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서   론 

유전학적으로 조작된 동물을 이용해서 특별한 유전자 기

능을 연구할 때, Cre나 Flp 같은 site-specific recombinase

에 의한 조직 특이적 방법이 현재 많이 이용되고 있다[1,2]. 

특히 척추동물에서 몸의 구조를 지지하는 골격 형성에 관여

하는 유전자들을 조작하게 되면 태생기 혹은 출생 직후 사

망을 일으키기도 하므로 출생 이후 성장기때 이런 유전자들

의 역할을 연구하기에 상당한 어려움이 따르게 되므로 조직 

특이적 방법에 의한 유전자 연구가 절실히 필요하다. 그러므

로 이러한 조직 특이적 발현을 유도하는 형질전환 마우스는 

특정 조직에서 특정 유전자의 기능을 분석하기 위한 유용한 

수단으로 이용될 수 있다. 즉, 조직 특이적으로 발현되는 프

로모터를 이용하여 하부에 Cre 재조합 효소와 인공합성 항

에스트로겐인 tamoxifen이 선택적으로 결합할 수 있는 돌연

변이 에스트로겐 수용체 부분을 키메라 단백질 형태로 발현

되게 하면 Cre 효소의 활성을 원하는 조직에서 원하는 시간

에 유도할 수 있다. 본 연구에서는 원하는 공간뿐 아니라 원

하는 시기에 특정 목표 유전자의 기능을 밝힐 수 있는 시간

적 제어에 주안점을 두고 현재 진행되고 있는 방법들과 그 

원리들을 설명하고, 뼈조직을 대상으로 한 Cre 발현 유도 마

우스를 소개하고자 한다. 

1. Cre 재조합 효소와 Cre 유도 시스템

초기 발생과정에 아주 중요한 유전자들은 일반적인 유전

자 파괴(knockout)를 시행할 경우 발생과정 중에 사망하기 

때문에 그 기능을 연구하기가 상당히 어렵다. 이러한 어려움

을 해결하기 위해 단지 선택적인 조직부위에서 유전자를 비

활성화시키는 방법이 고안되어왔고 그것이 바로 조건부 유

전자 파괴(conditional knockout)이다[1,2]. 조건부 유전자 
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파괴 동물은 발생과정 중의 사망 위험성을 피할 수 있을 뿐 

아니라 관심있는 조직이나 세포에서 선택적으로 유전자 파

괴 효과를 볼 수 있는 장점이 있다. 조건부 유전자 파괴는 

Cre/loxP 시스템을 기초로 하는데 bacteriophage P1 Cre 재

조합 효소가 loxP 부위를 인식함으로써 loxP 서열로 둘러싸

인(flank) 목표 유전자(target gene) 조각이 제거되고 유전자 

파괴 현상이 나타난다[3] (Fig. 1A). 이때 Cre 재조합 효소

는 Cre 이식유전자의 앞쪽에 위치한 조직 및 세포 특이적 

프로모터에 의해 활성화의 장소가 결정되고 그 결과 목표 

유전자가 정해진 조직이나 세포에서 비활성화된다(Fig. 1B).

조건부 유전자 파괴를 이용한 목표 유전자 비활성화의 경

우, Cre 시스템처럼 프로모터에 의해 특정조직과 특정세포 

등에서 유전자 파괴가 일어날 수 있도록 주요 장소를 결정

짓는 것뿐만 아니라 목표 유전자의 비활성이 발생하는 시간

을 연구자 스스로가 정할 수가 있다. 이것이 바로 Cre 발현

유도(inducible) 시스템에 의한 목표 유전자 파괴 방법이다

[4~6] (Fig. 2). Cre 발현 유도 이식유전자는 Cre 재조합 효

소와 돌연변이가 있는 리간드 결합 도메인을 가진 에스트로

겐 수용기(estrogen receptor, ER)가 결합된 CreER 폴리펩

타이드를 코딩하는 유전자이고, 이러한 CreER 유전자가 앞

에 붙은 조직 특이적으로 발현 가능하게 하는 프로모터에 

의해 조절을 받는 형태이다. 이때 에스트로겐 수용기의 리간

드 결합 도메인에 에스트로겐 길항제가 붙음으로써 Cre 재

조합 효소가 활성을 띄게 되고 활성을 가진 Cre 재조합 효

소에 의해 목표 유전자의 유전자 파괴가 발생하게 된다. 에스

트로겐 수용기의 리간드 결합 도메인은 G521R 단독 치환 돌

연변이를 가진 에스트로겐 수용기와 G400V/M543A/L544A 

세가지 돌연변이를 가진 에스트로겐 수용기 T2 (ERT2)의 두

가지가 있는데 후자의 경우 에스트로겐 길항제인 tamoxifen 

(TM) 이나 4-hydroxytamoxifen (4-OHT)에 더욱 민감하게 

반응하므로[4,5], 적은량의 길항제 투여에도 쉽게 Cre 재조

합 효소의 활성을 볼 수 있다. 이러한 길항제의 투여시간을 

A 

B

Fig. 1. A, Conditional gene inactiviation by Cre/loxP system. Conditional mice 

harbor the floxed allele (conditional allele), in which target gene has flanked by two 

loxP sites. This target gene can be excised and inactivated by Cre recombinase 

recognizing two loxP sites. B, Transgenic mice expressing Cre recombinase in 

specific cell types under the control of cell-specific promoter have provided essential 

tools for studying the function of particular genes in specific tissues. Specific target 

gene is inactivated by Cre recombinase in specific tissues of the floxed mouse which 

has normal expression of target gene.
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연구자가 직접 조절해줌으로써 목표 유전자가 비활성화되는 

시기를 충분히 조절해서 그 효과를 관찰할 수 있다.

2. Col1a1-CreERT2; Collagen 프로모터를 이

용한 Cre 재조합 효소 발현 유도 형질전환 마

우스

포유동물 조직의 주요 구성성분인 type I 콜라겐(Col1a1)

은 조골세포(osteoblast)와 치아모세포(odontoblast)에서 주

로 합성되고 여러 종류의 섬유아세포와 중간엽세포에서도 

합성된다. 마우스 Col1a1 유전자에서 조골세포 특이적 

enhancer 부위가 이미 밝혀졌고[7,8], 2.3kb Col1a1 프로모

터를 이용한 형질전환 마우스의 경우 조골세포와 치아모세

포에서 특이적으로 이식유전자의 높은 활성도를 보였다

[9,10]. 조골세포와 치아모세포 특이적인 이식유전자를 이용

해서 제작된 Col1a1-CreERT2 형질전환 마우스는 이름에서 

보여지듯이 콜라겐 프로모터(Col1a1) 조절하에서 Cre 재조

합 효소가 활성을 띄게 되는데 특히 에스트로겐 수용기

(ERT2)에 에스트로겐 길항제가 붙음으로써 비로소 Cre 재

조합 효소가 그 활성을 나타낼 수가 있게 된다[11]. Col1a1 

-CreERT2 형질전환 마우스의 조직 특이적 Cre 재조합 효소 

활성은 ROSA26 리포터(R26R) 마우스를 이용해서 확인한

다. 즉, 마우스의 복강 내 투여된 에스트로겐 길항제 TM  

(4-OHT)에 의해 활성화된 Cre 재조합 효소 가 ROSA locus

에 위치한 loxP로 둘러싸인 전사 정지(transcriptional stop) 

카셋트를 제거하고 LacZ 유전자를 발현시킨다[12] (Fig. 

3A). 이때 β-galactosidase (β-gal) 활성도나 X-gal 염색부위

를 조사함으로써, Col1a1-CreERT2형질전환 마우스가 TM  

(4-OHT)에 의해 조골세포 및 치아모세포 특이적으로 유전

자를 제거시킴을 알 수 있다.

뼈와 치아에서 특이적으로 재조합을 유도하는 Cre 재조

합 효소 활성패턴을 분석하기 위해, 수컷 Col1a1-CreERT2 

마우스와 암컷 R26R 마우스의 교배로 얻은 Col1a1 

-CreERT2;R26R 이중 형질전환 태생기 마우스와 마우스에 

4-OHT를 투여한 후, 마우스의 각 조직에서 X-gal 염색을 

관찰한 결과 조골세포와 치아모세포에서 강한 염색이 확인

된다[11] (Fig. 3B). 강한 염색 결과를 바탕으로 뼈와 치아에

서 리간드 유도 Cre 재조합 효소가 존재함을 알 수 있다. 이 

결과는 리간드 의존적 방법으로 발생하는 Cre 재조합이 

2.3kb 콜라겐 프로모터 조절하에서 모든 조골세포와 치아모

세포에서 발생함을 의미한다. 그러므로 Cre 발현유도 마우

스의 사용은 골격을 이루는 중요한 유전자와 출생 이후 뼈

나 치아의 생리학적 측면 및 질환과의 연관성을 연구하는데 

새로운 실험적 접근법을 제공한다.

3. Col1a1-CreERT2를 이용한 시기에 따른 골

관련 유전자 기능분석

뼈형성에 관련된 주요 전사인자인 Runx2나 Osterix는 유

전자 파괴 연구를 통해 이들 유전자가 뼈형성과 골석회화 부

진등의 표현형을 보이고 출생직후에 사망하게 된다[13~16]. 

그러므로 Cre 발현유도되는 Col1a1-CreERT2 마우스는 출

생 이후 뼈 형성이나 유지에 있어서 Runx2와 Osterix 같은 

골형성인자의 필요성을 연구하기에 아주 유용하다. Fig. 4에

Fig. 2. Inducible Cre system. In the absence of appropriate ligand, the Cre 

recombinase fused estrogen receptor with mutated ligand binding domain is 

bound to the heat shock protein (Hsp90) and inhibited from the entering the 

nucleus. Upon administration and binding of estrogen antagonist, tamoxifen 

(TM) or 4-hydroxytamoxifen (4-OHT) to the mutant estrogen receptor, 

Hsp90 dissociates from the CreER complex and allows translocation of 

activated CreER into the nucleus. In nucleus, CreER recognizes the loxP 

sites in conditional allele of target genes and mediates recombination.



－ 김정은: Cre 발현유도 시스템을 이용한 유전자 기능 연구 －

- 367 -

서처럼 골형성관련 유전자의 hetero 마우스(+/-)와 flox 마우

스(flox/+)를 이용해서 CreER 이식유전자를 가지면서 flox 

마우스(flox/-;CreER)를 얻어서 유전자의 기능을 분석하고자 

하는 시기에 맞춰 TM (4-OHT)를 투여한다. 그러면 Cre 재

조합 효소가 발현하는 세포인 조골세포와 치아모세포에서 

목표 유전자를 비활성화시킬 수 있고 골생리기능 및 뼈형성에 

관련된 특별한 유전자의 출생 이후 기능을 연구할 수 있다.

고   찰

연골과 뼈로 구성된 척추동물의 골격은 몸의 구조를 지지

할 뿐 아니라 살아가는 동안 칼슘 항상성 유지에 도움을 준

다. 최근까지 발생단계 동안 뼈를 형성하는 전사인자나 세포

기질 구성성분의 역할을 이해하기 위해 많은 방법들이 개발

되어 왔다. 이러한 방법적 연구는 인간의 골 질환을 유발하

는 유전자 연구에 큰 부분을 차지하고 있고, 뼈형성에 중요

한 역할을 하는 유전자들의 적중 돌연변이를 가진 마우스를 

제작함으로써 진행되어 왔다. 그러나 초기 태생기를 결정짓

는 주요 유전자들의 기능을 없애면 출생 전 또는 직후에 사

망하게 되므로 출생 이후나 성장한 동물의 생리학적 항상성 

유지에 있어서 이러한 요소들의 역할을 이해하는 것은 아직

도 어려운 숙제이다. 그래서 Cre/loxP 시스템을 이용한 유전

자 적중 기술이 개발되었고 이는 발생단계에서 특별한 조직

이나 특별한 시기에 유전자를 제거할 수 있는 장점이 있다

A 

B 

Fig. 3. A, Col1a1-CreERT2; Indicible Cre mouse using 2.3-kb collagen promoter. To determine 

the ability of Cre recombinase to induce recombination specifically in bone of inducible Cre 

mouse which has osteoblasts- and odontoblasts-specific collagen promoter, inducible Cre mouse 

was crossed with the ROSA26 mouse with lacZ reporter. Briefly, the LacZ gene, which is 

inserted in the ubiquitously expressed ROSA locus, is preceded by a transcriptional stop cassette 

flanked by loxP sites. Thus, in Col1a1-CreERT2;R26R double transgenic mice, LacZ gene 

should be expressed in bones when Cre recombinase is activated by 4-OHT administration. Cre 

recombination activated in a ligand-dependent manner occurred in osteoblasts and odontoblasts 

under the control of collagen promoter. B, Histological analysis of Col1a1-CreERT2;R26R 

double transgenic mice. Pups containing the Col1a1-CreERT2;R26R double transgene were 

injected intraperitoneally with TM or 4-OHT and stained with X-gal. They showed the LacZ 

expression in all bones and the strong X-gal staining in osteoblasts and odontoblast by 

histology. No X-gal staining was detected in oil-injected control pups.
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[1,2]. 뼈형성에 관련된 유전자 연구를 위해서도 특정 골세

포조직과 골세포 발달시기에 골 특이적 프로모터 조절하에

서 Cre 재조합 효소를 발현하는 형질전환 생쥐의 제작과 분

석이 절대적으로 필요하다.

마우스 콜라겐은 조골세포와 치아모세포 선택적으로 발

현하는 유전자로써 콜라겐 프로모터는 발생단계에서 조골세

포 분화가 시작되는 시기에 활성화되기 때문에 이를 이용한 

Cre 형질전환 마우스는 조골세포 특이적으로 Cre 재조합 효

소를 발현할 수 있다[9]. 같은 방법으로 출생 이후 조골세포 

특이적으로 유전자 발현을 조절하기 위해서 발현유도 Cre 

재조합 효소를 이용한 형질전환 마우스는 TM (4-OHT) 투

여 후 조골세포에서 Cre 재조합 효소를 활성화시킬 수 있으

므로 시기에 따른 유전자의 기능을 연구하는데 도움을 준다. 

Col1a1-CreERT2 발현유도 형질전환 마우스는 출생 후 조

골세포나 치아모세포 특이적 유전자를 제거하고 그 기능을 

연구하는데 많은 기회를 제공할 수 있다. 예를 들어 조골세

포 분화에 필수한 전사인자인 Runx2[14~16]나 Osterix[13]

가 제거된 마우스는 출생 전 또는 직후에 사망하므로 이들 

유전자에 대한 conditional alleles (floxed alleles)이 유용하

다면 출생 이후의 각 유전자의 역할에 대해 더 많은 정보를 

제공해 줄 것이다. 뿐만 아니라, 뼈형성에 영향을 준다고 알

려진 여러 신호전달체계관련 유전자와 골세포기질을 구성하

는 유전자의 연구도 가능하게 할 것이고 더 나아가 나이가 

들어감에 따라 나타나는 만성 골 질환인 골다공증에 대한 

연구와 이해에도 사용될 중요한 도구가 된다고 여겨진다. 
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