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ABSTRACT

This study was conducted to analyze the transgenic efficiency and sex ratio in α-1,3-galactosyltransferase (GalT) 
knock-out (KO) transgenic pigs according to generation. GalT KO piglets were produced by artificial insemination 
or natural mating. The transgenic confirmation of GalT KO was evaluated by PCR amplification using specific 
primers. After electrophoresis, three types of bands were detected such as 2.3 kb single band (Wild), 2.3 and 3.6kb 
double bands (GalT KO /+; heterozygote), and 3.6kb single band (GalT KO /; homozygote). Transgenic efficiency 
in F1 generation was 64.5% (23/35) of GalT KO (/+). In F2 generation, GalT KO transgenic efficiency was 36.4% 
(21/57, Wild), 47.5% (28/57, GalT KO /+), and 16.1% (8/57, GalT KO /), respectively. Interestingly, no ho-
mozygote piglets were born in 6 deliveries among total 11 deliveries, although they were pregnant between male (M) 
and female (F) F1 heterozygote. In the 5 litters including at least one GalT KO / piglet, the transgenic efficiency 
was 13.3% (2/24, Wild), 51.3% (14/24, GalT KO /+), and 35.3% (8/24, GalT KO /), respectively. The sex ratio 
of M and F was 40:60 in F1 and 49:51 in F2 generation, respectively. Based on these results, GalT KO transgenic 
pigs have had a reproductive ability with a normal range of transgenic efficiency and sex ratio.

(Key words : α-1,3-galactosyltransferase, gene knock-out, artificial insemination, transgenic cloned pig, transgenic 
efficiency)
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서  론

체세포 복제 기법은 자연적으로 우수한 형질을 가진 개체

또는 원하는 특정 형질을 가진 개체를 무제한으로 생산이 가

능하다는 이론적 배경을 바탕으로 개발되었다. 양(Campbell 
등, 1996), 소(Kato 등, 1998), 염소 (Baguisi 등, 1999) 및 돼지
(Polejaeva 등, 2000) 등 여러 종에서 체세포 복제 동물이 생산
되었다고 보고되었다. 
이들 동물 중에서 특히 돼지의 경우는 사람과 유사한 해부

학적 및 생리학적 특성으로 인해 수술 또는 이종 장기 이식 등

사람의질병을연구하기위한모델동물로써사용되고있다(Vo-
dicka 등, 2005; Dehoux와 Gianello, 2007; Prather 등, 2008; 

Matsunari와 Nagashima, 2009; Zhao 등, 2009). 
심각한사람의장기부족현상을극복하기위한방법중의하

나로 대체(alternative) 동물의 장기를 이종 장기의 공급원으로
사용하고자하는이종장기이식연구가시작되었다(Evans, 2001). 
하지만 돼지와 영장류 간의 이종간 장기이식에 있어서 가장

큰 장애는 돼지 세포의 표면에 존재하는 terminal α-1,3-galac-
tosyl epitopes이다(Lai 등, 2002; Puga 등, 2009). 이α-1,3-Galac-
tosyltransferase(GalT) 당단백질은 초급성 면역 거부 반응(hype-
racute immune rejection)과 직접적으로 관련이 있는 것으로 알
려져 있으며(Cooper 등, 1993a, b; Lambrigts 등, 1998), 이 유전
자를 제거(knock-out, KO)한 형질 전환 복제 돼지가 생산되면
서(Dai 등, 2002; Phelps 등, 2003; Kolber-Simonds 등, 2004; 
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Nottle 등, 2007) 돼지를 이용한 이종 장기 생산 연구가 활발
하게 이루어지고 있다.      
국내에서도 GalT가 KO된 체세포를 이용한 복제란의 생산에

관한 연구가 수행되었고(Shim 등, 2009), 2009년에 우리나라에
서처음으로 GalT KO 형질전환복제미니돼지의생산에성공
하였다(Ahn 등, 2011). 또한 바이오장기용 돼지의 사육(김 등, 
2011) 및 면역 특성 연구가 수행되었다(Min과 Park, 2011). 
바이오장기용 GalT가 KO된 돼지의 장기를 이종이식용으로

활용하기 위해서는 heterozygote(GalT KO /+) 상태가 아닌
homozygote(GalT KO /) 상태의 돼지가 필요하다. 이를 위해
서는 Wild와 GalT KO(/+) 간의 교배 그리고 생산된 GalT KO 
(/+) 간의 교배를 통해서 GalT KO(/) 형질 전환 돼지 축군
을조성해야만한다. 하지만아직까지이들 GalT KO 형질 전환
돼지 후대에서의 형질 전환 효율 또는 자웅의 성비율 등에 대

한 기본적인 연구가 전혀 보고된 적이 없었던 것이 사실이다.
따라서 본 논문의 목적은 기존에 생산된 GalT KO(/+) 형

질 전환 복제 미니 돼지로부터 GalT KO(/) 형질 전환 돼지
를 생산하는 과정에서 수집된 형질 전환 효율과 성비(sex 
ratio)에 대해서 분석하고자 실시하였다. 

재료 및 방법

1. 형질 전환 복제 미니 돼지 생산

본 연구에서 사용된 GalT KO(/+) 형질 전환 복제 미니 돼
지 생산에 관한 결과는 Ahn 등(2011)에 자세히 설명이 되어
있다. 간단히 요약하면 GalT KO된 체세포를 공여세포로 복제
란을 생산한 다음 대리모에 이식한 결과, 3두의 형질 전환 복
제돼지를 생산하였으나 분만 직후 폐사하였다. 이들의 체세포
를 공여세포로 복제란을 생산하여 대리모에 이식하였으며, 
GalT KO(/+) 형질 전환 복제 미니 돼지 2두를 생산하였다. 

2. 정액 동결 및 융해 

GalT KO(/+) 형질 전환 복제 미니 돼지의 동결 정액 제조
방법은 우 등(2011)의 방법에 준하여 실시하였다. 요약하면, 
정액 채취 후 희석정액을 상온(25℃)에서 1시간 정도 정치시
킨 다음 원심분리(400×g, 15℃, 10분)하였다. 1차 동결액(11% 
α- lactose 용액 80 ml+egg yolk 20 ml)을 정자 농도 1×109이

되도록 첨가하여 5℃까지 90분 동안 냉각시켰다. 이후 2차 동
결액[1차 동결액+1.5% Orvus Es Paste(Nova Chem., 
U.S.A)+9% glycerol]을 1차 동결액량의 1/2을 첨가하여 0.5 
ml straw에 주입하여 액체질소에 침지하여 보관하였다. 

3. 인공수정 및 자연교미

동결 정액을 이용한 인공수정의 경우 동결된 각 straw는 온
탕기(water bath)를 이용하여 55℃에서 13초 동안 융해한 다

음 Beltsville Thawing Solution(BTS) 희석제(205.4 mM glu-
cose, 3.358 mM EDTA, 20.4 mM sodium citrate, 14.879 mM 
sodium bicarbonate, 10.06 mM potassium chloride)와혼합후원
심분리(400×g, 37℃, 10분)하여 상층액을 제거한 다음 BTS로
부유하였다. 부유된 정액은 발정이 확인된 YL(Yorkshire×Land-
race) 교잡종 암퇘지의 질 내에 주입하여 인공수정을 실시하
였다. 한편 일반 액상정액을 이용한 인공수정의 경우 GalT 
KO(/+) 형질 전환 복제 미니 돼지(F0)에서 정액을 채취하여
BTS로 희석한 다음 발정이 확인된 YL 교잡종 암퇘지의 질
내에 40 ml씩 약 18시간 간격으로 2회에 걸쳐 주입하였다. 발
정 확인은 발정주기에 있는 암퇘지 중에서 음순의 팽윤 정도

와 교미반응을 통해 확인하였다. 자연교미의 경우는 발정이
확인된 암컷 GalT KO(/+) F1 형질 전환 돼지를 수컷 GalT 
KO(/+) F1 형질 전환 돼지와 합사시켜 임신을 유도하였다. 

4. 형질 전환 검증

GalT KO(/+) 형질 전환 돼지로부터 태어난 F1과 F2 후대
돼지들의성비(sex ratio)를확인한다음이들의꼬리또는귀조
직 일부를 채취하여 100μg/ml의 proteinase K가 첨가된 조직
용해용액[10 mM Tris-Cl-pH 8.0, 0.1M EDTA, 0.5% SDS(W/V)]
에 침지하여 50℃에서 5시간 동안 용해시켰다. 그 후, phenol- 
chloroform-isoamyl alcohol 용액을 사용하여 genomic DNA를
추출하였다. 형질 전환 여부를 확인하기 위하여 141F(5'-AAT 
GGTGGAGAGTAGCTGGGAATGTTACAG-3')와 136R(5'-TT 
ATAGAGAAACAAGAGTCCTAATTGACTTGT-3') 염기서열
을 가진 프라이머를 사용하여 PCR 분석을 실시하였다(Fig. 1). 
PCR 증폭을 실시한 후 전기영동을 실시하여 2.3 kb 크기에서
단일밴드만 확인이 되면 Wild, 2.3 kb와 3.6 kb 두 개의 밴드를
나타내는 후대를 GalT KO(/+) 형질 전환 돼지라고 판단하였
으며, 3.6 kb 크기에서 단일 밴드만 확인이 되면 GalT KO(/) 
형질 전환 돼지라고 판단하였다(Fig. 2). 

결과 및 고찰

GalT KO(/+) 형질 전환 복제돼지 F0로부터 생산된 후대에

서의 형질 전환 효율을 분석한 결과는 Table 1과 같다. GalT

Fig. 1. Structure of the vector for targeting GalT locus. Arrows 
indicate the PCR primers used to verify successful tar-
geting events. 
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Fig. 2. Confirmation of GalT KO in F2 piglets. Xeno 2: GalT KO 
/+ F0; (): negative control (normal pig); W: 2.3 kb single 
band (Wild); (/): 3.6 kb single band (homozygote); (/+): 
2.3 and 3.6kb double bands (heterozygote).

KO(/+) 형질 전환 복제돼지F0로부터 생산된 F1에서의 형질

전환 효율은 총 35마리의 생산된 F1 중에서 23마리가 GalT 
KO(/+)가 되었음을 확인하였으며, 형질 전환 효율은 64.5%로
나타났다. 생산된 GalT KO(/+) F1 돼지 중에는 GalT KO(/+) 
형질 전환 복제돼지 F0의 동결정액을 이용하여 생산한 F1 2마
리가 포함되어 있다. 
또한 GalT KO(/+) F1끼리의 교배에 의해 생산된 F2 세대

는 현재까지 총 57두가 생산되었다. 이들 중에서 Wild는 21두
(36.4%), GalT KO(/+) 28두(47.5%)와 GalT KO(/) 8두
(16.1%)(Fig. 3) 비율로 형질 전환되어 약 64%의 형질 전환
효율을 보였다. 하지만 두 세대 모두에서 표준편차가 매우 커
서 각 형질 전환 세대간 또는 그룹 간의 통계적 차이는 나타

나지 않았다. 이러한 결과는 생산된 개체의 수가 많지 않은
것과 아직까지 안정적으로 후대에까지 형질 전환 되는 것이

아님을 보여주는 결과라 하겠다. 
국립축산과학원에서생산된복제소와후대에서의경우정상

적인번식능력을가지고있음을보고하였다(배등, 2007; 2009). 
분석에 사용된 복제 수소 2두의 경우, 일반 한우 종모우와 비
교하여 정액의 양, 정자의 농도 및 동결융해 후의 생존성 등
에서 차이가 나타나지않았으며, 오히려운동성, 곡선운동속도
(VCL), 직선 운동 속도(VSL) 및 평균 진행 속도(VAP) 등은
복제 수소의 정액이 일반 종모우의 정액에 비하여 유의적으

로 높은 것으로 보고하였다. 또한 이들 복제 수소의 정액으로

Table 1. Transgenic efficiency according to generation

Gene-
ration 

No. of piglets delivered

Total Wild GalT KO
(/+)

GalT KO
(/)*

F0 2 2  

F1 35
12

(35.5 ± 22.2)
23

(64.5 ± 22.2)
 

F2 57
21 

(36.4 ± 33.8)
28

(47.5 ± 29.3)
8

(16.1 ± 19.7)

* Calculated the data from the group including at least one GalT 
KO(/) piglets in the same litter.

Fig. 3. Production of GalT KO / (homozygote) transgenic pig 
for xenotransplantation.

역시 국립축산과학원에서 생산된 체세포 복제 한우 암소에

인공수정을 실시하여 복제 후대를 생산하였다고 보고하였다.  
본 연구에서 사용된 GalT KO(/+) 형질 전환 복제 미니 돼

지 역시 체세포 복제기법을 이용하여 생산하였고(Ahn 등, 
2011), 인공수정 또는 자연교미 방법으로 후대를 생산하여 정
상적인 번식능력이 있음을 확인하였다. 또한 이들로부터 생산
된 F1 세대 또한 F2 세대를 생산함으로써 번식능력에는 이상
이 없다는 것을 확인하였다. 

Kolber-Simonds 등(2004)은 GalT KO(/) 체세포를 개발하
여 GalT KO(/) 형질 전환 복제돼지를 생산하였다고 보고하
였다. 또한 개발된 GalT KO(/) 형질 전환 돼지의 영장류 이
식과 바이오장기의 생존기간에 대한 보고는 있지만, 개발된
GalT KO(/+) 형질 전환 돼지 또는 GalT KO(/) 형질 전환
돼지들의 번식능 또는 후대 생산과 관련된 보고는 찾을 수가

없었다. 
GalT KO(/)된 형질 전환 돼지가 태어난 5마리의 F1 모체

로부터 태어난 F2 후대들에 대한 GalT KO 형질 전환율을 분
석한 결과는 Table 2와 같다. F1 형질 전환 돼지로부터 태어난
F2의 경우 한배에서 평균 5.3마리가 태어난 것으로 확인되었
다. 한 마리의 모체에서 한 마리라도 GalT KO(/)된 형질 전
환 돼지가 태어난 경우와 태어나지 않은 경우로 구분하여 분

석한 결과, GalT KO(/)된 형질 전환 돼지가 한 마리도 태어
나지 않은 그룹에서는 총 33마리가 태어났으나, GalT KO(/+) 
형질 전환된 개체는 15마리로 약 44%로 확인되었다. 반면에
GalT KO(/)된 형질 전환 돼지가 한 마리라도 태어난 5마리
의 모체로부터 생산된 개체는 총 24마리로써 이들 중에서

GalT 유전자가 전혀 형질 전환되지 않은 개체(Wild)는 2마리
로 약 13%로 나타났으며, GalT KO(/+) 유전형질을 가지고
태어난 개체는 14마리로 파악되어 약 51%의 형질 전환 효율
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Table 2. Transgenic efficiency in F2 generation

Litter*

No. of piglets delivered

Total Wild GalT KO
(/+)

GalT KO
(/)

 33 18
(55.7 ± 30.5)

15
(44.3 ± 30.5) 

+ 24 2
(13.3 ± 21.7)

14
(51.3 ± 30.7)

8
(35.3 ± 10.9)

Data were expressed as mean ± SD.
: no GalT KO(/) piglets in the same litter; +: at least one 
GalT KO(/) piglets in the same litter.

을 나타내었다. 그리고 GalT KO(/)된 형질 전환 돼지는 8마
리로써 약 35%의 형질 전환 효율을 보였다. 
본 연구결과에서 F1 세대끼리의 교배를 통해 F2를 생산한

다고 하더라도 전체 11마리의 모체 중 6마리에서 GalT KO(/
)된 형질 전환 돼지가 한 마리도 생산되지 않았다. 그리고 이
들로부터 생산된 F2 세대 중에서 약 56%가 GalT 유전자가 형
질 전환되지 않은 Wild 개체로 태어났다. Park 등(2006)은 유
전자 미세주입(microinjection) 방법으로 형질 전환된 recombi-
nant human erythropoietin(rhEPO) 돼지의 세대 간 형질 전환
효율은 F1 세대에서 약 18%로 나타났지만 F2 세대에서는 약
67%로 나타나는 것으로 보고하였다. 하지만 이러한 결과는 목
적 유전자를 적중(knock-out)시킨 체세포 복제방법과 형질 전
환 효율을 직접적으로 비교하기에는 어렵다고 하겠다. 
바이오장기용으로 개발된 GalT KO 형질 전환 돼지의 경우

GalT KO(/) 여부를 확인하는 것이 가장 중요하기 때문에, 
GalT KO(/)된 개체들 간의 교배를 통해서 GalT KO(/) 형
질 전환 돼지 축군을 조성할 예정이다. 따라서 세대 간에 전
이되는 형질 전환 효율을 많은 개체로부터 누적된 수치로 데

이터화 하기는 현실적으로 어려움이 있는 것이 사실이다. 
인공수정 또는 자연교미 방법을 이용하여 GalT KO(/+) 형

질 전환 돼지 F0로부터 생산한 F1 또는 F2 세대에서의 성비를
분석한 결과는 Table 3과 같다. F1 세대의 경우 자축(♀)은 60% 
(21/35)로 나타났으며, 웅축(♂)은 약 40%(14/35)두가 태어났
다. 반면 F2 세대의 경우 자축(♀)은 약 51%(29/57), 그리고 웅
축(♂)은 49%(28/57)가 태어났다.  
본 연구 결과에서는 비록 적은 수의 개체를 대상으로 분석

되었으나, F1 세대의 경우 자축의 비율이 다소 높은 경향을 나
타내었으며, F2 세대에서는 Wild, GalT KO(/+) 및 GalT KO
(/) 개체 모두에서 유사한 비율로 나타났다. 돼지의 경우 순
종, 2종 교배 및 3종 교배 간에 생산된 후대의 성비는 50:50으
로 나타났다고 보고되었다(Hale과 Bondari, 1986). 또한 Lam-
berson 등(1988)은 첫 번째 발정과 성비 간에 밀접한 상관 관

Table 3. Analysis of sex in GalT KO piglets according to gene-
ration

Gene-
ration Sex

No. of piglets delivered

Total Wild GalT KO
(/+)

GalT KO
(/)

F0 ♂  2 2  

F1

♀ 21  7 14  

♂ 14  5  9  

F2

♀ 29 10 15 4

♂ 28 12 12 4

계가 있으나, 일반적으로 성비는 50:50에서 유의적으로 벗어
나지 않는다고 보고하였다. 
이상의 결과를 종합하여 보면 바이오장기용으로 생산된

GalT KO(/+) 형질 전환 복제돼지가 번식적으로 정상임을 확
인하였고, 이들로부터 이종 이식이 가능한 바이오장기 생산용
GalT KO(/) 형질 전환 돼지 축군 조성이 가능하다는 것을
보여주는 결과라 하겠다. 

결  론

본 연구의 목적은 기존에 생산된 GalT KO(/+) 형질 전환
복제 미니 돼지로부터 GalT KO(/) 형질 전환 돼지를 생산
하는 과정에서 수집된 형질 전환 효율과 성비(sex ratio)에 대
해서 분석하고자 실시하였다. GalT KO된 형질 전환 돼지는
인공수정 또는 자연교미 방법을 통하여 생산하였다. GalT KO 
여부를 확인하기 위하여 PCR 방법을 이용하였다. PCR 증폭
을 실시한 후 전기영동을 실시하여 2.3 kb 크기에서 단일밴드
만 확인이 되면 Wild, 2.3 kb와 3.6 kb 두 개의 밴드를 나타내
는 후대를 GalT KO(/+) 형질 전환 돼지라고 판단하였으며, 
3.6 kb 크기에서 단일 밴드만 확인이 되면 GalT KO(/) 형질
전환 돼지라고 판단하였다. F1 세대에서의 형질 전환 효율은
GalT KO(/+, heterozygote)가 64.5%(23/35)로 나타났고, F2 
세대에서의 형질 전환 효율은 36.4%(21/57, Wild), 47.5%(28/ 
57, GalT KO /+) 및 16.1%(8/57, GalT KO /)로 각각 표현
되었다. 흥미로운 것은 비록 GalT KO /+ 끼리의 교배라 하
더라도 한배에서 한 마리의 GalT KO 개체가 태어나지 않은
경우가 6 모체나 되었다. 최소 한 마리 이상의 GalT KO /+ 
형질 전환 돼지가 태어난 5 모체의 경우 형질 전환 효율은
13.3%(2/24, Wild), 51.3%(14/24, GalT KO /+) 및 35.3%(8/ 
24, GalT KO /)로 나타나 표현형에서 차이가 많이 나타남을
확인할 수 있었다. 후대에서의 성비를 분석한 결과, 웅축과 자
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축의 비율이 F1 세대에서는 40:60 그리고 F2 세대에서는 49: 
51의 비율로 태어났다. 이상의 결과를 종합하여 보면 바이오
장기용으로 생산된 GalT KO(/+) 형질 전환 복제 돼지가 번
식적으로 정상임을 확인하였고, 이들로부터 이종이식이 가능
한 바이오장기 생산용 GalT KO(/) 형질 전환 돼지 축군 조
성이 가능하다는 것을 보여주는 결과라 하겠다.  
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