
Reprod Dev Biol 41(1) : 7-16 (2017) ISSN : 1738-2432 (P r i n t)
http://dx.doi.org/10.12749/RDB.2017.41.1.7  ISSN : 2288-0151 (Online)


* This work was supported by a grant from Next Generation BioGreen 21 program (No. PJ011176), Rural Development Administration, 

Republic of Korea.
†Corresponding author : Phone: +82-62-530-2113, E-mail: mjkang@jnu.ac.kr
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ABSTRACT

The knock-in efficiency in the fibroblast is very important to produce transgenic domestic animal using nuclear 
transfer. In this research, we constructed three kinds of different knock-in vectors to study the efficiency of knock-in 
depending on structure of knock-in vector with different size of homologous arm on the β-casein gene locus in the 
somatic cells; DT-A_cEndo Knock-in vector, DT-A_tEndo Knock-in vector I, and DT-A_tEndo Knock-in vector II. The 
knock-in vector consists of 4.8 kb or 1.06 kb of 5’ arm region and 1.8 kb or 0.64 kb of 3’ arm region, and neomycin 
resistance gene(neor) as a positive selection marker gene. The cEndo Knock-in vector had 4.8 kb and 1.8 kb homo-
logous arm. The tEndo Knock-in vector I had 1.06 kb and 0.64 kb homologous arm and tEndo Knock-in vector II 
had 1.06 kb and 1.8 kb homologous arm. To express endostatin gene as transgene, the F2A sequence was fused to the 
5’ terminal of endostatin gene and inserted into exon 7 of the β-casein gene. The knock-in vector and TALEN were 
introduced into the bovine fibroblast by electroporation. The knock-in efficiencies of cEndo, tEndo I, and tEndo II 
vector were 4.6%, 2.2% and 4.8%, respectively. These results indicated that size of 3’ arm in the knock-in vector is 
important for TALEN-mediated homologous recombination in the fibroblast. In conclusion, our knock-in system may 
help to create transgenic dairy cattle expressing human endostatin protein via the endogenous expression system of 
the bovine β-casein gene in the mammary gland. 
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서 론         

유전자 적중방법은 상동재조합을 이용하여 지놈 상의 
특정 위치에 외래유전자를 삽입하는 knock-in 방법과 특
정 유전자를 제거하는 knock-out 방법이 있다(Yáñez과 
Porter, 1998; Müller, 1999; Clark 등, 2000). 유전자 적중
방법은 targeting 벡터를 embryonic stem cell에 도입하여 
상동재조합에 의해 특정유전자의 변이를 가져오는 실험
을 통해 마우스에서 처음으로 시도되었다(Thomas과 Ca-

pecchi, 1987). 가축에서도 양 태아의 섬유아세포를 이용
하여 양의 α1 precollagen 유전자 위치에서 β-lactoglobu-
lin-α-anti-trypsin이 발현되는 체세포를 개발한 후 핵치환
방법에 의해 형질전환 양의 생산이 보고되었다(McCr-
eath 등, 2000). 그 후 핵치환방법으로 형질전환 복제동물
을 생산하는 연구가 활발히 진행되고 있고, 이러한 형질
전환동물을 이용한 바이오 신약산업의 발전 가능성이 대
두되고 있다(Clark 등, 2000; Yang과 Carter, 2007). 

가축에 있어서 유전자 적중을 이용하여 McCreath 등
(2000)이 α1(I) procollagen (COL1A1) 위치에 양의 β-lac-
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toglobine 프로모터를 사용하여 유선으로부터 인간 α1-an-
titypsin이 발현되는 복제 양을 처음 생산하였다. 또한 
Denning 등(2001)은 양에 있어서 이종간 장기이식시 급
성거부반응을 일으키는 α (1,3)-galatocyltransferase(GGTA-
1) 유전자를 knock-out 시킨 복제 양을 생산했다고 보고
하고 있다. 그러나 targeting 효율은 1.1%로 매우 낮은 효
율을 보고하였다. 그리고 장기이식용 복제 돼지로 이용하
기 위하여 α (1,3)-galatocyltransferase(GGTA1) 유전자가 kn-
ock-out된 복제 돼지가 유전자 적중방법에 의해서 생산되
었다(Lai 등, 2002). 그러나 일반적으로 GGTA1 유전자 위
치에 대한 유전자 적중 효율은 0%에서 9.3%로 보고되었
으며, 이러한 결과는 벡터에 사용된 상동영역의 크기에 
의한 것으로 보고되었다(Klymiuk 등, 2010). 또한 양의 
COL1A1, PrP와 GGTA1 유전자 위치에 대한 유전자 적중 
효율은 1 66%로 보고되고 있으며, 이러한 효율의 차이
는 유전자의 위치와 벡터의 구조 등에 따라 그 차이를 나
태 내는 것으로 생각되어지고 있다(Denning과 Priddle, 
2003).  

최근에는 Zinc Finger Nuclease (ZFN), Transcription 
activator-like effector nuclease (TALEN), Clustered regu-
larly interspaed short palindromic repeats/Cas9 (CRI-
SPR/Cas9) 등의 유전자 가위를 이용하여 보다 더 나은 
효율의 형질전환동물을 생산하고 있다(Gaj 등, 2013). 인
공핵산분해 효소 중 ZFN을 이용하여 Liu 등은 lysosta-
phin이 소 β-casein 유전자 위치에 knock-in된 소를 생산
하였다(Liu 등, 2013). 또한 사람 lysozyme 유전자가 소 β- 
casein 유전자 위치에 knock-in된 소가 생산되었으며, 이
러한 형질전환 소는 유방염에 저항성을 가지는 것으로 
보고되었다(Liu 등, 2014). 이들은 체세포에 있어서 kno-
ck-in 효율은 ZFN를 이용하였을 경우 12.8 18.5%였으며, 
ZFN를 이용하지 않았을 경우는 0%의 효율을 보고하였다
(Liu 등, 2014). 이와 같이 체세포에 knock-in을 실시할 
경우, 유전자 위치에 따라 그 효율이 다양한 것으로 보고
되고 있으며, TALEN을 이용하여 젖소 β-casein 유전자 
위치에 knock-in 벡터 구조에 따른 효율은 보고된 바가 
없다. 

따라서 본 연구에서는 젖소 β-casein 유전자의 exon 7 
위치를 특이적으로 절단할 수 있는 TALEN을 사용하여 
knock-in 벡터의 5‘ 및 3’ 상동영역의 길이에 따라 젖소 
체세포에서 knock-in 효율을 확인하였다. 

재료 및 방법

유전자 동정

Knock-in 벡터 구축을 위한 4.95 kb의 5’ arm은 ge-
nome DNA를 주형으로 사용하고, NotI S primer(GCGG-
CCGCGAATTGAGAGCCATGAAGGTC)와 SalI AS pri-
mer(GTCGACAATAATAGGGAAGGGTCCCCGGAC) 쌍
을 이용하여 PCR 증폭하였다. 1.06 kb의 5’ arm을 동정
하기에 앞서 먼저 TALEN 결합 부위가 β-casein 유전자
의 exon 7 위치에 존재하므로 아미노산 번역에는 변화가 

없도록 TALEN 결합 부위에 변이를 도입하였다. 먼저 오
른쪽 TALEN 결합 부위에 변이를 도입하기 위하여 아래
와 같이 PCR point mutation을 실시하였다. 변이된 1,060 
bp의 5’ 단편을 확보하기 위하여 기존에 확보되어 있는 
T-easy_β-casein exon 2-exon 8 플라스미드를 주형으로 
이용하고, NotI 제한효소 site가 포함된 sense primer (G- 
CGGCCGCGGCACTTAGGCCAAATTCTAAATC)와 AS1 
primer(GACTGACAATGATAGGAAAGGGTC)을 이용하
여 PCR 증폭하였다. 변이된 238 bp의 3’ 단편을 확보   
하기 위해서는 S1(GACCCTTTCCTATCATTGTCAGTC)와 
AS2(TCAGAATCTCCACGGGTAAGCCTA) primer 쌍을 
이용하여 PCR을 수행하였다. 변이된 1.3 kb의 5’ arm을 
확보하기 위하여 위에서 확보한 1,060 bp의 단편 238 bp
의 단편을 1:1로 혼합한 후 이 혼합된 DNA 용액을 주형
으로 이용하여 아래와 같이 PCR을 수행하였다. PCR은 
NotI 제한효소 site가 포함된 sense(GCGGCCGCGGCAC-
TTAGGCCAAATTCTAAATC)와 AS2 primer(TCAGAAT-
CTCCACGGGTAAGCCTA)을 사용하여 실시하였다. 왼쪽 
TALEN 결합 부위의 point mutation을 도입하기 위하여 
다음과 같이 PCR을 수행하였다. 변이된 1,030 bp의 5’ 단
편을 확보하기 위하여 앞에서 확보한 오른쪽 TALEN 결
합 부위에 변이가 도입된 pGEM T-easy_β-casein R2-RR 
플라스미드를 주형으로 사용하고, NotI 제한효소 site가 포
함된 sense(GCGGCCGCGGCACTTAGGCCAAATTCTA-
AATC)와 AS1 primer(GACTGACAATGATAGGAAAG-
GGTC)를 이용하여 PCR을 수행하였다. 또한 273 bp의 3’ 
단편을 확보하기 위하여 앞에서 확보한 오른쪽 TALEN 
결합 부위에 변이가 도입된 pGEM T-easy_β casein 
R2-RR 플라스미드를 주형으로 사용하고, S2(CCTAGTAC-
AGGCTCTTGGTAGAGC)와 AS2 primer (TCAGAATCT-
CCACGGGTAAGCCTA)을 이용하여 PCR을 수행하였다. 
최종적으로 왼쪽 TALEN 결합 부위에 point mutation이 
도입된 단편을 확보하기 위하여 위에서 확보한 약 1,030 
bp의 단편과 273 bp의 단편을 1:1로 혼합하고, 이것을 주
형으로 이용하여 다음과 같이 PCR을 실시하였다. PCR은 
NotI 제한효소 site가 포함된 sense(GCGGCCGCGGCAC-
TTAGGCCAAATTCTAAATC)와 AS2 primer(TCAGAAT-
CTCCACGGGTAAGCCTA)을 사용하여 실시하였다. Kno-
ck-in 벡터 제작에 사용할 1.06 kb의 5’ arm을 확보하기 
위하여 양쪽 TALEN 결합 부위에 변이가 도입된 pGEM 
T-easy_β-casein L2-DAS 플라스미드를 주형으로 아래와 
같이 PCR을 수행하였다. PCR은 NotI S primer (GCG-
GCCGCGGCACTTAGGCCAAATTCTAAATC)와 XhoI AS 
primer(CTCGAGACAATGATAGGAAAGGGTCCCCG)
을 이용하여 실시하였다. Knock-in 벡터 구축을 위한 β
-casein exon 8-exon 9을 포함하는 3’ arm(1.8 kb)은 기존
에 확보되어 있는 T-easy_βCE3 플라스미드를 주형으로 
사용하고, SalI S primer(GTCGACCTAAATTTACTAAC-
TGTGCTGTTTAACTTCTGAT)와 XhoI AS primer(CTC-
GAGTATTCAATTTTAATTTTCCACAGCTCT) 쌍을 이용
하여 PCR 증폭하였다.

β-casein exon 8-exon 9 mutant 3’ arm II(1.8 kb)는 3’ 
arm의 5’ 말단에 HindIII 제한효소의 사용을 위하여 먼저 
3’ arm 640 bp 위치에 있는 HindIII 제한효소 위치에 po-
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int mutation을 삽입하여 제한효소 부위가 작동하지 못하
도록 변이를 도입한 후 PCR로 동정하였다. PCR은 Hind-
III S primer(AAGCTTCTAACTGTGCTGTTTAACTTCT-
GATGTT)와 SalI AS primer(GTCGACTATTCAATTTTA-
ATTTTCCACAGC) primer 쌍을 이용하여 변이가 도입된 
전체 3’ arm을 동정하였다. β-casein exon 8 3’ arm I 
(0.64 kb)은 기존에 확보된 pGEM T-easy_β-casein exon 
8-exon 9 3’ arm을 주형으로 사용하고, HindIII S primer 
(AAGCTTCTAACTGTGCTGTTTAACTTCTGATGTT)와 
SalI AS primer(GTCGACAAAAGTGAGGAGGGGGCA-
TTCACTT) 쌍을 이용하여 PCR 동정하였다. Endostain 유
전자는 knock-in 벡터 제작 시 제한효소 사용을 위해 3’ 
말단의 제한효소를 다르게 2가지를 동정하였다. 먼저 기
존에 HepG2 세포로부터 RT-PCR에 의하여 확보되어 있
는 T-easy_endostain 플라스미드를 주형으로 사용하고, 
KpnI S primer(GGTACCCACAGCCACCGCGACTTCCA-
GCCGGTGCTC)와 SalI AS primer(GTCGACCTACTT-
GGAGGCAGTCATGAAGCTGTTCTC) primer 쌍을 이용
하여 PCR을 실시하였다. 또한 KpnI와 XbaI 제한효소 site
를 가지는 단편을 확보하기 위하여 KpnI S primer와 
XbaI AS primer(TCTAGACTACTTGGAGGCAGTCATG-
AAGCTGTTCTC) 쌍을 이용하여 PCR 증폭하였다. Kno-
ck-in 벡터 구축 시 사용된 Furin-2A(F2A), Bovine grow-
th hormone PolyA(BGH polyA)와 PGK-neo 유전자는 이
전에 확보되어 있는 단편을 이용하였다(Jeong 등, 2015).

Knock-in 벡터의 구축

본 연구에서 DT-A_cEndo Knock-in 벡터는 상기 동정
된 유전자들을 이용하여 다음과 같은 순서에 의하여 제
조하였다. 먼저 전체 염기서열을 확인한 pGEM T-easy_
β-casein exon 2-exon 7 5’ arm 플라스미드로부터 NotI
과 SalI으로 절단하여 삽입체를 제작하고, pBSK(-)/NotI- 
SalI 벡터에 클로닝하였다. pBSK(-)_β-casein exon 2- 
exon 7 5’ arm 플라스미드를 SalI와 Kpnl으로 절단하여 
벡터를 제작하고, pGEM T-easy_Furin-2A 플라스미드를 
XhoI와 KpnI으로 절단하여 삽입체를 제작한 후 연결하였
다. 그리고 pGEM T-easy_endostatin(KpnI-SalI) 플라스미
드를 KpnI와 SalI으로 잘라서 첫 번째 삽입체를 제작하고, 
pGEM T-easy_BGH polyA(XhoI-EcoRI) 플라스미드를 
XhoI와 EcoRI으로 잘라서 두 번째 삽입체를 제작하였으
며, KpnI와 EcoRI으로 절단 제작한 pBSK(-)/KpnI-EcoRI 벡
터에 3 fragment ligation으로 클로닝하였다. pBSK(-)_β- 
casein 5’_F2A 플라스미드는 NotI와 KpnⅠ으로 잘라 첫
번째 삽입체를 제작하고, pBSK(-)_endostatin_BGH poly-
A 플라스미드를 KpnI와 EcoRI으로 잘라서 두번째 삽입체
를 제작하였다. 그 후, NotI와 KpnI으로 잘라 제작한 
pBSK(-)/NotI-KpnI 벡터에 3 fragment ligation으로 클로
닝하였다. pBSK(-)_PGK-neo 플라스미드를 SalI와 XhoI으
로 잘라서 벡터를 제작하고, pGEM T-easy_β-casein exon 
8-exon 9 3’ arm 플라스미드를 SalI와 XhoI으로 잘라서 
삽입체를 제작한 다음 벡터에 ligation시켰다. pBSK (-)_
β-casein 3'_PGK-neo 플라스미드를 NotI와 EcoRI으로 잘
라서 벡터를 제작한 후 pBSK(-)_β-casein 5’_F2A_endo-

statin_BGH polyA 플라스미드를 NotI와 EcoRI으로 잘라
서 제작한 삽입체를 삽입하여 클로닝하였다. 최종적으로, 
pBSK(-)_β-casein 5'_F2A_endotatin_BGH polyA_PGK- 
neo_β-casein 3’ 플라스미드를 NotI와 XhoI으로 잘라서 
삽입체를 제작한 후, NotI와 XhoI으로 잘라서 제작한 
pMCDT-A/NotI-XhoI 벡터에 ligation시켜 knock-in 벡터
를 완성하였다. 

DT-A_tEndo Knock-in 벡터 I의 제작은 다음과 같이 
실시하였다. 먼저 F2A(XhoI-KpnI)과 endostatin 유전자(KpnI- 
XbaI)을 pGEM T-easy_Furin-2A 플라스미드와 pGEM 
T-easy_endostain 플라스미드로부터 제한효소 절단에 의
하여 확보한 다음 pBKS(-)/XhoI-XbaI 벡터에 3 fragment 
ligation을 실시하여 pBKS(-)_F2A_endostatin 플라스미드
를 확보하였다. pGEM T-easy_β-casein exon 7 mutant 
5’ arm 플라스미드를 NotI와 XhoI으로 절단하여 약 1.06 
kb의 단편을 확보하고 pBKS(-)_F2A_endostatin 플라스미
드를 XhoI와 XbaI으로 절단한 F2A_endostatin 단편을 
pBSK(-)m를 NotI와 XbaI으로 절단한 벡터에 각 단편을 3 
fragment liagtion시켜 pBSK(-)m_β-casein m5’_F2A_en-
dostatin 플라스미드를 확보하였다. BGH polyA 단편을 
endostatin 뒤에 삽입하기 위하여 pBSK (-)m_β-casein 
m5’_F2A_endostatin 플라스미드를 BamHI와 EcoRI으로 
절단하여 벡터를 제조한 후 pGEM T-easy_BGH polyA 
(BamHI-EcoRI) 플라스미드로부터 확보한 BGH polyA 단
편(BamHI-EcoRI)을 subcloning하여 pBSK(-)m_β-casein 
m5’_F2A_endostatin_BGH polyA 플라스미드를 확보하였
다. 마커 유전자인 PGK-neo 유전자를 삽입하기 위하여 기
존에 확보되어 있는 pBSK(-)/ pKJ2-neo(EcoRI-HindIII) 플
라스미드를 EcoRI와 HindIII로 절단하여 PGK-neo(EcoRI- 
HindIII) 단편을 확보한 다음 pBSK(-)m_β-casein m5’_ 
F2A_endostatin_BGH polyA 플라스미드를 EcoRI와 Hind-
III로 절단하여 제조한 벡터에 subcloning하여 pBSK(-)m_
β-casein m5’_F2A_endostatin_BGH polyA_PGK-neo 플
라스미드를 확보하였다. 3’ arm을 연결하기 위하여 pBSK 
(-)m_β-casein m5’_F2A_endostatin_BGH polyA_PGK- 
neo 플라스미드를 HindIII와 SalI으로 절단하여 벡터를 구
축한 다음 pGEM T-easy_β-casein exon 8 3’ arm I 플라
스미드로부터 확보한 3’ arm 단편(HindIII-SalI)을 subclo-
ning하여 pBSK(-)m_β-casein m5’_F2A_endostatin_ BGH 
polyA_PGK-neo_3’ I 플라스미드를 확보하였다. 최종 
knock-in 벡터를 구축하기 위하여 pBSK(-)m_β-casein 
m5'_F2A_endostatin_BGH polyA_PGK-neo_3’ I 플라스미
드를 NotI와 SalI으로 절단한 다음 확보된 단편을 NotI와 
SalI으로 잘라서 제작한 pMCDT-A/NotI-SalI 벡터에 liga-
tion 하여 knock-in 벡터를 완성하였다.

DT-A_tEndo Knock-in 벡터 II을 제작하기 위하여 pBSK 
(-)m_β-casein m5’_F2A_endostatin_BGH polyA_PGK- 
neo_3’ I 플라스미드를 HindIII와 SalI으로 절단하여 벡터
를 제작한 다음 pGEM T-easy_β-casein exon 8-exon 9 
3’ arm II 플라스미드로부터 확보한 3’ arm 단편(Hind-
III-SalI)을 subcloning하여 pBSK(-)m_β-casein m5'_F2A_ 
endostatin_BGH polyA_PGK-neo_3’ II 플라스미드를 확
보하였다. 최종 knock-in 벡터를 제작하기 위하여 pBSK 
(-)m_β-casein m5'_F2A_endostatin_BGH polyA_ PGK- 
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neo_3’ II 플라스미드를 NotI와 SalI으로 절단한 단편을 
NotI와 SalI으로 잘라서 제작한 pMCDT-A/NotI–SalI 벡터
에 ligation하여 knock-in 벡터를 완성하였다.

TALEN 제작과 활성 검증

젖소 β-casein 유전자 exon 7위치를 절단할 수 있는 
TALEN은 툴젠으로부터 합성하였으며, TALEN은 left bin-
ding site가 TGTACCAGGAGCCTGTACTC이며, right 
binding site는 TACAATAATAGGGAAGGGTC을 인식할 
수 있도록 합성하였다. TALEN의 활성 검증은 다음과 같
이 실시하였다. MAC-T 세포를 6 mm dish에 2×105세포
로 seeding한 다음 1일 후에 각 left, right TALEN DNA 
6ug을 이용하여 DharmaFECT regent(Thermo, Waltham, 
USA)로 transfection을 실시하였다. TALEN의 활성을 측
정하기 위하여 먼저 TALEN에 의하여 절단될 수 있는 부
위를 포함하는 단편을 TALEN S(GAGTCTCCAAAGT-
GAAGGAGGCTATGG)와 TALEN AS(GGTTCTCAACA-
GACCAATTAAATCATAGT) primer 쌍을 이용하여 PCR
을 실시하였다. PCR은 Solg™ Pfu DNA polymerase 
(Solgent, Daejun, Korea)을 이용하여 94℃ 30초, 62℃ 40
초, 72℃ 1분의 33cycle의 조건에서 실시하였다. 증폭된 
product는 pGEM T-easy 벡터(Promega Co., Wisconsin, 
USA)에 클로닝하여 염기서열을 결정하여 TALEN 절단 
부위의 insertion과 deletion(indels) 현상을 확인하였다. 
T7 endonuclease I에 의한 활성 측정은 먼저 PCR prod-
uct를 QIAgen quick Gel extract Kit(QIAgen, Venlo, Ne-
derland)로 처리한 후 450ng의 DNA을 이용하여 실시하
였다. 먼저 DNA 단편을 PCR 기계를 이용하여 95℃에서 
10분 처리한 다음 85℃ 1분, 75℃ 1분, 65℃ 1분, 55℃ 1
분, 45℃ 1분, 35℃ 1분, 25℃ 1분 처리하였다. 이렇게 처
리된 DNA에 T7 endonuclease I(NEB, Ipswich, USA) 1 
μL(2 또는 4 unit)을 넣고 37℃에서 15분 처리한 후 2% 
아가로스 젤에서 전기영동하여 절단된 단편을 확인하였다. 

세포 배양 및 Knock-in 벡터의 도입 

젖소 섬유아세포에 knock-in 벡터의 도입은 전기천공
법(electroporation)을 이용하여 보고된 이전 방법을 다소 
변경하여 실시하였다(Jeong 등, 2015). 90% 정도 con-
fluence하게 배양한 젖소 섬유아세포를 EDTA-PBS로 1회 
세척한 후 0.25% Trypsin-EDTA를 처리하였다. 세포를 배
양액으로 현탁한 다음 800 rpm에서 5분간 원심분리하여 
세포를 회수하였고 다시 Ham’s F-10(Gibco-BRL, Wal-
tham, USA) 배양액으로 현탁한 다음 원심분리 후 세척하
였으며 회수된 세포는 1.25×107세포/mL이 되도록 현탁한 
다음 전기천공법에 이용하였다. Knock-in 벡터의 도입에 
있어서는 NotI으로 절단하여 직선화된 knock-in 벡터 5 
μg과 TALEN2 left 2.5 μg 및 TALEN2 right 2.5 μg을 
100 μL Ham’s F-10(Gibco) 배지에 융해한 후 세포 현탁
액 400 μL(5×106 세포)와 혼합한 다음 4 mm gap 큐벳에 
세포 및 벡터 혼합액을 넣었다. 상기 큐벳을 BTX Electro- 
cell manipulator(BTX, Holliston, USA)에 장착한 다음 
450 V, 4 pulses, 1 ms 조건에서 전기충격을 실시하였다. 
전기충격 후 큐벳을 얼음 위에 10분 간 방치한 후 배양액

으로 현탁하고 24 well 플레이트의 각 well당 약 4,000 세
포가 들어가도록 분주하여 배양하였다. 벡터를 세포에 도
입한 다음 48시간 후 500 µg/mL의 G418(Gibco-BRL)로 
10～12일간 선별하였다. 선별된 콜로니(colony)는 트립신 
처리에 의하여 6 well로 계대 배양하였으며, 3 내지 4일 
후 세포가 배양용기 바닥에서 포화상태가 되면 100 mm 
dish로 계대 배양하여 동결 보존하였다.

Knock-in 세포의 PCR 동정 

Knock-in 세포의 PCR 동정을 위한 세포 추출물과 ge-
nome DNA 준비는 이전에 보고된 방법에 따라 실시하였
다(Jeong 등, 2015). 체세포의 넉-인 여부 확인은 세포 추
출물을 이용한 1차 PCR과 genome DNA을 이용한 2차 
PCR을 실시하여 수행하였다. 2차 PCR에서는 3’ arm 
PCR, 5’ arm PCR과 targeted와 non-targeted PCR을 실
시하여 knock-in 여부를 확인하였다. 

DT-A_cEndo Knock-in 벡터가 도입된 체세포의 1차 
PCR은 cEndo 3’ arm S primer(TGCTTGCCGAATATC-
ATGGTGGAAAAT)와 cEndo 3’ arm AS primer(ACC-
ACACTGTAGAGCTGTGATTCAGATACC)을 사용하고, 20 
μL의 세포 현탁액을 이용하여 Ex Taq polymerase (Ta-
kara, Shiga, Japan)로 실시하였으며, PCR 조건은 94℃ 30
초, 58℃ 30초, 72℃ 3분에서 35 cycle을 수행하였다. PCR 
산물의 확인은 0.8% 아가로스 젤에서 전기영동하여 약 
2.2 kb의 밴드를 확인하였다. 2차 PCR에서 3’ arm PCR
은 genome DNA 100 ng을 이용하여 위의 1차 PCR과 동
일한 조건에서 실시하였다. 5’ arm PCR은 1차 PCR에서 
positive로 확인된 세포로부터 제조한 genome DNA (10 
ng)을 주형으로 이용하고, cEndo 5‘ arm S primer (GC-
TGTTAGCTGAAAACATCTGGATGGCTGG)와 cEndo 5’ 
arm AS primer(TGCTAAAGCGCATGCTCCAGACTG-
CCTTGG)를 사용하여 PCR을 수행하였다. PCR 조건은 
98 ℃ 10초, 74℃ 3분에서 5 cycle, 98℃ 10초, 72℃ 3분에
서 5 cycle, 98℃ 10초, 70℃ 3분에서 5 cycle, 98℃ 10초, 
68 ℃ 3분에서 20 cycle의 조건으로 PCR을 수행하였다. 
PCR 산물의 확인은 0.8% 아가로스 젤에서 전기영동하여 
약 5.9 kb의 밴드를 확인하였다. Targeted된 allele과 non- 
targeted allele을 동시에 확인할 수 있는 targeted와 
non-targeted PCR은 다음과 같이 실시하였다. PCR에는 
100 ng의 genome DNA을 주형으로 이용하고, S Pri-
mer(GCTGTTAGCTGAAAACATCTGGATGGCTGG)와 AS 
primer(TGGTACACTGATGGAAATTGCTACTATTGG)
을 사용하였으며, PrimeSTAR HS DNA polymerase with 
GC buffer(Takara)로 PCR을 실시하였다. PCR 조건은 95 
℃ 10초, 58℃ 5초, 72℃ 5분 30초에서 33 cycle을 수행하
였다. PCR 산물의 확인은 0.8% 아가로스 젤에서 전기영
동하여 약 4.4 kb의 targeted allele과 2.2 kb의 non-tar-
geted allele을 확인하였다. 

DT-A_tEndo Knock-in 벡터 I가 도입된 체세포의 세포 
추출물을 이용한 1차 PCR은 S primer(CGATCAGGAT-
GATCTGGACAAGAGCATCA)와 AS primer(TTCTATC-
CCCCTTTTAAGTCCCATATCTGG)을 이용하고, Ex Taq 
DNA polymerase(Takara)을 사용하여 실시하였다. PCR 
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Fig. 1. Construction of knock-in vectors for expression of human endostatin in the bovine β-casein Exon 7 locus. (A) The knock-in vector 
was consisted with 4.8 kb fragment as the 5’ recombination arm and 1.8 kb fragment as the 3’ recombination arm. (B) The knock-in vec-
tor was consisted with 1.06 kb fragment as the 5’ recombination arm and 0.64 kb fragment as the 3’ recombination arm. (C) The knock-in 
vectors were consisted with 1.06 kb fragment as the 5’ recombination arm and 1.8 kb fragment as the 3’ recombination arm. The PGK-neo 
gene and DT-A gene without the polyA signal sequence were used as positive and negative selection markers, respectively.

조건은 94℃ 30초, 63℃ 30초, 72℃ 1분 30초에서 35 cy-
cle를 수행하였다. PCR 산물의 확인은 0.8% 아가로스 젤
에서 전기영동하여 약 1.5 kb의 밴드를 확인하였다. 2차 
PCR에 있어서 3’ arm PCR은 genome DNA 100 ng을 이
용하여 위의 1차 PCR과 동일한 조건에서 실시하였다. 5’ 
arm PCR은 1차 PCR에서 positive로 확인된 세포로부터 
제조한 genome DNA(10 ng)을 주형으로 이용하고, S 
primer(GTAGGAACATTTCCAGACTAGGGACTG)와 AS 
primer(TGCTAAAGCGCATGCTCCAGACTGCCTTGG)
을 사용하여 LA Taq polymerase with GC buffer(Ta-
kara)로 실시하였다. PCR 조건은 94℃ 30초, 58℃ 30초, 
72℃ 2분 30초에서 33 cycle을 수행하였다. PCR 산물의 확
인은 0.8% 아가로스 젤에서 전기영동하여 약 2.4 kb의 밴
드를 확인하였다. Targeted된 allele과 non-targeted allele
을 동시에 확인할 수 있는 targeted와 non-targeted PCR
은 다음과 같이 실시하였다. 50 ng의 genome DNA을 주
형으로 이용하고 S primer(GTAGGAACATTTCCAGAC-
TAGGGACTG)와 AS primer(TGGTACACTGATGGAA-
ATTGCTACTATTGG)을 사용하고, PrimeSTAR HS DNA 
polymerase with GC buffer(Takara)로 실시하였다. PCR
은 95℃ 10초, 58℃ 5초, 72℃ 5분 30초에서 33 cycle을 
수행하였다. PCR 산물의 확인은 0.8% 아가로스 젤에서 
전기영동하여 약 4.4 kb의 targeted allele과 2.2 kb의 
non-targeted allele을 확인하였다. 

DT-A_tEndo Knock-in 벡터 II가 도입된 체세포의 1차 
PCR은 S primer(TGTGGCGGACCGCTATCAGGACAT-
AGCGTT)와 AS primer(ACCACACTGTAGAGCTGTGA-
TTCAGATACC)을 사용하고, Ex Taq DNA polymerase 
(Takara)로 실시하였다. PCR은 94℃ 30초, 56℃ 30초, 72 
℃ 3분에서 35 cycle을 수행하였다. PCR 산물의 확인은 
0.8% 아가로스 젤에서 전기영동하여 약 2.2 kb의 PCR 산
물을 확인하였다. 2차 PCR에 있어서 5’ arm PCR은 10 
ng의 genome DNA을 주형으로 이용하고, S primer (CA-
GCTGTATAACCTTGGCTCCATGTTTCTC)와 AS primer 
(TGCTAAAGCGCATGCTCCAGACTGCCTTGG)을 이용
하고 FX Neo DNA polymerase(Toyobo)로 실시하였다. 
PCR 조건은 94℃ 30초, 68℃ 2분 2 step으로 33 cycle을 
수행하였다. PCR 산물의 확인은 0.8% 아가로스 젤에서 
전기영동하여 약 2.2 kb의 밴드를 확인하였다. Targeted
된 allele과 non-targeted allele을 동시에 확인할 수 있는 
targeted와 non-targeted PCR은 DT-A_tEndo Knock-in 
벡터 I가 도입된 체세포의 PCR 분석 방법과 동일한 방법

으로 수행하였다. 

결과 및 고찰

Knock-in 벡터 구축과 염기배열 검증 
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Fig. 2. Nucleotide and deduced amino acid sequence of β-casein gene fused human endostatin. Box were displayed TALEN binding site 
and underlined italics amino acid (RKRR) were displayed furin cleavage site. Underlined nucleotide were exon 7 of β-casein gene and 
Underlined amino acids were human endostatin gene. Boxed amino acids were indicated F2A sequence. The arrow indicates a self- 
cleavage site in the 2A peptide during translation. 

본 연구에서는 체세포에 있어서 knock-in 벡터의 활용
과 knock-in 벡터의 상동영역 크기에 따른 knock-in 효율
의 검증을 위하여 positive 선별마커가 PGK-neo인 knock- 
in 벡터를 3가지 제작하였다. 

본 연구에서 구축된 knock-in 벡터는 β-casein exon 7
의 3’ 말단에 exon 8의 한 개 코돈이 연결되도록 하였으
며, 단백질 합성 시 β-casein과 endostatin이 분리될 수 있
도록 F2A 염기서열을 그 뒤에 삽입하였다. Endostatin은 
F2A 염기서열 뒤에 연결하였으며, BGH poly A signal에 
의하여 발현될 수 있도록 구축되었다. 또한 positive 선별
마커로는 PGK-neo를 이용하였고, negative 선별마커로는 
diphteria toxin A(DT-A) 유전자를 이용하였다. 이와 같
은 knock-in 벡터가 β-casein 위치에 상동 재조합되면 외
래유전자인 endostatin 유전자는 β-casein 유전자의 gene 
regulatory DNA sequence에 의하여 β-casein과 연결된 
mRNA로 발현하게 된다. 이러한 mRNA를 이용하여 단
백질이 합성될 때는 β-casein은 정상적으로 합성이 되며, 
β-casein은 Furin cleavage site에 의하여 endostatin과 분

리될 수 있으며, 또한 2A peptiede의 self cleavage에 의
하여 분리될 수 있도록 고안되어 있다(Fig. 1). 

Knock-in 벡터의 상동영역 크기에 따른 knock-in 효율
의 검증을 위하여 DT-A_cEndo Knock-in 벡터는 Fig. 1A
에 제시한 바와 같이 β-casein exon 2에서 7을 포함하는 
4.9 kb의 5’ arm을 이용하였으며, 3’ arm으로는 exon 8에
서 9를 포함하는 1.8 kb을 이용하여 제작되었다. DT-A_ 
tEndo Knock-in 벡터 I과 II는 Fig. 1B와 C에 나타낸 바
와 같이 구축하였다. DT-A_tEndo Knock-in 벡터 I은 β- 
casein exon 7을 포함하는 1.06 kb의 5’ arm으로 이용하
였으며, 3’ arm으로는 exon 8을 포함하는 0.64 kb을 이용
하였다. DT-A_tEndo Knock-in 벡터 II는 β-casein exon 
7을 포함하는 1.06 kb의 5’ arm으로 이용하였으며, 3’ arm
으로는 exon 8과 9를 포함하는 1.8 kb을 이용하였다. 

Knock-in 벡터의 염기배열 결정으로 β-casein exon 7, 
F2A 염기서열, 그리고 endostatin 유전자의 염기서열을 연
결하였을 때의 nucleotide와 아미노산 서열을 Fig. 2에 제
시하였다. Endostatin 아미노산은 β-casein exon 7의 아미
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Vector No. of cells 
transfected

No. of G418R 

colonies
No. of G418R colonies

analyzed by PCR
No. of positive 

colonies by 1st PCR
No. of positive colonies 

by 2nd PCR (%)

cEndo 5×106 127 65 6 3   (4.6)

tEndo I 1.5×107 425 210 27 6   (2.2)

tEndo II 5×106 122 62 8 3   (4.8)

Total 674 337 41 12   (3.7)

Table 1. Efficiency of gene targeting on the β-casein locus of the fibroblasts transfected with knock-in vector 

노산과 F2A peptide와 in-frame으로 연결되어 있음을 확
인하였다. 또한 Mac-T 세포에 넉-인 벡터를 도입한 후 
endostatin 유전자의 mRNA 발현을 RT-PCR로 확인되었
다(결과 제시 안함). 이러한 결과는 본 연구에서 개발한 
knock-in 벡터가 상동유전자 재조합에 의하여 β-casein 
위치에 삽입되면 정상적으로 endostatin 유전자가 발현될 
수 있음을 나타낸다. 

2000년에는 McCreath 등(2000)이 처음으로 유전자 적
중방법을 이용하여 형질전환 양을 생산하였다고 보고하
고 있다. 이들은 양 태아의 섬유아세포를 이용하여 α1(I) 
procollagen 유전자 위치에 α1-antitrypsin 유전자를 삽입
하였으며, 650 μg/mL의 α1-antitrypsin이 포함된 우유를 
생산하였다고 보고하고 있다. 2013년도에는 소 β-casein 
위치에 lysostaphin 유전자를 ZFN를 이용하여 knock-in 
한 형질전환 복제 소가 생산되었으며, 유즙으로부터 ly-
sostaphin이 분비되었고 in vitro assay에 의하여 그 활성
이 검증되었다(Liu 등, 2013). 그리고 2014년도에는 소 β
-casein 유전자 위치에 인간 lysozyme 유전자를 knock-in한 
형질전환 복제 소가 생산되었으며, 이들 형질전환 소는 
착유기간에 23∼31 μg/mL의 인간 lysozyme이 우유로부
터 분비된다고 보고하고 있다(Liu 등, 2014). 또한 Jeong 
등(2015)은 사람 FGF2 유전자를 소 β-casein 엑손 3위치
에 F2A와 융합시켜 소 β-casein 유전자 위치에 knock-in
된 체세포를 확보하고 수정란을 생산하였다고 보고하고 
있다. 이러한 결과는 본 연구에서 개발된 knock-in 벡터
에 의하여 형질전환 가축이 생산되면 유즙으로부터 endo-
statin이 분비될 수 있음을 나타낸다. 

TALEN 활성 검증

TALEN은 툴젠으로부터 Fig. 3A에 제시한 binding 
site을 가지는 TALEN을 합성하였으며, 합성된 TALEN은 
β-casein exon 7 영역 13 bp의 spacer 부분이 Fok1 nu-
clease에 의하여 절단될 수 있도록 고안되어 있다. 

TALEN의 활성을 검증하기 위하여 MAC-T 세포에 
TALEN을 도입하고, 절단 부위를 포함하는 부분을 PCR 증
폭하여 T7 endonuclease I assay를 실시하였다. Fig. 3B에 
제시한 바와 같이 TALEN을 도입하고 T7 endonuclease I 
assay를 실시한 결과, indel에 의하여 313 bp와 135 bp의 
절단된 단편을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는, 세포에
서 본 실험에서 사용한 TALEN이 내인성 target을 절단
하는 좋은 활성을 나타내고 있음을 제시한 것이다. 

TALEN은 ZFN를 대체할 수 있는 인공핵산 분해효소

Fig. 3. Design and validation for TALEN on bovine β-casein exon 
7. (A) The TALENs binding site. (B) The T7 endonucelase I assay 
in the MAC-T cells transfected with TALENs. M, size marker 
(100 bp ladder); NC, negative control; TA, Mac-T cell transfected 
with TALEN.  

이며, DNA의 double strand break을 유도할 수 있다고 
알려져 있다(Joung과 Sander, 2013). 그리고 TALEN은 
ZFN과 마찬가지로 DNA에 결합할 수 있는 부분과 Fok1 
endonuclease가 연결된 형태로써 식물의 고병원균인 Xan-
thomonas 속 에서 발견된 TAL effector(TALEs)가 DNA에 
결합할 수 있는 부분으로 알려져 있다(Miller 등, 2011). 
2014년에는 소 serum albumin 유전자 위치에서 인간 se-
rum albumin이 발현될 수 있는 knock-in 벡터를 TALEN
과 함께 소 섬유아세포에 삽입하였더니 수컷 세포에서는 
9%, 암컷 세포에서는 13%의 knock-in 벡터 삽입 효율을 
나타내었다고 보고되었다(Moghaddassi 등, 2014). 이러한 
결과는 본 연구에서 활성을 나타내는 TALEN을 이용하
여 소 β-casein 엑손 7위치 knock-in 벡터를 knock-in 시
킬 수 있음을 나타낸다. 

Knock-in 벡터 구조에 따른 Knock-in 효율 

DT-A_cEndo Knock-in 벡터, DT-A_tEndo Knock-in 
벡터 I와 DT-A_tEndo Knock-in 벡터 II를 젖소 귀로부터 
제조한 체세포에 전기천공법으로 도입한 후, 상동유전자 
재조합이 일어난 세포를 선별한 결과, 그 효율은 Table 1
에 제시한 바와 같다. 

DT-A_cEndo Knock-in 벡터를 transfection 하였을 경
우 G418 내성 colony는 127개가 선별되었으며, 이들 중 
65개의 colony을 1차 PCR에 의하여 분석한 결과, 6개가 
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positive로 확인되었다. 이들 colony로부터 genome DNA
을 회수하여 3’ arm, 5’ arm과 targeted and non-targeted 
PCR을 수행한 결과, 최종적으로 3개의 positive colony가 
검출되어 효율은 4.6%로 확인되었다. 1차 PCR 수행 후 

Fig. 4. PCR analysis of knock-in somatic cell transfected with knock-in vector. (A) DT-A_cEndo Knock-in vector. (B) DT-A_tEndo 
Knock-in vector I. (C) DT-A_tEndo Knock-in vector II. The top panel shows the 3’ arm PCR. The middle panel shows the 5’ arm PCR. 
The lower panel shows targeted and non-targeted alleles. M, size marker(1 kb ladder); NC, negative control; PC, positive control; Num-
ber, G418-resistant colonies; WT, wild type. 

확인된 colony의 genome DNA을 이용하여 2차 PCR을 
수행하였을 때 Fig. 4에 제시한 바와 같이 3’ arm PCR을 
수행한 결과, 47, 24, 26, 33 colony에서는 2.2 kb의 밴드가 
확인되었다. 또한 5’ arm PCR에서는 24, 26, 33 colony에
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서만 5.9 kb의 밴드가 확인되었으며, 상동유전자 재조합
이 일어난 allele와 그렇지 않은 allele을 확인하기 위하여 
targeted와 non-targeted PCR을 수행한 결과, 24, 26, 33 
colony에서 상동유전자 재조합이 일어난 4.4 kb와 상동유
전자 재조합이 일어나지 않은 2.2 kb의 밴드가 확인되었
다. 따라서 3개의 colony는 모두 한쪽 allele에서 상동유
전자 재조합이 일어난 heterozygous로 확인되었다. 

DT-A_tEndo Knock-in 벡터 I을 체세포에 도입하였을 
경우에는 Table 1에서 제시한 바와 같이 2.2%의 상동유
전자 재조합 효율을 나타내고 있으며, DT-A_tEndo Kno-
ck-in 벡터 II을 도입한 처리군에서는 4.8%의 효율로 DT- 
A_tEndo Knock-in 벡터 I보다 좋은 효율을 나타내었다. 
DT-A_tEndo Knock-in 벡터 I이 도입된 knock-in 체세포
의 PCR 분석 결과는 Fig. 4에 제시한 바와 같이 3’ arm 
1.5 kb 또는 0.9 kb, 5’ arm 2.4 kb 또는 2.2 kb가 검출되
었으며, targeted와 non-targeted allele을 증폭하기 위하
여 long PCR을 실시한 결과, 4.4 kb의 targeted band와 
2.2 kb의 non-targeted band가 검출되었다. DT-A_tEndo 
Knock-in 벡터 II가 도입된 체세포의 PCR 분석 결과는 
Fig. 4에 제시한 바와 같이 3’ arm 2.2 kb, 5’ arm 2.2 kb
가 검출되었으며, targeted와 non-targeted allele을 증폭
하기 위하여 long PCR을 실시한 결과, 4.4 kb의 targeted 
band와 2.2 kb의 non-targeted band가 검출되었다.

이러한 결과는 고전적인 knock-in 벡터인 DT-A_cEndo 
Knock-in 벡터를 이용하거나, 5‘ arm이 약 1 kb로 짧은 
벡터를 이용하더라도 knock-in이 가능하다는 것을 나타
내고 있으며, 3’ arm이 짧은 경우는 다소 효율이 낮다는 
것을 나타내고 있다. 

Knock-in 벡터 제작 시 상동영역 길이에 따라 상동유
전자 재조합 효율이 다른 것으로 보고되고 있다(Klymiuk 
등, 2010). 본 연구에서는 상동 영역 길이에 따라 체세포
에 있어서 knock-in 효율을 검증하기 위하여 5’ arm과 3’ 
arm의 길이가 다른 knock-in 벡터를 제작하였다. 그 결과, 
5’ arm 4.9 kb와 3’ arm 1.8 kb를 가지고 있는 knock-in 
벡터를 TALEN과 함께 체세포에 도입하였을 때 4.6%의 
상동재조합 효율을 얻을 수 있었다. 그리고 1.06 kb의 5’ 
arm과 0.64 kb 또는 1.8 kb의 3’ arm을 사용하였을 때 3’ 
arm이 1.8 kb인 경우 4.8%로 0.64 kb의 3’ arm을 사용 
할 때의 2.2% 효율 보다 높은 것으로 확인되었다. 체세포
에 있어서 유전자 가위인 ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9을 
이용하지 않는 고전적인 유전자 적중 실험에서는 유전자 
적중 효율이 낮은 것으로 보고되고 있다. 일반적으로 유
전자 적중 벡터의 상동영역 크기에 따라 GGTA1 유전자 
위치에 대한 유전자 적중 효율은 0%에서 9.3%로 보고되
었다(Klymiuk 등, 2010). 그리고 양의 COL1A1(McCreath 
등, 2000), PrP와 GGTA1(Denning 등, 2001) 유전자 위치
에 대한 유전자 적중 효율은 1∼66%로 보고되었다(De-
nning 등, 2003). 최근에는 유전자 가위인 ZFN를 이용하
여 소 β-casein 위치에서 lysostaphin 유전자가 발현되는 
knock-in 체세포를 확보하는데 있어서는 4.5∼19%의 유
전자 적중 효율을 보고하였다(Liu 등, 2013). ZFN를 이용
하여 소 β-casein 위치에서 인간 lysozyme이 발현하는 젖
소를 생산하는데 있어서, knock-in 체세포의 확보 효율은 
12.8∼18.5%인 것으로 보고하였다. 그리고 ZFN를 이용하

지 않았을 경우 유전자 적중 효율은 0%로 보고하고 있다
(Liu 등, 2014). 또한 2014년에는 Moghaddassi 등(2014)이 
소 serum albumin 유전자 위치에서 인간 serum albumin을 
발현하는 knock-in 벡터와 TALEN을 함께 소 섬유아세포
에 삽입하여 수컷 세포에서는 9%, 암컷 세포에서는 13%
의 knock-in 효율을 확인하였다고 보고하였다. 그리고 염
소 체세포에 knock-in 벡터를 TALEN과 함께 도입하여 
β-lactoglobulin 유전자 위치에서 인간 lactoferrin이 발현할 
수 있는 형질전환 염소를 생산하였으며, 체세포에 있어서 
상동재조합 효율은 13.6%인 것으로 보고하였다(Cui 등, 
2015). 이러한 결과는 본 연구에서 얻은 적중 효율이 2.2 
～4.6%로 낮은 결과를 보이고 있지만 유전자 가위인 
TALEN을 이용하여 β-casein 위치에 knock-in 벡터를 상
동재조합에 의하여 도입할 수 있음을 나타내고 있다. 또
한 본 연구에서도 TALEN을 이용하지 않았을 경우에는 
knock-in 효율이 0%(결과제시 안함)로써 Liu 등(2014)의 
결과와 일치하는 결과를 보였다. 그렇지만 3’ arm이 짧은
(0.64 kb) knock-in 벡터인 경우 3’ arm이 긴 knock-in 벡
터보다 낮은 상동재조합 효율을 보였다. 이러한 결과는 
knock-in 벡터 구축에 이용되는 5’ arm과 3’ arm의 길이
에 따라 knock-in 효율에 영향을 줄 수 있다는 것을 나타
내는 것이라고 추측된다. 
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