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식물, 식물의 일부, 또는 식물 세포에서 N-글리코실화 프로파일이 변형된 관심의 단백질을 합성하는 방법이 제공

된다.  상기 방법은 식물에서 활성인 제 1 조절 영역에 작동 가능하게 연결된, 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제

(GalT)의 촉매 도메인과 융합된 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제(GNT1)의 CTS  도메인을 포함하는 하이브리드

단백질(GNT1-GalT)을 암호화하는 제 1 뉴클레오티드 서열, 및 식물에서 활성인 제 2 조절 영역에 작동 가능하게

연결된, 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 식물에서 공-발

현시키는 단계를 포함한다.  제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서열이 공-발현되어 식물, 식물의 일부, 또는 식물 세포

에서 N-글리코실화 프로파일이 변형된 글리칸을 포함하는 관심의 단백질이 합성된다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

푸코실화 및 자일로실화가 감소된 관심의 단백질을 합성하는 방법으로서,

제 1 뉴클레오티드 서열 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산을 식물, 식물의 일부 또는 식물 세포에 도

입하는 단계; 및

야생형 식물에서 생산된 동일한 관심의 단백질과 비교했을 때 10 % 미만의 푸코실화 및 자일로실화를 포함하는

관심의 단백질을 합성하도록 제 1 뉴클레오티드 서열 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 일시적으로 공-발현시키는

단계

를 포함하고,

제 1 뉴클레오티드 서열은 SEQ ID NO:18의 아미노산 1-354를 포함하는 하이브리드 단백질을 암호화하고,

하이브리드 단백질은 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제(GalT)의 촉매 도메인과 융합된 N-아세틸글루코사미닐트랜

스페라제의 세포질 꼬리, 막통과 도메인, 줄기 영역(CTS 도메인)을 포함하고,

제 1 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 1 조절 영역에 작동 가능하게 연결되고,

제 2 뉴클레오티드 서열은 관심의 단백질을 암호화하고,

제 2 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 2 조절 영역에 작동 가능하게 연결되어 있는 것을 특징으로 하는

푸코실화 및 자일로실화가 감소된 관심의 단백질을 합성하는 방법.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 제 1 조절 영역은 제 1 플라스토시아닌 프로모터 또는 제 1 35S 프로모터이고, 제 2 조절 영

역은 제 2 플라스토시아닌 프로모터 또는 제 2 35S 프로모터인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 식물에서 활성인 제 3 조절 영역에 작동 가능하게 연결된, 침묵화 억제인자를 암호화하는 제

3 뉴클레오티드 서열을 식물에서 발현시키는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 4 

제 3 항에 있어서, 관심의 단백질은 식물 생량 kg 당 최대 1.5g의 양으로 합성되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 5 

제 3 항에 있어서, 제 3 조절 영역은 플라스토시아닌 프로모터 또는 35S 프로모터인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 6 

제 2 항에 있어서, 식물에서 활성인 제 3 조절 영역에 작동 가능하게 연결된, 침묵화 억제인자를 암호화하는 제

3 뉴클레오티드 서열을 식물에서 발현시키는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 7 

제 6 항에 있어서, 제 3 조절 영역은 제 3 플라스토시아닌 프로모터 또는 제 3 35S 프로모터인 것을 특징으로

하는 방법.

청구항 8 

제 1 항에 있어서, 관심의 단백질은 항체 또는 항원인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 9 

제 8 항에 있어서, 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 조절 영역 2A에 작
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동 가능하게 연결된 뉴클레오티드 서열 2A, 및 식물에서 활성인 조절 영역 2B에 작동 가능하게 연결된 뉴클레오

티드 서열 2B를 포함하며, 2A와 2B의 각각에 의해 암호화된 산물을 조합하여 항체를 생산하는 것을 특징으로 하

는 방법.

청구항 10 

제 9 항에 있어서, 조절 영역 2A는 플라스토시아닌 프로모터이며, 조절 영역 2B는 플라스토시아닌 프로모터인

것을 특징으로 하는 방법.

청구항 11 

SEQ ID NO:17(GNT1-GalT)의 뉴클레오티드 1-1062를 포함하는 핵산.

청구항 12 

서열 SEQ ID NO:18의 아미노산 1-354를 포함하며, 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제의 촉매 도메인과 융합된 N-아

세틸글루코나미닐트랜스페라제의 CTS 도메인을 포함하는 하이브리드 단백질 GNT1-GalT.

청구항 13 

제 12 항의 하이브리드 단백질을 암호화하는 핵산.

청구항 14 

제 11 항 또는 제 13 항의 뉴클레오티드 서열을 포함하는 식물 세포.

청구항 15 

제 12 항의 하이브리드 단백질을 포함하는 식물 세포.

청구항 16 

제 3 항에 있어서, 관심의 단백질은 항체이며, 잎 생량 kg 당 최대 1.5g의 양으로 합성되는 것을 특징으로 하는

방법.

청구항 17 

제 1 항에 있어서, 합성된 관심의 단백질은 푸코실화, 자일로실화 또는 이들 모두를 결여하는 것을 특징으로 하

는 방법.

청구항 18 

제 1 항에 있어서, 합성된 관심의 단백질은 야생형 식물에서 생산된 동일한 관심의 단백질과 비교했을 때 5% 미

만의 푸코실화 및 자일로실화를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 19 

제 1 항에 있어서, 합성된 관심의 단백질은 야생형 식물에서 생산된 동일한 관심의 단백질과 비교했을 때 2% 미

만의 푸코실화 및 자일로실화를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 20 

제 1 항에 있어서, 제1 뉴클레오티드 서열은 SEQ ID NO:17(GNT1-GalT)의 뉴클레오티드 1-1062를 포함하는 것을

특징으로 하는 방법.

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제
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청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 식물에서 당단백질 생산을 변형하는 방법에 관한 것이다.  또한, 본 발명은 당단백질 생산이 변형된[0001]

식물을 제공한다.
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배 경 기 술

면역글로불린(IgG)은 다양한 자연물의 특이적 항원 대응물에 대해 특징적인 친화성을 가진 복잡한 헤테로멀티머[0002]

단백질이다.  오늘날 일반화된 IgG-생산 셀라인 분리와 IgG 관련 발전 및 분자 엔지니어링 기술의 출현은 일반

적인 생명과학 시장에 그리고 바이오치료제로서의 그들의 발전에 깊은 영향을 미쳤다.  치료용 단클론성 IgG(단

클론성 항체, mAb)는 신규 항염제와 항암제의 현 시장을 지배하고 있으며, 개선된 용도나 새로운 용도를 위한

수백 개의 신규 후보들이 현재 연구 임상개발 중이다.  mAb에 대한 연간 시장 요구는 수 그램(진단용), 수 킬로

그램(항-독소)에서부터 백 또는 수백 킬로그램(바이오-디펜스, 항암, 항감염, 항염증)까지의 범위이다.

상업적 규모에서 CHO 세포 배양물이 여전히 그들의 바람직한 생산 숙주이지만, 이들 배양물에 필요한 시설은 규[0003]

모의 조정이 쉽지 않고, 이들의 건설 및 유지 비용이 매우 높은데다가 꾸준히 증가하는 추세이며, GMP 하에서

이들의 비준이 여전히 건설 후 3년간의 평균을 요구하기 때문에, mAb의 생명과학 시장에 대한 충분한 영향력을

확보하기 위해서 대안의 생산 시스템이 개발되어야 한다는 것이 일반적으로 인정되고 있다.  초기 개발 단계에

서도 만족할만한 수율 및 생산성을 가진 CHO 셀라인의 선별은 비용이 많이 드는 긴 과정으로 남아 있다.  현 세

포 배양 시스템의 현재의 재현성, 품질 및 안전성 특징을 만족하면서 업스트림 비용(더 높은 수율, 더 간단한

기술 및 인프라구조)을 줄이고, 리드 타임을 단축하며, 용량 유연성을 증대시킨 새로운 생산 시스템이 모든 개

발 단계에서 생명과학 시장을 위한 mAb 및 백신의 개발에 유의미한 영향을 미칠 것 같다.

식물은 생명과학에서 현재 이용되는 mAb  및  몇몇 다른 단백질의 생산에 적합한 숙주이다(Ko  and  Koprowski[0004]

2005;  Ma  et  al.,  2005;  Yusibov  et  al.,  2006,  최근  리뷰  참조).   안정한  트랜스제닉  식물  계통에서는

200mg/kg 생량(FW)까지의 수율로 mAb가 생산되었고, 일시 발현을 통해서는 20mg/kg FW까지의 비율로 mAb가 생산

되었다(Kathuria, 2002).  Giritch 등(2006)은 IgG에 대해서 200-300mg/kg 잎 중량의 발현 수준을 보고하고 있

으며, 여기서 인용된 한 최대량은 멀티-바이러스 기반 일시 발현 시스템의 사용에 의한 500mg/kg이다.

식물과 포유동물의 N-글리코실화 과정은 상이하다.  포유동물 세포에서는 N-글리코실화의 후기 단계에서 β-[0005]

1,4-갈락토오스, α-1,6-푸코오스(베타-1,4-갈락토오스, 알파-1,6-푸코오스) 및 말단 시알산 잔기가 글리칸 복

합체에 부가된다.  그러나, 식물에서는 β-1,3-갈락토오스, α-1,3-푸코오스(베타-1,3-갈락토오스, 알파-1,3-푸

코오스), α-1,4-푸코오스 및 β-1,2-자일로오스(알파-1,4-푸코오스 및 베타-1,2-자일로오스) 잔기가 부가된다.

알파-1,3-푸코오스 및 β-1,2-자일로오스는 일부 식물 알레르겐의 글리코-에피토프의 구성성분으로서, 이들 잔

기는 잠재적으로 면역원성인 것으로 생각되며, 항체를 포함하여 치료용 단백질 상에 이들이 발생하는 것은 바람

직하지 않다.

Golgi로부터 다시 ER로 펩티드가 확실히 복귀하도록 하기 위해 펩티드의 C-말단에 KDEL 서열을 부가하는 것이[0006]

전형적으로 사용된다.  이 접근법은 담배 잎의 아그로-침윤을 사용하여 비-푸코실화 및 비-자일로실화된 항체를

생산하는데 사용되었다(Sriraman et al., 2004).  그러나, 부가된 KDEL 펩티드가 잠재적으로 면역원성이기 때문

에 이 접근법은 치료 단백질의 생산에 대해 제한된 응용성을 가진다.

또한, 푸코실트랜스페라제 및 자일로실트랜스페라제의 발현을 변형시킴으로써 α-1,3-푸코오스(알파-1,3-푸코오[0007]

스) 및 β-1,2-자일로오스(베타-1,2-자일로오스)의 부가를 제어할 수 있었다.  이끼(Physcomitrella  patens;

Koprivova et al., 2004) 및 Arabidopsis thaliana(Strasser et al., 2004)에서는 글리칸 복합체 상에 α-1,3-

푸코오스 및 β-1,2-자일로오스를 부가하는 능력을 결여한 돌연변이가 생산되었다.  또한, Lemna minor에서는

α-1,3-푸코실트랜스페라제 및 β-1,2-자일로실트랜스페라제 유전자에 표적화된 간섭 RNA(RNAi)의 발현에 의해

식물 푸코실트랜스페라제 및 자일로실트랜스페라제 발현의 부분적인 억제가 달성되었다(Cox et al., 2006).  그

러나, 이들 효소 활성의 완전한 억제는 몇몇 식물 종에서 유해한 효과를 가지는데, 이것은 이들이 화분형성 및

종자형성과 같은 중요한 발생학적 사건을 방해하기 때문이다.  mRNA의 RNAi-유도된 특이적 변성은 시간 경과에

따라 불안정해질 수 있으며, 환경 요인에 민감하다고 보고된 대로 치료제 생산에 사용되는 식물-기반 플랫폼에

서 광범위하게 이용될 수 없다.

WO 03/078637에는 식물 글리칸 상에 말단 β-1,4-갈락토오스(GalT)의 부가를 촉매하는 인간 갈락토실트랜스페라[0008]

제의 사용이 개시된다.  GalT를 발현시키고, 자일로실트랜스페라제의 막통과 도메인과의 융합에 의해 그것의 활

성을 시스 Golgi에 표적화한 결과, 말단 갈락토오스가 부가되고 식물 특이적 잔기를 지닌 N-글리칸은 감소하였

다(또한, Bakker et al., 2006 참조).  이들 식물을 재조합 IgG를 함유하는 식물과 교배시킨 결과, 푸코오스와

자일로오스를 함유하는 글리칸이 상당히 감소하였지만, 이러한 감소는 가변적이었다.

베타-연결된 만노오스에 베타-1,4-연결된 N-아세틸글루코사민(GlnNAc)을 부착함에 의한 분할된 GlcNac의 생산은[0009]
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N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제 III(GnT-III; EC 2.4.1.144)에 의해 촉매된다.  이 효소를 식물에 도입하는

것이 설명되었으며(Rouwendal et al., 2007), GnT-III를 발현하는 식물은 2개의 GlnAc 잔기를 지닌 분할된 N-

글리칸 복합체를 가진 단백질을 포함했다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 식물에서 당단백질 생산을 변형하는 방법에 관한 것이다.  또한, 본 발명은 당단백질 생산이 변형된[0010]

식물을 제공한다.

본 발명의 목적은 식물에서 당단백질 생산을 변형하는 개선된 방법을 제공하는 것이다.[0011]

과제의 해결 수단

본 발명은 SEQ ID NO:17(GNT1-GalT; 도 5d)의 뉴클레오티드 1-1077을 포함하거나, 또는 SEQ ID NO:17의 뉴클레[0012]

오티드 1-1077과 약 80% 내지 100% 동일성을 나타내는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열 (A)를

갖는 핵산을 제공하며, 이때 서열 동일성은 프로그램: blastn; 데이터베이스: nr; 익스펙트 10; 필터: 로우 컴

플렉시티; 얼라인먼트: 페어와이즈; 워드 사이즈: 11을 파라미터로 사용하여 결정되고, 상기 뉴클레오티드 서열

은 관심의 단백질의 글리코실화를 변형하는 단백질을 암호화한다.

또한, 본 발명은 SEQ ID NO:14(GalT)의 뉴클레오티드 5-1198을 포함하거나, 또는 SEQ ID NO:14의 뉴클레오티드[0013]

5-1198과 약 80% 내지 100% 동일성을 나타내는 서열을 포함하는 제 1 핵산 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열

(B)를 갖는 핵산을 제공하며, 이때 서열 동일성은 프로그램: blastn; 데이터베이스: nr; 익스펙트 10; 필터: 로

우 컴플렉시티; 얼라인먼트: 페어와이즈; 워드 사이즈: 11을 파라미터로 사용하여 결정되고, 상기 제 1 핵산 서

열은 관심의 단백질의 글리코실화를 변형하는 단백질을 암호화하며, 35S 또는 플라스토시아닌 프로모터를 포함

하는 제 2 핵산 서열에 제 1 핵산 서열이 작동 가능하게 연결된다.

또한, 본 발명은 SEQ ID NO:26(GNT1-GnT-III)의 뉴클레오티드 1-1641을 포함하거나, 또는 SEQ ID NO:26의 뉴클[0014]

레오티드 1-1641과 약 80% 내지 100% 동일성을 나타내는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열 (C)

를 갖는 핵산을 설명하며, 이때 서열 동일성은 프로그램: blastn; 데이터베이스: nr; 익스펙트 10; 필터:로우

컴플렉시티; 얼라인먼트: 페어와이즈; 워드 사이즈: 11을 파라미터로 사용하여 결정되고, 상기 뉴클레오티드 서

열은 관심의 단백질의 글리코실화를 변형하는 단백질을 암호화한다.

또한, 본 발명은 SEQ ID NO:16(GnT-III)의 뉴클레오티드 1-1460을 포함하거나, 또는 SEQ ID NO:16의 뉴클레오[0015]

티드 1-1460과 약 80% 내지 100% 동일성을 나타내는 서열을 포함하는 제 1 핵산 서열을 포함하는 뉴클레오티드

서열 (D)을 갖는 핵산을 설명하며, 이때 서열 동일성은 프로그램: blastn; 데이터베이스: nr; 익스펙트 10; 필

터: 로우 컴플렉시티; 얼라인먼트: 페어와이즈; 워드 사이즈: 11을 파라미터로 사용하여 결정되고, 상기 제 1

핵산 서열은 관심의 단백질의 글리코실화를 변형하는 단백질을 암호화하며, 35S 또는 플라스토시아닌 프로모터

를 포함하는 제 2 핵산 서열에 제 1 핵산 서열이 작동 가능하게 연결된다.

또한, 상기 설명된 (A), (B), (C) 또는 (D)의 뉴클레오티드 서열을 포함하는 식물, 식물 세포, 또는 종자가 제[0016]

공된다.

또한, 본 발명은 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제의 촉매 도메인과 융합된 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제의[0017]

CTS 도메인을 포함하고, SEQ ID NO:18의 서열을 포함하는 하이브리드 단백질 GNT1-GalT에 관한 것이다.  SEQ ID

NO:18의 아미노산 서열은 뉴클레오티드 서열 SEQ ID NO:17에 의해서 암호화될 수 있다.  또한, 상기 설명된 하

이브리드 단백질을 포함하는 식물, 식물 세포, 또는 종자가 제공된다.  또한, 뉴클레오티드 서열 SEQ ID NO:17

을 포함하는 핵산을 포함하는 식물, 식물 세포, 또는 종자가 제공된다.

본 발명은 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제 III의 촉매 도메인과 융합된 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제의[0018]

CTS  도메인을  포함하고,  SEQ  ID  NO:20의  아미노산  서열을  포함하는  하이브리드  단백질  GNT1-GnT-III을

포함한다.  SEQ ID NO:21의 아미노산 서열은 뉴클레오티드 서열 SEQ ID NO:26에 의해서 암호화될 수 있다.  또

한, 상기 설명된 하이브리드 단백질을 포함하는 식물, 식물 세포, 또는 종자가 제공된다.  또한, 뉴클레오티드

서열 SEQ ID NO:26을 포함하는 핵산을 포함하는 식물, 식물 세포, 또는 종자가 제공된다.

본 발명에 따라서, 식물 또는 식물의 일부에서 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제(GalT)의 촉매 도메인과 융합된[0019]
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N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제(GNT1)의 CTS 도메인을 포함하는 하이브리드 단백질 GNT1-GalT를 암호화하는

제 1 뉴클레오티드 서열, 및 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 암호화하는 뉴클레오티드

서열을 발현시키는 단계, 및 제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 발현시켜서 N-글리코실화가 변형된 글리칸을 포

함하는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는 관심의 단백질을 합성하는 방법 (1)이 제공되며, 이때 제 1

뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 1 조절 영역에 작동 가능하게 연결되고, 제 2 뉴클레오티드 서열은 식

물에서 활성인 제 2 조절 영역에 작동 가능하게 연결된다.

상기 설명된 제 1 뉴클레오티드 서열 및 제 2 뉴클레오티드 서열은 식물에서 일시적으로 발현될 수 있거나, 또[0020]

는 안정하게 발현될 수 있다.  더욱이, 제 1 조절 영역은 아마도 제 1 조직-특이적 프로모터이며, 제 2 조절 영

역은 제 2 조직-특이적 프로모터이다.  제 1 및 제 2 조직-특이적 프로모터는 각각 플라스토시아닌 프로모터일

수 있다.

또한, 본 발명은 관심의 단백질을 합성하는 방법 (2)를 제공한다.  이 방법은 상기 설명된 방법(방법 1)과 같으[0021]

며, 관심의 단백질이 항체일 수 있다.  관심의 단백질이 항체인 경우, 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레

오티드 서열은 식물에서 활성인 조절 영역 2A에 작동 가능하게 연결된 뉴클레오티드 서열 2A, 및 식물에서 활성

인 조절 영역 2B에 작동 가능하게 연결된 뉴클레오티드 서열 2B를 포함하며, 2A 및 2B의 각각에 의해 암호화된

산물을 조합하여 항체를 생산한다.  조절 영역 2A는 플라스토시아닌 프로모터일 수 있고, 조절 영역 2B는 플라

스토시아닌 프로모터일 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 설명된 방법 (1) 또는 (2)에 있어서, 식물에서 침묵화 억제인자를 암호화하는 제 3 뉴클[0022]

레오티드 서열을 발현시키는 방법을 제공하며, 제 3 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 3 조절 영역에 작

동 가능하게 연결된다.   침묵화 억제인자를 암호화하는 제 3  뉴클레오티드 서열은,  예를 들어 HcPro,  TEV-

p1/HC-Pro,  BYV-p21,  TBSV  p19,  TCV-CP,  CMV-2b,  PVX-p25,  PVM-p11,  PVS-p11,  BScV-p16,  CTV-p23,  GLRaV-2

p24, GBV-p14, HLV-p1O, GCLV-p16 또는 GVA-p1O일 수 있다.  제 3 조직-특이적 프로모터는 플라스토시아닌 프

로모터일 수 있다.

본 발명은 식물에서 관심의 단백질의 발현을 추진하는 식물 발현 시스템을 제공하며, 이때 관심의 단백질은 변[0023]

형된 글리코실화 패턴을 포함한다.  예를 들어, 관심의 단백질은 푸코실화가 감소되거나, 자일로실화가 감소되

거나, 또는 푸코실화와 자일로실화가 모두 감소된 N-글리칸을 포함할 수 있다.  또는 달리, 관심의 단백질은 단

백질이 푸코실화된 잔기, 자일로실화된 잔기, 또는 푸코실화와 자일로실화가 모두 된 잔기를 결여하고, 증가된

갈락토실화를 나타내는 변형된 글리코실화 패턴을 포함할 수 있다.  더욱이, 말단 갈락토오스가 부가될 수 있으

며, 그 결과 야생형 식물에서 생산된 동일한 관심의 단백질과 비교하여 관심의 단백질의 푸코실화 및 자일로실

화가 감소하거나 제거된다.

본 발명은 식물, 식물의 일부, 또는 식물 세포에서 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제 III(GnT-III)의 촉매 도[0024]

메인과 융합된 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제(GNT1)의 CTS 도메인을 포함하는 하이브리드 단백질 GNT1-GnT-

III을 암호화하는 제 1 뉴클레오티드 서열, 및 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 암호화하

는 뉴클레오티드 서열을 공-발현시키는 단계, 및 제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 공-발현시켜서 N-글리코실

화 프로파일이 변형된 글리칸을 포함하는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는 N-글리코실화 프로파일이

변형된 관심의 단백질을 합성하는 방법 (3)을 제공하며, 이때 제 1 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 1

조절 영역에 작동 가능하게 연결되고, 제 2 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 2 조절 영역에 작동 가능

하게 연결된다.

상기 방법 (3)에 설명된 제 1 뉴클레오티드 서열 및 제 2 뉴클레오티드 서열은 식물에서 일시적으로 발현될 수[0025]

있거나, 또는 안정하게 발현될 수 있다.  더욱이, 제 1 조절 영역은 아마도 제 1 조직-특이적 프로모터이며, 제

2 조절 영역은 제 2 조직-특이적 프로모터이다.  제 1 및 제 2 조직-특이적 프로모터는 각각 플라스토시아닌 프

로모터일 수 있다.

또한, 식물, 식물의 일부, 또는 식물 세포에서 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제(GalT)의 촉매 도메인과 융합된[0026]

N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제(GNT1)의 CTS 도메인을 포함하는 하이브리드 단백질 GNT1-GalT를 암호화하는

제 1 뉴클레오티드 서열, 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제를 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열, 및 관심의 단

백질을 암호화하는 제 3 뉴클레오티드 서열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 공-발현시키는 단계, 및 제 1,

제 2 및 제 3 뉴클레오티드 서열을 공-발현시켜서 N-글리코실화 프로파일이 변형된 글리칸을 포함하는 관심의

단백질을 합성하는 단계를 포함하는 N-글리코실화 프로파일이 변형된 관심의 단백질을 합성하는 방법 (4)가 제

공되며, 이때 제 1 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 1 조절 영역에 작동 가능하게 연결되고, 제 2 뉴클
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레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 2 조절 영역에 작동 가능하게 연결되며, 제 3 뉴클레오티드 서열은 식물에

서 활성인 제 3 조절 영역에 작동 가능하게 연결된다.

상기 방법 (4)에 설명된 제 1 뉴클레오티드 서열 및 제 2 뉴클레오티드 서열은 식물에서 일시적으로 발현될 수[0027]

있거나, 또는 안정하게 발현될 수 있다.  더욱이, 제 1 조절 영역은 아마도 제 1 조직-특이적 프로모터이며, 제

2 조절 영역은 제 2 조직-특이적 프로모터이다.  제 1 및 제 2 조직-특이적 프로모터는 각각 플라스토시아닌 프

로모터일 수 있다.

본 발명은 식물, 식물의 일부, 또는 식물 세포에서 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제 III(GnT-III)의 촉매 도[0028]

메인과 융합된 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제(GNT1)의 CTS 도메인을 포함하는 하이브리드 단백질 GNT1-GnT-

III을 암호화하는 제 1 뉴클레오티드 서열, N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제 III을 암호화하는 제 2 뉴클레오

티드 서열, 및 관심의 단백질을 암호화하는 제 3 뉴클레오티드 서열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 공-발현

시키는 단계, 및 제 1, 제 2 및 제 3 뉴클레오티드 서열을 공-발현시켜서 N-글리코실화 프로파일이 변형된 글리

칸을 포함하는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는 N-글리코실화 프로파일이 변형된 관심의 단백질을 합

성하는 방법 (5)를 설명하며, 이때 제 1 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 1 조절 영역에 작동 가능하게

연결되고, 제 2 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 제 2 조절 영역에 작동 가능하게 연결되며, 제 3 뉴클레

오티드 서열은 식물에서 활성이 제 3 조절 영역에 작동 가능하게 연결된다.

상기 방법 (5)에 설명된 제 1 뉴클레오티드 서열, 제 2 뉴클레오티드 서열 및 제 3 뉴클레오티드 서열은 식물에[0029]

서 일시적으로 발현될 수 있거나, 또는 안정하게 발현될 수 있다.  더욱이, 제 1, 제 2 및 제 3 조절 영역은 아

마도  조직-특이적  프로모터이다.   예를  들어,  조직-특이적  프로모터는  각각  플라스토시아닌  프로모터일  수

있다.

발명의 효과

본원에 설명된 방법에 따르면, 과민 반응에 연관되거나, 또는 알레르겐 반응에 연관된다고 알려진 글리칸을 결[0030]

여한 관심의 단백질이 높은 수율로 생산될 수 있다.  이것은 관심의 단백질과 함께 글리코-조작된 효소를 공-발

현시킴으로써 달성되며, 그 결과 야생형 식물에서 생산되는 것에 비해 덜 면역원성인 단백질이 생산된다.

본원에 설명된 대로, 일시 발현 시스템을 사용하여 관심의 단백질을 생산하는 간단한 발현 시스템이 사용될 수[0031]

있지만, 본 방법은 안정한 형질전환 시스템과 함께 사용될 수도 있다.  따라서, 본 발명은 일시 발현 시스템에

만 제한되지는 않는다.

일시적 공-발현을 사용함으로써 본원에 설명된 시스템은 긴 생산 시간을 피하고, 엘리트 돌연변이 또는 글리코-[0032]

조작된 트랜스제닉 계통의 선별 과정과 모 계통으로서 이들을 후속 사용하는 것(예를 들어, Bakker, 2005에 설

명된 것)을 피할 수 있다.  또한, 돌연변이 또는 글리코-조작된 식물에서 흔히 부딪히는 생산성, 화분생성, 종

자형성(Bakker et al., 2005) 및 생육성(Boisson et al., 2005)에 관한 수반되는 문제들을 피할 수 있다.  본

원에 설명된 대로, 관심의 단백질과 변형 키메라 인간 갈락토실트랜스페라제의 공-발현은 생산 동력학이나 수율

에는 영향을 미치지 않는다.

본원에 설명된 일시 발현 시스템은 잎 생량 kg 당 1.5g의 고 품질 항체에 달하는 발현 수준을 산출하며, 이것은[0033]

멀티-바이러스 기반 시스템 및 트랜스제닉 식물을 포함하는 다른 발현 시스템을 사용한 식물에서 항체에 관해

보고된 축적 수준을 초과하는 것이다.

또한, 본원에 설명된 접근법, 예를 들어 GalT 또는 GalT-GNT1의 발현을 포함하는 접근법은 안정하게 형질전환된[0034]

식물에서도 사용될 수 있다.  상기 설명된 많은 이점들을 나타내는 한 본 발명은 일시 발현 시스템에 제한되지

않는다.

본 발명의 개요가 반드시 본 발명의 모든 특징을 설명하는 것은 아니다.[0035]

도면의 간단한 설명

본 발명의 이들 특징 및 다른 특징이 첨부된 도면을 참조하여 하기 설명으로부터 더욱 분명해질 것이다.[0036]

도 1a는 C5-1 발현을 위해 조립된 플라스토시아닌-기반 카세트를 도시한다.  R610은 C5-1 LC와 C5-1 HC-KDEL을

암호화하는 뉴클레오티드 서열을 포함하고, R612는 C5-1 LC와 C5-1 HC를 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 포함

한다.  C5-1 LC: C5-1 경쇄 암호화 서열; C5-1 HC: C5-1 중쇄 암호화 서열.  도 1b는 플라스토시아닌 프로모터

및 5'UTR(SEQ ID NO:23)에 대한 뉴클레오티드 서열을 도시하며, 전사 시작 부위는 볼드체로 표시하고, 번역 시
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작 코돈은 밑줄로 표시한다.  도 1c는 플라스토시아닌 3' UTR 및 터미네이터(SEQ ID NO:24)에 대한 뉴클레오티

드 서열을 도시하며, 종결 코돈을 밑줄로 표시한다.

도 2는 침묵화 억제인자 HcPro와 공-발현된 또는 공-발현되지 않은 R610 및 R612(플라스토시아닌 기반 발현 카

세트)로 침윤된 Nicotiana benthamiana의 잎에서 C5-1 항체의 축적을 도시한다.  나타낸 값은 3개 식물에 대한

6개 측정치(주사기) 또는 약 12개 식물(250g)의 각 침윤 배치에 대한 6개 측정치로부터 얻어진 평균 축적 수준

및 표준편차에 해당한다.

도 3은 주사기- 및 진공-침윤된 식물의 추출물에 축적된 C5-1의 단백질 블롯 분석을 도시한다.  도 3a는 R612

(분비, 레인 1) 또는 R610(ER-보유, 레인 2)로 침윤된 식물로부터의 추출물에 대한 퍼옥시다제-콘쥬게이트 염소

-항 마우스 IgG(H+L)를 사용한 면역블롯팅을 도시한다.  C1: 시판 뮤린 IgG1(Sigma M9269) 100ng, 전기영동 이

동도에 대한 대조군으로 로딩; C2: 의사-침윤된 바이오매스(빈 벡터)로부터 추출된 총 단백질 12μg; C3: 의사-

침윤된 바이오매스(빈 벡터)로부터 추출된 총 단백질 12μg에 스파이크된 시판 뮤린 IgG1(Sigma M9269) 100ng.

도 3b는 R612(분비, 레인 1) 또는 R610(ER-보유, 레인 2)로 침윤된 식물로부터의 추출물에 대한 퍼옥시다제-콘

쥬게이트 인간 IgG1을 사용한 활성 면역블롯팅을 도시한다.  C1: 하이브리도마로부터 정제된 대조군 C5-1 2μ

g(Khoudi et al., 1997); C2: 의사-침윤된 바이오매스(빈 벡터)로부터 추출된 총 단백질 75μg.

도 4는 R612(분비, 레인 1) 또는 R610(ER-보유, 레인 2)로 침윤된 식물로부터 정제된 항체의 분석을 도시한다.

도 4a는 비-환원 조건에서 수행된 조 추출물 및 정제된 항체의 SDS-PAGE를 도시한다.  도 4b는 환원 조건에서

수행된 정제된 항체의 SDS-PAGE를 도시한다.  도 4c는 퍼옥시다제-콘쥬게이트 인간 IgG1을 사용하여 수행된 정

제된 항체의 활성 면역블롯팅을 도시한다.  도 4d는 상이한 침윤 배치로부터 6개 로트의 정제된 C5-1 중의 오염

물의 비교를 도시한다.  C: 시판 뮤린 IgG1 (Sigma M9269) 2.5μg, 전기영동 이동도에 대한 대조군으로 로딩.

도 5a는 갈락토실트랜스페라제 발현의 네이티브(R622) 및 하이브리드(R621) 버전을 위한 조립된 카세트의 예를

대표하여 도시한다.  GNTI-CTS: N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제 I의 CTS 도메인; GalT-Cat: 인간 β-1,4-갈

락토실트랜스페라제의 촉매 도메인; GalT(R622의):  인간 β-1,4-갈락토실트랜스페라제.  도 5b는 GalT  (UDP-

Gal: 베타GlcNac 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제 폴리펩티드 1, 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제 I)에 대한 뉴클

레오티드 서열(SEQ ID NO:14)을 도시하며, ATG 시작 부위는 밑줄로 표시하고, 막통과 도메인은 이탤릭체와 밑줄

로 표시하며, 볼드체의 서열은 인간 베타-1,4-GalT의 촉매 도메인에 해당하고, FLAG 에피토프는 이탤릭체로 표

시한다.  도 5c는 GalT(UDP-Gal: 베타GlcNac 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제 폴리펩티드 1, 베타-1,4-갈락토실

트랜스페라제 I)에 대한 아미노산 서열(SEQ ID NO:15)을 도시한다.  막통과 도메인은 밑줄과 이탤릭체로 표시하

며, 볼드체의 서열은 인간 베타-1,4-GalT의 촉매 도메인에 해당하고, FLAG 에피토프는 이탤릭체로 표시한다.

도 5d는 GNTIGalT의 뉴클레오티드 서열(SEQ ID NO:17)을 도시하며, ATG 시작 부위는 밑줄로 표시하고, 막통과

도메인(CTS)은 밑줄과 이탤릭체로 표시하며, 볼드체의 서열은 인간 베타-1,4-GalT의 촉매 도메인에 해당하고,

FLAG 에피토프는 이탤릭체로 표시한다.  도 5e는 GNTIGalT의 아미노산 서열(SEQ ID NO:18)을 도시하며, 막통과

도메인(CTS)는 밑줄과 이탤릭체로 표시하고, 볼드체의 서열은 인간 베타-1,4-GalT의 촉매 도메인에 해당하고,

FLAG 에피토프는 이탤릭체로 표시한다.  도 5f는 N-아세틸글루코사민트랜스페라제(GNT1; SEQ ID NO:21)의 CTS

도메인(세포질 꼬리, 막통과 도메인, 줄기 영역)의 뉴클레오티드 서열을 도시한다.  도 5g는 CTS의 아미노산

(SEQ ID NO:22)을 도시한다.  도 5h는 GntI-GntIII의 뉴클레오티드 서열(SEQ ID NO:26)을 도시한다. 도 5i는

GntI-GntIII의  아미노산  서열(SEQ  ID  NO:  20)을  도시한다.   도  5j는  GntIII의  뉴클레오티드  서열(SEQ  ID

NO:16)을 도시한다.  도 5k는 GntIII의 아미노산 서열(SEQ ID NO:19)를 도시한다.

도 6은 단백질에 대한 염색, 또는 웨스턴 분석에서 C5-1을 발현하는 식물로부터 얻어진 추출물의 프로파일을 도

시한다.  맨 위 패널은 코마시 염색된 PAGE 겔을 도시한다.  위에서 두 번째 패널은 β-1,4-갈락토오스와 특이

적으로 결합하는 Erythrina cristagali 응집소(ECA)를 사용한 친화성 검출을 도시한다.  위에서 세 번째 패널은

항-α-1,3-푸코오스 항체를 사용한 웨스턴 블롯 분석을 도시한다.  맨 아래 패널은 항-β-1,2-자일로오스 특이

적 항체를 사용한 웨스턴 블롯 분석을 도시한다.  R612: C5-1 단독 발현; R612 + R622: GalT와 C5-1 공-발현

(공-침윤); R612 + R621: GNT1-GalT와 C5-1 공-발현. 

도 7은 일련의 구성물로 주사기-침윤된 Nicotiana benthamiana 식물로부터 분리된 C5-1의 트립신에 의한 글리코

펩티드 EEQFNSTFR(SEQ ID NO:13)의 N-글리코실화를 측정하기 위한 MALDI-TOF 질량 분광분석을 도시한다.  글리

코펩티드의  N-글리코실화는  예비  HPLC에서의  분리  후에  측정되었다.   진공  침윤  후에도  유사한  결과가

얻어졌다.  도 7a는 R612(C5-1; 도 1 참조)의 발현 후 트립신에 의한 글리코펩티드의 MALDI-TOF 질량 분광분석

을 도시한다.  도 7b는 네이티브 GalT(R622, 도 5 참조)와 함께 C5-1(R612, 도 1 참조)을 발현시킨 후 트립신에
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의한 글리코펩티드의 MALDI-TOF 질량 분광분석을 도시한다.  도 7c는 GNTIGalT(R621, 도 5 참조)와 함께 C5-

1(R612, 도 1 참조)을 발현시킨 후 트립신에 의한 글리코펩티드의 MALDI-TOF 질량 분광분석을 도시한다.  도 7c

의 삽입부는 이 스펙트럼의 m/z 2650-2800를 확대한 것에 해당하며, R612 식물(화살표)에서 검출된 주 복합체

이온  J이  부재함을  나타낸다.   A:  GlcNAcMan3GlcNAc2;  B:  Man5GlcNAc2;  C:  GalGlcNAcMan3GlcNAc2;  D:

GlcNAc2Man3GlcNAc2;  E:  Man6GlcNAc2;  F:  GalGlcNAcMan3(Xyl)GlcNAc2;  G:  GlcNAcMan5GlcNAc2;  H:

GlcNAc2Man3(Fuc)GlcNAc2;  I:  Man7GlcNAc2;  J:  GlcNAc2Man3(Xyl)(Fuc)GlcNAc2;  K:  GalGlcNAcMan5GlcNAc2;  L:

Man8GlcNAc2; M: Man9GlcNAc2.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 식물에서 당단백질 생산을 변형하는 방법에 관한 것이다.  또한, 본 발명은 당단백질 생산이 변형된[0037]

식물을 제공한다.

본 발명은 식물에서 관심의 단백질의 발현을 추진하기 위한 식물 발현 시스템을 설명한다.  설명된 발현 시스템[0038]

을 사용함으로써 변형된 글리코실화 패턴을 포함하는 관심의 단백질, 예를 들어 푸코실화가 감소되거나, 자일로

실화가 감소되거나, 또는 푸코실화와 자일로실화가 모두 감소된 N-글리칸을 가진 관심의 단백질이 얻어질 수 있

다.  또는 달리, 단백질이 푸코실화, 자일로실화 또는 이들 모두를 결여하고, 증가된 갈락토실화를 포함하는 변

형된 글리코실화 패턴을 포함하는 관심의 단백질이 얻어질 수 있다.  더욱이, 본원에 설명된 대로, 번역-후 변

형의 조정, 예를 들어 말단 갈락토오스의 부가는 발현된 관심의 단백질의 푸코실화 및 자일로실화의 감소를 가

져오는데, 예를 들어 관심의 단백질은, 야생형 식물에서 생산된 동일한 관심의 단백질과 비교하여, 10% 미만의

푸코실화 및 자일로실화(즉, N-글리칸 잔기의 10% 미만이 푸코실화 및 자일로실화된다), 또는 5% 미만의 푸코실

화 및 자일로실화(즉, N-글리칸 잔기의 5% 미만이 푸코실화 및 자일로실화된다), 1% 미만의 푸코실화 및 자일로

실화(즉, N-글리칸 잔기의 1% 미만이 푸코실화 및 자일로실화된다)를 포함할 수 있거나, N-글리칸 잔기의 약

0.1 내지 약 2%가 푸코실화 및 자일로실화되거나, N-글리칸 잔기의 약 0.5 내지 약 1.5%가 푸코실화 및 자일로

실화되거나, 또는 N-글리칸 잔기의 약 0.7 내지 약 1.0%가 푸코실화 및 자일로실화된다.  따라서, 과민 반응을

유발하거나  알레르겐  반응에  관련될  수  있는  글리칸을  결여하는  관심의  단백질이  높은  수율로  생산될  수

있으며, 이 단백질은 

발현될 수 있는 관심의 단백질의 비제한적 예는 항체와 같은 단백질 복합체를 포함한다.  아그로-침윤된 식물,[0039]

예를 들어 Nicotiana benthamiana에서 이러한 단백질 복합체의 발현은 1.5g/kg FW(대략 25% TSP)에 달하는 단

백질 수준을 생산했다.  관심의 단백질의 분비된 형태 및 ER-보유된 형태에 대해서는 각각 558 및 757 mg/kg/FW

의  평균  수준이  달성되었다.   제공된  비제한적  예에서,  이  발현  수준은  멀티-바이러스  일시  발현  시스템

(Giritch et al., 2006)을 사용하여 생산된 항체에서보다 3배 높은 발현 수준으로 항체에 대해 얻어졌다.

식물과 전형적인 포유동물의 N-글리코실화의 차이가 가진 영향이 치료제 생산에 식물을 사용하는 개념을 둘러싼[0040]

주된  관심이었다.   식물-특이적  글리칸의  발생은  혈류에서  식물-제조  단백질의  반감기를  단축하는데

기여하거나, 또는 이러한 글리칸은 환자에서 과민 반응을 유발할 수 있다.

식물에서 제조된 당단백질 상의 코어 α-1,3-푸코오스 및 β-1,2-자일로오스의 존재는 이들이 일부 식물 알레르[0041]

겐 상에서도 발견되기 때문에 업계에서 조절해야 할 도전과제로서 인식된다.  이에 더하여, 코어 푸코오스, 심

지어 CHO 세포로부터의 IgG에서 발견되는 α-1,6-푸코오스의 제거가 ADCC 활성을 증가시킬 것이라고 현재 보고

되고 있다.  본원에 설명된 시스템의 특징은 번역-후 변형의 조정을 달성할 수 있는 능력으로서, 예를 들어 말

단 갈락토오스의 부가와 푸코실화 및 자일로실화의 감소 또는 억제(야생형 식물에서 생산된 동일한 단백질에 비

해)가 동시에 달성된다는 것이다.  또는 달리, 역시 야생형 식물에서 생산된 동일한 단백질에 비해 갈락토실화

의 양은 증가하면서 푸코실화의 정도는 감소할 수 있다.

푸코실화, 자일로실화 또는 갈락토실화의 양의 조정은 적합한 방법을 사용하여, 예를 들어 항-알파-1,3-푸코오[0042]

스 항체를 사용하여 푸코오스-특이적 면역신호(푸코실화)의 존재 또는 부재를 검출하고, 항-베타-1,2-자일로오

스 항체를 사용하여 자일로실화, 또는 예를 들어 도 6에 도시된 대로 자일로오스-특이적 면역신호의 존재 또는

부재를 검출함으로써 측정될 수 있다.  또는 달리, 도 7에 도시된 대로, MALDI-TOF 질량 분광분석을 사용하여

단백질 또는 단백질의 일부분의 N-글리코실화 프로파일을 측정할 수 있다.  또한, 당업자에게 알려진 단백질 또

는 단백질의 일부분의 N-글리칸 프로파일을 측정하는 다른 방법도 사용될 수 있다.

하기 더 상세히 설명된 대로, 진공-기반 아그로-침윤 시스템이 사용되었고, 이것은 양, 품질 및 재현성의 면에[0043]
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서 관심의 단백질, 예를 들어 항체의 생산에 적합한 것으로 판명되었다.  확장형 침윤 기술로의 진행은 소규모

파일럿 유닛에서 1일 당 수 g의 항체의 생산을 허용하며, 이것은 대단히 짧은 시간 틀 안에서 임상시험용 물질

을 생산하고, 연간 수 kg까지의 시장 규모로 허가된 제품을 공급하는데 있어서 이러한 일시 발현 시스템을 사용

할 수 있게 한다.  단일 친화성 크로마토그래피 단계 후에 침윤된 잎으로부터 고 품질 항체가 얻어졌다.  그러

나, 본원에 설명된 방법은 안정하게 형질전환된 식물에도 적용될 수 있다는 것이 이해되어야 한다.

전사-후 유전자 침묵화(PTGS)는 식물에서 트랜스젠의 발현이 제한되는데 연관될 수 있으며, 침묵화 억제인자,[0044]

제한되지는 않지만, 예를 들어 감자 바이러스 Y로부터의 HcPro의 공-발현을 사용함으로써 트랜스젠 mRNA의 특이

적 변성을 상쇄할 수 있다(Brigneti et al., 1998).  다른 침묵화 억제인자도 본 분야에 잘 공지되어 있고, 본

원에 설명된 대로 사용될 수 있으며(Chiba et al., 2006, Virology 346:7-14; 참고자료로 본원에 포함됨), 제

한되지는 않지만, 예를 들어 TEV-p1/HC-Pro(담배 식각 바이러스-p1/HC-Pro), BYV-p21, 토마토 덤불위축 바이러

스 p19(TBSV p19), 토마토 주름 바이러스의 캡시드 단백질(TCV-CP), 오이 모자이크 바이러스 2b(CMV-2b), 감자

바이러스 X의 p25(PVX-p25), 감자 바이러스 M의 p11(PVM-p11), 감자 바이러스 S의 p11(PVS-p11), 블루베리 스

코치  바이러스  p16(BScV-p16),  감귤  트리스테자  바이러스  p23(CTV-p23),  포도  잎말림-관련  바이러스-2의

p24(GLRaV-2 p24), 포도 바이러스 A의 p10(GVA-p10), 포도 바이러스 B의 p14(GVB-p14), 어수리 잠복형 바이러

스 p10(HLV-p10), 또는 마늘 일반 잠복형 바이러스 p16(GCLV-p16)이 있다.  따라서, 식물에서 높은 수준의 단백

질 생산을 더욱 보장할 수 있도록 침묵화 억제인자, 예를 들어 HcPro,  TEV-p1/HC-Pro,  BYV-p21,  TBSV  p19,

TCV-CP, CMV-2b, PVX-p25, PVM-p11, PVS-p11, BScV-p16, CTV-p23, GLRaV-2 p24, GBV-p14, HLV-p10, GCLV-p16

또는 GVA-p10이 GalT, GNT1-GalT, GnT-III, GNT1-GnT-III 또는 이들의 조합과 함께 공-발현될 수 있다.

일시적 발현을 사용하여 생산된 정제 산물의 코마시 염색은 다양한 오염물이 소량 존재함을 나타낸다.  이들 단[0045]

편은 산물 관련인 것 같고, 활성 블롯에 의해 밝혀진 대로 70kDa를 넘는 오염물은 모두 적어도 하나의 Fab를 함

유했다(도 3b).  식물 추출물에 존재하는 산물 관련 오염물의 정체 및 양은 포유동물 세포 생산 시스템에서 관

찰된 것과 유사하다.   따라서,  치료용 항체의 정제에 전형적으로 사용되는 정제 트레인(예를 들어,  음이온

교환,  친화성  및  양이온  교환)에  의해서  치료용  단백질에  대해  규제당국에  의해  요구되는  순도가  쉽게

얻어진다. 

본 발명은 글리코실화 패턴의 변형을 특징으로 하는 식물에서 관심의 단백질을 합성하는 방법을 제공한다.  이[0046]

방법은 관심의 단백질을 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제(GalT; SEQ ID NO:14), 제한되지는 않지만, 예를 들어

포유동물 GalT, 또는 인간 GalT를 암호화하는 뉴클레오티드 서열과 함께 공-발현시키는 것을 포함하며, 다른 출

처로부터의 GalT 역시 사용될 수 있다.  또한, GalT의 촉매 도메인(예를 들어, SEQ ID NO:14의 뉴클레오티드

370-1194, 도 5b의 볼드체 서열, 또는 SEQ ID NO:17의 뉴클레오티드 238-1062, 도 5d의 볼드체 서열)이 N-아세

틸글루코사미닐트랜스페라제(GNT1; 예를 들어, SEQ ID NO:17의 뉴클레오티드 34-87 포함; 도 5d)의 CTS 도메인

(즉, 세포질 꼬리, 막통과 도메인, 줄기 영역)과 융합될 수 있으며, SEQ ID NO:18의 아미노산 12-29(도 5e)를

포함하는 아미노산 서열을 암호화하여 하이브리드 효소 GNT1-GalT를 생산하고, 이 하이브리드 효소가 관심의 단

백질과 공-발현될 수 있다.  또한, 관심의 단백질과 함께 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제 III(GnT-III; SEQ

ID NO:16; 도 5j), 제한되지는 않지만, 예를 들어 포유동물 GnT-III 또는 인간 GnT-III을 암호화하는 뉴클레오

티드 서열을 공-발현시키는 것이 포함되며, 다른 출처로부터의 GnT-III 역시 사용될 수 있다.  추가로, GnT-III

과 융합된 GNT1의 CTS를 포함하는 하이브리드 효소 GNT1-GnT-III(SEQ ID NO:26; 도 5d)도 사용될 수 있으며,

아래 설명된다.

GalT mGalT, 또는 hGalT 또는 다른 출처로부터의 GalT를 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 고정하기 위한 다른[0047]

방법은 GalT를 HDEL, KDEL(둘 다 세포질 망상구조 보유 서열), N-당단백질 생합성에 관련된 단백질의 CTS, 제한

되지는 않지만, 예를 들어 글루코시다제 I의 CTS, 글루코시다제 II의 CTS, 만노시다제 I의 CTS, 만노시다제 II

의 CTS, 베타-1,2-자일로실트랜스페라제의 CTS, 알파-1,2-푸코실트랜스페라제의 CTS와 융합시키는 것을 포함한

다.  또한, GalT의 촉매 도메인이 HDEL, KDEL (둘 다 세포질 망상구조 보유 서열), 글루코시다제 I의 CTS, 글루

코시다제 II의 CTS, 만노시다제 I의 CTS, 만노시다제 II의 CTS, 베타-1,2-자일로실트랜스페라제의 CTS, 알파-

1,2-푸코실트랜스페라제의 CTS와 융합될 수 있다.

GNT1-GalT, 또는 GNT1-GnT-III 서열을 포함하는 하이브리드 효소의 사용은 GalT, 또는 GnT-III의 촉매 도메인[0048]

을 N-글리칸 복합체 돌연변이의 초기 단계가 발생하는 시스-Golgi 장치에 위치시킨다.  이론과 결부시키고 싶지

는 않지만, 글리칸 돌연변이의 초기 단계에서 GalT 활성의 격리는 돌연변이 중인 글리칸 상에 β-1,4-갈락토오

스를 부가할 수 있고, 그렇지 않을 경우 식물에서 발생할 수 있는 단백질의 푸코실화 및 자일로실화를 효과적으

로 억제하는 결과를 가져올 수 있다.  유사하게, 글리칸 돌연변이의 초기 단계에서 GnT-III 활성의 격리는 베타
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-연결된 만노오스 상에 GlcNAc 잔기를 부가하여 분할 중인 GlnAc를 생산할 수 있고, 그렇지 않을 경우 식물에서

발생할 수 있는 단백질의 푸코실화 및 자일로실화를 효과적으로 억제하는 결과를 가져올 수 있다.  예를 들어,

관심의  단백질은  GalT  촉매  도메인과  융합된  CTS  도메인을  포함하는  하이브리드  효소,  예를  들어  GNT1-

GalT(R621; 도 5a 및 5d), 또는 GnT-III 촉매 도메인과 융합된 CTS 도메인을 포함하는 하이브리드 효소, 예를

들어 GNT1-GnT-III(SEQ ID NO:26; 도 5h)와 공-발현될 수 있다.  자일로실화 및 갈락토실화된 단백질은 그대로

포함하면서 감소된 푸코실화 수준을 포함하는 관심의 단백질을 원하는 경우, 미변형(네이티브) GalT가 관심의

단백질과 공-발현될 수 있다.  분할 중인 GlnAc 잔기를 포함하는 변형된 글리코실화를 포함하는 관심의 단백질

을 원하는 경우, 미변형(네이티브) GnT-III이 관심의 단백질과 공-발현될 수 있다.  식물 최적화 핵산 서열을

사용하여 미변형 또는 네이티브 GalT 또는 GnT-III 효소를 생산할 수 있다는 것은 당업자에게 자명한 사실이다.

따라서,  SEQ  ID  NO:17(GNT1-GalT)의  뉴클레오티드  1-1062를  포함하거나,  SEQ  ID  NO:17의  뉴클레오티드  1-[0049]

1062와 약 80% 내지 100% 동일성을 나타내는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열이 제공되며, 상

기 뉴클레오티드 서열은 관심의 단백질의 글리코실화를 변형하는 단백질을 암호화한다.  서열은 식물 최적화될

수 있다.  또한, SEQ ID NO:14(GalT)의 뉴클레오티드 1-1224를 포함하거나, 또는 SEQ ID NO:14의 뉴클레오티드

1-1224와 약 80% 내지 100% 동일성을 나타내는 서열을 포함하는 핵산 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열이 제

공되며, 상기 핵산 서열은 관심의 단백질의 글리코실화를 변형하는 단백질을 암호화한다.  서열은 식물 최적화

될 수 있다.  서열 동일성은 프로그램: blastn; 데이터베이스: nr; 익스펙트 10; 필터: 로우 컴플렉시티; 얼라

인먼트: 페어와이즈; 워드 사이즈: 11을 파라미터로 사용하여 결정된다.

또한, SEQ ID NO:18(GNT1-GalT; 도 5e), 또는 SEQ ID NO:15(GalT; 도 5c)에 제시된 아미노산 서열이 개시된다.[0050]

SEQ  ID  NO:26(GNT1-GnT-III)의  뉴클레오티드  1-1641을  포함하거나,  또는  SEQ  ID  NO:26의  뉴클레오티드  1-[0051]

1641과 약 80% 내지 100% 동일성을 나타내는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열을 갖는 핵산이

제공되며, 상기 핵산 서열은 관심의 단백질의 글리코실화를 변형하는 단백질을 암호화한다.  서열은 식물 최적

화될 수 있다.  또한, SEQ ID NO:26의 뉴클레오티드 232-1641(GnT-III; 또는 SEQ ID NO:16의 뉴클레오티드 1-

1460)을  포함하거나,  또는  SEQ  ID  NO:26의  뉴클레오티드  232-1641(또는  SEQ  ID  NO:16의  뉴클레오티드  1-

1460)과 약 80% 내지 100% 동일성을 나타내는 서열을 포함하는 핵산 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열이 제공

되며, 상기 핵산 서열은 관심의 단백질의 글리코실화를 변형하는 단백질을 암호화한다.  서열은 식물 최적화될

수 있다.  서열 동일성은 프로그램: blastn; 데이터베이스: nr; 익스펙트 10; 필터: 로우 컴플렉시티; 얼라인먼

트: 페어와이즈; 워드 사이즈: 11을 파라미터로 사용하여 측정되며, 상기 뉴클레오티드 서열은 관심의 단백질의

글리코실화를 변형하는 단백질을 암호화한다.

또한, SEQ ID NO:20(GNT1-GnT-III; 도 5i), 또는 SEQ ID NO:19(GnT-III; 도 5k)에 제시된 아미노산 서열이 개[0052]

시된다.

관심의 단백질의 "변형된 글리코실화"는 변형된 글리코실화(예를 들어, 본원에 설명된 대로)를 포함하는 관심의[0053]

단백질의 N-글리칸 프로파일이 야생형 식물에서 생산된 관심의 단백질의 N-글리칸 프로파일과 상이하다는 의미

이다.  글리코실화의 변형은 관심의 단백질에서 하나 이상의 글리칸의 증가 또는 감소, 또는 GlnAc의 분할을 포

함할 수 있다.  예를 들어, 관심의 단백질은 감소된 자일로실화를 나타내거나, 감소된 푸코실화를 나타내거나,

또는 감소된 자일로실화와 감소된 푸코실화를 모두 나타낼 수 있다.  또는 달리, 관심의 단백질의 N-글리칸 프

로파일은 갈락토실화의 양은 증가하고, 선택적으로 자일로실화, 푸코실화 또는 이들 둘 다의 양이 감소하는 방

식으로 변형될 수 있다.  추가로, 분할된 GlnAc가 생산될 수 있으며, 이것은 단백질의 푸코실화 및 자일로실화

의 양을 감소시킬 수 있다.

관심의 단백질의 "감소된 자일로실화" 또는 "감소된 푸코실화"는, 관심의 단백질을 분리하고, 자일로실화 또는[0054]

푸코실화를 동일한 방법을 사용하여 측정한 경우, 관심의 단백질 상에서 검출가능한 N-글리칸의 자일로실화, 푸

코실화 또는 자일로실화와 푸코실화 모두의 양이 야생형 식물에서 생산된 관심의 단백질 상에서 검출가능한 자

일로실화, 푸코실화 또는 이들 모두의 양보다 10% 미만임을 의미한다.  예를 들어, 관심의 단백질은, 야생형 식

물에서 생산된 동일한 관심의 단백질과 비교하여, 푸코실화된, 자일로실화된, 또는 푸코실화와 자일로실화가 모

두 된 N-글리칸 잔기를 5% 미만 포함할 수 있거나, 관심의 단백질 상에서 검출가능한 N-글리칸 잔기의 1% 미만

이 푸코실화되거나, 자일로실화되거나, 또는 푸코실화와 자일로실화가 모두 될 수 있거나, 관심의 단백질 상에

서 검출가능한 N-글리칸 잔기의 약 0.1 내지 약 2%가 푸코실화 및 자일로실화될 수 있거나, N-글리칸 잔기의 약

0.5 내지 약 1.5%가 푸코실화 및 자일로실화되거나, 또는 N-글리칸 잔기의 약 0.7 내지 약 1.0%가 푸코실화 및

자일로실화된다.
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도 6 및 7에 도시된 대로, 본원에 설명된 방법을 사용함으로써 변형된 글리코실화 프로파일을 나타내는 관심의[0055]

단백질이 생산될 수 있다.  예를 들어, 관심의 단백질이 GNT1-GalT와 공-발현된 경우 면역학적으로 검출 불가능

한 푸코오스 또는 자일로오스 잔기를 가진 관심의 단백질이 생산되었다.  관심의 단백질의 에피토프의 MALDI-

TOF 분석은 관심의 단백질이 GalT 또는 GNT1-GalT(도 7a-c, c-삽입부 참조)와 공-발현되었을 때 글리코실화 패

턴이 변형된 관심의 단백질이 얻어질 수 있음을 입증한다.  예를 들어, 도 7a는 야생형 식물에서 발현된 관심의

단백질의 에피토프에 대한 글리코실화 패턴을 도시한다.  관심의 단백질은 몇 개의 자일로실화 및 푸코실화된

잔기를 포함한다(각각 피크 H 및 J, 도 7a).  관심의 단백질이 GalT와 공-발현되었을 때는 이들 잔기가 감소하

거나 부재한다(도 7b).  더욱이, GalT와 공-발현되었을 때는 관심의 단백질에서 갈락토실화된 잔기가 증가할 뿐

만 아니라(피크 C, F, K 참조, 도 7b) 새로 자일로실화된 잔기도 관찰된다(피크 F).  관심의 단백질과 GNT1-

GalT의 공-발현은 자일로실화 및 푸코실화된 잔기가 1% 미만이고(도 7c-삽입부 참조), 갈락토실화된 잔기가 증

가(피크 K, 도 7c)한 것을 특징으로 하는 N-글리칸 프로파일을 가져온다.

따라서,  본 발명은 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 인간 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제[0056]

(GalT)를 암호화하는 제 1 뉴클레오티드 서열, 및 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 관심의

단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 식물을 제공하는 단

계, 식물을 성장시키는 단계, 및 제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 발현시켜서 변형된 N-글리코실화를 포함하

는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는, N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질을 합성하는 방법(방법

A)을 제공한다.  GalT를 암호화하는 제 1 서열과 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 서열의 공-발현은 관심의 단

백질의 성숙 중인 글리칸 상에 베타-1,4-갈락토오스를 부가하고, 이로써 관심의 단백질의 글리칸의 푸코실화,

자일로실화, 또는 이들 모두가 감소하게 된다.  더욱이, 이 방법을 사용하면, GalT를 발현하지 않는 야생형 식

물에서 생산된 관심의 단백질의 갈락토실화 양에 비해 관심의 단백질의 갈락토실화의 정도가 증가할 수 있다.

또한, 식물에서 활성이 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 인간 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제(GalT; SEQ ID[0057]

NO:14; 도 5b)를 암호화하는 제 1 뉴클레오티드 서열, 및 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된

관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 식물 또는 식물의 일부

에서 일시적 방식으로 발현시키는 단계, 및 제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 발현시켜서 N-글리코실화가 변형

된 글리칸을 포함하는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는, N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질을 합

성하는 방법(방법 B)이 제공된다.  GalT를 암호화하는 제 1 서열과 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 서열의 공

-발현은 관심의 단백질의 성숙 중인 글리칸 상에 베타-1,4-갈락토오스를 부가하며, 이로써 관심의 단백질의 글

리칸의 푸코실화, 자일로실화, 또는 이들 모두가 감소하게 된다.  더욱이, GalT를 발현하지 않는 야생형 식물에

서 생산된 관심의 단백질의 갈락토실화의 양에 비해 관심의 단백질의 갈락토실화의 정도가 증가할 수 있다.  발

현 단계는 제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 일시적으로 공-발현시키거나, 또는 제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서

열을 안정하게 공-발현시키는 단계를 포함할 수 있다.

또한, 본 발명은 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 GalT (인간 베타-1,4-갈락토실트랜스페라[0058]

제; GNT1-GalT; SEQ ID NO:17; 도 5d)의 촉매 도메인과 융합된 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제(GNT1)의 CTS

도메인을 포함하는 제 1 하이브리드 단백질을 암호화하는 제 1 하이브리드 뉴클레오티드 서열, 및 식물에서 활

성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 포함하는 식물

을 제공하는 단계, 식물을 성장시키는 단계, 및 제 1 하이브리드 뉴클레오티드 서열 및 제 2 뉴클레오티드 서열

을 발현시켜서 변형된 N-글리코실화를 포함하는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는, N-글리코실화가 변

형된 관심의 단백질을 합성하는 방법(방법 C)을 제공한다.  GNT1 -GalT를 암호화하는 제 1 하이브리드 서열과

관심의 단백질을 암호화하는 제 2 서열의 공-발현은 관심의 단백질의 성숙 중인 글리칸 상에 베타-1,4-갈락토오

스를 부가하며, 이로써 관심의 단백질의 글리칸의 푸코실화 및 자일로실화가 감소하게 된다.  예를 들어, 푸코

실화, 자일로실화, 또는 이들 둘 다의 정도가 GNT1-GalT를 발현하지 않는 야생형 식물에서 생산된 관심의 단백

질과 비교하여 그 양의 약 0.5 내지 약 5% 또는 약 0.5 내지 약 2%까지 감소할 수 있다. 

식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 GNT1-GalT를 암호화하는 제 1 하이브리드 뉴클레오티드 서[0059]

열, 및 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서

열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 식물 또는 식물의 일부에서 일시적 방식으로 발현시키는 단계, 및 제 1

및 제 2 뉴클레오티드 서열을 발현시켜서 변형된 N-글리코실화를 포함하는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포

함하는, N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질을 합성하는 추가의 대안적 방법(방법 D)이 제공된다.  GNT1-GalT

를 암호화하는 제 1 하이브리드 서열과 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 서열의 공-발현은 관심의 단백질의 성

숙 중인 글리칸 상에 베타-1,4-갈락토오스를 부가하며, 이로써 관심의 단백질의 글리칸의 푸코실화 및 자일로실
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화가 감소하게 된다.  예를 들어, 푸코실화, 자일로실화, 또는 이들 둘 다의 정도가 GNT1-GalT를 발현하지 않는

야생형 식물에서 생산된 관심의 단백질과 비교하여 그 양의 약 0.5 내지 약 5% 또는 약 0.5 내지 약 2%까지 감

소할 수 있다.  발현 단계는 제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 일시적으로 공-발현시키거나, 또는 제 1 및 제

2 뉴클레오티드 서열을 안정하게 공-발현시키는 단계를 포함할 수 있다.

또한,  본  발명은  식물에서  활성인  조절  영역에  작동  가능하게  연결된  인간  베타-1,4-갈락토실트랜스페라제[0060]

(GalT)를 암호화하는 제 1 뉴클레오티드 서열, 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 관심의 단백

질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열, 및 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 유전자 침묵

화 억제인자, 예를 들어 HcPro를 암호화하는 제 3 뉴클레오티드 서열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 포함하

는 식물을 제공하는 단계, 식물을 성장시키는 단계, 및 제 1, 제 2 및 제 3 뉴클레오티드 서열을 발현시켜서 N-

글리코실화가 변형된 글리칸을 포함하는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는, N-글리코실화가 변형된 관

심의 단백질을 합성하는 추가의 대안적 방법(방법 E)을 제공한다.  GalT를 암호화하는 제 1 서열과 관심의 단백

질을 암호화하는 제 2 서열의 공-발현은 관심의 단백질의 성숙 중인 글리칸 상에 베타-1,4-갈락토오스를 부가하

며, 이로써 GalT를 발현하지 않는 야생형 식물을 사용하여 생산된 관심의 단백질에 비해 관심의 단백질의 글리

칸의 푸코실화 및 자일로실화가 감소하게 된다.  관심의 단백질의 갈락토실화의 정도는 GalT를 발현하지 않는

야생형 식물에서 생산된 관심의 단백질의 갈락토실화의 양에 비해 증가할 수 있다.  침묵화 억제인자를 암호화

하는 제 3 서열의 발현은 갈락토실트랜스페라제 및 관심의 단백질의 높은 수율을 보장한다.

또한, 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 인간 베타-1,4-갈락토실트랜스페라제(GalT)를 암호화[0061]

하는 제 1 뉴클레오티드 서열, 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 관심의 단백질을 암호화하는

제 2 뉴클레오티드 서열, 및 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 유전자 침묵화 억제인자, 예를

들어 HcPro를 암호화하는 제 3 뉴클레오티드 서열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 식물 또는 식물의 일부에

서 일시적 방식으로 발현시키는 단계, 및 제 1, 제 2 및 제 3 뉴클레오티드 서열을 발현시켜서 변형된 N-글리코

실화를 포함하는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는, N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질을 합성하는

방법(방법 F)이 제공된다.  GalT를 암호화하는 제 1 서열과 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 서열의 공-발현은

관심의 단백질의 성숙 중인 글리칸 상에 베타-1,4-갈락토오스를 부가하며, 이로써 관심의 단백질의 글리칸의 푸

코실화 및 자일로실화가 감소하게 된다.  관심의 단백질의 갈락토실화의 정도는 GalT를 발현하지 않는 야생형

식물에서 생산된 관심의 단백질의 갈락토실화의 양에 비해 증가할 수 있다.  침묵화 억제인자를 암호화하는 제

3 서열의 발현은 갈락토실트랜스페라제 및 관심의 단백질의 높은 수율을 보장한다.  발현 단계는 제 1 및 제 2

뉴클레오티드 서열을 일시적으로 공-발현시키거나, 또는 제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 안정하게 공-발현시

키는 단계를 포함할 수 있다.

따라서, 본 발명은 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제(GnT-[0062]

III)를 암호화하는 제 1 뉴클레오티드 서열, 및 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 관심의 단

백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 식물을 제공하는 단계,

식물을 성장시키는 단계, 및 제 1 및 제 2 뉴클레오티드 서열을 발현시켜서 변형된 N-글리코실화를 포함하는 관

심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는, N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질을 합성하는 방법(방법 G)을 제

공한다.  GnT-III을 암호화하는 제 1 서열과 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 서열의 공-발현은 관심의 단백질

의  성숙  중인  글리칸  상의  베타-연결된  만노오스(분할  중인  GlnAc)에  베타-1,4-연결된  N-아세틸글루코사민

(GlnAc) 잔기를 부가하며, 이로써 GnT-III을 발현하지 않는 야생형 식물에서 생산된 관심의 단백질에 비해 관심

의 단백질의 글리칸의 푸코실화, 자일로실화, 또는 이들 모두가 감소하게 된다.  GnT-III을 암호화하는 서열(제

1 뉴클레오티드 서열), 관심의 단백질을 암호화하는 서열(제 2 뉴클레오티드 서열), 또는 제 1 뉴클레오티드 서

열과 제 2 뉴클레오티드 서열 모두가 일시적으로 발현될 수 있다.  서열들이 일시적으로 발현되는 경우, 식물에

서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 유전자 침묵화 억제인자, 예를 들어 HcPro를 암호화하는 제 3 뉴

클레오티드 서열이 또한 사용될 수 있으며, 제 1, 제 2 및 제 3 뉴클레오티드 서열을 발현시켜서 변형된 글리코

실화를 포함하는 관심의 단백질을 합성할 수 있다.

또한, 본 발명은 식물에서 활성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 GnT-III(N-아세틸글루코사미닐트랜스페라[0063]

제; GNT1-GnT-III; SEQ ID NO:20)의 촉매 도메인과 융합된 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제(GNT1)의 CTS 도

메인을 암호화하는 제 1 하이브리드 단백질을 암호화하는 제 1 하이브리드 뉴클레오티드 서열, 및 식물에서 활

성인 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 포함하는 식물

을 제공하는 단계, 식물을 성장시키는 단계, 및 제 1 하이브리드 뉴클레오티드 서열 및 제 2 뉴클레오티드 서열

을 발현시켜서 변형된 N-글루코실화를 포함하는 관심의 단백질을 합성하는 단계를 포함하는, N-글루코실화가 변
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형된 관심의 단백질을 합성하는 대안적 방법(방법 H)을 제공한다.  GNT1-GnT-III을 암호화하는 제 1 하이브리드

서열과 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 서열의 공-발현은 관심의 단백질의 성숙 중인 글리칸 상의 베타-연결

된 만노오스(분할 중인 GlnAc)에 베타-1,4-연결된 N-아세틸글루코사민(GlnAc)을 부가하고, 이로써 관심의 단백

질의 글리칸의 푸코실화 및 자일로실화가 감소하게 된다.  예를 들어, 푸코실화, 자일로실화, 또는 이들 둘 다

의 정도가 GNT1-GnT-III을 발현하지 않는 야생형 식물에서 생산된 관심의 단백질과 비교하여 그 양의 약 0.5 내

지 약 5% 또는 약 0.5 내지 약 2%까지 감소할 수 있다.  GNT1-GnT-III을 암호화하는 서열(제 1 뉴클레오티드 서

열), 관심의 단백질을 암호화하는 서열(제 2 뉴클레오티드 서열), 또는 제 1 뉴클레오티드 서열과 제 2 뉴클레

오티드 서열 모두가 일시적으로 발현될 수 있다.  서열들이 일시적으로 발현되는 경우, 식물에서 활성인 조절

영역에 작동 가능하게 연결된 유전자 침묵화 억제인자, 예를 들어 HcPro를 암호화하는 제 3 뉴클레오티드 서열

이 또한 사용될 수 있으며, 제 1, 제 2 및 제 3 뉴클레오티드 서열을 발현시켜서 변형된 글리코실화를 포함하는

관심의 단백질을 합성할 수 있다.

높은 수율을 보장하기 위해서 관심의 단백질을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 추가로 변형할 수 있다.  예를[0064]

들어, 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 서열은 또한 세포질 망상구조(ER) 내에 단백질을 보유하는데 있어서 활

성인 서열을 암호화하는 서열, 제한되지는 않지만, 예를 들어 KDEL(Lys-Asp-Glu-Leu) 서열, 또는 다른 공지된

ER 보유 서열, 예를 들어 HDEL, 또는 KKSS과 융합될 수 있다. 

또한, 관심의 단백질 복합체가 생산되는 경우, 상기 설명된 방법 A-H 중 어느 방법에서 사용된 제 2 뉴클레오티[0065]

드 서열은 단백질 복합체의 2개 이상의 펩티드 또는 도메인을 암호화할 수 있다.  예를 들어, 관심의 단백질이

항체인 경우, 제 2 뉴클레오티드 서열은 2개의 제 2 뉴클레오티드 서열 2A 및 2B를 포함할 수 있으며, 이들은

각각 항체의 일부분을 암호화하는데, 예를 들어 뉴클레오티드 2A는 항체의 경쇄를 암호화할 수 있고, 서열 2B는

항체의 중쇄를 암호화할 수 있다.  이러한 구성물의 비제한적 예가 도 1에 제공되는데, 여기서 R216 및 R610의

각 구성물은 2개의 제 2 뉴클레오티드 서열로서, 식물에서 활성인 조절 영역, 제한되지는 않지만, 예를 들어 플

라스토시아닌 프로모터에 작동 가능하게 연결된 C5-1 LC(C5-1의 경쇄)를 암호화하는 2A 및 식물에서 활성인 조

절 영역, 제한되지는 않지만, 예를 들어 도 1b 또는 SEQ ID NO:23의 뉴클레오티드 556-999를 포함하는 플라스토

시아닌 프로모터(US 7,125,978, 참고자료로 본원에 포함됨)에 작동 가능하게 연결된 C5-1의 중쇄(C5-1 HC)를 암

호화하는 2B를 포함한다.  도 1에 도시된 대로, R610을 참조하면 KDEL 서열이 펩티드 2A 또는 2B 중 하나의 c-

말단 영역에 융합될 수 있는데, 제한되지는 않지만, 예를 들어 KDEL 서열은 항체가 ER과 함께 보유되는 것을 보

장하기 위해서 항체의 중쇄와 융합될 수 있다.

제 2 뉴클레오티드 서열에 의해서 암호화된 각 단백질은 글리코실화될 수 있다.[0066]

방법 A-H 중 어느 하나에 의해서 생산된 관심의 단백질은 식물로부터 회수될 수 있다.  더욱이, 관심의 단백질[0067]

은 당업자에게 알려진 표준 기술을 사용하여 부분적으로 정제되거나 정제될 수 있다.

뉴클레오티드 서열들을 식물에서 공-발현시키는 경우, 원하는 뉴클레오티드 서열을 각각 표준 형질전환 기술,[0068]

일시 형질전환 기술을 사용하여 식물에 도입할 수 있거나, 하나 이상의 원하는 뉴클레오티드 서열을 각각 발현

하는 둘 이상의 식물을 교배하여 필요한 뉴클레오티드 서열 조합을 공-발현하는 식물을 획득하거나, 또는 상기

기술들이 조합될 수 있다.  예를 들어, GalT, GNT1-GalT, GalT 및 GNT1-GalT, GnT-III, GNT1-GnT-III, GNT1-

Gnt-III 및 Gnt-III, 또는 이들의 조합을 암호화하는 서열을 발현하는 안정하게 형질전환된 식물을 사용하여 일

시 발현이 수행될 수 있다.

따라서, 본 발명은 또한 N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질의 생산을 위한 플랫폼으로 사용될 수 있는 식물[0069]

을 생산하는 방법(방법 I)을 제공한다.  이 방법은 GalT, GNT1-GalT, 또는 GalT와 GNT1-GalT 모두를 암호화하

는 하나 이상의 제 1 뉴클레오티드 서열을 발현하는 식물을 제공하는 단계, 및 하나 이상의 뉴클레오티드 서열

을 발현시키는 단계를 포함한다.  관심의 단백질을 생산하기 위하여, 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레

오티드  서열을  안정한  형질전환,  또는  일시  형질전환을  포함하는  표준  기술을  사용하여  플랫폼  식물에

도입하고, 생산된 관심의 단백질이 N-글리코실화가 변형된 글리칸을 포함하도록 제 2 뉴클레오티드 서열을 발현

시키거나, 또는 제 1 뉴클레오티드 서열을 발현하는 식물을 제 2 뉴클레오티드 서열을 발현하는 제 2 식물과 교

배시키는데, 이 방식으로 생산된 관심의 단백질은 N-글리코실화가 변형된 글리칸을 포함한다.  관심의 단백질이

식물로부터 추출될 수 있으며, 원한다면 관심의 단백질을 표준 방법에 의해 분리 및 정제할 수 있다.

따라서, 본 발명은 또한 N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질의 생산을 위한 플랫폼으로 사용될 수 있는 식물[0070]

을 생산하는 방법(방법 J)을 제공한다.  이 방법은 GnT-III, GNT1-GnT-III, 또는 GnT-III와 GNT1-GnT-III 모두

를 암호화하는 하나 이상의 제 1 뉴클레오티드 서열을 발현하는 식물을 제공하는 단계, 및 하나 이상의 뉴클레
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오티드 서열을 발현시키는 단계를 포함한다.  관심의 단백질을 생산하기 위하여, 관심의 단백질을 암호화하는

제 2 뉴클레오티드 서열을 안정한 형질전환, 또는 일시 형질전환을 포함하는 표준 기술을 사용하여 플랫폼 식물

에 도입하고, 생산된 관심의 단백질이 N-글리코실화가 변형된 글리칸을 포함하도록 제 2 뉴클레오티드 서열을

발현시키거나, 또는 제 1 뉴클레오티드 서열을 발현하는 식물을 제 2 뉴클레오티드 서열을 발현하는 제 2 식물

과 교배시키는데, 이 방식으로 생산된 관심의 단백질은 N-글리코실화가 변형된 글리칸을 포함한다.  관심의 단

백질이 식물로부터 추출될 수 있으며, 원한다면 관심의 단백질을 표준 방법에 의해 분리 및 정제할 수 있다.

따라서, 본 발명은 또한 N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질의 생산을 위한 플랫폼으로 사용될 수 있는 식물[0071]

을 생산하는 방법(방법 K)을 제공한다.  이 방법은 GalT, GNT1-GalT, GalT 및 GNT1-GalT, GnT-III, GNT1-GnT-

III, GnT-III 및 GNT1-GNT-III, 또는 이들의 조합을 암호화하는 하나 이상의 제 1 뉴클레오티드 서열을 발현하

는 식물을 제공하는 단계, 및 하나 이상의 뉴클레오티드 서열을 발현시키는 단계를 포함한다.  관심의 단백질을

생산하기 위하여, 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 안정한 형질전환, 또는 일시 형질전환

을 포함하는 표준 기술을 사용하여 플랫폼 식물에 도입하고, 생산된 관심의 단백질이 N-글리코실화가 변형된 글

리칸을 포함하도록 제 2 뉴클레오티드 서열을 발현시키거나, 또는 제 1 뉴클레오티드 서열을 발현하는 식물을

제 2 뉴클레오티드 서열을 발현하는 제 2 식물과 교배시키는데, 이 방식으로 생산된 관심의 단백질은 N-글리코

실화가 변형된 글리칸을 포함한다.  관심의 단백질이 식물로부터 추출될 수 있으며, 원한다면 관심의 단백질을

표준 방법에 의해 분리 및 정제할 수 있다.

GalT, GNT1-GalT, GnT-III, GNT1-GnT-III, 관심의 단백질, 또는 이들의 조합을 암호화하는 뉴클레오티드 서열[0072]

은 식물에서의 발현 수준이 증가하도록 최적화된 코돈일 수 있다.  코돈 최적화는 올리고뉴클레오티드 빌딩 블

록의 합성에 적합한 DNA 뉴클레오티드를 선별하고, 이어서 식물에서의 코돈 용법에 근접하도록 구조 유전자 또

는 이들의 단편으로 효소 조립하는 것을 의미한다.  

식물에서 외래 서열의 발현을 최적화하기 위하여, 야생형 또는 합성 서열일 수 있는 뉴클레오티드 서열을 사용[0073]

하거나, 또는 필요에 따라 상응하는 단백질, 예를 들어 GalT, GNT1-GalT, GnT-III, GNT1-GnT-III, 관심의 단백

질, 또는 이들의 조합이 미변형 뉴클레오티드 서열에 의해서 암호화되었을 때 생산될 수 있는 것보다 높은 수준

으로 생산되도록 변경될 수 있다.  제한되지는 않지만, 예를 들어 서열은 서열 비교 기술, 제한되지는 않지만,

예를 들어 BLAST(GenBank를 통해 입수가능함; 디폴트 파라미터 사용)를 사용하여 측정했을 때 야생형 서열과 적

어도 약 80% 동일성을 포함하는, 식물에서의 코돈 용법에 대해 최적화된 합성 서열일 수 있다.  또한, 유용한

생물학적 특성, 제한되지는 않지만, 예를 들어 항원성을 나타내는 관심의 단백질을 암호화하는 서열의 단편 또

는 일부분, 또는 이들의 유도체를 식물 조직에서 발현시킬 수 있다고 생각된다.

GalT, GNT1-GalT, GnT-III, GNT1-GnT-III, 및 관심의 단백질의 발현 수준 및 트랜스젠 단백질 생산을 최대화하[0074]

기 위하여, 핵산 서열을 시험할 수 있으며, 암호화 영역을 Sardana 등(Plant Cell Reports 15:677-681; 1996)

에 개략된 것과 유사한 과정을 사용하여 식물에서 유전자의 발현에 대해 최적화되도록 변형할 수 있다.  쌍떡잎

식물에서 높게 발현된 유전자로부터의 코돈 용법표가 Murray 등(Nuc Acids Res. 17:477-498; 1989)을 포함하는

몇몇 출처로부터 입수가능하다.  더욱이, 서열 최적화는 또한 코돈 직렬 반복부의 감소, 숨은 스플라이스 부위

의 제거, 반복 서열의 감소(역전 반복부 포함)를 포함할 수 있으며, 예를 들어 Leto 1.0(Entelechon, 독일)을

사용하여 결정할 수 있다.

따라서, 본 발명은 상기 방법(방법 A-K)  중 어느 하나에 설명된 방법에 있어서, GalT,  GNT1-GalT,  GnT-III,[0075]

GNT1-GnT-III, 관심의 단백질, 또는 이들의 조합을 암호화하는 하나 이상의 뉴클레오티드 서열이 식물에서의 발

현을 위해 최적화된 N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질을 합성하는 방법(방법 L)을 제공한다.

더욱이, 본 발명은 식물에서 활성인 조절 영역에 각각 작동 가능하게 연결된, GalT, GNT1-GalT, GnT-III, GNT1-[0076]

GnT-III, 또는 이들의 조합을 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 식물, 식물 세포, 또는 종자에 관한 것

이다.  식물, 식물 세포, 또는 종자는 하나 이상의 관심의 단백질을 암호화하는 제 2 뉴클레오티드 서열을 더

포함할 수 있으며, 제 2 뉴클레오티드 서열은 식물에서 활성인 하나 이상의 제 2 조절 영역에 작동 가능하게 연

결된다.  제 1 뉴클레오티드 서열, 제 2 뉴클레오티드 서열, 또는 제 1 뉴클레오티드 서열과 제 2 뉴클레오티드

서열 모두는 식물, 식물 세포 또는 식물 종자에서의 발현을 위해 코돈 최적화될 수 있다.

"작동 가능하게 연결된"은 유전자 발현의 매개나 조정과 같은 의도된 기능을 수행하기 위해 특정 서열들이 직접[0077]

적으로 또는 간접적으로 상호작용하는 것을 의미한다.  작동 가능하게 연결된 서열들의 상호작용은, 예를 들어

작동 가능하게 연결된 서열들과 상호작용하는 단백질에 의해 매개될 수 있다.  전사 조절 영역과 관심의 서열이

작동 가능하게 연결된 경우, 이 서열들이 기능적으로 연결됨으로써 전사 조절 영역에 의해 관심의 서열의 전사
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가 매개되거나 조정될 수 있다.

용어 "식물의 일부"는 전체 식물,  식물로부터 얻어진 조직,  제한되지는 않지만,  예를 들어 잎,  잎과 줄기,[0078]

뿌리, 잎, 줄기 및 선택적으로 식물의 꽃 부분을 포함하는 기생(氣生)부, 식물로부터 얻어진 세포 또는 원형질

체를 포함하여 식물로부터 유래된 어떤 부분을 의미한다.

용어 "식물 물질"은 식물로부터 유래된 어떤 재료를 의미한다.  식물 물질은 전체 식물, 조직, 세포, 또는 이들[0079]

의 어떤 분획을 포함할 수 있다.  더욱이, 식물 물질은 세포내 식물 성분, 세포외 식물 성분, 식물의 액체 또는

고형 추출물, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다.  또한, 식물 물질은 식물 잎, 줄기, 열매, 뿌리 또는 이들의

조합으로부터의 식물, 식물 세포, 조직, 액체 추출물, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다.  식물 물질은 어떤

가공 단계를 거치지 않은 식물 또는 그것의 일부를 포함할 수 있다.  그러나, 식물 재료가, 제한되지는 않지만,

크로마토그래피, 전기영동 등을 비롯한 본 분야에 일반적으로 공지된 기술을 이용한 부분적 또는 실질적 단백질

정제를 포함하여, 하기 정의된 최소한의 가공 단계 또는 더 강한 가공 단계를 거칠 수 있다는 것도 고려된다.

용어 "최소 가공"은 식물 물질, 예를 들어 관심의 단백질을 포함하는 식물 또는 그것의 일부를 부분적으로 정제[0080]

하여 식물 추출물, 균질물, 식물 균질물의 분획 등(즉, 최소한으로 가공된)을 수득하는 것을 말한다.  부분적

정제는, 제한되지는 않지만, 식물 세포 구조를 파괴하여 가용성 식물 성분, 및 불용성 식물 성분을 포함하는 조

성물을 얻는 것을 포함할 수 있으며, 불용성 식물 성분은, 제한되지는 않지만, 예를 들어 원심분리, 여과 또는

이들의 조합에 의해 분리될 수 있다.  이와 관련하여, 진공 또는 원심분리 추출을 사용하여 잎의 세포외 공간

또는 다른 조직에서 분비된 단백질을 쉽게 획득할 수 있거나, 또는 롤러나 그라인딩 등을 통과시킴으로써 가압

하에 조직을 추출하여 세포외 공간에서 단백질을 압착해서 짜내거나 자유롭게 유리시킬 수 있다.  또한, 최소

가공은 가용성 단백질의 조 추출물의 제조를 포함할 수 있으며, 이러한 제조에서는 부수적인 식물 산물로 인한

오염은 무시할 만하다.  더욱이, 최소 가공은 잎으로부터 가용성 단백질을 수성 추출한 후, 어떤 적합한 염을

사용하여 침전시키는 것을 포함할 수 있다.  다른 방법은 대규모 침연 및 즙 추출을 포함할 수 있으며, 이러한

추출물은 바로 사용할 수 있다.

식물 재료 또는 조직 형태의 식물 물질은 피험자에게 경구 송달될 수 있다.  식물 물질은 다른 음식과 함께 식[0081]

이요법 보충제의 일부로서 투여되거나, 또는 캡슐화될 수 있다.  또한, 식물 물질 또는 조직은 식감을 높이거나

개선하기 위해 농축될 수 있으며, 또는 필요에 따라 다른 재료, 원료 또는 제약 부형제와 함께 제공될 수 있다.

관심의 단백질을 포함하는 식물은 필요와 상황에 따라서 다양한 방식으로 피험자, 예를 들어 동물 또는 인간에[0082]

게 투여될 수 있다고 생각된다.   예를 들어,  식물로부터 얻어진 관심의 단백질은 그것을 사용하기 전에 조

형태, 부분 정제된 형태, 또는 정제된 형태로 추출될 수 있다.  단백질이 정제되어야 하는 경우, 그것은 식용

또는 비-식용 식물에서 생산될 수 있다.  더욱이, 단백질이 경구 투여되는 경우, 식물 조직을 수집하여 피험자

에게 바로 공급하거나, 또는 공급 전에 수집된 조직을 건조하거나, 또는 수집하기 전에 동물이 식물을 뜯어 먹

도록 할 수 있다.  또한, 본 발명의 범위에서는 수집된 식물 조직을 동물 사료의 사료 보충제로서 제공하는 것

도 고려된다.  식물 조직을 거의 추가 가공하지 않고 동물에게 제공하는 경우, 투여되는 식물 조직은 식용인 것

이 바람직하다.

실시예에 더 상세히 설명한 대로, GalT, GNT1-GalT, 및 관심의 단백질이 일시적 방식으로 식물에 도입되었다.[0083]

적합한 항체를 사용한 면역학적 분석은 형질전환된 세포에 MWr 150kDa의 단백질이 존재했음을 입증했다(도 2,

3a 및 3b).  또한, 어느 한 구성물을 발현하는 식물로부터 얻어진 추출물에서 GalT 또는 GNT1-GalT를 검출할 수

있었고, 식물에서 GNT1-GalT가 발현되었을 때는 관심의 단백질의 변경된 N-글리코실화가 관찰되었다(도 6).  따

라서, 재조합 발현된 GalT, 또는 GNT1-GalT는 "in planta"시 생물학적으로 활성이다.

GalT-FLAG 또는 GNT1-GalT-FLAG(즉, 형질전환체에서 재조합 단백질의 면역검출을 허용하기 위해 FLAG 에피토프[0084]

를 C-말단에 표지한 GalT 또는 GNT1-GalT)이 식물에 도입되었다.  항-FLAG 항체를 사용한 웨스턴 블롯 분석을

사용하여 형질전환된 세포에 적합한 단백질이 존재함을 입증할 수 있다.

"유사체" 또는 "유도체"는 GalT(SEQ ID NO:14), GalT의 촉매 도메인(SEQ ID NO:14의 뉴클레오티드 368-1198;[0085]

도 5b의 볼드체 서열을 암호화), 또는 GNT1-GalT (SEQ ID NO:17의 뉴클레오티드 248-1077; 도 5d의 볼드체 서

열을 암호화)를 암호화하는 뉴클레오티드 서열에 어떤 치환, 결실 또는 부가를 포함하며, 단 이 서열은 장외

(ectopically) 발현된 GalT(SEQ ID NO:14) 또는 GNT1-GalT(SEQ ID NO:17)의 부재시에 식물에서 생산된 관심의

단백질의 글리코실화 프로파일과 비교하여, 식물에서 발현되는 관심의 단백질의 글리코실화 프로파일을 변형하

는, 또는 GalT의 CST와 융합되었을 때 식물에서 발현되는 관심의 단백질의 글리코실화 프로파일을 변형하는, 예
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를 들어 관심의 단백질의 글리칸의 푸코실화, 자일로실화 또는 이들 모두를 감소시키거나, 또는 관심의 단백질

의 갈락토실화를 증가시키는 단백질을 암호화해야 한다.  예를 들어, 이 서열에 의해 암호화된 단백질은 N-글리

칸 성숙화 동안 말단 갈락토오스를 부가할 수 있다.  핵산 서열의 유도체 및 유사체는 전형적으로 핵산 서열과

80% 이상의 동일성, 예를 들어 약 80-100% 서열 동일성, 또는 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100%

동일성을 나타낸다.   서열 동일성은 BLAST  알고리즘(GenBank:  ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/)으로 디폴트

파라미터(프로그램: blastn; 데이터베이스: nr; 익스펙트 10; 필터: 로우 컴플렉시티; 얼라인먼트: 페어와이즈;

워드 사이즈: 11)를 사용하여 결정될 수 있다.  또한, 유사체, 또는 그 유도체는 긴축 혼성화 조건(Maniatis et

al.,  Molecular  Cloning(A  Laboratory  Manual),  Cold  Spring  Harbor  Laboratory,  1982,  p.  387-389  또는

Ausubel  et  al.,  (eds)  1989,  Current  Protocols  in  Molecular  Biology,  Vol.  1,  Green  Publishing

Associates,  Inc.  and  John  Wiley  &  Sons,  Inc.,  New  York,  p.  2.10.3)에서  본원에 설명된 GalT(SEQ  ID

NO:14), GNT1-GalT(SEQ ID NO:18) 서열 중 어느 하나와 혼성화하는 뉴클레오티드 서열을 포함하며, 단 이 서열

은 GalT(SEQ ID NO:14) 또는 GNT1-GalT(SEQ ID NO:17)의 부재시에 생산된 관심의 단백질의 글리코실화 프로파

일과 비교하여, 관심의 단백질의 글리코실화 프로파일을 변형하는, 예를 들어 관심의 단백질의 글리칸의 푸코실

화, 자일로실화 또는 이들 모두를 감소시키거나, 또는 관심의 단백질의 갈락토실화를 증가시키는 단백질을 암호

화해야 한다.  예를 들어, 이 서열에 의해 암호화된 단백질은 N-글리칸 성숙화 동안 말단 갈락토오스를 부가할

수 있다.  한 이러한 긴축 혼성화 조건의 예는 65℃에서 16-20시간 동안 7% SDS, 1mM EDTA, 0.5M Na2HPO4, pH

7.2 중에서 적합한 프로브, 제한되지는 않지만, 예를 들어 [감마-32P]dATP 표지된 프로브를 사용하여 혼성화하

는 것일 수 있다.  이어서 65℃에서 30분간 5% SDS, 1mM EDTA, 40mM Na2HPO4, pH 7.2 중에서 세척한 다음, 65℃

에서 30분간 1% SDS, 1mM EDTA, 40mM Na2HPO4, pH 7.2 중에서 세척한다.  이 버퍼 중에서 세척하는 것을 반복하

여 바탕값을 줄일 수 있다.

유사하게, 본 발명은 GnT-III(SEQ ID NO:16), GnT-III의 촉매 도메인, 또는 GNT1-GnT-III(SEQ ID NO:20)을 암[0086]

호화하는 뉴클레오티드 서열에 대한 변형을 포함하며, 단 이 서열은 장외 발현된 GnT-III(SEQ ID NO:16) 또는

GNT1-GnT-III(SEQ ID NO:26)의 부재시에 식물에서 생산된 관심의 단백질의 글리코실화 프로파일과 비교하여, 식

물에서 발현되는 관심의 단백질의 글리코실화 프로파일을 변형하는, 또는 GnT-III의 CST와 융합되었을 때 식물

에서 발현되는 관심의 단백질의 글리코실화 프로파일을 변형하는, 예를 들어 GlnAc를 분할하여 관심의 단백질의

글리칸의 푸코실화, 자일로실화 또는 이들 모두를 감소시키는 단백질을 암호화해야 한다.  핵산 서열의 유도체

및 유사체는 전형적으로 핵산 서열과 80% 이상의 동일성, 예를 들어 약 80-100% 서열 동일성, 또는 80, 82, 84,

86,  88,  90,  92,  94,  96,  98,  100%  동일성을  나타낸다.   서열  동일성은  BLAST  알고리즘(GenBank:

ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/)으로 디폴트 파라미터(프로그램:  blastn;  데이터베이스:  nr;  익스펙트 10;

필터:  로우  컴플렉시티;  얼라인먼트:  페어와이즈;  워드  사이즈:  11)를  사용하여  결정될  수  있다.   또한,

유사체, 또는 그 유도체는 긴축 혼성화 조건(Maniatis et al, Molecular Cloning(A Laboratory Manual), Cold

Spring  Harbor  Laboratory,  1982,  p.  387-389  또는  Ausubel  et  al.,  (eds)  1989,  Current  Protocols  in

Molecular Biology, Vol. 1, Green Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., New York, p.

2.10.3)에서 본원에 설명된 GnT-III(SEQ ID NO:16), GNT1-GnT-III(SEQ ID NO:26) 서열 중 어느 하나와 혼성화

하는 뉴클레오티드 서열을 포함하며, 단 이 서열은 GnT-III(SEQ ID NO:16) 또는 GNT1-GnT-III(SEQ ID NO:26)의

부재시에 생산된 관심의 단백질의 글리코실화 프로파일과 비교하여, 관심의 단백질의 글리코실화 프로파일을 변

형하는 단백질을 암호화해야 한다.  한 이러한 긴축 혼성화 조건의 예는 65℃에서 16-20시간 동안 7% SDS, 1mM

EDTA, 0.5M Na2HPO4, pH 7.2 중에서 적합한 프로브, 제한되지는 않지만, 예를 들어 [감마-32P]dATP 표지된 프로

브를 사용하여 혼성화하는 것일 수 있다.  이어서 65℃에서 30분간 5% SDS, 1mM EDTA, 40mM Na2HPO4, pH 7.2 중

에서 세척한 다음, 65℃에서 30분간 1% SDS, 1mM EDTA, 40mM Na2HPO4, pH 7.2 중에서 세척한다.  이 버퍼 중에

서 세척하는 것을 반복하여 바탕값을 줄일 수 있다.

"조절 영역", "조절 요소" 또는 "프로모터"는 핵산의 일부분, 항상 그렇지는 않지만 전형적으로는 유전자의 단[0087]

백질 암호화 영역의 상류를 의미하며, 이것은 DNA 또는 RNA, 또는 DNA와 RNA로 이루어질 수 있다.  조절 영역이

활성이고, 관심의 유전자와 작동 가능하게 회합된 상태이거나, 또는 작동 가능하게 연결된 경우, 이것은 관심의

유전자의 발현을 가져올 수 있다.  조절 요소는 기관 특이성을 매개하거나, 또는 발생적 또는 시간적 유전자 활

성화를 조절할 수 있다.  "조절 영역"은 프로모터 요소, 기본적 프로모터 활성을 나타내는 코어 프로모터 요소,

외부 자극에 대한 반응을 유도할 수 있는 요소, 음성 조절 요소와 같은 프로모터 활성을 매개하는 요소 또는 전

사 인핸서를 포함한다.  또한, 본원에서 사용된 "조절 영역"은 전사 이후에 활성인 요소, 예를 들어 번역 및 전
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사 인핸서, 번역 및 전사 리프레서, 상류 활성화 서열, 및 mRNA 불안정성 결정소와 같은 유전자 발현을 조정하

는 조절 요소를 포함한다.  후자의 요소 중 몇몇은 암호화 영역에 가까이 위치될 수 있다.

본 명세서에서 용어 "조절 요소" 또는 "조절 영역"은 전형적으로 DNA 서열, 제한되지는 않지만, 일반적으로 구[0088]

조 유전자의 암호화 서열의 상류(5')를 말하며, 이것은 RNA 폴리머라제 및/또는 특정 부위에서 전사가 시작되는

데 필요한 다른 인자들을 인식함으로써 암호화 영역의 발현을 제어한다.  그러나, 서열의 인트론, 또는 3'에 위

치된 다른 뉴클레오티드 서열도 관심의 암호화 영역의 발현의 조절에 기여할 수 있다는 것이 이해되어야 한다.

RNA 폴리머라제 또는 다른 전사 인자들을 인식함으로써 특정 부위에서의 개시를 보장하는 조절 요소의 예는 프

로모터 요소이다.  전부는 아니지만 대부분의 진핵생물 프로모터 요소는 TATA 박스를 함유하며, 이것은 일반적

으로 전사 시작 부위 상류에 약 25개 염기쌍으로 놓인 아데노신과 티미딘 뉴클레오티드 염기쌍으로 이루어진 보

존된 핵산 서열이다.  프로모터 요소는 전사의 개시를 책임지는 기본적 프로모터 요소뿐만 아니라 유전자 발현

을 변형하는 다른 조절 요소들(상기 열거된)도 포함한다.

발생학적으로 조절되는 유도성 또는 구성적인 것들을 포함하여 몇 가지 타입의 조절 영역이 있다.  발생학적으[0089]

로 조절되는, 또는 조절 영역의 제어하에 유전자의 차등 발현을 제어하는 조절 영역은 해당 기관 또는 조직의

발생 도중의 특정 시기에 어떤 기관 또는 기관의 조직 내에서 활성화된다.  그러나, 발생학적으로 조절되는 일

부 조절 영역은 특정 발생 단계에서 어떤 기관 또는 조직 내에서 우선적으로 활성일 수 있으며, 또한 이들은 발

생학적으로 조절되는 방식으로, 또는 식물 내의 다른 기관 또는 조직에서도 기본적 수준으로 활성일 수 있다.

조직-특이적 조절 영역, 예를 들어 종자-특이적 조절 영역의 예는 나핀 프로모터, 및 크루시페린 프로모터를 포

함한다(Rask  et  al,  1998,  J.  Plant  Physiol.  152:595-599;  Bilodeau  et  al.,  1994,  Plant  Cell  14:  125-

130).  잎-특이적 프로모터의 예는 플라스토시아닌 프로모터를 포함한다(US7,125,978, 참고자료로 본원에 포함

됨; SEQ ID NO:23; 도 1b).

유도성 조절 영역은 유도제에 반응하여 하나 이상의 DNA 서열 또는 유전자의 전사를 직접 또는 간접적으로 활성[0090]

화할 수 있는 것이다.  유도제의 부재시에는 DNA 서열 또는 유전자가 전사되지 않을 것이다.  전형적으로 유도

성 조절 영역에 특이적으로 결합하여 전사를 활성화하는 단백질 인자는 비활성 형태로 존재할 수 있으며, 이것

은 이후 유도제에 의해 활성 형태로 직접 또는 간접적으로 전환된다.   그러나,  단백질 인자는 부재할 수도

있다.  유도제는 단백질, 대사산물, 성장 조절제, 제초제 또는 페놀계 화합물과 같은 화학적 제제, 또는 열, 냉

기, 염 또는 독성 요소에 의해 직접 부여되거나 또는 바이러스와 같은 병원균 또는 질환 요인의 작용을 통해 간

접적으로 부여되는 생리적 스트레스일 수 있다.  유도성 조절 영역을 함유하는 식물 세포는 분무, 물주기, 가열

또는 유사한 방법 등에 의해 세포 또는 식물에 유도제를 외부적으로 적용함으로써 유도제에 노출될 수 있다.

유도성 조절 요소는 식물 또는 비-식물 유전자로부터 유래될 수 있다(예를 들어, Gatz, C. and Lenk, I.R.P.,

1998, Trends Plant Sci. 3, 352-358; 참고자료로 본원에 포함됨).  잠재적 유도성 프로모터의 예는, 제한되지

는 않지만, 테트라사이클린-유도성 프로모터(Gatz, C, 1997, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant MoI. Biol. 48,

89-108; 참고자료로 본원에 포함됨), 스테로이드 유도성 프로모터(Aoyama, T. and Chua, N.H. 1997, Plant J.

2,  397-404;  참고자료로 본원에 포함됨)  및  에탄올-유도성 프로모터(Salter,  M.  G.,  et  al.,  1998,  Plant

Journal 16, 127-132; Caddick, M. X., et al., 1998, Nature Biotech. 16, 177-180; 참고자료로 본원에 포함

됨), 시토키닌 유도성 IB6 및 CK11 유전자(Brandstatter, I. and Kieber, J. J. 1998, Plant Cell 10, 1009-

1019;  Kakimoto,  T.,  1996,  Science  274,  982-985;  참고자료로  본원에  포함된)  및  아우신  유도성  요소

DR5(Ulmasov, T., et al, 1997, Plant Cell 9, 1963-1971; 참고자료로 본원에 포함됨)를 포함한다.

구성적 조절 영역은 식물의 여러 부분의 곳곳에서 그리고 식물 발생 동안 내내 계속해서 유전자의 발현을 지시[0091]

한다.   공지된 구성적 조절 요소의 예는 CaMV  35S  전사체와 관련된 프로모터(Odell  et  al,  1985,  Nature,

313:810-812), 쌀 액틴 1(Zhang et al., 1991, Plant Cell, 3:1155-1165), 액틴 2(An et al., 1996, Plant

J., 10:107-121) 또는 tms 2(US 5,428,147, 참고자료로서 본원에 포함된다), 및 트리오스포스페이트 이소머라제

1(Xu et al., 1994, Plant Physiol. 106:459-467) 유전자, 옥수수 유비퀴틴 1 유전자(Cornejo et al., 1993,

Plant  Mol.  Biol.  29:637-646),  Arabidopsis  유비퀴틴 1  및  6  유전자(Holtorf  et  al.,  1995,  Plant  Mol.

Biol. 29:637-646), 및 담배 번역 개시 인자 4A 유전자(Mandel et al., 1995 Plant Mol. Biol. 29:995-1004)를

포함한다.  본원에서 사용된 용어 "구성적"이 반드시 구성적 조절 영역의 제어하에서 유전자가 모든 세포 타입

에서 동일한 수준으로 발현된다는 것을 나타내는 것은 아니며, 이 유전자는 대체로 많은 변형이 관찰되기는 하

지만 광범한 세포 타입에서 발현된다.

본 발명의 하나 이상의 뉴클레오티드 서열은 본 발명의 뉴클레오티드 서열, 또는 구성물, 또는 벡터에 의해 형[0092]

질전환된 어떤 적합한 식물 숙주에서 발현될 수 있다. 적합한 숙주의 예는, 제한되지는 않지만, 자주개자리, 캐
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놀라, Brassica 종, 옥수수, Nicotiana 종, 자주개자리, 감자, 인삼, 완두콩, 귀리, 쌀, 대두, 밀, 보리, 해바

라기, 및 목화 등을 포함하는 농작물을 포함한다.

본 발명의 하나 이상의 키메라 유전자 구성물은 3' 미번역 영역을 더 포함할 수 있다.  3' 미번역 영역은 폴리[0093]

아데닐화 신호 및 mRNA 프로세싱 또는 유전자 발현을 행할 수 있는 어떤 다른 조절 신호를 함유하는 DNA 세그먼

트를 포함하는 유전자의 부분을 말한다.  폴리아데닐화 신호는 일반적으로 mRNA 전구물질의 3' 단부에 폴리아데

닐산 트랙의 부가를 행하는 것을 특징으로 한다.  일반적으로 폴리아데닐화 신호는 변형이 드문 정규 형태 5'-

AATAAA-3'에 대한 상동체의 존재에 의해서 인식된다.  또한, 본 발명의 키메라 유전자 구성물 중 하나 이상은

필요에 따라 번역 인핸서든 전사 인핸서든 인핸서를 더 포함할 수 있다.  이들 인핸서 영역은 당업자에게 잘 알

려져 있으며, ATG 개시 코돈과 인접 서열을 포함할 수 있다.  전체 서열의 번역을 보장하려면 개시 코돈과 암호

화 서열의 리딩 프레임의 위상이 같아야 한다.

적합한 3' 영역의 비-제한적 예는 아그로박테리움 종양 유도(Ti) 플라스미드 유전자의 폴리아데닐화 신호, 예를[0094]

들어 노팔린 신타제(Nos 유전자) 및 식물 유전자, 예를 들어 대두 저장 단백질 유전자 및 리불로오스-1,5-비스

포스페이트 카르복실라제(ssRUBISCO) 유전자의 작은 서브유닛을 함유하는 3'-전사 미번역 영역이다.

변형된 식물 세포의 확인을 돕기 위하여, 본 발명의 구성물은 선택성 마커를 포함하도록 더 조작될 수 있다.[0095]

유용한 선택성 마커는 항생제, 예를 들어 젠타마이신, 히그로마이신, 카나마이신과 같은 화학물질, 또는 포스피

노스리신, 글리포세이트, 클로로술푸론 등과 같은 제초제에 대한 내성을 제공하는 효소를 포함한다.  유사하게,

색 변화로 확인할 수 있는 화합물을 생성하는 효소, 예를 들어 GUS(베타-글루쿠로니다제), 또는 발광물질, 예를

들어 루시페라제 또는 GFP가 사용될 수 있다.

또한, 본 발명의 키메라 유전자 구성물을 함유하는 트랜스제닉 식물, 식물 세포 또는 종자가 본 발명의 일부로[0096]

서 고려된다.  식물 세포로부터 전체 식물을 재생하는 방법도 본 분야에 공지되어 있다.  일반적으로, 형질전환

된 식물 세포를 적합한 배지에서 배양하며, 배지는 항생제와 같은 선별제를 함유할 수 있고, 이 경우 형질전환

된 식물 세포의 확인을 용이하게 할 수 있는 선택성 마커가 사용된다.  일단 유합조직이 형성되면 공지된 방법

에 따라서 적합한 식물 호르몬을 사용하여 신초(shoot) 형성이 촉진될 수 있고, 신초는 식물의 재생을 위한 발

근 배지로 옮겨진다.  다음에, 이 식물을 사용하여 종자로부터 또는 영양번식 기술을 이용하여 반복 생성을 확

립할 수 있다.  또한, 트랜스제닉 식물은 조직 배양을 사용하지 않고도 생성될 수 있다.

또한, 본 발명의 조절 요소는 형질전환, 또는 일시 발현이 행해질 수 있는 일련의 숙주 유기체 내에서의 발현을[0097]

위해 관심의 암호화 영역과 조합될 수 있다.  이러한 유기체는, 제한되지는 않지만, 외떡잎 및 쌍떡잎 식물, 제

한되지는 않지만, 예를 들어 옥수수, 시리얼 식물, 밀, 보리, 귀리, Nicotiana 종, Brassica 종, 대두, 콩, 완

두콩, 자주개자리, 감자, 토마토, 인삼 및 Arabidopsis를 포함한다.

안정한 형질전환 방법 및 이들 유기체의 재생 방법은 본 분야에 확립되어 있으며, 당업자에게 공지되어 있다.[0098]

형질전환되어 재생된 식물을 얻는 방법은 본 발명에서 중요하지 않다.

"형질전환"은 유전자형, 표현형, 또는 이 양자의 방식으로 나타나는 유전자 정보(뉴클레오티드 서열)의 이종간[0099]

전달을 의미한다.  키메라 구성물로부터 숙주로 유전자 정보의 이종간 전달이 유전성이면 유전자 정보 전달이

안정적이라고 생각되고, 또는 전달이 일시적이면 유전자 정보의 전달은 유전성이 아니다. 

본 발명은 안정 또는 일시 발현 시스템과 함께 사용하기 적합한 키메라 구성물을 포함하는 적합한 벡터를 더 포[0100]

함한다.  또한, 유전자 정보가 하나 이상의 구성물 안에 제공될 수 있다.  예를 들어, 관심의 단백질을 암호화

하는 뉴클레오티드 서열이 한 구성물에 도입될 수 있고, 관심의 단백질의 글리코실화를 변형하는 단백질을 암호

화하는 두 번째 뉴클레오티드 서열은 별개의 구성물을 사용하여 도입될 수 있다.  다음에, 이들 뉴클레오티드

서열이 본원에 설명된 대로 식물에서 일시적으로 공-발현될 수 있다.  또한, 관심의 단백질과 관심의 단백질의

글리코실화 프로파일을 변형하는 단백질을 모두 암호화하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 구성물도 사용될 수

있다.  이 경우, 뉴클레오티드 서열은 프로모터 또는 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 관심의 단백질을 암호

화하는 제 1 핵산 서열을 포함하는 제 1 서열, 및 프로모터 또는 조절 영역에 작동 가능하게 연결된 관심의 단

백질의 글리코실화 프로파일을 변형하는 단백질을 암호화하는 제 2 핵산 서열을 포함하는 제 2 서열을 포함할

것이다.

"공-발현"은 둘 이상의 뉴클레오티드 서열이 식물, 및 식물의 동일한 조직에서 거의 동시에 발현되는 것을 의미[0101]

한다.  그러나, 뉴클레오티드 서열이 정확히 동시에 발현될 필요는 없다.  오히려 둘 이상의 뉴클레오티드 서열

은 암호화된 산물들이 상호작용할 기회를 가지는 방식으로 발현된다.  예를 들어, 관심의 단백질의 글리코실화
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를 변형하는 단백질은 관심의 단백질이 발현되는 시기 전에 또는 그 시기 동안에 발현될 수 있으며, 이로써 관

심의 단백질의 글리코실화의 변형이 일어나게 된다.  둘 이상의 뉴클레오티드 서열은 일시 발현 시스템을 사용

하여 공-발현될 수 있는데, 이때 둘 이상의 서열은 두 서열이 모두 발현되는 조건에서 거의 동시에 식물에 도입

된다.  또는 달리, 뉴클레오티드 서열 중 하나, 예를 들어 관심의 단백질의 글리코실화 프로파일을 변형하는 단

백질을 암호화하는 서열을 포함하는 플랫폼 식물이 안정적인 방식으로 형질전환될 수 있고, 이와 함께 관심의

단백질을 암호화하는 추가 서열이 일시적 방식으로 플랫폼 식물에 도입된다.  이 경우, 관심의 단백질의 글리코

실화 프로파일을 변형하는 단백질을 암호화하는 서열은 원하는 발생 단계 동안 원하는 조직에서 발현되거나, 또

는 유도성 프로모터를 사용하여 그것의 발현이 유도될 수 있고, 관심의 단백질을 암호화하는 추가 서열이 유사

한 조건에서 동일한 조직에서 발현될 수 있으며, 이로써 뉴클레오티드 서열들의 공-발현이 보장되게 된다.

본 발명의 구성물은 Ti 플라스미드, Ri 플라스미드, 식물 바이러스 벡터, 직접 DNA 형질전환, 마이크로-인젝션,[0102]

전기천공 등을 이용하여 식물 세포에 도입될 수 있다.   이러한 기술에 관해서는, 예를 들어 Weissbach  and

Weissbach,  Methods  for  Plant  Molecular  Biology,  Academy  Press,  New  York  VIII,  p.  421-463  (1988);

Geierson  and  Corey,  Plant  Molecular  Biology,  2d  Ed.(1988);  및 Miki  and  Iyer,  Fundamentals  of  Gene

Transfer in Plants. In Plant Metabolism, 2d Ed. DT. Dennis, DH Turpin, DD Lefebrve, DB Layzell(eds),

Addison Wesly, Langmans Ltd. London, p. 561-579 (1997)를 참조한다.  다른 방법은 직접 DNA 흡수, 리포솜의

사용, 전기천공, 예를 들어 원형질체, 마이크로-인젝션, 마이크로-프로젝타일 또는 휘스커를 사용하는 방법, 및

진공 침윤을 포함한다.   예를 들어, Bilang,  et  al.  (Gene  100:247-250  (1991),  Scheid  et  al.(Mol.  Gen.

Genet.  228:104-112,  1991),  Guerche  et  al.(Plant  Science  52:111-116,  1987),  Neuhause  et  al.(Theor.

Appl. Genet. 75:30-36, 1987), Klein et al., Nature 327:70-73 (1987); Howell et al. (Science 208:1265,

1980), Horsch et al.(Science 227:1229-1231, 1985), DeBlock et al., Plant Physiology 91:694-701, 1989),

Methods for Plant Molecular Biology(Weissbach and Weissbach, eds., Academic Press Inc., 1988), Methods

in  Plant  Molecular  Biology(Schuler  and  Zielinski,  eds.,  Academic  Press  Inc.,  1989),  Liu  and

Lomonossoff(J.  Virol.  Meth.,  105:343-348,  2002,),  미국특허  제4,945,050호;  제5,036,006호;  및  제

5,100,792호,  1995년  5월  10일  제출된  미국  특허출원  제08/438,666호,  및  1992년  9월  25일  제출된  제

07/951,715호를 참조한다(모두 참고자료로서 본원에 포함된다).

하기 설명된 대로, 일시 발현 방법을 사용하여 본 발명의 구성물을 발현할 수 있다(Liu and Lomonossoff, 2002,[0103]

Journal of Virological Methods, 105:343-348 참조; 참고자료로서 본원에 포함된다).  또는 달리, Kapila 등

(1997, 참고자료로서 본원에 포함된다)에 의해서 설명된 진공-기반 일시 발현 방법이 사용될 수 있다.  이들 방

법은, 제한되지는 않지만, 예를 들어 아그로-접종 또는 아그로-침윤 방법을 포함할 수 있으며, 상기 주지된 대

로 다른 일시적 방법도 사용될 수 있다.  아그로-접종 또는 아그로-침윤에서는 원하는 핵산을 포함하는 아그로

박테리아의 혼합물을 조직의 세포간 공간, 예를 들어 잎, 식물의 기생부(줄기, 잎 및 꽃 포함), 다른 식물 부분

(줄기, 뿌리, 꽃), 또는 전체 식물에 도입한다.  표피의 교차 후에 아그로박테리아가 t-DNA 카피들을 감염시켜

서 세포로 전달한다.  t-DNA는 에피솜에서 전사되고 mRNA 번역되어 감염된 세포에서 관심의 단백질을 생산하며,

핵 내부에서 t-DNA의 통과는 일시적이다.

"관심의 유전자", "관심의 뉴클레오티드 서열", 또는 "관심의 암호화 영역"은 숙주 유기체, 예를 들어 식물에서[0104]

발현될 어떤 유전자, 뉴클레오티드 서열, 또는 암호화 영역을 의미한다.  이들 용어는 상호 교환하여 사용된다.

이러한 관심의 뉴클레오티드 서열은, 제한되지는 않지만, 관심의 단백질이 산물인 유전자 또는 암호화 영역을

포함할 수 있다.  관심의 단백질의 예는, 제한되지는 않지만, 예를 들어 산업용 효소, 단백질 보충물, 건강보조

제, 부가가치 제품, 또는 사료, 식품 또는 사료와 식품 모두에 사용하기에 알맞은 이들의 단편, 제약 활성 단백

질, 제한되지는 않지만, 예를 들어 성장인자, 성장 조절제, 항체, 항원, 및 이들의 단편, 또는 면역화 또는 백

신화에 유용한 이들의 유도체 등을 포함한다.  추가의 관심의 단백질은, 제한되지는 않지만, 인터류킨, 예를 들

어 IL-1에서 IL-24, IL-26 및 IL-27 중 하나 이상, 사이토카인, 에리쓰로포이에틴(EPO), 인슐린, G-CSF, GM-

CSF, hPG-CSF, M-CSF 또는 이들의 조합, 인터페론, 예를 들어 인터페론-알파, 인터페론-베타, 인터페론-감마,

혈액응고인자,  예를  들어  인자  VIII,  인자  IX  또는  tPA  hGH,  수용체,  수용체  아고니스트,  항체,

신경폴리펩티드, 인슐린, 백신, 성장인자, 제한되지는 않지만, 예를 들어 표피 성장인자, 각질세포 성장인자,

형질전환 성장인자, 성장 조절제, 항원, 자가항원, 이들의 단편, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다.

관심의 뉴클레오티드 서열이 식물에 직접 또는 간접적으로 독성인 산물을 암호화하는 경우, 본 발명의 방법을[0105]

사용하여 원하는 조직 내에서만 또는 식물 발생의 원하는 단계에서만 관심의 유전자를 선택적으로 발현시킴으로

써 이러한 독성이 식물 전체적으로 감소될 수 있다.  이에 더하여, 일시 발현으로 인한 제한된 발현 기간은 식
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물에서 독성 산물이 생산되는 경우 그 영향을 감소시킬 수 있다.

관심의 암호화 영역 또는 관심의 뉴클레오티드 서열은 본 발명의 뉴클레오티드 서열, 또는 핵산 분자, 또는 유[0106]

전자 구성물, 또는 벡터를 포함하거나 또는 이들로 형질전환된 어떤 적합한 식물 숙주에서 발현될 수 있다.  적

합한 숙주의 예는, 제한되지는 않지만, Arabidopsis, 예를 들어 캐놀라를 포함하는 농작물, Brassica 종, 옥수

수,  Nicotiana  종,  자주개자리,  감자,  인삼,  완두콩,  귀리,  쌀,  대두,  밀,  보리,  해바라기,  및  목화를

포함한다.

하기 실시예에서 더 상세히 설명된 대로, N-글리코실화가 변형된 관심의 단백질의 합성, 제한되지는 않지만, 예[0107]

를 들어 항체, C5-1이 GalT, 또는 GNT1-GalT를 공-발현하는 식물에서 생산되었다.

서열목록:[0108]

[0109]

실시예[0110]

실시예 1[0111]

발현 카세트 R610, R612, R514(도 1a), R621 및 R622(도 5a)의 조립[0112]

모든 조작은 Sambrook and Russel(2001)로부터의 일반 분자생물학 프로토콜을 이용하여 행하였다.[0113]
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R610, R612(도 1a)[0114]

사용된 올리고뉴클레오티드 프라이머를 아래 제시한다:[0115]

[0116]

첫 번째 클로닝 단계는 자주개자리 플라스토시아닌 유전자의 상류 및 하류 조절 요소를 함유하는 수용체 플라스[0117]

미드를 조립하는 것이었다.  플라스토시아닌 프로모터(미국특허 제7,125,978호, 참고자료로서 본원에 포함된다)

및 5'UTR 서열을 올리고뉴클레오티드 프라이머 XmaI-pPlas.c(SEQ ID NO:1)와 SacI-ATG-pPlas.r(SEQ ID NO:2)를

사용하여 자주개자리 게놈 DNA로부터 증폭했다.  얻어진 증폭 산물을 Xmal 와 SacI로 분해하고, 동일한 효소로

미리 분해해 둔 pCAMBIA2300에 라이게이션하여 pCAMBIA-promoPlasto를 만들었다.  유사하게, 플라스토시아닌 유

전자의 3'UTR 서열 및 터미네이터(도 1c; SEQ ID NO:24의 뉴클레오티드 1-399)를 프라이머 SacI-PlasTer.c(SEQ

ID  NO:3)와 EcoRI-PlasTer.r(SEQ  ID  NO:4)를 사용하여 자주개자리 게놈 DNA로부터 증폭하고, 산물을 SacI와

EcoRI로 분해한 후, pCAMBIA-PromoPlasto의 동일한 부위에 삽입하여 pCAMBIAPlasto를 만들었다.

직렬 구성물로서 자주개자리의 플라스토시아닌 프로모터 아래에 C5-1 경쇄와 C5-1 중쇄 암호화 서열을 함유하도[0118]

록 플라스미드 R610 및 R612를 제조했다.  R610은 조립된 IgG의 ER에 보유되도록 디자인했으며, C5-1의 중쇄 단

부에 융합된 KDEL 서열을 포함했고, R612는 분비되도록 디자인했다.
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Darveau 등(1995)에 의해 설명된 PCR-매개 라이게이션 방법을 사용하여 C5-1 발현 카세트의 조립을 수행했다.[0119]

플라스토시아닌 프로모터의 하류에 경쇄 암호화 서열을 조립하기 위한 첫 단계는 주형으로서 pCAMBIAPlasto를

사용하고 프라이머로서 Plasto-443c(SEQ ID NO:5)와 Plas+LC-C51.r(SEQ ID NO:6; 밑줄친 부분 오버랩)를 사용

하여 RCR에 의해 초기 ATG 하류의 D'Aoust 등(미국특허 제7,125,978, 참고자료로서 본원에 포함된다)에 의해 설

명된 자주개자리 플라스토시아닌 프로모터의 처음 443개 염기쌍(bp)(도 1b의 뉴클레오티드 556-999 또는 SEQ ID

NO:23)을 증폭하는 것이었다.

병행하여 경쇄 암호화 서열을 프라이머로서 LC-C51.c(SEQ ID NO:7)과 LC-C51 XhoSac.r.(SEQ ID NO:8; 밑줄친[0120]

부분 오버랩)를 사용하여 플라스미드 pGA643-kappa (Khoudi 등, 1999)로부터 PCT-증폭했다.

얻어진  두  증폭  산물을  함께  혼합하여  세  번째  PCR  반응에서  주형으로서  사용했으며,  프라이머는  Plasto-[0121]

443c(SEQ ID NO:5)와 LC-C51XhoSac.r(SEQ ID NO:8)을 사용했다.  첫 번째 반응에서 사용된 프라이머 Plas+LC-

C51.r(SEQ  ID  NO:6)과 LC-C51.c(SEQ  ID  NO:7)의 오버랩이 세 번째 반응 동안 증폭 산물의 조립을 유도한다.

세  번째  PCR  반응에서  얻어진  조립된  산물을  DraIII와  SacI로  분해하고,  DraIII와  SacI로  분해해  둔

pCAMBIAPlasto에 라이게이션하여 플라스미드 R540을 만들었다.

주형으로서 pCAMBIAPlasto를 사용하고 프라이머로서 Plasto-443c(SEQ ID NO: 5)와 Plas+HC-C51.r(SEQ ID NO:9;[0122]

밑줄친 부분 오버랩)을 사용하여 PCR에 의해 플라스토시아닌의 초기 ATG 상류의 443bp(도 1b의 뉴클레오티드

556-999 또는 SEQ ID NO:23)를 증폭하여 중쇄 암호화 서열을 플라스토시아닌 상류 조절 요소에 융합시켰다.

이들 반응의 산물을 혼합하고, 프라이머 Plasto-443c(SEQ ID NO:5)와 HC-C51 XhoSac.r(SEQ ID NO:11)을 사용하[0123]

여 세 번째 PCR 반응에서 조립했다.  얻어진 단편을 DraIII과 SacI로 분해하고, DraIII과 SacI 부위 사이에서

pCAMBIAPlasto에 라이게이션했다.  얻어진 플라스미드를 R541로 명명했다.

주형으로서  플라스미드  R541을  사용하고  프라이머  Plasto-443c(SEQ  ID  NO:8)와  HC-C51KDEL(SacI).r(SEQ  ID[0124]

NO:12)을  사용하여  PCR  증폭에  의해  중쇄  암호화  서열의  C-말단에  KDEL  택을  부가했다.   얻어진  단편을

pCAMBIAPlasto의 동일한 부위에 클로닝된 DraIII과 SacI로 분해하여 플라스미드 R550을 만들었다.

동일한 바이너리 플라스미드 상에서 경쇄 및 중쇄 발현 카세트의 조립을 다음과 같이 수행했다: R541 및 R550을[0125]

EcoRI로  분해하고  블런팅한  다음,  HindIII로  분해하고,  R540의  HindIII  및  SmaI  부위에  라이게이션하여

R610(KDEL 보유)과 R612 (KDEL 미보유; 도 1 참조)를 만들었다.

R621 및 R622(도 5a) - 사용된 올리고뉴클레오티드 프라이머를 아래 제시한다:[0126]

[0127]

GalT 및 GNTIGalT 발현을 위한 플라스미드를 pBLTI121(Pagny et al., 2003)로부터 조립했다.  인간 β(1,4)-갈[0128]

락토실트랜스페라제(hGalT)  유전자(UDP  갈락토오스:  β-N-아세틸글루코사미니드:

β(1,4)-갈락토실트랜스페라제; EC 2.4.1.22)를 EcoRI 분해에 의하여 pUC19-hGalT(Watzele et al., 1991)로부

터 분리했다.   Klenow  처리 후,  1.2kb  hGalT  단편을 SmaI  부위에서 pBLTI221에 클로닝한 결과, 플라스미드
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pBLTI221hGalT를 얻었다.  다음에, 증폭 프라이머 FGalT(SEQ ID NO:27)와 RGalT FlagStu(SEQ ID NO:28)를 사용

하여 PCR에 의해 암호화 영역의 C-말단 단부에 FLAG 택을 융합시켰다.  다음에, 이 XbaI-StuI 단편을 바이너리

벡터 pBLTI121에 클로닝하여 R622를 만들었다.  막통과 도메인에 해당하는 N-아세틸글루코사미닐트랜스페라제

I(GNTI)로부터의 처음 77개  아미노산을 주형으로서 N-GNTI를  암호화하는 N.  tabacum  cDNA(Strasser  et  al,

1999)를  사용하고  프라이머로서  FGNT(SEQ  ID  NO:29)와  RGNTSpe(SEQ  ID  NO:30)를  사용하여  PCR에  의해

증폭했다.   증폭  산물을  pGEM-T  벡터에  먼저  클로닝하고,  얻어진  플라스미드를  ApaI와  BamHI로  분해하고

pBLTI221에 라이게이션하여 플라스미드를 만들어 pBLTI221-GNTI로 명명했다.  프라이머로서 FGalTSpe(SEQ  ID

NO:25)와 RgalTFlagStu(SEQ ID NO:28)를 사용하여 pBLTI221hGalT 상에서 PCR 증폭하여 hGalT의 촉매 도메인을

얻고, 5' 및 3' 단부에 각각 SpeI 및 StuI 부위를 만들었다.  다음에, 동일한 부위(SpeI 및 StuI)를 사용하여

SpeI/StuI hGalT 단편을 pBLTI221-GNTI에 클로닝하여 pBLTI221-GNTIGalT를 만들었다.  마지막으로, pBLTI221-

GNTIGalT를 XbaI와 StuI로 분해하여 GNTIGalT 암호화 서열(도 5d; SEQ ID NO:17)을 분리하고, 이 단편을 바이

너리 벡터 pBLTI121에 클로닝하여 R621을 만들었다.

모든  클론을  서열화하여  구성물의  완전성을  확인했다.   플라스미드들을  사용하여  Agrobacteium[0129]

tumefaciens(AGL1;  ATCC,  Manassas,  VA  20108,  USA)를  형질전환했는데,  E.  coli  형질전환(W.S.  Dower,

Electroporation of bacteria, In "Genetic Engineering", Volume 12, Plenum Press, New York, 1990, J.K.

Setlow  eds.)과 마찬가지로 Gene  Pulser  II  장치(Biorad,  Hercules,  CA,  USA)를 사용하여 전기천공 (Hofgen

and Willmitzer, 1988)에 의해 형질전환했다.  제한 지도화에 의해 모든 A. tumefaciens 균주의 완전성을 확인

했다.

HcPro 구성물을 Hamilton 등(2002)에 설명된 대로 제조했다.[0130]

실시예 2[0131]

식물 바이오매스의 제조, 접종물, 아그로-침윤, 및 수거[0132]

시판 피트모스 용토로 채운 플랫에서 Nicotiana benthamiana 식물을 종자로부터 성장시켰다.  식물은 16/8 광주[0133]

기 및 25℃(주)/20℃(야)의 온도 체제 하에 온실에서 성장시켰다.  파종 3주 후에 각 묘목을 선별하여 화분에

옮겨 심고 온실에서 동일한 환경 조건하에 3주 더 성장시켰다.  

Agrobacteria 균주 R612, R610, R621, R622 또는 35SHcPro를 이들의 OD600이 0.6 내지 1.6에 도달할 때까지[0134]

10mM  2-[N-모르폴리노]에탄술폰산(MES),  20μM 아세토시링곤, 50μg/ml 카나마이신 및 25μg/ml 카르베니실린

pH 5.6으로 보충된 YEB 배지에서 성장시켰다.  사용하기 전에 Agrobacterium 현탁액을 원심분리하고, 침윤 배지

(10mM MgCl2 및 10mM MES pH 5.6)에 다시 현탁시켰다.

Liu and Lomonossoff(2002, Journal of Virological Methods, 105:343-348)에 설명된 대로 주사기-침윤을 수행[0135]

했다.

진공-침윤시에는 A. tumefaciens 현탁액을 원심분리하고, 침윤 배지에 다시 현탁시킨 다음 4℃에서 하룻밤 보관[0136]

했다.  침윤 당일 배양물 배치를 2.5 배양물 부피로 희석하고 가온한 후 사용했다.  Nicotiana benthamiana 전

체 식물을 20-40 Torr 진공하의 기밀 스테인리스 스틸 탱크 안의 박테리아 현탁액 중에 2분간 거꾸로 놓아두었

다.  주사기 또는 진공 침윤 후, 식물을 다시 온실로 되돌려보내 수거시까지 4-5일간 인큐베이션했다.

잎 표본채취 및 총 단백질 추출[0137]

인큐베이션 후, 식물의 기생부를 수거하여 -80℃에서 동결시켜 조각으로 분쇄한 다음, 1.5g 또는 7.5g씩 부표본[0138]

으로 나누었다.  차가운 50mM 트리스 pH 7.4, 0.15M NaCl, 0.1% 트리톤 엑스-100, 1mM 불화 페닐메탄술포닐 및

10μM 키모스타틴 3 부피에서 동결-분쇄한 식물 재료의 각 부표본을 균질화(Polytron)하여 총 가용성 단백질을

추출했다.  균질화 후, 슬러리를 4℃에서 20분간 20,000g으로 원심분리하고, 맑은 조 추출물(상청액)을 분석용

으로 보관했다.  기준 물질로서 소 혈청 알부민을 사용하는 Bradford 분석(Bio-Rad, Hercules, CA)에 의해 맑은

조 추출물의 총 단백질 함량을 측정했다.

실시예 3[0139]

단백질 분석, 면역블롯팅 및 ELISA[0140]

C5-1은 항-인간 뮤린 IgG이므로 인간 IgG에 대한 특징적인 친화성을 통해서(활성 블롯) 또는 항-마우스 IgG에[0141]

대한 면역활성에 의해서 검출과 정량을 수행할 수 있다.
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총 조 추출물 또는 정제된 항체로부터 단백질을 SDS-PAGE에 의해 분리하고, 코마시 블루 R-250 또는 G-240으로[0142]

염색하거나, 2불화 폴리비닐렌 멤브레인(Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN) 위에서 전기이동

시켜 면역검출했다.  면역블롯팅 전에 4℃에서 16-18시간 동안 트리스-완충 식염수 중의 5% 탈지유 및 0.1% 트

윈-20으로 멤브레인을 차단했다.

다음의 항체와 함께 인큐베이션하여 면역블롯팅을 수행했다: 퍼옥시다제-콘쥬게이트된 염소 항-마우스 IgG(H+L)[0143]

항체(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, Cat# 115-035-146)(TBS-T 중 2% 탈지유 중 0.04μg/ml), 퍼옥

시다제-콘쥬게이트된 인간 IgG 항체(Gamunex® Bayer Corp., Elkhart, IN)(TBS-T 중 2% 탈지유 중 0.2μg/ml)

또는 다클론성 염소 항-마우스 IgG 항체(중쇄 특이적)(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO)(TBS-T 중 2% 탈지유 중

0.25μg/ml).  퍼옥시다제-콘쥬게이트된 당나귀 항-염소 IgG 항체(Jackson ImmunoResearch)(TBS-T 중 2% 탈지

유 중 0.04μg/ml)를 중쇄-특이적 항체로 처리된 멤브레인에 대한 2차 항체로서 사용했다.  기질로서 루미놀

(Roche Diagnostics Corporation)을 사용하여 화학발광에 의해 면역반응성 복합체를 검출했다.  인간 IgG 항체

의  양고추냉이  퍼옥시다제-효소  콘쥬게이션을  EZ-Link  Plus®  활성화  퍼옥시다제  콘쥬게이션  키트(Pierce,

Rockford, IL)를 사용하여 수행했다.

ELISA 정량 분석[0144]

멀티웰 플레이트(Immulon 2HB, ThermoLab System, Franklin, MA)를 4℃에서 16-18시간 동안 50mM 탄산염 버퍼[0145]

(pH 9.0) 중에서 IgG1 중쇄(Sigma M8770)에 특이적인 염소 항-마우스 항체 2.5μg/ml로 코팅했다.  다음에, 멀

티웰 플레이트를 37℃에서 인산염-완충 식염수(PBS)(Pierce Biotechnology, Rockford, IL) 중의 1% 카세인 중

에서 1시간 인큐베이션하여 차단했다.  정제된 마우스 IgG1 대조군(Sigma M9269)의 희석물을 사용하여 표준 곡

선을 작성했다.  면역분석을 수행할 경우, 모든 희석물(대조군 및 샘플)을 의사 접종물로 침윤시켜 인큐베이션

한 식물 조직으로부터 얻어진 식물 추출물에서 수행하여 어떤 매트릭스 효과를 제거했다.  플레이트를 37℃에서

1시간 동안 단백질 샘플 및 표준 곡선 희석물과 함께 인큐베이션했다.  PBS 중의 0.1% 트윈-20(PBS-T)으로 3번

세척한 후, 플레이트를 37℃에서 1시간 동안 퍼옥시다제-콘쥬게이션된 염소 항-마우스 IgG(H+L) 항체(차단 용액

중 0.04μg/ ml)(Jackson ImmunoResearch 115-035-146)와 함께 인큐베이션했다.  PBS-T 세척을 반복하고, 플레

이트를 3,3',5,5'-테트라메틸벤지딘(TMB) Sure Blue 퍼옥시다제 기질(KPL, Gaithersburg, MD)과 함께 인큐베이

션했다.  1N HCl을 가하여 반응을 중단시키고, 450nm에서 흡광도를 읽었다.  각 샘플을 3번 분석하고, 농도를

표준 곡선의 선형 부분에 삽입했다.

실시예 4[0146]

IgG 정제[0147]

잎 재료로부터 C5-1의 정제는 동결된 N.  benthamiana  잎(100-150g)을 취하는 단계, 20mM  인산나트륨, 150mM[0148]

NaCl 및 2mM 나트륨 메타-바이술파이트, pH 5.8-6.0을 가하는 단계, 및 시판 블렌더를 사용하여 실온에서 2-3분

간 블렌딩하는 단계를 포함했다.  Miracloth™(Calbiochem, San Diego, CA)에서 조 여과하여 불용성 섬유를 제

거하고, 10mM 불화 페닐메탄술포닐(PMSF)을 여과물에 가했다.  1M HCl로 추출물의 pH를 4.8±0.1로 조정하고,

2-8℃에서 15분간 18,000g으로 원심분리하여 맑게 만들었다.  맑은 상청액을 2M 트리스로 pH 8.0±0.1로 조정한

다음,  2-8℃에서 15분간 18,000g으로 원심분리하여 다시 맑게 만들고, 차례로 0.8  및 0.2μm  멤브레인(Pall

Corporation, Canada)에서 여과했다.  여과된 재료를 유효면적 0.2 제곱 피트의 100kDa 분자량 컷-오프 한외여

과 멤브레인(GE Healthcare Biosciences, 캐나다)을 사용하여 접선방향 흐름 여과에 의해 농축하여 맑은 재료의

부피를 5 내지 10배까지 감소시켰다.  다음에, 농축된 샘플을 재조합 단백질 G-Sepharose  Fast  Flow(Sigma-

Aldrich, St-Louis, MO, Cat. # P4691)의 5mm x 5cm 칼럼에 적용했다 (1mL 칼럼 부피).  이 칼럼을 5 칼럼 부

피의 20mM 트리스-HCl, 150mM NaCl pH 7.5로 세척했다.  100mM 글리신 pH 2.9-3.0으로 항체를 용출시키고, 계

산된 부피의 1M 트리스-HCl pH 7.5를 함유하는 관에 수집하여 즉시 중성 pH로 만들었다.  용출된 항체 분획을

모아서 2-8℃에서 15분간 21,000g으로 원심분리하고, 분석시까지 -80℃에 보관했다.  정제 후, 친화성 칼럼은

제조자의 지시에 따라서 세정하여 보관했다.  정제 성능에는 그다지 변화없이 동일한 크로마토그래피 매질을 몇

번의 정제에 다시 사용할 수 있다(최대 10 사이클 시험).

실시예 5[0149]

N-글리코실화 분석[0150]

C5-1(50μg)을 포함하는 샘플을 15% SDS/PAGE에서 전개시켰다.  중쇄 및 경쇄가 코마시 블루를 사용하여 드러났[0151]

으며, 중쇄에 해당하는 단백질 밴드를 절제하여 작은 단편으로 잘랐다.  단편들을 0.1M NH4HCO3/CH3CN(1/1) 용액
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600μL으로 매번 15분씩 3번 세척하고 건조시켰다.

56℃에서 45분간 0.1M NH4HCO3 중의 0.1M DTT 용액 600μL 중에서 겔 단편을 인큐베이션하여 이황화 다리를 환[0152]

원시켰다.  0.1M NH4HCO3 중의 55mM 요도아세타미드 용액 600μL를 가하여 실온에서 30분간 알킬화를 수행했다.

상청액을 버리고, 폴리아크릴아미드 단편을 0.1M NH4HCO3/CH3CN(1/1) 중에서 다시 한번 세척했다.

다음에, 37℃에서 16시간 동안 0.05M NH4HCO3 600μL 중의 트립신(Promega)을 7.5μg을 사용하여 단백질을 분해[0153]

시켰다.  CH3CN 200μL를 가하고 상청액을 수집했다.  다음에, 겔 단편을 0.1M NH4HCO3 200μL로 세척한 다음,

200μL CH3CN으로 다시 한번 세척하고, 마지막으로 5% 포름산 200μL로 세척했다.  모든 상청액을 모아서 동결

건조시켰다.

HPLC에  의한  펩티드  분리를  C18  역상  칼럼(4.5x250mm)에서  0.1%  TFA  중의  선형  구배  CH3CN을  사용하여[0154]

수행했다.  분획들을 수집하여 동결건조시키고, 337nm 질소 레이저가 장착된 Voyager DE-Pro MALDI-TOF 기기

(Applied  Biosystems,  USA)에서  MALDI-TOF-MS에  의해  분석했다.   알파-시아노-4-히드록시신남산(Sigma-

Aldrich)을 매트릭스로서 사용하여 반사경 지연 추출 방식으로 질량 스펙트럼 분석을 수행했다.

실시예 6[0155]

아그로-침윤된 Nicotiana benthamiana 잎에서 일시 IgG 발현의 정량[0156]

강한 플라스토시아닌-기반 발현 카세트가 완전히 조립된 IgG의 많은 축적을 유도할 수 있는지의 여부를 시험하[0157]

기 위해서, 뮤린 항-인간 IgG인 C5-1(Khoudi et el., 1997)의 경쇄 및 중쇄의 암호화 서열을 플라스토시아닌 프

로모터 및 5' 미번역 서열의 하류에 직렬 구성물로 조립하고, 도 1에 제시된 pCambia 바이너리 플라스미드의 동

일한 T-DNA 세그먼트 상에 플라스토시아닌 3' 미번역 및 전사 종결 서열을 측면 위치시켰다.

R612 및 R610 발현 카세트(실시예 1 참조) 모두에서 경쇄 및 중쇄 암호화 서열은 C5-1(Khoudi et al., 1999)로[0158]

부터 네이티브 신호 펩티드를 함유했지만, R610에서는 중쇄의 C-말단에 KDEL 펩티드의 암호화 서열이 부가되어

조립된 IgG가 Golgi 장치로 이동하는 것이 제지되었다.

클로닝 단계 및 Agrobacterium tumefaciens(AGL1)에 플라스미드의 전달 후, 3개 Nicotiana benthamiana 식물의[0159]

각 잎에 플라스미드 R612 또는 R610으로 형질전환된 Agrobacterium 균주를 주사기-침윤시키고, 실시예 2에 설명

된 대로 분석 전 6일 동안 온실 조건에서 인큐베이션했다.  인큐베이션 기간 후, 각 식물의 잎(대략 20g 바이오

매스)을 동결시켜 분쇄한 다음, 동결 분말을 혼합하여 균질한 샘플을 만들고, 이것으로부터 추출용으로 1.5g씩

2개의 부표본을 취했다(각 식물로부터; 실시예 3 참조).  포착용으로 다클론성 염소 항-마우스 IgG1 중쇄를 사

용하고  검출용으로  퍼옥시다제-콘쥬게이트된  염소  항-마우스  IgG(H+L)을  사용하여  효소-결합  면역수착  분석

(ELISA)에 의해 각 샘플로부터 총 단백질 추출물 중의 C5-1의 함량을 정량했다(실시예 3 참조).

도 2에 도시된 대로, R612의 침윤은 생량 kg 당 106mg의 항체의 축적을 가져왔고, 항체(R610)의 ER-보유된 형태[0160]

는 동일한 조건에서 211mg/kg FW에 달했다.

전사-후 유전자 침묵화(FTGS)가 아그로-침윤된 Nicotiana benthamiana 식물에서 트랜스젠의 발현을 제한한다고[0161]

밝혀졌고,  감자  바이러스  Y로부터의  침묵화  억제인자(HcPro)의  공-발현이  트랜스젠  mRNA(Brigneti  et  al.,

1998)의 특이적 변성을 상쇄했으므로, C5-1의 발현을 증가시키는 효능에 대해서 HcPro 구성물(Hamilton et al.,

2002)의 공-침윤을 시험했다.  R612 및 R610과 HcPro의 공-발현은 HcPro의 부재하에 관찰된 것과 비교하여 각각

5.3배 및 3.6배까지 항체 축적 수준을 증가시켰다.  HcPro의 존재시 플라스토시아닌-제어된 C5-1 발현은 R612에

대해 558mg/kg  FW,  R610에 대해 757mg/kg  FW의 평균값에 달했다(도 2).   최대 C5-1  발현 수준은 R612-  및

R610-침윤된 잎 모두로부터 일부 추출물에서 1.5g/kg FW(총 가용성 단백질의 25%)를 초과했다.

아그로-침윤 발현 시스템의 확장성을 평가하기 위해서, Kapila 등(1997)으로부터 개조된 진공 침윤 과정 후 C5-[0162]

1의 축적을 정량했다.  이 일련의 실험에서 전체 식물의 기생부를 R612 + HcPro 또는 R610 + HcPro로 진공-침윤

시키고, 수거 전 6일 동안 온실로 되돌려보냈다.  대규모 생산 시스템을 대표하는 데이터를 제공하기 위한 노력

으로서, 몇 개 식물로부터 약 250g 로트의 잎/잎꼭지의 배치를 동결시키고 균질한 샘플로 분쇄한 다음, 배치 당

재료 7.5g씩 부표본을 수집하여 분석했다.  ELISA 정량에 의해 밝혀진 대로, 평균 C5-1 축적 수준은 R612 및

R610 침윤에 대해 각각 238 및 328mg/kg FW에 달했다(도 2).

실시예 7[0163]
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생산된 항체의 특성화[0164]

주사기- 및 진공-침윤 실험 후, 단백질 블롯 분석(실시예 3 참조)을 사용하여 분비된 형태(R612) 및 ER-보유된[0165]

형태(R610)의 단백질을 생산하는 식물에서 C5-1 IgG 조립 및 단편화의 수준을 밝혔다.  먼저 H+L 퍼옥시다제-콘

쥬게이트된 염소 항-마우스 IgG로 프로브한 웨스턴 블롯을 사용하여 C5-1 분자 상에서 그 기원과는 관계없이 최

대 항체의 존재를 강조했다.  도 3a에 도시된 대로, 모든 단백질 추출물은 사용된 아세포 표적화 전략이나 침윤

방법에 상관없이 유사한 분자 크기의 단편을 유사한 상대량으로 함유했다.  각 경우에 약 150kDa에서 완전 항체

에 해당하는 주 밴드(≥85%)가 드러났으며, 약 135kDa와 약 100kDa에 2개의 작은 밴드가 있었는데, 이것은 항체

가 주로 완전히 조립된 형태(H2L2)로 축적되었다는 것을 나타낸다.  흥미로운 것은 뮤린 종양 셀라인(MOPC-21;

Sigma #M9269)으로부터 정제된 대조군 IgG1에도 전기영동 이동도가 유사한 단편들이 존재했다는 점인데, 이것은

식물 및 포유동물 셀라인에서 야기된 단편화가 유사했으며, 아마도 공통된 단백질 분해 활성의 결과였으리라는

것을 시사한다.  또한, 검출용의 항-마우스 중쇄 특이적 항체를 사용해서도 유사한 결과가 얻어졌다.

추출물에 존재하는 항체 단편의 실체를 시험하기 위해서, 블롯팅한 단백질을 C5-1의 항원인 퍼옥시다제-콘쥬게[0166]

이트된 인간 IgG1으로 프로프하는 활성 블롯을 사용했다.  완전-조립된 항체의 실체는 약 150kDa로서 도 3b에서

볼 수 있다.  또한, 웨스턴 블롯에서 관찰된 단편화 패턴을 100kDa 밴드(도 3a 참조)를 제외하고 활성 블롯(도

3b) 상에서 볼 수 있다.  이론과 결부시키려는 것은 아니지만, 이 결과는 100kDa 단편이 C5-1 항체의 Fab 영역

을 함유하지 않고, 적어도 부분적으로는 항체 조립 중간체인 중쇄의 다이머로 구성될 가능성이 있다는 것을 시

사한다.

실시예 8[0167]

항체 정제 및 정제 산물의 특성화[0168]

단일 단백질 G 친화성 크로마토그래피 단계를 사용하여 바이로매스로부터 항체를 정제하고, 얻어진 산물을 SDS-[0169]

PAGE에 의해 분석했다(실시예 4 참조).  도 4a에 제시된 코마시 염색된 겔은 단백질 G로부터의 용출물 분획에서

150kDa에 주 밴드를 나타낸다.  이 밴드는 분비된 형태와 ER-보유된 형태 모두에서 정제된 산물의 85%를 초과하

는 양을 나타내며, 오염물의 함량은 두 형태에서 동일하다(도 4a, 레인 4 및 5).  다클론성 항-마우스 IgG로 프

로브한 웨스턴 블롯 분석에 의해 정제된 C5-1 분획 중의 주 오염물은 뮤린 IgG 기원임이 밝혀졌다(데이터 도시

하지 않음).  환원 조건에서 약 26kDa와 약 55kDa에서 2개의 주 산물이 검출되었는데, 이들은 각각 경쇄 및 중

쇄의 분자량에 해당한다(도 4b, 레인 2).  ER-보유된 항체의 중쇄는 아포플라스트 항체(도 4b, 레인 3)의 중쇄

보다 더 높은 전기영동 이동도를 나타냈는데, 이것은 C-말단에 존재하는 추가 KDEL 아미노산에 의한 결과와 ER

에서의 보유로 인한 N-글리코실화의 차이에 의한 결과가 합쳐진 것으로서 해석된다.   도 4c는 정제된 항체

(150kDa)가 인간 IgG1와 결합했으며, 75, 90, 100 및 120kDa의 오염 단편도 마찬가지였음을 나타내는데, 이것은

적어도 하나의 Fab 세그먼트가 이들 단편에 존재한다는 것을 강조한다.  100kDa 단편에 Fab의 존재는 조 추출물

분석으로부터 얻어진 결과와는 대조적이었는데, 이 경우에는 100kDa가 인간 IgG와 결합하지 않았다.  조 추출물

에서 100kDa로 이동하는 Fab-함유 단편의 양이 이 활성 블롯을 사용하여 검출하기에는 너무 낮았거나, 또는

100kDa로 이동하는 단편이 하나는 중쇄 다이머(Fab 없음)이고 나머지 하나는 항원-결합 영역을 함유하는 것인 2

개의 상이한 분자로 구성되었을 것으로 가정된다.

2개의 상이한 침윤 배치와 각 배치로부터의 3개의 상이한 정제 로트로부터의 정제 산물을 사이드-바이-사이드[0170]

비교하여 항체 생산에 대한 이 시스템의 재현성을 평가했다.  정제 로트의 코마시-염색된 SDS-PAGE 분석은 모든

로트에서 매우 유사한 상대량으로 동일한 밴드가 존재함을 나타냈다(도 4d).

실시예 9[0171]

인간 갈락토실트랜스페라제의 공-발현에 의한 항체 N-글리코실화의 변형[0172]

일시 공-발현을 사용하여 일시 발현 동안 초기 단백질의 글리코실화를 제어할 수 있는지의 여부를 조사하기 위[0173]

해서, 네이티브 인간 β-1,4-갈락토실트랜스페라제(GalT)를 포함하는 플라스토시아닌 발현 카세트를 제조했다.

R622는 GalT(도 5b)를 포함했고, R621은 N-아세틸글루코사미닐 트랜스페라제(GNTI; GNT1GalT, 도 5a)의 CTS 도

메인에 융합된 GalT 촉매 도메인을 포함했다.  GNT1이 ER 및 시스-Golgi 장치에서 복합체 N-글리칸 합성의 초기

단계에서 작용하기 때문에 N-아세틸글루코사미닐 트랜스페라제(GNTI)의 CTS 도메인을 인간 GalT 촉매 도메인의

멤브레인 앵커리지로서 선택하였다(Saint-Jore-Dupas et al., 2006).  이론과 결부시키려는 것은 아니지만, 단

백질 성숙화의 초기 단계에서 GalT 활성을 격리하는 것은 성숙 중인 글리칸 상에 β-1,4-갈락토오스의 부가 및

코어의 푸코실화와 자일로실화의 효과적인 억제를 가져올 수 있다.  이들 구성물을 C5-1과 함께 식물에 공-침윤
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시켰다.

Nicotiana benthamiana 식물에 R612(C5-1의 분비형), R612+R621(GNT1GalT) 또는 R612+R622(GalT)를 HcPro의 존[0174]

재하에 침윤시켰다(실시예 2 참조).  도 6은 이들 바이오매스 샘플로부터 정제된 C5-1의 면역학적 분석을 도시

한다.

β-1,4-갈락토오스와 특이적 결합하는 Erythrina cristagali 응집소(ECA)를 사용하여 친화성 검출에 의해 항체[0175]

의 갈락토실화를 평가했다.  예상된 대로, C5-1가 단독 발현되었을 때는 갈락토오스가 검출되지 않았다(R612;

도  6).   R512+R622  (GalT)로  공-침윤한  후  정제한  C5-1에서는  갈락토실화가  관찰되었지만,  R612+R621

(GNT1GalT, 도 6)로 공-침윤한 것으로부터는 관찰되지 않았다.  항-α-1,3-푸코오스 항체를 사용하여 수행한 웨

스턴 블롯에서는 갈락토실트랜스페라제 없이 발현된 대조군 C5-1에 대해서 N-글리칸의 푸코실화가 드러났다.

아그로-침윤 방법에 상관없이 GNTIGalT와 공-발현된 항체에서는 N-글리칸의 푸코실화가 검출되지 않았으며, 네

이티브 GalT와 공-발현은 항체의 푸코실화의 검출가능한 감소를 가져오지 않았다(도 6).  항-β-1,2-자일로오스

특이적 항체를 사용해서도 유사한 결과가 얻어졌는데, GNTIGalT와 공-발현된 C5-1에서는 자일로오스-특이적 면

역신호가 완전히 부재했고, C5-1가 GalT와 공-발현되었을 때는 이들이 존재했다(도 6).

완전-조립된 IgG의 직접 육안 평가를 위한 코마시 염색된 겔, 및 웨스턴 블롯 및 활성 블롯을 동일한 추출물에[0176]

대해 수행했다.  이 데이터에 기초하면, 설명된 항체 발현 시스템의 수율은 1.5g/kg 생량에 달하고, 조 추출물

에서 산물의 85% 이상은 약 150kDa의 풀-사이즈 테트라머 IgG로 구성된다.

중쇄의 C-말단에 KDEL 펩티드의 부가는 Golgi로부터 다시 ER로 항체가 복귀하는 것을 매개함으로써 항체 축적[0177]

(2-10x)을 증가시키기 위해서 이미 사용되고 있다(Schillberg et al., 2003).  본원에 설명된 발현 시스템을 사

용하여 C5-1의 중쇄에 KDEL 펩티드를 부가하면 침묵화 억제인자 HcPro를 사용하지 않았을 때도 C5-1의 수율이 2

배가 되었다.  KDEL의 존재 또는 부재시 C5-1의 수율의 차이는 HcPro를 사용하여 침묵화를 감소시켰을 때 상당

히 감소하였다.  ER-보유된 형태 및 분비된 형태의 항체를 생산하는 식물로부터의 조 추출물에서 관찰된 단편이

크기와 상대량에서 동일했기 때문에 ER-보유는 산물의 질에 영향을 미치지 않았다.

예비 HPLC 상에서 C5-1을 분리하고, MALDI-TOF 질량 분광분석에 의해 트립신 글리코펩티드 EEQFNSTFR(SEQ ID[0178]

NO:13)의 N-글리칸 프로파일을 분석했다.  도 7a에 도시된 대로, C5-1이 단독 발현되었을 때는 그것의 N-글리칸

집단이, 안정한 발현에서 관찰된 바와 같은(Bardor et al., 2003) 푸코실화 및 자일로실화된 올리고당류로 구성

된 이온을 포함하여, 복합체 형태로 주로 나타났다.  Man-8 및 Man-9 같은 미성숙 ER-특이적 글리칸의 존재는,

일시 발현에 의해 생산된 식물-유래 항체에 대해 이미 보고된 바와 같이(Sriraman et al., 2004) "도중의" 단백

질의 단편과 관련될 수 있다.

항체 C5-1과 네이티브 GalT의 공-발현은 N-글리칸 구조의 유의한 변형을 가져왔지만, 고-만노오스-타입 N-글리[0179]

칸에 해당하는 이온은 여전히 풍부했다.  주요 복합체인 푸코실화 및 자일로실화된 N-글리칸(J)은 소실되었고,

부분적으로 갈락토실화된 올리고당류가 새로 검출되었으며, 이들 중 일부는 식물-특이적 돌연변이와 갈락토오스

확장, 예를 들어 GalGlcNAcMan3(Xyl)GlcNAc2(도 7b)를 모두 숨기고 있었다. 이로써 C5-1과 인간 β-1,4-갈락토

실트랜스페라제의 공-발현이 식물-유래 항체의 효과적인 글리코-조작을 가져왔음이 입증되었다.

C5-1과 GNTIGalT의 공-발현은 N-글리칸 집단이 GalT/C5-1의 집단과는 상당히 상이한 정제된 C5-1 제제를 산출했[0180]

다.  도 7c에 도시된 대로, 미성숙 올리고만노오스 N-글리칸과 함께 갈락토실화된 하이브리드 및 비-갈락토실화

된 하이브리드(Gal GlcNAcMan5GlcNAc2(K) 및 GalGlcNAcMan5GlcNAc2(G))가 존재했다.  이론과 결부시키고 싶지는

않지만, Bakker 등(2006)의 가설 대로라면 GlcNAcMan5GlcNAc2(G)와 Man5Glc NAc2(B)는 성숙한 N-글리칸 형성의

중간체라기보다는 내인성 글리코시다제에 의한 하이브리드 GalGlcNAcMan5GlcNAc2의 변성으로부터 유래된 단편일

수 있다.  GNT1 막 고정의 효과가 두드러졌는데, 합성 효소 GNT1GalT가 C5-1과 일시적으로 공-발현되었던 식물

로부터 정제된 C5-1는 식물-특이적 α-1,3-푸코오스 또는 β-1,2-자일로오스를 숨기고 있는 글리칸을 미량(≤

99%)도 함유하지 않았으며, 이것은 일시 공-발현 동안 푸코실화 및 자일로실화의 완전한 변형이 달성되었음을

입증한다.

모든 인용문헌은 참고자료로 본원에 포함된다.[0181]

본 발명은 하나 이상의 구체예에 관하여 설명되었다.  그러나, 청구항에 한정된 본 발명의 범위를 벗어나지 않[0182]

는 다수의 변화 및 변형이 만들어질 수 있다는 것이 당업자에게 명백할 것이다.
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참고자료:[0183]

[0184]
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[0185]
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[0188]

도면

도면1a
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도면1b

도면1c

도면2
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도면3a

도면3b

도면4a
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도면4b

도면4c

도면4d
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도면5a

도면5b

도면5c

도면5d

도면5e
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도면5f

도면5g

도면5h

도면5i
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도면5j

도면5k
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도면6

도면7a

도면7b
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도면7c

서 열 목 록

서열목록 전자파일 첨부
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