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서 론         

Insulin-like growth factor1(IGF-1)은 인슐린과 분자 구
조가 유사한 호르몬으로서 어린 동물의 성장에 중요한 
역할을 하고, 뇌하수체 전엽에서 만들어지고 혈류로 방출 
된 성장 호르몬에 의하여 간으로부터 IGF-1이 생성되는 
것으로 알려져 있으며, IGF-1은 전신의 신체 성장을 자극
하고, 신체의 거의 모든 세포, 특히 골격근, 연골, 뼈, 간, 
신장, 신경, 피부, 조혈 세포 및 폐 등의 성장 촉진 효과
를 가지는 것으로 보고되고 있다(Yakar 등, 2002). 1994년 
사람 IGF-1이 토끼 유선에서 생산되는 형질전환 토끼가 

생산되었으며, 유즙 1리터당 1 g의 IGF-1이 생산되었다고 
보고하였다(Brem 등, 1994). 또한 다른 연구 그룹에서도 
1998년 사람 IGF-1이 토끼 유선에서 발현되는 형질전환 토
끼를 생산하였다고 보고하였으며, 모든 형질전환 토끼는 
생리활성이 있는 IGF-1을 1 mL 유즙당 360±15에서 678±8 
mg을 생산하였다고 보고하고 있다(Zinovieva 등, 1998). 

형질전환 동물에 의하여 재조합 단백질의 생산은 동물
생명공학에 있어서 중요한 하나의 목표로 알려져 있다
(Houdebine, 2000; Houdebine, 2009). 유즙으로부터 재조
합 단백질의 생산은 우유 단백질이 자연적으로 분비되기 
때문에 많은 연구자들이 유즙으로부터의 재조합 단백질 
생산을 위하여 형질전환 동물을 개발하고 있다(Houde-
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ABSTRACT

The production of therapeutic protein from transgenic domestic animal is the major technology of biotechnology. 
Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) is known to play an important role in the growth of the animal. The objective of 
this study is construction of knock-in vector that bovine IGF-1 gene is inserted into the exon 7 locus of β-casein gene 
and expressed using the gene regulatory DNA sequence of bovine β-casein gene. The knock-in vector consists of 5’ 
arm region (1.02 kb), bIGF-1 cDNA, CMV-EGFP, and 3’ arm region (1.81 kb). To express bIGF-1 gene as transgene, 
the F2A sequence was fused to the 5’ terminal of bIGF-1 gene and inserted into exon 7 of the β-casein gene. As a 
result, the knock-in vector is confirmed that the amino acids are synthesized without termination from the β-casein 
exon 7 region to the bIGF-1 gene by DNA sequence. These knock-in vectors may help to create transgenic dairy cattle 
expressing bovine bIGF-1 protein in the mammary gland via the expression system of the bovine β-casein gene. 
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bine, 2009). 이러한 형질전환 동물의 안정적 발현을 위하
여 최근에는 유전자 적중 방법에 의하여 동물을 생산하
고자 하는 노력이 있다(McCreath 등, 2000; Liu 등, 2013; 
Liu 등, 2014). 

유전자 적중방법은 상동유전자 재조합을 이용하여 외
래 유전자로 변이된 유전자를 특정 유전자 위치에 삽입
하여 내인성 유전자 발현을 억제하는 knock-out 방법과 
유전체 상의 특정 위치에 외래유전자를 삽입하여 내인성 
유전자의 유전자 발현 조절 염기서열을 이용하여 외래유
전자를 발현시키는 knock-in 방법이 있다(Yáñez과 Por-
ter, 1998; Müller, 1999; Clark 등, 2000). 가축에 있어서 
유전자 적중에 의하여 재조합 단백질을 유즙으로부터 생
산하고자 하는 연구는 2000년도에 McCreath 등에 의하여 
양의 β-lactoglobine 프로모터를 사용하여 유선으로부터 
인간 α1-antitypsin이 양의 α1(I) procollagen (COL1A1) 
위치에서 발현할 수 있는 복제양이 생산되었다는 보고가 
최초로 알려지고 있다. 

최근에는 유전자 가위인 Zinc Finger Nuclease (ZFN), 
Transcription activator-like effector nuclease (TALEN), 
Clustered regularly interspaed short palindromic re-
peats/Cas9 (CRISPR/Cas9)를 이용하여 보다 효과적으로 
형질전환동물을 생산하고 있다(Gaj 등, 2013). 이러한 유
전자 가위의 한 종류인 ZFN을 이용하여 소 β-casein 유
전자 위치에서 lysostaphin이 발현되는 knock-in된 소를 
생산되었으며(Liu 등, 2013), 또한 소 β-casein 유전자 위
치에 사람 lysozyme 유전자가 knock-in된 소는 유방염에 
저항성을 가지는 것으로 보고되고 있다. 2016년도에는 
CRISPR/Cas9을 이용하여 소 β-casein 유전자 엑손 3위치
에서(Liu 등, 2014) 사람 FGF2가 발현하는 벡터와 체세포
가 개발된 것으로 보고되고 있다(Jeong 등, 2016). 그러나 
소 β-casein 유전자의 exon 7 위치 β-casein 함께 외래 
유전자가 발현할 수 있는 knock-in 벡터가 개발된 바는 
없다. 

따라서 본 연구에서는 젖소 β-casein 유전자의 exon 7 
위치에서 소 IGF-1이 소 β-casein과 함께 발현할 수 있는 
knock-in 벡터를 제작하였다. 

재료 및 방법

RT-PCR에 의한 소 IGF-1 cDNA의 동정 

RT-PCR에 이용할 total RNA는 젖소의 유선조직으로
부터 QIAgen RNeasy Mini Kit(QIAgen, Germany)를 이
용하여 정제하였다. 먼저 cDNA를 합성하기 위하여 정제
한 Total RNA 5 μg과 Random primer (Takara, Japan) 
240 ng을 전체 12 uL 멸균증류수에 포함되도록 0.2 mL 
PCR tube에 넣은 후 70℃에서 10분 배양하였다. 그 후 
얼음 위에서 5X First strand buffer 4 μL, 0.1M dTT 2 
μL, 10 mM dNTP 1 μL를 각 tube에 분주한 다음 25℃
에서 10분 반응 후 42℃ 2분 반응시킨 다음 Reverse Tr-
anscriptase Superscript Ⅱ(Invitrogen, USA) 1 μL(200 
unit)를 넣은 후 42℃ 50분, 55℃ 30분 연속 반응시켰다. 

반응 후 Ecoli RNase A (TaKaRa, Japan)를 1 μL(2 unit)
를 넣은 다음 37℃에서 20분 반응 시킨 후 사용 전까지  
‒20℃에 저장하였다. 소 IGF-1 cDNA을 동정하기 위하여 
다음과 같이 합성된 cDNA를 이용하여 PCR를 수행하였
다. PCR은 합성한 cDNA 2 uL를 주형으로 사용하였고, 
KpnI 제한효소 site가 포함된 소 IGF-1 특이적 sense pri-
mer(GCGGTACCATGGGAAAAATCAGCAGTCTTCCA
A)와 XbaI 제한효소 site가 포함된 소 IGF-1 특이적 an-
ti-sense primer(GCTCTAGACTACATTCTGTAGTTCTTG-
TTTCCT)를 이용하였으며, Ex Taq DNA polymerase(TA-
KARA, Japan)를 이용하여 증폭하였다. PCR 조건은 Ex 
Taq DNA polymerase를 이용하여 denaturation 94℃ 30
초, annealing 58℃ 30초, extension 72℃ 1분을 1 cycle로 
35 cycle을 수행하였다. 증폭된 PCR 산물은 1% 아가로스 
젤에서 전기영동을 통해 확인하였으며, 확인된 PCR 산물
은 Gel Elution을 통해 정제한 후 Ligation mix (TAKA-
RA, Japan)를 이용하여 pGEM T-easy 벡터(Promega Co, 
USA)에 클로닝하였다. 확보된 pGEM T-easy-bIGF-1 플라
스미드는 DNA 염기서열을 결정한 후 Genetyx-win (ver-
sion 4.0)을 사용하여 염기서열을 분석하였다.

Knock-in 벡터의 구축

기존에 보고된 DT-A_tEndo Knock-in 벡터 II (Kim 등, 
2017)를 먼저 NotI-SalI 제한효소로 절단한 다음 pBSK(-)
에 sub-cloning 하였다. 이렇게 확보된 pBSK(-)- tEndo 
Knock-in 벡터를 EcoRI과 HindIII로 절단하여 neo 저항
성 유전자를 제거하고, EGFP를 marker로 사용하기 위하
여 CMV-EGFP-PolyA/EcoRI-HindIII 단편을 sub-cloning
하여 pBSK(-)m-bβCE5'-F2A-tEndo-polyA-EGFP-polyA- 
bβCE3' knock-in 벡터를 제작하였다. 최종 소 IGF-1이 
삽입된 knock-in 벡터를 제작하기 위하여 pBSK(-)m-bβ
CE5'-F2A-tEndo-polyA-EGFP-polyA-bβCE3' knock-in 벡
터를 KpnI과 XbaI 제한효소로 절단하여 tEndo DNA 부
분을 제거한 다음 소 IGF-1/KpnI-XbaI 단편을 ligation 하
여 최종 pBSK(-)m-bβCE5'-F2A-bIGF-1-polyA-EGFP- po-
lyA-bβCE3' knock-in 벡터를 완성하였다. 최종 완성된 
벡터는 염기서열 결정에 의하여 염기서열의 이상 여부를 
확인하였으며 또한 NotI, KpnI, EcoRI, HindIII, SalI 제한
효소로 절단하여 각 DNA 단편의 크기로 벡터 구축 여부
를 확인하였다. 

결과 및 고찰

본 연구에서는 전신의 신체 성장을 자극하고, 신체의 
거의 모든 세포의 성장 촉진 야기하는 소 IGF-1 유전자가 
소 β-casein exon 7의 3’ 말단에서 β-casein과 함께 발현
할 수 있는 knock-in 벡터를 구축하였다. 

본 연구에서 구축된 knock-in 벡터는 소 β-casein 유전
자의 마지막 1개의 코돈(GTC)이 엑손 8에 존재하므로 
knock-in 벡터의 5’ arm 구축시 엑손 7의 마지막 부분에 
GTC를 삽입하여 소 β-casein 유전자로부터 소 β-casein 
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아미노산이 정상적으로 합성될 수 있도록 하였다(Fig. 1
과 2). 그리고 소 IGF-1 유전자는 단백질 합성 시 β-casein
으로부터 분리될 수 있도록 F2A 염기서열과 연결하여 5’ 
arm의 뒤쪽에 연결되어 있으며 소 IGF-1 유전자는 BGH 
polyA 신호서열에 의하여 mRNA가 성숙할 수 있도록 
BGH polyA 신호서열을 소 IGF-1 유전자 뒤쪽에 연결하
여 knock-in 벡터를 완성하였다(Fig. 1). Figure 1에 제시
한 바와 같이 이러한 벡터가 소 β-casein 유전자 위치에 
knock-in되면 원래 소 β-casein 유전자 위치에 knock-in 
벡터가 삽입되므로 소 β-casein 유전자의 프로모터와 인
헨서를 포함한 유전자 조절 염기서열을 모두 이용하여 
mRNA가 발현될 수 있다. 이렇게 mRNA가 합성되면 소 
β-casein의 mRNA는 소포체에 결합된 리보솜에 의하여 
아미노산이 합성되고, 아미노산 합성 중 2A site에서 펩
타이드가 분리되어 뒤쪽에 있는 소 IGF-1 아미노산이 분
리되면서 합성될 수 있으며, 또한 소 β-casein 아미노산
과 2A 펩타이드와의 분리는 furin cleavage site(RKRR)에
서 분리가 될 수 있도록 고안되어 있다(Fig. 1과 2). 이러
한 knock-in 벡터는 염기서열 결정과 NotI, KpnI, EcoRI, 
HindIII, SalI 제한효소 절단에 의하여 각 DNA단편이 정
상적으로 연결되어 있음을 확인하였다(Fig. 3). 

2000년 McCreath 등은 양의 α1 procollagen 유전자 
위치에서 Ovine β-lactoglobulin 프로모터에 의하여 사람 
α1-antitrypsin이 생산되는 양을 복제방법에 의하여 유전
자 적중 동물을 가축에서 최초로 생산하였으며, 우유 1 mL 
당 650 ug의 사람 α1-antitrypsin이 생산된다고 보고하였
다. 이러한 연구결과는 본 연구에서 소 β-casein 유전자
의 내인성 유전자 조절염기서열을 이용하여 소 IGF-1 유
전자를 발현하고자 하는 시스템과는 다소 다른 knock-in

방법을 이용하였다. 또한 Shen 등(2007)은 산양의 β-ca- 
sein 유전자의 엑손 2에 있는 시작 코돈인 ATG 위치에 
사람 tissue plasminogen activator mutant가 발현할 수 
knock-in 벡터를 구축하였다고 보고하였으나, 본 연구에
서는 엑손 7 뒤쪽에 외래유전자를 삽입할 수 있도록 벡터
가 고안되어 Shen 등(2007)의 방법에 의하여 β-casein 유
전자가 knock-out되는 것과는 다른 시스템을 적용하고 
있다. 그리고 소에서는 β-casein 유전자의 인트론 2에서 
lysostaphin 유전자와 사람 lysozyme 유전자가 발현될 수 
있는 벡터가 개발되었으며, 이들 벡터를 이용하여 lysos-
taphin와 사람 lysozyme이 젖소의 유즙으로부터 발현하
는 젖소가 생산되었다고 보고하고 있다(Liu 등, 2013; Liu 
등, 2014). 이들 연구자는 외래 유전자의 발현을 인트론에
서 유도하고 있으므로 스플라이싱 영향에 의하여 원래 
내인성 β-casein 유전자만큼의 발현을 유도하지 못할 것
으로 추측된다. 

Jeong 등(2016)은 사람 FGF2가 소 β-casein 유전자 엑
손 3위치에서 발현할 수 있는 벡터를 개발하고 보고하였
으나, 이러한 벡터 구조도 내인성 소 β-casein 유전자를 
knock-out시키고 외래 유전자인 사람 FGF2가 내인성 소 
β-casein 유전자의 유전자 조절 염기서열에 의하여 발현
될 수 있도록 고안되어 본 연구 결과의 벡터구조와는 다
소 차이를 보이고 있다. 이러한 결과를 종합하여 보면 본 
연구에서 개발된 knock-in 벡터는 내인성 소 β-casein 유
전자를 knock-out 시키지 않으면서 소의 유용 단백질(소 
IGF-1)을 생산하는데 적절한 벡터이고, 이들 벡터를 이용
하여 유용단백질을 생산하는 knock-in 소 개발에 이용할 
수 있을 것으로 생각된다. 

Fig. 1. Knock-in vectors and knock-in system for expression of bIGF-1 gene on the bovine β-casein Exon 7 locus. A) Genome DNA 
structure of bovine β-casein gene locus. B) Knock-in vectors for expression of bIGF-1 gene on the bovine β-casein locus. The 
knock-in vectors were consisted with 1.02 kb fragment as the 5’ recombination arm and 1.81 kb fragment as the 3’ recombination 
arm. C) Targeted structure of knock-in vector by homologous recombination. The bIGF-1 transgene is expressed by β-casein gene 
regulatory DNA sequence and the mRNA is translated with β-casein by ribosome. The bIGF-1 peptide is cleavage from β-casein 
using 2A self-cleavage system during the translation.
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Fig. 3. Digestion analysis of knock-in vector by NotI, SalI, EcoRI, 
HindIII and KpnI restriction enzyme. M, size marker (1 kb 
ladder); KI vector, knock-in vector.
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