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(54) 발명의 명칭 선택적 마커가 없는 클로닝된 비-인간 동물
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ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하는 자가-절단가능한 재

조합효소 발현 카세트를 함유하도록 유전자 조작된, 비-인간 동물의 유전자 변형된 체세포가 제공된다. 선택적

마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 생산하기 위한 조성물 및 방

법이 제공되되, ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 자가-절단가능한 재조합효소 유전자를 포함하는

표적화 작제물은 분화된 체세포 내로 도입된다. 체세포의 유전자 변형된 게놈은 제핵 숙주 난모세포 내로 전달된

다. 이어서, 인공적으로 생성된 접합자는 배반포 배아기까지 시험관내에서 배양되고, 후속적으로 대리모의 자궁

내로 이식되어 선택적 마커 및 재조합 효소가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 형성한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

배아 줄기(embryonic stem: ES) 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게(operably) 연결된 부위-특이적 재조합효

소 유전자를 갖는 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 포함하는 비-인간 동물의 유전자 변형된 체세포로

서,

상기 부위-특이적 재조합효소 카세트는, 상기 카세트가 상기 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있

는 방식으로 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접

(flanking)되고,

상기 ES 세포-특이적 프로모터는 미분화 다능성 줄기 세포에서 상기 부위-특이적 재조합효소 유전자의 전사를

촉진시키지만, 상기 유전자 변형된 체세포에서는 촉진시키지 않는, 유전자 변형된 체세포.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 체세포는 피부 세포, 혈액 세포, 신경 세포, 근육 세포, 뼈 세포, 신장 세포, 간 세포 및

지방 세포로 이루어진 군으로부터 선택된, 유전자 변형된 체세포.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 체세포는 섬유아세포인, 유전자 변형된 체세포.

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 섬유아세포는 돼지로부터 유래된, 유전자 변형된 체세포.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 돼지는 미니 피그인, 유전자 변형된 체세포.

청구항 6 

제3항에 있어서, 상기 섬유아세포는 젖소로부터 유래된, 유전자 변형된 체세포.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 ES 세포-특이적 프로모터는 Oct-3/4 프로모터, Sox2 프로모터, Kif4 프로모터, c-Myc 프

로모터, Nanog 프로모터, Lin28 프로모터, 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된, 유전자 변형된 체

세포.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 ES 세포-특이적 프로모터는 배반포-단계 배아의 ES 세포 내 상기 부위-특이적 재조합효소

유전자의 전사를 촉진시키는, 유전자 변형된 체세포.

청구항 9 

제1항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에

선택적 마커 유전자를 더 포함하되, 상기 선택적 마커 유전자는 프로모터에 작동가능하게 연결된, 유전자 변형

된 체세포.

청구항 10 

제9항에  있어서,  상기  선택적  마커  유전자에  작동가능하게  연결된  상기  프로모터는  항시성  프로모터

(constitutive promoter)인, 유전자 변형된 체세포.
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청구항 11 

제1항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 선택적 마커 유전자를 포함하지 않고, 상기

선택적 마커 유전자는 상기 체세포의 상기 게놈 내 다른 좌위에 위치되되, 상기 선택적 마커 유전자는, 상기 선

택적 마커가 상기 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된

제3 재조합 부위 및 제4 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접되는, 유전자 변형된 체세포.

청구항 12 

제1항에 있어서, 상기 체세포의 상기 유전자 변형된 게놈은 조건적 넉아웃 대립유전자를 포함하고, 상기 조건적

넉아웃 대립유전자는, 상기 조건적 대립유전자가 상기 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록 제

1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접되는, 유전자 변형된 체세포.

청구항 13 

제1항에 있어서, 상기 재조합효소 발현 카세트는 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 엑손에 상동

성인 뉴클레오타이드 서열을 포함하되, 상기 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상

류 및 하류에 측접되는, 유전자 변형된 체세포.

청구항 14 

제1항에 있어서, 상기 재조합효소 발현 카세트는 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 인트론에 상

동성인 뉴클레오타이드 서열을 포함하되, 상기 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의

상류 및 하류에 측접되는, 유전자 변형된 체세포.

청구항 15 

제1항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 상기 체세포의 상기 게놈 내 전사적으로-활성

인 좌위에 위치된, 유전자 변형된 체세포.

청구항 16 

제1항에 있어서, 상기 부위-특이적 재조합효소는 Cre, Flp 및 Dre 재조합효소로 이루어진 군으로부터 선택된,

유전자 변형된 체세포.

청구항 17 

선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 생산하는 방법으로

서, 상기 방법은,

(a) 핵산 작제물을 비-인간 동물의 분화된 체세포 내로 도입하여 유전자 변형된 게놈을 생산하는 단계;

(b) 상기 (a)의 유전자 변형된 게놈을 제핵 숙주 난모세포(enucleated host oocyte) 내로 전달하는 단계;

(c) 상기 (b)의 난모세포를 융합 및 활성화하여 인공 접합자를 형성하는 단계;

(d) 상기 접합자가 배반포 배아기에 도달될 때까지 상기 (c)의 인공 접합자를 배양시키는 단계; 및

(e) 상기 (d)의 배반포를 대리모의 자궁 내로 이식하여 상기 선택적 마커 유전자 및 상기 재조합효소 유전자가

없는 상기 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 형성하는 단계를 포함하되,

상기 핵산 작제물은 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하

는 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 포함하고,

상기 재조합효소 발현 카세트는, 상기 카세트가 상기 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록 동

일한 방향으로 배향된 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접되며,

상기 ES 세포-특이적 프로모터는 미분화 다능성 줄기 세포 내 상기 부위-특이적 재조합효소 유전자의 전사를 촉

진시키지만, 상기 분화된 체세포에서는 촉진시키지 않는, 비-인간 동물의 생산방법.

청구항 18 
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제17항에 있어서, 상기 ES 세포-특이적 프로모터는 Oct-3/4 프로모터, Sox2 프로모터, Kif4 프로모터, c-Myc 프

로모터, Nanog 프로모터, Lin28 프로모터, 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된, 비-인간 동물의 생

산방법.

청구항 19 

제17항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에

위치된 선택적 마커 유전자를 포함하되, 상기 선택적 마커 유전자는 프로모터에 작동가능하게 연결된, 비-인간

동물의 생산방법.

청구항 20 

제19항에 있어서, 상기 선택적 마커 유전자에 작동가능하게 연결된 상기 프로모터는 항시성 프로모터인, 비-인

간 동물의 생산방법.

청구항 21 

제17항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 선택적 마커 유전자를 포함하지 않고, 상기

선택적 마커 유전자는 상기 체세포의 상기 게놈 내 다른 좌위에 위치되되, 상기 선택적 마커 유전자는, 상기 선

택적 마커가 상기 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된

제3 재조합 부위 및 제4 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된, 비-인간 동물의 생산방법.

청구항 22 

제17항에 있어서, 상기 체세포는 게놈 내 조건적 넉아웃 대립유전자를 포함하되, 상기 조건적 넉아웃 대립유전

자는, 상기 조건적 대립유전자가 상기 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록, 제1 재조합 부위

및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접되는, 비-인간 동물의 생산방법.

청구항 23 

제17항에 있어서, 상기 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 엑손에 상동성인 뉴클레

오타이드 서열을 포함하되, 상기 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에

측접되는, 비-인간 동물의 생산방법.

청구항 24 

제17항에 있어서, 상기 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 인트론에 상동성인 뉴클

레오타이드 서열을 포함하되, 상기 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류

에 측접되는, 비-인간 동물의 생산방법.

청구항 25 

제17항에 있어서, 상기 핵산 작제물은 프로모터에 작동가능하게 연결된 선택적 마커 유전자를 포함하는, 비-인

간 동물의 생산방법.

청구항 26 

제23항에 있어서, 상기 프로모터는 항시성 프로모터인, 비-인간 동물의 생산방법.

청구항 27 

제17항에 있어서, 상기 부위-특이적 재조합효소는 Cre, Flp 및 Dre 재조합효소로 이루어진 군으로부터 선택된,

비-인간 동물의 생산방법.

청구항 28 

분화된 체세포로부터 유전자 변형된 게놈을 포함하는 비-인간 동물의 클로닝된 난모세포로서, 상기 유전자 변형

된 게놈은 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 갖는 자가-절단가

능한 재조합효소 발현 카세트를 포함하되, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는, 상기 카세트가 상
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기 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된 제1 재조합 부위

및 제2 재조합 부위에 측접되는, 클로닝된 난모세포.

청구항 29 

제28항에 있어서, 상기 비-인간 동물은 마우스, 래트, 토끼, 조류, 젖소, 돼지, 양, 염소, 말 및 당나귀로 이루

어진 군으로부터 선택된, 클로닝된 난모세포.

청구항 30 

제28항에 있어서, 상기 분화된 체세포는 피부 세포, 혈액 세포, 신경 세포, 근육 세포, 뼈 세포, 간 세포 및 지

방 세포로 이루어진 군으로부터 선택된, 클로닝된 난모세포.

청구항 31 

제28항에 있어서, 상기 분화된 체세포는 섬유아세포인, 클로닝된 난모세포.

청구항 32 

제31항에 있어서, 상기 섬유아세포는 돼지로부터 유래된, 클로닝된 난모세포.

청구항 33 

제32항에 있어서, 상기 돼지는 미니 피그인, 클로닝된 난모세포.

청구항 34 

제31항에 있어서, 상기 섬유아세포가 젖소로부터 유래된, 클로닝된 난모세포.

청구항 35 

제28항에 있어서, 상기 ES 세포-특이적 프로모터는 Oct-3/4 프로모터, Sox2 프로모터, Kif4 프로모터, c-Myc 프

로모터, Nanog 프로모터, Lin28 프로모터, 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택되는, 클로닝된 난모세

포.

청구항 36 

제28항에 있어서, 상기 ES 세포-특이적 프로모터는 배반포-단계 배아의 ES 세포 내 상기 부위-특이적 재조합효

소 유전자의 전사를 촉진시키는, 클로닝된 난모세포.

청구항 37 

제28항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에

선택적 마커 유전자를 포함하되, 상기 선택적 마커 유전자는 프로모터에 작동가능하게 연결된, 클로닝된 난모세

포.

청구항 38 

제37항에 있어서, 상기 선택적 마커 유전자에 작동가능하게 연결된 상기 프로모터는 항시성 프로모터인, 클로닝

된 난모세포.

청구항 39 

제28항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 선택적 마커 유전자를 포함하지 않으며, 상

기 선택적 마커 유전자는 상기 체세포 게놈 내 다른 좌위에 위치되되, 상기 선택적 마커 유전자는, 상기 선택적

마커가 상기 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록, 서로에 대해 동일한 방향으로 배향되는 제3

재조합 부위 및 제4 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접되는, 클로닝된 난모세포.

청구항 40 

제28항에 있어서, 상기 체세포는 게놈 내 조건적 넉아웃 대립유전자를 포함하되, 상기 조건적 넉아웃 대립유전
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자는, 상기 조건적 대립유전자가 상기 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록, 제1 재조합 부위

및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된, 클로닝된 난모세포.

청구항 41 

제28항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하

나의 엑손에 상동성인 뉴클레오타이드 서열을 포함하되, 상기 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2

재조합 부위의 상류 및 하류에 측접되는, 클로닝된 난모세포.

청구항 42 

제28항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하

나의 인트론에 상동성인 뉴클레오타이드 서열을 포함하되, 상기 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2

재조합 부위의 상류 및 하류에 측접되는, 클로닝된 난모세포.

청구항 43 

제28항에 있어서, 상기 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 상기 체세포 게놈 내 전사적으로-활성인 좌

위에 위치되는, 클로닝된 난모세포.

청구항 44 

제28항에 있어서, 상기 부위-특이적 재조합효소는 Cre, Flp 및 Dre 재조합효소로 이루어진 군으로부터 선택된,

클로닝된 난모세포.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원과의 상호참조[0001]

본 출원은 모든 목적을 위해 전문이 참조로서 포함된 2012년 11월 28일 출원된 미국 특허 제61/730,771호의 정[0002]

규출원이다.

본 발명의 기술분야[0003]

선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물. ES 세포-특이적 프로[0004]

모터에 작동가능하게(operably) 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하는 자가-절단가능한 재조합효소

발현 카세트를 함유하도록 유전자 조작된 비-인간 동물의 분화된 체세포로서, ES 세포-특이적 프로모터는 미분

화된 다능성 줄기 세포 내 부위-특이적 재조합효소 유전자의 발현을 촉진시키지만, 분화된 체세포에서는 촉진시

키지 않는, 분화된 체세포. 선택적 마커 및 부위-특이적 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비

-인간 동물을 생성하기 위한 조성물 및 방법.

배 경 기 술

유전자 변형 기법, 예를 들어, 유전자 이식, 녹-인, 녹-아웃, 삽입 돌연변이유발, 및 결실은 성공적인 유전자[0005]

변형을 확인하기 위해 필연적으로 숙주 게놈 내 선택적 마커 유전자의 삽입을 필요로 한다. 그러나, 일단 성공

적인 유전자 변형이 확인되고 선택적 마커를 함유하는 동물로부터 유래된 제품의 사용에 있어 안전성 문제를 상

승시킬 수 있다면, 숙주 게놈에 남아있는 선택적 마커 유전자는 불필요하게 된다.

이런 이유로, 유전자 변형 후에 숙주 세포 또는 숙주 동물로부터 선택적 마커 및 재조합효소 유전자를 제거하기[0006]

위한 많은 노력이 있었다. 예를 들어, 재조합효소 유전자는, 재조합 부위, 예를 들어 loxP 또는 FRT에 측접

(flanking)되는 선택적 마커 유전자를 제거하기 위해, 예를 들어, 미세주사, 형질감염을 통해, 또는 바이러스

입자를 사용하는 형질 도입을 통해 ES 세포 또는 수정란 내로 도입된다. 대안적으로, 선택 카세트를 운반하는

동물은 동일한 효과를 달성하기 위해 부위-특이적 재조합효소를 발현시키는 제거자(deleter) 균주로 번식된다.

그러나, 이들 기법은 ES 세포 내의 저수준의 형질감염 효율; 연장된 시험관내 배양에 기인하는 ES 세포 다능성

의 감소; 및 추가 번식 단계를 위한 추가적인 인간 및 재원에 대한 필요를 포함하는, 다수의 문제점이 있다.

따라서, 유전자 변형된 동물로부터 선택적 마커 및 재조합효소 유전자를 효과적으로 제거하기 위한 조성물 및[0007]
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방법에 대한 필요가 있다.

발명의 내용

선택적 마커 유전자 및 부위-특이적 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 생성하[0008]

기 위한 조성물 및 방법.

선택적 마커 유전자 및 부위-특이적 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물, 예를 들[0009]

어, 미니 돼지 및 젖소가 제공되되, 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물의 게놈은 ES 세포-특이적 프로모터

에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 함유하는 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를

포함하도록 유전자 조작된 체세포, 예를 들어, 섬유아세포로부터 전달되었다. ES 세포-특이적 프로모터는, ES

세포-특이적 전사 인자가 발현되고 활성인 경우, 미분화 다능성 줄기 세포 내, 예를 들어, 배반포-단계 배아의

내부 세포 덩어리에서 ES 세포 내 부위-특이적 재조합효소의 전사를 촉진시키지만, 분화된 체세포에서는 촉진시

키지 않는다. 따라서, 유전자 변형 동안 도입된 선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자는 클로닝된 배아의

발생 동안 다능성 줄기 세포의 게놈으로부터 제거될 수 있다.

자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물을 함유하도록 유전자 변형된 비-인간 동물의 분화된 체세포가 제공되[0010]

되, 체세포는 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하고, 작

제물은, 재조합효소 유전자가 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으

로 배향된 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접하며, ES 세포-특이적 프로모터는 미분화 다능성 줄기 세포, 예를

들어, ES 세포 내 부위-특이적 재조합효소 유전자의 발현을 촉진시키지만, 분화된 체세포에서는 촉진시키지 않

는다. 제핵 숙주 난모세포(enucleated host oocyte) 내로 또는 다능성 줄기 세포 내로 분화된 체세포의 유전자

변형된 게놈을 전달함으로써, ES 세포-특이적 전사 인자가 발현되고 활성인 경우, 선택적 마커 및 재조합효소

유전자는 발생 중인 클로닝된 배아 내 다능성 줄기 세포로부터 또는 다능성이 되도록 재프로그래밍한 체세포(예

를 들어, 유발된 다능성(iPS 세포))를 포함하는 임의의 다능성 줄기 세포로부터 제거될 수 있다.

선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 생성하는 방법이 제[0011]

공되되, 상기 방법은, (a) 비-인간 동물의 분화된 체세포 내로 핵산 작제물을 도입하여 유전자 변형된 게놈을

생성하는 단계; (b) (a)의 유전자 변형된 게놈을 제핵 숙주 난모세포 내로 전달하는 단계; (c) (b)의 난모세포

를 융합 및 활성화하여 인공 접합자를 형성하는 단계; (d) 접합자가 배반포 배아기로 발생될 때까지 시험관내에

서 (c)의 인공 접합자를 배양시키는 단계; 및 (e) (d)의 배반포를 대리모의 자궁 내로 이식하여 선택적 마커 유

전자 및 부위-특이적 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 형성하는 단계를 포함

하되, 핵산 작제물은 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하

는 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 포함하고, 재조합효소 발현 카세트는, 부위-특이적 재조합효소가

부위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된 재조합 부위의 상류

및 하류에 측접하며, ES 세포-특이적 프로모터는 미분화 다능성 줄기 세포 내 부위-특이적 재조합효소 유전자의

전사를 촉진시키지만, 분화된 체세포에서는 촉진시키지 않는다. 따라서, 일단 분화된 체세포의 유전자 변형된

게놈이 제핵 숙주 난모세포 내로 전달되고, 인공적으로 생성된 접합자가 배아 내로 발생되게 한다면, ES 세포-

특이적 전사 인자가 발현되고 활성인 경우, 선택적 마커 및 재조합효소 유전자는 발생 중인 클로닝된 배아 내

다능성 줄기 세포의 게놈으로부터 제거되게 된다. 이 방법으로, 본 발명은 ES 세포의 조작 또는 선택적 마커 및

재조합효소 유전자를 제거하는데 필요한 임의의 추가 번식 단계를 회피할 수 있다. 다양한 실시형태에서, 핵산

작제물은 표적화 작제물이다. 일 실시형태에서, 표적화 작제물은 넉아웃 대립유전자를 포함한다. 일 실시형태에

서, 표적화 작제물은 녹-인 대립유전자를 포함한다. 일 실시형태에서, 핵산 작제물은 전이유전자를 포함한다.

선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 비-인간 동물의 유전자 변형 및 클로닝된 다능성 줄기 세포의[0012]

생성방법이 제공되며: (a) 비-인간 동물의 분화된 체세포 내로 핵산 작제물을 도입하여 유전자 변형된 게놈을

생성하는 단계; 및 (b) (a)의 유전자 변형된 게놈을 다능성 줄기 세포 내로 전달하여 선택적 마커 유전자 및 재

조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 다능성 줄기 세포를 생성하는 단계를 포함하되, 핵산 작제물

은 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하는 자가-절단가능

한 재조합효소 발현 카세트를 포함하고, 재조합효소 발현 카세트는, 부위-특이적 재조합효소가 부위-특이적 재

조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된 재조합 부위의 상류 및 하류에 측

접하며, ES 세포-특이적 프로모터는 미분화 다능성 줄기 세포 내 부위-특이적 재조합효소 유전자의 전사를 촉진

시키지만, 분화된 체세포에서는 촉진시키지 않는다. 다양한 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화 작제물이다.

일 실시형태에서, 표적화 작제물은 넉아웃 대립유전자를 포함한다. 일 실시형태에서, 표적화 작제물은 녹-인 대
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립유전자를 포함한다. 일 실시형태에서, 핵산 작제물은 전이유전자를 포함한다.

재조합 부위에 측접되는 선택적 마커 및 재조합효소 유전자는 분화된 체세포의 유전자 변형된 게놈을 다능성 줄[0013]

기 세포, 또는 ES 세포-특이적 전사 인자가 활성인 경우 다능성이 되도록 재프로그래밍된 임의의 체세포 내로

전달함으로써, 다능성 줄기 세포의 게놈으로부터 제거될 수 있다.

일 양태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 함유하도록 유전자조작된 비-인간 동물의 분화된 체세[0014]

포가 제공되되, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부

위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하고, 재조합효소 발현 카세트는, 선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전

자가 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된 제1 재조합 부

위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접하며, ES 세포-특이적 프로모터는 미분화 다능성 줄기 세포 내 부

위-특이적 재조합효소 유전자의 전사를 촉진시키지만, 분화된 체세포에서는 촉진시키지 않는다.

일 실시형태에서, 분화된 체세포는 피부 세포, 혈액 세포, 신경 세포, 근육 세포, 뼈 세포, 간 세포 및 지방 세[0015]

포로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 분화된 체세포는 섬유아세포이다. 일 실시형태에서, 섬유아세포는 마우스, 래트, 토끼, 조류,[0016]

젖소, 돼지, 양, 염소, 말 및 당나귀로 이루어진 군으로부터 선택된 비-인간 동물로부터 유래된다. 일 실시형태

에서, 섬유아세포는 돼지로부터 유래된다. 더 구체적인 실시형태에서, 돼지는 미니피그이다. 일 실시형태에서,

섬유아세포는 젖소로부터 유래된다.

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 프로모터는 Oct-3/4 프로모터, Sox2 프로모터, Kif4 프로모터, c-Myc 프로모[0017]

터, Nanog 프로모터, Lin28 프로모터, 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 프로모터는 배반포-단계 배아의 ES 세포 내 부위-특이적 재조합효소 유전자의[0018]

전사를 촉진시킨다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에 제2 발현 카세트를 포함하되, 제2[0019]

발현 카세트는 프로모터에 작동가능하게 연결된 선택적 마커 유전자를 포함한다. 일 실시형태에서, 선택적 마커

유전자는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 상류에 위치된다. 다른 실시형태에서, 선택적 마커 유전자는 부위-

특이적 재조합효소 유전자의 하류에 위치된다.

일  실시형태에서,  선택적  마커  유전자에  작동가능하게  연결된  프로모터는  항시성  프로모터(constitutive[0020]

promoter)이다. 일 실시형태에서, 항시성 프로모터는 Ubc 프로모터, hCMV 프로모터, mCMV 프로모터, EF-1 프로

모터, Pgk1 프로모터, 베타-액틴 프로모터 및 ROSA26 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커는 네오마이신 포스포트랜스퍼라제(neo
r
), 하이그로마이신 B 포스포트랜스퍼라제[0021]

(hyg
r
), 퓨로마이신-N아세틸트랜스퍼라제(puro

r
), 블라스티시딘 S 데아미나제(bsr

r
), 잔틴/구아닌 포스포리보실

트랜스퍼라제(gpt) 및 단순포진 바이러스 티미딘 키나제(HSV-k)로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물은 선택적 마커 유전자를 포함하지 않으며, 선택적[0022]

마커 유전자는 분화된 체세포의 게놈에서 다른 다른 좌위에(예를 들어, 트랜스로) 위치되되, 선택적 마커 유전

자는, 선택적 마커가 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향

되는 제3 재조합 부위 및 제4 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된다. 일 실시형태에서, 분화된 체세포는 게놈

에서 조건적 넉아웃 대립유전자를 포함하되, 조건적 넉아웃 대립유전자는, 조건적 대립유전자가 부위-특이적 재

조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된다. 일 실

시형태에서, 조건적 넉아웃 대립유전자는 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이의 선택적 마커 유전자를 추

가로 포함한다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 엑손에 상동성인 뉴클레오타[0023]

이드 서열을 포함하되, 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접된다. 더 구체적인

실시형태에서, 엑손은 내인성 유전자의 제1 엑손이다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 인트론에 상동성인 뉴클레오[0024]

타이드 서열을 포함하되, 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접된다.

일  실시형태에서,  핵산  작제물은,  전체  내인성  유전자가  상동성  재조합을  통해  핵산  작제물로  대체될  수[0025]

있도록, 내인성 유전자의 개시 코돈의 상류의 5'-미번역 영역(UTR) 및 내인성 유전자의 정지 코돈의 하류의 3'-
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미번역 영역(UTR)을 포함한다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을 추가로 포함하되, 변형된 서[0026]

열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접되는 영역의 외부에 위치된다. 일 실시형태에서, 변형된 서열

은 내인성 유전자의 적어도 하나의 엑손의 녹-인 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 변형된 서열은 전체 내인성

유전자의 녹-인 대립유전자이다(즉, "유전자-스왑(gene-swap) 녹-인"). 녹-인 대립유전자는 대립유전자를 함유

하는 동물에 대해 바람직한 특징, 예컨대 개선된 질환 내성 또는 더 큰 크기(예를 들어, 더 큰 근육 크기)를 부

여하는 대립유전자일 수 있다. 일 실시형태에서, 핵산 작제물은 전이유전자 서열을 추가로 포함하되, 전이유전

자 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접되는 영역 외부에 위치된다. 일 실시형태에서, 전이유전

자  서열은  인간  단백질(예를  들어,  인슐린,  알파-락트알부민,  트랜스페린,  인간  혈청  알부민,  인간  성장

호르몬, 혈액 응고 인자 등)을 암호화한다. 일 실시형태에서, 전이유전자 서열은 치료제(예를 들어, 치료적 항

체)를 암호화한다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을 추가로 포함하되, 변형된 서[0027]

열은 내인성 유전자의 넉아웃 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 넉아웃 대립유전자는 리포터 유전자를 포함하

되, 리포터 유전자의 5'은, 리포터 유전자의 전사가 내인성 유전자의 발현을 촉진시키는 내인성 프로모터에 의

해 개시될 수 있고, 내인성 유전자의 전사가 없어질 수 있도록 내인성 유전자의 개시코돈(ATG)의 상류 가까이에

뉴클레오타이드 서열(즉, 5' 미번역 영역(5'-UTR))을 포함한다.

일 실시형태에서, 리포터 유전자는 제1 재조합 부위의 상류에 위치된다.[0028]

일 실시형태에서, 리포터 유전자는 알칼린 포스파타제, 루시페라제, 베타-갈락토시다제, 베타-글루쿠로니다제,[0029]

녹색 형광 단백질(green  fluorescent  protein:  GFP),  증강된 녹색 형광 단백질(enhanced  green  fluorescent

protein:  EGFP),  시안 형광 단백질(cyan  fluorescent  protein:  CFP), 황색 형광 단백질(yellow  fluorescent

protein: YFP), DsRed 및 ZsGreen으로 이루어진 군으로부터 선택된 리포터 단백질을 암호화한다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 분화된 체세포의 게놈에서 전사적으로 활성인 좌[0030]

위에 위치된다. 일 실시형태에서, 전사적으로 활성인 좌위는 ROSA26 좌위이다. 일 실시형태에서, 전사적으로-활

성인 좌위는 CH25h 좌위이다.

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre, Flp 및 Dre 재조합효소로 이루어진 군으로부터 선택된다.[0031]

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre 재조합효소이다. [0032]

일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 인트론 서열을 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 핵 위치 신호[0033]

(nuclear localization signal: NLS)를 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 인트론 서열과 핵 위치

신호(NLS)를 둘 다 포함한다.

일  실시형태에서,  제1  재조합  부위  및  제2  재조합  부위는  loxP,  lox511,  lox2272,  lox66,  lox71,  loxM2,[0034]

lox5171, FRT, FRT11, FRT71, attp, att, FRT 및 Dre 부위로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 양태에서, 선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 생산[0035]

하기 위한 방법이 제공되되, 상기 방법은,

(a) 비-인간 동물의 분화된 체세포 내로 핵산 작제물을 도입하여 유전자 변형된 게놈을 생성하는 단계;[0036]

(b) (a)의 유전자 변형된 게놈을 제핵 숙주 난모세포 내로 전달하는 단계;[0037]

(c) (b)의 난모세포를 융합 및 활성화시켜 인공 접합자를 형성하는 단계;[0038]

(d) 접합자가 배반포 배아기에 도달될 때까지 (c)의 인공 접합자를 배양시키는 단계; 및[0039]

(e) (d)의 배반포를 대리모의 자궁 내로 이식하여 선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변[0040]

형 및 클로닝된 비-인간 동물을 형성하는 단계를 포함하되,

핵산 작제물은 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하는 자[0041]

가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 포함하며, 재조합효소 발현 작제물은, 부위-특이적 재조합효소가 부위

-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된 제1 재조합 부위 및 제2

재조합 부위의 상류 및 하류에 측접하며, ES 세포-특이적 프로모터는 미분화 다능성 줄기 세포 내 부위-특이적

재조합효소 유전자의 전사를 촉진시키지만, 분화된 체세포에서는 촉진시키지 않는다. 일단 분화된 체세포의 변
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형된  게놈이  제핵  숙주  난모세포  내로  전달되고,  인공적으로  생성된  접합자는  클로닝된  배아로  발생되게

한다면, ES 세포-특이적 전사 인자가 다능성 줄기 세포에서 활성인 경우, 선택적 마커 및 재조합효소 유전자는

클로닝된 배아의 게놈으로부터 제거된다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화 작제물이다. 일 실시형태에서, 표적화 작제물은 넉아웃 대립유전자를[0042]

포함한다. 일 실시형태에서, 표적화 작제물은 녹-인 대립유전자를 포함한다. 일 실시형태에서, 핵산 작제물은

전이유전자를 포함한다.

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 프로모터는 Oct-3/4 프로모터, Sox2 프로모터, Kif4 프로모터, c-Myc 프로모[0043]

터, Nanog 프로모터, Lin28 프로모터, 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

다양한 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에[0044]

위치된 제2 발현 카세트를 포함하되, 제2 발현 카세트는 프로모터에 작동가능하게 연결된 선택적 마커 유전자를

포함한다. 일 실시형태에서, 선택적 마커는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 상류에 위치된다. 다른 실시형태

에서, 선택적 마커는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 하류에 위치된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커 유전자에 작동가능하게 연결된 프로모터는 항시성 프로모터이다. 일 실시형태에[0045]

서, 항시성 프로모터는 Ubc 프로모터, hCMV 프로모터, mCMV 프로모터, EF-1 프로모터, Pgk1 프로모터, 베타-액

틴 프로모터 및 ROSA26 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커는 네오마이신 포스포트랜스퍼라제(neo
r
), 하이그로마이신 B 포스포트랜스퍼라제[0046]

(hyg
r
), 퓨로마이신-N아세틸트랜스퍼라제(puro

r
), 블라스티시딘 S 데아미나제(bsr

r
), 잔틴/구아닌 포스포리보실

트랜스퍼라제(gpt) 및 단순포진 바이러스 티미딘 키나제(HSV-k)로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물은 선택적 마커 유전자를 포함하지 않고, 선택적 마[0047]

커 유전자는 분화된 체세포의 게놈에서 다른 다른 좌위에(예를 들어, 트랜스로) 위치되되, 선택적 마커 유전자

는, 선택적 마커가 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된

제3 재조합 부위 및 제4 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된다. 일 실시형태에서, 분화된 체세포는 게놈 내에

조건적 넉아웃 대립유전자를 포함하되, 조건적 넉아웃 대립유전자는, 조건적 대립유전자가 부위-특이적 재조합

효소의 존재에서 게놈으로부터 제거될 수 있도록 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된

다. 일 실시형태에서, 조건적 넉아웃 대립유전자는 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에 선택적 마커 유

전자를 포함한다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 엑손에 상동성인 뉴클레오타[0048]

이드 서열을 포함하되, 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접된다. 일 실시형태에

서, 엑손은 내인성 유전자의 제1 엑손이다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 인트론에 상동성인 뉴클레오[0049]

타이드 서열을 포함하되, 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된

다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화 작제물이며, 표적화 작제물의 표적화 암(arm)은, 전체 내인성 유전자가[0050]

상동성 재조합을 통해 표적화 작제물로 대체될 수 있도록, 내인성 유전자의 개시 코돈 상류의 5'-미번역 영역

(UTR) 및 내인성 유전자의 정지 코돈 하류의 3'-미번역 영역(UTR)을 포함한다. 일 실시형태에서, 표적화 암은

내인성 유전자의 개시 코돈의 상류 가까이에 5'-UTR 영역을 포함한다. 일 실시형태에서, 표적화 암은 내인성 유

전자의 정지 코돈의 하류 가까이에 3' 미번역 영역을 포함한다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을 추가로 포함하되, 변형된 서[0051]

열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접된 영역의 외부에 위치된다. 일 실시형태에서, 변형된 서열은

적어도 하나의 엑손의 녹-인 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 변형된 서열은 전체 유전자의 녹-인 대립유전자

이다(즉, "유전자-스왑 녹-인"). 녹-인 대립유전자는 대립유전자를 함유하는 동물에 대해 바람직한 특징, 예컨

대 개선된 질환 내성 또는 더 큰 크기(예를 들어, 더 큰 근육 크기)를 부여하는 대립유전자일 수 있다. 일 실시

형태에서, 핵산 작제물은 전이유전자 서열을 추가로 포함하되, 전이유전자 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조

합 부위에 측접되는 영역 외부에 위치된다. 일 실시형태에서, 전이유전자 서열은 인간 단백질(예를 들어, 인슐

린, 알파-락트알부민, 트랜스페린, 인간 혈청 알부민, 인간 성장 호르몬, 혈액 응고 인자 등)을 암호화한다. 일

실시형태에서, 전이유전자 서열은 치료제(예를 들어, 치료적 항체)를 암호화한다.
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일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을 추가로 포함하되, 변형된 서[0052]

열은 내인성 유전자의 넉아웃 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 넉아웃 대립유전자는 리포터 유전자를 포함하

되, 리포터 유전자의 5'은, 리포터 유전자의 전사가 내인성 유전자를 촉진시키는 내인성 프로모터에 의해 개시

되고, 내인성 유전자의 전사가 없어지도록, 내인성 유전자의 개시 코돈(ATG)의 상류 가까이에 뉴클레오타이드

서열(즉, 5'-미번역 영역(5'-UTR))을 포함한다.

일 실시형태에서, 리포터 유전자는 제1 재조합 부위의 상류에 위치된다. 일 실시형태에서, 리포터 유전자는 녹[0053]

색 형광 단백질(GFP), 증강된 녹색 형광 단백질(EGFP), 시안 형광 단백질(CFP), 황색 형광 단백질(YFP), DsRed,

ZsGreen 및 lacZ로 이루어진 군으로부터 선택된 리포터 단백질을 암호화한다.

일 실시형태에서, 분화된 체세포의 유전자 변형된 게놈은 체세포 핵 전달 기법(somatic cell nuclear transfer[0054]

technique: SCNT)을 통해 제핵 숙주 난모세포 내로 전달된다.

일 실시형태에서, 분화된 체세포의 유전적으로-변형된 게놈은 제핵 숙주 난모세포의 위란강(즉, 투명대와 세포[0055]

막 사이의 공간) 내로 미세주사된다.

일 실시형태에서, 발현 작제물은 프로모터에 작동가능하게 연결된 선택적 마커 유전자를 포함한다. 일 실시형태[0056]

에서, 프로모터는 항시성 프로모터이다. 일 실시형태에서, 항시적으로 활성인 프로모터는 Ubc 프로모터, hCMV

프로모터, mCMV 프로모터, EF-1 프로모터, Pgk1 프로모터, 베타-액틴 프로모터 및 ROSA26 프로모터로 이루어진

군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커 유전자는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 상류에 위치된다. 일 실시형태에서,[0057]

선택적 마커 유전자는 부위-특이적 재조합효소의 하류에 위치된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커는 네오마이신 포스포트랜스퍼라제(neo
r
), 하이그로마이신 B 포스포트랜스퍼라제[0058]

(hyg
r
), 퓨로마이신-N아세틸트랜스퍼라제(puro

r
), 블라스티시딘 S 데아미나제(bsr

r
), 잔틴/구아닌 포스포리보실

트랜스퍼라제(gpt) 및 단순포진 바이러스 티미딘 키나제(HSV-k)로 이루어진 군으로부터 선택된 약물 내성 유전

자이다.

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre, Flp, 및 Dre 재조합효소로 이루어진 군으로부터 선택된다.[0059]

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre 재조합효소이다.[0060]

일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 인트론 서열을 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 핵 위치 신호[0061]

(NLS)를 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 인트론 서열과 핵 위치 신호(NLS)를 둘 다 포함한다.

일  실시형태에서,  제1  재조합  부위와  제2  재조합  부위는  loxP,  lox511,  lox2272,  lox66,  lox71,  loxM2,[0062]

lox5171, FRT, FRT11, FRT71, attp, att, FRT 및 Dre 부위로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 양태에서, 돼지 또는 젖소의 체세포를 유전자 변형시켜 다능성 세포에서 활성인 프로모터에 의해 촉진되는[0063]

재조합효소 유전자, 및 재조합효소 부위에 측접되는 선택 유전자를 포함하는 자가-절단성 카세트를 포함하도록

체세포를 유전자 변형시켜 유전자 변형된 돼지 또는 젖소 게놈을 형성하는 단계; 및 유전자 변형된 게놈을 적합

한 난모세포 내로 도입하는 단계, 난모세포를 배반포 단계로 배양시키는 단계, 적합한 대리모에서 배반포를 임

신시키는 단계, 및 배반포를 유전자 변형된 자손으로 발생시키는 단계를 포함하는, 유전자 변형된 젖소 또는 돼

지의 제조 방법이 제공된다.

일 양태에서, 분화된 체세포로부터 유전자 변형된 게놈을 포함하는 비-인간 동물의 클로닝된 난모세포가 제공되[0064]

되, 유전자 변형된 게놈은 부위-특이적 재조합효소 유전자가 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된

자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 함유하는 핵산 작제물을 포함하며, 재조합효소 발현 카세트는, 부위

-특이적 재조합효소가 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향

된 재조합 부위에 측접된다.

일 실시형태에서, 비-인간 동물은 마우스, 래트, 토끼, 조류, 소, 돼지, 양, 염소, 말 및 당나귀로 이루어진 군[0065]

으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 분화된 체세포는 피부 세포, 혈액 세포, 신경 세포, 근육 세포, 뼈 세포, 간 세포, 및 지방[0066]

세포로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 분화된 체세포는 섬유아세포이다. 일 실시형태에서, 섬유아세포는 마우스, 래트, 토끼, 조류,[0067]
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젖소, 돼지, 양, 염소, 말 및 당나귀로 이루어진 군으로부터 선택된 비-인간 동물로부터 유래된다. 일 실시형태

에서, 섬유아세포는 돼지로부터 유래된다. 더 구체적인 실시형태에서, 돼지는 미니 돼지이다. 일 실시형태에서,

섬유아세포는 젖소로부터 유래된다.

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 프로모터는 Oct-3/4 프로모터, Sox2 프로모터, Kif4 프로모터, c-Myc 프로모[0068]

터, Nanog 프로모터, Lin28 프로모터, 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에 제2 발현 카세트를 포함하되, 제2[0069]

발현 카세트는 프로모터에 작동가능하게 연결된 선택적 마커 유전자를 포함한다. 일 실시형태에서, 선택적 마커

유전자는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 상류에 위치된다. 다른 실시형태에서, 선택적 마커 유전자는 부위-

특이적 재조합효소 유전자의 하류에 위치된다. 

일 실시형태에서, 선택적 마커 유전자에 작동가능하게 연결된 프로모터는 항시성 프로모터이다. 일 실시형태에[0070]

서, 항시성 프로모터는 Ubc 프로모터, hCMV 프로모터, mCMV 프로모터, EF-1 프로모터, Pgk1 프로모터, 베타-액

틴 프로모터 및 ROSA26 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커는 네오마이신 포스포트랜스퍼라제(neo
r
), 하이그로마이신 B 포스포트랜스퍼라제[0071]

(hyg
r
), 퓨로마이신-N아세틸트랜스퍼라제(puro

r
), 블라스티시딘 S 데아미나제(bsr

r
), 잔틴/구아닌 포스포리보실

트랜스퍼라제(gpt) 및 단순포진 바이러스 티미딘 키나제(HSV-k)로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물은 선택적 마커 유전자를 포함하지 않으며, 선택적[0072]

마커 유전자는 분화된 체세포의 게놈에서 다른 다른 좌위에(예를 들어, 트랜스로) 위치되되, 선택적 마커 유전

자는, 선택적 마커 유전자가 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으

로 배향된 제3 재조합 부위 및 제4 재조합 부위의 하류에 측접된다. 일 실시형태에서, 분화된 체세포는 게놈 내

에 조건적 넉아웃 대립유전자를 포함하되, 조건적 넉아웃 대립유전자는, 조건적 대립유전자가 부위-특이적 재조

합효소의 존재에서 제거될 수 있도록, 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된다. 일 실시

형태에서, 조건적 넉아웃 대립유전자는 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에 선택적 마커 유전자를 추가

로 포함한다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 엑손에 상동성인 뉴클레오타[0073]

이드  서열을  포함하되,  뉴클레오타이드  서열은  제1  재조합  부위  및  제2  재조합  부위의  상류  및  하류에

측접된다. 더 구체적인 실시형태에서, 엑손은 내인성 유전자의 제1 엑손이다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 인트론에 상동성인 뉴클레오[0074]

타이드 서열을 포함하되, 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된

다.

일  실시형태에서,  핵산  작제물은,  전체  내인성  유전자가  상동성  재조합을  통해  핵산  작제물로  대체될  수[0075]

있도록, 내인성 유전자의 개시 코돈 상류의 5'-미번역 영역(UTR) 및 내인성 유전자의 정지 코돈의 3'-미번역 영

역(UTR)을 포함한다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을 추가로 포함하되, 변형된 서[0076]

열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접된 영역 외부에 위치된다. 일 실시형태에서, 변형된 서열은 내

인성 유전자의 적어도 하나의 엑손의 녹-인 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 변형된 서열은 전체 내인성 유전

자의 녹-인 대립유전자이다(즉, "유전자-스왑 녹-인"). 녹-인 대립유전자는 대립유전자를 함유하는 동물에 대해

바람직한 특징, 예컨대 개선된 질환 내성 또는 더 큰 크기(예를 들어, 더 큰 근육 크기)를 부여하는 대립유전자

일 수 있다. 일 실시형태에서, 핵산 작제물은 전이유전자 서열을 추가로 포함하되, 전이유전자 서열은 제1 재조

합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접되는 영역 외부에 위치된다. 일 실시형태에서, 전이유전자 서열은 인간 단백

질(예를 들어, 인슐린, 알파-락트알부민, 트랜스페린, 인간 혈청 알부민, 인간 성장 호르몬, 혈액 응고 인자

등)을 암호화한다. 일 실시형태에서, 전이유전자 서열은 치료제(예를 들어, 치료적 항체)를 암호화한다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을 추가로 포함하되, 변형된 서[0077]

열은 내인성 유전자의 넉아웃 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 넉아웃 대립유전자는 리포터 유전자를 포함하

되, 리포터 유전자의 5'은, 리포터 유전자의 전사가 내인성 유전자의 발현을 촉진시키는 내인성 프로모터에 의

해 개시될 수 있고, 내인성 유전자의 전사가 없어질 수 있도록, 내인성 유전자의 개시 코돈(ATG)의 상류 가까이

에 뉴클레오타이드 서열(즉, 5' 미번역 영역(5'-UTR))을 포함한다.
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일 실시형태에서, 리포터 유전자는 제1 재조합 부위의 상류에 위치된다.[0078]

일 실시형태에서, 리포터 유전자는 알칼린 포스파타제, 루시페라제, 베타-갈락토시다제, 베타-글루쿠로니다제,[0079]

녹색 형광 단백질(GFP),  증강된 녹색 형광 단백질(EGFP),  시안 형광 단백질(CFP),  황색 형광 단백질(YFP),

DsRed 및 ZsGreen로 이루어진 군으로부터 선택된 수용체 단백질을 암호화한다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 분화된 체세포의 게놈에서 전사적으로 활성인 좌[0080]

위에 위치된다. 일 실시형태에서, 전사적으로 활성인 좌위는 ROSA26 좌위이다. 일 실시형태에서, 전사적으로-활

성인 좌위는 CH25h 좌위이다.

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre, Flp 및 Dre 재조합효소로 이루어진 군으로부터 선택된다.[0081]

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre 재조합효소이다.[0082]

일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 인트론 서열을 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 핵 위치 신호[0083]

(NLS)를 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 인트론 서열과 핵 위치 신호(NLS)를 둘 다 포함한다.

일  실시형태에서,  제1  재조합  부위와  제2  재조합  부위는  loxP,  lox511,  lox2272,  lox66,  lox71,  loxM2,[0084]

lox5171, FRT, FRT11, FRT71, attp, att, FRT, 및 Dre 부위로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 프로모터는 클로닝된 난모세포에서 활성이 아니다. 일 실시형태에서, ES 세포[0085]

-특이적 프로모터의 활성이 리간드 없이 끊어지지만, 프로모터 활성은 적합한 리간드, 예를 들어 테트라사이클

린의 투여 후에, ES-세포 특이적 전사 인자의 존재에서 켜지는 방법으로, ES 세포-특이적 프로모터는 리간드-유

도성 프로모터, 예를 들어, 테트라사이클린(tet) 온/오프 시스템에 결합된다.

일 양태에서, 다능성 세포에서 활성인 프로모터에 의해 촉진되는 부위-특이적 재조합효소 유전자 및 재조합효소[0086]

부위에 측접되는 선택 유전자를 포함하는 자가-절단성 카세트를 포함하도록 돼지 또는 젖소의 체세포를 유전자

변형시켜 유전자 변형된 돼지 또는 젖소 게놈을 형성하는 단계; 및 유전자 변형된 게놈을 적합한 난모세포 내로

도입하는 단계, 난모세포를 배반포 단계로 배양시키는 단계, 적합한 대리모에서 배반포를 임신시키는 단계, 및

배반포를 유전자 변형된 자손으로 발생시키는 단계를 포함하는, 선택 유전자가 없는 F0 발생에서 유전자 변형된

젖소 또는 돼지의 제조 방법이 제공된다.

일 양태에서, (a) (i) ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 함유[0087]

하는 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 포함하는 제1 핵산 작제물; 및 (ii) ES 세포-특이적 전사 인자

를 암호화하는 유전자를 포함하는 제2 핵산 작제물을 포함하는 조성물을 젖소 또는 돼지의 분화된 체세포 내로

도입하는 단계를 포함하는, 젖소 또는 돼지의 분화된 체세포의 게놈을 변형시키는 방법이 제공되되,

재조합효소 발현 카세트는, 부위-특이적 재조합효소가 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록,[0088]

서로에 대해 동일한 방향으로 배향된 재조합 부위에 측접되고,

ES 세포-특이적 전사 인자는 ES 세포-특이적 프로모터를 활성화시킬 수 있다.[0089]

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 전사 인자는 Oct-3/4, Sox2, c-Myc, Kif4, Nanog 및 Lin28로 이루어진 군으[0090]

로부터 선택된 적어도 하나이다. 일 실시형태에서, 적어도 하나의 ES 세포-특이적 전사 인자는 분화된 체세포를

다능성 줄기 세포로 재프로그래밍할 수 있다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화 작제물이다. 일 실시형태에서, 표적화 작제물은 넉아웃 대립유전자를[0091]

포함한다. 일 실시형태에서, 표적화 작제물은 녹-인 대립유전자를 포함한다. 일 실시형태에서, 핵산 작제물은

전이유전자를 포함한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 유전자 조작되고 클로닝된 비-인간 동물을 생성하기 위한 단계를 도시한 도면;[0092]

도 2는 마커가 없는 유전자 변형된 비-인간 동물을 발생시키기 위한 자가-절단가능한 카세트를 도시한 도면;

도 3은 선택적 마커가 없는 유전자 조작되고 클로닝된 비-인간 동물을 생성하기 위한 단계를 도시한 도면;

도 4는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 생성하기 위한 플랫폼을 도시한 도면.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용
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용어[0093]

본 명세서에서 사용되는 용어 "클로닝"은 본래의 유기체의 동일한 복제물을 생성하는 방법을 포함한다.[0094]

본 명세서에서 사용되는 용어 "배아 줄기 세포" 또는 "ES 세포"는 배아 내로 도입 시, 발생 배아의 임의의 조직[0095]

에 기여할 수 있는 미분화된 내부 덩어리 세포로부터 유래된 줄기 세포를 포함한다.

본 명세서에서 사용되는 어구 "작동가능하게 연결된"은 프로모터가 단백질을 암호화하는 뉴클레오타이드 서열의[0096]

발현을 제어하는 그러한 방법으로 단백질을 암호화하는 다른 뉴클레오타이드 서열에 프로모터를 암호화하는 뉴

클레오타이드 서열을 연결하는 것을 포함한다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "프로모터" 및 "프로모터 조절 구성요소" 등은 해당 유전자의 발현을 제어하는 핵[0097]

산 단편 또는 유전자 내에서 뉴클레오타이드 서열 구성요소를 포함한다. 이들은 또한 발현 제어 서열을 포함할

수 있다. 다양한 공급원으로부터의 프로모터 조절 구성요소 등은 프로모터 유전자 발현에 효율적으로 사용될 수

있다. 프로모터 조절 구성요소는 항시적, 조직-특이적, 발생-특이적, 유도성, 서브 게놈 프로모터 등을 포함하

는 것을 의미한다. 프로모터 조절 구성요소는 또한 전사 효율을 개선 또는 조절하는 특정 인핸서 구성요소 또는

침묵 구성요소를 포함할 수 있다.

본 명세서에 사용되는 바와 같은 용어 "항시성 프로모터" 및 "항시적으로 활성인 프로모터"는 대부분의 시간에[0098]

대부분의 세포 또는 조직에서 유전자의 전사를 지시하는 조절 서열을 포함한다.

본 명세서에 사용되는 바와 같은 용어 "다능성 줄기 세포" 또는 "다분화능 줄기 세포"는 하나 이상의 분화된 세[0099]

포 유형으로 발생하는 능력을 소유하는 미분화된 세포를 포함한다.

본 명세서에 사용되는 바와 같은 용어 "재조합 부위"는 부위-특이적 재조합효소에 의해 인식되고 재조합 사건에[0100]

대한 기질로서 작용할 수 있는 뉴클레오타이드 서열을 포함한다.

본 명세서에 사용되는 바와 같은 용어 "부위-특이적 재조합효소"는, 2개의 재조합 부위가 단일 핵산 분자 내에[0101]

서 또는 별개의 핵산 분자 상에서 물리적으로 분리된 경우, "재조합 부위" 간의 재조합을 용이하게 할 수 있는

효소의 그룹을 포함한다. "부위-특이적 재조합효소"의 예는 Cre, Flp 및 Dre 재조합효소를 포함하지만, 이들로

제한되지 않는다.

본 명세서에 사용된 바와 같은 용어 "체세포"는 단일 세트의 염색체(n)를 갖는 생식세포를 제외하고, 2개 세트[0102]

의 염색체(2n)를 갖는 유기체의 신체를 구성하는 임의의 세포를 포함한다.

본 명세서에서 사용된 바와 같은 용어 "체세포 핵 전달" 또는 "SCNT"는 공여체 동물, 예컨대 양, 소, 돼지, 염[0103]

소, 토끼, 래트 또는 마우스로부터의 체(신체) 세포의 핵이 제핵 난자(그 자체의 핵이 제거된 난자)의 세포질에

전달되는 기법을 포함한다. 핵에 본 방법에 의한 유전자 변형이 실시될 수 있다. 일단 난자의 내부라면, 체세포

핵은 난자 세포질 인자에 의해 재프로그래밍되어 접합자(수정란) 핵이 된다. 이어서, 수정란은 시험관내에서,

예를 들어, 배반포 단계로 발생된 다음에, 수정란으로부터 클론 유래된 세포를 함유하고 전달된 핵에 도입된 임

의의 유전자 변형을 갖는 새끼를 낳는 공여체와 전형적으로 동일한 종의 수용 동물에 전달될 수 있다. 유방 상

피세포, 난구 세포, 피부 및 장기로부터의 섬유아세포 세포, 다양한 장기 세포, 세르톨리 세포, 대식 세포 및

혈액 백혈구를 포함하는 다수의 체세포 유형이 사용될 수 있다(예를 들어, 문헌[Tian  et  al.,  Reproductive

Biology and Endocrinology1, 1-7 (2003)] 참조.

자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 포함하는 체세포[0104]

유전자 변형 후에 숙주 세포 또는 숙주 동물로부터 선택적 마커 및 재조합효소 유전자를 제거하기 위한 다수의[0105]

노력이 있었다. 예를 들어, 재조합 부위, 예를 들어, loxP 또는 FRT에 측접된 선택적 마커 유전자를 제거하기

위해, 부위-특이적 재조합효소 유전자는, 예를 들어, 미세주사, 형질감염을 통해 ES 세포 또는 수정란 내로 도

입되거나 또는 바이러스 입자를 통해 형질도입된다. 대안적으로, 선택 카세트를 운반하는 동물은 동일한 효과를

수행하기 위해 부위-특이적 재조합효소를 발현시키는 제거자 균주로 번식된다. 그러나, 이들 기법은 ES 세포 내

의 저수준의 형질감염 효율; 연장된 시험관내 배양에 기인하는 ES 세포 다능성의 감소; 및 추가 번식 단계에 필

요한 추가적인 인간 및 재원을 포함하는, 다수의 문제점이 있다.

본 발명은 ES 세포-특이적 프로모터에 의해 촉진된 자가-절단가능한 부위-특이적 재조합효소 유전자를 분화된[0106]

체세포 내로 도입한 다음, 분화된 체세포의 유전자 변형된 게놈을, 예를 들어 체세포 핵 전달(SCNT) 기법을 통

해 제핵 숙주 난모세포 내로 전달함으로써 유전자 변형 후에 비-인간 동물로부터 선택적 마커 및 재조합효소 유
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전자를 제거하는 신규한 접근을 제공한다. 융합 및 활성화 시, 체세포의 유전자 변형된 게놈을 포함하는 인공적

으로 생성된 접합자는, 그것이 배반포 단계에 도달될 때까지 시험관내에서 배양되고 전체 발생 동안 대리모 내

로 이식된다(예를 들어, 문헌[Gong et al., Generation of cloned calves from different types of somatic

cells, Sci China C Life Sci, 2004, 47:470-476] 참조; 본 명세서에 그의 전문이 참조로서 포함됨). 인공적으

로 생성된 접합자의 발생 동안, ES 세포-특이적 전사 인자가 활성인 경우, 부위-특이적 재조합효소는 다능성 줄

기 세포에서 발현되고 활성으로 되며, 선택적 마커 및 재조합효소 유전자는 클로닝된 배아의 게놈으로부터 결실

되게 된다. 이런 방법으로, 상기 방법은 ES 세포의 조작 또는 선택적 마커 및 재조합효소 유전자를 제거하는데

필요한 임의의 추가 번식 단계에 대한 필요를 제거한다.

ES  세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하는 자가-절단가능한[0107]

재조합효소 발현 카세트를 함유하도록 유전자 조작된 비-인간 동물의 비분화 체세포가 제공되되, 부위-특이적

재조합효소 유전자는 미분화 다능성 줄기 세포 내, 예를 들어 배반포-단계 배아의 내부 세포 덩어리 내 ES 세포

에서 발현되지만, 분화된 체세포에서는 발현되지 않는다.

일 양태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 함유하도록 유전자 조작된 비-인간 동물의 분화된 체[0108]

세포가 제공되되, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된

부위-특이적 재조합효소를 포함하고, 부위-특이적 재조합효소 유전자는, 재조합효소가 부위-특이적 재조합효소

의 존재에서 절단될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향된 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 하

류에 측접되며, ES 세포-특이적 프로모터는 미분화 다능성 줄기 세포 내 부위-특이적 재조합효소 유전자의 전사

를 촉진시키지만, 체세포에서는 그렇지 않다.

일단 분화된 체세포의 변형된 게놈이 제핵 숙주 난모세포 내로 전달된다면, 그리고 일단 인공적으로 생성된 접[0109]

합자가 배아 내로 발생된다면, 선택적 마커 및 재조합효소 유전자는 발생 중인 클로닝된 배아의 게놈으로부터

제거될 수 있다.

일 실시형태에서, 분화된 체세포는, 피부 세포, 혈액 세포, 신경 세포, 근육 세포, 뼈 세포, 신장 세포, 간 세[0110]

포 및 지방 세포를 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다.

일 실시형태에서, 분화된 체세포는 섬유아세포이다. 섬유아세포는 마우스, 래트, 토끼, 조류, 젖소, 돼지, 양,[0111]

염소, 말 및 당나귀를 포함하지만, 이들로 제한되지 않는 임의의 비-인간 동물로부터 유래될 수 있다. 일 실시

형태에서, 섬유아세포는 돼지로부터 유래된다. 더 구체적인 실시형태에서, 돼지는 미니 피그이다. 일 실시형태

에서, 섬유아세포는 젖소로부터 유래된다.

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 프로모터는 Oct-3/4 프로모터, Sox2 프로모터, Kif4 프로모터, c-Myc 프로모[0112]

터, Nanog 프로모터, Lin28 프로모터, 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 프로모터는 배반포-단계 배아의 ES 세포 내 부위-특이적 재조합효소 유전자의[0113]

전사를 촉진시킨다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이의 제2[0114]

발현 카세트를 포함하되, 제2 발현 카세트는 프로모터에 작동가능하게 연결된 선택적 마커 유전자를 포함한다.

일 실시형태에서, 선택적 마커는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 상류에 위치된다. 다른 실시형태에서, 선택

적 마커는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 하류에 위치된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커 유전자에 작동가능하게 연결된 프로모터는 항시성 프로모터이다. 일 실시형태에[0115]

서, 항시성 프로모터는 Ubc 프로모터, hCMV 프로모터, mCMV 프로모터, EF-1 프로모터, Pgk1 프로모터, 베타-액

틴 프로모터 및 ROSA26 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커는 네오마이신 포스포트랜스퍼라제(neo
r
), 하이그로마이신 B 포스포트랜스퍼라제[0116]

(hyg
r
), 퓨로마이신-N아세틸트랜스퍼라제(puro

r
), 블라스티시딘 S 데아미나제(bsr

r
), 잔틴/구아닌 포스포리보실

트랜스퍼라제(gpt) 및 단순포진 바이러스 티미딘 키나제(HSV-k)로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물은 선택적 마커 유전자를 포함하지 않으며, 선택적[0117]

마커 유전자는 체세포의 게놈에서 다른 좌위에(예를 들어, 트랜스로) 위치되되, 선택적 마커 유전자는, 선택적

마커가 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록 서로에 대해 동일한 방향으로 배향되는 제3 재조

합 부위 및 제4 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된다.

공개특허 10-2015-0089004

- 16 -



일 실시형태에서, 분화된 체세포는 게놈 내에 조건적 넉아웃 대립유전자를 포함하되, 조건적 대립유전자가 부위[0118]

-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있는 방법으로 조건적 넉아웃 대립유전자는 제1 재조합 부위와 제2

재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된다. 일 실시형태에서, 조건적 넉아웃 대립유전자는 제1 재조합 부위와 제2

재조합 부위 사이에 선택적 마커 유전자를 포함한다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의[0119]

엑손에 상동성인 뉴클레오타이드 서열을 포함하되, 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위

의 상류 및 하류에 측접된다. 더 구체적인 실시형태에서, 엑손은 내인성 유전자의 제1 엑손이다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의[0120]

인트론에 상동성인 뉴클레오타이드 서열을 포함하되, 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부

위의 상류 및 하류에 측접된다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물은, 전체 내인성 유전자가 상동성 재조합을 통해 표[0121]

적화 작제물로 대체될 수 있도록 내인성 유전자의 개시 코돈의 상류의 5'-미번역 영역(UTR) 및 내인성 유전자의

정지 코돈의 하류의 3'-미번역 영역(UTR)을 포함한다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을[0122]

추가로 포함하되, 변형된 서열은 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위에 측접된 영역 외부에 위치된다. 일 실시

형태에서, 변형된 서열은 내인성 유전자의 적어도 하나의 엑손의 녹-인 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 변형

된 서열은 전체 내인성 유전자의 녹-인 대립유전자이다(즉, "유전자-스왑 녹-인"). 녹-인 대립유전자는 대립유

전자를 함유하는 동물에 대해 바람직한 특징, 예컨대 개선된 질환 내성 또는 더 큰 크기(예를 들어, 더 큰 근육

크기)를 부여하는 대립유전자일 수 있다. 일 실시형태에서, 핵산 작제물은 전이유전자 서열을 추가로 포함하되,

전이유전자 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접되는 영역 외부에 위치된다. 일 실시형태에서,

전이유전자 서열은 인간 단백질(예를 들어, 인슐린, 알파-락트알부민, 트랜스페린, 인간 혈청 알부민, 인간 성

장 호르몬, 혈액 응고 인자 등)을 암호화한다. 일 실시형태에서, 전이유전자 서열은 치료제(예를 들어, 치료적

항체)를 암호화한다.

일 실시형태에서, 핵산 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을 추가로 포함하되, 변형된 서[0123]

열은 내인성 유전자의 넉아웃 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 넉아웃 대립유전자는 리포터 유전자를 포함하

되, 리포터 유전자의 5'은, 리포터 유전자의 전사가 내인성 유전자의 발현을 촉진시키는 내인성 프로모터에 의

해 개시될 수 있고, 내인성 유전자의 전사가 없어질 수 있도록 내인성 유전자의 개시코돈(ATG)의 상류 가까이에

뉴클레오타이드 서열(즉, 5' 미번역 영역(5'-UTR))을 포함한다.

일 실시형태에서, 리포터 유전자는 제1 재조합 부위의 상류에 위치된다.[0124]

일 실시형태에서, 리포터 유전자는 알칼린 포스파타제, 루시페라제, 베타-갈락토시다제, 베타-글루쿠로니다제,[0125]

녹색 형광 단백질(GFP),  증강된 녹색 형광 단백질(EGFP),  시안 형광 단백질(CFP),  황색 형광 단백질(YFP),

DsRed 및 ZsGreen으로 이루어진 군으로부터 선택된 리포터 단백질을 암호화한다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 분화된 체세포의 게놈 내에 전사적으로 활성인 좌[0126]

위에 위치된다. 일 실시형태에서, 전사적으로 활성인 좌위는 ROSA26 좌위이다. 일 실시형태에서, 전사적으로-활

성인 좌위는 CH25h 좌위이다.

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre, Flp 및 Dre 재조합효소로 이루어진 군으로부터 선택된다.[0127]

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre 재조합효소이다.[0128]

일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 인트론 서열을 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 핵 위치 신호[0129]

(NLS)를 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 인트론 서열과 핵 위치 신호(NLS)를 둘 다 포함한다.

일  실시형태에서,  제1  재조합  부위  및  제2  재조합  부위는  loxP,  lox511,  lox2272,  lox66,  lox71,  loxM2,[0130]

lox5171, FRT, FRT11, FRT71, attp, att, FRT 및 Dre 부위로 이루어진 군으로부터 선택된다.

유전자 변형 및 클로닝된 동물의 생산[0131]

본 발명은 특이적 좌위에서 ES 세포-특이적 프로모터에 의해 촉진된 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를[0132]

보유하도록 비-인간 동물의 분화된 체세포, 예를 들어 섬유아세포를 유전자 변형시키기 위한 전략을 사용한다.

선택 카세트 제거를 위해 시험관내에서 ES 세포를 조작하는 대신에, 유전자 변형된 체세포의 핵은 제핵 숙주 난
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모세포 내로 전달되어 클로닝된 배아의 발생 동안 다능성 줄기 세포 내 선택 카세트의 결실 및 게놈의 재프로그

래밍을 유발한다. 이런 방법으로, 유전자 변형된 체세포로부터 클로닝된 선택적 마커가 없는 비-인간 동물은 부

위-특이적 재조합효소를 발현시키는 제거자 균주에 대해 ES 세포를 조작하거나 또는 선택 카세트-함유 동물을

번식시킬 필요 없이 생산될 수 있다.

본 발명의 방법은 임의의 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 생산함에 있어 사용될 수 있다. 비-인간 동[0133]

물의 비제한적 예는 설치류(예를 들어, 마우스, 래트), 토끼, 조류(예를 들어, 닭, 칠면조, 오리, 거위 등), 젖

소, 돼지, 양, 염소, 말 및 당나귀를 포함한다. 바람직한 실시형태에서, 비-인간 동물은 돼지 또는 젖소 중 하

나이다.

일 양태에서, 선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변형 및 클로닝된 비-인간 동물을 생산[0134]

하는 방법이 제공되되, 상기 방법은,

(a) 비-인간 동물의 분화된 체세포 내로 표적화 작제물을 도입하여 유전자 변형된 게놈을 생성하는 단계;[0135]

(b) (a)의 유전자 변형된 게놈을 제핵 숙주 난모세포 내로 전달하는 단계;[0136]

(c) (b)의 난모세포를 융합 및 활성화시켜 인공 접합자를 형성하는 단계;[0137]

(d) 접합자가 배반포 배아기에 도달될 때까지 시험관내에서 (c)의 인공 접합자를 배양시키는 단계; 및[0138]

(e) (d)의 배반포를 대리모의 자궁 내로 이식하여 선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 유전자 변[0139]

형 및 클로닝된 비-인간 동물을 형성하는 단계를 포함하되,

표적화 작제물은 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하는[0140]

자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 포함하며, 재조합효소 발현 작제물은, 부위-특이적 재조합효소가 부

위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있는 방식으로 동일한 방향으로 배향된 제1 재조합 부위 및 제2 재

조합 부위의 상류 및 하류에 측접하며, ES 세포-특이적 프로모터는 발생 중인 클로닝된 배아에서 미분화 다능성

줄기 세포 내 부위-특이적 재조합효소 유전자의 전사를 촉진시키지만, 분화된 체세포에서는 촉진시키지 않는다.

일 실시형태에서, 미분화 다능성 줄기 세포는 배반포-단계 배아의 내부 세포 덩어리(inner cell mass: ICM) 내[0141]

ES 세포이다.

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 프로모터는 Oct-3/4 프로모터, Sox2 프로모터, Kif4 프로모터, c-Myc 프로모[0142]

터, Nanog 프로모터 및 Lin28 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택된다.

화학적으로 기반한 형질감염(예를 들어, 인산칼슘, 양이온성 지질, 예컨대 리포펙틴 또는 리포펙타민, 및 양이[0143]

온성 중합체, 예컨대 DEAE-덱스트란 또는 덴드리머), 물리적 형질감염 기법(예를 들어, 미세주사, 바이오리스틱

(biolistic) 입자 전달, 예컨대 유전자총, 지질-기반 형질감염, 전기천공법, 초음파천공법, 자기 나노입자, 및

레이저-조사), 및 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 운반하는 바이러스 입자와 같은 생물학적 작용제

를 통한 형질도입을 포함하지만, 이들로 제한되지 않는, 다양한 유전자 전달 기법이 자가-절단가능한 재조합 발

현카세트를 분화된 체세포 내로 도입하기 위해 사용될 수 있다. 특히 표적화 작제물은 크기가 클 때에, 유전자

전달을  달성하기  위해  전기천공법이  널리  사용된다.  예를  들어,  참조로서  포함되는  문헌[Kim  &  Eberwine

(2010), Anal. Bioanal. Chem. 397:3173-78]을 포함하는, 유전자 전달 기법이 기재된다. 일부 실시형태에서,

바이러스 입자는 아데노바이러스, 아데노-관련 바이러스, SV-40, 엡스타인-바르 바이러스, 레트로바이러스, 렌

티바이러스,  바큘로바이러스,  코로나바이러스,  단순포진 바이러스,  폴리오바이러스,  셈리키 삼림열 바이러스,

신드비스 바이러스 및 백시니아 바이러스로 이루어진 군으로부터 선택된 바이러스로부터 유래된다.

분화된 체세포의 유전자 변형된 게놈을 함유하는 핵은 당업계에 공지된 임의의 방법을 사용하여 제핵 숙주 난모[0144]

세포  내로  전달될  수  있다(예를  들어,  본  명세서에  그의  전문이  참조로서  포함되는  문헌[Gong  et  al.,

Generation of cloned calves from different types of somatic cells, Sci China C Life Sci, 2004, 47:470-

476] 참조). 일 실시형태에서, 체세포의 유전자 변형된 게놈은 체세포 핵 전달 기법(SCNT)을 통해 제핵 숙주 난

모세포 내로 전달된다. 

다양한 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트는 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에[0145]

위치된 제2 발현 카세트를 포함하되, 제2 발현 카세트는 프로모터에 작동가능하게 연결된 선택적 마커 유전자를

포함한다. 일 실시형태에서, 선택적 마커는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 상류에 위치된다. 다른 실시형태

에서, 선택적 마커는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 하류에 위치된다.
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일 실시형태에서, 선택적 마커 유전자에 작동가능하게 연결된 프로모터는 항시성 프로모터이다. 일 실시형태에[0146]

서, 항시성 프로모터는 Ubc 프로모터, hCMV 프로모터, mCMV 프로모터, EF-1 프로모터, Pgk1 프로모터, 베타-액

틴 프로모터 및 ROSA26 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커는 네오마이신 포스포트랜스퍼라제(neo
r
), 하이그로마이신 B 포스포트랜스퍼라제[0147]

(hyg
r
), 퓨로마이신-N아세틸트랜스퍼라제(puro

r
), 블라스티시딘 S 데아미나제(bsr

r
), 잔틴/구아닌 포스포리보실

트랜스퍼라제(gpt) 및 단순포진 바이러스 티미딘 키나제(HSV-k)로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 작제물은 선택적 마커 유전자를 포함하지 않으며, 선택적[0148]

마커 유전자는 분화된 체세포의 게놈 내의 다른 다른 좌위에(예를 들어, 트랜스로) 위치되되, 선택적 마커 유전

자는, 선택적 마커가 부위-특이적 재조합효소의 존재에서 제거될 수 있도록, 서로에 대해 동일한 방향으로 배향

된 제3 재조합 부위 및 제4 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된다. 일 실시형태에서, 분화된 체세포는 게놈

내에서 조건적 넉아웃 또는 녹-인 대립유전자를 포함하되, 조건적 넉아웃 또는 녹-인 대립유전자가 부위-특이적

재조합효소의 존재에서 게놈으로부터 제거될 수 있도록 조건적 넉아웃 또는 녹-인 대립유전자는 제1 재조합 부

위와 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된다. 일 실시형태에서, 조건적 넉아웃 또는 녹-인 대립유전자는

제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위 사이에 선택적 마커 유전자를 포함한다.

일 실시형태에서, 표적화 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 엑손에 상동성인 뉴클레오[0149]

타이드 서열을 포함하되, 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위와 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접된

다. 일 실시형태에서, 엑손은 내인성 유전자의 제1 엑손이다. 

일 실시형태에서, 표적화 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 적어도 하나의 인트론에 상동성인 뉴클레[0150]

오타이드 서열을 포함하되, 뉴클레오타이드 서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위의 상류 및 하류에 측접

된다.

일 실시형태에서, 표적화 작제물의 표적화 암은, 전체 내인성 유전자가 상동성 재조합을 통해 표적화 작제물로[0151]

대체될 수 있도록 내인성 유전자의 개시 코돈의 상류의 5'-미번역 영역(UTR) 및 내인성 유전자의 정지 코돈의

하류의 3'-미번역 영역(UTR)을 포함한다. 일 실시형태에서, 표적화 암은 개시 코돈의 상류 가까이에 5'-UTR을

포함한다. 일 실시형태에서, 표적화 암은 내인성 유전자의 중단 코돈의 하류 가까이에 3'-UTR을 포함한다.

일 실시형태에서, 표적화 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을 추가로 포함하되, 변형된[0152]

서열은 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위에 측접된 영역 외부에 위치된다. 일 실시형태에서, 변형된 서열은

내인성 유전자의 적어도 하나의 엑손의 녹-인 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 변형된 서열은 전체 유전자의

녹-인 대립유전자이다(즉, "유전자-스왑 녹-인"). 녹-인 대립유전자는 대립유전자를 함유하는 동물에 대해 바람

직한 특징, 예컨대 개선된 질환 내성 또는 더 큰 크기(예를 들어, 더 큰 근육 크기)를 부여하는 대립유전자일

수 있다.

일 실시형태에서, 표적화 작제물은 전이유전자 서열을 추가로 포함하되, 전이유전자 서열은 제1 재조합 부위 및[0153]

제2 재조합 부위에 측접되는 영역 외부에 위치된다. 일 실시형태에서, 전이유전자 서열은 인간 단백질(예를 들

어, 인슐린, 알파-락트알부민, 트랜스페린, 인간 혈청 알부민, 인간 성장 호르몬, 혈액 응고 인자 등)을 암호화

한다. 일 실시형태에서, 전이유전자 서열은 치료제(예를 들어, 치료적 항체)를 암호화한다.

일 실시형태에서, 표적화 작제물은 표적화되고 있는 내인성 유전자의 변형된 서열을 추가로 포함하되, 변형된[0154]

서열은 내인성 유전자의 넉아웃 대립유전자이다. 일 실시형태에서, 넉아웃 대립유전자는 리포터 유전자를 포함

하되, 리포터 유전자의 5'은, 리포터 유전자의 전사가 내인성 유전자를 촉진시키는 내인성 프로모터에 의해 개

시될 수 있고, 내인성 유전자의 전사가 없어질 수 있도록 내인성 유전자의 개시코돈(ATG)의 상류 가까이에 뉴클

레오타이드 서열(즉, 5' 미번역 영역(5'-UTR))을 포함한다.

일 실시형태에서, 리포터 유전자는 제1 재조합 부위의 상류에 위치된다. 일 실시형태에서, 리포터 유전자는 녹[0155]

색 형광 단백질(GFP), 증강된 녹색 형광 단백질(EGFP), 시안 형광 단백질(CFP), 황색 형광 단백질(YFP), DsRed,

ZsGreen 및 lacZ로 이루어진 군으로부터 선택된 리포터 단백질을 암호화한다.

일 실시형태에서, 분화된 체세포의 유전적으로-변형된 게놈은 숙주 제핵 난모세포의 위란강(즉, 투명대와 세포[0156]

막 사이의 공간) 내로 미세주사된다.

일 실시형태에서, 발현 작제물은 프로모터에 작동가능하게 연결된 선택적 마커 유전자를 포함한다. 일 실시형태[0157]
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에서, 프로모터는 항시성 프로모터이다.  일 실시형태에서, 항시성 프로모터는 Ubc  프로모터, hCMV  프로모터,

mCMV 프로모터, EF-1 프로모터, Pgk1 프로모터, 베타-액틴 프로모터 및 ROSA26 프로모터로 이루어진 군으로부터

선택된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커 유전자는 부위-특이적 재조합효소 유전자의 상류에 위치된다. 일 실시형태에서,[0158]

선택적 마커 유전자는 부위-특이적 재조합효소의 하류에 위치된다.

일 실시형태에서, 선택적 마커는 네오마이신 포스포트랜스퍼라제(neo
r
), 하이그로마이신 B 포스포트랜스퍼라제[0159]

(hyg
r
), 퓨로마이신-N아세틸트랜스퍼라제(puro

r
), 블라스티시딘 S 데아미나제(bsr

r
), 잔틴/구아닌 포스포리보실

트랜스퍼라제(gpt) 및 단순포진 바이러스 티미딘 키나제(HSV-k)로 이루어진 군으로부터 선택된 약물 내성 유전

자이다.

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre, Flp 및 Dre 재조합효소로 이루어진 군으로부터 선택된다.[0160]

일 실시형태에서, 부위-특이적 재조합효소는 Cre 재조합효소이다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 인트론[0161]

서열을 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재조합효소는 핵 위치 신호(NLS)를 포함한다. 일 실시형태에서, Cre 재

조합효소는 인트론 서열과 핵 위치 신호(NLS)를 둘 다 포함한다.

일  실시형태에서,  제1  재조합  부위  및  제2  재조합  부위는  loxP,  lox511,  lox2272,  lox66,  lox71,  loxM2,[0162]

lox5171, FRT, FRT11, FRT71, attp, att, FRT 및 Dre 부위로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 양태에서, 선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가 없는 비-인간 동물의 유전자 변형 및 클로닝된 다능[0163]

성 줄기 세포를 생성하기 위한 방법이 제공되며: 

(a) 표적화 작제물을 비-인간 동물의 분화된 체세포 내로 도입하여 유전자 변형된 게놈을 생성하는 단계; 및[0164]

(b) (a)의 유전자 변형된 게놈을 다능성 줄기 세포 내로 전달하여 선택적 마커 유전자 및 재조합효소 유전자가[0165]

없는 유전자 변형 및 클로닝된 다능성 줄기 세포를 생성하는 단계를 포함하되,

표적화 작제물은 ES 세포-특이적 프로모터에 작동가능하게 연결된 부위-특이적 재조합효소 유전자를 포함하는[0166]

자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 포함하며, 재조합효소 발현 작제물은, 부위-특이적 재조합효소가 부

위-특이적 재조합효소의 존재에서 절단될 수 있도록 동일 방향으로 배향된 제1 재조합 부위 및 제2 재조합 부위

의 상류 및 하류에 측접되고, ES 세포-특이적 프로모터는 클로닝된 다능성 줄기 세포 내 부위-특이적 재조합효

소 유전자의 전사를 촉진시키지만, 분화된 체세포에서는 촉진시키지 않는다.

따라서, ES 세포-특이적 전사 인자가 활성인 경우, 선택적 마커 및 재조합효소 유전자는 분화된 체세포의 유전[0167]

자 변형된 게놈의 다능성 줄기 세포 또는 다능성이 될 임의의 체세포 내로의 전달 후에 클로닝된 다능성 줄기

세포의 게놈으로부터 제거될 수 있다.

일 실시형태에서, ES 세포-특이적 프로모터는 Oct-3/4 프로모터, Sox2 프로모터, Kif4 프로모터, c-Myc 프로모[0168]

터, Nanog 프로모터 및 Lin28 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 다능성 줄기 세포는 비-인간 동물의 ES 세포이다.[0169]

일 실시형태에서, 다능성 줄기 세포는 유도된 다능성 줄기 세포(iPS 세포)이다.[0170]

일 실시형태에서, 전달 단계 (b)는 체세포 핵 전달(SCNT) 기법을 통해 수행된다.[0171]

달리 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어는 본 발명이 속하는 기술분야의 당[0172]

업자에 의해 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가진다. 본 명세서에 기재된 것과 유사 또는 동일한 임의

의 방법 및 재료가 기재된 본 발명의 실행 또는 시험에서 사용될 수 있지만, 바람직한 방법 및 재료가 이제 기

재된다. 본 명세서에 언급된 모든 간행물은 간행물이 인용한 것과 관련한 방법 및/또는 재료를 개시하고 기재하

기 위해 참조로서 본 명세서에 포함된다.

본 명세서 및 첨부하는 특허청구범위에서 사용되는 바와 같이, 단수 형태는 문맥에서 달리 명확하게 지시되지[0173]

않는 한, 복수의 대상을 포함하는 것을 주의하여야 한다. 본 명세서에서 사용되는 모든 기술적 및 과학적 용어

는 동일한 의미를 가진다.

본 명세서에서 논의된 간행물은 본 출원의 출원일 전의 그들의 개시내용에 대해서만 제공된다. 본 명세서의 어[0174]

떤 것도 기재된 발명이 선행 발명이라는 이유로 이러한 간행물에 선행하는 것으로 자격을 부여하지 않는다는 용
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인으로서 해석되어서는 안 된다. 추가로, 제공된 간행물의 날짜는 실제 공개일과 상이할 수 있으며, 이는 독립

적으로 확인될 필요가 있을 수 있다.

기재된 발명은 이의 정신 또는 필수적 속성으로부터 벗어나는 일 없이 다른 특이적 형태로 포함될 수 있고, 따[0175]

라서, 앞서 언급한 명세서보다는, 본 발명의 범주를 나타내는, 첨부된 특허청구범위가 참조되어야 한다.

실시예[0176]

다음의 실시예는 당업자가 본 발명의 방법 및 조성물을 제조하고 사용하는 방법을 기재하기 위해 제공하며, 발[0177]

명자들이 그들의 발명으로서 간주하는 것의 범위를 제한하는 것으로 의도되지 않는다. 사용한 수(예를 들어,

양, 온도 등)에 대한 정확성을 보장하기 위한 노력을 하였지만, 일부 실험적 오차 및 편차를 설명하여야 한다.

달리 표시되지 않는 한, 부분은 중량부이며, 분자량은 평균 분자량이고, 온도는 ℃이며, 압력은 대기압 또는 대

기압 근처이다.

실시예 1: 선택적 마커가 없는 이형 접합적 유전자 변형 동물의 생산[0178]

유전자 변형을 돼지, 바람직하게는 미니 피그로부터 단리한 태아 섬유아세포에서 수행한다. 돼지 태아 섬유아세[0179]

포로부터 단리한 게놈 DNA를 사용하여, 박테리아 인공 염색체(bacterial artificial chromosome: BAC) 라이브

러리를 작성하고, 관심 대상의 유전자 또는 이의 부분을 함유하는 표적화 벡터("표적화된 대립유전자")를 설계

하고 구성한다.

본 실시예에서, 내인성 표적 유전자의 암호 영역의 모두 또는 일부를 리포터 유전자로 대체하도록 표적화 벡터[0180]

를 설계한다. 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 함유하도록 표적화 벡터를 설계하며, 이때 (i) 항시성

프로모터(예를 들어, 유비퀴틴 프로모터)에 작동가능하게 연결된 네오마이신 내성 유전자와 (ii) ES 세포-특이

적 프로모터(예를 들어, Nanog 프로모터)에 작동가능하게 연결된 Cre 재조합효소 유전자(Crei)는 둘 다 loxP 재

조합 부위의 5' 및 3'에 측접된다. 추가로, 플록스된(floxed) 재조합효소 발현 카세트의 5' 상류에서, 성공적인

유전자 표적화 후에, 리포터 유전자(lacZ)의 전사를 내인성 유전자의 발현을 촉진시키는 내인성 프로모터에 의

해 개시할 수 있고, 내인성 유전자의 전사가 없어질 수 있도록, 표적화 벡터는 표적화되고 있는 내인성 유전자

의 개시 코돈(ATG)의 상류 가까이의 뉴클레오타이드 서열(즉, 5' 미번역 영역(5'-UTR))에 작동가능하게 연결된

lacZ 유전자를 함유한다(예를 들어, 도 3 참조). 표적화 벡터의 3' 말단은 표적 유전자의 3' 미번역 영역(3'-

UTR)(또는 표적 유전자의 3'-UTR에 측접하는 돼지 게놈 DNA)을 포함한다. 항시성 및 ES 세포-특이적 프로모터의

다른 조합을 표적화 벡터에서 사용할 수 있다.

이어서, 표적화 벡터를 전기천공법 또는 뉴클레오펙션을 통해 태아 섬유아세포 내로 도입하며, 표적화된 대립유[0181]

전자의 존재를 특이적 프로브 및 프라이머를 사용하여 분석적 PCR(예를 들어, 실시간 PCR)에 의해 확인한다.

일단 태아 섬유아세포의 성공적인 유전자 변형을 확인한다면, 표적화된 대립유전자(즉, 표적화된 대립유전자에[0182]

대해 이형 접합적)의 하나의 복제물을 함유하는 섬유아세포를 체세포 핵 전달(SCNT)을 통해 제핵 숙주 난모세포

내로 전달한다(예를 들어, 문헌[Gong et al., Generation of cloned calves from different types of somatic

cells, Sci China C Life Sci, 2004, 47:470-476] 참조; 본 명세서에 그의 전문이 참조로서 포함됨). 융합 및

활성화 시, 클로닝한 접합자를, 그것이 배반포 배아기에 도달될 때까지, 시험관내에서 배양하고, 후속적으로 배

반포-단계 배아를 표적화된 대립유전자에 대해 이형 접합적인 유전자-표적화된 동물로 완전한 발생을 위해 대리

모 내로 이식한다.

클로닝된 배아의 발생 동안, 네오마이신 내성 유전자 및 Cre 재조합효소 유전자를 ES 세포-특이적 전사 인자를[0183]

발현시키는 다능성 줄기 세포로부터 제거한다. 네오마이신 내성 유전자 및 Cre 재조합효소 유전자의 부재를, 특

이적 프로브 및 프라이머를 사용하는 분석적 PCR(예를 들어, 실시간 PCR)을 통해 또는 웨스턴 블롯 또는 ELISA

분석을 통해 확인할 수 있다.

얻어진 유전자-표적화된 이형 접합적 돼지의 성별은 전기천공한 돼지 태아 섬유아세포를 단리한 돼지의 성별에[0184]

의존하며, 암퇘지로부터 단리한 돼지 태아 섬유아세포는 암컷 유전자-표적화된 돼지로부터 생기게 하고, 수컷

돼지로부터 단리한 돼지 태아 섬유아세포는 수컷 유전자-표적화된 돼지로부터 생기게 한다.

이 절차는 젖소, 다른 유형의 소, 염소, 양, 토끼, 래트 또는 마우스와 같은 가축 포유류를 포함하는 다른 동물[0185]

에게 적합하고, 적용할 수 있다.

실시예 2: 선택적 마커가 없는 동형 접합적인 유전자 변형된 동물의 생산[0186]
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표적화된 대립유전자에 동형 접합적인 동물을 생산하기 위해, 태아 섬유아세포를 표적화된 대립유전자에 이형[0187]

접합적인 동물로부터 단리한다. 이형 접합적 동물을 생성하기 위해 사용한 표적화 벡터를 전기천공법 또는 뉴클

레오펙션을 통해 이형 접합적 태아 섬유아세포 내로 도입한다. 표적화된 대립유전자의 접합자 구조를, 특이적

프로브 및 프라이머를 사용하는 분석적 PCR(예를 들어, 실시간 PCR)을 통해 분석하고 확인한다.

이어서, 표적화된 대립유전자에 동형 접합적인 게놈을 함유하는 태아 섬유아세포를 제핵 숙주 난모세포 내로 전[0188]

달한다. 융합 및 활성화 시, 클로닝한 접합자(표적 대립유전자에 동형접합적임)를, 그들이 배반포 배아기에 도

달될 때까지 시험관내에서 배양한다. 이어서, 배반포 단계 배아를 표적화된 대립유전자에 동형 접합적인 유전자

-표적화된 동물로 완전한 발생을 위해 대리모 내로 이식한다.

클로닝된 배아의 발생 동안, ES 세포-특이적 전사 인자를 발현시키는 다능성 줄기 세포로부터 네오마이신 내성[0189]

유전자 및 Cre 재조합효소 유전자를 제거한다. 네오마이신 내성 유전자 및 Cre 재조합효소 유전자의 부재를, 특

이적 프로브 및 프라이머를 사용하는 분석적 PCR(예를 들어, 실시간 PCR)을 통해 또는 웨스턴 블롯 또는 ELISA

분석을 통해 확인할 수 있다.

물론, 이 절차는 젖소, 다른 유형의 소, 염소, 양, 토끼, 래트 또는 마우스와 같은 가축 포유류를 포함하는 다[0190]

른 동물에게 적합하고, 적용할 수 있다.

실시예 3: BAC 표적화 벡터를 사용하는 유전자 변형된 클로닝된 동물의 생산[0191]

상대적으로 짧은(예를 들어, 4kb 내지 8kb) 5' 및 3' 상동성 암(즉, 표적 삽입 부위의 상류 및 하류의 영역과[0192]

각각 상동성인 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트에 측접하는 서열)을 갖는 표적화 벡터를 사용하여 실시

예 1 및 2에서 유전자 표적화 단계를 수행할 수 있다. 이러한 예에서, 표적화 벡터는 전형적으로 크기가 20kb

또는 25kb 미만이다. 대안적으로, 상기 방법은 길이가 수백 kb까지일 수 있고 소수의 무작위 통합 사건 및 비정

상적 표적화 사건(예를 들어, 유전자 재배열 및/또는 결실에 의해 수행하는 표적화 사건)을 생성하는 경향이 있

는 박테리아 인공 염색체(BAC)-기반 표적화 벡터에 의해 수행할 수 있다.

유전자 표적화를 위한 BAC-기반 표적화 벡터의 사용은 본 명세서에 참조로서 포함된 문헌[Valenzuela et al.[0193]

(2003), Nature Biotechnology 21(6): 652-59]에 기재되어 있다. 간략하게, 일단 표적 유전자를 아우르는 BAC

를 동정하면, 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 박테리아 상동성 재조합에 의해 표적 유전자 내로 삽

입한다. 필수적이지는 않지만, 유전자 표적의 일부를 종종 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트의 삽입 동

안 BAC로부터 결실시킨다.

일단 표적화 벡터를 작성하기 위하여 BAC를 변형시키면, 표적화 벡터가 실시예 1에 기재한 바와 같이 체세포(예[0194]

를 들어, 태아 섬유아세포) 내로 도입된다. 그들의 큰 크기 때문에, BAC 표적화 벡터는 가장 통상적으로는 전기

천공법 또는 뉴클레오펙션에 의해 도입된다. 선택 및 단리 후에, BAC 형질전환체를 선별하여 표적화 사건이 성

공적이었는지 여부를 결정한다. 이러한 선별을, 예를 들어 증폭-기반 "고유 대립유전자의 상실" 분석을 사용하

여 수행할 수 있되, 단, BAC 표적화 벡터의 5' 및 3' 상동성 암은 문헌[Valenzuela et al. (상기 참조)]에 기

재되어 있는 바와 같이 대응하는 표적 유전자 서열을 지니는 비동질유전자이다.

적절하게 표적화한 체세포를 발생시킨 후에, 실시예 1에 기재한 바와 같이 표적화된 대립유전자에 이형 접합적[0195]

인 클로닝된 배아를 발생시키기 위해 체세포 핵 전달을 사용할 수 있다. 더 나아가, 실시예 2에 기재한 바와 같

이 표적화된 대립유전자에 동형 접합적인 클로닝된 배아를 발생시키기 위해 클로닝된 배아(예를 들어, 태아 섬

유아세포)로부터의 세포를 재표적화할 수 있다.

실시예 4: 경제적으로 바람직한 특성을 갖는 유전자 변형된 클로닝 가축의 생산[0196]

상이한  동물  번식의  유리한  특성을  조합한  동물을  생산하기  위한  번식을  사용하는  축산업을  추구하였다.[0197]

그러나, 동물 육종은, 특히 (1) 특성이 밀접하게 연관될 때, (2) 육종 중 하나에서 바람직한 특성이 복잡하고,

다원 발생의(polygenic) 특성일 때, 다수의 사항에서 부적절한 것으로 증명되었다. 추가로, 동물 육종은 단지

동일 종의 동물에서 존재하는 특성을 조합하기 위해 사용할 수 있다. 따라서 임의의 이들 문제점으로 고통받지

않는 유전자 조작을 시작하여 전통적이니 동물 육종 기법의 보완을 시작하였다. 그러나, 유전자 조작된 동물에

서 비-고유 유전자의 존재(예를 들어, 선택적 마커 유전자 및/또는 재조합효소 유전자)는, 특히 동물이 식품 및

약제와 같은 인간을 위한 제품을 생산하는데 사용되고 있을 때, 문제의 공급원에 남아 있는다. 따라서, 본 방법

에 의해 생산된 유전자 변형된, 클로닝된 동물은 이러한 문제를 완화시킨다.

인간 소비를 위해 유지한 가축에서 바람직한 것으로 고려되는 특성은, 예를 들어 질병 내성, 전반적 크기 또는[0198]
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근육량을 포함할 수 있다. 관심 대상의 다수의 특성에 대해, 동물 사육자는 목적으로 하는 특징을 초래하거나

또는 기여하는 유전자를 동정하였다. 예로서, 마이오스타틴(myostatin)은 동물에서 근육 성장을 억제하는 유전

자이다. 소에서(뿐만 아니라 개 및 마우스에서), 마이오스타틴 기능을 제거하는 돌연변이의 존재는 근육량을 증

가시키는 것으로 나타났다. 예를 들어, 문헌[McPherron et al. (1997), Nature 387(6628): 83-90; Kambadur et

al.  (1997),  Genome  Res.  7(9):  910-6;  Grobet  et  al.  (1997),  Nat.  Genet.  17(1):  71-4;  Mosher  et  al.

(2007), PLoS Genet. 3(5):e79] 참조. 기능상실(loss-of-function) 마이오스타틴 돌연변이에 동형 접합적인 소

로부터의 살코기는 현재 특수 제품으로서 판매된다. 그러나, 소의 증가된 건장한 체격은 특별한 처리 및 식습관

을 필요로 하는데, 이는 광역 시장에 대해 그들의 살코기를 너무 비싸게 만든다. 기능상실 마이오스타틴 돌연변

이에 있어서 이형 접합적인 동물은 또한, 동형 접합적 돌연변이체보다 더 적은 정도이긴 하지만, 증강된 근육량

을 가진다. 이형 접합적 동물의 한 가지 이점은 그들이 동형 접합적 동물에 의해 필요로 되는 특별한 조작 및

식습관을 필요로 하지 않는다는 것이다.

따라서 본 발명은 근육량이 증가된 가축의 생산에 적용할 수 있다. 완전 또는 부분적 기능상실 마이오스타틴 대[0199]

립유전자 및 자가-절단가능한 재조합효소 발현 카세트를 갖는 표적화 작제물을 생성하기 위해 돼지, 염소, 양,

토끼, 및 다양한 유형의 소와 같은 동물 내 마이오스타틴 유전자를 동정하고 사용할 수 있다. 예를 들어 돌연변

이 마이오스타틴 대립유전자(예를 들어, 기능상실 대립유전자)에 이형 접합적인 실시예 1의 방법에 따라 클로닝

된 동물을 생산하기 위해 표적화 작제물을 사용할 수 있다. 대안적으로, 예를 들어 돌연변이 마이오스타틴 대립

유전자(예를 들어, 부분적 기능상실 대립유전자)에 이형접합적인 실시예 2의 방법에 따라 클로닝된 동물을 생산

하기 위해 표적화 작제물을 사용할 수 있다. 동물은 달리 유전자 조작과 관련된 선택적 마커 및 재조합효소 유

전자가 없기 때문에, 근육량이 증가된 가축은 기존의 유전자 조작 기법에 의해 생산된 식품 제품에 의해 상승된

우려를 회피하는 우수한 육류 공급원을 제공할 수 있다.

실시예 5: 유전자 조작된 우유를 생산하는 유전자 변형된 클로닝된 포유류의 생산[0200]

우유, 특히 젖소 및 염소로부터의 우유로부터 생산한 우유 및 낙농 제품은 서방의 식습관의 대부분을 구성한다.[0201]

영양학적 가치가 우수한 우유를 생산하기 위해 이러한 동물을 유전자 조작하는 상당한 작업을 행하였다. 예를

들어, 문헌[Magnus and Lali (2008), Veterinary World 1(10):319-20] 참조. 본 발명을, 선택적 마커 및 재조

합효소 유전자가 없는 유전자 조작된 동물로부터 이러한 우유의 생산을 용이하게 하기 위해 유사하게 적용할 수

있다.

예를 들어, 실시예 1의 방법을 사용하여, 젖소(또는 염소 또는 양)를 유전자 조작하여 그들의 우유에서 인간 락[0202]

토페린 또는 인간 알파-락트알부민을 발현시킬 수 있다. 인간 알파-락트알부민을 함유하는 우유는, 예를 들어

천연 소 우유보다 더 영양적으로 균형잡혀 있고, 아기 및 노인에 의한 소비에 더 적합하다. 문헌[Magnus and

Lali, 상기참조]을 참조한다. 인간 락토페린은, 그것이 면역계를 자극하고 감염에 대한 제1 방어선으로서 작용

하는 역할을 하기 때문에 유리하다. 단백질 중 하나를 암호화하는 인간 유전자를 자가-절단가능한 재조합효소

발현 카세트를 갖는 본 발명의 표적화 작제물 내로 도입할 수 있다. 인간 유전자를 우유-특이적 프로모터(예를

들어, 대응하는 젖소 유전자에 대한 프로모터 또는, 대안적으로 유청 산성 단백질 프로모터)의 제어 하에 놓을

수 있고, 인간 유전자 및 재조합효소 발현 카세트는 젖소의 게놈 내 적절한 영역(예를 들어, 적절한 전이유전자

를 발현시키는 대응하는 젖소 유전자 또는 비-필수 영역)과 상동성인 5' 및 3' 상동성 암에 측접할 수 있다. 이

어서, 실시예 1 또는 2의 방법에 따라 유전자 변형된 체세포 및 이형 접합적 또는 동형 접합적인 유전자 변형된

클로닝한 젖소(또는 염소 또는 양)을 생산하기 위해 표적화 작제물을 사용할 수 있었다.

이유들 중에서도, 유선 내 고비율의 단백질 생산 때문에, 우유 내 약제학적 단백질의 생산은 다른 영역의 상당[0203]

한 진행중인 연구이다. 항체, 인슐린, 인간 성장 호르몬, 혈액 응고 인자, 및 인간 혈청 알부민과 같은 중요한

약제학적  작용제를  모두  생산하였고,  소의  우유  내로  분비하였다.  문헌[Houdebine  (2009),  Comp.  Immun.

Microbiol. Infect. Dis. 32:107-121] 참조. 각각의 이들 단백질을 본 발명의 방법에 따라 생산한 유전자 변형

된 동물(예를 들어, 젖소, 염소, 돼지)에서 유리하게 생산할 수 있고, 이에 의해 약제학적 제품에 대한 선택적

마커 및 재조합효소 유전자의 영향에 관한 규제 및 소비자 우려를 회피한다. 상기 논의한 바와 같이, 인간 유전

자는 우유-특이적 프로모터(예를 들어, 유청 산성 단백질 프로모터)의 제어 하에 놓일 수 있고, 인간 유전자 및

재조합효소 발현 카세트는 표적 동물 게놈 내 적절한 영역(예를 들어, 적절한 전이유전자 발현을 허용하는 비-

필수 영역)에 상동성인 5' 및 3' 상동성 암에 측접할 수 있다. 이어서, 실시예 1 또는 2의 방법에 따라 유전자

변형된 체세포 및 이형 접합적 또는 동형 접합적인 유전자 변형, 클로닝된 동물을 생산하기 위해 표적화 작제물

을 사용할 수 있다.
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