앞쪽을 이용하여 test 공간을 확보하였다.

② 앞쪽 공간에 사료를 좌측, 우측, 제거한 후 APP 유전자 조절 미니돼지와 정상 미니

돼지를 복도 끝에서 출발시킨 후 어느 방향으로 진행하는지 확인을 하였으며, 결과

는 표 11에 나타내었다.

사료 위치 APP유전자 조절 미니돼지 정상 미니돼지

1. 좌측에 있을 시 진행 방향 좌측 이동(총 3회 연속) 좌측 이동(총 3회 연속)

2. 우측에 있을 시 진행 방향 좌측 확인(3회) 이동 후 우측 좌측 확인(1회) 이동 후 우측

3. 좌측에 있을 시 진행 방향 좌측 좌측

4. 사료 없을 시 진행 방향 좌측 좌측

표 44 APP 유전자 조절 미니돼지의 T-test 결과(ADF-1) 

③ 좌측에 사료가 있은 후 우측으로 변경을 하면 APP 유전자 조절 미니돼지는 총 3회

에 걸쳐 좌측 확인 후 우측으로 이동을 하였으나, 정상 미니돼지는 1회만 좌측을 확

인 후 그 다음에는 바로 우측으로 이동한 것이 관찰 되었다.

나. 생후 1년째 정상 미니돼지를 대조군으로 사용하여 hAPP 유전자 조절 미니돼지의

생후 1년째 뇌의 MRI, CT, PET 촬영 후 영상학적 평가 실시

(1) 연구방법/결과
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(가) CT와 PET 촬영의 영상학적 평가 및 분석

① 서울대학교병원 암병원 핵의학과의 PET과 CT 영상기기를 이용하여 APP 유전자

조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 brain PET과 brain CT를 행하여 APP 유전자 조

절 미니돼지와 정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다.

② 뇌 PET 영상은 1) dopamine transporter인 Fluoro-CIT radioisotope 정맥주사제의

정맥주입 후 약 2시간 후에 촬영하였고, 2) glucose uptake metabolism인 FDG

radioisotope 정맥주사제의 정맥주입 후 약 30분 후에 촬영하였다.

그림 126 1년령 정상 미니돼지의 뇌 PET 촬영 모습.

그림 127 1년령 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 뇌 PET 촬영 모습.

(나) MRI와 CT 촬영의 영상학적 평가 및 분석

① 일산 헬릭스동물병원의 CT와 1.5T MRI 영상 기기를 이용하여 APP 유전자 조절

미니돼지의 brain CT와 brain MRI를 시행하여 APP 유전자 조절 미니돼지의 뇌영상

자료를 확보하였다. 정상미니돼지의 뇌영상 자료도 함께 확보하였다.



- 162 -

그림 128 1년령 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 뇌 MRI 촬영전후의 모습.

(2) 연구방법/결과

(가) CT와 PET 촬영의 영상학적 평가 및 분석

① 2013년 6월에 촬영한 미니돼지 MPTP PD 모델에서 Basal ganglia의 F-CIT의

uptake가 정상 미니돼지와 비교하여 떨어져 있다. 또한 APP overexpression 미니돼

지 APP model에서 brain FDG의 uptake는 정상 미니돼지와 비교하여 통계적으로 유

의한 차이가 없다.
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그림 129 1년령 정상 미니돼지의 F-CIT 주입 후의 뇌 PET 이미지.

그림 130 1년령 정상 미니돼지의 F-CIT 주입 후의 뇌 PET-CT fusion 이미지. 
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그림 131 1년령 정상 미니돼지의 FDG 주입 후의 뇌 PET 이미지.

그림 132 1년령 정상 미니돼지의 FDG 주입 후의 뇌 PET-CT fusion 이미지. 
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그림 133 1년령 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 F-CIT 주입후의 뇌 PET 이미지.

그림 134 1년령 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 F-CIT 주입후의 뇌 PET-CT fusion 

이미지.
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그림 135 1년령 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 FDG 주입후의 뇌 PET 이미지.

그림 136 1년령 hAPP 유전자  조절 미니돼지의 FDG 주입후의 뇌 PET-CT 

fusion 이미지.
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그림 137 1년령 hAPP 유전자 조절 미니돼지와 정상미니돼지의 F-CIT 주입후의 뇌 

PET 이미지의 비교 및 binding potential의 정량.

그림 138 1년령 hAPP 유전자 조절 미니돼지와 정상미니돼지의 FDG 주입후의 뇌 PET-CT 

fusion 이미지의 비교.
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(나) MRI와 CT 촬영의 영상학적 평가 및 분석

① APP 유전자 조절 미니돼지의 뇌 MRI 및 CT 촬영 결과 아래와 같은 영상을 획득

하였다.

그림 139 1년령 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 뇌 MRI 이미지.

그림 140. 1년령 hAPP 유전자 조절 미니돼지의 뇌 CT 이미지.

다. APP 유전자 조절 미니돼지 생후 2년째 뇌 및 F1 APP 발현 돼지의 생후 1년째 뇌

의 MRI, CT, PET 촬영 후 영상학적 평가 실시

(1) 연구방법/결과

(가) APP 미니돼지에서 생후 2년째 CT와 PET 촬영의 뇌 영상학적 평가 및 분석



- 169 -

① 서울대학교병원 암병원 핵의학과의 PET과 CT 영상기기를 이용하여 APP 유전자

과발현 미니돼지와 정상 미니돼지의 brain PET과 brain CT를 행하여 APP 유전자

조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다. 뇌 PET 영상은 1)

glucose uptake metabolism을 평가하는 glucose analog인 FDG (Fluorodeoxyglucose

(18F), [18F]FDG, 18F-FDG) radioisotope 정맥주사제의 정맥주입 후 약 30분 후에

촬영하였고, 2) amyloid plague level를 타켓으로 하는 PIB (Pittsburgh B)

radioisotope 정맥주사제의 정맥주입 후 약 70분 후에 촬영하였다.

표 45 CT와 PET 촬영에 사용된 대조군과 APP 미니돼지의 정보

(나) APP 미니돼지에서 생후 2년째 CT와 MRI 촬영의 뇌 영상학적 평가 및 분석

① 일산 헬릭스동물병원의 CT와 1.5T MRI 영상 기기를 이용하여 APP 유전자 발현

복제 미니돼지와 정상 미니돼지의 brain CT와 brain MRI를 시행하여 APP 과발현

미니돼지와 정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다.

표 46 CT와 MRI 촬영에 사용된 APP 미니돼지의 정보

(다) F1 APP 발현 돼지(ADF1-2)에서 생후 1년째 CT와 PET 촬영의 뇌 영상학적 평가

및 분석

① 서울대학교병원 암병원 핵의학과의 PET과 CT 영상기기를 이용하여 F1 APP 유전

자 과발현 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다.

표 47 CT와 PET 촬영에 사용된 F1 APP 돼지의 정보

(2) 연구결과
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(가) APP 미니돼지에서 생후 2년째 CT와 PET 촬영의 뇌 영상학적 평가 및 분석

① APP 발현 복제돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지와

비교하여 APP 발현 복제 미니돼지에서 primary somatosensory cortex를 제외한 전

반적인 부위에서 brain metabolism의 감소됨이 관찰되었다. 이 결과는 severe AD 환

자에서 보이는 전형적인 FDG 영상 소견과 유사하다. 따라서 APP 발현 미니 돼지의

경우 AD 환자에서 보이는 뇌에서의 glucose metablism 의 감소패턴이 유사함을 관

찰할 수 있으므로, AD 모델로서의 본과제의 APP 과발현 돼지의 가치를 보여주는

결과이다.

그림 141 2년령 hAPP 유전자 발현 미니돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영

상 결과

② APP 발현 복제 돼지의 11C-PIB의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지와

APP 발현 복제 미니돼지의 모두 white matter에 주로 PIB uptake가 관찰되었다. 그

러나 APP 발현 복제 미니돼지에서 AD 환자에서 보이는 명확한 cortical PIB uptake

는 관찰되지 않았다. 향후 cortical uptake의 차이가 있는지 우선 기존 영상으로 정량

분석을 진행하고, 또한 추적검사를 실시하여, 뇌에서의 beta amyloid oligomer

assemblies 를 관찰할 예정이다.
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그림 142 2년령 hAPP 유전자 발현 미니돼지의 11C-PIB의 PET과 CT에 관한 영상 결

과

(나) APP 미니돼지에서 생후 2년째 CT와 MRI 촬영의 뇌 영상학적 평가 및 분석

① 생후 2년령의 정상 미니돼지와 APP 발현 복제 미니돼지의 비교분석결과에서, APP

발현 복제 미니돼지에서 CT로는 유의한 구조적 변화를 찾을 수 없었다.

그림 143 2년령 hAPP 유전자 발현 미니돼지의 CT에 관한 영상 결과

② 정상 미니돼지와 비교하여 MRI 영상에서 APP 발현 복제 미니돼지에서 뇌실 확장

및 뇌 피질의 위축이 관찰되었다.
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그림 144 2년령 hAPP 유전자 발현 미니돼지의 MRI에 관한 영상 결과

(다) F1 APP 발현 돼지(ADF1-2)에서 생후 1년째 CT와 PET 촬영의 뇌 영상학적 평가

및 분석

① F1 APP 발현 돼지(1년령)의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니

돼지에 비교하여 2년령 APP 발현 복제 돼지와 그 산자인 1년령 APP 발현돼지의

cortical metabolism이 비슷한 양상으로 감소됨이 관찰되었다. 이는 founder 가 되는

APP 과발현 돼지에 비하여 F1에서 phenotype 이 1년 일찍 나타남을 보여 주는 결

과이다.
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그림 145 F1 APP 발현 돼지(1년령)의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 

결과

② F1 APP 발현 돼지(1년령)의 11C-PIB의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니

돼지에 비교하여 2년령 APP 발현 복제 돼지와 그 산자인 1년령 APP 발현돼지는 비

슷한 양상을 보였으며 특이 소견이 보이지 않았다.
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그림 146 F1 APP 발현 돼지(1년령)의 11C-PIB의 PET과 CT에 관한 

영상 결과

라. hAPP 유전자 조절 미니돼지(ADF-1) 생후 3년째 뇌 및 F1 APP 발현 돼지

(ADF1-2)의 생후 2년째 뇌의 MRI, CT, PET 촬영 후 영상학적 평가 실시

(1) 연구방법/결과

(가) APP 미니돼지(ADF-1) 에서 생후 3년째 CT와 PET 촬영의 뇌 영상학적 평가 및

분석

① 서울대학교병원 암병원 핵의학과의 PET과 CT 영상기기를 이용하여 APP 유전자

과발현 미니돼지와 정상 미니돼지의 brain PET과 brain CT를 행하여 APP 유전자

조절 미니돼지와 정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다. 뇌 PET 영상은 1)

glucose uptake metabolism을 평가하는 glucose analog인 FDG (Fluorodeoxyglucose

(18F), [18F]FDG, 18F-FDG) radioisotope 정맥주사제의 정맥주입 후 약 30분 후에

촬영하였고, 2) amyloid plague level를 타켓으로 하는 PIB (Pittsburgh B)

radioisotope 정맥주사제의 정맥주입 후 약 70분 후에 촬영하였다.
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1차 촬영 FDG (ADF-1): Hanford, ♀/159 주령 FDG (정상돼지): Hanford, ♀/172 주령

2차 촬영 FDG (ADF-1) : Hanford, ♀/193 주령 PIB (ADF-1) : Hanford, ♀/193 주령

표 48 CT와 PET 촬영에 사용된 APP 돼지에서 FDG 및 PIB 투여 주령

(나) APP 미니돼지에서 생후 3년째 CT와 MRI 촬영의 뇌 영상학적 평가 및 분석

① 헬릭스동물병원의 CT와 1.5T MRI 영상 기기를 이용하여 APP 유전자 발현 복제

미니돼지와 정상 미니돼지의 brain CT와 brain MRI를 시행하여 APP 과발현 미니돼

지와 정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다.

1차 촬영 ADF-1 Hanford, ♀/159 주령 정상돼지 Hanford, ♀/172 주령

2차 촬영 ADF-1 Hanford, ♀/193 주령 ADF1-2 Hanford, ♀/100 주령

표 49 CT와 PET 촬영에 사용된 정상돼지와 APP 돼지에서 CT 및 MRI 촬영 주령

(다) F1 APP 발현 돼지에서 생후 2년째 CT와 PET 촬영의 뇌 영상학적 평가 및 분석

① 서울대학교병원 암병원 핵의학과의 PET과 CT 영상기기를 이용하여 F1 APP 유전

자 과발현 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다.

FDG (ADF1-2) : Hanford, ♀/100 주령 PIB (ADF1-2) : Hanford, ♀/100 주령

표 50 CT와 PET 촬영에 사용된 F1 APP 돼지에서 FDG 및 PIB 투여 주령

(2) 연구결과

(가) APP 미니돼지에서 생후 3년째 CT와 PET 촬영의 뇌 영상학적 평가 및 분석

① APP 발현 복제돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지와

비교하여 APP 발현 복제 미니돼지에서 1차 촬영시 큰 차이가 없어, 2차 촬영을 진

행하였다. 그 결과 FDG PET에서 parietal cortex에 약간 metabolism이 감소함을 확

인하였다. 하지만 그 차이가 subtle하여 실제 변화가 있는 것인지는 확실하지 않다.
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[1차 촬영] [2차 촬영]

② APP 발현 복제 돼지의 11C-PIB의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지와

비교하여 APP 발현 복제 미니돼지에서 양쪽 temporal cortex에 PIB uptake가 관찰

되었다.

그림 148 3년령 hAPP 발현 미니돼지의 11C-PIB의 PET과 CT에 관한 영상 결과

(나) hAPP 미니돼지에서 생후 3년째 CT와 MRI 촬영의 뇌 영상학적 평가 및 분석

① APP 발현 복제 미니돼지(3년령 ADF1)의 CT에 관한 영상 소견; 생후 3년령의 정

상 미니돼지와 APP 발현 복제 미니돼지의 비교분석결과에서, APP 발현 복제 미니

돼지에서 CT로는 유의한 구조적 변화를 찾을 수 없었다.

그림 147 3년령 hAPP 발현 미니돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 결과
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그림 149 3년령 hAPP 발현 미니돼지의 CT에 관한 영상 결과  

         

② hAPP 발현 복제 미니돼지(3년령 ADF1)의 MRI에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지

와 비교하여 MR 영상에서 APP 발현 복제 미니돼지에서 ventricle size가 약간 증가

한듯도 하였다. 하지만 그 차이가 subtle하여 실제변화가 있는지는 확실하지 않다.
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그림 150 3년령 hAPP 발현 미니돼지의 MR에 관한 영상 결과

       

    

(다) F1 hAPP 발현 미니돼지(ADF1-2)에서 생후 2년째 CT와 PET 촬영의 뇌 영상학적

평가 및 분석

① F1 hAPP 발현 돼지(3년령)의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니

돼지에 비교하여 3년령 APP 발현 복제 돼지의 산자인 2년령 APP 발현돼지는 유의

한 변화를 찾을 수 없었다 (2015년 5월 22일은 1년령 촬영결과임).
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그림 151 2년령 F1 hAPP 발현 미니돼지(ADF1-2)의 MR에 관한 영상 결과 

그림 152 2년령 F1 hAPP 발현 미니돼지(ADF1-2)의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 

영상 결과

② F1 APP 발현 미니돼지(2년령)의 11C-PIB의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미

니돼지에 비교하여 3년령 APP 발현 복제 돼지의 산자인 2년령 APP 발현돼지는

cortex에 PIB uptake가 관찰되지 않았다.
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그림 153  2년령 F1 hAPP 발현 미니돼지(ADF1-2)의 11C-PIB의 PET과 CT에 관

한 영상 결과

4. PD 유전자 SNCA 발현 미니돼지의 행동/영상학 분석통한 PD 모델로의 평가

가. hSNCA 발현 미니돼지의 투여 후 증상 관찰 및 점수화 방안 확립

(1) 연구방법

(가) hSNCA 발현 미니돼지의 일반적인 증상인 떨림, 경직, 서동(운동느림) 및 자세 불

안정 등에 대한 증상이 관찰되었으며, 이러한 증상을 대조군의 행동과 비교하기 위하

여 영상자료를 확보하였다.



- 181 -

Score 0 Score 1 Score 2 Score 3

Tremor

쉬는 동안의 떨림 (신체부위 무관) None Severe

움직이는 동안의 떨림 (신체부위 무관) None Severe

Loss of automatic movements

침 흘림 None Always

사료 섭취량 Invariable Over 70%
to normal

40-70% to
normal

Below 40%
to normal

음수량 Invariable Over 70%
to normal

40-70% to
normal

Below 40%
to normal

자극적인 냄새에 대한 반응 Move
immediately No response

Slowed motion (Bradykinesia)

피부 접촉시의 반응 React No reaction

일정한 거리를 걷는 데 걸리는 시간 Similar to
normal

100-150% to
normal

150-200%
to normal

Over 200%
to normal

Impaired posture and balance

일정한 거리를 걷는 동안의 균형 유지 Normal Lost
continuously

깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 Fast No
movement

일상적 움직임 동안의 균형 Normal Lost
continuously

Dementia

새로운 사물에 대한 호기심 Curious and
play Unconcern

탈출(Escaping) None 1 time per
week

2-6 times
per week Everyday

쉬면서 내는 소리(grunting sound)의 변화 Normal Severely
decreased

강한 빛(spot light)에 대한 반응 Move
immediately No response

큰 소리(loud sound)에 대한 놀람 반응 Fast No
movement

식사 시간 전의 울음 소리 Normal Severely
decreased

원통에서 발을 밖으로 빼는 실험

피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 React No reaction

표 51 PD pig model의 관찰행동 점수화(scoring) 표준

(나) hSNCA 발현 미니돼지의 행동관찰

① 신경독성물질 투여를 통해 PD를 유발한 미니돼지에게 적용하였던 행동관찰 항목

중 17개 항목을 선정하여 정기적으로 hSNCA 발현 미니돼지의 행동관찰을 진행하였
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으며, 각각의 항목에 대하여 점수를 부여하여 변화를 관찰하였다.

No. Question 관찰 방법

1 쉬는 동안의 떨림 누운 상태에서 3분간 관찰하여 떨림 횟수 측정

2 움직이는 동안의 떨림 보행 시 3분간 관찰하여 떨림 횟수 측정

3 침흘림 일반상황에서의 침흘림 여부 및 정도 관찰

4 사료 섭취량
일정량의 사료 급여 후 섭취 완료 시 까지의 시간

측정

5 음수량 사료급여 후 20분간 음수 섭취섭취 횟수 관찰

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 1분간 깜빡이는 횟수 측정

7 움직이는 양 1분간 움직이는 상태 관찰

8 자극적인 냄새에 대한 반응 알코올을 분무하여 확인되는 행동 관찰

9 피부 접촉시의 반응 손으로 몸을 비비거나 접촉을 하였을 시 행동 관찰

10
깜짝 놀래 켰을 때의 반응

속도

갑자기 큰 소음을 제공하거나 놀래켰을 때의 반응

속도 확인

11 새로운 사물에 대한 호기심 새로운 물건을 제공하여 반응하는 행동 측정

12 쉬면서 내는 소리의 변화 누운 상태에서 내는 소리의 관찰

13 강한 빛에 대한 반응 렌턴을 이용하여 눈에 자극을 준 후 행동 관찰

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 큰 소음을 발생시켰을 때의 행동 관찰

15 식사 시간 전의 울음소리 사료급여 전 행동양상 관찰

16
원통에서 발을 밖으로 빼는

실험
발에 로프 또는 고리를 부착 후의 행동 관찰

17
피부에 스티커를 붙였을 때

의 반응
귀에 빨래집게를 부착 후의 행동 관찰

표 52 hSNCA 발현 미니돼지의 행동관찰 항목 및 방법

② 정상 미니돼지의 행동을 0점으로 기준하여, 각각의 관찰 항목 별로 hSNCA 발현

미니돼지의 행동을 점수화 하였다.

(2) 연구결과

(가) 행동관찰 점수화

① PDF-4 개체는 총 4회에 걸쳐 행동관찰을 진행하였으며, 관찰 결과는 다음 표와 같

다.
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No. Question
PDF-4

1차 2차 3차 4차 관찰내용
1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0 0 떨림증상 없음

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0 0 떨림증상 없음

3 침흘림 0 0 0 0
일반상황 뿐 아니라 사료급여 전, 후

에도 큰 반응이 없음

4 사료 섭취량 0 3 3 3 30~35분 소요

5 음수량 3 3 3 3

4회 모두 5회 미만으로 음수를 섭취

하여, 정상인 개체 16회 이상에 비해

섭취횟수가 적음

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 0 0 0 0 1분에 18~22회 깜빡임

7 움직이는 양 0 0 0 1

돈방 내에서의 움직임은 많지 않으

며, 운동성이 조금 떨어져 있음, 복

도에서의 보행은 활발한 편

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0 0 냄새, 맛을 바로 확인함

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0 0
접촉에 대한 민감성이 높아 빠르게

반응

10
깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속

도
0 0 0 0 반응이 강하여 주저 앉아 신음소리

11 새로운 사물에 대한 호기심 3 0 0 0
1차 관찰시만 제외하고 나머지는 정

상인 개체와 유사한 반응

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0 0 거의 소리가 없음

13 강한 빛에 대한 반응 0 0 0 0
빛이 비추는 곳을 보거나 눈을 피하

는 반응

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0 0 엎드리거나 도망가는 행동이 관찰

15 식사 시간 전의 울음소리 0 2 2 2 움직임은 있지만 적극성은 떨어짐

16
원통에서 발을 밖으로 빼는 실

험
3 0 0 0

1차 관찰 시는 반응을 보이지 않았

지만, 나머지 관찰 시에는 떼어내려

는 모습을 바로 보임

17
피부에 스티커를 붙였을 때의

반응
1 2 2 2

부착물 인지 후 제거하려 하지만 한

동안은 그냥 방치

Total Score 10 10 10 11

표 53 hSNCA 발현 복제 미니돼지의 행동 점수화(PDF-4)

② PDF-4 개체는 겁촉에 대한 민감도가 높아 합사된 다른 개체의 영향으로 그 반응이

크기 때문에 그 과정에서 돈방 휀스에 충돌하여 우측후지에 외상을 당하였다.

③ 발열증상을 동반한 건강상태 악화로 사료섭취가 매우 불량하여 행동관찰 시 영향을

받아 사료섭취량의 점수가 3점으로 측정되었다.

④ 그 후에도 사료섭취, 운동성 등이 불규칙적인 모습이 자주 관찰되어 행동관찰 항목

중에서 사료섭취량, 음수량, 사물에 대한 호기심, 식사시간전의 울음소리, 원통에서

발을 밖으로 빼는 실험, 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 등이 정상인 개체와 차
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이를 보였다.

그림 154 새로운 물건에 대한 호기심

그림 155 PDF-16 개체의 침 흘림 관찰 

(나) PDF-16

① PDF-16 개체는 총 5회에 걸쳐 행동관찰을 진행하였으며, 관찰 결과는 다음 표와

같다.
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No. Question
PDF-16

1차 2차
3차

관찰내용
1 2 3

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0 0 0 떨림증상 없음

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0 0 0 떨림증상 없음

3 침흘림 2 0 2 2 2
일반적인 상황에서도 침 흘림이

관찰 됨

4 사료 섭취량 3 3 0 0 0
1, 2차는 20분 소요, 3차는 모두

10분 미만

5 음수량 3 3 3 3 3

사료섭취 및 섭취 후에도 음수

섭취가 거의 없으며, 4차 1회 관

찰시에만 20분간 4회 섭취

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 1 0 1 0 1

1분간 깜박거린 횟수는 최소 13

회(1차)에서 최대 22회(2차)로

관찰 됨

7 움직이는 양 0 0 0 0 0 움직임이 활발함

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0 0 0 냄새, 맛 확인

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0 0 0 몸을 밀착하는 행동이 관찰

10
깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속

도
0 0 0 0 0 즉각적인 반응을 나타냄

11 새로운 사물에 대한 호기심 0 0 0 0 0
코로 밀거나 물면서 지속적인

관심

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0 0 0 소리 없음

13 강한 빛에 대한 반응 0 0 0 0 0
눈에 비췄을 때 바로 반응을 나

타냄

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0 0 0
소리가 나는 곳에 집중하며 행

동을 멈춤

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0 0 0
큰 소리로 반응을 보이며 돈방

에 매달림

16
원통에서 발을 밖으로 빼는

실험
0 0 0 0 0

발을 흔드는 등 제거하려는 행

동을 바로 보임

17
피부에 스티커를 붙였을 때의

반응
0 0 0 0 0 머리를 흔들어서 제거함

Total Score 9 6 6 5 6

표 54 hSNCA 발현 복제 미니돼지의 행동 점수화(PDF-16)

② 사료급여 전 및 후가 아닌 일반적인 상황에서도 입 주위에 침이 많이 보였으며, 사

료의 섭취 속도는 1, 2차 관찰 시에는 약 20분 소요 되었으나, 이 행동은 정상인 개

체와 유사하에 10분 미만으로 단축되었다.

③ 음수량의 경우는 사료급여 후부터 20분간 전혀 섭취를 하지 않았다.

(다) PDF-18
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① PDF-16 개체는 총 5회에 걸쳐 행동관찰을 진행하였으며, 관찰 결과는 다음 표와

같다.

No. Question
PDF-18

1차 2차
3차

관찰내용
1 2 3

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0 0 0 쉬는 동안의 떨림 관찰 안됨
2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0 0 0 보행 중 떨림 관찰 안됨

3 침흘림 0 0 0 2 2

4차 2회차 관찰 시 일반적인 상황

에서도 침이 분비되는 모습이 관

찰

4 사료 섭취량 0 0 0 0 0
급여 사료 전량 섭취 시간이 모두

10분 미만

5 음수량 2 2 0 3 2

1, 2차 관찰 시 6~8회 관찰되었으

며, 4차 1회 관찰 시에만 17회, 나

머지 관찰 시에는 4회, 7회로 확인

됨

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 1 0 0 1 0

1분간 눈 깜박인 횟수는 최소 13

회(1차)에서 최대 19회(4차)로 관

찰 됨
7 움직이는 양 0 0 0 0 0 움직임이 활발함

8
자극적인 냄새에 대한 반

응
0 0 0 0 0 즉각적으로 반응을 나타냄

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0 0 0 접촉 시 바로 반응을 보임

10
깜짝 놀래 켰을 때의 반응

속도
0 0 0 0 0 움찔 하는 행동이 관찰

11
새로운 사물에 대한 호기

심
0 0 0 0 0 관심을 보이며 냄새 맡음

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0 0 0 소리의 변화가 없음

13 강한 빛에 대한 반응 1 1 0 0 0

1, 2차 관찰 시에는 피하거나 빛에

관심을 행동 등 반응을 즉시 보이

지 않았지만, 4차 관찰 시에는 빛

에 관심을 보이며 바로 반응을 보

임
14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0 0 0 소리가 나는 곳에 집중

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0 0 0
큰 소리로 반응하며 돈방에 매달

림

16
원통에서 발을 밖으로 빼

는 실험
0 2 0 0 0

2차 관찰시에는 5~6초 후 반응을

보인 후 20초 정도 소요하여 제거

하였으나, 나머지 관찰 시는 즉시

반응을 보이며 제거 함

17
피부에 스티커를 붙였을

때의 반응
0 0 0 0 0 머리를 흔들어서 제거

Total Score 8 7 0 6 4

표 55 hSNCA 발현 복제 미니돼지의 행동 점수화(PDF-18)
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② PDF-18 개체는 초반에 관찰되지 않았던 침 흘리는 모습이 관찰되었으며, 음수량의

경우도 정상인 미니돼지에 비해 섭취 횟수가 떨어지는 경향을 보였다.

그림 156  PDF-18개체의 침 흘림 관찰

(라) PDF-20

① PDF-20 개체는 8회에 걸쳐 행동관찰을 진행하였으며, 관찰 결과는 다음 표와 같다.
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No. Question
PDF-20

1차 2차 3차 4차 5차 6차 7차 8차

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0 0 0 0 0 0

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0 0 0 0 0 0

3 침흘림 0 0 0 0 0 0 0 0

4 사료 섭취량 0 0 1 0 0 0 0 1

5 음수량 1 2 0 0 1 1 0 0

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 0 3 3 0 0 3 3 0

7 움직이는 양 0 0 0 0 0 0 0 0

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0 0 0 0 0 0

9 피부 접촉시의 반응 2 2 2 0 0 1 0 0

10 깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 0 0 0 0 0 0 0 0

11 새로운 사물에 대한 호기심 0 0 0 0 0 0 0 0

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0 0 0 0 0 0

13 강한 빛에 대한 반응 1 0 3 1 2 3 3 3

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0 0 0 0 0 0

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0 0 0 0 0 0

16 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 0 0 0 2 0 0 0 0

17 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 2 0 0 0 3 0 0 0

Total Score 6 7 9 3 6 8 6 4

표 56 hSNCA 발현 복제 미니돼지의 행동 점수화(PDF-20) 

② 음수량의 경우 다른 hSNCA 발현 미니돼지에 비해 섭취 횟수가 높았다.

③ 강한 및을 눈에 비췄을 때는 빛을 따라 시선을 움직이거나 시선을 회피하는 등의

반응이 관찰되지 않았고, 빛을 주시한 채 눈을 깜박거리는 행동만 관찰되어 반응이

없는 것이 관찰 되었다.

④ 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 진행 시 다른 개체들은 바로 반응을 보이며 다리

에 묶인 로프 등을 제거하려 했으나, 4차 관찰 시에는 반응 속도가 매우 느리게 확

인 되었으며, 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 실험 시에는 5차 관찰 시 아무런

반응을 보이지 않았다.
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그림 157 PDF-20 개체의 강한 빛에 대한 반응

그림 158 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응

나. hSNCA 발현 복제 미니돼지와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 PET, CT,

MRI 촬영의 영상학적 평가 및 분석

(1) 연구방법

(가) hSNCA 발현 복제 미니돼지(PDF-20)와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 PET

와 CT 촬영의 영상학적 평가 및 분석

① 서울대학교병원 암병원 핵의학과의 PET과 CT 영상기기를 이용하여 hSNCA 과발
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현 미니돼지와 정상 미니돼지의 brain PET과 brain CT를 행하여 hSNCA 유전자 조

절 미니돼지와 정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다. 뇌 PET 영상은 1)

dopamine transporter인 Fluoro-CIT ([18F] FP-CIT) radioisotope 정맥주사제의 정

맥주입 후 약 2시간 후에 촬영하였고, 2) glucose uptake metabolism을 평가하는

glucose analog인 FDG (Fluorodeoxyglucose (18F), [18F]FDG, 18F-FDG)

radioisotope 정맥주사제의 정맥주입 후 약 30분 후에 촬영하였다.

FP-CIT (PDF-20): Yucatan, ♀/62 주령 FDG (PDF-20): Yucatan, ♀/63 주령

FP-CIT (정상돼지): Yucatan, ♀/60 주령 FDG (정상돼지): Yucatan, ♀/60 주령

표 57 FP-CIT, FDG를 이용한 영상 분석에 사용된 hSNCA 복제돼지에서 주령

(나) hSNCA 발현 복제 미니돼지(PDF-20)와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 MRI

와 CT 촬영의 영상학적 평가 및 분석

① 일산 헬릭스동물병원의 CT와 1.5T MRI 영상 기기를 이용하여 hSNCA 과발현 미

니돼지와 정상 미니돼지의 brain CT와 brain MRI를 시행하여 hSNCA 과발현 미니

돼지와 정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다.

PDF-20 : Yucatan, ♀/62 주령 정상돼지 : Yucatan, ♀/ 60 주령

표 58 CT, MRI 촬영에 사용된 hSNCA 복제돼지의 주령

(2) 연구결과

(가) hSNCA 발현 복제 미니돼지와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 PET와 CT 촬

영의 영상학적 평가 및 분석

① hSNCA 발현 복제 미니돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미

니돼지와 비교하여 FDG PET 영상에서도 유의한 국소적인 뇌 대사 감소 혹은 증가

소견 없는 정상 소견이었다. 계속해서 2년령에도 분석을 진행할 계획이다.
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그림 159 1년령 hSNCA 발현 미니돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 

결과

② hSNCA 발현 복제 미니돼지의 FP-CIT의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니

돼지와 비교하여 FP-CIT PET 영상 에서 양쪽 선조체에 uptake가 대칭적으로 보여

정상 소견이었다. 계속해서 2년령에도 분석을 진행할 계획이다.

그림 160 1년령 hSNCA 발현 미니돼지의 FP-CIT의 PET과 CT에 관한 영

상 결과
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(나) hSNCA 과발현 미니돼지와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 MRI와 CT 촬영의

영상학적 평가 및 분석

① 정상 미니돼지와 비교하여 hSNCA 발현 복제 미니돼지에서 유의한 이상 소견이 없

었다.

그림 161 1년령 hSNCA 발현 미니돼지의 MRI와 CT에 관한 영상 결과

다. hSNCA 발현 복제 미니돼지(PDF-20)와 정상 미니돼지의 생후 2년째의 뇌의 PET,

CT, MRI 촬영의 영상학적 평가 및 분석

(1) 연구방법

(가) hSNCA 발현 복제 미니돼지와 정상 미니돼지의 생후 2년째의 뇌의 PET와 CT 촬

영의 영상학적 평가 및 분석

① 서울대학교병원 암병원 핵의학과의 PET과 CT 영상기기를 이용하여 hSNCA 과발

현 미니돼지와 정상 미니돼지의 brain PET과 brain CT를 행하여 hSNCA 유전자 조

절 미니돼지와 정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다. 뇌 PET 영상은 1)

dopamine transporter인 Fluoro-CIT ([18F] FP-CIT) radioisotope 정맥주사제의 정

맥주입 후 약 2시간 후에 촬영하였고, 2) glucose uptake metabolism을 평가하는

glucose analog인 FDG (Fluorodeoxyglucose (18F), [18F]FDG, 18F-FDG)

radioisotope 정맥주사제의 정맥주입 후 약 30분 후에 촬영하였다.
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FP-CIT (PDF-20): Yucatan, ♀/98 주령 FDG (PDF-20): Yucatan, ♀/98 주령

FP-CIT (정상돼지): Yucatan, ♀/90 주령 FDG (정상돼지): Yucatan, ♀/90 주령

표 59 CT, PET 분석에 사용된 정상돼지와 hSNCA 돼지의 종류

(나) hSNCA 발현 복제 미니돼지와 정상 미니돼지의 생후 2년째의 뇌의 CT와 MRI 촬

영의 영상학적 평가 및 분석

① 일산 헬릭스동물병원의 CT와 1.5T MRI 영상 기기를 이용하여 hSNCA 과발현 미

니돼지와 정상 미니돼지의 brain CT와 brain MRI를 시행하여 hSNCA 과발현 미니

돼지와 정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다.

PDF-20 : Yucatan, ♀/98 주령 정상돼지 : Yucatan, ♀/ 90 주령

표 60 MRI와 CT 영상촬영에 사용한 hSNCA 발현 복제 미니돼지의 종류

(1) 연구방법

(가) hSNCA 발현 복제 미니돼지와 정상 미니돼지의 생후 2년째의 뇌의 PET와 CT 촬

영의 영상학적 평가 및 분석

① hSNCA 발현 복제 미니돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미

니돼지와 비교하여 FDG PET 영상에서 유의한 국소적인 뇌 대사 감소 혹은 증가

소견이 없는 정상 소견이었다.
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그림 162 2년령 hSNCA 발현 미니돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영

상 결과

        

② hSNCA 발현 복제 미니돼지의 FP-CIT의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니

돼지와 비교하여 FP-CIT PET 영상에서 양 측 putamen 섭취가 감소되었음을 관찰

하였다.

그림 163 2년령 hSNCA 발현 미니돼지의 FP-CIT의 PET과 CT에 관한 영상 결과

(나) hSNCA 발현 복제 미니돼지와 정상 미니돼지의 생후 2년째의 뇌의 CT와 MRI 촬

영의 영상학적 평가 및 분석
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① hSNCA 발현 복제 미니돼지의 MRI와 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지와 비

교하여 hSNCA 발현 복제 미니돼지에서 유의한 이상 소견이 없었다.

그림 164 2년령 hSNCA 발현 미니돼지의 MRI와 CT에 관한 영상 결과

라. Parkin KO 미니돼지(PDM-11)와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 PET, CT

촬영의 영상학적 평가 및 분석

(1) 연구방법

(가) Parkin KO 미니돼지(PDM-11)와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 PET, CT 촬

영의 영상학적 평가 및 분석

① 서울대학교병원 암병원 핵의학과의 PET과 CT 영상기기를 이용하여 Parkin KO 미

니돼지와 정상 미니돼지의 brain PET과 brain CT를 행하여 Parkin KO 미니돼지와

정상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다. 뇌 PET 영상은 1) dopamine

transporter인 Fluoro-CIT ([18F] FP-CIT) radioisotope 정맥주사제의 정맥주입 후

약 2시간 후에 촬영하였고, 2) glucose uptake metabolism을 평가하는 glucose

analog인 FDG (Fluorodeoxyglucose (18F), [18F]FDG, 18F-FDG) radioisotope 정맥

주사제의 정맥주입 후 약 30분 후에 촬영하였다.

FP-CIT (PDM-11): Yucatan, ♂/ 28주령 FDG (PDM-11): Yucatan, ♂/ 28주령

FP-CIT (정상돼지): Yucatan, ♂/ 30 주령 FDG (정상돼지): Yucatan, ♂/  30주령

표 61 PET과 CT 영상촬영에 사용한 Parkin KO 복제 미니돼지의 종류

(나) Parkin KO 미니돼지(PDM-11)와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 MRI, CT 촬
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영의 영상학적 평가 및 분석

① 일산 헬릭스동물병원의 CT와 1.5T MRI 영상 기기를 이용하여 Parkin KO 미니돼

지와 정상 미니돼지의 brain CT와 brain MRI를 시행하여 Parkin KO 미니돼지와 정

상 미니돼지의 뇌영상 자료를 확보하였다.

PDM-11 :  Yucatan, ♂/ 28주령 정상돼지 :   Yucatan, ♂/  30주령

표 62 MRI와 CT 영상촬영에 사용한 Parkin KO 미니돼지의 종류

(2) 연구결과

(가) Parkin KO 미니돼지(PDM-11)와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 PET, CT,

MRI 촬영의 영상학적 평가 및 분석

① Parkin KO 미니돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지

와 비교하여 FDG PET 영상에서 양 측 occipital cortex 대사가 감소함이 관찰되었

다.

그림 165 1년령 Parkin KO 미니돼지의 18F-FDG의 PET과 CT에 관한 영상 결과

             

② Parkin KO 미니돼지의 FP-CIT의 PET과 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지와

비교하여 FP-CIT PET 영상에서 양 측 putamen 섭취가 현저하게 감소되었음을 관

찰하였다.



- 197 -

그림 166 1년령 Parkin KO 미니돼지의 FP-CIT의 PET과 CT에 관한 영상 결과

(나) Parkin KO 미니돼지(PDM-11)와 정상 미니돼지의 생후 1년째의 뇌의 MRI, CT 촬

영의 영상학적 평가 및 분석

① Parkin KO 미니돼지의 CT에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지와 비교하여 Parkin

KO 미니돼지에서 유의한 이상 소견이 없었다.
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그림 167 1년령 Parkin KO 미니돼지의 CT에 관한 영상 결과

② parkin KO 미니돼지의 MRI에 관한 영상 소견; 정상 미니돼지와 비교하여 Parkin

KO 미니돼지에서 Cortical atrophy와 ventricle size가 증가됨이 관찰되었다.

그림 168 1년령 Parkin KO 미니돼지의 MRI에 관한 영상 결과
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<1협동:�질환�모델�미니돼지�생산을�위한�ZFN�합성�및�유전자�프로파일링>

1. AD 모델 생산 위한 APP 유전자 조절벡터 생산 및 PD 병인유전자 합성

가. AD 유전자 발현 세포주 생산

(1) 연구방법

(가) mutant human APP 유전자 신경특이적 발현 세포주 생산

① human APP 발현 벡터 제작; AD 유전자 발현 세포주 확립을 위하여, pLV

plasmid는 synasin promoter, mAPP 유전자와 PGK promoter, eGFP gene 그리고

WPRE (woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory elememt)를 포함

하는 DNA 절편을 도입하여 제작하였다.

② 바이러스 생산 및 세포 제작; 293T 세포에 lentiviral packaging plasmids (pPAX2,

pVpack-VSV-G)과 함께 전달하여 바이러스를 생산하였다. 생산된 바이러스의

infection 검증을 위해 293T 세포에 8 ug/ml polybrene과 함께 24시간 간 infection을

진행하였으며 fresh media에서의 24시간 배양 후 1 ng/ml puromycin을 이용하여

selection을 진행하였다. 바이러스를 생산 세포주를 37 oC, 5% CO2조건의 인큐베이

터 하에서 배양한 후, 0.45 um pore size filter를 통해 세포를 걸러내고 바이러스를

포함하는 배지를 수득 하였다. 바이러스 배지를 이용하여 돼지의 지방줄기세포를 감

염시키는데 적용하였다.

③ 형질전환세포 검증; 연구과정중에 생산된 바이러스 세포와 결과물로 도출된 형질전

환 지방줄기세포는 PCR 분석을 통해서 바이러스 세포에 pLV 벡터와 Lv-synp-

mhAPP-GFP viral RNA가 삽입된 것을 확인함. 또한 형질전환 된 세포의 형질전환

효율을 검증하기 위하여 형질전환세포와 형질전환 되지 않은 돼지의 지방줄기세포를

flow cytometry를 이용하여 분석을 하였다. 분석하기 위한 세포는 trypsinazation 을

하여 단일세포화 하였고, PBS를 넣어 원심분리를 하여 세포 펠렛만 회수하였다. 회

수된 세포를 4% paraformadehyde로 고정시킨 후, flow cytometry로 분석을 하여

GFP가 발현되는 정도를 분석하였다.

(2) 연구결과

(가) mutant human APP 유전자 신경특이적 발현 세포주 생산

① APP 유전자 발현 바이러스 벡터 확보; mutant human APP(mhAPP)는 인간의 알
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츠하이머질환 중 Swedish mutation form 으로서 early-onset familial Alzheimer's

disease를 유발하는 유전자이다. 그리고 eGFP는 Bioluminescent jellyfish (해파리)

Aequorea victoria에서 분리한 형질전환 연구에서 가장 널리 쓰이고 있는 리포터 유

전자이다.

그림 169 SYN-mhAPP-GFP 벡터 구조.

② AD 유전자 발현 세포주 확립; 형질전환 세포의 유전체에서 PCR를 통해 pLV 벡터

와 Lv-synp-mhAPP-GFP infeced cell이 검출된 것을 확인하였다. 또한 형광현비경

관찰을 통해 GFP 발현이 확인됨.
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그림 170 (A) 바이러스세포내로 도입된 플라스미드 벡터와 바이러스 

RNA의 사진과 돼지지방줄기세포주 내로 도입된 플라스미드와 바이

러스세포의 결과 (B) SYN-mhAPP-GFP 형질전환 지방줄기세포주에

서 GFP의 발현.

③ Flow cytometer 분석을 통해 형질전환되지 않은 세포는 FL2 채널에서 양성반응을

보인 세포가 검출되지 않은 반면, 형질전환 돼어진 세포에서는 FL2 채널에서

54.49%의 세포가 양성반응을 보였다. 따라서 돼지지방줄기세포주에서 Lentiviral

system 의 형질전환효율은 50%의 높은 결과를 보여주었으며, 이러한 결과는 이전의

Lipofectamine™ reagents 의 결과보다도 높은 효율을 보여주는 것이다.

나. PD model 생산을 위한 hSNCA 유전자 합성 및 발현 vector 구축

(1) 연구방법

그림 171 형질전환 된 돼지의 지방줄기세포의 Flow cytometry 이용한 GFP 발현 효율 분석 
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(가) 실험 계획 및 주요 연구재료 조사

① Promoter 선정; Mouse 기반 PD 연구 모델의 구축에 사용된 promoter를 조사하고

그 중 인간 PD 병리적 특성에 관련이 있는 형질을 보였던 모델을 조사한 결과

Prion, Thy-1, PDGFβ 등의 다양한 promoter가 후보로 도출되었다. 이중 비교적 크

기가 작아 다양한 DNA 전달방법에 적합한 PDGFβ를 선정하고 PDGFβ promoter를

확보하였다 (Science. 2000 Feb 18;287(5456):1265-9).

그림 172 PDGFβ를 이용한 SNCA 발현 형질전환 mouse의 PD 

phenotype. 

(http://www.informatics.jax.org/javawi2/servlet/WIFetch?page=allele

Detail&id=MGI:3528873)

② SNCA 합성 및 발현 형태 결정; SNCA는 presynaptic 단백질인 alpha-synuclein을

발현하는 유전자로 유전학적으로 또한 신경 병리학적으로 PD에 깊이 관련 하고 있

는 것으로 알려져 있다. PD에서의 SNCA의 기능은 다양한 역할로 알려져 있으나 특

히 단백질 aggregation을 통해 신경독성을 일으켜 PD를 비롯한 다양한 신경질병의

발생에 영향을 주는 것으로 알려져 있다. 특히 PD에서 발견되는 SNCA aggregate에

서는 SNCA의 truncated form이 자주 관찰되는데 실제로 truncated SNCA의 뇌특이

적 과발현은 PD 관련 형질을 유도할 수 있는 것으로 보였다.

③ DNA 세포전달 벡터 결정 및 SNCA발현 벡터 제작; 제1세부의 다양한 외부 유전자

발현 형질전환 복제동물 제작 경험을 바탕으로 DNA의 임의적 유전체상 위치 도입,

Retrovirus, Lentivirus등의 다양한 DNA 전달 벡터를 고려하였다. 높은 효율을 위해

virus를 이용한 DNA 전달을 선정하였으며 그 중 세대 간 유전자 silencing의 문제가

상대적으로 덜한 것으로 알려진 Lentivirus를 이용하여 SNCA 발현 벡터를 제작하기

로 결정하였다. human SNCA 유전자와 human PDGFβ promoter의 확보를 위해 두
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가지 요소를 이용하여 mouse PD model을 개발하였던 연구 (Science. 2000 Feb

18;287(5456):1265-9)에서 사용되었던 DNA construct를 확보하였다.

(2) 연구결과

(가) Lentiviral SNCA 발현 벡터 제작 및 검증

① pLVX-hPDGFβ Prom/hSNCA(d121)-PGK/puro 제작 및 검증; pLVX-puro

(puromycin resistance gene을 selection marker로 갖는 HIV-based lentiviral vector

에 hPDGFβ promoter-SNCA gene 구조를 PCR을 통해 subcloning 하였다. 이때 증

폭을 위해 사용된 primer 중 3' primer는 SNCA의 전체 cDNA 부분 중 뒷 10 aa 발

현 부분을 뺀 120aa의 SNCA 단백질만을 발현하는 truncated form을 발현할 수 있

도록 제작 되었다. 제작된 viral 벡터의 sequence 검증 후 293T 세포에 lentiviral

packaging plasmids (pPAX2, pVpack-VSV-G)과 함께 전달하여 바이러스를 생산하

였다. 바이러스 생산에 있어서의 효율을 비교하기 위해 lipofectamine과 lipofectamine

2000 두 가지 세포 DNA 전달 reagent를 이용하였다. 생산된 바이러스의 infection

검증을 위해 293T 세포에 8 ug/ml polybrene과 함께 24 시간 간 infection을 진행하

였으며 fresh media에서의 24시간 배양 후 1 ng/ml puromycin을 이용하여 1 주일

간 selection을 진행하였다. 이후 살아남은 세포의 crystal violet을 이용한 염색을 통

해 lipofectamine 2000을 이용하여 만들어진 virus에 의해 293T 세포의 infection이

이루어 졌음을 확인하였다.

그림 173 pLVX-hPDGFβ Prom/hSNCA(d121)-PGK/puro 제작 및 검증 (A) Lentiviral construct 

cloning 과정 (B) 바이러스 생산 및 infection 검증.
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② pLVX-hPDGFβ Prom/hSNCA(d121)-CMV/RFP-puro 제작 및 검증; pLVX-

hPDGFβ Prom/hSNCA(d121)-PGK/puro의 infection 된 세포를 puromycin을 이용한

세포 selection을 통해 골라낼 수 있으나 antibiotic-selection을 통한 세포 사멸과정이

infection을 통해 만들어지는 세포주의 핵이식 공여세포로서의 기능성에 영향을 줄

수 있기 때문에 좀 더 세포에 영향을 주지 않는 방식의 infection 세포 선별을 위해

형광 단백질을 선별 리포터로 사용할 수 있는 lentiviral vector를 제작하였다. 이를

위해 CMV-mRFP 구조를 PCR 증폭한 후 LVX-hPDGFβ 

Prom/hSNCA(d121)-PGK/puro에서 PGK promoter를 제거한 자리에 집어넣어 CMV

promoter하에 RFP와 puromycin selection marker gene이 fusion 형태로 발현되는

dual selection lentiviral vector를 제작하였다. Sequencing을 통한 제작검증 후 293T

세포로 transfection을 통해 RFP가 세포에서 높은 수준으로 발현되는 것을 검증하였

다.

그림 174 pLVX-hPDGFβ Prom/hSNCA(d121) -CMV/RFP-puro에 의한 RFP 발현. RFP 형광 

(좌). 

다. PD 병인유전자 녹아웃을 위한 ZFN 개발

(1) 연구방법

(가) PARK2 유전자가위 개발

① 서열 분석 및 ZFN 생산; 돼지 Park2 유전자의 경우 현재 database상 mRNA

sequence는 잘 나와 있지만 실제 genomic loci에 대한 annotation은 정확하지 않은

관계로 NCBI reference mRNA sequence를 UCSC genome database의 pig genome

(Nov. 2009 (SGSC Sscroga9.2/susScr2))에 대한 homology search (BLAT)을 통해

exon 구조를 추출하였다. 이렇게 얻어진 돼지 Park2 유전자 exon 서열에 대한 ZFN

은 자체 개발 프로그램 (http://www.toolgen.co.kr/ZFNfinder/) 을 통해 고안되었으며

http://www.toolgen.co.kr/ZFNfinder/
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가능한 ZFN 중 31쌍이 선정되어 합성 시스템에 semi-assembled zinc finger library

로부터 제작되었다.

② ZFN 활성 검증; ZFN 활성 검증은 리포터시스템을 이용하여 이루어 졌다. 툴젠의

리포터 시스템은 유전자가위의 활성에 따라 정량적으로 세포에서 형광단백질을 발현

하여 유전자가위의 활성을 조사하는 중요한 도구로 특히 리포터에서 관찰되는 활성

은 세포내의 원하는 유전자 부위를 자르는 실제의 활성과 높은 상관관계를 보여 유

전자가위의 대량생산을 위해 유용하게 사용되고 있다. 먼저 합성된 각 ZFN의 목적

서열을 포함하는 활성 리포터를 제작하고 293T 세포 내로 도입하여 형광 단백질의

발현을 측정하여 활성이 관찰되는 ZFN을 찾아내었다. 이후 ZFN의 FokI 부분을 활

성 및 특이성이 개선된 형태의 nuclease variant (DAS/RR, RR/DAS)로 교체하여 다

시 한번 활성 조사를 진행하여 ZFN에 따라 더 높은 활성을 갖는 ZFN 구조를 확인

하였다.

③ Park2 TALEN 제작; 2009년 새롭게 발견된 맞춤형 염기결합 도메인 구조인 TAL

effector 염기결합 도메인의 모듈을 이용한 유전자가위인 TAL effector nucleases

(TALEN)이 최근 크게 각광을 받고 있다. 툴젠은 독립적 연구를 통해 자체의

TALEN 구조 및 생산 시스템을 구축하였으며 이를 이용한 Park2 TALEN 개발을

진행하였다. ZFN과 같은 과정으로 고안 및 합성을 진행한 후 유전자가위 활성 리포

터를 이용하여 활성을 조사하였다.

(2) 연구결과

(가) 돼지 PARK2 ZFN 확보

① 돼지 PARK2 ZFN 활성 분석; 3 pair의 Park2 ZFN을 확보하였으며 그중 pair 2번

은 매우 높은 활성을 보였다.
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그림 175 돼지 Park2 ZFN 활성조사. 

(나) 돼지 PARK2 TALEN 확보

① 돼지 PARK2 TALEN 활성 분석; 두 pair의 고활성 TALEN을 확보하였다.

그림 176 돼지 Park2 TALEN 활성조사.

② 확보된 돼지 Park2 ZFN과 TALEN의 목적 위치를 Park2 유전자 상에서 조사하여

보면 인간 Park2의 Exon 3 (ZFN), Exon 5 (TALEN1) 그리고 Exon 6 (TALEN2)에
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위치한다. 실제 Early-onset PD를 일으키는 돌연변이형 중 ZFN이나 TALEN에 의

한 돌연변이 형태인 fameshift에 의한 gene trucation/knockout과 비슷한 형태의 돌

연변이들을 찾아보면 전체 Park2 유전자의 위치상 다양하게 위치하면 많은 수의 돌

연변이는 ZFN/TALEN 목적 위치 중 가장 뒤인 Exon 6 보다 더 C-term 방향에 위

치하는 경우도 많은 것으로 관찰되었다. 따라서 확보된 ZFN/TALEN에 의한 돌연변

이는 인간 Early-onset PD환자에서 나타난 Park2 기능이상/유실을 잘 재생할 수 있

을 것으로 기대할 수 있다.

그림 177 확보된 돼지 Park2 ZFN 및 TALEN의 인간 Park2상 위치 및 PD 관련 Park2 돌연변이 

spectrum.

2. PD 병인유전자 KO 위한 고효율 ZFN 합성 및 세포주 생산

가. PD 병인전자에 대한 유전자가위 개발 및 검증

(1) 연구방법

(가) PD 관련 유전자 유전자가위의 개발

① 돼지 Park2 ZFN의 고안 및 합성; Park2 (Parkin), PINK1, DJ1 및 ATP13A2는 인

간 유전성 PD의 recessive 관련 유전자로 알려져 있다. 각 유전자의 유전체상 서열

분석을 통해 exon 구조를 확보하였다. 각 exon에서 적합한 TALEN 목적 위치(그림

5)의 검색을 위해 본 연구진에서 개발한 TALEN_designer program

(http://toolgen.co.kr/talen_designer/)을 사용하였다. 고안된 TALEN은 one-step

TALEN assembly system을 이용하여 유전자가위 형태로 만들어지고 sequencing을

통해 확인되었다.

http://toolgen.co.kr/talen_designer/
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그림 178 Golden Gate TALEN assembly 방법.

② 돼지 Park2 ZFN의 활성 검증; 합성된 ZFN/TALEN의 활성 검증 및 비교를 위해

유전자가위 surrogate reporter를 이용하였다. Surrogate reporter 상 RFP와 GFP 사

이에 조사하고자 하는 ZFN/TALEN의 target sequence를 oligo DNA형태로 합성하

여 cloning 하였다. 이때 도입되는 target site는 RFP로부터 발현되고 있는 frame에

shift를 일으켜 GFP는 발현되지 못하도록 고안되었다. 이렇게 만들어지는 surrogate

reporter를 각각에 맞는 ZFN/TALEN 발현 벡터와 함께 인간 293T 세포에

Lipofectamine 2000을 이용하여 transfection 하였다. Transfection 이틀 후 Accruri

C6 flow cytometer를 이용하여 세포중 RFP/GFP의 발현을 조사하여 ZFN/TALEN의

활성을 결정하였다.
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그림 179 TALEN 활성 리포터 시스템. (A) Surrogate reporter의 구조 모식도. (B) Flow 

cytometry를 이용한 형광단백질 발현조사 결과. 

③ 유전자가위 활성의 돼지 세포내 작동 검증; 유전자가위 발현 벡터를 돼지 fibroblast

에 transfection 또는 electroporation으로 전달한 후 2~3일 후 mismatch-sensitive

nuclease assay를 통해 목적위치에 돌연변이 도입여부를 조사하였다.
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그림 180 Mismatch-senstive nuclease assay의 절차. 

④ ZFN 이용 PD 유전자 KO 세포의 enrich 위한 실험 조건 확립; 유전자가위를 세포

에 도입하였을 때 유전자 변형이 일어나는 세포는 DNA 전달 효율 및 유전자가위

활성에 따라 1~20%정도로 관찰된다. 유전자 변형이 일어난 세포의 농축을 위해 유전

자가위의 활성에 의해 추적 가능한 리포터 유전자가 켜지는 구조의 리포터를 활용할

수 있다. 이를 위해 활성이 검증된 유전자가위에 대해 그 유전자가위의 활성에 의해

색깔 유전자와 세포 표면 단백질이 켜질 수 있는 형태의 리포터를 제작하였다.

그림 181 ZFN 이용 PD 유전자 KO 세포의 enrich.
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⑤ 다양한 PD 유전자 PINK1, DJ1 및 ATP13A2 등의 유전자가위 생산; Park2 유전자

가위를 이용한 돼지 세포에서의 유전자 녹아웃 유도 과정이 확립되고 제1세부를 통

한 녹아웃세포 배반포 제작이 관찰됨에 따라 확립된 실험의 확장을 위하여 다른 주

요 PD관련 recessive 유전자인 Pink1, DJ1, ATP13A2에 대한 유전자가위를 고안하

고 리포터활성조사를 통해 활성 검증을 수행하였다.

(2) 연구결과

(가) PD 병인전자에 대한 유전자가위 개발 및 검증

① PARK2 TALEN 확보; Loss-of-function 돌연변이에 의해 early onset PD를 일으

키는 recessive PD 유전자로는 Park2 (Parkin), PINK1, DJ1 및 ATP13A2 등의 유전

자가 있다. 이러한 유전자의 기능을 제거한 유전자 녹아웃 동물을 개발하면 인간 PD

의 좋은 모델이 될 것으로 기대할 수 있다. 이 후보군 중 2차년도에는 Early-onset

PD에서 가장 빈번하게 mutation이 일어나고 sporadic case의 PD에서도 돌연변이가

관찰되며 다른 유전자에 비해 상대적으로 많이 연구되고 있는 Park2 유전자를 우선

적으로 진행하였다. 유전자 녹아웃을 위한 몇 가지 가능한 접근법 중 최근 가장 주

요한 방법으로 떠오르고 있는 유전자가위를 이용한 녹아웃을 수행하기 위해 Park2

유전자에 대한 유전자 가위를 개발하였다. 돼지 Park2 유전자의 경우 현재 database

상 mRNA sequence는 잘 나와 있지만 실제 genomic loci에 대한 annotation은 정확

하지 않은 관계로 NCBI reference mRNA sequence를 UCSC genome database의

pig genome (Nov. 2009 (SGSC Sscroga9.2/susScr2))에 대한 homology search

(BLAT)을 통해 exon 구조를 추출하였다. 이렇게 얻어진 돼지 Park2 유전자 exon

서열에 대한 TALEN자체 개발 프로그램 (http://toolgen.co.kr/TALEN_designer) 을

통해 고안되었으며, 가능한 TALEN 쌍중 8개를 선정하여 제작하였다.

http://www.toolgen.co.kr/ZFNfinder/
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그림 182 Park2 Exon1 TALEN design의 예. Park2 Exon 1에 대한 TALEN design 결과. 

그림 183 제작된 Park2 유전자가위 target sequence list. 

② 확보된 유전자가위의 발현 벡터를 돼지 세포에 electroporation으로 각각 전달하고

3일 후 genomic DNA를 준비하여 각 exon에 맞는 primer를 이용하여 증폭하고

T7E1 mistmatch-senstive nuclease assay를 진행하였다. 이를 통해 Exon5에 해당하

는 8번 pair에서 좋은 활성을 관찰할 수 있었다.

그림 184 Park2  돼지 세포내 유전자가위 활성의 검증.
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③ PARK2 KO 세포 농축 시스템 확보; 유전자가위 활성 리포터를 이용한 유전자변형

세포의 농축과정을 활용하기 위해 확보된 유전자가위의 목적 서열을 reporter에 직접

삽입하고 제작된 유전자가위 리포터의 활동성을 세포에서 관찰하였다. 인간 293T 세

포에 유전자가위 리포터에서 Park2 유전자가위에 의존적으로 GFP-positive 세포가

효율적으로 생성되는 것이 관찰되어 유전자가위 리포터의 활성성이 검증되었다.

그림 185 유전자가위 리포터의 제작 및 작동성 검증. 유전자가위 리포터의 개략적 구조 상 

TS위치에 목적 유전자가위의 인식 서열이 인공적으로 합성되고 도입됨. 

④ PPINK1, DJ1 및 ATP13A2 등의 유전자가위 생산; Park2 유전자가위를 이용한 돼

지 세포에서의 유전자 녹아웃 유도 과정이 확립되고 제1세부를 통한 녹아웃세포 배

반포 제작이 관찰됨에 따라 확립된 실험의 확장을 위하여 다른 주요 PD관련

recessive 유전자인 Pink1, DJ1, ATP13A2에 대한 유전자가위를 고안하고 리포터활

성조사를 통해 활성 검증을 수행하였다. 이를 통해 각 유전자에 대해 효율적인 활성

을 보이는 TALEN을 확보할 수 있었다.
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그림 186 Pig Pink1, DJ-1, ATP13A2 TALEN 개발 결과.

3. 신경독성물질투여를 통한 미니돼지의 유전학적 검증

가. 신경독성물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지의 유전학적 검증

(1) 연구방법

(가) 신경독성물질투여 PD 모델 미니돼지의 유전자 profiling

① 신경독성물질투여 PD 모델 미니돼지의 PD 관련 뇌조직을 체취하여 RNA을 분리

후 GeneChip Porcine Genome Array (affymetrix)를 이용하여 (Genocheck, Seoul,

Korea) 유전자 발현 분석을 진행하였다.

(2) 연구결과

(가) 신경독성물질투여 PD 모델 미니돼지의 유전자 profiling

① RNA 품질 분석: 대조군과 신경독성물질 투여 PD 모델 돼지 중뇌의 RNA를 분리

후 QC를 진행하였으며 microarray를 진행하기에 적합한 range가 확보됨.

② Microarray 분석 결과 신경독성 처리 PD 모델 돼지에서 대조군에 비해 1.5배 이상

발현이 높아진 유전자는 1404개, 낮아진 유전자는 831개가 확인됨.



- 215 -

4. APP 유전자 조절 미니돼지의 유전자조절 유무 검증

가. APP 유전자 조절 미니돼지의 유전자 발현 변화 연구

(1) 연구방법

(가) APP 유전자 조절 미니돼지의 유전자 profiling

① GeneChip Porcine Genome Array 분석; APP 유전자 조절 미니돼지의 중뇌에서

RNA 분리 후 GeneChip Porcine Genome Array (affymetrix)를 이용하여 (마크로젠,

Seoul, Korea) 유전자 발현 분석을 시행하였고 이를 통해 PD모델 돼지에서 발현의

차이를 보이는 유전자의 목록 및 영향을 받은 세포기관 또는 기능을 발굴하였다.

그림 187 PD 모델 미니돼지의 유전자 profiling
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그림 188 APP 발현 미니돼지의 유전자 profiling 결과.

(2) 연구결과

(가) APP 유전자 조절 미니돼지의 유전자 발현 변화 연구

① 기초 분석; 총 23935 probe를 이용해서 돼지의 20,201 유전자의 발현 (23,256

transcript)을 비교 분석. 두 sample에서 각 유전자의 발현을 비교한 결과 한 APP 발

현 돼지 중뇌에서 control에 비해 발현이 1.5배 이상 증가한 probe signal은 2692개,

줄어든 probe는 2785개 관찰되었다. 증감의 배수를 2배로 조정하면 1111개의 probe

에서 발현 증가, 1201 probe에서 발현 저하가 관찰되었다.
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그림 189 유전자 발현 비교 결과.

② GO Analysis; APP에 의해 발현이 영향을 받은 중뇌 유전자들의 기능, 관련된 생명

현상에 대한 통계학적 분석 (GO analysis)을 통해 APP의 발현에 의해 영향을 받은

세포기능을 알아본 결과 면역관련 pathway가 가장 높은 빈도로 관찰되었으며 전체

적으로는 외부 signal에 대한 반응에 관련되는 기능이 영향을 받은 것으로 보인다.

알츠하이머의 발생 과정에서 염증 반응이 주요 하게 관찰되며 또한 병리적 기작에

역할을 하는 것으로 알려져 있다. 중뇌 위치에 대한 유전자 발현 연구였지만 균질한

세포 종류가 아니라 중뇌 기관에 대한 연구로 실제로는 다양한 세포의 복합적인

transcript가 분석되었을 수 있다. 따라서 면역 관련 유전자의 발현이 실제 뇌 세포에

서 발현이 바뀐 것인지 또는 면역 세포 등이 직접 중뇌 위치로 많이 이동하면서 발

생한 결과인지는 추후 연구를 통해 분석하여야 한다.
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표 63 GO 분석 결과

③ APP 발현에 의해 발현에 가장 영향을 많이 받은 유전자 list; APP 발현 돼지 중뇌

와 일반 돼지 중뇌에서 가장 큰 발현 차이를 보인 유전자 20개 (발현이 올라간 10개

유전자와 발현이 내려간 10개 유전자의 list는 표 7 같다. 분석 과정에서 실제 영향을

많이 받은 것으로 예상되지만 NCBI 등 주요 datable에서 정확히 annotation된 유전

자가 없는 경우는 제외하였다. 또한 data의 신뢰성을 확보하기 위해 두 sample 중

하나에서라도 발현이 거의 관찰되지 않은 경우는 발현 차이가 강조되어 나타날 수

있기 때문에 제외하였다. 이때 어떤 sample에서 한 probe의 발현 수준은 Volume이

라는 지표로 나타나며 0 ∼ 12 사이의 값으로 관찰되며 두가지 sample 중 하나에서

라도 volmume 값이 2이하인 sample에 대해서는 제외하였다. 제외된 유전자의 경우

개별적 분석을 통해 실제 큰 영향을 받은 유전자와 실험과정에서의 다양한 이유로

위양성 결과로 보이는 경우를 비교할 필요 있다.
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표 64 APP 발현 돼지 중뇌와 일반 돼지 중뇌에서 가장 큰 발현 차이를 보인 유전자들

5. ZFN 이용 PD-KO 세포주 생산

가. PD 유전자 KO 돼지 세포주 확립 및 복제수정란에서 KO 검증

(1) 연구방법

(가) PD 유전자 KO 세포주 확립 및 복제수정란에서 KO 검증

① 유전자교정 효율 최적화 및 분석법 개발; Pig primary cell에 유전자가위 도입을 최

적화하기 위한 조건 test를 mismatch-senstive nuclease assay를 이용하여 검증하였

다. 확립된 조건을 이용하여 PD 관련 유전자 중 pig PARK2에 대해 활성이 검증

된 TALEN과 reporter system을 이용하여 여러 종류의 pig primary cell line에서

KO 공여세포를 생산하였다. 생산된 공여세포의 효율 검증을 위해 genomic DNA

및 in vitro condition에서 생산된 핵이식 배반포를 전달 받아서 mismatch-sensitive

nuclease assay를 이용하여 분석하였다.

② 최신 유전자가위 활용 PD 유전자 KO 효율 비교 및 개선; 최근 개발된 유전자가위

인 CRISPR-CAS9 system (RGEN)을 도입하기 위해 Park2, DJ1, Pink1에 대한

RGEN design하여 공여세포 제작에 사용 및 RGEN 도입에 대한 조건 수립하였다.

(2) 연구결과

(가) Pig primary cell에 유전자가위도입을 최적화하기 위한 조건 test
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① 세포 양과 DNA 양, 세포 종류, electroporation 기계에 따른 KO 효율 변화;

Amaxa(Lonza)와 Neon(Invitrogen) 기기를 이용하여 기기에 따른 돌연변이 효율을

분석을 시행 한 결과, 유전자 가위와 reporter 전달 후 세포 상태는 Amaxa가 더 좋

았지만, 돌연변이 도입 효율은 Neon과 비슷하다고 했을 때 세포 양과 DNA양을 줄

여서 실험 가능한 Neon으로 조건을 확립했다.

② Pig primary cell line중 Sinclair Male Kidney(SMK), Sinclair Male Fibroblast

(SMF), Yukatan Kidney (YK), O type minipig 7 (OMP7)에서 세포 양과 DNA양을

조절하여 돌연변이 도입여부를 관찰 했을때 DNA dose가 높을수록 mutation이 잘

들어가지만 일정 양 이상을 넘어가면 오히려 효율이 낮아짐을 알 수 있었다. 또한

DNA dose에 따라 세포에 damage가 많은 현상을 관찰 하여 이를 통해 공여세포에

적합한 DNA 전달 조건 범위를 확정할 수 있었다.

그림 190 세포 종류에 따른 KO 효율 확인 결과.

(나) Park2 KO 공여세포 생산

① pig park2 TALEN과 reporter를 도입하여 pig primary cell line으로 KO 공여세포

생산; SMK와 YK cell을 이용하여 park2 TALEN과 reporter를 도입하여 매주 공여

세포 생산 후 48 h이후에 제1세부 연구팀 (서울대 수의대)에 전달하여 형광 검증하

고, 전달된 세포 중 GFP positive한 세포를 이용하여 매주 2번의 체세포 핵이식을

제1세부 연구팀에서 진행했다. 본 연구팀에서는 남겨둔 공여세포의 일부를 이용하여

T7E1으로 돌연변이 효율을 검증하고 제1세부 연구팀에서 체세포 핵이식에 사용하고

남은 세포를 in vitro culture하여 만든 배반포를 전달받아 돌연변이 효율을 간접적으

로 측정하여 분석했다.
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그림 191 PARK2 TALEN 도입한 돼지 세포에서의 형광 발현.

② 생산된 공여 세포의 효율 검증을 위해 제1세부 연구팀에 전달한 genomic DNA 및

in vitro condition에서 생산된 배반포를 전달 받아서 mismatch-sensitive nuclease

assay를 이용하여 분석, 총 44개의 배반포를 분석하여 8개의 positive를 확인하여

20%의 효율로 돌연변이가 관찰됨을 알 수 있었다.

그림 192 배반포에서 PARK2 TALEN 효율 검증.

(다) CRISPR 유전자가위 개발

① PARK2, DJ1, Pink1 CRISPR 개발; 최근 개발된 유전자가위인 CRISPR-CAS9

system (RGEN)을 도입하기 위해 Park2, DJ1, Pink1 에 대한 RGEN design하여 공

여세포 제작에 사용 및 RGEN 도입했을 때 서로 다른 pig cell line에서 TALEN보다

효율이 높은 dRGEN이 확인되었다.
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그림 193 돼지 PARK2 RGEN 효율 확인.

그림 194 개발된 DJ1 RGEN 확인.

seq direction seq for RGEN

Pig-park2-RG1 CCTTCTTGCTGGGACGATGTCTT CCN AAGACATCGTCCCAGCAAGAAGG

Pig-park2-RG3 TTGATCCCAAACCGGATGAGTGG NGG TTGATCCCAAACCGGATGAGTGG

Pig-park2-RG4 CCCAAACCGGATGAGTGGTGAGT CCN ACTCACCACTCATCCGGTTTGGG

표 65 돼지 PARK2 RGEN 염기서열

6. hSNCA 발현 미니돼지의 유전학적 검증

가. hSNCA 발현 미니돼지의 유전학적 검증

(1) 연구방법

(가) hSNCA 발현 복제 미니돼지의 유전학적 검증

① hSNCA 발현 복제 미니돼지의 유전자 발현 profile 비교 분석; SNCA 유전자 조절
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미니돼지의 중뇌에서 RNA 분리 후 GeneChip Porcine Genome Array (affymetrix)

를 이용하여 (마크로젠, Seoul, Korea) 유전자 발현 분석을 시행하였고 이를 통해

PD모델 돼지에서 발현의 차이를 보이는 유전자의 목록 및 영향을 받은 세포기관 또

는 기능을 발굴하였다.

그림 195 SNCA 발현 미니돼지 유전자발현 profiling 

(2) 연구결과

(가) hSNCA 발현 복제 미니돼지의 유전학적 검증

① 기초분석; 인간 SNCA발현 transgenic pig 제작 과정에서 사용된 parental 세포
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(PDF11)와 transgene의 insertion이 확인되었으나 trasncript의 발현이 관찰되지 않았

던 PDF5, 그리고 transgene의 insertion 및 transcript 발현이 모두 확인되었던 PDF1

의 중뇌 조직 transcriptome을 microarray를 이용하여 유전자 발현 profiling 진행하

였다. 전체 transcriptome의 유사성을 분석하였을 때 인간의 SNCA 발현이 확인되는

PDF1가 SNCA의 발현이 관찰되지 않는 대조군 PDF11 또는 PDF5와 분리되는 경향

을 보여 SNCA가 중뇌에서 유전자 발현의 profile에 영향을 준 것으로 예상된다.

그림 196 각 sample Transcriptome 간의 유사성 조사. A. MDS plot(multidimensional 

scaling plot). B. Hierarchical clustering 

② GO Analysis; SNCA에 의해 발현이 영향을 받은 중뇌 유전자들의 기능, 관련된 생

명현상에 대;한 통계학적 분석 (GO analysis)을 통해 SNCA의 발현에 의해 영향을

받은 세포기능을 알아본 결과 면역관련 pathway가 가장 높은 빈도로 관찰되었으며

전체적으로는 외부 signal에 대한 반응에 관련되는 기능이 영향을 받은 것으로 보인

다. 분석한 sample의 경우 어린 돼지의 중뇌로 전진적인 질병인 파킨슨씨 병의 증상

을 아직 보이지 않았던 sample이므로 현재 밝혀진 유전자 list가 실제 파킨슨씨 병에

관련될 런지를 알기 위해서는 지속적인 관찰이 필요할 것으로 보인다.
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그림 197 Gene Ontology Analysis (KEGG-Pathway)

③ SNCA 발현에 의해 발현에 가장 영향을 많이 받은 유전자 list; SNCA 발현 돼지

중뇌와 일반 돼지 중뇌에서 가장 큰 발현 차이를 보인 유전자 20개 (발현이 올라간

10개 유전자와 발현이 내려간 10개 유전자의 list는 같다. 분석 과정에서 실제 영향을

많이 받은 것으로 예상되지만 NCBI 등 주요 datable에서 정확히 annotation된 유전

자가 없는 경우는 제외하였다. 또한 data의 신뢰성을 확보하기 위해 두 sample 중

하나에서라도 발현이 거의 관찰되지 않은 경우는 발현 차이가 강조되어 나타날 수

있기 때문에 제외하였다. 이때 어떤 sample에서 한 probe의 발현 수준은 Volume이

라는 지표로 나타나며 0~12 사이의 값으로 관찰되며 두가지 sample 중 하나에서라도

volume 값이 2이하인 sample에 대해서는 제외하였다. 제외된 유전자의 경우 개별적

분석을 통해 실제 큰 영향을 받은 유전자와 실험과정에서의 다양한 이유로 위양성

결과로 보이는 경우를 비교할 필요 있다.



- 226 -

그림 198 APP 발현 돼지 중뇌와 일반 돼지 중뇌에서 가장 큰 발현 차이를 보인 유전자들

7. 다중 PD 유전자 적중 돼지 생산을 위한 DJ-1 KO 세포 생산

가. 3세대 유전자가위 활용 DJ-1 유전자 KO 돼지 세포 생산

(1) 연구방법

(가) 돼지 세포 유전자가위 적용 확립

① 유전체 돌연변이 도입 유도 및 분석; Pig primary cell에 유전자가위 도입을 최적화

하기 위한 조건 test를 mismatch-senstive nuclease assay를 이용하여 검증하였다.

확립된 조건을 이용하여 PD 관련 유전자 중 pig PARK2에 대해 활성이 하검증된

TALEN과 reporter system을 이용하여 여러 종류의 pig primary cell line에서 KO

공여세포를 생산하였다. 생산된 공여세포의 효율 검증을 위해 genomic DNA 및 in

vitro condition에서 생산된 핵이식 배반포를 전달 받아서 mismatch-sensitive

nuclease assay를 이용하여 분석하였다.

(2) 연구결과

(가) 3세대 유전자가위 활용 DJ-1 유전자 KO 조건 확립

① CRISPR유전자가위 적용 최적화; Neon electroporator를 이용하여 SMK/YK 두가지

종류의 공여세포에 대해 RGEN 발현 벡터 및 리포터의 양과 비율을 적용하고 돌연

변이 도입 효율을 분석하여 최적화 조건을 확립하였다.
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그림 199 DJ-1 RGEN 적용 최적화. A. SMK세포에서 RGEN 발현 벡터 전달 양 최적화. B. 

SMK/YK 세포에 대해 세포 양 및 전달 벡터/리포터 비율 최적화

② 3세대 유전자가위 활용 DJ-1 유전자 KO 조건 확립; DJ-1 RGEN과 리포터를 전달

한 공여세포를 이용하여 복제된 복제 배아를 배반포까지 배양 후 유전체 DNA를 준

비하여 DJ-1 target site 돌연변이를 분석 한 결과 4개 복제배아 중 3개에서 돌연변

이가 관찰되었다.
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그림 200 DJ-1 knockout 복제 배반포 생산 검증

③ DJ-1 녹아웃 복제돼지 분석; DJ-1 RGEN 전달된 공여세포에서 만들어진 복제 수

정란을 대리모에 이식하여 임신이 확인되었으나 유산된 태아를 분리하여 DJ-1

target site 돌연변이 여부를 분석하였을 때 7개 태아 중 2개에서 돌연변이가 관찰되

었다.

그림 201 유산된 복제 돼지에서 DJ-1 돌연변이 분석

④ PARK2/DJ-1 다중 녹아웃 복제 돼지 생산; 다중 유전자 녹아웃 파킨슨 모델 돼지

생산을 위하여 PARK2 유전자 중 1 allele이 녹아웃 되어있는 PDM3 세포주에 DJ-1
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RGEN을 처리하여 돌연변이 도입여부를 관찰하였을 때 일반 공여 세포주와 비슷한

수준으로 돌연변이가 도입됨을 확인하였다.

그림 202 PARK2 hetero KO 세포 (PDM3)에서 DJ-1 RGEN 작동 확인

⑤ DJ-1 RGEN이 처리된 PDM3 세포에서 유래된 복제 수정란을 대리모에 이식 후 태

어난 개체인 PDMD-1의 genomic DNA를 분석하였을 때 기존 보유하고 있는

PARK2위치의 돌연변이 이외에도 DJ-1 유전자상 RGEN target site에 1bp insertion

이 확인되어 DJ-1 녹아웃이 성공적으로 수행되었다. 1bp insertion에 의해 돌연변이

에서 5bp 떨어진 위치에 stop codon이 형성 되므로 기능성이 없는 truncated protein

의 발현이 예상된다.

그림 203 PDMD-1 돼지의 genomic DNA 분석. A. PDM3세포가 보유한 PARK2 유전자 돌연변이 

보유 여부 분석. B. DJ-1 RGEN에 의해 절단되는 위치에 돌연변이 도입 여부 분석.

8. AD 병인유전자 복합 발현 미니돼지의 유전학적 검증
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가. AD 병인유전자 복합 발현 미니돼지의 유전학적 검증

(1) 연구방법

(가) AD 병인유전자 복합 발현 미니돼지의 유전학적 검증

① AD 병인유전자 복합 발현 미니돼지의 유전자 발현 profile 비교 분석; AD 병인유

전자 복합 발현 미니돼지의 중뇌에서 RNA 분리 후 GeneChip Porcine Genome

Array (affymetrix)를 이용하여 (마크로젠, Seoul, Korea) 유전자 발현 분석을 시행하

였고 이를 통해 PD모델 돼지에서 발현의 차이를 보이는 유전자의 목록 및 영향을

받은 세포기관 또는 기능을 발굴하였다.

그림 204 AD 병인 유전자 복합 발현 미니돼지 유전자발현 profiling 
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(2) 연구결과

(가) AD 병인유전자 복합 발현 미니돼지의 유전학적 검증

① 기초분석; 총 23935 probe를 이용해서 돼지의 20,201 유전자의 발현 (23,256

transcript)을 비교 분석. APP/PS1 복합발현 돼지에서 control에 비해 발현이 1.5배

이상 증가한 probe signal은 666개, 줄어든 probe는 578개 관찰되었다. 증감의 배수를

2배로 조정하면 146개의 probe에서 발현 증가, 128probe에서 발현 저하가 관찰되었

다.

② GO Analysis: APP/PS1 복합의해 발현이 영향을 받은 대뇌 유전자들의 기능, 관련

된 생명현상에 대한 통계학적 분석 (GO analysis)을 수행하였다. 다양한 생명현상 관

련 유전자 군이 APP/PS1 발현에 의해 대뇌에서 영향을 받은 것으로 관찰되었다.

분석한 sample의 경우 어린 돼지의 대뇌로 전진적인 질병인 알츠하이머병의 증상을

아직 보이지 않았던 sample이므로 현재 밝혀진 유전자 list의 병리학적 중요성은 지

속적인 관찰이 필요할 것으로 보인다.

② AD 병인유전자 복합 발현에 의해 발현에 가장 영향을 많이 받은 유전자 list:

APP/PS1 복합 발현 돼지 대뇌와 일반 돼지 대뇌에서 가장 큰 발현 차이를 보인 유

전자 20개 (발현이 올라간 10개 유전자와 발현이 내려간 10개) 유전자의 list는 같다.

그림 205 Gene Ontology Analysis (KEGG-Pathway)
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분석 과정에서 실제 영향을 많이 받은 것으로 예상되지만 NCBI 등 주요 datable에

서 정확히 annotation된 유전자가 없는 경우는 제외하였다. 또한 data의 신뢰성을 확

보하기 위해 두 sample 중 하나에서라도 발현이 거의 관찰되지 않은 경우는 발현 차

이가 강조되어 나타날 수 있기 때문에 제외하였다. 이때 어떤 sample에서 한 probe

의 발현 수준은 Volume이라는 지표로 나타나며 0~12 사이의 값으로 관찰되며 두가

지 sample 중 하나에서라도 volume 값이 2이하인 sample에 대해서는 제외하였다.

9. Parkin KO PD모델 미니돼지의 유전학적 검증

(1) 연구방법

(가) Parkin KO PD 미니돼지의 유전학적 검증

① Parkin KO PD 미니돼지의 유전자 발현 profile 비교 분석; Parkin KO PD 미니돼

지의 중뇌에서 RNA 분리 후 GeneChip Porcine Genome Array (affymetrix)를 이용

하여 (마크로젠, Seoul, Korea) 유전자 발현 분석을 시행하였고 이를 통해 PD모델

돼지에서 발현의 차이를 보이는 유전자의 목록 및 영향을 받은 세포기관 또는 기능

을 발굴하였다.

그림 206 다중 유전자 발현 APP 돼지 대뇌와 일반 돼지와 가장 큰 발현 차이를 보인 유전자들



- 233 -

그림 207 Parkin KO 미니돼지 유전자발현 profiling 

(2) 연구결과

(가) Parkin KO PD 미니돼지 미니돼지의 유전학적 검증

① 기초분석; 총 23935 probe를 이용해서 돼지의 20,201 유전자의 발현 (23,256

transcript)을 비교 분석. PARK2 hetero KO 돼지에서 control에 비해 발현이 1.5배

이상 증가한 probe signal은 777개, 줄어든 probe는 583개 관찰되었다. 증감의 배수를

2배로 조정하면 161개의 probe에서 발현 증가, 98probe에서 발현 저하가 관찰되었다.

반면에 PARK2 homo KO 돼지에서 control에 비해 발현이 1.5배 이상 증가한 probe

signal은 880개, 줄어든 probe는 463개 관찰되었다. 증감의 배수를 2배로 조정하면

129개의 probe에서 발현 증가, 56probe에서 발현 저하가 관찰되었다.
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② Parkin KO에 의해 발현에 가장 영향을 많이 받은 유전자 list: Control에 비해

PARK2 유전자의 hetro 녹아웃과 homo녹아웃에서 동시에 발현의 영향을 받은 유전

자 리스트 Top 10 (UP and DOWN)은 아래와 같다. 모든 유전자에서 PARK2

hetero KO와 Homo KO에서 Control에 비해 발현이 변화된 경향이 같다는 점에서

결과의 신뢰성이 높다고 볼 수 있다.

그림 208 PARK2 유전자 (Hetero or Homo) KO에 의해 조절된 유전자 리스트

③ 실제 PARK2가 전혀 없는 상태인 homo 녹아웃 돼지의 중뇌에서만 Control 또는

PARK2 hetero 녹아웃 돼지의 중뇌에 비해 발현이 크게 변화된 유전자의 리스트는

아래와 같다.
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그림 209 PARK2 유전자 Homo KO에 의해 조절된 유전자 리스트

나. hSNCA 발현 복제 미니돼지와 KO 미니돼지의 교배 통한 다중유전자 조절 PD모델

생산

(1) 연구방법

(가) 다중유전자 조절 PD 모델에서 PARK2 유전자 녹아웃 검증

① 교배를 통해 생산된 다중유전자 조절 PD 모델 돼지의 유전체 DNA를 분리하고

PARK2 돌연변이 위치를 증폭 후 T7E1 실험을 통해 돌연변이 도입 여부를 확인하

였다.

(2) 연구결과

(가) hSNCA 발현 복제 미니돼지와 KO 미니돼지의 교배 통한 산자의 유전학적 검증

① 교배를 통해 생산된 다중유전자 조절 PD 모델 후보 돼지의 PARK2 유전자 돌연변

이 여부를 분석한 결과 12 마리중 1마리에서 돌연변이가 관찰되었다.
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그림 210 hSNCA 발현 미니돼지와 KO 미니돼지의 교배 통한 산자의에서 Park2 변이 확인

<2협동:�질환�모델�돼지의�사육�및�관리기법�확립>

1. 신경독성물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지 개발 미 미니돼지 유래 원료세포 확보

및 공급

가. PD 유발 신경 독성물질 screening

(1) 연구방법

(가) PD 유발 신경독성물질 MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) 선

별

① PD 연구자들은 질병의 다양한 측면에서 신뢰할 만한 모델 시스템을 확립하기 위해

노력해 왔고, 지난 수년간 도파민 신경 파괴로 인한 PD를 유발하는 것으로 믿어지는

다양한 독성물질들을 이용한 연구가 진행되어 오고 있다.

② 신경독성 물질들이 전체가 아닌 일부분의 PD의 특징들을 나타내지만 PD와 상동

하는 검증된 신경독성물질을 이용한 모델은 확립되지 않았다.

③ 본 연구에서는 이러한 제한에도 불구하고 다음 3가지 이유로 MPTP PD 모델 확립

을 위한 신경독성물질로 논문 및 문헌(Nature Protocols 2(1):141-151, 2007) 조사를

통하여 선별하였다.
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(2) 연구결과

(가) PD 모델 미니돼지의 개발을 위하여 신경독성 물질인 MPTP를 선정하였으며, 그

이유는 다음과 같다.

① MPTP는 인간과 원숭이에서 PD의 특징을 야기할 수 있는 dopaminergic

neurotoxin으로 알려져 있다.

② 비록 MPTP를 사용하기 위한 여러 가지 주의사항이 필요하지만 stereotaxic frame

과 같은 장비 등이 요구되지 않고 또한 6-hydroxydopamine이나 rotenone과 같이 살

아있는 동물의 수술이 필요하지 않다.

③ MPTP는 투약 후 뇌 흑질에서 dopamine 경로에 의한 병변을 반복적으로 신뢰할

만 한 수준으로 나타내기 때문이다.

나. 신경독성물질의 투여방법 확립

(1) 연구방법

(가) 신경독성물질의 투여방법에 따른 효과를 확인하기 위하여 피하 및 경동맥 투여 방

법을 중심으로 연구를 진행하였다. 피하 및 경동맥 투여를 위하여 MPTP 투여 농도

는 체중 1 kg 당 MPTP 1 mg을 0.9% 생리식염수에 희석하여 각각 투여하였다. 신경

독성물질의 투여 방법, 일정 및 투여량은 아래의 표와 같이 진행하였다.

그룹 개체번호 일령 체중(kg) 투여량

A(피하투여)
H10-028 301 62 (60 mg * 1.17 * 4 days) + (120 mg * 

1.17 * 3 days) = 702 mg / 두H10-029 301 58

B(경동맥투여)
W10-047 500 56

12 mg * 1.17 * 7 days = 98 mg / 두
W10-056 457 66

C(대조군)

B10-004 530 48

-B10-005 530 65

W10-022 580 88

표 66  신경독성물질 투여 실험

(나) 300일령 이상의 미니피그를 선발하여 각 그룹별로 투여경로 및 투여량을 달리하여

진행하였다.
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(다) 사육조건은 습도 45~55%, 온도 23~25℃, 12시간 간격의 명암을 유지할 수 있는 차

폐시설에서 사육하였다.

(라) 각 개체 별 사료섭취량, 섭취 모습, 배변활동, 걸음걸이(다리움직임), 서 있는 자세

및 누워있는 자세 등의 모든 행동을 관찰 후 수기로 작성하였다.

(2) 연구결과

(가) 피하접종

① 접종종료 1일차에 가만히 서 있는 모습이 관찰되었으며, 2일차에 앞다리의 무릎은

굽히고 있는 것이 관찰되었다. 또한, 5일차에는 누워있는 모습이 자주 관찰되었으며,

대조군에 비해 사료섭취량이 20% 수준으로 관찰되었다.

② 피하접종 개체 중 1두는 접종종료 7일차에 폐사하였다.

그림 211 가만히 서 있는 모습(1일차, 좌측 위),  무릎을 굽히고 있는 모습(2일차, 우

측 위), 그림 3. 누워있는 모습(5일차, 좌측 아래)        

③ 접종 종료 14일이 경과된 시점에도 사료섭취에 대한 의욕이 없었으며, 급수대를 통

해 직접 물을 섭취하지도 못하였다. 보행은 느리고 한 자리에 가만히 서 있는 모습

이 관찰되었다.
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④ 접종 종료 24일차에는 사료는 적극적으로 섭취를 하지만 음수대를 통한 물 섭취는

불가능한 상태로 유지되었다.

⑤ 접종 종료 26일차에는 돈방 밖으로 탈출을 하는 모습이 관찰되었다. 접촉 및 사물

에 대한 반응이 없고, 능동적인 수분 섭취는 불가능하였다.

그림 212 피하접종 개체의 돈방 탈출 모습(26일차)

⑥ 접종 종료 29일차에는 보행 및 서 있는 자세 등은 대조군과 동일하게 정상적인 모

습을 보였고, 사료 섭취도 정상상태로 회복된 것을 확인하였다. 물의 섭취는 아직 회

복되지 않은 상태로 관찰 되었다.

⑦ 접종 종료 50일차에 물체에 대한 반응을 보이기 시작하였으며 급수대에 대한 기억

이 회복되어 음수 섭취도 회복되는 모습이 관찰되었고, 56일차에는 모든 행동이 정

상으로 회복된 것이 관찰되었다.

(나) 경동맥 접종

① 접종 종료 3일차에 일어나지 못하고, 다리로 몸을 지탱하지 못하는 모습이 관찰되

었다.

그림 213 일어나지 못함 (3일차) 

② 접종 종료 5일차 오전에는 두 개체 모두 기립한 모습을 보이기도 하였지만 오후에
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는 일어나지 못하는 행동이 관찰되었다. 또한 급여한 사료는 대조군에 비해 약

30~40 % 정도의 수준으로만 섭취하는 것이 확인되었다.

그림 214 기립 불능(5일차)

③ 접종 종료 7일차에는 정상적으로 기립이 가능했으며, 자연스러운 보행이 가능했고

정상상태로 회복되는 모습을 보였다.

④ 접종 종료 14일차에는 보행 및 서 있는 자세 모두 정상적인 행동이 관찰되었으며,

사료섭취와 음수의 섭취도 모두 정상으로 회복된 것이 확인되었다. 대조군과 마찬가

지로 사료섭취에 대한 의욕이 강했고 움직임도 활발한 것이 관찰되었다.

그림 215 경동맥 투여 개체(14일차)      

⑤ 신경독성물질인 MPTP를 피하투여와 경동맥투여의 투여경로를 달리하여 투여한 결

과 피하투여의 경우 PD 병변의 증상이 약 56일간 지속되었다. 반면에 경동맥 투여의

경우는 약 15일 정도로 피하투여에 비해 그 기간이 짧게 관찰되었으며, 추후 신경독

성물질 투여의 경로를 피하투여 방법으로 채택하였다.

다. 미니돼지 유래 원료세포 확보 및 공급
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(1) 연구방법

(가) 개체 선별

① 성성숙 이후의 미니돼지 중에서 체중 및 질병 모니터링 결과를 확인하여 형질전환

복제돼지 생산에 적합한 모돈을 선발한다.

② 선발된 모돈은 동일한 종의 수컷을 이용하여 교배를 진행하고, 교배는 발정확인 후

총 3회에 걸쳐 실시한다.

③ 교배 21일 경과 후 초음파 임신진단기를 이용하여 임신여부를 확인한 후 임신이 확

인되면 제 1 세부과제의 형질전환 복제돼지 생산을 위해 공급한다.

(2) 연구결과

(가) 개체 공급

① 1차 공급 개체는 Hanford strain으로 공급 당시 1,628일령의 모돈으로 2011년 7월

23일 교배 후 임신 31일령인 2011년 8월 23일에 공급을 하였다.

② 2차 공급 개체는 Sinclair strain으로 공급 당시 947일령의 모돈으로 2012년 4월 12

일 교배 후 임신 28일령인 2012년 5월 10일에 공급을 하였다.

2. 신경독성물질 투여를 통한 PD 모델 미니돼지 조직병리 분석

가. 논문과 문헌 검색을 통한 항체 조사 및 예비 실험

(1) 연구방법

(가) 기 보고된 논문(Kish SJ 등, 2001; Zhu 등, 2000; Zhu 등, 1999) 및 문헌을 참고하

여 흑색질 신경세포 면역염색용 항체를 선정하여 정상 동물에 적용 실험을 통해 프로

토콜의 재현성 및 적정성을 평가하였다. 항체의 선정은 4가지 항목을 고려하여 선정

하였다.

① 원하는 부위에만 반응할 수 있도록 특이성이 좋은 항체

② 포르말린 고정 조직에 면역염색이 가능한 항체

③ 가급적 돼지와 설치류 등 실험동물 모두에게 반응이 가능한 항체

④ 국내 수입이 어렵지 않아 구입이 용이한 항체

(나) 정상 마우스를 이용한 예비실험을 통해 뇌 조직의 삭정부위 방법 및 면역조직화학

염색 실험방법을 수립하였으며, 이를 기반으로 정상돼지의 병리조직학적 평가를 진행
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하였다.

(다) 마우스의 뇌를 이용한 병리조직학적 평가를 실시하여 정상돼지 및 PD모델 미니돼

지에서의 적용을 위해 선정된 항체의 결과를 비교, 평가하였다.

(2) 연구결과

(가) 동물실험에 이용된 적정 1차 항체는 총 5개로 요약되어 그 중 두 종류의 항체를 우

선 선정하여 면역염색 조건 설정에 보다 용이한 항체를 최종 선택하였다.

표 67 병리조직 분석을 위한 항체 조사

(나) 우선 선정된 두 종류의 항체를 비교, 평가하기 위하여 면역조직화학염색을 진행하

였다.

① 면역조직화학 염색 결과 특정 뉴런의 세포질에만 갈색의 양성 반응을 확인할 수 있

었다.
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표 68 면역조직화학 염색 실험법

그림 216 면역조직화학염색 결과(갈색의 양성반응 확인)

② 동일한 조직 및 면역조직화학 염색 방법을 이용하여 선정된 두 종류의 항체를 비

교, 평가하여 실험한 결과 두 종류의 항체에서는 큰 차이가 없었다.
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그림 217 항체 별 면역조직화학 염색 결과 비교 - 저배율

(다) 정상돼지의 뇌 조직을 이용한 병리조직학적 평가

① 예비실험에서 도출된 실험방법을 토대로 정상돼지의 뇌 조직을 이용한 병리조직학

적 평가를 실시하였다.

② 검체는 정상돼지를 이용하였으며, 일반적인 10% 중성완충포르말린용액에 고장한

뇌 조직을 사용하였다.

③ 뇌 부위 삭정은 중뇌 직전을 시작으로 하여 일정간격으로 연속 삭정하여 5~6개의

부위를 준비하였다.

그림 218 정상돼지의 뇌 부위 삭정
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④ 면역조직화학 염색 실험은 마우스실험과 동일한 방법으로 진행하였다.

그림 219 면역조직화학 염색 결과. 세포질에서 강한 양성반응을 보이는 신경세포

들로 구성되어 있는 흑색질 구역 확인.

⑤ 선정된 두 종류의 항체를 이용하여 염색을 실시하였으며, 희석배율은 1:500에서

1:1,000으로 변경하여 평가하였다. 희석배율은 달리 하여도 차이는 나타나지 않았으

며, 양성 세포의 DAB 발색 시간에서는 ‘abcam'사의 제품이 보다 신속하게 반응하는

것이 관찰되었다. 따라서 PD모델 미니돼지의 평가를 위한 1차 항체는 ’abcam'사의

항체를 우선 적용하는 것을 결정하였다.(Ettrup KS 등, 2010)

표 69 적용항체 경과 비교

(라) PD 모델 미니돼지의 병리 조직 검사

(라) PD 모델 미니돼지의 병리 조직 검사
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① 연속 절편 중 흑색질 부위가 제대로 관찰되는 두 부위 (부위 1, 부위 2)를 선정하여

PD 모델 미니돼지 및 일반 미니돼지를 비교하여 관찰한 결과 흑색질 면역조직화학

염색 양성 신경세포는 MPTP를 이용하여 PD를 유발한 미니돼지와 정상 미니돼지에

게서 차이를 확인 할 수 있었다.

② MPTP에 의한 흑색질 신경세포의 수적 감소 경향을 확인할 수 있었으며, 이는 생

존 당시의 신경증상과의 상관이 있다는 것을 유추할 수 있다.

그림 220 MPTP 투여 미니돼지 및 정상 미니돼지의 면역조직화학염색(부위 1)



- 247 -

그림 221 MPTP 투여 미니돼지 및 정상 미니돼지의 면역조직화학염색(부위 2)

3. APP 유전자 조절 미니돼지의 번식능 평가 및 사육기법 확립

가. APP 유전자 조절 미니돼지 관리

(1) 연구방법

(가) APP 유전자 조질 미니돼지의 입식

① 2012년 8월 31일 APP 유전자 조절 미니돼지 3두가 입식하였다. 1두(AD-2)는 입식

당일 폐사하였으며, 당시 체중은 332 g으로 저체중이었으며, 좌측 전지가 굽은 비정

상적인 상태의 APP 유전자 조절 미니돼지로 확인되었다.

② 958 g으로 입식된 AD-3 개체는 12일령인 2012년 9월 12일 폐사하였으며, 폐사 체

중은 960 g이었다.

③ AD-1 개체는 정상 미니돼지와 체중의 차이가 확인되어 32주령부터 정상 급여량보

다 증량하여 사료를 급여하였다.
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그림 222 APP 유전자 조절 미니돼지(AD-1)

그림 223 APP 유전자 조절 미니돼지(AD-1)과 정상 미니돼지의 체중 비교

나. APP 유전자 조절 미니돼지의 번식능력 확인

(1) 연구방법
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(가) 발정 확인

① 성성숙 일령(분만 6개월령 이상)에 도달한 APP 유전자 조절 미니돼지의 발정 확인

을 진행하여 발정 적기를 확인한다.

그림 224 APP 유전자 조절 미니돼지의 발정 및 미발정 기간의 외음부 차이(ADF-1)

② 발정 확인은 2회/일 진행하며, 발정이 확인되면 wild type의 미니돼지와 교배를 진

행한다.

(나) 교배

① APP 유전자 조절 미니돼지의 생산에 사용된 유전자와 동일한 개체의 종(Hanford

strain)의 Wild type 미니돼지 수컷을 이용하여 자연교배를 실시하였다.

그림 225 Wild type 미니돼지와 APP유전자 조절 미니

돼지의 교배
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② 1차 번식을 종료한 ADF-1 개체는 2014년 9월 18일 재귀발정이 확인되어 교배를

진행하였으나 임신이 되지 않았으며, 그 이후의 교배 내역은 다음 표와 같이 진행되

었다.

일정 내용

2014년 9월
18일 발정이 확인되어 1차 분만 시 사용한 웅돈과 교배

→미임신

2014년 10월
13일 발정이 확인되어 교배 진행

→미임신

2014년 10월 31일 뇌 영상 촬영을 위해 반출 후 2015년 11월 26일 입식

2014년 12월 12일 발정이 확인되었으나, 교배 웅돈의 승가 의욕 상실로 교배 실패

2015년 1월 미약 발정

2015년 2월 미약 발정

2015년 3월
3개월 간 미약발정으로 교배의 어려움이 있어 호르몬제 처치 결정

3월 26일부터 Regumate 투여 개시

2015년 4월

4월 16일 Regumate 투여 종료

4월 17일 PG 600 주사

4월 21일~24일 새로운 웅돈을 이용하여 교배 진행

표 70 APP 유전자 조절 미니돼지(ADF-1)의 번식을 위한 교배

③ 지속적인 미약발정으로 인해 호르몬 처치를 진행하여 번식을 유도하기로 하였으며,

이 때 사용된 호르몬제는 Regumate와 PG600이다.

④ Regumate는 사료에 첨가하는 progesterone 성분이 함유된 호르몬제로 투여 중단

후 5일 이내 발정이 오는 호르몬제이다. 해당 호르몬제를 2015년 3월 26일부터 2015

년 4월 16일까지 21일간 투여하였으며, 성선자극호르몬제인 PG 600을 2015년 4월 17

일 주사하여 발정을 유도하였다.

(2) 연구결과

(가) ADF-1 1차 임신

① APP 유전자 조절 미니돼지는 발정확인을 개시한 시점부터 총 3회에 걸쳐 확인이

되었고, 첫 발정은 교배적기가 아니라 2번째 발정 시부터 교배를 실시하였다.



- 251 -

② 1차 교배는 2014년 1월 3일부터 2014년 1월 3일간 진행하였으나 임신이 되지 않았

고, 2차 교배는 2014년 2월 15일 진행하여 임신이 확인되었다.

③ APP 유전자 조절 미니돼지의 임신진단을 교배 26일령부터 매 주 확인하여 임신 유

지와 태낭의 크기를 확인하였다.

그림 226 APP 유전자 조절 미니돼지의 임신진단 영상.(1차 임신)
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(나) ADF-1 2차 임신

① 2015년 4월 21일 교배를 진행한 결과 임신이 확인되었으며, 주기적인 임신진단으로

임신 유지를 확인하였다.

그림 233 APP 유전자 조절 미니돼지의 임신진단 영상.(2차 임신)

(다) 1차 분만

① APP 유전자 조절 미니 돼지의 임신기간 일반 돼지의 평균 임신기간과 동일한 기강

닌 은 114일령으로, 2014년 6월 9일 분만을 하였다.

② 분만한 자돈은 총 8두로 정상 미니돼지의 평균 분만자돈 수 보다 많은 산자수를 기

록하였다.

APP유전자 조절 미니돼지 정상 미니돼지

임신 기간 114일 113.8일

총 분만 자돈 수 8두 6.4두

1산차 분만 자돈 수 8두 5두

자돈 평균 체중(kg) 0.614 0.80

암/수 2 / 6 3 / 3.4

표 71 APP 유전자 조절 미니돼지 및 정상 미니돼지의 번식능력 비교

③ 총 8두의 분만자돈 중 3두(ADF-1-6, ADF-1-7, ADF-1-8)는 분만 직후 폐사하였

으며, 3두(ADF-1-1, ADF-1-3, ADF-1-5)는 splayed leg 증상이 심하여 상태가 매

우 불량하였다.
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그림 234 APP 유전자 조절 미니돼지 자돈(분만 1일령)

Date 2014/6/9 2014/6/10 2014/6/11 2014/6/12

Age(Days) 0 1 2 3

개체번호 성별 체중(kg) 및 특이사항

ADF-1-1 Male 0.510 Splayed leg 증상으로 sacrifice

ADF-1-2 Female 0.701 0.786 0.910 1.024

ADF-1-3 Male 0.611 Splayed leg 증상으로 sacrifice

ADF-1-4 Male 0.636 0.753 0.846 0.851

ADF-1-5 Male 0.547 Splayed leg 증상으로 sacrifice

ADF-1-6 Female 0.703

분만 후 폐사(상태 불량 및 압사)ADF-1-7 Male 0.548

ADF-1-8 Male 0.659

Average 0.614 0.770 0.878 0.938

표 72 APP 유전자 조절 미니돼지 자돈의 상태

④ 생존한 ADF-1-2 개체는 모돈의 포유능력 부재로 인해 정상 이유일령인 35일령이

아닌 9일령에 이유를 실시하였다. 고형사료의 섭취가 불가능 하기에 젖병을 이용하

여 분유를 공급하는 인공포유를 진행하였다.

⑤ 분만 29일령에는 고형사료 섭취가 가능해져 펠렛사료를 급여하여 관리를 시작하였

다.

(라) 2차 분만

① 2015년 4월 21일 교배를 진행한 ADF-1 개체의 분만예정일은 2015년 8월 13일이지

만, 2015년 8월 18일에 분만을 하였다.

② 총 5두의 산자를 분만하였으나, 2두는 분만 당일 폐사(2, 3 번), 1두는 1일령에 폐사
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(4번)하였다.

그림 235 ADF-1 분만 자돈(2차 분만)

③ 생존 개체 2두(정상 및 후지기형)는 제 1세부 기관에 전달하였다.

(마) APP 유전자 조절 미니돼지의 분만 자돈 관리 방법

① 정상적인 미니돼지보다 포유능력이 떨어지는 것이 확인되어 일반 미니돼지의 초유

를 채취하였으며, 이와 함께 대용유를 이용한 인공 포유 방법도 병행하였다.

② 정상 미니돼지에게서 같은 증상이 발생되면 실시하였던 관리 방법을 개선하여 아래

표와 같이 자돈의 관리를 실시하였다.

구분 기존방법 개선방법

사료(대용유) 급여 / 음수량
20g + 100ml/회

(아침, 저녁 2배 급여)
섭취량에 따른 탄력적 급여

철분주사
1차: 분만 3일령

2차: 분만 21일령
개체 상태에 따른 주사

관리 Isolator 온도(℃) 27~31 30~34

관리 횟수 3~4회/일(6~8시간 간격) 6~7회/일(3.5~4시간 간격)

기타
돈방 바닥에 멸균 패드 설치

탯줄 및 꼬리 부위 수시 소독

표 73 관리 방법의 개선

다. APP 유전자 조절 미니돼지의 혈청학적 분석

(1) 연구방법
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(가) APP 유전자 조절 미니돼지의 혈액 생화학 분석을 통해 정상 돼지와의 차이를 비교

하였다.

① 혈액의 채취는 경정맥에서 채취하였으며, 19G*38 mm의 10 ml syringe를 이용하여

혈액 샘플을 채취하였으며, 채취한 혈액은 SST tube에 담아 생화학 분석을 실시하

였다.

(2) 연구결과

(가) 총 23개 항목에 대한 검사를 진행하였으며, 검사 결과서는 다음 표와 같다.

항목 Unit ADF-1 정상 미니돼지 (n=8) 편차

ALT U/L 37.9 37.18 0.51

AST U/L 38.3 38.48 0.13

ALP U/L 57.3 41.55 11.14

GGT U/L 13 54.83 29.58

CPK IU/L 1044 564.17 339.29

LDH U/L 390 380.46 6.75

T.BIL mg/dL 0.28 0.16 0.09

TG mg/dL 54 36.83 12.14

T.CHO mg/dL 80 58.67 15.08

LDL mg/dL 36 33.21 1.97

HDL mg/dL 39 23.63 10.87

TP mg/dL 7.82 7.96 0.1

ALB g/dL 4.51 3.87 0.45

A/G Ratio 1.36 0.95 0.29

GLU mg/dl 66.1 59 5.02

AMY U/L 1620 1406.88 150.7

BUN mg/dL 10.4 20.16 6.9

CREA mg/dL 1.25 1.25 0

CA mg/dL 10.61 9.92 0.49

IP mg/dL 7.23 5.85 0.98

Na mmol/L 142.04 143.16 0.79

K mmol/L 4.38 4.49 0.08

Cl mmol/L 97.88 101.54 2.59

표 74 APP 유전자 조절 미니돼지의 혈액 생화학 분석 결과
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4. hSNCA 발현 미니돼지의 번식능 평가 및 사육기법 확립

가. hSNCA 발현 미니돼지 입식

① 2013년 7월 5일 입식된 PDF-4 개체는 7월 18일까지 연변증상이 관찰되고 주저앉

아서 엉덩이를 끌고 이동하는 행동이 관찰되기도 하였다 (2013년 7월 10일).

그림 236 hSNCA 발현 미니돼지

② 2013년 10월 31일 입식된 3두(PDF-16, PDF-18, PDF-20)은 입식 당시 평균 체중이

3.67 kg 양호한 상태로 입식되었다.

③ PDF-16 개체는 평상시에도 침 흘리는 모습이 자주 관찰되었고 2013년 11월에는

활동성이 저하되어 사료섭취가 불량했으며, 구토 증상 및 콧물도 관찰되어 대사촉진

제인 카토살 3 ml 이근부에 주사 하여 회복되었다.
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그림 237 PDF-16 침 흘리는 모습

④ 이후 2013년 12월 정상으로 회복되어 다른 개체들과의 체중 편차를 줄이기 위하여

사료 급여량을 증가시켰으며, 2014년 1월부터는 정상량으로 동일하게 급여하였다.

그림 238 hSNCA 발현 미니돼지 주령 별 체중

⑤ hSNCA 발현 미니돼지는 다음 표의 일정으로 백신을 접종하여 관리를 진행 하였

다.

개체번호 백신 이력

PDF-4
PCV2 1st(14/10/24)

PCV2 2nd(15/1/27)

PDF-16

PDF-18

PDF-20

HE(13/11/16)

FMD 1st(14/12/29)

FMD 2nd(15/1/26)

FMD 3rd(15/6/1_PDF-16, 15/6/19_PDF-18)

표 75 hSNCA 발현 미니돼지 백신 이력
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나. 혈청학적 특성

(1) 연구방법

(가) hSNCA 발현 미니돼지의 혈액 생화학 분석을 통해 정상의 미니돼지와 비교

① hSNCA 발현 미니돼지의 혈액 생화학 분석을 통해 정상 돼지와의 차이를 비교하였

다.

② 혈액의 채취는 경정맥에서 채취하였으며, 19G 의 10 ml syringe를 이용하여 혈액

샘플을 채취하였으며, 채취한 혈액은 SST tube에 담아 생화학 분석을 실시하였다.

Parameter Unit 1차 2차 3차 4차 5차

ALT U/L 33.2 17.7 9.7 13.3 42.1

AST U/L 27.8 52.1 41.8 56.9 91.4

ALP U/L 39.8 68.5 29.9 - 62.9

CPK IU/L 346 393 347 1568 781

LDH U/L 4.93 6.81 7.58 9.29 14.33

TG mg/dL 107 68 43 38 46

T.CHO mg/dL 113 129 99 118 116

TP g/dL 8.25 7.83 8.19 - 8.93

ALB g/dL 3.15 2.38 1.77 - 1.93

A/G Ratio 0.62 0.44 0.28 - 0.28

GLU mg/dL 68.1 68.8 17.6 68.1 42.8

CREA mg/dL 0.26 3.21 0.81 0.04 0.82

CA mg/dL 9.85 10.59 8.94 - 8.52

IP mg/dL 7.48 8.6 8 7.7 8.07

표 76 hSNCA 발현 미니돼지의 혈액 생화학 분석 결과(PDF-4)
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Parameter Unit 1차 2차 3차 4차

ALT U/L 39.9 28.7 25.9 16.5

AST U/L 100.1 41.3 35.4 23.8

ALP U/L 72.1 53.4 55.2 -

CPK IU/L 7184 2232 569 1214

LDH U/L 18.95 8.75 4.93 6.33

TG mg/dL 70 47 55 95

T.CHO mg/dL 136 145 117 81

TP g/dL 7.01 8.67 8.72 -

ALB g/dL 4.08 4.56 3.83 -

A/G Ratio 1.39 1.11 0.78 -

GLU mg/dL 61.5 56.5 58.7 62.2

CREA mg/dL 0.04 4.86 1.17 0.44

CA mg/dL 10.56 11.02 10.64 -

IP mg/dL 7.19 7.1 6.39 5.56

표 77 hSNCA 발현 미니돼지의 혈액 생화학 분석 결과(PDF-16)

Parameter Unit 1차 2차 3차 4차

ALT U/L 27.1 31.9 25 23.7

AST U/L 28.1 46.5 31.2 21.7

ALP U/L 68.1 56.5 59.8 -

CPK IU/L 221 925 219 418

LDH U/L 4.31 5.79 5.03 5.16

TG mg/dL 70 52 69 50

T.CHO mg/dL 127 100 152 79

TP g/dL 7.89 8.26 9.48 -

ALB g/dL 4.07 4.45 4.1 -

A/G Ratio 1.07 1.17 0.76 -

GLU mg/dL 64.8 68.8 61.8 72.9

CREA mg/dL 0.17 4.31 1.08 0.06

CA mg/dL 11.07 11.01 11.32 -

IP mg/dL 7.29 6.89 7.66 5.79

표 78 hSNCA 발현 미니돼지의 혈액 생화학 분석 결과(PDF-18)
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Parameter Unit 1차 2차 3차 4차 5차 6차

ALT U/L 31.4 35.7 37.6 34.5 43.6 45.4

AST U/L 29.9 35.8 32.5 32.9 78.1 43.1

ALP U/L 64.9 74.3 64.9 - 31 51.9

CPK lU/L 276 239 435 237 1800 379

LDH U/L 4.29 4.49 5.14 5.59 7.82 7.38

TG mg/dL 120 101 81 31 42 112

T.CHO mg/dL 123 109 96 85 111 89

TP g/dL 8.5 8.36 9.27 - 8.9 8.11

ALB g/dL 3.84 3.96 3.68 - 4.02 3.19

A/G Ratio 0.82 0.9 0.66 - 0.82 0.65

GLU mg/dL 69.5 51 63.1 75 66.4 69.4

CREA mg/dL 0.45 2.85 1.29 0.05 1.42 1.05

CA mg/dL 11.13 10.55 10.77 - 9.77 10.21

IP mg/dL 7.39 6.54 6.42 7 6.05 4.58

표 79 hSNCA 발현 미니돼지의 혈액 생화학 분석 결과(PDF-20)

다. hSNCA 발현 미니돼지 번식능력 확인

(1) 연구방법

(가) Wild type 과의 교배

① hSNCA 발현 미니돼지의 번식을 통한 대량생산을 위해 매일 발정 확인을 진행하여

발정이 확인된 개체들을 대상으로 wild type과의 교배를 진행하였다.

② 대상 개체들의 발정확인 및 교배에 관한 사항은 다음 표에 나타나 있다.
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PDF-4 PDF-16 PDF-18 PDF-20

2014년

9월

- 9월 25일 발정

확인 후 교배 시

도 하였으나, 웅

돈의 승가 거부

로 교배 실패

- 9월 24일~28일

발정이 확인되었

으나, 웅돈의 승

가로 교배는 이

뤄지지 않음

- 9월 24~28일 발

정 확인되었으나

승가 거부로 교

배 못함

- 9월 28일 발정

확인

2014년

10월

- 건강상의 문제로

교배 진행하지

않음

- 10월 14일 발정

확인되었으나, 11

월 뇌 영상 촬영

예정으로 교배

진행하지 않음

- 10월 14~16일 교

배 진행

- 10월 16일 발정

확인

2014년

11월

- 개체의 상태는

많이 호전되었으

나, 교배는 어려

운 상태

- 뇌 영상 반출 - 임신 유지 확인

- 11월 6~8일 발정

확인 후 교배 하

였으나, 11월 28

일 재발정 확인

2014년

12월

- 12월 13일~14일

교배

- 12월 12~13일 교

배
- 임신 유지 확인

2015년

1월

- 개체의 건강상태

가 불규칙적이며,

발정정주기도 일

정치 않음

- 1월 2일 재교배

하였으나 임신진

단 결과 미임신

- 임신 유지 확인

- 1월 6일 교배 후

교배 21일령 및

25일령에 임신확

인

2015년

2월

- 2월 7일 교배 후

임신실패, 2월 27

일 교배

- 2월 8일 분만 - 임신 유지 확인

2015년

3월

- 3월 25일 임신확

인

- 3월 9일 이유 후

3월 15일~3월 18

일 교배

- 임신 유지 확인

2015년

4월 - 임신 유지 확인

- 분만 예정일:

2015년 6월 21일

- 임신 유지 확인

- 분만 예정일:

2015년 7월 7일

- 임신 유지 확인

- 분만 예정일:

2015년 4월 30일
2015년

5월

표 80 hSNCA 발현 미니돼지 번식능 확인

(2) 연구결과

(가) PDF-16 번식
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① PDF-16 개체는 2015년 2월 27일 교배 후 2015년 6월 24일 분만을 하였다. 총 분만

두수는 6두(PDF-16-1~6)이며, 그 중 female 5두, male 1두이다.

② 분만 35일령인 2015년 7월 28일 이유를 진행하였으며, 생후 5주간의 체중변화는 다

음과 같다.

그림 239  hSNCA 발현 미니돼지(PDF-16) 자돈의 평균 체중

③ 분만 자돈들에 대한 백신 이력은 다음 일정에 따라 진행하였다.

접종 일자 접종 백신

2015년 7월 1일 MH

2015년 7월 18일 PCV2

2015년 8월 6일 HE

2015년 8월 12일 FMD

표 81 hSNCA 발현 미니돼지(PDF-16-1~8) 백신 이력

(나) PDF-18 번식

① PDF-18 개체의 1차 번식은 2014년 10월 14일 교배 후 2015년 2월 8일 분만을 하

였다. 총 분만 두수는 7두(PDF-18-1~7)이며, 그 중 female 6두, male 1두이다.

Female 1두(PDF-18-2)는 발육상태가 불량하여 분만 7일령에 귀 조직 샘플링 후 도

태처리하였으며, 분만 9일령에는 설사 및 빈혈예방을 위하여 철분제를 각각 1 ml/두

주사하였다.
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그림 240  hSNCA 발현 복제 미니돼지 분만자돈(PDF-18, 1차)

② 분만 29일령인 2015년 3월 9일 이유를 진행하였으며, 생후 5주간의 체중변화는

다음과 같다.

그림 241 hSNCA 발현 미니돼지(PDF-18, 1차) 자돈의 평균 체중

③ 분만 자돈들에 대한 백신 이력은 다음 일정에 따라 진행하였다.
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접종 일자 접종 백신

2015년 3월 18일 PCV2

2015년 3월 23일 HE

2015년 3월 27일 FMD

2015년 4월 1일 MH

2015년 4월 9일 APP

2015년 4월 15일 HE

2015년 4월 24일 FMD

2014년 8월 6일 PCV2

표 82 hSNCA 발현 미니돼지(PDF-18-1~7) 백신 이력

④ PDF-18 개체의 2차 번식은 2015년 3월 15일 교배 후 2015년 7월 11일 분만을 하

였다. 총 분만 두수는 6두(PDF-18-8~13)이며, 그 중 female 1두, male 5두이다. 분만

2일령에 6두에 대한 귀 조직을 채취하여 제 1세부기관에 전달하였으며, 항생제인 바

이트릴을 구강투여 하였다. 분만 3일령에는 철분제(근육 주사) 및 콕시듐제(구강 투

여)를 진행하였으며, 21일령에는 2차 철분주사를 실시하였다.

⑤ 분만 33일령인 2015년 8월 13일 이유를 진행하였으며, 생후 5주간의 체중변화는 다

음과 같다.

그림 242 hSNCA 발현 미니돼지(PDF-18, 2차) 자돈의 평균 체중

⑥ 분만 자돈들에 대한 백신 이력은 다음 일정에 따라 진행하였다.
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접종 일자 접종 백신

2015년 7월 18일 MH

2015년 8월 6일 PCV2

2015년 8월 15일 APP

2015년 8월 20일 HE

2015년 8월 28일 FMD

표 83 hSNCA 발현 미니돼지(PDF-18-8~13) 백신 이력

(다) PDF-20 번식

① PDF-20 개체의 번식은 2015년 1월 6일 교배 후 2015년 5월 1일 분만을 하였다. 총

분만 두수는 7두(PDF-20-1~7)이며, 그 중 female 5두, male 2두이다. 분만 당일 바

이트릴 1 ml 투여하였으며, 2015년 5월 3일에는 철분제와 콕시듐제를 각각 1 ml 투

여하였다. 2015년 5월 6일에는 개체구분을 위한 이표를 부착하였으며, 꼬리조직을 샘

플링하여 전달하였다.

② 분만 27일령인 2015년 5월 28일 이유를 진행하였으며, 생후 5주간의 체중변화는 다

음과 같다.

그림 243 hSNCA 발현 미니돼지(PDF-20) 자돈의 평균 체중

(라) 번식능력 비교

① hSNCA 발현 미니돼지 및 정상 미니돼지의 번식능력을 비교하여 다음 표와 같은

차이를 확인 할 수 있었다.



- 266 -

hSNCA 발현 미니돼지
정상 미니돼지

(White Yucatan)PDF-16
PDF-18

PDF-20
1차 2차

임신기간 117일 117일 118일 115일 114.3일1)

총 분만 자돈 수 6두 7두 6두 7두 5.361)

1산차 분만 자돈 수 6두 7두 - 7두 4.04두2)

자돈 평균 분만 체중(kg) 1.05 0.98 0.95 0.72 0.861)

암/수 5/1 6/1 1/5 5/2 2.54/2.841)

(1)n=148, 2)n=24)

표 84 hSNCA 발현 미니돼지 및 정상 미니돼지의 번식능력 비교

② hSNCA 발현 미니돼지의 평균 임신기간은 약 116일인 반면, 정상 미니돼지의 임신

기간은 일반 돼지와 유사한 114일인 것으로 확인 되었다.

③ 분만 자돈 수의 경우는 정상 미니돼지의 5.36두 보다 약 1.2두가 많은 6.5두의 평균

산자수를 기록하였으며, 평균 분만 체중의 경우도 정상 미니돼지의 0.86 kg 보다 높

은 0.92 kg으로 측정되었다.

④ 총 분만 자돈수의 암/수 비율은 정상인 미니돼지에게서는 1 : 1 의 유사한 비율로

번식을 하는 결과이지만, hSNCA 발현 미니돼지는 약 2 : 1 의 비율로 암컷의 출현

율이 2배정도 높게 확인 되었다.

⑤ PDF-16, PDF-18, PDF-20 개체들의 총 산자는 26두로 샘플링된 유전자검사 결과

PDF-20 자돈인 PDF-20-1~7의 7두만 모계와 동일한 hSNCA 발현 미니돼지로 확인

되었다.

라. hSNCA 발현 미니돼지 자돈(PDF-20-1~7)의 혈청학적 특성

(1) 연구방법

(가) hSNCA 발현 미니돼지의 혈액 생화학 분석을 통해 정상의 미니돼지와 비교

① hSNCA 발현 미니돼지의 혈액 생화학 분석을 통해 정상 돼지와의 차이를 비교하였

다.

② 혈액의 채취는 경정맥에서 채취하였으며, 23G 의 3 ml syringe를 이용하여 혈액 샘

플을 채취하였으며, 채취한 혈액은 SST tube에 담아 생화학 분석을 실시하였다.

(2) 연구결과
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(가) hSNCA 발현 미니돼지로 확인된 PDF-20-1~7 개체의 혈액생화학 분석 결과는 다

음과 같다.

 Parameter Unit

1 차 Normal Range Ref
ere
nce

PDF-2
0-1

PDF-2
0-2

PDF-2
0-3

PDF-2
0-4

PDF-2
0-5

PDF-2
0-6

PDF-2
0-7 Mean±SD Range

ALT(alanine
aminotransferase) U/L 62.3 81.2 60 43.5 58.3 52.6 50.5 45.43±15.65 16.0~97.0 *

AST(aspartate
aminotransferase) U/L 74.2 260.5 47.1 43.4 62.2 64.3 78.3 40.51±22.73 19.0~225.0 *

ALP(alkaline
phosphatase) U/L 122.2 184.9 138.9 130.7 148.1 105.5 105.7 637±558 175~4246 *

CPK(creatinine
phosphokinase) IU/L 1182 834 457 447 1959 712 918 744.3±1085.1 134~8446 *

LDH(lactate
dehydrogenase) μkat/L 18.52 14.75 9.3 9.27 13.46 10.17 14.45 12.89±2.99 7.7~28.5 **

TG(triglyceride) mg/dL 65 148 82 59 88 40 30 44.74±26.15 17~236 *

T.CHO(total
cholesterol) mg/dL 117 121 125 107 120 87 114 86.3±47.2 43~533 *

LDL(low density
lipoprotein) mg/dL 60 63 62 56 64 44 56 6.16±3.47 0.77~19.69 **

TP(total protein) g/dL 8.49 8.46 8.06 7.97 8.18 7.18 8.63 7.68±0.97 4.90~10.40 *

ALB(albumin) g/dL 4.9 4.84 4.48 4.32 4.62 4.48 5.55 4.38±0.50 2.4~5.50 *

A/G(albumin-globli
n ratio)) ratio 1.36 1.34 1.25 1.18 1.3 1.66 1.8 1.46±0.50 0.51~3.46 *

Glu(glucose) mg/dL 88.2 76.3 60.1 59.7 71.7 114.5 50.2 90.49±20.81 66~224 *

CREA(creatinine) mg/dL 1.29 1.2 1.2 1.06 1.12 1.17 1.3 0.91±0.3 0.31~1.94 *

CA(calcium) mg/dL 11.9 11.36 10.72 10.84 10.81 9.16 10.29 10.67±0.56 9.3~12.3 *

IP(inorganic-phosp
horus) mg/dL 12.09 11.15 10.44 10.64 11.11 7.26 9.23 6.82±1.48 3.85~13.21 *

Na(sodium) mEq/L 138.64 140.51 136.73 136.4 137.98 111.36 130.34 144.8±3.6 119~153 *

K(potassium) mEq/L 16.88 14 12.77 12.01 12.84 11.43 16.77 5.74±0.72 4~7.5 *

Cl(chloride) mEq/L 100.93 104.28 103.05 100.81 102.57 77.45 97.95 103.4±3.8 76~111 *

* Kawaguchi, H. et al.(2012) Reference Values of Hematological and Biochemical Parameters for

the World Smalleset Microminipigs. J Vet Med Sci.

** Rispat, G. et al.(1993) Haematological and plasma biochemical values for healthy Yucatan

micropigs. Laboratory Animals 27. 368-73

표 85 hSNCA 발현 미니돼지 자돈의 (PDF-20-1~7) 혈액 생화학1차 분석
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 Parameter Unit

2 차 Normal Range Ref
ere
nce

PDF-2
0-1

PDF-2
0-2

PDF-2
0-3

PDF-2
0-4

PDF-2
0-5

PDF-2
0-6

PDF-2
0-7

Mean±SD Range

ALT(alanine
aminotransferase) U/L 51.3 49.4 63.1 42.5 46.9 46.4 34.9 45.43±15.65 16.0~97.0 *

AST(aspartate
aminotransferase)

U/L 63.8 29 57.3 54.3 101.1 72.3 43.9 40.51±22.73 19.0~225.0 *

ALP(alkaline
phosphatase) U/L 132.5 121.5 125.8 115.2 118.2 110.3 94.4 637±558 175~4246 *

CPK(creatinine
phosphokinase) IU/L 1754 377 1679 1165 6672 635 521 744.3±1085.1 134~8446 *

LDH(lactate
dehydrogenase) μkat/L 12.21 7.05 9.25 9.15 19.44 8.03 6.53 12.89±2.99 7.7~28.5 **

TG(triglyceride) mg/dL 69 73 85 62 76 59 75 44.74±26.15 17~236 *

T.CHO(total
cholesterol) mg/dL 112 111 130 113 137 124 67 86.3±47.2 43~533 *

LDL(low density
lipoprotein) mg/dL 57 60 64 59 75 78 37 6.16±3.47 0.77~19.69 **

TP(total protein) g/dL 8.07 7.88 8.7 8.23 8.65 7.45 8.58 7.68±0.97 4.90~10.40 *

ALB(albumin) g/dL 4.51 4.59 4.57 4.43 4.55 3.78 5.1 4.38±0.50 2.4~5.50 *

A/G(albumin-globlin
ratio)) ratio 1.27 1.4 1.11 1.17 1.11 1.03 1.47 1.46±0.50 0.51~3.46 *

Glu(glucose) mg/dL 42.4 37.3 40 61.4 56.1 72.5 56.8 90.49±20.81 66~224 *

CREA(creatinine) mg/dL 1.17 1.31 1.33 1.2 1.1 1.2 1.16 0.91±0.3 0.31~1.94 *

CA(calcium) mg/dL 10.88 11.11 11.35 11.1 10.61 10.69 11.35 10.67±0.56 9.3~12.3 *

IP(inorganic-phospho
rus) mg/dL 5.14 9.87 9.14 9.59 9.81 8.66 9.27 6.82±1.48 3.85~13.21 *

Na(sodium) mEq/L 138.97 142.74 139.54 138.47 141.64 141.57 146.17 144.8±3.6 119~153 *

K(potassium) mEq/L 12.03 10.57 9.41 11.52 11.09 10.11 11.84 5.74±0.72 4~7.5 *

Cl(chloride) mEq/L 101.94 102.69 100.78 101.07 103.19 103.91 106.83 103.4±3.8 76~111 *

* Kawaguchi, H. et al.(2012) Reference Values of Hematological and Biochemical Parameters for

the World Smalleset Microminipigs. J Vet Med Sci.

** Rispat, G. et al.(1993) Haematological and plasma biochemical values for healthy Yucatan

micropigs. Laboratory Animals 27. 368-73

표 86 hSNCA 발현 미니돼지 자돈의 (PDF-20-1~7) 혈액 생화학2차 분석
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마. hSNCA 발현 미니돼지 자돈(PDF-20-1~7)의 행동학적 특성

(1) 연구방법

(가) 행동관찰

① PDF-20-1~7 개체와 성별이 동일한 개체 및 일령이 유사한 정상인 미니돼지를 선

정하여, 정상 미니돼지의 행동을 0점으로 부여한 후 비교하여 PDF-20-1~7 개체의

행동을 관찰하였다.

② 분만 후 8개월령이 되는 2016년 2월부터 총 3회에 걸쳐 17개 항목에 대하여 행동관

찰을 진행하였다.

(2) 연구결과

(가) PDF-20-1의 행동관찰에 관한 점수화는 다음과 같다.

No. Question 1차 2차 3차

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0

3 침흘림 0 0 0

4 사료 섭취량 1 1 1

5 음수량 1 0 0

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 0 0 0

7 움직이는 양 0 0 0

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0

10 깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 0 0 0

11 새로운 사물에 대한 호기심 2 2 2

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0

13 강한 빛에 대한 반응 1 1 1

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0

16 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 3 3 3

17 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 3 3 3

Total Score 11 10 10

표 87 PDF-20-1 행동관찰 점수
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① PDF-20-1의 사료섭취 속도는 정상인 개체에 비하여 느린 것으로 확인되었으며, 새

로운 사물에 대한 호기심도 금방 흥미를 잃는 것으로 관찰되었다.

② 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험과 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응은 모두 반응

을 하지 않았다.

(나) PDF-20-2의 행동관찰에 관한 점수화는 다음과 같다.

No. Question 1차 2차 3차

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0

3 침흘림 0 0 0

4 사료 섭취량 1 0 0

5 음수량 1 1 1

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 0 0 0

7 움직이는 양 0 0 0

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0

10 깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 0 0 0

11 새로운 사물에 대한 호기심 2 0 0

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0

13 강한 빛에 대한 반응 0 0 0

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0

16 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 3 3 3

17 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 3 3 3

Total Score 10 7 7

표 88 PDF-20-2 행동관찰 점수

① PDF-20-2의 음수량은 정상 개체에 비하여 사료급여 후 20분간 관찰한 결과 음수

섭취 횟수가 적은 것으로 관찰되었다.
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(다) PDF-20-3의 행동관찰에 관한 점수화는 다음과 같다.

No. Question 1차 2차 3차

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0

3 침흘림 0 0 0

4 사료 섭취량 1 1 1

5 음수량 0 0 0

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 0 0 0

7 움직이는 양 0 0 0

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0

9 피부 접촉시의 반응 0 3 3

10 깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 0 0 0

11 새로운 사물에 대한 호기심 0 0 0

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0

13 강한 빛에 대한 반응 1 1 1

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0

16 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 3 3 3

17 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 3 3 3

Total Score 8 11 11

표 89 PDF-20-3 행동관찰 점수

① PDF-20-3의 사료섭취 속도는 정상인 개체에 비하여 느리게 관찰되었으며, 2, 3차

관찰 시에는 피부에 접촉을 하여도 아무런 반응을 보이지 않았다.

② 강한 빛을 이용하여 눈에 자극을 주어도 바로 피하거나 눈길을 돌리지 않고 2초 가

량의 시간이 경과된 후에 반응을 보이며 피하였다.

③ 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험이나 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응은 관찰되

지 않았다.
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(라) PDF-20-4의 행동관찰에 관한 점수화는 다음과 같다.

No. Question 1차 2차 3차

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0

3 침흘림 0 0 0

4 사료 섭취량 1 1 1

5 음수량 0 0 0

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 0 0 0

7 움직이는 양 0 0 0

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0

10 깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 0 0 0

11 새로운 사물에 대한 호기심 2 0 0

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0

13 강한 빛에 대한 반응 1 0 0

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0

16 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 3 2 2

17 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 3 3 3

Total Score 10 6 6

표 90 PDF-20-4 행동관찰 점수

① PDF-20-4의 사료섭취 속도는 정상인 개체에 비하여 느리게 관찰 되었다.

② 1차 관찰 시에는 사물에 대한 호기심과 강한 빛에 대한 반응이 정상인 개체에 비하

여 정도가 약했지만, 2, 3차 관찰 시에는 차이를 확인할 수 없었다.

③ 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험이나 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응은 관찰되

지 않았다.
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(마) PDF-20-5의 행동관찰에 관한 점수화는 다음과 같다.

No. Question 1차 2차 3차

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0

3 침흘림 0 0 0

4 사료 섭취량 1 1 0

5 음수량 0 0 0

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 1 1 1

7 움직이는 양 0 0 0

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0

10 깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 0 0 0

11 새로운 사물에 대한 호기심 2 3 3

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0

13 강한 빛에 대한 반응 0 0 0

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0

16 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 3 3 3

17 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 3 3 3

Total Score 10 11 10

표 91 PDF-20-5 행동관찰 점수

① PDF-20-5의 눈 깜박임 횟수가 정상 및 다른 hSNCA 개체에 비하여 1분 당 약 5

회 정도 낮게 관찰되었으며, 사물에 대한 호기심도 약하게 관찰되었다.

② 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험이나 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응은 관찰되

지 않았다.
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(바) PDF-20-6의 행동관찰에 관한 점수화는 다음과 같다.

No. Question 1차 2차 3차

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0

3 침흘림 0 0 0

4 사료 섭취량 0 0 0

5 음수량 3 3 1

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 0 0 0

7 움직이는 양 0 0 0

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0

10 깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 0 0 0

11 새로운 사물에 대한 호기심 2 2 2

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0

13 강한 빛에 대한 반응 0 0 0

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0

16 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 3 3 3

17 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 3 3 3

Total Score 11 11 9

표 92 PDF-20-6 행동관찰 점수

① PDF-20-6의 음수량은 사료급여 후 20분간 총 2~4회 섭취 하는 것으로 관찰 되었

으며, 새로운 사물에 대해서도 금방 흥미를 잃는 것으로 관찰되었다.

② 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험이나 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응은 관찰되

지 않았다.
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(사) PDF-20-7의 행동관찰에 관한 점수화는 다음과 같다.

No. Question 1차 2차 3차

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0

3 침흘림 0 0 0

4 사료 섭취량 1 0 0

5 음수량 3 0 0

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 0 0 0

7 움직이는 양 0 0 0

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 0 0

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0

10 깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 0 0 0

11 새로운 사물에 대한 호기심 0 0 0

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0

13 강한 빛에 대한 반응 1 0 0

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0

16 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험 3 3 3

17 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응 3 3 3

Total Score 11 6 6

표 93 PDF-20-7 행동관찰 점수

① PDF-20-7의 음수량은 사료급여 후 20분간 총 2~4회 섭취 하는 것으로 관찰 되었

으지만, PDF-20-6 및 정상인 개체에 비하여 오랜 시간동안 섭취를 하는 모습이 관

찰되었다.

② 원통에서 발을 밖으로 빼는 실험이나 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응은 관찰되

지 않았다.

5. PARK2 KO PD 모델 미니돼지 번식능 평가

가. 행동학적 특성

(1) 연구방법
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(가) PARK2 KO 미니돼지(PDM-11) 입식

① 2015년 3월 6일 분만한 PARK2 KO 미니돼지(male) 1두가 2015년 11월 5일 차폐시

설로 입식되었다. 입식당시 체중은 약 35 kg이었다.

② 입식 및 뇌 영상 촬영 후 2016년 1월부터 총 3회에 걸쳐 행동관찰을 실시하였으며,

행동관찰의 방법은 신경독성물질 투여를 통한 PD 유발 미니돼지와 hSNCA 발현 미

니돼지의 행동관찰 방법과 동일하게 진행하였다.

(2) 연구결과

(가) 행동관찰

① PDM-11 개체와 성별이 동일한 개체 및 일령이 유사한 정상인 미니돼지를 선정하

여, 정상 미니돼지의 행동을 0점으로 부여한 후 비교하여 PDM-11 개체의 행동을 관

찰하였으며, 관찰 후 각 항목에 대한 점수는 다음 표와 같다.
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No. Question 1차 2차 3차 관찰 내용

1 쉬는 동안의 떨림 0 0 0
정상인 개체와 마찬가지로 떨림

없음

2 움직이는 동안의 떨림 0 0 0
정상인 개체와 마찬가지로 떨림

없음

3 침흘림 0 0 0

사료 섭취 전, 후에 약간의 침 흘림

현상을 보이며, 이는 정상인

개체들과 동일한 증상

4 사료 섭취량 1 0 0

1차 관찰 시에만 섭취 속도가

10분을 넘었을 뿐, 이후에는 정상

개체들과의 속도와 유사함

5 음수량 0 0 0
정상인 개체들에 비해 음수 섭취가

더 많은 편임

6 눈 깜빡임 속도 및 횟수 0 0 0 18~19회/분 관찰 됨

7 움직이는 양 0 0 0 정상인 개체에 비해 활동량이 많음

8 자극적인 냄새에 대한 반응 0 1 1
알코올 분무 시 약 4초후 반응응

보임

9 피부 접촉시의 반응 0 0 0 접촉 즉시 반응을 보이며 피함

10 깜짝 놀래 켰을 때의 반응 속도 0 0 0 즉각 반응을 보임

11 새로운 사물에 대한 호기심 0 0 0
냄새를 맡고 코를 이용하여 사물을

움직임

12 쉬면서 내는 소리의 변화 0 0 0 소리의 변화 없음

13 강한 빛에 대한 반응 0 0 0 즉시 빛을 피하는 행동을 보임

14 큰 소리에 대한 놀람 반응 0 0 0
즉각 반응을 보이며 소리 발생

장소를 응시 함

15 식사 시간 전의 울음소리 0 0 0
큰 소리는 없지만 빠른 속도로

급이기 주변을 배회

16
원통에서 발을 밖으로 빼는 실

험
3 2 2

1차 관찰 시에는 전/후지 모두

반응이 없었으며, 2, 3차 관찰

시에는 앞다리는 제거하려고 함

17
피부에 스티커를 붙였을 때의

반응
3 3 3 반응 관찰 안됨

Total Score 7 6 6

표 94 PARK2 KO 미니돼지의 행동 점수화

② PDM-11 개체의 경우는 다른 항목에 있어서는 정상인 개체와 큰 차이가 없었지만,

원통에서 발을 밖으로 빼는 실험과 피부에 스티커를 붙였을 때의 반응은 크게 차이

를 보여 반응을 거의 보이지 않았다. 이는 발을 밖으로 빼 내려고 노력하고 몸을 흔

들어 스티커를 제거하려는 정상 개체들과는 큰 차이를 보이는 항목이다.
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③ 또한, 행동관찰 항목 이외에 정상인 개체와 차이가 확인되는 모습은 다른 미니돼지

들의 분변을 섭취하고, 평상시에도 혀가 밖으로 노출된 모습이 관찰 되었다.

그림 244 분변 섭취하는 모습

그림 245 혀를 노출한 모습

나. PARK2 KO 미니돼지의 혈청학적 특성

(1) 연구방법

(가) PARK2 KO 미니돼지의 혈액 생화학 분석을 통해 정상의 미니돼지와 비교

① PARK2 KO 미니돼지의 혈액 생화학 분석을 통해 정상 돼지와의 차이를 비교하였

다.

② 혈액의 채취는 경정맥에서 채취하였으며, 21G 의 5 ml syringe를 이용하여 혈액 샘

플을 채취하였으며, 채취한 혈액은 SST tube에 담아 생화학 분석을 실시하였다.

(2) 연구결과

(가) PARK2 KO 미니돼지의 혈액생화학 분석 결과는 다음과 같다.
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 Parameter Unit Result
Normal Range

Reference
Mean±SD Range

ALT(alanine aminotransferase) U/L 48.4 45.43±15.65 16.0~97.0 *

AST(aspartate aminotransferase) U/L 54.2 40.51±22.73 19.0~225.0 *

ALP(alkaline phosphatase) U/L 71.4 637±558 175~4246 *

CPK(creatinine phosphokinase) IU/L 1726 744.3±1085.1 134~8446 *

LDH(lactate dehydrogenase) μkat/L 7.77 12.89±2.99 7.7~28.5 **

TG(triglyceride) mg/dL 79 44.74±26.15 17~236 *

T.CHO(total cholesterol) mg/dL 57 86.3±47.2 43~533 *

LDL(low density lipoprotein) mg/dL 24 6.16±3.47 0.77~19.69 **

TP(total protein) g/dL 7.72 7.68±0.97 4.90~10.40 *

ALB(albumin) g/dL 4.23 4.38±0.50 2.4~5.50 *

A/G(albumin-globlin ratio)) ratio 1.21 1.46±0.50 0.51~3.46 *

Glu(glucose) mg/dL 39.6 90.49±20.81 66~224 *

CREA(creatinine) mg/dL 1.52 0.91±0.3 0.31~1.94 *

CA(calcium) mg/dL 9.97 10.67±0.56 9.3~12.3 *

IP(inorganic-phosphorus) mg/dL 7.98 6.82±1.48 3.85~13.21 *

Na(sodium) mEq/L 137.26 144.8±3.6 119~153 *

K(potassium) mEq/L 9.1 5.74±0.72 4~7.5 *

Cl(chloride) mEq/L 99.59 103.4±3.8 76~111 *

표 95 PARK2 KO 미니돼지의 혈액 생화학 분석

다. PARK2 KO 미니돼지의 번식능 평가

(1) 연구방법

(가) PARK2 KO 미니돼지의 교배

① PARK2 KO 미니돼지의 번식능력을 평가하기 위하여 hSNCA 발현 미니돼지들과의

교배를 실시 목적으로, 자연교배 전 승가연습을 위하여 의빈대 사용 훈련을 실시하

였다.

② 의빈대를 통한 승가 훈련은 오전, 오후 각각 1회 씩 진행하였으며, 승가에는 문제가

없는 것으로 확인되어 승가훈련과 동시에 hSNCA 발현 미니돼지의 자돈

(PDF-20-1~5)의 발정을 확인하기 시작하였다.
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그림 246 PARK2 KO 미니돼지 의빈대 승가 훈련

(2) 연구결과

(가) hSNCA 발현 미니돼지 자돈 발정 확인 및 교배

① hSNCA 발현 미니돼지인 PDF-20 개체와 wild type 미니돼지의 교배를 통해 분만

한 PDF-20-1~7 의 7두는 hSNCA 발현 미니돼지로 확인되어, 이 중 female 개체들

을 대상으로 약 8개월인 2016년 2월부터 발정확인을 진행하였다.

② PDF-20-3 개체는 2016년 2월 4일 발정이 확인되어 PDM-11 개체와 총 3회에 걸쳐

교배를 진행하였으며, 2016년 2월 29일 임신이 확인되었다.

그림 247  PARK2 KO 미니돼지(PDM-11) 교배 및 임신진단(PDF-20-2, 25일령)

③ PDF-20-5 개체는 2016년 3월 15일 발정이 확인되어 PDM-11 개체와 총 3회에 걸

쳐 교배를 진행하였지만 임신이 되지 않았다.

④ PDF-20-2 개체는 2016년 4월 6일 발정이 확인되어 PDM-11 개체와 총 3회에 걸쳐

교배를 진행하였으며, 2016년 4월 29일 임신이 확인되었다

.
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그림 248 PARK2 KO 미니돼지(PDM-11) 교배 및 임신진단(PDF-20-2, 23일령)

⑤ 임신이 확인된 PDF-20-2 및 PDF-20-3 개체는 매 주 임신진단을 실시하여 임신

유지 여부를 확인하였다.

⑥ 분만 예정일이 2016년 5월 28일이었던 PDF-20-3 개체는 예정일보다 1일 늦은

2016년 5월 29일 분만을 하였으며, 총 분만두수는 5두(female 3, male 2)이며, 평균

분만 체중은 0.90 kg이었다.

⑦ 분만 3일령에 1차 철분주사를 1 ml/두 근육주사 하였으며, 견치를 실시하였고, 분만

21일령에 2차 철분주사 2.0 ml/두를 근육주사하였다. 이유는 35일령 7월 3일 진행하

였으며, 분만 후 5주령의 체중 변화는 다음과 같다.

그림 249 PDF-20-3-1~5 자돈의 평균 체중

⑧ 분만 예정일이 2016년 7월 29일이었던 PDF-20-2 개체는 예정일보다 1일 빠른

2016년 7월 28일 분만을 하였으며, 총 분만두수는 7두(female 4, male 3)이며, 평균

분만 체중은 0.92 kg이었다.
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그림 250 PDF-20-2 자돈(PDF-20-2-1~7)

⑨ 분만 3일령에 1차 철분주사를 1 ml/두 근육주사 하였으며, 견치를 실시하였고, 분만

21일령에 2차 철분주사 2.0 ml/두를 근육 주사하였다. 분만 후 2주령의 체중 변화는

다음과 같다.

그림 251 PDF-20-2-1~7 자돈의 평균 체중

⑩ hSNCA 발현 미니돼지와 wild type과의 교배, hSNCA 발현 미니돼지와 PARK2

KO 미니돼지의 교배를 통해 확인된 번식 능력은 다음 표와 같다.
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교배 모돈 PDF-20 PDF-20-2 PDF-20-3 정상 미니돼지

(White Yucatan)교배 웅돈 wild type PARK2 KO PARK2 KO

임신기간 115일 113일 115일 114.3일1)

총 분만 자돈 수 7두 7두 5두 5.361)

1산차 분만 자돈 수 7두 7두 5두 4.04두2)

자돈 평균 분만 체중(kg) 0.72 0.92 0.90 0.861)

암/수 5/2 4/3 3/2 2.54/2.841)

(1)n=148, 2)n=24)

표 96 hSNCA 발현 미니돼지, PARK2 KO 정상 미니돼지의 번식능력 비교

⑪ hSNCA 발현 미니돼지인 PDF-20-2, PDF-20-3 개체와 PARK2 KO 돼지인

PDM-11 개체의 교배 결과 생산된 자돈 12두 중 TG(hSNCA 발현) model로 확인된

개체는 총 9두로 확인되었다.

제 3 절 연구과제 결과 총정리

본 과제의 최종 연구결과는 다음과 같다. 총 5년 동안 AD/PD 모델 미니돼지를 생산

하기 위하여 체세포핵이식 기법에 의해 45마리의 형질전환복제돼지를 생산하였으며, 최

종적으로 25마리가 생존하였다. 이중 6두에서 생식전 전이와 교배능을 검증하였다. 번식

능력을 지닌 6두를 이용하여 총 33두의 자손을 생산 할 수 있었다. 이를 통해 인체질병

모델로서 AD 2종 PD 3종의 형질전환 돼지를 확립하였다.

1. 신경독성물질 MPTP 투여를 통한 PD 모델을 생산 검증 하였다. 사람의 PD 병변 증상

및 행동과 유사한 19개 항목을 선정하여 관찰한 결과 이들 돼지에서 40점 이상의 높은

점수로 확인되어 MPTP의 투여로 PD의 병변이 유도된다는 것을 확인 검증하였다.

MPTP 투여 돼지 뇌의 면역조직화학염색의 결과 흑색질 신경세포의 수적 감소 경향을

확인할 수 있었다. 본 연구를 통하여 MPTP의 투여로 PD 모델 미니돼지를 생산할 수 있

는 방법을 확립하였다.

2. AD 모델 미니돼지를 생산하였다. AD 모델 미니돼지는 AD 병인 유전자중 swedish형

을 유발하는 human mutant APP(hAPP)를 발현시켰고, 복합유전자 발현 미니돼지는

PS1의 추가 발현을 유도하였다. 본 연구에서 hAPP 발현 복제 미니돼지 ADF-1 개체에

서 5차년도까지 시행한 행동분석 결과 치매 환자에 준하는 증상들을 확인하였으며,

FDG PET 영상 분석의 결과 전반적인 뇌 대사 감소가 관찰되며, MRI 분석에서는 뇌

실확장 및 뇌 피질 위축이 관찰되어 AD 환자에서 나타나는 소견과 유사함을 보였다.
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그러나 PIB PET 영상에서는 hAPP 발현 복제 미니돼지에서 유의한 뇌피질 uptake 유의

적 증가는 보이지 않았다.

3. 본 연구팀은 PD 모델 미니돼지 개발을 위해 hSNCA 발현 미니돼지와 PARK2 KO

미니돼지를 생산하였고, 2가지의 PD 모델돼지의 자연 교배를 통해 다중 유전자 조절

PD 모델 미니돼지도 생산하였다. 본 연구에서는 hSNCA 발현 미니돼지와 PARK2 KO

미니돼지의 행동학적 영상학적 분석을 실시하였으며, 행동관찰을 진행한 결과 사람에서

와 유사하게 행동 및 운동양상의 점수가 지속적인 감소소견을 보여주었다. 영상학적 분

석 결과에서도 PD 환자에서 보이는 소견과 유사하게 hSNCA 발현 미니돼지 2년령

PDF-20 개체의 경우 정상 미니돼지와 비교하여 FP-CIT PET 영상에서 양측

putamen 섭취가 감소되었음을 관찰하였다. 또한 Parkin KO 미니돼지 1년령 PDM-11

의 경우 정상 미니돼지와 비교하여 FDG PET 영상에서 양측 occipital cortex 대사가

감소함이 관찰되었고 FP-CIT PET 영상에서 양 측 putamen 섭취가 현저하게 감소

되었음을 관찰하였고 Cortical atrophy와 ventricle size가 증가됨이 관찰되었다.

4. 따라서 최종적으로 본 과제에서 생산 및 분석되어진 AD와 PD 모델 미니돼지들은 인

체 알츠하이머병/파킨슨병 동물 모델로서의 이용이 가능할 것으로 판단된다. 하지만

전임상 모델로의 활용을 위해서는 조직 검사와 현재까지 검사가 진행되어진 이후의 연령

에서도 지속적으로 행동 및 영상학적 변화의 추가적인 관찰이 필요할 것이라고 판단되어

진다. 결론적으로 인체와 유사한 임상증상 패턴을 보여주었기에 모델로의 가치는 충분 하

다고 판단된다.

이름

(나이)
유전자 행동분석 증상 영상분석 증상 의학적 소견

ADF-1

(3년령)

Synapsi

n-

hAPP

2012년 8월 31일 태어난

hAPP 유전자 개체로

2013년 9월을 시작으로

2016년 7월까지, 총 14회

행동관찰을 진행한 결과

인지기능 및 행동양상의

지속적인 감소 소견이 관

찰되었음. (평가 개별 점

수: 17, 15, 8, 19, 7, 6, 7,

8, 7, 5, 6, 6, 1, 3)

hAPP 발현 복제 미니돼지에

서 5차년도까지 시행한 영상

분석중 5년쨰 시행한 FDG

PET에서 parietal cortex에

약간 metabolism이 감소함을

확인하였고 1C-PIB의 PET과

CT에 관한 영상 소견상 정상

미니돼지와 비교하여 APP 발

현 복제 미니돼지에서 양쪽

temporal cortex에 PIB

uptake가 관찰되었으며, 정상

미니돼지와 비교하여 MR 영

상에서 APP 발현 복제 미니

돼지에서 ventricle size가 약

간 증가 하여 이후에 향후 추

적 관찰 및 조직 검사 소견과

비교해 보아야 할 것으로 판

hAPP 발현 복제 미니돼지에서

5차년도까지 시행한 행동분석

과 영상 분석 결과 치매 환자

에 준하는 치매 증상과 유사한

임상 증상과 영상학적 변화소

견이 관찰되고 있으나 조직 검

사 소견과의 비교 분석이 필요

함. 본 동물 모델은 인체 치매

동물모델로서의 이용이 가능할

것으로 판단되나 연령 4년 이

후의 행동 및 영상학적 변화의

추가적인 관찰이 요망됨

표 97 최종 결과 총 정리; 생산된 AD/PD 모델 미니돼지의 검증
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단됨
ADF-1

-2

(2년령)

Synapsi

n-

hAPP

2014년 6월 9일 태어난

hAPP 유전자 개체로

2015년 4월을 시작으로

2016년 7월까지, 총 8회

행동관찰을 진행한 결과

인지기능 및 행동양상의

지속적인 감소소견이관찰

되어 있음. (평가개별 점

수; 13, 1, 7, 1, 2, 1, 6,

3)

hAPP 발현 복제 미니 돼지

산자 ADF1-2에서 2차년도까

지 시행한 영상 분석중

ADF-1의 경우

FDG PET에서 parietal

cortex에 약간 metabolism이

감소하고 양쪽 temporal

cortex에 PIB uptake가 관찰

되었고 MR에서 ventricle

size가 약간 증가되어 보이나

그 차이가 subtle 하여 실제

변화가 있는 것인지는 확실하

지 않아 향후 추적 관찰 및

조직 병리학적인 검사가 필요

하다고 판단됨

hAPP 발현 복제 미니돼지에서

나온 산자 2차년도까지 시행한

행동분석과 영상 분석 결과 치

매 환자에 준하는 치매 증상과

유사한 임상 증상과 영상학적

변화소견이 관찰되고 있으나

조직 검사 소견과의 비교 분석

이 필요함. 본 동물 모델은 인

체 치매 동물모델로서의 이용

이 가능할 것으로 판단되나 연

령 2년 이후의 행동 및 영상학

적 변화의 추가적인 추적 관찰

이 요망됨

PDF-2

0

(2년령)

CMV-h

SNCA

2013년 태어난 hSNCA

유전자 개체로 2013년 9

월을 시작으로 2016년 7

월까지, 총 8회 행동관찰

을 진행한 결과 행동 및

운동양상의 지속적인 감

소소견이 관찰되어 있음.

(평가 개별점수 6, 7, 9,

3, 6, 8, 6, 4)

hSNCA 발현 복제 미니돼지

의 18F-FDG의 PET과 CT에

관한 영상 소견에서 정상 미

니돼지와 비교하여 이상소견

을 관찰되지 않았으나

hSNCA 과발현 4 미니돼지 2

년령 PDF-20의 경우 정상 미

니돼지와 비교하여 FP-CIT

PET 영상에서 양측 putamen

섭취가 감소가 관찰되어 향후

추적 관찰 및 조직 병리학적

인 검사가 필요하다고 판단됨

hSNCA 발현 복제 미니돼지 5

차년도까지 행동관찰을 진행

한 결과 행동 및 운동양상의

지속적인 감소소견이 관찰되고

.18F-FDG의 PET과 CT에 관

한 영상소견에서 정상 미니돼

지와 비교하여FP-CIT PET

영상에서 양 측 putamen 섭취

가 감소가 관찰되어 있으나

조직 검사 소견과의 비교 분석

이 필요함. 본 동물 모델은 인

체 파킨슨 동물 모델로서 의

이용이 가능할 것으로 판단되

나 연령 3년 이후의 행동 및

영상학적 변화의 추가적인 관

찰이 요망됨
PDM-

11

(1년령)

PARK2

KO

2015년 3월 태어난

PARK2 KO 유전자 개체

로 2013년 9월을 시작으

로 2016년 7월까지, 총 3

회 행동관찰을 진행한 결

과 행동 및 운동양상의

지속적인 감소소견이 관

찰되어 있음. (평가 개별

점수; 7, 6, 6)

Parkin KO 미니돼지 1년령

PDM-11의 경우 정상 미니돼

지와 비교하여 FDG PET 영

상에서 양 측 occipital

cortex 대사가 감소함이 관찰

되었고 FP-CIT PET 영상에

서 양 측 putamen 섭취가 현

저하게 감소되었음을 관찰하

였고 Cortical atrophy와

ventricle size가 증가가 관찰

되어 향후 추적 관찰 및 조

직 병리학적인 검사가 필요

하다고 판단됨

Parkin KO 미니돼지 1년령

PDM-11의 경우 정상 미니돼

지와 비교하여 행동관찰을 진

행한 결과 행동 및 운동양상의

지속적인 감소소견이 관찰되고

FDG PET 영상에서 양 측

occipital cortex 대사가 감소함

이 관찰되었고 FP-CIT PET

영상에서 양 측 putamen 섭취

가 현저하게 감소되었음을 관

찰하였고 Cortical atrophy와

ventricle size가 증가가 관찰

되어 향후 추적 관찰 및 조직

병리학적인 검사가 필요하다고

판단됨. 본 동물 모델은 인체
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제 4 절 연구과제의 성과

가. 지식재산권

파킨슨 동물 모델로서 의 이용

이 가능할 것으로 판단되나 연

령 1년 이후의 행동 및 영상학

적 변화의 추가적인 추적관찰

이 요망됨

구 분
지식재산권등명칭
(건별 각각 기

재)
국 명

출원 등 록
기 타

출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

발명특허

파킨슨병 유발

돼지 모델 제작

및 이의

행동점수화

분석방법

한국

이병천
오현주
문준호
박은정
박정은
백선하
김현일
김지호
강상철

2014-06-
18

10-2014-
0074390

발명특허

알츠하이머

질환 모델용

형질전환 돼지

및 이의 용도

한국

이병천
오현주
박정은
문준호
박은정
송길영

2015-06-
17

10-2015-
0085879

발명특허

파킨슨 질환

모델용

형질전환 돼지

및 이의 용도

한국
이병천
오현주
김건아

2016-09-
29

10-2016-
0125806

발명특허

Parkin 유전자

녹아웃된

파킨슨 질환

모델용 돼지 및

이의 용도

한국

이병천
오현주
김석중
백선하
문효은
김지호
김현일

2016-10-
04

10-2016-
0127412

발명특허

타가 세포

이식용

스캐폴드

제조방법

한국

서울대학
교

산학협력
단/포항
공과대학
교산학협

2014-04-
30

10-2014-
0052782

서울대
학교
산학협
력단/포
항공과
대학교

2016-0
6-28

10-163596
4



- 287 -

나. 논문게재

력단
산학협
력단

상표출원 ADPIG 한국

서울대
학교산
학협력
단

2016-08-
03 40-2016-

0059080

상표출원 PDPIG 한국

서울대
학교산
학협력
단

2016-08-
03

40-2016-
0059082

상표출원 에디피그 한국

서울대
학교산
학협력
단

2016-08-
03

40-2016-
0059079

상표출원 피디피그 한국

서울대
학교산
학협력
단

2016-08-
03

40-2016-
0059081

번호 논문명 학술지명
주저
자명

학술지게재일 SCI여부

1

Effects of mineral supplements on

ovulation and maturation of dog

oocytes

Theriogenology Kim MJ 2012-01-19 SCI

2
Post-mortem re-cloning of a

transgenic red fluorescent protein dog

Journal of

veterinary science
Hong SG 2011-12-01 SCI

3
Minipig as laboratory animals: Facility

management and husbandry

Reproductive and

Developmental

Biology

Koo OJ 2012-03-01 비SCI

4

Paradoxical effects of kisspeptin: it

enhances oocyte in vitro maturation but

has an adverse impact on hatched

blastocysts during in vitro culture

Reproduction,

Fertility and

Development

Saadeldin
IM 2011-11-28 SCI

5

Comparison of cell proliferation and

epigenetic modification of gene

expression patterns in canine foetal

fibroblasts and adipose tissue-derived

mesenchymal stem cells

Cell Proliferation Oh HJ;
Park EJ 2012-08-27 SCI

6

Trichostatin A Improves

Preimplantation Development of Bovine

Cloned Embryos and Alters Expression

of Epigenetic and Pluripotency Genes in

Cloned Blastocysts

The Journal of

veterinary medical

science

Oh, H.J. 2012-06-18 SCI
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7

Relationship between pregnancy rate

and serum progesterone concentration

in porcine embryo transfer

Journal of

Veterinary

Science

Moon JH 2013-12-27 SCI

8

The clinical impact of precise electrode

positioning in STN DBS on three-year

outcomes

Journal of the

neurological

sciences

Paek, S.H. 2013-03-07 SCI

9
A library of TAL effector nucleases

spanning the human genome

Nature

biotechnology
Kim,
Yongsub 2013-02-17 SCI

10

Mitochondrial dysfunction of

immortalized human adipose

tissue-derived mesenchymal stromal

cells from patients with Parkinson's

disease

Experimental

Neurobiology
Moon
H.E. 2013-12-31 SCI

11

Effect of 7,8-Dihydroxyflavone as an

Antioxidant on In Vitro Maturation of

Oocytes and Development of

Parthenogenetic Embryos in Pigs

The Journal of

reproduction and

development

Choi,
J.-Y. 2013-06-08 SCI

12

Post-maturation zona perforation

improves porcine parthenogenetic

trophoblast culture

Placenta Saadeldin
IM 2014-04-01 SCI

13

Hybrid scaffold composed of

hydrogel/3D-framework and its

application as a dopamine delivery

system

Journal of

Controlled Release
Kang KS1 2014-02-01 SCI

14

The influencde of propofol and

fentanyl on deep brain stimulation of

the subthalamic nucleus

Journal of Korean

Medical Science
Kim W1 2014-09-01 SCI

15

A spatial model showing differences

between juxtacrine and paracrine

mutual oocyte-granulosa cells

interactions.

Indian journal of

experimental

biology

Saadeldin
IM 2015-02-02 SCI

16

Sequential treatment with

resveratrol-trolox improves development

of porcine embryos derived from

parthenogenetic activation and somatic

cell nuclear transfer

Theriogenology Lee S 2015-07-01 SCI

17

Production of Mutated Porcine

Embryos Using Zinc Finger Nucleases

and a Reporter-based Cell Enrichment

System

Asian-Australasia

n Journal of

Animal Sciences

Koo OJ 2014-03-01 SCI

18

Fully Implantable Deep Brain

Stimulation System with Wireless

Power Transmission for Long-term

Use in Rodent Models of Parkinson's

Disease.

Journal of Korean

Neurosurgical

Society

Heo MS 2015-03-01 SCI

19 Improvement of cloned embryos Cell Reprogram. Saaadeldin 2014-06-01 SCI
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development by co-culturing with

parthenotes: a possible role of

exosomes/microvesicles for embryos

paracrine communication.

IM

20

Analysis of cell growth and gene

expression of porcine adipose

tissue-derived mesenchymal stem cells

as nuclear donor cell

Development,

growth &

differentiation

Oh HJ 2014-12-17 SCI

21

Digenome-seq: genome-wide profiling

of CRISPR-Cas9 off-target effects in

human cells

Nature methods Kim D 2015-02-09 SCI

22

Optimizing electrical activation of

porcine oocytes by adjusting pre- and

post-activation mannitol exposure times

Reproduction in

Domestic Animals
Kwon D 2014-12-01 SCI

23

A case report of preoperative and

postoperative 7.0T brain MRI in a

patient with a small cell glioblastoma.

Journal of

Korean medical

science

Paek SH 2014-07-11 SCI

24

Proposed Motor Scoring System in a

Porcine Model of Parkinson's Disease

induced by Chronic Subcutaneous

Injection of MPTP.

Experimental

Neurobiology
Moon JH 2014-09-01 비SCI

25
Intrapancreatic ectopic splenic tissue

found in a cloned miniature pig

Journal of

veterinary science
Koo OJ 2015-06-30 SCI

26

Quercetin improves the in vitro

development of porcine oocytes by

decreasing reactive oxygen species

levels

Journal of

veterinary science
Kang JT 2013-01-14 SCI

27

Oct4 overexpression facilitates

proliferation of porcine fibroblasts and

development of cloned embryos.

Zygote Kim SJ 2015-10-01 SCI

28

The Unreliability of MTT Assay in

the Cytotoxic Test of Primary Cultured

Glioblastoma Cells.

Experimental

Neurobiology
Jo HY 2015-09-01 비SCI

29

Supplementation with spermine during

in vitro maturation of porcine oocytes

improves early embryonic development

after parthenogenetic activation and

somatic cell nuclear transfer.

Journal Of

Animal Science
Jin JX 2016-05-01 SCI

30

Lanosterol influences cytoplasmic

maturation of pig oocytes in vitro and

improves preimplantation development

of cloned embryos

Theriogenology Lee S 2016-03-01 SCI

31

Human umbilical cord blood-derived

mesenchymal stem cells improve

functional recovery through

Journal of

Neuroscience

Research

Park HW 2015-12-01 SCI
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다. 국내 및 국제 학술회의 발표

thrombospondin1, pantraxin3, and

vascular endothelial growth factor in

the ischemic rat brain

32

Long-Term Clinical Outcome of

Internal Globus Pallidus Deep Brain

Stimulation for Dystonia

PLoS One Park HR 2016-01-01 SCI

33

A Short Review on the Current

Understanding of Autism Spectrum

Disorders.

Experimental

Neurobiology
Park HR 2016-02-01 비SCI

34

Bilateral Deep Brain Stimulation of the

Subthalamic Nucleus under Sedation

with Propofol and Fentanyl.

PLoS One Lee WW 2016-03-01 SCI

35

Fractionated Stereotactic Gamma Knife

Radiosurgery for Medial Temporal Lobe

Epilepsy: A Case Report.

Experimental

Neurobiology
Park HR 2016-04-01 비SCI

번호 발표자 발표제목 발표일시 장소, 국명

1 Moon JH Effects of porcine seminal plasma in in vitro culture
of embryos 2012-06-22 대전

2 Oh HJ Minipig adipose tissue-derived mesenchymal stem
cell in pig cloning 2012-06-22 대전

3 Park EJ Effects of embryo transfer media on porcine
parthenogenetic embryos 2012-06-22 대전

4 Kim SJ Targeted genome engineering using Programmable
Nucleases 2012-07-20 서울

5 Park JE Effect of follicular fluid concentration on in vitro
maturation of porcine oocytes 2012-06-22 대전

6 Saadeldin
IM

Using porcine granulosa cells as feeders for porcine
and bovine trophectoderm cell culture 2012-01-09 Phoenix/US

A

7 Moon HE
Mitochondrial dysfunction of immortalized human
adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells

from patients with Parkinson's disease
2013-04-18 서울

8 Moon JH
Relationship between pregnancy rate and serum
progesterone concentration in porcine embryo

transfer
2013-04-25 대전

9 Hwang JH The influence of propofol on the microelectrode
recording of STN DBS 2013-05-28 Tokyo/Japa

n

10 Hwang JH The clinical impact of precise electrode positioning inSTN DBS on three-year outcomes 2013-05-28 Tokyo/Japa
n

11 Paek SH
Proposal of international multi-center clinical trial
with DBS electrode localization analysis system

(DELAS)
2013-05-28 Tokyo/Japa

n

12 Park JE
Effect of follicular fluid concentration on in vitro
development of porcine oocytes and the expression
of genes related to cumulus expansion and embry

2013-01-20 Hannover/
Germany

13 Kim GA Effect of medium type for culture of adipose-derived
mesenchymal stem cells on pre-implantation 2013-01-20 Hannover/

Germany
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development of cloned embryos

14 Park EJ Effects of amino acids in embryo transport media on
porcine embryos 2013-01-20 Hannover/

Germany

15 Moon JH Effects of boar seminal plasma in in vitro culture of
porcine embryos 2013-01-20 Hannover/

Germany

16 Kim MJ Pig cloning and gene expression patterns in minipig
adipose tissue-derived mesenchymal stem cells 2013-01-20 Hannover/

Germany

17 Oh HJ
Cloned transgenic piglets derived from adipose
mesenchymal stem cells of transgenic pig using

adipose stem cells
2013-02-26 Guangzhou/

China

18 문효은

Genetic Profiling in Immortalized Human Adipose
Tissue-Derived Mesenchymal Stromal Cells from
the Idiopathic and Familial Parkin-Deficient Patients
of Parkinson's Disease in Comparison with
Non-PD patients

2013-10-26 한국

19 오현주 1) Production of cloned pigs expressing mutant
human amyloid precursor protein 2014-03-26 스위스

제네바

20 최유빈
Effect of leukemia inhibitory factor (LIF) on

maturation of porcine oocytes in vitro maturation
and development of parthenogenetic embryos

2014-01-12 Reno,
Nevada

21 김건아 Production of TALEN-mediated gene-modified pigs
via somatic cell nuclear transfer 2015-11-15 호주

22 오현주
Adipose-derived mesenchymal stem cell co-culture
enhances the in vitro developmental competence of
porcine somatic cell nuclear transfer embryos

2015-09-17 헝가리

23 오현주
Generation of transgenic pig carring both mutant

amyloid precursor protein and presenilin1 transgenes
2015-06-18 미국

24 김군학

Effects of Spermine on Porcine Oocytes In vitro

Maturation and Early Embryonic Development after

Parthenogenetic Activation

2015-05-16 한국

25 이상훈

Effects of lanosterol on Porcine Oocytes in vitro

maturation and Subsequent Embryonic Development

after Parthenogenetic Activation

2015-04-29 한국

26 이상훈
Serial treatment of resveratrol-trolox improved

embryonic development of porcine parthenotes
2015-01-10 파리,

프랑스

27 박은정

Porcine Oocytes Selection using Brilliant Cresyl Blue

(BCB) and Embryo Development after Somatic Cell

Nuclear Transfer (SCNT)

2014-01-11 Reno,
Nevada

28 오아라

Expression of Perilipin in Porcine Oocytes and

Cumulus Cells at Different Stages of in vitro

Maturation

2016-01-25 USA

29 김건아

Adipose-derived mesenchymal stem cell co-culture

enhances the in vitro developmental competence of

porcine somatic cell nuclear transfer embryos

2015-09-18 Hungary
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라. 기술거래 및 기술료

번호 기술이전 유형 기술실시계약명
기술실시
대상기관

기술실시
발생일자

기술료
(당해연도
발생액)

1 특허출원 알츠하이머 질환 모델용
형질전환 돼지 및 이의 용도 ㈜ 옵티팜 2016-09-01 5,000,000

2 특허출원
파킨슨병 유발 돼지 모델
제작 및 이의 행동점수화

분석 방법
㈜ 옵티팜 2016-09-07 3,000,000

3 노하우
체세포복제기법을 이용한
파킨슨 질환 모델용
돼지생산 기술

㈜툴젠 2016-09-07 5,000,000

4 노하우
유전자 녹아웃 돼지 세포
생산 노하우 및 PARK1
녹아웃 돼지 세포

㈜ 옵티팜 2016-09-01 무상

마. 사업화

번호 제품(상품)명 제품(상품)설명
활용
업체명

사업화
여부

매출
발생여부

제품
매출액

고용창
출

R&D
기여율

1 PD KO 세포주 PD KO 세포주 ㈜ 툴젠 사업화예정 0 0 0 0

2 ADF1
AD 모델
미니피그

㈜ 옵티팜 사업화예정 0 0 0 0

3 ADF1-2
AD 모델
미니피그

㈜ 옵티팜 사업화예정 0 0 0 0

4 PDF-20
PD 모델
미니피그

㈜ 옵티팜 사업화예정 0 0 0 0

5 PDM-11
PD 모델
미니피그

㈜ 옵티팜 사업화예정 0 0 0 0

30 오현주
PET Imaging of glucose metabolism and amyloid-β 

peptide in an APP pig model of Alzheimer’s Disease
2016-07-24

캐나다
벤쿠버

컨벤션 센터
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제� 4� 장.� 목표달성도�및� 관련분야�기여도�

코드번호 D-06

1. 최종 성과 목표 및 달성도

본 연구의 최종 목표는 인간의 대표적 퇴행성 뇌신경 질환인 알츠하이머병(Alzheimer's

disease, AD)/파킨슨병(Parkinson's disease, PD)의 발생 기전 연구 및 질병 정복을 위한,

알츠하이머병(AD)/파킨슨병(PD)모델 복제 미니돼지를 생산하는 것이다. 이를 위하여

첫 번째는 형질전환복제 기법을 이용한 2종의 AD 모델 미니돼지를 생산하였으며, 두 번째

로 형질전환복제 기법과 유전자녹아웃 기법을 이용한 총 3종의 PD 모델 미니돼지를 생산

하였다.

생산된 5종의 복제미니돼지의 genome 상에서 병인유전자들의 도입 및 제거를 검증하였으

며, 비 침습적 방법으로 인간환자의 모델로서의 가능성을 검증하여 본 과제에서는 최종

목표를 100% 달성 하였다.

2. 연차별 주요 성과 목표 및 달성도

구분 세부 연구의 목표
가중치
(%)

평가의 착안점 및 기준
달성도
(%)

1차
년도
(2011)

신경 독성물질 투여를
통한 모델 개발 및 검
증

20
- 1종 이상 신경 독성물질 이용한 돼지생산
- 생산된 신경 독성물질 투여 돼지 사양관리 시스
템 구축

100

비침습적 분석위한 기
법확립

20

- 일반 미니돼지 이용 행동학적 분석 프로토콜 확
립

- 일반 미니돼지 이용 영상학적 분석 프로토콜 확
립

100

AD 및 PD 유발 유전
자 스크리닝 및 벡터
제작

35

- 뇌신경세포 특이발현 프로모터 선정 및 대동물
에서 프로모터 작동 효율 검증

- 형질 전환 체세포 작성 위한 원료세포인 미니돼
지 세포주 확립

- 1종 이상 PD 병인 유전자 screening 및 확보
- 1종 이상 AD 병인유전자 조절 위한 벡터 및 세
포주 구축

100

복제수정란 생산 효율
향상을 위한 연구

25
- 복제수정란 생산을 위한 양질의 난자 확보
- 형질전환 복제 수정란 생산 효율 최적화

100

※� 1차�년도�달성도

1차 년도 주요 목표인 독성물질 MPTP를 이용한 PD 미니 모델돼지의 1종의 생

산을 완전하게 수행 완료하였다. MTPT 투여 조건 및 생산된 돼지의 사양관리를

확립하였으며, 이를 2~5차 년도동안 생산되어진 모델돼지의 사양에 적용하였다. 또한

미니돼지를 비침습적으로 분석하기 위한 행동학적 영상학적 분석 프로토콜을 확립하

여 본 연구에서 생산되어진 모델돼지들의 분석에 적용하였으며, 특히 MPTP모델 돼

지를 활용하여 개발된 PD 모델돼지의 행동학적 분석 프로토콜은 국내에 특허를

출원하여 현재 등록을 위한 심사 중에 있다. 마지막으로 차 년도 AD와 PD 모델돼

지 생산을 위한 유전자의 선정과 벡터 구축 등을 완료하였으며, 복제돼지 생산효율
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증진을 위하여 돼지난자와 공여세포의 질적 향상을 위한 연구를 수행하여 평가의

착안점 및 기준을 100% 달성하였다.

2차
년도
(2012)

신경 독성물질 투여를
통한 모델 분석 시스
템 확립

20

- PD 유발 신경독성 물질 투여한 돼지 모델 이용
행동학적/영상학적 평가 시스템 확립

- PD 유발 신경독성 물질 모델을 이용하여 유전
자 profiling 비교 분석

100

PD 병인 유전자 스크
리닝 및 ZFN 벡터 제
작

30

- Parkin, PINK1, DJ1 및 ATP13A2 중 고효율의
ZFN 1종 선별하여 PD 병인유전자 targeting
및 검증

- ZFN 이용 KO 세포의 enrich 실험 조건 확립

100

AD 병인 유전자 조절
미니돼지 생산

50
- APP 유전자 조절 복제수정란 생산
- 1종 이상 APP 유전자 조절 복제미니 돼지 생산
및 검증

100

※� 2차�년도�달성도

2차 년도 주요목표인 AD 병인 유전자 hAPP 발현 미니돼지를 1종을 생산하였으

며, 1차 년도에 개발한 모델돼지 사양 조건을 적용하여 돼지 케어를 실시하였다. AD

모델 돼지 생산을 위해서 신경특이적 유전자 발현 유도를 위한 human synapsin

promoter를 이용하였으며, hAPP가 발현되는 형질전환돼지 생산하여 유전자 검증

을 완료하였고 생산기술을 국내 특허로 출원하였다. 또한 1차 년도에 생산된 PD

유발 신경독성 물질 모델을 이용하여 유전자 profiling을 완료 하였다. 차 년도 PD

모델 돼지 생산을 위한 PD 병인 유전자 스크리닝 및 SCNA 과발현 세포주 준비 및

효율적 유전자 녹아웃을 위한 실험 조건을 확립하여 2차년도 평가의 착안점 및 기

준을 100% 달성하였다.

3차
년도
(2013)

AD 병인 유전자 조절
미니돼지 검증 및 AD
병인 유전자 복합발현
세포주 확립

35

- APP 유전자 조절 AD 미니돼지의 wild type과
질병 모델돼지와의 교배를 통한 생신전이 검증

- APP 유전자 조절 AD 미니돼지의 행동학적 /영
상학적 모니터링을 통한 비교 분석 및 검증

- 1종 이상 AD 병인 유전자 복합 발현 미니돼지
세포주 생산

100

PD 병인 유전자 조절
미니돼지 생산

50
- hSNCA 발현 복제수정란 생산
- 1종 이상 hSNCA 발현 복제 미니돼지 생산
- PD 병인 유전자 KO 세포주 확립 및 검증

100

AD 모델 복제 미니돼
지의 번식능 평가 및
제품화

15

- APP 유전자 조절 미니돼지의 유전자 profiling
비교 분석을 통한 검증

- 모델 미니돼지의 사육기법 확립
- 1종 이상 모델 미니돼지 유래 세포제제 제품화

100

※� 3차�년도�달성도

3차 년는 주요 목표인 PD 병인유전자인 hSNCA가 발현되는 미니돼지를 1종이상

생산하여 주요성과를 달성하였으며, 개체로부터 조직을 회수하여 1차 배양을 통해

hSNCA 세포주를 확립하였다. 2차 년도에 생산되어진 hAPP 발현돼지의 행동학적
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영상학적 평가를 실시하여 모델로서의 가치를 평가하였으며, hAPP 돼지의 번식능을

평가하여 wild 수컷돼지와의 자연교배를 통해 산자를 생산하였다. 따라서 3차 년도

에서는 1종의 PD 모델돼지 생산뿐만 아니라, 기년도 결과인 AD 돼지 (hAPP발현)

의 생식선 전이를 검증하여 founder 로의 가치도 검증하여 평가의 착안점 및 기

준을 100% 달성하였다.

4차
년도
(2014)

AD 병인유전자 복합
발현 미니돼지 생산

40%
- AD 병인유전자 복합발현 모델 복제수정란의 생
산

- AD 병인유전자 복합발현 모델 복제돼지의 생산
100

PD 병인 유전자발현
미니돼지 검증 및 PD
유전자 KO 복제 미니
돼지 생산

40%

- hSNCA 발현 PD 미니돼지의 행동학적/영상학
적 모니터링을 통한 비교 분석 및 검증

- hSNCA 발현 PD 미니돼지의 유전자 profiling
비교 분석을 통한 검증

- PD 유전자 KO 질병모델 복제돼지 1종 이상 생
산

100

PD 모델 복제 미니돼
지의 번식능 평가 및
제품화

20%

- wild type과 hSNCA 발현 PD 미니돼지와의 교
배를 통한 생신전이 검증

- 모델 미니돼지의 사육기법 확립
- 1종 이상 모델 미니돼지 유래 세포제제 제품화

100

※� 4차�년도�달성도

4차년도는 기년도의 결과를 바탕으로 AD 병인유전자 복합 발현 미니돼지와 PD

유전자 KO 복제 미니돼지를 생산 완료하였다. hAPP와 또 다른 AD 병인 유전자

PS1이 복합발현되는 미니돼지를 성공적으로 체세포핵이식을 통해 생산하였으며, PD

모델돼지 생산을 위해 TALEN을 이용하여 PD 병인 유전자 Parkin이 녹아웃된 세포

를 생산, 체세포핵이식을 통해 Parkin 녹아웃 돼지를 성공적으로 생산하였다. 또한 3

차년도 생산된 PD 모델돼지(hSNCA발현돼지)의 교배를 통해 유전자의 생식선

전이 여부를 검증하여 4차년도의 목표도 100% 달성하였다. 또한 2015년 국가연구

개발 분야별 우수성과 추천을 받아 “우수성과 100선 후보”로 추전을 받아 결과의

우수성을 평가 받았다.

5차
년도
(2015)

체세포핵이식을 이용
한 AD/PD 모델들의
재복제 생산

40%
- Phenotype 을 나타내는 개체의 세포주를 이용
하여 founder 돼지의 생산

100

병인유전자 복합 발현
PD모델 돼지의 생산
및 검증

40%

- 1종 이상 PD 병인유전자 복합 조절된 모델 미
니돼지 생산

- PD 유전자 KO 복제 미니돼지의 행동학적/영상
학적 모니터링을 통한 비교 분석 및 검증

- PD 유전자 KO 복제 미니돼지의 유전자
profiling 비교 분석을 통한 검증

100

확립된 질환 모니터링
시스템 이용하여 형질
전환 복제돼지 평가

20%

- 질환유전자 과발현-SCNT를 이용한 형질전환
복제돼지 생산 시스템의 확립 및 검증

- TALEN-SCNT를 이용한 유전자 적중 질환모
델 복제돼지 생산 시스템의 확립 및 검증

- 인간과 유사한 AD/PD모델 확립 평가

100
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3. 기술발전의 기여도

본 연구의 학술적 측면의 기여는 다음과 같다. 돼지의 체세포핵이식 기법의 향상 연구를 통

해 보다 효율적으로 복제동물을 생산하는데 기여 할 수 있다. 본 연구 수행을 통해

screening 된 유전자가 AD/PD 모델 복제 미니돼지에서 어떤 역할을 하는지, 어떠한 작용

기전을 통하여 임상증상이 나타나게 되는지에 대한 보다 정밀한 기전연구가 가능하다. 암수

AD/PD 미니돼지의 복제 및 교배를 통한 생산으로 질병유전자가 안정적으로 발현되는 가

계도를 형하고, 동일한 유전형질을 지닌 질환모델 복제동물을 생산함으로써, 산발적으로 나

타나는 다양한 AD/PD의 유형들을 반복적으로 생산하여, 병인의 정확한 기전연구에 활용가

능하다.

기술적 측명의 기여는 다음과 같다. 소동물 모델(쥐)을 넘어 대동물 모델(돼지)을 활용함으

로써 국내외 생명과학 지식 및 관련기술의 비약적 발전을 유도하는 촉매제 역할을 할 수

있다. 또한 타 질환 모델 대동물 연구의 분야에 기여할수 있을 것이다.

신경보호 물질 효능을 평가하는 기술 개발 및 치료제 개발 연구에 있어서 인간과 근접한

중/대동물 모델을 이용하는 큰 진보가 기대된다. 또한 AD/PD모델 복제미니돼지의 생산으

로 진단 연구 및 방법에 있어 제한성이 줄어들고 특수 시설이 아닌 기존의 시설을 갖춘 연

구 기관 및 대학교에서도 활발히 연구를 진행하여 AD/PD 질환의 바이오마커 및 뇌 영상

기법 개발의 발달에 큰 향상을 가져올 수 있을 것이다. 관련 기술인력 확보를 통해 다양한

※� 5차년도�달성도

5차 년는 본 과제를 통해 기 생산되어진 복제된 개체들을 이용하여 복합발현 모델의

생산 및 임상증상을 나타내는 AD 모델 돼지를 선정하여 재복제를 시도하였다. 결과

도출을 위하여 이전결과에서 도출된 hSNCA 발현 PD 돼지와 Parkin 녹아웃 돼지

의 자연교배를 통해 다중유전자 조절 PD 돼지를 성공적으로 생산하였다. 또한 뇌

영상 촬영 분석의 결과가 인간 AD환자와 유사한 증상을 보인 2년령 hAPP 발현

AD 돼지를 재복제 생산하여 목표를 성공적으로 달성하였다. 또한 산업화를 실시하

기 위하여 본 과제를 통해 출원된 특허2건과 개발된 기술2건의 기술 실시를 완료

하였다.

최종적으로� 본� 과제는� 5년� 동안� 총� 2종의� AD모델� 돼지와� 3종의� PD� 모델� 돼지를� 성공

적으로� 생산하였으며,� 모델� 돼지들의� 행동·유전·영상의� 분석을� 통해� AD/PD� 모델돼지로

의� 가능성을� 검증하였다.� Founder의� 확립을� 통해� 3세대까지� 성공적으로� 모델돼지를� 생

산하였으며,� 노령성� 질병임에도� 불구하고� 2년령부터� 임상� 증상이� 나타남을� 확인하였다.�

따라서� 노령성� 질환인� AD/PD의� phenotype을� 모델돼지의� 어린� 나이에서� 확인할� 수� 있

었으며,� 이를�통해�본� 과제의�목표를� 100%�성공적으로�달성하였다.
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형태의 유전자 조절 유용동물 확립 기술 및 사육 기술의 개발에도 기여할 것이다.

마지막으로 경제적 측면에서의 기여이다. 돼지의 단순 식량자원으로서의 이용에서 벗어나

질병의 조기 진단, 질병예방 및 이를 위한 고부가가치 바이오 소재 등의 생산 및 산업화가

가능할 것이다. 신경질환모델 미니돼지는 치매 등 치료제 개발 연구에활용될 것이며 그로

인해, AD/PD 질병진행을 막을 수 있는 약제 등 개발 시 그 유효성과 안전성 평가율를 증

진 시킬 것이다. 인구 노령화로 인해 그 규모가 기하급수적으로 증가하고 있는 AD/PD 치

료제 시장에 기여할 수 있을 것이다.

결론적으로 본 연구에서 개발된 AD/PD 모델돼지를 활용한다면치료제개발 연구에 도움을

즐 것으로 기대된다. 이를 통해 건강한 사회를 구현, 노인 복지와 일상생활의 삶에 큰 기여

가 가능할 것이며, 모델돼지의 개발을 통해 확보된 대한민국의 지적재산권은 관련 연구 및

타 질병모델 대동물의 개발에 기여할 것이다.
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제� 5� 장� � 연구결과의�활용계획

코드번호 D-07

1. 추가연구의 필요성

본 연구를 통하여 돼지를 이용한 퇴행성 뇌질환 모델의 생산 가능성을 검증하였다. 그러나

과제가 5차년임에도 불구하고 돼지의 모니터링이 최장 3년밖에 되지 않은 문제점이 발생하

였으나, 영상분석과 행동분석 결과에서 인간의 환자와 유사한 임상증상을 확인 할 수 있었

다.

본 과제의 연구결과에서 알 수 있듯이 생산된 5종 모델돼지의 상업적 활용을 위해서는 장

기간의 추가 분석 연구를 해야 할 필요가 있다. 실제로 파킨슨병에 있어서는 tremor,

bradykinesia, rigidity, postural instability의 주요 4가지 증상이 있으며, 이 증상 중

postural instability는 발병 10년에서 12년 이상의 후기단계에 gait difficulty(PIGD)와 동반

되어 나타나기 때문에 행동의 지속적인 관찰이 필요하다. 그러므로 본 연구의 5년이라는 짧

은 기간으로는 모든 현상을 관찰을 할 수 없었을 것으로 본다. 또한 본 과제에서 생산된

AD 모델도 현재 founder 돼지의 연령이 3살이며, 2살에 이미 일부 증상을 나타내고는 있으

나 아밀로이드 단백질의 과축적을 관찰하기에는 현재의 시기가 이른 것이 사실이다. 따라서

향후 영상학적 분석을 통해 나타나는 결과를 추가 분석하여 결과를 도출해야할 필요성이

있다.

본 연구진 이외에 돼지를 이용하여 알츠하이머를 연구하는 덴마크 연구진은 2009년

swedish form의 돌연변이 APP형 유전자를 지닌 모델 돼지를 본 연구진 보다 먼저 발표

(Kragh et al., Transgenic Res, 2009)하였으나, 2016년 현재 8살인 돼지에서 아직도 행동학

적 반응이나 병리학적인 변화를 관찰하지 못하고 있다고 보고하고 있다 (Holm et al.,

Journal of Pathology, 2016). 그럼에도 불구하고 돼지의 phnotype 을 분석하기 위하여 8년

째 연구를 진행 중인 것을 고려했을 때, 본 연구진에 의해 개발되어진 AD 돼지는 2살 때

부터 변화가 관찰되었으며, 지속적인 관찰을 통해 humanized model pig으로의 완전한 검증

을 완료할 수 있을 것으로 기대되며, 모델돼지로 확립될 경우 과학적인 기술의 파급력뿐만

아니라 경제적 효과도 클 것으로 기대된다.

그리고 본 과제 4, 5 차년도에 생산되어진 PD 녹아웃 돼지와 다중유전자 조절 돼지들의

경우 그 관찰기간이 너무 짧아 모델로의 가치를 평가하기에 한계가 있으며, 과제 종료로 더

이상의 검증이 불가한 상황이다. 이유는 돼지의 생산뿐만 아니라 돼지의 사양과 지속적인

분석은 단일 기관에서 수행하는 것은 불가능하며, 본 과제와 같이 여러 전문기관이 공동 연

구를 통해 분석해야 가능하기 때문이다.

본 연구에서는 유전자가위를 표적유전자 녹아웃을 위해 사용하는 방식에 대해 최적화 하고

성공적으로 수행하였다. 지난 몇 년간 유전자교정의 빠른 발전을 통해 유전자 녹아웃만이
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아니라 유전자 녹인 (knockin) 방식을 통해 정교하고 정확한 유전정보 활용이 가능함이 보

여졌다. 유전자 녹인 복제돼지 생산 기술은 인간 질병과 관련되는 유전형을 정확히 돼지에

적용하여 더욱 정교한 질병 모델을 생산하게 해줄 수 있다. 따라서 본 과제에서 확립된 유

전자 녹아웃 돼지생산기술을 바탕으로 유전자 녹인을 수행하는 기술을 확립할 수 있다면

그 효용이 매우 높을 것이다.

따라서 본 과제는 최초의 퇴행성 뇌질환 모델돼지를 정립하기 위하여 추가적인 연구가 필

요하다.

2. 타 연구에의 응용

본 과제에서 개발된 돼지의 행동학적 분석 프로토콜과 영상학적 분석 프로토콜은 인간환자

의 조기진단법을 개발하는데 응용이 가능할 것이다. 그리고 PD 질병 모델 돼지 생산을 위

해 개발한 유전자 녹아웃 복제 돼지 생산 기술은 다양한 질병 및 산업 유용 표현형을 갖는

돼지 생산을 위해 사용될 수 있다. 유전자 녹아웃을 통해 생산할 수 있는 질병 모델로는 비

만, 대사성질환, 암과 같은 다양한 주요 인간 질병이 있음. 또한 면역제거 돼지는 인간 치료

제 개발 과정에서 유용하게 사용될 수 있음. 산업적 유용성으로는 질병저항동물의 개발 및

환경친화적 돼지의 개발 등에 응용 가능하다.
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제� 6� 장.� 연구과정에서�수집한�해외과학기술정보

코드번호 D-08

○ 해당사항 없음

제� 7� 장.� 연구개발결과의�보안등급�

코드번호 D-09

○

제� 8� 장.� 국가과학기술종합정보시스템에�등록한�연구시설·장비�

현황�

코드번호 D-10

구입 기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)
수량 구입 연월일

구입 가격

(천원)

구입처

(전화번호)

비고

(설치 

장소)

NTIS장비

등록번호
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제� 9� 장.� 연구개발과제�수행에�따른�연구실�등의�안전조치�이행

실적

<1세부:�체세포�핵이식�기법에�의한�퇴행성�뇌신경�질환�미니돼지�생산>�

(1) 연구활동종사자 환경안전교육 실시

(가) 정기 교육 - 이공계 및 미술대 대학원 신입생을 대상으로 년2회 집체교육

(나) 온라인 교육 - 연구활동종사자를 대상으로 온라인 안전교육 실시

(다) 수시 교육 - 실험실 사고 발생, 신입 연구원 채용 등 실험실 안전교육이 필요시 기

관의 요청에 의해 실시

(2) 실험실 안전점검 실시

- 연구실 안전환경 조성에 관한 법률」에 의거 이공계 대학, 연구소 실험실 및 미술대학

작업장을 실험 특성에 따라 유형별로 분류하여 일상점검, 정기점검, 특별안전점검, 정밀

안전진단을 실시

(가) 일상점검 - 연구개발활동 전 연구개발활동에 사용되는 실험 약품 및 장비의 이상

유무 점검

(나) 정기점검 - 실험실 안전점점 체계에 따라 매년 정기점검실시하고, 그 결과「서울대

학교실험실안전 白書」를 배포하여 부적합 사항에 대하여 개선요구

(다) 특별안전점검 - 폭발사고, 화재사고 등 연구활동종사자의 안전에 치명적인 위험을

야기할 가능성이 있을 것으로 예상되는 경우에 총장의 지시에 의해 실시

(라) 정밀안전진단 - 정기점검 실시 후 도출된 위해요인에 대하여 외부 전문기관에 진단

을 의뢰하여 위해 요인의 개선방향 및 안전관리방안 수립

그림 252. 실험실 안전점검 체계

(3) 실험실 안전사고 대응 및 예방
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- 완전밀폐형시약장 설치, 실험실 안전사고 대응 및 처리 매뉴얼 보완 및 사고 대응 훈련

실시, 실험실 사고사례 전파, 실험실 사고처리 흐름도 및 비상연락스티커 제작 배포 등이

대응 조직에 의해 진행

(4) 유전자 변형 생물(LMO) 실험실 안전관리

- 「유전자변형생물체 국가간 이동 등에 관한 법률」(2008.1)과 보건복지부 「실험실 생물

안전지침」(2006.12)에 따라 실험실내 생물안전 확보를 위하여 생물실험에 대한 신고․

허가/안전교육/안전점검을 「서울대학교 생물안전관리」 체계로 운영

(가) 병원체 및 LMO 실험실 안전교육

(나) LMO 실험실 안전점검 - 2등급 이상 생물안전연구시설(LMO)에 대하여 미래창조과

학부와 공동으로 점검실시 및 점검 후 개선여부 확인

(5) 연구활동종사자 특수건강검진 실시

- 「연구실 안전환경 조성에 관한 법률」 제18조 4항에 따라 「산업안전보건법 시행령」

제29조 및 동법 시행규칙 별표 12의2 「특수건강진단 대상 유해인자」 및 바이러스 등

에 노출될 위험성이 있는 연구활동종사자를 모니터링하여 특수건강검진 실시

(6) 연구활동종사자 보험가입

(가) 매년 정기적으로 보험가입 및 갱신처리를 지속적으로 이행함

(나) 연구실 안전환경 조성에 관한 법률」 제14조 제1항 및 시행령 제15조 제1항에 의거

의무적 가입

(다) 가입회사: 교육시설재난공제회

(라) 가입대상: 학부생, 대학원생, 연구원 (보조연구원 포함)

<2세부:� 질환�모델�미니돼지의�영상학적�분석�및�행동학적� �분석>�

(1) 안전관리 대책

(가) 서울대 의생명연구원 실험안전실의 기관 안전 조치에 의거하여 연구를 수행함.

(나) 연구기관의 안전 조치 및 관리 책임자를 본원에서 임명하여 생물안전 책임자, 관리

자, 생물안전위원회 등 안전관련 위원회를 운영하고 연구소장 직속의 실험안전실이

안전관리를 하고 있음.

(다) 생물실험에 필요한 1, 2, 3등급의 시설은 LMO 시설 신고 또는 허가를 받아 전문인

력에 의해 운영 되고 있음.

(라) 실험안전실(02-2072-4432): 의생명 연구원 실험실 안전관리 총괄 강지영 실장(생물

안전 전문가), 김성훈(소방 안전 방재 전공산업안전기사, 위험물안전 기사 자격증 보

유)

(마) 연구 시설 : LMO 2등급 실험실 사용 LML15-548, 생물안전 3등급 KCDC 09-3-06

(바) 동물실 (ABSL1: LML 14-442, ABSL2 LML12-46 )
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(2) 연구안전관리지침 작성 및 비치

(가) 연구안전관리지침 MSDS, 비상연락망, 연구실 안전관리지침 제작

(나) 제작 후 각 층 별, 실별로 비치 및 부착

(3) 안전점검 실시 : 매일 점검, 정기 점검 등 / 분기별 1회 합동 점검

(4) 정밀안전진단 실시 및 결과 보고 : 3년에 1회 / 건축과

(5) 연구활동종사자 보험 가입 :

(가) 보험명: AIG 손해보험주식회사/의생명연구원 재실 연구활동 종사자 책임보험

(나) 가입대상 :의생명연구원 연구활동종사자, 연구원내방하는 제3자

(다) 보장내역 :보험담보지역내 발생한 사고로 인한 부상, 질병, 신체장애, 사망,

(라) 보상금액 :대인 1인당 1억 1사고당 10억원 대물 1사고당 3천만원

(마) 특약 :치료비 1인당 5백만원, 1사고당 1천만원

(6) 연구활동종사자(연구원) 건강검진 실시:

- 실험 실시 전 건강검진, 매년 전원 건강검진 실시 및 인플루엔자 접종 실시, 연구 관련

백신 접종, 3등급 이상 혈청 보관

(7) 연구실 안전교육 실시(필수 집체 교육 외 산안법에 따른 24시간 교육을 이수 하도록

지원, LMO 생물안전 교육 매년 2회 실시, 소방안전 교육 실시, 유해 위험물질 안전교

육 등의 교육 포함 24시간 교육)

(8) 생물안전위원회 운영 11명의 위원 (2007년부터 운영), 연간 50건 이상 심의

(9) 기타 연구안전 시설 개선 사항

(가) 안전보호구함 제작 및 설치 (층별), 안전포스터, MSDS(물질안전보건자료) 비치(층

별)

(나) 응급샤워기, 아이워셔 설치 및 운영

(다) 유해화학물 보관 캐비닛, 방폭 캐비닛 전 층 배치

(라) 유기용매 폐기 관리시스템 운영

(마) 생물안전사고, 감염관리, 보건관리 응급조치 지침 운영

(바) 생물 보안 : 출입문 지문등록 시스템 운영, 실험 안전실 모니터링 시스템 구축

<1협동:�질환�모델�미니돼지�생산을�위한�ZFN�합성�및�유전자�프로파일링>

(1) 연구실 안전조치 이행계획

(가) 연구자 교육 훈련 사항

- 실험실의 안전을 확보하고 연구 활동 종사자의 건강을 보호하여 실험 및 연구 활

동에 기여하고, 또한 연구실 안전환경조성에 관한 법률에 의거하여 실험실의 환경

안전교육이 의무화됨에 따라 관련 종사자 전원은 환경안전교육을 의무적으로 수강

- 내용 : 연구실 안전환경 조성 법령에 관한 사항, 연구실내 유해,위험요인 및 물질안

전자료에 관한 사항, 안전한 연구개발 활동에 관한 사항, 보호장비 및 안전장치 취

급과 사용에 관한 사항, 연구실 사고사례 및 사고예방 대책에 관한 사항, 안전표지
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에 관한 사항

(나) 추가 이행 계획

- 신규 연구활동 종사자 충원 시 관련 법규에 의거 환경안전교육을 실시할 예정임

<2협동:� 질환�모델�돼지의�사육�및� 관리기법�확립>

(1) 안전위원회

(가) 안전위원회 구성 - 대표이사, 사업부장, 간사 등으로 구성

(나) 정기 회의 - 월 1회(매 월 첫째 주 화요일)

(다) 역할 - 안전 점검, 안전개선 요청서 심의, 안전보건 교육(매 월 첫째 주 월요일)

(2) 안전점검 실시

(가) 일상점검 - 실험실 안점점검표 작성(일일, 주간), 「산업안전보건법」 제 41조 제1항

및 동법 시행규칙 제92조에의한 ‘물질안전보건자료’ 비치

(가) 정기점검 - 월 1회 안전위원회 정기회의 후 사업장 안전 점검

(3) 안전사고 대응 및 예방

(가) 보호장구 지급 - 보안경, 보호장화, 방독면 등의 보호장구 지급

(나) SOP - ‘비상상황 발생 시 행동규정‘에 따른 대응 및 비상연락망 구축

(4) 근로자 건강검진 및 산업재해보험 가입

(가) 「산업안전보건법」제43조에 따라 건강검진을 1회/연 진행하며, 「산업재해보상보호

법」에 따른 임직원상해보험 가입

(나) 가입회사: 흥국화재, 동부화재, 한화생명
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제� 10� 장.� 연구개발과제의�대표적�연구실적�

코드번호 D-12

번호

구분

(논문

/특허

/기타

논문명/특허명/기타
소속

기관명
역할

논문게재지/

특허등록국

가

Impac

t 

Factor

논문게재일

/특허등록일

사사여부

(단독사사 

또는

중복사사)

특기사항

(SCI여부/인

용횟수 등)

1 논문

Comparison of cell

proliferation and

epigenetic

modification of

gene expression

patterns in canine

foetal fibroblasts

and adipose

tissue-derived

mesenchymal stem

cells

서울대학교 교신

Cell

Proliferatio

n

3.084 2012-10-27 중복사사 SCI

2 논문

Digenome-seq:

genome-wide

profiling of

CRISPR-Cas9

off-target effects in

human cells

㈜툴젠 공동
Nature

methods
25.328 2016-10-04 중복사사 SCI

3 특허

파킨슨 질환 모델용

형질전환 돼지 및

이의 용도

서울대학교

산학협력단

출원기관

및 발명인
대한민국 2016-09-29 출원

4 특허

파킨슨 질환 모델용

형질전환 돼지 및

이의 용도

서울대학교

산학헙력단

출원기관

및 발명인
대한민국 2015-02-09 출원

5 특허

알츠하이머 질환 모

델용 형질전환 돼지

및 이의 용도

서울대학교

산학협력단

출원기관

및 발명인
대한민국 2015-06-17 출원

제� 11� 장.� 기타사항-해당없음

코드번호 D-13

○
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8. 뒷면지

주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 농식품기술개발사업의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 생명산업기술개발

사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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