
서  론

형질전환 동물은 고전적으로 인위적으로 유전공학 기술을 이용

하여 동물의 유전체에 외래 유전자가 도입된 동물을 말한다. 이러

한 동물은 1982년 세계 최초로 미국의 Palmiter와 Brinster 그룹

에 의하여 성장호르몬 유전자가 도입된 거대생쥐가 개발된 이후 

유전자 편집 기술에 의한 형질전환 가축의 생산 현황
박다솜1, 김소섭2, 구덕본3, 강만종1,*

1전남대학교 농업생명과학대학 동물자원학부, 2광개토한우, 3대구대학교 공과대학 생명공학과

Current Status of Production of Transgenic 
Livestock by Genome Editing Technology
Da Som Park1, Soseob Kim2, Deog-Bon Koo3 and Man-Jong Kang1,*

1Department of Animal Science, College of Agriculture and Life Science, Chonnam National University, Gwangju 
61186, Korea 
2Gwanggaeto Hanwoo, Gyeongsan 38622, Korea 
3Department of Biotechnology, College of Engineering, Daegu University, Gyeongsan 38453, Korea

Review Article

J Anim Reprod Biotechnol 2019;34:148-156
pISSN: 2671-4639 • eISSN: 2671-4663
https://doi.org/10.12750/JARB.34.3.148 JARB

Journal of Animal Reproduction and Biotechnology

Received September 11, 2019
Revised September 16, 2019
Accepted September 17, 2019

*Correspondence
Man-Jong Kang
E-mail: mjkang@chonnam.ac.kr

ORCID
https://orcid.org/0000-0002-7628-0614

ABSTRACT    The Transgenic livestock can be useful for the production of disease-
resistant animals, pigs for xenotranplantation, animal bioreactor for therapeutic 
recombinant proteins and disease model animals. Previously, conventional methods 
without using artificial nuclease-dependent DNA cleavage system were used to 
produce such transgenic livestock, but their efficiency is known to be low. In the last 
decade, the development of artificial nucleases such as zinc-finger necleases (ZFNs), 
transcription activator-like effector nucleases (TALENs) and clustered regulatory 
interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/Cas has led to more efficient 
production of knock-out and knock-in transgenic livestock. However, production of 
knock-in livestock is poor. In mouse, genetically modified mice are produced by co-
injecting a pair of knock-in vector, which is a donor DNA, with a artificial nuclease in 
a pronuclear fertilized egg, but not in livestock. Gene targeting efficiency has been 
increased with the use of artificial nucleases, but the knock-in efficiency is still low in 
livestock. In many research now, somatic cell nuclear transfer (SCNT) methods used 
after selection of cell transfected with artificial nuclease for production of transgenic 
livestock. In particular, it is necessary to develop a system capable of producing 
transgenic livestock more efficiently by co-injection of artificial nuclease and knock-in 
vectors into fertilized eggs.
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1985년에는 Hammer 그룹에 의해서 가축인 토끼, 돼지, 양에서

도 사람 성장호르몬을 생산하는 형질전환 가축이 개발된 이후 오

랜 기간에 걸쳐 다양한 형질전환 동물이 생산되었다. 형질전환 동

물 생산 기술은 모델 생물체에서 유전자의 기능의 검증, 질병모델

동물, 장기이식용 돼지 및 유용 단백질 생산 동물을 개발하는데 

널리 이용되고 있다(Clark, 1998; Houdebine, 2000; Robl 등, 

2007; Houdebine, 2009). 고전적으로 이러한 형질전환동물의 

생산 방법에는 미세주입법(microinjection), 레트로바이러스 벡

터법(retroviral vector), 배아줄기세포 및 체세포를 이용한 동물 

복제법 등이 이용되어 왔다. 초기의 형질전환동물 생산은 주로 외

래 유전자를 전핵기 수정란의 핵에 미세조작기를 이용하여 미세

주입한 후 대리모에 수정란을 이식하는 방법으로 개발되었다. 이

러한 방법에 있어서 주로 외래 유전자를 운반하는 벡터는 일반적

인 promoter와 발현 하고자 하는 유전자를 연결하여 유전체에 무

작위적으로 삽입되는 벡터를 이용하였다. 이러한 방법에 의한 형

질전환 산자의 생산 효율이 2 내지 3%로 매우 낮으며 삽입된 유

전자의 위치도 무작위로 삽입되어 promoter 특이적으로 유전자

의 발현이 되지 않거나 그 발현이 낮은 경우가 일반적이다(Clark, 

1998; Robl 등, 2007; Houdebine, 2009). 또한 위에서 설명한 

고전적 방법으로 형질전환 동물을 생산하는 경우 특정 유전체 위

치에 외래 유전자를 삽입하거나 특정 유전자에 변이를 도입하는 

것이 가능하지 않았다(Wolf 등, 2000; Robl 등, 2007). 

따라서 이러한 부분을 해결하기 위하여 특정 유전자 위치에 상

동유전자 재조합에 의하여 변이된 외래 유전자를 삽입하거나, 특

정 엑손을 제거하거나 또는 점돌연변이를 도입하는 유전자 적중

(gene targeting) 방법이 개발되었다(Clark 등, 2000; Piedra-

hita, 2000; Denning과 Priddle, 2003; Wang과 Zhou, 2003). 

유전자 적중은 Smithies 등(Smithies 등, 1985)에 의하여 배

양 중인 세포의 β-글로빈 유전자에 대해서 처음으로 성공하였으

며, 이러한 시스템을 이용하여 생쥐 줄기세포의 Hprt 유전자 위

치에 변이된 유전자를 삽입하는 유전자 적중 기술이 적용되었으

며, 이들 Hprt 유전자가 결실된 줄기세포를 이용하여 세계 최초

로 knock-out 생쥐가 유전자 적중 방법에 의하여 생산되었다

(Schwartzberg, 1989; Doetschman 등, 1998; Ledermann, 

2000). 이러한 유전자 적중 생쥐의 생산은 유전자 기능을 생체에

서 연구하는데 매우 중요한 도구로 이용되었으며 수많은 knock-

out 생쥐들이 개발 보고되었다. 이러한 유전자 적중 방법과 체

세포 복제 방법을 이용하여 가축에서도 유전자 적중 양이 Mc-

Creath 등(McCreath 등, 2000)에 의하여 생산되었다. 그렇지만 

고전적 유전자 적중 방법은 생쥐 줄기세포 또는 체세포에 유전자 

적중 벡터를 도입하고 선별한 후 동물을 생산하는 기술로서 많은 

시간, 고도의 기술과 비용이 필요하였다. 

그러나 최근에는 유전자 가위인 zinc-finger nucleases 

(ZFNs), transcription activator-like effector nucleases 

(TALENs)와 clustered regulatory interspaced short palin-

dromic repeat (CRISPR)/Cas 시스템이 개발되어 생쥐를 포함

한 다양한 동물에서 고전적 형질전환 동물의 생산 방법 보다 수

월하게 형질전환 동물 또는 유전자 편집 동물이 생산되고 있다

(Sander와 Joung, 2014; Yang 등, 2014; Petersen, 2017; 

Park, 2019). 

따라서 본 총설에서는 유전자 가위를 이용하여 생산되는 유전자 

적중 형질전환 가축의 현황을 살펴보고 그 방법 등에 대해서 가축

에서의 응용에 대해서 기술하고자 한다. 

유전자 가위(Programmable Nuclease)와 유전
자 적중

최근에는 유전자 가위가 개발되어 유전자의 편집을 세포내 또는 

수정란 내에서 유도할 수 있어 고전적 방법보다 다양한 형질전환

동물의 생산이 매우 수월하게 이루어지고 있다. 

유전자 가위는 zinc-finger necleases (ZFNs), transcrip-

tion activator-like effector nucleases (TALENs)와 clustered 

regulatory interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/

Cas 시스템이 보고되고 있다(Gaj 등, 2013; Sakuma와 Woltjen, 

2014; Tan 등, 2016). 

ZFNs를 구성하는 zinc-finger는 전사인자의 DNA-결합 모티

프 중 하나이며 이러한 zinc-finger는 약 30개의 아미노산으로 

이루어져 있으며 zinc-finger를 구성하는 α-나선은 DNA major 

groove의 3개의 염기와 결합하여 zinc-finger DNA-binding 

domain를 구성한다. 따라서 ZFNs은 이러한 zinc-finger 3-6

개의 모듈이 9-18개의 염기쌍을 인식할 수 있는 zinc-finger 

DNA-binding domain과 DNA-cleavage domain으로 구성

된 인공핵산분해효소로서 작용을 한다. ZFNs의 DNA-cleavage 

domain에는 제한효소 FokI의 DNA 절단 domain이 결합되

어 있어서 ZFNs가 결합한 옆쪽 DNA을 절단되게 되어 double-

strand breaks (DSBs)을 유도하는 것으로 알려져 있다(Kim 등, 

1996). 

TALENs은 ZFNs와 유사하게 TAL effector DNA-binding 

domain과 DNA cleavage domain으로 구성되어 있으며 TAL 

effector는 식물을 감염시키는 세균인 Xanthmonas 속에서 발

견되었고 이들은 33-34개의 아미노산 반복 도메인이 각각 하나

의 DNA 염기쌍을 인지하는 것으로 알려져 있다. 여러 개의 TAL 

effector 모듈을 연결하면 연속적인 DNA 염기서열을 인식할 수 

있는 장점이 있으며 3개의 연속적 염기를 인식하는 zinc-finger

보다 유연한 디자인을 할 수 있는 장점이 있는 것으로 알려져 있

다. TALENs의 DNA cleavage domain은 ZFNs와 마찬가지로 

제한효소 FokI을 이용하고 있으며 그 기작은 ZFNs와 동일하다

(Christian 등, 2010; Cermak 등, 2011). 

Clustered regulatory interspaced short palindromic re-

peat (CRISPR)/Cas 시스템은 ZFNs나 TALENs과는 다르게 더 

쉽고 간편한 대안으로 최근에 보고되고 있다. 이러한 시스템은 

RNA-guided DNA endonucleases (RGENs)이라고도 불리며 
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Archea와 세균에서 외부에서 침입한 DNA에 대해서 획득성 면역 

시스템으로 작동하여 외부 침입 DNA을 절단하는 기능을 가지고 

있다(Makarova 등, 2011). 

이러한 유전자 가위는 target으로 하는 특정 DNA 위치에서 

DNA double strand break를 유도하며 절단된 부위에 non-

homologous end joining (NHEJ)에 의해 일어나는 indel현

상으로 몇 염기가 제거되거나 삽입되는 것으로 보고되고 있다

(Gaj 등, 2013; Sakuma와 Woltjen, 2014; Tan 등, 2016). 또

한 이러한 유전자 가위를 이용한 indel에 의하여 세포 또는 개

체에서 특정 유전자가 knock-out되기도 하고, 유전자 가위와 

donor DNA (Knock-in vector)를 도입하면 homologous re-

combination (HR)에 의하여 특정 genome 위치에 외래 유전자

를 보다 쉽게 삽입되어 knock-in이 되기도 한다고 알려져 있다

(Wyman와 Kanaar, 2006). 그리고 현재는 NHEJ과 HR뿐만 아

니라 alternative nonhomologous end-joining이라고도 불리

는 microhomology-mediated end joining (MMEJ)의 개념도 

있으며 이는 긴 상동영역을 요구하는 HR과는 다르게 5-25 bp의 

짧은 상동영역을 이용하여 DNA를 repair 할 수 있는 것으로 보

고되고 있다(McVey와 Lee, 2008). 이러한 NHEJ는 세포주기 중 

G2기와 M기에 활성화되는 반면 HR은 S기에 활성화된다고 보고

되고 있으며(Mao, 2008), MMEJ는 세포 주기 중 G1기와 초기 S

기에 활성화되는 것으로 알려져 있다(Taleei와 Nikjoo, 2013).

유전자적중(gene targeting)이란 세포의 특정 내부유전자를 

HR의 방법으로 변형시키는 기술로서 유전자적중을 통해 특정 염

색체 내에 유전자에 변이를 도입하여 유전자의 발현을 제거하거

나(knock-out), 특정 염색체 내에 존재하는 유전자위치에 외래

유전자를 삽입하여 유전자의 내인성 유전자발현 조절영역을 이

용하여 외래유전자를 발현시키는(knock-in) 방법으로 알려져 있

다(Yáñez와 Porter, 1998). 이러한 유전자적중은 1985년에 처

음 인간 β-globin 유전자 위치에 HR을 통해 targeting 벡터를 삽

입하는데 실험적으로 성공하면서 유전자 편집에 활용되기 시작

했다고 알려져 있다(Smithies 등, 1985). 또한 1987-1988년에

는 여러 연구자들이 배아줄기세포기술을 유전자적중에 적용하여 

HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) 

유전자를 mouse embryo-derived stem (ES) cell에서 제거하

는 것을 성공하였다고 보고하였다(Thomas와 Capecchi, 1987; 

Doetschman 등, 1988). 1989년엔 최초로 hPRT knock-out 

배아줄기세포를 통해 형질전환 knockout 마우스가 생산되었고

(Koller 등, 1986), 이러한 유전자 적중 기술과 배아줄기세포를 

이용하여 knock-out뿐만 아니라 knock-in도 할 수 있다고 알

려져 있다(Jasin 등, 1996). 이러한 유전자적중 기술의 확립을 통

해 돌연변이 마우스의 생산이 크게 증가되었으며(Brandon 등, 

1995), 가축에서는 당시 배아줄기세포를 확보하는 것에 많은 어

려움이 따라 체세포를 이용하여 유전자적중을 시도하였다(Clark 

등, 2000). 2000년 처음으로 유전자 가위를 사용하지 않고 고

전적 방법으로 양에서 somatic cell nuclear transfer (SCNT)

를 통해 양의 αI procollagen (COL1A1) 위치에서 human αI-

antitrypsin (hAAT)이 발현하는 유전자 적중된 형질전환양이 생

산되었다고 보고하였다(McCreath 등, 2000).

이러한 유전자 적중은 유전자 가위의 개발에 따라 줄기세포 또

는 체세포를 이용하여 유전자 적중된 세포를 선별하고 그 세포를 

이용하여 형질전환 동물을 생산하는 시대에서 전핵기 수정란 또

는 2세포기 수정란에 유전자 가위 단독 또는 donor DNA (gene 

targeting vector)와 함께 도입하여 고전적 방법 보다 수월하게 

동물을 생산하는 시대로 변하고 있다. 

유전자 가위를 이용한 유전자 편집에 의한 가축 생산

많은 연구자들이 특정 내부 유전자 위치에 정확하게 외래 유전

자를 삽입할 수 있는 유전자적중을 이용하고 있지만 아직까지 유

전자적중 효율이 매우 낮다는 한계점이 있다. 고전적인 방법으로 

유전자 가위를 사용하지 않고 유전자적중을 했을 때는 0.1% 정

도로 그 효율이 낮은 것으로 보고되고 있다(Bollag 등, 1989). 특

히 가축의 체세포에서 상동재조합의 효율은 마우스 배아줄기세포

를 이용하였을 때보다 더욱 낮은 것으로 알려져 있다(Thomson 

등, 1998; Sedivy 등, 1999). 양에서 이종 간 장기이식 시 급성거

부반응을 일으키는 α1,3-galatocyltransferase (GGTA1) 유전

자가 knock-out된 체세포는 1.1%의 효율로 확보되었고, prion 

disease을 일으키는 PrP 유전자를 제거한 양의 체세포를 10.3%

의 효율로 확보하여 SCNT를 통해 PrP 유전자가 제거된 복제 양

을 생산했다고 보고되고 있다(Denning 등, 2001). 또한 돼지에

서도 α1,3-galactosyltransferase (GGTA1) 유전자가 제거된 형

질전환돼지가 somatic cell nuclear transfer (SCNT)로 생산되

었으며, 그 효율은 1.5-5%로 보고되었다(Dai 등, 2002; Lai 등, 

2002). 그리고 염소의 β-casein위치에 htPAm 유전자가 발현하

는 체세포를 개발하였으며 유전자적중효율은 0.8-1.1%로 낮은 

것으로 알려져 있다(Shen 등, 2007). 

이처럼 유전자 가위를 사용하지 않고 유전자적중을 시도했을 때

는 그 효율이 낮아 유전자적중 효율을 증가시키기 위해 최근에는 

ZFN, TALEN과 CRISPR/Cas9과 같은 유전자 가위를 적극 활용

하고 있다. 

Table 1에 제시한 바와 같이 유전자 가위를 이용한 최초의 

knock-out 형질전환가축은 2011년 Yang 등에 의하여 보고되었

다(Yang 등, 2011). 그들은 심장혈관계 질병 모델 돼지를 개발하

기 위하여 peroxisome proliferator-activated receptor gam-

ma (PPARγ) 유전자를 돼지 체세포에서 ZFN을 이용하여 knock-

out한 후 SCNT 방법에 의하여 돼지를 개발하였다. 그 후 ZFN

를 이용하여 GGTA1 유전자가 knock-out된 장기이식용 복제돼

지가 생산되었다고 보고하였으며(Hauschild 등, 2011), 2014년

도에도 다른 그룹에서 동일한 유전자에 대해서 ZFN를 이용하여 

knock-out된 돼지를 개발하였다고 보고하였다(Bao 등, 2014). 

그러나 이들은 돼지 체세포에서 GGAT1 유전자에 대한 ZFN에 
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의한 knock-out 효율은 1-4%로 낮았으나 bialleic knock-out 

세포도 확보될 수 있음을 보고하였다. 또한 2011년 Yu 등은 소

의 체세포에 beta-lactoglobulin (BLG)을 절단할 수 있는 ZFN

를 도입하여 knock-out된 체세포를 확보한 후 SCNT에 의하여 

소 BLG 유전자가 knock-out된 소를 생산하였다(Yu 등, 2011). 

그리고 Myostatin (MSTN)이 biallelic으로 변이된 형질전환 소

가 체세포에 ZFN의 도입과 SCNT 방법에 의하여 생산되었으며, 

체세포에서 MSTN의 knock-out 효율은 20%로 보고되었다(Luo 

등, 2014).

한편 ZFN를 이용한 knock-in은 CMP-Neu5Ac hydroxylase 

(CMAH) 유전자가 knock-out된 장기이식용 복제돼지 생산에 적

용되었다(Kwon 등, 2013). 연구자들은 789 bp의 5’ 상동영역과 

763 bp 3’ 상동영역으로 구성되고 PGK-neo-polyA 유전자가 

엑손 8의 위치에 삽입될 수 있는 벡터를 ZFN와 함께 돼지 체세포

에 도입하여 30.4%의 knock-in 효율을 얻었으며 이들 세포를 이

용하여 SCNT에 의하여 CMAH 유전자가 knock-out된 형질전환

돼지를 생산하였다고 보고하고 있다(Kwon 등, 2013). 또한 소에

서도 ZFN을 이용하여 knock-in 형질전환 소를 생산하였다고 보

고하고 있다. 2013년 Liu 등은 소 체세포의 beta-casein (CSN2) 

유전자의 인트론 2의 위치에 ZFN 또는 ZFNicase을 이용하여 

lysostaphin 유전자가 스플라이싱 사이트를 이용하여 발현할 수 

있는 knock-in 세포를 확보하고 SCNT에 의하여 knock-in 소

를 생산하였다고 보고하였다(Liu 등, 2013). 연구자들은 소 우유

에서 lysostaphin이 분비되는 것을 확인하였으며 in vitro assay

에서 황색포도상구균이 사멸함을 확인하였다고 보고하여 형질전

환 knock-in 소는 기능할 것으로 추정하였다(Liu 등, 2013). 또

한 위의 연구와 유사하게 ZFN와 knock-in 벡터를 이용하여 소 

beta-casein (CSN2) 유전자의 인트론 2의 위치에 human lyso-

zyme이 발현할 수 있는 형질전환 knock-in 소가 개발되었으며 

이 형질전환 소는 유방염에 저항성이 있을 것으로 생각된다고 보

Table 1. A selective list of gene knock-out and knock-in livestock for the different methods

Genome

 editor

Gene  

targeting type

Methods

SCNT or CMI
Locus of gene Species Reference

ZFN Knock-out SCNT PPARγ Pig Yang et al. (2011) 

SCNT GGTA1 Pig Hauschild et al. (2011)

SCNT BLG Bovine Yu et al. (2011)

SCNT MSTN Bovine Luo et al. (2014)

SCNT GGTA1 Pig Bao et al. (2014)

Knock-in SCNT CMAH Pig Kwon et al. (2013)

SCNT CSN2 Bovine Liu et al. (2013)

SCNT CSN2 Bovine Liu et al. (2014)

TALEN Knock-out SCNT

CMI

LDLR Pig Carlson et al. (2012)

CMI MSTN Bovine Proudfoot et al. (2015)

CMI MSTN Sheep Proudfoot et al. (2015)

SCNT POLLED Bovine Carlson et al. (2016)

CMI BLG Bovine Wei et al. (2018)

Knock-in SCNT Between MAT1A and SFTPA1 Bovine Wu et al. (2015)

SCNT BLG Goat Cui et al. (2015)

CRISPR/Cas9 Knock-out SCNT SLA-1,2,3 Pig Reyes et al. (2014)

SCNT MSTN Goat Ni et al. (2014)

CMI vWF Pig Hai et al. (2014)

CMI MSTN

FGF5

Goat Wang et al. (2015)

CMI MSTN Rabbit Lv et al. (2016)

CMI CD163 Pig Whitworth et al. (2016)

SCNT GGAT1, CMAH, B4GalNT2, Pig Butler et al. (2016)

CMI NANOS2 Pig Park et al. (2017)

CMI CD163 Pig Burkard et al. (2017)

Knock-in SCNT Between FSCN1 and ACTB Bovine Gao et al. (2017)

SCNT CCR5 Goat Li et al. (2019)

ZFN, zinc-finger necleases; TALEN, transcription activator-like effector nucleases; CRISPR/Cas9, clustered regulatory interspaced short palindromic repeat/

Cas9; SCNT, somatic cell nuclear transfer; CMI, cytoplasmic microinjection. 
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고하였다(Liu 등, 2014). 

2세대 유전자 가위인 TALEN을 이용해서도 knock-out 또는 

knock-in 가축이 보고되고 있다. Carlson 등은 2012년 TALEN

을 이용하여 LDL receptor가 knock-out된 형질전환 돼지를 

개발하였다고 보고하였다(Carlson 등, 2012). 연구자들은 LDL 

receptor를 target 하는 TALEN을 체세포 또는 수정란에 도입하

여 각각 64%와 75%의 knock-out 효율을 보고하고 있으며 체세

포에서는 mono-allelic이 54%, biallelic이 17%로 확인되었다

고 보고하고 있으며, 이러한 LDLR knock-out 모델 돼지는 가

족성 고콜레스테롤 혈증의 모델로 이용 가능할 것으로 보고하였

다(Carlson 등, 2012). MSTN 유전자의 knock-out 소와 양의 

생산에도 TALEN이 이용되었으며 소에서 ovum pickup - IVF 

- zygote microinjection 방법을 이용하여 TALEN을 수정란

에 미세주입하였을 때 태어난 산자의 75%에서 MSTN 유전자가 

knock-out된 것으로 확인되었으며 양에서도 유사한 방법을 이용

하였을 경우 태어난 산자의 11%가 MSTN 유전자에서 변이가 있

는 것으로 보고하고 있다(Proudfoot 등, 2015). 또한 뿔없는 소

는 Carlson 등에 의해 2016년에 TALEN을 수정란에 미세주입하

여 POLLED 유전자를 knock-out 함으로써 생산되었다(Carl-

son 등, 2016). 또한 우유에서 주요 알레르기 유발항원인 beta-

lactoglobulin (BLG)을 knock-out한 knock-out 소가 개발되

었다(Wei 등, 2018). 연구자들은 TALEN을 수정란에 미세주입한 

후 buopsy한 할구를 분석하고 knock-out이 확인된 13개의 수

정란을 대리모에 이식하여 3마리의 형질전환 송아지를 생산하였

다고 보고하였다(Wei 등, 2018).

그리고 TALEN에 의하여 knock-out 형질전환 가축뿐 만아니

라 knock-in 가축도 생산되고 있다. 2015년 Wu 등은 소 결핵 

저항성 증가를 위하여 소의 MAT1A와 SFTPA1 유전자 사이에 

SP110 nuclear body protein을 생산하는 knock-in 소를 생산

하였다고 보고하였다(Wu 등, 2015). 이들은 TALEN과 knock-in 

벡터인 donor DNA를 체세포에 도입하고 knock-in 세포를 선

별한 다음 SCNT 방법에 의하여 생산하였다(Wu 등, 2015). 또한 

TALEN에 의하여 유도된 knock-in 양도 개발되었다고 보고하고 

있다(Cui 등, 2015). 연구자들은 양 체세포의 BLG 유전자 위치

에 human lactoferrin이 knock-in된 체세포를 이용하고 SCNT 

방법에 의하여 형질전환 양을 생산하였다고 보고하였다(Cui 등, 

2015).

최근에는 3세대 유전자 가위인 CRISPR/Cas9을 이용하여 형질

전환 가축이 생산된 보고가 증가하고 있다. CRISPR/Cas9을 이

용한 knock-out 돼지는 2014년 Reyes 등에 의하여 보고되었으

며, MHC class I이 결핍된 돼지를 생산하기 위하여 SLA-1,2,3 

유전자가 CRISPR/Cas에 의하여 knock-out된 체세포를 확보

한 후 SCNT 방법에 의하여 생산되었다(Reyes 등, 2014). MSTN 

knock-out goat도 CRISPR/Cas9과 SCNT 방법에 의하여 개발

되었으며 CRISPR/Cas9을 이용하여 염소 체세포에서 biallelic 

세포를 확보할 효율이 59%라고 보고하고 있다(Ni 등, 2014). 

von Willebrand disease (vWD)에 대한 돼지 모델을 개발하기 

위하여 Hai 등(2014)은 vWF 유전자를 CRISPR/Cas9 시스템을 

이용하여 knock-out 하였다(Hai 등, 2014). 이들은 기존의 유전

자가위와 SCNT를 연계한 방법을 이용하지 않고 직접 12.5 ng/

uL sgRNA와 125 ng/uL Cas9 mRNA를 수정란에 2-10 pl 주입

하여 수정란에서의 유전자 편집을 시도하여 태어난 산자의 68.8%

에서 유전자 편집에 의하여 knock-out이 된 것으로 보고하였다

(Hai 등, 2014). 또한 CRISPR/Cas9 시스템을 1세포기 수정란에 

미세주입하여 MSTN과 FGF5 유전자가 단독 또는 함께 knock-

out된 goat을 개발하였다고 보고하고 있으며, MSTN knock-

out goat는 15%, FGF5 knock-out goat는 21%, 두 유전자가 

모두 knock-out된 경우는 10%라고 보고하고 있다(Wang 등, 

2015). 토끼에서도 sgRNA와 Cas9 mRNA을 수정란에 미세주

입하는 방법을 이용하여 MSTN 유전자가 knock-out된 형질전

환 토끼를 개발하였다고 보고하고 있으며 수정란에서 전체 변이

율은 83.3%였지만 bialleic 변이율은 25%라고 보고하였다(Lv 

등, 2016). Porcine reproductive and respiratory syndrome 

virus (돼지 생식기호흡증후군 바이러스)에 저항성 있는 돼지를 

개발하기 위하여 CRISPR/Cas9 시스템을 이용하여 개발되었으

며(Whitworth 등, 2016), 장기이식용 복제돼지를 생산하기 위

하여 CRISPR/Cas9 시스템을 이용하여 동시에 3가지 유전자인 

GGAT1, CMAH, B4GalNT2가 knock-out된 체세포를 확보하

고 이 세포를 이용한 SCNT로 3개의 유전자가 knock-out된 형

질전환돼지를 보고하고 있다(Butler 등, 2016). 그리고 sgRNA

와 Cas9 mRNA을 수정란에 주입하여 SCNT 보다 다소 수월하

게 연구가 진행되면서 2017년도에 NANOS2와 CD163 유전자가 

knock-out된 돼지가 각각 개발되었다(Burkard 등, 2017; Park 

등, 2017). 

CRISPR/Cas9 시스템을 이용하여 knock-out 형질전환가축

이 다소 생산되고 있으나 knock-in 가축 생산에 대해서는 많은 

보고가 없는 실정이다. Gao 등은 2017년에 CRISPR/Cas9 시스

템과 natural resistance-associated macrophage protein-1 

유전자(NRAMP1) donor DNA를 체세포에 도입하여 FSCN1

와 ACTB 유전자 사이에 knock-in을 유도한 다음 이들 세포를 

이용하여 SCNT에 의하여 knock-in 형질전환 소를 개발하였다

(Gao 등, 2017). Cashmere 생산 모델 goat를 생산하기 위하

여 CCR5 (chemokine receptor 5) 유전자 위치에 Thymosin 

beta 4 (Tβ4) 유전자가 knock-in된 양이 CRISPR/Cas9 시스템

과 연계된 SCNT 방법에 의하여 개발되었으며, 이들은 체세포에

서 knock-in 효율은 6.2%라고 보고하였다(Li 등, 2019). 

유전자 가위를 이용한 형질전환가축의 생산은 ZFN을 이용한 방

법에서 TALEN 방법을 거처 현재는 CRISPR/Cas9 시스템을 이

용하여 생산되는 형질전환 가축의 양이 증가하고 있는 실정이다. 

또한 유전자 가위를 이용한 knock-out 동물의 생산은 고전적 방

법보다 그 효율이 증가와 편리성 등에 의하여 가축에서도 유전자 

가위를 이용하여 다양한 목적의 형질전환 knock-out 가축이 생
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산되고 있다. 유전자 가위를 이용한 초기에는 유전자 가위를 체세

포에 도입한 후 knock-out된 체세포를 확보한 후 SCNT에 의하

여 가축을 생산하였으나, 현재는 돼지, 소 등과 같은 일부 가축의 

수정란에 유전자 가위를 미세주입하여 SCNT 방법보다 보다 수월

하게 knock-out 가축을 생산하고 있다. 그러나 knock-in 형질

전환 가축은 knock-out 보다 적은 수가 보고되고 있으며 ZFN, 

TALEN과 CRISPR/Cas9 어떤 유전자 가위를 이용하여도 체세포

에서 우선 knock-in을 시도한 다음 세포를 선별하고 SCNT 방법

에 의하여 knock-in 가축을 생산하고 있는 실정이다. 

Liu 등(2013)은 ZFN nickase와 ZFN를 이용하여 소 β-casein

위치에 lysostaphin이 발현하는 knock-in 형질전환소를 생산하

였을 때 체세포에서 knock-in 효율은 각각 4.5%, 21.4%로 보고

하였다(Liu 등, 2013). 또한 ZFN를 이용하여 소 β-casein 위치

에 인간 lysozyme이 발현하는 젖소를 생산하였을 때 소의 체세

포에서 ZFN를 이용하지 않았을 때는 상동재조합이 발생하지 않

았지만 ZFN를 이용하였을 때는 12.8-18.5%의 효율로 상동재조

합이 발생하였다고 보고하고 있다(Liu 등, 2014). CRISPR/Cas9

을 사용하더라도 돼지 체세포의 Oct4 유전자 위치에 tdTomato 

reporter 유전자를 knock-in 하는데 있어서 상동재조합에 의한 

knock-in효율은 낮은 것으로 보고되고 있다(Lai 등, 2016). 

그러나 마우스의 수정란에서 16 kb의 knock-in donor 벡터

와 CRISPR/Cas9을 함께 미세주입하여 rosa26 locus에 knock-

in했을 때 knock-in 산자를 얻은 효율은 16-20%로 보고되었다

(Chu 등, 2016). 많은 연구자들은 knock-in 효율을 증진하기 위

해 여러 가지 방안을 고안하고 있다. 유전자 가위를 사용하지 않

은 고전적 방법에 있어서 Knock-in 벡터의 상동영역 길이에 따

라 상동재조합의 효율이 다른 것으로 보고되고 있다(Klymiuk 

등, 2010). 초기 유전자적중 연구에서는, 상동영역의 길이는 5-8 

kb가 적당하고 적어도 1 kb 이상이 되도록 권장되었고, 상동영

역의 길이가 1 kb 미만일 때는 상동재조합의 정확성이 감소한다

고 보고되었다(Thomas 등, 1992). 하지만 유전자가위의 이용으

로 100 bp에서부터 수 kb의 상동영역 길이가 유전자 편집에 성

공적으로 사용되었다고 보고되었다(Urnov 등, 2005; Byrne 등, 

2015; Howden 등, 2015; Maruyama 등, 2015). 실제로 ze-

brafish에서 CRISPR/Cas9시스템을 이용하고 0, 10, 20과 40 

bp의 다른 상동영역을 포함하는 insertion knock-in 벡터를 이

용해 유전자적중을 했을 때, 40 bp의 상동영역 길이를 사용했을 

때 77%의 integration효율로 가장 높았고, 상동영역의 길이가 0 

bp일 때는 integration이 발생하지 않았다고 보고되었다(Hisano 

등, 2015). 또한 마우스에서도 CRISPR/Cas9시스템을 사용하

여 유전자적중을 했을 때, 500 bp의 상동영역 길이를 포함하는 

벡터를 사용했을 때는 2-12%의 효율로 상동재조합이 일어났지

만, 250 bp와 60 bp의 상동영역 길이를 포함하는 벡터를 사용했

을 때는 상동재조합이 발생하지 않은 것으로 보고되었다(Raveux 

등, 2017).

다른 방안으로는, 연구자들은 homologous recombination을 

증가시키는 RAD51-stimulatory compound 1 (RS-1)을 처리하

여 유전자적중 효율을 높이고자 시도하고 있다. RS-1은 RAD51

의 발현을 조절하여 상동유전자 재조합을 증가시키는 역할을 한

다고 알려져 있다(Jayathilaka 등, 2008). CRISPR/Cas9을 사

용하여 HEK293 (human embryonic kidney)세포와 U2OS 

(human bone osteosarcomaepithelial)세포에서 유전자적중

을 했을 때 RS-1을 처리하지 않은 것 보다 처리 하였을 때 4배 정

도 insertion효율이 높았다고 보고되었다(Pinder 등, 2015). 또

한 RS-1을 처리하고 TALEN이나 CRISPR/Cas9을 이용해 토끼 

embryo에 유전자적중을 할 때 각각 17.6%와 26.3%의 knock-

in효율로 RS-1을 처리하지 않았을 때보다 knock-in효율이 3-4

배 증가했다고 보고되었다(Song 등, 2016). 

또한 연구자들은 세포에 HDAC inhibitor를 처리하여 chro-

matin 구조 변경을 유도함으로써 상동재조합에 따른 유전자적중 

효율을 증가시키고자 노력하고 있다(Aymard 등, 2014). HDAC 

inhibitor는 G2/M기를 지연시키고 G1기를 촉진시켜 NHEJ를 감

소하고 HR을 증가시킨다고 보고되었다(Noh 등, 2009). 실제로, 

TALEN이나 CRISPR/Cas9 유전자가위를 이용하여 인간 배아줄

기세포와 유도만능줄기세포에 HDAC inhibitor인 valproic acid

를 처리하고 RAD51 유전자를 과발현하여 다양한 target site에

서 상동유전자 재조합에 의한 유전자적중효율을 증가시켰다고 보

고되었다(Takayama 등, 2017). Valproic acid를 처리한 세포에 

6.5 kb 또는 7.58 kb의 knock-in 벡터 또는 RAD51을 도입하였

을 때, valproic acid의 처리로 2.6배 증가하였고, valproic acid

의 처리와 RAD51을 함께 도입하였을 때는 유전자적중 효율이 4

배가량 증가하였다고 보고되었다(Takayama 등, 2017). 이러한 

효율 증진에 대한 연구를 진행하고 있음에 불구하고 현재까지 보

고된 논문 중 소의 체세포나 수정란에서 CRISPR/Cas9시스템을 

이용한 유전자적중의 효율에 관한 논문은 거의 없는 실정이다. 

결론과 향후방향(미래 예측)

현재까지 유전자 가위를 이용하고 가축에서 knock-out 형질전

환 가축은 생산되고 있으나 knock-in 가축의 생산은 저조한 실정

이다. 특히 mouse에서는 전핵기 수정란에 유전자가위와 donor 

DNA인 knock-in 벡터를 함께 주입하여 유전자 편집 mouse가 

생산되고 있으나 가축에서는 보고되고 있지 않다. 유전자 가위를 

이용하면서 유전자적중 효율이 증가되었지만, 여전히 가축에서는 

knock-in 효율이 낮은 것이 현시점이다. 특히 수정란에 유전자 가

위와 knock-in 벡터를 함께 주입하여 보다 효율적으로 형질전환 

가축을 생산할 수 있는 시스템이 개발되어야 할 것으로 사료된다. 
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