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서 론

골격근(skeletal muscle)은 동물의 물리적 운동 및 지지를
가능케 하는 조직으로 동물 체중의 약 40%를 차지하고 있
다(Frontera and Ochala, 2015). 근육은 생리적 기능 외에 인
간에게 식품으로써 주요 단백질 공급원이다. 가금을 통한
동물성 단백질의 소비는 매년 전세계적으로 증가하고 있으

며, 최근 소비량 대비 2032년까지 15% 정도 성장할 것으로
예측하고 있다(OECD/FAO, 2023). 근육조직에서 근육 형성
은 위성세포(satellite cell)로부터 시작하여 근아세포(myo-
blast), 근관(myotube) 및 근섬유(myofiber) 형태를 거쳐 이루
어진다(Zammit et al., 2006; Yin et al., 2013). 이 과정에서

근형성조절인자(myogenic regulatory factors, MRFs)를 포함
한 여러 유전자들의 복잡한 발현 조절이 이루어지게 된다. 
유전자의 발현 조절은 다양한 방법으로 이루어지지만, 각각
의 유전자에 존재하는 프로모터 부위에 특정 전사인자들이

결합하여조직 특이적으로유전자의 전사를조절할 수 있다

(Vaquerizas et al., 2009).
동물에서 조직별 유전자발현을분석한연구 결과들에따

르면, 다수의 유전자들이 골격근 특이적인 발현 양상을 보
이는데, Troponin T3(TNNT3), Troponin C2(TNNC2), Myo-
genic factor 6(MYF6/MRF4) 유전자들은 가금에서도 유사한
양상을 보이는 것으로 확인되었다(Song et al., 2013; Raza et 
al., 2021; Kui et al., 2022). Troponin 복합체는 액틴 필라멘
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트(actin thin filament)와 연계되어 가로무늬근의 수축과 이
완을 조절하는 기능을 하며, TNNC와 TNNI, TNNT의 세 단
백질로 이루어져 있다(Wei and Jin, 2016). TNNC는 칼슘이
결합하고, TNNI는 actomyosin ATPase를 억제하며, TNNT
는 tropomyosin에 결합하고 액틴 필라멘트에 고정되어 근
수축을 조절한다(Filatov et al., 1999). TNNC2와 TNNT3는
속근(fast skeletal muscle) 특이적으로 발현하며, 미오신
(myosin)과 액틴의 결합을 조절하여 힘을 발생시킨다(Perry, 
1998; Filatov et al., 1999). MYF6는 근형성조절인자 중 하
나로전사인자이며, 골격근 조직에서만 발현하며, 근형성후
기에 발현이 증가하여 근관 형성 유도에 관여하고, 근육 계
열 세포로의 분화도 유도할 수 있다(Rhodes and Konieczny, 
1989).  
근육조직에서 유전자의발현을유도할수 있는프로모터

의 개발은 가축의 생산성 향상을 위한 연구뿐만 아니라, 사
람의근육관련질병연구및 유전자치료등을위해필요한

부분이다(Skopenkova et al., 2021). 본 연구에서는 가금의
골격근에서 발현을 유도하는 프로모터를 개발하기 위하여, 
가금 골격근 특이 발현 유전자인 TNNT3, TNNC2, MYF6를
선별하였다. 또한, 이 유전자들의프로모터부위를 클로닝하
여 발현 벡터를 만들고, 메추리 근육세포에서 프로모터에
의한 유전자의 발현 유도를 확인하였다.

재료 및 방법

1. 골격근 특이 발현 조절 프로모터 선정

골격근에서 특이적으로 발현하는 프로모터를 개발하기

위해, 우선 문헌(Song et al., 2013; Raza et al., 2021; Kui et 
al., 2022) 및 National Center for Biotechnology Informat-
ion(NCBI; National Library of Medicine, Bethesda, MD, 
USA)의 조직별 유전자 발현 Gene Expression Omnibus 
(GEO) 데이터(GEO accession number: GSE160028)를 분석
하였다. 이 데이터를 이용하여 공통적으로 발견되는 유전자
들을 선발하였으며, NCBI의 닭과 메추리 유전체 데이터에
서, 유전자들의 상류에 존재하는 5 kb 염기서열을 얻었다. 
염기서열을이용하여 TATA 박스및전사개시부위를분석
하였으며, Primer3plus(https://www.primer3plus.com/)를 이용
해 프라이머(primer)를 제작하였다. 프라이머 서열은 Table 
1에 표기하였으며, 클로닝을 위해 일부 프라이머에는 AseI
과 BamHI 제한효소 인식 염기서열을 추가하였다. TNNC2
와 MYF6 프로모터의역방향프라이머는각각두개씩제작
하였으며, 정방향 프라이머 가까이에 AseI 인식 서열이 있

어 프라이머에는 포함시키지 않았다.

2. 프로모터 증폭 및 클로닝(Cloning)

중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)을 통
해 닭 유전체 DNA와 각 프로모터별로 제작된 프라이머를
이용해 프로모터를 증폭하였다. 첫 번째 PCR은 25 µL 반응
액으로 35 cycle을 통해 증폭하여 PCR 산물을 확인하고, 두
번째 PCR은 첫 번째 증폭 산물을 주형으로 사용해 100 µL 
반응액으로 35 cycle을 통해 증폭하였다. PCR 산물을 AseI 
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)과 BamHI(Enzy-
nomics, Daejeon, Korea)으로 자르고 전기영동을 실시한 후
필요한 조각을 AccuPrep® PCR/Gel Purification Kit (Bio-
neer, Daejeon, Korea)을 이용하여 젤에서 추출하여 클로닝
에이용하였다. 또한 pEGFP-N1(Clontech, Mountain View, CA, 
USA)에서 CMV-IE 프로모터 부위를 제거하기 위해 AseI과
BamHI로 자른 후 전기영동하여 프로모터를 제외한 조각을
젤에서 추출하여 PCR 산물의 클로닝에 사용하였다. 제한효
소 처리한 각각의 프로모터 DNA와 pEGFP-N1을 T4 DNA 
ligase(Takara Bio, Shiga, Japan)를 이용하여 연결시킨 후

DH5α에 도입하였으며, 콜로니 PCR이나 GeneAll® Ex-
prepTM Plasmid SV mini kit(GeneAll Biotechnology, Seoul, 
Korea)을이용해플라스미드 추출후, 제한효소 처리를통해
프로모터 삽입 여부를 확인하였다. 프로모터가 삽입된 클론
은 시퀀싱을 통해 프로모터 염기서열을 확인하였다.

3. 세포배양

근육세포에서 프로모터가 작동하는지 여부를 확인하기

Table 1. List of PCR primers for amplifying each promoter of 
genes

Primer names Primer sequences (5’ to 3’)

TNNT3P-F1 CTCATTAATGGACTCCTTCCTGCAAGTGG

TNNT3P-R1 GGTGGATCCTACYTGGGGGTGTGGAGACA

TNNC2P-F1 CCTCGCTGCTTTCTTGGGAA

TNNC2P-R1 CTGTTTGCCCTGGATCGAGT

TNNC2P-R3 GCTGGATCCCTCCYGCAGGGAGTCA

MYF6P-F1 ACAGAGCATGGAAACTGGGA

MYF6P-R1 GCCGACTTTCTCTTGCAGGT

MYF6P-R3 GGGGGATCCGCTCAAAAACACCCCGAGGA

Underlined sequences are recognition sites of AseI or BamHI 
restriction enzymes.



Kang et al. : Development of Promoters Working in Poultry Muscle 263

위해 QM7 메추리 근육세포주를 이용하였다. QM7세포는
M199 medium에 배아소혈청(fetal bovine serum, FBS) 10%, 
닭혈청(chicken serum, CS) 1%, 항생제(antibiotic-antimycot-
ic) 1×를 첨가한 배지를 이용하여 배양하였다. QM7 세포를
Ф35 mm 배양접시에 배양하여 세포가 60% 정도 찼을 때, 
각각의 프로모터를 포함한 벡터와 jetOPTIMUS(Polyplus, 
Illkirch, France) 형질도입 시약을 이용하여제조사의 사용법
에 따라 세포에 4시간 동안 도입하고 배양액을 바꿔주었다. 
DNA 도입 후 48시간이 지난 시점에서, 형광현미경(Olym-
pus, Tokyo, Japan)을 이용하여 향상된 녹색형광단백질(en-
hanced green fluorescent protein, EGFP)의 발현 여부를 관찰
하고, 동일한 노출 조건에서 IMT5 CCD 카메라(IMT i-Solu-
tion, Burnaby, BC, Canada)를 통해 사진을 촬영하였다. 촬영
한 사진은 ImageJ(Ver. 1.54 g; NIH, Bethesda, MD, USA; 
https://imagej.net/ij/)를 이용하여 세포들의 EGFP 형광 밝기
측정에 사용하였다.

4. 프로모터 분석

클로닝한 프로모터에 결합하는 전사인자들을 알아보기

위해, 웹기반 전사인자 결합 부위 추정 프로그램인 PROMO 
(https://alggen.lsi.upc.es)를 이용하여 시퀀싱 결과를 분석하
였다(Messeguer et al., 2002). 검색조건으로 전사인자와 그
결합부위를 모두 동물로 한정하여 실시하였다.

결과 및 고찰

골격근 특이 발현 조절 프로모터를 개발하기 위해 문헌

연구 및 데이터 분석을 통해 총 11개의 후보유전자를 선발
하였으며, 이 중에 예측 가능한 TATA박스의 유무, 전사 시

작 위치와 mRNA 시작 서열의 연관성, 프라이머 디자인의
수월성, 제한효소 존재 유무 등을 고려하여, TNNT3, TN-
NC2, MYF6 등 3개의 유전자를 선택하여 연구를 진행하였
다. mRNA 발현 분석 데이터에서 TNNT3와 TNNC2는 근육
조직 외에 다른 조직에서도 극소량이 발현하는 것으로 나타

났지만, 발현량은 근육조직에서 다른 조직 평균에 비해 각
각 1,581배(4,157.3 vs. 2.6)와 978배(4,086.8 vs. 4.2)가 더 많
았다. MYF6는 근육에서 가장 높게 발현했으며, 다음으로
정소에서 발현했다. 심장 및 폐 조직에서는 일부 샘플에서
발현했지만, 다른 조직에서는 전혀 발현하지 않아 근육 특
이성이 높은 편이었다. 각 유전자의 프로모터 부위를 증폭
하기 위해, 닭유전체 DNA와 Table 1에있는프라이머를이
용해 1차 PCR을 수행하여, 1.2 kb의 TNNT3, 1.45 kb의
TNNC2, 1.95 kb의 MYF6 프로모터 부위를 각각 증폭하였
다(Fig. 1). 2차 PCR은 1차 PCR 산물을 주형으로 사용하여, 
TNNT3 프로모터는 같은 프라이머를 이용하여 증폭하였으
며, TNNC2와 MYF6 프로모터는 역방향 프라이머만 바꿔
증폭하여 각각 1.06 kb와 1.65 kb의 산물을 얻었다(Fig. 1). 

2차 PCR 산물을 AseI과 BamHI 제한효소로 절단 후, 같
은 제한효소들로 CMV-IE 프로모터와 인핸서를 제거한

pEGFP-N1 벡터에 삽입하였다. 각 프로모터별로 클론을 두
개씩 골라 프로모터의 삽입 여부를 확인하고(Fig. 2A), 이
클론들을 이용해프로모터 염기서열을분석하였다. 그결과, 
프로모터 부위의 서열은 소수의 단일 염기 변이가 있기는

했지만, 대부분 기존 닭 유전체 서열에서 알려진 바와 동일
했다. 예외적으로 TNNC2 프로모터의 두 번째 클론의 경우
는 3’쪽 가까이에 72 bp의 결실이 있었다. 이는 전기영동 결
과에서 보았을 때, 첫 번째 밴드에 비해 약간 작은 크기로
나타났다(Fig. 2A). 각각의 프로모터와 EGFP 유전자 부위에

Fig. 1. PCR products of promoters. The first and second PCR products were amplified from promoter regions of TNNT3, TNNC2, and 
MYF6 genes. M: DNA marker, 1: 1st PCR product of PTNNT3 (1.2 kb), 2: 1st PCR product of PTNNC2 (1.45 kb), 3: 1st PCR product 
of PMYF6 (1.95 kb), 4: 2nd PCR product of PTNNT3 (1.2 kb), 5: 2nd PCR product of PTNNC2 (1.06 kb), 6: 2nd PCR product of PMYF6 
(1.65 kb).
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대한 상대적 크기는 Fig. 2B에 나타냈다.
다음은 클로닝한 프로모터들이 근육세포에서 작동하는지

의 여부를 알아보기 위해, 메추리근육세포주인 QM7세포에
도입하여 EGFP의 발현을 관찰하였다(Fig. 3). 클로닝한 세
프로모터 모두 EGFP의 발현을 유도하는 것을 확인하였다. 
밝기를 바탕으로 조사한 개별 세포의 발현 정도에 있어서, 
CMV-IE 프로모터에 비해 클로닝한 프로모터들은 약 7배
정도약하게발현을유도하는것으로확인되었다(PTNNT3, 7.1 
±3.7; PTNNC2, 7.3±3.0; PMYF6, 7.0±2.2; PCMV_IE, 48.5±40.2). 녹
색 형광 밝기의 변이는 CMV-IE 프로모터에 비해 클로닝한
프로모터에서 더 적었다. 

클로닝한 프로모터들에 의해 유전자 발현이 조절될 수있

도록 관여하는 전사인자들의 종류를 조사하기 위하여, 전사
인자 결합 서열 예측 프로그램인 PROMO를 이용하여 프로
모터 서열을 분석하였다. 그 결과, 각 프로모터는 230∼278
개 종류의 전사인자들이 결합 가능한 서열을 가지고 있었다

(Table 2). 근육세포에서 발현되는 전사인자들 중 AP-1, 
GATA-2, JUNB, LEF-1, MYOD, MYOG, NF-κb, NRF2, 
SP1, STAT1β, YY1 등은 세 프로모터에 공통적으로 결합부
위를 가지고 있었다. 반면, CREB, MYF-5와 NF-Y의 결합부
위는 PMYF6는 없었고, GATA-3와 RXRα의 결합부위는

PTNNC2에는 없었다. 근형성조절인자인 MYF-5, MYOD, MY

Fig. 2. Vector clones and diagram of each gene promoter. (A) Two vector clones from each promoter were selected and confirmed 
their promoter fragments by digesting with AseI and BamHI. In each lane, the upper band is a fragment of pEGFP-N1 vector without 
promoter (4.08 kb) and the lower band is a promoter fragment. M: DNA marker, 1: fragment of PTNNT3 (1.2 kb), 2: fragment of PTNNC2 
(1.03 kb), 3: fragment of PMYF6 (1.43 kb). (B) Diagram of vectors containing each gene promoter was drawn based on the relative ratio 
of length. 

Fig. 3. Expression of EGFP by newly developed promoters in QM7 cells. All three promoters could transcribe the EGFP gene in the 
muscle cell. The brightness of the green fluorescence induced by each promoter was approximately seven times dimmer compared to 
the CMV-IE promoter (Magnification = ×100).
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OG 결합부위를 모두 가지고 있는 PTNNT3와 PTNNC2는 근육

발달 동안 근육 특이적 발현 조절이 가능할 것으로 여겨진

다(Hernandez-Hernandez et al., 2017). PMYF6는 MYOD, MY-
OG 결합부위를 가지고 있으며, 근형성조절인자로서 역시
근육 특이 발현이 가능할 것으로 기대된다. 
본 연구에서는 닭의 골격근에서 특이적으로 발현하는 유

전자를 조사하여, TNNT3, TNNC2, MYF6 유전자의 프로모
터를 개발하였다. 또한 메추리 근육세포에서 프로모터 작동
여부를 확인하였다. 이 프로모터들은 가금의 근육세포에서
유전자 발현을 유도하는 연구에 활용 가능할 것이다. 본 연
구에서 다루지 못한, 프로모터 부위별 발현 조절 기능 연구
나 근육세포 특이적 발현 조절 연구, 근육세포 분화 단계별
발현 조절 연구 등이 추가적으로 필요하며, 이를 통해 가금
골격근 특이 프로모터의 개발 및 활용이 가능할 것으로 사

료된다.  

적 요

가축의 골격근은 동물성 단백질 식품으로서 중요한 역할

을 하며, 가금육의 소비는 전세계적으로 꾸준히 증가하고
있다. 근육의 형성과 발달에는 근형성조절인자를 포함한 많
은 유전자들이 관여하며, 발달 단계에 따라 유전자 발현의
정확한 조절이 필요하다. 본 연구에서는 근육에서 특이적으
로 발현하는 유전자를 선발하고, 해당 유전자의 프로모터를
클로닝하고 기능을 분석하였다. 동물의 조직별 유전자 발현
을 분석한 결과, 다수의 유전자들이 골격근 특이적인 발현
양상을 보였는데, 특히 TNNT3와 TNNC2, MYF6 유전자들
은 가금에서도 유사한 양상을 나타냈다. TNNT3, TNNC2, 
MYF6 유전자의 프로모터 부위를 중합효소연쇄반응을 통해
각각 1.2 kb, 1.03 kb, 1.43 kb씩 증폭하여, 녹색형광단백질
유전자를 포함한 벡터의 앞부분에 삽입하였다. 염기서열 분

석 결과, 세 프로모터는 기존에 밝혀진 유전체 서열과 거의
일치함을 확인하였다. QM7 메추리 근육세포주에서 각각의
프로모터를 포함한 벡터를 도입한 결과, 세 프로모터 모두
녹색형광단백질을 성공적으로 발현시켰다. 녹색 형광의 밝
기는 대조군으로 사용한 CMV-IE 프로모터와 비교 시, 약 7
배 정도 어두웠다. 클로닝한 프로모터들에는 230개 이상의
전사인자들이 결합할 수 있을 것으로 예측되었으며, 특히
MYF5나 MYOD, MYOG와 같은 근형성조절인자를 포함한
근육에서발현하는 다양한전사인자들이 결합할 수 있을 것

으로 예측되었다. 이 프로모터들은 가금의 근육세포에서 유
전자 발현을 유도하는 연구에 활용이 가능할 것이며, 추후
연구를 통해 프로모터 부위별 발현 조절 기능 연구가 필요

할 것으로 사료된다.
(색인어 : 가금, 근육, TNNT3 프로모터, TNNC2 프로모

터, MYF6 프로모터)
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