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피브로인 H-chain 재조합 단백질 발현시스템을 이용한 

청색형광단백질의 발현
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ABSTRACT 

We produced the transgenic silkworm that expressed the enhanced blue fluorescent protein (EBFP) in the cocoon of
silkworms. The EBFP fusion protein, each with N- and C-terminal sequences of the fibroin H-chain, was designed to
be secreted into the lumen of the posterior silk glands. The expression of the EBFP/H-chain fusion gene was regulated
by the fibroin H-chain promoter. The use of the 3 × P3-driven DsRed2 cDNA as a marker allowed us to rapidly dis-
tinguish transgenic silkworm. A mixture of the donor and helper vector was micro-injected into 300 eggs of silkworms,
Baegokjam. We obtained 5 broods. The cocoon displayed blue fluorescence, proving that the fusion protein was present
in the cocoon. Also, the presence of fusion proteins in cocoons was demonstrated by SDS-PAGE and western blot anal-
ysis. Accordingly, we suggest that the EBFP fluorescence silk will enable the production of the silk-based biomaterials. 
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서 론 

최근 재조합 단백질 생산을 위한 효율적인 시스템으

로 형질전환누에를 사용하여 제작하는 연구가 진행되고

있다. 이 시스템은 벡터 및 헬퍼 플라스미드 DNA를

preblastodermal 누에알에 주입하여 형질전환누에를 제작

하는 방법으로서, 일본의 Tamura 연구팀이 나비목곤충인

Trichoplusia ni에서 유래한 piggyBac 전이벡터를 제작하

여 최초로 형질전환 누에 제작에 성공하였다(Tamura et

al. 2000). 현재까지 piggyBac 전이벡터를 사용한 많은 누

에 형질전환 실험이 진행되었고, 이 발현 시스템을 사용

하여 basic fibroblast growth factor(bFGF), human serum

albumin(HSA), feline interferon(FeIFN), insulin like growth

factor-I(hIGF-I) 등이 성공적으로 발현된다고 보고되어 있

다(Hino et al. 2006, Kurihara et al. 2007, Ogawa et al.

2007, Tomita et al. 2003, Zhao et al. 2009).

최근에는 실크 합성시스템을 사용하여 누에에서 재조합

단백질을 매우 효율적으로 제조할 수 있음을 보여주고 있

다(Tomita et al. 2003). 실크 단백질은 누에의 견사선에서

생성되는 것으로, 이 기관은 1,000개 내외의 세포로 이루

어져 있으며, 뽕잎의 단백질, 아미노산, 당 등으로부터 합

성된 액상견으로 채워져 있다. 그리고 누에 유충 한 마리

당 실크 단백질을 최대 0.5 g까지 합성할 수 있는 능력을

가지고 있다. 기존에 보고된 보고서에 따르면, 후부견사

선에서 생산된 재조합단백질은 의학용 직물 및 생체 적

합 물질을 만들기 위한 섬유 재조합 실크의 생산에 적합

하고, 중부견사선에서 생산된 재조합단백질은 약제목적 단

백질의 생산에 적합하다고 보고되어 있다(Tatemastu et al.

2012). 이러한 견사선은 크게 피브로인(fibroin)의 합성 장

소인 후부견사선(posterior silk gland, PSG)와 세리신
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(sericin)의 합성 장소인 중부견사선(middle silk gland, MSG)

그리고 실크를 토사시키는 전부견사선(anterial silk gland,

ASG)로 구성되어 있고, 실크의 합성은 후부견사선에서 피

브로인이 생성된 후 중부견사선에서 피브로인을 세리신으

로 코팅하고, 전부견사선을 통해 토사된다(Altman et al.

2003, Hino et al. 2006, Inoue et al. 2005). 지금까지 보고

된 실크단백질의 구성은 피브로인이 약 75%이고 세리신

이 나머지 25%이고, 그 중에서 피브로인은 heavy chain(H-

chain), light-chain(L-chain) 및 fibrohexamerin 3개의 subunit

복합체가 6 : 6 : 1의 분자비율로 구성되어 있다(Inoue et al.

2000). 피브로인 단백질의 기본 구성은 H-chain 과 L-chain

이 1 : 1 비율로서 이황화결합을 이루고 있으며, 결합된 H-

L chain 여섯 분자는 한 분자의 P25에 의해 비공유성 결

합으로 연결되어 있다(Inoue et al. 2000, Tanaka et al.

1999). 또한 피브로인 H-chain의 전체적인 유전정보는 Zhou

(2003)에 의해 밝혀졌는데, 피브로인 H-chain의 구조는 두

개의 엑손(67 bp 와 15,750 bp)과 하나의 인트론(971 bp)으

로 구성되어 있으며 반복되는 Gly-Ala(일부는 Ser, Tyr으

로 치환되어 있음) 반복구조로서 전체 H-chain의 2/3에 이

르는 영역을 이 반복구조가 차지하고 있어 L-chain과 마

찬가지로 매우 큰 소수성(hydrophobicity)을 띤다(Yamada

et al. 2001, Zhou et al. 2003, Zhou et al. 2000). 그리고

피브로인 H-chain의 C-말단에는 세 개의 시스테인 잔기가

존재하는데, 이 중 두 개의 시스테인 잔기는 H-chain의

intramolecular 이황화 결합을 하고, C-말단으로부터 세 번

째에 위치한 시스테인 잔기는 L-chain과 결합하는데 이용

된다(Tanaka et al. 1999). 

실크는 다른 섬유에서 찾아볼 수 없는 우아하고 고상한

광택과 촉감을 갖고 있으므로 다른 섬유보다 고부가가치

소재로서 널리 알려져 있다. 그러나 값이 비싸고 내구성

이 좋지 못하여 관리가 어렵고, 구김이 잘 생기는 등 실

용적 특성이 부족하여 실크를 대중화, 일반화하지 못하고

있다. 따라서 본 실험에서는 실크 섬유를 다양한 산업분

야에 적용하기 위한 소재로 개발하기 위해 피브로인 재

조합 단백질 발현 시스템을 이용하여 청색형광실크를 제

작하였다.

재료 및 방법 

1. 실험곤충 및 전이벡터 

형질전환에 사용된 누에(Bombyx mori)는 백옥잠(123 × 124)

을 사용하였고, 농촌진흥청 농업생물부의 표준 사육 기준

(온도: 24oC ~ 27oC, 상대습도: 70% ~ 90%)에 준하여 사육하

였다. 누에 형질전환에 사용된 전이벡터는 체코의 Jindra 박

사로부터 pBac-3 × P3-EGFP 벡터와 helper 벡터인 pHA3PIG

를 분양 받아서 사용하였다.

2. 누에형질전환용 전이벡터 제작

전이벡터 pBac-3 × P3-DsRed2-FibH는 다음의 과정에 따

라 제작되었다. 마커 유전자로 사용된 DsRed2 cDNA는

pDsRed2-C1(Clontech, USA)을 주형으로 NheI-DsRed2-F

(5’-GCTAGCATGGCCTCCTCCGAGAAC-3’) 와 DsRed2-

AflII-R(5’-CTTAAGCTACAGGAACAGGTGGTGGCG-3’)

를 사용하여 PCR로 증폭하였고, pGEM-T Easy Vector

System(Promega, USA)에 클로닝하였다. 완성된 플라스미

드는 pGEMT-DsRed2로 명명하였다. 그리고 pBac-3 × P3-

EGFP와 pGEMT-DsRed2 벡터는 NheI/AflII로 각각 제한

효소 처리 후, EGFP의 자리에 DsRed2 cDNA를 클로닝

하여 pBac-3 × P3-DsRed2를 제작하였다.

피브로인 프로모터를 얻기 위해서 1,124 bp 프로모터 서

열과 1,430 bp N-말단에 피브로인 H 유전자(nt 61,312 to

63,870 of AF226688)의 인트론(972 bp)이 포함된 단편은

누에에서 분리된 genomic DNA와 프라이머 pFibHN-F: 5’-

GGCGCGCCGTGCGTGATCAGGAAAAAT-3’(27mer) 와

pFibHN-R: 5’-TGCACCGACTGCAGCACTA GTGCTGA

A-3’(27mer)을 사용하여 PCR로 증폭하였고, 완성된 플라

스미드는 pGEMT-pFibH-NTR로 명명하였다. H-chain gene

ORF의 180 bp 3’ 말단과 피브로인 H 유전자(nt 79,021 to

80,009 of AF226688)의 300 bp 3’ 영역이 포함된 단편은

누에에서 분리한 genomic DNA와 프라이머 pFibHC-F: 5’-

AGCGTCAGTTACG GAGCTGGCAGGGGA-3’(27mer) 와

pFibHC-F: 5’-TATAGTATTCTTAGTTGAGAAGGCATA-3’

(27 mer)을 사용하여 PCR로 증폭하였고, pGEM-T Easy

Vector System(Promega, USA)에 클로닝하였다. 완성된 플

라스미드는 pGEMT-CTR로 명명하였다. 그리고 pGEMT-

pFibH-NTR는 ApaI과 SalI으로, pGEMT-CTR는 SalI과 SacI

으로 각각 제한효소 처리함으로써 단편들을 준비하였다. 이

들 단편들은 ApaI과 Sac I으로 제한효소 처리된 pBluescriptII

SK(−) vector(Stratagene, CA)에 함께 클로닝하였고, pFibHNC-

null로 명명하였다. 종결코돈이 없는 EBFP 유전자 단편

은 바이오니아(Korea)에서 유전자를 합성 후, pGEM-T

Easy Vector에 클로닝하였다. 이 플라스미드는 NotI 과

SbfI으로 제한효소 처리하였고, 분리된 단편은 NotI 과

SbfI으로 제한효소 처리된 pFibHNC-null벡터에 클로닝

하였다. 완성된 플라스미드는 pFibHNC-EBFP로 명명하

였다. 마지막으로 pFibHNC-EBFP를 AscI과 FseI으로 제

한효소 처리하여 분리된 단편을 AscI과 FseI으로 제한효

소 처리된 pBac-3 × P3-DsRed2에 클로닝하였고, 완성된
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플라스미드는 pBac-3 × P3-DsRed2-pFibH-EBFP로 명명하

였다.

3. 누에 초기배에 전이벡터 microinjection

형질전환에 사용된 누에알은 산란 후 4시간 이내의 것

만 사용하였다. 전이벡터와 helper 벡터의 농도비는 1 : 1

의 비율로 사용하였고, microinjection용 완충용액(5 mM

KCl, 0.5 mM Phosphate buffer, pH 7.0)에 0.2 µg/ µL의 농

도로 희석하였다. 누에 초기배로의 microinjection은 배아

의 주공과 후부 사이의 가운데 배면 부분에 주사하였으

며, 그 과정은 다음과 같다. 먼저 텅스텐 침으로 누에알

의 난각에 작은 구멍을 뚫고, 이 구멍에 DNA 용액이 들

어있는 microcapillary의 끝을 삽입 후, microinjector의 공

기압을 이용하여 DNA 용액을 알 속으로 주입하였다. 이

때 각 배아에 주입된 DNA 용액의 양은 10 ~ 15 nL가 사

용되었고, 난각에 생긴 구멍은 cyanocrylate 접착제를 사

용하여 막았다. 미세주사 후 누에알은 보습한 패트리디쉬

에 넣어서 25oC에서 부화할 때까지 보호하였다.

4. 누에형질전환체 선발

형광현미경을 사용한 형질전환체 선발은 Leica(USA)사

의 LEICA MZ16FA 현미경과 Leica(USA)사의 Microscope

MZ FLIII Flourescence Filter DsRed 형광필터를 사용하

여 세대별, 시기별로 관찰하여 선발하였다. 또한 청색형

광실크의 선별은 Leica(USA)사의 LEICA Z6 APO 현미

경과 Leica(USA)사의 Filtersystem 470 LED를 사용하였다.

5. 청색형광고치의 실크 제작 

F2 세대의 형질전환 고치를 80oC 이하의 조건에서 건

조한 후 탄산나트륨 0.15%, 비이온계 계면활성제 0.3%혼

합 용액(처리수)에 20분 침지 후 진공으로 고치 안으로

용액을 침투시켰다. 완전히 침지된 고치는 진공상태에서

탈수 시킨 후, 다시 위의 처리수에 진공침투 시킨 후 약

50oC 이하의 조건에서 실을 뽑아냈다.

6. 실크 피브로인 용액 정제

실크 피브로인 용액은 80oC 이하의 온도에서 0.02M

sodium carbonate 용액에 20분간 고치를 침지 시킨 후

ddH2O에 세척하였다. 세척된 고치는 건조 후, 37oC에서

60% LiSCN 용액에 1시간 동안 용해시키고, slide-A-Lyzer

dialysis cassettes(MWCO 3,500, Pierce)를 사용하여 3일 동

안 염을 제거시켰다. 

7. Western blot 분석 

확인하고자 하는 단백질을 12% SDS-PAGE 전기영동

후 Semiphore transfer unit(Hoefer, TE-70)를 이용하여

PVDF membrane(Amersham Co., USA)에 transfer하였다.

비특이적인 반응을 막기 위해 5% skim milk로 2시간 동

Fig. 1. The structures of transformation vectors for generating transgenic silkworms. The vector was constructed for germline

transgenesis. A) pBac-3 × P3-DsRed2 was prepared by replacing EGFP of pBac-3 × P3-EGFP with DsRed2. B) pGEMT-pFibH-

NTR. C) pGEMT-CTR. D) pFibHNC-null. E) pFibHNC-EBFP. F) The transformation vectors pBac-3 × P3-DsRed2-pFibH-EBFP.

Transformation vector was piggyBac-derived vector. The restriction enzyme sites for the construction of recombinant vectors were

indicated. The nucleotide sequences of pFibH-NTR and CTR were derived from Genebank Accession No. AF226688. pFibH, promoter

domain (1124 bp); NTR1, N-terminal region 1 (142 bp); intron, first intron (871 bp); NTR2, N-terminal region 2 (417 bp); CTR, C-

terminal region (179 bp); PolyA, poly (A) signal region (301 bp); DsRed2, Discosoma sp. red fluorescent protein 2; EBFP, enhanced

blue fluorescence protein gene; ITR, inverted repeat sequences of piggyBac arms; 3 × P3, 3 × P3 promoter; SV40, SV40 polyadenylation

signal sequence.
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안 blocking한 후, TBS-T 완충액(10 mM Tris-HCl, 150 mM

NaCl, 0.1% Tween 20)으로 5분간 2회 세척하였다. 세척

후 blocking 용액에 1차 항체를 적정량 희석해서 넣어주

고 상온에서 5시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 TBS-

T 완충액으로 상온에서 10분간 5회 세척하고 HRP(horseradish

peroxide)로 표지된 2차 항체를 희석해서 첨가하고 상온에

서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 후 TBS-T로 상온에서

10분간 5회 세척한 후, 3M paper로 PVDF membrane에

남아 있는 물기를 제거하였다. ECL Plus Western Blotting

Detection Reagents 를 사용하여 PVDF membrane을 상온

에서 5분간 반응시킨 후, X-ray film에 노출시킨 후 현상

하여 확인하였다.

결 과 

1. 형질전환용 전이벡터 제작

청색형광실크를 생산하는 형질전환 누에를 제작하기 위

해 piggyBac 벡터를 이용하여 전이벡터를 구축하였다. 형

질전환체를 선발하기 위한 마커 유전자로는 DsRed2 유전

자를 사용하였고, 이 유전자의 조절 프로모터로는 3 × P3

promoter를 사용하였다(그림1A). 피브로인 프로모터를 얻

기 위해서, 1,124 bp 프로모터 서열과 1,430 bp N-말단에

피브로인 H 유전자(nt 61,312 to 63,870 of AF226688)의

인트론(972 bp)이 포함된 단편을 누에 게놈으로부터 PCR

을 이용하여 증폭하였다(그림1B). 또한 피브로인 H 유전

자의 C-말단은 180 bp의 피브로인 H-chain gene ORF 3’

말단과 300 bp의 피브로인 H 유전자(nt 79,021 to 80,009

of AF226688) 3’ 영역을 PCR을 이용하여 증폭하였다(그

림1C). 이렇게 제작된 유전자 단편들은 pBluescriptII SK(−)

vector에 각각 클로닝하였고(그림 1D), 종결코돈이 없는

EBFP 유전자는 피브로인 H 유전자의 N-말단과 C-말단

사이에 클로닝하였다(그림 1E). 위에서 제작된 벡터는 AscI

과 FseI으로 제한효소처리 후, 누에 전이벡터인 pBac-3 × P3-

DsRed2에 클로닝하였다. 이렇게 제작된 누에전이벡터는

pBac-3 × P3-DsRed2-pFibH-EBFP로 명명하였다(그림 1F).

2. 누에형질전환체 선발

누에형질전환체 제작을 위한 누에 초기배로의 microinjection

은 배아의 주공과 후부 사이의 가운데 배면 부분에

microinjection 하였고, 총300개의 누에알에 microinjection

하였다. 그 결과 76 마리의 유충이 부화되었고, 그 중 22

마리가 성충이 되었다. 성충이 된 나방들은 서로 교배시

켜 F1세대를 얻은 후, 형질전환체의 선발을 위해 시기별

Fig. 2. Fluorescence expression of DsRed2 in transgenic silkworms. A) Eggs were expressed in the eyes and the abdominal nervous

system of seven days old F1 embryo. Arrows point to eyes and nervous system in panel. B) Larva was expressed in the eyes of a F1

1th instar larva. C) and D) fluorescent images of pupa and moth. Arrows point to eyes in panel B, C and D.

Table 1. Results of injection of the construct DNA to Baegokjam

embryos

Injected 

Embryos

Hatched 

Embryos

G0 

broods

G1 bloods with 

Red positive

300 76 22 5

*The Baegokjam strain was used as a host strain. The vector
plasmids, p3 × P3-DsRed2-pFibH-EBFP (200 ng/ul) and the

helper plasmid (200 ng/ul) were used for injection. 
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로 형광현미경으로 관찰하였다. 그 결과, 누에알은 산란

후 3일째에 눈과 신경조직에서 형광이 관찰되었고, 유충과

번데기, 성충은 눈에서 형광이 각각 관찰되었다(그림 2).

이런 과정을 통해 F1세대에서 5 아구(Bloods)의 형질전환

체를 선발할 수 있었다(표 1).

3. 청색형광고치 선발

실크 피브로인에서 청색형광단백질이 발현되는 것을 확

인하기 위하여, 먼저 F2세대의 5령 3일 유충을 해부하여

견사선을 확인해 보았다. 그 결과 피브로인을 생산하는

기관인 후부 견사선에서 청색형광단백질이 발현되는 것을

Fig. 3. EBFP fluorescence in the silkgland of the transgenic line. A silk glands at the 3th day of the 5th instar larvae of the F3 transgenic

silkworm. A) The silkgland was observed under bright field (bright) and B) with the EBFP-excitation-wavelength light.

Fig. 4. Blue fluorescent cocoons. The fluorescent cocoons produced by transgenic silkworms that have used EBFP fluorescent proteins.

A, B) Normal cocoons. C, D) Blue fluorescent cocoons. A), C) Coons were observed under the white light, respectively. B) Coons were

observed under the fluorescent light. D) Coons were observed under the EBFP-excitation-wavelength light.

Fig. 5. The EBFP fluorescent colored silks. Left: under white light. Right: illuminated by EBFP-excitation-wavelength light.
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확인할 수 있었고, 중부 견사선에서도 청색형광단백질이

발현되는 것을 확인할 수 있었다(그림 3). 또한 F2 세대

의 형질전환고치와 실크에서도 청색형광이 발현되는 것을

확인할 수 있었다(그림 4, 그림 5).

4. 재조합단백질의 발현 분석

청색형광고치에서 EBFP 재조합단백질 발현을 확인하기

위해Western blot으로 분석하였다. 분석에는 F2세대의 청

색형광고치를 사용하였고, 사용된 항체는 Anti-EBFP Mouse

monoclonal antibody(USA, LSBio)를 사용하였다. 그 결과

피브로인 H-chain과 EBFP 융합단백질의 예상 위치인 약

40 kDa 보다는 높은 위치에서 밴드를 확인할 수 있었다

(그림 6B).

고 찰 

최근 누에는 누에형질전환 기술의 지속적인 발달로 재

조합 단백질 생산을 위한 생체반응장치(Bioreactor) 및 산

업소재의 개발을 위한 연구가 활발히 진행되고 있다. 그

중에서 재조합 단백질 생산을 위한 생체반응장치로서 누

에 실크를 이용한 연구가 많이 진행되고 있는데, 2003년

일본의 Tomita등이 사람 collagen단백질을 실크의 피브로

인 L-chain에서 성공적으로 발현시킴으로써 실크를 이용

한 연구가 폭넓게 진행되었다(Tomita et al. 2003). 본 실

험에서는 피브로인 H-chain 재조합단백질 발현 시스템을

이용하여 청색형광실크를 생산하는 형질전환누에를 제작

하였다. 초파리 형질전환에 널리 사용되는 piggyBac 전이

벡터에 누에 피브로인 H-chain 유래의 promoter와 EBFP

유전자를 이용하여 실크 피브로인에서 청색형광단백질을

발현시켰고, 누에형질전환체 선발을 위해서는 초파리의 3 × P3

promoter와 적색형광유전자인 DsRed2를 사용하였다. 누에

형질전환체의 제작은 piggyBac 전이벡터와 helper 벡터의

혼합액을 초기배 상태의 누에알 배아의 주공과 후부 사

이의 배면 부분에 microinjection함으로써 형질전환 효율

을 향상시킬 수 있었다(Tamura et al. 2000). 300개의 누에

알을 microinjection 하여 76마리의 유충이 부화되었고, 그

중에서 22마리 만이 성충이 되었다. 또한 성충들을 서로

교배시켜 F1 세대의 알을 얻었고, 그 중에서 5 bloods 만

이 형질전환체로 선발되었다. 형질전환체의 선발은 산란

후 3일째 되는 F1세대의 누에알을 형광현미경으로 관찰

하여 선발하였는데, 3 × P3 promoter의 특징인 누에 초기

배 단계의 눈과 신경조직, 유충과 번데기 그리고 성충의

눈에서 작용한다고 알려져 있어서, 이러한 특징으로 누에

형질전환체를 빠르게 선발할 수 있었다(Thomas et al. 2002).

일반적으로 실크가 생성되는 과정은 누에의 후부 견사선

에서 피브로인이 생성된 후 중부 견사선에서 세리신으로

코팅되고 전부 견사선에서 토사공을 통해 밖으로 배출된

다. 따라서 피브로인에서 청색형광단백질이 발현되는 것

을 확인하기 위해 5령 3일 누에를 해부하여 후부 견사선

을 형광현미경으로 확인하였다. 그 결과 그림 3의 B에서

보는 것처럼 후부 견사선에서 청색형광이 뚜렷하게 관찰

되었다. 또한 누에고치와 저온 정련법으로 제작한 실크에

서도 청색형광이 관찰되었으며, F2세대부터는 형질전환체

의 누에고치색이 흰색에서 청녹색으로 점차 변하면서 F4

세대에서는 진한 청녹색을 나타내었다. 또한 형질전환된

누에고치에서 EBFP 재조합단백질의 발현분석을 위해 Anti-

EBFP antibody를 사용하여 Western blot분석을 하였다. 비

록 피브로인 H-chain과 EBFP 융합단백질의 예상 위치인

Fig. 6. Analysis of the recombinant protein expression by SDS-PAGE and Western blot. (A) The protein samples were subjected to 10%

SDS-PAGE. (B) The protein samples were transferred PVDF membrane and incubated with the anti-EBFP antibody. M, molecular mass

standard; 1, normal cocoon; 2, transgenic cocoon with pG-3 × P3-DsRed2-pFibH-EBFP. The arrows indicate the fusion protein of EBFP

protein and Fibroin protein.
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약 40 kDa 보다는 높은 위치에서 밴드를 확인할 수 있었

지만, 피브로인 H-chain 재조합단백질 발현 시스템에 의

해 EBFP 재조합단백질이 누에실크에서 정확하게 발현된

다는 것은 확인할 수 있었다.

이상의 결과에서 청색형광실크를 생산하는 누에형질전

환체가 성공적으로 제작 되었음을 확인할 수 있었고, 이

러한 결과는 실크를 새로운 산업소재 및 재조합 단백질

대량생산 연구에 활용될 수 있을 것으로 생각된다.

적 요

본 연구의 목적은 누에형질전환 기술과 피브로인 재조

합단백질 발현시스템을 이용하여 청색형광실크를 개발하

는 것으로서, 본 실험에서는 피브로인 H-chain의 N-말단

과 C-말단을 이용하여 피브로인 재조합단백질 발현 시스

템을 제작하였고, 종결코돈이 없는 EBFP 유전자를 위의

발현 시스템에 클로닝하여 청색형광실크를 제작하였다. 누

에형질전환체 선발을 위해서는 3 × P3 promoter와 DsRed2

를 이용하여 선발하였고, 300개의 누에알에 microinjection

하여 F1 세대에서 5 bloods의 형질전환체를 선발하였다.

선발된 누에형질전환체는 초기배 단계의 눈과 신경조직,

유충과 번데기 그리고 성충의 눈에서 DsRed2 형광단백질

이 발현되는 것을 확인할 수 있었다. 또한 실크의 피브로

인에서 EGFP 단백질이 발현되는 것을 확인하기 위해, F2

세대의 누에형질전환체 중에서 5령 3일 유충을 해부하여

견사선을 형광현미경으로 관찰하였고, 중부 견사선에서 청

색형광단백질이 발현되는 것을 확인할 수 있었다. 또한

F2 세대의 고치와 저온에서 정련한 실크에서도 청색형광

단백질의 발현을 확인할 수 있었고, Western blot 분석에

서도 EBFP 재조합 단백질이 피브로인 H-chain과 융합된

형태로 존재하는 것이 확인되었다. 이상의 결과에서 청색

형광실크를 생산하는 누에형질전환체가 성공적으로 제작

되었음을 확인할 수 있었고 이러한 결과를 토대로 새로

운 산업소재로서 실크를 활용할 수 있을 것으로 기대한다.
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