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ABSTRACT

There are various factors i.e. donor cell type, culture system as well as technical procedures which influence the 
pre-implantation embryonic development; however, may attempts have been made and still it is under investigation to 
improve the cloning efficiency using somatic cell nuclear transfer technique. It is has been investigated that stem cells 
like mesenchymal stem cell are able to more efficiently reprogram and reactivate the expression of early embryonic 
genes to promote nuclear transfer efficiency. In addition, Oct4 expression plays a pivotal role in early embryo 
development. In the present study, we investigated distribution of Oct4 expression and changes of apoptosis and total 
cell number in nuclear transfer blastocyst after using Oct4 transfected bone marrow stem cell as donor cells. Although 
Oct4-RFP expression was observed across blastocyst, more concentrated intensity was shown at hatched region in 
blastocyst on day 7. Reduction of apoptotic bodies was revealed in Oct4 transfected blastocyst by TUNEL staining, 
however, there was no significant difference in total cell number between Oct4 transfected and non-transfected nuclear 
transfer embryos. In conclusion, Oct4 transfected donor cells exhibited higher expression in hatching sight in day 7 
blastocyst and were able to prevent apoptosis compared to non-transfected donor cells.
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서  론

핵이식을 통한 복제돼지 생산 효율을 향상시키기 위하여 많

은 시도가 이루어지고 있지만, 여전히 복제효율은 낮은 실정이
다. 여러 가지 원인 중 한 가지는 충분하지 못한 공여세포의
리프로그래밍으로 인해 유전자의 발현이 제대로 이루어지지

않음으로써, 초기 수정란 발달 지연 및 증가된 사산의 원인으
로 생각되고 있다. 따라서 핵이식 효율을 증가시키기 위한 적
절한 공여세포를 찾기 위하여 다양한 세포 종류를 이용한 핵

이식에 관한 연구가 이루어졌고(Wakayama 등, 2005; Kumar 
등, 2007), 이를 통해 배아줄기세포 및 중간엽줄기세포와 같은 

미분화된 세포를 핵이식 공여세포로 이용하였을 경우 그 효

율이 높아진다는 것이 보고되었다. 그 중 중간엽줄기세포는 채
취 및 배양이 쉬운 미분화된 줄기세포의 하나로써, 이를 공여
세포로서 사용한 돼지 복제 수정란은 배아 성장, 세포 자멸사, 
DNA methylation, histone deacetylation 및 전사인자 유전자의
발현 양상이 in vivo 수정란과 비슷하다는 연구결과가 보고되
었다(Kumar 등, 2007). 

Oct4는 전사인자의 POU(Pit-Oct-Unc) family로 미분화된 배
아줄기세포의 중요한 마커 및 미분화능 유지의 주요 인자로 보

고되었다(Wuensch 등, 2007; Zuccotti 등, 2012). 즉, Oct4는 포
유류의 초기 배아 발달과 세포 분화 과정에서 유전자 전사 조
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절(Kellner와 Kikyo, 2010), 원시 생식 세포의 세포사멸(Kehler 
등, 2004) 및 전능성 세포의 재생능을 조절하는 중요한 역할
을 수행하고 있다(Boiani와 Scholer, 2005). Oct4 발현은 특히
embryonic carcinoma cells, embryonic germ cells 및 배아줄기
세포와 같이 배아 발달 관련 세포에서 주요하게 관찰된다(Oka- 
moto 등, 1990; Lee 등, 2006). 이러한 Oct4의 발현은 배발생
기에서 inner cell mass(ICM)의 발달에 중요한 역할을 하는데, 
이는 Oct4를 knock-out 하였을 경우 ICM이 없는 배아들이 생
성되는 결과를 통해 알 수 있다. 또한 배아줄기세포에서 Oct4
가 높게 발현이 되면 내배엽과 중배엽 세포 계통으로 분화가

되는 반면, 낮게 발현되면 trophectoderm으로 분화된다(Nichols 
등, 1998; Niwa 등, 2001).
최근의 연구들은 체외 배양 기간 동안 착상 전의 배아의 퇴

화에 있어서 세포 자멸사의 역할에 초점을 맞추고 있다(Fah- 
rudin 등, 2002). 세포 자멸사는 배아 발달과 질을 판단하는데
있어서 중요한 기준이 되며(Brison와 Schultz, 1997; Levy 등, 
2001), 복제동물 또는 형질전환 배아의 낮은 수태율 및 높은
배아 손실률은 세포 자가 사멸의 증가에 따른 총 세포 수 및

ICM의 감소에 의한 것으로 보고되고 있다(Lee 등, 2007).
종합해 보면, 미분화된 중배엽줄기세포는 배아발달에 있어서 

좋은 공여세포라고 알려져 있으며, Oct4의 발현은 수정란의 발
달에 결정적인 역할을 하는 것으로 보고되고 있다. 따라서 핵
이식 효율의 증가를 위한 Oct4를 transfection한 중배엽줄기세
포를 공여세포로 이용한 핵이식 연구 결과가 보고되고는 있지

만(Lee 등, 2014), Oct4를 발현하는 세포의 배반포 내 분포 및
세포 자멸사에 관한 연구는 여전히 미흡하다. 따라서 본 연구
에서는 Oct4를 transfection한세포를 핵이식 공여세포로 사용하
였을 때 나타나는 수정란에서의 영향을 확인하기 위하여, Red 
Fluorescent Protein(RFP)을 마커로 이용한 Oct4-RFP를 trans- 
fection한 미니돼지 골수 유래 중간엽줄기세포를 이용하여 핵
이식을 수행하고, 핵이식 배반포에서 transfection된 Oct4-RFP의 
발현위치 및 총 세포 수와 세포 자멸사의 변화를 확인하였다.

재료 및 방법

1. 시약과 배지

별도로 표시된 경우가 아니면, 모든 시약과 배지는 Gibco 
(Life Technologies, Burlington, ON, Canada)와 Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA)에서 각각 구입하였다. 모든 배지의 pH
와 삼투압은 각각 7.2와 285±5 mOsm/l로 조정하였다.

2. 세포분리, 배양 및 Oct4의 Transfection 방법

골수유래 중간엽줄기세포는 이전에 기술된 방법을 이용하여 
1년령의 미니돼지에서 추출된 골수에서 분리하였다(Kumar 등, 

2007). Ficoll-PaqueTMPlus(GEHealthcare BioscienceAB, Sweden)
를 15 ml cornical tube에 3 ml 넣고, 추출된 골수 1 ml와
Dulbecco phosphate buffered saline(DPBS) 4 ml를 넣은 희석
액을 그 위에 올려준 뒤, 400 ×g에서 40분 동안 원심 분리하였
다. 분리된 세포층을 추출한 다음, DPBS와 Advanced-Dulbecco 
modified Eagle Medium(ADMEM)를 사용하여 500 ×g에서 10 
분 동안 원심분리로 두 번 세척하였다. 10% FBS가 포함된
ADMEM를 사용하여 35 mm cell culture dish에 1×105개의 세

포를 온도 38.5℃에 5% CO2 환경의배양기에서배양하였다. 세
포가 80∼90% 정도 배양되면, 0.25% trypsin-ethylenediamine- 
tetraacetic acid(EDTA) 용액을 사용하여 세포를소화시키고, 1:4 
비율로 계대 배양을 하였다.

Oct4의 중간엽줄기세포 내 transfection은 lentivirus를 이용
하여 형광단백질 마커인 RFP 발현이 Oct4와 함께 조절되도록
하였다. 5계대의 1×105개의 골수유래 중간엽줄기세포에 20 
MOI hOct3/4-RFP(OR) (Fig. 1a. ABP-SC-LVIOCT3R, Allele- 
biotech, San Diego, USA)와 4 μg/ml polybrene을 10% FBS가
포함된 2 ml의 ADMEM에 넣어준 다음, 온도 38.5℃에 5% 
CO2 환경의 배양기에서 배양하였다. 10시간 배양 후, 상층액은 
제거하고 10% FBS가 포함된 ADMEM으로 교환 후 배양하였
다. Oct4가 transfection된 5∼10계대의 골수유래 중간엽줄기세
포가핵이식 공여세포로 사용되었다. Oct4-RFP가 transfection된 
골수유래 중간엽줄기세포에서 Oct4 발현은 형광현미경(Leica 
CTR600, Switzerland)의 red filter(excitation wave length 450
∼490 nm, dichronic wave length 510 nm와 wave length의 high 
band pass 515∼560 nm)를 통해 RFP 발현을 확인하였다.

3. 난자 준비 

돼지난자는성성숙전어린암퇘지의난소에서분리하였다. 
3∼6 mm 직경의 난포에서 10 ml 주사기에 부착된 18-gauge 
needle을사용하여난구-난자복합체(cumulus-oocyte complexes)
를 흡입하였다. Ham’s F10에 모은 다음, 일정한 세포질과 3겹
이상의 난구 세포를 가진 난구-난자 복합체를 선택하고, FBS 
(5% w/v), 10 ng/ml(w/v) epidermal growth factor(EGF), 0.57 
mM cysteine, 0.5 μg/ml(w/v), 2.5 mM sodium pyruvate, 1 mM 
L-glutamine, 1% penicillin-streptomycin(10,000 IU and 10,000 
μg/ml), 0.5 μg/ml(w/v) follicular stimulating hormone(FSH)와 
0.5 μg/ml(w/v) luteinizing hormone(LH)가 포함된 TCM 199 
배지에 두 번 세척하였다. 100개의 난구-난자 복합체를 500 μl
의 같은 배지에서 22시간 동안 38.5℃, 5% CO2 환경의 배양
기에서 성숙시킨 다음 FSH와 LH가 첨가되지 않은 같은 조성
의 TCM 199 배지에서 19시간 더 성숙시켰다.

4. 핵이식
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(a)

(b)

Fig. 1. Vector map of Oct4-RFP and expression of Oct4-RFP fluorescence in bone marrow mesenchymal stem cell (BMSCs). Vector 
map of MOI hOct3/4-RFP (OR) (a) and Oct4-RFP fluorescence was found in Oct4 transfected BMSCs (b). White bars indicate 
100 μm.

핵이식은 이전 논문에 기술된 방법에서 조금 변경하여 수

행하였다(Kumar 등, 2012). 체외 성숙 41시간 후, 0.1%(w/v) 
hyaluronidase가 포함된 DPBS에서 1분 동안 피펫팅하여 난자
에서 난구 세포를 제거 후, 7.5 µg/ml cytochalasin B(CCB), 
0.3% BSA와 12 mM sorbitol가 포함된 HEPES-buffered TCM- 
199에서 미세 조작 기술을 이용하여 난자에서 핵을 제거하였
다. 제 1극체와소량의세포질을내경 15∼20 µm의 micropippet
을 사용하여 제거하였다. 탈핵란은상온에서 2분 동안 Hoechst- 
33342 염색을 한 다음, 형광현미경(wave length 350nm)으로 탈
핵 여부를 확인하였다. 미세 조작 기기를 이용하여 형광현미
경상에서 RFP 발현이 확인된 공여세포를 탈핵란의 위란강 부
분으로 넣어주었다. 모든 미세 조작 과정은 paraffin oil 아래
HEPES-buffered TCM 199 배지에서 수행하였다. 각각의 핵이
식 수정란은 0.5 mM HEPES, 0.1 mM MgSO4, 0.05mM CaCl2

와 0.01% BSA를포함한 0.28 M mannitol 용액에서 BTX Electro 
Square porator(ECM 830, BTX, Inc., San Diego, CA)를 사용
하여 2.0 KV/cm direct current for 30 μsec로 두 번 전기 자극
시켜 융합시켰다. 30개의 핵이식 수정란을 paraffin oil 아래에
만들어진 30 μl의 3 mg/ml BSA, 20 μg/ml eagle amino acid 
(EAA), 10 μg/ml nonessential amino acids(NEAA)가 포함된 체
외 배양 배지인 porcine zygote medium 5(PZM5)에 넣어 38.5 
℃, 5% O2, 5% CO2와 90% N2 환경에서배양한후, 10% FBS가 
포함된 체외 배양 배지를 5일 후에 교환하였다(Ock 등, 2007).

5. 핵이식 수정란의 Oct4-RFP 발현과 세포 자멸사 평가

체외 배양 7일째 되는 날 핵이식 수정란을 수집하여 Oct4- 
RFP의 분포, 총 세포수와 세포 자멸사를 확인하였다. 핵이식

수정란의 Oct4-RFP의 분포를 확인하기 위하여 핵이식 수정란
을 4% formaldehyde 용액에 넣어 4℃에서 1시간 동안 고정시
킨 다음, Vecta SheilTM(Vetor Laboratories Inc., CA)에 고정시
킨 후 형광현미경 하에서 관찰하였다. 세포 자멸사는 in situ 
Cell Death Detection Kit(Roche, Germany) 키트를 사용하여
제조사의 실험방법에 따라 TUNEL 염색을 통해 확인하였다. 
핵이식 수정란을 4% formaldehyde 용액에 넣어 4℃에서 1시
간 동안 고정시킨 다음, 0.1%(w/v) sodium citrate가 포함된

0.5% Triton X-100에서 1시간 동안 permeabilization 시킨 후, 
fluorescein-conjugated dUTP와 terminal deoxynucleotidyl trans- 
ferase에 넣어 37℃의 암실에서 1시간 동안 배양하였다. 50 μg/ 
ml RNase A를 첨가하여 1시간 더 배양하고, 대조 염색으로 10 
μg/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole에서 1시간 동안 염색하였
다. Vecta SheildTM로 고정시킨 후, 형광현미경을 통해 관찰하
였다. 핵은 형광현미경 상에서 UV filter를 통한 파란색으로 관
찰되며, 세포 자멸사는 green filter(excitation wave length 512
∼560 nm, dichronic wave length 580 nm와 wave length의 high 
band pass 590 nm)를 통하여 녹색으로 관찰된다.

6. 통계

데이터는 SPSS 18.0 프로그램을 사용하여 One-way ANOVA
와 Games-Howell 사후 분석을 통해 분석하였다. 통계적 유의
성은 P<0.05 이하를 통계적으로 유의하다고 판단하였다. 데
이터는 평균±표준평균오차로 나타내었다.

결  과
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Fig. 2. Expression of Oct4-RFP fluorescence in porcine day 7 blastocysts cloned with Oct4-RFP transfected BMSCs. Despite RFP expression 
was observed across blastocyst, most expression was concentrated in hatching sight. Magnification X 200.

1. Oct4가 Transfection된 중간엽줄기세포의 RFP 발현 확인

Oct4가 transfection된 중간엽줄기세포에서의 Oct4-RFP의
발현은 Fig. 1b에 나타내었다. 대부분의 transfection된 중간엽
줄기세포에서 Oct4-RFP가 발현되는 것을 확인하였다.

2. Oct4-Transfection 중간엽줄기세포 유래 핵이식란에서의 RFP 
발현

Oct4-RFP가 transfection된 중간엽줄기세포에서 RFP 발현
을 확인한 세포만을 공여세포로 Oct4-RFP 핵이식란을 생산하
였으며, 배반포에서 RFP 발현이 확인된 25개의 Oct4-RFP 핵이
식 배반포에서 RFP발현 패턴을 관찰하였다. Fig. 2에서 Oct4
가 transfection된 핵이식 배반포의 ICM과 trophectoderm모두
에서 RFP가 발현되는 것을 확인할 수 있었다. 하지만 대부분
의 RFP 발현은 핵이식 배반포의 할구가 밀집된 부위에서 강
하게 나타났지만, trophectoderm 부분에는 약하게 발현되는 것
을 확인하였다.

3. 총 세포 수와 세포 자멸사

핵이식 배반포와 RFP 발현이 확인된 Oct4-RFP 핵이식 배반
포 각 25개를 실험에 공시하였다. 핵이식 수정란의 총 세포 수
와 세포 자멸사는 Fig. 3에 각각 나타내었다. 핵이식란과 Oct4- 
RFP 핵이식 배반포의 총세포수는 각각 42.29±3.44개와 40.33 
±3.28개였으며, 해당 배반포 내의 apoptotic body는 각각 5.29 
±1.17개와 0.5±0.29개로 확인되었다. Oct4가 transfection된 핵
이식 수정란과 transfection하지 않은 핵이식 수정란의 총 세포 
수는유의적인(P<0.05) 차이가없었다. 하지만, Oct4-transfection 
하지 않은 핵이식 수정란의 세포 자멸사는 Oct4가 transfection
된 핵이식 수정란과 비교하였을 때, 유의적으로(P<0.05) 높은
개수를 확인할 수 있었다. 

고  찰

복제동물 생산을 위한 핵이식 효율을 높이기 위해 다양한

방법들이 이루어지고 있으며, 줄기세포를 공여세포로 이용한
핵이식란과 핵이식 복제동물의 생산효율이 높은 것으로 알려

져 있다. 마우스에서 핵이식 공여세포로 배아유래줄기세포(em- 
bryonic stem cell, ES cell)가 체세포보다 복제산자의 생존율을 
높이는 것으로 보고(Wakayama 등, 1999; Rideout 등, 2000) 
되었으며, 돼지의 핵이식란 생산에서도 공여세포로 중간엽줄기
세포가 체세포보다 효율적인 것으로 보고(Colleoni 등, 2005)
되고 있다. 그러나 돼지의 경우 배아유래줄기세포 구축에 대
한 연구가 이루어지고 있지만 아직까지 한계가 있으므로, 돼지 
배아유래줄기세포를 이용한 효율적인 핵이식 복제란과 복제

동물 생산은 현실적으로 어려움이 있다.
초기전사 인자 중 Oct4는 가장 잘 알려진 전능성과 리프로

그래밍 조절인자로(Ji 등, 2014) 세포의 증식, 세포주기 및 세
포 자멸사를 조절하는 핵심인자로 보고되고 있다. 마우스 배
아줄기세포에서 Oct4 knock-down에 의한 Survivin 단백질의
발현 감소로 인해 세포 자멸사율이 유의적으로 증가하였으며, 
이를 통해 Oct4가 STAT3/Survivin 경로의 핵심 조절인자임이
규명되었다(Ying 등, 2008). 또한 Oct4 knock-down된 마우스
배아줄기세포에서 종양 억제 유전자인 Trp53 및 이의 하위 유
전자들의 발현이 증가됨으로 인해 배아줄기세포의 증식억제

및 세포 자멸사가 일어난다고 보고되었다(Tianji 등, 2012).
따라서 줄기세포 핵심 초기전사인자인 Oct4를 transfection

한 세포를 핵이식 공여세포로 사용하여 핵이식의 효율을 높이

고자 하는 연구들이 진행되고 있다. Oct4를 과발현시킨 돼지
섬유아세포를 이용하여 핵이식을 수행한 결과, 배반포 생성률
이 높아졌다는 연구결과가 있었으며(Kim 등, 2014), Nanog를
과발현시킨 돼지 섬유아세포를 이용하여 핵이식을 한 경우 배

반포 생성률 및 총 세포 수는 유의적인 차이가 없다는 연구결

과가 있었다(Zhang 등, 2011). 또한 본 실험실의 이전 논문에
서는 Oct4 발현량이 낮은 후기 계대의 돼지 골수 유래 중간엽
줄기세포를 핵이식 공여세포로 사용한 경우, 배반포 발달율이
5.6%로 초기 계대 공여세포의 17.2%에 비하여 배반포 발달율
이 낮은 것을 확인하고, 후기 계대의 중간엽줄기세포에 Oct4
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(a)

(b)

 

(c)

Fig. 3. TUNEL assay (a), apoptotic body (b) and total cell number (c) in porcine day 7 blastocysts. (a) Decreased apoptotic bodies were 
presented in Oct4 transfected NT blastocyst than NT blastocyst. (b) Reduction of apoptotic bodies were revealed significantly in 
Oct4 transfected NT blastocyst (c). There was no significant difference in total cell number. NT BL, NT blastocysts derived from BMSCs; 
Oct4 transfected NT BL, NT blastocysts derived from Oct4-RFP transfected BMSCs. White arrows indicate apoptotic bodies by TUNEL 
staining. Data is presented as the mean±SEM, Asterisk indicates significant difference (P<0.05). 5 replicates. Magnification X 200.

를 transfection하여 핵이식을 수행하였다. 그 결과, 핵이식 효
율이 초기 계대의 중간엽줄기세포를 공여세포로 사용한 수준

만큼 개선되진 않았지만 배반포 발달율이 13.6%까지 유의적
으로 증가함을 확인하였고, 세포 자멸사도 감소함을 확인하였
다(Lee 등, 2014). 그러나 형광단백질 마커인 RFP의 관찰에
의하여 배반포 내 Oct4의 발현 패턴과 세포 자멸사 발현의 위
치 등에 대한 확인은 이뤄지지 못했다. 따라서 본 연구에서는
Oct4-RFP를 transfection한 중간엽줄기세포를 이용하여 핵이식 
하였을 경우 수정란에서의 Oct4 발현 위치, 총 세포 수와 배반
포 내의 세포 자멸사 조각을 측정하였다.
세포 자멸사의 존재가 착상 전의 수정란이 발달하는 동안

총 세포 수에 영향을 미친다는 것은 잘 알려져 있다. 따라서
자가 사멸사와 총 세포 수를 통해 착상과 뒤이은 성장을 위한

수정란 평가를 할 수 있다(Machaty 등, 1998; Hao 등, 2003; 
Fabian 등, 2005). 본 실험에서는 Oct4를 transfection한 중간엽
줄기세포를 이용하여 핵이식하였을 경우 총 세포 수는 차이

가 없었지만, 세포 자멸사는 Oct4를 transfection한 핵이식 수
정란에서 유의적으로 적게 나타나는 것을 확인하였다. 본 실험 

결과와 유사하게 Oct4를 transfection한 공여 세포를 이용하여
핵이식을 수행한 결과, 유의적으로 높은 배반포 생성률과 낮
은 배반포 세포 자멸사를 확인하였다(Ji 등, 2014).
배반포에서의 Oct4 발현 양상은 종마다 다르게 보고되고

있다. 예를 들어, in vivo에서 회수된 마우스 수정란의 ICM에
서는 Oct4 발현을 확인하였지만, trophectoderm에서는 발현이
되지 않았다. 반대로, in vivo와 in vitro에서 생산된 돼지와 소
수정란에서는 ICM과 trophectoderm 모두에서 Oct4 발현을 확
인하였다(Kirchhof 등, 2000). 또한, Oct4-promoter-enhanced 
green fluorescent protein(EGFP)가 transfection된 토끼 수정란
에서는 ICM과 trophectoderm 모두에서 Oct4-EGFP 발현을 확
인하였다. 돼지 난자에서의 Oct4 전사체는 착상 전부터 epiblast
로될때까지의과정동안발현이확인되었다(Magnani와 Cabot, 
2008; Hall 등, 2009). Oct4 단백질은 해칭 전의 돼지 배반포
에서는 ICM과 trophectoderm에서 위치하는 반면(Kirchhof 등, 
2000; Kuijk 등, 2008), 해칭 후에는 ICM에서만 제한적으로 위
치하였다(Vejlsted 등, 2006). 나중에는 epiblast에 제한적으로
위치하고, 장배 형성(gastrulation) 과정 동안 중배엽에서 낮은
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Oct4 발현이 남아있었다. 후기의 장배 형성과 신경관 형성(neu- 
rulation) 과정 동안 Oct4 발현은 점진적으로 사라지는 것을
보였고, 최종적으로 원시 생식 세포(primordial germ cells)에서
만 발현되는 것을 확인하였다(Vejlsted 등, 2006). 하지만, 다
른 연구에서는 Oct4 단백질뿐만 아니라, Oct4의 mRNA가 11
일이 되어서도 elongating 돼지 수정란의 extra-embryonic tissue
에서 발현이 확인되었다고 보고하였다(Keefer 등, 2007). 본 연
구에서는 Oct4-RFP를 transfection한 돼지 골수유래 중간엽줄
기세포를 공여세포로 핵이식하였을 때, 핵이식 수정란에서의
Oct4의 발현위치를 확인하였다. 그 결과, Oct4를 transfection
한 핵이식 수정란의 ICM과 trophectoderm 모두에서 RFP 발
현을 확인할 수 있었다. 특히 유전자를 transfection한 공여세
포 이식에 의한 형질전환 핵이식란의 경우, 형광단백질 마커의 
발현에 mosaicism이 나타날 수도 있는 것으로 알려져 있다. 
EGFP를 transfection한 소 체세포를 돼지 난자 내에 이식한 이
종간 형질전환 핵이식란에서 mosaicism이 관찰되지 않았다고
보고(Uhm 등, 2007)하지만, 돼지의 경우 EGFP를 transfection
한 귀섬유아세포 유래 돼지 형질전환 핵이식란의 경우 59%에
서 mosaicism이 관찰되었다고 보고(Park 등, 2002)하는 등 형
질전환 핵이식란의 mosaicism 발생은 불분명한 상황이며, 본
연구에서는 Oct4-RFP를 transfection한 핵이식 배반포의 세포
밀집 정도에 따라서 형광발현 정도의 차이는 관찰되었지만, 명
확한 mosaicsim은 관찰되지 않았다. 특히 배반포의 해칭된 부
분에서 높은 발현을 확인되었는데, 이는 할구가 비교적 밀집
되어 있기 때문에 관찰되는 결과이며, 돼지 체외배양란의 경우 
배반포 내 ICM과 trophectoderm의 경계가 비교적 불분명하기
때문에배반포내명확한부위를판별이어려운편이지만, Oct4- 
RFP의 trophectoderm에서의 발현은 확인할 수 있었다.
본 실험을 통하여 Oct4를 transfection한 세포를 핵이식 공여

세포를 사용했을 때, 배반포에서 전체적으로 Oct4 발현이 나타
났으며, Oct4 transfection이 핵이식 수정란의 총 세포 수에는
영향을 끼치지 않았으나, 세포 자멸사가 대조군보다 적게 나타
나는 것을 확인할 수 있었다.
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