


- 1 -

 

제   출   문

농림부 장관 귀하

    본 보고서를 “젖소 초유 중의 유용 유전자원(IGF)의 탐색 및 누에를 이용한 

생명공학적 생산 활용 기술의 개발“ 과제 의 최종보고서로 제출합니다.

                                                2004년     8 월    7 일

 주관연구기관명： 성균관대학교

 총괄연구책임자： 이 수 원

1세부연구책임자： 이 수 원

 연    구    원： 양 희 진, 황 경 아, 김 현 주

2세부연구책임자： 서 동 상

 연    구    원： 전 형 욱, 김 현 진, 박 하    

 협동연구기관명： (주)한국메디칼푸드 생명공학연구소

 협동연구책임자： 강 병 선

 연    구    원 : 공 성 희, 이 수 연, 차 승 실



- 2 -

요   약   문

Ⅰ. 제  목

    젖소 초유 중의 유용 유전자원(IGF)의 탐색 및 누에를 이용한 생명공학적 생산 

활용 기술의 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

   우리나라 수유실태는 도시의 경우 63.6%가 조제분유에 의존하고 있다. 또한 출산 

직후부터 조제분유에만 의존하여야 하는 경우가 급격히 증가하고 있어, 신생아의 정

상적인 발육을 위한 초유의 중요성이 더욱 크게 대두되고 있는 실정이다. 그러나, 일

반적으로 시판되고 있는 상업용 조제분유에는 생리활성인자, 특히 IGF가 발견되지 않

고 있다. 이는 가공공정 중에 IGF가 파괴되거나 열변성 되었음을 의미하는 것으로, 

신생아의 정상적 성장을 위해서는 천연상태의 IGF의 첨가가 매우 중요하다고 할 수 

있을 것이다. 이러한 시대적 요구에 부응하기 위하여, 본 연구진은 유용 유전자원이 

다량으로 함유되어 있지만 대부분 폐기 처분되고 있는 초유의 이용가치를 높이는 동

시에 유전자공학적 기법에 의한  IGF 생산시스템을 확립하고자 한다. 

  최근 유전공학의 발전으로 사람의 인슐린을 비롯한 유용물질이 대장균에서 대량 생

산되고 있다. 대장균에서의 유용물질 생산은 생산원가가 저렴하다는 장점이 있으나, 

고등생물 post-translational modification 기능을 갖고 있지 않아, 고등생물의 대부분

의 효소와 같은 산물들은 대장균에서 만들어지면 생체 내 활성을 갖지 않는다는 단점

이 있다. 그러나 누에는 고등생물로써 대장균이 갖고 있지 않는 splicing이나 

post-translational modification 기능을 갖고 있어 생리활성물질이나 고등생물의 효소

와 같은 유용물질의 대량생산에 적합하다. 그리고 누에는 개체가 크고 잠업이라는 대

량생산 체제를 이미 갖추고 있어 유용물질의 대량 생산이 바로 가능하다. 

  일반적으로 식용으로 이용하고 있는 누에를 이용함으로서, 발현된 IGF-I을 정제 하



- 3 -

여 사용하는 것은 물론이고, 정제하지 않은 상태의 누에분말을 이용할 수도  있어, 그 

효용가치는 매우 크다고 할 수 있을 것이다. 

  또한 국내의 잠업은 오랜 역사와 전통을 가지고 있으나, 국내 인건비 상승과 같은 

국내 여건의 변화와 후개발 도상국의 값싼 인건비로 생산되는 값싼 고치의 수입에 의

해 국내 잠업은 매우 어려운 실정이다. 그러므로 앞으로 국제 시장에서 국내 잠업이 

우위를 차지하기 위해서는 중국과 같은 개발도상국이 생산할 수 없는 고부가가치의 

누에를 생산하는 전략이 시급하다. 국내의 우수한 잠사기술이나 최근에 연구되어지고 

있는 누에의 분자유전학적 기술을 바탕으로 고부가가치 누에를 생산할 수 있는 형질

전환 누에를 창출하는 기술을 확립하고, 그 품종을 확보하는 것은 매우 중요하다. 

  이와 같이 우유의 생리활성물질과 누에의 접목으로, 국내 우유 및 식품산업은 물론

이고 잠업농가의 고부가가치 산업으로 정착시킬 수 있는, 일석이조의 효과를 기대할 

수 있는 본 연구는 그 의미가 매우 크다고 할 수 있다.

 

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

제 1 세부과제 : IGF-I의 생리화학적 특성 검증

 초유 중의 생리활성 인자의 검색

  - 초유의 분획 및 IGF-I의 농축

  - SDS-PAGE 및 immunoblotting 등에 의한 IGF-I 의 검색

 초유중의 IGF-I의 분리

  - 각종 column chromatography에 의한 IGF-I의 분리

  - IGF-I의 생화학적 특성 분석

 IGF-I의 면역세포 증식효과 검증

  - T cell line을 이용한 증식 효과

 IGF-I의 항암효과 검증

  - 각종 암세포의 배양기술확립 및 항암효과 검증방법확립

  - 초유 IGF-I 및 형질전환 IGF-I의 항암 효과 검증 

 IGF-I의 cytokines분비효과 검증

  - cytokines의 분석 시스템 확립

  - RT-PCR에 의한 cytokines의 분비능력 검증

 초유 IGF-I과 형질전환 IGF-I의 구조적 유의성 검증



- 4 -

  - Peptide mapping 및 N-말단 아미노산 배열

  - Isoelectric point 및 아미노산 조성

 형질전환 IGF-I과 초유 IGF-I의 생리적 기능 비교 검토

  - 세포증식효과 비교 검토

  - 항암효과 검토

제 2 세부과제 : IGF-I의 형질전환 누에의 작성

 IGF-I gene의 screening

  - IGF-I cDNA cloning

  - 누에 견사선 단백질 유전자와의 형질전환 방안 모색

 IGF-I 발현벡터 개발

  - IGF-I 형질전환 누에 발현벡터 모델링

  - 형질전환 누에의 작성

 IGF-I 형질전환 누에 선발

  - 형질전환 누에 사육 기술 개발

  - Sub-matching에 의한 품종육성

 IGF-I 형질전환 누에 생산 및 발현분석 체계 확립

  - Fibroin promoter분석

 형질전환 누에에서 발현된 IGF-I의 분리, 정제방법 확립

  - IGF-I 대량 분리 정제 체계 확립

 IGF-I 형질전환 누에 대량 생산

  - IGF-I 분비 효율 제고

  - 형질전환 누에 대량 생산 체계 확립

제 3 세부과제 : in vivo계 에서의 IGF-I 분획의 생리 활성 검증

 IGF-I의 Primary cell의 증식효과 검증

  - splenocytes의 증식효과 검증

 IGF-I의 장관기능 증진에 미치는 효과 검증

  - 항암제 투여에 의한 장관궤양의 유도

  - Mucosal weight, protein 및 DNA변화 측정

 투여 방법에 따른 IGF-I의 활성변화 검토  
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  - 투여방법의 모델 설정

  - 투여 방법에 따른 장관내 국소적 활성 검증

  - 최적 투여방법 설정

 인슐린 의존성/비의존성 당뇨병에 미치는 효과 검증

  - 당뇨병 유발 Rat의 생산

  - 체중 및 혈액 glucose의 분석

 형질전환 IGF-I의 실용화기술 개발

  - 조제분유, 건강 보조식품에의 활용 방안 검토

  - 인슐린 의존성 환자에 대한 활용화 방안 검토

국내․외 특허출원

  - 특허관련 자료 수집

  - 특허출원 및 홍보

  

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

 

1. 연구개발 결과

 1) 젖소 초유 내에 존재하는 성장호르몬인 IGF-I을 분리․정제한 후  cell line 및 마

우스의 생체내에서 미치는 면역활성에 미치는 향을 실험하 다. 젖소 초유로부터 

IGF-I의 분리 및 정제는 ion exchange chromatography와 gel filtration 

chromatography, affinity chromatography 및 ultrafiltraion 거쳐 IGF-I을 분리․정제 

하 으며, 이를 SDS-PAGE와 western blotting을 실시하여 확인하 다. 초유 IGF-I의 

함량은 약 540㎍/L 으로 측정되었고, 이를 분리 정제 한 결과 약 12㎍의 IGF-I을 회

수하 다. IGF-I이 cell line 면역활성에 미치는 향을 살펴본 결과, IGF-I의 세포증

식에 미치는 향은 EL4 cell에서 약 55%로서 높은 성장율을 나타냈으며, 암세포 성

장 저해율은 A427 cell에서 약 35%로 가장 높게 나타났다. IGF-I이 RAW 264.7 cell

을 자극하여 TNF-α와 IL-6의 생성을 증가시켰다. IGF-I이 murine machrophge의 면

역활성에 미치는 향을 실험한 결과, IL-6, NO, TNF-α 분비를 유도와 탐식작용을 

증가시키는 것으로 확인하 다. IGF-I이 murine splenocyte의 면역활성에 미치는 

향을 살펴본 결과 B cell, T cell 증식효과를 보 고, NK cell의 활성을 증가시켰다. 

N-terminal 서열과 아미노산 조성 분석의 결과로 초유와 형질전환 누에에서 분리된 
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IGF-I이 표준 IGF-I과 동일한 물질임을 알 수 있었다.  형질 전환 누에와 초유에서 

분리한 IGF-I의 세포증식에 미치는 영향을 비교하였을 때, 정상세포증식에는 상대적

으로 초유 중의 IGF-I의 증식률이 높았다. 하지만 항암효과에 있어서는 HeLa와 

SNU-C1 에서는 형질전환 누에에서 분리된 IGF-I의 효과가 훨씬 더 높았다.

2) 여러 가지 유용물질의 대량생산을 위하여 그동안 대장균에서 많은 연구가 이루

어졌다. 그러나 대장균에서의 유용물질 생산은 고등생물에서 필요로 하는 특징을 대

체하지 못하는 단점이 있어 이를 보완할 수 있는 생물을 찾게 되었다. 누에는 이러한 

단점을 보완할 수 있는 고등생물로서의 특징을 가지고 있어 post-translational 

modification을 하고, 특히 누에의 견 단백질인 피브로인은 5령기 유충의 후부 견사

선에서 아주 강력한 발현을 하여 전체 체중의 약 20% 이상이나 되는 피브로인 단백

질을 생산한다. 그러므로, 누에에서의 유용물질을 생산하는 것이 그 기대효과가 크다

고 할 수 있다. 본 연구에서는, 앞서 연구된 미세주사법을 이용한 형질전환 누에를 바

탕으로 P 벡터계를 이용하여 피브로인 유전자를 프로모터로 한 IGF-Ⅰ유전자를 삽입

한 발현벡터를 만들었다(p[FPIGF-Ⅰ]). 발현벡터는 전이효소와 함께 전낭배기 난에 

미세주사하여 형질전환 누에를 만들었다. 미세주사한 4,605개의 난중에 70개가 1령 

단계로 되었고, PCR로 형질전환체를 선별하였고, 전이율은 13%였다. F2는 PCR 산

물을 염기서열 결정하여 외부유전자(IGF-Ⅰ)가 존재함을 확인하였다. PCR로 선별된 

형질전환체의 무게와 크기가 정상적인 번데기에 비하여 약 20%정도 더 큰 것으로 확

인하였다. 또한 F1, F2에서도 같은 양상을 보임을 확인하였다. 이러한 결과로 발현벡

터가 생식세포에 의해 유전되고 있음을 알 수 있었다. 그리고 형질전환된 누에의 고

치로부터 1,300ng/g의 IGF-I이 포함되어 있는 것을 확인하였다.

 3) In vivo 상에서 IGF-I의 생리활성 검증 및 실용화 기술개발에 관한 연구를 진행

하 다.  IGF-I 분획물의 마우스 비장세포의 증식효과는 whole whey에 비해서 2배 

이상의 세포증식효과를 나타내었으며 투여량의 높을수록 면역증강효과가 높은 것으로 

나타났다. IGF-I 분획물은 methotrexate투여쥐의 장관 및 점막 부작용을 감소시켰다.  

IGF-I 분획물의 투여방법중 근육내 주사보다 복강내 주사가 methotrexate투여쥐의 장

관기능을 더 증진시켰다. IGF-I 분획물은 STZ 유발 당뇨쥐의 내당능과 지질대사를 

다소 개선시키는 경향을 보 다.  형질전환 IGF-I 누에는 STZ 유발 당뇨쥐의 공복혈

당을 감소시켰으며 혈중 인슐린 농도를 다소 증가시켰다.
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2.  연구개발 활용에 대한 건의

1) 초유 IGF-I과 유사한 활성을 가진 누에 형질전환 IGF-I의 생산이 가능해짐.

2) IGF-I의 대량생산을 통한 제품화는 국내 시장 개발 및 해외 수출.

3) 축산과 잠업을 연계시킨 새로운 형태의 고부가가치 산업이 확립되고, 첨단 생명공

학의 기술적 우수성을 국내·외에 홍보(산업적 상승효과 극대화).

4) In vitro 및 in vivo계에 의한 IGF-I의 세포증식효과, 장관 면역 증강 효과 등의 생

리활성을 검증하여, 새로운 형태의 조제분유 개발.

5) 신생아용 기능성 식품으로서의 개발은 물론이고, 성인병 치료용(당뇨) 특수 건강식

품으로의 개발.

6) 미량의 생리활성물질을 대량으로 생산할 수 있는 시스템을 확립함으로서 초유 중

의 다른 유용자원에 대한 형질전환 기법 응용(국내외 특허 획득 가능).
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SUMMARY

Title: Investigation of available genetic resources(IGF) in bovine colostrum and 

development of biotechnological production and application technique by utilization 

of silkworm.

Ⅰ. The purpose of this study is to observe immune activity on cell lines and 

mice by purified IGF-I in bovine colostrum. The results are as follows; The 

purification of IGF-I from bovine colostrum was performed by ion exchange, gel 

filtration, affinity chromatography and ultrafiltration. The results were confined 

though SDS-PAGE and western blotting. The yield of IGF-I was about 12㎍/L 

from bovine colostrum was measured about 540㎍/L. IGF-I was able to increase 

the proliferation rate of the cell line, EL4 by 55%. On the other hand the inhibition 

rate of proliferation was indicated cell line, A427 by 32%. IGF-I were able to 

induce the secretion of IL-6, NO and TNF-α from murine macrophage which 

indicated the increased phagocytosis. In the influence of immune activity of murine 

splenocyte, the result indicated that IGF-I was able to increase the proliferation of 

B cell and T cell, and activity of NK-cell. Results from N-terminal sequence and 

amino acid composition analysis of colostral IGF-I and transgenic silkworm IGF-I 

to be identical to that the standard IGF-I.  Comparison with transgenic silkworm 

IGF-I and colostral IGF-I on cell proliferation, colostral IGF-I was able to 

increase the proliferation rate of the cell line relatively to transgenic silkworm 

IGF-I. But, anti-cancer effects of transgenic silkworm IGF-I were higher than 

colostral IGF-I on HeLa and SNU-C1 cancer cells.

Ⅱ. Many attempts have been done on various essential protein by using 

transformed E. coli system. However, prokaryote system doesn't equipped the 

protein maturation mechanisms which are necessary for eukaryotic proteins. In this 

sense, among the eukaryotes, silkworms have two major merits in overcoming the 

difficulties. First, the protein maturation mechanisms are available in silkworm. 

Second, the silkworms have fibroin promoter known as the most powerful and 
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effective promoter which controls the expression of fibroin, one member of silk 

protein. In this study, the production of recombinant human IGF-I in silkworm 

system was designed. The method makes use of the microinjection technique and 

P-derived vector to transfer the foreign genes into the chromosomes. We 

constructed the expression vector using fibroin gene promoter and P transposon 

vector promoter and P transposon vector containing IGF-I an reporter genes 

(pFpIGF-I). We microinjected into eggs layed at the preblastoderm stage. 70 of 

4605 microinjected eggs were survived. Through the PCR screening, transgenic 

silkworms were selected and proved to positive (13%) for IGF-Ⅰ gene. Also, We 

assayde F1 and F2 transgenic silkworms and got the positive PCR results and did 

PCR-sequencing. As the result, PCR products had the sequence of IGF-I gene. 

The studies on the gene expression using fibroin gene promoter may help to 

understand mechanism in fibroin genes, transcriptional regulation, or many 

advantages to produce useful biological materials. And, the contents of IGF-I was 

about 1,300ng/g from transgenic silkworm cocoon.

Ⅲ. In vivo study on biological activity of IGF-I and development its practical use. 

The results are as follows; IGF-I enriched whey fraction enhances splenocyte 

proliferation in comparison with whole IGF-I. Immune enhancing properties of 

IGF-I enriched whey fraction is dose dependant manner.  IGF-I enriched whey 

fraction reduces gastrointestinal and mucosal adverse effects in methotrexate 

treated rat. Intraperitoneal injection of IGF-I enriched whey fraction reduces 

gastrointestinal and mucosal adverse effects in methotrexate treated rat in contrast 

with intramuscular injection. IGF-I enriched whey fraction makes impaired glucose 

tolerance and lipid metabolism better in STZ induced diabetic rat. Transgenic 

IGF-I enriched silkworm decrease fasting blood glucose concentration and increase 

insulin concentration a little bit in STZ induced diabetic rat. But In normal rat, 

insulin concentration pick up considerably.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1 절 연구 개발의 목적 및 필요성

  1. 기술적 측면

  우리나라 수유실태를 살펴보면, 도시의 경우 63.6%가 조제분유에 의존하고 있다. 또

한 출산 직후부터 조제분유에만 의존하여야 하는 경우가 급격히 증가하고 있어, 신생

아의 정상적인 발육을 위한 초유의 중요성이 더욱 크게 대두되고 있는 실정이다. 그

러나, 일반적으로 시판되고 있는 상업용 조제분유에는 생리활성인자, 특히 IGF가 발

견되지 않고 있다(Nagashima 등, 1990). 이는 가공공정  중에 IGF가 파괴되거나 열변

성 되었음을 의미하는 것으로, 신생아의 정상적 성장을 위해서는 천연상태의 IGF의 

첨가가 매우 중요하다고 할 수 있을 것이다. 이러한 시대적 요구에 부응하기 위하여, 

본 연구진은 유전자공학적 기법에 의한  IGF 생산시스템을 확립하고자 한다. 

  현재 세계적으로 볼 때 유전자 재조합 기술에 의해 생산되고 있는 각종 농산물의 

종류는 약 60여종(1996년 기준)이며, 또한 각종 생리활성을 갖는 단백질을 비롯하여 

각종 항생제 등의 생산에도 응용되고 있다. 유전자 재조합에 의해 생산된 각종 형질

전환 물질에 대한 위해성 논란이 일어나고 있으나, 위해성의 문제 이전에 인류의 건

강유지를 위한 방안으로 적용되고 있는 점이 많으며, 각종 암 을 포함한 성인병 등의 

치유를 위한 불가피한 학문의 흐름이라 할 수 있다. 즉, 생명공학이 인류를 위해 공헌

할 수 있는 유일한 방안이자 혜택이라 할 수 있을 것이다.

  최근 유전공학의 발전으로 사람의 인슐린을 비롯한 유용물질이 대장균에서 대량 생

산되고 있다. 대장균에서의 유용물질 생산은 생산원가가 저렴하다는 장점이 있으나, 

고등생물 post-translational modification 기능을 갖고 있지 않아, 고등생물의 대부분

의 효소와 같은 산물들은 대장균에서 만들어지면 생체내 활성을 갖지 않는다는 단점

이 있다. 그러나 누에는 고등생물로써 대장균이 갖고 있지 않는 splicing이나 

post-translational modification 기능을 갖고 있어 생리활성물질이나 고등생물의 효소

와 같은 유용물질의 대량생산에 적합하다. 그리고 누에는 개체가 크고 잠업이라는 대

량생산 체제를 이미 갖추고 있어 유용물질의 대량 생산이 바로 가능하다. 

  누에의 견사선에 존재하는 견단백질은, 70%이상을 점하는 fibroin과 그 주위를  싸

고 있는 sericin의 두 종류의 단백질로 구성되며, 이들에 관해서는 많은 연구가 축적
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되어져 있다. 특히 fibroin은 5열기 유충의 후부 견사선에서 아주 강력한 발현을 하여 

전체 체중의 약20% 이상이나 되는 fibroin 단백질을 생산하므로, 누에의 견사선은 이

러한 유전자 발현을 연구하는데 유용한 시스템을 제공한다. 이러한 fibroin의 강력하

고 조직 특이적인 발현 조절 기작에 관여하는 것은 유전자 발현조절 연구에 중요한 

실마리를 제공할 수 있으리라 기대되며, 진핵생물을 유용물질의 대량생산에 이용할 

수 있다. 대장균이나 효모, 그리고 일부 고등동물 (특히 계란 단백질 등)을 벡터로 사

용할 경우, 세포조직을 파괴하여 정제하여야 함으로 그 단계가 매우 복잡하고, 불순물

의 혼입, 또는 정제과정에서의 활성 저하가 예상되며, 생산량에 한계가 있다. 그러나, 

누에의 경우, 견사선 단백질 조직은 육안으로도 식별이 가능하여 핀셋 등으로도 몸체

에서 쉽게 분리할 수 있어 형질전환 IGF-I의 정제가 매우 용이하며, 젖소 초유 중의 

IGF-I과 활성이 거의 같은 천연상태의 IGF-I을 대량 생산할 수 있는 것이 가장 큰 

장점이다. 

  일반적으로 식용으로 이용하고 있는 누에를 이용함으로서, 발현된 IGF-I을 정제 하

여 사용하는 것은 물론이고, 정제하지 않은 상태의 누에분말을 이용할 수도  있어, 그 

효용가치는 매우 크다고 할 수 있을 것이다. 낙농분야와 잠업분야를 동시에 만족시킬 

수 있는 사업이라고 생각한다. 

  2. 경제 산업적 측면

  초유 중에는 수많은 생체조절인자가 함유되어 있으나, 대부분의 초유는 그 이용가

치가 적어 폐기 처분되고 있다. 유용 유전자원이 다량으로 함유되어 있는 초유의 이

용가치를 높이는 것은 우유로서의 가치를 높이는 것뿐만 아니라, 기능성 식품의 개발 

및 세계적인 특허의 획득과 고부가가치 상품으로 개발될 수 있음을 의미하는 것이다. 

최근 소비자의 인식변화에 의해 건강식품에 대한 관심이 높아지고, 그 소비량이 급증

하고 있는 것도 식품선택의 기준이 생리 활성적 기능을  생각하는 쪽으로 옮겨가고 

있음을 의미한다고 할 수 있을 것이다. 이러한 관점에서 볼 때 초유의 효용가치를 높

이고, 그 중에 함유되어 있는 유용 유전자원을 활용한다는 것은 낙농산업에 활기를 

불어넣는 일이 될 수 있을 것이며, 이 물질을 형질전환 기법으로 대량 생산할 수 있

는 시스템이 확립된다면 경제적인 이익의 획득은 물론이고, 식품 산업 전 분야에 큰 

활력소로 작용할 수 있을 것이다. 

  국내의 잠업은 오랜 역사와 전통을 가지고 있으나, 국내 인건비 상승과 같은 국내 

여건의 변화와 후개발 도상국의 값싼 인건비로 생산되는 값싼 고치의 수입에 의해 국
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내 잠업은 매우 어려운 실정이다. 그러므로 앞으로 국제 시장에서 국내 잠업이 우위

를 차지하기 위해서는 중국과 같은 개발도상국이 생산할 수 없는 고부가가치의 누에

를 생산하는 전략이 시급하다. 국내의 우수한 잠사기술이나 최근에 연구되어지고 있

는 누에의 분자유전학적 기술을 바탕으로 고부가가치 누에를 생산할 수 있는 형질전

환 누에를 창출하는 기술을 확립하고, 그 품종을 확보하는 것은 매우 중요하다.  

  이와 같이 우유의 생리활성물질과 누에의 접목으로, 국내 우유 및 식품산업은 물론

이고 잠업농가의 고부가가치 산업으로 정착시킬 수 있는, 일석이조의 효과를 기대할 

수 있는 본 연구는 그 의미가 매우 크다고 할 수 있을 것이다.

  3. 사회 문화적 측면

  식품은 단순히 양소 공급물질로서의 기능( 양적 기능)만 하는 것이 아니라  여

러 가지 생체조절 기능에 관여하고 있다. 인간의 건강은 호르몬계, 신경계, 면역계 등

을 주체로 하는 조절계에 의해 유지되고, 이러한 항상성에 혼란이 오면 건강하지 못

한 상태에 빠지지만 그것의 예방, 회복에 일상적으로 섭취하는 식품 성분이 크게 

향을 미친다. 식생활과 성인병 등은 예로부터 접한 관련이 있는 것으로 알려져 왔

으며, 최근에는 새로운 생리조절기능을 갖는 식품소재 또는 식품성분에 관한 연구가 

활발히 진행되어, 식품에 의해 건강의 유지․증진․회복을 달성하고, 만성․퇴행성 질

환의 예방과 치료를 통해 국민의 삶의 질을 높일 수 있도록 하기 위한 노력이 다각도

로 진행되고 있다. 

  식품에 의한 생체방어는 감염방어, 대사이상, 알레르기, 노화, 나아가서는 호르몬계, 

신경계의 제어와 깊은 관련을 갖고 있는 것으로, 생체방어식품 원료의 확보, 제조가

공, 실용화의 문제 등에 관한 폭 넓은 연구가 진행되고 있다. 이러한 관점에서 볼 때, 

IGF-I의 안정적 공급은 사회 문화적으로 큰 향을 미칠 수 있을 것이다. 또한 대장

균 등의 미생물이 아닌 누에에 발현시킨 IGF-I을 식품 또는 의약품으로 활용할 수 있

다는 것은 국민 건강 증진에 크게 기여할 수 있으리라 생각한다. 
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제 2 절 연구개발의 내용 및 범위

구분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도

(2001)

생리 활성 

인자의 분획 

및 면역세포 

증식 효과 

검증

▶ 초유 중의 생리활성 인자의 검색

  - 초유의 분획 및 IGF-I의 농축

  - SDS-PAGE 및 immunoblotting 등에 의한 

    IGF-I 의 검색

▶ 초유중의 IGF-I의 분리

  - 각종 column chromatography에 의한 IGF-I의 분리

  - IGF-I의 생화학적 특성 분석

▶ IGF-I의 면역세포 증식효과 검증

  - T cell line을 이용한 증식 효과

IGF-I gene 

screening 및 

발현 벡터 

개발

▶ IGF-I gene의 screening

  - IGF-I cDNA cloning

  - 누에 견사선 단백질 유전자와의 형질전환 방안 모색

▶  IGF-I 발현벡터 개발

  - IGF-I 형질전환 누에 발현벡터 모델링

  - 형질전환 누에의 작성

in vivo계 

에서의 IGF-I 

분획의 생리 

활성 검증

▶ IGF-I의 Primary cell의 증식효과 검증

  - splenocytes의 증식효과 검증

▶ IGF-I의 장관기능 증진에 미치는 효과 검증

  - 항암제 투여에 의한 장관궤양의 유도

  - Mucosal weight, protein 및 DNA변화 측정
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구분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위

2차 년도

(2002)

 IGF-I의 

항암효과 및 

cytokines분비

능력 검증

▶ IGF-I의 항암효과 검증

  - 각종 암세포의 배양기술확립 및 항암효과 

    검증방법확립

  - 초유 IGF-I 및 형질전환 IGF-I의 항암 효과 검증 

▶ IGF-I의 cytokines분비효과 검증

  - cytokines의 분석 시스템 확립

  - RT-PCR에 의한 cytokines의 분비능력 검증

IGF-I의 

형질전환 누에 

선발 및 

발현분석체계

의 확립

▶ IGF-I 형질전환 누에 선발

  - 형질전환 누에 사육 기술 개발

  - Sub-matching에 의한 품종육성

▶ IGF-I 형질전환 누에 생산 및 발현분석 체계 확립

  - Fibroin promoter분석

  - IGF-I 정량 정성 분석

체내 IGF-I의 

활성변화 및 

형질전환IGF-I

의 당뇨병에 

대한 효과 

검증

▶ 투여 방법에 따른 IGF-I의 활성변화 검토  

  - 투여방법의 모델 설정

  - 투여 방법에 따른 장관내 국소적 활성 검증

  - 최적 투여방법 설정

▶ 인슐린 의존성/비의존성 당뇨병에 미치는 효과 검증

  - 당뇨병 유발 Rat의 생산

  - 체중 및 혈액 glucose의 분석
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구분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위

3차 년도

(2003)

초유 IGF-I과 

형질 전환 

IGF-I의 특성 

비교 분석 

▶ 초유 IGF-I과 형질전환 IGF-I의 구조적 유의성 검증

  - Peptide mapping 및 N-말단 아미노산 배열

  - Isoelectric point 및 아미노산 조성

▶ 형질전환 IGF-I과 초유 IGF-I의 생리적 기능 

   비교 검토

  - 세포증식효과 비교 검토

  - 항암효과 검토

형질전환 

IGF-I의 정제

및 형질전환 

누에의대량생산 

시스템확립

▶ 형질전환 누에에서 발현된 IGF-I의 분리, 

  정제방법 확립

  - IGF-I 대량 분리 정제 체계 확립

▶ IGF-I 형질전환 누에 대량 생산

  - IGF-I 분비 효율 제고

  - 형질전환 누에 대량 생산 체계 확립

형질전환 

IGF-I의 실용화 

기술개발

▶ 형질전환 IGF-I의 실용화기술 개발

  - 조제분유, 건강 보조식품에의 활용 방안 검토

  - 인슐린 의존성 환자에 대한 활용화 방안 검토

▶ 국내․외 특허출원

  - 특허관련 자료 수집

  - 특허출원 및 홍보
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제 2 장 국내외 기술 개발현황

  IGF는 신체의 주요 기관인 태반, 심장, 폐, 신장, 간, 췌장, 비장, 소장, 정소, 난소, 

대장, 뇌 골격 등에서 분비된다. IGF는 30세 까지는 1일 10mg을 생산한다. IGF는 

insulin과 비슷한 구조를 가지고 있고 세포의 성장에 향을 주며, 당뇨병을 비롯한 

만성질병에 향을 준다(Rosen, 1999). 그리고 IGF의 세포성장에 대한 효과는 PDGF

와 함께 세포가 DNA 합성을 완성하는 능력을 증진하는 것으로 알려지고 있으며 단

일 growth factor 보다는 여러 가지 growth factor가 혼합된 것이 세포의 성장을 촉

진하는 것으로 알려져 있다. 그리고 우유에서 유래하는 growth factor는 소화장관에서 

생체소화효소에 의해 잘 분해되지 않아, 소의 초유에서 유래하는 IGF를 위주로 하는 

growth factor 혼합물이 더욱 더 효율적으로 epithelial cell과 enterocytes, 장관 면역

세포 등의 성장을 촉진할 것으로 기대된다.

  초유를 이용하는 많은 제품이 국내외에서 판매되고 있으며, 초유에는 이러한 성분

들이 함유되어 있어 다양한 기능성이 있을 것으로 판단하고 있다. 그러나, 소의 초유

에서 유래하는 growth factor를 분리하여 식품 또는 임상적으로 이용할 수 있는 고부

가가치의 기능성 제품으로 이용하기 위한 연구는 거의 이루어지지 않고 있는 실정이

다

이러한 기술이 개발된다면 현재 임상용으로 거의 수입에 의존하는 growth factor를 

대체할 수 있을 것으로 기대된다. 또한 소의 초유에서 growth factor를 효과적으로 분

리하여 그 효능을 입증한다면, 유아기 초기에 장관의 발달을 유도할 수 있는 조제분

유 소재로 이용하여 유아등의 건강을 크게 향상시킬 수 있을 것이다. 

본 연구에서 누에의 형질을 전환하여 IGF의 생산을 시도하려는 것은, 누에는 이미 

국내에서 당뇨병 환자를 위한 식이요법제로 널리 이용되고 있기 때문이다. 또한 

Recombinant IGF의 경우, 제 1형과 제2형 당뇨병에 효능이 있으며, 특히 난치성 당뇨

병인 insulin 저항성 당뇨병환자의 혈당 상승을 억제하는 효과가 있다. 그리고 

recombinant IGF-I은 면역기능 증진효과, 항암효과, 상처치료 효과, 그리고 IGF-I은 

노화의 지표로 이용할 수 있으며 IGF-I을 투여할 경우 노화억제효과가 있을 것으로 

기대하고 있다. 

그러나, 현재 생산되고 있는 형질전환 IGF-I은 대장균이나 효모에서 생산되고 있으

나, 그 생산량이 약 2-8㎎/ℓ에 불과하다. 최근에는 그 수율이 8-55mg/L 정도로 높일 
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수 있지만 미생물을 이용할 경우 정제과정이 아주 복잡하다는 단점이 있다. 그리고 

IGF-I이 완전한 polypeptide로 정제되는 비율이 10-20% 정도로 아주 낮은 것으로 알

려지고 있다. 이는 미생물이 갖고 있는 각종 전이효소의 한계성, 또는 splicing이나 

post-translational modification 기능을 갖고 있지 않기 때문이라 생각한다. 이러한 기

술적 한계성을 극복하기 위해서는 post-translational modification 기능을 갖고 있는 

고등 동물을 사용하여야 하며, 형질전환 IGF-I의 활용가치가 높은 host를 사용하여야 

할 것이다. 이러한 관점에서 볼 때, 누에의 경우 recombinant IGF를 견사선이라는 단

백질 생산 공장을 이용하기 때문에 손쉽게 완전한 분자의 recombinant IGF-I을 생산

할 수 있는 장점이 있다.

한편, 본 연구진은 형질전환 누에를 이용한 유용물질 생산에 관한 연구를 다년간 

수행하여 왔으며, 형질전환 누에의 생산에 성공하 다. 전이인자를 이용하여 매우 높

은 삽입률로 형질전환 누에를 작출하는데 성공하 으며, 미세주사법으로 누에의 알에 

주사한 벡터가 누에의 게놈내에 성공적으로 전이되었음을 PCR방법을 이용하여 확인

하 다. 견사선이라는 특수한 구조를 이용하므로서 그 정제과정이 매우 단순하여 초

유 중에 함유된 IGF-I과 거의 같은 활성을 지닌 형질전환 IGF-I을 생산할 수 있으며, 

건강 식품으로 누에분말을 직접 섭취하는 식생활 습관, 특히 당뇨병환자에게 큰 인기

를 누리고 있는 잇점을 최대한 살릴 수 있어, 그 효용가치는 매우 높으리라 생각한다. 
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절  IGF-I의 생리화학적 특성 검증(제1세부과제)

 1. 연구개발 내용

  가. 초유 중의 생리활성 인자의 검색 및 IGF-I의 분리

1) 공시유

  본 연구에 사용된 젖소 초유는 수원 인근 축산농가에서 사육중인 Holstein 종의 젖

소로부터 분만 후 12∼24시간 이내에 분비된 것을 착유하 다.  Skim milk 상태로 

-20℃에 냉동 보관하면서 실험에 사용하 다. 

2) IGF-I 분리 및 정제

  초유 skim milk는 pH를 4.3으로 조정 후 5,000rpm에서 30분간 원심분리 시켜, 

casein을 제거하고 상등액인 whey를 얻었다. IGF-Ⅰ binding protein과 IGF-Ⅰ을 분

리하기 위해 Francis 등(1986)의 방법으로 1M acetic acid로 pH를 2.8로 조정한 후 원

심분리하여 상등액을 실험에 사용하 다.

  이후 Belford 등(1997)의 방법을 일부 변형하여 SP Sephadex C-25 resin으로 ion 

exchange chromatography를 실시하 다.

  SP Sephadex C-25 chromatography에 의해 얻어진 분획을 SDS-PAGE와 ELISA

를 통해 IGF-I의 존재를 확인한 후 IGF-I을 함유하고 있는 분획을 회수하여 1kDa 

membrane을 사용하여 ultrafiltration system(Amicon, USA)으로 농축하 다. 농축한 

분획은 1M acetic acid로 산성화 시킨 후 SP sephadex G-75(Sigma, USA)에 의한 

gel filtration chromatography를 실시하여 IGF-I을 함유하는 분획을 분리하 다.  

  분리된 각 분획은 SDS-PAGE로써 분획 내 물질의 분자량을 확인하 고, IGF-Ⅰ함

유 예상 분획은 western blot analysis로 IGF-Ⅰ의 존재를 확인하 다.  그리고 

IGF-I를 함유하는 peak 부분의 분획을 모아서 IGF-I 이외의 분자 즉, 거대분자의 효

과적인 제거를 위해 10kDa centriplus(Amicon, USA)를 이용하여 IGF-I을 회수하 고 

IGF-I의 분리 여부를 SDS-PAGE와 western blot으로 확인하 다. 
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3) 단계별 정제도 확인

 가) Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

  각 단계별 정제과정에서 용출된 각 분획의 IGF-I 정제도와 분자량을 확인하기 위하

여 Laemmli 등(1970)의 방법에 준하여 electrophoresis kit(Hofer miniVE, Amersham 

Biosciences, Sweden)를 사용하여 15% gel을 만들어 SDS-PAGE를 실시하 다.  전

기 동을 끝낸 gel은 염색과 탈색의 과정을 통해 분자량을 확인하 다.

 나) Western blot analysis 

  각 단계별 정제과정에서 용출된 분획 내의 IGF-I 존재 유무를 확인하기 위해서 

western blot을 실시하 다. Primary antibody는 mouse 유래 biotin-labeled 

monoclonal anti-human IGF-Ⅰ (R&D systems, USA)를 사용하 고 straptavidin 

HRP (R&D systems, USA)로 반응시킨 후 발색을 시키기 위하여 4-chloro-1-naphtol

을 기질로 사용하 다.

4) Enzyme-linked immunosorbent assay 

  각 단계별 정제과정에 의해 용출된 각 분획의 IGF-I 정제도와 그 함량은 Battelli 

등(1999)의 방법을 이용하여 sandwich ELISA로 측정하 다.  capture antibody로는 

monoclonal anti-human IGF-Ⅰ antibody(R&D systems, USA)를 사용하 고 

detection antibody는 biotinylated anti-human IGF-Ⅰantibody(R&D systems, USA)

를 사용하 다. streptavidin-HRP를 200배 희석하여 well당 100㎕씩 분주하여 37℃에

서 20분 반응시킨 후 세척하 다.  마지막 발색반응단계에서 1% TMB (3,3',5,5'- 

Tetramethylbenzidine)를 기질로 사용하여 450㎚에서 흡광도를 측정하 다. 표준곡선

은 recombinant human IGF-Ⅰ(R&D systems, USA)을 사용하여 IGF-I의 함량을 산

출하 다. 

  나. IGF-I의 면역세포 증식효과 및 cytokines분비능력 검증

1) IGF-I의 면역세포 증식효과 측정 

 실험에 사용한 세포주는 murine T lymphoma cell인 EL-4(KCLB 40039)로 한국세포

주은행(KCLB)으로부터 분양받아 사용하 다. EL-4 cell의 medium은 10%(v/v)의 

horse serum, 1% 항생제(penicillin-100units/㎖, streptomycin-100㎍/㎖)를 포함한 
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DMEM(Gibco/BRL, USA)를 사용하여 T-75 flask (TPP, Swiss)에서 배양하 다.  세

포가 충분히 배양된 상태일 때 새로운 T-75 flask에 20 : 1의 비율로 계대 배양하며 

사용하 다. 

  EL4 cell은 1×10
4
cells/well의 농도로 분주한 후 시료를 첨가하여 37℃, 5% CO2 

incubator에서 48시간 동안 배양한 후 MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di- 

phenyl tetrazolium bromide)를 처리하여 나타난 발색도로 증식율을 측정하 다.

2) IGF-I의 cytokines분비능력 검증

 가) Bioassay에 의한 TNF-α의 생성량 측정  

  RAW264.7 세포를 96-well plate에 배양하여, 이에 일정농도의 IGF-I을 6시간 처리

한다. 배양액을 회수하여 TNF-α에 민감한 L929 세포에 actinomycin과 함께 24시간 

처리한다.  그런 후 MTT를 배양된 L929세포의 배지에 가한 다음 37℃에서 4시간 더 

배양하고, 각 well의 배지를 제거하고 PBS로 갈아준다. 여기에 SDS 용액을 첨가하고 

37℃에서 18시간 배양하여 발색도를 microplate reader로 540nm에서 흡광도를 측정한

다. 이 흡광도는 MTT가 세포에 의해 formazan으로 분해된 양을 나타내며 각 well의 

생존 세포수에 비례한다. 따라서 TNF-α 생성량과 L929의 세포생존률은 반비례하며, 

이를 TNF-α 생성량의 지표로 사용하 다.

 나) ELISA에 의한 cytokine 분비량의 측정

  Murine macrophage인 RAW264.7 cell을 IGF-I (R&D system, USA)과 IGF-I rf 

및 whey로 자극시킨 배양상등액을 sandwich ELISA로 interleukin-1β(IL-1β), IL-2, 

IL-6의 함량을 정량하 다. 이때 각 시료로 RAW264.7 cell을 자극시킨 배양상등액은 

각각 8시간 10시간 12시간에 상등액을 회수하여 시간에 따른 각각의 cytokine 분비량

을 비교하 다.

  다. IGF-I의 항암효과 검증

1) 세포배양 

  암세포주는 A-427, SK-HEP-1, A-498, HeLa, WiDr, SNU-C1을 사용하 고, 한국

세포주은행(KCLB)으로부터 분양받아 사용하 다(Table 1). 
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Table 1. Culture conditions for human-derived cancer cell lines

Cell Name

(KCLB number)
Tissue Histopathology

Culture 
medium

Split
ratio

Optimum
concentration
(cells/well)

A-427

(30053)
lung carcinoma

DMEM

+10% FBS
1 : 6 2×10

4

SK-HEP-1

(30052)
liver

adenocarcinoma 

; ascites

DMEM

+10% FBS
1 : 3 5×103

A-498

(30044)
kidney carcinoma

DMEM

+10% FBS
1 : 4 3×103

HeLa

(10002)

cervix, 

uterine
adenocarcinoma

RPMI1640

+10% FBS
1 : 5 2×10

3

WiDr

(102118)
colon adenocarcinoma

DMEM

+10% FBS
1 : 4 3×103

SNU-C1

(00001)
stomach adenocarcinoma

RPMI1640

+10% FBS
1 : 4 7×103

2) Cytotoxicity 측정

  IGF-I rf의 암세포주에 대한 cell mediated cytotoxicity를 측정하기 위하여 배양된 

각 암세포주는 최적 농도로 조절하여 실험하 다. 적정농도로 조절된 96 well 

microplate에 분주하여 4시간 동안 전배양한 후 배양에 사용된 medium을 제거하고 

새로운 culture medium을 180㎕와 각 시료를 농도별로 20㎕를 넣어 well 부피를 200

㎕가 되도록 조절하 다.  37℃, 5% CO2 incubator에서 48시간 동안 배양한 후 MTT 

용액을 10㎕씩 분주하고 4시간 동안 배양하 다.  4시간 후 상등액을 조심스럽게 제

거하고 formazan 결정을 부유시키기 위해 PBS buffer 100㎕ 와 20% SDS 용액을 50

㎕씩 분주하여 18시간 동안 발색시킨 후, ELISA microplate reader로 흡광도(540㎚)를 

측정하 다.

    

Cytotoxicity(%) =
Sample O.D. - Negative Control O.D.

 ×100
Negative Control O.D.
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  라. IGF-I이 murine macrophage와 murine splenocyte의 면역활성에 미치는 향

1) 실험설계

  IGF-I이 mouse 면역에 미치는 향을 알아보기 위하여 in vivo와  in vitro test로 

실험하 다.   In vivo test는 2주 동안 마우스의 복강에 시료를 직접 투여함으로서 생

체내의 면역반응을 실험하 다(Table 2).  In vitro test에서는 5주령 마우스에서 비장

세포와 대식세포를 분리하여 in vivo의 시료와 동일한 농도로 세포에 처리함으로써 

IGF-I이 마우스의 in vitro에서 미치는 면역 활성 효과를 측정하 다.

  본 연구에 사용한 실험동물은 4주령의 CD-1 (ICR)계 웅성 mouse를 사용하 고, 항

온항습 (22±1℃, 55±5%) 및 light dark cycle을 12시간 단위로 자동 조절되도록 하

으며, 물과 사료를 충분히 공급하면서 1주 동안 실험 환경에 적응시켜 예비사육한 후 

실험에 사용하 다.

   Table 2. Design on in-vivo animal experiment

Group

 number
Sample

Dose

(㎍/mouse)

Mouse

(n)

1 PBS - 6

2

IGF-I rf

1 6

3  0.1 6

4   0.01 6

5    0.001 6

6

IGF-I 

1 6

7  0.1 6

8   0.01 6

9    0.001 6

10

Whey

1 6

11  0.1 6

12   0.01 6

13    0.001 6

1) IGF-I rf means IGF-I rich fraction: IGF-I rf was contained IGF-I 10ng in 1㎎ 

of protein.  2) IGF-I : standard IGF-I(R&D system, USA) 3) Mice were 

intraperitoneal (I.P.) injected everyday for 2weeks with IGF-I, IGF-I rf and whey 

at the concentration of 0.001, 0.01, 0.1 and 1㎍/200㎕(Concentration of 

administration into mouse were at 0.05, 0.5, 5 and 50㎍/㎏/day ).



- 29 -

2) 복강 macrophage의 활성화 측정

 가) 복강 Macrophage 분리

  생후 5주령 mouse의 복강 내 대식세포를 증가시키기 위해 1% thioglycollate 

(Sigma, USA) 1㎖을 복강에 투여하고 3일후에 ether로 안락사 시킨 후 복강대식세포

를 분리하 다. 

 나) IL-6의 생성도 측정

  마우스의 대식세포에서 분비되는 Interleukin-6 (IL-6)의 생성에  IGF-I이 미치는 

향을 알아보기 위해 sandwich ELISA를 이용하여 생성된 IL-6를 정량하 다. 

  분리한 대식세포를 96 well microplate에 1×10
5
cells/well의 농도로 분주하고 각 

IGF-I, IGF-I rf와 whey를 각 농도별로 처리하여 18시간배양한 후 상등액을 회수하

여 배양상등액 중의 IL-6를 sandwich ELISA정량하 다. 

 

 다)  NO의 생성도 측정

  복강 대식세포가 항암효과를 나타내는 기전의 하나인 NO 생성에 대해 IGF-I이 미

치는 향은 분리한 대식세포에 각 샘플을 농도별로 처리하여 배양한 상등액 중의 

nitric oxide 생성 농도를 Griess 방법으로 측정하 다.  즉, 대식세포의 배양상등액 

100㎕를 microplate에 옮긴 후 Griess reagentⅠ액(0.2% naphthylethylene)과 Ⅱ액 

(10% phosphoric acid contaning 2% sulfanilamide)을 각각 50㎕씩 첨가하 다.  상온

에서 10분간 반응시킨 후 ELISA microplate reader를 사용하여 540㎚에서 흡광도를 

측정하 고 NO의 농도는 sodium nitrite의 표준곡선을 작성하여 이에 준하여 계산하

다.  

 라) TNF-α 생성도 측정

  분리한 mouse의 대식세포를 1×10
5
cells/well의 농도로 분주하고, in vitro test 경우

는 IGF-I, IGF-I rf 및 whey를 각 농도별로 첨가하여 활성화시킨 후 배양상등액 100

㎕를 취하 다. 이를  L929 cell에 첨가하여 L929세포의 증식 저해율로 상등액 중의 

생성된 TNF-α 양을 측정하 다.

 마) 탐식작용 측정

  Macrophage의 탐식능은 zymosan particle 방법 (Okimura 등, 1986)과 NBT 
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(4-nitroblue tetrazolium chloride) reduction 방법(Stossel 등, 1973)을 이용하여 측정

하 다.  

3) Splenocyte의 활성화 측정

 가) Natural Killer cell의 항암효과 측정

  NK cell의 활성측정은 NK cell에 예민한 YAC-1 cell에 대한 cytotoxicity를 측정하

다. 비장세포를 96 well microplate에 5×10
5
cell/well 의 농도로 넣은 후 YAC-1 cell

을 target cell로 하여 50 : 1의 비율로 넣었으며, 그리고 in vitro test는 IGF-I, IGF-I 

rf 및 whey를 농도별로 처리하여 20시간동안 배양하 다. 세포증식은 MTT(1㎎/㎖) 

25㎕/well를 가하 고 4시간동안 배양한 후 생성된 formazan은 SDS/PBS 100㎕를 넣

어서 용해시킨 후 540㎚에서 측정하 다. 

 나) Splenocyte의 증식효과 측정

   비장세포를 96 well microplate에 5×10
5 
cell/well의 농도로 분주하 다.  단, in 

vitro는 각 시료를 농도별로 가하 다.  세포증식을 위한 mitogen으로 LPS (10㎍/㎖)

와 Con A (2.5㎍/㎖)를 첨가하여 각각 B cell과 T cell의 증식능력을 측정하 다.

  마. 초유 IGF-I와 형질전환 IGF-I의 구조적 유의성 검증

1) N-terminal amino acid sequence 확인

초유와 누에고치로부터 분리․정제한 IGF-I의 N-terminal amino acid sequence는 

Applied Biosystem Model 491 protein sequencer(한국기초과학지원 연구원)를 이용하

여 분석하 다.

2) 등전점 측정(isoelectric focusing) 

  정제한 IGF-I 등전점을 측정하기 위하여 Robertson 등(1987)의 방법으로 등전점 전

기 동을 실시하 다. 5%의 acrylamide gel (3.3%, pH 3.5∼10.0)을 제조하여 

Mini-Protein II(Bio-rad, USA)을 사용하여 IEF-PAGE를 하 다. cathode buffer는 

20mM NaOH를 anode  buffer는 10mM phosphoric acid를 사용하 으며 current 

voltage로 200V에서  30분, 200V에서 1시간 30분을 전개시킨 후 10%의 trichloroacetic 

acid 에서 20분간 고정시켰다. 그런 후 1% trichloroacetic acid에서 2시간 동안 정치시
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킨 후 SDS-PAGE에서 사용한 것과 같이 염색과 탈색을 하 다.

3) 아미노산 조성 분석

  아미노산 분석은 HPLC로 취한 각각의 IGF-I 시료를 건조하여 이를 HCl로 110℃에

서 24시간 가수분해한 후 가수분해된 아미노산을 PITC (phenylisothiocyanate)로 유도

체화 시켰다. 이를 HPLC(1100 Series, Hewlett Packard, 한국기초과학지원 연구원)로 

분석하 다. 분석된 측정치를 각 아미노산의 분자량을 참고로 하여 각각의 아미노산 

잔기수를 산출하 다. 

 바. 형질전환 IGF-I와 초유중의 IGF-I의 생리적 기능 비교 검토

1) 형질전환 IGF-I와 초유 중의 IGF-I 의 세포증식효과 비교 측정

  누에로부터 형질 전환시켜 얻은 IGF-I rf과 초유로부터 얻어진 IGF-I rf를 사용하

여 cell line에서의 세포증식효과를 측정하 다. 실험에 사용한 세포주는 Detroit 551, 

L6, IEC-6로 한국세포주은행(KCLB)으로부터 분양받아 사용하 다(Table 3). 증식효

과 측정은 앞서 수행한 세포증식효과 측정에서와 동일한 방법을 사용하 다.

Table 3. Culture conditions for cell lines

Cell Name

(KCLB No.)
Tissue Histopathology

Culture 

medium

Split

ratio

Optimum

concentration

(cells/0.1㎖/well)

Detroit 551

(10110)
skin normal

DMEM+

10% FBS
1 : 4 5×104

L6

(21458)
muscle normal

DMEM+

10% FBS
1 : 5 1×10

4

IEC-6

(21592)
epithelial normal

DMEM+

10% FBS
1 : 5 1×10

5

2) 형질전환 IGF-I와 초유 중의 IGF-I 의 항암효과 비교 측정

  앞서 수행한 세포주를 이용한 항암효과 측정 방법으로 누에로부터 형질 전환시켜 

얻은 IGF-I rf과 초유로부터 얻어진 IGF-I rf를 사용하여 cancer cell line에서의 항암

효과를 측정하 다.
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2. 연구개발 수행 결과

  가. IGF-I의 분리 및 정제

1) Ion exchange chromatography 

  젖소 초유에서의 IGF-I 분리 정제는 Francis 등(1986)과 Yandell 등(1998)의 방법에 

준하여 SP-Sephadex C-25 ion-exchange chromatography 방법을 사용하여 IGF-I을 

함유하고 있는 분획을 분리하 다.  IGF-I 분획의 방법으로는 Honegger 등(1986)의 

gel filtration chromatography와 Hossner과 Yemm(2000)이 분자량을 cut off 시키는 

diafiltration 등의 다양한 방법을 사용하 지만 이러한 방법들은 시료의 손실이 많아 

회수량이 극히 미량이므로 본 연구에서는 이들 방법의 단점을 고려하여, 먼저 ion 

exchange chromatography를 실시하여 IGF-I을 함유하는 분획의 회수율을 높이는 방

법을 실시하 다.

   SP Sephadex C-25 ion exchange chromatography에서 50mM ammonium acetate 

buffer (pH 5.5)를 4㎖/min의 유속으로, absorbance 280㎚에서 0.05이하까지 흘려줌으

로써 anion을 가지는 분자들을 일차적으로 제거하 다.  그리고 난 후 50mM 

ammonium acetate (pH 5.5)와 1M-NaCl을 함유하는 0.25M-NH3 용액으로 linear 

gradient를 걸어주면서 fraction collector (Bio-Rad, USA)를 사용하여 fraction을 회수

하 다.  그 결과 ion의 강도와 특성에 따라 4개의 peak가 분리되었음을 확인하 다

(Fig. 1).

   Ion exchange chromatography에 의해서 분리된 4개 peak의 분자량과 이들 분획 

중 IGF-I을 포함하는 분획을 검색하기 위한 방법으로서 SDS-PAGE(Fig. 2)와 

ELISA(Fig. 1)를 실시하 다. 먼저 분리된 분획의 분자량을 측정하기 위하여  

Fraction No. 28, 32, 57, 173, 216, 229, 239를 차례로 SDS-PAGE를 실시한 결과 

Fraction No. 28, 32, 57, 173에서 보이는 밴드의 분자량은 marker와 비교해보면 

20kDa 이하의 분자가 주를 이루었고, Fraction No. 216, 229, 239는 30kDa 이상의 분

자들이 분획되었음을 알 수 있었다.  그러나 밴드에 나타난 결과로는 각 fraction의 

분자량은 알 수 있지만, IGF-I의 분자가 실제로 포함되어 있는 fraction의 위치는 파

악할 수는 없었기 때문에 ELISA를 실시하여 IGF-I이 존재하는 fraction을 알아보았

다. 그 결과 Fig. 1에서 막대그래프로 나타낸 바와 같이 Fraction No. 20∼90에서 

IGF-I의 용출 농도가 가장 높았으며, buffer의 NaCl 농도는 0.1∼0.2M 부근이었다.    
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Fig. 1. Spectrometeric and ELISA test on the fractions of IGF-I separated by SP 

Sephadex C-25 chromatography.

Fig. 2. SDS-PAGE patterns of the fractions separated by SP Sephadex C-25 

chromatography.  Lane a : Low molecular weight marker(Bio-Rad, USA), 

lane b : fraction No. 28, lane c : fraction No. 32, lane d : fraction No. 57, 

lane e : fraction No. 173,  lane f  : fraction No. 216, lane g-fraction No. 229, 

lane h  : fraction No. 239
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  이러한 결과는 단백질 농도가 높게 나타난 다른 3개의 peak 부분에서는 IGF-I이 

극히 미량 존재하거나, 검출되지 않음으로써 IGF-Ⅰ에 대하여 항체의 특이적인 반응

이 이루어졌음을 확인할 수 있는 결과 고, buffer의 NaCl 농도가 0.3∼0.5M까지 미량

이긴 하지만 IGF-I이 용출되어졌음을 확인하 다.  

2) Gel filtration chromatography

  Ion exchange chromatography에 의해 용출된 분획을 전기 동과 sandwich ELISA

를 실시하여 IGF-I을 포함하고 있는 분획을 검색하 고 이 분획들을 회수하 다.

  Ion exchange chromatography에서 회수한 분획은 gel filtration  chromatography를 

실시하기 위하여 1kDa membrane을 사용하여 ultrafiltration(Amicon, USA)으로 농축

시킨 후 SP-Sephadex G-75 gel filtration chromatography를 실시하 다. 

  Ion exchange chromatography에서 회수한 fraction을 농축한 분획은 gel filtration 

chromatography에 의해 A와 B 두개의 peak로 분리 되었다(Fig. 3)  
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  Fig. 3. Purification of IGF-I using sephadex G-75.

A : Fractions from 19 to 33 contained protein bigger than M.W. 20kDa

B : IGF-I is purified from the fractions between 41 and 51
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                            (A)               (B)

Fig. 4. SDS-PAGE (A) and western blotting (B) analysis patterns of fractions 

separated from Sephadex G-75 chromatography. Lane a  : low molecular weight 

marker(Bio-Rad, USA), lane b  : fraction No. 20∼31(Peak A), lane c  : fraction 

No. 41∼51(Peak B), lane d : standard IGF-I (R&D system, USA), lane E1 : 

electrophoresis lane c, lane E2 : electrophoresis lane d

  두개의 peak에 상당하는 분획을 회수하여 SDS-PAGE를 한 결과 peak A에서는 

66,000Da과 21,500Da의 두개의 분리대가 나타났으며 peak B에서는 21,500Da과 

14,400Da 사이의 4개의 분리대와 약 10,000Da 이하의 위치에서 1개의 분리대가 나타

났다. 그리고 10,000Da 이하의 분리대는 standard IGF-Ⅰ(R&D systems, USA)의 분

자량 7,649Da의 분리대와 거의 유사한 이동도의 분자량을 가진 peptide로 확인되었다.  

따라서 이로써 peak B에서 약10,000Da 이하에서 분리된 peptide가 IGF-I과 동일한 물

질인지를 확인하기 위해 western blotting한 결과 Fig. 4와 같다.  그 결과 Fig. 4의 

lane c에서 분리된 단백질 중에서 standard IGF-I(R&D system, USA)과 비슷한 이동

도를 보이는 약 10,000Da이하의 단백질만 anti-human IGF-I과 반응하는 것으로 확인

됨으로써 소의 초유 유청의 IGF-I은 SP-Sephadex G-75 chromatography에서 분획된 

peak B에 함유되어 있는 것으로 확인되었다. 

a b c d E1 E2

66,000 Da

31,000 Da

21,500 Da

14,400 Da

M.W. 99,400 Da

45,500 Da

M.W. 7,649
(Standard IGF-I)
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3) Ultrafiltration에 의한 IGF-I 농축

  SDS-PAGE 분석결과 ion-exchange chromatography와 gel filtration 

chromatography에 의해 분리한 분획 중에서 IGF-I을 포함하고 있는 분획은 IGF-I 뿐

만 아니라 10kDa 이상의 단백질도 동시에 존재하고 있다. 그러므로 10kDa 이상의 단

백질을 효과적으로 제거하고 순도가 높은 IGF-I을 회수하기 위해서 막 분리

(membrane separation)을 이용하 다.  본 실험에서 막 분리에 이용한 membrane은 

Centriplus (Amicon/USA)를 사용하여 10kDa 이하의 peptide 분획을 회수하여 IGF-I

을 분리하 다. 분리한 IGF-I 분획물의 SDS-PAGE와 Western blot의 분석 결과는 

Fig.5과 같으며 Centriplus 처리에 의해서 10kDa 이상의 분자가 제거되었다(Lane b).  

그리고 10kDa 이하의 분획물은 SDS-PAGE 결과 IGF-I을 함유하고 있으며(Lane c), 

Western blotting 분석결과 standard IGF-I과 동일한 peptide의 분리대가 존재한다는 

것이 확인되었다(Lane F1).

Fig. 5. SDS-PAGE (A) and Western blotting (B) analysis patterns of fraction 

separated from membrane filtration.  Lane a  : Low molecular weight marker 

(Bio-Rad, USA), lane b  : 10kDa < Fraction, lane c  : 10kDa > Fraction, lane d  

: Standard IGF-I(R&D system, USA), lane F1 : standard IGF-I(R&D system, 

USA), lane F2 : 10kDa > Fraction (Lane c) 

(A)

M.W. 99,400 Da

31,000 Da

21,500 Da

66,000 Da

45,500 Da

14,400 Da M.W. 7649Da
(Standard IGF-I)

a b c d F1 F2

(B)
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4) 정제 단계별 IGF-I 회수율 

  초유 whey 중의 IGF-I의 정제단계별 농도와 회수율을 측정한 결과는 Table 4와 

같다.

  본 실험에서 젖소 초유 중의 IGF-I 농도를 ELISA로 측정한 결과 Fig. 6에 나타낸 

바와 같이 분만 후 1일째에 540㎍/L의 농도로 가장 높았고, 분만 4일 이후부터는 

IGF-I의 농도가 약 156㎍/L의 농도로 급격히 낮아졌으며 7일째는 약 36㎍/L의 농도

로 존재하는 것을 확인하 다.   Pakkanen 등(1997)의 bovine milk growth factor에 

대한 보고에 의하면 비유기에 따라 초유와 상유를 비교하 을 때 초유 중의 IGF-I은 

50∼2000㎍/L의 큰 차이의 농도로 존재하며, 상유 중에 IGF-I은 10㎍/L이하의 농도로 

존재한다고 보고되어 있다.  또한 Sharron 등(1991) 은 bovine colostrum whey 중에 

존재하는 IGF-I의 농도가 초유 중에는 100∼600㎍/L, 상유에서는 4∼14㎍의 농도로 

존재하고 사람의 초유 중에는 7∼27㎍/L, 돼지는 65∼357㎍/L 그리고 쥐에서는 28∼

30㎍/L로서 젖소 초유에서의 IGF-I 함량이 월등히 높음을 보고하 고, 또한 상유에 

비해 초유 내에 다량의 IGF-I이 함유되어 있긴 하지만 그 농도는 개체간의 큰 차이를 

보이는 것으로 보고하 다.  본 연구에서 초유중의 IGF-I이 비슷한 함량으로 존재하

며 비유기간에 따라서 초유중의 IGF-I 함량이 급격히 변화하는 경향을 나타내었다.

  Whey 중의 IGF-I 함량을 측정한 후 정제 단계에 따른 IGF-I의 농도와 회수량을 

Table 8에 나타내었다.  IGF-I 정제의 최종단계에서 얻어진 IGF-I의 회수율은 초유 

중에 존재하는 IGF-I 중 약 2%를 회수하 다.  Francis 등(1986)이 IGF-I의 정제를 

ion exchange chromatography와 Sep-pak 및 4단계의 HPLC에 의해 정제한 IGF-I의 

회수율이 약 0.6% 다고 보고하 다.  본 실험에서의 IGF-I의 회수율도 2%로써 극히 

적은 양이었지만 보고된 실험결과와 비교해보면 약 3배가량의 회수율 증가를 보 으

며, 또한 정제단계를 줄임으로써 IGF-I의 회수율을 증가시킨 것에 대한 의의가 있다

고 생각된다. 
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Table 4. Recovery ratio of IGF-I from bovine colostral whey after each 

purification step

Purification Step
Volume

(㎖)

 IGF-I content

(㎍)

Recovery rate

(%)

Whey*  1000 540 100

SP Sephadex C-25    253.5  54  10

SP Sephdex G-75   10   12    2.2

Centriplus    5   12   2

Fig. 6. Changes of IGF-I concent in colostral whey during 7 days after parturition.
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  나. IGF-I의 면역세포 증식효과 및 cytokines분비능력 측정

1) 시료 제조

  초유 유청 중 IGF-I의 cell line 면역활성 능력을 시험하기 위한 시료는 IGF-I의 분

자량이 7.6kDa임을 고려하여 젖소 초유 유청 내의 free IGF-I을 30kDa과 1kDa의 

ultrafiltration cartridge를 사용한 ultrafiltration으로 분획하 고, 분리한 분획을 

SDS-PAGE로 확인한 다음 사용하 다.  즉, Ultralfiltration cartridge를 이용하여 얻

은 분획의 SDS-PAGE 결과는 Fig. 7과 같다.  Lane C의 IGF-I rich fraction에서는  

20kDa 이하의 3개 밴드가 존재하 다.  이것은 UF를 사용하여 얻은 IGF-I rich 

fraction 중에서 거대분자가 효과적으로 제거된 반면에 20,000Da 이하의 분자들은 선

택적으로 분리 되었다는 것을 확인하 다.  이러한 결과는 Hossne 과 Yemm(2000)이 

초유를 30kD의 membrane으로 diafiltration 처리하여 30kDa 이상 혹은 이하의 분획으

로 나누어 각각의 분획을 SDS-PAGE로써 확인한 결과 30kDa 이상의 분획에서 저분

자 단백질은 제거되었음을 보여준 실험결과와 동일한 결과를 보 다.  IGF-I rich 

fraction이 IGF-I 분자를 함유하고 있는지 확인하기 위해 실시한 Western blot 분석 

결과는 Fig. 8과 같았다.  즉, IGF-I rich fraction(A)이 standard IGF-I(B) 보다는 발

색의 정도에는 다소 차이를 보 지만 IGF-I rich fraction 내에 IGF-I peptide가 존재

하는 것을 확인하 다.  또한 IGF-I rich fraction 중에 IGF-I 함량은 ELISA로 측정

한 결과 IGF-I rich fraction 1mg 중 10ng의 IGF-I이 함유되어 있는 것을 확인하 다

(Fig. 9).
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Fig. 7. SDS-PAGE analysis of IGF-I rich fraction separated from colostral whey 

by ultrafiltration. Lane A : Low molecular weight marker(Sigma. USA), lane B : 

Standard IGF-I (R&D systems. USA), lane C : IGF-I rf(IGF-I rich fraction)

Fig. 8. Western blotting analysis of IGF-I rich fraction separated from colostral 

whey by ultrafiltration. Lane A : Standard IGF-I(R&D systems, USA), lane B : 

IGF-I rich fraction, lane C : Bovine Serum Albumin
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(a) IGF-I standard curve

(b) IGF-I quantity in IGF rf

Fig. 9. Standard curve (a) and quantitative analysis of IGF-I in IGF-I rich 

fraction quantitative analysis of IGF-I (b) with sandwich ELISA. 

․ Satandard IGF-I (R&D system, USA). IGF-I rf means IGF-I rich fraction.
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  2) IGF-I의 면역세포 증식효과 측정 

   초유 유청 IGF-I rich fraction이 in vitro 세포 증식에 미치는 향을 실험하기 위

하여 EL-4(Th cell)  cell line을 이용하 다.

   세포증식 실험에 사용한 IGF-I rich fraction의 IGF-I 함량은 단백질 1㎎당 10ng 

이었으며 투여한 단백질의 양을 기준으로 처리하 다.

  EL-4 cell은 1㎎/㎖에서 대조구에 비해 54.57%, 0.1㎎/㎖에서는 약 27.57%의 세포 

성장률 증가를 나타내었다(Fig. 10).  Qureshi 등(1997)은 human esophageal epithelial 

cell에 IGF-Ⅰ을 처리했을 때 세포수가 농도 의존적인 증가율을 나타내었음을 보고하

고 또한 세포배양 3일 후에는 대조구에 비해 IGF-I 처리구는 두 배의 세포수가 증

가한다고 하 다.  본 실험에서도 그들의 결과와 동일한 경향을 나타내는 것으로 보

아 IGF-I이 세포 성장을 촉진한다는 사실이 확인되었다.  

Fig. 10. The Effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on the proliferation of EL-4 cells.  Supplementation cells of IGF-I 

rich fraction, which is contained 10ng IGF-I in 1㎎ protein were ranged 1 to 0.001

㎎/㎖.   Percentage of cell proliferation was expressed by MTT assay.
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3) IGF-I의 cytokines분비능력 측정

   가) IGF-I의 세포독성 측정

   IGF-I rich fraction이 TNF-α의 생성에 미치는 향을 측정하 다.  TNF-α의 생

성은 murine macrophage인 RAW264.7 cell을 사용하여 분비를 유도시켰고, 분비된 

TNF-α 함유액은 TNF-α에 민감한 L929 cell을 이용하여 bioassay를 실시하 다.  

IGF-I rich fraction의 세포 독성을 시험하기 위해서 TNF-α bioassay에 이용하는 

RAW264.7 cell로서 IGF-I rich fraction 자체에 대한 독성을 가지는지 실험하 고 그 

결과는 Fig. 11과 같다.  IGF-I rich fraction을 단백질 함량 기준으로 1, 10, 100㎍/㎖ 

및 1㎎/㎖의 수준으로 18시간 동안 자극하 을 때 대조구 대비 95% 이상의 생존율을 

나타내었기 때문에 IGF-I rich fraction은   RAW264.7 cell에 대해 세포독성을 나타내

지 않는다는 사실을 확인하 다.

Fig. 11. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on the cytotoxicity to RAW264.7 cells.  Supplementation cells of 

IGF-I rich fraction, which is contained 10ng IGF-I in 1㎎ protein were ranged 1 

to 0.001㎎/㎖.  Percentage of cell survival rate was expressed by MTT assay.
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   나) Bioassay에 의한 TNF-α의 생성량 측정 

   IGF-I rich fraction 투여에 의해 RAW264.7 cell이 TNF-α 생산에 대한 효과와 생

리활성을 시험하기 위해서 IGF-I rich fraction 10, 1, 0.1, 0.01㎎/㎖ 및 0.001㎎/㎖의 

농도로 투여하 고 얻어진 결과는 Fig. 12와 같다.  

   IGF-I rich fraction 0.001㎎/㎖ 과 0.01㎎/㎖의 농도에서 TNF-α의 분비량은 각각 

55.5%와 54%의 L929 cell의 생존율을 나타냄으로써 거의 유사한 TNF-α 생산 능력이 

있음을 보여주었고, 0.1㎎/㎖의 농도에서는 약 45%의 생존율과, 1㎎/㎖의 농도로 자극 

시켰을 시는 약 35%의 생존율을 나타내었다.  그리고 양성대조구인 LPS 1㎍/㎖ 농도

에 의해 자극된 결과 약 56%의 L929 생존율 나타내었다.  이러한 결과는 IGF-I가 

TNF-α 분비를 유도하는 것으로 나타났고 TNF-α 의 생성량은 농도 의존적이었다.  

또한 양성대조구 LPS가 1㎍/㎖과 IGF-I rich fraction 농도와 거의 유사한 수준으로 

TNF-α 분비를 유도하는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 세포내에서 free radical 생

산 억제에 의해 노화방지에 향을 미칠 수 있으며 더 나아가서 IGF-I rich fraction

은 macrophage에서 TNF-α의 생산을 자극하여 종양세포의 괴사 유도에 관여할 것으

로 판단된다.

Fig. 12. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on TNF-α production assayed by the survival rate of L929 cells.  

TNF-α production was expressed by growth inhibition of L929 cells, and survival 

rate was measured by MTT assay in which the supernatant of RAW264.7 cells 

cultured for 18 hrs was applied to L929 cells. No LPS means negative control and 

LPS means positive control(1㎍/㎖).
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  다) IGF-I rich fraction이 IL-6 생성에 미치는 향

  IGF-I rich fraction이 IL-6의 생산에 미치는 향에 대해서 시험하기 위하여 

RAW264.7 cell에 IGF-I rich fraction을 1, 10 그리고 100ng/㎖ 투여하 고, IL-6를 

생산한 결과는 Fig. 13과 같다.

  Lymphocyte인 EL4 cell로부터 IL-2와 IL-6의 분비량을 측정한 결과 자극시간과 

IGF-I rich fraction의 농도에 상관없이 거의 분비되지 않는 것으로 관찰되어 IGF-I이 

EL4 cell의 cytokine IL-2와 IL-6의 분비에 향을 미치치 않는 것으로 여겨진다(data 

not shown).

Macrophage인 RAW264.7 cell로부터 IGF-I에 의한 IL-1β와 IL-6의 분비량을 측정하

고 lymphocyte인 EL4 cell로부터  IL-2와 IL-6의 분비량을 측정하 다. 실험결과 

IL-1β는 RAW264.7 cell에서 자극 시간에 상관없이 IGF-I에 의해 거의 분비되지 않아 

향을 받지 않는 것으로 관찰되었다(data not shown).

  그러나 IGF-I rich fraction 1, 10, 100ng/㎖로 10시간동안 배양했을 때 0.38, 1.1, 

6.17ng의 IL-6를 분비하 으며, IGF-I 1, 10, 100ng/㎖ 농도로 10시간 배양했을 때 

1.89, 2.17, 2.37ng을 각각 분비하 고 whey는 배양시간과 농도에 거의 향을 받지 

않았고 IL-6의 생산량도 10ng이하의 극미량으로 나타났다.  IGF-I과 IGF-I rich 

fraction은 배양시간과 처리농도에 의존적으로 IL-6를 생산하는 것으로 나타났으며 

10ng/㎖ 이하의 처리농도에서 IGF-I 이 IGF-I rich fraction보다 IL-6 생산량이 약 3

배 높게 나타타났으나 100ng/㎖ 의 처리농도에서는 IGF-I rich fraction이 IGF-I보다 

약 3배 많은 IL-6 생산량을 나타내었다. IGF-I의 경우 일정한 농도와 시간동안 배양

했을 때 IGF-I rich fraction과 유청에 비해 IL-6 생산능력이 아주 높았다. IGF-I rich 

fraction의 경우에는 12시간 이상 배양했을 때 가장 많이 IL-6를 생산하 으며 이러한 

결과는 IGF-I rich fraction중에 포함된 다른 생리활성물질과의 상승작용에서 기인한 

것으로 생각된다. 

  본 연구에서 IGF-I rich fraction이 유청보다 IL-6를 더 많이 생산하는 것으로 나타

났으며 이러한 결과는 IGF-I rich fraction이 macrophage의 활성화에 기여할 것으로 

여겨진다.
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Fig. 13. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltraion on IL-6 production from RAW264.7 cells.  IL-6 in the supernatant of 

RAW264.7 cells cultured for 18 hrs was determined by sandwich ELISA.  IGF-I rf 

means IGF-I rich fraction in which is contained 10ng per 1㎎ protein.
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  다. IGF-I의 항암효과 측정

 1) Cytotoxicity 측정

   초유 유청 유래 IGF-I rich fraction이 암세포에 미치는 향에 대해서 연구하기 

위해서 A427, SK-HEP-1, A498, HeLa, WiDr 및 SNU-C1 의 cell line을 이용하 고 

MTT assay로 세포독성을 측정하 다. 암세포에 대한 세포 독성 시험에 사용한 

IGF-I rich fraction의 IGF-I 함량은 단백질 1㎎당 10ng이 으며 단백질의 양을 기준

으로 세포독성을 측정하 다.

   Lung cancer cell인 A427에 대한 연구에서 IGF-I rf에 의해 1㎎/㎖ IGF-I rich 

fraction에서 32.35%, 0.1㎎/㎖의 농도에서는 22.56%, 0.01㎎/㎖에서 20%와 0.001㎎/㎖

에서는 13%의 세포 성장억제 효과를 나타내었다(Fig. 14).  

 IGF-I rich fraction이 간암 세포인 SK-HEP-1 세포성장에 미치는 향에 대한 결과

는 Fig. 15와 같다.  1㎎/㎖의 농도에서 IGF-I rich fraction은 대조구에 비하여 2.1%, 

0.1㎎/㎖의 농도에서는 8.4%, 0.01㎎/㎖과 0.001㎎/㎖의 농도에서는 각각 17.33%와 

13.07%의 암세포 성장 억제율을 보 다. 

  신장암 세포인 A498 cell에 대한 실험에서 1㎎/㎖의 농도일 때 23%의 암세포 성장

저해 효과를 보 으며 0.1㎎/㎖의 농도에서는 9.2%의 성장저해율과 0.01㎎/㎖과 0.001

㎎/㎖의 농도에서는 각각 1.4%와 0.9%의 성장 저해율을 나타내었으며 0.01㎎/㎖이하

의 농도에서는 암세포 성장저해 효과는 거의 없었으며 mitogen으로서의 활성은 나타

나지 않았다(Fig. 16). 

  IGF-I rich fraction이 자궁암 세포인 HeLa cell의 성장저해에 대한 시험에서 1㎎/㎖

의 농도에서 4.9%의 세포 증식 저해율을 나타내었으며 0.1, 0.01과 0.001㎎/㎖의 농도

에서는 각각 3.2%, 3.5% 및 2.3%의 세포 성장 저해율을 보 고 신장암 세포주와 유

사한 경향을 보 다(Fig. 17).  

  IGF-I rich fraction이 직장암 세포인 WiDr cell에 미치는 향은 Fig. 18과 같이 1

㎎/㎖ 농도에서 28.45%의 세포성장 저해율을 나타내었고, 0.1㎎/㎖, 0.01㎎/㎖과 0.001

㎎/㎖의 농도에서는 각각 13%, 11.26%와 2.3%의 세포 성장 저해율을 나타내었다. 

  IGF-I rich fraction이 위암 세포주 SNU-C1에 미치는 향을 실험한 결과는 Fig. 

19과 같이 1㎎/㎖과 0.1㎎/㎖의 농도에서 각각 17.12%와 9.75%의 세포 증식을 보 고 

0.01, 0.001㎍/㎖의 농도에서는 각각 4.75% 와 5.49%의 세포 증식률을 나타내었다.  

다른 암세포와는 달리 위암 세포주는 IGF-I rich fraction의 첨가에 의해서 세포의 증

식을 증진하는 것으로 나타났다.  
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Fig. 14. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on the cytotoxicity to A427 cells.  

 Fig. 15. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on the cytotoxicity to SK-HEP-1 cells. 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

1㎎/㎖ 0.1㎎/㎖ 0.01㎎/㎖ 0.001㎎/㎖

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n (㎎ /㎖ )

%
 o
f 
 C

yt
o
to
xi
c
it
y

9

0

5

10

15

20

1㎎/㎖ 0.1㎎/㎖ 0.01㎎/㎖ 0.001㎎/㎖

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n (㎎ /㎖ )

%
 o
f 
 C

yt
o
to
xi
c
it
y

v



- 49 -

Fig. 16. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on the cytotoxicity to A498 cells.  

Fig. 17. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on the cytotoxicity to HeLa cells. 
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Fig. 18. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on the cytotoxicity to WiDr cells. 

 Fig. 19. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on the cytotoxicity to SNU-C1 cells. 0.001㎎/㎖.
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라. IGF-I이 murine macrophage와 murine splenocyte의 면역활성에 미치는 향

 1) Macrophage의 활성에 미치는 향 

  가) Interleukin-6 의 생산

  본 실험에서 IGF-I rich fraction이 대식세포에서 활성화되어 분비되는 IL-6의 생산

에 미치는 효과를 시험하기 위해서 sandwich ELISA을 이용하여 배양액 중의 IL-6를 

정량하 으며 결과는 Fig. 20과 같다.

   In vitro에서 마우스 macrophage의 IL-6 생산량은 LPS(100ng/㎖) 자극에 의해서 

9.0ng/㎖의 IL-6를 생산하 고 LPS를 자극하지 않은 경우 7.2ng/㎖을 생산하 다.  

IGF-I rich fraction 1㎍/㎖ 자극에 의해서 9.8ng/㎖을 분비하 고 0.1, 0.01, 0.001㎍/㎖

의 농도로 자극시에는 각각 8.7, 8.9, 7.0ng/㎖을 분비하 다. IGF-I 1㎍/㎖ 농도로 자

극에 의해서 12ng/㎖을 분비하 고 0.1, 0.01, 0.001㎍/㎖으로 자극하 을 때 10.9, 8.8, 

7.1ng/㎖을 분비하 다.  유청의 경우 1, 0.1㎍/㎖ 자극 시 8.9ng/㎖, 9.0ng/㎖을 0.01과 

0.001㎍/㎖ 자극에 의해서는 각각 8.6과 6.7ng/㎖을 분비하 다(Fig. 20).

  In vivo에서 대조구 처리한 마우스의 복강 macrophage는 4.9ng의 IL-6를 분비하

고,  IGF-I rich fraction 1㎍ 투여군은 7.3ng/㎖을 분비하 고 0.1, 0.01, 0.001㎍/㎖ 투

여군은 각각 6.5, 6.1, 5.6ng/㎖을 분비하 다.  IGF-I 1㎍ 투여군은 8.5ng/㎖을 0.1, 

0.01㎍과 0.001㎍ 투여군은  각각 7.9, 7.2㎍/㎖ 및 6.6㎍/㎖을 분비하 다.  유청의 경

우 1㎍/㎖ 투여군은 6.5ng, 0.1과 0.01㎍/㎖ 투여군은 각각 약 5.6, 5.3ng/㎖ 그리고 

0.001㎍/㎖ 투여군은 5.1ng/㎖의 IL-6를 생산하 다(Fig. 21).

   실험 결과 in vitro와 in vivo에서의 IGF-I이 IL-6의 분비유도에 미치는 향은 최

고 농도 1㎍으로 처리했을 때 각각 12ng, 8.5ng을 생성하 으며, IGF-I rich fraction

과 유청도 in vivo에서 보다  in vitro에서 IL-6의 분비 유도 능력이 높았고 IL-6의 생

성량은 농도 의존적이었다.  그러나 본 실험에서 분획한 IGF-I rich fraction은 IGF-I

과 유사한 수준의 분비 유도 능력이 있음을 확인하 으며, 유청에서는 그 분비 유도 

능력이 가장 낮게 나타났다.
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 Fig. 20. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on in-vitro IL-6 production from murine peritoneal macrophages.   

IL-6 concentration in the culture of peritoneal macrophage supplemented with 

IGF-I rich fraction, IGF-I and whey fraction was determined by sandwich ELISA. 

IGF-I rf means IGF-I rich fraction. *** : p<0.001, ** : p<0.01, * : p<0.05 

Fig. 21. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on in-vivo IL-6 production from murine peritoneal macrophages. 

Peritoneal macrophages were collected at 2 weeks after administration of IGF-I 

rich fraction, IGF-I and whey fraction. Administration of IGF-I rich fraction, IGF-I 

and whey fraction was conducted at the interval of 24 hrs for two weeks. The 

dosage level was 1, 0.1, 0.01, and 0.01μg on the basis of protein contents. IL-6 in 

the supernatant of murine peritoneal macrophage cultured 18 hrs was determined 

by sandwich ELISA. IGF-I rf means IGF-I rich fraction. *** : p<0.001, ** : 

p<0.01 
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   나) Nitric oxide(NO)의 생산 

   IGF-I rich fraction이 in vitro와 in vivo에서 NO 생산에 미치는 향에 대한 결과

는 Fig. 22, Fig. 23과 같다.  In vitro에서 마우스 peritoneal macrophage를 1㎍/㎖의 

농도로 자극하 을 때 IGF-I rich fraction과 IGF-I은 각각 18.8μM, 17.0μM의 NO를 

생산하 고 유청은 11.6μM의 NO를 생산하 다.

   또한 1㎍의 농도로 마우스에게 복강 투여하 을 때 peritoneal macrophage에서 분

비되는 NO의 량은 IGF-I rich fraction은 10.7μM, IGF-I은 13μM 및  whey는 6.38μM

이었다.  IGF-I rich fraction, IGF-I  그리고 유청을 같은 농도로 자극했을 때 

macrophage의 NO 분비 능력은 in vitro나  in vivo에서 모두 IGF-I 이 가장 높았으나 

IGF-I rich fraction도 IGF-I과 비슷한 분비 능력을 나타내었다.  그러나 유청은 NO 

분비 능력이 가장 낮게 나타났다.  In vitro나 in vivo에서 NO는 활성화된 

macrophage에서 생산되는 대사산물이기 때문에 IGF-I rich fraction은 유청에 비해 

NO 생산량이 더 높게 나타났으며 이러한 결과는 IGF-I rich fraction에는 유청보다 

IGF-I이 더 많이 함유되어 있어서 기인된 것으로 생각된다.

   다) TNF-α의 생산

   IGF-I rich fraction이 mouse의 peritoneal macrophage에 의한 TNF-α 생산에 미

치는 향은 in vitro와 in vivo에서 실시하 으며 TNF-α의 생산량은 L929 cell lysis 

정도로 표시하는 bioassay로서 측정하 으며 얻어진 결과는 Fig. 24, 25와 같다.

   In vitro에서는 1㎍/㎖의 농도에서 대조구와 대비하여 IGF-I rich fraction은 34.5%

의 높은 L929 cell lysis를 보 고, IGF-I은 40.5% 그리고 유청 26.5%의 L929 cell 

lysis을 나타내었다. 

   In vivo에서도 IGF-I rich fraction 1㎍ 복강 투여군은 대조구와 대비하여 30%, 

IGF-I 은 약 34% 그리고 whey는 20%의 L929 cell lysis를 나타내었다.  마우스 

macrophage로부터 TNF-α의 분비 능력도 NO의 생산량과 비슷한 경향을 나타내었으

며, whey에 비해 IGF-I rich fraction이나 IGF-I이 macrophage를 더욱더 잘 활성화시

켜 TNF-α의 분비 능력이 높게 나타났다.  결과를 요약하면 in vitro와 in vivo에서 

각 시료를 농도별로 처리하여 NO의 분비 유도능력을 측정한 결과 in vitro와 in vivo

에서 모두 IGF-I 1㎍ 처리군이 TNF-α의 분비 유도능력은 가장 높게 나타났으며, 유

청에 비해서 IGF-I이 대식세포를 더욱 활성화시킴으로써 TNF-α의 분비 유도 능력이 

IGF-I과 IGF-I rf에서 높게 나타났음을 확인하 다.
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Fig. 22. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on in-vitro NO production from murine peritoneal macrophages.  NO 

in the culture of peritoneal macrophage was determined by Griess reagent.  IGF-I 

rf means IGF-I rich fraction. ** : p<0.01, * : p<0.05 

Fig. 23. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on in-vivo NO production from murine peritoneal macrophages.  

Peritoneal macrophages were collected at 2 weeks after administration of IGF-I 

rich fraction, IGF-I and whey fraction. Administration of IGF-I rich fraction, IGF-I 

and whey fraction was conducted at the interval of 24 hrs for two weeks. The 

dosage level was 1, 0.1, 0.01, and 0.01㎍ on the basis of protein contents.  No 

conentration in the culture of peritoneal macrophage was determined by Griess 

reagent. IGF-I rf means IGF-I rich fraction. ** : p<0.01, * : p<0.05 
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Fig. 24. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on in-vitro TNF-α production from murine peritoneal macrophages. 

 IGF-I rf means IGF-I rich fraction in which contained IGF-I 10ng in 1㎎ of 

protein. ** : p<0.01, * : p<0.05 

Fig. 25. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on in-vivo TNF-α production from murine peritoneal macrophages. 

Peritoneal macrophages were collected at 2 weeks after administration of IGF-I 

rich fraction, IGF-I and whey fraction. Administration of IGF-I rich fraction, 

IGF-I and whey fraction was conducted at the interval of 24 hrs for two weeks. 

The dosage level was 1, 0.1, 0.01, and 0.01㎍ on the basis of protein contents. 

IGF-I rf means IGF-I rich fraction. ** : p<0.01, * : p<0.05 
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   라) Peritoneal macrophage의 phagocytosis에 미치는 향

   In vitro와 in vivo에서 마우스 peritoneal macrophage의 phagocytosis에 대한 

IGF-I rich fraction의 효과는 Fig. 26 과 Fig. 27과 같이 in vitro에서 IGF-I rich 

fraction, IGF-I 그리고 유청을 각각 1㎍/㎖ 투여했을 때 대조구에 비해서 각각 78%, 

103%와 63% 증가하 으며 투여량에 의존적으로 phagocytosis가 증가하 다.  그리고 

LPS를 처리한 양성대조구의 경우 대조구에 비해서 phagocytosis가 72% 정도 증가하

는 것으로 나타났으며 IGF-I rich fraction과 IGF-I은 양성대조구보다 phagocytosis 

증진능력이 높은 것으로 나타났다(Fig.26).

   In vivo에서 phagocytosis는 IGF-I rich fraction, IGF-I 그리고 유청을 1㎍/㎖ 농

도로 복강투여 한 결과 대조구에 비해서 IGF-I rich fraction이 65%, IGF-I이 51%, 

그리고 유청은 34%로 phagocytosis를 증진 하 다(Fig. 27).  In vivo에서의 결과는 

in vitro와 약간 다른 경향을 보 으며 IGF-I rich fraction이 IGF-I 보다 15% 더 높

은 phagocytosis를 나타내었다.  0.1, 0.01 및 0.001㎍의 농도로 IGF-I rich fraction 복

강 투여군은 대조구에 비해서 IGF-I은 각각 21%, 6% 및 3%의 phagocytosis 증가를 

보 고 IGF-I rich fraction은 0.1㎍ 복강 투여시에 약 18%의 phagocytosis 증가를 나

타내었지만 0.01과 0.001㎍/㎖  복강 투여시에는 phagocytosis의 증가가 나타나지 않

았으며 유청의 경우도 IGF-I rich fraction과 비슷하게 0.01㎍ 이하의 복강 투여에서 

투여량에 따른 phagocytosis는 타나내지 않았다.  위의 결과를 볼 때 IGF-I rich 

fraction을 경구 투여하는 경우 0.01㎍/㎖ 이하에서는 phagocytosis 증진효과가 없으며 

적어도 복강 투여시에는 1㎍/㎖(50㎍/㎏) 이상의 수준에서 phagocytosis의 증진효과가 

있는 것으로 판단된다.
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Fig. 26. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on in-vitro phagocytosis of murine peritoneal macrophage. 

Phagocytosis was determined in activated murine peritoneal macrophages for 20 

hrs by at supplementation of IGF-I rich fraction, IGF-I and whey fraction by 

formazan production. IGF-I rf means IGF-I rich fraction in which contained IGF-I 

10ng in 1㎎ of protein. *** : p<0.001, ** : p<0.01, * : p<0.05 

Fig. 27. The effect of IGF-I rich fraction separated from colostral whey by 

ultrafiltration on in-vivo phagocytosis of murine peritoneal macrophages. Peritoneal 

macrophages were collected at 2 weeks after administration of IGF-I rich fraction, 

IGF-I and whey fraction. Administration of IGF-I rich fraction, IGF-I and whey 

fraction was conducted at the interval of 24 hrs for two weeks. The dosage level 

was 1, 0.1, 0.01, and 0.01㎍ on the basis of protein contents. IGF-I rf means IGF-I 

rich fraction. *** : p<0.001, ** : p<0.01, * : p<0.05 
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2) Splenocyte의 활성화 측정

   가) Natural killer cell의 항암효과

   IGF-I rich fraction이 NK cell의 활성에 미치는 향을 in vivo와 in vitro에서 실

험하 고 얻어진 결과는 Fig. 28와 Fig.29와 같다.

  In vitro에서의 실험 결과는 1㎍/㎖의 농도에서 IGF-I rich fraction은 22.2%, IGF-I

은 YAC-1 cell에 대해 27.7%의 세포 독성을 나타내었고 whey는 15.21%의 세포 독성

을 나타내었다.  Whey의 경우는 1㎍의 농도에서는 약15%의 YAC-1 cell lysis의 결

과로써 대조구의 약 12%와 유사한 정도를 나타내었고, 1㎍/㎖이하에서는 YAC-1 cell 

lysis의 능력을 나타내지 않음을 확인하 다.

   In vivo에서는 1㎍의 농도로 복강 투여한 군에서 IGF-I rf은 약 42.3% 의 세포독

성율을 보 고, IGF-I은 55.43%의 세포 독성율을 나타내었으며, whey는 30.44%의 세

포독성율을 보 다. 또한  in vitro와 in vivo에서 IGF-I rich fraction과 IGF-I은 

YAC-1 cell lysis에 대해 농도 의존적인 경향을 보 다.  
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Fig. 28. The effect of IGF-I rich fraction, IGF-I and whey on the in-vitro 

NK-cell activity of mouse splenocyte.  Splenocytes were cocultured with YAC-1 

cell in the presence IGF-I rich fraction,  IGF-I and whey fraction for 20 hrs. NK 

cell activity was assessed by MTT assay.  IGF-I rf means IGF-I rich fraction.  

*** : p<0.001, ** : p<0.01, * : p<0.05

Fig. 29. The effect of IGF-I rich fraction, IGF-I and whey on the in-vivo NK cell 

activity from mouse splenocyte.  Splenocytes were cocultured with YAC-1 cell in 

the presence IGF-I rich fraction,  IGF-I and whey fraction for 20 hrs. NK cell 

activity was assessed by MTT assay.  IGF-I rf means IGF-I rich fraction.  *** : 

p<0.001, ** : p<0.01, * : p<0.05
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  나) Splenocyte 증식효과 측정

   IGF-I rich fraction의 면역세포 증식효과를 측정하기 위해 마우스의 비장 세포를 

분리하여 B cell과 T cell의 증식효과를 측정하 다. B cell 증식효과 측정을 위한 

mitogen으로 LPS를 사용하 고 T cell mitogen으로는 Con A를 사용하 다.

   Fig. 30은 in vitro에서의 T cell 증식능력을 나타낸 것으로서 1, 0.1, 0.01 및 0.001

㎍/㎖의 농도에서 대조구에 대비해 IGF-I rf 처리구는 116%, 65%, 32% 및 18%의 T 

cell 증식능력을 보 고, IGF-I 처리구는 128%, 87%, 55% 및 36%의 세포 증식율을 

나타내었고, 유청 처리구에서는 약 64%, 32%, 15%와 약 6%의 세포 증식율을 나타내

었다.  In vivo에서 IGF-I, IGF-I rf 와 유청 처리구의 T cell 증식능력은 Fig. 31에 

나타내었으며 IGF-I rf 처리구는 1, 0.1, 0.01㎍/㎖ 처리구에서 약 33%, 12%, 7%의 증

식능력을 보 고 0.001㎍의 농도에서는 세포증식 효과를 나타내지 못했다.  IGF-I 처

리구는 1, 0.1, 0.01 및 0.001㎍의 농도로 복강 투여 시 대조구에 비해 100%, 50%, 

24% 및 10%의 세포 증식율을 나타내었고,  유청 처리구에서는 1, 0.1, 0.01 및 0.001

㎍의 농도로 투여한 군이 각각 20%, 5%, 8%와 약 3%의 세포 증식율을 나타내었다.

   In vitro에서의 B cell 증식효과는 1, 0.1, 0.01 및 0.001㎍/㎖의 농도에서 대조구에 

비해 IGF-I rich fraction은 각각 103%, 105%의 세포증식 효과를 보 으며 0.01, 0.001

㎍/㎖의 농도에서는 각각 55%와 46%의 증식율을 나타내었으며 IGF-I은 약 135%, 

112%, 99% 및 58%의 세포 증식율을 나타내었고, 유청의 B cell 증식능력은 1, 0.1, 

0.01 및 0.001㎍/㎖의 농도에서 대조구에 비해서 52%, 33%, 23% 및 8%의 B cell증식

효과를 보 다(Fig. 32).

   In vivo에서의 B cell 증식능력을 측정한 결과는 IGF-I, IGF-I rf 및 유청 처리구 

모두 in vitro에서보다 약간 낮은 세포 증식율을 보 으나, 모든 처리구의 세포 증식

율은 in vitro와 유사한 경향이었으며, 또한 in vitro에서와 마찬가지로 시료 처리의 

농도에 의존적인 증식효과를 나타내었다(Fig. 33). 

   본 실험에서 처리한 시료 중 whey가 가장 낮은 세포증식을 보 지만, in vitro와 

in vivo 의 실험에서 1㎍으로 자극하 을 때 LPS와 유사한 수준의 세포 증식능을 나

타내었다.  
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Fig. 30. The effect of IGF-I rich fraction, IGF-I and whey on  in-vitro 

proliferation of splenocytes stimulated with Concanavalin A. Splenocytes were 

stimulated with Concanavalin A(2.5㎍/㎖).  Splenocytes proliferation was measured 

by MTT assay. IGF-I rf means IGF-I rich fraction.  *** : p<0.001, ** : p<0.01

Fig. 31. The effect of IGF-I rich fraction, IGF-I and whey on in-vivo proliferation 

of splenocytes stimulated with Concanavalin A. Splenocytes were stimulated with 

Concanavalin A(Con A: 2.5㎍/㎖). Splenocytes proliferation was measured by MTT 

assay. GF-I rf measn IGF-I rich fraction. Mice were intraperitoneal (I.P.) injected 

everyday for 2 weeks with IGF-I rich fraction, IGF-I and whey at the 

concentration of 0.001, 0.01, 0.1 and 1㎍/㎕(Concentration of administration into 

mouse were at 0.05, 0.5, 5 and 50㎍/㎏/day).  *** : p<0.001, ** : p<0.01, * : 

p<0.05
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Fig. 32.  The effect of IGF-I rich fraction, IGF-I and whey on  in-vitro 

proliferation of splenocytes stimulated with LPS. Splenocytes were stimulated with 

LPS(2.5㎍/㎖).  Splenocytes proliferation was measured by MTT assay.  IGF-I rf 

means IGF-I rich fraction.  *** : p<0.001, ** : p<0.01 

Fig. 33. The effect of IGF-I rich fraction, IGF-I and whey on in -vivo 

proliferation of splenocytes stimulated with LPS. Splenocytes were stimulated with 

LPS(2.5㎍/㎖) for 48 hrs. Splenocytes proliferation was measured by MTT assay.  

IGF-I rf measn IGF-I rich fraction. Mice were intraperitoneal (I.P.) injected 

everyday for 2 weeks with IGF-I rich fraction, IGF-I and whey at the 

concentration of 0.001, 0.01, 0.1 and 1㎍/㎕(Concentration of administration into 

mouse were at 0.05, 0.5, 5 and 50㎍/㎏/day).  *** : p<0.001, ** : p<0.01, * : 

p<0.05
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마. 초유 IGF-I과 형질전환 IGF-I의 구조적 유의성 검증

1) N-terminal amino acid sequence 확인

  초유와 누에에서 분리․정제한 IGF-I이 구조적으로 동일한지 확인하기 위해서 

N-terminal amino acid sequence을 확인하 다.  N-말단의 7개의 amino acid의 배열

이 Gly-Pro-Glu-Thr-Leu-Cys-Gly의 순으로 측정되었다. 

  이 결과는 현재 알려져 있는 IGF-I의 N-terminal amino acid sequence와 동일한 

것으로 나타났으며 또한 사람 유래의 IGF-I과 소에서 분비되는 IGF-I의 amino acid 

sequence는 동일한 것으로 알려져 사실을 이번 연구 결과로 재차 확인할 수 있었다. 

2) 등전점측정

  초유와 누에에서 분리․정제한 IGF-I이 등전점을 측정하 다. IGF-I의 pI는 대략 

8.5 부근으로 보고되어있다. 본 연구 결과에서 대략 8.5 부근에서 band가 형성되어 있

는 것을 측정 할 수 있었다.

3) 아미노산 조성 분석

초유에서 분리한 IGF-I과 형질전환 누에에서 추출한 IGF-I을 구성하고 있는 아미노

산에 차이가 있는지 알아보았다.  Table 5에서 보는 것처럼 분석 결과치의 glutamine

과 glutamic acide, asparagine과 aspartic acid의 양이 합쳐져서 산출된 상태이지만 각

각의 합이 동일하므로 아미노산의 조성이 동일한 것으로 판단하 다.
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Table 5. Amino acids composition of IGF-I obtained from colostrum  and 

transgenic silkworm

Amino acids IGF-I Colostral IGF-I Silkworm IGF-I

Alanine 6 6 6

Arginine 6 6 6

Asparagine 1
5* 5*

Aspartic acid 4

Cysteine 6 6 6

Glutamine 2
6** 6**

Glutamic acid 4

Glycine 7 7 7

Histidine

Isoleucine 1 1 1

Leucine 6 6 6

Lysine 3 3 3

Methionine 1 1 1

Phenylalanine 4 4 4

Proline 5 5 5

Serine 5 5 5

Threonine 3 3 3

Tryptophan

Tyrosine 3 3 3

Valine 3 3 3

Total A.A. residues 70 70 70

       * mean the sum of asparagine & aspartic acid

     **  mean the sum of glutamine & glutamic acid
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  바.  형질전환 IGF-I과 초유 IGF-I의 생리적 기능 비교

1) 형질전환 IGF-I과 초유 IGF-I의 세포증식효과 비교 측정

  제 2세부과제로부터 형질 전환되어 IGF-I이 발현되어진 누에와 누에 고치를 받아 

PBS용액에 용출 시켜 sandwich ELISA를 이용하여 IGF-I의 함량을 계산해서 시료로 

사용하 다

  초유 IGF-I rich fraction과 누에로부터 형질 전환하여 얻은 IGF-I rich fraction을 

이용하여 in vitro 세포 증식에 미치는 향을 실험하기 위해 앞서 항암효과를 측정했

던 IEC-6(epithelial cell), Detroit 551(skin cell), EL-4(Th cell) 및 L6(skeletal muscle 

celll) cell line을 이용하 다.

   세포증식 실험에 사용한 IGF-I rich fraction의 IGF-I 함량은 단백질 1㎎당 10ng 

이었으며 투여한 단백질의 양을 기준으로 처리하 다. 

   IEC-6 cell은 초유로부터 분리된 IGF-I에서는 IGF-Ⅰ함유농도가 10ng인 단백질 

농도 1㎎/㎖에서 대조구에 비해 60.68% 세포성장율 증가를 보 으며 0.1㎎/㎖과 0.01

㎎/㎖에서는 각각 53.54%, 29.92%와 0.001㎎/㎖의 농도에서는 약 18.21%의 세포성장

률 증가를 나타내었다. 하지만 형질전환 된 누에의 IGF-I 분획은 증식 능력을 약간 

보이기는 하지만 초유 유래의 IGF-I 분획의 효과에 비해서는 30% 정도 밖에 작용하

지 못하는 것으로 측정되었다(Fig. 34).   Skin cell인 Detroit 551 cell은 1㎎/㎖에서 

대조구에 비해 56.25%의 세포 성장률 증가를 나타내었고 0.1㎎/㎖과 0.01㎎/㎖에서는 

각각 26.65%, 15.45%의 성장률을 보 으며 0.001㎎/㎖의 농도에서는 3.23%의 세포성

장율을 나타내었다(Fig. 35).

   EL-4 cell은 1㎎/㎖에서 대조구에 비해 54.57%, 0.1㎎/㎖에서는 약 27.57%의 세포 

성장률 증가를 나타내었다(Fig. 36).  

   Skeletal muscle cell인 L6 cell은 IGF-I rich fraction 1㎎/㎖의 농도로 투여한 처리

구가 대조구에 비해 46.38%의 세포성장율 증가를 보 고 0.1㎎/㎖과 0.01㎎/㎖의 농도

에서는 각각 26.10%, 15.10%의 세포성장률 증가를 나타내었다(Fig. 37). 

  본 연구에 사용된 모든 세포에서 누에에서 추출된 IGF-I rf의 세포증식 능력은 초

유로부터 분리된 IGF-I rf 보다 낮은 것으로 관찰 되었다. 이는 순수하게 정제되지 않

은 분획상태에서 초유 속에서 이행되어 온 다른 물질들이 세포증식에 향을 끼치는 

정도가 더 크게 작용함에 의한 것으로 생각되어 진다.  
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Fig. 34. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltration on the proliferation of IEC-6 cells.
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Fig. 35. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltrationon the proliferation of Detroit 551cells.
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Fig. 36. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltration on the proliferation of EL4 cells.
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Fig. 37. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltration on the proliferation of L6 cells.

2) 형질전환 IGF-I과 초유 IGF-I의 항암효과 비교 측정
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 Lung cancer cell인 A427에 대한 연구에서 IGF-I rf에 의해 1㎎/㎖ IGF-I rich 

fraction에서 32.35%, 0.1㎎/㎖의 농도에서는 22.56%, 0.01㎎/㎖에서 20%와 0.001㎎/㎖

에서는 13%의 세포 성장억제 효과를 나타내었다. 누에 IGF-I rf은 1㎎/㎖ 의 농도에

서 25% 0.1㎎/㎖의 농도에서는 16.44%, 0.01㎎/㎖에서 11.22%와 0.001㎎/㎖에서는 

4.98%의 세포 성장억제 효과를 나타내어 이것 역시 초유 IGF-I보다는 암세포 성장저

지력이 낮게 측정되었다(Fig. 38).  

 IGF-I rich fraction이 간암 세포인 SK-HEP-1 세포성장에 미치는 향에 대한 결과

는 Fig. 39와 같다.  1㎎/㎖의 농도에서 IGF-I rich fraction은 대조구에 비하여 2.1%, 

0.1㎎/㎖의 농도에서는 8.4%, 0.01㎎/㎖과 0.001㎎/㎖의 농도에서는 각각 17.33%와 

13.07%의 암세포 성장 억제율을 보 다. 누에 IGF-I rf은 이와는 달리 1㎎/㎖의 농도

에서 13.32% 성장 저지률을 나타내며 농도에 의존적인 경향을 보여주어 초유 IGF-I 

rf과는 다른 양상을 나타냈다.

  신장암 세포인 A498 cell에 대한 실험에서 1㎎/㎖의 농도일 때 23%의 암세포 성장

저해 효과를 보 으며 0.1㎎/㎖의 농도에서는 9.2%의 성장저해율과 0.01㎎/㎖과 0.001

㎎/㎖의 농도에서는 각각 1.4%와 0.9%의 성장 저해율을 나타내었으며 0.01㎎/㎖이하

의 농도에서는 암세포 성장저해 효과는 거의 없었으며 mitogen으로서의 활성은 나타

나지 않았다. 누에 IGF-I rf는 1㎎/㎖의 농도일 때 17.6%의 암세포 성장저해 효과를 

보 으며 0.1㎎/㎖의 농도에서는 8.65%의 성장저해율은 나타내었고 이것도 마찬가지

로 더 낮은 농도에서는 활성을 나타내지 않았다(Fig. 40). 

  초유 IGF-I rich fraction이 자궁암 세포인 HeLa cell의 성장저해에 대한 시험에서 

1㎎/㎖의 농도에서 4.9%의 세포 증식 저해율을 나타내었으며 0.1, 0.01과 0.001㎎/㎖의 

농도에서는 각각 3.2%, 3.5% 및 2.3%의 세포 성장 저해율을 보 고 신장암 세포주와 

유사한 경향을 보 다. 누에 IGF-I은 HeLa에서는 0.1㎎/㎖의 농도에서도 30%에 가까

운 저지율을 보여주었다(Fig. 41).  

  IGF-I rich fraction이 직장암 세포인 WiDr cell에 미치는 향은 Fig. 42와 같이 1

㎎/㎖ 농도에서 28.45%의 세포성장 저해율을 나타내었고, 0.1㎎/㎖, 0.01㎎/㎖과 0.001

㎎/㎖의 농도에서는 각각 13%, 11.26%와 2.3%의 세포 성장 저해율을 나타내었고 누

에 IGF-I rf에서도 비슷한 저지율을 나타내었다. 

  IGF-I rich fraction이 위암 세포주 SNU-C1에 미치는 향을 실험한 결과는 Fig. 

43과 같이 1㎎/㎖과 0.1㎎/㎖의 농도에서 각각 17.12%와 9.75%의 세포 증식을 보 고 
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0.01, 0.001㎍/㎖의 농도에서는 각각 4.75% 와 5.49%의 세포 증식률을 나타내었다.  

다른 암세포와는 달리 위암 세포주는 IGF-I rich fraction의 첨가에 의해서 세포의 증

식을 증진하는 것으로 나타났다.  이와는 달리 누에 IGF-I rf은 1㎎/㎖과 0.1㎎/㎖의 

농도에서 각각 24.3%와 16.74%의 세포 성장 억제율을 측정 할 수 있었다.

  초유의 IGF-I과 누에의 IGF-I은 구조적인 유의성은 확인 되었지만 생리 기능적 비

교 검토에서는 순수하게 분리된 성분이 아니며 다른 기타의 물질들이 혼재하기 때문

에 정상세포와 암세포의 성장에 미치는 향들이 다소 차이가 나는 것으로 관찰되었

다.  차후에 이에 관해서는 좀 더 지속적인 연구가 필요하리라 생각되어진다.
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Fig. 38. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltration on the cytotoxicity to A427.
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Fig. 39. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltration on the cytotoxicity to SK-HEP-1 cells.
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Fig. 40. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltration on the cytotoxicity to A498 cell.
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Fig. 41. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltration on the cytotoxicity to HeLa cells. 
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Fig. 42. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltration on the cytotoxicity to WiDr cells. 
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Fig. 43. The Effects of IGF-I rich fractions separated from colostral whey and 

transgenic silkworm by ultrafiltration cytotoxicity to SNU-C1 cells.
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제 2 절 IGF-I의 형질전환 누에의 작성(제2세부과제)

1. 서론

여러 가지 유용물질의 대량생산을 위하여 그동안 대장균에서 많은 연구가 이루어졌

다. 그러나 대장균에서의 유용물질 생산은 고등생물에서 필요로 하는 특징을 대체하

지 못하는 단점이 있어 이를 보완할 수 있는 생물을 찾게 되었다. 누에는 이런 단점

을 보완할 수 있는 고등생물로서의 특징을 가지고 있어 post-translational 

modification을 하므로 누에에서의 유용물질을 생산하는 것이 그 기대효과가 크다고 

할 수 있다. 따라서 누에에 IGF-Ⅰ유전자를 도입함으로서 IGF-Ⅰ을 생산하는 형질전

환 누에 품종을 육성하고자 하 다.

가. 누에의 생태와 피브로인

곤충 중에는 인류에게 해를 끼치기도 하지만 그 반대로 많은 이익을 주는 곤충들이 

있는데 그중 누에는 견사 섬유를 생산하는 유용한 산업 곤충이다. 양잠의 기원은 중

국에서 이미 선사 시대부터 시작되었으며, 우리나라에서는 문헌상 3천년 전이라고 추

정되고 있다. 이와 같이 누에는 인간에 의해 수 천년간 사육되어 오면서 순화, 가축화

되어 인류의 의(依)를 해결해 주었으며 이에 못지않게 일찍부터 연구가 되어져 온 곤

충이기도 하다.

 누에는 분류학상 곤충각(Insectada), 인시목(lepidoptera), 가잠아과(Bombyxidae), 가

잠아속(Bombyx), 가잠종(mori)에 속한다. 누에는 완전변태곤충으로 알에서 부화한 유

충이 발육하여 번데기로 되고, 또한 성충(나방)이 되어 알을 낳고 일생을 마친다. 누

에의 life cycle은 평균 60일 정도로 비교적 짧아 실험동물로써의 잇점을 가지고 있다. 

산란된 알에는 방치하면 착색하여 다음해 봄까지 부화하지 않는 것과 착색하지 않고 

부화하는 것이 있다. 1년에 몇 회 부화하는 가는 각각의 유전자 작용에 의하여 식도

하 신경절 내에서 생산되는 휴면 호르몬의 분비량에 의해 결정된다. 누에알에서 수정

핵은 여러번 분열하여 분열핵을 형성하고 핵주위에 원형질이 둘러싸게 되고 이들은 

알의 가장자리를 향하여 이동하게 된다. 산란 후 12시간이 지나면 세포융합(Syncytial 

blastoderm)이 형성되고 20시간 후면 인공부화법의 하나인 침산처리가 가능해진다. 산

란 후 30시간이면, 완전한 난황세포가 되고 약 10일 후면, 개미누에로 부화된다. 개미

누에는 3내지 l4일 정도 뽕잎을 먹으면, 잠에 들어간다. 이와 같이 첫잠을 들어간 상
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태를 1면이라 하고, 이때의 누에를 1면잠이라 한다. 1면잠은 16시간 정도 잠을 잔 후 

허물을 벗고 2령인 누에가 된다. 누에는 보통 4번의 잠을 잔다. 누에는 5령이 되어서 

7내지 8일정도 뽕잎을 먹으면 가장 크게 자라고, 뽕잎 먹기를 중지하고 토사를 시작

한다. 이때의 누에를 익은 누에(matured silkworm larva)라고 한다. 익은 누에는 2내

지 3일 정도에 걸쳐서 누에고치를 짓고 그 속으로 들어가 누에 번데기로 탈바꿈한 다

음 누에 번데기는 10∼15일 정도 지나서 누에나방으로 다시 탈바꿈한 다음에 누에고

치를 뚫고 나와 교미 및 산란을 하고 그 1세대를 마친다.

 누에는 heavy-chain fibroin, light-chain fibroin, 그리고 P25 단백질로 이루어진 견단

백질을 생산한다. 견 단백질 발현은 특히 fibroin은 5령기 유충의 후부견사선에서 아

주 강력한 발현을 하여 전체 체중의 약 20% 이상이나 되는 fibroin 단백질을 생산한

다. 이러한 fibroin의 강력하고 조직 특이적인 발현 조절기작을 해명하는 것은 유전자 

발현조절 연구에 중요한 실마리를 제공할 수 있으리라 기대되며, 이 조절기작을 이용

하면 진핵생물에서 유용물질의 대량생산에 이용할 수 있다. 

 누에 피브로인 유전자의 강력한 발현은 유전자의 증폭이나 구조의 변화에 의한 것이 

아니고 주로 전사에 의해 조절된다고 알려져 있다. 이 전사 조절 기작을 연구하기 위

해 지금까지는 무세포 전사계가 이용되어 왔고, 그 결과 H 사슬에서는 피브로인 유전

자의 5`상류부위의 -230∼ -73 부위가 enhancer와 유사한 기능을 하며, L 사슬에서도 

H 사슬의 enhancer like element와 상동성이 있는 부위의 분석으로 enhancer와 유사

한 역이 밝혀져 있다.

 피브로인 유전자의 연구는 분자량이 큰 아미노산 배열의 특수성을 이용하여 5령 말

기의 후부견사선으로부터 Suzuki와 Brown에 의하여 처음으로 1972년에 mRNA가 분

리되었으며, 이어서 1976년에는 누에의 genomic DNA로부터 피브로인 유전자를 클로

닝하 다. 그리고 이후의 연구로 가잠에서 H 사슬과 L 사슬이, 야잠에서 H 사슬이 

클로닝되어 그 구조와 조절의 연구가 활발하게 진행중에 있다. 가잠의 H사슬은 16∼

17kb의 길이로 2개의 exon으로 이루어져 있으며, L 사슬의 경우 13472bp 길이로 7개

의 exon으로 이루어져 있다. 피브로인의 H 사슬 b전자의 전사는 배 발생의 25 stage

에서 활성화 된 후 유충 발생시기에 후부견사선에서 반복적으로 switch on, -off를 한

다. Nuclear run-on assay를 통한 전사 조절 연구에 의하여 5령기 유충의 후부견사선

의 전반부에서 국한되어 전사가 일어남을 밝혔다. 그리고 이때 L 사슬이 H 사슬과 같

이 전사됨이 밝혀졌다. 피브로인 유전자는 세포 분화 과정에 유전자의 증폭이나 

methylation과 같은 구조적 변화가 일어나지 않음이 확인되었고, 이것은 피브로인 유
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전자의 발현은 대부분 전사에 의해 조절된다는 것을 의미한다. 이러한 전사 조절 기

작을 연구하기 위해 무세포 전사계와 여러 가지의 결핍 돌연변이를 이용하여 피브로

인의 cis-acting element 연구가 활발하게 진행되어졌다. 피브로인 H 사슬 유전자의 

5`상류부의 분석결과 TATA box를 포함한 40bp의 basal promoter를 가지고 있으며, 

특히 -238∼ -73 부위는 enhancer-like function을 가지고 있고, 이곳을 인식하는 

factor가 후부 견사선 특이적으로 basal promoter를 자극하는 것으로 생각되어지고 있

다. 

 본 연구에서는 피브로인 단백질 유전자의 promoter는 재조합 단백질의 대량 생산에 

매우 적합한 강력한 promoter라 생각되며, fibroin light chain의 promoter를 발현벡터

의 개발에 이용하 다. 그리고 현재 사용하고 있는 발현벡터의 프로모터인 Bombyx 

mori의 light chain(Fib-L) promoter 및 heavy chain(Fib-H) promoter, Bombyx 

mandarina의 Fib-L promoter, Fib-H promoter 그리고 Antherae yamamai, 

Antheraeae pernyi의 heavy chain promoter의 염기서열 비교와 transcriptional 

binding site의 분석을 통해 promoter의 전사조절 기작을 알아보았다. 

나. 형질전환 동물

형질전환 동물이란 외래의 유전자가 숙주의 genome상에 삽입되어 그 형질의 일부

가 변한 동물을 말하며 그때의 외래유전자를 transgene이라 한다. 이러한 외래 유전자

가 생식세포계에 도입되어 후대에게 안정적으로 같은 형질을 전해주는 계통을 형질전

환 계통이라 한다. 1970년 중반부터 체세포나 생식세포에 recombinant virus를 사용하

여 외래유전자를 도입하기 시작하 고, 1980년도에는 microinjection방법으로 고든에 

의해 supermice를 생산하게 되었다. 외래유전자를 도입하는 기술로는 인산칼슘법, 전

기천공법, DEAE-덱스트란법, liposome법, 미세주사법, bombardment법 등이 있는데, 

DEAE-데스타란법과 전기 천공법은 세포를 DNA가 열린구멍을 통해 직접 세포질로 

들어가게 하는 방법이다. 이 두 방법에서는 DNA가 손상을 입을 수도 있다. liposome

을 이용하는 방법은 DNA를 인공지질 소포체인 liposome을 넣어 세포막과 융합시켜 

직접 세포내로 운반시키는 방법으로 광범위하게 사용되고있다. 미세주사법은 1세포기 

수정난에 미세조작기를 사용하여 난에 손상을 주지 않을 정도의 미세주사침으로 

DNA를 직접 주입하는 방법이다.

 외래유전자를 도입하는 기술은 초기에 초파리, mouse등에 사용되었으며, xenopus, 

sea urchins, 모기, C. elegans, 어류, 누에 최근에는 가축에게까지 그 실용화 단계에 
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있다. 이러한 외래 유전자가 성장률 조절, 극한 환경에서의 내성, 유전자 치료에 관련

된 것이라면 인류에게 무한한 혜택을 줄 수 있을 것이다.

 누에알은 곤충알로 분열초기에 핵분열만 하므로 실험적 조작이 용이한데 일본에서는 

일찍이 누에알에다 microinjection방법을 사용하여 transgenic silk worm을 만들려는 

시도가 있었으나, 일시적인 발현만을 나타내었다. microinjection 방법은 미세한 텅스

텐 바늘을 사용하여 누에의 수정난에 미세한 구멍을 낸 후 다시 DNA를 직접 주입하

는 방식을 사용하 다.

 최근 유전공학의 발전으로 사람의 인슐린을 비롯하여 유용물질을 대장균에서 대량 

생산하게 되었다. 대장균에서의 유용물질 생산은 생산원가가 저렴하다는 장점이 있으

나, 고등생물 post-translational modification 기능을 갖고 있지 않아, 고등생물 대부분

의 효소와 같은 산물들은 대장균에서 만들어지면 생체 내 활성을 갖지 않는다는 단점

이 있다. 그러나 누에는 고등생물로 고등생물의 유용물질 생산에 적합하다.

다. 전이인자를 이용한 형질전환 벡터  

대부분의 유전자들은 염색체위에 고정적으로 위치한다고 생각되어졌으나 1940년대 몇

몇 연구자들에 의해 움직이는 DNA서열이 발견되었고, 이러한 DNA 서열을 

trasnposon이라 하며 그 크기가 500-10,000 Nucleotide쌍 정도의 범위이며 이들 전이 

인자가 존재하는 생물체는 원핵생물과 진핵생물에 다양하게 있다. 이들 전이 인자는 

구조와 기능에서 많은 변이를 보여주고 있는데, 몇몇 개체에서 특정 전이인자계의 전

이를 촉진시키며, 이것에 의해 자연돌연변이 율도 증가된다. 이러한 전이 인자는 고등

생물의 형질전환에도 이용된다. 형질전환연구는 초파리에서 이들 인자를 사용하여 발

달하 는데 그 중 P인자가 가장 많이 연구가 되어 있다. P인자에 대한 연구는 자연집

단에 존재하는 염색체를 추출하여 분석하는 도중에 발견되었는데 구조적으로 

complete형과 defective형으로 나눌 수 있으며 기능적인 면에서 autonomous형과 

nonautonomous형으로 나누어진다. complete P인자는 양끝에 31bp의 완전한 Inverted 

repeat sequence(ITRs)를 가지고 있고 125bp 부근에 11bp의 subterminal inverted 

repeat sequence가 있다. 이들의 반복구조는 P인자의 mobility에 중요한 기능을 갖고 

있다. defective P인자의 구조는 이 인자 내 deletion을 가지고 있고, deletion의 크기나 

위치는 다양하나, 양끝의 repeat sequence는 항상 남아 있는 것이 특징이다. 

autonomous 형은 움직이는데 필요한 transposase라는 효소를 만들어 자율적으로 움

직일 수 있는 것을 말하며, nonautonomous형은 4개의 open reading frame에 deletion
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이나 mutation에 의해 기능이 있는 transposase를 만들지 못하기 때문에 자가적으로 

움직일 수 없는 것을 말하며, 다른 완전한 P인자가 만든 transposase가 있을 때에만 

움직일 수 있다. P인자의 이동이 germ line에 제한되어있고, 체세포조직에서 발현할 

수 없기 때문이다. 1982년, G.M. Rubin, Ac. Spradling은 초파리에서 P인자 매개 유전

자 도입이 가능함을 M계열의 배안으로 P인자를 가진 플라스미드를 주입함으로써 증

명하 다. 이로써 P인자가 유전자의 전달을 위한 운반체로써 유용함을 제시하 으며, 

형질전환 벡터로 사용되고 있다. 초파리에서 벡터와 helper로 이루어진 P 벡터가 주로 

사용되는데 벡터는 양 말단에 ITRs를 가짐으로써 전이효소에 의해 삽입될 수 있는 

부위를 가지며, helper는 전이효소를 발현할 수 있지만, ITRs의 결여로 자신의 효소 

활성에 의해 숙주로 삽입되거나 전이할 수 없는 특성을 가진다. 따라서 이 두 가지를 

동시에 주입하면, 외래 유전자를 가진 벡터가 helper의 전이효소 활성으로 인해 일시

적으로 숙주 DNA로 삽입되게 된다. P벡터계를 도입하려는 시도는 효모, 모기, 

nondrosophilide, LTK cell에서 있었으나, P인자의 활성이 발견되지 않았다. 그러나 누

에에서는 Rous sarcoma virus(RSV) long terminal repeat(LTRs)를 가진 벡터를 사용

하여 외래유전자 도입을 시도하여 발현된 예를 있다. 본 연구에서는 실험동물로써 많

은 가치를 가진 누에의 수정난에 일본에서 시도된 방법과는 달리 유리주사침을 미세

하게 만들어 숙주의 genome에 삽입효율이 뛰어난 P벡터를 이용한 전이벡터계를 개발

하고, 이를 바탕으로 궁극적으로 IGF-I 형질전환 누에의 제작을 위하여 fibroin 유전

자의 promoter를 이용한 발현벡터를 제작하 다.

2. 연구개발 내용

가. IGF-I gene 발현벡터 개발

IGF-I 유전자는 153개의 아미노산을 코딩하고 있으며, protein maturation 과정을 

거쳐 70개의 아미노산으로 이루어진 성숙한 IGF-I가 형성된다. 이러한 IGF-I 코딩 

역의 DNA 단편을 단리하는 방법으로 oligonucleotide 합성법을 채용하 다. 누에의 

fibroin light chain 유전자의 코돈을 참고하여 IGF-I 유전자의 코돈의 염기를 동의치

환하 고 cloning의 편의를 위해 upstream 및 downstream부위에 각각 EcoR I, Nar I 

및 pst I, xba I등의 restriction enzyme site를 첨가하여 IGF-I 코딩 역의 cDNA 염

기서열을 변형하여 upstream 및 downstream oligonucleotide를 합성하 다(Table 1).  

합성된 두 가닥의 olignucleotide(IGF-up 128mer, IGF-down 129mer)를 혼합하여 
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Taq polymerase를 이용한 PCR을 실행하 다.

Table 1. PCR primer sequences of IGF-Ⅰ gene

                                    Sequence

 IGF-up(128mer)     5'-GAATTCGGCGCCGGTCCTGAGACGCTCTGCGGTGCAGAGCTGGT

                                    GGATGCACTTCAGTTCGTGTGTGGTGACAGGGGTTTTTATTTC

                                    AACAAGCCTACAGGTTATGGTTCATCATCACGGAGGGCACC-3'

 IGF-down(129mer)  5'-CTGCAGTCTAGATTATGCTGACTTTGCAGGCTTGAGGGGTGCG

                                    CAATACATCTCCAGCCTCCTTAGATCACAGCTCCGGAAGCAGC

                                    ACTCATCCACGATACCTGTCTGAGGTGCCCTCCGTGATGATGA-3'

     Underlined bases represent overlapped sequence.

나. IGF-I 형질전환 누에 작성 

1) 공시누에  

본 실험에 사용된 누에는 잠사곤충연구소에서 잠123과 잠124를 교배하여 얻은 백옥

잠 계통의 집누에 (Bombyx mori)알을 받아 본 연구실에서 사육하여 성충으로 우화 

시킨 후 교배시켜 수정난을 채란하여 실험하 다.

2) 누에의 알 준비

50일간 누에를 사육하여 얻은 pupa를 암수 구분하여 25℃에서 12일정도 두면, 성충

으로 깨어난다. 이것을 암수 교미하여 2시간정도 둔 후에 알을 받는 두꺼운 종이에 

놓아둔다. 1시간 후에 알을 수거하여 미세주사할 준비를 한다. 보통 누에는 알을 300

내지 500개를 낳는 것으로 알려져 있다. 

3) 미세주사

앞서 만든 발현벡터를 helper(transposase - pπ25.7wcΔ2-3)와 함께 injection buffer

에 녹여 시간당 6.6cc로 미세주입한다. 20배의 해물현미경하에서 injector를 사용하여 

천천히 미세 바늘 내의 vector가 알속으로 주입됨을 보면서 찌른다. 찌르고 난 알의 

구멍을 파라핀으로 막아 침산처리 시 염산의 직접적인 침투를 막는다.   
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4) 미세주입된 알의 인공부화

미세주사한 알을 화학적 처리에 의해 인공부화하기 위하여 비중 1.1의 염산에서 침

산처리한다. 침산처리를 하기전에 소독효과 및 종이와 알 사이의 접착력을 강화하기 

위하여  2% formaldehyde에 담가두었다가 공기 중에서 건조한다. 건조된 알판을 염

산에 넣고 50분동안 침산 한 후에 흐르는 물에서 30분 동안 세척한다. 그리고 다시 

공기 중에서 하루동안 건조하면, 다음날 알의 색이 노란색에서 황토색으로 변한다. 이

것을 10일간 25℃에 두면 개미누에가 부화된다. 

5) 누에의 사육

부화되어 나온 개미누에에 뽕잎을 잘게 썰어서 조금씩 공급한다. 매일 3차례 먹이

를 공급하고 사육 바구니를 갈아준다. 병잠에 유의하면서 25±2℃의 사육실에서 기르

며, 성체까지 약 60일이 소요된다. 누에는 larva로 5번의 탈피를 하고 pupa가 되기 전

에 고치를 짖기 시작한다. 종에 따라서 고치를 짖는 것도 있고 안짖는 것도 있으나  

본 실험에서 사용한 누에는 잠123과 잠124를 교배하여 얻은 백옥잠(Bombyx mori)을 

사용하 다. 사육에 사용한 바구니는 세제로 깨끗이 닦고 소독한다. 소독제로는  2% 

formaldehyde를 사용하며, 항상 사육실내의 소독 및 청소를 수행하 다.

다. IGF-I 유전자가 형질전환 된 개체 선별

1) 누에 및 나방의 genomic DNA 추출

E-tube에 sample 누에를 넣고 grinding buffer [(0.2 M Sucrose, 0.05M EDTA, 

0.5%(w/v) SDS, 0.1M Tris(pH9.2)] 400㎕ 첨가한 후 파쇄한다. 68℃에서 20분간 

incubation후 5M potassium acetate 100㎕를 첨가하면서 혼합한 후 30분간 4℃에 방

치한다. 12000rpm에서 10분간 원심분리하고 상층액을 취하여 2 volume 100% ethanol

로 처리한다. 15분간 -70℃에 방치한 후 원심분리하여 pellet 만을 얻어 200㎕ D.W에 

녹인다. RNase를 처리한 후 동량의 phenol:chloroform(25:24)으로 2번 처리한 후 상층

액 만을 회수하여 1/10volume 3M sodium acetate와 2 volume의 100% ethanol로 처

리한 후에 -70℃ 15분간 방치한다. 10분간  12000rpm에서 원심분리하여 얻은 pellet을 

vacuum dry한 후 50㎕의 D.W에 녹인다 이중 일부를 취하여 전기 동으로 확인한다. 

2) PCR법에 의한 형질전환체의 선별

형질전환 여부를 확인하기 위해 알을 받고 난 성충의 암수에서 genomic DNA를 추
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출하여 PCR를 수행하 다. PCR에 사용된 primer는 Table 1 에 나타내었다.     PCR

을 통하여 원하는 product가 나타난 것만을 선택하여 사육하 다.  PCR에 사용된 

primer는 Table 2 에 나타내었다. 

Table 2. PCR primer sequences of IGF-Ⅰ expression vector

                                    Sequence

IGF-I-for    5`-CTGCAGTCTAGATTATGC-3` (18mer)

IGF-I-rev    5`-GAATTCGGCGCCGGTCCT-3` (18mer)

FLS-for 5`-GTACAGTTGTTTGATA-3` (16mer)

SVPS-R 5`-CCCCCTGAACCTGAAACATA-3` (20mer)

2) 염기서열 분석

염기서열 분석은 ABI 377 DNA Sequencer (Perkin-Elmer)와 BigDye terminator 

(Perkin-Elmer)를 이용하여 결정하 다. 

라. 형질전환 누에에서 발현된 IGF-I의 분리 정제 방법 확립

  누에로부터 발현된 IGF-I을 회수하여 특성을 연구하기 위해 누에의 각 부위 및 누

에고치로부터 IGF-I 함량을 측정하고 이를 효과적으로 분리․정제 하기 위한 방법을 

탐색하 다. 

형질전환 누에로부터 IGF-I을 추출하기 위하여 누에몸체, 누에고치를 PBS와 40% 

lithium thiocyanate에 녹여 용출 시킨 후 sandwich ELISA로 용출되어 나온 IGF-I의 

함량을 측정하 다.

PBS처리는 누에와 PBS(2X)를 5g/500ml의 비율로 섞어 저온실에서 하룻 밤 교반 후 

거름 종이로 거른 후 100kDa membrane을 장착한 ultrafiltration kit를 사용하여 거른

다. 빠져나온 용액은 1kDa membrane을 사용하여 염 제거와 동시에 농축하여 동결건

조하여 사용한다. Lithium thiocyanate 처리는 누에 50mg에 40% lithium thiocyanate 

2ml 비율로 섞어 완전히 녹인 후 원심 분리하여 상등액을 1kDa membrane을 사용하

여 시약을 제거하고 농축하여 시료로 사용하 다.
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3. 연구개발 수행 결과

가. IGF-I gene screening 및 발현벡터 개발

1) IGF-I gene screening

 IGF-I 코딩 역의 cDNA 염기서열 변형하여 upstream 및 downstream 

oligonucleotide를 합성하 다(Fig. 1). 합성된 두 가닥의 oligonucleotide (IGF-up 

128mer, IGF-down 129mer)를 혼합하여 Taq polymerase를 이용한 PCR법에 의해 완

전한 dsDNA를 완성하 다(Fig. 2).

 

GAA TTC GGC GCC GGT CCT GAG ACG CTC TGC GGT GCA GAG CTG GTG GAT GCA CTT CAG TTC

EcoR I   Nar I   G   P   E   T   L   C   G   A   E   L   V   D   A   L   Q  F

CTT AAG CCG CGG CCA GGA CTC TGC GAG ACG CCA CGT CTC GAC CAC CTA CGT GAA GTC AAG

GTG TGT GGT GAC AGG GGT TTT TAT TTC AAC AAG CCT ACA GGT TAT GGT TCA TCA TCA CGG

V   C   G   D   R   G   F   Y   F   N   K   P   T   G   Y   G  S   S   S   R

CAC ACA CCA CTG TCC CCA AAA ATA AAG TTG TTC GGA TGT CCA ATA CCA AGT AGT AGT GCC

AGG GCA CCT CAG ACA GGT ATC GTG GAT GAG TGC TGC TTC CGG AGC TGT GAT CTA AGG AGG

R   A   P   Q   T   G   I   V   D   E   C   C   F   R   S   C  D   L   R   R

TCC CGT GGA GTC TGT CCA TAG CAC CTA CTC ACG ACG AAG GCC TCG ACA CTA GAT TCC TCC

CTG GAG ATG TAT TGC GCA CCC CTC AAG CCT GCA AAG TCA GCA TAA TCT AGA CTG CAG

L   E   M   Y   C   A   P   L   K   P   A   K   S   A   *   xba I   pst I

GAC CTC TAC ATA ACG CGT GGG GAG TTC GGA CGT TTC AGT CGT ATT AGA TCT GAC GTC

Fig. 1. The modified cDNA sequence for cloning the IGF-I gene. Synthesized 

oligonucleotides were printed in bold and restriction enzyme sites for cloning were 

underlined.
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100 bp

200 bp

100 bp

200 bp

Fig. 2. Agarose gel image of PCR product

    2) IGF-I 발현벡터 개발

     IGF-I 유전자가 삽입되어 있는 T vector 및 누에의 fibroin promoter 및 

fibroin signal peptide를 포함하고 있는 발현벡터를 Nar I 및 xba I으로 digestion하여  

분리, 정제된 IGF-I 유전자 단편을 발현벡터에 삽입하여 p[FpIGF-Ⅰ]을 제작하 다

(Fig. 3).

제작된 vector는 PCR, 제한효소 처리, 염기서열분석을 통해 발현벡터의 완성을 확

인하 다.

P-Vector 5.0 kbpP-Vector 5.0 kbp B. mori Fibroin light chain promoter 1 kbpB. mori

Signal peptide linkerSignal peptide linker SV40 enhancerSV40 enhancerSV40 poly(A) signalSV40 poly(A) signal

IGF-I 

Sal I
Bam HI

Xba INar I
EcoR I
Kpn I

IGF-I 

Sal I
Bam HI
Sal I
Bam HI

Xba IXba INar INar I
EcoR I
Kpn I

FLS-forFLS-for IGF -I-for-I-for IGF -I-rev-I-rev SVPS-R

P-Vector 5.0 kbpP-Vector 5.0 kbp B. mori Fibroin light chain promoter 1 kbpB. mori

Signal peptide linkerSignal peptide linker SV40 enhancerSV40 enhancerSV40 poly(A) signalSV40 poly(A) signal

IGF-I 

Sal I
Bam HI

Xba INar I
EcoR I
Kpn I

IGF-I 

Sal I
Bam HI
Sal I
Bam HI

Xba IXba INar INar I
EcoR I
Kpn I

FLS-forFLS-for IGF -I-for-I-for IGF -I-rev-I-rev SVPS-R

Fig. 3. physical map of IGF-I expression vector (p[FPIGF-Ⅰ])
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   나. IGF-I 형질전환 누에 작성 

    본 연구실에서는 전이인자를 이용하여 매우 높은 삽입률로 형질전환 누에를 작

출하 다. 미세주사의 착색률, 부화율 및 형질전환 효율은 Table 3과 같다.

 Table 3. Survival of embryos and yield of positive larvae

70 of 4605 microinjected eggs were survived

Rate(%)            2                      64               75             69                 13  

NO.           4,605                      109                   70               53             37                  5       

Injected eggs      Pigmented eggs      1st instar      Pupae       Adult       Transgenic          
silkworm

다. IGF-I 유전자가 형질전환 된 개체 선별

 1) PCR법에 의한 형질전환체의 선별

미세주사하여 부화된 나방 중 형질전환체를 선별하기 위하여 PCR 방법을 이용하

다. 

 IGF-I 발현벡터를 미세주사하여 부화된 나방(G0세대) 37마리를 자가 교배시켜 알을 

받은 후 각각의 나방에서 genomic DNA를 추출하 고, 4쌍의 primer 

(FLS-for/IGF-I-rev, FLS-for/SVPS-R, IGF-I-for/IGF-I-rev, IGF-I-for/SVPS-R)를 

사용하여 PCR을 수행하 다. PCR 방법을 통해 미세주사하여 얻은 37마리 나방 중 5

마리가 형질전환체임을 확인할 수 있었다(Fig. 4). 

220bp

1      2          3          4          5         6         7         8          9         10        11      12          13
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Fig. 4. Analysis of PCR of transgenic silkworm (G0 adult). PCR primer was 

designed to produce 220bp of IGF-I gene. lane 1 : negative control, Bakokjam 

genomic DNA, lane 2∼12 : injected silkworm 1∼11, lane 13 : positive control, 

expression vector.

2) 형질전환체의 유전여부 확인

PCR 방법으로 선별된 형질전환체가 다음세대로 유전이 이루어 졌는지를 알아보기

위해 F1, F2세대의 5령기 누에 견사선 및 F3세대 개미누에의 genomic DNA를 추출

하여 G0세대와 같은 방법으로 PCR법을 통해 형질전환체를 선별하 다(Fig. 5,6,7). F2

세대의 PCR product를 T-vector에 삽입하여 클로닝 한 후, ABI 377 자동염기서열 분

석기를 이용하여 PCR product의 염기서열을 확인하 다. PCR 방법을 통해 F1,F2,F3F4 

세대에서 형질전환체를 확인할 수 있었으며, 염기서열 분석을 통해 PCR product가 미

세주사한 IGF-I expression vector의 염기서열과 일치하는 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 8). 

M      1        2      3       4 

420bp420bp

Fig. 5. Analysis of PCR of transgenic silkworm (F2). PCR products were amplified 

to designed to produce 420bp of IGF-I gene and SV40 poly(A) signal. lane M : 

marker, lane 2 : negative control, Bakokjam genomic DNA, lane2,3 : transgenic 

silkworm, lane 4 : positive control, IGF-I expression vector 
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1      2      3     4      5     6 M

380bp380bp

Fig. 6. Analysis of PCR of transgenic silkworm (F2,F3). PCR products were 

amplified to designed to produce 380bp of IGF-I gene (FLS-for/IGF-I-rev). lane 1 

: negative control, Bakokjam genomic DNA,  lane 2,3 : trangenic silkworm (F2), 

lane 4,5 : transgenic silkworm(F3), lane 6 : positive control, IGF-I expression 

vector 

420bp

M     1    2    3    4  5

420bp

M     1    2    3    4  5

Fig. 7. Analysis of PCR of transgenic silkworm (F4). PCR products were amplified 

to designed to produce 420bp of IGF-I gene and SV40 poly(A) signal. lane M : 

marker, lane 1 : negative control, Bakokjam genomic DNA, lane2 : anterior 

silkgland of transgenic silkworm, lane 3 : middle silkgland of transgenic silkworm 
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lane 4 : posterior silkgland of transgenic silkworm lane 5 : postive control, IGF-I 

expression vector 

pFpIGF-I GGCGCCGGTCCTGAGACGCTCTGCGGTGCAGAGCTGGTGGATGCACTTCAGTTCGTGTGTGGTGACAGGGGTTTTTATTTCAACAAGCCT

PCR product GGCGCCGGTCCTGAGACGCTCTGCGGTGCAGAGCTGGTGGATGCACTTCAGTTCGTGTGTGGTGACAGGGGTTTTTATTTCAACAAGCCT

Comparison    ******************************************************************************************

pFpIGF-I ACAGGTTATGGTTCATCATCACGGAGGGCACCTCAGACAGGTATCGTGGATGAGTGCTGCTTCCGGAGCTGTGATCTAAGGAGGCTGGAG

PCR product    ACAGGTTATGGTTCATCATCACGGAGGGCACCTCAGACAGGTATCGTGGATGAGTGCTGCTTCCGGAGCTGTGATCTAAGGAGGCTGGAG

Comparison     ******************************************************************************************

pFpIGF-I ATGTATTGCGCACCCCTCAAGCCTGCAAAGTCAGCATAATctagagtcggggcggccggccgcttcgagcagacatgataagatacattg

PCR product    ATGTATTGCGCACCCCTCAAGCCTGCAAAGTCAGCATAATctagagtcggggcggccggccgcttcgagcagacatgataagatacattg

Comparison     ******************************************************************************************

pFpIGF-I AtgagtttggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaAatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccatta

PCR product AtgagtttggacaaaccacaactagaatgcagtgaaaaaAatgctttatttgtgaaatttgtgatgctattgctttatttgtaaccatta

Comparison     ******************************************************************************************

pFpIGF-I  taagctgcaataaacaagttaacaacaacaattgcattcattttatgtttcaggttcaggggg 

PCR product  taagctgcaataaacaagttaacaacaacaattgcattcattttatgtttcaggttcaggggg

Comparison     ***************************************************************

IGF-I gene SV40 poly(A) signalIGF-I gene SV40 poly(A) signal

Fig. 8. Result of comparison with PCR products sequence of transgenic silkworms 

F2 and IGF-I gene/ SV40 poly(A) signal which used for foreign DNA in 

microingection. PCR product represents to sequence of PCR products which 420bp 

of IGF-I gene and SV40 poly(A) signal in transgenic silkworms F2 and IGF-I 

expression vector means IGF-I gene adn SV40 poly(A) signal sequence which 

was used for microingection vector

3) IGF-I의 발현여부 확인

형질전환체가 IGF-I을 발현하는지를 알아보기 위하여 번데기의 무게와 크기,   고

치크기를 비교하 다. (Table 4, Fig. 9,10)
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Table 4. The comparison with normal pupae and  transgenic pupae weight.

                   Normal(Bakokjam)             Transgenic silkworm

                   Male        Female            Male        Female

 Advantage(g)     1.286         0.907              1.499         1.108

 SD               0.093         0.076              0.078         0.085

Normal                   Transgenic silkworm

M
ale                                Fem

ale

Fig. 9. The comparison with normal pupae and transgenic pupae size. The 

trasgenic pupae is larger than normal pupae.
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Normal

Transgenic

Normal

Transgenic silkworm

Normal

Transgenic

Normal

Transgenic silkworm

Fig. 10. The comparison with normal cocoon and transgenic cocoon size. The 

trasgenic cocoon is larger than normal cocoon.

라. Fibroin promoter 분석

B. mandarina 와 A. yamamai의 promoter를 cloning 하기 위하여, 이미 알려져 있

는 B. mori 의 Fib-L, Fib-H promoter 염기서열과 A. pernyi 의 Fib-H promoter의 

염기서열을 바탕으로 Table 5와 같이 primer를 작성하여 PCR을 수행하 다. PCR 

product를 pGEM-T easy vector에 cloning 한 후, pBluescript에 다시 subcloning 하

여 ABI 377 자동염기서열 분석기를 이용하여 각 clone의 염기서열을 결정하고, 

ClustalW로 분석하여 두 유전자의 속간, 종간의 일치서열을 탐색하 다. MatInspector 

program(www.genomatrix.de)을 사용하여 전사인자부착부위를 추정하 다. 

 B. mandarina 5` 측면서열은 880 bp 그리고 A. yamamai는 1200 bp를 결정하여 이

미 발표된 B. mori와 A. pernyi의 염기서열과 비교한 결과 피브로인 프로모터는 핵심 

프로모터, 반복서열, Fib-H 혹은 Fib-L에서 추정되는 전사인자 부착부위가 종간에 잘 

보전되어있음을 알 수 있었다. FIb-H와 Fib-L 프로모터부위는 같은 속간은 매우 유
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사했으며, Fib-H와 Fib-L 사이는 몇 개의 보전부위가 있었다 (Fig. 11). 

  전자인자부착부위 추정결과 프로모터 전체에 걸쳐 전사활성이자 부착부위가 나타

나나, 때때로 억제자와 활성자 부착부위가 근접하여 나타나는 것을 알 수 있었다 (fig. 

12).

  Table 5. Primer sequence for amplification of the fibroin promoter region

1. B. mandarina

  Fib-L For  5`-ACAAAGTGGATCCTATCCCACTTTT-3`

  Fib-L Rev  5`-AAATATAGGATCCATTTTAGTGGTC-3`

  Fib-H For  5`-GTAGTGTTTAAGCTTGTTGTACAA-3`

  Fib-H Rev  5`-CAGCTCCGGTACCCGCACCAGAACC-3`

2. A. yamamai

  5`AyFibSeq  5`-CGTATTAGATGGCGGTTACGA-3`

  5`RT-R  5`-GGATCCTCTTCGAGG-3`
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Bmori-FibH      -899 ---------TGAAAAATGCTCATGTGTTATACCTTTCCAAAATCACCATTAATTA-GGTAGTGTTTAAGCTTGTTGTACAAAACTGCCA---CACGCATTTTTTTCTCCACTGTAGGTTG
Bmandarina-FibH      ---------TGAAAAATGCTCATGTGTTATACCTTTCCAAAATCACCATTAATTA-GGTAGTGTTTAAGCTTGTTGTACAAAACTGCCA---CACGCATTTTTTTCTCCACTGTAGGTTG
Bmori-FibL    -1027 GAATTCAAATAACAAAGTGGTGCCTATCAAGCTTTTTTTGATCCAGACAAAGAAA-ATAAGTGTTTTCGGTGAGCTGAAAAATTAATTT---CAGGAAACAACAAAAATAATG-ACGCAA
Bmandarina-FibL      GAATTCAAATAACAAAGTGGTGCCTATCAAGCTTTTTTTGATCCAGACAAAGAAA-ATAAGTGTTTTCGGTGAGCTGAAAAATTAATTT---CAGGAAACAACAAAAATAATG-ACGCAA
Ayamamai-FibH   -795 ---------------------------------------------------------------------------------------------------------CTCTACTT—CATA-
Apernyi-FibH         -----------------------------------------TCCAGCGTTACCAATGAGAGCGCTTCAAAATTCTTTACAACTTCATTAGAATACGTCGATTTTTCTCTACTT—CA--

Bmori-FibH      -792 TAGTTACGCGAAAAGAAAATCGTT-CT-GTGAAAA-TTCAAACAAAAA--TATTT--TTTCGTAAAAACACTTATCAATG-AGTAAAGTAACAATTCATGAATAATTTCATG--------
Bmandarina-FibH      TAGTTACGCGAAAAGAAAATCGTT-CT-GTGAAAA-TTCAAACAAAAA--TATTT--TTTCGTAAAAACACTTATCAATG-AGTAAAGTAACAATTCATGAATAATTTCATG--------
Bmori-FibL     -912 AAGTACACCGGAGTGAAAATAAACAC-TAAGAAA-GTAATGGCTAAAAATTATTCA-TCTCGTGAATTGATTGAGCGCGATAATAACGCAGTACTATTGGAGAGATTCTATGTTTAATAT
Bmandarina-FibL      AAGTACACCGGAGTGAAAATAAAAAC-TAAGAAA-GTAATGGCTAAAAATTATTCA-TCTCGTGAATTGATTGAGCGCGATAATAACGCAGTACTATTGGAGAGATTCTATGTTTAATAT
Ayamamai-FibH -783 TAAATATTCTATAGATGTGATTATTATA-CATAAA-ACCATTAAAAATATGTCTCAACTATTGTGAAAACTGTCAAAATCT--GTTACGTAGT------TCAGAAACACTAAG-------
Apernyi-FibH        TAAATATTCTATAGATGTGTTTGCTATAACATAAATACTTTTAAAAAATGTCTCAACGGTTGTGAAAACTGTCAAAATCT-GTTGCGTAGT------TCAGAAAAACTAAG-------

Bmori-FibH      -688 --TAAAAAAAAAATACTAGAAAAGGAATTTTTCATTACG-AGATGCTTAAAAATCTGT------------TTCAAGGTAGAGACTTTTCGAT-ATTTCGG----AA--AATTTTGTAA--
Bmandarina-FibH      --TAAAAAAAAAATACTAGAAAAGGAATTTTTCATTACG-AGATGCTTAAAAATCTGT------------TTCAAGGTAGAGACTTTTCGAT-ATTTCGG----AA--AATTTTGTAA--
Bmori-FibL      -795 ATTAATGATATGATATAAAAAAGGGTGCGTGTACTTATGTACGCGCGTAAGAAGTTATACTTTATTTTCATTAAATTTATTTCTTTTTTTTTATTTCAATTTTAATCAATTTGAAAA---
Bmandarina-FibL      ATTAATGATATGATATAAAAAAGGGTGCGTGTACTTATGTACGCGCGTAAGAAGTTATACTTTATTTTCATTAAATTTATTTCTTTTTTTTTATTTCAATTTTAATCAATTTGAAAA---
Ayamamai-FibH -680 -----GAAACACACAAATATACAGATATT-TTTTTTACGAAAGTACGGAGATATATAAA-----------ATTATTTCAATTACTTTAGAAT-ACAATAA-----AACTATTTGACAATT
Apernyi-FibH         -----GAAACATACAGAAA-------ATTTA-TTTTACAAAAGTACGGAGATATATAAA-----------AATATTTCGATTACTTTAGAATTACAATAA-----AACTATTTGACAATT

Bmori-FibH      -593 -AACTGTAAATCCGTAAAATTTTGCTAAACATATATTG---TGTTGTTTTGGTAAGTATTGACCCAAGCTATCACCTCCTG---CAGTATGTCGTGCTAATTACTGGACACATTGTATAA
Bmandarina-FibH      -AACTGTAAATCCGTAAAATTTTGCTAAACATATATTG---TGTTGTTTTGGTAAGTATTGACCCAAGCTATCACCTCCTG---CAGTATGTCGTGCTAATTACTGGACACATTGTATAA
Bmori-FibL      -678 -AAAATCGAATAAACAACATCCTCAAACATGCATATTGG-ACATCCCTTTTCTTGACATCATATAAATTCGGTAATTCTCGGTACGGTTCGTAAAGTTCACCTGCGGCTATATT-CCGAC
Bmandarina-FibL      -AAAATCGAATAAACAACATCCTCAAACATGCATATTGG-ACATCCCTTTTCTTGACATCGTATAAATTCGGTAATTCTCGGTACGGTTCGTAAAGTTCACCTGCGGCTATATT-CAGAC
Ayamamai-FibH   -593 TGATTGCAAATATAGACCATAAAGACACCACCTCTTTGT-ATCTAAAACACGTAGCAACAGCACTCCTTCGCCGTTATTCG---AGGATTACTACGATAATTGGCGTTTTTTTT-CCGCA
Apernyi-FibH         TGATTGCAAATATAGACCATGACAACACCACATCTTTGTTATCTAAAACACGTAGCGACAACACTCCTTGAACGTTGTTCG---AGGATTACTACGATAATTGGCGGTTTTTTTTCCGCA

HB  DFD

DL         DFD   DL

CAD HB   CAD

DFD DL

DL HB CAD

CAD CAD

CF2II DFD

CROC ELF DL

CF2II CAD CF2II                             DFD

CF2II DFD

Bmori-FibH     -480  CAGTTCCACTGTATTGACAATAATAAAACCTCTTCATTGACTT-GAGAATGTCTGGACAGATTTGGCTTT---GTATTTTTGATTTACAAATGTTT-TTTTGGTGATTTACCCATCCAAG
Bmandarina-FibH      CAGTTCCACTGTATTGACAATAATAAAACCTCTTCATTGACTT-GAGAATGTCTGGACAGATTTGGCTTT---GTATTTTTGATTTACAAATGTTT-TTTTGGTGATTTACCCATCCAAG
Bmori-FibL     -561  TCGCCAAGTTACGTCAGTCGTATTGTAATGAGCG-ATTTAGTG-GGCAACTTCATTCTTAATTTTGTGTCACGGTGCGCGCGCATCGTAAAACTTCACTCTCATAGATTTTTCATAACGC
Bmandarina-FibL      TCGCCAAGTTACGTCAGTCGTATTGTAATGAGCG-ATTTAGTG-GGCAACTTCATTCTTAATTTTGTGTCACGGTGCGCGCGCATCGTAAAATTTCACTCTCATAGATTTTTCATAACGC
Ayamamai-FibH  -478  CCGCAAGAAAAGAGTAGAAATG-TACCGTATTTAAATCCAGTGCGAAAATTTTCCCATAGAGTGCGCTTCC--ATACAATTCTATAGGTTACATATCTTGCGGAAATAAATTCGTACCAA
Apernyi-FibH         CCGCAAGAAAAGAGTAGAAATG-TACCGTATTTAAATCCAGTGCGAAAATTTTCACGCAGAATGCGTTTCC—ATACAATTCTATAGGTTACATATCTTGCGGAAATAAATTCGTGCCAA

Bmori-FibH    -365  GCATTCTCCAGGATGGTTGTGGCATCACGCCGATTGGCAAACAAAAACTAAA--ATGAAACTA-AAAAGAAACAGTTTCCGCTGTCCCGTTCCTCTAGTGGGAGAAAGCATGAAGT-AAG
Bmandarina-FibH      GCATTCTCCAGGATGGTTGTGGCATCACGCCGATTGGCAAACAAAAACTAAA--ATGAAACTA-AAAAGAAACAGTTTCCGCTGTCCCGTTCCTCTAGTGGGAGAAAGCATGAAGT-AAG
Bmori-FibL     -561  TCGCCAAGTTACGTCAGTCGTATTGTAATGAGCG-ATTTAGTG-GGCAACTTCATTCTTAATTTTGTGTCACGGTGCGCGCGCATCGTAAAACTTCACTCTCATAGATTTTTCATAACGC
Bmandarina-FibL     TCGCCAAGTTACGTCAGTCGTATTGTAATGAGCG-ATTTAGTG-GGCAACTTCATTCTTAATTTTGTGTCACGGTGCGCGCGCATCGTAAAATTTCACTCTCATAGATTTTTCATAACGC
Ayamamai-FibH  -361 CCGCAAGAAAAGAGTAGAAATG-TACCGTATTTAAATCCAGTGCGAAAATTTTCCCATAGAGTGCGCTTCC--ATACAATTCTATAGGTTACATATCTTGCGGAAATAAATTCGTACCAA
Apernyi-FibH         CCGCAAGAAAAGAGTAGAAATG-TACCGTATTTAAATCCAGTGCGGAAATTTTCACGCAGAATGCGTTTCC—ATACAATTCTATAGGTTACATATCTTGCGGAAATAAATTCGTGCC--

Bmori-FibH     -249  TTCTTTAAATATTACAAAA--AAATTGAACGATATTA------TAAAATTCTTTAAAATATTAAAAGTAA-GAACCAATAATAAGATCAATTAAATCATAATTAAT-----C-ACATTGTTCAT
Bmandarina-FibH      TTCTTTAAATATTACAAAA--AAATTGAACGATATTA------TAAAATTCTTTAAAATATTAAAAGTAA-GAACAATAAGATCAATTAAATCATAATTAAT-----C-ACATTGTTCAT  
Bmori-FibL    -324  GCCTAAAGAAGTATAACTTCAATA--ATTTAAATTTAAAAAAAAACATGCAT--AGAATAATT-ATATGAATTA-TTTAAAATGTCATTTACCGACATTGACATAACAGACGACGTTAAG
Bmandarina-FibL      GCCTAAAGAAGTATAACTTCAATA--ATTTAAATTTAAAAAAAAACATGCAT--AGAATAATT-ATATGAATTA-TTTAAAATGTCATTTACCGACATTGACATAACAGACGACGTTAAG
Ayamamai-FibH  -243 AAAAAAACCGAAGTGCGGGCAATA--ATAAAGTCTTGTAAGTATGTATGTATTTGTAAATGTA-ATCTGAAACTGTTCCTGTTGG-ATGGACATCTAATATGTTTAAGGGTATTAATTAA
Apernyi-FibH         -AAAAAGCCGAAGTGCGGGGACTA--ATAAAGATTT--TATTTGGCATTCCTTCTAACCTTTAGATATAAATTTCTGTACGCGCGTATGTCACTGAACTCCCCCTAAACGGCTGGACTAA

Bmori-FibH -144  ---GATCACAATTTA---ATTTACTT-------CATACGTTGTATTGTTATGTTAAATAAAAA-----GATTAATTTCTATGTAATTGTATCTGTA-CAATACAATGTGTAGATGTTTAT
Bmandarina-FibH ---GATCACAATTTA---ATTTACTT-------CATACGTTGTATTGTTATGTTAAATAAAAA-----GATTAATTTCTATGTAATTGTATCTGTA-CAATACAATGTGTAGATGTTTAT
Bmori-FibL -210  ---GAACAACACTTA---GTTTAACTAGAGGCGTACACCTCAAGAAATCATCTTCATTAGAAACTAAAGCTTAAAATCGCAATAATAAAGCATAGT-CAATTTTAACTG-AAATGCAAAG
Bmandarina-FibL ---GAGCAACACTTA---GTTTAACTAGAGGCGTACACCTCAAGAAATCATCTTCATTAGAAACTAAAGCTTAAAATCGCAATAATAAAGCATAGT-CAATTTTAACTG-AAATGCAAAG
Ayamamai-FibH -127  ---GATAGGGGTTTA---ACTATGATATTGTTTTAATTCTATAGGATTCATTACTTTTCCATTTT----GTCAATATTTA---AAATGTTTATTTG-AAATAGTAAACG-ACATTACAAA
Apernyi-FibH CCGGCCCGCTAGTTATGTATGTATTTGTAAATGTAATCTCAAACCGTTCCTGTTGGATCGACATTTAATATGTTTAAGTGAATTAATTAACGTATAACAGTCATAAGAAAATATTGCAAT

CAD CAD

KNL

TLL

KNL DFD

BRCZ4 DFD

HSF DL 

HB DFD
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Bmori-FibH       -43 TCTATCGAAAGTAAA-TAC-GTCAAAACTCG-----AAAATT--TTCAGTATAAAAAGGTTCAACTTTTTCAATCAGCATCAGTTCGGTTCCAACTCTCAAG------------------
Bmandarina-FibH      TCTATCGAAAGTAAA-TAC-GTCAAAACTCG-----AAAATT--TTCAGTATAAAAAGGTTCAACTTTTTCAATCAGCATCAGTTCGGTTCCAACTCTCAAG------------------
Bmori-FibL       -98 TCTTTTGAACGTTAGATGCTGTCAGCGTTCGTTGGTACAGTTG-TTTGATATTTATTTTAATTGTCTTTTTATATATAAATAGTGGAACATTAATCACGGAATC----------------
Bmandarina-FibL      TCTTTTGAACGTTAGATGCTGTCAGCGTTCGTTGGTACAGTTG-TTTGATATTTATTTTAATTGTCTTTTTATATATAAATAGTGGAACATTAATCACGGAATC----------------
Ayamamai-FibH    -22 ACTTTCG--TATAAAAGAGCGCCGAAGTCTG---GTCTCATTATC---------------------------------------------------------------------------
Apernyi-FibH         AAAATCCCATCATTTATTCTTTAGAGACAATATAACCAAACAACAATAAGAATCAGAATGTAATTACTCTACATTGTTCATGATAGGGGTTTAACTATGATATTGTTTTAATTCTATAGG

Bmori-FibH           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Bmandarina-FibH      ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Bmori-FibL           ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Bmandarina-FibL      ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Ayamamai-FibH        ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Apernyi-FibH         ATTCATTACTTTATCATTTTGTCAATATTTAAAATTGTTTATTTGAAATAGTTAACGACATTACAAAGTTTTCGTATAAAAGGGCGCCAAAGTCTGGTCTCATTATCAGTTCGGTTCCAG

Bmori-FibH           -----------
Bmandarina-FibH      -----------
Bmori-FibL           -----------
Bmandarina-FibL      -----------
Ayamamai-FibH        -----------
Apernyi-FibH         CTCTCATAACC

TLL

Fig. 11. Sequence comparison of 5`-upstream regions of Bombyx mori, Bombyx 

mandarina, Antheraeae yamamai and Antheraeae pernyi. Comparison of Fib-H 

genes and Fib-L genes in Bombyx mori, Bombyx mandarina, Antheraeae yamamai 

and Antheraeae pernyi. The Bombyx mori, Antheraeae pernyi sequences were 

taken from published information. The nucleotide sequence was oriented with 

transcription preceeding from left to right and numbered with the transcription 

start site designated as +1. The binding sites of the homeodomain proteins or 

transcription factors were shown above the nucleotide sequence. CAAT box and 

TATA box represent in the box. Putative binding sites of transcription factor 

were underlined. Transcription initiation site was bold letter. --- indicate gaps 

inserted to improve the alignment
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A. Fib-L

B. Fib-H

HBDFD CAD CADCAD TLL KNI DFD

-860 -810 –780 -760 -740 -730 -690 -660 -450 -180 -160

DFD

-570 -520

DFD BRCZ

-110  -100      - 66           -40         -23

CFIIDLDLDL CAAT TLL TATA

DFDDFD CAD CAD KNI

-930           -900    -890 -770        -700 -210              -136                 -27

HB CAD

-320 -300

CAD CAD

-320 -300

CADDL HB CAAT TATA

Fig. 12. Diagram of putative transcription factor binding site by MatInspector 

program (www.genomatrix.de) derived with insect clones of fibroin light(A) and 

heavy chain (B) gene promoter in bombyx mori. DFD is deformed transcription 

factor of Drosohila and HB is hunchback, KNI: Kirps CAD: constitutive activating 

domain.

 마. 형질전환 누에에서 발현된 IGF-I의 분리 정제 방법 확립

  형질전환 누에로부터 IGF-I을 추출하기 위하여 누에몸체, 누에고치를 PBS와 40% 

lithium thiocyanate에 녹여 용출 시킨 후 SDS-PAGE와 western blot으로 존재 유무

를 확인 하 다(Fig. 13). 그림에서 보는 것처럼 C lane은 누에고치 추출액으로 

standard IGF-I과 초유로부터 분리된 IGF-I rich fraction과 마찬가지로 최하단 부분

에 위치한 분리대가 western blot에서 항체와 반응함을 보여 IGF-I의 존재를 확인할 

수 있었다.

  그리고 각각의 용매처리로 용출되어 나온 IGF-I의 함량을 sandwich ELISA로  측

정하 다.  누에 몸체의 경우 PBS처리로 단백질은 어느 정도 용출이 되나 IGF-I의 

함량은 누에 1g 당 90ng 정도의 IGF-I 만이 검출되었다. 누에고치의 경우에도 PBS 

처리시에는 하루이상 교반을 해야 수용성 단백질이 용출되기 시작하며 검출되는 

IGF-I 함량은 120ng/g 수준이다.



- 93 -

  누에고치를 40% lithium thiocyanate로 처리 시에는 완전히 용해되지만 

ultrafiltration을 거치게 되면 fibroin은 응집되어 제거해야만 한다. 남은 상등액에 고형

분 함량은 매우 작지만 g당 1,300ng의 IGF-I 함량이 측정되었다. 이러한 결과로 볼 

때 지질을 포함한 여러 물질을 함유하고 있는 누에의 몸체보다는 단백질로만 이루어

진 누에고치를 사용하여 IGF-I을 추출하는 방법이 효율적이라고 판단되어졌다. 

  단, 이 방법은 누에고치를 녹이는 용매인 lithium thiocyanate의 가격이 높을 뿐 아

니라 녹일 수 있는 양이 적기 때문에 회수율이 높다고 해도 대량 정제를 위한 방법으

로는 부적격한 것으로 생각되어진다.  또한 누에의 몸체를 용해시키기에도 적합하지 

않기 때문이다. 차후에 누에고치를 이용하여 좀 더 적절한 용매와 알맞은 

chromatography 처리로 분리해내는 방법을 사용해야 될 필요가 있다고 생각되어진다. 

  

Fig. 13. SDS-PAGE (A) and Western blotting (B) analysis patterns of IGF-I rich 

fraction separated from membrane filtration.  Lane A(a) : Low molecular weight 

marker (Bio-Rad, USA), lane B(b): Standard IGF-I(R&D system, USA), lane C(c)  

: IGF-I rich fration from cocoon of the silkworm , lane D(d) : colostral IGF-I 

rich fraction
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바. IGF-I 형질전환 누에 대량생산

위의 연구 과정을 통해 형질전환체라고 확인된 성체를 자가교배를 하여 F3세대까지 

확보하 고, 현재 F5 세대 알판을 확보하여 계통을 유지하고 있다. 

 본 연구실에서는 항시 23∼25℃를 유지 할 수 있는 누에 사육상을 보유하고 있어 언

제든지 누에의 대량생산이 가능하다. 
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제 3 절 In vivo에서의 IGF-I의 생리활성 검증 및 실용화 기술개발

                                                (협동과제)

1. 연구개발 내용

가.  IGF-I enriched whey fraction의 primary cell 증식효과 검증

 1) IGF-I enriched whey fraction (1-30kDa) 

  Cream 및 acid casein을 제거한 초유의 whey를 1세부과제로부터 공급받아 30kDa 

cut-off membrane으로 ultrafiltration하여 30kDa이하의 분획을 수집하 다. 그후 

1kDa cut-off membrane을 사용하여 1kDa이하의 분획을 제거하여 1-30kDa의 분획만 

실험에 사용하 다. ELISA(ensyme-linked immunosorbent assay)방법을 이용하여 분

획 내에 존재하는 IGF-I의 함량을 정량하여 본 실험의 IGF-I 시료로 사용하 다.

 2) Primary cell의 증식효과 검증

  IGF-I enriched whey fraction의 primary cell 증식효과(splenocyte)는 5주령의 

female Balb/c 마우스의 비장을 무균 적으로 분리하여 single cell을 만들어  1x10
5
 

spleen cell을 96 well microplate에 분주하여 20ng/ml 상당의 IGF-I enriched whey 

fraction을 주입하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 72시간 동안 배양하 다. 그리고 대

조군의 경우 세포의 증식의 측정은 배양 종료 2시간 전에 BrdU labeling solution을 

well 당 10㎕ 주입하고 세포의 DNA 합성 량을 측정하여 세포의 증식을 표시하 다.

나. IGF-I enriched whey fraction의 장관기능 증진에 미치는 효과 검증

 1) 항암제 투여에 의한 장관궤양의 유도

  7주령 male Sprague-Dawley rat을 7일 동안 적응시킨 다음 3일 동안 1일 1회

Methotrexate(Sigma, USA) 2.5mg/kg를 견갑골 부위에 피하 주사하여 장관궤양을 유

도하 다.

 2) Experimental diet의 조제 및 투여

  실험식이의 조성은 Table 1에서와 같이 IGF-I의 함량이 5ng, 20ng 그리고 50ng/ml
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에 상당하는 IGF-I enriched whey fraction을 조제하여 2ml 씩 하루에 2회(오전 9시

와 오후 5시) 항암제 투여와 동시에 개시하여 5일 동안 gavage feeding 하 고, 희생

하기 전 24시간 동안은 절식하 다.

Table 1. Composition of experimental diets

Group Experimental Diet Treatment

A No IECWF MTX-non- treated

B No IECWF MTX  treated

C IECWF- 5* MTX  treated

D IECWF- 20** MTX  treated

E IECWF- 50*** MTX  treated

*   IECWF-5: IGF-I enriched colostral whey fraction(IGF-I 5ng), 

**  IECWF-20: IGF-I enriched colostral whey fraction(20ng), 

*** IECWF-50: IGF-I enriched colostral whey fraction(50ng)

 3) Mucosal weight, mucosal protein, mucosal DNA 정량

  Mucosal protein과 DNA 함량을 분석하기 위한 시료는 Berseth 등(1983)의 법에 따

라서 전처리 하 다 즉, 장점막 시료를 0.5N HClO4 8㎖을 넣어 tissue homogenizer로 

균질 화하 다. 4℃에서 10분간 2,000rpm으로 원심분리 한 다음 상등액은 제거하고 

침전물에 0.2N potassium acetate 3.5㎖를 주입하고 분산시킨 후 4℃에서 15분 동안 

2,000rpm으로 원심분리 하 다. 얻어진 침전물을  3.5㎖의 ethanol과 ethyl ether 혼합

물(3:1/ethanol : ethyl ether)로 지질을 추출한 다음 4℃에서 15분간 2,000rpm으로 원

심분리시켜 상등액은 버리고 침전물에 잔존하는 ether는 vacuum desicator를 이용하

여 제거하 다. 그 후 0.1N KOH 3.5㎖로 침전물을 분산시킨 다음 뚜껑을 닫고 37℃

에서 16  18 시간 동안 반응시킨 다음 실온에서 15분간 2,000rpm으로 원심분리하여 

상등액을 취하여 0.15㎖ 0.6N HCl과 3.75㎖ 0.5N HClO4를 첨가하여 혼합한 후 4℃에

서 30분 이상 방치하여 침전물이 형성되도록 한 다음 4℃에서 15분간 2,000rpm으로 

원심분리하 다. 상등액은 버리고 침전물은 단백질과 DNA의 측정을 위한 시료 조제

를 위해  3.5㎖의 0.5N perchloric acid를 넣어 분산시킨 다음 DNA를 용해하기 위해 
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90℃에서 25분 동안 열처리하고 실온에서 냉각한 후 4℃에서 20분 동안 4,000rpm으로 

원심분리하 다. 상등액은 DNA분석을 위한 시료로 취하 다. 침전물에는 3.5㎖의 

0.1N NaOH를 넣고  하룻밤 동안 반응시켜 단백질을 용해시켜 단백질 분석용 시료로 

사용하 다.

  Mucosal DNA는 Burton(1956)법에 의해서 실시하 고 mucosal protein은 Lowry 

등(1951)의 법으로 실시하 다.

다. 투여방법에 따른 IGF-I의 활성변화

 1) 장관궤양의 유발

  5주령의 ICR계 mice를 중앙실험 동물사에서 구입하여 1주일간 적응시킨 후 3일 동

안 1일 1회 methotrexate(Sigma, USA) 2.5mg/kg을 견갑골 부위에 피하 주사하여 장

관궤양을 유발하 다. 각 실험군은 10마리로 하 다. 실험동물은 한 마리씩 분리하여 

사육하 고, 물과 식이는 제한 없이 공급하 다. 

 

 2) IGF-I의 투여

  장관궤양이 유발된 마우스에 IGF-I의 함량이 10, 20 ng/kgB.W.이 되도록 생리식염

수에 녹여 하루 2회(오전 9시와 오후 5시) 5일 동안 복강투여와 근육주사 방법으로 

투여하 다.  

 3) 체중변화 및 식이효율 (FER)

  매일 같은 시간에 체중과 식이섭취량을 측정하고 식이 효율 (Food Efficiency 

Ratio: FER)은 실험식이 공급 일로부터 희생 일까지를 총 실험기간으로 하여 실험 기

간 동안의 체중 증가량을 실험 기간 동안의 식이 섭취량으로 나누어 산출하 다. 

 4) 채혈 및 조직의 채취

  희생 전날 밤 실험동물을 16시간 절식시킨 후 심장채혈을 통해 채혈한 혈액은 30분

간 방치한 후 5000rpm에서 15분간 원심분리하여 혈청을 얻었으며 이들 시료는 분석 

시까지 -70℃에서 보관하 다. 마우스의 척추분리법으로 희생시킨 후 간장, 심장, 및 

신장을 적출하여 무게를 측정하 다. 이들 시료는 분석 시까지 -70℃에서 냉동 보관

하 다.  
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 5) 혈청내 IGF-I 농도측정

  혈청내의 IGF-I 농도는 125[I]-IGF-I과 polyclonal anti-IGF-I 항체를 이용한 방사 

면역 측정법(radioimmuno assay. RIA)을 이용하여 측정하 다.

 6) 공장의 dry mass 및 조직학적 관찰

  5일째 되는 날 실험동물을 희생시켜 공장을 적출하고 생리식염수로 씻은 후 샘플로 

사용하 다. 공장의 dry mass를 측정하고 10%중성 포르말린용액에 고정시킨다. 고정

된 조직을 H&E staining하여 villus 높이 및 crypt 깊이 변화, Apoptotic cell과 

mitotic cell 변화 등을 관찰하 다.

 7) Determination of mucosal DNA and protein

  공장(jejunal intestine)을 적출하여 cold saline에 washing후 조심스럽게 스펀지로 

용액을 제거한 후 mucosa를 어내고 mucosal weight를 측정하 다. 어낸 

mucosal을 ice-cold phosphate buffer saline solution(100mg per ml)를 넣고 균질화를 

시켰다. 균질된 시료를 -70℃에 보관하 다.

  장점막 시료를 0.5N HClO4 8ml를 넣고 균질화 시킨 후에 4℃에서 15분 동안 

2,000rpm으로 원심분리를 하 다. 얻어진 침전물을 3.5ml ethanol과 ethyl ether혼합물

(3:1/ethanol :ether)로 지질을 추출한 다음 4℃에서 15분 동안 2,000rpm으로 원심분리

를 하여 상등액은 버리고 침전물에 잔존하는 ether는 vacuum desicator를 이용하여 

제거하 다.

  0.1N KOH 3.5ml로 침전물을 분산시킨 후 뚜껑을 닫고 37
o
C에서 16-18시간 동안 

반응시킨 후 실온에서 15분 동안 2,000rpm으로 원심분리를 하여 상등액을 취한 후 

0.15ml 0.6N HCl과 3.75ml 0.5N HClO4를 첨가하여 혼합한 후 4
o
C에서 30분 이상 방

치하여 침전물을 형성한 후 4
o
C에서 15분 동안 2,000rpm으로 원심분리를 하 다. 상

등액은 버리고 침전물을 단백질과 DNA를 정량하는데 사용하기 위하여 3.5ml의 0.5N 

perchloric acid를 넣어 분산시킨 다음 DNA를 용해하기위하여 4
o
C에서 25분 동안 열

처리하고 실온에서 냉각한 후 90
o
C에서 20분동안 4,000rpm으로 원심분리하 다. 

  상등액은 DNA분석을 하 고 침전물은 3.5ml의 0.1N NaOH를 넣고 하룻밤동안 반

응시킨 단백질을 용해시켜서 단백질 분석을 하 다. DNA는 Burton의 방법에 따라 

분석하 고 단백질은 Lowry 등의 방법에 의하여 분석하 다. DNA와 protein의 함량

은 mg/g jejunal mucosal weight로 표현하 다. 
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 8) 최적 투여 방법 설정

  위의 복강투여와 근육주사방법으로 IGF-I enriched whey fraction 투여 후 장관 내 

국소적 활성 변화 차이를 관찰하여 IGF-I의 생리활성을 검증하고, 투여량에 따른 변

화정도를 관찰한 후 최적의 투여방법과 투여량을 설정하여 손상된 장관기능을 증진 

빠르게 재생할 수 있는 방법을 제시하도록 하 다.

라. 인슐린 의존성 당뇨병에 미치는 효과 검증

 1) 당뇨병 유발 mice의 생산

  3주령의 ICR mice(25-40g)를 중앙실험 동물사에서 구입하여 1주일간 적응시킨 후 

streptozotocin (STZ, Sigma Chemical Co.)을 1회 복강투여하여 당뇨를 유발하 다. 

STZ주사는 실험동물을 16시간 절식한 후 75mg/kg B.W.농도로 citric acid 

buffer(0.1M pH4.2)에 녹여 최대 주사량이 0.4ml이내가 되도록 투여하고 일주일 후 

혈당을 검사하여 공복혈당치가 200mg/dl이상이 되는 것을 당뇨군으로 사용하 다. 각 

실험군은 10마리로 하 다. 실험동물은 한 마리씩 분리하여 사육하 고, 물과 식이는 

제한없이 공급하 다. 

 2) 실험식이 및 IGF-I의 투여

  IGF-I enriched fraction을 생리식염수에 녹여(20㎍/kg BW) 14일 동안 매일 일정한 

시간에 경구투여한다. 마우스식이와 물은 자유로이 섭취하도록 하 다.

 3) 체중변화 및 수분섭취량 측정, 식이효율 (FER)

  매일 같은 시간에 체중과 식이섭취량, 수분섭취량을 측정하고 식이 효율 (Food 

Efficiency Ratio: FER)은 실험식이 공급 일로부터 희생 일까지를 총 실험기간으로 하

여 실험 기간 동안의 체중 증가량을 실험 기간 동안의 식이 섭취량으로 나누어 산출

하 다. 

 4) 당부하검사, 공복혈당검사

각 군의 마우스를 12시간 절식시킨 후 공복혈당을 측정하 다. 그 후에 각 군 마우스
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에 먼저 시료를 경구투여한 후 sucrose(2g/kg BW)를 경구 투여하 다. 경구투여 후 

30분, 90분, 120분 경과 시마다 혈당을 측정하 다. 혈액은 꼬리정맥에서 취하여 자동 

혈당측정기 (GlucoDr, Korea)를 이용하여 측정하 다. 

 5) 채혈 및 조직의 채취

  희생 전날 밤 실험동물을 16시간 절식시킨 후 심장채혈을 통해 혈액중 포도당

(blood glucose)농도와 지질조성을 측정하고 마우스의 척추분리법으로 희생시킨 후 간

장, 심장, 비장 및 신장을 적출하여 무게를 측정하 다. 지질성분분석을 위해 채혈한 

혈액은 30분간 방치한 후 5000rpm에서 15분간 원심분리하여 혈청을 얻었으며 이들 

시료는 분석 시까지 -70℃에서 보관하 다. 

 6) 혈중 Total cholesterol, Triglyceride함량 측정

  혈청의 콜레스테롤과 중성지방의 함량은 Sigma Chemical Co.(St.Louis, MO)에서 

나온 kit를 이용하여 효소비색법으로 측정하 고, 혈액의 중성지방농도는 triglyceride 

kit(Sigma Chemical Co.)을 사용하여 측정하 다. HDL-cholesterol은 침전시약인 

dextran sulfate MgCl2을 이용하여 LDL과 VLDL을 침전시킨 후, 상등액의 콜레스테

롤 함량을 Kits (Sigma, USA)를 이용하여 비색 정량하 다.  

마. 형질전환 IGF-I의 실용화 기술 개발

 1) 식이

  본 실험에 사용된 기본식이는 삼양사료에서 공급되는 고형사료를 사용하 으며, 실

험식이는 기본식이에 누에가루와 IGF 함유 누에가루를 각기 4%씩 혼합하여 만든 

pellet형의 식이를 사용하 다.

 2) 실험동물

  평균체중 30g의 웅성 ICR mice 70마리를 중앙실험동물에서 구입하여 일주일간 고

형사료로 적응시킨 후, 정상군 (CON)과 당뇨군 (STZ)으로 나누고, 각군은 다시 대조

군 (CON, STZ), 4% 누에가루군 (CON+silverworm, STZ+silverworm+), 4% IGF 함

유 누에가루군 (CON+IGF, STZ+IGF)군으로 나누어 3주간 사육하 다. 실험동물은 한 
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cage에 5 마리씩 사육하 으며 물과 식이는 자유로이 섭취시켰다. 실험환경은 항온, 

항습조건 (온도 22±0.5
o
C, 상대습도 55±∓5%)을 유지하고 명암은 1일 12시간씩 교대

하 다. 모든 실험군은 glucose strip을 이용하여 매주 꼬리에서 혈당을 측정하 으며, 

3주후 intraperitoneal glucose tolerance test (IPTG) 실험을 위하여 공복시 혈당을 잰 

즉시 glucose (25mg/kg BW)를 복강주사하여 15, 30, 60, 90분 간격으로 혈당을 측정

하 다. 식이섭취량은 매주 2번씩 측정하 다.

 3) 당뇨유발 

  실험식이에 들어가기 전, 당뇨유발은 streptozotocin (80mg/kg BW)을 0.1M citrate 

buffer (pH 4.5)에 용해시켜 2일 간격으로 3번 주사하 다. 마지막 주사 후 24시간 후

에 공복시 혈당을 측정하여 250mg/dl 이상을 확인하 다.

 4) 혈청 분리 및 insulin 측정

  채혈 후 혈액은 얼음에 30분간 방치한 뒤 3,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 얻었

으며, -70
o
C에 보관하 다. 혈청 인슐린 농도는 Shibaygi. Co.(Japan)의 kit를 사용하

다. 

 5) 형질전환 IGF-I 함유 누에 분말을 이용한 제품 개발

  당분해효소 억제에 기인하는 약리학적 메커니즘이 확인된 누에분말은 가급적 음식

물과 함께 섭취하는 것이 좋기에 누에분말을 함유한 분말 식품을 제조하 다. 우리나

라의 식이특성에 의하면 탄수화물의 섭취가 비교적 많기에 누에분말 또는 IGF-I 함

유 누에분말은 식후의 급격한 혈당 상승을 막아주고 공복 시의 허기짐과 저혈당을 방

지해주는 기능을 기대할 수 있다. 누에분말은 약 60%의 조단백질을 함유하고 있기에 

기본 배합비 설정에 있어서 단백질의 함량 조절에 주안점을 두고 식품 배합비를 결정

하 다. 기존의 연구결과에 의하면 누에분말은 간 독성 회복효과 시험에서도 간 기능

을 30∼40%의 개선 효과가 있다고 하 으며 장관운동에도 이와 유사한 이로운 효과

가 있다고 보고되어 있다(지와 정, 2000).
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2. 연구개발 수행 결과

가. IGF-I enriched whey fraction의 primary cell 증식효과 검증

  20ng/ml 상당에 상당하는 IGF-I enriched whey fraction의  5주령의 female Balb/c 

splenocyte의 증식효과는 Fig. 1과 같다. IGF-I enriched whey fraction의 mouse 

splenocyets의 증식효과는 whole whey에 비해서 2배 이상의 세포증식효과를 나타내

었다(p<0.01). 그리고 IGF-I의 함량에 따른 mouse splenocytes의 증식효과는  Fig. 2

과 같이 5ng/ml IGF-I에 상당하는 IGF-I enriched whey fraction은 대조군과 거의 비

슷한 증식효과를 나타냈지만 20ng/ml의 IGF-I에 상당하는 IGF-I enriched whey 

fraction은 약 250%의 증식효과 보 다. 따라서 본 연구에서 실시한 in vitro immune 

enhancing 효과에서는 IGF-I은 투여량에 따라서 면역증진효과가 다르며 투여량이 높

을수록 면역증강효과가 높은 것으로 나타났다.   
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Fig. 1. Effect of IGF-I enriched whey fraction on proliferation of mouse 

splenocytes. Cell prolifeartation was expressed as the percentage of growth of 

cells in the presence of IGF-I enriched whey fraction compared with proliferation 

of cell grown in the medium without IGF-I enriched whey fraction or whole 

whey. * Significant difference between whey and IGF-I enriched whey fraction at 

p<0.01.
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Fig. 2.  Effect of IGF-I enriched whey fraction on the proliferation of mouse  

splenocytes depending on dosage. Cell prolifeartation was expressed as the 

percentage of growth of cells in the presence of IGF-I enriched whey fraction 

compared with proliferation of cell grown in the medium without IGF-I enriched 

whey fraction. 
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나. IGF-I enriched whey fraction의 장관기능 증진에 미치는 효과 검증

 1) Mucosal weight에 대한 향

  Table 2에서와 같이 IFG-I enriched whey fraction은 공장과 회장의 점막의 중량에

는 향을 주지 않았다.  

Table 2. Comparison of mucosal weight in jejunum and ileum of rats during 

the experimental period

Group
Mucosal weight(mg/cm)

Jejunum Ileum

A 45.03 ± 7.74 45.60 ± 10.54

B 43.11 ± 8.26 35.99 ± 7.95

C 47.34 ± 16.55 45.60 ± 7.18

D 46.81 ± 6.81 51.42 ± 10.34

E 53.84 ± 10.35 48.63 ± 14.50

Differences NS* NS

Values were ewpressed as means ±SD. * NS means statistical non-sigmificance.

 2) Mucosal Protein의 함량에 대한 향

  Table 3에서와 같이 IGF-I enriched whey fraction은 공장의 점막단백질 함량에는 

거의 향을 주지 않았으나 회장의 mucosal protein 함량을 증가시키는 효과가 있었

으며 50ng의 IGF-I에 상당하는 IGF-I enriched whey fraction을 투여한 group에서 

가장 높게 나타났다(p<0.05). 

 3) Mucosal DNA 함량에 대한 향

  IGF-I enriched whey fraction은 공장과 회장의 mucosal DNA 함량에는 향을 주

지 않았다(Table 4). 

 4) Mucosal/DNA ratio

  Mucosal protein/DNA 비율은 control group 중에서 MTX를 투여한 group에서 가

장 낮게 나타났고 IGF-I enriched whey fraction을 투여한 group이 가장 높게 나타났
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다.

  그러나 공장에서는 실험식이간에 통계적인 유의차가 없었다. 회장에서는  IGF-I의 

함량이 증가할수록 mucosal protein/DNA 비율은 증가하는 경향을 보 으며 20ng/ml

과 50ng/ml 투여군이 유의적으로 높게 나타났다(p<0.05)

Table 3. Changes of mucosal protein content in jejunum and ileum of rats during 

the experimental period  

Group
Mucosal protein(mg/cm)

Jejunum Ileum

A 56.46 ± 2.60 50.02b ± 9.45

B 42.50 ± 7.36 47.72
b 
± 3.28

C 48.94 ± 4.51 51.94ab ± 9.15

D 56.29 ± 6.88 51.25ab ± 7.15

E 50.24 ± 5.32 70.04
a
 ± 20.12

Differences NS* P<0.05

Values were expressed as means  SD. * NS means statistical non-significance. 

Letters with different superscript in each column are significantly different at 

p<0.05.

Table 4. Changes of mucosal DNA content in jejunum and ileum of rats during

the experimental period

Group
Mucosal DNA(mg/g)

Jejunum Ileum

A 1.967 ± 0.574 2.424 ± 0.416

B 1.388 ± 0.466 1.767 ± 0.293

C 1.583 ± 0.336 2.298 ± 0.497

D 1.866 ± 0.189 2.174 ± 0.189

E 1.622 ± 0.331 2.135 ± 0.409

Differences NS* NS

Values were expressed as means  SD. * NS means statistical non-significance. 



- 106 -

Table 5. Changes of mucosal protein/DNA ratio in jejunum and ileum of rats 

during the experimental period  

Group
Mucosal Protein/DNA ratio

Jejunum Ileum

A 30.620 ± 0.762 26.678bc ± 5.514

B 28.704 ± 11.760 20.624c ± 1.334

C 30.916 ± 5.579 21.209c ± 2.120

D 30.166 ± 5.415 23.704bc ± 3.829

E 30.974 ± 6.593 30.935ab ± 6.187

Differences NS* P<0.05

Values were expressed as means  SD.  * NS means statistical non-significance.  

Letters with different superscript in each column are significantly different at 

p<0.05.

 

다. 투여방법에 따른 IGF-I의 활성변화

1) 초유 유청 분획으로부터 IGF-I enriched whey fraction (1-30kDa)의 농축

  Cream 및 acid casein을 제거한 초유의 whey를 1세부과제로부터 공급받아 30kDa 

cut-off membrane으로 ultrafiltration하여 30kDa이하의 분획을 수집하 다. 그후 

1kDa cut-off membrane을 사용하여 1kDa이하의 분획을 제거하여 1-30kDa의 분획하

여 동결건조하 다. 동결건조 시료를 증류수에 일정농도로 희석하여 ELISA(enzyme 

-linked immunosorbent assay)방법을 이용하여 분획 내에 존재하는 IGF-I의 함량을 

정량하 다. 

 2) 장관궤양의 유발

5  주령의 ICR계 mice를 3일동안 1일 1회 methotrexate(Sigma, USA) 2.5mg/kg을 견

갑골 부위에 피하주사하여 장관궤양을 유발한 결과 jejunum mucosal의 DNA와 

protein의 함량이 낮았다. 이를 토대로 장관궤양의 유발을 확인 후 실험 식이를 투여 

하 다.  
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3) 체중변화량

  Methotrexate(MTX)를 투여 한 군에서는 체중 증가율이 0.11 ± 0.02 g/day 으나 

IECWF를 투여한 군에서는 농도 의존적으로 증가하는 것을 볼 수 있었다. 근육주사

(intramuscular)를 한 경우 10ng/kg의 농도에서는 0.11 ± 0.02 g/day 으나 20ng/kg

의 농도에서는 0.15 ± 0.02 g/day로 유의하게 증가 하 다. 복강주사(intraperitoneal)

를 한 경우에서도 10ng/kg의 농도에서는 0.09 ± 0.01 g/day 으나 20ng/kg의 농도에

서는 0.12 ± 0.02 g/day로 유의하게(p<0.05) 증가 하 다(Table 6).

 4) 식이섭취량과 식이효율(FER)

  근육주사(intramuscular)를 한 경우 IECWF를 투여하지 않은 군은 0.69±0.23이며, 

10ng/kg의 농도로 IECWF를 투여한 군은 0.62 ± 0.15 으나 20ng/kg의 농도에서는 

0.86 ± 0.11 으로 유의하게 증가하 다. 복강주사(intraperitoneal)를 한 경우에서도 

10ng/kg의 농도에서는 0.52 ± 0.13 으나 20ng/kg의 농도에서는 0.72 ± 0.22로 유의

하게(p<0.05) 증가 하 다(Table 7).

Table 6. Initial weight, final weight and weight gain

Injection Route
IECWF dose

(ng/kg)

Initial weight 

(g)
Final weight (g)

Weight gain 

(g/day)

Intramuscular 0 30.20±0.92 31.12±0.82 0.13±0.01ab

10 29.23±0.77 30.01±0.34 0.11±0.02b

20 29.75±1.56 30.79±1.69 0.15±0.02a

Intraperitoneal 0 30.09±0.87 30.78±0.79 0.09±0.02b

10 29.63±0.92 30.24±0.78 0.09±0.01
b

20 30.05±0.81 30.99±0.92 0.12±0.02
a

1) Values are Mean±SD 2) n=10/group

3) Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by 

Duncan's Multiple Range test. Values within a column with different superscript 

letters are significantly different from each other at p<0.05 by Duncan's Multiple 

Range Test.
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Table 7. Food intake and Food efficiency ratio

Injection Route

IECWF 

dose

(ng/kg)

Food intake

(g/day)

Weight gain 

(g/day)
FER

Intramuscular 0 18.52±2.25 0.13±0.01 0.69±0.23b

10 18.03±3.31 0.11±0.02 0.62±0.15b

20 17.22±1.86 0.15±0.01 0.86±0.11a

Intraperitoneal 0 18.06±1.34 0.09±0.02 0.48±0.18b

10 17.44±2.67 0.09±0.01 0.52±0.13ab

20 17.27±3.01 0.12±0.02 0.72±0.22a

1) Values are Mean±SD 2) n=10/group

3) Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by 

Duncan's Multiple Range test. Values within a column with different superscript 

letters are significantly different from each other at p<0.05 by Duncan's Multiple 

Range Test.

 5) 조직(간, 신장, 이자, 공장)의 무게

  조직의 무게는 군간에 유의적인 차이는 없었으나 spleen의 무게에서 복강주사

(intraperitoneal)를 한 경우 10ng/kg의 농도에서는 0.124 ± 0.046으로 유의하게 

(p<0.05) 증가 하 다. Jejum 무게는 근육주사(intramuscular)를 한 경우 IECWF를 

투여한 것의 향이 없었으나 복강주사(intraperitoneal)를 한 경우에서도 10ng/kg의 

농도에서는 0.122 ± 0.045 으나 20ng/kg의 농도에서는 0.166 ± 0.026으로 유의하게

(p<0.05) 증가 하 다(Table 8).
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Table 8. Liver, kidney, spleen and jejunum weight

Injection 

Route

IECWF 

dose(ng/kg)

Liver 

weight(g)

Kidney 

weight(g)

Spleen 

weight(g)

Jejunum 

weight(g)

Intramuscular 0 1.91±0.11 0.47±0.05 0.098±0.014 0.130±0.044

10 1.73±0.12 0.43±0.02 0.103±0.024 0.130±0.045

20 1.75±0.15 0.45±0.05 0.103±0.030 0.137±0.045

Intraperitoneal 0 1.96±1.34 0.48±0.02 0.088±0.018 0.121±0.031

10 1.68±0.11 0.43±0.02 0.124±0.046 0.122±0.045

20 1.69±0.15 0.42±0.01 0.110±0.033 0.166±0.026

1) Values are Mean±SD 2) n=10/group

3) Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by 

Duncan's Multiple Range test. Values within a column with different superscript 

letters are significantly different from each other at p<0.05 by Duncan's Multiple 

Range Test.

 6) Mucosal weight 무게

  장점막의 무게는 IECWF를 20ng/kg의 농도로 투여 한 군에서 유의적인 차이

(p<0.05)를 보 다. 특히  IECWF의 농도에 의존적으로 증가하는 것을 볼 수 있었다. 

근육주사(intramuscular)를 한 경우 10ng/kg의 농도에서는 27.7 ± 6.2mg으로 대조군

에 비하여 유의하지는 않았고 20ng/kg의 농도에서는 29.4 ± 5.3mg으로 유의하게

(p<0.05) 증가 하 다. 복강주사(intraperitoneal)를 한 경우에서도 10ng/kg의 농도에서

는 28.1 ± 4.2 이었으나 20ng/kg의 농도에서는 30.2 ± 6.3으로 유의하게(p<0.05) 증가

하 다(Table 9).
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 Table 9. Mucosal weight in jejunum

Injection Route
IECWF dose

(ng/kg)

Jejunum mucosal weight

(mg/cm)

Intramuscular 0 23.1 ± 4.5
b

10 27.7 ± 6.2
ab

20 29.4 ± 5.3a

Intraperitoneal 0 24.3 ± 2.7b

10 28.1 ± 4.2ab

20 30.2 ± 6.3a

1) Values are Mean±SD  2) n=10/group

3) Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by 

Duncan's Multiple Range test. Values within a column with different superscript 

letters are significantly different from each other at p<0.05 by Duncan's Multiple 

Range Test.

 7) Mucosal DNA와 protein 농도

  근육주사(intramuscular)를 한 경우 Mucosal DNA 함량과 protein 함량은 군간에 

유의적인 차이는 없었으나, 복강주사(intraperitoneal)를 한 경우 protien 함량은 

10ng/kg의 농도에서는 3.0 ± 0.3 mg/g tissue로 유의하지 않았으나, 20ng/kg의 농도

에서는 3.9 ± 0.6 mg/g tissue로 유의하게 (p<0.05) 증가 하 다. Mucosal DNA 함량

도 protein 함량과 비슷한 경향을 보 다.  IECWF의 10ng/kg 농도에서는 30.2 ± 4.5 

mg/g tissue로 유의하지 않았으나, 20ng/kg의 농도에서는 36.7 ± 4.7 mg/g tissue로 

유의하게 (p<0.05) 증가 하 다(Table 10).

 8) 혈청내 IGF-I 농도 측정

  혈청내의 IGF-I 농도는 복강주사(intraperitoneal)를 한 경우 군간에 차이는 유의하

지는 않았으나 IECWF 농도 의존적으로 증가하는 경향을 보 고, 복강주사

(intraperitoneal)를 한 경우에서도 10ng/kg의 농도에서는 1060.3 ± 190.8 ㎍/L 으나 

20ng/kg의 농도에서는 1210.6 ± 209.4 ㎍/L로 유의하게(p<0.05) 증가 하 다(Table 

11).
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Table 10. Mucosal protein and DNA content in jejunum

Injection Route
IECWF dose

(ng/kg)

Mucosal protein

(mg/g tissue)

Mucosal DNA

(mg/g tissue)

Intramuscular 0 31.2 ± 2.3 2.6 ± 0.4

10 33.8 ± 6.1 2.5 ± 0.2

20 34.2 ± 4.0 2.8 ± 0.9

Intraperitoneal 0 29.3 ± 5.2
b

2.7 ± 0.2
b

10 30.2 ± 4.5
b

3.0 ± 0.3
b

20 36.7 ± 4.7
a

3.9 ± 0.6
a

1) Values are Mean±SD  2) n=10/group

3) Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by 

Duncan's Multiple Range test. Values within a column with different superscript 

letters are significantly different from each other at p<0.05 by Duncan's Multiple 

Range Test.

Table 11. Serum IGF-I concentration

Injection Route
IECWF dose

(ng/kg)

IGF-I

(㎍/L)

Intramuscular 0 909.7 ± 199.6

10 950.3 ± 198.5

20 1121.3 ± 237.8

Intraperitoneal 0 937.3 ± 227.9b

10 1060.3 ± 190.8ab

20 1210.6 ± 209.4a

1) Values are Mean±SD 2) n=10/group

3) Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by 

Duncan's Multiple Range test. Values within a column with different superscript 

letters are significantly different from each other at p<0.05 by Duncan's Multiple 

Range Test.
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 9) 공장의 조직학적 관찰

  공장의 dry mass를 측정하고 10%중성 포르말린용액에 고정시킨 후 고정된 조직을 

H&E staining하여 조직학적 관찰을 한 결과 Methotrexate(MTX)를 투여 한 군에서

는villus의 높이가 낮았다가 IECWF를 복강주사(intraperitoneal) 한 경우 villus 높이의 

증가를 볼 수 있었으며 mucosal 의 발달이 왕성하여 두터운 층을 이루었으며, crypt

의 깊이도 깊게 발달되어 양소 흡수의 면적을 넓혀주는 역할을 할 수 있으리라 여

겨진다(Fig. 3). 

(A)    (B)     

(C)    (D)   

(E)  

  Fig. 3. Histology of the Jejunum.

(A) Control, (B) Intramuscular injection group(10ng/kg), (C) Intramuscular injected 

group(20ng/kg) (D) Intraperitoneal injection group(10ng/kg), (E) Intraperitoneal 

injection group(20ng/kg)

 10) 공장의 Villus height

  IECWF 농도 의존적으로 증가하는 경향을 보 고, 복강주사(intraperitoneal)를 한 

경우에서도 10ng/kg의 농도에서는 850.2 ± 112.1 ㎍/L 으나 20ng/kg의 농도에서는 

890.5 ± 99.5 ㎍/L로 증가하는 경향은 보 으나 유의한 차이는 없었다(Table 12).
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Table 12. Villus height in jejunum

Injection Route
IECWF dose

(ng/kg)

Villus height/crypt depth

(uM)

Intramuscular 0 803.2 ± 78.5

10 830.1 ± 90.3

20 853.6 ± 69.9

Intraperitoneal 0 799.6 ± 88.2

10 850.2 ± 112.1

20 890.5 ± 99.5

1) Values are Mean±SD 2) n=10/group

3) Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by 

Duncan's Multiple Range test. Values within a column with different superscript 

letters are significantly different from each other at p<0.05 by Duncan's Multiple 

Range Test.

라. 인슐린 의존성 당뇨병에 미치는 효과 검증

 1) 당뇨병 유발 mice의 생산

  3주령의 ICR mice(25-40g)를 중앙실험 동물사에서 구입하여 1주일간 적응시킨 후 

streptozotocin (STZ, Sigma Chemical Co.)을 1회 복강투여하여 당뇨를 유발하 다. 

STZ주사는 실험동물을 16시간 절식한 후 75mg/kg B.W.농도로 citric acid 

buffer(0.1M pH4.2)에 녹여 최대 주사량이 0.4ml이내가 되도록 투여하고 일주일 후 

혈당을 검사하여 공복혈당치가 200mg/dl이상이 되는 것을 당뇨군으로 사용하 다. 각 

실험군은 10마리로 하 다. 실험동물은 한 마리씩 분리하여 사육하 고, 물과 식이는 

제한없이 공급하 다. 

IGF-I enriched fraction을 생리식염수에 녹여(20㎍/kg BW) 14일 동안 매일 일정한 

시간에 경구투여하 다. 마우스식이와 물은 자유로이 섭취하도록 하 다.
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 2) 체중변화량 

  실험기간동안의 최종 체중은 DM군보다 IECWF를 투여한 군에서 약간의 증가를 보

으나 유의적인 차이는 보이지 않았고, 당뇨군에서는 체중 증가량이 0.04 ± 0.01 

g/day 으나 IECWF를 투여한 군에서는 농도 0.06 ± 0.02 g/day로 유의하게(p<0.05) 

증가 하 다.(Table 13) 

Table 13. Initial weight, final weight and weight gain

Group Initial weight (g) Final weight (g) Weight gain (g/day)

DM 23.11±0.53 25.36±0.46 0.04±0.01

DM+IECWF 22.47±0.58 27.33±0.74 0.06±0.02*

1) Values are Mean±SD 2) n=10/group

3) * P<0.05 Significantly different from DM group

 3) 수분섭취량, 식이섭취량 및 식이효율 (FER)

  실험기간동안의 수분 섭취량과 식이 섭취량은 DM군보다 IECWF를 투여한 군에서 

약간의 증가를 보 으나 유의적인 차이는 보이지 않았다. 식이 효율 역시 당뇨군에서

는  0.51±0.22 으나 IECWF를 투여한군에서는 농도 0.48±0.09로 유의한차이가 없었

다.(Table 14) 

Table 14.  Water and food intake and Food Efficiency Ratio

Group
Water intake 

(ml/day)

Food intake 

(g/day)
FER 

DM 23.4±0.8 13.64±2.67 0.51±0.22

DM+IECWF 18.7±0.9 16.36±2.77 0.48±0.09

1) Values are Mean±SD 2) n=10/group

3) * P<0.05 Significantly different from DM group

 4) 당부하검사

  각 군의 마우스를 12시간 절식시킨 후 공복혈당을 측정하고 각 군 마우스에 먼저 

시료를 경구투여한 후 sucrose(2g/kg BW)를 경구 투여 후 30분, 90분, 120분 경과시 
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마다 혈당을 측정하 다. 혈당의 변화는 DM군에서 189.5±21.1 mg/dL에서 30, 60, 90

분 동안의 변화는 297.4±19.7, 223.7±42.9, 163.4±35.9로 나타났으며, IECWF 투여군은 

191.3±23.0 mg/dL에서 30, 60, 90분 동안의 변화는 270.2±30.2, 241.6±30.6, 216.7±20.5

로 혈당의 변화가 완만한 변화를 가져오면서 생체 내당능을 개선할 수 있는 가능성있

는 물질로 여겨지지만 효능 실험에 있어서 좀더 다양한 농도의 투여에 의한 실험이 

진행되어야 할 것이다. (Table 15, Fig. 4)
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       Fig. 4. Changes of blood glucose concentration

Table 15.  Changes of blood glucose concentration(mg/dL)

Group 0 min 30 min 60 min 90 min

DM 189.5±21.1 297.4±19.7 223.7±42.9 163.4±35.9

DM+IECWF 191.3±23.0 270.2±30.2 241.6±30.6 216.7±20.5

1) Values are Mean±SD 2) n=10/group

 5) 혈중 Total cholesterol, Triglyceride함량 측정

  혈청 중성지방의 함량은 DM군에서 117.26±41.09 mg/dl, IECWF를 투여한 군에서 

89.28±30.14 mg/dl로 감소를 하 으나 유의적인 차이는 보이지 않았고, Total 

cholesterol 함량은 군간에 차이가 없었다. HDL-cholesterol 함량은 DM군에서 
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33.87±9.56 mg/dl, IECWF를 투여한 군에서 39.25±3.55 mg/dl로 증가를 하 으나 유

의적인 차이는 보이지 않았다. (Table 16)

Table 16.  Effect of IECWF feeding on serum lipids levels. (mg/dl)

Group Triglyceride Total cholesterol HDL cholesterol

DM 117.26±41.09 70.47±19.56 33.87±9.56

DM+IECWF 89.28±30.14 68.53±16.71 39.25±3.55

1) Values are Mean±SD 2) n=10/group  3) * P<0.05 Significantly different from 

DM group

마. 형질전환 IGF-I의 실용화 기술 개발

 1) 식이섭취량 변화

  IGF-I을 함유한 누에 가루와 대조군을 15일간 식이 섭취한 결과는 Fig. 5와 같다. 

당뇨 대조군의 평균 식이섭취량은 16±5g이었으며, 정상군은 10±4g으로 유의적으로 

크게 차이는 없었으나 당뇨대조군의 섭취량이 많은 것으로 나타났다. 이것은 당뇨 증

상인 다식의 결과임을 알 수 있다.
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Fig. 5. Food intake in control and streptozotocin-induced diabetic mice.  CON: 

control mice, CON+Silverworm: silverworm fed control mice, CON+IGF: IGF 

containing silverworm fed control mice, STZ: streptozotocin induced diabetic mice, 

STZ+Silverworm: silverworm fed STZ-induced diabetic mice, STZ+IGF: IGF 

containing silverworm fed STZ-induced diabetic mice

 2) 체중량 변화

  IGF-I이 함유된 사료를 대조군과 당뇨대조군에 식이 섭취한 실험에서의 동물의 체

중 변화는 Fig. 6 와 같다. 당뇨가 유발되지 않은 정상군의 체중 증가에 비해 당뇨실

험군의 체중은 변화가 거의 발생하지 않은 것으로 나타났다. 이처럼 당뇨 발병 시 체

중의 감소 또는 증가 속도의 저하가 발생하는 것을 확인할 수 있었다.

인슐린은 단백질 대사에 관여하여 골격근으로의 아미노산 유입을 촉진시켜 단백질 합

성을 증가시키도록 하는데, 당뇨가 유발된 동물에서는 췌장 세포의 파괴로 인한 인슐

린 생성의 부족과 작용의 저하로 인해 당대사에 의한 에너지 생산 부족을 초래하고 

이로 인해 체중이 감소하게 된다고 한다. 본 실험의 결과에서도 당뇨 유발 군이 정상 

군에 비해 체중감소를 보 다.
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Fig. 6. Changes of body weight in control and streptozotocin-induced diabetic 

mice. CON: control mice, CON+Silverworm: silverworm fed control mice, 

CON+IGF: IGF containing silverworm fed control mice STZ: streptozotocin induced 

diabetic mice, STZ+Silverworm: silverworm fed STZ-induced diabetic mice, 

STZ+IGF: IGF containing silverworm fed STZ-induced diabetic mice

 3) 공복시 혈당 변화

  실험 시작시의 당뇨유발 실험군의 혈당 농도는 약 370 mg/dl이었으며, 정상군은 약 

125mg/dl이었다. 누에가루와 IGF-I이 발현된 누에가루는 정상군의 혈당 농도에는 거

의 향을 미치지는 못했으나 당뇨유발 실험 군에는 혈당 농도를 다소 낮추어 주는 

효과가 있는 것으로 나타났다. 인슐린 비의존형 당뇨환자에게 누에 분말을 4주간 섭

취시킨 결과에서 변화수준은 유의적 차이가 없다고 했으나 정상 군과 당뇨군 에서 

6∼10%의 감소 효과는 나타났다고 하는 것과 유사한 결과가 나타났다(조미란 외 3인, 

1998)(Fig. 7).
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Fig.7. Fasting blood glucose concentrations in control and streptozotocin-induced 

diabetic mice. CON: control mice, CON+Silverworm: silverworm fed control mice, 

CON+IGF: IGF containing silverworm fed control mice, STZ: streptozotocin 

induced diabetic mice, STZ+Silverworm: silverworm fed STZ-induced diabetic 

mice, STZ+IGF: IGF containing silverworm fed STZ-induced diabetic mice

 4) 혈청내의 인슐린 농도 변화

  누에분말과 IGF-I을 발현시킨 누에분말을 정상군과 당뇨군에게 18일 동안 식이를 

한  결과는 Fig. 8과 같다. 

  정상군의 정상식인 경우에는 인슐린 농도가 0.57±0.08ng/ml, 누에가루 함유 식이를 

한 정상군은 1.14±0.29ng/ml, IGF함유 식이를 한 정상군은 1.10±0.18ng/ml이었다. 일

반식이 정상군보다 누에나 IGF함유 누에 식이한 경우에 혈중 인슐린의 농도가 유의

적 차이를 가지고 증가하는 것으로 나타났으나 당뇨군의 경우, 일반 식이한 당뇨군은 

0.43±0.01ng/ml, 누에식이 당뇨군은 0.48±0.02ng/ml, IGF 함유 누에 식이 당뇨군은 

0.48±0.01ng/ml으로 나타났다. 
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Fig. 8. Serum insulin concentrations in control and streptozotocin-induced diabetic 

mice. CON: control mice, CON+Silverworm: silverworm fed control mice, 

CON+IGF: IGF containing silverworm fed control mice, STZ: streptozotocin 

induced diabetic mice, STZ+Silverworm: silverworm fed STZ-induced diabetic 

mice, STZ+IGF: IGF containing silverworm fed STZ-induced diabetic mice.

  이 결과는 누에 또는 IGF 함유 누에 식이는 당뇨 초기 또는 고탄수화물 식이를 하

는 경우에는 혈당 농도를 낮추는 효과가 있을 수 있지만 당뇨가 진행된 상태에서는 

혈당농도 또는 인슐린 농도에 향을 끼치기 어렵다는 것을 알 수 있었다. 그러나 현

재 우리나라 성인들의 열량구성비가 탄수화물 : 단백질 : 지방의 비가 남자 68:15:17 

이며, 여자의 경우 69:16:15 이기 때문에 대한 당뇨병학회에서 권장하는 구성비에 비

해 탄수화물 섭취가 높고 지방의 섭취비율이 낮은 것으로 알려져 있다. 이런 우리나

라의 식습관에 적합한 혈당조정 보조제로서 사용이 가능하다고 볼 수 있다.
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 5) 형질전환 IGF-I 함유 누에 분말을 이용한 제품 개발

  당분해효소 억제에 기인하는 약리학적 메커니즘이 확인된 누에분말은 가급적 음식

물과 함께 섭취하는 것이 좋기에 누에분말을 함유한 분말 식품을 제조하 다. 우리나

라의 식이특성에 의하면 탄수화물의 섭취가 비교적 많기에 누에분말 또는 IGF-I 함

유 누에분말은 식후의 급격한 혈당 상승을 막아주고 공복 시의 허기짐과 저혈당을 방

지해주는 기능을 기대할 수 있다. 누에분말은 약 60%의 조단백질을 함유하고 있기에 

기본 배합비 설정에 있어서 단백질의 함량 조절에 주안점을 두고 식품 배합비를 결정

하 다(Table 17, 18). 기존의 연구결과에 의하면 누에분말은 간독성 회복효과 시험에

서도 간기능을 30∼40%의 개선 효과가 있다고 하 으며 장관운동에도 이와 유사한 

이로운 효과가 있다고 보고 되어있다(지와 정, 2000).

Table 17. Formulas of New powder product for new silkworm power contained 

IGF-I

Element Unit Content Element Unit Content

Silkworm(IGF) g 2 Niacin mg 6.8 

Casein g 13 Folic acid mg 0.1 

Maltodextrin g 33 Biotin mg 0.1 

Sugar g 24 Taurine mg 49.0 

Fiber g 5.2 Carnitine mg 49.0 

Oil g 12 Calcium mg 284.0 

Vitamin A mgRE 0.3 Phosphate mg 284.0 

Vitamin B1 mg 0.9 Potassium mg 442.0 

Vitamin B2 mg 1.0 Zinc mg 4.8 

Vitamin B4 mg 1.0 Copper mg 0.4 

Vitamin B12 mg 0.010 Iodine mg 39.2 

Vitamin C mg 70.0 Iron mg 4.9 

Vitamin D mg 0.0 Sodium mg 314.0 

Vitamin E mg 10.0 Trace mg 1240

Vitamin K mg 0.1 Total g 95



- 122 -

Table 18. Ratio of nutritional element and calories in New powder product for new 

silkworm power contained IGF-I

Element Unit Content
Amount of Daily

Recommendation (%)

Ratio of calories 

(%)

Calories kcal 400 2600 kcal

Protein g 15 15∼20 15

Lipid g 12 15∼25 27

Carbohydrate g 63 65 58
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 목표달성도

구  분

연구 목표 및 달성도

연구목표 달성도(%)

1차년도

(2001

∼2002)

○ 생리활성 인자의 분획 및 면역세포 증식효과 검증

○ IGF-I gene screening 및 발현 벡터개발

○ in vivo계에서의 IGF-I 분획의 생리활성 검증

100

100

100

2차년도

(2002

∼2003)

○ IGF-I의 항암효과 및 cytokines분비능력 검증

○ IGF-I의 형질전환 누에 선발 및 발현분석체계의 확립

○ 체내 IGF-I의 활성변화 및 형질전환IGF-I의 

   당뇨병에  대한 효과 검증

100

100

100

3차년도

(2003

∼2004)

○ 초유 IGF-I과 형질전환 IGF-I의 특성 비교 분석 

○ 형질전환 IGF-I의 정제 및 형질전환 누에의 대량 

  생산 시스템 확립

○ 형질전환 IGF-I의 실용화 기술개발 

100

100

100

최종평가 

○ IGF-I의 생리화학적 특성 검증

○ IGF-I의 형질전환 누에의 작성

○ in vivo에서의 IGF-I의 생리활성 검증 및 실용화 기술 개발

100

100

100
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제 2 절 관련분야에의 기여도

  1. 기술적 측면

1) 생리활성인자가 다량으로 함유되어 있는 초유의 가치를 증진시켜, 초유의 자원화

를 위한 방안을 획득

2) in vitro 및 in vivo계에 의한 IGF-I의 세포증식효과, 장관 면역 증강 효과 등의 

생리활성이 검증되어, 새로운 형태의 조제분유의 개발이 가능

3) 신생아용 기능성 식품으로서의 개발은 물론이고, 노화에 의해 발생하기 쉬운 골절 

또는 골다공증 등의 성인병 치료용 특수 건강식품으로의 개발이 가능

4) 생리활성물질의 대량생산 시스템의 확립으로, 우수한 유제품 생산을 위한 양적인 

문제가 해결되고, 이에 따른 국민 보건과 건강증진에 기여

5) 인슐린 의존성 당뇨병환자를 위한 대체 의약으로 개발하기 위한 기초적 시스템의 

확립

6) 축산과 잠업을 연계시킨 새로운 형태의 고부가가치 산업이 확립되고, 첨단 생명공

학의 기술적 우수성을 국내․외에 홍보

7) 초유중의 다른 유용자원에 대한 형질전환 누에 제작기법의 확립 및 실용화 모색

  2. 경제 · 산업적 측면

1) 수입자유화에 따른 국내 낙농산업과 잠사산업에 새로운 가능성을 부여

2) 생리활성물질을 함유한 누에 분말제품의 생산 등으로 국민 건강에 크게 기여

3) 미량의 생리활성물질을 대량으로 생산할 수 있는 시스템을 확립하므로써 수입 의

존형 형질 전환 물질을 국내에서 생산 가능

4) 우유의 우수성에 대한 소비자 인식 전환 및 이에 따른 우유 소비량의 증가와 안정

적 낙 농산업의 전개

5) 새로운 생리활성물질의 대량생산 시스템으로의 전환 가능

6) 생리활성물질의 형질전환기술 확립에 따른 국제 경쟁력 강화 및 각종 부가산업으

로의 전환으로 수익 증대
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제 5 장 연구개발 결과의 활용 계획

제 1 절 활용계획

1. 생리활성물질이 안정된 상태로 함유된 고품질 유제품의 생산 가능

2. 낙농가 및 잠업농가에게 새로운 부가가치 산업으로서의 가능성을 부여

3. 모유에 근접한 신생아용 고급 조제분유의 생산이 가능

4. 질병 치료, 예방용 건강식품 개발 가능, 대체의약품으로의 개발을 선도

5. 형질전환하여 대량생산할 수 있는 시스템을 확보하므로서, 새로운 의약품 및 기능

성 식품의 소재화를 이룩함

6. 생리활성물질의 형질전환시스템 확보로 특허를 출원하고, 국제 경쟁력을 향상시키

고, 해외 수출 모색

7. 연구 결과를 토대로 연구개발 참여기업 (주)한국메디칼푸드에서 실용화 계획을 수

립하여 사업화를 계획

제 2 절 추가 연구의 필요성

 여러 가지 유용물질의 대량생산을 위하여 그동안 대장균에서 많은 연구가 이루어

졌다. 그러나 대장균에서의 유용물질 생산은 고등생물에서 필요로 하는 특징을 대체

하지 못하는 단점이 있는데 누에는 이런 단점을 보완할 수 있는 고등생물로서의 특징

을 가지고 있어 post-translational modification을 하므로 누에에서의 유용물질을 생산

하는 것은 의의가 크다. 또한 본 연구에서 사용된 형질 전환 기술은 무한한 유전 자

원적 잠재력을 가진 곤충에 접목함으로써 고부가 곤충 산업 창출로 직결 될 수 있기 

때문에 앞으로 이 분야는 집중적으로 투자되어야 할 것이다.

제 3 절 타 연구의 응용성

 본 연구에서 개발된 IGF-Ⅰ 형질전환 누에에서 IGF-Ⅰ을 추출하여 생리활성물질

이 안정된 상태로 함유된 고품질 유제품의 생산을 가능하게 하여 낙농가 및 잠업농가

에게 새로운 부가가치 산업으로서 가능하리라 생각된다. 

 그리고 누에 형질전환 기술을 통하여 유용물질을 대량생산하여 질병 치료, 예방용 

건강식품 개발, 대체의약품으로의 개발에도 충분히 활용할 수 있으리라 생각된다. 
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