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(54) 리보핵산의 합성방법

요약

내용없음.

명세서

[발명의 명칭]

리보핵산(RNA)의 합성 방법

[발명의 상세한 설명]

본 발명은 특정의 핵산 서열(표적 서열)을 함유하는 데옥시리보핵산을 출발 물질로 하여 RNA를 합성하는 
방법에 관한 것이다.

분자 생물학에 있어서 수 많은 연구는 핵산 서열 중 특정의 단편을 분리 및/ 또는 검출하는 것과 관련된
다. 근본적인 문제는 핵산을 분리한 후 핵산 서열의 특정 단편의 양 및/ 또는 존부(存否)를 확인하는 일
이다. 이 문제는 세포 배지 및/ 또는 조직 배지와 같은 생물학적 물직과 뇨 및 혈액과 같은 체액이 극소
량의 소정 서열만을 포함하고 있는 핵산 복합체를 함유하는 수가 종종 있기 때문에 간단하게 해결되지 
않는다. 미국 특허 제4,683,202호에서 시터스(Cetus)는 이 문제를 해결하기 위하여 소위 PCR(중합 효소 
연쇄 반응) 기법으로 표적 서열을 복제하는 방법을 기재하고 있다. 표적 서열 내의 단편을 인식하는 2 
개 이상의 프라이머(primer)를 사용하는 상기 기법에 의하여, 그 표적 서열은 다수의 주기로 지수 단위

로 복제된다. 이 기법을 사용함으로써, 표적 서열은 3 시간에 걸친 20 주기만에 약 10
5

 인자만큼 복제된
다. 그 후에 표적 서열의 검출이 가능하다.

최근 시스카(SISKA, Diagnostics)는 이본쇄(二本쇄) DNA 단편으로부터 출발하여 RNA를 생성하는 방법을 
국제 공개 제88/10315호에 공개하였다.

DNA가 존재하는 시험 체액으로부터 출발하여 이본쇄 DNA 단편을 생성하기 위하여, 상기 시스카의 특허 
출원에서는 전술한 시터스의 특허에 역시 기재되어 있는 바와 같이 2개의 프라이머가 사용되고 있다. 시
스카의 발명에 의하면, 상기 프라이머 중의 하나 프로모터(promoter) 서열, 예를 들어 박테리오파지 T7
의 프로코터 서열을 갖게 된다. 그 후, RNA는 T7-RNA 폴리머라제를 사용하여 전사될 수 있다. 이 기법의 
단점은 전술한 시터스에 의해 제시된 기법의 경우에서 처럼, 표적 서열을 복제하기 위하여 항상 2개의 
프라이머를 사용해야만 한다는 점이다.

본 발명은 표적 서열이 존재하는 DNA로부터 출발하여 RNA를 합성하는 신규한 방법에 관한 것으로서, 이 
방법에 있어서는 1개 이상의 제한 효소에 의하여 상기 DNA를 처리한 후, 생성된 DNA단편을 분리 단계에 

의해 단본쇄( )로 되게 하고, 이어서 표적 서열 부분에 대응하는 뉴클레오티드 서열에, 프로모터 
서열을 함유하는 하나의 핵산 프라이머를 결합시킨 뒤 적당한 조건 하에서 대응하는 단본쇄 DNA에 하이
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브리드시킨 다음, 하이브리드 형태로 얻은 2 개의 핵산 서열을 DNA 폴리머라제에 의하여 유리 3'-말단으
로부터  연장시켜  이본쇄  DNA를  억고,  이어서  이것을  RNA  폴리머라제에  의한  RNA  합성용 
매트릭스(matrix)로서 사용한다.

이 신규한 방법의 가장 큰 장점은 1개 이상의 제한 효소를 사용함으로써, 이본쇄 DNA를 형성하는데에 프
로모터 서열을 갖고 있는 단 하나의 핵산 프라이머가 필요하며, 상기 이본쇄 DNA로부터 RNA 폴리머라제
에 의해 RNA가 전사될 수 있다는 점이다. 더욱이, 본 발명에 따르면, 전술한 이본쇄 DNA에 도달할 수 있
게 하기 위하여 단 1 회의 분리 단계를 요할 뿐이다.

이 신규의 방법은 표적 서열에 대응하는 다수의 단본쇄 RNA 단편을 제공한다. 출발용 표적 서열과 관련
하여 이러한 과량의 RNA 단편은 특정의 방법에 의하여 신속하고도 간단하게 검출될 수 있다. 이들 방법 
중의 하나는 합성된 RNA를 변성 조건하에서 겔 전기 영동시킨 다음 블롯팅(boltting)에 의해 검출될 수 
있고, 그 후 표지를 붙인 특정의 올리고뉴클레오티드 서열(프로브)과의 하이브리드가 일어난다. 적당한 

표지 물질은 
3

H, 
32

P, 또는 
35

S와 같이 이러한 목적에 사용되는 방사능 물질이다. 효소 반응의 영향 하에 
전환시킨 후, 검출이 가능한 물질들도 역시 표지 물질로 적합하다. 예컨대, 아비딘/비오틴 복합체가 이
러한 목적에 매우 적합하다.

또한, 본 발명은 단본쇄 또는 이본쇄 DNA로 부터 출발하여 RNA 단편을 합성하기 위한 시험 키트(test 
kit)에 관한 것으로서, 이 시헝 키트는 프로모터 서열을 가진 1개의 핵산 프라이머 뿐만 아니라 1개 이
상의 제한 효소, DNA 폴리머라제 및 RNA 폴리머라제로 구성된다.

본 발명은 표적 서열이 존재하는 DNA로부터 출발하여 RNA 단편을 합성하기 위한 방법에 관한 자세한 설
명에 의해 더 상세히 예시되어 있다.

표적 서열이 존재하는 데옥시리보핵산(DNA)으로부터 출발이란 용어는 본 발명의 방법이 이본쇄 DNA 또는 
단본쇄 RNA 중 어느 것으로부터나 출발될 수 있다는 것을 의미한다.

상기 표적 서열이라는 용어는 검출하고자 하는 정체 DNA(일명, 게놈) 중에 존재하는 서열을 의미한다. 
이러한 종류의 표적 서열은 예를 들어 비루스의 외막 단백질 성분인 특정의 단백질을 암호화할 수 있다.

이본쇄 DNA로부터 출발하는 방법의 경우, 표적 서열을 1개 이상의 제한 효소를 사용하여 상기 게놈으로
부터 제거될 수 있다. 이러한 목적을 위해서는, 중첩말단(점착성 말단) 또는 매듭(knot)이 없는 말다.(
평활 말단) 중 어느 하나를 생성하는 제한 효소가 사용될 수 있다. DNA 상에서 4개 또는 6개의 뉴클레오
티드의 서열을 인식하는 제한 효소를 사용하는 것이 좋다.

단본쇄 DNA로부터 출발하는 방법의 경우, 예컨대 Fok I 효소와 같은 제한 효소 II에 속하는 엔도뉴클레
아제를  사용하는  것이  가장  양호하다.  이  효소의  작용  및  특성은  포자스카(Podhajska)와 
츠발스키(Szybalski)에 의한 논문[Gene, 40(1985), 175-182]에 상세히 기재되어 있다. 이러한 종류의 효
소를 이용하면, 단본쇄DNA로부터 표적 서열을 제거하는 것이 가능하다.

이어서, 이본쇄 DNA로 구성되는 표적 서열의 2개의 가닥을 분리해야 한다. 이러한 분리는 온도상승, 효
소 반응(예컨대, 헬리카제 또는 토포이소머라제의 사용), 또는 알칼리액 처리와 같은 화학 반응에 의한 
공지의 방법으로 행할 수 있다.

이어서, 타켓 서열의 일부에 대응하는 뉴클레오티드 서열에 결합된 프로모터 서열을 함유하는 핵산 프라
이머는 전술한 바와 같이 하여 얻은 단본쇄 DNA 분자(이것은 적당한 조건 하에 제한 효과에 의해 생성된 
유리 3'-말단들을 갖는 표적 서열을 함유한다)에 하이브리드된다.

상기 핵산 프라이머라는 용어는 표적 서열과의 충분한 상동성(相同性)이 있고, 적당한 조건 하에서 그 
핵산 프라이머가 표적 서열과 하이브리드를 일으킬 수 있는 핵산 서열(유기 화학 합성법이나 재조합 DNA 
기법으로 얻음)을 의미한다. 종종 프라이머는 10개 이상의 뉴클레오티드 길이이며, 약 35개의 뉴클레오
티드 길이인 것이 바람직하다.

상기 프로모터 서열이란 용어는 RNA 폴리머라제에 의해 특이적으로 인식되는 핵산 서열(유기 화학 합성
법이나 재조합 DNA 기법으로 얻음)을 의미한다. 이러한 종류의 RNA 폴리머라제는 인식 서열에 결합하여 
RNA 단편이 형성되는 전사 과정을 개시한다. 원칙적으로, RNA 폴리머라제를 이용할 수만 있다면 모든 프
로모터 서열이 사용될 수 있다. 적당한 프로모터로서는 박테리오파지 T3, T7 또는 SP6과 같은 특정의 박
테리오파지 폴리머라제에 의해 인식되는 것들이 있다. T7과 SP6 RNA 폴리머라제가 좋다.

상기 표적 서열의 일부에 대응하는 뉴클레오티드 서열에 결합되는 프로모터 서열이라 함은 그 자체 공지
된 방법으로 1개 이상의 뉴클레오티드에 의해 표적 서열의 적어도 일부에 의해 인식되는 뉴클레오티드 
서열에 직접적 또는 간접적으로 결합되는 프로모터 서열을 의미한다. 상기 인식 반응은 적당한 조건 하
에서 뉴클레오티드 서열과 표적 서열간에 충분한 상동성이 존재하는 경우에 일어난다.

적당한 조건 하에서 핵산 프라이머의 하이브리드화를 수행한 후, 하이브리드 형태로 얻은 2개의 핵산 서
열을 DNA 폴리머라제를 사용하여 유리 3'-말단으로부터 연장시키면 이본쇄 DNA 단편이 생성된다.

이 목적에 적당한 DNA 폴리머라제는 E. coli DNA 폴리머라제 I, E. coli DNA 폴리머라제 I의 클리나우 
단편, T4 DNA 폴리머라제, AMV 역전사 효소, MMLV 역전사 효소 등이다.

생성된 이본쇄 DMA로부터 출발하여 적당한 RNA 폴리머라제에 의해 후속하여 합성된 RNA는 RNA 폴리머라
제의 존재량에 따라 다소 연속적으로 합성된다.

이어서, 상기 합성된 RNA는 본 발명에 따라 전술한 임의의 방법을 사용하여 검출될 수 있다. 수 개의 
RNA는 분자를 검출하고자 할 경우에는, 공지된 증폭법에 의해 이미 합성된 RNA를 복제할 수 있다.

이러한 종류의 증폭법의 예는 시스카에 의한 특허 출원(국제 공개 WO 88/10315호)에 기재되어 있다.
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이하, 본 발명을 실시예에 따라 더 상세히 설명하겠다. 그러나, 본 발명이 이들 실시예에 의하여 제한되
는 것은 아니다.

[실시예 1]

표준 방법(Maniatis, CSH)을 사용하여, 즉 단백질 분해 효소 K 분해 페놀/클로로포름 추출에 이어서 알

코올로 침전시키는 방법에 의해 후보(後補) CMV (거대 세포 비루스)로 감염된 환자로부터 얻은 10
8

개의 
백혈구 세포로부터 DNA를 분리하였다.

EcoRV 절단 완충액(pH 7.5 의 10mM Tris, 7 mM MgCl2, 7 mM 2-메캅토에탄올, 100 mM NaCl, 100g/ml BSA) 

중에 DNA를  1㎍/㎕ 의 농도로 용해시킨 후, DNA 1㎍당 3 단위의 EcoRV 제한 효소를 첨가하고, 이어서 
이것을 37℃에서 2 시간 동안 분해시켰다. EcoRV 제한 효소는 CMV-DNA 중의 서열, 예컨대 뉴클레오티드 
제2069번 내지 제 2074번을 인식하고(Akrigg in Virus Research, 2, 1985, 107-121), 평활 말단 단편을 
생성하였다.

이어서, DNA 함유 시료를 95℃에서 10분 동안 가열(비등 수조 또는 가열 블록 내에서)하여 DNA를 변성시
켰다. 상기 시료를 드라이 아이스로 신속하게 냉각시켰다. 55개의 뉴클레오티드(일반식 I)로 이루어진 
프라이머를 2㎍첨가하고, 65℃에서 1분간, 이어서 42℃에서 1분간 프라이머 어닐링을 행하였다. 20 단위
의 조류의 골수 아구증 비루스(Avian Myeleblastosis Virus) 역전사 효소를 20 μM dATP, 200 μM dTTP 
, 200 μM dGTP, 200μM dcTP, 1 mM ATP, 1mM GTP, 1 mM CTP 및 1 mM UTP의 존재 하에 첨가하고, 이 혼
합물을  42℃에서  15분간  항온  처리를  행하였다.  리보뉴클레아제  억제제로서  프로메가 

바이오텍사(Promega Biotec)로부터 구득한 RNasin 을 1 단위/ml의 농도(5㎍ RNase-A의 활성을 억제하는 

데 필요한 억제제의 양의 50%가 1 단위임)로 첨가하였다. T7 RNA 폴리머라제를 첨가하고, 혼합물을 37℃ 
에서 25분간 배양하였다.

전사체를 검출하기 위하여, 시료를 55℃ 에서 20분간 7.4%(부피/부피)의 포름알데히드/10× SSC 중에서 
변성시켰다. 얼음으로 냉각시킨 후, 슬롯-블롯(slot-blot) 기기(Bio Rad)를 사용하여 시료를 니트로셀룰
로즈 막(膜)에 고정시켰다.

필터를 55℃ 에서 10분간 0.5% BSA/0.5% 폴리비닐피롤리돈/5×SSPE/1% SDS 중에서 예비-하이브리드시킨 
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 cpm/ml)과 함께 동일한 완충액 중에서 하이브리드시켰는데, 이것은 뉴클레오티드 제2155번과 제2126
번 사이에 정확한 극성(極性)으로 위치하는 서열이다.

상기 필터를 55℃ 에서 1 시간 하이브리드시키고, 이어서 1× SSPE/1% SDS를 사용하여 실온에서 3 × 5 
분간, 그리고 55 ℃ 에서 2분간 세척하였다. 소위 증강 망(intensifying screen)을 사용하여 -70℃ 에서 
16 시간 동안 자동 방사능 사진술을 수행하였다.

상기 자동 방사능 사진술의 결과, 본 발명의 방법에 의해 DNA 매트릭스로 부터 CMV-RNA 전사체가 합성될 
수 있다는 것이 확인되었다.

[일반식 1]

T7 RNA 폴리머라제 결합 부위와 전사 개시 부위 및 검출할 CMV 표적 서열의 일부에 대응하는 서열(30-
mer)을 함유하는 55개이 뉴클레오티드로 구성된 프라이머.

5'AAT TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGGA ATC CTC ACT ACA TGT GTG GAA ACA ATG TGT-3'.

(57) 청구의 범위

청구항 1 

표적 서열이 존재하는 데옥시리보핵산(DNA)으로부터 출발하여 리보핵산(RNA)을 합성하는 방법으로서, 상
기 DNA를 1개 이상의 제한 효소로 처리한 후, 생성된 DNA 단편을 분리하여 단본쇄 DNA를 형성하고, 이어
서 상기 표적 서열의 일부에 대응하는 뉴클레오티드 서열에, RNA 폴리머라제에 의해 인식되는 프로모터 
서열을 함유하는 1개의 핵산 프라이머를 결합시킨 뒤 적당한 조건 하에서 대응하는 단본쇄 DNA 와 하이
브리드시키고, 하이브리드 형태로 얻은 2개의 핵산 서열을 DNA 폴리머라제에 의해 3'-말단으로부터 연장
시켜 이본쇄 DNA를 생성하고, 이것을 RNA 폴리머라제에 의한 RNA 합성용 매트릭스로 사용하는 것을 특징
으로 하는 리보핵산의 합성 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 합성된 RNA를 변성 조건하에서 겔 전기 영동 처리한 다음 블롯팅(blotting)에 의해 검
출한 후, 표지를 붙인 특정의 올리고뉴클레오티드 서열과의 하이브리드를 일으키는 것을 특징으로 하는 
방법.

청구항 3 

제1항의 방법에 따라 RNA를 합성하는데 사용되는 시험 키트로서, 

- 1개 이상의 제한 효소,

- 표적 서열의 일부에 대응하는 뉴클레오티드 서열에 결합되어 있고, RNA 폴리머라제에 의해 인식되는 
프로모터 서열을 함유하는 핵산 프라이머, 
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- DNA 폴리머라제, 및

- RNA 폴리머라제를 포함하는 시험 키트.
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