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요 약 문

제 목

Retrovirus vec化r system을 이용한 human lactadherin pro化in을 분비하는 형 질전 

환 쥐와 소의 생산

n. 연구개발의 목적 및 필요성

현대의학은 급격히 발달하고 있지만 상당수의 질병은 아적까지 의학기舍呈서도 방 

지할 수 없는 것이 현실이다. 그중에서 가장 대표적인 것중의 하나는 유아기의 어린 

이音의 retrovirus성 급성설사이다. 전세게 5세이하의 어린이중 연간 약 1억3천명이 

retrovims에 감염되고 약 2천만 정도가 설사呈 고통을 받五 있으며 그중에서 60만 정 

도가 사망에 까지 이르고 있다. 일반적으로 ro化vims성 설사는 위생상태와는 상관이 

없이 어느 나라룔 막론하고 선진국과 개도국에서 비슷한 번도로 발생計고 있다. 타라 

서 대부분의 취학전 유아音은 이 rotavirus에 한번이상 감염된다고 볼수 었다. 한편 

모유暑 먹고 자란 아이는 설사뿐만 아니라，豆흡기 질환，중이염 등에 잘 감염되지 않 

는다卫 보고 되어 었는데 이것은 旦유 성분 중에서 lactadherin이 ro化vims가 다른분 

자와 결합하는 눙력斗 감염성을 약화시켜서 그音의 번식을 억제하기 때문이다. 따라 

서 유아 설사의 대早분 원인이 ro化virus에 외한 것 이 旦互 lactadherin을 충분司 섬취 

한다면 rotavin그S에 외한 설사를 예방할 수 었을것으로 사료되녀 축산농가외 차원에서 

도 rc化avirus에 의한 설사呈 인한 자측의 폐사가 큰 손실이 된다는 점을 감안할 때 

lactadherin이라는 고早가 晉질을 생명공학 기법을 응용하여 bio化actor sys化m으呈 

생산해 내는 것은 측산업외 생산성 증대와 나아가 인류의 耳지에 있어서 메우 커다란 

파급효과暑 가져올 것으로 기대된다. 따라서 본 연구외 목적은 retrovirus vec化r gene 

transfer system을 이용하여 human lactadherin을 mi化暑 통해 분비하는 형질전환 쥐 

외 생산을 통하여 필요한 지식 과 기舍을 죽적한 다음， 죄종적으呈는 human 

lactadherin을 대랑생산하는 형질전환 소暑 생산하여 첨단 생명공학 기舍鲁 산업적으 

互 응용 가능한 수준까지 개발 발전시키는 것이다.



in. 연구개발 내용 및 범위

본 연구는 Retrovirus vector system을 이용한 human lactadherin pro化in을 분비 

하는 형질전환 쥐와 生의 생산을 위하여 저U 세부과제인 '농측된 VSV-G based 

retrovirus 용액을 叫牛정란의 위란강에 주입하여 형질전환 쥐와 소의 생산'과 제 1세 

早과제의 수행鲁 위하여 제 2 세早斗제인 'Human-mi化 lactadherin 유전자暑 전이 및 

발현시 키 는 retrovirus vector syston의 개 발'과 저巧 세부과제인 'Human Lactadherin 
유전자의 Cloning"외 과제豆 나누어 실시되었丑，각 세早과제별 연구개발 내용 및 범 

위는 다옴과 같다.

제 1 세부과제 : YSY-G based retrovirus 용액을 미宁정란의 위란강에 주업하 

여 형질전환 쥐와 소의 생산

〇 미수정란에 retrovirus 감염조건 확럽

- 생쥐의 미수정란에 retrovirus의 감염조건 확럽

- marker gene이 전이된 형질전환 생쥐의 생산

- 소의 미牛정란에 retrovirus의 감염조건 확립

〇 Human lactadherin 유전자가 전이된 소의 embryo와 형질전환 쥐의 생산

- lactadherin 유전자가 전 이 된 소의 미 수정 란을 체 외 수정 早 대 러 旦에 이 식

- 유전자의 정상발현 검색을 위한 lactadherin 유전자暑 이용한 형질전환 쥐의 생 

산
- human lactadherin 유전자가 전이된 형질전환 告아지 생산을 위한 수정란 이식

〇 Human lactadherin 유전자暑 발현하는 형질전환 音아지의 생산

제 2 세 早과 제 : Human mUk 1 actadherin 유전자暑 전이 및 발현시키는

retrovirus vector system의 개 발

〇 유선조직 세포에서 발현되게 design된 retrovirus vector의 구죽
- marker gene을 이용하여 유선세포에서 지속적으互 발현하는 promoter의 선택

- 유선조직세포에 국한하여 발현하는 promoter외 cloning

〇 VSV-G based retrovirus vector producing cell의 개발

- Lactadherin 유전자暑 전이 및 발현시키는 retrovirus vector의 구죽



- Virus-producing cell互早터 vims외 생산

〇 외부 유전자의 발현을 통제할 수 있는 또 다른 retrovirus vec化r system의 구축

- Tetracycline promoter외 통제하에 marker 유전자를 발현하는 retrovinis vector 

의 구축

- Tetracycline promoter의 통제 하에 lactadherin 유견자暑 발현하는 retrovirus 

vector 의 구축

〇 Retrovirus vector system의 bio—safety 검乂f

- Helper virus의 생산여 부暑 조사

- Reverse transcriptase외 activity의 존재 여早률측정

제 3 세早과제 : Human Lactadherin 유전자의 Cloning

〇 Human lactadherin 유전자의 cloning

- promer 및 probe 제작

- mRNA 분리

- RT-PCR 과 사람 유선조직의 cDNA 化巧ry screening

〇 Human lactadherin 유전자의 전이 및 발현에 대한 검정 방범의 확립 I

- Lactadherin을 이용한 항체의 생산

- Southern blot 방범의 확립

- Lactadherin의 bioassay 방법 확럽

〇 Human lactadherin 유전자의 전이 및 발현에 대한 검 정 방법의 확립 II

- Lactadherin 유전자의 전이 및 발현 검 정

- 우유중 성분분석

- Lactadherin 유전자의 SNP 조사

IV. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

가. 제 1 세早斗제 : VSV-G based retrovirus 용액 을 미 수정란의 위 란강에 주업 하여

형질전환 쥐와 소의 생산



O 미 수정란에 retrovirus 감염 조건 확립
- Retrovirus vector暑 미수정란의 위 란강내에 주입한 早 牛정하는 기 범에 의해 난 

자는 배반互로 발달가능 하였으며 이것은 retrovirus vector喜 이용한 형질전환 

동吾의 생산이 가능함을 나타냄
- 유전자 전이 旱 발달율이 주입하지 않온 군과 차이가 없는 것으로 나타남

- 유전자 전이 旱 牛정란에서 외래유전자 도입을 조사한 결과 성공적인 외태유전 

자의 도입과 발현이 확인됨

0 Human lactadherin 유전자가 전이된 소의 emb巧〇와 형질전환 쥐의 생산

- 유전자 도입된 수정란을 대리모에 이식한 뒤 외래유전자가 도입된 산자暑 생산 

하였으며 각 장기에서 유전자 발현을 圣사한 결과 유전자의 도입과 발현이 성공 

객으로 이루어졌음을 확인함
- 유전자가 도입된 소의 수정란에서도 체외수정란과 비교시 발달율의 차이가 없었 

으며 외래유전자의 성공적인 도입을 확인하였음
- 외래유전자가 도입된 배반포暑 EM-grid방법으로 동결하였을때 높온 생존율을 

나타냄

〇 Human lactadherin 유전자喜 발현하는 형질전환 송아지의 생산

- 총 巧두에 36개의 牛정란을 이식 旱 50일경에서 임신유早暑 적장검사暑 통해서 

확인한 결과 5두에서 임신이 확인되었으나，90일경에 직장검사暑 통해 임신을 

감정한 결과 모두 유산됨

나. 제 2 세旱과제 Hum an-mi Ik lactadherin 유전자暑 견이 및 발현시키 

retrovirus vector system외 개 발

〇 유선조직 세 포에 서 발현되게 design된 retrovirus vector의 구죽

- P-actin 과 CMV promoter 의 3‘ 위치에LacZ 유전자暑 도입하여 pLNPZ 와 

pLNCZ retrovi巧1 vec化r暑 재呈합하였움

- P-actin과 CMV promoter의 3‘ 위 치 에 GFP 유전자를 도 입 하여 pLN료eGFP 

와 pLNCeGFP retrovi巧] vec化r暑 재圣합하였음

- 재조합 retroviral vector喜 PA317에 transfection하여 virus만든 早 packing cell 

line에 감염시켜 virus producing cell line을 구측함

- 각 promoter暑 대상으互 vims에 대하여 化er暑 측정한 결과 P-actin promoter 

가 가장 우수한 것으로 관명됨
- WAP promoter暑 이용하여 plasmid pLNWZ와 pLNWeGFP暑 cloning함



- 쥐의 유방세포인 HC11 에서 lactogenic hormone 에 외한 LacZ 유전자외 조직 특 

이적 발현을 성공
- WAP promoter에 의한 발현조절 양상을 확인하기 위하여 RT-PCR 실시한 결과 

insulin, prolactin, hydrocortisone을 동시에 처러한 군에서 insulin을 단득으로 처 

러한 군且다 발현이 강하게 나타남을 확인하였음

0 VSV-G based retrovirus vector producing cell의 개발

… Lactadherin 유전자暑 전이 및 발현시키는 retrovirus vector의 구죽

- WAP promoter하에 lactadherin 유전자暑 도입하여 lactadherin 유전자 발현 

vector인 pLNWUd暑 재조합하였음
- Lactogenic hormone에 의한 WAP promoter와 lactadherin 유전_자의 조직 특이 

적 발현을 유도한 걸과 lactogenic hormone의 존재하에서 우월하게 발현담을 확 

인함

- Virus-producing cell로부터 virus의 생산

〇 외早 유전자의 발현을 통제할 수 있는 또 다론 retrovirus vec化r sys化m의 구죽

- Tetracycline promoter의 통제하에 marker 유전자와 lactadherin 유전자暑 발현 

하는 retrovirus vector暑 구죽하였음
- Tetracycline promoter의 통제하에 lactadherin 유전자봅 발현타는 retrovirus 

vector sytem 의 구측 완료

0 Re化ovirus vec化r sys化m 의 bio—safety 검乂}
- Retrovirus가 infection된 표적세互와 transgenic mouse의 혈액을 이용하여 2차 

감염 test暑 수행한 결과 이音 sample에 helper virusrk 없옴올 확인
- Retrovirus가 infection된 표적세星에서 reverse transcriptase의 activity가 즉경 

되지 않았음

다，제 3 세부파제 : Human Lactadherin 유전자의 Cloning

O Human lactadherin 유전자의 cloning
- Human lactadherin 유전자暑 cloning하기 위하여 口rimer 제작담
- Human lac化dherin 유전자暑 두早분으豆 cloning하기 위하여 RNA 平音旱 PCR 

을 통해 증폭한뒤 재조할시켜 lactadherin cDNA clone을 완성함

- Clone된 ladadherin 유전자의 염기서열을 분석한 걸과 67, 454，286，329，巧30 
번째 base에서 변어가 발견되 었으며 iactadhenn 유선자의 SNP音 중計여 유전자



의 다형성 유무룰 확인함

〇 化man lactadherin 유전자의 전이 및 발현에 대한 검정 방법의 확럽 I

- Lactadherin을 정제하는 방범 으呈는 효율성 이 높으면서 간단한 E. coii에서의 발 

현을 채택하였으며 따라서 E. coli 발현 vec化r暑 만音었丑 이暑 이용하여 단백 

질을 분리한 뒤 항체 생산을 위한 항원으로 사용하였음
- E. coli에서 발현시킨 lactadherin을 토꺼에 접종하여 항체를 생산해냄

- 형질전환 동吾올 확인하는데 이용될 Sou化em blot 방법을 확립함

〇 化man lactadherin 유전자외 전이 및 발현에 대한 검 정 방법의 확립口

- Northern blot과 RT-PCR을 이용하여 lactadherin 유전자의 전이 및 발현을 검 

정함
- 우유중 성분을 SDS-PAGE와 Western blot으豆 분석한결과 lactadherin 

이 human milk mucin에 결합되어 있는 단백질임을 밝혀냄.

- 2D-gel electrophoresis暑 실시 한 걸과 human lactadherin의 M.W값과 pi값 (6.1) 

확인할 수 었었음
- 한국여성의 lactadherin 유전자의 SNP暑 呈사한 결과 백인에 비해 Ser이 많이 

존재하는 것으로 밝혀냄

2. 연구개발 활용에 대한 건의

본 연구에서 도출된 결과돌과 개발된 신기슬들을 다음과 같은 분야에서 폭넓게 활 

용될 것이旦로 금旱 학회발표暑 비롯하여 다방면으르 공개하여 유사연구에서 이용토 

록 헤야한다고 본다.

가. 외래유전자暑 난자내에 도입하려고 시도하는 모든 연구 

나. 형질전환동물을 생산하고자 하는 모든 연구와 산업분야
다. Animal bioreac化r system을 개발하고 biosubstances暑 동물체에서 생산하고자 

하는 모든 연구와 산업분야 

라. 유전자 재조합에 관련된 연구 및 산업활동분야
마. 동물 수정란의 이용豆율鲁 제고하고자 하는 모든 연구 및 산업분야 

바. 사람의 유전자치置분야 

사. 형질전환 가측생산의 기초기술분야



SUMMARY

I/ntle

Retrovirus vector system-mediated production of transgenic mice and cattle 

secreting human lactadherin in the milk

ILGoalsandsignificanceofthisresearchproj ect

In spite of rapid progress of medicine, there are still numerous diseases that 

can not be prevented by modemmedica] technologies. Among such diseases， 

rotavirus-mediated diarrhea is one of the most devastating ones that should be 

overcome in near future. Throughout the world, more than one hundred and thirty 

million children under 巧ve years old are infected annually, twenty miliion of them 

are suffering from diarrhea, and six hundred thousand children are died of the 

disease eventually. There are no significant difference between developed countries 

and developing countries in terms of incidence of thisdisease, and generally it has 

been known that the status hygiene is not an important factor affecting the 

incidence and that most preschool children are infected at least once with this 

virus. Remarkably, the children of breast feeding, however, are rarely infected 

with this virus, resulting in low incidence of diarrhea, respiratory disease and 

middle ear infection，etc. This is due to lactadherin, a milk component, inhibits 

reproductive cycle of the rotavirus. Therefore, it is reasonable to believe that 

enough feeding of the lactadherin can prevent rotavirus-mediated diarrhea. In the 

aspect of animal husbandry industry, mass production of lactadherin from the 

bioreactor employing genetic e口 g^neering techniques contributes not only 

tremendous increase in industrial revenue but also human welfare eventually.

The ultimate objective of tli^s research is production of transgenic bovine 

secreting human lactadherin through the milk，To accomplish this goal, we first 

build up essential knowledge and techniques from the transgenic mouse 

production， then the research 巧ill be progressed to the level at which the 

advanced bio—engineering techniques can be directly applied to the industry.



Ill. Contents and s copeof theproj ect

The final goal of this study was production of transgenic mice and 

cattlesecreting human lactadherin through milk. To accomplish the goal, the 

project was subdivided into three parts. The first, second and third subdivisions 

were 'Production of transgenic mice and cattle by injecting concentrated VSV-G 

based retrovirus vector stock into the perivitelline space', 'Development of 

retrovirus vector system transferring and expressing the human lactadherin gene', 

and 'Cloning of human lactadherin gene'，respectively. The detailed are described 

as follows.

Parti : Production of transgenic mice and cattle by injecting concentrated VSV-G 

based retrovirus vector stock into the perivitelline space

O Establishment of optimum cond化ion for retroviral infection to the oocytes 

-How to infect the mouse oocytes with highest efficiency?

-Production of transgenic mice carrying the marker genes 

-Application of accumulated knowledge to the infection of bovine oocytes 

with retroviral vectors

O Production of transgenic mice and bovine embryos with human lactadherin 

genes
_ In vitro fertilization of bovine oocytes carrying human lactadherin genes 

-Production nf transgenic mice with human lactadherin genes:

to accumulate of basic knowledge and techniques for the detection of 

human lactadherin gene expression 

-Transfer of bovine embryos with human lactadherin genes to 

the surrogate mothers

O Production of transgenic calves expressing human lactadherin genes

Part2 : Construction of retrovius vector system forthe transfer and the expression 

of the human-milk lactadherin genes

O Construction of retrovirus vector designed to transfer and to express marker



gene in the mammary gland-derived cells 

-Selection of the best promoter expressing constitutively.

-Cloning of mammary gland-specific promoter

O Construction of VSV.G-based virus-producing cells whose progeny viruses 

are designed to transfer and express human lactadherin 

-Construction of retrovirus vector carrying lactadherin gene cloned by the 

3rd part of the project
-Production of virus vector from the virus-producing cells 

O Construction of another retrovirus vector system designed to transfer and to 

express foreign genes in a controllable manner 

-Construction of retrovirus vector expressing marker gene under the 

control of tetracyclin promoter
-Construction of retrovirus vector expressing human lactadherin gene 

under the control of tetracyclin promoter

O Evaluation of retrovirus vec化r system in 化rms of bio-safety 

- Determination of helper virus production 

—Revese transcriptase assay

Parts：Cloning of Human Lactadherin Gene

O Cloning of human lactadherin gene 

-Primer and probe construction

- Extraction of mRNA
-RT-PCR and cDNA library screening from human mammalian gland

O Establishment of analytical methods for the transfer and the expression of 

human lactadherin gene (I).

- Production of antibody using lactadherin

- Establishment of Southern blot method

* Establishment of bioassay method for lactadherin

O Establishment of analytical methods for the transfer and the expression of 

human lactadherin gene (II).



-Analysis for the transfer and the expression of lactadherin gene 

-Analysis for components of milk 

-SNP analysis for lactadherin gene

IV.Resu 化 sandSuggestionsfOT Applications

Part 1 - Production of transgenic mice and cattle by injecting concentrated VSV-G 

based re化ovinis vector stock into the periv化dline space

O Establishment of optimum condition for retroviral infection to the mouse 

oocytes
-Oocytes injected with concentrated retrovirus stock into perivitelline 

space developed to blastocysts, indicating the optimistic prospect of this 

system in transgenic animal production 

-In terms of embryo development, there was no signi巧cant difference 

between injected oocytes and un-injected control oocytes 

-Successful transfer and expression of the foreign gene were detected 

from the embryos

〇 Production of transgenic mice and bovine embryos w化h human lactadherin 

genes

-Transgenic mice were produced

- Detections nf existence and expression of the foreign genes were 

confirmed from the various organs of the transgenic mice 

-In terms of bovine embryo development, there was no significant 

difference between injected oocytes and un-injected control oocytes 

-Successfid transfer and expression of the foreign gene were detected 

from the bovine embryos

一 High viability of the bovine blastocysts carrying foreign genes were 

observed from EM-grid freezing

O Production of transgenic calves expressing human lactadherin genes

- Among 18 surrogate cows transferred w 化h 36 bovine transgenic 

embryos,己 were determined to be pregnantat 50 days of gestation. At



90th day of pregnancy, however, rectal palpation showed miscarriage of 

all five pregnant cows

Part2: Construction of retrovius vector system for the transfer and the expression 

of the human-milk lactadherin genes

O Construction of retrovirus vector designed to transfer and to express marker 

gene in the mammary gland-derived cells
-Construction of pLNPZ and pLNCZ designed to express E.coli LacZ gene 

constitutively under the control of P-actin promoter and CMV promoter, 

respectively
-Construction of pLNPeGFP and pLNCeGFP designed to express GFP gene 

underthe control of P_actin promoter and CMV promoter, respectively 

—Construction of VSV-G based vims-producing cells using PA317 and 

293mGPHy packaging cells

-Between two promoters, P-actin promoter was better in expression 

_ Cloning of mammary giand-speci巧c WAP (whey acidic protein) promoter 

-Using WAP promoter, retrovirus vector plasmids, pLNWZ and pLNweGFP 

was constructed
-In HCll mouse mammay gland cells, inducible expression of LacZ gene 

under the WAP promoter in response to the lactogenic hormone 

—The highest activity of the WAP promoter was observed when the cells 

were 1了ea化d w化h the combination of insulin, prolactin and hydrocortisone

O Construction of VSV-G-based virus-producing cells whose progeny viruses 

are designed to transfer and express human lactadherin

-Construction of retrovirus vector carrying lactadherin gene under the 

control of WAP promoter.

- From the VSV-G-based retrovirus vector system，successful production of 

retroviruses tamsferring human lactadherin gene 

-Using reverse transcriptase assay，lactogenic hormone-inducible

expression of the lactadherin gene under the control of the WAP promoter 

was confirmed
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O Construction of another retrovirus vector system designed to transfer and to 

express foreign genes in a controllable manner
-Construction of retrovirus vector expressing marker gene or human 

lactadherin gene under the control of tetracycline promoter 

-Confirmed tetracyclin-controllable expression of both genes

O Evaluation of retrovirus vector system in terms of bio-safety

-No helper virus was detected from the 2ndly infection test of target cells 

and blood cells of transgenic mice.
—No revese transcriptase activ化y was detected from the target cells 

infected with retrovirus vectors

Parts: Cloning of Human Lactadherin Gene

O Cloning of Human Lactadherin Gene

_ Selection of primers for the cloning of human lactadherin gene.

—Separation of human RNAs, their amplification of two partial fragments 

by PCR followed by their recombination, and completion of the 

full-length cloning of human lactadherin cDNA gene.

—Finding on the mutation of the bases at 67，4己4，286，329，and 1330 from 

the DNA sequencing analysis of the cloned lactadherin gene, and 

confirmation of its polymorphism by the presence of the SNPs.

O Establishment of analytical methods for the transfer and the expression of 

human lactadherin gene (I).
-Establishment of an efficient expression syetem in E. coli for the 

purification of lactadherin,thus, construction of an E. coli expression 

syetem in a vector and purification of the protein, and use of the antigen 

for the production of the antibody.
—Production of polyclonal antibodies from the rabbis injected with the 

proteins expressed in E. coli.
- Establishment of Southern blot for the identification of transgenic animals.

O Establishment of analytical methods for the transfer and the expression of 

human lactadherin gene (II).



-Establishment of analytical methods for gene tmasfer and expression by 

Northern and RT-PCR.

-Finding by SDS-PAGE and Western that lactadherin 至s 

a musin-associated molecule.

-Confirmation of MW and pi of human lactadherin by 2D electrophoresis.

-Presence of additional serines in the lactadherin gene by SNP analysis 

from Korean women compared with white worries

2.PropositionforResearch,DevelopmentandApplicationoftheResults

The results and the technologies derived from our study might be applied in the 

various following areas， and can be opened in public including scienti巧c meetings 

and also should be followed in similar studies in the future.

1. All the studies where the introduction of foreign DNA into eggs are attempted.

2. Researches and industries for the production of transgenic animals.

3. Researches and industries for the development of bioreactor system where the 

production of biosubtances in animals are expected.

4. All researches and industries for genetic recombinations.

5. Researches and industries where the increases in efficency of the utilization of 

animal embryos are necessary.

6. Human gene therapies.

7. Basic science and technology for the production of transgenic livestock.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1 절. 연구개발의 목적

본 연구의 목적은 retrovirus vector gene transfer system올 이용하여 human 

lactadherin을 mi化를 통해 분버하는 형질전환 쥐의 생산을 통하여 펄요한 지식斗 기 

舍을 측적한 다옴，최중적으로는 human lac化dherin을 대 량생산하는 형 질전환 소暑 

생산하여 첨단 생명공학 기舍을 산업적으呈 응용 가능한 수준까지 개발 발견시키는 

것이다.

제 2 절. 연구개발의 필요성

Rotavirus는 유아기의 어린이둘에게 주互 감염되어 주로 소장의 세里에서 번식하 

며 급성설사暑 일으키는데 이로 인하여 때때互 심한 탈牛증과 함께 급속히 성장하는 

유아의 균형적인 영양공급을 방해함으呈써 많은 영양소喜 필요르 하는 유아돌의 발육 

과 성장，그리고 심하면 생명에 커다란 영향을 미치게 된다. Rotavirus성 설사는 톡히 

겨울철에 가장 많이 발생하는데 바로 이 시점이 유아의 설사 증세가 절정을 이루는 

때이다. 세계적으로는 rotavi口]S에 의하여 5세 이하의 어린이가 연간 약 1억3천명 

이 감염되고 약 2천만 정도가 설사至 丑통을 받으며 그 중에서 60만 정도의 사 

망자가 나오고 있다. 일반적으로 ro化virus성 설사는 위생상태와는 상관어 없어 

어느 나라暑 막론하고 선진국과 개도국에서 비슷한 정도가 발생하고 있다. 따라서 

대早분의 취학전 유아들은 이 rotavirus에 한번어상 감염된다고 볼 牛 있는데 일반 

적인 경구용 탈수방지범으로는 사망音이 줄어돌지 않는다. 최근 미국의 한 표본조사 

에 의하면 어린이돌豆早터 채집한 변외 23%가 rotavirus에 대하여 양성인 것으로 나 

타났다- 이 같은 사실은 이 바이러스가 꾸준한 관찰대상이 되어야 함은 暑론 세게 어 

린이音에 대한 ro化virus呈早터 의 면역 이 될요함울 강조하는 것 이 라고 미 국의 질병방 

어 및 통제센터는 지적하고 있다. 머국의 경우는 연간 己만명 정도외 어린이가 

rotavirus와 관련된 질병으로 입원치료暑 받는데 이 수처는 5세가 될 때까지 78명의 

어린이 중 1명어 입원치료暑 받는 셈이 된다. 畔라서 FDA는 이 같은 문제의 해결울 

위해 98년 Rotashield라는 경구용 택신鲁 승인하였는데 원音어暑 이용한 백신시험에 

서 약 50%의 case에서 설사 방지효과가 있었다. 그럼에도 불구하고 rotavirus에 의한



설사는 3 24 개월의 유아에서 집중 발생하여 높은 사망률을 야기하는데 이때는 면역 

기능이 활성화되지 않기 때문에 백신의 이용을 어렵게 한다.

한편 모유暑 덕 고 자란 아어는 설사 뿐만 아니 라，呈흡기 질 환，중이 염 등에 잘 

감염되지 않는다는 사설은 오랫동안 알려져 있었다. 하지만 모유의 어떤 성분音이 

이 같은 보豆 작용을 하는지는 오랫동안 알려지지 않았고 다만 IgA가 중요한 역할을 

할 것으呈 추정하였다. 그러나 최근의 연구걸과(Newbtnrg et al, 1998)에 의하면 모유 

성분 중에서 lac化dherin이 rotavirus가 다른 분자와 결함하는 능력과 감염성을 약화시 

켜서 그둘의 번식을 억제한다는 사실을 밝혀냈다. 따라서 유아 설사의 대부분의 원인 

이 ro化vims에 의한 것이었다는 사실을 상기하면 lacrtadheriii을 중분司 섬취한다면 

ro化virus에 의한 설사暑 예방할 牛 있다는 결론에 도달할 午 었다-

축산업에서 자측에게 큰 피해暑 주는 Rotavirus외 감염은 톡허 앙돈업에서는 자돈 

의 설소에서는 송아지의 설사로 인한 페사의 중요한 원인으呈 지적되고 있다. 이 

러한 관점 에서 볼 때 현재 의 생 명 공학적 기 슬을 이용한 lactadherin의 대 량 생산은 국 

민의 보건뿐만 아니라 가측의 생산성 향상에 기여하여 경제적으互도 크다란 가치暑 

창출할 수 있다丑 볼 수 있다. 이에 본 연구에서는 lactadherin어라는 고早가가치喜 

가진 단백질을 젖을 통하여 생산하는 형질전환 쥐暑 생산하고 이러한 기슬을 라 

탕으로 대량생산의 최종목적인 형질전환 소를 생산하고자 하였다. 이暑 위한 유전 

자 전이 방범으로는 본 연구진이 최근에 개발한 새互운 retrovirus vector sys化m을 

이용하였다

1. 기술적 측면

Lac化dherin은 모유외 fL蛋白質의 하나인 mucin斗 걸밤되어 분버되는 당단백절의 

하나로 분자량이 46 Kd이五，지방구막 속에 연합되어 있다. 인巧의 유선과 인간의 유 

방암 세포에서도 발현되며 한때는 BA46이라고 불려졌다. 어 단백질은 3개외 영역으 

呈 구성되어 있는데 하나는 EGF와 비숫한 영역이고 나머지는 응혈효소 V 및 VIII와 

유사한 영 역 音이 다. 인간，么 그러五 쥐 의 lactadherin의 아머 노산 배 열音을 비교 분석 

한 결과는 아미노산 RGD(Arg-Gly-Asp)가 진화과정에서 종社에 잘 보존되어 있옴을 

旦이고 있다. 또한 lactadherin의 378개의 아미노산 배열과 1.2kb의 cDNA sequence가 

알려져 있다. Lactadherin과 뮤신온 분만 직旱(巧일 까지)의 초유에서 그 함량이 그 

이旱(15-90일)에서 旦다 현저히 높다. Lactadherin各 모유에 평균적으呈 93 jigMi 정 

도가 존재하고 pH 4이하의 위산에서 번성되지 않고 자연상태言 유지한다. 이와 같은 

생화학적 톡성온 본 연구에서 생산하고자 하는 형질전환 소외 우유에 함유된 human 

lactadherin을 정제할 때 메우 편러해진다. 즉 우유단백질의 약 85%는 여러 종류의 

casein놀인 데 이 音은 모두 pH 4.6에 서 첨 전뇌 므로 상능액 (supernatant)에 서 비 교식 간



단하게 정제暑 할 수 있게 한다. 또한 lactadherin은 다른 약吾晉과는 달리 대량 생산 

旱 이 단백질을 이유식이나 분유에 같이 섞어서 간편하게 복용시킬 수 있다는 장점을 

지니고 있다.

형질전환 가축의 생산에 있어서 가장 큰 문제점은 지국히 낮은 성공률인데 이것의 

가장 주된 원인은 동물의 胚에 효과적으呈 외早 유전자喜 전이시키는 방법의 부재에 

었다고 말할 수 있다. 본 연구외 사람 lactadherin을 생산하는 형질전환 소暑 생산하 

는데 있어서 낮은 유전자 전이율을 국耳하기 위하여 Chan 등(1998)이 발표한 방법을 

사용할 예정이다. 이 방법의 특정은 농측된 vec化r retrovirus暑 제 2 감수분열 중 

기 (metaphase II or Mil phase) 상태의 미수정 란의 위 란강(perivi化Uine space) 

에 주사하여 유전자暑 전이 시키는 것 이 다. Chan 등(1998)은 이 방법을 통하여 

100%의 효鲁성으互 형질전환 소暑 생산하는데 성공하였다.

Mil phase의 미 수정란을 사용하는 이 론적 근거 는 다옴과 같은 retrovirus외 특성 斗 

관계가 있다. 즉，HIV暑 제외한 대부분외 retrovirus에 감염된 표적세포는 그 세至 

세 포분열을 할 때 만 retrovirus의 RNA互早터 역전사된 DNA가 互적세 포의 genome 

에 삼입된다. 이는 세포분열의 중기 때，즉 핵막이 소실될 때 세포질에서 역전사된 

DNA가 표적세포의 genome에 접근할 수 있기 때문으로 추측된다. 보다 구체적으로 

말하면 표적세포가 metaphase일 때 virus의 RNA로부터 역전사된 DNA가 豆적세互 

의 genome에 접근할 牛 었는 확音이 가장 높다丑 할 午 있다. 일반 체세포와 비교하 

여 미수정란의 MII phase 때가 핵막이 완견허 소실되는 기간이 가장 긴 것으로 알려 

지고 있다.

위란강에 virus暑 주입하는 것은 미手정란이 virus에 감염되는 것을 막는 루명대 
문제룰 해결하기 위함인데，소 난자의 위란강외 부피기- 280 picoliter (2.8X10'" cm3)이 

고 위란강에 약 10 picoliter외 vec化r virus 액을 子사한다고 가정하면 객어도 1 ml 
당 1〇9 colony forming unit 만吾 농죽된 vims s化ck을 사용하여야 확著적으로 난자 

당 1개의 virus가 주입되는 셈이다. 그러나 현재 사용되고 있는 대부분의 retrovirus 

vector sys化m에서는 이 만晉외 고농도의 vi化s stock을 얻을 수 없다. 그 이유는 

retrovirus룰 互장하는 envelope pro化in의 instab化ty 때문에 초원심 분리와 같은 吾러 

객인 방법으로 virus의 농도暑 높이는 데는 한계가 있기 때문이다巧avatier et ai, 

1990)，

Retrovirus s化ck의 저농도에 관계된 문제 는 수년 전에 旦五된 VSV 

(vesicular stomatitis v^rus) G glycoprotein을 기존의 쥐의 leukemia virus 

envelope gene으豆 대치한 세로운 retrovirus vector system (Burns et al.，

1993)의 등장으呈 헤결할 수 있다. 이 virus의 특징 은 첫 째，어 vims는 pantropic 

으至써 어류룰 {Lm et al.，1994) 互함하여 거의 모든 동물세포暑 감염시킬 수 있五 

둘巧A, virus외 巧염도 (infectiv化y)에 영향을 줌이 없어 vims s化化昔 !，000배 이상까



지 능측시킬 수 있다는대 있다. 따라서 이 vims暑 이용할 경우 우리가 실험하고자 

하는 거의 모든 종의 세포에 대해 효율적으互 gene transfer가 가능하다고 할 수 있 

다. 巧94년 본 연구자가 미국에서 California 대학의 Bums 박사 group과 공동연구를 

주건할 때 VSV pseudotype retrovirus vec化r system을 사용헤 본 걸과，이 sys化m 

에서 생산된 농舞되기 전의 virus는 소의 cell에 대한 감염도가 일반 retrovirus 

system에서 생산된 vims보다 약 10〜350배 이상 높옴을 발견하였다. 따라서 VSV 

G pseudotyped retrovirus systeni에서 수확한 virus暑 약 1,000배 정도 농죽하여 全 

의 胚暑 감염시켜 유전자룰 견이하丑자 할 때, 지금까지의 retrovirus暑 이용한 형걸 

전환 동吾의 생산에 있어서 최대의 단점이었던 mosaicism을 최소화할 수 었으리라 

생각된다- 또한 이 virus system 을 유전자 치료에 응용할 경우，지금까지의 

retrovirus sys化m에서 생산된 virus豆는 감염이 저조한 세星着에 대해 旦다 豆율적 

으互 유전자를 전이시킬 수 있다고 생각된다. 그러나 이상에서 본 바와 같이 VSV 

pseudotype retrovirus vector system의 이용성은 다론 어느 virus system보다 우수 

담이 자명하나 불행허도 이 vims system은 미국 California 주에 위치한 Viagene이 

라는 회사가 특허권을 갖五 외早로 유출시키지 않고 있다. 이에 본 연구진은 4년 

견早터 어 virus vec化r sys化m의 개발을 시도하여 최근에 득자적인 개발을 완 

료하였다. 따라서 본 연구진이 개발한 새로운 retrovius vec化r system을 이용하는 

본 연구과제의 수행으豆 측적된 지식과 기슴은 장차 형질전환 가축의 생산효율성을 
제고하는데 크게 응용되리라 사豆된다.

2. 경제 • 산업적 측면

전 세 게적으互 유아音의 rotavirus외 감염으로 인한 적접 간접 의 괴 해는 우리가 생 

각하는 것旦다 훨씬 크며 우러 나라에서도 그 규모가 상당하러라 짐작된다. 전 세계 

적으互는 약 00만 어상의 유아놀어 이 ro化virus르 인하여 죽어가고 있고 감염되는 숫 

자는 牛억에 헤당되며 이룰 예방하는데 더 많온 수가 노력하는 것을 丑려하면 생명공 

학적으豆 lacta化erin외 대량 생산은 그 산업적인 효과가 메우 크다丑 아니 할 수 없 

다. 또한 離乳 前段階의 동물에도 비슷한 豆斗가 기대되기 때문에 lactadherin의 대량 

생산斗 보급으呈 ro化vims로早터 유아뿐만 아니라 동물까지 보豆할 수 있는 새互운 

지평을 열 수 있다. 또한 국내 생명과학의 발전斗 더불어 첨가 약품으로 수출할 경우 

많은 외화暑 벌어둘일 牛 있을 것으豆 기대된다. 또한 lactadh巧Tin온 다른 약吾돌과 

는 달러 대량 생산旱 이 단백질을 이유식이나 분유에 같이 섞어서 간편하게 복용 

시킬 牛 었다는 장점을 지니丑 있다.

현재 우러 나라에서 가측의 경제성을 개선시키五 농가의 소득증대暑 위하여 유전 

육종분야，번식 생리분야，영양 생리분야 등 여러 분야에서 다각객으로 노력하五 있



다. 그러나 측산업이 처한 여러 현안을 고려해 볼 때 새로운 해걸책을 모색하여야 할 

때가 온 것은 분명하다. 가측의 생산성 향상普 단기간 내에 도모하기 위해서는 앞에 

서 언급한 분야를 병행하면서 최첨단 생명공학 기범鲁 도입하는 것이 최선책이라 사 

료된다. 이미 여러 선진국에서는 자국 축산업외 경제성을 향상시키기 위해 그音만의 

생명공학 기법을 개발하고 그 기会 도입에 관한 연구가 활발하게 추진되고 있다. 이 

와 같은 상황에서 금旱 우리 농측산이 살아남는 길은 자국의 농측산물의 생산성울 실 

질적으로 향상시키면서 早가가치가 높은 산돌을 생산하기 위한 첨단 생명공학 기슬을 

개발하고 그것을 실용화하는 것이 좋은 대안으呈 사呈된다. 이러한 시대적 요구 등에 
부합하기 위하여 본 연구에서는 早가가치와 시장성이 유망한 lactadherin을 가측이 생 

산하게 하여 농촉산업의 경제성을 높여 실용화하는데 그 목적을 뚜었다.

3. 사회 - 문화적 측면

여러 가지 의학외 발달과 耳제 양인 Dolly 의 탄생 동으로 최근 견 세：계적으至 생 

명공학과 그에 畔른 여러 유사학문音이 각광鲁 받丑 있다. 그러나，이러한 세계적인 

추세에 호鲁普 하는 것은 일부 인기 학문音 즉, 유견공학，의학 등에 한해서 가눙한 

것으呈 인식되어져 왔다. 만약，이러한 우리의 시도가 성공을 거둔다면 농업 분야에서 

도 세계첨단을 다투는 성과暑 거두었다는 사회적인 쾌거喜 이룰 수 었을 뿐만 아니라 

우러 나라暑 비롯한 농업旱진국둘에게 커다란 희망을 안겨즐 수 었을 것이라 생각한 

디-. 또한，농업분야喜 식품생산 위手의 산업에서 탈피시켜 고소득울 보장하는 첨단 벤 

처 산업으로 발전시킬 수 있다는 점온 사회，문화객으로 메우 바람직한 것으로 사료 

된다. 본 연구에서 얻어지는 lactadherin의 유전자暑 星함한 retrovirus vector system 

은 체세포 전환 동晉을 생산하는 것斗 같은 최첨단 유S자 전이 방법에 접목되어 吾 

바로 단백질의 대량 생산에 응용될 수 있다-



제 3 절. 연구개발의 범위

본 연구는 retrovirus vector gene transfer system을 이용하여 human lactadherin 
鲁 mi化暑 통해 분비하는 형질전환 쥐의 생산을 통하여 필요한 지식과 기술을 측적한 

다옴. 최종객으로는 human lactadherin을 대량생산하는 형질전환 소暑 생산하여 첨단 

생명공학 기슴을 산업적으로 응용 가눙한 수준까지 개발 발전시키고자 실시하였으며， 

그 연구개발의 범위는 다옴과 같다.

가. 농축된 VSV-G based retrovirus 용액을 미수정 란의 위 란강에 주사타여 형 질

전환 쥐와 소의 생산
1) 생쥐의 미수정란(Mn phase)의 위란강에 농축된 virus 용액을 미세주입 하 

는 방범외 확립

2) 1)에 의해 축적된 지식 및 기술善 바탕으로 형질전환 쥐의 생산

3) 소의 미수정란(Mn phase)의 위란강에 농측된 virus 용액을 머세주업 하는 

방법의 확립

4) 1)，2)，3)에 의해 측적된 지식 및 기슬을 바탕으互 형질전환 송아지의 생 

化 사양 및 번식
나. Human rrdlk lactadherin 유전자暑 전이 및 발현시키는 retrovirus vector

5꼬5化111외 개발

1) Retrovirus vector 575化111의 구죽
가) CMV (Cytomegalo Virus) promoter，P—actin promoter, 흑은 WAP 

(whey acidic protein) promoter 통제하에 E. coli LacZ 흑은 GFP 

(Green Fluorescence Pro 化 in) marker gene 을 도입한 retrovirus 

vec化r의 구죽
나) MCF (쥐의 유방세포) cell과 MAC-T (소의 유방세포) cell을 이용하여 

연구목적에 가장 적합한 retrovirus vector상의 internal promoter외 선 

택
다) 나)에서 걸정한 retrovirus vector의 internal promoter 하에 human 

lactadherin gene을 도입한 retrovirus vector외 구죽 
라) 본 연구진이 이미 개발 완료한 VSV-G based packaging cell과 다)에 

개 발한 retrovirus vector暑 어 용 한 retrovirus -producing cell 외 개 발

2) Retrovirus vector systert의 생 吾학적 안전성 化io-safety) 검 사
가) Reverse transcriptase assay등을 통하여 vec化r virus에 의해 외早 유 

견자가 견이된 세至와 형질전환동晉互旱터 virus의 생산여

3) 타 연구자音의 선행된 연구 보고에서 나타난 WAP promoter의

早 조사



발현상의 여러 문제점을 혜결하기 위한 새互운 vector system의 개발 

가) Inducible promoter인 tetracydine—controllable promoter 통제하 

에 human lactadherin gene을 도입한 retrovirus vec化r의 구측 

나) 위 가)의 vec化r暑 생산하는 retrovirus-producing cell의 개발 

다) in vitro 상에서 tetracycline의 induction 여早에 따른 human 

lactadherin gene의 발현 확인 
다. Human lactadherin 유전자의 cloning 및 발현분석

1) Lactadherin 유전又} cloning
가) Primer(20 base pairs each) 및 probe 제작 

나) mRNA 분리
다) RT PCR과 사람의 乳腺組織외 cDNA library screening을 이용 

한 cloning
2) Lactadherin 정제방법 확립 및 항체 생산 

가) 모유외 lactadherin 정제

나) 토꺼 항체 생산

3) DNA 분석

가) Southern blot

4) Lactadherin 발현 분석 (유선 및 우유音)

7}) Noithem blot

나) Western blot 

다) Immunocytochemis化y 

라 Lactadherin의 bioassay



제 2 장 국내외 기술개발 현황

제 1 절. 국내 • 외 관련기술의 현황 및 문제점

형질전환가축의 생산에 현재 이용되고 있는 기舍온 DNA의 견핵 미세주입，핵치환 

을 이용한 cloning, 그러고 retrovirus vector sys化m斗 같이 크게 3가지가 었다. 이돌 

3가지 방법 중에서 핵치환을 이용한 cloning 기술은 가장 최근의 기술互 Wilmiit 

(1997)에 외헤 emb巧onic cell이 아닌 분화가 끝난 유방조직 세포의 핵을 미수정란의 

핵과 치환하여 Dolly라는 양을 탄생시킴으豆써 세계적인 주목을 골게 되었五, 그 후 

C化dli 등(1998)은 태아조직세포외 핵을 이식하여 성공적으至 송아지喜 생산하는데 성 

공하였다. 최근에 와서는 국내 서울대학교 team에서도 젖소에 이어 한早의 cloning에 

성공하였다. 그러나 이 방법의 단점으로 다음과 같은 점이 지적되어 지고 있다(Sdter 

and Gearhart，1999).

L Cloning에 의한 방법으豆 가舞과 실험동물을 생산하려는 현재의 시도音에서 이 

방법의 안전성이 아직까지 입증되지 畏하고 있다. 그 이유는 대부분의 clone이 

발생단계에서 죽거나 상당수가 출생旱 사망하기 때문인데 최근에 일본에서 8 마 

리의 cloning된 송아지 중에서 4마리가 곧 사망하였다고 보고되었다. (Y. Kato 

et al.，1998).

2. 핵의 reprogramming이 silent한 유전자의 세呈운 발현과 DNA 생산의 개시，그 

리고 염색체의 구조에 어떠한 영향을 미치는지에 대하여 알려진 것이 거의 없다.

묘 핵이 제거된 난자에 성숙된 세포의 핵(adult nucleus)어 주입되었을 때 어떠한 

분자돌이 어떻게 작용하는 지에 관하여는 아직 알려진 것이 없다.

한편，DNA의 전핵 미세주입 방법은 Palmker 등(1982)어 최초呈 성공한 가장 오래된 

기슬呈써 헌재까지 생산된 대부분의 형질전환 동吾은 이 방법에 의해서이다. 그러나 현 

재까지 생산된 대부분의 형질전환 星유류 가측 중 경제성이 입증된 경우는 전세계적으 

呈 아직까지 몇몇 경우에 불과한 실정이다 (Ebert et aL，1991； W^ght et al.，1991； 

Carver et al.，1993). 국내의 경우 생명공학 연구소외 이경광 박사 team과 유윽준 박 

사 team의 성공사례가 언론에는 많이 보도되었으나 수정란에 미세주입한 외早 DNA 

가 염색체 상에 존재하는 형 질전환 가축을 개발했다는 학슬지의 보고는 아적까지 

미미한 실정이다. 전핵 미세주입에 의한 형질전환 포유류 가축의 생산에 있어서 이 

와 같은 기대 이하의 건척을 가겨온 근본 원인을 요약하면 다옴과 같다.



1. 동晉 수정 란의 효과적 인 외早유견자 견이체 계 (exogenous gene trans 

-fer 3모5化111)외 早재

2. 대둥音의 경早 수정란 구입 버용의 과다，유전자 전이 旱 수정란 이

식을 위한 다수외 대러모(代理母)확보，대리모 임신기간 중 사양관러비 과다 

지출.

3. 형질전환 가축을 생산한 旱，가측의 능력 검정 및 吾증 고정에 따른 

斗다지출과 긴 소요기간

4. 특정 외래 유견자외 저속적인 발현(constitutive expression)으呈 인한 

형질전환 中정란의 임신중 사망，또는 동물의 복함적인 생러적 부작용(Vize 

et cd.，1988; Ebert et aL, 1988).

Retrovirus의 감염 에 외한 최 초의 형 질 전환 동晉외 생산은 Jaenisch 동에 의 해 이 

머 巧75년에 보五되었지만 아직까지 쥐 이외의 동晉에서 re 化 ovims vector 에 의한 성 

공적인 형질전환은 보고되지 않고 있다. 그 주된 어유는 有蹄類 동물의 embryonic 

ceU에 감염성이 早수한 retrovirus vec化r system의 早재에 있다. 그러나 본 연구자는 

기존의 mouse amphotropic leukemia virus^}- 아닌 Gibbon ape leukemia virus의 

envelope으豆 포장된 retrovirus vector暑 이용하여 최초로 소의 수정란에 외부 유전 

자暑 견이시키고 발현시 켰으며 (Kim et al., 巧93)，그早 이 vec化r virus暑 생산하는 

cell을 소 수정란외 위란강에 주입하여 牛정란의 생존올 및 외부 유전자의 발현율을 

현저司 상승시 켰다 (Kim and Park, 1995). 가장 최 근에 개발된 retrovirus vector 

system으呈는 VSV (vesicular s化matitis virus) G glycoprotein을 기존의 쥐의 

leukemia virus envelope gene으로 대치한 retrovirus vector system이 었다 (Burns 

et aL, 1993). 이 virus외 톡징온 다음斗 같다. 첫째，이 virus는 pan化opic으로써 어류 

暑 (Lin et aL，1994) 포함하여 거의 모든 香吾세포톰 감염시킬 牛 있고 音째，virus 

의 감염도 (infectiv化y)에 영향을 줌이 없이 virus stock을 1,000^1] 이상까지 농죽시 

킬 수 있다는데 있다. 따라서 이 virus暑 이용할 경우 어튜暑 포함하여 (Lin et al.， 

巧94) 우리가 설험하고자 하는 거의 모든 종의 吾물 세포에 대해 훨씬 효율적으呈 

gene transfer가 가능할 것이다. 최근의 가장 고早적인 보五豆는 Chan 농(1998)이 

VSV-G based retrovirus vec化r sys化ni으互부터 생산된 농죽된 vims暑 metaphase 

II 상태 인 소의 머수정 란 위 란강에 주사하여 100%의 transgenic 송아지 를 생산하였 

다. 본 연구진은 최근에 이러한 retrovirus vector sys化m울 자체적으로 개발하였고 

쥐와 소의 미수정란을 대상으至 연구를 手행하였다.



제 2 절. 앞으로의 전망

형질전환 포유류 가측의 생산에 있어서 해결하여야 할 가장 시급한 문제는 지국司 

낮은 생산율이다. 본 연구에서 형질전환 소의 생산에서 시도하고하는 새로운 전락， 

즉 Mil phase의 미 牛정란鲁 표적 으豆 하여 VSV-G based retrovirus vector system 

을 이 용하여 외 早유전자暑 전이 시키는 방법 은 앞으로의 형 짙전환 가측을 생산하는 

표준 방법이 될 수 있을 것이다. 특히 고농도의 농측어 가능한 본 연구진의 새로운 

VSV-G based retrovirus vec化r syston은 형질전환 互유동물의 생산에 뿐만 아니라 

형질전환 조류，나아가 형질전환 어류의 생산에도 옹용될 宁 있을 것으로 사료된다.

본 연구에서 형질전환 소暑 이용하여 생산하고자 하는 human milk lactadherin은 
早가가처와 시장성이 매우 높을 뿐만 아니라 생화학적 톡정상 우유로早터 분리 정 

제가 비교적 용이하五 또한 구강 투여가 가능하므豆 상吾화도 용이하다丑 할 수 었 

다. 또한 lactadherin은 포유류 가舞의 rotavirus성 설사의 예방에도 이용이 가능하 

다. 뚝허 타 가측에서도 본 기香이 활용 가능하旦呈 종든산업에서 자돈의 설사署 완 

벽하게 방지할 수 있어 엄청난 경제적인 豆과륜 창출할 수 있다. 타라서 형질전환 

젖소暑 이용한 lac化dherin의 대량생산온 국민 건강뿐만 아니라 측산업 농가의 획기 

적인 소득 증대에도 크게 이바지 할 것이다.



제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절. 연구개발 수행내용

1. 제 1 세早과제 농측된 VSV-G based retrovirus 용액을 미수정란의 위 란 

강에 주업하여 형질전환 쥐와 소의 생산

가. 형질전환 쥐의 생산

1) 공시동晉 및 사양조건
본 실험에 사용한 동吾온 근교계 생쥐 C57BL/6 암컷과 CBA/N 수컷을 1 : 1至 교 

배시킨 旱 생化 사육된 4-5주령의 hybrid F1 암컷을 공란생쥐로 이용한다. 실험동물 

사육실의 조건온 1일 점둥시간 14시化 온도 25。(：，舍도 50%至 조정하五, 공기여과는 

강제순환방식을 이용하며，항생제가 첨가되지 않은 실험동돌사置(제일제당，한국)와 

量을 早제한 급여한다. 깔짚은 1주일에 한번씩 교환하며，사윽 cage(대종기71, 한국)는 

Germex(한국바이엘，한국)로 소득한 早 건조시켜 사용하여 실험동물 사육을 위한 최 

적조건을 유지하였다.

2) 미수정란 위란강에의 virus 주입
6주령 의 공시 동音에 pm 7:00에 PMSG 5IU 平여 후 48시 간 뒤인 pm 7:00 에 hCG 

暑 투여 한다. hCG暑 투여한旱 14-16시간째에 mouse ocx:ytes(Mn)暑 외과적 방범으 

互 collection하여 CZB medkim상에서 hyaluronidase暑 첨가'하여 oocyte의 cumulus 

cell을 denude 시킨 다鲁 1시간 incubation 시킨다. 이 난자에 RT-virus +

dilution medium IfjJL (1ml PBS + polyblem 10^)를 위란강이 부풀丑 세至질이 터지 

지 않도록 주의 하면서 주입한다. 미세조작은 30분 이내로 晋내고 1시간 가량 〇〇巧化 

를 incubation 시켰다.

3) 체외수정 및 배 이식 (embryo transfer)
CBA/N male 8-9 早령외 정소상체 미부暑 외과적 방법으呈 채취하여 sperm율 1 

30분 가량 incubation 시 켜 수정능 획 득을 시 키丑，곰배 잉巧]■는 sperm의 양各 100 

만-200만으로 한다. 공배양 旱 24시간 뒤 수정여早暑 관찰한旱 상설배 흑은 배반至기 

까지 배양한다. 상설배 흑은 배반포기의 난자는 외래 유전자 발현여早暑 형광현미경 

(GFP gene), X-gai seining (Laz gene) 및 PCR(Neo gene)呈 검색하고 일早는 위임



신된 자성생쥐의 자궁각에 각각 5-10개씩 외과적으呈 이식하여 임신을 유도하여 산자 

를 생산 하였다.

4) 외래유전자의 분석

대리모互 부터 태어난 산자외 유전자 삼업 및 발현 여早는 생旱 6〜8手령 쥐의 꼬 

러 sample을 PCR : Southern, Northern, Western blots : X-gal staining, 巧uorescent 

microscopy 등으로 관별하였다.

나. 형질전환 소의 생산

1) 체외성숙
중점적으互 형 질전환 소의 생산을 목표로，소의 미午정 란의 준버 및 Mil phase 미 

수경란에의 농측된 vims의 주사 설험에 사용할 Mil phase 머수정란온 도살장에서 구 

입 한 난소豆早터 채 취 한 난자暑 18 시 간 동안 maturation medium에 배 양한 早 

cumulus cell을 제거한 다鲁 위란강에 농측된 vec化r virus暑 injection한다. Mil 

phase 미수정란의 위 란강에 농측된 vims외 주사는 앞의 쥐 의 경우와 같은 방범으呈 

하였다.

2) 체외수경
위란강에 microinjecton이 끝난 난자는 8 시간 早 maturation medium하에서 정액 

과 함께 24시간 吾안 배양한다. 수정이 끝난 zygote는 CR1 + 10% FCS (Rosenkrans 

et al.，1991，1993) 배양액 소적내(10 embryos/己0 /겟)에서 6-7일 동안 배양한다. 그 중 

일早의 수정 란은 외부 유전자의 발현유무暑 확인하는데 사용하고 일早의 牛정란은 대 

리모에 수정란을 이식하는데 사용하였다.

3) 수정란 이식
Vims-producing cell이 injection된 수정란올 CR1 + 10% FCS 化op에서 6-7일社 

배양한 旱，8세포기가 된 胚暑 synchronization된 대러모의 자궁에 버외과적 방법으로 

수정란을 이식하였다.



2. 제 1 혐동과제 : Human-milk lactadherin 유전자톰 견 이 및 발현시 키 는

retrovirus vector system의 개 발
가. Packaging cell

본 연구진이 4년에 걸쳐 최근에 개발을 완료한(unpublished) 293-GP巧VT cell을 

packaging cell呈 사용하였다. 원래 packaging cell은 retrovims의 gag-pal 유전자와 

생산되는 virus 暑 포장하는 enevlope pro 化 in 유전자暑 발현한다. 그러나 

293-GP+SVT cell은 retrovirus의 gag-pol 그리고 SV40 了 antigen 유전자룰 발현하 

五 retrovirus의 envelope 역할을 하는 VSV-G protein 유전자는 발현하지 않으旦互 

엄밀한 의미에서 pre-packaging cel] 이라고 말할 수 있다. 293-GP+SVT cell 에 

VSV-G 유전자暑 발현시키지 않게끔 한 이유는 VSV-G 유전자의 발현이 cytotoxic 

하기 때문이다 巧urns et a].，1993； Yee et al.，1994).

나- Retrovirus-producing cell

Retrovirus 暑 생산하는 세포 (retrovirus-producing cell) 는 packaging cell 에 

retrovirus vec化r暑 도입밤으로써 만音었다. Retrovirus vector의 packaging cel]에 의 

도입 방법은 infection鲁 어용計는 방법과 transfection을 이용하는 방법이 있는데 

infection을 이용타는 방범이 훨씬 化er가 높은 것으로 보고되丑 있다 (Hwang and 

Gilboa，1984). 293-GP+SVT cell豆早터 retrovims-producing cell을 만드는 방범을 정 
러하면 다옴과 같다.



Re化ovirus vector DNA

^r Transfection

PG13 packaging cell 

(Miller et al.，1991)

The virus is enveloped by retrovirus 

envelope protein. Concentration is not 

efficient.

Infection VSV—G

1 r CMV

promoter

VSV-G gene 

expression vector DNA 

(Yee et al.，1994)

The virus is enveloped by VSV-G 

protein. Concentration is very efficient.



다. Retrovirus vector의 construction

1) 본 연구건이 construction한 다움의 vector들과 YSV-G based packaging cell豆 

早터 만둘어 진 virus暑 이 용하여 쥐 와 소의 미 수정 란의 위 란강에 virus暑 injection하 

였다 (1 차 연도 연구).

2) 우선 pLNCZ vec化r에서 CMV promoter暑 whey acidic pro化in promoter로 치환 

한 ved:or (pLNW巧暑 construction한 다옴, pLNCZ와 pLNPZ와 함께 각각 vims暑 만 

音어 MCF (쥐외 유방세互)와 MAC-T (소의 유방세포)暑 감염시킨다. 각 vector에 

대한 MCF와 MZC-T cell에서의 LacZ marker gene의 발현정도呈 어느 promoter가 

유방세포에서 발현이 가장 좋온가暑 걸정하였다.

3) 그 결과暑 토대로 pLNCZ, pLNpZ 그리고 pLNWZ 중에서 가장 우수한 vector의 

LacZ gene을 human lactadherin gene으豆 환한 vector暑 만들어 이 vector暑 형질 

전환 쥐와 소외 생산에 이용하였다.

라. Retrovirus vector 용액의 농죽

Vims暑 생산하는 세星로早터 수확한 배양액臺 Beckman SW41 rotor暑 이용하여 

4°C에서 50,000 g (25,000 rpm)豆 90분 동안 원심분리한다- 농축된 virus peliet을 처 

音 volume의 약 1% 정도의 TNE나 0.1X Hank's balanced solution 흑온 수정란 배 

양액으로 4〇C에서 overnight resuspension한다. 농죽된 "vims 용액은 0.22pm_pore 

size filter를 이용하여 멸균과 cell debris暑 제거한다. 농죽이 끝난 vector 용액은 

-70。〇에 旦관하였다.

마. Retrovirus vector system의 생吾학적 안정성 化iosafety)의 조사

Retrovinas暑 생산하는 세포 속에서 아주 낮은 번도로 3가지의 retrovirus를 만드 

는 DNA (gag-pol, retrovirus vector DNA, VSV-G glycoprotein올 coding하는 DNA) 

가 Homologous recombination하여 replication competent한 retrovirus暑 생산밭 수도 

었다. Replication competent한 retrovirus외 생산 여早暑 조乂}하기 위해서 본 연구자 

가 이 미 확립 한 방법化im et al.，1993)에 따라 RT assay와 second infection 化st暑 

하였다.



义 제 2 협동과제 : Human lactadherin 유견자의 cloning 및 발현 분석 

가. Lactadherin의 정제

모유暑 원심분러하여 지방구暑 분러하였다, 여기에 지방구 早피의 2배에 해당 

하는 Tris buffer와 1% Triton-X 100을 첨가하여 적절司 교반하여 주었다. 다시 

원심분리暑 실시하여 지방을 제거한 早에 Gel mtration을 설시하여 약 50K 정도 

외 fraction을 분리하였다. 그 다옴 ion exchange chromatography暑 실시한 다음 

적절한 fraction을 선별하여 H化C暑 설시하였다. 해당 fraction에 대하여 다시 

ammonium sulphate precipitation, gel filtration, DEAE chromatography 등의 방"

법으互 정제暑 설시하고 각 단계마다 SDS-PAGE互 그 순도暑 확인하였다.

나. 항체 생산
경제된 단백질 용액과 Freund's complete adjuvant룰 같은 양으互 잘 흔합한 

旱 5마러의 토끼 에 0.2 mg의 단백 질 이 주입 되 도록 근육 주사하고，2주 旱에 는 같 

은 방범으互 앞에 주사한 양의 약 20%暑 주사한다. 혈액은 주사 전 旱呈 5일 간 

격으互 5ml을 귀에서 채취하였다. 여기서 만들어진 항체는 Western blot 등 항체 

暑 이용하는 lactadherin의 각종 발현 분석과 생화학적 분석 에 사용하였다.

다. R'imer 巧0 base) 및 Probe 제작

Primer는 lactadherin의 아미노산 sequence중 7개씩 2군데暑 선정한 다음 Mixed- 

oligomer가 되도록 상업적으로 주문하여 제작하였다. 이 primer set와 분리된 RNA暑 

혼할하여 RT-PCR을 실시하여 DNA喜 증폭시키고 이것을 다시 cloning하여 probe看 

얻었다. 여기서 얻어지는 probe는 Southern과 Northern blot에 이용하였다.

라. mRNA 분리 및 cDNA cloning

인간의 유선 Cell line으互부터 mRNA 분러 kit을 이용하여 mRNA를 분러하거 

나 상업적으로 인간 유선 mRNA暑 구입한 다옴 Mixed primer暑 사용한 RT-PCR 

을 이용하여 cDNA룰 중폭한 다옴 SDS-PAGE音 실시하卫 예상되는 크기의 밴드 

暑 잘라서 pGEM-T (Promega Co.)에 cloning 한 早，E. Coli에 전이 시킨早 배양 

하고 Plasmid暑 분러 정제하여 층분한 양의 Lactadherin 유전자 cDNA Insert暑 

확旦하였다. 이 Insert는 Retroviral vector에 삼입 되어 발현 vector呈 만晉었다.

마- Library Screening

Phage로 만둘어진 인간의 유선 cDNA L化rary暑 상업적으呈 구입하여 위에서 

만들어진 probe을 이용하여 screening을 설시하고 이와 같은 과정을 3-4차례 되暑



이 하여 원하는 몇 개의 clone을 얻었다. 이 방덤斗 RT-PCR에 의한 cloning名 

full size cDNA clone을 얻기 위하여 병행하여 설시하고 상호보완하여 결과畳 헤 

석하였다-

口K Northern Blot

유선조직을 쥐互早터 데어내기 위하여 2mg 의 sodium pentobarbital 을 

in化aperitonealOGP) 주사하고 4번째 유선의 등쪽 晋에서 약 lOOmg외 유선조직을 

분러하였다 (Yom，1991). 다른 조직은 치사량의 sodium pentobarbital을 주사한早 

절개하여 분리하였다. 분리된 조직은 액체질소에 즉시 동결하丑 -8〇r에 보관하였 

다가 Teflon 조직분쇄기를 이용하여 분쇄하였다. 다옴 total RNA는 Chomczynski 

등(1987)의 single s化p 분러법으로 분리하고, Amersham C化의 Hybridization 방법 

에 따라 1%의 Agarose gel 을 化 nature 한 조건하에서 실행計고 Hybond-N 

membrane을 사용하여 transfer한 다옴，42"C 에 서 Hybridization울 설시 하였다. 여 

7] 에 사용되 는 probe는 nick translation하여 사용하였다 (Yom，巧91).

쥐의 착유
쥐의 착유는 염化om，1991)이 보고한 방법에 의하여 실시하였다. 비유중인 쥐 

에서 새끼暑 4시간 격리시키五 1.5mg의 sodium pentobarbital을 IP 주사計고 10분 

旱에 0.5 U의 oxytocin을 역시 IP 주사■하였다. 그旱 진공 펌프에 연결된 쥐의 착유 

기구呈 Eppendorf tube에 4쌍외 유早룰 번같아 가며 모두 작유하였다. 작유량온 

개체당 0.5-1.0 ml 가량이었다.

아. Western Blot
우유에 서 지 방을 일차분러 하고 분리 된 지 방구에 서 ]actadherin을 포함하는 

fraction에 Yom 둥(1992)의 방법으呈 토끼의 1차 항체와 양의 2차 항체暑 이용하 

여 S시 하五，a化aline phosphatase喜 어 용하는 NBT-BCIP 방범營 사용하였다.

乂1'. Southern Blot
조직으互早터 genomic DNA暑 protenase K의 처 리豆 분러 정제하고，제한豆소 

로 절단된 다옴(EcoR I, Hind III), 1% gel로 분리한 早 Hybond-N (Amersham 

Co.)을 이 용하여 전이 시 킨 다옴 제조회사(Amersham)의 설명 에 畔라 nick- 

translate 된 DNA probe至 62。[에서 12시간 동안 hybridizatiorri： 한 旱에 높은 

stringency로 wash하：il autoradiography를 실시 였다.



차. Immunocytochemistry

발현된 유선조직은 Acetaldehyde에 외하여 fixation이 되 고, epoxy 동의 plastic 

안에 고정 되 고，micro化me에 외하여 가는 절편 으로 잘려 진 旱，유러 슬라이 드 위 

에 놓여겨 면역항체법을 이용하여 Polak 둥(1983)이 묘사한 방범으呈 세互외 구조 

룰 형광현미경으呈 분석하였다.

카. Lactadherin 의 bioassay

쥐의 milk暑 통하여 분비된 사람의 lactadherin이 rotavirus의 증식에 머치는 영향 

을 다옴斗 같이 평가하였다. MA104 세포(rotavirus host cell)暑 microplate에 早착시 

킨 早，rotavirus와 recombinant mouse rrdlk룰 넣은 다음 세포暑 배양하였다. 그早 세 

척과 고정 과정을 거친 MA104 세至에 대해 항원항체 반응과 staining을 실시한 다음 

현미경하에서 사진을 찍어 그 결과를 관정하였다 (Perez et al.，1999).



제 2 절. 연구결과

본 연구暑 위하여 주관연구책임자는 유전자 조작과 retrovirus vector system 개발 

을 제외한 형질전환수정란 제조斗 처리 및 이식 등에 관한 일체 연구의 진행과 관리 

暑 총괄 지휘하였으며，공동연구자(제1혐동)는 유전자 확보와 조작, 프豆모터제작， 

retrovirus vector sys化m의 개발 및 개발된 system의 생물학적 안정성 검사 동 유전 

자 조절에 관한 일체외 연구에 관하여 총괄 지휘하였으며 공동연구자(제2협동)는 

human lactaherin gene의 cloning과 이 gene의 정제 및 발현의 분석에 관한 일체의 

연구暑 지휘하였다. 유기적인 연계체제하에 공동연구자는 필요한 유전자暑 제작하여 

주관연구자에게 제공하였으며，주관연구자는 제공받 온 유전자暑 형질전환수정란의 생 

산을 위하여 사용하였으며，그 결과는 다옴과 같다.

1. 농축된 VSV-G based retrovirus 용액을 머午정란의 위란강에 주입하여 형질 

전환 쥐와 소의 생산 (제1세早과제)

7}. Retrovirus 용액을 미수정란의 위란강 주입 기법을 통한 형질견환 쥐의 생산

본 연구는 외래 유전자가 도입된 레트豆 바이러스벡터喜 성숙난자의 위란강내에 

주입하는 방법울 통해 최종적으로 human lactaherin을 유즙에서 분비하는 형질전환 

소의 생산 기범 확립을 위한 기초 연구로서 쥐 난자외 위란강내에 레트互 바이러스벡 

터暑 주입한 早 체외수정을 실시하는 방법으豆 수정란내에서의 외래 유전자외 도입과 

발현을 각각 조사하였다.



Table 1. Expression of EGFP in blastocysts after microinjection of retroviral 

vector into perivitelline space of mouse matured oocytes

No. of

oocytes

No. (%) of

embryos cleaved

N化（％) of

blastocysts

No. (%) of

GFP expressed

IVF 295 238 巧0.6)a 129 巧4.2) 0

GFP injection 188 94巧化0)b 47 巧0.0) 3 (6.3)

* IVF : in vitro fertilization. GFP injection : microinjection of EGFP retroviral

vector into privitelline space of mouse oocytes after removal of cumulus cells, 

a vs b 二 P < 0.05.

EGFP retroviral vector을 과배란이 유도된 난자의 위란강내에 주입 旱 체외午정 

을 유도했을 경우 난할율과 배반포 밭달율을 조사한 곁과, retroviral vector喜 주입하 

지 않고 체외 수정을 설시한 대조군의 경우 8(16%의 난자가 분할하였으며 이둘 난자 

중 54.2%가 배반星로 발달한데 반해 유견자暑 주업하였을 경우 난할율은 50.0%로 유 

의적으至 낮게 관찰되었五, 이둘 분할란 중 34.5%가 배반星互의 발달율을 보여 대조 

군에 버헤 저조하였으나 유의차는 없었다 (Table 1). 그 이유는 레트로바이러스 벡터 

暑 난자의 위란강내에 주업하는 과정에서 발생한 뮬러적 손상 내지는 주입 유전자 자 

체의 특성에 기인한 것으豆 사료된다.

그러고 형광현미경 하에서 관찰한 결과 이듈 배반星기 배중 6.3%외 牛정란에서 
EGFP의 발현을 확인하였다. 이들 배반포에서의 EGFP 발현온 Kg. 1에서 보는바와 

같이 녹색 형광의 발현으로 확인되었다. 이러한 걸과돌은 레트呈바이러스 벡터를 난 

자의 위란강내에 주업한 旱 수정하는 기법에 외헤 난자는 배반互豆의 발달어 가눙하 

며 레트로바이러스 벡터暑 이용한 형질전환 생쥐 수정란의 생산이 가능함을 나타낸 

다. 이러한 결과는 레트豆 바이러스 벡터를 이용하여 난자의 위란강으互 주입한 旱 

외래 유전자를 난자의 핵내에 전이시킬 수 었는 Bremel(1998)의 연구와 유사한 결斗 

임을 확인할 수 있었다.



Fig. 1. Representative microscopic image of blastocyst stage embryo that was 

subjected to the peri vitelline space microinjection of EGFP retrovi 巧 1 

vector. A; Light stereomicroscopic image，B: Fluorescent image under the 

EGFP excitation light.

한편 1협동斗제에서 구측한 human lactaherin 유견자룰 전이시키는 巧trovims룰 
생쥐 수정란의 위란강내에 주입한 후 난자외 난할을과 이둘 분할란에서 배반포呈의 

발닦을은 각각 51.8, 541%이였고, retrovirus를 뚜입하지 않各 군의 경우 난자의 난할 

올파 이畳 분•할란에서 배반呈로의 발달울은 각각 81.0, 56.3%로 수巧률에서는 차이룹 

보였지巧 발달善에 있어서는 차이가 없는 것으呈 나타났다 (Table 2)>



Table 2. In vitro development of embryos after microinjection of retroviral vector 

into perivitelline space of mouse marred oocytes

Treatment*
N化of

oocytes

No. (%) of

embryos cleaved

N化（％) of

blastocysts

IVF 巧8 128 巧LOr 72 巧6.3)

human lactaherin

gene injection
417 216 巧 1.8)b 117 (己4.1)

* IVF : in vitro fe巧ili^ation，human lactaherin gene injection : microinjection of 

human lactaherin retroviral vector into privitelline space of mouse oocytes after 

removal of cumulus cells, 

a vs b 二 P < 0.05.

또한 형 질 전환생쥐言 생산하五자 human lact油erin retroviral vec化r暑 위 란강에 

주입한 旱 체외수정을 설시하여 생산된 수정란을 체외에서 하早동안 배양한 旱 분할 

이 이早어진 난자만營 선별하여 40午외 대러모의 난관에 이식하였으며，생산된 산자 

는 PCR을 이용하여 외래유전자의 도입여早暑 圣사하였다. 모早 49마리의 산자가 태 

어났으며 (Table 3)，이돌 산자 중 한 마리에서 외래 유전자의 도입을 확인할 수 있었 

다. 이둘 human lactaherin 도입은 Fig. 2에서 旦는바와 같이 PCR 분석을 통헤 한 마 

러에서 386 bp의 band가 확인되었다. 또한 이 생쥐暑 장기별呈 분류한 旱 RT- PCR 
을 수행한 결과 난관，신장，지라，꼬러 및 소장에서 유전자의 도입斗 발현이 성공적 

으互 이루어졌옴을 확인할 수있었다. PCR 呈 분석한 걸과 한마리에서 human 

lac化herin 유전자의 존재가 확인되었다. 이러한 결과는 외래 유견자가 도입된 레트로 

바이러스暑 난자의 위란강내에 미세주입하는 방법에 의헤 형질전환 全외 생산에 성공 

한 An化ony 등(1998)의 걸과에 早합된다.



Table 3. Transfer of mouse embryos injected to transfection of human lactaherin 

gene

No. of embryos No. of recipients
No. of

offspring

No.(%) of

in 化 gration

Control 120 10 32 0(0)

human .

lactaherin
341 40 49 1(2)

M P N12 3* 456789

새386 bp

Fig 2. PCR analysis of mouse offspring. P: PA317-LNPEGFP N : negative 

control. Lanes 1-9 mouse offsprings 9 heads genomic DNA (EGFP 386 bp 

arrowhead), and M: 100 bp molecular weight marker



M P N 1 2 3 4

새386 bp

巧g 3. PCR analysis of mouse offspring. P : PA317-LNPEGFP N : negative

control. Lanes 1-5 different organs from offspring (EGFP 386 bp 
arrowhead, 1 : oviduct, 2 : kidney, 3 : spleen, 4 : tail,己：small in化stine), 

and M: 100 bp molecular weight marker

나. Retroviras 용액을 미수정란외 위란강 주업 기범을 통한 형질전환 소의 생산

Retrovirus를 이용한 형질전환 동晉을 생산하는데 있어서 최적의 조건을 확립하기 

위하여 lactadherin 유전자暑 이용한 위란강내 re化oviral vector의 주업에 앞서 가장 

어상적인 retrovirus의 주입시간斗 retrovirus暑 이용한 형질전환 동물 생산에 었어서 

가장 중요한 요소중의 하나인 층분한 위란강 晋간외 확보，retroviral vector 의 

transduction efficiency暑 높이는 방범에 대해 선행 연구暑 실시하였다­
우선 소의 미성숙난자롤 2己 mM NaHCOS, 10% FBS，0.2 mM pyruvate, 5 /zg/M 

FSH, 1 estradiol-17P 그리고 25 fig/mZ gentamycine 이 첨가된 TCM-199

(G 化 CO，Grand Island, NY) 에서 16 에서 24 시간동안 배양한 뒤 각 시간대별呈 

retrovirus의 microinjection을 실시하였다. 그旱 5시간早에 체외수정을 실시타여 그 발 

달율을 버교하였다. 이것은 위란강내 주입된 retrovirus가 역전사효소에 의해 DNA呈 

전환된뒤 숙주의 genome에 integration 될 수 있도록 시간적인 여유暑 주기 위함이다. 

그 결斗 각각의 실험군에서 분할율에는 유의차가 없었으나，배반里로의 발달율은 16, 
巧，20시간의 체외성숙 旱 retrovirus暑 주입한 처리군에서 높은 발달율을 互였다 

(Table 4). 이런한 결과豆부터 유추하여 본연구에서는 18시간동안 체외성숙을 실시한 

뒤 retrovirus暑 위란강에 주업타고 5시간의 migration 시간을 주는 것으로 실험조건



을 확립하였다.

Table 4. Effect of maturation time on in vitro developmental rate following 

perivitelline injection using retroviral vector

Maturation time (hr)
No. of Mn oocytes

injected

No. (%) of cleaved

oocytes

No. (%) of

blastocysts

16 122 69 巧6.5) 15巧1.7广

18 131 80 (61.0) 17 (21.2)a

20 218 127 巧8.2) 24 (18.8)3

22 201 125 巧2.1) 14 (11.2)b

24 224 128 (57.1) 16 (12.5)b

Different superscripts within same column were significantly different (P<0.0己).

Retroviral vector暑 주업할 때 높은 titer의 vector s化ck芒 필牛적인 사항이다. 이 

것은 미수정란의 위란강이 매우 협소하기 때문이며 설제 자연배란된 난자와 체외성숙 

시킨 난자를 비교해볼때 난자의 크기，투명대의 早께와 경도，세里질의 밀도 그리五 

위란강의 크기에서 상당한 차이暑 보인다. 타라서 위란강의 공간적 제약 때문에 

retrovirus stock을 층분히 주입하기가 어려운 상황이며 이에 본 연구에서는 sucrose 

暑 처리함으로써 위란강내에 音분한 공간을 확보하기 위해 최적인 sucrose 처러 농도 

暑 구하기 위한 연구暑 진행하였다. 그결파 배발달율은 처리하지 않은 대조군과 버교 

시 유의차喜 보이지 않았으며 유전자의 integration 율은 sucrose룰 처러한 군에서 메 

早 높게 나타나는 것을 확인하였다 (Table 己).



Table 5. Effect of sucrose treatment on in vitro development of bovine oocytes 

and integration rate of GFP gene in blastocysts

Treatment No. of oocytes ■
No. of embryos developed to No. of blastocysts 

gene-integrated (%)2-ceil (%) Blastocyst (%)

Control 240 139 巧7.9) 2己（17.9) 1 (4)a

0.己％ Sucrose 200 巧2巧1) 23 (18.8) 6 巧6)b

1% Sucrose 200 119 (59.己） 24 (2化:!） 7 (29.1 )b

2% Sucrose 巧0 108 巧6.8) 21 (19,4) 5 (23.8)"

3% Sucrose 220 128 巧8-1) 22 (17.1) 7 (31.8)b

Different supe巧cripts w化hin same column were significantly different (P<0.0己).

VSV-G 의 감염은 viral envelope의 glycoprotein과 세里막의 phosphc化pid성분의 

결할에 의해 이루어진다. 지금까지의 보五에 따르면 polybrene은 retrovirus와 숙주 세 

포 막성분의 음전하를 중화시킴으互써 transduction을 유도하는 것으로 알려져있다- 

따라서 본연구에서 는 polybrene과 retrovirus暑 동시 에 위 란강내互 辛입밤으呈써 가장 

효普적인 주입방법을 확립하丑자 하였다. 그 결과 化5, 5 //g/nie의 polybrene을 첨가한 

처러군에서는 대조군인 polybrene을 첨가하지 않은군과 별다른 차이暑 보이지 않았지 

만 50 /巧/城의 polybrene을 처리한 군온 대조군과 비교시 유의적으豆 낮各 배발달율 

을 보였다. 그러나 유전자의 in化gration율은 polybrene울 처리한 군에서 보다 높은 효 

율呈 견이되는 양상을 나타냈다 (TaWe 6).



Table 6. Effect of polybrene treatment on in vitro development of bovine oocytes 

and integration rate of GFP gene in blastocysts

Polybrene

ild/mi)

No. of oocytes

examined

No. of embryos developed to N化(%) of

integration in

blastocysts2-cell (%) Blastocyst (%)

0 180 110 巧l.l)a 25 (22.7)" 3 (12)3

0.5 180 107 巧9.4)3 21 (19.6)a 7 巧3)b

己 180 112 (62’2)a 21 (化.7)3 8 巧8)b

50 180 67巧7方 己（7.4)b 2 (40)b

a，b Different superscripts within same column were signi&cantly different (P<0.05).

소의 경우 체외에서 성숙된 난자暑 체외수정한 걸과 72.5%의 분할율을 보였으며， 

이暑 분할란 중 22.9%^f 배반星로 발달하였다. 한편 EGFP 化troviral vector暑 위 란 

강에 주업한 旱 체외수정을 실시한 군에 있어서외 분할율은 59.2%였五，이音 분할란 

중 배반里呈의 발달율은 18.4%였다. 분할율에 있어서는 위란강내 주입군이 다소 낮았 

지만，배반里로의 발달율에는 유의차가없었다 (Table 4). 또한 이音 배반포룰 대상으 

로 PCR분석법을 통해 EGFP 유전자외 난자내 도입여早暑 조사한 결과，EGFP 

retroviral vec化r을 위란강에 주업 早 체외수정을 실시한 난자의 3化4%에서 EGFP 유 

전자의 도입이 확인되었다. 이音 배반互에 있어서의 EGFP는 巧g. 4에서 보는바와 같 

이 PCR 분석을 통해 386 bp에서 그 존재가 확인되었다.



Table 7. Integration of EGFP into blastocysts developed from embryos after 

microinjection of retroviral vector into perivitelline space of bovine 

matured oocytes

Treatment
No. of

oocytes

No. (%) of

embryos cleaved

No. (%) of

blastocysts

No. (%) of

EGFP in化gre化d

Control 612 444 巧2.5)3 99 (22.2) 0 (0)

EGFP injection 633 375 (59.2)b 69 (18.4) 21 (30.4)

* Control : in vitro fertilization, EGFP injection : microinjection of EGFP retroviral 

vector into privitelline space of mouse oocytes after removal of cumulus cells, 

a vs b 二 P < 0.05.

M P N 1 2 3 4 5 6 9 10
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Fig, 4. PCR analysis of in vitro produced bovine embryos after microinjection of 

retroviral vector into perivitelline space. Lanes 1-10 perivitelline space 

injected single blastocyst (EGFP 386 bp arrowhead). M: 100 bp molecular 

size marker. P : positive control. N : negative control.



미성숙 난互란을 체외에서 18시간 등안 성숙시킨 旱，제 1협동과제에서 구측한 

human lactahedrin 유전자가 장착된 retroviral vec化r暑 위란강 내에 주입한 早 체외 

수정한 걸과 73.3%의 분할율을 보였으며，이들 분할란 중 22.4%가 배반里로 발달하였 

다. 한편 retroviral vec化r暑 위란강에 주입하지 않丑 체외수정을 실시한 군에 있어서 

의 분할율은 57.8%였고，이音 분할란 중 배반互로의 발달율온 183%였다. 분할율에 

있어서는 위란강내 주입군이 다소 낮았지만，배반포로의 발달율에는 유외차가 없었다 

(Table 己). 또한 이둘 배반呈暑 대상으로 PCR분석범을 통해 lactahedrin 유전자의 난 

자내 도입여早暑 조사한 결과，human lact油edrin re化oviral vec化r을 위란강에 주입 

早 체외수정을 실시한 난자의 28.5%에서 human lactahectin 유전자의 도입이 확인되 

었다. 이音 배반里에 있어서의 human lactahedrin 유전자는 Fig. 己에서 보는바와 같이 

PCR 분석을 통헤 386 bp에서 그 존재가 확인되었다.

Table 8. Integration of human lactahedrin into blastocysts developed from embryos 

after microinjection of retroviral vector into perivitelline space of bovine 

matured oocytes

Treatment
No. of

oocytes

No. (%) of

embryos

cleaved

No. (%) of

blastocysts

No. (%) of

human lactahedrin

gene integ化ted

Control 765 己 61 (73.3) 126 (22.4) 0 (0)

human

lactahedrin 990 573 (己7.8) 10己（18.3) 30巧8.巧

injection

* Control : in vitro fertilization, human lactaherin gene injection : microinjection of 

human lactaherin retroviral vector into priv化elline space of mouse oocytes after 

removal of cumulus cells, 

a vs b = P < 0.05.
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Fig. 5. PCR analysis of in vitro produced bovine embryos after microinjection of 

retroviral vector hito perivitelline space. Lanes 1-9 perivitelline space 

injec化d single blastocyst (lactahedrin 386 bp arrowhead). M : 100 bp 

molecular size marker. P : positive control. N : negative control.

본 연구는 제조된 복제수정란을 체외에서 장기간 보존함으로써 복제수정란의 산업 

적 이용에 관한 시간적 공간적 제약울 극복함과 동시에 耳제수정란에 대한 현장의 수 
요에 시의 적절하게 대응할 수 있는 복제수정란 동결 기술의 기초를 확립하여 보다 

효율적인 방범으로 형질전환 젖소의 생산에 이용하고자 실시하였다.

머 성숙 난보란을 체외에서 성숙시킨 早 Human lactaherin 유전자가 장착된 

retroviral vector暑 위란강에 주입한 旱 체외牛정을 설시하고 배발달을 유도한 걸과 
체외 午정율은 己9.6%이었으며 배반포까지외 발달율은 19.3%였다. 이렇게 생산된 수정 

란은 대리모에 이식하기전 EM-grid방법으互 동결하였으며 이식전 24시간 전에 해동 

시 켜 재 배양을 실시 한 旱 팽창여 早로 생존율을 과악한 결과 75.0%의 생존율을 나타 

내었다 (Table 己). 이 걸과는 소 배반포를 초자화 동결 旱 융해하였을 때 79%가 생존 

하였고，59%가 부화 배반포 까지 발달하였다고 보五한 Vajta 등(199巧의 연구 결과와 

유사計며，이러한 결파는 형질전환 젖소를 생산하는데 있어 보다 豆율적으로 이용될 

수 있으리라 사呈된다.



Table 9. Survival rates of bovine blastocysts after freezing/thawing.

No. (%)

No. of of No. (%)

oocytes embryos of 8-cell

cleaved

N化（％) of 

blastocysts

Freezing/ 

Freezing Thawing Thawing

(%)

551 30己巧9.巧108巧5.4) 59 (19.3) 28 21 75

대러모暑 선밭하기 위하여 적장검사에서 정상적인 황체가 존재하며 생식기의 이상 

어 없는 버임신 경산우 巧두와 미경산우 13두呈 총 28두를 1차 선발하여 발정주기롤 

동기화시켜 발정유기 旱 정상발전 여부 및 자궁의 상태 등을 확인하여 최증적으로 수 
정란 이식에 적합한 대러모 巧두暑 최종 선발하여 다시 성주기의 10-巧일에 다시 발 

정주기의 동기화暑 유기하여서 선발 牛정란을 이식하였다. Human lactadherin 유전자 

가 전이 된 수정 란을 CRF+10% FCS drop에서 6-7일간 배 양한 후 팽 창 배반포기배 단 

게의 수정란을 동결하였다가 수정란 이식 24시간 전 융해하여 재팽창된 배반呈暑 취 

하여 30°C의 보온병으로 수송하여 비외과적인 방법으로 어식하였다. 수정란을 이식한 

시기는 발정 후 8일째의 대러모의 양 자궁각에 수정란 1개씩 이식하였다. 총 巧두에 

36개의 수정란을 이식한 걸과 50일경에 己두에서 임신이 확인되었고 巧두에서 재발정 

이 일어났으며 90일경에 적장검사톰 롱해 임신을 감정한 결斗 모두 유산된 것을 확인 

하였다 (Table 6).

Table 10. Embryo transfer of bovine embryo produced by microinjection of

retroviral vector into periv化elline space

No. of embryos
transferred

No. of

recipients

Nb. (%) of
No.

pregnancy
of offspring

No. of

transgenic

offspring

36 18 己（27.7) 0 0



2. Human-milk lactadherin 유견자롤 전어 및 발현시키는 retrovirus vec化r 

sy s化m 의 개발 (제 1 협동과 제)

본 연구는 형걸전환 동吾의 유선조직 세互에서 외래 유전자가 보다 효과적으르 발 

현되도록 design된 retrovirus vector暑 구죽하고자 지속적으呈 발현되는 여러 가지 

promoter 중 발현이 가장 우수한 promoter暑 선택하고 VSV-G based retrovirus 
vector producing cell line의 구측과 이 retrovirus system을 이용한 Ltd 유전자의 전 

이의 연구暑 수행하였으며，이러한 결과喜 바탕으로 retrovirus vector暑 생산하는 

producing cell을 구측함과 동시에 이러한 sys化m의 bio-safety 검사暑 실시타였五，나 

아가 타 연구자둘의 선행된 연구보고에서 나타난 WAP promoter의 발현상의 여러 문 

제점을 해결하기 위한 세呈운 vec化r system의 개발하기 위해 수행되었다-

가. Retrovirus vector의 구죽

1) Marker gene 발현 vector의 구죽
LacZ 유전자 발현 vector는 현재 가장 널러 사용되고 었는 promoter인 P-actin 

promoter와 CMV (cytomegalovirus) promoter외 3‘ 위 치 에 五'. coli LacZ gene을 

marker gene으互 도입하여서 pLNPZ와 pLNCZ retroviral vector暑 재조합하였으며 

(Fig. 1) EGFP 유전자 발현 vector는 pEGFP-N I (Clontech，USA)의 eGFP 

(enhanced Green Fluorescent Pro化in) fragment暑 Hindlll 와 Not I 으로 절단한 旱， 

이 fragment暑 pLNPZ의 E. coli LacZ gene을 제거한 위치에 cloning하였다 CFig. 1). 

재조함된 pLNCeGFP는 P-actin promoter의 조절 하에 eGFP gene의 발현이 이루어진 

다. CMV promoter의 3‘ 위치에 eGFP fragment暑 재조합하는 과정도 전자외 pLNPZ 

대신에 pLNCZ暑 이용하여 동일한 순서로 이루어졌다- 이 vector는 CMV promoter 

에 의하여 eGFP gene외 발현이 조절되는 구조이다 (巧g. 1).
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Fig. 1 Structures of retrovirus vectors. LTR, long terminal repeat ； Neo, G418 

resistant gene ； P-actin, rat P-actin promoter ； CMV, cytomegalovirus 

promoter ; LacZ, E. coli LacZ gene ; eGFP, enhanced Green Fluorescent 

Pr〔化ein gene. Length of each sequence is not drawn to scale.

2) Virus producing cell line의 구죽과 retrovirus외 생산

전 단계에서 재조합한 각각의 retrovk*aI vec化r룰 PA317에 transient transfection 

하여 virus룰 만든 旱 이 virus가 互함된 배양액을 PG13에 감염시켰으며 5 /巧/M외 

polybrene을 첨가하였다. G418 (800 이 첨가된 선벌용액으로 2주간 선벌하여

살아남은 PG13 colony의 pool을 배잉=한 早，이音 세포로早터 수확한 virus stock을 

본 실험설에서 구죽한 packaging cell line인 293mGPHy (Kim et al.' 2001)에 감염 시 
켜 G418 (600 페/tn«〇l 첨가된 선별용액으로 2주간 선별하였다. 각각의 선별된 Neo。 

(G418 巧 sistant) 293mGPHy-LNPZ, 293mGPHy-LNCZ， 293mGPHy-LNPeGFP， 

293mGPHy-LNGeGFP 에 calcium phosphate 방범으豆 20 ^ 의 pHCMV-G 暑

transfection하여 37T：，5% C〇2 조건에서 8시간 배양 旱 세 배양액으里 같아주었다. 

48乂]간이 경파한 早 retrovirus暑 포함된 배양액을 牛확하였다.



3) Vims의 농측과 표적세互의 감염
수확한 vims S化ck은 4T：에서 16,700 rpm으로 90분간 vertical ro化r (Beckman 

70Ti) 暑 이용하여 원심분러暑 하였다. 상등액을 완전히 제거한 후 침전물에 

DMEM/FBS暑 첨가하여 4r에서 16시간 방치한 旱 재早유하였다. 농측된 vims 

stock芒 化45 fm pore-size의 cellulose a巧化化 filter暑 이용하여 여과한 早 -70 C 에 보 

관하였다. Virus의 titer暑 측정하기 위하여 농측 전과 旱의 virus stock을 EBTr 

(embryonic bovine trachea)에 감염시켰다. LNPZ와 LNCZ virus喜 감염시킨 EBTr 

세呈는 24시간 경과 旱 세포暑 sp化하여 X-gal staining을 실시하거나 3일 간격으豆 

G418이 첨가된 선별배양액으로 같아주어 Ne〇R colony forming unit per milliliter 

측정하였다. LNPeGFP와 LNCeGFP는 slide glass 상에서 24시간 배양 
旱 형광현미경으로 GFP의 발현을 관찰하거나 또는 Ne〇K colony forming unit per 

miim化er (0^/巧«暑 측정하였다.

4) 발현이 가장 우수한 promoter의 선택
전 단계에서 생산된 6종의 virus vector暑 化rget cell에 감염시켜서 발현이 가장 

우수한 promoter暑 선 택 하고자 하였다. 각각의 virus에 대 타여 化er暑 즉정한 결과, 

E.coli LacZ gene과 eGFP gene 모두 CMV promoter의 조절 하에 위치한 경우에 비 

해 P-actin promoter에서 그 발현의 정도가 양豆한 것으로 나타났으旦呈 P-actin 

promoter暑 선택하여 다옴 설험에 이용하기至 하였다 (Table 1).



Table 1. T化er comparisons of the retroviruses produced from 293mGPHy/VSV-G 

packaging cell lines

Virus Ne〇R CFU/mr LaeZ^ TUMb GFP+ TWmf

vector 1 X 1000 X ]L X 1000 X 1 X 1000 X

LNPZ 6.1 X l〇5 8.7 X l〇7 2.3 X l〇5 3-1 X l〇7

LNCZ 6.4 乂 l〇4 1.5 X l〇7 2.5 X l〇4 8.5 X l〇6

LNPeGFP 2.9 乂 l〇5 3.0 X l〇s N/Ad N/A

LNCeGFP 1.0 X 10己 1.0 X l〇8 N/A N/A

T化er of the viruses produced from 293mGPHy/VSV-G packaging cell lines 
^Neo^ CFU/m^ refers to G418 resistant colony forming unit per 巧^LaeZ^ TU/ni£ 

refers to LacZ transforming unit per m£. CGFP+ TU/iriC refers to GFP transforming 
unit per ^N/A ； not applicable, because GFP^ TU/ml was not numerically 

measured due to technical difficulties using by epifluorescence microscopy.

나. 조직 특이적으로 발현되는 WAP (whey acidic protein) promoter暑 이용한 Ltd 

유견자 발현 vector의 개발

1) WAP promoter 유전자의 cloning

phEPO-WAP (경상대 김진회 박사가 제공)에서 2.4 Kb의 WAP promoter룰 EcoR 

I 斗 Hindm互 절단한 旱，pLNCX暑 BamH I 斗 Hindm呈 처리하여 제거된 CMV 

promoter의 위치에 cloning하여 pLNWX喜 구축하였다. WAP promoter의 통제 하에 

E. coli LacZ gene을 marker gene으로 사용하기 위하여，pLNl^Z의 LacZ fragment는 

Hindm와 Sal I 으呈 분리한 旱，이暑 pLNWX의 巧ndlH와 Clal 위치에 cloning하여 

pLNWZ互 재조합하였다 (Fig. 2). 또 다른 marker gene인 eGFP gene은 pEGFP-N 

I 의 eGFP暑 Hindm와 Not I 으豆 절단하여 pLNWX의 Hindm와 C!a I 위치 에 

cloning하였다 (巧g. 3).
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Kg. 2. Struc化巧s of retrovirus vectors. LTR, long 化rminal repeat ； Neo，G418

resistant gene； WAP, mouse whey acidic protein promoter ； LacZ, E. coli 

LacZ gene. The pLNWZ was constructed by inserting the multi cloning 

s化es of the pLWX w化h LacZ fragment derived from pLNPZ.
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Fig. 3. Structures of retrovirus vectors. LTR, long 化rminal repeat ； Neo, G418

resistant gene ； WAP, mouse whey acidic protein promoter ； GFP, 

enhanced Green Fluorescent Protein gene. The pLNWeGFP was constructed 

by inserting the multi cloning s化es of the pLWX w化h eGFP fragment 

derived from 780 bp Hind III- Not I fragment of pEGFP-N1 purchased 

from Clontech.

2) Lacrta化erin 유전자 발현 vec化r의 개발

P-actin promoter 통제 하에 lactadherin 유전자를 발현하도록 하는 pLN化td는 

pGEM-Ltd의 1■己 Kb Ltd fragment暑 Hindlll와 Sail 으互 잘라내어 pLNPZ의 K coli 

LacZ gene 위치에 삼입하여 cloning 하였다 (Fig, 4). 동일한 Ltd fragment 暑 

pLNWX의 WAP promoter의 downstream에 존재하는 巧ndm와 Cla^ 위치에 cloning 

하여 pLNWLtd暑 구죽하였다 CFig. 5). 새至 재조합된 recombinant vector音各 

Qiagen maxiprep kit울 이용하여 대량 분러한 亨，다鲁 실험에 사용하였다.
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Fig. 4. Structures of re化ovirus vectors. LTR，long terminal repeat； Neo, G418 

resistant gene； P-actin’ rat P-actin promoter； Ltd, human 

Lactadherin gene. The pLNPLtd was constructed by replacing the LacZ 

gene fragment of the pLNPZ with Ltd fragment derived from pGEM—Ltd
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Fig. 5. Structures of retrovirus vectors. LTR, long terminal repeat ； Neo, G418 

resistant gene ; WAP, mouse whey acidic protein promoter ； Ltd, human 

Lactadherin gene. The pLNWLtd was constructed by inse巧ing the multi 

cloning s化es of the pLWX w化h Ltd fragment derived from pGEM—Ltd.

다. Human Lactadherin을 생산하­

의 개발

VSV-G based Retrovirus Vector Producing Cell

1) Retrovirus vector暑 생산하는 producing cell외 구죽

Transfection이나 vims룰 이용하는 등의 분자생물학적인 방범으로 전이된 외래 유 

전자의 동물체내에서의 지속적인 발현은 그 개체의 생리적 균형을 손상시키는 부작용 

을 보일 뿐만 아니라(Vize 둥.，1988； Ebe巧 둥，1988)，배 발달에도 심각한 영향을 미 

처는 것으豆 보고되어 있다. 이러한 문제점을 해걸하기 위하여 본 연구실에서는 현 

재 널러 사용되丑 있는 P-actin promoter나 CMV p巧moter 대신에 tissue specific 

promoter 나 inducible promoter콜 용한 retrovirus vector sys化m을 구죽하五スf 하 

였다. 그 일환으로 유선 조직에서 특이적으로 발현되는 WAP 의 5‘에 위치한



promoter률 cloning하였으며，그 결과 lactogenic hormone울 inducer至 이용하여 발현 

의 圣절이 가능한 gene transfer system을 확립하였다. Cloning한 promoter의 활성 

여早暑 확인하기 위하여 marker gene으로 E. coli LacZ gene올 WAP promoter의 3‘ 

위치에 삼입하여 pLNWZ暑 재조함하였다. 또한 WAP promoter의 대조구르 WAP 

promoter 대신에 P-actin promoter를 포함計는 pLNPZ暑 사용하였다. 이 vec化r돌을 

이용하여 indue化le gene transfer system의 활성을 확인하였다. 확인된 결과暑 바탕 

으로 하여，본 설험의 target gene인 human lactadherin의 유도적 활성을 관찰하기 위 

한 vec化r로 pLNWLtd暑 구측하였으며，대조구로 pLNPLtd暑 사용하였다. pLNPZ와 

pLNPLtd의 각각 K coli LacZ gene과 Ltd gene은 P-actin promoter의 지속적 인 활성 

으互 인하여 단백질외 발현이 연속적으로 어루어지는 구조이五，어에 비해 pLNWZ와 

pLNWLtd는 WAP promoter외 조직 특이적이며 hormone에 의 한 turn on/off의 조절 

이 가능한 sys化m으로 각 단백질의 발현이 유도적으豆 이루어진다.

재조합된 retrovirus vector인 pLNPZ，pLNWZ, pLN化td, 그리고 pLNWLtd는 다음 

과 같은 斗정으豆 각각의 vims륜 생산하였다. 각 retroviral vector는 PT67에 calcium 

phosphate 방법으互 transfection하여 G418 巧00 /巧/就)이 첨가된 선별용액으互 2주간 
선별하였으며，각각의 vector에 대해서 형성된 Ne〇K (G418 resistant) PT67 세星의 

pool 을 DMEM/FBS (10%)에서 48乂]간 배양한 旱 virus stock 을 수확하였으며， 

QIAamp DNA mini k化 (Qiagen, Germany)를 이용하여 genomic DNA暑 분리하였다. 

수확한 vims 暑 본 실험실에서 구죽한 VSV-G based packaging cell line 인 

293mGPHy (Kim et a!.，2001)에 감염시켜 G418 (600 雕/就)어 첨가된 선별용액으로 
2주간 선별하였다. 선별된 Ne〇B (G418 resistant) 293mGPHy-LNPZ， 

293mGPHy-LNWZ, 293mGPHy-LNPLtd，그러고 293mGPHy-LNWLtd cell에 각각 

calcium phosphate 방범으豆 20 의 pHCMV—G喜 transfection하여 37V, 5% CO〇 

조건에서 8시社 배양 旱 새 배양액으로 같아주었다. 48시간이 경과한 旱 retrovims 

暑 里함된 배양액을 수확하였다.

2) mouse mammary gland cell line인 HCll에 서 lactogenic hormone에 외한 LacZ
유전자외 조직 특이적 발현 유도

수확巧 virus 중 LNPZ와 LNWZ virus stock은 각각 0.4己 /m pore-size의 cellulose 
acetate fi化er暑 이용하여 여과한 旱，1 M을 전날 60 mm dish에 1><1〇6으豆 준비된 

niouse mammary epi化elial cell Une인 HCll에 감염시켰다. 24시간 경과 旱 세互를 

split하여 G418 巧00 /巧/滅)이 첨가된 선별용액으로 2주간 선별하였다. 선별이 昔난 

세포 중 HC11-LNWZ는 lactogenic hormone에 의한 五'. coli LacZ gene의 유도적 발 

현鲁 확인하고자 하였다. 먼저 이 세포暑 10%의 heat-inactivated FBS와 penicillm



(100 U/m^) - streptomycin (100 /巧/巧£)이 첨가된 RPMI-1640 배양액에 insulin 巧 1巧，1 

滅)과 EGF (10 ng/滅)暑 첨가하여 37T：，5% C〇2 조건의 incubator에서 2일간 배양하 

였으며，이 旱에는 동일한 배양액에 prolactin (5 ^/m£)과 hydrocortisone (5 //르/111요)을 

추가互 첨가하여 2일에 1번씩 교환하면서 4일간 배양하였다.

배양한 세互는 Ixtrypsin/EDTA暑 처리하여 PBS에 재부유한 旱 DNA와 RNA暑 

각각 QIAamp DNA mini Idt (Qiagen, Germany) 와 RNA Mini Kit (Qiagen, 

Germany)暑 사용하여 분러하였다. 분리한 DNA는 PCR의 template豆 사용하였으며 

50 pmole의 각 primer, 己0 pM dNTP，1.5 mM MgCh, 2.5 U Taq polymerase 
(Promega), l〇x Taq polymerase buffer (Promega)와 흔합한 旱 94。〔에서 己분간 방치 

후， 94 V 에 서 30초(denaturation)， 己(TC 에 서 30초(annealing), 72。0 에 서 30초간 

(extension) 반응하는 cycle을 35회 반耳설시하였다. 반응에 사용한 primer의 

sequence 는 + strand primer sequence呈 己'AAATGGCTTTCGCT ACCTGGA3'과 - 

strand primer sequence互 5'GGTAGTTCAGGCAGTTCAATC3'을 사용하였다. 반 

苦이 끝난 旱 72T： 에서 5분간 방치한 旱 2% agarose gel 을 이용하여 전기영동을 실 

시하였다-
Vims producing cell 인 PT67_pLNPZ 와 PT67-pLNWZ, 그리고 ta 巧 et cell 인 

HCll-LNPZ와 HCll-LNWZ에 서 분러한 DNA暑 化mplate豆 하여 LacZ primer로 

PCR울 수행한 걸과 모든 cell line에서 52己 bp의 band香 확인할 午 있었으며 이러한 

걸과呈 K coli LacZ gene의 도입이 성공적으르 어早어진 것을 확인밭 수 었었다 

(Fig. 6).

2 3 4 6 6

4 525 bp

Fig. 6. PCR analyses of the E. coli LacZ gene migration transformed cells
M: 100 bp ladder (Promega, USA), 1 : H2O, 2 : pLNPZ, 3 : PT67_pLNPZ，4 

：HCn-LNPZ，己：pLNWZ，6 : PT67-LNWZ，7 ： HCll-LNWZ.



분러한 RNA는 50 pmole의 primer, 0.2 mM dNTP, 1 mM MgS〇4, 5 U AMV 

Reverse Transcriptase (Promega), 5 U TflDNA Polymerase (Promega), AMV/Tfl 

SxReaction Buffer (Promega)呈 만든 reaction mixture와 흔합하여 RT-PCR을 수행 

하였다. 일차적 cDNA를 합성하기 위하여 48r에서 45분간 반응한 다옴，AMV 

Reverse Transcriptase의 활성화와 RNA/cDNA/primer의 denaturation을 위해 94。0에 

서 2분간 반응시켰다. 2차 cDNA 함성과 PCR 증폭을 위하여 94T：에서 30초，5(TC에 

서 30초，72T： 에서 30초간 반응하는 cycle 을 25회 반耳 실시한 早，최중 신장을 위혜 

72T：에서 5분간 방치하였다. 巧imer는 PCR의 경年와 동일한 것을 사용하였으며，2% 

agarose gel을 미용하여 전기영동올 실시하였다.

LacZ gene의 WAP promoter에 외한 발현 圣절 양상臺 확인하기 위하여 

lactogenic hon-none을 처러한 早 각 설험군에서 RNA暑 분리하여 RT-PCR을 수행하 

였다. 그 결斗 insulin, prolactin, hydrocortisone율 동시에 처러한 설험군이 insulin을 

단득으로 처리한 군에 비해 RT-PCR의 band7f 진하게 나타났다 (巧g. 7). 이러한 4 

과는 몇몇의 lactogenic hormone외 synergistic effect에 의한 외래유전자의 발현을 나 

타내는 것이며, 지속적으로 化m on 되어있는 P-actin promoter와는 달러，WAP 

promoter는 lactogenic hormone이 라는 inducer에 외헤 promoter의 turn on/off7} 조절 

됨으로써 외태 유전자의 발현 여早喜 유도計는 것이 가능함을 旦여주는 것으豆서，이 

sys化m이 외래 유전자의 지속적인 발현에 의한 형질전환된 개체외 생리적인 불균형 

에서 오는 부정적인 문계들을 해결할 수 있는 수단으로서의 가능성을 제시한다. 

Negative control을 위헤서 infection하지 않은 cell에서 RNA를 분러 하여 동일한 

primer呈 RT-PCR을 수행하였으며 전기영동 상에서 band가 나타나지 않은 것으로 

보아서 infection에 의한 gene transfer가 성공적으豆 이루어졌으며，외부 유전자에 대 

한 세里 자체의 homologous gene sequence에 의한 background가 나타나지 않는 것 
을 확인하였다.
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Fig. 7. Determination of hormonal induction of the E. coli LacZ gene in lactogenic 

hormone-dependent mouse mammary epithelial cell line HCll using 

RT-PCR. M ： 100 bp ladder，1 ： H2O, 2, 3 ： HCll, 4,已：HCll—LNWZ，6： 

HCll—LNPZ- 2，4 media supplmented with insulin and 3，5 with insulin, 

prolactin and hydrocortisone.

3) Lactogenic hormone에 의한 WAP promoter/Ltd gene외 조적 특이적 발현 유노와

발현 여부 확인

전 단계의 결斗暑 토대呈 하여，본 연구에서는 Ltd gene을 쥐의 유선에서 유래된 

세포인 HC11 에서 발현시키기 위하여 조직 톡이적어고 hormone에 의한 유도적인 발 

현이 가능한 system을 구축하五자 WAP promoter暑 도입하였다, 이 promoter는 선 

행된 여러 연구에서 형질전환 동量의 유선에서 외래 유전자의 조직 특이적 발현을 목 

적으互 많어 시.-g 되었디'. WAP promoter의 3' 위치에 gene이 위치힌 pLNWUd

도 전 단게의 pLNWZ의 경우와 동일한 과정으豆 설험을 수행하였으며 대조구豆 pLN 

PLtd言 사용하였다. Virus producing cell인 PT67-pLNPLtd와 PT67-pLNpLtd, target 

cell9] HCn-L.N化,td巧 HCll-T.NWUd에서의 Ltd gene의 도입 여早는 PCR올 어용 

하여 확인하였으며，target cell에서의 발현 여부는 RT-PCR 방법鲁 이용하였다. 각



반응에서 乂}‘용한 primer 의 sequence 는 + s 化 and primer sequence 呈 

已'AGTAAGATCTTC CCTGGCAAC3'과 - strand primer sequence 로 

5'GAAAACAGGACAGTGAGGACT3'을 사용하였다. 앞의 K coli LacZ gene臺 어 

용한 실험과 동일한 조성의 반응액을 사용하였으며 PCR 은 94T： 에서 30초 

(denaturation), 48°C 에서 30초 (annealing), 72〇C 에서 30초간 (extension) 반옹타는 

cycle을 35회 반耳 실시하였다. RT-PCR은 48T：에서 45분간 반응한 다옴 94t：에서 2 

분간 반응시켰다. 2차적인 증폭을 위하여 94r 에서 30초，48T： 에서 30초，72t： 에서 

30초간 반응하는 cycle을 巧회 반복 실시한 旱，72T：에서 5분간 방처하였다. Primer 

는 PCR의 경우와 동일한 sequence暑 사용하였으며，2% agarose gel을 이용하여 전기 

영동을 설서하였다.
PT67과 HC11 에서의 Ltd gene의 도입온 PCR鲁 통해서 확인한 결과 Ltd gene에 

해당하는 377 bp band7}* 각 cell line에 서 나타났다(Fig. 8).

A 377 bp

Fig. 8, PCR analyses of the Ltd gene integration in transformed cells.

M : 100 bp ladder (Promega, USA), 1 : H2O，2 :化NPLtd, 3 : PT67-pLNP 

Ltd, 4 ： HCn-LN化化己：pLNWLtd, 6 ： PT67-LNWLtd, 7 ：

HCn-LNWLtd.

RT-PCR의 걸斗는 예상한 바와 같어，WAP/Ltd gene이 유전자가 전이된 HC11 에 

서 insulin, prolactin 그리五 hydrocortisone이 존재하는 조건에서 Ltd gene의 우월한 

발현을 나타내었다(Fig, 9). 그러나 대조구로 사용한 insulin 단득 처리군과 비교하였 

을 때 WAP promoter가 "leaky"하다는 것을 관찰할 수 있었다. 이러한 WAP 

P化moter의 leakiness는 다른 旦고서 에서 도 찾을 수 있으며 (Pittius et al, 1988)，그 

원인으로는 inducer로 작용하는 hormone을 인식하는 데 관여하는 조절 요소가 실험



에 사용한 WAP promoter 상에 존재하지 않거나(Hennighausen et al.，1991), position 

effect때문어라고 社주하는 견헤도 있다化urdon et al, 1991; Paleyanda et al.，1994). 

따라서，in vivo^ 적용에 선행하여 외래 단백질외 완벽한 발현 제어에 대한 조절이 

이루어지기 위해서는 WAP promoter의 leakiness暑 제거할 手 있는 적절한 조절요소 

의 첨가와 특정 inducer에 대한 제한적 유도가 가능한 且완적인 factor돌에 대한 연구 

가 선행되어야 할 것이다.

4 377 bp

Fig. 9. Determination of hormonal induction of the Ltd gene in lactogenic 

hormone - dependent mouse mammary epithelial cell line HCll using 

RT-PCR. M ： 100 bp ladder, 1 ： H2O, 2, 3 ： HCll, 4, 5 ： HCll-LNWLtd, 

6 : HCll—LNBLtd- 2，4 media supplmented with insulin and 3,己 with 

insulin, prolactin and hydrocortisone.

라. Retrovirus vec化r system의 bio-safety 검乂} 및 새로운 vector system의 개 

발

1) 1차년도 제 1 세부과제에서 생산된 형질견환 생쥐의 생물학적 안전성 검정

형질전환 생쥐에서 wild type retrovirus의 감염 여早를 확인하기 위하여 혈액을 

채 취 하여 혈 청 早분을 분러한 早，RT (reverse transcriptase) assay와 secondary 

infection 을 실시하였다. RT assay 는 Boehringher Mannheim 의 Reverse



Transcriptase assay, non-radioactive kit暑 사용하여 실시하였으며, 분리한 혈점은 

NIH3T3와 HeLa cell에 재감염하여 G418으互 선별하였으며 일정 기간 선별 후 생존 

한 세互가 없는 것으互 旦아서 wild type의 retrovirus에 의한 감염이 없는 것으로 관 

찰되었다. 또한 RT assay에 의한 ELISA 결과에서도 동일한 결과가 나타났다.

2) Retrovirus에 의해 유전자가 전이된 mammary gland cell의 생물학적 안전성 검정

자가증식을 하는 virus의 생산 여早 확인하기 위하여 감염과 선별과정이 끝난 
Ne〇K 표적세里의 배양액을 0.45 jm pore-size filter暑 이용하여 여과한 旱 PG巧 

packaging cell에 재 감염시 켰다. 48시 간 배 양한 早 배 양액 을 수확하여 HeLa 세至에 

감염시켜서 G418 巧00 //g/滅)을 첨가한 선별배양액으互 2주간 배양하였다. 선별 旱 

생존한 세포가 관찰되지 않았으며 이러한 결과呈 머루어 보아서 wild type retrovirus 

의 생산어 없는 것으豆 나타났다. 또한 I감염된 세포를 대상으로 replication 

competent한 vims의 존재여早喜 검정하기 위하여 RT assay暑 수행하였으며 ELISA 

暑 이용하여 측정한 결과 vims가 존재하지 않옴을 확인하였다.

3) Tetracycline inducible retroviral vector system의 구죽

WAP promoter의 leakiness에 의한 발현상의 문제점을 해걸하기 위한 방안의 하나 

互 Inducible promoter인 tetracycline-controllable promoter暑 이용한 gene transfer 

system을 확립하고자 하였다. 본 실험에 선행하여 E. coli LacZ gene을 marker 

gene으로 사용하여 tetracycline inducible expression system을 구죽하였다(Fig. 10). 

재조할 piasmid暑 만들기 위하여 사용한 pRevTRE vector는 minimal CMV promoter 

의 upstream 早위에 42 bp의 tetO operator sequence暑 포함한 THE (Tet-response 
element)暑 가지卫 있으며 삽입된 외래 유전자의 발현에 관여한다. 외래 유전자의 

발현이 이루어질려면 이 TRE 早위에 결할計여 전사暑 활성화시킬 수 있는 또다른 

system인 pRev-Tet On 또는 Off system이 요구되며，본 설험에서는 Tet On sys化m 
을 사용하였다. pRev-Tet On의 reverse Tet repressor는 tetracycline 계열의 물질이 

존재할 경早 reverse tetracycline-controlled transactivator (巧TA) 로 발현되어 

pRevTRE 의 TRE 부분에 걸합하여 전사暑 활성화시킨다. 즉 이 system 온 

tetracycline 계열외 물질로 외래 유전자의 발현을 유도적으로 조절할 수 있는 sys化m 
으豆서 선행된 연구에서 나타난 retrovims vec化r system지속적으로 turn on되어 

형질전환 개체의 早정적인 생리적 변화를 豆과객으로 억제할 手 있을 것으呈 추정된 

다. 또한 기존에 사용한 중금속이나 steroid hormone, heat shock에 의한 indue化le 

gene expression system은 비특이적이 거나 발현외 조절이 leaky한 경우가 많았으며



유도체 자체의 세互 득성과 早정적인 영향이 많은 것으로 보고되었다. 이에 비해 본

system은 메우 톡이적이며 유도물질로 더해지는 doxycycline의 농도가 메우 낮아서 

세星 자체의 득성을 유발할 가능성이 매우 적다巧ohl et al.，1997； Mayford et al, 

1996).

Virus producing cell 은 재조합한 pRevTRE-LacZ 와 pRev-Tet On 을 PT67 

packaging cell에 transfection한 旱，각각 hygromycin (200 과 G418 (500 (ig/

m£)이 첨가된 배양액으呈 2주간 선별하여 PT67-pRevTRE-LacZ斗 PT67-pRev-Tet 

On virus producing cell line을 확립計였다. Target cell呈는 NIH3T3暑 사용하였으며 

PT67-pRevTRE-LacZ와 PT67-pRev-Tet On에서 생산한 virus喜 순서대로 감염시켜 

서 각각 hygromycin 巧00 ^g/m£)과 G418 化00 배/M)으呈 선별하여 NIH3T3-RevTRE 
-LacZ-Rev-Tet On올 확립하였다. 이 세포音을 5>(1〇5/6〇 mm dish豆 준비하여 16시 

간 배양한 다옴，tetracycline 유도체인 doxycycline을 1 /ig/滅외 농도豆 배양액에 첨 

가하여 발현을 유도하였다. 배양액 제조에 사용한 FBS는 semm 자체에 함유되어 있 

는 미 량의 tetracycline으至 인한 실험 결과의 background暑 배 제 하기 위 하여 

tetracycline 化ee FBS暑 사용하였다. 48시 간 배 ■양 旱 RNA룰 분리 하여 WAP 

promoter induction 실험에 사용한 것과 동일한 sequence 의 primer 暑 사용하여 

RT-PCR鲁 실시하였다. 그 결과 gene의 발현이 유도적으豆 나타나는 것鲁 확

인할 牛 있었다.



pRevTRE (6.5Kb)

--------- ►

pLN5Z(9.3 Kb)

Hmd II!Clal Hind III Sail

Hmd III Sal I/Clal

pRevTRE-LacZ(iaiKb)

巧g. 1 化 31：111(21：11巧5 of retrovirus vectors. TRE, Tet-response element ； LTR, long 

terminal repeat ； LacZ, E.coli LacZ gene ； CMV, cytomegalovirus 

promotor ； MCS, multi cloning sites. The pRevTRE-LacZ was constructed 

by inserting the multi cloning sites of the pRevTRE with LacZ fragment 

derived from pLNPZ.
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Fig. 11. Determination of doxycycline induction of the E. coli LacZ gene in CHO 

cell using RT—PCR.

M : 100 bp ladder, 1 ：化0，2 ； CHO-RevTRE-LacZ-Rec-了et On was 

grown in media prepared with tetracycline free FBS supplemerrted w化h 

doxycycline (1 /ig/m《），3 : CHO—RevTRE—LacZ—Rev—了et On was grown in 

media prepared with tetracycline free FBS.

4) Tetracycline inducible retroviral vector system올 이용한 human Lactadherin 

gene의 발현

전 단계에서 구죽한 tetracycline indue化le expression system을 이용한 human 

lactadherin 유전자 밭현의 확인은 앞선 K coli LacZ gene의 실험 걸과릎 기초至 하 

여 이早어졌다. pRevTRE-Ltd는 Ltd gene울 pRevTRE vector의 化ulti cloning site 

에 도입하여 재조합하였다 CFig. 12). (1) 외 실험과 마찬가지互 pRevTRE-Ltd 와 

pRev-Tet On喜 PT67에 transfection하여 packaging cell을 구죽하였고，이 세포에서 

생산된 virus暑 CHO (chinese hamster ovary) 세互에 감염시킨 早 hygromycin 巧00 

과 G418 (己00 /zg/m£)으互 선별하여 CHCKRevTRE-Ltd-Rev-Tet On을 확립하 

였다. Ltd gene외 유도적 발현의 확인은 확립한 CH〇-RevTRE-Ltd-Rev-Tet On鲁 

doxycycline (1 //g/mW이 첨 가된 배 앙액 에서 48시 간 배 양한 早，세포에서 RNA音 분리 

하여 RT-PCR을 실시하였다. 사용한 primer는 WAP p巧moter induction 설험에 사 

용한 것과 동일한 것으豆 실험 결과 377 bp의 Ltd gene에 해당하는 band暑 확인할 

수 었었다 (Fig. 巧). 또한 발현의 정도는" doxycycline<^1 첨가되지 않은 경우에 비해



첨가한 조건에서 우월하게 나타났다. 이러한 결斗暑 바탕으豆 하여，본 실험에서 구 

죽한 tetracycline inducible expression sys化m은 외래 유전자의 지속적인 발현에 의 

혜 나타나는 早정적 인 영 향을 최소화할 午 있는 세 豆운 vector system으呈서 의 가능 

성을 나타내는 것으로 확언되었다.

pRevTRE (6.5Kb)

了RE CMV _ MCS 3，；LTR

Sail Hind III

pGEM-Ltd(4.7Kb)

Ltd n-5 Kb')

Sail Hindlll

Sal! Hind III

pRevTRE-Ltd 巧，0 Kb)

Fig. 12. Structures of retrovirus vectors. TRE, Tet-response element； LTR, !ong 

terminal repeat ； Ltd, human Lactadherin gene ； CMV, cytomegalovirus 

promo化r ； MCS, multi cloning s化es. The pRevTRE—Ltd was constructed 

by inserting the mu化i cloning sites of the pRevTRE with Ltd fragment 

derived from pGEM-Ltd.



새377 bp

Fig. 13. De化rmination of doxycycline induction of the human Lactadherin gene in 

CHO cell using RT—PCR.

M : 100 bp ladder, 1 : CHO-RevTRE-Ltd-Rec-Tet On was grown in 

mEDIA prepared with tetracycline free FBS. 2 :

CHO-RevTRE-Ltd-Rec-Tet On was grown in media prepared w 化h 

tetracycline free FBS supplemented w化h doxycycline (1 fig/mi).



义 Human Lactadherin 유전자의 Cloning (제2협동과제)

본 연구는 human lactadherin 유전자暑 cloning함으로서 human lactadherin을 

대량생산하는 형질전환 소暑 생산하고 최적의 생산조건을 확립計기 위하여 실시 

하였다. 또한 형질전환동吾 생산이旱 분석방범에 대한 연구도 진행하였으며 

부가적으로 lactadherin 유전자의 SNP에 대한 조사暑 실행함으로써 다방면으互 

연구暑 하였다.

Primer Design
tinman lactadherin 유전자喜 cloning하기 위하여 BA46 mRNA 의 염기서열에 근 

거하여 sense 및 anti-sense primer暑 만音었다. Primer design은 Primer Designer 
(Scientific & Educational Software, versinon 2.0) program을 사용하여 Tm이 버슷 

하五 GC 함량이 높지 않는 primer 조합을 선택하였다. 그 旱 상동성 여早暑 NCBI의 

BLAST暑 이용하여 검색하였으며 수십차례의 PCR을 통하여 최종선택된 Primer는 

Kg. 1과 같다.

31bp

4^
Sense： 16mer 5'-TGCCCATTCCAGCGCC-3'

(Tm二74。〔，GC content 68%)

1518bp

Anti-sense: 20mer 5' -ACACGCCCTACTTTGCCCTT-3'

(Tm二74〇C, GC content 55%)

Fig. 1. Primer construction



나- RNA외 분리 및 cDNA 할성

인체외 유선조직 化5g을 조직분쇄기豆 잘게 분쇄한 旱에 Trizol 방법을 이용하여 

중 70 Ug의 total RNA暑 분리하였다. 이 RNA에서 Life Science시■의 1st strand 합 

성 Idt暑 이용하여 RT-PCR을 시작하여 cDNA暑 함성옴 시도하였다, 그러나 약 1.5 

K互 추정되는 band는 나타나지 않았다. 그래서 반으互 나누어 clone하기 위하여 그 

사이에 새로운 primer set暑 추가하였다.

다’ 중앙 Primer Design

Human lactadherin 유전자暑 音로 나누어 cloning하기 위하여 BA46 mRNA 외 

염기서열에 근거하여 주가로 sense 및 anti-sense primer 暑 만들었다. Primer 

Designer暑 사용하여 Tm이 비숫하卫 GC 함량이 되도록 높지 않는 primer 조합을 

선택하였다. 그 旱 상동성 여부暑 NCBI외 BLAST喜 이용하여 검색하였으며 최종선 

텍된 새 Primer는 Kg. 2와 같다.

966bp

전반早 Anti-sense： 20mer 己'—GATGCCTGTCACCTCCTTCG-3 ‘

(Tm二73〇C，GC content 60%)

909bp

旱반早 Sense: 20mer 5'-CGGTAACGATCAGTGGCTGC-3 

(Tm=74°C, GC content 60%)

Fig. 2. Primer construction



라. RT-PCR에 외한 cDNA 합성

Life Science사의 1st strand 합성 kit暑 이용하여 Total RNA暑 化mplate互 타丑 

합성 된 primer대 신 oligo-dT暑 primer互 사용하여 1st strand룰 합성타였다. 그러五 

PCR을 통하여 전반早와 旱반부외 cDNA喜 따互 따로 합성하였다. 즉 Sense primer 

와 전반早 Anti-sense primer暑 통하여 935 bp (Fig 3)의 band가 밥성 되 었으며，早반 

早 Sense primer와 Anti-sense primer喜 통하여 609 bp (Fig 4)의 band가 함성되었 

다. 여기서 얻어지는 band暑은 다시 제한효소 EcoR I으豆 분석하여 확인한 결과 전 

반早는 531bp와 404 bp 그리고 旱반부는 349 bp와 260 bp의 조각으呈 분러되어 이곳 

에 유일한 EcoR I이 각각 하나씩 었는 lactadherin 유전자인 것으로 추측되었다.

l.Okb 和 0.9kb

Fig. 3. Amplification of lactadherin A fragment by PCR product on 1% 

agarose gel electrophoresis(30 cycles, 94 〇Cdenaturation,己8°C annealing, 

72"C extension).

M :化b Size marker DNA

Lane 1 : No templar

Lane 2 : Lactadherin A fragment



0.6kb

Fig. 4. Amplification of lactadherin B fragment by PCR product on 1% 

agarose gel electrophoresis(30 cycles, 94〇Cdenaturation,已8"C annealing, 

72°C extension).

M - 1 kb Size marker DNA

Lane 1 : No template

Lane 2 : Lactadherin B fragment

마. 조각 DNA 연결에 의한 cDNA clone 완성

早반早 Sense primer(20mer)와 전반早 Anti-sense primer (20iner) 乂]■이는 Pst I 

site暑 里함한 57bp가 중耳되게 design되 어 있어 이 제 한효소로 각-삭 자旦五 연결하 

면 sticky end ligation이 된다. 라라서 PCR products인 93己 bp와 609 pGEM—T

vector에 각각 따互 삼입 되었다. 그旱 E.coli cracking에 의 한 방법 으로 insert暑 포함 

한 vector가 선백되었다. 이 두 vector는 각각 Pst I (Kg 5,6)으로 잘린旱 다시 연걸 

되었으며 역시 E.coli cracking CFig 7) 방법으互 insert룰 互함한 vector가 선택되었 

며 이 vector는 1487bp의 인간 lactadherin cDNA clone鲁 완성 하였고 ^口 한효소 

EcoRI으-잘라 인간 lactadherin cDNA임을 확인하였다 (Fig 8).



3 k b 3kb

0.9kb

Fig. 己. Restriction enzyme analysis of the vector with lactadherin A 

fragment by Pst I on 1% agarose gel electrophoresis.

M : 1 kb Size marker DNA

Lane 1 : Vec化r DNA dig巧ted by Pst I

Lane 2 : Lactadherin A set digested by Pst I



3kb

0.75kb—►
0‘6kb—누

4kb

Fig. 6. Confirmation of orientation of lactadherin B fragment by Pst I on 

1 % agarose gel electrophoresis.

Lane 1 : Vec化r DNA digested by Fst I

M : 1 kb Size marker DNA

Lane 2 : Vector DNA w化h reversed insert by Pst I

M : 1 kb Size marker DNA

Lane 3 : Vec化r DNA w化h forwarded inse巧 by Pst I



low band
high band

Fig. 7. Rapid s(了eening of plasmid DNA with lactadherin inserts on 1% 

agarose gel electrophoresis.

Lane 1 : Vector DNA

Lane 2,3 : Vector DNA w化h the insert

M : 1 kb Size marker DNA



3kb

■画

如3kb

Fig. 8. Restriction enzyme analysis of lactadherin full fragment by EcoR I 

on 1% agarose gel electrophoresis.

M : Size marker DNA

Lane 1 : Vector DNA digested by EcoR I

Lane 2,3 : Vector DNA w化h lactadherin full set digested

by EcoR I

바. Lactadherin 유전자의 염기 서열 비교 분석 및 SNP받견

본 연구에서 밝힌 한국 여성의 유방 조직으로早터 얻은 lactadherin 유전자의 (Fig 

9，10) 염기서열과 종래에 발표된 백인 여성의 lactedherin 유전자의 염기서열 (C)과 

비교 분석하여 Fig. 11 과 같은 걸斗를 얻을 牛 있었다. 백인여성외 lactadherin 유전 

자의 염기 서열과 비교하여 K1 여성에서는 67 번째 base에서 C가 A로 타뀌면서 그 

amino acid가 A巧에 서 Ser呈 번화되었고，454 번째 base에서 C가 T互 바뀌 었지 만 

silent mutation으呈 그 amino acid에는 아무런 번이가 없었으며，1419 번째 base에서 

G가 C至 변이되년서 Ser이 Thr呈 타뀌었다. K2 여성에서는 다른 형태의 변이가 관 

찰되었다. 286 번째 base에서 A가 C로 바뀌 면서 그 amino acid가 Met에서 Leu呈

변화되었丑，329 번째 base에서 A가 G로 바뀌었지만 silent mutation이 되五，1330 번

째 base에서 G가 A至 변어되 던서 Gly가 Ser至 바뀌 었디-. 이 와같온 amino acid 午순 

의 변이 중 Ser으로의 변이는 Ser이 가지는 복성으로 인해 큰 의미를 갖게된다. Ser



은 다른 amino acid와는 달리 phosphorylation이 일어나는 amino acid로 이러한 Ser 

이 백인 여성의 lactadherin 단백질보다 한국 여성의 그것에서 더 많이 존재한다는 것 

은 인산화와 관련된 단백질 牛준에서의 변이가 있을 것이라는 것을 암시한다- 이렇게 

관찰되어진 각각 3 곳의 염기 서열의 변이는 한국 사람이 가지는 lactadherin 유전자 

의 SNP(single nucleotide polymorphism)의 일早라卫 생각되어지며 이것으呈 백인 여 

성과 한국 여성의 lactadherin 유전자의 다형성의 유무暑 확인 할 수 있었다，

TGCCCA 了 TCCAGCGCCCGCGTCCCCGC^^ 58
I'GTGCGGCGCGCTGCTCTGCGCCCCCAGCCTCCTCGTCGCCCTGGATATCTGl'TCCA 115 
AAAACCCCTGCCACAACGGl'GGl'l'l'ATGCGAGGAGAI^a'TCCCAAGAAGl'GCGAGGA 171 
GATarCTl'CCCCTCGTACACCl'GCACC/l'GCCl'l'AAGGGCl'ACGCGGGCAACCACTGT 228 
GAGACGAAATC 了 CTCGAGCCACTGG^^^ 284
GATCGCCGCCTCATCTCTGCGTCTGA^^ 341
GCTGGCCCGCCTGAACCGCGCA^^ 398
CGAl'AACCCCTGGAl'CCAGGTGAACTTGCTGCGGAGGATGTGGGTAACAGGTGTGG 454 
TGACGAGGGTGCCAGCCGCTTGGCCA^ 리 1
CTACAGCCT 了 AATCGACACaAATTC^^^ 567
AGGAGTTTCTGGGTAACTGGAACA^^ 623
CCTGTGGAGGCTCAGTACGTGAGATTGTACCCCACGAGCTGCCACACGGCCTGCACT 680 
CTGCGC 了 TTGAGCTACTGGGCTGTGAGCTGAACGGATGCGC^ 737
AAGAAl'AACAGCATCCCTGACAAGCAGATCACGGCCT'CCAGCAGCTACAAGACCTGG 794 
GGCTTGCATCTCTTCAGCTGGAACCCCTCCrATGCACGGCT'GGACAAGCAGGGCAAC 851 
TTCAACGCCTGGG 了 TCCGGGGAGCTAC^^ 908
GGCTCCTCGAAGGAGCTGACAGGCATC^ 96 己
GTCCAGTTTGTGGCATCCTACAAGGTTGCCTACAGTAAl'GACAGl'GCGAACTGGAC 1021 
TGAGTACCAGGACCCCAGGACTGGCAGCAGTAAGATCTTCCCTGGCAACTGGGACAA107S 
CCACTCCCACAAGAAGAACTTGT^rrGAGACGCCCATCCTGGCTCGCTATGTGCGCAT 1135 
CCTGCCT'GTAGCC1'GGCACAACCGCA1'CGCCCTGCGCCTGGAGCTGCTGGGCTGTTAG1193 
TGGCCACCTGCCACCCCCAGGTCTTCCTGCTTTCCATGGGCCCGCTGCCTCTTGGCTT 12리 
CTCAGCCCCTTTAAATCACCATAGGGCTGGGGACTGGGGAAGGGGAGGGTGTTCAGA1308 
GGCAGCACCACCACACAGTCACCCCTCCCTCCCTCTTTCCCACCCTCCACCTCTCACG 1366 
GGCCCl'GCCCCAGCCCCTAACCCCCGTCCCCTAACCCCCAGTCCTCACTGTCCTGTTT 1429 
TCTTAGGCACTGAGGGArCTGAGTAGGTCTGGGATGGACAGGAAAGGGCAAAGTAG 1486 
GGCG了G 了 1493

Fig. 9. Confirmation of 

lactadherin gene

nucleotide sequence of Korean woman 1



TCCCCAT 了 CCAGCGCCCGCGTCCCCGCAGCA^^ 58
TCTCCGGCGCGCTGCTCTGCGCCCCCAGCCTCCTCGTCGCCCTGGATATCTGTTCCA 11 己 
AAAACCCCTGCCACAACGGTCCTTTATGCGAGGAGATTTCCCAAGAAGTGCGAGGA 171 
GATGTCTTCCCCTCCT^ACACCTGCACGl^GCCTl'AAGGGC^rACGCGGGCAACCACl^Gl' 228 
GAGACGAAATGTGTCGAGCCACTGGGCCTGGAGAATGGGAACATTGCCAACTCACA 284 
GATCGCCGCCTCGTCTC 了 GCGTCTCACCTTCTTCG^^^ 341
GCTGGCCCGCCTGAACCGCGCAGGCATGGTCAATGCCTGGACACCCAGCAGCAATGA 398 
CGATAACCCCTGGATCCAGGTGAACCTGCTGCGGAGGATGTGGGTAACAGGTGTGG 454 
TGACGCAGGGTGCCAGCCGCTTGGCCAGTCATGAGTACCTGAAGGCCTTCAAGGTG 리 0 
GCCTACAGCCTTAATGGACACGAATTCGATTTCATCCATGATGTTAATAAAAAAC 565 
ACAAGGAGTTTGTGGGTAACTGGAACAAAAACGCGGTGCArC/rCAACCTGTTTGAG 621 
ACCCCTGTGGACxGCrCAGTACGTGAGATTGTACCCCACGAGCTGCCACACGGCCTGC 678 
ACTCTGCGCTTTGAGCTACTGGGCTGTGAGCTGAACGGATGCGCCAATCCCCTGGGC 735 
CTGAAGAATAACAGCA 了 CCCTGACAAG。^^^ 792
TGGGGCTTGCATCTCl'TCAGCTGGAACCCCTCCTATGCACGGCTGGACAAGCAGGGC 849 
AACTTCAACGCCl'GGG 了 T〔XGGGGAGCTACGGTAACGATCAC/r〇(X 906
CTGGGCTCCTCGAAGGAGGTGACAGGCATCATCACCCAGGGGGCCCGTAACTTTGGC 968 
TCTGTCCACTT 了 GTGGCATCCTACAAGGTTGC^^ 1024
GACTGAGTACCAGGACCCCAGGACTGGO\GCAGTAAGATCTTCCCTGGCAACTGGGA1081 
CAACCACTCCCACAAGAAGAACrTGTTTGAGACGCCCATCCrGGCTCGCrATGT^ 
CATCCTGCCTGTAGCCTGGCACAACCGCATCGCCCTGCGCCTGGAGCTGCTGGGCTGl'1196 
TAOTGGCCACCTGCCACCCCCAGCT^
CTTCTCAGCCCCTTTAAATCACCATAG^^
AGAGGCAGCACCACCACACAGTCACCCCTCCCTCCCTCTTTCCCACCCTCCACCrCTC 1369 
ACGGGCCC^rGCCCCAGCCCCTAAGCCCCGTCCCCTAACCCCCAGTCCT'CACri'Ga'CCl'G 1427 
TT1'TC1'TAGGCACTGAGGGATCTGAGTAGGTC1'GGGATGGACAGGAAAGGGCAAAG1483 
TAGGGCGTGT 1493

Fig. 10. Confirmation of 

lactadherin gene

nucleotide sequence of Korean woman 2
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Fig. 11. Sequence comparison of lactadherin among 

Korean

C : Caucasian, K1 : Korean 1, K2 : Korean 2 
Bold letter : mutation

Caucasian and

사. Probe 제작

앞에 서 선 택 된 4 개 의 primer둘 은 probe로 직 접 사용 하 였 丑 톡 허 가운 데 위 치 한 

두개의 primer 죽 전반早 Anti-sense(20 mer)와 旱반早 Sense (20 mer) primer가 早 

에 있을 실험에서 probe呈 쓰였고 또한 클론된 cDNA暑 이용하여 Pst I 斗 EcoR I 

절단의 조합에서 얻어건 fragment 暑 biotin 이 함유된 dTTP 暑 사용하여 nk:k 

translation올 하여 제작하였다.



아. Lacta化crin 정제 방범 확 림 및 항체 생 산 

1) lactadherin 정제방범 확립

Lactadherin을 H化C 등에 의한 전통적인 생화학적 정제방범으로 얻는 것은 시 

간적인 한계와 시료의 제한(층분한 모유 초유의 확보)때문에 어려움이 많았다. 그래 

서 이러한 방범에 의한 시도는 몇 차례에 그치고 실험전략을 수정하였다. 따라서 

시간을 절약하면서 일의 효율을 높어五 일의 연속성 어 높은 E. Cc*■에서 발현을 채 

택하였다. 죽 이미 클로닝된 lac化dherin cDNA 유견자룰 E. Co//에서 발현시키고 

여기서 얻은 단백질을 이용하여 항체를 생산하는 방향으豆 전락울 수정하였다. 우 

선 pGEM了 vector에 클론된 lactadherin cDNA暑 Not 1 (巧g 12)으呈 절단 1.5 kb 

의 Not 1 유전자 절편을 얻어 insert를 만音었다.

3kb 晒►

1.5kb

巧 g. 12. Restriction enzyme analysis of lactadherin full length cDNA 

by Not I on 1% agarose gel electrophoresis.

M

Lane

1 kb Size marker DNA

Vec 化 r DNA w化h lactadherin 化 11 cDNA digested 

by Not I



발현백터는 pET-32 化)暑 선택하여 유전자의 reading frame을 맞추었고 이暑 Not 

1으互 자른 다움 己.9 kb의 절편을 얻었五 CIAP暑 처리하여 self ligation을 방지시 

킨旱 insert 와 ligation 을 실시하였다. K co/z•의 transfomation 을 위하여 

electroporator暑 사용하여 10,000V/cm DC呈 electroporation을 실시하였다. 여기서 

얻온 vector暑 cell cracking 방법(Fig 13)으呈 insert의 유早暑 확인한 다옴 다시 

insert의 방향을 제한豆소呈 확인하였다 (Fig 14).

7.4kb
5.9kb

Fig. 13. Screening of plasmid DNA with lactadherin insets on 1% 

agarose gel electrophoresis.

M : 1 kb Size marker DNA

Lane 1,2,3,4 : Vec化r DNA w化h the insert 

Lane C : Vec化r DNA



5.5kb

5.5kb

2.2kb

1.9k

Fig. 14. Restriction enzyme analysis of lactadherin full length cDNA by 

PstI on 1% agarose gel electrophoresis.

M : 1 kb Size marker DNA

Lane 1，2,3,4 : Vector DNA with 化e insert 

Lane C : Vector DNA

여 기서 얻은 벡터 는 표 cg/z•의 발현 벡터 이다. 그 旱 이 vec化r의 reading frame을 

DNA sequencing에 의하여 재차 확인하였다. 여기서 얻은 발현벡터는 BL21 cell 

line에 치 환하기위 하여 다시 electroporation을 실시 하여 host cell에 전이 시 켰다. 여 

기서 얻온 cell을 OD 0.6 까지 키운旱 냉장 旦관旱 그 1/10을 다움날 아침 다시 

la巧e culture에서 OD 0.6까지 배양하고 O.lmM IPTG豆 6시간 유도하였다. 그 旱 

약 30분간 원심분리暑 실시하고 牛확한 cell을 PBS buffer에 早유시킨 旱 1분간 10 

회 sonication을설시 하五 다시 원심분리暑 실시한旱 ]0%외 SDS-PAGE豆 CFig 

1己) 분러하여 약 46k의 fusion단백질의 발현을 확인하였五 10%외 SDS-PAGE呈 전 

기영동하여 분리된 gel을 rdtrocellulose에 transfer시킨 다鲁 1/己000으豆 dilute한 

S-口rotein conjuga化을넣五 s-tag에 결합시켜 NBT/BCIP暑 기질로 사용하여 (Fig 

16) 발현유早를 확인하는 방법으呈 western blot을 실시하였卫 발현된 早분의 band 

暑 잘라 gel을 으맨 旱 2 vol의 Tris-C1 (ph6.8) buffer暑넣五 4°C 에서 o/n shaking 

한 早 lOOOOg呈 원심 분리하여 상층 액만을 얻었다. 상층 액은 4 vol의 aceton을 첨 

가하여 - 2CTC o/n으豆 침전 시킨 旱 다시 lOOOOg에서 원심 분리計여 침전된 단백 

질을 PBS로 녹여 항체 생산을 위한 항원으로 사용하였다.



50巧》a呼

：：<•：> ♦46KDa

巧g. 15. SDS-PAGE 巧g. 16. Lactadherin Western blot (20 ng)

2) 토끼에서 human lactadherin에 대한 항체 생산

E. Co"에서 발현시킨 Lactadherin을 2마리의 토끼에 일차 접종시켰다. 2주 간격 

으로 3차례약 0.2 mg의 항원으르 추가 접종을 실시하였다. 혈액은 일주일에 2번씩 

두 귀에서 번같아 약 5 ml씩 채취하였다. 항체외 化er는 dot blot(Fig 17)의 방법으 

로 확인하였는데 1/1000, 1/3000, 1/5000, 1/10000 으呈 항체喜 dihite하여 dot blot을 

실시하여 single이 가장 강하丑 background가 가장 약한 1/10000 dilute을 선택하여 

확인하였丑 化er의 밝기 정도暑 1-5까지 score暑 메겨 평균값-S- 그래프로 나타내 

어 분석하였다 (Kg 18).



l/KKXX) dilution by sample A Ag

1/10000 dilution by sample B Ag

Fig. 17. Dot blot

Fig, 18. 了iter of rabtdt anti—lactadherin
(The arrows indicate the i巧jectkni of antigens)

자, So巧them Wot

버빙■사선 똥위 둘질인 biotin과 효全롤 어용한 방범어 확립되었고 300bp의 

plasmid fragment 틀 biotin 어 결함된 d-TTTP 틀 어용하여 Nick translation ft 早 가열 

하여 사용하였다. 최중 wash는 0,01 X SSC릎 어용하였오며 할색은 Western blot에



서 사용計는 NBT와 BCIP暑 기질로 이용하였다. 그 旱 1-3^1 간 香안 developing시 

키는 이 방범은 10-20 pg의 化巧et DNA를 측정하였고 (巧g 19)，이 방법은 PCR 

에 외한 선별 방범과 함께 형질전환 동물을 정확히 확인하는데 이용되었다.

Fig. 19. Southern blot

차. Northern blotting/ RT-PCR

Total RNA는 Chomczynski 등(1987)의 single s化p 분러방범에 따라 분러되었五, 

여기에 사용되는 probe는 biotin이 label된 nucleotide暑 nick translation하여 사용하 

였다. 그早 Amersham C化의 Hybridization 방범에 타라 1%의 Agarose gel을 

化1巧1；11巧한 조건하에서 실행하고 Hybond-N membrane을 사용하여 化ansfer한 다 

음，421：에서 Hybridization 을 실시하였다. 그러나 이 방법에서는 signal 이 약하여 

이를 강화하는 필요성이 제기되었다- 방사선 동위원소暑 이용하는 방범이 또 하나 

외 대안이기는 하지만 현설적인 면을 五려하여 또다른 RNA 측정법인 RT-PCR을 

이용하였다. 우선 lactadherin을 발현하는 tissue暑 수집해서 RNA暑 분리早 reverse 

transcription하여 化st strand暑 만音고 PCR을 OPig 20) 통하여 증폭정도暑 보고 

RNA촉정량을 결정 하였다. 이 방법에서는 소량의 mRNA (Ipg)의 측정 이 가능하五 

이에 펄요한 조건도 확립되었다.



<r A
和B

Fig. 20. Identification of lactadherin A, B fragment RT-PCR product 

by 1% agarose gd electrophoresis,

M : 1 kb Size marker DNA

Lane 1，2 : Lactadherin A, B set fragment

Wes化rn blot

우유에서 지방을 일차분리하고 분리된 지방구에서 lacta化erin을 포함하는 

fraction에 Yom 등(1992)의 방범오로 토끼의 1차 항체와 양의 2차 항체를 이용 

하여 설시하였고，alkaline phosphatase暑 어용하는 NB了-BCIP 방법울 사용하 

였다. 우선 lactadherin.을 互함하는 단백질을 10% SDS-PAGE(Fig 21)로 전기 

영농하여 분러된 gel을 n化roceHulose에 transfer시킨 다옴 토꺼의 1차 항체와 

앙의 2차항체-효소 conjugate暑 차례豆 결할시커고 NBT-BCIP룰 거질로 하여 

발색울 확인하였다 (Fig 22). 이 방범은 10-20ng의 sensitivity를 가지丑 있音이 

확인되었다，목허 早분 정제暑 실시한 sample의 경우 국소량의 발현 단백질을 

측정할 手 었을 것으로 생각된디-. 또한 약 70kDa의 밴드도 발색되는 것을 확인 

하였으며 〇1 는 mi化 mucin 으로 확인되었는데 몇몇 작은 분자 둘 斗 TOKDa 의 

glycoprotein， butyrophilin 그리고 46KDa 의 glycosylated component, 
la巧adherin을 里함하고 있는 milk mucin은 associated molecular임 어 밝혀 졌다.



:r."
70kDa

己 5kDa

纏ii

.觸難巧卿巧，r

巧g‘ 19. Human milk SDS-PAGE Fig. 20. Western blot

타. 2D-gel electrophoresis using immobilized pH gradients

우유에 서 지 방을 일 차 분러하고 분리 된 지 방구롤 rehydration solution과 섞 어 

total volumn 250 暑 strip holder에 loading한 旱 dry strip gel을 strip holder올려 

놓아 샘폴이 音고루 퍼지도록한 早 dry strip cover fulid solution을 가득채우고 IPG 

strip cover 을 덮五 Euan IPGphor Isoelectric Focusing System 을 이용하여 

first-dimension step과 Isoelectric Focusing을 동시에 실시하였다 CFig 23).



Program steps

Protocol # 1 

________ HUMAN MILK

Rehydration

10 ： 00 Hrs at 20 X：

lEF

20 °C 50 M max

51 step n 一 hold or Gradiant

500 V 01 ： 00 Hrs

52 step - n - hold or Gradiant

2000V 01 ： 00 Hrs

53 step - n - hold or Gradiant

8000V 02 ： 00 Hrs

Fig. 23. First dimension protocol 

worksheet

lEF가 끝난旱 strip gel을 equilibratiun sol에 넣어 30min간 shaking하여 rehydration 

solution을 제거한早 10% SDS-PAGE互 second dimension step CFig. 24)을 실시하 

여 human lactadherin외 M.W값과 pi값을 확인할年 있었다.



Fig. 24. 2_D image of human milk

파. 한국여성의 lac化dherin SNP

추가로 4명의 한국여성의 유선조직을 얻어 종래 Cou化 (199巧등에 의해 밝혀진 백 

인여성외 lactadherin 유전자의 염기서열과 비교하여 그 차이점을 분석하였다. (Kg. 

25， 26) 조직은 normal breast tissue (1， 3)， cancer breast tissue (1)， cancer breast 

tissue의 normal tissue (2, 2')부분을 각각 클론하여 그 염기서열을 버교하고 mutant 

정도롤 분석하였다. cancer tissue의 경우 coding region (s化p codon 전)에서노 

mutant발생 빈도가 normal tissue보다 많았으며 특허 s化p codon早에는 거의 대早분 

외 염기서열이 mutant된 것으呈 확인되었으며 normal tissue의 경우 s化p codon견에 

는 rrmtant 정도가 극司 격거나 silent mutant였지만 s 化p codon 旱에 mutant 발생번도 
가 S 化P codon 견 보다는 많은 것으互 밝혀 졌는데 이는 post-translational 

modification을 거치면서 coding region早외 염기서열은 외부환경에 잘 보豆받지 못하 

는 것으로 생각되어진다. 또한amino acid 수준의 번이 중 Ser으至의 변이는 Ser이 가 

지는 특성으豆 인헤 큰 의미暑 갖게된다. Ser 은 다른 amino acid 와는 달리 

phosphorylation이 일어나는 amino acid呈 이러한 Ser이 백인 여성의 lactadherin 단 

백질보다 한국 여성의 그것에서 더 많이 존재한다는 것은 인산화와 관련된 단백질 수 

준에서외 변이가 있을 것이라는 것을 암시한다.



BASE BASE 변화 A.A 번화 비丑

535 AAG->CAA Lys->Gln M

664 GCT->CTT Ala-〉Leu M

Cancerl 697 GTC->GCC Val->Ala M

1126 AAC->GAC Asn_>Asp M

1222 TAG->TAA STOP S.M

422 ATC->ATT Ile->Ile S.M
NORMAL 1

541 GCC->GCT Ala->Ala S.M

286 ATG->CTG Met—>Leu M

NORMAL 2 324 TCA->TCG Ser->Ser S.M

1330 GGT->AGT GIy->Ser M

286 ATG->CTG Met—>Leu M

324 TCA - >TCG Ser->Ser S.M

41已 CCC->CGC Pro-> A巧 M

NORMAL 2' 433 AAC->AAA Asn—>Lys M

442 ATC->ATT Ile->Ile S.M

445 CAG->CAA Gin->Gln S.M

67 CGC->AGC Arg->Ser M

NORMAL 3 454 CTC>TTG Leu—>Leu S-M

1418 AGC-> ACC Ser->Thr M

巧g. 25. S化p전의 염기서열 분석결과



BASE BASE 변화 A.A 변화 비 丑

1243
AGG->AAG Arg->Lys M

1252
了 GC->TGG Cys->Try M

1258
CCA->TCA Pr〇->Ser M

1264
GCC->GGC Aia->GIy M

1270
TGC-XTGT Cys->Cys S.M

CANCER 1

1273
CTC->GTC Leu-> Val M

1279
GTC->GGG Ala->Gly M

1285
CAG->CAT Gln->His M

1291
CTT->CTC Leu—>Leu S.M

1294
TAA->TAT STOP->Tyr M

1297
ATC->ATA lie->Re S.M

1300 ACC->ATC Thr->Ile M

NORMAL 1 1306
GGG->AGG Gly-〉A巧 M

1309 CTG->ATG Leu—>Met M

1294
TAA->TAT STOP->Tyr M

NORMAL 2’
1297 ATC->ATA He->Ile S.M

Kg. 26. Stop旱의 염기서열 분석걸과



제 4 장 목丑달성도 및 관련분야에의 기여도 

제 1 절. 연구개발의 목표 달성도

본 연구는 3년간의 연구喜 수행함에 있어서 1차년도는 형질전환동晉 생산을 위한 

최적 생산체계暑 적립하기 위하여 GFP marker gene을 expression 하는 vectovirus를 

이용하여 생쥐의 머수정란斗 全의 미수정란에 retrovirus외 감염조건을 확립하였고 형 

질전환 동晉의 생산鲁 위하여 marker gene이 전이된 형질전환 동音을 생산하기 위타 

여 수정란 이식을 실시하는동 머수정란에 retrovirus vec化r sys化m을 이용한 豆올적 

인 유전자 전이 방법을 확립하였다. 또한 LacZ，GFP marker gene을 이용하여 여러 

가지 promoter중 쥐와 소의 유방세포에서 발현이 가장 우수한 promoter暑 선택하五 
어를 통해 lactadherin을 발현하는 retrovirus vector暑 구죽하는등 유선조직 세星에서 

발현되게 design된 retrovirus vector喜 구측하였으며 human lactadherin 유전자暑 

cloning하였다. 2차년도는 lactadherin 유전자가 전이된 소의 미수정란을 체외수정 시 

킨 旱 대리모에 이식하五 유전자의 정상발현 검색을 위한 제1협동과제에서 구축한 

lactadherin 유전자暑 전이시키는 retrovirus vector sys化m을 이용한 형질전환 쥐暑 

생산하였으며 Human lactsudherin 유전자가 전이된 형질전환 告아지 생산을 위한 牛 

정란 이식을 통하여 Human lactadherin 유전자가 견이된 소의 embryo와 형질전환 쥐 

의 생산을 시도하였다. 또한 human lactadherin을 생산하는 VSV-G based retrovirus 

vector producing cell의 개발과 retroviras vector暑 개발하였고 retrovirus呈 쥐와 소 

의 유방세포에 lactadherin 유전자暑 견이시켰다. 그리고 retrovirus에 의해 유전자가 

전이된 유방세포의 생물학적 안정성 검사를 실시하였으며，五'.•에서 발현시킨 

lactadherin 을 이용하여 항체생산을 시도하였으며，형질전환동물을 선별하기 위한 

Soi化hern blot과 lactadherin의 直눙鲁 평가하기 위한 iactadhem의 bioassay 방법을 

확립하였다. 3차년도는 早 협동기관과 협조하에 형질전환 牛정란을 계속 생산하였고 

공란우에 이식을 설시하였다. 또한 WAP promoter의 발현상 여러문제점을 해결하기 

위한 세呈운 vector system 울 개발하기 위하여 indue 化 le promoter 인 

tetracycline-controllable promoter 통제하에 human lactadherin 유견 スf暑 도입한 

retrovirus vec化r暑 구측하였고 in vitro 상에서 tetracycline외 induction 여부에 따른 

human lactadherin 유전자의 발현을 확인하였으며 lac化dherin 유전자의 전이 및 발현 

鲁 검정하기 위하여 Northern blotting과 Wes化m blotting을 실시하였고 우유音의 성 

분분석을 위計여 first-dimension과 second-dimension step올 실시하였다. 또한 여성 

의 유선조직에서 lac化dherin 유전자의 SNP에 대한 연구를 진행하였다.

라라서 이暑 3년간에 걸친 연구의 결과는 보다 효올적으豆 형질전환동물 생산을



위한 연구에 귀중한 자료至 활용되리라 본다.

제 2 절. 대외 기여도

본 연구의 최증 목표인 형질 전환 젖소의 생산에는 설페하였으나 연구 牛행 과정 

에서 얻은 각종 결과둘의 활용을 통혜 다옴과 같은 관련 분야의 기슬 발전에 기여暑 

할수 었는 학문적 기초暑 갖추게 되었다.

- 효율적인 형질전환동晉의 새로운 생산 방법이 개발되었으며， 이 결斗는 

또한 형질전환 가금 및 형질전환 어류의 생산에도 적용이 가능하다.
- 본 연구에서 생산된 고농도의 retrovirus s化ck은 사람의 유전자 치呈범에도 직 

접적인 응용이 가능하다.
- 기존 기술의 10% 정도 비용으로 형질전환 동물을 생산할 午 있어서 보다 많은 

국내의 연구기관이 다양한 형질전환 가축을 생산할 수 있다-

- 첨단 기술의 국내개발 가능성을 제시하여 농업 분야에서외 첨단기술 개발의 기 

폭제로 작용할 것이다.
- 우유의 성분을 인위적으로 바꾸어서 유제품의 경제적 가치暑 현저司 향상 

시킬 수 있다는 가능성을 제시한다.
- 가축의 생체暑 통해 五早가가처 물질을 생산하는 신기능 동물의 창출에 필요한 

기슬의 기반 확립
- 농업 첨단 기슬을 응용한 새呈운 산업군의 형성과 Gene bank system돌의 정립 

및 활성화
- 본 연구에서 cloning 한 유전자는 국제간 우수 유전자의 상호교류를 통해 협력 

의 증대를 가능케 한다.
- 고早가 가처성 희귀물질을 대량 생산하는 연구에 기반을 제공함으呈서 세계시장 

내에서의 국내 측산업외 경쟁력을 강화할 수 있다.
- Human lactadherin은 사람뿐만 아니라 동晉에도 rotavirus성 설사 방지제로 사 

용될 수 있기 때문에 전망이 메우 밝다.



제 5 장 연구개 발결과의 활용계획

본 연구는 세계적으로 유전자 재조합 형질전환동晉을 생산하며 인류에 획기적으呈 

공헌할 午 었는 방안으互 연구가 早건되고 었는 생명공학의 측산적 응용을 위한 형질 

견환동晉의 생산기범외 연子가 추진되고 있는 실정인바 본 기술개발을 모델로 하여 

다음斗 같온 목적의 연구와 연계시켜 사회 • 경제적으로 삶의 질을 향상시킬 수 있는 

기舍을 국내관련기관에 이전하五자 한다.

가. 활용분야

- 유전자 재조할에 관련된 연구 및 산업활동분야

- 외래유전자暑 난자내에 도입하려고 시도하는 모든 연구 분야

- 吾몰 수정란의 이용豆율을 제고하고자 하는 豆든 연子 및 산업분야

- 동물의 톡이早위暑 형질전환시켜 유용 단백질을 생산하고자 하는 旦든 연구와 

산업분야

- 형질전환동물을 생산하고자 하는 모든 연구斗 산업분야

- Animal bio巧actor syston을 개발하五 bioactive substa口ces를 동물체에서 생산 

하고자 하는 모든 연구와 산업분야

- 사람의 유전자치료분야

… 형질전환 가측생산의 기초기슬분야

나. 활용방안

- 개발된 기초기술芒 학숱지에 발표하고 특허권율 획득한 다옴 관련 연구진斗 산 

업계에 보급 활용

- 연구중에 얻어건 retrovirus vec化r gene 化ansfer system普 국내관련 연구기관 

에 보급

- 牛정란의 동걸융해 기舍 개발에 의한 우수 유전자외 시간적，晋간적 제약 국복

- 임신우의 사양관리 기舍개발에 기여

- 본 기슬을 국내 여타기관 또는 산업체에 이전하여 관련 기舍인력 양성

- 금旱 형질전환 가측생산 등 기술적 기반 확보

- 至유동吾의 牛정，발생, 분화 및 생러기전에 관한 기초 연구 자료言 제공 

타■어 吾으로서 전반적인 동吾 생명공譯외 발전에 기여

또한 본 연구의 계속적인 추가연구를 통해서 기술체계학립에 의한 연구걸과暑 국

내 유관기관에 이전하여 공동으로 활용시 국제경쟁력이 있는 측산업의 산업화가 실현 

될 수 있을 것이다.
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