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심사관 : 조영균

(54) 식물 프로토포르피리노겐 옥시다제 및 이의 억제제-내성 돌연변이체를 암호화하는 DNA 분자

요약

본 발명은 대두, 밀, 면화, 사탕무, 평지, 쌀 및 사탕수수로부터의 식물 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암

호화하는 신규한 DNA 서열을 제공한다. 또한, 본 발명은 제초제에 내성이 있는 변형된 형태의 프로톡스 효소를 교시한다.

본 발명에서 교시되는 제초제 내성 프로톡스 효소를 발현시키는 식물이 또한 제공된다. 이들 식물은 천연 프로톡스 유전자

를 내성형으로 돌연변이시키는 과정을 통하여 프로톡스 억제제에 대해 내성이 되도록 조작할 수 있거나 이들을 억제제-내

성 형태의 식물 프로톡스 효소를 암호화하는 유전자로 형질전환시킬 수 있다.

명세서

기술분야

본 발명은 일반적으로 식물 효소인 프로토포르피리노겐 옥시다제("프로톡스(protox)")에 관한 것이다. 특히, 본 발명은 상

기 효소를 암호화하는 DNA 분자 및 상기 효소의 변형된, 억제제-내성형에 관한 것이다. 또한 본 발명은 이들 변형된 형태

를 기본으로하는 조직 배양 선별법 및 제초제 용도에 관한 것이다.

배경기술

I. 프로톡스 효소 및 클로로필/헴 생합성 경로에서 이의 역할

클로로필과 헴을 생산하는 생합성 경로는 다수의 공통 단계를 갖는다. 클로로필은 모든 녹색 광합성 유기체에 존재하는 광

흡수 색소이다. 헴은 헤로글로빈, 시토크롬, P450 혼합-기능 옥시게나제, 퍼옥시다제, 및 카탈라제의 조인자이며 (참조:

Lehninger, Biochemistry. Worth Published, New York (1975)), 따라서 모든 호기성 유기체에 있어서 필수 성분이다.

클로로필과 헴의 생합성에 있어서 최종의 공통 단계는 프로토포르피리노겐 IX가 프로토포르피린 IX로 산화되는 단계이다.

프로토포르피리노겐 옥시다제(이후 "프로톡스"로 칭함)는 상기 최종 산화 단계를 촉매하는 효소이다(Matringe et al.,

Biochem. J. 260:231 (1989)).

프로톡스 효소는 효모 사카로마이세스 세레비지애(Saccharomyces cerevisiae; Labbe-Bois and Labbe, In

Biosynthesis of Heme and Chlorophyll, E.H. Dailey, ed. McGraw Hill; New York, pp. 235-285 (1990)), 보리 에티

오플라스트(Jacobs and Jacobs, Biochem. J. 244:219 (1987)), 및 쥐의 간(Dailey and Karr, Biochem. 26:2697 (1987))

을 포함한 수 많은 유기체로부터 부분적으로 또는 완전하게 정제되었다. 프로톡스를 암호화하는 유전자는 2종의 원핵세포

유기체인, 에스케리키아 콜리(Escherichia coli; Sasarman et al., Can. J. Microbiol. 39:1155 (1993))와 바실러스 서브

틸리스(Bacillus subtilis; Dailey et al., J. Biol. Chem. 269:813 (1994))로부터 분리되었다. 이들 유전자는 서열 유사성을

전혀 공유하지 않는다; 이들의 예측된 단백질 생성물 중 어느것도 아미노산 서열이 동일하지 않다. 이. 콜리 단백질은 대략

21 kDa이며, 세포막과 결합되어 있다. 비. 서브틸리스 단백질은 51 kDa이며, 가용성, 세포질 활성이 있다.

현재 프로톡스 암호화 유전자가 또한 사람(참조: Nishimura et al., J. Biol. Chem. 270(14): 8076-8080 (1995)) 및 식물

(WO 95/34659로 1995년 12월 21에 공개된 국제 출원 PCT/IB95/00452)로부터 분리되었다.

II. 제초제 표적으로서 프로톡스 유전자

경작물중 잡초 또는 식물과 같은 바람직하지 못한 초목을 방제하기 위하여 제초제를 사용하는 것은 거의 범세계적으로 실

용되고 있다. 관련된 시장은 매년 천만 달러를 초과한다. 이런 광대한 사용에도 불구하고, 잡초 방제는 농부에 있어서 중요

하고 비용이 많이 드는 문제로 남아있다.
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제초제를 효과적으로 사용하기 위해서는 건실한 관리가 요구된다. 예를 들면, 적용 시간 및 방법과 잡초 식물 발육의 단계

가 제초제를 사용하여 잡초를 방제하는데 있어서 좋은 결과를 얻는데 있어서 중요하다. 여러가지 잡초가 제초제에 대해 내

성이 있기 때문에, 효과적인 제초제의 생산이 점점 더 중요해지고 있다.

불행하게도, 더욱 강력하고, 더욱 광범위한 잡초 스펙트럼과 더욱 신속한 토양 중에서의 분해력을 나타내는 제초제는 또한

더욱 큰 작물 식물독성을 가질 수 있다. 이런 문제에 대한 해결책 중 하나가 제초제에 대해 내성이 있거나 견더내는 작물을

개발하는 것이었다. 제초제에 내성이 있는 작물 하이브리드 또는 변종은 작물에 대한 손상의 위험을 주의하지 않고도 제초

제를 사용할 수 있도록 한다. 내성의 발달은 제초제에 대한 작물의 민감성으로 인하여 제초제의 사용이 이전에는 금지되거

나 제한되었던 작물(예를 들면, 프리-이머전스 용도; pre-emergence use)에 제초제를 사용할 수 있도록 한다. 예를 들

면, 앤더슨(Anderson) 등의 미국 특허 제4,761,373호는 여러가지 이미다졸리논 또는 설폰아미도 제초제에 대해 내성이

있는 식물에 관한 것이다. 상기 내성은 변형된 아세토히드록시산 신타제(AHAS) 효소에 의해 부여된다. 굳맨(Goodman)

등의 미국 특허 제4,975,374호는 GS를 억제하는 것으로 공지된 제초제, 예를 들면, 포르피노트리신 및 메티오닌 설폭스이

민에 의한 억제에 내성이 있는 돌연변이 글루타민 신테타제(GS)를 암호화하는 유전자를 함유하는 식물 세포 및 식물에 관

한 것이다. 베드브룩(Bedbrook) 등의 미국 특허 제5,013,659호는 술포닐우레아 제초제에 의한 억제에 식물이 내성이 갖

도록하는 돌연변이 아세토락테이트 신타제를 발현시키는 식물에 관한 것이다. 소머스(Somers) 등의 미국 특허 제

5,162,602호는 시클로헥산디온 및 아릴옥시페녹시프로파노산 제초제에 의한 억제를 견뎌내는 식물을 기술하고 있다. 상

기 내성은 변형된 아세틸 조효소 A 카복실라제(ACCase)에 의해 부여된다.

프로톡스 효소는 여러가지 제초제 화합물에 대한 표적으로서 작용한다. 프로톡스를 억제하는 제초제는 수 많은 구조적으

로 상이한 부류의 분자를 포함한다(Duke et al., Weed Sci. 39:465 (1991); Nandihalli et al., Pesticide Biochem.

Physiol. 43:193 (1992); Matringe et al., FEBS Lett. 245:35 (1989); Yanase and Andoh, Pesticide Biochem.

Physiol. 35:70 (1989)). 이들 제초제 화합물을 디페닐에테르{예, 아시플루오르펜, 5-[2-클로로-4-(트리플루오로메틸)

페녹시]-2-니트로벤조산; 이의 메틸 에스테르, 또는 옥시플루오르펜, 2-클로로-1-(3-에톡시-4-니트로페녹시)-4-(트

리플루오로벤젠)}, 옥시다졸(예, 옥시디아존, 3-[2,4-디클로로-5-(1-메틸에톡시)페닐]-5-(1,1-디메틸에틸)-1,3,4-옥

사디아졸-2-(3H)-온), 시클릭이미드(예, S-23142,N-(4-클로로-2-플루오로-5-프로파르길옥시페닐)-3,4,5,6-테트라

히드로프탈이미드; 클로로프탈림, N-(4-클로로페닐)-3,4,5,6-테트라히드로프탈이미드), 페닐 피라졸(예, TNPP-에틸,

에틸 2-[1-(2,3,4-트리클로로페닐)-4-니트로피라졸릴-5-옥시]프로피오네이트; M&B 39279), 피리딘 유도체(예, LS

82-556), 및 페노필레이트 및 이의 O-페닐피롤리디노- 및 피페리디노카바메이트 유사체가 있다. 이들 화합물중 대다수

가 명백하게 기질 유사체로서 작용하는, 상기 효소에 의해 촉매되는 정상적인 반응을 경쟁적으로 억제한다.

전형적으로, 프로톡스에 대한 억제 효과는 약 395 내지 410nM에서 자극시킨 후, 약 622 내지 635nm에서 형광을 측정함

으로써 결정된다(참조: Jacobs and Jacobs, Enzyme 28:206 (1982); Sherman et al., Plant Physiol. 97:280 (1991)). 상

기 검정법은 프로토포르피린 IX가 형광성 색소이며, 프로토포르피리노겐 IX는 비형광성이라는 사실에 근거한 것이다.

프로톡스-억제 제초제의 예측되는 작용 방식은 엽록체 중에 프로토포르피리노겐 IX의 축적이 연루되어 있다. 상기 축적은

퍼옥시다제 활성에 의해 프로토포르피린 IX로 산화되는 세포질 중으로 프로토포르피리노겐 IX를 누출시키는 것으로 생각

된다. 광에 노출시, 프로토포르피린 IX는 세포질 중에 단일 산소를 형성시킬 수 있다. 상기 단일 산소는 또한 다른 반응성

산소종을 형성시킬 수 있으며, 반응성 산소종은 지질 과산화와 막 파괴를 일으켜 세포를 신속하게 사멸시킬 수 있다(Lee

et al., Plant Physiol. 102:881 (1993)).

프로톡스 효소가 모두 식물 프로톡스 효소를 억제하는 제초제에 대해 감응성인 것은 아니다. 에스케리키아 콜리

(Sasarman et al., Can. J. Microbiol. 39:1155 (1993)) 및 바실러스 서브틸리스(Dailey et al., J. Biol. Chem. 269:813

(1994))로부터 분리된 유전자에 의해 암호화되는 프로톡스 효소 둘다 이들 제초제 억제제에 대해 내성이 있다. 또한, 페닐

이미드 제초제 S-23142에 대해 내성이 있는 단세포 조류인 클라미도모나스 레인하르드티(Chlamydomonas reinhardtii)

의 변이체가 보고된 바 있다(Kataoke et al., J. Pesticide Sci. 15:449 (1990); Shibata et al., In Research in

Photosynthesis, Vol. III, N. Murata, ed. Kluwer: Netherlands. pp. 567-570 (1992)). 이들 변이체중 적어도 1종은 변

이체를 선택하는 제초제 억제제에 대해서 뿐만 아니라, 다른 부류의 프로톡스 억제제에 대해서도 내성인 변형된 프로톡스

활성을 갖는 것으로 나타났다(Oshio et al., Z. Naturforsch. 48c:339 (1993); Sato et al., In ACS Symposium on

Porphyric Pesticides, S. Duke ed. ACS Press: Washington, D.C. (1994)). 돌연변이 담배 세포주가 또한 억제제 S-

21432에 대해 내성이 있는 것으로 보고되었다(Che et al., Z. Naturforsch. 48c:350 (1993)).

발명의 요약
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본 발명은 밀, 대두, 면화, 사탕무, 평지, 쌀, 및 사탕수수로부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화

하는 분리된 DNA 분자 및 키메릭 유전자를 제공한다. 상기와 같은 분리된 DNA 분자의 서열은 서열 9(밀), 11(대두), 15

(면화), 17(사탕무), 19(평지), 21(쌀), 및 23(사탕수수)으로 나타낸다.

본 발명은 또한 변형되지 않은 천연 식물 프로톡스 효소를 억제하는 화합물에 대해 내성이 있는 식물 프로토포르피리노겐

옥시다제(프로톡스) 효소의 변형된 형태, 및 상기와 같은 억제제-내성 식물 프로톡스 효소를 암호화하는 DNA 분자를 제

공한다. 본 발명은 식물에서 억제제-내성 식물 프로톡스 효소를 발현시킬 수 있는 천연 프로톡스 유전자의 키메릭 유전자

및 변형된 형태를 제공한다.

억제제-내성 식물 프로톡스 효소를 암호화하는 유전자를 사용하여 전체 식물체중에 프로톡스-억제 제초제 내성을 부여할

수 있으며 이는 식물 세포 형질전환법에 있어서 선택성 마커로서 사용할 수 있다. 따라서, 본 발명은 또한 후손을 포함한

식물, 이들 변형된 프로톡스 효소를 암호화하는 식물 발현가능한 유전자를 함유하는 식물 조직 및 식물 종자를 포함한다.

이들 식물, 식물 조직 및 식물 종자를 식물에 있어서 천연 프로톡스 활성에 대해 통상적으로 억제성인 수준에서 프로톡스-

억제제에 대해 내성이 있다. 본 발명에 포함되는 식물은 특히 프로톡스 억제 제초제에 대한 강력한 표적물이 되는 것, 특히

옥수수 및 보리, 밀, 사탕수수, 호밀, 오트, 잔디 및 목초, 기장 및 쌀과 같은 곡류와 같은 농업적으로 중요한 작물을 포함한

다. 슈가 케인, 대두, 면화, 사탕무, 유종자 평지 및 담배가 또한 포함된다.

본 발명은 또한 본 발명에서 제공되는 식물 프로톡스 효소의 억제제-내성 형태를 생산하는, 본 발명의 방법으로 형질전환

시킨 형질전환된 식물 또는 이들의 후손으로부터 기원하는 꽃, 줄기, 과실, 잎, 뿌리와 같은, 번식물 및 식물 부분과 함께,

예를 들어 식물 조직, 원형질체, 세포, 칼리(calli), 기관, 식물 종자, 배, 화분, 난세포, 접합체와 같은 식물질을 포함하는 식

물의 생산 방법에 관한 것이다. 상기와 같은 식물은 내성 프로톡스를 암호화하는 구조 유전자로 안정하게 형질전환시킬 수

있거나, 직접적인 선택 기술로 제조하여 제초제 내성주를 분리하고, 특성화시켜 개발할 수 있다. 또한, 본 발명은 식물 엽

록체내에서 프로톡스 유전자를 발현시키는 색소체 형질전환 기술을 사용하는 것을 포함한다.

본 발명은 또한 식물 프로톡스 효소의 억제제-내성 형태를 암호화하는 유전자의 존재를 검출하고 식물 조직중 억제제-내

성 프로톡스 전사물의 수준을 정량하는 프로브 및 방법에 관한 것이다. 이들 방법을 사용하여 식물 프로톡스 효소의 억제

제-내성 형태를 암호화하는 유전자를 함유하고(하거나) 발현시키는 식물 또는 식물 조직을 확인하거나 선별할 수 있다.

<서열 목록에 대한 설명>

서열 1 아라비도프시스 탈리아나(Arabidopsis thaliana) 프로톡스-1 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 2 서열 1에 의해 암호화된 아라비도프시스 프로톡스-1 아미노산 서열.

서열 3 아라비도프시스 탈리아나 프로톡스-2 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 4 서열 3에 의해 암호화된 아리비도프시스 프로톡스-2 아미노산 서열.

서열 5 옥수수 프로톡스-1 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 6 서열 5에 의해 암호화된 옥수수 프로톡스-1 아미노산 서열.

서열 7 옥수수 프로톡스-2 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 8 서열 7에 의해 암호화된 옥수수 프로톡스-2 아미노산 서열.

서열 9 밀 프로톡스-1 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 10 서열 9에 의해 암호화된 밀 프로톡스-1 아미노산 서열.

서열 11 대두 프로톡스-1 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 12 서열 11에 의해 암호화된 대두 프로톡스-1 단백질.
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서열 13 아라비도프시스 탈리아나 프로톡스-1 유전자로부터의 프로모터 서열.

서열 14 옥수수 프로톡스-1 유전자로부터의 프로모터 서열.

서열 15 면화 프로톡스-1 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 16 서열 15에 의해 암호화된 면화 프로톡스-1 아미노산 서열.

서열 17 사탕무 프로톡스-1 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 18 서열 17에 의해 암호화된 사탕무 프로톡스-1 아미노산 서열.

서열 19 평지 프로톡스-1 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 20 서열 19에 의해 암호화된 평지 프로톡스-1 아미노산 서열.

서열 21 쌀 프로톡스-1 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 22 서열 21에 의해 암호화된 쌀 프로톡스-1 아미노산 서열.

서열 23 사탕수수 프로톡스-1 단백질에 대한 DNA 암호화 서열.

서열 24 서열 23에 의해 암호화된 사탕수수 프로톡스-1 아미노산 서열.

서열 25 옥수수 프로톡스-1 인트론 서열.

서열 26 사탕무 프로톡스-1 유전자로부터의 프로모터 서열.

서열 27 Pclp_P1a-색소체 clpP 유전자 프로모터 상부 스트랜드 PCR 프라이머.

서열 28 Pclp_P1b-색소체 clpP 유전자 프로모터 하부 스트랜드 PCR 프라이머.

서열 29 Pclp_P2b-색소체 clpP 유전자 프로모터 하부 스트랜드 PCR 프라이머.

서열 30 Trps16_P1a-색소체 rps16 유전자 상부 스트랜드 PCR 프라이머.

서열 31 Trps16_P1b-색소체 rps16 유전자 하부 스트랜드 PCR 프라이머.

서열 32 minpsb_U-색소체 psbA 유전자 상부 스트랜드 프라이머.

서열 33 minpsb_L-색소체 psbA 유전자 하부 스트랜드 프라이머.

서열 34 APRTXP1a-상부 스트랜드 PCR 프라이머.

서열 35 APRTXP-1b-하부 스트랜드 PCR 프라이머.

기탁 사항

다음 벡터 분자는 미국 일리노이주 61604 페오리아 1815 노쓰 유니버시티 스트리트 노던 리져날 리서치 센터내 농업 연

구부의 특허 컬쳐 콜렉션(Patent Culture Collection; NRRL)에 기탁되어 있다.

밀 프로톡스-1a: p블루스크립트 SK 벡터중, pWDC-13(NRRL #B21545)로 1996년 3월 19일자로 기탁되었슴.
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대두 프로톡스-1: p블루스크립트 SK 벡터중, pWDC-12(NRRL #B-21516)으로 1995년 12월 15일자로 기탁되었슴.

면화 프로톡스-1: p블루스크립트 SK 벡터중, pWDC-15(NRRL #B-21594)로 1996년 7월 1일자로 기탁되었슴.

사탕무 프로톡스-1: p블루스크립트 SK 벡터중, pWDC-16(NRRL #B-21595N)으로 1996년 7월 29일자로 기탁되었슴.

평지 프로톡스-1: p블루스크립트 SK 벡터중, pWDC-17(NRRL #B-21615)로 1996년 8월 23일자로 기탁되었슴.

쌀 프로톡스-1, p블루스크립트 SK 벡터중, pWDC-18(NRRL #B-21648)로 1996년 12월 6일자로 기탁되었슴.

사탕수수 프로톡스-1, p블루스크립트 SK 벡터중, pWDC-19(NRRL #B-21649)로 1996년 12월 6일자로 기탁되었슴.

내성 돌연변이체 pAraC-2Cys, pMut-1 플라스미드중, 농업부 컬쳐 콜렉션에 pWDC-7하에 1994년 11월 14일자로 기탁

되었으며, 기탁 번호는 NRRL #21339N이다.

아라비도프시스 프로톡스-1 프로모터를 함유하는 AraPT1Pro는 pWDC-11(NRRL #B-21515)로 1995년 12월 15일자

로 기탁되었슴.

옥수수 프로톡스-1 암호화 서열의 나머지 부분에 융합되어있는 옥수수 프로톡스-1 프로모터를 함유하는 플라스미드는

pWDC-14(NRRL #B-21546)로 1996년 3월 19일자로 기탁되었슴.

사탕무 프로톡스-1 프로모터를 함유하는 플라스미드는 pWDC-20(NRRL #B-21650)으로 1996년 12월 6일자로 기탁되

었슴.

발명의 상세한 설명

1. 식물 프로톡스 암호화 서열

하나의 양태로, 본 발명은 밀, 대두, 면화, 사탕무, 평지, 쌀, 및 사탕수수로부터의, 프로토포르피리노겐 IX의 프로토포르피

린 IX로의 산화반응을 촉매하는 효소인, 프로토포르피리노겐 옥시다제(본 명세서에서는 "프로톡스"로 언급됨)를 암호화하

는 분리된 DNA 분자에 관한 것이다. 밀 프로톡스 효소에 대한 DNA 암호화 서열 및 대응하는 아미노산 서열은 각각 서열

9와 10으로 제공된다. 대두 프로톡스 효소에 대한 DNA 암호화 서열과 대응하는 아미노산 서열은 각각 서열 11과 12로 제

공된다. 면화 프로톡스 효소에 대한 DNA 암호화 서열과 대응하는 아미노산 서열은 각각 서열 15와 16으로 제공된다. 사탕

무 프로톡스 효소에 대한 DNA 암호화 서열과 대응하는 아미노산 서열은 각각 서열 17과 18로 제공된다. 평지 프로톡스 효

소에 대한 DNA 암호화 서열과 대응하는 아미노산 서열은 각각 서열 19와 20으로 제공된다. 쌀 프로톡스 효소에 대한

DNA 암호화 서열과 대응하는 아미노산 서열은 각각 서열 21과 22로 제공된다. 사탕수수 프로톡스 효소에 대한 DNA 암호

화 서열과 대응하는 아미노산 서열은 각각 서열 23과 24로 제공된다.

이전에 분리된, 아라비도프스 탈리아나 및 옥수수로부터의 프로톡스 효소에 대한 DNA 암호화 서열과 대응하는 아미노산

서열이 본 발명에서 서열 1 내지 4(아라비도프시스) 및 서열 5 내지 8(옥수수)로 재생산되었다.

따라서, 본 발명은 밀 프로톡스 효소, 대두 프로톡스 효소, 면화 프로톡스 효소, 사탕무 프로톡스 효소, 평지 프로톡스 효소,

쌀 프로톡스 효소 및 사탕수수 프로톡스 효소로 이루어진 군으로부터 선택된 진핵세포 프로톡스를 포함하는 프로토포르피

리노겐 옥시다제(프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자에 관한 것이다.

본 발명의 범주내에서는 쌍자엽 식물, 특히 서열 11, 15, 17 및 19로 제공되는 바와 같은, 대두 식물, 면화 식물, 사탕무 식

물 및 평지 식물로부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 분리된 DNA 분자가 바람직하다. 서

열 11로 제공되는 바와 같은 대두 및 서열 17로 제공되는 바와 같은 사탕무로부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스) 효소를 암호화하는 분리된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

단자엽 식물, 특히 서열 9, 21 및 23으로 제공되는 바와 같은, 밀 식물, 쌀 식물 및 사탕수수 식물로부터의 프로토포르피리

노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 분리된 DNA 분자가 또한 바람직하다. 서열 9로 제공되는 바와 같은 밀로부

터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 분리된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.
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또 다른 양태에서, 본 발명은 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소 단백질을 암호화하는, 쌍자엽 식물로부터 분리

된 DNA 분자에 관한 것이고 여기서 단백질은 서열 12, 16, 18 및 20으로 이루어진 그룹으로부터 선택된 아미노산 서열을

포함한다. 추가로, 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소 단백질을 암호화하는 단자엽 식물로부터 분리된 DNA 분

자를 포함하고 여기서 단백질은 서열 10, 22 및 24로 이루어진 그룹중에서 선택된 아미노산 서열을 포함한다. 프로토피리

노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 분리된 DNA 분자가 보다 바람직하고 여기서 단백질은 서열 10으로 나타낸

밀의 아미노산 서열을 포함한다. 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 분리된 DNA 분자가 보다 바

람직하고 여기서 단백질은 서열 12로 나타낸 콩 및 서열 18로 나타낸 슈거 비트의 아미노산 서열을 포함한다.

본 발명에 의해 제공된 정보를 사용하여 진핵 유기체로부터 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소에 대한 DNA 암

호화 서열은 표준 방법을 사용하여 수득될 수 있다.

다른 양태에서, 본 발명은 밀 프로톡스 효소를 암호화하며 다음과 같은 하이브리드화 및 세척 조건하에서 서열 9의 뉴클레

오티드 서열에 하이브리드화되는 뉴클레오티드 서열을 갖는 분리된 DNA 분자에 관한 것이다:

(a) 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS)중, 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃에서 하이브리드화; 및

(b) 2X SSC, 1% SDS, 50℃에서 세척.

또 다른 양태로, 본 발명은 대두 프로톡스 효소를 암호화하며 다음과 같은 하이브리드화 및 세척 조건하에서 서열 11의 뉴

클레오티드 서열에 하이브리드화되는 뉴클레오티드 서열을 갖는 분리된 DNA 분자에 관한 것이다:

(a) 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS)중, 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃에서 하이브리드화; 및

(b) 2X SSC, 1% SDS, 50℃에서 세척.

또 다른 양태로, 본 발명은 면화 프로톡스 효소를 암호화하며 다음과 같은 하이브리드화 및 세척 조건하에서 서열 15의 뉴

클레오티드 서열에 하이브리드화되는 뉴클레오티드 서열을 갖는 분리된 DNA 분자에 관한 것이다:

(a) 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS)중, 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃에서 하이브리드화; 및

(b) 2X SSC, 1% SDS, 50℃에서 세척.

다른 양태로, 본 발명은 사탕무 프로톡스 효소를 암호화하며 다음과 같은 하이브리드화 및 세척 조건하에서 서열 17의 뉴

클레오티드 서열에 하이브리드화되는 뉴클레오티드 서열을 갖는 분리된 DNA 분자에 관한 것이다:

(a) 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS)중, 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃에서 하이브리드화; 및

(b) 2X SSC, 1% SDS, 50℃에서 세척.

다른 양태로, 본 발명은 평지 프로톡스 효소를 암호화하며 다음과 같은 하이브리드화 및 세척 조건하에서 서열 19의 뉴클

레오티드 서열로 하이브리드화되는 뉴클레오티드 서열을 갖는 분리된 DNA 분자에 관한 것이다:

(a) 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS)중, 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃에서 하이브리드화; 및

(b) 2X SSC, 1% SDS, 50℃에서 세척.

다른 양태로, 본 발명은 쌀 프로톡스 효소를 암호화하며 다음과 같은 하이브리드화 및 세척 조건하에서 서열 21의 뉴클레

오티드 서열에 하이브리드화되는 뉴클레오티드 서열을 갖는 분리된 DNA 분자에 관한 것이다:

(a) 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS)중, 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃에서 하이브리드화; 및
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(b) 2X SSC, 1% SDS, 50℃에서 세척.

다른 양태로, 본 발명은 사탕수수 프로톡스 효소를 암호화하며 다음과 같은 하이브리드화 및 세척 조건하에서 서열 23의

뉴클레오티드 서열에 하이브리드화되는 뉴클레오티드 서열을 갖는 분리된 DNA 분자에 관한 것이다:

(a) 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS)중, 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃에서 하이브리드화; 및

(b) 2X SSC, 1% SDS, 50℃에서 세척.

본 발명에서 교시되는 분리된 진핵세포 프로톡스 서열은 표준 유전공학 기술에 따라서 조작하여 목적하는 바에 따라 맞출

수 있다. 예를 들면, 전체 프로톡스 서열 또는 이들의 일부를 프로톡스 암호화 서열 및 전령 RNA에 특이적으로 하이브리드

화될 수 있는 프로브로서 사용할 수 있다. 다양한 조건하에서 특이적으로 하이브리드화시키기 위해서는, 상기와 같은 프로

브는 프로톡스 암호화 서열 중에서 독특하며 바람직하게는 길이가 뉴클레오티드 10개 이상, 가장 바람직하게는 길이가 뉴

클레오티드 20개 이상을 포함한다. 상기와 같은 프로브를 사용하여 폴리머라제 연쇄 반응(PCR)의 숙지된 공정을 통하여

선택된 유기체로부터 프로톡스 암호화 서열을 증폭시키고 분석할 수 있다. 이런 기술은 목적하는 유기체로부터의 추가적

인 프로톡스 암호화 서열을 분리시키는데 유용할 수 있거나 유기체중 프로톡스 암호화 서열의 존재를 결정하기위한 진단

검정법으로서 유용할 수 있다.

하이브리드의 안정성에 영향을 주는 인자는 하이브리드화의 스트린전시를 결정한다. 그러한 인자중 하나는 용융 온도 Tm

으로, 이는 하기 문헌에 제공된 식에 따라서 용이하게 계산할 수 있다: DNA PROBES, George H. Keller and Mark M.

Manak, Macmillan Publishers Ltd, 1993, Section one: Molecular Hybridization Technology; page 8 ff. 바람직한 하

이브리드화 온도는 약 25℃ 범위의 계산된 용융 온도 Tm 이하이며 바람직하게는 약 12 내지 15℃ 범위의 계산된 용융 온

도 Tm 이하이고 올리고뉴클레오티드의 경우 약 5 내지 10℃ 범위의 용융 온도 Tm 이하이다.

상기 정의된 바와 같이 본 발명에 따르는 DNA 분자에 하이브리드화되는 DNA 분자, 바람직하게는 중간 정도의 스트린전

시 조건하에서 길이가 10개 이상의 뉴클레오티드인 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소의 서열의 연속 부위를

포함하는 상기 DNA 분자로부터 수득할 수 있는 올리고뉴클레오티드 프로브가 본 발명에 포함된다.

또한 본 발명은 폴리머라제 연쇄 반응(PCR)에 있어서 식물 프로톡스 유전자 또는 길이가 10개 이상인 뉴클레오티드의

mRNA에 특이적으로 하이브리드화될 수 있는 뉴클레오티드 프로브의 용도에 관한 것이다.

다른 양태로, 본 발명은 프로토포르피리노겐 옥시다제 활성을 암호화하는 진핵세포 DNA 서열 또는 각각의 mRNA에 특이

적으로 하이브리드화될 수 있는 프로브 및 본 발명에 따르는 프로브를 사용하여 진핵세포 유기체중에서 상기 DNA 서열을

검출하는 방법을 제공한다.

프로톡스 특이적 하이브리드화 프로브를 또한 사용하여 게놈 프로톡시 서열에 대한 프로브의 선택적인 하이브리드화를 기

본으로하는 표준 기술을 사용하여 선택된 유기체의 게놈중 천연 진핵세포 프로톡스 유전자(들)의 위치를 맵핑할 수 있다.

이들 기술로는, 비제한적으로, 프로톡스 프로브 서열내에 확인되거나 함유되어 있는 DNA 다형성의 확인, 및 2종의 다형성

모 라인의 하이브리드의 자가 번식으로부터 유래되는 맵핑 집단에 있어서 공지된 맵 위치의 다른 마커에 대한 프로톡스 유

전자의 분리에 따른 상기 다형성의 용도를 포함한다(참조: Helentjaris et al., Plant Mol. Biol. 5: 109 (1985), Sommer

et al. Biotechniques 12:82 (1992); D'Ovidio et al., Plant Mol. Biol. 15: 169 (1990)). 진핵세포 프로톡스 서열이라면 어

느것이나 진핵세포 유기체로부터의 프로톡스 유전자 맵핑용 프로브로서 유용한 것으로 생각될 수 있지만, 바람직한 프로

브는 선택된 유기체와 더욱 밀접한 관계가 있는 유기체로부터의 프로톡스 서열이며, 가장 바람직한 프로브는 선택된 유기

체로부터의 프로톡스 서열이다. 상기 방법에서 프로톡스 유전자의 맵핑은 사료용 식물에 있어서 특히 유용한 것으로 생각

된다. 예를 들면, 제초제 내성을 부여하는 돌연변이 프로톡스 유전자의 유전자 지도 위치를 앎으로써, 참조용 유전자 지도

로부터 플랭킹 DNA 마커를 확인할 수 있다(참조: Helentjaris, Trends Genet. 3:217(1987)). 신규 사료용 식물주중에 제

초제 내성 특성을 이입시키는 중에, 이들 마커를 사용하여 각회의 역교잡후 반복치(recurrent parent)중에 아직도 존재하

는 프로톡스-결합된 플랭킹 염색체 DNA의 정도를 모니터할 수 있다.
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프로톡스 특이적 하이브리드화 프로브를 또한 사용하여 노던 블롯 분석과 같은 표준 기술을 사용하여 유기체중 프로톡스

mRNA의 수준을 정량할 수 있다. 이런 기술은 감소된 수준의 프로톡스 활성과 관련된, 신경정신 증상 및 피부 병소로 특징

되는 사람에 있어서의 자가복제 염색체 우성 질환과 같은 특정의 역조건과 관련될 수 있는 변화된 수준의 프로톡스 발현을

검출하기 위한 진단 검정법으로서 유용할 수 있다(Brenner and Bloomer, New Engl. J. Med. 302:765 (1980)).

본 발명의 추가 양태는

(a) 길이가 뉴클레오티드 10개 이상인 식물로부터의 프로톡스 단백질에 대한 암호화 서열의 연속 부위를 포함하는, 식물

프로톡스 유전자 또는 mRNA에 특이적으로 하이브리드화될 수 있는 뉴클레오티드 프로브를 제조하는 단계;

(b) 단계 (a)에 따라서 제조된 뉴클레오티드 프로브를 사용하여 선택된 유기체로부터 클로닝된 게놈 DNA 단편 또는

cDNA 단편의 집단중에서 다른 프로톡스 암호화 서열에 대해 프로브화시키는 단계; 및

(c) 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소 활성을 갖는 단백질을 암호화하는 DNA 부위를 포함하는 DNA 분자를

분리시켜 배가시키는 단계를 포함함을 특징으로하여, 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소 활성을 갖는 단백질

을 암호화하는 DNA 부위를 포함하는 DNA 분자를 제조하는 방법이다.

본 발명의 다른 양태는

(a) 길이가 뉴클레오티드 10개 이상인 식물로부터의 프로톡스 단백질에 대한 암호화 서열의 연속 부위를 포함하는, 식물

프로톡스 유전자 또는 mRNA에 특이적으로 하이브리드화할 수 있는 뉴클레오티드 프로브를 제조하는 단계;

(b) 단계 (a)에 따라서 제조한 뉴클레오티드 프로브를 사용하여 선택된 유기체로부터 클로닝된 게놈 DNA 단편 또는

cDNA 단편의 집단중에서 다른 프로톡스 암호화 서열에 대해 프로브화시키는 단계; 및

(c) 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소 활성을 갖는 단백질을 암호화하는 DNA 분획을 포함하는 DNA 분자를

분리시키는 단계를 포함함을 특징으로하여, 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소 활성을 갖는 단백직을 암호화

하는 DNA 분획을 포함하는 식물로부터 DNA 분자를 분리시키는 방법이다.

본 발명은 또한

(a) 적합한 클로닝 벡터를 사용하여 적절한 공급원의 유기체로부터 게놈성 또는 cDNA 라이브러리를 제조하는 단계;

(b) 프로브 분자와 라이브러리를 하이브리드화시키는 단계; 및

(c) 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)에 대한 아미노산 서열에 대응하는 뉴클레오티드 서열을 잠재적으로 함유하

는 클론인 라이브러리로부터 DNA 클론에 대한 상기 프로브의 포지티브 하이브리드화를 확인하는 단계를 포함함을 특징

으로하여, 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소 활성을 나타내는 단백질을 암호화하는 필수적으로 순수한 DNA

서열을 생산하는 방법을 포함한다.

본 발명은 또한

(a) 게놈성 또는 cDNA 라이브러리로부터 전체 DNA를 제조하는 단계;

(b) 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)의 아미노산 서열의 축퇴성이 낮은 부위를 나타내는 프라이머와의 PCR 반응

용 주형으로서 단계 (a)의 DNA를 사용하는 단계를 포함함을 특징으로하여, 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소

활성을 나타내는 단백질을 암호화하는 필수적으로 순수한 DNA 서열을 제조하는 방법을 포함한다.

본 발명의 다른 목적은

(a) 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)의 제1 샘플과 이의 기질을 반응시키는 단계;

(b) 단계 (a)로부터 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)의 비억제 반응성을 측정하는 단계;

등록특허 10-0493500

- 9 -



(c) 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)의 제1 샘플과 이의 기질을 억제제 화합물을 포함하는 제2 샘플의 존재하에서

배양시키는 단계;

(d) 단계 (c)로부터 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소의 억제된 반응성을 특정하는 단계; 및

(e) 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소의 억제된 반응성과 비억제된 반응성을 비교하는 단계를 포함함을 특징

으로하여, 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소의 억제제를 확인하기위한 검정법이다.

본 발명의 다른 목적은

(a) 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소의 제1 샘플과 이의 기질을 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효

소 억제제를 포함하는 제2 샘플의 존재하에서 반응시키는 단계;

(b) 단계 (a)로부터 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소의 비돌연변이 반응성을 측정하는 단계;

(c) 돌연변이된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소의 제1 샘플과 이의 기질을 프로토포르피리노겐 옥시다제

(프로톡스) 효소 억제제를 포함하는 제2 샘플의 존재하에서 반응시키는 단계;

(d) 단계 (c)로부터 돌연변이된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소의 돌연변이된 반응성을 측정하는 단계; 및

(e) 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소의 돌연변이 반응성과 비돌연변이 반응성을 비교하는 단계를 포함함을

특징으로하여, 억제제-내성 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 돌연변이체를 확인하기이한 검정법이다.

본 발명의 다른 목적은 본 발명에 따르는 방법으로 수득한 프로톡스 효소 억제제이다.

숙주 유기체 중에서 효소를 재조합적으로 제조하기 위하여, 프로톡스 암호화 서열을 선택된 숙주에 대해 디자인된 발현 카

세트 중으로 삽입시켜 재조합적으로 생산된 숙주 중으로 도입시킬 수 있다. 프로모터, 시그날 서열, 5' 및 3' 비해독 서열과

같은 특이적 조절 서열의 선택은 당해 분야의 숙련가의 기술 수준내에 있다. 적절한 판독 프레임에 결합된 각각의 요소를

함유하는 생성된 분자는 숙주 세포중으로 형질전화시킬 수 있는 벡터중에 삽입시킬 수 있다. 적합한 발현 벡터와 단백질의

재조합적 제조 방법은 이. 콜리(참조: Studier and Moffatt, J. Mol. Biol. 189: 113 (1986); Brosius, DNA 8: 759 (1989))

, 효모(참조: Schneider and Guarente, Meth. Enzymol. 194: 373 (1991)) 및 곤충 세포(참조: Luckow and Summers,

Bio/Technol. 6:47 (1988))와 같은 숙주 유기체에 대해 숙지되어 있다. 특정 예로는 p블루스크립트(Stratagene, La

Jolla, CA), pFLAG(International Biotechnologies, Inc., New Haven, CT), pTrcHis(Invitrogen, La Jolla CA), 및 바쿨

로바이러스 발현 벡터, 예를 들면, 오토그라피카 칼리포르니카(Autographica californica) 핵 폴리헤드로시스 바이러스

(AcMNPV)의 게놈으로부터 유래된 것이 있다. 바람직한 바쿨로바이러스/곤충 시스템은 pVI11392/Sf21 세포

(Invitrogen, La Jolla, CA)이다.

재조합적으로 생산된 진핵세포 프로톡스 효소는 다양한 목적에 유용하다. 예를 들면, 이는 시험관내에서 프로톡스 효소 활

성을 공급하기위하여 사용될 수 있다. 이는 또한 공지된 제초제 화학물질이 프로톡스를 억제하는지에 대해 측정하기 위하

여 표적이 확인되어 있는 공지된 제초제 화학물질을 선별하기 위한 시험관내 검정법에 사용할 수 있다. 상기와 같은 시험

관내 검정법은 또한 프로톡스 활성을 억제하며 따라서 후보 제초제인 화학물질을 확인하기 위한 더욱 일반적인 선별법으

로서 사용할 수 있다. 재조합식으로 생산된 진핵세포 프로톡스 효소는 또한 억제제-내성 프로톡스 돌연변이체를 확인하기

위한 검정법에 사용할 수 있다(참조: 국제 특허원 PCT/IB95/00452; 1995년 6월 8일자로 출원되어, 1995년 12월 21일자

로 WO 95/34659로 공개되었으며, 본 명세서에서 전체적으로 참고 문헌으로 인용됨). 달리, 재조합식으로 생산된 프로톡

스 효소는 신규한 억제성 제초제 뿐만 아니라 효소의 제초제 내성 형태를 합리적으로 고안하기 위하여 공지된 억제제와 이

의 관계를 추가로 특성화하는데 사용할 수 있다.

II. 억제제 내성 식물 프로톡스 효소

다른 양태로, 본 발명은 식물 프로토포리피리노겐 옥시다제(본 발명에서는 "프로톡스"로 언급함) 효소의 아미노산 서열이

상기 효소의 억제제-내성 형태를 생산하도록 만들수 있는 변형을 교시한다. 본 발명은 본 명세서에 교시된 변형을 갖는 억

제제-내성 식물 프로톡스 효소, 및 이들 변형된 효소를 암호화하는 DNA 분자, 및 이들 변형된 효소를 식물중에서 발현시

킬 수 있는 유전자에 관한 것이다.
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따라서, 본 발명은 프로톡스 억제제에 대한 내성을 부여하는 특성을 갖는 아미노산 변형 중 1개 이상을 갖게 되어, 변형된

프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)가 진핵세포 프로톡스를 억제하는 양의 제초제에 대해 내성인, 변형된 프로토포

르피리노겐 옥시다제(프로톡스)를 암호화하는 분리된 DNA 분자에 관한 것이다. 본 명세서에서 사용되는 바와 같은 용어 "

억제"는 대상 제초제의 부재하에서 관찰된 효소 활성 수준과 비교한 대상 제초제의 존재하에서 관찰된 효소 활성에서의 감

소를 언급하는 것으로, 감소 % 수준은 바람직하게는 10% 이상, 더욱 바람직하게는 50% 이상, 가장 바람직하게는 90% 이

상이다.

천연 프로톡스 활성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 변형된 프로톡스인, 밀 프로톡스 효소, 대두 프로톡스 효

소, 면화 프로톡스 효소, 사탕무 프로톡스 효소, 평지 프로톡스 효소, 쌀 프로톡스 효소 및 사탕수수 프로톡스 효소로 이루

어진 군으로부터 선택된 진핵세포 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)를 암호화하는

DNA 분자가 바람직하다.

서열 6의 아미노산 159에 대응하는 위치에서 시스테인이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스

활성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 시스테인이 페닐알라닌 또는 리신으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직

하고, 시스테인이 페닐알라닌으로 대체된 것이 가장 바람직하다.

서열 6의 아미노산 419에 대응하는 위치에서 이소류신이 다른 아미노산으로 대체되어 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스

활성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA가 또한 바람직하다. 상기 이소류신이 트레오닌, 히스티딘, 글리신 또는 아스파라긴으로 대체된

DNA 분자가 특히 바람직하고, 이소류신이 트레오닌으로 대체된 것이 가장 바람직하다.

서열 6에 아미노산 164에 대응하는 위치의 알라닌이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활성

을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)

를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 알라닌이 트레오닌, 류신 또는 발린으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하

다.

서열 6의 아미노산 165에 대응하는 위치의 글리신이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활성

을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)

를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 글리신이 세린 또는 류신으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 6의 아미노산 370에 대응하는 위치의 티로신이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활성

을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)

를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 티로신이 이소류신 또는 메티오닌으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하

다.

서열 10의 아미노산 356에 대응하는 위치의 발린이 다른 아미노산으로 대체되어, 상기 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스

활성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 발린이 류신으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 10의 아미노산 421에 대응하는 위치의 세린이 다른 아미노산으로 대체되어 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활성

을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)

를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 세린이 프롤린으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 10의 아미노산 502에 대응하는 위치의 발린이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활성

을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)

를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 발린이 알라닌으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 10의 아미노산 211에 대응하는 위치의 알라닌이 다른 아미노산으로 대체되어 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활

성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 알라닌이 발린 또는 트레오닌으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직

하다.
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서열 10의 아미노산 212에 대응하는 위치의 글리신이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활

성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 글리신이 세린으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 10의 아미노산 466에 대응하는 위치의 이소류신이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스

활성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 이소류신이 트레오닌으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 12의 아미노산 369에 대응하는 위치의 프롤린이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활

성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 프롤린이 세린 또는 히스티딘으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직

하다.

서열 12의 아미노산 226에 대응하는 위치의 알라닌이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활

성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 알라닌인 트레오닌 또는 류신으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직

하다.

서열 12의 아미노산 517에 대응하는 위치의 발린이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활성

을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)

를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 발린이 알라닌으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 12의 아미노산 432에 대응하는 위치의 티로신이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활

성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 티로신이 류신 또는 이소류신으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직

하다.

서열 16의 아미노산 365에 대응하는 위치의 프롤린이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활

성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 프롤린이 세린으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 16의 아미노산 428에 대응하는 위치의 티로신이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활

성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 티로신이 시스테인 또는 아르기닌으로 대체된 DNA 분자가 특히 바

람직하다.

서열 18의 아미노산 449에 대응하는 위치의 티로신이 다른 아미노산으로 대체되어, 변형된 프로톡스가 천연 프로톡스 활

성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물 프록토스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)를 암호화하는 DNA 분자가 또한 바람직하다. 상기 티로신이 시스테인, 류신, 이소류신, 발린 또는 메티오닌으로 대체

된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

본 발명은 또한 프로톡스 억제제에 대한 내성을 부여하는 특성을 갖는 제1 아미노산 치환과 제1 아미노산 치환에 의해 부

여된 상기 내성을 향상시키는 특성을 갖는 제2 아미노산 치환을 갖는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노

겐 옥시다제(프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자에 관한 것이다. 식물이 옥수수, 밀, 대두, 면화, 사탕무, 평지, 쌀, 사탕수수

및 아라비도프시스로 이루어진 군으로부터 선택되는, 식물 프로톡스를 암호화하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제

(프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자가 바람직하다. 식물이 옥수수, 밀, 대두, 사탕무, 및 아라비도프시스로 이루어진 군으

로부터 선택된, 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제 (프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자가 더

욱 바람직하다.

제2 아미노산 치환이

(I) 서열 2의 아미노산 305의 세린에 대응하는 위치;
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(II) 서열 2의 아미노산 249의 트레오닌에 대응하는 위치;

(III) 서열 2의 아미노산 118의 프롤린에 대응하는 위치;

(IV) 서열 2의 아미노산 425의 아스파라긴에 대응하는 위치; 및

(V) 서열 2의 아미노산 498의 티로신에 대응하는 위치로 이루어진 군으로부터 선택된 위치에서 일어나는 DNA 분자가 바

람직하다.

제1 아미노산 치환이

(a) 서열 6의 아미노산 164의 알라닌에 대응하는 위치;

(b) 서열 6의 아미노산 165의 글리신에 대응하는 위치;

(c) 서열 6의 아미노산 370의 티로신에 대응하는 위치;

(d) 서열 6의 아미노산 159의 시스테인에 대응하는 위치;

(e) 서열 6의 아미노산 419의 이소류신에 대응하는 위치;

(f) 서열 10의 아미노산 356의 발린에 대응하는 위치;

(g) 서열 10의 아미노산 421의 세린에 대응하는 위치;

(h) 서열 10의 아미노산 502의 발린에 대응하는 위치;

(i) 서열 10의 아미노산 211의 알라닌에 대응하는 위치;

(k) 서열 10의 아미노산 212의 글리신에 대응하는 위치;

(l) 서열 10의 아미노산 466의 이소류신에 대응하는 위치;

(m) 서열 12의 아미노산 369의 프롤린에 대응하는 위치;

(n) 서열 12의 아미노산 226의 알라닌에 대응하는 위치;

(o) 서열 12의 아미노산 432의 티로신에 대응하는 위치;

(p) 서열 12의 아미노산 517의 발린에 대응하는 위치;

(q) 서열 16의 아미노산 428의 티로신에 대응하는 위치;

(r) 서열 16의 아미노산 365의 프롤린에 대응하는 위치; 및

(s) 서열 18의 아미노산 449의 티로신에 대응하는 위치로 이루어진 군으로부터 선택된 위치에서 일어나는 DNA 분자가 또

한 바람직하다.

식물 프로톡스가 서열 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 20 및 22로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는, 변

형된 프로토포르피리노겐 옥시다제 (프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자가 특히 바람직하다. 식물 프로톡스가 서열 2, 4,

6, 8, 10, 12, 및 18로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는, 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로

톡스)를 암호화하는 DNA 분자가 가장 바람직하다.
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제1 아미노산 치환이

(a) 서열 6의 아미노산 164의 알라닌에 대응하는 위치;

(b) 서열 6의 아미노산 165의 글리신에 대응하는 위치;

(c) 서열 6의 아미노산 370의 티로신에 대응하는 위치;

(d) 서열 6의 아미노산 159의 시스테인에 대응하는 위치;

(e) 서열 6의 아미노산 419의 이소류신에 대응하는 위치로 이루어진 군으로부터 선택된 위치에서 일어나는, DNA 분자가

더욱 바람직하다.

제2 아미노산 치환이 서열 2의 아미노산 305의 세린에 대응하는 위치에서 일어나고 제1 아미노산 치환이

(a) 서열 6의 아미노산 164의 알라닌에 대응하는 위치;

(b) 서열 6의 아미노산 370의 티로신에 대응하는 위치로 이루어진 군으로부터 선택된 위치에서 일어나는, DNA 분자가 더

욱 바람직하다.

서열 2의 아미노산 305에 대응하는 위치에서 상기 세린이 류신으로 대체되는 DNA 분자가 특히 바람직하다.

제2 아미노산 치환이 서열 2의 아미노산 249의 트레오닌에 대응하는 위치에서 일어나고 제1 아미노산 치환이

(a) 서열 6의 아미노산 164의 알라닌에 대응하는 위치; 및

(b) 서열 6의 아미노산 370의 티로신에 대응하는 위치로 이루어진 군으로부터 선택된 위치에서 일어나는 DNA 분자가 더

욱 바람직하다.

서열 2의 아미노산 249에 대응하는 위치에서 트레오닌이 이소류신 및 알라닌으로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산

으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

제2 아미노산 치환이 서열 2의 아미노산 118의 프롤린에 대응하는 위치에서 일어나고 제1 아미노산 치환이

(a) 서열 6의 아미노산 164의 알라닌에 대응하는 위치; 및

(b) 서열 6의 아미노산 370의 티로신에 대응하는 위치로 이루어진 군으로부터 선택된 위치에서 일어나는 DNA 분자가 더

욱 바람직하다.

서열 2의 아미노산 118에 대응하는 위치에서 프롤린이 류신으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

제2 아미노산 치환이 서열 2의 아미노산 425의 아스파라긴에 대응하는 위치에서 일어나고 제1 아미노산 치환이

(a) 서열 6의 아미노산 164의 알라닌에 대응하는 위치; 및

(b) 서열 6의 아미노산 370의 티로신에 대응하는 위치로 이루어진 군으로부터 선택된 위치에서 일어나는 DNA 분자가 더

욱 바람직하다.

서열 2의 아미노산 425에 대응하는 위치에서 아르파라긴이 세린으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

제2 아미노산 치환이 서열 2의 아미노산 498의 티로신에 대응하는 위치에서 일어나고 제1 아미노산 치환이

(a) 서열 6의 아미노산 164의 알라닌에 대응하는 위치; 및
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(b) 서열 6의 아미노산 370의 티로신에 대응하는 위치로 이루어진 군으로부터 선택되는 위치에서 일어나는 DNA 분자가

더욱 바람직하다.

서열 2의 아미노산 498에 대응하는 위치에서 티로신이 시스테인으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 6의 아미노산 370에 대응하는 위치에서 티로신이 시스테인, 이소류신, 류신, 트레오닌 및 메티오닌으로 이루어진 군

으로부터 선택된 아미노산으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 6의 아미노산 370에 대응하는 위치에서 티로신이 시스테인, 이소류신, 류신, 트레오닌 및 메티오닌으로 이루어진 군

으로부터 선택된 아미노산으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 6의 잔기 164에 대응하는 위치의 알라닌이 발린, 트레오닌, 류신, 시스테인 및 티로신으로 이루어진 군으로부터 선택

된 아미노산으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 6의 잔기 165에 대응하는 위치의 글리신이 세린과 류신으로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산으로 대체된 DNA

분자가 더욱 바람직하다.

서열 6의 잔기 165에 대응하는 위치의 글리신이 세린으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 6의 잔기 159에 대응하는 위치의 시스테인이 페닐알라닌과 리신으로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산으로 대

체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 6의 잔기 159에 대응하는 위치의 시스테인이 페닐알라닌으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 6의 잔기 419에 대응하는 위치의 이소류신이 트레오닌, 히드티딘, 글리신 및 아스파라긴으로 이루어진 군으로부터

선택된 아미노산으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 6의 잔기 419에 대응하는 위치의 이소류신이 트레오닌으로 대체된 DNA 분자가 특히 바람직하다.

서열 10의 잔기 356에 대응하는 위치의 발린이 류신으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 10의 잔기 421에 대응하는 위치의 세린이 프롤린으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 10의 잔기 502에 대응하는 위치의 발린이 알라닌으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 10의 잔기 466에 대응하는 위치의 이소류신이 트레오닌으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 10의 잔기 212에 대응하는 위치의 글리신이 세린으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 10의 잔기 211에 대응하는 위치의 알라닌이 발린 또는 트레오닌으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 12의 잔기 369에 대응하는 위치의 프롤린이 세린 또는 히스티딘으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 12의 잔기 226에 대응하는 위치의 알라닌이 류신 또는 트레오닌으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 12의 잔기 432에 대응하는 위치의 티로신이 류신 또는 이소류신으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 12의 잔기 517에 대응하는 위치의 발린이 알라닌으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 16의 잔기 428에 대응하는 위치의 티로신이 시스테인 또는 아르기닌으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

서열 16의 잔기 365에 대응하는 위치의 프롤린이 세린으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.
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서열 18의 잔기 449에 대응하는 위치의 프롤린이 류신, 이소류신, 발린 및 메티오닌으로 이루어진 군으로부터 선택된 아

미노산으로 대체된 DNA 분자가 더욱 바람직하다.

본 발명은 필수적으로 프로모터, 특히 본 발명에 따르는 진핵 세포 유기체 기원의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)

효소를 암호화하는 DNA 분자에 기능적으로 결합되어 있는, 식물중에서 활성인 프로모터를 포함하는 발현 카세트 및 상기

발현 카세트를 포함하는 재조합 벡터에 관한 것이다. 본 발명에 따르는 발현 카세트는 엽록체 또는 미토콘드리아중으로

DNA 분자에 의해 암호화된 단백질을 표적화시킬 수 있는, DNA 분자에 기능적으로 결합된 시그날 서열을 추가로 포함할

수 있다.

본 발명은 필수적으로 프로모터, 특히 본 발명에 따르는 진핵세포 유기체로부터 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)

효소를 암호화하는 이종성 DNA 분자에 기능적으로 결합된, 식물중에서 활성인 프로모터를 함유하는 발현 카세트를 포함

함을 특징으로하는 키메릭 유전자에 관한 것이다. DNA 분자가 아라비도프시스, 슈가 케인, 대두, 보리, 면화, 담배, 사탕

무, 유종자 평지, 옥수수, 밀, 사탕수수, 호밀, 오트, 잔디 및 목초, 수수, 마초 및 쌀로 이루어진 군으로부터 선택된 식물로

부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 키메릭 유전자가 바람직하다. DNA 분자가 대두, 면

화, 담배, 사탕무, 유종자 평지, 옥수수, 밀, 사탕수수, 호밀, 오트, 잔디 및 쌀로 이루어진 군으로부터 선택된 식물로부터의

프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 키메릭 유전자가 더욱 바람직하다. DNA 분자가 밀, 대두, 면

화, 사탕무, 평지, 쌀 및 사탕수수로 이루어진 군으로부터 선택된 식물로부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)

효소를 암호화하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다. DNA 분자가 대두, 사탕무, 및 밀로 이루어진 군으로부터 선택된 식

물로부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 키메릭 유전자가 가장 바람직하다.

서열 10에 나타낸 서열을 포함하는 밀 프로톡스, 서열 12로 나타낸 서열을 포함하는 대두 프로톡스, 서열 16으로 나타낸

서열을 포함하는 면화 프로톡스, 서열 18로 나타낸 서열을 포함하는 사탕무 프로톡스, 서열 20으로 나타낸 서열을 포함하

는 평지 프로톡스, 서열 22로 나타낸 서열을 포함하는 쌀 프로톡스 및 서열 24로 나타낸 서열을 포함하는 사탕수수 프로톡

스로 이루어진 군으로부터 선택된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)를 암호화하는 이종성 DNA 분자에 기능적으로

결합된, 식물중에서 활성인 프로모터를 포함하는 키메릭 유전자가 더욱 바람직하다. 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡

스)가 서열 10으로 나타낸 서열을 포함하는 밀 프로톡스, 서열 12로 나타낸 서열을 포함하는 대두 프로톡스, 및 서열 18로

나타낸 서열을 포함하는 사탕무 프로톡스로 이루어진 군으로부터 선택된 키메릭 유전자가 더욱 바람직하다.

본 명세서에서 사용되는 바와 같은 "프로톡스-1"은 엽록체 프로톡스를 언급하는 반면, "프로톡스-2"는 미토콘드리아 프로

톡스를 언급하는 것이다.

DNA 분자가 프로톡스-1 활성 또는 프로톡스-2 활성을 갖는 아라비도프시스종으로부터의 단백질을 암호화하며, 바람직

하게는 상기 단백질이 서열 2 또는 서열 4로 나타낸 아미노산 서열을 포함하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.

DNA 분자가 프로톡스-1 활성 또는 프로톡스-2 활성을 갖는 옥수수로부터의 단백질을 암호화하며, 바람직하게는 상기 단

백질이 서열 6 또는 서열 8로 나타낸 아미노산 서열을 포함하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.

DNA 분자가 프로톡스-1 활성을 갖는 밀로부터의 단백질을 암호화하며, 바람직하게는 상기 단백질이 서열 10으로 나타낸

아미노산 서열을 포함하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.

DNA 분자가 프로톡스-1 활성을 갖는 대두로부터의 단백질을 암호화하며, 바람직하게는 상기 단백질이 서열 12로 나타낸

아미노산 서열을 포함하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.

DNA 분자가 프로톡스-1 활성을 갖는 면화로부터의 단백질을 암호화하며, 바람직하게는 상기 단백질이 서열 16으로 나타

낸 아미노산 서열을 포함하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.

DNA 분자가 프로톡스-1 활성을 갖는 사탕무로부터의 단백질을 암호화하며, 바람직하게는 상기 단백질이 서열 18로 나타

낸 아미노산 서열을 포함하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.

DNA 분자가 프로톡스-1 활성을 갖는 평지로부터의 단백질을 암호화하며, 바람직하게는 상기 단백질이 서열 20으로 나타

낸 아미노산 서열을 포함하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.
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DNA 분자가 프로톡스-1 활성을 갖는 쌀로부터의 단백질을 암호화하며, 바람직하게는 상기 단백질이 서열 22로 나타낸

아미노산 서열을 포함하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.

DNA 분자가 프로톡스-1 활성을 갖는 사탕수수로부터의 단백질을 암호화하며, 바람직하게는 상기 단백질이 서열 24로 나

타낸 아미노산 서열을 포함하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.

본 발명은 또한 프로모터, 특히 비변형 효소를 억제하는 수준의 제초제에 대해 내성인, 본 발명에 따르는 진핵세포 유기체

로부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자에 기능적으로 결합된, 식물중에서 활성인 프

로모터를 포함하는 발현 카세트를 포함함을 특징으로하는 키메릭 유전자를 구체화한다. DNA 분자가 아라비도프시스, 슈

가 케인, 대두, 보리, 면화, 담배, 사탕무, 유종자 평지, 옥수수, 밀, 사탕수수, 호밀, 오트, 잔디 및 목초, 수수, 마초 및 쌀로

이루어진 군으로부터 선택된 식물로부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 키메릭 유전자가

바람직하다. DNA 분자가 대두, 면화, 담배, 사탕무, 유종자 평지, 옥수수, 밀, 사탕수수, 호밀, 오트, 잔디 및 쌀로 이루어진

군으로부터 선택된 식물로부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 키메릭 유전자가 더욱 바람

직하다. DNA 분자가 아라비도프시스, 대두, 면화, 사탕무, 유종자 평지, 옥수수, 밀, 사탕수수 및 쌀로 이루어진 군으로부

터 선택된 식물로부터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 키메릭 유전자가 특히 바람직하다.

프로톡스 억제제에 대한 내성을 부여하는 특성을 갖는 아미노산 변형을 1개 이상 갖는 진핵세포 프로톡스를 포함하는 변

형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자에 기능적으로 결합된 식물중에서 활성인 프로모터

를 포함하는 키메릭 유전자가 본 발명에 포함된다.

또한, 프로톡스 억제제에 대한 내성을 부여하는 특성을 갖는 제1 아미노산 치환; 및 상기 제1 아미노산 치환에 의해 부여된

내성을 향상시키는 특성을 갖는 제2 아미노산 치환을 갖는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다

제(프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자에 기능적으로 결합된 식물중에서 활성인 프로모터를 포함하는 키메릭 유전자가 본

발명에 포함된다. 엽록체 또는 미토콘드리아중으로 상기 DNA 분자에 의해 암호화된 단백질을 표적화시킬 수 있는, DNA

분자에 기능적으로 결합되어 있는 시그날 서열을 추가로 포함하는 키메릭 유전자가 바람직하다.

본 발명에 따르는 키메릭 유전자는 또한 엽록체중으로 상기 DNA 분자에 의해 암호화된 단백질을 표적화시킬 수 있는, 상

기 DNA 분자에 기능적으로 결합된 시그날 서열을 추가로 포함할 수 있다. 본 발명에 따르는 키메릭 유전자는 또한 미토콘

드리아중으로 상기 DNA 분자에 의해 암호화된 단백질을 표적화시킬 수 있는, DNA 분자에 기능적으로 결합된 시그날 서

열을 추가로 포함할 수 있다.

숙주 게놈중으로 안정하게 통합되는, 본 명세서에서 상기 언급한 DNA 서열이 또한 본 발명에 포함된다.

본 발명은 또한 식물 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 또는 이들의 기능적 등가 유도체를 포함하는 재조합 DNA

분자에 관한 것이다.

본 발명은 또한 상기 재조합 DNA 분자를 포함하는 재조합 DNA 벡터에 관한 것이다.

본 발명의 다른 목적은 숙주 세포를 안정하게 형질전환시킬 수 있는, 본 발명에 따르는 키메릭 유전자를 포함하는 재조합

벡터이다.

본 발명의 다른 목적은 식물, 식물 종자, 식물 조직 또는 식물 세포를 안정하게 형질전환시킬 수 있는, 본 발명에 따르는 키

메릭 유전자를 포함하는 재조합 벡터이다. 상기 벡터가 식물을 안정하게 형질전환시킬 수 있는, 본 발명에 따르는 키메릭

유전자를 포함하는 재조합 벡터가 바람직하다. 상기 벡터로 안정하게 형질전환시킨 식물, 식물 종자, 식물 조직 또는 식물

세포는 프로토포르피리노겐 옥시다제 (프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자를 발현시킬 수 있다. 상기 벡터로 안정하게 형

질전환시킨 식물, 식물 종자, 식물 조직 또는 식물 세포가 비변형 효소를 억제하는 수준의 제초제에 애해 내성인 식물로부

터의 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자를 발현시킬 수 있는 재조합 벡터가 바람직하다.

서열 10으로 나타낸 서열을 포함하는 밀 프로톡스, 서열 12로 나타낸 서열을 포함하는 대두 프로톡스, 서열 16으로 나타낸

서열을 포함하는 면화 프로톡스, 서열 18로 나타낸 서열을 포함하는 사탕무 프로톡스, 서열 20으로 나타낸 서열을 포함하

는 평지 프로톡스, 서열 22로 나타낸 서열을 포함하는 쌀 프로톡스 및 서열 24로 나타낸 서열을 포함하는 사탕수수 프로톡
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스로 이루어진 군으로부터 선택된 프로토포르피리노겐 옥시다제 (프로톡스)를 암호화하는 이종성 DNA 분자에 기능적으

로 결합되어 있는, 식물중에서 활성인 프로모터를 포함하는 키메릭 유전자를 포함하며, 숙주 세포를 안정하게 형질전환시

킬 수 있는 재조합 벡터가 바람직하다.

프로톡스 억제제에 대한 내성을 부여하는 특성을 갖는 제1 아미노산 치환; 및 상기 제1 아미노산 치환에 의해 부여된 상기

내성을 향상시키는 특성을 갖는 제2 아미노산 치환을 갖는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다

제(프로톡스)를 암호화하는 DNA 분자에 기능적으로 결합되어 있는, 식물중에서 활성인 프로모토를 포함하는 키메릭 유전

자를 포함하며, 식물 세포를 안정하게 형질전환시킬 수 있는 재조합 벡터가 또한 바람직하다.

본 발명에 따르는 벡터로 안정하게 형질전환시킨, DNA 분자를 발현시킬 수 있는 숙주 세포가 또한 본 발명에 포함된다. 식

물 세포, 세균 세포, 효모 세포, 및 곤충 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 숙주 세포가 바람직하다.

본 발명은 또한 식물 및 이들의 자손, 식물 조직 및 식물 종자중의 천연 프로톡스 활성을 억제하는 제초제에 대해 내성이

며, 내성이 본 발명에 교시된 바와 같은 변형된 억제제-내성 프로톡스 효소를 발현시키는 유전자에 의해 부여되는 이들 식

물에 관한 것이다. 대표적인 식물로는 통상의 목적으로 제초제가 살포될 수 있는 식물이 있다. 농업적으로 중요한 작물,

즉, 아라비도프시스, 슈가 케인, 대두, 보리, 면화, 담배, 사탕무, 유종자 평지, 옥수수, 밀, 사탕수수, 호밀,오트, 잔디 및 목

초, 수수, 마초 및 쌀 등과 같은 속씨식물 및 겉씨식물이 바람직하다. 농업적으로 중요한 작물, 즉, 아라비도프시스, 면화,

대두, 평지, 사탕무, 옥수수, 쌀, 밀, 보리, 오트, 호밀, 사탕수수, 수수, 잔디, 마초, 목초와 같은 속씨식물 및 겉씨식물이 더

욱 바람직하다. 농업적으로 중요한 작물, 즉, 아라비도프시스, 대두, 면화, 사탕무, 유종자 평지, 옥수수, 밀, 사탕수수, 및

쌀과 같은 속씨식물 및 겉씨식물이 특히 바람직하다.

프로톡스 억제제에 대한 내성을 부여하는 특성을 갖는 제1 아미노산 치환; 및 상기 제1 아미노산 치환에 의해 부여된 내성

을 향상시키는 특성을 갖는 제2 아미노산 치환을 갖는 식물 프로톡스를 포함하는 변형된 프로토포르피리노겐 옥시다제(프

로톡스)를 암호화하며, 천연 프로톡스 활성을 억제하는 양의 제초제에 대해 내성이 있는 식물에서 발현되고 상기 식물에

상기 내성을 부여하는 DNA 분자를 포함하는 식물이 바람직하다. DNA 분자가 대응하는 천연 프로톡스 암호화 서열을 대

체하는 식물이 바람직하다. 식물에 천연 프로톡스 활성을 억제하는 양의 제초제에 대한 내성을 부여하는, 본 발명에 따르

는 키메릭 유전자를 포함하는 식물 및 이들의 자손이 본 발명에 포함된다.

본 발명에 따르는 키메릭 유전자 1개 이상으로 안정하게 형질전환시킨, 식물 및 이들의 자손, 종자, 및 배양 조직을 포함한,

형질전환된 식물 조직이 본 발명에 포함된다. 필수적으로 프로모터, 특히 식물 조직 중에서 비변형 효소를 억제하는 수준

의 제초제에 대해 내성이 있는 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 효소를 암호화하는 DNA 분자에 기능적으로 결합

되어 있는, 식물중에서 활성인 프로모터를 포함하는 발현 카세트를 포함하는 키메릭 유전자 1개 이상으로 안정하게 형질

전환시킨, 식물, 종자, 및 배양 조직을 포함한, 형질전환된 식물 조직이 바람직하다.

본 발명의 재조합 DNA 분자는 수많은 당해 분야의 숙지된 방법으로 식물 세포중으로 도입시킬 수 있다. 당해 분야의 숙련

가들은 방법이 식물의 타입, 즉, 형질전환용으로 표적화된 단자엽 또는 쌍자엽 식물에 따라 선택될 수 있는 것임을 자명하

게 알것이다. 식물 세포를 형질전환시키는 적합한 방법으로는 미세주입법(microinjection; Crossway et al.,

BioTechniques 4:320-334 (1986)), 전기천공(electroporation; Riggs et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:5602-

5606 (1986)), 아그로박테리움 매개된 형질전환법(Hinchee et al., Biotechnology 5:915-921 (1988)), 직접적인 유전자

전달법(Paszkowski et al., EMBO J. 3:2717-2722 (1984)), Agracetus, Inc., Madison, Wisconsin and Dupont, Inc.,

Wilmington, Delaware로부터 입수가능한 장치를 사용하는 충격 입자 가속화법(참조: 예를 들면, Sanford et al., 미국 특

허 제4,945,050호; 및 McCabe et al., Biotechnology 6:923-926 (1988)), 및 원형질체 형질전환/재생법(참조: 미국 특허

제5,350,689호; Ciba-Geigy Corp.에 1994년 9월 27일자로 허여)이 있다. 또한 다음 문헌을 참고한다: Weissinger et

al., Annual Rev. Genet. 22:421-477 (1988); Sanford et al., Particulate Science and Technology 5:27-37 (1987)

(양파); Christou et al., Plant Physiol. 87:671-674 (1988) (대두); McCabe et al., Bio/Technology 6:923-926 (1988)

(대두); Datta et al., Bio/Technology 8:736-740 (1990) (쌀); Klein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:4305-

4309 (1988) (옥수수); Klein et al., Bio/Technology 6:559-563 (1988) (옥수수); Klein et al., Plant Physiol. 91:440-

444 (1988) (옥수수); Fromm et al., Bio/Technology 8:833-839 (1990); 및 Gordon-Kamm et al., Plant Cell 2:603-

618 (1990) (옥수수).

형질전환된 식물, 특히 상기 방법으로 형질전환시킨 형질전환된 번식가능 식물 및 이들의 무성 및(또는) 유성 자손으로, 식

물중의 천연 프로톡스 활성에 대해 통상적으로 억제 수준의 제초제에 의한 억제에 대해 내성이거나 적어도 내성이 있는 형

질전환된 번식가능 식물 및 이들의 무성 및(또는) 유성 자손이 본 발명의 범주내에 포함된다. 자손 식물로는 또한 역교잡
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프로그램으로부터 발생되고 본 발명에 따르는 제초제 내성을 이들의 게놈중에 포함하는, 부모 식물과는 상이한 유전자 배

경을 갖는 식물이 있다. 식물중의 천연 프로톡스 활성에 대해 통상적으로 억제 수준의 제초제에 의한 억제에 내성이거나

적어도 내성이 있는 하이브리드 식물이 특히 바람직하다.

본 발명에 따르는 형질전환된 식물은 쌍자엽 또는 단자엽 식물일 수 있다. Lolium, Zea, Triticum, Triticale, Sorghum,

Saccharum, Bromus, Oryzae, Avena, Hordeum, Secale 및 Setaria 식물을 포함한 그래미나세아에(Graminaceae)과의

단자엽 식물이 바람직하다. 형질전환된 옥수수, 밀, 보리, 사탕수수, 호밀, 오트, 잔디 및 목초, 수수 및 쌀이 더욱 바람직하

다. 옥수수, 밀, 사탕수수, 호밀, 오트, 잔디 및 쌀이 특히 바람직하다.

쌍자엽 식물중에서 아미비도프시스, 대두, 면화, 사탕무, 슈가 케인, 유종자 평지, 담배 및 해바라기가 본 발명에서 더욱 바

람직하다. 대두, 면화, 담배, 사탕무 및 유종자 평지가 특히 바람직하다.

표현 "자손"이란 형질전환된 식물의 "무성적으로" 및 "유성적으로" 발생된 자손을 둘다 포함하는 것으로 이해된다. 이 정의

는 또한 예를 들어, 세포 융합법 또는 돌연변이 선택법과 같은, 공지된 방법으로 수득할 수 있으며 형질전환된 식물의 모든

교배 및 융합 생성물과 함께, 초기 형질전환된 식물의 특성을 나타내는 모든 돌연변이체 및 변이체를 포함함을 의미한다.

이는 또한 자손 식물이 본 발명에 따르는 제초제 내성을 함유하는한, 역교배 프로그램으로부터 발생된 자손 식물을 포함한

다.

본 발명의 다른 목적은 형질전환된 식물의 증식 물질에 관한 것이다. 형질전환된 식물의 증식 물질이란 생체내 또는 시험

관내에서 유성적 또는 무성적으로 번식시킬 수 있는 식물 물질로서 본 발명에 대해 정의된다. 원형질체, 세포, 칼리(calli),

조직, 기관, 종자, 배, 화분, 난세포, 접합체가 형질전환된 식물로부터 수득한 다른 번식 물질과 함께 본 발명의 범주내에서

특히 바람직하다.

예를 들어, 본 발명의 방법으로 미리 형질전환시킨 형질전환된 식물 또는 이들의 자손으로부터 기원하며 따라서 형질전환

된 세포의 적어도 일부로 이루어진 꽃 , 줄기, 과실, 잎, 뿌리와 같은 식물의 일부가 또한 본 발명의 목적이다.

본 발명의 다른 목적은 본 발명에 따르는 DNA로 식물, 식물 일부를 형질전환시킴으로써 식물 프로톡스 효소의 억제제 내

성 형태가 생산되는, 본 발명의 방법으로 미리 형질전환시킨 형질전환된 식물 또는 이들의 자손으로부터 기원하는 예를 들

어 꽃, 줄기, 과실, 잎, 뿌리와 같은, 다른 번식 물질인 식물의 일부와 함께, 세포, 칼리(calli), 조직, 기관, 종자, 배, 화분, 난

세포, 접합체를 생산하는 방법이다. 식물 세포를 본 발명에 따르는 재조합 벡터 분자로 형질전환시킴을 특징으로하여, 프

로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 활성을 갖는 진핵세포의 단백질을 암호화하는 분리된 DNA 분자를 포함하는 숙주

세포를 생산하는 방법이 바람직하다. 식물 세포를 본 발명에 따르는 재조합 벡터 분자로 형질전환시킴을 특징으로하여 프

로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스) 활성을 갖는 진핵세포로부터의 단백질을 암호화하는 분리된 DNA 분자를 포함하는

식물 세포를 생산하는 방법이 또한 바람직하다. 모 식물을 본 발명에 따르는 재조합 벡터 분자로 형질전환시키고 공지된

식물 육종 기술로 상기 형질전환된 모 식물의 자손에게 제초제 내성을 전이시킴을 특징으로하여, 프로토포르피리노겐 옥

시다제(프로톡스) 활성을 갖는 진핵세포로부터의 단백질을 암호화하는 분리된 DNA 분자를 포함하는 형질전환된 모 식물

의 형질전환된 자손을 생산하는 방법이 바람직하다.

내성 프로톡스 효소를 암호화하는 구조 유전자로 안정하게 형질전환시킨, 시물 프로톡스 효소의 억제제-내성 형태를 생산

하는, 식물, 식물 조직, 식물 종자 및 식물 일부의 생산 방법이 바람직하다. 본 발명에 따르는 DNA로 안정하게 형질전환시

킨 식물, 식물 조직, 식물 종자 및 식물 일부를 생산하는 방법이 특히 바람직하다. 제초제 내성주를 분리시켜, 특성화한 다

음 발달시키는 직접적인 선택방법으로 제조된, 식물 프로톡스 효소의 억제제-내성 형태를 생산하는 식물, 식물 조직, 식물

종자 및 식물 일부를 생산하는 방법이 특히 바람직하다.

상기한 형질전환된 종자 및 식물 중으로 유전자 조작된 유전적 특성은 유성적 번식 또는 영양 성장을 거쳐 자손 식물에서

유지되어 보급될 수 있다. 일반적으로 상기 유지 및 번식은 틸링(tilling), 소잉 (sowing) 또는 하베스팅(havesting)과 같은

특정 목적에 맞게 개발된 공지된 농업적 방법을 사용할 수 있도록한다. 수경법 또는 온실 기술과 같이 특정화된 방법을 또

한 사용할 수 있다. 성장하는 작물은 곤충 또는 감염 뿐만 아니라 잡초 식물과에 경쟁으로부터 발생되는 공격 및 손상에 취

약하기 때문에, 잡초, 식물 질병, 곤충, 노마토드(nomatodes), 및 기타 부정적 조건을 방제하기위한 방법을 수행하여 수율

을 향상시킨다. 이들로는 토양 경작 또는 잡초 제거 및 감염된 식물의 제거와 같은 기계적 방법 뿐만 아니라 제초제, 진균

제, 가메토사이드(gametocides), 성장 조절단, 숙성제 및 살충제와 같은 농업용 화학제의 사용이 있다.

본 발명에 따르는 형질전환된 식물 및 종자의 유리한 유전적 특성은 또한 해충의 내성, 제초제 내성, 또는 스트레스 내성,

개선된 영양가, 증가된 수율, 또는 롯징(lodging) 또는 쉐터링(shattering)으로부터의 소실량을 작게하는 개선된 구조와 같
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은 개선된 특성을 갖는 식물을 개발하기위한 목적의 식물 품종 변형에 사용될 수 있다. 여러가지 품종변형 단계가 교배시

킬 식물주의 선택, 모주의 직접적인 수분, 또는 적합한 자손 식물의 선택과 같은 정의된 사람의 의도에 따라 특성화되어 있

다. 목적에 따라 상이한 품종 변형법을 채택한다. 관련 기술은 당해 분야에 숙지되어 있으며 비제한적으로 하이브리드화,

내부적 품종변형, 역교배 품종변형, 다중주 품종변형, 품종 배합, 내부특이적 하이브리드화, 이수체 기술 등이 있다. 하이

브리드화 기술로는 또한 기계적, 화학적 또는 생화학적 방법으로 웅성 또는 자성 단종 식물을 수득하기위한 식물 하이브리

화 기술이 있다. 웅성 단종 식물을 다른 식물주의 화분으로 역수분시킴으로써 웅성 단종이지만 자성 번식 식물의 게놈은

모 식물주 둘다의 특성을 균일하게 수득할 수 있다. 따라서, 본 발명에 따르는 형질전환된 종자 및 식물이 예를 들면 제초

제 또는 살충제 처리와 같은 통상의 방법의 효과를 증가시키거나 이들의 개선된 유전적 특성으로 인하여 상기 방법이 불필

요하도록하는 변형된 식물주의 품종변형을 위하여 사용될 수 있다. 달리 스트레스 내성이 개선된 작물은 이들의 최적화된

유전적 "장치"에 기인하여, 필적하는 부정적 성장 조건을 견딜 수 없는 생성물 보다 더 좋은 품질의 생성물을 수확할 수 있

다.

종자에 있어서, 종자의 발아 품질 및 균일성이 필수적인 생성물 특성인 반면, 농부에 의해 생산되어 판매되는 종자의 발아

품질과 균일성이 중요한 것은 아니다. 다른 작물과 잡초 종자로부터 작물의 보호, 종자가 갖고있는 질병의 방제, 및 발아가

우수한 종자의 생산이 어렵기 때문에, 순수한 종자의 성장, 정련 및 시판 분야의 숙련가인 종자 생산자들은 종자 생산법을

개발하였다. 따라서, 농부가 직접 수확한 작물로부터의 종자를 사용하는 대신 특정 품질 기준을 만족시키는 검증된 종자를

구입하는 것이 농부들에게는 통상의 관행이다. 종자로서 사용될 번식 물질은 통상적으로 제초제, 살충제, 진균제, 살균제,

살선충제, 살연체동물제 또는 이들의 혼합물을 포함하는 보호성 피복제로 처리한다. 통상적으로 사용되는 보호성 피복제

는 캅탄, 카르복신, 티람("TMTD: 등록상표"), 메탈락실(Apron: 등록상표), 및 피리미포스-메틸(Actellic: 등록상표)를 포

함한다. 경우에 따라 이들 화합물을 다른 담체, 계면활성제 또는 제형 기술에서 통상적으로 사용되는 도포-증진 애주번트

와 함께 제형화하여 세균, 진균 또는 동물 해충에 의한 손상으로부터 보호한다. 보호성 피복제는 액체 제형을 사용한 번식

물질의 함침법 또는 혼합한 습식 또는 건식 제형을 사용한 피복법으로 도포할 수 있다. 눈 또는 과실에 직접적으로 처리하

는 것과 같은 다른 적용 방법이 또한 가능하다.

따라서, 본 발명의 다른 목적은 경작된 식물용 식물 번식 물질, 특히 종자 처리에서 통상적으로 사용되는 종자 보호성 피복

물로 처리한 식물 종자를 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 양태는 본 발명에 따르는 형질전환된 식물, 형질전환된 식물질, 또는 형질전환된 종자를 사용함을 특징으

로하는, 상기 예시된 바와 같은 방법과 같은 신규한 농업 방법을 제공하는 것이다. 제초제에 대한 내성을 부여하기위하여

식물중에서 제초제 내성 형태의 제초제 표적 단백질을 발현시키기에 충분한 양으로 본 발명에 따르는 키메릭 유전자를 포

함하는 형질전환된 식물 또는 이들의 자손을 사용하는 농업 방법이 본 발명에 포함된다. 본 발명에 따라서 형질전환된 식

물로부터의 자손을 육종하기 위하여, 다음과 같은 방법을 사용할 수 있다: 하기 실시예에 기술된 바와 같이 생산된 옥수수

식물을 온실 또는 토양의 포트 중에서 당해 분야에 공지된 바와 같이 성장시켜, 개화시킨다. 성숙한 옥수수 수염으로부터

화분을 수득하여 동일한 식물의 이삭, 자매 식물, 또는 목적하는 옥수수 식물을 수분시키는데 사용한다. 유사하게, 형질전

환된 식물 상에서 발달하는 이삭을 동일 식물, 자매 식물, 또는 바람직한 옥수수 식물로부터 수득한 화분으로 수분시킬 수

있다. 상기 방법으로 수득한 형질전환된 자손은 도입된 유전자(들) 및(또는) 첨부되는 DNA(유전형)의 존재, 또는 부여된

표현형에 의해 비-형질전환 자손과 구별될 수 있다. 형질전환된 자손은 목적하는 특성을 갖는 식물에 대해 통상적으로 수

행되는 바와 유사하게 자가적으로 또는 다른 식물과 교배시킬 수 있다. 유사하게, 상기 방법으로 생산된 담배 또는 다른 형

질전환 식물은 목적하는 특성을 갖는 자손을 생산하기 위하여 당해 분야에 공지된 바와 같이 자가적으로 또는 교배시킬 수

있다. 유사하게, 당해 분야 및 본 발명에 공지된 방법을 혼합하여 생산된 다른 형질전환된 유기체는 목적하는 특성을 갖는

자손을 생산하기위하여 당해 분야에 공지된 바와 같이 재배할 수 있다.

본 발명의 변형된 억제제-내성 프로톡스 효소는 이들의 천연 대응체(즉, 재조합 DNA 방법을 통하거나 또는 선택적인 품

종변형을 통한 간접적인 방법으로 사람에 의해 조작되지 않은 식물에 천연적으로 존재하는 억제제-내성 형태)와 비교하여

아미노산 치환, 첨가 또는 결실을 1개 이상 갖는다. 프로톡스 효소의 억제제-내성 형태를 수득하거나, 억제제 내성을 향상

시키기 위하여 변형시킬 수 있는 아미노산 위치를 아라비도프시스, 옥수수, 대두, 면화, 사탕무, 평지, 쌀, 사탕수수 및 밀로

부터의 식물 프로톡스-1 서열표로 표 1에 진한 글씨로 표시하였다. 당해 분야의 숙련가들은 본 발명에 나타낸 프로톡스 효

소 서열과 충분히 유사한 구조를 갖는 식물 프로톡스 유전자가 본 발명에 따라서 변형된 것의 아미노산 배열과 대등하게

변화시키고 확인하여 효소의 억제제-내성 형태를 발생시킬 수 있음이 자명할 것이다. 상기와 같은 추가의 식물 프로톡스

유전자는 국제 특허원 PCT/IB95/00452 (1995년 6월 8일자로 출원되어, 1995년 12월 21일자로 WO95/34659로 공개)

에 기술된 바와 같은 표준 기술을 사용하여 수득할 수 있으며, 상기 문헌은 본 발명에서 참고문헌으로 인용된다.

본 발명에서 교시된 제초제 내성 프로톡스 암호화 서열을 암호화하는 DNA 분자는 경작 식물에서 최적으로 발현되도록 유

전공학적으로 조작할 수 있다. 이는 대상이 되는 경작식물종 중에서 최적으로 발현되도록 하기 위하여 내성 대립유전자의
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암호화 서열을 변화시키는 것을 포함할 수 있다. 특정 경작 식물종에서의 최적 발현을 수행하기위한 암호화 서열 변형 방

법은 숙지되어 있다(참조: Perlak et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:3324 (1991); Koziel et al., Bio/Technol.

11:194 (1993)).

최적 발현을 위하여 프로톡스 암호화 서열을 유전공학적으로 조작하는 것은 또한 적합한 조절 서열(즉, 프로모터, 시그날

서열, 전사 종결인자)을 기능적으로 연결하는 단계를 포함할 수 있다. 식물 또는 식물 세포중에서 작용할 수 있는 프로모터

(즉, 식물 세포중의 프로톡스와 같은 관련된 구조 유전자의 발현을 유도할 수 있는 것)의 예로는 콜리플라워 모자이크 바이

러스(CaMV) 19S 또는 35S 프로모터 및 CaMV 이중 프로모터; 노팔린 신타제 프로모터; 병원론-관련(PR) 단백질 프로모

터; 리불로스 비스포스페이트 카복실라제의 소형 서브유니트(ssuRUBISCO) 프로모터, EPA 0 559 603에 대한 참고로 브

라시카로부터의 열 쇼크 단백질 프로모터(hsp90 프로모터), 아라비도프시스 액틴 프로모터 및 WO 95/14098을 참고로 한

SuperMas 프로모터 등이 있다. 바람직한 프로모터는 높은 수준의 지속적 발현을 부여하는 것이고, 더욱 바람직한 것은 제

초제에 의한 손상에 감응성인 조직중에서 높은 특이적 발현을 부여하는 것이다. 바람직한 프로모터는 쌀 액틴 프로모터

(McElroy et al., Mol. Gen. Genet. 231:150 (1991)), 옥수수 유비퀴틴 프로모터 (EP 0 342 926; Taylor et al., Plant

Cell Rep. 12: 491 (1993)), 및 담배, 아라비도프시스, 또는 옥수수로부터의 PR-1 프로모터(참고: 미국 특허원 EP-332

104 및 08/181,271; Ryals et al., 본 명세서에서 전체적으로 참고문헌으로 인용됨)이다. 당해 분야에 공지된 방법에 따라

서 프로모터 자체를 변형하여 프로톡스 발현이 증가 되도록 프로모터 강도를 조작할 수 있다.

본 발명자들은 또한 억제제-내성 프로톡스 암호화 서열을 갖는, 사용하기 위한 다른 바람직한 프로모터가 천연 프로톡스

유전자와 관련있는 프로모터(즉, 프로톡스 프로모터; 참조: 본원과 동일자로 동일인에 의해 출원되어 계류중인,

"Promoter from Protoporphyrinogen Oxidase (Genes)" 제목의 도켓 번호 PH/5-20765/P1/CGC1846)임을 발견하였

다. 아라비도프시스 프로톡스-1 유전자로부터의 프로모터 서열은 서열 13에 나타나 있으며, 옥수수 프로톡스-1 유전자로

부터의 프로모터 서열은 서열 14에, 사탕무 프로톡스-1 유전자로부터의 프로모터 서열은 서열 26에 나타나 있다.

프로톡스 프로모터 자체가 억제제-내성 프로톡스 암호화 서열의 발현에 적합하기 때문에, 본 명세서에 교시된 변형을 이

종성 조절 서열을 갖는 키메릭 유전자를 작제할 필요 없이 식물 세포 게놈에 존재하는 천연 프로톡스 유전자에 직접 수행

할 수 있다. 상기와 같은 변형은 동종성 재조합과 같은 지시된 돌연변이 기술을 통하여 수행되어 생성된 제초제-내성 표현

형을 기준으로하여 선택할 수 있다(참조: 실시예 10, Pazkowski et al., EMBO J. 7: 4021-4026 (1988), 미국 특허 제

5,487,992호, 특히 컬럼 18-19 및 실시예 8). 상기 방법의 추가적인 잇점은 천연 프로톡스 프로모터를 함유하는 것외에,

생성된 변형 유전자가 또한 천연 유전자의 일부인 시그날 또는 운반 펩티드 암호화 서열과 같은 다른 조절 인자를 포함하

는 것이다.

시그날 또는 운반 펩티드를 본 발명의 키메릭 DNA 작제물중의 프로톡스 암호화 서열에 융합시켜 발현된 프로톡스 효소가

목적하는 작용 부위로 운반되도록 지시할 수 있다. 시그날 펩티드의 예로는 식물 병원론-관련 단백질, 예를 들면, PR-1,

PR-2 등에 천연적으로 결합된 것들이 있다(참조: Payne et al., Plant Mol. Biol. 11:89-94 (1988)). 운반 펩티드의 예로

는 문헌: Von Heijne et al., Plant Mol. Biol. Rep. 9:104-126 (1991); Mazur et al., Plant Physiol. 85:1110 (1987);

Vorst et al., Gene 65:59 (1988)에 기술된 바와 같은 엽록체 운반 펩티드, 및 문헌: Boutry et al., Nature 328:340-342

(1987)에 기술된 바와 같은 미토콘드리아 운반 펩티드가 있다. 엽록체 및 미토콘드리아 운반 펩티드가 미토콘드리아와 엽

록체내에서 프로톡스 효소 활성이 전형적으로 일어나기 때문에 본 발명에 특히 유용할 것으로 생각된다. 엽록체에서의 프

로톡스 효소 활성의 억제가 주로 프로톡스-억제 제초제의 작용을 기준으로하는 것으로 판단되기 때문에 엽록체 운반 펩티

드가 사용하기에 가장 바람직하다(Witkowski and Halling, Plant Physiol. 87:632 (1988); Lehnen et al., Pestic.

Biochem. Physiol. 37:239 (1990); Duke et al., Weed Sci. 39: 465 (1991)). 액포와 같은 여러가지 세포 구획으로 암호

화된 단백질을 편재시키는 서열이 또한 포함된다(참조: Neuhaus et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 10362-10366

(1991) 및 Chrispeels, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42: 21-53 (1991)). 이들 공보의 관련 기술은 본 명세

서에서 전체적으로 참고문헌으로 인용된다.

본 발명의 키메릭 DNA 작제물(들)은 다중 카피수의 프로모터 또는 다중 카피수의 프로톡스 구조 유전자를 함유할 수 있

다. 또한, 본 작제물(들)은 마커에 대한 암호화 서열 및 시그날 또는 운반 펩티드와 같은 다른 펩티드에 대한 암호화 서열을

포함할 수 있으며, 이들 각각은 DNA 분자중의 다른 기능 인자와 함께 적합한 판독 프레임에 존재한다. 상기와 같은 작제물

의 제조는 당해 분야의 숙련가의 통상적인 수준내에 있다.

유용한 마커로는 예를 들어, 하이그로마이신, 가나마이신, G418, 젠타마이신, 링코마이신, 메토트렉세이트, 글리포세이트,

포스피노트리신 등에 대한 내성과 같은 제초제, 항생제 또는 약물 내성을 제공하는 펩티드가 있다. 이들 마커를 사용하여
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비형질전환 세포로부터 본 발명의 키메릭 DNA 작제물로 형질전환시킨 세포를 선별할 수 있다. 다른 유용한 마커는 가시

적 반응, 예를 들어 색 반응으로 용이하게 검출할 수 있는 펩티드성 효소, 예로는 루시퍼라제, β-글루쿠로니다제, 또는 β-

갈락토시다제가 있다.

선택적인 잇점을 형질전환 세포에 제공함으로써 목적하는 뉴클레오티드 서열을 혼입시킬 수 있는 유전적으로 형질전환시

킨 세포의 포지티브 선택법은 본 명세서에서 WO 94/20627로서 참고문헌으로 인용된 바와 같다.

동종성 재조합에 의해 각각의 식물 세포에 존재하는 수천 카피수의 원형 색소체 게놈중으로 유전자를 삽입시킨 색소체 발

현은 핵-발현된 유전자보다 수 많은 카피수의 잇점을 갖도록하여 발현 수준이 전체 가용성 식물 단백질의 10%를 초과할

수 있도록한다. 또한, 색소체-암호화된 특성인 화분 운반가능한 것이 아니기 때문에 색소체 발현이 바람직하며; 따라서,

형질전환된 식물의 야생 관계로의 부주의한 형질전환 유전자의 잠재적 위험이 없게된다. 색소체 형질전환 기술은 미국 특

허 제5,451,513호, 제5,545,817호, 및 제5,545,818호(이들은 모두 전체적으로 본 명세서에서 참고문헌으로 인용됨);

PCT 출원 WO95/16783(이는 전체적으로 본 명세서에서 참고문헌으로 인용됨); 및 McBride et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 91:7301-7305 (1994)(이 또한 본 명세서에서 참고문헌으로 인용됨)에 광범위하게 기술되어 있다. 담배 엽록체

형질전환에 대한 기본적인 기술이 Laboratory of Dr. Pal Maliga at Rutgers University(Piscattaway, New Jersey)에서

개발되어 정련되어 있으며 선택성 항균 내성 마커를 플랭킹시키는 클로닝된 색소체 DNA의 영역을 갖는 잎 조직의 입자

충돌 단계를 포함한다. 표적화 서열로 통칭되는 1 내지 1.5Kb 플랭킹 영역은 색소체 게놈을 사용한 동종성 재조합을 용이

하게하여 156Kb 담배 색소체의 특정 영역을 치환 또는 변형시킨다. 초기에, 스펙티노마이신 및(또는) 스트렙토마이신에

대한 내성을 부여하는 엽록체 16S rRNA 및 rps12 유전자중에서의 점 돌연변이를 형질전환용 선택성 마커로 이용한다

(Svab, Z., Hajdukiewicz, P., and Maliga, P. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 8526-8530; 본 명세서에서 참고

문헌으로 인용됨; Staub, J. M., and Maliga, P. (1992) Plant Cell 4, 39-45; 본 명세서에서 참고문헌으로 인용됨). 이에

따라 표적 잎의 충돌 100회당 대략 1회의 주기로 안정한 동종세포질 형질전환체가 생성된다. 이들 마커 사이의 클로닝 부

위의 존재는 외부 유전자를 도입시키기위한 색소체 표적화 벡터를 발생시킨다(Staub, J. M., and Maliga, P., EMBO J. 12:

601-606 (1993); 본 명세서에서 참고문헌으로 인용됨). 퇴행성 rRNA 또는 r-단백질 항생제 내성 유전자를 우세한 선택

성 마커, 스펙티노마이신 탈독소화 효소 아미노글리코시드-3'-아데닐트랜스퍼라제를 암호화하는 세균성 aadA 유전자로

대체시킴으로써 형질전환 주기가 실질적으로 증가된다(Svab, Z., and Maliga, P. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90,

913-917; 본 명세서에서 참고문헌으로 인용됨). 이전에, 상기 마커는 녹조류인 클라미도모나스 라인하르티

(Chlamydomonas reinhardtii)의 색소체 게놈의 고-주기 형질전환에 성공적으로 사용되었다(Goldschmidt-Clermont,

M. (1991) Nucl. Acids Res. 19, 4083-4089; 본 명세서에서 참고문헌으로 인용됨).

따라서, 본 발명은 또한 천연 또는 변형된 밀, 대두, 면화, 사탕무, 평지, 쌀, 또는 사탕수수 프로톡스 효소를 암호화하는

DNA 분자와 같은, 천연 식물 프로톡스 효소 또는 변형된 식물 프로톡스 효소를 암호화하는 분리된 DNA 분자에 기능적으

로 결합된 식물 색소체 프로모터를 포함하는 키메릭 유전자를 포함한다. 특히 바람직한 식물 색소체 프로모터는 clpP 유전

자 프로모터이다. 키메릭 유전자는 또한 분리된 DNA 분자에 기능적으로 결합된 색소체 프로모터로부터의 5' 비해독 서열

(5'UTR) 및 색소체 유전자 3' 비해독 서열(3'UTR)을 포함하는 것이 바람직하다. 바람직하게는, 3'UTR이 색소체 rps16 유

전자 3'비해독 서열이다.

본 발명은 또한 상기한 바와 같은 키메릭 유전자를 포함하는 색소체 형질전환 벡터 뿐만 아니라 상기와 같은 색소체 형질

전환 벡터로 형질전환시킨 식물 색소체를 포함하며, 여기서 상기 변형된 식물 프로톡스 효소가 상기 식물 색소체에서 발현

된다. 본 발명은 또한 상기 식물 색소체를 포함하는, 자손을 포함한 식물 또는 식물 세포를 포함하며, 여기서 변형된 식물

프로톡스 효소는 식물에서 발현되고 천연 프로톡스 활성을 억제하는 양의 제초제에 대한 내성을 식물에 부여한다.

제초제 내성 프로톡스 대립유전자가 작물 식물 또는 작물 식물을 재생시킬 수 있는 식물 세포 배양에서 천연 유전자의 지

시된 돌연변이를 통하여 수득되는 경우, 변형된 암호화 서열을 유전공학적으로 처리하여 식물 중으로 형질전환시킬 필요

없이 제초제 내성 작물을 개발하기 위한 통상의 품종변형 기술을 사용하여 시판되는 품종으로 이동시킬 수 있다. 달리, 제

초제 내성 유전자를 분리시켜, 최적 발현을 위하여 유전공학적으로 조작한 다음 목적하는 품종 중으로 형질전환시킬 수 있

다.

프로톡스 억제제에 대해 내성인 변형된 프로톡스를 암호화하는 유전자가 또한 식물 세포 형질전환 방법에서 선택성 마커

로서 사용될 수 있다. 예를 들면, 형질전환 유전자로 형질전환시킨 식물, 식물 조직 또는 식물 세포를 또한 식물에 의해 발

현될 수 있는 변형된 프로톡스를 암호화하는 유전자로 형질전환시킬 수 있다. 상기 형질전환된 세포를 프로톡스 억제제를

함유하는 매질로 옮기는데, 여기서 형질전환된 세포만이 생존한다. 선택제로서 특히 유용한 것으로 생각되는 프로톡스 억

제제는 디페닐에테르{예, 아시플루오르펜, 5-[2-클로로-4-(트리플루오로메틸)페녹시]-2-니트로벤조산; 이의 메틸 에

스테르; 또는 옥시플루오르펜, 2-클로로-1-(3-에톡시-4-니트로페녹시)-4-(트리플루오로벤젠)]}, 옥시디아졸,(예, 옥시
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다아존, 3-[2,4-디클로로-5-(1-메틸에톡시)페닐]-5-(1,1-디메틸에틸)-1,3,4-옥사디아졸-2-(3H)-온), 시클릭 이미

드(예, S-23142, N-(4-클로로-2-플루오로-5-프로파르길옥시페닐)-3,4,5,6-테트라히드로프탈이미드; 클로로프탈림,

N-(4-클로로페닐)-3,4,5,6-테트라히드로프탈이미드), 페닐 피라졸(예, TNPP-에틸, 에틸 2-[1-(2,3,4-트리클로로페

닐)-4-니트로피라졸릴-5-옥시]프로피오네이트; M&B 39279), 피리딘 유도체(예, LS82-556), 및 페노필레이트 및 이의

O-페닐피롤리디노- 및 피페리디노카르바메이트 유사체 및 국제 특허원 WO 92/04827; EP 532146에 기술된 바와 같은

바이시클릭 트리아졸론이 있다.

변형된 프로톡스-암호화 유전자로 형질전환시킬 수 있는 식물 세포에 상기 방법을 적용할 수 있으며, 관심있는 형질전환

유전자에 대해 사용할 수 있다. 형질전환 유전자와 프로톡스 유전자의 발현은 식물 세포상의 동일한 프로모터 기능에 의

해, 또는 별개의 프로모터에 의해 구동될 수 있다.

본 발명의 변형된 억제제-내성 프로톡스 효소는 천연 프로톡스 활성을 억제하는 제초제에 대해 내성이다. 프로톡스를 억

제하는 제초제로는 수 많은 상이한 구조를 갖는 부류의 분자가 있으며(Duke et al., Weed Sci. 39:465 (1991); Nadihalli

et al., Pesticide Biochem. Physiol. 43:193 (1992); Matringe et al., FEBS Lett. 245:35 (1989); Yanase and Andoh,

Pesticide Biochem. Physiol. 35:70 (1989)), 예로는 디페닐에테르{예, 아시플루오르펜, 5-[2-클로로-4-(트리플루오로

메틸)페녹시]-2-니트로벤조산; 이의 메틸 에스테르; 또는 옥시플루오르펜, 2-클로로-1-(3-에톡시-4-니트로페녹시)-

4-(트리플루오로벤젠)]}, 옥시디아졸,(예, 옥시디아존, 3-[2,4-디클로로-5-(1-메틸에톡시)페닐]-5-(1,1-디메틸에틸)

-1,3,4-옥사디아졸-2-(3H)-온), 시클릭 이미드(예, S-23142, N-(4-클로로-2-플루오로-5-프로파르길옥시페닐)-

3,4,5,6-테트라히드로프탈이미드; 클로로프탈림, N-(4-클로로페닐)-3,4,5,6-테트라히드로프탈이미드), 페닐 피라졸

(예, TNPP-에틸, 에틸 2-[1-(2,3,4-트리클로로페닐)-4-니트로피라졸릴-5-옥시]프로피오네이트; M&B 39279), 피리

딘 유도체(예, LS82-556), 및 페노필레이트 및 이의 O-페닐피롤리디노- 및 피페리디노카르바메이트 유사체가 있다.

특히 중요한 디페닐에테르는 화학식 1을 갖는 것이다:

[화학식 1]

여기서, R은 -COONa(화학식 II), -CONHSO2CH3(화학식 III) 또는 -COOCH2COOC2H5(호학식 IV; 참조 Maigrot et al.,

Brighton Crop Protection Conference-Weeds: 47-51 (1989))와 대등하다.

다른 관심 있는 디페닐에테르는 R이 인 것이다:

(화학식 IVa; 참조 Hayashi et al., Brighton Crop Protection Conference-Weeds: 53-58 (1989)).

다른 관심있는 디페닐에테르는 다음 화학식을 갖는 것이다:

[화학식 IVb]

(화학식 IVb; 비페녹스, 참조 Dest et al., Proc. Northeast Weed Sci. Conf. 27:31 (1973)).

추가로 관심있는 디페닐에테르는 다음 화학식을 갖는 것이다:

[화학식 IVc]
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(화학식 IVc; 옥시플루오르펜, 참조: Yih and Swithenbank, J. Agric. Food Chem., 23:592 (1975))

또다른 관심있는 디페닐에테르는 다음 화학식을 갖는 것이다:

[화학식 IVd]

(화학식 IVd; 락토펜, 참조: page 623 of "The Pesticide Manual," 10th ed., ed. by C. Tomlin, British Crop Protection

council, Surrey (1994))

또한 중요한 것은 하기 화학식의 이미드로서 공지된 계열의 제초제이다;

[화학식 V]

상기식에서,

Q는 화학식 VI의 화합물, 화학식 VII의 화합물, 화학식 VIII의 화합물, 화학식 IX의 화합물, 화학식 IXa의 화합물 또는 화학

식 IXb의 화합물이고,

R1은 H, Cl 또는 F이고, R2는 Cl이고, R3은 최적으로 치환된 에테르, 티오에테르, 에스테르, 아미노 또는 알킬기이다. 또

한, R2 및 R3가 함께 5 또는 6원 헤테로시클릭 환을 형성할 수 있다.

[화학식 VI]

[화학식 VII]
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[화학식 VIII]

[화학식 IX]

[화학식 IXa]

[화학식 IXb]

(참조: Hemper et al. (1985) "Proceedings of the Eighth International Congress of Pesticide Chemistry", Ragdale

et al., eds., Amer. Chem. Soc. Washington, D.C., pp 42-48 (1994)).

특히 관심있는 이미드 제초제의 예는 다음과 같다:

[화학식 VIIa]
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(플루티아세트-메틸, 참조: Miyazawa et al., Brighton Crop Protection Conference-Weeds, pp. 23-28 (1993)).

[화학식 X]

(술펜트라존, 참조: Van Saun et al., Brighton Crop Protection Conference-Weeds, pp. 77-82 (1991).

[화학식 XI]

[화학식 XII]

(참조: Miura et al., Brighton Crop Protection Conference-Weeds: 35-40 (1993)).

[화학식 XIII]

[화학식 XIV]

[화학식 XV]
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[화학식 XVI]

상기 화합물의 제초제 활성은 다음 문헌에 기술되어 있다: Proceedings of the 1991 Brighton Crop Protection

Conference, Weeds (British Crop Protection Council)(화학식 X과 XVI), Proceedings of the 1993 Brighton Crop

Protection Conference, Weeds (British Crop Protection Council)(화학식 XII 및 XIII), 미국 특허 제4,746,352호(화학

식 XI) 및 Abstracts of the Weed Science Society of America vol. 33, pg. 9 (1993)(화학식 XIV).

가장 바람직한 이미드 제초제는 화학식 XVII을 갖는 아릴우라실로 분류되는 것이다:

[화학식 XVII]

여기서, R은 (C2-5-알케닐옥시)카르보닐-C1-4-알킬(미국 특허 제5,183,492호에 기술된 바와 같음, 본 명세서에서 참고

문헌으로 인용됨)이다.

또한 중요한 제초제는 다음 화학식의 것들이 있다:

[화학식 XVIII]

(티아디아지민, 참조: Weiler et al., Brighton Crop Protection Conference-Weeds, pp. 29-34 (1993));

[화학식 XIX]
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(카르펜트라존, 참조: Van Saun et al., Brighton Crop Protection Conference-Weesds: pp. 19-22 (1993));

하기 화학식의 N-치환된 피라졸

[화학식 XX]

여기서, R1은 1개 이상의 할로겐 원자로 임의로 치환된 C1-C4-알킬이고,

R2는 수소이거나 1개 이상의 할로겐 원자로 임의로 치환된 C1-C4-알콕시이거나,

R1 및 R2는 함께 -(CH2)n-X-를 형성하며, 이때 X는 R2에 결합되어 있으며;

R3은 수소 또는 할로겐이고,

R4는 수소 또는 C1-C4-알킬이고,

R5는 수소, 니트로, 시아노 또는 -COOR6 또는 -CONR7R8이고,

R6은 수소, C1-C6-알킬, C2-C6-알케닐 또는 C2-C6-알키닐이다(참조: 국제 특허원 WO 94/08999, WO 93/10100, 및 미

국 특허 제5,405,829호(Schering에 양도)).

N-페닐피라졸

[화학식 XXI]

(니피라클로펜)

(참조: page 621 of "The Pesticide Manual", 9th ed., ed. by C.R. Worthing, British Crop Protection Council, Surrey

(1991)); 및
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3-치환된-2-아릴-4,5,6,7-테트라히드로인다졸

[화학식 XXIa]

(BAY 11340)

(Lyga et al. Pesticide Sci. 42:29-36 (1994)).

본 명세서에서 참고문헌으로 인용되는 WO 96/01254 및 WO 97/00246에 기술된 타입의 페닐피라졸이 또한 중요하다(화

학식 XXII).

프로톡스의 활성을 통상적으로 억제하는 제초제 수준은 당해 분야에 공지되어 있으며, 환경, 시간 및 적용 방법과 같은 외

부 인자에 부분적으로 의존하는 적용비율을 포함한다. 예를 들면, 화학식 V 내지 IX의 이미드 제초제인 경우, 더욱 특히 화

학식 X 내지 XVII의 화합물의 경우, 적용비율 범위는 0.0001 내지 10㎏/ha, 바람직하게는 0.005 내지 2㎏/ha이다. 상기

투여 비율 또는 제초제 농도는 목적하는 작용 및 사용되는 특정 화합물에 따라 상이할 수 있으며, 당해 분야에 공지된 방법

으로 측정할 수 있다.

본 발명의 다른 목적은 아라비도프시스, 슈가 케인, 대두, 보리, 면화, 담배, 사탕무, 유종자 평지, 옥수수, 밀, 사탕수수, 호

밀, 오트, 잔디 및 목초, 수수, 마초 및 쌀 등으로 이루어진 군으로부터 선택된 식물의 집단에 유효량의 프로톡스-억제 제초

제를 적용시킴을 특징으로하여, 바람직하지못한 식물의 성장을 조절하는 방법이다. 대두, 면화, 담배, 사탕무, 유종자 평

지, 옥수수, 밀, 사탕수수, 호밀, 오트, 잔디 및 쌀로 이루어진 군으로부터 선택된 집단에 유효량의 프로톡스-억제 제초제를

적용시킴을 특징으로하여, 바람직하지못한 식물의 성장을 조절하는 방법이 바람직하다. 아라비도프시스, 대두, 면화, 사탕

무, 유종자 평지, 옥수수, 밀, 사탕수수, 및 쌀로 이루어진 군으로부터 선택된 집단에 적용시킴을 특징으로하여, 바람직하

지못한 식물의 성장을 조절하는 방법이 특히 바람직하다.

본 발명은 다음 상세한 실시예를 참고로하여 추가로 기술된다. 이들 실시예는 설명만을 목적으로 제공되며, 달리 명시하지

않는한 제한하고자함이 아니다.

실시예

실시예에서 사용되는 표준 재조합 DNA 및 분자 클로닝 기술은 당해 분야에 숙지되어 있으며 다음 문헌에 기술되어 있다:

T. Maniatis, E.F. Fritsch and J. Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory manual, Cold Spring Harbor

laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) 및 T.J. Silhavy, M.L. Berman, 및 L.W. Enquist, Experiments with Gene

Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984).

섹션 A: 식물 프로토포르피리노겐 옥시다제 (프로톡스) 유전자의 분리 및 특성화

실시예 1

옥수수 프로톡스-1 암호화 서열에 대한 서열 상동성을 기준으로한 밀 프로톡스-1 cDNA의 분리

트리티쿰 아에스티붐(Triticum aestivum; cv Kanzler)으로부터 제조된 전체 RNA가 람다 Uni-Zap 벡터중의 통상의

cDNA 라이브러리 작제용으로 Clontech에 의해 제공되었다. 대략 50,000pfu의 cDNA 라이브러리를 10㎝ 페트리 디쉬 당

대략 5,000pfu의 밀도로 페트리 디쉬에 플레이팅하고 복사 필터 융기물을 니트로셀룰로스막(Schieicher and Schuell) 상
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에 확립시킨다. 플라크 융기물을 랜덤 프라이밍 방법(Life Technologies)으로 32P-dCTP로 표지시킨 옥수수 프로톡스-1

cDNA(서열 5, 참조: 국제 특허원 PCT/IB95/00452, 1995년 6월 8일자로 출원하여, 1995년 12월 21일자로 WO 95/

34659로 공개됨)로 프로브화한다. 하이브리드화 조건은 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS), 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM

EDTA 50℃이다. 세척 조건은 2X SSC, 1% SDS 50℃이다(Church and Gilbert, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1991-

1995 (1984), 본 명세서에서 전면 참고문헌으로 인용됨). 포지티브하게 하이브리드화된 플라크를 정제하여 생체내에서

절단된 p블루스크립트 플라스미드에 삽입한다. cDNA 삽입물의 서열은 형광 염료(Applied Biosystems, Inc.)로 표지시킨

디데옥시 종결제를 사용하는 쇄 종결 방법으로 결정한다. "밀 프로톡스-1"로 명명된, 초기 선별로부터 수득한 최장의 밀

프로톡스-1 cDNA의 길이는 1489 bp이다. 밀 프로톡스-1은 다른 공지된 식물 프로톡스 펩티드 서열과의 비교를 기준으

로하여 운반 펩티드와 성숙 암호화 서열의 대략 126개의 아미노산에 대한 암호화 서열이 결여되어 있다.

2차 선별을 수행하여 길이가 보다 긴 밀 프로톡스 cDNA를 수득한다. 2차 선별의 경우, 람다 Uni-Zap 벡터를 사용하여 트

리티쿰 아에스티붐(cv Kanzfer) cDNA 라이브러리를 내부적으로 제조한다. 대략 200,000pfu의 cDNA 라이브러리가 상

기한 바와 같이 선별되는데, 밀 프로톡스-1 cDNA를 프로브로 사용하고 하이브리드화 및 세척 조건이 50℃가 아닌 65℃

인 점이 상이하다. "밀 프로톡스-1a"로 명명된, 상기 선별 과정으로부터 수득한 최장 밀 cDNA의 길이는 1811bp이다. 상

기 cDNA의 뉴클레오티드 서열과 이를 암호화하는 아미노산 서열을 각각 서열 9 및 10에 나타낸다. 기타 공지된 식물 프로

톡스 펩티드 서열과 대응하는 게놈성 서열과 비교하여, 상기 cDNA는 전장이거나 단지 약간의 운반 펩티드 코돈이 결실된

것이다(표 1). 상기 밀 단백질 서열은 서열 6에 나타낸 옥수수 프로톡스-1 단백질 서열과 91% 동일(95% 유사)하다.

p블루스크립트 SK 벡터 중의, 밀 프로톡스-1a가 1996년 3월 19일자로 pWDC-13(NRRL #B21545)으로 기탁되었다.

실시예 2

아라비도프시스 프로톡스-1 암호화 서열에 대한 서열 상동성을 기준으로한 대두 프로톡스-1 cDNA의 분리

대두로부터 제조된 람다 Uni-Zap cDNA 라이브러리(v Williams 82, 상배축)를 Stratagene로부터 구입한다. 대략

50,000pfu의 라이브러리를 10㎝ 페트리 디쉬 당 대략 5,000pfu의 밀도로 페트리 디쉬에 플레이팅하고 복사 융기물을 콜

로니/플라크 선별막(NEN Dupont)상에 확립시킨다. 플라크 융기물을 랜덤 프라이밍 방법(Life Technologies)으로 32P-

dCTP로 표지시킨 아라비도프시스 프로톡스-1 cDNA(서열 1, 참조: 국제 특허원 PCT/IB95/00452, 1995년 6월 8일자로

출원하여, 1995년 12월 21일자로 WO 95/34659로 공개됨)로 프로브화한다. 하이브리드화 조건은 7% 나트륨 도데실 술

페이트(SDS), 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃이다. 세척 조건은 2X SSC, 1% SDS 50℃이다(Church and

Gilbert, (1984)). 포지티브하게 하이브리드화된 플라크를 정제하여 생체내에서 절단된 p블루스크립트 플라스미드 중으

로 삽입한다. cDNA 삽입물의 서열은 형광 염료(Applied Biosystems, Inc.)로 표지시킨 디데옥시 종결제를 사용하는 쇄

종결 방법으로 결정한다. "대두 프로톡스-1"로 명명된, 수득한 최장의 대두 cDNA의 길이는 다른 공지된 식물 프로톡스 펩

티드 서열과의 비교를 기준으로하여 전장 길이이다(표 1). 대두 프로톡스-1의 길이는 1847bp이며 58.8kDa의 단백질을

암호화한다. 상기 cDNA의 뉴클레오티드 서열 및 이를 암호화하는 아미노산 서열을 각각 서열 11 및 12로 나타낸다. 대두

단백질은 아라비도프시스 프로톡스-1 단백질과 78% 동일(87% 유사)하다.

p블루스크립트 SK 벡터중의, 대두 프로톡스-1은 1995년 12월 15일자로 pWDC-12(NRRL #B-21516)로 기탁되었다.

서열 2, 6, 10, 12, 15, 17, 19, 21, 23에 나타낸 서열에 의해 암호화된 각 단백질의 예측되는 아미노산 서열의 배열을 표 1

에 나타낸다. 서열 4 및 8에 나타낸 서열에 의해 암호화된 각 단백질의 예측되는 아미노산 서열의 배열을 표 2에 나타낸다.

[표 1a]

아라비도프시스("Arabpt-1"; 서열 2), 옥수수("Mzpt-1"; 서열 6), 밀("Wtpt-1"; 서열 10), 대두("Soybeanpt-1"; 서열

12), 면화("Cottonpt-1"; 서열 16), 사탕무("Sugpt-1"; 서열 18), 평지("Rapept-1"; 서열 20), 쌀("Ricept-1"; 서열 22),

및 사탕수수("Sorghumpt-1"; 서열 24)의 비교
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[표 1b]
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[표 1c]
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[표 1d]
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[표 1e]

[표 2a]
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아라비도프시스 (서열 4)와 옥수수 (서열 8) 프로톡스-2 아미노산 서열의 비교

[표 2b]
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실시예 3

옥수수 프로톡스-1 암호화 서열에 대한 서열 상동성을 기준으로한 면화 프로톡스-1 cDNA의 분리

고시피움 히르수툼(Gossypium hirsutum) L로부터 제조된 람다 Uni-Zap cDNA 라이브러리(72시간, 암갈색 자엽)를 아

리조나 주립대학의 Dept. of Botany, Dr. Dick Trelease (Ni W. and Trelease R.N: Arch. Biochem. Biophys. 289:

237-243 (1991))로부터 수득하였다. 대략 50,000 pfu의 라이브러리를 10㎝ 페트리 디쉬 당 대략 5,000pfu의 밀도로 페

트리 디쉬에 플레이팅하고 복사 필터 융기물을 콜로니/플라크 선별막(NEN Dupont)상에 확립한다. 플라크 융기물을 랜덤

프라이밍 방법(Life Technologies)으로 32P-dCTP로 표지시킨 옥수수 프로톡스-1 cDNA(서열 5)로 프로브화한다. 하이

브리드화 조건은 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS), 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃이다. 세척 조건은 2X SSC,

1% SDS 50℃이다(Church and Gilbert, (1984)). 포지티브하게 하이브리드화된 플라크를 정제하여 생체내에서 절단된 p

블루스크립트 플라스미드 중으로 삽입한다. cDNA 삽입물의 서열은 형광 염료(Applied Biosystems, Inc.)로 표지시킨 디

데옥시 종결제를 사용하는 쇄 종결 방법으로 결정한다. "면화 프로톡스-1"로 명명된, 수득한 최장의 면화 cDNA의 길이는

다른 공지된 식물 프로톡스 펩티드 서열과의 비교를 기준으로 전장 길이인 것으로 나타났다(표 1). 면화 프로톡스-1의 길

이는 1826bp이며 58.2kDa의 단백질을 암호화한다. 상기 cDNA의 뉴클레오티드 서열 및 이를 암호화하는 아미노산 서열

을 각각 서열 13 및 14로 나타낸다. 면화 단백질은 옥수수 프로톡스-1 단백질과 77% 동일(86% 유사)하다.

p블루스크립트 SK 벡터중의, 면화 프로톡스-1은 1996년 7월 1일자로 pWDC-15 (NRRL #B-21594)로 기탁되었다.

실시예 4
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아라비도프시스 프로톡스-1 암호화 서열에 대한 서열 상동성을 기준으로한 사탕무 프로톡스-1 cDNA의 분리

베타 불가리스(Beta vulgaris)로부터 제조된 람다-Zap cDNA 라이브러리를 펜실베니아주 필라델피아 소재의 Plant

Science Institute의 Dr. Philip Rea(Yongcheol Kim, Eugene J. Kim, and Philip A. Rea, Plant Physiol. 106; 375-382

(1994))로부터 수득하였다. 대략 50,000pfu의 라이브러리를 10㎝ 페트리 디쉬 당 대략 5,000pfu의 밀도로 페트리 디쉬에

플레이팅하고 복사 필터 융기물을 니트로셀룰로스막(Schleicher and Schuell) 상에 확립한다. 플라크 융기물을 랜덤 프라

이밍 방법(Life Technologies)으로 32P-dCTP로 표지시킨 아라비도프시스 프로톡스-1 cDNA(서열 5)로 프로브화한다.

하이브리드화 조건은 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS), 0.5 M NaPO4 pH 7.0, 1 mM EDTA 50℃이다. 세척 조건은 2X

SSC, 1% SDS 50℃이다(Church and Gilbert (1984)). 포지티브하게 하이브리드화된 플라크를 정제하여 생체내에서 절

단된 p블루스크립트 플라스미드 중으로 삽입한다. cDNA 삽입물의 서열은 형광 염료(Applied Biosystems, Inc.)로 표지

시킨 디데옥시 종결제를 사용하는 쇄 종결 방법으로 결정한다. "사탕무 프로톡스-1"로 명명된, 수득한 사탕무 프로톡스-1

cDNA의 최장 길이는 다른 공지된 식물 프로톡스 펩티드 서열과의 비교를 기준으로 전장 길이이다(표 1). 사탕무 프로톡스

-1의 길이는 1910bp이며 60kDa의 단백질을 암호화한다. 상기 cDNA의 뉴클레오티드 서열 및 이를 암호화하는 아미노산

서열을 각각 서열 15 및 16으로 나타낸다. 사탕무 단백질은 아라비도프시스 프로톡스-1 단백질과 73% 동일(82% 유사)하

다.

p블루스크립트 SK 벡터 중의, 사탕무 프로톡스-1은 1996년 7월 29일자로 pWDC-16(NRRL #B-21595)으로 기탁되었

다.

실시예 5

아라비도프시스 프로톡스-1 암호화 서열에 대한 서열 상동성을 기준으로한 평지 프로톡스-1 cDNA의 분리

브라시카 나푸스(Brassica napus; 3-4주, 성숙 녹색잎)로부터 제조된 람다 Uni-ZapII cDNA 라이브러리를 Dr. Guenther

Ochs, Institut Fuer Allgemeine Botanik, Johannes Gutenberg-Universitaet Mainz, Germany (Gunther Ochs, Gerald

Schock, and Aloysius Wild, Plant Physiol. 103:303-304(1993))로부터 수득하였다. 대략 50,000pfu의 라이브러리를

10㎝ 페트리 디쉬 당 대략 5,000pfu의 밀도로 페트리 디쉬에 플레이팅하고 복사 필터 융기물을 니트로셀룰로스막

(Schleicher and Schuell) 상에 확립한다. 플라크 융기물을 랜덤 프라이밍 방법(Life Technologies)으로 32P-dCTP로

표지시킨 아라비도프시스 프로톡스-1 cDNA(서열 1)로 프로브화한다. 하이브리드화 조건은 7% 나트륨 도데실 술페이트

(SDS), 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃이다. 세척 조건은 2X SSC, 1% SDS 50℃이다(Church and Gilbert

(1984)). 포지티브하게 하이브리드화된 플라크를 정제하여 생체내에서 절단된 p블루스크립트 플라스미드 중으로 삽입한

다. cDNA 삽입물의 서열은 형광 염료(Applied Biosystems, Inc.)로 표지시킨 디데옥시 종결제를 사용하는 쇄 종결 방법

으로 결정한다. "평지 프로톡스-1"로 명명된, 수득한 평지 프로톡스-1 cDNA의 최장 길이는 다른 공지된 식물 프로톡스

펩티드 서열과의 비교를 기준으로 전장 길이이다(표 1). 평지 프로톡스-1의 길이는 1784bp이며 57.3kDa의 단백질을 암

호화한다. 상기 cDNA의 뉴클레오티드 서열 및 이를 암호화하는 아미노산 서열을 각각 서열 17 및 18로 나타낸다. 평지 단

백질은 아라비도프시스 프로톡스-1 단백질과 87% 동일(92% 유사)하다.

p블루스크립트 SK 벡터 중의, 평지 프로톡스-1은 1996년 8월 23일자로 pWDC-17(NRRL #B-21615)로 기탁되었다.

실시예 6

옥수수 프로톡스-1 암호화 서열에 대한 서열 상동성을 기준으로한 쌀 프로톡스-1 cDNA의 분리

오리자 사티바(Oryza sativa; 5일간 연푸르게된 새로나온 가지)로부터 제조된 람다 gt11 cDNA 라이브러리를 Clontech로

부터 구입하였다. 대략 50,000pfu의 cDNA 라이브러리를 10㎝ 페트리 디쉬 당 대략 5,000pfu의 밀도로 페트리 디쉬에 플

레이팅하고 복사 필터 융기물을 니트로셀룰로스막(Schleicher and Schuell) 상에 확립한다. 플라크 융기물을 랜덤 프라이

밍 방법(Life Technologies)으로 32P-dCTP로 표지시킨 옥수수 프로톡스-1 cDNA(서열 5)로 프로브화한다. 하이브리드

화 조건은 7% 나트륨 도데실 술페이트(SDS), 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃이다. 세척 조건은 2X SSC, 1%

SDS 50℃이다(Church and Gilbert (1984)). 포지티브하게 하이브리드화된 플라크를 정제하고, 람다 DNA를 Wizard

Lambda-Prep kit(Promega)를 사용하여 제조한다. cDNA 삽입물을 p블루스크립트 SK 벡터 중으로 EcoRI 단편으로 표

준 기술을 사용하여 서브클로닝한다. cDNA 삽입물의 서열은 형광 염료(Applied Biosystems, Inc.)로 표지시킨 디데옥시

종결제를 사용하는 쇄 종결 방법으로 결정한다. "쌀 프로톡스-1"로 명명된, 수득한 쌀 프로톡스-1 cDNA의 최장 길이는
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1224 bp이다. 쌀 프로톡스-1은 다른 공지된 식물 프로톡스 펩티드 서열과의 비교를 기준으로하여 운반 펩티드 및 성숙 암

호화 서열의 대략 172개 아미노산에 대한 암호화 서열이 결여되어 있다(표 1). 상기 부분적인 cDNA의 뉴클레오티드 서열

과 이를 암호화하는 아미노산서열을 각각 서열 19 및 20으로 나타낸다.

p블루스크립트 SK 벡터중의, 쌀 프로톡스-1은 1996년 12월 6일자로 pWDC-18(NRRL #B-21648)로 기탁되었다.

실시예 7

옥수수 프로톡스-1 암호화 서열에 대한 서열 상동성을 기준으로한 사탕수수 프로톡스-1 cDNA의 분리

소르굼 비콜러(Sorghum bicolor; 3-6일 녹색 파종물)로부터 제조된 람다-Zap II cDNA 라이브러리를 Dr. Klaus

Pfizenmaier, Institute of Cell Biology and Immunology, University of Stuttgart, Germany(Harald Wajant, Karl-

Wolfgang Mundry, and Klaus Pfizenmaier, Plant Mol. Biol. 26:735-746 (1994))로부터 수득하였다. 대략 50,000pfu

의 cDNA 라이브러리를 10㎝ 페트리 디쉬 당 대략 5,000pfu의 밀도로 페트리 디쉬에 플레이팅하고 복사 필터 융기물을 니

트로셀룰로스막(Schleicher and Schuell) 상에 확립한다. 플라크 융기물을 랜덤 프라이밍 방법(Life Technologies)으로

32P-dCTP로 표지시킨 옥수수 프로톡스-1 cDNA(서열 5)로 프로브화한다. 하이브리드화 조건은 7% 나트륨 도데실 술페

이트(SDS), 0.5M NaPO4 pH 7.0, 1mM EDTA 50℃이다. 세척 조건은 2X SSC, 1% SDS 50℃이다(Church and Gilbert

(1984)). 포지티브하게 하이브리드화된 플라크를 정제하고 절단된 p블루스크립트 플라스미드 중으로 생체내에서 삽입한

다. cDNA 삽입물의 서열은 형광 염료(Applied Biosystems, Inc.)로 표지시킨 디데옥시 종결제를 사용하는 쇄 종결 방법

으로 결정한다. "사탕수수 프로톡스-1"로 명명된, 수득한 사탕수수 프로톡스-1 cDNA의 최장 길이는 1590bp이다. 사탕

수수 프로톡스-1은 다른 공지된 식물 프로톡스 펩티드 서열과의 비교를 기준으로하여 운반 펩티드 및 성숙 암호화 서열의

대략 44개 아미노산에 대한 암호화 서열이 결여되어 있다(표 1). 상기 부분적인 cDNA의 뉴클레오티드 서열과 이를 암호

화하는 아미노산 서열을 각각 서열 21 및 22로 나타낸다.

p블루스크립트 SK 벡터 중의, 사탕수수 프로톡스-1은 1996년 12월 6일자로 pWDC-19(NRRL #B-21649)로 기탁되었

다.

실시예 8

세균 시스템에 있어서 프로톡스 억제 제초제에 대한 식물 프로톡스 클론 감응성의 입증

프로톡스-1/SASX38, 프로톡스-2/SASX36 및 p블루스크립트/XL1-블루의 액체 배양물을 L amp100에서 성장시킨다. 각

배양물의 100㎕ 분취량을 여러가지 농도(1.0nM-10mM)의 화학식 XVII의 프로톡스 억제 아릴우라실 제초제를 함유하는

L amp100배지 상에 플레이팅시킨다. 복사 세트의 플레이트를 37℃에서 18시간 동안 배양시킨다.

프로톡스+ 이. 콜리 균주 XL1-블루는 어떠한 농도의 제초제에 대해서도 감응성을 나타내지 않았는데, 이는 유사한 제초제

에 대한 천연 세균성 효소의 보고된 내성과 일치하는 것이다. 프로톡스-1/SASX38은 명백하게 감응성이었는데, 10nM 정

도로 낮은 농도의 억제제에 의해서도 거의 대부분의 세균층이 제거되었다. 프로톡스-2/SASX38 또한 감응성이지만, 고농

도(10㎕)의 제초제에 대해서만 감응성이었다. 제초제는 암실에서 거의 전체적으로 유지되는 플레이트 상에서도 효과적이

었다. 제초제의 독성은 플레이트에 헤마틴 20㎍/㎖를 가하면 거의 제거되었다.

2종의 식물 프로톡스 균주간의 상이한 제초제 내성은 효소 감응성에 있어서 본질적으로 상이한 것 보다는, 이들 2종의 플

라스미드로부터의 발현이 상이한데 원인이 있는 것으로 짐작된다. 프로톡스-1/SASX38은 헴-결핍성 매질중에서 프로톡

스-2/SASX38 보다 더 천천히 성장한다. 또한, 성장 속도가 아랍 프로톡스-1/SASX38에 필적하는 Mz프로톡스-2/

SASX38 균주는 보다 낮은 농도(10-100nM)의 제초제에 대해서도 매우 감응성이다.

섹션 B: 프로톡스-억제 제초제에 대해 내성인 식물 프로톡스 유전자의 동정 및 특성화

실시예 9

이. 콜리 발현 시스템에서 프로톡스-억제 제초제에 대해 내성인 식물 프로톡스 유전자에 대한 선별
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플라스미드 벡터 pFL61(Minet et al., Plant J. 2:417-422 (1992))중 아라비도프시스 탈리아나(Landsberg) cDNA 라이

브러리를 수득하여 증폭시킨다. 이. 콜리 hemG 돌연변이체 SASX38(Sasarman et al., J. Gen. Microbiol. 113:297

(1979))를 수득하여 헤마틴(United States Biochemicals) 20㎍/㎖를 함유하는 L 배지상에 유지시킨다. 상기 플라스미드

라이브러리를 Bio-Rad Gene 펄서와 제조업자의 조건을 이용하여 전기천공으로 SASX38 중으로 형질전환시킨다. 상기

전기천공된 세포를 암피실린 100㎍/㎖를 함유하는 L 한천상에 대략 500,000 형질전환체/10㎝ 플레이트의 밀도로 플레이

팅시킨다. 이어서 상기 세포를 낮은 조명하에 37℃에서 40시간 동안 배양시키고 외부에서 헴을 가하지 않고도 성장할 수

있는 것에 대해 선별한다. pFL61 라이브러리로부터 헴 독립 영양체를 400/107의 주기로 회수한다. 22개의 상보적인 클론

을 서열 분석하면 9개가 "프로톡스-1"으로 표시되는 타입의 것이고, 상기 프로톡스 유전자는 엽록체성 프로톡스 효소를

발현시킬 것으로 생각된다.

pFL61 라이브러리는 양방향으로 아라비도프시스 cDNA가 삽입되어 있는 효모 발현 라이브러리이다. 이들 cDNAs는 또한

세균에서 발현시킬 수 있다. 프로톡스 cDNAs는 벡터 중의 Notl 클로닝 부위에 대해 대략 10개 아미노산 5' 효모 PGK 3'

서열로 프레임내 ATG에서 명백하게 개시되며 떨어져 있는 스트림의 lacZ 프로모터 300bp로부터 또는 미정의된 은폐적

세균 프로모터로부터 발현된다. 엽록체 운반 서열의 확실한 영역이 포함되어 있는 프로톡스-1 cDNAs가 이. 콜리

SASX38 균주의 성장을 억제하기 때문에, 적어도 일정량의 엽록체 운반 서열이 부착되어 있는 클론을 돌연변이/제초제 선

택 실험용으로 선택한다. 상기 클론, pSLV19는 추정되는 엽폭체 운반 펩티드의 아미노산중 17개만을 함유하며, DNA 서

열은 아라비도프시스 프로톡스-1 cDNA(서열 1)의 bp 151에서 개시된다.

상기 플라스미드 pSLV19로 랜덤 돌연변이 균주 XL1-Red(Stratagene, La Jolla, CA)를 형질전환시킨다. 상기 형질전환

물을 50㎍/㎖ 암피실린을 함유하는 L 배지상에 플레이팅하고 37℃에서 48시간 동안 배양시킨다. 형질전환된 세포의 층을

플레이트로부터 걷어내고 Wizard Megaprep 키트(Promega, Madison, WI)를 사용하여 플라스미드 DNA를 제조한다. 상

기 돌연변이체 균주로부터 분리된 플라스미드 DNA는 2000개의 뉴클레오티드당 대략 1개의 랜덤 염기 변화를 함유할 것

으로 예측된다(참조: Greener et al., Strategies 7(2):32-34 (1994)).

돌연변이 플라스미드 DNA를 hemG 돌연변이체 SASX38(Sasarman et al., J. Gen. Microbiol. 113:297 (1979)) 중으로

형질전환시키고 여러가지 농도의 프로톡스-억제 제초제를 함유하는 L 배지상에 플레이팅한다. 상기 플레이트를 37℃에서

2일간 배양시킨다. 플라스미드 DNA를 야생형 균주를 효과적으로 사멸시키는 농도의 제초제의 존재하에서 성장하는 모든

콜로니로부터 분리시킨다. 이어서 분리된 DNA를 SASX38 중으로 형질전환시키고 제초제상에 다시 플레이팅시켜 관찰된

내성이 플라스미드로부터 기원하는지 확인한다. 상기 선별 단계를 통과하는 플라스미드로부터의 프로톡스 암호화 서열을

Notl 분해법으로 절단하고, 비돌연변이 벡터 중으로 재클로닝시켜, 제초제 내성 부여 능력에 대해 다시 시험한다. 제초제

내성이 부여된 프로톡스 cDNAs의 DNA 서열을 결정하고 야생형 아라비도프시스 프로톡스-1 서열(서열 1)과 비교하여

돌연변이를 확인한다.

단일 암호화 서열 돌연변이체를 1차 돌연변이 실험으로부터 회수한다. 단지 성장 속도를 증가시킴으로써 상기 돌연변이체

의 제초제에 대한 "내성"을 향상시킨다. 서열 2의 아미노산 56에서 트레오닌에 대한 ACG 코돈을 리신에 대한 AAG 코돈

으로 전환시키는, pSLV19의 절단된 엽록체 운반 서열중에 서열 1이 뉴클레오티드 197에서 C가 A로 변화시키는 돌연변

이를 함유하며, 이에 따라 세균 돌연변이체를 더욱 좋게 상보시킨다. 상기 플라스미드는 또한 AGT(Ser)를 AGC(Ser)로 변

화시키는, 뉴클레오티드 1059에서 사일런트 암호화 서열 돌연변이를 함유한다. 상기 플라스미드를 pMut-1로 나타낸다.

상기 pMut-1 플라스미드로 상기한 바와 같이 돌연변이 XL1-Red 균주를 형질전환시키고 상기 돌연변이된 DNA를 분리

한 다음 비돌연변이 pMut-1 프로톡스 유전자에 대해 치사량인 제초제 농도에 플레이팅한다. 제초제 내성 콜로니를 37℃

에서 2일 후 분리시키고 상기한 바와 같이 분석한다. 다중 플라스미드는 제초제 내성 프로톡스 암호화 서열을 함유하는 것

으로 나타났다. 서열을 분석하면 상기 내성 유전자가 2종의 부류에 속하는 것으로 나타났다. 확인된 내성 돌연변이중 하나

는 서열 1로 나타낸 아라비도프시스 프로톡스-1 서열의 뉴클레오티드 689에서 C가 T로 변화된다. 상기 변화는 서열 2의

아미노산 220에서 알라닌에 대한 GCT 코돈을 발린에 대한 GTT 코돈으로 전환시키며, 이를 pAraC-1 Val로 표시한다.

제2 부류의 제초제 내성 돌연변이체는 아라비도프시스 프로톡스-1 서열중 뉴클레오티드 1307에서 A의 G로의 변화를 함

유한다. 상기 변화는 아미노산 426에서 티로신에 대한 TAC 코돈을 시스테인에 대한 TGC 코돈으로 전환시키며, pAraC-

2Cys로 표시한다.
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제3 내성 돌연변이체는 아라비도프시스 프로톡스-1 서열중 뉴클레오티드 691에서 G가 A로의 변화를 갖는다. 상기 돌연

변이는 pAraC-1중의 돌연변이에 인접한 코돈 위치에서 아미노산 221의 글리신에 대한 GGT 코돈을 세린에 대한 AGT 코

돈으로 전환시킨다. 상기 플라스미드를 pAraC-3Ser로 표시한다.

pMut-1 플라스미드중의 내성 돌연변이체 pAraC-2Cys는 1994년 11월 14일자로 pWDC-7 표시하에 Agricultural

Research Culture Collection에 기탁되었으며 기탁번호는 NRRL #21339N이다.

실시예 10

랜덤 선별로 확인된 위치에서의 추가적인 제초제-내성 코돈 치환

랜덤 선별에서 제초제 내성 부위로 확인된 아미노산을 다른 아미노산으로 대체시켜 세균 시스템에서 기능과 제초제 내성

에 대해 시험한다. 아라비도프시스 프로톡스-1 서열의 올리고뉴클레오티드-지시된 돌연변이를 Transformer Site-

Directed Mutagenesis Kit (Clontech, Palo Alto, CA)를 사용하여 수행한다. 서열 분석으로 아미노산 변화를 확인한 후,

돌연변이된 플라스미드를 SASX38를 형질전환시키고 L-amp100 배지 상에 플레이팅하여 기능 및 내성에 대해 시험하기

위하여 여러가지 농도의 프로톡스-억제 제초제에 대해 시험한다.

상기 공정을 아라비도프시스 프로톡스-1 서열(서열 1)의 뉴클레오티드 688-690에서의 알라닌 코돈 및 뉴클레오티드

1306-1308에서의 티로신 코돈에 적용시킨다. 결과는 뉴클레오티드 688-690에서의 알라닌 코돈을 발린, 트레오닌, 류

신, 시스테인, 또는 이소류신에 대한 코돈으로 변화시켜 기능을 보유하는 제초제-내성 프로톡스 효소를 생산할 수 있음을

입증한다. 상기 결과는 또한 뉴클레오티드 1306-1308에서의 티로신 코돈을 시스테인, 이소류신, 류신, 트레오닌, 메티오

닌, 발린, 또는 알라닌으로 변화시켜 기능을 보유하는 제초제-내성 프로톡스 효소를 생산할 수 있음을 입증한다.

실시예 11

이미 확인된 내성 돌연변이체의 효소 기능 및(또는) 제초제 내성을 증가시키는 추가적인 돌연변이 분리

제초제 내성 프로톡스 유전자를 함유하는 플라스미드로 돌연변이 균주 XL1-Red를 형질전환시키고 돌연변이된 DNA를

상기한 바와 같이 분리한다. 돌연변이된 플라스미드를 SASX38 중으로 형질전환시키고 원래의 "내성" 돌연변이체의 성장

을 억제하기에 충분한 농도의 제초제에 대해 선별한다. 내성 콜로니를 분리하고 내성이 더 높은 표현형이 상기한 바와 같

이 암호화 서열 의존적임을 증명한다. 이들 돌연변이체의 서열을 결정하고 선조 서열과 비교하여 돌연변이를 확인한다.

상기 공정을 상기한 바와 같이 pAraC-1 Val 돌연변이체에 적용시킨다. 결과는 아미노산 305(서열 2)에서의 세린 코돈을

류신에 대한 코돈으로 변화시켜 pAraC-1 Val 돌연변이만을 갖는것 보다 프로톡스-억제 제초제에 대해 내성이 더 높은 효

소를 생산할 수 있음을 입증한다. 상기 제2 부위 돌연변이를 AraC305Leu로 표시한다. 아미노산 249에서의 트레오닌 코

돈에 대해서도 동일한 결과가 입증되는데, 여기서는 이소류신 또는 알라닌으로 변화시켜 효소의 내성을 더 크게한다. 이들

변화를 각각 AraC249Ile 및 AraC249Ala로 표시한다.

상기 공정을 또한 상기한 바와 같이 pAraC-2Cys 돌연변이체에 적용시킨다. 결과는 아미노산 118(서열 2)에서의 프롤린

코돈을 류신에 대한 코돈으로 변화시켜 pAraC-1Cys 돌연변이만을 갖는 것보다 프로톡스-내성 제초제에 대해 내성이 더

높은 효소를 생산할 수 있음을 입증한다. 상기 돌연변이를 AraC118Leu로 표시한다. 동일한 결과가 아미노산 305에서의

세린 코돈에 대해서도 입증되는데, 여기서 류신으로 변화시키면 내성이 더 큰 pAraC-2Cys 효소로 된다. 상기 변화는 또

한 상기한 바와 같이 pAraC-1Val 돌연변이체에 대해서 분리하여 AraC305Leu로 표시한다. pAraC-2Cys 돌연변이체의

제초제 내성을 향상시키는 추가적인 돌연변이로는 AraC425Ser로 표시되는, 아미노산 425에서의 아스파라긴의 세린으로

의 변화, 및 AraC498Cys로 표시되는, 아미노산 498에서의 티로신의 시스테인으로의 변화가 있다.

이들 변화를 "제2 부위" 돌연변이로 언급하는데, 이는 이들이 단독으로 제초제 내성을 부여하기에는 충분치 못하지만, 이

미 돌연변이된 효소의 기능 및(또는) 제초제 내성을 향상시키기 때문이다. 이는 가능한 모든 치환 시험을 완전히 수행한 것

은 아니기 때문에 이들 부위에서 다른 아미노산 치환이 제초제 내성 효소를 생산하기에 충분할 수 있다는 가능성을 배제시

키지는 않는다.

실시예 12
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높은 기능/높은 내성 프로톡스 효소를 생성시키기 위한, 확인된 내성 돌연변이와 확인된 제2 부위 돌연변이의 혼합

상기한 AraC305Leu 돌연변이는 AraC-1Val 및 AraC-2Cys 돌연변이 플라스미드 둘다의 기능/제초제 내성을 향상시키

는 것으로 밝혀졌다. 상기 제2 부위 돌연변이의 일반적인 유용성을 시험하기위한 노력으로 AraC-2Leu, AraC-2Val, 및

Arac-2Ile 돌연변이를 합하여 제초제 내성에 대해 시험한다. 각 경우에 있어서, AraC305Leu 변화는 프로톡스-억제 제초

제상에서의 내성 프로톡스 돌연변이체의 성장 속도를 확실하게 증가시킨다. AraC-2Ile 내성 돌연변이체를 2차 부위 돌연

변이 AraC249Ile 또는 AraC118Leu와 혼합하면 내성이 더 높은 돌연변이 프로톡스 효소가 생산된다. AraC249Ile 돌연

변이는 AraC-1 돌연변이체를 향상시키는 것으로 확인된 2차 부위 돌연변이가 또한 AraC-2 돌연변이체의 내성을 증가시

킬 수 있음을 입증하는 것이다. AraC-2Ile, AraC305Leu, 및 AraC249Ile를 함유하는 3개의 돌연변이 플라스미드가 또한

기능이 더 높고, 제초제 내성이 더 큰 프로톡스-1 효소를 생산하는 것으로 밝혀졌다.

실시예 13

제초제 내성을 부여하기위하여 돌연변이시킬 수 있는 옥수수 프로톡스-1 유전자에서의 부위 확인

상기한 바와 같은 pMut-1 아라비도프시스 프로톡스-1 플라스미드는 다른 플라스미드가 사용되는 경우 분리되는 빈번하

게 출현하는 프로모터 돌연변이체와 대항하여, 높은 주기로 실제 암호화 서열 돌연변이체를 수득하는 돌연변이/선별 실험

에서 사용될 경우 매우 효과적이다. 옥수수 프로톡스-1에 대해 효율적인 플라스미드 선별 시스템을 생성시키기위한 실험

에서, 옥수수 cDNA를 아라비도프시스 cDNA와 대략 동일한 서열로 pMut-1 벡터 중으로 유전자 조작한다. 중첩하는 PCR

융합 방법을 사용하여, pMut-1 아라비도프시스 클론의 5' 말단(상기한 바와 같은 미스-센스 돌연변이를 1개 갖는 엽록체

운반 펩티드의 17개 아미노산을 포함함)을 옥수수 서열의 아미노산 번호 14(서열 6)에서 개시되는 옥수수 프로톡스-1

cDNA에 융합시킨다. 옥수수 cDNA의 3' 말단은 변화되지 않는다. Notl 제한 부위는 상기 융합체의 양쪽 말단에 위치하며,

키메릭 유전자를 pMut-1으로부터의 pFL61 플라스미드 골격중으로 클로닝시킨다. 서열 분석으로 단일 뉴클레오티드

PCR-유래된 사일런트 돌연변이는 뉴클레오티드 745-747(서열 5)에서의 ACG 코돈을 ACT 코돈으로 전환시키는 것으로

밝혀졌는데, 상기 코돈은 둘다 트레오닌을 암호화한다. 키메릭 Arab-옥수수 프로톡스-1 플라스미드를 pMut-3으로 표시

한다.

상기 pMut-3 플라스미드로 상기한 바와 같이 돌연변이 XL1-Red 균주를 형질전환시키고 돌연변이된 DNA를 분리하여

비돌연변이 pMut-3 옥수수 프로톡스 유전자에 대해 치명적인 제초제 농도상에 플레이팅시킨다. 37℃에서 2일후 제초제

내성 콜로니를 분리시켜 상기한 바와 같이 분석한다. 상기 분석으로 다중 플라스미드가 제초제 내성 프로톡스 암호화 서열

을 함유하는 것으로 밝혀졌다. 서열 분석으로 5개의 단일 염기 변화가 각각 옥수수 프로톡스-1 효소가 제초제에 대해 내성

이 되도록하는 것으로 밝혀졌다. 이들 돌연변이중 3개는 아라비도프시스 프로톡스-1 유전자중의 동종성 위치에 내성을

부여하는 것으로 이미 밝혀진 아미노산 변화에 대응한다. 3개중 2개는 pMzC-1Val 및 pMzC-1Thr로, 아미노산 164(서

열 6)에서의 알라닌(GCT)을 발린(GAT) 또는 트레오닌(ACT)으로 전환시킨다. 상기 위치는 상기한 바와 같은 pAraC-1

돌연변이에 대응한다. 제3의 유사한 변화는 아미노산 165에서의 글리신(GGT)을 세린(AGT)으로 전환시키는데, 이는 상

기한 바와 같은 AraC-3Ser 돌연변이에 대응한다. 이들은 식물 프로톡스 유전자에서 확인된 제초제-내성 돌연변이가 또

한 다른 종으로부터의 대등한 식물 프로톡스 유전자에 제초제 내성을 부여할 수 있다는 예측을 입증하는 것이다.

옥수수 프로톡스-1 선별로부터 분리된 돌연변이중 2개는 제초제 내성 부위로 이전에 확인된 바 없는 잔기에서 아미노산

을 변화시킨다. 변화중 하나는 옥수수 프로톡스-1 서열(서열 6)의 아미노산 159에서 시스테인(TGC)을 페닐알라닌

(TTC)로 변화시킨다.

추가로 아미노산을 치환시켜 3개의 옥수수 돌연변이 부위에서 시험한다. 글리신 165가 류신으로 변화될 때 또는 시스테인

159가 류신 또는 리신으로 변화될 때 내성이 입증된다. 이소류신 419을 히스티딘, 글리신, 또는 아스파라긴으로 변화시킴

으로써 내성 효소가 또한 발생된다.

제초제에 대해 고도로 내성인 아라비도프시스 프로톡스-1 효소를 생산하는 각각의 아미노산 변화는 상기한 바와 같은 부

위-지시된 돌연변이에 의해 옥수수 프로톡스-1 유전자 중으로 유전자 조작한다. 세균 시험으로 아미노산 164(서열 6)에

서의 알라닌(GCT)을 류신(CTT)으로 변화시키면 고도로 내성인 옥수수 효소가 생산됨을 입증한다. 아라비도프시스중의

AraC-2 부위와 유사한 돌연변이는 옥수수 랜덤 선별에서 분리되지 않는다. 그러나 상기 부위에서의 변화, 즉 옥수수 효소

(서열 6)중 티로신 370을 이소류신 또는 메티오닌으로 변화시키면 제초제 내성 효소가 생산된다.

실시예 14
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제초제 내성을 부여하기위하여 돌연변이시킬 수 있는 밀 프로톡스-1 유전자에서의 부위 확인

밀 프로톡스-1에 대해 효율적인 플라스미드 선별 시스템을 생성시키기 위하여, 밀 cDNA를 옥수수 cDNA에 대해서 상기

한 바와 같이 pMut-1 벡터 중으로 유전자조작한다. 상기 키메릭 Arab-밀 프로톡스-1 플라스미드를 pMut-4로 표시한다.

pMut-4 DNA를 돌연변이시키고 상기한 바와 같이 제초제 내성에 대해 선별한다. 상기 분석으로 제초제 내성 프로톡스 암

호화 서열을 함유하는 다중 플라스미드가 밝혀진다. 서열 분석은 각각 제초제 내성 밀 프로톡스 1 효소를 발생시키는 7개

의 단일 염기 변화를 나타낸다. 이들 돌연변이중 4개는 아라비도프시스 및(또는) 옥수수 프로톡스-1 유전자의 동종 위치

에서 내성을 부여하는 것으로 이미 밝혀진 아미노산 변화에 상응한다. 2개는 아미노산 211(서열 10)에서 알라닌(GCT)을

발린(GAT) 또는 트레오닌(ACT)으로 전환시킨다. 상기 위치는 상기한 pAraC-1 돌연변이에 대응한다. 제3의 유사한 변화

는 아미노산 212에서의 글리신(GGT)을 세린(AGT)으로 전환시키는데, 이는 상기한 AraC-3Ser 돌연변이에 대응한다. 제

4의 변화는 아미노산 466에서 이소류신(ATA)을 트레오닌(ACA)으로 전환시키며, 이는 옥수수로부터의 Mz419Thr 돌연

변이체에 대응한다.

밀 프로톡스-1 선별로부터 분리된 돌연변이중 3개는 제초제 내성 부위로 이전에 확인된 바 없는 잔기에서 아미노산을 변

화시킨다. 이중 하나는 밀 프로톡스-1 서열(서열 10)의 아미노산 356에서 발린(GTT)을 류신(CTT)으로 전환시킨다. 두

번째 것은 아미노산 421에서 세린(TCT)을 프롤린(CCT)으로 전환시킨다. 세번째 것은 아미노산 502에서 발린(GTT)을

알라닌(GCT)으로 전환시킨다.

실시예 15

제초제 내성을 부여하기위하여 돌연변이시킬 수 있는 대두 프로톡스-1 유전자에서의 부위 확인

대두 프로톡스-1에 대해 효율적인 플라스미드 선별 시스템을 생성시키기 위하여, 대두 cDNA를 옥수수 cDNA에 대해서

상기한 바와 같이 pMut-1 벡터 중으로 유전자 조작한다. 상기 키메릭 Arab-대두 프로톡스-1 플라스미드를 pMut-5로 표

시한다. pMut-5 DNA를 돌연변이시키고 상기한 바와 같이 제초제 내성에 대해 선별한다. 상기 분석으로 제초제 내성 프로

톡스 암호화 서열을 함유하는 다중 플라스미드가 밝혀진다. 서열 분석은 각각 제초제 내성 대두 프로톡스 1 효소를 발생시

키는 4개의 단일 염기 변화를 나타낸다. 이들 돌연변이중 2개는 아라비도프시스 및 (또는) 밀 프로톡스-1 유전자중 동종

위치에서 내성을 부여하는 것으로 이전에 밝혀진 아미노산 변화에 대응한다. 하나는 아미노산 226(서열 12)에서 알라닌

(GCA)을 트레오닌(ACA)으로 전환시킨다. 상기 위치는 상기한 pAraC-1Thr 돌연변이에 대응한다. 제2의 유사한 변화는

아미노산 517에서 발린(GTT)을 알라닌(GCT)으로 전환시키며, 이는 밀로부터의 Wht502Val 돌연변이에 대응한다.

대두 프로톡스-1 선별로부터 분리된 돌연변이중 2개는 제초제 내성 부위로 이미 확인된 바 없는 잔기에서 아미노산을 변

화시킨다. 하나는 대두 프로톡스-1 서열(서열 12)의 아미노산 369에서 프롤린(CCT)을 세린(TCT)으로 전환시킨다.

제초제 내성이 높은 아라비도프시스 프로톡스-1 효소를 생산하는 각각의 아미노산 변화를 상기한 바와 같은 부위 지시된

돌연변이에 의해 대두 프로톡스-1 유전자중으로 유전자 조작한다. 세균 시험은 아미노산 226(서열 12)에서 알라닌(GCA)

을 류신으로 변화시키면 내성 대두 효소가 생산되는 것으로 밝혀졌다. 아미노산 432(서열 12)에서 티로신(TAC)을 류신

또는 이소류신으로 변화시키면 또한 제초제 내성 효소가 생산된다.

실시예 16

제초제 내성을 부여하기위하여 돌연변이시킬 수 있는 사탕무 프로톡스-1 유전자에서의 부위 확인

사탕무 프로톡스-1에 대해 효율적인 플라스미드 선별 시스템을 생성시키기 위하여, 사탕무 cDNA를 옥수수 cDNA에 대해

서 상기한 바와 같이 pMut-1 벡터 중으로 유전자 조작한다. 상기 키메릭 Arab-사탕무 프로톡스-1 플라스미드를 pMut-6

으로 표시한다. pMut-6 DNA를 돌연변이시키고 상기한 바와 같이 제초제 내성에 대해 선별한다. 상기 분석으로 제초제 내

성 프로톡스 암호화 서열을 함유하는 다중 플라스미드가 밝혀진다. 서열 분석은 제초제 내성 사탕무 프로톡스 1 효소를 발

생시키는 단일 염기 변화를 나타낸다. 상기 변화는 아미노산 449에서 티로신(TAC)을 시스테인(TGC)으로 전환시키고 아

라비도프시스중 AraC-2 돌연변이와 유사하다.

제초제 내성이 높은 아라비도프시스 프로톡스-1 효소를 생성시키는 각각의 아미노산 변화를 상기한 바와 같은 부위 지시

된 돌연변이에 의해 사탕무 프로톡스 -1 유전자 중으로 유전자 조작한다. 세균 시험으로 아미노산 449에서 티로신(TAC)

을 류신, 이소류신, 발린, 또는 메티오닌으로 변화시키면 제초제 내성 사탕무 효소가 생성되는 것으로 입증된다.
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실시예 17

제초제 내성을 부여하기 위하여 돌연변이시킬 수 있는 면화 프로톡스-1 유전자에서의 부위 확인

면화 프로톡스-1에 대해 효율적인 플라스미드 선별 시스템을 생성시키기 위하여, 면화 cDNA를 옥수수 cDNA에 대해서

상기한 바와 같이 pMut-1 벡터 중으로 유전자 조작한다. 상기 키메릭 Arab-면화 프로톡스-1 플라스미드를 pMut-7로 표

시한다. pMut-7 DNA를 돌연변이시키고 상기한 바와 같이 제초제 내성에 대해 선별한다. 상기 분석으로 제초제 내성 프로

톡스 암호화 서열을 함유하는 다중 플라스미드가 밝혀진다. 서열 분석은 각각 제초제 내성 면화 프로톡스 1 효소를 발생시

키는 3개의 단일 염기 변화를 나타낸다. 2개의 돌연변이체는 각각 아미노산 428(서열 16)에서 티로신(TAC)을 시스테인

(TGC) 및 아르기닌(CGC)으로 변화시킨다. 아르기닌은 이미 확인된 AraC-2 부위에서 내성을 부여하는 신규한 치환이다.

제3의 돌연변이는 아미노산 365에서 프롤린(CCC)을 세린(TCC)으로 전환시킨다. 상기 변화는 대두 돌연변이체

Soy369Ser에 대응한다.

실시예 18

내성 돌연변이의 여러가지 프로톡스-억제 화합물에 대해 교차-내성의 증명

단일 프로톡스 억제 제초제에 대한 내성을 기준으로하여 원래 확인된, 내성 돌연변이체 플라스미드를 다른 프로톡스 억제

화합물의 스펙트럼에 대해 시험한다. 이 시험의 경우, 야생형 플라스미드를 함유하는 SASX38 균주를 각 화합물의 농도 범

위 상에 플레이팅시켜 각각에 대한 치사 농도를 결정한다. SASX38중 내성 돌연변이 플라스미드를 플레이팅하여 야생형

플라스미드를 함유하는 SASX38 균주에 대해 치사량인 농도 보다 10배 이상 더 높은 농도에서의 각 화합물에서의 생존 능

력에 대해 평가한다.

하기 표 3A 및 3B에 설명된 세균의 교차-내성 시험으로부터의 결과는 확인된 각각의 돌연변이가 여러가지 프로톡스 억제

화합물에 대한 내성을 부여함을 나타낸다.

[표 3A]

다양한 프로톡스 억제제에 대한 식물 프로톡스 돌연변이의 교차 내성

[표 3B]

다양한 프로톡스 억제제에 대한 식물 프로톡스 돌연변이의 교차 내성
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섹션 C: 형질전환된 식물중에서 제초제-내성 프로톡스 유전자의 발현

실시예 19

동종성 재조합 또는 유전자 전환에 의한 프로톡스-억제 제초제에 대한 내성 식물의 유전자 조작

기술된 돌연변이체 암호화 서열이 천연 프로톡스 포로모터의 조절하에서 발현될 경우 제초제 내성을 효과적으로 부여하기

때문에, 천연 염색체 위치 중에서 프로톡스 암호화 서열에 대해 표적화된 변화는 제초제 내성 식물과 식물 세포를 발생시

키기 위한 다른 방법을 나타낸다. 목적하는 돌연변이를 함유하지만, 자체적인 발현 시그날(프로모터 또는 3' 비해독 영역)

이 결여되어 있는 프로톡스 DNA 단편을 몇몇 당해 분야에 숙지된 방법(예를 들면, 아그로박테리움 형질전환, 원형질체로

의 직접적인 유전자 전달, 미세발사성 충돌)으로 도입시켜 제초제-내성 형질전환체를 선택할 수 있다. 도입된 DNA 단편

은 또한 암호화된 아미노산 서열을 변화시키지 않고 (즉, 사일런트 돌연변이) 부위-지시된 시험관내 돌연변이에 의해 도입

되는 진단 제한 효소 부위 또는 다른 서열 다형성을 함유한다. 여러가지 선택성 마커 및 제초제 내성 유전자에 대해 이미

보고된 바 있는 바와 같이(참조: Paszkowski et al., EMBO J. 7:4021-4026 (1988); Lee et al., Plant Cell 2: 415-425

(1990); Resseeuw et al., Plant J. 7:109-119 (1995)), 일부 형질전환체는 돌연변이 DNA가 프로톡스 염색체 좌로 동정

적으로 집합되는 것, 또는 천연 프로톡스 염색체 서열이 도입된 돌연변이 서열로 전환되는 것으로 부터 발생되는 것으로

밝혀졌다. 이들 형질전환체는 이들의 제초제-내성 표현형, 및 이들의 프로톡스 염색체좌중 진단적 제한 효소의 존재에 의

해 인정된다.

실시예 20

식물 형질전환 벡터의 작제

식물 형질전환용으로 수많은 형질전환 벡터를 입수할 수 있으며, 본 발명의 유전자를 상기와 같은 벡터와 함께 사용할 수

있다. 사용하기 위한 벡터의 선택은 바람직한 형질전환 기술 및 형질전환시키기 위한 표적 종에 따른다. 특정 표적의 경우,

상이한 항생제 또는 제초제 선택 마커가 바람직할 수 있다. 형질전환에 통상적으로 사용되는 선택 마커로는 가나마이신과

관련 항생제에 대해 내성을 부여하는 nptII 유전자(Messing & Vierra, Gene 19: 259-268 (1982); Beran et al., Nature

304:184-187 (1983)), 제초제 포스피로트리신에 대한 내성을 부여하는 bar 유전자(White et al., Nucl Acids Res

18:1062 (1990), Spencer et al. Theor Appl Genet 79:625-631 (1990)), 항생제 하이그로마이신에 대한 내성을 부여하

는 hph 유전자(Biochinger & Diggelmann, Mol Cell Biol 4:2929-2931), 및 메토트렉세이트에 대한 내성을 부여하는

dhfr 유전자(Bourouis et al., EMBO J. 2(7):1099-1104(1983))가 있다.

I. 아그로박테리움 형질전환용으로 적합한 벡터의 작제
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아그로박테리움 투메파시엔스(Agrobacterium tumefaciens)를 사용하는 형질전환용으로 수 많은 벡터를 입수할 수 있다.

이들은 전형적으로 적어도 1개의 T-DNA 경계 서열을 포함하며 pBIN19(Bevan, Nucl. Acids Res. (1984)) 및 pXYZ와

같은 벡터가 있다. 하기 2개의 전형적인 벡터의 작제가 기술된다.

pCIB200과 pCIB2001의 작제: 아그로박테리움에 대해 사용하기 위한 재조합 벡터의 작제용으로 바이너리(binary) 벡터

pCIB200과 pCIB2001을 사용하여 다음 방법으로 작제한다. pTJS75(Schmidhauser & Helinski, J Bacteriol. 164: 446-

455 (1985))를 Narl 분해시켜 테트라사이클린-내성 유전자를 절단시킨 다음, NPTII을 포함하는 pUC4K(Messing &

Vierra, Gene 19: 259-268 (1982); Bevan et al., Nature 304:184-187 (1983); McBride et al., Plant Molecular

Biology 14:266-276 (1990))로부터의 AccI 단편을 삽입시켜 pTJS75kan을 생성시킨다. Xhol 링커를 좌측 및 우측 T-

DNA 경계, 식물 선택성 nos/nptll 키메릭 유전자 및 pUC 폴리링커(Rothstein et al., Gene 53: 153-161 (1987))를 함유

하는 pCIB7의 EcoRV 단편에 결합시키고, XhoI-분해된 단편을 SaII-분해된 pTJS75kan중으로 클로닝시켜 pCIB200을

생성시킨다(참조: EP 0 332 104, 실시예 19). pCIB200은 하기 독특한 폴리링커 제한 부위를 함유한다: EcoRl, Sstl,

Kpnl, Bglll, Xbal, 및 Sall. pCIB2001은 pCIB200의 유도체로, 이는 다른 제한 부위의 폴리링커 중으로 삽입시켜 생성시킨

다. pCIB2001의 폴리링커중 독특한 제한 부위는 EcoRl, Sstl, Kpnl, Bgll, Xbal, Sall, Mlul, Bcll, Avrll, Apal, Hpal, 및

Stul이다. 이들 독특히 제한 부위를 함유하는 것외에, pCIB2001은 또한 식물 및 세균성 가나마이신 선택성, 아그로박테리

움-매개된 형질전환용 좌 및 우측 T-DNA 경계, 이. 콜리와 다른 숙주간의 이동용 RK2-유래 trfA 기능, 및 RK2로부터의

OriT 및 OriV 기능을 갖는다. pCIB2001 폴리링커는 자체적인 조절 시그날을 함유하는 식물 발현 카세트의 클로닝용으로

적합하다.

pCIB10 및 이들의 하이그로마이신 선택 유도체의 작제: 바이너리 벡터 pCIB10은 식물 중에서의 선택을 위한 가나마이신

내성을 암호화하는 유전자, T-DNA 우 및 좌측 경계 서열을 함유하며 이. 콜리 및 아그로박테리움 둘다에서 복제되도록

하는 야생 숙주-범위 플라스미드 pRK252로부터의 서열을 포함한다. 이의 작제는 문헌: Rothstein et al., Gene 53: 153-

161 (1987)에 기술되어 있다. pCIB10의 여러가지 유도체가 작제되었는데 문헌에 기술된 하이그로마이신 B 포스포트랜스

퍼라제에 대한 유전자를 포함한다(Gritz et al., Gene 25; 179-188(1983)). 이들 유도체는 하이그로마이신에 대해서만

(pCIB743), 또는 하이그로마이신 및 가나마이신에 대해서 (pCIB715, pCIB717) 형질전환된 식물 세포를 선택할 수 있도

록한다.

II. 비-아그로박테리움 형질전환용으로 적합한 벡터의 작제.

아그로박테리움 투메파시엔스를 사용하지 않는 형질전환은 선택된 형질전환 벡터중 T-DNA 서열에 대한 요구조건을 피

하게 되며 결과적으로 T-DNA 서열을 함유하는 상기한 것 중 하나와 같은 벡터외에 이들 서열이 결여되어 있는 벡터를 사

용할 수 있다. 아그로박테리움에 의존하지 않는 형질전환 기술로는 입자 충돌, 원형질체 흡수(예, PEG 및 전기천공) 및 미

세주입을 통한 형질전환법이 있다. 벡터의 선택은 대부분 형질전환시킬 종에 대해 바람직한 선택에 따른다. 이후, 일부 전

형적인 벡터의 작제를 기술한다.

pCIB3064의 작제: pCIB3064는 제초제 바스타(또는 포스피노트리신)에 의해 선택과 함께 직접적인 유전자 전달 방법용

으로 적합한 pUC-유래 벡터이다. 플라스미드 pCIB246은 이. 콜리 GUS 유전자와 CaMV 35S 전사 종결인자에 기능적 융

합식으로 CaMV 35S 프로모터를 포함하며 PCT 공개 공보 WO 93/07278에 기술되어 있다. 상기 벡터의 35S 프로모터는

개시 부위의 ATG 서열 5'를 2개 함유한다. 표준 PCT 기술을 사용하여 이들 부위를 ATG's가 제거되어 제한 부위 Sspl 및

Pvull을 발생시키는 방식으로 돌연변이시킨다. 신규한 제한 부위는 독특한 Sall 부위로부터 96 및 37bp 떨어져 있으며 실

제적인 개시 부위로부터는 101 및 42bp 떨어져 있다. 생성된 pCIB246의 유도체를 pCIB3025로 표시한다. 이어서 Sall 및

Sacl로 분해시켜 pCIB3025로부터 GUS 유전자를 절단하여, 말단을 평활시킨 다음 재결합시켜 플라스미드 pCIB3060을

발생시킨다. 플라스미드 pJIT82는 John Innes Centre, Norwich로부터 수득하여 스트렙토마이세스 비리도크로모겐

(Streptomyces viridochromogenes)로부터의 bar 유전자를 함유하는 400bp Smal 단편을 절단한 다음, pCIB3060의

Hpal 부위중에 삽입한다(Thompon et al. EMBO J 6:2519-2523 (1987)). 이는 CaMV 35S 프로모터 및 제초제 선택용

종결인자의 조정하에서 bar 유전자, 암시실린 내성에 대한 유전자(이. 콜리 중에서의 선택용) 및 독특한 부위 Sphl, Pstl,

Hindlll, 및 BamHl를 갖는 폴리링커를 포함하는 pCIB3064를 발생시킨다. 상기 벡터는 이들 자체의 조절 시그날을 함유하

는 식물 발현 카세트의 클로닝에 적합하다.

pSOG19 및 pSOG35의 작제: pSOG35는 메토트렉세이트에 대한 내성을 부여하는 선택성 마커로서 이. 콜리 디히드로폴

레이트 리덕타제(DHFR)를 이용하는 형질전환 벡터이다. PCR을 사용하여 35S 프로모터(∼800 bp), 옥수수 Adh1 유전자

로부터의 인트론 6(∼550 bp) 및 pSOG10으로부터의 GUS 비해독 리더 서열중 18 bp를 증폭시킨다. 이. 콜리 디히드로폴

레이트 리덕타제 타입 II 유전자를 암호화하는 250bp 단편을 또한 PCR로 증폭시키고 이들 2개의 PCR 단편은 pUC 벡터
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골격과 노팔린 신타제 종결인자를 포함하는, pB1221(Clontech)로부터의 Sacl-Pstl 단편과 함께 집합시킨다. 이들 단편

을 집합시킴으로써 pSOG19가 생성되며, 이는 인트론 6 서열, GUS 리더, DHFR 유전자 및 노팔린 신타제 종결인자를 갖

는 융합체중에 35S 프로모터를 함유한다. pSOG19중의 GUS 리더를 옥수수 클로로틱 모틀 바이러스(Maize Chlorotic

Mottle Virus; MCMV)로부터의 리더 서열로 대체시키면 벡터 pSOG35가 생성된다. pSOG19 및 pSOG35는 암피실린 내

성용 pUC 유전자를 포함하며 외부 서열의 클로닝으로부터 입수할 수 있는 Hindlll, Sphl, Pstl 및 EcoRl 부위를 갖는다.

실시예 21

식물 발현 카세트의 작제

형질전환된 식물에서 발현시키기위한 유전자 사열을 먼저 발현 카세트중 적합한 프로모터와 적합한 전사 종결인자의 상부

스트림 뒤에 집합시킨다. 이어서 이들 발현 카세트를 실시예 20에 기술된 식물 형질전환 벡터로 용이하게 운반할 수 있다.

I. 프로모터 선택

발현 카세트에서 사용되는 프로모터의 선택은 형질전환된 식물에서 형질전환 유전자의 공간적 및 주기적 발현 패턴을 결

정한다. 선택된 프로모터는 특정 세포 타입(예로서 잎 상피 세포, 중피 세포, 뿌리 피질 세포) 또는 특정 조직 또는 기관(예

를 들어 뿌리, 잎 또는 꽃)에서 발현시키고 상기 선택은 목적하는 위치의 형질전환 유전자 발현을 반영하는 것이다. 별법으

로, 선택된 프로모터는 광-유발 또는 기타 주기적으로 조절되는 프로모터하에서 유전자의 발현을 조정할 수 있다. 이는 목

적하고 화학 유발제에 의한 처리로 유발된 경우에만 형질전환 유전자의 발현을 유발시킬 수 있는 가능성을 제공한다.

II. 전자 종결인자

발현 카세트에 사용하기위한 여러가지 전사 종결인자를 입수할 수 있다. 이들은 형질전환 유전자 뒤의 전사 종결과 정확한

폴리아데닐화에 있어서 역할을 한다. 적합한 전사 종결인자는 식물에서 작용하는 것으로 공지된 것이며 CaMV 35S 종결

인자, tml 종결인자, 노팔리 신타제 종결인자, pea rbcS E9 종결인자 뿐만 아니라 식물 프로톡스 유전자와 천연적으로 관

련된 종결인자(즉, "프로톡스 종결인자")가 있다. 이들은 단자엽식물 및 쌍자엽식물 둘다에서 사용될 수 있다.

III. 발현 향상 또는 조절용 서열

수많은 서열이 전사 유니트내에서 유전자 발현을 향상시키는 것으로 밝혀졌으며 이들 서열은 본 발명의 유전자와 함께 사

용하여 형질전환된 식물 중에서 이들의 발현을 증가시킬 수 있다.

여러가지 인트론 서열은 특히 단자엽 세포에서의 발현을 향상시키는 것으로 밝혀졌다. 예를 들면, 옥수수 Adh1 유전자의

인트론은 옥수수 세포중으로 도입될 경우 이의 동종 프로모터하에서 야생형 유전자의 발현을 확실하게 증가시키는 것으로

밝혀졌다. 인트론 1은 클로람페니콜 아세틸트랜스퍼라제 유전자를 갖는 융합 작제물중에서의 발현에 있어서 부분적으로

효과적이며 증가시키는 것으로 밝혀졌다(Callis et al., Genes Develop. 1: 1183-1200 (1987)). 동일한 실험 시스템으로,

옥수수 브론즈1 유전자로부터의 인트론은 발현을 증가시키는데 있어서 유사한 효과를 가졌다(Callis et al., 상기). 인트론

서열은 통상적으로 식물 형질전환 벡터, 전형적으로 비-해독 리더내에 포함시킨다.

바이러스로부터 유도된 수많은 비-해독 리더 서열이 또한 발현을 증가시키는 것으로 공지되었으며, 이들은 쌍자엽식물 세

포에서 특히 효과적이다. 상술하면, 담배 모자이크 바이러스로부터 (TMV, "W-서열"), 옥수수 클로로틱 모틀 바이러스

(MCMV), 및 알팔파 모자이크 바이러스(AMV)의 리더 서열이 발현을 향상시키는데 효과적인 것으로 밝혀졌다(예를 들면,

Gallie et al. Nucl. Acids Res. 15:8693-8711 (1987); Skuzeski et al. Plant Molec. Biol. 15:65-79 (1990)).

IV. 세포내에서 유전자 생성물의 표적화

유전자 생성물을 표적화하기위한 여러가지 메카니즘이 식물중에 존재하는 것으로 공지되어 있으며 이들 메카니즘의 기능

을 조정하는 서열이 어느 정도 상세하게 특징화되어 있다. 예를 들면, 유전자 생성물을 엽록체로 표적화시키는 것은 여러

가지 단백질의 아미노 종결 말단에서 발견되고 엽록체가 완전 단백질 생산물을 들여오는 동안 분해되는 시그날 서열에 의

해 조절된다(예, Comai et al. J. Biol. Chem. 263: 15104-15109 (1988)). 이들 서열을 이종성 유전자 생성물에 융합시켜

이종성 생성물의 엽록체로의 운반을 수행할 수 있다(van den Broeck et al. Nature 313: 358-363 (1985)). 적합한 시그

날 서열을 암호화하는 DNA는 RUVISCO 단백질, CAB 단백질, EPSP 신타제 효소, GS2 단백질 및 엽록체 편재화시키는

것으로 공지된 수많은 다른 단백질을 암호화하는 cDNAs의 5' 말단으로부터 분리시킬 수 있다.
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다른 유전자 생성물을 미토콘드리아 및 퍼옥시좀과 같은 다른 기관에 편재시키다(예, Unger et al. Plant Molec. Biol. 13:

411-418 (1989)). 이들 생성물을 암호화하는 cDNAs는 또한 이종성 유전자 생성물을 이들 기관으로 표적화시키도록 조

작시킬 수 있다. 그러한 서열의 예로는 핵-암호화된 ATP아제 및 미토콘드리아에 대한 특정 아스파테이트 아미노 트랜스

퍼라제 동등형이 있다. 세포 단백질체로의 표적화는 다음 문헌에 기술되어 있다: Rogers et al., Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 82: 6512-6516 (1985)).

또한 유전자 생성물을 다른 세포 구획으로 표적화시키는 서열이 특징화 되어 있다. 아미노 종결 서열은 ER, 아포플라스트

로 표적화시키고, 호분 세포로부터의 세포외 분비에 역할을 한다(Koehler & Ho, Plant Cell 2: 769-783 (1990)). 또한,

아미노 종결 말단은 카복시 종결 말단과 함께 유전자 생성물의 액포 표적화에 역할을 한다(Shishi et al., Plant Molec.

Biol. 14: 357-368 (1990)).

상기한 적합한 표적화 서열을 대상이 되는 형질전환 유전자 서열에 융합시킴으로써 형질전환 유전자 생성물이 기관 또는

세포 구획으로 향하도록 할 수 있다. 엽록체 표적화의 경우, 예를 들면, RUBISCO 유전자, CAB 유전자, EPSP 신타제 유전

자, 또는 GS2 유전자로부터의 엽록체 시그날 서열을 형질전환 유전자의 아미노 종결 ATG에 대한 프레임에 융합시킨다.

선택된 시그날 서열은 공지된 분해 부위를 포함하여야 하며 작제된 융합물을 분해용으로 필요한 분해 부위 이우의 아미노

산을 고려하여야 한다. 일부 경우에 있어서 상기 요구조건을 분해 부위와 형질전환 유전자 ATG 사이에 적은수의 아미노

산을 첨가함으로써 또는 별법으로 형질전환 유전자 서열내의 일부 아미노산을 대체시킴으로써 충족시킬 수 있다. 엽록체

운반용으로 작제된 융합체는 문헌에 기술된 방법을 이용하여 시험관내 해독 또는 시험관내 전사된 작제물에 따른 생체내

엽록체 흡수 효과에 대해 시험할 수 있다(Bartlett et al. In Edelmann et al. (Eds.) Mothods in Chloroplast Molecular

Biology, Elsevier. pp. 1081-1091 (1982); Wasmann et al. Mol. Gen. Genet. 205: 446-453 (1986)). 이들 작제 기술

은 당해 분야에 숙지되어 있으며 미토콘드리아와 퍼옥시좀에 대등하게 적용할 수 있다. 형질전환 유전자의 발현을 위하여

필요할 수 있는 표적화 선택은 제공되는 경로에 대한 개시점으로서 요구되는 전구체의 세포 편재화에 따른다. 일부 경우에

있어서 미토콘드라이성 또는 퍼옥시좀성일 수 있지만 이는 통상적으로 세포질성 또는 엽록체성이다. 형질전환 유전자 발

현 생성물은 통상적으로 ER, 아포플라스트 또는 액포로 표적화시킬 필요가 없다.

세포 표적화에 대해 상기한 메카니즘은 이들의 동족 프로모터와 관련해서 뿐만 아니라, 이종성 프로모터와 관련해서도 이

용될 수 있어 표적화 시그날이 유도되는 프로모토와는 상이한 발현 패턴을 갖는 프로모터의 전사 조절하에서 특정 세포 표

적화 목표를 수행할 수 있다.

실시예 22

쌍자엽식물의 형질전환

쌍자엽 식물에 대한 형질전환 기술은 당해 분야에 숙지되어 있으며 아그로박테리움-기본 기술과 아그로박테리움을 필요

로하지 않는 기술이 있다. 비-아그로박테리움 기술은 외인성 유전 물질을 원형질체 또는 세포에 의해 직접 흡수시키는 단

계를 포함한다. 이는 PEG 또는 전기영동 매개된 흡수, 입자 충돌-매개된 운반, 또는 미세주입에 의해 수행할 수 있다.

dlefm 기술의 예가 하기 문헌에 기술되어 있다: Paszkowski et al., EMBO J 3: 2717-2722 (1984), Potrykus et al.,

Mol. Gen. Genet. 199: 169-177 (1985), Reich et al., Biotechnology 4: 1001-1004 (1986), 및 Klein et al., Nature

327: 70-73 (1987). 각 경우에 있어서 형질전환된 세포는 당해 분야에 공지된 표준 기술을 이용하여 전체 식물로 재생시

킨다.

아그로박테리움-매개된 형질전환은 형질전환 효율이 높고 수많은 상이한 종에 대해 이용도가 광범위하기 때문에 쌍자엽

식물의 형질전환용으로 바람직한 기술이다. 통상적으로 아그로박테리움으로 형질전환시킬 수 있는 수 많은 작물종으로는

담배, 토마토, 해바라기, 면화, 유종자 평지, 감자, 대두, 알팔파, 및 포풀라가 있다(EP 0 317 511(면화), EP 0 249 432(토

마토; Calgene), WO 87/07299(브라시카(Brassica); Calgene), US 4,795,855(포풀라)).

재조합 아그로박테리움에 의한 표적 식물종의 형질전환은 통상적으로 식물로부터의 외부식물과 아그로박테리움의 동시-

배양 단계를 포함하며 당해 분야에 숙지된 프로토콜에 따른다. 형질전환된 조직을 바이너리 플라스미드 T-DNA 경계 사

이에 존재하는 항생제 또는 제초제 내성 마커를 포함하는 선택성 배지상에서 재생시킨다.

실시예 23

단자엽 식물의 형질전환
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대부분의 단자엽 식물종의 형질전환은 이제 통상인 것으로 되었다. 바람직한 기술로는 PEG 또는 전기영동 기술, 및 유합

조직 중으로의 입자 충돌을 사용한 원형질체로의 직접적인 유전자 전달법이 있다. 형질전환은 단일 DNA종 또는 다중

DNA종(즉, 동시적인-형질전환)을 사용하여 수행할 수 있으며 이들 기술 둘다 본 발명에서 사용하기에 적합하다. 동시-형

질전환은 복잡한 벡터 작제 단계를 피하여 대상이 되는 유전자 및 선택성 마커에 대해 비결합된 좌를 갖는 형질전환된 식

물을 생성시키는 잇점을 가질 수 있는데, 후속되는 생성에서 선택성 마커를 제거할 수 있다는 것은 바람직한 것으로 간주

되어야 한다. 그러나, 동시-형질전환의 단점은 별개의 DNA 종이 게놈중으로 집한하는 비율이 100% 미만인 것이다

(Schocher et al. Biotechnology 4: 1093-1096 (1986)).

특허원 EP 0292 435(Ciba-Geigy), EP 0 392 225(Ciba-Geigy) 및 WO 93/07278(Ciba-Geigy)에는 엄선된 옥수수 종자

로부터의 식물조직 및 원형질체의 제조, PEG 또는 전기영동법을 사용한 원형질체의 형질전환, 및 형질전환된 원형질체로

부터의 옥수수 식물의 재생 기술이 개시되어 있다. 문헌: Kamm et al., Plant Cell 2: 603-618 (1990) 및 Fromm et al.,

Biotechnology 8: 833-839 (1990)에는 입자 충돌법을 이용한 A188-유래 옥수수종의 형질전환 방법이 공개되어 있다.

또한 WO 93/07278(Ciba-Geigy) 및 문헌: Koziel et al., Biotechnology 11: 194-200 (1993)에는 입자 충돌법에 의해

옥수수 우량종을 형질전환시키는 방법이 기술되어 있다. 상기 기술은 수분후 14 내지 15일 경과후 옥수수 이상으로부터

절단한 1.5 내지 2.5㎜ 길이의 미성숙 옥수수 배와 충돌용으로 PDS-1000He Biolistics 장치를 이용한다.

쌀의 형질전환은 또한 원형질체 또는 입자 충돌법을 이용하는 직접적인 유전자 전달 기술로 수행할 수 있다. 원형질체-매

개된 형질전환법은 자포니카-타입 및 인디카-타입에 대해 다음 문헌에 기술되어 있다: Zhang et al., Plant Cell Rep 7:

379-384 (1988); Shimimoto et al., Nature 338: 274-277 (1989); Datta et al. Biotechnology 8: 736-740 (1990). 상

기 타입 둘다 통상적으로 입자 충돌법을 이용하여 형질전환시킨다(Christou et al., Biotechnology 9: 957-962 (1991)).

특허원 EP 0332 581(Ciba-Geigy)에는 포오이데애(Pooideae) 원형질체의 발생, 형질전환 및 재생 기술이 기술되어 있

다. 이들 기술은 닥틸리스(Dactylis)와 밀을 형질전환시킨다. 또한, 타입 C 장기간 재생가능성 식물조직의 세포중으로 입

자를 충돌시키는 방법을 이용하는 밀 형질전환에 대해서는 문헌: Vasil et al., Biotechnology 10: 667-674 (1992)에, 미

성숙 배 및 미성숙 배-유래 조직의 입자 충돌법을 이용하는 형질전환에 대해서는 문헌: Vasil et al., Biotechnology 11:

1553-1558 (1993) 및 Weeks et al., Plant Physiol. 102: 1077-1084 (1993)에 기술되어 있다. 그러나, 밀 형질전환에

대해 바람직한 기술은 미성숙 배의 입자 충돌에 의한 밀의 형질전환이며 유전자 운반전에 높은 슈크로스 또는 높은 말토오

스 단계를 포함한다. 충돌전에, 일정수의 배(길이 0.75 내지 1㎜)를 3% 슈크로스(Murashige & Skoog, Physiologia

Plantarum 15: 473-497 (1962)) 및 체세포 배를 유발시키기위하여 3㎎/ℓ의 2,4-D를 함유하는 MS 배지상에 플레이팅하

여, 이를 암실에서 진행시킨다. 선택한 충돌날, 유발 재지로부터 배를 제거하여 오소모티쿰(즉, 목적하는 농도, 전형적으로

15%로 슈크로스 또는 말토오스가 첨가된 유발 배지)상에 플레이팅시킨다. 배를 2 내지 3시간 동안 원형질분해시킨 다음

충돌시킨다. 표적 플레이트당 20개의 배가 전형적이지만, 임계적인 것은 아니다. 적합한 유전자-포함 플라스미드

(pCIB3064 또는 pSG35와 같은)를 표준 공정을 이용하여 마이크로메터 크기의 금분상으로 침전시킨다. 각 플레이트의 배

를 DuPont Biolistics, 헬륨 장치로 표준 80 메쉬 스크린을 이용하여 ∼1000psi의 생산 압력으로 쵸핑시킨다. 충돌후, 배

를 다시 암실에 놓고 약 24시간 동안(오스모티쿰 상에서) 회수한다. 24시간후, 오스모티쿰으로부터 배를 회수하여 유발 배

지상에 다시 놓는데, 여기서 이들은 재생시키기전 약 1개월간 체류시킨다. 대략 1개월이 경과된 후 성장하는 배발생성 조

직을 갖는 배 이식물을 추가로 적합한 선택제(pCIB3064의 경우 10㎎/ℓ 바스타 및 pSOG35의 경우 2㎎/ℓ 메토트렉세이트)

를 함유하는, 재생 배지(MS+1 ㎎/ℓ GA)로 옮긴다. 대략 1개월후, 성장한 가지를 절반 농도의 MS, 2% 슈크로스, 및 동일

한 농도의 선택제를 함유하는 "GA7s"로 공지된 대용량 멸균 컨테이너로 옮긴다. 특허원 WO 94/13822에는 밀 형질전환

방법이 기술되어 있으며 이는 본 명세서에서 참고 문헌으로 인용된다.

실시예 24

아라비도프시스 탈리아나 프로톡스-1 프로모터 서열의 분리

아라비도프시스 탈리아나로부터 제조된 람다 Zap II 게놈성 DNA 라이브러리(Columbia, 전체 식물)를 Stratagene으로부

터 구입한다. 대략 125,000 파아지를 페트리 디쉬 15㎝ 당 25,000pfu의 밀도로 플레이팅하고 복사 융기물을 콜로니/플라

크 스크린막(NEN Dupont) 상에 확립한다. 플라크 융기물을 아라비도프시스 프로톡스-1 cDNA(서열 1; 랜덤 프라이밍법

(Life Technologies)을 이용하여 32P-dCTP로 표지시킴)로 프로브화한다. 하이브리드화 및 세척 조건은 문헌(Church

and Gilbert, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1991-1995 (1984))에 기술된 바와 같이 65℃이다. 포지트브하게 하이브

리드화하는 플라크를 정제하고 생체내에서 p블루스크립트 플라스미드 중으로 절단한다. 게놈성 DNA 삽입물로부터의 서

열을 형광 염료로 표지시킨 디데옥시 종결인자(Applied Biosystems, Inc.)를 사용하는 쇄 종결법으로 결정한다. 클론중

하나인, AraPT1Pro는 프로톡스-1 단백질 암호화 서열의 개시 메티오닌(ATG)으로부터의 아라비도프시스 서열의 580
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bp를 함유하는 것으로 측정되었다. 상기 클론은 또한 프로톡스-1 cDNA 서열의 bp 1241로 확장되는 암호화 서열과 인트

론을 함유한다. 580 bp 5' 비암호화 단편은 추정되는 아라비도프시스 프로톡스-1 프로모터이고, 상기 서열은 서열 13에

나타낸다.

AraPT1Pro는 1995년 12월 15일자로 pWDC-11 (NRRL #B-21515)로 기탁되었다.

실시예 25

천연 아라비도프시스 프로톡스-1 프로모터하에서 변형된 프로톡스-1 유전자를 발현시키는 식물 형질전환 벡터의 작제

적합한 변형된 아라비도프시스 프로톡스-1 cDNA의 전장 cDNA를 EcoRI-Xhol 부분 분해 단편으로 분리하여 식물 발현

벡터 pCGN1761ENX(참조: 국제 특허원 PCT/IB95/00452; 1995년 6월 8일자로 출원되어 1995년 12월 21일자로 WO

95/34659로 공개, 실시예 9) 중으로 클로닝한다. 상기 플라스미드를 Ncol 및 BamHl로 분해시켜 완전한 프로톡스-1

cDNA와 아그로박테리움 투메파시엔스의 tml 유전자의 3' 비해독 서열로부터의 전사 종결인자로 이루어진 단편을 생산한

다. 상기한 AraPT1Pro 플라스미드를 Ncol 및 BamHl로 분해시켜 p블루스크립트 및 580bp 추정 아라비도프시스 프로톡

스-1 프로모터로 이루어진 단편을 생산한다. 이들 2개의 단편을 결합시켜 천연 프로톡스 프로모터에 변형된 프로톡스

cDNA를 융합시킨다. 프로톡스-1 프로모터/프로톡스-1 cDNA/tml 종결인자 융합체를 Kpnl로 분해시켜 절단하여 바이너

리 벡터 pCIB200 중으로 클로닝한다. 바이너리 플라스미드를 아그로박테리움 중으로 전기영동에 의해 형질전환시킨 다음

진공 유입법(Bechtold et al., C.R. Acad. Sci. Paris 316: 1194-1199 (1993))을 이용하여 아라비도프시스 중으로 형질

전환시킨다. 변형된 프로톡스 유전자를 발현시키는 형질전환체를 가나마이신 또는 프로톡스 억제 제초제의 여러가지 농도

에 대해 선택한다.

실시예 26

천연 프로톡스-1 프로모터/변형된 프로톡스-1 융합체의 발현에 의한 제초제 내성 식물의 생산

상기한 공정을 이용하여, 프로톡스-1 서열(서열 1)중 뉴클레오티드 1306-1308에서 TAC의 ATG(티로신을 메티오닌으

로)로의 변화를 함유하는 아라비도프시스 프로톡스-1 cDNA를 천연 프로톡스-1 프로모터 단편에 융합시켜 아라비도프시

스 탈리아나 중으로 형질전환시킨다. 상기 변형된 프로톡스-1 효소(AraC-2Met)는 상기 기술된 세균 발현 시스템에서 시

험시 천연 효소보다 여러가지 프로톡스-억제 제초제에 대해 >10배 정도 더 내성이 있는 것으로 밝혀졌다. 진공 침투된 식

물로부터의 종자를 수집하여 화학식 17의 프로톡스 억제성 아릴우라실 제초제의 범위(10.0nM-1.0uM) 상에 플레이팅시

킨다. 야생형 아라비도프시스로 여러번 실험한 결과 10.0nM 농도의 상기 화합물이 정상적인 종자 발아를 억제시키기에

충분한 것으로 나타났다. 천연 프로톡스-1 프로모터에 융합된 AraC-2Met 변형된 효소를 발현시키는 형질전환된 종자는

500nM 이하 농도의 제초제에서 정상적인 아라비도프시스 종모를 생산하는데, 이는 야생형 아라비도프시스와 비교하여

제초제 내성이 50배 이상 더 높은 것을 나타낸다. 따라서 상기 프로모터/변형된 프로톡스 효소 융합체는 식물 형질전환용

으로 효과적인 선택성 마커로서 작용한다. 100.0nM의 프로톡스-억제 제초제 상에서 발아된 수개의 식물을 토양에 이식하

여, 2 내지 3주간 성장시키고, 여러가지 농도의 프로톡스-억제 제초제를 사용한 분무 검정법으로 시험한다. 비어있는 벡터

대조 형질전환체와 비교하여, AraPT1Pro/AraC-2Met 형질전환 유전자는 제초제 분부에 대해 >10배 이상 내성이 있었

다.

실시예 27

아라비도프시스 발아 검정에 의한 여러가지 프로톡스-억제 화합물에 대한 내성 돌연변이체의 교차 내성의 증명

상기한 공정을 이용하여, 프로톡스-1 서열(서열 1)의 뉴클레오티드 1306-1308에서 TAC의 ATC(티로신을 이소류신으

로)로의 변화 및 뉴클레오티드 945-947에서 TAC의 TTA(세린을 류신으로)로의 변화를 둘다 함유하는 아라비도프시스

프로톡스-1 cDNA를 천연 프로톡스-1 프로모터 단편에 융합시키고 아라비도프시스 탈리아나 중으로 형질전환시킨다. 상

기 변형된 프로톡스-1 효소(AraC-2Ile + AraC305Leu)는 세균 시스템으로 시험시(실시예 8 내지 12 참조) 천연 효소보

다 화학식 17의 프로톡스 억제 아릴우라실 제초제에 대해 >10 이상 더 내성이 있는 것으로 밝혀졌다. 상기 융합체를 함유

하는 동형 아라비도프시스주를 상기한 바와 같은 종묘 발아 검정법으로 프로톡스 억제 제초제에 대해 내성이 높은 것으로

밝혀진 형질전환체로부터 발생시킨다. 한주로부터의 종자를 야생형 아라비도프시스의 발아를 억제하는 것으로 밝혀진 화

합물의 농도에 대해 발아 검정을 반복함으로써 여러가지 프로톡스-억제 화합물에 대한 교차-내성을 시험한다. 이들 실험

으로부터의 결과를 표 4에 나타낸다.
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[표 4]

종자 발아 검정에 있어서 여러가지 프로톡스 억제제에 대한 교차 내성

실시예 28

옥수수 프로톡스-1 프로모터 서열의 분리

람다 FIX II 벡터중 Zea Mays(Missouri 17 동종번식, 푸르게된 종묘) 게놈성 DNA 라이브러리를 Stratagene로부터 구입

한다. 대략 250,000pfu의 라이브러리를 플레이트 15㎝ 당 50,000 파아지의 밀도로 플레이팅하고 복사 융기물을 콜로니/

플라크 선별막(NEN Dupont) 상에 확립한다. 플라크 융기물을 랜덤 프라이밍법(Life Technologies)으로 32P-dCTP로

표지시킨 옥수수 프로톡스-1 cDNA(서열 5)로 프로브화한다. 하이브리드화 및 세척 조건은 문헌: Church and Gilbert,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1991-1995 (1984)에 기술된 바와 같이 65℃이다. 람다 파아지 DNA를 3개의 포지티브

하게 하이브리드화하는 파아지로부터 Wizard Lambda Preps DNA 정제 시스템(Promega)을 이용하여 분리한다. 제한 분

해, 하이브리드화 패턴, 및 DNA 서열 분석에 의한 분석으로 5'에 위치하는 옥수수 게놈성 DNA의 대략 3.5kb를 함유하는

람다 클론이 cDNA 클론으로서 이미 분리된 옥수수 프로톡스-1 암호화 서열과 동일하였다. 상기 단편은 옥수수 프로톡스

-1 프로모터를 포함한다. 상기 단편의 서열을 서열 14에 나타낸다. 뉴클레오티드 1 내지 3532로부터, 상기 서열은 5' 비암

호화 서열을 포함한다. 뉴클레오티드 3533 내지 3848로부터, 상기 서열은 옥수수 프로톡스-1 단백질의 5' 말단을 암호화

한다.

옥수수 프로톡스-1 암호화 서열의 나머지 부분에 융합된 서열 14의 서열을 함유하는 플라스미드는 1996년 3월 19일자로

pWDC-14(NRRL #B-21546)으로 기탁되었다.

실시예 29

천연 옥수수 프로톡스-1 프로모터 하에 변형된 프로톡스-1 유전자를 발현시키는 식물 형질전환 벡터의 작제
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3848 bp 옥수수 게놈성 단편(서열 14)을 Sall-Kpnl 부분 분해 생성물로서 분리된 람다 파아지 클론으로부터 절단하여 아

미노산 164(서열 6)에서 알라닌의 류신으로의 변화를 함유하는 변형된 옥수수 프로톡스-1 cDNA로부터 유래된 Kpnl-

Notl 단편에 결합시킨다. 이로써 천연 옥수수 프로톡스-1 프로모터가 세균 세스템(실시예 8 내지 13)에서 제초제 내성을

부여하는 것으로 밝혀진 전장 cDNA에 융합된다. 상기 융합체를 CaMV 35S 종결인자 서열을 함유하는 pUC18 유래 벡터

중으로 클로닝하여 프로톡스 프로모터/변형된 프로톡스 cDNA/종결인자 카세트를 생성시킨다. 상기 카세트를 함유하는

플라스미드를 pWCo-1로 표시한다.

옥수수 게놈성 클론으로부터의 암호화 서열에서 밝혀진 제1 인트론을 옥수수 cDNA 중으로 다시 조작하여 옥수수 형질전

환용 제2 작제물을 생성시킨다. 표준 중복 PCR 융합 기술을 이용하여 삽입한다. 인트론(서열 25)의 길이는 93bp이고 서열

6의 뉴클레오티드 203과 204 사이에 삽입시키는데, 실시예 28에 기술된 람다 클론중의 천연 서열에서와 같이 정확하게

나타난다. 상기 인트론-함유 발현 카세트를 pWCo-2로 표시한다.

실시예 30

형질전환된 옥수수 식물에서 옥수수 프로톡스-1 프로모터 활성의 증명

옥수수 프로모터/변형된 프로톡스 융합체로 형질전환시킨 옥수수 식물을 형질전환 유전자에 대해 특이적인 프라이머를 사

용한 PCR 분석을 이용하여 확인한다. PCR 포지티브 식물로부터 전체 RNA를 제조하여 권장되는 조건하에서 Superscript

M-MLV(Life Technologies)를 사용하여 역전사시킨다. 역전사 반응물 2㎕를 변형된 프로톡스 서열에 대해 특이적이도

록 고안된 PCR 반응에 사용한다. 비형질전환 대조군이 상기 반응에서 생성물을 산출시키지 못하는 반면, pWCo-1로 형질

전환시킨 식물중 대략 85%는 포지티브 결과를 산출하며, 이는 형질전환 유전자로부터 유래된 mRNA의 존재를 나타내는

것이다. 이는 옥수수 프로톡스 프로모터에 대한 활성의 일부 수준을 증명하는 것이다. 형질전환된 옥수수 식물로부터의

RNA's를 또한 프로브로서 서열 6으로부터의 방사선표지된 옥수수 프로톡스 cDNA 단편을 사용하는 표준 노던 블롯 분석

법으로 분석한다. 비형질전환 대조군의 수준 보다 확실히 높은 수준의 프로톡스-1 mRNA가 형질전환된 옥수수 식물중 일

부에서 검출된다. 상기 상승된 mRNA 수준은 클로닝된 옥수수 프로톡스 프로모터로부터의 변형된 프로톡스 -1 mRNA의

발현에 기인하는 것으로 추정된다.

실시예 31

사탕무 프로톡스-1 프로모터 서열의 분리

게놈성 사탕무 라이브러리를 람다 Fix II 벡터에서 Stratagene에 의해 제조한다. 대략 300,000pfu의 라이브러리를 플레이

팅하고 실시예 28에서 옥수수에 대해 기술한 바와 같이 사탕무 프로톡스-1 cDNA 서열(서열 17)로 프로브화한다. 제한 분

해, 하이브리드화 패턴 및 DNA 서열 분석에 의한 분석은 5' 위치한 사탕무 게놈성 DNA의 대략 7kb를 함유하는 람다 클론

이 cDNA 클론으로서 이미 분리된 사탕무 암호화 서열과 일치한다. 2606bb의 Pstl-Sall 단편을 람다 클론으로부터 p블루

스크립트 벡터중으로 서브클로닝한다. 상기 단편은 5' 비암호화 서열의 2068bp를 함유하며 사탕무 프로톡스-1 프로모터

서열을 포함한다. 이는 또는 프로톡스-1 암호화 서열의 제1 453bp 및 상기 암호화 서열 중에 함유된 85bp 제1 인트론을

포함한다. 상기 단편의 서열을 서열 26에 나타낸다.

서열 26의 서열을 함유하는 플라스미드는 1996년 12월 6일자로 pWDC-20(NRRL #B-21650)으로 기탁되었다.

실시예 32

천연 사탕무 프로톡스-1 프로모터하의 변형된 사탕무 프로톡스-1 유전자를 발현시키는 식물 형질전환 벡터의 작제

사탕무 게놈성 단편(서열 26)을 5' 비암호화 서열의 2068bp 및 사탕부 프로톡스-1 암호화 서열의 제1 300bp를 포함하는

SaCl-BsrGl 단편으로서 실시예 31에 기술된 게놈성 서브클론으로부터 절제한다. 상기 단편을 아미노산 449에서 티로신

의 메티오닌으로의 변화를 함유하는 변형된 사탕무 프로톡스-1 cDNA(서열 18)로부터 유래된 BsrGl-Notl 단편에 결합시

킨다. 이에 의해 천연 사탕무 프로톡스-1 프로모터가 세균 시스템(실시예 8 내지 13)에서 제초제 내성을 부여하는 것으로

밝혀진 전장 cDNA에 융합된다. 상기 융합체를 CaMV 35S 종결인자 서열을 함유하는 pUC18 유래 벡터중으로 클로닝하

여 프로톡스 프로모터/변형된 프로톡스 cDNA/종결인자 카세트를 생성시킨다. 상기 카세트를 함유하는 플라스미드를

pWCo-3으로 나타낸다.
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실시예 33

천연 사탕무 프로톡스-1 프로모터/변형된 사탕무 프로톡스-1 융합체의 발현에 의한 제초제 내성 식물의 생산

pWCo-3으로부터의 발현 카세트를 아그로박테리움을 포함한, 쌍자엽식물, 원형질체에 적용시킬 수 있는 형질전환 방법,

및 통상의 형질전환 방법을 이용하여 사탕무중으로 형질전환시킨다. 변형된 프로톡스-1 효소를 발현시키는 형질전환된

사탕무는 RNA-PCR로 확인하고 비형질전환 사탕무에 대해 치사량인 농도의 프로톡스-억제 제초제에 대한 내성에 대해

시험한다.

섹션 D: 식물 색소체중에서 프로톡스 유전자의 발현

실시예 34

색소체 형질전환 벡터중 GUS 리포터 유전자와 색소체 rps16유전자3'비해독 서열에 융합된 담배 색소체 clpP 유전자 프로

모터와 천연 clpP 5' 비해독 서열을 함유하는 키메릭 유전자의 제조

I. 담배 색소체 clpP 유전자 프로모터와 완전 5' 비해독 RNA (5'UTR)의 증폭

N. tabacum c.v. "Xanthi NC"로부터의 전체 DNA를 구조적으로 발현된 색소체 clpP 유전자의 ATG 개시 코돈에 대해

197번 위치에서 도입된 EcoRI 제한 부위를 포함하는 좌에서 우 "상부 스트랜드" 프라이머(프라이머 Pclp_P1a: 5'-

gcggaattcatacttattatcattagaaag-3'(서열 27); 밑줄친 EcoRl 제한 부위) 및 해독 개시점에서 도입된 Ncol 제한 부위를 포

함시키는 clpP 프로모터의 ATG 개시 코돈에 대해 영역 -21에서 -1에 대해 상동성인 좌에서 추 "하부 스트랜드" 프라이머

(프라이머 Pclp-P2b: 5'-gcgccatggtaaatgaaagaaagaactaaa-3'(서열 28); 밑줄친 Ncol 제한 부위)를 사용하는 PCR용 주

형으로서 사용한다. 상기 PCR 반응은 Pfu 열안정성 DNA 폴리머라제(Stratagene, La Jolla CA)로 사용하여 하기와 같은

제조업자의 권장(Perkin Elmer/Roche, Branchburg, NJ)에 따라서 Perkin Elmer Thermal Cycler 480에서 수행한다:

95℃ 7분, 이어서 95℃ 1분/43℃에서 2분/72℃ 1분 사이클 4회, 이어서 95℃ 1분/55℃ 2분/72℃ 1분 사이클 25회. 프로

모터와 좌측 말단에서 EcoRI 부위와 우측 말단에서 Ncol 부위를 함유하며 N. tabacum 색소체 DNA 서열의 뉴클레오티드

74700 내지 74505(Chinozaki et al., EMBO J. 5: 2043-2049 (1986))에 대응하는 clpP 유전자의 5' 비해독 영역을 포함

하는 214bp 암피실린 생성물을 표준 공정으로 겔 여과하고 EcoRI 및 Ncol(모든 제한 효소는 New England Biolabs,

Berverly, MA로부터 구입함)로 분해한다.

II. 담배 색소체 rps16 유전자 3' 비해독 RNA 서열(3'UTR)의 증폭

N. tabacum c.v. "Xanthi NC"로부터의 전체 DNA를 도입된 Xbal 제한 부위를 포함하는 좌에서 우 "상부 스트랜드" 프라이

머에 바로 이어서 리보소말 단백질 S16을 암호화하는 색소체 rps16 유전자의 TAA 종결 코돈(프라이머 rps16P-1a(5'-

GCGTCTAGATCAACCGAAATTCAATTAAGG-3'(서열 30); 밑줄친 Xbal 제한 부위) 및 rps16 3'UTR의 3' 말단에서 도

입된 Hindlll 제한 부위를 포함시키는 rps16의 TAA 종결 코돈에 대해 +134에서 +151 까지의 영역에 상동성인 우에서

좌 "하부 스트랜드"(프라이머 rps16P-1b(5'-CGCAAGCTTCAATGGAAGCAATGATAA-3' (서열 31); 밑줄친 Hindlll

제한 부위)를 사용하는 PCR용 주형으로서 사용한다. 좌측 말단에서 Xball 부위와 우측 말단에서 Hindlll 부위를 함유하며

N. tabacum 색소체 DNA 서열 (Shinozaki et al., 1986)의 뉴클레오티드 4943에서 5093에 대응하는 영역을 함유하는

rps16 유전자의 3' 비해독 영역을 포함하는 169 증폭 생성물을 겔 정제하여 Xbal 및 Hindlll로 분해시킨다.

III. GUS 리포터 유전자 단편을 clpP 유전자 프로모터와 5' 및 3' UTR's에 결합

ATG 개시 코돈에서 Ncol 제한 부위와 Xbal 부위에 이어서 천연 3' UTR을 함유하는 플라스미드 pRAJ275(Clontech)로부

터 유래되는 1864bp b-갈락튜로니다제(GUS) 리포터 유전자 단편을 Ncol 및 Xbal로 분해시켜 생산한다. 상기 단편을 4

가지 방식 반응으로 클로닝 벡터 pGEM3Zf(-)(Promega, Madison, WI)로부터의 201bp EcoRl/Ncol clpP 프로모터 단편,

157bp Xbal/Hindlll rps16 3'UTR 단편, 및 3148bp EcoRl/Hindlll 단편에 결합시켜 플라스미드 pPH138을 작제한다. 색

소체 형질전환 벡터 pPH140은 플라스미드 pPRV111a(Zoubenko et al. 1994)를 EcoRl 및 Hindlll로 분해시키고 생성된

7287 bp 단편을 pPH138의 EcoRl/Hindlll 단편에 결합시켜 작제한다.

실시예 35
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색소체 형질전환 벡터중 GUS 리포터 유전자와 색소체 rps16 유전자 3' 비해독 서열에 융합된 담배 색소체 clpP 유전자 프

로모터와 담백 색소체 psbA 유전자 최소 5' 비해독 서열을 함유하는 키메릭 유전자의 제조

담배 색소체 clpP 유전자 프로모터와 절단된 5' 비해독 RNA(5' UTR): N. tabacum c.v. "Xanthi NC"로부터의 전체 DNA

의 증폭물을 좌에서 우 "상부 스트랜드" 프라이머 Pclp-P1a(서열 27) 및 위치 -11에서의 clpP 5' UTR에서 도입된 Xball

제한 부위를 포함시키는 clpP 프로모터의 ATG 개시 코돈에 대해 -34에서 -11까지의 영역에 상동성인 우에서 좌 "하부

스트랜드" 프라이머(프라이머 Pclp_P1b: 5'-gcgtctagaaagaactaaatactatatttcac-3'(서열 29); 밑줄친 Xbal 제한 부위)를

사용하는 상기한 바와 같은 PCR용 주형으로서 사용된다. 좌측 말단에서 EcoRl 부위와 우측 말단에서 Xbal 부위를 함유하

는 clpP 유전자의 프로모터와 절단된 5'UTR을 포함하는 202 bp 증폭반응 생성물을 겔 정제하고 Xbal로 분해시킨다. 계속

해서 Xbal 부위를 클레나우 DNA 폴리머라제(New England Biolabs)로 포함시키고 상기 단편을 EcoRl로 분해시킨다. 이

를 5가지 반응 방식으로, 합성 올리고뉴클레오티드 minpsb_U(상부 스트랜드: 5'-

gggagtccctgatgattaaataaaccaagattttac-3'(서열 32)) 및 minpsb_L(하부 스트랜드: 5'-

catggtaaaaatcttggtttatttaatcatcagggactccc-3'(서열 33)); 밑줄친 Ncoll 제한 부위 5' 위에 달린것), 상기한 Ncol/Xbal

GUS 리포터 유전자 단편, 상기한 Xbal/Hindlll rps16 3'UTR 단편, 및 EcoRl/Hindlll pGEM3Zf(-) 단편을 어니얼링시켜

생성된 담배 색소체 psbA 유전자 5' UTR의 최종 38개 뉴클레오티드와 ATG 개시 코돈에 대응하는 이중사 DNA 단편

(ATG 개시 코돈중으로 도입된 Ncol 제한 부위를 갖는)에 결합시켜 플라스미드 pPH139를 작제한다. 색소체 형질전환 벡

터 pPH144는 플라스미드 pPRV111a(Zoubenko, et al., Nucleic Acids Res 22: 3819-3824 (1994))를 EcoRl 및 Hindlll

로 분해시키고 생성된 7287 bp 단편을 pPH139의 2251 bp EcoRl/Hindlll 단편에 결합시켜 작제한다.

실시예 36

담배 색소체 형질전환용 벡터중 아라비도프시스 탈리아나 프로톡스-1 암호화 서열과 색소체 rps16 유전자 3' 비해독 서열

에 융합된 담배 색소체 clpP 유전자 프로모터와 완전 5' 비해독 서열을 함유하는 키메릭 유전자의 제조

아미노 종결 색소체 운반 펩티드의 영역을 암호화하는 프로토포르피리노겐 IX 옥시다제("프로톡스") 유전자로부터의

cDNA 서열, 전장 cDNA 및 3' 비해독 영역을 포함하는 아라비도프시스 탈리아나 Notl 삽입물을 포함하는 플라스미드

AraC-2Met로부터의 minprep DNA를, 성숙 프로톡스 단백질 암호화 서열의 추론되는 개시부에서 도입된 Ncol 제한 부위

와 신규한 ATG 개시 코돈을 포함하는 좌에서 우 "상부 스트랜드" 프라이머(전장 전구체 단백질의 ATG 개시 코돈에 대해

뉴클레오티드 +172에서 +194와 상동성을 가짐)(프라이머 APRTXP1a: 5'-

GGGACCATGGATTGTGTGATTGTCGGCGGAGG-3'(서열 34); 밑줄친 Ncol 제한 부위) 및 PROTOX 전구체 단백질의

천연 ATG 개시 코돈에 대해 뉴클레오티드 +917에서 +940에 대해 상동성인 우에서 좌 "하부 스트랜드" 프라이머(프라이

머 ATRTXP1b: 5'-CTCCGCTCTCCAGCTTAGTGATAC-3'(서열 35))를 사용하는 상기한 바와 같은 PCR용 주형으로

사용한다. 778bp 생성물을 Ncol 및 Sful로 분해시키고 생성된 682 bp 단편을 PROTOX 암호화 서열의 3' 영역을 포함하

는 AraC-2Met의 844bp Sful/Notl DAN 단편과 클로닝 벡터 pGEM5Zf(+)(Promega, Madison WI)의 2978bp Ncol/

Notl 단편에 결합시켜 플라스미드 pPH141을 작제한다. rps16 3' UTR을 사용하여 276'854-내성 SV1-Met PROTOX 유

전자를 유도시키는 clpP 프로모터를 함유하는 색소체 형질전환 벡터 pPH143은 pPH141을 Ncol 및 Sspl로 분해시키고 완

전 PROTOX 암호화 서열을 함유하는 1491bp 단편을 분리시키고 상기한 rps16P_1a 및 rps16P-1b PCR 생성물을

Hindlll로 분해시키고, 이들을 pPH140의 7436 bp Ncol/Hindlll 단편에 결합시켜 작제한다.

실시예 37

담배 색소체 형질전환용 벡터중 아라비도프시스 탈리아나 프로토스-1 암호화 서열 및 색소체 rps16 유전자 3' 비해독 서

열에 융합된 담배 색소체 clpP 유전자 프로모터와 담배 색소체 psbA 유전자 최소 5' 비해독 서열을 함유하는 키메릭 유전

자의 제조

pPH141을 Ncol 및 Sspl로 분해시키고 완전 PROTOX 암호화 서열을 함유하는 1491 bp 단편을 분리시키고, 상기한

rps16P_1a 및 rps16P_1b PCR 생성물을 Hindlll로 분해시킨 다음, 이들을 pPH144의 7465 bp Ncol/Hindlll 단편에 결합

시켜, rps16 3'UTR로 276'854-내성 SV1-Met PROTOX 유전자를 유도시키는 clpP 프로모터/psbA 5'UTR 융합체를 함

유하는 색소체 형질전환 벡터 pPH145를 작제한다.

실시예 38

담배 색소체 게놈의 바이오리스틱 형질전환
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Nicotiana tabacum c.v. 'Xanthi cn'의 종자를 T 아가 배지상에 1인치 원식 배열로 플레이트당 7개씩 발아시키고 파종후

12 내지 14일 경고가후 필수적으로 상기한 바와 같은 플라스미드 pPH143 및 pPH145로부터의 DNA로 피복시킨 1㎛ 텅

스텐 입자(M10, Biorad, Hercules, CA)로 충돌시킨다(Svab, Z. and Maliga, P. (1993) PNAS 90, 913-917). 충돌시킨

종묘를 T 배지 상에서 2일간 배양시키고 이후 잎을 절제하여 500㎍/㎖ 스펙티노마이신 디히드로클로라이드(Sigma, St.

Louis, MO)를 함유하는 RMOP 배지(Svab, Z., Hajdukiewicz, P. and Maliga, P (1990) PNAS 87, 8526-8530)의 플레

이트상에 밝은 명(350-500pmol 광자/㎡/초) 중에서 양축면에 놓는다. 충돌후 3 내지 8주 경과후 표백된 잎 아래에서 나

타나는 내성 줄기를 동일한 선택 배지 상으로 서브클로닝하고, 제2의 줄기를 분리하여 서브클로닝한다. 독립적인 서브클

론중 형질전환된 색소체 게놈 카피의 완전 분리는 서던 블로팅의 표준 기술(Sambrook et al., (1989) Molecular Cloning:

A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor)로 평가한다. BamHI/EcoRI-분해된 전체

세포 DNA(Mettler, I. J. (1987) Plant Mol Biol Reporter 5, 346-349)를 1% 트리스-붕산염(TBE) 아가로스 겔상에서

분리시키고, 나일론막(Amersham)으로 옮겨 rps7/12 색소체 표적화 서열의 영역을 함유하는 pC8로부터의 0.7kb

BamHI/HindIII DNA 단편에 대응하는 32P-표지된 랜덤 프라이밍된 DNA 서열로 프로브화한다. 호모플라스믹 가지를 스

펙티노마이신-함유 MS/IBA 배지(McBride, K.E. et al. (1994) PNAS 91, 7301-7305) 상에서 무균적으로 뿌리를 내린

후 온실로 옮긴다.

본 명세서에 기술된 본 발명의 다양한 변형은 당해 분야의 숙련가에게 자명할 것이다. 상기와 같은 변형은 첨부되는 특허

청구의 범위의 범주내에 속하는 것이다.

[서열 목록]

(1) 일반 정보:

(i) 출원인: 볼라쓰, 산드라

존슨 마리에

포터 샤론

워드 에릭

헤이페츠 피터

(ii) 발명의 명칭: 식물 프로토포르피리노겐 옥시다제를 암호화는 DNA 분자 및

이의 억제제 내성 돌연변이체

(iii) 서열수: 35

(iv) 서신 주소:

(A) 수신인: 노바르티스 코포레이션

(B) 가: 화이트 플레인즈 로오드 520 피. 오. 박스 2005

(C) 시: 태리타운

(D) 주: 뉴욕

(E) 국: 미국

(F) 우편번호: 10591-9005
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(v) 컴퓨터 판독 형태:

(A) 매질형: 플로피 디스크

(B) 컴퓨터: IBM PC 호환

(C) 운용 시스템: PC-DOS/MS-DOS

(D) 소프트웨어: 페이턴트인 릴리즈 #1.0, 비젼 #1.30

(vi) 현 출원 정보:

(A) 출원번호:

(B) 출원일:

(C) 분류:

(vii) 이전 출원 정보:

(A) 출원번호: US 60/012,705

(B) 출원일: 28-FEB-1996

(vii) 이전 출원 정보:

(A) 출원번호: US 60/013,612

(B) 출원일: 28-FEB-1996

(vii) 이전 출원 정보:

(A) 출원번호: US 60/020,003

(B) 출원일: 21-JUN-1996

(viii) 대리인 정보:

(A) 성명: Meigs, J. Timothy

(B) 등록번호: 38,241

(C) 참조/포켓 번호: CGC 1847

(ix) 통신정보:

(A) 전화: (919) 541-8587

(B) 팩스: (919) 541-8689

(2) 서열 1에 대한 정보:

(i) 서열 특징:
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(A) 길이: 1719 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(vi) 최초 기원:

(A) 유기체: 아라비도프시스 탈리아나

(vii) 직접적인 기원

(B) 클론: pWDC-2(NRRL B-21238)

(ix) 특징:

(A) 명칭/키이: CDS

(B) 위치: 31..1644

(C) 또 따른 정보: /산물="아라비도프시스 프로톡스-1"

(xi) 서열 기술: 서열 1:

[서열 1a]

[서열 1b]
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[서열 1c]
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[서열 1d]
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[서열 1e]

(2) 서열 2에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 537 아미노산

(B) 유형: 아미노산

(C) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 단백질
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(xi) 서열 기술: 서열 2:

[서열 2a]

[서열 2b]
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[서열 2c]
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(2) 서열 3에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 1738 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(iv) 안티센스: No

(vi) 최초 기원:

(A) 유기체: 아라비도프시스 탈리아나

(vii) 직접적인 기원:

(B) 클론: pWDC-1(NRRL B-21237)
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(ix) 특징

(A) 명칭/키이: CDS

(B) 위치: 70..1596

(C) 또 다른 정보: /산물="아라비도프시스 프로톡스-2"

(xi) 서열 기술: 서열 3:

[서열 3a]

[서열 3b]
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[서열 3c]
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[서열 3d]

(2) 서열 4에 대한 정보:
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(i) 서열 특징:

(A) 길이: 508 아미노산

(B) 유형: 아미노산

(C) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 4:

[서열 4a]

[서열 4b]
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[서열 4c]
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(2) 서열 5에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 1691 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(vi) 최초 기원:

(A) 유기체: 지아 메이(옥수수)

(vii) 직접적인 기원:
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(B) 클론: pWDC-4(NRRL B-21260)

(ix) 특징:

(A) 명칭/키이: CDS

(B) 위치: 1..1443

(D) 또 다른 정보: /산물="옥수수 프로톡스-1 cDNA"

(xi) 서열 기술: 서열 5:

[서열 5a]

[서열 5b]
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[서열 5c]
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[서열 5d]

(2) 서열 6에 대한 정보:
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(i) 서열 특징:

(A) 길이: 481 아미노산

(B) 유형: 아미노산

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 6:

[서열 6a]

[서열 6b]
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[서열 6c]
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(2) 서열 7에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 2061 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(vi) 최초 기원:

(A) 유기체: 지아 메이(옥수수)

(vii) 직접적인 기원:

(B) 클론: pWDC3(NRRL B-21259)

(ix) 특징:
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(A) 명칭/키이: CDS

(B) 위치: 64..1698

(D) 또 따른 정보: /산물-"옥수수 프로톡스-2"

(xi) 서열 기술: 서열 7:

[서열 7a]

[서열 7b]
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[서열 7c]
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[서열 7d]
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(2) 서열 8에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 544 아미노산

(B) 유형: 아미노산

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 8:

[서열 8a]

[서열 8b]
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[서열 8c]
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[서열 8d]

(2) 서열 9에 대한 정보:

(i) 서열 특징:
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(A) 길이: 1811 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(vi) 최초 기원: No

(A) 유기체: 트리티컴 아에스티범(밀)

(vii) 직접적인 기원

(B) 클론: pWPC-13(NRRL B-21545)

(ix) 특징:

(A) 명칭/키이: CDS

(B) 위치: 3..1589

(D) 또 다른 정보: /산물="밀 프로톡스-1"

(xi) 서열 기술: 서열 9:

[서열 9a]

[서열 9b]
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[서열 9c]
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[서열 9d]
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(2) 서열 10에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 528 아미노산

(B) 유형: 아미노산

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 10:

[서열 10a]
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[서열 10b]
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[서열 10c]
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(2) 서열 11에 대한 정보:

(i) 서열 특징

(A) 길이: 1847 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(vi) 최초 기원

(A) 유기체: 콩

(vii) 직접적인 기원

(B) 클론: pWDC-12(NRRL-B 21516)

(ix) 특징

(A) 명칭/키이: CDS

(B) 위치: 55..1683

(D) 또 다른 정보: /산물 "콩 프로톡스-1"

(xi) 서열 기술: 서열 11:
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[서열 11a]

[서열 11b]
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[서열 11c]
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[서열 11d]

(2) 서열 12에 대한 정보:
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(i) 서열 특징:

(A) 길이: 543 아미노산

(B) 유형: 아미노산

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 12:

[서열 12a]

[서열 12b]
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[서열 12c]
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(2) 서열 13에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 583 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: DNA(게놈)

(iii) 추정 서열: No

(ix) 특징:
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(A) 명칭/키이: 프로모터

(B) 위치: 1..583

(D) 또 다른 정보: /기능="아라비도프시스 프로톡스-1 프로모터"

(xi) 서열 기술: 서열 13:

[서열 13]

(2) 서열 14에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 3848 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: DNA(게놈)

(iii) 추정 서열: No

(ix) 특징

(A) 명칭/키이: 프로모터

(B) 위치: 1..3848

(D) 또 다른 정보: /기능="옥수수 프로톡스-1 프로모터"
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(xi) 서열 기술: 서열 14:

[서열 14a]

[서열 14b]
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[서열 14c]
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[서열 14d]

(2) 서열 15에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 1826 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄
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(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(vi) 최초 기원:

(A) 유기체: 고시피움 히르수툼(무명)

(vii) 직접적인 기원:

(B) 클론: pWPC-15(NRRL B-21594)

(ix) 특징

(A) 명칭/키이: misc 특징

(B) 위치: 31..1647

(D) 또 다른 정보: /산물="무명 프로톡스010 암호화 영역"

(xi) 서열 기술: 서열 15:

[서열 15a]

[서열 15b]
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[서열 15c]

(2) 서열 16에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 539 아미노산

(B) 유형: 아미노산

등록특허 10-0493500

- 99 -



(C) 쇄: 관련 없음

(D) 형태: 관련 없음

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 16:

[서열 16a]

[서열 16b]
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[서열 16c]
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(2) 서열 17에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 1910 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(vi) 최초 기원:

(A) 유기체: 베타 불가리스(슈거 비트)
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(vii) 직접적인 기원:

(B) 클론: pWDC-16(NRRL B-21595N)

(ix) 특징

(A) 명칭/키이: misc 특징

(B) 위치: 1..1680

(D) 또 다른 정보: /산물="슈거 비트 프로톡스-1 암호화 영역"

(xi) 서열 기술: 서열 17:

[서열 17a]

[서열 17b]
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(2) 서열 18에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 560 아미노산

(B) 유형: 아미노산

(C) 쇄: 관련 없음

(D) 형태: 관련 없음

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 18:

[서열 18a]

등록특허 10-0493500

- 104 -



[서열 18b]
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[서열 18c]
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(2) 서열 19에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 1784 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(vi) 최초 기원:

(A) 유형: 브라사가 나퍼스(유채)

(vii) 직접적인 기원:

(B) 클론: pWDC-17(NRRL B-2164)

(ix) 특징

(A) 명칭/키이: misc 특징

(B) 위치: 47..1654
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(D) 또 다른 정보: /산물="유채 프로톡스-1 암호화 영역"

(xi) 서열 기술: 서열 19:

[서열 19a]

[서열 19b]
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(2) 서열 20에 대한 정보

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 536 아미노산

(B) 유형: 아미노산

(C) 쇄: 관련 없음

(D) 형태: 관련 없음

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 20:

[서열 20a]

[서열 20b]
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[서열 20c]
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[서열 20d]

(2) 서열 21에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 1224 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄
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(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: NO

(iv) 앤티센스: NO

(vi) 최초 기원:

(A) 유기체: 오리재 새티브(쌀)

(vii) 직접적인 기원:

(B) 클론: pWDC-18(NRRL B-21648)

(ix) 특징

(A) 명칭/키이: misc 특징

(B) 위치: 1..9936

(D) 또 다른 정보: /산물="쌀 프로톡스-1 부분적인 암호화 영역"

(xi) 서열 기술: 서열 21:

[서열 21a]

[서열 21b]
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(2) 서열 22에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 312 아미노산

(B) 유형: 아미노산

(C) 쇄: 관련 없음

(D) 형태: 관련 없음

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 22:

[서열 22a]

[서열 22b]
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[서열 22c]
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(2) 서열 23에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 1590 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: cDNA

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(vi) 최초 기원:

(A) 유기체: 소르쿰 비컬러(수수)

(vii) 직접적인 기원:

(B) 클론: pWDC-19(NRRL B-21649)

(ix) 특징:

(A) 명칭/키이: misc 특징

(B) 위치: 1..1320

(D) 또 다른 정보: /산물="소르쿰 프로톡스-1 부분적인 암호화 영역"

(xi) 서열 기술: 서열 23:

[서열 23a]

[서열 23b]
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[서열 23c]

(2) 서열 24에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 440 아미노산

(B) 유형: 아미노산
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(C) 쇄: 관련 없음

(D) 형태: 관련 없음

(ii) 분자 유형: 단백질

(xi) 서열 기술: 서열 24:

[서열 24a]

[서열 24b]
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[서열 24c]
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(2) 서열 25에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 93 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /테스크="옥수수 프로톡스-1 인트론 서열"

(xi) 서열 기술: 서열 25:

[서열 25]

(2) 서열 26에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 2606 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: DNA(게놈)
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(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(vi) 최초 기원:

(A) 유기체: 베타 불가리스(슈거 비트)

(vii) 직접적인 기원:

(B) 클론: pWDC-20(NRRL B-21650)

(ix) 특징:

(A) 명칭/키이: misc 특징

(B) 위치: 1..6

(D) 또 다른 정보: /주석="3'-5' 방향의 슈거 비트 프로톡스-1의 부분적인

cDNA"

(ix) 특징:

(A) 명칭/키이: miso 특징

(B) 위치: 539..2606

(D) 또 다른 정보: /주석=3'-5' 방향으로 나타낸 슈거 비트 프로톡스-1 프

로모터 영역(pWDC-20으로부터 서브클로닝된 3Kb PstI-

SalI 단편의 부분적인 서열

(xi) 서열 기술: 서열 26:

[서열 26a]

[서열 26b]
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[서열 26c]
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(2) 서열 27에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 31 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /데스크="Pclp-Pla-색소체 ClpP 유전자 프로머터 탑

스트랜드 pcR 프라이머"

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(ix) 특징:
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(A) 명칭/키이: misc_ 특징

(B) 위치: 4..9

(D) 또 다른 정보: /주석="Eco RI 제한 부위"

(xi) 서열 기술: 서열 27:

[서열 27]

(2) 서열 28에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 32 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /데스크="pclP_Plb-색소체 clpP 유전자 프로머터 하부

스트랜드 PCR 프라이머

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(ix) 특징

(A) 명칭/키이: misc-특징

(B) 위치: 4..9

(D) 또 다른 정보: /주석="XbaI 제한 부위"

(xi) 서열 기술: 서열 28:

[서열 28]

(2) 서열 29에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

등록특허 10-0493500

- 123 -



(A) 길이: 3-염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii)분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /데스크="Pclp-P2b-플라스미드 clpP 유전자 프로머터 하부

스트랜드 PCR 프라이머"

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(ix) 특징:

(A) 명칭/키이: misc_특징

(B) 위치: 4..9

(D) 또 다른 정보: /주석="NcoI 제한 부위"

(xi) 서열 기술: 서열 29:

[서열 29]

(2) 서열 30에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 30 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /데스크="Trpslb Pb-색소체 rpslb 유전자 3' 비해독 영역

XbaI/HindIII 탑 스트랜드 PCR 프라이머"

(iii) 추정 서열: No
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(iv) 앤티센스: No

(ix) 특징:

(A) 명칭/키이: misc_ 특징

(B) 위치: 4..9

(D) 또 다른 정보: /주석="XbaZ 제한 부위"

(xi) 서열 기술: 서열 30:

[서열 30]

(2) 서열 31에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 27 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /데스크="Trps 16 plb-색소체 rps16 유전자 3' 비해독 영역

XbaI/HindIII 하부 스트랜드 PCR 프라이머"

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(ix) 특징

(A) 명칭/키이: misc_ 특징

(B) 위치: 4..9

(D) 또 다른 정보: /주석="HindIII 제한 부위"

(xi) 서열 기술: 서열 31:

[서열 31]
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(2) 서열 32에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 36 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /데스크=ATG 개시 코돈을 포함하는 "minps'b_U-색소체 psbA

유전자 5' 비해독 영역 38nt(blunt/NCOI) 탑 스트랜드 프라이머"

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(xi) 서열 기술: 서열 32:

[서열 32]

(2) 서열 33에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 40 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /데스크="ATG 개시 코돈(하부 스트랜드 프라이머) minpsb-L-

색소체 psbA 유전자 5' 비해독 영역 38nt(blunt/NcoI)

(iii) 추정 서열: No

(iv) 안티센스: No

(xi) 서열 기술: 서열 33:
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[서열 33]

(2) 서열 34에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 32 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형

(ii) 분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /데스크="APRTXPla-돌연변이 아라비도프시스 프로톡스 유전자의

5' 부분을 증폭시키기 위한 탑 스트랜드 PCR 프라이머"

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(ix) 특징:

(A) 명칭/키이: misc_ 특징

(B) 위치: 5..10

(D) 또 다른 정보: /주석="NcoI 제한 부위/ATG 개시 코돈

(xi) 서열 기술: 서열 34:

[서열 34]

(2) 서열 35에 대한 정보:

(i) 서열 특징:

(A) 길이: 24 염기쌍

(B) 유형: 핵산

(C) 쇄: 일본쇄

(D) 형태: 선형
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(ii) 분자 유형: 또 다른 핵산

(A) 기술: /데스크="APRTXP16-돌연변이 아라비도프시스 프로톡스 유전자의

5' 부분을 증폭시키기 위한 하부 스트랜드 PCR 프라이머"

(iii) 추정 서열: No

(iv) 앤티센스: No

(xi) 서열 기술: 서열 35

[서열 35]

(57) 청구의 범위

청구항 1.

서열 10에 나타낸 아미노산 서열을 갖는 밀 프로토포르피리노겐 옥시다제(프로톡스)를 암호화하는 분리된 DNA 분자.

청구항 2.

제2항에 있어서, 서열 9에 나타낸 뉴클레오티드 서열을 갖는 분리된 DNA 분자.

청구항 3.

제2항에 있어서, 상기 프로톡스 효소가 서열 10의 아미노산 356에 해당하는 위치의 발린의 류신으로의 치환, 서열 10의

아미노산 421에 해당하는 위치의 세린의 프롤린으로의 치환, 서열 10의 아미노산 502에 해당하는 위치의 발린의 알라닌

으로의 치환, 서열 10의 아미노산 211에 해당하는 위치의 알라닌의 발린 또는 트레오닌으로의 치환, 서열 10의 아미노산

212에 해당하는 위치의 글리신의 세린으로의 치환 및 서열 10의 아미노산 466에 해당하는 위치의 이소류신의 트레오닌으

로의 치환으로 이루어지는 그룹으로부터 선택되는 하나 이상의 아미노산 변형을 갖고, 상기 아미노산 변형이 상기 효소에

게 프로톡스-억제 제초제에 대한 내성을 부여하는, 분리된 DNA 분자.

청구항 4.

제3항에 있어서, 서열 10의 아미노산 356에 해당하는 위치의 발린이 류신으로 치환되는 분리된 DNA 분자.

청구항 5.

제3항에 있어서, 서열 10의 아미노산 421에 해당하는 위치의 세린이 프롤린으로 치환되는 분리된 DNA 분자.

청구항 6.
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제3항에 있어서, 서열 10의 아미노산 502에 해당하는 위치의 발린이 알라닌으로 치환되는 분리된 DNA 분자.

청구항 7.

제3항에 있어서, 서열 10의 아미노산 211에 해당하는 위치의 알라닌이 발린 또는 트레오닌으로 치환되는 분리된 DNA 분

자.

청구항 8.

제3항에 있어서, 서열 10의 아미노산 212에 해당하는 위치의 글리신이 세린으로 치환되는 분리된 DNA 분자.

청구항 9.

제3항에 있어서, 서열 10의 아미노산 466에 해당하는 위치의 이소류신이 트레오닌으로 치환되는 분리된 DNA 분자.

청구항 10.

식물 내에서 작용하는 이종성 프로모터에 기능적으로 결합되어 있는 제3항, 제4항, 제1항 내지 제9항에 따른 분리된 DNA

분자를 포함하는 키메릭 유전자.

청구항 11.

제10항에 있어서, 상기 DNA 분자에 의해 암호화되는 단백질을 엽록체 내로 표적화시킬 수 있는, 상기 DNA 분자에 기능

적으로 결합되어 있는 시그날 서열을 추가로 포함하는 키메릭 유전자.

청구항 12.

제10항에 있어서, 상기 DNA 분자에 의해 암호화되는 단백질을 미토콘드리아내로 표적화시킬 수 있는, 상기 DNA 분자에

기능적으로 결합되어 있는 시그날 서열을 추가로 포함하는 키메릭 유전자.

청구항 13.

제1항 내지 제9항 중의 어느 한 항에 따른 분리된 DNA 분자를 함유하는 식물 세포.

청구항 14.

(i) 식물 재료를 제3항, 제4항, 제1항 내지 제9항 중의 어느 한 항에 따른 분리된 DNA 분자 또는 제10항 내지 제12항 중의

어느 한 항의 키메릭 유전자로 형질전환시키는 단계;

(ii) 형질전환된 재료를 선택하는 단계; 및

(iii) 선택된 재료를 형태적으로 정상인 번식가능한 완전한 식물로 재생시키는 단계로 이루어지는, 프로토포르피리노겐 옥

시다제를 억제하는 제초제에 대해 실질적으로 저항력이 있거나 실질적으로 내성이 있는 식물을 생산하는 방법.
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청구항 15.

프로토포르피리노겐 옥시다제를 억제하는 제초제를 제14항의 방법에 의해 수득한 식물에 실질적으로 영향을 미치지 않으

면서 원하지 않는 식물의 성장을 억제하기에 충분한 양으로 상기 식물에 적용시킴을 포함하여, 원하지 않는 식물의 성장을

억제하는 방법.

등록특허 10-0493500

- 130 -


	문서
	서지사항
	요약
	명세서
	발명의 상세한 설명
	발명의 목적


	청구의 범위



문서
서지사항 1
요약 2
명세서 2
 발명의 상세한 설명 6
  발명의 목적 19
청구의 범위 54
