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본 발명은 신규 형광 표현형을 획득한 형질전환(transgenic) 잡종3배체(allotriploid) 불임 어류에 관한 것으로,

보다  구체적으로는  골격  근육(skeletal  muscle)에서  강한  형광  발현과  함께  여타  모든  조직에서  보편적

(ubiquitous)  형광  발현을  동시에  표현할  수  있는  더블  형질전환(double  transgenic)  바다  송사리(Oryzias

dancena) 및 이들로부터 생성된 불임의 잡종3배체(sterile allotriploid)를 제공한다. 이들 신규의 형질전환 잡

종 배수체는, 종래의 형광 형질전환 어류들에 비해 대폭 개선된 신규 형광 표현형을 보유함으로써 관상 가치가

뛰어난 형광 관상 생물로 이용될 수 있을 뿐만 아니라, 완벽한 불임의 특징을 보유함으로써 의도적 또는 비의도

적 환경 방출 시에도 생식학적 경로를 통한 외래 유전자의 생태계 전이 위해성이 없으며, 담수, 기수 및 해수 조

건에서 정상적인 생장이 가능하여, 관상 어류 시장에 있어 소비자들에게 보다 넓은 선택의 폭을 제공할 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

바다  송사리(Oryzias  dancena)의  마이오신  라이트체인  폴리펩타이드  아이소폼  2-2(myosin  light  chain

polypeptide isoform 2-2; mlc2-2) 유전자 프로모터 및 적색 형광 단백질(red fluorescent protein, RFP) 구조

유전자(structural gene)를 포함하는, 바다 송사리(O. dancena) 근육에서 강한 형광발현을 표현하는 형광 발현

벡터.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 폴리아데닐화 신호(polyadenylation signal)을 포함하는 바다 송사리(O. dancena) mlc2-2

3'-UTR 단편을 추가로 포함하는 형광 발현 벡터인 podmlc2-2RFP.

청구항 3 

바다 송사리(Oryzias dancena)의 베타-액틴 유전자 프로모터 및 적색 형광 단백질(red fluorescent protein,

RFP) 구조 유전자(structural gene)를 포함하는, 바다 송사리(O. dancena) 전 조직에서 보편적 형광발현을 표현

하는 형광 발현 벡터.

청구항 4 

제 3 항에 있어서, 폴리아데닐화 신호(polyadenylation signal)을 포함하는 바다 송사리(O. dancena) 베타-액

틴 3'-UTR 단편을 추가로 포함하는 형광 발현 벡터인 podb-actRFP.

청구항 5 

제 1 항의 벡터에서 형질전환 유전자 단위를 바다 송사리(Oryzias dancena) 수정란에 미세현미주입하고 부화시

켜 형질전환 바다 송사리(F0)를 얻고, 이를 비형질전환 바다 송사리와 교배시켜 단가접합성(hemizygous) 형질전

환 바다 송사리(F1)를 얻고, 형질전환 암수간 교배시켜 동형접합성(homozygous) 형질전환 바다 송사리(F2)를 생

산하는 방법.

청구항 6 

제 5 항의 방법에 의해 생산된, 근육에서 강한 형광발현을 표현하는 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena).

청구항 7 

제 3 항의 벡터에서 형질전환 유전자 단위를 바다 송사리(Oryzias dancena) 수정란에 미세현미주입하고 부화시

켜 형질전환 바다 송사리(F0)를 얻고, 이를 비형질전환 바다 송사리와 교배시켜 단가접합성(hemizygous) 형질전

환 바다 송사리(F1)를 얻고, 형질전환 암수간 교배시켜 동형접합성(homozygous) 형질전환 바다 송사리(F2)를 생

산하는 방법.

청구항 8 

제 7 항의 방법에 의해 생산된, 근육에서는 상대적으로 약한 형광을 발현하면서 전 어체에서 보편적이고 항시구

성적인 형광발현을 표현하는 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena).

청구항 9 

제 6 항의 바다 송사리(Oryzias dancena)와 제 8 항의 바다 송사리를 종내 교배(intraspecific cross)시켜 단

가접합성(hemizygous)  더블  형질전환  바다  송사리를  얻고,  더블  형질전환  암수간  교배시켜  동형접합성

(homozygous) 더블 형질전환 바다 송사리를 생산하는 방법.

청구항 10 

제 9 항의 방법에 의해 생산된, 근육에서 강한 형광과 함께 전 조직에서도 형광을 동시에 표현하는 더블 형질전
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환 바다 송사리(Oryzias dancena).

청구항 11 

제  10  항의  바다  송사리(Oryzias  dancena)를  근연종  송사리(Oryzias  javanicus)와  이종간  잡종  교배

(interspecific  hybridization)시키는  단계를  포함하는  불임성  더블  형질전환  바다  송사리  잡종3배체

(allotriploid)를 생산하는 방법.

청구항 12 

제 11 항에 있어서, 수정란을 0 ℃에서 30 내지 45 분간 처리하여 제2극체 방출을 억제시키는 단계를 추가로 포

함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 13 

제 11 항 또는 제 12 항의 방법에 의해 생산된, 근육에서 강한 형광과 함께 전 조직에서도 형광을 동시에 표현

하며 생식능력이 제거된 불임성 더블 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena) 잡종3배체(allotriploid).

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 신규 핵산 단편들의 조절에 의한 유전자 이식, 이종간 교배(interspecific breeding) 및 염색체조 조[0001]

작(chromosome-set  manipulation)을  통해  신규  형광  표현형을  획득한  형질전환(transgenic)  잡종3배체

(allotriploid) 불임 어류에 관한 것으로, 보다 구체적으로는 골격 근육(skeletal muscle)에서 강한 형광 발현

과 함께 여타 모든 조직에서 보편적(ubiquitous)  형광 발현을 동시에 표현할 수 있는 더블 형질전환(double

transgenic)  바다  송사리(오리지아스  단세나;  Oryzias  dancena)  및  이들로부터  생성된  불임성  잡종3배체

(sterile allotriploid)에 관련된다.

배 경 기 술

어류 형질전환 기술은 척추동물의 발생 유전학 및 유전체학 연구 등에 있어 중요한 연구기법으로 인정받고 있으[0002]

며, 또한 유용 어종들에게 경제적으로 중요시 되는 형질(고속성장, 질병저항성, 영양 대사 조작 등)을 새로이

획득시킴으로써 양식생물 산업의 생산성을 대폭 개선하기 위한 전략으로도 중요시되고 있다(Hackett, P. B. &

Alvarez,  M.  C.  (2000).  The  molecular  genetics  of  transgenic  fish.  In  Recent  Advances  in  Marine

Biotechnology,  Vol.  4  (Fingerman,M.  &  Nagabhushanam,  R.,  eds),  pp.  77145.  Enfield,  NH:  Science

Publishers Inc.; Nam YK, Maclean N, Fu C, Pandian TJ, Eguia MRR (2007) Development of transgenic fish:

scientific background. In: Kapuscinski AR, Hayes KR, Li S, Dana G (eds.) Environmental risk assessment

for genetically modified organisms. Vol 3. CABI Press, Cambridge, pp 6194; Nam YK, Maclean N, Hwang G,

Kim DS (2008) Autotransgenic and allotransgenic manipulation of growth traits in fish for aquaculture:

a review. J. Fish Biol. 72:126; Nam, Y. K., Noh, J. K., Cho, Y. S., Cho, H. J., Cho, K. N., Kim, C. G.

&  Kim,  D.  S.  (2001).  Dramatically  accelerated  growth  and  extraordinary  gigantism  of  transgenic  mud

loach Misgurnus mizolepis. Transgenic Research 10, 353362). 아울러 소형 어류들을 대상으로 생체 형광 단

백질(living  fluorescent  protein)  유전자  등을  이식함으로써  새로운  관상  어류  제조  방안으로도  사용되고

있다.  형질전환 관상어로는 현재까지 지브라휘시(zebrafish;  Danio  rerio)  및 담수산 일본 송사리(Japanese

medaka; Oryzias latipes)를 대상으로 형광 형질을 획득시킨 형질전환 계통이 개발된 바 있으며, 여타 다른 소

형 어류 종들에서도 형광 어류 개발을 위한 실험적 연구들이 시도되고 있다(Gibbs PD, Schmale MC (2000) GFP

as  a  genetic  marker  scorable  throughout  the  life  cycle  of  transgenic  zebrafish.  Mar.  Biotechnol.

2:107125;  Chou  CY,  Horng  LS,  Tsai  HJ  (2001)  Uniform  GFP-expression  in  transgenic  medaka  (Oryzias

latipes) at the F0 generation. Transgenic Res. 10:303315; Gong Z, Ju B, Wan H (2001) Green fluorescent

protein  (GFP)  transgenic  fish  and  their  applications.  Genetica  111:213225;  Pan  X,  Zhan  H,  Gong  Z

(2008)  Ornamental  expression  of  red  fluorescent  protein in transgenic founders of white skirt tetra

(Gymnocorymbus ternetzi). Mar. Biotechnol. 10:497501)

그러나 형질전환 어류를 상용화하여 이용하는 것은, 여러 생물 산업 분야에서 새로운 부가가치를 창출한다는 측[0003]

면에서는 그 유용성이 인정되지만, 형질전환 어류의 의도적 또는 비의도적 환경 방출로 인해 생태계의 유전자를
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오염시키는 등 생물 다양성에 매우 부정적인 잠재 위해성을 동시에 내포하고 있다(Maclean, N. & Laight, R. J.

(2000).  Transgenic  fish:  an  evaluation  of  benefits  and  risks.  Fish  and  Fisheries  1,  146172;

Kapuscinski,  A.  R.  (2005).  Current  scientific  understanding  of  the  environmental  biosafety  of

transgenic  fish  and  shellfish.  Revue  Scientifique  et  Technique  de  l  Office  International  des

Epizooties 24, 309322). 어류의 경우, 육상 유전자 변형 곡물과는 달리, 이동성이 매우 높기 때문에 유전자 변

형 어류의 원치 않는 환경 방출이 일어날 경우 그 회수가 현실적으로 불가능하고, 위해 생태계의 범위가 매우

광범위하다는 문제가 있다(Kapuscinski, A. R., Hayes, K. R., Li, S. & Dana, G. (2007). Environmental Risk

Assessment  of  Genetically  Modified  Organisms,  Volume  3:  Methodologies  for  Transgenic  Fish.

Oxfordshire: CABI Publishing.). 따라서, 형질전환 어류의 안전한 상업적 이용을 위해서는 형질전환 어류를 대

상으로 도입 유전자의 환경전파를 방지할 수 있는 생식생물학적 격리가 최소한의 조치로서 반드시 수반되어야만

한다. 특히, 관상 목적의 유전자 변형 어류의 경우, 첫째, 반드시 살아있는 형태로 불특정 다수의 최종 소비자

들에게로 유통된다는 점, 둘째, 소비자 또는 애호가들 간에 교환 및 소규모 거래 등이 빈번히 일어남으로써 1차

소비 단계 이후에도 살아있는 유전자 변형 생물의 추가 유통이 쉽게 일어날 수 있다는 점, 그리고 셋째, 소비자

들의 기호 변화로 인해 살아있는 유전자 변형 어류의 의도적인 환경 방출(예컨대 무분별한 방생 등) 가능성이

높다는 점을 고려할 때, 비록 형질전환 관상 어류가 일반적으로 실내에서 주로 이용된다 할지라도 환경 방출에

의한 생태학적 위해성 야기 가능성이 항시 존재한다. 따라서, 형질전환 관상 어류의 상용화를 위해서는 환경 방

출시 야기될 수 있는 생식학적 경로의 유전자 전이를 차단할 수 있는 생물학적 격리 방법이 매우 중요시된다.

종래  형질전환  기술에  의해  형광  관상  어류로  개발된  사례로는  지브라휘시와  일본산  담수  송사리가  주를[0004]

이룬다. 형광 지브라휘시 개발시, 원래 지브라휘시 체표면에는 검정 반문 등이 존재하기 때문에 상품성이 높은

형광 관상어를 제조하기 위해서는 알비노(albino) 또는 황금색 변이 계통을 주로 이용한다. 종래 개발되어 있는

형광 지브라휘시 계통들은, 외래 단백질을 골격 근육에 특이적으로 발현시킬 수 있는 유전자 조절 부위 단편들

(예컨대 myosin light chain 2 polypeptide 유전자 프로모터, a-actin 유전자 프로모터 또는 muscle creatine

kinase 유전자 프로모터 등)을 주로 이용하여 제조하였기 때문에 골격 근육계에서는 강한 형광발현을 나타내지

만, 지느러미나 눈 등에서는 관상이 가능한 형광 표현형을 유도할 수 없고 오직 근육에만 형광의 표현 부위가

국한되어있다(Xu Y, He J, Tian HL, Chan CH, Liao J, Yan T, Lam TJ, Gong Z (1999) Fast Skeletal Muscle-

Specific Expression of a Zebrafish Myosin Light Chain 2 Gene and Characterization of Its Promoter by

Direct Injection into Skeletal Muscle. DNA AND CELL BIOLOGY 18: 85-95; Ju B, Xu Y, He J, Liao J, Yan

T, Hew CL, Lam TJ, Gong Z (1999) Faithful Expression of Green Fluorescent Protein (GFP) in Transgenic

Zebrafish Embryos Under Control of Zebrafish Gene Promoters. DEVELOPMENTAL GENETICS 25:158167; Gong Z,

Ju B, Wan H (2001) Green fluorescent protein (GFP) transgenic fish and their applications. Genetica

111:213225).  일부 연구에서는 지브라휘시 세포골격(cytoskeleton)의 형성에 관여하는 베타-액틴(beta-actin)

유전자 프로모터를 비롯하여 여러 조직에서 외래 유전자 발현을 유도할 수 있는 항시구성적(constitutive and

ubiquitous) 유전자들의 프로모터 조절부위를 이용, 형광 발현을 유도한 바 있다(Gibbs PD, Schmale MC (2000)

GFP as a genetic marker scorable throughout the life cycle of transgenic zebrafish. Mar. Biotechnol.

2:107125;  Chou  CY,  Horng  LS,  Tsai  HJ  (2001)  Uniform  GFP-expression  in  transgenic  medaka  (Oryzias

latipes) at the F0 generation. Transgenic Res. 10:303315; Burket CT, Montgomery JE, Thummel R, Kassen

SC,  FaFave  MC,  Langenau  DM,  Zon  LI,  Hyde  DR  (2008)  Generation  and  characterization  of  transgenic

zebrafish lines using different ubiquitous promoters. Transgenic Res. 17:265279). 그러나, 이들 항시구

성적 유전자 프로모터들에 의해 조절되는 형광 발현 벡터들을 이식하여 제조된 형질전환 어류들은, 여러 조직에

서 보편적 형광 표현형을 유도할 수는 있지만 그 형광 강도가 상기 근육 특이적인 유전자 프로모터를 이용하는

경우 보다 많이 낮기 때문에 형광 관상 어류로서 우수한 상품성을 갖추기에는 부족함이 있다. 특히 베타-액틴

프로모터의 경우에는 내부 장기 등 많은 조직 및 기관에서 높은 유전자 발현을 유도하지만 골격 근육에서는 상

대적으로 낮은 활성을 나타내므로, 우수한 외적 형광 표현형을 생성시키는 데 제한적일 가능성이 높다. 일본산

담수 송사리의 경우도 역시 베타-액틴 유전자 프로모터 단편, 또는 앞서 지브라휘시 형질전환에 사용된 바 있는

지브라휘시 근육 특이 발현 유전자 프로모터들을 이용하여 형광 어류가 개발된 바 있으나(Hamada K, Tamaki K,

Sasado  T,  Watai  Y,  Kani  S,  Wakamatsu  Y,  Ozato  K,  Kinoshita  M,  Kohno  R,  Takagi  S,  Kimura  M  (1998)

Usefulness  of  the  medaka  beta-actin  promoter  investigated  using  a  mutant  GFP  reporter  gene  in

transgenic medaka (Oryzias latipes). Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 7:173180; Hsiao C-D, Tsai HJ (2003)

Transgenic  zebrafish  with  fluorescent  germ  cell:  a useful tool to visualize germ cell proliferation

and  juvenile  hermaphroditism  in  vivo.  Dev.  Biol.  262:313323;  Zeng  Z,  Liu,  Seebah  S,  Gong  Z  (2005)
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Faithful  Expression  of  Living  Color  Reporter  Genes  in  Transgenic  Medaka  Under  Two  Tissue-Specific

Zebrafish Promoters DEVELOPMENTAL DYNAMICS 234:387392), 이들 역시 지브라휘시에서 관찰된 현상과 유사한

결과를 나타낸다. 뿐만 아니라, 종래의 형광 지브라휘시 및 일본 송사리는 모두 담수 어류로서, 해수 환경에서

는 정상적인 생장과 원활한 사육이 용이하지 못하다. 즉, 현재까지 형질전환 기술을 이용한 형광 관상 어류의

이용은 담수 환경으로 국한되어 있다.

이상과 같은 문제점을 고려하여 본 발명에서는, 종래 단독 형질전환 방식으로는 불가능하였던 형광 표현형, 즉,[0005]

골격 근육에서의 강한 형광 발현과 함께 여타 모든 조직들에서도 동시에 형광을 표현할 수 있는 우수한 관상 가

치의 해산 형질전환 관상 어류를 제공하고자 하였다. 아울러, 형질전환 어류로부터 이종간 교배 및 염색체조 조

작을 통해 불임형질을 유도함으로써 생식학적으로 격리된, 보다 안전한 유전자변형 형광 어류 이용 방안을 제공

하고자 본 발명에 이르게 되었다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 서로 다른 두 종류의 신규 유전자 조절부위 단편들을 이용하여 골격 근육에서의 강한 형광 발[0006]

현과 여타 모든 조직에서의 보편적 형광 발현 특성을 동시에 획득한 더블 형질전환 동형접합성 바다 송사리

(Oryzias dancena) 계통을 생성시키고, 이들로부터 염색체조 조작 및 이종간 교배 프로그램을 통해 생식학적으

로 격리된 새로운 해산 형광 형질전환 관상어류를 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여 본 발명에서는, 바다 송사리(Oryzias dancena)의 마이오신 라이트체인 폴리펩타이[0007]

드 아이소폼 2-2(myosin light chain polypeptide isoform 2-2; mlc2-2) 유전자 프로모터 및 적색 형광 단백질

(red fluorescent protein, RFP) 구조 유전자(structural gene)를 포함하고, 바람직하게는 폴리아데닐화 신호

(polyadenylation signal)을 포함하는 바다 송사리(O. dancena) mlc2-2 3'-UTR 단편을 추가로 포함하는, 바다

송사리(O. dancena) 근육에서 강한 형광발현을 표현하는 형광 발현 벡터; 그리고,

바다 송사리(Oryzias dancena)의 베타-액틴 유전자 프로모터 및 적색 형광 단백질(red fluorescent protein,[0008]

RFP) 구조 유전자(structural gene)를 포함하고, 바람직하게는 폴리아데닐화 신호(polyadenylation signal)을

포함하는 바다 송사리(O. dancena) 베타-액틴 3'-UTR 단편을 추가로 포함하는, 바다 송사리(O. dancena) 전 조

직에서 보편적 형광발현을 표현하는 형광 발현 벡터를 제공한다.

또한, 본 발명에서는 상기 각각의 발현 벡터에서 형질전환 유전자 단위를 바다 송사리(Oryzias dancena) 수정란[0009]

에 미세현미주입하고 부화시켜 형질전환 바다 송사리(F0)를 얻고, 이를 비형질전환 바다 송사리와 교배시켜 단

가접합성(hemizygous) 형질전환 바다 송사리(F1)를 얻고, 형질전환 암수간 교배시켜 동형접합성(homozygous) 형

질전환 바다 송사리(F2)를 생산하는 방법; 그리고

이러한 방법에 의해 생산된, 근육에서 강한 형광을 발현하는 형질전환 바다 송사리, 및 근육에서는 상대적으로[0010]

약한 형광을 발현하면서 전 어체에서 보편적이고 항시구성적인 형광을 발현하는 형질전환 바다 송사리를 제공한

다.

본 발명의 최종 목적을 달성하기 위해서는, 상기 방법에 의해 생산된 근육에서 강한 형광을 발현하는 형질전환[0011]

바다 송사리 및 근육에서는 상대적으로 약한 형광을 발현하면서 전 어체에서 보편적이고 항시구성적인 형광을

발현하는 형질전환 바다 송사리를 종내 교배(intraspecific cross)시켜 단가접합성(hemizygous) 더블 형질전환

바다 송사리를 얻고, 더블 형질전환 암수간 교배시켜 동형접합성(homozygous) 더블 형질전환 바다 송사리를 생

산하는 방법; 그리고 이에 의해 생산된, 근육에서 강한 형광과 함께 전 조직에서도 형광을 동시에 표현하는 더

블 형질전환 바다 송사리를 제공한다.

궁극적으로 본 발명에서는, 위와 같이 생산된 바다 송사리를 근연종 송사리(Oryzias javanicus)와 이종간 잡종[0012]

교배(interspecific  hybridization)시키는  단계를  포함하는  불임성  더블  형질전환  바다  송사리  잡종3배체

(allotriploid)를 생산하는 방법, 그리고 이에 의해 생산되어 근육에서 강한 형광과 함께 전 조직에서도 형광을

동시에  표현하며  생식능력이  제거된  불임성  더블  형질전환  바다  송사리(Oryzias  dancena)  잡종3배체

(allotriploid)를 제공한다.

본  발명에서는  담수,  기수  및  해수  환경  모두에서  정상적인  생장이  가능한  광염성  바다  송사리(Oryzias[0013]
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dancena)로부터 근육 특이적 또는 항시구성적 외래 유전자 발현을 유도할 수 있는 신규 프로모터들을 발굴하여,

형광 단백질 유전자와 융합된 형질전환 벡터들을 제조하였다. 유전자 이식 기법을 통해 각 형질전환 벡터를 바

다  송사리에  이식  후  교배  프로그램을  통해  근육에  강한  형광  발현을  나타내는  형질전환  동형접합성

(homozygous) 계통과 전 조직에 보편적 형광을 표현할 수 있는 형질전환 동형접합성 계통을 확립하고, 이들 두

동형접합 계통들 간의 교배 프로그램에 의해 두 형광 표현 형질을 함께 획득한 더블 형질전환(근육에 강한 형광

과 여러 조직에서 보편적 형광 발현의 동시 표현) 동형접합 계통을 생성시켰다. 또한 이들 더블 형질전환 계통

의 생식학적 격리를 위해서 근연종 송사리(오리지아스 자바니쿠스; Oryzias javanicus)와의 이종 교배 및 배수

체 유도를 통해 더블 형광형질을 보존한 채 생식능력이 완전히 제거된 신규 형질전환 바다 송사리 잡종3배체를

제조할 수 있었다.

본 발명의 구성에 관한 개요는 다음과 같다.[0014]

첫째,  골격  근육에  특이적으로  강한  유전자  발현을  유도할  수  있는  프로모터인  myosin  light  chain  2[0015]

polypeptide isoform #2 유전자 프로모터(이하 mlc2-2 프로모터)와, 골격 근육에서는 상대적으로 낮은 활성을

나타내지만 전 어체(whole fish body)의 모든 조직에 걸쳐 보편적 유전자 발현을 유도할 수 있는 베타-액틴 유

전자  프로모터를  바다  송사리(O.  dancena)로부터  새로이  분리하고,  적색  형광  단백질(red  fluorescent

protein, RFP) 구조 유전자(structural gene)와의 융합 유전자(fusion gene)를 구축한다. 이어서 바다 송사리

(O. dancena) mlc2-2 유전자와 베타-액틴 유전자의 3'-UTR(untranslated region) 단편을 분리하여 상기 두 융

합 유전자 각각의 말단에 연결시킴으로써, 바다 송사리(O. dancena) 근육에서 강한 형광발현을 표현하거나 또는

전 조직에서 보편적 형광을 표현할 수 있는 형광 발현 벡터 2종을 구축한다.

둘째, 상기 발현 벡터들로부터 형질전환 유전자 단위(transgene unit) 절편을 분리하여, 각각 바다 송사리(O.[0016]

dancena) 수정란에 미세현미주입(microinjection)하고 형질전환 어류 선발 및 교배 프로그램을 통해, 근육에 강

한 형광을 표현하는 바다 송사리(O. dancena) 형질전환 동형접합성 계통과, 근육에서는 상대적으로 약한 형광을

발현하지만 전어체에서 보편적이고 항시구성적인 형광을 표현할 수 있는 형질전환 바다 송사리(O. dancena) 동

형접합성 계통을 각각 확립한다.

셋째, 상기 두 형질전환 동형접합 계통들 간의 종내 교배(intraspecific cross)를 통해 근육에서 강한 형광과[0017]

함께 눈, 지느러미, 두부, 아가미 등 전 조직에서도 형광을 동시에 표현하는 더블 형질전환 형광 바다 송사리

(O. dancena) 계통을 생산하고, 교배 프로그램 및 자손 검정법(progeny test)을 통해 이들로부터 두 형질전환

유전 좌위(transgene loci) 모두에서 동형접합성인 계통을 확립한다.

넷째, 상기 더블 형질전환 바다 송사리(O. dancena)의 생식학적 격리를 위해 근연종인 O. javanicus와의 이종간[0018]

잡종 교배(interspecific hybridization)를 실시하는데, 이때 이종간 형성된 잡종 수정란의 제2극체 방출 억제

를 위해서 온도 자극 처리를 수행한다. 이를 통해서 잡종3배체를 유도하고 더블 형광 표현형의 보전과 생식소

발달이 억제된 불임성을 검증함으로써 본 발명의 최종 산물을 제공한다.

도 1은 본 발명의 구성과 흐름을 보여주는 개괄도이다. 여기에서 보듯이, 본 발명의 구성은 형질전환, 교배 및[0019]

염색체조 조작 프로그램을 중복 사용함으로써 종래 기술에서 볼 수 없었던 형광 관상 어류의 새로운 복합 형질

을 확보하는 동시에, 완전한 생식학적 격리를 통해 생태학적으로 보다 안전한 방식의 유전자변형 관상 어류의

이용 방안을 제공하는 것을 특징으로 한다.

이하, 본 발명을 더욱 구체적으로 설명한다.[0020]

(1) 형광 형질전환 어류 제조를 위한 발현 벡터 제조[0021]

형질전환 어류를 제조하기 위해서 광염성 바다 송사리(O. dancena)로부터 골격 근육의 형성 및 운동 기능을 담[0022]

당하는 마이오신 라이트체인 폴리펩타이드 아이소폼 2-2(myosin light chain polypeptide isoform 2-2; mlc2-

2) 유전자와 그 조절부위를, 그리고 세포 골격 형성에 관여하는 항시구성적 발현 유전자인 베타-액틴 유전자와

그 조절부위를 분리한다. 본 발명을 위해 구축된 바다 송사리 발현 유전체(expressed gene transcripts) 데이터

베이스로부터 상기 mlc2-2 및 베타-액틴 유전자들의 cDNA 염기서열을 각각 확보하고, 이로부터 PCR(polymerase

chain reaction) 방법을 이용하여 genomic DNA 유전자 단편 염기서열을 확보한다. 각 유전자 cDNA 또는 gDNA

염기서열을  바탕으로  5  방향으로의  genome  walking을  수행하고,  mlc2-2  및  베타-액틴  유전자별로  각각  5-

upstream  영역을  확보한다.  이들  두  유전자  프로모터  각각을  이용하여  적색  형광  단백질(red  fluorescent

protein; RFP; Clontech사 pDsRed2 벡터에서 제공) 유전자와의 융합구조를 제조하기 위해서, 상기 확보된 염기

서열 단편들을 미리 준비된 pDsRed2 절편 내로 리게이션(ligation) 반응을 실시함으로써 유전자 프로모터 단편
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을 RFP 유전자 바로 앞에 각각 삽입한다. 또한 RFP 유전자의 오리지아스 단세나 세포내 발현을 용이하게 하기

위해서,  RFP  유전자 종결 코돈 직후 pDsRed2  내  존재하는 NotI  위치로 폴리아데닐화 신호(polyadenylation

signal)을 포함하는 바다 송사리(O. dancena) mlc2-2 3'-UTR 단편 또는 베타-액틴 3'-UTR 단편을 추가로 각기

삽입한다. 결과적으로, 바다 송사리(O. dancena) 근육에서 강한 적색 형광 발현을 유도할 수 있는 형광 발현 벡

터로서 podmlc2-2RFP와, 바다 송사리(O. dancena) 전 조직에서 보편적 형광을 표현할 수 있는 발현 벡터로서

podb-actRFP를 최종 구축한다.

(2) 형질전환 형광 바다 송사리 제조 및 동형접합성 계통 확립[0023]

형광 형질전환 바다 송사리(O. dancena)를 제조하기 위해, 상기 두 종류의 플라스미드 벡터 각각으로부터 KpnI[0024]

및 AatII 제한효소 절단(podmlc2-2RFP의 경우), 또는 SalI 및 AatII 제한효소 절단(podb-actRFP의 경우)을 통

하여 프로모터(mlc2-2 또는 베타-액틴 프로모터)-RFP 유전자-3'-UTR(mlc2-2 또는 베타-액틴 3'-UTR)로 연결되는

형질전환 유전자 단위(transgene unit)만을 분리한 후 순수 정제한다. 형질전환 유전자 단편을 오리지아스 단세

나 수정난 제1세포기에 미세현미주입하고 미세현미주입된 난으로부터 부화한 자어를 대상으로 형광현미경 검경

을 이용하여 RFP 형광을 발현하는 개체들을 선발하여 성체까지 사육한다. 성체 단계까지 형광 발현을 유지하고

있는 F0(founder generation) 개체들을 선발하고, 선발한 형질전환 F0 개체들을 대상으로 일반 바다 송사리와의

교배 및 자손 검정 실험 통해 F1 세대로 형광 발현을 전달할 수 있는 개체들을 다시 선발한다. 형광을 발현하는

형질전환 F1 개체들을 선발하여 성체까지 성장시킨 후 형광 표현형을 분석함으로써, mlc2-2-RFP 형질전환 유전

자  이식 그룹으로부터 골격 근육에서 일양하고 강한 적색 형광 발현을 표현하는 표현형적 특징을 확인하는

반면, 베타-액틴-RFP 이식 그룹으로부터는 전 어체에서 보편적인 적색 형광을 발현하는 표현형적 특징을 확인한

다.  이들  두  계통을 대상으로 각  형질전환 계통 내에서 암컷 F1과  수컷  F1과의  형매 교배(brother-sister

mating)를 실시하여 동형접합성 F2 개체들을 생성시키고, 다시 일반 바다 송사리와의 검정 교배를 통해 F3 자손

100% 모두에게 형광 형질을 전달할 수 있는 최적 동형접합계통을 베타-액틴-RFP 그룹과 mlc2-2-RFP 그룹에서 각

각 확립한다.

(3) 더블 형질전환 형광 바다 송사리 제조 및 동형접합성 계통 확립[0025]

상기  확립된  두  형질전환  동형접합성  계통(mlc2-2RFP  및  b-actRFP  계통)들간의  종내  교배(형질전환  계통간[0026]

교배)를 통하여 근육에 강한 형광발현과 동시에 전 조직에 보편적 형광 발현을 함께 획득한 신규 더블 형광 표

현형의 형질전환 개체들을 생산한다. 각 동형접합체 계통들 간에 암수를 상호 교환하는 방식으로 형질전환 계통

간 교배를 실시하고, 이를 통해서 요구되는 목적 표현형을 획득한 계통간 잡종 형질전환 어류들을 생성한다. 선

발된 형질전환 어류들은 mlc2-2 프로모터에 의해 골격 근육에서 강한 적색 형광을 표현하는 동시에, 베타-액틴

프로모터에 의해 눈, 지느러미, 아가미, 표피를 포함한 모든 조직에서 보편적 적색 형광을 함께 표현하는 더블

형질전환 계통임을 확인한다. 생성된 더블 형질전환 개체들로부터 두 형질전환 유전좌위(loci)에 대해서 모두

동형접합성을 나타내는 개체들을 생성시키기 위해 형매 교배를 실시한다. 검정 교배를 통해 두 형질전환 유전자

가 염색체상에 서로 연관(link)되어 있지 않음을 우선적으로 확인한 후 형매 교배를 수행하여, 두 형질전환 유

전자의 독립 유전방식에 의해 형성된 동형접합성 더블 형질전환 개체들을 선발하고, 선발된 동형접합체들로부터

후대로 더블 형질전환 특징이 100% 전달되는 결과를 검정한다.

(4) 불임 잡종3배체 더블 형질전환 형광 바다 송사리 제조[0027]

상기 신규 형성된 더블 형질전환 형광 바다 송사리 계통에 대한 생식학적 격리를 위해서 이종간 잡종 배수체를[0028]

유도한다. 본 발명에서 사용한 오리지아스 단세나를 포함한 대부분의 송사리들은 산란력이 매우 높고 연중 산란

특성을 나타내기 때문에 이들을 이용한 형질전환 관상어가 의도적 또는 비의도적으로 환경에 노출될 경우, 생태

계 서식하는 동종 또는 근연종들과의 교배를 통해서 생태계 유전자 오염 가능성이 높을 뿐만 아니라 나아가 넓

은 범위의 생태계 점유 가능성이 높다. 따라서, 본 발명을 통해 생성된 더블 형질전환 형광 송사리 개체들의 생

태학적 안전성을 확보하기 위해, 생식소 발달 및 산란 기능이 억제된 불임의 형질전환체들을 제공하고자 한다.

현재 어류에게 불임성을 유도할 수 있는 방법으로서 3배체 유도에 의한 감수분열 억제가 널리 이용되고 있으나,

일부 어종들에서는 3배체 유도만으로는, 특히 3배체 수컷의 경우에 완벽한 생식소 수준의 불임이 얻어지지 못할

수  있음이  보고된  바  있다(Arai  K  (2001),  Genetic  improvement  of  aquaculture  finfish  species  by

chromosome  manipulation  techniques  in  Japan.  Aquaculture  197,  205228;  Lee  C-S,  Donaldson  EM  (2001)

General discussion on reproductive biotechnology in finfish aquaculture. Aquaculture 197, 303320). 이

러한 점을 고려하여 본 발명에서는 단순 3배체가 아닌, 근연종과의 이종간 잡종3배체를 유도함으로써 암수 모두

에서 완벽한 불임 형질전환체를 제공하고자 한다.
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이종간 잡종 배수체 유도를 위한 후보 종으로서, 본 발명에서는 바다 송사리(O. dancena)의 광염성 특징과 투명[0029]

한 체색을 잡종 배수체에서도 유지할 수 있는 근연 해산 송사리 O. javanicus를 선택하였다. 동형접합성 더블

형질전환 O. dancena 암컷과 일반 O. javanicus 수컷간의 교배를 실시하고, 잡종 수정란의 제2극체 방출을 억제

하기 위해 온도자극 처리를 한다. 온도 자극 처리는 수정 3분 후 0 ℃에서 30∼45분간 실시하고, 처리된 수정란

으로부터 배 발생(embryonic development)과 부화를 유도한다. 잡종3배체 처리 그룹으로부터 확보된 형질전환

개체들을 대상으로 DNA 함량과 특정 유전자 단편 염기서열 조사 방법을 이용하여 잡종 배수체 형성을 확인하고,

확인된 개체들을 성장시켜 더블 형질의 표현 유무와 생식학적 격리 유무를 확인한다.

본 발명에 따라 생성된 이종간 잡종3배체 더블 형광형질전환 어류들은 모계 O. dancena의 더블 형질전환 특성[0030]

(즉, 근육의 강한 형광과 다른 여타 모든 조직에서의 보편적 형광 발현)을 안정적으로 잘 보전하고 있음을 확인

할 수 있다. 또한, 형질전환 잡종3배체들은 일반 O. dancena 또는 O. javanicus와의 장기간 교배 유도에서 전혀

생존력 있는 수정란을 생성하지 못하는 것으로 나타남으로써, 이들 이종간 잡종 배수체 형질전환 바다 송사리는

암, 수 모두에서 기능적인 불임성을 획득하였음을 입증하였다.

발명의 효과

본 발명에 따른 신규 형질전환 잡종 배수체는, 종래의 형광 형질전환 어류들에 비해 대폭 개선된 신규 형광 표[0031]

현형을 보유함으로써 관상 가치가 뛰어난 형광 관상 생물로 이용될 수 있을 뿐만 아니라, 완벽한 불임의 특징을

보유함으로써 의도적 또는 비의도적 환경 방출 시에도 생식학적 경로를 통한 외래 유전자의 생태계 전이 위해성

이 없으므로 안전한 유전자변형 형광 관상 어류의 이용이 가능하다. 또한, 본 발명에 따르면 담수, 기수 및 해

수 조건에서 정상적인 생장이 가능한 광염성 형질전환 관상 어류를 제공하므로, 관상 어류 시장에 있어 소비자

들에게 보다 넓은 선택의 폭을 제공할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 구성과 흐름을 보여주는 개괄도,[0032]

도 2는 podmlc2-2RFP 형광 발현 벡터 모식도,

도 3은 바다 송사리(Oryzias dancena) 성체 조직들에서 mlc2-2 mRNA의 발현 분포 및 수준을 나타낸 그래프,

도 4는 podb-actRFP 형광 발현 벡터 모식도,

도 5는 바다 송사리(Oryzias dancena) 성체 조직들에서 베타-액틴 mRNA의 조직 발현 분포 및 수준을 나타낸 그

래프,

도 6은 형질전환유전자 mlc2-2-RFP가 미세현미주입된 바다 송사리(Oryzias dancena) 배(embryo)에서의 형광 발

현을 보여주는 사진,

도 7은 형질전환유전자 mlc2-2-RFP가 이식된 F1 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena) 및 일반 바다 송사리

(Oryzias dancena)의 외형 사진,

도 8은 형질전환유전자 베타-액틴-RFP가 미세현미주입된 바다 송사리(Oryzias dancena) 배(embryo)에서의 형광

발현을 보여주는 사진,

도 9는 형질전환유전자 베타-액틴-RFP가 이식된 F1 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena) 외형 및 외부 조직

들에서의 RFP 발현을 보여주는 사진,

도 10은 형질전환유전자 베타-액틴-RFP가 이식된 F1 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena)의 다양한 내부 장

기들에서의 RFP 발현을 보여주는 사진,

도 11은 근육에서 강한 형광과 함께 전 조직에서 형광을 표현하는 더블 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena)

사진,

도 12는 더블 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena)로부터 형질전환 유전자들의 PCR 증폭을 나타낸 결과,

도 13은 더블 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena)와 오리지아스 자바니쿠스(O. javanicus)와의 이종간 교배

및 배수체 유도를 통해 생성된 불임성 형질전환 잡종3배체의 사진.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용
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이하, 실시예를 통하여 본 발명을 보다 자세히 설명한다. 단, 이들 실시예는 본 발명의 구성 및 효과를 보다 구[0033]

체적으로 예시하기 위한 것으로, 본 발명의 범위가 이들만으로 제한되는 것은 아니다.

실시예 1: 바다 송사리 mlc2-2 프로모터를 포함하는 형광 발현 벡터 제조[0034]

바다  송사리(O.  dancena)  전  어체  total  RNA를  이용하여  구축된  cDNA  라이브러리로부터  EST(expressed[0035]

sequence tag) 분석을 실시하고, EST 데이터베이스 분석을 통해 mlc2-2 cDNA 염기서열(서열번호 1)을 확보하였

다. 확보된 mlc2-2 cDNA 유전자 단편 염기서열을 바탕으로 mlc2-2 유전자 upstream의 프로모터를 포함한 조절영

역을 확보하기 위해 genome walking을 실시하였다. Genome walking은 Universal Genome Walker kit(Clontech

Laboratories, USA)를 이용하여 제조사의 권고 방법대로 수행하였으며, 이때 바다 송사리(O. dancena) mlc2-2

유전자에 특이적인 역방향 프라이머 2 종(ODMlc2-2 GW1; 서열번호 2 및 ODMlc2-2 GW2; 서열번호 3)을 합성하여

이용하였다. Genome walking을 위한 반응 조성물 및 PCR 증폭 조건은 아래의 표 1과 같다. 1차 genome walking

의  결과를  바탕으로  동일한  방식에 의해 2차  genome  walking을  실시하였으며,  이때  역방향 프라이머 2  종

(ODMlc2-2 GW3; 서열번호 4 및 ODMlc2-2 GW4; 서열번호 5)을 이용하였다. 다음 표 1은 MLC2-2 프로모터 영역으

로의 genome walking을 위한 PCR 반응 조성물과 증폭 조건을 나타낸 것이다.
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표 1

[0036]

Genome walking을 통해서 확보한 mlc2-2 유전자의 5-upstream 조절부위 단편(서열번호 6)을 이용하여, 적색 형[0037]

광 단백질(red fluorescent protein; RFP; Clontech사 pDsRed2 벡터에서 제공) 유전자와의 융합구조를 제조하

기 위하여, 상기 확보된 염기서열 단편들을 PCR로 다시 분리하였다. 다음 표 2는 mlc2-2 프로모터의 PCR 분리를

위한 반응 조성물 및 증폭 조건을 나타낸 것이다. 이때 RFP 유전자와의 융합을 용이하게 하기 위해서 정방향

(forward; KpnI-ODMlc2-2 1F; 서열번호 7) 및 역방향(reverse; AgeI-ODMlc2-2 1R; 서열번호 8) PCR 프라이머

각 5-말단에 KpnI 제한효소 인식 서열(AATGGTACC) 및 제한효소 AgeI 인식 서열(AATACCGGT)을 각각 인위적으로

삽입하였다. PCR  산물을 pGEM  T-easy  vector(Promega)에 제조사의 권고 방법대로 클로닝한 후 다시 KpnI  및

AgeI 제한 효소 처리를 통해 절편을 회수하고, 동일 제한효소 처리를 통해 미리 준비된 pDsRed2 절편과의 리게

이션(ligation) 반응을 실시함으로써 유전자 프로모터 단편을 RFP 유전자 바로 앞에 각각 삽입하였다. 표 3은

mlc2-2 프로모터와 RFP 유전자와의 융합 구조를 위한 리게이션 반응 조성물 및 반응 조건을 나타낸 것이다.
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표 2

[0038]

표 3

[0039]

리게이션 반응이 완료되면, 반응물 5 ㎕를 이용하여 대장균 XL-blue MRF' strain(Stratagene, USA)에 제조사의[0040]

권고 방법대로 형질도입하고, 재조합 균주를 선발하여 플라스미드 DNA를 회수하였다. 염기서열 분석을 통해 정

확한 리게이션 반응이 수행된 클론을 검정, 선발하였다.

상기 선발된 플라스미드 벡터를 대상으로, 바다 송사리(O. dancena) 세포 내에서 RFP 유전자의 발현을 보다 용[0041]

이하게 위해 RFP 유전자 종결 코돈 직후에 존재하는 NotI 제한효소 위치로 폴리아데닐화 신호(polyadenylation

signal)를 포함하는 바다 송사리(O. dancena) mlc2-2 유전자 3'-UTR 단편(182 bp; 서열번호 9)을 추가로 삽입

하였다. 해당 mlc2-2 유전자의 3'-UTR 단편은 두 개의 프라이머(정방향 프라이머 NotI-ODMlc2-2 3UFW1; 서열번

호 10 및 역방향 프라이머 NotI-AatII-ODMlc2-2 3URV1; 서열번호 11)를 사용하여 PCR 분리를 통해 확보하였다.

다음 표 4는 mlc2-2 유전자 3'-UTR 영역의 PCR 분리를 위한 반응 조성물 및 증폭 조건을 나타낸 것이다. 이때

pDsRed2 플라스미드의 NotI 위치로의 삽입을 위해 두 프라이머 5-말단에는 NotI 인식 서열(ATAGCGGCCGC)를 인위

적으로 삽입하였고, 또한 추후 미세현미주입을 위해 형질전환 유전자 단위 절편만을 회수할 수 있도록 역방향

프라이머에는 AatII 제한효소 인식 서열(ATAGCGGCCGCGACGTC)를 추가로 삽입하였다. 결과적으로, 바다 송사리(O.

dancena) 근육에서 강한 적색 형광 발현을 유도할 수 있는 형광 발현 벡터로서 podmlc2-2RFP를 제조하였다. 도

2는 podmlc2-2RFP 형광 발현 벡터 모식도이다.
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표 4

[0042]

실시예 2: 바다 송사리 내재 mlc2-2 유전자의 조직 발현 특징 분석[0043]

본 발명의 바다 송사리(O.  dancena)  mlc2-2  프로모터의 조직 특이적 활성을 확인하기 위해, 바다 송사리(O.[0044]

dancena)의  다양한  조직에서  mlc2-2  유전자  mRNA  발현  수준을  실시간  역전사  PCR(real-time  reverse

transcription-PCR) 방법을 통해 조사하였다. 암수 성체 각 12마리의 바다 송사리들로부터 다양한 장기들(뇌,

아가미, 심장, 소화관, 신장, 간, 근육, 비장, 생식소)을 적출하여 RNeasy Mini-kit(Qiagen, Germany)를 이용

하여  total  RNA를  분리하였다.  각  조직별  분리된  total  RNA  2  ㎍을  대상으로  Omniscript  Reverse

Transcription System(Qiagen, Germany)을 사용하여 제조사의 권고 방법에 의거하여 cDNA를 합성하였으며, 이

때 normalization  대조군으로서 18S rRNA를 역전사 반응물에서 함께 준비하였다. 바다 송사리 조직별 mlc2-2

mRNA 발현 유무 및 발현 수준을 조사하기 위하여, mlc2-2 mRNA 단편을 증폭할 수 있는 PCR 프라이머 쌍으로는

정방향 프라이머 qODMlc2-2 1F(서열번호 12) 및 역방향 프라이머 qODMlc2-2 1R(서열번호 13)을 합성하여 이용하

였고, 실시간 PCR 증폭 양의 변화는 Bio-Rad 사(USA)의 iCycler real-time PCR optic module을 이용하여 추적

하였다. 다음 표 5는 mlc2-2 mRNA의 실시간 정량 증폭을 위한 PCR 반응 조성물 및 열순환 증폭 조건을 나타낸

것이다. 각 조직별 mlc2-2 mRNA의 발현 수준은 해당 조직의 18S rRNA 대조군의 수준을 기준으로 보정하였으며,

조직간 상대 정량은 Kubista  등의 문헌(Kubista  M,  Andrade  JM,  Bengtsson  M,  Forootan  A,  JonJ,  Lind  K,

Sindelka R, SjR, SjB, StrL, StA, Zoric N (2006) The real-time polymerase chain reaction. Mol Aspects

Med 27:95125)에 기술된 방법에 의거하여 실시하였다.

표 5

[0045]

도 3은 바다 송사리(Oryzias dancena) 성체 조직들에서 mlc2-2 mRNA의 발현 분포 및 수준을 나타낸 그래프이다.[0046]

도 3에서 보듯이, 바다 송사리 mlc2-2 유전자 발현의 대부분은 근육에 강하게 집중되어 있으며 여타 나머지 조

사한 조직들에서는 유전자 발현이 검출되지 않거나 매우 미비한 것으로 나타났다. 따라서, 본 발명에서 mlc2-2

프로모터에 의한 형광 발현을 형질전환 바다 송사리 성체에서 표현할 경우, 그 형광 발현이 근육에 강하게 집중

될 수 있음을 잘 보여준다.
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실시예 3: 바다 송사리 베타-액틴 프로모터를 포함하는 형광 발현 벡터 제조[0047]

바다 송사리 전 조직에서 보편적이고 항시구성적인 형광 발현을 유도할 수 있는 발현 벡터를 제조하기 위하여[0048]

베타-액틴 프로모터를 분리하였다. 상기 실시예 1에서 기술한 바다 송사리 EST 데이터베이스로부터 베타-액틴

cDNA 전체 염기서열(서열번호 14)을 확보하였고, 실시예 1에서와 같이 genomic 유전자 단편의 분리 및 genome

walking을 통해서 5-upstream  조절부위 단편을 확보하였다. 이때 genomic  베타-액틴 유전자 단편의 분리 및

genome walking에 사용한 프라이머들은 서열번호 15 내지 18로 나타내었다. 다음 표 6은 베타-액틴 genomic 유

전자 분리 및 프로모터 영역으로의 genome walking을 위한 PCR 반응 조성물과 증폭 조건을 나타낸 것이다.

표 6

[0049]

Genome walking을 통해서 확보된 베타-액틴 조절부위는 5-upstream 영역, 비-번역 엑손 I(non-translated exon[0050]

I) 및 인트론 I(intron I)이 연결되어 있는 총 3.88 kb의 서열이다(서열번호 19). 실시예 1에서와 유사하게 인

위적으로 삽입된 제한효소 SalI 인식 서열(ATGTCGAC)을 포함한 정방향 프라이머(ODb-ACTp 2F; 서열번호 20)와

AgeI  인식 서열(ATACCGGT)을  포함한 역방향 프라이머(ODb-ACTp  2R;  서열번호 21)를  이용하여 PCR  분리 후,

pDsRed2 벡터의 RFP 유전자 upstream으로 클로닝하였다. 또한 RFP 유전자 발현을 용이하게 하기 위해, 실시예 1

에서와  마찬가지로  NotI  인식  서열을  포함한  정방향  프라이머(NotI-ODb-ACT  3UFW1;  서열번호  22)와,

NotI/AatII 인식 서열을 포함한 역방향 프라이머(NotI-AatII-ODb-ACT 3URV1; 서열번호 23)를 이용하여 베타-액

틴 3'-UTR 단편(650 bp; 서열번호 24)을 PCR 분리 후 RFP 종결 코돈 downstream에 추가로 연결하였다. 결과적
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으로, 바다 송사리(O. dancena) 전 어체에서 항시구성적 적색 형광 발현을 유도할 수 있는 형광 발현 벡터로서

podb-actRFP를 제조하였다. 도 4는 podb-actRFP 형광 발현 벡터 모식도이다.

실시예 4: 바다 송사리 내재 베타-액틴 유전자의 조직 발현 특징 분석[0051]

바다 송사리 베타-액틴 유전자 발현 조절이 모든 조직에서 보편적으로 일어나는지를 확인하기 위하여, 상기 실[0052]

시예 2에서 준비된 성체 조직별 cDNA를 대상으로 실시간 역전사 PCR 분석을 실시하였다. 사용한 반응물의 조성

과 조건은 실시예 2에서와 동일하며, 단 베타-액틴 mRNA 단편을 증폭하기 위한 프라이머 쌍으로 정방향 프라이

머 qODb-ACT 1F(서열번호 25) 및 역방향 프라이머 qODb-ACT 1R(서열번호 26)을 이용하였다. 조직 발현의 보정과

조직간 상대 정량도 역시 실시예 2에서와 동일하게 수행하였다.

도 5는 바다 송사리(Oryzias dancena) 성체 조직들에서 베타-액틴 mRNA의 조직 발현 분포 및 수준을 나타낸 그[0053]

래프이다. 여기에서 보듯이, 바다 송사리 베타-액틴 유전자는 분석한 모든 조직에서 mRNA의 발현을 나타내어,

베타-액틴 유전자의 보편적 조절 특징을 잘 보여주고 있다. 한편, 도 5에 의하면 베타-액틴 mRNA의 발현 수준은

조직별로 서로 크게 다르게 나타났는데, 소화관, 신장, 비장 및 난소 등에서 높은 발현 수준을 나타낸 반면 뇌,

아가미, 심장, 정소 조직에서는 상대적으로 온화한 발현을, 그리고 근육 및 간 조직에서 가장 낮은 발현을 나타

내었다. 따라서, 바다 송사리 베타-액틴 조절부위를 이용한 외래 형광 유전자 발현 유도시, 형질전환 바다 송사

리 성체는 모든 조직에서 보편적으로 형광을 표현할 수 있지만, 조직마다 발현율의 차이가 예상되고, 특히 골격

근육계에서는 강한 외래 유전자 단백질의 표현을 기대하기 어려운 것으로 나타났다.

실시예 5: mlc2-2 프로모터 조절에 의한 형광 바다 송사리 계통 확립[0054]

근육에 집중된 강한 형광 단백질의 발현을 유도할 수 있는 형질전환 바다 송사리를 제조하기 위하여,  상기[0055]

podmlc2-2RFP로부터 KpnI/AatII 제한효소 처리를 통해 회수한 형질전환 유전자 절편을 바다 송사리 수정란에 미

세현미주입하였다. 이를 위하여, 바다 송사리 암컷 및 수컷 성체를 30 L 크기의 25 ℃ 수조에 암:수=2:1 비율로

수용하고 교배 및 산란 행동을 관찰하였다. 산란이 확인되면 즉시 수정란을 회수하여 제1난할기에 있는 수정란

을 선택, 현미경 하에서 세포질 내로 미세현미주입하였다. 미세현미주입은 미세현미조작기(micromanipulator;

Narishige, Japan)를 이용하였으며, 미세현미주입을 위한 DNA는 10 mM Tris-Cl, 0.1 mM EDTA pH 8.0 완충용액

에 100 ㎍/㎖ 농도로 조정하여 사용하였다. 1차 미세현미주입된 배(embryo) 110 개를 대상으로 형광 현미경 검

경을 통해 발생 단계별 RFP 발현 유무와 양상을 관찰하였다. 그 결과, mlc2-2 프로모터의 조절에 의한 RFP 발현

은 후기 배에서 근육특이적인 양상으로 관찰됨에 따라 mlc2-2 유전자 조절의 특징과 잘 일치하는 것으로 나타났

다. 도 6은 형질전환유전자 mlc2-2-RFP가 미세현미주입된 바다 송사리(Oryzias dancena) 배(embryo)에서의 형

광 발현을 보여주는 사진이다.

1차 분석 결과를 바탕으로 형질전환 어류를 생산하기 위하여, 다시 총 981 개의 수정란에 미세현미주입을 실시[0056]

하였다. 이중 342 개체(34.9 %)가 부화하였으며, 부화된 개체들 중 267 마리가 최종 성숙단계에 도달하였다. 성

체 267 마리 중 35 마리(13.2%)에서 적색 형광 발현이 관찰되었고, RFP 형광 발현은 모두 골격 근육에 국한 관

찰되어 mlc2-2 프로모터의 조절에 의한 근육 집중형 발현 특징을 잘 보여주었다. 생성된 F0 개체들은 모두 모자

이크 형태의 발현을 나타내었지만, 일반 바다 송사리와의 교배를 통해 생성된 F1 형질전환 개체들은 F0 부모와

는 달리 전 골격 근육에서 매우 강한 형광 발현을 나타내었다. 아래 표 7은 mlc2-2-RFP 형질전환 F0에서 F1 자

손으로의 형광발현 전달을 나타낸다.
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표 7

[0057]

도 7은 형질전환유전자 mlc2-2-RFP가 이식된 F1 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena) 및 일반 바다 송사리[0058]

(Oryzias dancena)의 외형 사진이다. 여기에서 보듯이, 이들 형질전환 바다 송사리의 경우 형광 조명 없이 육안

으로도 강한 적색 형광을 손쉽게 관찰할 수 있으며, 그 형광 발현 양상은 골격 근육 특이적으로 나타남으로써

눈, 지느러미, 상악 위쪽의 두부에서는 RFP 발현이 없는 것을 알 수 있다.

F1 단가접합성(hemizygous) 형질전환 개체들로부터 동형접합성(homozygous) 형질전환 계통을 확립하기 위하여,[0059]

F1 암컷 및 수컷 간 1:1 비율로 형매 교배를 실시하였다. 형매 교배를 통해서 확보된 F2 형질전환 표현형 보유

개체들 중 상대적으로 강한 형광 강도를 보이는 개체를 무작위로 6 미 선발하여 일반 바다 송사리와의 검정 교

배를 실시하였다. 생산된 F3 자손의 형광 발현 유무 조사를 통해 100% 형광 발현을 후대에 전달할 수 있는 4마

리의 형질전환 개체들을 확보함으로써, 염색체에 삽입된 형질전환 유전자 좌위가 동형접합화된 계통을 확립하였

다. 다음 표 8은 자손검정을 통한 mlc2-2 동형접합성 형질전환 F2의 선발을 나타낸 것이다.

표 8

[0060]

실시예 6: 베타-액틴 프로모터 조절에 의한 형광 바다 송사리 계통 확립[0061]

전 어체 조직에서 형광을 발현하는 오리지아스 동형접합계통을 제조하기 위해, 위에서 개발한 형질전환 발현벡[0062]

터 podb-actRFP의 SalI/AatII 절편을 미세현미주입하였다. 예비 평가용 실험으로써 O. dancena 세포에서 본 발

명의 베타-액틴 프로모터가 보편적인 RFP 발현을 유도할 수 있는지의 여부를 1차 조사하기 위하여, 형질전환 유

전자를 수정란에 미세현미주입한 후 발생 배(embryo)에서 형광발현을 조사하였다. 미세현미주입된 배(embryo)들

은 초기 체절기부터 강한 형광 발현을 나타내기 시작하였으며, RFP 발현 배체별로 그 발현 양상은 다양하고, 세

포 유형별 특이적인, 또는 발생 단계 특이적인 양상 없이 대부분의 모든 세포에서 보편적인 발현 특징을 나타내
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었다. 도 8은 형질전환유전자 베타-액틴-RFP가 미세현미주입된 바다 송사리(Oryzias dancena) 배(embryo)에서의

형광발현을 보여주는 사진이다.

본 결과를 바탕으로 본격적인 형질전환 어류를 제조하기 위해서 총 1189 개의 수정란에 다시 미세현미주입을 실[0063]

시하여, 이 중 386 마리(32.5 %)가 부화하였고, 최종 개체가 성숙이 가능한 성체까지 도달하였다. 성체를 대상

으로 외부 형광 표현형을 조사한 결과, 분석한 271 개체들 중 28 개체(10.3 %)들에서 RFP 발현이 검출되었고,

이중 9 미는 형광 조명의 도움 없이도 육안으로 RFP를 쉽게 검출할 수 있을 만큼 충분한 적색 형광을 나타내었

다. F0 세대의 개체들은 대부분 모자이크 형태의 형광분포를 나타내었지만, 그 적색 형광의 발현 양상은 특정

세포 또는 조직 유형에 국한된 특이 양상 없이 아가미, 지느러미, 근육 등 다양한 조직 유형에 걸쳐 형광 발현

을 나타내었다. 이들 형광 표현 F0 개체들 중 무작위로 선발된 개체들을 일반 바다 송사리와 교배를 통해 F1 후

대로의 형질전환 발현 전달이 가능한 계통을 선발하였다. 최종 선발된 총 9 미의 F0 개체들을 대상으로 대조군

과의 교배를 수행한 결과, 5 미의 F0 개체들이 F1으로 형광발현을 성공적으로 전달하였으며, 전달 빈도는 개체

별로  다양하게  나타났다.  다음  표  9는  베타-액틴  RFP  형질전환  F0에서  F1  자손으로의  형광발현  전달을

나타낸다.

표 9

[0064]

형광 표현이 모자이크 형태로 관찰되는 F0 세대와는 달리, 모든 세포가 단가접합체(hemizygote) 형태로 형질전[0065]

환 유전자를 포함하는 F1 개체들의 경우, 전 세포 및 조직에서 RFP 형광을 성공적으로 발현하는 것으로 나타나,

본 발명의 효과를 잘 보여주고 있다. 도 9는 형질전환유전자 베타-액틴-RFP가 이식된 F1 형질전환 바다 송사리

(Oryzias dancena) 외형 및 외부 조직들에서의 RFP 발현을 보여주는 사진이다. 이들 F1 개체들은 근육 전반에

걸쳐 온화한 RFP 형광 강도를 가지며, 여타 다른 조직에서는 조직별로 다양한 강도의 형광을 표현하고 있다. 외

부 표현형에 있어 본 형질전환 개체들은 눈, 비늘, 두부, 지느러미에도 모두 RFP 형광을 발현하며, 뿐만 아니라

내부 장기에 있어서도 신장, 소화관, 비장 등 여러 장기에서 다양한 형광 세기를 나타내는 등 베타-액틴 유전자

발현의 특징을 잘 따르는 것으로 나타났다. 도 10은 형질전환유전자 베타-액틴-RFP가 이식된 F1 형질전환 바다

송사리(Oryzias dancena)의 다양한 내부 장기들에서의 RFP 발현을 보여주는 사진이다. 따라서, 본 형질전환 계

통들은 상기 실시예 5의 근육 집중형 형광 발현 계통에서와 같이 근육에 강한 형광을 표현하지는 않지만, mlc2-

2-RFP 형질전환에서는 확보할 수 없는 모든 조직에서의 보편적 형광 발현 분포를 표현한다.

이들로부터 선발된 계통의 암, 수 F1 개체들 간의 형매 교배를 통해서 F2 형질전환 개체들을 생성하였다. F1 형[0066]

질전환 개체들 간의 교배를 통해 수정율, 부화율 및 초기 생존율에 있어서는 일반 대조군간의 교배와 유의적인

차이를 관찰할 수 없었으며, 형질전환 유전자의 발현 빈도 분석시 약 75%로 나타나 멘델 유전 방식과 일치함을

보여주고 있다. 또한, 감수 분열 등 형질전환 후대 전달과정에서 형질전환 유전자 발현의 감소 또는 소실 등 없

이 안정적인 생식 계통이 형성되었음을 잘 보여주고 있다. 생성된 F2 자손들을 대상으로 형광의 육안 평가를 통

해 상대적으로 높은 형광 강도를 나타내는 F2들을 선발하여 일반 바다 송사리들과 교배시켰으며, 부화 자어를

형광현미경으로 검경하여 100% 형질전환 발현의 전달이 가능한 개체들을 선발하였다. 다음 표 10은 자손검정을

통한 베타-액틴 RFP 동형접합성 형질전환 F2의 선발을 나타낸 것이다.
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표 10

[0067]

실시예 7: 더블 형질전환 형광 바다 송사리(O. dancena) 계통 확립[0068]

상기 실시예 5 및 6에서 확보한 형질전환 동형접합체 F2들을 대상으로 형질전환 계통간 교배를 실시하였다. 교[0069]

배는 암:수=1:1 방식으로 수행하였으며, 산란 및 교배를 통해 얻어진 수정란의 수정율, 부화율 및 초기 생존율

을 조사하였다. 그 결과 수정율 및 부화율 모두 일반 대조군간의 교배와 큰 차이가 없었으며, 따라서 생존력에

전혀 장애가 없이 두 형질전환 표현형을 동시에 획득한 더블 형질전환 개체들이 형성될 수 있는 것으로 판단되

었다.

형질전환 성체를 대상으로 형광 발현의 양상을 분석한 결과 더블 형질전환 개체들은 양친의 형광 형질을 모두[0070]

온전하게 표현함으로써, 베타-액틴 프로모터 조절에 의해 모든 조직에서 형광 발현을 나타냄은 물론, mlc2-2 프

로모터 조절에 의해 골격 근육계에서 강한 형광 발현을 나타내었다. 따라서, 베타-액틴 프로모터 단독 조절에

의한 형질전환 형광 발현이 골격근육에서 낮게 나타나는 단점을 해결하는 동시에, mlc2-2 프로모터 단독 조절에

의해서는 얻을 수 없었던 지느러미, 눈 및 두부에서의 항시구성적 형광 발현을 함께 획득함으로써, 종래에는 얻

을 수 없었던 신규 형광 표현형이 확보되었음을 잘 보여주고 있다. 도 11은 근육에서 강한 형광과 함께 전 조직

에서 형광을 표현하는 더블 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena) 사진이다.

두 동형접합성 형질전환 양친의 교배를 통해 형성된 더블 형질전환 개체들은 각 형질전환 유전좌위에 대해 단가[0071]

접합성(hemizygous) 상태를 나타내며, 검정교배 시 두 형질이 독립적으로 전달된다는 점으로 미루어볼 때 본 발

명에서 선발한 계통들의 경우 두 형질전환 유전좌위는 물리적으로 서로 연관되어 있지 않은 것으로 나타났다.

이에 따라, 더블 형질전환 개체들의 두 형질전환 유전좌위를 모두 동형접합 상태로 전환시키기 위해서 더블 형

질전환 개체들간 형매 교배를 다시 수행하였고, 이로부터 형성된 전체 자손 들 중 더블 형질전환(강한 근육 발

현 및 여타 조직에서의 항시구성적 발현)을 표현하는 개체들의 출현 빈도는 약 52%로서 멘델 유전 9:7(3:3:1)

방식의 유전 빈도와 유의적인 차이를 나타내지 않았다. 이들 더블 형질전환 표현형을 나타내는 개체들 중 총 25

미를 대상으로 일반 바다 송사리와의 교배를 실시하였고, 이중 3개체(3/25=12%)들이 안정적으로 다음 세대로 더

블 형질전환을 전달하는 동형접합체인 것으로 나타나, 역시 멘델의 독립 유전(1:2:2:4) 방식을 잘 따르는 것을

보여주었다. 표 11은 자손검정을 통한 더블형질전환 동형접합성 형질전환 계통 선발을 나타낸 것이다.
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표 11

[0072]

선발된 더블 형질전환 계통들의 개체들을 대상으로, 실제 두 형질전환 유전자가 한 개체 내 함께 존재하는지를[0073]

확인하기 위해서 mlc2-2-RFP 형질전환 유전자 및 베타-액틴-RFP 형질전환 유전자의 단편을 PCR로 검출하였다.

PCR 검출을 위해 형질전환 어류로부터 추출한 100 ng의 genomic DNA를 주형으로 하여, mlc2-2 프로모터에 특이

적인 제1 정방향 프라이머(TGODMlc2-2 2F; 서열번호 27), 베타-액틴 프로모터에 특이적인 제2 정방향 프라이머

(TGODb-act 1F; 서열번호 28), 그리고 두 형질전환 유전자의 공통 구조유전자인 RFP에 특이적인 역방향 프라이

머(TGRFP 1R; 서열번호 29)를 동시에 이용하여 다중방식 PCR(multiplex PCR)을 실시하였다. 다음 표 12는 더불

형질전환 개체의 PCR 동정을 위한 반응물의 조성 및 열 순환(thermal cycling) 증폭 조건을 나타낸 것이다.
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표 12

[0074]

도 12는 더블 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena)로부터 형질전환 유전자들의 PCR 증폭을 나타낸 결과이다.[0075]

여기에서 보면, 분석한 모든 개체에서 두 형질전환 유전자 단편이 검출되었으며, 따라서 본 발명의 더블 형질전

환 계통에서 관찰되는 형광 표현형이 도입된 형질전환 유전자의 작동에 의해 획득된 것임을 잘 보여주고 있다.

실시예 8: 이종간 잡종 배수체 유도를 통한 형질전환 불임 잡종 배수체 형광어류 제조[0076]

상기 실시예 7에서 선발된 더블 형질전환 동형접합체들의 생식학적 격리를 위해서, Oryzias javanicus와의 이종[0077]

간 교배 및 배수체 유도를 통해 잡종배수체 더블 형질전환체를 생성하였다. 더블 형질전환 O. dancena 암컷 2미

와 일반 O. javanicus 수컷 1미를 3개 수조 각각에 수용하고 잡종 교배 및 산란을 유도하였다. 교배를 위한 산

란 수조로는 30 L 용량의 25 ℃ 항온 수조를 이용하였고, 광주기는 명암 16h:8h으로 조정하였으며, 염분도는 15

ppt 기수 조건을 이용하였다. 산란 직후 수정란을 회수하여 온도자극 처리를 통해 제2극체 방출을 억제하였다.

온도 자극 처리는 수정 3 분 후 0 ℃에서 45 분간 수행하였고, 처리가 끝난 뒤 다시 25 ℃ 항온 부화조(15 pp

t)로 옮겨 부화를 유도하였다. 총 3회 반복처리 실시하였다. 이들 두 종간 잡종 교배시 수정률은 90.5%로 나타

나 종내 교배시와 큰 차이를 나타내지 않았고, 부화율은 평균 80.5%로서 양친의 종내 교배에 비해 다소 낮은 값

을 나타내었다. 온도 처리를 받은 이종간 배수체 처리군의 경우 평균 부화율은 68.8%로서 무처리 이배체 잡종군

에  비해  유의적으로  나타나,  부화율  감소는  온도  처리에  기인한  것으로  판단되었다.  잡종  배수체  발생  배

(embryo) 또는 부화 자어를 형광 현미경으로 관찰한 결과 모든 관찰 시료에서 100% RFP 형광을 나타냄으로써,

사용한 암컷 더블 형질전환 O. dancena로부터 전달된 형질전환 유전자가 이종간 세포핵융합(karyogamy) 상태에

서도 안정적으로 작동할 수 있음을 잘 보여주었다. 다음 표 13은 Oryzias dancena(F)×O. javanicus(M) 교배에

의한 이종간 잡종 및 잡종3배체 제조를 나타낸 것이다.

표 13

[0078]
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온도 처리에 의한 제2극체 방출 억제를 통한 3배체 배수성을 확인하기 위해, 잡종3배체 형질전환 개체들을 대상[0079]

으로 flow cytometry를 이용한 DNA 함량을 조사하였다. 그 결과, 이배체 O. dancena 암컷×O. javanicus 수컷

잡종의 세포 당 평균 DNA 함량은 1.7 pg/cell로 나타난 반면, 잡종3배체는 2.6 pg/cell로 나타나 1.5배 증가된

예상값과 매우 유사하였다. 다음 표 14는 Oryzias dancena(F)×O. javanicus(M) 잡종 및 잡종3배체의 세포 당

DNA 함량을 나타낸 것이다.

표 14

[0080]

따라서, 제2극체 방출 억제를 통해 형성된 잡종 배수체 더블 형질전환 개체들은 모계(더블 형질전환 O. dancena[0081]

암컷)의 반수체 2조와 부계(일반 O. javanicus 수컷) 반수체 1조를 포함한 3배체 잡종 어류로서, 모계에서 유래

한 더블 형질전환 유전자들의 작용에 의해 근육에서 강한 형광 발현(mlc2-2 프로모터 조절) 및 여타 조직들에서

의 형광발현(베타-액틴 프로모터 조절)을 동시에 나타내며, 그 표현형적 특징은 2배체 염색체조를 제공한 모계

의 표현형과 매우 유사하였다. 도 13은 더블 형질전환 바다 송사리(Oryzias dancena)와 오리지아스 자바니쿠스

(O. javanicus)와의 이종간 교배 및 배수체 유도를 통해 생성된 불임성 형질전환 잡종3배체의 사진이다.

이들 잡종 배수체 더블 형질전환 어류의 생식소 발달 유무를 관찰하기 위해서 5개월간 성장시킨 성체 암, 수를[0082]

대상으로 생식소 조직의 해부학적 외견 검사를 실시하였다. 그 결과, 모든 개체에서 일반 O. dancena  및 O.

javanicus 성체들은 성숙된 배우자를 포함한 잘 발달된 난소와 정소 조직을 보유하는 반면, 잡종 배수체들은 생

식소 발달이 완전히 억제되어 극히 작은 미발달 생식소가 관찰되거나 또는 육안으로 생식소를 쉽게 구분하기 어

려울 정도 발달이 억제되어 있었다.

이와 같이 미발달 억제형 생식소를 갖는 잡종 배수체 개체들이 일반 O. dancena 및 O. javanicus와의 교배를 통[0083]

해 생존력 있는 수정란을 형성할 수 있는지의 유무를 조사하였다. 1개월간의 1:1 교배(잡종배수체×O. dancena

교배군 6개 및 잡종 배수체×O. javanicus 교배군 6개)를 통해 산란 및 수정란 생성 유무를 조사한 결과를 다음

표 15에 나타낸다. 표 15는 더블 형질전환 잡종3배체의 생식능력을 평가한 결과이다.
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표 15

[0084]

여기에서 보면 O. dancena간 또는 O. javanicus 간 교배에서는 1개월간 매우 활발한 교배 및 산란을 통해 수정[0085]

란을 생산한 반면, 잡종 배수체와의 교배에서는 모든 교배군에서 전혀 생존력 있는 수정란을 생산하지 못한 것

으로 나타났다. 몇몇 교배군에서 잡종배수체와 함께 수용된 일반 O. dancena 또는 O. javanicus 암컷들이 일부

산란을 보였지만, 산란된 모든 알들은 100% 미수정란이었다.

이상의 결과에서 보듯이, 본 발명에 의해 생성된 더블 형질전환 잡종 배수체 개체들은 목적 형광 표현형을 잘[0086]

유지하지만, 생식학적으로는 완전한 기능적 불임으로서 일반 송사리 종들과의 교배를 통한 수정란 생산 능력이

온전히 제거되었음을 알 수 있다. 따라서, 본 발명을 통해 신규 형성된 더블 형질전환 잡종 배수체 바다 송사리

는 생태학적으로 보다 안전한 방식의 형광 관상 어류의 유통 및 이용 방안을 제공한다.
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도면2

도면3
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도면4

도면5
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도면6

도면7
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도면8

도면9
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도면10

도면11

공개특허 10-2012-0000912

- 28 -



도면12

도면13

서 열 목 록

<110>    PUKYONG NATIONAL UNIVERSITY INDUSTRY-UNIVERSITY COOPERATION FOUNDATION

<120>    DOUBLE TRANSGENIC STERILE FLUORESCENT MARINE MEDAKA

<160>    29

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    791

<212>    DNA

<213>    Oryzias dancena
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<400>    1

gggatatacg taaaacgcgg cttcacactg tcttctcttt cttgatcagc caaagctcca         60

ctcatagctt ctcaagatgg caccaaagaa ggccaagagg aggcaggcag caggagacgg        120

cggctcctcc aacgtgttct ccatgtttga gcagagccag attcaggagt acaaggaggc        180

cttcacaatc attgaccaga acagagacgg catcatcagc aaagatgacc tcagggacgt        240

gctggcatca atgggccaac tgaacgtgaa gaatgaggag ctggaggcca tgatcaagga        300

agccagcggc cccatcaact ttaccgtctt cctcaccatg tttggagaga agctgaaggg        360

tgccgacccc gaggatgtca ttctctccgc cttcaaagtc ctggaccccg agggtaccgg        420

atccatcaag aaggaattcc ttgaggagct cctgaccact cagtgcgaca ggttctccaa        480

ggaggagatt aagaacatgt ggtccgcctt ccccccagat gtggccggca acgtcgacta        540

caagaacatc tgctacgtca tcacacacgg agaggagaag gaggagtaaa gacaaaacta        600

caagacaaga aagacagcta tccttctgct ttctgccttc ccccctacct cctctgtcct        660

ccttttcctc cccgctcacc caaagccgtc acacttgcac atgagatggt ctgtagaata        720

tctgcttatg gggaataggg atgattttca ataaaaagat cctgtaaagt caaaaaaaaa        780

aaaaaaaaaa a                                                             791

<210>    2

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ODMlc2-2 GW1 primer

<400>    2

catcttgaga agctatgagt ggagct                                              26

<210>    3

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220

><223>    ODMlc2-2 GW2 primer

<400>    3

tggctgatca agaaagagaa gacagt                                              26

<210>    4

<211>    26

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ODMlc2-2 GW3 primer

<400>    4

gtcagaccta cgattaccgc ttagct                                              26

<210>    5

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ODMlc2-2 GW4 primer

<400>    5

ccagttataa ggactttccc acctgt                                              26

<210>    6

<211>    2946

<212>    DNA

<213>    Oryzias dancena

<400>    6

cagaacatga caaaacctac tgataattta tatttttatt tatttatatt tttaataaaa         60

ttattttcat tcacattcta aaataaaatg aagacaaatt acaaacaaaa gtgttttttc        120

ttaataaatc aactcagata aaaggataaa aatggtaaaa ctgctcttta aaaagtaata        180

aaacaaactt ttacctagta aatgtcactt gtttccactt ttgttccaac aatcagctaa        240

aaaaccagga aacaaaacaa aagaacttgc agcctccaga atggatcata aattctgagg        300

cgtctccggc gcatcatttc cttaagccgc cgcataggtc aagcagggga gcttcttcgc        360

attccacgcc atacatacat acataccaat catctgaaag gtgattgatg gcttcggagg        420

agtgtgggga gacgagtcaa tttacagcca cctgcagaac tcccacatct gtatggaagc        480

tcgagaggtc gtacgctcaa ccaggaaaca ataaaacaaa ccagaattat ctaaagacat        540

ttattaaaac tgattaattt attctttacg tttctaatgg tttatttgtg caattatttt        600

atatattttt agattaggat cctacatttg aaaaaaaaac tagttaaata tcattaaaat        660

atgagttttt ttgcatttcc atgtagatct gtggacaaac tgaaggatta tgggtaatca        720

aagatggcag acgtgtttgc cttcaaataa aaaatcgctt cagacttcat tacaaaaaaa        780

gaagaaacat aaaaaatgat caggaattag gacgtttgag tcaaactaaa gcaaaaactt        840

aaactctgga aaatctatgg aataaattat agaagtttat cagtgattct ccaacttttc        900

cctcaaaaag aagctttaat ttcaaagctc gctcataaac cttcagtaaa gtcagctctt        960
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atacaaaaag gactaacttt gtctgaaaag tgtgtttaaa aagtgtaaaa gctgtaataa       1020

actactatga aagcttgttt tatctcaaat atattgcagt gcttttgata aaaatgcagt       1080

attaagatct aagatcacag aaaatctata aatcagatta tatttggtca atttagtgtt       1140

aagctttttt aaatcaaata aatatcatct ttaattgttt attatggtac tcagagttcc       1200

taaaaatgac aaaaaaacct gtaaaatgtg tagttattcc ctaaaaaggt caaaggtcaa       1260

caggaactga ggctgtttct ctaaaatctg tcagcaggga caaccccaac ccaacagcag       1320

aaatagattc agctcataaa cactttcagc aacaaaccca gtgtttccac aacgtttttt       1380

ttaacgccaa tttggacgcg aatcttaaaa ctaacaaacg agacgaagcc ttcggctgtt       1440

tggggccggc gctttggcag accgtcaagt ttatttagct attttggtcg ctctcagctg       1500

ccccttttat gttcccccgg gaatgtctgc agctttcaaa gctgccaagt aatccccata       1560

tatttaagag agccgggcgg ggggtagatg gggcagggag gggctttaac aggtgggaaa       1620

gtccttataa ctggcatcaa acacaccttt gtggggcgga gctaagcggt aatcgtaggt       1680

ctgacgatgt ttttattcat taataggaaa aacatacaat aaaagttgta aaatcaaaca       1740

tgatggaaac gaaaagaaaa aattaaaagg agacagaagg aagaaaaact taaatgacat       1800

aaaaacatga aagagatcag gaagtagaga aagatttaga ataaatatga tctctaattg       1860

aaaaaaaatg ttgcaacata tcacgaaaag agtaatatat gatcacattt tttacttaag       1920

ctttttttca catgattcag ctctttacct ccaactttaa agctttttta tttttattgt       1980

gacaataatt acaagtaatt attaaattta aagcattaaa cttaaatagt aacccaaaaa       2040

atatttaaat agaagataaa atgtttagat tctggattta gtagctttga tttctgattt       2100

tatcgccaat taaataacgt ttctttgatg caatttggcc tttttcacat tgttttcaag       2160

aactaaatta taaattccac aaaaaaacac atagaagcaa aagctaagaa tataaaaata       2220

tattttttaa gtatttctat tcaaatttat ctgcactttt ttattcattc aaaaagagag       2280

ccaaataatt tacataaaag tttctggaaa catgcacatt ccaaaaggat gttttgtttt       2340

ctcccaaaca aagtaatata aaatatctaa atattttttt ggaaaatccc tccattcatg       2400

catgcatctg caccagtgct gctttaaaaa gccagcagag ctgtgaacat acagggcaaa       2460

agctgcatca ggagtggata taaaatataa cgctgcatcg ggcatcacaa accaaaaata       2520

aagtccgaca ccagcggctt tctgcacagc agatggaggt ggtcaggagg agggacagtg       2580

tccagcggtc caagtaagca tctatgtcct gaatgtcctt atttgtccac gtgggactgc       2640

aaacatggtg cagagtccct cagctatcag gtttacttaa ttccaagact cctgagtcta       2700

tttcggatct cctgtaaggt gatatgctaa cccgccattc tgtctccttc acttttacca       2760

tcacttgatg gtcgaccact ctctccctct cctttttttt tttttttaat ccccatccaa       2820
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acttaaagcg gcggctaaag atagcccggc ctgcagtata taagcccccg gggatatacg       2880

taaaacgcgg cttcacactg tcttctcttt cttgatcagc caaagctcca ctcatagctt       2940

ctcaag                                                                  2946

<210>    7

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    KpnI-ODMlc2-2 1F primer

<400>    7

aatggtaccc agaacatgac aaaacctac                                           29

<210>    8

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    AgeI-ODMlc2-2 1R primer

<400>    8

aataccggtc ttgagaagct atgagtgga                                           29

<210>    9

<211>    182

<212>    DNA

<213>    Oryzias dancena

<400>    9

agacaaaact acaagacaag aaagacagct atccttctgc tttctgcctt cccccctacc         60

tcctctgtcc tccttttcct ccccgctcac ccaaagccgt cacacttgca catgagatgg        120

tctgtagaat atctgcttat ggggaatagg gatgattttc aataaaaaga tcctgtaaag        180

tc                                                                       182

<210>    10

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    NotI-ODMlc2-2 3UFW1 primer

<400>    10
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atagcggccg cagacaaaac tacaagacaa gaa                                      33

<210>    11

<211>    40

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    NotI-AatII-ODMlc2-2 3URV1 primer

<400>    11

atagcggccg cgacgtcgac tttacaggat ctttttattg                               40

<210>    12

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    qODMlc2-2 1F primer

<400>    12

ttgaggagct cctgaccact                                                     20

<

210>    13

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    qODMlc2-2 1R primer

<400>    13

gaccatctca tgtgcaagtg                                                     20

<210>    14

<211>    1888

<212>    DNA

<213>    Oryzias dancena

<400>    14

gtcacacaca gcttgtgcgg gatatcattc gcctgaaacc gattcccttg aaacgaaaag         60

cccccccacc caaagtttag ccatggatga tgacattgcc gcactggttg ttgacaacgg        120

atctggcatg tgcaaagccg gattcgctgg agacgatgcc cctcgtgctg tctttccctc        180

catcgttggt cgccccagac atcagggagt catggttggt atgggccaga aagacagcta        240

cgtaggtgat gaagcccaga gcaagagggg tatcctgacc ctgaagtacc ccattgagca        300

cggtattgtt accaactggg atgacatgga gaagatctgg caccacacct tctacaacga        360
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gctgagaatt gcccccgagg aacaccccgt cctgctcact gaagcccctc tgaaccccaa        420

agccaacagg gagaagatga cccagatcat gtttgagacc ttcaacagcc ccgccatgta        480

cgttgccatc caggctgtgc tgtccctgta tgcctctggt cgtaccactg gtatcgtcat        540

ggactctggt gatggtgtga cccacacagt gcccatctac gagggctacg ctctgcccca        600

cgccatcctg cgtctggact tggccggccg cgaccttaca gactacctca tgaagatcct        660

gacagagcgt ggctactcct tcaccaccac agctgagagg gaaattgtcc gtgacatcaa        720

ggagaagctc tgctacgtcg ccctggactt cgagcaggag atgggcactg ctgcttcctc        780

ctcctccctg gagaagagct atgagctgcc tgacgggcag gtcatcacca tcggcaatga        840

gaggttccgt tgcccagagg ccctcttcca gccttccttc cttggtatgg agtcctgcgg        900

tatccatgag accacctaca acagcatcat gaagtgtgac gtcgatatcc gtaaggacct        960

gtatgccaac actgtgctgt ctggaggtac caccatgtac cccggcatcg ccgacagaat       1020

gcagaaggag atcacagccc tggccccatc caccatgaag atcaagatca ttgccccacc       1080

agagcgtaaa tactctgtct ggatcggagg ctccatcctg gcctctctgt ccaccttcca       1140

gcagatgtgg atcagcaagc aggagtacga tgagtctggc ccctccatcg tccaccgcaa       1200

atgcttctaa acagactttc tcctccccag ccaaacaccc aacaacttca gctctgttca       1260

aaaccacacc acacatttct cactcactca ggcgcagggc ctagacgacc aactcattgg       1320

catggcttca gttatttttg gcgcttgact caggatttaa aaaaaaaata aaaactggaa       1380

caatgaagga gatggtaatg ttttttgctt tttggctagg tttaaacacc ccaggcttcc       1440

gcagttgcat ctggggctta aatgtacatt ttgttcttta agtcattcca aatgttcgtt       1500

tactgcattg ttcagacatg attccaaatg taaactgcat tgttcagaca cgtatttgcc       1560

tctgtgaagg ctgcccagtg gttgagcata cttaaacatg gttgtagtat tgcttgtatg       1620

taaattatgt ctgggttttt tgtactttca gccttaaatc ttggtcctgt tcaaaatttt       1680

tttttttctt ttgttatgca aaacccaacc atgaccttct tccccctgtt ggaggttcat       1740

ctctggggtg gtgcggtcag gggtcttcaa gatgggggta aaatggggtg ccagaccagt       1800

ggggccaaac ctgtacactg actaaacaat cccaataaag tgcacatgtg ttccgacttg       1860

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa                                          1888

<210>    15

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ODb-ACTg FW primer
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<400>    15

tccgaaagtt taccttttat gg                                                  22

<210>    16

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ODb-ACTg RV primer

<400>    16

caagtcggaa cacatgtgca ct                                                  22

<210>    17

<211>    27

<212

>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ODb-ACT GW1 primer

<400>    17

atatcccgca caagctgtgt gtgacgg                                             27

<210>    18

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ODb-ACT GW2 primer

<400>    18

gtgaatttgc tagccgtggg cacgt                                               25

<210>    19

<211>    3884

<212>    DNA

<213>    Oryzias dancena

<400>    19

ctgggagcct gatagtgacg cttcagtttc actctgagtt taaaaacaca ctcagagttt         60

ggtgatacat gagcaggagt cttgccagga cagtattcca aatacttgga gtcattccca        120

cggaggaatg ttgacaacac actacatgat ctctcacttt ctagtagctc aggaaaactc        180

cagctctaat cctaatacag aaaaacgttc acactgtgct gcttggtctg caccagtttg        240

attcctagga ttgtaggttt attttttttt tttctgggtc taaatttaca ttttctgagc        300
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caaaattgta cagagaatgt ggggcatttg gtcgttctac attgaagtga atgggctccg        360

acttctttgt cttacgtgtc ccctggtggt ttctcgatga actgatgtgg ctctcttctc        420

acactggcct caaataggaa gtgttggtgt ttccaatttg tacaaaagaa atgcatgatt        480

gctaactcgc ctgataagga ctcagatcca aatgaaacct ggtgtggtac gacaatagtg        540

tgaatgccag caaactactc tgcactaaaa gtatgagaca tatgaataaa aaatctttgt        600

acaaactgga tctgatcatg atagaattct aagaatgtgc cattgtacaa tgtgttgtgg        660

taaagaggtg aagtttctta tcaatctatg atggtcagag aaccagcagg actggttttc        720

tttctttttg tctctgtcct cttctgcacc tctgatgaag tgaggtaaat ttttatgcaa        780

aagcattcca aatttcaaag tgaaaatttt accatcacct ggaaccaagc ctacgggact        840

tggaacccgc ccgaatgctt cacaaaactg attgcaaatc acctgactca cagcgggatg        900

agctggagct cattcattca ttcacctgca atcacgtaag gtgcatacta cgaagggaca        960

ctcctttgag gcaggattag atcctttccc agccaatccc tgtctgtgtt tttccagttt       1020

tagcagtgtt ctccactttg caagaacccg ccctgccaga tcacggacaa atagaaataa       1080

aaacgtgttt tagacgggcg cagcttgaat ggctaacaga tttcatttca ggcctgtaaa       1140

tgagtaagtg aagcgagttg gcctttgatc aacaagaacc cttcgttcca agtgtgagtg       1200

tttttatgag agaattaaaa ctcttacata aagaattatt tacatccaac tcgagagaga       1260

aagcctccat ttcctgtgag ttgagacaat caaaaactga cctttacacg caggatctgc       1320

tgatcaaaaa tgctagaatc tgcaacttca gaaggaagtg aggcatgttt tgtttgacca       1380

aaaaagctga aacgcttcca tttatgaagt ggaaatgtgt tgatgacaac aaaggccatt       1440

taaaacttaa agctacgaat gaatagaagg aagaggagat agcgttcaga agaaaagagt       1500

tggtgtaact gagagcaagg aagaggaagt ggcacaagag gaagagaaga agttgcagct       1560

tgtctctcgc agacagtgac aggtttaaat gtccttgggg ctatttaact tgaatgtgca       1620

gctagagtca aaaaaattaa ataaacaatg gtgaaactga atggaggaca agtggggtga       1680

aagaaaagaa gtgtaagcct ataaaaccca aaaaccagaa aggttacgcc tcttgcagtg       1740

aaccacagag aggaaatagg agcctgtgtg actttatttg tccttccgag ttaaactgga       1800

tgaatagtat gtgggctgtg tctgactggt tactttacac taaattgatc atttatggta       1860

aaaggtagat gcaagtcgga gtgcagcatc aatgccgtct caagtggtcc gtttttctca       1920

acttgtaggg gaaagaggaa gtagcaagag ctcagagaag ttagcaagaa tccagattaa       1980

tgccatacat ggtcaattag tattagagag attgtttttt tcaccattgc ttaaggaaaa       2040

agtggttatt gtccatcctc tgacagggca cttttacagt cctgagtgtg ttttgtgagt       2100
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catgtgttga acttggaggg tctgtgactc catctgagtt ggcattctgc tcccagcgtg       2160

tacatccaca taataactgt ctacaaattg catcaaacat acctcacatt tccatactga       2220

aatcctgagt gggagaacag gttttaagag gaaaagtatt cacagggagg agcagcatgt       2280

gctccactgt ttgaatgatc agataagcag ggggacttgc gcaataggtt taaacagatg       2340

catattctct ctctctctct ctctatatat atatatatca ctctttttaa actcgaaatg       2400

tattaatttg tgcacaaaac attatatcct tagattaggc ctcacatcaa tccctttcct       2460

tctattcccc cccagtccgt tgctgttatc gcctccctct ttctacgctc agtgcaccac       2520

agcgtgcacc cgacgtgccc cagtgagtga cgctggacca atcacaggcc gcgattccga       2580

aagtttacct tttatggaaa gagccgggca gctttcagag tataaatacc acgtgcccac       2640

ggctagcaaa ttcactctga gcgccgtcac acacagcttg tgcgggatat cattcgcctg       2700

aaaccgattc ccttgaaacg aaaagccccc ccacccaaag gtaagacgga agcgacattt       2760

ggtttaaatt taaattgttt tggaaagcat acatttattt atgcacttta acttttaata       2820

aaaaagtggc tttatcatgg ttttattttt gccactgcgg tatatttaga ccttactgag       2880

caaacctttt gttttatgta ttaaaataat gtataagatt ttaattaact ttattctttt       2940

aaattcgagc cacttaacag cgcaggtgcc ttttcattgt aaccggctaa tggatttttc       3000

tcagttaaat gttcttaaat atttctattt tatatataag cagctaaatg acaattaaaa       3060

tgtgtatgtt ttgtggtggg gttagttttt cgggttcttc tggggattct agccgtccga       3120

gttgaggctg tctgggtcct ggcgggtccc tttgtgcgcc gttacagcgg ggtgtgacct       3180

actttagcat attagcctag cttaatgcta acacgccctt ctagacttga ctctgaatta       3240

cttcatggtg ggggtgggga caactcttgc attcaattat agttttttta taaaagctaa       3300

tggatcttga aaagcaaagc aaatttggag ttattcgttt aaaataagtt ttaatttctc       3360

atttgacgac gaagaaatga caaatcattc aatccgagaa aaggcgtggc tttcaggaaa       3420

tgcttaatca gtcatgggcc cgcacgagtt cgatttcctt ctaaagcttg acatgtctgc       3480

tttatgccgg caatgagttc gcaaaaatta tgacgcagtg attaagattt ttcgttcttg       3540

agtaacaatg ggagggaacg ggggccgagt agggctgtaa tggactagtg ggagtggtct       3600

cgcgtcgccg ggtccgatag tttaatgtcc ctcctctctt gctgtacttt ggccgcgtgc       3660

ctcgccggta gccgcaaagc tgctcaaaac cgaactatgt ccttatatgg taacaagaga       3720

atgcagtacc acttcctttt gtctggcggt cggaatgtag cgctctaccg ccaccaagcg       3780

gccacttttg gaaactgcca ctcccagaca ggaagtgact gcaaagcaga tgggtgtgtc       3840

공개특허 10-2012-0000912

- 38 -



tctggtgcta acggctcatt tgtttgttct tttccagttt agcc                        3884

<210>    20

<211>    28

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ODb-ACTp 2F primer

<400>    20

atgtcgacag cctgatagtg acgcttca                                            28

<210>    21

<211>    28

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ODb-ACTp 2R primer

<400>    21

ataccggtgg ctaaactgga aaagaaca                                            28

<210>    22

<211>    30

<212

>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    NotI-ODb-ACT 3UFW1 primer

<400>    22

atagcggccg cacagacttt ctcctcccca                                          30

<210>    23

<211>    39

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    NotI-AatII-ODb-ACT 3URV1 primer

<400>    23

atagcggccg cgacgtccaa gtcggaacac atgtgcact                                39

<210>    24

<211>    650

<212>    DNA

<213>    Oryzias dancena

<400>    24
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acagactttc tcctccccag ccaaacaccc aacaacttca gctctgttca aaaccacacc         60

acacatttct cactcactca ggcgcagggc ctagacgacc aactcattgg catggcttca        120

gttatttttg gcgcttgact caggatttaa aaaaaaaaat aaaaactgga acaatgaagg        180

agatggtaat gttttttgct ttttggctag gtttaaacac cccaggcttc cgcagttgca        240

tctggggctt aaatgtacat tttgttcttt aagtcattcc aaatgttcgt ttactgcatt        300

gttcagacat gattccaaat gtaaactgca ttgttcagac acgtatttgc ctctgtgaag        360

gctgcccagt ggttgagcat acttaaacat ggttgtagta ttgcttgtat gtaaattatg        420

tctgggtttt ttgtactttc agccttaaat cttggtcctg ttcaaatttt tttttttctt        480

ttgttatgca aaacccaacc atgaccttct tccccatgtt ggaggttcat ctctggggtg        540

gtgcggtcag gggtcttcaa gatgggggta aaatggggtg ccagaccagt ggggccaaac        600

ctgtacactg actaaacaat cccaataaag tgcacatgtg ttccgacttg                   650

<210>    25

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    qODb-ACT 1F primer

<400>    25

atactctgtc tggatcgga                                                      19

<210>    26

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    qODb-ACT 1R primer

<400>    26

tgccaatgag ttggtcgtct                                                     20

<210>    27

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TGODMlc2-2 2F primer

<400>    27

cttctctttc ttgatcagcc a                                                   21
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<210>    28

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TGODb-ACT 1F primer

<400>    28

agctgctcaa aaccgaact                                                      19

<210>    29

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TGRFP 1R primer

<400>    29

gaaggacagc ttcttgtag                                                      19
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