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본 발명은 서열번호 1의 염기서열을 갖는 것을 특징으로 하는 고추식물 유래의 프로모터를 제공에 관한 것이다.

구체적으로는 고추식물의 병원체 감염에 대한 저항성과 고추열매의 숙성과정에 관여하는 유래의 UDP-글루코실트

랜스퍼라제를 조절하는 프로모터에 관한 것이다.

본 발명에 따르면, 상기 프로모터는 고추식물의 UDP-글루코실트랜스퍼라제의 발현의 프로파일링 (profiling)을

연구하는데 중요하며, 상기 프로모터를 포함하는 재조합벡터를 이용할 경우, 목표유전자를 열매조직-특이적으로

발현시키는 유전자 도입 식물을 제조할 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

서열번호 1의 염기서열을 갖는 것을 특징으로 하는 고추식물 유래의 프로모터.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 프로모터는 열매조직-특이적인 발현을 유도하는 것을 특징으로 하는 고추식물 유래의 프

로모터.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 프로모터는 병원체 감염-특이적인 발현을 유도하는 것을 특징으로 하는 고추식물 유래의

프로모터.

청구항 4 

삭제

청구항 5 

제 1항의 프로모터를 포함하는 재조합벡터.

청구항 6 

제 5항에 있어서, 도 6의 계열지도를 갖는 pBI101::CaUGT1 벡터인 것을 특징으로 하는 재조합벡터.

청구항 7 

제 5항의 재조합벡터로 형질전환된 식물체.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

        발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 고추식물 유래의 프로모터에 관한 것으로, 더욱 구체적으로 서열번호 1의 염기서열을 갖는 것을 특징<7>

으로 하는 고추식물 유래의 UDP-글루코실트랜스퍼라제의 프로모터에 관한 것이다.

식물은 국부의 생물적 및 비생물적 스트레스에서 살아남기 위해 다양한 방어기작을 발전시켜왔다. 식물의 방어<8>

반응은  일반적으로  복수유전자  (multiple  genes)의  조화된  전사활성화  (orchestrated  transcriptional

activation)와  2차  대사산물의 축적을 일반적으로 포함하고, 종종  과민반응(HR)의 활성화와 전신획득저항성

(systemic acquired resistance)의 발달을 수반한다 (Ryals et al., 1996; Dangl and Jones 2001). 이들 유도

된 반응이 주어진 식물-병원체 상호작용 동안 신속하고 조화롭게 일어날 때, 식물은 질병에 대한 저항성을 가지

게 된다. 감염되기 쉬운 식물은 방어기작의 개시가 병원체 감염에 대해 더 느리게 반응한다. 따라서, 칩입하는

미생물을 적시에 인식하는 것, 그리고 신속하고 효과적으로 방어반응들을 유도하는 것은 저항성의 식물과 감염

되기 쉬운 식물사이에서 주요 차이점을 만드는 것으로 보인다 (Yang et al., 1997).

담배  모자이크  바이러스  (Tobacco  mosaic  virus,  TMV)는  매우  폭넓은  숙주  범위를  가지는  침입자  중의<9>

하나이다. 감염된 고추식물로부터 분리된 TMV는 저항성 유전자들과 그들의 상호작용에 기초로 하여 증가한 병원

성(pathogenecity)의 4개의 하위그룹(subgroups)인 병원형 P0, P1, P1.2, P1.2.3 로 분류되어 왔다 (Boukema et

al., 1982). 그러나, 발병-관련 (pathogenesis-related, PR) 단백질들은 병을 일으키는 원인균에 의해 또는 이

와 관련된 유사한 발병 환경 상태에서 유도되는 식물단백질로 정의되었고 (Van Loon et al., 1994), 저항성 식

물이 무독성 병원체에 의해 감염 (challenge)되는 부적합한 상호작용 (incompatible interaction)에서 활성의
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식물 방어 레퍼토리의 구성요소로써 더욱 신속하게 대부분이 발현되었다 (Dong et al., 1991).

방어반응과 관련된 유전자의 동정과 분석은 식물 방어반응 이면에서 전체 개요를 이해하는데 필수단계이며, 이<10>

러한 것은 병-저항성 식물의 생성(generation)을 도와줄 수 있다. 본 발명자는 differential screening을 사용

하여 부강 고추식물 (Capsicum annuum cv. Bugang) 과 TMV-P0 사이의 부적합한 상호작용 동안 특이적으로 발현

되는 몇몇의 cDNA를 분리하였고, UDP-글루코실트랜스퍼라제를 코딩하는 상기 cDNA 클론을 얻었다.

UDP-글루코실트랜스퍼라제는 특이 공여체(specific donor)로부터 기질/수용체(acceptor)로 글리코실기(glycosyl<11>

group)의 전달을 촉진하는 효소의 큰 과(large family)를 구성한다 (Mackenzie et al., 1997). UDP-갈락토스

(UDP-galactose)와 UDP-람노스(UDP-rhamnose)가 어떤 UDP-글루코실트랜스퍼라제에 의해 역시 사용된다고 하더라

도,  보통의  glycosyl  donor는  UDP-글루코스(UDP-glucose)  와  UDP-글루쿠로네이트(UDP-glucuronate)를

포함한다. 애기장대(Arabidopsis) genome은 UDP-글루코실트랜스퍼라제 family의 120 members 미만을 코딩한다.

그러나,  지금까지  단지  작은  수만이  클론되고  특성화되어  왔다.  UDP  클루코스를  코딩하는  옥수수(maize)

Bronze-1  locus  :  플라보놀  3-O-글루코실트랜스퍼라제 (flavonol  3-O-glucosyltransferase)는  transposon

tagging에 의해 주로 클론되었고 (Fedoroff et al., 1984; Harborne and Williams 1988), 그때부터, 다른 식물

종으로부터 몇몇 유전자들이 상동성(homology)에 기초하여 클론되어 왔다 (Sparvoli  et  al.,  1994;  Boss  et

al., 1996; Ford et al., 1998). 다양한 대사산물의 glycosylation과 관련된 몇몇의 UGTs는 다양한 기술들을

사용하여 분리되어 왔다 (Szerszen  et  al.,  1994;  Moehs  et  al.,  1997;  Warnecke  et  al.,  1997;  Lee  and

Raskin 1999; Martin et al., 1999; Yamazaki et al., 1999). 이러한 지식에도 불구하고, UDP-글루코실트랜스

퍼라제가 고추에서 병원체 공격 또는 식물 발달과 관련이 있는지에 대해서는 잘 알려져 있지 않다.

이에, 본 발명자들은 상기 종래기술들의 문제점들을 극복하기 위하여 예의 연구 노력한 결과, 서열번호 1의 염<12>

기서열을 갖는 것을 특징으로 하는 고추식물 유래의 프로모터가 고추식물의 방어반응과 열매조직-특이적으로 목

표유전자의 발현을 유도할 수 있음을 확인하고, 본　발명을 완성하게 되었다.

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

따라서, 본 발명의 주된 목적은 고추식물에서 방어반응과 열매조직-특이적으로 목표유전자의 발현을 유도할 수<13>

있는 고추식물 유래의 프로모터를 제공하는 데 있다.

    발명의 구성 및 작용

본 발명의 한 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 1의 염기서열을 갖는 것을 특징으로 하는 고추식물 유래의 프<14>

로모터를 제공한다. 본 발명의 프로모터는 고추열매에 특이적으로 발현하는 방어반응과 열매숙성 관련 유전자인

UDP-글루코실트랜스퍼라제 (CaUGT1으로 명명)의 프로모터에서 유래하였다. 

본 발명의 고추식물 유래의 프로모터에서, 상기 프로모터는 열매조직-특이적인 발현을 유도하는 것을 특징으로<15>

하는 고추식물 유래의 프로모터인 것이 바람직하다. 본 발명의 프로모터는 CaUGT1 유전자의 프로모터로써, 열매

-특이적 CaUGT1의 발현을 유도하는 프로모터에서 유래하였다. 본 발명에서는 상기 프로모터의 열매-특이적인 발

현 유도를 확인하기 위해, GUS 리포터 유전자를 이용하여 고추식물에 입자 충격(particle bombardment) 실험을

이용하였다. CaUGT의 프로모터는 CaMV 35S 프로모터를 포함하는 pBI121 T-DNA 벡터와 같이 높은 활성을 나타냈

다.

본 발명의 고추식물 유래의 프로모터에서, 상기 프로모터는 병원체 감염-특이적인 발현을 유도하는 것을 특징으<16>

로 하는 고추식물 유래의 프로모터인 것이 바람직하다. 병원체 감염-특이적인 발현을 하는 CaUGT1 유전자는 본

발명의 프로모터에 의해 조절되기 때문에, 본 발명의 프로모터가 고추식물에서 병원체 감염-특이적인 발현을 유

도하는 것은 자명하다.

본 발명의 고추식물 유래의 프로모터에서, 상기 프로모터는 시스-작용(cis-acting) 조절요소로써, 옥신(auxin)-<17>

,  지베를린(giberrellin)-,  앱시식산(ABA,  absisic  acid)-,  살리실산(SA,  salicylic  acid)-,  에틸렌

(ethylene)-, 메틸자스몬산(MeJA, methyl jasmonic acid)-, 및 엘리시터(elicitor)-반응성의 요소들을 포함하

는 것을 특징으로 하는 고추식물 유래의 프로모터인 것이 바람직하다. 각 반응성 요소들의 위치는 도 4에 도시

되어 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 1의 염기서열을 갖는 것을 특징으로 하는 고추식물 유래의<18>

프로모터를 포함하는 재조합벡터를 제공한다. 상기 프로모터의 전장 영역(full region)을 GUS 리포터 유전자를
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가진 pBI101 T-DNA 벡터 (promoter-less GUS expression vector)에 넣어 그 활성을 분석한 결과, 고추열매에서

그 활성이 매우 높았다.

본 발명의 재조합벡터에서, 상기 재조합벡터는 도 6의 계열지도를 갖는 pBI101::CaUGT1 벡터인 것을 특징으로<19>

하는 재조합벡터인 것이 바람직하다. 상기 재조합벡터에는 GUS 리포터 유전자 대신에 발현을 원하는 목표유전자

를 삽입시킬 수 있다. 

본 발명의 고추열매의 특이적 발현 벡터는 상기 프로모터가 바이너리(binary) 벡터의 외래 유전자 앞에 삽입될<20>

수 있다.  본 발명에 이용될 수 있는 바이너리 벡터는 A. tumefaciens의 Ti 플라스미드와 함께 존재시 식물체를

형질전환시킬 수 있는 T-DNA의 BR과 BL을 함유하는 어떤 바이너리 벡터도 될 수 있으므로, 예컨대, pGA 계열,

pCG 계열, pCIT 계열, pGPTV 계열, pBECK2000 계열, BiBAC 계열, 및 pGreen 계열 벡터 등을 사용할 수 있으나,

바람직하게는 당업계에서 용이하게 입수가능한 pBI101 (Clontech, 미국)를 사용하는 것이 좋다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 도 6의 계열지도를 갖는 pBI101::CaUGT1 벡터인 것을 특징으로 하는<21>

열매조직-특이적 벡터로 형질전환된 식물체를 제공한다. 상기 고추열매 특이적-발현벡터가 바이너리벡터인 경우

에는 Floral dip 방법 (Clough 와 Bent, 1998, The Plant Journa)에 따라 식물체를 형질전환시키고, 트랜전트

발현벡터인 경우에는 입자 충격(Particle bombardment) 방법(Lacorte et al., 1997, Plant Cell Reports)에 따

라 식물체를 형질전환시킬 수 있다. 본 발명의 고추열매 특이적발현벡터는 쌍자엽 혹은 단자엽 식물, 유성생식

혹은 무성생식 식물에 상관없이 어떤 식물체도 형질전환 시킬수 있으나, 본 발명에서는 그 예로서 고추식물의

형질전환만을 실시하였다.

고등 식물에서 과민반응 (hypersensitive response, HR)은 병원체 감염에 대항하는 방어반응의 효율적인 형태중<22>

의 하나이다. 부강 고추 식물체 (Capsicum  annuum  cv.  Bugang)는 담배 모자이크 바이러스 (Tobacco  mosaic

virus,  TMV)  병원형  P0에  의한  감염에  대해  과민반응을  나타낸다.  TMV  및  Xanthomonas  campestris  pv.

vesicatoria (Xcv)에 대항하는 방어 기작과 관련 있는 유전자를 분리하기 위해 마이크로어레이 (5 K 칩)분석을

수행하였다. 이러한 처리에 의해 차등 조절된 클론들에 있어서, RNA-blot  분석은 UDP-글루코실트랜스퍼라제

(UDP-glucosyltransferase)를 코딩하는 CaUGT1 유전자가 TMV 및 Xcv 감염에 의해 증가 조절되었다는 것을 나타

내었다.

CaUGT1 유전자가 바이러스-유도 유전자 억제 (virus-induced gene silencing, VIGS)에 의해 고추에서 발현이<23>

녹다운 (knocked-down)될 때, 고추식물의 발병-관련 단백질 5 (Capsicum annuum pathogenesis-related protein

5, CaPR-5) 유전자도 역시 감소 조절되었고 과민반응이 지체되었다. 추가적으로, CaUGT1 유전자는 고추에서 잎,

줄기, 뿌리, 및 꽃이 아니라 고추열매에서만 발현되었다. CaUGT1 유전자가 고추열매에서 발현 억제될 때, 열매

가 익는 것 (ripening)도 또한 지체되었다. 이로 미루어볼 때, 이러한 결과는 열매 특이적 유전자 즉, CaCGT1은

고추에서 방어반응과 성숙과정 둘 다와 관련됨을 시사한다.

더욱이, CaUGT1 유전자의 프로모터를 고추 Genome Walker library에서 분리하였고, 이 프로모터의 구성요소들<24>

(elements)을 분석하였다.  auxin-,  giberrellin-,  ABA-,  SA-,  ethylene-,  MeJA-,  및 elicitor-responsive

elements를 포함하는 많은 구성요소들이 있다. 이러한 결과는 이 프로모터들이 방어-관련된 유전자들에 포함되

는 대부분의 구성요소를 가지는 것을 나타낸다. CaUGT1 프로모터는 GUS reporter gene을 가진 pBI101 T-DNA 벡

터에 위치하였고, 프로모터 활성 분석을 수행하였다. CaUGT1의 프로모터는 몇몇 열매에서 pBI121 T-DNA 벡터와

유사한  높은  활성을  나타내었다.  pBI121  T-DNA  벡터는  양성  대조군으로써  사용된  CaMV  35S  promoter를

포함한다.

UDP-글루코실트랜스퍼라제는 새로운 연구에서 잘-연구된 효소중의 하나이다. 각각 자기자신의 공여체 (donor),<25>

수용체 (acceptor) 및 결합 특이성 (linkage specificity)을 가지는 많은 글루코실트랜스퍼라제가 있는 것으로

알려져 있다. 생물학적 관점으로부터, 이러한 글리코실트랜스퍼라제의 연구는 박테리아 독성에서 포유동물의 발

달 (development)까지의 범위에서 새로운 해석을 내리기 시작하였다. 더욱이, 치료 상의 표적으로써 그들의 잠

재적 역할 뿐만 아니라 질병의 병인학(etiology)에서 글루코실트랜스퍼라제에 의해 수행되는 역할은 또한 높이

평가되고  있다  (Dennis  et  al.,  1999).  글루코실트랜스퍼라제는 PSI-BLAST  서열분석과 substrate/product

stereochemistry 둘 다를 기초로 하여 서로 다른 47 families에서 분류되어 왔다 (Campbell et al., 1998). 글

루코실트랜스퍼라제 반응은 활성화된 당 공여체 (sugar donor)에서 당류 (saccharide), 단백질 (protein), 지

질  (lipid),  DNA  또는  저분자  수용체  (small  molecule  acceptor)로  단당류  (monosaccharide)의  이동

(transfer)을 포함한다 (Bill et al., 1998).
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고추식물에서는, 감염되지 않은 상태에서 열매-특이적으로 발현되는 UDP-글루코실트랜스퍼라제의 단일 카피수가<26>

있다. 식물이 TMV 또는 Xcv와 같은 외부 침입자에 의해 감염될 때, 발병 저항성의 pathways에서 몇몇 signal

molecules는  축적되기  시작하고,  병원체  저항성  유전자는  활성화되기  시작한다  (Delaney  et  al.,  1994;

Penninckx et al., 1996, 1998; Dong, 1998; Glazebrook, 2001). 이러한 종류의 과정은 downstream PR 유전자

또는 몇몇 결정적인 병원체 저항성 유전자를 활성화하도록 유도한다. CaUGT1이 억제된 RT-PCR 결과는 CcUGT1이

CaPR-5의 upstream에 있는 것과 CaPR-5의 발현 수준을 조절한다는 것을 보여준다. 이전의 보고에서는, PR-5 단

백질은 항곰팡이 활성 (antifungal activity)을 가지는 것으로 나타났다 (Vigers et al., 1992). 이 family의

members는 또한 병원체 감염 동안 역시 유도되며, 이러한 PR-5 member의 매우 높은 수준의 발현은 또한 HR과 관

련되어 있을 것이라고 알려져 있다 (Van Loon and Van Strien, 1999; Madge Y. Graham, 2005). CaUGT1의 억제

는 CaPR-5를 또한 억제하여 TMV에 대한 낮은 식물-병원체 저항성을 초래할 수 있다. 이는 HR에 직접적 또는 간

접적으로 영향을 미치는 것으로 보이며 TMV 복제 역시 그러하다.

열매 익음(fruit ripening)은 물리적, 생화학적 변화가 동시에 일어나는 발달 과정 (developmental process)이<27>

다. 이러한 변화는 열매 착색 (pigmentation), 물러짐 (softness), 및 당 (sugar)과 아로마 (aroma)의 축적을

포함한다 (Giovannomi, 1993). CaUGT1이 억제된 식물의 열매 표현형은 CaUGT1이 열매 숙성과 관련되어 있다는

것을 나타낸다. 이전 연구에서는, thaumatin-like protein (TLP) (PR-5 family)은 고추열매가 익는 동안에 축

적된다고 보고되었다 (Kim et al., 2002). 고추 thaumatin-like protein (CaPR-5)는 곰팡이에 감염되었을 때

발현되며, 이러한 감염이 없는 평상시에는 붉은색 열매로 변화한 후의 열매의 당 축적에 관여한다. RNA blot 분

석은 CaUGT1이  녹색 열매와 붉은색 열매에서 모두 발현한다는 것을 나타낸다. 고추 thaumatin-like protein이

단지 붉은색 열매에서만 발현한다는 점을 감안한다면, CaPR-5 유전자는 고추열매에서도 CaUGT1에 의해 역시 조

절될 수 있다고 예상된다. 결과적으로, CaUGT1 유전자는 고추 열매에서 기능하면서 한편으로는 열매의 당 축적

하는 기능을 하는 CaPR-5 유전자를 조절하면서 당 축적에도 관여할 것으로 추정된다. 그러나, CaUGT1이 억제된

열매 표현형의 단지 약 10%만이 부분적으로 녹색을 나타내었다. 이것은 CaUGT1이 열매 착색 (pigmentation)에

기능을 하는 것이 아니라 열매 숙성 (fruit development)의 다른 부분에서 기능을 할 것임을 나타낸다.

sense 와 antisense 방향 (orientation) 둘 다로 CaUGT1 유전자를 발현시킨 유전자 도입된 고추식물은 CaUGT1<28>

이 식물에서의 바이러스 병원체에 대한 방어 또는 열매 숙성에서 기능을 하는 메커니즘을 밝히기 위해서 반드시

필요하다.

유전자 발현은 프로모터에 의해 조절되기 때문에, 프로모터의 분석은 유전자 발현의 프로파일링 (profiling)을<29>

연구하는데 중요하다. CaUGT1의 프로모터 부위를 분리하였고, cis-acting  조절요소 (cis-actiong  regulatory

elements)를 분석하였다. CaUGT1 유전자의 프로모터는 SA-, MeJA-, ethylene 반응성 요소로써 병원체와 관련있

는 몇몇 cis-action 조절요소를 포함하였다. CaUGT1 유전자의 열매 특이적인 발현 형태를 확인하기 위해, 몇몇

열매에 사용된 particle  bombardment  실험을 이용하였다. CaUGT의 프로모터는 CaMV 35S 프로모터를 포함하는

pBI121 T-DNA 벡터와 같이 높은 활성을 나타냈다. 고추식물에서 전사조절 (transcriptional regulation)과 관

련된 프로모터의 기능적 부위를 이해하기 위해, 유전자 도입된 식물은 고추식물과 MicroTom 식물에서 제조되어

야 한다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하기로 한다.  이들 실시예는 단지 본 발명을 예시하기 위한<30>

것이므로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는다.

실시예 1. Preparation of total RNA (RNA 추출)<31>

1 g의 식물조직을 액체질소에 얼리고 균질화한 후 10 ml의 RNA추출 용액 (0.2 M Tris-Cl, pH 8.0, 0.4 M LiCl2,<32>

25 mM EDTA, pH 8.0 and 1% SDS)를 첨가하여 잘 섞는다. 10 ml의 아쿠아페놀을 첨가 후 오래 섞고 20분 동안 4

℃ 10,000g 조건 하에서 원심 분리한다. 상층액을 10ml의 클로로포름이 담긴 tube로 옮겨 잘 섞은 후 20분 간 4

℃ 10,000g 조건 하에서 원심 분리한다. 상층액을 에탄올을 이용하여 RNA를 침전시킨다. 침전물을 75% 에탄올로

씻은 후 2 M LiCl2에 녹인 후 재 침전시키고 침전물을 DEPC가 처리된 물에 용해시킨다.

실시예 2. Probe labeling (방사선 동위원소 probe 제작)<33>

differential  screening으로 얻어진 cDNA  클론들이 probe로 사용되었다. probe제작에 PCR을 이용한 방법이나<34>

random  priming을 이용한 방법이 사용되었다. PCR에 사용된 혼합물에는 template  (100  ng),  250  μM dATP,

dGTP and dTTP, 50 μM dCTP, T7 primer (10 pM), T3 primer (10 pM), [α-
32
P]-dCTP (3000 Ci/mM) and Taq
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polymerase (Bioneer, Korea)이 포함되었다. PCR은 처음에 95 ℃에서 2분의 조건으로 그 이후에 95 ℃에서 30

초, 45  ℃에서 30초, 72  ℃에서 40초의 조건으로 30회를 마지막으로 72  ℃에서 5분의 조건으로 작동되었다.

random priming으로 사용되는 template는 10분 동안 끓여진 후 재빠르게 얼음에 보관되었다. 그 후에 Klenow

polymerase (Boerhinger Mannheim, Germany)를 제외한 모든 구성물들이 37 ℃에 5분 간 보관되었다.  Klenow

polymerase를  첨가한  후  37  ℃에서  30분  간  배양하였다.  방사선동위원소로 표시된  probe들은  QIAquick

nucleotide removal kit (QIAGEN, USA)에 의해 정제 되었다. 마지막으로 probe를 pH 8.5인 50 mM Tris-Cl용액

에 용해시킨다. Hybridization 실험을 하기 위해서는 방사선동위원소로 식별되는 probe를 5분 간 끓는 물에서

denaturation시킨 후 얼음에 재빨리 옮겨서 사용한다.

실시예 3. Promoter isolation (promoter 분리)<35>

Universal Genome Walker
TM
 Kit (CLONTECH, USA)과 유전자에 특이적으로 작용하는 primer (GSP) 1과 2를 사용하<36>

여 CaUGT1  의 promoter  부위가 분리되었다. CaUGT1의 두 개의 유전자에 특이적으로 작용하는 primer는 5'-

AAGGCCTTTCGAAGCGAGGCGTTTAGCAAG-3'과  5'-CAAGAAAGGCATGAACGAGTGCACCCTCAC-3'이다.   Web  Signal  Scan

Program: PLACE (http://www. dna. affrc.go.jp/htdocs/PLACE/) & PlantCARE (http://sphinx. rug. ac. be:

8080/ PlantCARE/)을 이용하여 promoter를 분석하였다.

실시예 4. Northern blot hybridization & analysis<37>

Northern blot 분석을 위해서 Ausubel et al. (1995) 방법을 따라 RNA를 추출하였다. 15 ㎍의 RNA를 6% 포름알<38>

데히드와MOPS  용액  (pH  7.0)이  포함된  1.0%  아가로스 젤에서  전기영동 한  후  nytran  plus  membrane으로

옮겼다. RNA 분석은 각 처리마다 3번에서 4번씩 반복 실험되었다. 이미 보고된 프로토콜 (Church and Gilbert,

1984)에 따라 hybridization이 수행되었고 membrane들은 상온에서 2× SSC 용액으로 10분 간 2번씩 씻어냈으며

상온에서 0.1× SSC과 0.1% SDS이 혼합된 용액으로 65 ℃에서 5분 간 씻어냈다. Membrane을 살짝 말린 후 X-

ray 필름이나 BAS-2500 phosphorimager (Fuji Photo Film, Tokyo, Japan)로 감광하여 관찰되었다.

실시예 5. Particle bombardment<39>

Protocol of Maliga (1995)의 방법에 따라 금 조각 (1.0 μm)에 DNA를 코팅하고 PDS-1000/He device (Bio-Rad<40>

Laboratories, Inc.)을 사용하여 실험이 수행되었다. 보통 500-1000 μg의 금 조각과 1.25-2.5 μg의 DNA가 한

번의 bombardment 실험에 사용되었다. 금 조각으로코팅 된 DNA들은 1100 압력 하에 6이나 9cm의 거리에서 열매

또는 잎의 표피세포에 쏘아졌다. 금 조각으로 코팅 된 DNA들이 쏘아진 열매와 잎들은 동일한 감광도와 온도 조

건에서 24시간 동안 배양되었다.

pBI101과 pBI121,  두 개의 플라스미드 벡터 (plasmid  vector)가 프로모터 활성도 분석 (promoter  activity<41>

analysis)  실험을  하는데  사용되었다.  pBI101  플라스미드  (Clontech  Co.,USA)는  약  10  kb  크기로  β-

glucuronidase  (GUS)라는  reporter  gene을  가지고 있으며, 또한  NOS  promoter에  의해  발현되는 neomycin-

phosphotransferase (NPT)라는 selectable marker gene이 존재한다. CaUGT1 의 전체 길이의 프로모터를 GUS 유

전자의 발현을 조절할 수 있는 pBI101의 HindIII-SalI의 효소작용 부위에 삽입하여 재조합벡터 pBI101::CaUGT1

를 재조하였다 (도 6). pBI121 플라스미드는 CaMV 35S 프로모터의 조절 하에 GUS가 존재하며 NPT 유전자와 NOS

프로모터를 내포한다.

Jefferson  et  al.  (1987)  by  Klimaszewska  et  al.  (1997)  에서 사용된 GUS  반응 용액 (50  mM  Na2HPO4  and<42>

NaH2PO4, pH 7.0 10 mM K3[Fe(CN)6], 10 mM K4[Fe(CN)6], 10 mM Na2EDTA, 0.1% (v/v) Triton-100, 1.5 mM X-

Glucuronide)을 사용하여 열매에 흡입시킨 후 담그고 37℃에서 24시간 동안 배양하였다. 100% 에탄올을 이용하

여 색소를 모두 제거하였다. 일시적인 GUS 발현이 X-Gluc에 의해 탐지되었다. 파랑 색으로 변색된 열매는 GUS-

positive로 간주되었다.

실험결과 1. Tissue-specific expression of CaUGT1<43>

고추식물의 여러 기관에서 CaUGT1의 정상 상태 전사 수준을 시험하기 위하여, total RNA를 붉은색 (ripe)과 녹<44>

색 (unripe) 고추열매, 새로난 잎과 오래된 잎, 뿌리, 줄기, 및 꽃으로부터 추출하였다 (도 1). CaUGT1의 3'

untranslated region (UTR)을 CaUGT1 유전자의 특이적 프로브(probe)로써 사용하였다. CaUGT1 유전자의 전사체

는 녹색 고추열매와 붉은색 고추열매에서 아주 많이 축적되었다. 그러나, 상기 전사체는 뿌리, 줄기, 꽃, 및 잎

에서는 사실상 없었다 (도 1).
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실험결과 2. CaUGT1 유전자의 프로모터 부위의 분리<45>

우선, 고추식물로부터 추출된 genomic DNA를 사용하여 adaptor-ligated genomic DNA fragments (referred as<46>

Genome walker libraries)를 구성하였다 (도 2). CaUGT1 유전자의 프로모터 부위를 찾아내기 위해, 유전자 특

이적 프라이머와 adaptor 프라이머를 사용하였으며, CaUGT1 유전자의 프로모터 부위를 Genome Walker library에

서 찾았다. 약 1968 bp인 CaUGT1 유전자의 프로모터를 분리하였다 (도 3). CaUGT1 유전자의 프로모터는 살리실

산-반응성 요소 (SA-responsive  element),  에틸렌-반응성 요소 (ethylene-responsive  element),  MeJA-반응성

요소  (MeJA-responsive  element),  상처-반응성  요소  (wound-responsive  element),  곰팡이-반응성  요소

(fungal-responsive  element),  및  myb  전사  facotr의  binding  box  (binding  box  of  myb  transcription

factor)를 가진다 (도 4).

실험결과 3. particle bombardment를 이용한 열매에서의 CaUGT1 프로모터 활성의 분석<47>

고추열매에서 CaUGT1 프로모터의 활성을 조사하기 위해, 프로모터의 full region을 GUS reporter 유전자를 가지<48>

는 pBI101 T-DNA 벡터 (도 6)에 넣었다. 열매에서 프로모터 활성의 분석을 위해, 열매를 pBI101::CaUGT1 또는

pBI121로 코팅된 골드 입자로 쏘았다. pBI121 T-DNA 벡터가 35S::GUS 융합 유전자를 포함하기 때문에, 식물-유

래 35S::GUS 유전자의 발현 수준은 열매조직에서 항상 높았다 (도 5). 이는 CaMV 35S 프로모터 없이 단지 GUS

유전자만 가지는 T-DNA 벡터로부터 주어진 GUS 활성의 발현수준과는 명백하게 다르다. 접종 24시간 후 열매조직

은  1X-Gluc  solution으로  진공-침윤되었고 (vaccum-infiltrated),  열매조직을 100%  에탄올에 담가  놓았다.

pBI121 플라스미드가 도입된 열매조직은 GUS-양성으로 확인되는 파란색을 나타내었다. 또한, CaUGT1 프로모터가

도입된 열매조직은 같은 활성 또는 양성 대조군보다 더 높게 나타났다 (도 5).

참고문헌<49>
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<55>

    발명의 효과

이상 설명한 바와 같이, 본 발명에 따르면 고추식물의 방어반응과 고추열매의 숙성에 관여하는 UDP-글루코실트<56>

랜스퍼라제를 조절하는 그의 프로모터를 분석함으로써, 고추열매 특이적 발현을 하는 UDP-글루코실트랜스퍼라제

의 발현을 증가시킬 수 있게 되었으며, 본 발명의 프로모터를 포함하는 재조합벡터를 이용하여 고추열매에 특이

적으로 발현시키기 원하는 목표유전자를 삽입하여 새로운 형질전환 식물체를 생산할 수 있을 것으로 기대된다.

도면의 간단한 설명

도 1은  노던 블롯(northern  blot)  분석에 의한 다양한 고추식물 기관에서 CaUGT1의 발현 형태를 나타낸다.<1>

레인: R, 뿌리; S, 줄기; L, 잎; F, 꽃; GF, 녹색 열매 (unripe); RF, 붉은색 열매 (ripe). ethidium bromide-

염색된 겔에서 28S 와 18S rRNA 밴드는 loading control로 나타난다.

도 2는 유용한 프로모터를 찾기 위한 방법의 흐름도이다.<2>

도 3은 CaUGT1 프로모터 부위의 뉴클레오타이드 서열이다. CaUGT1 프로모터의 길이는 5'region과 ATG 번역 개시<3>

코돈 (굵은 글자)을 포함하는 1968 bp 이다.

도 4는 식물 CaUGT1 프로모터 부위에서 시스-작용 조절 DNA 요소들(cis-acting regulatory DNA elements)을 나<4>

타낸다. 숫자는 CaUGT1  번역 시작 site로부터의 거리를 지시한다. SA-,  ethylene-,  MeJA-,  ABA-  및 wound-

responsive는 그것의 반응성 요소들을 각각 지시한다. Myb binding site는 box와 결합하는 myb 전사 factor를

지시한다. 또한, Box-W1은 fungal elicitor responsive site를 지시한다.

도 5는 입자 충격(particle bombardment) 실험을 이용하여 열매에서 CaUGT1 프로모터 활성의 분석을 나타낸다.<5>

입자 충격 실험용으로 당근, 양파, 및 고추열매를 사용하였다. CaUGT1  프로모터를 pBI101  T-DNA  벡터에 GUS

reporter 유전자와 함께 주입하였다. CaMV 35S 프로모터를 포함하는 pBI121 T-DNA 벡터를 양성대조군으로 사용

하였다.

도 6은 PBI101::CaUGT1 벡터의 계열지도이다.<6>
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    도면1

    도면2
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    도면3a

    도면3b
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    도면3c

    도면4
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    도면5a

    도면5b
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    도면5c

    도면6

서 열 목 록

서열목록 전자파일 첨부 

- 18 -

등록특허 10-0784165


	문서
	서지사항
	요 약
	대표도
	특허청구의 범위
	명 세 서
	발명의 상세한 설명
	발명의 목적
	발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술
	발명이 이루고자 하는 기술적 과제

	발명의 구성
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명

	도면
	도면1
	도면2
	도면3a
	도면3b
	도면3c
	도면4
	도면5a
	도면5b
	도면5c
	도면6

	서 열 목 록



문서
서지사항 1
요 약 1
대표도 1
특허청구의 범위 3
명 세 서 3
 발명의 상세한 설명 3
  발명의 목적 3
   발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술 3
   발명이 이루고자 하는 기술적 과제 4
  발명의 구성 4
  발명의 효과 13
 도면의 간단한 설명 13
도면 14
 도면1 14
 도면2 14
 도면3a 15
 도면3b 15
 도면3c 16
 도면4 16
 도면5a 17
 도면5b 17
 도면5c 18
 도면6 18
서 열 목 록 18
