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ABSTRACT

Pigs have been extensively used as mediators of xenotransplantation research. Specifically, the Massachusetts General 

Hospital (MGH) miniature pig was developed to fix major histocompatibility antigens for use in xenotransplantation 

studies. We generated transgenic pigs for xenotransplantation using MGH pigs. However, it has not been studied yet 

whether these pigs show similarity of reproductive physiological characteristics to wild types of MGH miniature pig. 

In this study we analyzed the estrous cycles and pregnancy characteristics of wild type (WT) and transgenic MGH 

miniature pigs, which were α1,3-galactosyltransferase (GalT) heterozygous and homozygous knock-out, and membrane 

cofactor protein (MCP) inserted in its locus, GalT-MCP/+ and GalT-MCP/-MCP pigs. Estrous cycles of WT, GalT-MCP/+ and 

GalT-MCP/-MCP pigs were 20.9±0.74, 20.1±1.26, and 17.3±0.87 days, respectively, and periods of estrous were 3.2±0.10, 

3.1±0.12, and 3.1±0.11 days. The periods of gestation of WT, GalT-MCP/+ and GalT-MCP/-MCP pigs were 114.2±0.37, 

113.3±0.67, and 115.4±0.51 days, respectively. Litter sizes of WT, GalT-MCP/+ and GalT-MCP/-MCP pigs were 4.8±0.35, 

4.8±1.11 and 3.0±0.32 respectively. There were no significant differences on estrous cycle, periods of estrous and 

gestation, and litter size among WT, GalT-MCP/+ and GalT-MCP/-MCP pigs, meaning that GalT knock-out and additional 

expression MCP of the MGH miniature pig did not effect on reproduction traits. These results provide relevant information 

to establish breeding system for MGH transgenic pig, and for propagation of GalT-MCP/-MCP pig to supply for 

xenotransplantation research.
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서 론

이종장기 이식 연구를 위해 사람과 해부 생리학적으로 유사한 

돼지가 관심의 대상이 되었으며(윤, 2001), 최근에는 성체가 되었

을 때 인체와 비슷한 체중 및 장기를 가진 미니돼지가 특히 

인간의 장기를 대체할 수 있는 가능성이 높은 동물로 관심이 

집중되고 있다(박 등, 2009). 그 중 Massachusetts General Hospital 

(MGH) 미니돼지는 부조직적합항원(Minor Histocompatibility 

Antigen)의 변동성을 유지하는 반면, 주요조직접합항원(Major 

Histocompatibility Complex Antigen) 유전자를 고정화 시켜 조혈

세포 연구 및 고형 장기이식 연구에 활용할 목적으로 개발되었고

(Lunney와 Sachs, 1978; Pennington 등, 1981; Raimon 등, 2015), 

MGH 미니돼지를 이종이식 연구에 활용할 경우 적어도 미토콘드

리아 DNA로부터 합성되는 부 항원에 의한 개체간 차이를 보이지

않을 것이라고 보고되었다(Hanekamp 등, 2009). 

MGH 미니돼지를 대상으로 영장류에 이식하면 발생하는 초급

성 거부반응 원인 물질인 galactose alpha-1,3-galactose 항원(Gal)

을 합성하는 유전자인 alpha-1,3-galactosytransferase (GalT)의
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기능이 불활성화(knock-out, KO)된 형질전환 돼지가 생산

(Kolber-Simonds 등, 2004) 되었고, 이 돼지의 심장을 바분 원숭이

에 이식한 후 병리분석을 통해 초급성 거부반응은 억제되었지만, 

Gal 이외의 항원에 의한 거부반응이 발생하는 것으로 추정하며 

유전자가 추가된 돼지 개발을 제한하는 등 이종이식 연구에 

활용되고 있다(Shimizu 등, 2008). 

본 연구팀에서도 MGH 돼지에서 분리 및 배양한 세포에 보

체 조절 단백질의 하나인 membrane cofactor protein (MCP) 발

현 벡터를 GalT 유전자 좌위에 도입하여 핵 치환방법으로 형

질전환 돼지를 개발하였다(오 등, 2013; Ko 등, 2013). 그런데, 

이제까지 MGH 미니돼지는 이종이식에 의한 거부반응을 제어

하기 위한 유전자가 도입된 형질전환 돼지를 개발하고 영장류

에 이식하는 연구 분야에 집중되어 왔고, 실제로 개발된 돼지

를 이종이식에 활용하기 위해 필수적으로 필요한 증식을 통한 

계통 유지와 이식 시점에 맞추어 필요 돼지를 안정적으로 제공

하기 위한 번식 특성 관련 세부 연구는 미비한 실정이다. 이전

의 연구에서 Ock 등(2014)에 의해 MGH 미니 이종이식용 형

질전환 돼지의 임신기간 및 산자 수에 대한 결과를 보고하였을 

뿐, MGH 미니 일반돼지와 형질전환 돼지의 발정 생리를 포함

한 번식 생리의 추가 연구가 필요한 시점이다. 

본 연구에서는 MGH 미니 일반돼지와 GalT 유전자에 MCP 

발현벡터가 이형접합 및 동형접합 형태로 도입된 형질전환 

돼지의 발정 특성, 임신기간, 산자 수 및 성비(sex ratio) 분석

을 통해 도입된 유전자가 번식 생리에 영향을 미치는지를 분

석하였고, 그 결과 산자 수에서 동형접합 형질전환 돼지가 상

대적으로 적은 경향을 보여주었지만, 번식 생리적인 특성에서 

통계적인 유의성에서 차이가 없다는 결과를 보고한다. 이 결

과는 이종이식 연구를 위해 제공되는 MGH 미니 형질전환 돼

지의 계통 조성과 안정적인 증식에 활용될 것이다. 

재료 및 방법

1. 공시동물

본 연구에 사용된 동물은 국립축산과학원에서 사육중인 

17-68개월령의 MGH 미니돼지 중 18두의 암퇘지를 사용하였

으며 일반돼지(Wild Type, WT) 9두, GalT 유전자 좌위에 

MCP 발현벡터가 도입된 이형접합 형질전환 GalT-MCP/+ 돼지 

4두, 동형접합 형질전환 GalT-MCP/-MCP 5두를 본 실험에 공시

하였다. 형질전환 돼지는 GalT-MCP/+ 돼지간 교배로 생산된 자

손의 유전자를 polymerase chain reaction (PCR) 방법으로 분

석 후 GalT-MCP/+ 돼지와 GalT-MCP/-MCP 돼지로 판단하였다. 이

를 위해 돼지의 꼬리를 일부 절취하여 조직용해 용액(50mM 

KCl, 10nM Tris-HCl [pH8.3], 2mM MgCl2, 0.45% NP-40, 

0.5% Tween 20 and 100mg/mL of proteinase K)으로 55℃에서 

2시간 동안 항온조에서 융해 후 genomic DNA를 추출하여 PCR 

분석 실험에 사용하였다. 형질전환 여부를 확인하기 위하여 

141F (5’-AATGGTGGAGAGTAGCTGGGAATGTTACAG-3’)와 

138R (5’-TTATAG AGAAACAAGAGTCCTAATTGACTTGT-3’)

를 사용하였다(Fig. 1A). 유전자를 증폭시키기 위한 효소는 HS 

Prime Taq DNA polymerase (Genet Bio, korea)를 사용하였으

며 PCR 조건은 94℃에서 2분, 94℃에서 30초, 62℃에서 30초, 

72℃에서 5분간 40cycle, 72℃에서 10분간 수행하였다. 증폭

된 PCR 산물은 전기영동을 실시하여 2.3 kb 크기에서 단일밴

드만 확인이 되면 Wild, 2.3 kb와 5.7 kb 두 개의 밴드를 나타

내면 GalT–MCP/+ 형질전환 돼지라고 판단하였으며, 5.7 kb 크

기에서 단일 밴드만 확인이 되면 GalT-MCP/-MCP 형질전환 돼지

라고 판단하였다. 

2. 발정특성 확인 및 임신진단

매일 아침 10시 암컷을 대상으로 육안으로 외음부가 붉게 

충혈 되고 부어 오른 것이 관찰되면 발정기로 판단하였으며, 

교배는 승가 허용 직후와 24시간 후 2회 자연 교배를 실시하

였다. 모든 MGH 미니돼지는 임신의 여부를 확인하기 위하여 

자연 교배 후 28일째와 35~40일째 초음파로 진단하여 임신 

낭(Geatational Sac)이 확인되면 임신한 것으로 판단하고 분만 

전 20일경에 분만이 유지되는 지 초음파로 확인하였다. 

3. 통계처리

각 발정 주기의 길이와 발정 주기의 간격은 Mean±SEM으

로 산출하였으며 각 그룹별 발정주기 및 기간의 비교는 일원

분산분석(one-way ANOVA)을 이용하여 p<0.01 수준에서 유

의성을 검토하였다.

결과 및 고찰

돼지의 발정주기와 지속기간을 분석하는 것은 배란 시기를 

파악하여 교배 적기를 설정하는 번식의 효율을 높일 수 있는 

매우 중요한 방법의 하나이다. 더욱이, 이종이식 연구에 활용

할 목적으로 주요조직접합항원 유전자를 고정한 MGH 미니

돼지에 거부반응 억제 유전자가 도입된 복제돼지를 개발하여, 

이 돼지를 증식 및 계통을 조성하기 위해서는 필수적으로 분

석이 요구된다. 이와 더불어 MGH 미니돼지 자체의 번식 특

성과 일반돼지와의 차이점 및 MGH 미니돼지에 도입된 유전

자에 의한 번식 특성의 영향 분석도 효과적으로 이종이식 연

구에 활용하기 위하여 분석이 필요한 항목이다. 

본 연구에서 MGH GalT 유전자 좌위에 MCP 발현 벡터가 
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Fig. 1. Confirmation of the transgenic pig targeted to GalT gene of MCP expression cassette. (A) A schematic representation of GalT 
locus targeting the vector of MCP expression cassette and strategy to confirm the event by PCR analysis. Arrows indicate the
PCR primers to verify successful targeting events. (B) Genotype analysis of the MGH miniature pigs subjected to this experiment.
PCR analysis shows clearly GalT-MCP/-MCP and GalT-MCP/+ pigs which were indicated by single band corresponding to 5.7 kb, and
double bands corresponding to 2.3kb and 5.7 kb, respectively. The structure of GalT targeting vector of MCP expression cassette
was described in Ko et al (2013). C1 and C2 indicate homozygous and heterozygous GalT targeting event of MCP expression
cassette as positive control. WT means non-transgenic MGH miniature pig.

도입된 이형접합(heterozygote) 형질전환 GalT-MCP/+ 돼지 및 

MGH 동형접합(homozygote) GalT-MCP/MCP 돼지는 유전자 분

석 후 실험에 공시하였다. Fig. 1B와 같이 PCR 분석 후 5.7kb 

크기에서 단일밴드만 확인이 되면 GalT-MCP/MCP 돼지로, 2.3kb

와 5.7kb 두 개의 밴드를 나타내면 GalT-MCP/+ 돼지로 판단하

였다. 대조 군으로서 WT 돼지는 부모 및 조상이 모두 일반돼

지로부터 생산된 개체를 지정하여 본 실험에 공시하였다. 

이전의 연구에서 돼지의 임신기간에 대한 연구 결과가 보

고되었다. 김 등(1988)은 품종 및 환경에 따라 임신기간이 

113.5일에서 115.6일로 유의적인 차이가 있었지만, 대부분의 

연구에서는 임신기간이 평균 113.5일(Cox, 1964), 114.1일

(Omtvedt 등, 1965) 및 115일(김, 1993; Sang 등, 1988)로 품

종, 산 차 수 등에 의해 약간의 변동이 있으나 유의적인 차이

를 보이지 않는다고 보고하였다. 본 연구에서는 Table 1과 같

이 MGH의 WT 미니돼지의 임신기간은 114.2±0.37일로서 위

의 보고와 다르지 않았으며, MGH 형질전환 GalT–MCP/+ 미니

돼지와 GalT–MCP/-MCP 미니돼지의 임신기간도 113.3±0.67일과 

115.4±0.51일로서 유의적인 차이가 발견되지 않았다(Table 1). 

돼지의 산자 수는 품종에 따라 차이를 보여주고 있으며, 

Landrace, Hampshire 및 Yorkshire 품종의 평균 산자 수는 각

각 8.5두(나 등, 1988), 10.3두(상 등, 1988) 및 9.4두(Young 

등, 1976)라고 보고된 바 있다. 본 연구의 MGH WT 미니돼지

의 평균 산자 수는 4.8±0.35두로서 일반돼지의 산자 수보다 

적었으며, 미니돼지의 산자 수가 일반돼지 보다 적다는 연구

결과는 강 등(2010)에 의해 보고된 바 있다. MGH 형질전환 

GalT–MCP/+ 미니돼지와 GalT–MCP/-MCP 미니돼지의 산자 수는 

4.8±1.11두와 3.0±0.32두로서 GalT–MCP/-MCP 미니돼지의 산자 

수가 WT 및 GalT–MCP/+ 미니돼지보다 적은 것으로 분석되었

으나, 통계적으로 유의적인 차이는 발견되지 않았다(Table 1). 

또한 태어난 자손의 성비를 분석한 결과 수컷의 비율은 MGH 

WT, GalT–MCP/+, GalT–MCP/-MCP 미니돼지에서 각각 60%, 40% 

및 40%로 MGH WT 미니돼지에서 수컷의 비율이 약간 높은 

경향을 보여주었으나(Table 1), 유의적인 차이는 발견되지 않

아, 이는 일반 돼지에서 산자의 성비는 암수 거의 같은 비율

로 유의적인 차이가 없었다는 이전의 보고(Hale 과 Bondari, 

1986; Lamberson 등, 1988)와 다르지 않았다.
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Table 1. Analyses of gestation period, litter size and sex ratio of piglets of the MGH transgenic miniature pig

Group n Gestation period (days) Litter size (No.) Sex ratio at birth a

WT 9 114.2±0.37 4.8±0.35 0.6±0.04

GalT–MCP/+ 4 113.3±0.67 4.8±1.11 0.4±0.18

GalT–MCP/-MCP 5 115.4±0.51 3.0±0.32 0.4±0.22

Data are presented as Means±SEM.
a Total number of males/total number of piglets.
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Fig. 2. Analyses of estrous cycle and duration of estrous (Mean±SEM) in the MGH miniature pigs. Wild type (WT), GalT-MCP/+ and GalT-MCP/-MCP

pigs were subjected to measure estrous cycle (A) and duration of estrous (B) every day for 14 months.

일반적으로 농장에서 사육되는 돼지의 발정주기 및 발정지

속기간은 각각 평균 21.3일과 2.2일이며, 특히 발정지속기간은 

발정 횟수 및 계절에 따라 달라지는데 평균 2.0일에서 길게는 

2.5일이라고 보고되었다(Kim, 1983). MGH WT 미니돼지의 발

정주기는 20.9±0.74일이었고, 발정지속기간은 3.2±0.10일로 

분석되어 농장에서 사육되는 일반 돼지 보다 발정주기가 짧은 

대신 발정지속기간은 길었으나 통계적으로 유의적 차이는 발

견되지 않았다. 형질전환 GalT–MCP/+ 미니돼지와 GalT–MCP/-MCP 

미니돼지의 발정주기는 각각 20.1±1.26일과 17.3±0.87일이었

고, 발정지속기간은 각각 3.1±0.12 일과 3.1±0.11일로 분석되

었다. GalT–MCP/-MCP 미니돼지의 발정주기가 WT과 GalT–MCP/+ 

미니돼지보다 약 3일 정도 적은 것으로 분석되었으나, 통계적

으로 유의적 차이는 발견되지 않았다(Fig. 2A 및 B). 

돼지의 장기를 영장류에 이식하면 발생하는 거부반응을 억

제시킬 수 있는 유전자가 도입된 형질전환 돼지를 개발한 후 

실제 영장류에 이식하는 연구를 수행하기 위해서는 많은 기간

이 필요하다. 이의 첫 번째 원인은 개발된 형질전환 돼지 1두로

부터 충분한 숫자로 증식 및 계통을 조성하는 기간이 필요하기 

때문일 것이다. 실제로 본 연구팀에서 이형접합 GalT–MCP/+ 미

니돼지 개발 후 이 돼지로부터 동협접합 GalT–MCP/-MCP 미니돼

지를 개발하고 영장류에 이식할 수 있는 돼지 수를 증식하기 

까지 많은 기간이 소요되었다(미 발표 결과). 또한 바분과 같은 

영장류에 심장의 이종이식 연구를 위해서는 대략 1개월령의 

돼지를 활용하고 있어(Mohiuddin 등, 2016), 이종이식용으로 

개발된 형질전환 돼지를 실제로 영장류에 이식 연구를 수행하

기까지의 기간 단축과 이식 일정 조정을 위해서 돼지의 번식 

생리 및 특성 분석이 필수적으로 요구된다. 

MGH 미니돼지 유래 GalT–MCP/-MCP 미니돼지의 번식 특성

을 분석한 결과 임신 기간은 115.4일이었고, 산자 수는 3두였

으며, 발정주기는 17.3일이었고, 발정지속기간은 3.1일이었다. 

이러한 결과는 MGH WT과 GalT–MCP/+ 미니돼지의 결과와 유

의적인 차이를 보이지 않아 GalT 유전자의 knock-out과 MCP

의 발현이 번식 생리에는 영향을 미치지 않은 것으로 판단된

다. 그러나 산자 수와 발정주기가 4.8두와 21일인 MGH WT 

미니돼지의 결과와 차이를 보이고 있어, 더 많은 수의 개체 

분석이 필요하다고 생각된다. 

본 연구팀에서 보유하고 있는 MGH 미니돼지 유래 GalT–

MCP/-MCP 미니돼지의 장기를 원숭이에 이식하는 연구에 활용되
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고 있으며, 본 연구의 결과는 이종이식에 활용하기 위한 돼지

의 계통 조성과 이종이식 일정 조정에 효과적으로 사용되고 

있다. 

결 론

돼지는 다른 포유동물에 비해 생리 및 장기 형태가 인간과 

가장 유사하여 이종이식용 형질전환 연구의 매개체로서 이용

되고 있다. 그 중 Massachusetts General Hospital (MGH) 미니

돼지는 주요조직적합항원을 고정화하여 이종이식 연구 활용

을 위해 개발되었다. 그러나 MGH 미니돼지 및 상기 돼지 유

래 이종이식용 형질전환 돼지의 번식생리학적 특성에 대하여 

연구된 바가 없다. 따라서 본 연구에서는 MGH 미니 일반돼

지와 GalT 유전자에 MCP 발현벡터가 이형접합 및 동형접합 

형태로 도입된 GalT-MCP/+, GalT–MCP/-MCP 형질전환 돼지의 발

정 특성, 임신기간, 산자 수 및 성비 분석을 통해 도입된 유전

자가 번식 생리에 영향을 미치는 지를 분석하였다. 그 결과 

GalT-MCP/-MCP 형질전환 돼지가 산자 수에서 상대적으로 적은 

경향을 보였으나, 번식 생리적인 특성에는 통계적으로 유의적

인 차이를 보이지 않았다. 본 연구 결과를 바탕으로 MGH 미

니돼지에 도입된 거부반응 억제 유전자는 번식 생리적인 특

성에 영향을 미치지 않는다는 것을 확인하였으며, 이를 통해 

이종이식 연구를 위해 MGH 미니 형질전환 돼지의 계통 조성

과 안정적인 증식에 활용될 것이다.
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