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ABSTRACT

There has been great success for making transgenic animals using somatic cell nuclear transfer (SCNT) 
up to this time. However, the success rates of the production of live transgenic animals are still very low. 
The current research has been carried out for delineation of differentially expressed genes between SCNT 
and normal placenta in cattle. In the present observations, high expression has been observed for CTSZ, 
LOC509426 and ELF1 genes in normal placenta. On the other hand, TIMP2, PAG1B, PAG-21, 
LOC782894, SERPINB6 and mKIAA2025 protein were highly expressed in SCNT placenta. Five genes, 
which were highly expressed in SCNT placenta, have been further investigated using semi-quantitative 
real-time PCR. The results were similar to that we observed using ACP. In the future, all genes affecting 
the SCNT and normal placenta have to be discovered and their networks will be fully investigated. The 
genes were identified in this study would be great help for identifying differential gene expressions in 
SCNT placenta. 
(Key words : Somatic cell nuclear transfer (SCNT), Placenta, Annealing control primer (ACP), Differentially 

expressed genes (DEGs))

. 서    론

체세포핵이식 (somatic cell nuclear transfer: 
SCNT)을 이용해 dolly 복제양이 만들어진 이래
로 체세포 방법을 이용하여 쥐, 소, 면양 및 돼
지 등 여러 종에서 복제동물 (cloned mammal)들
이 만들어졌고 이에 대한 연구가 지속적으로 

진행되고 있다 (Wilmut 등, 1997; Keeper, 2008). 
그중 소에서도 1998년 미국의 매사추세츠대학
에서 섬유아세포 (fibroblast cell)를 이용하여 복
제소를 생산하였으며 (Cibelli 등, 1998) 이와 비
슷한 시기에 프랑스의 INRA (I'institut National 
de la Recherche Agronomique) 그룹에서 송아지 
태아의 근육과 피부조직 유래 체세포를 이용하
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여 복제소를 생산하였다 (Vignon 등, 1998). 그
러나, 복제동물을 생산하기 위한 계속적인 노
력에도 불구하고 복제동물자손 (cloned offspring)
의 생산 성공률은 매우 낮은 효율을 나타내고 
있어 이 원인에 대한 연구가 진행되고 있다. 
최근까지 연구된 보고들에 의하면 체세포핵이
식을 한 수정란은 체외성숙 과정 중에 다수의 
수정란이 사멸하고 임신 전반기에 태반의 발달 
이상과 기능이상으로 태아가 사망하여 임신 비
율이 낮아지는 것이 보고되었으며 (Hill 등, 
2000; Wells 등, 1999; Cibelli 등, 1998) 임신 후
반기는 태반소엽 (placentoma)의 수가 줄어드는 
placentomegaly, 양수요막증 (hydrallantois)으로 태
아가 지나치게 커지는 large offspring syndrome
(LOS) 또는 large calf syndrome이 보고되고 있
다 (Constant 등, 2006; Heyman, 2005). 이외에도 
출생이후에 나타나는 이상증상과 사망 등에 대
한 연구결과들이 보고되었다 (Hill 등, 1999). 이 
원인들 중 태반이상은 쥐, 소 및 면양 등에서 
공통적으로 발견되는 증상으로 태반의 정상적
인 발달은 임신의 유지 및 자손을 생산하기 위
해서 중요한 요소로 알려져 있다. 최근 Cross
(2006)에 의하면 태반 발달과 기능을 위해서는 
100개 이상의 유전자가 관여하고 있다고 보고
될 정도로 태반 발달 및 유지를 위해서 많은 
유전자가 관여하고 있음을 알 수 있다. 그러나 
태반이 발달되는 각 단계별에 따라 발현되는 
유전자들이 틀려 보다 정확하게 차등발현 유전
자를 분석할 필요성이 제기되었다. 따라서 본 
연구는 인공수정을 통해 정상 송아지를 분만한 
태반과 체세포핵이식을 이용하여 송아지를 분
만 후 송아지가 바로 사망한 태반사이에 발현
차이가 나는 유전자들을 동정하기 위하여 본 
연구를 수행하였다.  

. 재료 및 방법

1. 

본 연구에 사용된 공시재료는 각 개체를 제
왕절개하여 한우의 정상태반조직과 체세포핵이
식을 통해 태어난 소의 태반조직을 이용하였

다. 정상태반조직은 한경대학교로부터 한우를 
인공 수정하여 태어난 정상태반 조직을 이용하
였고 체세포핵이식한 태반은 축산과학원에서 
체세포핵이식한 후 273일째에 출생 후 사망한 
태아의 태반조직을 제공받아 본 연구에 이용하
였다. 이들 태반조직은 채취 후 액체질소에 넣
어 실험실로 운반하였으며 70 deep freezer
에 보관하여 연구에 사용하였다. 

2. Total RNA 

각 태반 조직 250 mg을 액체질소 하에서 분
쇄한 다음 RNeasy fibrous tissue midi kit 
(Qiagen, USA)를 이용하여 total RNA를 추출하
였다. 분쇄된 각 시료에 ß-mercaptoethanol이 포
함된 RLT buffer를 넣고 주사기를 이용해 완전
히 분쇄시킨 다음 proteinase K를 첨가하여 55 

에서 20분간 반응시켜 단백질을 분해시켰다. 
이 과정을 통하여 얻어진 용액을 원심분리시켜 
상층액과 조직파편을 분리시켰으며 상층액만을 
취하여 0.5배의 100% 에탄올을 첨가한 다음 
column에 넣어 원심분리시켜 total RNA를 silica- 
gel membrane에 결합시켰다. 이 membrane을 
RW1 buffer로 세척한 후 DNase I으로 실온에서 
15분간 반응시켜 genomic DNA을 분해시킨 다
음 RW1 buffer를 넣고 원심분리하여 다시 씻어
낸 후 두 번의 RPE buffer로 column을 세척하
였다. 마지막으로 RNase-free water로 column에
서 total RNA를 분리하였다. 추출된 total RNA
의 농도와 순도는 spectrophotometer (Ultrospec2000, 
Pharmacia, USA)를 이용하여 260 nm 파장에서 
측정하였고, denaturing 1% agarose gel에서 추출
된 total RNA상태를 확인하였다. 

3. cDNA ACP(Annealing Control Primer)- 
based GeneFishing PCR

정상태반과 체세포핵이식 태반사이에서 발현
이 차이가 나는 유전자들을 확인하기 위해 역
전사반응 (reverse transcription reaction)으로 cDNA
를 합성하였다. 이 반응은 각 조직 total RNA 5

에 50 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 4 
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mM MgCl2, 10 mM DTT, 각 0.5 mM dNTP, 
0.5 μM Oligo (dT)15 annealing control primer 
(ACP) (GeneFisihing  DEG kit, Seegene, Korea), 
1 unit RNase inhibitor 및 10 unit M-MuLV 
Reverse Transcriptase (New England Biolabs, 
USA)을 첨가하여 42 에서 1시간 30분 동안 
반응시켜 first-strand cDNA를 합성한 다음 20개
의 arbitrary primer, dT-ACP2 primer (Gene- 
Fisihing DEG kit, Seegene, Korea)을 이용하여 
second-strand cDNA를 합성을 실시하였다. 이 
반응액의 조성은 약 50 ng first-strand cDNA, 20 
mM Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KCl, 1.5 mM 
MgCl2, 각 0.2 mM dNTPs, 10 μM 각 arbitrary 
ACP primer (GeneFisihing DEG kit, Seegene, 
Korea), 10 μM dT-ACP2 primer (GeneFisihing
DEG kit, Seegene, Korea), 2.5 unit Taq DNA 
polymerase (Roche Applied Scienc, USA)으로 구
성하였다(Kim 등, 2004). PCR은 GeneAmp  
PCR system 2700 (Applied Biosystems, USA)을 
이용하여 94 에서 5분, 50 에서 3분, 72 에
서 1분 1회 반응하여 second-strand cDNA를 합
성한 후, 94 에서 40초, 65 에서 40초, 72
에서 40초 동안 40회를 실시하였다. 

4. cloning

PCR 생산물들은 2% agarose gel을 이용하여 
전기 영동한 후 차등 발현 band를 확인하였다. 
발현차이를 나타내는 band들은 GENECLEAN 

Kit (Q.BIOgene, USA)를 이용하여 agarose gel 
절편으로부터 DNA를 추출하였다. 추출된 각 
DNA는 TOPO TA cloning system (Invitrogen, 
USA)를 이용하여 cloning 하였으며, QIAprep 
spin Miniprep Kit (QIAGEN, USA)으로 plasmid 
DNA를 추출하였다. 추출된 plasmid에 삽입된 
PCR 생산물들의 염기서열분석은 ABI 3770 자동 
염기서열분석기(PE Applied Biosystems, USA)를 
이용하여 수행하였으며, 확인된 염기서열은 
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)의 BLAST 프
로그램을 이용하여 가장 상동성이 높은 유전자
들을 확인하였다. 

5. Quantitative real-time PCR

염기서열분석을 통해 정상태반보다 체세포핵
이식 태반에서 발현량이 높았던 Thrombin 
inhibitor, pregnancy-associated glycoprotein 1 
(PAG1), pregnancy-associated glycoprotein 21
(PAG21), Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 
(TIMP2) 및 Serpin peptidase inhibitor, clade B 
(ovalbumin), member 6 (SERPINB6) 5개유전자를 
선택하여 Rotor Gene 2000 (Crobett Research, 
Australia)을 사용하여 quantitative real-time PCR
을 수행하였으며 이때 유전자 발현의 internal 
control로 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GPADH)와 β-actin 유전자를 이용하였다. PCR
은 2 cDNA, 2× SYBR Green PCR premix와 
각 10 pmol primer를 이용하였으며 분석시료당 
3반복으로 실험을 수행하였다. PCR 반응조건은 
94 에서 5분간 변성시키고, 94 에서 30초, 60 

에서 30초, 72 에서 30초씩 25회 반복한 후 
마지막으로 72 에서 10분간 반응시켰다. 이 
발현량의 차이는 Rotor Gene Analysis Software 
version 6.0 (Crobett Research, Australia)을 이용
하여 분석하였다.

. 결과 및 고찰

체세포핵이식태반과 정상태반 사이에 서로 
다르게 발현되는 유전자들을 발굴하기 위하여 
태어난 후 바로 사망하였지만 조직학적 소견에
는 이상이 없는 체세포핵이식태반과 인공수정
을 이용하여 송아지를 획득한 정상태반에서 
total RNA를 추출하였고 이 total RNA를 총 20
개의 arbitrary ACP (Seegene, Korea)들을 이용하
여 RT-PCR한 결과 6개 arbitrary ACP에서 발현
차이가 나는 8개 band를 확인하였으며 이중 3
개의 band는 정상태반에서 발현이 증가하였고 
체세포핵이식태반에서는 5개의 band가 발현이 
증가함을 확인할 수 있었다 (Fig. 1). 그러나, 이 
band들만으로는 발현의 차이를 보이는 유전자
를 알 수 없기 때문에 agarose gel로부터 band
들을 추출하여 TA vector에 cloning한 다음 염
기서열을 분석하였고 이 염기서열을 바탕으로 
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Fig. 1. PCR results for identifying differentially expressed genes between normal and nuclear 
transfer placenta using arbitrary annealing primers (ACP1 to ACP20).

       lane M: 100 bp size marker, lane CT: normal placenta, lane NT: SCNT placenta. The 
differentially expressed PCR products were indicated as arrows (numbers 1 to 8).

정확한 유전자를 밝히기 위하여 BLAST search
한 결과 ACP9은 두 개의 유전자로 확인되어 총 
9개의 유전자를 확인할 수 있었다. 이 중 8개의 
유전자는 소에서 유래된 염기서열을 확인할 수 
있었으나 1개의 유전자는 rat와의 상동성을 확인 
할 수 있었다. BLAST search에 의해 확인된 차
등발현 유전자는 다음과 같다. 정상태반에서 
발현이 증가한 3개의 유전자는 cathepsin Z
(CTSZ), 40S ribosomal protein S26-2-like 및 

E74-like factor 1 (ets domain transcription factor)
이고 체세포핵이식태반에서는 Tissue inhibitor 
of metalloproteinase 2 (TIMP2), Pregnancy-associated 
glycoprotein 1 (PAG1B), Pregnancy-associated glyco- 
protein 21 (PAG-21), similar to thrombin inhibitor, 
Serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), 
member 6 (SERPINB6)와 mKIAA2025 protein임
을 확인할 수 있었다 (Table 1). 그러나 이 실험
결과만으로는 각 유전자들의 발현차이를 확실
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Table 1. Identification of differentially expressed genes between normal and nuclear transfer 
placenta

No.* Gene name GeneBank 
accession No.

Best 
matching 
species

e-
value

up-regulated 
sample

1 Cathepsin Z (CTSZ) XM_001249470.1 Bovine 0.0 Normal placenta

2 Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 
(TIMP2) NM_174472.3 Bovine 0.0 Nuclear transfer 

placenta

3
Pregnancy-associated glycoprotein 1 (PAG1B) NM_174411.2 Bovine 0.0 Nuclear transfer 

placenta
Pregnancy-associated glycoprotein 21 
(PAG-21) NM_176630.2 Bovine 0.0 Nuclear transfer 

placenta

4 40S ribosomal protein S26-2-like 
(LOC509426) NM_001015561.2 Bovine 0.0 Normal placenta

5 similar to Thrombin inhibitor (LOC782894) XM_001249946.1 Bovine 0.0 Nuclear transfer 
placenta

6 Serpin peptidase inhibitor, clade B 
(ovalbumin), member6 (SERPINB6) NM_174789.1 Bovine 0.0 Nuclear transfer

placenta

7 E74-like factor 1 (ets domain transcription 
factor)  (ELF1) XM_001253221.1 Bovine 0.0 Normal placenta

8 mKIAA2025 protein XM_001073854.1 rat 5e-51 Nuclear transfer 
placenta

* Numbers indicate the differetially expressed PCR products in Fig. 1

하게 확인하기 어렵기 때문에 체세포핵이식에
서 발현량이 높았던 6개 유전자들 중 알려지지 
않은 mKIAA2025 protein을 제외한 5개의 유전
자를 선택하여 quantitative real-time PCR로 발
현량의 차이를 재확인하였다. 그 결과 체세포
핵이식태반에서 발현량이 높았던 5개의 유전자
들이 Fig. 2에서와 같이 발현량이 증가하였음을 
확인할 수 있었다.  

발현량에 차이가 나타나는 유전자들은 기존
에 발표된 논문에 기초하여 그 기능을 유추하
였다. CTSZ 유전자는 세포내 단백질의 분해대
사, 세포외기질(extracellular matrix) 퇴화 및 전
호르몬 (pro-hormone)의 처리 등의 생물학적 기
능을 가지고 있는 cathepsin family에 속하는 유
전자로 Song 등 (2007)에 의하면 면양의 자궁내
막(endometrium)과 태반소엽(placentome)에서 발
현이 높고 특히 임신 후반기에 태반소엽에서 
발현량이 증가함을 보고하고 있으며 정상적인 
수정란의 착상과 임신진행시 태반의 변화에 필
요한 유전자인 것으로 보고되어졌다. 따라서 
본 유전자가 체세포핵이식태반에서 보다 정상
태반에서 발현량이 높은 것은 정상적인 출산을 

위한 태반의 변화를 유도하기 위한 차이인 것
으로 추측할 수 있다. 

TIMP2는 태반의 거대 이핵세포(bionucleate 
cell)에서 임신 전기간동안 발현되는 유전자로써 
단백질 분해효소인 matrix metalloproteinase 
family들 중 matrix metalloproteinase 2 (MMP2)의 
발현을 억제시키므로 임신을 유지시키는데 중
요한 역할을 하는 것으로 보고되고 있다(Walter
와 Boos, 2001). 정상적인 태반의 경우에는 정
상적으로 분만한 후 TIMP2 유전자의 발현량이 
감소하는 것이 보고되어있다(takagi 등, 2007). 
그러나, 체세포핵이식을 한 소의 태반에서는 
TIMP2 유전자의 발현이 정상태반에서 비해 감
소하지 않았다. 이 결과는 Kim 등(2005)에 의해 
체세포핵이식태반과 정상태반사이의 단백질을 
비교한 결과와 같은 결과이며 생쥐에서는 ES 
cell을 핵이식한 태반에서 TIMP family중 TIMP3
의 발현이 증가한 것이 보고(Suemizu 등, 2003) 
되었으므로 이 유전자는 체세포핵이식을 하므
로 인해 유전자의 발현에 조절이 정상적으로 
일어나지 못하여 발현이 증가하는 유전자임을 
확인할 수 있다.
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Fig. 2. The mRNA expression patterns of highly expressed genes in nuclear transfer 
placenta using quantitative real-time PCR. The numbers in vertical line indicate fold 
differences. The gene expression levels of each gene were normalized to the 
expression level of beta-actin (A) and GAPDH (B) as expression controls. Black bar 
indicated mRNA expression in normal placenta, gray bar indicated mRNA expression 
in nuclear transfer placenta.

(A)                                             (B)

PAG유전자는 pepsin, cathepsin 및 renin들을 
포함하는 aspartyl protease으로 생리학적 기능은 
잘 알려져 있지 않으나 임신진단 및 태아와 태
반의 활성의 marker로 사용되고 있고 PAG1B의 
plasma 농도는 초기 임신시 태아의 유산과 관
련된 유전자로 임상적 응용에 이용할 수 있고
(Lopez-Gatius 등, 2007) 체세포 핵이식한 소의 
태반에서 발현이 높음이 보고되었다(Patel 등, 
2004). 따라서 본 실험결과에서 나타난 것과 같
이 체세포핵이식한 태반에서 발현이 증가하는 
것은 임신 유지와 관련된 것으로 추정된다. 
PAG21유전자는 아직 명확한 기능이 알려져 있
지 않으나 PAG1B와 같은 family로 유사한 기
능을 할 것으로 추정된다.  

Thrombin inhibitor와 유사한 염기서열을 가지
고 있는 것으로 밝혀진 이 유전자는 serine-type 
endopeptidase inhibitor의 활성을 가지며 이 유
전자는 사람의 SERPINB6 단백질과 75.3%의 
상동성을 가지고 있는 것으로 알려져 있으며 
본 실험에서도 SERPINB6가 체세포핵이식태반
에서 발현이 높아짐이 확인되었다. SERPINB6
는 Coughlin 등(1993)에 의해 serine proteinase를 
저해하는 기능을 가진 유전자로 사람의 태반과 
백혈병 세포(leukemic cell) K562에서 확인되었
다. 이 유전자는 placental thrombin inhibitor

(PTI)라고도 불리며 쥐의 경우에 이 유전자를 
결핍시킨 경우는 확실한 병리학적 변화를 확인
할 수 없었으나 체내의 항상성에 의한 보상작
용으로 인해 다른 protease inhibitor가 증가하였
음을 보고하였다(Scarff 등, 2004). 이 유전자에 
의해 저해되는 유전자인 thromibin은 Stephenson 
등(2005)의 보고에 의하면 분만과 관련된 유전
자인 MMP-9의 발현을 조절하는 것으로 보고하
였다. 최근 Takagi 등(2007)에 의하면 임신시기
와 분만 후의 태반을 가지고 MMP-9의 발현량
을 확인한 결과 MMP-9은 임신시기에는 거의 
발현이 되지 않다가 분만후에 발현이 증가하는 
것으로 확인되었다. 이것은 thrombin의 발현량 
역시 분만 후에 증가할 것으로 추정된다. 그러
나 이 실험결과에서는 thrombin의 발현 유무는 
확인할 수가 없었으며 thrombin의 발현을 저해
하는 SERPINB6의 발현이 높아지는 것이 확인
되었다. 이와 같은 결과로서 체세포핵이식에 
의한 유전자 발현의 변화인 것으로 추정할 수 
있다. 따라서 thrombin과 TIMP2 유전자는 임신
시에 fetal membrane이 자궁에서 떨어져 나가는 
것을 막고 분만 후에는 fetal membrane의 분리
를 통제하여 임신을 유지시키는데 중요한 유전
자들로 추정된다. 

본 실험을 통해 소에서 정상태반과 체세포핵
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이식태반에서 발현 차이를 보이는 유전자들을 
확인하였으며 각각 그들의 기능을 유추하여 보
았다. 그러나 이 실험에 사용된 체세포핵이식
태반은 앞서 언급한 바와 같이 복제동물을 생
산 성공률이 낮기 때문에 실험재료 확보에 제
한이 있어 본 실험에는 하나의 샘플만을 이용
하였다. 하지만, 3반복의 real-time PCR 실험이 
재연성을 나타내었을 뿐만 아니라 본 결과에서 
확인된 유전자들 중 다른 논문들에 의해 체세
포핵이식태반과 관련된 유전자들로 이미 밝혀
진 유전자들도 포함되므로 본 실험의 결과는 
신빙성이 있다고 사료된다. 이는 임신 유지와 
태반에서 발현하는 유전자들 중 극히 일부분만
이 확인되었으므로 앞으로 복제 효율을 향상시
키기 위해 더 많은 노력들이 필요할 것이라 사
료된다.
 

. 요    약

체세포핵이식을 이용하여 복제동물을 생산하
고자하는 연구가 계속적으로 진행되고 있으며 
현재까지 많은 성과를 거두고 있으나 복제동물
의 성공률이 현저히 낮은 것은 잘 알려진 사실
이다. 본 연구에서는 복제동물생산과 관련된 
여러 가지 이유 중 정상태반과 체세포복제소의 
태반사이의 차등발현 유전자를 발굴하기 위해
서 각각의 태반에서 total RNA를 추출하였고 
이를 20개의 arbitrary ACPs를 이용하여 정상과 
체세포이식태반사이에서 차등발현되는 유전자
를 조사한 결과 8개의 발현차이를 보이는 band
를 확인할 수 있었고 이 유전자들의 염기서열
을 이용하여 BLAST search한 결과 정상태반에
서는 CTSZ, LOC509426 및 ELF1 유전자의 발
현이 높았고 체세포이식태반에서는 TIMP2, 
PAG1B, PAG-21, LOC782894, SERPINB6 및 
mKIAA2025 protein 유전자의 발현이 높아 총 9
개의 차등발현 유전자를 확인할 수 있었다. 이 
결과중 체세포핵이식태반에서 발현이 높은 유
전자중 아직까지 기능이 밝혀지지 않은 mKIAA 
2025 protein를 제외하고 5개의 유전자는 
quantitative real-time PCR를 이용하여 유전자의 
발현을 재확인하여 체세포핵이식태반에서 발현

이 높음을 재확인하였다. 본 연구는 체세포핵
이식태반에서 발현차이를 보이는 유전자들 중 
극히 일부분만을 확인하였으나 앞으로 더 많은 
유전자들과 상호관계를 확인한다면 체세포복제
생산에서 태반내의 유전자 변화에 관한 기전을 
밝히는데 도움이 될 것이라고 사료된다.
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