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	1. 복제가축 생산

	 
	  가축은 성성숙에 도달하여 발정이 나타나면 난소로부터 난자가 배란되어 난관으로 들어가서 발정시 주입된 정자와 결합하여 수정란으로 되어 임신이 되며, 하나의 수정란으로부터 일반적으로 한 마리의 자축이 생산된다. 그러나 복제가축 생산기술은 난할이 반복된 수정란의 가각의 세포(할구) 또는 살아있는 가축의 체
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	그림 1. 우량가축 복제 생산기술 모식도

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	세포를 이용하여 이들 세포들과 동일한 유전정보를 지닌 복제가축을 생산하는 기술을 말한다. 즉, 미수정란으로부터 핵을 제거하고 고능력 가축에서 생산한 수정란의 할구 또는 체세포를 공핵세포(供核細胞)로 이용 핵치환하여 복제 수정란을 생산하며, 이를 다른 암가축의 자궁 또는 난관에 이식하여 산자를 생산함으로서 공핵세포를 제공한 우량가축과 동일한 유전정보를 지닌 복제가축을 생산하는 것을 말한다(그림 1).
  포유동물을 이용한 연구는 세계 최초로 생쥐에서 McGrath와 Solter (1983)에 의하여 성공한 이래 가축에 있어서는 1986년 면양에서 자양생산에 성공하였으며, 1987년에는 소에서 2두의 복제송아지가 생산에 성공하였다. 그러나 1997년 영국 Roslin 연구소의 Wilmut박사팀에 의하여 '돌리(Dolly)'라고 이름지어진 암양의 유선상피세포를 이용한 복제양이 태어나기 전까지는 공핵세포로서 수정란의 할구를 이용하였다. 그후 체세포를 이용한 복제가축의 연구가 활발히 진행되어 소에서도 여러 체세포 유래 복제가축 생산이 성공하기에 이르렀으며, 우리 나라에서도 '영롱'이와 '진이'로 불리우는 체세포 복제 젖소 및 한우가 1999년 초에 생산에 성공하였다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	2. 기술의 개요 

	 
	  우량가축의 복제 생산은 소를 비롯한 면양, 염소 등의 가축에서 산자생산에 성공하였으나 여기에서는 소를 중심으로 논하고자 한다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	가. 수핵란의 준비

	 
	 
	  복제 수정란 생산을 위한 수핵란은 연구 초기에는 다배란처리한 가축으로부터 미수정란을 채취하여 이용하였으나 채취비용의 과다, 이용 가능 난자수의 제한, 공란축간에 채취시기의 변이 등 여러 문제점을 내포하고 있었으나, 최근에는 도축되는 암가축의 난소를 이용하여 난포란을 회수 이를 체외에서 성숙시켜 이용한다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(1) 난포란의 체외성숙

	 
	 
	 
	  도축장에서 도축되는 암소로부터 난소를 적출하여 25~30℃의 생리식염수에 넣어 실험실까지 운반한다. 실험실에 도착한 난소는 멸균 식염수로 깨끗이 세척한 후 1~7㎜의 난포를 18g의 주사침이 연결된 주사기를 이용 난포액을 흡인하여 난포란을 회수한다. 회수된 난포란은 난구세포가 충실하게 부착된 난포란을 TCM199에 10%의 소 태아아혈청이 첨가된 성숙배지를 이용하여 38.5℃의 5% CO2 조건의 배양기에서 20~24시간 배양하여 성숙을 유도한다. 체외성숙된 난자는 0.5% (W/V)의 hyarulonidase가 첨가된 배양액을 이용하여 난구세포를 나화시켜 제 1극체의 방출유무를 확인한다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(2) 핵의 제거 (제핵)

	 
	 
	 
	  성숙한 미수정란의 제핵은 실험동물인 생쥐나 토끼의 경우 현미경하에서 핵이 존재하는 부위를 확인하여 제거할 수 있으나 소를 비롯한 가축의 경우는 핵의 확인이 어려우므로 제 1극체와 그 주변의 세포질을 제거하는 방법에 의하여 핵을 제거하고 핵을 염색할 수 있는 염색제인 hoechst 33342로 제핵 여부를 검사한다. 제핵하는 방법은 미수정란을 수정란 고정 피펫으로 고정을 시킨후 미세피펫을 이용하여 투명대를 통하여 직접 제거하는 방법과 (그림 2, 가), 제 1극체위의 투명대를 미세침으로 찢은후 난자를 눌러 제거하는 방법 (그림 2, 나)이 이용된다. 
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	그림 2. 수핵란의 제핵 방법

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(3) 수핵란 세포질의 활성화

	 
	 
	 
	  난자는 정자의 침입을 받으면 제 2극체를 방출하며 멈추었던 감수분열이 재개되어 완성되며, 정자와 난자로부터 유래된 웅성과 자성 전핵이 융합하는 과정을 거쳐 수정란으로 난할을 반복한다. 이때 난자의 세포질내에는 성숙촉진인자 (maturation promoting factor; MPF)라는 물질의 변화가 일어나는데 이 MPF는 수정전에는 수준이 최고에 달하나 수정에 의하여 세포질이 활성화되면 수준이 감소하게 되어 난할이 개시된다. 복제 가축생산을 위한 복제수정란의 생산을 위하여는 이러한 MPF의 수준이 낮은 세포질이 활성화된 난자를 이용하여야 하며, MPF의 수준 감소는 Ca이온의 세포내 농도 증가와 관계가 있다. 따라서 수핵란의 활성화를 위하여 과거에는 난자를 노화시키거나 저온충격 등의 방법을 이용하였으나 최근에는 세포내 Ca 이온 농도를 증가시키는 물질(Ca ionophore, 에틸알콜, 전기충격 등)을 처리한 후 단백질합성 억제물질(cyclohexamide) 또는 단백질인산화 억제물질(6-DMAP)을 조합하여 이용한다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	나. 공핵세포의 준비

	 
	 
	  복제가축 생산을 위한 공핵세포로는 1997년 '돌리'의 탄생 이전까지는 수정란 으로부터 유래된 상실배 이전의 할구, 배반포의 내부 세포괴, 간(幹 ; stem)세포들이 이용되었으나, 최근에는 유선상피, 귀 피하 섬유아세포, 난구세포 등 살아있는 성축의 체세포와 태아 섬유아세포 등 여러 다양한 체세포들이 이용된다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	다. 핵이식 및 융합 

	 
	 
	  핵이식은 미세조작기를 이용하여 공핵세포를 미세 피펫으로 흡인하여 제핵된 수핵난의 손상된 투명대를 통하여 위란강내에 주입한다(그림 3). 핵이식이 끝난 난자는 세포융합기를 이용하여 공핵세포와 수핵란을 융합한다(그림 4). 이때 핵융합율은 공핵세포와 수핵란의 크기 차이에 따라 달라지며, 일반적으로 공핵세포의 크기가 작을수록 융합율은 떨어진다. 즉, 투명 대내 위란강이 한정된 핵이식에서 공핵세포의 크기가 클 경우 수핵난의 세포막과 접하는 부분 이 많으므로 핵융합율은 높아진다. 핵융합시 사용하는 전압은 공핵세포의 크기에 따라 일반적 으로 작은 세포에서는 높은 전압을, 큰 세포에서는 낮은 전압을 이용한다. 만약 전압이 과다하게 높으면 세포막이 파열되므로 핵이식하는 조건에 따라 조절하여야 한다.
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	그림 3. 핵이식 과정
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	그림 4. 세포융합기에 의한 핵이식

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	라. 복제 수정란의 배양 및 이식 

	 
	 
	  핵이식 복제 수정란의 배양은 체외 수정란의 생산시 이용하는 배양체계와 동일한 방법으로 실시하며, 수정란이식은 발정동기화된 수란우에 비외과적으로 실시한다. 
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	그림 5. 생산된 복제 수정란

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	3. 우량가축 복제 전망 

	 
	  아직까지 수정란이식 수태율이 낮으며, 임신이 되더라도 유산율이 높고, 태어난 자축은 생시체중이 크고 난산, 생후 폐사율이 높은 여러 단점을 가지고 있다. 그러나 이러한 단점에도 불구하고 고능력 가축의 확대증식 측면에서 개발된 어떠한 기술보다도 효율이 높은 획기적인 기술로서 우리나라를 비롯한 여러나라에서 이 기술에 관한 연구가 활발히 진행되고 있다. 또한 이 기술은 형질전환 기술과 접목시킬 경우 가축의 능력 향상뿐만 아니라 의학 등 관련학문의 획기적인 발전에 기여할 것이다. 


