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(54) 전분 기질내에 폴리펩티드의  캡슐화

요약

본  발명은  동화작용  단백질을  암호화하는  유전자로부터의  캡슐화  영역을  가지는  잡종 폴리펩티드
를 제공한다. 특히, 본 발명은 기질내에 부착된 단백질을 캡슐화하는 유전자를 암호화하는 재조합 핵산 
분자에 관한 것이며, 이러한 유전자는 전분내에, 특히 전분 입자 기질내에 원하는(페이로드)폴리펩티드를 
캡슐화한다. 이러한 재조합 핵산 분자를 포함하는 발현 벡터, 및 이것에 대한 숙주, 특히 이러한 벡터에
의해 형질변환된 상기 숙주의 전분-함유 부분이 또한 제공된다. 바람직하게, 전분내에 캡슐화된 외부 단
백질을 함유하는 곡물이 제공되는데, 이것은 포유류, 어류 및 조류의 먹이를 제조하는데 유용하다. 또한, 
본 발명은 전분, 특히 전분 입자로부터 정제된 단백질을 제조하는 방법 및 이러한 단백질의 공업적 사용
을 포함한다.

대표도

도1a

색인어
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폴리펩티드, 전분, 단백질

명세서

기술분야

본 발명은 동화작용 단백질을 암호화하는 유전자로부터의 캡슐화 영역을 가지는 잡종 폴리펩티드에 관한 
것이다. 

배경기술

다당류 효소.

원핵  세포  및  진핵  세포  둘  모두는  저장물(storage  reserve)로서  다당류  효소를  이용한다.  원핵 
세포에 있어서 1차 저장 다당류는 글리코겐이다. 글리코겐은 대부분의 유관속식물에서 발견되는 전분과 
유사하긴 하지만 상이한 사슬 길이 및 중합도를 나타낸다. 많은 식물에 있어서, 전분이 1차 저장 다당류
로서 사용된다. 전분은 전분 함유 식물의 여러 가지 조직내에 저장된다. 전분은 대부분 두 성분으로 이루
어지는데, 하나는 아밀로스이고, 다른 하나는 아밀로펙틴이다. 아밀로스는 선형 글루칸으로서 형성되고 
아밀로펙틴은 글루칸의 분지 사슬로서 형성된다. 대표적인 전분은 25% 아밀로스 및 75% 아밀로펙틴으로 
이루어진다. 그밖에, 흔히 상이한 식물로부터 얻어지는 전분은 상이한 특성을 가진다. 옥수수 전분과 감
자 전분은 인산기가 존재하거나 또는 존재하지않기 때문에 상이한 것으로 판단된다. 특정의 식물의 전분 
특성들은 식물 게놈내로 도입되어진 돌연변이 때문에 상이하다. 돌연변이 전분은 옥수수, 쌀 및 완두콩 
등에서 잘 확인된다. 

전분  분지  또는  전분  성분을  변화시키면  전분  특성이  상이해진다.  전분의  한  가지  특성은,  특히 
잎, 뿌리, 괴경 및 씨에 형성되는 전분 입자의 형성이다. 이러한 입자는 전분 합성 과정동안에 형성된다. 
전분의 특정의 신타아제, 특히 입자-결합 전분 신타아제, 가용성 전분 신타아제 및 분지 효소는 전분 입
자를 형성할 때 전분 입자내에 캡슐화되는 단백질이다. 

동물 및 세균 글리코겐 신타아제의 cDNA 클론의 사용이 국제특허출원 공개번호 GB92/01881호에 기술되어
있다. 글리코겐 신타아제의 누클레오티드 및 아미노산 서열이 상기 문헌으로부터 확인된다. 예를들어, 글
리코겐 신타아제를 암호화하는 E. coli glgA 유전자에 대한 누클레오티드 서열은 
GenBank/EMBL(SWISSPROT)  데이터베이스의  접근번호  J02616호로부터  구해질  수  있다(Kumar등,  1986,  J. 
Biol. Chem., 261:16256-16259 참조). E. coli 글리코겐 생합성 효소 구조 유전자가 Okita등에 의해 또한 
클론화되었다(1981, J. Biol. Chem., 256(13):6944-6952참조). 글리코겐 신타아제의 glgA 구조 유전자는 
Leung등에 의해 Salmonella typhimurium LT2로부터 클론화되었다(1987, J. Bacteriol., 169(9):4349-4354
참조).  토끼 골격근(Zhang등,  1989,  FASEB  J.,  3:2532-2536  참조)  및  사람의 근육(Browner  등,  1989, 
Proc. Natl. Acad. Sci., 86-1443-1447)으로부터 얻어지는 글리코겐 신타아제의 서열이 또한 알려져있다.

식물의  가용성  전분  신타아제의  cDNA  클론의  사용이  보고되었다.  완두콩의  가용성  전분  신타아제 
이소포름 Ⅰ 및 Ⅱ의 아미노산 서열이 다음문헌(Dry등, 1991, Plant Journal, 2:193202)에 발표되었다. 
벼의 가용성 전분 신타아제의 아미노산 서열이 다음문헌[Baba등, 1993, Plant Physiology]에 기재되었다. 
이러한 벼의 가용성 전분 신타아제의 아미노산 서열은 N-말단 서열을 부정확하게 열거하고 있기 때문에 
오해를 일으킬 수 있다. 아마 이것은 추출된 효소에서 프로테아제 감성 또는 다른 고유한 불안정성을 수
반하는 일부의 추출 실수때문인 것으로 판단된다. 정확한 N-말단 서열(AELSR을 이용하여 출발)은 벼의 가
용성 전분 신타아제의 트랜싯(transit) 펩티드 서열을 나타내는 것으로 보인다. 

옥수수  분지  효소  Ⅰ의  서열이  Baba등에  의해  연구되었다(1991,  BBRC,  181:8794  참조).  옥수수의 
배젖으로부터 얻은  전분  분지  효소  Ⅱ가  Fisher  및Shrable에  의해  연구되었다(1993,  Plant  Physiol., 
102:1045-1046참조). 식물, 세균 및 동물의 분지 효소의 cDNA 클론의 사용이 보고되었다. 세균의 분지 효
소(BE)에 대한 누클레오티드 및 아미노산 서열이 문헌으로부터 확인된다. 예를들어, Kiel등은 
Cyanobacterium  synechoccussp  PCC7942(1989,  Gene(Amst),78(1):918참조)로부터  그리고  Bacillus 

stearothermophilus(Kiel등, 1991, Mol. Gen. Genet. 230(12):136-144참조)로부터 분지 효소 유전자 glgB
를 클론화했다. S. cerevisiae의 유전자 glc3 및 ghal은 대립유전자이고 글리코겐 분지 효소를 암호화한
다(Rowen등, 1992, Mol. Cell Biol., 12(1):22-29참조). Matsumomoto등은 Neurospora crassa로부터 글리
코겐 분지 효소를 연구했다(1990,  J.  Biochem.,  107:118-122참조). 또한, Genbank/EMBL  데이터베이스는 
분지 효소를 암호화하는 E. coli glgB 유전자에 대한 서열을 포함하고 있다. 

전분  효소(EC  2.4.1.Ⅱ)는  전분  분자를  연장시키고  아밀로스  및  아밀로펙틴  둘  모두에  대하여 작
용하는 것으로 판단된다. 전분 신타아제(SYS)의 활성도는 입자 및 플라스티드의 기질과 관련이 있는 것으
로 밝혀질 수 있다. 결합된 전분 신타아제 효소의 전분 회합 능력이 잘 알려져있다. 전분 생합성과 관련
이  있는  여러  가지의  효소들은  상이한  결합성을  가지는  것으로  확인된다(Mu-Forster등,  1996,  Plant 
Phys. 111:821-829 참조). 입자-결합된 전분 신타아제(GBSTS)의 활성은 waxy 유전자의 생성물과 아주 상
관이 있다(Shure등, 1983, Cell 35:225-233참조). 옥수수, 쌀 및 감자와 같은 다수의 종의 아밀로스의 합
성은 이러한 유전자의 발현에 의존하는 것으로 밝혀졌다(Tasi, 1974, Biochem Gen 11: 83-96; Hovenkamp-
Hermelink 등, 1987, Theor. Appl. Gen. 75: 217-221 참조).   Vasser등은 감자로부터 얻은 입자-결합 전
분 신타아제에 대한 유전자의 분자 클론화 및 부분적 특성화를 발표했다(1989, Plant Sci. 64(2):185-192
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참조).  또한, Vasser등은 감자의 유전자-결합 전분 신타아제에 대한 유전자의 발현을 안티센스 구성물
(antisense  construct)을  이용하여 억제하는 것을 발표했다(1991,  Mol.  Gen.  Genet. 225(2):289-296참
조). 

다른 STS 효소가 Frydman 과 Cardini의 최초 연구후 가용성 전분 신타아제인 것으로 확인되었다(Frydman 
과 Cardini, 1964, Biochem. Biophys. Res. Communication 17:407-411참조). 최근에, 용어'가용성'의 적
절함이, 상기 효소가 입자와 회합될 뿐만 아니라 가용성 상으로 존재한다는 발견에 비추어 의문시되었다
(Denyer등, 1993, Plant J. 4: 191-198; Denyer등, 1995, Planta 97: 57-62; Mu-Forster등, 1996, Plant 
Physiol. 111: 821-829 참조). 일반적으로, 아밀로펙틴의 생합성은 가용성 전분 신타아제와 전분 분지 효
소의 상호작용을 수반하는 것으로 믿어진다. 가용성 전분 신타아제의 상이한 이소포름들이 확인되었고 완
두콩(Denyer 및 Smith, 1992, Planta 186: 609-617; Dry등, 1992, Plant Journal, 2:193-202 참조), 감자
(Edwards 등, 1995, Plant Physiol 112: 89-87; Marshall 등, Plant Cell 8: 1121-1135 참조) 및 쌀(Bata 
등, 1993, Plant Physiol. 103-: 565-573 참조)에서 클론화되었지만, 일부가 전분 분지 효소와 회합되는 
다중 이소포름은 거의 함유하지 않는 것으로 보인다(Tyynela 및 Schulman, 1994, Physiol. Plantarum 89: 
835-841 참조). STS 클론들의 공통의 특징은 효소의 ADP-Glc 결합 부위인 것으로 판단되는 KXGGLGDV 교감 
서열이 존재한다는 것이다(Furukawa  등,  1990,  J.  Biol  Chem  265:  2086-2090;  Furukawa  등,  1993,  J. 
Biol Chem. 268: 23837-23842 참조). 

옥수수에  있어서,  이소포름  Ⅰ  및  Ⅱ로서  알려져있는  STS의  두  가지  가용성  형태가 확인되었지만
(Macdonald 및 Preiss, 1983, Plant Physiol. 73: 175-178; Boyer 및 Preiss, 1978, Carb. Res. 61: 321-
334; Pollock 및 Preiss, 1980, Arch Biochem. Biophys. 204: 578-588; Macdonald 및 Preiss, 1985 Plant 
Physiol. 78: 849-852; Dang 및 Boyer, 1988, Phytochemistry 27: 1255-1259; Mu등, 1994, Plant J. 6: 
151-159 참조), 이들중 어느것도 클론화되지 않았다. 최근에, 옥수수 내배젖의 STSI 활성이 가용성 및 입
자-회합된  단편들에서  발견되는  76-kDa  폴리펩티드와  상관되었다(Mu  등,  1994,  Plant  J.  6:  151-159 
참조).  STS  Ⅱ의  정체는  아직  알려지지  않고  있다.  STS  Ⅰ  및  STS  Ⅱ는  상이한  효소학적  특성을 
나타낸다. STS Ⅰ은 프라이머-비의존 활성을 나타내는 반면에 STS Ⅱ는 글리코실 전이에 촉매작용하기 위
한 글리코겐 프라이머를 필요로한다. 가용성 전분 신타아제는 전분 퇴적을 위하여 높은 대사속도 조절 계
수를 가지며(Jenner 등, 1993, Aust. Plant Physiol. 22: 703-709; Keeling 등, 1993, Planta 191: 342-
348 참조), 승온에서 보통과는다른 반응속도 특성을 가지는 것으로 보고되었다(Keeling 등, 1995, Aust. 
J. Plant Physiol. 21 807-827 참조). 옥수수에 있어서 이소포름들은 서로 상당히 상이한 온도 최적성 및 
안정성을 나타낸다. 

식물의  전분  신타아제(  및  E.  coli  글리코겐  신타아제)서열은  ADPG  결합  영역인  것으로 알려져있
는 서열 KTGGL을 포함한다. 이러한 전분 신타아제 단백질중 어떠한 것에 대한 유전자가 본 발명에 따른 
구성물에서 사용될 수 있다. 

때때로 Q-효소로서 명명되는 분지 효소[α1,4D글루칸6D(α1,4D글루카노)트렌스퍼라아제
(E.C.2.4.1.18)]는 아밀로스를 아밀로펙틴으로 전환시킨다. α1,4D글루칸 사슬의 분절이 유사한 글루칸 
사슬의 1차 히드록시 기에 전달된다. 

세균의  분지  효소  유전자  및  식물  서열이  보고되었다(쌀  내배젖:  Nakamura등,  1992,  Physiologia 
Plantarum,  84:329-335  및  Yamanouchi,  1992,  Plant  Physiol.,  99:1265-1266;  완두콩:  Smith,  1988, 
Planta,  175:270-279  및  Bhattacharyya등,  1989,  J.  Cell  Biochem.,  Suppl.  13D:331;  옥수수  내배젖: 
Singh 및 Preiss, 1985, Plant Physiology, 79:34-40; VosScherperkeuter 등, Plant Physiology, 90:75-
84;  감자:  Kossmann  등,  1991,  Mol.  Gen.  Genet.,  230(12):39-44;  카사버:  Salehuzzaman  및  Visser, 
1992, Plant Mol Biol, 20:809-819 참조). 

다당류  효소의  분야에  있어서,  여러  가지의  식물종에서  다수의  전분  생합성  유전자를  사용하여 
식물의 전분 경로를 공학적으로 변경하기 위한 벡터가 보고되었다. 이러한 다당류 효소들중 일부가 셀룰
로오스, 전분 또는 글리코겐에 결합한다는 것이 잘 알려져있다. 다당류 효소의 사용이 있는 한 가지 특별
한  특허문헌은  식물  전분을  변형시키기  위하여  글리코겐  생합성  효소를  사용하는  것을  보여준다. 
Shewmaker에게 허여된 미합중국 특허 제 5,349,123호에 있어서, 식물 세포내에서  글리코겐 생합성 효소
를 형성하기 위한 DNA를 함유하는 벡터가 개시되어있다. 구체적으로, 상기 특허는 상기 효소를 도입시킴
으로써 감자 전분이 변화한다고 나타내고 있다. 또한, 다른 전분 생합성 유전자들 및 이들의 사용이 보고
되었다. 

잡종(융합)펩티드.

잡종  단백질(또한,  '융합  단백질'이라고도  명명함)은  하나의  폴리펩티드로  일제히  융합된  두 개
이상의 단백질로 이루어지는 폴리펩티드 사슬이다. 흔히 단백질들중 하나는 특정의 수용 세포에 결합하는 
리간드이다. 융합 펩티드를 암호화하는 벡터가 미생물의 발효를 통해 이질 단백질을 생성하는데 주로 사
용된다. 이어서, 생성된 융합 단백질은 잡종 폴리펩티드를 친화성 기질에 부착하기 위해 사용된다. 예를
들어, 융합 단백질은 칼럼에 결합될 수 있는 베타 갈락토시다제를 이용하여 형성할 수 있다. 이러한 방법
은 비루스성 항원을 형성하는데 사용되었다. 

또다른  사용은  잡종  폴리펩티드의  폴리펩티드들중  하나의  것을  회수하는것이다.  융합된  펩티드를 
분열시키기 위한 화학적 및 생물학적 방법이 알려져있다. 산-불안정성 아스파르틸-프롤린 결합이 펩티드
들 사이에서 이용되고 상기 펩티드들이 산에 영향을 받지 않는 경우 펩티드들을 분열시키는데 낮은 pH가 
사용될 수 있다. 호르몬은 시아노브로마이드에 의해 분열되어왔다. 그밖에, 부위-특이 단백질 가수분해에 
의한 분열이 보고되었다. 이온 크로마토그래피와 같은 다른 단백질 정제 방법은, 단백질의 전체 염기성을 
증가시켜서 이온 교환 칼럼에 대한 결합을 향상시키는 폴리아르기닌 테일(tail)을 사용함으로써 향상되었
다.          다수의 특허들은 잡종 펩티드 또는 특정의 사용을 위한 특별한 잡종 펩티드를 제조하는 
방법의 개선을 설명했다. Pastan등에게 허여된 미합중국 특허 제 5,635,599호는 잡종 단백질의 개선을 설
명하고 있다. 상기 특허는 잡종 펩티드의 일부로서 원형적으로 변경된 리간드를 보고하고 있다. 이러한 
리간드는 특이성 및 우수한 결합 친화성을 가진다. 잡종 단백질의 또다른 개선이 Kuliopulos 에게 허여된 
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미합중국 특허 제 5,648,244호에 보고되어 있다. 이러한 특허는 캐리어 펩티드를 가지는 잡종 펩티드를 
제조하기위한 방법을 설명하고있다.핵산중간분해효소에 의해 인식되는때 상기의 핵산 영역은 비현문구조
의 3-베이스 오버헹(nonpalinddromic 3-base overhang)을 발생시킨다. 따라서 벡터의 분열이 가능해진다. 

구체적인  목적을  가지는  잡종  단백질의  예가  미합중국  특허  제  5,643,756호에  보고되어있다. 이
러한 특허는 세포내에서 글리코실화 단백질을 발현시키기 위한 벡터를 보고하고 있다. 이러한 잡종 단백
질은 HIV gp 120의 적당한 면역 반응성에서 사용하기에 알맞다. 크게 글리코실화되는 gp 120 도메인의 분
리는 이러한 보고된 벡터에 의해 향상된다. 

미합중국  특허  제  5,202,247호  및  5,137,819호는  다당류  결합  도메인을  갖는  잡종  단백질  및, 다
당류 기질에 결합될 수 있는 잡종 단백질의 제조 방법 및 조성물을 논하고 있다. 구체적으로, 미합중국 
특허 제 5,202,247호는 관심있는 펩티드에 셀룰라아제 결합 영역을 연결시키는 잡종 단백질을 가르치고 
있다. 이러한 특허는 잡종 단백질이 셀룰로오스상에서의 친화성 크로마토그래피에 의해 세균 숙주에서 발
현된후 정제될 수 있다고 기재하고 있다. 

유전자  공학  기술의  발달에  따라,  여러  가지의  유기체  및  식물로부터  다른  유기체  또는  식물내로 
유전자를 전달할 수 있게되었다. 과거에 전분은 형질전환 또는 돌연변이생성에 의해 변경되어왔지만 더욱
더 변경시킬 필요성이 여전히 존재한다. 따라서, 전분내에서 구체적으로는 전분 입자내에서 원하는 아미
노산 또는 펩티드의 캡슐화(encaptsulation)를 제공하는 벡터들이 요구된다. 얻어지는 전분은 변경되고 
상기 벡터를 운반하는 식물로부터 얻은 조직이 변형된다. 

발명의 상세한 설명

본  발명은  전분-캡슐화  영역(starch-encaptsulating  region;  SER)에  내생하지않는,  즉  상기 전분
-캡슐화 영역에 결합된 채로 자연 발생하지않는 페이로드폴리펩티드(payload polypeptide)에 융합된 전분
-결합 효소(starch-binding)로부터의 전분-캡슐화 영역을 포함하는 잡종 폴리펩티드를 제공한다. 이러한 
잡종 폴리펩티드는 상기 페이로드 폴리펩티드를 포함하는 변경된 전분을 제조하는데 유용하다. 이러한 변
경된 전분은 특정의 아미노산이 풍부한 곡물을 제공하는데 사용될 수 있다. 또한, 이러한 변경된 전분은 
위산에 의한 분해에 내성이 있도록 전분-캡슐화 형태를 가지는 호르몬 및 다른 약제, 예를들어 인슐린과 
같은 펩티드를 제공하는데에도 유용하다. 또한, 상기 잡종 폴리펩티드는 쉽게 정제되는 형태의 페이로드 
폴리펩티드를 제조하는데에도 유용하다. 예를들어, 세균 발효에 의해, 또는 곡물 또는 동물에 의해 제조
되는 상기의 잡종 폴리펩티드는 당업계에 공지된 방법에 의해 회합되는 변경된 전분으로부터 분리 및 정
제될 수 있다. 

본원에서  사용되는  용어'폴리펩티드'는  같거나  또는  상이한  복수의  아미노산을  의미하고, 단백질
을 또한 포함한다. 

용어'잡종  폴리펩티드'는  호르몬과같은  또다른  폴리펩티드에  융합된  전분  -결합  효소의  전분 캡
슐화-영역과같이, 최소한 2개의 상이한 소오스로 부터의 펩티드또는 폴리펩티드로 이루어진 폴리펩티드를 
의미하며, 이러한 잡종 폴리펩티드의 2 개이상의 성분 부분들은 사실상 일제히 융합된 채로 발생하지 않
는다.  

용어'페이로드  폴리펩티드'는  이러한  페이로드  폴리펩티드를  함유하는  변경된  전분을  발현하기 
위한 전분-캡슐화 영역과의 회합상태로 발현이 요구되는 것으로, 전분-캡슐화 영역에 내생(endogenous)하
지않는 폴리펩티드를 의미한다. 

이러한  페이로드  폴리펩티드가  변경된  전분내의  특정의  아미노산의  아미노산  함량을  향상시키기 
위해 사용되는 경우, 이러한 페이로드 폴리펩티드는 Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile, 
Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, 및 Val로 이루어진 그룹에서 선택된 세 가지이하의 상이
한 타입들의 아미노산으로 이루어지는 것이 바람직하다.  

페이로드  폴리펩티드가  숙주  유기체  또는  또다른  유기체에  생물학적  활성  폴리펩티드를 공급하기
위해 사용되는 경우, 상기 페이로드 폴리펩티드는 호르몬, 예를들어 인슐린, 성장 인자, 예를들어 소마토
트로핀, 항체, 효소, 면역글로불린, 또는 색소와 같은 생물학적 활성 폴리펩티드일 수 있거나 또는 당해 
기술분야에 알려져있는 바와같이 상기 생물학적 활성 폴리펩티드의 활성 단편일 수 있다. 이러한 폴리펩
티드는 생물학적 활성을 가지는 한에 있어서는, 자연 발생 폴리펩티드일 필요는 없지만, 돌연변이생성되
거나, 절단되거나(truncated), 또는 그렇지않으면 변경될 수 있다. 이러한 생물학적 활성 폴리펩티드는 
생물학적 활성 폴리펩티드의 생물학적 활성 부분만을 함유하는 변경된 폴리펩티드일 수 있다. 또한, 이러
한 생물학적 활성 폴리펩티드는 생물학적 활성을 유지하는 자연 발생 아미노산에 상동(바람직하게는 약 
75%이상의 상동)인 아미노산 서열일 수 있다. 

잡종  폴리펩티드의  전분-캡슐화  영역은  당업계에  알려져있는  어떠한  전분  -결합  효소,  예를들어 
가용성 전분 신타아제 Ⅰ, 가용성 전분 신타아제 Ⅱ, 가용성 전분 신타아제 Ⅲ, 입자- 결합된 전분 신타
아제, 분지 효소Ⅰ, 분지 효소Ⅱa, 분지 효소Ⅱb 및 글루코아밀라제 폴리펩티드의 전분 -캡슐화 영역일 
수 있다.

잡종  폴리펩티드가  순수한  또는  부분적으로  정제된  형태의  페이로드  폴리펩티드를  제조하기위해 
사용되는 경우, 이러한 잡종 펩티드는 전분-캡슐화 영역과 페이로드 폴리펩티드사이에서 분열 부위를 포
함하는 것이 바람직하다. 정제된 페이로드 폴리펩티드를 분리하는 방법은 잡종 폴리펩티드를 그 분열 부
위에 대하여 특이성이 있는 분열제와 접촉시키는 것을 포함한다.

또한,  본  발명은  잡종  폴리펩티드를  암호화하는  재조합  헥산(  RNA또는  DNA)분자를  제공한다. 이
러한 재조합 헥산 분자는 선택된 숙주내에서 잡종 폴리펩티드를 발현시키는데 적합한 조절 서열을 포함하
는 것이 바람직하다. 용어'조절 서열'은 프로모터, 인트론, 특정의 숙주 유기체에 대하여 바람직한 코돈 
서열, 및 특정의 숙주에서 DNA 또는 RNA의 발현에 영향을 미치는 것으로 당업계에 알려져있는 다른 서열
을 포함한다. 전분-캡슐화 영역 및 페이로드 폴리펩티드를 암호화하는 헥산 서열은 자연 발생 헥산 서열, 
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또는 이것의 생물학적 단편일 수 있거나, 또는 이러한 서열에 대하여 상동, 바람직하게는 이러한 서열에 
대하여 최소한 75% 상동인 생물학적 활성 서열일 수 있다. 

숙주  유기체로는  세균,  식물  및  동물이  있다.  바람직한  숙주는  식물이다.  외떡잎식물  및 쌍떡잎
식물 둘 모두가 본 발명의 잡종 폴리펩티드를 발현하기위한 유용한 숙주이다. 

또한,  본  발명은  본  발명의  잡종  단백질을  암호화하는  핵산을  포함하는  발현  벡터를  제공한다. 
이러한 발현 벡터는 핵산을 숙주 유기체내에 형질변환하기위해 사용되며 숙주 유기체에서 핵산의 발현을 
돕는 서열을 또한 포함한다. 이러한 발현 벡터는 플라스미드, 변경된 바이러스, 또는 DNA 또는 RNA 분자, 
또는 당업계에 알려져있는 형질변환계에서 유용한 다른 벡터일 수 있다. 

본 발명에 따라, 본 발명의 잡종 펩티드를 발현할 수 있는 재조합 핵산 분자를 포함하는 형질변환된 세포
가 생성된다. 이러한 세포는 단세포 유기체, 식물, 또는 동물로 부터의 원핵 또는 진핵 세포일 수 있다. 
이러한 세포는 잡종 폴리펩티드가 얻어질 수 있는 세균성 세포일 수 있다. 또는 이러한 세포는 잡종 폴리
펩티드가 얻어질 수 있는 식물로 재생될 수 있는 식물 세포일 수 있거나, 또는 이러한 식물 세포는 잡종 
폴리펩티드를 암호화하는 핵산을 함유하는 종자에 의해 번식력이있는 식물로 재생될 수 있다. 바람직한 
실시예에 있어서, 이러한 종자는 페이로드 폴리펩티드를 포함하는 변경된 전분을 함유한다. 

용어 '변경된 전분'은 페이로드 폴리펩티드를 포함하도록 변경되어진 자연 발생 전분을 
의미한다. 

소화  과정에서  특정의  단계로  페이로드  폴리펩티드의  소화를  목표로하는  방법,  예를들어  동물의 
위장에서 페이로드 폴리펩티드의 분해를 방지하는 방법이 또한 제공되는데, 이 방법은 페이로드 폴리펩티
드를 포함하는 본 발명의 변경된 전분을 동물에게 공급함으로써, 폴리펩티드가 동물의 위장에서 분해되는 
것을 전분에 의해 방지한다. 선택적으로, 전분은 위장에서 소화되어 폴리펩티드를 방출하는 것으로 알려
져있는 것일 수 있다. 

본  발명의  바람직한  재조합  핵산  분자는  본  명세서의  표에서  기재된  전분  합성  유전자 서열로부
터 선택된 전분-캡슐화 영역을 암호화하는 DNA를 포함한다. 

본  발명의  바람직한  플라스미드는  특정의  숙주와  함께  사용하기에  적합하다.  프로모터, 플라스미
드-목표 서열, 전분-캡슐화 영역을 암호화하는 핵산 서열, 및 종결 서열을 포함하는 플라스미드가 제공된
다. 이러한 플라스미드는 선택된 숙주에서 발현하기 위한 전분-캡슐화 영역 및 페이로드 폴리펩티드를 암
호화하는 DNA 서열의 삽입을 위해 적당한 것이다. 

본  발명의  플라스미드는  SER을  암호화하는  핵산과  페이로드  폴리펩티드를  암호화하는  핵산사이의 
융합 부위에 근접한 스페이서(spacer) 또는 링커 유니트(linker unit)를 임의로 포함할 수 있다. 본 발명
은 원핵 또는 진핵 숙주에 적합한 프로모터를 포함하는 플라스미드를 포함한다. 또한, 이러한 프로모터는 
외떡잎식물 및 쌍떡잎식물에서의 발현에 특히 적합하다. 

본  발명의  펩티드-변경된  전분을  형성하는  방법은  전분-캡슐화  영역을  암호화하는  핵산과  회합된 
프로모터를 갖는 플라스미드를 공급하는 단계와, 상기 플라스미드를 이용하여 숙주를 형질변환하여 상기 
숙주가 펩티드-변경된 전분을 발현하도록하는 단계를 포함하는데, 상기 전분-캡슐화 영역을 암호화하는 
핵산 서열은 페이로드 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 영역에 연결된다. 

또한,  본  발명은  배자;  영양  조직;  및  변경된  전분  입자를  포함하는  전분-함유  입자를  포함하는 
전분-함유 곡물을 포함하는데, 상기 변경된 전분 입자는 변경되지않은 전분 입자에 내생하지않는 캡슐화
된 단백질 입자를 갖는다. 이러한 전분 함유 곡물은 배자가 옥수수 배자, 쌀 배자, 또는 밀 배자인 곡물
일 수 있다. 

본원에 나타낸 모든 간행물들은 본 발명과 불일치하지않는 정도까지 본원에 참조로 인용된다. 

본  발명은  잡종  폴리펩티드,  잡종  폴리펩티드를  제조하는  방법,  및  이러한  잡종  폴리펩티드를 암
호화하는 핵산을 제공한다. 잡종 폴리펩티드는 하나의 펩티드 사슬로 일제히 융합된 두 개이상의 부분
(subpart)들로 이루어진다. 이러한 부분은 아미노산 또는 펩티드 또는 폴리펩티드일 수 있다. 이러한 부
분들중 하나는 전분-캡슐화 영역이다. 따라서, 잡종 폴리펩티드는 이러한 잡종 폴리펩티드를 발현하는 유
기체에 의해 생성된 전분 입자내로 도입( target )될 수 있다. 

세포내에서  잡종  폴리펩티드를  제조하는  방법은,  중요한  폴리펩티드(페이로드  폴리펩티드)를 암
호화하는 DNA 서열에 연결되고, 부착 DNA의 발현 생성물을 전분 입자상에 결합하도록 작용하는 서열을 암
호화하는 DNA의 최소한 하나의 단편을 포함하는 DNA 구성물의 제조를 포함한다. 이러한 구성물은 원핵 또
는 진핵 세포내에서 발현된다. 잡종 폴리펩티드는 정제된 단백질을 생성하거나, 중요한(페이로드) 단백질
을 전분 입자내에서 고정화하거나, 또는 외부 아미노산 또는 펩티드를 함유하는 입자를 생성하는데 사용
될 수 있다. 

본 발명에 따른 잡종 폴리펩티드는 하기와같은 세 개의 영역을 가진다.

페이로드 펩티드(X) 중심 부위(CS)* 전분-캡슐화 영역(SER) 

여기서, X는 중요한 관심있는 어떠한 아미노산 또는 펩티드임.

* 임의 성분.

X에 대한 유전자는 아래에 기술된 DNA 구성물내에서 5' 또는 3' 위치에 있을 수 있다. 

CS는  당업계에  알려져있는  바와같은  이탈  부위(leaving  site),  분열  부위,  또는  스페이서일  수 
있다. 분열 부위는 분열 효소에 의해 인식된다. 분열 효소는 특별한 부위에서 펩티드를 분열시키는 효소
이다. 펩티드를 분열시키기위해 이용되어온 효소의 예로는 트롬빈, 트립신, 시아노브로마이드, 포름산, 
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히드록실 아민, 콜라게나제, 및 알라서브틸리신( alasubtilsin)이 있다. 스페이서는 잡종 폴리펩티드를 
포함하는 펩티드들을 결합시키는 펩티드이다. 보통, 스페이서는 펩티드들을 결합시키거나, 어느정도의 최
소 거리를 유지하거나, 또는 단백질의 중첩(folding), 전하, 및 물의 수용도(water acceptance)에 영향을 
주는 것 이외에 어떠한 다른 활성을 갖지는 않는다. 스페이서는 잡종 폴리펩티드의 생물학적 활성을 방해
하지않는 어떠한 펩티드 서열일 수 있다. 

전분-캡슐화  영역(SER)은  전분에  대하여  결합  친화성을  가지는  폴리펩티드의  영역이다.  보통, 
SER은 식물의 분지 효소 및 전분 신타아제의 전분-결합 영역을 포함하는 펩티드들로 이루어진 그룹에서 
선택되지만, 글루코아밀라제 등과같은 다른 소오스로부터의 전분-결합 영역을 포함할 수도 있다. 본 발명
의 바람직한 실시예에 있어서, SER은 전분 합성 경로중에 자연 발생하는 유전자의 펩티드 생성물을 포함
한다. 이러한 바람직한 SER들은 전분-형성 캡슐화 영역(SFER)으로 정의된다. 이밖에, 본 발명에서 바람직
한 SER은 특정의 효소 전분 신타아제(STS), 입자-결합된 전분 신타아제(GBSTS) 및 전분 함유 식물의 분지 
효소(BE)로부터의 특정의 전분-캡슐화 영역(SSER)이다. 가장 바람직한 유전자 생성물은 GBSTS이다. 그밖
에, 전분 신타아제 Ⅰ 및 분지 효소Ⅱ가 유용한 유전자 생성물이다. 바람직하게, SER(및 위에서 열거한 
모든 전분 캡슐화 영역)은, 절단부가 전분-캡슐화 영역을 포함하도록 하는 완전한 길이의 전분 합성 효소 
유전자의 절단된 버전(truncated version)이다. 

숙주내에서 잡종 폴리펩티드를 발현하기위한 DNA 구성물은 아래와같다.

프로모터 인트론* 트렌싯 펩티드 
암호화 영역*

    X   SER 터미네이터

여기서,*는 임의 성분이다. 다른 임의 성분들이 또한 사용될 수 있다. 

이  기술분야에  알려져있는  바와같이,  프로모터는  전사  제어  DNA의  영역이다.  상이한  유형의 프로
모터들이 상이한 숙주들에 대하여 선택된다.  Lac  및  T7  프로모터들은 원핵생물에서 잘 작동하고,  35S 
CaMV 프로모터는 쌍떡잎식물에서 잘 작동하고, 폴리유비퀴틴 프로모터는 많은 외떡잎식물에서 잘 작동한
다. 어떠한 수의 상이한 프로모터들이 이 기술분야에 알려져있고 본 발명의 범위내에서 사용될 수 있다. 

또한  이  기술분야에알려져있는  바와같이,  인트론은  유전자  생성물을  암호화하지않는 유전자내부
의 누클레오티드 서열이다. 외떡잎식물에서의 발현을 흔히 증가시키는 인트론의 한 가지 예는 Adhl이다. 
상기 구성물에서 이러한 성분은 임의적인 것이다. 

트렌싯(transit)  펩티드  암호화  영역은  색소체와  같은  세포기관내로  단백질의  전좌를  암호화하는 
누클레오티드 서열이다. 트렌싯 펩티드를 이용하는 숙주에 의해 인식되고 또 그것과 양립할 수 있는 트렌
싯 펩티드를 선택하는 것이 바람직하다. 본 발명에 있어서 선택되는 플라스티드는 전분체이다. 

잡종  폴리펩티드는  전분체에서  전분을  합성하고  저장하는  식물세포와  같은  세포내의  전분체내에 
위치하는 것이 바람직하다. 숙주가 전분체를 함유하지않는 세균 또는 다른 세포인 경우, 트렌싯 펩티드 
암호화 영역이 있을 필요는 없다. 

터미네이터는 전사를 종결하는 DNA 서열이다. 

X는  페이로드  폴리펩티드에  대한  암호화  영역으로서,  중요한  어떠한  폴리펩티드  또는  아미노산의 
사슬일 수 있다. 이것은 공지된 폴리펩티드의 전체 서열을 가질 수 있거나  또는 그것의 유용한 단편을 
포함할 수 있다. 상기 페이로드 폴리펩티드는 폴리펩티드, 또는 이것의 단편, 또는 효소, 호르몬, 성장 
인자, 면역글로불린, 색소 등과같은 생물학적 활성 단백질일 수 있다. 본 발명에서 이용될 수 있는 페이
로드 폴리펩티드의 일부의 예로는 프로락틴(PRL), 혈청 알부민, 성장 인자 및 성장 호르몬 즉, 소메토트
로핀이 있다. 혈청 알부민으로는 소, 양, 말, 닭, 및 사람의 혈청 알부민이 있다. 성장 인자로는 표피 성
장 인자(EGF), 인슐린-유사 성장 인자 Ⅰ(IGI-Ⅰ), 인슐린-유사 성장 인자Ⅱ(IGI-Ⅱ), 섬유아세포성장인
자(FGF),  형질  변환  성장  인자  알파(TGF-alpha),  형질변환 성장인자 베타(TGF-beta),  신경  성장 인자
(NGF), 혈소판-유도된 성장 인자(PDGF), 및 재조합된 사람의 인슐린-유사 성장 인자Ⅰ(rHuIGF-Ⅰ) 및 Ⅱ
(rHuIGF-Ⅱ)가 있다. 본 발명을 실시하기위해 이용될 수 있는 성장 호르몬으로는 소, 돼지, 양, 말, 닭, 
및 사람의 성장 호르몬이 있다. 돼지의 성장 호르몬으로는 유럽 특허 출원 공보제 104,920호(Biogen)에서 
설명되고 청구된 바와같은 델타-7 재조합 돼지 성장 호르몬이 있다. 바람직한 페이로드 폴리펩티드는 성
장 호르몬, 인슐린 A 및 B 사슬, 칼시토닌, 베타 엔도르핀, 우로가스트론, 베타 글로빈, 마이오글로빈, 
사람의 성장 호르몬, 안지오텐신, 프롤린, 프로테아제, 베타-갈락토시다제, 및 셀룰라아제가 있다.

또한,  잡종  폴리펩티드,  SER  영역  및  페이로드  폴리펩티드는  글리코실화,  아실화,  및  펩티드의 
원하는 활성을 방해하지않는 다른 변경과 같은 이 기술분야에 알려져있는 후번역 변경을 포함할 수도 있
다. 

잡종 폴리펩티드의 발생.

SER은  생합성에  관련된  유전자내에  존재한다.  이러한  유전자를  분리하기  위한  방법은  게놈  DNA 
라이브러리 및 cDNA 라이브러리로부터 스크리닝하는 것을 포함한다. 이러한 유전자는 결찰, 돌연변이생성
제, 소화, 제한 및 다음문헌[Maniiatis등, Molecular  Cloning,  Cold  Spring  Harbor  Labs,  Cold  Spring 
Harbor, N.Y]에 설명된 다른 이와같은 과정에 따라 절단 및 변화될 수 있다. SER 영역에 접근하기위한 우
수한 출발물질의 예로는 전분 신타아제 Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ,Ⅳ, 분지효소 Ⅰ,ⅡA 및 B 및 입자-결합된 전분 신타아
제(GBSTS)가 있다. 이러한 유전자는 벼, 옥수수, 완두콩, 감자, 밀등과 같은 전분 함유 식물에 존재한다. 
DNA 또는 cDNA 또는 mRNA 또는 SER에 대하여 발생된 항체로 만든 SER 프로브를 사용하면, 클로닝에 유용
한 유전자의 분리 및 확인이 가능해진다. 이러한 전분 효소-암호화 서열은 회합된 폴리펩티드를 캡슐화하
기위한 SER  영역의 능력을 방해하지않는 다는 조건으로 변경될 수 있다. 

전분  입자내에  캡슐화되는  단백질을  암호화하는  유전자가  위치하는때,  이  기술분야에  잘 알려져
있는 바와같은 몇 가지의 방법이 SER을 분리하기위해 이용될 수 있다. 한 가지 방법은 유전자를 제한 효
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소를 이용하여 여러 가지의 부위에서 절단하여 N-말단으로부터 부위들을 제거하여 얻어지는 단백질을 발
현시키는 것이다. 이어서, 발현된 절단된 단백질은 전분 겔상에 놓여져서 잔류 단백질의 회합 및 해리 상
수가 구해진다. 이 기술분야에 알려져있는 표지 유전자, 예를들어 그린 형광 단백질 유전자가 절단된 단
백질에 부착되어 전분 입자내에서 표지 유전자의 존재를 결정하기 위하여 사용될 수 있다. 

SER  유전자  서열  영역이  분리되면  이것은  전분내에  캡슐화된  페이로드  폴리펩티드를  발현시키는 
유전자 단편 서열을 제조하는데 사용될 수 있다. SER 유전자 서열 및 페이로드 폴리펩티드를 암호화하는 
유전자 서열은 일제히 결찰될 수 있다. 이어서, 얻어지는 융합된 DNA는 여러 가지의 숙주에서 발현하기 
위한 다수의 벡터 구성물에 위치할 수 있다. 바람직한 숙주는 색소체내에서 전분 입자를 형성하지만, SER
의 테스트는 E. coli와 같은 세균 숙주내에서 쉽게 수행될 수 있다. 

페이로드  폴리펩티드를  암호화하는  핵산  서열은  DNA,  RNA,  게놈  DNA,  cDNA,  mRNA로부터  유도될 
수 있거나, 또는 전체적으로 또는 부분적으로 합성될 수 있다. 페이로드 폴리펩티드의 서열은, 돌연변이
를 함유하여 생성된 단백질이 생물학적 기능을 유지한다는 조건으로 새로운 돌연변이 단백질이 되도록 조
작될 수 있다. 

페이로드  폴리펩티드-암호화  핵산  서열이  SER-암호화  서열에  결찰되는때,  이러한  페이로드 폴리
펩티드에 대한 유전자 서열은 N-말단을 암호화하는 SER 서열의 말단에서 부착되는 것이 바람직하다. N-말
단이 바람직하긴 하지만, 페이로드 폴리펩티드가 SER의 N-말단에 결찰되는지  또는 C-말단에 결찰되는지
는 본 발명에 있어서 중요한 것으로 여겨지지 않는다. 명백히, 합성에 의해서든지 또는 클로닝 또는 결찰
에 의해서든지 상관없이 본 발명의 재조합 핵산 분자를 형성하는 방법은 본 발명에 있어서 중요한 것이 
아니다.

잡종  폴리펩티드의  중심  영역은  임의적인  것이다.  본  발명의  일부의  사용에  있어서  이러한 영역
에서 적절한 프로테아제 분열 부위를 암호화하는 DNA를,  잡종 폴리펩티드를 발현하기위해 사용되는 재조
합 분자내로 도입하는 것은 매우 유용할 수 있다. 선택적으로, 중심 영역을 형성하는데 pH-민감성인 아미
노산 서열을 암호화하는 DNA를 도입하는 것이 유용할 수도 있다. 본 발명이 프로테아제등에 의해 전분 입
자로부터 추출 및 방출될 수 있는 순수한 단백질을 발달시키기 사용되는 경우에는, 프로테아제 분열 부위
가 유용하다. 그밖에, 단백질이 동물에서 소화되어야하는 경우에는 프로터아제 분열 부위는 동물의 소화
관에서 효소가 전분으로부터 단백질을 방출시키는 것을 돕는데에 유용할 수 있다. 

중심  부위는  스페이서를  포함할  수  있다.  스페이서는  잡종  폴리펩티드를  포함하는  단백질을 결합
시키는 펩티드를 의미한다. 보통 스페이서는 단백질들을 결합시키거나, 어느정도의 최소한의 거리를 유지
하거나, 또는 잡종 단백질의 겹침, 전하, 또는 소수성 또는 친수성에 영향을 미치는 것 이외에 다른 어떠
한 특별한 활성을 갖지는 않는다. 

구성물 발생.

잡종  폴리펩티드를  암호화하는  결찰된  DNA가  형성되면,  DNA를  잡종  폴리펩티드를  발현시키기위한 
숙주에 전달할 수 있는 클로닝 벡터 또는 플라스미드가 제조된다. 본 발명의 재조합 핵산 서열이 적절한 
클로닝  벡터  또는  플라스미드내로  삽입된다.  본  발명에  있어서  바람직한  숙주는  전분  입자-생성 
숙주이다. 그러나, 세균 숙주가 이용될 수도 있다. 특별히 유용한 것은 식물의 일부 또는 전부의 전분-합
성 유전자를 함유하도록 형질변환된 세균 숙주이다. 당업자는 플라스미드가 숙주에 알맞는 것으로 이해하
고 있다. 예를들어, 세균 숙주에 있어서 전사 조정 프로모터로는  lac, TAC, trp등이 있다. 그밖에, 트랜
싯 펩티드(transit peptide)를 암호화하는 DNA는 거의 사용될 수 없었고 이러한 구조적 유전자보다 앞선 
비밀스런 선두물질(secretory leader)이 폴리펩티드를 매질내로 도입하기 위해 사용될 수 있다. 선택적으
로, 이러한 생성물은 숙주내에서 유지되고 숙주는 분해되고 생성물이 전분 추출법에 의해서 또는 물질을 
전분 기질(또는 아밀로스 또는 아밀로펙틴, 글리코겐 등)에 결합시켜서 생성물을 추출함으로써 분리 및 
정제될 수 있다. 

바람직한  숙주가  식물이므로  바람직한  플라스미드는  식물에서  사용하기에  적합하다. 플라스미드
는 프로모터, 바람직하게는 식물의 전분-함유 조직에서 단백질의 발현을 목표로하도록 적합화된 프로모터
를 함유한다. 이러한 프로모터는 씨, 뿌리, 괴경등과 같은 여러 가지의 조직에 대하여 특이성이 있을 수 
있거나, 또는 식물의 조직도처에서 유전자를 발현하기위한 구성 프로모터일 수 있다. 잘 알려진 프로모터
로는 10 kD 제인(옥수수) 프로모터, CAB 프로모터, 파타스틴(patastin), 35S 및 19S 콜리플라워 모자익 
바이러스 프로모터(쌍떡잎식물에서 매유 유용함), 폴리유비퀴틴 프로모터(외떡잎식물에서 유용함) 및 이 
기술분야에 알려져있는 상기 것들의 개량물 또는 변경물이 있다.

클로닝  벡터는  플라스미드를  정확한  위치로  향하게하기  위한  트렌싯  펩티드  암호화  서열을 함유
할 수 있다. 트렌싯 펩티드 암호화 서열의 예들이 서열표에서 나타나있다. 다른 트렌싯 펩티드에 대한 암
호화 서열이 사용될 수 있다. 사용되는 숙주에서 자연 발생하는 트렌싯 펩티드가 바람직하다. 옥수수에 
대한 바람직한 트렌싯 펩티드 암호화 서열이 표 및 도면에서 확인된다. 트렌싯 펩티드의 목적은 벡터를 
세포내의 정확한 영역에 조준하는데 있다. 

트랜싯  펩티드  암호화  서열에  부착된  것은  페이로드  폴리펩티드의  N-말단을  암호화하는  DNA 서열
이다. 이러한 페이로드 폴리펩티드를 암호화하는 서열의 방향은 감지 전사(sense transcription)가 요구
되는가 또는 항감지(antisense) 전사가 요구되는가에 따라 변화한다. 본원에서 상세하게 설명된 DNA 구성
물은 N-말단에서 페이로드 폴리펩티드를 암호화하는 서열을 가지지만 SER 암호화 영역이 N-말단 및 페이
로드 폴리펩티드 서열 이후에 있을 수도 있다. DNA 구성물의 말단에는 터미네이터 서열이 있다. 이러한 
서열은 이 기술분야에 잘 알려져있다. 

클로닝  벡터는  숙주내로  도입되어  형질변환된다.  클로닝  벡터,  바람직하게  플라스미드를 숙주내
로 도입하는 것은 이 기술분야에 알려져있는 다수의 형질변환 방법에 의해 수행될 수 있다. 이러한 방법
은  숙주에  따라  변화할  수  있지만  예로는  미립자  충격법,  미세  주입법,  Agrobacterium  형질변환법, 
'whiskers' 기술(미국특허 제 5,302,523호 및 5,464,765호), 전기천공법등이 있다. 숙주가 식물인 경우, 
세포는 재생되어 식물을 형성할 수 있다. 숙주가 형질변환되고 단백질이 숙주안에서 발현되면, 숙주내에
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서 페이로드 폴리펩티드를 암호화하는 DNA의 존재가 확인될 수 있다. 발현된 단백질의 존재는 Western 
Blot 또는 ELISA에 의해서 또는 식물 또는 세포내의 변화의 결과에 따라 확인될 수 있다. 

캡슐화된 단백질의 사용.

본  발명은  다수의  용도를  가진다.  잡종  폴리펩티드는  전분으로부터  순수한  형태로  분열될  수 있
고(분열 부위가 포함될 수 있음) 순수한 단백질이 회수될 수 있다. 선택적으로, 전분내에 캡슐화된 페이
로드 폴리펩티드는 소비 동물(동물은 포유류, 조류 및 어류를 포함함)의 소화관의 여러 가지 부위에 단백
질을 운반하기 위해 미가공의 형태로 사용될 수 있다. 예를들어, 물질이 캡슐화되어있는 전분이 소화에 
내성이 있는 경우, 단백질은 동물의 장내로 서서히 방출되므로 값어치있는 단백질이 위장에서 분해되는 
것이 방지된다. 메티오닌 및 리신과같은 아미노산이 동물에게 공급되는 입자내로 직접 혼입되도록 캡슐화
됨으로써, 이러한 아미노산을 갖는 식이를 다른 형태로 보충하기위한 필요성이 제거된다. 

본  발명은  호르몬,  효소,  단백질,  단백질성  영양소  및  단백질성  의약품을  동물의  소화관내의 특
정의 소화 부위로 조준하는 것을 가능하게한다. 전분내에 캡슐화되고 상부 소화관에서 일반적으로 소화되
는 단백질은 비소화 방식으로 위를 통과할 수 있고 장에 부분적으로 또는 완전히 흡수될 수 있다. 장벽을 
통과할 수 있는 경우, 페이로드 폴리펩티드는 동물을 약으로 치료하거나, 또는 동물의 예방접종을 위해서 
또는 동물에게 이용될 수 있는 영양소를 강화하기 위해서 성장 호르몬과 같은 성장 인자를 제공하기위해 
사용될 수 있다. 

사용된  전분이  위에서의  소화에  대하여  내성이  없는  경우,  추가된  단백질이  동물의  상부 소화관
에서 흡수되도록 목표될 수 있다. 이를위하여, 변경된 전분을 생성하기위해 사용된 숙주는 슈가리 2 타입
(sugary 2 type) 전분이 만들어지도록 돌연변이생성 또는 형질변환될 필요가있다. 본 발명은 변경된 전분
을 형성하는 돌연변이새성 유기체를 숙주로서 사용하는 것을 포함한다. 이러한 돌연변이생성 숙주의 일부
의 예로는 슈가리 1 돌연변이, 슈가리 2 돌연변이, 취성(brittle) 돌연변이, 수축된(shrunken) 돌연변이, 
밀같은(waxy)  돌연변이, 아밀로스 익스텐더 돌연변이, 흐린(dull)  돌연변이, 불투명(opaque)  돌연변이, 
가루가많은(floury) 돌연변이 등이있다. 이러한 돌연변이 전분 및 상이한 식물원으로부터의 전분은 상이
한 수준의 소화성을 가진다. 따라서, DNA 의 발현을 위한 숙주 및 변경된 전분이 공급되는 동물을 선택함
으로써, 잡종 단백질이 목표되는 곳에서 소화될 수 있다. 상이한 단백질들이 상이한 신체 부분들에 가장 
효율적으로 흡수된다. 선택된 소화성을 갖는 전분으로 단백질을 캡슐화시킴으로써, 단백질이 소화관도처
의 어디에서든지 그리고 소화 과정 동안의 특정의 시기에 공급될 수 있다. 

본  발명의  또다른  이점은  원하는  폴리펩티드의  글리코실화를  상이한  수준으로  발현하거나  또는 
억제하려는 능력이다. 캡슐화 과정은 단백질이 다른 DNA 분자에 의해 발현되는 경우와 상이한 글리코실화 
상태로 입자내에서 발현되는 것을 가능하게한다. 글리코실화는 캡슐화의 양, 이용되는 숙주 및 폴리펩티
드의 서열에 의존할 수 있다. 

위에서  설명한  특징을  갖는  개량된  곡물이,  다른  바람직한  특징을  갖는  것으로  알려져있는 식물
의 유전자 조작에 의해서 생성될 수 있다. 전분-합성 효소 유전자의 누클레오티드 서열을 조작함으로써, 
식물에서 생성되는 핵심 아미노산, 단백질 또는 펩티드의 양을 변경시킬 수 있다. 식물, 진균, 세균 또는 
동물의 기원을 갖는 한 가지 이상의 유전자 공학적 유전자 구조물이 성적 교차 또는 형질변화에 의해서 
식물 게놈내로 도입될 수 있다. 이러한 공학적 유전자는 야생형 유전자의 추가의 복제를 포함할 수 있거
나 또는 새로운 성질을 갖는 변경 또는 대립 또는 교번 효소를 암호화할 수 있다. 이러한 유전자 구성물
(들)을 도입하면, 감지 또는 항감지 배열로 도입된 유전자(들)의 양 및 유형에 따라 여러 가지의 효과가 
얻어진다. 이것은 특이 단백질 또는 펩티드를 생성하려는 식물의 능력을 증가시키거나 또는 개선된 아미
노산 균형을 제공하려는 식물의 능력을 증가시킬수 있다. 

전분 생합성에 포함된 효소의 클로닝.

본  발명의  DNA  구성물을  제공하기위해  공지의  클로닝법이  사용될  수  있다.  특별한  형태의  SSTS, 
GBSTS, BE, 글리코겐 신타아제(GS), 아밀로펙틴, 또는 본원에서 사용된 다른 유전자의 소오스는 전분 또
는 글리코겐을 만들 수 있는 어떠한 유기체일 수 있다. 가능한 공여 유기체가 스크리닝 및 확인된다. 이
어서, 아래와같은 두 가지의 방법이 수행될 수 있다. (a)본원에 설명된 프로토콜후 효소 정제 및 항체/서
열 발생을 사용하며; (b)관련된 유기체로부터의 라이브러리에서 SSTS, GBSTS, BE, GS, 아밀로펙틴, 또는 
다른 전분-캡슐화 효소에 대한 게놈 DNAs를 확인하기위한 이종 프로브로서 SSTS, GBSTS, BE, GS, 아밀로
펙틴 또는 다른 cDNA를 사용한다. 유전자 형질변환, 식물 재생, 및 테스트 프로토콜은 이 기술분야에 알
려져있다. 이러한 경우에 있어서, 전분 형성동안 발현을 확실히하는 조절 서열을 함유하는 형질변환을 위
한 유전자 구성물을 만들 필요가 있다. 이러한 조절 서열은 많은 소립자와 괴경 및 뿌리에 존재한다. 예
를들어 이러한 조절 서열은 입자 결합 전분 신타아제 합성(GBSTS), 가용성 전분 신타아제 (SSTS), 또는 
분지 효소(BE) 에서 옥수수 배젖으로서 또는 전분 합성 경로 효소에서 다른 옥수수 배젖으로서 쉽게 입수
할 수 있다. 상기 배젖으로부터의 조절 서열은 정확한 발생시기에 단백질의 발현을 확실하게한다(예를들
어, ADGP 피로포스포릴라제).

     이 방법에 있어서 본 발명의 발명자들은 글리코겐 또는 아밀로펙틴과같은 적당한 농도의 탄수화물의 
존재하에 자생 단백질 전기영동법을 이용하여 전분-결합 단백질의 전분-결합 함량을 측정했다. 전분-캡슐
화 영역은 지정부위돌연변이유발법 또는 당업자에게 알려져있는 다른 유전자 공학 방법을 이용하여 밝혀
질 수 있다. 새로운 펩티드 또는 아미노산 조합을 가지는 새로운 유전자 공학적 단백질은 본원에 설명된 
방법을 사용하여 평가될 수 있다. 

실시예

실시예 1:

전분-캡슐화 단백질의 확인 방법.

전분-입자 단백질 분리:
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     12.5g 입자를 25ml 추출 완충액(50mM 트리스 아세테이트, pH 7.5, 1mM EDTA, 1mM DTT)에서 3x20초동
안 Waring  블렌더를 이용하여 1분의 배합 간격으로 균질화한다. 시료를 얼음위에서 유지한다. 미라 천
(mira cloth)을 통해 여과하고 6,000rpm으로 30분간 원심분리한다. 상징액을 버리고 백색 전분 펠릿위에
있는  변색된  고체를  버린다.  펠릿을  25ml완충액에  재현탁하고  재원심분리한다.  세척을  2회  이상 
반복한다. 재현탁 및 세척된 펠릿은 -20℃에 두는 것이 가능하다. 전분을 공기 흐름중에서 건조시킨다. 
-20℃에서 저장한다. 

단백질 추출:

      전분 50mg을 에펜도르프(eppendorf)에서 2%SDS와 혼합한다. 4℃에서 5분간 18,000rpm으로 와동 회
전시킨다. 1ml시료를 완충액(4ml  증류수, 1ml  M  Tris-HCl,  pH  6.8,  0.8  ml  글리세롤, 1.6ml  10%  SDS, 
0.4ml B-메르캡토에탄올, 0.2ml 0.5% 브롬페놀 블루)에 가한다. 엔도르프를 덮게의 구멍을 이용하여 10분
간 끓인다. 냉각하고, 10,000rpm으로 10분간 원심분리한다. 상징액을 새로운 엔도르프내로 경사분리한다. 
위에서 설명한바와같이 4분간 끓인다. 냉각한다.

SDS-Page 겔: (변성되지않음)

                                10%재용해       4%스택(stack)

       아실/비스(Bis)40%스톡(stock)    2.5 ml           1.0ml

       1.5M Tris pH 8.8               2.5ml            -

       0.5M Tris pH 8.8               -                2.5ml

       10% SDS                       100㎕           100 ㎕

       물                              4.845ml         6.34ml

       15분 탈기후 새로이 추가         

       10%과황산암모늄                 50㎕            50㎕

       TEMED                         5㎕             10㎕

미니-프로티안 Ⅱ 이중 슬라브 세포(Mini-Protean Ⅱ Dual Slab Cell); 겔당 3.5ml의 재용해 완충액. 4% 
스택을  상부(top)에  붓는다.  겔은  200V  일정  전압에서  런닝(running)한다.  10  x  런닝  완충액(250  mM 
Tris, 1.92 M 글리신, 1%SDS,pH8.3).

전분-캡슐화 영역의 측정 방법:

용액:

추출 완충액: 50 mM Tris-아세테이트 pH 7.5, 10 mM

             EDTA, 10% 수크로스, 2.5 mM

             DTT-프레시

스택킹 완충액:                       0.5M Tris-HCl, pH 6.8

재용해 완충액:                       1.5M Tris-HCl, pH 8.8    

10X 하부 전극 완충액:               30.3g Tris+144g 글리신qs 1L.(pH는 ∼8.3,

                                    조절없음). 사용을 위해 희석. 

상부 전극 완충액:                    하부 전극과 동일함.

수크로스 용액:                        18.66g 수크로스+100 ml dH2O

30%아실/비스 스톡(2.67%C):          146g 아크릴아미드+4 g비스+25ml dH2O.      

                                    500ml 수준에 도달시킴. 여과하고 어둠   

                                    속에서 1달 동안 4℃에서 저장함. 500ml     

                                    수준에 도달시킴. 

15%아실/비스 스톡(20%C):          6g 아크릴아미드+1.5g 비스+25ml dH2O. 여     

                                  과하고어둠속에서 1달 동안 4℃에서 저장  

                                  함. 500ml수준에 도달시킴.

리보플라빈 용액:                  1.4g 리보플라빈+100 dH2O. 어둠속에서 1

                                  달간 저장함.

SS 평가분석 믹스( mix):          25mM 시트르산나트륨, 25mM Bicine-NaOH(

                                 pH 8.0), 2mM EDTA, 1mM DTT-프레시,

                                 1 mM  아데노신 5'  디포스포글루코스-프
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                               레시, 10mg/ml 토끼간 글리코겐 타입Ⅲ-프레시. 

요오드 용액:                       2g 요오드+20g KI, 0.1 N HCl 1 리터 이하. 

추출:

4ml추출 완충액+12g 배젖. 균질화한다. 

미라천 또는 4층 치즈천을 통해 여과한다. 20,000g(14,500 rpm, SM-24 로

 우터)회전시킨다. 20분. 4℃.

글래스 피펫을 사용하여 상징액을 제거한다.

0.85ml 추출물+0.1ml 글리세롤+0.05ml 0.5% 브로모페놀 블루.

미세구축물( microfuge)을 충분한 속도로 5분간 와동 회전시킨다. 직접사

용하거나 또는 액체 질소에서 동결시키고 -80℃에서 2주이하동안 저장한다.

캐스트 겔(cast gel):

양면 스카치 테이프의 친수성 면를 사용하여 Gel Bond PAG 필름(FMC

      Industris, Rockland, ME)을 외부 유리판에 부착한다. 상기 테이프 및 필름

      을 상기 판의 바닥부와 가능하면 접근하게하고 평평하게 정렬한다. 상기 필

      름은 상기 판보다 약간 더 작다. 필름과 판의 사이로 물을 분출시켜서 필름

      을 부착한다. 과량의 물을 배출하기위한 조직을 사용한다. 판들을 보통상태

      로 세우고 판들의 바닥부를 점착성 접착제로 밀봉한다. 회색 러버가 캐스팅 

      스탠드(casting stand)로부터 제거되지않는 경우 그 캐스팅 스탠드내로 카셋

      트를 맞추어넣는다. 겔을 필름과함께 중합하고 차후의 모든 조작동안 부착된 

      채로 유지한다. 

캐스트 4.5% T 재용해 미니-겔(0.75g):

2.25ml dH2O

+3.75ml 수크로스 용액

+2.5ml 재용해 완충액 

+1.5ml 30%아실/비스 스톡

+각각의 겔에 대하여 여러 가지 양의 글리코겐(즉, 0-1.0%)

15분간 탈기

+50㎕ 10% APS

+5㎕ TEMED

30분 또는 밤새 중합

캐스트 3.125% T 스택:

1.59ml dH2O 

+3.75ml 수크로스 용액

+2.5ml 스택 완충액

+2.083ml 15% 아크릴/비스 스톡

탈기하지않음.

15㎕ 10% APS

+35㎕ 리보플라빈 용액

+30㎕ TEMED

라이트 벌브(light bulb)에 근접하여 2.5시간동안 중합.

콤(comb)을 잡아뽑기전에 4℃에서 냉각한다. 또한 콤은 사용할 수 없고 1

센티미터의 스태커를 캐스트할 수 있다.

상기의 과정:

상이한 온도에서 진행할 수 있음; 겔 및 용액을 예비배양함.

200V에서 15분동안 예비진행함.
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겔을 적재시킴: 웰(well)당 7㎕, 또는 콤이없는 경우에는 115㎕.

색소 프론트( front)가 바닥부에 접근할 때 까지 140V에서 진행함. 여러

가지의 진행온도는 전체의 겔 장비를 물중탕내에 위치시킴으로써 달성됨.

효소 평가분석: 색소 프론트에서 겔을 절단한다. SS에서 배양한다. 평가분

석 믹스를 온건한 교반과함께 실온에서 밤새 유지함. 겔을 물로 세정한다. 

I2K/KI 용액을 이용하여 플러딩(flooding)시킨다. 라이트 박스(light box)에

서 겔의 사진을 찍고 그 사진을 평가한다. Rm=겔의 상부로부터 활성 밴드까

지의 mm/겔의 상부로부터 겔의 바닥부까지의 mm. 1/Rm에대한 글리코겐%를 플

로트한다. 선이 x 축을 교차하는 점은 -K(y=0)이다. 

SER 영역 길이에 대한 테스트 및 평가 프로토콜:

SER의  선택을  위한  상기의  과정후,  4개의  기본  단계가  필요하다.  우선  전분-암호화  영역을  갖는 
단백질을 암호화하는 DNA가 선택되어야한다. 이것은 예를들어 아밀라제에 대한 유전자와같은 공지의 전분
-결합 유전자 또는 전분-합성 유전자로부터 선택될 수 있다. 단백질이 추출되어야한다. 다수의 단백질 추
출 방법이 이 기술분야에 잘 알려져있다. 이러한 단백질은 프로테아제에 의해 처리되어 상이한 길이의 딘
백질  단편이  형성될  수  있다.  바람직한  단편은  단백질의  N-말단으로부터  1차적으로  삭제된  부분을 
가진다. 이러한 SER 영역은 N-말단보다는 C-말단에 더욱 가까이 위치한다. 이러한 단백질은 상기에 기술
된 바와같이 겔상에 두어지고 겔 기질에 대한 친화성이 평가된다. 더욱높은 친화성은 단백질의 그 영역이 
기질을 더욱 선호한다는 것을 나타낸다. 이러한 방법은 상이한 단백질들의 비교를 통해 전분 캡슐화 영역
이 천연 단백질인지 합성 단백질인지 확인하는 것을 가능하게한다. 

실시예 2:

SER 융합 벡터:

하기의  융합  벡터들이  E.  coli에서의  사용을  위해  적응된다.  이러한  벡터에서  예상되는  SER에 부
착된 융합 유전자는 유전자 형광 단백질(GFP)를 암호화했다. 단백질 및 폴리펩티드를 암호화하는 어떠한 
수의 상이한 유전자들이 상기의 벡터에 결찰될 수 있다. 이러한 경우의 GFP에 있어서, 제 2 유전자 또는 
유전자 단편에 융합된 waxy 옥수수의 SER을 갖는 융합 벡터를 구성했다. 

pEXS114(도  1a참조):합성GFP를  프라이머  EXS74(5'-GACTAGTCATATG  GTG  AGC  AAG  GGC  GAG GAG-3'[서
열 번호 1] 및 EXS74(5'-CTAGATCTTCATATG CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC-3')[서열번호 2]를 사용하여 플라
스미드 HBT-SGFP(Jen Sheen으로부터 입수; Dept. of Molecular; Wellman 11, MGH; Boston, MA O2114)로부
터 PCR-증폭했다. 이러한 PCR 생성물의 말단을 T DNA 폴리머라제를 이용하여 연마하여 무딘 말단을 발생
시킨다음,  상기  PCR  생성물을  Spe  I를  이용하여  소화시겼다.  이러한  SGFP  단편을  pBSK(Stratagene, 
11011North Torrey Pines Rd. La Jolla, Ca. 소재)의 EcoRV-Spe I  부위내에 서브클론화하여 pEXS114를 
발생시겼다.    pEXS(도 1b 참조): 합성 GFP(SGFP)를 프라이머 EXS73 및 EXS75(5'-CTAGATCTTGGC CTT GTA 
CAG CTC GTC CAT GCC-3')[서열번호 3]을 사용하여 플라스미드 HBT-SGFP((Jen Sheen으로부터 입수)로부터 
PCR-증폭했다.  이러한 PCR 생성물의 말단을 T DNA 폴리머라제를 이용하여 연마하여 무딘 말단을 발생시
킨다음,  상기  PCR  생성물을  Spe  I를  이용하여  소화시겼다.  이러한  SGFP  단편을  pBSK(Stratagene)의 
EcoRV-Spe I  부위내에 서브클론화하여 pEXS115를 발생시겼다.

pEXSWX(도  2a  참조):pET-21a의  NdeI-NotI  부위내에  서브클론화된  옥수수의  WX(도  2b  참조).  게놈 
DNA 서열 및, mRNA 서열이 발생되는 회합된 아미노산이 다음 표 1a 및 1b에서 확인되고 선택적으로 하기
의 표에서 열거된 DNA가 이용될 수 있다. 

                                   표 1a 

            옥수수에서 waxy 유전자의 DNA 서열 및 추론된 아미노산 서열

                       [서열 번호 4 및 서열 번호 5]

유전자자리        ZMWAXY       4800bp         DNA         PLN

정의             UDP-글루코스 전분 글리코실 트랜스퍼라제에 대한 Zea mays

                 waxy (wx+).

접근              X03935  M24258

키워드          글리코실 트랜스퍼라제; 트랜싯 펩티드; UDP-글루코스 전분

                글리코실 트렌스퍼라제; waxy 유전자자리.

소오스            옥수수

  유기체          Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; 

                  Liliopsida; Commelinidae; Cyperales; Poaceae.

참조문헌          1(염기 1내지 4800)
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  저자           Kloesgen,R.B., Gierl,A., Schwarz-Sommer, Z., 및 Saedler,H.

  제목      zea mays의 waxy 유전자자리의 분자 분석(Molecular

            analysis of the waxy locus of zea mays)

  저널             Mol. Gen. Genet. 203, 237-244(1986)

  기준             완전 자동

코멘트             NCBI gi: 22509

특징                        위치/한정물(qualifier)

소오스                1..4800

                             /유기체='Zea mays'

반복 영역             283..287

                             /주(note)='직접 반복 1'

      반복 영역              288..292

                             /주='직접 반복 1'

반복 영역             293..297

                             /주='직접 반복'

반복 영역             298..302

                            /주='직접 반복'

혼합(misc)특징       372..385

                         /주='GC 스트레치(stretch)(가능성있는 조절 인자 결 

                        합 부위)'

혼합 특징           442..468

                           /주='GC 스트레치(가능성있는 조절 인자 결합 부위)'

혼합 특징           768..782

                          /주='GC 스트레치(가능성있는 조절 인자 결합 부위)'

혼합 특징          810..822

                          /주='GC 스트레치(가능성있는 조절 인자 결합 부위)'

혼합 특징           821..828

                          /주 ='목표 복제 부위(Ac7)'  

CATT 시그날        821..828

TATA 시그날        867..873

혼합 특징            887..900

                   /주='GC 스트레치(가능성있는 조절 인자 결합 부위)'

혼합 특징            901

                   /주='전사 출발 부위'

엑손(exon)          901..1080

                          /번호=1

인트론(intron)       1081..1219

                          /번호=1

엑손               1220..1553

                          /번호=2

트렌싯 펩티드      1233..1448

CDS          결합(1449..1553,  1685..1765,  1860..1958,  2055..2144,  2226..2289,  2413..2513, 
2651..2760, 2858..3101, 3212..3394, 3490..3681, 3793..3879, 3977..4105, 4227..4343) 

                           주/='NCBI gi: 22510

                            /코돈 출발=1
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                            /생성물='글루코실 트렌스퍼라제'

/번역='ASAGMNVVFVGAEMAPWSKTGGLGDVLGGLPPAMAANGHRVMVV

인트론               1554..1684

                            /번호=2

엑손                 1685..1765

                            /번호=3

인트론               1766..1859

                            /번호=3

엑손                 1860..1958

                            /번호=4

인트론               1959..2954

                            /번호=4

엑손                 2055..2144

                            /번호=5

인트론               2145..2225

                            /번호=5

엑손                 2226..2289

                            /번호=6

인트론               2290..2412

                            /번호=6

엑손                 2413..2513

                            /번호=7

인트론               2514..2650

                            /번호=7

엑손                 2651..2760

                            /번호=8

인트론               2761..2857

                            /번호=8

엑손                 2858..3101

                            /번호=9

인트론               3102..3211

                            /번호=9

엑손                 3212..3394

                            /번호=10

혼합 특징            3358..3365

                            /주='목표 복제 부위(Ac9)'

인트론               3395..3489

121-13

1019997002770



                            /번호=10

엑손                 3490..3681

                            /번호=11

혼합 특징            3570..3572

                            /주='목표 복제 부위(Spm 18)'

인트론               3682..3792

                            /번호=11

엑손                 3793..3879

                            /번호=12

인트론               3880..3976

                            /번호=12

엑손                 3977..4105

                            /번호=13

인트론               4106..4226

                            /번호=13

엑손                 4277..4595

                            /번호=14

폴리A 시그날         4570..4575

폴리A 시그날         4593..4598

폴리A 부위           4595

폴리A 시그날         4597..4602

폴리A 부위           4618

폴리A 부위           4625

염기 집계       935 A1413C     1447G    1005T

기원(ORIGIN)
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                                표 1b

            벼에서 waxy 유전자의 DNA 서열 및 추론된 아미노산 서열 

                  서열 번호 6 및 확인 번호 7

유전자자리        OSWX         2542 bp        RNA       PLN

정의              O. sativa waxy mRNA.

접근              X62134   S39554

키워드            글루코실트렌스퍼라제; 전분 생합성; waxy 유전자.

소오스            벼

  유기체          Oryza sativa

                  Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; 

                  Liliopsida; Commelinidae; Cyperales; Poaceae.

참조문헌          1 (염기 1내지 2542)

  저자            Okayaka, R.J.

  제목            직접 제출

  저널            EMBL/GenBank/DDBJ 데이터베이스에 제출되었음(1991.9.12)

R. J.

                  Okayaka, University of Florida, Dep of Vegetable Crops,

                  1255 Fifield Hall, 514 IFAS, Gainsville, Florida 32611, USA

  기준            완전 자동

참조문헌          2 (염기 1내지 2542) 

  저자            Okayaka, R.J.

  제목       벼의 waxy 유전자로부터 긴 cDNA의 누클레오티드 서열

              (Nucleotide sequence of a long cDNA from the rice waxy

            gene)

  저널            Plant Mol. Biol. 19,  513-516(1992)

  기준            완전 자동 

코멘트            NCBI gi: 20402

특징                       위치/한정물

소오스              1..2542

                          /유기체='Oryza sativa'

                          /발생 단계='미숙한 씨'   

                          /조직 타입='씨'

CDS               453..2282

                          /유전자='Wx'

                          /표준명='Waxy 유전자'

                          /EC 번호='2.4.1.21'

                          /주='NCBI gi'

                          /코돈 출발=1

                          /작용='전분 생합성'

                          /생성물='전분(세균 글리코겐)신타아제
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/번역='MSALTTSQLATSTAGFGIADRSAPSSLLRHGFQGLKPRSPAGGD

폴리A 부위       2535

염기 집계     610A     665C        693G       574T

기원
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                                  표 2

               옥수수에서 가용성 전분 신타아제 Ⅱa 유전자의 

              DNA 서열 및 추론된 아미노산 서열 

               [서열 번호 8 및 서열 번호9]   

파일 명: MSS2C              서열 : 노르말  2007 BP

코돈 테이블 : UNIV.TCH

서열 영역 : 1-2007
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번역 영역 : 1-2007

*** DNA 번역 ***
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                                  표 3
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               옥수수에서 가용성 전분 신타아제 Ⅱb 유전자의 

              DNA 서열 및 추론된 아미노산 서열 

               [서열 번호 10 및 서열 번호 11]   

파일 명: MSS3CFULL. DNA              서열 : 노르말  2097 BP

코돈 테이블 : UNIV.TCH

서열 영역 : 1-2097

번역 영역 : 1-2097

  *** DNA 번역 ***
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                                  표 4

               옥수수에서 가용성 전분 신타아제 Ⅰ유전자의 

              DNA 서열 및 추론된 아미노산 서열 

               [서열 번호 12 및 서열 번호 13]   

파일 명: MSS1FULL. DNA              서열 : 노르말  1752 BP

코돈 테이블 : UNIV.TCH

서열 영역 : 1-1752

번역 영역 : 1-1752
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  *** DNA 번역 ***
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(2) 서열 확인 번호 13에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

         (A) 길이: 584 아미노 산
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               (B) 타입: 아미노 산

               (C) 토폴로지: 선형 

(ⅱ) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 설명: 서열 확인 번호 13:                           
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                                표 5

             옥수수 분지 효소 Ⅱ 유전자 및 트렌싯 펩티드의 

             mRNA서열 및 추론된 아미노산 서열 

            [서열 번호 14 및 서열 번호 15]

유전자자리        MZEGLUCTRN    2725 bp   ss-mRNA    PLN

정의              옥수수 전분 분지 효소 Ⅱ mRNA, 완전한 cds.

접근              L08065

키워드            1,4-알파-글루칸 분지 효소; 아밀로-글리코실라아제; 글루카노

                   트렌스퍼라아제; 전분 분지 효소 Ⅱ.

소오스            Zea mays cDNA에서 mRNA

  유기체          Zea mays

                  Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; 

                  Liliopsida; Commelinidae; Cyperales; Poaceae.

참조문헌          1 (염기 1내지 2542)

  저자            Fisher, D. K., Boyer, C. D., 및 Hannah, L. C.
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  제목       옥수수 배젖으로부터의 전분 분지 효소(Starch branching

                 enzyme Ⅱ from maize endosperm)

  저널            Plant Physiol. 102, 1045-1046(1993)

  기준            완전 자동

코멘트            NCBI gi: 168482

특징                       위치/한정물

소오스              1..2725

                          /품종='W64Ax182E'

                          /발생 단계='꽃가루 발생후 29일'   

                          /조직 타입='배젖'

                          유기체='Zea mays'

시그날 펩티드      91..264

CDS               91..2490

                          /EC 번호='2. 4. 1. 18'

                          /주='NCBI gi: 168483'

                          /코돈 출발=1

                          /생성물='전분 분지 효소 Ⅱ'

번역='MAFRVSGAVLGGAVRAPRLTGGGEGSLVFRHTGLFLTRGARVGC

mat 펩티드        265..2487

                         /코돈 출발=1

                         /생성물='전분 분지 효소 Ⅱ'
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염기 집계       727A       534C     715G      749T

                                표 6

             옥수수 분지 효소 Ⅰ유전자 및 트렌싯 펩티드의 

             mRNA서열 및 추론된 아미노산 서열 

            [서열 번호 16 및 서열 번호 17]

유전자자리        MZEBET     2725 bp    ss-mRNA     PLN

정의              옥수수 전분 분지 효소 Ⅰ(BE-Ⅰ).

접근              D11081

키워드            전분 분지 효소 Ⅰ.

소오스            Zea mays L. (inbred dh43), cDNA에서 mRNA

  유기체          Zea mays

                  Eukaryota; Plantae; Embryobionta; Magnoliophyta; 

                  Liliopsida; Commelinidae; 

참조문헌          1 (염기 1내지 2763)

  저자         Baba, T., Kimura, K., Mizuno, K., Etoh, H., Ishida, Y., Shida,O. 및 Arai, Y.

  제목            옥수수 분지 효소 I에서 전분 가수분해효소의 촉매 영역의 서열전환(Sequence 
conservation of the catalytic region of                        Amylotic enzyme in maize branching 
enzyme I)

  저널             Biochem. Biophys. Res. Commun. 181, 87-94(1991)

  기준             완전 자동

코멘트             Tadashi Baba에 의해 DDBJ에 제출되었음(1992년 4월 30일)

                   일본국, 이바라키 305, 츄쿠바, 츄쿠바대학, 응용 생화학 연구소. 

                    전화: 0298-53-6632

                    팩스: 0298-53-6632
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                    NCBI gi: 217959

특징                           위치/한정물

소오스                   1..2763

                                /유기체='Zea mays'

CDS                     〈1..2470

                               /주='NCBI gi: 217960'

                               /코돈 개시=2

                               /생성물='분지 효소-I 전구체'

/번역='LCLVSPSSSPTPLPPPRRSRSHADRAAPPGIAGGGNVRLSVLSV     

트랜싯 펩티드            2..190

성숙한 펩티드            191..2467

                                /EC 번호='2. 4. 1. 18'

                         코돈 출발=1

                                생성물='분지 효소-I 전구체'

폴리A 시그날             2734..2739

염기 집계            719A       585C     737G      722T
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기원   

                                  표 7

               가용성 전분 신타아제 Ⅰ옥수수 유전자(153bp)의 트렌싯 

              펩티드 영역의 암호화 서열 및 추론된 아미노산 서열 

               [서열 번호 18 및 서열 번호 19]   

파일 명: MSS1TRPT. DNA              서열 : 노르말  153 BP

코돈 테이블 : UNIV.TCH

서열 영역 : 1-153

번역 영역 : 1-153

  *** DNA 번역 ***

GFP 구성물: 

1. pET-21a에서만의 GFP:

pEXS115는  Nde  I  및  Xho  I에  의해  소화되고  SGFP  암호화  서열을  함유하는  740  bp  단편은 pET-
21a(Novagen 601 Science Dr. Madison WI)의 Nde I 및 Xho I 부위내에 서브클론화된다. (도 2b GFP-21a 
지도 참조).

2. 완전한 길이의 성숙한 WX의 5' 말단에서 프레임내(in-frame)서브클론화된 GFP:

pEXS114로  부터의  SGSP를  함유하는  740bp  Nde  I  단편은  pEXSWX의  Nde  I부위내에  서브클론화된다. 
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(도 3a GFP-FLWX 지도 참조).

3. N-말단이 절단된 WX의 5'에서 프레임내 서브클론화된 GFP:

N-말단에서 700bp에 의해 절단된WX.

pEXSWX로부터의  WX의  C-말단을  암호화하는  1  kb  BamH  I  단편은  pEXS115의  Bgl  Ⅱ  부위내에 서브
클론화된다. 이어서 전체의 SGFP-절단된 WX단편은 Nde  I-HindⅢ 단편으로서 pET21내에 서브클론화된다. 
(도 3b GFP-BamHIWX 지도 참조).

4. 절단된 WX의 5' 말단에서 프레임내 서브클론화된 GFP. N-말단에서 100bp에 위해 절단된 WX.

pEXS115로  부터의  SGFP를  함유하는  740bp  Nde  I-Nco  I  단편은  Nde  I  및  Nco  I  부위에서 pEXSWX내
에 서브클론화된다. (도 4 GDP-NcoWX 지도 참조).  

실시예 3

세균내로 플라스미드의 형질변환:

Escherichia coli 반응성 세포 제조:

1.  단일  콜로니의  원하는  E.  coli  균주를  이용하여  2.5ml  LB  배지를  접종한다:  선택된  균주는 
Stratagene로부터 입수한 XLIBLUE DL2IDE3였으며, 적절한 항생물질을 포함했다. 37℃에서 200rpm으로 밤
새 성장시킨다. 

2.  100ml의  LB  배지를,  적절한  항생물질을  함유하는  1:50의  상기  밤새  배양된  희석액으로 접종했
다. OD600=0.3-0.5가 될 때까지 37℃에서 200rpm으로 성장시킨다.   

3. 배양체를 살균 원심분리병에 옮기고 얼음위에서 15분간 유지하여 차갑게한다. 

4. 3,000xg(4℃)에서 5분간 원심분리한다. 

5. 펠릿을 얼음-냉각된 형질변환 완충액 1에 현탁시킨다. 

6. 3,000xg(4℃)에서 5분간 원심분리한다.

7. 펠릿을 얼음-냉각된 형질변환 완충액 2에 현탁시킨다.

8. 분취량을 액체 질소중에서 속성 동결시키고, -70℃에서 저장한다. 

형질변환 완충액 1                   형질변환 완충액 2   

RbCl               1.2g             MOPS(10mM)      0.209g

MnCl2 4H2O        0.99g            RbCl               0.12g

초산칼륨           0.294g            CaCl2 2H2O        1.1g

CaCl2 2H2O        0.15g              글리세롤  15g

글리세롤           15g               dH2O              100ml       

dH2O              100ml              NaOH에 의해 pH 6.8

0.2M 아세트산에 의해 pH 5.8          필터 살균

필터 살균

염화루비듐  열충격법에  의한  Escherichia  coli  형질변환:  Hanadan,  D.(1985)  in  DNA  cloning:  a 
practical approach(Glover, D.M. 발행), pp.109-135, IRL Press 참조.

1. 얼음위에있는 1-5㎕의 DNA를 150㎕ E. coli 반응성 세포와 함께 30분간 배양한다.

2. 42℃에서 45초간 열충격을 가한다.

3. 그후 즉시 2분간 얼음위에 둔다.

4. 600㎕ LB 배지를 가하고 37℃에서 1시간 배양한다.

5. 적절한 항생물질을 포함하는 LB 아가(agar)상에서 배양한다.   

이러한  플라스미드는  그린  형광  단백질을  함유하는  잡종  폴리펩티드를  세균내에서  발현시킬  수 
있다.

실시예 4

E. coli에서 구성물의 발현:

1. 3ml LB를 관심있는 플라스미드를 함유하는 E. coli로 접종한다. 적절한 항생물질을 포함시킨다. 37℃, 
250rpm, 밤새.

2.  이와같이  밤새  배양한  것으로  100ml  LB를  접종시킨다.  적절한  항생물질을  포함시킨다.  37℃에서 
250rpm으로 성장시킨다.

3. OD600가 약 0.4-0.5일 때, 실온 및 200rpm으로한다.
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4. OD600가 약 0.6-0.8일 때, 100㎕ 1M 1PTG를 이용하여 유도한다. 최종 1PTG 농도는 1mM 이다. 

5. 실온에서 200rpm으로 4-5시간동안 성장시킨다.

6. 원심분리에 의해 세포를 수거한다.

7. 액체 질소에서 속성 동결시키고 사용할 때까지 -70℃에서 저장한다.

세포는 dH2 O에  현탁될  수  있고  UV 광(λmax =395nm)하에서  고유  형광성에  대하여  관찰  될  수있다. 

선택적으로, 세포는 초음파처리될 수 있고 세포 추출물의 분취량이 SDS-PAGE에 의해 분리되고 GFP를 검출
하기위해 UV 광하에서 관찰될 수 있다. 이용된 단백질이 그린 형광 단백질인 경우, 용해된 물질내에서 단
백질의 존재가 라이트 박스에서 395nm의 UV하에서 평가될 수 있고 그린색의 열 신호가 확인될 수 있다. 

실시예 5

세균으로부터 플라스미드 추출:

하기의  사항은  본  발명을  실시하는데  있어서  유용한  가장  일반적인  알칼리성  용해  플라스미드 정
제 프로토콜들중 하나이다.

1.  상기에 기술된 플라스미드들중 하나의 것을 이용하여 형질변환시킨 단일 콜로니의 E.  coli로 100-
200ml LB를 접종시킨다. 적절한 항생물질을 함유시키킨다.37℃에서 200rpm으로 밤새 성장시킨다. 

2. 5,000x g(4℃)에서 10분간 원심분리한다. 

3. 세포를 10ml 물에 현탁시키고, 15ml 원심분리관에 옮겨서 원심분리를 반복한다. 

4. 펠릿을 5ml 0.1 M NaOH, 0.5% SDS에 현탁시킨다. 얼음위에서 10분간 배양한다.

5. 2.5ml의 3M 초산나트륨(pH 5.2)을 가하고, 온건하게 전화시키고, 얼음위에서 10분간 배양한다.

6. 15,0000-20,000x g(4℃)에서 5분간 원심분리한다.

7. 동일 체적의 페놀: 클로로포름: 이소아밀 알콜(25:24:1)을 이용하여 상징액을 추출한다.

8. 6,000-10,000x g(4℃)에서 10분간 원심분리한다. 

9. 수성상을 세척관에 옮기고 1배 부피의 이소프로판올을 이용하여 침전시킨다. 

10. 12,000x g(4℃)에서 15분간 원심분리한다.

11. 펠릿을 0.5ml TE에 용해시키고, 20㎕의 10mg/ml Rnase를 부가하고, 37℃에서 1시간 배양한다.    

12. 페놀: 클로로포름: 이소아밀 알콜(25:24:1)을 이용하여 두 번 추출한다. 

13. 클로로포름을 이용하여 한 번 추출한다.

14. 1배 체적의 이소프로판올 및 0.1배 체적의 3M 초산나트륨을 이용하여 수성상을 침전시킨다.

15. 펠릿을 70% 에탄올을 이용하여 한 번 세척한다.

16. 펠릿을 스피드벡(SpeedVac)에서 건조시키고 TE에 현탁시킨다.

이어서, 이러한 플라스미드를 다른 숙주내로 삽입한다. 

                                  표 8

               pEXS52로 부터의 전분 신타아제 암호화 영역의 

                DNA 서열 및 추론된 아미노산 서열 

               [서열 번호 20 및 서열 번호 21]   

파일 명: MSS1DELN. DNA              서열 : 노르말  1626 BP

코돈 테이블 : UNIV.TCH

서열 영역 : 1-1626

번역 영역 : 1-1626
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(xi) 서열 설명: 서열 번호: 20:
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(2)서열번호 21에 대한 정보

(ⅰ) 서열특징

             (A)길이: 540 아미노산

             (B)타입: 아미노산

             (C)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질

(ⅲ) 서열 설명: 서열 번호 21
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실시예 6:

이  실험은  옥수수  프로모터,  옥수수  트렌싯  펩티드,  전분  신타아제  Ⅰ  유전자로  부터의 전분-캡
슐화 영역 및 부착된 결찰 유전자 단편을 가지는 플라스미드를 이용한다. 도 6에서 도시된 플라스미드는 
도 8에서 열거된 DNA 서열을 함유한다. 

플라스미드 pEXS52를 하기의 프로토콜에 따라 구성하였다.

트랜스게닉 플라스미드를 구성하기위해 사용된 물질은 다음과같다:

플라스미드 pBluescript SK-

플라스미드 pMF6(nos3' 터미네이터를 함유함)

플라스미드 pHKH1(옥수수 adhl인트론을 함유함)

플라스미드 MstsI(6-4)(옥수수 stsI 트렌싯 펩티드를 함유함, PCT stsI 트렌싯 펩티드에 대한 주형으로서 
사용함)

pBluescript SK-내의 플라스미드 MstsⅢ

프라이머 EXS29 (GTGGATCCATGGCGACGCCCTCGGCCGTGG)[서열번호: 22]

EXS35(CTGAATTCCATATGGGGCCCCTCCCTGCTCAGCTC)[서열번호:23].  둘  모두  PCTstsI  트렌싯  펩티드에 
대하여 사용됨.

프라이머 EXS31(CTCTGAGCTCAAGCTTGCTACTTTCTTTCCTTAATG)[서열 번호:24]   

EXS32(GTCTCCGCGGTGGTGTCCTTGCTTCCTAG)[서열 번호 25]

둘 모두 PCR 옥수수 10KD 제인 프로모터에 대하여 사용됨(Journal: Gene 71:359-370[1988]).

옥수수 A62 게놈 DNA(PCR 옥수수 10KD 제인 프로모터로서 사용됨).

단계 1: pBluescript SK-에서 10KD 제인 프로모터를 클론화한다(pEXS10zp로서 명명함).

1. PCR 1.1Kb 옥수수 10KD 제인 프로모터 

   프라이머: EXS31, EXS32

   주형: 옥수수 A632 게놈 DNA

2.  1.1Kb  옥수수,  10KD  제인  프로모터  PCR  생성물을  SacI  및  SacⅡ  부위에서  pBluescript SK-내
에 클론화한다(도7 참조).

단계 2: pEXS10zp에서 NdeI를 제거한다(pEXS10zp-NdeI로 명명함).

NdeI를  pBluescript  SK에서의  옥수수  10KD  제인  프로모터로부터  무딘(blunt)말단  결찰에  의하여 
제거한다.    

단계 3: pBluescript SK-에서 옥수수 adhl 인트론을 클론화한다(pEXSadhl로 명명함).

옥수수  adhl  인트론을  XbaI  및  BamHI  부위에서  플라스미드  pHKHl로부터  방출한다.  옥수수  adhl 
인트론(XbaI/BamHI 단편)를 XbaI 및 BamHI 부위에서 pBluescript SK-내에 클론화한다(도 7참조).

단계 4: 옥수수 10KD 제인 프로모터 및 옥수수 adhl 인트론을 pBluescript SK-내에 클론화한다(pEXS10zp-
adhl로 명명함). 

옥수수  10KD  제인  프로모터를  SacⅠ  및  SacⅡ부위에서  플라스미드pEXS10zp-NdeI로부터  방출한다. 
옥수수  10KD  제인 프로모터(SacⅠ/Sac Ⅱ  단편)를  SacⅠ  및  SacⅡ부위에서 플라스미드pEXSadhl(옥수
수 adhl 인트론을 함유함)내에 클론화한다(도 7참조). 

단계 5: 옥수수 nos3' 터미네이터를 플라스미드 pEXSadhl내에 클론화한다(pEXSadhl-nos3'로 명명함).

옥수수 nos3' 터미네이터를 EcoRI 및 HindⅢ 부위에서 플라스미드 pMF6 로부터 방출한다. 
옥수수 nos3' 터미네이터(EcoRI 및 HindⅢ 단편)를 EcoRI 및 HindⅢ 부위에서 플라스미드pEXSadhl내에 클
론화한다(도 7참조).   

단계  6:  옥수수  nos3'  터미네이터를  플라스미드  pEXS10zp-adhl내로 클론화한다 (pEXS10zp-adhl-
nos3'로 명명함).

옥수수  nos3'  터미네이터를  EcoRI  및  ApaI  부위에서  플라스미드  pEXSadhl-nos3'로부터  방출한다. 
옥수수 nos3' 터미네이터(EcoRI 및ApaIⅢ 단편)를 EcoRI 및 ApaI 부위에서 플라스미드pEXS10zp-adhlp내에 
클론화한다(도 7참조).

단계 7: 옥수수 STSI 트렌싯 펩티드를 플라스미드 pEXS10zp-adhl-nos3'내에 클론화한다(pEXS33으로 명명
함).

1. PCR 150bp 옥수수 STSI 트렌싯 펩티드

   프라이머: EXS29, EXS35

   주형: MSTSI(6-4)플라스미드

2. 150bp 옥수수 STSI 트렌싯 펩티드 PCR 생성물을 EcoRI 및 BamHI 부위에서 pEXS10zp-adhl-
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nos3'내에 클론화한다(도 7참조).

단계 8: pEXS33의 옥수수 STSI 트렌싯 펩티드에 관한 부위-목표 돌연변이유발(site-directed 
mutagensis)(pEXS33(m)로 명명함).

플라스미드 pEXS33의 옥수수 SIST 트렌싯 펩티드에는 돌연변이(정지 코돈)이 있다. 정지 
코돈을  비정지  코돈으로  변화시키기위하여  부위-목표 돌 연변이유발을  수행한다.  새로운 플라스미드
(옥수수 10kd 제인 프로모터,옥수수 STSI 트렌싯 펩티드, 옥수수 adhl 인트론, 옥수수 nos3' 터미네이터
를 함유함)를 pEXS33(m)로 명명한다.

단계 9: pEXS33(m)에서 NotI 부위를 제거한다(pEXS50으로 명명함).

NotI  부위를  NotI  대체,  무딘  말단  결찰에  의해  pEXS33로부터  제거하여pEXS50을  형성한다(도 8참
조).

단계 10: pEXS33(m)에서 옥수수 adhl 인트론을 부위를 제거한다(pEXS60으로 명명함).

옥수수  adhl  인트론을  NotI/BamHI  소화,  Klenow  단편에  의한  대체  및  무딘  말단  결찰에  의해 제
거하여 pEXS60를 형성한다(도 9참조).

단계 11: 옥수수 STSⅢ를 pEXS50, pEXS60내에 클론화한다.

옥수수  STSⅢ를  NdeI  및  EcoRI  부위에서  pBluescript  SK-의  STSⅢFH부터  방출한다.  옥수수 STSⅢ
(NdeI-EcoRI 단편)를 pEXS50, pEXS60내에 클론화하여 pEXS51, pEXS61로 각각 명명한다(각각 도 8 및 도 
9참조).

단계 12: 표8에서의 유전자를 NdeI/NotI 부위에서 pEXS51내에 클론화하여pEXS52를 형성한다. 다른 유전자
(STSI, II, WX, glgA, glgB, glgC, BEI, BEII,등)를 NdeI/NotI 부위에서 pEXS51, pEXS61내에 클론화함으
로써 다른 유사한 플라스미드가 제조될 수 있다.

플라스미드  pEXS52를  벼내에  형질변환시켰다.  pEXS52에  의해  형질변환된  재생된  벼  식물을 표지
하여 머젠터 박스(magenta box)내에 두었다.

각각의  라인의  두  개의  자매세포(sibling)를  상기  머젠터  박스로부터  선택하여  토양 혼합물(이탄
-질석과 50/50으로 혼합된 상부토양)이 채워진 2.5 인치 포트(pot)에 옮겼다. 그 포트들을 1/2인치의 물
이 채워진 유리수조내에 두었다. 유리 수조의 상부를 덮어서 고습도가 유지되게하였다(열방출을 돕기위해 
몇 개의 구멍을 만듬). 온도계로 온도를 측정했다. 상기 유리 수조에 형광을 쪼여주었다. 제 1주간은 상
기 식물에 비료를 사용하지않았다. 빛을 쪼여주는 기간은 오전 6시에서 오후 8시 까지 최소 
14시간이었다. 온도는 밤에는 최소 68℉, 그리고 낮에는 80-90℉를 유지하였다. 필요한 경우 뿌리 성장을 
돕기위해 상기 유리 수조의 아래에 가열 매트(heatihg mat)를 사용했다. 이러한 상태에서 1주동안 식물을 
유지시켰다. (주: 묘종은 낮은 광세기 때문에 크게 성장하기 시작했다). 

제  1  주후,  상기  유리  수조의  상부를  개방하고  벼  형질변환체를  성장  챔버에  옮겨서  고습도  및 
높은 광세기로 3주간 유지시켰다. 

선택적으로,  고습도를  유지하기위해  그린하우스의  물  혼합물이  사용될  수  있다.  상기  식물을 3주
간 성장시켰다. 이어서, 상기 식물을 토양 혼합물(상부토양 및 이탄-질석,50/50)이 채워진 6인치 포트(최
소 5인치 포트)에 옮겼다. 이러한 포트를 1/2인치의 물이 채워진 트레이에 두었다. 식물에 비료작용을 주
기위하여 15-16-17(N-K-P)를 250ppm으로 1주일에 한번 또는 외관에 의해 평가된 식물의 필요성에 따라 사
용했다. 이러한 식물을 오전 6시부터 오후 8시까지 최소한 14시간동안 높은 세기의 광을 쪼여주고, 밤에
는 최소70℉, 그리고 낮에는 80-90℉의 온도에서 유지시켜 주었다.   

상기  식물에는  쌀알이  열렸고  상기  쌀알을  수확했다.  이와같이  수확된  쌀알은  상기  결찰된 아미
노산 C, V, A, E, L, S, R, E[서열번호 27]의 존재에 대하여 추출 및 분석된 전분을 가질 수 있다. 

실시예 7:

식물에 대한 SER 벡터:

도 6에서 도시된 플라스미드는 외떡입식물, 즉 옥수수에서 사용하기에 적합하다. 플라스미드 
pEXS52는 프로모터, 트렌싯 펩티드(옥수수로부터의), 및 아미노산 서열 C, V, A, E, L, S, R, E[서열번호 
27]를 암호화하는 결찰된 유전자 단편(TGC GTC GCG GAG CTG AGC AGG GAG)[서열 번호 26]을 가진다. 

이러한  유전자  단편은  옥수수  가용성  전분  신타아제(MSTSI)  유전자의  N-말단에  근접하여 자연발
생한다. 표 8에서 확인되는 바와같이, 대략 아미노산 292에서 전분 신타아제로부터 SER이 시작된다. 이러
한 벡터는 옥수수 숙주내에 형질변환되는 것이 바람직하다. 상기 트렌싯 펩티드는 옥수수에 대하여 적응
되므로 옥수수가 바람직한 숙주이다. 명백히, 트렌싯 펩티드 및 프로모터는, 필요하다면, 원하는 숙주 식
물에 대하여 적절하게 되도록 변경될 수 있다.  'whiskers'  기술(미합중국 특허 제 5,302,523호 및 제 
5,464,765호)에 의한 형질변환후, 형질변환된 숙주 세포는 이 기술분야에 알려져있는 방법에 의해 재생되
고, 형질변환체는 수분되고, 결과의 낟알은 수거되어 전분 및 전분 입자내에서 펩티드의 존재에 대하여 
분석될 수 있다. 

하기의  바람직한  유전자들이  먹이를  개선하기위하여  옥수수에서  이용될  수  있다:  피타아제,  성장 
호르몬: AUG AUG AUG AUG AUG AUG AUG AUG[서열 번호 28]; 및/또는 AAG AAG AAG AAG AAG AAG AAG AAG AAG 
AAG AAG AAG[서열 번호 29]; 및/또는 AAA AAA AAA AAA AAA AAA[서열 번호 30], 또는 사슬내에서 리신 아
미노산을 암호화하는 코돈들의 결합물 또는 리신 및 메티오닌 코돈 둘 모두를 암호화하는 코돈들의 결합
물 또는 상기 아미노산들중 두 개 또는 세 개의 어떠한 결합물. 사슬의 길이는 과도하게 길지 않아야 하
지만 사슬의 길이는 중요한 것으로 보이지 않는다. 따라서 아미노산은 전분 입자내에 캡슐화될 수 있거나 
또는 식물 숙주의 전분 함유 영역에 형성된 전분내에 결합될 수 있다. 
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이러한  플라스미드는  거의  변경되지않으면서  벼,  밀,  귀리,  수수,  또는  기장과같은  다른 곡물내
에 형질변환될 수 있다. 프로모터는 서열이 발표되어있는 waxy 유전자이거나, 또는 이 기술분야에 알려져
있는 다른 제인 프로모터일 수 있다. 

그밖에  이러한  플라스미드는  과도한  실험이  없이도  감자,  고구마,  타로토란,  망우수,  카사버, 땅
콩, 완두콩, 콩, 또는 이집트콩과 같은 쌍떡입 식물내에 형질변환될 수 있다. 

외떡입식물  및  쌍떡입식물을  형질변환하는  여러  가지의  방벙들이  산업에  알려져있으므로 유전자
들을 형질변환하는 방법은 본 발명에 대하여 중요한 것이 아니다. 플라스미드는 다음문헌[An 등, (1988) 
Bibary  Vectors,  in  Plant  Molecular  Biology  Manual  A3,  S.B.  Gelvin  및 R.  A.  Schilperoot,  발행 ( 
Dordrecht, The Netherland: Kluwer Academic Publishers, pp1-19]의 동결-해동 방법에 의해 
Agrobacterium tumefaciens내에 도입될 수 있다. 식물 물질의 구성 및 접종, 새싹의 재생, 및 새싹의 뿌
리내림을 포함하는 Agrobacterium  접종물의 제조가 다음문헌[Edwards  등,  'Biochemical  and  molecular 
characterization of a novel starch synthase from phototdes,' Plant J. 8, 283-294]에 설명되어있다. 
다수의 캡슐화 영역이 다수의 상이한 유전자내에 존재한다. 단백질은 전분 입자내에 캡슐화되는 것(입자 
캡슐화)이 바람직하긴 하지만, 비입자 전분내에서 캡슐화하는 것도 '캡슐화'라는 측면에서 본 발명의 범
위에 또한 포함된다. 이러한 목적을 위하여 하기와같은 유형의 유전자들이 바람직하다. 

글리코겐 신타아제의 전분-캡슐화 영역의 사용:

E.  coli   글리코겐  신타아제는  큰  단백질이  아니다:  이러한  구조적  유전자는  1431개의  염기쌍 길
이를 가지며, 구체적으로 49,000의 평가된 분자량을 갖는 477개 아미노산의 단백질이다. 식물 게놈내에 
삽입된 세균성 유전자의 경우 코돈 사용의 문제가 발생할 수 있지만, 이러한 문제는 E. coli의 경우에 있
어서는 Bacillus로부터의 것들과같은 다른 세균으로부터의 것들 만큼이나 크지는 않은 것으로 
알려져있다. E. coli로 부터의 글리코겐 신타아제는 옥수수의 유전자와 공통되는 코돈 사용 프로필을 가
지지만, 공지의 방법에 따라 번역 개시점에서 서열을 변경시켜서 식물 콘센서스 서열과 더욱 화합성이 있
게하는 것이 바람직하다:

glgA G A T A A T G C A G[서열 번호 31]

cons A A C A A T G G C T [서열 번호 32]

가용성 전분 신타아제의 전분-캡슐화 영역의 사용: 

식물-가용성 전분 신타아제의 cDNA 클론이 상기의 발명의 배경 부분에서 설명되어있고 본 발명에서 사용
될 수 있다. 어떠한 이와같은 SSTS 단백질에 대한 유전자가 본 발명에 따른 구성물에서 사용될 수 있다. 

분지 효소의 전분-캡슐화 영역의 사용:

식물,  세균  및  동물  분지  효소의  cDNA  클론이  상기의  발명의  배경  부분에서  설명되어있고  본 발
명에서 사용될 수 있다. 분지 효소[1,4D글루칸: 1,4D글루칸6D(1,4D글루카노] 트렌스퍼라아제
(E.C.2.4.1.18)는 아밀로스를 Q-효소로 때때로 불리워지는 아밀로펙틴으로 전환시킨다. 

옥수수  분지  효소  I의  서열이  Baba등에  의해  조사되었다(  Baba등(1991)  BBRC,  181:87-94  참조). 
옥수수  배젖으로부터의  전분  분지  효소  II가  Fisher등에  의해  조사되었다(  Fisher등(1993),  Plant 
Physiol,102:1045-1046 참조). 

입자-결합 전분 신타아제의 전분-결합 도메인의 사용:

식물  입자-결합  전분  신타아제의  cDNA  클론의  사용이  다음문헌[Shure등,  (1983)  Cell 35:225-
233, 및 Visser등, (1989) Plant Sci. 64(2):185-192]에서 설명되어있다. 또한, Visser등은 감자에 있어
서 입자-결합 전분 신타아제의 발현을 항감지 구성물(antisense construct)에 의해 억제하는 것을 설명했
다(Visser등,(1991),  Mol.  Gen.  Genetic  225(2):289-296;  (1994)   The  Plant  Cell  6:43-52  참조). 
Shimada등은 벼에 있어서의 항감지를 보여주고 있다(1993, Theor. Appl. Genet. 86:665-672 참조). Van 
der Leij 등은 야생형 waxy 감자 유전자에 의한 형질변환후 저 아밀로스 감자에서 아밀로스 생합성의 복
원을 보여주고있다(1991, Theor. Appl. Genet. 82:289-295 참조). 

예를들어,  옥수수,  벼,  밀,  감자,  카사버,  완두콩  또는  보리로부터  유도한  입자  전분  신타아제의 
아미노산 서열 및 누클레오티드 서열은 잘 알려져있다. 어떠한 이와같은 GBSTS 단백질이 본 발명에 따른 
구성물에서 사용될 수 있다. 

식물 형질 변환 벡터의 구성: 

본 발명의 방법에서 사용하기위한 식물 형질변환 벡터는 표준 방법을 사용하여 구성할 수 있다. 

트렌싯 펩티드 서열의 사용:

일부의  유전자  구성물은  전분체내에서  정확한  국소화를  확실히  하기위하여  전분체  트렌싯 펩티드
의 존재를 필요로한다. 엽록체 트렌싯 펩티드는 유사한 서열을 가지는 것으로 판단된다. Heijne등은 다음
문헌(1991, Plant Mol. Biol. Reporter, 9(2):104-126 )에서 엽록체 트렌싯 펩티드의 데이터베이스를 설
명하고 있다. 본 발명에서 유용한 다른 트렌싯 펩티드로는, ADPG 피로포스포리라아제(1991, Plant Mol. 
Biol. Reporter, 9(2):104-162 참조), 작은 서브유니트 RUBISCO, 아세토락테이트 신타아제, 글리세르알데
히드3P디히드로게나아제 및 리덕타아제의 것들이있다. 

많은  게노타입으로부터의  작은  서브유니트  RUBISCO의  트렌싯  펩티드의  콘센서스  서열은 다음과같
다:

MASSMLSSAAVATRTNPAQASM VAPFTGLKSAAFPVSRKQNLDI

TSIASNGGRVQC[서열 번호 33].
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옥수수의 작은 서브유니트 RUBISCO는 다음과같은 서열을 갖는다:

MAPTVMMASSATATRTNPAQAS AVAPFQGLKSTASLPVARRSSR

SLGNVASNGGRIRC[서열 번호 34]

옥수수 잎의 글리세르알데히드3P디히드로게나아제의 트렌싯 펩티드는 다음과같은 서열을 갖는다:

MAQILAPSTQWQMRITKTSPCA TPITSKMWSSLVMKQTKKVAHS

AKFRVMAVNSENGT[서열 번호 35]

옥수수 배젖-결합 전분 신타아제의 트렌싯 펩티드 서열은 다음과같다:

MAALATSQLVATRAGHGVPDASTFRRGAAQGLRGARASAAADTLSMRTSASAAPRHQQQARRGGRFPFPSSLVVC[서열 번호 36].

옥수수 배젖의 가용성 전분 신타아제의 트렌싯 펩티드 서열은 아래와같다:

MATPSAVGAACLLLARXAWPAAVGDRARPRRLQRVLRRR[서열 번호 37].

전분-캡슐화 단백질내에 새로운 아미노산 또는 유전자의 혼입:

본  발명에서  사용된  전분  결합  단백질은  새로운  아미노산  결합물이  혼입되도록  이  분야에  통상의 
지식을 가진 사람에 의해 변경될 수 있다. 예를들어, 전분-결합 단백질의 서열은 리신, 메티오닌 또는 트
립신이 보통 수준보다 더 높은 수준으로 발현되도록 변경될 수 있다. 이러한 수준은 자연 수준이상으로 
유용하게 상승될 수 있으며 이러한 단백질은 곡물과 같은 농작물에 영양 증진을 제공한다. 

아미노산  균형을  변경시키는  것  외에도,  값어치있는  펩티드가  전분-결합  단백질내로  혼입되도록 
전분-결합 단백질을 조작할 수 있다. 단백질의 N-말단에서 페이로드 폴리펩티드를 전분-결합 단백질에 부
착시키면, 펩티드 단편을 추가하고 전분-결합 능력을 유지시키는 효과가 얻어진다. 그밖에, 전분-캡슐화 
영역에 대한 페이로드 폴리펩티드의 부착 부위내에 특정의 프로테아제 분열 부위를 혼합시킴으로써 개선
이 이루어질 수 있다. 프로테아제가 상이한 아미노산 결합에 대하여 바람직한 특이성을 가진다는 것은 당
업자에게 잘 알려져있다. 이러한 특이성은 동물 및 사람의 소화관의 상이한 영역에 값어치있는 펩티드를 
운반하기위한 매개물을 제공하는데 사용될 수 있다. 

또한,  본  발명의  또다른  실시예에  있어서,  페이로드  폴리펩티드는  전분  입자의  정제  및  가공후에 
방출될 수 있다. 전분 가수분해 및/또는 젤라틴화 과정을 사용하면, 전분 입자에 결합된 단백질은 방출될 
수 있거나 단백질 가수분해에 이용될 수 있음이 알려져있다. 따라서, 전분 입자 기질로부터 상업적인 양
의 단백질 및 펩티드의 회수가 가능하게된다.

여전히  본  발명의  또다른  실시예에  있어서,  전분의  소화성을  변경시키기위하여  전분  입자를  여러 
가지의 상이한 방식으로 처리하는 것이 가능하다. 이러한 방법을 사용하면 전분 입자내에 갇혀있는 단백
질, 펩티드 또는 아미노산의 생물학적이용효능을 변화시킬 수 있다.

전술한  발명은  명료성  및  이해의  목적을  위해  예시  및  실시예에  의해  상세히  설명되었지만,  이 
분야에서 통상의 지식을 가진 당업자에게는 본 발명의 가르침에 비추어 동봉한 청구의 범위를 일탈함이없
이 특정의 변경 및 변화가 가능함이 쉽게 명백해질 것이다.       

도면의 간단한 설명

도  1a는  Stratagene로부터의  pBSK내에  서브클론화된  합성  GFP(Green  Fluorescent  Protein)을 함
유하는 플라스미드 pEXS114를 보여준다.

도 1b는 플라스미드 pEXS115를 보여준다. 

도  2a는  상업적으로  이용가능한  플라스미드내에  서브클론화된  제한  부위를  갖는  waxy  유전자를 
보여준다.

도  2b는  서브클론화된  pEXS115로부터의  GFP  단편을  갖는  Novagen으로부터  상업적으로  이용가능한 
pET-21A 플라스미드를 보여준다. 

도 3a는 pEXSWX내에 서브클론화된 pEXS114, 및 GFP-FLWX 지도를 보여준다. 

도 3b는 GFP-Bam HIWX 플라스미드를 보여준다.

도 4는 pEXSWX내에 서브클론화된 pEXS115의 SGFP 단편, 및 GFP-NcoWX 지도를 보여준다.

도 5는 외떡입식물에서 사용하기에 적합한 플라스미드의 선형도를 보여준다.

도 6은 플라스미드 pEXS52를 보여준다. 

도  7은  pEXS51  및  pEXS560을  형성하기위해  사용되는  여섯  개의  도입  플라스미드를  보여주는 것으
로서, 도 7a는 pEXS adhl을 보여주고, 도 7b는 pEXS adhl-nos3'을 보여주고, 도 7c는 pEXS33을 보여주고, 
도 7d는 pEXS10zp를 보여주고, 도 7e는 pEXS10zp-adhl를 보여주고, 도 7f는 pEXS10zp-adhl-nos3'를 보여 
준다. 

도 8a 및 도 8b는 각각, 전분 가용성 신타아제 유전자인 MS-SIII를 각각 함유하는 pEXS50 및 
pEXS51을 보여준다.

도  9a는  pEXS50에서  보여진  인트론이  제외된  플라스미드  pEXS60을  보여주고,  도  9b는  pEXS60에서 
보여진 인트론이 제외된 플라스미드 pEXS61을 보여준다.
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                              서열 목록

(1) 일반 정보:

(ⅰ)출원인: 킬링, 페퍼, 구안, 한핑( Keeling, Peper, Guan, Hanping)

(ⅱ)발명의 명칭: 전분 캡슐화

(ⅲ)서열의 수: 37

(ⅳ)서신 주소:

    (A)주소: 그린리, 위너 앤드 설리반, 피. 씨.(Greenlee, Winner and                
Sullivan, P. C.) 

    (B)스트리트: 5370 맨하탄 서클(5370 Manhattan Circle)

    (C)시티: 보울더(Boulder)

    (D)주: 

    (E)국명: 미합중국

    (F)우편번호: 80303

(ⅴ)컴퓨터 판독 형태 

    (A) 매개 유형: 플로피 디스크

    (B) 컴퓨터: IBM PC  호환성

    (C) 오퍼레이팅 시스템: PC-DOS/MS-DOS

    (D) 소프트웨어: 페이턴트인 릴리스(PatentIn Release)#1.0, 버전 #1.30

(ⅵ)현재 출원 정보: 

    (A) 출원 번호: 미합중국

    (B)출원일: 1997년 9월 30일 

    (C) 분류:

(ⅶ)이전의 출원 정보:

    (A) 출원 번호: US60/026,855호

    (B) 출원일: 1996년 9월 30일 

(ⅷ)대리인 정보

     (A)성명: 위너, 엘렌 피(Winner, Ellen P)

     (B)등록 번호: 28,547

     (C)참조/다킷(DOCKET)번호: 89-97

(ⅸ)통신 정보: 

    (A)전화: (303) 499-8080

    (B)팩스: (303) 499-8089

(2)서열 번호 1에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 31개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 다른 핵산

     (A)설명: /desc='올리고누클레오티드'

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 1:

GACTAGTCAT ATGGTGAGCA AGGGCGAGGA G

(2)서열 번호 2에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:
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     (A)길이: 36개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 다른 핵산

     (A)설명: /desc='올리고누클레오티드'

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 2:

CTAGATCTTC ATATGCTTGT ACAGCTCGTC CATGCC

(2)서열 번호 3에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 39개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 다른 핵산

     (A)설명: /desc='올리고누클레오티드'

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 3:

CTAGATCTTG GCCATGGCCT TGTACAGCTC GTCCATGCC

(2)서열 번호 4에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 4800개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: DNA (게놈)

(ⅲ) 가정: 없음

(ⅵ) 최초 소오스: 

            (A)유기체: Zea mays

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: CDS

      (B) 위치: 결합(1449..1553, 1685..1765, 1860..1958, 2055..2144..2226

                           ..2289..2413..2513, 2651..2760, 2858..3101, 3212..3394,

                            3490..3681, 3793..3879, 3977..4105, 4227..4343) 

(xi) 서열 설명: 서열 번호 4:
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(2)서열 번호 5에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 534개 아미노산

     (B)유형: 아미노

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 5:
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(2)서열 번호 6에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 2542개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

121-51

1019997002770



(ⅲ) 가정: 없음

(ⅵ) 최초 소오스: 

           (A)유기체: Oryza sativa

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: CDS

      (B) 위치: 453..2282

(xi) 서열 설명: 서열 번호 6:
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(2)서열 번호 7에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 610개 아미노산

     (B)유형: 아미노산

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 7:
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(2)서열 번호 8에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 2007개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(ⅵ) 최초 소오스: 

            (A)유기체: Zea mays

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: CDS

      (B) 위치: 1..2007
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 8:
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(2)서열 번호 9에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 669개 아미노산

     (B)유형: 아미노산 

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 설명: 서열 번호 9:
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(2)서열 번호 10에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 2097개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(ⅵ) 최초 소오스: 

            (A)유기체: Zea mays

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: CDS

      (B) 위치: 1..2097
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 10:
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(2)서열 번호 11에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 699개 아미노산

     (B)유형: 아미노산 

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 11:
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(2)서열 번호 12에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 1752개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중
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     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(ⅵ) 최초 소오스: 

            (A)유기체: Zea mays

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: CDS

      (B) 위치: 1..1752

(xi) 서열 설명: 서열 번호 12:
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(2)서열 번호 13에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 584개 아미노산

     (B)유형: 아미노산 

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 13:
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(2)서열 번호 14에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 2725개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(ⅵ) 최초 소오스: 

            (A)유기체: Zea mays

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: sig. 펩티드

      (B) 위치: 91..264

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: mat. 펩티드

      (B) 위치: 265..2487

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: CDS

      (B) 위치: 91..2490
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 14:
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(2)서열 번호 15에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 800개 아미노산

     (B)유형: 아미노산 

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 15:
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(2)서열 번호 16에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 2763개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(ⅵ) 최초 소오스: 

            (A)유기체: Zea mays

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: 트렌싯 펩티드

      (B) 위치: 2..190

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: mat. 펩티드

      (B) 위치: 195..2467

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: CDS

      (B) 위치: 2..2470
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 16:
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(2)서열 번호 17에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 823개 아미노산

     (B)유형: 아미노산 

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 17:
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(2)서열 번호 18에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 153개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(ⅵ) 최초 소오스: 

             (A)유기체: Zea mays

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: CDS

      (B) 위치: 1..153
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 18:

(2)서열 번호 19에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 51개 아미노산

     (B)유형: 아미노산 

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 설명: 서열 번호 19:

(2)서열 번호 20에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 1620개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(ⅸ)특징:

      (A) 명칭/키: CDS

      (B) 위치: 1..1620
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 20:
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(2)서열 번호 21에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 540개 아미노산

     (B)유형: 아미노산 

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 설명: 서열 번호 21:
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(2)서열 번호 22에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 30개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 다른 핵산

121-105

1019997002770



     (A)설명: /desc='올리고누클레오티드'

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 22:

GTGGATCCAT GGCGACGCCC TCGGCCGTGG

(2)서열 번호 23에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 35개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 다른 핵산

     (A)설명: /desc='올리고누클레오티드'

(xi) 서열 설명: 서열 번호 23:

CTGAATTCCA TATGGGGCCC CTCCCTGCTC AGCTC

(2)서열 번호 24에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 36개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 다른 핵산

     (A)설명: /desc='올리고누클레오티드'

(xi) 서열 설명: 서열 번호 24:

CTCTGAGCTC AAGCTTGCTA CTTTCTTTCC TTAATG

(2)서열 번호 25에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 29개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 선형

(ⅱ) 분자 유형: 다른 핵산

     (A)설명: /desc='올리고누클레오티드'

(xi) 서열 설명: 서열 번호 25:

GTCTCCGCGG TGGTGTCCTT GCTTCCTAG

(2)서열 번호 26에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 53개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 26:

TGCGTCGCGG AGCTGAGCAG GGAGGTCTCC GCGGTGGTGT CCTTGCTTCC TAG

(2)서열 번호 27에 대한 정보:
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(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 8개 아미노산

     (B)유형: 아미노산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: 펩티드

 (xi) 서열 설명: 서열 번호 27:

Cys Val Ala Glu Leu Ser Arg Glu

1                5

(2)서열 번호 28에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 16개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

(xi) 서열 설명: 서열 번호 28:

AGAGAGAGAG AGAGAG

(2)서열 번호 29에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 36개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 29:

AAGAAGAAGA AGAAGAAGAA GAAGAAGAAG AAGAAG

(2)서열 번호 30에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 18개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 이중

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: cDNA 에서 mRNA

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 30:

AAAAAAAAAA AAAAAAAA

(2)서열 번호 31에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 11개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음 

(ⅱ) 분자 유형: 다른 핵산
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     (A)설명: /desc='올리고누클레오티드'

(ⅲ)가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 31:

AGATAATGCA G

(2)서열 번호 32에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 10개 염기쌍

     (B)유형: 핵산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: 다른 핵산

     (A)설명: /desc='올리고누클레오티드'

(ⅲ)가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 32:

AACAATGGCT

(2)서열 번호 33에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 56개 아미노산

     (B)유형: 아미노산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: 펩티드

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 33:

(2)서열 번호 34에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 58개 아미노산

     (B)유형: 아미노산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: 펩티드

(ⅲ) 가정: 없음
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(xi) 서열 설명: 서열 번호 34:

(2)서열 번호 35에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 58개 아미노산

     (B)유형: 아미노산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: 펩티드

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 35:

(2)서열 번호 36에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 74개 아미노산

     (B)유형: 아미노산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: 펩티드

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 36:
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(2)서열 번호 37에 대한 정보:

(ⅰ) 서열 특징:

     (A)길이: 39개 아미노산

     (B)유형: 아미노산

     (C)가닥수: 단일

     (D)토폴로지: 관련없음

(ⅱ) 분자 유형: 펩티드

(ⅲ) 가정: 없음

(xi) 서열 설명: 서열 번호 37:

(57) 청구의 범위

청구항 1 

(a)전분-캡슐화 영역(starch-encapsulating region)과;

(b)상기  전분-캡슐화  영역에  융합된  페이로드  폴리펩티드(payload  polypeptide)를  포함하는  잡종 
폴리펩티드.

청구항 2 

제  1  항에  있어서,  상기  페이로드  폴리펩티드는  Ala,  Arg,  Asn,  Asp,  Cys,  Gln,  Glu,  Gly,  His, 
Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, 및 Val로 이루어진 그룹에서 선택된 세 타입이하의 
아미노산들로 이루어짐을 특징으로하는 잡종 폴리펩티드.   

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 페이로드 폴리펩티드는 생물학적 활성 폴리펩티드인 잡종 폴리펩티드.

청구항 4 

제  3  항에  있어서,  상기  페이로드  폴리펩티드는  호르몬,  성장  인자,  항체,  펩티드,  폴리펩티드, 
효소 면역글로불린, 색소 및 이들의 생물학적 활성 단편으로 이루어진 그룹에서 선택되는 잡종 폴리펩티
드.

청구항 5 

제  1  항에  있어서,  상기  전분-캡슐화  영역은  가용성  전분  신타아제  Ⅰ,  가용성  전분  신타아제 
Ⅱ, 가용성 전분 신타아제 Ⅲ, 입자-결합 전분 신타아제, 분지 효소 Ⅰ, 분지 효소 Ⅱa, 분지 효소 Ⅱb, 
및 글루코아밀라아제 폴리펩티드로 이루어진 그룹에서 선택되는 효소의 전분-캡슐화 영역인 잡종 폴리펩
티드. 

청구항 6 

제  1  항에  있어서,  상기  전분-캡슐화  영역과  상기  페이로드  폴리펩티드의  사이에서  분열  부위를 
포함하는 잡종 폴리펩티드.  

청구항 7 

제 1 항의 잡종 폴리펩티드를 암호화하는 재조합 핵산 분자.

청구항 8 

제  7항에  있어서,  세균  숙주내에서  상기  전분-캡슐화  영역  및  상기  페이로드  폴리펩티드의 발현
에 적합한 조절 서열을 포함하는 DNA 분자인 재조합 핵산 분자.

청구항 9 

제  7항에  있어서,  식물  숙주내에서  상기  전분-캡슐화  영역  및  상기  페이로드  폴리펩티드의 발현
에 적합한 조절 서열을 포함하는 DNA 분자인 재조합 핵산 분자.
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청구항 10 

제  9  항에  있어서,  상기  조절  서열은  외떡입식물에서  상기  전분-캡슐화  영역  및  상기  페이로드 
폴리펩티드의 발현에 적합한 것인 재조합 분자.

청구항 11 

제  9  항에  있어서,  상기  조절  서열은  쌍떡입식물에서  상기  전분-캡슐화  영역  및  상기  페이로드 
폴리펩티드의 발현에 적합한 것인 재조합 분자.

청구항 12 

제  9  항에  있어서,  상기  조절  서열은  동물  숙주에서  상기  전분-캡슐화  영역  및  상기  페이로드 폴
리펩티드의 발현에 적합한 것인 재조합 분자.

청구항 13 

제 7항의 재조합 분자를 포함하는 발현 벡터.

청구항 14 

DNA 분자를 발현할 수 있으며, 제 7항의 재조합 분자를 포함하도록 형질변환된 세포.

청구항 15 

제 14 항에 있어서, 상기 세포는 식물 세포인 세포.

청구항 16 

제 15항의 세포로부터 재생된 식물.

청구항 17 

재조합 분자를 발현할 수 있는 제 16 항의 식물로부터 얻은 씨앗.

청구항 18 

페이로드 폴리펩티드를 포함하는, 제 14 항의 세포로부터 유도한 변경된 전분.

청구항 19 

동물의  소화계통의  선택된  부위에서  페이로드  폴리펩티드가  소화되도록하는  방법으로서, 소화관
의 선택된 부위에서 소화되도록 선택되는 전분 기질내에 상기 페이로드 폴리펩티드가 포함되어있는 제 18 
항의 변경된 전분을 상기 동물에게 공급하는 방법.     

청구항 20 

제 1 항의 잡종 폴리펩티드로부터 순수한 페이로드 폴리펩티드를 제조하는 방법으로서,

(a)상기 잡종 폴리펩티드를 암호화하는 DNA를 이용하여 숙주 유기체를 형질변환하고;

(b)상기 잡종 폴리펩티드를 상기 숙주내에서 발현시키고;

(c)상기 숙주로부터 상기 잡종 폴리펩티드를 분리하고;

(d)상기 잡종 폴리펩티드로부터 상기 페이로드 폴리펩티드를 정제하는 것을 포함하는 방법. 
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