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요   약   문

Ⅰ. 제  목

원시생식세포의 장기 배양기법 확립 

및 성장 촉진 닭의 효율적 생산에 관한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

       형질전환 동물의 성공적인 결과는 기초 분야에서의 혁신적인 학문의 진보와, 응용 분

야에 있어서의 무한한 이용 가능성을 제시하 다. 그러나 현재까지 형질전환 동물은 기초 학

문 분야에서는 매우 다양하게 활용되어 왔으나 응용 분야에서는 다소간 제한적으로 활용되어 

왔다. 이와 같이 형질전환 동물은 무한한 잠재적 가능성에도 불구하고 아직까지는 상업화할 

수 있는 결과가 적으며, 닭의 경우에도 뚜렷한 결과는 없다. 그러나 형질전환 닭 생산 체계가 

확립된다면, 성장 촉진 유전자에 의한 성장 촉진으로 사료비 감소와 빠른 출하 시기 등에 의

한 생산비 절감 효과나 질병 저항성 유전자 전이에 의한 질병에 강한 품종 개발 및 생체 반

응기 (bioreactor)를 이용한 계란 내의 유용 생의학 물질의 생산으로 농업을 고부가가치의 첨

단 산업화로 꾀할 수 있을 것이다. 앞으로 형질전환 닭의 생산 및 산업화에 따른 파급 효과

는 경제적․산업적으로 매우 클 것이며, 축산업의 경쟁력 강화뿐만 아니라 국제화, 첨단화를 

이룰 것으로 전망된다. 즉, 우수한 능력을 가진 새로운 품종 개발은 생산비 절감과 비싼 외국 

품종의 수입에 대한 외화 낭비를 줄일 수 있을 것으로 전망된다. 또한 본 연구에서 수행하고

자 하는 원시생식세포의 장기 배양 및 계대 배양은 그 응용성뿐만 아니라 성세포의 분열, 성

장, 분화의 기작과 성분화 과정을 밝혀 낼 수 있는 기초 학문 자료를 마련할 수 있을 것이다. 

       가축에서 우수한 능력을 가진 개체의 선발은 오랜 기간동안 농업에서 가장 중요한 주

제 으며, 이러한 개체 선발에 많은 부분을 전통적인 통계 방법에 의존해 왔다. 그러나 최근

에 이르러 형질전환 동물의 생산과 더불어 단기간, 저 비용의 선발이 가능하게 되었다. 형질

전환 동물 생산은 Palmiter 등 (1982)에 의해 수퍼 마우스가 성공적으로 생산된 이후 분자유

전학, 세포발생공학 및 여러 첨단과학 기술의 지속적인 연구에 힘입어 끊임없는 발전이 이루

어지고 있다. 지난 몇 년간 형질전환 동물 생산에 관한 수천 편에 이르는 연구 결과보고는 

현재 세계적으로 형질전환 동물 생산에 얼마만큼 많은 연구와 지원이 이루어지고 있는지를 

나타내는 단적인 지표가 될 것이다. 그러나 이러한 연구의 대부분은 마우스를 비롯한 소, 염

소, 면양 등 포유류에 초점이 맞추어져 있다. 포유류는 어느 정도의 차이는 있기는 하지만 대
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부분의 경우에 초기 수정란의 조작이 간편하고 기초 연구가 많이 되어 있어 손쉬운 접근이 

가능하 기 때문이었다. 또한 마우스는 인위적으로 특정 유전자를 삽입 또는 제거하는 유전

자 표적 (gene targeting) 기법이 확립되어 많은 기초 연구가 진행되고 있으며, 1996년에는 

Johns Hopkins 대학에서 knock-out 기법에 의해 성장이 보통 마우스보다 매우 빠른 거대 마

우스를 생산하기도 하 다. 그러나 가금의 경우에는 포유류와 달리 배자 발달을 위한 양소 

공급원을 모체를 대신하여 난 (卵)을 이용한다는 것과 수정란의 형태학적, 생리학적 특징 때

문에 포유류에서 이용되고 있는 접근 방법으로는 성공적인 결과를 얻지 못하고 있다. 또한 

닭을 포함하는 가금의 경우에는 생리적, 분자 유전학적 기초 연구가 활발하게 진행되어 있지 

않은 실정이다. 특정 가금류는 한 세대가 매우 짧고, 많은 자손을 얻을 수 있는 장점 그리고 

배자의 체외 발달로 인한 인위적 조작의 용이함에도 불구하고 아직까지 실험 동물을 위한 계

통 조성도 되어 있지 않다. 따라서 가금류에 대한 활발한 기초 연구가 필요하며, 이에 대한 

응용은 농업에의 직접적인 이용이 가능하여 앞으로 혁신적인 첨단 농업으로의 발전을 이룰 

수도 있을 것이다. 본 연구는 원시생식세포 배양 기술 확립으로 가금의 기초 생리 기작, 특히 

성세포의 분화 및 분열을 밝힐 수 있을 뿐만 아니라, 이러한 배양 기술을 이용하여 유전자 

표적을 수행할 수 있는 기초 자료를 확립할 수 있는 계기가 될 수 있기 때문에 활용도가 매

우 높을 것으로 예상된다. 또한 원시생식세포의 배양에 의한 높은 유전자 전이 및 유전체내 

삽입과 이를 이용한 효율적인 생식선 카이메라의 생산으로 성장이 빠른 가금 품종의 개발은 

앞으로의 농업에 대한 첨단 산업화를 가속시킬 것이다.

       현재 국내의 경제적 상황은 매우 어려운 시점에 놓여져 있으며, 특히 이러한 대내․

대외적 어려움은 농업의 기반을 흔들리게 하고 있다. 축산업의 경우 사료의 전량을 수입에 

의존하고 있는 현 시점에서 사료값, 농업 기자재, 각종 약품의 폭등은 농가에 커다란 부담으

로 다가서고 있다. 따라서 보다 고효율의 사료 개발, 보다 높은 사료 효율의 품종 개발, 보다 

높은 질병 저항성을 가지는 계통의 개발만이 국제 경쟁력 강화를 꾀할 수 있을 것이며 앞으

로의 국제 사회에서 국내 축산업이 살아남을 수 있는 방안이 될 것이며, 성장이 빠른 형질전

환 닭 생산은 가금 산업의 효율의 극대화를 위해 반드시 확립되어야 할 기술이다. 국내에서 

사육되어지고 있는 계군의 품종은 거의 수입종에 의지하고 있어 이러한 외국 품종의 수입에 

의한 외화 손실은 매우 크다. 이에 우수한 품종의 개발은 국내 생산 품종의 이용에 의한 외

화 대체 효과와 오히려 수출에 의한 장기적인 외화 획득 효과도 예상된다. 그리고 본 연구에

서의 형질전환 닭 생산 체계가 확립되면 성장 촉진 닭 생산뿐만 아니라 이를 바탕으로 하여 

고부가치의 유용 물질을 대량으로 생산할 수 있는 생체 반응기 (bioreactor)의 응용으로 파급 

효과도 창출할 수 있다. 또한 원시생식세포 배양 기법 확립과 효율적 생식선 카이메라 생산

에 의한 형질전환 닭 생산은 다양화되고 있는 소비자의 욕구 충족을 위한 다양한 품질의 닭 

생산 및 기능성 닭 생산도 가능해질 수 있을 것이다. 
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       현재 미국에서는 한해 전체 1/3에 해당되는 3,000,000마리의 소에 성장 촉진을 위한 

재조합된 성장호르몬을 주입하고 있다. 단기간에 빠른 성장은 그만큼 경제적 이득으로 전환

되기 때문이다. 형질전환 동물의 생산은 우수한 경제 형질을 가진 개체의 선발에 있어서 전

통적 통계 육종학적 방법이나 재조합된 호르몬 또는 생화학 물질을 투여하는 방법보다 효율

적이고 저비용으로 고부가가치를 창출할 수 있다. 위와 같이 앞으로의 국제 사회에서는 최고

의 기술과 경제적 부가가치 창출에 의한 효율적인 생산 체계를 통한 산업적 이용에 응용할 

수 있는 기술만이 살아남을 수 있다. 따라서 국토가 좁고 자원이 적은 국내 실정으로는 이러

한 첨단 유전공학적 기법을 이용한 성장 촉진 가축을 생산하는 것이 생산비용 절감 및 외국

으로부터 려오는 저가의 육류 생산품에 대하여 가격 경쟁력을 유지하면서 산업 구조의 안

정화를 도모할 수 있을 것이다. 또한 원시생식세포 배양 기술 및 형질전환 닭 생산 체계의 

확립은 고부가치의 유용 물질을 대량으로 생산할 수 있는 생체 반응기 (bioreactor)에 응용될 

수 있어 농업, 약학, 의학 분야 등에 다양한 산업적 파급 효과도 기대된다.  

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 (1) 원시생식세포 장기 배양 기법 확립 및 생식세포주 (Embryonic germ cell; EG cell) 체계 

확립

    - 배양액에 따른 원시생식세포 체외 배양 

    - 기저 세포에 따른 원시생식세포 체외 배양 

    - 성장 인자에 따른 원시생식세포 체외 배양 

 (2) 형질전환 개체 생산을 위한 벡터 개발

    - 닭 성장 호르몬 (cGH)과 수용체 (cGH receptor) 유전자 확보

    - 성장 호르몬 분비 호르몬(GHRH) 유전자 확보

    - insulin-like growth hormone-1 (IGF-1) 유전자 확보

    - 유용 유전자 발현 promoter 확보 : β-actin, CMV, methallothionein

    - 유용 벡터 재조합

 (3) 원시생식세포의 초기 성판별 기법 확립

    - W 염색체 특이적 PCR 프라이머 확보

    - whole-blood direct PCR 조건 확립

    - 초기 배자 혈액의 PCR 기법에 의한 성판별 기법 확립
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 (4) 원시생식세포내로 유전자 전이 조건 확립 및 발현 검증

    - 원시생식세포내로 유전자 전이 조건 확립 (리포좀, electroporation 등)

    - 원시생식세포내의 유전자 발현 검증 (표지 유전자, 성장 촉진 유전자 등)

 (5) 벡터의 in vitro 및  in ovo 발현 검증

    - 세포주 (HeLa cell line, STO cell line)에서 in vitro 발현 검증

    - 벡터의 배자내 주입에 의한 in ovo 발현 검증 (순수 DNA 주입에 의한 전이, 리포좀에 

의한 전이)

    - 벡터가 주입된 배자의 발달 단계에 따른 발현 양상 검증

 (6) 벡터의 in vivo 발현 검정

    - 벡터의 성계 체내 직접 주입 (direct in vivo gene transfer) 조건 확립

    - 주입된 벡터의 체내 발현 양상 검증

 (7) 생식세포주 (Embryonic germ cell; EG cell) 검정 및 분화 특성 구명

    - 원시생식세포의 기저 세포에 따른 계대 배양 조건 확립

    - 생식세포주의 in vitro 검정 (PAS 염색, 원시생식세포 특이 항체에 의한 검증, 분화 양

상 검증)

    - 생식세포주의 in ovo 검정 (생식세포주의 배자내 주입 및 초기 배자에서 분화 양상 검

증)

 (8) 생식세포주의 in vivo 주입에 의한 특성 분석

    - 생식세포주의 혈관내 주입

    - 생식세포주의 배반엽 세포층 (blastodermal layer)내 주입

    - 생식세포주의 생식세포로의 분화 검증

 (9) 생식세포주내로의 외래 유전자 전이 및 주입

    - 생식세포주내로의 외래 유전자 전이 (리포좀, electroporation)

    - 생식세포주에서의 외래 유전자 발현 양상 검증 

 (10) 생식세포주에 의한 생식선 카이메라 생산 

    - 생식세포주에 의한 생식선 카이메라 생산 및 후대 검정

    - 유전자를 전이한 생식세포주 주입에 의한 생식선 카이메라 생산 
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 (11) 형질전환 닭의 유전자 발현 분석

    - 후대 검정에 의해 생산된 개체에 대한 유전자 발현 분석

    - 형질전환된 닭의 외래 유전자의 안정적 삽입 분석

 (12) 성장 촉진 유전자 전이 닭 검증 및 증폭

    - 유전자가 전이된 닭의 표현형 분석 및 능력 검정

    - 유전자 전이 닭의 대량 증폭 및 계군 조성

    - 동형접합체(homozygous) 형질전환 유전자를 갖는 개체 확보

 (13) 성장 촉진 유전자 전이 닭 계통 조성

    - 형질전환 계군의 능력 검정

    - 형질전환 계군의 계통 조성

 (14) 형질전환 닭에서 전이 유전자의 발현 양상 분석

    - 형질전환 닭에서 전이 유전자의 발현 양상 분석

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

       외래 유전자를 삽입시킨 형질전환 마우스의 생산 기술은 고등동물에서 타생물체의 유

전자를 도입시켜 발현시킬 수 있음을 입증한 것으로 이를 응용한 무한한 잠재적 가능성을 제

시하고 있다. 이러한 방법은 생물학, 의학 등의 기초 및 응용 분야에 널리 이용되고 있으며, 

가축에 있어서는 수의 질병의 모델, 의학적 유용 물질의 생산 및 유용 단백질의 변형을 위해 

포유동물을 위주로 하여 활발한 실험들이 각국의 정부, 국공립연구기관, 사립연구소에서 막대

한 지원을 바탕으로 생산 기술 확립을 위하여 박차를 가하고 있다. 닭을 비롯한 가금류의 경

우에서는 최근에 이르러 활발한 연구가 진행되고 있지만 기초 자료 부족과 접근 방법에 있어

서의 어려움으로 아직까지 외래 유용 유전자를 도입시켜 산업화된 형질전환 닭은 보고되고 

있지 않다. 따라서 국외 선도 그룹과의 격차가 거의 없어 이에 대한 지속적인 지원과 연구는 

단시일 내에 국내 기술 수준을 세계적 수준으로 끌어올릴 수 있는 몇몇 안 되는 분야중 하나

일 것이다.
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SUMMARY

( 문 요약문)

1. Establishment of chicken embryonic germ (EG) cells

       Embryonic germ (EG) cell lines established from primordial germ cells (PGCs) are 

undifferentiated and pluripotent stem cells. To date, EG cells with proven germ-line 

transmission have been completely established only in the mouse with embryonic stem 

(ES) cells. We isolated PGCs from 5.5-day-old (stage 28) chicken embryonic gonads and 

established a putative chicken EG cell line with EG culture medium supplemented with 

stem cell factor (SCF), leukemia inhibitory factor (LIF), basic fibroblast growth factor 

(bFGF), interleukin-11 (IL-11), and insulin-like growth factor-I (IGF-I). These cells grew 

continuously for 10 passages (4 months) on a feeder layer of mitotically active chicken 

embryonic fibroblasts. After several passages, these cells were characterized by screening 

with the Periodic acid-Shiff's reaction, anti-SSEA-1 antibody, and a proliferation assay. 

The chicken EG cells maintained characteristics of gonadal PGCs and undifferentiated 

stem cells. When cultured in suspension, the chicken EG cells successfully formed an 

embryoid body and differentiated into a variety of cell types. The chicken EG cells were 

injected into stage X blastodermal layer and produced chimeric chickens with various 

differentiated tissues derived from the EG cells. Chicken EG cells will be useful for the 

production of transgenic chickens and for studies of germ cell differentiation and genomic 

imprinting.

2. The production of gemline chimeras by transferring chicken EG 

cells

       This study reported for the first time production of chicken germline chimeras by 

transfer of embryonic germ (EG) cells into recipient embryos of different strain. EG cells 

were established by culturing gonadal tissue cells of stage 28 White Leghorn (WL) 

embryos with I/I gene. Gonadal primordial germ cells (gPGCs) seeded with gonad stromal 

cells began to colonize 7 days after culture following significant (p<0.0001) increase in 

cell population. Colonized gPGCs 10-15 days after primary culture were then subcultured 

with chicken embryonic fibroblast monolayer for EG cell preparation. As experimental 
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treatments, EG cells subcultured once or twice were transferred to stage 17 Korean Ogol 

chicken (KOC) embryos with i/i gene. After managed for sexual maturation up to 6 

months, a testcross analysis by artificial insemination was conducted for evaluating 

germline chimerism. As results, EG cells transfer yielded total 2 germline chimeras out of 

15 sexually matured chickens (13.3%). The efficiency of germline transmission in the 

chimeras was 1.5-14.6% in EG cells. In conclusion, chicken germline chimeras could be 

produced by transfer of EG cells derived from cultured gPGCs to recipient embryos and 

this might greatly contribute to establishing various innovative technologies in the field of 

avian transgenic research for growth improvement, disease resistance, and bioreactor 

production.

3. PCR Amplification for Sexing

       Primers for sexing were designed based on W-chromosome specific regions. 

Primer set of CES#1/CES#2 amplified a fragment of 416bp and primer set of 

nCES#1/nCES#2 amplified a fragment of 348bp in female of both Ogol chicken for donor 

White Leghorn for recipient and but not in male. These primers were designed based on 

Xho I-repetitive sequence of W-chromosome. On W-chromosome of chicken, an 1,100bp 

(Eco RI family) sequence and a 717bp (Xho I family) sequence are repeated 6,000 and 

14,000 times respectively. Primer set of QSEX#1/QSEX#2 amplified a fragment of 396bp 

on the region of W-chromosome, which is putative functional gene because this region 

contains splicing acceptor sequence and splicing donor sequence but the exact function is 

unknown. In dilution test of female and male genomic DNA, 1 ng of female genomic 

DNA could be detected but, even 300 ng of male genomic DNA could not be detected by 

PCR. These results show that these primers for sexing are very useful to distinguish 

between male and female of donor embryo. Although not confirmed yet, the mixed 

gPGCs of male and female embryo may affect the development of recipient gonads or 

germ cells after microinjection of manipulated gPGCs. Therefore, sexing of donor embryo 

is very important and indispensable pre-step for gPGCs manipulation.

       It is very difficulty to be isolated genomic DNA from blood of donor embryo at 

stage 28 for sexing, because the amount of blood from 5.5-day-old embryo is very small 

and DNA extraction is time-consuming process. Therefore, Whole-blood direct PCR was 

performed. In whole-blood direct PCR method, blood sample from embryo was just boiled 
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before PCR thermocycles for sexing and there was no DNA extraction step. Blood sample 

was boiled at 97℃ for 5 minutes and at 55℃ for 5 minutes five times to break down cell 

membrane and release genomic DNA in sterilized PCR tube and then PCR thermocycles 

was performed, which resulted in the specific band only in female embryo. 

4. Production of transgenic stocks by using pantropic retrovirus 

(LacZ & hGH)

       This study was conducted to produce the transgenic stocks by using pantropic 

retroviral vector containing Lac Z as a reporter gene or human growth hormone (hGH) 

gene and to increase the efficiency of transgenesis through several technical approaches. 

For the expression and titering of hGH-retroviral vector, the concentration of hGH were 

compared in chicken embryonic fibroblast (CEFs) and NIH3T3 cells by ELISA. The hGH 

was produced 178.8±76.4ng/ml and 152.3±44.0ng/ml in CEFs and NIH3T3, respectively. 

The retrovirus then was injected into blood vessel of 2.5-day-old embryos and incubated 

until further next experiments. For screening of foreign transgene, polymerase chain 

reaction (PCR) and Southern blotting was conducted at 6, 12-days, and hatch after 

transfer of retrovirus. As a result of PCR and Southern blotting, hGH gene was detected 

in several embryonic tissues including the embryonic gonads, regardless of the embryonic 

developmental stages. Of total 29 analyzed, 19 individuals were positive to hGH gene 

sequence with 65.5% of transgenic efficiency. Thus, transgenic aves can be efficiently 

produced by using pantropic retroviral vector and increase the germline transmission of 

transgene by the microinjection of highly concentrated retroviral vector into blood vessel.
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제 1 장 연구 개발 과제의 개요

    1.  기술적 측면에서의 필요성

       가축에서 우수한 능력을 가진 개체의 선발은 오랜 기간동안 농업에서 가장 중요한 주

제 으며, 이러한 개체 선발에 많은 부분을 전통적인 통계 방법에 의존해 왔다. 그러나 최근

에 이르러 형질전환 동물의 생산과 더불어 단기간, 저 비용의 선발이 가능하게 되었다. 형질

전환 동물 생산은 Palmiter 등 (1982)에 의해 수퍼 마우스가 성공적으로 생산된 이후 분자유

전학, 세포발생공학 및 여러 첨단과학 기술의 지속적인 연구에 힘입어 끊임없는 발전이 이루

어지고 있다. 지난 15년간 형질전환 동물 생산에 관한 수 천편에 이르는 연구 결과보고는 현

재 세계적으로 형질전환 동물 생산에 얼마만큼 많은 연구와 지원이 이루어지고 있는지를 나

타내는 단적인 지표가 될 것이다. 그러나 이러한 연구의 대부분은 마우스를 비롯한 소, 염소, 

면양 등 포유류에 초점이 맞추어져 있다. 포유류는 어느 정도의 차이는 있기는 하지만 대부

분의 경우에 초기 수정란의 조작이 간편하고 기초 연구가 많이 되어 있어 손쉬운 접근이 가

능하 기 때문이었다. 또한 마우스는 인위적으로 특정 유전자를 삽입 또는 제거하는 유전자 

표적 (gene targeting) 기법이 확립되어 많은 기초 연구가 진행되고 있으며, 1996년에는 

Johns Hopkins 대학에서 knock-out 기법에 의해 성장이 보통 마우스보다 매우 빠른 거대 마

우스를 생산하기도 하 다. 그러나 가금의 경우에는 포유류와 달리 배자 발달을 위한 양소 

공급원을 모체를 대신하여 난(卵)을 이용한다는 것과 수정란의 형태학적, 생리학적 특징 때문

에 포유류에서 이용되고 있는 접근 방법으로는 성공적인 결과를 얻지 못하고 있다. 또한 닭

을 포함하는 가금의 경우에는 생리적, 분자 유전학적 기초 연구가 활발하게 진행되어 있지 

않은 실정이다. 특정 가금류는 한 세대가 매우 짧고, 많은 자손을 얻을 수 있는 장점 그리고 

배자의 체외 발달로 인한 인위적 조작의 용이함에도 불구하고 아직까지 실험 동물을 위한 계

통 조성도 되어 있지 않다. 따라서 가금류에 대한 활발한 기초 연구가 필요하며, 이에 대한 

응용은 농업에의 직접적인 이용이 가능하여 앞으로 혁신적인 첨단 농업으로의 발전을 이룰 

수도 있을 것이다. 본 연구는 원시생식세포 배양 기술 확립으로 가금의 기초 생리 기작, 특히 

성세포의 분화 및 분열을 밝힐 수 있을 뿐만 아니라, 이러한 배양 기술을 이용하여 유전자 

표적을 수행할 수 있는 기초 자료를 확립할 수 있는 계기가 될 수 있기 때문에 활용도가 매

우 높을 것으로 예상된다. 또한 원시생식세포의 배양에 의한 높은 유전자 전이 및 유전체내 

삽입과 이를 이용한 효율적인 생식선 카이메라의 생산으로 성장이 빠른 가금 품종의 개발은 

앞으로의 농업에 대한 첨단 산업화를 가속시킬 것이다.

    2.  경제‧사회적 측면에서의 필요성

       현재 국내의 경제적 상황은 매우 어려운 시점에 놓여져 있으며, 특히 이러한 대내․
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대외적 어려움은 농업의 기반을 흔들리게 하고 있다. 축산업의 경우 사료의 전량을 수입에 

의존하고 있는 현 시점에서 사료값, 농업 기자재, 각종 약품의 폭등은 농가에 커다란 부담으

로 다가서고 있다. 따라서 보다 고효율의 사료 개발, 보다 높은 사료 효율의 품종 개발, 보다 

높은 질병 저항성을 가지는 계통의 개발만이 국제 경쟁력 강화를 꾀할 수 있을 것이며 앞으

로의 국제 사회에서 국내 축산업이 살아남을 수 있는 방안이 될 것이며, 성장이 빠른 형질전

환 닭 생산은 가금 산업의 효율의 극대화를 위해 반드시 확립되어야 할 기술이다. 국내에서 

사육되어지고 있는 계군의 품종은 거의 수입 종에 의지하고 있어 이러한 외국 품종의 수입에 

의한 외화 손실은 매우 크다. 이에 우수한 품종의 개발은 국내 생산 품종의 이용에 의한 외

화 대체 효과와 오히려 수출에 의한 장기적인 외화 획득 효과도 예상된다. 그리고 본 연구에

서의 형질전환 닭 생산 체계가 확립되면 성장 촉진 닭 생산뿐만 아니라 이를 바탕으로 하여 

고부가치의 유용 물질을 대량으로 생산할 수 있는 생체 반응기 (bioreactor)의 응용으로 파급 

효과도 창출할 수 있다. 또한 원시생식세포 배양 기법 확립과 효율적 생식선 카이메라 생산

에 의한 형질전환 닭 생산은 다양화되고 있는 소비자의 욕구 충족을 위한 다양한 품질의 닭 

생산 및 기능성 닭 생산도 가능해질 수 있을 것이다. 

 

    3.  산업적 측면에서의 필요성

       현재 미국에서는 한해 전체 1/3에 해당되는 3,000,000마리의 소에 성장 촉진을 위한 

재조합된 성장호르몬을 주입하고 있다. 단기간에 빠른 성장은 그만큼 경제적 이득으로 전환

되기 때문이다. 형질전환 동물의 생산은 우수한 경제 형질을 가진 개체의 선발에 있어서 전

통적 통계 육종학적 방법이나 재조합된 호르몬 또는 생화학 물질을 투여하는 방법보다 효율

적이고 저비용으로 고부가가치를 창출할 수 있다. 위와 같이 앞으로의 국제 사회에서는 최고

의 기술과 경제적 부가가치 창출에 의한 효율적인 생산 체계를 통한 산업적 이용에 응용할 

수 있는 기술만이 살아남을 수 있다. 따라서 국토가 좁고 자원이 적은 국내 실정으로는 이러

한 첨단 유전공학적 기법을 이용한 성장 촉진 가축을 생산하는 것이 생산비용 절감 및 외국

으로부터 려오는 저가의 육류 생산품에 대하여 가격 경쟁력을 유지하면서 산업 구조의 안

정화를 도모할 수 있을 것이다. 또한 원시생식세포 배양 기술 및 형질전환 닭 생산 체계의 

확립은 고부가치의 유용 물질을 대량으로 생산할 수 있는 생체 반응기 (bioreactor)에 응용될 

수 있어 농업, 약학, 의학 분야 등에 다양한 산업적 파급 효과도 기대된다.  

제 2 장 국내외 기술 개발 현황

    1.  지금까지의 연구 개발 동향 및 실적

       외래 유전자를 삽입시킨 형질전환 마우스의 생산 기술은 고등동물에서 타생물체의 유
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전자를 도입시켜 발현시킬 수 있음을 입증한 것으로 이를 응용한 무한한 잠재적 가능성을 제

시하고 있다. 이러한 방법은 생물학, 의학 등의 기초 및 응용 분야에 널리 이용되고 있으며, 

가축에 있어서는 수의 질병의 모델, 의학적 유용 물질의 생산 및 유용 단백질의 변형을 위해 

포유동물을 위주로 하여 활발한 실험들이 각국의 정부, 국공립연구기관, 사립연구소에서 막대

한 지원을 바탕으로 생산 기술 확립을 위하여 박차를 가하고 있다. 닭을 비롯한 가금류의 경

우에서는 최근에 이르러 활발한 연구가 진행되고 있지만 기초 자료 부족과 접근 방법에 있어

서의 어려움으로 아직까지 외래 유용 유전자를 도입시켜 산업화된 형질전환 닭은 보고되고 

있지 않다. 따라서 국외 선도 그룹과의 격차가 거의 없어 이에 대한 지속적인 지원과 연구는 

단시일 내에 국내 기술 수준을 세계적 수준으로 끌어올릴 수 있는 몇몇 안되는 분야중 하나

일 것이다.

      가. 성장 촉진을 위한 연구

       우수한 경제 형질 능력을 가진 개체에 대한 선발은 농업 분야에서 오랜 기간동안 육

종 목표로 설정되었다. 그러나 전통적인 통계 육종학적 방법은 많은 시간과 경비가 소비되는 

것에 비해 능력 향상 비율이 그리 높지 않으며, 성장 호르몬과 같은 재조합 성장 촉진 인자

의 투여에 의한 능력 향상은 부수적인 비용이 소요되며, 유전되지 않는다는 단점을 가지고 

있다. 현재 미국에서는 소에 성장 촉진을 위한 재조합된 성장 호르몬을 주입하고 있으며, 가

금에 있어서는 상업화된 예는 아직 없으나 최근에 IGF-1의 근육내 직접 주입 방법에 의해 

성장 촉진 효과가 있다는 보고는 있다. 따라서 단시일 내에 저비용으로 우수한 경제 형질을 

가진 개체 생산을 위하여 지난 몇 년 동안 많은 연구가 형질전환 동물 생산과 농업에서의 응

용에 집중되고 있으며 (표 참조), 이와 같은 결과들은 축산에 있어 경제형질과 도체형질의 향

상을 위한 방법으로 형질전환 동물 생산 기법의 적용 가능성이 매우 높다는 것을 제시해 주

고 있으며, 아울러 가금에 있어서도 높은 성공 가능성이 있음을 기대할 수 있다. 가금의 경우

에는 성장 촉진을 위한 형질전환 닭 생산이 아니라 형질전환 닭 생산에 대한 기초 연구가 아

직 이루어지지 않은 상황이기 때문에 앞으로 이에 대한 지속적인 연구와 성공은 경제․산업 

분야에 커다란 파급 효과를 가져올 것으로 예상된다.

      나. 형질전환 닭 생산을 위한 연구

       형질전환 닭 생산을 위한 연구는 최근에 전 세계적으로 매우 활발하게 진행되고 있으

나, 닭은 포유류와 달리 수정란의 형태학적, 생리학적 특징 때문에 수정란 조작이 용이하지 

않아 아직까지 뚜렷한 결과가 없는 상황이다. 따라서 형질전환 닭 생산에 있어서 문제를 극

복하기 위하여 다양한 방법들이 시도되어지고 있다. 이러한 방법으로는 초기 수정란에 외래 

유전자를 직접 미세주입하는 방법 (Love 등, 1994; Naito 등, 1994; Han 등, 1994), 초기 배자
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표. 성장과 도체 형질 향상을 위한 농업에서의 형질전환 동물 생산에 관한 연구

종 조절 인자 외래 유전자 연구자 년도

돼지 mouse methallothionein promoter human growth hormone Hammer 등 1985

human methallothionein promoter porcine growth hormone Vize 등 1988

mouse methallothionein promoter human GH releasing hormone Brem 등 1988

mouse albumin promoter human GH releasing hormone Pursel 등 1989

mouse methallothionein promoter human insulin-like growth factor Pursel 등 1989

bovine prolactin promoter bovine growth hormone Polge 등 1989

mouse methallothionein promoter human growth hormone Pursel 등 1990

mouse sarcoma virus LTR chicken SKI Pursel 등 1992

ovine methallothionein promoter ovine growth hormone Pursel 등 1997

소 mouse mammary tumor LTR bovine growth hormone Roushlau 등 1989

chicken skeletal actin promoter human oestrogen receptor Wieghart 등 1990

chicken skeletal actin promoter human insulin-like growth factor Hill 등 1992

양 mouse methallothionein promoter human growth hormone Hammer 등 1985

mouse methallothionein promoter bovine growth hormone Rexroad 등 1989

ovine methallothionein promoter ovine growth hormone Murray 등 1989

mouse methallothionein promoter human GH releasing hormone Pursel 등 1989

mouse transferrin promoter bovine growth hormone Rexroad 등 1991

의 배반엽 세포를 외래 유전자의 운반체로 이용하는 방법 (Brazolt 등, 1991; Watanabe 등, 

1992; Carsience 등, 1993), 정자를 운반체로 이용하는 방법 (Gavora 등, 1991), 원시생식세포

를 운반체로 이용하는 방법 (Tajima 등, 1993; Chang 등, 1995; Li 등, 1995, Ono 등, 1996; 

Han 등, 1997), 레트로 바이러스를 이용한 방법(Savva 등, 1991; Thoraval 등, 1995)등이 이

용되었다. 그러나 초기 수정란에 미세주입 방법은 수정란을 암탉의 외과 수술에 의해 적출해

야하는 어려움과 개체 발생을 위하여 대리난각을 이용해야 하는 문제가 있으며, 배반엽 세포

를 이용한 방법은 체세포 카이메라 효율은 높으나 생식선 카이메라 효율이 낮고 유전자 전이 

방법이 확립되어 있지 않은 문제가 있다. 그리고 외래 유전자의 운반 매개로써 정자를 이용

한 방법은 매우 단순하고 비용이 적게 들지만 유전자 전이 효율이 극히 낮다는 단점이 있다. 

따라서 최근에 이르러 원시생식세포를 이용하는 방법이 매우 활발한 연구가 되고 있다. 원시

생식세포를 이용한 방법은 현재까지 생식선 카이메라의 효율은 어느 정도 검증이 되었으나 
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유전자가 전이된 형질전환 닭 생산에 대한 보고는 아직 없다. 이는 원시생식세포의 세포학적, 

생리학적 특징으로 인하여 유전자 전이 효율이 매우 낮으며 수용 개체의 유전체내로의 삽입

이 검증되어 있지 않기 때문에 보다 많은 연구가 앞으로 진행되어야 할 것으로 생각된다.

   ○ 닭의 β-actin promoter와 Rous Sarcoma virus vector를 이용하여 초기 배자에서 외

래 유전자의 전이를 확인 (Brazolt 등, 1991)

   ○ 정자에 외래 유전자를 흡착시켜 인고 수정에 의한 유전자 전이 시도 (Gavora 등, 

1991)

   ○ reticuloendothelial virus를 이용하여 원시생식세포내로 유전자를 전이하 으며 이를 

초기 배자에 주입한 후 10, 18일령 배자에서 외래 유전자 검출 (Savva 등, 1991)

   ○ 닭과 메추리의 이종간 원시생식세포 전이 및 원시생식기내에서의 확인 (Watanabe 

등, 1992)

   ○ 12%의 생식선 카이메라 생산 효율을 보고 (Tajima 등, 1993)

   ○ RSVLTR을 이용하여 자손에서 외래 유전자는 검색되었으나 episomal form으로 확인 

(Love 등, 1994)

   ○ 닭의 β-actin promoter를 이용하여 정자에서의 외래 유전자는 검색되었으나 자손에

서는 확인되지 않음 (Naito 등, 1994)

   ○ RSVLTR을 이용하여 1.5∼4.5일령 배자에서 외래 유전자의 발현 검증 (Han 등, 

1994)

   ○ 원시생식세포의 체외 배양 및 원시생식기로의 이동 확인 (Chang 등, 1995)

   ○ 레트로 바이러스 벡터를 이용하여 정자에서의 유전자 확인 (Thoraval 등, 1995)

   ○ 메추리의 원시생식세포를 닭 배자에 주입한 후 원시생식기내에서의 존재 확인 (Ono 

등, 1996)

   ○ 5일 동안 체외 배양한 원시생식세포를 이용한 생식선 카이메라 생산 성공 (Han 등, 

1997)

      다. 원시생식세포 배양에 관한 연구

       원시생식세포는 성세포 (정자 혹은 난자)의 전구세포로서 닭에 있어서는 배 발생 초

기에 외배엽에서 발생하여 중배엽과 내배엽을 거쳐 germinal crescent로 이동한다. germinal 

crescent로 이동한 원시생식세포는 다시 혈관계를 따라 원시생식기로 이동하여 분열과 분화

를 시작하는 것으로 보고되고 있다. 그러나 원시생식세포의 체내에서의 이동이나 분열 등에 

관여하는 요인이나 물질은 아직 명확하게 밝혀 있지 않은 상태이다. 체외 배양시 원시생식세

포의 성장, 분열, 분화에 관여하는 인자에 관한 연구는 주로 마우스의 원시생식세포를 중심으
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로 이루어져 왔다. DeFelici와 MeLaren (1983)에 의해 처음으로 마우스의 원시생식세포의 체

외배양이 시도되었으며, Resnick 등 (1992)이 마우스의 원시생식세포의 장기간 배양을 보고하

는데 steel factor와 leukemia inhibitory factor (LIF)가 원시생식세포의 생존과 분열에 관여

함을 보고하 다. 특히, steel factor (stem cell factor, mast cell growth factor)는 인위적으

로 배양액에 첨가하거나 SCF를 분비하는 somatic cell과 feeder cell을 사용함으로써 원시생

식세포의 생존을 오랜 기간 유지할 수 있다는 보고도 있다 (Matsui 등, 1991; Dolici 등, 

1991; Godin 등, 1991). 또한 basic fibroblast growth factor (bFGF)는 steel factor와 LIF의 

존재 하에서 원시생식세포의 분열에 관여하고 있음을 보고하 고 (Rensnick 등, 1992), 

DeFelici 등 (1993)은 forskolin이 원시생식세포의 분열을 촉진하는데 관여하는 intracellular 

cAMP의 수준을 증가시킴으로써 원시생식세포의 성장을 촉진함을 확인하 다. 이 밖에도 

pituitary adenylate cyclase activating polypeptide, PACAP (Pesce 등, 1996), tumor necrosis 

factor-α, TNF-α (Kawase 등, 1994), retionic acid (Koshimuzu 등, 1995) 등이 마우스에 

있어서 원시생식세포의 생존과 분열에 관여하는 것으로 밝혀졌으며, 최근에는 interleukin-4 

(IL-4)와 interleukin-11 (IL-11)이 원시생식세포의 수적인 증가에 관여하는 것으로 알려졌다 

(Cooke 등, 1996). 그러나 닭의 원시생식세포의 배양과 성장에 관한 연구는 아주 미비한 편이

며, 닭에 있어서는 avian stem cell factor (Zhou 등, 1993)와 proteoglycan chodroitin sulfate 

ABC (Bellin 등, 1985)가 닭의 원시생식세포의 성장과 분열에 향을 미치는 것으로 보고되

었을 뿐이다. Allioli 등 (1994)과 Chang 등 (1995)이 닭의 원시생식기의 원시생식세포의 배양 

성공을 보고하 으나, 일주일 이내의 아주 짧은 기간동안 배양한 것으로 성장인자등을 이용

한 장기간 배양은 아직 연구가 없는 상태이다. 특히 지금의 추세는 단순한 원시생식세포의 

배양에서 원시생식세포를 마우스의 배간세포화 (embryonic stem cell line)하여 embryonic 

germ cell line (EG cell line)을 확립하고자 하는 시도가 활발히 수행되고 있으며, 마우스에서

는 원시생식세포의 계대 배양 및 생식선 카이메라의 성공을 보고하고 있다. 그러나 아직까지 

마우스를 제외한 다른 동물에서의 생식선 카이메라의 성공은 없으며, 다만 돼지의 원시생식

세포의 계대 배양과 이를 이용한 체세포 카이메라의 성공은 보고되었다 (Shim 등, 1997 ; 

Piedrahita 등, 1997). 닭의 경우에는 아직 원시생식세포의 계대 배양은 물론 단순한 장기간 

배양의 보고도 없다. 그러나 닭은 배자를 쉽게 얻을 수 있고, 많은 수의 원시생식세포를 손쉽

게 분리할 수 있기 때문에 앞으로 많은 연구가 빠르게 진행될 수 있을 것으로 생각된다. 따

라서 원시생식세포의 장기 배양 및 EG cell line 확립에 대한 연구가 전 세계적으로 전무한 

상황에서 이에 대한 지속적인 연구는 매우 시급하다고 할 수 있다. 

      라. 국내 연구 동향

    ○ 본 연구실 연구 동향
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     - 배양된 닭 배아 섬유아세포에서 리포좀과 electroporation의 방법에 의해 외래 유전자

의 안정적 발현 확인 (Han 등, 1993).

     - 배반엽 세포의 미세주입에 의한 화이트 레그혼과 오골계간의 체세포 카이메라 생산 

(서 등, 1995)

     - lacZ 유전자가 전이된 원시생식세포를 2.5일령의 배자의 혈관을 통해 주입하여 정소

에서 lacZ 유전자의 발현 확인 (서 등, 1994)

     - 원시생식세포를 단기간 배양하는 기법을 확립함 (Chang 등, 1997)

     - 단기 배양된 오골계의 원시생식세포를 화이트 레그혼에 주입하여 개체를 생산하 으

며, 후대검정을 실시하여 오골계의 원시생식세포에서 유래된 생식 세포에 의해 오골

계의 표현형을 가지고 태어나 성공적으로 주입된 원시생식세포가 화이트 레그혼의 

원시생식기로 이동하 음을 확인하 고 계속 검정 중에 있다.

    ○ 타 연구 기관의 연구 동향

       본 연구실외에 닭을 연구하는 팀은 몇 그룹에 불과하다. 원시생식세포에 대한 연구는 

고려대 이상호 교수팀에서 쥐의 원시생식세포 분리 및 배양 에 대한 보고가 있으며 (이 등, 

1994), 축산기술연구소에서 방란된 수정란을 이용한 대리난각 in vitro 배양 시스템에 대한 연

구 (전 등, 1994)가 진행 중이며, 유전자를 주입하기 위한 연구가 진행 중에 있다. 

    2.  현 기술 상태의 취약성 

      가. 원시생식세포의 순수 분리 및 체외 배양

       원시생식세포의 순수 분리는 Ficoll이나 Percoll을 이용한 방법들이 보고는 있으나 원

시생식세포만을 고농축으로 분리할 수 있는 기술은 아직 보고되지 않고 있다.

      나. 성장 인자에 따른 원시생식세포 분열 양상 검증

       체내에서 원시생식세포의 분열, 증식 및 분화에 관여하는 성장 인자 또는 조절 인자

는 많은 수가 존재할 것으로 추측된다. 그리고 현재까지 몇몇의 성장 인자가 체외 배양에서 

성장과 분열에 관여하는 것으로 보고되고 있다. 그러나 아직까지 원시생식세포의 장기 체외 

배양 조건이 확립되지 않아 원시생식세포의 분열 양상의 정확한 기작에 대한 보고는 없다. 

      다. 초기 배자의 성 판별

       원시생식세포의 성을 판별하는 것은 형질전환 닭 생산에 중요한 의미를 가지고 있다. 

유전자 전이 후 원시생식세포의 미세주입시 반대의 성을 가진 원시생식세포가 원시생식기내
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로 이동한다면 원시생식세포의 정상적인 분화, 발달에 향을 미칠 것이기 때문이다. 그러나 

아직까지 반대의 성을 가진 원시생식세포에 의해 원시생식기의 발달 혹은 원시생식세포 자체

의 분화, 발달에 향하는 정확한 작용이나 기작은 밝혀지지 않았다.

      라. 외래 유전자의 원시생식세포내 주입 및 발현 검증

       원시생식세포는 생리학적, 형태학적 특징으로 인하여 외래 유전자의 전이 효율이 매

우 낮은 것으로 보고되고 있다. 따라서 형질전환 닭 생산을 위해 가장 시급히 극복해야 할 

문제이며, 이러한 기술상의 문제만 극복된다면 형질전환 닭 생산은 머지않아 보고될 것으로 

사료된다.

      마. 원시생식세포의 계대 배양 및 장기 배양

       원시생식세포의 체외 배양 체계는 일주일내외의 단기일에 대한 연구 결과는 보고되었

으나, 아직까지 장기 배양이나 계대 배양의 보고는 전무한 상황이다. 따라서 아직까지 원시생

식세포의 embryonic stem cell line (ES cell line)화, 즉 embryonic germ cell line (EG cell 

line)화에 대한 보고는 거의 없다.

      바. 형질전환 닭 생산

       현재 생식선 키메라 생산의 보고는 외국의 일부 그룹에서 성공한 예를 보고하고 있으

며 본 연구실에서도 키메라 생산에 성공하 다. 그러나 원시생식세포를 이용한 유전자 전이 

및 형질전환 닭 생산에 대한 보고나 외래 유전자의 수용체내 유전체내로의 삽입에 대한 보고 

및 성장 촉진 형질전환 닭에 대한 보고는 없다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 형질전환 개체 특수 사육을 위한 시설 구축

       본 과제를 수행하기 위한 준 SPF 계사 설비 및 청정 계사와 소각로와 분뇨 처리 시

설을 완공하 다. 본 시설은 형질전환 개체의 외부 질병 감염 방지 및 외부와의 격리 수용을 

위하여 육추, 중추, 성계사를 포함한 청정 계사의 신축으로, 생명공학 육성법 제 15조에 의한 

『유전자 전환 가축의 격리 수용에 의한 외부 노출 방지와 합당한 적정 환기시설 설치 및 유

전자 전환 가축의 실험 및 사양에 관련한 설비와 장치는 확실하게 구분하여 설치하여야 하며 

형질전환 가축이 사육되어지는 시설은 별도로 설치되어야 한다.』는 취지하에 설비되었으며 

아래와 같다. 

   1.  준 SPF 계사 설비 설치

       본 과제를 수행하기 위한 준 SPF 계사 설비 설치를 계획대로 완료하 다. 연구기자

재 및 시설비 항목으로 제일양계에서 관리, 공사를 수행하여 완료하 다. 본 시설은 기존의 

성계사에 대하여 바닥, 천장 공사 및 외벽 공사를 수행하 으며, 온도 조절과 환기를 위한 공

조 시설을 설치하 다. 총 수용수수는 육추시설로 252수분, 성계로 수탉 144수, 암탉 288수 

규모로 설치하 으며, SPF 계사내 실험축 사육 조건을 위하여 육추 병아리와 중추, 성계 사

육으로 기본적인 사육 조건을 확립하 다. 계사내 전체적인 온도 조절 및 환풍은 중앙 공조 

시설에 의하여 조절되며, 육추실의 경우에는 별도의 육추기에 의하여 발생 초기의 온도 조절

을 할 수 있게 하 다. 또한 점등 관리는 각각의 사육실마다 따로 설치하여 각각의 실험축에 

대한 관리가 가능하도록 하 다. 준 SPF 계사 시설에 대한 구체적인 사항은 다음과 같다. 

     가. 계사 크기 :

       5.7m × 15m (성계사), 5.7m × 3.6m (육성사)

     나. 계사내 구조 변경 사항

       1> 계사내 통로 설치 (길이 : 15m / 폭 : 1.2m)

       2> 3개동의 성계사와 1개동의 육성사 :

          4.5m × 5.0m (성계사 3동), 4.5m × 3.6m (육성사 1동)

     다. 계사 내부 시설 설치 사항

       1) 암탉 직립식 케이지 설치 : 4단 24조 96칸 설치 (× 3개동)

       2) 수탉 직립식 케이지 설치 : 3단 24조 48칸 설치 (× 3개동)
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       3) 육성 직립식 케이지 설치 : 3단 18조 (× 1개동)

       4) 분판, 급수 설치

       5) 환기휀, 난방용 전기 난로 (육추실) 설치

       6) 에어 커튼 설치 (방충 및 외부 공기 유입 차단)

     라. 계사 작업 내용

       1) 바닥 세멘 파기 분쇄 (약 20m)

       2) 배수구 설치 (오수 처리건)

       3) 창문(4), 하단 환기구(4), 출입문(2) 폐쇄 작업

       4) 스레트 안쪽 (120m
2
) 폴리 우레탄 발포 작업

       5) 바닥 작업 (잡석깔기, 와이어 메쉬, 콘크리트 타설, 에폭시 도포)

       6) 내선공사 (전등, 콘센트, 배선, 타이머 등)

       7) 급수라인 공사 (급수용, 생활용)

       8) 천장 및 칸막이 공사 (75mm 인슈판넬)

       9) 환기창, 출입문 설치

       10) 콘크리트 벽면 도색 작업

       11) 지붕위 도색 작업

   2. 형질전환 개체 특수관리를 위한 실험계사 설비 설치

       본 과제를 수행하기 위하여 형질전환 개체 생산 후, 특수관리를 위한 실험계사 설비 

설치를 계획대로 완료하 다. 연구기자재 및 시설비 항목으로 제일양계에서 관리, 공사를 수

행하여 완료하 다. 총 수용수수는 육추시설로 504수분, 중대추시설로 630수분, 성계로 수탉 

432수, 암탉 576수 규모로 설치하 으며, 본 연구기관과의 협의에 의해 별도의 추가적인 변압

기 및 발전시설 설비 공사를 하 다. 구체적인 사항은 다음과 같다. 

     가. 실험 계사 내부 크기 : 12M × 21M ×2.4M (76.4평)

       1) 성 계 실 : 2.3m × 5.95m × 6실

       2) 중대추실 : 1.7m × 2.50m × 5실

       3) 육 추 실 : 1.7m × 2.50m × 4실

     나. 실험 계사 내부 시설 설치 사항

       1) 암탉 직립식 케이지 설치 : 4단 24조 96칸 설치 (× 6개동)

       2) 수탉 직립식 케이지 설치 : 4단 36조 72칸 설치 (× 6개동)



- 25 -

       3) 중대추 직립식 케이지 설치 : 4단 9조  (× 5개동)

       4) 육성 직립식 케이지 설치 : 2단 6조 (× 4개동)

       5) 분판, 급수 설치

       6) 환기휀, 난방용 전기 난로 (육추실) 설치

     다. 실험 계사 작업 내용

       1) 터파기 공사, 배수구 및 정화조 설치 작업

       2) 급수 라인 작업 및 바닥 잡석 및 콘크리트 타설 작업

       3) 철골작업 및 외부, 내부 판넬 공사

       4) 샤워실 내부 세멘 및 타일 공사

       5) 천장 배관, 배선 작업 및 전등, 전열 작업

       6) 덕트 설치 및 바닥 에폭시 도포 작업

       7) 케이지 내부 설치 작업

       8) 공조 시스템 설치 작업

       9) 위생기기 및 온수기 설치 작업

       10) 에어샤워기 및 패스박스 설치 작업

   3. 청정계사 시설 보완 및 소각로, 분뇨 처리 시설 보충

     가. 청정계사 시설 보완 

       2차년도에 건축한 형질전환 특수 개체 관리를 위한 청정계사의 시설 보완을 완료하

다. 시설 보완은 특수 분뇨처리를 위한 자동화 시설 설치를 완료하 다. 따라서 특수 개체 사

육을 위한 청정계사 및 보완 시설 확충을 완료하 다. 이는 형질전환 개체의 안정적 유지 및 

외부로부터 효율적인 격리를 위한 시설로써 보다 높은 안정성을 확보하 다.

     나. 동물 폐사체 처리용 소각로 및 분뇨 처리 시설 설치 

       형질전환 특수 개체의 안정적인 관리를 위한 동물 폐사 개체 처리 소각로 및 분뇨 처

리 시설 설치를 완료하 으며, 이와 같이 청정 계사 시설 보완 및 소각로 시설, 분뇨 처리 시

설 보충은 완료하 다. 
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제 2 절 원시생식기 유래 원시생식세포 체외장기배양기법 확립

   1. 배양액에 따른 원시생식세포 배양 

       본 실험실에서 기존에 확립한 원시생식세포 배양을 위한 배양액인 DMEM이외에 보

다 효율적인 원시생식세포 배양 및 닭 생식세포주 확립을 위하여 M199 배양액을 검증하

다. M199은 닭 원시생식세포의 체외 배양을 위한 초기 실험에서 기본 배지로 사용되어져 왔

다. M199은 DMEM이나 glasgow MEM 조성보다 glutatione, ribose, thymine, uracil 등 여러 

요소들이 더 첨가되어 있어, 본 실험에서 보다 빠른 원시생식세포의 성장을 위하여 검증하

다. 그러나 실험 결과로는 DMEM이나 glasgow MEM과 비교하여 콜로니 형성이나 성장 촉

진에는 유의성은 나타나지 않았다. 또한 DMEM 사용에 있어서 high glucose와 low glucose 

조성을 검증하 다. 실험 결과 원시생식세포의 장기 배양을 위해서는 low glucose보다 high 

glucose의 경우가 보다 세포의 상태가 좋게 나타났는데, 이는 장기 배양을 통한 세포 배양에 

있어서는 보다 많은 에너지원으로써 glucose가 다량으로 필요하기 때문이라 생각된다. 그리

고 특히, 장기배양에 있어서는 배지내에서 쉽게 손실되어지는 glutamine을 별도로 첨가하여 

줌으로써 장기배양을 따른 충분한 에너지원을 공급하도록 하 다. 

       이상의 배양 조건으로부터 원시생식세포를 배양하 으며, 배양 일령별 콜로니 형성은 

Figure 1과 같다. 사진과 같이 장기 배양후에도 원시생식세포의 형태학상 특징은 그대로 유

지되고 있음을 알 수 있다. 

   2.  발생단계별 원시생식세포의 배양

       발생 단계별로 생식선 반월 (germinal crescent), 혈액내, 원시생식기내 원시생식세포

를 분리하여 체외 배양을 시도하 다. 우선 각각의 발생 단계별 원시생식세포를 피콜 (Ficoll)

을 이용하여 원심분리함으로써 원시생식세포만 순수 분리하여 수를 측정하 다. 생식선 반월 

(1일 배양) 80-90, 혈액내 (2.5일 배양) 90-100, 원시생식기 (5.5일 배양) 800-900개 정도의 원

시생식세포가 존재하 다. 생식선 반월의 경우에는 원시생식세포 배양시 피콜에 의한 순수 

분리 후 배양과 피콜 처리 없이 배양하는 조건을 실험하 다. 그러나 피콜을 처리하 을 경

우에는 생식선 반월의 원시생식세포 수가 너무 적어 실질적인 배양이 매우 어려웠으며, 피콜

을 처리하지 않았을 경우에는 난황 과립 (yolk granule)이 제거되지 않아 배양이 어려웠다. 

따라서 생식선 반월내 원시생식세포 배양을 위해서는 많은 수의 원시생식세포를 순수하게 추

출하기 위한 조건 확립 실험이 좀 더 수행돼야 할 것으로 사료된다. 혈액은 피콜로 분리하지 

않았을 경우에는 많은 적혈구 수로 인하여 배양이 어렵기 때문에 피콜을 처리하여 배양하

다. 혈액내 원시생식세포 배양 조건은 닭 배자 섬유아세포 (chicken embryonic fibroblast ; 

CEF), STO cell line (mitomycin-C 처리조건 사용, 아래 조건 참조)과의 공배양 (co-culture) 
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체계와 기저 세포 (feeder layer)없이 부유 배양 (suspension culture)을 시도하 다. 닭 배자

섬유아세포와의 공배양은 24-well plate를 기준으로 하여 well당 5×10
3
을 첨가하 으며, well

당 20 마리의 배자 혈액내 추출 원시생식세포를 배양하 다. 그리고 mitomycin-C 처리 STO

와의 공배양은 mitomycin-C 처리 후 24-well plate를 기준으로 5×10
4
 이상의 세포를 공배양 

1-2일전에 배양하여 confluence를 100%로 하여 (pre-conditioned culture) 기저세포로 사용하

다. 부유 배양의 경우에는 96-well plate를 기준으로 하 으며, well당 5, 10, 15, 20 마리 

배자의 혈액 원시생식세포를 배양하 다. 그러나 생식선 반월과 혈액내 원시생식세포 배양에 

따른 세포수의 증가는 관찰되지 않았으며, 3-4일정도 단기간 동안의 세포 유지는 본 실험 조

건으로 가능하 다. 생식선 반월 경우에는 위와 같이 너무 많은 난황 과립이 포함되어 있어 

세포 성장에 저해를 주는 것으로 생각되며, 실질적으로 형태에 의한 원시생식세포의 구분도 

매우 어려웠다. 혈액으로부터의 원시생식세포 배양에 있어서는 생식선 반월에 비하여 비교적 

원시생식세포의 분리 및 구분이 가능하 으나, 본 실험실의 배양 조건으로는 안정적인 배양 

및 유지는 확립되지 않았다. 따라서, 본 연구실은 발생 단계별 원시생식세포의 배양 조건은 

원시생식기내 원시생식세포의 배양을 통하여 최적의 조건을 확립하 다. 원시생식기내 원시

생식세포 배양은 24-well plate 기준으로 하여 well당 두 개의 원시생식기 (원시생식세포 수 

평균 2×10
3
)를 배양하는 조건을 확립하여, 일차 배양 (primary culture)으로 원시생식기내 원

시생식기 기저 세포 (gonadal stroma cell)와 같이 배양하 다. 원시생식기내 원시생식세포는 

본 실험 조건하에서 안정적인 성장과 콜로니가 형성되었다.  

   3.  기저 세포에 따른 원시생식세포 배양 

       생식세포주 확립을 위한 원시생식세포의 기저 세포로는 STO cell line과 닭 배자섬유

아세포 (chicken embryonic fibroblast ; CEF)를 검증하 다. 닭 배자섬유아세포는 5.5일령 배

자 (화이트 레그혼 이용)를 이용하여 트립신 처리 방법에 의해 100mm culture dish당 한 마

리 정도로 하여 배양하는 조건을 확립하 다. STO cell line은 기저 세포로 사용할 때 

mitomycin-C 처리에 의해 성장을 억제 시켰다. 성장 억제를 위한 mitomycin-C 처리 조건은 

10㎍/ml로 하여 2, 3, 5시간을 검증한 결과, 2시간 처리는 너무 짧아 계속적인 분열을 하 으

며 5시간 처리는 너무 길어 세포가 대부분 죽었다. 따라서 mitomycin-C 처리 조건은 10㎍

/ml로 하여 3시간 처리 조건을 확립하 다. 위의 조건으로 우선 혈액내 원시생식세포 및 원

시생식기내 원시생식세포의 기저세포와의 공배양을 시도하 다. 24-well plate를 기준으로 하

여 성장 억제 처리가 된 STO cell (well당 5×10
4
이상의 cell을 pre-conditioned culture후 사

용)을 well당 피콜에 의해 순수 분리된 두 개의 원시생식기내 원시생식세포와 공배양하 다. 

공배양 결과 혈액내 원시생식세포나 원시생식기내 원시생식세포의 수적인 증가나 콜로니 형

성은 없었으며 단순히 원시생식세포가 유지되는 정도 다 (Figure 2). 
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       또한 일부의 원시생식기내 원시생식세포는 신경 세포 형태 (neuron-like structure)와 

같이 분화하는 양상도 나타났다 (data not shown). 따라서 본 실험 결과 원시생식기내 원시

생식세포와 mitomycin-C 처리 STO cell line과의 공배양 체계는 안정적인 원시생식세포의 

분열을 촉진시키지 못하고 원시생식세포의 분화를 유도하 다. 이는 mitomycin-C가 처리된 

STO cell과 원시생식세포와의 상호 작용이 되지 않았기 때문이라 생각된다. 이러한 요인으로

는 첫째, mitomycin-C 처리에 의한 기저세포의 분열 억제는 닭에 있어서의 원시생식세포의 

배간 세포화 (stem cell line)에 있어서 충분한 조건을 만족시키지 못하는 것으로 생각되며, 

둘째로는 현재 본 연구실에서 사용하고 있는 STO cell line은 membrane-bound SCF 

receptor (c-kit receptor)가 없는 cell line을 사용하 는데, 이로 인한 배간 세포 유지에 필요

한 충분한 신호 전달을 기저세포로부터 받지 못하기 때문이라 생각된다. 닭 배자섬유아세포

와의 공배양 체계는 세 가지 방법을 검증하 다. 첫째는 mitomycin-C를 처리하여 성장 억제

를 한 배자섬유아세포와 공배양 체계, 둘째는 성장 억제 처리를 하지 않고 계속적인 분열능

력을 가진 닭 배자섬유아세포와 피콜 처리 후 순수 분리한 원시생식기내 원시생식세포의 공

배양 체계, 그리고 원시생식세포를 피콜 처리를 하지 않고 원시생식기내 기저 세포 (gonadal 

stroma cell)와 우선 일차 배양 후 콜로니가 형성되면 성장 억제 처리를 하지 않은 닭 배자섬

유아세포와의 공배양을 통한 계대배양 체계를 검증하 다. 실험 결과 mitomycin-C에 의해 

성장 억제를 한 닭 배자섬유아세포와의 공배양은 mitomycin-C를 처리한 STO cell line과의 

공배양과 같은 결과를 나타내었다. 즉, 원시생식세포의 수 증가는 없었으며 일부 원시생식세

포는 신경 세포 형태로 분화하 다. 따라서 결론적으로 mitomycin-C 처리에 의한 성장 억제 

기저 세포에서는 원시생식세포의 분열은 없었으며, 오히려 분화 양상을 나타내어 원시생식세

포의 분열을 위해서는 분열중인 기저세포가 요구되는 것으로 생각된다. 또한 성장 억제 처리

되지 않은 닭 배자섬유아세포와의 공배양 체계 하에서는 정상적으로 콜로니가 형성되어 원시

생식세포의 계속적인 분열을 확인하 다. 공배양시 24-well plate당 닭 배자섬유아세포 수는 

2×10
5
, 1×10

5
, 5×10

4
, 5×10

3
을 검증한 결과, 5×10

3
을 최적 조건으로 확립하 다. 원시생식

세포의 계속적인 분열은 일정 계대배양 후, BrdU을 이용한 proliferation assay kit을 사용하

여 검증하 다 (Figure 3). 따라서 본 실험을 통하여 원시생식세포의 장기배양 및 계대배양 

조건으로 성장 억제 처리가 되지 않은 닭 배자 섬유 아세포와의 공배양을 확립하 다. 이와 

같이 원시생식세포의 안정적인 계대배양 조건으로 닭 생식세포주 (chicken embryonic germ 

cell ; EG cell)를 확립할 수 있는 기본 조건을 마련하 다. 

       마지막으로 원시생식세포의 기저층으로 extracellular matrix (ECM)을 검증하 다. 

ECM은 세포와 세포사이의 세포 바깥층에 존재하는 물질로써 세포의 부착또는 이동 등에 관

여한다. 따라서 본 실험의 목적은 원시생식세포의 장기 배양에 있어 기저 세포를 사용하지 

않고 ECM 코팅에 의한 배양조건을 확립하고자 하 다. 즉, 일차 배양 (primary culture)이나 
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계대 배양시 별도의 기저 세포의 준비없이 손쉽게 배양을 유지하고자 하 다. 본 실험에서 

ECM은 gelatin과 fibronectin type Ⅳ를 사용하여 검증하 다. ECM의 culture plate 코팅 조

건으로 gelatin은 0.2% 용액을 autoclave 후 실온에서 1시간 이상 처리 또는 4℃에서 1시간 

이상 처리하 으며, fibronectin은 0.1mg/ml 용액으로 실온에서 1-2시간 처리하여 사용하

다. ECM으로 코팅된 culture plate에 원시생식기내 원시생식세포를 피콜을 사용하여 순수 분

리한 후 24-well plate의 well당 2, 4마리 (4, 8개의 원시생식기내 원시생식세포)의 원시생식

기내 원시생식세포를 배양하 다. 그러나 ECM은 원시생식세포에 충분한 안정적인 배양 조건

을 만족시키지는 못하 다. ECM상의 원시생식세포의 분열은 관찰되지 않았으며, 다만 일부

의 세포가 세포끼리 서로 뭉치는 것이 관찰되었을 뿐 콜로니 형성은 관찰되지 않았다 (data 

not shown). 

   4.  성장 인자에 따른 원시생식세포 배양 

       현재 본 실험실에서 원시생식기내 원시생식세포의 장기 배양을 위한 기본적으로 사용

하는 성장인자는 basic fibroblast growth factor (bFGF ; bovine), leukemia inhibitory factor 

(LIF ; mouse), stem cell factor (SCF ; human), insulin-like growth factor-1 (IGF-1 ; 

bovine), interluekin-11 (IL-11 ; human)을 시용하여 조건 확립을 하 으며, 이러한 성장인자 

없이는 원시생식세포의 안정적인 콜로니 형성이 관찰되지 않았다. 즉, 마우스 배간 세포 배양

을 위한 기본 성장 인자인 bFGF, LIF, SCF 이외에 IGF-1과 IL-1을 첨가해 줌으로써 닭의 

원시생식세포의 장기 배양 및 배간 세포화를 꾀하고자 하 다. 그러나 보다 효율적인 원시생

식세포의 분열을 촉진하기 위한 성장인자로는 tumor necrosis factor-α (TNF-α), retionic 

acid, interleukin-6 (IL-6), ciliary neurotrophic factor (CNTF), GRO-α 등에 대한 실험을 

계획하 다. 그러나 당초 계획과 달리, 본 실험 중 “2) 발생단계별 원시생식세포의 배양”중 

혈액내 원시생식세포의 부유 배양 조건 확립 후 검증할 계획이었으나 혈액내 원시생식세포의 

안정적인 분열 조건 확립 실패와 원시생식세포의 부유 배양 조건 확립 실패로 인하여 실질적

으로 보다 효율적인 성장인자의 첨가 조건은 확립하지 못하 다. 이러한 조건의 확립은 현재 

일차 배양 및 계대 배양에 있어 7-10일 정도의 배양 기간을 보다 단축시키고자 시도하 다. 

그러나 현재 본 실험실에서 확립한 배양 조건으로도 일차 배양 및 계대 배양이 가능하여 기

본적인 모든 실험의 수행은 가능한 상황이다. 

   5.  생식세포주 (EG cell) 계대 배양 및 분화 특성 구명

     가. 원시생식세포의 기저세포에 따른 계대 배양 조건 확립

       조류, 특히 닭의 배자생식세포주 (embryonic germ cell; EG cell) 배양 조건을 위하여 

각각의 기저세포에 따른 계대배양 양상을 조사하 다. 본 연구는 기본적으로 1년차에 확립된 
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원시생식기내 원시생식세포 배양을 위한 기저 세포와의 공배양 조건을 사용하 다. 이는 배

자생식세포주 확립에 있어 일차적으로 지속적인 계대배양 (passage, subculture) 조건 확립이 

필수적이기 때문에 이를 위하여 실험이 수행되었다. 마우스에서 배간세포 (stem cell)는 감마

선 조사나 마이토마이신 처리에 의해 기저세포 (STO 세포나 배아세포)를 불활성화 시킨 후 

그 위에 배양하 다. 그러나 닭의 배자생식세포주는 이러한 조건하에서 일차 배양 (primary 

culture)이 되지 않았을 뿐만 아니라 계속적인 계대 배양을 위한 기저 세포로써 불활성된 

STO 세포주나 배아 섬유아세포는 안정적인 닭 배자 생식세포주의 유지와 분열을 유지시켜

주지 못하 다. 이러한 이유는 닭의 배자생식세포주는 마우스의 배간세포나 배자생식세포주

와는 약간의 형태적, 생리적 차이가 존재하기 때문이라 생각된다. 또한, 포유류와 조류간의 

진화상의 차이에 의한 체외 배양 조건을 위한 기본배지, 기저세포 및 필요한 성장인자들이 

매우 상이할 것으로 생각된다. 따라서 본 연구실에서는 닭의 배자생식세포주의 확립을 위한 

계대배양을 위하여 5.5일령 화이트 레그혼의 배자로부터 트립신-EDTA 처리에 의하여 원시

생식기 유래 원시생식세포 (gonadal primordial germ cell; gPGC)를 분리하 으며, 이렇게 분

리한 gPGC를 24well plate에 well당 평균 2개의 원시생식기가 포함되도록 하여 초기 배양 

(primary culture)에서는 원시생식기 유래 기저세포 (germinal ridge stroma cells)를 이용하

여 공배양 조건을 확립하 다. 배지로는 10% 우태아혈청 (fetal bovine serum, FBS), 2% 닭 

혈청 (chicken serum), 1mM sodium pyruvate, 2mM L-glutamine, 5.5×10
-5
M β

-mercaptoethanol, 100㎍/ml 스트렙토마이신, 100units/ml 페니실린, 5ng/ml SCF (stem cell 

factor),  10units/ml LIF (leuketosis inhibitory factor), 10ng/ml bFGF (basic fibroblast 

growth factor), 0.04ng/ml IL-11 (interleukin-11) 및 10ng/ml IGF-1 (insulin-like growth 

factor)을 포함하는 배지를 사용하고, 계대배양을 위한 기저 세포로는 분열능력을 가진 닭 배

아세포 (chicken embryonic fibroblast; CEF)를 사용하여, 37℃의 5% CO2 배양기에서 배양하

다. 그 결과, 배양을 시작한 지 7 내지 10일 경부터 배자생식세포의 콜로니 (colony)가 형

성되는 것이 관찰되었다. 계대배양을 위한 방법으로는 콜로니가 형성된지 7 내지 10일후 파

이펫팅에 의하여 세포들을 기저세포로부터 분리한 후, 원심분리로 세포를 회수하고, 회수된 

세포를 적당량의 배양액에 재부유시킨 다음, 닭 배아세포와 함께 새로운 24-well plate에 분

주하 다. 이와 같이 원시생식기 유래 원시생식세포로부터 확립된 배자생식세포주 중 일부는 

10회 이상의 계대 배양에 성공하여 현재까지 4개월 이상 배양이 가능하 다 (Figure 4). 이

에, 본 연구실에서는 국제기탁기관인 재단법인 한국세포주연구재단 (KCLRF)에 기탁번호 

KCLRF-BP-00026호로 본 연구실에서 확립된 닭 배자생식세포주를 기탁하 다.   

       본 연구에서 확립된 닭 배자생식세포주는 콜로니의 거의 대부분이 둥 고 기저세포 

(원시생식기내 유래 기저 세포)에 단단하게 착되지 않는 특성이 있다. 또한 작은 군락 

(colony)으로 촘촘하게 집되지 않아서 각각의 콜로니내의 개별 세포의 구분이 쉬웠다. 확립
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된 생식세포주의 특징으로는 핵의 크기가 크고, 세포질의 크기는 상대적으로 작았으며, 인 

(nucelus)은 뚜렷하지 않은 형태를 가지고 있었다 (Figure 4). 

   6.  EG cell의 in vitro  검증 (PAS 염색, 항원검색, 분화양상 검증)

     가. SSEA-1 항체 검색, 분열 검증 및 PAS 염색

       SSEA-1의 발현은 미분화된 마우스의 배간 세포주의 특징 중 하나로서 다능성 세포

의 중요한 기준이 되어 왔다. 따라서 본 연구실에서 확립된 닭의 배자생식세포주에서도 계대 

배양 후 SSEA-1의 발현을 검증하여, 계대 배양후에도 지속적으로 SSEA-1 epitope의 발현

을 확인하 다. 이는 계대배양 후에도 배자생식세포주가 다능성 세포로써의 능력을 가지고 

있음을 제시해주고 있다 (Figure 5B). 다능성 세포의 다른 기준으로는 alkiline phosphatase 

역가 측정이 있다. 그러나 닭의 원시생식기내의 원시생식세포는 alkiline phophatase가 세포막

에만 분포되어있어 염색을 하여도 매우 약한 반응만을 나타내게 된다 (Swartz, 1982). 따라서 

닭의 원시생식세포의 경우에는 alkiline phophatase 역가 측정보다는 PAS 염색에 의한 세포

질내 라이코젠 (gylcogen)의 반응으로 쉽게 확인되었다. 계대 배양된 닭 생식세포주는 매

우 약한 alkiline phosphatase 반응을 보 으며, 배양 과정동안 이러한 특성은 회복되지 않았

다 (data not shown). 그러나 계대 배양된 닭 생식세포주에 대한 PAS 염색은 원시생식기내

의 원시생식세포보다는 다소 약한 반응을 나타내기는 하 지만 어느 정도의 역가는 그대로 

유지하고 있었다 (Figure 5A). 이러한 결과는 원시생식세포의 배양을 통한 배자생식세포주 

확립시 다능성을 획득하면서 원시생식세포의 고유 특성을 조금씩 잃어 가면서도 어느 정도는 

계대 배양을 통하여 완전하게 그 특성이 사라지지는 않은 것으로 생각된다. 또한 본 실험에

서 thymidine-bromodeoxyuridine을 이용한 분열 양상 검증하 다. 이는 

thymidine-bromodeoxyuridine을 세포 배양중 첨가하면 분열중인 세포의 핵안으로 삽입되게 

되고, 이를 특이 항체를 이용하여 검색함으로써 계속적인 분열 여부를 판가름하게 된다. 따라

서 이러한 결과는 닭 배자생식세포주가 본 연구에서 확립된 배양 조건하에서는 계대 배양 

(passage no. 8)을 통해서도 안정적으로 계속하여 분열하고 있음을 제시하고 있다 (Figure 

5C).

      나. 체외 분화 검증

       체외에서 부유 배양시 단순 또한 복합 배자 형체 (simple or complex embryoid 

body)의 형성은 다능한 마우스 배간 세포 또는 생식세포주의 특징중 하나이다. 이러한 배자 

형체는 근육, 조혈 세포 그리고 신경 세포 등을 포함한 다양한 조직으로 분화하게 되어 배간 

세포의 다능성을 보여준다. 계대 배양된 닭 배자 생식세포주를 분화 억제 인자인 mLIF가 없

는 배양액을 이용하여 부유 배양하 을 경우 7-10일 경과 후 배자 형체를 형성 유무를 확인
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하 다. 실험 결과 닭의 배자생식세포주는 이러한 배양 조건하에서 성공적으로 배자 형체를 

형성하 다 (Figure 6A). 따라서, 이러한 결과는 닭 생식세포주가 체외에서의 분화 능력을 보

여줌으로써 다능성을 보유하고 있다는 것을 제시한다. 

     다. immunohistochemistry 방법에 의한 체외 분화 검증

       닭 배자 생식세포주가 다양한 조직으로 분화 가능한 것인지를 검증하기 위하여 부유 

배양에 의한 형성된 배자 형체를 체외에서 자발적 분화를 유도하 다. 즉, 체외에서 부유 배

양에 의하여 형성된 배자 형체를 96-well culture plate에서 부착․성장하게 하여 분화를 유

도한 뒤, 조직 특이적인 항체를 이용하여 분화 양상을 검증하 다. 형성된 배자 형체를 수집

하여 배양․분화시킨 후, 분화된 배자 형체에 대하여 근육 특이 항체 (actin, Dako, USA), 내

배엽 특이 항체 (alpha-1-fectoprotein, Dako, USA), 외배엽 특이 항체 (S100, Dako, USA)를 

이용하여 immunohistochemistry 방법으로 분화 양상을 검증하 다. 분석 결과 닭 배자 생식 

세포주는 체외 분화 유도에 의하여 각각의 조직으로 분화 가능함을 알 수 있었다 (Figure 

6B, C, D). 따라서, 이상의 경과로 볼 때 본 연구실에서 확립된 배자 생식세포주는 다능성을 

가지고 있음을 알 수 있었으며, 이에 다양한 목적으로 사용 가능할 것으로 생각된다.

     라. EG cell의  in vivo  검증 (배자내 주입 및 분화 양상 검증)

       닭의 원시생식세포주가 in vivo에서도 다능성을 가지고 있음을 제시하기 위하여 초기 

배자내 주입을 통한 in vivo 분화 양상을 검증하 다. 방법으로는 5.5일령 화이트레그혼의 생

식기 유래 배자생식세포주를 한국 재래 오골계의 발달 X단계 (산란직후의 수정란)의 

subgerminal cavity에 주입하 다. 화이트레그혼의 깃털색은 흰색으로 우성 (I/I)이고, 오골계

는 검은색으로 열성 (i/i)이므로 흰색의 카이메라가 나올 경우는 화이트레그혼의 배자생식세

포주가 오골계의 배자 안에서 정상적으로 분화했음을 증명하는 것이다. 실험결과는 3-4회 계

대배양한 배자생식세포주를 45마리의 배자에 주입한 결과 8마리가 발생하 으며, 그중 3마리 

(37.5%)가 흰색 깃털을 부분적으로 지녔다 (Table 1). 이들 체세포 카이메라는 목부터 가슴까

지 부분적인 흰색 깃털을 지녔으며, 그중 2마리는 3회 계대배양을 거친 배자 생식세포주를 

주입한 것이며, 1마리는 4회 계대배양을 거친 배자 생식세포주를 주입한 것이다 (Figure 7). 

또한 대조구로 닭의 배아세포 (chicken embryonic fibroblast cell; CEF)를 주입하여 발생한 2

마리에서는 흰색깃털을 발견할 수 없었다. 

       배자생식세포주의 배자내 주입으로 발생한 개체의 생식세포로의 검증을 위하여 본 연

구실에서 자체 개발한 화이트레그혼의 특이적인 SCAR (sequence characterized amplified 

region) DNA marker를 본 연구실에서 개발하여 이용하 다. 이 마커는 화이트레그혼의 게놈

상의 특이적인 부분만을 증폭하는 것으로 배자생식세포주의 유래를 판별해 낼 수 있는 것이
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다. 실험결과로, 발생도중에 폐사한 병아리 5마리를 대상으로 진행한 결과, 5마리 가운데 1마

리는 모든 조직 (간, 심장, 근육, 생식기 등)에서 체세포 카이메라임이 밝혀졌다. 2마리는 생

식기에서, 2마리는 심장에서만 체세포 카이메리즘이 판명되었고, 5마리 모두 심장에서는 카이

메리즘을 보 다 (Figure 8). 대조구인 닭의 배아세포 (CEF : chicken embryonic fibroblast 

cell)만을 주입한 경우는 SCAR DNA marker로 어떤 조직에서도 증폭됨을 볼 수 없었다. 이

러한 결과를 종합해 볼 때 닭의 배자생식세포주는 체세포뿐만 아니라 생식세포로도 분화가 

가능함을 증명하 다. 
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Figure 1. Chicken gPGCs colonies after primary culture on 

gonadal stroma cells. The colonies are multi-layered and 

well-delineated. Large size, eccentric nucleus and bright lipid 

granules are characteristics of gonadal PGCs. (A) 7days (400

×) (B) 10days (200×) (C) 15days (350×) (D) 30days (100×)

(A) 

(D) (C) 

(B) (A) 

(D) (C) 

(B) 
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Figure 2. Gonadal (A) and blood (B) PGCs culture on 

mitomycin-C treated STO cells. Arrows indicate gonadal 

and blood PGCs. (A) after culture of 7 days (B) PAS 

staining after culture on STO cells for 9 days. Red cell is 

PAS-positive blood PGCs. 

(A)                       (B)(A)                       (B)
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Figure 3. (A) Chicken PGCs colonies after 3 passages on 

CEF cells. The colonies are uniformly round, multi-layered, 

and well-delineated. (B) Proliferation assay using BrdU. The 

mitotically active gPGCs stained with anti-BrdU antibody. 

The mitotically active PGCs, stained after passages, have 

black nuclei. 

(A)                       (B)(A)                       (B)
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Figure 4. Chicken EG cell colonies after 3 passages on CEF cells. 

The colonies are uniformly round, multi-layered, and 

well-delineated. (A) scale, 50 ㎛, (B) scale, 25 ㎛
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Figure 5. EG cell colonies (A) PAS 

reactivity in a colony formed after 4 

passages (B) SSEA-1 staining. All cells 

in the colony appear to be positive. Cells 

were passaged 4 times before staining. 

(scale bars, 25 ㎛) (C) Proliferation assay 

using BrdU. The mitotically active EG 

cells were stained after 8 passages. 

Arrows indicate EG cells in proliferation 

(scale bars, 33 ㎛)
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Figure 6. (A) Embryoid bodies formed in suspension after 8 days 

in culture . The EG cells were previously passaged 4 times. 

Immunohistochemical analysis of embryoid bodies with three 

germ layer-specific antibodies after attachment and differentiation. 

(B) Muscle cells stained strongly with anti-actin antibodies. (C) 

Colonies stained strongly with anti-alpha-1-fectoprotein antibody. 

(D) Colonies stained strongly with anti-S100 antibody (scale 

bars, 50 ㎛). 



- 40 -

제 3 절 생식세포주 (EG cells)에 의한 생식선 카이메라 생산

   1. EG cell의 in vivo  주입 기법 확립

     가. EG cell의 혈관내 주입

      생식세포주의 혈관내 주입은 본 실험실에서 기존에 확립한 방법인 2.5일령 배자의 혈

관에 미세주입하는 방법을 이용하 다. 그러나 생식세포주의 경우에는 일반적인 원시생식세

포와 달리 개개의 세포가 하나씩 존재하지 않고 콜로니를 형성하고 있기 때문에 기존의 방법

을 그대로 사용하 을 경우에는 미세바늘이 막힐 뿐만 아니라 수용체 혈관 또는 심장내 혈액

의 흐름을 방해하여 수용체 배자의 혈관이나 심장이 터지게 된다. 따라서 콜로니의 생식세포

주를 개개의 세포를 분리하기 위하여 단순한 파이페팅에 의한 방법과 트립신 처리에 의한 방

법을 검증하 다. 그러나 트립신에 의한 방법은 직접적인 효소 처리에 의한 생식세포주에 

향을 줄뿐만 아니라 여러 과정을 반복해서 거쳐야 하는 단점으로 인하여 트립신 처리 방법보

다는 여러 번의 파이페팅에 의한 개개의 세포로 분리하는 방법을 이용하 다. 이는 닭 생식

세포주의 콜로니는 세포간의 강한 결합으로 연결되어 있지 않기 때문에 손쉽게 개개의 세포

로 분리하는 것이 가능하 다. 

     나. EG cell의 blastodermal cell내 주입

       생식세포주의 배반엽 세포층 (blastodermal layer)안에 주입하기 위해서는 먼저 수용

체 배자 (stage X, 부화를 시작하지 않은 신선한 수정란)를 옆으로 뉘어 최소 12시간 이상 

정치하여 사용하 다. 이는 옆으로 하 을 경우에 배자를 가장 근접하게 조작하는 것이 가능

하기 때문이다. 첨단부의 경우에는 미세바늘로 조작하기 위해서는 배자까지의 거리가 너무 

멀어 조작이 힘들었으며, 둔단부의 경우에는 기공 (氣空 : air sac)이 존재하기 때문에 조작이 

어려울 뿐만 아니라 발생에 큰 향을 미치기 때문에 최종적으로 정치 후 옆부분에 작은 구

멍을 내어 배자에 조작을 하 다. 조작 후 구멍은 parafilm으로 2회 봉하는 조건을 이용하

다. 2회 실험 결과는 Figure 9와 같다. 이상의 결과를 볼 때, 배반엽 세포층에 주입한 경우 

(14.4%)가 혈관내 미세주입한 경우 (61.3%)보다 급격하게 발생율이 떨어지는 것을 알 수 있

다. 이는 혈관 주입보다는 배반엽 세포층 주입이 초기 배자에 손상을 많이 주기 때문이라 생

각된다. 특히, 배반엽 세포층 미세주입의 경우에는 발생전까지는 60.4%의 높은 생존율을 나

타내고 있으나 발생 과정중에 파각을 하지 못하여 죽거나 발생 후에도 약추로 인한 조기 폐

사율이 매우 높게 나타났다. 따라서 배반엽 세포층에 대한 손상은 발생과정중에도 향을 미

치지만 특히 발생 마지막 단계에서 향을 크게 미치는 것을 알 수 있다. 위의 실험에서 혈

관내 미세주입의 경우에는 평균 61.3%의 발생율을 나타내어 본 실험실에서 확립된 혈관내 
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미세주입 기법은 세계 어느 연구 기관보다 높은 성공률을 보이고 있다. 따라서 배자 혈관내 

미세주입 기법은 본 연구실에서 완전하게 확립되었음을 알 수 있다. 

   2.  EG cells 주입에 의한 생식선 이동 능력 검증

       EG cells 주입에 의한 EG cells의 이동 능력 검정 및 생식선 카이메라 생산 여부를 

위하여 먼저 in vitro test를 수행하 다. 본 실험은 각각의 계대 배양에 따른 EG cells을 배

양하 으며, 이를 PKH26 형광 염료로 labelling한 후 수용체 배자내 주입하여 형광을 관찰함

으로써 수용체 배자의 원시생식기내로의 이동 능력을 검증하 다. 수용체 배자는 기존에 본 

연구실에서 확립된 방법으로 stage 13-14 (53시간 배양)에 EG cells을 주입하 으며, 이를 

5.5일령까지 추가적인 배양을 한 후, 배자로부터 원시생식기를 추출하여 다른 조작 없이 전체 

원시생식기를 형광현미경으로 관찰함으로써 EG cells의 이동 능력 및 수용체 배자의 원시생

시기로의 전이 여부를 파악하 다. 실험결과, P0 EG cells의 경우 12마리 처리구중에 4마리에

서 형광이 관찰되어 33.3%의 이동능 (migration activity)을 나타냈으며, P1 EG cells의 경우

에는 26마리의 처리구중 18마리에서 형광이 관찰되어 69.2%의 이동능을 나타내어 평균 

57.9% 다 (Figure 10). 이는 2일 배양 후 주입한 경우 (88.9%)에 비하여 30% 가량 이동능이 

감소한 결과로 이는 단기간 배양에 비하여 장기 배양시 어느 정도의 원시생식세포 이동 능력

의 변화가 있었음을 알 수 있었다. 그러나 이는 초기의 원시생식세포가 장기 배양 과정을 통

하여 원래의 원시생식세포의 능력을 일부 보존하기는 하지만 원시생식세포에서 다능성의 배

간 세포인 생식 세포주 (EG cells)로 전환되며 나타날 수 있는 현상으로 사료된다. 따라서 in 

vitro test 결과로 볼 때, 본 연구실에서 확립된 EG cells의 수용체 배자 내로의 재주입시 원

시생식기내로의 안정적인 전이가 가능할 것으로 생각된다. 또한 본 실험을 통한 결과 중 하

나는, EG cells 주입시 특이적으로 한쪽 원시생식기내로의 전이가 나타났으며, 형광이 관찰된 

원시생식기내의 분포도를 볼 때에도 특징적으로 원시생식기의 표층 (epithelium)에 집중적으

로 분포하고 있음을 알 수 있었다. P0 EG cells의 경우, 형광이 관찰된 4마리 모두가 한쪽 원

시생식기로만 전이됐으며, P1 EG cells의 경우에는 형광이 관찰된 18마리 중 13마리에서 관

찰되어 72.2%의 비율을 나타내었다. 하지만 현재까지 정확한 기작 및 EG cells의 수용체 배

자내의 분포도 미치는 요인은 알 수 없었다. 

   3.  EG cell 주입에 의한 생식선 카이메라 생산

       생식 세포주의 수용체 배자 주입시 원시생식기로의 이동, 분열․분화 확인 및 정상적

인 성성숙 여부를 검증하기 위하여 수용체 배자에 EG cells을 주입하고 발생시켜 성성숙 도

달 후 후대 검정을 시도하 다. 이는 주입한 EG cells이 수용체 배자의 생식기에서 정상적인 

성분화 과정을 거쳐 다음 세대로의 전달이 가능한지를 판별하고자 하 다. 즉, 다능성 생식 
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세포주 검증을 위한 가장 중요한 기준인 다음 세대로의 전이 가능성을 확인하 다. 후대검정

은 총 191수에 대하여 20주 이상 실시하 으며, 각각의 실험축은 원시생식기 유래 원시생식

세포 (gPGCs, 2일 배양 및 10일 배양 P0 cells) 주입 개체 전체 176수, P1 EG cells 주입 개

체 11수, P2 EG cells 주입 개체 4수이며, 전체 191수에 대한 자손을 생산하여 검증하 다 

(Table 2). 현재까지 후대검정 결과에서 gPGCs를 이용한 경우 전체 176수 중 15수 생식선 

카이메라 (2일 배양; 7수, 6.2%, 10일 배양 P0; 8수, 12.7%)를 생산하 으며, 계대 배양된 EG 

cell을 이용한 경우에는 15수 중 2수 (P1 EG cells; 1수, 9.1%, P2 EG cells; 1수, 25.0%)를 생

산하 다 (Figure 11). 생식선 카이메라 생산 효율은 원시생식세포 주입과 계대 배양된 생식

세포주 주입의 경우 유의적 차이는 없었다 (8.5% vs. 13.3%). 그러나 생식세포주를 이용한 

경우 실험축이 충분하지 않아 통계적인 유의성 분석은 어려움이 있었다. 생식선 전이 효율 

(germline transmission efficiency)에 있어서는 P0 cells 주입에 의한 효율 (27.6%)이 다른 처

리구에 비하여 높았다 (Table 3). 계대 배양된 생식세포주의 경우에는 10일 단기 배양 원시

생식세포보다는 비록 효율이 낮았으나, 2일 배양된 원시생식세포 주입에 의한 효율과는 큰 

차이가 없었다 (1.3% vs. 1.5 to 14.6%). 이러한 결과는 앞서 PKH26 형광 염료를 이용한 초

기 배자에서의 이동능 검증 실험과 다른 양상을 보여 주고 있다. 즉, P0 cells 주입시 이동능 

33.3%, P1 EG cells 주입시 69.3%의 효율을 보여 2일 배양한 원시생식세포 주입시 보다 

(88.9%) 20-50% 가량 낮았으나 최종적으로 검정교배에 의한 생식선 전이 효율은 반대의 결

과가 도출되었다. 이는 원시생식세포의 이동능과 동시에 다음 세대로의 전이를 위해서는 원

시생식기내로의 이동 후 성세포로의 분화, 분열이 매우 중요함을 제시해주고 있다. 현재까지

생식 세포주를 이용한 생식선 카이메라 생산 효율 및 생식선 전이 효율은 비록 낮고 생선선 

카이메라 수수도 적지만, 현재까지 다능성 배간 세포 (stem cell)를 이용한 생식선 카이메라 

생산 보고가 실험 동물인 마우스이외는 전무한 상황에서 다른 축종, 특히 일반 가축에서의 

보고는 세계 최초로서 학문적 의미와 파급 효과가 매우 클 뿐만 아니라 산업적 이용성도 매

우 클 것으로 예상된다. 그러나 낮은 생식선 카이메라 효율을 높이기 위한 연구가 더욱 필요

할 것으로 판단된다. 즉, 체외 배양 조건 향상, 새로운 미세 주입 방법 개발 및 실험축은 수

용체 배자내 미세 주입을 위한 EG cells의 암․수 성판별을 하지 않은 상황에서 수행되었으

므로 암․수 생식세포의 혼합에 의한 효과 제거 등에 대한 앞으로 연구가 좀더 수행되어야 

할 것으로 사료된다. 또한 장기 배양을 통해 확립된 EG cells이 수용체 배자에서의 이동능 

(migration activity)을 보유하고 있지만, 전이 후 분열․분화 및 성세포로의 발달에 미치는 

요인이 있을 것으로 사료된다. 즉, 위에서의 결과에서 제시했듯이 EG cells의 수용체 배자의 

원시생식기로의 전이 후 대부분이 표층 (epithelium)에 분포하는 현상이 나타난다. 이는 정상

적인 원시생식세포는 원시생식기 도달 후 대부분이 원시생식기 내층 (medullary tissue)으로

의 이동과정을 거치게 되는데 이러한 과정중에 일부 향이 있을 것으로도 예상된다. 그러나 
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아직까지 정확한 요인은 밝혀지지 않았으며 현재 진행 중에 있다. 또 하나의 가능성은 성공

적으로 EG cells이 원시생식기내로 전이되었다하더라도 이후 분화과정이 정상적으로 진행되

지 않았을 가능성도 존재한다. 
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Table 1. The production of somatic chimeras by transplantation of chicken embryonic 

germ (EG) cells into blastodermal layer at stage X.

No. of injected embryos No. (%) of hatched chicks
No. (%)a of somatic 

chimeras produced

45 8 (17.8%) 3 (37.5%)

a The somatic chimeras were judged by phenotypical characteristics (Ogol chick retained 

white patches or not) 
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Figure 7. (A) The typical Korean Ogol chickens, which not 

injected with EG cells derived from a White Leghorn, are all 

black. (B) One somatic chimera retained the white patches after 3 

months. The chimera has white patches around the neck and on 

the breast.

A B



- 46 -

Figure 8. PCR analysis using White Leghorn-specific SCAR primers. Four 

tissues (liver, muscle, heart, and gonads) were dissected from 5 chicks 

which died during hatching. M : λ DNA digested with Hind Ⅲ, Lanes 1, 5, 

9, 13 and 17 : liver, Lanes 2, 6, 10, 14 and 18 : muscle, Lanes 3, 7, 11, 15 

and 19 : heart, Lanes 4, 8, 12, 16 and 20 : gonads, Lane 21 : Korean Ogol 

chicken genomic DNA, Lane 22 : White Leghorn genomic DNA, Lane 23 : 

no template.
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Figure 9. Survival and hatchability rates of embryos which injected 

into blastodermal layer or blood vessel.
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Figure 10. Detection of PKH26-labelled gPGCs and EG 

cells. (A) & (B) Injection of non-cultured gPGCs (freshly 

isolated gPGCs) (C) & (D) Injection of passaged (P1) EG 

cells. (E) & (F) Injection of passaged (P2) EG cells. (A), 

(C) & (E) ; under the bright phase. (B), (D) & (E) : 

under the fluorescence.
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Figure 11. Progenies of germline chimeric chicken, into which injected 

passaged (P2) White Leghorn EG cells. White color indicates progenies 

stemmed from White Leghorn EG cell. (A) Progenies from chimera. 

(B) typical Ogol chicks.
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제 4 절 초기 배자의 성판별 기법 확립

   1. 원시생식세포의 초기 성판별 기법 확립

     가. W 염색체 특이적 PCR 프라이머 확보

       원시생식세포의 조작에 있어 암․수 구별은 중요한 의미를 갖는다. 즉, 서로 반대 성 

(性)의 원시생식세포가 원시생식기내로 들어갔을 경우 (수컷의 원시생식세포가 암컷의 원시

생식기내로, 혹은 반대로) 생리학적, 발생학적으로 향을 미칠 것을 생각된다. 따라서, 본 실

험에서는 암탉의 W 염색체상의 특이 부분을 PCR 기법으로 증폭하여 성감별을 하고자 시도

하 다. 닭의 W 염색체상에는 717bp 크기로 약 14,000회정도 반복적으로 나타나는 Xho I 반

복 염기 서열 (repetitive sequence)와 1,100bp 크기로 약 6,000회 정도 반복적으로 나타나는 

Eco RI 반복 염기 서열 (repetitive sequence)가 존재하게 된다. 따라서 이러한 반복 서열을 

목적으로 하여 프라이머 제작과 PCR 수행은 초기 배자에서의 암․수 구별이 가능하게 된다. 

본 실험에서는 Xho I repetitive sequence를 목적으로 하 다. PCR을 위한 프라이머는 717bp

의 염기서열중 416bp와 348bp 크기가 되도록 제작하 으며, 염기서열은 Table 4와 같다. 또

한 Ogawa 등이 보고한 조류 W 염색체 특이 DNA 염기서열을 바탕으로 하여 396bp 크기의  

PCR 프라이머를 제작하 다. 따라서, 본 실험에서는 총 3종류의 프라이머를 제작하여 닭의 

성판별에 이용하 다. PCR 조건으로는 변성 (denaturation) 94℃ 60초, 프라이머 부착 

(annealing) 60℃, 60초 그리고 증폭 (extension) 72℃, 40초로 하여 35회 반복 실행하는 것을 

확립하 다. genomic DNA를 사용하여 PCR 수행 결과 3종의 프라이머 모두가 제작시 예상

했던 크기의 PCR 산물이 암컷의 DNA에서만 특이적으로 증폭되어 제작한 프라이머가 정상

적으로 작용하고 있음을 알 수 있었다 (Figure 12). 그러나 nCES#1/#2 프라이머의 경우에는 

예상한 348bp보다 적은 크기의 PCR 산물이 암컷 특이적으로 증폭되었다. 이는 암컷 특이적

으로 증폭되는 것으로 미루어 W 염색체상의 다른 부위가 본 실험에서 제작한 프라이머에 의

해 같이 증폭되거나, 혹은 W 염색체의 다른 반복 서열의 증폭 산물로 추정된다 (Figure 12). 

본 실험에서 사용된 축군은 화이트 레그혼과 오골계를 사용하 으며, 두 품종 모두에서 PCR

에 의하여 암․수 성감별이 가능하 다. 또한 프라이머의 암․수 특이성 및 PCR 감별 감도 

(sensitivity)를 측정하기 위하여 genomic DNA를 이용한 희석 실험 (dilution test)을 수행하

다. 수행 결과, CES#1/#2 프라이머는 암컷 DNA에서 1ng까지 증폭이 가능하 으며, 

nCES#1/#2 프라이머의 경우에는 3ng까지 PCR 증폭이 가능하 다 (Figure 13). 수컷의 DNA 

수행 결과는, 두 프라이머 모두 300ng의 DNA 양에서도 PCR 산물이 증폭되지 않아 제작한 

프라이머 모두 암컷에 대해 매우 높은 감도의 PCR 특이성을 가지고 있음을 알 수 있다 

(Figure 14).       
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     나. whole-blood direct PCR 조건 확립

       위 실험에서 확립된 프라이머를 이용하여 혈액에서의 직접적인 PCR 가능성을 검증하

다. 이는 배자 조작시 매우 적은 양의 혈액만을 추출하기 때문에 기존 방법에 따른 

genomic DNA 추출이 사실상 불가능하기 때문에 혈액을 이용한 직접적인 PCR 조건을 확립

해야 한다. 따라서 예비 실험으로 성계의 혈액을 추출하여 whole-blood direct PCR  조건을 

확립하 다. 혈액 1∼2㎕를 추출하여 1ml ddH2O에 희석하 으며, PCR을 수행하기 전에 세포

막을 파괴하여 genomic DNA를 유출시키기 위하여 희석한 10㎕ 혈액 샘플을 PCR 튜브에 

20㎕ ddH2O와 혼합한 후, 40㎕ mineral oil를 첨가하여 97℃, 5분과 55℃, 5분을 5회 반복하

다. 5회 반복 후 20㎕ PCR 반응액 (2.5mM dNTP mixture, 100mM Tris-Cl pH 8.3, 500mM 

KCl, 15mM MgCl2, 20pmol forward primer, 20pmol reverse primer , 2 units Taq 

polymerase)을 PCR 튜브 혈액 샘플내로 mineral oil층을 조심스럽게 통과하여 첨가하 다. 

PCR 반응액을 첨가한 샘플은 위 실험에서 확립된 조건으로 하여 변성 (denaturation) 94℃ 

60초, 프라이머 부착 (annealing) 60℃, 60초 그리고 증폭 (extension) 72℃, 40초로 하여 35회 

반복 실행하 다. 3종의 프라이머에 대한 실험 수행 결과, nCES#1/#2와 QSEX#1/#2 프라이머

는 genomic DNA 실험과 같은 결과로 348bp와 396bp 크기의 PCR 산물이 증폭되었으나 

CES#1/#2 프라이머 경우에는 whole-blood direct PCR에 의해 증폭되지 않았다. 이는 

CES#1/#2 프라이머가 nCES#1/2이나 QSEX#1/#2 프라이머보다 PCR에 대한 안정성이 낮기 

때문이라 사료된다. 이와 같이 whole-blood direct PCR은 nCES#1/#2와 QSEX#1/#2 프라이머

를 이용하여 매우 적은 양의 혈액으로도 성판별을 할 수 있는 조건을 확립하 다.

   2.  초기 배자 혈액의 PCR 기법 의한 성판별 기법 확립

       위에서 확립된 whole-blood direct PCR을 이용하여 초기 배자에서의 성판별을 수행

하 다. 본 실험은 5일령 배자의 혈관으로부터 1∼2㎕의 혈액을 microcapillary pipette 

(Sigma, Cat. No. P-2174)을 이용하여 추출한 후 1.5ml 튜브에 100㎕ ddH2O와 함께 혼합하

다. 혼합액중 10㎕를 20㎕ ddH2O와 다시 혼합하여 0.5ml PCR 튜브에 넣은 후 40㎕ 

mineral oil을 첨가하 다. 세포막 파괴와 genomic DNA 유출을 위하여 97℃, 5분과 55℃, 5

분을 5회 반복한 후, 20㎕ PCR 반응액 (2.5mM dNTP mixture, 100mM Tris-Cl pH 8.3, 

500mM KCl, 15mM MgCl2, 20pmol forward primer, 20pmol reverse primer , 2 units Taq 

polymerase)을 PCR 튜브 혈액 샘플내로 mineral oil층을 조심스럽게 통과하여 첨가하 다. 

PCR 반응액을 첨가한 샘플은 변성 (denaturation) 94℃ 60초, 프라이머 부착 (annealing) 6

0℃, 60초 그리고 증폭 (extension) 72℃, 40초로 하여 35회 반복 실행하 다. 실험 결과 

nCES#1/#2와 QSEX#1/#2 프라이머는 정상적으로 348bp와 396bp 크기의 PCR 산물이 증폭되

어 초기 일령의 배자의 적은 양으로도 정확하게 성판별을 할 수 있는 조건을 확립하 다 

(Figure 15).
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Table 2. Birth of germline chimeras by transplantation of chicken gonadal primordial 

germ cells (gPGCs) cultured in vitro for different durations or chicken embryonic germ 

(EG) cells prepared from subculture.

Transferred cell types
No. of progenies undertaken 

testcross analysisa
No. (%)

b
 of germline 

chimeras produced

gPGCs

   Cultured for 2 days

   Colonized (P0)

113

63

7 (6.2)

8 (12.7)

Passaged EG cells

   First passed (P1)

   Second passed (P2)

11

4

1 (9.1)

1 (25.0)

aOnly sexually-matured progenies provided for testcross analysis.

bPercentage of  the number of germline chimeric chickens undertaken testcross analysis.
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Table 3. Transmission efficacy in germline chimeras produced by transplantation of 

chicken gonadal primordial germ cells (gPGCs) cultured in vitro for 2 days or 10 days 

(colonized) and chicken embryonic germ (EG) cells prepared from subculture.

Origin of 

germline chimeras

No. of chickens 

proved as a germline 

chimera

No. of chickens 

hatched

No. (%)
a
 of 

donor-derived white 

hybrid chicks 

produced

gPGCs

   Cultured for 2 days

   Colonized (P0)

7

8

2,332

944

31 (1.3)

261 (27.6)

Passaged EG cells

   First passed (P1)

   Second passed (P2)

1

1

131

157

2 (1.5)

23 (14.6)

aPercentage of the number of hatched chickens, which indicate the donor-derived 

progenies.
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Table 4. Primer sequences for embryo sexing. Amplification regions of CES#1/#2 and 

nCES#1/#2 primer are Xho I-repetitive sequences on W-chromosome and amplification 

region of QSEX#1/#2 primer is putative functional gene which is located on 

W-chromosome but the exact function is unknown.

Primer Sequence Reference

CES #1

CES #2

 5'-CCC AAA TAT AAC ACG CTT CAC T-3'

 5'-GAA ATG AAT TAT TTT CTG GCG AC-3'
Petitte et al.

nCES #1

nCES #2

 5'-ACC TGT CTC CCA AAA ATT CTG C-3'

 5'-TGG GGTGAA ATG GGG TTG-3'
This study

QSEX #1

QSEX #2

 5'-CTA TGC CTA CCA CAT TCC TAT TTG C-3'

 5'-AGC TGG ACT TCA GAC CAT CTT CT-3'
Ogawa et al.
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Figure 12. PCR amplification of Xho I repetitive sequence on 

W-chromosome. PCR product was produced on in female but not in male. 

(A) PCR product of CES#1/CES#2 primers. The size of PCR product was 

416bp. (B) PCR product of nCES#1/nCES#2. The size of PCR product was 

348bp. (C) PCR product of QSEX#1/QSEX#2. The size of PCR product was 

396bp. (M ; size marker, λ DNA digested with Hind III, WL ; White 

Leghorn)

(A) (B) (C)(A) (B) (C)
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Figure 13. Dilution test of female genomic DNA. PCR product of 

CES#1/CES#2 primers and nCES#1/nCES#2 primer was 416bp and 348bp 

respectively. PCR product was detected even in 1 ng of female genomic 

DNA but not in male genomic DNA. (M ; size marker, λ DNA digested 

with Hind III) 
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Figure 14. Dilution test of male genomic DNA (CES#1/CES#2 primers and 

nCES#1/nCES#2 primer). PCR product was not detected even in 300 ng of 

male genomic DNA. (M ; size marker, λ DNA digested with Hind III) 
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Figure 15. Whole-blood direct PCR with blood of donor embryo at stage 28 

(5.5 days of incubation). (A) PCR product of nCES#1/nCES#2 primers. The 

embryo in lane 1, 4, 6, 7, 8 was female and the embryo in lane 2, 3, 5, 9, 10 

was male. (B) PCR product of QSEX#1/QSEX#2 primers. The embryo in lane 

1, 3, 4, 6, 8 was female and the embryo in lane 2, 5, 7, 9, 10 was male. (M ; 

size marker, λ DNA digested with Hind III).
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제 5 절 성장촉진을 위한 효율적인 벡터개발 및 발현양상 검증

   1. 닭 성장 관련 유전자 및 유전자 발현 프로모터 확보

       닭 성장 관련 유전자로서 닭 성장 호르몬 유전자 (chicken growth hormone ; cGH), 

사람 성장 호르몬 (human growth hormone ; hGH) 및 myostatin 등 성장 관련 유전자들은 

확보하 다. 이러한 성장 관련 유전자 발현을 위한 프로모터는 현재까지 높은 발현을 위한 

CMV 프로모터, 일정양의 발현을 위한 TK 프로모터, 근육조직 특이 발현을 위한 chicken β

-actin 프로모터, 유도 발현 (inducible expression)을 위한 metallothionein (MT) 프로모터와 

테트라사이클린 유도 프로모터 (tetracyclin inducible promoter) 등 다양한 발현 조절 유전자

를 확보하 다. MT 프로모터의 경우에는 아연 (Zn), 구리 (Cu) 등에 발현 유도성을 나타내

며, 마우스나 돼지에 있어서 많은 연구가 수행되었으나 닭을 포함한 가금에 경우에서는 연구

가 전무한 상황에 있다. 따라서 본 연구실에서는 닭에 있어서의 적용을 위하여 아연 (Zinc 

sulfate)을 사용하 으며, 가장 최적의 농도는 1,000ppm을 음수 투여하는 조건을 확립하 다. 

즉, 아연 등은 과량 투여하 을 경우 실험축에 향을 줄 수 있으므로 최소 용량의 최대 효

과를 위한 기본 조건 확립이 필수적이다. 또한, 보다 어린 일령에서의 안정성 검증을 위해서 

병아리에 직접 주입을 하 다. 투여 조건은 2주령 병아리에 1,000ppm Zn 농도로 하여 일주일

에 1-2회 음수 투여하 다. 실험 결과, 기존의 보고된 MT 프로모터 유도를 위한 Zn 적정 농

도인 1,000ppm 농도의 음수 투여를 하여도 개체에는 크게 향을 하지 않음을 알 수 있다. 

그러나 최종적으로 체내에서의 MT 발현 조절 유전자의 아연 대한 최적 조건 및 유도성은 

형질전환 개체 생산 후 검증해야 할 것으로 사료된다.

   2.  유용 벡터 재조합

       위에서 확보된 성장 관련 유용 유전자와 발현을 위한 조절 프로모터를 이용하여 유용 

벡터를 재조합하 다. 현재까지 재조합된 벡터로는 CMV 프로모터와 hGH를 결합시킨 벡터 

(대량 발현), TK 프로모터 (일정 수준의 발현량)와 hGH를 결합시킨 벡터가 있으며, 유도 발

현 벡터로 아연 (Zn)에 특이적으로 유도 발현하는 MT 프로모터와 hGH 결합 벡터 및 테트

라사이클린 유도 프로모터와 hGH이 결합되어 있는 벡터를 재조합하 다 (Figure 16). 테트라

사이클린 유도 발현 재조합 벡터는 현재 벡터내 염기 서열 분석 (DNA sequencing)과 체외 

세포 배양 (in vitro cell culture)을 통하여 유도성을 검증하 다. 제작된 벡터는 염기 서열 

분석을 통하여 조절 부위 및 재조합한 유용 유전자의 정확성을 확인하 으며, 유도성 검증은 

NIH3T3 cell line과 닭 배자섬유아세포 (chicken embryonic fibroblast ; CEF)를 이용하여 유

전자 전이 후 테트라사이클린을 처리하여 유도된 발현 정도를 검증하 다. 
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   3.  세포주 (Hela cell line, STO cell line)에서 in vitro 발현 검증

       세포주내 발현 검증을 위하여 우선 표지 유전자를 이용한 Hela cell line 및 STO cell 

line으로의 외래 유전자 전이 및 발현 양상을 검증하 다. 우선 각각의 세포주에는 리포좀을 

이용하여 CMV 프로모터에 GFP 형광 유전자가 결합된 유전자를 도입한 후 유전자 전이 및 

발현 양상을 검증하 다. 이러한 방법을 이용하 을 경우, 각각의 세포주에 30-40%의 유전자 

전이 효율을 나타냈으며, 유전자가 전이된 세포의 경우에는 강한 발현 양상을 나타내었다 

(data not shown). 닭의 경우에는 배아세포 (chicken embryonic fibroblast; CEF)로의 리포좀

을 이용한 유전자 전이 효율은 30% 으며, CMV 프로모터를 이용하여 닭의 세포에서도 외래 

유전자의 안정적인 발현을 관찰할 수 있었다. 또한 안정적으로 발현되는 세포만을 선발하기 

위하여 세포주 또는 닭 배아세포로의 유전자 전이 후 네오마이신 (neomycin; G418)을 이용

한 선발 (selection) 조건을 확립 실험을 수행하 다. 네오마이신에 따른 닭 섬유아세포의 생

존율은 50㎍/ml, 150㎍/ml, 250㎍/ml, 350㎍/ml, 500㎍/ml 농도로 하여 측정하 다. 실험 결과 

50㎍/ml와 150㎍/ml에서는 닭 섬유아세포의 생존율에 향없이 계속적인 분열을 하 으며, 

250㎍/ml 농도에서는 15일 이후에서 생존율이 감소하 다. 또한 350㎍/ml와 500㎍/ml 농도에

서는 10일이내 모든 세포들이 죽는 것으로 나타냈다 (data not shown). 그러나 500㎍/ml의 

농도에서는 5일이내에 거의 모든 세포들이 죽는 것으로 나타나 세포에 너무 많은 해를 끼치

는 것으로 분석되었다. 따라서 본 연구실에서는 닭의 섬유아세포를 포함한 닭 세포에서의 선

발을 위한 네오마이신 적정 농도는 350㎍/ml로 결정하 다. Figure 17는 닭 섬유아세포에 표

지 유전자를 전이시킨 후 적정 네오마이신을 이용하여 안정적을 발현되는 섬유아세포를 선발

한 결과이다. 배양액은 350㎍/ml의 농도로 네오마이신을 처리하여 3-4일간격으로 배양액을 

교환해주었을 경우, 15일 경과 후 유전자 전이 세포만이 선발된 것을 알 수 있었다. 본 연구 

결과는 초기 유전자 전이 효율이 20-30%이지만 네오마이신 처리에 의한 선발 후에는 90%이

상의 세포에서 유전자 발현을 확인할 수 있었다.  이상과 같이 유전자 전이와 안정적 선발을 

위한 기본 조건이 확립하 다. 
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Figure 16. Expression vector maps for 

human growth hormone (hGH) which 

regulated by CMV, TK, or MT 

promoter, respectively.
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Figure 17. The expression of GFP in chicken embryonic fibroblasts which were 

selected with 350㎍/ml G418 for 2 weeks (magnification ×100).
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제 6 절 원시생식세포 및 생식 세포주내로 유전자 전이 및 발

현 검증

   1. 생식세포주로 유전자 전이 및 발현 검증

     가. 생식세포주내로 유전자 전이 조건 확립 (리포좀, electroporation)

       생식세포주내 유전자 도입을 위하여 전기 충격법 (electroporation)과 리포좀 방법을 

사용하 으며, 표지 유전자로는 GFP를 linear form으로 사용하여 살아있는 세포에서도 쉽게 

관찰할 수 있도록 하 다. 기존의 전기 충격법 (250V / 950 ㎌)에 의한 방법은 초기에는 평

균 50%이상의 높은 유전자 전이 효율을 보 으나 (Figure 18) 생식세포주의 계속적인 유지

와 계대 배양을 하 을 경우에는 유전자 전이 효율이 급격하게 떨어져 안정적으로 발현하는 

콜로니가 형성되지 않았다. 이는 전기 충격법에 의해 전이된 유전자가 안정적으로 유전체내

로 삽입 (genome integration)이 되지 않고 episomal form으로 존재하기 때문이라 사료된다. 

따라서 전기 충격법을 이용한 유전체내 안정적 삽입을 위한 조건 실험으로 포유류의 마우스 

조건을 실험하 다. 즉, 매우 높은 볼트 (voltage)에 낮은 uF을 조건으로 하여 800V / 3, 10, 

50 uF (Bio-Rad, gene pulser
Ⓡ
 II)를 검증하 다. 본 실험은 예비 실험 결과를 바탕으로 

800V, 50uF 조건으로 하여 OPTI-MEM에 DMSO 첨가, FBS 첨가 및 닭 혈청 첨가 조건으

로 하여 유전자 전이 효율과 trypan blue 용액을 이용한 생존율을 측정하 다. 실험 결과 유

전자 전이 효율은 평균 16.7∼20.2% 으며, DMSO 첨가는 위 조건에서는 유전자 전이 효율

에 향을 주지 않았다. 또한 닭 혈청 이용 역시 FBS 이용에 대한 유전자 효율은 높지 않았

다 (Table 5). 따라서 본 실험에서는 안정적인 유전자 전이를 위한 조건으로 800voltage, 50

㎌에 FBS 첨가를 확립하 다. 위 조건의 유전자 전이 효율은 20% 정도이지만 지속적인 배

양을 통하여 안정적인 유전자 전이 및 배자생식세포주 콜로니에서도 계속적으로 발현을 나타

내는 세포주까지의 획득할 수 있었다 (Figure 19). 이러한 전기충격법에 대한 생존율 측정은 

Table 6에 제시하 다. 실험결과 대조구인 81.4%에 비하여 처리구는 80.2 ∼ 86.7%로 차이를 

나타내지 않았다. 따라서 확립된 높은 전압하에서의 전기충격법은 생존율에는 크게 향하지 

않음을 알 수 있었다.  

       리포좀을 이용한 방법에서는 상업화되어 있는 lipofectAMINE과 Superfectin을 사용하

여 검증하 다. Superfectin를 이용한 유전자 전이 조건은 0.5, 1.0㎍ DNA에 1.0, 2.5, 5.0㎕ 

Superfectin을 혼합하여 3시간, 3시간 이상 배양함으로써 조건 확립 실험을 수행하 다. 그러

나 Superfectin의 경우에는 특히, 원시생식세포에 대하여 매우 강한 독성을 보여 1-2일 후에

는 많은 수가 죽어버리는 양상을 나타내었다. lipofectAMINE을 이용한 유전자 전이 조건은 

0.5, 1.0, 2㎍ DNA에 1, 2, 4㎕ lipofectAMINE을 혼합하여 3, 5, 7, 10, 12시간 배양함으로써 

실험을 수행하 다. lipofectAMINE은 Superfectin에 비해서는 독성이 없었으며 평균 유전자 
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전이 효율은 17%이었다. lipofectAMINE을 이용한 경우에는 정상적으로 콜로니 형성이 되었

으며 생식세포주 형성도 문제가 없었다. 그러나 전기충격법과 동일한 양상으로 생식세포주의 

계속적인 유지와 계대 배양을 하 을 경우에는 유전자 전이 효율이 급격하게 떨어져 안정적

으로 발현하는 콜로니가 형성되지 않았다. 따라서 lipofectAMINE에 의해서도 아직까지는 전

이된 유전자가 안정적으로 유전체내로 삽입이 되지 않고 episomal form으로 존재하는 것으로 

생각된다. 
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Figure 18. The transfected and cultured gPGCs after Ficoll density 

centrifugation. (A) A number of gPGCs were collected. gPGCs are round 

and large size (×100). (B) After Ficoll density centrifugation, GFP 

expressing gPGCs were visualized with fluorescent microscope (×100). 
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Table 5. Comparison of transfection efficiency on primordial germ cells with different 

conditions 

1st 2nd 3rd Ave±SD

 OPTI-MEM/FBS/DMSO 18.5 15.7 15.9 16.7±1.6

 OPTI-MEM/FBS 17.8 23.2 19.7 20.2±2.7

 OPTI-MEM/chicken serum 16.1 18.6 16.9 17.2±1.3
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Table 6. Viability of primordial germ cells with different condition after electroporation

1st 2nd 3rd Ave±SD

 OPTI-MEM/FBS/DMSO 90.3 78.1 91.7 86.7±7.5

 OPTI-MEM/FBS 78.5 87.5 82.2 82.7±4.5

 OPTI-MEM/chicken serum 82.4 84.1 74.1 80.2±5.4

 control (no treatment) 81.4
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Figure 19. The stable expression in 

chicken EG cell colonies. The colonies 

are strongly emitting the green 

fluorescent light (magnification: ×200)
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제 7 절 성계에 대한 체내 직접 주입(direct in vivo  gene 

transfer) 조건 확립

   1. 벡터의 in vivo  발현 검증

     가. in vitro  배양에서의 외래 유전자 발현 양상 검증

       본 실험은 testis를 이용하여 체외 배양을 통한 최적의 유전자 전이 조건을 확립하고

자 하 다. 체외에서의 유전자 발현 양상을 검증하기 위하여 두 가지 배양 조건을 이용하

다. 첫 번째로는 testis내의 모든 세포를 single cells suspension으로 분리한 후 세포 배양을 

시도하 으며, 두 번째 방법은 single cells suspension 분리 없이 testis 조직을 이용한 tissue 

culture system 방법을 이용하 다. testis는 성성숙이 완료된 30주령 이상의 개체로부터 채취

하 으며, 채취후 PBS (Ca
2+
/Mg

2+
 free)를 이용하여 반복 세척하 으며, 최종적으로 1X 

antibiotics-antimycotics (100 ㎍/ml streptomycin, 100 units/ml penicillin, 25 ㎍/ml 

amphotericin)가 포함된 PBS (Ca
2+
/Mg

2+
 free)를 이용하여 세척하 다. single cells 

suspension을 위해서는 testis 조직을 잘게 자른 후 trypsin-EDTA 2회 처리 및 cell strainer

를 이용하 으며, 배양 3일 후 리포좀을 이용하여 유전자 전이를 시도하 다. 유전자 전이를 

위한 DNA와 리포좀 비율은 1:10 (2㎍:20㎍, 4㎍:40㎍ [w:w]), 1:20 (2㎍:40㎍ [w:w]) 조건을 

이용하여 확립하 다. 그러나 본 실험은 testis 조직내 세포가 너무 heterozygous하여 정확한 

세포 형태를 구분하기가 어려웠으며, 세포들끼리 뭉치는 cell aggregation이 생성되었다. 또한 

trypsin-EDTA 및 물리적인 충격에 의한 cell death가 많이 발생하여 정확한 유전자 전이 효

율 측정이 어려웠다. 두 번째 방법으로 testis tissue culture 방법은 현재 체외 배양 조건 확

립하 다. 본 실험 직접 주입과 아울러 testis 조직에 직접 외래 유전자를 전이하고 체외 조

직 배양을 함으로써 in vivo에서 외래 유전자 전이 및 발현 양상을 확인하기 위하여 수행하

다. 성계로부터 testis를 적출하여 가로 0.5cm, 세로 0.5cm로 절단하 으며, 체외 배양을 위

한 기본 배지는 DMEM을 사용하 으며, 5% FBS, 5% chicken serum, 1X 

antibiotics-antimycotics (100 ㎍/ml streptomycin, 100 units/ml penicillin, 25 ㎍/ml 

amphotericin)를 첨가하 다. 위의 조건에 의한 배양중에 Lac Z 유전자를 주입 및 리포좀과 

혼합하여 주입하 다. 사용된 리포좀 LipofectAMINE Plus (Gibco BRL)와 FuGene (Roche)

를 이용하 으며, 사용한 양 및 비율은 Table 7과 같다. 실험 결과, LipofectAMINE Plus를 

사용한 경우가 유전자 전이가 가장 높게 나타났으며, 리포좀을 혼합하지 않은 경우에도 발현

이 관찰되었다 (Figure 20). 그러나 외래 유전자를 주입하지 않은 경우에는 X-gal에 의한 발

색 반응이 나타나지 않았다 (Figure 20). 따라서 본 실험의 결과로 볼 때, 조직으로의 직접 

주입에 위해서도 외래 유전자 전이 및 발현이 가능함을 알 수 있었으며, 동일 조건을 in vivo

에 적용할 경우에도 유사한 결과가 도출 것으로 사료된다. 따라서 이러한 방법을 통하여 전
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이된 외래 유전자가 testis내에 일반 체세포뿐만 아니라 정자 형성 (spermatogenesis) 과정의 

정자 세포에서 발현이 관찰될 경우에는 확립된 본 조건을 이용할 경우 형질전환 개체가 생산

될 수 있을 것으로 예상된다. 

     나. 성계에 대한 체내 직접 주입 (direct in vivo  gene transfer) 조건 확립

       성계에 외래 유전자 직접 주입 실험은 우선, 성성숙 후 생식기내 직접 주입을 위한 

기본 조건을 확립하 다. 성계 생식기내 직접 주입을 위하여 확립된 조건은 수컷의 testis내

로의 주입 방법 가능성을 검증하 다. 이는 수컷의 경우 안정적인 testis내 주입 조건을 확립

할 경우 체내에서의 정자 형성 과정 중에 분열을 통하여 유전체내로의 외래 유전자 삽입이 

가능할 것으로 예상되며, 이를 이용한 인공 수정 방법으로 형질전환 개체 생산이 가능할 것

으로 예상되기 때문이다. 그러나 암컷의 경우에서 다량의 난황이 존재하고 난자의 정확한 위

치 파악이 어려울 뿐만 아니라 수적으로도 적은 수가 존재하기 때문에 접근 방법이 쉽지 않

을 것으로 예상된다. 수컷에 대한 직접 주입 방법은 늑골 (肋骨)에서의 접근 방향과 견갑골 

(肩甲骨)에서의 접근 방향으로 주입하는 두 방법을 확립하 다. 그 외에 등쪽에서의 접근 방

법은 장골 (腸骨)에 의해 testis내로의 접근이 불가능하 으며, 복부 방향으로 접근 방법은 장

내의 많은 외상을 초래할 위험이 존재하 다. 첫 번째 방법으로, 견갑골 (肩甲骨)을 통한 주

입 방법은 염색 시료를 이용하여 성공적으로 수행하 다. 그러나 제 3-4 늑골 (肋骨) 또는 제 

4-5 늑골 (肋骨) 사이를 통과하여 주입시, 가장 큰 문제는 허파를 관통하여 외상을 유발하는 

경우가 발생하 으며, 또한 testis 주입을 위한 injection needle의 충분한 각도를 확보할 수 

없는 문제가 발생하 다. 또한, 본 실험에 사용된 injection needle은 Hamilton gage 17 

needle로써 주입시 직접적인 외상을 줄이기 위한 작은 gage needle의 필요성도 제고하 다. 

두 번째 방법으로 측면에서의 외검상돌기 (外劍狀突起) 상부 (上部)의 제 5-6 늑골 (肋骨)사

이에 주입하는 방법을 확립하 다. 측면에서의 접근 방법은 주입에 따른 직접적인 외상이 가

장 적었으며, 또한 testis내로의 성공 확률도 가장 높았다. 따라서 성계에서의 체내 직접 주입 

방법으로는 측면부로의 주입 방법을 확립하 다. 현재 확립된 조건과 in vitro 조직 배양에서 

확립된 LipofectAMINE 혼합 조건을 이용하여 외래 유전자 주입 실험을 진행하 으며, 이를 

이용한 외래 유전자를 주입한 실험축을 조성하 다. 
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Table 7. The mixture ratio of DNA and liposomes for transferring the foreign gene into 

testicular cells in chicken 

   

DNA liposome ratio

 LipofectAMINE Plus 1㎍ 4㎕ 1 : 4 (w/v)

 FuGene 1㎍ 1㎕ 1 : 1 (w/v)
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Figure 20. Chicken testis after injection of Lac Z and 

X-gal staining. A) Circular form of plasmid B) Linearized 

form of plasmid (digested with Sca I) C) control (no 

treatment)
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제 8 절 형질전환 개체 생산 (원시생식세포/생식세포주)

   1. 유전자를 전이한 원시생식세포 및 EG cell 주입에 의한 생식선 카이메라 생산

       본 실험에서는 장기배양을 통한 EG cells 확립에 의한 실험축 조성과 더불어 유전자 

전이 후 3일 단기 배양 및 G418 350ug/ml을 사용하여 단기간 선발 10일 배양과 장기간 배양 

20일 배양을 통한 실험축 조성도 함께 구축하 으며, 이에 대한 후대 검정을 수행하 다. 실

험축 조성을 위한 유전자로는 표지유전자 (reporter gene)로써 CMV-EGFP를 사용하 으며, 

성장 촉진 관련 유전자로써는 성장 촉진을 위한 발현 벡터인 MT-hGH (mouse 

metallothionein promoter + human growth hormone)를 사용하 다. 실험축 조성은 본 연구

실에서 확립된 방법을 이용하여 수행하 다. 즉, 5.5일령 오골계 배자의 원시생식기로부터 원

시생식세포를 분리하고 전기충격법 (electroporation)을 이용하여 유전자를 전이하 다. 3일 

단기 배양과 10일 neomycin 선발에 의한 조성된 실험 축으로부터는 안정적인 생식선 카이메

라를 생산할 수 있다. 따라서 이로부터 생산된 카이메라에 대한 유전자 분석을 수행하 다. 3

일 단기 배양을 통한 실험축 중에 현재 후대 검정을 수행하고 있는 개체는 표지 유전자 전이 

개체 ♂ 16수, ♀ 28수 전체 44수이며, 성장 촉진을 위한 발현 벡터인 MT-hGH (mouse 

metallothionein promoter + human growth hormone) 전이 개체의 경우에는 ♂ 22수, ♀ 26

수 전체 48수에 대하여 수행 중에 있다 (Table 8). 

   2.  형질전환 닭의 유전자 발현 분석

     가. 형질전환된 닭의 외래 유전자의 안정적 삽입 분석

       외래 유전자 전이에 의한 형질전한 개체의 안정적 삽입 분석은 Southern blotting을 

이용하여 진행 중에 있다. 초기에서 DIG-alkaline phosphatase를 이용하여 연구를 수행하

으나 sensitivity의 문제로 인하여 정확한 유전자 검출이 어려웠다. 이후 방사성 동위원소를 

이용한 유전자 탐색 조건을 확립하 다. 이 방법을 이용하여 10pg까지의 외래 유전자 존재 

여부를 검출할 수 있는 조건을 확립하 으며, 앞으로 보다 높은 sensitivity로 탐색할 수 있는 

조건 확립을 위한 실험을 수행하고 있다. 이는 cyber green dye 등을 이용한 외래 유전자 검

출 및 정량 조건을 확립 중에 있다. 따라서 본 조건이 확립되면 짧은 시간에 높은 정확도로 

외래 유전자의 검출이 가능할 것으로 사료된다. 

     나. 표지 유전자 전이 형질전환 개체 생산 분석

       표지유전자 전이 원시생식세포를 이용하여 생산된 생식선 카이메라의 자손에대한 유

전 분석을 진행하고 있다. 사용된 표지 유전자 벡터는 CMV-EGFP와 SV40-Neo를 이용하여 

실험축 조성 및 생식선 카이메라로부터 생산된 자손을 검증하 다. 그러나 생산 자손에 대한 
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PCR 분석과 Southern blotting 결과로 볼 때, 아직까지 안정적으로 외래 유전자가 전이된 형

질전환 개체는 생산되지 않았다. 앞으로 발생되는 자손에 대한 유전 분석을 통한 개체 생산 

및 발현 양상 분석을 진행해야 할 것으로 생각된다.

     다. 성장 촉진 유전자 전이 형질전환 개체 생산 분석 

       성장 촉진 유전자 발현 벡터 (MT-hGH : mouse metallothionein promoter + human 

growth hormone)를 전이한 원시생식세포를 주입하여 생산된 생식선 카이메라의 자손에 유전 

분석을 수행하고 있다. 현재까지 표지 유전자 및 성장 호르몬 유전자 주입에 의해 생산된 

120수 이상의 실험축 조성을 조성하 으며, 이로부터 생산된 자손들에 대한 유전 분석을 수

행 중에 있다. 분석 결과 성장 촉진 유전자가 전이된 형질전환 개체 생산은 확인되지 않았으

며, 앞으로 생산되는 자손에 대한 유전 분석을 좀더 수행해야할 것으로 생각된다.

     라. 성장 촉진 전이 닭 계통 조성 및 능력 검증

       조성된 실험축의 검정 교배 및 생산된 생식선 카이메라의 자손에 대한 유전 분석에 

의하여 검증된 형질전환 닭이 생산된 경우, 효율적인 교배를 통하여 계통 조성을 확립할 것

이며, 확립된 계통에 대한 능력 검정을 수행할 수 있을 것으로 예상된다. 
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Table 8. The summary of progeny-tested stocks for production of germline chimeras and 

transgenic chickens. 

stocks
sexuality 

total
♂ ♀

  reporter gene (GFP) 16 28 42

  growth hormone (MT-hGH) 22 26 48

  EG cells 

  (reporter gene : GFP)

  P1 EG cells 11 11 22

  P2 EG cells 2 4 6

  P3 EG cells 1 2 3
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제 9 절 레트로바이러스를 이용한 형질전환 개체 생산

   1. 팬트로픽 레트로바이러스 (pantropic retrovirus) 발현 벡터 제작

       팬트로픽 레트로바이러스 발현 벡터는 표지 유전자로 LacZ를 이용하 으며, 성장 촉

진을 위해서는 인체 유래 성장 호르몬 (human growth factor, hGH)을 이용하 다. 바이러스 

벡터는 pLXRN을 사용하 으며, 성장 호르몬은 CMV 프로모터에 의하여 발현을 조절하 다. 

(Figure 21). 성장 호르몬은 제한 효소 Nru I을 처리하여 blunt end로 제작하고 BsaM I을 

처리하여 sticky end를 각각 제작하 다. pLXRN의 경우에는 Hpa I을 처리한 후 blunt end

로, BsaM I로 sticky end를 하여 36℃에서 overnight ligation을 수행하 . 제작된 발현 벡터

는 9.5kb 으며, LTR 부위에 CMV 프로모터와 인체 성장 호르몬 및 네오마이신 분해 유전

자를 포함하도록 제작되었다 (Figure 21). 제작된 레트로바이러스 발현 벡터는 Nde I 제한 

효소를 처리하여 6kb와 3.5kb 밴드를 확인함으로써 제작을 완료하 다 (Figure 22). Figure 

22와 Table 9에서는 PCR에 의한 외래 유전자 검출을 위한 프라이머 위치 및 프라이머 염기 

서열를 함께 제시하고 있다. 

   2.  세포주내로 hGH 레트로바이러스 감염 및 titering 측정

       제작된 hGH 레트로바이러스 벡터의 발현 양상 및 titer 측정을 위하여 닭 배아 섬유

아세포 (chicken embryonic fibroblasts, CEFs)와 NIN3T3에 각각 생산된 바이러스를 감염시

킨 후 media soup을 샘플링하여 ELISA를 통한 hGH 생산량을 측정함으로써 발현 양상과 간

접적으로 titering을 측정하 다. 기초 데이터로써 성장 호르몬 표준 곡선 값은 R
2
=0.9994를 

나타내었으며 (Figure 23), 실험 결과 NIH3T3, CEFs, GP293에서 각각 547.6±7.2, 

7,950±1,484.9, 2,142.9±1,208.2pg/ml을 나타내었다. 본 실험 결과를 볼 때, CEFs에서 NIH3T3, 

GP293에 비하여 가장 높은 값을 나타내어 제작된 발현 벡터가 형질전환 가금 생산을 위하여 

적합하게 사용될 수 있을 것으로 판명되었다. 이는 성장 호르몬 발현 벡터가 닭 세포로부터 

정상적으로 발현하여 기능을 가지고 있음을 제시하고 있다. 이러한 예비 결과를 기초로 하여 

titering을 높이고자 바이러스를 농축하여 사용하 다. 농축한 바이러스를 이용하여 CEF와 

NIH3T3에서의 측정값은 평균 CEFs에서 178.8±76.4ng/ml, NIH3T3에서 152.3±44.0ng/ml을 

나타내었으며, 99ng/ml∼335ng/ml 정도의 발현량을 나타내고 있다 (Figure 24). 따라서 본 연

구실에서는 이를 이용한 실험축 조성 및 형질전환 닭 생산에 이용하 다. 

   3.  농축 레트로바이러스의 수용체 배자내 미세주입

       형질전환 가금 생산 모델 시스템을 확립하기 위하여 레트로 바이러스를 이용한 실험

축 조성을 수행하고 있다. 본 실험에서 사용한 레트로 바이러스는 팬트로픽 (Pantropic 
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retrovirus)를 사용하여 보다 안정적이고 고효율의 형질전환 가금 생산 모델 시스템을 구축하

고자 하 다. 또한, 기존의 방법은 레트로 바이러스를 배반엽 세포층 (blastodermal layer)에 

주입하는 방법을 사용하 으나, 생식선으로의 유전자 전이 효율이 낮고 부화율이 현저하게 

감소한다는 문제점이 존재하 다. 이를 극복하기 위하여 본 연구실에는 새로운 방법적 접근

을 시도하고 있다. 고농축에 의한 높은 titer를 유도하여 배반엽 세포층 주입이 아닌 초기 배

자 원시생식세포가 혈관을 통하여 순환하고 있는 시점인 배양 50-55시간의 배자의 혈관에 미

세주입하는 방법을 확립하 다. 이는 순환 중인 원시생식세포를 레트로 바이러스에 infection

하게 함으로써 다른 조직으로 유전자 전이에 의한 부화율 감소를 유도할 수 있으며, 또한 원

시생식세포를 주대상으로 하기 때문에 높은 생식선 전이 효율을 얻을 수 있을 것으로 예상된

다. 이러한 방법은 결론적으로, 1) 바이러스의 미세 주입의 용이성, 2) 높은 titer의 바이러스 

미세주입 가능, 3) 높은 발생율 등의 장점을 나타내었다. 이러한 방법의 검증을 위하여 농축

한 LacZ 바이러스를 이용하여 확립된 실험축 중 일부를 도태하여 외래 유전자의 전이 유무

를 판명하 다. 발생 후 병아리에서의 PCR 결과, 심장, 간, 근육, 근위, 정소, 난소 등에서 외

래 유전자가 전이되어 검출되었다 (Figure 25). 특히 정소 및 난소에서 외래 유전자가 검출됨

으로써 생식선 전이가 가능할 것으로 추정된다. 실험 결과에서 심장, 근육, 난소 등에서의 외

래 유전자 검출은 예상되었지만, 근위에서도 상당히 강한 PCR 밴드 양상이 나타냈다 

(Figure 25). 이는 근위의 배발달 초기의 형성 과정 및 정확한 과정을 좀더 밝혀야 해석이 가

능할 것으로 생각된다. 또한 발생 후 10주령에서 일부 실험축을 도태하여 각각 조직별로 

PCR에 의한 유전자 분석을 실시하 다. 10주령 암, 수 각각 한 마리씩을 도태하여 혈액 

(blood), 근위 (gizzard), 심장 (heart), 간 (liver), 근육 (muscle), 정소 (testis), 난소 (ovary)에

서 genomic DNA 추출 후 PCR 분석을 하 다. PCR 결과 LacZ 외래 유전자가 각각의 프라

이머에 대한 band density를 약간씩 차이가 있더라도 두 개체 모든 조직에서 검출되었다 

(Figure 26). 이러한 결과는 바이러스를 혈관내 주입하더라도 대부분의 조직에 감염되며 배발

달 및 발생 후에도 지속적으로 유지되고 있음을 제시하고 있다. 이러한 방법으로 조성된 실

험축이 성성숙에 도달한 후 다음 세대로의 유전자 전이 여부를 검증하 다. 우선 성성숙에 

이른 숫컷에 대하여 정액을 채취한 후 genomic DNA를 추출하여 PCR 분석을 실시하 다. 

PCR 분석 결과 밴드 양상은 조금씩 차이가 있었으나 모든 개체의 정액에서 외래 유전자가 

검출되었다 (Figure 27). 따라서, 이를 이용한 다음 세대에서의 형질전환 개체 생산이 가능할 

것으로 예측되었다. 성성숙후 일부 폐사 개체에 대한 유전 분석도 실시하 다. 이는 일부 폐

사된 암수 개체의 생식기를 적출하여 유전 분석을 실시함으로써 다음 세대로의 전이 가능성

을 검증하고자 하 다. 실험 결과 성성숙후 숫컷의 정소와 암컷의 난소 모두에서 강한 PCR 

밴드 양상을 보임으로써 주입한 외래 유전자가 생식선으로도 전이되었음을 제시하고 있다 

(Figure 28). 최종적으로 형질전환 가금을 생산하기 위하여 검정 교배를 통한 다음 세대에서
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의 유전 분석을 실시하 다. 검정교배를 실시한 실험축은 Table 10과 같다. 500배로 농축한 

바이러스를 배반엽 세포층에 주입한 전체 177개체 중 발생은 6마리로 3.4% 으며, 이이 검정

교배를 실시한 개체는 2수 (♂ 1수, ♀ 1수; 1.1%) 다. 본 연구실에서 개발한 방법인 농축한 

바이러스를 혈관에 주입한 경우에는, 전체 주입 61개체 중 발생 개체는 31수로 50.8% 으며, 

검정교배는 16수 (♂ 4수, ♀ 12수; 26.2%) 다. 이상의 결과로 볼 때, 번 실험실에서 확립한 

방법이 고농축의 바이러스를 많은 양을 쉽게 주입할 수 있었으며, 또한 발생율에서도 월등하

게 높음을 알 수 있었다 (3.4% vs. 50.8%). 따라서 확립된 방법은 적은 수의 배자를 처리하

더라도 효율적인 실험축 조성을 가능하게 하 다. 이러한 검정교배를 통하여 생산된 각각의 

자손에 대해서는 혈액 또는 feather pulp로부터 genomic DNA를 추출하여 PCR 분석을 함으

로써 형질전환 개체 여부를 판단하 다. PCR 분석 결과 많은 개체에서 다음 세대로의 외래 

유전자의 안정적인 전이를 확인할 수 있었다 (Figure 29). 현재까지 검색한 결과는 전체 검정

교배 18수 (배반엽 주입 개체 2수, 혈관내 주입 개체 16수) 중 14수의 자손에서 PCR에 의한 

외래 유전자가 검출되었으며 (14/18, 77.8%), 전체 분석 자손 250수 중 65수 (26.0%)가 PCR 

분석에 의해 외래 유전자가 검출되었다. 개체별 자손에 대한 PCR 분석 결과는 Table 11에 

제시하 다. 이상의 결과는 현재까지 레트로 바이러스를 이용한 형질전환 가금 생산에 대한 

연구 보고에 비하여 매우 월등한 결과이다. 즉, 레트로바이러스를 이용한 주입의 용이성, 고

농축 바이러스 사용 가능, 높은 발생율 등은 현재까지 보고된 형질전환 가금 생산 방법보다 

매우 효율적인 방법을 확립하 음을 제시하고 있다. 현재 Southern blotting을 이용하여 보다 

정확한 외래 유전자의 유전체내 삽입 여부를 검증하기 위한 실험을 진행 중에 있다.    

       이와 같이, 기초 실험과 데이터를 바탕으로 하여 본 실험실에서 제작한 인체 유래 성

장 호르몬과 레트로 바이러스 시스템을 이용하여 실험축을 조성하 으며, 배발달 단계 및 성

성숙후 교배 조합 및 외래 유전자 검출을 통하여 형질전환 개체 생산을 위한 검증을 진행 중

에 있다. 
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Figure 21. Retroviral vector construct for expression of human 

growth hormone (hGH)
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Figure 22. Retroviral vector construct (pLCGRN) and the strategy of PCR 

analysis for the detection of transgene.
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제 10 절 레트로바이러스를 이용한 성장 촉진 형질전환 개체 

생산

   1. 성장 촉진 형질전환 개체 생산

       본 연구실에서 제작한 인체 성장 촉진 유전자 발현 팬트로픽 레트로바이러스 벡터에 

대한 PCR 분석을 위한 프라이머 조건 확립 및 희석에 의한 PCR 감도 (sensitivity)를 검증하

다. 본 연구실에서 제작한 프라이머의 경우 hGH1/2와 hGH3/4 모두 0.1pg (100fg)까지 증

폭할 수 있는 감도를 나타내었다 (Figure 30). 성장 촉진 형질전환 개체 생산을 위해서는 초

기 배발달부터 발생까지 연속적으로 유전자 전이 여부를 검증하 다. 이는 앞서 본 연구실에 

확립된 배자 초기 혈관내 미세주입 방법을 이용하는데 있어서 기능성 유전자 (인체 성장 호

르몬, hGH)의 배발달 과정에서의 발현에 의한 향이나 초기 배발달 과정에서의 유전자 전

이 여부를 검증하기 위하여 수행하 다. 본 실험은 배자 6일령, 12일령, 발생 과정에서의 각

각의 조직에서 인체 성장 호르몬 유전자 전이 여부를 PCR 분석에 의해 수행하 다. 6일령 

배자에서 혈액 (blood), 심장 (heart), 간 (liver), 근육 (muscle), 근위 (gizzard), 원시생식기 

(gonads)를 적출한 후 genomic DNA를 추출하 다. PCR 분석 결과, 전반적으로 모든 조직에

서 hGH 유전자를 검출할 수 있었으며 원시생식기에서도 성공적으로 hGH 유전자가 전이되

었음을 확인하 다 (Figure 31). 그러나 특이하게 앞서 LacZ와의 경우와 비슷하게 6일령 배

자에서도 근위에서 상대적으로 강한 밴드 양상을 나타내었다. 12일령의 경우에서도 각각 혈

액 (blood), 심장 (heart), 간 (liver), 근육 (muscle), 근위 (gizzard), 원시생식기 (gonads)를 

적출한 genomic DNA를 추출하 다. PCR 분석 결과는 6일령과 유사하 으나 상대적으로 심

장과 간에서 유전자 검출이 강하게 나타났다 (Figure 32). 최종적으로 발생 후 개체에 있어서 

3쌍의 프라이머로 각각의 조직에서의 hGH 유전자 전이 여부를 분석하 다. PCR 결과는 모

든 프라이머에서 유사하게 나타났으며, 거의 모든 조직에서 검출이 되었다 (Figure 33, 34, 

35). 이는 앞서 표지 유전자인 LacZ를 사용하 을 때와 유사한 결과를 나타내었다. 따라서 

이러한 결과는 표지 유전자뿐만 아니라 기능성 유전자에 있어서도 본 연구실에서 확립한 방

법이 적용될 수 있음을 제시하고 있다. 추가적인 실험으로 PCR 산물에 대한 정확성을 검증

하기 위하여 PCR 산물에 대한 Southern blotting을 수행하 으며, 실험 결과 PCR 분석과 동

일한 결과가 도출되어 레트로바이러스에 의해 전이한 hGH이 정상적으로 수용체 배자에서 유

전체내로 삽입되었음을 알 수 있었다 (Figure 36). 현재까지 PCR 및 Southern blotting으로 

도태하여 분석한 결과는 Table 12에 제시하 으며, 이와 같은 방법으로 조성된 실험축은 

Table 13와 같다. 현 실험축은 아직 성성숙에 도달하지 않아 검정교배를 수행하지는 않았으

며, 성성숙 후 빠른 시일내에 자손에 대한 유전 분석 및 형질전환 개체 생산이 가능할 것으

로 예측된다. 
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Table 9. Primer sequences for PCR analysis of human growth hormone-expressed 

retroviral vector 

Name Sequences Product size Target gene

GH1

GH2

5'- TACTGCTTCAGGAAGGACAT- 3'

5'- ACAAAAATTAGCTGAGCCTG-3'
437bp hGH

GH3

GH4

5'- AGAAAAACAAACAGCTCCTG- 3' 

5'-ACCCTGAGCTCCTTAGTCTC- 3'
337bp hGH

neo1

neo2

5'-TTCTTTTTGTCAAGACCGAC- 3'

5'-ATTTTCCACCATGATATTCG-3'
464

Neo resistance 

gene
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Figure 23. The standard curve of human growth hormone (hGH) 

concentration by ELISA.
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Figure 24. The measurement of human growth hormone (hGH) 

concentration after infection of CEFs or NIH3T3 by ELISA.
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Figure 25. PCR analysis of hatched chicks by specific primer set for LacZ gene. 
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B : b lood , G  : g izza rd , H  : hea rt, L : liver, T : testis, O  : ova ry

sa m p le 1 (♂)        sa m p le 2 (♀)      sa m p le 3 (♂) 

+  - B  G H L  M  T B G   H   L M  O   G H L M T

+ : p ositive con trol, - : n eg a tive con trol

B : b lood , G  : g izza rd , H  : hea rt, L : liver, T : testis, O  : ova ry

sa m p le 1 (♂)        sa m p le 2 (♀)      sa m p le 3 (♂) 

+  - B  G H L  M  T B G   H   L M  O   G H L M T

sa m p le 1 (♂)        sa m p le 2 (♀)      sa m p le 3 (♂) 

+  - B  G H L  M  T B G   H   L M  O   G H L M T
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Figure 26. PCR analysis of the sacrificed 10-week-old chickens by specific 

primer sets for LacZ  gene. CMV-LacZ and LacZ#6 primer sets were used 

for the detection of foreign LacZ gene.

N T : negative control (no tem plate), SM  : size m arker (10 0 bp ladder)

B : blood, G  : gizzard, H  : heart, L : liver, M  : m uscle, T : testis, O  : ovary

♂ ♀ NT LacZ SM  B G   H  L M   T B  G   H   L M  O

control              ♂ ♀

C M V -LacZ
prim ers

LacZ# 6
prim ers

N T : negative control (no tem plate), SM  : size m arker (10 0 bp ladder)

B : blood, G  : gizzard, H  : heart, L : liver, M  : m uscle, T : testis, O  : ovary

♂ ♀ NT LacZ SM  B G   H  L M   T B  G   H   L M  O

control              ♂ ♀

C M V -LacZ
prim ers

LacZ# 6
prim ers
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Figure 27. PCR analysis of the sexually matured chickens by 

specific primer sets for LacZ gene. Semen was collected from 

male chickens and genomic DNA were isolated for the detection 

of foreign LacZ gene.

SM  La cZ    co n t   B V 9 B V 12B V 17B V 20 B D 3  SM    SM  La cZ    co n t   B V 9 B V 12B V 17B V 20 B D 3  SM    



- 88 -

Figure 28. PCR analysis of the sexually matured chickens. 

The genomic DNA was isolated from male BV-7 testis and 

female BV-26 ovary, and then PCR amplification was 

performed with specific primer sets for LacZ  gene. 

1 : male genomic DNA, 2 : female genomic DNA, 

3 : 1pg DNA (plasmid), 4 : 10pg DNA (plasmid)

5 : non-DNA (plasmid), 6 : BV-7 testis

7 : BV-26 ovary,       10 : 100bp ladder

1  2   3   4   5   6   7   8   9  101  2   3   4   5   6   7   8   9  10
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Table 10. The hatchability and number of progeny-tested stocks after sexual maturation, 

which produced by transferring the concentrated (500x) pantropic retrovirus into 

blastodermal layer or blood vessel.

 Injected site Injected no. Hatched no. (%) No. (%) of progeny-tested

  Blastoderm 177 6 (3.4%)
2 (1.1%)

[♂ 1 / ♀1]

   Blood vessel 61 31 (50.8%)
16 (26.2%)

[♂ 4 / ♀12]

Total 238 37 (15.5%) 18 (7.6%)
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Figure 29. PCR analysis of progenies produced from the founder (F0). Primer 

set was specifically amplified on the foreign LacZ gene.

1 : 17-1, 2 : 17-2, 3 : 17-3, 4 : 17-4, 5 : 17-5, 6 : 17-6, 7 : 17-7, 8 : 17-8, 9 : 17-9, 10  : 17-
10 , 11 : 17-11, 12 : 17-13, 13 : 17-14, 14 : 17-15, 15 : 17-16, 16 : 17-17, 17 : 20 -1, 18 : 20 -2, 19 : 
20 -3, 20  : 10 0 bp ladder

1   2   3   4   5   6   7   8   9  10   11  12 13  14  15  16  17  18  19  20    

1   2   3 4  5   6  7 8  9 10  11  12 13 14 15 16 17 18  19 20  21 22 23 24 25 26 27 28   

1 : 9-1, 2 : 9-2, 3 : 9-3, 4 : 9-4, 5 : 9-6, 6 : 9-7, 7 : 9-8, 8 : 9-10 , 9 : 9-11, 10  : D3-1, 11 : D3-2, 12 : 
D3-3, 13 : D3-4, 14 : D3-5, 15 : D3-6, 16 : D3-7, 17 : D3-8, 18 : D3-9, 19 : D3-10 , 20  : D3-11, 21 : 
D3-12, 22 : D3-13, 23 : 10 0 bp ladder, 24 : m ale genom ic DNA , 25 : fem ale genom ic DNA , 26 : 
1pg DNA  (pLX ZRN), 27 : 10 pg DNA  (pLX ZRN), 28 : non-DNA  (negative control)

1 : 17-1, 2 : 17-2, 3 : 17-3, 4 : 17-4, 5 : 17-5, 6 : 17-6, 7 : 17-7, 8 : 17-8, 9 : 17-9, 10  : 17-
10 , 11 : 17-11, 12 : 17-13, 13 : 17-14, 14 : 17-15, 15 : 17-16, 16 : 17-17, 17 : 20 -1, 18 : 20 -2, 19 : 
20 -3, 20  : 10 0 bp ladder

1   2   3   4   5   6   7   8   9  10   11  12 13  14  15  16  17  18  19  20    

1   2   3 4  5   6  7 8  9 10  11  12 13 14 15 16 17 18  19 20  21 22 23 24 25 26 27 28   

1 : 9-1, 2 : 9-2, 3 : 9-3, 4 : 9-4, 5 : 9-6, 6 : 9-7, 7 : 9-8, 8 : 9-10 , 9 : 9-11, 10  : D3-1, 11 : D3-2, 12 : 
D3-3, 13 : D3-4, 14 : D3-5, 15 : D3-6, 16 : D3-7, 17 : D3-8, 18 : D3-9, 19 : D3-10 , 20  : D3-11, 21 : 
D3-12, 22 : D3-13, 23 : 10 0 bp ladder, 24 : m ale genom ic DNA , 25 : fem ale genom ic DNA , 26 : 
1pg DNA  (pLX ZRN), 27 : 10 pg DNA  (pLX ZRN), 28 : non-DNA  (negative control)
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Table 11. PCR analysis of progenies produced from the individual founder (F0). 

ID no. Total no. of PCR-analyzed progenies
No. of PCR-positive individuals 

(%)

BV 4 14 3 (21.4%)

BV 5 9 6 (66.7%)

BV 6 1 0 (0.0%)

BV 7 4 2 (50.0%)

BV 9 39 12 (30.8%)

BV11 16 3 (18.8%)

BV12 10 0 (0.0%)

BV14 11 0 (0.0%)

BV16 10 5 (50.0%)

BV17 39 14 (35.9%)

BV19 7 1 (14.3%)

BV20 24 2 (8.3%)

BV21 1 0 (0.0%)

BV22 17 1 (5.9%)

BV23 12 0 (0.0%)

BV29 5 1 (20.0%)

BD 1 3 1 (33.3%)

BD 3 28 14 (50.0%)

Total 250 65 (26.0%)
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Figure 30.  Dilution test for detection of retroviral vector DNA (pLCGRN). 

(A) hGH PCR products amplified by GH-1/2. (B) hGH sequence can 

reconfirm by GH-3/4. 

M     1      2    3      4       5      6    7     8  M    

437bp

337bp

(A)

(B)

M : 100bp DNA ladder      3 : 10pg               6 : 10fg

1 : 1ng                                 4 :  1pg  7 : 1fg

2 : 100pg                             5 : 100fg              8 : genomic DNA

M    1      2     3    4 5      6   7  8   M    

M     1      2    3      4       5      6    7     8  M    

437bp

337bp

(A)

(B)

M : 100bp DNA ladder      3 : 10pg               6 : 10fg

1 : 1ng                                 4 :  1pg  7 : 1fg

2 : 100pg                             5 : 100fg              8 : genomic DNA

M    1      2     3    4 5      6   7  8   M    
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Figure 31.  PCR analysis of 6-day-old embryos for the detection of hGH 

sequence (P; positive control, B ; blood, H ; heart, M ; muscle, L ; liver, 

G ; gizzard, g ; gonad, N ; negative control).  Plasmid DNA (pLCGRN) 

was used for the positive control (lane P). 

P   B   H   L  M  G   g   B   H   L   M  G   g  B   H   L  M  G g   B  H   L  M  G   g   N

Embryo1         Embryo2          Embryo3          Embryo4

P   B   H   L  M  G   g   B   H   L   M  G   g  B   H   L  M  G g   B  H   L  M  G   g   N

Embryo1         Embryo2          Embryo3          Embryo4
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Figure 32.  PCR analysis of 12-day-old embryos for the detection of 

hGH sequence (P ; positive control, B ; blood, H ; heart, M ; muscle, L 

; liver, G ; gizzard, g ; gonad, N ; negative control).  Plasmid DNA 

(pLCGRN) was used for the positive control (lane P). 

P   B   H   L   M   G    g    B   H   L   M   G   g    B   H    L   M  G    g    N

Embryo1      Embryo2         Embryo3

P   B   H   L   M   G    g    B   H   L   M   G   g    B   H    L   M  G    g    N

Embryo1      Embryo2         Embryo3
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Figure 33. PCR analysis of hatched individuals for the detection of hGH 

sequence using primer GH-1 and GH-2 (P ; positive control, H ; heart, L 

; liver M ; muscle, G ; gonad, N ; negative). Plasmid DNA (pLCGRN) 

was used for the positive control (lane P).   

P     H    L    M     G    H    L    M    G    H     L    M    G NP     H      L     M     G     H      L     M     G     H      L M     G     NMW
marker

Embryo1      Embryo2         Embryo3

P     H    L    M     G    H    L    M    G    H     L    M    G NP     H      L     M     G     H      L     M     G     H      L M     G     NMW
marker

Embryo1      Embryo2         Embryo3
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Figure 34.  PCR analysis of G0 stocks for the detection of hGH 

sequence using primer GH-3 and GH-4 (P ; positive control, H ; 

heart, L ; lung, M ; muscle, G ; gonad, N; negative control). 

Plasmid DNA (pLCGRN) was used for the positive control (lane P). 

H     L       M     G      H     L      M     G     H      L    M     G      N      P    

MW
marker

P      H      L     M     G     H     L     M     G     H      L M    G     N

Embryo1      Embryo2         Embryo3

H     L       M     G      H     L      M     G     H      L    M     G      N      P    

MW
marker

P      H      L     M     G     H     L     M     G     H      L M    G     N

Embryo1      Embryo2         Embryo3
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Figure 35.  PCR analysis of G0 stocks for the detection of 

neomycin sequence (P ; positive control, H ; heart, L ; lung, M ; 

muscle, G ; gonad, N; negative control). Plasmid DNA (pLCGRN) 

was used for the positive control (lane P). 

M W
m arker

H      L      M      G      H       L      M      G      H      L      M   G       N P  

E m bryo1      E m bryo2         E m bryo3

M W
m arker

H      L      M      G      H       L      M      G      H      L      M   G       N P  

E m bryo1      E m bryo2         E m bryo3
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Figure 36. Southern hybridization analysis using PCR products. 

(A) PCR analysis of G0 stocks for the detection of hGH sequence. 

(B) Southern hybridization analysis.

(A)

(B)
P       H      L      M     G     H       L     M      G     H  L     M     G      N

P       H      L      M     G      H      L      M      G      H L      M     G      N
MW 
marker

(A)

(B)
P       H      L      M     G     H       L     M      G     H  L     M     G      N

P       H      L      M     G      H      L      M      G      H L      M     G      N
MW 
marker
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Table 12. PCR and Southern hybridization analysis of 6, 12-day-old and at hatched 

individuals infected with pLCGRN retroviral vector.

  Day of incubation
No. of individuals  

undertaken PCR analysis

No. (%) of 

transgenic individuals

    6-day-old

    12-day-old

    hatched

7

7

15

7 (100%)

4 (57.1%)

8 (53.3%)

Total 29 19 (65.5%)
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Table 13. The hatchability and number of progeny-tested stocks after sexual maturation, 

which produced by transferring the concentrated (500x) hGH retrovirus into blastodermal 

layer or blood vessel.

 Injected site Injected no. Hatched no. (%) No. of progeny-tested (%)

  Blastoderm 113 6 (5.3%) 2 (1.8%)

   Blood vessel 123 38 (30.9%) 29 (23.6%)

Total 236 44 (18.6%) 31 (13.1%)
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제 4 장 목표 달성도 및 관련 분야에의 기여도

    1.  연도별 연구 목표

구 분 연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1차년도

(1998-1999)

▷ 준 SPF 계사 설치

▷ 원시생식세포 장기 배양 기법 

및 EG cell 체계 확립

▷ 원시생식세포의 초기 성판별 

기법 확립

▷ 생식세포주내로 유전자 전이 

및 발현 검증

▷ 벡터 개발 

▷ EG cell의 in vivo 주입 기법 

확립

 - 준 SPF 계사 설치(대학측의 시설 개선 승인 공문 

사본 및 시방서 첨부)

 - 배양액에 따른 원시생식세포 배양 

 - 기저 세포에 따른 원시생식세포 배양 

 - 성장 인자에 따른 원시생식세포 배양 

 - W 염색체 특이적 PCR 프라이머 확보

 - whole-blood direct PCR 조건 확립

 - 초기 배자 혈액의 PCR 기법 의한 성판별 기법 

확립 

 - 생식세포주내로 유전자 전이 조건 확립

(리포좀, electroporation)

 - 생식세포주내의 유전자 발현 검증

(표지 유전자)

 - 닭 성장 호르몬 (cGH) 및 수용체 (receptor) 유전

자 확보

 - 성장 호르몬 분비 호르몬 (GHRH) 유전자 확보

 - Insulin-like growth hormone-1(IGF-1) 유전자 

확보

 - 유용유전자 발현 promoter 확보 

: β-actin, CMV, metallothionein 등 

 - 유용 벡터 재조합

 - EG cell의 혈관내 주입

 - Blastodermal cell내에 주입

2차년도

(1999-2000)

▷ 형질전환 개체 특수관리를 실

험 계사확보

▷ EG cell 배양 및 분화 특성 

구명

 - 유전자 전이 개체에 대한 특별 관리를 위한 계사 

시설

 - 유전자 전이 개체에 대한 안정성을 위한 체계 확

립

 - 원시생식세포의 기저 세포에 따른 계대 배양 조

건 확립

 - EG cell의 in vitro 검증

(PAS 염색, 항원검색, 분화양상 검증)

 - EG cell의 in ovo 검증

(배자내 주입 및 분화 양상 검증)



- 102 -

구 분 연구개발목표 연구개발내용 및 범위

2차년도

(1999-2000)

cont'd

▷ EG cell의 in vivo 주입에 의

한 특성 분석

▷ 벡터의 in vitro 및 in ovo 

발현 검증

▷ EG cell내로의 외래 유전자 

전이 및 주입

- EG cell의 생식세포로의 분화 검증

 - 세포주(HeLa cell line, STO cell line)에서 in 

vitro 발현 검증

 - 벡터의 배자내 주입에 의한 in ovo 발현 검증

(순수 DNA 주입에 의한 방법, 리포좀 전이에 의

한 방법)

 - 벡터가 주입된 배자의 발달 단계에 따른 발현 양

상 검증

 - EG cell내로의 외래 유전자 전이

   (리포좀, electroporation)

 - EG cell에서의 외래 유전자 발현 양상 검증

3차년도

(2000-2001)

▷ 청정계사 시설 보완 및 소각

로, 분뇨 처리 시설 보충

▷ 벡터의 in vivo 발현 검증 

▷ EG에 의한 생식선 카이메라 

생산

 

▷ 형질전환 닭의 유전자 발현 

분석

 - 청정계사 시설 보완 

 - 동물 폐사체 처리용 소각로 및 분뇨 처리 시설 

설치 

 - 벡터의 성계에 대한 체내 직접 주입(direct in 

vivo gene transfer) 조건 확립

 - in vitro 배양에서의 외래 유전자 발현 양상 검증

 - 주입된 벡터의 체내 발현 양상 검증

 - EG cell 주입에 의한 생식선 카이메라 생산 및 

후대 검정

 - 유전자를 전이한 EG cell 주입에 의한 생식선 카

이메라 생산

 - 후대검정에 의해 생산된 개체에 대한 유전자발현 

분석

 - 형질전환된 닭의 외래 유전자의 안정적 삽입 분

석

4차년도

(2001-2002)

▷ 성장 촉진 유전자 전이 닭 

검증 및 증폭

▷ 성장촉진 유전자 전이 닭 계

통 조성

▷ 형질전환 닭에서 전이 유전

자 발현 양상 분석 

 - 유전자가 전이된 닭의 표현형 및 능력 검정

 - 유전자 전이 닭의 대량 증폭 및 계군 조성

 - 동형접합체(homozygous) 형질전환 유전자를 갖

는 개체 확보

 - 형질전환 계군의 능력 검정

 - 형질전환 계군의 계통 조성

 - 형질전환 닭에서 전이 유전자 발현 양상 분석
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    2.  평가 착안점 및 달성도

구 분
평가의 착안점 및 척도

착안 사항 척도(점수) 달성도(%)

1차년도

(1998-1999)

▷원시생식세포 장기배양 기법 및 EG cell 체계 확립

▷원시생식세포의 초기 성판별 기법 확립

▷성장촉진 유전자 발현 벡터 개발 

▷원시생식세포내로 유전자 전이 및 발현 검증

▷EG cell의 in vivo 주입 기법 확립

▷SPF에 준하는 청정 계사 설비 설치

40

10

15

15

10

10

100

100

100

100

100

100

2차년도

(1999-2000)

▷형질전환 개체 특수관리를 실험 계사확보

▷EG cell 검정 및 분화 특성 구명

▷EG cell의 in vivo 주입에 의한 특성 분석

▷벡터의 in vitro 및 in ovo 발현 검증 

▷EG cell내로의 유전자 전이 및 주입

20

20

20

20

20

100

100

100

100

100

3차년도

(2000-2001)

▷청정계사 시설 보완 및 소각로, 분뇨 처리 시설 보충

▷벡터의 in ovo 발현 검증

▷EG cell에 의한 생식선 카이메라 생산

▷형질전환 닭의 유전자 발현 분석

10

30

30

30

100

100

100

100

4차년도

(2001-2002)

▷성장 촉진 유전자 전이 닭 검증 및 증폭

▷성장 촉진 유전자 전이 닭 계통 조성

▷형질전환 닭에서의 전이유전자 발현양상분석 

40

40

20

100

80

80

최종 평가
▷원시생식세포의 장기 배양 및 EG cell 체계 확립

▷성장 촉진 유전자 전이 닭 계통 조성

50

50

100

80



- 104 -

       본 연구에서는 닭의 원시생식기 유래 원시생식세포의 장기 체외 배양 조건 확립하여 

조류에서의 배아줄기세포인 생식세포주 (embryonic germ cells; EG cells) 를 획득하 다. 뿐

만 아니라 이를 이용한 다음 세대로의 전이를 검증함으로써 무한한 가능성을 입증하 다. 또

한 원시생식세포 및 생식세포주내로의 외래 유전자 전이 및 G418 neomycin을 이용한 선발 

조건을 확립하여 형질전환 개체 생산을 위한 조건을 확립하 다. 본 연구에서는 형질전환 개

체 생산을 위한 가장 확실한 판트로픽 레트로 바이러스를 이용한 형질전환 가금 생산 기법을 

동시에 확립함으로써 기초 과학 및 응용 학문에서의 다양한 연구에 응용할 수 있는 기반을 

확립하 다. 특정 가금류는 한 세대가 매우 짧고, 많은 자손을 얻을 수 있는 장점 그리고 배

자의 체외 발달로 인한 인위적 조작의 용이함에도 불구하고 아직까지 실험 동물을 위한 계통 

조성도 되어 있지 않다. 따라서 본 연구에서 확립된 기술을 바탕으로 하여 다양한 가금에 적

용한다면 첨단 농업 및 축산으로의 발전을 이룰 수도 있을 것이다. 형질전환 닭 생산 체계 

확립은 성장 촉진 유전자에 의한 성장 촉진으로 사료비 감소와 빠른 출하 시기 등에 의한 생

산비 절감 효과나 질병 저항성 유전자 전이에 의한 질병에 강한 품종 개발 및 생체 반응기 

(bioreactor)를 이용한 계란 내의 유용 생의학 물질의 생산으로 농업을 고부가가치의 첨단 산

업화로 꾀할 수 있을 것이다. 앞으로 형질전환 닭의 생산 및 산업화에 따른 파급 효과는 경

제적․산업적으로 매우 클 것이며, 축산업의 경쟁력 강화뿐만 아니라 국제화, 첨단화를 이룰 

것으로 전망된다. 즉, 우수한 능력을 가진 새로운 품종 개발은 생산비 절감과 비싼 외국 품종

의 수입에 대한 외화 낭비를 줄일 수 있을 것으로 전망된다. 이러한 원시생식세포 배양 기법 

확립과 효율적 생식선 카이메라 생산에 의한 형질전환 닭 생산은 다양화되고 있는 소비자의 

욕구 충족을 위한 다양한 품질의 닭 생산 및 기능성 닭 생산도 가능해질 수 있을 것이다. 또

한 본 연구는 원시생식세포 배양 기술 확립으로 가금의 기초 생리 기작, 특히 성세포의 분화 

및 분열을 밝힐 수 있을 뿐만 아니라, 이러한 배양 기술을 이용하여 유전자 표적을 수행할 

수 있는 기초 자료를 확립할 수 있는 계기가 될 수 있기 때문에 활용도가 매우 높을 것으로 

예상된다. 
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제 5 장 연구개발결과의 활용 계획

       현재 미국과 유럽에서 형질전환 가금 생산을 위한 많은 투자와 활발한 연구가 진행 

중에 있다. 그러나 아직까지 상업화를 위한 형질전환 축군 조성 및 상품화에 대한 보고는 없

는 상황이다 (제 6 장 참조). 따라서, 본 연구에 있어서 추가적인 실험이 계속해서 진행된다

면, 아직까지 어느 누구도 선점하지 못한 형질전환 가금 생산 기술을 독점할 수 있을 것으로 

사료된다. 현재 선진국을 중심으로 하여 형질전환 가금 생산을 위한 막대한 투자와 회사 설

립을 하는 이유는, 만약 이를 이용한 상업화 및 상품화에 성공하 을 경우 파급 효과는 엄청

날 것으로 예측되기 때문이다. 따라서 본 연구를 통하여 축적된 기술과 결과물도 민간 기업 

및 공공 연구 기관에 기술 이전 및 지속적인 연구가 진행된다면 보다 빠른 시일내 상업화를 

할 수 있을 것으로 사료된다. 즉, 형질전환 닭 생산 체계 확립은 성장 촉진 유전자에 의한 성

장 촉진으로 사료비 감소와 빠른 출하 시기 등에 의한 생산비 절감 효과나 질병 저항성 유전

자 전이에 의한 질병에 강한 품종 개발 및 생체 반응기 (bioreactor)를 이용한 계란 내의 유

용 생의학 물질의 생산으로 농업을 고부가가치의 첨단 산업화로 꾀할 수 있을 것이다. 

       또한 본 연구를 통한 결과는 상업화뿐만 아니라 학술적 의미도 크다고 할 수 있다. 

즉, 본 연구를 통하여 확립된 닭 원시생식세포 분리 및 장기 배양 기법은 다양한 조류에 응

용될 수 있어 성세포의 분화 및 분열 기작과 유전자 발현 양성 분석 등에 이용될 수 있을 것

으로 생각된다. 또한 다양한 조류의 원시생식세포의 장기 배양 기법을 확립함으로써 멸종 위

기 조류의 복원과 증폭에도 활용될 수 있을 것이다. 본 연구는 원시생식세포 배양 기술 확립

으로 가금의 기초 생리 기작, 특히 성세포의 분화 및 분열을 밝힐 수 있을 뿐만 아니라, 이러

한 배양 기술을 이용하여 유전자 표적을 수행할 수 있는 기초 자료를 확립할 수 있는 계기가 

될 수 있기 때문에 활용도가 매우 높을 것으로 예상된다. 
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외 과학 기술 정보

   ○ 미국 AviGenics社외 몇 회사에서 retrovirus를 이용한 형질전환 닭 생산 보고.

   ○ 현재 미국내 형질전환 가금 생산을 위한 10여개 회사 설립 및 연구 진행 중.

       

Company Main approach to transgenic chickens

Advanced Cell Technology avian embryonic germ cells

AviGenics retrovirus

BioAgri sperm-mediated gene transfer

GeneWorks retrovirus

Origen Therapeutics avian embryonic stem cells

TranXenoGen direct egg transfection

Viragen confidential

Vivalis avian embryonic stem cells

   ○ 현재까지 선진국에서도 형질전환 가금 생산을 위한 많은 투자 및 회사가 설립되었으

나 상업화를 위한 형질전환 축군이나 상품화된 보고는 아직 없음.
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