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돼지 형질전환 체세포에서 pWAP promoter 영역에서의 DNA 
메틸화 비교

박미령*, 이해선, 오건봉
농촌진흥청 국립축산과학원 동물바이오공학과

DNA methylation change of pWAP promoter region in porcine 
transgenic somatic cells

Mi-Ryung Park*, Haesun Lee, Keon Bong Oh
Division of Animal Biotechnology, National Instititu of Animal Science, RDA

요  약  DNA methylation는 포유동물에 있어 세포 기능 및 유전자의 안정화 조절로 생명을 유지하는 역할을 한다.
본 연구에서는 돼지 귀조직 유래 섬유아 세포에 돼지 유청 단백질과 사람 조직 플라스미노겐 벡터를 도입하여 메틸레이
션 영역에 따른 변화를 비교 분석하였다. pWAP promoter 내 메틸레이션 패턴을 분석하기 위하여 동일한 passage 
단계에 있는 세포를 배양하여 채취하였으며, bisulfite sequencing 방법으로 분석을 진행하였다. 그 결과 pWAP 
promoter 내 upstream 영역 두 부분에서 CpG islands가 있음을 확인하였다. pWAP promoter를 도입한 세포의
경우 5 region의 유전자 도입 그룹에서 유의적으로 메틸이션 패턴이 높게 나타남을 확인하였다. 또한, htPA 벡터를
도입한 세포의 경우 htPA1_4 그룹에서 유의적으로 높은 메틸레이션이 확인되었다. 메틸레이션 양상은 CpC islands
영역과 구축된 세포주에 따라 각기 다르게 나타남을 확인하였다. 이러한 결과는 프로모터 선별 및 세포주 구축이 형질전
환 동물을 생산하는 데 있어 중요하게 작용할 수 있을 것으로 여겨지며, 유전자의 기능에 대한 연구에도 기초 자료로 
활용 될 수 있을 것으로 사료된다.

Abstract  DNA methylation is vital in maintaining genomic stability and modulating cellular functions in
mammalian cells. This study was performed to identify the differentially methylated region (DMR) in 
porcine whey acid protein (pWAP) and the human tissue plasminogen activator (htPA) vector of porcine
ear fibroblast cells. To investigate the methylation patterns of the WAP promoter, cells were collected
from the same passage and analyzed by the bisulfite sequencing method. Results showed that two 
cytosine-guanine dinucleotide (CpG) islands are present in the promoter region of pWAP. The 
methylation level of the CpG island 5 region was significantly higher in the pWAP transfected somatic
cells than in the wild type (WT) somatic cells. In the htPA, transgenic cells were significantly higher in
htPA1_4 cells than the other htPA transfected cells. The changing methylation pattern was observed in 
the promoter regions and established transgenic cell lines. Our data indicate that promoter selection and
cell line construction can play an important role in the production of transgenic animals. Thus, these
results can be used as basic data for research on the function of genes.
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1. 서론

형질전환 동물 생산 기술은 생명공학 분야에서 아주 
빠르게 성장하고 있다. 특히 유전자 제작 기술을 통하여 
외래 유전자를 동물의 genome 내에 삽입시켜 목적으로 
하는 유전자가 발현되고 후대에도 지속적으로 전달 되게 
된다. 형질전환 동물 생산 기술은 단순 실험동물이 아닌 
가축에도 적용되고 있으며[1], 특히 돼지는 사람과 가장 
유사하여 질병 연구에 활용뿐만 아니라 이종장기 이식 
및 신약 물질 생산 등을 연구하는데 가치 있는 동물로 주
목 받고 있다[2-5]. 최근 형질전환 동물 생산 기술이 고
도화 되면서, 국내·외에서 다양한 종류의 유용 생리활성 
물질 생산뿐만 아니라 질환 모델 등 형질전환 동물이 개
발 되었다[6-11]. 유전자 조작 기술이 많이 향상 되었음
에도 불구하고 형질전환을 진행하는 데 있어서는 여전히 
많은 제한점이 있다. 많은 연구에서 보고된 바와 같이 외
래 유전자를 도입한 경우 목적으로 하는 유전자의 발현
이나 inheritance가 제한적으로 일어나는 것이 관찰되
기도 하였다[12-15]. 대부분의 경우 체세포 내 도입된 
외래유전자의 발현이 배양 기간에 따라 현저히 낮아지는 
경향을 나타내었고[13], 형질전환 동물의 경우 후대에까
지 안정적으로 전달되지 않는다는 결과도 보고된 바 있
다[16]. 따라서, 형질전환 동물에서 안정적으로 타켓 유
전자를 발현하는 개체를 선택하고 확립하는 데 어려움이 
있다[14]. 도입된 외래 유전자의 안정성을 높이기 위한 
원인 규명에 대한 연구들이 진행 되고 있으며, 그 중 하
나로 DNA methylation이 유전자 발현에 영향을 미치
는 것으로 보고된 바 있다[17]. DNA methylation은 유
전자 발현에 있어 transcriptional inactivity로 
silencing을 일으키는 요인 중 하나로 밝혀지기도 하였
다[18-20]. 따라서, 본 연구에서는 돼지 WAP 프로모터
를 이용하여 htPA(human tissue plasminogen 
activator) 유전자가 발현 되도록 벡터를 제작한 후 세포 
내 도입하여 DNA methylation pattern 변화를 비교 
분석하였다.   

2. 재료 및 방법

2.1 공시축
본 실험에 공시된 돼지는 랜드레이스와 요크셔 교잡종

인 일반돼지를 이용하였으며, 동물실험윤리위원회의 승
인을 받아 수행하였다.

2.2 체세포 배양 및 유전자 도입
체세포 배양은 출생 후 일주일령 암컷 자돈의 귀 조직

을 채취하여 이용하였다. 체세포 배양은 Dulbecco’s 
modified eagle’s medium(DMEM, Invitrogen, CA, 
USA)을 이용하여 10% Fetal bovine serum (FBS, 
Invtrogen)와 1% Antibiotic/antimycotic (Invitrogen)을 
첨가 후 실시하였다[21].

유선특이적 프로모터 벡터(pWAP)와 유선특이적 프로
모터에 htPA 유전자가 삽입된 벡터(htPA)를 
electropolation으로 각각 세포에 도입하였다. 도입된 
세포는 24시간 배양 후 형질전환 세포만을 선별하기 위
하여 600ug/mL G418(Gibco)을 첨가하여 37℃, 5% 
CO2에서 배양하였다. 

2.3 Bisulfite 처리 및 PCR 분석
Genomic DNA(gDNA)는 QIAamp DNA mini kit 

(QIAGEN)을 이용하여 분리 후 농도를 측정하였다. 준비
된 gDNA는 EpiJET bisulfite conversion kit 
(Thermo scientific)를 이용하여 bisulfite conversion
을 진행하였다. 이때 200ng의 gDNA를 사용하였으며, 
bisulfite conversion을 위하여 98℃에서 10분, 60℃에
서 150분 동안 처리하였다[22]. 최종 반응이 완료 된 
DNA는 Epitaq HS (TAKARA)와 Table 1에 작성된 프
라이머를 사용하여 PCR을 수행하였다. 증폭 된 PCR 산
물은 2% agarose gel에 전기영동하여 크기와 증폭유무
를 확인하였다.

CpG 
island Sequences Tm Size(bp)

1 region

F: 
TGTAGATAGATTGTGTAGGTAGGTAG 53 216R: 
TTATATCTAACCCTCAATAAACATC

5 regions

F: 
AGGGGGAGATTATGGTAGTTTAAAG 59 256R: 
TCCATAAAAACACAAATTTAATCCC

Table 1. The primer sequence for PCR amplification

2.4 Cloning 및 염기서열 분석
PCR 반응 산물은 pCR2.1 벡터에 TA 클로닝하기 위

하여 Gotaq(Promega) 1ul를 첨가 후, 72℃에서 10분 
동안 반응하여 A tailing을 진행하였다. A tailing이 된 
PCR 산물과 pCR2.1 벡터는 Ligation mix(TAKARA)를 
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(A)

(B)
Fig. 1. Contructure of pWAP and htPA vector(A) 

and analysis of the CpG island region(B). 
The blue region is the CpG island. CpG, 
cytosine-guanine dinuleotide.

이용하여 ligation을 실시하였다. Plasmid는 QIAprep 
spin miniprep kit (QIAGEN)을 사용하여 추출하였다. 
PCR 산물의 삽입이 확인 된 plasmid를 이용하여 염기
서열을 실시하였으며, 염기서열 분석은 Genetyx 프로그
램을 사용하였다[22].

2.5 통계처리
통계처리는 SAS Enterprise Guide 7.1 프로그램의 

t test(LSD)를 이용하여 처리구간 유의성 분석을 실시하
였다(P<0.05, Mean±SE). 

3. 결과 및 고찰

3.1 돼지 유선 특이적 프로모터와 htPA 발현 벡터 
    구조 및 메틸레이션 영역 조사

형질전환 세포 생산을 위하여 Fig. 1A와 같이 유전자
를 준비하였다. 총 14.2kb로 구성되어 있는 벡터는 유선 
특이적 프로모터인 돼지 WAP을 이용하였으며, 타겟 유
전자는 htPA가 발현 되도록 하였다 (Fig. 1A). 또한, 메
틸레이션 패턴을 분석하기 위하여 Urogene에서 제공하
는 프로그램을 이용하여 CpG island 영역을 조사 한 결
과 pWAP up stream 영역의 두 부분에서 확인되었다 
(Fig. 1B). 1 region은 GC% 56~57 였으며, 14개의 
CpG sites를 포함하고 있었다. 5 region의 GC%는 
52~64로 나타났으며, 12개의 CpG sites가 있음을 확인
하였다. 후생유전적 변화 중의 하나인 DNA 메틸화는 

cytosine 염기에 일어나는 것으로 포유동물의 경우 대략 
70-80%가 CpG 디뉴클레오티드에 존재하는 것으로 알
려져 있다. 이러한 변화는 유전자 발현 억제와 밀접한 연
관이 있으며, 특히 유전자 promoter 영역의 DNA 메틸
화로 인하여 유전자 발현이 억제되는 것으로 알려져 있
다[23].

3.2 pWAP 벡터 도입 형질전환 체세포에서의 DNA 
    methylation 변화 분석

pWAP 벡터를 도입한 돼지 귀 조직 유래 섬유아 세포
에서 promoter 영역의 DNA methylation을 분석한 결
과 1 region에서는 WT 과 pWAP 유전자 도입 체세포 
그룹에서 (92.9±2.3 vs 98.6±1.4 %) 유의적 차이가 인
정되지 않았다 (Fig. 2A). 그러나, 5 region의 경우 WT 
그룹과 비교한 결과 유의적으로 낮은 methylation 
pattern을 보였다 (Fig. 2B, 81.7±4.9 vs 98.3±1.7 %). 
WT 그룹의 경우 pWAP promoter의 CpG regions에 
따라 다른 패턴의 메틸레이션 양상을 나타냄을 확인하였
다. 따라서, 동일한 유전자 내에서도 메틸레이션 영역에 
따라 DNA 메틸화 양상이 다르게 나타남을 관찰 할 수 
있었다. 프로모터 영역에 메틸화 가변 영역이 존재하며, 
특히 생식세포와 생체 조직에 따라 서로 다르게 나타날 
뿐만 아니라, 발달단계에 따라서도 메틸화 변화가 현저
히 다르게 나타난다고 보고된 바 있다[24]. 따라서 외래 
유전자 도입에 따라 각기 다른 영역의 메틸레이션 패턴 
변화는 형질전환 동물 생산에 영향을 미칠 수 있을 것으
로 사료된다.

3.3 htPA를 발현하는 형질전환 체세포에서 DNA 
    methylation 변화 분석

체세포내 htPA 유전자를 도입하여 2개의 형질전환 세
포주를 확립하였다. 각 세포주에서 DNA methylation
을 비교 한 결과 Fig. 3에서 나타난 바와 같이 1 region
의 경우 htPA1_#3과 htPA1_#4 세포주에서 (74.3±4.3 
vs 91.4±1.4 %) 유의적 차이를 확인하였다. 그러나, 5 
region 그룹에서는 유의적 차이가 인정되지 않았다( 
79.9±3.3 vs 71.7±2.0 %). 일반적으로 조직에 따라 메
틸레이션 양상은 동일 개체라 하더라도 각기 다르게 나
타나는 것은 이미 잘 알려져 있다. 본 연구에서는 동일한 
세포를 사용하여 외래 유전자를 도입 한 경우 구축된 세
포주에 따라 메틸이션 양상이 다르게 나타남을 확인 할 
수 있었다.
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(A)

(B)
Fig. 2. The methylation pattern of CpG island 1 

region(A) and 5 region(B) of pWAP promoter. 
Every circle represents as CG, black circles 
mean methylated CG, and white circles 
mean unmethylated CG. (*P<0.05).

(A)

(B)
Fig. 3. The methylation pattern of CpG island 1 

region(A) and 5 region(B) of htPA vector 
included wap promoter. Every circle 
represents as CG, black circles mean 
methylated CG, and white circles mean 
unmethylated CG. (*P<0.05)
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CpG islands 의 메틸레이션은 유전자 조절, 세포 분
화, 배 발달 등 중요한 역할을 하고 있는 것으로 알려져 
있다. 특히, 신약 물질 생산을 위한 형질전환 돼지 생산
의 경우 유선 특이적 프로모터를 이용하여 목적 단백질
을 유즙 내로 분비 할 수 있도록 하기 위하여 이용되고 
있다. 이런 목적으로 사용되고 있는 돼지 WAP promoter
의 경우 각 CpG islands의 region에 따라 메틸레이션
이 다르게 나타날 수 있으며, 목적 유전자를 삽입한 경우 
선별한 세포에 따라 그 양상이 다르게 나타남을 확인 할 
수 있었다. 형질전환 동물 생산에 있어 많은 연구자들이 
외래 유전자 도입과 아울러 후성 유전학적 변화에 대한 
연구를 진행하였다. 비정상적인 메틸레이션의 현상은 쥐
와 돼지 그리고 소에서 보고된 바 있으며, 불완전한 메틸
레이션 패턴은 유전자 발현에도 영향을 끼쳐 외래유전자
의 silencing을 초래하거나 발달에 이상을 일으키는 것
으로 나타났다[25-28]. 

따라서, 형질전환 동물 생산시 타켓 유전자의 안정적
인 발현과 정상적인 동물의 발달을 위해서 유전자의 선
정 및 체세포 선별이 매우 중요하다고 여겨진다.

4. 결론

본 연구 결과를 바탕으로 돼지 형질전환 체세포에서 
DNA 메틸레이션을 분석 한 결과 다음과 같은 결론을 얻
었다. 

(1) 돼지 유선 특이적 프로모터 영역 내 CpG island
는 pWAP upstream 두 부분에서 확인되었다.

(2) pWAP 벡터 도입 형질전환 체세포에서 DNA 
methylation을 분석 결과 5 region에서 패턴이 
다르게 나타나는 것을 확인하였다.

(3) htPA 발현 벡터가 도입 된 형질전환 체세포의 경
우 구축된 세포주에 따라 다른 패턴의 DNA 
methylation 양상이 나타남을 확인하였다.

본 연구에서는 유즙 내로 유용한 단백질 생산을 목적
으로 WAP 프로모터를 이용하여 목적 유전자를 도입 하
는 경우 메틸레이션의 패턴에 영향을 줄 수 있음을 확인
하였다. 이러한 결과를 토대로 하여 형질전환 돼지 생산
을 위하여 WAP 프로모터를 이용하는 경우 목적 유전자
의 선별 및 형질전환 체세포의 선택이 중요한 요인으로 
작용 될 수 있을 것으로 사료된다.
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