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형질전환생쥐의 제조 수단으로서 유전자 적중법 및 함정법의 개발 현황
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ABSTRACT : The construction of transgenic mouse using embryonic stem (ES) cells has been crucial in the functional 
studies of gene on mouse genome. Gene knockout mice have been powerful for elucidating the function of genes as well 
as a research model for human diseases. Gene targeting and gene trapping mathods have been the representative tech-
nologies for making the knockout mice by using ES cells. Since the gene targeting and the gene trapping methods were 
independently developed about 20 years ago, it's efficiency and productivity has been improved with a advance of molecular 
biology. Conventional gene targeting method has been changes to high throughput conditional gene targeting. The combi-
nation of the advantage of gene targeting and gene tapping elements allows to extend a spectrum of gene trapping and 
to improve the efficiency of gene targeting. These advance should be able to produce the mutant with various phenotype 
to target a certain gene, and in postgenome era they have served as crucial research tools in understanding the functional 
study of whole genome in mouse.
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요  약 : 배아줄기세포를 이용한 형질전환동물의제조는 유전자의 기능 연구에 필수적이다. 특히 유전자파괴생쥐는 유전
자의 기능 연구뿐만 아니라 사람 질병 연구에 중요한 모델이 되어 왔다. 유전자 적중법(gene targeting)과 유전자 함정법
(gene trapping)은 ES 세포에서 녹아웃(knockout) 생쥐를 제조하는 대표적인 방법이다. 20여 년 전 유전자 적중법과 함정
법이 최초로 개발된 이후에 이 기술은 많은 변화를 거쳤다. 특히 상동재조합에 기초한 전통적 유전자 적중법은 대량 제조
기반의 조건부 유전자 적중법의 개발로 이어졌고, 유전자 적중법 및 유전자 함정법의 장점 요소의 조합은 유전자를 파괴
하는 범위를 넓혔고, 유전자 적중을 더욱 효율적으로 만들었다. 이런 기술은 특정 유전자를 표적으로 하는 다양한 종류의
돌연변이 형질전환동물을 제조할 수 있게 하여 포스트게놈 시대에 요구되는 전체 유전체의 기능 연구를 더욱 효과적으로

진행시켜 줄 것이다.
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서  론

최초의 유전자 적중법이 작용된 실험이 1987년에 행해진
이후에(Thomas & Capecchi, 1987), 이 방법은 지난 20여년 
동안 유전자 기능 연구를 가속화시켰고, 생물학 연구에 필요
한 많은 종류의 재료를 공급하였다(Capecchi, 2001; Niwa, 
2010). 유전자 적중법은 ES 세포 배양과 상동염색체 재조합

에기반을두고있으며, 생쥐유전체에기능상실(loss-of-func-
tion) 돌연변이를 도입하기 좋은 방법이다. 유전자 기능에 관
한 연구의 가장 효율적인 방법은 해당 유전자를 파괴하고 전

체 개체에서 표현형을 관찰하는 것이다. 유전자 적중법의 대
체 기술로 개발된 유전자 함정법은 매우 효율적이면서도 무

작위적인 돌연변이 유발 기법이다(Gossler et al., 1987; Ko-
thary et al., 1988). 유전자 함정법은 유전자 적중법처럼 특
정 유전자가 아니라 단시간 내에 많은 유전자를 파괴할 수

있다(Zambrowicz & Friedrich, 1988). 
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이처럼 유전자 파괴(녹아웃) 생쥐를 제조하는 두 가지 주
된 방법은 유전자 적중법과 유전자 함정법을 사용하는 것이

다. 이런 면에서 생쥐 유전자의 연구는 사람 유전체 연구의
가장 완벽한 모델로서, 유전자가 파괴된 생쥐는 사람 질병의
좋은 모델이 되어 왔다(Austin et al., 1984; Brown & Han-
cock 2006; Niwa, 2010). 유전자 적중법과 유전자 함정법
기술의 조합은 생쥐의 모든 유전자를 파괴할 수 있도록 하였

다. 그 동안 분자생물학적 기술의 향상은 이들 두 기술의 단
점을 극복하여 보다 효율적으로 만들었다. 따라서 본 논문은
최근에 생쥐 유전자 파괴에 사용되는 유전자 함정과 유전자

적중의 기술이 어디까지 개발되어 왔는지를 살펴보고자 한

다. 덧붙여 삽입돌연변이 유발 전략(insertional mutagenesis 
stratage)으로서 트랜스포존(transposon)의 사용과 같은 새로
개발된 기술이 기존의 방법에 어떻게 적용되는지를 살펴보

고자 한다.

유전자 적중법

상동재조합에 기초한 유전자 적중법은 ES 세포에서 성공
적으로 작동하였고(Thomas & Capecchi, 1987), 1989년에
이를 이용한 최초의 형질전환생쥐가 태어났다(Zijlstra et al., 
1989). 유전자 적중법은 주로 특정 유전자의 파괴에 사용되
어 왔고, 그리고 다른 종류의 변이, 즉 점돌연변이, Cre 재조
합효소, 다른 외부 유전자의 도입 등에도 이용된다. 흔히 첫
번째의 녹아웃(knockout)에 대응하여 이 두 번째 방법은 녹
인(knock-in)이라 부른다. 
전통적녹아웃(적중)벡터는양성선택표지(positive selection 

marker)로서 Neo(neomycin) 유전자와 음성선택표지(negati-
ve selection marker)로서 TK(thymidine kinase) 유전자를
사용한다(Manosour et al., 1988). 전기천공법(electro-pora-
tin)으로 이 벡터를 ES 세포에 삽입하면 표적벡터와 ES 세포
유전체에 있는 동일한 서열 사이에 상동재조합이 일어나 표

적유전자의 서열 일부는 Neo로교체된다. 상동재조합으로 생
성된 Neo 저항성 ES 세포만이살아남고, 그리고 TK는 GANC 
(gancyclovir) 존재하에 무작위 삽입된 클론을 제거한다(Ca-
ppechi, 1989). 또 다른 음성선택표지로는 DTA(diphteria to-
xin A)가 사용되었고, 이는 표적화된 클론을 효율적으로 농
축시켜준다. 하지만 DTA는 ES 세포를 죽이고 추가적인 약
물의 사용을 필요로 하지 않는 장점은 있지만, 이 약물의 사

Fig. 1. A conditional gene targeting vector. After retrieving the 
interest gene from BAC into a retrieval vector by homo-
logous recombination in E. coli, a Neo cassette containing 
two loxP site is introduced into the retrieved DNA frag-
ment. Next, the second cassette containing Frt-Neo-Frt- 
loxP is targeted to the DNA fragment by homologous 
recombination. Finally, the gene targeting vector is elec-
troporated into ES cells, and clones with floxed exons 
produced with homologous recombination are selected. 
(Black arrow head: loxP site; Arrow: Frt site; Large 
Box: exon)

용은벡터삽입에앞서서일시적인발현에의해최소한독성을 
유발할 수 있다(McCarrick et al., 1993; Yagi et al., 1993). 
양성-음성선택후에 ES 세포는생쥐의 포배에주입되어키메
라로 태어난다. 생식 계보가 ES 세포에서 유래된 경우에 이
키메라 생쥐가 정상 생쥐와 교배하면 표적유전자의 한 벌이

파괴된 이형접합생쥐가 태어난다.
파괴된 유전자가 배아 발생에 필수적이라면 전통적 적중

법은 종종 배아의 죽음을 유발할 것이다. 이러한 문제점을
해결하기 위한 방법으로 Cre-loxP 또는 FLP-Frt와 같은 장
소 특이적 재조합 체계에 의존하는 조건부 적중법(conditio-
nal targeting)이 개발되었다(Michael et al., 1999; Fig. 1). 조
건부 녹아웃 생쥐의 제조는 두 계보의 생쥐, 즉 loxP와 인접
한 필수 엑손을 가진 floxed 생쥐와 Cre(또는 FLP) 발현 생
쥐를 필요로 한다. Cre 재조합효소는 특정한 세포 종류 또는
유도 시 특정 발생 시기에 발현된다. Cre 생쥐와 floxed 생쥐
의 교배는 특정 시기의 특정 조직에서 loxP 인접 엑손의 결
손을 유발한다. 지금까지 조건부 적중법으로 제조된 Cre 생
쥐는 약 500 여 종류에 달한다(Nagy et al., 2009). 

PCR은 표적유전자 벡터의 제조에 가장 광범위하게 이용
된다. 유전체 DNA에서 상동 팔(homologous arm)은 PCR 
기법으로 증폭된 다음에 Neo와 TK 유전자를 가진 플라스미
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드의 적당한 장소에 삽입하여 클로닝된다. Fig. 1에서 보여
주듯이 BAC 변형에 기초한 보다 효율적인 방법이 BAC를
가진 대장균에서 조건부 표적 DNA를 추출하는데 이용되고
있다(Copland et al., 2001; Liu et al., 2003). 이 방법은

BAC에서 플라스미드로 DNA 조각을 추출하는데 짧아진 상
동부위(약 200～300 bp)와재조합체계에의존한다. 동일한방
식으로 짧은 상동부위를 가진 선택카세트(selection cassette)
가 추출된 DNA 조각을 표적으로 삼는다. 이는 표적벡터 제
작에 필요한 시간과 노력을 줄여준다. 이 방법은 조건부 녹
아웃벡터 제작에도 이용된다.

유전자 함정법

유전자 함정은 붙잡힌 유전자의 발현양상이 삽입장소의

근처에 있는 유전자의 전사조절요소에 의존하기 때문에 이

유전자의 발현양상을 탐지하기 위해 개발되었다(O'Kane & 
Gehring, 1987). 그 후에 이 벡터는 삽입이 된 다음 일부 변
형이 일어나 해당 유전자의 돌연변이를 유발하는 것으로 알

려졌다(Gossler et al., 1989; Friedrich & Soriano, 1991; 
Skannes et al., 1992). 함정벡터(trapping vector)는 보통 선
택표지의 양쪽에 각각 SA(splice acceptor)와 polyA 신호를
가진 단위로 구성된다. 이 벡터를 생쥐 ES 세포에 주입하면
무작위로 유전체 속에 끼어 들어간다. 만일 벡터가 어떤 유
전자의 인트론에 삽입되면 SA가 작용하여 해당 유전자의 엑
손 상단부와 선택표지의 융합 전사체가 생성될 것이다. 그
결과, 해당 유전자는 절단된 단백질을 생성한다. 
널리 사용되는 방법으로는 polyA 함정벡터가 있다(Fig. 

2A). 선택표지로는 보통 lacZ(β-galactosidase)와 Neo(neo-
mycin-resistant) 유전자의 융합인 βgeo가 사용된다(Fried-
rich & Soriano, 1991). PolyA 함정벡터는 PGK 프로모터, 
Puro(puromycin-resistant gene) 및 SD(splice donor) 신호
를 가진 제2의 카세트를 갖고 있다. 두 번째 선택카세트에 있
는 polyA 서열이 SD로 교체되고, 전사는 내부적 polyA 신호
에 의존한다. SD는 삽입된 유전자의 엑손 하단부와 Puro의
융합된 전사체를 형성하도록 작용한다. SD 신호의 앞쪽에는 
삽입장소의엑손하단부의번역을막기위한중지코돈이 위치

한다. 이 서열은 3' RACE(3' rapid amplification cDNA ends 
PCR)에 의한 서열태그(sequence tag) 생성에도 이용된다. 삽
입된 유전자의 정체는 서열태그를 생쥐 유전체의 알려진 유

전자와 비교검색함으로써 알 수 있다(Zambrowicz et al., 
1998). 이 함정벡터는 PGK 프로모터가 ES 세포에서 활성이
기 때문에 ES 세포에서는 발현되지 않은 유전자를 표적으로
한다(Niwa et al., 1993). 
다른 방식의 벡터로는 내부적으로 번역 개시를 가능하게

해주는 IRES(internal ribosome entry site) 서열을가진 ence-
phalomyocarditis virus의 5' untranslated region(5'UTR)를이
용하여 만든 promoter-less Neo-5'NTR-LacZ-poly(A) 벡터이
다(Fig. 2B; Kang et al., 1997). 이 dicistronic trap 벡터는 내
재적유전자의엑손에끼어들어가면해당유전자의단백질과

융합된전사체가만들어질것이다. 올바른번역틀로끼어든 Neo 
유전자는선택표지로작동하고, 해당유전자의단백질은절단
되어기능을하지 못한다. 동시에 내부적 번역개시장소를가
진 β-galactosidase는 해당 유전자의 발현양상을 반영한다. 
보다 효과적인 유전자 함정법은 polyA 함정벡터을 개선

한 것이다(Fig. 2C). 표적이 되는 유전자를 완전히 파괴하기
위해 보다 강력한 SA와 polyA 신호가 사용되었다. 다른 변
화로는 GFP 유전자의 도입으로 더 쉽게 발현을 추적할 수
있도록 하였다. 무엇보다도 가장 중요한 향상은 벡터 끝에
loxP 장소의 도입이다. 이 벡터로 만든 돌연변이에서 만일

Fig. 2. Gene trap vectors for insertional mutagenesis. A: PolyA 
trap vector consists of two units. The first unit has a splice 
acceptor (SA) sequence, βgeo and polyA (pA) signal. 
βgeo as a reporter and a selection marker is the fusion 
gene of Neo and LacZ gene. The second unit contains a 
PGK promoter, Puro and a splice donor (SD) signal. B: 
Dicistonic trap vector consists of promterless Neo with-
out ATG codon, IRES, LacZ and pA signal. C: RET trap 
vector contains GFP as a reporter and is flanked by 2 
loxP site for Cre recombinase.
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Cre 효소가 이 벡터를 제거한 후에 표현형이 회복되는 경우
에 해당 유전자의 기능 확인이 가능하다. 이 방법은 RET(re-
movable exon trap)라 부른다(Araki et al., 1999; Ishida & 
Leder 1999).
개선된 2세대 polyA 함정벡터는 ES 세포에서발현되지않은

유전자를표적으로하는데효과적이다. 하지만최근에이벡터
는 유전자의 마지막 인트론을 선호하는 것으로 밝혀졌다. 그
래서 붙잡힌 유전자는 종종 부분적인 기능을 갖고 있고, 이
현상은 NMD(nonsense-mediated mRNA decay)에 의해 유
발되는 것으로 알려졌다. 이 문제를 해결하기 위해 SD 서열
앞쪽에 3개의 개시코돈과 IRES이 삽입되는 방식으로 변형
되었고, 이는 UPATrap이라 부른다(Shigeoka et al., 2005).

유전자 적중법과 함정법의 장단점

유전자함정법은대량으로돌연변이를유발하지만모든유

전자를 파괴하는데 불충분하다. 최근의 자료에 따르면 유전
자 함정법으로 개발된 ES 세포계보의 수는 알려진 생쥐 전
체 유전자의 수보다 훨씬 많지만, 붙잡힌 유전자의 수는 전
체의 50～70 %에 불과한 것으로 추정되고 있다. 일부 벡터
는 하나의 유전자에 한 번 이상 끼어들어 갔고, 다른 벡터는
비암호화 부위에 삽입되었다(Abuin et al., 2007; Schnutgen 
et al., 2008). 많은 연구에서 함정벡터의 편향성과 염색체상
의 일부 비삽입 유전체 부위가 붙들리지 않는 것으로 밝혀졌

다(Austin et al., 2004; Schnutgen et al., 2008). 가끔씩 대체
짜깁기가 일어나 적은 양의 정상 전사체, 즉 정상 하위대립
유전자(hypomorphic allele)가 만들어진다. 정상 하위대립

유전자는 단백질 또는 단백질 영역의 기능에 대한 정보 획득

에 유용하다(Lee et al., 2007).
유전자 적중법은 특정 유전자를 파괴하고 거의 모든 생쥐

유전자에서 매우 효과적인 것으로 알려져 있다(Austin et al., 
2004). 하지만 이 기술은 시간이 많이 걸리고 고도의 전문가
적 숙련도를 요구한다. 현재 기술로는 유전자 적중법이나 유
전자 함정법 단독으로는 생쥐의 모든 유전자를 파괴할 수 없

다. 따라서 이러한 기술과 특징의 조합이 시도되어 왔다. 

유전자 적중법 및 함정법 요소의 조합

전통적 녹아웃과조건부녹아웃은조작방식에서상당히 다

Fig. 3. Conditional targeted trapping method. Homologous recom-
bination in ES cells leads to an insertional mutation 
similar to gene trapping. FLP recombinase induces to the 
deletion of a selection cassette including the trapping 
elements to generate a conditional allele. Cre recombi-
nase yields the deletion of critical exon like in a con-
ventional knockout.

르다. 조건부 녹아웃은 ES 세포에서 유전자를 온전히 둔 채
로 생쥐의 일부 조직에서 엑손을 삭제한다. 최근에 유전자
함정벡터의 일부 요소를 가진 새로운 종류의 적중벡터가 개

발되었다(Fig. 3). 이 벡터를 사용하면 한 번의 적중 조작으
로 유전자 함정, 전통적 적중 녹아웃 그리고 조건부 녹아웃
돌연변이를 만들 수 있다(Testa et al., 2004; Friedel et al., 
2007). 이 방법은 적중함정법(targeted trapping)이라 부른다. 
적중함정벡터는 선택표지인 Neo가 함정법 요소인 SA, β

geo 및 polyA로 교체된 점만 제외하면 조건부 녹아웃벡터와
유사하다. 이벡터를 ES 세포에전달하면, 상동재조합이유전
자 적중법의 결과와 닮은 삽입돌연변이를 유도한다. 선택카
세트의 양 옆에 두 Frt 장소가 있기 때문에 ES 세포의 FLP 
재조합효소가 함정법의 선택카세트를 제거하고 조건부 대립

유전자를 생성한다. 그런 다음에 ES 세포의 Cre 재조합효소
가 전통적 녹아웃처럼 중요 엑손의 제거를 유도한다. 그러면
다목적 돌연변이가 한 번의 적중 조작으로 생성되는 것이다. 
적중함정법의 단점은 βgeo 선택표지가 프로모터를 갖고 있
지 않기 때문에 ES 세포에서 발현되는 유전자에만 적용이
가능하다. 이를극복하기위해 ES 세포에서활성인강력한프
로모터가 βgeo 선택카세트의 하단부에삽입되었다. 그 결과, 
새로 만든 벡터는 ES 세포에 발현하지 않는 모든 유전자에
도 적용할 수 있다(Friedel et al., 2007).
조건부 함정법(conditional gene trapping)은 배아의 치사돌

연변이를 우회하지만 전 과정은 시간과 경비가 많이 들고 기
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술적으로도 어렵다. 유전자 함정법은 돌연변이를 대량으로
만들지만 종종 배아의 치사를 유발한다. 이를 개선한 조건부
유전자 함정법이란 새로운 기술이 개발되었다(Fig. 4) 이 방
법은 두 동형 표적 장소 사이의 DNA 조각을 뒤집기 위해 두
쌍의 서로 다른 재조합효소 표적장소를 사용한다(Schnu- 
tgen & Ghyselinck, 2007; Schnutgen et al., 2008). 
조건부함정벡터는함정에필요한리포터선택카세트를갖

고 있고, 이 카세트는 반대방향으로 네 쌍의 장소 특이적 재
조합효소 장소가 인접해 있다. Frt와 F3은 FLP 재조합효소
를 위한 두 표적장소이고, loxP와 lox5171은 각각 Cre 재조
합효소의 표적장소이다. 이 벡터는 핵산전달 후 함정벡터와
유사하게 유전자의 인트론에 삽입된다. SA를 가진 내재 유
전자의 상단부 엑손은 선택표지와 함께 융합 전사체를 형성

하고 그리고 하단부 엑손의 전사는 종결된다. 이는 유전자
함정법과 닮은 삽입돌연변이이다. 여기서 유전자가 파괴된
ES 세포를 사용하여 녹아웃 생쥐를 만들거나 또는 ES 세포
수준에서 이 돌연변이 대립유전자를 조건부 대립유전자로

바꿀 수 있다. 조건부로 파괴된 대립유전자를 만들기 위해서
는 ES 세포에서 FLP 재조합효소를 일시적으로 발현시킬 수
있다. 그러면 FLP가 Frt 또는 F3 장소를 통해 백터의 리포터
카세트를뒤집을수있다(Fig. 4B). 이대립유전자는 SA가 전
사방향의 먼 쪽에 위치하기 때문에 비돌연변이 유발성이다. 

Fig. 4. Conditional gene trapping method. A: After insertion in 
ES cell, the trapped allele has a selection reporter ca-
ssette with four pairs of site-directed recombinase site. 
B: Conditional allele generated by FLP recombinase has 
a reversed selection cassette. This is non-mutagenic be-
cause the SA signal is ineffective in producing a fusion 
transcript. C: Tissue specific mutation induced by Cre 
recombinase. The trapping vector is reinverted and results 
in a conditional mutation. 

이 조건부 대립유전자를 가진 생쥐 계보는 위의 ES 세포로
부터 만들 수 있다. 이 생쥐를 다른 조직 특이적 Cre 재조합
효소를 가진 생쥐와 교배함으로써 함정벡터는 loxP 또는
lox5171 장소를 통해 다시 뒤집어진다(Fig. 4C). 함정벡터를
가진 유전자는 SA가 전사와 같은 방향에 위치하기 때문에
Cre 재조합효소를 가진 일부 조직에서만 녹아웃된다. 약간
변형된 방법으로 이 조건부 함정벡터의 상단부 Frt와 F3 사
이에 OPE(osteoponin enhancer element)를 삽입하는 방식
으로 잘 발현되지 않는 유전자에 적용할 수 있다. OPE는 삽
입된 유전자의 발현을 활성화하기 위해 전사인자의 결합장

소를 제공한다(Schnutgen et al., 2008).

녹아웃 생쥐에서 삽입 수단으로서 트랜스포존 

트랜스포존(transposon; 전이요소)은 생쥐 유전자의 돌연
변이 유발에 널리 사용되고 있다(Duppy et al., 2001; Ivics 
& Izsvak, 2004). 특히 piggyBack(PB) 트랜스포존은 전이효
소(transposase)를 통해 원래 장소에서 절단된 후에 유전체
사이의 새로운 장소로 스스로 삽입된다(Bestor, 2005; Cal-
son et al., 2005). PB는 원래 양배추 나방인 Trichoplusia ni
의 유전체에서 유래하였고, PB 유래 벡터는포유류 유전체의
돌연변이유발에 효과적이다. PB 요소는 13 bp ITR(inverted 
terminal repeat)와전이효소 유전자로구성되어있다. 안정된
돌연변이와재전이를막기위해 ‘이중핵산전달체계(binary co-
tranfection system)가 개발되었다(Ding et al., 2005). Fig. 5
에서 보여주듯이, 이 체계는 공여와 도움 벡터로 구성된다. 
공여벡터는 PB 요소를 갖고 있고, 이는 PB 전이효소가 돌연
변이를 유발하고, 서열태그를 얻는데 필요한 요소로 바꾸어
준다. 도움벡터는 PB 전이효소를 갖고 있지만 전이에 필요
한 두 말단 서열이 없다. ES 세포에 두 벡터를 동시에 핵산
전달하면 트랜스포존은 공여벡터에서 절단되어 나와 도움벡

터의 전이효소에 의해 유전체로 재삽입된다. 이런 방식으로
생쥐 유전체의 70%에 해당하는 10,000 돌연변이 생쥐가 만
들어졌다(Sun et al., 2008).
다른 트랜스포존 체계와 비교할 때 PB는 생쥐 유전체에서

고효율의 전이를 보여준다. 덧붙여 PB는 일부 서열에 편향
을 보이지 않고 그리고 PB 트랜스포존은 생쥐 유전체를 균
일하게 파괴하는 것으로 보인다(Sun et al., 2008). 최근에
PB 기반의 또 다른 벡터가 개발되어 14,000 종류의 유전자
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Fig. 5. Insertional mutagenesis vector using PiggyBac trans-
poson. This vector consists of two vectors. PB donor 
has two repeated termini, PBL and PBR for transposi-
tion. PB helper provides PB transposase. PGK and CMV 
represent the promoter of respective gene.

합점 클론을 만들었다. 이 벡터는 공여벡터의 프로모터를 SA
로 교체하고 Cre-loxP 재조합체계를 추가하였다(Wang et 
al., 2009).

PB 벡터는 유도 조건하에서 PB 전이효소에 의해 유전체
에서 재이동할 수 있다. PB 전이효소를 일시적으로 발현시
키면 PB 벡터는 삽입된 장소에서 정확하게 빠져나와 다른
장소에 다시 삽입된다. 이러한 특징은 유전형/표현형 상관관
계를 결정하게 해주고 그리고 재삽입은 새로운 돌연변이 대

립유전자를 생성시킨다. Cre-loxP와 결합된 PB 트랜스포존
은 loxP 장소를 생쥐 유전체에 삽입시키기 때문에 대규모의
염색체 결손과 재배열의 유발에 사용된다(Wu et al., 2007). 
따라서 PB 트랜스포존은 어떤 서열에도 편향성을 갖지 않고
생쥐 유전체에서 고효율로 전이를 일으키기 때문에 PB 기반
의 함정벡터는 전통적 함정법 기반의 돌연변이 유발에 매우

유용한 것 같다.

유전자 적중을 용이하게 하는 삽입돌연변이 

라이브러리

생거연구소(Sanger Institute)의 MICER(Mutagenic Inser-
tion and Chromosome Engineering Resource)는 삽입돌연
변이, 대규모 결손, 역위 그리고 중복을 빠르고 쉽게 만들 수
있게 해 주었다. 여러 유전체 조각을 두 종류의 파지벡터에
연결하는 방식으로 두 종류의 라이브러리를 제조하였다. 이
들 벡터는 생쥐 ES 세포에서 양성 삽입 선택에 이용되는 서

로 다른 항생제를 갖고 있다. 벡터는 직선이 된 후에 상동재
조합으로 또는 유전체 DNA 조각에 틈을 만드는 방식으로
생쥐 유전체에 삽입된다. 이러한 삽입은 보통 상동부위의 중
복을 유발하기 때문에 그 결과 틀이동 돌연변이를 유발한다

(Zheng et al., 1999).
대규모의 결손 또는 역전을 유발하기 위해 두 종류의 라이

브러리(library)가 제조된다. 한 라이브러리는 3' hprt(hypo-
xanthine phosphoribosyl transferase) 라이브러리이고, 다른
것은 5' hprt 라이브러리이다. 각각에서 유전체에 도입된 두
loxP 장소가같은방향인경우에대규모의결손을, 그리고다른
방향인 경우에 역위 유발에 사용된다(Yu & Bradly, 2001). 
완전한 hprt 내성유전자는 두 hprt 조각에서 생성되고, 그리
고 이는 ES 세포를 골라내는데 이용된다. Hprt 양성 클론은
HAT(hypoxanthine, aminopterin and thymidine) 배양액에
서 선택된다(Szybalski, 1992). 

유전자의 기능 연구를 위한 다른 방법

유전자 적중법과 유전자 함정법의 보완으로 다른 유전학

적방법이유전자의기능연구에사용된다. ENU(N-ethyl-N-ni-
trosourea)는 화학적 돌연변이 유발원이다. ES 세포에 ENU
의 처리는 유전체 점돌연변이를 무작위로 유발한다(Vivian 
et al., 2002). ENU로 돌연변이시킨 ES 세포 클론으로 구성
된 ENU 라이브러리를 만들 수 있다. ENU 라이브러리는 일
련의 침묵, 미스센스, 넌센스 대립유전자 및 짜깁기장소 돌
연변이를 제공하여 유전자의 다양한 돌연변이 효과를 조사

할 수 있다. 
TILLING(Targeting Induced Local Lesion in Genomics)는

특정 유전자의 돌연변이를 확인하기 위한 heteroduplex 분석
을 사용하는 방법이다(Henikoff et al., 2004). 유전체에서 특
정 유전자의 프라이머를 사용하여 PCR로 해당 유전자를 증
폭하여 화학적 돌연변이된 클론을 수집한다. 증폭된 정상형
과 돌연변이 서열은 적절한 조건하에서 heteroduplex(미스매
치장소, 점돌연변이)를 형성한다. Heteroduplex의 존재는핵
산내부가수분해효소 처리 후 서열결정 겔에서 전기영동으로

확인된다. 표적유전자의 돌연변이를 찾기 위해 ENU 돌연변
이유발과 TILLING 검색을조합한보고가있다. 이러한접근
은유전자에서다양한돌연변이효과를조사하는일련의돌연

변이 대립유전자 검색에 유용한다(Glaser et al., 2005).
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전  망

유전자 적중법 및 유전자 함정법을 이용한 형질전환생

쥐의 제조는 개체 수준에서 유전자의 기능을 연구할 수 있는

수단을 제공해 준다(Capecchi, 2001). 포스트게놈 시대에 다
양한 표현형을가진돌연변이생쥐는포유류유전자의기능을

밝히는중요한연구도구로이용되고있다(Zambrowcis & Fried-
rich 1998; Austin et al., 2004). 특정 유전자를 파괴함으로
서발생, 물질대사, 신경계, 세포자살및암에서이유전자의다
양한 기능이 규명될 것이다. 유전자 파괴의 대량제조 전략으
로써유전자 함정법은새로운암호화 서열과 삽입장소에 인접

한 유전자 발현 정도와 같은 독특한 목적에 응용될 것이다.
특히 녹아웃 생쥐 유전자는 의학 연구에서 새로운 장을 열

었다. 이 생쥐는 인간 질병에 대한 우수한 모델로서 질병의
기작을 규명하고 새로운 치료 표적의 개발에 이용되고 있다

(Hacking, 2008). 덧붙여 생쥐를 사용한 유전자 기능의 해독
은 약학 산업에 엄청난 기회를 제공하고 있다.
새로운 기술의 진보와 시약의 사용은 분자유전학과 발생

유전학 분야에 큰 발전을 이루어왔다. 이는 엄청난 비용과
많은 시간을 절약시켜 줄 것이다. 유전자 함정법과 결부된
트랜스포존 및 OPE의 사용은 표적화된 생쥐 돌연변이 제조
를 더욱 가속화시켜 주고 있다. 표적화된 함정과 조건부 함
정은 한 가지 접근 방법의 단점을 극복하는 유전자 적중법과

함정법의 이점을 제공할 것이다. 하지만 함정 녹아웃에 의존
하는 유전체의 연구는 만족스럽지 못하고 동시에 표적화된

생쥐의 대량 제조는 여전히 어렵다. 그럼에도 불구하고 표적
화시킨 형질전환생쥐를 만드는 효율적인 기술의 개발은 상

당한 진보를 이루었지만, 돌연변이 생쥐의 기능 해독은 여전
히 많은 연구를 필요로 하고 있다.
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