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Genome editing technology employing gene scissors has generated interest in molecular breeding in 
various fields, and the development of the third-generation gene scissors of the clustered, regularly 
interspaced short palindromic repeat (CRISPR) system has accelerated the field of molecular breeding 
through genome editing. In this study, we analyzed the possibility of silkworm molecular breeding 
using gene scissors by genomic and phenotypic analysis after editing the biogenesis of lysosome-re-
lated organelles (BmBLOS) gene of Bakokjam using the CRISPR/Cas9 system. Three types of guide 
RNAs (gRNA) were synthesized based on the BmBLOS gene sequence of Bakokjam. Complexes of the 
prepared gRNA and Cas9 protein were formed and introduced into Bombyx mori BM-N cells by 
electroporation. Analysis of the gene editing efficiency by T7 endonuclease I analysis revealed that the 
B4N gRNA showed the best efficiency. The silkworm genome was edited by microinjecting the 
Cas9/B4N gRNA complex into silkworm early embryos and raising the silkworms after hatching. The 
hatching rate was as low as 18%, but the incidence of mutation was over 40%. In addition, phenotypic 
changes were observed in about 70% of the G0 generation silkworms. Sequence analysis showed that 
the BmBLOS gene appeared to be a heterozygote carrying the wild-type and mutation in most in-
dividuals, and the genotype of the BmBLOS gene was also different in all individuals. These results 
suggest that although the possibility of silkworm molecular breeding using the CRISPR/Cas9 system 
would be very high, continued research on breeding and screening methods will be necessary to im-
prove gene editing efficiency and to obtain homozygotes.
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서   론

산업곤충으로서 누에(Bombyx mori)는 오랜 기간 동안 섬유

생산 및 식용으로 이용되어 오면서 잠상산업의 발달과 함께 

나비목의 표본 곤충으로서 생태 및 유전학적 연구가 지속적으

로 이루어져왔으나, 근래에 들어 인공섬유의 생산 및 이용이 

증가함에 따라 천연실크의 수요가 감소하며 잠상산업은 점차 

쇠퇴하고 있는 실정이다[11, 24]. 현재 누에의 기능성에 대한 

조명이 이루어지며 새로운 기능성 식품시장에 진입하게 됨으

로써 그 명맥을 유지하고 있으나 향후 잠상산업의 재도약을 

위해서는 새로운 소재개발이 반드시 필요하다[1, 11]. 이에 따

라 수많은 연구자들이 물질생산을 위한 생체공장으로서 누에

의 이용방안에 대해 모색하게 되었고, Trichopusia ni 유래의 

전이인자(piggyBac)를 이용한 형질전환누에 개발에 이르렀다

[14, 24]. 하지만 이와 같은 형질전환누에는 효용성과는 별개로 

GMO에 대한 규제에 부딪쳐 상용화 되지 못하고 있는 실정이

다. 다행히도 최근 기존의 형질전환기술을 대신하여 분자육종

기술로서 활용 가능한 유전자편집기술이 등장함으로써 이를 

이용한 누에를 포함한 곤충의 유전자편집에 대한 연구가 활발

히 진행되고 있다[3, 7, 18, 23]. 하지만 국내에서는 이와 같은 

연구가 전무한 실정으로 미래 기술선점을 위해서 유전자편집

을 이용한 곤충 분자육종기술 확보를 위한 노력이 시급한 상

황이다.

유전자 편집기술은 2002년도 1세대 유전자가위인 Zinc 

Finger Nuclease (ZFN)가 등장함으로써 주목 받기 시작하여

[4], 2010년에 개발된 2세대 유전자가위인 Transcriptor Acti-

vator-Like Effector Nuclease (TALEN)가 등장한 이후 게놈 

편집을 위한 현실적인 기술로서 인정받게 되었다[6, 12]. 이러

한 유전자 편집기술은 2012년 이후 Clustered, regularly inter-

spaced short palindromic repeat (CRISPR)/CRISPR asso-

ciated protein (Cas) 시스템이 등장함으로써 급격한 기술적 

진보가 이루어지게 되었으며[5, 7, 10], 최근에는 임상 적용에 

대한 논의가 이루어지는 수준까지 발전하였다[21]. 3세대 유전
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Table 1. Primers used in this study

Primer name Primer sequence (5‘ to 3’) Primer purpose

Blos-E1 
F : CTTAACCATAGATAATACACACAC

R : CTCAAATATAAGTACGGCCACCA

Detection for targeting

sites and T7 EI assay
Blos-E3 

F : AGAGAAAATCTGTAAGAATAATA

R : AAGCTAGCCACAGTGTTTATCA

Blos-E4 
F : GTATGTACCGTTAGTTTAAAA

R : CAGGACAACTATGCTTTAGA

Blos-E1 sg
F : TAATACGACTCACTATAGCTTCTGTGCTGAGACTCATC

R : TTCTAGCTCTAAAACGATGAGTCTCAGCACAGAAG

Preparation of gRNA

template
Blos-E3 sg

F : TAATACGACTCACTATAGGGAACACTACATGCTGCTTG

R : TTCTAGCTCTAAAACCAAGCAGCATGTAGTGTTCC

Blos-E4 sg
F : TAATACGACTCACTATAGGAGTAGGGGTTGGATCTGCT

R : TTCTAGCTCTAAAACAGCAGATCCAACCCCTACTC

GAPDH
F : GCTGGAATTTCTTTGAATGAC

R : CAATGACTCTGCTGGAATAACC
RT-PCR

BLOS RT
F : AGCAGATCCAACCCCTACTCCAGC

R : GAGTTCAAGCGTGCGAGCAGGACA

F: Forward, R: reverse

자 가위인 CRISPR/Cas 시스템은 박테리아에서 바이러스의 

감염과 같은 외부 침입에 대응하기 위한 적응면역시스템으로

서, 감염된 바이러스에 대응하기 위하여 박테리아 내부에서 

바이러스의 유전자 서열에 대한 상보적인 저분자 RNA를 생

성하고, 이를 통해 인지된 바이러스 유전자를 박테리아의 Cas 

단백질이 제거한다[2]. 박테리아에는 3가지 유형의 CRISPR/ 

Cas 시스템이 존재하는 것으로 보고되고 있으며, 유형 1과 3은 

서열인지 및 절단에 필요한 구성요소가 복잡하기 때문에 이용

에 제약이 따른다[7]. 하지만 Streptococcus pyogenes에서 발견

된 유형 2의 CRISPR/Cas 시스템은 NGG 서열(Protospacer 

Adjacent Motif; PAM)을 포함하는 23개의 뉴클레오타이드를 

인지하는 guide RNA (gRNA )와 Cas9 단백질로만 구성되어

있어 조작 및 시스템구성이 간단하기에 유형 2의 CRISPR/ 

Cas 시스템이 3세대 유전자 가위로서 이용되고 있다[7]. 뿐만 

아니라 이와 같이 간단한 구성은 CRISPR/Cas 시스템을 세포 

또는 배아로 도입하는데 있어서도 벡터, mRNA, 또는 단백질

-RNA 복합체 등 다양한 형태로 도입이 가능하기 때문에 목적

에 따른 적용이 가능하다는 장점을 가진다[15]. 

따라서 본 연구에서는 CRISPR/Cas 시스템을 이용한 누에 

분자육종기술을 확보하고자 보급품종 누에인 백옥잠의 요산 

미립자 축적에 관여하는 Biogenesis of Lysosome-related 

Organelles (BLOS) 유전자[9]를 편집함으로서 발생되는 표현

형 및 유전형변화를 관찰을 통해 3세대 유전자가위를 이용한 

누에 분자육종 가능성을 분석하였다. 

재료 및 방법

세포배양 및 누에 사육

실험에 사용한 누에는 휴면계통 보급품종인 백옥잠(잠 123* 

124)을 이용하였으며, 누에 사육은 농촌진흥청 농업생물부의 

표준 사육기준(온도, 24-27℃, 습도, 70-90%) 준하여 신선한 뽕

잎을 급이하고 25℃, 16L8D 조건에서 사육하였다. 누에 난소 

세포주 BM-N (CRL-8910)는 American Type Culture Collec-

tion (ATCC, USA)로부터 구입하여 사용하였으며, 27℃에서 

10% fetal bovine serum (FBS; GEMIMI, USA)를 포함하는 

TNM-FH배지(WELGENE, Korea)를 이용하여 배양하였다. 

염기서열분석

백옥잠의 BmBLOS 유전자의 염기서열을 분석하기 위하여 

NCBI에 등록된 Dazao 품종의 염기서열(NW 004582020 Re-

gion: 1971240..1983012)로부터 유전자 증폭을 위한 Primer를 

제작하였다(Table 1). 백옥잠의 혈림프 세포로부터 Wizard SV 

genomic DNA 추출키트(Promega, USA)를 이용하여 게놈 

DNA를 추출하고 이를 주형으로 이용하여, Table 1의 프라이

머와 Pfx DNA polymerase (Invitrogen, USA)를 이용하여 

PCR을 수행하였다. 증폭된 유전자는 pJET 1.2 blunt vector 

(Thermo Scientific, Lithuania)에 클로닝하여 염기서열을 분석

하였다. 

가이드 RNA 디자인 및 합성

유전자 편집을 위한 gRNA는 온라인 분석도구(http:// 

crispr.dbcls.jp)를 이용하여 백옥잠 BmBLOS 유전자의 엑손 

2, 3, 및 4의 염기서열로부터 PAM서열을 포함한 23개 뉴클레

오타이드(N20NGG) 표적서열을 검색하고, B. mori 게놈 내에서

의 출현 빈도를 분석하였다. PAM 서열로부터 N20, N12, 및 

N8의 출현 빈도를 분석하고, 가장 낮은 출현빈도를 나타내는 
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gRNA 표적 서열을 선발하여 gRNA를 합성하기 위한 Table 

1의 PCR 프라이머를 제작하였다. gRNA의 합성은 GeneArt 

Precision gRNA synthesis kit (Invitrogen, Lithuania)를 이용

하여, 사용자 매뉴얼에 따라 PCR을 통해 주형 DNA를 제작하

고 시험관 내에서 RNA 중합효소를 이용하여 gRNA를 합성 

후 정제하고, –80℃에 보관 후 실험에 사용하였다. 

Transfection 및 가이드 RNA 효율분석

제작된 gRNA와 Cas9 단백질의 복합체는 electroporation

을 통하여 BM-N 세포주에 transfection 시켰다. Electropora-

tion을 위하여 Cas9/gRNA 복합체(2 ug Cas9, 2 ug gRNA, 

272 mM Sucrose, 10 mM Hepes, pH7.3)를 상온에서 10분간 

형성시키고 2×106 cell/ 0.4 ml의 BM-N 세포와 혼합 후 얼음에

서 5분간 방치하였다. 이후 혼합액은 0.4 cm electroporation 

cuvette (Bio-Rad, USA)으로 옮기고, Gene Pulser X cell elec-

troporation system (Bio-Rad, USA)을 이용하여 750 V/cm 출

력으로 15 ms동안 전기충격을 가하고 얼음에서 10분 동안 냉

각하였다. 전기충격을 가한 세포는 6 well plate로 옮긴 후 10% 

FBS가 포함된 신선한 2 ml의 TNM-FH 배지를 공급하여 27℃

에서 5시간 동안 배양한 후 죽은 세포를 제거하고 새로운 배지

로 교체하여 67시간 동안 추가 배양하였다. 이후 배양된 세포

를 수집하여 게놈 DNA를 추출하고, Table 1의 프라이머를 

이용하여 각각의 표적 부위를 증폭 후 T7 endonuclease I (T7 

EI) 분석을 통하여 gRNA 효율을 검정하였다.

T7 EI 분석은 각 엑손 부위의 PCR 산물을 95℃에서 5 분간 

변성시킨 후 85℃까지 초당 2℃씩 냉각시키고, 25℃까지 초당 

0.1℃씩 천천히 냉각시키면서 PCR 산물의 재결합을 유도하

였다. 이 후 1 U의 T7 EI (NEB, USA)을 첨가하여 37℃에서 

1시간 동안 반응시키고 2% 아가로스겔에 전기영동 후 Quan-

tity One software (Bio-Rad, USA)를 이용하여 밴드의 강도 

및 크기 통해 정상 밴드에 대한 실험군의 밴드 감소율로 분석

하였다. 

Microinjection

Microinjection을 위한 누에 알은 Kim 등[13]의 방법에 따라 

준비하고 산란 후 6시간 이내에 주사를 완료하였다. 주사를 

위하여 Cas9 (300 ng/μl)와 gRNA (500 ng/μl)를 완충용액(5 

mM KCl, 0.5 mM Phosphate buffer, pH 7.0)에 혼합 후 상온에

서 10분간 방치하여 복합체를 형성시켰다. 형성된 Cas9/gRNA 

복합체는 micro-injector (Narishige, Japan)를 이용하여 준비

된 누에 배아의 배면에 텅스텐 바늘을 이용하여 구멍을 만든 

후 microcapillary를 이용하여 10-15 nl를 주입하고, 난각의 구

멍은 Cyanocrylate 접착제를 이용하여 막았다. Microinjection 

후 누에 알은 보습한 패트리디쉬에 넣어 25℃시에서 부화할 

때까지 9-10일간 보호하였다. 

유전자 편집 개체 선발

유전자 편집 개체의 선발은 부화한 유충을 5령 3일까지 사

육하고, 유충의 다리로부터 100 μl의 혈림프를 채취 후 원심분

리를 통하여 혈림프 세포를 수집하였다. 이후 세포에 50 μl의 

lysis buffer (10 mM Tris-HCl, 0.25% NP-40, 150 mM NaCl, 

2 ug/μl proteinase K, pH 7.4)를 첨가하여 65℃에서 30분간 

배양 후 95℃에서 10분간 Proteinase K를 불활성화 시켰다. 

준비된 세포 용출액 3 μl를 주형으로 하여 BmBLOS 유전자의 

4번 엑손을 증폭하고 T7 EI 분석을 통해 유전자 편집 개체를 

선발하였다. 

유전자 발현 분석 

유전자 편집 개체의 BmBLOS 유전자의 발현 변화를 관찰하

기 위하여, 5령 6일째의 정상 유충과 표현형의 변화가 확인된 

G0 세대 유충 5마리에서 각각 4개의 다리를 채취하고 RNeasy 

Mini kit (Qiagen, Germany)을 이용하여 total RNA를 추출하

였다.  cDNA는 500 ng의 RNA와 PrimeScript 1st strand cDNA 

합성 키트(TaKaRa, Japan)를 이용하여 합성하고, RT-PCR 및 

quantitative PCR (qPCR)에 이용하였다. BmBLOS 유전자의 

발현분석을 위하여, B4N gRNA의 표적부위를 정방향 프라이

머로 제작하여 결실 돌연변이의 검출을 용의하게 제작하였으

며(Table 1), qPCR은 qTOWER3 (Analytik Jena, Germany) 장

비와 TB Green Premix EX Taq (TaKaRa, Japan)을 이용하여 

사용자 매뉴얼에 따라 진행 후, BmGAPDH를 이용하여 각 

시료의 표적유전자 발현을 표준화하고 정상 유충을 기준으로 

ddCt 방법을 이용하여 비교하였다.

통계분석

모든 실험결과는 평균값(mean value) ± 표준편차(SD)로 나

타내었으며, IBM SPSS Statistics 23 (IBM, USA)를 이용한 일

원배치 분산분석(Oneway Analysis of Variance; ANOVA)을 

실시하고, 각 평균값의 유의성(p<0.05)은 Duncan’s multiple 

rage test를 실시하여 검정하였다. 

결과 및 고찰

가이드 RNA 디자인 및 합성

NCBI에 등록된 Dazao 품종의 BmBLOS 유전자의 엑손 및 

인트론의 구조를 분석한 결과, 전체유전자의 크기는 11,773 

bp로서 5가지 형태로 전사가 일어나며, 이성체에 따라 4개 또

는 5개의 엑손으로 구성되고, 이중 대부분의 변이가 1,800 bp 

앞쪽에서 나타나는 것으로 확인되었다. 이에 따라 엑손 1번이 

1,800 bp 이후에 존재하는 3번 이성체의 엑손 구조를 기초로 

BmBLOS 유전자의 엑손 및 인트론의 구조를 도식화 하였다

(Fig. 1). 백옥잠의 BmBLOS유전자에 대한 gRNA 표적부위를 

탐색하기 위해 Dazao의 염기서열로부터 제작된 Table 1의 프
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C D

Fig. 1. Design and delivery of gRNA. (A) Schematic diagram of gRNA target sites in wild type BmBLOS gene. Three designed 

gRNAs are located in exon 1, 3, and 4 which are indicated by dashed lines with target sequences. The gRNA targeting 

sites, B1N and B4N, are located on the anti-sense strand and B3P is located on the sense strand. (B) gRNA was expressed 

downstream of the T7 promoter. The Cas9/gRNA complexes are transferred to BM-N cells and B. mori embryos by electro-

poration and microinjection, respectively. (C) PCR assembled gRNA DNA template and (D) In vitro synthesized gRNAs 

was analyzed by gel electrophoresis.

라이머를 이용하여 백옥잠의 게놈 DNA로부터 엑손 1, 3, 및 

4를 증폭하고 염기서열을 분석한 결과 각 엑손 부위는 Dazao

의 염기서열과 98% 이상 일치하였다. 얻어진 염기서열은 

CRISPRdirect 툴을 이용하여 각 엑손에 존재하는 N20NGG 표

적서열을 탐색하고, Naito 등[17]의 방법에 따라 부정교합

(off-target) 가능성을 분석하기 위하여, 각 표적서열과 축소된 

N12NGG 및 N8NGG 서열의 B. mori 게놈(ASM15162V1) 내 

출현빈도를 분석하고 Table 2에 나타내었다. 엑손 1, 2, 및 3의 

표적서열 중 출현빈도가 가장 낮은 서열을 선발하여 각각 

B1N, B3P, 및 B4N으로 명명하였다(Fig. 1). 20개의 염기로 이

루어진 각각의 표적 서열은 게놈 내에서 유일한 서열이며, 그 

길이를 PAM 서열 인근 12개의 염기까지 축소하여도 단1회만 

존재한 것으로 확인 되었다(Table 2). Fu 등[8]에 따르면 gRNA

의 표적 서열이 19 또는 18개의 염기로 축소되더라도 표적을 

인지하고 절단할 수 있다고 보고하고 있다[21-23]. 따라서 유

사서열의 존재유무는 게놈 내에서 비 선택적 유전자 편집가능

성을 최소화하기 위하여 필요하다고 판단된다.

Liang 등[16]에 따르면 CRISPR 시스템을 이용한 유전자 편

집에서 Cas9 단백질과 gRNA의 복합체를 세포 내부로 도입시

킬 경우 벡터 또는 mRNA 형태로 도입한 경우보다 유전자 

편집 효율은 증가하는 반면 off-target 가능성은 감소시킬 수 

있다고 밝히고 있다. 이에 착안하여 본 연구 또한 누에 세포와 

배아에 단백질/RNA 복합체를 도입시키기 위하여(Fig. 1B), 

PCR을 통해 gRNA 합성을 위한 DNA 주형을 제작하고(Fig. 

1C), 4종의 NTP’s와 T7 RNA 중합효소를 이용하여 전사를 유

도한 결과 3종의 gRNA를 고농도로 확보할 수 있었다(Fig. 

1D).

가이드 RNA 효율분석

합성된 gRNA의 효율을 분석하기 위하여, Cas9 단백질과 

각각의 gRNA 복합체를 형성시키고 BM-N 세포에 electro-

poration하여 배양 후 T7 E1분석을 수행한 결과를 Fig. 2에 

나타내었다. B1N, B3P, 및 B4N gRNA에서 모두 PCR 산물의 

절단이 나타남을 확인할 수 있었으며, 밴드의 강도를 이용한 

효율분석에서는 B3P gRNA가 40% 이상으로 가장 높은 효율

을 나타내었다. 하지만 2밴드 패턴이 정확하게 나타나는 B1N 

및 B4N과는 다르게 B3P에서는 끌린 형태의 밴드패턴이 나타

났다. 이는 부정교합을 절단하는 T7E1의 특성상 PCR 산물의 
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Table 2. Analysis of gRNA target sequences of the BmBLOS gene and potential off-target in the genome

Locus Strand Sequence (N20NGG)
GC

(%)

Tm

(℃)

Possibility of off-target recognition

20 mer 12 mer 8 mer

Exon

1

+

-

-

+

TTAGTTTATTTGATGTGATTTGG*

CCCTGATGAGTCTCAGCACAGAA

CCTGATGAGTCTCAGCACAGAAGa

GCACAGAAGACATAGAAAAATGG

20

45

50

35

55.94

69.54

69.89

63.74

1

1

1

1

6

2

1

2

 612

 342

 230

1450

Exon

3

-

-

+

-

CCCATATGGTTATTTCAAGTAAA

CCATATGGTTATTTCAAGTAAAT

GGAACACTACATGCTGCTTGAGG
b

CCTAGCCGCGAACCTGAACAAGA

20

20

50

55

56.61

56.61

71.6

75.8

1

1

1

1

3

2

1

1

 427

 267

 257

 474

Exon

4

-

-

-

-

CCTCGACTCAAACGCGCATATTA

CCCAGCAGATCCAACCCCTACTCc

CCCCTACTCCAGCAGATAGATCA

CCAGCAGATAGATCAAATCGAAG

45

55

45

40

68.61

76.05

69.5

64.43

1

1

1

1

2

1

2

3

 269

 167

 327

 289

*Bold letters indicate the PAM sequence in the target site.
abcThe names of the gRNAs indicate B1N, B3P, and B4N, respectively.

A B

C D

Fig. 2. Gene editing in the B. mori genome. BM-N cells were co- 

transfected with Cas9 protein and gRNA complexes target-

ing BmBLOS exon 1 (A), exon 3 (B), and exon 4 (C) targets. 

T7E1 assays were performed for each target at 72 hr post 

transfection and the products were separated on 2% agar-

ose gel. (D) Relative cleavage rates were quantified using 

Quantity One software. 
a-dMeans with the different latters 

are significantly different (p<0.05) by Duncan’s multiple 

range test. Values are mean ± SD (n=6).

Table 3. Embryonic gene editing induced by Cas9/gRNA complex injection targeting BmBLOS

gRNA for 

injection

Number of injected 

embryos (n)

Hatching 

(n)/(%)

Survive to 5th 

instar (n)/(%)

Mutation

(n)/(%)

Phenotypic change

(n)/(%)

Cas9 only

Cas9/B4N

 240
1)

480

117/48.8

 88/18.3

89/76.1

22/25.0

0/0

  9/40.9

0/0

  7/77.5
1)Results are mean of duplicate data.

재결합과정에서 여러 부위에서 발생된 부정교합이 무작위로 

절단되었기 때문으로 예상된다[23]. 따라서 누에의 BmBLOS 

유전자를 편집하기 위한 gRNA로서 절단패턴의 예측이 어려

운 B3P보다 절단효율은 다소 낮지만 정확한 형태의 절단 패턴

을 가지는 B4N이 적합할 것으로 판단된다.

유전자 편집 누에 제작 

BmBLOS 유전자 편집 누에를 제작하기 위하여 Cas9 단백

질과 선발된 B4N gRNA 복합체를 누에의 초기배아 주공과 

후부사이 가운데 배면에 microinjection하고, 그 결과 Table 

3에 나타내었다. Cas9/B4N gRNA를 주사한 480개의 누에 알 

중 88(18.3%) 마리의 유충이 부화되었으나, 이중 25%에 해당

하는 22개체만이 5령까지 생존하여, Cas9 단백질만 주사한 그

룹에 비하여 부화율 및 생존율이 현저하게 낮게 나타났다. 이

러한 결과는 대부분의 CRISPR/Cas9을 이용한 유전자 편집연

구에서 gRNA 농도증가에 따라 부화율 및 생존율이 감소하는 
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A B

C

Fig. 3. Mutations of BmBLOS gene induced by Cas9/B4N gRNA injection. (A) T7E1 analysis of larvae. The panels of numbers 

showed PCR products amplified from WT and mutants treated with T7E1. An additional band of a smaller size was detected 

in mutant. (B) A representative oliy mosaic larva (G0) injected with a Cas9/gRNA complex targeting BmBLOS gene. In 

a severe case, larva’s skin exhibited the oily half and oily mosaic phenotype. (C) Sequence analysis of mutant BLOS alleles. 

The red sequence indicates target sequence of gRNA. The dotted lines and arrow boxes indicate the deletion and insertion 

nucleotides, respectively. The number in front and backside of each sequence stand for larva number and number of nucleo-

tides changed, respectively. 

경향과 일치함에 따라 일반적인 현상으로 외부에서 유입된 

gRNA가 배아의 분화에 영향을 미친 것으로 판단된다[20]. 

유전자 편집개체를 선발하기 위하여 5령까지 생존한 22개

체의 혈림프를 이용하여 T7E1 분석을 수행한 결과(Fig. 3A), 

9개체에서 유전자 편집에 따른 2밴드 패턴이 확인되었으며, 

Fig. 2D에서 BM-N 세포를 대상으로 분석한 유전자 편집효율 

36%와 유사한 41%를 나타났다(Table 3). 또한 유전자의 변이

가 나타난 개체 중 7개체(77.5%)에서 표현형의 변화가 관찰되

었으며, 표피 전반에 걸쳐 모자이크 무늬가 나타나는 유형과 

표피 절반에서만 투명한 영역을 가지는 두 가지 유형으로 나

타났다(Fig. 3B). 염기서열 분석결과 돌연변이가 확인된 9개체

에서 모두 다른 유형의 삽입 및 결실 돌연변이를 가지고 있음

이 확인 되었다(Fig. 3C). 이는 CRISPR/Cas9 시스템이 gRNA

의 표적에 존재하는 PAM 서열 부위의 인산결합을 절단하는 

역할만하기 때문으로 절단된 서열은　DNA 회복기작 중 핵산

분해효소에 의하여 제거 또는 삽입이 이루어지기 때문으로 

생각된다[10, 19]. 따라서 CRISPR/Cas9 시스템을 효율적으로 

이용하기 위해서는 유전자 편집 효율을 높이고 편집에 따른 

염기서열을 예측 가능하도록 절단범위를 정형화하기 위한 추

가적인 연구가 필요할 것으로 판단된다. 

BmBLOS 돌연변이에 따른 유전자 발현

표현형에서 변이가 확인된 5 개체를 무작위로 선발하여 

RNA를 추출하고 BmBLOS 유전자에 대한 발현분석 후 Fig. 

4에 나타내었다. RT-PCR 결과 표현형에 변이가 나타난 유충

은 정상유충보다 BmBLOS 유전자의 발현율이 감소하는 경향

을 나타내었으며, qPCR을 이용한 분석에서 BmBLOS 유전자

의 발현은 정상 유충의 30-70% 수준으로 개체별 차이를 나타

내었다. 이는 유전자 편집 G0 세대 유충 대부분이 정상 

BmBLOS 유전자 외에 대립형질로서 돌연변이를 가지는 이형

접합자(heterozygote) 상태이며[10], 돌연변이 또한 염기치환

에 따른 missense 혹은 frameshift mutation에 따라 완전한 

기능소실이 나타나지 않은 것으로 예상할 수 있다. 뿐만 아니

라 RT-PCR을 이용한 전사체 분석은 BmBLOS 유전자의 기능 

여부와 관계없이 mRNA의 발현 양만을 측정 가능하기 때문에 

표현형 변화와 완전하게 일치하지 않는 것으로 판단된다. 
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A B

Fig. 4. Relative gene expression of in BmBLOS mutants. (A) The transcription levels of BmBLOS gene in the mutant larvae were 

measured using quantitative RT-PCR. The expression levels were expressed as a fold change compared to that of wild type 

larva and GAPDH as an endogenous control. 
a-dMeans with the different latters are significantly different (p<0.05) by Duncan’s 

multiple range test. Values are mean ± SD (n=3). (B) The transcription levels of BLOS gene in the mutant larvae were analyzed 

with RT-PCR. Equal amount loading of samples were ensured by the inclusion of GAPDH. 

이러한 결과에 비추어 볼 때 CRISPR/Cas9 시스템을 이용

한 유전자 편집 및 분자육종은 배아 단계에서 게놈에 대한 

편집이 가능하지만 상동염색체에 대한 일괄적인 편집은 어려

우며, G0세대에서는 다양한 유전 형질이 나타나기 때문에 동

형접합자(homozygote)를 얻기 위해서는 여교배육종(back-

cross breeding)을 통하여 G1 세대를 획득하고, 동일한 유전형

을 가지는 이형접합자간의 자가교배를 통해 G2 세대에서 순

종 돌연변이의 획득이 가능할 것으로 예상된다. 따라서 유전

자 편집효율을 개선하고 동형접합자를 얻기 위한 교배 및 선

발방법에 대한 지속적인 연구를 통해 CRISPR/Cas9을 이용한 

누에 분자육종 기술확립이 필요하다고 판단된다. 
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초록：Cas9 단백질/ 가이드 RNA 복합체를 이용한 누에 BmBLOS 유전자 편집 

김기영․유정희․김수배․김성완․김성렬․최광호․김종길․박종우*

(국립농업과학원 잠사양봉소재과)

유전자 가위를 이용한 게놈편집 기술의 등장은 다양한 분야에서 분자육종에 대한 관심을 유발하였으며, 3세대 

유전자가위 CRISPR 기술의 개발은 게놈편집을 통한 분자육종 시대를 가속화하고 있다. 본 연구에서는 최근 개발

된 3세대 유전자 가위 CRISPR/Cas9을 이용하여 국내 보급품종인 백옥잠의 BmBLOS 유전자를 편집하여 돌연변

이를 유도하고 유전형 및 표현형 검사를 통하여 유전자가위를 이용한 누에 분자육종가능성을 분석하고 이용기술

을 확보하고자 하였다.  유전자 편집을 위하여 백옥잠의 BmBLOS 유전자의 염기서열을 구명하고, 이를 바탕으로 

3종의 가이드 RNA를 합성하였다. 합성된 gRNA는 Cas9 단백질과 복합체를 형성시킨 후 BM-N 누에 세포주에 

도입 후 T7 endonuclease I 분석을 통하여 편집효율이 가장 높은 B4N gRNA를 선발하였다. 누에 유전자를 편집하

기 위하여 Cas9/B4N gRNA를 누에 초가 배아에 미세주사하고 사육하였다. 미세주사 후 부화율은 18% 가량으로 
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