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돼지 각막을 이용한 이종이식 모델에서 
수혜 원숭이 혈액으로 PERV의 비 감염 확인
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Absence of porcine endogenous retrovirus transmission 
in a model of pig-to-nonhuman primate corneal transplantation
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Animal Biotechnology Division, Natioanl Institute of Animal Science, RDA

요  약  장기부족 문제의 해결방안으로 돼지를 이용한 이종이식이 주목받고 있으나, 돼지 유래 병원체에 대한 안전성
문제가 심각하게 고려되어지고 있다. 그 중, 모든 돼지의 유전체 내에 존재하는 내인성 레트로 바이러스 (Porcine 
Edogenous Retroviruses, PERV)는 체외실험에서 인간을 포함한 영장류 세포를 감염시킬 수 있기 때문에 이종이식시
PERV 전이여부 확인은 필수적이다. 특히 눈은 감염에 취약한 기관이므로 본 연구에서는 돼지-영장류 이종간 각막 이식
모델에서 원숭이로의 PERV 전이 여부를 확인하고자 하였다. PERV 확인을 위해 공여돼지와 이식받은 원숭이의 혈액 
샘플에서 RNA와 genomic DNA (gDNA)를 추출하였고 이를 시료로 PCR을 실시하였다. 공여돼지의 혈액샘플에서 
PERV-pol, PERV-env 그리고 PERV-A, PERV-B, PERV-C 유전자가 존재하는 것을 확인하였고 수혜원숭이에서 해당
유전자들을 확인하였다. 그 결과, 부분층을 이식받은 5 두와 전층을 이식받은 2 두의 원숭이 개체의 혈액에서 모두 
PERV 관련 유전자가 발견되지 않았다. 또한 이식 후 최고 1,308일 까지 돼지 부분층 각막이 오랜 기간동안 유지되어도
원숭이 혈액에서 PERV가 관찰되지 않았다. 결론적으로, 공여돼지에 PERV가 존재하여도 이종간 각막이식을 통해서는
감염되지 않으며, 돼지 부분층 각막이 오랜기간 유지되어도 원숭이로 전이되지 않음을 확인할 수 있었다.

Abstract  Pigs are widely considered donor animals for xenotransplantation to solve the critical issue of
human donor organ shortage. However, the risk of zoonosis needs to be overcome during 
xenotransplantation. Porcine endogenous retroviruses (PERV) that are integrated into the pig genome 
include the subtypes (PERV-A, -B, and –A/C recombinants). These subtypes are capable of infecting 
human and non-human primate (NHP) cells in vitro. Therefore, this preclinical study investigates the 
transmission of PERV from the cornea obtained from a transgenic pig donor to a monkey. Blood samples
were obtained from the anterior lamella-grafted (n = 5) and full-thickness cornea-grafted (n = 2) 
cynomolgus monkeys. RNA and genomic DNA were analyzed from blood samples using PCR applying 
PERV-specific primers. Our results revealed no PERV transmission in any of the pig-to-nonhuman 
primate corneal xenotransplantation cases. Notably, at postoperative day 1,308, neither transmission nor
presence of PERV was detected in the samples collected periodically from the recipients. Therefore, this
study provides evidence for long-term survival in the absence of PERV transmission in pig-to-NHP 
corneal transplantation.
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1. 서론

전 세계적으로 장기이식이 필요한 이식대기자수가 해
마다 증가하고 있으나, 기증자 수는 부족하여 급증하는 
이식수요를 충족시키기에는 한계가 있다[1]. 이종 간 장
기이식은 장기 공급 문제를 해결할 수 있는 대안으로 제
시되고 있지만, 돼지를 장기 공급원으로 사용하기 위해
서는 면역거부반응과 인수공통감염(zoonosis)에 대한 
위험성 등 해결해야 할 문제가 있다 [2,3]. 현재 면역거부
반응을 극복하기위해 돼지 유전자를 제거하거나 인간 유
전자를 도입하여 거부반응을 조절할 수 있는 형질전환 
돼지 생산 연구가 활발히 진행되고 있다 [4,5]. 인수공통
감염에 대한 안전성을 확보하기 위해서 선발, 백신접종, 
특정병원체가 없는 DPF (Designated Pathogen Free)
시설에서 사육함으로써 돼지 유래 외래 병원체 (exogenous 
pathogen)에 대한 위험은 극복할 수 있다. 하지만, 돼지 
내인성 레트로바이러스 (Porcine endogenous retrovirus; 
PERV)는 모든 돼지의 genome 내에 존재하고있어 제거
가 어렵기 때문에 인수공통감염에 대한 안전성 확보에 
어려움이 따른다 [6].

PERV는 RNA를 유전물질로 가진 retrovirus로 코어 
단백질을 암호화하는 gag 유전자, 중합효소를 암호화하
는 pol 유전자 그리고 바이러스 외피 단백질을 암호화하
는 env 유전자로 구성되어져 있다 [7]. 바이러스를 생성
할 수 있는 PERV-A, -B, -C 세 유형은 자신의 RNA를 
숙주세포로 침투시켜 감염(infection)시킬 수 있다. 감염
된 숙주세포 내에서 PERV RNA는 cDNA로 합성되고 
숙주의 유전체 내로 도입(integration)되어 바이러스를 
생성할 수 있다 [8]. 

감염능을 가지는 PERV는 이종이식 시 수혜자로 전이
될 수 있기 때문에 이를 확인하기 위한 연구들이 진행되
었다. 체외 세포 배양 실험 결과에 따르면 PERV-A, -B
와 -A/C 재조합 유형이 인간을 포함한 영장류 세포를 감
염시킬 수 있었다 [8-10]. 그렇지만 실제로 돼지 장기를 
이식하는 전임상, 임상연구에서는 현재까지 수혜자로의 
감염사례는 보고되지 않았다 [11-18]. 하지만 인간 동종
간 이식시 HIV, CMV, EBV등의 바이러스 감염사례가 
있고, 이종이식 수혜자는 다양한 면역억제제를 투여받기 
때문에 PERV 감염의 위험성은 여전히 남아있다 [19]. 
최근 발표된 국제이종이식학회의 이종이식에 관한 임상
시험 안내 지침서에서 역시 PERV의 위험성에 대해 언급
하며 PERV를 정량하고, 감염을 확인할 방법을 개발할 
것을 권고하고 있다.

눈은 일반적인 면역반응이 조절되는 면역특권 (immune 
privilege)을 가지고 있기 때문에 다른기관에 비해 감염
에 취약할 수 있다. 따라서 본 연구에서는 이종이식시 
PERV의 위험성을 확인하고자 총 일곱 건의 돼지-영장류 
각막 이종이식모델에서 PERV의 감염 여부를 확인하였
다. 이종이식용 형질전환 돼지의 부분층 또는 전층 각막
을 이식받은 원숭이의 혈액을 채취하여 RNA와 gDNA를 
추출하였고 PCR을 통해 원숭이 혈액 내 PERV의 존재를 
확인하였다. 돼지의 각막을 영장류 이식모델에 적용하여 
PERV 감염을 연구함으로써, 임상 적용을 대비한 이종이
식 연구의 기반을 확립하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1 공여돼지 및 수혜원숭이 혈액
본 연구는 농촌진흥청 국립축산과학원의 동물실험 계

획서에 의거 동물보호법 및 국립축산과학원 동물시험윤
리위원회에서 승인된 동물실험 방법 (승인번호: 
NIAS2021-515)에 따라 수행되었다. 

농촌진흥청 국립축산과학원에서 개발한 alpha-1, 
3-galactosyltransferase (GT) 유전자 좌위에 사람 
membrane cofactor protein (MCP)를 도입한 
GTKO/MCP 돼지 [20]와 GTKO 돼지에 사람 MCP와 
thrombomodulin (TBM) 유전자를 도입한 
GTKO/MCP/TBM 돼지를 각막 공여동물로 제공하였
다. 돼지 각막을 이용한 cynomolgus 원숭이로의 이종
이식은 ㈜제니아와 안전성평가연구소에서 진행하였고, 
수혜 원숭이의 혈액을 제공받아 본 연구에 사용하였다. 
본 연구에서 사용한 혈액은 Table 1에 제시하였다.

Corneal 
grafted

Genotype 
of donor

(pig)

Name of 
recipient

(cynomolgus)

Day of blood 
collected

Anterior
lamellar

GTKO/MCP #28-119 104, 258,
 339, 385

GTKO/MCP #28-004 87, 160, 377, 
531, 612, 658

GTKO/MCP #24-024
737, 810, 1027,

1181, 1262, 
1308

GTKO/MCP/TBM #1F0002 98

Full
thickness

GTKO/MCP #2F0002 28
GTKO/MCP/TBM #1F0001 13

GTKO/MCP #2F0001 14

Table 1. List of blood samples used in this study
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2.2 혈액에서 RNA 및 gDNA 추출
공여돼지와 수혜원숭이 혈액에서 RNeasy Plus Mini 

Kit (QIAGEN, Germany)를 이용하여 RNA를 추출하였
고, SuperScripttm™ IV First-Strand Synthesis 
System (Invitrogen, US) 을 이용하여 제품의 안내서에 
따라 complementary DNA (cDNA)를 합성하였다. 또
한 혈액에서 DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN, 
Germany)를 이용하여 genomic DNA (gDNA)를 추출
하였다.

2.3 중합효소연쇄반응 (PCR)
PERV의 존재 유무를 확인하기 위하여 혈액에서 얻은 

cDNA와 gDNA를 시료로 Table 2의 프라이머를 사용
하였다. 유전자 발현을 확인하기 위하여 Go Taq® DNA 
polymerase (Promega, US) 와 T100™ Thermal 
Cycler (BIORAD, US)를 이용하여 유전자를 증폭시켰다.

Gene Primersequence (5’ to 3’)  size

cytochrome 
oxidase II 

(F) CACACACTAGCACAATGGATGCC1
316bp(R) GAGGATACTAATATTCGGATTGTTAT

PERV-pol (F) GCTACAACCATTAGGAAAACTAAAAG 327bp(R) ACCCAGGACTGTATATCTTGATCAG

PERV-gag (F) TCCAGGGCTCATAATTTGTC 96bp(R) TGATGGCCATCCAACATCGA

PERV-A (F) TTTGAGGGATGGTTCAACAA 90bp(R) TGTAAGCAACAGGAGCAGTAT

PERV-B (F) TTCTCCTTTGTCAATTCCGG 264bp(R) TACTTTATCGGGTCCCACTG

PERV-C (F) CTGACCTGGATTAGAACTGG 281bp(R) ATGTTAGAGGATGGTCCTGG

Table 2. Primers used in this study

3. 결과 및 고찰

3.1 부분층 이식 원숭이에서의 PERV 확인

Fig. 1. Schematic diagram of the experimental 
process to assess PERV infection in 
pig-to-NHP corneal xenotransplantation.

본 연구에서는 부분층 각막 이종이식을 위해 GTKO/ 
MCP 형질전환 돼지를 제공하였다. 초급성 면역거부반
응 (Hyperacute immune rejection)을 유발하는 돼지 
GT 유전자 기능을 제거하고 급성 면역거부반응을 완화
시키는 인간 MCP 유전자를 도입한 GTKO/MCP 돼지 
각막의 부분층을 분리하여 이식에 사용하였다 (Fig. 1). 
이식받은 원숭이 혈액에서 PERV의 존재를 확인하기 위
해 Table 1에 제시한 바와 같이 혈액을 비정기적으로 공
급받아 RNA와 gDNA를 추출하였다 (Table 1). 

먼저 PERV 감염 여부를 확인하기 위하여 공여 돼지
와 이식받은 원숭이의 혈액 RNA에서 PERV 관련 유전
자들의 발현을 확인하였다 (Fig. 2). 이식종료 전, 원숭이 
#28-119 (POD 339), #28-004 (POD 658), #24-024 
(POD1308) 개체의 혈액에서 추출한 RNA로 PCR을 실
시하였다. 그 결과, 공여 돼지의 혈액 RNA에서 PERV 
관련 유전자가 발현하는 것을 확인하였다. 

다음으로 이식받은 원숭이 혈액 RNA에서 PERV-pol, 
PERV-gag 유전자를 확인하였지만 관찰되지 않았다 
(Fig. 2b, c). 또한 PERV-A, -B 와 -C 세 유형 역시 수
혜 원숭이의 혈액에서는 발견되지 않았다 (Fig. 2d-f). 
이를 통해 공여돼지에 PERV가 발현하더라도 본 연구에
서 실시한 부분층 각막이식으로는 수혜원숭이로의 감염
이 일어나지 않았음을 확인하였다.

Fig. 2. PCR analysis to detect PERV in the recipients 
xenografted with the GTKO/MCP pig anterior 
lamella. Blood samples from recipients 
#28-119, #28-004, and #24-024 were 
collected at postoperative day 339, 658, and 
1308, respectively. Blood samples from the  
pig donor and non-treated cynomolgus were 
used as the control. Total RNA isolation and 
cDNA synthesis are described in the Materials 
and Methods. Porcine cytochrome oxidase II 
(a), PERV-pol (b), PERV-gag (c), PERV-A (d), 
PERV-B (e), and PERV-C (f).
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Fig. 3. PCR analysis to detect PERV in the blood of 
the anterior lamella-grafted monkeys. 
Recipients #28-119 (a), #28-004 (b), and 
#24-024 (c). Blood samples from the 
GTKO/MCP pig donor and non-treated 
cynomolgus were used as the control. POD, 
postoperative day.

 
돼지 부분층 각막이 유지되는 동안 원숭이 genome에 

PERV integration 되었는 지 확인하기 위해 혈액에서 
gDNA를 추출하여 PCR을 진행하였다 (Fig. 3). 
#28-119개체는 수술 후 104일차, 258일차, 339일차 
및 385일차에 총 4회 혈액을 채취하여 gDNA를 분리하
고 PERV 관련 유전자들을 확인하였다 (Fig. 3a). 그 결
과, 공여 돼지의  gDNA에 존재하는 PERV 유전자들은 
이식받지 않은 원숭이, 부분층 각막을 이식받은 원숭이
의 샘플에서 모두 발견되지 않았다. #28-004개체는 수
술 후 점안액 투여가 끝나고 87일차, 160일차, 377일차, 
531일차, 612일 및 658일 차에 총 6회 채취한 혈액으로 
분석하였다 (Fig. 3b). 그 결과, 이식 후 약 2년동안 원숭
이 혈액샘플에서 모두 PERV-pol, PERV-gag 그리고 
PERV-A, -B, -C가 확인되지 않았다. 마지막으로 
#24-024 개체는 돼지 부분층 각막을 이식받고 1,308일 
동안 기능을 유지하며 생존하였고 이는 세계 최장 기록
이다. 이식 후 2년이 지난 시점부터 737일차, 810일차, 
1,027일차, 1,181일차, 1,262일차 그리고 1,308일차까
지 총 6회 혈액을 채취하여 분석하였다 (Fig. 3c). 돼지 
부분층 각막이 유지되는 1,308일동안 채취한 원숭이 혈
액 gDNA에서 PERV가 관찰되지 않았다. 이를 통해 돼
지 부분층 각막이 유지되는 약 3년 7개월동안 원숭이로
의 PERV 감염 및 integration이 일어나지 않음을 확인
하였다. 

이전 연구에서 서울대 연구팀은 이종간 각막이식 후 
최고 375일까지 생존을 확인하고 PERV가 전이되지 않
음을 보고하였다 [18]. 본 연구에서는 돼지 각막 부분층
을 이식하고 세계 최장기록으로 최고 1308일까지 유지
시켜도 PERV가 감염되지 않음을 원숭이 혈액의 RNA와 
gDNA에서 확인하였다. 

3.2 부분층 및 전층 이식 원숭이에서의 PERV확인
부분층 각막이식은 각막의 상피를 포함한 앞쪽부분만

을 잘라내어 이식하고 전층 각막이식은 상피를 포함한 
내피까지 전층을 잘라내어 이식하게 된다. 따라서 돼지
의 내피까지 노출되어 보다 감염 위험성이 큰 전층각막
이식에서의 PERV 감염 여부를 확인하고자 하였다. 

이종이식용 형질전환 돼지의 양쪽 안구를 사용하여 각
각 부분층이식과 전층이식을 실시한 원숭이에서 채취한 
혈액으로 분석하였다 (Table 1). GTKO/MCP 돼지의 
양안을 각각 부분층 각막 이식과 전층각막 이식에 사용
하였고, 부분층 이식을 받은 #1F0002 개체와 전층 이식
을 받은  #1F0001개체의 혈액에서 RNA와 gDNA를 추
출하여 PERV를 확인하였다 (Fig. 4). 앞서 제시한 부분
층 이식 결과와 동일하게 부분층 각막을 이식받은 
#1F0002 원숭이의 혈액 RNA 와 gDNA에서 PERV가 
관찰되지 않았다. 전층 각막을 이식 받은 #1F0001 개체
의 혈액 RNA에서도 PERV가 관찰되지 않았고 이를 통
해 전층 각막이식에서도 PERV 감염이 일어나지 않음을 
확인하였다 (Fig. 4a).  또한 Fig. 4b에서 보는 바와 같이 
혈액 gDNA에서도 PERV가 확인되지 않았다. 이를 통해 
전층 각막이식으로 돼지의 내피와 원숭이의 내피가 접촉
되어도 원숭이로의 PERV 감염은 관찰되지 않음을 확인
하였다. 

 Fig. 4. PCR analysis to detect RNA(a) and DNA(b) of 
PERV in the blood of recipients grafted with 
anterior lamella and full-thickness corneas. 
Blood samples were obtained from 
full-thickness cornea and anterior lamella 
transplanted recipients #1F0001 and 
#2F0001, and #1F0002, and #2F0002, 
respectively. Blood samples from the donor 
pigs and non-treated cynomolgus were used 
as the control.

마지막으로 인간 혈액응고 억제 유전자 TBM을 도입
한 GTKO/MCP/TBM 돼지의 양안을 부분층, 전층 각막
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이식에 제공하였다. 그 결과, 부분층 각막을 이식받은 
#2F0002 원숭이 혈액 RNA (Fig. 4a)와 gDNA (Fig. 
4b)에서 PERV가 관찰되지 않았다. 전층 이식을 받은 
#2F0001 원숭이 혈액 RNA (Fig. 4a)와 gDNA (Fig. 
4b)에서도 PERV가 관찰되지 않았다. GTKO/MCP/ 
TBM 형질전환 돼지의 각막을 사용한 결과 역시 PERV
의 감염이 관찰되지 않았고 원숭이로 PERV 전이가 이루
어지지 않는다는 것을 확인하였다.  

본 연구에서 부분층 또는 전층 각막을 제공하는 공여 
돼지에 PERV가 존재하여도 이식받은 원숭이로의 PERV 
전이는 관찰되지 않았다. 체외 세포 배양조건에서 PERV
는 인간을 포함한 영장류 세포를 감염시킬 수 있지만 현
재까지 실제 이식모델에서는 PERV의 전이가 관찰되지 
않았다 [8,9,11-18]. 이는 돼지의 장기를 이식받은 영장
류의 면역계에 의해 PERV 바이러스 증식이 억제되는 것
으로 추정된다.  

4. 결론

국립장기조직혈액관리원에서 발간한 2020년도 장기 
등 이식 및 인체조직 기증 통계연보에 따르면 안구를 포
함한 장기이식 대기자 수와 평균대기 일이 지속해서 증
가하고 있다. 이를 해결하기 위한 돼지-영장류 이종이식 
관련 기술이 발달하고 있어 수혜원숭이의 생존기간이 매
우 증가하는 성과가 나오고 있다. 하지만 생존기간이 길
어짐에 따라 돼지 유래의 병원체에 대한 노출 기간도 증
가하게 되고 감염 위험성도 높아지고 있다. 특히 면역특
권 (immune privilege)을 가진 눈은 감염에 취약할 수 
있으므로 본 연구는 돼지-영장류 이종이식 모델을 활용
하여 돼지 각막을 이식한 후, 돼지에 존재하는 PERV가 
수혜 원숭이로 전이 되는지 알아보고자 수행하였다.

돼지의 부분층 또는 전층 각막을 이식받은 총 7두의 
cynomolgus 원숭이 개체 RNA에서 모두 PERV-pol, 
PERV-gag 그리고 PERV-A, -B, -C가 발견되지 않았다 
(Table 3). 뿐만아니라, 약 3년 7개월동안 세계 최장 기
록으로 돼지 부분층 각막을 유지한 원숭이의 혈액에서도 
PERV와 관련 유전자가 발견되지 않았다.  

본 연구에서 돼지의 각막을 이식 받고 세계 최장기간
동안 기능을 유지하며 생존한 원숭이에서 PERV가 발견
되지 않음을 확인함으로써, 임상에 적용할 때에도 PERV 
감염이 발생하지 않을 가능성을 보여 주고 있다. 그렇지
만, 실제로 임상에 적용하기 위해서는 분석 횟수를 늘리

는 추가 연구를 통한 검증이 필요하다. 더불어서 각막 또
는 장기별로 이종이식에 적합한 돼지의 개발, 면역억제
제 개발, 이종이식 수술기술 확립 등의 지속적인 연구를 
수행하여야 이종이식 성공률이 향상되리라 판단된다.

recipient PERV and related gene
pol gag A B C

non-
transplant

RNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

#24-024 RNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

#28-004
RNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

#28-119
RNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

#1F0002
RNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

#2F0002
RNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

#1F0001
RNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

#2F0001
RNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
DNA n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Table 3. Summary of this study
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