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ABSTRACT

Until recently the most popular tetracycline-inducible gene expression system has been the one developed by Go-
ssen and Bujard. In this study, we tested the latest version of same system and the results are summarized as follows: 
Compared with previous one, the difference of new system are minor changes of nucleotide sequences in transac-
tivator and tetracycline response element (TRE) regions. Sensitivity to the doxycycline (a tetracycline derivative) was 
improved. Leakiness of GFP marker gene expression in non-inducible condition was significantly decreased. Higher 
expression of the marker gene was observed when the cells were fed with doxycycline-containing medium. Optimal 
insertion site of woodchuck posttranscriptional regulatory element (WPRE) sequence which was known to increase 
gene expression was different depending on the origin of cells. In chicken embryonic fibroblast, location of WPRE 
sequence at 3’ end of TRE resulted in the highest GFP expression. In bovine embryonic fibroblasts, 3’ end of transac-
tivator was the best site for the GFP expression.
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서 론         

현재 가장 널리 사용되고 있는 목적 유전자 발현 조절 
system은 Gossen과 Bujard에 의해 개발된 tetracycline- 
inducible gene expression system (Tet system)으로서, 유
도체인 tetracycline 계열의 물질의 공급 여부에 따라 외
래 유전자의 발현을 가역적이며, 유도적으로 조절할 수 
있다(Gossen과 Bujard, 1992). 최근 들어 Tet system이 적
용되고 있는 여러 연구 분야로는 질환모델 동물의 개발, 
질병 치료 기작에 관한 연구, 줄기세포 관련 연구, SiR-
NA에 관한 연구 등이 있다. 다양한 질환 연구에 이용할 
수 있는 모델 동물로서 형질전환 zebrafish와 형질전환 
개, 그리고 신장 질환 모델 mouse가 생산되었으며(Li 등, 
2012; Kim 등, 2011; Traykova-Brauch 등, 2008), 유방암
이나 당뇨병 치료에 관한 연구에도 이용되었다(Sun 등, 
2011; Thorel 등, 2010). 또한 비바이러스성 방법을 이용

한 유도만능줄기세포의 구축 및 줄기세포의 지방세포로
의 분화에 관한 연구에도 사용되었으며(Woltjen 등, 2009; 
Ahfeldt 등, 2012), in vitro와 in vivo에서 유도적 RNA 간
섭 현상에 관한 연구 및 배아줄기세포에서 특정 부위 염
기 서열에 대한 비바이러스성의 유도적 RNAi 도입에 관
한 연구에도 사용되었다(Meerbrey 등, 2011; Wang 등, 
2007). 이러한 여러 방면의 연구에서 사용되고 있는 Tet 
system은 중금속이나 steroid hormone 등을 이용한 유전
자 발현 조절 system에 비해 발현 유도율이 높고, 비특이
적인 발현이 상대적으로 낮으며, 유도물질에 의한 세포 
독성이나 다면적 영향이 거의 나타나지 않는 장점을 가
진다(Bohl 등, 1997; Mayford 등, 1996). 그러나 비유도 
조건에서 완벽한 발현 억제가 일어나지 않은 관계로 back-
ground 활성이 미미하게 존재하고 있어서, 이를 해결하
기 위한 연구가 진행되고 있으며, 유도물질에 대한 trans-
activator의 감수성을 향상시켜서 유도물질의 낮은 농도
에서도 유전자의 발현을 극대화하기 위한 시도도 이루어
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지고 있다(Urlinger 등, 2000; Löw 등, 2010). 
이의 일환으로 본 연구에서는 가장 개선된 형태의 Tet 

system의 각 요소들을 이용하여 one vector 형태의 유전
자 발현 조절 system을 구축한 후, 일차배양한 세포주에
서 이 system의 효율성을 증명하고자 하였다. 재조합한 
요소는 Tet system의 구성에 있어서 가장 중요한 2가지 
요소인 transactivator와 minimal promoter를 포함하는 te-
tracycline response element (TRE)로 각각의 일부 서열이 
변형된 형태이다. 본 연구에 도입한 transactivator는 기존
의 Tet system에 있는 transcativator에 비해  5개의 아미
노산 서열이 변형되어 있으며, 유도 조건에서의 외래 유
전자의 발현을 극대화시키고, 발현 유도물질인 doxycy-
cline에 대한 감수성을 높여서 저농도의 doxycycline 존재 
하에서도 외래 유전자의 발현 유도가 가능하다(Zhou 등, 
2006). 새로운 TRE 서열은 기존의 서열에서 일부 서열의 
배치 간격과 도입 요소가 변경되어 endogenous mamma-
lian transcription factor가 결합할 수 있는 부위가 부족하
기 때문에, transactivator가 없는 경우 promoter가 비활
성화 되어서 유전자의 발현이 turn on되지 않으므로 
background 활성이 매우 낮은 것으로 알려져 있다(Löw 
등, 2010). 이상의 두 요소를 단일 vector에 재조합하여 
기존의 Tet system과 비교하여 유전자 발현 조절의 효율
성을 in vitro에서 검정하고자 하였다. 

본 연구에서 구축한 개선된 형태의 Tet system은 외래 
유전자의 유도적 발현 조절이 요구되는  동물생명공학, 
의약학, 분자생물학 등의 여러 분야 연구에 활용될 수 있
을 것이다.     

실험 방법

새로운 Tet System의 구축

새로운 Tet system에 사용하기 위한 Tet3G 계열의 
vector는 WPRE 위치에 따라서 두 가지 종류로 구축하였
다. 먼저 WPRE가 EGFP 유전자의 3' 위치에 도입된 pT3-
GWPT vector의 구축은 본 연구실에서 보유하고 있는 pTt-
GWPT (Koo 등, 2009)를 HindⅢ와 ClaⅠ 제한효소 순으
로 처리하여 transactivator인 rtTA2SM2 부분을 제거하고, 
그 위치에 pCMV-Tet3G-IRES (Clontech, USA)에 동일한 
제한효소를 처리하여 분리한 rtTA3G 부분을 도입하였다. 
재조합한 이 vector를 BglⅡ와 BamHⅠ으로 처리하여 mi-
nimal promoter 부분인 TRE-tight 서열을 제거하고 p-
TRE3G vector (Clontech, USA)에서 분리한 TRE3G pro-
moter 부분을 재조합하여 pT3GWPT vector를 구축하였
다. WPRE 서열이 transactivator 서열의 3'에 위치한 pT3-
GPTW vector는 pTtGWPT 대신 pTtGPTW vector (Koo 
등, 2009)를 사용하여 전자와 동일한 과정으로 재조합하
였다. 구축한 각 vector와 대조구로 사용할 vector의 최종 
구조는 Fig. 1과 같다. 

Virus의 생산 및 표적세포로의 감염

구축한 각각의 vector는 Gibbon ape leukemia virus의 

Fig. 1. Structure of tetracycline-inducible expression retrovirus vec-
tors. LTR, long terminal repeat; Hygr, Hygromycin B resistant ge-
ne; TRE-tight, is a modified Tet response element, which consists 
of seven direct repeats of a 36-bp sequence and 19-bp tet opera-
tor sequence; EGFP, enhanced Green Fluorescent Protein gene; 
WPRE, woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory ele-
ment; PGK, phosphoglycerate kinase promoter; rtTA2SM2, modi-
fied rtTA consisting of the reverse tetracycline repressor (rTetR) 
fused to a VP16 transactivation domain; TRE3G, Tet-response ele-
ment consist of 7 repeats of a 19 bp tet operator sequence located 
upstream of a minimal CMV promoter, the junction sequences of 
TRE3G has been altered to an even spacing and the central por-
tions are randomized; rtTA3G, five amino acid changes convert 
rtTA2SM2 to rtTA3G. Length of each sequence is not drawn to 
scale.

피막 유전자가 발현되는 PT67 (Clontech, USA) 포장세포
에 calcium phosphate 방법으로 transfection하였다. PT67
에서 생산된 virus는 Moloney murine leukemia virus의 
gag과 pol 유전자가 발현되는 GP2 293 (Clontech, USA) 
세포에 감염시켜서 hygromycin B (150 μg/ml)가 첨가된 
배양액에서 2주간 배양하였다. 구축된 각 세포주에 vesic-
ular stomatitis virus G glycoprotein (VSV-G) 피막 유전
자를 가진 pVSV-G (Clontech, USA) plasmid를 일시적으
로 transfection하여 48시간 후에 virus 배양액을 수확하
였다. 생산된 virus는 일차배양한 소의 태아섬유아세포(bo-
vine fetal fibroblast, BFF)와 닭의 배아섬유아세포(chi-
cken embryonic fibroblast, CEF)에 MOI 1.0으로 감염시
켜서 150 μg/ml의 hygromycin B가 첨가된 배양액으로 
2주간 선별하여 외래 유전자가 전이된 각각의 세포주를 
확립하였다. 실험에 사용한 모든 세포들은 37℃, 5% CO2 
조건에서 배양하였으며, 10% fetal bovine serum (Hyclo-
ne, USA), 100 U/ml의 penicillin과 100 μg/ml의 strepto-
mycin (Hyclone, USA)이 포함된 Dulbecco's Modified 
Eagle Medium (DMEM; Hyclone, USA) 배지에서 배양
하였다. 

형관현미경 하에서 Tet System에 의한 EGFP 유전자 발현 

관찰

각 세포에서 EGFP 유전자의 발현은 60 mm dish에 5× 
105개로 준비한 각 세포를 1 μg/ml의 doxycycline을 첨가
하였거나 첨가하지 않은 배지에서 48시간 배양한 후, 형
광현미경 하에서 FITC filter를 통해 관찰하였다. 

Doxycycline의 농도에 따른 EGFP 유전자의 발현 관찰 
실험도 동일한 조건에서 실시하였는데, 단 배지에 첨가된 
doxycycline의 농도는 1 μg/ml의 농도에서부터 10배수
로 희석하여 0.1 ng/ml의 농도까지 처리하였으며, doxy-
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cycline을 공급하지 않은 조건에서 배양한 세포를 대조구
로 사용하였다.  

RT-PCR 분석

각 세포에서 EGFP 유전자의 도입 여부 확인은 RT- 
PCR 방법을 이용하였으며, 다음과 같은 과정으로 실시하
였다. 먼저 형광현미경 하에서 관찰한 각 세포로부터 tri-
zol (Invitrogen, USA)을 이용하여 RNA를 분리한 후 1 
μg의 RNA로 ImProm-Ⅱ reverse transcription system 
(Promega, USA)을 이용하여 cDNA를 제조하였다. 각각
의 실험군에서 2 μl의 cDNA를 주형으로 이용하여 PCR
을 실시하였으며, 94℃에서 30초, 57℃에서 30초, 72℃에
서 30초간 반응하는 cycle을 25회 반복 실시한 후, 최종 
신장을 위해 72℃에서 7분간 반응하였다. 본 실험에서는 
세포 내로의 virus vector의 도입 여부를 확인하기 위하
여 EGFP 유전자와 WPRE 서열에 대한 prmier로 PCR을 
실시하였으며, 정상적인 전사과정이 일어나고 있음을 확
인하기 위한 대조구로 각 세포주에 해당하는 GAPDH 유
전자에 대한 primer를 사용하여 PCR을 수행하였다. 

Western Blotting 분석

전날 각 세포를 60 mm dish에 5×105개로 준비한 후, 
그 다음날 doxycycline을 1 μg/ml 농도로 첨가하였거나, 
첨가하지 않은 배지로 교환해 주었다. 48시간 배양한 후, 
각 세포를 split하여 세포만 수확한 후 초음파 분쇄하였으
며, 원심분리를 이용하여 전단백질을 분리하였다. 분리한 
전단백질을 Bradford 방법으로 정량한 후, Western blot-
ting을 실시하였다. 먼저 분리한 전단백질 중 10 μg을 취
하여 SDS-PAGE를 실시한 후, nitrocellulose membrane
에 transfer시켰다. 5% skim milk가 포함된 0.03% Tw-
een-20 blocking buffer에 1시간 방치한 후 1:5,000으로 희
석한 anti-GFP 항체와 1:8,000으로 희석한 anti-β-actin 
항체를 16시간 반응시켰다. TBS buffer로 수세한 다음, 이
차항체인 HRP conjugated Goat anti-mouse IgG 1:1,000
으로 희석하여 반응시켰다. 반응시킨 membrane을 수세
한 후, 기질 용액인 West Dura Extended Duration sub-
strate(Pierce, USA) 용액을 첨가하여 X-ray film에 60초간 
노출시켜서 현상하였다. 

ELISA 분석

발현된 EGFP의 정량적 분석을 위하여 ELISA를 실시
하였으며, Western blotting과 동일한 조건에서 세포를 배
양하였다. 48시간 배양한 후, 각 세포에 400 μl의 PRO- 
PREP 용액(Intron Biotechnology, Korea)을 참가하여 scra-
pper로 세포를 떨어뜨려서 epp tube로 옮긴 후, —20℃에 
20분간 방치하였다. 이를 4℃에서 13,200 rpm, 5분간 원
심분리하여 전단백질이 함유된 상층액을 분리하였다. 분
리한 단백질에 포함된 GFP 단백질의 정량은 GFP ELI-
SA kit (Cell Biolabs, USA)을 이용하여 실시하였는데, 먼
저 stansdard GFP와 세포 단백질을 적절한 배수로 희석
하여 Anti-GFP antibody가 coating된 plate에 100 μl씩 
첨가하여 2시간동안 방치하였다. 1×washing buffer로 3회 
수세한 후 biotinylated anti-GFP antibody를 100 μl씩 

더하여 2시간 동안 반응시킨 다음, streptavidin-enzyme 
conjugate와 substrate 용액을 순서대로 첨가하여 반응을 
실시하였다. Stop 용액을 첨가하여 반응을 중지시킨 후 
450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 

결 과

형광현미경 하에서의 각 Vector에 따른 EGFP 유전자의 발

현 조절 양상 관찰

각각의 Tet system이 도입된 세포들에서 EGFP 유전자
의 발현은 발현 유도물질인 doxycycline이 첨가된 조건에
서 강한 발현이 유도되는 것으로 확인되었다(Fig. 2, Fig. 
3). BEF에서 기존의 Tet system과 개선된 형태의 Tet3G  
system을 이용하여 EGFP 유전자의 발현을 각각 유도한 
결과, 기존의 Tet system에 비해 새롭게 구축한 Tet3G 
system이 도입된 세포인 BFF-T3GPTW에서 가장 강한 발
현을 나타내는 것으로 관찰되었다(Fig. 2). 또한 두 종류
의 vector system 모두 WPRE 서열이 EGFP 유전자의 3' 
위치에 도입된 경우보다 transactivator 서열의 3'에 위치
한 조건에서 강한 발현율과 유도율을 나타내는 것으로 
확인되었다(Fig. 2). Doxycycline이 첨가되지 않은 조건, 
즉 비유도 조건에서는 TtGWPT와 TtGPTW보다 T3GW-
PT와 T3GPTW에서 형광이 전혀 관찰되지 않았으므로, 발
현 억제가 더 강하게 이루어지는 것으로 판단되었다(Fig. 
2). 따라서 기존의 Tet system보다 새로운 Tet system이 
외래 유전자의 발현 조절에 있어서 발현 유도율과 유도 

Fig. 2. Expression of the EGFP gene in BFF cells. The cells were 
divided into four groups of cells according to the virus (TtGWPT, 
TtGPTW, T3GWPT or T3GPTW) used for infection. Each group of 
the cells were further divided by modification of the virus and 
presence of doxycycline in the media: The symbols of '－' or '+' 
at the top of each column indicate culture of cells 'in the absence' 
or 'in the presence' of doxycycline (1 μg/ml). Other symbols at 
the left side indicate the white light (WL) or fluorescence (UV). 
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Fig. 3. Expression of the EGFP gene in CEF cells. The cells 
were divided into two groups of cells according to the vi-
rus (T3GWPT or T3GPTW) used for infection. Each group 
of the cells were further divided by modification of the 
virus and presence of doxycycline in the media. The sym-
bols of '－' or '+' at the top of each column indicate cul-
ture of cells 'in the absence' or 'in the presence' of doxy-
cycline (1 μg/ml). Other symbols at the left side indicate 
the white light (WL) or fluorescence (UV). 

조건 하에서의 발현량이 강하게 나타나므로 매우 효율적
인 유전자 전이 system임을 확인하였다. 

Tet3G system의 유전자 발현 유도 양상이 세포주에 관
계없이 동일하게 나타나는 지의 여부를 확인하기 위하여 
CEF에서도 EGFP 유전자 발현을 형광현미경 하에서 관찰
하였다. 그 결과, BEF와는 달리 CEF에서는 WPRE 서열
이 transactivator 서열의 3'에 위치한 경우보다 EGFP 유
전자의 3' 위치에 도입된 경우에 더욱 강한 발현율과 유
도율을 나타내는 것으로 확인되었다(Fig. 3). 이는 세포주
에 따른 가장 효율적인 Tet system의 선별적인 적용의 필
요성을 증명하는 것이다. 

각 세포주에서 EGFP 유전자의 전이에 대한 RT-PCR 분석 

Doxycycline이 첨가되거나 첨가되지 않은 배지에서 배
양한 각 세포주의 RNA를 분리하여 RT-PCR을 실시하였
다. 그 결과, virus에 감염되지 않은 정상 세포주에서는 
EGFP에 대한 증폭 단편이 나타나지 않았으며, virus에 
감염된 세포주에서는 증폭 단편이 확인되었다(Fig. 4, Fig. 
5). 증폭 단편은 vector system의 종류나 발현 유도 조건
에 관계없이 동일하게 나타났으며(Fig. 4, Fig. 5), 이러한 
결과를 통해 virus vector system에 의한 외래 유전자의 
전이가 성공적으로 이루어졌음을 확인할 수 있었다. 

각 세포주에서 EGFP 발현에 대한 단백질 수준의 정량 분석 

RT-PCR 실험과 동일한 조건에서 배양한 BFF 세포로
부터 전단백질을 분리하여 Western blotting을 실시하였
다. 동일한 세포의 전단백질을 SDS-PAGE한 후 EGFP에 
특이적으로 결합하는 항체를 반응시킨 결과, doxycycline
이 존재하는 발현 유도 조건에서는 TtGWPT나 TtGPTW 
실험군에 비해서  T3GWPT나 T3GPTW 실험군이 더 강
한 발현을 나타내었다(Fig. 6). 그러나 doxycycline이 없는 
비유도 조건에서는 TtGWPT가 감염된 세포주에서 약한 
발현이 확인되었다(Fig. 6). 이러한 현상은 기존의 Tet 
system에서는 EGFP 유전자의 발현 억제가 완벽하게 이
루어지지 않아서 background 활성이 존재하며, 새로운 

Fig. 4. RT-PCR analyses of the EGFP gene in BEF cells. 
The symbols at the top raw, such as ‘P‘, ‘Normal', 'TtG-
WPT', ‘TtGPTW’, 'T3GWPT' and ‘T3GPTW’ indicate plas-
mid vector, uninfected cell, TtGWPT, TtGPTW, T3GWPT 
or T3GPTW infected cells. The symbols at the second raw 
from the top, such as ‘－‘ or ‘+’ indicate culture media su-
pplemented with or without doxycycline, respectively.

Fig. 5. RT-PCR analyses of the EGFP gene in CEF cells. 
The symbols at the top raw, such as ‘P‘, ‘Normal', 'T3G-
WPT' and ‘T3GPTW’ indicate plasmid vector, uninfected 
cell, T3GWPT or T3GPTW infected cells. The symbols at 
the second raw from the top, such as ‘－‘ or ‘+’ indicate 
culture media supplemented with or without doxycycline, 
respectively.

Tet3G system에서는 보다 강력한 발현 억제가 이루어짐
을 의미하는 것이다. 세포주에서의 전반적인 발현이 정상
적으로 진행되고 있음을 확인하기 위해 대조구로 사용한 
α-tubulin 항체에 대한 반응은 모든 세포들에서 거의 동
일한 양상을 보였다(Fig. 6). 

Tet3G vector virus를 CEF 세포에 감염시켜서 발현 양
상을 관찰한 결과, BFF에서는 WPRE 서열이 transacti-
vator 서열의 3' 위치에 도입한 조건에서 가장 강한 발현
량과 발현 유도율을 나타내었는데 비해, CEF에서는 WP-
RE 서열이 EGFP 유전자의 3' 위치에 도입된 T3GWPT 
vector가 도입된 세포에서 가장 강한 발현과 높은 발현 
유도율을 보이는 것으로 확인되었다(Fig. 7). 따라서 세포
주의 종류에 따라 보다 효율적인 vector system의 선별 
과정이 필수적으로 선행되어야 할 것으로 생각된다. 

각 Tet System의 Doxycycline에 대한 민감도 확인
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Fig. 6. Determination of doxycycline induction of the EG-
FP gene in BFF cells using Western blot analyses. P, re-
combinant EGFP protein; Normal, uninfected cell; Each 
other cells are designated with the virus name used to in-
fect. －: cell was grown in the doxycycline free media. +: 
cell was grown in the media supplemented with doxycy-
cline (1 μg/ml). 

Fig. 7. Determination of doxycycline induction of the EG-
FP gene in CEF cells using Western blot analyses. P, re-
combinant EGFP protein; Normal, uninfected cell; Each 
other cells are designated with the virus name used to in-
fect. －: cell was grown in the doxycycline free media. +: 
cell was grown in the media supplemented with doxycy-
cline (1 μg/ml). 

발현 유도 조건에서 강한 GFP 발현을 나타낸 BFF-Tt-
GPTW와 BFF-T3GPTW 세포주에서 유도물질인 doxycy-
cline에 대한 민감도를 확인하고자 각 세포주에 다양한 
농도의 doxycycline을 첨가하여 발현을 유도한 후, We-
stern blotting과 ELISA 방법을 이용하여 발현을 측정하
였다. Western blotting 실험에서는 TtGPTW에서 EGFP의 
발현이 doxycycline 농도가 100 ng/ml 이상에서 확인된 
데 비해, T3GPTW에서는 10 ng/ml 조건에서 약한 발현
이 나타났다(Fig. 8). 

ELISA 결과에서도 TtGPTW에 비해 T3GPTW에서 높
은 GFP 발현량을 나타내었는데, 10 ng/ml의 doxycycline 
농도에서는 약 11배, 100 ng/ml에서는 1.8배, 그리고 1,000 
ng/ml에서는 약 1.6배 이상 높게 나타났다(Fig. 9). 이는 
전자에 비해 후자 system이 발현 유도물질에 대한 민감
성이 향상되어서 저농도의 유도물질이 존재하는 조건에

Fig. 8. Western blot analyses of BFF-TtGPTW and BFF-T3-
GPTW cells in different doxycycline concentration. Cell was 
grown in the media supplemented with doxycycline (con-
centrations used are indicated) for 2 days.

Fig. 9. ELISA analyses of BFF-TtGPTW and BFF-T3GPTW 
cells in different doxycycline concentration. Cell was gr-
own in the media supplemented with doxycycline (concen-
trations used are indicated) for 2 days.

서도 발현이 유도될 수 있음을 의미한다. 

고 찰

Tet system은 in vitro나 in vivo에서 외래 유전자의 발
현을 유도적으로 조절하기 위한 가장 널리 알려진 유전
자 조절 system이다. 1992년 Gossen과 Bujard에 의해서 
소개된 이 system은 생산된 transactivator 단백질이 발현 
유도체인 tetracycline 계열의 물질과 결합하여 TRE 부분
에 작용함으로써 tetracycline inducible promoter의 조절 
하에 외래 유전자의 발현이 일어나는 system으로, 이 
system이 도입된 세포나 형질전환 개체에서는 발현 유도
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체인 tetracycline 계열의 물질이 존재하는 조건 하에서 
외래 유전자의 발현이 유도된다(Gossen과 Bujard, 1992; 
Gossen 등, 1995). Tet system의 초기 구성은 두 요소, 즉 
TRE가 포함된 promoter 부분과 transactivator 부분이 서
로 다른 vector 상에 존재하는 two vector system으로서, 
형질전환 동물 생산 등의 실험에 적용시 각각의 vector가 
도입된 개체를 선별한 후 교미를 통한 후세대 생산 및 개
체 분석 등을 실시해야 하므로 시간적, 경제적 손실이 크
다(Ryding 등, 2001). 이러한 문제점을 해결하기 위하여 
최근에는 두 요소를 단일 cassette에 도입하여 구축한 one 
vector system을 형질전환 동물 생산 및 knock out/-in 동
물 생산 등의 여러 연구에 사용하고 있으며(Bäckman 등, 
2004), 본 연구실에서 구축한 기존의 one vector system
도 기존의 two vector Tet system에 비해서 실험 과정의 
단축으로 인한 기술적, 시간적 측면에서의 장점을 가지며, 
발현율과 유도율이 높은 것으로 보고되었다(Koo 등, 2005; 
Koo 등, 2009). 이 외에도 Tet system의 개선은 TRE가 포
함된 promoter 부분과 transactivator 부분의 구성을 변형
시켜서 비유도 조건에서의 background 활성을 감소시키
고, tetracycline 계열의 물질에 대한 감도를 향상시켜서 
발현 유도율을 증가시키는 방향으로 진행되고 있다. 

본 연구에서 구축한 Tet3G system은 PGK promoter 
하에 rtTA2SM2 서열이 존재하고, TRE-tight (Clontech, 
USA)가 도입되어 있는 기존의 Tet system에 비해서(Koo 
등, 2009) 개선된 형태의 transactivator와 inducible pro-
moter를 도입한 형태로서, transactivator는 변형된 bacte-
rial Tet represssor와 3개의 minimal VP16 activation do-
main을 결합하였으며, 기존의 Tet-On Advanced trans-
activator의 5개의 아미노산을 변형시킨 구조이다. Pro-
moter 부위는 기존의 pTRE-tight promoter 서열의 연결 
부위 서열 간격이 변형되고, 중앙 부분이 무작위로 정렬
된 형태로 endogenous mammalian transcription factor 
결합 부위가 존재하지 않는 구조이다. 이 Tet3G system
은 기존의 여러 Tet system에 비해 발현 유도 조건에서는 
매우 높은 발현율을 나타내며, 낮은 doxycycline 농도에
도 민감하게 반응한다. 또한 TRE3G promoter에는 en-
dogenous mammalian transcription factor 결합 부위가 
존재하지 않으므로 transactivator protein이 없는 조건에
서는 활성화가 되지 않아서 기저 발현이 거의 나타나지 
않는다. 따라서 본 연구에서 구축한 이 두 조합의 Tet3G 
system은 매우 효율적인 외래 유전자 발현 조절 system
으로, 외래 유전자를 도입하는 실험 방법을 이용하는 모
든 연구, 즉 형질전환 동물의 생산이나 유전자 치료, 유전
자 적중 등에서 유용하게 사용할 수 있을 것이다.  
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