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(54) 식물의 발달 조절 유전자 및 이를 이용한 식물의 발달 조절방법

(57) 요약

본 발명은 식물체에서 과발현되는 경우 식물의 발달을 조절하는 단백질 PRE1 및 이를 암호화하는 유전자에 관한 것이다.

본 발명의 PRE1유전자를 이용하여 식물체를 형질전환시킴으로써 지베렐린 비의존적 종자의 발아, 조기 개화, 줄기 생장

촉진, 종자 발달 촉진의 표현형을 유도할 수 있으며, 이를 통해 식용작물 및 화훼작물의 생산성 및 상품성 증대를 도모할

수 있다.

대표도

도 1a

특허청구의 범위

청구항 1.

서열목록 제2서열에 기재된 아미노산 서열을 포함하는 식물의 발달 조절 단백질 PRE1.

청구항 2.

상기 제 1 항의 단백질을 암호화하는 식물의 발달 조절 유전자 PRE1.
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청구항 3.

제 2 항에 있어서, 상기 식물의 발달 조절 유전자는 서열목록 제1서열에 기재된 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 것을 특

징으로 하는 식물의 발달 조절 유전자 PRE1.

청구항 4.

상기 제 2 항 또는 제 3 항의 식물의 발달 조절 유전자 PRE1를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 5.

상기 제 4 항의 재조합 벡터로 형질전환된 형질전환체.

청구항 6.

제 5 항에 있어서, 상기 형질전환체는 식물체인 것을 특징으로 하는 형질전환체.

청구항 7.

상기 제 4 항의 재조합 벡터로 식물체를 형질전환시켜 식물의 발달 조절 유전자 PRE1을 발현시키는 단계를 포함하는 식

물의 발달을 조절하는 방법.

청구항 8.

제 7 항에 있어서, 상기 식물체는 벼, 밀, 보리, 옥수수, 콩, 감자, 팥, 귀리 및 수수로 구성된 군으로부터 선택되는 식량 작

물류; 아라비돕시스, 배추, 무, 고추, 딸기, 토마토, 수박, 오이, 양배추, 참외, 호박, 파, 양파 및 당근으로 구성된 군으로부

터 선택되는 채소 작물류; 인삼, 담배, 목화, 참깨, 사탕수수, 사탕무우, 들깨, 땅콩 및 유채로 구성된 군으로부터 선택되는

특용 작물류; 사과나무, 배나무, 대추나무, 복숭아, 양다래, 포도, 감귤, 감, 자두, 살구 및 바나나로 구성된 군으로부터 선택

되는 과수류; 장미, 글라디올러스, 거베라, 카네이션, 국화, 백합 및 튤립으로 구성된 군으로부터 선택되는 화훼류; 또는 라

이그라스, 레드클로버, 오차드그라스, 알파알파, 톨페스큐 및 페레니얼라이그라스로 구성된 군으로부터 선택되는 사료 작

물류로부터 선택되는 것을 특징으로 하는 방법.

명세서

발명의 상세한 설명

발명의 목적

발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 식물의 발달을 조절하는 PRE1 유전자 및 단백질에 관한 것이다.

식물은 생장과 발달을 조절함으로써 여러 환경 변화에 대처, 적응하는 체계를 갖추고 있다. 종자의 발아에서부터 개화에

이르는 전체 생활환에 걸쳐 환경 자극과 식물의 발달 프로그램은 끊임없는 상호작용을 통해 식물의 생존 적합성을 증가시
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키는 것으로 알려져 있다. 그러한 환경 자극에 따른 식물의 발달 조절은 주로 외부 환경과 식물의 내재적 발달 프로그램과

의 상호 작용을 통해 일어나는 것으로, 주로 식물 호르몬들이 그러한 상호작용에 필수적인 기능을 수행하는 것으로 알려지

고 있다.

지베렐린 (GAs)은 식물 호르몬 중의 하나로서, 종자의 발아, 줄기 생장, 잎의 발달, 꽃과 과실의 발달 등 식물의 전체 생활

환에 걸친 다양한 생장 및 발달을 조절하는 것으로 알려져 있다(Hooley, 1994). 대부분의 지베렐린-생합성 효소를 암호화

하는 유전자들은 클로닝 되었고, 특정의 돌연변이체를 이용한 유전학적 분석을 통하여 분자적 수준에서 심층적으로 연구

되었다 (Hedden and Phillips, 2000; Yamaguchi and Kamiya, 2000). 이와는 반대로, GA 시그널링의 분자적 메카니즘은

거의 규명되어 있지 않다(Fleet and Sun, 2005; Olszewski et al., 2002; Richards et al., 2001). 원형질막에 위치하는 지

베렐린의 수용체는 규명되어 있지 않다(Gilroy and Jones, 1994). 분자생물학적 접근과 약리학적 접근에 의하여, Ca2+,

칼모둘린, 헤테로트라이메릭 G 단백질, cGMP, 단백질 키나아제 및 GAMYB는 곡류의 호분세포에서 지베렐린 신호전달인

자로 확인되었다 (reviewed by Lovegrove and Hooley, 2000). 개화 유도 조건하에서 mRNA 레벨 증가를 나타내는 유전

자를 밝히기 위한 분자적 연구를 통하여 FPF1의 존재가 밝혀졌고, 이 유전자의 과발현이 지베렐린에 대한 감수성을 증가

시키며, 이러한 사실은 GA 신호전달 경로에서 포지티브 역할을 수행한다는 것을 나타낸다(Kania et al., 1997). 또한, 애

기장대(Arabidopsis)에서 지베렐린 신호전달에 관여하는 여러 조절인자들이 규명되었다. SLEEPY1(SLY1) 및 PICKLE

(PKL)은 지베렐린 신호전달의 포지티브 조절인자이다. SLY1 및 PKL은 각각 추정의 F-상자-포함 단백질(F-box-

containing protein) 및 염색질 리모델링 인자를 암호화한다(McGinnis et al., 2003; Ogas et al., 1999). 지베렐린 신호전

달의 네거티브 조절인자는 SHORT INTERNODE(SHI), SPINDLY(SPY) 및 REPRESSOR OF GA1 (RGA)/GA-

INSENSITIVE (GAI)단백질을 포함한다. SHI는 RING 핑거 단백질을 암호화하며, SPY는 O-GlcNAc 전이효소로 기능하

는 것으로 판단된다(Jacobsen et al., 1996; Peng et al., 2000).

RGA 및 GAI는 추정의 전사 조절자로서의 GRAS 패밀리의 서브패밀리인 DELLA 단백질을 대표한다(Koornneef et al.,

1985; Peng et al., 1997; Silverstone et al., 1998). DELLA 패밀리의 다른 멤버인 RGL1 및 RGL2은 지베렐린 신호전달

을 부가적으로 억제한다(Lee et al., 2002; Wen and Chang, 2002). 지베렐린 신호전달 조절인자들 간의 분자적 상호작용

은 현재 연구 중에 있다. 최근의 유전학 연구는 지베렐린이 SLY1/SNE-의존 프로테아좀-매개 분해를 통하여 DELLA 단

백질을 타겟으로 하여 파괴한다는 것을 보여준다(Dill et al., 2001, 2004; Fu et al., 2004; McGinnis et al., 2003;

Silverstone et al., 2001; Strader et al., 2004). 아주 최근에, 용해성 지베렐린-수용체가 확인되었고 이 수용체는

DELLA 단백질의 분해 조절을 통하여 기능하는 것으로 알려졌다(Ueguchi-Tanaka et al., 2005). 그러나, DELLA 단백질

이 GA-의존성 반응을 조절하는 데 관여하는 다운스트림 작용자, 그리고 GA가 분해를 촉발하는 조절 기작은 아직까지 규

명되어 있지 않다.

비록 유전학적 접근은 지베렐린 신호전달의 다양한 구성요소를 규명하는데 있어서 성공적이었으나, 지베렐린 신호전달에

관여하는 몇몇 유전자들은 아직까지동정되거나 특성이 규명되어야 하는 상태로 남아있다. 활성표지기법(activation

tagging technology)을 이용하는 기능획득선별법(Gain-of-function screens)은 유전자 및 유전자 패밀리의 기능적 동정

에서 성공적으로 수행되어 왔고(Weigel et al., 2000), 배의 치사(embryonic lethality) 및 기능적 중복과 같은 기능손실선

별법의 단점을 극복한다.

활성표지기법을 이용한 기능획득에 기초한 연구에서, 본 발명자들은 헬릭스-루프-헬릭스 모티프를 가진 추정의 전사조절

인자 PRE1의 기능적인 특징을 보고한다. PRE1 과발현 유전자 형질전환 식물의 생리학적 또는 분자적 유전 분석으로부터

의 결과는 지베렐린-의존 반응이 PRE1의 발현에 의해 영향을 받는다는 것을 보여준다. 또한, 유전자 형질전환 연구는

PRE1-관련 유전자는 기능적으로 중복되며 애기장대에서 지베렐린-의존 성장 및 발달의 다양한 양상과 관련되어 있다는

것을 지적한다.

발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명자들은 지베렐린-비의존적 식물 발달 조절 방법을 발굴하고자 예의 연구 노력한 결과, 애기장대에서 분리된 유전

자 PRE1이 식물의 발달 조절에 관여한다는 것을 발견하고 상기 유전자에 의해 형질 전환된 식물체에서, 야생형에 비하여

종자의 발아, 조기 개화, 줄기 생장 촉진 및 종자 발달 촉진 등 식물의 발달이 상당히 우수하다는 것을 확인함으로써 본 발

명을 완성하게 되었다.

따라서 본 발명의 목적은 식물의 발달을 조절하는 PRE1 단백질을 제공하는 데 있다.
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본 발명의 다른 목적은 식물의 발달을 조절하는 PRE1 단백질을 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 유전자 PRE1

을 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 식물의 발달을 조절하는 PRE1 단백질을 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 유전자

PRE1을 포함하는 재조합 벡터를 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 본 발명의 재조합 벡터에 의해 형질전환된 형질전환체를 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 식물의 발달 조절 유전자 PRE1을 발현시키는 단계를 포함하는 식물의 발달을 조절하는 방법

을 제공하는데 있다.

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.

발명의 구성

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 서열목록 제2서열에 기재된 아미노산 서열을 포함하는 식물의 발달 조절 단백질

PRE1을 제공한다.

본 발명자들은 식물 발달 조절 방법을 개발하고자 예의 연구 노력한 결과, 애기장대 (Arabidopsis)에서 분리된 PRE1

(paclobutrazol-resistant1)이 지베렐린 시그널링에 관여하여 식물의 발달을 조절할 수 있다는 것을 발견하고, 상기 유전

자에 의해 형질전환된 식물체에서, 야생형에 비하여 종자의 발아, 조기 개화, 줄기 생장 촉진 및 종자 발달 촉진 등 식물의

발달을 증진시킬 수 있다는 것을 확인하였다.

본 명세서에서 용어 "식물의 발달"은 종자의 발아, 줄기 생장, 잎의 발달, 꽃과 과실의 발달 등 식물의 전체 생활환에 걸친

다양한 성장 및 생장을 포괄하는 의미로 사용된다. 바람직하게는, 본 명세서에서 PRE1을 언급하면서 사용되는 용어 "식물

의 발달"은 식물의 발달을 증진시키는 것을 의미한다.

본 발명의 PRE1 단백질은 지베렐린-비의존성 식물 발달 증진 표현형을 유발할 뿐만 아니라, 지베렐린에 대한 반응성을

더욱 크게 하여 식물 발달을 증진시키는 작용도 한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 식물의 발달을 조절하는 단백질 PRE1을 암호화하는 유전자 PRE1을 제공

한다.

본 명세서에서 용어 "유전자"는 특정 단백질을 암호화하는 모든 핵산분자 (gDNA, cDNA 및 mRNA)를 포함하는 의미를 가

지며, 핵산 분자에서 기본 구성 단위인 뉴클레오타이드는 자연의 뉴클레오타이드뿐만 아니라, 당 또는 염기 부위가 변형된

유사체(analogue)도 포함한다(Scheit, Nucleotide Analogs, John Wiley, New York(1980); Uhlman 및 Peyman,

Chemical Reviews, 90:543-584(1990)).

바람직하게는, 본 발명의 유전자는 서열목록 제1서열의 뉴클레오타이드 서열을 포함한다.

본 발명의 PRE1 단백질 또는 PRE1 유전자는, 상술한 지베렐린-비의존성 식물 발달을 촉진할 수 있다면, 상기한 서열에

한정되지 않고 이 서열에 변화 (changes 또는 alterations)가 있는 서열도 포함한다는 것은 당업자에게 명확하다.

뉴클레오타이드에서의 변이는 단백질에서 변화를 가져오지 않는 것도 있다. 이러한 핵산은 기능적으로 균등한 코돈 또는

동일한 아미노산을 코딩하는 코돈 (예를 들어, 코돈의 축퇴성에 의해, 아르기닌 또는 세린에 대한 코돈은 여섯 개이다), 또

는 생물학적으로 균등한 아미노산을 코딩하는 코돈을 포함하는 핵산분자를 포함한다.

또한, 뉴클레오타이드에서의 변이가 PRE1 자체에 변화를 가져올 수도 있다. PRE1의 아미노산에 변화를 가져오는 변이인

경우에도 본 발명의 PRE1과 거의 동일한 활성을 나타내는 것이 얻어질 수 있다.

본 발명의 PRE1 변이체 범위에 포함될 수 있는 생물학적 기능 균등물은 본 발명의 PRE1과 균등한 생물학적 활성을 발휘

하는 아미노산 서열의 변이에 한정될 것이라는 것은 당업자에게 명확하다.
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이러한 아미노산 변이는 아미노산 곁사슬 치환체의 상대적 유사성, 예컨대, 소수성, 친수성, 전하, 크기 등에 기초하여 이

루어진다. 아미노산 곁사슬 치환체의 크기, 모양 및 종류에 대한 분석에 의하여, 아르기닌, 라이신과 히스티딘은 모두 양전

하를 띤 잔기이고; 알라닌, 글라이신과 세린은 유사한 크기를 가지며; 페닐알라닌, 트립토판과 타이로신은 유사한 모양을

갖는다는 것을 알 수 있다. 따라서, 이러한 고려 사항에 기초하여, 아르기닌, 라이신과 히스티딘; 알라닌, 글라이신과 세린;

그리고 페닐알라닌, 트립토판과 타이로신은 생물학적으로 기능 균등물이라 할 수 있다.

변이를 도입하는 데 있어서, 아미노산의 소수성 인덱스 (hydropathic idex)가 고려될 수 있다. 각각의 아미노산은 소수성

과 전하에 따라 소수성 인덱스가 부여되어 있다: 아이소루이신 (+4.5); 발린 (+4.2); 루이신 (+3.8); 페닐알라닌(+2.8);

시스테인/시스타인 (+2.5); 메티오닌 (+1.9); 알라닌 (+1.8); 글라이신 (-0.4); 쓰레오닌 (-0.7); 세린 (-0.8); 트립토판

(-0.9); 타이로신 (-1.3); 프롤린 (-1.6); 히스티딘 (-3.2); 글루타메이트 (-3.5); 글루타민 (-3.5); 아스파르테이트 (-3.5)

; 아스파라긴 (-3.5); 라이신 (-3.9); 및 아르기닌 (-4.5).

단백질의 상호적인 생물학적 기능 (interactive biological function)을 부여하는 데 있어서 소수성 아미노산 인덱스는 매

우 중요하다. 유사한 소수성 인덱스를 가지는 아미노산으로 치환하여야 유사한 생물학적 활성을 보유할 수 있다는 것은 공

지된 사실이다. 소수성 인덱스를 참조하여 변이를 도입시키는 경우, 바람직하게는 ± 2 이내, 보다 바람직하게는 ± 1 이내,

보다 더 바람직하게는 ± 0.5 이내의 소수성 인덱스 차이를 나타내는 아미노산 사이에 치환을 한다.

한편, 유사한 친수성 값 (hydrophilicity value)을 가지는 아미노산 사이의 치환이 균등한 생물학적 활성을 갖는 단백질을

초래한다는 것도 잘 알려져 있다. 미국 특허 제4,554,101호에 개시된 바와 같이, 다음의 친수성 값이 각각의 아미노산 잔

기에 부여되어 있다: 아르기닌 (+3.0); 라이신 (+3.0); 아스팔테이트(+3.0±1); 글루타메이트 (+3.0±1); 세린 (+0.3);

아스파라긴 (+0.2); 글루타민 (+0.2); 글라이신 (0); 쓰레오닌 (-0.4); 프롤린 (-0.5±1); 알라닌 (-0.5); 히스티딘 (-0.5);

시스테인 (-1.0); 메티오닌 (-1.3); 발린 (-1.5); 루이신 (-1.8); 아이소루이신 (-1.8); 타이로신 (-2.3); 페닐알라닌 (-

2.5); 트립토판 (-3.4).

친수성 값을 참조하여 변이를 도입시키는 경우, 바람직하게는 ± 2 이내, 보다 바람직하게는 ± 1 이내, 보다 더 바람직하게

는 ± 0.5 이내의 친수성 값 차이를 나타내는 아미노산 사이에 치환을 한다.

분자의 활성을 전체적으로 변경시키지 않는 단백질에서의 아미노산 교환은 당해 분야에 공지되어 있다 (H. Neurath,

R.L.Hill, The Proteins, Academic Press, New York, 1979). 가장 통상적으로 일어나는 교환은 아미노산 잔기 Ala/Ser,

Val/Ile, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn,

Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly 간의 교환이다.

상술한 생물학적 균등 활성을 갖는 변이를 고려한다면, 본 발명의 PRE1 단백질 또는 PRE1 핵산 분자는 서열목록에 기재

된 서열과 실질적인 동일성 (substantial identity)을 나타내는 서열도 포함하는 것으로 해석된다. 상기의 실질적인 동일성

은, 상기한 본 발명의 서열과 임의의 다른 서열을 최대한 대응되도록 얼라인하고, 당업계에서 통상적으로 이용되는 알고리

즘을 이용하여 얼라인된 서열을 분석한 경우에, 최소 80%의 상동성, 보다 바람직하게는 90%의 상동성, 가장 바람직하게

는 95%의 상동성을 나타내는 서열을 의미한다. 서열비교를 위한 얼라인먼트 방법은 당업계에 공지되어 있다. 얼라인먼트

에 대한 다양한 방법 및 알고리즘은 Smith and Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482(1981); Needleman and Wunsch, J.

Mol. Bio. 48:443(1970); Pearson and Lipman, Methods in Mol. Biol. 24: 307-31(1988); Higgins and Sharp, Gene

73:237-44(1988); Higgins and Sharp, CABIOS 5:151-3(1989); Corpet et al., Nuc. Acids Res. 16:10881-90(1988);

Huang et al., Comp. Appl. BioSci. 8:155-65(1992) and Pearson et al., Meth. Mol. Biol. 24:307-31(1994)에 개시되

어 있다. NCBI Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-10(1990))은

NBCI (National Center for Biological Information) 등에서 접근 가능하며, 인터넷 상에서 blastp, blasm, blastx,

tblastn and tblastx와 같은 서열 분석 프로그램과 연동되어 이용할 수 있다. BLSAT는 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

BLAST/에서 접속 가능하다. 이 프로그램을 이용한 서열 상동성 비교 방법은 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

blast_help.html에서 확인할 수 있다.

본 발명의 PRE1은 다음과 같이 보다 구체적으로 특정될 수 있다: (a) 헬릭스-루프-헬릭스 (helix-loop-helix) 모티프를

포함하는 조절 단백질; (b) 핵내 단백질; 그리고, (c) 지베렐린 작용을 억제하는 네거티브 조절자의 억제자로 작용하거나,

직접적으로 지베렐린의 작용을 매개하는 포지티브 조절자로 작용.
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본 발명의 PRE1은 지베렐린 시그널링에 관여하며, 이를 과발현시키는 경우에는 종자의 발아, 조기 개화, 줄기 생장 촉진

및 종자 발달 촉진 등 증진된 발달 양상을 나타낸다. 따라서, 본 발명의 PRE1은 식물 (특히, 식용작물 및 화훼작물)의 생산

성 및 상품성을 증대시키는 데 이용될 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상술한 식물의 발달 조절 단백질 PRE1을 암호화하는 뉴클레오타이드 서열을

포함하는 재조합 벡터를 제공한다. 본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 벡터는 (a) 식물의 발달 조절 단백질

PRE1을 암호화하는 뉴클레오타이드 서열 및 (b) 상기 뉴클레오타이드에 작동적으로 결합된 (operably linked) 프로모터

를 포함하는 재조합 벡터를 제공한다.

본 명세서에서 용어 "작동적으로 결합된"은 핵산 발현 조절 서열 (예: 프로모터, 시그널 서열, 또는 전사조절인자 결합 위치

의 어레이)과 다른 핵산 서열사이의 기능적인 결합을 의미하며, 이에 의해 상기 조절 서열은 상기 다른 핵산 서열의 전사

및/또는 트랜스레이션을 조절하게 된다.

본 명세서에서 용어 "벡터"는 또 다른 핵산을 그것에 결합시켜 이송시킬 수 있는 핵산 분자를 의미한다.

본 발명의 벡터 시스템은 당업계에 공지된 다양한 방법을 통해 구축될 수 있으며, 이에 대한 구체적인 방법은 Sambrook

et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press(2001)에 개시되어 있으며, 이

문헌은 본 명세서에 참조로서 삽입된다.

본 발명의 벡터는 전형적으로 클로닝을 위한 벡터 또는 발현을 위한 벡터로서 구축될 수 있다. 또한, 본 발명의 벡터는 원

핵 세포 또는 진핵 세포를 숙주로 하여 구축될 수 있다.

예를 들어, 본 발명의 벡터가 발현 벡터이고, 원핵 세포를 숙주로 하는 경우에는, 전사를 진행시킬 수 있는 강력한 프로모

터 (예컨대, pLλ프로모터, trp 프로모터, lac 프로모터, T7 프로모터, tac 프로모터 등), 해독의 개시를 위한 라이보좀 결합

자리 및 전사/해독 종결 서열을 포함하는 것이 일반적이다. 숙주 세포로서 E. coli가 이용되는 경우, E. coli 트립토판 생합

성 경로의 프로모터 및 오퍼레이터 부위 (Yanofsky, C., J. Bacteriol., 158:1018-1024(1984)) 그리고 파아지 λ의 좌향

프로모터 (pLλ프로모터, Herskowitz, I. and Hagen, D., Ann. Rev. Genet., 14:399-445(1980))가 조절 부위로서 이용될

수 있다.

한편, 본 발명에 이용될 수 있는 벡터는 당업계에서 종종 사용되는 플라스미드 (예: pSC101, ColE1, pBR322, pUC8/9,

pHC79, pGEX 시리즈, pET 시리즈 및 pUC19 등), 파지 (예: λgt4·λB, λ-Charon, λ△z1 및 M13 등) 또는 바이러스 (예:

SV40 등)를 조작하여 제작될 수 있다.

한편, 본 발명의 벡터가 발현 벡터이고, 진핵 세포를 숙주로 하는 경우에는, 포유동물 세포의 게놈으로부터 유래된 프로모

터 (예: 메탈로티오닌 프로모터) 또는 포유동물 바이러스로부터 유래된 프로모터 (예: 아데노바이러스 후기 프로모터, 백시

니아 바이러스 7.5K 프로모터, SV40 프로모터, 사이토메갈로바이러스 프로모터 및 HSV의 tk 프로모터)가 이용될 수 있

으며, 전사 종결 서열로서 폴리아데닐화 서열을 일반적으로 갖는다.

본 발명의 벡터는 그로부터 발현되는 식물의 발달 조절 단백질 PRE1의 정제를 용이하게 하기 위하여, 다른 서열과 융합될

수도 있다. 융합되는 서열은 예컨대, 글루타티온 S-트랜스퍼라제 (Pharmacia, USA), 말토스 결합 단백질 (NEB, USA),

FLAG (IBI, USA) 및 6x His (hexahistidine; Quiagen, USA) 등이 있다. 상기 정제를 위한 추가적인 서열 때문에, 숙주에

서 발현된 단백질은 친화성 크로마토그래피를 통하여 신속하고, 용이하게 정제된다.

본 발명의 벡터는 선택표지로서, 당업계에서 통상적으로 이용되는 항생제 내성 유전자를 포함할 수 있으며, 예를 들어 암

피실린, 겐타마이신, 카베니실린, 클로람페니콜, 스트렙토마이신, 카나마이신, 게네티신, 네오마이신 및 테트라사이클린에

대한 내성 유전자가 있다.

본 발명의 유전자는 식물에서 분리되었고, 식물의 발달을 조절하는 작용을 할 수 있으므로, 식물에 대하여 가장 바람직한

유용성을 갖는다. 따라서, 본 발명의 벡터는 (ⅰ) 식물의 발달 조절 단백질 PRE1을 암호화하는 뉴클레오타이드 서열; (ⅱ)

상기 (ⅰ)의 뉴클레오타이드 서열에 작동적으로 연결되며 식물세포에서 작용하여 RNA 분자를 형성시키는 프로모터; 및

(ⅲ) 식물세포에서 작용하여 상기 RNA 분자의 3'-말단의 폴리아데닐화를 야기시키는 3'-비-해독화 부위를 포함하는 식

물발현용 벡터를 제공한다.
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본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명에 적합한 프로모터는, 식물체의 유전자 도입을 위해 당업계에서 통상적으로

이용되는 어떠한 것도 이용될 수 있으며, 예를 들어, 옥수수의 유비퀴틴 프로모터, 카울리플라워 모자이크 바이러스

(CaMV) 35S 프로모터, 노팔린 씬타아제 (nos) 프로모터, 피그워트 모자이크 바이러스 35S 프로모터, 수가크레인 바실리

폼 바이러스 프로모터, 콤멜리나 엘로우 모틀 바이러러스 프로모터, 리불로오스-1,5-비스-포스페이트 카르복실라아제 스

몰 서브유티트 (ssRUBISCO)의 광유도성 프로모터, 벼 사이토졸 트리오스포스페이트 이소머라아제 (TPI) 프로모터, 아라

비돕시스의 아데닌 포스포리보실트랜스퍼라아제 (APRT) 프로모터 및 옥토파인 신타아제 프로모터를 포함한다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명에 적합한 폴리아데닐화를 야기시키는 3'-비-해독화 부위는 아그로박테리움

튜머페이션스의 노팔린 신타아제 유전자로부터 유래된 것 (nos 3' end) (Bevan et al., Nucleic Acids Research, 11(2)

:369-385(1983)), 아그로박테리움 튜머페이션스의 옥토파인 신타아제 유전자로부터 유래된 것, 토마토 또는 감자의 프로

테아제 억제자 I 또는 Ⅱ 유전자의 3' 말단 부분 및 CaMV 35S 터미네이터를 포함한다.

선택적으로, 상기 벡터는 리포터 분자 (예: 루시퍼라아제 및 β-글루쿠로니다아제)를 코딩하는 유전자를 추가적으로 운반

한다. 또한, 본 발명의 벡터는 선택 표지로서 항생제 (예: 네오마이신, 카베니실린, 카나마이신, 스펙티노마이신, 하이그로

마이신 등) 내성 유전자 (예: 네오마이신 포스포트랜스퍼라아제 (nptⅡ), 하이그로마이신 포스포트랜스퍼라아제 (hpt), 등)

를 포함한다.

본 발명의 가장 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 재조합 벡터는 도 8의 유전자 지도를 갖는 pNB96-PRE1이다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상술한 본 발명의 재조합 벡터에 의해 형질전환된 형질전환체를 제공한다.

본 발명의 벡터를 안정되면서 연속적으로 클로닝 및 발현시킬 수 있는 숙주 세포는 당업계에 공지되어 있는 어떠한 숙주

세포도 이용할 수 있으며, 예컨대, E. coli JM109, E. coli BL21, E. coli RR1, E. coli LE392, E. coli B, E. coli X 1776,

E. coli W3110, 바실러스 서브틸리스, 바실러스 츄린겐시스와 같은 바실러스 속 균주, 그리고 살모넬라 티피무리움, 세라

티아 마르세슨스 및 다양한 슈도모나스 종과 같은 장내균과 균주 등이 있다.

또한, 본 발명의 벡터를 진핵 세포에 형질전환시키는 경우에는 숙주 세포로서, 이스트 (Saccharomyce cerevisiae), 곤충

세포, 사람 세포 (예컨대, CHO 세포주 (Chinese hamster ovary), W138, BHK, COS-7, 293, HepG2, 3T3, RIN 및

MDCK 세포주) 및 식물세포 등이 이용될 수 있다.

본 발명의 벡터를 숙주 세포 내로 운반하는 방법은, 숙주 세포가 원핵세포인 경우, CaCl2 방법 (Cohen, S.N. et al., Proc.

Natl. Acac. Sci. USA, 9:2110-2114(1973)), 하나한 방법 (Cohen, S.N. et al., Proc. Natl. Acac. Sci. USA, 9:2110-

2114(1973); 및 Hanahan, D., J. Mol. Biol., 166:557-580(1983)) 및 전기 천공 방법 (Dower, W.J. et al., Nucleic.

Acids Res., 16:6127-6145(1988)) 등에 의해 실시될 수 있다. 또한, 숙주 세포가 진핵 세포인 경우에는, 미세 주입법

(Capecchi, M.R., Cell, 22:479(1980)), 칼슘 포스페이트 침전법 (Graham, F.L. et al., Virology, 52:456(1973)), 전기

천공법 (Neumann, E. et al., EMBO J., 1:841(1982)), 리포좀-매개 형질감염법 (Wong, T.K. et al., Gene, 10:87(1980)

), DEAE-덱스트란 처리법 (Gopal, Mol. Cell Biol., 5:1188-1190(1985)) 및 유전자 밤바드먼트 (Yang et al., Proc.

Natl. Acad. Sci., 87:9568-9572(1990)) 등에 의해 벡터를 숙주 세포 내로 주입할 수 있다.

숙주 세포 내로 주입된 벡터는 숙주 세포 내에서 발현되며, 이러한 경우에는 다량의 식물 발달 조절 단백질 PRE1을 얻게

된다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 상기 형질전환체는 식물체인 것을 특징으로 하는 형질전환체를 제공한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기의 재조합 벡터로 식물체를 형질전환시켜 식물의 발달을 조절하는 유전자

PRE1을 발현시키는 단계를 포함하는 식물의 발달을 조절하는 방법을 제공한다.

본 발명에서 이용되는 익스플랜트로는 식물 세포 또는 식물 조직이며, 식물 조직을 이용하는 경우에는 캘러스를 이용하는

것이 바람직하다.
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본 발명의 방법에 있어서, 식물세포의 형질전환은 당업계에 공지된 통상의 방법에 따라 실시될 수 있으며, 이는 전기천공

(Neumann, E. et al., EMBO J., 1:841(1982)), 입자 밤바드먼트 (Yang et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 87:9568-9572

(1990)) 및 아그로박테리움-중재 형질전환 (미합중국 특허 제 5,004,863, 5,349,124 및 5,416,011 호)을 포함한다. 이

중에서, 아그로박테리움-중재 형질전환이 가장 바람직하다.

식물 원형질 또는 다양한 익스플랜트로부터 식물체의 발달시키는 방법은 당업계에 잘 알려져 있다. 아그로박테리움에 의

해 도입된 외래 유전자를 포함하는 식물체의 발달은 당업계에 공지된 방법에 따라 달성될 수 있다 (미합중국 특허 제

5,004,863, 5,349,124 및 5,416,011 호).

본 발명의 방법은 다양한 식물체에 적용가능하며 식물체는, 벼, 밀, 보리, 옥수수, 콩, 감자, 팥, 귀리 및 수수로 구성된 군으

로부터 선택되는 식량 작물류; 아라비돕시스, 배추, 무, 고추, 딸기, 토마토, 수박, 오이, 양배추, 참외, 호박, 파, 양파 및 당

근으로 구성된 군으로부터 선택되는 채소 작물류; 인삼, 담배, 목화, 참깨, 사탕수수, 사탕무우, 들깨, 땅콩 및 유채로 구성

된 군으로부터 선택되는 특용 작물류; 사과나무, 배나무, 대추나무, 복숭아, 양다래, 포도, 감귤, 감, 자두, 살구 및 바나나로

구성된 군으로부터 선택되는 과수류; 장미, 글라디올러스, 거베라, 카네이션, 국화, 백합 및 튤립으로 구성된 군으로부터

선택되는 화훼류; 또는 라이그라스, 레드클로버, 오차드그라스, 알파알파, 톨페스큐 및 페레니얼라이그라스로 구성된 군으

로부터 선택되는 사료 작물류로부터 선택될 수 있다.

본 발명에 있어서, 바람직한 형질전환 방법은 아그로박테리움 시스템을 이용하여 실시되며, 보다 바람직하게는 아그로박

테리움 튜머페이션스 (Agrobacterium tumefaciens)-바이너리 벡터 시스템을 이용하여 실시된다.

아그로박테리움 시스템을 이용하는 방법에 있어서, 구체적인 일 실시예는 다음의 단계를 포함한다: (a') 식물 세포의 게놈

DNA에 삽입될 수 있고 다음의 서열을 갖는 벡터가 내재되어 있는 아그로박테리움 튜머페이션스 (Agrobacterium

tumefaciens)로 식물체의 익스플랜트를 감염시키는 단계: (ⅰ) 식물의 발달 조절 단백질 PRE1을 암호화하는 뉴클레오타

이드 서열; (ⅱ) 상기 (ⅰ)의 뉴클레오타이드 서열에 작동적으로 연결되며 식물세포에서 작용하여 RNA 분자를 형성시키는

프로모터; (ⅲ) 식물세포에서 작용하여 상기 RNA 분자의 3'-말단의 폴리아데닐화를 야기시키는 3'-비-해독화 부위; (b')

상기 감염된 익스플랜트를 재분화 배지에서 재분화하여 형질전환 식물체를 얻는 단계.

식물 세포의 형질전환은 Ti 플라스미드를 포함하는 아그로박테리움 튜머페이션스로 실시된다 (Depicker, A. et al., Plant

cell transformation by Agrobacterium plasmids. In Genetic Engineering of Plants, Plenum Press, New York

(1983)).

보다 바람직하게는, pBin19, pRD400, pRD320, pGA1611, pGA1991 및 pNB96과 같은 바이너리 벡터 시스템이 이용된

다 (An, G. et al., Binary vectors" In Plant Gene Res. Manual, Martinus Nijhoff Publisher, New York(1986); An et

al., 1988; 및 Lee et al., 1999). 본 발명에 적합한 바이너리 벡터는 (i) 식물에서 작동하는 프로모터; (ii) 상기 프로모터에

작동적으로 연결된 구조 유전자; 및 (iii) 폴리아데닐화 시그널 서열을 포함한다. 선택적으로, 상기 벡터는 리포터 분자 (예:

루시퍼라아제 및 글루쿠로니다아제)를 코딩하는 유전자를 추가적으로 운반한다. 바이너리 벡터에 이용되는 프로모터의 예

는 CaMV 35S 프로모터, 1 프로모터, 2 프로모터 및 노팔린 씬타아제 (nos) 프로모터를 포함하나, 이에 한정되는 것은 아

니다.

아그로박테리움 튜머페이션스에 의한 익스플랜트의 감염은 당업계에 공지된 방법을 포함한다. 가장 바람직하게는, 상기

감염 과정은 아그로박테리움 튜머페이션스의 배양물에 익스플랜트를 함침시켜 공동배양하는 과정을 포함한다. 이에 의해

아그로박테리움 튜머페이션스는 식물체내로 감염된다.

아그로박테리움 튜머페이션스에 의해 형질전환된 익스플랜트는 재분화 배지에서 재분화되며, 이는 최종적으로 형질전환

식물체를 형성한다.

본 발명에 따라 형질전환된 식물은 당업계에 공지된 방법에 의해 형질전환 여부가 확인된다. 예를 들어, 형질전환된 식물

의 조직으로부터 얻은 DNA 시료를 이용하여, PCR을 실시하면 형질전환 식물의 게놈에 삽입된 외래 유전자가 규명될 수

있다. 택일적으로, 노던 또는 서던 블롯팅을 실시하여 형질전환 여부를 확인할 수 있다 (Maniatis et al., Molecular

Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.(1989).)
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본 발명의 방법에 따라 형질전환되어 생산된 형질전환 식물은, 종자의 발아 촉진, 조기 개화, 줄기 생장 촉진 및 종자 발달

촉진 등과 같은 증진된 발달 양상을 나타내며, 결국 이렇게 변화된 형질은 식물 (특히, 식용작물 및 화훼작물)의 생산성 및

상품성을 증대시키는 데 크게 기여할 수 있다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적으로 설명하

기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는 것은 당업계에서 통상의

지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예

식물재료준비 및 생장조건

다르게 표시한 것들을 제외하고는 야생형으로서 애기장대 생태형 (ecotype) Co1을 사용하여 실험을 행하였다. gai-1

(Ler background) 및 spy-3 (Co1 background) 돌연변이체는 ABRC(Ohio State University, Columbus)로부터 제공받

았다. Co1 백그라운드에서 ga2 돌연변이체의 새로운 심각한 대립형질체를 앞선 스크리닝으로부터 분리하였고 ga2-201

라 명명하였다. 비록 활성표지된 라인으로부터 분리되긴 하였으나, ga2-201은 활성표지와 관계없는 자연적인 돌연변이

로부터 유래하였다. 논문 (Weigel et al., 2000)에서 개시한 바에 따라 pSKI015 벡터를 사용하여 활성-표지 형질전환체를

제조하였다. 애기장대 식물체를 아그로박테리움 튜머페이션스 (Agrobacterium tumefaciens)를 사용하여 진공 침윤법

(Bechtold and Ellis, 1993)으로 형질전환 시켰다. PRE1act 변이체를 약 5000 T1 세대의 식물체로부터 분리하였다. 식

물체를 토양 또는 0.8% 아가를 포함하는 1/2 MS(Murashige-Skoog) 배지(Duchefa)에서 장일 조건 (16시간의 명기/8시

간의 암기)에서 성장시켰다. 하배축 길이 측정을 위하여, 종자를 0.8%의 아가 또는 다양한 농도의 GA3가 포함된 MS 배지

에 접종하였다. 4℃에서 3일간 저온처리 후, 발아를 촉진하기 위하여 플레이트를 23℃에서 8시간 동안 백색광 (WL, 3

mWcm-2) 하에서 배양하고 이후 광조건 상태로 옮겼다. 발아를 위하여, 고압멸균된 1/2 MS 배지에 필터-살균된 x100 스

톡 용액의 파클로부트라졸, ABA 및 GA3 (Sigma)를 첨가하였다. 배지에 호르몬을 첨가하는 방식으로 GA (50 μM GA3)를

외래적으로 적용하였다(Bouquin et al., 2003).

PRE1 유전자의 클로닝

동형접합 PRE1act 돌연변이체와 야생형 Co1-0간의 교배로 발생한 106 개의 F2 세대를 분석함으로써 PRE1act 돌연변

체의 표현형이 T-DNA 삽입 마커와 함께 분리되는지 확인하였다. PRE1act는 우성이었고 원래의 변이체는 단일의 T-

DNA 삽입부위를 포함하였다. 이어지는 생리학적 실험을 위하여, 돌연변이체를 두번 역교배하였다. PRE1act 돌연변이체

에서 T-DNA 삽입부위를 TAIL(thermal asymmetric interlaced)-PCR을 통해 규명하였다(Liu et al., 1995). T-DNA 좌

측 보더에 인접한 게놈 DNA 서열을 축퇴성 (degenerate) 프라이머 (Liu et al., 1995)를 이용하여 얻었다: LBoligo-2

(5'-TGCAGGCATGCAAGCTTAT-3'), LBoligo-3 (5'-ACGTCGAAATAAAGATTTCCGAA-3') 및 LBoligo-4 (5'-

AATAACGCTGCGGACATCTA-3'). 서열 분석과 데이터베이스 서치는 The Arabidopsis Information Resource

(www.tair.org)에서 NCBI BLAST 프로그램으로 행하였다. T-DNA는 At5g39850와 At5g39860 두 유전자 사이에 삽입

되어 있었다. 상기 두 유전자의 오픈 리딩 프레임 전체에 해당하는 게놈 DNA를 교정 능력이 있는 PWO 중합효소

(Boehringer Mannheim)를 이용한 PCR로 획득하였고, 이를 RNA 겔 블롯 분석을 위한 프로브로 이용하였다. 조사된 데이

터에 의하면, PRE1act 돌연변이에서 At5g39860의 발현량이 높다는 것을 알 수 있었다. PRE1act 표현형이 상기 유전자

의 과발현 때문이라는 것을 확인하기 위하여, At5g39860의 전체 게놈 부위를 남홍길 박사 (POSTECH, Pohang,

Republic of Korea)로부터 입수한 식물 발현 벡터 pNB96 (참조: 도 8)에 삽입하였고, 이 경우 상기 유전자의 발현은

CaMV 35S 프로모터의 조절 하에 놓이도록 하였다. 이렇게 하여 얻어진 바이너리 벡터를 아그로박테리움 튜메파시엔스

GV3101에 도입시켰고, 야생형 애기장대 식물체를 형질전환시키는데 사용하였다. 40주 이상의 독립된 T1 형질전환 식물

체를 선별하였다. 적어도 15주의 독립된 단일의 T-DNA 삽입 라인을 이용하여 표현형 분석을 행하였다.

PRE1-GUS의 세포 내 분포확인

PRE1-GUS 융합 단백질을 구축하기 위하여, 잎 RNA 유래의 cDNA 라이브러리를 이용하여 교정능력이 있는 PWO 중합

효소(Boehringer Mannheim)로 PRE1 cDNA를 증폭한 후, pBI221 벡터(Clontech)의 BamHI 부위에 클로닝 하였다. 다

음의 프라이머 세트를 이용하였다: 5'-GAGGGATCCATGTCGAACAGAAGATCAAGGCAATC-3'(개시 코돈의 업스트

림); 및 PRE1의 3'부분 (종결코돈 대체)의 증폭을 위한 5'-GAGGGATCCCATGAGTAGGCTTCTAATAACGGC-3'. 밑

줄은 도입된 BamHI 부위를 나타낸다. Shieh et al. (1993)의 방법에 따라, 헬륨 바이오리스틱 입자 운반 시스템(BIO-
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RAD)을 이용하여 PRE1-GUS 및 pBI221 플라스미드를 양파 표피세포에 도입시켰다. 23℃에서 24시간 동안 반응시킨

후, 광학현미경(Olympus)을 이용하여 X-gluc로 GUS 활성을 측정하였다. 핵을 관찰하기 위하여, 1 mg/㎖ DAPI (Sigma)

으로 동일한 세포를 염색하고 형광현미경(Olympus)을 이용하여 가시화하였다.

PRE1- PRE5에 대한 발현 벡터 제조

발현 컨스트럭트를 제조하기 위하여, PRE1 내지 PRE5 유전자의 추정의 오픈 리딩 프레임의 개시코돈으로부터 종결코돈

까지의 게놈 DNA를 증폭 하였다. 하기의 유전자-특이 프라이머를 이용하였다: PRE1, 5'-

AGTTAGGGTCTTTTCTTGCCACATTG-3' 및 5'-TTAAGATTACATGGATAGGCTTGTC-3'; PRE2, 5'-

ATGTCTTCTAGCAGAAGGTCGAGAC-3' 및 5'-TTATCCATTAATCAAGCTCCTAATA-3'; PRE3, 5'-

ATGTCGGGAAGAAGATCACGTTCGA-3'및 5'-TTATTGGGTAAGTAAGCTTCTGATT-3'; PRE4, 5'-

ATGTCTAGCAGAAAATCACGTTCA-3'및 5'-CTACTGCATAAGCAAACTTCGGATT-5'; PRE5, 5'-

ATGTCTAACAGAAGATCAAGAC-3'및 5'-TTACATGAGTAAGCTTCTAATC-3'.

PCR 산물을 Topo TA벡터인 pCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen)에 클로닝 한 다음, 시퀀싱 하였다. EcoRI로 절단한 후, 결

과물 단편들을 용출하였고 이를 pNB96 발현 벡터에 삽입하였다. 이어, 컨스트럭트를 아그로박테리움 튜머페이션스 균주

GV3101에 도입시킨 다음, 상기 균주를 애기장대에 형질전환시켰다. 40주 이상의 독립적인 T1 유전자 도입식물을 선별하

였다. 적어도 15주 이상의 독립적인 단일 T-DNA 삽입 라인으로 표현형 분석을 행하였다.

이중 돌연변이체 제조

ga2-201PRE1ox-17 이중 돌연변이체를 제조하기 위하여, ga2-201 돌연변이체와 PRE1ox-17 식물체를 교잡시킨 후,

F1 세대를 자가 수정시켜서 F2 종자를 생성시켰다. PRE1ox-17를 동정하기 위하여, F2 개체군으로부터 바스타-내성

(basta-resistant) 식물체를 선별하고 F3 종자를 생산할 수 있을 정도로 성장시켰다. ga2-201와 동형접합성이지만 바스

타 저항성과 함께 분리되는 F3 라인을 동정하고 F4 종자를 생산할 수 있도록 성장시켰다. 이러한 F4 라인으로부터 이중

동형접합 ga2-201PRE1ox-17 돌연변이를 분리하고 증식시켰다.

gai-1PRE1ox-17 이중 돌연변이체를 생성하기 위하여, gai-1 돌연변이와 PRE1ox-17 식물체를 교잡시켰다. F2 종자를

생산할 수 있도록 F1 종자를 성장시켰다. F2 개체군에서 바스타-저항성 식물체를 선별하고 더욱 성장시켜서 F3 종자를

생산하도록 하였다. 바스타-저항성 F2 식물체 중에서 짙은 녹색의 잎과 긴 하배축을 나타내는 추정의 이중 돌연변이체를

선별할 수 있었다. F3 라인에 대하여 바스타-저항성 및 gai-1 대립유전자에 대한 동형접합성 테스트를 행하였다. gai-1

돌연변이체 대립유전자는 암호화 부위에 51-염기 결실 부위를 포함하고 있기 때문에, 상기의 결실서열에 인접하여 위치하

는 프라이머 (5'-TAGAAGTGGTAGTGG-3' 및 5'-GTGAACAGTCTCAGTAGC-3')를 이용하여 PCR 분석으로 gai-1의

존재를 조사하였다 (King et al., 2001). gai-1 및 PRE1ox는 다른 유전적 백그라운드로부터 기원하지만, 하배축 표현형에

대한 본래 백그라운드의 영향은 거의 없다. 본 실시예에서 이중 돌연변이체 라인의 하배축 표현형을 연구하였다.

RNA 겔 블롯 분석

RNeasy Miniprep kit (Qiagen)을 사용하여 전체 묘목으로부터 세포 내 총 RNA를 추출하였다. Soh et al. (2000)에 개시

된 절차를 이용하여 노던 블롯 분석을 행하였다. 전장 PRE1 cDNA를 프로브로 이용하였다. Brassica 18S rRNA 프로브가

Park et al. (1993)에 개시되어 있다.

RT-PCR 분석

2 ㎍ 총 RNA를 이용하여 RT-PCR 분석을 행하였다. 상세하게는, 총 RNA에 RNase-결여 DNase를 처리하고 Omniscript

RT-PCR 키트(Qiagen)를 이용하여 역전사하였다. 발아가 진행되는 동안 지베렐린-반응 유전자의 발현을 측정하기 위하

여, 종자를 4℃에서 48시간 동안 층화시킨 후, 50 μM GA3 또는 모크(mock) 처리하기에 앞서 24시간 동안 W 조명 아래에

서 배양 하였다(Ogawa et al., 2003). RNAqueous RNA 분리 키트(Ambion)를 사용하여 불린 종자 (건조중량 50 mg)로

부터 총 RNA를 추출하였다. 추정의 수용체-유사 키나아제 (At1g08590), 지방 운반 단백질(LTP)-유사체(At2g45180),

AtEXP1(At1g69530), AtEXP2(At5g05290), AtXTH31(At3g44990) 및 GA20ox1를 포함하는 지베렐린-반응성 유전자

들에 대한 프라이머 세트는 Ogawa et al. (2003)에 개시되어 있다.

반정량 RT-PCR 발현 연구를 위하여, 다음의 프라이머들을 이용하였다: PRE1, 5'-

AGTTAGGGTCTTTTCTTGCCACATTG-3' 및 5'-TTAAGATTACATGGATAGGCTTGTC-3' PRE2, 5'-
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ATGTCTTCTAGCAGAAGGTCGAGAC-3' 및 5'-TTATCCATTAATCAAGCTCCTAATA-3' PRE3, 5'-

ATGTCGGGAAGAAGATCACGTTCGA-3' 및 5'-TTATTGGGTAAGTAAGCTTCTGATT-3' PRE4, 5'-

ATGTCTAGCAGAAAATCACGTTCA-3' 및 5'-CTACTGCATAAGCAAACTTCGGATT-5' 및 Ubiquitin, 5'-

GATCTTTGCCGGAAAACAATTGGAGGATGGT-3' 및 5'-CGACTTGTCATTAGAAAGAAAGAGATAACAGG-3'.

실험결과

PRE1 유전자의 동정

애기장대에서 활성-표지라인을 생성하는 과정에서, 백색광 조건하에서 긴 하배축을 가진 T1 세대 돌연변이체를 선별하였

다. 다음은 PRE1act (paclobutrazol-resistant1 activation-tagged) 돌연변이체에 대한 생리학적 및 분자적 연구결과를

보여준다. 돌연변이 식물체는 옅은 녹색의 잎, 긴 줄기 및 절간(internodes)을 보였다(도 1a). 또한 장일 및 단일 조건하에

서 야생종에 비하여 빠른 개화를 하였다(도 1b). 유전학 연구를 통하여, PRE1act은 하나의 T-DNA가 삽입된 단일 우성

돌연변이임을 밝혀내었다(결과는 생략함).

다음으로, 돌연변이체의 표현형과 T-DNA 선별 표지의 바스타-저항성의 공동-분리를 조사하였다. 돌연변이체 표현형은

바스타 저항성과 밀접하게 연관되어 있으며(결과는 생략함), 이러한 특성은 T-DNA 삽입에 의한 결과인 것으로 판단된다.

T-DNA의 우측 및 좌측 보더에 인접해있는 게놈 서열을 TAIL PCR로 분리하였다(Liu et al., 1995). BLAST 서열 분석을

통해 40S 리보좀 단백질 S9를 암호화하는 유전자(At5g39850)와 염색체 5의 DNA 결합 단백질-유사체를 암호화하는 유

전자(At5g39860) 사이의 부위에 T-DNA가 삽입된다는 것을 밝혔다(도 2a). 이후의 RNA 겔 블롯팅을 통해 PRE1act 돌

연변이체에서 At5g39850의 전사발현은 변화 없었지만 At5g39860의 전사 발현이 향상된다는 것을 알 수 있었다(도 2b).

카울리플라워 모자이크 바이러스(CaMV) 35S 프로모터의 조절 하에서 At5g39860 유전자를 발현하는 형질전환 식물체를

제조하였다. 형질전환 식물은 긴 하배축과 같은 돌연변이 표현형을 나타내었다(도 3a 및 3b). 이러한 결과는, At5g39860

유전자 (PRE1로 지정)의 발현은 PRE1act 돌연변이체 표현형의 원인이 된다는 것을 보여준다. 뒤 이은 생리학적 연구들

대부분에서, PRE1의 가장 높은 전사를 나타내는 PRE1ox-6 또는PRE1ox-17 형질전환 식물주들을 이용하였다(도 3c).

PRE1 과발현 식물에서의 지베렐린-의존 반응

PRE1 과발현 식물(PRE1ox)은 긴 하배축을 가지며, 야생형과 비교할 때 개화가 빠른데, 이것은 증가된 지베렐린 시그널링

을 나타내는 돌연변이의 특징적인 표현형이다. 따라서, 지베렐린 생합성 저해제인 파클로부트라졸(PAC)을 사용하여

PRE1ox 돌연변이에서 지베렐린 신호전달이 활성화되는지 여부를 조사하였다. 내인성의 지베렐린은 PAC가 존재하면 감

소되는데, 이로 인해 야생형 식물에서는 종자 발아가 저해되는 결과가 초래된다(Jacobsen and Olszewski, 1993). 배지에

첨가된 PAC 농도가 증가함에 따라 야생형 종자의 발아율도 감소된다. PAC가 20 μM 첨가되면 종자를 뿌린 후 7일째 되었

을 때 전체 야생 종자의 단지 20%만이 발아하였다.

증가된 지베렐린 신호전달을 나타내는 spy-3(spindly-3) 돌연변이 종자는 발아하는 동안 PAC에 대한 저항성을 나타낸

다. 동일한 조건하에서 PRE1ox 종자는 야생종과 비교할 때 더 높은 빈도로 발아하였다(도 4a). 또한, PRE1ox의 지베렐린

-비의존적 발아는 종자발아의 ABA-매개성 저해의 결손 때문이 아니다(결과는 생략함). 실험 결과에 따르면, PRE1 단백

질은 지베렐린-의존성 반응에 관여한다는 것을 알 수 있다. 따라서, 본 발명자들은 At5g39860 좌위를 "PRE1

(paclobutrazol-resistance1)"라 명명하였다.

PRE1의 발현이 외인성 지베렐린에 대한 반응에 영향을 미치는지를 확인하기 위하여, 하배축 신장에서 양-의존성 반응을

측정하였다. 야생형과 비교하였을 때, 외인성 지베렐린 존재시 PRE1ox 식물의 하배축 신장이 더 현저하였다(도 4b). 이러

한 사실은, PRE1 과발현이 내재성 지베렐린 양을 향상시키거나 혹은 포화 지베렐린 신호전달을 유발하는 것이 아니라, 지

베렐린-반응성을 강화시킨다는 것을 나타낸다.

다음으로, PRE1 과발현이 지베렐린 신호전달에 영향을 미치는지를 확인하기 위하여 유전적으로 접근하였다. GA2는 지베

렐린 생합성 경로에서 두 번째 단계를 촉매하는 ent-kaurene 씬타아제를 암호화한다(Yamaguchi et al., 1998). ga2-

201 돌연변이체는 상기된 바와 같이 지베렐린 없이는 발아하지 못하고 심각한 왜소증을 나타내는 등 격심한 지베렐린-결

핍 표현형을 나타낸다(Yamaguchi et al., 1998). 본 발명자들은 이중 돌연변이 ga2-201PRE1ox 식물을 제조하였다.

PRE1ox는 ga2-201 돌연변이의 종자 발아 결점을 완벽하게 억제하였다(도 4c). 또한, PRE1ox는 변이체의 단축된 하배

축 신장, 손상된 영양 성장, 지연된 개화 및 감소된 생식력을 어느 정도 억제한다(도 4e-4g).
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지베렐린 신호전달이 유전자 발현에서 큰 변화를 수반한다(Ogawa et al., 2003)는 관점에서, 본 발명자들은 PRE1ox 식

물에서 GA20ox1, AtEXP1, AtEXP2, AtXTH31, 지방 운반 단백질(LTP)-유사체 및 수용체-유사 키나아제(RLK)를 포함

한 여러 유전자들을 고찰하였으며, 이들 유전자들은 ga2-201 돌연변이체 백그라운드에서 지베렐린-의존성 발현을 보였

다. ga2-201PRE1ox 이중 돌연변이체는 외인성 호르몬의 부존재시에도 지베렐린-반응 유전자들의 증가된 발현을 나타

내었다(도 4d). 따라서, PRE1ox의 지베렐린-비의존적 발아는 몇몇의 지베렐린-반응 유전자들의 발현증가와 연관되어 있

다. AtEXP2와 GA20ox1의 발현 시에도 PRE1ox는 여전히 지베렐린에 대하여 반응성을 보인다는 것은 주목할만하다. 이

러한 결과들을 총괄하면, 유전자 조절의 지베렐린 신호전달은 PRE1에 의해 활성화된다는 것을 나타낸다.

PRE1 및 관련 유전자들의 분자적 분석

PRE1은 HLH(helix-loop-helix) 모티프를 포함하는 92개의 잔기를 가진 단백질을 암호화하며, 전사 조절자로서의 역할

을 하는 것으로 예측되어 있다. BLAST 데이터는, PRE1이 PRE2-6으로 명명되는 애기장대에서의 다섯 가지 다른 동종

유전자를 포함하는 작은 패밀리에 속한다는 것을 나타낸다. 모든 멤버들은 서열이 크게 보존되어 있고, 특징적인 HLH 모

티프를 포함한다(도 5a). 단백질 위치화 프로그램인 PLOC는 PRE1은 핵 내 단백질이라는 것을 보여준다(http://

www.genome.jp/SIT/plocdir). 핵 내의 위치화에 대한 실험적 증거를 확보하기 위하여 입자포격(particle bombardment)

방법을 이용하여 PRE1-GUS 융합 컨스트럭트를 양파 표피세포에 도입하였다. PRE1-GUS 단백질은 오직 핵 내에만 존재

하지는 않지만 주로 핵 내에 위치하였다 (도 7). 다른 기관 내 및 광조건 또는 암조건에서 성장한 유식물내의 PRE1 과

PRE1-관련 유전자들의 전사 정도를 더 조사하였다. PRE 유전자들은 광조건에 반응하지 않고 조사된 모든 기관에서 도처

에서 발현되었다(도 5e). 기관들 사이에서 PRE 전사정도의 작은 차이는 PRE의 발현과 기능에 대한 서로 다른 조절 방식

들이 있음을 의미한다. 다른 PRE 유전자가 식물 발달에 있어서 PRE1과 유사한 역할을 하는지 테스트하기 위하여, PRE2

내지 PRE5 형질전환식물을 만들었다. RT-PCR 분석으로, 각각의 PRE-과발현 식물에서 형질전환 유전자가 과발현된다

는 것을 입증하였다. 상기 네 가지의 PRE1 동족체는, 앞에서 제시한 PRE1 과발현 현상인, PAC-저항성 발아, 긴 하배축

및 조기 개화를 유도하였다(도 5b-5d). 상기 결과는 PRE 유전자들이 기능적으로 중복 (redundancy)되어 있다는 사실을

보여준다.

PRE1의 발현 및 상위성 분석

PRE1 및 다른 PRE 유전자의 과발현이 지베렐린-의존 반응들에 영향을 미치고, 지베렐린 결핍을 (만일 부분적이라면) 억

제하기 때문에, 야생형 식물의 PRE 유전자 발현에 대한 지베렐린의 영향을 검토하였다. 도 6a에 나타난바와 같이 PRE1의

전사정도는 지베렐린에 반응하여 증가하였으나 다른 PRE 유전자들은 지베렐린에 영향을 받지 않았다. 다음으로, 야생형

식물에서 PRE1의 동역학적 발현을 조사하였다. PRE1은 지베렐린 처리 후에 빠르게(한 시간 이내) 유도되었다(도 6b).

현재까지, 지베렐린 신호전달에서의 몇몇 신호전달 관여 물질들이 동정되었다. 그들 중에서, DELLA 단백질은 지베렐린

신호전달의 네거티브 조절자로서 잘 알려져 있다. 지베렐린 신호전달-관련 돌연변이체인 gai-1(gibberellin insensitive-

1)에서 PRE1 발현이 변화되는지 더 조사하였다. GAI는 DELLA 단백질이며, 지베렐린 신호전달에서 네거티브 조절자로서

작용한다. gai-1 대립유전자는 기능-획득 돌연변이이며, 이의 변이된 단백질은 지베렐린-매개 파괴에 내성을 갖는다. 도

6c에 나타난바와 같이, PRE1의 지베렐린-의존성 발현은 gai-1 돌연변이체에서 감소되었다. 상기 실험 결과는, PRE1 발

현이 초기-지베렐린 유도성이고, 신호전달의 네거티브 조절자인 GAI의 조절 하에 있다는 것을 지적한다.

gai-1 과 PRE1 사이의 유전적 상호작용을 테스트하기 위하여, 이중돌연변이체인 gai-1 및 PRE1ox를 만들었고, 외인성

지베렐린이 있는 또는 없는 배지에서 성장한 종자의 하배축 표현형을 비교하였다. 도 6d에 나타난바와 같이, 외인성 지베

렐린의 결여 상태에서 이중돌연변이체의 하배축 신장은 PRE1ox 식물의 하배축 신장과 유사 하였으며, 이것은 PRE1이

GAI의 하위에서 작용하고 있음을 암시한다. 흥미롭게도, 외인성 지베렐린에 대한 반응에서 PRE1ox 식물의 과도하게 긴

하배축 표현형은 gai-1 돌연변이에 의해 억제된다. GAI-의존성 발현 결과와 더불어, 상기의 결과는 PRE1이 GAI의 하위

에서 작용하며 다른 GAI-의존성 경로와 상호작용 한다는 것을 보여준다.

발명의 효과

이상에서 상세히 설명한 바와 같이, 본 발명은 식물의 발달을 조절하는 단백질 PRE1, 이를 암호화하는 유전자 PRE1, 유전

자 PRE1을 포함하는 재조합 벡터, 상기 재조합 벡터로 형질전환된 형질전환체 및 재조합 벡터를 이용하여 유전자 PRE1

을 발현시키는 단계를 포함하는 식물의 발달 조절 방법을 제공한다.
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본 발명의 PRE1유전자를 이용하여 식물체를 형질전환시킴으로써 지베렐린 비의존적 종자의 발아, 조기 개화, 줄기 생장

촉진, 종자 발달 촉진의 표현형을 유도할 수 있으며, 이를 통해 식용작물 및 화훼작물의 생산성 및 상품성 증대를 도모할

수 있다.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한 구체적인

기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다. 따라서, 본 발명의 실

질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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도면의 간단한 설명

도 1a 및 1b는 액티베이션 태깅 기법으로 선별된 PRE1act의 표현형을 나타낸다. 도 1a는 액티베이션 태깅된 돌연변이

PRE1act의 잎의 형태(위쪽 패널) 및 성숙 식물체(아래쪽 패널)을 나타낸다. 식물은 장일조건에서 30일 동안 성장되었으

며, 눈금 바(bar)는 5 mm를 나타낸다. 도 1b는 야생형과 PRE1act 식물의 개화시기를 나타낸다. 장일조건(16시간 명기/8

시간 암기)에서 성장시킨 식물(LD)과 단일조건(8시간 명기/16시간 암기)에서 성장시킨 식물(SD)에 대한 결과이다. 그래

프상의 에러 바는 표준편차(n=14)를 나타낸다. 그래프의 세로 값은 종자를 뿌린 후 경과한 날짜를 나타낸다.

도 2a 및 2b는 PRE1act 돌연변이에서 DNA-결합 단백질 유사 유전자가 과발현되는 것을 나타낸다. 도 2a는 PRE1act 돌

연변이에서 T-DNA의 게놈 구조를 나타낸다. pSKI015의 T-DNA 부위는 염색체 5의 At5g39850 유전자와 At5g39860

유전자 사이에 삽입된다. 도 2b는 PRE1act 돌연변이에서 T-DNA의 두 인접 유전자에 대한 RNA 겔 블롯 분석결과를 나

타낸다. 총 RNA를 14일간 성장한 야생형과 PRE1act 돌연변이 종자로부터 분리하였다. 리보좀 RNA의 EtBR 염색 결과는

동일한 양이 로딩되었음을 나타낸다.

도 3a-3c는 PRE1act 돌연변이 표현형을 재확인한 PRE1의 과발현을 나타낸다. 도 3a는 PRE1act와 PRE1ox 형질전환

발아유식물(seedlings)의 표현형을 나타낸다. 종자들을 5일 동안 백색광이 비치는 조건에서 생장시켰으며, 눈금 바는 5

mm이다. 도 3b는 5일 동안 백색광에서 자란 PRE1act와 PRE1ox 형질전환 발아유식물의 하배축 생장을 나타낸다. 결과

는 적어도 20개의 발아유식물에 대한 평균값으로 나타내었으며, 에러 바는 표준편차를 나타낸다. 도 3c는 야생형,

PRE1act 및 PRE1ox 식물에서의 PRE1 유전자의 발현정도를 RNA 겔 블롯 분석한 결과를 나타낸다. 총 RNA를 7일 동안

자란 종자들로부터 분리하였으며, 총 RNA의 10 ㎍을 RNA 겔 블롯팅에 사용하였다. 리보좀 RNA에 대한 EtBR 염색은 동

일한 양으로 로딩되었음을 나타낸다.

도 4a-4g는 PRE1 과발현 형질전환 유전자의 지베렐린-연관 표현형을 나타낸다. 도 4a는 지베렐린 생합성 저해제인 20

μM 파클로부트라졸을 포함하는 1% MS-suc 배지에서의 야생형, spy-3, PRE1ox-6 및 PRE1ox-17의 발아 표현형을 나

타낸다. 도 4b는 4.5일 동안 다양한 농도의 GA3을 포함한 1% MS-suc 배지에서 자란 야생형, spy-3, PRE1ox-6 및

PRE1ox-17의 하배축 생장을 나타낸다. 결과는 적어도 20개의 종자에 대한 평균값으로 나타내었으며, 에러 바는 표준편

차를 나타낸다. 도 4c는 1% MS-suc 배지에서 자란 야생형, ga2-201, PRE1ox-17 및 ga2PRE1ox의 발아 표현형을 나

타낸다. 각각의 발아정도 측정은 적어도 200개의 종자로 행하였다. 두 가지의 독립적인 실험으로부터 유사한 결과가 나왔

다. 도 4d는 ga2-201 및 ga2-201PRE1ox-17 이중 돌연변이(ga2PRE1ox)식물에서 GA3 처리시 지베렐린-반응 유전자

에 대한 RT-PCR 분석결과를 나타낸다. 12시간 동안 50 mM GA3 (+) 또는 모크-처리(-)에 의해 GA3나 모크를 흡수한 종

자로부터 총 RNA를 추출하였다. UBQ를 대조군으로 사용하였다. 도 4e는 장일 조건에서 자란 16일된 야생형, ga2-201,

PRE1ox-17 및 ga2PRE1ox 식물의 표현형을 나타낸다. 눈금 바는 5 mm이다. 도 4f는 장일 조건에서 자란 28일된 야생

형, ga2-201, PRE1ox-17 및 ga2PRE1ox 식물의 표현형을 나타낸다. 도 4g는 장일 조건에서 자란 야생형, ga2-201,

PRE1ox-17 및 ga2PRE1ox 식물의 첫 번째 개화 줄기를 나타낸다.

도 5a-5e는 PRE 유전자들의 기능적 중복을 나타낸다. 도 5a는 애기장대에서 PRE1 및 그 유사체들의 아미노산 서열을 나

타낸다. 동일하거나 유사한 아미노산 잔기는 음영으로 표시되어 있다. 애기장대에서의 상기 여섯 종의 멤버 및 이들의

TAIR 동정 번호들이 표시되어 있다. 도 5b는 20 μM 파클로부트라졸을 포함하는 MS 배지에서 야생형, 과발현 PRE1,

PRE2, PRE3, PRE4 및 PRE5 형질전환식물의 발아 표현형을 나타낸다. 식물들을 5일간 성장시켰으며, 각각의 측정은 적

어도 100개의 종자로 행하였다. 에러 바는 세 번의 독립적인 측정에 대한 표준 편차이다. 도 5c는 야생형, 과발현 PRE1,

PRE2, PRE3, PRE4 및 PRE5 형질전환식물의 하배축 생장정도를 나타낸다. 결과는 1/2 MS 배지에서 4일 동안 백색광

(2.8 mW/cm2)이 조사되는 조건에서 자란 적어도 20개의 종자로부터 행한 평균을 나타낸다. 에러 바는 표준 편차를 나타

낸다. 도 5d는 야생형, 과발현 PRE1, PRE2, PRE3, PRE4 및 PRE5 형질전환식물의 개화 표현형을 나타낸다. 식물들을 장

일조건에서 30일 동안 성장시켰다. 에러 바는 적어도 15주의 식물에 대한 표준편차를 나타낸다. 도 5e는 다른 기관 및 광

조건에서의 PRE1 - PRE4 전사체에 대한 RT-PCR 분석결과를 나타낸다. 종자들을 5일 동안 암 조건에서 성장시킨 뒤 총

RNA를 추출하기 전에 추가 12시간 동안 백색광 조건으로 옮겨지거나(L) 암 조건을 계속 유지(D)시켰다. 다른 기관에서

RNA를 추출하려고 할 때에는 성장한 식물을 이용하였다. UBQ를 대조군으로 이용하였다.
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도 6a-6d는 PRE1의 지베렐린-의존 발현을 나타낸다. 도 6a는 PRE1 - PRE4의 지베렐린-유도성을 나타낸다. 14일된 야

생형 및 PRE1act 돌연변이 종자를 24시간 동안 모크-처리(-)하거나 50 μM GA3 처리(+)하였다. 총 RNA를 추출하였고

PRE1 - PRE4의 발현을 RT-PCR로 분석하였다. UBQ를 대조군으로 사용하였다. 도 6b는 야생형 식물에서의 PRE1 유전

자의 GA처리 후 시간에 따른 발현을 나타낸다. 7일된 종자를 50 μM GA3로 0, 0.5, 1, 3 및 6시간 동안 처리하였다. 총

RNA를 분리하고, 그중 10 ㎍을 RNA 겔 블롯팅 분석에 사용하였다. 18S rRNA 프로브에 대한 블롯팅을 로딩 대조군으로

사용하였다. 도 6c는 6시간 동안 50 μM GA3 처리(+)하거나 모크-처리(-)한 후 야생형(Ler) 및 gai-1 돌연변이에서의

PRE1 유전자 발현을 RNA 겔 블롯 분석한 결과를 나타낸다. 총 RNA를 7일된 야생형 및 돌연변이 종자로부터 분리하였고

10 ㎍을 RNA 겔 블롯팅 분석에 사용하였다. 리보좀 RNA에 대한 EtBR 염색은 동일한 양으로 로딩되었음을 나타낸다. 도

6d는 gai-1PRE1ox-17 이중 돌연변이의 하배축 표현형을 나타낸다. 종자를 10 μM GA3이 첨가되거나 첨가되지 않은 (대

조군) 1% MS-suc 배지에서 5일 동안 장일처리 조건에서 성장시켰다. 결과는 적어도 20개 종자로부터의 하배축 길이를

평균하여 나타내었다. 에러 바는 표준 편차를 나타내며, dbl은 gai-1PRE1ox-17 이중 돌연변이를 나타낸다.

도 7은 PRE1-GUS의 세포내 위치화 실험 결과를 나타낸다. 입자포격 방법(particle bombardment)을 이용하여 PRE1-

GUS 융합구조물을 양파 표피세포에 도입하였다. 16시간 반응시킨 후, GUS활성을 위해 세포를 염색하였다(위). 화살표는

핵을 지시하며, 이는 DAPI-염색으로 확인된다(아래).

도 8은 식물 형질전환에 이용한 pNB96-PRE1 벡터의 유전자 지도이다. Pnos (노팔린 씬타아제 유전자의 프로모터),

NPTⅡ (니오마이신 포스포트랜스퍼라아제 유전자), Tnos (노팔린 씬타아제 유전자의 터미네이터), T35S (CaMV 35S

RNA의 터이네이터), P35S (CaMV 35S RNA의 프로모터), BAR (바스타 내성 유전자, 포스피노트리신 아세틸트랜스퍼라

아제), Dual P35S (CaMV 35S RNA의 이중 프로모터), RB (우측 보더) 및 LB (좌측 보더).

도면

도면1a

공개특허 10-2007-0058221

- 17 -



도면1b

도면2a

공개특허 10-2007-0058221

- 18 -



도면2b

도면3a

공개특허 10-2007-0058221

- 19 -



도면3b

도면3c

공개특허 10-2007-0058221

- 20 -



도면4a

도면4b

도면4c

공개특허 10-2007-0058221

- 21 -



도면4d

도면4e

도면4f

도면4g

공개특허 10-2007-0058221

- 22 -



도면5a

도면5b

도면5c

공개특허 10-2007-0058221

- 23 -



도면5d

도면5e

도면6a

도면6b

공개특허 10-2007-0058221

- 24 -



도면6c

도면6d

공개특허 10-2007-0058221

- 25 -



도면7

도면8

서열목록

<110>    Industry-Academia Cooperation Group Of Sejong University

<120>    Gene Involved in Modulating Plant Development and Method for

         Modulating Plant Development Using the Same

<160>    2

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    279

<212>    DNA
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<213>    Arabidopsis thaliana

<220>

<221>    CDS

<222>    (1)..(276)

<400>    1

atg tcg aac aga aga tca agg caa tct tca agt gct cca agg atc tcc           48

Met Ser Asn Arg Arg Ser Arg Gln Ser Ser Ser Ala Pro Arg Ile Ser   

  1               5                  10                  15       

gat aat caa atg att gac ctc gta tct aag ctc cgt caa att ttg ccg           96

Asp Asn Gln Met Ile Asp Leu Val Ser Lys Leu Arg Gln Ile Leu Pro   

             20                  25                  30           

gag att ggt caa cga cgt cgt tct gat aag gca tca gcc tcg aaa gta          144

Glu Ile Gly Gln Arg Arg Arg Ser Asp Lys Ala Ser Ala Ser Lys Val   

         35                  40                  45               

ttg caa gag aca tgc aat tac ata cga aat ttg aac aga gaa gtt gac          192

Leu Gln Glu Thr Cys Asn Tyr Ile Arg Asn Leu Asn Arg Glu Val Asp   

     50                  55                  60                   

aat ctg agc gag cgt ttg tct cag ctt ctc gaa tct gtc gat gaa gat          240

Asn Leu Ser Glu Arg Leu Ser Gln Leu Leu Glu Ser Val Asp Glu Asp   

 65                  70                  75                  80   

agc cct gaa gcc gcc gtt att aga agc cta ctc atg   taa                    279

Ser Pro Glu Ala Ala Val Ile Arg Ser Leu Leu Met                   

                 85                  90                           

<210>  2

<211>  92

<212>  PRT

<213>  Arabidopsis thaliana

<400>  2

Met Ser Asn Arg Arg Ser Arg Gln Ser Ser Ser Ala Pro Arg Ile Ser

  1               5                  10                  15 

Asp Asn Gln Met Ile Asp Leu Val Ser Lys Leu Arg Gln Ile Leu Pro

             20                  25                  30 

Glu Ile Gly Gln Arg Arg Arg Ser Asp Lys Ala Ser Ala Ser Lys Val

         35                  40                  45 

Leu Gln Glu Thr Cys Asn Tyr Ile Arg Asn Leu Asn Arg Glu Val Asp

     50                  55                  60 

Asn Leu Ser Glu Arg Leu Ser Gln Leu Leu Glu Ser Val Asp Glu Asp

 65                  70                  75                  80 
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Ser Pro Glu Ala Ala Val Ile Arg Ser Leu Leu Met

                 85                  90        
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