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ABSTRACT

Nucleotide metabolism in endothelium is variable between different species. Recent studies demonstrated that this 
variability could contribute coagulation dysfunction, even though organs of the alpha 1,3-galactosyltransferase gene 
knockout pig were transplanted into the primate. CD73 (ecto-5'-nucelotidase) is an enzyme at cell surface catalyzing 
the hydrolysis of adenosine triphosphate to adenosine, which plays role on a substance for anti-inflammatory and 
anti-coagulant. Thus, overexpression of CD73 in endothelial cells of the pig is considered as an approach to reduce 
coagulopathy. In this study, we constructed a human CD73 expression vector under control of porcine Icam2 promoter 
(pIcam2-hCD73), which is expressed specifically at endothelial cells, and of CMV promoter as a control (CMV-CD73). 
First, we transfected the CMV-CD73 vector into HEK293 cells, and then confirmed CD73 expression at cell surface 
by flow cytometry analysis. Next, we transfected the pIcma2-CD73 and CMV-CD73 vectors into primary porcine 
fibroblasts and endothelial cells. Consequence was that the pIcma2-CD73 vector was expressed only at the porcine 
endothelial cells, meaning that the pIcam2 promoter lead to endothelial cell-specific expression of CD73 in vitro. 
Finally, we nucleofected the pIcam2-hCD73 vector into passage 3 fibroblasts, and enforced hygromycin selection of 
400mg/ml. We were able to obtain forty three colonies harboring pIcam2-CD73 to provide donor cells for transgenic 
cloned porcine production.
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서  론 

돼지의 장기를 장류에 이식하게 되면 성 면역거부반

응이라고 알려진 거부반응이 이식된 장기에서 발생한다(Yang 
and Sykes, 2007). 이러한 문제 을 극복하기 하여 이 반응

의 원인 유 자인 α1,3-Galactosyltransferase(GalT)의 기능이 

제거된 돼지(knock out, KO)가 생산되었고(Kolber-Simonds et 
al., 2004; Nottle et al., 2007; Fujimura et al., 2008; Li et al., 
2013), 이 돼지의 신장과 심장을 장류에 이식한 결과 생존 

기간이 크게 연장되었다고 보고되었다(Chen et al., 2005; 
Kuwaki et al., 2005; Yamada et al., 2005; Lin et al., 2010). 

그 지만, 결국 이식된 장류는 사망하게 되는데, 이식된 돼

지의 장기를 분석한 결과, 성 면역거부반응은 발견되지 

않았지만, 액이 응고되면서 발생하는 성미소 증

(thrombotic microangiopathy)이 사망의 주요원인이라고 보고

되었다(Houser et al., 2004; Kuwaki et al., 2005; Tseng et al., 
2005; Shimizu et al., 2008). 

이식된 GalT KO돼지의 조직에서 발생하는 액응고

(coagulation, thrombosis)의 원인의 한 가지는 돼지와 장류 

사이에 액응고-항 액응고 조 시스템의 불일치(incompatibility)
에 의해 발생한다고 알려져 있다(Cowan and d'Apice, 2009; Lin 
et al., 2009; Ekser et al., 2012). 에 존재하는 adenosine 
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5’-triphosphate(ATP)와 같은 핵산과 아데노신과 같은 사체들

은 증(thrombosis)이나 염증반응을 조 하는데, 내피세

포 표면에 치하는 CD73(ecto-5’-nucleotidase)은 CD39와 더불

어 핵산을 아데노신으로 분해시키는 역할을 하는 효소이다 

(Baron et al., 1986; Zimmermann, 1992). 분해된 아데노신은 

세포보호 기능, 면역억제 기능, 소  활성억제의 생리  약리

 특성을 갖고 있다 (Daval et al., 1991; Delikouras et al., 2003; 
Sitkovsky et al., 2004). CD73의 활성이 감소하면 아데노신 생산

이 감소하며, 이로 인해 세포 보호 기능 인자 발 이 감소하고, 
액 응고 조  기능 이상이 발생한다(Daval et al., 1991; 

Delikouras et al., 2003; Sitkovsky et al., 2004). 실제로 사람의 

심장과 돼지의 심장에서 CD73의 활성능을 비교한 결과 돼지에서 

낮았으며, 한 아데노신과 같은 핵산의 사체의 액 내 농도가 

차이를 나타내었다(Khalpey et al., 2007). 이러한 이유로 GalT 
KO와 동시에 추가로 CD39와 CD73 유 자를 발 하는 돼지의 

장기를 장류에 이식하면 액응고와 더불어 염증반응이 억제

될 것으로 기 되고 있다(Cooper et al., 2012). 
본 연구에서 내피세포에서 특이 으로 발 하는 돼지

의 Intercellular adhesion molecule2(Icam2) 로모터에 CD73 
유 자를 연결한 pIcam2-CD73 발 벡터를 제작하 다. 상기 

벡터를 돼지에서 추출한 기 섬유아세포와  내피세포에 

도입시킨 후 발 을 분석한 결과 CD73은  내피세포에서

만 특이 으로 발 되는 것을 확인하 다. 이러한 결과로 

pIcam2-CD73 벡터를 활용하면 이종이식용 형질 환 돼지를 

생산하여 액응고를 억제시킬 수 있는 모델동물 생산에 

용할 수 있을 것이다. 

재료 및 방법

사람 CD73 cDNA 발현 벡터의 제작

사람 CD73 cDNA 클론은 21C Frontier Human Gene 
Bank(Korea, Clone ID, Hmu001092)에서 구입하 다. 양쪽 말

단에 제한 효소 Not I과 Xho I 인식 염기서열을 삽입시킨 앞

쪽 라이머 5’-ATGCGGCCGCTTTCGCACCCAGTTCAC-3’와 
뒤쪽 라이머 5’-AATCTCTCGAGCTATTGGTATAAAACAAAG-3’로 

PrimeSTARTM HS DNA polymerase (Takara Bio Inc, Shiga, 
Japan)를 사용하여 PCR 방법으로 합성하 다. 돼지의 Icam-2 
로모터는 돼지 귀 조직에서 추출한 genimic DNA를 주형으로 

제한효소 Nru I과 Hind III 인식 염기서열을 삽입시킨 라이머 
5′-TATCGCGATCTAGAAACACACTGCAAGTCC-3′와 

5′-ATAAGCTTAGGAAAGAGCCGAGGACCGCCT-3′를 

사용하여 PCR 방법으로 합성하 다. 합성된 CD73 cDNA를 

pcDNA3.1 hygro 벡터의 Not I과 Xho I 인식 염기서열에 연결

시켜 pCMV-hCD73 벡터를 완성하 다(Fig. 1A). 완성된 

pCMV-hCD73 벡터를 제한효소 Nru I과 Hind III로 단한 후 

CMV 로모터를 제거하 다. 그러고 나서 합성된 Icam-2 
로모터를 Nru I과 Hind III 인식 염기서열에 연결시켜 

pIcam2-CD73 벡터를 완성하 다(Fig. 1B). 

세포의 분리 및 배양

HEK-293 세포는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DMEM; Invitrogen, CA, USA)에 10% fetal bovine serum 
(Invitrogen), 1% non-essential amino acids (Invitrogen), 1% 
antibiotic/antimycotic (Invitrogen)이 첨가된 배양액으로 배양

하 다. 귀 조직에서 섬유아세포의 분리  배양 방법은 이

의 연구에 자세하게 서술되어 있다(Oh et al., 2013). 섬유아세

포는 DMEM(Invitrogen)에 15%(v/v) fetal bovine serum 
(Invitrogen), 1% non-essential amino acids (Invitrogen), 0.1 
mM b-mercaptoethanol (Invitrogen), 1% antibiotic/antimycotic 
(Invitrogen), 0.1x Low Serum Growth Supplement (LSGS; 
Invitrogen)가 첨가된 배양액으로 37℃에서 배양하 다.  

내피세포 배양을 하여, 3주령 MGH 미니돼지에서 동맥을 

채취하 다. 개한 동맥의 내벽을 0.2%(v/v) collagenase 
type I (Sigma)이 첨가된 6-well 배양 시에 부착시켰다. 약 3
시간 후 내벽에서 분리된 세포를 회수하여 0.1%(v/v) 
gelatin(Sigma)으로 덮인 6-well 배양 시에서 배양하 다. 
 내피세포 배양은 EBMTM-2 endothelial basal 배양액(Lonza, 

Koln, Germany)에 EGMTM-2 SingleQuotsTM (Lonza)을 첨가한 

배양액으로 37℃에서 배양을 실시하 다. 

발현벡터의 도입, 선별 및 유전자 분석

HEK-293 세포에 발 벡터는 Fugene HD transfection reagent 
(Promega corporation, WI, USA)를 사용하여 제공되는 실험 

방법에 따라 도입하 다. 돼지 섬유아세포  동맥내피세포

에 발 벡터를 도입하기 하여 nucleofection 방법을 사용하

으며, 방법은 이 의 연구에 자세하게 서술되어 있다((Ko 
et al., 2013). 돼지  내피세포에 외래 유 자를 도입하기 

하여 primary mammalian endothelial cells, Amaxa® Basic 
Nucleofector® Kit(Lonza)를 이용한 nucleofection 방법을 사용

하 다. Nucleofection후 48시간에 400 mg/ml 농도로 

hygromycin이 첨가된 배양액에서 세포를 배양하 다. 선별에 

의해 형성된 클론의 유 자 분석을 하여 세포의 일부를 50 
mM KCl, 10mM Tris–HCl [pH 8.3], 2 mM MgCl2, 
0.45%(v/v) NP-40, 0.5%(v/v) Tween 20, and 100 mg/ml of 
proteinase K가 함유된 용해 용액으로 55℃에서 2시간 동안 

항온조에서 용해시켰다. pCMV-hCD73 벡터 삽입 확인을 

하여 앞쪽 라이머 5’-ctattgacgtcaatgacggta-3’와 뒤쪽 라이
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Figure 1. Structure of the vector designed for expressing CD73 specifically at endothelial cells (A) and whole cells as a control. The
primer sites to validate integration of the pIcma2-CD73 vector were shown as 198F and 199R.

머 5′-CAAAACCCGAATGTCCCAGTGCAA-3′를 사용하

고, pIcam2-CD73벡터의 삽입 확인을 하여 앞쪽 라이머 

5′-ACTTAGTCATGGTGACTGCATGCC-3′와 의 뒤쪽과 

동일한 라이머를 사용하 다. 

웨스턴 블롯 분석

돼지의 세포를 Phosphate-buffered saline (PBS)로 3회 세척 

후 회수하여 protease inhibitor, phosphatase inhibitor cocktail, 
0.5M EDTA (Thermo, IL, USA) 첨가된 mammalian protein 
extract reagent 용액(Thermo)으로 0 ℃에서 1시간 동안 용해

시켰다. 단백질 추출 후 Bradford 분석 방법(Bio-Rad, CA, 
USA)을 사용하여 정량 하 다. 20μg의 단백질을 4-20% 
mini-protean® TGXTM precast gel (Bio-Rad)에서 분리시킨 후, 
polyvinylidene fluoride membrane (Bio-Rad)으로 이동시켰다. 
그리고 나서 membrane을 사람 CD73에 한 생쥐 단일항체

(AbD serotec, MS, UK)를 첨가한 차단 완충용액에 침지하여 

4℃에서 16시간 1차 항체 반응을 유도하 다. 차단 완충용액

은 0.1%(v/v) Tween 20, 5%(v/w) 지방이 제거된 분유가 첨가

된 PBS를 사용하 다. 차단 완충용액에 horseradish 
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (Santa Cruz, CA, 
USA)가 첨가된 용액으로 2차 항체반응을 유도한 후 ECL 
chemiluminescence kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)
을 사용하여 CD73 발 을 확인하 다.

유세포 분석(Flow cytometry analysis)

배양 시에서 배양 인 돼지의 세포를 Hank’s balanced 
salt solution (HBSS)로 3회 세척 하고 나서, enzyme-free cell 
dissociation solution (EMD Millipore Corporation, MA, USA)
을 사용하여 세포를 배양 시로부터 분리시켰다. 원심분리기

를 사용하여 분리된 세포를 회수하여 PBS 용액에PE- 
conjugated 사람 CD73 항체(BioLegend, CA, USA)가 첨가된 

용액으로 부유시킨 후 1시간 동안 0℃에서 항체 반응을 유도

하 다. 그리고 나서 유세포분석기(BD FACSvantageTMSE, 
Germany)를 사용하여 CD73의 발 을 분석하 다. 

결과 및 고찰

CD73은 다양한 조직의 내피 세포와 상피세포, 그리고 

액의 면역세포 등 다양한 형태의 세포에서 발 된다(Resta 
et al., 1993). 그런데 CD73은 신경교종, 백 병, 방 암, 난소암, 
장암, 유방암 등의 다양한 암 조직에서 과발 되며, 이로 인

해 과도하게 생성된 아데노신이 암 세포의 성장을 진한다고 

알려져 있다(Allard et al., 2012). 따라서 본 연구에서는 CD73의 

발 을  내피세포로 제한하고자 발  조  부 를 Icam-2 
로모터로 사용하기로 하 다. 이 의 연구에서 사람 Icam-2 
로모터는 체외와 체내에서  내피세포에 특이 으로 외

래 유 자의 발 을 조 한다고 보고 되었으며(Cowan et al., 
1998), 돼지에 있어서도 약 900bp의 Icam-2 로모터는  

내피세포 특이  발 을 유도한다고 보고되었다(Godwin et al., 
2006). 재료  방법에서 설명한 것처럼 920bp의 돼지 Icam-2 
로모터를 사람 CD73 cDNA에 연결한 pIcam2-CD73 벡터를 

제작하 고, 조군 벡터로서 CMV-CD73 벡터도 제작하 다

(Fig. 1). 상기 벡터로부터 CD73이 발 되는지 확인하기 하여 

CMV-CD73벡터를 사람 유래 세포 HEK293에 도입하 다. 도
입된 세포로부터 웨스턴 블롯 분석을 실시한 결과, CD73은 

HEK294 세포의 내인성 CD73과 동일한 크기로 발 된다는 것

을 확인하 다. CD73은 세포막의 glycosilphosphatidylinositol 
(GPI)에 anchor된 단백질이다. 그러므로 CD73이 세포막에서 

발 하는 지를 알아보기 하여 flow cytometry 분석 방법으로 

분석한 결과, 도입된 벡터로부터 거의 모든 97.6%의 세포 표면

에서 발 된다는 것을 확인하 다(Fig. 2B). 
돼지의 Icam2 로모터의 조 에 의해 CD73의 발 이 

내부 세포에만 제한 으로 발 이 조 되는지 알아보기 
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Vector Name No. of analyzed colonies No. of PCR positive colonies Percentage of positive colonies 

pIcam2-CD73 48 45 93.8

pCMV-CD73 53 37 69.8

Table 1. Summary of the production of porcine fibroblasts carrying pIcma2-CD73 vector

Figure 2. Consistent expression of CD73 in the cells. The pCMV-CD73 vector was introduced into HEK293 cells. Western blot(A) and
flow cytometry(B) analyses for CD73 expression.

하여 기 돼지 섬유아세포와 돼지  내피세포에 의 두 

벡터를 nucleofection 방법으로 도입하 다. 그림 3A에 나타낸 

것처럼 웨스턴 블롯 분석한 결과 돼지 섬유아세포에서는 

CMV 로모터의 조 에 의해 CD73이 발 되지만 돼지 

Icam-2 로모터에 의해서는 CD73이 발 되지 않았다. 그
지만 돼지  내피세포에서는 비록 CMV 로모터에 의한 

것보다 발  수 이 낮았지만, 돼지 Icam2 로모터에 의해 

발 되는 것이 확인되었다. 이러한 결과는 본 연구에서 사용

한 약 900bp의 돼지 Icam-2 로모터는  내피세포에서의 

특이  발 을 유도할 수 있다는 것을 의미한다. 
의 결과로부터 본 연구에서 클로닝한 돼지 Icam-2 로

모터는  내피세포에 특이  발 을 유도할 수 있고, 한 

CD73이 세포막에서 발 하므로 pIcam2/CD73벡터가 삽입된 

형질 환 세포주를 제작하기로 하 다. 이를 해 섬유아세포

에 pIcam2/CD73벡터와 CMV-CD73벡터를 nucleofection 방법

으로 도입한 후 hygromycin을 사용하여 유 자가 도입된 세

포를 선별하 다. Table 1에서 처럼 선별 후 형성된 각각의 콜

로니 46개와 53개를 분석한 결과 43개(Fig 4)와 37개(자료 미

제출)의 콜로니에 pIcam2/CD73벡터와 CMV-CD73벡터가 각

각 삽입되었다는 것을 확인하 다. 
GalT 유 자의 기능이 제거를 기본으로 성  성 거

부반응을 억제시키기 한 보체 조  단백 CD46과 액응고

인자의 작용을 억제하는 thrombomodulin, endothelial protein 
C receptor 등을 동시에 발 하는 형질 환 돼지가 생산되고 

있다(Iwase 등, 2014; 2015). 본 연구에서는 액응고 억제뿐

만 아니라 보체 C2의 생성을 억제하고, 류 조 에 여함과 

동시에 종양괴사인자인 TNF-α나 각종 염증성 사이토카인으

로부터 조직을 보호하고 면역세포의 기능을 억제하는 역할을 

수행하는 아데노신의 기능에 주목하 다(Lappin and Whaley, 
1984; Meldrum et al., 1997; Sitkovsky et al., 2004). 돼지의 

액에 존재하는 아데노신은 ATP의 분해산물인 AMP로부터 

내피세포막에 존재하는 핵산 분해효소인 CD73에 의해 생

성된다. 아데노신은 신장을 이식 받은 환자에게 면역억제제인 

cyclosporine A를 처리하 을 때 그 농도가 증가하여 자연

인 면역억제제로서의 기능을 수행한다고도 알려진 바 있다

(Guieu et al., 1998). Hasegawa 등(2008)은 CD73이 결핍된 쥐

의 심장을 동종의 다른 개체에 이식하는 실험을 통해 CD73이 

염증반응을 억제하며, 심장 이식 부작용으로 생성되는 심장 

동종 이식 병증(cardiac allograft vasculopathy)을 완화시

켜 개체의 생존율을 높인다고 보고하 다. 
액에서 ATP가 아데노신으로 분해되는 과정인 퓨린 신호

달(purinergic signaling) 경로에는 핵산 분해효소인 CD39도 

여하여 ATP를 adenosine 5’-driphosphate(ADP), adenosine 
5’-monohosphate(AMP)로 분해시킨다. 특히 CD39는 핵산 분

해효소 에서 다른 효소들과 비교하 을 때 가장 효과 으

로 CD73과 상호작용을 한다고 보고되고 있다(Fausther et al., 
2012). 재까지 CD39를 발 하는 형질 환 돼지는 개발되었

으나 (Wheeler et al., 2012), CD73을 도입한 돼지에 해서는 

보고된 바가 없기 때문에 형질 환 돼지 개발의 필요성이 제

기되고 있다. 
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Figure 3. Endothelial cell specific expression of CD73 in the cells. The pCMV-CD73 vector and pIcam2-CD73 vector were introduced
into porcine fibroblasts (A) and endothelial cells (B). Western blot analysis showed that CD73 expression from the pIcam2-CD73 vector
was restricted to porcine endothelial cells. 

Figure 4. PCR analysis to confirm insertion of pIcma2-CD73 vector into porcine fibroblasts. Nucleofected fibroblasts were selected with 
hygromycin as described in materials and methods in detail. Primer set was presented in figure 1. 

CD73이 높은 수 에서 발 되면 암세포의 성장 진

(Allard et al., 2012) 등의 부작용이 발생할 가능성이 있으므

로, 이를 억제하고자 본 연구에서는 돼지의 내피세포에서 

특이 으로 CD73이 발 되도록 돼지의 pIcam2 로모터를 

이용하 다. 그림 3B에서 보여진 것처럼 pIcam2-CD73 벡터

가 도입된 돼지  내피에서의 CD73의 발  수 은 

CMV-CD73 발  벡터가 도입된 세포에서 보다 낮았다. 
Khalpey 등(Khalpey et al., 2007)은 돼지 심장에서 CD73의 활

성능은 사람의 심장에서 보다 약 4배 정도 낮으며, 신장과 

 내부세포에서도 유사한 비율로 사람의 것보다 돼지에서 

낮다고 보고하 다. 이러한 에서 보면  내부세포에서 

pIcam2-CD73 벡터로부터 발 된 CD73의 수 은 낮은 것이 

아니라고 단되며, 한 특이 인 발 을 유도하므로 성 

거부반응 제어 련 유 자 발 을 한 로모터로 활용하

는데 당하다고 생각된다.
사람의 CD39를 과발 하는 형질 환 돼지를 개발한 

Wheeler 등(2012)은 심장에 심근허열/재 류 손상을 유도했을 

때 허  손상 부 와 경색 부 의 면 이 일반돼지에 비해 유

의하게 감소하 다고 보고하 다. CD39와 순차 으로 핵산

을 분해하는 기능을 고려할 때, CD73을 과발 하는 형질 환 

돼지에서도 동일한 효과를 보일 것으로 추정된다. 그 지만, 
원숭이에 장기를 이식했을 때, 과발 된 CD39 는 CD73에 

의해 생성된 아데노신이 액응고를 효과 으로 억제할 것인

지는 아직 알려지지 않았다. 
최근의 보고에 의하면 GalT KO를 기본으로 보체 조  단백질 

CD46과 액응고인자의 작용을 억제하는 Thrombomodulin을 

과발 하는 형질 환 돼지의 심장을 바분 원숭이에 이식하여 

최장 945일 생존하 다고 보고되었다(Mohiuddin et al., 
2016). 본 연구에서 개발한 CD73발  벡터가 도입된 체세포

주를 활용하여 돼지가 생산된다면, GalT KO/CD46돼지

(Hwang et al., 2013; Ko et al., 2013)와 교배를 통해 복합 형

질 환 돼지를 개발한 후 그 장기를 원숭이에 이식하는 이종

이식용 모델로서 활용한다면 염증반응과 액응고 반응과 같

은 성 성 거부반응을 이해하고 제어하기 한 연구 재

료로 가치가 있을 것이라 기 된다. 
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결론 

에서 발생하는 핵산의 사 과정과 사체는 동물의 

종에 따라 다르다고 알려져 있다. 최근의 연구에 의하면, 
alpha 1,3-galactosyltransferase 기능이 제거된 돼지의 장기를 

장류에 이식하 을 때, 액 응고 상이 발생하는 데 돼지

와 장류의 핵산 사 차이가 한 원인이라고 보고되었다. 
CD73은 adenosine triphosphate을 항 염증 반응과 항 응고 반

응에 여하는 아데노신으로 분해하는 효소이다. 본 연구에서 

내피세포에서 특이 으로 발 하는 Icam2 유 자의 로

모터와  조직에서 발 을 유도하는 CMV 로모터에 사람 

CD73 cDNA를 연결하여 pIcam2-hCD73 벡터와 조군으로

서 CMV-CD73 벡터를 각각 제작하 다. HEK293 세포에 

CMV-CD73 벡터를 도입한 후 발 을 유세포 분석 방법으로 

분석한 결과 세포막에서 CD73이 발 되는 것을 확인하 다. 
상기 벡터를 돼지에서 추출한 섬유아세포와 내피세포에 

도입시킨 후 CD73 발 을 분석한 결과 CMV-CD73 벡터는 

돼지 섬유아세포와 내피세포에서 발 이 확인되었지만, 
pIcam2-hCD73 벡터는 돼지 내피세포에서만 발 이 확인

되었다. 마지막으로 형질 환 복제돼지 생산을 한 공여세포

로서 pIcam2-hCD73 벡터가 도입된 43개의 콜로니를 생산하

다. 
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