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(57) 요 약

본 발명은 생물체의 다양한 정보를 생물체에 삽입하여 표지하는 방법, 그 방법에 의해 정보가 삽입된 생물체 및

그 정보의 가독 방법에 관한 것으로, 생물체의 고유 정보가 DNA 염기 서열 또는 RNA 염기 서열로 암호화되어 유

전자 전달 시스템을 통해 생물체의 염색체 DNA 내에 삽입되어 표지되는 것을 특징으로 하는데, 생물체 고유 정보

가 생물체 내의 염색체 DNA에 삽입됨으로 말미암아, 발효에 의해서 또는 인위적 수단에 의해 소실이 되지 않고,

호스트-벡터 시스템이 구비되어 있지 않은 미생물에 대해서도 범용적으로 사용될 수 있어, 생물체의 고유 정보를

생물체 자체로부터 명확하게 제공할 수 있고, 각고의 노력으로 개발한 생물체를 도난당하였을 경우, 이를 추적하

여 확인할 수 있으며,  생물체가 오·남용되어 심각한 문제를 발생하였을 때 그 책임 출처를 명확히 밝힐 수

있다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

생물체의 고유 정보가 DNA 염기 서열 또는 RNA 염기 서열로 암호화되어 유전자 전달 시스템을 통해 생물체의 염

색체 DNA 내에 삽입되는 것을 특징으로 하는 생물체 정보의 표지 방법

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 유전자 전달 시스템은,

트랜스포존 시스템인 것을 특징으로 하는 생물체 정보의 표지 방법

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 생물체의 고유 정보는, 

생물체의 개개 정보가 서로 독립적인 복수 개의 DNA 염기 서열 또는 RNA 염기 서열로 암호화되어 있는 것을 특

징으로 하는 생물체 정보의 표지 방법

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 생물체는,

세균, 곰팡이, 곤충, 동물세포, 동물, 식물세포 및 식물  중 선택되는 어느 하나인 것을 특징으로 하는 생물체

정보의 표지 방법

청구항 5 

제1항의 방법에 의해 생물체의 고유 정보가 DNA 염기 서열로 염색체 DNA 내부에 삽입된 생물체

청구항 6 

제5항에 있어서,

상기 생물체는,

세균, 곰팡이, 곤충, 동물세포, 동물, 식물세포 및 식물 중 선택되는 어느 하나인 것을 특징으로 하는 생물체

청구항 7 

제1항의 방법에 의해 생물체 고유 정보가 DNA 염기 서열로 암호화되어 염색체 DNA 내부에 삽입된 생물체로부터

PCR을 통해 암호화된 DNA 염기 서열을 증폭하여 PCR 산물을 획득하는 단계(a);

증폭된 PCR 산물의 염기서열을 분석하는 단계(b);

분석된 염기서열을 인식표와 비교하여 암호를 해독하는 단계(c);를 포함하는 것을 특징으로 하는 생물체의 정보

가 표지된 생물체로부터 생물체 정보를 가독하는 방법

청구항 8 

제7항에 있어서, 

상기 PCR은,

프라이머로 서로 독립적으로 작용하는 복수 개의 정방향 및 역방향 프라이머 세트를 사용하는 것을 특징으로 하

는 표지된 생물체로부터 생물체 정보를 가독하는 방법 
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청구항 9 

제7항에 있어서,

상기 단계(c)의 암호 해독은,

컴퓨터 프로그램을 통해 수행되는 것을 특징으로 하는 표지된 생물체로부터 생물체 정보를 가독하는 방법

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 생물체의 고유 정보를 생물체에 삽입하여 표지하는 방법, 그 방법에 의해 고유 정보가 삽입된 생물<1>

체 및 그 정보의 가독 방법에 관한 것이다.

    배 경 기 술

생명공학이 발달함에 따라, 종래의 사용되던 생명체에 비해 좋은 특성들이 부여된 생명체들이 최근에 많이 개<2>

발되고 있다. 생명체의 예로는 세포 단위인 미생물, 동물세포, 식물세포 및 세포들의 집합체인 고등 미생물,

동물,  식물 등이 있다. 

미생물은 종래부터 전통적인 발효식품에 많이 활용되어 왔는데, 근자에는 폐수처리, 의약 단백질의 생산, 각종<3>

유용 물질의 생산 등에 광범위하게 활용되고 있다. 

동물세포는 미생물이 아우를 수 없는 인체를 대상으로 하는 단백질의 생산 및 항체의 생산 등에 많이 사용되고<4>

있으며, 쥐를 비롯한 여러 실험 동물은 암 등의 인간 질병에 대한 연구에 많이 활용되고 있다.

식물세포는 생리활성이 우수한 식물 유래의 여러 화합물의 생산에 활용되고 있으며, 유전자 재조합 방법에 의해<5>

잡초에 대한 내성 또는 냉해에 대한 내성이 부여된 식물들도 많이 개발되고 있다. 

그런데,  이와  같이  형질이  전환된  여러  생물체들은  그  특성상  모  생물체에  대해  외관상  식별이  용이하지<6>

않은데, 이로 말미암아 실질적으로 형질 전환 생물체인지 여부(identity)에 대해 신속하고 명확하게 결정할 수

없는 난점이 있다. 이와 같은 난점은 여러 문제를 야기하는데, 그 예로는 다음과 같은 것이 있다. 

첫째, 각고의 노력으로 개발한 생물체를 도난당하였을 경우, 이를 추적하기가 용이하지 않고, 설사 해당 생물체<7>

로 의심이 가는 생물체를 찾았다 하더라도 이것이 도난당한 것인지 여부를 용이하게 확인할 수 없다. 

둘째, 생물체가 오·남용되어 심각한 문제를 발생하였을 때 그 책임 출처를 명확히 밝힐 수 없다. <8>

셋째, 생물체를 정상적으로 입수하여 사용하고자 하는 자에 대해서 심각한 타격을 입힐 수 있다. 즉, 공급처의<9>

착오로 사용자가 원했던 생물체가 아니라, 유사한 형질의 생물체가 대체 지급되었을 경우, 그 생물체가 실질적

으로 본인이 원한 생물체인지 여부를 명확히 확인할 수가 없는 관계로, 사용자에게 시간적 및 경제적으로 심각

한 타격을 입힐 수 있다. 

이와 같은 문제로 인하여, 생물체의 내부에 생물체의 고유 정보를 담을 수 있는 방법의 개발이 요구되나, 생물<10>

체라는 특성상 생물체의 정보를 표지할 수 있는 방법이 그리 용이한 것은 아니다. 

한편, 대한민국 공개특허 특1999-0074315(공개일자: 1999년10월05일)호에 "DNA 염기 서열을 이용한 미생물에의<11>

표지 부착방법에 관한 것으로, 원하는 이름표의 영문 문자열에 해당하는 DNA 염기 서열을 제작하는 단계; 제작

된 문자열 염기 서열을 리게이션시켜 일련의 문자열을 만드는 단계;  문자열의 양쪽에 PCR(Polymerase  Chain

Reaction)용 프라이머(primer)를 부착하고 그 바깥쪽에 적당한 벡터와 리게이션할 수 있는 리스트릭션 사이트

(restriction site)를 붙이는 단계; 이를 제한 효소로 처리하여 스티키 엔드(sticky end)를 만드는 단계 ; 이를

동일한 제한 효소로 처리된 벡터에 삽입하는 단계; 벡터를 원하는 미생물에 형질전환시키는 단계를 포함하여 구

성되는 것을 특징으로 하여, 생물학적 오염물질의 해당 생물 폐기물에 이름표를 부착하게 하거나 개발한 기관의

영문 명칭을 표지할 수 있게 함으로써 해당 영문 명칭을 알아낼 수 있어 폐기물 등의 책임소재를 밝힐 수 있을

뿐만 아니라, 새로운 유전자를 클로닝한 플라즈미드나 벡터를 개발하였을 때에도 이름표를 부착하여 그 소유권

을 명시할 수 있어 미생물 이용과 관련된 분쟁의 소지를 미연에 방지할 수 있는 DNA 염기 서열을 이용한 미생물
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에의 표지 부착방법"이 개시되어 있다. 

상기 공개특허의 핵심은 원하는 이름표의 영문 문자열에 해당하는 DNA 염기서열을 벡터에 삽입한 후, 이를 미생<12>

물에 삽입하여 혈질전환하는 것을 특징으로 한다. 

그런데, 상기 공개특허는 다음과 같은 치명적인 문제를 안고 있다. <13>

첫째, 벡터(플라스미드)가 세포질 내에 내포된 형태로 형질전환된 미생물들은 발효가 진행됨에 따라 벡터가 빠<14>

져버리는 현상이 나오는데, 이와 같이 발효에 의해서, 더 이상 표지가 미생물에 존재하지 못하게 되는 문제가

발생한다. 

둘째, 내부에 존재하는 벡터를 악의적으로 빼고 미생물을 사용할 경우, 그 미생물의 소유처를 밝힐 수 없다. <15>

셋째, 상기 공개특허의 방법과 같이 벡터(플라스미드)를 이용하여 미생물을 형질전환하는 경우, 해당 미생물에<16>

서 작동할 수 있는 벡터 시스템이 구비되어 있어야 하는데, 이와 같이 호스트-벡터 시스템이 구비되어 있는 미

생물은 자연계에 몇 종이 안 되기 때문에 범용적으로 사용할 수 없는 문제가 있다. 

넷째, 실질적으로 산업적으로 유용한 균주들은 돌연변이를 통해 이루어진 것들이 많이 있고, 이와 같이 돌연변<17>

이를 통해 형질이 전환된 균주들은 대부분 벡터 시스템이 개발되어 있지 않는데, 상기 공개특허의 방법은 이와

같이 종래에 존재하는 유용한 균주들에 대해서는 적용이 될 수 없는 문제가 있다. 

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

이에 본 발명은 모든 미생물에 대해서 범용적으로 적용이 가능하고, 인위적으로 생물 정보 표지를 뺄 수 없는<18>

새로운 방법을 개발하여 제공하는데 그 목적이 있다. 

        과제 해결수단

상기 목적을 달성하기 위하여 본 발명은 생물체의 고유 정보가 DNA 염기 서열 또는 RNA 염기 서열로 암<19>

호화되어 유전자 전달 시스템을 통해 생물체의 염색체 DNA 내에 삽입되는 것을 특징으로 하는 생물체 정보의 표

지 방법을 제공한다(도 1 참조). 

본 발명의 방법은 생물체의 고유 정보가 DNA 염기 서열 또는 RNA 염기 서열로 암호화되어 생물체의 염색체 DNA<20>

내에 삽입되는 것에 특징이 있다. 생물체의 염색체 DNA 내에 생물체 고유 정보가 삽입되면, 염색체 DNA에 염기

서열로 암호화 된 생물체 정보가 도입되므로, 플라스미드를 이용한 기존의 유전자 형질전환기술에 비하여 도입

된 유전자가 배양 중 소실되지 않고 안정적으로 유지되는 장점이 있다. 즉, 플라스미드 셔틀벡터 시스템의 경우

는 세포증식과정에서 안정성(segregational stability)이 떨어지는 문제점이 발생되어 세대가 반복되면 벡터가

소실되는 치명적인 문제점이 발생되는데, 본 발명의 방법은 특정 염기 서열이 숙주세포의 염색체 DNA 내로 삽입

되기 때문에 이와 같은 문제점이 발생되지 않는 중요한 장점이 발휘되는 것이다. 

또한, 플라스미드 벡터 형태인 경우 고의적으로 해당 플라미스미드 벡터를 균주 밖으로 뺄 수가 있는데, 본 발<21>

명에서와 같이 생물체의 염색체 DNA 내에 특정 염기 서열로 암호화된 생물체 정보를 삽입하면, 이와 같은 악의

적 행위를 방어할 수 있다.

한편, 본 발명은 생물체의 고유 정보를 DNA 염기 서열 또는 RNA 염기 서열로 암호화하여 생물체의 염색체 DNA<22>

내에 삽입하는데, DNA 염기 서열의 경우는 별도의 고려 없이 통상의 유전자 전달 수단을 통해 염색체 DNA 내부

로 삽입할 수 있으나, RNA 염기 서열을 사용하는 경우에는 이를 DNA로 전환해 주는 역전사 효소의 사용 등을 별

도로 고려해 주어야 하는데, 이와 같은 방법은 당업계에 널리 알려져 있는 방법을 사용할 수 있다. 

한편, 본 발명에 있어서 생물체의 고유 정보는 생물체 내에 대한 각종 유용한 정보들이 될 수 있는데, 일 예로<23>

는 기탁자 또는 권리자, 발명자, 기탁일자, 주요 형질전환 요소, 취급시 주의사항 등이 있을 수 있다.  

한편, 본 발명에 있어서 유전자 전달 시스템은, 본 발명이 염색체 DNA 내에 특정 염기 서열로 암호화된 생물체<24>

정보를 표지하는 것에 특징이 있으므로, 호스트(숙주, 균주) 내의 염색체 DNA 내에 외래 유전자를 삽입할 수 있

는 방법이라면, 유전공학적인 방법으로 널리 알려진 어느 방법을 사용하여도 무방하나, 바람직하게는 트랜스포

존 시스템을 사용하는 것이 좋다. 트랜스포존 시스템은 특정 유전자를 숙주의 염색체 내에 무작위로 도입할 수

있는 방법으로, 미생물, 동물세포, 식물세포에 모두 적용 가능하다(Insect Molecular Biology (2007), 16(1),
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37-47;  Plant  Physiology  Preview.  Published  on  November  9,  2007,  as  DOI:10.1104/pp.107.111427,  the

American  Society  of  Plant  Biologists;  형질전환 누에를 이용한 락토페린의 생산 및 기능성 연구, 농림부,

2005)

본 발명에서와 같이 트랜스포존 시스템을 사용하면, 실험자라 하더라도 삽입 염기 서열이 염색체 DNA 내의 어디<25>

에 삽입되는지를 알 수가 없는 특징이 있다. 이와 같이 염기 서열로 암호화된 특정 정보의 삽입 위치가 노출되

지 않으면, 누구도 삽입 위치를 알 수 없기 때문에 임의로 삭제할 수 없는 장점이 발생한다. 

한편, 염색체 DNA에 염기 서열을 삽입한 자는 PCR시 특정 프라이머가 붙을 수 있는 주형(template)의 특정 염기<26>

서열을 인식하고 있기 때문에 PCR을 통해 염기 서열로 암호화된 생물체 정보의 도출에는 전혀 문제가 없다. 이

때, 생물체의 고유 정보를 공개가 가능한 것과 공개가 불가능한 것으로 나누어, 서로 독립적인 복수 개의 DNA

염기 서열 또는 RNA 염기 서열로 암호화하여, 생물체의 염색체 DNA 내부에 삽입하면, 공개의 대상 및 수위를 조

절할 수 있다. 즉, 공개가 되어도 무방한 정보들을 PCR할 수 있는 PCR 프라이머는 공개하고, 공개가 절대 불가

한 정보들에 대한 PCR 프라이머는 절대 공개하지 않아 공개의 대상 및 수위를 조절할 수 있는 것이다.

한편, 본 발명의 트랜스포존 시스템을 이용하는 표지 방법은 대부분의 숙주세포 염색체 DNA에 무작위로<27>

삽입되기 때문에, 그 활용범위가 생화학적 또는 유전학적 정보가 알려지지 않은 미지의 대상 미생물을 포함하는

거의 모든 숙주세포를 대상으로 할 수 있고, 특히 유전자 재조합 시스템이 구축되지 않은 균주에 사용할 수 있

는 강력한 장점이 있다.

한편, 본 발명에 있어서, 상기 생물체는 세균, 곰팡이, 곤충, 동물세포, 동물, 식물세포 및 식물 중 선택되는<28>

어느 것에도 적용이 가능하다. 이들 생물체는 전부 염색체 DNA를 가지고 있고, 이 염색체 DNA에 특정 염기 서열

을 무작위로 삽입할 수 있는 유전자 전달 시스템(일 예로서, 트랜스포존 시스템)이 공지되어 있기 때문이다. 이

때, 동물 또는 식물은 특정 염기 서열로 암호화된 생물 정보가 도입된  동물세포 또는 식물세포를 이식하는 방

법으로 특정 염기 서열로 암호화된 생물 정보를 도입할 수 있다. 

한편, 본 발명은 본 발명의 특허청구범위 제1항에 기재된 방법에 의해 생물체의 고유 정보가 염색체<29>

DNA 내부에 삽입된 생물체를 제공하는데, 이 생물체의 바람직한 예로는 세균, 곰팡이, 곤충, 동물세포, 동물,

식물세포 및 식물 중 선택되는 어느 하나일 수 있다. 

한편, 본 발명은 본 발명의 특허청구범위 제1항에 기재된 방법에 의해 생물체 고유 정보가 DNA 염기 서<30>

열로 암호화되어 염색체 DNA 내부에 삽입된 생물체로부터 PCR을 통해 암호화된 DNA 염기 서열을 증폭하여 PCR

산물을 획득하는 단계(a); 증폭된 PCR 산물의 염기서열을 분석하는 단계(b); 분석된 염기서열을 인식표와 비교

하여 암호를 해독하는 단계(c);를 포함하는 것을 특징으로 하는 생물체의 정보가 표지된 생물체로부터 생물체

정보를 가독하는 방법을 제공한다. 

본 발명의 가독 방법은 본 발명의 특허청구범위 제1항에 기재된 방법에 의해 생물체 고유 정보가 DNA<31>

염기 서열로 암호화되어 염색체 DNA 내부에 삽입된 생물체로부터 PCR을 통해 암호화된 DNA 염기 서열을 가독하

는 것이다. 

PCR시에 사용될 프라이머는 정방향 및 역방향의 프라이머로 구성되는데, 생물체 고유 정보를 DNA 염기<32>

서열로 암호화할 경우, 5'말단 및 3'말단 부분에 존재하는 염기서열의 상보적 시퀀스이다. 이 프라이머 시퀀스

는 생물체 고유 정보를 염기 서열로 디자인할 경우에 인지 가능한 것으로, 생물체 고유 정보를 DNA 서열로 디자

인하는 자 또는 그로부터 지득한 자는 인지하고 있는 사항이다. 

특정 주형에 대한 정방향 및 역방향의 프라이머 제작은 당업계의 프라이머 제작 기술로부터 용이하게<33>

수행할 수 있으므로 그에 관한 구체적인 설명은 생략한다(Dieffenbach CW ,Dveksler GS. 1995. PCR primer: a

laboratory manual, New York, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press; New England Biolabs Inc., 2007-

08 Catalog & Technocal Reference).

한편, 본 발명의 가독 방법에 있어서, PCR은 프라이머로 서로 독립적으로 작용하는 복수개의 정방향 및<34>

역방향 프라이머 세트를 사용하는 것이 좋다. 이와 같은 경우에 특정 프라이머는 비공개로 하여 특정의 자 외에

는 PCR이 불가능하게 하여 특정 정보를 가독하지 못하게 할 수 있고, 특정 프라이머는 공개로 하여 누구든지

PCR이 가능하게 하여 특정 정보를 가독할 수 있게 하는 등 정보의 종류에 따라 공개의 대상 및 수위를 조절할

수 있기 때문이다. 

한편, 본 발명의 가독 방법은 PCR 산물을 획득하는 단계(a) 후, 증폭된 PCR 산물의 염기서열을 분석하는 단계<35>
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(b)를 포함하는데, 단계(b)는 증폭된 PCR 산물의 염기서열을 분석(소위 '시퀀싱')하는 단계이다. 시퀀싱은 유전

공학적으로 널리 알려진 방법을 통해 수행되며, 현재 이에 관한 기술은 외주 처리를 받아 시퀀싱을 해주는 업체

가 많이 존재하는 등 널리 알려져 있다.  

한편, 본 발명의 가독 방법은 증폭된 PCR 산물의 염기서열을 분석하는 단계(b) 후, 분석된 염기 서열을 인식표<36>

와 비교하여 암호를 해독하는 단계(c)를 포함하는데, 단계(c)는 분석된 염기 서열을 별도 제공된 인식표와 대비

하여 그 암호를 해독한다. 이때, 바람직하게 단계(c)의 암호 해독은 컴퓨터 프로그램을 통해 수행되는 것이 좋

다. 

        효 과

이상 상기에서 살펴본 본 발명은, 생물체 고유 정보가 생물체 내의 염색체 DNA에 삽입됨으로 말미암아, 발효에<37>

의해서 또는 인위적 수단에 의해 소실이 되지 않고, 호스트-벡터 시스템이 구비되어 있지 않은 미생물에 대해서

도 범용적으로 사용될 수 있는 특징이 있다. 

이와 같은 특징으로 말미암아 본 발명은 생물체의 고유 정보를 카다로그 등 별도의 매체가 아닌 생물체 자체로<38>

부터 명확하게 제공할 수 있고, 각고의 노력으로 개발한 생물체를 도난당하였을 경우, 이를 추적하여 확인할 수

있으며, 생물체가 오·남용되어 심각한 문제를 발생하였을 때 그 책임 출처를 명확히 밝힐 수 있는 효과가 발휘

된다. 

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 내용에 대해 하기 실시예를 들어 더욱 상세히 설명하지만, 본 발명의 권리범위가 하기 실시예<39>

에만 한정되는 것은 아니고, 그와 등가의 기술적 사상의 변형까지를 포함한다. 

실시예 1: 생물체 정보가 삽입된 류코노스톡 시트레움(Leuconostoc citreum) 균주의 제조<40>

 ① 특정 DNA 염기 서열 결정<41>

먼저 생물체 고유 정보를 도 2에 기재된 암호표(인식표)에 따라 DNA 염기 서열로 암호화하여 총 39×<42>

3=117bp의 염기서열을 결정하고, 합성하였다.

·균주명: Ln. citreum <43>

  GGC          GTT       TAG TCT GAA TTC GGG ATA AAG ATC TCC<44>

(서명개시)  (균주이름)              (Ln. citreum)<45>

·특허등록번호: 560160<46>

CAT CAC CTC TGT CAC CTC<47>

                  (560160)<48>

·권리자: CBNU<49>

  GTG     TTC TCA TCT ATC<50>

(권리자)        (CBNU)<51>

·발명자: HAN NS<52>

  GCA      AGG ACC TCT TCT ACG<53>

(발명자)        (HAN NS)<54>

·기탁한 곳과 기탁번호: KACC 91035<55>

TAC ACC TTC TTC     GTC         CTT TGT CTC TGG CAT    TAA<56>

   (KACC)        (기탁번호)            (91035)        (종료)<57>

 ② 트랜스포존 시스템 구축<58>

트랜스포존 시스템 구축용 벡터에 상기에서 결정된 117bp의 염기서열(이하, 균주정보서열'이라 함)을<59>
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선택마커 유전자와 함께 삽입하였다. 

사용된 pMOD-2<MCS>  벡터는 'Epicentre(Madison,  WI,  USA)'사에서 구입하여 사용하였다.  이  벡터는<60>

pUC-ori를 기본으로 가지며 MCS(Multiple cloning site)에 트랜스포지션하고자 하는 목적 유전자를 클로닝하고

PCR을 하거나 특이적인 제한효소(Pvu II 또는 PshAI, 이 두 가지 제한효소로 클로닝한 단편이 잘리지 않을 경우

사용 가능)를 사용하여 모자이크 양 말단(ME)을 포함한 단편을 얻을 수 있는 특징이 있다. 

본 실험에서는 김치 회사에서 우수 스타터 균주로 분리한 균주로 현재 김치 제조시 스타터로 쓰이고 있<61>

는 류코노스톡 시트레움(Leuconostoc citreum) (기탁번호 KACC 91035)를 숙주세포로 선택하였고, 유산균에 내성

이 있는 클로람페니콜 내성 유전자(CAT)를 선택마커 유전자로 선택하였다. 

먼저 pLeuCM(류코노스톡과 대장균에서 상호 복제가 가능한 셔틀벡터; 대한민국 등록특허 제0721140호)<62>

에 PstI과 XbaI 제한효소를 처리하고, 아가로스 겔을 통해 정제함으로써 클로람페니콜 내성 유전자(CAT)를 얻었

다. 

다음으로 pMOD-2<MCS> 벡터도 동일한 제한효소 PstI과 XbaI으로 처리하고, 상기에서 얻은 콜로람페니콜<63>

내성 유전자(CAT)와 합성시켜 산물을 회수한 후, 대장균(E. coli) Top10에 삽입하여 형질전환시키고, 분리과정

을 거쳐 pMODCm 벡터를 얻었다. 

그 후, 상기에서 합성한 균주정보서열을 pMODCm 벡터의 양 ME 사이트 사이의 클로닝 사이트에 삽입하였<64>

다. 

상기에서 설명한 실험의 전반적인 내용은 도 3과 같았다.<65>

 ③ 트랜스포지션(transposition)<66>

상기 실험 ①에서 얻은 pMODCm 벡터는 'Epicentre'사가 판매하는 트랜스포자제(transposase)가 인식하<67>

여 트랜스포지션을 일으킬 수 있는 ME(19 bp Mosaic Ends)사이트를 포함하고 있으며, PCR 또는 PvuII 제한효소

를 처리하면 ME 사이트를 포함한 DNA 조각을 얻을 수 있다. 

본 발명자는 pMODCm 벡터에 PvuII 제한효소를 처리하여 DNA 조각을 얻을 수 있었다. 이 DNA 조각(클로<68>

람페니콜 내성 유전자(CAT), 와 ME 사이트를 포함하는) 2μl[100㎎/ml in TE Buffer(10mM Tris-HCl, pH 7.5),

1mM EDTA], EZ::TN 트랜스포자제(Epicentre, Madison, WI, USA) 4μl 및 글리세롤 2μl를 섞어 상온에서 30분

간 반응을 시키고, 그 중 1μl씩을 형질전환 할 때 사용하였다. 

호스트인 류코노스톡 시트레움(Leuconostoc citreum) 균주는 컴페턴트 셀을 만들어(40μl) 앞에서 얻은<69>

DNA와 큐벳에 옮기고 5분간 얼음에 방치하였다. 25μF, 8kV/cm, 400ohms 조건에서 전기 펄스를 준 후, 즉시 1ml

MRS 액체배지를 첨가하고 30℃에서 1시간 가량 배양하였다. 그 후, 10μg/ml 클로람페니콜이 포함된 MRS 배지에

도말한 후, 48시간 동안 30℃에서 배양하면서 형질전환 된 것을 선별하고자 하였다.

 ④ 트랜스포지션 확인<70>

상기 실험 ③으로부터 클로람페니콜(CM) 내성을 지닌 류코노스톡 시트레움(Leuconostoc citreum)의 콜<71>

로니를 다수 얻을 수 있었고, 클로람페니콜을 포함하는 MRS 배양배지에 각각 하루 동안 정치 배양하였다. 

DRC 균주의 염색체 DNA에 무작위로 클로람페니콜 내성 유전자(CAT)가 삽입되는 것을 확인하기 위해, 각<72>

각의 균주들로부터 염색체 DNA를 분리하여 클로람페니콜 내성 유전자의 일부분을 프라이머를 이용하여 PCR을 통

해 확인하고자 하였다. 

염색체 DNA 분리는 바이오니아사의 'AccuPrep Genomic DNA Extraction Kit'의 일부분 변형하여 이용하<73>

여  하기와  같이  수행하였다.  먼저,  대조군인  야생형의  류코노스톡  시트레움(Leuconostoc  citreum)는  MRS

배지에, 본 실시예에서 선별한 균주는 클로람페니콜 항생제가 포함된 MRS 배지에 각각 접종하였고, 13,000rpm에

서 2분간 원심분리하여 세포를 회수하였다. 회수한 세포는 TES (30mM Tris-HCl, 50mM NaCl, 5mM EDTA, pH 8.0)

용액으로 씻어준 후, 6.7% 수크로오스(50mM Tris, 1mM EDTA, pH 8.0) 용액 100μl를 첨가하여 현탁하였고, 37

℃에서 30분간 배양하였다. 여기에 라이소자임(lysozyme 10mg/ml lysozyme in 25mM Tris(pH 8.0)) 용액 100μl

을 첨가하고, 다시 37℃에서 30분간 배양하였다. 이 후의 과정은 프로토콜의 내용대로 실험하였고, 최종 50μl

의 정제물을 얻을 수 있었다. 

정제된 각각의 염색체 DNA를 주형으로 하여 PCR을 수행하였고, 반응 혼합물(50μl)은 Taq DNA 중합효소<74>
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0.5μl,  10X  buffer,  250μM  dNTPs,  프라이머  CM-For:  5'-CATATCAAATGAACTTTAAT-3',  CM-Re:  5'-

ATCTCATATTATAAAAGCCA-3')으로 구성되었다. PCR 조건은 변성 94℃, 5분, 표준 PCR 30주기(94℃, 30초, 55℃,

30초, 72℃, 1분) 및 최종반응 72℃, 5분이었다. 

실험 결과, 선별한 균주의 염색체 DNA에 클로람페니콜 내성 유전자가 적절하게 끼어들어 갔음을 확인할<75>

수 있었다. 

 ⑤ PCR을 이용하여 균주정보서열 정보의 증폭 및 시퀀싱<76>

상기  선별  균주의  염색체  DNA를  회수한  후,  PCR을  수행하였다.  이때,  프라이머는  정방향  프라이머로  주형<77>

(template) 중 5'-GGC GTT TAG TCT GAA TTC-3' 위치에 결합할 수 있는 것을 상보적으로 디자인하여 사용하였으

며, 역방향 프라이머로 주형 중 5'-CTT TGT CTC TGG CAT TAA-3'에 결합할 수 있는 것을 상보적으로 디자인하여

사용하였다. 

PCR을 수행한 결과, 120bp 내외의 염기서열을 갖는 PCR 산물을 얻을 수 있었고, 이를 시퀀싱하였다. 그 결과,<78>

상기의 균주정보서열과 정확히 일치함을 확인할 수 있었다. 

이를 다시 도 2에 기재된 인식표와 비교하여 해독하였는데, 그 결과 초기에 표지하고자 했던 사항과 정확히 일<79>

치함을 확인할 수 있었다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 개요를 간단하게 나타낸다.<80>

도 2는 본 발명의 인식표의 일 예를 나타낸다. <81>

도 3은 본 발명의 DNA 염기 서열로 암호화된 생물체의 고유 정보를 트랜스포존 시스템을 통해 생물체의 염색체<82>

DNA 내부에 삽입하는 과정을 보여준다. 

도면

    도면1
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    도면2

    도면3
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