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(54) 발명의 명칭 유전자 변형 동물을 생산하기 위한 조성물 및 방법

(57) 요 약

유전자 변형의 생식 계열 전달을 개선하기 위한 방법, 조성물 및 비-인간 동물 및 이의 일부가 개시된다. 더욱

구체적으로, 본 발명은 생식 세포 및 배우자 속에 유전자 변형 도너 만능 세포를 포함하는 도너 만능 세포의 발

달을 위한 숙주로서 사용될 수 있는 파괴된 또는 파괴가능한 생식 유전자를 가진 비-인간 배아를 생산하기 위한

방법 및 조성물을 개시한다. 또한 이런 배아로부터 파괴된 생식 유전자를 가진 키메릭 비-인간 동물을 생산하고

키메릭 비-인간 동물을 파괴가 없는 생식 유전자를 포함하는 동족 비-인간 동물과 번식하여 도너 만능 세포로부

터 유래된 실질적으로 모든 배우자 및/또는 생식 세포를 가진 비-인간 동물을 생산하기 위한 방법 및 조성물이

개시된다. 본 발명은 또한 본 방법에서 사용하기 위한 비-인간 배우자, 생식 세포, 배아 및 동물을 개시한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

X 염색체 상에 위치하는 생식 유전자의 파괴를 포함하는 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아로서, 여기서 생식 유

전자의 파괴는 수컷 생식을 억제하며, 숙주 배아는 파괴가 없는 생식 유전자를 포함하는 도너 만능 세포를 내부

에 도입하기에 적합한 것인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 2 

(1) X 염색체 상에 위치하는 생식 유전자의 파괴 및 (2) 파괴가 없는 생식 유전자를 포함하는 도너 만능 세포를

포함하는 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아로서, 여기서 생식 유전자 X 염색체 상에 위치하며 생식 유전자의 파

괴는 수컷 생식을 억제하는 것인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 3 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

생식 유전자는 정자의 생식을 조절하는 것인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 4 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

생식 유전자는 정자형성을 조절하는 것인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 5 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

생식 유전자는 GILZ인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 6 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

수컷 비-인간 숙주 배아는 8-세포 단계 배아인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 7 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

수컷 비-인간 숙주 배아는 배반포인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 8 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

수컷 설치류 숙주 배아인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 9 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,

수컷 생쥐 숙주 배아인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 10 

제 1 항 또는 제 2 항에 있어서,
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수컷 쥐 숙주 배아인 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아.

청구항 11 

비-인간 동물을 번식시키기 위한 제 1 항 또는 제 2 항에 따른 선-이식 수컷 비-인간 숙주 배아의 용도.

청구항 12 

제 11 항에 있어서,

유전자 변형된 비-인간 동물을 생성하기 위한 것인 용도.

청구항 13 

대리(surrogate) 또는 양육(foster) 비-인간 동물로의 이식을 위한 제 1 항 또는 제 2 항에 따른 선-이식 수컷

비-인간 숙주 배아의 용도.

청구항 14 

제 13 항에 있어서,

키메릭 비-인간 동물을 생성하기 위한 것인 용도.

청구항 15 

파괴가 없는 생식 유전자를 포함하는 만능 세포의 생식 계열 전달을 개선하기 위한 제 1 항에 따른 선-이식 수

컷 비-인간 숙주 배아의 용도.

청구항 16 

제 15 항에 있어서,

만능 세포는 게놈에 유전자 변형을 포함하는 것인 용도.

청구항 17 

제 15 항에 있어서,

만능 세포는 수컷 만능 세포인 용도.

청구항 18 

제 15 항에 있어서,

만능 세포는 배아 줄기(ES) 세포인 용도.

청구항 19 

파괴가 없는 생식 유전자를 포함하는 만능 세포를 호스팅하기 위한 제 1 항에 따른 선-이식 수컷 비-인간 숙주

배아의 용도.

청구항 20 

제 19 항에 있어서,

만능 세포가 게놈에 유전자 변형을 포함하는 것인 용도.

청구항 21 

제 19 항에 있어서,

만능 세포가 수컷 만능 세포인 용도.

청구항 22 
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제 19 항에 있어서,

만능 세포가 배아 줄기(ES) 세포인 용도.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 일반적으로 유전자 변형 도너 만능 세포를 포함하는 도너 만능 세포의 생식 세포 및 배우자로의 발현[0001]

을 위한 숙주로서 사용될 수 있는 파괴된 또는 파괴가능한 생식 유전자를 가진 비-인간 배아를 생산하기 위한

방법 및 조성물에 관한 것이다. 본 발명은 또한 파괴된 생식 유전자를 가진 이런 배아 키메릭 비-인간 동물로부

터 생산되고 키메릭 비-인간 동물을 도너 만능 세포로부터 유래된 실질적으로 모든 배우자 및/또는 생식 세포를

가진 비-인간 동물을 생산하기 위해 파괴가 없는 생식 유전자를 포함하는 동족 비-인간 동물과 번식하기 위한

방법 및 조성물에 관한 것이다. 

배 경 기 술

생쥐 배아 줄기(EM) 세포는 만능이며 배반포 주사 이후 생쥐의 모든 조직에 영향을 미칠 수 있다. 이는 또한 상[0002]

대적으로 쉽게 유전적으로 변형될 수 있고 표적화된 돌연변이의 게놈 속으로 도입 이후 유전자 변형 생쥐의 생

성에 사용되었다(예를 들어, Doetschman T et al., 1987. Nature 330: 576-578).

배반포 배아 환경 속에 주입될 때 유전자 변형에 의한 생쥐 '도너' ES 세포는 숙주 배반포의 내부 세포 덩어리[0003]

속에 통합되고 체세포 및 생식 세포 계통으로 분화되어, 결국은 키메라로 알려진 모자이크 생쥐를 생산한다. 키

메리즘에서 차이는 도너 ES의 배반포에 대한 기여의 다른 양 때문이다. 더 많이 도너 ES 세포가 배반포에 영향

을 미치면 더 많은 배아 세포가 도너 ES 세포로부터 유래되어, 유전자 변형의 생식 계열 속으로의 전달(생식 계

열 전달)을 강화시킨다. 

그러나, (i) 내세포괴(inner cell mass) 발단 과정 속에 통합하기 위한 정확한 시간에 정확한 장소에 있어야 할[0004]

도너 세포의 필요조건, (ii) 원시 생식 세포가 되고 뒤이어 기능성 배우자로 발달하기 위한 도너 ES 세포의 고

유(유전적 및 후성적) 능력 (iii) 발달 틈새(developmental niche)가 결과적으로 배우자가 되기 위한 통상적인

키메라에서 배아 발달 동안 숙주와 도너 줄기 세포 사이의 경쟁을 포함하는 이해가 잘 안 되는 여러 복잡한 인

자 때문에, 키메라에서 도너 ES 세포로부터의 생식 계열 기여는 예상치 못하며 0%로부터 100%까지 변한다.

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, ES 세포와 같은 유전자 변형 만능 세포의 생식 계열 전달을 개선하고 키메라로부터의 만능 세포 유래[0005]

동물의 생성을 가속시킬 필요가 존재한다.

과제의 해결 수단

본 발명은 내인성 생식 유전자를 포함하는 도너 만능 세포의 생식 계열 전달(예를 들어, 유전자 변형 포함)이[0006]

도너 만능 세포가 주입되는 선-이식 비-인간 배아에서 생식 유전자를 파괴함으로써 현저하게 강화될 수 있다는

결정으로부터 부분적으로 시작된다. 적절한 대리 또는 양육 비-인간 동물에 배아의 이식과 임신은 파괴된 생식

유전자를 포함하는 내인성 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 키메릭 비-인간 동물뿐만 아니라 생식 유전자에

파괴를 포함하지 않는 도너 만능 세포로부터 유래된 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 키메릭 비-인간 동물을

포함하는 자식을 생산한다. 파괴되지 않은 생식 유전자를 포함하는 동족 비-인간 동물과 번식될 때, 파괴된 생

식 유전자를 포함하는 내인성 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 키메릭 비-인간 동물은 손상되거나 억제된 생

식능력을 가질 것이며 도너 만능 세포로부터 유래된 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 키메릭 비-인간 동물은

정상적이거나 손상되지 않은 생식능력을 가질 것이어서, 도너 만능 세포로부터 유래된 생식 세포 또는 배우자를

포함하는 제 1 한배 자식의 생산을 강화시킨다.

따라서, 한 양태에서, 본 발명은 생식 계열에 파괴된 생식 유전자를 포함하거나 필수적으로 이루어진 선-이식[0007]

비-인간 숙주 배아를 제공한다. 파괴된 생식 유전자는 임의의 염색체 상에 있을 수 있고 일부 실시태양에서, 생

식 유전자는 성 염색체(예를 들어, X 또는 Y 염색체) 상에 위치된다. 특정 실시태양에서, 생식 유전자는 X 염색

체 상에 위치된다. 생식 유전자의 파괴는 이형 접합 또는 동형 접합일 수 있으며 특정 실시태양에서, 생식 유전
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자의 대립 형질 유전자는 파괴된다. 적절하게는, 생식 유전자의 파괴는 수컷 생식능력을 억제하며 이런 형태의

예시적 실시예에서, 파괴는 정자 기능 또는 정자 형성 과정을 억제한다. 특정 실시태양에서, 생식 유전자는

GILZ이다.

관련 양태에서, 본 발명은 파괴가 없는 생식 유전자를 포함하는 도너 만능 세포를 더 포함하는 상게하게 기술된[0008]

선-이식 비-인간 숙주 배아를 제공한다.  일부 실시태양에서,  도너 만능 세포는 (예를 들어,  배아 줄기(ES)

세포, 상배엽, 배아 생식 세포, 유도된 만능 줄기 세포, 유전자 변형 ES 세포, 유전자 변형 상배엽 줄기 세포,

유전자 변형 배아 생식(EG) 세포, 유전자 변형 유도 만능 줄기(IPS) 세포 또는 이들의 임의의 둘 이상의 조합으

로부터 선택된) 줄기 세포이다. 적절하게는, 만능 세포는 유전자 변형을 포함한다. 특정 실시태양에서, 도너 만

능 세포는 수컷 만능 세포이다.

본 발명의 다른 양태는 위에서 대략 정의하고 본 발명의 다른 곳에서 정의한 대로 파괴된 생식 유전자를 포함하[0009]

는 비-인간 숙주 배아 및 파괴가 없는 생식 유전자를 포함하는 도너 만능 세포를 제공한다. 일부 실시태양에서,

도너 만능 세포는 유전자 변형을 적절하게 포함하는 줄기 세포(예를 들어, ES 세포)이다. 도너 만능 세포는 적

절하게는 수컷 만능 세포이다.

본 발명의 또 다른 양태에서, 비-인간 동물을 생산하는 방법이 제공된다. 이런 방법은 일반적으로 위에서 대략[0010]

정의하고 본 발명의 다른 곳에서 정의한 대로 선-이식 비-인간 숙주 배아를 가임신 비-인간 동물 속에 주입하는

단계 및 배아의 발달에 적합한 조건하에서 선-이식 비-인간 숙주 배아를 임신시켜 비-인간 동물을 생산하는 단

계를 포함하거나 필수적으로 이루어진다.

관련 양태에서, 본 발명은 이런 방법으로부터 얻은 비-인간 동물을 제공한다.[0011]

본 발명의 또 다른 양태는 위에서 대략 정의하고 본 발명의 다른 곳에서 정의한 대로 비-인간 숙주 배아를 포함[0012]

하거나 필수적으로 이루어진 대리 또는 양육 비-인간 동물을 제공한다.

본 발명의 다른 양태에서, 키메릭 비-인간 동물을 생산하는 방법이 제공된다. 이런 방법은 일반적으로 위에서[0013]

대략 정의하고 본 발명의 다른 곳에서 정의한 대로 선-이식 비-인간 숙주 배아를 가임신 비-인간 동물 속에 주

입하고 배아의 발달에 적합한 조건하에서 선-이식 비-인간 숙주 배아를 임신시키는 단계를 포함하거나 필수적으

로 이루어져서, 키메릭 비-인간 동물을 생산한다.

관련 양태에서, 본 발명은 이런 방법으로부터 얻은 키메릭 비-인간 동물을 제공한다.[0014]

본 발명의 또 다른 양태는 파괴된 생식 유전자를 가진 비-인간 숙주 배아를 생산하기 위한 방법을 제공한다. 이[0015]

런 방법은 일반적으로 1) 파괴가능한 생식 유전자를 가진 제 1 동물 품종을 2) 파괴가능한 생식 유전자를 파괴

하는 유전자를 포함하는 불임-활성화 형질전환유전자를 가진 제 2 동물 품종과 교배하는 단계를 포함하거나 필

수적으로 이루어져서, 파괴된 생식 유전자를 가진 생식 세포를 포함하는 형질전환 비-인간 숙주 배아를 생성한

다. 일부 실시태양에서, 제 1 동물 품종의 암컷 멤버는 제 2 동물 품종의 수컷 멤버와 교배된다. 본 발명에 사

용된 대로, 제 1 및 제 2 동물 품종의 각 멤버는 비-인간 동물의 번식 쌍의 번식 파트너이다.

또 다른 양태에서, 본 발명은 (1) 생식 유전자 파괴자 분자에 의해 파괴가능한, 위에서 대략 정의하고 본 발명[0016]

의 다른 곳에서 정의한 대로 프로모터에 작동가능하게 연결된 파괴가능한 생식 유전자를 포함하는 파괴가능한

생식 형질전환유전자를 포함하는 제 1 번식 파트너 및 (2) 생식 유전자 파괴자 분자를 암호화하는 프로모터에

작동가능하게 연결된 뉴클레오티드 서열("파괴자 뉴클레오티드 서열")을 포함하는 파괴자 형질전환유전자를 포

함하는 제 2 번식 파트너를 포함하는 비-인간 동물의 번식 쌍을 제공한다. 일부 실시태양에서, 생식 유전자 파

괴자 분자는 재조합효소이며 파괴가능한 생식 유전자는 재조합효소의 존재하에서 파괴가능한 생식 유전자의 파

괴를 매개하는 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연결된다. 다른 실시태양에서, 생식 유전자 파괴자 분자는

적절하게는 안티센스 억제 또는 RNA 간섭에 의해, 파괴가능한 생식 유전자의 발현을 억제하는 억제성 RNA 분자

이다. 또 다른 실시태양에서, 생식 유전자 파괴자 분자는 파괴가능한 생식 유전자의 폴리펩타이드 생성물과 면

역-상호작용하는 항체이다.

일부 실시태양에서, 파괴자 뉴클레오티드 서열은 조건적으로 발현가능하며 이런 형태의 예시적 실시예에서, 파[0017]

괴자 형질전환유전자는 파괴자 뉴클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 발현-조절 요소를 포함하며, 요소는

파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현을 조건적으로 억제한다. 예를 들어, 발현-조절 요소는 제 1 조건하에서 파괴

자 뉴클레오티드 서열의 전사를 억제할 수 있고 발현-조절 요소의 파괴는 제 2 조건하에서 파괴자 뉴클레오티드

서열의 전사를 허용할 수 있거나 강화할 수 있다. 일부 실시태양에서, 발현-조절 요소는 파괴자 뉴클레오티드

서열의 발현을 억제하고 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연결된 억제자 뉴클레오티드 서열(예를 들어, 전
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사 종결자)을 포함하며, 재조합효소 인식 위치는 재조합효소의 존재하에서 억제자 뉴클레오티드 서열의 파괴를

매개한다. 이런 형태의 예시적 실시예에서, 제 1 번식 파트너는 프로모터에 작동가능하게 연결된 재조합효소에

대한 암호화 서열을 포함하는, 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현을 자극하거나 강화하는 활성자 형질전환유전자

를 포함한다.

일부 실시태양에서, 제 1 번식 파트너는 암컷이고 제 2 번식 파트너는 수컷이다.[0018]

적절하게는, 제 1 번식 파트너는 활성자 형질전환유전자에 대해 동형 접합 및/또는 제 2 번식 파트너는 파괴자[0019]

형질전환유전자에 대해 동형 접합이다. 

관련 양태에서, 본 발명은 (1) 프로모터에 작동가능하게 연결되고 재조합효소의 존재하에서 생식 유전자의 파괴[0020]

를 매개하는 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연결된 파괴가능한 생식 유전자를 포함하는 파괴가능한 형질

전환유전자를 포함하는 제 1 번식 파트너 및 (2) 프로모터에 작동가능하게 연결된, 재조합효소를 포함하는 생식

유전자 파괴자 분자를 암호화하는 파괴자 뉴클레오티드 서열을 포함하는 파괴자 형질전환유전자를 포함하는 제

2 번식 파트너를 포함하는 비-인간 동물의 번식 쌍을 제공한다. 일부 실시태양에서, 제 1 번식 파트너는 암컷이

고 제 2 번식 파트너는 수컷이다.

일부 실시태양에서, 제 1 번식 파트너는 파괴가능한 형질전환유전자에 대해 동형 접합 및/또는 제 2 번식 파트[0021]

너는 파괴자 형질전환유전자에 대해 동형 접합이다.

일부 실시태양에서, 비-인간 동물의 번식 쌍은 (1) 프로모터에 작동가능하게 연결되고 제 1 재조합효소의 존재[0022]

하에서 파괴가능한 생식 유전자의 파괴를 매개하는 제 1 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연결된 파괴가능

한 생식 유전자를 포함하는 제 1 파괴가능한 형질전환유전자 및 프로모터에 작동가능하게 연결된, 제 2 재조합

효소 인식 위치를 특이적으로 인식하는 제 2 재조합효소에 대한 암호화 서열을 포함하는 제 1 파괴자 형질전환

유전자를 포함하는 제 1 번식 파트너, 및 (2) 프로모터에 작동가능하게 연결되고 제 2 재조합효소의 존재하에서

파괴가능한 생식 유전자의 파괴를 매개하는 제 2 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연결된 파괴가능한 생식

유전자를 포함하는 제 2 파괴가능한 형질전환유전자 및 프로모터에 작동가능하게 연결된, 제 1 재조합효소 인식

위치를 특이적으로 인식하는 제 1 재조합효소에 대한 암호화 서열을 포함하는 제 2 파괴자 형질전환유전자를 포

함하는 제 2 번식 파트너를 포함한다. 적절하게는, 제 1 번식 파트너는 제 1 파괴가능한 및 제 1 파괴자 형질전

환유전자에 대해 동형 접합 및/또는 제 2 번식 파트너는 제 2 파괴가능한 및 제 2 파괴자 형질전환유전자에 대

해 동형 접합이다. 

다른 관련 양태에서, 본 발명은 (1) 파괴가능한 생식 유전자를 포함하는 제 1 번식 파트너; 및 (2) 프로모터에[0023]

작동가능하게 연결되고, 파괴가능한 생식 유전자의 발현을 억제하는 억제성 RNA 분자(예를 들어, 안티센스 RNA,

siRNA, shRNA 등)를 암호화하는 파괴자 뉴클레오티드 서열을 포함하는 파괴자 형질전환유전자를 포함하는 제 2

번식 파트너를 포함하는 비-인간 동물의 번식 쌍을 제공한다. 일부 실시태양에서, 파괴자 뉴클레오티드 서열은

조건적으로 발현가능하며 이런 형태의 예시적 실시예에서, 파괴자 형질전환유전자는 파괴자 뉴클레오티드 서열

에 작동가능하게 연결된 발현-조절 요소를 포함하며, 요소는 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현을 조건적으로 억

제한다. 예를 들어, 발현-조절 요소는 제 1 조건하에서 파괴자 뉴클레오티드 서열의 전사를 억제할 수 있고 발

현-조절 요소의 파괴는 제 2 조건하에서 파괴자 뉴클레오티드 서열의 전사를 허용 또는 강화할 수 있다. 일부

실시태양에서, 발현-조절 요소는 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현을 억제하고 재조합효소 인식 위치에 작동가

능하게 연결된 억제자 뉴클레오티드 서열(예를 들어, 전사 종결자)를 포함하며, 재조합효소 인식 위치는 재조합

효소의 존재하에서 억제자 뉴클레오티드 서열의 파괴를 매개한다. 이런 형태의 예시적 실시예에서, 제 2 번식

파트너는 프로모터에 작동가능하게 연결된, 재조합효소에 대한 암호화 서열을 포함하는 활성자 형질전환유전자

를  포함한다.  제  2  번식  파트너의  파괴가능한  생식  유전자는  적절하게는  야생형  유전자이다.  일부

실시태양에서, 제 1 번식 파트너는 암컷이고 제 2 번식 파트너는 수컷이다.

따라서, 일부 실시태양에서, 비-인간 동물의 번식 쌍은 (1) 프로모터에 작동가능하게 연결된 파괴가능한 생식[0024]

유전자 및 프로모터에 작동가능하게 연결된 재조합효소에 대한 암호화 서열을 포함하는 활성자 형질전환유전자

를 포함하는 제 1 번식 파트너; 및 (2) 파괴가능한 생식 유전자의 발현을 억제하는 억제성 RNA 분자(예를 들어,

안티센스 RNA, siRNA, shRNA 등)를 암호화하는 파괴자 뉴클레오티드 서열을 포함하는 파괴자 형질전환유전자를

포함하는 제 2 번식 파트너를 포함하며, 파괴자 뉴클레오티드 서열은 프로모터에 작동가능하게 연결되며 재조합

효소의 부존재하에서 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현을 억제하며 재조합효소의 존재하에서 억제자 뉴클레오티

드 서열의 파괴를 매개하는 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연결된 억제자 뉴클레오티드 서열(예를 들어,

전사 종결자)을 포함하는 발현-조절 요소에 작동가능하게 연결된다. 적절하게는, 제 1 번식 파트너는 활성자 형

공개특허 10-2022-0142474

- 7 -



질전환유전자에 대해 동형 접합 및/또는 제 2 번식 파트너는 파괴자 형질전환유전자에 대해 동형 접합이다. 일

부 실시태양에서, 제 1 번식 파트너는 암컷이고 제 2 번식 파트너는 수컷이다.

또 다른 관련 양태에서, 본 발명은 (1) 파괴가능한 생식 유전자를 포함하는 제 1 번식 파트너; 및 (2) 파괴가능[0025]

한 생식 유전자의 폴리펩타이드 생성물과 면역-상호작용하는 항체를 암호화하며 프로모터에 작동가능하게 연결

된 파괴자 뉴클레오티드 서열을 포함하는 파괴자 형질전환유전자를 포함하는 제 2 번식 파트너를 포함하는 비-

인간 동물의 번식 쌍을 제공한다. 일부 실시태양에서, 파괴자 뉴클레오티드 서열은 조건적으로 발현가능하며 이

런 형태의 예시적 실시예에서, 파괴자 형질전환유전자는 파괴자 뉴클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 발현

-조절 요소를 포함하며, 요소는 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현을 조건적으로 억제한다. 예를 들어, 발현-조

절 요소는 제 1 조건하에서 파괴자 뉴클레오티드 서열의 전사를 억제할 수 있고 발현-조절 요소의 파괴는 제 2

조건하에서 파괴자 뉴클레오티드 서열의 전사를 허용 또는 강화할 수 있다. 일부 실시태양에서, 발현-조절 요소

는 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현을 억제하고 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연결된 억제자 뉴클레오

티드 서열(예를 들어, 전사 종결자)를 포함하며, 재조합효소 인식 위치는 재조합효소의 존재하에서 억제자 뉴클

레오티드 서열의 파괴를 매개한다. 이런 형태의 예시적 실시예에서, 제 1 번식 파트너는 프로모터에 작동가능하

게 연결된, 재조합효소에 대한 암호화 서열을 포함하는 활성자 형질전환유전자를 포함한다. 제 2 번식 파트너의

파괴가능한 생식 유전자는 적절하게는 야생형 유전자이다. 일부 실시태양에서, 제 1 번식 파트너는 암컷이고 제

2 번식 파트너는 수컷이다.

따라서, 일부 실시태양에서, 비-인간 동물의 번식 쌍은 (1) 프로모터에 작동가능하게 연결된 파괴가능한 생식[0026]

유전자 및 프로모터에 작동가능하게 연결된 재조합효소에 대한 암호화 서열을 포함하는 활성자 형질전환유전자

를 포함하는 제 1 번식 파트너; 및 (2) 생식 유전자의 폴리펩타이드 생성물과 면역-상호작용하는 항체를 암호화

하는 파괴자 뉴클레오티드 서열을 포함하는 파괴자 형질전환유전자를 포함하는 제 2 번식 파트너를 포함하며,

파괴자 뉴클레오티드 서열은 프로모터에 작동가능하게 연결되며 재조합효소의 부존재하에서 파괴자 뉴클레오티

드 서열의 발현을 억제하며 재조합효소의 존재하에서 억제자 뉴클레오티드 서열의 파괴를 매개하는 재조합효소

인식 위치에 작동가능하게 연결된 억제자 뉴클레오티드 서열(예를 들어, 전사 종결자)을 포함하는 발현-조절 요

소에 작동가능하게 연결된다. 적절하게는, 제 1 번식 파트너는 활성자 형질전환유전자에 대해 동형 접합 및/또

는 제 2 번식 파트너는 파괴자 형질전환유전자에 대해 동형 접합이다. 일부 실시태양에서, 제 1 번식 파트너는

암컷이고 제 2 번식 파트너는 수컷이다.

다른 양태에서, 본 발명은 파괴된 생식 유전자를 포함하는 비-인간 숙주 배아를 생산하는 방법을 제공한다. 이[0027]

방법은 일반적으로 위에서 대략 기술하고 본 발명의 다른 곳에서 기술한 대로 (a) 비-인간 동물의 번식 쌍의 제

1 번식 파트너를 번식 쌍의 제 2 번식 파트너와 짝짓기하는 단계; 및 (b) 배아가 생식 계열에 생식 유전자의 파

괴를 포함하는 번식 쌍의 암컷 일원으로부터 선-이식 비-인간 숙주 배아를 생산하는 단계를 포함하거나 필수적

으로 이루어진다. 일부 실시태양에서, 상기 방법은 선-이식 비-인간 숙주 배아의 형성을 허용하는 조건하에서

비-인간 숙주 배아를 배양하는 단계를 더 포함한다. 일부 실시태양에서, 제 1 번식 파트너는 암컷이고 제 2 번

식 파트너는 수컷이다. 일부 실시태양에서, 상기 방법은 예로서 위에서 기술하고 본 발명의 다른 곳에서 기술한

대로, 선-이식 비-인간 숙주 배아 속에 도너 만능 세포를 주입하는 단계를 더 포함한다. 적절하게는, 만능 세포

는 유전자 변형을 포함한다. 특정 실시태양에서, 만능 세포는 수컷 만능 세포이다.

관련 양태에서, 본 발명은 상기 방법으로부터 얻은 비-인간 숙주 배아를 제공한다.[0028]

또 다른 양태에서, 본 발명은 키메릭 비-인간 동물을 생산하는 방법을 제공한다. 이런 방법은 일반적으로 (1)[0029]

예로서 위에서 기술하고 본 발명의 다른 곳에서 기술한 대로 생식 계열에 생식 유전자의 파괴를 포함하며 예로

서 위에서 기술하고 본 발명의 다른 곳에서 기술한 대로 이형 만능 세포를 더 포함하는 선-이식 비-인간 배아를

이식하는 단계; 및 (2) 배아의 발단에 적합한 조건하에서 (1)의 비-인간 숙주 배아를 임신시켜, 생식 계열에 파

괴된 생식 유전자 및 유전자 변형을 가진 키메릭 비-인간 동물을 생산하는 단계를 포함하거나 필수적으로 이루

어진다. 적절하게는, 키메릭 비-인간 동물은 수컷 키메릭 비-인간 동물이다.

관련 양태에서, 본 발명은 이런 방법으로부터 얻은 키메릭 비-인간 동물을 제공한다.[0030]

본 발명의 또 다른 양태는 게놈에 유전자 변형을 포함하는 비-인간 동물을 생산하는 방법을 제공한다. 이런 방[0031]

법은 일반적으로 (1) 예로서 위에서 기술하고 본 발명의 다른 곳에서 기술한 대로 생식 계열에 생식 유전자의

파괴를 포함하며 예로서 위에서 기술하고 본 발명의 다른 곳에서 기술한 대로 이형 만능 세포를 더 포함하는 선

-이식 비-인간 배아를 이식하는 단계; (2) 배아의 발달에 적합한 조건하에서 (1)의 비-인간 숙주 배아를 임신시

켜, 생식 계열에 파괴된 생식 유전자 및 유전자 변형을 가진 키메릭 비-인간 동물을 포함하는 한배 새끼를 생산
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하는 단계; (3) 한배 새끼로부터의 수컷 키메릭 비-인간 동물을 게놈에 파괴 없는 생식 유전자를 포함하는 동족

암컷 비-인간 동물과 번식하여 수컷 키메릭 비-인간 동물이 이형 만능 세포로부터 유래된 생식 세포 또는 배우

자를 포함할 때 유전자 변형을 포함하는 비-인간 동물을 생산하는 단계를 포함하거나 필수적으로 이루어진다.

관련 양태에서, 본 발명은 상기 방법으로부터 얻은 유전자 변형을 포함하는 비-인간 동물을 제공한다.[0032]

다른 양태에서, 본 발명은 대략 위에서 기술하고 본 발명의 다른 곳에서 기술한 대로 그 안에 이식된 선이식 비[0033]

-인간 숙주 배아를 가진 비-인간 동물(예를 들어, 대리 또는 양육 비-인간 동물)을 제공한다. 

본 발명의 다른 양태는 대략 위에서 기술하고 본 발명의 다른 곳에서 기술한 대로 선-이식 비-인간 숙주 배아로[0034]

부터 유래된 키메릭 비-인간 동물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 내용 중에 포함되어 있다.[0035]

도면의 간단한 설명

도 1은 Tsc22d3 조건적 낙아웃 표적 벡터의 개략적 설명이다. 블루 박스: 엑손; neo: ES 세포에서 선택을 위한[0036]

네오마이신 카세트; FRT: flp 재조합효소 매개 neo 제거를 위한 인식 서열; loxP: cre 재조합효소 매개 엑손 결

실에 대한 인식 서열; amp: 앰피실린 저항 유전자; ori: 복제 기원.

도  2는  표적화된  ROSA26  대립형질  유전자  변형체  A를  도시하는  개략적  도면이다.  Ubic:  인간  유니퀴틴

프로모터; neo: ES 세포에서 선택을 위한 네오마이신 카세트; cre: Cre 재조합효소; STOP: 전사/번역 '정지' 요

소; loxP: Cre 재조합효소 매개 STOP 결실에 대한 인식 서열; pA: 폴리아데닐화 신호; 파괴자 요소: 생식 유전

자의 발현 또는 단백질 생성물의 기능을 파괴하는 임의의 요소(예를 들어, shRNA, 항체).

도  3은  표적화된  ROSA26  대립형질  유전자  변형체  B를  도시하는  개략적  도면이다.  Ubic:  인간  유니퀴틴

프로모터; neo: ES 세포에서 선택을 위한 네오마이신 카세트; cre: Cre 재조합효소; STOP: 전사/번역 '정지' 요

소; loxP: Cre 재조합효소 매개 STOP 결실에 대한 인식 서열; pA: 폴리아데닐화 신호; 파괴자 요소: 생식 유전

자의 발현 또는 단백질 생성물의 기능을 파괴하는 임의의 요소(예를 들어, shRNA, 항체).

도 4는 새끼에서 표적화된 ROSA26 대립형질 유전자 변형체 A를 도시하는 개략적 도면이다. Ubic: 인간 유니퀴틴

프로모터; neo: ES 세포에서 선택을 위한 네오마이신 카세트; cre: Cre 재조합효소; STOP: 전사/번역 '정지' 요

소; loxP: Cre 재조합효소 매개 STOP 결실에 대한 인식 서열; pA: 폴리아데닐화 신호; 파괴자 요소: 생식 유전

자의 발현 또는 단백질 생성물의 기능을 파괴하는 임의의 요소(예를 들어, shRNA, 항체).

도 5는 본 발명의 방법의 실시태양에 의해 생산된 제 1-한배 새끼의 비-제한적인 예를 도시하는 사진 도면이다.

이 도면에 도시된 새끼는 두 키메라의 완전한 한배 새끼이다. 키메라는 Tsc22d3 conKO/conKO 배반포를 기초로

하여 생산되었다. 모든 새끼는 표적화된 ES 세포로부터 유래된 동물에 대해 예상되는 백색 코트 색깔을 도시한

다.

도 6은 유전자형에 대한 서든-블롯 분석의 대표적 예를 도시하는 사진 도면이다. 생검 샘플이 용해되고 BamHI로

분해되었다. 예상 크기는 wt 대립형질 유전자에 대해 17.5kb이며 표적화된 대립형질 유전자에 대해 9.7kb이다.

A045, A046, A049, A055, A077, A078, A065, A066, A056, A057, A058, A059, A064 & A074는 wt/targeted으로

측정되었고; A047,  A048,  A050,  A076,  A080,  A067,  A068,  A069,  A060,  A070  &  A075는 wt/wt로 측정되었고

A054, A079 & A070은 측정되지 않았다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

1. 정의[0037]

달리 정의하지 않는 한, 본 발명에 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어는 본 발명이 속하는 기술분야의 당업자[0038]

가 일반적으로 이해하는 것과 동일한 의미를 가진다. 비록 본 발명에 기술된 것과 유사하거나 동일한 임의의 방

법 및 재료가 본 발명의 실시 또는 시험에서 사용될 수 있으나, 바람직한 방법과 재료가 기술된다. 본 발명을

위해서, 다음 용어는 아래에 정의된다.

관사 "a" 및 "an"는 본 발명에서 관사의 문법적 대상의 하나 또는 하나 초과(즉 적어도 하나)를 의미한다. 예를[0039]

들어, "한 생식 유전자"는 단일 생식 유전자 또는 하나 초과의 생식 유전자를 의미한다.
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본 발명에 사용된 "및/또는"은 관련 나열된 항목의 하나 이상의 임의의 및 모든 가능한 조합뿐만 아니라 선택적[0040]

(또는)으로 해석될 때 조합의 결여를 의미하고 포함한다.

용어 "항체"는 항원 결합 지역을 가진 임의의 항체-유사 분자를 의미하는데 사용되고 Fab', Fab, F(ab')2, 단일[0041]

도메인 항체(DABs), Fv, scFv(단일 사슬 Fv) 등과 같은 항체 단편을 포함한다.

용어 "안티센스"는 뉴클레오티드 잔기의 서열이 DNA 이중체의 센스 가닥에서 데옥시뉴클레오티드 잔기의 서열과[0042]

관련하여 5' to 3' 방향과 반대인 뉴클레오티드 서열을 의미한다. DNA 이중체의 "센스 가닥"은 자연 상태에서

세포에 의해 "센스 mRNA"로 전사되는 DNA 이중체에서 가닥을 의미한다. 따라서 "안티센스" 서열은 DNA 이중체에

서 비-암호화 가닥과 동일한 서열을 가진 서열이다. 용어 "안티센스 RNA"는 표적 주요 전사체 또는 mRNA의 전부

또는 일부에 상보적이며 주요 전사체 또는 mRNA의 가공, 수송 및/또는 번역을 방해함으로써 표적 유전자의 발현

을  차단하는  RNA  전사체를  의미한다.  안티센스  RNA의  상보성은  특정  유전자  전사체의  임의의  일부,  다시

말하면, 5' 비-암호화 서열, 3' 비-암호화 서열, 인트론 또는 암호화 서열에 의할 수 있다. 또한, 본 발명에 사

용된 대로, 안티센스 RNA는 유전자 발현을 차단하기 위해 안티센스 RNA의 효율을 증가시키는 리보자임 서열의

지역을 함유할 수 있다. "리보자임"은 촉매적 RNA를 의미하며 서열-특이적 엔도리보뉴클레아제를 포함한다. "안

티센스 억제"는 표적 단백질의 발현을 예방할 수 있는 안티센스 RNA 전사체의 생산을 의미한다.

본 발명에서 사용된 용어 "번식"은 수정이 발생하도록 하는 수컷 및 암컷 배우자의 결합을 의미한다. 이런 결합[0043]

은 짝짓기(교미) 또는 인비트로 또는 인비보 안공 방법에 의해 발생될 수 있다. 이런 인공 방법은 인공 수정,

외과적 지원 인공 수정, 인비트로 수정, 세포질내 정자 주입, 투명대 천공, 수정된 난모세포의 인비트로 배양,

난소 전달 및 난소 분리를 포함하나 이에 제한되지 않는다.

"세포", "숙주 세포", "변형 숙주 세포" 등은 특정 대상 세포뿐만 아니라 이런 세포의 자손 또는 잠재적 자손을[0044]

의미하는 용어이다. 특정 변형은 돌연변이 또는 환경 영향에 의해 후대에서 일어날 수 있기 때문에, 이런 자손

은, 사실상, 부모 세포와 동일하지 않을 것이나 본 발명에 사용된 용어와 범위 내에 여전히 포함된다.

본 발명에 사용된 용어 "cis-작용 서열" 또는 "cis-조절 지역" 또는 유사 용어는 발현가능한 유전자 서열로부터[0045]

유래된 뉴클레오티드의 임의의 서열을 의미하는 것으로 이해되며 유전자 서열의 발현은 뉴클레오티드의 서열에

의해 적어도 부분적으로 조절된다. 당업자는 cis-조절 지역은 임의의 구조 유전자 서열의 발현의 수준 및/또는

세포-형태-특이성 및/또는 발달 특이성을 활성화, 침묵, 강화, 억제 또는 변화시킬 수 있다는 것을 알 것이다.

"암호화 서열"에 의해, 암호화 지역 등은 유전자의 폴리펩타이드 생성물에 대한 암호에 기여하는 임의의 핵산[0046]

서열을 의미한다. 반대로, 용어 "비-암호화 서열" 및 "비-암호화 지역"은 유전자의 폴리펩타이드 생성물의 암호

에 기여하지 않는 임의의 핵산 서열을 의미한다.

용어 "구조체"는 유전자 또는 자연 조건하에서 이런 서열 또는 단편을 결합하지 않는 종들로부터의 적어도 2개[0047]

의 핵산 서열 또는 단편을 포함하는 핵산 서열 또는 단편을 의미하는데 사용되며 또는 이런 서열 또는 단편은

비변형된 숙주의 천연 게놈 또는 뉴클레옴에서 정상적으로 발생하지 않는 방식으로 위치되거나 연결된 서

본 발명에서 사용된 "상보적" 폴리뉴클레오티드는 표준 왓슨-크릭 상보성 규칙에 따른 염기 페어링을 통해 혼성[0048]

화될 수 있는 것들이다. 구체적으로, 퓨린은 피리미딘과 염기쌍을 이루어 시토신과 쌍을 이룬 구아닌(G:C) 및

DNA의 경우 티민과 쌍을 이룬 아데닌(A:T) 또는 RNA의 경우 우라실과 쌍을 이룬 아데닌(A:U)의 조합을 형성할

것이다. 예를 들어, 서열 "A-G-T"는 상보적 서열 "T-C-A"에 결합한다. 두 폴리뉴클레오티드는, 각각이 서로에

대해 실질적으로 상보적인 적어도 하나의 지역을 갖는 한, 서로에 대해 완전하게 또는 전적으로 상보적이지 않

은 경우에도 서로에 대해 혼성될 수 있다고 이해된다. 본 발명에 사용된 용어 "상보적" 또는 "상보성"은 염기

페어링에 의해 투과성 염 및 온도 조건하에서 폴리뉴클레오티드의 자연적 결합을 의미한다. 두 단일 가닥 분자

사이의 상보성은 뉴클레오티드의 단지 일부가 결합하는 "부분적"일 수 있거나 전체 상보성이 분자의 전장을 따

라 또는 단일 가닥 분자의 일부 또는 지역을 따라 단일 가닥 분자들 사이에 존재할 때 완벽할 수 있다. 핵산 가

닥 사이의 상보성의 정도는 핵산 가닥 사이의 혼성화의 효과 및 강도에 대한 현저한 효과를 가진다. 본 발명에

사용된 용어 "실질적으로 상보적" 또는 "부분적으로 상보적"은 두 핵산 서열은 뉴클레오티드의 적어도 약 50%,

60%, 70%, 80%, 또는 90%가 상보적인 것을 의미한다. 일부 실시태양에서, 두 핵산 서열은 뉴클레오티드의 적어

도 약 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 이상이 상보적일 수 있다. 용어 "실질적으로 상보적" 및 "부분적으

로 상보적"은 또한 두 핵산 서열이 높은 엄격성 조건하에서 혼성화될 수 있다는 것을 의미하며 이런 조건은 당

업계에 공지되어 있다.

본 명세서를 통하여, 내용상 달리 요구되지 않는 한, 용어 "포함하다", "포함하는" 및 "포함한"은 언급된 단계,[0049]
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또는 구성요소, 또는 단계 또는 구성요소의 그룹을 포함하지만, 임의의 다른 단계, 또는 구성요소, 또는 단계

또는 구성요소의 그룹을 배제하지 않는 것을 의미하는 것으로 이해될 것이다. 따라서, 용어 "포함하는" 등의 사

용은 기재된 구성요소가 필수적이거나 의무적이지만, 다른 구성요소는 선택적이고 존재하거나 존재하지 않을 수

있다는 것을 나타낸다. 용어 "구성되는"은 상기 "구성되는"이라는 표현 뒤의 것만을 포함하고 그것으로 제한하

는 것을 의미한다. 따라서, 표현 "구성되는"은 기재된 구성요소가 필수적이거나 의무적이고 다른 구성요소가 존

재하지 않는다는 것을 나타낸다. 용어 "필수적으로 구성되는"은 상기 표현 뒤에 기재된 임의의 구성요소를 포함

하고, 기재된 구성요소에 대한 설명에서 구체화된 활성 또는 작용에 대해 방해하거나 기여하지 않는 다른 구성

요소로 제한된다는 것을 의미한다. 따라서, 용어 "필수적으로 구성되는"은 기재된 구성요소가 필수적이거나 의

무적이지만, 다른 구성요소가 선택적이고, 그들이 기재된 구성요소의 활성 또는 작용에 영향을 미치거나 미치지

않는지에 따라 존재하거나 존재하지 않을 수 있다는 것을 의미한다. 

"항시성 프로모터"는 유기체의 여러 또는 모든 조직에서 작동가능하게 연결된 전사가능한 서열의 발현을 이끄는[0050]

프로모터를 의미한다.

용어 "구조체"는 다른 소스로부터의 하나 이상의 분리된 핵산 서열을 포함하는 재조합 유전자 분자를 의미한다.[0051]

본 발명에 사용된 용어 "발현 구조체", "재조합 구조체" 또는 "재조합 DNA 구조체"는 하나 이상의 핵산 분자가

작동가능하게 연결된 핵산 분자를 포함하는, 게놈 통합 또는 자동 복제 가능한, 임의의 소스로부터 유래된, 플

라스미드, 코스미드, 바이러스, 자동 복제 폴리뉴클레오티드 분자, 파아지 또는 선형 또는 원형 단일 가닥 또는

이중 가닥 DNA 또는 RNA 핵산 분자와 같은 임의의 재조합 핵산 분자를 의미한다. "발현 구조체"는 일반적으로

관심 뉴클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 적어도 하나의 제어 서열을 포함한다. 이런 방식으로, 예를 들

어, 발현될 뉴클레오티드 서열과 작동가능하게 연결된 식물 프로모터는 식물, 식물 일부, 식물 기관 및/또는 식

물 세포에서 발현을 위한 발현 구조체에 제공된다. 전사가능한 폴리뉴클레오티드분자가 번역되어 단백질 생성물

로서 발현되는 기능성 mRNA 분자로 전사되는 방식으로 구조체를 세포 속에 주입하는 방법이 공지되어 있다. 구

조체는 또한, 예를 들어, 관심 특정 RNA 분자의 번역을 억제하기 위해서, 억제성 RNA 분자를 발현할 수 있도록

만들어질 수 있다. 본 발명의 실시를 위해서, 구조체 및 숙주 세포를 제조하고 사용하기 위한 통상적인 조성물

및  방법은  당업자에게  주지되어  있고,  예를  들어,  Molecular  Cloning  :  A  Laboratory  Manual,  3.sup.rd

edition  Volumes  1,  2,  and  3.  3.  F.  Sambrook,  D.  W.  Russell,  and  N.  Irwin,  Cold  Spring  Harbor

Laboratory Press, 2000 참조.

"제어 요소" 또는 "제어 서열"은 작동가능하게 연결된 뉴클레오티드 서열의 발현(예를 들어, 관련된 암호화 서[0052]

열의 전사, RNA 처리 또는 안정성 또는 번역)에 영향을 미치는 핵산 서열(예를 들어, DNA)을 의미한다. 조절 서

열은 인핸서, 프로모터, 번역 리더 서열, 인트론 및 폴리아데닐화 신호 서열을 포함한다. 제어 요소 또는 제어

서열은 암호화 서열의 상류(5' 비-암호화 서열), 내부, 또는 하류(3' 비-암호화 서열)에 위치될 수 있다. 이들

은 천연 및 합성 서열뿐만 아니라 합성 및 천연 서열의 조합일 수 있는 서열을 포함한다. 예를 들어, 원핵 세포

에서 작동가능하게 연결된 뉴클레오티드 서열의 발현에 적합한 제어 서열은, 예를 들어, 프로모터 및 선택적으

로 작동자 서열과 리보솜 접합 위치와 같은 cis-작용 서열을 포함한다. 진핵 세포에 적합한 제어 서열은 프로모

터, 폴리아데닐화 신호, 전사 인핸서와 같은 전사 제어 서열, 번역 인핸서와 같은 번역 제어 서열 및 내부 리보

솜 결합 위치(IRES), RNA 안정성을 조절하는 핵산 서열뿐만 아니라 세포 내의 세포내 구획 또는 세포외 환경에

대해 전사된 폴리뉴클레오티드에 의해 암호화된 생성물을 표적으로 하는 표적 서열을 포함한다. 대표적 제어 서

열은 천연 및 합성 서열뿐만 아니라 합성 및 천연 서열의 조합일 수 있는 서열을 포함한다. 

"상응한다" 또는 "상응하는"은 참조 핵산 서열에 대해 상당한 서열 동일성(참조 핵산 서열의 전부 또는 일부에[0053]

대해 적어도 약 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,

72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 97, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,

97, 98, 99% 또는 100%까지의 서열 동일성)을 나타내는 핵산 서열 또는 참조 아미노산 서열에 대해 상당한 서열

유사성 또는 동일성(참조 아미노산 서열의 전부 또는 일부에 대해 적어도 약 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,

58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,

83, 84, 85, 86, 97, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% 또는 100%까지의 서열 유사성 또는 동

일성)을 나타내는 아미노산 서열을 의미한다.

용어 "배양", "배양된" 및 "배양하는"은 본 발명에서 교환적으로 사용되어 배아 또는 만능 세포가 인비트로 성[0054]

장되는 과정을 의미한다.

핵산에 대해 적용된 용어 "파괴" 및 "파괴된"은 본 발명에서 교환적으로 사용되어 핵산 또는 이의 발현 생성물[0055]
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의 발현 및/또는 기능적 활성을 감소 또는 제거하는 임의의 유전자 변형을 의미한다. 예를 들어, 유전자의 파괴

는 유전자의 발현 및/또는 상응하는 유전자 생성물(예를 들어, mRNA 및/또는 단백질)의 기능적 활성을 감소 또

는 제거하는 임의의 유전자 변형의 범위 내에 포함된다. 유전자 변형은 핵산(예를 들어, 유전자)의 완전 또는

부분 불활성화, 억제, 결실, 방해, 봉쇄 또는 하강 조절을 포함한다. 예시적 유전자 변형은 유전자 낙아웃, 불

활성화, 돌연변이(예를 들어, 유전자 생성물의 발현 또는 활성을 파괴하는 삽입, 결실, 점 또는 프레임시프트

돌연변이) 또는 억제성 핵산(예를 들어, 센스 또는 안티센스 RNA와 같은 억제성 RNA, siRNA, shRNA, miRNA과 같

은 RNA 간섭을 매개하는 분자; 등), 억제성 폴리펩타이드(예를 들어, 항체, 폴리펩타이드-결합 파트너, 우성 음

성(dominant negative) 폴리펩타이드, 효소 등) 또는 생식 유전자의 활성 또는 생식 유전자의 발현 생성물의 수

준 또는 기능적 활성을 억제하는 임의의 다른 분자의 사용을 포함하나 이에 제한되지 않는다.

"우성 음성"은 세포가 이형 접합일 때에도 동일한 세포 내의 야생형 유전자 생성물과 공동 발현될 때 정상적인,[0056]

야생형 유전자 생성물의 기능에 나쁘게 영향을 미치고, 차단하거나 폐지하는 유전자 생성물을 의미한다(야생형

및 우성 음성). 소극성 우성 돌연변이의 발현은 일반적으로 야생형 유전자 생성물의 정상적인 기능의 감소를 초

래한다.

본 발명에 사용된 "초기 상태 배아"는 난모 세포의 수정(즉, 수정된 난모 세포)에 의해 시작하고, 2-세포 단계,[0057]

4-세포 단계, 8-세포 단계 및 상실배(16 내지 32-세포 단계 배아)를 통해 연장되는 모든 배아 발달 단계를 포함

한다. 본 발명에서 정의한 대로, 초기 단계 배아는 발달의 포배 단계를 포함하지 않는다. "포배"는 할강이라 불

리는 공동을 둘러싸는 세포의 속이 빈 공의 발달을 특징으로 하는 배아 발단 단계를 의미한다. 당업자는 포배의

전체 기관이 유기체에 따라 변할 것을 알 것이다. 예를 들어, "배반포"는 외부 영양막 세포 및 내부 세포 덩어

리로 만들어진 세포의 속이 빈 공을 특징으로 하는 분열 단계 포유류 배아를 의미한다. 

용어 "배아 줄기 세포" 및 ES 세포는 교환적으로 사용되어 생식 세포를 포함하는 배아 또는 성인에서 여러 분화[0058]

된 세로 형태를 생성할 수 있는 세포를 의미한다. ES 세포는 이런 세포가 퇴행성(anaplasticity)(전능성))을 유

지하면서 증식할 수 있다는 것을 특징으로 하는 초기 배아-유래 배양 세포를 포함한다. 일반적으로, 배아 줄기

세포는 동물의 초기 배아에서 배반포 내부에 존재하는, 미분화 줄기 세포인 내부 세포 덩어리의 세포를 배양함

으로써 확립되는 세포주이며, 따라서 세포는 미분화 상태를 유지하면서 증식할 수 있다. 

EG 세포로도 불리는 본 발명에 사용된 용어 "배아 생식 세포"는 원시 생식 세포로부터 유래된 배양 세포를 의미[0059]

하며, 상기 배아 줄기 세포의 능력과 거의 동일한 능력을 가지는 것을 특징으로 한다. 배아 생식 세포는 수정

후 수일 내지 수주된 배아(예를 들어, 생쥐의 경우, 대략 8.5일 된 배아)로부터 얻은 원시 생식 세포를 배양함

으로써 확립되는 세포주이며, 따라서 세포는 미분화 상태를 유지하면서 증식할 수 있다. 

본 발명에 사용된 용어 "암호화하다", "암호화하는" 등은 다른 핵산 또는 폴리펩타이드를 제공하는 핵산의 능력[0060]

을 의미한다. 예를 들어, 핵산 서열은 전사 및/또는 번역되어 폴리펩타이드를 생산할 수 있고 전사 및/또는 번

역되어 폴리펩타이드를 생산할 수 있는 형태로 처리될 수 있는 경우 폴리펩타이드를 "암호화한다"고 말한다. 이

런 핵산 서열은 암호화 서열 또는 암호화 서열 및 비-암호화 서열 모두를 포함할 수 있다. 따라서, 용어 "암호

화하다", "암호화하는" 등은 DNA 분자의 전사로부터 얻은 RNA 생성물, RNA 분자의 번역으로부터 얻은 단백질,

RNA 생성물을 얻기 위한 DNA 분자의 전사 및 RNA 생성물의 후속 번역으로부터 얻은 단백질 또는 RNA 생성물을

제공하기 위한 DNA 분자의 전사, 처리된 RNA 생성물(예를 들어, mRNA)을 제공하기 위한 RNA 생성물의 처리 및

처리된 RNA 생성물의 후속 번역으로부터 얻은 단백질을 포함한다.

본 발명에 사용된 "멸종 위기 포유류"는 숫자가 적어서 멸종될 위기에 처하거나 환경 또는 포식 변수의 변화에[0061]

따라 위험해진, 코끼리, 회색 늑대를 포함하는 대형 고양이 및 비-인간 영장류, 줄무늬토끼왈라비, 재큐어, 아

시아 코끼리, 사이가산양 및 북부흰코뿔소(Ceratotherium simum cottoni)와 같은 포유류의 집단에 속한다.

핵산 또는 단백질의 내용에서 용어 "내인성"은 숙주 유기체 또는 숙주 세포에서 정상적으로 발견되는 핵산 서열[0062]

또는 단편 또는 아미노산 서열 또는 단편을 의미한다.

본 발명에서 사용된 용어 "내인성 배우자" 및 "내인성 생식 세포"는 숙주 배아"로부터 기원하거나 생산된" 배우[0063]

자 및 생식 세포를 의미하며 도너 만능 세포로부터 유래된 숙주 배아에서 배우자 및 생식 세포를 배제한다.

유전자 서열에 대한 용어 "발현"은 유전자의 전사 및 적절한 경우, 얻은 mRNA 전사체의 단백질로의 번역을 의미[0064]

한다. 따라서, 내용으로부터 명백해질 것과 같이, 암호화 서열의 발현은 암호화 서열의 전사 및 번역으로부터

발생된다. 반대로, 비-암호화 서열의 발현은 비-암호화 서열의 전사로부터 발생된다.

본 발명에 사용된 "생식 유전자"는 자손을 생산하거나 임신 능력에 관여하는 유전자를 의미한다. 따라서, 생식[0065]
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유전자의 파괴는 비-인간 동물의 임신 능력 또는 자손 생산 능력을 감소, 손상 또는 폐지하여, 불임에 이르게

할 수 있다. 초래된 불임은 수컷 또는 암컷에 존재할 수 있다. 불임의 비-제한적인 예는 무정자증; 불완전 정자

형성과 관련된 유전 질환(예를 들어, 클라인펠터 증후군 및 성선형성부전증); 희소정자증, 정계정맥류, 및 적은

정자수, 정자 활동성 및 정자 모양을 포함하나 이에 제한되지 않는 손상된 정자 기능과 관련된 다른 정자 질환;

및 난소 이상(예를 들어, 다낭난소증후군(PCOS) 또는 만성 무배란)을 포함한다. 본 발명에서 사용된 것과 같이,

(예를 들어, 파괴자 분자에 의해) 파괴가능한 생식 유전자는 "파괴가능한 생식 유전자"로 불린다.

본 발명의 표적 구조체에서 둘 이상의 뉴클레오티드 서열 사이의 관계에 적용될 때 용어 "플랭킹 된", "플랭킹"[0066]

등은 이런 뉴클레오티드 서열의 하나가 다른 뉴클레오티드 서열에 바로 인접하게 위치될 필요로 하지 않는다.

예를 들어, 3개의 참조 뉴클레오티드 서열(A, B 및 C)은, 참조 서열 B가 이런 위치에 바로 인접하지 않는 경우

에도, 재조합 표적 위치 서열에 의해 플랭킹될 수 있거나 재조합 표적 위치 서열은 이런 참조 서열에 의해 플랭

킹될 수 있다. 따라서, 용어 "플랭킹 된"은 재조합 위치 "사이에" 있는 것과 동일하며 용어 "플랭킹"은 참조 서

열의 상류 또는 하류가 되는 재조합 위치와 동일하다.

"기능성 유전자"는 정의가능한 기능을 실행하는 유전자 생성물을 생산하는 유전자를 의미한다. 특정 실시태양에[0067]

서, 기능성 유전자는 내인성 유전자이다.

용어 "배우자" 및 "배우자들"은 서로 교환적으로 사용되고 난모 세포, 난자, 정충 및 정자를 포함하는 2차 생식[0068]

세포를 의미한다.

본 발명에서 사용된 용어 "유전자"는 mRNA, 안티센스 RNA, siRNA, shRNA, miRNA 등을 생산하는데 사용될 수 있[0069]

는 핵산 분자를 의미한다. 유전자는 기능성 단백질을 생산하는데 사용될 수 있거나 없다. 유전자는 암호화 및

비-암호화 지역(예를 들어, 인트론, 조절 요소, 프로모터, 인핸서, 종결 서열 및 5' 및 3' 미번역 지역)을 포함

할 수 있다.

용어 "유전자 변형"은 새로운 핵산(즉, 세포에 대해 외인성인 핵산)의 주입 이후 세포에서 유도된 영구적 또는[0070]

일시적 유전자 변화를 의미한다. 유전자 변화("변형")는 숙주 세포의 게놈 속으로 새로운 핵산의 포함 또는 염

색체외 요소로서 새로운 핵산의 일시적 또는 안정적 유지에 의해 성취될 수 있다. 세포가 진핵세포인 경우, 영

구적 유전자 변화는 세포의 게놈 속에 핵산의 주입에 의해 성취될 수 있다. 유전자 변형은 이의 범위 내에 낙-

인 및 낙-아웃 유전자 변화를 포함한다.

용어 "생식 세포", "생식 세포들" 및 "생식 계열"은 서로 교환적으로 사용되며 배우자를 발생시키는 세포를 의[0071]

미한다. 이런 용어는 원시 생식 세포, 알칼리성 포스파타제에 양성인 세포, 1차 난모 세포, 난원 세포, 정조줄

기세포, 정원세포 및 1차 정자 세포를 포함한다.

용어 "이형"은 특정 유기체, 조직 또는 세포 내에서부터 기원하지 않는 대상(예를 들어, 핵산 분자, 폴리펩타이[0072]

드, 세포, 조직 등)을 의미한다. 예를 들어, "이형 만능 세포"를 포함하는 "이형 세포"는 유기체 또는 유기체의

조직에서 정상적으로 또는 자연적으로 발견되지 않는 세포를 의미한다.

용어 "이형 폴리뉴클레오티드" "외래 폴리뉴클레오티드", "외인성 폴리뉴클레오티드" 등은 서로 교환적으로 사[0073]

용되어 숙주 유기체의 게놈 속으로 인공적으로 주입되었거나 주입될 예정인 유전자 재료 및 그 숙주의 자손에게

전달되는 유전자 재료를 기술한다. 이종 폴리펩타이드는 주입된 폴리뉴클레오티드가 자연적으로 발생하는 폴리

뉴클레오티드에 대해 일부 변형(예를 들어, 점 돌연변이, 선택가능한 마커 유전자의 존재, loxP 위치의 존재

등)을 포함하는 한 주입되거나 주입될 예정인 유기체에서 발견된 유전자 서열을 포함할 수 있다. 이형 폴리뉴클

레오티드는 적절한 조건하에서 RNA로 전사될 수 있고 선택적으로 번역 및/또는 발현될 수 있는 핵산 서열을 포

함할 수 있다. 일부 실시태양에서, 이형 폴리뉴클레오티드는 전사 또는 번역을 방해하는 분자(예를 들어, 안티

센스 분자) 또는 RNA 간섭을 매개하는 분자(예를 들어, siRNA 또는 shRNA) 속에 전사된다. 일부 실시태양에서,

이형 폴리뉴클레오티드는 펩타이드 또는 폴리펩타이드에 대한 암호화 서열을 포함한다. 일부 실시태양에서, 이

형 폴리뉴클레오티드는 게놈 속에 유전자 변형을 도입하기 위한 표적 카세트(targeting cassette)를 포함한다.

용어 "이형 폴리펩타이드" "외래 폴리펩타이드", "외인성 폴리펩타이드" 등은 서로 교환적으로 사용되어 위에서[0074]

정의한 대로 "이형 폴리뉴클레오티드" "외래 폴리뉴클레오티드" 및 "외인성 폴리뉴클레오티드"에 의해 암호화된

임의의 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 의미한다.

용어 "숙주 세포"는 구조체 또는 본 발명의 구조체가 주입되는 세포를 의미한다. 본 발명의 숙주 세포는 박테리[0075]

아, 효모, 동물(척추동물 포함), 곤충 및 식물 세포를 포함하나 이에 제한되지 않는다. 숙주 세포는 단세포일

수 있거나 액체 배지, 단층 등으로서 조직 배양에서 성장될 수 있다. 숙주 세포는 또한 조직으로부터 직접 또는
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간접적으로 유래될 수 있거나 동물을 포함하는 유기체 내에 존재할 수 있다. 특정 실시태양에서, 숙주 세포는

동물 숙주 세포, 특히 포유류 숙주 세포를 포함하는 척추동물 숙주 세포이다.

"면역-상호활성"에 대한 언급은 분자들 사이의 임의의 상호작용, 반응 또는 결합의 다른 형태에 대한 언급 및[0076]

특히 분자들의 하나가 면역 시스템의 구성요소이거나 모방하는 경우에 대한 언급을 포함한다.

용어 "낙-인(knock-in)"은 일반적으로 동형 재조합을 통해 게놈 속으로 삽입된 이형 또는 외래 폴리뉴클레오티[0077]

드를 의미한다. 낙-인 폴리뉴클레오티드는 내인성, 야생형 유전자 또는 유전자 일부를 대체하는 유전자 또는 유

전자 일부의 돌연변이 형태일 수 있다. 이런 돌연변이는 이형 서열의 삽입, 결실, 점 돌연변이, 프레임시프트

돌연변이 및 정상적인 유전자 발현을 예방, 파괴 또는 변화시킬 수 있는 임의의 다른 돌연변이를 포함한다. 따

라서, 본 발명에 사용된 "낙-인" 동물은 이형 또는 외래 폴리뉴클레오티드가 동물의 게놈 속에 삽입되거나 동물

의 게놈의 특정 유전자 또는 이의 일부가 외래 유전자 또는 DNA 서열에 의해 대체되는 유전자 변형 동물을 의미

한다. "조건적 낙-인"은 이의 범위 내에 동형 재조합을 통해 게놈 속에 삽입되었고 지정된 발달 단계에서 또는

특정 환경 조건하에서 활성(예를 들어, 암호화 및/또는 비-암호화 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열의 전사

또는 번역, 생산의 조절)을 끌어내는 이형 또는 외래 폴리뉴클레오티드를 포함한다. "조건적 낙-인 벡터"는 동

형 재조합을 통해 게놈 속에 삽입될 수 있고 지정된 발달 단계에서 또는 특정 환경 조건하에서 활성(예를 들어,

암호화 및/또는 비-암호화 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열의 전사 또는 번역, 생산의 조절)을 끌어낼 수 있

는 이형 또는 외래 유전자 또는 이의 일부를 포함하는 벡터이다.

"낙-아웃(knock-out)"은 유전자의 발현 생성물의 수준 또는 기능적 활성을 감소, 폐지 또는 억제하는 유전자의[0078]

불활성화 또는 파괴를 의미한다. "낙-아웃" 동물은 유전자가 파괴된 유전자 변형 동물을 의미한다. "조건적 낙-

아웃"은 조직-특이적 또는 일시적-특이적 패턴에서 파괴된 유전자와 같은 특정 조건하에서 파괴되는 유전자를

의미한다. "조건적 낙-아웃 벡터"는 특정 조건하에서 파괴될 수 있는 유전자를 포함하는 벡터이다.

"마커 유전자"는 마커 유전자를 발현하는 세포에 뚜렷한 표현형을 부여하여 이런 변형된 세포가 마커를 갖지 않[0079]

는 세포와 구별되게 하는 유전자를 의미한다. 선택가능한 마커 유전자는 선택적 물질(예를 들어, 미변형된 세포

에 손상을 주는 제조체, 항생제, 방사능, 열 또는 다른 처리)에 대한 저항성을 기초로 '선택할 수 있는' 형질을

제공한다. 선별가능한 마커 유전자(또는 리포터 유전자)는 관찰 또는 테스팅을 통해, 즉 '스크리닝'을 통해 확

인할 수 있는 형질(예를 들어, 미변형된 세포에 존재하지 않는 β-글루쿠로니다아제, 루시페라제, 녹색 형광 단

백질 또는 다른 활성)을 제공한다.

용어 "마이크로RNA" 또는 "miRNA"는 식물을 포함하는 다양한 종류의 진핵생물에서 발견된 작은, 비 암호화 RNA[0080]

분자를 의미한다. miRNA 전구체는 짧은 '헤어핀' RNA를 형성하는 특징적인 2차 구조를 공유한다. 용어 "miRNA"

는 처리된 서열뿐만 아니라 상응하는 긴 1차 전사체(pri-miRNA) 및 처리된 전구체(pre-miRNA)를 포함한다. 유전

자 및 생화학 연구는 miRNA는 다이서, RNAse III 패밀리 뉴클레아제를 통해 성숙한 형태로 처리되고, RNA-매개

간섭(RNAi) 및 관련 경로를 통해 작동하여 표적 유전자의 발현을 조절한다(Hannon, 2002, Nature 418, 244-251

; Pasquinelli, et al. , 2002, Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 18, 495-513). miRNA는 합성 사일런싱이 '짧은

헤어핀  RNA'(shRNA)를  유발함에  따라  세포에서  유전자  발현의  실험적  조작을  허용하도록  구성될  수  있다

(Paddison et al. , 2002, Cancer Cell 2, 17-23). shRNA에 의한 사일런싱은 RNAi 기작을 필요로 하고 RNAi의

신호인 작은 간섭 RNA(shRNA)의 생산과 관련이 있다.

본 발명에서 사용된 "자연적으로-발생하는" 핵산 분자는 자연적으로 발생하는 뉴클레오티드 서열을 가진 RNA 또[0081]

는 DNA 분자를 의미한다. 예를 들어, 자연적으로-발생하는 핵산 분자는 자연적으로 발생하는 단백질을 암호화할

수 있다.

용어 "비-암호화 서열"은 유전자의 폴리펩타이드 생성물에 대한 암호에 기여하지 않는 임의의 핵산 서열을 의미[0082]

한다.

용어 "비-인간 동물"은 인간을 배제한 동물이며 포유류, 새, 파충류, 양서류 및 물고기와 같은 임의의 척축동물[0083]

을 포함한다. 적절한 포유류는 설치류, 비-인간 영장류, 말 같은 말과, 양, 염소, 토끼와 같은 토끼목, 개, 고

양이, 소, 동물원 동물뿐만 아니라 멸종위기 또는 외래 포유류를 포함한다. 일부 실시태양에서, 비-인간 동물은

쥐와 생쥐를 포함하는 설치류 과로부터 선택된다. 특정 실시태양에서, 비-인간 동물은 생쥐이다.

"뉴클레옴"은 전체 핵산 보체를 의미하며 게놈, 염색체외 핵산 분자 및 mRNA,  이형 핵 RNA(hnRNA),  소형 핵[0084]

RNA(snRNA),  소형  뉴클레올라  RNA(snoRNA),  소형  세포질  RNA(scRNA),  리보솜  RNA(rRNA),  번역  제어

RNA(tcRNA), 전달 RNA(tRNA), eRNA, 메신저-RNA-간섭 상보성 RNA(micRNA) 또는 간섭 RNA(iRNA), 엽록체 또는
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색소체 RNA(cpRNA) 및 미토콘드리아 RNA(mtRNA)와 같은 모든 RNA 분자를 포함한다.

용어 "작동가능하게 연결된", "작동가능하게 결합된", "작동가능한 결합", "작동가능한 연결" 등은 기능적 관계[0085]

에서 폴리뉴클레오티드 요소의 결합을 의미하도록 본 발명에 사용된다. 핵산은 다른 핵산 서열과 기능적 관계에

놓일 때 "작동가능하게 결합된다". 예를 들어, 재조합효소 인식 위치가 충분히 가깝게 위치하여 숙주 세포 게놈

에서 표적 카세트와 표적 위치 사이에 재조합을 촉진할 때 재조합효소 인식 위치는 표적 카세트와 작동가능하게

연결된다. 일부 실시태양에서, 재조합효소 인식 위치는 표적 카세트로부터 10 kb, 9, kb, 8 kb, 7 kb, 6 kb, 5

kb, 4 kb, 3kb, 2kb, lkb, 900 bp, 800 bp, 700 bp, 600 bp, 500 bp, 400 bp, 300 bp, 200 bp, 100 bp, 90

bp, 80 bp, 70 bp, 60 bp, 50 bp, 40 bp, 30 bp, 20 bp 또는 10 bp 이하로 위치된다. 다른 실시태양에서, "작

동가능한 연결" 등은 서열의 전사 및 선택적으로 번역을 제어하는, 프로모터의 조절 제어하에서 전사가능한 서

열의 배치를 의미한다. 이형 프로모터/전사가능한 서열 조합의 제조시에, 유전자 서열 또는 프로모터를 유전자

서열 또는 프로모터와 이것이 자연적 환경에서 제어하는 유전자, 즉, 유전자 서열 또는 프로모터가 유래된 유전

자 사이의 거리와 대략 동일한 유전자 전사 시작 위치로부터의 거리에 위치시키는 것이 일반적으로 바람직하다.

당업계에 공지된 것과 같이, 이 거리에 일부 변형은 기능의 손실 없이 수용될 수 있다. 유사하게, 이형 핵산 서

열 또는 이의 제어하에 놓일 이형 핵산 서열이 유래된 유전자에 대한 다른 제어 요소의 바람직한 위치설정은 자

연적 환경에서 요소의 위치선정에 의해 정해진다. 이런 용어는 또한 이의 범위 내에 발현-조절 요소가 사용되어

제 1 조건하에서 전사가능한 서열의 전사를 억제하고 발현-조절 요소의 파괴가 사용되어 제 2 조건하에서 전사

가능한 서열의 전사를 허용 또는 강화하는 프로모터와 전사가능한 서열 사이의 작동가능한 결합 또는 연결을 포

함한다.

본 발명에 사용된 용어 "전사 후 유전자 사일런싱"(PTGS)은 억제 메커니즘이 전사 후에 일어나는 유전자 사일런[0086]

싱의 형태를 의미한다. 이것은 특이적 RNA 표적의 감소된 정상 상태 수준 또는 번역의 억제를 초래할 수 있다

(Tuschl et ai., 2001, ChemBiochem 2: 239-245). 문헌에서, 용어 RNA 간섭(RNAi) 및 전사 후 공동 억제는 주

로 전사 후 유전자 사일런싱을 나타내는데 사용된다.

용어 "만능"은 성숙한 유기체(예를 들어, 비-인간 동물)에 존재하는 여러 분화된 세포 형태로 분화하는 세포의[0087]

능력을 의미한다. 만능 세포는 전능 세포와 비교하여 분화 능력이 제한된다. 만능 세포는 ES 세포, 외배엽 줄기

세포(EpiSC 또는 epi 줄기 세포), 배아 생식(EG) 세포 및 유도 만능 줄기(iPS) 세포와 같은 생식 세포로 분화할

수 있는 줄기 세포를 포함하나 이에 제한되지 않는다. 용어 "만능 세포"는 유전자 변형 만능 세포를 포함한다.

본 발명에서 사용된 용어 "폴리뉴클레오티드" 또는 "핵산"은 mRNA,  RNA,  cRNA,  cDNA,  iRNA,  siRNA,  shRNA,[0088]

miRNA  또는  DNA를  나타낸다.  용어는  통상적으로  30개  뉴클레오티드  길이  초과의  올리고뉴클레오티드를

의미한다.

"폴리펩타이드", "펩타이드" 및 "단백질"은 교환적으로 사용되어 본 명세서에서 아미노산 잔기의 폴리머 및 그[0089]

의 변이체 및 합성된 유사체를 의미한다. 따라서, 이들 용어는 자연-발생 아미노산 폴리머뿐만 아니라, 하나 이

상의 아미노산 잔기가 합성되는 비-자연 발생 아미노산인, 예컨대 상응하는 자연-발생 아미노산의 화학적 유사

체인 아미노산 폴리머에 적용된다. 

용어 "자손", "형질전환 비-인간 동물의 자손" 등은 최초 변형된 비-인간 동물에 뒤이은 각 세대의 임의의 및[0090]

모든 새끼를 의미한다. 

"프로모터"는 전사의 개시 및 수준을 적어도 부분적으로 제어하는 DNA의 지역을 의미한다. "프로모터"에 대한[0091]

언급은 가장 넓은 의미로 해석될 것이며 TATA 박스 및 CCAAT 박스 서열뿐만 아니라 발달 및/또는 환경 자극에

반응하여 또는 조직-특이적 또는 세포-형태-특이적 방식으로 유전자 발현을 변형하는 추가 조절 요소(즉, 활성

화 서열, 인핸서 및 사일런서)를 포함하는 전통적인 게놈 유전자의 전사 조절 서열을 포함한다. 프로모터는 필

수적이지 않으나 주로 전사가능한 서열(예를 들어, 암호화 서열 또는 기능성 RNA를 암호화하는 서열)의 상류 또

는 5'에 위치하며, 이의 발현은 프로모터가 조절한다. 또한, 프로모터를 포함하는 조절 요소는 주로 유전자의

전사의 시작 위치의 2kb 내에 위치된다. 본 발명에 따른 프로모터는 세포에서 발현을 더 강화하기 위해 및/또는

작동가능하게 연결된 구조 유전자의 발현의 시기 또는 유도성을 변화하기 위해 시작 위치에 더욱 멀게 위치된

추가 특이적 조절 요소를 함유할 수 있다. 용어 "프로모터"는 또한 이의 범위 내에 유도성, 억제성 및 항시성

프로모터뿐만 아니라 최소 프로모터를 포함한다. 최소 프로모터는 통상적으로 작동가능하게 연결된 선택된 DNA

서열의 전사를 개시할 수 있는 치소 발현 제어 요소를 의미한다. 일부 예에서, 최소 프로모터는 추가 조절 요소

(예를 들어,  인핸서 또는 다른 cis-작용 조절 요소)의 부존재하에서 기본 수준 이상으로 전사를 개시할 수

없다. 최소 프로모터는 주로 TATA 박스 또는 TATA-유사 박스로 이루어진다. 여러 최소 프로모터 서열은 문헌에
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공지되어 있다. 예를 들어, 최소 프로모터는 여러 다른 것들 중에서 fos, CMV, SV40 및 IL-2로부터의 프로모터

지역을 포함하는 매우 다양한 공지된 서열로부터 선택될 수 있다. 최소 CMV 프로모터 또는 최소 IL2 유전자 프

로모터(시작 위치에 대해 -72 내지 +45; Siebenlist, 1986)를 사용하는 예시적 예가 제공된다.

본 발명에 사용된 "희귀종 또는 멸종위기종"은 위협을 받거나 멸종위기인 것으로 임의의 기관에 의해 나열된 임[0092]

의의 동물 또는 집단 또는 서식지가 위협받는 임의의 동물 또는 감금 상태에서 번식이 바람직한 임의의 동물을

포함하나 이에 제한되지 않는다. 예를 들어, 멸종위기종의 목록은 미국 물고기 및 야생생물 서비스, 멸종위기종

프로그램에서 발견될 수 있거나 멸종위기종보호법(ESA)에 나열될 수 있다.

"재조합효소 인식 위치"(RRS)는 재조합효소가 결합하거나 상호작용하는 핵산 위치 또는 서열을 의미한다. 이런[0093]

결합 또는 상호작용은 직접적이거나 간접적일 수 있다. 

용어 "조절가능한 프로모터"는 유전자 발현을 항시적이 아닌 일시적- 및/또는 공간적-조절 방식으로 이끌며 조[0094]

직-특이적 및 유도성 프로모터 모두를 포함하는 프로모터를 의미한다. 이는 천연 및 합성 서열뿐만 아니라 합성

및 천연 서열의 조합일 수 있는 서열을 포함한다. 다른 프로모터는 다른 조직 또는 세포 형태에서, 또는 발달의

다른 단계에서 또는 다른 환경 조건에 반응하여 유전자의 발현을 이끌 수 있다. 숙주 세포에 유용한 여러 형태

의 새로운 프로모터는 지속적으로 발견된다. 대부분의 경우에 조절 서열의 정확한 경계는 완벽하게 정의되지 않

았기 때문에, 다른 길이의 핵산 단편은 동일한 프로모터 활성을 가질 수 있다.

본 발명에 사용된 용어 "RNA 간섭" 및 "RNAi"는 서열-특이적 과정을 의미하며 이에 의해 표적 분자(예를 들어,[0095]

표적 유전자, 단백질 또는 RNA)가 발현의 하강조절을 통해 하강조절된다. 특정 메커니즘에 한정되지 않고, 당업

자가 현재 이해하는 것과 같이, RNAi는 RNA 분자, 예를 들어, 세포 내의 mRNA 분자의 효소, RNA-유도 사일런싱

복합체(RISC)에 의해 촉매작용되는 분해를 필요로 한다. RNAi는 밀접하게 동형인 서열을 가진 다른 RNA 서열에

대한 분해성 메커니즘을 이끄는 긴 dsRNA로부터 분해된 dsRNA 단편에 의해 유발된 외래 RNA(예를 들어, 바이러

스 RNA)를 제거하기 위해 세포에서 자연스럽게 일어난다. 기술로서 실행됨에 따라, RNAi는 세포에서 외인성으로

합성된 dsRNA 또는 전사된 dsRNA(예를 들어, 짧은 헤어핀 구조를 형성하는 서열로서 합성)의 발현을 감소 또는

심지어 침묵시키기 위해 인간 간섭에 의해 개시될 수 있다. 

본 발명에 사용된 용어 "소형 간섭 RNA" 및 "짧은 간섭 RNA"("siRNA")는 약 10-50개 뉴클레오티드 길이, 바람직[0096]

하게는 약 15-25 뉴클레오티드 길이의 짧은 RNA 분자, 일반적으로 이중-가닥 RNA 분자(용어 "뉴클레오티드"는

뉴클레오티드 유사체를 포함)를 의미한다. 대부분의 경우에, siRNA는 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 또는 25

개 뉴클레오티드 길이이다. 이런 siRNA는 오버행 말단(예를 들어, 1, 2 또는 3개 뉴클레오티드(또는 뉴클레오티

드 유사체)의 3'-오버행)을 가질 수 있다. 이런 siRNA는 RNA 간섭을 매개할 수 있다.

본 발명과 연결하여 사용될 때, 용어 "shRNA"는 스템-루프 구조를 가진 RNA 분자를 의미한다. 스템-루프 구조는[0097]

2개의 상호 상보적 서열을 포함하며, 상보성의 개별 방향 및 정도는 두 서열 사이의 염기 페어링을 허용한다.

상호 상보적 서열은 루프 지역에 의해 연결되며, 루프는 루프 지역 내의 뉴클레오티드(또는 뉴클레오티드 유사

체) 사이의 염기 페어링의 결여로부터 초래된다.

본 발명에 사용된 용어 "서열 동일성"은 비교의 창에 걸쳐 서열이 뉴클레오티드 하나하나 또는 아미노산 하나하[0098]

나를 기준으로 동일한 정도를 지칭한다. 따라서, "서열 동일성의 백분율"은 비교의 창에 걸쳐 두 개의 최적으로

배열된 서열을 비교하고, 동일한 핵산 염기(예, A, T, C, G, I) 또는 동일한 아미노산 잔기(예, Ala, Pro, Ser,

Thr, Gly, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, Gln, Cys 및 Met)가 두 개의 서열

에서 발생하는 위치의 수를 측정하여 일치된 위치의 수를 수득하고, 일치된 위치의 수를 비교의 창 내의 위치의

총 수(즉, 창의 크기)로 나누고, 그 결과에 100을 곱하여 서열 동일성의 백분율을 수득함으로써 계산된다. 본

발명의 이러한 목적을 위해, "서열 동일성"은 DNASIS 컴퓨터 프로그램(윈도우용 버젼 2.5; 미국 캘리포니아주

사우스 샌프란시스코 소재 히타치 소프트웨어 엔지니어링 사(Hitachi Software Engineering Co., Ltd.)에서 시

판중)에 의해 소프트웨어에 첨부된 참고 물질에서 사용된 바와 같이 표준 디폴트를 사용하여 계산된 "일치 백분

율"을 의미하는 것으로 이해될 수 있다. 

"유사성"은 표 1에 정의된 것과 동일하거나 보존성 치환을 구성하는 아미노산의 백분율 숫자를 의미한다.[0099]
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[표 1][0100]

[0101]

유사성은 GAP와 같은 서열 비교 프로그램을 사용하여 측정될 수 있다(Deveraux et al. 1984, Nucleic Acids[0102]

Research 12, 387-395). 이런 방식으로, 본 발명에 인용된 것과 유사한 또는 실질적으로 다른 길이의 서열은 배

열 속에 틈의 삽입에 의해 비교될 수 있고, 이런 틈은, 예를 들어, GAP에 의해 사용된 비교 알고리즘에 의해 측

정된다.

둘  이상의  폴리뉴클레오티드  또는  폴리펩타이드  사이의  서열  관계를  설명하기  위하여  사용된  용어는  "참고[0103]

서열", "비교 창", "서열 동일성", "서열 동일성의 백분율" 및 "실질적인 동일성"을 포함한다. "참고 서열"은

뉴클레오티드 및 아미노산 잔기를 포함하는 적어도 12개, 종종 15 내지 18개, 자주 적어도 25개인 단량체 단위

길이이다. 두 개의 폴리뉴클레오티드는 각각 (1) 두 개의 폴리뉴클레오티드 사이에서 유사한 서열(즉, 완전한

폴리뉴클레오티드 서열의 일부만), 및 (2) 두 개의 폴리뉴클레오티드 사이의 구분되는 서열을 포함할 수 있기

때문에, 두 개(이상)의 폴리뉴클레오티드 사이의 서열 비교는 전형적으로 "비교 창"에 걸쳐 두 개의 폴리뉴클레

오티드의 서열을 비교함으로써 수행되어 서열 유사성의 국소 지역을 확인하고 비교한다. "비교 창"은, 두 개의

서열이 최적으로 배열된 후 서열이 인접한 위치의 동일한 수의 참고 서열에 비교되는, 적어도 6개, 보통 약 50

내지 약 100개, 더욱 일반적으로 약 100 내지 약 150개의 인접한 위치의 개념적인 분절을 지칭한다. 비교 창은

두 개의 서열의 최적 배열에 대해 (삽입 또는 결실을 포함하지 않는) 참고 서열에 비교해보면 약 20% 이하의 삽

입 또는 결실(즉, 틈)을 포함할 수 있다. 비교 창을 배열하기 위한 서열의 최적 배열은 알고리즘(GAP, BESTFIT,

FASTA, and TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575

Science Drive Madison, WI, USA)의 컴퓨터화된 구현에 의해, 또는 선택된 임의의 다양한 방법에 의해 생성되는

(즉, 비교 창에 걸쳐 가장 높은 백분율 상동성을 야기하는) 최적 배열 및 검사에 의해 수행될 수 있다. 또한,

예를 들어 Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25:3389에 개시된 프로그램의 BLAST 패밀리를 참고할 수

있다. 서열 분석에 대한 자세한 논의는 Ausubel  et  al.,  "Current  Protocols  in  Molecular  Biology",  John

Wiley & Sons Inc, 1994-1998, Chapter 15의 19.3 단원에서 찾아 볼 수 있다.

용어 "위치-특이적 상동성 재조합"은 뉴클레오티드 조성물에서 실질적으로 유사한 핵산 서열 사이의 가닥 교환[0104]

교차 사건을 의미한다. 이런 교차 사건은 본 발명의 표적 구조체에 함유된 서열 및 내인성 게놈 핵산 서열 사이

에 발생할 수 있다. 또한, 하나 이상의 위치-특이적 상동성 재조합 사건이 발생할 수 있고, 이는 표적 구조체

내에 함유된 핵산 서열이 내인성 게놈 서열 내에 존재하는 특정 서열을 대체한 대체 사건을 초래할 수 있다는

것이 가능하다.

유전자의 파괴 또는 재조합효소 인식 위치의 인식에 대해 적용된 용어 "특이적으로"는 다른 유전자의 실질적인[0105]

파괴 또는 다른 재조합효소 인식 위치의 실질적인 인식 없는 유전자의 파괴 또는 이런 재조합효소 인식 위치의

인식을 의미한다. 예를 들어, 생식 유전자를 특이적으로 파괴하는 물질은 다른 생식 유전자 또는 생식과 관련이

없는 유전자의 파괴에 대해 약 2배, 5배, 10배, 20배, 50배 초과 또는 약 100배, 500배, 1000배 초과의 생식 유

전자에 대한 특이성을 나타내는 물질이다. 다른 예에서, 특이화된 재조합효소의 인식 위치를 특이적으로 인식하

는 물질은 다른 재조합효소의 인식 위치에 대한 특이성에 대해 약 2배, 5배, 10배, 20배, 50배 초과 또는 약
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100배, 500배, 1000배 초과의 인식 위치에 대한 특이성을 나타내는 물질이다. 

본 발명에 사용되는 용어 "엄격성(stringency)"은, 혼성화 및 세정 과정 동안 온도 및 이온 강도 조건, 및 특정[0106]

유기 용매의 존재 또는 부재를 지칭한다. 엄격성이 높을수록, 세정 후 표적에 혼성화된 채 남는, 라벨링된 프로

브 폴리뉴클레오티드 서열 및 고정화된 표적 뉴클레오티드 서열 사이의 상보성의 정도가 높을 것이다. 

용어 "엄격한 조건(stringent condition)"은 고빈도의 상보적 염기를 가지는 뉴클레오티드 서열만이 혼성화될[0107]

수 있는 온도 및 이온 조건을 지칭한다. 필요한 엄격성은 뉴클레오티드 서열 의존적이고, 혼성화 동안 존재하는

다양한 구성성분에 의존한다. 일반적으로 엄격한 조건은 정의된 이온 강도 및 pH에서 특이적 서열에 대하여 열

용융점(Tm)보다 약 20 내지 25℃ 낮도록 선택된다. Tm은 특이적 표적 서열의 50%가 정의된 이온 강도 및 pH 하에

서 용액에 있는 완벽하게 상보적 프로브에 혼성화되는 온도이다. 일반적으로, 혼성화된 서열의 적어도 약 85%

뉴클레오티드 상보성을 필요로 하기 위해서, 매우 엄격한 세척 조건은 Tm보다 약 5 내지 15℃ 낮게 선택된다.

혼성화된 서열의 적어도 약 70% 뉴클레오티드 상보성을 필요로 하기 위해서, 매우 엄격한 세척 조건은 Tm보다 약

15 내지 30℃ 낮게 선택된다. 고 투과성(낮은 엄격성) 세척 조건은 Tm보다 50℃ 정도로 낮을 수 있어서, 혼성화

된 서열 사이에 높은 수준의 불일치를 허용한다. 당업자는 혼성화 및 세척 단계에서 다른 물리적 및 화학적 변

수는 표적과 프로브 서열 사이의 서열 동일성의 특정 수준으로부터 탐지가능한 혼성화 신호의 결과에 영향을 미

치도록 변화될 수 있다는 것을 인식할 것이다.

용어 "표적 카세트", "표적 구조체" 등은 동형 재조합에 의해 유기체 또는 숙주 세포의 게놈에서 특정 핵산 서[0108]

열의 파괴 또는 삽입을 촉진하는 핵산 구조체를 의미한다. 일반적으로, 표적 카세트는 (1) 숙주 세포 내인성 유

전자 좌위에 존재하는 서열과 실질적으로 동일하거나 실질적으로 상보적인 서열을 가진 적어도 하나의 상동성

지역 또는 상동성 암, 및 (2) 표적 구조체 상동성 지역과 내인성 유전자 좌위 서열 사이에 동형 재조합에 의해

숙주 세포 내인성 유전자 속에 통합되는 표적 지역을 포함한다. 표적 지역은 내인성 유전자 서열에 실질적으로

동형인 서열을 포함 및/또는 일부 실시태양에서 선택가능한 머커(예를 들어, neo, tk, gpt)와 같은 비-동형 서

열 또는 이형 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 용어 "표적 카세트", "표적 구조체" 등은 표적 지역이 숙주 게놈

속으로 통합되는 유전자를 포함한다는 것을 필수적으로 나타내지 않으며, 표적 지역이 완벽한 구조 유전자 서열

을 포함하는 것을 필수적으로 나타내지 않는다. 당업계에 사용된 대로, 용어 "표적 카세트", "표적 구조체" 등

은 본 발명에 사용된 용어 "형질전환유전자"와 동의어이다.

용어 "전능"은 성숙한 유기체(예를 들어, 비-인간 동물)의 모든 세포 형태로 분화하는 세포의 능력을 의미한다.[0109]

용어 "전사가능한 핵산 서열" 또는 "전사된 핵산 서열"은 전사를 진행하는 비-전사된 조절 서열을 배제한다. 본[0110]

발명의 양태에 따라, 전사가능한 서열은 식물, 곰팡이, 동물, 박테리아 게놈 또는 에피솜, 진핵세포, 핵 또는

플라스미드 DNA, cDNA, 바이러스 DNA 또는 화학적으로 합성된 DNA를 포함하는 당업계에 공지된 임의의 소스로부

터 전체적으로 또는 부분적으로 유래될 수 있다. 전사가능한 서열은 암호화 또는 미번역 지역에 하나 이상의 변

형을 함유할 수 있고, 이는 발현 구조체의 생물학적 활성 또는 화학적 구조, 발현의 속도 또는 발현 제어의 방

식에 영향을 미칠 수 있다. 이런 변형은 하나 이상의 뉴클레오티드의 삽입, 결실 및 치환을 포함하나 이에 제한

되지 않는다. 전사가능한 서열은 중단되지 않은 암호화 서열을 함유할 수 있거나 적절한 접합 경계에 의해 제한

된 하나 이상의 인트론을 포함할 수 있다. 전사가능한 서열은 또한 융합 단백질을 암호화한다. 다른 실시태양에

서, 전사가능한 서열은 비-암호화 영역만을 포함한다.

"형질감염"은 핵산 분자(예를 들어, 플라스미드 또는 DNA 단편)가 진핵 세포 속에 삽입되는 과정을 의미한다.[0111]

통상적으로, 세포의 2-50%가 플라스미드를 차지하고 플라스미드 DNA 또는 DNA 단편을 세포의 염색체 속에 포함

시키지 않고 ~3일 동안 단백질 생성물을 발현한다(= 일시적 형질감염). 이런 세포의 작은 부분은 결국 플라스미

드 DNA를 이들의 염색체 속에 포함시킬 것이고 단백질 생성물을 영구적으로 발현한다(= 안정적 형질감염).

용어 "형질전환유전자"는 숙주 유기체의 게놈 속에 인공적으로 주입된 또는 주입될 예정이며 그 숙주의 자손에[0112]

게 전달되는 유전자 물질을 기술하는데 사용된다. 형질전환유전자는 필수적이지 않으나 주로 활성(예를 들어,

비-암호화 및/또는 암호화 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열의 전사 또는 번역, 생산의 조절 등)을 부여하거

나 유도하는 비-암호화 및/또는 암호화 서열을 함유하는 폴리뉴클레오티드를 통상적으로 포함한다. 일부 실시태

양에서, 형질전환유전자는 적절한 조건하에서 RNA로 전사되고 선택적으로, 번역 및/또는 발현될 수 있는 폴리뉴

클레오티드를 포함한다. 일부 실시태양에서, 형질전환유전자는 전사 또는 번역을 방해하는 분자(예를 들어, 안

티센스 분자) 또는 RNA 간섭을 매개하는 분자(예를 들어, siRNA 또는 shRNA)로 전사된다. 일부 실시태양에서,

형질전환유전자는 폴리펩타이드에 대한 암호화 서열을 포함한다. 일부 실시태양에서, 형질전환유전자는 유전자
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변형을 게놈 속에 도입하기 위한 표적 카세트를 포함한다. 여러 방법 중 임의의 것이 형질전환유전자를 비-인간

동물 속에 주입하여 형질전환 동물을 생산하는데 사용될 수 있다. 이런 기술은 당업계에 주지되어 있고 배아 줄

기 세포 및 iPS 세포의 친핵 미세주사, 바이러스 감염 및 형질변형을 포함하나 이에 제한되지 않는다. 사용될

수있는 형질전환 동물을 생산하는 방법은 J. P. Sundberg and T. Ichiki, Eds., Genetically Engineered Mice

Handbook,  CRC  Press;  2006;  M.  H.  Hofker  and  I.  van  Deursen,  Eds.,  Transgenic  Mouse  Methods  and

Protocols,  Humana  Press,  2002;  A.  L  Joyner, Gene Targeting: A Practical Approach, Oxford University

Press,  2000;  Manipulating  the  Mouse  Embryo:  A  Laboratory  Manual,  3rd  edition,  Cold  Spring  Harbor

Laboratory  Press;  2002,  ISBN-10:  0879695919;  K.  Turksen  (Ed.),  Embryonic  stem  cells:  methods  and

protocols in Methods Mol. Biol. 2002; 185, Humana Press; Current Protocols in Stem Cell Biology, ISBN

: 978047015180; Meyer et al. PNAS USA, vol. 107 (34), 15022-15026에 기술된 것들을 포함하나 이에 제한되

지 않는다.

숙주 세포, 숙주 일부, 숙주 조직 또는 숙주 동물에 대해 본 발명에 사용된 용어 "형질전환" 또는 "형질변형"은[0113]

통상적으로 형질전환유전자에 의해 숙주 세포, 숙주 일부, 숙주 조직 또는 숙주 동물의 뉴클레옴, 특히 게놈 속

에 도입된 유전자 변형을 포함하는 숙주 세포, 숙주 일부, 숙주 조직 또는 숙주 동물을 의미한다. 

용어 "벡터"는 핵산 서열이 그 내부로 삽입되거나 복제될 수 있는, 예를 들어 플라스미드, 박테리오파지, 식물[0114]

바이러스로부터 유래된 핵산 분자, 적절하게는 DNA 분자를 의미한다. 벡터는 통상적으로 하나 이상의 독특한 제

한 부위(restriction site)를 함유하고, 표적 세포 또는 조직 또는 그의 자손 세포(progenitor cell) 또는 조

직을 포함하는 정의된 숙주 세포에서 자율적으로 복제할 수 있거나, 또는 복제된 서열이 재생가능하도록 정의된

숙주의 게놈에 통합될 수 있다. 따라서, 벡터는 자율적으로 복제하는 벡터, 즉 염색체 복제와 독립적으로 복제

하는 염색체 외의 독립체(extra-chromosomal entity), 예를 들어 선형 또는 닫힌 원형 플라스미드, 염색체 외

구성요소, 미니 염색체, 또는 인공 염색체로서 존재하는 벡터일 수 있다. 벡터는 자가-복제를 보장하는 임의의

수단을 함유할 수 있다. 선택적으로, 벡터는 숙주 세포로 도입되는 경우, 유전체에 통합되고 통합된 염색체와

함께 복제되는 것일 수 있다. 벡터 시스템은 단일 벡터 또는 플라스미드, 숙주 세포의 게놈 속에 도입될 전체

DNA를 함께 함유하는 두 개 이상의 벡터 또는 플라스미드, 또는 트랜스포존(transposon)을 포함할 수 있다. 벡

터의 선택은 벡터가 도입될 숙주 세포와 벡터의 양립성에 전형적으로 의존할 것이다. 벡터는 또한 적합한 형질

전환체의 선택에 사용될 수 있는 항생물질 내성 유전자와 같은 선택 마커를 포함할 수 있다. 이러한 내성 유전

자의 예는 당 분야의 통상의 기술을 가진 자에게 알려져 있다.

용어 "5' 비-암호화 지역"은 가장 넓은 의미로 유전자의 폴리펩타이드를 포함하는 아미노산 잔기를 암호화하는[0115]

서열들 이외의 발현 유전자의 상류 부위로부터 유도된 모든 뉴클레오티드 서열을 포함하고, 여기서 5' 비-암호

화 지역는 적어도 부분적으로 유전자의 발현을 일으키거나 활성화시키거나 촉진시킨다.

본 발명에 사용된 용어 "5' 비번역 지역" 또는 "5' UTR"은 프로모터 지역의 3' 및 하류 암호화 지역의 5'에 위[0116]

치한 서열을 의미한다. 따라서, 이런 서열은 전사되는 동안, 번역 개시 코돈의 상류(즉, 5')이며 따라서 일반적

으로 폴리펩타이드 생성물의 일부로 번역되지 않는다.

용어 "3' 비번역 지역" 또는 "3' UTR"은 암호화 서열의 뉴클레오티드 서열 하류(즉, 3')를 의미한다. 이는 암호[0117]

화 서열의 정지 코돈 이후 제 1 뉴클레오티드로부터 상응하는 전사된 miRNA의 폴리(A) 꼬리 바로 직전까지 연장

된다. 3'  UTR은 번역 효율, mRNA  안정성, mRNA  표적화 및/또는 폴리아데닐화를 조절하는 서열을 함유할 수

있다.

용어 "야생형"은 자연적으로 발생하는 서열로부터 분리될 때 그 유전자 또는 유전자 생성물의 특징을 가지는 유[0118]

전자 또는 유전자 생성물을 의미한다. 야생형 유전자는 집단에서 가장 빈번하게 관찰되며, 따라서 임의적으로

유전자의 "정상" 또는 "야생형" 형태를 나타내는 것이다. 반대로, 용어 "변형된", "변형체" 또는 "돌연변이체"

는 야생형 유전자 또는 유전자 생성물과 비교할 때 서열 및/또는 기능적 특성에 변형을 나타내는 유전자 또는

유전자 생성물을 의미한다. 자연적으로 발생하는 돌연변이체는 분리될 수 있고; 이들은 야생형 유전자 또는 유

전자 생성물과 비교될 때 변형된 특성을 가진다는 사실에 의해 확인된다는 것에 유의한다.

본 발명에 사용된 유전자의 이름에 밑줄을 치거나 이탤릭체를 사용하는 것은 이의 단백질 생성물과 반대로, 임[0119]

의의 밑줄 치기 또는 이탤릭체 사용 없이 나타내어진 유전자를 나타낸다. 예를 들어, "GILZ"는 GILZ 유전자를

의미하는 반면, "GILZ"는 "GILZ" 유전자의 단백질 생성물을 나타낸다. 

본 발명에 기술된 각 실시태양은 구체적으로 달리 나타내지 않는 한 각각의 실시태양에 필요한 변경을 가하여[0120]

공개특허 10-2022-0142474

- 19 -



적용될 것이다.

2. 약어[0121]

다음 약어는 명세서 전체에서 사용된다:[0122]

dpc = 교배 후 일(days post coitum)[0123]

ES 세포 = 배아 줄기 세포[0124]

epi 줄기 세포 = 외배엽 줄기 세포[0125]

EG 세포 = 배아 생식 세포[0126]

iPS 세포 = 유도된 만능 줄기 세포[0127]

d = 일[0128]

h = 시간[0129]

s = 초[0130]

3. 도너 만능 세포의 생식 계열 전달을 강화하기 위한 파괴된 생식 유전자를 가진 비-인간 배아의 사용[0131]

본 발명은 유전자 변형된 것인 도너 만능 세포의 생식 계열 전달을 강화하기 위한 조성물 및 방법을 제공한다.[0132]

비-인간 숙주 배아에서 기원한 생식 세포는 변형되어 생식에 기여하는 적어도 하나의 유전자(즉, 생식 유전자)

가 파괴된다. 변형된 비-인간 숙주 배아는 기능적 생식 유전자(즉, 파괴되지 않은 생식 유전자)를 가진 도너 만

능 세포가 주입된 "숙주"에 사용된다. 대리 또는 양육 비-인간 동물에서 최종 비-인간 숙주 배아의 이식 및 임

신은 두 형태의 키메릭 새끼: 비-인간 숙주 배아로부터 일반적으로 유래된 파괴된 생식 유전자를 가진 내인성

생식 세포 또는 배우자를 가진 것 및 도너 만능 세포로부터 일반적으로 유래된 기능적 생식 유전자를 가진 생식

세포 또는 배우자를 포함하는 것을 주로 포함하는 한배 새끼를 생산한다. 기능적 생식 유전자를 포함하는 동족

비-인간 동물과 번식될 때, 파괴된 생식 유전자를 가진 내인성 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 키메릭 비-인

간 동물은 손상되거나 억제된 생식 능력을 가질 것이다. 반대로, 도너 만능 세포로부터 유래된 생식 세포 또는

배우자를 포함하는 키메릭 비-인간 동물은 정상적인 또는 손상되지 않은 생식 능력을 가질 것이어서, 도너 만능

세포로부터 유래된 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 첫 번째 한배 새끼의 생산을 강화한다.

3.1 생식 유전자[0133]

임의의 적절한 생식 유전자 또는 생식 유전자의 조합은 본 발명에 따른 비-인간 숙주 배아뿐만 아니라 유래된[0134]

비-인간 동물 및 새끼를 제공하도록 파괴될 수 있다. 생식 유전자의 비-제한적인 예는 예시적 돌연변이(위첨자

로 제공) 및 생식 유전자 파괴를 일으키고 불임(예를 들어, 수컷 불임)을 유도하는 대립 형질 조성물과 함께 표

2에 나열된다. 또한, 생식 유전자의 파괴가 불임(예를 들어, 수컷 불임)을 유도하는 예시적 유전자 배경이 표 2

에 제공된다.

[표 2][0135]
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생식 유전자 및 불임을 유도하는 예시적 돌연변이[0136]

[0137]
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[0171]

다른 실시태양에서, 생식 세포는 정자형성 유전자로부터 선택되며, 이의 예시적 예는 전문이 참조로 포함된 미[0172]

국특허출원 공개공보 2005/017943에 개시된 것들을 포함한다. 대표적 유전자는 본 공개공보의 SEQ ID NOs: 1 -

89에  나열된  핵산  서열을  가진  전사체를  포함하는  유전자를  포함한다.  이런  유전자의  비-제한적인  예는

AKAP110,  Rbcc728,  Trim36,  Noppl40,  ATR,  HSpb,  스퍼젠-1,  아릴설파타아제  A,  드락틴블라(Drctnnbla),

CDC14B, 시스테인-관련 정소상체 정자형성 단백질(cystatin-related epididymal spermatogenic protein), 임신

-유도 성장 억제제, 지방산 코엔자임 A 리가아제, 긴 사슬, Fern, 주요 80,000 Mr 섬유 덮개 구성요소, 글리세

롤 포스페이트 탈수소효소 1, 미토콘드리아, 1 함유 Lim 도메인, oaz-t, pctp-1, 고환-특이적 포스포글리세라이

트 키나아제, 포스포리파제 C 델타 4, 프로타민 1, 프로타민 2, scot-tl, scot-t2, 미토콘드리아 캡슐 셀레노단

백질, 스페진(Spehzin), oppo 1, Gal beta-1, 3-GalNAc-특이적 GalNAc alpha-2, 6-살리실트랜스페라제, 융합

동족체의 억제제, t-액틴 1, t-액틴 2, t-복합체 Tcp-lOa, tektin-t, teek 1, TP-2, tsec-1, tssk 1.2 기질,

세린/트레오닌  키나아제  22B  (정자형성  관련),  tsga2,  Gapd-S,  메이크로아시딘,  halap-X,  Ssecks,  gsgl,

haspin, gsg3, hilsl, shippol, 및 추정 리소포스파티드산 아실트랜스페라제를 포함한다. 

유리한  실시태양에서,  생식  유전자는  성  염색체  상에  위치된  유전자이다.  이런  형태의  예시적  예에서,[0173]

GILZ(TSC22d3)와 같으나 이에 제한되지 않는 생식 유전자(즉, X-연결 생식 유전자)는 X 염색체 상에 위치된다.

생식 유전자는 임의의 적절한 기술을 사용하여 파괴될 수 있다. 일부 실시태양에서, 파괴는 표적 구조체를 사용[0174]

하여 실행되며, 표적 구조체에서 생식 유전자의 일부는 표적 카세트와 표적 위치 사이의 동형 재조합을 허용하

도록 세포 게놈에서 표적 위치의 지역과 충분하게 동일한 표적 카세트의 두 플랭킹 부분 사이에 작동가능하게

위치된다. 예를 들어, 표적 위치는 생식 유전자의 엑손 또는 암호화 서열 또는 제어 서열(예를 들어, 프로모

터)을 포함할 수 있고 특정 실시태양에서, 파괴자 서열(예를 들어, 마커 유전자)은 생식 유전자의 적어도 일부

를 파괴 또는 대체하기 위해 표적 카세트의 플랭킹 부분 곁에 위치되어 생식 유전자를 불활성화하여 작동하지

않게 한다. 이런 형태의 예시적 예에서, 플랭킹 부분의 하나는 생식 유전자의 5' 미번역 서열의 일부에 실질적

으로 동형이며 다른 것은 내인성 유전자의 3' 미번역 서열의 적어도 일부와 실질적으로 동형이다. 다른 예시적

예에서, 표적 카세트의 플랭킹 부분은 생식에 필요한 생식 유전자에 의해 암호화된 폴리펩타이드의 도메인을 암

호화하는 간섭 암호화 서열과 경계를 이루는 생식 유전자의 지역과 실질적으로 동형이다. 이런 실시태양에서,

표적 구조체와 표적 위치 사이의 위치-특이적 동형 재조합은 생식 유전자의 적어도 일부의 마커 유전자에 의한

대체 및 생식 유전자의 파괴를 뒤이어 초래한다.

특정 실시태양에서, 생식 유전자는 그 유전자에 내에 또는 인접하게 위치되고 재조합효소 인식 위치 사이에 결[0175]
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합하고 위치-특이적 재조합에 촉매 작용함으로써 유전자의 파괴를 유도하는 생식 유전자 파괴자 분자로서 작용

하는 위치-특이적 재조합효소에 의해 인식되는 재조합효소 인식 위치(또한 억셉터 서열로 알려짐)가 제공된다.

재조합효소는 위치 사이의 분자내- 또는 분자간 재조합에 촉매 작용할 수 있다. 예를 들어, 분자내 재조합의 경

우에, 동일한 배향을 가진 두 재조합 위치가 동일 분자 내에 존재할 때, 위치 사이의 위치-특이적 재조합은 위

치에 의해 플랭킹된 DNA 서열을 절단할 것인 반면(절단 반응) 세포간 분자 재조합에서, 다른 분자 상의 두 재조

합 인식 위치 사이의 위치-특이적 재조합은 동시-통합을 초래할 것이다(삽입 반응). 이런 실시태양의 예시적 예

에서, 프로모터에 작동가능하게 연결된 위치-특이적 재조합효소 암호화 서열을 포함하는 형질전환유전자는 생식

유전자를 조건적으로 파괴하는데 사용된다.  위치-특이적인 예시적 재조합효소는 Cre,  변형된 Cre,  Dre,  Hp,

FLP-야생형(wt), FLP-L, FLPe, Flpo 또는 phi C31를 포함한다. 재조합효소 인식 위치의 비제한적인 예는 loxP,

FRT, rax 및 attP/B를 포함한다. 재조합은 임의의 당업계-공지 방법, 예를 들어, Doetschman 등의 방법(1987,

Nature  330:576-578);  Thomas  등의 방법 (1986,  Cell  44:419-428);  Cre-loxP  재조합 시스템(Sternberg  and

Hamilton, 1981, J. Mol, Biol. 150:467-486; Lakso et al. , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6232-

6236);  사카로미세스  세레비시애(Saccharomyces  cerevisiae)의  FLP  재조합효소  시스템(O'Gorman  et  al.  ,

1991, Science 251 : 1351-1355; Lyznik et al., 1996, Nucleic Acids Res.24(19):3784-3789); Cre-loxP-테트

라사이클린 제어 스위치(Gossen and Bujard, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5547-51); 및 리간드-조절

재조합효소 시스템(Kellendonk et al. , 1999, 3. Mol. Biol. 285: 175-82)에 의해 일어날 수 있다. 바람직하

게는,  재조합효소는  매우  활성이며,  예를  들어,  Cre-loxP  또는  FLPe  시스템,  강화된  열안정성을  가진다

(Rodrguez et al., 2000, Nature Genetics 25: 139-40). 특정 실시태양에서, 생식 유전자의 적어도 일부(적절

한 경우, 이의 조절 서열을 포함)는 Cre 재조합효소에 의해 특이적으로 인식되는 loxP 표적 위치 또는 FLP 재조

합효소에 의해 특이적으로 인식되는 FRT 표적 위치에 의해 플랭킹된다. loxP 표적 위치 서열의 예시적 예는 5

'-ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT-3'  [SEQ  ID  NO:  1]이다.  FRT  표적  위치  서열의  예시적  예는  5'-

GAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGTAAGTATAGGAACTTC-3' [SEQ ID NO:2]이다.

다른 실시태양에서, 생식 유전자 파괴자 분자는 RNA 간섭(RNAi) 또는 전사후 유전자 사일런싱(PTGS)에 의한 생[0176]

식 유전자의 발현을 억제하는 발현 생성물이다. 이런 형태의 예시적 예에서, 발현 생성물은 생식 유전자의 뉴클

레오티드 서열에 상응하는 표적 지역을 포함하며 생식 유전자의 발현을 약화 또는 파괴하는 RNA  분자(예를

들어, siRNA, shRNA, miRNA, dsRNA 등)이다. 이런 생식 유전자의 비제한적인 예는 표 2 및 본 발명의 다른 곳에

나열된다.

예시적 예에서, 표적 서열은 생식 유전자의 뉴클레오티드 서열에 적어도 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,[0177]

69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,

94,  95,  96,  97,  98,  99%  상동성을  나타낸다.  다른  예시적  예에서,  표적  서열은  적어도  낮은  엄격성

조건하에서, 더욱 적합하게는 적어도 중간 엄격성 조건하에서 및 더욱더 적합하게는 높은 엄격성 조건하에서 표

적 유전자의 뉴클레오티드 서열에 혼성화된다. 낮은 엄격성 조건에 대한 언급은 42℃에서 혼성화를 위한 적어도

약 1% v/v 내지 적어도 약 15% v/v 포름아마이드 및 적어도 1M 내지 적어도 약 2M 염 및 42℃에서 세척을 위한

적어도 약 1M 내지 적어도 약 2M 염을 포함한다. 낮은 엄격성 조건은 또한 65℃에서 혼성화를 위한 1% 소혈청

알부민(BSA), 1mM EDTA, 0.5M NaHPO4(pH 7.2), 7% SDS 및 실온에서 세척을 위한 (i) 2 x SSC, 0.1% SDS; 또는

(ii) 0.5% BSA, 1 mM EDTA, 40 mM NaHP04(pH 7.2), 5% SDS를 포함할 수 있다. 중간 엄격성 조건은 42℃에서 혼

성화를 위한 적어도 약 16% v/v 내지 적어도 약 30% v/v 포름아마이드 및 적어도 0.5M 내지 적어도 약 0.9M 염

및 42℃에서 세척을 위한 적어도 약 0.5M 내지 적어도 약 0.9M 염을 포함한다. 중간 엄격성 조건은 또한 65℃에

서 혼성화를 위한 1% 소혈청 알부민(BSA), 1mM EDTA, 0.5M NaHPO4(pH 7.2), 7% SDS 및 42℃에서 세척을 위한

(i) 2 x SSC, 0.1% SDS; 또는 (ii) 0.5% BSA, 1 mM EDTA, 40 mM NaHP04(pH 7.2), 5% SDS를 포함할 수 있다. 높

은 엄격성 조건은 42℃에서 혼성화를 위한 적어도 약 31% v/v 내지 적어도 약 50% v/v 포름아마이드 및 적어도

0.01M  내지  적어도  약  0.15M  염  및  42℃에서  세척을  위한  적어도  약  0.01M  내지  적어도  약  0.15M  염을

포함한다. 높은 엄격성 조건은 또한 65℃에서 혼성화를 위한 1% 소혈청 알부민(BSA), 1mM EDTA, 0.5M NaHPO4(pH

7.2),  7%  SDS  및 65℃ 초과의 온도에서 세척을 위한 (i) 0.2 x SSC, 0.1% SDS; 또는 (ii) 0.5% BSA, 1 mM

EDTA, 40 mM NaHP04(pH 7.2), 1% SDS를 포함할 수 있다. 바람직하게는, 표적 서열은 생리학적 조건하에서 생식

유전자의 뉴클레오티드 서열에 혼성화된다.

다른 엄격한 조건은 당업계에 주지되어 있다. 당업자는 여러 인자가 조작되어 혼성화의 특이성을 최적화할 수[0178]

있다는 것을 인식할 것이다.  최종 세척의 엄격성의 최적화는 높은 등급의 혼성화를 보장하는 역할을 할 수
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있다. 상세한 예를 들어, Ausubel et al., 상기 페이지 2.10.1 내지 2.10.16 및 Sambrook et al., 상기 섹션

1.101 내지 1.104 참조.

적절하게는, 표적화 지역은 생색 유전자의 센스 가닥 또는 안티센스 가닥과 서열 상동성을 가진다. 특정 실시태[0179]

양에서, RNA 분자는 비폴리아데닐화되어, 예를 들어, Waterhouse et al, U.S. 특허 No. 6,423,885에 의해 기술

된 대로, 생식 유전자의 발현에 효율적인 감소를 유도할 수 있다. 

통상적으로, 표적 지역의 길이는 약 10 뉴클레오티드(nt)로부터 생식 유전자의 길이(뉴클레오티드)와 동일한 길[0180]

이까지 변할 수 있다. 일반적으로, 표적 지역의 길이는 적어도 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,

22, 23, 24, 25nt, 주로 적어도 약 50nt, 더욱 주로 적어도 약 100nt, 특히 적어도 약 150nt, 더욱 특히 적어

도 약 200nt, 더욱더 특히 적어도 500nt이다. 생식 유전자의 전체 길이 이외에, 표적 지역의 전체 길이에 대한

상한은 없는 것으로 예상된다. 그러나 실제적 이유(예를 들어, 표적 구조체의 안정성) 때문에 표적 지역의 길이

는 5000nt를 초과하지 않아야 하며, 특히 2500nt를 초과하지 않아야 하며 약 1000nt로 제한될 수 있다.

RNA 분자는 하나 이상의 다른 표적 지역(예를 들어, 약 1 내지 약 10, 또는 약 1 내지 약 4, 또는 약 1 내지 약[0181]

2 다른 표적 지역)을 더 포함할 수 있고 이의 각각은 표적 유전자의 뉴클레오티드 서열과 상동성을 가진 서열을

가진다. 일반적으로, 표적 지역은 서로 동일하거나 적어도 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,

72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,

97, 98, 99% 서열 상동성을 공유한다.

RNA 분자는 표적 지역의 역보체를 더 포함할 수 있다. 통상적으로, 이런 실시태양에서, RNA 분자는 역보체로부[0182]

터 표적 지역의 간격을 띄우는 스페이서 서열을 더 포함한다. 스페이서 서열은 적어도 약 100-500 뉴클레오티드

길이 또는 선택적으로 적어도 약 50-100 뉴클레오티드 길이 및 다른 대안에서 적어도 약 10-50 뉴클레오티드의

서열을 포함한다. 통상적으로, 스페이서 서열은 비-암호화 서열이며, 일부 경우에, 인트론이다. 스페이서 서열

이 비-인트론 스페이서 서열인 실시태양에서, 핵산 서열의 전사는 줄기가 표적 지역의 역보체에 대한 혼성화에

의해 형성되며 루프가 이런 '역전 반복체'를 연결하는 비-인트론 스페이서 서열에 의해 형성되는 헤어핀 또는

스템-루프 구조를 형성하는 RNA 분자를 생산할 것이다. 선택적으로, 스페이서 서열이 인트론 스페이서 서열인

실시태양에서, 인트론 서열의 한쪽 상의 인트론/엑손 접합 경계 서열의 존재는 루프 구조를 형성할 수 있는 것

의 제거를 촉진하며 얻은 RNA는 한 말단 또는 두 말단에 선택적 오버행 3' 서열을 가진 이중-가닥 RNA(dsRNA)

분자를 형성할 것이다. 이런 dsRNA 전사체는 본 발명에서 '완벽한 헤어핀"으로 불린다. RNA 분자는 이중-가닥

RNA 서열의 지역에 인접하게 발생하는 단일-가닥 RNA의 "돌출"을 포함하는 단일 헤어핀 또는 다중 헤어핀을 포

함할 수 있다. 

선택적으로, 상기한 대로 dsRNA 분자는 추가 RNA 분자를 생산할 수 있는 추가 폴리뉴클레오티드를 사용하여 편[0183]

리하게 얻을 수 있으며, 표적 지역의 역보체를 포함한다. 이 실시태양에서, 표적 지역의 역보체는 제 2 뉴클레

오티드로부터 전사된 RNA 분자의 표적 지역에 혼성화된다.

다른 예에서, 상기한 대로 dsRNA 분자는 이중체를 포함하는 제 2 폴리뉴클레오티드를 사용하여 제조되며, 이중[0184]

체의 한 가닥은 표적 유전자의 뉴클레오티드 서열과 서열 상동성을 공유하며 다른 가닥은 그 뉴클레오티드서열

의 보체와 서열 상동성을 공유한다. 이 실시태양에서, 이중체는 두 프로모터에 플랭킹되는데, 하나는 가닥의 하

나의 전사를 제어하고, 다른 하나는 상보적 가닥의 전사를 제어한다. 두 가닥의 전사는 각각 다른 것의 지역에

대해 상보적인 지역을 포함하는 RNA 분자의 쌍을 생산하여, 생식 유전자의 발현을 억제하는 dsRNA 분자를 생산

한다.

다른 예에서, 생식 유전자의 PTGS는 미국특허 출원공개공보 No 2003/0036197에 기술된 Glassman et al에 의한[0185]

전략을 사용하여 얻는다. 이 전략에서, 적절한 핵산 서열과 이들의 역보체는 적절한 핵산 서열 및 이의 역보체

에 가깝게 위치하는 임의의 동형, 내인성 표적 RNA(즉, 생식 유전자의 전사체를 포함)의 발현을 변형시키는데

사용될 수 있다. 적절한 핵산 서열 및 이의 역보체는 숙주에 있는 임의의 내인성 RNA와 관련이 없거나 핵산 서

열이 임의의 표적 mRNA 또는 표적 RNA와 실질적으로 유사한 임의의 서열을 암호화하지 않는 경우 숙주의 게놈에

있는 임의의 핵산 서열에 의해 암호화될 수 있다. 따라서, 본 발명의 일부 실시태양에서, RNA 분자는 숙주 세포

에 있는 임의의 내인성 RNA와 관련이 없고 표적 지역에 가깝게 위치한 두 상보적 RNA 지역을 더 포함한다. 다른

실시태양에서, RNA 분자는 서열이 생식 유전자의 뉴클레오티드 서열과 서열 상동성을 갖지 않는 경우 숙주의 게

놈에 있는 임의의 핵산 서열에 의해 암호화되는 두 상보적 RNA 지역을 더 포함하며, 이 지역은 표적 지역에 가

깝게 위치한다. 상기 실시태양에서, 상보적 RNA 지역의 하나는 표적 지역의 상류에 위치될 수 있고 다른 하나는

표적 지역의 하류에 위치될 수 있다. 선택적으로, 두 상보적 지역은 표적 지역의 상류 또는 하류에 위치될 수
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있거나 표적 지역 자체 내에 위치될 수 있다.

일부 실시태양에서, RNA 분자는 생식 유전자에 암호화된 RNA의 특정 지역에 표적화된 안티센스 분자이며, 이는[0186]

번역에 중요하다. 미리-결정된 유전자의 발현 수준을 감소시키기 위한 안타센스 분자의 사용은 당업계에 공지되

어있다. 안티센스 분자는 생식 유전자로부터 전사된 전장 RNA 또는 이의 단편 또는 일부에 상응하도록 설계될

수 있다.이런 유전자 사일런싱 효과는 생식 유전자 암호화 서열의 센스 및 안티센스 RNA 모두를 형질전환적으로

과다 생산함으로써 강화될 수 있어서 다량의 dsRNA가 상기한 대로 생산된다(예를 들어, Waterhouse  et  al,

(1998) Proc Natl Acad Sci USA 95: 13959 13964 참조).

또 다른 실시태양에서, 생식 유전자 파괴자 분자는 생식 유전자의 폴리펩타이드 생성물과 면역-상호작용하는 항[0187]

체이다. 이런 형태의 비-제한적인 예에서, 폴리펩타이드 생성물은 표 2 및 본 발명의 다른 곳에서 나열된 생식

유전자에 의해 암호화된 것이다. 본 발명의 실시에 사용하기 위한 예시적 항체는 단클론 항체, Fv, Fab, Fab',

및 F(ab')2 면역글로불린 단편뿐만 아니라 단일 도메인 항체(DABs), 합성 안정화 Fv 단편, 예를 들어, 단일 사슬

Fv 단편(scFv), 이황화 안정화 Fv 단편(dsFv), 단일 가변 지역 도메인(dAbs) 미니항체, 다이어바디와 같은 콤비

바디 및 다가 항체 및 멀티-scFv 또는 가공 인간 등가체와 같으나 이에 제한되지 않는 합성 항체를 포함한다.

다양한 항체-기반 구조체 및 단편을 제조하고 사용하는 기술은 당업계에 주지되어 있다. 예시적 예에서, 항체는

파아지  디스플레이  또는  리보솜  디스플레이  라이브러리(예를  들어,  Cambridge  Antibody  Technology,

Biolnvent, Affitech and Biosite로부터 이용가능)로부터 선택 후, 대장균에서 주로 발현된, 생식 유전자의 폴

리펩타이드 생성물의 적어도 일부에 상응하는 분리되고, 정제되거나 재조합 펩타이드 또는 단백질 또는 생식 유

전자의 폴리펩타이드 생성물의 적어도 일부에 상응하는 재조합 단편에 의한 통상적인 면역화(예를 들어, 다클론

혈청 및 하이브리도마)에 의해 만들어질 수 있다. 이런 항체의 항원-결합 지역(예를 들어, 상보성-결정 지역)의

지식은 예를 들어 상기한 합성 항체를 제조하는데 사용될 수 있다. 

3.2 파괴된 생식 유전자를 가진 비-인간 배아를 생산하는 시스템[0188]

본 발명에 따라, 시스템은 파괴된 생식 유전자를 가진 비-인간 숙주 배아를 생산하는데 사용된다. 예를 들어,[0189]

파괴된 생식 유전자를 포함하는 비-인간 배아는 1) 파괴가능한 생식 유전자를 가진 제 1 동물 품종("조건적 불

임 품종")을 2) 파괴가능한 생식 유전자를 파괴하는 생식 유전자 파괴자 분자를 암호화하는 파괴자 뉴클레오티

드 서열을 포함하는 불임-활성화 형질전환유전자를 가진 제 2 동물 품종("불임-활성화 품종"))과 교배하여, 파

괴된 생식 유전자를 가진 생식 세포를 포함하는 형질전환 비-인간 숙주 배아를 생성하는 단계에 의해 생성될 수

있다. 일부 실시태양에서, 제 1 동물 품종의 암컷 일원은 제 2 동물 품종의 수컷 일원과 교배된다. 본 발명에

사용된 대로, 제 1 및 제 2 동물 품종의 개별 일원은 비-인간 동물의 번식 쌍의 번식 파트너이다.

일부 실시태양에서, 조건적 불임 품종의 생식 유전자는 형질전환유전자("조건적 불임 형질전환유전자") 형태이[0190]

며 여기서 생식 유전자는 프로모터 및 재조합효소의 존재하에서 생식 유전자의 파괴를 허용하는 재조합효소 인

식 위치에 작동가능하게 연결된다. 이런 실시태양에서, 불임-활성화 형질전환유전자는 프로모터에 작동가능하게

연결된 재조합효소에 대한 암호화 서열을 포함하고 재조합효소 인식 위치는 주로 생식 유전자 내에 또는 인접하

게 위치되고 생식 유전자의 파괴를 매개한다. 이런 형태의 비-제한적인 예에서, 불임-활성화 품종의 불임-활성

화 형질전환유전자에 의해 암호화된 재조합효소는 Cre이며 조건적 불임 생식 품종의 조건적 불임 형질전환유전

자에 포함된 재조합효소 인식 위치는 loxP 서열이다. 예시적 예에서, 조건적 불임 형질전환유전자에 대해 동형

접합인 조건적 불임 품종의 암컷 일원을 불임-활성화 형질전환유전자에 대해 동형 접합인 불임-활성화 품종의

수컷 일원과 교배하면 생식 유전자의 이형 파괴를 가진 적어도 일부 생식 세포를 가진 비-인간 동물 배아를 생

산한다. 유리한 예에서, 조건적 불임 품종의 생식 유전자는 X 염색체 상에 위치되며(즉, X-연결 생식 유전자)

조건적 불임 형질전환유전자에 대해 동형 접합인 조건적 불임 품종의 암컷 일원을 불임-활성화 형질전환유전자

에 대해 동형 접합인 불임-활성화 품종의 수컷 일원과 교배하면 생식 유전자의 동형 파괴를 가진 적어도 일부

생식 세포를 가진 비-인간 동물 배아를 생산한다.

다른 실시태양에서, 파괴된 생식 유전자를 포함하는 비-인간 배아는 (1) (a) 제 1 파괴가능한 생식 유전자를 포[0191]

함하는 제 1 조건적 불임 형질전환유전자 및 (b) 제 2 파괴가능한 생식 유전자를 파괴하는 유전자를 포함하는

제 1 불임-활성화 형질전환유전자를 가진 제 1 동물 품종("제 1 조건적 불임-활성화 품종")을 (2) (a) 제 2 파

괴가능한 생식 유전자를 포함하는 제 2 조건적 불임 형질전환유전자 및 (b) 제 1 파괴가능한 생식 유전자를 파

괴하는 유전자를 포함하는 제 2 불임-활성화 형질전환유전자를 가진 제 2 동물 품종("제 2 조건적 불임-활성화

품종")과 교배하여, 파괴된 생식 유전자를 가진 생식 세포를 포함하는 형질전환 비-인간 숙주 배아를 생성하는

단계에 의해 생성되며, 제 1 불임-활성화 형질전환유전자는 제 2 파괴가능한 생식 유전자를 특이적으로 파괴하
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며 제 2 불임-활성화 형질전환유전자는 제 1 파괴가능한 생식 유전자를 특이적으로 파괴한다. 불임-활성화 형질

전환유전자의 존재하에서 제 1 및 제 2 파괴가능한 생식 유전자의 파괴를 매개하는 제 1 및 제 2 조건적 불임

형질전환유전자의 요소를 제외하고, 조건적 불임 형질전환유전자의 생식 유전자는 적절하게는 동일 또는 상응하

는 유전자이다. 이런 실시태양에서, 제 1 조건적 불임 형질전환유전자 및 제 1 불임-활성화 형질전환유전자에

대해 동형 접합인 제 1 조건적 불임-활성화 품종의 번식 파트너를 제 2 조건적 불임 형질전환유전자 및 제 2 불

임-활성화 형질전환유전자에 대해 동형 접합인 제 2 조건적 불임-활성화 품종의 번식 파트너와 교배하면 생식

유전자의 동형 파괴를 가진 적어도 일부 생식 세포를 가진 비-인간 동물 배아를 생산한다. 일부 실시태양에서,

제 1 동물 품종의 암컷 일원은 제 2 동물 품종의 수컷 일원과 교배된다. 다른 실시태양에서, 제 1 동물 품종의

수컷 일원은 제 2 동물 품종의 암컷 일원과 교배된다.

일부 실시태양에서, 제 1 조건적 불임 형질전환유전자는 프로모터 및 제 1 재조합효소의 존재하에서 제 1 파괴[0192]

가능한 생식 유전자의 파괴를 매개하는 제 1 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연결된 제 1 파괴가능한 생

식 유전자를 포함하며, 제 1 불임-활성화 형질전환유전자는 프로모터에 작동가능하에 연결된 제 2 재조합효소에

대한 암호화 서열을 포함하며, 제 2 재조합효소는 제 2 재조합효소 인식 위치를 특이적으로 인식한다. 제 2 조

건적 불임 형질전환유전자는 프로모터 및 제 2 재조합효소의 존재하에서 제 2 파괴가능한 생식 유전자의 파괴를

매개하는 제 2 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연결된 제 2 파괴가능한 생식 유전자를 포함하며, 제 2 불

임-활성화 형질전환유전자는 프로모터에 작동가능하에 연결된 제 1 재조합효소에 대한 암호화 서열을 포함하며,

제 1 재조합효소는 제 1 재조합효소 인식 위치를 특이적으로 인식한다. 이런 형태의 예시적 예에서, 제 1 불임-

활성화 형질전환유전자에 의해 암호화된 제 2 재조합효소는 FLP이며, 제 1 조건적 불임 형질전환유전자에 포함

된 재조합효소 인식 위치는 loxP 서열이며, 제 2 불임-활성화 형질전환유전자에 의해 암호화된 제 1 재조합효소

는 Cre이며, 제 2 조건적 불임 형질전환유전자에 포함된 재조합효소 인식 위치는 Frt 서열이다. 다른 예시적 예

에서, 제 1 불임-활성화 형질전환유전자에 의해 암호화된 제 2 재조합효소는 Cre이며, 제 1 조건적 불임 형질전

환유전자에 포함된 재조합효소 인식 위치는 Frt 서열이며, 제 2 불임-활성화 형질전환유전자에 의해 암호화된

제  1  재조합효소는  FLP이며,  제  2  조건적  불임  형질전환유전자에  포함된  재조합효소  인식  위치는  loxP

서열이다.

일부 실시태양에서, 제 1 불임-활성화 형질전환유전자에 의해 암호화된 제 2 재조합효소는 FLP이며, 제 1 조건[0193]

적 불임 형질전환유전자에 포함된 표적 위치는 loxP 서열이며, 제 2 불임-활성화 형질전환유전자에 의해 암호화

된 제 1 재조합효소는 Cre이며, 제 2 조건적 불임 형질전환유전자에 포함된 표적 위치는 Frt 서열이다. 이런 실

시태양에서, 제 1 조건적 불임 형질전환유전자 및 제 1 불임-활성화 형질전환유전자에 대해 동형 접합인 제 1

조건적 불임-활성화 품종의 암컷 일원을 제 2 조건적 불임 형질전환유전자 및 제 2 불임-활성화 형질전환유전자

에 대해 동형 접합인 제 2 조건적 불임-활성화 품종의 수컷 일원과 교배하면 생식 유전자의 동형 파괴를 가진

적어도 일부 생식 세포를 가진 비-인간 동물 배아를 생산한다.

또 다른 실시태양에서, 파괴된 생식 유전자를 포함하는 비-인간 배아는 1) 파괴가능한 생식 유전자를 가진 제 1[0194]

동물 품종("조건적 불임 품종")을 2) 파괴가능한 생식 유전자를 파괴하는 생식 유전자 파괴자 분자를 암호화하

는 파괴자 뉴클레오티드 서열을 포함하는 불임-활성화 형질전환유전자를 가진 제 2 동물 품종("불임-활성화 품

종"))과 교배함으로써 생성될 수 있고, 생식 유전자 파괴자는 억제성 핵산(예를 들어, 센스 또는 안티센스 RNA

와 같은 억제성 RNA, siRNA, shRNA, miRNA와 같은 RNA 간섭을 매개하는 분자 등), 억제성 폴리펩타이드 (예를

들어, 항체, 폴리펩타이드-결합 파트너, 우성 음성(dominant negative) 폴리펩타이드, 효소 등) 또는 생식 유전

자의 활성 또는 생식 유전자의 발현 생성물의 수준 또는 기능적 활성을 억제하는 임의의 다른 분자로부터 선택

된다. 이런 실시태양에서, 불임-활성화 형질전환유전자는 파괴자 뉴클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 발

현-조절 요소를 적절하게 포함하며, 요소는 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현을 조건적으로 억제하고 조건적 불

임 품종은 발현-조절 요소의 활성을 억제하는 활성자 형질전환유전자를 가져서, 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발

현을 초래한다. 

따라서, 조건적 불임 품종의 번식 파트너가 불임-활성화 균주의 번식 파트너와 교배될 때, 활성자 형질전환유전[0195]

자가 발현되어 발현-조절 요소의 억제 및 생식 유전자 파괴자 분자의 생산에 의한 파괴 뉴클레오티드 서열의 발

현의 탈억제를 유도하여, 생식 유전자의 파괴를 초래하는 배아가 형성될 것이다. 이런 실시태양에서, 활성자 형

질전환유전자에 대해 동형 접합인 조건적 불임 품종의 번식 파트너를 불임-활성화 형질전환유전자에 대해 동형

접합인 불임-활성화 품종의 번식 파트너와 교배하면 생식 유전자의 동형 파괴를 가진 적어도 일부 생식 세포를

가진 비-인간 동물 배아를 생산한다. 

일부 실시태양에서, 발현-조절 요소는 제 1 조건하에서 파괴자 뉴클레오티드 서열의 전사를 억제하고 발현-조절[0196]
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요소의 파괴는 제 2 조건하에서 파괴자 뉴클레오티드 서열의 전사를 허용 또는 강화할 수 있다. 일부 실시태양

에서, 발현-조절 요소는 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현을 억제하고 재조합효소 인식 위치에 작동가능하게 연

결된 억제자 뉴클레오티드 서열(예를 들어, 전사 종결자)을 포함하며, 재조합효소 인식 위치는 재조합효소의 존

재하에서 억제자 뉴클레오티드 서열의 파괴를 매개한다. 이런 형태의 예시적 예에서, 제 2 번식 파트너는 프로

모터에 작동가능하게 연결된 재조합효소에 대한 암호화 서열을 포함하는 활성자 형질전환유전자를 포함한다. 제

2 번식 파트너의 생식 유전자는 적절하게는 야생형 유전자이다. 일부 실시태양에서, 제 1 번식 파트너는 수컷이

며 제 2 번식 파트너는 암컷이다.

이런 형태의 예시적 예에서, 파괴자 뉴클레오티드 서열은 유도가능한 전사 조절 시스템에 파괴자 뉴클레오티드[0197]

서열을 작동가능하게 연결시킴으로써 조건적으로 발현된다. 활성자 형질전환유전자로부터 생산된 교차활성자는

파괴자 뉴클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 조절 요소 속에 처리된 서열과 특이적으로 상호작용하여 활성

자 형질전환유전자의 발현 생성물의 존재하에서 뉴클레오티드 서열의 전사를 유도한다. 따라서, 이런 실시태양

에서, 활성자 형질전환유전자는 통상적으로 전사 유도체를 암호화하는 핵산 서열을 포함하며 발현-조절 요소는

파괴자 뉴클레오티드 서열의 프로모터에 작동가능하게 연결된 전사 유도체에 대한 결합 위치를 포함하며, 전사

유도체의 생산은 파괴자 뉴클레오티드 서열의 발현의 증가 또는 상승을 일으키고 생식 유전자 파괴자 분자의 수

준 또는 기능적 활성의 증가 또는 상승을 일으킨다. 이런 형태의 대표적 예에서, 전사 유도체는 (a) 적어도 하

나의 전사 활성화 도메인, (b) 파괴자 뉴클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 프로모터에 결합하거나 상호작

용하는 적어도 하나의 DNA-결합 도메인을 포함하며 DNA-결합 도메인(들)은 전사 유도체와 상호작용하여 파괴자

뉴클레오티드 서열의 전사를 활성화한다. 작동시에, 활성자 형질전환유전자의 전사는 DNA-결합 도메인(들)을 통

해 파괴자 뉴클레오티드 서열의 프로모터와 상호작용하고 전사 활성화 도메인을 통해 전사 장치와 상호작용하는

전사 유도체의 생산을 초래하여 파괴자 뉴클레오티드 서열의 전사를 활성화하며, 이것이 생식 유전자 파괴자 분

자의 수준 또는 기능적 활성의 증가 또는 상승을 초래한다. 

전사 활성화 도메인의 비-제한적인 예는 HSV1-VP16의 산 교차활성화 도메인(TAD)(예를 들어, 아미노산 406 내지[0198]

488, Triezenberg et al., 1988, Genes & Development 2:718-729; Triezenberg, 1995, Current Opinions in

Genetics and Development 5: 190-196; 또는 아미노산 413 내지 490, Regier et al., 1993, Proc Natl Acad

Sci  U  S  A.  90(3):883-887;  또는 아미노산 411 내지 487;  또는 아미노산 453-499;  또는 아미노산 413 내지

454; 또는 아미노산 410 내지 452, Walker et al., 1993, Mol Cell Biol. 13(9):5233-5244; 아미노산 411 내지

455, Nettelbeck  et  al.,  1998,  Gene  Ther.  5(12):1656-1664),  Oct-2의 활성화 도메인(예를 들어, 아미노산

438 내지 479, Tanaka et al., 1994, Mol Cell Biol. 14(9): 6046-6055; 또는 아미노산 3 내지 154, Das et

al., 1995, Nature. 374(6523):657-660), SP1의 활성화 도메인(예를 들어, 아미노산 340 내지 485, Courey and

Tijan, 1988, Cell. 55(5):887-898), NFY의 활성화 도메인(예를 들어, 아미노산 1 내지 233, Li et al., 1992,

J Biol Chem. 267(13):8984-8990; van Hujisduijnen et al., 1990, EMBO J. 9(10):3119-3127; Sinha et al.,

1995, Proc Natl Acad Sci U S A. 92(5):1624-1628; Coustry et al. 1995, J Biol Chem. 270(1):468-475),

ITF2의 활성화 도메인(예를 들어, 아미노산 2 내지 452, Seipel et al., 1992, EMBO J. l l(13) :4961-4968),

c-Myc의 활성화 도메인(예를 들어, 아미노산 1 내지 262, Eilers et al. 1991, EMBO J. 10(1):133-141), CTF의

활성화 도메인(예를 들어, 아미노산 399  내지 499,  Mermod  et  al,  ,  1989,  Cell  58(4):  741-753;  Das  and

Herr, 1993, J Biol Chem 268(33):25026-25032) 또는 P65의 활성화 도메인(예를 들어, 아미노산 286-550). 일

부 실시태양에서, DNA-결합 도메인은 Gal4 단백질의 DNA-결합 도메인(예를 들어, 아미노산 1 내지 147, Chasman

and Romberg, 1990, Mol Cell Biol. 10(6):2916-2923), LexA 단백질의 DNA-결합 도메인(예를 들어, 아미노산 1

to 81, Kim et al., 1992, Science 10;255(5041):203-206; 또는 아미노산 2-202; 또는 전체 LexA 단백질, 예를

들어, 아미노산 1 내지 202, Brent and Ptashne, 1985, Cell 43(3 Pt 2):729-736), lac 리프레 (Lad) 단백질의

DNA-결합 도메인(예를 들어, Brown et al., 1987, Cell 49(5):603-612; Fuerst et al., 1989, Proc Natl Acad

Sci U S A. 86(8):2549-2553), 테트라사이클린 억제자(TetR) 단백질의 DNA-결합 도메인(예를 들어, Gossen et

al., 1992, Proc Natl Acad Sci U S A. 89( 12):5547-5551; Dingermann et al., 1992, EMBO J. 11(4):1487-

1492) 또는 ZFHD1 단백질의 DNA-결합 도메인(예를 들어, Pomerantz et al., 1995, Science 267(5194):93-96)으

로부터 선택된다. DNA-결합 도메인의 3' 말단에 핵 국소화 신호(NLS)를 첨가하는 것이 일반적으로 유리하다.

파괴자 뉴클레오티드 서열에 작동가능하게 연결된 프로모터는 전사 유도체가 상호작용하는 cis-작용 서열을 적[0199]

절하게 포함한다. cis-작용 서열은 전사 유도체 및 특히 DNA-결합 도메인에 대한 겨려합 서열을 포함한다. 따라

서, 결합 서열은 발현 시스템에 사용된 전사 인자의 DNA-결합 도메인의 선택에 의존하며 (A) 예를 들어 Chasman

and Kornberg (1990, supra)에 기술된 뉴클레오티드 서열: 5'-CGGACAACTGTTGACCG-3' [SEQ ID NO: 3]; 또는 뉴

클레오티드 서열: 5'-CGGAGG  ACTGTCCTCCG-3'  [SEQ  ID  NO:  4];  또는 예를 들어, Giniger  et  al.(1988,  Proc
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Natl Acad Sci USA. 85(2):382-386)에 기술된 뉴클레오티드 서열: 5'-CGGAGTACTGTCCTCCG-3' [SEQ ID NO: 5]와

같으나 이에 제한되지 않는 Gal4 단백질에 대한 결합 서열; (B) 뉴클레오티드 서열: 5'-TACTGTATGTACATACAGTA-

3' [SEQ ID NO:6]; 또는 Brent and Ptashne(1984, Nature 312(5995):612-615)에 의해 기술된 LexA 작동자와 같

으나 이에 제한되지 않는 Gal4 단백질에 대한 결합 서열; (C) Fuerst et al. (1989, supra) and Simons et al,

(1984, Proc Natl Acad Sci U S A. 81(6):1624-1628)에 의해 기술된 LacI 억제자 단백질이 결합하는 뉴클레오

티드 서열: 5'-GAATTGTGAGGCTCACAATTC-3' [SEQ ID NO: 7]과 같으나 이에 제한되지 않는 lac 작동자; (D) 테트

라사이클린  억제자(TetR)  단백질이  결합하는  뉴클레오티드  서열:  5'-TCG

AGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAG-3' [SEQ ID NO:8]과 같으나 이에 제한되지 않는 테트라사이클린 작

동자(tet 0); (E) 예를 들어, Pomeranz et al. (1995, supra)에 기술된 뉴클레오티드 서열: 5'-TAATGATGGGCG-

3'  [SEQ  ID  NO:9]와  같으나  이에  제한되지  않는  ZFHD-1에  대한  결합  서열;  (F)  5'-

GGAAGCAGACCAGCTGGTCTGCTTCC-3' [SEQ ID NO: 10]과 같으나 이에 제한되지 않는 c-Myc 단백질에 대한 결합 서열

을 포함하나 이에 제한되지 않는다.

다른 실시태양에서, 파괴자 뉴클레오티드 서열의 조건적 발현은 그 서열의 발현을 시작하는데 사용된 재조합효[0200]

소 시스템에 의해 조절된다. 이런 형태의 비-제한적인 예에서, 재조합효소 시스템은 프로모터와 파괴자 뉴클레

오티드 서열 사이에 삽입된 간섭 서열을 포함하며, 이는 프로모터로부터 파괴자 뉴클레오티드 서열의 전사를 억

제 또는 파괴한다. 적절하게는, 간섭 서열은 하류 서열의 전사를 억제 또는 억압하는 전사 종결자를 포함한다.

바람직하게는, 간섭 서열은 활성자 형질전환유전자에 의해 암호화된 위치 특이적 재조합효소에 의해 특이적으로

인식된 재조합효소 인식 위치를 포함하여, 재조합효소의 존재하에서 간섭 서열을 파괴하고 파괴자 뉴클레오티드

서열이 프로모터와 작동가능한 연결상태로 만들고 그 서열의 전사를 허용한다. 선택적으로, 재조합효소 시스템

은 파괴자 뉴클레오티드 서열의 상류 부분과 하류 부분 및 상류 및 하류 부분 사이에 삽입된 절단가능한 간섭

서열을 포함하는 쪼개진 또는 나뉜 형질전환유전자를 포함한다. 상류 부분은 프로모터에 작동가능하게 연결되나

간섭 서열은 하류 부분의 전사를 억제 또는 억압하여, 기능적 생식 유전자 파괴자 분자의 발현을 예방한다. 파

괴자 뉴클레오티드 서열의 발현에 의한 위치 특이적 재조합효소의 생산은 절단가능한 간섭 서열을 절단하여 기

능적 생식 유전자 파괴자 분자의 생산을 허용하는 전장 전사가능한 파괴자 뉴클레오티드 서열을 만든다.

따라서, 상기한 대로 일부 유리한 실시태양에서, 교배는 생식 계열에 생식 유전자의 파괴를 포함하는 비-인간[0201]

배아의 생산을 초래할 것이며, 이 상태에서 적절하게는 생식 유전자의 두 대립 형질 유전자는 파괴되고 생식(예

를 들어, 정자형성 또는 정자기능)이 억제된다. 

본 발명은 또한 위에서 대략 기술하고 다른 곳에서 기술한 대로 비-인간 동물의 번식 쌍으로 확대된다.[0202]

3.3 도너 만능 세포[0203]

도너 만능 세포는 일반적으로 ES 세포, epi 줄기 세포, EG 세포 및 iPS 세포와 같은 생식 세포로 분화할 수 있[0204]

다. 특정 실시태양에서, 만능 세포는 ES 세포이다. 도너 만능 세포는 유전자 변형될 수 있고 이런 형태의 예시

적 예에서 형질전환유전자를 포함한다. 형질전환유전자는 만능 세포의 게놈 속에 형질전환유전자의 주입을 촉진

하는 벡터를 사용하여 만능 세포 속에 주입될 수 있으며(예를 들어, 랜덤 통합 또는 동형 재조합에 의함), 예시

적 방법은 Transgenic  Mouse:  Methods  and  Protocols(Hofker,  MH.,  2003.  Methods  Mol  Biol.  209  :  1-8),

Advanced  Protocols  for  Animal  Transgenesis(2011,  edited  by  S.  Pease  and  T.  L.  Saunders,  Springer

Protocols  Handbooks)  및  Transgenic  Animals,  Generation  and  Use(  1997,  edited  by  L.  M,  Houdebine,

Hardwood Academic Publishers)에 개시된다. 

도너 만능 세포는 암컷 만능 세포(XY) 또는 수컷 만능 세포(XX) 또는 XO 만능 세포일 수 있다. 특정 실시태양에[0205]

서, 도너 만능 세포는 수컷 만능 세포이다. 수컷(XY), 암컷(XX) 및 XO 만능 세포는 임의의 적절한 기술을 사용

하여 선-이식 숙주 배아 속에 주입될 수 있다. 

비-인간 포유류의 한 종으로부터의 도너 만능 세포는 비-인간 포유류의 다른 종의 숙주에 주입되어 도너 만능[0206]

세포로부터  유래된  생식  세포를  생산할  수  있다.  이런  형태의  예시적  예에서,  도너  만능  세포는  비-인간

영장류, 말 같은 말과, 양, 염소, 토끼와 같은 토끼목, 개, 고양이, 소, 동물원 동물뿐만 아니라 멸종위기 또는

외래 포유류로부터 유래된다. 일부 실시태양에서, 도너 만능 세포는 iPS 세포이다.

3.4 비-인간 숙주 배아[0207]

만능 세포를 주입하는데 사용될 수 있는 비-인간 숙주 배아는 비-인간 영장류 및 설치류와 같은 비-인간 포유류[0208]

를 포함하는 임의의 비-인간 동물 종의 배아를 포함한다. 본 발명의 일부 실시태양에 따라, 비-인간 숙주 배아
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는 설치류 배아, 특히 생쥐 또는 쥐 배아이다. 일반적으로, 비-인간 숙주 배아는 만능 세포와 동일한 종으로부

터 얻어진다. 그러나, 일부 실시태양에서, 비-인간 숙주 배아는 만능 세포와 다른 동물 종(예를 들어, 다른 포

유류 종)으로부터 얻어진다. 만능 세포가 주입되는 비-인간 숙주 배아는 일반적으로 2-세포 단계, 4-세포 단계,

8-세포 단계, 16-세포 단계, 32-세포 단계, 64-세포 단계, 상실배, 또는 배반포를 포함하는 선-이식 비-인간 숙

주 배아이다. 일부 실시태양에서, 선-이식 비-인간 숙주 배아는 상실배 이전 단계, 상실배 단계, 조밀하지 않은

상실배 단계, 조밀한 상실배 단계 및 배반포 단계 배아로부터 선택된다. 일부 실시태양에서, 선-이식 비-인간

숙주 배아는 생쥐 배아를 위한 발생학적 나이 단계 E1, E1.5, E2, E2.5, E3 및 E3.5로부터 선택된다. 적절하게

는 선-이식 비-인간 숙주 배아는 Theiler (1989) The House Mouse: Atlas of Mouse Development, by Theiler

Springer-Verlag, NY에 기술된 테이러 단계를 참조하여, 타일러 단계 2(TS2), TS3, TS4, TS5 및 TS6로부터 선

택된 발단 단계를 가진 숙주 배아로부터 선택된다. 특정 실시태양에서, 선-이식 비-인간 숙주 배아는 테일러 단

계 TS3, TS4 및 TS5로부터 선택된다. 다른 특정 실시태양에서, 선-이식 비-인간 숙주 배아는 상실배이다. 또 다

른 특정 실시태양에서, 선-이식 비-인간 숙주 배아는 배반포이다.

일반적으로, 하나 이상(예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16)의 도너 만능 세[0209]

포가 적절하게는 2-세포 단계, 4-세포 단계, 8-세포 단계, 16-세포 단계, 32-세포 단계, 64-세포 단계, 상실배,

또는 배반포인 선-이식 비-인간(예를 들어, 생쥐 또는 쥐) 숙주 배아 속에 주입된다. 일부 실시태양에서, 선-이

식 비-인간 숙주 배아는 배반포이며 주입된 도너 만능 세포의 숫자는 5 내지 12개 세포이다. 이런 형태의 예시

적 예에서, 숙주 배아는 8-세포 단계 배아이며 도너 만능 세포의 숫자는 2 내지 10개 세포이다.

3.5 숙주 배아 속에 만능 세포의 주입[0210]

임의의 적절한 방법이 선-이식 비-인간 숙주 배아 속에 도너 만능 세포를 주입하는데 사용될 수 있다. 예를 들[0211]

어, 단일 도너 만능 세포의 그룹을 미세 추출 유리 바늘(20-25 마이크로미터 내부 지름)을 사용하여 선택하고

배반포를 위한 마이크로-조작기가 장착된 역전 현미경을 사용하여 배반포 공동(분할강) 속에 초기 단계 배아에

대한 배아 투명대를 통해 주입한다. 대략 9-10개 줄기 세포(ES 또는 iPS 또는 epi 줄기 세포)를 배반포 또는 8-

세포 단계 배아당 주사하고 4-세포 단계당 6-9개 줄기 세포 및 2-세포 단계당 약 6개 줄기 세포를 주사한다. 줄

기 세포 주사는 투명대를 천공하여 개방하는 레이저 또는 피에조 펄스로 지원될 수 있다(Kraus et al. , 2010,

Genesis 48:394-399 참조). 선택적으로, 줄기 세포는 상실배와 통합될 수 있거나 투명대를 갖거나 갖지 않은 초

기 단계 배아(예를 들어, 2-세포, 4-세포, 8-세포, 상실배 전 또는 상실배) 속에 주사될 수 있다.

3.6 배아, 키메릭 동물 및 새끼의 임신[0212]

배아의 발달에 적합한 조건하에서 배아를 임신시키는 것은 표준 방법에 따라 실행한다. 도너 만능 세포를 포함[0213]

하는  비-인간  배아는  당업계에  공지된  가임신  암컷  속에  이식된다(Manipulating  the  Mouse  Embryo:  A

Laboratory  Manual,  3rd  edition  (A.  Nagy  et  al.  2002,  CSHL  Press,  ISBN-10:0879695919;  Nagy  et  al.,

1990,  Development  110,  815-821;  U.S.  Pat.  No.  7,576,259,  U.S.  Pat.  No.  7,659,442,  U.S.  Pat.  No.

7,294,754, Kraus et al. 2010, Genesis 48, 394-399 참조). 간략하게, 특정 설치류 실시태양에서, 6-8주령 사

이의 수정능력이 있는 암컷 설치류를 정관절제된 또는 불임 설치류 수컷과 교배하여 인공적으로 주입된 설치류

배아를 지원하는 것을 수용하는 호르몬 상태를 유도한다. 배반포를 함유하는 2.5dpc 내지 15까지의 줄기 세포를

자궁뿔 속에 주입(이식)한다. 초기 단계 배아 및 상실배의 경우, 이런 배아는 배반포 속에 인비트로 배양되거나

난관 속의 배아 단계에 따라 0.5dpc 또는 1.5dpc 가임신 암컷 속에 이식된다.

이식된 비-인간 배아로부터 발달된 키메릭 비-인간 동물은 전달 이후, 출생이 이식 및 종에서 배아 나이에 따라[0214]

의존한다고 칭할 수 있도록 발달된다. 두 형태의 키메릭 비-인간 동물이 이런 과정에 의해 생산된다: 일반적으

로 비-인간 숙주 배아로부터 유래된, 파괴된 생식 유전자를 가진 내인성 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 것,

및 일반적으로 도너 만능 세포로부터 유래된, 기능적 생식 유전자를 가진 생식 세포 또는 배우자를 포함하는

것.

이런 키메릭 비-이간 동물이 기능적 생식 유전자를 포함하는 동족 비-인간 동물과 교배되어 새끼를 생산할 때,[0215]

파괴된 생식 유전자를 가진 내인성 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 키메릭 비-인간 동물은 손상되거나 억제

된 생식 능력을 가질 것이어서 새끼를 생산하지 않거나 매우 적은 새끼를 생산할 것이다. 그러나, 도너 만능 세

포로부터 유래된 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 키메릭 비-인간 동물은 정상적인 또는 손상되지 않은 생식

능력을 가질 것이어서, 도너 만능 세포로부터 유래된 생식 세포 또는 배우자를 포함하는 제 1 한배 새끼의 생산

을 강화한다. 
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표준 분석 도구는 정자 또는 새끼의 정체를 테스트하는데 사용될 수 있다. 방법은 시퀀싱, 서든 블롯 분석, SNP[0216]

분석, PCR 기술뿐만 아니라 단백질 마커, 코트 컬러 마커, 아이소자임 분석(예를 들어, GPI, 글루코오스 인산염

아이소머라제 아이소자임 분석) 및 당업계에 주지된 표준 방법을 사용하여 줄기 세포에 존재한느 임의의 리포터

유전자 또는 형질전환유전자의 탐지를 포함하나 이에 제한되지 않는다. 

제 1 한배 새끼의 배우자는 수집되어 인비트로 수정(IVF) 또는 인공 수정(AI)에 사용될 수있다. 제 1 한배 새끼[0217]

로부터 분리된 배우자는 또한 세포동결될 수 있고 당업계에 공지된 방법을 사용하여 저장될 수 있다. 선택적으

로, 제 1 한배 새끼의 생식 세포는 수집되고, 인비트로 또는 인비보 성숙되고 인비트로 수정 또는 인공 수정에

사용될 수 있다.

IVF  방법이  잘  정립되어  있다.  예를  들어,  나기  등(2002,  Manipulating  the  Mouse  Embryo:  A  Laboratory[0218]

Manual, 3rd edition, CSHL Press) 참조. IVF는 일반적으로 각각 암컷 및 수컷으로부터 난모 세포 및 정자를

수집하는 단계를 포함하여, 암컷으로부터의 난모 세포를 수컷으로부터의 정자와 수정하여 수정된 난모 세포의

배아로의 발달에 적절한 조건하에 얻은 수정된 난모 세포를 유지한다. 배아는 다른 단계에서 채취될 수 있다.

암컷은 IVF를 위해 난모 세포를 수집하기 전에 과배란될 수 있다. 수정은 IVF, 세포질내 정자 주입 또는 투명대

천공에 의해 성취될 수 있다. 예를 들어, Nagy et al. (2002, supra); Byers et al. (2006, Theriogenology

65:1716-26); Ostermeier et al. (2008, PLOS One 3(7):e2792) 참조. IVF는 단일 암컷으로부터 얻은 배아의 숫

자를 증가시키는데 유용한 도구일 수 있다. 

세포질내 정자 주입(ICSI)은 수정 속도를 개선하거나 수정을 성취하는데 사용될 수 있다. ICSI 절차는 난모 세[0219]

포를 둘러싸는 퇴적 세포의 제거 및 보통 유리 피펫을 통한 정자 또는 반수 정자 세포의 주입을 필요로 한다

(Kimura et al., 1995, Biol Reprod. 53(4) : 855-62 참조). 정자 세포, 정조줄기세포 및 수컷 생식 세포는 인

비트로로 분화되어 ICSI에 사용될 수 있다(Marh et al., 2003, Biol Reprod 69( 1):169-76; Movahedin et al.,

2004, Andrologia 36(5):269-76; Ogura et al., 1996, J Assist Reprod Genet. 13(5):4-31-4; Shinohara et

al., 2002, Hum Reprod 17( 12):3039-45; Chuma et al., 2005, Development 132( 1):117-22).

암컷으로부터 IVF를 위해 성숙한 난모 세포를 수집하는 것에 대한 대안으로서, 이 기술은 "인비트로 성숙"으로[0220]

알려져 있고, 미성숙 난모 세포를 얻어 인비트로 성숙되게 할 수 있다. 다른 실시태양에서, 난포, 예를 들어, 1

차 난포 또는 생식 세포는 수정에 유용한 난모 세포를 얻기 위해 암컷으로부터 분리되고 인비트로 배양될 수 있

다. 포유류에서, 단지 작은 비율의 미성숙 난모 세포가 성숙 난모 세포로 발달하며; 나머지는 퇴화되어 죽는다.

동물로부터 미성숙 난모 세포를 분리하고 이를 인비트로 성숙시킴으로써, 짧은 시간 구간에서 소정의 암컷으로

부터 IVF에 적합한 여러 더 많은 난모 세포를 얻을 수 있다. 포유류 난모 세포는 인비트로 성숙을 진행하는 것

으로 알려져 있다. 생쥐, 소 및 다른 포유류의 경우, 인비트로 성숙 난모 세포는 인비트로 수정되어 배아가 적

절한  자궁에  전달될  때  정상적인  건강한  새끼를  생산한다(Schroeder  et  al.,  1984,  Dev.  Biol.  102:493;

Sirard et al., 1988, Biol, Reprod. 39: 546). 인비트로 성숙 기술은 당업계에 주지되어 있다. 예를 들어,

Chiu et al.(2003, Human Reprod. 18: 408-416) 및 O'Brien et al. (2003, Biol. Reprod. 68: 1682-1686) 참

조.

인공 수정은 정자의 수동 주입 또는 도포에 의해 암컷 동물을 수정시키는 과정이다. 이런 절차에서, 수컷 동물[0221]

은 수정시에 필요하지 않으며; 동물로부터 얻은 저장된 정자가 사용될 수 있다(Wolfe, 1967, Lab Anirn Care

17(4):426-32 and Sato et al., 2002, J Assist Reprod Genet. 19(11):523-30 참조). 

제 1 한배 새끼로부터 살아있는 새끼를 생산하는데 사용될 수 있는 다른 방법은 외과적 지원 인공 수정, 난소[0222]

전달 및 난소 분리, 난소 단편 전달, 난모 세포, 난포, 정조줄기세포의 인비트로 성숙, 생식 세포의 인비트로

분화 및 원시 세포의 인비트로 분화를 포함한다. 

일부 실시태양에서, 수컷 제 1 한배 새끼의 배우자가 수집된다. 다른 실시태양에서 수컷 제 1 한배 새끼의 생식[0223]

세포 또는 정조 만능 세포가 수집된다. 다른 실시태양에서, 배우자, 생식 세포 또는 정조 만능 세포가 세포동결

된다. 다른 실시태양에서, 암컷 제 1 한배 새끼가 번식에 의해 새끼를 생산하는데 사용된다. 또 다른 실시태양

에서 암컷 제 1 한배 새끼의 배우자가 분리된다. 이런 형태의 예시적 예에서, 암컷 제 1 한배 새끼의의 난소가

분리된다. 다른 예시적 예에서, 암컷 제 1 한배 새끼의 배우자 또는 난소는 세포동결된다.

본 발명이 쉽게 이해되고 실제적 효과를 나타내기 위해서, 특정 바람직한 실시태양은 이제 다음 비-제한적인 예[0224]

에 의해 기술될 것이다. 

실시예[0225]
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실시예 1[0226]

조건적 GILZ(Tsc22d3) 낙아웃 생쥐의 생산[0227]

표적  벡터를  동형  재조합을  통해  loxP  위치를  가진  생쥐  Tsc22d3  (ENSMUSG00000031431)  유전자의  엑손[0228]

4(ENSMUSE00000815383)에  플랭킹하여  제조하였다.  loxP  위치의  Cre-재조합효소  매개  재조합은  엑손  4(예를

들어, 다음 베가 등록번호 No.OTTMUST00000045354를 가진 전사체 Tsc22d3-006의)의 결실을 유도한다. 엑손 4의

CDS는 TSC22(PF01166)의 완전 서열을 암호화한다. 표적 벡터의 개략적 개관은 도 1에 도시된다.

ES 세포에서 선택을 위한 네오마이신 선택 카세트(neo)는 엑손 4의 하류에 삽입되었다. 선택 카세트를 FRT 위치[0229]

에 플랭킹하여 FLP-매개 재조합에 의한 제거를 가능하게 하였다. 개별 loxP 위치를 엑손 4의 상류 및 선택 카세

트의 하류에 삽입하였다. 벡터의 5' 및 3' 동형 암은 각각 대략 8.0kb 및 6.0kb이었다.

선형 표적 벡터를 Bruce4 ES 세포 속에 전기천공하였다. 네오마이신 저항 클론을 선택하여 서든 블럿 분석에 의[0230]

해 선별하여 표적 클론을 정확하게 확인하였다. 이런 클론을 BALB/c 배반포 속에 주입하고 이를 뒤이어 가임신

CBB6F1 양육 암컷 속에 전달하였다. 얻은 키메라를 C57BL/6 암컷에 교배하였다. 이들의 새끼를 코트 컬러로 선

택하고 서븐 블럿 분석으로 추가 분석하였다. 네오마이신 카세트를 표적 생쥐를 C57BL/6 FLPe-재조합효소 균주

에 교배하여 제거하였다.

실시예 2[0231]

배반포 도너로서 암컷 Tsc22d3 조건적 낙아웃 생쥐를 사용하는 표적 생쥐의 생산[0232]

C57BL/6 배경의 21 내지 25일령 Tsc22d3 조건적 낙아웃 암컷 생쥐에 임신한 암말 혈청을 주입한다. 이틀 후 생[0233]

쥐에 인간 융모성 생식샘자극호르몬을 주입하고 24h 동안 C57BL/6 Cre-재조합효소 수컷과 짝짓기한다. 6일 후

제 1 주입 배반포를 TSc22d3 조건적 낙아웃 암컷으로부터 추출한다. 이런 배반포를 표적 BALB/c ES-세포의 미세

주입을 위한 수령자로 사용하고 미세주입된 배반포를 가임신 CFF6F1 양육 암컷 속에 전달한다. 얻은 키메라를

BALB/c 암컷과 교배한다. 배반포 세포로부터 유래된 고환을 가진 수컷 키메라는 불임될 것으로 예상된다.

실시예 3[0234]

배반포 도너로서 조건적 낙아웃 생쥐의 생산[0235]

생식 유전자 RSSA26 대립 형질 유전자 변형체 A의 조건적 낙아웃은 파괴자 분자(표적으로 생식 유전자의 전사체[0236]

를 가진 shRNA, 생식 유전자에 의해 암호화된 단백질에 대항하는 항체 등)를 암호화하는 뉴클레오티드 서열을

함유한다. floxed STOP 카세트는 파괴자 분자의 발현을 억제한다. 표적화된 RSSA26 대립 형질 유전자 A를 제조

하기 위한 예시적 표적 벡터는 도 2에 도시된다.

ROSA26 대립 형질 유전자 변형체 B는 Cre 재조합효소에 대한 CDS를 함유한다. 표적화된 ROSA26 대립 형질 유전[0237]

자 B를 제조하기 위한 표적 벡터의 비-제한적인 예는 도 3에 도시된다.

번식 파트너 1은 ROSA26 대립 형질 유전자 변형체 A에 대해 동형접합이다.[0238]

번식 파트너 2는 ROSA26 대립 형질 유전자 변형체 B에 대해 동형접합이다.[0239]

번식 파트너 1은 수컷 또는 암컷일 수 있다. 번식 파트너 2는 반대이다.[0240]

번식 파트너 1과 번식 파트너 2의 교배로부터 얻은 새끼는 예로서 도 4에 도시된 대로 한 ROSA26 대립 형질 유[0241]

전자 변형체 A 및 한 ROSA26 대립 형질 유전자 변형체 B를 가진 배아를 생산할 것이다. ROSA26 대립 형질 유전

자 변형체 B의 재조합효소는 ROSA26 대립 형질 유전자 변형체 A에서 STOP 카세트를 제거할 것이며 이에 의해 파

괴자 분자의 발현을 개시할 것이다. 이제 파괴자 분자는 표적화된 생식 유전자의 기능적 낙-아웃을 유도할 것이

다.

실시예 4[0242]

표적화된 생식 유전자를 가진 배아 속에 만능 세포의 주입 및 제 1-한배 새끼의 생산[0243]

재료 & 방법[0244]

 C57BL/6 Tsc22d3 conKO/conKO 암컷 생쥐 또는 암컷 wt 대조군 생쥐(표적화된 Bruce4 C57BL/6 ES-세포의 경우[0245]

에 BALB/c x C57BL/6 알비노, 아구티 및 표적화된 BALB/c ES 세포-세포의 경우에 C57BL/6)에 21-25일령에서 임

신한 암말 혈청(PMS)을 주입하였다. 이틀 후 인간 융모성 생식샘자극호르몬(HCG)의 후속 주입을 적용하였다. 동
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일한 날에 C57BL/6 Tsc22d3 conKO/conKO 암컷 생쥐 또는 wt BALB/c x C57BL/6 알비노, 아구티 생쥐(대조군)를

각각 ROSA26 좌위(cre/cre)에서 Cre 재조합효소의 낙-인(KI)을 가진 수컷 생쥐 또는 wt 생쥐(대조군)와 짝짓기

하였다(수컷 대조군 생쥐의 배경은 표적화된 BALB/c  ES-세포의 경우에 C57BL/6  및 표적화된 Bruce4  C57BL/6

ES-세포의 경우에 BALB/c이었다). 다음날 짝짓기 파트너를 분리하였다. 짝짓기의 얻은 배반포를 분리 3일 후 채

취하고 표적화된 BALB/c 및 Bruce4 C57BL/6 ES 세포의 주입에 사용하였다. 변형된 배반포를 CBB6F1 수령자 속에

전달하였다.  약  9주  후  수컷  키메릭  새끼를  표적화된  BALB/c  세포의  경우에  암컷  BALB/c  생쥐  및  Bruce4

C57BL/6 ES-세포의 경우에 BALB/c 암컷 C57BL/6 생쥐와 짝짓기하였다. 새끼를 10일령에서 코트 컬러에 대해 분

석하였고 서든-블롯 분석에 의해 21일령에 유전자형으로 나타내었다.

결과[0246]

표적화된 BALB/c ES-세포주의 주입[0247]

주입된 Tsc22d3 KO/KO 배반포를 3마리 수령자 속에 전달하여 16마리 키메라를 얻었고 이중 11마리는 추가 번식[0248]

에 사용된 수컷이다. 5마리 낮은 백분율 키메라는 새끼를 생산하지 않았다. 나머지 5마리 키메라는 전체 181마

리 새끼를 생산하였다. 이런 동물 중 146마리를 코트 컬러에 대해 평가하고 35마리는 하지 않았다. 전체 146마

리 평가된 동물(100%)은 표적 BABL/c ES-세포로부터 유래된 동물에 대해 예상된 백색 코트 컬러를 가졌다(도 5

참조).

이런 146마리 동물 중 63마리는 서든-블럿 분석으로 유전자형으로 나타내었다(도 6, 서든 블럿 참조). 31마리[0249]

(49%) 동물을 wt/표적화된 것으로 측정되었고 32(51%)를 wt/wt 생쥐로 측정하였다.

대조군으로서 동일한 BALB/c ES-세포주를 wt BALB/c x C57BL/6 알비노 배반포 속에 주입하고 14마리 수령자 속[0250]

에 전달하였다. 이것이 총 6마리 키메라를 생산하였고 이중 5마리는 수컷이고 한 마리는 암컷이다. 5마리 수컷

키메라는 전체 155마리 새끼를 생산하였다. 이런 동물 중 119마리를 코트 컬러에 대해 분석하였다. 60(50%)마리

생쥐는 백색 코트 컬러(ES 세포 유래)를 가졌고 59(50%)마리는 아구티 코트 컬러(배반포 유래)를 가졌다. 

표적화된 C57BL/6 Bruce4 ES-세포주의 주입[0251]

주입된 Tsc22d3 KO/KO 배반포를 2마리 수령자 속에 전달하고 수컷인 전체 3마리 키메라를 생산하였다. 키메라는[0252]

전체 10마리 새끼를 생산하였다. Tsc22d3 KO/KO 배반포(키메라를 생산하는데 사용)의 배경은 C57BL/6xBALB/c F1

이고 주입된 ES 세포는 Bruce4 C57BL/6 배경이기 때문에, 코트 컬러를 기초로 한 유전자형 표현은 가능하지 않

았다. 대신, 8마리 생쥐를 서든-블럿 분석으로 유전자형으로 나타낸었고 이의 4(50%)마리는 wt/표적화된 것으로

측정되었고 4(50%)마리는 wt/wt 생쥐로 측정되었다. 이것은 키메라의 새끼가 단지 표적화된 ES-세포로부터 유래

된 경우 예상된 wt/표적화된 생쥐 vs. wt/wt 생쥐의 비율과 정확하게 관련된다.

대조군으로서, 동일한 Bruce4 C57BL/6 ES-세포주를 wt BALB/c x C57BL/6 알비노, 아쿠티 배반포 속에 주입하고[0253]

11마리 수령자 속에 전달하였다. 이것이 총 13마리 키메라를 생산하였고 이중 8마리는 수컷이고 5마리는 암컷이

다. 8마리 수컷 키메라는 전체 324마리 새끼를 생산하였다. 이런 동물 중 149마리를 코트 컬러에 대해 분석하였

다. 53(35%)마리 생쥐는 검은색 코트 컬러(ES 세포 유래)를 가졌고 97(65%)마리 는 아구티 코트 컬러(배반포 유

래)를 가졌다. 

따라서, 유전자 변형 ES-세포주의 숙주로서 Tsc22d3 KO/KO 배반포의 사용은 자손 동물에 대한 유전자 변형의 생[0254]

식 계통 전달을 현저하게 개선한다. 이 실험 후, 생식 계통 전달에 필적할만한 개선이 다른 유전자 변형을 가진

8개 다리 ES-세포주에 대해 성취하였다.

본 발명에 인용된 각 특허, 특허출원 및 공개공보의 내용은 전문이 참조로 본 발명에 포함된다.[0255]

임의의 참조문헌의 인용은 이런 참조문헌이 본 출원의 "종래 기술"로서 이용가능하다는 것의 허용으로 해석되지[0256]

않아야 한다.

명세서 전체에서 목표는 임의의 한 실시태양 또는 특징들의 특정 집합에 본 발명을 제한하지 않고 본 발명의 바[0257]

람직한 실시태양을 기술하는 것이었다. 당업자는 따라서, 본 발명의 관점에서, 다양한 변형 및 변화가 본 발명

의 범위를 벗어나지 않고 예시된 특정 실시태양에서 이루어질 수 있다는 것을 알 것이다. 모든 이런 변형 및 변

화는 첨부된 청구항의 범위 내에 포함되는 것으로 생각된다.
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