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ABSTRACT

In this study, to further understand the mechanism of animal growth and to develop a miniature transgenic animal 
model, we constructed and tested tetracycline-inducible RNAi system using shRNA targeting the mRNA of mouse 
insulin-like growth factor (mIGF-1) or mouse growth hormone receptor (mGHR) gene. Quantitative real-time PCR 
analysis of mouse liver cell (Hepa1c1c7) cells transfected with these vectors showed 85% or 90% of expression inhi-
bition effect of IGF-1 or GHR, respectively. In ELISA analysis, the protein level of IGF-1 in the cells expressing the 
shRNA targeting IGF-1 mRNA was reduced to 26% of non-transformed control cells. Unexpectedly, in case of using 
shRNA targeting GHR, the IGF-1 protein level was decreased to 75% of control cells. Further experiments are needed 
to explain the lower interference effect of GHR shRNA in IGF-1 protein. Accumulated knowledge of this approach 
could be applicable to a variety of related biological area including gene function study, gene therapy, development 
of miniature animals, etc.
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서 론         

생쥐의 성장은 직간접적으로 성장에 관련하는 호르몬
과 조절 인자, 그리고 호르몬 수용체들이 관여하는 복잡
한 기작에 의해 이루어진다(Lupu 등, 2001). 성장을 조절
하거나 성장과 관련된 질환 연구를 위하여 표적이 되는 
유전자는 호르몬뿐만 아니라 수용체 유전자도 그 대상이 
되고 있다. 본 연구에서는 insulin-like growth factor (IGF- 
1)과 성장호르몬(growth hormone, GH) 수용체인 growth 
hormone receptor (GHR) 유전자를 표적으로 하여 각 유
전자의 발현을 유도적으로 억제할 수 있는 system을 확
립하고자 하였다. 표적 인자 중 IGF-1은 70개의 아미노산
으로 이루어진 peptide hormone으로서 GH의 조절 하에 
주로 간에서 합성 및 분비된다. IGF-1은 세포성장과 분화
를 조절하여 성장을 촉진할 뿐만 아니라 뼈, 근육, 신경조

직을 형성하며, 손상된 세포를 재생시키는 역할을 한다
(Isaksson 등, 1987). 또한, 뇌하수체에 작용하여 GH의 분
비를 억제하는 되먹임 작용을 나타낸다. 성장호르몬의 수
용체 역할을 담당하고 있는 GHR은 세포막을 관통하는 
구조를 가지며, 세포외 영역을 단백질 분해효소로 분해한 
후 혈액 내에 유리되어 성장호르몬의 결합단백질로 작용
한다. IGF-1 유전자의 돌연변이는 생쥐의 체성장을 억제
하여 정상 대조군에 비해 45%의 체중을 나타내도록 하였
으며(Liu 등, 1993), GHR 유전자의 돌연변이는 성장 장애
로 인한 왜소증인 Laron syndrome의 주요 원인으로 확
인되었다(Eshet 등, 1984). 또한, GHR 유전자를 knockout
시켜서 Laron syndrome 동물 모델을 개발한 연구도 보
고되었다(Zhou 등, 1997). 이에 본 연구에서는 생쥐의 
IGF-1과 GHR 유전자의 발현을 보다 효율적으로 억제하
여 성장 저해를 유도하고자 하였으며, 각 유전자의 발현 
억제 수단으로 RNAi system을 이용하였다. RNAi sys-
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tem은 초파리나 생쥐의 배아, 사람의 세포 등 여러 개체
에서 나타나는 gene-silencing 기작으로 1998년에 Fire 등
에 의해 dsRNA에 의해 서열 특이적으로 유전자 발현을 
억제할 수 있음을 처음으로 발견하였다. 이 후 2001년에 
Elbashir 등이 포유류 세포에서 21～25 mer의 siRNA (sh-
ort interfering RNA)를 이용하여 서열 특이적인 발현 억
제가 가능하다는 사실을 보고하였다. 이러한 작은 크기의 
siRNA는 외부에서 단시간에 합성이 가능하고, 신속하고 
효율적으로 표적 유전자를 knock-down시킬 수 있는 장
점을 가지나, 높은 합성 비용과 siRNA 효율이 단시간 동
안만 지속된다는 단점을 가진다(Devroe와 Silver, 2002). 
또한, 세포 내로 유전자를 transfection하는 과정에서 세
포에 따른 유전자 도입 효율이 매우 저조하거나, 도입된 
유전자가 시간의 경과에 따라 세포 내에서 소실되어 버
리는 현상도 나타난다. 이러한 단점을 해결하기 위하여 
50 ～70 bp의 shRNA를 합성하여 virus vector system에 
도입하고자 하였다. shRNA는 sense, antisense oligomer
가 5～10 bp nucleotide의 loop 부위 양쪽으로 위치하여 
서로 상보적으로 연결된 hairpin stem loop의 형태를 이
루고 있다(Chen 등, 2003; Kwak 등, 2003). 이 shRNA를 
합성하여 retrovirus vector에 도입함으로써 세포나 개체 
내에서 장시간에 걸쳐 RNAi 효과가 유지되도록 하였다
(Wilson과 Richardson, 2003). 또한, 개체 발생과 증식 등
의 과정에서 관여하는 유전자 기능 해석 및 특정 유전자
의 발현을 억제함으로써 유전자 치료에 적용하는 등의 

 

Table 1. Designed shRNAs targeting the mRNA of mIGF-1 and mGHR genes

Target gene siRNA target sequence shRNA sequence

Mouse IGF-I

mIGF-1 siRNAi-342
CTGTGACTTCTTGAAGATA

Top Strand (66 bp) 
5'-gatccGCTGTGACTTCTTGAAGATATTCAAGAGATATCTTCAAGAAGTCACAGTTT
TTTACGCGTg-3' 

Bottom Strand (66 bp) 
5'-aattcACGCGTAAAAAACTGTGACTTCTTGAAGATATCTCTTGAATATCTTCAAGA
AGTCACAGCg-3' 

mIGF-1 siRNAi-674
CTGACATGCCCAAGACTCA

Top Strand (66 bp) 
5'-gatccGCTGACATGCCCAAGACTCATTCAAGAGATGAGTCTTGGGCATGTCAGTTT
TTTACGCGTg-3' 

Bottom Strand (66 bp) 
5'-aattcACGCGTAAAAAACTGACATGCCCAAGACTCATCTCTTGAATGAGTCTTGGG
CATGTCAGCg-3' 

Mouse GHR

mGHR siRNA-1197
TCCAGATCTTCTCAAGGAA

Top Strand (66 bp) 
5'-gatccGTCCAGATCTTCTCAAGGAATTCAAGAGATTCCTTGAGAAGATCTGGATTT
TTTACGCGTg-3' 

Bottom Strand (66 bp) 
5'-aattcACGCGTAAAAAATCCAGATCTTCTCAAGGAATCTCTTGAATTCCTTGAGAA
GATCTGGACg-3' 

mGHR siRNA-1358
CAGACAGACTTCTAAGCAA

Top Strand (66 bp) 
5'-gatccGCAGACAGACTTCTAAGCAATTCAAGAGATTGCTTAGAAGTCTGTCTGTTT
TTTACGCGTg-3' 
 
Bottom Strand (66 bp)
5'-aattcACGCGTAAAAAACAGACAGACTTCTAAGCAATCTCTTGAATTGCTTAGAA
GTCTGTCTGCg-3' 

보다 정확한 연구를 위하여 원하는 시간이나 국한된 조직
에서 RNAi 발현을 조절할 수 있도록 shRNA inducible 
expression system을 구축하고자 하였다(Van de Weter-
ing 등, 2003). 본 연구에서도 생쥐의 체성장 관련 유전자
에 대한 shRNA를 합성하여 간 조직 특이적인 promoter
의 조절 하에 위치하도록 하였으며, 이를 tetracycline indu-
cible retrovirus vector에 도입함으로써 간세포 내에서 체
성장 관련 유전자의 지속적인 발현 억제가 일어나도록 하
였다. 각 shRNA에 위한 체성장 관련 유전자의 발현 억제
는 ELISA와 quantitative real-time PCR 방법으로 확인하였
으며, 가장 효율적인 shRNA 서열을 선별하고자 하였다.  

실험 방법

shRNA 합성

생쥐 IGF-1 (GenBank accession No. NM_010512.4) 유
전자와 GHR (GenBank accession No. NM_010284.3)에 
대한 RNA 간섭 서열은 Clontech사의 온라인 프로그램인 
RNAi Target Sequence Selector (http://www.clontech.com/ 
KR/Support/Online_Tools)를 이용하여 도출하였다. RNA 
간섭 서열은 각 유전자의 cDNA 서열 중 open reading 
frame 부분만의 염기서열을 프로그램에 도입하여 결정하
였다. 각 유전자에 대하여 결정된 RNA 간섭 서열은 다시 
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shRNA Sequence Designer (http://www.clontech.com/KR/ 
Support/Online_Tools) 프로그램을 이용하여 shRNA 간
섭 서열로 디자인하였으며, 각각의 shRNA 간섭 서열은 
주식회사 바이오니아에 의뢰하여 합성하였다. 합성된 oli-
gonucleotide들은 BamHI 점착 말단부, sense, loop, anti-
sense, 전사 중지 서열인 6 base의 poly T 및 EcoRI 점착 
말단부로 구성되어 있는 top strand oligonucleotide와 이
와 상보적 서열인 bottom strand oligonucleotide로 각각
의 single-strand 구조이다(Table 1). 

Oligonucleotide (20 μM)들은 T4 polynucleotide ki-
naese와 PCR 기기를 이용하여 37℃에서 30분간 반응시
켜서 5' 말단의 염기를 인산화 하였고, 이 후 95℃에서 2
분간 가열 후 PCR 기기의 작동을 멈추고, 1시간 동안 서
서히 반응 온도를 낮추어 double-strand 구조의 oligonu-
cleotide를 형성하였다. 이상의 생쥐 shRNA double-strand 
oligonucleotide들은 간 조직 특이적인 albumin promo-
ter의 조절 하에 tetracyline-controlled transcriptional su-
ppressor (tTs) sequence가 도입되어 있고, TREmod/U6p 
promoter 조절 하에 shRNA 서열을 도입할 수 있는 te-
tracycline inducible retrovirus vector인 pTetRNAi-X- 
ATINW와 재조합하였다. 각각의 구축한 vector의 구조는 
Fig. 1과 같다. 

생쥐 shRNA를 도입한 Tet Vector System의 유전자 발현

의 Knock-Down 효과 검정

Fig. 1. Construction of pTetRNAi-mIGF1i-ATINW and pTetRNAi-mGHRi-ATINW retrovirus vectors. CMV/MSV LTR, cytomegalovirus/mouse 
sarcoma virus hybrid promoter long terminal repeat; TREmod/U6p, derived from modified Tet response element and human U6 small nuclear 
promoter; mIGF1i, mouse IGF-1 shRNA; Albp, albumin promoter; tTS, tetracycline-controlled transcriptional suppressor; IRES, internal 
ribosome entry site; NeoR, neomycin resistant gene; WPRE, woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element; mGHRi, mouse 
GHR shRNA. Length of each sequence is not drawn to scale. 

Table 2. Mouse shRNA primers used in real-time PCR analysis

Gene Sequence Product size (bp)

mIGF-1 5'-CTTCTACCTGGCGCTCTGCTTG-3' (+)
5'-ATCACAGCTCCGGAAGCAACAC-3' (—) 208

mGHR 5'-TGAGGCACTTCAAAGTCTTGCC-3' (+)
5'-GTGCTCTTCCCACCTTGGATTT-3' (—) 223

mGAPDH 5'-AATGCATCCTGCACCACCAACT-3' (+)
5'-TTCAGCTCTGGGATGACCTTGC-3' (—) 230

생쥐 shRNA 유전자가 내재된 retrovirus를 생산하기 
위하여 packaging 세포인 GP2 293 (Clontech, USA)에 재
조합한 각각의 pTetRNAi-mIGF1i-ATINW, pTetRNAi- 
mGHRi-ATINW vector와 피막 유전자인 VSV-G (vesi-
cular stomatitis virus G glycoprotein)가 포함된 pVSV-G 
(Clontech, USA)를 calcium phosphate 방법으로 co-tr-
ansfection하였다. 48시간이 경과된 후 virus를 수확하여 
감염 촉매제인 polybrene (5 μg/mL; Sigma, USA)을 첨
가한 후 24시간 전에 준비해 둔 1×10⁶개의 Hepa1c1c7 세
포에 감염시켰다. 다음날부터 G418 (600 μg/mL; Sigma, 
USA)이 첨가된 배양액으로 2주간 선별 과정을 거친 후 
유전자가 전이된 세포주를 확립하였다. 본 실험에서 사용
한 GP2 293 (Clontech, USA) 세포는 10%의 FBS (fetal 
bovine serum; HyClone, USA)와 penicillin (100 U/mL) - 
streptomycin (100 μg/mL) (Pen/Strep; GibcoBRL, USA)
이 첨가된 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, 
4.5 g/L glucose, GibcoBRL, USA)에서 배양하였으며, 
Hepa1c1c7 세포는 10% FBS가 첨가된 Alpha minimum 
essential medium (α-MEM, GibcoBRL, USA)에서 배양
하였다. 확립한 각 세포를 1 μg/mL의 doxycycline이 첨
가되거나 참가되지 않은 배양액에서 48시간 배양하였다. 
실험에 사용한 doxycycline은 tetracycline의 유도물질로
서 induction의 효율을 높여주는 물질로 알려져 있으며
(Cunningham 등, 1997), 실험에 사용한 doxycycline의 최
적 농도(1 μg/mL)는 Urlinger 등 (2000)의 보고와 본 연



손혜진 등102

구자의 예비 실험을 통해 결정하였다. 배양한 세포로부터 
total RNA를 분리하여 quantitative real-time PCR을 실
시하였으며, 배양액을 취하여 mIGF-1에 대한 ELISA를 
실시하였다. 

먼저 세포내 total RNA는 세포를 TRI reagent (Ta-
KaRa, Japan)로 처리하여 분리하였다. 분리한 RNA로부
터 cDNA를 생산하기 위하여 ImProm-Ⅱ Reverse Trans-
cription System Kit (Promega, USA)을 사용하였다. m-
IGF-1 및 mGHR 유전자의 knock-down 여부를 확인하기 
위하여 quantitative real-time PCR을 수행하였는데 반응
에 사용한 각 유전자에 대한 특이적인 PCR primer 서열
은 Table 2와 같다. 

Bio-Rad 회사(USA)의 CFX96TM real-time PCR detec-
tion system을 이용하여 동일한 sample을 4개씩 동시에 
real-time PCR을 수행하였으며, 같은 과정을 2회 반복 실
험하였다. PCR 반응은 IQTM SYBR Green qPCR Master 
mix (Bio-Rad, USA) 10 μL에 각각 5 pmol의 +와 － st-
rand primer, 그리고 cDNA template 30 ng을 넣어 전체 
20 μL로 수행하였다. 세포의 total RNA에서 mIGF-1 및 
mGHR 유전자의 상대적 발현양을 측정하기 위하여 in-
ternal control인 mGAPDH와 함께 quantitative real-time 
PCR을 수행하였다. Quantitative real-time PCR 결과를 
CFX manager software로 분석하여 Ct값을 결정하였으
며, Ct값에서 mGAPDH 유전자의 Ct값은 reference로 정
하고 mIGF-1 및 mGHR 유전자의 Ct값은 target으로 정한 
뒤 2—∆∆CT 방법(Livak과 Schmittgen, 2001)을 사용하여 최
종적으로 mIGF-1 및 mGHR 유전자의 발현 정도를 비교
하였다. 

ELISA 실험은 R&D systems (USA)의 Mouse/Rat IGF- 
I ELISA kit을 이용하여 실시하였다. 96 well plate에 Ca-
librator Diluent RD5-38 buffer를 50 μL씩 넣은 후  준
비된 sample과 standard를 50 μL씩 첨가하여 실온의 
microplate shaker 상에서 2시간 반응시켰다. 반응 2시간 
후 wash buffer로 4회 수세한 다음 100 μL의 conjugate
를 각 well에 첨가하여 2시간 동안 실온의 microplate 
shaker 상에서 반응시켰다. 4회 수세한 각 well에 substrate 
100 μL를 첨가하여 실온에 30분간 방치한 후, stop solu-
tion 100 μL를 넣고 반응을 종료하였다. 발색반응을 확
인한 뒤 450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 

결 과

Tetracycline 유도적인 Retrovirus Vector System을 이용

한 mIGF-1i의 Knock-Down 효과 검정

본 실험에 사용된 vector의 경우, Tet-system이 적용된 
shRNA vector이므로 각 세포에서 mIGF-1 및 mGHR의 
발현 조절을 알아보기 위해 doxycycline을 1 μg/mL의 
농도로 48시간 동안 처리하였다. TetRNAi-mIGF1i-342, 
674-ATINW 세포에서 mGAPDH 유전자에 대한 mIGF-1 
유전자의 억제 정도를 상대적으로 분석한 결과, 발현 억
제 효율이 83.7%, 85.3% 정도의 발현 억제 효과를 나타내

Fig. 2. Efficiency of mIGF-1 knock-down using mIGF1i shRNA in 
Hepa1c1c7 and Hepa1c1c7-TetRNAi-mIGF-1i-ATINW cells using 
quantitative real-time PCR analysis. (—), cell was grown in the 
doxycycline-free media for 48 hrs; (+), cell was grown in the media 
supplemented with doxycycline (1 μg/mL) for 48 hrs.

었고(Fig. 2), doxycycline에 의한 유도적 shRNA 발현이 
이루어져 knock-down 되고 있음을 알 수가 있었다. 

Tetracycline 유도적인 Retrovirus Vector System을 이용

한 mGHRi의 Knock-Down 효과 검정 

TetRNAi-mGHR1i-641, 1197, 1358-ATINW 세포에서 
mGAPDH 유전자에 대한 mGHR 유전자의 억제 정도를 
상대적으로 분석한 결과, 발현효율이 90.4%, 90.3%, 93.4% 
정도의 발현 억제 효과를 나타내었다(Fig. 3). 또한, m-
GHR 유전자의 억제로 인하여 mGHR의 결핍이 생기면서 
세포에 mIGF-1의 합성에 영향을 미치므로 mIGF-1 유전
자의 억제효율 정도를 같이 상대적으로 분석한 결과, 발
현효율이 86.7%, 88.9%, 91.9% 정도의 발현 억제 효과를 
나타내었다(Fig. 3). 결과적으로 doxycycline을 48시간 처
리시 TetRNAi-mIGF1i-674-ATINW에서 가장 높은 85.3%
의 억제 효율이 나타났으며, TetRNAi-mGHR1i-1358-ATI-
NW에서 가장 높은 93.4%의 억제 효율을 나타내었다(Fig. 
3). 이상의 결과로, mIGF-1 유전자 및 mGHR 유전자의 
target site에 대한 각각의 shRNA vector들은 세포내 
total RNA 수준에서 전반적으로 높은 발현 억제 효율을 
나타내므로, 각 유전자의 발현을 doxycycline 조절 하에 
knock-down시키기 위한 적합한 vector system임을 확인
할 수 있었다.

단백질 수준에서의 mIGF-1i와 mGHRi의 Knock-Down 효
율 양상 확인

각 shRNA에 의한 RNA 수준에서의 knock-down 효율
을 quantitative real-time PCR 방법으로 확인한 후, 단백
질 수준에서의 억제 효율을 검정하고자 mIGF-1에 대한 
ELISA를 실시하였다. 

Hepa1c1c7-TetRNAi-mIGF1i-342-ATINW와 He-
pa1c1c7-TetRNAi-mIGF1i-674-ATINW 세포에 doxycy-
cline을 1 μg/mL의 농도로 48시간 동안 처리한 후, 배양
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Fig. 3. Efficiency of mGHR and mIGF-1 knock-down using mGHRi shRNA in Hepa1c1c7 and Hepa1c1c7-TetRNAi-mGHRi-ATINW cells 
using quantitative real-time PCR analysis. (—), cell was grown in the doxycycline-free media for 48 hrs; (+), cell was grown in the media 
supplemented with doxycycline (1 μg/mL) for 48 hrs. 

액에 포함된 mIGF-1 단백질 양을 ELISA 방법으로 측정
한 결과, 전자의 세포에서는 doxycycline 처리를 하지 않
은 경우와 처리한 경우가 각각 370.8 pg/mL, 96,7 pg/mL
로 나타났고, 후자의 세포는 각각 378.6 pg/mL, 97 pg/ 
mL의 값을 나타내었다(Fig. 4). 즉, 각각의 shRNA에 대
한 표적 유전자의 발현 억제 효율은 73.9%, 74.4%로 측정
되었는데, 이는 doxycycline에 의한 유도적인 shRNA 발
현으로 인해 표적 유전자의 발현 억제가 단백질 수준에
서 일어나고 있음을 증명하는 결과이다. 

이에 반해 mGHR에 대한 shRNA가 도입된 Hepa1c1c7- 
TetRNAi-mGHRi-1197-ATINW와 Hepa1c1c7-TetRNAi-m-
GHRi-1358-ATINW 세포에서는 mIGF-1 단백질 양이 전
자의 세포에서는 doxycycline 처리를 하지 않은 경우와 
처리한 경우가 각각 347.2 pg/mL, 266 pg/mL로 나타났
고, 후자의 세포는 각각 287.9 pg/mL, 209.3 pg/mL로 측정
되었다(Fig. 5). 각각 shRNA의 단백질 수준에서의 발현 
억제 효율은 23.4%와 27.3%로서, mIGF-1에 대한 shRNA가

Fig. 4. ELISA analysis of mIGF-1 in Hepa1c1c7 and Hepa1c1c7- 
TetRNAi-mIGF-1i-ATINW cells. (—), cell was grown in the doxycy-
cline-free media for 48 hrs; (+), cell was grown in the media su-
pplemented with doxycycline (1 μg/mL) for 48 hrs.

Fig. 5. ELISA analysis of mIGF-1 in Hepa1c1c7 and Hepa1c1c7- 
TetRNAi-mGHRi-ATINW cells. (—), cell was grown in the doxycy-
cline-free media for 48 hrs; (+), cell was grown in the media su-
pplemented with doxycycline (1 μg/mL) for 48 hrs.

도입된 경우에 비해 표적 유전자의 발현 억제 효율이 상
대적으로 저조한 것으로 확인되었다. 

고 찰

체성장에 관여하는 유전자인 IGF-1과 GH receptor의 
발현의 억제에 관한 연구는 성장 관련 질환에 대한 유전
자 치료뿐만 아니라, 형질전환 소형 동물의 개발에도 적
용될 수 있다. 이에 본 연구에서는 생쥐의 체성장에 관련
된 유전자인 mIGF-1과 mGHR 유전자에 대한 shRNA 서
열을 design하였으며, 동물에 적용시 shRNA에 의한 특
정 유전자의 knock-down이 유발됨으로 인하여 나타날 
수 있는 생리적인 부작용을 최소화하기 위하여 tetracy-
cline 유도적인 retrovirus vector system을 도입하고자 하
였다. 본 연구에서 사용한 virus vector는 복제 불능 
retrovirus vector로서, 종양 유발성 인자들이 제거된 형태
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로 세포독성을 나타내지 않으며, 감염된 숙주세포의 ge-
nome 상으로 안정하게 도입되어 지속적인 유전자의 전
달이 가능한 매개체로 알려져 있다(Tai와 Kasahara, 2008). 
발생 및 분화, 세포주기 조절 등에 관여하는 유전자의 기
능 연구나 특정 유전자의 조직 또는 시기 특이적인 발현 
억제에 관한 연구에 있어서 shRNA에 의한 지속적인 유
전자 발현 억제는 큰 문제점으로 대두될 수 있다. 이에 
기존의 유전자 발현 조절 system인 tetracycline inducible 
system이나 ecdysone inducible system을 RNAi system
에 도입하고자 하는 연구가 시도되었다(Van de Wetering 
등, 2003; Gupta 등, 2004). 본 연구에서는 전자의 system
을 도입하였는데, 이  system의 조절단백질로는 보편적으
로 사용되는 reverse tetracycline controlled transactiva-
tor (rtTA) 대신 tetracycline-controlled transcriptional si-
lencer (tTS)를 사용하였다. tTS는 Tet repressor protein 
(TetR)과 Kid-1 protein (SDKid-1)의 KRAB-AB silencing 
domain이 융합된 형태로서 강력한 transcriptional supp-
ressor로 작용한다(Freundlieb 등, 1999; Witzgall 등, 1994). 
작용 기작을 간단히 살펴보면, Dox가 없을 때 tTS는 Tet 
operator sequences (TetO)와 결합하고 KRAB-AB do-
main은 TetO sequence의 promoter downstream에서 강
력한 transcription suppressor로 작용한다(Zhu 등, 2001, 
2002). 또한, promoter가 내재된 TRE 부위는 U6 promo-
ter와 H1 promoter의 TATA box와 initiation site 사이에
서 tet- operator 서열이 삽입된 형태이다. 본 연구에서 구
축한 tetracycline 유도적인 RNAi retrovirus vector sys-
tem을 이용한 각각의 shRNA에 위한 체성장 관련 유전자
의 발현 억제를 in vitro 상에서 확인한 결과, 매우 효율적
인 유전자 발현의 knock-down 효과를 나타내는 것으로 
확인되었는데, mIGF-1 shRNA가 mGHR shRNA를 사용
한 경우보다 RNA와 단백질 수준 모두에서 효율적인 발
현 억제 현상을 나타내는 것으로 판단되었다. Quantita-
tive real-time PCR 분석에서는 mIGF-1에 대해서 약 85%
의 유전자 발현 억제 효율을 나타냈고, mGHR에 대해서
는 약 90% 이상의 유전자 발현 억제 효율을 나타내었다. 
또한, mIGF-1과 mGHR 유전자에 대한 shRNA의 단백질 
수준에서의 발현 억제 양상을 확인하기 위하여 ELISA를 
실시한 결과, mIGF-1에서는 약 74% 단백질 발현 억제 효
과를, mGHR에서는 약 25% 정도의 단백질 발현 억제 효
과를 나타내는 것으로 확인되었다. 이는 성장에 관련하는 
인자 중 GHR보다 IGF-1을 이용한 발현의 knock-down이 
더 효율적임을 증명하는 결과이다. GHR보다 IGF-1이 성
장에 있어서 보다 큰 영향을 나타낸다는 연구는 Lupu 등
(2001)이 실시한 GHR과 IGF-1 유전자를 제거한 생쥐를 
이용한 실험에서도 보고되었는데, GHR과 IGF-I이 모두 
결손된 생쥐의 경우에 가장 심한 성장장애가 관찰되며, 
IGF- 1이 결손된 생쥐와 GHR만 결손된 생쥐 순으로 성
장장애가 나타나서, GHR에 비해 IGF-1이 성장에 큰 영
향을 나타내는 것으로 확인되었다. 

이상의 연구에서 도출한 Tet-RNAi system 및 in vitro 
결과들은 개체 발생과 증식 등의 과정에서 관여하는 유
전자 기능 연구 및 특정 유전자의 발현 억제에 적용하여 
유전자 치료 연구에 이용하거나, 성장 관련 질환 모델의 
생산 및 애완용 형질전환 소형 동물의 개발 등의 여러 분

야에 활용할 수 있을 것으로 기대된다. 
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