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특허청구의 범위

청구항 1 

열충격단백질(Heat shock protein;HSP)을 코딩하는 하기 (a) 또는 (b)의 분리된 유전자 (CaHSP70):

(a) 서열번호 2의 아미노산 서열을 갖는 열충격단백질을 코딩하는 유전자;

(b) 서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자.

청구항 2 

서열번호 2의 아미노산 서열을 갖는 분리된 단백질(CaHSP70).

청구항 3 

제1항 기재의 유전자를 포함하는 재조합 벡터.

청구항 4 

제1항 기재의 유전자 또는 제3항 기재의 재조합 벡터에 의해 형질전환된 식물체.

청구항 5 

병원균 접종 또는 고온처리 후 식물체로부터 mRNA를 분리하여 제1항 기재의 CaHSP70 유전자의 차별적 발현을 확

인하는 단계를 포함하는 식물체의 병저항성 또는 고온스트레스 저항성 탐색방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 병저항성 및 고온스트레스 관련 유전자 CaHSP70 및 이를 이용한 형질전환 식물체에 관한 것이다. 더[0001]

욱 상세하게 본 발명은 비병원성 단백질 AvrBsT와 상호작용하는 신규 저항성 관련 유전자인 CaHSP70 (Capsicum

annuum Heat Shock Protein 70) 유전자, 이를 이용한 형질전환 식물체, 및 이를 이용한 병저항성 또는 고온스트

레스 저항성 탐색방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

경제발전과 생활수준의 향상으로 소비자의 소득수준이 증가됨에 따라 고품질 청정 농작물에 대한 선호도가 높아[0002]

짐에 따라 친환경 유기농법에 의한 고품질 작물생산이 시장 경쟁력을 갖추기 위한 필수요소로 떠오르고 있다. 

다른 한편으로는 지구온난화에 따른 환경이 지진, 홍수, 폭설 등의 자연재해가 더욱 빈번하게 발생하고 있고 계[0003]

절 변동 현상으로 병해충의 발생의 예측이 어려워지면서 인간 및 자연환경에 유해한 화학농약에 대한 의존도가

더욱 증가되고 고온 등의 자연재해에 대한 관심이 고조되고 있다.  

이런 여론의 흐름을 따라서 녹색성장을 위해 국제적으로도 협력방안이 모색되어 가고 있고 모든 산업과 사회의[0004]

전반적인 생활 양식이 친환경 지향적으로 전환하는 것이 의무화 되어가는 추세이다. 농업에 있어서 친환경 녹색

성장을 이룩하기 위해서는 전통적 육종이나 분자 육종방법으로 환경 스트레스에 대해 잘 견디어내고 주요 식물

병에 대한 병저항성 작물을 개발하여 재배하는 것이 가장 환경 친화적이고 경제적인 작물재배 방법이다. 식물의

병 저항성 반응 또는 환경적 스트레스에 대한 내성을 가지는 식물의 방어관련 기작 연구는 지금까지 잘 알려져

있지 않아 생체 내 식물방어 기작을 규명하는 과학기술적 가치를 지닌다. 또한 식물저항성 관련 유전자의 정보

는 작물의 분자적 유전육종의 직접적 재료로서 제공되어 질 수 있을 뿐 아니라 전통적 유전육종에도 사용될 수

있는 장점을 지니고 있다. 

우리나라에서 집약적으로 재배되는 고추 (Capsicum annuum L.)는 주요 경제 작물로써 여러 식물병과 무생물적[0005]

환경 스트레스에 피해를 받고 있으며, 더 효과적인 방제법의 개발을 위해선 병에 대한 식물의 방어 반응을 분자

세포학적으로 연구하는 것이 필요하다. 고추 세균성점무늬병원균과 고추와의 상호작용에서 방어반응에 관여하는
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유전자를 분자적으로 클로닝하고 기능 분석하는 것은 고추의 병방어 반응 경로의 이해를 증진시키고, 저항성 관

련 유전자를 고추식물에서 발현시킨 병저항성 형질전환식물의 개발을 위한 유전자원의 토대가 된다. 식물체가

병원균에 감염되면 여러 가지 세포내 대사 시스템을 작동시켜 방어기작을 활성화하는데, 이러한 방어기작은 병

원체에 대한 기주세포의 인식을 시발점으로 국부적 세포 사멸과 같은 과민성 반응, 세포벽의 비후화 등의 반응

을 나타내며, 여러 종류의 2차 대사산물과 항균성 물질을 생성하고, 병방어관련 단백질을 생성하는 것으로 알려

져 있다. 그러나 현재 과민성 반응을 조절하는 인자와 그것의 메커니즘에 대한 연구가 매우 미흡한 실정이다. 

본 발명의 배경이 되는 기술로 대한민국 등록특허 10-1280107(2013.06.24)에는 식물의 방어관련 식물특이 전사[0006]

인자  유전자  CaHSTF1  및  이를  이용한  형질전환  식물체가  개시되어  있고,  대한민국  특허등록  10-

0344572(2002.07.05.)에는 식물의 고온 저항성 유전자 및 그의 염기 서열이 공개되어 있다. 또한 대한민국 특허

공개 10-2011-0039908 (2011.04.20)에는 식물의 생물적 또는 비생물적 환경 스트레스에 대하여 저항성을 증진시

키는 방법에 대해 개시되어 있다.

그러나, 고추 세균성 점무늬병 (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria)에 감염될 때 특이적으로 발현이 유[0007]

도되어  세균의  비병원성  단백질  AvrBsT와  상호작용하는  저항성 관련 유전자인 CaHSP70에  대해  알려진 바는

없다.

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허가 참조되고 그 인용이 표시되어 있다. 인용된 논문 및 특허문헌의[0008]

개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명의 내용

이 보다 명확하게 설명된다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 등록특허 10-1280107(2013.06.24) [0009]

(특허문헌 0002) 대한민국 특허등록 10-0344572(2002.07.05.) 

(특허문헌 0003) 대한민국 특허공개 10-2011-0039908 (2011.04.20) 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 고추 녹광 품종 (Capsicum annuum L. cv. Nockwang) 식물이 고추 세균성 점무늬병 (Xanthomonas[0010]

campestris pv. vesicatoria)에 감염될 때 특이적으로 발현이 유도되어 세균의 비병원성 단백질 AvrBsT와 상호

작용하는 신규 저항성 관련 유전자인 CaHSP70(Capsicum annuum Heat Shock Protein 70) 유전자를 발견하고, 병

저항성에 관한 CaHSP70의 역할 및 CaHSP70 유전자의 고온에서 세포사멸 촉진 기능과 식물체 병저항성 활성화 기

능을 확인하여 본 발명을 완성하였다.

본 발명에서 제시된 신규 저항성 관련 유전자인 CaHSP70는 고온에서 또는 AvrBsT와 직접 상호작용하므로 이 유[0011]

전자를 동정하고 클로닝 하여 분석하는 것이 과민성 세포사멸반응 기작을 연구하고 고온과 주요 식물병에 저항

성인 작물 품종을 육종하는데 실질적으로 기여할 것으로 기대된다. 

따라서, 본 발명의 목적은, CaHSP70 유전자를 분리하여 해독함으로써 그 서열정보 및 그에 따른 아미노산 서열[0012]

정보를 제공하는 것이다. 

본 발명의 다른 목적은 상기 유전자를 포함하는 재조합 벡터 또는 상기 유전자의 발현을 억제하는 벡터를 제공[0013]

하는 것이다.

더 나아가, 본 발명은 상기 CaHSP70 유전자를 식물체에 도입하여 병저항성 또는 고온스트레스 저항성을 가지는[0014]

형질전환 식물체를 제작하는 데 그 목적이 있다. 

등록특허 10-1438685

- 4 -



또한,  본  발명의  목적은  상기  유전자를  이용한  병저항성  또는  고온스트레스  저항성  탐색방법을  제공하는[0015]

것이다.

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 더욱 명확하게 된다.[0016]

과제의 해결 수단

본 발명의 일  양태에 따르면,  본  발명은 열충격단백질(Heat  shock  protein;HSP)을  코딩하는 분리된 유전자[0017]

(CaHSP70)인 a) 서열번호 2의 아미노산 서열을 갖는 열충격단백질을 코딩하는 유전자 또는 (b) 서열번호 1의 염

기서열을 갖는 유전자를 제공한다.

나아가, 본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열을 갖는 분리된 단백질 CaHSP70[0018]

을 제공한다.

또한 본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 유전자를 포함하는 재조합 벡터를 제공한다.[0019]

또한 본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 상기 유전자 또는 상기 재조합 벡터에 의해 형질전환된 형질[0020]

전환 식물체를 제공한다.

또한, 본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 병원균 접종 또는 고온처리 후 식물체로부터 mRNA를 분리하[0021]

여 상기 CaHSP70 유전자의 차별적 발현을 확인하는 단계를 포함하는 식물체의 병저항성 또는 고온스트레스 저항

성 탐색방법을 제공한다. 

이하, 첨부된 도면을 참조하여 본 발명의 구성을 상세하게 설명하면 다음과 같다.[0022]

본  발명의  목적은,  고추  녹광  품종  (Capsicum  annuum  L.  cv.  Nockwang)  식물이  고추  세균성  점무늬병[0023]

(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria)의 비병원성균에 감염될 때 특이적으로 발현이 유도되어 세균의 비

병원성  단백질  AvrBsT와  상호작용하는  신규  저항성  관련  유전자인  CaHSP70(Capsicum  annuum  Heat  Shock

Protein 70)을 확인하여 그 염기서열을 결정하고, 병원균 처리 또는 고온처리를 통한 CaHSP70의 발현 여부를 조

사하고, VIGS를 통한 CaHSP70 유전자가 억제된 고추식물과 이 유전자를 과발현하는 형질전환 고추에서 CaHSP70

유전자의 식물병 저항성 유도 기능을 확인하여 달성하였다.

본 발명은 고추 세균성 점무늬병균의 비병원성균주 접종에 대해 과민성 저항성 반응을 나타내는 녹광 고추 품종[0024]

으로부터 mRNA를 분리하여 이로부터 cDNA 라이브러리를 제작하고, 그리고 이렇게 제작된 cDNA 라이브러리를 이

용하여 yeast two-hybrid screening을 수행하여 점무늬병균의 비병원성 단백질인 AvrBsT와 상호작용하는 cDNA

클론을 동정하였다. 이 클론을 yeast 세포에서 분리 정제하여 유전자의 염기서열을 해독함으로써, CaHSP70으로

명명된 열충격 단백질인 CaHSP70 단백질 코딩 유전자 염기서열(서열번호 1) 및 아미노산 서열(서열번호 2)을 제

공한다 (도 1 참조).

또한, 본 발명은 상기 유전자를 포함하는 재조합 벡터 및 상기 유전자 또는 상기 재조합 벡터가 도입된 형질전[0025]

환 식물체를 제공한다. 

상기 재조합 벡터는 바람직하게는 재조합 식물 발현 벡터이다. 상기 재조합 벡터는 이에 제한되는 것은 아니나,[0026]

예를 들어 pBIN35S:CaHSP70, 또는 pTRV2:CaHSP70이다. 상기 재조합벡터 pTRV2:CaHSP70은 상기 CaHSP70 유전자

를 바이러스-유도 유전자 사일런싱(virus-induced gene silencing, VIGS)을 위한 벡터인 TRV2(Tobacco Rattle

Virus  2)  벡터(참고문헌:  Baulcombe  D.  C.  (1999)  Fast  forward  genetics  based  on  virus-induced  gene

silencing.  Curr.  Opin.  Plant  Biol.  2:109-113)에 삽입시켜 제조하여 그 효과를 확인하였다(도 5  ~  도 8

참조). 상기 재조합 벡터 pBIN35S:CaHSP70를 이용하여 형질전환 식물을 제작하고 유전자가 발현되는 것을 확인

하였다(도 10 및 도 11 참조). 

또한, 본 발명은 상기 CaHSP70 유전자를 포함하는 재조합 벡터를 이용하여 고추식물에서 특이적으로 CaHSP70 유[0027]

전자가 억제된 식물체의 제작, CaHSP70 유전자가 과발현된 형질전환 고추 식물의 식물병 저항성 생성 여부를 확

인함으로써 새로운 병저항성 형질전환 식물체의 제작방법 및 저항성 분자 육종의 재료를 제공할 수 있다. 보다

구체적으로 본 발명은 CaHSP70 유전자의 발현을 억제하는 VIGS 식물체 제작 (도 5 ~ 도 8 참조), CaHSP70 유전
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자를  포함하는  재조합  벡터  (pBIN35S:CaHSP70)와  아그로박테리움  튜메파시엔스  (Agrobacterium  tumefaciens

strain GV3101) 균주를 이용하여, 고추 식물에서의 형질전환 발현을 통한 CaHSP70 유전자의 식물체 병저항성 활

성화 기능을 확인하고(도 10 ~ 도 11 참조) 이를 통한 병 저항성 또는 고온스트레스 저항성 형질전환 식물체를

제공한다. 

본 발명에 있어서, 식물의 형질전환은 DNA를 식물에 전이시키는 임의의 방법을 의미한다. 임의의 형질전환 방법[0028]

은 본 발명에 따른 잡종 DNA를 적당한 식물세포로 도입시키는데 이용될 수 있다. 방법은 원형질체에 대한 칼슘/

폴리에틸렌 글리콜 방법(Krens,  F.A.  et  al.,  1982,  Nature  296,  72-74;  Negrutiu  I.  et  al.,  June  1987,

Plant Mol. Biol. 8, 363-373), 원형질체의 전기천공법 (Shillito R.D. et  al., 1985 Bio/Technol. 3, 1099-

1102), 식물 요소로의 현미주사법(Crossway A. et  al., 1986, Mol. Gen. Genet. 202, 179-185), 각종 식물 요

소의 (DNA 또는 RNA-코팅된) 입자 충격법(Klein  T.M.  et al., 1987, Nature 327, 70), 식물의 침윤 또는 성

숙 화분 또는 소포자의 형질전환에 의한 아그로박테리움 튜메파시엔스 매개된 유전자 전이에서 (비완전성) 바이

러스에 의한 감염(EP 0 301 316호) 등으로부터 적당하게 선택될 수 있다. 본 발명에 따른 바람직한 방법은 아그

로박테리움 매개된 DNA 전달을 포함한다.

다음에, 본 발명은 식물체의 각 기관 (잎, 줄기, 뿌리, 꽃, 파랑 열매, 빨강 열매)으로부터 RNA를 분리하고, 식[0029]

물의 엽면에 병원균 접종 또는 고온처리 이후 mRNA를 분리하여, CaHSP70 유전자의 차별적 발현을 확인하는 단계

를 포함하는 식물체의 병저항성 또는 고온스트레스 저항성을 탐색하는 방법을 제공한다. 보다 구체적으로는 상

기  병원균은 고추 세균성 점무늬병원균의 병원성 또는 비병원성 세균 등  병원균을 예로 들  수  있다.  상기

CaHSP70 유전자의 발현 여부 확인은 노던 블럿, 실시간 RT-PCR 외에도 mRNA의 발현을 측정할 수 있는 다양한 방

법들이 사용될 수 있다. 바람직하게 본 발명은 식물체의 병저항성 또는 고온스트레스 저항성 탐색 방법에 있어

서, 병원균을 접종한 식물 잎에서 RNA를 분리하여 전기영동시키고 나이론막(Hybond  N+)으로 전이시키고, 
32
P-

dCTP로 처리한 본 발명의 유전자의 차별적 발현을 확인하는 단계를 포함하는 식물체의 병저항성 또는 고온스트

레스 저항성 탐색방법을 제공한다. 본 발명에 의한 CaHSP70 유전자가 식물병원균에 의해 차별적으로 유도 발현

되는 것을 실험을 통해 확인하였다. 따라서 본 발명에 의한 CaHSP70 유전자는 식물체의 저항성 탐색방법에 유용

하게 이용될 수 있다.

발명의 효과

상술한 바와 같이, 고추 세균성 점무늬병 (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria)의 비병원성균에 감염될[0030]

때 특이적으로 발현이 유도되어 세균의 비병원성 단백질 AvrBsT와 상호작용하는 신규 유전자 CaHSP70이 식물의

방어 반응에 관련이 있다는 것이 확인되었다. 따라서 본 발명은 저항성 식물체의 육종을 위한 재료를 제공하여

고온에서 효과적인 저항성을 갖는 식물체 제작 및 식물체의 방어 반응 메커니즘 연구 등 식물육종 산업상에 매

우 유용하게 이용될 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 고추 녹광 품종 (Capsicum annnuum L. cv. Nockwang)으로부터 클로닝한 본 발명에 의한 고추 CaHSP70[0031]

유전자의 염기서열 및 아미노산 서열을 나타낸 도면이고,

도 2는 본 발명에 의한 CaHSP70와 AvrBst의 물리적 상호작용을 확인하기 위해 Yeast two-hybridization한 결과

를 나타낸 도면이고,

도 3은 본 발명에 의한 CaHSP70와 AvrBst의 식물체 내에서의 상호작용을 확인하기 위해 N. benthamiana 세포에

서 BiFC한 결과를 나타낸 도면이고,

도 4는 본 발명에 의한 CaHSP70와 AvrBst의 식물체 내에서의 상호작용을 확인하기 위해 N. benthamiana 세포에

서 추출한 단백질로 Co-IP한 결과를 나타낸 도면이고,

도 5는 virus-induced gene silencing (VIGS)의 방법을 사용하여 CaHSP70 유전자의 발현이 억제된 고추 녹광

품종의  식물에  병원성  균주  Ds1과  비병원성  균주  Ds1  (avrBsT)의  고추  세균성  점무늬병균  (Xanthomonas
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campestris pv. vesicatoria)을 접종하였을 때 병 감수성이 증대되어 과민성 반응이 사라진 것을 나타낸 도면이

고, 

도  6은  CaHSP70  유전자의  발현이  억제된  고추  녹광  품종의  식물에  병원성  균주  Ds1과  비병원성  균주  Ds1

(avrBsT)의 고추 세균성 점무늬병균(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria)을 접종하였을 때 감염 고추 잎

조직에서의 세균 생장을 나타낸 그래프이고, 

도  7은  CaHSP70  유전자의  발현이  억제된  고추  녹광  품종의  식물에  병원성  균주  Ds1과  비병원성  균주  Ds1

(avrBsT)의 고추 세균성 점무늬병균(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria)을 접종하였을 때, CaHSP70의 효

과적인 발현 억제와 저항성 및 세포 사멸 관련 유전자의 발현 차이를 나타낸 결과를 나타낸 그래프이고, 

도  8은  CaHSP70  유전자의  발현이  억제된  고추  녹광  품종의  식물에  병원성  균주  Ds1과  비병원성  균주  Ds1

(avrBsT)의 고추 세균성 점무늬병균(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria)을 접종하였을 때, 살리칠산 축

적량을 정량한 결과를 나타낸 그래프이고,

도 9는  본  발명에 의한 재조합벡터 pBIN35S:CaHSP70  그리고 pBIN35S:avrBsT  와 Agrobacterium  tumefaciens

strain GV3101 균주를 이용하여 Nicotiana benthamiana 식물에서 CaHSP70 그리고 avrBsT 유전자를 여러 조합으

로  과발현시켰을  때  사진과  세포사멸에  따른  전해질  유출로  인한  전도율  변화를  측정한  결과를  나타낸

도면이고,

도 10은 CaHSP70이 과다 발현된 식물에 고온 처리를 한 경우 식물의 세포사멸 결과를 나타낸 도면이고,

도 11은 CaHSP70이 과다 발현된 식물 조직을 세포 사멸 염색시약인 Trypan blue로 염색한 결과를 나타낸 도면이

다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 첨부된 도면을 참조하여 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명하고자 한다.  이들 실시예는 오[0032]

로지 본 발명을 보다 구체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예

에 의해 제한되지 않는다는 것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

[실시예 1] CaHSP70 유전자의 염기/아미노산 서열 결정[0033]

고추세균성점무늬병에 대한 병저항성 관련 단백질 중 하나인 CaHSP70(  Capsicum  annuum  Heat  Shock  Protein[0034]

70) 단백질 코딩 유전자 염기서열 및 그로부터 추론되는 아미노산 서열을 제공하기 위하여 하기와 같은 시험을

수행하였다.

고추  녹광  품종(Capsicum  annuum  cv.  Nockwang)에  고추  세균성  점무늬병균(Xanthomonas  campestris  pv.[0035]

vesicatoria)을 접종하고 18시간 동안 습실 처리한 후 저항성 병반인 과민성 세포사멸반응이 나타난 식물체를

습실에서 꺼내어 잎을 수거하였다.

다음에, 이 잎 표본으로부터 mRNA를 추출하여 역전사한 후 이를 PCR (Polymerase Chain Reaction) 증폭함으로[0036]

써  cDNA  라이브러리를  제작하였다.  그리고  이렇게  제작된  cDNA  라이브러리를  이용하여  yeast  two-hybrid

screening을 수행하여 점무늬병균의 비병원성 단백질인 AvrBsT와 상호작용하는 cDNA 클론을 동정하였다. 이 클

론을 yeast 세포에서 분리 정제하여 수득하였다.

수득된 클론들을 해독(Sequencing)한 후, 블라스트 프로그램을 이용하여 그 5'-말단 서열을 GenBank에 등록된[0037]

유전자  데이터베이스와  비교함으로써  HSP70  단백질  코딩  유전자를  확인하고  CaHSP70  유전자로  명명하였다.

CaHSP70 단백질의 아미노산 서열을 분석한 결과 식물의 HSP70에서 전형적으로 나타나는 유사 액틴 에이티피아제

도메인과 펩타이드 바인딩 도메인을 가지고 있었고, 담배 (Nicotiana  tabacum)의 NtHSP70.3  (accession  no.

AAR17080)와는 단백질 수준에서 96 %, 애기장대 (Arabidopsis thaliana)의 AtHSP70 (accession no. AAG51030)

와는  단백질  수준에서  91%의  상동성을  나타냄으로써  신규임을  알  수  있었다

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi,  nucleotide  blast  program).  확인된 CaHSP70의 유전자 염기서열

(서열번호 1)과 상기 염기서열에 의해 코딩되는 아미노산 서열(서열번호 2)을 도 1에 나타내었다. 
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[실시예 2] CaHSP70과 AvrBsT의 물리적 상호작용 확인[0038]

상기 실시예 1에서 수득한 CaHSP70 단백질과 AvrBsT 상호작용을 확인하기 위해 다음과 같이 시험하였다.[0039]

AvrBsT가  CaHSP70의  상호작용을  알아보기  위하여  CaHSP70의  cDNA를  Yeast  two-hybrid  vector에  삽입하여[0040]

AvrBsT와 상호작용하는지 알아보았다. pGADT7:CaHSP70  과 pGBKT7:AvrBsT를 동시에 도입시킨 yeast를 알라닌,

히스티딘, 로이신, 트립토판이 없는 선발 배지(SD-AHLT)에서 생육시키고 알파-갈락토시다아제 활성 정도를 확인

하여 상호작용 강도를 결정하였다 (도 2). 음성 대조군인 Lam과 SV40-T는 선발배지에서 생장하지 못하고 갈락토

오스를 분해하지 못하여 발색반응이 나타나지 않았다. 양성 대조군인 Lam과 SV40-T는 선발배지에서 왕성히 생장

하고 갈락토오스를 분해하여 푸른 발색반응을 보였다. AvrBsT와 온전한 CaHSP70은 선발배지에서 왕성히 생장하

고 푸른 발색을 보였다.

[실시예 3] CaHSP70과 AvrBsT의 식물체 내에서의 상호작용 확인[0041]

CaHSP70과  AvrBsT가  식물체  내에서  상호작용하는지  알아보기  위하여  CaHSP70과  AvrBsT를  Bimolecular[0042]

Fluorescence  Complementation  Assay  (BiFC)  와  coimmunoprecipitation  analysis  (Co-IP)  를  수행하였다.

BiFC 기법은 온전한 형광단백질의 반절씩만 가진 벡터에 각각 다른 유전자를 퓨젼시켜 발현시켰을 때 이들 단백

질들이 결합하면 반반씩 가지고 있던 형광 단백질이 재구성되어 온전한 형광신호가 나오는 현상을 이용하여 단

백질간의 상호작용을 검정하는 기법이다. 

구체적으로  살펴보면  CaHSP70  유전자를  pSCYCE  벡터와  pSCYCE의  형광단백질을  제거한  벡터에  도입하여[0043]

pSCYCE:CaHSP70과 p35S:CaHSP70:HA를 제작하였다. AvrBsT 유전자를 pVYNE 벡터와 pVYNE의 형광단백질을 제거한

벡터에 도입하여 pVYNE:avrBsT  와 p35S:avrBsT:cMyc을 제작하였다. 이들 벡터를 Agrobacterium tumefaciense

strain GV3101에 전기천공법 (electroporation)을 통하여 도입하고 다시 재조합벡터가 들어가 있는 GV3101 균

주를 Nicotiana benthamiana의 잎에 주사기를 이용, infiltration 방법으로 접종하여 일시적으로 유전자의 발현

을 유도시켰다. BiFC는 공초점 레이저 주사 현미경으로 관찰하고 Co-IP는 단백질을 추출하여 cMyc 항원-아가로

스로 침강시켜 상대 단백질의 존재 여부를 조사하였다. 

BiFC 벡터를 가지고 있는 GV3101 균주를 N. benthamiana 잎에 균을 침투시킨 후 48시간 후에 공초점 레이져 주[0044]

사 현미경으로 관찰한 결과 CaHSP70과 AvrBsT가 결합하여 형광 단백질이 재구성되어 온전한 녹색 형광신호를 검

출할 수 있었다 (도 3). 또한 Co-IP 실험결과 CaHSP70:HA 단백질이 AvrBsT:cMyc이 같이 발현되었을 때만 cMyc

항원-아가로스에 같이 침강되는 것으로 나타났다 (도 4). 이 결과는 CaHSP70이 AvrBsT와 식물체 내에서 서로 결

합하여 상호작용하는 것을 의미한다. 

[실시예 4] CaHSP70 유전자 발현의 억제에 의한 병 저항성의 변화[0045]

고추식물에서 CaHSP70 유전자의 발현이 특이적으로 억제되었을 때 병 발생과 관련 다른 유전자들의 발현감소 여[0046]

부 및 병에 대한 감수성의 증가 여부를 알아보기 위하여 실시예 1에서 수득한 CaHSP70 유전자를 Virus-induced

gene silencing (VIGS)에서 이용되어지는 TRV (Tobacco Rattle Virus)를 이용하여 CaHSP70 유전자를 TRV2 벡터

에  도입시켜  재조합  벡터인  TRV2:CaHSP70을  제조하였다.  이렇게  제조한  재조합벡터  TRV2:CaHSP70을

Agrobacterium  tumefaciense  strain  GV3101에 전기천공법을 통하여 도입하고 다시 재조합벡터가 들어가 있는

GV3101 균주를 고추 유묘 (seedling)의 떡잎에 주사기를 이용, infiltration 방법으로 접종하여 고추식물에 도

입함으로써 CaHSP70 유전자의 발현의 억제를 유도시켰다.

CaHSP70의 발현이 억제된 식물체에서 세균성 병에 대한 저항성의 변화를 알아보기 위하여 상기의 CaHSP70의 유[0047]

전자의 발현이 억제된 고추 식물과 대조구로서 TRV2:00 벡터를 접종한 고추 녹광품종에 고추 세균성 점무늬병균

(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria)의 병원성균주 Ds1과 비병원성 균주 Ds1 (avrBsT)를 10
8
 cfu ml

-1
의

농도로 접종한 후 2일 이후 접종 잎의 병징을 관찰하였고, 5 x 10
4 
cfu ml

-1
로 접종하여 접종 후 0, 1, 3일에 감

염 식물조직에서의 세균 생장을 측정하였다. 그리고 병원균을 10
7
 cfu ml

-1
로 접종하여 접종 이후 12, 24시간 후

에 실험구와 대조구의 감염 잎을 잎에서 RNA를 추출하여 양적 실시간 알티-피시알 (quantitative realtime RT-

PCR)을 통해 CaHSP70의 특이적인 유전자 억제 효과와 함께 병 접종시 대조구 식물과 비교하여 병저항성 관련 유

전자의 발현 차이를 관찰하였다 (도 7). 또한 동일한 시점에 시료로부터 살리칠산을 HPLC 기법으로 정량하여 병
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저항성 관련 호르몬 축적의 변동사항을 관찰하였다 (도 8).

도 5에 나타난 바와 같이 실험결과 VIGS로 CaHSP70의 발현이 억제된 식물에서 병원성균주 Ds1과 비병원성 균주[0048]

Bv5-4a의 접종 후 병징을 관찰한 결과, 비병원성 균주 접종시 대조구 식물에서 2일째 국부적 저항성 반응으로

세포사멸이  나타나지만  CaHSP70의  발현이  억제된  식물에서는  국부적  세포사멸이  현격히  감소한  것을

관찰하였다. 또한 도 6에 나타난 바와 같이 감염조직에서 병원성 균과 비병원성 균의 세균 생장을 측정한 결과

대조구에 비교하여 CaHSP70의 발현이 억제된 식물에서 비병원성 세균의 생장이 현저히 증가하였다. 알티-피시알

시험 결과 도 7에 나타난 바와 같이, CaHSP70이 억제된 식물에서 효과적으로 유전자가 억제되는 것이 관찰되었

고, CaPR1, CaDEF1, CaPR10 같은 병 저항성 그리고 CaRBP1, CaPIK1 같은 세포 사멸 마커 유전자의 발현이 줄어

든 것으로 나타났다. 대표적인 식물 방어 호르몬인 살리칠산의 축적량도 CaHSP70이 억제된 식물에서 현저히 감

소하였다 (도 8). 

[실시예 5] CaHSP70 과 AvrBsT 동시발현시 세포사멸 변화[0049]

모델식물로 사용되는 Nicotiana benthamiana 식물체에서 AvrBsT 단백질은 세포사멸을 일으킨다. AvrBsT와 상호[0050]

작용하는 CaHSP70이 AvrBsT가 일으키는 세포사멸에 어떤 영향을 미치는지 알아보기 위하여 동시에 발현시켜서

세포사멸의 변동사항을 확인하였다. 실시예 1에서 수득한 CaHSP70 유전자를 식물 과발현용 pBIN35S 벡터에 도입

시켜  pBIN35S:CaHSP70을  제조한  후  이렇게  제조된  재조합  벡터인  pBIN35S:CaHSP70을  Agrobacterium

tumefaciens strain GV3101에 전기 천공법을 통하여 도입하고 다시 재조합벡터가 들어가 있는 GV3101 균주를 기

존의 pBIN35S:avrBsT  함유  균주와 섞어 4주차  Nicotiana  benthamiana  잎에 접종하여 일시적으로 CaHSP70과

avrBsT 유전자의 과다발현을 유도시켜 시험을 수행하였다. 

CaHSP70을 과발현하는 재조합벡터 (35S:CaHSP70), avrBsT를 과발현하는 재조합벡터 (35S:avrBsT)와 어떠한 유[0051]

전자도 과발현하지 않는 대조구 벡터 (35S:EV)를 이용하여 형질전환시킨 Agrobacterium  tumefaciens  strain

GV3101을 Yeast-Peptone (YEP: yeat extract 10g, peptone 10g, sodium chloride 5g/L) 배지에서 진탕배양 한

뒤 spectrophotometer를 이용하여 균주 현탁액농도를 optical density 600 (OD600) 0.05와 0.2로 맞추고 이를

여러 조합으로 섞어 Nicotiana benthamiana잎에 각각 접종하고 0, 24 그리고 48시간 뒤에 세포사멸에 의한 전해

질  유출로  인한  전도율  증가를  측정하여  그  결과를  도  9에  나타내었다.  접종  2일째,  avrBsT을  발현하는

Agrobacterium을  접종한  잎에서  세포사멸이  일어나는  것을  관찰할  수  있었다.  CaHSP70을  발현하는

Agrobacterium을 접종한 잎에서는 세포사멸이 나지 않았다. 그런데 avrBsT와 CaHSP70를 섞어 접종한 잎에서 세

포사멸이 avrBsT 혼자 접종한 수준 보다 높게 나타났다 (도 9). 

[실시예 6] CaHSP70 유전자의 과다발현에 의한 고추 식물의 고온 세포사멸[0052]

고추 식물체에서 CaHSP70 유전자의 과다발현시 병에 대한 저항성 및 세포사멸에 대한 영향에 대하여 알아보기[0053]

위하여 실시예 5에서 제작한 pBIN35S:CaHSP70와 어떠한 유전자도 과발현하지 않는 대조구 벡터 (35S:EV)를 이용

하여 형질전환된 Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 균주를 각각 Yeast-Peptone 배지에서 진탕배양 한

뒤 spectrophotometer를 이용하여 균주 현탁액농도를 optical density 600 (OD600) 0.5로 맞추고 고추 잎에 각

각 접종하고 24 와 37 에 놓고 6, 12, 18, 24, 36, 48시간 처리 후 24시간 후 관찰하였으며 그 결과를 도 10에

나타내었다. 

상기와 같이 CaHSP70이 과다 발현된 식물에 고온 처리를 한 결과 CaHSP70 유전자가 과다발현된 식물에서 고온이[0054]

18시간 이상 처리된 식물체들은 세포 사멸을 일으킨 것을 알 수 있었다 (도 10). 

상기와 같이 CaHSP70이 과다 발현된 식물 조직을 세포 사멸 염색시약인 Trypan blue로 염색해 본 결과 CaHSP70[0055]

유전자가 과다발현된 식물에서 고온 처리시 세포사멸이 현격히 증가한 것을 알 수 있었다 (도 11). 

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였으나, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어 이러한 구[0056]

체적인 기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.  따

라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 균등물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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도면11

서 열 목 록

<110>    KOREA UNIVERSITY RESEARCH AND BUSINESS FOUNDATION

<120>    Disease resistance and heat shock-related gene CaHSP70 and

         transgenic plants using the same

<130>    P11-130701-01

<160>    2

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    2159

<212>    DNA

<213>    Capsicum annuum cv. Nockwang

<400>    1

tgcctctcct ttttcttcac tcgccgacac taaacgaagg agagagaaac agtaacaata         60

atggcgggaa agggtgaagg tccggcaatc ggaatcgatc taggaacaac gtactcctgc        120

gttggtgtat ggcaacatga tcgtgttgaa atcatcgcta atgatcaagg taacaggacg        180

acgccgtcat atgttggatt tactgactct gagaggctta ttggtgatgc tgctaagaat        240

caggttgcta tgaatcctat caacactgtt tttgatgcaa aaaggttgat tggtaggaga        300

ttcagcgatg cgtcagtgca gagtgacatc aagcattggc catttaaggt catttctgga        360

cctggtgata agccaatgat tgttgtcaac tacaagggtg aagagaagca gtttgctgct        420

gaggaaatct cttctatggt gtttattaag atgagggaga ttgctgaagc tttcttgggt        480

tcgactgtca agaatgctgt ggttaccgtt ccagcctact ttaatgactc tcagcgtcag        540

gccactaagg atgctggtgt tattgctggt ctgaatgtta tgcgtattat caatgaacct        600
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acagcagctg ccattgctta tggtttggat aagaaggcaa ctagtgttgg tgagaagaat        660

gtgttgatct ttgatcttgg tggtggtacc ttcgatgtct ctctccttac cattgaggaa        720

ggtatatttg aggttaaggc taccgccgga gacactcatc ttggaggtgg aggactttgt        780

cataggatgg tcaaccattt tgttcaggaa ttcaagagga agaacaagaa ggatatcagc        840

ggtaatccta gggcactcag aaggttgaga actgcttgtg agagggcaaa gaggaccctt        900

tcatccactg ctcagaccac aattgagatt gattctcttt atgagggtat cgatttctat        960

tccaccatta cccgtgctag atttgaagag cttaacatgg atctgttcag gaagtgtatg       1020

gaaccagttg agaagtgttt gagagatgct aagatggaca agagcactat ccatgatgtt       1080

gtacttgttg gtggctccac tagaattccc aaggttcagc aactcctgca agactttttc       1140

aatgggaagg agctctgcaa gagcattaac cctgatgaag ctgttgctta tggtgctgct       1200

gtacaagccg caattttgag tggtgaaggt aacgaaaagg tgcaagacct gttgctgttg       1260

gatgttaccc ctctttccct tggtctggaa actgctggtg gtgtcatgac tgtcttgatt       1320

cccagaaaca ccactatccc aaccaagaaa gagcaggtat tctccaccta ctccgacaac       1380

caacccggtg tattgattca ggtgttcgag ggtgagagag caagaactag agacaacaat       1440

ttgttgggta aatttgagct ttctggtatt ccccctgctc ctcgaggggt gccccagatc       1500

acggtttgct ttgacgttga tgcaaatggt atcttgaacg tctctgctga ggacaagacc       1560

actggacaga agaacaagat cacaattacc aatgacaagg gtaggttgtc aaaggaagaa       1620

attgagaaga tggtccagga tgcggagaaa tacaaggccg aggatgaaga actcaagaag       1680

aaggtggagg ccaaaaattc tctggagaac tacgcctaca acatgaggaa cacagtgaag       1740

gacgagaaaa ttggctctaa gcttagcccg gatgacaaga aaaagatcga ggatgctatt       1800

gatcaagcga tttcatggct agatagcaac cagcttgcag aagttgatga gttcgaggac       1860

aagatgaagg agcttgaggg catctgtaat cccatcatag caaagatgta ccagggtgct       1920

ggtggtgagg caggtgtgcc tatggatgat gatgctccac cagctggtgg tagcagtgct       1980

ggacctaaga ttgaggaggt tgattaagtg gtcgattagc agagtttagt agattacttg       2040

gaattggttc ttatttttca agttttatgt tttgaatttt atttaggtat tttccattat       2100

tcttggtgtt tttaaatacc gattttaagt tggcggcaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa        2159

<210>    2

<211>    648

<212>    PRT

<213>    Capsicum annuum cv. Nockwang

<400>    2
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Met Ala Gly Lys Gly Glu Gly Pro Ala Ile Gly Ile Asp Leu Gly Thr

  1               5                  10                  15 

Thr Tyr Ser Cys Val Gly Val Trp Gln His Asp Arg Val Glu Ile Ile

             20                  25                  30 

Ala Asn Asp Gln Gly Asn Arg Thr Thr Pro Ser Tyr Val Gly Phe Thr

         35                  40                  45 

Asp Ser Glu Arg Leu Ile Gly Asp Ala Ala Lys Asn Gln Val Ala Met

     50                  55                  60 

Asn Pro Ile Asn Thr Val Phe Asp Ala Lys Arg Leu Ile Gly Arg Arg

 65                  70                  75                  80 

Phe Ser Asp Ala Ser Val Gln Ser Asp Ile Lys His Trp Pro Phe Lys

                 85                  90                  95 

Val Ile Ser Gly Pro Gly Asp Lys Pro Met Ile Val Val Asn Tyr Lys

            100                 105                 110 

Gly Glu Glu Lys Gln Phe Ala Ala Glu Glu Ile Ser Ser Met Val Phe

        115                 120                 125 

Ile Lys Met Arg Glu Ile Ala Glu Ala Phe Leu Gly Ser Thr Val Lys

    130                 135                 140 

Asn Ala Val Val Thr Val Pro Ala Tyr Phe Asn Asp Ser Gln Arg Gln

145                 150                 155                 160 

Ala Thr Lys Asp Ala Gly Val Ile Ala Gly Leu Asn Val Met Arg Ile

                165                 170                 175 

Ile Asn Glu Pro Thr Ala Ala Ala Ile Ala Tyr Gly Leu Asp Lys Lys

            180                 185                 190 

Ala Thr Ser Val Gly Glu Lys Asn Val Leu Ile Phe Asp Leu Gly Gly

        195                 200                 205 

Gly Thr Phe Asp Val Ser Leu Leu Thr Ile Glu Glu Gly Ile Phe Glu

    210                 215                 220 

Val Lys Ala Thr Ala Gly Asp Thr His Leu Gly Gly Gly Gly Leu Cys

225                 230                 235                 240 

His Arg Met Val Asn His Phe Val Gln Glu Phe Lys Arg Lys Asn Lys
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                245                 250                 255 

Lys Asp Ile Ser Gly Asn Pro Arg Ala Leu Arg Arg Leu Arg Thr Ala

            260                 265                 270 

Cys Glu Arg Ala Lys Arg Thr Leu Ser Ser Thr Ala Gln Thr Thr Ile

        275                 280                 285 

Glu Ile Asp Ser Leu Tyr Glu Gly Ile Asp Phe Tyr Ser Thr Ile Thr

    290                 295                 300 

Arg Ala Arg Phe Glu Glu Leu Asn Met Asp Leu Phe Arg Lys Cys Met

305                 310                 315                 320 

Glu Pro Val Glu Lys Cys Leu Arg Asp Ala Lys Met Asp Lys Ser Thr

                325                 330                 335 

Ile His Asp Val Val Leu Val Gly Gly Ser Thr Arg Ile Pro Lys Val

            340                 345                 350 

Gln Gln Leu Leu Gln Asp Phe Phe Asn Gly Lys Glu Leu Cys Lys Ser

        355                 360                 365 

Ile Asn Pro Asp Glu Ala Val Ala Tyr Gly Ala Ala Val Gln Ala Ala

    370                 375                 380 

Ile Leu Ser Gly Glu Gly Asn Glu Lys Val Gln Asp Leu Leu Leu Leu

385                 390                 395                 400 

Asp Val Thr Pro Leu Ser Leu Gly Leu Glu Thr Ala Gly Gly Val Met

                405                 410                 415 

Thr Val Leu Ile Pro Arg Asn Thr Thr Ile Pro Thr Lys Lys Glu Gln

            420                 425                 430 

Val Phe Ser Thr Tyr Ser Asp Asn Gln Pro Gly Val Leu Ile Gln Val

        435                 440                 445 

Phe Glu Gly Glu Arg Ala Arg Thr Arg Asp Asn Asn Leu Leu Gly Lys

    450                 455                 460 

Phe Glu Leu Ser Gly Ile Pro Pro Ala Pro Arg Gly Val Pro Gln Ile

465                 470                 475                 480 

Thr Val Cys Phe Asp Val Asp Ala Asn Gly Ile Leu Asn Val Ser Ala

                485                 490                 495 

Glu Asp Lys Thr Thr Gly Gln Lys Asn Lys Ile Thr Ile Thr Asn Asp
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            500                 505                 510 

Lys Gly Arg Leu Ser Lys Glu Glu Ile Glu Lys Met Val Gln Asp Ala

        515                 520                 525 

Glu Lys Tyr Lys Ala Glu Asp Glu Glu Leu Lys Lys Lys Val Glu Ala

    530                 535                 540 

Lys Asn Ser Leu Glu Asn Tyr Ala Tyr Asn Met Arg Asn Thr Val Lys

545                 550                 555                 560 

Asp Glu Lys Ile Gly Ser Lys Leu Ser Pro Asp Asp Lys Lys Lys Ile

                565                 570                 575 

Glu Asp Ala Ile Asp Gln Ala Ile Ser Trp Leu Asp Ser Asn Gln Leu

            580                 585                 590 

Ala Glu Val Asp Glu Phe Glu Asp Lys Met Lys Glu Leu Glu Gly Ile

        595                 600                 605 

Cys Asn Pro Ile Ile Ala Lys Met Tyr Gln Gly Ala Gly Gly Glu Ala

    610                 615                 620 

Gly Val Pro Met Asp Asp Asp Ala Pro Pro Ala Gly Gly Ser Ser Ala

625                 630                 635                 640 

Gly Pro Lys Ile Glu Glu Val Asp

                645            
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