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Tetracycline-Inducible Expression System을 이용한 Human Thrombopoietin

(hTPO) 형질 환 닭의 생산

권모선․구본철․김도향․김민지․김태완
†

구가톨릭 학교 의과 학 생리학교실

Production of hTPO Transgenic Chickens using Tetracycline-Inducible Expression System
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ABSTRACT  It is well-known that unregulated over-expression of foreign gene may have unwanted physiological or toxic effects 

in transgenic animals. To circumvent these problems, we constructed retrovirus vector designed to express the foreign gene under 

the control of the tetracycline-inducible promoter. However, gene expressions in the tetracycline-inducible expression system (Tet 

system) are not completely regulated but a little leaky due to the inherent defects in conventional Tet-based systems. A more tightly 

controllable regulatory system can be achieved when the advanced versions (rtTA2SM2) of rtTA and a minimal promoter in 

responsive components (pTRE-tight) are used in combination therein. In this study, we tried to produce human thrombopoietin 

(hTPO) from various target cells and transgenic chickens using the retrovirus vector combined with Tet system. hTPO is the primary 

regulator of platelet production and has an important role in the survival and expansion of hematopoietic stem cells. In a preliminary 

experiment in vitro, higher hTPO expression and tighter expression control were observed in chicken embryonic fibroblast (CEF) 

cells. We also measured the biological activity of the hTPO using Mo7e cells whose proliferation is dependant on hTPO. The 

biological activity of the recombinant hTPO from CEF was higher than both its commercial counterpart and hTPO from other target 

cells. The recombinant retrovirus was injected beneath the blastoderm of non-incubated chicken embryos (stage X). Out of 138 

injected eggs, 15 chicks hatched after 21 days of incubation. Among them, 8 hatched chicks were hTPO positive. When the Go 

transgenic chicken was fed doxycycline (0.5 mg per 1 gram of feed), a tetracycline derivative, hTPO concentration of the transgenic 

chicken blood was 200 ng/mL. Germline transmission of the transgene was confirmed in sperm of the Go transgenic roosters. These 

results are informative to establish transgenic chickens as bioreactors for the mass production of commercially valuable and 

biological active human cytokine proteins.  
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서 론

재조합 단백질의 생산은 해당 유 자가 이되어 발 되

는미생물, 동물세포, 식물, 동물등다양한종에서가능하다. 

이 가장 경제 이고 여러 세 에 걸쳐서 지속 인 량

생산이가능하며, 단백질의당화과정이인간과가장유사한

경우는 형질 환 동물을 생체반응기로 이용하는 방법이다

(Fontes 등, 1999; Houdebine, 2006). 재까지보고된치료용

단백질을 생산하는 형질 환 동물로는 양, 염소, 소, 토끼, 

그리고 닭 등이있는데(Dyck 등, 2003; Hunter 등, 2005; Zhu 

등, 2005; Kodama 등, 2008), 특히 형질 환 닭은 기존의 세

포배양이나다른 동물을이용하는방법에비해서매우경

제 이며단시간내에 량생산이가능하고실험에사용할

다량의 난을 일시에 확보할 수 있는 장 을 가진다(Ivarie, 

2003; Lillico 등, 2005). 뿐만 아니라 다른 동물들에 비해서

치료용 단백질에 한 당화 양상이 사람의 단백질과 매우

유사하게일어나는것으로알려져있는데(Raju 등, 2000), 이

러한 단백질의 번역 후 변형인 당화 과정은 단백질의 기능

과반감기등을결정하는 요한단계이다(Houdebine, 2002).

형질 환닭에서외래유 자의발 에의한재조합단백
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질을효율 으로생산하기 한 제조건으로는외래유

자의숙주세포나개체의 genome 내로의도입을 한 한

유 자 이방법이확립되어야하고, 외래유 자의발 에

여하는 조직 특이 이거나 유도 인 조 요소가 도입되

어야한다(Houdebine, 2000; Keefer, 2004). 먼 형질 환 닭

을 생산하기 한 외래 유 자의 이 방법으로는 배아에

lentivirus나 retrovirus를주입하여 외래 유 자를 이시키는

경우(McGrew 등, 2004; Koo 등, 2006; Kamihira 등, 2005)와

non-viral DNA를 ES 세포나 PGC에 transfection하여 이를 수

정란에 다시도입하는 방법이 있다(Zhu 등 2005; van de La-

voir 등, 2006). 본연구에서는이방법들 기술 으로가장

용이하며, 외래 유 자의 이 효율이 높은 것으로 알려져

있는 virus vector를이용한 배아로의유 자 이방법을사

용하고자하 으며, 특히생물학 인안정성을고려하여 len-

tivirus vector가 아닌 retrovirus vector를 이용하 다. 이 방법

을 이용하여 형질 환 닭에서 생산하고자 하는 생리활성물

질은 소 생산의 일차 조 자이며(Kaushansky, 1998), 조

모세포의 생존과 증식에 요한 역할을 하는 hTPO로(Si-

tnicka 등, 1996), 이물질은 소 감소증, 재생불량성빈

이나골수부 증등의치료제로사용되고있다. 생리활성물

질의 량생산을 한형질 환동물의개발에있어서가장

큰 문제 은 외래 유 자의 지속 인 발 에 의한 개체의

생리 인 부작용이유발되는 것이다. 이러한 상을최소화

하기 하여 외래 유 자의 발 을 유도 으로 조 할 수

있는유 자 이 system의구축이요구된다. 본연구에서는

재가장많이사용되고있는외래유 자의발 조 을

한 유 자 이 system인 Tet system(Gossen과 Bujard, 1992)

을도입하 는데, 이 Tet system은 tetracycline 계열의유도물

질인 doxycycline의공 여부에 따라외래유 자의발 이

조 되는 system으로서본연구에서는 doxycycline이존재하

는 경우에 외래 유 자의 발 이 유도되는 Tet-On system을

사용하 다. Tet-On system은 reverse tetracycline-controlled tran-

sactivator(rtTA)가 발 되어 발 유도물질인 doxycycline과

결합한후 이결합체가 tetracycline response element(TRE) 부

에부착됨으로써 TRE의조 하에있는외래유 자의발

이 유도되며(Gossen 등, 1995), doxycycline이 제거되면 외

래 유 자의 발 한 억제된다. Tet system은 기존의

속이나 steroid hormone, heat shock 등을이용하는발 조

system에 비해유도물질이나 구성 요소에 의한 세포 독성이

고유 자의 발 유도율이 다른 system에 비하여 탁월한

것으로 알려져 있으나(Bohl 등, 1997; Mayford 등, 1996), 비

유도 조건에서 아직 완벽한 발 제어가 이루어지지 않은

계로약간의 background 활성을나타내고, 한유도조건

에서의외래유 자의비교 약한발 이문제시된다. 이를

극복하기 하여 본 연구에서는 기존의 Tet system의 여러

요소를보완하여보다완벽하게외래유 자의발 이조

되는 진일보한 형태의 Tet system을 구축하고자 하 으며, 

이 system을이용하여외래유 자인 hTPO의발 이유도

으로 조 됨으로써 생리 인 부작용이 최소화된 형질 환

닭을 생산하고자 하 다. 

실험 방법

1. Retrovirus Vector의 구축과 Virus 생산

실험에서사용한 pTet2-hTPOWPT vector는본연구실에서

보유하고있는 pRevTRE-hTPO-WPRE-RSVp-rtTA2SM2 vector 

(Kwon 등, 2007)의 TRE 서열을 TRE-tight 서열로 체하고

RSV promoter를 PGK promoter로 체한 구조이다. 먼 본

연구실에 보유하고 있는 pRevTRE-hTPO-WPRE-RSVp-rtTA2SM2

를 SalⅠ과 Klenow fragment, 그리고 HindⅢ를순서 로처리

하여 CMV promoter 부분을 제거하고 pGEM-7Zf-PGKp vec-

tor를 XbaⅠ, Klenow fragment, 그리고 HindⅢ를 순서 로처

리하여 분리한 PGK promoter를 재조합하 다. TRE 부분을

TRE-tight 서열로 체하는 과정은 과정에서 재조합한

vector를 XhoⅠ과 BamHⅠ으로처리하여 TRE 부분을제거한

후, pTRE-Tight vector (Clontech, USA)를 XhoⅠ과 BamHⅠ으

로 처리하여 분리한 TRE-tight 편을 도입하 다(Fig. 1).

구축한 pTet2-hTPOWPT vector는 Gibbon ape leukemia virus

의 피막 유 자가 발 되는 PT67 (Clontech, USA) 포장세포

에 calcium phosphate 방법으로 transfection하 다. PT67에서

생산된 virus는 Moloney murine leukemia virus의 gag과 pol 

Fig. 1. Structure of pTet2-hTPOWPT. LTR, LTR, long terminal 

repeat; Hygr, Hygromycin resistant gene; TRE-tight, which 

contains a modified TRE upstream of an altered minimal 

CMV promoter; hTPO, human thrombopoietin gene; WPRE, 

woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory ele-

ment; PGK, phosphoglycerate kinase promoter; rtTA2SM2, 

rtTA consist of the reverse tetracycline repressor (rTetR) 

fused to a VP16 transactivation domain. Length of each 

sequence is not drawn to scale.
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유 자가 발 되는 GP2 293 (Clontech, USA) 세포에감염시

켜서 Hygromycin(150 μg/mL)이 첨가된 배양액에서 2주간

배양하여 GP2 293-Tet2-hTPOWPT 세포주를 구축하 다. 이

세포주에 VSV-G 유 자를 가진 pVSV-G(Clontech, USA) 

plasmid를 일시 으로 transfection하여 48시간 후에 virus 배

양액을 수확하 다. 생산된 virus는 닭의 배아섬유아세포인

CEF, 사람의 자궁경부암세포인 HeLa, 생쥐의 배아섬유아세

포인 NIH3T3 세포에 감염시켜서 150 μg/mL의 Hygromycin

이 첨가된 배양액으로 2주간 선별하여 외래 유 자가 이

된 각각의 세포주를 확립하 다. 

실험에사용한모든세포들은 37 ℃, 5% CO2 조건에서배

양하 으며 4.5 g/L glucose(GibcoBRL, USA), 10% fetal calf 

serum(Hyclone, USA), 100 U/mL의 penicillin과 100 μg/mL의

streptomycin(Hyclone, USA)이포함된 Dulbecco's Modified Ea-

gle Medium(DMEM; Hyclone, USA) 배지에서 배양하 다. 

2. In Vitro 상에서 Tet System에의한 hTPO유 자

발 조 양상 분석

1) 형질 환 세포주의 hTPO 유 자의 이 확인

형질 환 세포주의 hTPO 유 자의 이 여부 확인은

RT-PCR 방법을 이용하 다. 먼 각 세포주를 tetracycline 

유도체인 doxycycline이 1 μg/mL의농도로첨가되거나첨가

되지 않은 조건에서 48시간 배양한 후 trizol 용액(Invtrogen, 

USA)을이용하여 total RNA를분리하 다. 각세포주에서 1 

μg의 RNA로 ImProm-Ⅱ reverse transcription system(Promega, 

USA)을 이용하여 cDNA를 제조하 다. 각각의 실험군에서

2 μL의 cDNA를 주형으로 이용하여 hTPO와 glyceraldehyde 

phosphate dehydrogenase(GAPDH) 유 자에 한 primer(Ta-

ble 1)를사용하여 94 ℃에서 30 , 54 ℃에서 30 , 68 ℃에서

Table 1. Primers used for hTPO and GAPDH analyses

Gene Species Sequence Product size (bp)

hTPO Human
5'-TGCTGCCTGCTGTGGACTTTAG-3' (+)

5'-ACCTGGAGGTTTGGTTCAGCAG-3' (-)
558

GAPDH

Chicken
5'-TGATGCCCCCATGTTTGTGA-3' (+)

5'-CAAGAAGGGAACACGCAGGG-3' (-)
691

Human
5'-GGTGTGAACCATGAGAAGTATGACAA-3' (+)

5'-GTCTCTCTCTTCCTCTTGTGCTCTTG-3' (-)
658

Mouse
5'-TGAGTATGTCGTGGAGTCTACTGGTG-3' (+)

5'-CTGTAGCCGTATTCATTGTCATACCA-3' (-)
686

30 간 반응하는 PCR cycle을 25회반복실시한후 최종 신

장을 해 68 ℃에서 7분간 반응하 다. 반응이 종결된 후

1.5% agarose gel을 이용한 기 동을 실시하여 각 유 자

에 한 PCR 증폭 단편을 확인하 다. 

2) 형질 환세포주에서발 되는hTPO의정량분석

Virus를 감염시킨 각세포주에서 hTPO의 발 을 유도 여

부를 확인하기 하여 세포 배양액에 doxycycline을 1 μg/ 

mL의 농도로 첨가하거나 첨가하지 않은 조건에서 48시간

배양한후, 각세포주의 배양액을 수확하여 0.22 μm의 pore 

size를 가진 cellulose acetate filter로 여과한 후 100 μL를 덜

어내어 2배씩 단계 으로 희석하여 Human Tpo Quantikine 

ELISA kit(R&D systems, USA)을 사용해서 정량을 실시하

다. 먼 여러 단계의농도로희석한 standard와각 sample을

plate의 각 well에 200 μL씩 넣어서 실온에서 3시간 방치한

후 wash buffer로 4회 수세하 다. 각 well에 200 μL의 anti- 

hTPO-HRP conjugate를 더한 후 실온에서 1시간 방치한 후

wash buffer로 4회수세하 으며, 200 μL의 tetramethylbenzi-

dine(TMB) substrate solution을각 well에더하여빛을차단시

킨상태로실온에서 30분간방치한후 450 nm에서흡 도를

측정하 다. 본 실험은 3회 반복 실시하 다.  

3) Mo7e 세포를 이용한 재조합 hTPO의 생물학

활성 측정

Doxycycline이첨가된조건에서배양한 각세포의배양액

은 정량한 결과를 바탕으로 하여 100 ng/mL의 농도가 되도

록 희석하여 비해 두었다. hTPO의 생물학 활성 측정에

주로 사용되는 거핵모구세포주(megakaryoblastic cell line)인

Mo7e(Avanzi 등, 1988) 세포를 96 well microplate의 각 well

에 3 × 104
개씩 seeding한후 조구로사용하기 한재조합 
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hTPO 단백질(R&D system, USA)과 100 ng/mL의 hTPO가 포

함된 각 세포의 배양액을 2배씩 단계 으로 희석하여 각

well에 50 μL씩 첨가하여 37 ℃, 5% CO2 조건에서 48시간

배양하 다. hTPO에의한 Mo7e 세포의증식활성을확인하

기 하여 Cell Proliferation Kit Ⅰ(Roche, Germany)를사용하

여 MTT assay를 실시하 다. 각 well에 10 μL의 MTT 

labelling reagent를첨가하여 4시간동안반응시킨후 100 μL

의 solubilization solution을첨가하여 37 ℃, 5% CO2 조건에서

16시간동안 방치하 다. 반응이 종결된 plate를 microplate 

reader를이용하여 595 nm의 장에서 흡 도를측정하 으

며 본 실험은 3회 반복 실시하 다. 

3. 고농축 virus의 생산과 닭의 배아로의 virus 감염

1) 고농축 virus의 생산

닭의 배아에 감염시키기 한 고농축 virus는 GP2 293- 

Tet2-hTPOWPT 세포에 pVSV-G를 transfection하여 생산된

virus가 포함된 배양액을 4 ℃, 50,000×g의 속도에서 90분간

fixed-angle rotor(Beckman 70Ti)를이용한 원심분리방법으

로 1,000배 이상 농축하여 비하 다. 상층액을 완 히 제

거한후침 물에 DMEM을첨가하여 4 ℃에서 16시간방치

한후 재부유하 다. 농축한 virus stock은 0.45 μm pore-size

의 cellulose acetate filter를이용하여여과한후다음실험직

까지 -70 ℃에 보 하 다. 

2) 닭의 배아로의 virus 감염

본 연구에서는 stage X(Eyal-Giladi와 Kochav, 1976) 시기

의 배반엽층에 virus를 미세주입한 후 리난각 방법(Petitte

와 Mozdziak, 2002)을 이용하여 배아를 배양하고자 하 다. 

먼 리난각으로이용하기 한계란은둔단부를직경 3.4 

cm로 단하여 증류수로수세한 후건조시켜두었다. 본실

험에 사용된 유정란은 하이 라운 산란계종으로, 60 ± 3 g 

무게의 종란을 선택하 다. 부화를 시작하지 않은 stage X 

시기의 배아를 가진 종란을 각하여 내용물을 리난각으

로옮긴 후본 연구실에서 개량한 manipulator와 특수가공한

microinjection pipette(SIGMA, pipette, microcapillary, 50 μL, 

100 mm length)을 이용하여 10 μg/mL 농도로 polybrene이

첨가된 virus stock 3 μL를계란의배반엽층에미세주입하

다. Virus의 주입이끝난후 수양성난백으로 리난각을 완

히 채운 다음 vinyl wrap으로 하여 37.5 ℃의 온도와

상 습도 60% 조건의 부화기에 입란하여 15분 주기로 90° 

각도로 란시키면서 3일간배양하 다. 3일간배양후종란

의 무게보다 약 25 g 정도 더 무거운 계란을 선별하여 둔단

부를 4 cm 직경으로 단한 리난각으로내용물을모두옮

겼다. 다시 wrap으로 하여 37.5 ℃의 온도와 상 습도

60% 조건의 부화기에 입란하여 30분 주기로 30° 각도로

란시키면서 15일간 배양하 다. 19일째부터는 계란을 37 ℃

의온도와상 습도 75% 조건의발생기로옮긴후 란하지

않는 상태에서 부화할 때까지 배양하 다. 배양하는 동안 3

일, 18일, 21일째에계란의발생진행여부와부화율을 찰

하 다. 

4. 생산된 형질 환 닭의 분자생물학 검정

1) Genomic DNA PCR

부화한 병아리로부터 채취한 액으로부터의 genomic 

DNA의 분리는 G-DEX II genomic DNA extraction kit(Intron 

Biotechnology, Korea)을 이용하여 실시하 다. 분리한 geno-

mic DNA 1 μg은 50 pmol의 각 primer, 5 μL의 10X PCR 

buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM의각 dNTP, 그리고 2.5 U Taq 

polymerase(Promega, USA)와혼합한 후최종 으로 50 uL의

PCR 반응액으로 비되었다. PCR 반응은 기 변성을

하여 94 ℃에서 5분간방치한다음, 94 ℃에서 30 , 56 ℃에

서 30 , 72 ℃에서 30 간반응하는 cycle을 35회반복실시

한 후 최종 신장을 해 72 ℃에서 7분간 반응하 다. PCR 

반응에 사용한 primer는 hTPO와 Hygromycin 항성 유

자, 그리고 GAPDH 유 자에 한 서열을 사용하 는데, 

hTPO와 GAPDH 유 자에 한 primer는 형질 환 세포주

에서의 RT-PCR 실험에 사용한 것과 동일한 것을 사용하

으며, Hygromycin 항성 유 자에 한 primer는 5'-GCTC 

TCGAT GAGCTGATGCTTTG-3'와 5'-TCTGCTGCTCCATA 

CAAGCC AAC-3'를 사용하 으며, 증폭한 단편의 크기는

208 bp이다.

2) ELISA 분석

2월령의형질 환닭을 상으로 doxycycline을사료 100 g 

당 50 mg의 농도로 첨가한 식이를 2주간 실시하기 과 후

의각개체에서채취한 액의 장만을분리하여원액에서

부터 2배수로 단계 으로 희석한 후 Human Tpo Quantikine 

ELISA kit(R&D systems, USA)을사용하여 ELISA 분석을실

시하 다. 분석 과정은 세포에서 발 된 hTPO의 측정과 동

일한 방법으로 진행하 으며, 식이 의 액에서 hTPO의

농도측정은 조군으로서유 자발 유도 의상태에서

의 hEPO 발 량을 측정하기 함이다. 
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결 과

1. In Vitro에서 Tet system에 의한 hTPO 유 자의

발 양상 확인

Tet2-hTPOWPT virus에감염된각표 세포와정상세포를

각각 1 μg/mL 농도의 doxycycline이 첨가되거나 첨가되지

않은배지에서 48시간동안배양한후각 세포의 RNA를분

리하여 RT-PCR을 실시한 결과, virus에감염되지 않은 각각

의 정상 세포주에서는 hTPO 유 자의 이가 확인되지 않

은데 반해 virus에 감염된 세포주에서는 모두 hTPO 유 자

의 이가 확인되었으며 doxycycline의 존재 여부에 따른

PCR 증폭단편의크기는큰차이를나타내지않았다(Fig. 2). 

세포의배양액을수확하여 ELISA를이용하여 hTPO 농도

를 측정한 결과, doxycycline이 존재하는 조건에서 배양한

CEF에서 13.3 μg/mL의가장높은농도를나타내었으며, 다

른표 세포인 HeLa와 NIH3T3에서는각각 0.2 μg/mL과 0.3 

μg/mL의 상 으로 조한 농도를 보 다(Fig. 3). 비유도

조건에서의 hTPO 농도역시 CEF에서상 으로높게나타

났으나, 인 발 량이 다른 세포에 비해 월등히 높게

나타나서 비유도 조건에서의 발 량에 한 유도 조건에서

의발 량을나타내는발 유도율역시 CEF에서가장높은

것으로 확인되었다. 

ELISA 결과를 기 으로 조구인 재조합 hTPO와 각 세

포 배양액의 hTPO를 동량으로 희석하여 Mo7e 세포 배양에

공 한 후 세포의 증식 진 정도를 측정하여 생물학 활

Fig. 2. Determination of doxycycline induction of the hTPO 

gene in various target cells using RT-PCR analysis. Nor-

mal, virus uninfected cell; Infected, cells infected with 

Tet2-hTPOWPT virus. -: cell was grown in the doxycy-

cline-free media. +: cell was grown in the media supple-

mented with doxycycline (1 μg/mL). 

성을 조사하 다. 그 결과, CEF 세포 유래의 hTPO는 0.02 

ng/mL 이상의농도에서 Mo7e 세포의증식을 진하기시작

하는 것으로 확인되었으며, HeLa와 NIH3T3 세포 유래의

hTPO와 재조합 hTPO는 1 ng/mL 이상의 농도에서 Mo7e 세

포의증식을 진하기시작하는것으로확인되었다. CEF 세

포에서 생산된 hTPO는 조구로 사용한 재조합 hTPO나

HeLa와 NIH3T3 세포유래의 hTPO보다생물학 활성이우

월한 것으로 확인되었다(Fig. 4). 이는 동일한 정도의 Mo7e 

세포 증식 진을 유도할 경우 CEF 세포에서 발 된 hTPO

가 조구 hTPO에비해훨씬 은양이요구됨을의미한다. 

hTPO 유 자가 이되지 않은 정상 세포의 배양액에서는

hTPO의생물학 활성이 나타나지않았다(data not shown). 

2. 형질 환 닭의 부화율 형질 환 여부 검정

고농도로농축한 Tet2-hTPOWPT virus를주입하여부화한

각병아리들의부화율을확인한결과, 리난각만실시한

조군에서는 90%의부화율을 보인데 비해 virus를 주입한 실

험군에서는 약 10.9%의 상 으로 매우 조한 부화율을

나타내었다(Table 2). 부화후 1개월이지난시 에서생존한

개체 조군은 모두생존한데 비해서 virus를 주입한 군

Fig. 3. Quantification of hTPO levels secreted from Tet2-hT-

POWPT virus infected chicken fetal fibroblasts (CFFs), 

human cervical carcinoma cells (HeLa), and mouse em-

bryonic fibroblasts (NIH3T3). The concentration of the 

hTPO released into the medium was determined by ELISA 

as described in the Materials and Methods. Doxy(-), 

cell was grown in the doxycycline-free media for 48 hrs; 

Doxy(+), cell was grown in the media supplemented 

with doxycycline (1 μg/ml) for 48 hrs. The data were 

obtained from experiments performed in triplicate and 

are presented as the mean ± SD.
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Fig. 4. Bioassay of hTPO in various target cellls on the proli-

feration of Mo7e cells. Various concentration of hTPOs 

were added to each well, and the incubation was conti-

nued for a further 2 day. The superiority of hTPO in 

terms of biological activity was determined by Analysis 

of Variance by using General Linear Model (GLM) pro-

cedure in Statistical Analysis System (SAS). 

은 부화한 15마리 암컷과수컷 각각 4마리씩모두 8마리

만이 생존하 으며, 이 개체에서 장을 채취하여 genomic 

DNA를분리한후 hTPO와 Hygromycin 항성유 자, 그리

고 GAPDH 유 자에 한 PCR 분석을 실시한 결과 8마리

모두에서 유 자의 이가 확인되었다(Fig. 5). 

형질 환 개체로 확인된 8마리 수컷 1마리(006번)가

생후 2개월령에폐사하 으며, 나머지 7마리를 상으로하

여 hTPO 유 자의 발 이 doxycycline의 첨가 여부에 따라

서 유도 으로 일어나는 지를 확인하고자 하 다. 이에

doxycycline이첨가된식이를하기 의각개체에서 액을

채취하 으며, 식이 2주후에다시 액을채취하고, 식이에

서 doxycycline을제거한 2주후에 액도채취하 다. 각

액에서 장을 분리하여 장 내의 hTPO 농도를측정한결

과, doxycycline 식이 시작 보다 2주간 식이한 후의 모든

Table 2. Hatchability and transgenic efficiency of manipulated chicken embryos

Treatment
Number of

eggs

Number of embryos 3 

days post-injection (%)

Number of hatched 

chicks (%)

Number of 1 month 

old chicks (%)

Number of transgenic 

chicks (%)a

No injection 50 47 (94.0) 45 (90.0) 45 (90.0)

Virus injection 138 61 (44.2) 15 (10.9)  8 ( 5.8) 8 (100)

a
The only chicks with detectable hTPO by PCR were counted as transgenics.

Fig. 5. Detection of the hTPO gene in the Go transgenic chickens. 

Genomic DNA was isolated from the 8 transgenic chic-

kens and was subjected to PCR analysis. For positive 

(Lane P) and negative (Lane N) controls, plasmid DNA 

(pTet2-hTPOWPT) and genomic DNA isolated from non- 

transgenic chicken were used, respectively. 

개체의 장에서 hTPO 농도가증가한것으로확인되었으며, 

특히 001, 002, 004, 그리고 005 개체에서 100 ng/mL 이상의

매우높은농도를나타내었다(Fig. 6). 다시 doxycycline이첨

가되지 않은 식이를 2주간 실시한 후 채취한 장에서는

doxycycline 식이 의 장 내 농도와 거의 유사한 정도로

hTPO의 농도가 하된 것을확인할수 있었는데(Fig. 6), 이

Fig. 6. Expression of the hTPO gene in Go transgenic chickens. 

The levels of hTPO secreted into the blood taken from 

16-18 week-old chicks were measured by ELISA as 

described in the Materials and Methods.
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Fig. 7. Detection of the hTPO gene in the germlines of Go male 

transgenic chickens. Genomic DNA was isolated from 

the sperm of three Go male transgenic chickens and was 

subjected to PCR analysis. For positive (Lane P) and ne-

gative (Lane N) controls, plasmid DNA (pTet2-hTPOWPT) 

and genomic DNA isolated from non-transgenic chicken 

sperm were used, respectively. 

는 doxycycline에 의한 외래 유 자의 발 조 , 즉 유 자

발 의 turn on/off가매우신속하게일어나는것을의미한다. 

뿐만아니라비유도조건에서는외래유 자의발 이완벽

하게 해됨으로써 background 발 이 거의 존재하지 않는

것을 확인할 수 있었다. 

7마리의형질 환닭 에서수컷인 005, 007, 008 개체로

부터 정자를 채취하여 genomic DNA를 분리한 후 hTPO와

Hygromycin 항성 유 자, 그리고 GAPDH 유 자에 한

PCR을 실시하 다. 그 결과 3마리 모두에서 외래 유 자의

존재를확인할수있었으며(Fig. 7) 이개체로부터 G1을생산

하여외래유 자의다음세 로의 이를확인할 정이다. 

고 찰

형질 환 동물을 이용한 생리활성물질의 량 생산은 주

로가축의뇨와우유, 는 액을통해서시도되었다(Houde-

bine, 2009). 그러나이러한방법은가축의긴세 간격과비

경제성, 낮은 성공률, 그리고여러종류의단백질이이미존

재함으로써외래유 자의발 에의해서생산된물질의분

리 정제에 매우 큰 어려움이유발되는 등의여러 가지 단

을 가지고 있다. 이러한 문제 을 해결하기 하여 본 연구

에서는 가축이 아닌 가 을 상으로 생리활성물질을 발

시키고자하 으며, 특히닭의계란을통해서재조합단백질

을 생산하여 물질의 분리 정제가 보다 수월하게 이루어질

수있도록계획하 다. 형질 환닭의생산은기술 인용이

성과 높은 유 자 이율을 나타내는 방법인 고농도의

retrovirus를 X기의 계란의 배반엽층에미세주입하는방법을

이용하 다. 이 방법은 ES 세포에 DNA를 transfection하는

방법(Zhu 등, 2005)이나 PGC 세포를분리한후 virus를이용

한유 자 이를실시하여다시배아로주입하는방법(Park 

등, 2003; van de Lavoir 등, 2006) 등에비해과정이간단하고

유 자의 이 효율이 높다. 한, virus만 충분히 비되면

여러 개의 계란을 동시에 실험하여 단시간 내에 많은 수의

형질 환 닭을생산하는 것이 가능하다. 재까지 형질 환

닭으로부터 발 을 시도한 재조합 단백질로는 단일클론항

체(Zhu 등, 2005), single chain Fv-Fc fusion protein(Kamihira 

등, 2005), 사람의 EPO(Kodama 등, 2008), 사람의 G-CSF(Kwon 

등, 2008) 등이있으나, 경제 가치가입증된성공 인사례

는 거의 없다. 이는 형질 환 닭의 체내에서 외래 유 자의

발 이특정부 나시기에국한되어일어나지못하며, 한

발 유도 조건하에서의 발 이 최 화되지 못하 기 때문

인 것으로 추정된다. 이러한 형질 환 가 을 비롯한 외래

유 자가 이된동물의가장큰문제는무작 인발 에

의한개체의생리 인부작용이발생한다는 이다. 이를해

결하기 하여본연구에서는외래유 자의발 을유도

으로조 할수있는유 자 이체계인 Tet system을도입

하 으며, 발 유도 조건 하에서 발 율을 높이기 하여

woodchuck hepatitis post-transcriptional regulatory element(WPRE) 

(Zufferey 등, 1999) 서열을 도입하 다. 생체반응기로 사용

하기 한 형질 환 닭의 생산에 있어서 특정 유 자의 발

이 부분의시간동안은불활성화되어있다가필요한경

우에만 활성화되어야 하므로 Tet-Off system보다는 Tet-On 

system이더 한 것으로 단하 으며, 한 이 system은

유 자발 의유도가 자에비해더욱신속하게진행되는

것으로 알려져 있다(Urlinger 등, 2000). 그러나 기존의 Tet 

system은비유도조건, 즉유도체가없는조건에서도외래유

자의 발 이 완 히 억제되지 못해서 미미한 background 

활성을나타낸다. 이러한 상을최소화하기 하여본연구

에서는 TRE 서열을 transactivator와의결합친화성과특이성

이 강화된 TRE-tight 서열로 교체하 다. 

형질 환닭의 액에포함된 hTPO의농도는 doxycycline

을 식이한 발 유도 조건에서 50에서 200 ng/mL로 확인되

었는데, 이농도는 LNChTPOW virus vector system을이용하

여 생산한 형질 환 닭의 액 내 농도인 1.62 μg/mL보다

낮은수치이나(Kwon 등, 2008), 후자의경우모든개체가생

존 기간이 매우 짧았으며 이는 외래 유 자의 지속 인 발

에 의한 개체의 생리 인 부작용이 큰 요인으로 작용한
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것으로 추정되었다. 이러한 상은 2008년에본 연구실에서

생산한 hG-CSF 형질 환닭의실험에서도확인되었는데, 생

산된 G1 70% 이상이부화한지한달이내에모두폐사하

다(Kwon 등, 2008). 이에반해본연구에서생산된형질

환 닭은 액 내 농도가 낮으나 재까지 생리 인 부작용

이 확인된개체는없으며, 한 chimera 상태의 Go 개체로부터 

생산된 G1에서는 hTPO의 농도가 증가할 뿐만 아니라 hTPO

의발 이유도 으로조 될수있으므로생리 인부작용

에 의한 폐사를 최소화할 수 있으리라 생각된다. 실제로

Tet2-hTPOWPT 형질 환닭의 doxycycline의식이에의한

액 내 hTPO 농도의 변화를 살펴보면 doxycycline의 존재 여

부에따라서 hTPO의 농도변화가확연하게 차이가 나는것

을알수있었으며, 발 유도체가제거된조건에서는 hTPO

의 발 억제가 신속히 일어나서 단시간 내에 농도가 하

되는것을확인할수있었다(Fig. 6). 본연구에서구축한 Tet 

system은 형질 환 동물이나 유 자 치료 등에 있어서 효율

인외래 유 자의발 조 수단으로 이용될 수있을 것

이다. 

요

형질 환동물에있어서외래유 자의조 되지않은과

다 발 은 생리 인 부작용이나 독성을 나타내게 된다. 본

연구에서는이러한문제를해결하기 하여외래유 자발

조 system인 tetracycline-inducible expression system(Tet 

system)을 도입하 다. 그러나 종래의 Tet system을 이용한

유 자발 조 은 system 자체의구성요소로인한미미한

leaky 상 때문에 완벽하게 이루어지지 않는다. 본 연구에

서는보다완벽한외래유 자의발 조 system을구축하

기 하여 rtTA 신진일보한형태의 rtTA2SM2를도입하고

TRE 부분을 TRE-tight로 체하 다. 확립된 retrovirus vector 

system을이용하여다양한표 세포와형질 환닭으로부터

소 생산의 일차 인 조 자이며, 조 간세포의 생존과

증식에있어서매우 요한역할을하는 human thrombopoie-

tin(hTPO)를생산하고자하 다. In vitro 상의연구에서, CEF 

세포에서 발 되는 hTPO가 가장 높은 발 량과 발 유도

율을나타내었으며, 상업 으로 매되고있는 hTPO나다른

표 세포에서 생산된 hTPO에 비해 생물학 활성이 가장

높은 것으로 확인되었다. 고농도로 농축한 재조합 retrovirus

를 stage Ⅹ 단계의 계란의 배반엽 층에 미세주입하여 리

난각방법으로배양한결과, 미세주입한 138개의계란 21

일후에 15개의계란에서병아리가부화하 으며, 그 8마

리가 형질 환 개체로 확인되었다. 이 형질 환 닭은 사료

1 g 당 0.5 mg의 doxycycline을 첨가하여 2주간 식이하 으

며, 그 후 액을 채취하여 hTPO 농도를 측정한 결과 200 

ng/mL로확인되었다. 한형질 환개체 수컷의정자에

서 hTPO 유 자의 존재를 확인함으로써 germLine transmi-

ssion의가능성을입증하 다. 이상의연구결과는사람의 cy-

tokine 단백질의 량생산을 한 생체반응기로서의 형질

환 닭의 생산 가능성을 제시한 데 의의가 있다. 
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