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3. 보고서 요약서

보고서 요약서

  

과제고유번호 114059-3
해 당 단 계

연 구 기 간

2016.09. 25 - 

2017. 09. 24 

(12개월)

단 계 구 분 3/3

연 구 사 업 명
단 위 사 업 농식품기술개발사업

사 업 명 생명산업기술개발사업

연 구 과 제 명
대 과 제 명 해당 없음

세부 과제명 노화모델 활용을 위한 Klotho 유전자 녹아웃 돼지 생산

연 구 책 임 자 박세창

해당단계

(3차년도)

참 여

연구원 수

  총: 7 명

내부: 2 명

외부: 5 명

해당단계

(3차년도)

연 구 개 발 비

정부:100,000천원

민간:        천원

  계:100,000천원

총 연구기간

참 여

연구원 수

  총:  13 명

내부:  2 명

외부:  11 명

총 연구개발비

정부:300,000천원

민간:        천원

  계:300,000천원

연구기관명 및 

소 속 부 서 명
서울대학교 산학협력단 참여기업명

위 탁 연 구 연구기관명: 해당없음 연구책임자: 

1. 본 연구를 통해 Klotho 유전자 과발현 미니돼지 세포주 

확립하였다.

2. Klotho/RFP 과발현 미니돼지 세포주 이용하여 Klotho 

과발현에 따른 유전자 발현 및 복제 수정란을 생산하고 

발달을 분석하였다.

3. 유도발현 시스템이 적용된 Klotho 발현 조절 미니돼지 

세포주를 확립하여 복제 수정란을 생산, 분석하였다.

4. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 세포주 확립하고 Klotho 

유전자 녹아웃에 따른 유전자 발현 및 녹아웃 복제 수정란을 

생산, 분석하였다.

5. 유도발현 시스템을 추가 적용한 Klotho 녹아웃 미니돼지 

세포주 확립하고, 복제수정란의 발달을 분석하였다. 

6. Klotho 유전자 녹아웃 세포주를 이용한 미니돼지 

복제수정란을 이식후 임신된 대리모로부터 태아세포주를 

확립하였다. 

7. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 생산을 위해 17마리 

대리모에 복제 수정란 체내 이식을 진행하였으며, 64.7%의 

임신률을 보였다.

8. 본 과제의 결과를 통해 ‘Klotho 유전자 녹아웃 질환모델 동물 

및 이의 용도 (출원번호: 10-2017-0127415)’의 특허를 

출원하였다.

보고서 면수

54페이지
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4. 국문 요약문

코드번호 D-01

연구의

목적 및 내용

본 연구는 유도발현 시스템이 적용된 Klotho 과발현 미니돼지 세포주 및 최신 

유전자가위 기법을 이용하여 Klotho 유전자 녹아웃 (knock-out) 미니돼지 세포

주를 확립하여, Klotho 유전자 녹아웃 복제수정란 생산 및 이식을 통해 인간의 

노화 및 관련 질환의 기전 연구 및 질병 정복을 위한 Klotho 유전자 녹아웃 노

화모델 미니돼지를 개발하는 것이 최종 목표이다.

연구개발성과

1. 본 연구를 통해 Klotho/RFP 과발현 미니돼지 세포주를  확립하였다.

2. 유도발현 시스템이 적용된 Klotho 발현 조절 미니돼지 세포주를 확립하였다.

3. 최신 유전자가위 기법을 이용하여 Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 세포주를 

확립하였다.  

4. 유도발현 시스템을 적용한 Klotho 녹아웃 미니돼지 세포주를 확립하였다.

5. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 생산을 위하여 Klotho 유전자 녹아웃 

세포주를 이용하여 미니돼지 복제수정란 생산하였으며, 체내 이식 기반을 

구축하였다.

6. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 유래 세포주를 확립하여 체세포복제기법을 

이용하여 미니돼지의 생산 가능성을 타진하였다.

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

1. 본 연구의 결과는 체세포 핵이식을 이용한 형질전환 동물의 생산을 이용하여 

다양한 인간 질환 대상 모델 실험동물 생산할 수 있는 기술로 활용이 기대된

다. 

2. 본 연구에서 생산되어진 세포는 노화로 인해 야기되는 퇴행성 질환의 세포단

위의 연구에 활용이 기대된다. 

3. 클로소 녹아웃 돼지의 활용으로 노화 병인의 기전연구와 노화 관련 만성질환

의 전임상 시험 및 치료제 개발에 활용이 가능할 것으로 기대된다. 

4. 기술적 측면에서 설치류보다 인간에 더 근접한 돼지의 특성을 활용함으로써 

기존의 마우스 모델의 한계를 극복 할 수 있을 것으로 기대된다. 

5. 단순 녹아웃 모델이 아니라 필요에 따라 유전자 발현을 조절할 수 있기 때문

에  병인유전자의 역할을 규명하는 연구에 기여할 수 있을 것으로 기대된다. 

6. 세포 및 장기 생산용 돼지모델 개발에 본 기술을 활용함으로써 의료 치료분야

로의 확대가능성이 있을 것이다. 

7. 기존의 소형 동물 종 중심의 실험동물 시장과 차별화되는 틈새시장 개척을 통

해 고수익모델 상품화모델을 개발 할 수 있을 것으로 기대된다.

8. 미래 전략산업 종자로서의 국내 미니돼지의 자원화 및 활성화 도모하고 돼지

를 활용한 생물자원 개발로 축산업의 기존 이미지 제고할 수 있을 것으로 기

대된다.

중심어

(5개 이내)
노화 클로소 유전자 녹아웃 유도발현 질환모델
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 5. 영문 요약문

〈 SUMMARY 〉
코드번호 D-02

Purpose&

Contents

1) To establish porcine cell lines inducibly expressing Klotho gene,

2) To establish Klotho knock-out porcine cell lines using the lastest 

engineered nuclease,

3) To produce Klotho knock-out minipig as ageing model for studying 

mechanism of human ageing and related-disease

Results

A) Establishment of porcine cell lines expressing Klotho

¡ Establishment of Klotho/RFP overexpression porcine cell lines

¡ Establishment of porcine cell lines inducibly expressing a human 

Klotho gene

B) Establishment of Klotho knock-out porcine cell lines

¡ Establishment of Klotho knock-out porcine cell lines

¡ Establishment of Klotho knock-out porcine cell lines inducibly 

expressing a human Klotho gene

C) Production of Klotho Knock-out minipig

¡ Establishment of system for producing and transferring cloned porcine 

embryos derived from Klotho knock-out fibroblasts

¡ Establishment of Klotho knock-out porcine cell lines derived from 

Klotho knock-out fetuses and the attempt to produce Klotho knock-out 

minipig

Expected

Contribution

A. Application plan

 1) Application field

¡ Animal cell line development using gene recombinant technology

¡ Transgenic animal development using somatic cell nuclear transfer

¡ Animal model development for human disease

 2) Application plan

¡ Provision of animal model for studying degenerative diseases of ageing

¡ Application to studying mechanism of ageing

¡ The feasibility of application to preclinical test for chronic diseases 
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related to ageing 

B. Expected effects

 1) Technical aspects

¡ Overcoming the limitations of mouse model using porcine model more 

closed to the human

¡ The feasibility of basic research on genetic disorder due to application 

of inducible system to knock-out model

¡ The feasibility of expansion of medical field by application of this 

example to development of pig model for xenotransplantation 

2) Economic and industrial aspects

¡ The feasibility of development of product with high profit by 

discriminating with small animal market

¡ Utilization of domestic minipig as the future business strategy

¡ Improvement of image of livestock industry by development of animal 

resource

Keywords ageing Klotho gene Knock-out
inducible 

expression
disease model
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제� 1� 장.� 연구개발과제의�개요

코드번호 D-03

제 1 절. 연구개발 목적
본 연구는 유도발현 시스템이 적용된 Klotho 과발현 미니돼지 세포주 생산, 최신 유전자가

위 기법을 이용하여 Klotho 유전자 녹아웃 (knock-out) 미니돼지 세포주 확립, Klotho 유전자

녹아웃 미니돼지 세포주를 이용하여 복제수정란 생산 및 이식을 통해, 인간의 노화 및 관련 질

환의 기전 연구 및 질병 정복을 위한 Klotho 유전자 녹아웃 노화모델 미니돼지를 개발하는 것

이 목적이다.

제 2 절. 연구개발의 필요성
1. 기존 질환모델의 한계점

가. 마우스와 같은 설치류는 생체 기전과 해부학적 구조가 인간과 확연히 다르기 때문에 다

양한 형질전환 마우스 질환모델에서의 표현형이 인간과 일치하지 않을 수 있는 단점이

있다. (예) 알츠하이머병의 경우 대뇌 피질 내 ß-amyloidosis와 neurofibrillary tangle의

관찰되는 반면 노령의 설치류에서는 그러한 병변이 전혀 관찰되지 않음 (Cork et al.,

1988;Nelson et al., 1994).

나. 영장류의 경우, 보다 긴 수명, 동물 종 자체의 희소성 및 사육관리의 비용 등의 어려움으

로 인해 극히 제한된 분야에서만 질환 연구에 활용 가능한 제약이 있는 단점이 있다.

2. 노화 모델 돼지의 필요성

가. 번식시즌이 따로 없어 교배에 어려움이 없고 평균 산자 수가 많다 (10~12 마리/어미 1두).

나. 심혈관계, 소화 시스템, 중추 신경계, 골격, 섭식 등 해부학적/생리학적 특성에서 다른 가

축보다 인간에 더 유사하다.

다. 유전학적 특성 (유전자 및 단백질 염기서열)이 설치류에서보다 더 인간과 유사함이 인정된다.

라. 특히, 가축 동물 중에서 유전자 조작 기술이 가장 잘 발달되어 있어 마우스에서나 가능했던

유전자 적중 기술이 돼지에 적용 가능해졌으며, 마우스 모델에서는 표현형이 나타나지 않는

cystic fibrosis의 경우 (Fisher et al., 2011) 돼지 모델에서는 인간과 동일한 증상이 나타나는

등 (Rogers et al, 2008; Rogers et al., 2008)), 돼지의 생체의학 모델로서의 가능성 증명하였

다.

제 3 절. 연구개발 범위
1. Klotho 유전자 과발현 미니돼지 세포주 확립

가. Klotho/RFP 과발현 미니돼지 세포주 작성

나. 유도발현 시스템이 적용된 Klotho 발현 조절 미니돼지 세포주 작성

2. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 세포주 확립

가. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 세포주 작성

나. 유도발현 시스템을 적용한 Klotho 녹아웃 미니돼지 세포주 작성

3. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 생산
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가. Klotho 유전자 녹아웃 세포주를 이용한 미니돼지 복제수정란 생산 및 체내 이식

나. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 생산 및 세포주 확보
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제� 2� 장.� 국내외�기술개발�현황

코드번호 D-04

제 1 절. Aging 모델 개발 및 분석연구현황

1. 국내에서의 Aging 모델 개발현황

국내에서는 자연발생 노화모델을 대상으로 연구를 진행하고 있으며 노화와 관련된 동물 생

산 연구는 드문 편이고, 노화회복 기전 혹은 이를 통한 신약 개발연구를 진행하고 있다.

가. 국내 연구팀이 HGPS 환자 노화를 개선하는 약물을 발굴하고, 그 약물로 노화 회복

메커니즘을 규명하였다 (10배 빨리 늙는 조로증 환자 노화 회복 메커니즘 국내서

첫 규명, 경제신문 디지털타임스, 2017. 03.23).

나. 동물노화를 설명하는 가설 가운데 염증 축척에 의한 결과라는 '염증유도 노화설'이

알려졌지만, 실체가 규명되지는 않았다. 하지만 '염증에 의한 동물노화설'이 국내 연

구진에 의해 밝혀졌다 ("노화를 막아라"…전남대 의대팀 염증 유도 '동물노화설' 규

명, 연합뉴스, 2017.01.05.).

다. 국내 연구팀에서 독일 막스플랑크연구소 노화생물학 연구팀과 공동으로 척추동물인

‘터콰이즈 킬리피쉬 (African Turquoise Killifish, 학명 : Nothbranchius furzeri)’가

노화의 분자적, 유전적 기전 연구에 적합한 모델이라는 사실을 새롭게 증명하였다

(대구경북과학기술원 보도자료, 2016.02.05.).

라. 국내특허: 국내에서 2016년도에 ‘STK32C 유전자가 결실된 노화 촉진 동물모델의 제

조방법 및 이의 용도’의 특허가 출원되었다 (1020160099458 (2016.08.04.)). 또한 2003

년도에 ‘노화-관련 장애 또는 질환의 진단 또는 치료를 위한 녹아웃된 p62 유전자를

포함하는 형질전환성 마우스 및 이를 이용한 노화 관련 장애 또는 질환에 대응하는

화합물의 스크리닝 방법’과 관련된 특허가 출원된 바가 있다 (1020047018453

(2003.05.14.)).

2. 국외의 유전자 녹아웃을 통한 노화 모델생산 및 분석 현황

가. RecQ-like DNA helicase Wrn 녹아웃 (Human Werner syndrome) 동물 생산을 통

한 노화 연구

90년대까지만 해도, 유전적으로는 Wrn knockout이지만 표현형으로는 정상인 마우스

밖에 존재하지 않았다. 하지만 Wrn knockout 마우스와 종양 억제 역할을 하는 P53

knockout 모델을 교배시킨 결과, 수명 감소가 나타나는 것을 볼 수 있었다 (Lombard

DB et al., 2000). 또한, Wrn knockout 유전자 자체에서 temlomerase complex를

knockout 시킨 결과, 사람에서 Warner’s syndrome과 비슷한 양상을 나타냈다.

(Chang S et al., 2004).

나. LMNA mutation (Hutchinson-Gilford progeria) 생산을 통한 노화 연구
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LMNA mutation이 있으면 짧은 mRNA가 형성되어 progerin을 읽게 되는데,

Hutchinson-Gilford progeria환자에서 이러한 progerin이 축척되게 된다. 최근,

progerin을 과발현하는 transgenic 마우스가 개발 되었는데, 이 마우스는 조기 노화와

탈모 증상을 보였다. (Animal Models of Aging Research: Implications for Human

Aging and Age-Related Diseases* Annual Review of Animal Biosciences/Volume 3,

2015/Mitchell, pp 288).

다. TERT 녹아웃 (Dyskeratosis congenita) 모델 생산을 통한 연구 현황

Dyskeratosis congenita가 있는 동물은 짧은 telomere를 가지고 있으며 telomere

complex를 읽는 TERT에 mutation을 가지고 있다. TERT가 overexpression 될 경우

Wnt 회로를 활성화 시킬 수 있고 생리학적 변화는 wnt 회로에 아무 영향을 주지 않

는다는 것을 밝혔다 (Strong et al., 2011).

라. Klotho 녹아웃 모델 생산을 통한 aging연구 현황

미국에서 1997년 Klotho 마우스의 발견을 시작으로 (Kuro-o et al., 1997), 2003년

Klotho knockout 마우스가 생산되었으며 (Tsujikawa et al., 2003), 그 후로 Klotho

monoallelic knockout 또는 biallelic knockout 마우스를 이용하여 Klotho와 그로 인하

여 발생하는 증상과의 상관관계에 대한 연구들이 진행되고 있다.

(1) 기억상실 (Shin et al., 2013)

쥐에서 Janus kinase 2 (JAK2)와 signal transducer and activator of transcription

3 STAT 3)를 감소시킨 결과, 해마에서 klotho mutant를 지니고 있는 마우스가

탄생되었다. 이런 마우스에서는 의식, 그리고 기억력에 관련된 M1 mAChR의 활

동 감소가 있었다.

(2) Wound healing(Yamauchi et al., 2016)

마우스 피부 이식을 통해 연구한 결과, 염증에 관여하는 mRNA, IL-1beta와

TNF-alpha가 Klotho knockout 마우스 모델에서 wild type 마우스 보다 더 높게

측정 된 것을 파악할 수 있었다.

(3) 조직의 칼슘화 및 수명(Leibrock et al., 2016)

Klotho는 혈관의 석회화를 억제하며, 나이에 따른 질병을 억제한다. Klotho가 저발

현된 마우스에는 심각한 수준의 혈관 석회화와 aging이 관찰되었다. 이러한 질병

이 있는 마우스에서 음수에 acetazolamide 0.8g/l를 첨가한 결과, 장애를 복구 하였

으며 수명을 거의 3배 가까이 늘렸고 trachea, lung, kidney stomach 등 다양한

장기의 석회화를 억제하였다.

마. 관련 특허: 유럽에서 Klotho 유전자로 구성된 Skin-activating 물질을 스크리닝하는

키트 및 이를 스크리닝하는 방법에 대한 특허가 등록되었다 (02634262

(2017.05.31.)). 또한, 일본에서 석회화 조직의 치료를 위해 soluble Klotho, FGF23,

그리고 FGFR의 복합체 형성 메카니즘을 활용하는 적용법에 대한 특허가 등록되었

다 (05927782 (2016.05.13.)).
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3. 연구결과의 국내외 기술개발 현황에서 차지하는 위치

기존까지는 Klotho 마우스 모델을 이용하여 Klotho 연구를 진행하였으나, 인간과 더욱

해부, 생리학적으로 유사한 대형동물 모델의 세포주 및 모델이 부재되어 있었다. 이 연구에

서는 최초로 인간과 해부, 생리학적으로 유사하다고 평가되는 돼지를 이용한 모델을 만들었

다는 부분에서, 이를 이용하여 추후의 인간의 노화 및 관련 질환의 기전 연구를 진행할시 기

존 마우스 모델이 갖는 한계를 극복할 수 있을 것으로 생각된다.
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제� 3� 장.� 연구수행�내용�및� 결과

코드번호 D-05

제 1 절. Klotho 과발현 및 유도발현 세포주 완성

1. Klotho 유전자 스크리닝 및 합성

그림 1. Addgene에서 구입한 human Klotho plasmid의 일러스트

인간 Klotho 유전자가 포함된 plasmid (plasmid # 17712)를 www.addgene.org에서

bacterial stock의 형태로 구입하여 확보하였다(그림 1). 구입한 bacterial stock을 ampicillin

이 포함된 plate에 streaking을 통해서 single colony를 확보하였고, colony 3개를 확보하여

broth 배양으로 증폭한 후, 제한효소 (BamHI and XhoI)를 통해서 해당 colony가 Klotho를

가지고 있는 colony인 것을 확인하였다.

2. Klotho 과발현 및 유도발현 벡터 제작

가. Klotho 과발현 vector의 제작
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그림 3. Destination vector의 일러스트. A. pB-CA-Klotho-2A-mCherry의 모식도, B. 

pB-Tet-Klotho-2A-mCherry의 모식도

먼저, Destination vector로 piggybac sequence를 가지고, CAG promoter에 의해서 작

동하는 pB-CA vector를 선정하였다. 이렇게 선정된 vector에 Klotho 유전자와 mCherry

유전자를 FMD virus에서 유래한 F2A sequence를 이용하여 연결하면서 동시에

In-Fusion cloning kit (Clontech, CA, USA)를 이용하여 삽입하는 전략을 사용하기로 하

였다 (그림 2).

이를 위해, Klotho 유전자를 forward primer

(TTTTGGCAAAGAATTATGCCCGCCAGCGCCCCG)와 reverse primer

(TCCTGTACAGATATCTTTGTAAC TTCTTCTGCCTTT)를 이용하여 증폭 정제하고,

mCherry 유전자를 forward primer (GATATCTGTAC AGGATCCG)와 reverse primer

(AGAGGGAAAAAGA TCTTACTTGTACAGCTCGTCC)를 이용하여 증폭 정제하여 준

비하였다. 이렇게 준비된 두 PCR fragment들을 미리 BglII와 EcoRI으로 double digestion

을 해둔 pB-CA vector에 In-Fusion cloning을 진행하여 해당 유전자가 삽입된 colony를

restriction enzyme 중 AflIII를 이용해서 cutting하여 확인하였다. 추가적으로 sequencing

의 방법으로 최종적으로 확인하였다. 이렇게 얻어진 vector의 이름은

pB-CA-Klotho-F2A-mCherry라 명명하였다.

나. Klotho 유도발현 vector의 제작

이번에는 destination vector로 piggybac sequence를 가지고, tetracycline 계열의 약

물이 들어갔을 경우에만 발현을 하는 CMV promoter를 가진 pB-Tet vector를 사용하였

다. pB-Tet vector는 BsrGI을 이용해서 미리 잘라두었고, 기존에 만들어둔

pB-CA-Klotho-F2A-mCherry에서 Klotho-F2A-mCherry 부분을, forward primer

(ATCACAAGTTTGTACATGCCCGCCAGCGCCCCG)와 reverse primer

(ATCACCACTTTGTACTTACTTGTACAGCTCGTCC)를 통해 증폭 정제된 PCR

product와 In-Fusion cloning을 진행하여 최종 pB-Tet-Klotho- F2A-mCherry라고 명명

한 유도발현 vector를 제작하였다. 역시 마찬가지로 restriction enzyme 중 EcoRI을 이용

해서 cutting하였고, 추가적으로 sequencing의 방법을 통해서 해당 유전자의 삽입여부를

확인하였다.
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3. 벡터 도입에 의한 Klotho 과발현 및 유도발현 미니돼지 세포주 작성

아무 유전자도 넣어주지 않은 control 세포 (A and A’)에서는 mCherry의 expression이

전혀 detection되지 않았으나, pB-CA-Klotho-2A-mCherry를 형질전환해주고 selection까지

끝낸 세포, CA-Klotho라 명명, (B and B’)와 pB-Tet-Klotho-2A-mCherry를 형질전환해준

세포, Tet-Klotho라 명명, (C and C’)에서는 발현을 확인할 수 있었다 (그림 3). 특히

Tet-Klotho (C and C’, D and D’) 중 에서는 doxycycline을 처리한, Tet-Klotho(+)로 명명,

(C and C’)에서는 mCherry의 발현이 확인되는 반면, 항생제를 이용한 선별을 마친 뒤

doxycycline을 처리하지 않은 세포, Tet-Klotho(-)로 명명, (D and D’)에서는 mCherry의 발

현이 억제된 것을 확인할 수 있다 (그림 3). 이를 통해서 세포주에 정상적으로 destination

vector가 삽입된 것을 가시적으로 확인하였고, 일부 세포를 이용해서 유전자 발현 분석을

통한 최종적인 세포주 검증의 시료로 사용했다. 하지만 그림에서도 볼 수 있듯이,

Tet-Klotho(+)의 발현은 CA-Klotho의 발현에 비해서 현저하게 낮은 것을 확인할 수 있고,

이를 통해서 이론적으로는 F2A sequences에 의해 연결되어 있기 때문에 mCherry와 완전히

동일한 양으로 발현할 것으로 예상되는 Klotho의 발현이 Tet-Klotho에 비해서 CA-Klotho

에서 확연히 높을 것이라고 예상할 수 있다.

4. 유전자 발현 분석을 통한 세포주 검증

그림 3. Klotho 과발현 및 유도발현 세포의 일반사진 (A-D) 및 형광사진 (A’-D’)
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그림 4. 유전자 발현 분석을 통한 형질전환 세포주의 검증. A. PCR results of genomic DNA, 

B. RT-PCR results, C. Relative expression level of Klotho from RT-PCR results

 

해당 유전자가 세포의 genomic DNA 속에 삽입되어서 발현 여부를 확인하기 위하여,

PCR, RT-PCR 방법을 사용하였다.

먼저, 그림 4의 A에서 확인할 수 있듯이, control 세포를 제외한 나머지, Klotho 과발현

및 유도발현 세포에서는 Klotho의 삽입을 확인할 수 있었다. 또한 이 Klotho 유전자의 전사

여부를 RT-PCR을 통해서 그림 4의 B에서 확인하였다. 이렇게 진행한 RT-PCR의 결과를

ImageJ program을 통하여 상대적인 발현양의 정도를 그림 4의 C에서 비교하여 보았다. 그

결과, control의 발현정도를 1로 잡았을 경우, CA-Klotho는 2.33 ± 0.03, Tet-Klotho(+)는

2.19 ± 0.03, 그리고 마지막으로 Tet-Klotho(-)는 1.59 ± 0.01로 그림 4의 C에 표시한 것과

같은 유의적 차이를 보이고 있었다.
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그림 6. Real-time PCR을 통한 Klotho 과발현 및 유도발현 세포에서 관련 유전자 변화양상 파악

대조군과 Klotho 과발현 세포를 모두 동일한 계대 (passage no. 12)로 통일한 다음, 각각에

서 cDNA를 합성하였다. 합성한 cDNA를 이용하여, cell cycle과 관련이 있는 p53과 p16의

발현여부, DNA methylation과 관련이 있는 DNMT1, DNMT3a 그리고 DNMT3b의 발현여

부, 마지막으로 apoptosis와 관련이 있는 caspase3, Bax 그리고 Bcl-2 유전자의 발현 양상을

서로 비교하였다.

Klotho 과발현 세포의 경우 cell cycle을 조절하는 기전인 p53과 p16이 모두 유의적으로

감소한 것을 확인하였다. DNMTs (DNMT1, DNMT3a 그리고 DNMT3b)의 경우는 Klotho
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유전자가 과발현 하면 모두 유의적으로 감소한 것을 확인하였다. Apoptosis와 관련된 유전

자인 caspase3의 경우 Klotho 과발현 세포에서 유의적으로 감소하였고, Bax와 Bcl-2의

ratio는 Klotho 과발현 세포에서 대조군에 비해서 유의적 차이가 없었다(그림 5).

제 2 절. Klotho 과발현 복제수정란 생산 및 분석

1. Klotho 과발현 미니돼지 세포주 유래 복제수정란 생산 및 분석

그림 7. Klotho 과발현 및 유도발현 세포를 이용한 초기 배아 발달율 비교 실험 

대조군 세포, CA-Klotho 그리고 Tet-Klotho 세포를 각각 이용하여, 체세포 핵이식 실험

을 진행하고, 배아의 발달율을 비교한 실험에서는 실험 진행 2일 후에 측정한 난할율에서는

모든 실험군에서 차이를 보이지 않았지만, 배반포 발달율은 대조군에 비해서 CA-Klotho와

Tet-Klotho 세포를 이용한 실험군에서 유의적으로 높은 것을 확인할 수 있었다. 하지만 모

든 실험군에서 배반포의 총 세포수는 유의적 차이가 없었다(그림 6.).

그림 8. 배반포에서 RT-PCR을 통한 Klotho 전사 여부 확인 

대조군 세포, CA-Klotho 그리고 Tet-Klotho 세포에서 유래된 배반포에서 진행한

RT-PCR의 결과에서 CA-Klotho 세포 유래의 배반포 실험군에서는 Klotho 유전자의 전사

가 확인되었지만, Tet-Klotho를 이용한 실험군에서는 Klotho 유전자가 확인되지 않았다. 이
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러한 이유는 Tet-Klotho가 배반포에서 발달하는 7일의 기간 동안 doxycycline을 처리하지

않았기 때문에 7일 후에 RT-PCR로 검출이 되지 않은 것으로 추정된다 (그림 7).

Klotho 과발현 및 유도발현 세포주 작성 및 이를 이용한 복제수정란의 생산 및 분석까

지의 결과를 (2017, Establishment of Transgenic Porcine Fibroblasts Expressing a Human

klotho Gene and Its Effects on Gene Expression and Preimplantation Development of

Cloned Embryos, Lee S, Moon JH, Song K, Taweechaipaisankul A, Jo YK, Oh HJ, Park

SC, Lee BC., DNA and Cell Biology, 36(1), 국외, SCI, 10.1089/dna.2016.3482.)에 논문 게

재하였다.

2. Zebularine 처리를 통한 Klotho 과발현 배반포 생성율 상승의 원인 규명

가. Real-time PCR 결과

Klotho 과발현 및 유도발현과 관련된 실험에서 Klotho의 발현이 DNMTs를

down-regulation한다는 사실을 발견하였다. 그리고 이러한 현상으로 인해서 초기 배아발

달율에 긍정적인 영향을 주는 것으로 생각된다. 그래서 이러한 내용을 확인해보기 위해서

DNMT inhibitor인 zebularine을 세포에 50 uM로 24 시간 처리한 후, 동일한 유전자를 분

석하여 보았다. Klotho가 과발현된 세포와는 달리, p53과 p16에는 유의적인 차이가 관찰되

지 않았지만, DNMT1, DNMT3a 그리고 DNMT3b 모두에서 유의적인 감소를 확인하였다.

하지만 이러한 zebularine의 처리로 인한 caspase3의 증가를 추가로 확인하였고, 세포 역

시 체세포 핵이식에 사용하기 전 대조군에 비해서 상당수 죽어있는 것을 확인하였다

(Data not shown).
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그림 9. Zebularine (DNMT inhibitor)를 처리한 세포에서의 관련 유전자 변화양상

나. Zebularine 처리 미니돼지 세포주 유래 복제수정란 생산 및 분석
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그림 10. Zebularine 처리 세포를 이용한 체세포 핵이식 결과  

체세포 핵이식에 50 uM의 zebularine을 24시간 처리한 세포를 사용하였을 경우, 대조

군에 비해서 난할율에는 차이가 없지만, 배반포 발달율에는 유의적인 차이가 나타나는 것

을 확인하였다. 이를 통해서 Klotho 과발현 세포에서 나타나는 배반포 발달율이 증가하는

원인 중에 하나로 Klotho 과발현에 의한 DNMT1, DNMT3a 그리고 DNMT3b의 저하를

통해 세포 자체에서 일어나는 demethylation이 하나의 중요한 역할을 하는 것을 확인할

수 있었다 (그림 9).

제 3 절. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 세포주 확립

1. 돼지 Klotho 유전자 대상 RGEN 제작 후 활성 비교를 통해 최적의 RGEN 선별

그림 11. 돼지 Klotho 유전자 KO을 위한 RGEN 선정 및 최적의 RGEN 선별

돼지 Klotho 유전자 sequence를 pubmed, ensemble 등을 통해 검색하여 exon을 구별한

다음, 비교적 앞쪽에 위치하면서 크기가 커서 여러 개의 sgRNA를 디자인할 수 있는 exon

을 선택하였다. 돼지 Klotho 유전자 exon2를 타겟으로 하는 sgRNA 3개, exon3을 타겟으로

하는 sgRNA 4개를 선정 및 제작 (Klotho exon2 active RGEN (aRG) 1, 2, 3 및 exon3

aRG 1, 2, 3, 4) 하였다.
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3x105 cells/well, passage5의 porcine fetal fibroblasts에 Neon transfection system

(Life Technologies, CA, USA)을 이용하여 1400V, 30ms, 1pulse의 조건으로 7개의

sgRNA/Cas9 ribonucleoproteins (RNPs)를 delivery한 결과, Klotho exon2 aRG1, exon2

aRG2, exon3 aRG3에서 높은 INDEL ratio를 보였으며 (각각, 32.0%, 36.2% 및 56.8%) 가장

효율이 좋은 Klotho exon3 aRG3을 선별하였다 (그림 10).

2. 선별된 RGEN으로 Klotho KO 미니돼지 세포주 작성 및 분석

가. Single cell 유래 Klotho KO 미니돼지 세포주 작성 및 분석

그림 12. 첫 번째 세포주 (A)로 작성한 Klotho KO cell line의 deep sequencing 결과

Neon transfection system을 이용하여 Klotho exon3 aRG3/Cas9 RNPs delivery를 한

후, single cell culture를 통하여 single cell 유래 colony를 확보하여 점차 계대배양을 하

여 세포수를 확보하였다. 두 가지 서로 다른 세포주를 사용하였으며, 첫 번째 세포주 (A)

로 작성한 12개의 cell line (#A.1-12) 중 deep sequencing 결과를 통하여 5개

(#A.2,5,8,11,12)의 mutation을 확인하였으며, 그 중 2개의 line (#A.8,11)이 biallelic KO임을

확인하였다 (그림 11).
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그림 13. 두 번째 세포주 (B)로 작성한 Klotho KO cell line의 deep sequencing 결과

두 번째 세포주 (B)로 작성한 9개의 cell line (#B.1-9)중 deep sequencing 결과를 통하

여 5개 (#B.3,4,5,7,9)의 mutation을 확인하였으며, 그 중 4개의 line (#B.3,4,5,9)에서 biallelic

KO임을 확인하였다 (그림 12).

나. Fetus 회수를 통한 Klotho KO 미니돼지 세포주 작성 및 분석

그림 14. Klotho KO 복제수정란의 대리모 이식 및 fetus 회수 결과
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그림 15. (A) Klotho KO 복제수정란 이식 후 28일째의 대리모의 자궁 사진. (B) 살아있는 fetus 

사진

그림 16. 선별하지 않은 Klotho KO 세포를 이용하여 생산된 태아의 Klotho 유전자 exon3

의 유전자 편집 모식도. Fetus A; Absorbing fetus, Fetus O; Ongoing fetus.

Single cell 유래 colony로 cell line을 확립하면서 체세포 핵이식 및 분석에 필요한 세

포 수 확보를 목적으로 한 계대과정에서 다수의 colony가 senescence에 빠져 cell line이

유지가 어려웠으며, 세포의 계대수가 상당히 (11계대, 9계대) 높아졌다. 세포 수 또한 복제

수정란 생산 및 분석 (유전자 및 단백질 발현)에 사용하기에 부족하다고 판단되었다. 따라

서, 전략을 수정하여, 복제수정란 생산에 사용하기 적절한 낮은 계대의 porcine fetal

fibroblasts에 sgRNA/Cas9 RNPs를 delivery한 직후에, 세포의 선별없이 체세포핵이식을

하여 대리모에 embryo transfer를 한 후, 28일 전후로 하여 fetus를 회수하여, T7E1 및

deep sequencing을 통하여 KO여부를 분석한 후, primary culture를 통해 확보한 Klotho

KO cell line을 이용하여, recloning하는 방향으로 전략을 수정하였다. 총 5번, 대리모에 이

식하였으며, 그 중 1마리의 대리모에서 임신을 확인하였고 (그림 14), 28일째 태아를 회수

하였다 (그림 14). 총 16마리의 태아 중 9마리는 흡수 중이었으며, 7마리가 살아있었고, 이

살아있는 태아를 이용하여 일차배양을 통해 세포주를 확립하였다. Deep sequencing 결과
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분석을 통해 흡수중인 9마리의 태아에서 4마리 및 살아있는 7마리의 태아 중 3마리에서

monoallelic KO이 되었음을 확인하였다 (그림 15). 살아있는 7마리로부터 확립한 세포주

중, Fetus O1, O2 및 O3에서 monoallelic KO이 확인 되었으며, 그 중 Frame Shift가 발

생한 Fetus O2 및 O3를 이용하여 추후 실험을 계획하였다 (그림 15).

선별하지 않은 Klotho KO 세포를 이용하여 태아 생산 및 이를 이용하여 확립한 태아

유래 Klotho 녹아웃 세포주의 결과를 특허 출원하였다. (출원: 2017, Klotho 유전자 녹

아웃 질환모델 동물 및 이의 용도, 서울대학교 산학협력단, 대한민국, 출원번

호:10-2017-0127415)

3. Klotho KO 미니돼지 세포주 유래 복제이식란 생산 및 분석

가. 선별하지 않은 Klotho KO 세포를 이용한 Klotho KO 미니돼지 복제수정란 생산 및

분석

그림 17. Klotho exon3 aRG3을 transfection한 donor cell을 이용한 체세포 핵이식 결과
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그림 18. 선별되지 않은 Klotho exon3 aRG3을 transfection한 donor cell을 이용한 체세포 핵이

식을 통해 생산된 Klotho 녹아웃 배반포의 분석. (A) T7E1 분석 결과. (B) Deep sequencing 분석 

결과

먼저 대조군 세포, Klotho exon3 aRG/Cas9 RNPs가 transfection된 세포의 2개 군에

대해서 난할율과 배반포 발달률을 조사하였다. 대조군 세포 및 transfection된 세포를 이용

하여 재구성된 배아의 배반포 발달률은 차이가 없었다 (그림 16; 각각, 9.8% 및 9.1%). 또

한 transfection된 세포를 이용하여 재구성된 배반포에서 T7E1 그리고 deep sequencing을

통해서 Klotho 유전자의 KO 여부를 확인하였다. 전체 20개의 배반포 중, 13개 (65.0%)가

mutation이 일어났으며, 그 중 5개 (38.5%)가 biallelic KO으로 높은 효율을 보였다 (그림

17).

나. Single cell 유래 Klotho KO 세포를 이용한 Klotho KO 미니돼지 복제수정란 생산

및 분석
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그림 19. #B.9 cell line을 이용한 체세포 핵이식 결과 및 배반포의 deep sequencing을 이

용한 Klotho KO 검증

차선책으로 체세포핵이식에 적합하지 않지만, 위에서 만든 homozygous KO cell line

중 세포 모양과 세포 수가 가장 괜찮은 #B.9 cell line을 이용하여 체세포핵이식을 진행하

였다. 약 8.33%의 배반포형성률을 보였으며, deep sequencing으로 검증한 결과 #B.9 cell

line과 같은 INDEL의 결과를 보여 single cell 유래 homozygous Klotho KO cell line도

차선책으로 사용할 수 있는 가능성을 확인하였다. 이후 이 세포주 명을 Klotho 9번으로

명명하였다 (그림 18).

Single cell 유래 Klotho 녹아웃 세포주 생산 및 이를 이용한 복제수정란의 생산

및 분석까지의 결과를 (2016, Production of homozygous klotho knockout porcine

embryos cloned from genome-edited porcine fibroblasts, Lee S, Jung MH, Oh HJ, Koo

OJ, Park SC, Lee BC., Journal of Embryo Transfer, 31(3), 국내, 비SCI,

110.12750/JET.2016.31.3.179.)에 논문 게재 하였다.

4. Klotho KO 미니돼지 세포 내 유도발현 벡터 도입을 통한 세포주 작성 및 분석

그림 20. 1차년도에 기제작한 유도발현 벡터의 모식도
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그림 21. Fetus O2 (WT/-17bp,+15bp) 세포주에 hKlotho 유도발현 벡터를 도입한 세포의 

일반사진 (A-C) 및 형광사진 (A’-C’)

그림 22. 유전자 발현 분석을 통한 형질전환 세포주의 검증. A. PCR results of 

genomic DNA, B. RT-PCR results, C. Relative expression level of hKlotho from 

RT-PCR results

1차년도에 확립한 유도발현 벡터 pB-Tet-Klotho-F2A-mCherry plasmids를 이용 (그

림 19)하여 Fetus O2 (WT/-17bp,+12bp)에 transfection 후 Neomycine으로 선별하였으며,

doxycycline을 처리하여 hKlotho유전자가 유도 발현되는지를 PCR, RT-PCR 및 mCherry

발현으로 검증하였다 (그림 20). PCR을 통해서 유도발현 hKlotho 유전자의 삽입을,

RT-PCR을 통해서 hKlotho 유전자의 전사를 확인하였다 (그림 21).
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5. 유도발현 벡터가 적용된 Klotho KO 미니돼지 세포주 유래 복제수정란 생산 및 분

석

그림 23. 유도발현 벡터가 적용된 Klotho KO donor cell을 이용한 체세포 핵이식 결과

유도발현 벡터가 적용된 Klotho KO 세포주를 이용하여 복제수정란을 생산하였으며,

Klotho KO 세포 및 유도발현 벡터가 적용된 Klotho KO 세포를 통해 유래된 복제배아의

체외 발달을 비교하였다. 1차년도 결과와 유사하게, hKlotho가 유도발현된 세포를 이용한

그룹에서 배반포형성률이 유의하게 증가하는 것을 확인할 수 있었다 (그림 22). Single

cell 유래의 Klotho KO 세포주 (Klotho 9), fetus 유래의 Klotho KO 세포주들 (Fetus O2

및 O3)과 함께, 이 세포주 역시 복제수정란을 대량 생산하여 Klotho KO 돼지 생산을 위

해 발동기화 된 대리모 이식에 사용되었다.

제 4 절. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 생산

1. 유도발현 벡터가 적용된 Klotho 녹아웃 세포주 유래 복제수정란 체내 이식

유도발현 벡터가 적용된 Klotho KO 세포주 (Fetus O2/Tet-hKL)을 3회에 걸쳐 발정동기

화 된 대리모에 3회 체내 이식하였으며 1회 임신되었으나, 임신 중 유산되었다.

2. Klotho 녹아웃 미니돼지 생산
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그림 24. Klotho KO 세포주 유래 복제수정란의 체내 이식 결과 표 

Single cell 유래의 Klotho KO 세포주 (Klotho 9), fetus 유래의 Klotho KO 세포주들

(Feuts O2 및 O3) 및 유도발현 벡터가 적용된 Klotho KO 세포주 (Fetus O2/Tet-hKL)를

이용하여 복제수정란을 대량 생산하였으며, Fetus O3 (3회), Klotho 9 (3회), Fetus O2 (8회)

및 Fetus O2 세포주와 FetusO2/Tet-hKL 세포주를 같이 사용 (3회) 하여, Klotho KO 미니

돼지 생산을 위해 총 17회 체내 이식을 진행하였다. 64.7% (11/17)의 높은 임신률을 달성하

였으나, 안타깝게도 모두 유산되었다. 임신 5주차에 유산되는 경향을 보이고 있어, Klotho 유

전자와 임신간의 상관관계에 대한 참고문헌을 조사하였으며, 최근 연구에서, 사람 임신중독

증 (임신과 합병된 고혈압성 질환을 말하며, 부종, 고혈압증, 단백뇨의 세 가지 증세가 주증

세로 되고, 조산이나 유산을 일으킬 가능성이 높은 질병) 발병 시 태반에서 Klotho의 발현이

현저히 감소한다는 연구가 있었다 (Cecatil et al., 2016). 이로보아, 임신유지와 Klotho의 상

관관계에 대하여 의심이 된다. 마우스 모델의 경구 Klotho monoallelic 및 biallelic KO 모델

이 문제없이 생산되었으나, 마우스와 돼지는 해부학적으로 태반의 구조에 차이가 있기 때문

에 돼지에서 Klotho KO 모델을 생산하기 어려울 가능성이 존재할 것으로 생각 된다. 마우스

의 경우 혈액융모성태반으로 모체의 단백질이 태반을 통과하나, 돼지의 경우 상피융모성태반

으로 모체의 단백질이 태반을 통과하기 어려운 구조이며, 이로 인하여 Klotho KO 태아의 태
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아 유래 태반에서 감소된 Klotho가 모체에 의해 보상되지 않아 임신 유지가 어려울 가능성

이 있다. Klotho 발현이 감소될 경우, Klotho에 의한 Insulin/Insuiln Growth Factor (IGF)-1

signaling이 억제가 감소하며, 이로 인하여 활성화된 Insulin/IGF1 signaling이 FOXO1을 억

제하여 FOXO1에 의해 조절되는 항산화 관련 유전자인 MnSOD 및 CAT의 발현 역시 감소

하게 된다. 이로 인하여 세포의 세포사멸화가 증가 되어 태반이 손상을 받게 되고, 모체 쪽

Klotho의 보상이 없으면 임신 유지가 어려운 것으로 생각된다. 이 가설을 아래의 4) Klotho

녹아웃 미니돼지의 유전자 발현 분석 등 검증 부분에서 분석하였다.

3. 태아 및 산자 유래 Klotho 녹아웃 세포주 확보

그림 25. 태아 유래 Klotho 녹아웃 세포주

앞서 진행한 Fetus 회수를 통한 Klotho KO 미니돼지 세포주 작성 및 분석 전략에서, 회

수한 살아있는 7 마리의 태아로부터 일차배양 및 Deep sequencing분석을 통하여 3 개

(Fetus O1, O2 및 O3)의 태아유래 Klotho monoallelic KO 세포주를 확보하였다 (그림 24).

4. Klotho 녹아웃 미니돼지의 유전자 발현 분석 등 검증
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그림 26. Real-time PCR을 통한 Klotho KO세포에서 관련 유전자 변화양상 파악. Fetus O2; Klotho 

monoallelic KO fetal cell line (WT/-17bp,+15bp). 

그림 27. Real-time PCR을 통한 Klotho KO세포주 유래 복제수정란에서의 관련 유전자 변화양상 파악. Fetus O2; 

Klotho monoallelic KO fetal cell line (WT/-17bp,+15bp).
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Klotho KO 미니돼지 유래 세포주 (Fetus O2; Klotho monoallelic KO fetal cell line

(WT/-17bp,+15bp))를 이용하여 유전자 발현 분석을 진행하였다. IGF1 signaling과 관련이

있는 IGF1과 IGF1R의 발현여부, FOXO1 및 항산화와 관련이 있는 FOXO1, MnSOD 그리고

CAT의 발현여부, 마지막으로 apoptosis와 관련이 있는 Bax/Bcl-2 ratio 및 Caspase3 유전자

의 발현 양상을 서로 비교하였다.

Klotho KO 세포의 경우, IGF1 signaling에 관여하는 IGF1 과 그의 수용체인 IGF1R의 유

전자 발현이 모두 유의적으로 감소한 것을 확인하였다. 이는 Klotho에 의한 억제되고 있는

IGF1이 Klotho 녹아웃에 따라 활성화됨에 따라 보상적인 반응으로 생각된다. 또한, IGF1

signaling의 활성화에 의하여 FOXO1의 발현이 억제 되었고, FOXO1에 조절을 받는 항산화

제 유전자인 MnSOD 와 CAT의 발현 역시 감소된 것으로 생각된다. 결과적으로, 내재하는

항산화 유전자의 발현감소로 인해 apoptosis와 관련된 유전자인 Bax/Bcl-2 ratio의 유의적

증가 및 Caspase3 유의적 감소로 반영되었다. 이는 Klotho의 KO으로 apoptosis가 증가되었

음을 보여준다 (그림 25). 이 Klotho KO 세포주를 이용하여 배반포를 생산하였으며, 이를

이용하여 apoptosis와 관련된 유전자 발현 분석을 진행하였다. 세포에서의 발현 양상과 마찬

가지로, 배반포에서도 Bax/Bcl-2 ratio 발현이 증가하였으며 Caspase3의 발현이 유의적으로

감소하였다 (그림 26).

결과적으로, Klotho의 KO으로 인하여 Klotho에 의해 억제 되던 IGF1 signaling이 활성

화 되고, 이로 인하여 항산화 유전자 (MnSOD 및 CAT)의 발현을 조절하는 FOXO1이 억제

되어, 항산화 유전자의 발현 감소로 이어지게 되며, 이로 인해 세포 뿐만 아니라 세포를 이

용하여 생산한 배반포에서도 apoptosis의 증가로 이어지게 되는 것으로 보인다. 모체 뿐만

아니라 태아에서도 태아 유래 태반이 형성되기 때문에, 배반포에서의 apoptosis 증가는 태아

유래 태반의 정상적 발달에 영향을 줄 것으로 판단되며, 특히 해부학적으로 상피융모성태반

을 갖고 있는 돼지에서 Klotho KO 태아의 부족한 Klotho가 모체에 의해 보상되지 않는다면

이것이 5주차에 발생하는 유산의 주요한 원인이 될 것으로 생각된다. 따라서, 대리모 2두로

부터 회수한 Klotho 녹아웃 태반을 이용하여 Klotho 녹아웃이 태반에 미치는 영향에 대하여

분석을 계획하고 있다.

제 5 절. 연구개발 추진 전략 및 추진체계

1. 추진전략ㆍ방법

가. 추진전략

(1) 국내외 관련학술지의 문헌조사와 인터넷을 이용한 정보검색과, 관련분야 학술대회 참가

를 통한 연구자와의 교류를 통해 최신 연구동향을 파악함으로써, 최종목표인 “항노화

유전자 녹아웃 세포주 확립 및 노화모델 미니돼지 개발”에 필요한 가장 효율적인 접근

방법을 확보하였다

(2) 외부전문기관((주)툴젠, (주)옵티팜)과 컨소시엄을 구성해서, 주기적 회의 진행을 통해

연구 진행 상황을 점검하고, 본 과제의 수행에 필수적 요소이지만 본 연구팀에서 현재
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보유하고 있지 않으며 단시간 내 확보가 어려운 기술은 최적의 외부 인프라를 이용함

으로써 최상의 결과 도출을 위해 노력하였다.

나. 추진방법

(1) 유전자 클로닝 및 발현 벡터

(가) 돼지 Klotho 유전자와 reporter 유전자 (형광단백질 또는 항생제 선별)를 gateway

PCR을 하여 발현 벡터를 완성하였다.

(나) 클로닝을 위하여 유전자 양쪽에 recombination이 일어날 수 있는 primer를 준비,

BP, LR recombination을 통하여 효과적으로 유전자를 발현시킬 수 있는 시스템을

적용하였다.

(다) 완성된 벡터는 DH5α competent E. coli를 이용하여 transformation을 실시,

miniprep을 통해 positive colony 선별하였다.

(라) 완성된 DNA는 transfection을 위해 Maxiprep을 실시하여 연구에 사용하였다.

(2) 유전자 발현 벡터의 세포내 도입

(가) 완성된 벡터를 세포내로 도입하기 위하여 electroporation을 이용하였다.

(나) Transfection 이틀 전에 세포를 3X105 cells/60mm dish에 배양하였다.

(다) 80% confluency 상태의 세포를 trypsin 처리 후, DNA 1 ug가 포함된 용액과 혼합

하고 Neon으로 electroporation한 후 새로운 60mm dish에 도포하였다.

(라) 24시간 이내 배양액을 교체한 후 이틀 뒤 선별 과정을 통한 계대 배양하였다.

(3) 세포 배양 및 분석

(가) 세포 배양을 위한 기본 배지로는 DMEM, 10% FBS, 1% penicillin/ streptomycin,

1% NEAA, 100 mM beta-mercaptoethanol을 이용하며, 항생제 선별 시에는 FBS

의 비율을 15%로 높여서 사용하였다.

(나) 면역염색

① PBS로 3회 세정 후 4~8% paraformaldehyde를 이용하여 fixation (약 20분)하였다.

② 0.1% Triton X로 permeabilization (약 20분)실시 하였다.

③ 10% goat serum으로 blocking (약 1시간) 실시하였다.

④ 적정 희석된 primary antibody를 적용 (냉장고, overnight)하였다.

⑤ 적정 희석된 secondary antibody를 적용 (약 2시간)하였다.

⑥ conterpart staining으로 DAPI 염색을 실시하여 세포의 특성을 규명하였다.

⑦ 그림 27은 본 연구팀의 다른 연구 결과로서, 세포의 특성을 규명하기 위해 면역염

색한 결과 위의 염색 방법이 잘 확립되어져 있음을 반영하였다.

(다) RT-PCR 및 real-time PCR



- 35 -

① total RNA를 뽑아서 cDNA를 합성, RT-PCR 및 real-time PCR을 이용하여 유전

자 발현을 분석을 실시하였다.

② 목적유전자인 Klotho 외에도 세포가 노화되면서 변하는 대표적인 유전자인 p53,

p16, DNMT와 같은 유전자의 발현을 측정비교하였다.

③ 이후 변화된 유전자 패턴을 가진 세포를 이용하여 핵이식 복제배아 생산에 이용하

고 효율을 평가하였다.

그림 28. Immunostaining of various cell types. 

(라) Single-derived colony 확보

① Klotho 유전자 과발현 및 녹아웃 세포들 중에서 동일 유전정보를 가진 세포들로만

구성된 colony를 확보하기 위해, 세포 희석액을 96well plate에 도포하거나, 100개

의 세포를 100 mm2 배양디쉬에 plating한 후 각 colony를 회수하여 sequencing하

여 확인하였다.

(4) 유도발현 시스템 벡터 적용

(가) Klotho 유전자의 발현을 임의로 조절할 수 있게 하기 위해 Tetracycline inducible

system을 이용한 벡터를 제작하였다.

① 항생제 조절 발현을 위해서는 transfection한 후 약 30시간 지나 doxycycline 1~2

ug/ml를 세포배양액에 첨가하였다.

② 그림 28은 본 연구팀의 다른 연구 결과로서, 항생제가 있는 상황에서만 단백질이

발현되는 것을 면역 염색을 통해 확인한 결과이다.
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   그림 29. Nuclear transcription factors의 항생제 조절에 의한     발현을 면역 염색을 
통한 검증.

(나) 조직/장기별 발현 양상에 대한 연구 필요성이 대두될 경우, 특이적 promoter

(Ksp-cadherin promoter, BRDT promoter 등)를 이용하여 발현벡터를 제작할 수

있다.

(5) Klotho 유전자 제거용 RGEN 제작

(가) Infomatics를 이용하여 돼지 Klotho 유전자 구조를 확인하고 다수의 RGEN을 제작,

리포터 유전자를 이용하여 활성을 평가하였다.

① 형광단백질이 발현되는 리포터 유전자를 RGEN과 동시에 세포내 주입하여

RFP/GFP 발현 여부를 통해 RGEN의 효능의 검증이 가능하였다.

② 그림 29는 본 연구팀에서 수행 중인 다른 연구과제의 내용으로, T7E1으로 TALEN

에 적합한 리포터 유전자 제작 관련 테스트 결과

그림 30. TALEN 리포터 유전자 선별.
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(나) 연구 수행의 효율을 높이기 위해 RGEN 제작은 전문기관에 의뢰하여 수행하였다.

(6) 체세포핵이식 복제수정란 생산

(가) Klotho 과발현 및 녹아웃 세포주가 완성되면, 이 세포를 공여핵세포로 하여 기 확

립된 방법 (Song 등, Mol Reprod Dev, 2009)으로 체세포핵이식에 이용하였다.

① 도축장 유래 돼지 난자를 40시간 체외성숙 시킨 후 난구세포를 제거하여 제2극체

가 방출된 성숙난자를 선별한다.

② Confluency 상태의 세포를 트립신 처리로 분리하여 준비한다.

③ Bisbenzimide 염색 및 cytochalasin B 처리를 통하여 성숙난자의 핵을 제거한다.

④ 탈핵난자에 공여세포를 주입한 후 전기적 자극으로 융합 유도한다.

⑤ 전기적 활성화를 거친 후 체외배양 실시한다.

(나) 착상 가능한 배반포 단계 수정란에서 유전자 발현 패턴을 분석하여 세포주 검증하

였다.

그림 31. Klotho 녹아웃 세포를 이용한 핵이식 수정란 생산 모식도.

(7) 형질전환 복제수정란 이식 및 미니돼지 산자 생산

(가) 생산된 복제수정란은 배란동기화 유도된 대리모에 이식하기 전까지 체외배양과 동

일 조건으로 배양한다.

(나) 이식 당일 복제수정란을 이송용 배지에 정치하여 대리모 (자연발정 발현 2일째)가

준비된 이식농장으로 수송한다.

(다) 일반적 외과수술법에 준한 개복을 통해 난소 관찰 후 적합한 경우에만 난관채에 복

제수정란을 이식한다.
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(라) 체내이식일로부터 4주 후 초음파를 이용하여 대리모의 임신 여부를 확인, 임신된

개체는 주기적으로 임신 유지 여부를 관찰한다.

(마) 이식일 기준으로 114일 후 제왕절개를 통해 미니돼지 산자를 생산한다.

2. 추진체계
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제 6 절. 연구개발 추진 일정

1. 1차년도 연구개발 추진 일정

2. 2차년도 연구개발 추진 일정

(1)차년도

일련

번호
연구내용

추진 일정 연구

개발비

(단위:

천원)

책임자

(소속

기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1
돼지 Klotho/RFP

과발현 벡터 제작

2

벡터 도입으로

Klotho 과발현

미니돼지 세포주

작성 및 분석

3

유도발현 적용된

Klotho 과발현

미니돼지 세포주

작성 및 분석

4

Klotho 과발현

미니돼지 세포주

유래 복제수정란

생산 및 분석

(2)차년도

일련

번호
연구내용

추진 일정 연구

개발비

(단위:

천원)

책임자

(소속

기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

돼지

Klotho-RGEN

제작 및 최적의

RGEN 선별

2

Klotho KO

미니돼지 세포주

작성 및 분석

3 Klotho KO
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3. 3차년도 연구개발 추진 일정

(3)차년도

일련

번호
연구내용

추진 일정 연구

개발비

(단위:

천원)

책임자

(소속

기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

유도발현 벡터가

적용된 Klotho

녹아웃 세포주

유래 복제수정란

체내 이식

2
Klotho 녹아웃

미니돼지 생산

3

태아 및 산자 유래

Klotho 녹아웃

세포주 확보

4

Klotho 녹아웃

미니돼지의 유전자

발현 분석 등 검증

미니돼지 세포주

유래 복제수정란

생산 및 분석

4

Klotho KO 세포주

유래 복제수정란

체내 이식
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제� 4� 장.� 목표달성도�및� 관련분야�기여도

코드번호 D-06

1. 목표달성도

가. Klotho 과발현 미니돼지 세포주 완성 (1차년도. Klotho 유전자 과발현 미니돼지 세포

주 확립)

벡터 도입으로 Klotho 과발현 미니돼지 세포주를 성공적으로 생산하였으며 PCR,

RT-PCR등의 방법을 통해 유전자 삽입여부를 검증하였고, Klotho 과발현에 의한 노화

관련 유전자의 발현 분석등을 하였으므로 가중치 30%의 100% 달성하였다.

나. Klotho 유도발현 미니돼지 세포주 완성 (1차년도. Klotho 유전자 과발현 미니돼지 세

포주 확립)

유도발현 적용된 Klotho 과발현 미니돼지 세포주를 성공적으로 생산하였으며 PCR,

RT-PCR등의 방법 및 doxycycline을 처리하여 mCherry의 발현 여부등을 통해 유전

자의 삽입여부를 검증하였으므로 가중치 40%의 100% 달성하였다.

다. Klotho 과발현 복제수정란 생산 및 분석 (1차년도. Klotho 유전자 과발현 미니돼지 세

포주 확립)

Klotho 과발현 세포주 유래 복제수정란을 성공적으로 생산하였으며 Klotho 과발현에

의한 복제수정란의 발달을 분석하였으므로 가중치 30%의 100% 달성하였다.

-> 1차년도 100% 달성

라. Klotho KO 미니돼지 세포주 완성 (2차년도, Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 세포주

확립)

Klotho 녹아웃 세포주를 single cell culture 또는 fetus 회수 방법으로 성공적으로 생

산하였으며, deep sequencing 방법을 통해 mutation 도입을 검증완료 하였으므로 가중

치 30%의 100% 달성하였다.

마. 유도발현 시스템 적용된 Klotho KO 미니돼지 세포주 완성 (2차년도, Klotho 유전자

녹아웃 미니돼지 세포주 확립)

Klotho 녹아웃 세포주에 유도발현 시스템을 적용한 세포주를 1차년도에 기제작한

유도발현 벡터를 transfection하여 성공적으로 생산하고 PCR, RT-PCR등의 방법 및

doxycycline을 처리하여 mCherry의 발현 여부등을 통해 유전자의 삽입여부를 검증하

였으므로 가중치 40%의 100% 달성하였다.

바. Klotho KO 복제수정란 생산 및 분석 (2차년도, Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 세포

주 확립)

Klotho 녹아웃 복제수정란을 성공적으로 생산 및 복제수정란이 배반포까지 발달한

후 genotype을 분석하여 검증완료 하였으므로 가중치 30%의 100% 달성하였다.

-> 2차년도 100% 달성

사. Klotho KO 복제수정란 대량 생산 (3차년도. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 생산)

Klotho 녹아웃 복제수정란을 성공적으로 3,236개 대량 생산하였으며 이를 17회 걸쳐
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동기화된 대리모에 이식하였으므로 가중치 40%의 100% 달성하였다.

아. Klotho KO 미니돼지 1두 이상 생산 (3차년도. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 생산)

Klotho 녹아웃 미니돼지 생산을 위해 17회 동기화된 대리모에 이식하였으며 64.7%의

높은 임신률을 보였으나 아쉽게도 모두 유산되었므로 가중치 40%의 50% 달성하였다.

자. Klotho KO 미니돼지 세포주 확보 (3차년도. Klotho 유전자 녹아웃 미니돼지 생산)

7마리의 살아있는 Klotho 녹아웃 복제 태아로부터 3개의 Klotho monoallelic KO 미니

돼지 세포주를 성공적으로 확보하여 가중치 20%의 100% 달성하였다.

-> 3차년도 80% 달성

따라서, 연도별 연구목표 및 평가착안점에 입각한 연구개발목표의 달성도

총합 300% 중, 280%의 목표를 달성하였다.

2. 관련분야 기여도

가. 최초의 Klotho 녹아웃 돼지 모델

(1) 그동안 Klotho 녹아웃 마우스 모델은 있었으나, 마우스와 사람간의 해부 생리학적 차

이 등으로 인한 표현형의 차이가 마우스가 인간의 질환 모델로서 한계가 있다는 지적

이 꾸준히 야기되었다.

(2) 이로 인하여 마우스보다 인간에 더 가까운 중대모델 동물의 필요성이 대두되었으며,

돼지는 해부 생리학적으로 인간과 매우 유사하여 인간 질환 모델로서 각광 받고 있다.

(3) 따라서, Klotho 녹아웃 돼지 모델을 이용한 인간의 노화 및 관련 질환의 기전 연구는

기존 마우스 모델의 한계를 극복할 수 있다는 장점이 있다.

나. 체세포 핵이식에 적합한 태아 유래 유전자 녹아웃 세포주 확립 방법

(1) 체세포 핵이식을 통하여 유전자 녹아웃 동물을 생산하기 위해서는 유전자가 녹아웃된

세포주가 필요한데, 보통은 single cell유래의 세포주를 여러 계대과정을 통해 확립하

였다.

(2) 이 방법을 통해 확립된 세포주는 확립되는 과정에서 계대수가 체세포핵이식이 적합한

계대수보다 높아지게 된다.

(3) 하지만, 유전자 녹아웃 효율이 상당히 높은 CRISPR/Cas9 RNPs delivery하여 다른 선

별과정 없이 체세포 핵이식 후, 대리모에 체내 이식을 하여도 높은 확률로 유전자 녹

아웃 태아를 획득할 수 있음을 확인하였다.

(4) 이 태아를 회수하여 태아 유래 유전자 녹아웃 세포주를 확립하면, 체세포 핵이식에 적

합한 충분히 낮은 계대의 세포주를 획득할 수 있으며, 이 방법을 이용하여 다른 유전

자를 타겟 녹아웃 돼지 모델을 만드는 데에도 적용 가능하다.
* 본 과제는 연구기간은 3년으로 합이 100%로 환산시 가중치에 소주점이 나타나 1년도 연구목표를 100%로

환산하여 종합 3년의 가중치 합을 300%로 하였음.
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제� 5� 장.� 연구결과의�활용계획

코드번호 D-07

1. 노화로 인해 야기되는 퇴행성 질환의 연구에 필요한 모델 세포 또는 동물 공여

가. 설치류보다 인간에 더 근접한 돼지의 특성을 활용함으로써 기존의 마우스 모델의 한계

극복을 할 수 있을 것으로 기대된다.

나. 본 연구에서, Klotho 유전자의 과발현 (human Klotho), 돼지가 지니고 있던 Klotho 유

전자를 Cas9에 의해 녹아웃시킨 세포 및 이 세포에 human Klotho 유전자가 유도발현

되는 세포주 등 총 3 유형의 세포를 확립하였다. 또한, Klotho KO 미니돼지가 현재

대리모에 임신 중에 있으며, 이러한 노화모델 세포 및 미니돼지를 이용하여 노화로 인

해 야기되는 퇴행성 질환의 연구에 기여할 수 있을 것으로 생각된다.

2. 노화 병인의 기전연구에 활용

가. 단순 녹아웃 모델이 아니라 필요에 따라 유전자 발현을 조절할 수 있기 때문에 병인유

전자의 역할 규명에 원초적인 연구에 활용할 수 있을 것이다.

나. 본 연구에서, Klotho 유전자의 과발현 (human Klotho) 또는 녹아웃 세포에서 Wild type

과 비교하여 Klotho의 노화 조절에 관여한다고 추정되는 유전자의 발현에 변화가 있었

다. 따라서 노화 병인의 기전연구에 Klotho KO 세포 및 동물이 큰 역할을 할 것으로 기

대된다.

3. 돼지에서의 Klotho 유전자와 임신 유지의 상관관계

가. 본 연구에서, 높은 임신률에도 불구하고 대부분 5주차에 유산이 되는 양상으로 보아,

돼지에서의 Klotho 유전자와 임신 유지 간에는 상관관계가 있을 것으로 사료된다.

나. 참고문헌에서 인간의 임신중독증과 Klotho의 발현의 상관관계가 밝혀진 바 있으며, 종

간의 태반의 해부학적 구조 차이가 있으나, 임신 중의 태반에서의 Klotho의 발현이 임

신에 미치는 영향에 대하여 본 연구를 통해 확립한 Klotho KO 세포주를 활용하여 추

가연구를 진행한다면, Klotho의 임신 유지 관련의 기전연구 규명에 중요한 근거자료를

제시할 것이다.
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제� 6� 장.� 연구과정에서�수집한�해외과학기술정보

코드번호 D-08

1. 노화모델로서의 Klotho 마우스 모델

Klotho 유전자는 1997년 형질전환 마우스를 만드는 과정에서 나중에 Klotho라는 명칭을 얻게

되는 unknown 유전자에 우연히 insertional mutation이 일어나면서 발견된다 (Kuro-o et al.,

1997). 이 유전자의 프로모터 부분에 mutation이 발생하면서 hypomorphism이 일어나게 됐고,

이 형질전환 마우스는 인간의 노화관련 증상들을 나타내기 시작하며 이 마우스를 Klotho 마우

스로 명명하였다. 그 후 2003년 gene targeting 방법을 사용하여 Klotho biallelic 녹아웃 마우스

를 생산하였고, 이 마우스는 기존의 Klotho 마우스와 동일한 노화관련 증상들을 나타내며

Klotho 유전자가 노화와 관련된 유전자임이 밝혀지기 시작하였다 (Tsujikawa et al., 2003).

2. Klotho 기전

Klotho 유전자는 Klotho 단백질을 인코딩하고 있으며, membrane form 과 secreted from 2가

지 형태로 존재한다. 아직까지는 Klotho가 노화에 미치는 기전에 대해서는 명확히 밝혀지지 않

았으나, 가장 유력한 2가지 가설이 있다. 한가지는 Membrane form은 체내의 FGF 수용체와

FGF23의 co-receptor를 형성하며, 인, 비타민 D, 칼슘의 대사를 조절하여 노화에 영향을 미친

다는 것이다. 두 번째는 체내의 존재하는 효소에 의해 membrane form의 Klotho가 일정부분이

잘려 secreted form으로 되어 체내를 순환하면서, insulin/IGF-1 signaling pathway를 억제하게

되고, 그에 따라 insulin/IGF-1 signaling에 억제 받던 FOXO1이 활성화되면서 FOXO1에 의해

조절되는 항산화 유전자 MnSOD 및 CAT등의 발현이 증가하여 항노화 효과를 갖게 된다는 것

이다 (Kuro-o et al., 2009). 현재까지는 이 2가지 가설이 가장 유력하게 거론 되고 있다.

3. CRISPR/Cas9 RNPs delivery

1세대 ZFN, 2세대 TALEN을 넘어 최근 3세대 CRISPR/Cas9 관한 연구들이 진행 중이다. 그

중, 가장 많이 사용되고 있는 CRISPR/Cas9은 Cas9 단백질과 guide RNA를 인코딩 하고 있는

플라스미드를 transfection하여 사용하였다. 플라스미드를 사용하는 방법의 단점은 genome에

on-target 또는 off-target site에 모두 integration 될 수 있다는 점이다. 이를 극복하기 위해,

최근 (2014년)부터는 CRISPR/Cas9 ribonucleoproteins (RNPs), 즉 Cas9 단백질과 guider RNA

를 직접 transfection하는 방법이 나오기 시작했으며, 플라스미드를 이용한 방법의 단점을 극복

할 수 있었고, 효율 역시 상승하였다 (Kim S et al., 2014; Chen S et al., 2016). Klotho 녹아웃

세포주를 만드는 과정에도 이 방법을 사용 하였다.

4. 인간에서 Klotho 발현과 임신중독증간의 상관관계

인간에서 34명의 임신중독증 환자 와 34명의 대조군으로부터 제왕절개시 태반 샘플을 획득한

후, 이 샘플로부터 Klotho mRNA 및 단백질의 발현을 real-time PCR 및 Western blot 방법으

로 분석하였다. 임신중독증 환자로부터 얻은 태아측 태반에서 Klotho의 mRNA 및 단백질 발현

량이 감소되었으며, 전분화능과 관련된 지표들 (Nanog 및 Oct4)의 발현 및 telomere의 길이도

감소된 것을 확인할 수 있었다 (Cecatil et al., 2016).

또한, 최근(2017년)에 여성의 생식발달 및 임신, 태아의 건강 및 호르몬관련 암의 발생들과 밀
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접한 연관이 있다는 리뷰논문이 나오는 등 Klotho와 임신관의 상관성에 대한 관심이 높아지고

있는 것으로 보인다 (Fan et al., 2017).
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제� 7� 장.� 연구개발결과의�보안등급

코드번호 D-09

○
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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

코드번호 D-11

(1) 연구활동 종사자 환경안전교육 실시

(가) 정기 교육 - 이공계 및 미술대 대학원 신입생을 대상으로 년2회 집체교육

(나) 온라인 교육 – 연구활동 종사자를 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 미술대

학 작업장을 실험 특성에 따라 유형별로 분류하여 일상점검, 정기점검, 특별안전점검,

정밀안전진단을 실시

(가) 일상점검 - 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 33 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 훈

련 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 시행

령」 제29조 및 동법 시행규칙 별표 12의2 「특수건강진단 대상 유해인자」 및 바이러

스 등에 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 의

거 의무적 가입

(다) 가입회사: 교육시설재난공제회

(라) 가입대상: 학부생, 대학원생, 연구원 (보조연구원 포함)
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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

Impact

Factor

논문게재일

/특허등록일

사사여부

(단독사사

또는

중복사사)

특기사항

(SCI여부/인

용횟수등)

1 특허

Klotho 유전자

녹아웃 질환모델

동물 및 이의 용도

서울대학

교

산학협력

단

발명자 대한민국 2017.09.29 단독사사

출원번호:

10-2017-01

27415

2 논문

Establishment of

transgenic porcine

fibroblast

expressing a

human klotho gene

and its effect on

gene expression

and preimplantation

development of

cloned embryos

서울대학

교

교신저

자

(박세창

)

DNA and

Cell

Biology

2.236 2017.01.01 단독사사
SCI/1회

인용

3 논문

Production of

homozygous klotho

knockout porcine

embryos cloned

from

genome-edited

porcine fibroblasts

서울대학

교

교신저

자

(박세창

)

Journal of

Embryo

Transfer

2016.09.30 단독사사

4 논문

Melatonin

influences the

sonic hedgehog

signaling pathway

in porcine cumulus

oocyte complexes

서울대학

교

제1저

자

(이상훈

)

Journal of

Pineal

Research

10.391 2017.10.01 중복사사 SCI

5 논문

Melatonin regulates

lipid metabolism in

porcine oocytes

서울대학

교

제1저

자

(김군학

)

Journal of

Pineal

Research

10.391 2017.03.01 중복사사 SCI
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제� 11� 장.� 기타사항-해당없음

코드번호 D-13

○
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8. 뒷면지

주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한  농생명산업기술개발사업의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 농생명산업기술개

발사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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