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CRISPR/Cas9 시스템을 이용한 돼지 수정란에서의 cd163 발현 
효율 분석
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Analysis of CRISPR/Cas9 system mediated targeting of the cd163 
gene in porcine embryos

Mi-Ryung Park*, Min Gook Lee, Bo Ram Lee, Sun A Ock, Sung June Byun
Animal Biotechnology Division, National Institute of Animal Science, Rural Development Administration

요  약  유전자 편집 돼지는 농업과 의료 분야에서 제공될 수 있어 폭넓게 각광 받고 있다. 최근 CRISPR/Cas9 시스템이
적용됨에 따라 genome editing이 효율적으로 향상되었다. 돼지 수정란 내 CRISPR/Cas9을 세포질내 미세주입으로
site specific mutations을 가능할 수 있게 하였다. 본 연구에서는 돼지 수정란 내 cd163 gRNA와 CRISPR/Cas9 
components를 이용하여 도입한 후 그 효율성을 비교 분석하였다. CRISPR/Cas9 protein과 cd163 gRNA를 수정란
내 주입하여 발달율을 비교 분석한 결과 대조구 (90.6%)와 미세주입 그룹 (78.9% and 85.2%)에서 유의적 차이는 인정
되지 않았다. 또한, 배반포 발달율을 비교 분석 한 결과 CRISPR/Cas9 protein과 cd163 gRNA 주입 그룹 (19.9% and
19.6%)로 대조구와 (21.5%) 유사하게 나타났다. 각각의 배반포를 이용하여 cd163 유전자의 targeted modification을
분석하였다. 그 결과 cd163(10+134) gRNA를 주입한 그룹의 경우(22.7%) cd163(10) 주입한 그룹보다(12.9%) 유의적
으로 높은 효율을 나타내었다. 유전자 변형은 4bp deletion 일어난 것부터 72bp insertions 패턴까지 다양한 패턴으로
나타나는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과를 바탕으로 CRISPR/Cas9 system을 돼지 수정란 내 미세주입 함으로써
유전자 편집 돼지 생산에 응용할 수 있을 것으로 사료된다.

Abstract  Gene editing (GE) in pig production can have a wide impact by increasing the availability of
gene-edited pigs for agriculture and biomedicine. Recent applications of the clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/ CRISPR-associated protein 9 (Cas9) system hold 
promise for improving the efficacy of gene editing. The cytoplasmic microinjection of the CRISPR/Cas9
system enables the induction of site-specific mutations in porcine zygotes. In this study, we examined
the efficiency of the CRISPR/Cas9 protein and cluster of differentiation 163 (cd163) guide RNA (gRNA)
components for introduction into zygotes by cytoplasmic microinjection. The cleavage rates of the 
CRISPR/Cas9 protein and cd163 gRNA injected groups (78.9% and 85.2%) were statistically similar to that
of the control group (90.6%). Moreover, the blastocyst formation rates of the CRISPR/Cas9 protein and 
cd163 gRNA injected groups (19.9% and 19.6%) were also statistically similar to that of the control group
(21.5%). When individual blastocysts were genotyped, we observed targeted modification of the genes in
the subsequent blastocysts. In the samples of 10 ng/ul, each of the CRISPR/Cas9 protein and the cd163
(10+134) gRNA injected group (22.7%) was significantly  higher (p<0.05) than that in the 10 ng/ul samples 
each of CRISPR/Cas9 protein and cd163(10) gRNA injected group (12.9%). Various types of indel 
mutations, including 4 bp deletion to 72 bp insertions, were detected in the mutant blastocysts. These
results suggest that the CRISPR/Cas9 technology can be applied to produce gene-edited pigs by direct 
zygote injection.
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1. 서론

돼지는 해부학적, 생리학적으로 사람과 가장 유사하여 
질병 연구에 활용될 뿐만 아니라 유전자 조작을 통한 이
종장기 이식 및 신약 물질 생산을 위한 형질전환 동물 제
작으로 주목 받고 있다[1-4]. 형질전환 동물 생산 기술은 
생명공학 분야에서 아주 빠르게 성장하고 있다. 처음으
로 유전자 조작을 통한 형질전환 돼지는 수정란 전핵 내 
유전자를 주입하여 생산하는 미세주입법을 통하여 생산
된 바 있다[5]. 하지만, 이 방법의 경우 형질전환 돼지 생
산 효율이 현저히 낮을 뿐만 아니라 유전자도 안정적으
로 발현되지 않는 문제점들이 나타났다[6]. 핵치환 기술
의 도입으로 체세포 내 유전자 조작을 통하여 유전자 발
현 효율이 향상되었으며, 현재까지 형질전환 돼지 생산
에 널리 이용되고 있다[7,8]. 그러나, 핵치환의 경우 기술
의 숙련도에 따라 생산 효율성이 좌우되며, 동물 생산시 
초기 유산, 기형 및 낮은 생존성 등 여러 문제점들이 보
고되고 있다[9-11]. 따라서, 이러한 어려움을 보완함과 
동시에 분자유전학적 기술이 고도화됨에 따라 Clustered 
regularly interspaced short palindromic repeat 
(CRISPR)과 CRISPR-associated nucleases 9 (Cas9)
과 같은 site-specific nucleases를 이용한 gene 
editing(GE) 연구가 급속히 진행되었으며, 이 기술을 이
용한 동물 세포내 목적으로 하는 특이적인 사이트 내 
mutation을 실시한 결과 효율이 높은 것으로 확인되었
으며, 보다 쉽게 이용할 수 있어 여러 동물 종에 적용되
고 있다[12-16]. 또한, CRISPR/Cas9 시스템을 활용하
여 수정란 및 배아 세포질 내 주입으로 site-specific 
mutation을 유도할 수 있었다[17].

따라서, 본 연구에서는 양돈 농가에 경제적 손실을 초
래하는 돼지 질병 중 하나인 돼지 생식기 호흡기 증후군
(Porcine reproductive and respirator syndrome, 
PRRS)를 유도하는 유전자인 cd163의 기능을 억제하고
자 CRISPR/Cas9 시스템을 활용하여 cd163 gRNA를 
제작 한 후 발달율 및 mutation 효율을 조사하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 난자 채취 및 체외성숙 배양
돼지 난소는 김제 도축장으로부터 채취된 난소를 

30~35℃로 유지된 0.9% 생리식염수 용액에 넣어 실험
실로 운반하였다. 직경 3~6 mm 난포로부터 18g 주사 

바늘이 부착된 일회용 주사기를 이용해서 난포액을 흡입
하여 미성숙 난자를 채취하였다. 채취 난자는 실체 현미
경 하에서 난구세포 및 세포질이 균질한 것을 선별하여 
0.1% PVA(polyvinyl alcohol)가 첨가된 TL-Hepes 용
액에 최소 3회 세척 후 성숙 배양에 공시하였다. 체외성
숙용 배양은 0.1% PVA(w/v), 3.05m M D-glucose, 
0.91m M sodium pyruvate, 0.57mM cysteine,  75 
μg/ml  penicillin G 및 50 μg/ml  streptomycin이 
첨가된 TCM-199(Gibco-BRL, Grand Island, NY, 
USA)을 기본으로 4-well dish(Nunc, Denmark)를 이
용하여 well당 50-70개의 난자를 배양하며, 처음 20-22 
시간 동안은 호르몬(0.5 μg/ml LH, 0.5 μg/ml FSH)을 
첨가하여 배양하였고, 나머지 20-22 시간 동안은 호르
몬을 첨가하지 않고 38.5℃, 5% CO2 배양기에서 체외성
숙을 실시하였다.

2.2 체외수정 및 체외배양
체외성숙이 완료된 난자를 0.1% PVA 및 0.1% 

hyaluronidase가 포함된 PBS에 위치시켜 4분 동안 교
반(vortex) 처리하여 난구세포를 제거한다. 난구세포가 
제거된 난자들 중에서 제1극체가 명확히 확인되는 난자
들만 공시재료로 사용한다. 체외수정을 위한 기본 배양
액으로는 113.1 mM sodium chloride, 11.0 mM 
D-glucose, 2 mM caffein sodium benzoate, 20mM 
tris, 5.0 mM calcium chloride dehydrate, 7.5 mM 
D-sorbitol, 4 ㎎/ml bovine serum albumin(BSA)가 
첨가된 modified tris buffer medium(mTBM)을 사용
하였으며, 6-well plate(Kitazato, Japan) 수정용 배양 
접시 내에 90 ㎕ 첨가하여 각각 10개의 성숙 난자를 넣
었다. 체외수정을 위한 정자는 mTBM 으로 2~3x105 개
/ml의 농도로 희석한 후 체외수정을 실시하였다. 체외수
정은 5 시간 후 4 mg/ml BSA가 첨가된 PZM-3 체외 
배양액(In Vitro Culture; IVC)으로 3회 이상 세척하여 
유전자 주입 후 체외배양에 이용하였다. 

2.3 세포질내 외래 유전자 주입
미세조작용 배양액은 TCM 199 medium (Gibco 

BRL) 배양액에 0.59 mM sodium bicarbonate, 3.14 
mM HEPES, 30.2 mM sodium chloride, 50 μg/ml 
penicillin G, 60 μg/ml streptomycin이 포함되게 제
조하여 사용하였다. CRISPR/Cas9은 Tris-EDTA 
buffer (TE buffer)에 농도별로 희석하여 준비한 다음 
CRISPR/Cas9 용액의 난자 세포질 내 주입을 위해 성숙
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이 완료된 난자를 초고속 원심분리기로 난자 내 지질 성
분을 원심분리 후 세포질 내 유전자 주입이 용이하도록 
준비하였다. cd163 미세주입용 벡터는 CRISPR/Cas9 
단백질과 함께 난자의 세포질내 직접 주입을 실시하였
다. 벡터의 농도는 10 ng/㎕ 농도로 조정하였다. cd163 
guide RNAs는 Whitworth 등 (2014)[17] 그룹에서 보
고한 타켓 사이트를 본 실험에 이용하였다.

2.4 배반포에서의 외래유전자 도입 여부 분석
CRISPR/Cas9 벡터가 도입된 수정란의 형질전환 유

무를 확인하기 위해 배반포에서 genomic DNA를 분리
한 후 Table 1과 같은 primer를 이용하여 PCR을 실시
하였다. PCR 증폭 산물은 목적 부위에 유전자의 mutation 여
부를 확인하기 위하여 Sequencing을 실시하여 mutation 여
부에 따라 WT(Wild Type)과 Mutation(%)으로 표기하
였으며, 염기서열 분석은 Genetyx 프로그램을 사용하였다. 

Primers Sequences Tm(℃)

cd163(10)
 F: GGAGGTCTAGAATCGGCTAAGCC

68
 R: GGCTACATGTCCCGTCAGGG

cd163(134)
 F: GATCTGGCATTGCTGCAGCTCAG

61
 R: CTCAGACCCAGTGCTGCCATG

Table 1. The primer sequence for PCR amplification

2.5 통계처리
통계처리는 SAS Enterprise Guide 7.1 프로그램를 

이용하였으며, t-test로 처리구간 유의성 검정을 실시하
였고, p 값은 0.05 이하인 값을 통계적 유의성이 있는 것
으로 판단하였다(P<0.05, Mean±SE).

3. 결과 및 고찰

3.1 cd163 gRNA 제작
Guide RNA는 cd163의 7번 엑손 영역에서 디자인 

되어졌으며 GGAAACCCAGGCTGGTTGGAgGG (CRISPR 
10)과 GGAACTACAGTGCGGCACTGtGG (CRISPR 
134) 두 부분을 목적 사이트로 선택하여 제작에 이용하
였다. 각 PAM (Streptococcus pyogenes(Spy) 
protospacer adjacent motif) 사이트는 gGG 와 tGG
로 표기하였다[18].

(a)

(b)

Fig. 1. Constructure of cd163 (10) vector (a) and 
cd163 (10+134) vector (b).

Gene IVC (%) 2cell< (%) Blastocyst

Control  93  84(90.6±2.7)  20(21.5±0.3)
cd163(10) 643 508(78.9±2.4) 131(19.9±1.2)

cd163(10+134) 381 325(85.2±0.7)  75(19.6±0.6)

Table 2. Developmental competence of CRISPR/Cas9 
mediated porcine cd163 gene

3.2 체외수정란 내 유전자 주입 후 발달율 분석
Table 2에서 보는 바와 같이, 세 그룹 간 배발달에 미

치는 영향을 조사한 결과 대조구와 처리구 간의 분할율
의 경우 90.6%, 78.9% 그리고 85.2%로 나타났다. 배반
포 발달의 경우 21.5%, 19.9% 그리고 19.6%로 처리군
에서 다소 낮은 발달율을 보였으나, 유의적 차이는 인정
되지 않았다. 따라서, 유전자 도입으로 인한 체외수정란
의 발달은 크게 영향을 미치지 않는 것으로 사료된다. 
Tanihara 그룹에(2019)[19] 따르면, 체외수정 전과 후
에 세포질 내 유전자를 주입하는 경우 배반포 발달율에
는 유의적 차이가 없었으며, 체외수정 전과 후로 주입 횟
수를 2회로 하였을 경우 난할율과 배반포 발달율에서 유
의적으로 낮은 결과를 보고하였다. 본 연구 결과에서는 
체외수정 후 6시간째 세포질 내 유전자를 1회 주입하는 
방법을 이용하였으며, 그 결과 세 그룹에서 유의적 차이
를 나타내지 않았다. 따라서, 돼지 체외수정란의 발달에 
크게 영향을 미치지 않는 것으로 사료된다. 

Gene IVC Sequencing
WT Mutation (%)

cd163(10) 131  114  17(12.9±1.2)
cd163(10+134)  75  55  17(22.7±0.6)*

Table 3. Targeting efficiency of CRISPR/Cas9 mediated 
porcine cd163 gene
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3.3 체외수정란 내 유전자 주입 후 효율성 분석
Table 3에서 보는 바와 같이, 두 그룹의 배반포를 이

용하여 target site 내 mutation 효율을 분석하였다. 그 
결과 cd163 (10)의 경우 배반포 131 개중 17에서 
mutation이 일어난 것을 확인할 수 있었으며 12.9%의 
효율을 나타내었다. cd163 (10+134) 주입한 그룹에서
는 75개의 배반포를 이용하여 sequencing을 실시하였
고, 그 중 17개 배반포에서 mutation이 일어나 22.7%
로 cd163(10) 처리 그룹보다 유의적으로 높은 효율성을 
나타내었다. 따라서, cd163 유전자의 경우 두 영역 모두
를 주입하는 것이 유의적으로 높은 mutation 효율을 보
이는 것으로 나타났다. Mutation 형태를 확인해 본 결과 
Fig. 2에 나타난 바와 같이 cd163(10) 주입 그룹에서는 
4bp~8bp의 deletion이 일어난 것을 확인할 수 있었다. 
또한, Fig. 3의 cd163(10+134) 그룹에서는 2bp 
deletion이 일어났을 뿐만 아니라 72bp insertion이 일
어나는 부분도 확인하였다. 

(a)

(b)

Fig. 2. Effect of CRISPR/Cas9 system in targeting 
cd163(10) in porcine embryos. (a) Sequencing 
read of a homozygous deletion caused by 
the CRISPR/Cas9 system. (b) The image 
represents no. #6, #21 and #29 carrying 
4bp-8bp deletion of cd163(10). All the 
embryos examined by DNA sequencing 
showed mutation on the cd163(10).

(a)

(b)

Fig. 3. Effect of CRISPR/Cas9 system in targeting 
cd163(10+134) in porcine embryos. (a) 
Sequencing read of a homozygous deletion 
caused by the CRISPR/Cas9 system. (b) The 
image represents no. #6 and #21 carrying 
from 2bp deletion to 72bp insertion. All the 
embryos examined by DNA sequencing 
showed mutation on the cd163(10+134). 

Whitworth 등(2014)[17] 그룹에 따르면, cd163 
site의 경우 1 bp에서 부터 11 bp까지 insertion이 일
어남을 확인하였고, deletion의 경우 최소 11 bp부터 
1506 bp까지 일어남을 보고하고 있다. 이는 유전자 주
입 시 2종류의 CRISPR를 이용할 경우 한 종류를 이용한 
경우 보다 deletion 되는 사이즈가 더 크게 일어남을 확
인하였으며, 실험자의 숙달 정도나 실험실 셋팅에 따라 
유전자 편집 효율에 차이가 발생 할 수 있다고 보고하고 
있다. 또한, mutation 효율의 차이는 guide와 target으
로 하는 유전자의 combination에 따라 조절될 수 있다
고 보고된 바 있다[19]. 

4. 결론

본 연구 결과를 바탕으로 돼지 수정란 내 CRISPR/ 
Cas9를 이용하여 cd163 mutants를 주입한 후 형질전
환 효율을 분석 한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

(1) cd163 mutants 주입 그룹의 경우 분할율과 배반
포 발달율에서는 대조구와 유의적 차이가 인정되
지 않음을 확인하였다.

(2) cd163 mutants 단일 영역(10) 보다 두 영역을
(10+134) 모두 주입한 그룹에서 Gene editing 
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효율이 유의적으로 높게 나타난 것을 확인하였다.
(3) cd163 mutants 주입 결과 2~8bp deletion이 

일어날 뿐 만 아니라 72bp insertion도 확인되었다.
본 연구에서는 양돈 산업에 있어 경제적 영향을 미치

는 돼지 질병 중 하나인 생식기 호흡기 증후군을 유발하
는 유전자 변형을 실시하여 그로 인하여 발생할 수 있는 
유사산 등의 생식기 장애와 심각한 호흡부전을 일으키는 
호흡기 문제 등을 해결하기 위하여 형질전환 돼지 생산
을 위한 기초 실험을 실시하였다. 이러한 연구를 토대로 
향후 돼지 전염병 바이러스 예방 관련 연구에 기여할 수 
있을 것으로 사료된다.
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