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서      론

  1953년 Watson과 Crick이 처음으로 세포내 DNA의 이중나

선 구조를 규명해 낸 이후 인간유전자에 대한 인류의 탐구는 

지속되어왔다.
1) 그로부터 약 반세기 후인 1999년 인류는 인

간의 DNA에 담긴 30억쌍의 염기서열들을 밝히기 위하여 국

제적인 공조 하에 인간게놈프로젝트(human genome project)를 

시작하였다. 2003년 4월에 이 과제가 종료되었을 때 많은 사

람들은 이제 머지않아 모든 질병을 정복하게 되리라는 희망

에 부풀었다. 왜냐하면 유전자지도의 완성으로 말미암아 어

떤 인자가 인간개체의 발달과 성장, 노화를 담당하는지, 또

한 질병이 발생하여 진행하는지에 대한 해답을 곧 얻을 수 

있다고 생각했기 때문이다. 그러나, 인간게놈프로젝트가 끝

난 지 6년이 지난 지금 질병정복의 꿈은 아직도 요원하기만 

하다.

  인간의 유전자를 암호화하고 있는 30억 개의 염기서열 중 

약 5%가량만이 실제 유전자를 이루고 있기 때문에 수많은 

염기서열 중 어느 부분이 우리 몸을 구성하고 생명활동에 필

요한 유전자를 암호화하고 있는지를 확인하는 작업이 필요

하다. 그리고 그 다음 단계로는 단백질을 합성하는 10만 개

에 달하는 유전자들의 기능을 밝혀야 하는데, 현재까지 기능

이 제대로 알려진 단백질은 9,000여 개에 불과하다. 이러한 

개별 유전자들의 역할을 알기 위한 방법으로 한 가지 단백질

의 발현을 인위적으로 조작하여 해당 단백질의 기능을 알아

내려는 시도들이 계속되어왔다.

  최근 20여 년 동안 유전자도입쥐(transgenic mice)를 이용하

여 생체내에서 특정 유전자와 질병의 병인기전 간의 관계를 

밝히려는 연구들이 괄목할 만한 성과를 이루었다. 이러한 추

세는 이를 대체할 신기술이 대두되지 않는 한 기초의학 분야

에서 앞으로 상당기간 동안 강력한 연구기법으로 자리매김

할 것으로 보인다. 그러므로, 앞으로 의학연구분야에 관심을 

가지는 의과학자들에게 있어 이 모델에 대한 이해는 필수적

이라 할 수 있을 것이다.

유전자도입 기술의 역사

  유전자도입(transgenesis) 기술의 개념은 이미 1980대 초반

에 생체실험(in vivo) 연구모델에 도입이 되었는데, 당시 바이

러스의 DNA를 세균의 plasmid를 이용하여 수정된 쥐의 핵에 

주입하는데 성공하였다.
2) 유전자변형을 이용하여 실질적으

로 생체실험 연구에 이용한 것은 1990년대에 자연발생 유전

자 변형쥐를 이용한 연구들로 볼 수 있다.
3) 그러나 이런 자연

발생 유전자 변형쥐들은 그 발생빈도가 매우 낮아 이를 이용

한 연구는 극히 제한적일 수밖에 없었다. 따라서 직접 관심 

유전자를 조작하여 형질변환을 유발하는 연구가 계속 되어 

왔는데, 쥐(Mus musculus)는 인간과 유전자 유사성이 높고 조작

과 교배가 용이하여 형질변환연구에 많이 이용되고 있다.
4)

유전자도입쥐의 종류

  우리가 흔히 유전자도입쥐, 혹은 유전자변형쥐라고 하는 

것은 외부로부터 도입된 DNA를 가지는 쥐를 말한다. 이렇게 

유전자를 조작하는 기술은 크게 세 가지로 나누어진다.
5) 첫

째, 관심 유전자를 수정란의 생식핵에 삽입하는 방법(pronu-

clear injection: additive transgenesis)이다. 이 경우 삽입된 외부유

전자는 무작위로 수정란 핵의 DNA에 들어가게 되므로 어느 

부위에 넣을지 연구자가 결정할 수 없다. 일반적으로 안착하

는 염색체의 부위보다는 삽입된 외부 DNA를 조절하는 숙주

세포의 조절부위가 유전자 발현에 더 중요하다.
6) 따라서 특

정조직에서 작용하는 프로모터(promoter)를 함께 DNA con-

struct에 넣어 삽입된 DNA를 특정장기에서만 발현되게 하기

도 하고, housekeeping 유전자의 프로모터와 함께 넣어 광범위

하게 발현시키기도 한다.
3) 외부 DNA를 삽입한 수정란을 대

리모쥐의 자궁에 착상시켜 키운 뒤 새끼가 태어나면 외부 

DNA가 성공적으로 숙주세포의 DNA에 안착하였는지를 보



152 천식 및 알레르기 제29권 제 3호 

Fig. 1. Constructs commonly used for doxycyline-inducible trans-

genic system. CC10 promotor drives rtTA expression (upper 

construct).  Only in the presence of doxycycline, rtTA actively binds 

to tet O promotor region and initiate transcription of target trans-

gene (CC10 = clara cell 10-kDa protein; rtTA = reverse tetracycline 

transcriptional activator; VP16 activator = herpesvirus VP-16 

transactivator; tetO = tetracycline operator; hGH = human growth 

hormone; dox = doxycycline).

기 위해 PCR이나 southern blotting을 시행한다.7) 둘째, 태아 

줄기세포의 관심 유전자 부위를 상동유전자로 바꿔치기 한 

후 이를 배아세포에 주입하는 방법(homologous recombination: 

targeted transgenesis using embryonic stem cell technology)이 있

다.
8) 이 방법은 연구자가 원하는 부위에 특정 유전자를 삽입

(knock-in)하여 삽입된 유전자의 기능을 보기도 하지만, 관심

유전자 영역을 기능이 없는 유전자서열로 치환 시켜(knock- 

out) 유전자 결손을 유도한 후 표현형을 관찰하여 그 유전자

의 역할을 밝히기도 한다.
8) 셋째, 특정 RNA의 기능을 특이적

으로 저해하는 방법으로 RNA 간섭(RNA interference, RNAi)이 

있다.
9)
 이 방법으로는 특정 유전자의 기능을 억제하는 효과

가 불완전할 수 있어 그 정도에 따라 knock-down (유전자 기

능의 불완전 소실) 혹은 knock-out (유전자 기능의 완전 소실) 

상태를 만들 수 있다. 이 방법은 세포내에서 단일가닥으로 

존재하는 RNA가 이중가닥을 형성하면 끊어지는 성질을 이

용한 것으로, 억제하고자 하는 유전자의 RNA에 상보적인 

RNA를 넣어주어 이중가닥을 형성하게 함으로써 특정 유전

자의 단백질 발현을 억제하는 것이다.

유전자발현의 조절

  특정 조직이나 특정세포에서 작용하는 프로모터를 사용하

면 우리가 보고자 하는 장기, 조직, 세포에서의 특정 유전자

의 과발현을 연구할 수 있다. Clara cell 10-kDa secretory protein 

(CC10)이나 surfactant protein C (SP-C) 프로모터는 폐조직에서

만 작동하므로 폐질환 연구에 적합하다.
10,11) CC10 프로모터

는 기도내 Clara cell과 일부 제 2형 폐포 상피세포를 작용대상

으로 한다. 이에 반하여 SP-C promoter의 경우 주로 폐포 상피

세포를 주대상으로 한다. 현재 쓰이고 있는 프로모터는 유전

자발현 시점의 조절가능여부에 따라 상시발현형(constitu-

tional system)과 조건부 발현형(conditional system)으로 나눌 수 

있다. 상시발현형의 제한점은 발현시점의 조절이 불가능하

다는 것인데, 주로 태아기부터 이미 과발현이 시작되므로 태

아에 치명적인 영향을 끼쳐 정상적인 발달과 성장을 저해할 

가능성이 있다. 상시발현형을 사용하여 생존 가능한 새끼들

이 태어나 주목할 만한 표현형을 나타내더라도 이 표현형이 

발달과정의 장애로 생긴 것인지 특정 단백질의 만성적인 과

생산으로 인한 결과인지 또는 발달과정에서 비정상적 상태

에 대한 보상기제에 의한 소견인지 구분하기 어렵다.

  반면, 조건부 발현형은 프로모터의 작용 시점을 조절할 수 

있으므로 상시발현형이 가지는 단점을 극복할 수 있다. 조건

부 발현형은 유도형 과발현형(inducible overexpression model)이

라고도 한다. 조건부 발현형이 적절하게 작동하려면 세가지 

요소가 필요하다. 첫째, 조절부위(regulatory unit), 둘째, 표적

유전자(target gene)와 연계된 반응부위, 셋째, 발현 유도물질

이다. 이상적인 조건부 발현형이 되기 위해서는 몇 가지 요

건이 필요하다. 우선, 유도물질은 투여가 용이하고, 과발현유

전자 유도농도에서 체내에 부작용이 없어야 한다. 또한, 조

절부위는 외부에서 투여하는 유도물질(e,g, tetracycline)로 작

동 시작과 종료가 용이해야 한다. 유도물질을 투여하면 삽입

된 유전자의 효과적인 과발현이 일어나야 하며, 반대로 유도

물질이 투여되지 않은 상태에서 삽입된 유전자가 발현되는 

‘누출(leakage) 현상’이 발생하지 않아야 한다.

조건부 발현 모델의 아형

  가장 널리 사용되고 있는 유도형 과발현 모델은 tetracycline

을 유도물질로 이용한 것이다.
12,13) 크게 tetracycline-controlled 

transactivator (tTA) system (Tet-Off system)과 reverse tetracycline- 

controlled transactivator (rtTA) system (Tet-On system)의 두 가지 

유형이 있다. tTA는 doxycycline이 없을 때 상시발현되기를 원

하는 유전자를 조절하는 프로모터와 조합된 tetO에 결합하

여 하부 표적유전자의 전사(transcription)를 개시한다. Doxy-

cycline을 투여하면 tTA는 구조의 변화를 일으켜 tetO로부터 

분리되어 유전자 과발현이 중단된다. 하지만, 이 모델은 태

아 및 발달, 성장 단계에서 장기간 doxycycline을 투여해야 하

며, doxycycline을 중단한 후 약물이 완전히 소멸되어 turn-on 

상태가 되기까지 시간이 걸린다는 것이다. 이런 문제점들을 

보완하고자 개발된 것이 rtTA system이다(Fig. 1). rtTA는 doxy-
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cycline이 없는 경우에는 tetO에 결합하지 않거나 아주 약하게 

결합하여 표적유전자가 발현되지 않게 하거나 발현되더라도 

아주 약한 발현을 유발한다. 이 시스템에 doxycyline이 투여되

면 rtTA가 tetO에 강하게 결합하여 표적유전자의 전사가 시

작된다. 이 모델이 도입되어 매우 효과적으로 유전자의 발현

을 조절할 수 있게 되었지만, doxycycline을 투여하지 않은 상

태에서 약한 rtTA의 결합으로 인한 누출 현상이 발생하는 문

제가 있었다. 이런 문제점을 해결하기 위하여 개발된 것이 

tetracycline-controlled transcriptional silencer system (tTS)이다.
14) 

tTS는 tTA처럼 doxycycline이 없는 기저상태에서 tetO와 결합

하는데, tTS의 결합은 표적유전자의 발현을 억제시킨다. 이 

시스템을 rtTA system과 접목시킴으로써 비로소 우리가 원하

는 유전자를 보다 이상적으로 기저상태에서는 억제시키고 

원하는 시점에 doxycycline을 이용하여 발현시킬 수 있게 되었

다.

유전자도입쥐를 이용한 실험 모델의 실제

1. 유전자도입쥐를 이용한 Th2 염증반응과 기도개형 

모델

  천식과 Th2 반응의 관련성에 대하여서는 이미 여러 가지 

방법으로 연구되어 왔다. Th2 cytokine의 역할을 이해하고자 

다양한 생체(in vivo) 모델이 개발되었는데, 유전자도입쥐 모

델을 이용하여 Th2 cytokine 유전자들을 폐에서 과발현시킴

으로써 알레르기 폐질환에서의 각각의 역할을 규명하고자 

하는 노력이 계속되어 왔다. 대표적인 Th2 cytokine들인 

interleukin (IL)-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13을 폐에서 과발현 시킨 

경우, Th2 cytokine이 천식의 주요 병인기전과 관련 있다는 기

존의 정설과 부합되는 소견을 보였다.

  IL-4를 과발현 시키면 임파구와 호산구성 염증반응이 유발

되었으나, 기도과민성이나 기도개형의 소견은 동반되지 않

았다.
15)

 이런 소견은 IL-4가 Th2 염증반응의 초기에 작용한다

는 것을 시사한다. IL-5가 과발현된 경우 기관지주위 호산구 

염증, 배상세포의 증식, 상피하 교원질의 침착, 메타콜린 과

민성 등 보다 저명한 Th2 반응 소견을 보였다.
16)

 IL-9 과발현 

모델 또한 호산구와 임파구의 침윤, 기도 상피세포 비후, 비

반세포 증식, 기관지 과민성을 나타낸다.
17) 흥미로운 점은 

IL-9는 다른 Th2 cytokine 특히 IL-13을 유도함으로써 이런 소

견을 유발한다는 것이다.
18) IL-10을 과발현 시킨 경우에도 임

파구 침윤과 상피하 교원질 침윤 소견을 보였으며, IL-10은 

IL-13을 유도하여 배상세포의 증식과 점액분비 증가소견을 

일으킨다.
19) 현재까지 알려진 Th2 cytokine 과발현 모델 중에

서 천식의 표현형에 가장 근접한 것은 IL-13 과발현 모델이

다.
20) IL-13을 과발현 시키면 호산구, 대식세포, 임파구가 기

도에 침윤되며 기도 섬유화, 점액선 증식, 기도과민성 같은 

천식의 특징적인 표현형이 유발된다. 이처럼, IL-13을 과발현 

시켰을 때 다른 Th2 cytokine에 의해 부분적으로 나타나는 표

현형들이 종합적으로 나타나는 것으로 보아, IL-13은 이들 

cytokine의 작용기전에 있어 하부 단계에서 공통적으로 영향

을 받을 것이라고 유추할 수 있다. 

  한편, 혈관성장인자인 vascular endothelial growth factor (VEGF)

를 폐에서 과발현 시킨 경우 기도염증, 점액선 증식, 기도평

활근 과생성, 혈관신생 같은 천식의 특징적인 병리소견을 유

도할 수 있었다.
21)

 특히 VEGF 모델은 활성 수지상세포(den-

dritic cell) 수의 증가 및 흡입 항원에 대한 면역관용(tolerance)

에 결함을 보이는 등 기도의 구조적 변화뿐만 아니라 면역학

적 이상 소견도 나타내었다.

  유전자과발현 모델이 특정 유전자의 기능을 알아보는데 

유용하다면, 특정 유전자의 결손을 가진 쥐는 유전자 표적치

료의 모델로 이용이 된다. 다시 말하자면 질병의 발생과정에

서 핵심적인 역할을 하는 단백질을 생산하는 유전자를 차단

함으로써 실제 질병모델에서 유전자치료가 가능한지를 확인

해보는 것이다. 그러나, 이러한 실험의 결과가 인간의 질병

모델에서 항상 재현되는 아니다. 일례로 IL-5 결손쥐(IL-5 

knockout mice)를 이용한 천식모델에서 IL-5의 결손은 급성 알

레르기염증, 만성 기도개형, 기도과민성 등 천식의 특징적인 

소견들이 유의하게 감소하였으나,
22,23) 실제 천식 환자에서 

IL-5 길항제를 사용한 결과 혈중 및 객담 호산구의 감소와 

함께 다양한 세포외기질단백(extracellular matrix protein)의 기

저막하 침착과 transforming growth factor (TGF) β1의 발현이 

줄어드는 효과를 보였음에도 불구하고, 천식의 대표적인 임

상양상이라고 할 수 있는 기도과민성과 호산구가 중요한 역

할을 차지할 것으로 예상하였던 알레르겐 자극에 의한 후기 

염증반응에 별다른 차이를 보이지 않았다.
24-26)

  한편 최근에 많은 연구가 이루어진 IL-17의 경우 조력 T17

세포에서 분비되며 천식환자의 객담, 기관지세척액, 혈액에

서 증가된 소견을 보이고
27,28)

 기관지 점막하 IL-17의 발현정

도는 천식환자의 폐기능 손상과 관련이 있다. 이런 임상연구

결과들은 곧 유전자 변형쥐를 이용한 실험으로 이어졌는데, 

IL-17을 기관지상피에서 과발현시키면 다양한 케모카인의 

생산과 백혈구의 유입을 가져오며,
29) IL-17 유전자결손쥐를 

이용한 실험에서 IL-17이 없을 경우 알레르겐에 대한 백혈구 

유입과 기관지과민성이 떨어지는 것으로 나타났다.
30,31) 그러

나 이처럼 IL-17은 Th2 염증반응의 중요한 물질로 알려졌으

나, IL-17 수용체결손쥐를 이용한 실험에서는 IL-17이 천식염

증반응의 개시에 중요하지만, IL-17의 작용을 없애면 알레르

기염증반응이 더 증가하고, 특히 외부에서 IL-17을 투여한 경

우에는 폐 호산구침윤과 기관지과민성이 의미 있게 감소하
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는 소견을 보여 IL-17의 과발현이나 결손에서 나타난 것과 

상이한 결과를 보였다.
32) 이 밖에도 IL-17 (IL-17A)과 함께 

Th17 세포에서 생산되는 IL-17F는 IL-17과 마찬가지로 천식

환자의 기도에서 알레르겐 자극 후 증가되어 있다고 알려져 

있으나, IL-17F 결손쥐를 이용하여 실험한 결과 IL-17 결손과 

상이한 표현형을 나타내어 같은 계열의 두 cytokine이 서로 

상이하게 작용함을 알 수 있었다.
33)

2. 유전자도입쥐를 이용한 만성폐쇄성 폐질환 연구

  만성폐쇄성 폐질환(chronic obstructive pulmonary disease, 

COPD)은 만성적인 기도염증, 말초기관세지의 확장 및 손상

을 특징으로 하는 질환이다. 동물모델에서는 PDGF-A, PDGF- 

B, tumor necrosis factor (TNF)-α, IL-11, TGF-β1, IL-6을 과발

현 시키면 폐포의 확장소견을 보인다.
34-39)  그러나, 이들 모델

의 상당수는 정상적인 폐성장이 저해되어 기관지이형성과 

같은 질환의 모델에 보다 가깝다고 할 수 있다. 반면, 대표적 

Th2 cytokine인 IL-13이나 Th1 cytokine인 IFN-γ를 성체 쥐에

서 과발현 시킨 경우 폐기종의 폐포확장 소견과 유사한 표현

형을 발견할 수 있었다.
40,41) 이들 과발현쥐에서는 공통적으

로 염증반응의 증가소견과 단백분해효소-항단백분해효소

(protease-antiprotease) 균형의 변화 소견이 나타났다.

  IL-18의 경우에는 Th1 cytokine과 Th2 cytokine의 특성을 함

께 가지는데, IL-18을 상시발현하는 유전자도입쥐의 경우 

IFN-γ, IL-5, IL-13의 생산이 증가되어 CD8+T세포, 대식세

포, 중성구, 호산구 등의 염증이 증가함과 동시에 심한 폐기

종 소견이 주된 형태학적 변화로 나타나게 된다.
42) 그러나 동

일한 IL-18을 조건부 발현형으로 4주간 발현을 증가시키면 

폐기종보다는 간질의 염증이 주된 소견으로 나타나게 되어 

IL-18은 COPD 뿐만 아니라 폐섬유화의 병인기전에도 중요

한 역할을 할 것으로 추정된다.

  폐포 대식세포에서 생산되는 대표적인 단백질분해효소인 

matrix metalloproteinase-1 (MMP-1)을 과발현 시킨 경우에도 현

저한 폐포의 확장소견이 관찰되었으며,
43)

 또다른 단백질분해

효소인 MMP-12 유전자의 결손이 있는 쥐는 흡연에 의한 폐

기종 발생을 억제하는 효과를 보이는 등 폐포 대식세포의 단

백분해효소들이 폐기종 발생에 관련이 있다는 연구결과들이 

보고되었다.
44)

유전자도입쥐를 이용한 폐섬유화 모델

  폐의 과도한 염증반응은 상피세포의 손상, 세포외기질물

질의 침착, 교원질 축적 등을 유발하여 폐실질의 섬유화를 

일으킨다. TGF-β는 특발성 폐포섬유증 환자의 폐포 대식세

포 및 상피세포에서 발현이 증가되어 있음이 알려져 있었으

나, TGF-β의 역할에 대하여서는 여러 가지 주장이 제기되어 

왔었다. 보다 정확한 TGF-β1의 역할을 규명하고자 이를 기

도상피에서 과발현 시킨 결과, TGF-β1이 기도 및 폐실질 섬

유화를 유발하고 근섬유세포의 증식을 일으킴이 확인되었으

며, 폐포 손상 및 봉와폐양상도 관찰되었다.
45) 이들 소견은 

특히 폐포세포의 자멸사(apoptosis)와 긴밀한 연관성을 보였

다.
45-48) 이처럼 유전자조작으로 폐섬유화가 조장되는 모델이 

있는 반면 폐섬유화에 저항성을 가지게 되는 경우도 있다. 

TGF-α가 결손된 경우나 폐포 대식세포에서의 MMP-9를 과

발현 시킨 경우에는 폐섬유화에 저항성을 가짐이 증명되어 

폐섬유화에 있어 이들 물질의 역할을 규명하는데 많은 도움

이 되었다.
49,50) 그 외에도 이 전에 이미 기술한 바와 같이 조

건부 발현형 IL-18과발현쥐 또한 대표적인 폐섬유화 소견을 

보이는데, 이는 원발성 폐섬유증 환자의 폐에서 발현이 증가

된 소견과도 부합한다.
51)

유전자도입쥐 연구의 한계와 나아갈 방향

  과발현쥐의 연구는 특정유전자의 기능을 밝히는데 있어 

새로운 시각을 가지게 하였다. 그러나, 이런 모델을 통한 연

구의 결과는 그 해석에 있어 연구자들의 주의를 요한다. 우

선, 삽입된 유전자를 작동시키는 시기를 고려하여야 한다. 

또한 유전자가 무작위로 삽입되므로 삽입되는 위치에 따라

서 표현형이 다를 수 있으며, 경우에 따라서는 삽입 유전자 

자체의 기능이 아닌 외부 유전자의 삽입으로 고유 유전자의 

배열이 변하여 표현형 변화가 야기되었을 가능성도 고려하

여야 한다. 이런 문제점들은 한 가지 유전자로 최소한 3가지 

이상의 가계를 유지하여 표현형을 비교함으로써 극복할 수 

있다.

  개개 유전자의 기능을 밝히고 이를 질병에 대한 이해와 접

목시키기 위하여 유전자도입쥐를 이용한 연구는 앞으로도 

계속될 것으로 전망된다. 그러나, 이런 동물모델 연구는 구

조 및 생리적으로 실제 인체에서의 작용기전이나 병리기전

과는 차이가 있음을 간과해서는 안 된다. 따라서 유전자도입

동물모델을 통하여 얻은 가설들을 보다 생리적인 생체실험 

모델에 적용하고, 동물모델을 통하여 얻은 가설을 인체 조직

에서 검증하려는 후속노력이 반드시 필요하다.
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