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ABSTRACT

Effectiveness of transgene transfer into genome is crucially concerned in mass production of the bio-pharmaceuticals 
using genetically modified transgenic animals as a bioreactor. Recently, the mammary gland has been considered as 
a potential bioreactor for the mass production of the bio-pharmaceuticals, which appears to be capable of appropriate 
post-translational modifications of recombinant proteins. The mammary gland tissue specific vector system may be 
helpful in solving serious physiological disturbance problems which have been a major obstacle in successful pro-
duction of transgenic animals. In this study, to minimize physiological disturbance caused by constitutive over-expre-
ssion of the exogenous gene, we constructed new retrovirus vector system designed for mammary gland-specific ex-
pression of the hEPO gene. Using piggyBac vector system, we designed to express hEPO gene under the control of 
mammary gland tissue specific and lactogenic hormonal inducible goat β-casein or mouse Whey Acidic Protein 
(mWAP) promoter. Inducible expression of the hEPO gene was confirmed using RT-PCR and ELISA in the mouse 
mammary gland cells treated with lactogenic hormone. We expect the vector system may optimize production effi-
ciency of transgenic animal and reduce the risk of global expression of transgene.

(Key words : Human Erythropoietin (hEPO), Mammary Gland Tissue Specific Gene Expression, β-Casein Promoter, 
WAP Promoter) 

서 론         

사람의 erythropoietin (hEPO)은 165개의 아미노산으로 
이루어진 약 30 kDa의 분자량을 가지는 당단백질로서 주
로 신장에서 생산되어 혈장을 타고 이동하여 골수에서의 
적혈구 생산을 촉진한다(Fisher, 2003). 재조합 hEPO는 
암 치료 시 나타나는 빈혈 치료제로 사용될 뿐만 아니라, 
류마티스성 관절염, 후천성 면역 결핍증, 궤양성 대장염 
및 겸상 적혈구 빈혈증에도 효과적인 것으로 알려져 있
다(Jacobs 등, 2000; Maxwell, 2002). 현재 재조합 hEPO는 
동물세포 배양 방법을 통하여 주로 생산되고 있는데, 이 
방법은 높은 생산 비용과 시설이 요구되며 mycoplasma
나 virus에 의한 오염의 위험성과 배지에 포함된 혈청의 
여러 가지 단백질 및 peptide로 인한 세포배양 후의 복잡

한 분리 정제 과정 등의 문제점을 가진다. 이러한 문제점
에 대한 해결 방안으로 형질전환 동물을 생체반응기로 
사용하여 바이오의약품 단백질의 대량 생산을 가능하게 
하려는 연구가 진행되고 있으며, 특히 재조합 단백질을 
형질전환 동물의 유선을 통하여 생산함으로써 단백질의 
수확 및 분리 정제 과정을 단순화하고 외래 유전자의 지
속적인 발현으로 인한 형질전환 개체의 생리적인 부작용
을 최소화하려는 연구가 시도되고 있다. 이와 같이 형질
전환 동물의 유선을 통한 외래 재조합 단백질의 생산은 
물질 정제의 경제성과 용이성 및 적절한 번역 후 변형 과
정(post-translational modification), 그리고 지속적인 생
산 가능성 측면에서 생체반응기로서의 타당성을 가지고 
있다(Clark, 1998; Houdebine, 2009). 이러한 유선조직 특
이적인 재조합 단백질의 생산에 대한 연구로는 human 
lactoferrin을 형질전환 소의 유선에서 생산한 보고가 있
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었으며(van Berkel 등, 2002), hEPO나 human serum 
albumin이 형질전환 생쥐의 유즙을 통해 분비된 연구 결
과가 발표되었다(Mikus 등, 2001; Wu 등, 2012). 이 외에
도 hG-CSF와 human lysozyme이 유즙으로 분비되는 형
질전환 염소의 개발과(Batista 등, 2014; Maga 등, 2006; 
Yu 등, 2013) human lysozyme이 형질전환 돼지와 소의 
유즙을 통해서 분비된 연구 보고가 있었으며(Tong 등, 
2011; Yang 등, 2011), hGH를 유선으로 분비하는 형질전
환 토끼 생산에 관한 연구도 발표되었다(Lipinski 등, 
2012). 이러한 연구에서 가장 중요한 것은 목적 유전자의 
유선조직 특이적인 발현이 가능하도록 효율적인 유전자 
전이 vector system을 구축하는 것이다. 이에 본 연구에
서는 hEPO 유전자의 발현이 유선조직 특이적으로 이루
어지도록 하기 위하여 lactogenic hormone에 의하여 유
도적인 활성을 가지는 유선조직 특이적인 promoter인 β- 
casein promoter와 whey acidic protein (WAP) promoter 
(Ball 등, 1988; Doppler 등, 1989; Doppler 등, 1991; 
McKnight 등, 1992; Paleyanda 등, 1994)를 도입한 유전
자 전이 vector system을 구축하고자 하였다. 구축한 각
각의 vector system을 이용하여 hEPO 유전자를 쥐의 유
방 상피세포인 HC11 (Doppler 등, 1989)에 전이시킨 후 
insulin, hydrocortisone, 그리고 prolactin의 lactogenic 
hormone의 첨가 유무에 따른 hEPO 유전자의 발현 조절 
양상을 확인하였다. 본 연구에서 구축한 유선조직 특이적
인 발현을 위한 유전자 전이 vector system은 외래 유전
자의 지속적인 발현에 의한 형질전환 개체의 생리적인 
불균형에서 오는 부정적인 문제 해결을 위한 수단이 될 
것이다.    

실험 방법

hEPO 유전자가 유선조직 특이적으로 발현되는 Vector의  

구축

hEPO 유전자의 유선조직 특이적인 발현을 위하여 β- 
casein promoter와 WAP promoter를 도입한 piggyBac 
vector인 pPiggy-βCaseinp-hEPO-Puro와 pPiggy-mWA-
Pp-hEPO-Puro vector는 다음과 같이 구축하였다. pPig-
gy-βCaseinp-hEPO-Puro vector는 pBC-1의 β-casein pro-
moter 부분과 pLNC-hEPOW의 hEPO 부분을 각각 분리
하여 pPiggy-X-EF1-puro (System Biosciences, USA)와 재
조합함으로써 구축하였다. pPiggy-mWAPp-hEPO-Puro 
vector는 본 연구실에서 보유하고 있는 pGEM-7Zf-mW-
AP vector에서 분리해낸 2.4 Kb의 WAP promoter와 
pGEM-11Zf-hEPO vector에서 분리한 hEPO 단편을 재조
합하여 확보하였다. 각각의 hEPO 유전자의 유선조직 특
이적인 발현을 위한 piggyBac vector의 구조는 아래의 
Fig. 1과 같다. 

pPiggy-βCaseinp-hEPO-Puro가 도입된 세포주의 구축 및 

유선조직 특이적인 hEPO 유전자 발현 유도 

전 단계에서 구축한 piggyBac vector를 이용한 hEPO 

Fig. 1. Structures of pPiggy-βCaseinp-hEPO-Puro and pPiggy-m-
WAPp-hEPO-Puro vectors. ITR, inverted terminal repeat sequence; 
Ins, core insulator; βCaseinp, goat β-casein promoter; hEPO, hu-
man erythropoietin gene; EF1p, elongation factor-1 alpha promo-
ter; Puro, puromycin resistance gene; WPRE, woodchuck hepatitis 
virus posttranscriptional regulatory element; pA, poly A signal; 
mWAPp, mouse whey acidic protein promoter.

유전자의 유선조직 특이적인 발현을 유도하기 위하여 
pPiggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro를 생쥐의 유선 세포인 
HC11 세포에 transfection하였다. 하루 전에 HC11 세포
를 60 mm 직경의 culture dish에 1×106개로 준비한 후, 
각각의 vector와 pPiggyBac-transposonase vector를 4 : 1 
비율로 lipofectamine reagent (Invitrogen, USA)와 혼합
하여 실온에 30분간 방치한 다음 transfection하였다. 이 
후 5 μg/ml의 puromycin이 첨가된 배양액으로 2주간 선
별하여 세포주를 확립하였다. 확립한 세포주의 lactogenic 
hormone에 의한 외래 유전자의 발현 유도 양상을 확인
하기 위하여 Burdon 등(1994)의 연구에서 사용한 배양 
조건을 도입하였다. HC11-pPiggy-βCaseinp-hEPO-EF1- 
Puro는 10%의 heat-inactivated FBS가 첨가된 RPMI 1640 
배양액에 insulin (5 μg/ml)과 mEGF (10 ng/ml)를 첨가
하여 2일간 배양한 후, RPMI 1640 배지에 insulin (5 μ
g/ml)만 첨가한 배지와 lactogenic hormone인 insulin (5 
μg/ml)과 mProlactin (5 μg/ml), hydrocortisone (5 μg/ 
ml)이 모두 첨가된 RPMI 1640 배지에서 각각 4일 동안 
배양하였다. hEPO 유전자의 발현 양상은 세포에서 분리
한 RNA를 주형으로 한 RT-PCR과 세포 배양액에 포함된 
hEPO를 정량 분석하기 위한 ELISA 실험 방법을 이용하
여 확인하였다. 

RT-PCR 방법을 이용한 유선조직 특이적인 hEPO 유전자 

발현의 In Vitro 검정

먼저 HC11과 HC11-pPiggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro 
세포에서의 RNA 분리는 TRI Reagent (Molecular 
Research Center, USA)를 이용하여 수행하였다. 분리한 
RNA로부터 cDNA를 생산하기 위하여 ImProm-Ⅱ Re-
verse Transcription System Kit (Promega, USA)을 사용
하였다. 제조한 cDNA를 주형으로 PCR을 실시하였는데 
각 실험군의 cDNA 1 μl를 10 pmol의 각 primer와 10 
μl의 2X GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA)와 
혼합하여 최종 반응 용액의 부피를 20 μl로 맞춘 후 94 
℃에서 5분간 초기 반응을 실시한 후 본격적인 PCR 증폭
을 35회 실시하였다. 증폭 반응은 94℃에서 30초(변성), 
56～60℃에서 30초(primer 부착), 그리고 72℃에서 30초
(신장)의 3단계로 이루어졌으며, 35회의 증폭 반응이 종결
된 후 72℃에서 7분간 최종 신장 반응을 실시하였다. RT- 
PCR에 사용한 primer는 hEPO와 puromycin 저항성 유전
자에 대한 서열이며 mouse GAPDH 유전자에 대한 pri-
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Gene Sequence Product size (bp)

hEPO 5'-GCTGAACACTGCAGCTTGAATGAG-3' (+)
5'-GGAAGAGTTTGCGGAAAGTGTCAG-3' (—) 340

PuroR 5'-TGATCAATGACCGAGTACAAGCCCAC-3' (+)
5'-TTCGAATCAGGCACCGGGCTTGCGGG-3' (—) 612

mouse
GAPDH

5'-AATGCATCCTGCACCACCAACT-3' (+)
5'-TTCAGCTCTGGGATGACCTTGC-3' (—) 230

Table 1. Primers used in RT-PCR analyses

mer를 대조구로 사용하였다(Table 1). 

ELISA 방법을 이용한 유선조직 특이적인 hEPO 유전자 발

현의 In Vitro 검정

HC11과 HC11-pPiggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro 세포
를 각각 DMEM/FBS 배지에서 48시간 배양한 후 그 배양
액을 수확하여 적절히 희석한 다음 Quantikine IVD Epo 
kit (R&D systems, USA)을 사용하여 ELISA를 수행하였
다. 먼저 희석한 standard와 세포 배양액을 plate의 각 
well에 200 μl씩 넣어서 실온에서 3시간 방치한 후 wash 
buffer로 4회 수세하였다. 다음 단계로 각 well에 200 μl
의 anti-hEPO-HRP conjugate를 더하여 실온에서 1시간 
방치한 후 wash buffer로 4회 수세하였으며 200 μl의 
tetramethylbenzidine (TMB) substrate solution을 각 well
에 더하여 빛을 차단시킨 상태로 실온에서 30분간 방치
하였다. 이 후 stop solution을 더하여 450 nm의 파장에
서 흡광도를 측정하였다. 

pPiggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro가 도입된 세포주의 구축 

및 유선조직 특이적인 hEPO 유전자 발현 검정 

pPiggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro vector도 pPiggy-β
Caseinp-hEPO-EF1-Puro vector와 동일한 과정으로 실험
을 진행하였다. hEPO 유전자의 유선조직 특이적인 발현
을 유도하기 위한 세포배양 과정도 전자와 동일하게 진
행하였으며 발현 양상 확인을 위한 방법으로 RT-PCR과 
ELISA를 실시하였다. 

세포에서 생산된 재조합 hEPO의 생물학적 활성 검정

HC11-pPiggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro에서 생산된 재
조합 hEPO의 생물학적 활성은 hEPO에 의해 증식이 유
도되는 세포인 TF-1 세포(human erythroleukemia cell li-
ne)를 이용하여 측정하였다. TF-1 세포는 10% FBS와 2 
ng/ml의 rhGM-CSF가 첨가된 RPMI-1640 배지에서 키운 
후 2×105/ml로 세포를 준비하여 96 well microplate에 50 
μl씩 첨가하였다. ELISA 방법으로 정량한 세포 배양액 
sample과 standard hEPO를 동일한 농도로 보정하여 2배
수 단계 희석을 실시한 후 각 well에 50 μl씩 첨가하여 
37℃, 5% CO2에서 48시간 동안 반응시켰다. 각 well에 
MTT labeling reagent를 10 μl씩 첨가한 후 37℃, 5% 
CO2에서 4시간 동안 반응시킨 다음 solubilization solu-
tion을 각 well에 100 μl씩 첨가하여 16시간 동안 방치하
였다. 반응이 종결된 plate는 microplate reader로 595 

nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.   

결 과

pPiggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro Vector를 이용한 유선

조직 특이적인 hEPO 유전자 발현의 In Vitro 검정

유선조직 특이적인 발현을 위하여 β-casein promoter 
혹은 WAP promoter 조절 하에 hEPO 유전자를 도입한 
piggyBac vector인 pPiggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro와 
pPiggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro vector를 구축한 후 각 
vector를 표적세포에 도입하였다. 먼저 pPiggy-βCasei-
np-hEPO-EF1-Puro vector가 도입된 HC11 세포에서 lac-
togenic hormone의 첨가 유무에 따른 외래 유전자의 발
현 양상이 효율적으로 이루어지는 지의 여부를 확인하고
자 하였다. 그 결과, RT-PCR 실험에서는 vector가 도입되
지 않은 세포에서는 외래 유전자의 전이가 확인되지 않
은데 비해서 vector가 도입된 세포에서는 hormone 존재 
여부와 상관없이 hEPO 및 puromycin 저항성 유전자에 
대한 PCR 증폭 단편이 나타났다(Fig. 2). 또한 모든 세포
에서의 전사 과정이 정상적으로 일어나는가에 대한 대조
구로서의 GAPDH 유전자에 대한 증폭은 모든 세포에서 
확인되었다(Fig. 2). 

Fig. 2. Detection of the transgene in target cells. Total RNA 
isolated from the transfected cells and subjected to RT-PCR ana-
lysis. Lane P, positive control (pPiggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro); 
lane N, untransfected cell; Hor-, HC11-Piggy-βCaseinp-hEPO- 
EF1-Puro was fed with the media supplemented with insulin 
only; Hor+, HC11-Piggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro was fed with 
the media supplemented with insulin, prolactin and hydrocorti-
sone for 4 days. 
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Fig. 3. Expression of the hEPO gene in HC11-Piggy-βCaseinp- 
hEPO-EF1-Puro. The levels of hEPO secreted into cell culture 
media were measured by ELISA. Lane HC11-βCaseinp-hEPO (-), 
HC11-Piggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro was fed with the me-   
dia supplemented with insulin only; HC11-βCaseinp-hEPO (+), 
HC11-Piggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro was fed with the media 
supplemented with insulin, prolactin and hydrocortisone for 4 
days. 

HC11-Piggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro의 lactogenic 
hormone의 공급 여부에 따른 hEPO 발현 양상을 확인하
기 위하여 실험을 진행하였다. Lactogenic hormone을 첨
가하지 않은 배지와 첨가한 배지에서 각각 배양한 세포
의 hEPO 정량 분석을 실시한 결과, hormone을 첨가하지 
않은 조건에서는 5.1 mIU/ml의 농도를 나타내었고 lac-
togenic hormone이 첨가된 조건에서는 75.2 mIU/ml의 
농도를 나타내었다(Fig. 3). 이에 lactogenic hormone에 
의한 HC11-Piggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro 세포에 있
어서의 hEPO 유전자 발현 유도율은 약 14.7배인 것으로 
확인되었다. 

pPiggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro Vector를 이용한 유선

조직 특이적인 hEPO 유전자 발현의 In Vitro 검정

또 다른 유선조직 특이적인 promoter인 mWAP pro-
moter가 도입된 vector인 pPiggy-mWAPp-hEPO-EF1- 
Puro를 transfection한 HC11-Piggy-mWAPp-hEPO-EF1- 
Puro 세포에서도 HC11-Piggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro
와 동일한 과정으로 실험을 실시하였다. RT-PCR 결과에
서는 HC11-Piggy-βCaseinp-hEPO-EF1-Puro와 마찬가지
로 외래 유전자의 전이는 vector를 transfection한 세포에
서만 확인되었으며 대조구로서의 GAPDH에 대한 증폭은 
모든 세포에서 이루어졌다(Fig. 4). 

HC11-Piggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro의 lactogenic hor-
mone의 처리 유무에 따른 hEPO 발현 양상의 변화를 확
인하기 위하여 lactogenic hormone을 첨가하지 않거나 
첨가한 배지에서 각각 4일간 배양한 후 ELISA 방법으로 
hEPO 정량 분석을 실시하였다. 그 결과, HC11-Piggy- 

Fig. 4. Detection of the transgene in target cells. Total RNA iso-
lated from the transfected cells and subjected to RT-PCR analysis. 
Lane P, positive control (pPiggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro); lane 
N, untransfected cell; Hor-, HC11-Piggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro 
was fed with the media supplemented with insulin only; Hor+, 
HC11-Piggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro was fed with the media su-
pplemented with insulin, prolactin and hydrocortisone for 4 days. 

Fig. 5. Expression of the hEPO gene in HC11-Piggy-mWAPp- 
hEPO-EF1-Puro. The level of hEPO secreted into cell culture me-
dia was measured by ELISA. Lane HC11-WAPp-hEPO (-), HC11- 
Piggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro was fed with the media supple-
mented with insulin only; HC11-WAPp-hEPO (+), HC11- Piggy- 
mWAPp-hEPO-EF1-Puro was fed with the media supplemented 
with insulin, prolactin and hydrocortisone for 4 days. 

mWAPp-hEPO-EF1-Puro는 lactogenic hormone이 첨가되
지 않은 조건과 첨가된 조건에서 각각 113.5 mIU/ml와 
272.5 mIU/ml의 측정값을 나타내었으며 발현 유도율은 
1.95배로 나타났다(Fig. 5). 이상의 결과에서 mWAP pro-
moter의 조절 하에서 hEPO 유전자의 유선조직 특이적인 
발현이 유도되는 것을 확인할 수 있었다. 

HC11-Piggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro에서 생산한 재조
합 hEPO의 생물학적 활성은 TF1 세포의 증식 유도 양상
을 이용하여 확인하였다. 현재 시판되고 있는 CHO 세포
에서 생산된 재조합 hEPO를 대조구로 하여 실험한 결과, 
본 연구에서 생산한 hEPO가 대조구 hEPO에 비해 비교
적 높은 활성을 가지는 것으로 확인되었다(Fig. 6). 
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Fig. 6. Bioassay of hEPO in HC11-Piggy-mWAPp-hEPO-EF1-Puro 
on the proliferation of TF-1 cells. Various concentration of hEPOs 
were added to each well, and the incubation was continued for a 
further 2 day. 

고 찰

대장균이나 효모, 또는 사상균, 조류 등의 단세포 진핵
생물을 이용해서 생산하는 재조합 단백질의 경우 gly-
cosylation 등의 번역 후 변형 과정이 없거나 적절하게 일
어나지 않아서 단백질의 생물학적 활성이 매우 저조하거
나 면역원성이 높게 나타나는 경우가 많다(Dyck 등, 
2003). 이에 반해 동물세포 배양이나 형질전환 동물을 재
조합 단백질 생산 수단으로 사용하는 경우에는 비교적 
번역 후 단백질의 변형이 매우 적절하게 일어나는 것으
로 보고되어 있다(Clark, 1998). 본 연구에서 생산하고자 
하는 재조합 hEPO 또한 생체 내에서의 조혈 촉진 작용
을 위한 생물학적 활성이 높고 반감기가 길기 위해서는 
glycosylation 등의 적절한 번역 후 변형 과정이 필수적이
다. 현재 시판되고 있는 재조합 hEPO는 주로 동물세포 
배양 방법으로 생산되고 있는데(Krantz, 1991; Kim 등, 
2005), 이 방법은 생산 시설 및 소모성 비용이 많이 들고 
고도의 숙련된 기술이 요구된다. 이에 비해 형질전환 동
물을 재조합 단백질의 대량 생산을 위한 생체반응기로 
이용할 경우 생산 비용의 경제적 절감 및 glycosylation이
나 gammacarboxylation과 같은 복잡한 번역 후 변형이 
가능하며, 그리고 인간의 혈액에서 유래되는 human im-
munodeficiency virus와 hepatitis virus 등의 병원체 감
염의 우려로부터 자유로울 수 있다(Meade 등, 1998). 특
히 사람과 계통발생학적으로 근접한 포유류들은  glyco-
sylation 양상이 매우 비슷하여 형질전환 포유류의 유즙
을 통해 발현되는 사람의 단백질은 사람의 혈청에 포함
된 단백질과 매우 유사한 형태를 가지는 것으로 알려져 
있다(Meade 등, 1998). Glycosylation은 치료용 단백질 생
산에 있어서 매우 중요한 번역 후 변형 과정으로 단백질
의 안정화, 반감기, 면역반응, 세포내 signaling, 그리고 

세포와 세포 사이 또는 세포와 세포외 기질 간의 신호 전
달에도 큰 역할을 한다(Fussenegger 등, 1999; Varki 등, 
1999). 이러한 장점에도 불구하고  형질전환 동물에서의 
재조합 hEPO을 생산하는 연구가 성공적인 경우는 매우 
드문 실정으로, 생산량이 매우 미미하여 상업적인 가치가 
없는 수준이거나 적혈구증가증의 발생으로 인한 형질전
환 개체의 치사 또는 치명적인 생리적 부작용을 나타내
는 것으로 보고되었다(Massoud 등, 1996; Mikus 등, 
2004). 실제적으로 유선조직에 특이적으로 발현되는 조절 
system을 구축하더라도 개체 내의 타 조직에 일부 hEPO 
유전자의 발현이 나타나서 배아 발달 단계에서 배아가 
치사되거나 매우 낮은 수준의 hEPO 발현을 나타내는 개
체만이 태어난 연구 보고도 있었다(Massoud 등, 1996). 
따라서 보다 완벽한 조직 특이적 발현 system을 구축하
여 외래 유전자의 비특이적 발현에 의한 형질전환 개체
의 생리적인 손실을 최소화함으로써 유즙을 통한 재조합 
치료용 단백질의 생산이 성공적으로 이루어질 수 있도록 
하여야 하며 이의 일환으로 본 연구에서는 유선조직 특
이적인 hEPO 유전자 발현 system을 구축하고자 하였다. 
유즙을 구성하는 단백질 중 70% 이상을 차지하는 casein 
단백질의 특성을 고려하여 형질전환 동물을 생체반응기
로 사용하여 유즙으로의 생리활성 단백질 생산을 위한 
연구에 있어서 β-casein promoter가 주로 사용되고 있으
며(Ko 등, 2000; Brophy 등, 2003; Yekta 등, 2013), 또 다
른 유선조직 특이적인 promoter인 WAP promoter를 사
용한 연구도 이루어지고 있다(Paleyanda 등, 1994; Li-
pinski 등, 2012). 이러한 유선조직 특이적인 vector 
system을 이용하여 소나 염소, 생쥐 등에서 human lac-
toferrin, hG-CSF, 그리고 hEPO 등의 재조합 단백질 생산
이 보고되었다(van Berkel 등, 2002; Batista 등, 2014; 
Mikus 등, 2001). 유선조직 특이적인 promoter에 의한 외
래 단백질 생산 양상을 in vitro에서 검정하기 위한 실험
에서는 주로 생쥐의 유선상피세포인 HC11을 사용하는데, 
이 HC11 세포는 생쥐의 주요 유단백질인 β-casein을 생
산하는 능력을 가지고 있다(Danielson 등, 1984). 또한 이 
세포는 β-casein 단백질의 합성을 효율적으로 유도하기 
위해 세포외 기질의 공급이나 다른 섬유아세포나 지방세
포와의 공배양 등을 필요로 하지 않고 단지 lactogenic 
hormone인 prolactin과 hydrocortisone, 그리고 insulin에 
의해 유단백질의 발현이 조절되는 것으로 알려져 있다
(Topper와 Freeman, 1980). 특히 prolactin은 HC11 세포
의 β-casein 단백질 전사 효율을 증가시키는 것으로 알
려져 있으며(Ball 등, 1988), 다른 lactogenic hormone과 
상호의존적인 발현 조절 양상을 나타낸다고 보고되어 있
다(Doppler 등, 1989). 이러한 호르몬에 의한 효율적인 단
백질의 합성 유도 현상은 분화가 종결된 유선 상피 조직
에 국한되어 일어난다(Topper와 Freeman, 1980; Levine
과 Stockdale, 1985). 본 연구에서는 유선조직 특이적인 
유전자 전이 system을 이용하여 hEPO 유전자의 발현이 
유선 상피 세포인 HC11에서 lactogenic hormone에 의하
여 유도적으로 이루어지도록 하였다. 그 결과 β-casein 
promoter가 도입된 vector system을 이용한 실험에서는 
lactogenic hormone에 의한 hEPO의 발현 유도율이 14.7
배로 나타났으며, WAP promoter를 도입한 실험에서는 
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1.95배의 발현 유도율을 나타내었다. 이상의 결과로 본 
연구에서 구축한 유전자 전이 system은 형질전환 동물의 
생리적인 부작용을 최소화하면서 유즙을 통한 재조합 단
백질의 대량 생산 연구에 활용할 수 있으리라 예상된다. 
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