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Expression characterstics of

transgenic marine medaka (Oryzias dancena) 

carrying RFP transgene under the control 

by its own β-actin regulator

Youn Kyoung Kim

Marine Biotechnology Interdisciplinary Graduate Course,

Pukyong National University

Abstract

Stable transgenic euryhaline marine medaka (Oryzias 

dancena) strains carrying red fluorescence protein (RFP) 

transgene construct (podβ-actRFP) driven by its own 

cytoskeletal β-actin promoter were characterized with the 

purpose of selecting the best model transgenic line for 

environmental risk assessment associated with living genetically 

modified fishes. Experimental transgenesis with podβ-actRFP in 

this species showed, in overall, that the regulatory patterns of 

transgene could be well in accordance with those of 
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endogenous β-actin genes in terms of consistent and ubiquitous 

expression throughout nearly entire life cycle of the transgenic 

fish. During embryonic development, the onset of transgene 

expression was usually detected from the neurula stage and the 

resultant RFP signals continued to adult at maturity. RFP 

signals were ubiquitously distributed in all the tissues of 

transgenic fish examined with various expression levels across 

tissues. Different transgenic lines showed different transgenic 

genotypes as judged by Southern blot hybridization analysis and 

they displayed varying degree of RFP intensities in their 

external phenotypes. However there was no direct relationship 

between transgene copy numbers and expression strength, 

indicating that copy number-dependent expression was not 

achieved in this transgenic group. All of transgenic founders 

were mosaic in their germ cells. However, most transgenic 

individuals belonging to subsequent generations could pass on 

the fluorescent transgene to their offspring with an expected 

Mendelian ratio. However, a transgenic line having the highest 

transgene copy number (>240 copies/cell) showed the unstable 

pattern of germ-line transmission including the loss of 

transgene. Interestingly, many transgenic females inherited the 



- III -

RFP proteins to non-transgenic offspring embryos as well as to 

transgenic offspring. Such non-transgenically transmitted RFP 

signals was persistent for a considerably long period up to 

early larval stages, but eventually disappeared with the progress 

of development and early growth. Results from this study 

indicate that β-actin promoter is useful for marking whole cells 

of transgenic fish using fluorescence, which may facilitate the 

analysis of horizontal and vertical transgene transfer from 

transgenic fish to other conspecific and/or symbiotic members 

installed in experimentally designed semi-surrogate ecosystems. 

However this study suggests also that extensive evaluation of 

multiple transgenic strains should be made for selecting the 

suitable and stable transgenic line to be applied to this purpose. 
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Ⅰ.서 론

1984년 Maclean과 Talwar가 무지개 송어의 수정란에 미세현미

주입기법을 이용한 최초의 어류 유전자 이식이 시도된 이래 (Maclean

andTalwar,1984),이후 어류에 대한 유전자 정보의 대량 발굴이 이루

어지면서 양식 생산성을 증가시키거나 척추동물 유전자 기능을 연구하

기 위한 목적으로 많은 형질전환 어류 연구들이 진행되어오고 있다

(Gongetal.,2003,2004;Juetal.,2003;Udvadiaand Linney,2003;

Nam etal.,2007;Pan etal.,2008).현재 개발된 유전자변형생물체

(Living Modified Organisms;LMO)중 미국과 캐나다 합작 회사인

AquaBountyTechnologies社에서는 고속 성장 유전자변형 대서양 연어

의 양식 산업화를 추진하기 위해 이에 대한 심의가 미국 FDA에서 진

행 중에 있다 (www.biosafety.or.kr). 또한 미국의 Yorktown

Technologies社가 산호로부터 추출한 형광 단백질 유전자를 이식한 형

질전환 zebrafish를 상품명 “Glofish”로 출시되어 미국 등의 일부 국가

에서 소비자를 대상으로 판매되었거나 현재 판매되고 있는 실정이다

(www.biosafety.or.kr).

국내에서는 LMO의 위해성 평가와 관련하여 바이오안정성에 관

한 카르타헤나 의정서 (CartagenaProtocolonBiosafety)의 국내 이행

규정으로서 “유전자변형 생물체의 국가간 이동 등에 관한 법률”이 제정

되었다.해양생태계는 육수(담수)생태계에 비하여 다양한 생물종(種)으

로 구성되어 복잡한 먹이사슬 구조에 의하여 예측 불가능한 상호작용

이 발생할 가능성이 높다.발생된 문제는 인위적으로 통제할 수 있는



- 2 -

범위와 그 수준이 한정적일 가능성이 높고,또한 이로 인하여 해양을

공유한 인접국들과의 마찰 발생 가능성 역시 존재한다.때문에 형질전

환 어류의 탈출과 비의도적인 노출로 인한 예측 불가능한 생태계의 생

물다양성의 감소 또는 유전적 다양성의 상실 등에 관한 위해성을 탐색

하거나 평가하기 위한 연구들이 최근 진행되고 있다 (Wolska.,2003;

HarwoodandObrycki,2006;Rosi-Marshalletal.,2007;Bohnetal.,

2008;Douvilleetal.,2008).따라서 형질전환 어류의 실용화 이전에 다

양한 경로를 통한 해당 LMO의 잠재적 위해성 평가 (riskassessment

evaluate)는 더욱 중요시 되고 있다.그러나 이전의 대부분 연구들은 자

연적인 조건을 충분히 반영하지 못한 실험 설계의 결과들로서,형질전

환 어류로부터 야기된 잠재적 위해성을 평가하기 위한 기준 및 지표들

로 일반화하기 힘들며 또한 이를 근거로 해양생태계에 미치는 잠재적

위해성을 정확히 평가하기에는 어려움이 있다.따라서 해양생태계의 위

해성 평가를 위한 보다 객관적인 자료의 확보가 요구되고 있으며,이를

위해서는 특히 해양생태계에 적합한 형질전환 어류 모델의 개발이 필

수적이다.실험실 수준의 모의 해양생태계에 적합한 형질전환 어류의

모델로 활용하기 위해서는 해수조건에서 생리 활성에 영향을 받지 않

는 종이어야 함은 물론,형질전환 표현형의 판독이 용이해야 한다. 또

한 생식능력에 장애가 있거나 형질전환 계통의 생존율 저하와 같은

transgenesilencing현상이 유발될 가능성을 고려하여 형질전환 유전

자의 복제수가 작으며,동일한 유전자형을 지속적으로 세대전달하고 대

조군의 생존 능력과 비슷한 계통의 선발이 필수적으로 요구된다

(Grabheretal.,2003;Choetal.,2011).

송사리 속 (genus)의 바다 송사리 (Oryziasdancena)는 삼투압
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조절 및 해수 적응 능력을 보유하여 해양생태계의 위해성 평가를 위한

모델종으로서 적합하다 (Ozatoetal.,1986;Hamadaetal.,1998;Chou

etal.,2001;Tanaka and Kinoshita,2001;Inoueand Takei,2003;

Kangetal.,2008;Choetal.,2010).다양한 형광 단백질은 도입 유전

자 또는 단백질의 전이 유무를 쉽게 관찰·추적할 수 있는 markergene

으로 활용되어 오고 있다.그 중 인도양의 바다 말미잘류 (Discodoma

sp)로부터 동정한 redfluorescentprotein(RFP)은 근육 섬유에 지속적

으로 증가·축적되어 육안으로 손쉬운 관찰이 가능한 것으로 보고되었다

(Gongetal.,2002;2003;Wanetal.,2002;Juetal.,2003;Udvadia

andLinney,2003).또한 β-actin유전자 프로모터와 형광 단백질 유전

자와의 융합구조로서 어류에 이식된 경우 어류의 대부분 생활사에 걸

쳐 전어체에서 형광 단백질을 표현할 수 있음이 실험적으로 보고된바

있다 (Reeceetal.,1992;Takagietal.,1994;Hamadaetal.,1998;

Yamauchietal.,2000;Chou etal.,2001;Hwang etal.,2003;

Kinoshitaetal.,2003;Nohetal.,2003;Brooketal.,2007;Er-meng

etal.,2010;Choetal.,2011).

따라서 본 연구에서는 바다 송사리를 대상으로 (1)동종의 β

-actin promoter의 조절을 받는 RFP를 이용하여 난 발생 단계의 β

-actin유전자의 발현 양상의 특징을 관찰 (2)형질전환 계통의 자손으

로부터 genome내 유전자 존재 양상과 외부 표현형적 양상의 차이 확

인 (3)형질전환 계통별로 도입 유전자의 세대 전달 양상을 확인하여

해양생태계에 미치는 유전자 전이 위해성을 평가하기 위한 형광 형질

전환 바다 송사리 계통의 선발 요건을 제시하고자 하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.실험어의 확보 및 수정란의 수집

본 연구에 이용한 바다 송사리는 인도네시아로부터 자연산 개

체들을 수입하여 부경대학교 해양용LMO위해성평가센터 (Risk

AssessmentCenterofMarineLMO)에서 사육하고 있는 계통들로부터

확보한 자손 세대를 친어로 사용하였다.실험어의 일반적인 유지는

Songetal.(2009)의 방법에 따라 실시하였으며,바다 송사리의 염분도

변화에 대한 적응 능력을 평가한 Choetal.(2010)의 연구를 바탕으로

사육수는 5µm의 미세필터로 여과한 5‰ 기수를 제조하여 사용하였

다.사육 수온은 25±1℃로 유지하면서 알테미아 (Artemia nauplii,

INVE,USA)유생과 넙치용 초기미립자사료 (이화사료,150µm, 350

µm,500µm)를 공급하였다.바다 송사리의 수정란을 확보하기 위하여

평균전장 30mm 이상의 암컷 30마리와 수컷 15마리를 순환 여과식 외

부 여과기를 장착한 28L용량의 유리 수조에서 교배시켜 매일 산란을

유도하였다.산란한 직후 바다 송사리의 암컷 개체에서 수정란을 분리

하여 미세현미주입기법을 수행하기 전까지 난할 속도를 지연시키기 위

하여 15℃의 항온 수조에 보관하였다.

2.미세현미주입,유전자가 이식된 수정란의 관리 및 자치어의 사육

(1)미세현미주입기법

형광 단백질 발현 벡터(podβ-actRFP)는 약 3.8kb의 바다 송사

리의 β-actin유전자의 promoter의 5’말단과 pDsRed2plasmid벡터의
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RFP 구조 유전자의 3‘말단을 연결하여 제작한 것을 이용하였다(Cho

etal.,2011).제작된 플라스미드는 제한효소를 이용하여 선형으로 절단

한 후 injectionbuffer(10mM Tris-Cl,0.1mM EDTA,pH8.0)를 처

리하여 최종 DNA 농도 100µg/ml로 녹여 미세현미주입기법을 수행하

였다.Songetal.(2009)의 바다 송사리의 난 발생 연구를 바탕으로 수

정란의 1세포기 단계에 할구의 중앙부로 약 50pg의 유전자를 이식하

여 수온 28℃의 담수에서 부화를 유도하였다.

(2)수정란의 부화율,기형률 및 이식 유전자의 전달 효율 측정

기형률은 유전자를 이식한 날로부터 7∼8일 후 부경대학교 해

양용LMO위해성평가센터에서 정한바다 송사리의 기형 조건에 의거하여

선발하였다.선발된 기형인 난과 유영 및 섭이 활동이 불가능한 부화자

어의 누적 개체수의 비율을 조사하였으며,부화율은 부화자어의 누적

개체수의 비율로 조사하였다.형광 단백질 발현 벡터의 이식 효율은 유

전자를 이식한 수정란을 대상으로 약 20∼24시간 간격으로 형광현미

경으로 검경하여 형광 단백질을 발현하는 난의 누적 수를 조사하였다.

(3)자치어의 사육

미세현미주입기법을 수행한 수정란으로부터 부화한 자어는 150

µm 망을 부착한 치어통에 수용하여 여과한 5‰ 기수에서 사육하였다.

알테미아 유생과 넙치용 초기미립자사료를 충분히 공급하였고 부화 후

약 6주부터는 순환 여과식 외부 여과기를 장착한 소형 유리 수조에서

친어와 동일한 방법으로 사육 관리하였다.
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3.형질전환 유전자의 형광 단백질 발현 평가

형광 단백질 발현 벡터의 특징을 이용하여 형광 단백질의 발현

유무 분석은 휴대용 자외선 손전등 (Amilite,Korea),형광현미경a

(Eclipse E400,Nicon,Japan) 그리고 형광현미경b (AZ100,Nicon,

Japan)로 관찰하였다.어류의 외형으로부터 형광 단백질을 관찰하기 위

해 자외선 손전등과 형광현미경b를 이용하여 관찰하였다.수정란의 발

생 단계는 2종의 형광 현미경과 RFP형광 필터 (Tx-Redfilter,Nicon,

Japan)를 이용하여 이식 유전자의 단백질 발현 유무를 관찰하였다.관

찰한 결과는 각각의 형광 현미경에 장착되어 있는 전용 카메라,아트캠

(ARTCAM300MI, ARTRAY, Japan)과 DS-Fi1 (DS-Fi1, Nicon,

Japan)를 이용하여 촬영하였다.

4.형질전환 유전자의 세대 전달 가능성 평가 및 세대 전달 빈도 분석

(1)형질전환 유전자의 세대 전달 가능성의 평가 분석

형질전환 유전자의 이식군으로부터 어체의 근육 부위에서 형광

단백질이 관찰된 형질전환 F0(foundergeneration)개체들을 대상으로

대조군 (wild-type)과의 교배를 실시하였다.형질전환 계통이 확립된

F0개체로부터 확보한 각 hemizygoteF1세대로부터 무작위로 암수

각 3마리씩을 선발하여 대조군과 교배를 수행하였다.

형질전환 유전자의 세대 전달 가능성을 평가하는 방법은 아래

와 같다.대조군과의 교배를 위해서 암수 한 쌍씩 1:1mating을 기본으

로 하되 형질전환 어류가 수컷인 경우,암컷 3마리와 3:1mating을 실

시하였다.각 mating은 2L용량의 플라스틱 용기에 수용하여 매일 1

회 알테미아 유생을 공급하며 수온 및 기수는 친어 관리 방법과 동일
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하게 수행하였다.매일 각 수조별로 산란한 알을 수거하여 해부현미경

(Nicon,Japan)을 이용하여 수정란만을 날자별로 150μm의 망이 부착

된 부화용 컵에 보관하여 methyleneblue를 첨가한 25℃의 0‰ 담수

에서 부화를 유도하였다.

(2)형질전환 유전자의 세대 전달 빈도

대조군과 교배를 수행하여 확보한 수정란을 대상으로 부화 단

계까지 형광현미경으로 검경하여 형광 단백질이 관찰되는 부화 자어의

누적 개체수를 조사하였다.

5.형질전환 바다 송사리 계통의 유전자 전달 양상 분석

(1)DNA 시료 준비

형질전환 유전자의 세대 전달이 가능한 라인들로부터 각각의

자손 세대의 자어를 phenotype별로 추출한 어체로부터 꼬리지느러미로

조직을 적출하여 genomicDNA를 추출하였다.gDNA 추출은 Asahida

etal.(1996)의 방법에 의거 TNES-Ureabuffer(7M Urea,10mM

Tris,125mM NaCl,10mM EDTA,1% SDS)를 이용하여 시료에 동

량의 TE saturatedphenol/chloroform과 chloroform isoamylalcohol을

각각 1회씩 처리하여 순수 genomicDNA를 확보하였다.

양질의 DNA가 추출되었는지 high molecularweightDNA를

전기영동 상으로 확인하였고, 정량분광계(GeneQuantPro, Biochrom

Ltd.,UK)를 이용하여 genomicDNA의 최종 농도와 순도를 확인한 후

Southernblot분석에 사용하였다.
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(2)Southernblot분석

대상 형질전환 어류로부터 추출한 gDNA를 도입 유전자의 복제

수 분석을 위해서 제조된 dig-probe를 이용하여 제한효소 HindⅢ 또

는 DraⅡ로 절단하고 complete절단 (full-digestion)유무를 Et-Br염

색 check-gel로 확인하였다. 절단된 DNA를 다시 UV-visible

spectrophotometer로 정량하여 2µg의 동량 DNA를 largegel에 40V

의 전압으로 17시간 동안 전기영동하였다.전기영동이 완료되면 DIG

DNA Labeling and Detection Kit (Roche Applied Biosciences,

Germany)의 manual에 따라 실온에서 depurination, denature,

nutralization과정을 수행하였다.이때 transgeneintegrationcopy등을

유추하기 위하여 positiveplasmid를 함께 전기영동 하였으며,유전자

이식을 위해 제한 효소 Cla I로 절단한 podb-actRFP의 linearized

plasmid를 positive lanes으로 이용하였다. 유전자 copy 수는

hemizygous 상태를 기준으로 도입유전자의 분자량 및 숙주 O.

dancenagenomesize를 계산하여 copy수를 조정하여 사용하였다.따

라서 plasmidcopy수를 1,5,10,50,100copies/cell상태로 일반 대조

군 바다 송사리의 genomicDNA (HindIII-digested,DraII-digested)

와 섞어 전기영동하였다. Capillary방법을 이용하여 DNA를 nylon

membrane(RocheAppliedBiosciences,Germany)으로 transfer하였다.

전기영동된 DNA 단편들을 nylon membrane으로 옮겨 UV cross

linking과정 후 RFP의 영역을 탐침할 수 있는 DIG-labeledfragment

의 probe와 65℃에서 16시간 이상 hybridization 과정을 수행하였다.

hybridized signal을 확인하였으며 이때 사용한 probe 표지는

11-dUTP-digoxigenin으로 수행하였다.



- 9 -

Hybridization signal의 detection 과정은 먼저 실온에서 wash

solution I(2xSSC,0.1% SDS)용액으로 2회 세척한 후 68℃에서

washsolutionII(0.5xSSC,0.1% SDS)용액으로 2회의 세척 과정을

거쳤다.Maleicacidbuffer(0.1M maleicacid,0.15M NaCl,pH7.5)에

서 15분간 교반한 후 1% blocking solution (Roche Applied

Biosciences, Germany)과 anti-digoxigenin-AP conjugate (Roche,

Mannheim,Germany)를 첨가한 용액에서 각각 1시간씩 반응시켰다.이

후 maleicacid bufferwash 과정을 15분간 2회 실시하고 detection

buffer (0.1 M Tris-HCl,0.1 M NaCl,50 mM MgCl2,pH9.5)에

membrane을 3분간 침적시킨 후 NBT (nitroblue tetrazolium salt,

Sigma, USA)와 BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate,

Sigma)가 첨가된 발색 용액에 넣어 16시간동안 발색시킨 후

hybridizationsignal을 확인하였다.
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III.결 과

1.미세현미주입기법을 이용한 형질전환 유전자의 발현 양상

(1)수정란의 부화율 및 형질전환 유전자의 전달 효율

새로운 형질전환 어류 연구의 모델인 바다 송사리의 난 발생

단계에서 β-act유전자의 발현 양상을 관찰하기 위하여 발현 벡터 pod

β-actRFP를 총 4회에 걸쳐 480개의 수정란을 대상으로 유전자 이식을

수행하였다.형질전환 유전자 이식 후 4시간째부터 형광 단백질의 발현

양상을 관찰하기 시작하여,이후부터는 20∼24시간 간격으로 형광현미

경a를 이용하여 관찰하였다.유전자 이식 2일째의 초기 난의 생존율은

58.1±8.9%로 관찰되었으며 난 발생 7∼8일째부터 관찰된 누적 기형률

은 12.6±4.6%,부화율은 40.3±11.1%로 관찰되었다.유전자 이식 후 1일

째에 최초로 형광 단백질이 관찰되었고,발현이 확인된 난은 총 47개로

형광 단백질 발현 벡터의 이식 효율은 9.8±2.5%로 관찰되었다.

(2)형질전환 유전자의 발현 양상

바다 송사리의 난 발생 단계에서 형질전환 유전자의 형광 단백

질의 최초 발현 개시점,형광 단백질의 발현 양상을 관찰하였다.형광

발현이 관찰된 47개의 난 중 후기 낭배기 (lategastrulastage)에서 관

찰된 1개의 난을 제외하고 형광 단백질의 일반적인 최초 발현 개시점

은 후기 신경배 (lateneurulastage)부터인 것으로 관찰되었다.그러나

9체절기 (9somitesstage)이후로는 형광을 발현하는 난을 추가적으

로 관찰하지 못하였다.형광을 발현하는 난의 초기 발현 강도는 매우

낮았으나 체절기 (somitesstage)부터 발현 강도가 점차적으로 증가되
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는 것으로 관찰되었다.

형광 발현이 확인된 47개의 형질전환 난으로부터 형광이 발현

하는 양상에 따라 크게 3개의 그룹으로 나누어 관찰하였다.배아체

(embryonicbody)를 포함하여 형광 발현하는 그룹 A는 17.0%로 나타

났으며,난황 (yolk)또는 배아체와 난황의 경계면에만 형광 발현하는

그룹 B는 63.8%,그리고 작은 spot형태의 형광 발현하는 그룹 C는

19.1%로 관찰되었다.그룹내 난들은 발생이 진행되면서 형광 발현 양상

의 변화로 인한 그룹간 이동이 전혀 관찰되지 않았다.또한 그룹간 발

현 양상의 비율은 부화 후에도 지속적으로 유지되는 것으로 관찰되었

다.그러나 각 그룹내 난의 형광의 발현 강도의 증가는 일양하지 않는

것으로 관찰되었다.

형질전환 유전자의 이식군은 약 14일째부터 부화를 시작하는

것으로 관찰되었다.형광 발현 양상 그룹 B의 부화 자어는 지속적으로

난황 또는 배아체와 난황의 경계면에서만 형광 발현이 확인되었지만

난황이 흡수된 이후에는 더 이상 관찰되지 않는 것으로 확인되었다.형

광 발현 양상 그룹 A의 부화 자어는 충분한 형광 발현으로 육안으로도

관찰되었으나 형광 발현 양상 그룹 C의 부화 자어는 형광현미경을 이

용할 경우에만,매우 협소하면서 산발적으로 어체의 근육 부위로부터

형광 발현이 관찰되었다 (Fig.1).
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Fig. 1. Differential expression patterns of RFP signals in podβ

-actRFP-injected embryos. Group A shows the RFP expression over the 

nearly whole embryonic body and hatched larvae, while Group B 

represents yolk-dominant distribution of RFP signals. On the other hand, 

Group C exhibits spot-like RFP signals in epidermis of the yolk and/or 

embryonic body.
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2.형질전환 바다 송사리 계통의 선발 및 확립

형질전환 바다 송사리의 계통을 확립하기 위하여 부화 후,4개

월이 지난 발현 벡터 podβ-actRFP의 이식군으로부터 12마리의 형질전

환 F0개체를 확보하였다.또한 형질전환 유전자를 후대세대로 전달할

수 있는 가능성을 평가한 결과 계통 확립이 가능한 개체는 총 4미로,

그 중 BA2-F만 암컷이며 나머지는 수컷으로 확인되었다.

형질전환 F0개체가 수컷인 세 계통(BA1-M,BA3-M,BA4-M)의

형광 단백질의 최초 발현 개시점은 신경배와 초기 체절기 사이로,이들

계통간의 형광 발현 양상은 동일한 것으로 관찰되었다.BA2-F계통에

비하여 수정률은 낮은 편이지만 형질전환 유전자의 세대 전달 빈도는

상대적으로 높은 것으로 관찰되었다 (Table1).

그러나 형질전환 F0개체들 중 유일하게 암컷인 BA2-F계통은

maternal형광 단백질의 영향으로 수컷인 세 계통과는 다른 형광 발현

양상이 관찰되었다.수정 후 육안으로 관찰이 가능할 정도로 세포 부위

의 강하고 선명한 형광이 발현하는 특징이 관찰되었다.수정 직후부터

형광 발현이 관찰되지 않았던 난으로부터 부화한 개체로부터는 형광

발현이 관찰되지 않았다.따라서 BA2-F 계통의 수정율은 99.6±1.3%,

형질전환 유전자의 세대 전달 빈도는 1.7±2.6%로 확인되었다 (Table

1).BA2-F계통의 형질전환 hemizygoteF1개체의 초기 생존율은 대

조군과 다른 세 계통에 비하여 현저히 낮은 것으로 관찰되었다.또한

수정 직후부터 형광 발현이 관찰된 난으로부터 부화한 hemizygoteF1

개체들 중 일부는 오직 난황에서만 형광 발현하였으며 난황이 흡수된

이후에는 더 이상 관찰되지 않는 것으로 확인되었다.
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Table 1. Percent fertilization, hatching success and transmission of 

transgene in the crosses between transgenic founders and non-transgenic 

controls

Transgenic

line

Fertilization 

rate (%)

Hatching 

success (%)

Incidence of 

RFP-positive

embryos (%)

BA1-M 76.5±39.6 100.0±0.0 3.4±3.0

BA2-F 99.6±1.3 81.0±13.2 1.7±2.6

BA3-M 96.7±5.8 95.8±4.0 4.4±4.8

BA4-M 75.9±19.5 73.9±17.8 9.2±5.9
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3.형질전환 바다 송사리 계통의 형광 단백질 발현 양상 분석

(1)계통별 자손 세대의 외형의 단백질 발현 양상

계통별로 확보한 hemizygote자손 세대의 외형으로부터 형광

단백질의 발현 양상을 관찰하였다.형질전환 바다 송사리의 계통 중 형

광 단백질의 발현 강도가 가장 높은 BA2-F계통은 일반 자연광 상태

에서도 glowing fluorescence를 강하게 발현하며 eye lens 전체에서

uniform한 RFPsignal이 관찰되었다.근육을 포함한 몸 전체에서 강도

높은 형광을 발현하며,모든 지느러미 역시 자연광 상태에서 redcolor

를 육안으로도 관찰되었다 (Fig.2A).BA4-M 계통은 형광의 발현 강

도는 낮은 편이나 형광 발현의 조직 분포는 BA2-F계통과 차이가 없

이 비교적 온화하고 보편적인 형광을 표현하는 계통이다.형광의 발현

강도에는 개체별로 약간의 차이가 존재하지만 일양한 수준이며 발현

강도의 편차 또는 변이가 거의 관찰되지 않았다 (Fig.2B).

그러나 BA1-M 계통과 BA3-M 계통은 형광의 발현 강도에 따

라 strong expression group과 weak expression group으로 명확하게

구분되어졌다.두 계통의 strongexpressiongroup은 자연광 상태에서

비교적 높은 발현 강도로 wholebody에서 일양하게 관찰되고,weak

expressiongroup은 매우 연한 분홍색으로 관찰되었다.BA1-M 계통은

발현 강도 그룹별로 일양한 발현 강도로 관찰되며 개체별 편차나 변이

가 크게 관찰되지 않았다.그러나 BA3-M 계통은 개체내에 발현하는

부위에 따라서 발현 강도의 차이가 존재하는 것으로 관찰되었다 (Fig.

2C,D).
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Fig. 2. External RFP phenotypes of representative transgenic individuals 

from different transgenic lines under normal daylight conditions.
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(2)계통별 난 발생 단계의 형광 단백질 발현 양상

계통별로 형질전환 유전자가 세대 전달되는 양상을 관찰하기

위하여 BA2-F계통을 제외한 나머지 계통의 hemizygoteF1세대로부

터 확보한 hemizygoteF2세대의 난 발생 단계에서 형광 단백질의 발

현 양상 및 그 빈도를 관찰하였다.

형질전환 유전자를 세대 전달하는 hemizygoteF1세대의 수컷

으로부터 확보한 hemizygoteF2세대의 난 발생 단계의 형광 발현 양

상은 계통별로 차이가 없는 것으로 관찰되었다.형광 단백질의 발현 개

시점은 형질전환 유전자의 이식군의 결과와 동일하게 후기 신경배와

초기 체절기 사이로 관찰되었다.형질전환 난은 배아체와 난황에서 매

우 약한 발현 강도의 형광이 동시에 관찰되었지만,발생이 진행되면서

배아체와 eyelens의 발현 강도가 상대적으로 증가하는 것으로 관찰되

었다.망막색소 출현 단계 (Onsetofretinalpigmentationstage)부터는

형광의 발현 강도가 급격히 증가하여 배아체의 형태가 선명해졌으며,

부화 개체의 형광 발현으로 육안으로도 대조군과 구별이 가능하였다

(Fig.3과 4).

반면 형질전환 유전자를 세대 전달하는 hemizygoteF1세대가

암컷인 경우에는 수컷으로부터 확보한 hemizygoteF2세대의 형광 발

현 양상과 다르게 maternal형광 단백질의 발현이 관찰되었다.형광 단

백질의 발현 개시점은 배반 형성 단계 (blastodisc)부터이며,난황과 세

포에서 동일한 수준의 매우 높은 발현 강도의 형광이 관찰되었다.그러

나 배아체의 형광 발현 강도는 체절기까지 급격히 증가하는 반면,난황

의 형광 발현 강도는 일시적으로 낮아졌다가 신경배 이후부터 다시 증

가하여 배아체의 발현 강도의 수준에 이르게 되는 것으로 관찰되었다.

혈액순환 시작 단계 (onsetofbloodcirculationstage)에서부터 배아체
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와 난황 사이에 형광 발현 강도의 차이가 미묘하게 관찰되기 시작하였

다.망막색소 출현 단계에 이르러서 배아체의 형광 발현 강도의 차이에

따라 배아체 발현 그룹과 난황 발현 그룹으로 구분되었다.배아체 발현

그룹은 난황을 포함한 wholebody에서 형광 발현이 관찰되었다.그러

나 난황 발현 그룹은 난황에 비하여 근육에서는 매우 낮은 발현 강도

의 형광이 관찰되었다 (Fig.3,lineBA4F1(F)).그러나 난황 발현 그

룹은 부화 후 3∼5주 이후에는 형광 발현이 관찰되지 않았으며,이러한

양상은 세 계통의 암컷인 형질전환 어류로부터 확보한 hemizygoteF2

세대에서 동일하게 관찰되었다 (Fig.4).

형광의 발현 강도에 따라 strong expression group과 weak

expressiongroup으로 명확하게 구분되는 BA1-M 계통과 BA3-M 계

통은 계통내 발현 그룹을 대표하는 hemizygoteF1개체를 암수별로 각

각 선발하였다.선발된 hemizygoteF1개체의 형광 발현 강도에 따라

hemizygoteF2세대의 난 발생 단계의 형광 발현 양상 및 강도에 차이

가 존재함을 BA1-M 계통과 BA3-M 계통의 암컷으로부터 확인하였다

(Fig.4).

Strong expression group의 암컷으로부터 형질전환 유전자를

전달받은 hemizygoteF2세대는 수정 직후부터 세포를 포함한 난황에

서 강도 높은 형광 발현이 관찰되었고 부화 이후까지 지속적으로 관찰

되었다.weakexpressiongroup의 암컷으로부터 형질전환 유전자를 전

달받은 경우,형광의 발현 강도가 상대적으로 현저히 낮으며 망막색소

출현 단계 이후부터 일부 난으로부터 난황의 형광 발현이 소멸되는 것

이 관찰되었다.그러나 부화 후 난황을 흡수한 형질전환 개체를 대상으

로 형광의 발현 강도를 관찰한 결과,난 발생 단계의 발현 강도에 비하

여 현저히 낮아지는 것으로 관찰되었다 (Fig.4).
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BA1-M 계통의 두 그룹의 수컷으로부터 각각 형질전환 유전자

를 전달받은 경우,망막색소 출현 단계 이후부터 그룹별로 배아체의 형

광의 발현 강도에 차이가 존재하였다.난 발생 단계의 형광 발현 강도

는 암컷이 형질전환 유전자를 전달할 경우가 강했지만,부화 이후에는

수컷이 형질전환 유전자를 전달할 경우에 형광 발현 강도가 월등히 강

한 것으로 확인되었다 (Fig.4).특이하게 BA3-M 계통의 두 그룹의 수

컷으로부터 각각의 형질전환 유전자를 전달받는 경우, weak

expressiongroup의 hemizygoteF2개체의 형광 발현 강도가 월등히

높은 것으로 관찰되었다 (Fig.4).
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Fig. 3. Expression patterns of RFP transgene in F2 embryos and latched 

larvae belonging to either BA2 or BA4 transgenic line. Note the 

gender-specific difference in RFP expression during early development in 

the transgenic line BA4. The female lineage of BA2 is not available due 

to the depressed or malformed reproduction of transgenic female adults.
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Fig. 4. Gender-specific expression patterns of RFP transgene in F2 

embryos and hatched larvae belonging to either BA1 or BA3 line. The 

weak or strong RFP intensity achieved in transgenic F1 could be persistent 

also in F2 embryos belonging to both transgenic lines.
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계통별로 형광 단백질이 세대 전달되어 발현되는 양상을 관찰

한 결과,BA2-F계통을 제외한 세 계통의 수컷인 hemizygoteF1세대

의 형질전환 유전자를 세대 전달하는 빈도는 약 50%에 이르며,멘델의

유전법칙 (Mendelianratio)을 따르는 것으로 관찰되었다 (Table2).그

러나 BA2-F 계통은 교배가 가능한 크기로 성장한 hemizygoteF1세

대인 수컷 1미로부터 형질전환 유전자의 세대 전달 빈도는 9.4±3.8%로

매우 저조하여 멘델의 유전법칙을 따르지 않는 것으로 관찰되었다

(Table2).

형질전환 유전자를 세대 전달하는 hemizygoteF1세대가 암컷

인 경우,maternal형광 단백질의 영향으로 난 발생 초기 단계의 형광

발현 빈도는 100%인 것으로 관찰되었다.망막색소 출현 단계에서부터

배아체 발현 그룹과 난황 발현 그룹의 비율이 각각 관찰되었고,부화

후에도 지속적으로 유지되는 것을 확인하였다.따라서 BA2-F 계통을

제외한 세 계통의 hemizygoteF1세대의 암컷으로부터 형질전환 유전

자를 세대 전달하는 빈도는 약 50%에 이르지만 hemizygoteF1세대의

수컷으로부터 전달되는 빈도에 비하여 상대적으로 조금 낮은 것으로

관찰되었다 (Table2).
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Table 2. Summary on the germline transmission of RFP transgene from F1 to F2 generation in different transgenic lines

Transgenic line
Transgenic fish 

#

Fertilization 

rate (%)

Hatching 

success (%)

Maternal

expression (%)

Incidence of 

RFP-positive 

larvae (%)

BA1-F1-M  #1∼#3 91.8±7.3 88.7±7.6 - 44.2±8.6

BA2-F1-M  #1 91.7±5.9 94.8±1.4 - 9.4±3.8

BA3-F1-M  #1∼#3 95.4±5.3 91.0±6.2 - 50.0±12.2

BA4-F1-M  #1∼#3 91.4±14.7 98.4±3.1 - 47.6±10.2

BA1-F1-F  #1∼#3 97.1±5.4 89.9±10.5 57.6±14.6 40.6±15.0

BA2-F1-F - - - - -

BA3-F1-F  #1∼#3 97.3±5.5 91.7±12.8 50.7±8.5 47.6±10.3

BA4-F1-F  #1∼#3 98.5±4.2 96.7±4.0 47.3±8.6 46.9±6.9
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4.형질전환 바다 송사리 계통의 이식 유전자 전달 양상

형질전환 계통별 자손을 대상으로 형질전환 바다 송사리의 계

통별 특징적인 형광 단백질의 발현 양상과 삽입된 형질전환 유전자의

구도 사이의 유의적인 관계를 관찰하기 위하여 Southernblot분석을

이용한 copy수를 분석하였다.

BA2-F계통을 대상으로 HindⅢ를 이용한 Southernblot분석

결과,hybridizationband의 크기는 상기 2.3kb에서부터 20kb에 이르

는 다양한 영역에서 검출되었다.각 band의 intensity는 서로 다르게 나

타나,4.5∼4.6kb의 영역에서 매우 강한 hybridizationsignal이 집중되

어 있는 것을 확인하였다.반면 나머지 band들은 positive lane의

signal과 비교해본 결과 1copy또는 1copy미만인 것으로 관찰되었다

(Fig.5).또한 hemizygoteF2세대의 band와 positiveplasmidcopy들

과 비교해 본 결과 BA2-F계통의 F2genome내에는 최소 200copies

이상의 RFP gene이 존재하는 것으로 관찰되었다.BA4-M 계통의

hemizygoteF1및 F2자손들은 동일한 HindIII-genotype이 관찰되어

stablegerm-line임을 확인하였다.Targetband인 1.24kbband외에 2

개의 minor band는 Dra II-genotype를 통하여 관찰되었고 따라서

BA4-M 계통의 genome내에는 최소 30copies이상의 copy를 보유하고

있는 것으로 관찰되었다 (Fig.5).

그러나 HindIII제한효소를 이용하여 Southernblot분석을 수

행할 경우 band들이 혼재되어 RFP구조 유전자의 copy수를 정확하게

평가하기가 용이하지 않은 단점이 확인되었다.따라서 probe가 인식하

는 RFP유전자의 1.24kb를 포함하는 등 4종의 길이의 fragment들을

생성하는 제한효소 Dra Ⅱ만을 이용하여 2종의 BA1-M 계통과

BA3-M 계통을 대상으로 internalfragment가 splicing 될 수 있도록
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hybridization을 수행하였다.그 결과 상대적으로 low copynumber를

갖는 BA1-M 계통의 genotype과 highcopynumber를 갖는 BA3-M

계통의 genotype으로 구분되는 것으로 관찰되었다.

특히 BA1-M 계통의 경우,동일 친어로부터 형성된 자손들로부

터 copy수 및 hybridizationpattern이 서로 다른 genotype의 차이가

관찰되었다. BA1-low copy 그룹 (strong expression group)과

BA1-highcopy그룹 (weakexpressiongroup)으로 구분되었으며 어체

외부의 형광 발현 강도와는 상반되는 것으로 확인되었다 (Fig.5).

BA1-low copy 그룹의 경우,예상되는 크기의 단일 hybridization

signal을 형성,positivelane들과 비교하여 약 2-3copy/cell에 해당하는

signalintensity를 나타내었다.반면 BA1-highcopy그룹의 경우,세포

당 25copies이상의 transgene을 포함하고 있지만 DraII-digestion에

의해 온전히 분리되지 않은 RFPcopy들이 관찰되었으며 BA3-M 계통

은 30copies의 transgenenumber를 나타내었다 (Fig.5).
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Fig. 5. Comparative genomic Southern blot hybridization analysis of the 

four established transgenic lines.
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Ⅳ.고 찰

본 연구에서 미세현미주입기법을 이용하여 발현 벡터 podβ

-actRFP를 바다 송사리의 1∼2세포기에 이식한 결과 이전의 연구에서

보고된 바다 송사리의 부화율에 비하여 현저히 낮은 것으로 나타난 반

면 기형률은 유의적으로 매우 높은 것으로 나타났다 (Song etal.,

2010).유전자 이식을 수행하지 않은 대조군 (25℃)의 난 발생 속도는

수정 후 약 31시간째에 후기 신경배가 관찰되며,수정 후 4일째에 망막

색소 출현 단계가 관찰되고 11일째에 부화하였다 (Songetal.,2010).

그러나 형질전환 유전자 이식군 (25℃)은 이식 후 약 2일째,10일째에

후기 신경배와 망막색소 출현 단계가 관찰되고 이식 후 약 14일째에

부화가 관찰되었다.또한 28℃의 수온에서 부화를 유도한 유전자 이식

군의 난 발생 속도가 25℃의 대조군의 발생 속도와 유사한 것으로 관

찰되었다.

본 연구에서 바다 송사리의 내재 유전자의 프로모터를 이용한

형광 단백질 발현 벡터의 이식 효율은 9.8±2.5%로 관찰되었다.

zebrafish의 내재 유전자의 프로모터를 이용한 white skirt tetra

(Gymnocorymbusternetzi)의 이식 효율과는 비슷한 것으로 나타났지

만 (Panetal.,2008)동종 또는 이종의 프로모터의 조절을 받는 형광

단백질 발현 벡터를 이식한 Medaka(Oryziaslatipes)의 이식 효율보다

현저히 낮은 것으로 나타났다 (Chou etal.,2001;Grabheretal.,

2003).반면 이식군의 형광 발현 양상 그룹 A의 비율이 17.0%로 이전

의 연구 결과보다 조금 높은 것으로 나타났다 (Grabheretal.,2003).



- 28 -

따라서 미세현미주입기법을 이용한 형질전환 유전자의 이식은 난 발생

속도의 지연과 기형율 및 부화율에 영향을 미치는 단점들을 극복하고

형질전환 유전자의 발현 효율을 향상시키기 위해 바다 송사리의 난이

보유하고 있는 생물학적 특성을 고려한 최적화된 조건이 추가된 미세

현미주입기법의 확립이 필요할 것으로 판단된다.

다양한 유전자 이식 기법 중 이식 효율이 높은 것으로 알려진

미세현미주입기법을 이용하여 어류의 수정란에 형질전환 유전자를 이

식할 경우,형질전환 F0개체에게서 빈번하게 mosaic현상이 관찰되는

것으로 알려져 있다.이는 포유류와 달리 어류의 수정난은 전핵의 직접

적인 관찰이 용이하지 못하여 이식된 형질전환 유전자의 copy수가 어

류의 조직별 또는 세포별로 다양하게 이식된 결과로 알려져 있다

(Rahmanetal.,2000;Hwangetal.,2003).진핵세포에 있어서 대부분

의 세포에서 고르게 발현하는 β-actin유전자 프로모터의 영향으로 형

질전환 F0개체의 형광 발현 양상은 근육,지느러미,eyelens등을 포

함한 전 조직에서 다양한 발현 강도로,이전 연구와 동일하게 mosaic

현상이 관찰되었다 (Chouetal.,2001;Grabheretal.,2003;Choet

al.,2011).또한 이식군의 형광 발현 양상 그룹 B의 형광 발현 양상은

이전의 연구에서 이종의 내재 유전자 프로모터 조절을 받는 report유

전자의 많은 copy 수로 인하여 heterologousproteins의 발현 현상과

유사한 것으로 관찰되었다 (Williamsetal.,1996;Grabheretal.,2003;

Hwangetal.,2004).따라서 이식된 형질전환 유전자의 많은 copy수

로 인하여 유발되는 현상의 발생 빈도를 낮추기 위해서는 기술적인 완

성도가 높은 유전자 이식 방법 개발의 필요성이 예상된다.
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세포의 골격을 이루는 cytoskeleton의 주된 구성요소로 house

keeping gene인 β-actin 유전자를 대상으로 대조군인 바다 송사리의

조직별 전사 발현 분포 및 수준을 분석한 결과,다른 조직들에 비하여

근육의 발현 수준은 현저히 낮지만 근육에서 형광 발현이 관찰되는 형

질전환 F0개체에 한하여 형질전환 유전자의 세대 전달 가능성을 기대

할 수 있다고 보고되었다 (Choetal.,2011).따라서 본 연구에서 형질

전환 바다 송사리의 계통을 확립하기 위하여 어체의 근육으로부터 형

광 단백질의 발현이 관찰되는 형질전환 어류를 대상으로 세대 전달 가

능성을 평가하였다.

형질전환 F0개체들 중 형질전환 유전자를 자손 세대로 전달이

가능한 F0개체의 비율은 약 33.3%로 확인되었으며,이는 Medaka를

대상으로 미세현미주입기법을 이용한 연구의 결과들과는 유사한 것으

로 나타났다 (Chouetal.,2001;Tanakaetal.,2001;Grabheretal.,

2003;Onoetal.,2010).반면 particlegunmethod를 이용한 연구의 결

과보다는 약 3배 정도 높은 것으로 관찰되었다 (Yamauchietal.,

2000).형질전환 F0개체들로부터 F1세대로 형질전환 유전자를 전달

하는 비율은 이전의 Medaka를 대상으로 한 연구에 비하여 낮은 것으

로 나타났다 (Yamauchietal.,2000;Chouetal.,2001;Tanakaetal.,

2001;Grabheretal.,2003;Onoetal.,2010).

본 연구에서 미세현미주입기법을 이용하여 형질전환 발현 벡터

podβ-actRFP를 이식한 수정란의 단백질 발현 개시점은 후기 신경배와

초기 체절기 사이로 관찰되었다.또한 형질전환 유전자를 세대 전달하

는 수컷인 형질전환 개체의 형광 단백질의 발현 개시점과 동일한 것으
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로 나타났다.매우 낮은 강도로 발현하는 형광이 관찰되었으며 이는 수

정 직후부터 낮은 수준으로 발현하여 낭배기부터 급격히 증가하는 바

다 송사리의 β-actin유전자의 전사 발현과 관계가 있는 것으로 판단된

다 (Choetal.,2011).또한 형질전환 바다 송사리 계통의 형질전환 난

의 발생이 진행되면서 배아체와 eyelens를 중심으로 발현 강도의 증가

가 관찰되었다.특히 망막색소 출현 단계부터는 형광의 발현 강도가 급

격히 증가하여 배아체의 형태가 선명히 관찰되었다.그러나 바다 송사

리의 β-actin 유전자의 전사 발현은 낭배기부터 심장박동 시작 단계

(startofheartbeatingstage)까지 최고 수준으로 증가한 후,혈액순환

시작 단계부터 절반 수준으로 낮아져 부화 직전까지 지속적으로 감소

하는 것으로 보고되어 형광 단백질의 발현 양상과는 차이가 존재하는

것으로 관찰되었다 (Choetal.,2011).이러한 차이는 바다 송사리의 β

-actin유전자의 전사 발현 개시점과 β-actin유전자 promoter의 조절

을 받는 형광 단백질의 발현 개시점의 차이는 genome내에 많은 copy

수의 형질전환 유전자로 인한 내재 유전자의 전사 속도의 지연,RFP의

전사 발현과 단백질 발현간의 속도의 차이 그리고 관찰이 가능할 정도

로 형광 단백질이 축적되는데 걸리는 물리적 시간의 필요 등에 의한

것으로 사료된다 (Finley etal.,2001;Wan etal.,2002;Ju etal.,

2003;Zeng etal.,2005).따라서 형질전환 난의 난 발생 단계로부터

RFP의 mRNA 발현 양상을 관찰할 필요가 있을 것으로 예상된다.

본 연구에서 형질전환 유전자를 세대 전달하는 암컷 개체의 난

은 수정 직후부터 난황을 중심으로 강렬한 형광 단백질이 관찰되며 점

차 세포 또는 배아체로 발현이 집중되었다.그 후 β-actin유전자의 전

사 발현 수준이 급격히 줄어드는 혈액순환 시작 단계부터 배아체 부위
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의 발현하는 형광 강도의 변화가 관찰되었다 (Choetal.,2011).망막색

소 출현 단계부터 배아체 부위에 비하여 난황의 발현 강도가 상대적으

로 높은 난황 발현 그룹이 뚜렷이 관찰되었다.그러나 부화 후 3∼5주

째 이후에는 이들 그룹의 난으로부터 더 이상 형광 단백질의 발현이

관찰되지 않는 것으로 나타났다.이러한 현상은 난 발생 단계에서 발현

강도가 약해지며 부화 직전에 소멸되거나 부화 후 난황이 흡수된 이후

에는 더 이상 관찰되지 않는 maternalfluorescenceprotein과 동일한

것으로 판단된다.이는 형질전환 어류의 난모세포 또는 생식소의 발생

과정 중 안정하게 합성된 형질전환 유전자의 전사와 단백질에 의한 것

으로 비형질전환 자손에게도 세대 전달되어 PCR,Southern blot

hybridization 분석으로는 밴드가 관찰되지 않는 것으로 보고되었다

(Chouetal.,2001;Tanakaetal.,2001;KrøvelandOlsen,2002;Wan

etal.,2002;Gongetal.,2003;Juetal.,2003;UdvadiaandLinney,

2003;Zengetal.,2005;Onoetal.,2010).

대부분의 세포에서 고르게 발현하는 β-actin유전자 프로모터의

조절로 인하여 내부 장기가 형성되기 시작하는 심장박동 시작 단계부

터 심장에서의 발현이 관찰되었다.또한 망막색소 출현 단계 이후부터

는 혈관,간,장,아가미,생식소 등에서도 형광 단백질의 발현이 추가

적으로 관찰되었다.바다 송사리의 내부 장기 및 전 조직으로부터 β

-actin유전자의 전사 발현 수준에는 큰 차이가 있지만 모두 발현한다

고 보고되었다 (Choetal.,2011).형질전환 바다 송사리 계통의 외형으

로부터 형광 단백질의 발현 양상은 형질전환 어류의 전 생애에 걸쳐 β

-actin유전자 프로모터와 형광 단백질을 이용한 이전의 연구 결과와

동일하게 eyelens,골격 근육 (skeletalmuscle),지느러미,finray등
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에서 지속적으로 발현하는 것이 관찰되었다 (Chou et al.,2001;

Kinoshitaetal.,2003;Choetal.,2011).따라서 본 연구의 형질전환

바다 송사리 계통간의 형광 단백질의 발현 양상에는 차이가 없는 것으

로 확인되었으며,형질전환 유전자의 세대 전달은 안정적으로 이루어지

는 것으로 판단된다.

본 연구에서 형질전환 유전자를 세대 전달하는 개체의 외형에

발현하는 형광 단백질의 발현 강도에 따라 maternalfluorescence

protein의 수준이 다른 것으로 관찰되었으며 세대 전달되는 발현 강도

의 수준과도 일부 유의적인 관계가 있는 것으로 관찰되었다.난 발생

과정에는 발현하는 maternalfluorescenceprotein의 영향으로 발현 강

도의 수준이 매우 높으나 부화 후 난황이 흡수된 형질전환 개체의 발

현 강도의 수준은 상대적으로 매우 낮은 것으로 관찰되었다.그러나 형

질전환 유전자를 세대 전달하는 개체의 형광 발현 강도가 다음 세대로

전달되어 일양한 수준의 형광 발현이 관찰되는 것으로 확인되었다.

반면 형질전환 유전자를 세대 전달하는 개체가 BA3-M 계통의

수컷일 경우,BA1-M 계통의 전 그룹과 BA3-M 계통의 암컷으로부터

관찰된 결과와 상반되게 strong expression group의 자손보다 weak

expressiongroup의 발현 강도의 수준이 높은 것으로 난 발생 과정에

서 관찰되었다.그러나 BA3-M 계통의 수컷의 자손을 그룹별로 약 4주

간 양성하여 어제 외부의 형광 발현 강도를 관찰한 결과,형질전환 유

전자를 세대 전달한 수컷 개체의 발현 강도와 유사한 수준으로 발현하

는 것으로 확인되었다.따라서 형질전환 유전자를 세대 전달하는

hemizygoteF1개체의 외형의 발현 강도는 자손 세대의 발현 강도의
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수준을 결정하는 요인과 유의적인 관계가 존재하는 것으로 사료된다.

그러나 BA3-M 계통의 수컷의 경우,난 발생 단계에서는 상반된 결과

가 관찰되었으므로 자손의 난 발생 단계와 성숙한 개체의 외형으로부

터 형광 발현 양상을 지속적으로 관찰할 필요가 있을 것으로 사료된다.

본 연구의 Southernblothybridization분석 결과,BA1-M 계

통으로부터 관찰된 동일한 형질전환 F0개체로부터 2종의 genotype이

관찰되는 현상은 mosaic F0 친어가 생식세포에서 서로 다른

transgenic genotype을 동시에 보유하는 것이며, 이는 transgenic

status가 서로 다른 생식 세포들이 1개체에 포함되었기 때문으로 판단

된다.따라서 본 계통을 대상으로 다양한 가설들로 접근하여 그에 따른

과학적 결론이 도출되어야 할 것이며 수세대에 걸친 germ-line의 형성

과 외부 표현형 추적이 지속적으로 이루어져야 할 것으로 예상된다.본

연구에서 계통별로 외형으로부터 관찰되는 형광 발현 강도의 수준은

genome내에 존재할 것으로 예상되는 copy수와 유의적인 상관관계가

있다는 연구가 일부 보고되었지만 (Rahmanetal.,2000)이전의 연구

에서 보고되었듯이 BA1-M 계통의 결과로부터 연관성이 없다는 것을

확인하였다 (Geurtsetal.,2006).따라서 이식된 형질전환 유전자의

copy수와 외부 표현형 사이에 상관관계가 존재하지 않는 것으로 판단

된다.세대 전달된 형질전환 유전자는 일반적으로 동일종 내에서 그 기

능을 유지하며 형질전환 특징을 자손에게 부여하지만 형질전환 계통

내에 존재하는 많은 copy수의 형질전환 유전자의 영향으로 전달된 형

질전환 유전자 발현의 수준 및 양상에 변화를 야기하게 될 가능성이

높으며 이러한 영향으로 생리적인 변화와 유전자 발현이 소실되는

transgenesilencing현상이 유발될 수 있다고 보고되었다 (Grabheret



- 34 -

al.,2003;Devgan etal.,2004;Kumaretal.,2004;Geurtsetal.,

2006).특히 최소 200copies이상으로 예상되는 BA2-F계통의 형질전

환 유전자의 세대 전달 빈도는 멘델의 유전법칙을 따르지 않으며 다른

계통에 비하여 현저히 느린 성장 및 성 성숙도,부화 자어의 낮은 초기

생존율 등이 나타났다.따라서 형광 단백질 자체는 생물 독성이 없는

무해한 단백질로 알려져 있지만,그럼에도 불구하고 형광 단백질이 생

식소를 포함한 다양한 조직에서 과량 축적될 경우,생리적인 장애가 유

발되어 전체적인 에너지 대사 등에 변화가 있거나 차등의 생식 기능이

관찰될 수 있음을 보여주고 있다.형질전환 유전자의 많은 copy수는

외부 표현형의 수준과는 상관없이 transgenesilencing현상이 유발되

어 동일한 유전자형의 세대 전달이 불가능한 불안정한 형질전환 계통

이 될 가능성이 높을 것으로 판단된다.따라서 형질전환 유전자 copy

수가 작은 안정적인 계통이 해양생태계 위해성 평가를 위한 연구에 적

합한 실험 재료가 될 것으로 예상된다.

본 연구에서 생식학적 교배를 통해서 transgenesilencing현상

이 유발된 것으로 의심되는 BA2-F 계통을 제외한 나머지 세 계통의

hemizygoteF1세대를 대상으로 평가한 결과 멘델의 법칙을 따르는 것

을 확인하였으며 이는 염색체 상에 형질전환 유전자가 host

chromosome의 singlelocus에 안정되게 삽입된 것으로 판단된다 (Ju

etal.,2003).형질전환 유전자를 세대 전달하는 hemizygoteF1세대가

암컷인 경우에는 maternalfluorescenceprotein의 영향으로 난 발생 초

기 단계의 형광 단백질의 발현 유무로 형질전환 난임을 판단하는 것은

불가능한 것으로 확인되었다.따라서 형질전환 유전자를 세대 전달하는

개체가 암컷일 경우에는 망막색소 출현 단계 이후의 배아체 발현 그룹
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의 비율을 관찰해야하는 것으로 나타났다.

본 연구에서 삼투압 조절 및 해수 적응 능력을 보유하고 있는

바다 송사리를 대상으로 유전자변형생물체로부터 해양생태계에 미치는

위해성을 평가하기에 적합한 안정적인 low copy수의 계통을 제시하였

다.동종의 β-actinpromoter의 조절을 받는 RFP가 이식된 형질전환

바다 송사리의 계통별로 형광 발현 양상과 maternalfluorescence

protein발현 양상의 특성을 규명하였다.어류의 전 생애에 걸쳐 지속적

으로 형광 발현하는 형질전환 바다 송사리의 특성을 활용하여 해양생

태계의 위해성을 평가하기 위한 해양생태학적 연구가 진행되어야 할

필요성이 있다고 생각하며 나아가 형질전환 어류의 위해성 및 환경 위

해성 평가를 위한 일반적인 기준 및 지표를 제시할 수 있을 것으로 기

대된다.
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국문요약

본 연구에서는 해양생태계에서 유전자변형생물체로부터 야기되는

잠재적인 위해성을 평가하기 위한 연구에 적합한 형질전환 어류를 제시

하고자 바다 송사리의 β-actin promoter의 조절을 받는 형광 단백질

(RFP;dsRed2)을 이식하여 자손 세대로 전달되는 형질전환 유전자의 발

현 양상을 관찰하였다.

형질전환 바다 송사리 계통의 형광 단백질의 발현 개시점은 후기

신경배로 관찰되었고,형질전환 유전자를 다음 세대로 전달하는 암컷인

개체의 수정란으로부터 maternalfluorescenceprotein의 발현 양상을 관

찰하였다.또한 형질전환 바다 송사리 계통의 형광 발현은 어류의 전 생

애에 걸쳐 eyelens,골격 근육(skeletalmuscle),지느러미,혈관,간,장,

아가미,생식소 등에서도 관찰되는 것으로 확인되었다.

형질전환 바다 송사리 계통의 F2세대까지 Southernblot분석을

수행한 결과,4종의 계통은 동일한 유전자형을 다음 세대로 안정되게 전

달하는 것으로 관찰되었다.또한 자손 세대의 외부 표현형으로부터 계통

별로 일양한 형광 단백질의 발현 양상이 관찰되었다.그러나 이식된 형질

전환 유전자의 copy수와 외부 표현형 사이에는 유의적인 관계가 존재하

지 않음을 BA1-M 계통으로부터 관찰되었다.
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