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본 개시내용은 부분적으로 대두 형질전환 과정 동안 조직 배양에 사용되는 발근 배지 내에 선별제를 도입하여 대

두 형질전환체의 집단으로부터 대두 배선 형질전환체를 확인하는 방법에 관한 것이다.  대두 배선 형질전환체는

비-배선  대두  형질전환체  및  배선  대두  형질전환체의  조합으로  구성된  대두  형질전환체의  집단으로부터

선별된다.  대두 비-배선 형질전환체는 형질전환 과정에서 조기에 확인되고, 제거된다.  대두 배선 형질전환체는

성숙한 대두 식물로 배양하는 동안 검출되고, 선별된다.  본 방법은 대두 형질전환 과정의 조기 단계에서 대두

배선 형질전환체를 스크리닝하고, 수득하는 데 용이하게 적용가능하다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

a. 대두 식물의 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키는 단계로서, 여기서, 형질전환된 세포 집단은 형질전환

된 배선 세포 및 형질전환된 비-배선 세포를 포함하는 것인 단계;

b. 형질전환된 세포 집단으로부터 새싹을 재생시키는 단계; 

c. 형질전환된 세포 집단에 의해 생산된 새싹을 단리시키는 단계; 

d. 단리된 재생 새싹을 선별 발근 배지에 가하는 단계로서, 여기서, (i) 형질전환된 배선 세포에 의해 생산된,

가해진 단리 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생성하고, (ii) 형질전환된 비-배선 세포에 의해 생산된, 가해진

단리 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생성하지 못하는 것인 단계; 및 

e. 새싹이 생존가능한 뿌리를 생성하는지 여부를 검출함으로써 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인

하는 단계

를 포함하는, 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 방법. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 형질전환이 아그로박테리움(Agrobacterium) 형질전환, 바이오리스틱스, 인산칼슘 형질전환, 폴

리브렌 형질전환, 원형질체 융합 형질전환, 전기천공 형질전환, 초음파 형질전환, 리포솜 형질전환, 미세주사

형질전환, 네이키드 DNA 형질전환, 플라스미드 벡터 형질전환, 바이러스 벡터 형질전환, 탄화규소 매개 형질전

환, 에어로졸 비밍(aerosol beaming) 형질전환, 또는 PEG 형질전환으로 이루어진 군으로부터 선택되는 형질전환

방법을 이용하는 것인 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 대두 식물의 세포 집단이 대두 식물 조직을 포함하는 것인 방법.

청구항 4 

제3항에 있어서, 대두 식물 조직이 L2/L3 조직층 또는 L1 조직층인 방법.

청구항 5 

제4항에 있어서, L2/L3 조직층이 배선 세포를 포함하는 것인 방법.

청구항 6 

제4항에 있어서,  L1 조직층이 비-배선 세포를 포함하는 것인 방법.

청구항 7 

제4항에 있어서, L2/L3 조직층이 분열 대두 식물 조직, 뿌리 대두 식물 조직, 및 유관속 대두 식물 조직으로 이

루어진 군으로부터 선택되는 것인 방법.

청구항 8 

제4항에 있어서, L1 조직층이 외피 대두 식물 조직, 기본 대두 식물 조직, 및 외층 대두 식물 조직으로 이루어

진 군으로부터 선택되는 것인 방법.

청구항 9 

제1항에 있어서, 트랜스진이 1개 이상의 유전자 발현 카세트 내에 함유되어 있는 것인 방법.
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청구항 10 

제9항에 있어서, 유전자 발현 카세트가 선별가능한 마커 유전자를 포함하는 것인 방법.

청구항 11 

제10항에 있어서, 선별가능한 마커 유전자가 포스피노트리신 아세틸 트랜스퍼라제 유전자인 방법.

청구항 12 

제9항에 있어서, 유전자 발현 카세트가 형질 유전자를 포함하는 것인 방법.

청구항 13 

제9항에 있어서, 유전자 발현 카세트가 RNAi 유전자를 포함하는 것인 방법.

청구항 14 

제1항에 있어서, 선별 발근 배지가 글루포시네이트 또는 2,4-D를 포함하는 것인 방법.

청구항 15 

제12항에 있어서, 선별 발근 배지 내의 글루포시네이트 농도가 1.0 mg/L 이상인 방법. 

청구항 16 

제12항에 있어서, 선별 발근 배지 내의 글루포시네이트 농도가 1.0 mg/L 내지 10.00 mg/L인 방법.

청구항 17 

제12항에 있어서, 선별 발근 배지 내의 글루포시네이트 농도가 1.0 mg/L인 방법.

청구항 18 

제1항에 있어서, 선별 발근 배지가 기초 염, 비타민, 미네랄, 및 탄소원을 포함하는 것인 방법.

청구항 19 

제18항에 있어서, 기초 염이 겜보르그스(Gamborg's) B-5 기초 염, 쉥크 & 힐데브란트(Schenk & Hildebrandt)

기초  염,  화이츠(White's)  기초  염,  Chu  (N6)  기초  염,  DKW/쥬글란스(Juglans)  기초  염,  호글랜드즈 넘버

2(Hoagland's No.2) 기초 염, 무라시게 & 스크구(Murashige & Skoog) 기초 염, 및 그의 조합물로 이루어진 군

으로부터 선택되는 것인 방법. 

청구항 20 

제19항에 있어서, 기초 염이 무라시게 & 스크구 기초 염인 방법.

청구항 21 

제18항에 있어서, 비타민이 겜보르그스 B-5 비타민, MEM 비타민, 무라시게 & 스크구 비타민, 쉥크 & 힐데브란트

비타민, 및 그의 조합물로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 방법. 

청구항 22 

제21항에 있어서, 비타민이 겜보르그스 B-5 비타민인 방법. 

청구항 23 

제18항에 있어서, 탄소원이 글루코스, 덱스트로스, 만노스, 프럭토스, 갈락토스, 글루쿠로네이트, 락토스, 글리

세롤, 및 그의 조합물로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 방법. 

청구항 24 
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제23항에 있어서, 탄소원이 수크로스인 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원에 대한 상호 참조[0001]

본 출원은 35 U.S.C. § 119(e)하에 2013년 10월 4일 출원된 미국 가출원 번호 61/886,945를 우선권 주장하며,[0002]

상기 출원은 그 전문이 본원에서 참조로 포함된다.

전자적으로 제출된 자료의 참조로의 포함[0003]

본 명세서와 공동으로 제출된 컴퓨터-판독가능 뉴클레오티드/아미노산 서열 목록은 그 전문이 참조로 포함되고,[0004]

하기와 같이 2014년 9월 30일 작성되고, 파일명이 "231578_ST25"인 One 8 KB ACII (Text) 파일로 확인된다. 

본 발명의 기술분야[0005]

본 개시내용은 대두 세포를 형질전환시키는 방법에 관한 것이다.  다양한 측면에서, 대두 배선 형질전환체는 비[0006]

-배선 형질전환체 및 배선 형질전환체를 포함하는 대두 형질전환체의 집단으로부터 제조되고, 확인된다.  따라

서, 대두 비-배선 형질전환체는 형질전환 과정에서 조기에 확인되고, 제거될 수 있다.  대두 배선 형질전환체는

생존가능한 뿌리를 생산하는 형질전환된 대두 새싹을 확인함으로써 검출되고, 이어서, 성숙한 대두 식물로 배양

하기 위해 선별될 수 있다.  다양한 실시양태에서, 본 방법은 형질전환 과정의 조기 단계에서 대두 배선 형질전

환체를 스크리닝하고, 수득하는 데 용이하게 적용가능하다.

배 경 기 술

지난 30년 동안 형질전환 방법론이 개선되었고, 이로써 대두의 형질전환율이 증가되었다.  그 결과, 작물학상[0007]

가치가 큰 형질을 대두 게놈 내로 통상적으로 도입시킬 수 있다.  예를 들어, 새로운 트랜스제닉 대두 제품, 예

컨대 엔리스트(Enlist)™ 대두는 세계 전역에 걸쳐 상업적으로 이용가능하고, 이는 계속 증가하는, 잡초로 인한

문제에 대한 개선된 해결안을 제공한다.  대두 형질전환 방법론의 개발 및 개선이 없다면 상기 혁신적인 제품은

가능하지 않을 것이다.  대두 형질전환 과정의 효율을 계속해서 개선시키기 위해서는 대두 형질전환 과정 내에

서 조기 단계에 대두 배선 형질전환체를 검출하고, 선별하는 데 사용될 수 있는 신규의 개선된 대두 형질전환

방법론이 중요하다. 

대두 배선 형질전환체는 후속 세대에서 유전가능한 안정하게 통합된 트랜스진을 포함하기 때문에, 형질전환 과[0008]

정에서 상기 대두 배선 형질전환체를 조기에 확인하고, 선별하는 것은 매우 바람직하다.  그러나, 형질전환 과

정은 비교적 비효율적이기 때문에, 바람직하지 못한 대두 비-배선 형질전환체로부터 바람직한 대두 배선 형질전

환체를 확인하고, 선별하기 위해서는 다수의 형질전환체가 제조되어야 한다.  평균적으로, 모든 단리된 형질전

환체 중 약 40 내지 70%는 바람직하지 못한 대두 비-배선 형질전환체, 예컨대, 키메라 또는 대두 비-배선 형질

전환체이며, 이는 바람직한 대두 배선 형질전환체에 도움이 되도록 "배제되어야 한다" (즉, 폐기되어야 한다).

그러나, 종래 방법을 사용할 경우, 배제 과정은 오직 형질전환체가 형질전환 과정 전반에 걸쳐 유지되어 성숙된

후에만 일어난다.  종래 방법을 사용할 경우, 바람직하지 못한 형질전환체, 예컨대, 비-배선 대두 형질전환체가

유지되어 자원은 비효율적으로 사용되어 지고, 비-배선 형질전환체로부터 트랜스제닉 식물을 제조하는 데 지출

되는 비용은 바람직하지 못하게 증가하게 된다.  상기 비용은 금전적 우려를 넘어서, 과학자의 시간, 물질, 및

실험실 공간 사용을 포함한다.  본 개시내용은 바람직한 특성을 보이는 방법을 제공하고, 대두 배선 형질전환체

의 확인 및 선별을 위해 관련된 장점을 제공한다.  본 개시내용은 식물 형질전환의 조기 단계에서 대두 배선 형

질전환체를 확인하고, 선별하는 것은 선별제를 함유 선별 발근 배지를 이용함으로써 달성될 수 있다는 것을 입

증한다.  선별 발근 배지 이용을 통해, 바람직하지 못한 키메라 또는 대두 비-배선 형질전환체는 형질전환 과정

전반에 걸쳐 유지될 필요 없이, 및 성숙한 상태로 진행될 필요 없이 배제될 수 있다.  결과적으로, 트랜스제닉

식물는 더욱 효율적일 수 있고, 트랜스제닉 식물 제조를 위해 자원을 배분하는 데 있어서 실현가능하게 개선될

수 있다. 

관련 기술분야의 상기 예 및 그와 관련된 제한은 예시적인 것이며, 배제하고자 하는 것으로 의도되지는 않는다.[0009]

관련 기술분야의 다른 제한은 명세서를 읽음으로써 통상의 기술자에게 명백해질 것이다. 
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발명의 내용

본원에서는 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 방법을 개시한다.  한 실시양태로서, 대두 식[0010]

물의 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시킨다.  후속 실시양태에서, 형질전환된 세포 집단을 새싹으로 재생시

킨다.  추가의 실시양태에서, 세포 집단으로부터 새싹을 생산하고, 단리시킨다.  한 실시양태에서, 새싹을, 글

루포시네이트를 함유하는 선별 발근 배지와 접촉시킨다.  추가의 또 다른 실시양태에서, 단리된 재생 새싹을 글

루포시네이트의 존재하에서 배양하고, 여기서, 형질전환된 배선 세포에 의해 생산된 단리된 재생 새싹은 글루포

시네이트의 존재하에서 생존가능한 뿌리를 생성하고, 형질전환된 비-배선 세포에 의해 생산된 단리된 재생 새싹

은 글루포시네이트의 존재하에서 생존가능한 뿌리를 생성하지 못한다.  후속 실시양태에서, 새싹이 생존가능한

뿌리를 생성하는지 여부를 검출함으로써 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인한다. 

또 다른 측면에서, 본원에서 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 방법을 개시한다.  한 실시양[0011]

태에서, 대두 식물의 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키고, 여기서, 형질전환된 세포 집단은 형질전환된

배선 세포 및 형질전환된 비-배선 세포를 포함한다.  추가의 실시양태에서, 형질전환된 세포 집단으로부터 새싹

을 재생시킨다.  추가의 또 다른 실시양태에서, 형질전환된 세포 집단에 의해 생산된 새싹을 단리시킨다.  후속

실시양태에서, 단리된 재생 새싹을 선별 발근 배지에 가하고, 여기서, 형질전환된 배선 세포에 의해 생산된, 가

해진 단리 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생성하고, 형질전환된 비-배선 세포에 의해 생산된, 가해진 단리 재

생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생성하지 못한다.  추가의 실시양태에서, 새싹이 생존가능한 뿌리를 생성하는지

여부를 검출함으로써 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인한다. 

추가의 측면에서, 본원에서 대두 배선 형질전환체를 확인하는 방법을 개시한다.  한 실시양태에서, 대두 식물의[0012]

세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시킨다.  후속 실시양태에서, 트랜스진을 포함하는 형질전환된 대두 식물의

세포 집단으로부터 새싹을 재생시킨다.  추가의 실시양태에서, 트랜스진을 포함하는 형질전환된 대두 식물의 세

포 집단으로부터 재생 새싹을 단리시킨다.  추가의 실시양태에서, 단리된 재생 새싹을, 하나 이상의 선별제를

함유하는 발근 배지와 접촉시킨다.  최종 실시양태에서, 생존가능한 뿌리를 생산하기 위해 단리된 재생 새싹을

발근 배지 상에서 배양하고, 여기서, 생존가능한 뿌리 생산을 통해 대두 배선 형질전환체를 확인한다. 

또 다른 측면에서, 본원에서 선별제를 포함하는 발근 배지 중에서 하나 이상의 재생 새싹을 배양하는 단계를 포[0013]

함하고, 여기서, 하나 이상의 재생 새싹은 트랜스진으로 형질전환된 대두 세포 집단으로부터 단리된 것이고, 여

기서, 대두 비-배선 형질전환체를 포함하는 하나 이상의 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생산하지 못하고, 대두

배선 형질전환체를 포함하는 하나 이상의 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생산하는 것인, 대두 배선 형질전환체

또는 대두 비-배선 형질전환체를 확인하는 방법을 개시한다. 

추가의 측면에서, 본원에서 형질전환된 비-배선 대두 세포 집단으로부터의 생존가능한 뿌리 생산을 방지하는 방[0014]

법을 개시한다.  한 실시양태에서, 대두 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키고, 여기서, 형질전환된 대두

세포 집단은 형질전환된 배선 대두 세포 집단 및 형질전환된 비-배선 대두 세포 집단을 포함한다.  추가의 실시

양태에서, 형질전환된 대두 세포 집단으로부터 하나 이상의 새싹을 재생시킨다.  후속 실시양태에서, 형질전환

된 대두 세포 집단으로부터 생산된 하나 이상의 재생 새싹을 단리시킨다.  한 실시양태에서, 하나 이상의 단리

된 재생 새싹을, 선별제를 포함하는 발근 배지와 접촉시킨다.  추가의 또 다른 실시양태에서, 하나 이상의 단리

된 재생 새싹을 발근 배지 상에서 배양하고, 여기서, 형질전환된 배선 대두 세포의 하나 이상의 단리된 재생 새

싹은 선별제를 포함하는 발근 배지의 존재하에서 생존가능한 뿌리를 생산하고, 형질전환된 비-배선 대두 세포의

하나 이상의 단리된 재생 새싹은 선별제를 포함하는 발근 배지의 존재하에서 생존가능한 뿌리 생산을 방지한다. 

상기 기술된 예시적인 측면 및 실시양태 이외에도, 추가 측면 및 실시양태가 하기 기술내용의 연구에 의해 명백[0015]

해질 것이다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 pDAB9381의 플라스미드 지도를 도시한 것이다. [0016]

도 2는 문헌 [Clark S., (2001) Nature Reviews; Molecular Cell Biology 2;276-284]에 기술된 바와 같은, 대

두 새싹 정단 분열조직의 중앙 종단면을 도시한 것이다. 

도 3은 대두 조직층에서의 황색 형광 단백질 트랜스진 발현을 보여주는 대두의 횡단면을 도시한 것이다.  L1 대

두 조직층 내에서의 황색 형광 단백질 트랜스진의 발현은 비-배선 형질전환체를 나타내고, L2/L3 대두 조직층은

배선 형질전환체를 나타낸다.  L1 조직층 형질전환체는 공초점 현미경을 사용하여 관찰된 바와 같이, 오직 표피
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세포층(epidermal cell layer)에서만 황색 형광성 단백질을 생산한다.  L2/L3 조직층 형질전환체는 공초점 현미

경을 사용하여 관찰된 바와 같이, 표피 세포 및 코어 세포에서 황색 형광성 단백질을 생산한다. 

도 4는 L2/L3 조직층을 포함하는 피층 세포(cortex cell)에서의 황색 형광성 단백질의 발현, 및 이어서, 1 mg/L

의 글루포시네이트를 포함하는 발근 배지 중에서의 뿌리 구조의 발생을 도시한 것이다. 

도 5는 1 mg/L의 글루포시네이트를 포함하는 발근 배지 중에서 배양된 대두 식물의 표현형을 도시한 것이다.

비-배선 형질전환체는 3가지 표현형: (1) 뿌리가 전혀 생산되지 못한 것; (2) 뿌리가 생산되었고, 갈색으로 변

색된 것; 및 (3) 뿌리가 생산되었고, 검은색으로 변색된 것인 표현형을 생성하였다.  비교해 보면, 배선 형질전

환체는 건강한 생존가능한 뿌리를 생산한 표현형을 생성하였다. 

도 6은 글루포시네이트 선별을 포함하는 발근 배지 및 그를 포함하지 않는 발근 배지 중에서 발생된 뿌리 중의

황색 형광성 단백질의 발현을 도시한 것이다. 

도 7a-7b는 대두 형질전환 과정을 도시하고, 현재 사용되고 있는 대두 형질전환 방법과, 본 개시된 방법을 비교

한 것이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

 I. 개요[0017]

다양한 측면에서, 본 개시내용은 대두 배선 형질전환체를 확인 및 발달시키고, 대두 비-배선 형질전환체를 제거[0018]

또는 배제시키는 방법을 제공한다.  간략하면, 대두 세포를 형질전환시킨 후, 형질전환체로부터 새싹을 재생시

키고, 선별제를 포함하는 발근 배지 중에서 배양한다.  개시된 방법에 따라, 안정하게 통합된 트랜스진을 포함

하는 생성된 대두 형질전환체를 대두 형질전환 과정에서 조기에 확인하고, 선별할 수 있다.  대두 새싹의 코어

층 (예컨대, L2 및 L3 층) 내의 트랜스진 발현에 따라 대두 배선 형질전환체를 확인할 수 있다.  이어서, 확인

된 대두 배선 형질전환체를 선별하고, 성숙한 대두 식물로 배양할 수 있다.  추가로, 개시된 방법을 사용하여

대두 비-배선 형질전환체를 확인할 수 있고, 종래 방법과 비교하여 더 이른 조기 단계에서 형질전환 과정으로부

터 배제시킬 수 있다.  따라서, 대두 식물 형질전환체를 선별제를 포함하는 발근 배지 중에서 배양하여 트랜스

진이 배선 조직 내에 삽입되어 있는 특정 형질전환체를 확인하고, 선별할 수 있다. 

대두 형질전환 과정에서 조기 단계에 대두 배선 형질전환체를 확인하는 데 사용될 수 있는 대두 형질전환 방법[0019]

은 그 방법이 대두 형질전환 과정의 효율을 개선시킬 수 있기 때문에 바람직하다. 

상기 방법이 본 출원에 개시되어 있고, 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 방법을 제공한다.[0020]

본 방법은 a) 대두 식물의 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키는 단계로서, 여기서, 형질전환된 세포 집단

은 형질전환된 배선 세포 및 형질전환된 비-배선 세포를 포함하는 것인 단계; b) 형질전환된 세포 집단으로부터

새싹을 재생시키는 단계; c) 형질전환된 세포 집단에 의해 생산된 새싹을 단리시키는 단계; d) 새싹을, 글루포

시네이트를 함유하는 선별 발근 배지와 접촉시키는 단계; e) 단리된 재생 새싹을 글루포시네이트의 존재하에서

배양하는 단계로서, 여기서, (i) 형질전환된 배선 세포에 의해 생산된 단리된 재생 새싹이 글루포시네이트의 존

재하에서 생존가능한 뿌리를 생성하고, (ii) 형질전환된 비-배선 세포에 의해 생산된 단리된 재생 새싹이 글루

포시네이트의 존재하에서 생존가능한 뿌리를 생성하지 못하는 것인 단계; 및 f) 새싹이 생존가능한 뿌리를 생성

하는지 여부를 검출함으로써 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 단계를 포함한다. 

본 개시내용의 또 다른 실시양태에서, 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 제2 방법을 제공한[0021]

다.  본 방법은 a) 대두 식물의 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키는 단계로서, 여기서, 형질전환된 세포

집단은 형질전환된 배선 세포 및 형질전환된 비-배선 세포를 포함하는 것인 단계; b) 형질전환된 세포 집단으로

부터 새싹을 재생시키는 단계; c) 형질전환된 세포 집단에 의해 생산된 새싹을 단리시키는 단계; d) 단리된 재

생 새싹을 선별 발근 배지에 가하는 단계로서, 여기서, (i) 형질전환된 배선 세포에 의해 생산된, 가해진 단리

재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생성하고, (ii) 형질전환된 비-배선 세포에 의해 생산된, 가해진 단리 재생 새

싹은 생존가능한 뿌리를 생성하지 못하는 것인 단계; 및 e) 새싹이 생존가능한 뿌리를 생성하는지 여부를 검출

함으로써 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 단계를 포함한다. 

본 개시내용의 추가의 또 다른 실시양태에서, 대두 배선 형질전환체를 확인하는 방법을 제공한다.  본 방법은[0022]

a) 대두 식물의 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키는 단계; b) 트랜스진을 포함하는 형질전환된 대두 식물

의 세포 집단으로부터 새싹을 재생시키는 단계; c) 트랜스진을 포함하는 형질전환된 대두 식물의 세포 집단으로

부터 재생 새싹을 단리시키는 단계; d) 단리된 재생 새싹을 하나 이상의 선별제를 포함하는 발근 배지와 접촉시
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키는 단계; 및 e) 생존가능한 뿌리를 생산하기 위해 단리된 재생 새싹을 발근 배지 상에서 배양하는 단계로서,

여기서, 생존가능한 뿌리 생산을 통해 대두 배선 형질전환체를 확인하는 것인 단계를 포함한다. 

본 개시내용의 또 다른 실시양태에서, 대두 배선 형질전환체 또는 대두 비-배선 형질전환체를 제조하는 방법을[0023]

제공한다.  본 방법은 선별제를 포함하는 발근 배지 중에서 하나 이상의 재생 새싹을 배양하는 단계로서, 여기

서, 하나 이상의 재생 새싹은 트랜스진으로 형질전환된 대두 세포 집단으로부터 단리된 것이고, 여기서, 대두

비-배선 형질전환체를 포함하는 하나 이상의 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생산하지 못하고, 대두 배선 형질

전환체를 포함하는 하나 이상의 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생산하는 것인 단계를 포함한다. 

본 개시내용의 추가의 또 다른 실시양태에서, 형질전환된 비-배선 대두 세포 집단으로부터의 생존가능한 뿌리[0024]

생산을 방지하는 방법을 제공한다.  본 방법은 a) 대두 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키고, 여기서, 형

질전환된 대두 세포 집단은 형질전환된 배선 대두 세포 집단 및 형질전환된 비-배선 대두 세포 집단을 포함하는

것인 단계; b) 형질전환된 대두 세포 집단으로부터 하나 이상의 새싹을 재생시키는 단계; c) 형질전환된 대두

세포 집단으로부터 생산된 하나 이상의 재생 새싹을 단리시키는 단계; d) 하나 이상의 단리된 재생 새싹을, 선

별제를 포함하는 발근 배지와 접촉시키는 단계; 및 e) 하나 이상의 단리된 재생 새싹을 발근 배지 상에서 배양

하는 단계로서, 여기서, (i) 형질전환된 배선 대두 세포의 하나 이상의 단리된 재생 새싹은 선별제를 포함하는

발근 배지의 존재하에서 생존가능한 뿌리를 생산하고, (ii) 형질전환된 비-배선 대두 세포의 하나 이상의 단리

된 재생 새싹은 선별제를 포함하는 발근 배지의 존재하에서 생존가능한 뿌리 생산을 방지하는 것인 단계를 포함

한다.  

또  다른  실시양태에서,  개시된  방법은  대두  배선  조직  내에  삽입된  트랜스진을  포함하는  형질전환체를[0025]

확인하고, 선별하기 위해 선별제인 글루포시네이트를 발근 배지 내에 도입시키는 것을 사용한다.  다양한 실시

양태에서, 배선 조직 내에 삽입된 트랜스진을 포함하는 대두 형질전환체를 확인하고, 선별하기 위해 기관형성을

거친 대두 조직 외식편 (예컨대, 분할 종자, 정단 분열조직 등)의 발근 배지 중에 특정 농도의 선별제인 글루포

시네이트를 도입시키는 것을 최초로 개시된다.  한 실시양태에서, 기관형성 형질전환 시스템을 이용하여 형질전

환된 대두 조직의 발근 단계 배지 중의 글루포시네이트 도입은 억제성을 띠지 않는 것으로 밝혀졌고, 소식물체

발생을  방해하지  않았다.   한  실시양태에서,  기관형성  형질전환  시스템은  자엽절의  아그로박테리움

(Agrobacterium) 매개 형질전환, 절반 종자 또는 분할 종자 형질전환, 및 새싹 분열조직의 입자 충격을 포함한

다.  추가의 또 다른 실시양태에서, 개시된 방법을 통해 뿌리 표현형에 대한 시각적 관찰에 기초하여 소식물체

의 표현형을 선별함으로써 배선 형질전환체를 비-배선 형질전환체로부터 확인하고, 선별할 수 있다.

II. 용어[0026]

달리 정의되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 기술 및 과학 용어는 본 개시내용이 관련된 분야의 통상의 기술자[0027]

에 의해 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가진다.  상충하는 경우, 정의를 포함하는 본 출원이 조종할

것이다.  문맥상 달리 요구되지 않는 한, 단수 용어는 복수를 포함할 것이고, 복수 용어는 단수를 포함할  것이

다.  본원에서 언급된 모든 공개문헌, 특허, 및 다른 참고 문헌은, 오직 특허 또는 특허 공개문헌의 특정 섹션

만이 참조로 포함되는 것으로 명시되지 않는 한, 마치 각각의 개별 공개문헌 또는 특허 출원이 참조로 포함된

것으로 구체적으로 및 개별적으로 명시된 것과 같이, 그 전문이 모든 목적을 위해 참조로 포함된다. 

본 개시내용을 추가로 명료화하기 위해, 하기 용어, 약어 및 정의를 제공한다. [0028]

본원에  사용된  용어  "포함한다(comprises),"  "포함하는(comprising),"  "포함한다(includes),"  "포함하는[0029]

(including)," "가진다(has)," "가진(having)," "함유한다(contains)," 또는 "함유하는(containing)," 또는 그

의 임의의 다른 파생어는 비배타적이거나, 또는 양단 개방된(open-ended) 것으로 의도된다. 예를 들어, 일련의

요소들을 포함하는 조성물, 혼합물, 과정, 방법, 물품, 또는 장치는 반드시 이들 요소로만 한정되는 것은 아니

며, 상기 조성물, 혼합물, 과정, 방법, 물품, 또는 장치에 명백히 열거되지 않거나, 내재되지 않은 다른 요소도

포함할 수 있다.  추가로, 달리 명백하게 언급되지 않는 한, "또는"은 포함적 논리합을 지칭하며, 배타적 논리

합을 지칭하지 않는다. 예를 들어, 조건 A 또는 B는 하기: A가 참이고 (또는 존재하고), B가 거짓 (또는 존재하

지 않음), A가 거짓이고 (또는 존재하지 않고) B가 참 (또는 존재함), 및 A와 B, 둘 모두 참 (또는 존재함)인

것 중 어느 하나를 충족한다.

또한, 본 개시내용의 한 실시양태의 요소 또는 성분 앞에 오는 부정관사 ("한" ("a" 및 "an"))는 경우의 수,[0030]

즉, 요소 또는 성분의 발생과 관련하여 비제한적인 것으로 의도된다.  따라서, 부정관사 ("한"("a"  또는 "a

n"))는 하나 또는 1개 이상인 것을 포함하는 것으로 판독되어야 하며, 요소 또는 성분의 단수형 또한 개수가 단
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수인 것으로 명백히 의미되지 않는 한, 복수형을 포함한다. 

본원에서 사용되는 바, "발명" 또는 "본 발명"이라는 용어는 비제한적 용어이며, 특정 발명의 임의의 단일 실시[0031]

양태를 지칭하고자 하는 것으로 의도되지 않고, 본 출원에서 개시된 모든 가능한 실시양태를 포함하도록 의도된

다. 

본원에서 사용되는 바, "식물"이라는 용어는 전체 식물 및 임의의 자손, 세포, 조직, 또는 식물의 부분을 포함[0032]

한다.  "식물의 부분"이라는 용어는 예를 들어, 비제한적으로, 종자 (성숙한 종자 및 미성숙한 종자 포함); 식

물 삽목부; 식물 세포; 식물 세포 배양물; 식물 기관 (예컨대, 화분, 배아, 꽃, 열매, 새싹, 잎, 뿌리, 줄기 및

외식편)을 비롯한, 식물의 임의의 부분(들)을 포함한다.  식물 조직 또는 식물 기관은 종자, 원형질체, 캘러스,

또는 구조적 또는 기능적 단위로 조직화된 식물 세포의 임의의 다른 군일 수 있다.  식물 세포 또는 조직 배양

물은 세포 또는 조직의 수득 기점이 된 식물의 생리학적 및 형태학적 특징을 가진 식물을 재생할 수 있고, 식물

과 실질적으로 동일한 유전자형을 가진 식물을 재생할 수 있다.  이와 대조적으로, 일부 식물 세포는 식물을 생

산하도록 재생될 수 없다.   식물 세포 또는 조직 배양물에서 재생가능한 세포는 배아,  원형질체,  분열조직

세포, 캘러스, 화분, 잎, 꽃밥, 뿌리, 근단, 수염(silk), 꽃, 커넬, 이삭(ear), 속대(cob), 겉껍질, 또는 줄기

일 수 있다. 

식물 부분은 수확가능한 부분 및 자손 식물의 번식에 유용한 부분을 포함한다. 번식에 유용한 식물 부분은, 예[0033]

를 들어, 비제한적으로, 종자; 열매; 삽목부; 묘목; 괴경; 및 근경을 포함한다.  식물의 수확가능한 부분은, 예

를 들어, 비제한적으로, 꽃; 화분; 묘목; 괴경; 잎; 줄기; 열매; 종자 및 뿌리를 비롯한, 식물의 임의의 유용한

부분일 수 있다. 

식물 세포는 원형질체 및 세포벽을 포함하는, 식물의 구조적 및 생리학적 단위이다.  식물 세포는 단리된 단일[0034]

세포, 또는 세포의 응집체 (예컨대, 부서지기 쉬운 캘러스 및 배양된 세포)의 형태일 수 있고, 보다 고차원적으

로  조직화된  단위  (예컨대,  식물  조직,  식물  기관,  및  식물)의  일부일  수  있다.   따라서,  식물  세포는

원형질체, 배우체 생산 세포, 또는 전체 식물로 재생될 수 있는 세포 또는 세포의 집단일 수 있다.  따라서, 다

수의 식물 세포를 포함하고, 전체 식물로 재생될 수 있는 종자는 본원의 실시양태에서 "식물 세포"로 간주된다. 

본원에서 사용되는 바, "단리된" 생물학적 성분 (예컨대, 핵산 또는 폴리펩티드)은 성분의 화학적 또는 기능적[0035]

변화를 가져오면서 성분이 자연적으로 발생하는 유기체의 세포 내의 다른 생물학적 성분 (즉, 다른 염색체 및

염색체외 DNA 및 RNA, 및 단백질)으로부터 실질적으로 분리되거나, 별도로 생산되거나, 정제된 것이다 (예컨대,

핵산은 핵산을 염색체 내의 나머지 DNA에 연결하는 화학 결합을 파괴함으로써 염색체로부터 단리될 수 있다).

"단리된" 핵산 분자 및 단백질은 표준 정제 방법에 의해 정제된 핵산 분자 및 단백질을 포함한다.  또한, 이 용

어는 숙주 세포에서 재조합 발현에 의해 제조된 핵산 및 단백질 뿐만 아니라, 화학적으로 합성된 핵산 분자, 단

백질 및 펩티드를 포함한다. 

본원에서 사용되는 바, "폴리뉴클레오티드," "핵산," 및 "핵산 분자"라는 용어는 상호교환적으로 사용되고, 단[0036]

수의 핵산; 복수의 핵산; 그의 핵산 단편, 변이체, 또는 유도체; 및 핵산 구축물 (예컨대, 메신저 RNA (mRNA)

및  플라스미드  DNA  (pDNA))을  포함한다.   폴리뉴클레오티드 또는 핵산은 전장의 cDNA  서열의 뉴클레오티드

서열, 또는 비번역 5' 및/또는 3' 서열 및 코딩 서열(들)을 비롯한 그의 단편을 함유할 수 있다. 폴리뉴클레오

티드 또는 핵산은 임의의 폴리리보뉴클레오티드 또는 폴리데옥시리보뉴클레오티드로 이루어질 수 있고, 이는 비

변형된 리보뉴클레오티드 또는 데옥시리보뉴클레오티드 또는 변형된 리보뉴클레오티드 또는 데옥시리보뉴클레오

티드를 포함할 수 있다.  예를 들어, 폴리뉴클레오티드 또는 핵산은 단일 및 이중 가닥 DNA; 단일 및 이중 가닥

영역의 혼합물인 DNA; 단일 및 이중 가닥 RNA; 및 단일 및 이중 가닥 영역의 혼합물인 RNA로 이루어질 수 있다.

DNA 및 RNA를 포함하는 하이브리드 분자는 단일 가닥, 이중 가닥, 또는 단일 및 이중 가닥 영역의 혼합물일 수

있다.  상기 용어는 또한 화학적으로, 효소적으로, 및 대사적으로 변형된 형태의 폴리뉴클레오티드 또는 핵산을

포함한다. 

특이적 DNA는 또한, 그의 서열이 데옥시리보뉴클레오티드 염기-쌍형성의 규칙에 따라 결정되는 그의 상보체를[0037]

의미하는 것으로 이해된다. 

본원에서 사용되는 바, "유전자"라는 용어는 기능적 생성물 (RNA 또는 폴리펩티드/단백질)을 코딩하는 핵산을[0038]

의미한다.  유전자는 기능적 생성물을 코딩하는 서열의 앞 (5' 비-코딩 서열) 및/또는 뒤 (3' 비-코딩 서열)의

조절 서열을 포함할 수 있다. 

본원에서 사용되는 바, "코딩 서열"이라는 용어는 특이적 아미노산 서열을 코딩하는 핵산 서열을 의미한다.  "[0039]
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조절 서열"은 연관된 코딩 서열의 전사, RNA 프로세싱 또는 안정성, 또는 번역에 영향을 주는, 코딩 서열의 상

류 (예컨대, 5' 비-코딩 서열), 그 내부, 또는 하류 (예컨대, 3' 비-코딩 서열)에 위치하는 뉴클레오티드 서열

을 지칭한다.  조절 서열은 예를 들어, 비제한적으로, 프로모터; 번역 리더 서열; 인트론; 폴리아데닐화 인식

서열; RNA 프로세싱 부위; 이펙터 결합 부위; 및 스템-루프 구조를 포함한다. 

본원에서 사용되는 바, "폴리펩티드"라는 용어는 단수의 "폴리펩티드," 복수의 "폴리펩티드" 및 그의 단편을 포[0040]

함한다.  이 용어는 아미드 결합 (또한 펩티드 결합으로서 공지됨)에 의해 선형으로 연결된 단량체 (아미노산)

로 이루어진 분자를 지칭한다.  "폴리펩티드"라는 용어는 2개 이상의 아미노산의 임의의 쇄 또는 쇄들을 의미하

고, 특정 길이 또는 크기의 생성물을 지칭하지 않는다.  따라서, 펩티드, 디펩티드, 트리펩티드, 올리고펩티드,

단백질, 아미노산 쇄, 및 2개 이상의 아미노산으로 이루어진 하나의 쇄 또는 쇄들을 지칭하는 데 사용되는 임의

의 다른 용어는 "폴리펩티드"의 정의 내에 포함되고, 상기 용어는 본원에서 "폴리펩티드"와 상호교환적으로 사

용된다.  폴리펩티드는 천연 생물학적 공급원으로부터 단리되거나, 또는 재조합 기술에 의해 제조될 수 있지만,

특정 폴리펩티드가 반드시 특정 핵산으로부터 번역되는 것은 아니다.  폴리펩티드는 예를 들어, 비제한적으로

화학적 합성을 비롯한, 임의의 적절한 방식에 의해 생성될 수 있다.  

본원에서 사용되는 바, "천연"이라는 용어는 존재할 경우, 그 자신의 조절 서열과 함께 자연에서 발견되는 폴리[0041]

뉴클레오티드, 유전자 또는 폴리펩티드의 형태를 지칭한다.  "내인성"이라는 용어는 유기체 내의 또는 유기체의

게놈 내의 그의 자연적 위치에 존재하는 폴리뉴클레오티드, 유전자 또는 폴리펩티드의 천연 형태를 지칭한다. 

대조적으로, "이종성"이라는 용어는 참조 (숙주) 유기체 내의 그의 위치에서 보통은 발견되지 않는 폴리뉴클레[0042]

오티드, 유전자 또는 폴리펩티드를 지칭한다.  예를 들어, 이종성 핵산은 참조 유기체 내의 상이한 게놈 위치에

서 보통 발견되는 핵산일 수 있다.  추가의 예로서, 이종성 핵산은 참조 유기체에서 보통은 발견되지 않는 핵산

일 수 있다.  이종성 폴리뉴클레오티드, 유전자 또는 폴리펩티드를 포함하는 숙주 유기체는 이종성 폴리뉴클레

오티드, 유전자 또는 폴리펩티드를 숙주 유기체 내로 도입함으로써 제조될 수 있다.  특정 예에서, 이종성 폴리

뉴클레오티드는  상응하는  천연  폴리뉴클레오티드와  상이한  형태로  공급원  유기체  내로  재도입된  천연  코딩

서열, 또는 그의 일부를 포함한다.  특정 예에서, 이종성 유전자는 상응하는 천연 유전자와 상이한 형태로 공급

원 유기체 내로 재도입된 천연 코딩 서열, 또는 그의 일부를 포함한다.  예를 들어, 이종성 유전자는 천연 숙주

내로 재도입된 비-천연 조절 영역을 포함하는 키메라 유전자의 일부인 천연 코딩 서열을 포함할 수 있다.  특정

예에서, 이종성 폴리펩티드는 상응하는 천연 폴리펩티드와 상이한 형태로 공급원 유기체 내로 재도입된 천연 폴

리펩티드이다. 

이종성 유전자 또는 폴리펩티드는 키메라 또는 융합 폴리펩티드, 또는 상기를 코딩하는 유전자를 생성하기 위해[0043]

또 다른 유전자 또는 폴리펩티드에 융합된 기능적 폴리펩티드를 코딩하는 기능적 폴리펩티드 또는 핵산 서열을

포함하는 유전자 또는 폴리펩티드일 수 있다.  특정 실시양태의 유전자 및 단백질은 구체적으로 예시된 전장의

서열 및 일부, 절편, 단편 (연속적인 단편 및 전장의 분자에 비해 내부 및/또는 말단 결실 포함), 변이체, 돌연

변이체, 키메라, 및 이들 서열의 융합체를 포함한다. 

본원에서 사용되는 바, "변형"이라는 용어는 참조 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩되는 폴리펩티드의 활성을 감소[0044]

시키거나, 실질적으로 제거하거나 또는 제거하는, 특정한 참조 폴리뉴클레오티드의 변화를 의미할 수 있다.  변

형은 또한 참조 폴리펩티드의 활성을 감소시키거나, 실질적으로 제거하거나 또는 제거하는, 참조 폴리펩티드의

변화를 지칭할 수 있다.  별법으로, "변형"이라는 용어는 참조 폴리뉴클레오티드에 의해 코딩된 폴리펩티드의

활성을 증가 또는 향상시키는 참조 폴리뉴클레오티드의 변화 뿐만 아니라, 참조 폴리펩티드의 활성을 증가 또는

향상시키는 참조 폴리펩티드의 변화를 지칭할 수 있다. 상기한 바와 같은 변화는 예를 들어, 비제한적으로 참조

분자의 일부의 결실; 참조 분자의 돌연변이화 (예컨대, 자발적 돌연변이유발을 통해, 무작위 돌연변이유발을 통

해, 돌연변이 유발 유전자인 유전자에 의해 유발되는 돌연변이유발을 통해, 및 트랜스포손 돌연변이유발을 통해

이루어지는 것); 참조 분자의 일부의 치환; 참조 분자 내로의 요소의 삽입; 참조 분자의 발현의 하향조절; 참조

분자의 세포내 위치 변경; 참조 분자의 상태 변경 (예컨대, 참조 폴리뉴클레오티드의 메틸화를 통해, 및 참조

분자의 인산화 또는 유비퀴틴화를 통해 이루어지는 것); 참조 분자의 보조인자 제거; 참조 분자를 표적화하는

안티센스 RNA/DNA의 도입; 참조 분자를 표적화하는 간섭 RNA/DNA의 도입; 참조 분자의 화학적 변형; 참조 분자

의 공유 변형; UV 방사선 또는 X선을 이용한 참조 분자의 조사; 참조 분자를 변경하는 상동성 재조합; 참조 분

자를 변경하는 유사분열 재조합; 참조 분자의 프로모터 교체; 및/또는 상기의 임의 조합을 비롯한, 관련 기술분

야에 널리 공지된 임의의 여러 방법에 의해 이루어질 수 있다.

구체적 예에서 어떤 뉴클레오티드 또는 아미노산 잔기가 변형될 수 있는지 결정하는 것에 관한 지침은 참조 폴[0045]
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리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드의 서열을 상동성 (예컨대, 상동성 효모 또는 박테리아) 폴리뉴클레오티드 또는

폴리펩티드의 서열과 비교하고, 높은 상동성 영역 (보존된 영역) 또는 컨센서스 서열 내에서 이루어진 변형의

수를 최대화함으로써 알 수 있다. 

"프로모터"라는 용어는 핵산 코딩 서열 또는 기능적 RNA의 발현을 제어할 수 있는 DNA 서열을 의미한다.  예에[0046]

서, 제어되는 코딩 서열은 프로모터 서열에 대해 3'에 위치한다.  프로모터는 그 전체가 천연 유전자로부터 유

래하거나, 자연에서 발견된 상이한 프로모터로부터 유래한 상이한 요소로 이루어지거나, 또는 프로모터는 심지

어 합성 DNA 절편을 포함할 수 있다.  통상의 기술자는 상이한 프로모터가 상이한 조직 또는 세포 유형에서, 또

는 상이한 발생 단계에서, 또는 상이한 환경 또는 생리학적 조건에 반응하여 유전자의 발현을 유도할 수 있음을

이해한다.  모든 상기한 프로모터의 예는 공지되어 있고, 이종성 핵산의 발현을 제어하기 위해 관련 기술분야에

서 사용된다.  대부분의 시기에 대부분의 세포 유형 내에서 유전자의 발현을 유도하는 프로모터는 일반적으로

 "구성적 프로모터"로서 지칭된다.  추가로, 통상의 기술자는 조절 서열의 정확한 경계를 규정하기 위해 시도하

였지만 (다수의 경우에서 성공하지 못함), 상이한 길이의 DNA 단편이 동일한 프로모터 활성을 가질 수 있는 것

으로 이해되고 있다.   특정 핵산의 프로모터 활성은 통상의 기술자에게 친숙한 기술을 이용하여 검정될 수

있다.  

"작동가능하게 연결된"이라는 용어는 핵산 서열 중 하나의 기능이 또 다른 것에 의해 영향을 받는, 단일 핵산[0047]

상의 핵산 서열들의 회합을 지칭한다.  예를 들어, 프로모터가 코딩 서열의 발현에 영향을 미칠 수 있을 때 프

로모터는 그 코딩 서열과 작동가능하게 연결된 것이다 (예컨대, 코딩 서열은 프로모터의 전사 제어 하에 있다).

코딩 서열은 조절 서열에 센스 또는 안티센스 배향으로 작동가능하게 연결될 수 있다. 

본원에서 사용되는 바, "발현"이라는 용어는 DNA로부터 유래된 센스 (mRNA) 또는 안티센스 RNA의 전사 및 안정[0048]

한 축적을 의미할 수 있다.  발현은 또한 mRNA의 폴리펩티드로의 번역을 의미할 수 있다. 본원에서 사용되는

바, "과다발현"이라는 용어는 동일한 유전자 또는 관련 유전자의 내인성 발현보다 더 높은 발현을 의미한다.

따라서, 이종성 유전자는 그의 발현이 대등한 내인성 유전자의 발현보다 더 높으면 "과다발현"된 것이다. 

본원에서 사용되는 바, "형질전환" 또는 "형질전환시키는"이라는 용어는 유전적으로 안정한 유전을 유도하는,[0049]

핵산 또는 그의 단편의 숙주 유기체 내로의 전달 및 통합을 의미한다.  형질전환 핵산을 함유하는 숙주 유기체

는 "트랜스제닉," "재조합" 또는 "형질전환된" 유기체로서 언급된다.  공지된 형질전환 방법으로는 예를 들어,

아그로박테리움 투메파시엔스(Agrobacterium tumefaciens) 또는 A. 리조게네스(A. rhizogenes) 매개 형질전환;

인산칼슘 형질전환; 폴리브렌 형질전환; 원형질체 융합; 전기천공; 초음파 방법 (예컨대, 초음파천공); 리포솜

형질전환; 미세주사; 네이키드 DNA로의 형질전환; 플라스미드 벡터로의 형질전환; 바이러스 벡터로의 형질전환;

바이오리스틱 형질전환 (미세입자 충격); 탄화규소 휘스커스(WHISKERS) 매개 형질전환; 에어로졸 비밍; 및 PEG

매개 형질전환을 포함한다. 

본원에서 사용되는 바, (핵산을 세포에 도입하는 것과 관련된) "도입된"이라는 용어는 세포의 형질전환 뿐만 아[0050]

니라, 통상의 식물 육종 기술을 이용하여 수행할 수 있는, 제2 식물이 핵산을 함유하도록 핵산을 포함하는 식물

을 제2 식물과 교배하는 것을 포함한다. 이러한 육종 기술은 관련 기술분야에 공지되어 있다.  식물 육종 기술

의  논의에  대해서는,  문헌  [Poehlman  (1995)  Breeding  Field  Crops,  4th  Edition,  AVI  Publication  Co.,

Westport CT]를 참조할 수 있다. 

역교배 방법은 핵산을 식물 내로 도입하는 데 사용될 수 있다.  상기 기술은 형질을 식물 내로 도입하는 데 수[0051]

십년 동안 사용되어 왔다.  역교배 (및 다른 식물 육종 방법)에 대한 설명의 예는 예를 들어, 문헌 [Poelman

(1995), 상기 문헌]; 및 [Jensen (1988) Plant Breeding Methodology, Wiley, New York, NY]에서 살펴볼 수 있

다.  예시적인 역교배 프로토콜에서, 관심있는 원래의 식물 ("반복친")은 도입되는 핵산을 보유하는 제2 식물

("비-반복친")과 교배된다.  상기 교배로부터 생성되는 자손은 이어서 다시 반복친과 교배되고, 이 과정은 전환

되는 식물을 수득할 때까지 반복되고, 여기서, 비-반복친으로부터의 핵산 이외에, 반복친의 원하는 형태학적 및

생리학적 특징 모두가 본질적으로 전환되는 식물에서 회복된다. 

본원에서 사용되는 바, "플라스미드" 및 "벡터"라는 용어는 세포의 핵심 대사의 일부가 아닌 하나 이상의 유전[0052]

자(들)를 보유할 수 있는 염색체외 요소를 의미한다.  플라스미드 및 벡터는 전형적으로 고리형 이중 가닥 DNA

분자이다.  그러나, 플라스미드 및 벡터는 단일 또는 이중 가닥 DNA 또는 RNA의 선형 또는 고리형 핵산일 수 있

고, 많은 뉴클레오티드 서열이, 프로모터 단편 및 코딩 DNA 서열을 임의의 적절한 3' 비번역된 서열과 함께 세

포 내로 도입할 수 있는 특유한 구축물 내로 연결되거나, 재조합된, 임의의 공급원으로부터 유래될 수 있다.

예를 들어, 플라스미드 및 벡터는 자율 복제 서열, 게놈 통합 서열, 및/또는 파지 또는 뉴클레오티드 서열을 포
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함할 수 있다.  

폴리펩티드 및 "단백질"은 본원에서 상호교환적으로 사용되고, 펩티드 결합을 통해 연결된 2개 이상의 아미노산[0053]

으로 이루어진 분자 쇄를 포함한다.  상기 용어는 특정 길이의 생성물을 의미하는 것은 아니다.  따라서, "펩티

드" 및 "올리고펩티드"는 폴리펩티드의 정의 내에 포함된다.  상기 용어는 폴리펩티드의 번역 후 변형, 예를 들

어, 글리코실화, 아세틸화, 인산화 등을 포함한다.  추가로, 단백질 단편, 유사체, 돌연변이화된 단백질 또는

변이체 단백질, 융합 단백질 등은 폴리펩티드의 의미 내에 포함된다.  상기 용어는 또한, 합성되거나 또는 공지

된 단백질 조작 기술을 이용하여 재조합적으로 발현될 수 있는 바, 하나 이상의 아미노산 유사체 또는 비-정규

또는 비천연 아미노산이 포함된 분자를 포함한다.  추가로, 본 발명의 융합 단백질은 본원에 기술된 바와 같이

널리 공지된 유기 화학 기술에 의해 유도체화될 수 있다. 

"융합 단백질"이라는 용어는 단백질이 1개 초과의 모체 단백질 또는 폴리펩티드로부터 유래된 폴리펩티드 성분[0054]

을 포함한다는 것을 나타낸다.  전형적으로, 융합 단백질은 하나의 단백질로부터의 폴리펩티드 서열을 코딩하는

뉴클레오티드 서열이 상이한 단백질로부터의 폴리펩티드 서열을 코딩하는 뉴클레오티드 서열과 프레임 내에서

첨부되고, 임의적으로 링커에 의해 그로부터 이격되어 있는 융합 유전자로부터 발현된다.  이어서, 융합 유전자

가 재조합 숙주 세포에 의해 단일 단백질로서 발현될 수 있다. 

III. 본 발명의 실시양태[0055]

본 개시내용의 한 실시양태에서, 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 방법을 제공한다.  본 방[0056]

법은 a) 대두 식물의 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키는 단계로서, 여기서, 형질전환된 세포 집단은 형

질전환된 배선 세포 및 형질전환된 비-배선 세포를 포함하는 것인 단계; b) 형질전환된 세포 집단으로부터 새싹

을 재생시키는 단계; c) 형질전환된 세포 집단에 의해 생산된 새싹을 단리시키는 단계; d) 새싹을, 글루포시네

이트를 함유하는 선별 발근 배지와 접촉시키는 단계; e) 단리된 재생 새싹을 글루포시네이트의 존재하에서 배양

하는 단계로서, 여기서, (i) 형질전환된 배선 세포에 의해 생산된 단리된 재생 새싹이 글루포시네이트의 존재하

에서 생존가능한 뿌리를 생성하고, (ii) 형질전환된 비-배선 세포에 의해 생산된 단리된 재생 새싹이 글루포시

네이트의 존재하에서 생존가능한 뿌리를 생성하지 못하는 것인 단계; 및 f) 새싹이 생존가능한 뿌리를 생성하는

지 여부를 검출함으로써 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 단계를 포함한다. 

본 실시양태에서, 관련 기술분야에 공지된 여러 형질전환 방법 중 임의의 것에 의해 대두 식물의 세포 집단을[0057]

트랜스진으로 형질전환시킨다.  대두 식물 세포 내로 도입된 핵산을 사용하여 대수에서 원하는 작물학적 형질을

부여할 수 있다.  본원에 기술된 원하는 생리학적 및 작물학적 특징을 위해 매우 다양한 대두 식물 및 식물 세

포 시스템을 핵산 및 다양한 형질전환 방법을 사용하여 조작할 수 있다.  본원의 실시양태는 관련 기술분야에

공지된 식물의 형질전환 (및 유전자 변형 식물의 제조)을 위한 임의의 공지된 방법을 이용할 수 있다.  쌍자엽

식물 뿐만 아니라, 단자엽 식물에 대한 생물학적 및 물리적 형질전환 프로토콜을 비롯한, 다수의 식물 형질전환

방법이 개발되었다 (예컨대, 문헌 [Goto-Fumiyuki et al. (1999) Nat. Biotechnol. 17:282-6]; [Miki et al.

(1993) Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology (Glick, B. R. and Thompson, J. E., Eds.),

CRC Press, Inc., Boca Raton, FL, pp. 67-88] 참조).  추가로, 식물 세포 및 조직 형질전환 및 식물의 재생을

위한 벡터 및 시험관내 배양 방법은 예를 들어, 문헌 [Gruber et al. (1993), 상기 문헌, at pp. 89-119]에 기

술되어 있다. 

식물 숙주 세포에 핵산을 도입하는 데 이용가능한 식물 형질전환 방법은 예를 들어, 비제한적으로 형질전환 작[0058]

용제로서 아그로박테리움 투메파시엔스 또는 A. 리조게네스를 사용하는 디스아암드(disarmed) T-DNA로의 형질전

환; 인산칼슘 형질감염; 폴리브렌 형질전환; 원형질체 융합; 전기천공 (D'Halluin et al. (1992)  Plant Cell

4:1495-505); 초음파 방법 (예컨대, 초음파천공); 리포솜 형질전환; 미세주사; 네이키드 DNA와의 접촉; 플라스

미드 벡터와의 접촉; 바이러스 벡터와의 접촉; 바이오리스틱스 (예컨대, DNA 입자 충격 (예컨대, 문헌 [Klein

et  al.  (1987)  Nature  327:70-3]  참조)  및 미세입자 충격 ([Sanford  et  al.  (1987)  Part.  Sci.  Technol.

5:27]; [Sanford (1988) Trends Biotech. 6:299, Sanford (1990) Physiol. Plant 79:206]; 및 [Klein et al.

(1992)  Biotechnology  10:268]);  탄화규소 휘스커스™ 매개 형질전환 (Kaeppler  et  al.  (1990)  Plant  Cell

Rep. 9:415-8); 나노입자 형질전환 (예컨대, 미국 특허 공개 번호 US2009/0104700A1 참조); 에어로졸 비밍; 및

폴리에틸렌 글리콜 (PEG) 매개 흡수를 포함한다.  구체적인 예에서, 트랜스진은 앞서 기술된 형질전환 프로토콜

중 하나를 통해 대두 식물 세포의 게놈 DNA 내로 직접 도입될 수 있다. 

트랜스진을 포함하는 유전자 발현 카세트를 식물 내로 도입시키는데 널리 이용되는 방법은 아그로박테리움의 천[0059]

연 형질전환 시스템을 기반으로 한다 (Horsch et al. (1985), Science 227:1229).  A. 투메파시엔스 및 A. 리
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조게네스는 식물 세포를 유전적으로 형질전환시키는 데 유용한 것으로 공지된 식물 병원성 토양 박테리아이다.

A. 투메파시엔스(A. tumefaciens) 및 A. 리조게네스의 Ti 및 Ri 플라스미드는 각각 식물의 유전적 형질전환을

담당하는 유전자를 운반한다 (Kado (1991), Crit. Rev. Plant. Sci. 10:1).  아그로박테리움 벡터 시스템 및

아그로박테리움 매개 유전자 전달 방법에 관한 상세한 내용은 또한 예를 들어,  문헌 [Gruber  et  al.,  상기

문헌], [Miki et al., 상기 문헌], [Moloney et al. (1989) Plant Cell Reports 8:238], 및 미국 특허 번호

4,940,838 및 5,464,763에서 이용가능하다. 

형질전환을 위해 아그로박테리움이 사용되는 경우, 삽입되는 DNA는 전형적으로 중간 벡터 또는 이원 벡터에서[0060]

특수 플라스미드 내로 클로닝된다.  중간 벡터는 그 자체가 아그로박테리움에서 복제될 수 없다.  중간 벡터는

헬퍼  플라스미드  (접합)에  의해  A.  투메파시엔스  내로  전달될  수  있다.   재팬  토바코  슈퍼바이너리(Japan

Tobacco  Superbinary)  시스템은  이러한  시스템의  한  예이다  (문헌  [Komari  et  al.  (2006)  Methods  in

Molecular Biology (K. Wang, ed.) No. 343] [Agrobacterium Protocols, 2
nd
 Edition, Vol. 1, Humana Press

Inc., Totowa, NJ, pp.15-41]; 및 [Komori et al. (2007) Plant Physiol. 145:1155-60])에 의해 리뷰됨).  이

원 벡터는 그 자체로 E. 콜라이(E. coli)와 아그로박테리움, 둘 모두에서 복제될 수 있다.  이원 벡터는 우측

및 좌측 T-DNA 경계 영역에 개재된 선별 마커 유전자 및 링커 또는 폴리링커를 포함한다.  이는 아그로박테리움

내로 직접 형질전환될 수 있다 (Holsters, 1978).  아그로박테리움은 vir 영역을 보유하는 플라스미드를 포함한

다.  Ti 또는 Ri 플라스미드는 또한 T-DNA의 전이에 필요한 vir 영역을 포함한다.  상기 vir 영역은 T-DNA를 식

물 세포 내로 전이시키는 데 필요하다.  추가의 T-DNA를 함유할 수 있다. 

아그로박테리움 투메파시엔스 숙주의 병독성 기능은 세포가 이원 T DNA  벡터 (Bevan  (1984)  Nuc.  Acid  Res.[0061]

12:8711-21) 또는 공동-배양 절차 (Horsch et al. (1985) Science 227: 1229-31)를 이용하여 박테리아에 의해

감염될 때, 유전자 발현 카세트를 함유하는 T-가닥 및 인접한 마커의 식물 세포 DNA 내로의 삽입을 유도할 것이

다.   일반적으로,  아그로박테리움 형질전환 시스템은 쌍자엽 식물을 조작하는 데 이용된다 ([Bevan  et  al.

(1982) Ann. Rev. Genet 16:357-84]; [Rogers et al. (1986) Methods Enzymol. 118:627-41]).  아그로박테리

움 형질전환 시스템은 또한 단자엽 식물 및 식물 세포를 형질전환시킬 뿐만 아니라, 이에 핵산을 전달하는 데

이용될 수 있다.  미국 특허 번호 5,591,616; 문헌 [Hemalsteen et al. (1984) EMBO J 3:3039-41]; [Hooykass-

Van Slogteren et al. (1984) Nature 311:763-4]; [Grimsley et al. (1987) Nature 325:1677-9]; [Boulton et

al. (1989) Plant Mol. Biol. 12:31-40]; 및 [Gould et al. (1991) Plant Physiol. 95:426-34]를 참조할 수

있다. 

본원의 재조합 숙주의 유전자 조작은 표준 재조합 DNA 기술 및 스크리닝을 이용하여 수행될 수 있고, 유전자 조[0062]

작에 적합한 임의의 숙주 세포에서 수행될 수 있다.  일부 실시양태에서, 재조합 숙주 세포는 유전자 변형 및/

또는 재조합 유전자 발현에 적합한 임의의 대두 식물 또는 변종일 수 있다.  일부 실시양태에서, 재조합 숙주는

대두 배선 형질전환체 식물일 수 있다.  본원에 사용된 표준 재조합 DNA 및 분자 클로닝 기술은 관련 기술분야

에 널리 공지되어 있고, 예를 들어, 비제한적으로 문헌 [Sambrook et al. (1989), 상기 문헌]; [Silhavy et

al.  (1984)  Experiments  with  Gene  Fusions,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press,  Cold  Spring  Harbor,

NY]; 및 [Ausubel et al. (1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene  Publishing Assoc. and

Wiley-Interscience, New York, NY]에 기술되어 있다. 

일부 실시양태에서, 대두 식물 조직은 변형된 절반 종자 외식편의 아그로박테리움 매개 방법 (M. Paz, et al.[0063]

(2005), Plant Cell Rep., 25: 206-213) 또는 자엽절 형질전환 방법 (Zeng P., et al., (2004), Plant Cell

Rep.,  22(7):  478-482),  또는  부분  배아의  축이  있는  분할  종자  대두  형질전환  방법  (미국  출원  번호

61/739,349)을 통해 형질전환된다.  상기 방법 중 임의의 것, 또는 임의의 다른 공지된 대두 형질전환 방법을

이용하여, 트랜스진을 바깥 외층 조직 (L1 층)을 포함하는 대두 식물 조직으로 전달되거나, 또는 식물 내의 더

깊은 심층부에 위치하는 하부 조직, 예컨대, 코어 조직 (L2 및 L3 층)으로 전달한다.  외층 조직 (L1 층)은 분

열하여 비-배선 세포를 포함하는 표피 및 기본 조직을 형성할 것이다.  코어 조직은 분열하여 배선 세포를 포함

하는 분열 및 유관속 조직을 형성한다.  오직 형질 전환된 배선 세포를 가지는 트랜스제닉 이벤트만이 트랜스진

을 다음 세대로 전달할 수 있다. 

본 실시양태에서, 형질전환된 세포 집단은 형질전환된 배선 세포 및 형질전환된 비-배선 세포를 포함한다.  분[0064]

열 및 유관속 식물 세포를 포함하는 코어 세포 (L2 및 L3 층)의 형질전환을 위해 트랜스진을 사용하면, 대두 배

선 세포의 형질전환이 이루어진다.  배선 세포는 성숙한 트랜스제닉 식물을 생산하도록 재생될 수 있다 (즉, 배

선 형질전환체). 
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기본 및 외피(dermal) 식물 세포를 포함하는 외층(mantle) 세포 (L1 층)의 형질전환을 위해 트랜스진을 사용하[0065]

면, 대두 비-배선 세포의 형질전환이 이루어진다.  비-배선 세포는 성숙한 트랜스제닉 식물을 생산하도록 재생

되지 못한다 (즉, 비-배선 형질전환체).

본 실시양태에서, 새싹을 형질전환된 세포 집단으로부터 재생시킨다. 식물 새싹은 통상의 기술자에게 널리 공지[0066]

되어 있고, 이는 기생(aerial) 유관속 식물 부분 (줄기, 가지, 눈, 생식 기관, 잎, 및 새싹 유래 구조체, 예컨

대, 가는 줄기, 구경, 근경 또는 괴경을 포함하나, 이에 한정되지 않음), 식물 조직, 및 종자 또는 삽목부로부

터 발생된 식물 세포를 포함한다. 

상기  형질전환  기술  중  임의의  것에  의해  제조되는  형질전환된  대두  식물  세포를  배양하여  형질전환된[0067]

유전자형, 및 이에 따라 원하는 표현형을 보유하는 성숙한 대두 식물을 재생시킬 수 있다.  상기와 같은 재생

기술은 전형적으로 원하는 뉴클레오티드 서열과 함께 도입된 살생물제 및/또는 제초제 마커에 의존하는, 조직

배양  성장  배지  내의  특정  식물  호르몬의  조작에  의존한다.   배양된  원형질체로부터의  식물  재생은  문헌

[Evans, et al., "Protoplasts Isolation and Culture" in Handbook of Plant Cell Culture, pp. 124-176],

[Macmillian  Publishing  Company,  New  York,  1983];  및  [Binding,  Regeneration  of  Plants,  Plant

Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985]에 기술되어 있다.  재생은 또한 식물 캘러스, 외식편,

기관, 화분, 배아 또는 그의 부분으로부터 수득될 수 있다.  상기와 같은 재생 기술은 일반적으로, 문헌 [Klee

et al. (1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486]에 기술되어 있다. 

식물을 재생시키는 방법은 통상의 기술자에게 공지되어 있고, 이는 예를 들어, 문헌 [Plant Cell and Tissue[0068]

Culture, 1994, Vasil and Thorpe Eds. Kluwer Academic Publishers and in: Plant Cell Culture Protocols

(Methods in Molecular Biology 111, 1999 Hall Eds Humana Press)]에서 살펴볼 수 있다.  본원에 기술된 유전

자 변형 대두 식물은 발효 배지에서 배양할 수 있거나, 또는 적합한 배지, 예컨대, 토양에서 성장시킬 수 있다.

일부 실시양태에서, 고등 식물에 적합한 성장 배지는 토양, 모래, 및 뿌리 성장을 지지하는 임의의 다른 미립자

배지 (예컨대, 버미큘라이트, 펄라이트 등) 또는 수경 배양액 뿐만 아니라, 고등 식물의 성장을 용이하게 하는

적합한 광, 물 및 영양 보충제를 포함하나, 이에 한정되지 않는, 식물용 임의의 성장 배지일 수 있다. 

본 실시양태에서, 형질전환된 세포 집단에 의해 생산된 새싹을 단리시킨다.  본원에서 사용되는 바, "단리된"[0069]

또는 "단리시키는"이라는 용어는 제거된 새싹에는 다른 식물 구조 또는 조직이 실질적으로 존재하지 않도록 새

싹을 다른 식물 구조 또는 조직으로부터 제거하는 것을 의미한다.  이로써, 새싹에는 전체적으로 또는 부분적으

로 보통은 조직 배양물 중에서 새싹과 회합되어 있는 다른 성분이 존재하지 않는다. 

본 실시양태에서, 새싹을, 글루포시네이트를 함유하는 선별 발근 배지와 접촉시킨다.  본원에서 사용되는 바,[0070]

 "접촉된" 또는 "접촉시키는"이라는 용어는 단리된 새싹을 선별 발근 배지와 접촉시키는 것을 의미한다.  따라

서, "접촉된" 또는 "접촉시키는" 것을 통해 단리된 새싹은 발근 배지와 물리적으로 매우 근접해 있을 수 있도록

하기 위해 단리된 새싹은 발근 배지와 터치 상태로 있을 수 있다.  추가로, "접촉된" 또는 "접촉시키는" 것을

통해 단리된 새싹은 발근 배지 내에 포매된 상태로 있을 수 있다.  본원에서 사용되는 바, "선별 발근 배지"라

는 용어는 기초 염, 탄소원, 비타민, 미네랄 및 식물의 식물 호르몬을 포함하는 조직 배양 배지를 의미한다.

본 실시양태에서, 식물의 식물 호르몬은 다양한 농도 및 비율로 제공될 수 있고, 여기서, 뿌리 조직은 선별 발

근 배지 상에 배치된 미분화된 세포로부터 발생하고, 증식한다.  본 실시양태에서, 선별 발근 배지는 글루포시

네이트를 함유한다.  본 실시양태에서, 선별 발근 배지는 2,4-D를 함유한다.  

본  실시양태에서,  단리된  재생  새싹을  글루포시네이트의  존재하에서  배양한다.   본원에서  사용되는  바,[0071]

"배양된" 또는 "배양하는"이라는 용어는 식물, 식물 부분, 또는 식물 세포를 의도적으로 조직 배양 조건하에서

성장시키고/거나 (세포 크기, 세포 함량, 및/또는 세포 활성을 증가시키고/거나), 증식시키는 것 (체세포 분열

을 통해 세포수를 증가시키는 것) 의미한다.  본 실시양태에서, 형질전환된 배선 세포에 의해 생산된 단리된 재

생 새싹은 글루포시네이트의 존재하에서 생존가능한 뿌리를 생성한다.  본 실시양태에서, 형질전환된 비-배선

세포에 의해 생산된 단리된 재생 새싹은 글루포시네이트의 존재하에서 생존가능한 뿌리를 생성하지 못한다.  본

원에서 사용되는 바, "생존가능한 뿌리"라는 용어는 선별 발근 배지 내에서 증식할 수 있는 뿌리를 의미한다.

따라서, 생존가능한 뿌리는 선별 발근 및 배지 내에서 조직 재생 및 성장을 수행할 수 있다.  식물 뿌리는 통상

의 기술자에게 널리 공지되어 있고, 지하에 또는 조직 배양 배지 표면 아래에 머물러 있고, 이후에 식물 전역으

로 이동되는 영양분을 얻는 식물 부분 (원뿌리, 이차근, 잔뿌리, 뿌리털, 측근, 근모, 관근, 및 곁뿌리를 포함

하나, 이에 한정되지 않음)을 나타낸다. 

특정 실시양태에서, 비-배선 형질전환체는 갈색인 비-생존가능한 뿌리를 생산한다.  다른 실시양태에서, 비-배[0072]
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선 형질전환체는 검은색인 비-생존가능한 뿌리를 생산한다.  추가 실시양태에서, 비-배선 형질전환체는 어떤 뿌

리 구조체도 생산하지 못한다. 

본 실시양태에서, 새싹이 생존가능한 뿌리를 생성하는지 여부를 검출함으로써 대두 배선 형질전환체로부터 생성[0073]

된 새싹을 확인한다.  본원에서 사용되는 바, "확인된" 또는 "확인하는"이라는 용어는 어떤 식물 새싹(들)이 대

두 배선 형질전환체로부터 생성되었는지를 측정하고, 이들 식물 새싹(들)을, 대두 비-배선 형질전환체로부터 생

성된 다른 식물 새싹(들)으로부터 선별해 내는 것을 의미한다. 

본 개시내용을 사용하여 대두 비-배선 형질전환체, 특히, L1 조직층으로부터 유래된 형질전환체를 포함하는 특[0074]

이적인 트랜스제닉 대두 식물을 확인할 수 있다.  특히, 개시된 대두 형질전환 방법에 의해 제조된 대두 비-배

선 형질전환체는 발생 뿌리를 시각적으로 관찰함으로써 형질전환 과정에서 조기에 확인된다.  특정 실시양태에

서, 비-배선 형질전환체는 갈색인 비-생존가능한 뿌리를 생산한다.  다른 실시양태에서, 비-배선 형질전환체는

검은색인 비-생존가능한 뿌리를 생산한다.  추가 실시양태에서, 비-배선 형질전환체는 어떤 뿌리 구조체도 생산

하지 못한다.  개신된 대두 형질전환 방법에 의해 제조된, L1 조직층 내에 통합된 트랜스진을 포함하는 대두 비

-배선 형질전환체는 상기 트랜스진을 후속 세대의 대두 식물로 전달하지 못한다. 

조작된 식물 물질을 형질전환 DNA 상에 존재하는 마커 유전자에 의해 코딩되는 형질에 대해 선별 또는 스크리닝[0075]

함으로써, 형질전환된 대두 식물 세포, 캘러스, 조직 또는 식물을 확인 및 단리시킬 수 있다.  예를 들어, 선별

은 형질전환 유전자 구축물의 그에 대한 저항성 부여 대상이 되는 항생제 또는 제초제를 억제량으로 함유하는

배지 상에서 조작된 식물 물질을 성장시킴으로써 수행될 수 있다.  추가로, 형질전환된 식물 및 식물 세포는 또

한 재조합 핵산 구축물 상에 존재할 수 있는 임의의 시각적 마커 유전자 (예컨대, β-글루쿠로니다제, 루시페라

제, 또는 gfp 유전자)의 활성에 대해 스크리닝함으로써 확인될 수 있다.  이러한 선별 및 스크리닝 방법은 통상

의 기술자에게 널리 공지되어 있다. 

본 개시내용에 따라 트랜스진을 함유하는 트랜스제닉 대두 식물은 예를 들어, 분자를 포함하는 제1 모체 식물,[0076]

및 제2 모체 식물을 유성 교배하여 복수 개의 제1 자손 식물을 생산함으로써 선택적 육종을 통해 생산될 수 있

다.  이어서, 선별가능한 마커 (예컨대, 본원의 이종성 분자에 의해 그에 대한 저항성이 자손 식물에 부여될 수

있는 글루포시네이트)에 저항성인 제1 자손 식물이 선별될 수 있다.  이어서, 제1 자손 식물을 자가수정시켜 복

수 개의 제2 자손 식물을 생산할 수 있다.  이어서, 선별가능한 마커에 저항성인 제2 자손 식물을 선별할 수 있

다.  이들 단계는 제1 자손 식물 또는 제2 자손 식물의 제2 모체 식물 또는 제3 모체 식물에 대한 역교배를 추

가로 포함할 수 있다. 

또한, 독립적으로 분리된 2개의 부가된 외인성 유전자를 함유하는 후손을 생산하기 위해 2가지 상이한 트랜스제[0077]

닉 대두 식물 또한 교배시킬 수 있다는 것을 이해하여야 한다.  적절한 자손의 자가수분은 부가된 외인성 유전

자 둘 모두에 대하여 동형접합성인 식물을 생산할 수 있다.  영양 번식과 같이, 모체 식물과의 역교배 및 비-트

랜스제닉 식물과의 이종교배 또한 고려된다.  상이한 형질 및 작물에 통상적으로 사용되는 다른 육종 방법들이

관련 기술분야에 공지되어 있다.  역교배 육종은 단순하게 유전되는 고도로 유전가능한 형질에 대한 유전자를

반복친인 바람직한 동형접합성 재배품종 또는 근교계로 전달하는 데 사용되어 왔다.  생성된 식물은 반복친 (예

컨대, 재배품종)의 속성 및 공여자인 모체로부터 전달된 바람직한 형질을 가질 것으로 예상된다.  초기 교배 후

에, 공여자인 모체의 표현형을 보유한 개체를 선별하고, 반복친과 반복적으로 교배 (역교배)한다.  생성되는 모

체는 반복친 (예를 들어, 재배품종)의 속성 및 공여자인 모체로부터 전달되는 바람직한 형질을 가질 것으로 예

상된다.  

트랜스진은 또한 상동성 재조합을 통해 식물 게놈의 미리 결정된 영역 내로 도입될 수 있다.  상동성 재조합을[0078]

통해 식물 세포의 특정 염색체 부위 내에 폴리뉴클레오티드 서열을 안정하게 통합시키는 방법이 관련 기술분야

에 기술되어 있다.  예를 들어, 미국 특허 출원 공개 번호 2009/0111188 A1에 기술된 바와 같은 부위 특이적 통

합은 공여자 폴리뉴클레오티드 서열을 염색체 표적 내로 도입하는 것을 매개하기 위해 레콤비나제 또는 인터그

라제를 사용하는 것을 포함한다.  추가로, 국제 특허 출원 번호 WO 2008/021207에는 게놈의 특정 위치 내에서

하나 이상의 공여자 폴리뉴클레오티드 서열을 안정하게 통합시키기 위한 아연 핑거 매개 상동성 재조합이 기술

되어 있다.  미국 특허 번호 6,720,475에 기술된 바와 같은 레콤비나제, 예컨대, FLP/FRT, 또는 미국 특허 번호

5,658,772에 기술된 바와 같은 CRE/LOX의 사용은 폴리뉴클레오티드 서열을 특정 염색체 부위 내로 안정하게 통

합시키는 데 이용될 수 있다.  최종적으로, 공여자 폴리뉴클레오티드를 특이적 염색체 위치 내로 표적화하기 위

해 메가뉴클레아제를 사용하는 것은 문헌 [Puchta et al., PNAS USA 93 (1996) pp. 5055-5060]에 기술되었다. 

식물 세포 내의 부위 특이적 통합을 위한 다른 다양한 방법은 일반적으로 공지되어 있고 적용가능하다 (Kumar[0079]
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et al., Trends in Plant Sci. 6(4) (2001) pp. 155-159).  추가로, 수개의 원핵 및 하등 진핵 유기체에서 확

인된 부위 특이적 재조합 시스템은 식물에서의 사용을 위해 적용될 수 있다.  이러한 시스템의 예로는 효모 자

이고사카로미세스  로욱시이(Zygosaccharomyces  rouxii)의  pSR1  플라스미드로부터의  R/RS  레콤비나제  시스템

(Araki  et  al.  (1985)  J.  Mol.  Biol.  182:  191-203),  및 파지 Mu의 Gin/gix  시스템 (Maeser  and  Kahlmann

(1991) Mol. Gen. Genet. 230: 170-176)을 포함하나, 역시 이에 한정되지는 않는다.

본원에 개시된 일부 실시양태에서, 형질전환은 아그로박테리움 형질전환, 바이오리스틱스, 인산칼슘 형질전환,[0080]

폴리브렌 형질전환, 원형질체 융합 형질전환, 전기천공 형질전환, 초음파 형질전환, 리포솜 형질전환, 미세주사

형질전환, 네이키드 DNA 형질전환, 플라스미드 벡터 형질전환, 바이러스 벡터 형질전환, 탄화규소 매개 형질전

환, 에어로졸 비밍 형질전환, 또는 PEG 형질전환으로 이루어진 군으로부터 선택되는 형질전환 방법을 이용한다.

일부 실시양태에서, 형질전환은 아그로박테리움 형질전환 방법을 이용한다. 

본원에 기술된 일부 실시양태에서, 대두 식물의 세포 집단은 대두 식물 조직을 포함한다.  다른 실시양태에서,[0081]

대두 식물 조직은 L2/L3 조직층 또는 L1 조직층이다.  일부 실시양태에서, L2/L3 조직층은 배선 세포를 포함한

다.  일부 실시양태에서, L1 조직층은 비-배선 세포를 포함한다.

또 다른 실시양태에서, L2/L3 조직층은 분열 대두 식물 조직, 뿌리 대두 식물 조직, 및 유관속 대두 식물 조직[0082]

으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  분열 조직은 정단 분열조직, 1차 분열조직, 또는 측생 분열조직을 포함한

다.  이러한 미분화된 조직은 미분화 조직은 식물 조직의 성장 또는 수복을 위해 사용되는 새로운 세포의 분열

을 거치고, 활발히 분열하는 세포의 구역으로서 특징화된다.  세포 분열은 오직 분열 조직에서만 일어난다.  경

정에 위치하는 정단 분열조직이 새싹 신장에 직접 관여한다.  측생 분열조직, 예컨대, 유관속 분열조직은 내부

성장에 관여한다.  측생 분열조직 세포는 식물의 확립된 줄기를 둘러싸고, 이를 측면으로 성장시킨다.  유관속

조직은  유조직  세포,  후막조직  세포,  섬유  세포,  및  수송에  관여하는  다른  세포  (예컨대,  물관,  헛물관,

물관부, 또는 체관부)로 이루어진 분화된 세포의 혼합물이다.  이러한 유형의 세포는 유체, 예컨대, 물 및 영양

소를 식물 세포 내부로 수송한다. 

추가의 또 다른 실시양태에서, L1 조직층은 외피 대두 식물 조직, 기본 대두 식물 조직, 및 외층 대두 식물 조[0083]

직으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  외피 및 기본 조직은 유조직 세포, 후막조직 세포, 및 후각조직 세포로

구성된 비-분열조직 (비-분할조직)이다.  외피 조직은 식물 잎, 뿌리, 줄기, 열매 또는 종자의 최외각 세포 층

을 포함한다.  기본 조직은 유조직 세포, 후막조직 세포, 엽록조직, 및 후각조직 세포로 구성된 단순, 비-분열

조직이다.  이러한 세포 유형은 일반적으로 줄기의 수(pith) 및 피층을 형성한다.

일부 실시양태에서, 분열 대두 식물 조직은 정단 분열조직, 1차 분열조직, 또는 측생 분열조직 중 하나 이상의[0084]

것을 포함한다.  다른 실시양태에서, 유관속 대두 식물 조직은 물관부 또는 체관부로 이루어진 군으로부터 선택

된다.  또 다른 실시양태에서, 외피 대두 식물 조직은 표피를 포함한다.  추가의 또 다른 실시양태에서, 외피

대두 식물 조직은 주피를 포함한다. 

일부 실시양태에서, 트랜스진은 1개 이상의 유전자 발현 카세트 내에 함유되어 있다.  트랜스진을 포함하는 유[0085]

전자 발현 카세트를 식물 내로 도입시키는 데 널리 이용되는 방법은 앞서 기술된 바와 같이 아그로박테리움의

천연 형질전환 시스템을 기반으로 한다.  일부 실시양태에서, 유전자 발현 카세트는 선별가능한 마커 유전자를

포함한다.   일부 실시양태에서,  선별가능한 마커 유전자는 포스피노트리신 아세틸 트랜스퍼라제 유전자이다.

다른 실시양태에서, 유전자 발현 카세트는 형질 유전자를 포함한다.  일부 실시양태에서, 유전자 발현 카세트는

RNAi 유전자를 포함한다. 

한 실시양태에서, 선별제는 글루포시네이트를 포함한다.  글루포시네이트  (DL-포스피노트리신)는 광범위한 스[0086]

펙트럼의 일년생 및 다년생 목초 및 활엽 잡초를 방제하는 비-선별적인 접촉성 제초제이다.  글루포시네이트는

글루타민  신테타제  억제제이고,  글루타민  신테타제  효소  내의  글루타메이트  부위와  비가역적으로  결합한다.

pat 및 dsm-II 유전자에 의해 부여되는 글루포시네이트에 대한 내성을 통해 효과적인 제초제 저항성 관리 전략

법의 일부로서의 추가의 작용 모두를 사용할 수 있다.  글루포시네이트 제초제는 또한 제초제 내성 식물을 선별

하여 종자 형질 순도를 유지시키기 위한 선별제로서 육종장에서 사용될 수 있다.   글루포시네이트는 리버티

(LIBERTY)®, 바스타(BASTA)®, 및 이그나이트(IGNITE)®라는 상표명 하에 상업적으로 판매될 수 있다.  일부

실시양태에서, 선별 발근 배지 내의 글루포시네이트 농도는 1.0 mg/L 이상이다.  다른 실시양태에서, 선별 발근

배지 중의 글루포시네이트 농도는 1.0 mg/L 내지 10.00 mg/L이다.  또 다른 실시양태에서, 선별 발근 배지 중의

글루포시네이트 농도는 1.0 mg/L 내지 6.0 mg/L이다.  추가의 또 다른 실시양태에서, 선별 발근 배지 중의 글루

포시네이트 농도는 1.0 mg/L이다.
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한 실시양태에서, 선별제는 2,4-디클로로페녹시아세트산 (2,4-D)을 포함한다.  대부분의 통년성 목초는 2,4-D에[0087]

대하여 내성을 띠기 때문에, 2,4-D의 적용은 주로 활엽 잡초를 방제하는 데 사용된다.  대부분의 2,4-D 제제는

식물의 엽면부에 적용되고, 식물 조직 전역으로 흡수되고, 이동된다.  aad-1 및 aad-12 유전자에 의해 부여되는

2,4-D에 대한 내성을 통해 효과적인 제초제 저항성 관리 전략법의 일부로서의 추가의 작용 방식을 사용할 수 있

다.  2,4-D는 위다르64(WEEDAR  64)®, 바레이지(BARRAGE)®, 및 프론트라인(FRONTLINE)®이라는 상표명 하에

상업적으로 판매될 수 있다.  일부 실시양태에서, 선별 발근 배지 내의 2,4-D 농도는 2.0 mg/L 이상이다.  다른

실시양태에서, 선별 발근 배지 중의 2,4-D 농도는 2.0 mg/L 내지 120.0 mg/L이다.  

다양한 실시양태에서, 선별 발근 배지는 기초 염, 비타민, 미네랄, 및 탄소원을 포함한다.  일부 실시양태에서,[0088]

발근 배지 중 기초 염은 겜보르그스(Gamborg's) B-5 기초 염 (Gamborg, O.L., et al., Nutrient requirements

of  suspension  cultures  of  soybean  root  cells.  Exp.  Cell  Res.  50,151-158  (1968)),  쉥크 &  힐데브란트

(Schenk  &  Hildebrandt)  기초  염  (Schenk,  R.U.,  and  Hildebrandt  A.C.,  Medium  and  techniques  for

induction and growth of monocotyledonous and dicotyledonous plant cell 50(1): 199-204 (1972)), 화이츠

(White's) 기초 염 (White, P.R., The Cultivation of Animal and Plant Cells, 2nd edition, Ronald Press,

New York (1963)), Chu (N6) 기초 염 (Chu, C.C., et al., Establishment of an efficient medium for anther

culture  of  rice,  through  comparative  experiments  on  the  nitrogen  sources  Scientia  Sin.  18,659-66  8

(1975)),  DKW/쥬글란스(Juglans)  기초  염  (Driver,  J.A.,  and  Kuniyuki,  A.H.,  In  vitro  propagation  of

Paradox  walnut  Juglans  hindsii  x  Juglans  regia  rootstock.  HortScience  19,  507-509),  호글랜드즈 넘버

2(Hoagland's  No.2)  기초  염  (Hoagland,  D.R.,  and  Arnon,  D.I.,  The  water-culture  method  for  growing

plants without soil Univ. Calif. Coll. Agric. Exp. Sta. Circ. Berkeley,CA 347-353 (1938)), 무라시게 &

스크구(Murashige & Skoog) 기초 염 (Murashige, T., and Skoog, F., A revised medium for rapid growth and

bioassays with tobacco tissue cultures Physiol. Plant. 15,473-497 (1962)), 및 그의 조합물을 포함한다. 

한 실시양태에서, 기초 염은 무라시게 & 스크구 기초 염이다.  또 다른 실시양태에서, 비타민은 겜보르그스 B-5[0089]

비타민, MEM 비타민, 무라시게 & 스크구 비타민, 쉥크 & 힐데브란트 비타민, 및 그의 조합물로 이루어진 군으로

부터 선택된다.  추가의 또 다른 실시양태에서, 비타민은 겜보르그스 B-5 비타민이다.  

다양한 실시양태에서, 발근 배지 중 탄소원으로는 글루코스, 덱스트로스, 만노스, 프럭토스, 갈락토스, 글루쿠[0090]

로네이트, 락토스, 또는 글리세롤을 포함한다.  추가의 실시양태에서, 액체 배지 중에 사용되는 비타민은 겜보

르그스  B-5  비타민 (Gamborg,  O.L.,  et  al.,  Nutrient  requirements  of  suspension  cultures  of  soybean

root cells. Exp. Cell Res. 50,151-158 (1968)), MEM 비타민 (시그마-알드리치(Sigma-Aldrich: 미국 미주리주

세인트 루이스)),  무라시게 & 스크구 비타민 (Murashige,  T.,  and  Skoog,  F.,  A  revised  medium  for  rapid

growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Physiol. Plant. 15,473-497 (1962)), 또는 쉥크 & 힐

데브란트 비타민 (Schenk, R.U., and Hildebrandt A.C., Medium and techniques for induction and growth of

monocotyledonous and dicotyledonous plant cell 50(1): 199-204 (1972))을 포함한다.  다른 실시양태는 미네

랄, 항미생물성 화합물, 호르몬, 선별제, 염, 아미노산, 제2 기초 염, 제2 탄소원, 및/또는 제2 비타민을 포함

하는 발근 배지를 제공한다.  마지막으로, 본 대상 개시내용의 실시양태는 액체 또는 고체 형태의 발근 배지를

제공한다.  조성물을 고형화시키기 위해 아가 또는 피타겔(PHYTAGEL)™ (시그마-알드리치: 미국 미주리주 세인

트 루이스)을 발근 배지에 첨가할 수 있다.  다양한 농도의 아가 또는 피타겔™을 도입시킬 수 있고, 이는 통상

의 기술자에게 공지되어 있다.  한 실시양태에서, 탄소원은 수크로스이다. 

특정 실시양태에서, 선별 발근 배지는 액체 배지이다.  다른 실시양태에서, 선별 발근 배지는 고체 배지이다.[0091]

본 개시내용의 또 다른 실시양태에서, 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 제2의 방법을 제공[0092]

한다.  본 방법은 a) 대두 식물의 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키는 단계로서, 여기서, 형질전환된 세

포 집단은 형질전환된 배선 세포 및 형질전환된 비-배선 세포를 포함하는 것인 단계; b) 형질전환된 세포 집단

으로부터 새싹을 재생시키는 단계; c) 형질전환된 세포 집단에 의해 생산된 새싹을 단리시키는 단계; d) 단리된

재생 새싹을 선별 발근 배지에 가하는 단계로서, 여기서, (i) 형질전환된 배선 세포에 의해 생산된, 가해진 단

리 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생성하고, (ii) 형질전환된 비-배선 세포에 의해 생산된, 가해진 단리 재생

새싹은 생존가능한 뿌리를 생성하지 못하는 것인 단계; 및 e) 새싹이 생존가능한 뿌리를 생성하는지 여부를 검

출함으로써 대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 단계를 포함한다.  대두 배선 형질전환체로부

터 생성된 새싹을 확인하는 방법의 앞서 기술된 실시양태 또한 본원에 기술된 대두 배선 형질전환체로부터 생성

된 새싹을 확인하는 제2의 방법에 적용가능하다. 
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본 개시내용의 추가의 또 다른 실시양태에서, 대두 배선 형질전환체를 확인하는 방법을 제공한다.  본 방법은[0093]

a) 대두 식물의 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키는 단계; b) 트랜스진을 포함하는 형질전환된 대두 식물

의 세포 집단으로부터 새싹을 재생시키는 단계; c) 트랜스진을 포함하는 형질전환된 대두 식물의 세포 집단으로

부터 재생 새싹을 단리시키는 단계; d) 단리된 재생 새싹을 하나 이상의 선별제를 포함하는 발근 배지와 접촉시

키는 단계; 및 e) 생존가능한 뿌리를 생산하기 위해 단리된 재생 새싹을 발근 배지 상에서 배양하는 단계로서,

여기서, 생존가능한 뿌리 생산을 통해 대두 배선 형질전환체를 확인하는 것인 단계를 포함한다.  대두 배선 형

질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 방법의 앞서 기술된 실시양태 또한 본원에 기술된 대두 배선 형질전환

체를 확인하는 방법에 적용가능하다. 

본 개시내용의 또 다른 실시양태에서, 대두 배선 형질전환체 또는 대두 비-배선 형질전환체를 제조하는 방법을[0094]

제공한다.  본 방법은 선별제를 포함하는 발근 배지 중에서 하나 이상의 재생 새싹을 배양하는 단계로서, 여기

서, 하나 이상의 재생 새싹은 트랜스진으로 형질전환된 대두 세포 집단으로부터 단리된 것이고, 여기서, 대두

비-배선 형질전환체를 포함하는 하나 이상의 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생산하지 못하고, 대두 배선 형질

전환체를 포함하는 하나 이상의 재생 새싹은 생존가능한 뿌리를 생산하는 것인 단계를 포함한다.  대두 배선 형

질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 방법 및 대두 배선 형질전환체를 확인하는 방법의 앞서 기술된 실시양

태 또한 본원에 기술된 대두 배선 형질전환체 또는 대두 비-배선 형질전환체를 제조하는 방법에 적용가능하다. 

본 개시내용의 추가의 또 다른 실시양태에서, 형질전환된 비-배선 대두 세포 집단으로부터의 생존가능한 뿌리[0095]

생산을 방지하는 방법을 제공한다.  본 방법은 a) 대두 세포 집단을 트랜스진으로 형질전환시키고, 여기서, 형

질전환된 대두 세포 집단은 형질전환된 배선 대두 세포 집단 및 형질전환된 비-배선 대두 세포 집단을 포함하는

것인 단계; b) 형질전환된 대두 세포 집단으로부터 하나 이상의 새싹을 재생시키는 단계; c) 형질전환된 대두

세포 집단으로부터 생산된 하나 이상의 재생 새싹을 단리시키는 단계; d) 하나 이상의 단리된 재생 새싹을, 선

별제를 포함하는 발근 배지와 접촉시키는 단계; 및 e) 하나 이상의 단리된 재생 새싹을 발근 배지 상에서 배양

하는 단계로서, 여기서, (i) 형질전환된 배선 대두 세포의 하나 이상의 단리된 재생 새싹은 선별제를 포함하는

발근 배지의 존재하에서 생존가능한 뿌리를 생산하고, (ii) 형질전환된 비-배선 대두 세포의 하나 이상의 단리

된 재생 새싹은 선별제를 포함하는 발근 배지의 존재하에서 생존가능한 뿌리 생산을 방지하는 것인 단계를 포함

한다.  대두 배선 형질전환체로부터 생성된 새싹을 확인하는 방법, 대두 배선 형질전환체를 확인하는 방법, 및

대두 배선 형질전환체 또는 대두 비-배선 형질전환체를 제조하는 방법의 앞서 기술된 실시양태 또한 본원에 기

술된 형질전환된 비-배선 대두 세포 집단으로부터의 생존가능한 뿌리 생산을 방지하는 방법에 적용가능하다. 

IV. 작물학적 형질을 코딩하는 서열[0096]

본원의 일부 실시양태는 유전자 발현 카세트를 포함하는 폴리펩티드를 코딩하는 트랜스진을 제공한다.  상기 트[0097]

랜스진은 트랜스제닉 대두 식물을 제조하기 위한 임의의 매우 다양한 적용에서 유용할 수 있다.  유전자 발현

카세트를 포함하는 트랜스진의 특정한 예는 본원의 예시적 목적을 위해 제공되고, 형질 유전자, RNAi 유전자 또

는 선별가능한 마커 유전자를 포함하는 유전자 발현을 포함한다.  

대두 식물에서의 발현을 위해 유전자를 조작할 때, 유망한 숙주 식물(들)의 코돈 편향성은 예를 들어, 식물 게[0098]

놈의 코돈 분포 또는 다양한 식물 유전자의 단백질 코딩 영역에 대한 정보를 찾기 위해 공개적으로 이용가능한

DNA 서열 데이터베이스를 이용함으로써 결정될 수 있다. 

식물 발현을 위한 핵산에서 코딩 영역을 디자인할 때, 식물이 선호하는 1차 ("제1 선택") 코돈이 결정되어야 할[0099]

뿐만 아니라, 다중 선택이 존재할 때, 바람직한 코돈의 제2, 제3, 제4 등의 선택이 결정되어야 한다.  이어서,

동일한 펩티드의 아미노산 서열을 코딩하는 새로운 DNA 서열이 디자인될 수 있지만, 새로운 DNA 서열은 아미노

산 서열 내의 각 위치에서 아미노산을 명시하기 위한 식물 (제1의 바람직한, 제2의 바람직한, 제3의 바람직한

또는 제4의 바람직한 것 등) 코돈의 치환에 의해 원래의 DNA 서열과 달라진다.  

이어서, 새로운 서열은 변형에 의해 생성될 수 있는 제한 효소 부위에 대해 분석될 수 있다.  확인된 부위는 코[0100]

돈을 제1, 제2, 제3, 또는 제4의 선택된 바람직한 코돈으로 교체함으로써 추가로 변형될 수 있다.  관심 유전자

의 전사 또는 번역에 영향을 줄 수 있는 서열 내의 다른 부위는 스템 루프 구조, 엑손:인트론 연결부 (5' 또는

3'), 폴리 A 부가 신호, 및 RNA 폴리머라제 종결 신호이고; 이들 부위는 식물 코돈의 치환에 의해 제거될 수 있

다.  서열은 TA 또는 CG 이중염기의 빈도가 감소되도록 추가로 분석 및 변형될 수 있다. 이중염기 이외에, 동일

한 약 6개 초과의 잔기를 가지는 G 또는 C 서열 블록이 서열의 전사 또는 번역에 영향을 미칠 수 있다.  그러므

로, 이들 블록은 제1 또는 제2 선택 코돈 등을 다음의 바람직한 선택 코돈으로 교체함으로써 변형될 수 있다.
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일단 최적화된 (예컨대, 식물 최적화된) DNA 서열을 종이 상에서, 또는 인 실리코 방식으로 디자인하고 나면,[0101]

실제 DNA 분자를 서열이 디자인된 서열에 정확하게 상응하도록 실험실에서 합성할 수 있다.  상기 합성 핵산 분

자/분자들은 마치 이들이 천연 또는 본래 공급원으로부터 유래된 것처럼 정확하게 클로닝되고, 다르게는 조작될

수 있다. 

본원에서 핵산은 복제 및/또는 발현을 위해 원핵 또는 진핵 세포 내로의 형질전환을 위해 벡터 내로 클로닝될[0102]

수 있다.  벡터는 원핵 벡터; 예를 들어, 플라스미드, 또는 셔틀 벡터, 곤충 벡터, 또는 진핵 벡터일 수 있다.

본원에서  핵산은  또한  예를  들어,  식물  세포로의  투여를  위해  발현  벡터  내로  클로닝될  수  있다.  특정

용도에서, E. 콜라이에서 기능적인 (예컨대, 항체를 생성하기 위한 단백질의 생산, DNA 서열 분석, 삽입체의 구

축, 다량의 핵산 획득) 벡터를 가지는 것이 바람직할 수 있다. 

한 실시양태에서, 발현시키고자 하는 트랜스진을 본 대상 출원에서 개시한다.  유전자 발현 카세트는 선별가능[0103]

한 마커 유전자, 형질 유전자, 또는 RNAi 유전자를 포함할 수 있다.  선별가능한 마커 유전자, 형질 유전자 및

RNAi 유전자의 예는 하기에 추가로 제공된다.  본 출원에 개시된 방법은 이들이 트랜스진의 단백질 생성물의 특

정 기능 또는 다른 기능에 의존하지 않는 배선 형질전환체를 선택하는 방법을 제공한다는 점에서 유리하다. 

해충 또는 질환에 대한 저항성을 부여하는 트랜스진 또는 코딩 서열 [0104]

(A) 식물 질환 저항성 유전자.  식물 방어는 종종, 식물 내의 질환 저항성 유전자 (R)의 생성물과 병원체 내의[0105]

상응하는 비병독성 (Avr) 유전자의 생성물 간의 특이적인 상호작용에 의해 활성화된다.  식물 변종을 클로닝된

저항성 유전자로 형질전환시켜, 특이적 병원체 균주에 대해 저항성인 식물을 조작할 수 있다.  상기 유전자의

예로는 클라도스포리움 풀붐(Cladosporium fulvum)에 대한 저항성을 위한 토마토 Cf-9 유전자 (Jones et al.,

1994 Science 266:789), 슈도모나스 시린가에(Pseudomonas syringae) pv. 토마토에 대한 저항성을 위한 단백질

키나제를 코딩하는 토마토 Pto 유전자 (Martin et al., 1993 Science 262:1432), 및 슈도모나스 시린가에에 대

한 저항성을 위한 아라비돕시스(Arabidopsis) RSSP2 유전자 (Mindrinos et al., 1994 Cell 78:1089)를 포함한

다. 

(B) 바실루스 투린기엔시스(Bacillus thuringiensis) 단백질, 그의 유도체 또는 그 위에 모델링된 합성 폴리펩[0106]

티드, 예컨대, Bt δ-내독소 유전자 (Geiser et al., 1986 Gene 48:109) 및 식물 성장과 관계된 살충성 (VIP)

유전자 (예컨대, 문헌 [Estruch et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:5389-94] 참조)의 뉴클레오티드 서

열.  또한, δ-내독소 유전자를 코딩하는 DNA 분자는 ATCC 수탁 번호 40098, 67136, 31995 및 31998 하에 아메

리칸 타입 컬쳐 콜렉션(American Type Culture Collection) (미국 메릴랜드주 록빌)으로부터 구입할 수 있다. 

(C) 렉틴, 예컨대, 수개의 클리비아 미니아타(Clivia miniata) 만노스-결합 렉틴 유전자의 뉴클레오티드 서열[0107]

(Van Damme et al., 1994 Plant Molec. Biol. 24:825). 

(D) 곤충 해충에 대한 살유충제로서 유용한 비타민 결합 단백질, 예컨대, 아비딘 및 아비딘 동족체.  미국 특허[0108]

번호 5,659,026을 참조할 수 있다.

(E) 효소 억제제, 예컨대, 프로테아제 억제제 또는 아밀라제 억제제.  이러한 유전자의 예는 벼 시스테인 프로[0109]

테이나제 억제제 (Abe et al., 1987 J. Biol. Chem. 262: 16793), 담배 프로테이나제 억제제 I (Huub et al.,

1993  Plant  Molec.  Biol.  21:985),  및  α-아밀라제  억제제  (Sumitani  et  al.,  1993  Biosci.  Biotech.

Biochem. 57: 1243)를 포함한다. 

(F) 곤충 특이적 호르몬 또는 페로몬, 예컨대, 엑디스테로이드 및 유충 호르몬, 그의 변이체, 그에 기초한 모방[0110]

체, 또는 그의 길항제 또는 효능제, 예컨대, 유충 호르몬의 불활성인자인, 클로닝된 유충 호르몬 에스터라제의

바큘로바이러스(baculovirus) 발현 (Hammock et al., 1990 Nature 344:458). 

(G) 발현시에 이환된 해충의 생리를 붕괴시키는 곤충 특이적 펩티드 또는 뉴로펩티드 (J. Biol. Chem. 269:9).[0111]

상기 유전자의 예는 곤충 이뇨 호르몬 수용체 (Regan, 1994), 디플로프테라 푼크타타(Diploptera punctata)에서

확인된 알로스타틴 (Pratt, 1989), 및 곤충 특이적, 마비성 신경독소 (미국 특허 번호 5,266,361)를 포함한다. 

(H)  뱀, 말벌 등에 의해 자연에서 생산된 곤충 특이적 독, 예컨대, 전갈 곤충독성 펩티드 (Pang, 1992 Gene[0112]

116: 165). 

(I) 모노테르펜, 세스퀴테르펜, 스테로이드, 히드록삼산, 페닐프로파노이드 유도체 또는 살충 활성이 있는 또[0113]

다른 비-단백질 분자의 과축적을 담당하는 효소. 
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(J) 생물학상 활성 분자의 변형 (번역 후 변형 포함)에 관여하는 효소; 예를 들어, 천연이든지 합성이든지에 그[0114]

에 상관없이, 당분해 효소, 단백질분해 효소, 지질분해 효소, 뉴클레아제, 시클라제, 트랜스아미나제, 에스터라

제, 히드롤라제, 포스파타제, 키나제, 포스포릴라제, 폴리머라제, 엘라스타제, 키티나제 및 글루카나제.  상기

유전자의 예로는 칼라스 유전자 (PCT 공개 출원 WO93/02197), 키티나제 코딩 서열 (이는 예를 들어, 수탁 번호

3999637 및 67152 하에 ATCC로부터 수득할 수 있음), 담배 구충 키티나제 (Kramer et al., 1993 Insect Molec.

Biol. 23:691), 및 파슬리 ubi4-2 폴리유비퀴틴 유전자 (Kawalleck et al., 1993 Plant Molec. Biol. 21:673)

를 포함한다.

(K)  신호 전달을 자극하는 분자.   상기 분자의 예로는 녹두 칼모둘린 cDNA  클론에 대한 뉴클레오티드 서열[0115]

(Botella  et  al.,  1994  Plant  Molec.  Biol.  24:757)  및  옥수수  칼모둘린  cDNA  클론의 뉴클레오티드 서열

(Griess et al., 1994 Plant Physiol. 104:1467)을 포함한다. 

(L) 소수성 모멘트 펩티드.  미국 특허 번호 5,659,026 및 5,607,914 참조; 후자는 질병 저항성을 부여하는 합[0116]

성 항미생물성 펩티드를 교시한다. 

(M) 채널 형성자 또는 채널 차단자인 막 퍼미아제, 예컨대, 트랜스제닉 담배 식물이 슈도모나스 솔라나세아룸[0117]

(Pseudomonas solanacearum)에 대해 저항성이 되도록 하는 세크로핀-β 용해성 펩티드 유사체 (Jaynes et al.,

1993 Plant Sci. 89:43). 

(N) 바이러스 침습성 단백질 또는 그로부터 유래된 복합 독소.  예를 들어, 바이러스 코트 단백질이 형질전환된[0118]

식물 세포에 축적되는 것은, 코트 단백질 유전자의 유래 기점이 되는 바이러스에 의해, 그뿐만 아니라, 관련 바

이러스에 의해 유발된 바이러스 감염 및/또는 질환 발생에 대한 저항성을 부여한다.  코트 단백질 매개 저항성

은 알팔파 모자이크 바이러스, 오이 모자이크 바이러스, 담배 줄무늬 바이러스, 감자 바이러스 X, 감자 바이러

스 Y, 담배 식각 바이러스, 담배 얼룩 바이러스 및 담배 모자이크 바이러스에 대항하여 형질전환된 식물에 부여

되어 왔다. 예를 들어, 문헌 [Beachy et al. (1990) Ann. Rev. Phytopathol. 28:451]을 참조할 수 있다. 

(O) 곤충-특이적 항체 또는 그로부터 유래하는 면역독소.  따라서, 곤충 소화관에서의 결정적 대사 기능을 표적[0119]

화하는 항체는, 손상된 효소를 불활성화시켜 곤충을 사멸시킬 것이다.  예를 들어, 문헌 [Taylor et al. (1994)

Abstract #497, Seventh Int'l. Symposium on Molecular Plant-Microbe Interactions]은 단일 쇄 항체 단편의

생성을 통한 트랜스제닉 담배에서 효소적 불활성화를 보여준다. 

(P) 바이러스 특이적 항체.  예를 들어, 재조합 항체 유전자를 발현하는 트랜스제닉 식물이 바이러스 공격으로[0120]

부터 보호된다는 것을 보여주는 문헌 [Tavladoraki et al. (1993) Nature 266:469]를 참조할 수 있다. 

(Q) 병원체 또는 기생충에 의해 자연에서 생산되는 발생 정지 단백질.  따라서, 진균성 엔도 α-1,4-D 폴리갈락[0121]

투로나제는 식물 세포벽 호모-α-1,4-D-갈락투로나제를 가용화시킴으로써 진균성 콜로니화 및 식물 영양분 방출

을 촉진한다 ( (Lamb et al., 1992)  Bio/Technology 10: 1436).  콩 엔도폴리갈락투로나제 억제성 단백질을

코딩하는 유전자의 클로닝 및 특징화는 문헌 [Toubart et al. (1992 Plant J. 2:367)]에 기술되어 있다. 

(R) 식물에 의해 자연에서 생산되는 발생 정지 단백질, 예컨대, 진균성 질환에 대한 저항성을 증가시키는 보리[0122]

리보솜-불활성화 유전자 ((Longemann et al., 1992). Bio/Technology 10:3305). 

(S) RNA 분자가 표적 유전자의 발현을 억제시키는 데 사용되는 것인 RNA 간섭.  한 예에서 RNA 분자는 부분 또[0123]

는 완전 이중 가닥이고, 이는 침묵화 반응을 일으켜 dsRNA를 소형 간섭 RNA로 절단한 후, 이어서, 상동성 mRNA

를  파괴하는  표적화  복합체  내로  도입된다.   예컨대,  미국  특허  6,506,559  (Fire  et  al.);  미국  특허

6,573,099 (그라함(Graham) 등)를 참조할 수 있다. 

제초제에 대한 저항성을 부여하는 유전자 [0124]

(A) 생장점 또는 분열조직을 억제하는 제초제, 예컨대, 이미다잘리논, 술폰아닐리드 또는 술포닐우레아 제초제[0125]

에 대한 저항성 또는 내성을 코딩하는 유전자.  이 범주 내의 예시적인 유전자는 AHAS 효소 (Miki et al., 1990

Theor. Appl. Genet. 80:449)로도 공지된 돌연변이체 ALS 효소 (Lee et al., 1988 EMBOJ. 7:1241)를 코딩한다. 

(B) 돌연변이체 EPSP 신타제 및 aroA 유전자에 의해, 또는 유전자, 예컨대, GAT (글리포세이트 아세틸트랜스퍼[0126]

라제) 또는 GOX (글리포세이트 옥시다제) 및 다른 포스포노 화합물, 예컨대, 글루포시네이트 (pat 및 bar 유전

자; DSM-2), 및 아릴옥시페녹시프로피온산 및 시클로헥산디온 (ACCase 억제제 코딩 유전자)의 대사 불활성화를

통해 부여된 글리포세이트에 대한 저항성 또는 내성을 코딩하는 하나 이상의 추가의 유전자.  예를 들어, 글리

포세이트  저항성을  부여할  수  있는  EPSP의  형태의  뉴클레오티드  서열을  개시하고  있는  미국  특허  번호
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4,940,835를 참조할 수 있다.  돌연변이체 aroA 유전자를 코딩하는 DNA 분자는 ATCC 수탁 번호 39256 하에 수득

할 수 있고, 돌연변이체 유전자의 뉴클레오티드 서열은 미국 특허 번호 4,769,061에 개시되어 있다.  유럽 특허

출원 번호 0 333 033 및 미국 특허 번호 4,975,374는 제초제, 예컨대, L-포스피노트리신에 대한 저항성을 부여

하는 글루타민 신테타제 유전자의 뉴클레오티드 서열을 개시한다.  포스피노트리신아세틸-트랜스퍼라제 유전자

의  뉴클레오티드  서열은  유럽  출원  번호  0  242  246에  제공된다.   문헌  [De  Greef  et  al.  (1989),

Bio/Technology 7:61]에는 포스피노트리신 아세틸 트랜스퍼라제 활성을 코딩하는 키메라 bar 유전자를 발현하는

트랜스제닉 식물의 생산이 기술되어 있다.  아릴옥시페녹시프로피온산 및 시클로헥산디온, 예컨대, 세톡시딤 및

할옥시포프에 대한 저항성을 부여하는 예시적인 유전자는 문헌 [Marshall et al. (1992) Theor. Appl. Genet.

83:435]에 기술된 Accl-S1, Accl-S2 및 Accl-S3 유전자이다.

(C) 광합성을 억제하는 제초제, 예컨대, 트리아진 (psbA 및 gs+ 유전자) 및 벤조니트릴 (니트릴라제 유전자)에[0127]

대한 저항성 또는 내성을 코딩하는 유전자.  문헌 [Przibilla et al. (1991) Plant Cell 3: 169]에는 돌연변이

체 psbA 유전자를 코딩하는 플라스미드를 사용하여 클라미도모나스(Chlamydomonas)를 형질전환시키는 것이 기술

되어 있다.  니트릴라제 유전자에 대한 뉴클레오티드 서열은 미국 특허 번호 4,810,648에 개시되어 있고, 이들

유전자를 함유하는 DNA 분자는 ATCC 수탁 번호 53435, 67441 및 67442 하에 이용가능하다.  글루타티온 S-트랜

스퍼라제를 코딩하는 DNA의 클로닝 및 발현은 문헌 [Hayes et al. (1992), Biochem. J. 285:173]에 기술되어

있다.

(D) 파라-히드록시페닐피루베이트 (HPP)를 호모겐티세이트로 형질전환시키는 반응을 촉매화하는 효소인 히드록[0128]

시페닐피루베이트 디옥시게나제 (HPPD)와 결합하는 제초제에 대한 저항성 또는 내성을 코딩하는 유전자.  이는

제초제, 예컨대, 이속사졸 (EP418175,  EP470856,  EP487352,  EP527036,  EP560482,  EP682659,  미국 특허 번호

5,424,276), 특히, 옥수수에 대한 선택적 제초제인 이속사플루톨, 디케토니트릴 (EP496630, EP496631), 특히,

2-시아노-3-시클로프로필-1-(2-SO2CH3-4-CF3  페닐)프로판-1,3-디온  및  2-시아노-3-시클로프로필-1-(2-SO2CH3-

4-2,3Cl2페닐)프로판-1,3-디온, 트리케톤 (EP625505, EP625508, 미국 특허 번호 5,506,195), 특히, 술코트리온

및 피라졸리네이트를 포함한다.  예를 들어, 미국 특허 번호 6,268,549 및 6,245,968 및 미국 특허 공개 번호

20030066102에 기술된 유전자를 비롯한, 식물에서 HPPD를 과다 생산하는 유전자는 상기 제초제에 대한 내성 또

는 저항성을 제공할 수 있다. 

(E) 페녹시 옥신 제초제, 예컨대, 2,4-디클로로페녹시아세트산 (2,4-D)에 대한 저항성 또는 내성을 코딩하고,[0129]

아릴옥시페녹시프로피오네이트 (AOPP) 제초제에 대한 저항성 또는 내성도 또한 부여할 수 있는 유전자.  상기

유전자의 예로는 미국 특허 번호 7,838,733에 기술된 α-케토글루타레이트-의존성 디옥시게나제 효소 (aad-1)

유전자를 포함한다. 

(F) 페녹시 옥신 제초제, 예컨대, 2,4-디클로로페녹시아세트산 (2,4-D)에 대한 저항성 또는 내성을 코딩하고,[0130]

피리딜옥시 옥신 제초제, 예컨대, 플루록시피르 또는 트리클로피르에 대한 저항성 또는 내성도 또한 부여할 수

있는 유전자.  상기 유전자의 예로는 WO 2007/053482 A2에 기술된 α-케토글루타레이트-의존성 디옥시게나제 효

소 유전자 (aad-12)를 포함한다. 

(G) 디캄바에 대한 저항성 또는 내성을 코딩하는 유전자 (예컨대, 미국 특허 공개 번호 20030135879 참조). [0131]

(H) 프로토포르피리노겐 옥시다제 (PPO)를 억제하는 제초제에 대한 저항성 또는 내성을 제공하는 유전자 (미국[0132]

특허 번호 5,767,373 참조). 

(I) 광화학계 II 반응 중심 (PS II)의 코어 단백질과 결합하는 트리아진 제초제 (예컨대, 아트라진) 및 우레아[0133]

유도체 (예컨대, 디우론) 제초제에 대한 저항성 또는 내성을 제공하는 유전자 (문헌 [Brussian et al. (1989),

EMBO J. 1989, 8(4):1237-1245] 참조). 

가치가 부가된 형질을 부여하거나, 또는 그에 기여하는 유전자[0134]

(A) 예를 들어, 식물의 스테아르산 함량을 증가시키기 위해 스테아로일-ACP 데새투라제의 안티센스 유전자로 옥[0135]

수수 또는 브라시카(Brassica)를 형질전환시킴으로써 변형된 지방산 대사 (Knultzon et al., 1992) Proc. Nat.

Acad. Sci. USA 89:2624). 

(B) 감소된 피테이트 함량 [0136]

(1) 피타제-코딩 유전자, 예컨대, 아스페르길루스 니거(Aspergillus niger) 피타제 유전자 (Van Hartingsveldt[0137]

et al., 1993 Gene 127:87)의 도입은 피테이트의 분해를 증진시켜, 더 많은 유리 포스페이트를 형질전환된 식물
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에 부가한다. 

(2) 피테이트 함량을 감소시키는 유전자가 도입될 수 있다.  옥수수에서, 이는 예를 들어, 낮은 수준의 피트산[0138]

을 특징으로 하는 옥수수 돌연변이체를 맡고 있는 단일 대립 유전자와 연관된 DNA를 클로닝하고, 이어서 재도입

시킴으로써 달성될 수 있다 (Raboy et al., 1990 Maydica 35:383)

(C) 예를 들어, 식물을 전분의 분지화 패턴을 변경하는 효소를 코딩하는 유전자로 형질전환시킴으로써 달성된[0139]

변경된 탄수화물 조성물.  이러한 효소의 예로는 스트렙토코쿠스 무쿠스(Streptococcus mucus) 프럭토실트랜스

퍼라제 유전자 (Shiroza et al., 1988) J.  Bacteriol. 170:810), 바실러스 섭틸리스(Bacillus subtilis) 레반

수크라제 유전자 (Steinmetz  et  al.,  1985  Mol.  Gen.  Genel.  200:220),  바실러스 리케니포르미스(Bacillus

licheniformis) α-아밀라제 (Pen et al., 1992 Bio/Technology 10:292), 토마토 인버타제 유전자 (Elliot et

al., 1993), 보리 아밀라제 유전자 (Sogaard et al., 1993 J. Biol. Chem. 268:22480), 및 옥수수 내배유 전분

분지화 효소 II (Fisher et al., 1993 Plant Physiol. 102: 10450)를 포함한다. 

대두 세포에서 선별가능한 마커 유전자, 형질 유전자 또는 RNAi 유전자를 발현시키기 위해, 단백질을 코딩하는[0140]

핵산을 전형적으로, 전사를 구동시키도록 프로모터를 함유하는 발현 벡터로 서브클로닝한다.  적합한 박테리아

및  진핵  프로모터는  관련  기술분야에  널리  공지되어  있으며,  예컨대,  문헌  [Sambrook  et  al.,  Molecular

Cloning, A Laboratory Manual (2nd ed. 1989; 3
rd
 ed., 2001)]; [Kriegler, Gene Transfer and Expression: A

Laboratory Manual (1990)]; 및 [Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., 상기 문헌.)]에

기술되어 있다.  본원의 핵산을 발현시키기 위한 박테리아 발현 시스템은, 예를 들어, E. 콜라이, 바실러스 종

(Bacillus sp.), 및 살모넬라(Salmonella)에서 이용가능하다 (Palva et al., Gene 22:229-235 (1983)).  상기

발현 시스템을 위한 키트는 상업적으로 이용가능하다.  포유동물 세포, 효모 및 곤충 세포를 위한 진핵생물 발

현 시스템은 통상의 기술자에게 널리 공지되어 있고, 이는 또한 상업적으로 이용가능하다. 

유전자 정보를 세포 내로 전달하기 위해 사용되는 특정 발현 벡터는 의도된 용도 (예컨대, 식물, 동물, 박테리[0141]

아, 진균, 및 원생동물 내에서의 발현)와 관련하여 선택된다.  표준 박테리아 및 동물 발현 벡터는 관련 기술분

야에 공지되어 있고, 예를 들어, 미국 특허 공개 20050064474A1 및 국제 특허 공개 WO 05/084190, WO05/014791

및 WO03/080809에 상세하게 기술되어 있다.  표준 형질감염 방법을 사용하여 다량의 단백질을 발현하는 박테리

아 세포주를 생산할 수 있고, 이어서, 단백질을 표준 기술을 이용하여 정제할 수 있다. 

본원에서 핵산의 발현을 구동시키기 위해 사용되는 프로모터의 선택은 특정 용도에 따라 달라진다.  식물에서[0142]

유전자의 발현을 구동시키는 많은 프로모터가 본원의 실시양태에서 사용될 수 있다.  상기 프로모터는 구성적,

화학적으로 조절되는, 유도성, 조직 특이적, 및 종자 우선 프로모터로부터 선택될 수 있다.  예를 들어, 숙주

세포에 적합화된 강력한 구성적 프로모터는 발현된 단백질의 발현 및 정제를 위해 사용될 수 있다.  식물 프로

모터의 비제한적 예로는 A. 탈리아나(A. thaliana) 유비퀴틴-10 (ubi-10) (Callis, et al., 1990, J. Biol.

Chem., 265:12486-12493); A. 투메파시엔스 만노핀 신타제 (Δmas) (미국 특허 번호 6,730,824 (Petolino et

al.); 및/또는 카사바 베인 모자이크(Cassava Vein Mosaic Virus) (CsVMV) (Verdaguer et al., 1996, Plant

Molecular Biology 31:1129-1139)로부터 유래된 프로모터 서열을 포함한다. 

구성적 프로모터는 예를 들어, 코어 콜리플라워 모자이크 바이러스 35S 프로모터 (Odell et al. (1985), Nature[0143]

313:810-812); 벼 액틴 프로모터 (McElroy et al. (1990), Plant Cell 2:163-171); 옥수수 유비퀴틴 프로모터

(미국  특허  번호  5,510,474;  문헌  [Christensen  et  al.  (1989),  Plant  Mol.  Biol.  12:619-632]  및

[Christensen et al. (1992), Plant Mol. Biol. 18:675-689]); pEMU 프로모터 (Last et al. (1991), Theor.

Appl. Genet. 81:581-588); ALS 프로모터 (미국 특허 번호 5,659,026); 옥수수 히스톤 프로모터 (Chaboute et

al. Plant Molecular Biology, 8:179-191 (1987)) 등을 포함한다. 

이용가능한 식물에 적합한 프로모터의 범위는 조직 특이적 및 유도성 프로모터를 포함한다.  유도성 조절 요소[0144]

는 유도제에 반응하여 하나 이상의 DNA 서열 또는 유전자의 전사를 직접 또는 간접적으로 활성화시킬 수 있는

것이다.  유도제의 부재하에, DNA 서열 또는 유전자는 전사되지 않을 것이다.  전형적으로, 전사를 활성화하기

위해 유도성 조절 요소에 특이적으로 결합하는 단백질 인자는 불활성 형태로 존재한 후, 이어서, 유도제에 의해

활성 형태로 직접 또는 간접적으로 전환된다.  유도제는 화학적 작용제, 예컨대, 단백질, 대사산물, 성장 조절

제, 제초제 또는 페놀계 화합물 또는 열, 추위, 염, 또는 독성 요소에 의해 직접적으로 또는 병원체 또는 질병

원, 예컨대, 바이러스의 작용을 통해 간접적으로 부가되는 생리학적 스트레스일 수 있다.  전형적으로, 전사를

활성화하기 위해 유도성 조절 요소에 특이적으로 결합하는 단백질 인자는 불활성 형태로 존재한 후, 이어서, 유

도제에 의해 활성 형태로 직접 또는 간접적으로 전환된다.  유도성 조절 요소를 함유하는 식물 세포는 예컨대,
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분무, 살수, 가열 또는 유사한 방법에 의해 유도제를 세포 또는 식물에 외부에서 적용함으로써 유도제에 노출될

수 있다. 

임의의 유도성 프로모터가 본원의 실시양태에 사용될 수 있다. 문헌 [Ward et al.  Plant Mol. Biol. 22: 361-[0145]

366 (1993)]을 참조할 수 있다.  유도성 프로모터로 예를 들어, 비제한적으로 엑디손 수용체 프로모터 (미국 특

허 번호 6,504,082);  구리에 반응하는 ACE1  시스템으로부터의 프로모터 (Mett  et  al.  PNAS  90:  4567-4571

(1993));  벤젠술폰아미드 제초제 완화제에 반응하는 옥수수로부터의 In2-1  및 In2-2  유전자 (미국 특허 번호

5,364,780; 문헌 [Hershey et al., Mol. Gen. Genetics 227: 229-237 (1991)] 및 [Gatz et al., Mol. Gen.

Genetics 243: 32-38 (1994)); Tn10으로부터의 Tet 리프레서 (Gatz et al., Mol. Gen. Genet. 227: 229-237

(1991)); 그의 전사 활성이 글루코코르티코스테로이드 호르몬에 의해 유도되는 스테로이드 호르몬 유전자로부터

의 프로모터 ([Schena  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.  88:  10421  (1991)]  및 [McNellis  et  al.,

(1998) Plant J. 14(2):247-257]); 발아전 제초제로서 사용되는 소수성 친전자성 화합물에 의해 활성화되는 옥

수수 GST 프로모터 (미국 특허 번호 5,965,387 및 국제 특허 출원, 공개 번호 WO 93/001294); 및 살리실산에 의

해 활성화되는 담배 PR-1a 프로모터 (문헌 [Ono S, Kusama M, Ogura R, Hiratsuka K., "Evaluation of the Use

of  the  Tobacco  PR-la  Promoter  to  Monitor  Defense  Gene  Expression  by  the  Luciferase  Bioluminescence

Reporter System," Biosci Biotechnol Biochem. 2011 Sep 23;75(9): 1796-800] 참조)를 포함한다.  관심의 대

상이 되는, 다른 화학물질 조절된 프로모터는 테트라시클린 유도성 및 테트라시클린 억제성 프로모터를 포함한

다 (예를 들어, 문헌 [Gatz et al., (1991) Mol. Gen. Genet. 227:229-237], 및 미국 특허 번호 5,814,618 및

5,789,156 참조). 

관심의 대상이 되는, 다른 조절가능한 프로모터는 각각 그의 전사가 추위 또는 열에 대한 노출에 반응하여 영향[0146]

을 받을 수 있는 추위 반응성 조절 요소 또는 열 쇼크 조절 요소 (Takahashi et al., Plant Physiol. 99:383-

390, 1992); 혐기성 조건에 의해 유도가능한 알콜 데히드로게나제 유전자의 프로모터 (Gerlach et al., PNAS

USA 79:2981-2985 (1982); Walker et al., PNAS 84(19):6624-6628 (1987)); 완두콩 rbcS 유전자 또는 완두콩

psaDb 유전자로부터 유래된 광 유도성 프로모터 (Yamamoto et al. (1997) Plant J. 12(2):255-265); 광 유도성

조절  요소  (Feinbaum  et  al.,  Mol.  Gen.  Genet.  226:449,  1991;  Lam  and  Chua,  Science  248:471,  1990;

Matsuoka et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(20):9586-9590; Orozco et al. (1993) Plant Mol.

Bio.  23(6):  1129-1138);  식물 호르몬 유도성 조절 요소 (Yamaguchi-  Shinozaki  et  al.,  Plant  Mol.  Biol.

15:905, 1990; Kares et al., Plant Mol. Biol. 15:225, 1990) 등을 포함한다.  또한, 유도성 조절 요소는 벤

젠술폰아미드 제초제 완화제에 반응하는 옥수수 In2-1 또는 In2-2 유전자의 프로모터 (Hershey et al., Mol.

Gen. Gene. 227:229-237, 1991; Gatz et al., Mol. Gen. Genet. 243:32-38, 1994), 및 트랜스포손 Tn10의 Tet

리프레서 (Gatz et al., Mol. Gen. Genet. 227:229-237, 1991)일 수 있다. 

스트레스  유도성  프로모터는  염/물  스트레스  유도성  프로모터,  예컨대,  P5CS  (Zang  et  al.  (1997)  Plant[0147]

Sciences  129:81-89);  추위 유도성 프로모터,  예컨대,  cor15a  (Hajela  et  al.  (1990)  Plant  Physiol.  93:

1246-1252), cor15b (Wilhelm et al. (1993) Plant Mol Biol 23: 1073-1077), wsc120 (Ouellet et al. (1998)

FEBS Lett. 423-324-328), ci7 (Kirch et al. (1997) Plant Mol Biol. 33:897-909), 및 ci21A (Schneider et

al. (1997) Plant Physiol.  113:335-45); 가뭄 유도성 프로모터, 예컨대, Trg-31 (Chaudhary et al (1996)

Plant Mol. Biol. 30: 1247-57) 및 rd29 (Kasuga et al. (1999) Nature Biotechnology 18:287-291); 삼투압

유도성  프로모터,  예컨대,  Rab17  (Vilardell  et  al.  (1991)  Plant  Mol.  Biol.  17:985-93)  및  오스모틴

(Raghothama  et  al.  (1993)  Plant  Mol  Biol  23:  1117-28);  열  유도성 프로모터,  예컨대,  열  쇼크 단백질

(Barros et al. (1992) Plant Mol. 19:665-75; Marrs et al. (1993) Dev. Genet. 14:27-41), smHSP (Waters

et al. (1996) J. Experimental Botany 47:325-338); 및 파슬리 유비퀴틴 프로모터로부터의 열 충격 유도성 요

소 (WO 03/102198)를 포함한다.  다른 스트레스 유도성 프로모터는 rip2 (미국 특허 번호 5,332,808 및 미국 공

개 번호 2003/0217393) 및 rd29a (Yamaguchi-Shinozaki et al. (1993) Mol. Gen. Genetics  236:331-340)를

포함한다.  아그로박테리움 pMAS 프로모터 (Guevara-Garcia et al. (1993) Plant J. 4(3):495-505) 및 아그로

박테리움 ORF13 프로모터 (Hansen et al., (1997) Mol. Gen. Genet. 254(3):337-343)를 비롯한 특정 프로모터

가 창상에 의해 유도가능하다. 

조직 우선 프로모터는 특정한 식물 조직 내에서 증진된 전사 및/또는 발현을 표적화는 데 사용될 수 있다.  이[0148]

러한 유형의 프로모터의 예로는 종자 우선 발현, 예컨대, 파세올린 프로모터 (Bustos et al. 1989, The Plant

Cell Vol. 1, 839-853), 및 옥수수 글로불린-1 유전자 (Belanger, et al. 1991 Genetics 129:863-972)에 의해

제공되는 것을 포함한다.  쌍자엽 식물의 경우, 종자 우선 프로모터로는 콩 β-파세올린, 나핀, β-콘글리시닌,
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대두 렉틴, 크루시페린 등을 포함하나, 이에 한정되지 않는다.  단자엽 식물의 경우, 종자 우선 프로모터로는

옥수수 15 kDa 제인, 22 kDa 제인, 27 kDa 제인, γ-제인, 왁시, 슈렁큰(shrunken) 1, 슈렁큰 2, 글로불린 1

등을 포함하나, 이에 한정되지 않는다.  또한, 종자 우선 프로모터는 종자 내의 특정 조직에 우세하게 유전자

발현을 구동시키는 프로모터, 예컨대, 예를 들어, γ-제인의 내배유 우선 프로모터, 담배로부터의 잠재 프로모

터 (Fobert et al. 1994. T-DNA tagging of a seed coat-specific cryptic promoter in tobacco. Plant J. 4:

567-577),  옥수수로부터의  P-유전자  프로모터  (Chopra  et  al.  1996.  Alleles  of  the  maize  P  gene  with

distinct tissue specificities encode Myb-homologous proteins with C-terminal replacements, Plant Cell

7:1149-1158,  Erratum  in  Plant  Cell,  1997,  1:109),  옥수수로부터의  글로불린-1  프로모터  (Belenger  and

Kriz.1991. Molecular basis for Allelic Polymorphism of the maize Globulin-1 gene. Genetics 129: 863-

972), 및 종피 또는 옥수수 커넬의 껍질에 대한 발현을 구동시키는 프로모터, 예를 들어, 과피 특이적 글루타민

신테타제  프로모터  (Muhitch  et  al.,2002.  Isolation  of  a  Promoter  Sequence  From  the  Glutamine

Synthetase1-2  Gene  Capable  of  Conferring  Tissue-Specific  Gene  Expression  in  Transgenic  Maize.  Plant

Science 163:865-872)를 포함한다.  

프로모터 이외에도, 발현 벡터는 전형적으로 숙주 세포 (원핵 또는 진핵) 내에서 핵산의 발현에 필요한 모든 추[0149]

가의 요소를 함유하는 전사 단위 또는 발현 카세트를 함유한다.  따라서, 전형적인 발현 카세트는 예컨대, 단백

질을 코딩하는 핵산 서열, 및 예컨대, 전사체의 효율적인 폴리아데닐화, 전사 종결, 리보솜 결합 부위, 또는 번

역 종결에 필요한 신호에 작동가능하게 연결된 프로모터를 함유한다.  카세트의 추가의 요소는 예컨대, 인핸서

및 이종성 스플라이싱 신호를 포함할 수 있다. 

벡터의 다른 성분은 또한 유전자의 의도되는 용도에 따라 포함될 수 있다.  그 예는 선별가능한 마커, 표적화[0150]

또는 조절 서열, 통과 펩티드 서열, 예컨대, 최적화된 통과 펩티드 서열 (미국 특허 번호 5,510,471 참조), 안

정화  서열,  예컨대,  RB7  MAR  (문헌  [Thompson  and  Myatt,  (1997)  Plant  Mol.  Biol.,  34:  687-692]  및

WO9727207 참조) 또는 리더 서열, 인트론 등을 포함한다.  식물 발현 벡터 및 리포터 유전자에 대한 일반적인

설명 및 예는 문헌 [Gruber, et al., "Vectors for Plant Transformation" in Methods in Plant Molecular

Biology and Biotechnology, Glick et al., eds; CRC Press pp. 89-119 (1993)]에서 살펴볼 수 있다. 

적절한 발현 벡터의 선택은 숙주, 및 발현 벡터를 숙주 내로 도입시키는 방법에 따라 달라질 것이다.  발현 카[0151]

세트는 관심 이종성 뉴클레오티드 서열의 3' 말단에 식물에서 기능성인 전사 및 번역 종료 영역을 포함할 수 있

다.  종결 영역은 관심 DNA 서열을 갖는 천연의 것일 수 있거나, 또는 또 다른 공급원으로부터 유래된 것일 수

있다.  예컨대, 옥토핀 신타제 및 노팔린 신타제 (nos) 종결 영역과 같은 편리한 종결 영역은 A. 투메파시엔스

의 Ti-플라스미드로부터 이용가능하고 ([Depicker et al., Mol. and Appl. Genet. 1:561-573 (1982)] 및 [Shaw

et al. (1984) Nucleic Acids Research vol. 12, No. 20 pp7831-7846(nos)]); 이는 또한 문헌 [Guerineau et

al. Mol. Gen. Genet. 262: 141-144 (1991)]; [Proudfoot, Cell 64:671-674 (1991)]; [Sanfacon et al. Genes

Dev. 5: 141-149 (1991)]; [Mogen et al. Plant Cell 2: 1261-1272 (1990)]; [Munroe et al. Gene 91: 151-

158 (1990)]; [Ballas et al. Nucleic Acids Res. 17:7891-7903 (1989)]; [Joshi et al. Nucleic Acid Res.

15:9627-9639 (1987)]을 참조할 수 있다. 

발현 카세트는 5' 리더 서열을 함유할 수 있다.  상기 리더 서열은 번역을 증진시키는 작용을 할 수 있다.  번[0152]

역 리더는 관련 기술분야에 공지되어 있고, 예로서, 피코르나바이러스 리더, EMCV 리더 (뇌심근염 5' 비코딩 영

역) (Elroy-Stein et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:6126-6130 (1989)); 포티바이러스 리더, 예를 들어,

TEV 리더 (담배 식각 바이러스) (Carrington and Freed Journal of Virology, 64: 1590-1597 (1990)), MDMV 리

더 (옥수수 위축 모자이크 바이러스) (Allison et al., Virology 154:9-20 (1986)); 인간 면역글로불린 중쇄

결합 단백질 (BiP) (Macejak et al. Nature 353:90-94 (1991)); 알팔파 모자이크 바이러스의 코트 단백질 mRNA

로부터의 비번역된 리더 (AMV RNA 4) (Jobling et al. Nature 325:622-625 (1987)); 담배 모자이크 바이러스

리더 (TMV) (Gallie et al. (1989) Molecular Biology of RNA, pages 237-256); 및 옥수수 황백화 반점 바이러

스 리더 (MCMV) (Lommel et al. Virology 81:382-385 (1991))를 포함한다.  또한 문헌 [Della-Cioppa et al.

Plant Physiology 84:965-968 (1987)]도 참조할 수 있다. 

또한 구축물은 번역 및/또는 mRNA 안정성을 증진시키는 서열, 예컨대, 인트론을 함유할 수 있다.  상기와 같은[0153]

인트론의 한 예는 아라비돕시스 탈리아나의 히스톤 H3.III 변이체의 유전자 II의 제1 인트론이다 (Chaubet et

al. Journal of Molecular Biology, 225:569-574 (1992)). 

이종성 뉴클레오티드 서열의 발현된 생성물이 특정한 소기관, 특히, 색소체, 전분체, 또는 소포체로 향하거나,[0154]

공개특허 10-2016-0065932

- 24 -



또는 세포의 표면 또는 세포외로 분비되는 것이 바람직한 경우에, 발현 카세트는 통과 펩티드의 코딩 서열을 추

가로 포함할 수 있다.  상기와 같은 통과 펩티드는 관련 기술분야에 널리 공지되어 있고, 아실 캐리어 단백질,

RUBISCO의 작은 서브유닛, 식물 EPSP 신타제 및 헬리안투스 안누스(Helianthus annuus)의 통과 펩티드 (미국 특

허  5,510,417  (르브룅(Lebrun)  등)  참조),  제아  메이즈(Zea  mays)  브리틀(Brittle)-1  엽록체  통과  펩티드

(Nelson  et  al.  Plant  Physiol  117(4):1235-1252  (1998);  Sullivan  et  al.  Plant  Cell  3(12):  1337-48;

Sullivan et al., Planta (1995) 196(3):477-84; Sullivan et al., J. Biol. Chem. (1992) 267(26): 18999-

9004) 등을 포함하나, 이에 한정되지 않는다.  추가로, 키메라 엽록체 통과 펩티드, 예컨대, 최적화된 통과 펩

티드는 관련 기술분야에 공지되어 있다 (미국 특허 번호 5,510,471 참조).  추가의 엽록체 통과 펩티드는 앞서

미국 특허 번호 5,717,084; 5,728,925에서 기술되었다.  통상의 기술자는 생성물을 특정한 소기관에서 발현시키

는 데 이용가능한 많은 옵션을 용이하게 인식할 것이다.  예를 들어, 보리 알파 아밀라제 서열은 종종 소포체에

서의 발현을 유도하기 위해 사용된다 (Rogers, J. Biol.  Chem. 260:3731-3738 (1985)). 

통상의 기술자는 재조합 DNA 기술의 사용이 예를 들어, 숙주 세포 내의 핵산 분자의 카피의 수, 핵산 분자가 전[0155]

사되는 효율, 생성된 전사체가 번역되는 효율, 및 번역 후 변형의 효율을 조작함으로써 형질감염된 핵산 분자의

발현의 제어를 개선할 수 있음을 인식할 것이다.  추가로, 프로모터 서열은 천연 프로모터와 비교하여 발현 수

준을 개선시키기 위해 유전자 조작될 수 있다.  핵산 분자의 발현을 제어하는 데 유용한 재조합 기술로는 핵산

분자의 하나 이상의 숙주 세포 염색체 내로의 안정한 통합, 벡터 안정성 서열의 플라스미드에 대한 부가, 전사

제어 신호 (예컨대, 프로모터, 오퍼레이터, 인핸서)의 치환 또는 변형, 번역 제어 신호 (예컨대, 리보솜 결합

부위, 샤인-달가노(Shine-Dalgarno) 또는 코작(Kozak) 서열)의 치환 또는 변형, 숙주 세포의 코돈 용법에 상응

하는 핵산 분자의 변형, 및 전사체를 탈안정화시키는 서열의 결실을 포함하나, 이에 한정되지 않는다.  

형질전환된 세포 또는 조직 또는 식물 부분 또는 식물의 선별을 위한 리포터 또는 마커 유전자가 형질전환 벡터[0156]

에 포함될 수 있다.  선별가능한 마커의 예는 항대사제, 예컨대, 제초제 또는 항생제에 대한 저항성을 부여하는

것,  예를  들어,  메토트렉세이트에  대한  저항성을  부여해주는  디히드로폴레이트  리덕타제  (Reiss,  Plant

Physiol. (Life Sci. Adv.) 13: 143-149, 1994; 또한 문헌 [Herrera Estrella et al., Nature 303:209-213,

1983; Meijer et al., Plant Mol. Biol. 16:807-820, 1991] 참조); 아미노글리코시드 네오마이신, 카나마이신

및  파로마이신에  대한  저항성을  부여해주는  네오마이신  포스포트랜스퍼라제  ([Herrera-  Estrella,  EMBO  J.

2:987-995, 1983] 및 [Fraley et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 80:4803 (1983)]); 히그로마이신에 대한 저항

성을 부여하는 히그로마이신 포스포트랜스퍼라제 (Marsh, Gene 32:481-485, 1984; 또한 문헌 [Waldron et al.,

Plant Mol. Biol. 5: 103-108, 1985; Zhijian et al., Plant Science 108:219-227, 1995] 참조); 세포가 트립

토판 대신에 인돌을 이용할 수 있도록 하는 trpB; 세포가 히스티딘 대신에 히스티놀을 이용할 수 있도록 하는

hisD (Hartman, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 85:8047, 1988); 세포가 만노스를 이용할 수 있도록 하는 만노스

-6포스페이트  이소머라제  (WO  94/20627);  오르니틴  데카르복실라제  억제제  2-(디플루오로메틸)-DL-오르니틴

(DFMO;  McConlogue,  1987,  In:  Current  Communications  in  Molecular  Biology,  Cold  Spring  Harbor

Laboratory ed.)에 대한 저항성을 부여하는 오르니틴 데카르복실라제; 및 블라스티시딘 S(Blasticidin S)에 대

한 저항성을 부여하는 아스페르길루스 테레우스(Aspergillus  terreus)로부터의 데아미나제 (Tamura,  Biosci.

Biotechnol. Biochem. 59:2336-2338, 1995)를 포함한다.  

추가의 선별가능한 마커로는 예를 들어, 이미다졸리논 또는 술포닐우레아 저항성을 부여하는 돌연변이체 아세토[0157]

락테이트 신타제 (Lee et al., EMBO J. 7: 1241- 1248, 1988), 아트라진에 대한 저항성을 부여해주는 돌연변이

체 psbA (Smeda et al., Plant Physiol. 103:911-917, 1993), 또는 돌연변이체 프로토포르피리노겐 옥시다제

(미국 특허 번호 5,767,373 참조), 또는 예컨대, 글루포시네이트와 같은 제초제에 대한 저항성을 부여하는 다른

마커를 포함한다.  적합한 선별가능한 마커 유전자의 예로는 클로람페니콜 (Herrera Estrella et al., EMBO J.

2:987-992,  1983);  스트렙토마이신  (Jones  et  al.,  Mol.  Gen.  Genet.  210:86-91,  1987);  스펙티노마이신

(Bretagne-Sagnard  et  al.,  Transgenic  Res.  5:  131-137,  1996);  블레오마이신 (Hille  et  al.,  Plant  Mol.

Biol. 7: 171-176, 1990); 술폰아미드 (Guerineau et al., Plant Mol. Biol. 15: 127-136, 1990); 브로목시닐

(Stalker et al., Science 242:419-423, 1988); 글리포세이트 (Shaw et al., Science 233:478-481, 1986); 포

스피노트리신 (DeBlock et al., EMBO J. 6:2513-2518, 1987) 등에 대한 저항성을 코딩하는 유전자를 포함하나,

이에 한정되지 않는다. 

선택적 유전자의 사용을 위한 한 가지 옵션은 글루포시네이트 저항성 코딩 DNA이고, 한 실시양태에서는 카사바[0158]

베인 모자이크 바이러스 프로모터의 제어하의 포스피노트리신 아세틸 트랜스퍼라제 (pat), 옥수수 최적화 pat

유전자 또는 bar 유전자일 수 있다.  이들 유전자는 비알라포스에 대한 저항성을 부여한다.  문헌 [Wohlleben
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et  al.,  (1988)  Gene  70:  25-37)];  [Gordon-Kamm  et  al.,  Plant  Cell  2:603;  1990];  [Uchimiya  et  al.,

BioTechnology 11:835, 1993]; [White et al., Nucl. Acids Res. 18: 1062, 1990]; [Spencer et al., Theor.

Appl.  Genet.  79:625-  631,  1990];  및 [Anzai  et  al.,  Mol.  Gen.  Gen.  219:492,  1989]를 참조할 수 있다.

pat 유전자의 버전은 미국 특허 번호 6,096,947에 기술된 옥수수 최적화된 pat 유전자이다. 

추가로, 마커를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 함유하는 식물 세포의 확인을 촉진시켜 주는 마커를 이용할 수 있[0159]

다.  스코어링이 가능하거나, 또는 스크리닝이 가능한 마커가 유용하며, 여기서, 서열의 존재로 인해 측정 가능

한 생성물이 생성되고, 식물 세포의 붕괴를 수반하지 않으면서 상기 생성물이 생성될 수 있다.  그 예는 β-글

루쿠로니다제, 또는 uidA 유전자 (GUS) (그에 대한 다양한 발색성 기질이 공지되어 있는 것인 효소를 코딩) (예

컨대, 미국 특허 5,268,463  및 5,599,670);  클로람페니콜 아세틸 트랜스퍼라제 (Jefferson  et  al.  The EMBO

Journal vol. 6 No. 13 pp. 3901-3907); 및 및 알칼리성 포스파타제를 포함한다.  바람직한 실시양태에서, 사

용된 마커는 베타-카로텐 또는 프로비타민 A이다 (Ye et al., Science 287:303-305- (2000)).  상기 유전자를

사용하여 벼의 영양을 증대시켜 왔지만, 이러한 경우에는 이를 스크리닝 가능한 마커로서 대신 이용하고 있고,

관심 유전자와 연결된 유전자의 존재는 제공된 금색에 의해 검출된다.  상기 유전자가 식물에 대한 그의 영양적

기여를 위해 사용되는 상황과 달리, 제조 목적을 위해서는 더 적은 소량의 단백질도 충분하다.  다른 스크리닝

이 가능한 마커로는 일반적으로 안토시아닌/플라보노이드 유전자 (문헌 [Taylor and Briggs, The Plant Cell

(1990)2: 115-127]에서의 논의 참조)를 포함하는 데, 이는 그 중에서 특히 예를 들어, 식물 조직 내에서 안토시

아닌  색소  (적색)의  생성을  조절하는  생성물을  코딩하는  R-유전자좌  유전자  (Dellaporta  et  al.,  in

Chromosome Structure and Function, Kluwer Academic Publishers, Appels and Gustafson eds., pp. 263-282

(1988)); 플라보노이드 색소의 생합성을 제어하는 유전자, 예컨대, 옥수수 C1 유전자 (Kao et al., Plant Cell

(1996) 8: 1171-1179; Scheffler et al. Mol. Gen. Genet. (1994) 242:40-48) 및 옥수수 C2 (Wienand et al.,

Mol. Gen. Genet. (1986) 203:202-207); B 유전자 (Chandler et al., Plant Cell (1989) 1: 1175-1183), p1

유전자  (Grotewold  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci  USA  (1991)  88:4587-4591;   Grotewold  et  al.,  Cell

(1994)  76:543-553;  Sidorenko  et  al.,  Plant  Mol.  Biol.  (1999)39:  11-19);  브론즈  유전자좌  유전자

(Ralston et al., Genetics (1988) 119: 185-197; Nash et al., Plant Cell (1990) 2(11): 1039-1049)를 포함

한다. 

적합한 마커의 추가의 예는 시안 형광성 단백질 (CYP)  유전자 (Bolte  et  al.  (2004)  J.  Cell  Science  117:[0160]

943-54 and Kato et al. (2002) Plant Physiol 129: 913-42), 황색 형광성 단백질 유전자 (에브로겐(Evrogen)

으로부터의 PHIYFP™; 문헌 [Bolte et al. (2004) J. Cell Science 117: 943-54] 참조); 그의 존재가 예를 들

어, X선 필름, 섬광 계수, 형광성 분광광도측정법, 저조도 비디오 카메라, 광자 계수 카메라 또는 멀티웰 발광

법을 이용하여 검출될 수 있는 루시페라제를 코딩하는 lux 유전자 (Teeri et al. (1989) EMBO J. 8:343); 녹색

형광성 단백질 (GFP) 유전자 (Sheen et al., Plant J. (1995) 8(5):777-84); 및 마커 유전자로 형질전환된 식

물 세포가 적색을 띠고,  이에 따라 시각적으로 선별가능한 DsRed2  (Dietrich  et  al.  (2002)  Biotechniques

2(2):286-293)를 포함한다.  추가 예로는 그에 대한 다양한 발색성 기질 (예컨대, PADAC, 발색성 세팔로스포

린)이  공지되어  있는  효소를  코딩하는  β-락타마제  유전자  (Sutcliffe,  Proc.  Nat'l.  Acad.  Sci.  U.S.A.

(1978) 75:3737); 발색성 카테콜을 전환시킬 수 있는 카테콜 디옥시게나제를 코딩하는 xylE 유전자 (Zukowsky

et  al.,  Proc. Nat'l. Acad. Sci. U.S.A. (1983) 80: 1101); α-아밀라제 유전자 (Ikuta et al., Biotech.

(1990) 8:241); 및 티로신을 DOPA 및 도파퀴논 (이들은 이후에 응축되어 용이하게 검출가능한 화합물 멜라닌을

형성함)으로 산화시킬 수 있는 효소를 코딩하는 티로시나제 유전자 (Katz et al., J. Gen. Microbiol. (1983)

129:2703)를 포함한다.  분명하게는, 다수의 상기와 같은 마커는 이용가능하고, 통상의 기술자에게 공지되어 있

다. 

V. 트랜스진 또는 트랜스진의 발현된 생성물의 검출을 위한 검정 [0161]

다양한 검정법을 이용하여 본 개시내용의 특정 실시양태에 기술된 트랜스진을 검출할 수 있다.  하기 기술은 다[0162]

양한 상황에서 유용하고, 한 실시양태에서는 식물 세포에서의 핵산 분자 및/또는 트랜스진 코딩 폴리펩티드의

존재를 검출하는 데 유용하다.  예를 들어, 서열의 프라이머 또는 프로브를 사용하는 것, 코딩된 단백질을 검출

하는 ELISA 검정법, 단백질을 검출하는 웨스턴 블롯, 또는 RNA 또는 DNA를 검출하는 노던 또는 사우쓴 블롯을

비롯한 다양한 방식으로 분자의 존재를 측정할 수 있다.  효소 DGT-14를 검출하는 효소적 검정법이 사용될 수

있다.  추가로, DGT-14 단백질의 존재를 검출할 수 있는 항체는 관련 기술분야에서 인지되는 방법을 사용하여

생성될 수 있다.  추가 기술, 예컨대, 계내 하이브리드화, 효소 염색, 및 면역염색 또한 특이 식물 기관 및 조

직에서의 재조합 구축물의 존재 또는 발현을 검출하는 데 이용될 수 있다.  트랜스진은 식물의 일부 조직에서,
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또는 일부 발생 단계에서 선택적으로 발현될 수 있거나, 또는 트랜스진은 실질적으로 모든 식물 조직에서, 실질

적으로 그의 전체 생활환을 따라 발현될 수 있다.  그러나, 임의의 조합 발현 모델 또한 적용가능하다. 

써던 분석은 보편적으로 사용되는 검출 방법으로서, 여기서는 DNA를 제한 엔도뉴클레아제로 절단하고, 아가로스[0163]

겔 상에서 분획화하여 분자량에 의해 DNA를 분리한 후, 이어서, 나일론 막으로 옮긴다.  이어서, 
32
P (또는 다른

프로브 표지)로 방사성 표지된 프로브 단편과 하이브리드화하고, SDS 용액 중에서 세척한다. 

유사하게, 노던 분석은 유사한 프로토콜을 사용하는데, 여기서는 RNA를 제한 엔도뉴클레아제로 절단하고, 아가[0164]

로스 겔 상에서 분획화하여 분자량에 의해 RNA를 분리한 후, 이어서, 나일론 막으로 옮긴다.  이어서, 
32
P (또는

다른 프로브 표지)로 방사성 표지된 프로브 단편과 하이브리드화하고, SDS 용액 중에서 세척한다.  관심 조직으

로부터 단리된 RNA (예컨대, mRNA) 분석은 상대적인 발현 수준을 나타낼 수 있다.  전형적으로, mRNA가 존재하

거나, 또는 mRNA의 양이 증가한 경우, 이는 상응하는 트랜스진이 발현된 것으로 가정될 수 있다.  노던 분석,

또는 다른 mRNA 분석적 프로토콜을 이용하여 도입된 트랜스진 또는 천연 유전자의 발현 수준을 측정할 수 있다. 

웨스턴 분석에서는 DNA/RNA를 단리시키는 대신, 관심 단백질을 추출하고, 아크릴아미드 겔 상에 놓는다.  이어[0165]

서,  단백질을  막  위에  블롯팅하고,  표지  물질과  접촉시킨다.   예컨대,  문헌  [Hood  et  al.,  "Commercial

Production of Avidin from Transgenic Maize; Characterization of Transformants, Production, Processing,

Extraction  and  Purification"  Molecular  Breeding  3:291-306  (1997)];  [Towbin  et  al.,  (1979)

"Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and

some applications" Proc Natl Acad Sci USA 76(9): 4350-4354]; [Renart et al. "Transfer of proteins from

gels  to  diazobenzyloxymethyl-paper  and  detection  with  antisera:  a  method  for  studying  antibody

specificity and antigen structure" Proc Natl Acad Sci USA 76(7): 3116-3120]을 참조할 수 있다. 

본 개시내용의 실시양태의 핵산 분자, 또는 그의 절편은 PCR 증폭을 위한 프라이머로서 사용될 수 있다.  PCR[0166]

증폭을 수행할 때, 프라이머와 주형 사이의 어느 정도의 미스매치는 허용될 수 있다.  그러므로, 예시된 프라이

머의 돌연변이, 결실, 및 삽입 (특히, 뉴클레오티드의 5' 단부에의 부가)은 본 대상 개시내용의 범주 내에 포함

된다.  관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지된 방법에 의해 주어진 프라이머에서 돌연변이, 삽입, 및 결실

이 이루어질 수 있다. 

검출 방법의 또 다른 예는 문헌 [Winge (Innov. Pharma. Tech. 00: 18-24, 2000)]에 기술된 바와 같은 파이로[0167]

시퀀싱 기술이다.  상기 방법에서 올리고뉴클레오티드는 인접한 게놈 DNA와 삽입 DNA 연결부와 중복되도록 디자

인된다.  올리고뉴클레오티드를 관심 영역으로부터의 단일 가닥 PCR 생성물에 하이브리드화한 후 (한 프라이머

는 삽입된 서열에, 및 하나는 측면에 위치하는 게놈 서열에), DNA 폴리머라제, ATP, 술푸릴라제, 루시페라제,

아피라제, 아데노신 5' 포스포 술페이트 및 루시페린의 존재하에서 인큐베이션시킨다.  DNTP를 개별적으로 부가

하고, 도입을 통해 얻은 광 신호를 측정한다.  광 신호는 성공적인 증폭, 하이브리드화, 및 단일 또는 다중 염

기 연장에 기인하는 트랜스진 삽입체/측면에 위치하는 서열의 존재를 나타낸다.  (상기 기술은 특이 유전자가

공지되어 있을 때, 그의 검출을 위해서가 아닌, 초기의 서열분석을 위해 사용된다). 

분자 비콘은 서열 검출에서 사용될 수 있는 것으로 기술되었다.  간략하면, FRET 올리고뉴클레오티드 프로브는[0168]

측면에 위치하는 게놈 및 삽입 DNA 연결부와 중복되도록 디자인된다.  FRET 프로브의 특유한 구조를 통해 형광

성 모이어티 및 소광성 모이어티가 매우 근접한 상태로 유지되는 2차 구조를 함유하는 것을 얻는다.  FRET 프로

브 및 PCR 프라이머 (한 프라이머는 삽입 DNA 서열에, 및 하나는 측면에 위치하는 게놈 서열에)를 열안정성 폴

리머라제 및 dNTP의 존재하에서 사이클링한다.  성공적인 PCR 증폭 후, FRET 프로브(들)의 표적 서열에의 하이

브리드화를 통해 프로브 2차 구조는 제거되고, 형광성 모이어티와 소광성 모이어티는 공간적으로 분리된다.  형

광성 신호는 성공적인 증폭 및 하이브리드화에 기인하여 측면에 위치하는 게놈/트랜스진 삽입 서열의 존재를 나

타낸다. 

다르게는 택맨(TAQMAN)
®
 (라이프 테크놀러지즈(Life   Technologies:  미국 캘리포니아주 포스터 시티))으로도[0169]

공지되어 있는 가수분해 프로브 검정법은 DNA 서열의 존재를 검출하고, 정량화하는 방법이다.  간략하면, FRET

올리고뉴클레오티드 프로브는 이벤트 특이 검출을 위해 트랜스진 내의 한 올리고, 및 측면에 위치하는 게놈 서

열 중의 하나를 이용하여 디자인된다.  FRET 프로브 및 PCR 프라이머 (한 프라이머는 삽입 DNA 서열에, 및 하나

는 측면에 위치하는 게놈 서열에)를 열안정성 폴리머라제 및 dNTP의 존재하에서 사이클링한다.  FRET 프로브 하

이브리드화 결과, 형광성 모이어티는 FRET 프로브 상의 소광성 모이어티로부터 절단되고, 유리된다.  형광성 신
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호는 성공적인 증폭 및 하이브리드화에 기인하여 측면에 위치하는/트랜스진 삽입 서열의 존재를 나타낸다. 

ELISA 또는 효소 결합된 면역검정법은 1971년부터 알려져 왔다.  일반적으로, 완충제 중에 가용화된 항원은 플[0170]

라스틱 표면 상에 코팅시킨다.  혈청을 첨가할 때, 항체는 고체상 위의 항원에 부착될 수 있다.  이들 항체의

존재 또는 부재는 효소에 접합되었을 때에 입증될 수 있다.  적절한 기질을 첨가함으로써 정량화될 수 있는 결

합된 접합체의 양을 검출할 수 있을 것이다.  일반적인 ELISA 검정법은 비오티닐화된 항-(단백질) 폴리클로날

항체 및 알칼리성 포스파타제 접합체를 이용하는 것이다.  예를 들어, 락카제 수준을 정량적으로 측정하는 데

사용되는 ELISA는 상업적으로 입수된 폴리클로날 토끼 항체를 이용하는 항체 샌드위치 검정법일 수 있다.  검출

을 위해 항체를 알칼리성 포스파타제에 접합시킨다.   또  다른  예에서,  트립신 또는 트립시노겐을 검출하는

ELISA 검정법은 비오티닐화된 항-트립신 또는 항-트립시노겐 폴리클로날 항체 및 스트렙트아비딘-알칼리성 포스

파타제 접합체를 이용한다. 

본 대상 개시내용의 실시양태는 하기 실시예에서 추가로 예시된다.  이들 실시예는 단지 예시적으로 제공된 것[0171]

으로 이해되어야 한다.  상기 실시양태 및 하기의 실시예로부터, 통상의 기술자는 본 개시내용의 본질적인 특징

을 확인할 수 있고, 그의 정신 및 범주로부터 벗어나지 않으면서, 다양한 용법 및 조건에 적합하도록 본 개시내

용의 실시양태를 다양하게 변화 및 변형시킬 수 있다.  따라서, 본원에서 제시되고, 기술된 것들 이외에도, 본

개시내용의 실시양태의 다양한 변형이 상기의 설명으로부터 통상의 기술자에게 자명해질 것이다.  상기와 같은

변형은 또한 첨부된 청구범위의 범위 내에 포함되는 것으로 의도된다.  하기는 예시의 방식으로 제공되고, 본

발명의 범주를 제한하고자 하는 것으로 의도되지 않는다.  

실시예 [0172]

실시예 1: 다양한 농도의 글루포시네이트에 대한 대두 성장 반응[0173]

비-트랜스제닉 대두 새싹을 사용하여 다양한 농도의 선별제에 대한 성장 반응 연구를 수행하였다.  본 실시예에[0174]

서는 예시적인 선별제로서 글루포시네이트를 사용하였다.  분할 종자 대두 조직으로부터 대두 새싹을 재생시키

고, 새싹이 발생되고, 발근 배지로 옮길 준비가 될 때까지 새싹 유도 배지 상에서 배양하였다.  수개의 상이한

농도의 글루포시네이트 (0, 0.25 mg/L, 0.50 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L, 3 mg/L, 4 mg/L, 5 mg/L, 및 6 mg/L)를 발

근 배지 (MS 염, B5 비타민, 28 mg/L 페로스, 38 mg/L Na
2
EDTA, 20 g/L 수크로스 및 0.59 g/L MES, 50 mg/L 아

스파라긴, 100 mg/L L-피로글루탐산, 및 7 g/L 노블(NOBLE)™ 아가, pH 5.6) 내로 도입하여 어느 농도의 글루포

시네이트가 뿌리 발생을 억제시켰는지 측정하였다.  글루포시네이트를 함유하지 않는 발근 배지 중에서 배양되

었을 때에는 100%의 대두 새싹이 뿌리를 생산한 반면, 1 내지 6 mg/L 글루포시네이트로 보충된 발근 배지 중에

서 배양된 대두 새싹의 경우, 어떤 뿌리 형성도 관찰되지 않았다.  그러나, 각각 0.25 mg/L 및 0.5 mg/L 농도로

글루포시네이트를 함유하는 발근 배지 중에서 배양된 대두 새싹 중 90% 및 50%는 뿌리를 생산하였다 (하기 표 1

참조).  대두 새싹 성장 및 발생을 억제시키는 데 효과적인 글루포시네이트 농도는 1.0 mg/L 이상의 글루포시네

이트인 것으로 측정되었다.  더 높은 농도의 글루포시네이트 (예컨대, 1.0 mg/L 초과의 농도)가 뿌리 발생을 억

제시키는 데 효과적이었다. 

<표 1> 상이한 농도의 글루포시네이트가, 시험관내에서 재생된 대두 새싹의 발근에 미치는 효과[0175]

[0176]

실시예 2: DNA 구축물 [0177]

pDAB9381로 표지된 단일 이원 벡터 (도 1)는 관련 기술분야에서 인지되는 방법을 이용하여 구축하였다.  문헌[0178]

[Sambrook et al. (1989) and Ausubel et al. (1997)]을 참조할 수 있다.  pDAB9381은 2개의 식물 전사 단위
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(PTU)를 함유한다.  첫번째 PTU (서열 1)는 솔라눔 투베로숨(Solanum tuberosum), 광 특이적 조직 유도성 LS-1

유전자로부터 단리된 인트론 (ST-LS1 인트론; 진뱅크 수탁 번호 X04753)을 함유하는 황색 형광 단백질 코딩 서

열 (PhiYFP; Shagin, et al., (2004) Mol. Biol. Evol. 21(5), 841-850)을 구동시키는 아라비돕시스 탈리아나

(Arabidopsis thaliana) 유비퀴틴-10 프로모터 (AtUbi10 프로모터; Callis J, et al., (1990) J. Biol. Chem.

265:12486-12493)로 구성되고, 아그로박테리움 투메파시엔스 오픈 리딩 프레임-23  3'  비번역 영역 (AtuORF23

3'UTR;  유럽  특허  번호  222493)에  의해  종결된다.   포스피노트리신  아세틸  트랜스퍼라제  코딩  서열  (PAT;

Wohlleben W, et al., (1988) Gene 70:25-38)을 구동시키는 데 사용되는 카사바 베인 모자이크 바이러스 프로

모터 (CsVMV 프로모터; Verdaguer B, et al., (1996) Plant. Mol. Biol. 31:1129-1139)로 구성되고 A. 투메파

시엔스  오픈  리딩  프레임-1  3'  비번역  영역  (AtuORF1  3'UTR;  Huang  ML  et  al.,  (1990)  J.  Bacteriol.,

172:1814-1822)에 의해 종결되는 두번째 PTU (서열 2)를, 이소펜테닐트랜스퍼라제 코딩 서열 (ipt CDS; 진뱅크

수탁 번호 X00639.1) 내에 클로닝하였다.  생성된 이원 벡터는 시각적 리포터 유전자 및 항생제 선별가능한 마

커 유전자를 함유하였고, 이어서, 대두의 형질전환에 사용하였다.  아그로박테리움 투메파시엔스 균주 EHA105

(Hood E., Helmer G., Fraley R., Chilton M., (1986) J. Bacteriol., 168: 1291-1301)를 이원 벡터 pDAB9381

로 전기천공시켰다.  항생제 스펙티노마이신을 함유하는 YEP 배지 상에서 성장한 단리된 콜로니를 확인하였다.

단일 콜로니를 단리시키고, pDAB9381 이원 벡터의 존재를 제한 효소 분해를 통해 확인하였다. 

실시예 3: 식물 물질 제조[0179]

큰 파이렉스(PYREX)™ 건조기에서 염소 가스를 사용하여 약 16시간 동안 대두 (글리신 맥스 cv. 매버릭(Glycine[0180]

max cv. Maverick))의 성숙한 종자의 표면을 멸균시켰다.  멸균시킨 후, 종자를 약 30분 동안 층류 후드에 놓음

으로써 과량의 염소 가스를 제거하였다.  멸균된 종자를 24℃에서 약 16시간 동안 페트리(PETRI)™ 디쉬 중 멸

균수에 침지시켰다.  대두 종자를 암중 상태에 유지시키기 위해 페트리 ™ 디쉬를 검은색 상자에 넣어 두었다. 

실시예 4: 식물 형질전환 [0181]

자엽절 대두 형질전환 [0182]

문헌 [Zeng P., et al., (2004), Plant Cell Rep., 22(7): 478-482]의 변형된 방법을 통해 이원 벡터를 보유하[0183]

는 아그로박테리움 균주를 사용하여 대두 (글리신 맥스 c.v., 매버릭)의 아그로박테리움 매개 형질전환을 수행

하였다.  본 실시에에서, 글루포시네이트를 예시적인 선별제로서 사용하였다.  프로토콜은 선택제로서 제초제

글루포시네이트를 포함하도록 변형시켰다.  추가로, 또 다른 변형은 3 g/L 피타겔™ (시그마-알드리치: 미국 미

주리주 세인트 루이스)로 고형화된 B5 기초 배지 (Gamborg et al., (1968) Exp Cell Res. Apr;50(1): 151-8)

상에서 멸균된 대두 종자를 발아시키는 것을 포함하였다.  프로토콜에 대한 마지막 변형은 문헌 [Zhang et al.,

(1999) Plant Cell Tiss. Org. 56: 37-46]에 기술된 바와 같이 5-6일된 묘목으로부터 제조되고, 아그로박테리

움으로 감염된 자엽절 외식편을 사용하는 것을 이용하였다.  문헌 [Zeng et al., (2004)]에 기술된 바와 같이,

공동-배양 배지 상에서 5일 동안 공동-배양을 수행하였다.  새싹 개시, 새싹 신장, 및 발근 배지를 50 mg/L 세

포탁심(CEFOTAXIME)™, 50 mg/L 티멘틴(TIMENTIN)™, 50 mg/L 반코마이신(VANCOMYCIN)™으로 보충하고, 3 g/L

피타겔™로 고형화시켰다.  

절반 종자 대두 형질전환 방법[0184]

문헌 [Paz M., et al., (2005) Plant Cell Rep., 25: 206-213]의 변형된 방법을 통해 이원 벡터를 보유하는 아[0185]

그로박테리움  균주를  사용하여  대두  (글리신  맥스  c.v.,  매버릭)의  아그로박테리움  매개  형질전환을

수행하였다.  간략하면, 대두 종자를 제(hilum)를 따라 세로 방향으로 절단하여 반으로 분할함으로써 종자를 분

리하고, 종피를 제거하였다.  배축을 절제하고, 임의의 축 새싹/눈을 자엽절로부터 제거하였다.  생성된 절반

종자 외식편을 아그로박테리움으로 감염시켰다.  새싹 개시, 새싹 신장, 및 발근 배지를 50 mg/L 세포탁심™,

50 mg/L 티멘틴™, 50 mg/L 반코마이신™으로 보충하고, 3 g/L 피타겔™로 고형화시켰다.  글루포시네이트 선별

을 이용하여 비-형질전환된 새싹의 성장을 억제시켰다. 

부분적인 배축이 있는 분할 종자 대두 형질전환 방법[0186]

미국 출원 번호 61/739,349 (본원에서 참조로 포함된다)에 기술된 부분적인 배축이 있는 분할 종자 외식편 대두[0187]

형질전환 프로토콜을 통해 pDAB9381 이원 벡터를 보유하는 아그로박테리움 균주를 사용하여 대두 (글리신 맥스

c.v., 매버릭)의 아그로박테리움 매개 형질전환을 수행하였다.  형질전환 후, 하기 기술되는 조직 배양 방법을

사용하여 대두 조직을 배양하였다. 
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실시예 5: 조직 배양[0188]

형질전환된 대두 종자를 미국 출원 번호 61/739,349 (본원에서 참조로 포함된다)에 기술된 조직 배양 프로토콜[0189]

을 이용하여 배양하였다.  대두 식물 종자를 pDAB9381 플라스미드를 함유하는 아그로박테리움 균주와 함께 여과

지로 덮인 공동 배양 배지 상에서 5일 동안 공동 배양하였다.  공동 배양 배지 상에서 5일 동안 인큐베이션시킨

후, 외식편을 액체 새싹 유도 (SI) 배지에서 약 5 내지 10분 동안 세척하였다.  이어서, 외식편을 새싹 유도-I

(SI-I) 배지 상에서 배양하였다.  대두 종자는 대두 종자의 평평한 측면이 위로 향하게 하고, 대두 자엽절 단부

는 SI-I 배지 내에 포매되도록 놓았다.  18시간의 광주기로 24℃에서 2주간 배양한 후, 외식편을 6 mg/L 글루포

시네이트로 보충된 새싹 유도-II (SI-II) 배지로 옮겨 놓았다.  SI-II 배지 상에서 2주 경과 후, 자엽을 외식편

으로부터 제거하고, 자엽 기부를 절단하여 새로 돋아난 새싹 패드를 절제하고, 단리된 새싹을 새싹 신장 (SE)

배지로 옮겨 놓았다.  배양물을 매 2주마다 새 SE 배지로 옮겼다.  새싹 유도 및 새싹 신장 단계 전 과정 동안

페트리 ™ 디쉬를 여과지로 감싸 놓지 않았다.  광원은 새싹 유도 및 새싹 신장 동안 형질전환된 조직에 대해

80-90 μmole s
-1
m
-2
의 조명으로 제공하였다. 

단리된 새싹을 피타 트레이 중 발근 배지 (MS 염, B5 비타민, 28 mg/L 페로스, 38 mg/L Na
2
EDTA, 20 g/L 수크로[0190]

스 및 0.59 g/L MES, 50 mg/L 아스파라긴, 100 mg/L L-피로글루탐산, 및 7 g/L 노블™ 아가, pH 5.6)로 옮기기

전에  발근을  촉진시키기  위하여  신장된  새싹을  약  1  내지  3분  동안  1  mg/L  인돌  3-부티르산  (IBA)에

침지시켰다.  형질전환 실험 서브세트를 위해 1 mg/L 농도의 글루포시네이트 선별제를 발근 배지에 도입시켰다. 

1-2주 동안 18시간의 광주기로 24℃에서 발근 배지 중에서 배양한 후, 건강한, 생존가능한 뿌리를 생산한 대두[0191]

새싹을 토양으로 옮겼다.  개방형 플라스틱 선데이 컵이 포함되어 있는 토양에 건강한, 생존가능한 뿌리를 포함

하는 대두 새싹을 넣었다.  대두 소식물체의 순응을 위해 뿌리를 포함하는 대두 새싹이 옮겨져 놓여 있는 플라

스틱 선데이 컵을 콘브트론(CONVTRON)™에 놓았다.  소식물체를 온실로 옮기기 전에 수주 동안 개방형 선데이

컵에서 발근된 대두 소식물체를 순응시켰다. 

실시예 6: 발근 배지에서의 선별제 사용[0192]

비-배선, 키메라 대두 형질전환 이벤트 및 비형질전환체(escape)의 형성을 감소시키기 위해 대두 조직 배양 발[0193]

근 배지 중 글루포시네이트를 포함하는 섹션 작용제의 도입을 시험하였다.  대두 (cv. 매버릭)를 이원 벡터,

pDAB9381로 아그로박테리움 매개 형질전환시킨 후, 대두 새싹을 재생시키고, 글루포시네이트를 포함하는 선별제

를 함유하는 발근 배지 상에서 배양하였다.  글루포시네이트를 포함하는 발근 배지 상에서 뿌리 발생이 개시된

후, 뿌리를 트랜스진 발현 (황색 형광 단백질)에 대해 시험하였다.  발생된 뿌리에서의 활발하게 발현하는 트랜

스진의 존재는 L2/L3 조직층이 형질전환되었고, 이로써, 대두 배선 형질전환체가 생성되었음을 나타내는 것이었

다. 

상기 기술된 형질전환 방법을 이용하여 총 531개의 트랜스제닉 대두 새싹을 생산하였고, 이를, 선별제 글루포시[0194]

네이트를 함유하는 발근 배지 위로 옮겨 놓았다.  새싹을 뿌리 발생에 대해 관찰하였고, 생존가능한 흰색 뿌리

를 생산한 새싹은 현미경을 통해 황색 형광 단백질 트랜스진의 발현에 대하여 추가로 검정하였다 (하기 표 2 참

조). 생존가능한 흰색 뿌리 중 상당 부분이 뿌리 조직에서 황색 형광 단백질 트랜스진을 발현한 것으로, 황색

형광 단백질 트랜스진 발현과 생존가능한 흰색 뿌리 형성 사이에는 상관관계가 있는 것으로 관찰되었다 (도 2,

도 3, 및 도 5 참조).  현미경법 결과, 선별제를 포함하는 발근 배지로부터 생산된 대두 식물 중 약 92%는 황색

형광 단백질 트랜스진을 발현하였는 바, 상기 대두 식물은 트랜스제닉인 것으로 확인되었다 (도 2, 도 3, 및 도

5 참조).  

본 결과는 선별제를 함유하지 않은 발근 배지 상에서 배양된 대두 새싹에서 관찰된 결과와 유사하였다.  발근[0195]

배지에 선별제를 포함하지 않은 대조군 조건에서는 대두 새싹이 건강한 뿌리를 생산하였다는 결과를 얻었다.

그러나, 발근된 식물 중 단 51%만이 뿌리 조직에서 황색 형광 단백질 트랜스진을 발현하였다 (도 5 및 표 2 참

조). 

반대로, 비-배선 또는 키메라 형질전환된 새싹을 선별제를 포함하는 발근 배지로 옮겨 놓았을 때, 새싹은 뿌리[0196]

를 발생시키지 못하였거나, 또는 발생된 소수의 뿌리는 갈색 또는 검은색으로 변색되었다.  갈색 또는 검은색

뿌리를 생산한 새싹은 뿌리 조직에서 황색 형광 단백질 트랜스진을 발현하지 못하였고, 이로써, 이는 배선 조직

이 황색 형광 단백질 트랜스진으로 형질전환되지 못하였다는 것을 나타낸다.  이러한 결과는 선별제 (예컨대,

글루포시네이트)를 포함하는 발근 배지에서 배양되었을 때, 비-배선 대두 형질전환 이벤트가 뿌리를 형성하지
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못하거나, 또는 갈색/검은색 뿌리를 발생시킨다는 것을 나타내었다.  비-배선 형질전환된 대두 새싹은 생존하지

못하거나, 또는 시각적으로 구별될 수 있으며 (예컨대, 갈색/검은색 뿌리 생산에 의해 확인될 수 있으며), 조직

배양 중 발근 배지 선별 단계에서 배제될 수 있다 (도 5 참조). 

<표 2>[0197]

선별제인 글루포시네이트를 포함하는 발근 배지, 및 그를 포함하지 않는 발근 배지 중에서 배양된 재생된 대두[0198]

소식물체의 뿌리 조직에서의 황색 형광 단백질 트랜스진 발현의 존재 또는 부재

[0199]

실시예 7: 선별제를 포함하는 발근 배지 상에서 생산된 트랜스제닉 대두 이벤트의 유전가능성[0200]

총 153개의 트랜스제닉 대두 이벤트를 단리시키고, 성숙해질 때까지 성장시켰다.  이들 대두 이벤트를 자가 수[0201]

정시켜 종자를 생산하도록 하여 이를 수득하고, 유전가능성에 대해 분석하였다.  153개의 트랜스제닉 대두 이벤

트 모두 모체 T0 대두 식물에서의 분자 분석을 통해 황색 형광성 단백질 및 포스피노트리신 아세틸 트랜스퍼라제

트랜스진을 함유하는 것으로 확인되었다.  153개의 트랜스제닉 대두 이벤트 각각의 경우, 15개의 종자는 종래

온실 조건하에서 수득되고, 토양에서 발아된 것이었다.  트랜스제닉 대두 식물을 V1 발생 단계까지 성장시키고,

본 실시예에서 예시적인 선별제로서 사용된 411 g ae/ha 글루포시네이트를 분무하였다.  글루포시네이트로 처리

한 후, 대두 식물을 관찰하고, 그를 글루포시네이트에 대한 저항성 또는 감수성인 것으로 등급화하였다.  1개

이상의 T1 묘목을 생산한 트랜스제닉 대두 이벤트는 유전가능한 이벤트인 것으로 결정되었다. 

분석된 153개의 트랜스제닉 대두 이벤트 중 48%의 이벤트가 글루포시네이트에 대하여 저항성인 1개 이상의 대두[0202]

종자를 생산하였고, 유전가능한 이벤트인 것으로 결정되었다.  시험된 T1 트랜스제닉 대두 이벤트 중에서 153개

의 트랜스제닉 대두 이벤트 중 76개는 글루포시네이트를 포함하는 발근 배지로 옮겨졌을 때, 갈색/검은색 뿌리

를 발생한 대두 새싹으로부터 생산되었다.  총 93%의 상기 트랜스제닉 대두 이벤트가 글루포시네이트 적용에 대

하여 감수성인 대두 식물을 생산하였고, 비-유전가능한 이벤트인 것으로 결정되었다 (하기 표 3 참조).  시험된

T1 트랜스제닉 대두 이벤트 중에서 153개의 트랜스제닉 대두 이벤트 중 77개는 글루포시네이트를 포함하는 발근

배지로 옮겨졌을 때, 건강한 흰색 뿌리를 발생시킨 대두 새싹으로부터 생산되었다.  총 90%의 상기 트랜스제닉

대두 이벤트가 글루포시네이트 적용에 대하여 저항성인 대두 식물을 생산하였고, 유전가능한 이벤트인 것으로

결정되었다 (하기 표 3 참조).  따라서, 조직 배양의 발근 배지 단계에서 글루포시네이트 선별을 사용하고, 건

강한 흰색 뿌리를 포함하는 배선 형질전환된 대두 이벤트를 진행시킴으로써, 유전적 대두 이벤트의 빈도는 48%

에서 90%로 증가되었다.  반대로, 갈색/검은색 뿌리를 포함하는 대두 형질전환체를 확인하고, 제거함으로써, 약

93%의 비-배선 형질전환된 이벤트를 확인할 수 있고, 형질전환의 발근 단계에서 배제시킬 수 있다 (표 3 참조).

<표 3> 글루포시네이트 선별을 포함하는 발근 배지 상에서 생산된 트랜스제닉 대두 이벤트의 유전가능성 분석[0203]

[0204]

하기 표 4에 제시된 바와 같이, 유전가능하고, 분자 확익 분석을 통해 황색 형광성 단백질 트랜스진 카피를 소[0205]

지한 것으로 확인된 특정 T1 대두 이벤트는 선별제를 포함하는 발근 배지 중에서 배양되었고, 현미경을 통해 황
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색 형광성 단백질 트랜스진을 발현하는 것으로 확인된 T0 대두 식물로부터 유래된 것이었다.  본 연구 결과는 T0

식물의 뿌리에서의 황색 형광성 단백질 트랜스진 발현과 황색 형광성 단백질 트랜스진의 T1 식물로의 유전가능성

사이에는 상관관계가 있다는 것을 나타낸다.  대두 뿌리가 배선 조직으로부터 발생하였다는 것을 고려하면 (도

3 및 도 4 참조). 발근 배지 내에 선별제의 도입이 대두 배선 형질전환체의 발생에 대해 선별하고, 이는 대두

비-배선 형질전환체를 배제시키는 데 사용될 수 있다. 

<표 4> T0 식물의 뿌리에서의 황색 형광성 단백질 트랜스진 발현과 T1 대두 자손 식물에서의 황색 형광성 단백질[0206]

트랜스진의 분자적 확인 사이의 상관관계

[0207]

실시예 8: 비-배선 대두 형질전환 이벤트의 확인 및 제거[0208]

대두 형질전환 과정에서 조기 단계에 비-배선 또는 키메라 대두 형질전환체를 제거하기 위한 신규하고 효율적인[0209]

방법을 개시한다.  본 방법은 배선 대두 형질전환체 선별을 위해 발근 배지 중에 선별제를 도입시키는 것을 이

용한다.  본 실시예에서는 1 mg/L 글루포시네이트를 예시적인 선별제로서 사용하였다.  재생시킨 대두 새싹을

글루포시네이트를 포함하는 발근 배지 상에서 배양하였을 때, 비-배선 또는 키메라 대두 형질전환 이벤트는 생

존가능한 뿌리를 생산하지 못하였다.  비-배선 또는 키메라 대두 형질전환 이벤트는 건강하지 못한 갈색/검은색

뿌리를 생산하거나, 또는 어떤 뿌리도 생산하지 못하였다.  이에 따라, 비-배선 또는 키메라 대두 형질전환 이

벤트는 대두 형질전환 과정에서 조기에 시각적으로 구별될 수 있고, 배제될 수 있다.  비교해 보면, 배선 대두

형질전환 이벤트는 글루포시네이트의 존재하에서 건강한, 생존가능한 뿌리 및 발근된 소식물체를 생산하고, 이

는 T1 종자 생산을 위한 온실로의 진행을 위하여 확인 및 선별될 수 있다.  글루포시네이트를 배선 대두 형질전

환체의 선별에 대해 발근 배지 중의 선별제로서 평가하였다.  선별제로서 1 mg/L 이상의 선별 농도로 글루포시

네이트를 사용하는 것이 뿌리 표현형 (갈색/검은색 뿌리 또는 뿌리를 발생시키지 못하는 표현형)에 기초하여 약

93%의 비-배선 (키메라) 이벤트를 제거하는 데 효과적인 것으로 나타났다.  비교해 보면, 선별제로서 1 mg/L 이

상의 선별 농도로 글루포시네이트를 사용하는 것은 배선 대두 형질전환 이벤트를 확인하는 데 효과적이었고, 선

별제를 포함하는 대두 배지 중에서 생존가능한 건강한 뿌리를 생산한, 약 90%의 진행된 대두 형질전환 이벤트는

배선 대두 형질전환체인 것으로 확인되었다 (도 6). 

실시예 9: 글리포세이트 선별제 사용을 통한 비-배선 대두 형질전환 이벤트의 검출 및 제거[0210]

dgt-28 트랜스진을 포함하는 이원 벡터를 관련 기술분야에서 인지되는 방법을 이용하여 구축할 수 있다.  dgt-[0211]

28 트랜스진은 상업적 농도의 글리포세이트의 적용에 대하여 강력한 내성을 제공할 수 있다.  예시적인 dgt-28

트랜스진을 포함하는 이원 벡터는 미국 특허 출원 번호 13/757,536 (본원에서 참조로 포함된다)에 추가로 기술

되어 있다.  이어서, dgt-28 항생제 선별가능한 마커 유전자를 함유하는 이원 벡터를 대두의 형질전환을 위해

사용할 수 있다.  아그로박테리움 투메파시엔스 균주인 균주를, dgt-28 항생제 선별가능한 마커 유전자를 포함

하는 이원 벡터로 전기천공시킬 수 있다.  단일 콜로니를 단리시키고, 이원 벡터의 존재를 제한 효소 분해를 통

해 확인할 수 있다.

임의의 공지된 대두 형질전환 프로토콜을 사용하여 식물 형질전환을 수행할 수 있다.  예시적인 대두 형질전환[0212]

방법은 문헌 [Zeng P. (2004)]의 변형된 자엽절 대두 형질전환, 문헌 [Paz M. (2005)]의 변형된 절반 종자 대두

형질전환, 또는 미국 출원 번호 61/739,349의 부분적인 배축이 있는 분할 종자 대두 형질전환 방법을 포함한다.

형질전환 후, 하기 기술되는 조직 배양 방법을 사용하여 대두 조직을 배양한다. 

미국 출원 번호 61/739,349 (본원에서 참조로 포함된다)에 기술된 바와 같이 변형된 조직 배양 프로토콜을 이용[0213]

하여 형질전환된 대두 종자를 배양하고, 여기서, 선별제는 글리포세이트이다.  대두 식물 종자를 아그로박테리
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움과 함께 여과지로 덮인 공동 배양 배지 상에서 5일 동안 공동 배양할 수 있다.  공동 배양 배지 상에서 5일

동안 인큐베이션시킨 후, 외식편을 액체 새싹 유도 (SI) 배지에서 약 5 내지 10분 동안 세척할 수 있다.  이어

서, 외식편을 새싹 유도-I (SI-I) 배지 상에서 배양할 수 있다.  대두 종자는 대두 종자의 평평한 측면이 위로

향하게 하고, 대두 자엽절 단부는 SI-I 배지 내에 포매되도록 놓을 수 있다.  18시간의 광주기로 24℃에서 2주

간 배양한 후, 외식편을 0.01 mM 내지 1.0 mM 글리포세이트로 보충된 새싹 유도-II (SI-II) 배지로 옮겨 놓을

수 있다.  SI-II 배지 상에서 2주 경과 후, 자엽을 외식편으로부터 제거하고, 자엽 기부를 절단하여 새로 돋아

난 새싹 패드를 절제할 수 있고, 단리된 새싹을 새싹 신장 (SE) 배지로 옮겨 놓을 수 있다.  배양물을 매 2주마

다 새 SE 배지로 옮겨 놓을 수 있다.  새싹 유도 및 새싹 신장 단계 전 과정 동안 페트리 ™ 디쉬를 여과지로

감싸 놓지 않을 수 있다.  광원은 새싹 유도 및 새싹 신장 동안 형질전환된 조직에 대해 80-90 μmole s
-1
m
-2
의

조명으로 제공될 수 있다. 

단리된 새싹을 피타 트레이 중 발근 배지 (MS 염, B5 비타민, 28 mg/L 페로스, 38 mg/L Na
2
EDTA, 20 g/L 수크로[0214]

스 및 0.59 g/L MES, 50 mg/L 아스파라긴, 100 mg/L L-피로글루탐산, 및 7 g/L 노블™ 아가, pH 5.6)로 옮기기

전에 발근을 촉진시키기 위하여 신장된 새싹을 약 1 내지 3분 동안 1 mg/L 인돌 3-부티르산 (IBA)에 침지시킬

수 있다.  형질전환 실험 서브세트를 위해 0.01 mM 내지 1.0 mM 농도의 글리포세이트 선별제를 발근 배지에 도

입시킬 수 있다. 

1-2주 동안 18시간의 광주기로 24℃에서 발근 배지 중에서 배양한 후, 건강한, 생존가능한 뿌리를 생산한 대두[0215]

새싹을 토양으로 옮길 수 있다.  개방형 플라스틱 선데이 컵이 포함되어 있는 토양에 건강한, 생존가능한 뿌리

를 포함하는 대두 새싹을 넣을 수 있다.  대두 소식물체의 순응을 위해 뿌리를 포함하는 대두 새싹이 옮겨져 놓

여 있는 플라스틱 선데이 컵을 콘브트론™에 놓을 수 있다.  소식물체를 온실로 옮기기 전에 수주 동안 개방형

선데이 컵에서 발근된 대두 소식물체를 순응시킬 수 있다. 

비-배선, 키메라 대두 형질전환 이벤트 및 비형질전환체(escape)을 제거하기 위해 대두 조직 배양 발근 배지 중[0216]

글리포세이트를 포함하는 섹션 작용제의 도입을 시험할 수 있다.  대두 (cv. 매버릭)를 dgt-28 트랜스진을 함유

하는 이원 벡터로 아그로박테리움 매개 형질전환시킨 후, 대두 새싹을 재생시키고, 글리포세이트를 포함하는 선

별제를 함유하는 발근 배지 상에서 배양할 수 있다.  새싹을 뿌리 발생에 대해 관찰할 수 있고, 생존가능한 흰

색 뿌리를 생산한 새싹은 현미경을 통해 트랜스진의 발현에 대하여 추가로 검정할 수 있다.  분자적 확인을 통

해 뿌리를 트랜스진의 존재에 대하여 추가로 시험할 수 있다.  발생된 뿌리에서의 활발하게 발현하는 트랜스진

의 존재는 L2/L3 조직층이 형질전환되었고, 이로써, 대두 배선 형질전환체가 생성되었음을 나타내는 것일 수 있

다. 생존가능한 흰색 뿌리 중 상당 부분이 뿌리 조직에서 트랜스진을 발현할 수 있는 것으로, 트랜스진 발현과

생존가능한 흰색 뿌리 형성 사이에는 상관관계가 있는 것으로 관찰될 수 있다.

본 결과는 선별제를 함유하지 않은 발근 배지 상에서 배양된 대두 새싹의 것과 유사할 수 있다.  발근 배지에[0217]

선별제를  포함하지  않은  대조군  조건에서는  대두  새싹이  건강한  뿌리를  생산하는  결과를  얻을  수  있다.

그러나, 발근된 식물 중 오직 약 50%만이 뿌리 조직에서 트랜스진을 발현할 수 있다. 

반대로, 비-배선 또는 키메라 형질전환된 새싹을 선별제를 포함하는 발근 배지로 옮겨 놓으면, 새싹은 뿌리를[0218]

발생시키지 못할 수 있거나, 또는 발생된 소수의 뿌리는 갈색 또는 검은색으로 변색될 수 있다.  갈색 또는 검

은색 뿌리를 생산한 새싹은 뿌리 조직에서 트랜스진을 발현하지 못할 수 있고, 이로써, 이는 배선 조직이 트랜

스진으로 형질전환되지 못할 수 있다는 것을 나타낸다.  이러한 결과는 선별제를 포함하는 발근 배지에서 배양

되었을 때, 비-배선 대두 형질전환 이벤트는 뿌리를 형성하지 못하거나, 또는 갈색/검은색 뿌리를 발생시킨다는

것을 나타낼 수 있다.  비-배선 형질전환된 대두 새싹은 생존하지 못하거나, 또는 갈색/검은색 뿌리 생산에 의

해 확인되는 바,  시각적으로 구별될 수 있으며,  따라서,  조직 배양 중 발근 배지 선별 단계에서 배제될 수

있다. 

실시예 10: 2,4-D 선별제 사용을 통한 비-배선 대두 형질전환 이벤트의 검출 및 제거[0219]

aad-12 트랜스진을 포함하는 이원 벡터를 관련 기술분야에서 인지되는 방법을 이용하여 구축할 수 있다.  aad-[0220]

12 트랜스진은 상업적 농도의 2,4-D의 적용에 대하여 강력한 내성을 제공할 수 있다.  예시적인 aad-12 트랜스

진을 포함하는 이원 벡터는 미국 특허 번호 8,283,522 (본원에서 참조로 포함된다)에 추가로 기술되어 있다.

이어서, aad-12 항생제 선별가능한 마커 유전자를 함유하는 이원 벡터를 대두의 형질전환을 위해 사용할 수 있

다.  아그로박테리움 투메파시엔스 균주인 균주를, aad-12 항생제 선별가능한 마커 유전자를 포함하는 이원 벡

터로 전기천공시킬 수 있다.  단일 콜로니를 단리시킬 수 있고, 이원 벡터의 존재를 제한 효소 분해를 통해 확
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인한다.

임의의 공지된 대두 형질전환 프로토콜을 사용하여 식물 형질전환을 수행할 수 있다.  예시적인 대두 형질전환[0221]

방법은 문헌 [Zeng P. (2004)]의 변형된 자엽절 대두 형질전환, 문헌 [Paz M. (2005)]의 변형된 절반 종자 대두

형질전환, 또는 미국 출원 번호 61/739,349의 부분적인 배축이 있는 분할 종자 대두 형질전환 방법을 포함한다.

형질전환 후, 하기 기술되는 조직 배양 방법을 사용하여 대두 조직을 배양할 수 있다. 

미국 출원 번호 61/739,349 (본원에서 참조로 포함된다)에 기술된 바와 같이 변형된 조직 배양 프로토콜을 이용[0222]

하여 형질전환된 대두 종자를 배양할 수 있고, 여기서, 선별제는 2,4-D이다.  대두 식물 종자를 아그로박테리움

과 함께 여과지로 덮인 공동 배양 배지 상에서 5일 동안 공동 배양할 수 있다.  공동 배양 배지 상에서 5일 동

안 인큐베이션시킨 후, 외식편을 액체 새싹 유도 (SI) 배지에서 약 5 내지 10분 동안 세척할 수 있다.  이어서,

외식편을 새싹 유도-I (SI-I) 배지 상에서 배양할 수 있다.  대두 종자는 대두 종자의 평평한 측면이 위로 향하

게 하고, 대두 자엽절 단부는 SI-I 배지 내에 포매되도록 놓을 수 있다.  18시간의 광주기로 24℃에서 2주간 배

양한 후, 외식편을 2 내지 120 mg/L 2,4-D로 보충된 새싹 유도-II (SI-II) 배지로 옮겨 놓을 수 있다.  SI-II

배지 상에서 2주 경과 후, 자엽을 외식편으로부터 제거할 수 있고, 여기서, 자엽 기부를 절단하여 새로 돋아난

새싹 패드를 절제하고, 단리된 새싹을 새싹 신장 (SE) 배지로 옮겨 놓는다.  배양물을 매 2주마다 새 SE 배지로

옮겨 놓을 수 있다.  새싹 유도 및 새싹 신장 단계 전 과정 동안 페트리 ™ 디쉬를 여과지로 감싸 놓지 않을 수

있다.  광원은 새싹 유도 및 새싹 신장 동안 형질전환된 조직에 대해 80-90 μmole s
-1
m
-2
의 조명으로 제공될 수

있다.   

단리된 새싹을 피타 트레이 중 발근 배지 (MS 염, B5 비타민, 28 mg/L 페로스, 38 mg/L Na
2
EDTA, 20 g/L 수크로[0223]

스 및 0.59 g/L MES, 50 mg/L 아스파라긴, 100 mg/L L-피로글루탐산, 및 7 g/L 노블™ 아가, pH 5.6)로 옮기기

전에 발근을 촉진시키기 위하여 신장된 새싹을 약 1 내지 3분 동안 1 mg/L 인돌 3-부티르산 (IBA)에 침지시킬

수 있다.  형질전환 실험 서브세트를 위해 약 2 내지 120 mg/L 농도의 2,4-D 선별제를 발근 배지에 도입시킨다.

1-2주 동안 18시간의 광주기로 24℃에서 발근 배지 중에서 배양한 후, 건강한, 생존가능한 뿌리를 생산한 대두[0224]

새싹을 토양으로 옮길 수 있다.  개방형 플라스틱 선데이 컵이 포함되어 있는 토양에 건강한, 생존가능한 뿌리

를 포함하는 대두 새싹을 넣을 수 있다.  대두 소식물체의 순응을 위해 뿌리를 포함하는 대두 새싹이 옮겨져 놓

여 있는 플라스틱 선데이 컵을 콘브트론™에 놓을 수 있다.  소식물체를 온실로 옮기기 전에 수주 동안 개방형

선데이 컵에서 발근된 대두 소식물체를 순응시킬 수 있다. 

비-배선, 키메라 대두 형질전환 이벤트 및 비형질전환체(escape)을 제거하기 위해 대두 조직 배양 발근 배지 중[0225]

2,4-D를 포함하는 섹션 작용제의 도입을 시험할 수 있다.  대두 (cv. 매버릭)를 aad-12 트랜스진을 함유하는 이

원 벡터로 아그로박테리움 매개 형질전환시킨 후, 대두 새싹을 재생시키고, 2,4-D를 포함하는 선별제를 함유하

는 발근 배지 상에서 배양할 수 있다.  새싹을 뿌리 발생에 대해 관찰할 수 있고, 생존가능한 흰색 뿌리를 생산

한 새싹은 현미경을 통해 트랜스진의 발현에 대하여 추가로 검정할 수 있다.  분자적 확인을 통해 뿌리를 트랜

스진의 존재에 대하여 추가로 시험할 수 있다.  발생된 뿌리에서의 활발하게 발현하는 트랜스진의 존재는 L2/L3

조직층이 형질전환되었고, 이로써, 대두 배선 형질전환체가 생성되었음을 나타내는 것일 수 있다. 생존가능한

흰색 뿌리 중 상당 부분이 뿌리 조직에서 트랜스진을 발현하는 것으로, 트랜스진 발현과 생존가능한 흰색 뿌리

형성 사이에는 상관관계가 있는 것으로 관찰될 수 있다.

본 결과는 선별제를 함유하지 않은 발근 배지 상에서 배양된 대두 새싹의 것과 유사할 수 있다.  대조군 조건은[0226]

발근 배지에 선별제를 포함하지 않을 수 있고, 이를 통해 대두 새싹이 건강한 뿌리를 생산하는 결과를 얻을 수

있다.  그러나, 발근된 식물 중 오직 약 50%만이 뿌리 조직에서 트랜스진을 발현할 수 있다. 

반대로, 비-배선 또는 키메라 형질전환된 새싹을 선별제를 포함하는 발근 배지로 옮겨 놓으면, 새싹은 뿌리를[0227]

발생시키지 못할 수 있거나, 또는 발생된 소수의 뿌리는 갈색 또는 검은색으로 변색될 수 있다.  갈색 또는 검

은색 뿌리를 생산한 새싹은 뿌리 조직에서 트랜스진을 발현하지 못할 수 있고, 이로써, 이는 배선 조직이 트랜

스진으로 형질전환되지 못할 수 있다는 것을 나타낸다.  이러한 결과는 선별제를 포함하는 발근 배지에서 배양

되었을 때, 비-배선 대두 형질전환 이벤트는 뿌리를 형성하지 못하거나, 또는 갈색/검은색 뿌리를 발생시킨다는

것을 나타낼 수 있다.  비-배선 형질전환된 대두 새싹은 생존하지 못하거나, 또는 갈색/검은색 뿌리 생산에 의

해 확인되는 바,  시각적으로 구별될 수 있으며,  따라서,  조직 배양 중 발근 배지 선별 단계에서 배제될 수

있다.  
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본 발명의 측면들이 특정 실시양태에서 기재되었지만, 이들은 본 개시내용의 정신 및 범주 내에서 추가로 변형[0228]

될 수 있다.  그러므로, 본 출원은 그의 일반적인 원리를 이용하는 본 발명의 실시양태의 임의의 변형, 용도,

또는 적용을 포함하는 것으로 의도된다.  추가로, 본 출원은, 이들 실시양태가 관련되고, 첨부된 청구범위의 제

한 내에 포함되는 관련 기술분야의 공지된 또는 통상의 실시 내에 있는 한, 본 개시내용으로부터의 이러한 변화

를 포함하는 것으로 의도된다. 

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4
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도면7b

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  Dow AgroSciences LLC

       Samuel, Pon

       Cicak, Toby

       Pareddy, Dayakar

       Chennareddy, Siva

       Sarria-Millan, Rodrigo
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<120>  Soybean Transformation Method

<130>  14764-231578

<150>  61/886,945

<151>  2013-10-04

<160>  2     

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  2783

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  First PTU of pDAB 9381 comprising AtUbi10 Promoter :: yfp :: ORF 

       23 3'UTR

<400>  1

gtcgacctgc aggtcaacgg atcaggatat tcttgtttaa gatgttgaac tctatggagg       60

tttgtatgaa ctgatgatct aggaccggat aagttccctt cttcatagcg aacttattca      120

aagaatgttt tgtgtatcat tcttgttaca ttgttattaa tgaaaaaata ttattggtca      180

ttggactgaa cacgagtgtt aaatatggac caggccccaa ataagatcca ttgatatatg      240

aattaaataa caagaataaa tcgagtcacc aaaccacttg ccttttttaa cgagacttgt      300

tcaccaactt gatacaaaag tcattatcct atgcaaatca ataatcatac aaaaatatcc      360

aataacacta aaaaattaaa agaaatggat aatttcacaa tatgttatac gataaagaag      420

ttacttttcc aagaaattca ctgattttat aagcccactt gcattagata aatggcaaaa      480

aaaaacaaaa aggaaaagaa ataaagcacg aagaattcta gaaaatacga aatacgcttc      540

aatgcagtgg gacccacggt tcaattattg ccaattttca gctccaccgt atatttaaaa      600

aataaaacga taatgctaaa aaaatataaa tcgtaacgat cgttaaatct caacggctgg      660

atcttatgac gaccgttaga aattgtggtt gtcgacgagt cagtaataaa cggcgtcaaa      720

gtggttgcag ccggcacaca cgagtcgtgt ttatcaactc aaagcacaaa tacttttcct      780

caacctaaaa ataaggcaat tagccaaaaa caactttgcg tgtaaacaac gctcaataca      840

cgtgtcattt tattattagc tattgcttca ccgccttagc tttctcgtga cctagtcgtc      900

ctcgtctttt cttcttcttc ttctataaaa caatacccaa agcttcttct tcacaattca      960

gatttcaatt tctcaaaatc ttaaaaactt tctctcaatt ctctctaccg tgatcaaggt     1020

aaatttctgt gttccttatt ctctcaaaat cttcgatttt gttttcgttc gatcccaatt     1080
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tcgtatatgt tctttggttt agattctgtt aatcttagat cgaagacgat tttctgggtt     1140

tgatcgttag atatcatctt aattctcgat tagggtttca taaatatcat ccgatttgtt     1200

caaataattt gagttttgtc gaataattac tcttcgattt gtgatttcta tctagatctg     1260

gtgttagttt ctagtttgtg cgatcgaatt tgtcgattaa tctgagtttt tctgattaac     1320

agagatctcc atgtcatctg gagcacttct ctttcatggg aagattcctt acgttgtgga     1380

gatggaaggg aatgttgatg gccacacctt tagcatacgt gggaaaggct acggagatgc     1440

ctcagtggga aaggtatgtt tctgcttcta cctttgatat atatataata attatcacta     1500

attagtagta atatagtatt tcaagtattt ttttcaaaat aaaagaatgt agtatatagc     1560

tattgctttt ctgtagttta taagtgtgta tattttaatt tataactttt ctaatatatg     1620

accaaaacat ggtgatgtgc aggttgatgc acaattcatc tgtactaccg gagatgttcc     1680

tgtgccttgg agcacacttg tcaccactct cacctatgga gcacagtgct ttgccaagta     1740

tggtccagag ttgaaggact tctacaagtc ctgtatgcca gatggctatg tgcaagagcg     1800

cacaatcacc tttgaaggag atggcaactt caagactagg gctgaagtca cctttgagaa     1860

tgggtctgtc tacaataggg tcaaactcaa tggtcaaggc ttcaagaaag atggtcacgt     1920

gttgggaaag aacttggagt tcaacttcac tccccactgc ctctacatct ggggagacca     1980

agccaaccac ggtctcaagt cagccttcaa gatatgtcat gagattactg gcagcaaagg     2040

cgacttcata gtggctgacc acacccagat gaacactccc attggtggag gtccagttca     2100

tgttccagag tatcatcata tgtcttacca tgtgaaactt tccaaagatg tgacagacca     2160

cagagacaac atgagcttga aagaaactgt cagagctgtt gactgtcgca agacctacct     2220

ttgagtagtt agcttaatca cctagagctc ggtcaccagc ataattttta ttaatgtact     2280

aaattactgt tttgttaaat gcaattttgc tttctcggga ttttaatatc aaaatctatt     2340

tagaaataca caatattttg ttgcaggctt gctggagaat cgatctgcta tcataaaaat     2400

tacaaaaaaa ttttatttgc ctcaattatt ttaggattgg tattaaggac gcttaaatta     2460

tttgtcgggt cactacgcat cattgtgatt gagaagatca gcgatacgaa atattcgtag     2520

tactatcgat aatttatttg aaaattcata agaaaagcaa acgttacatg aattgatgaa     2580

acaatacaaa gacagataaa gccacgcaca tttaggatat tggccgagat tactgaatat     2640

tgagtaagat cacggaattt ctgacaggag catgtcttca attcagccca aatggcagtt     2700

gaaatactca aaccgcccca tatgcaggag cggatcattc attgtttgtt tggttgcctt     2760

tgccaacatg ggagtccaag gtt                                             2783

<210>  2

<211>  1828
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>   Second PTU of pDAB9381 comprising CsVMV promoter :: pat :: Orf1 

       3'UTR

<400>  2

ccagaaggta attatccaag atgtagcatc aagaatccaa tgtttacggg aaaaactatg       60

gaagtattat gtaagctcag caagaagcag atcaatatgc ggcacatatg caacctatgt      120

tcaaaaatga agaatgtaca gatacaagat cctatactgc cagaatacga agaagaatac      180

gtagaaattg aaaaagaaga accaggcgaa gaaaagaatc ttgaagacgt aagcactgac      240

gacaacaatg aaaagaagaa gataaggtcg gtgattgtga aagagacata gaggacacat      300

gtaaggtgga aaatgtaagg gcggaaagta accttatcac aaaggaatct tatcccccac      360

tacttatcct tttatatttt tccgtgtcat ttttgccctt gagttttcct atataaggaa      420

ccaagttcgg catttgtgaa aacaagaaaa aatttggtgt aagctatttt ctttgaagta      480

ctgaggatac aacttcagag aaatttgtaa gtttgtaggt accagatctg gatcccaaac      540

catgtctccg gagaggagac cagttgagat taggccagct acagcagctg atatggccgc      600

ggtttgtgat atcgttaacc attacattga gacgtctaca gtgaacttta ggacagagcc      660

acaaacacca caagagtgga ttgatgatct agagaggttg caagatagat acccttggtt      720

ggttgctgag gttgagggtg ttgtggctgg tattgcttac gctgggccct ggaaggctag      780

gaacgcttac gattggacag ttgagagtac tgtttacgtg tcacataggc atcaaaggtt      840

gggcctagga tctacattgt acacacattt gcttaagtct atggaggcgc aaggttttaa      900

gtctgtggtt gctgttatag gccttccaaa cgatccatct gttaggttgc atgaggcttt      960

gggatacaca gcccggggta cattgcgcgc agctggatac aagcatggtg gatggcatga     1020

tgttggtttt tggcaaaggg attttgagtt gccagctcct ccaaggccag ttaggccagt     1080

tacccaaatc tgagtagtta gcttaatcac ctagagctcg atcggcggca atagcttctt     1140

agcgccatcc cgggttgatc ctatctgtgt tgaaatagtt gcggtgggca aggctctctt     1200

tcagaaagac aggcggccaa aggaacccaa ggtgaggtgg gctatggctc tcagttcctt     1260

gtggaagcgc ttggtctaag gtgcagaggt gttagcggga tgaagcaaaa gtgtccgatt     1320

gtaacaagat atgttgatcc tacgtaagga tattaaagta tgtattcatc actaatataa     1380

tcagtgtatt ccaatatgta ctacgatttc caatgtcttt attgtcgccg tatgtaatcg     1440

gcgtcacaaa ataatccccg gtgactttct tttaatccag gatgaaataa tatgttatta     1500

taatttttgc gatttggtcc gttataggaa ttgaagtgtg cttgaggtcg gtcgccacca     1560
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ctcccatttc ataattttac atgtatttga aaaataaaaa tttatggtat tcaatttaaa     1620

cacgtatact tgtaaagaat gatatcttga aagaaatata gtttaaatat ttattgataa     1680

aataacaagt caggtattat agtccaagca aaaacataaa tttattgatg caagtttaaa     1740

ttcagaaata tttcaataac tgattatatc agctggtaca ttgccgtaga tgaaagactg     1800

agtgcgatat tatggtgtaa tacatagg                                        1828
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