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조합 발현 벡터를 이용한, 체관부 특이적으로 목적 유전자를 발현하는 형질전환 식물체의 제조방법, 상기 형질전

환 식물체에서 목적 유전자를 발현시켜 목적 단백질을 생산하는 방법에 관한 것이다. 또한 본 발명은 상기 프로

모터 및 게이트웨이(gateway) 카세트를 포함하는, 목적 유전자의 식물체 체관부 특이적 발현 카세트 제조를 위한

목적 유전자 도입용 카세트, 상기 도입용 카세트를 포함하는 목적 유전자 도입용 벡터, 및 상기 도입용 벡터를

이용하여 목적 유전자의 체관부 특이적 발현 벡터를 제조하는 방법에 관한 것이다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 3의 뉴클레오티드 서열을 포함하는, 식물체의 체관부 특이적 프로모터.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 프로모터는 이에 작동 가능하게 연결된 목적 유전자를 체관부(phloem) 특이적으로 발현시

키는 것인 프로모터.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 식물체는 포플러 또는 애기장대인 것인 프로모터.

청구항 4 

제1항의 프로모터 및 이에 작동 가능하게 연결된 목적 유전자를 포함하는, 목적 유전자의 식물체 체관부 특이적

발현 카세트.

청구항 5 

제1항의 프로모터 및 게이트웨이(gateway) 카세트를 포함하는, 목적 유전자의 식물체 체관부 특이적 발현 카세

트 제조를 위한 목적 유전자 도입용 카세트.

청구항 6 

제4항의 발현 카세트를 포함하는 재조합 발현 벡터.

청구항 7 

제5항의 목적 유전자 도입용 카세트를 포함하는 목적 유전자 도입용 벡터. 

청구항 8 

제6항  또는  제7항에  있어서,  상기  벡터는  pK2GW7,0,  pB2GW7,0,  pKGWFS7,0  또는  pBGWFS7,0을  기본  골격

(backbone)으로 하는 것을 특징으로 하는 벡터.

청구항 9 

제6항의 재조합 발현 벡터를 포함하는 세균.
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청구항 10 

제9항에 있어서, 상기 세균은 아그로박테리움 투메파시언스(Agrobacterium tumefaciens)인 것을 특징으로 하는

세균.

청구항 11 

제6항의 재조합 발현 벡터에 의해 형질전환된 식물체.

청구항 12 

제11항에 있어서 상기 식물체는 포플러 또는 애기장대인 것을 특징으로 하는 하는 식물체.

청구항 13 

제7항의 목적 유전자 도입용 벡터의 게이트웨이 카세트에, 위치 특이적 재조합(site specific recombination)을

이용하여  목적  유전자를  도입하는  단계를  포함하는,  목적  유전자의  식물체  체관부  특이적  발현  벡터의

제조방법.

청구항 14 

제6항의 재조합 발현 벡터로 식물체를 형질전환하는 단계를 포함하는, 체관부 특이적으로 목적 유전자를 발현하

는 형질전환 식물체의 제조방법.

청구항 15 

1) 제6항의 재조합 발현 벡터로 식물체를 형질전환하는 단계; 및

2) 상기 형질전환된 식물체의 체관부(phloem) 조직 내에서 목적 유전자를 발현시켜 목적 단백질을 생산하는 단

계를 포함하는, 목적 단백질의 생산방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 식물체의 체관부 특이적 프로모터, 상기 프로모터 및 이에 작동 가능하게 연결된 목적 유전자를 포함[0001]

하는, 목적 유전자의 식물체 체관부 특이적 발현 카세트, 상기 발현 카세트를 포함하는 재조합 발현 벡터, 상기

발현 벡터를 포함하는 세균, 및 상기 발현벡터에 의해 형질전환된 식물체에 관한 것이다.

또한 본 발명은 상기 재조합 발현 벡터를 이용한, 체관부 특이적으로 목적 유전자를 발현하는 형질전환 식물체[0002]

의 제조방법, 및 상기 형질전환 식물체에서 목적 유전자를 발현시켜 목적 단백질을 생산하는 방법에 관한 것이

다.

또한 본 발명은 상기 프로모터 및 게이트웨이(gateway) 카세트를 포함하는, 목적 유전자의 식물체 체관부 특이[0003]

적 발현 카세트 제조를 위한 목적 유전자 도입용 카세트, 상기 도입용 카세트를 포함하는 목적 유전자 도입용

벡터, 및 상기 도입용 벡터를 이용하여 목적 유전자의 식물체 체관부 특이적 발현 벡터를 제조하는 방법에 관한

것이다.

배 경 기 술
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동물의 혈관조직과 같이 식물은 관다발조직을 통해 체내 모든 세포간 물질(양분, 물, 신호전달물질 등) 교환을[0004]

한다. 관다발조직은 물관부(xylem)와 체관부(phloem)로 구성되어 있으며, 체관부는 식물의 잎에서 생산된 광합

성 산물(주로 설탕)을 식물의 각 부위로 수송하는 역할을 담당하여 식물의 정상적인 생장(바이오매스 생성)에

필수적인 조직이다. 또한, 체관부는 광합성 산물이 존재하기 때문에 많은 해충(진드기, 가루이 등)과 병원균,

바이러스의 표적이 되는 조직이기도 하다. 병해충에 감염되면 식물은 정상적인 생육이 불가능해져서 생산성이

매우 떨어지게 된다. 

한편, 생명공학을 이용한 형질전환 식물체 개발 기술은 작물에 유용한 형질을 새롭게 도입할 수 있어서 매우 중[0005]

요하며, 이때 유용 형질을 결정하는 유전자의 발현 양상은 특정 프로모터에 의해 조절된다. 유전자의 전사 개시

점(transcription initiation point)의 상류(upstream)에 위치하고, 해당 유전자의 전사 개시와 빈도 등 발현

정도와 패턴을 결정하는 DNA 영역을 일반적으로 프로모터라 하며, 프로모터에 의한 전사 개시는, RNA 중합효소,

RNA  중합효소를  활성화하는  특정  전사조절  인자(transcription  factor)들과  기본적인  전사  복합체(basal

transcription complex)가 함께 프로모터 뉴클레오티드 서열에 결합함으로써 이루어진다. 

콜리플라워(Cauliflower) 모자이크 바이러스에서 유래한 35S 프로모터는 식물의 모든 조직에서 항상적으로 유전[0006]

자를 발현시키는 프로모터로서, 식물 형질전환에서 가장 많이 사용되고 있다. 그러나 이 35S 프로모터를 사용하

여 외래 유용 유전자를 모든 조직에서 항상적으로 발현시키는 경우, 종종 식물의 비정상적인 생장을 유발할 수

있음이 잘 알려져 있다. 따라서 외래 유용 유전자를 목적에 따라 발현을 조절할 수 있는 즉, 조직, 발달단계,

또는 환경 특이적으로 유전자를 발현시킬 수 있는 기술이 절실하다. 

만일 체관부 특이적으로 외래 유전자 발현을 조절할 수 있으면 다음과 같은 두 가지 측면에서 획기적인 식물 생[0007]

장개선을 도모할 수 있다. 첫째로, 체관부의 광합성 산물 수송 측면에서, 설탕 합성 및 수송, 아미노산 합성 및

수송 관련 외래 유전자의 체관부 특이적 발현으로 식물의 생장을 증대시킬 수 있으며, 둘째로, 병해충 감염 관

련, 바이러스 외피 단백질, 항세균 단백질, 해충(진드기, 가루이 등) 저항성 단백질 등의 유전자를 발현시킴으

로써 병 저항성을 향상시킬 수 있다(Planta, 196, 1995, 564-570; Plant Physiology and Biochemistry, 78,

2014, 88-96). 

이에 본 발명자들은 체관부에서 특이적으로 발현할 수 있는 발현 시스템을 개발하기 위하여 예의 노력한 결과,[0008]

포플러에서 체관부 특이적으로 발현되는 PtrDP3 유전자의 프로모터를 동정하였으며, 상기 프로모터를 포함하는

발현 벡터를 애기장대 및 포플러에 도입하여 형질전환 식물체에서 체관부 특이적 유전자 발현을 확인함으로써

본 발명을 완성하였다. 이에 따라, 본 발명의 PtrDP3 프로모터를 포함하는 발현 벡터를 이용하여 원하는 유전자

를 식물체의 체관부에 특이적으로 발현시킬 수 있으므로, 본 발명은 도입되는 목적 유전자에 따라 다양한 목적

으로 농업 분야 등에 광범위하게 이용될 것으로 기대된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 하나의 목적은 식물체의 체관부 특이적 프로모터를 제공하는 것이다.[0009]

본 발명의 다른 목적은 상기 프로모터 및 이에 작동 가능하게 연결된 목적 유전자를 포함하는, 목적 유전자의[0010]

식물체 체관부 특이적 발현 카세트를 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 프로모터 및 게이트웨이 카세트를 포함하는, 목적 유전자의 식물체 체관부 특이[0011]

적 발현 카세트 제조를 위한 목적 유전자 도입용 카세트를 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 발현 카세트를 포함하는 재조합 발현 벡터를 제공하는 것이다.[0012]

본 발명의 또 다른 목적은 상기 도입용 카세트를 포함하는 목적 유전자 도입용 벡터를 제공하는 것이다.[0013]

본 발명의 또 다른 목적은 상기 재조합 발현 벡터를 포함하는 세균을 제공하는 것이다.[0014]

본 발명의 또 다른 목적은 상기 재조합 발현 벡터에 의해 형질전환된 식물체를 제공하는 것이다.[0015]

본 발명의 또 다른 목적은 상기 목적 유전자 도입용 벡터를 이용하여, 목적 유전자의 식물체 체관부 특이적 발[0016]

현 벡터를 제조하는 방법을 제공하는 것이다.

공개특허 10-2016-0087487

- 5 -



본 발명의 또 다른 목적은 상기 재조합 발현 벡터를 이용한, 체관부 특이적으로 목적 유전자를 발현하는 형질전[0017]

환 식물체의 제조 방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 형질전환 식물체에서 목적 유전자를 발현시켜 목적 단백질을 생산하는 방법을[0018]

제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 하나의 양태로서, 서열번호 3의 뉴클레오티드 서열을 포함하는, 식물[0019]

체의 체관부 특이적 프로모터를 제공한다.

본 발명에서 용어, "체관부"란, 식물체의 잎에서 광합성으로 만들어진 포도당과 같은 양분이 줄기나 뿌리로 이[0020]

동하는 통로를 말한다. 체관은 원기둥으로 된 세포가 세로로 연결되어 있는 관으로, 위와 아래의 세포 사이의

격벽에는 작은 구멍이 많이 나있는 체구멍 또는 체판이 있다. 물관은 죽은 세포이지만 체관은 살아있는 세포로

이루어져 있으며, 관다발식물인 양치식물, 겉씨식물, 속씨식물에 있는 양분의 이동통로이다. 체관은 오래되면

탄수화물의 일종인 칼로스에 의해 체구멍이 막혀서 체관의 기능이 정지하게 된다. 또한 활동 중인 체관에서도

식물의 휴식기인 가을에서 겨울 사이에는 체구멍이 막혀 체관의 기능이 정지했다가 이듬해 봄에 다시 뚫리어 양

분의 이동이 원활하게 된다. 상기 체관부는 체관을 구성하는 체관요소, 반세포 및 체관부유조직을 포함할 수 있

다.

본  발명에서  용어,  "체관부  특이적"이란,  다른  조직에  비해  체관부에서  유전자  발현  수준이  높은  것을[0021]

의미하며,  유전자가  다른  조직에서는  발현  수준이  낮으나  체관부에서는  상대적으로  높게  발현되는  것일  수

있고, 바람직하게는 다른 조직에서는 유전자가 발현되지 않고 체관부에서만 발현되는 것일 수 있다.

본 발명에서의 용어, "프로모터(promoter)"란, 일반적으로 전사를 개시하는 지점을 포함하는 암호화 부위의 상[0022]

류 쪽에 위치하는 유전자 부위로, 흔히 유전자 발현을 조절하는 TATA 박스, CAAT 박스 부위, 외부 자극에 반응

하여 유전자 발현에 영향을 주는 부위 및 위치와 방향에 상관없이 거의 모든 유전자 발현을 촉진하는 인핸서 등

으로 이루어져 있다. 또한, 이러한 프로모터 중에는 모든 조직에서 상시적으로 발현을 유도하는 프로모터 및 시

간 또는 위치 특이적으로 발현을 유도하는 프로모터가 있으며, 구체적으로 본 발명에 따른 프로모터는 식물에서

체관부 특이적으로 발현하는 PtrDP3 프로모터이다.

상기 PtrDP3 프로모터는 본 발명자들이 포플러에서 동정한 프로모터로서, 체관부 조직에 특이적임과 동시에 체[0023]

관부에서 특이적으로 발현되기를 원하는 목적 유전자의 발현을 크게 증가시킬 수 있다. 구체적으로 상기 PtrDP3

프로모터는 서열번호 3의 뉴클레오티드 서열로 구성되는 폴리뉴클레오티드일 수 있으며, 서열번호 3으로 기재한

뉴클레오티드 서열뿐만 아니라 상기 서열과 70% 이상, 구체적으로는 80% 이상, 더욱 구체적으로는 90% 이상, 보

다 구체적으로는 95% 이상, 가장 구체적으로는 98% 이상의 유사성을 나타내는 뉴클레오티드 서열을 포함할 수

있다.

본 발명에서는 먼저 식물체의 체관부에서 특이적으로 발현되는 유전자를 발견하여, 상기 유전자의 프로모터를[0024]

동정하였으며, 상기 프로모터 서열 및 프로모터 하류(downstream)에 작동 가능하도록 연결된 목적 유전자의 서

열이 포함된 재조합 발현 벡터를 제작하고, 이를 통해 형질전환된 식물 형질전환체에서 체관부 특이적으로 목적

유전자가 발현되는 것을 확인함으로써 발명을 완성하였다. 

본 발명의 구체적인 일 실시예에서는 포플러 유래의 Potri.001G340220 유전자(도 5, 서열번호 1 및 서열번호[0025]

2)가 포플러의 체관부 특이적으로 발현되는 것을 확인하고(도 1 내지 도 4), 상기 유전자의 상류에 위치하는 체

관부  특이적  프로모터(PtrDP3  promoter)의  서열(서열번호  3)을  동정하였다.  상기  PtrDP3  프로모터는  하류

(downstream)에 위치한 목적 유전자를 식물체의 체관부 특이적으로 발현시킬 수 있다. 

본 발명의 다른 구체적인 일 실시예에서는 상기 PtrDP3 프로모터 서열(서열번호 3) 및 GUS 리포터 유전자를 포[0026]

함하는 PtrDP3::GUS 발현 벡터를 이용하여 형질전환 애기장대를 제조하였고, 상기 형질전환 애기장대의 모든 기

관에서 체관부 특이적으로 GUS가 발현되는 것을 확인하였으며(도 7), 또한 같은 PtrDP3::GUS 발현 벡터로 제조

한 형질전환 포플러에서도 체관부 특이적 GUS 발현을 확인하였다(도 8). 이러한 체관부 특이적인 유전자 발현은

식물체의 발달 단계(도 9) 또는 식물체의 내·외부 스트레스(도 10 및 도 11)에 영향을 받지 않는다는 것을 확

인하였다. 따라서 본 발명의 식물체 체관부 특이적 프로모터는 목적에 따라 원하는 유전자를 식물체의 체관부
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특이적으로 발현시키는데 유용하게 이용될 수 있다.

또 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 프로모터 및 이에 작동 가능하게 연결된 목적 유전자를 포함하는, 목적 유[0027]

전자의 식물체 체관부 특이적 발현 카세트(cassette)를 제공한다.

또 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 프로모터 및 게이트웨이(gateway) 카세트를 포함하는 목적 유전자의[0028]

식물체 체관부 특이적 발현 카세트 제조를 위한 목적 유전자 도입용 카세트를 제공한다.

프로모터 및 식물체의 체관부 특이적 유전자 발현에 대하여는 상기 설명한 바와 같다.[0029]

본 발명에서 "작동 가능하게 연결된"이라는 용어는 숙주 세포 내에서 숙주 세포의 작용에 의해 조절 요소들이[0030]

인코딩 서열의 발현을 지시할 수 있도록 하는 배치(들)로 코딩 서열에 대한 전사 및 임의의 번역 조절 요소들이

인코딩 서열에 공유 부착된 임의 구조를 나타낸다.

본 발명에서 용어, "카세트"는 특정 유전자가 뉴클레오티드 서열에 존재하는 하나 이상의 조절 서열들에 작동[0031]

가능하게 연결되도록 삽입되는 경우 삽입된 유전자를 발현할 수 있는 뉴클레오티드 서열을 나타낸다. 따라서,

 "발현 카세트"는 목적 유전자를 포함할 수 있으며 본 발명의 발현 카세트들은 체관부 특이적으로 목적 유전자

들의 발현을 촉진하는데 유용하다. 또한, 본 발명의 카세트는 목적 유전자를 용이하게 도입할 수 있도록 게이트

웨이(gateway) 카세트 서열을 포함할 수 있다. 이러한 카세트는 본 발명에 따르면 "도입용 카세트"를 나타낸다.

본 발명에 따르면, 상기 카세트는 PtrDP3 프로모터 및 이에 작동 가능하게 연결된 하나 이상의 단백질을 인코딩[0032]

하는 목적 유전자를 포함할 수 있다. 또한 하나의 프로모터 또는 동일한 수 개의 프로모터가 세포 내에서 단백

질을 인코딩하는 둘 이상의(즉, 상이한) 유전자들에 작동 가능하게 연결될 수 있다. 

본 발명에서, 용어 "목적 유전자"는 세포 내에서 목적 단백질을 생산하기 위하여 도입될 수 있으며 상기 목적[0033]

단백질을 인코딩하는 유전자를 의미한다. 상기 목적 유전자 또는 목적 단백질은 형질전환 식물체에서 활용하고

자 하는 목적에 따라 달라질 수 있으며, 식물체 내에서 발현될 수 있는 유전자 또는 단백질이라면 어떠한 것이

라도 무방하다. 즉, 본 발명의 특징은 식물체의 체관부 특이적 발현 프로모터에 있으므로 목적 유전자 또는 목

적 단백질은 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 상기 목적 단백질은 기준 세포(야생형 세포)에 비해 더

많은 정도로 발현 되며, 바람직하게는 체관부에서 특이적으로 발현될 수 있다.

한편, 상기 게이트웨이 발현 시스템은 엔트리벡터와 목적벡터로 구성되며, 구체적으로 상기 엔트리벡터는 목적[0034]

유전자의 양말단에 attL1, attL2를 갖는 벡터이며, 목적벡터는 attR1, attR2를 포함하는 벡터이다. 상기 엔트리

벡터와 상기 목적 벡터는 재조합효소에 의해 LR 반응을 일으키며, 목적벡터의 attR1과 attR2를 엔트리벡터의

attL1과 attL2로 치환하게 된다. 이 과정에서 엔트리벡터에 포함되어 있던 목적 유전자가 목적벡터로 전달되게

된다.

본 발명에 있어서, "게이트웨이 카세트"는 목적 유전자 도입용 벡터를 제조할 수 있는 카세트로서, 제조하거나[0035]

시판되는 것을 이용할 수 있다. 특히 attR1, ccdB 및 attR2 서열을 포함하는 카세트일 수 있으나 이에 제한되는

것은 아니다.

상기 게이트웨이 카세트 중 시판되는 "attR1-Cm
R
-ccdB-attR2" 카세트는 재조합(recombination)되는 25bp의 서열[0036]

(attR1, attR2), 클로람페니콜 저항 유전자(Cm
R
), 독소유전자(ccdB; clever gene, F plasmid의 유전자로서 독소

로서 작용하는 유전자이다. 따라서 ccdB에 의해 죽지 않는 특수한 박테리아를 사용하여서 증폭하고 필요없을시

일반 박테리아로 ccdB를 가지는 박테리아를 죽일 수 있게 만든다)로 이루어진다.

본 발명의 구체적인 일 실시예에서는 도 6에서 보이는 바와 같이, PtrDP3 프로모터의 체관부 특이적 유전자 발[0037]

현을 확인하기 위하여 카나마이신(kanamycin)  또는 바스타(basta)  저항성 유전자, PtrDP3  프로모터, EGFP 및

GUS 리포터 유전자를 포함하는 발현 카세트를 제조하였다. 또한 도 11에서 보이는 바와 같이 목적유전자를 쉽게

도입할 수 있도록 카나마이신 또는 바스타 저항성 유전자, PtrDP3 프로모터 및 게이트웨이 카세트를 포함하는

목적 유전자 도입용 카세트를 제조하였다.

또 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 발현 카세트를 포함하는 재조합 발현 벡터를 제공한다.[0038]
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또 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 도입용 카세트를 포함하는 목적 유전자 도입용 벡터를 제공한다.[0039]

발현 카세트 및 도입용 카세트는 상기에서 설명한 바와 같다.[0040]

상기 재조합 발현 벡터는 상기 발현 카세트를 포함하여 식물체에 도입되어 목적 유전자가 코딩하는 단백질을 생[0041]

산할 수 있는 벡터이며, 구체적으로는 형질전환 식물체의 체관부 특이적으로 목적 유전자가 코딩하는 단백질을

생산할 수 있는 벡터이다. 또한 상기 목적 유전자 도입용 벡터는 상기 도입용 카세트를 포함하여 위치 특이적

재조합(site-specific recombination)을 통해 목적 유전자를 도입하기 용이하게 함으로써 재조합 발현 벡터를

제조할 수 있도록 하는 벡터이다.

상기 발현 벡터 또는 도입용 벡터는 목적 유전자를 도입하여 식물체 내에서 발현시키기 위해 당업계에서 평균적[0042]

인 기술을 가진 자가 이용할 수 있는 것이라면 어떠한 벡터를 기본 골격(backbone)으로 사용하더라도 무방하며,

이에 제한되지는 않으나 특히 pK2GW7,0, pB2GW7,0, pKGWFS7,0 또는 pBGWFS7,0을 기본 골격으로 하는 것일 수

있다.

본 발명의 구체적인 일 실시예에서는 pKGWFS7,0  또는 pBGWFS7,0  벡터에 SacI  및 SpeI  제한효소를 이용하여[0043]

PtrDP3 프로모터를 도입함으로써 재조합 발현 벡터인 PtrDP3-pKGWFS7,0 및 PtrDP3-pBGWFS7,0을 제조하였다(도

6).  또한  pK2GW7,0  또는  pB2GW7,0  벡터에  SacI  및  SpeI  제한효소를  이용하여  목적  유전자  도입용  벡터인

PtrDP3-pK2GW7,0 및 PtrDP3-pB2GW7,0을 제조하였다(도 12).

또 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 재조합 발현 벡터를 포함하는 세균을 제공한다.[0044]

재조합 발현 벡터에 대해서는 상기 설명한 바와 같다.[0045]

상기  세균은  재조합  벡터를  식물체에  도입하여  형질전환  식물체를  제조할  수  있는  것이라면  모두  사용[0046]

가능하며,  바람직하게는  아그로박테리움일  수  있고,  더욱  바람직하게는  아그로박테리움  투메파시언스

(Agrobacterium tumefaciens)일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 용어, "아그로박테리움"은 그람양성의 세균으로 식물의 뿌리나 줄기의 상처를 통해 식물세포에 감[0047]

염되어, 자신이 가지고 있는 유전자를 식물 세포의 유전체에 삽입하여 식물세포의 형질전환을 일으키는 암종 세

균의 일종이다. 

또 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 재조합 발현 벡터에 의해 형질전환된 식물체를 제공한다.[0048]

재조합 발현 벡터에 대해서는 상기에서 설명한 바와 같다.[0049]

본 발명에서 용어, "형질전환"이란, DNA를 숙주에 도입하여 DNA가 염색체의 인자로서 또는 염색체 통합완성에[0050]

의해 복제 가능하게 되는 것을 의미한다. 구체적으로 본 발명에서는 상기 재조합 발현 벡터를 숙주에 도입하는

것을 의미할 수 있다.

본 발명에서 용어, "식물체"는 체관부 특이적으로 목적 유전자를 발현시키기 위해 선택되는 것으로 세포벽이 있[0051]

고 엽록소가 있어 독립영양으로 광합성을 하는 생물이라면 식물체의 종에 특별히 제한되는 것은 아니다. 또한,

"형질전환 식물체"는 숙주로서 상기 식물체를 사용하여 형질전환시킨 식물체를 의미한다.

본 발명에서 숙주세포로의 형질전환은 핵산을 유기체, 세포, 조직 또는 기관에 도입하는 어떠한 방법도 포함되[0052]

며, 당 분야에서 공지된 바와 같이 식물에 따라 적합한 표준 기술을 선택하여 수행할 수 있다. 이러한 방법에는

전기충격 핵산분자 전달법(electroporation), 원형질 융합, 인산칼슘 침전, 염화칼슘 침전, 실리콘 카바이드 섬

유를 이용한 교반, 아그로박테리아로 매개된 형질전환, PEG, 덱스트란 설페이트 리포멕타민 및 건조/억제 매개

된 형질전환 방법 등이 포함되나, 이로 제한되지 않으며, 아그로박테리아로 매개된 형질전환법이 바람직하다.

또한, 구체적으로 본 발명에 따른 형질전환 식물은 상기 PtrDP3 프로모터 및 목적 유전자가 도입되어 발현될 수[0053]

있는 식물이라면, 초본 및 목본 식물 모두 제한 없이 포함될 수 있다.

또한, 구체적으로 초본 식물은 오리자 사티바(Oryza Sativa; 벼), 제아 메이즈(Zea mays; 옥수수), 미스칸투스[0054]

(Miscanthus)  종  또는  페니세툼 풀푸레움(Pennisetum  purpureum)  등일  수  있으며,  목본  식물은 유칼립투스

(Eucalyptus)  종(예를  들면  E.  alba,  E.  albens,  E.  amygdalina,  E.  aromaphloia,  E.  baileyana,  E.
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balladoniensis,  E.  bicostata,  E.  botryoides,  E.  brachyandra,  E.  brassiana,  E.  brevistylis,  E.

brockwayi,  E.  camaldulensis,  E.  ceracea,  E.  cloeziana,  E.  coccifera,  E.  cordata,  E.  cornuta,  E.

corticosa, E. crebra, E. croajingoleisis, E. curtisii, E. dalrympleana, E. deglupta, E. delegatensis,

E. delicata, E. diversicolor, E. diversifolia, E. dives, E. dolichocarpa, E. dundasii, E. dunnii, E.

elata, E. erythrocoiys, E. erythrophloia, E. eudesmoides, E. falcata, E. gamophylla, E. glaucina, E.

globulus, E. globulus subsp. bicostata, E. globulus subsp. globulus, E. gongylocarpa, E. grandis, E.

grandis×urophylla, E. guilfoylei, E. gunnii, E. hallii, E. houseana, E. jacksonii, E. lansdowneana,

E. latisinensis, E. leucophloia, E. leucoxylon, E. lockyeri, E. lucasii, E. maidenii, E. marginata, E.

megacarpa, E. melliodora, E. michaeliana, E. microcorys, E. microtheca, E. muelleriana, E. nitens, E.

nitida,  E.  obliqua,  E.  obtusiflora,  E.  occidentalis,  E.  optima,  E.  ovata,  E.  pachyphylla,  E.

pauciflora,  E.  pellita,  E.  perriniana,  E.  petiolaris, E. pilularis, E. piperita, E. platyphylla, E.

polyanthemos,  E.  populnea,  E.  preissiana,  E.  pseudoglobulus,  E.  pulchella,  E.  radiata,  E.  radiata

subsp.  radiata,  E.  regnans,  E.  risdoni,  E.  robertsonii,  E.  rodwayi,  E.  rubida,  E.  rubiginosa,  E.

saligna, E. salmonophloia, E. scoparia, E. sieberi, E. spathulata, E. staeri, E. stoatei, E. tenuipes,

E. tenuiramis, E. tereticornis, E. tetragona, E. tetrodonta, E. tindaliae, E. torquata, E. umbra, E.

urophylla,  E.  vernicosa,  E.  viminalis,  E.  wandoo,  E.  wetarensis,  E.  willisii,  E.  willisii  subsp.

falciformis, E. willisii subsp. willisii, E. woodwardii), 포플러스(populus) 종 (예를 들면, P. alba, P.

alba×P.  grandidentata,  P.  alba×P.  tremula,  P.  alba×P.  tremula  var.  glandulosa,  P.  alba×P.

tremuloides, P. balsamifera, P. balsamifera subsp. trichocarpa, P. balsamifera subsp. trichocarpa×P.

deltoides, P. ciliata, P. deltoides, P. euphratica, P. euramericana, P. kitakamiensis, P. lasiocarpa,

P.  laurifolia,  P.  maximowiczii,  P.  maximowiczii×P.  balsafera  subsp.  trichocarpa,  P.  nigra,  P.

sieboldii×P. grandideiztata, P. suaveolens, P. szechuanica, P. tomentosa, P. tremula, P. tremula×P.

tremuloides,  P.  tremuloides, P. wilsonii, P. canadensis, P. yunnanensis), 침엽수(예를 들면, loblolly

pine(Pinus  taeda),  slash  pine(Pinus  elliotii),  ponderosa  pine(Pinus  ponderosa),  lodgepole pine(Pinus

contorta),  Monterey  pine(Pinus  radiata);  Douglas-fir(Pseudotsuga  menziesii);  Western  hemlock(Tsuga

canadensis);  Sitka  spruce(Picea  glauca);  redwood(Sequoia  sempervirens);  silver  fir(Abies  amabilis);

balsam  fir(Abies  balsamea))  및  삼나무(예를  들면  Western  red  cedar(Thuja  plicata),  Alaska  yellow-

cedar(Chamecyparis nootkatensis)) 등일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

더욱 구체적으로는 초본 식물중에서 애기장대일 수 있으며, 목본 식물 중에서 포플러일 수 있으나, 이에 제한되[0055]

는 것은 아니다.

본 발명에서의 용어, "애기장대(Arabidopsis thaliana)란, 개화식물로서 십자화과(Bressicaceae)에 속하며 농[0056]

업적인 중요성은 가지고 있지 않으나 현대 식물학에 있어 모델 식물로 널리 사용되고 있는 유전학과 분자생물학

적 연구에 매우 중요한 식물이다. 본 발명에 따른 애기장대는 초본 식물의 대표 식물로서 사용될 수 있으며, 구

체적으로 Arabidopsis thaliana, ecotype Columbia(Col-0)일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 용어, "포플러(poplar)"란, 쌍떡잎식물 버드나무목 버드나무과 사시나무속에 속하는 식물의 총칭이[0057]

다. 구체적으로 본 발명에서 포플러는 목본 식물의 대표 식물로서 사용될 수 있으며, Populus alba×P. tremula

var. glandulosa일 수 있으나 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 일 실시예에서는 체관부 특이적으로 목적 유전자의 발현을 유도할 수 있는 벡터(vector)를 설계하기[0058]

위해, 도 6의 모식도처럼 pKGWFS7,0 벡터 또는 pBGWFS7,0 벡터에서 35S 프로모터를 SacI 및 SpeI 제한효소를

사용하여 PtrDP3 프로모터(서열번호 3)로 교체하여 PtrDP3::GUS 구조체를 제작하였다. 이후 상기 벡터를 아그로

박테리움 투메파시엔스(Agrobacterium tumefaciens) 균주 C58에 도입하였고, 상기 균주를 이용하여 floral-dip

method(Clough and Bent, 1998)와 leaf disk transformation-regeneration method(Horsch et al., 1985)에 따

라 각각 애기장대(Arabidopsis thaliana, ecotype Columbia(Col-0))와 포플러(Populus alba×P. tremula var.

glandulosa)를 형질전환시켰다.

구체적으로 본 발명에 따른 형질전환 식물은 목적 유전자의 과발현으로 식물체에서 원하는 단백질을 생산할 수[0059]

있도록 상기 PtrDP3 프로모터 및 이에 작동 가능하게 연결된 목적 단백질을 코딩하는 유전자가 도입될 수 있다.

본 발명의 일 실시예에서는 도입된 유전자가 식물의 체관부 특이적으로 발현되는지 확인하기 위해, 본 발명의[0060]

PtrDP3::GUS로 형질전환된 애기장대와 형질전환 포플러의 각 기관을 분석하였다(도 7 내지 도 9). 본 발명의 다
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른 일 실시예에서는 상기 유전자 발현이 식물의 내부 및 외부 스트레스에 따라 달라지는지 확인하기 위해, 각각

의 스트레스에 따른 발현정도를 확인하였다(도 10 및 도 11). 그 결과 본 발명에 따른 형질전환 애기장대 및 형

질전환 포플러에서 GUS 단백질은 모든 기관에서 체관부 특이적으로 발현되었으며, 식물의 발달 단계, 식물의 내

부 및 외부스트레스와 관계없이 GUS를 발현하는 것을 확인하였다. 따라서 본 발명의 PtrDP3 프로모터를 이용하

여 목적 유전자를 식물의 체관부 특이적으로 발현시킬 수 있어, 다양한 목적으로 농업 분야 등에 광범위하게 활

용될 수 있음을 알 수 있었다.

다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 목적 유전자 도입용 벡터의 게이트웨이 카세트에 위치 특이적 재조합[0061]

(site specific recombination)을 이용하여 목적 유전자를 도입하는 단계를 포함하는, 목적유전자의 체관부 특

이적 발현 벡터의 제조방법을 제공한다.

상기 위치 특이적 재조합은 엔트리벡터와 목적벡터가 재조합효소에 의해 LR 반응을 일으킴으로써, 목적벡터의[0062]

attR1과 attR2가 엔트리벡터의 attL1과 attL2로 치환되는 것을 의미한다. LR 반응에 의해 엔트리벡터의 목적 유

전자가 상기 도입용 벡터로 도입되고 목적벡터의 게이트웨이 카세트는 제거되어 목적 유전자를 포함하는 발현

벡터가 만들어 질 수 있다.

상기 재조합 효소는 DNA 이중나선에 특별히 상보성이 있는 작은 DNA 조각을 대체시켜 재조합하는 과정을 이루게[0063]

하는 효소로서 일반적으로 Recombinase(Excisionase, Integrase 라고도 한다)라고 하며, 예를 들어 Invitrogen

사의 LR clonase일 수 있으며, 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 방법에 의해 목적 유전자를 상기 도입용 벡터의 게이트웨이 카세트로 도입하여 목적 유전자를 체관부 특이[0064]

적으로 발현하는 발현 벡터를 용이하게 제조할 수 있다.

또 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 재조합 발현 벡터로 식물체를 형질전환하는 단계를 포함하는, 체관부[0065]

특이적으로 목적 유전자를 발현하는 형질전환 식물체의 제조 방법을 제공한다.

또 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 1) 상기 재조합 발현 벡터로 식물체를 형질전환하는 단계; 및 2) 상기 형[0066]

질전환된  식물체  체관부(phloem)  조직  내에서  목적  유전자를  발현시켜  목적  단백질을  생산하는  단계를

포함하는, 목적 단백질 생산 방법을 제공한다.

상기 PtrDP3 프로모터, 목적 단백질 및 형질전환 식물에 대해서는 전술한 바와 같으며, 상기 방법에 의해 본 발[0067]

명의 형질전환 식물을 제조할 수 있고, 그에 따라 형질전환 식물체에서 목적 단백질을 생산할 수 있다.

구체적으로  상기 제조방법은 상기 형질전환 식물을 토양 또는 배지에서 재배하는 단계를 추가로 포함할 수[0068]

있다. 본 발명에서 형질전환식물의 재배는 널리 공지된 방법에 따라서 수행될 수 있고, 재배 온도, 재배 시간

및 배지의 pH 등의 조건은 적절하게 조절될 수 있다.

사용되는 배지는 특정한 형질전환식물의 요구 조건을 적절하게 충족시켜야 한다.  배지의 형태로는 고체배지[0069]

(solid  medium),  액체배지(liquid medium), 이중배지(double layer medium)가 있으며, 이에 대한 성분으로는

물, 교질재료로서, 한천, 아가로스(agarose), 겔라이트(gelite) 등이 사용될 수 있다.

무기 영양소로는 15개의 원소, 즉 C, H, O, N, P, K, S, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, B 및 Mo 등이 형태에 구애받[0070]

지 않고 첨가되며, 유기 영양소로는 탄수화물, 식물생장 조절물질, 비타민 등이 첨가되고, 아미노산류로는 미오

-이노시톨, 글라이신, L-글루타민 등이 첨가될 수 있다.

탄소원으로는 글루코스, 프럭토스, 만노스, 리보오스, 자일로스, 수크로스, 멜리비오스, 셀로비오스, 락토오스,[0071]

아밀로스, 탄수화물, 라피노스, 소르비톨, 만니톨, 글리세롤1 등이 첨가될 수 있다.

본 발명의 구체적인 일 실시예에서는 애기장대(Arabidopsis thaliana, ecotype Columbia (Col-0)) 및 잡종 포[0072]

플러 클론인 BH1(Populus alba × P. tremula var. glandulosa BH1)를 23℃의 생장실(16시간 빛/8시간 어둠)에

서 토양에 재배하거나 또는 스크리닝을 위한 적당한 항생제 및 2% 수크로스를 포함한 half-strength MS-아가 배

지(Murashige and skoog, Sigma)에서 재배하였다.

상기 제조방법에 의해 제조된 형질전환 식물은 목적 유전자를 체관부 특이적으로 발현하여 목적 단백질을 생산[0073]

할 수 있다.
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발명의 효과

본 발명의 식물체 체관부 특이적 프로모터는 식물의 발달단계와 외적 및 내적인 환경 스트레스에 좌우되지 않고[0074]

월등한 체관부 조직-특이성 및 강력한 발현을 유도할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 포플러에서 조직별 유전자 발현 분석을 위한 샘플링 모식도이다. A. 각 조직을 분리, 사용하기 위해 1년[0075]

동안 자란 포플러 줄기를 이용하였다. BP는 수피; DP는 체관조직; Ca는 형성층; DX는 도관형성조직; MX는 목질

부조직이며, WS는 줄기 전체로 대조군으로 사용하였다. B. SL은 정단분열조직이다. C. ML은 잎맥을 제거한 성숙

잎이다. B와 C는 목부를 형성하지 않는 대조군으로 사용하였다.

도 2는 체관부(DP)를 중심으로한 포플러 조직별 전사체 발현 비교를 나타낸 것이다. 총 10종류의 포플러 조직

전사체를 비교 분석하여 의미있게 발현이 변화하는 총 17,179개의 유전자들을 동정하였고, 이들을 체관부(DP)를

중심으로 도식화하였다. 즉, 체관부에서 발현이 증가되는 유전자는 빨간색, 반면 감소되는 유전자는 파란색으로

나타내었다. SM은 여름 줄기, WN은 겨울 줄기를 의미한다.

도 3은 체관부(DP)에 특이적으로 발현되는 유전자의 발현을 나타낸다. 총 10종류의 포플러 조직 전사체를 비교

분석하여 의미있게 발현이 변화하는 총 17,179개의 유전자들 중에서, 체관부(DP)에서 특이적으로 발현이 증가하

는 유전자 총 81개를 생명정보학 방법을 이용하여 동정하였다. 하단의 그래프는 각 조직별 유전자들의 발현량을

비교한 것이고, 상단의 그래프는 유전자 발현량을 표준화시킨 값을 로그 스케일로 나타낸 것이다.

도 4는 체관부(DP) 특이적인 Potri.001G340200.1 유전자의 조직별 발현 양상을 나타낸 것이다. 포플러 조직별

총 전사체 분석을 한 결과로부터 Potri.001G340200.1 유전자의 발현을 도식화하였다. Ca는 형성층(cambium) 조

직을 의미하며, 6DL, 6L, 6D는 각 상이한 빛 조건에서 키운 6일된 포플러 유식물, SL은 정단열분열조직(shoot

apical  meristem  &  young  leaf),  YL은 어린잎(young  leaf),  ML은 성숙잎(mature  leaf),  BP는 피층(bark  &

phloem), DP는 체관(developing phloem), DX는 도관모세포(developing xylem), MX는 목질부(mature xylem), SM

은 여름시기의 줄기조직(summer), WN은 겨울시기의 줄기조직(winter)을 각각 의미한다. 

도  5는  체관부(DP)  특이적인  PtrDP3(Potri.001G340200.1)  유전자의  유전정보로서,

Phytozome(www.phytozome.net)에서 얻은 PtrDP(Potri.001G340200.1)  유전자 정보이다.  상기 유전자는 기능이

알려져 있지 않은 유전자이며, mediater complex subunit 28과 유사한 도메인이 존재하고, 총 6개의 인트론이

존재함을 알 수 있다. 

도 6은 본 발명에서 사용한 재조합 유전자 벡터 지도를 나타낸 것이다. PtrDP3 프로모터가 GUS 유전자의 위쪽에

위치하여 GUS 유전자 발현을 조절할 수 있도록 설계하였다. 벡터 골격(backbone)으로는 pKGWFS7,0과 pBGWFS7,0

을 이용하였다. 이때 A는 카나마이신 선별용으로 포플러 형질전환체 개발에 사용하였고, B는 바스타(basta) 선

별용으로 애기장대 형질전환체 개발에 사용하였다.

도 7은 형질전환 애기장대(PtrDP3::GUS) 식물체에서 체관부 조직 특이적인 PtrDP3 프로모터의 활성을 확인한 것

이다. A. PtrDP3::GUS 형질전환 애기장대 식물의 줄기 및 뿌리 단면이다. 50일 동안 토양에서 자란 식물을 이용

하였으며, 1번 사진은 아래쪽 줄기의 단면이고, 2번 사진은 중간 줄기의 단면, 3번 사진은 위쪽 줄기 단면이다.

4번 사진은 뿌리 단면이다. Ep는 표피세포(epidermis); Co는 피층세포(cortex); IF는 관다발 사이의 섬유세포

(interfascicular fiber); Xy는 도관세포(xylem); Ph는 체관세포(phloem); Pi는 수세포(pith cells)를 가리킨

다. B. 식물체의 다른 부위: 잎(1번), 꽃(2번), 열매(3번). 

도 8은 형질전환 포플러(PtrDP3::GUS) 식물체에서 체관부 조직 특이적인 PtrDP3 프로모터의 활성을 확인한 것이

다. A. PtrDP3::GUS 형질전환 포플러의 줄기 단면이다. 기내 배양 식물을 이용하였으며, 1번 사진은 아래쪽 줄

기의 단면이고, 2번 사진은 중간 줄기의 단면이다. Ep는 표피세포(epidermis); Co는 피층세포(cortex); IF는 관

다발 사이의 섬유세포(interfascicular  fiber);  Xy는 도관세포(xylem);  Ph는 체관세포(phloem);  Pi는 수세포

(pith cells)를 가리킨다. B. 형질전환 포플러의 잎: 1. 주맥에서 강한 GUS 활성이 보이며; 2. 가는 잎맥에서도

활성이 나타난다. 그러나 잎맥이 없는 부위에서는 전혀 GUS 활성이 없다.
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도 9는 형질전환 애기장대(PtrDP3::GUS) 유식물체의 발달 단계에 따른 PtrDP3 프로모터의 도관 특이적 활성을

확인한 것이다. A. 3일된 유식물. 1번 사진은 전체 유식물 모양, 2번은 하배축 확대 사진, 3번은 떡잎, 4번은

뿌리이다. B. 5일된 유식물. 1번 사진은 전체 유식물 모양, 2번은 하배축과 떡잎 확대 사진, 3번은 하배축, 4번

은 뿌리이다. C. 7일된 유식물. 1번 사진은 전체 유식물 모양, 2번은 하배축과 떡잎 확대 사진, 3번은 하배축,

4번은 뿌리이다.  D.  10일된 유식물.  1번 사진은 전체 유식물 모양,  2번은 하배축 사진,  3번은 하배축 확대

사진, 4번은 뿌리이다. 

도 10은 형질전환 애기장대(PtrDP3::GUS)에서 다양한 환경 스트레스에 따른 PtrDP3 프로모터의 도관 특이적 활

성 변화를 확인한 것이다. 10일 자란 형질전환 애기장대(PtrDP3::GUS)에 저온, 건조, 염분, 삼투압 스트레스를

각각 처리한 후, PtrDP3 프로모터의 도관 특이적 활성의 변화를 조사하였다. Mock은 아무런 스트레스를 처리하

지 않은 대조군이다. 

도 11은 형질전환 애기장대(PtrDP3::GUS)에서 다양한 식물 호르몬 처리에 따른 PtrDP3 프로모터의 도관 특이적

활성  변화를  확인한  것이다.  10일  자란  형질전환  애기장대(PtrDP3::GUS)에  여러  종류의  식물  호르몬(IAA,

Kinetin 또는 ABA)를 12시간 동안 각각 처리한 후, PtrDP3 프로모터의 도관 특이적 활성 변화를 조사하였다.

Mock은 아무런 호르몬을 처리하지 않은 대조군이다. 

도  12는  PtrDP3  프로모터를  이용한  재조합  유전자  벡터  지도이다.  기존의  pK2GW7,0(카나마이신  선별용)과

pB2GW7,0(바스타  선별용)  벡터의  35S  프로모터를  PtrDP3  프로모터로  치환하여  PtrDP3-pK2GW7,0과  PtrDP3-

pB2GW7,0 벡터를 각각 개발하였다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 실시예 등을 들어 상세하게 설명하기로 한다. 그러나, 본 발명에 따른 실[0076]

시예들은 여러가지 다른 형태로 변형될 수 있으며, 본 발명의 범위가 하기 실시예들에 한정되는 것으로 해석되

어서는 안된다. 본 발명의 실시예들은 당업계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 보다 완전하게 설명

하기 위해 제공되는 것이다.

실시예 1 : 체관부 특이적 발현 프로모터 스크리닝 및 형질전환 식물체 제조[0077]

1.1 체관부 특이적 프로모터의 동정[0078]

본 발명자들은 식물체의 체관부에서 특이적으로 발현하는 유전자를 탐색하기 위해, 포플러 나무의 여러 조직(정[0079]

단분열조직, 잎, 수피, 체관조직, 형성층, 도관형성조직, 목질부조직 및 줄기전체조직)을 분리한 후 각 조직에

서 mRNA를 추출하였다(도 1). 

이후 Affymetrix사의 GeneChip Poplar Genome Array를 사용하여 각 조직 별 유전자 발현을 분석하였다. Poplar[0080]

Genome Array에는 총 61,251개의 프로브셋이 있으며 이들은 총 57,423개의 유전자를 표지하는데, 이들 중에서

반복 존재하는 유전자를 제외하면,  Poplar Genome Array로 총 41,558개의 포플러 유전자들의 발현 변화를 연구

할 수 있다. 생명정보학 기법을 이용하여 포플러의 8개 조직(정단분열조직, 잎, 수피, 체관조직, 형성층, 도관

형성조직, 목질부조직 및 줄기전체조직)과 여름과 겨울의 줄기 조직을 포함한 총 10개 조직의 전사체 분석을 수

행하였고, 이 때 각 조직 별로 비교해서 발현이 의미있게 변화하는 총 17,179개의 유전자들을 동정하였다(도

2). 이러한 발현 변화 유전자 17,179개 중에서 체관부에 특이적인 발현을 보이는 유전자 총 81개를 동정하였고

(도 3), 이 중에서 가장 강한 발현을 보이는 상위 5개 유전자를 선별하여 해당 프로모터를 각각 클로닝하였다. 

상기 프로모터는 각 유전자의 번역개시 코돈인 ATG 서열 앞쪽의 약 1.5 kb의 서열을 사용하였다. 각 프로모터의[0081]

식물체 내에서의 실질적인 체관부 특이적인 활성을 조사하기 위해, GUS 유전자를 리포터로 하여 프로모터::GUS

유전자 재조합 발현벡터를 제조하였고, 이를 애기장대 식물과 포플러 나무에 도입하여 형질전환 식물체를 확보

하였다. 

상기 5개의 유전자 중에서도 특히, 포플러 Potri.001G340200.1 유전자의 프로모터는 체관부 조직 특이적이며 매[0082]

우 강한 유전자 발현을 보였다(도 4). 포플러의 각 조직에서의 Potri.001G340200.1 유전자의 발현을 살펴보면,

체관부 세포에서 특이적이고 강력한 발현 피크를 보이며, 여름시기에 발현이 높고 겨울에는 발현이 낮음을 볼

수 있어서 활발한 생장시기에 이 유전자의 발현이 강함을 보여준다. 이 Potri.001G340200.1 유전자를 PtrDP3라

명명하였다.
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상기 PtrDP3 유전자는 mediator complex subunit 28이라는 단백질과 유사한 도메인을 가지는, 현재까지 기능이[0083]

잘 알려지지 않은 단백질을 코딩하는 유전자로서(도 5, 서열번호 1 및 서열번호 2), 본 발명에서는 상기 프로모

터의 활성을 집중적으로 조사하였다. 

이를 위해 본 발명에서는 PtrDP3 프로모터에 GUS 리포터 유전자를 퓨전하여 제조한 벡터를 도입하여 형질전환[0084]

포플러 및 형질전환 애기장대를 제조하고, 상기 제조된 형질전환 식물체에서 GUS 유전자의 발현을 확인함으로써

PtrDP3 프로모터의 조직에 따른 활성 여부를 확인하였으며, 본 발명에 사용된 식물 표본 및 PtrDP3::GUS 형질전

환 식물체의 구체적인 제조 방법은 하기와 같다.

1.2 식물 표본[0085]

애기장대(Arabidopsis thaliana, ecotype Columbia (Col-0)) 및 잡종 포플러 클론인 BH1(Populus alba × P.[0086]

tremula var. glandulosa BH1)을 형질전환 실험에 사용하였다. 23℃, 16시간 명/8시간 암 조건으로 MS-아가 배

지 또는 토양에서 상기 식물을 배양하였다.

1.3 PtrDP3 프로모터::GUS 형질전환 식물체의 제조[0087]

Potri.001G340200.1을 암호화하는 유전자의 5' 말단의 게놈 단편(1517bp)을 PCR로 분리하고, PtrDP3::GUS 구조[0088]

체를 생산하기 위해 pBGWFS7,0(애기장대 형질전환용) 또는 pKGWFS7,0(포플러 형질전환용)의 GUS 리포터 유전자

앞의 35S 프로모터를 PtrDP3 프로모터와 교체하는 방식으로 상기 게놈 단편을 삽입하였다. 교체한 PtrDP3 프로

모터의 뉴클레오티드 서열은 서열번호 3과 같다. 

제조한  각  벡터  구조체를  식물체  형질전환을  위하여  먼저  아그로박테리움  투메파시언스(Agrobacterium[0089]

tumefaciens) 균주 C58에 도입하였으며, 이를 통해 PtrDP3 프로모터::GUS 형질전환 식물체를 성공적으로 제조하

였다.

실시예 2 : PtrDP3 프로모터의 체관부 특이적 발현 확인[0090]

2.1 GUS 활성 분석[0091]

상기 제조된 형질전환식물의 조직에 따른 GUS(beta-glucuronidase) 활성을 확인하기 위하여 조직화학 염색을 수[0092]

행하였다. 1 mM 5-브로모-4-클로로-3-인돌일 베타-D-글루큐로나이드(glucuronide), 100 mM 인산 완충액, 5 mM

K3[Fe(CN)6], 5 mM K4[Fe(CN)6] 및 pH 7.0의 10 mM EDTA를 포함하는 GUS 반응 완충액에 37℃에서 18 내지 24시

간 동안 표본을 배양하였다. 염색된 조직을 더 잘 볼 수 있도록, 엽록소를 제거하기 위해 상온에서 최소 한 시

간 동안 조직 표본을 에탄올로 헹궜다. 그 후 상기 형질전환 식물체의 각 조직에서 GUS 단백질의 발현을 관찰하

였다.

2.2 체관부 특이적 활성 확인[0093]

상기 PtrDP3::GUS 유전자 재조합 발현벡터(도 6)를 이용하여 제조한 형질전환 식물체의 각 조직에서 GUS 단백질[0094]

의 발현을 관찰하였다. GUS 리포터 단백질은 X-Gluc(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-D-glucuronide)이라는 기질을

분해하여 파란색 침전물을 만들게 되고, 따라서 프로모터의 활성위치를 파란색으로 표시하게 되는데, 도 7과 8

에서 보이는 바와 같이 상기 형질전환 식물체에서는 전체적으로 Ph(phloem; 체관)로 표시된 체관 세포에서 GUS

활성(파란색)이 특이적이며 매우 강함을 확인할 수 있었다. 

구체적으로, 토양에서 50일 자란 애기장대 형질전환 식물체의 경우, 줄기와 뿌리 단면에서 체관부 특이적이고[0095]

매우 강한 GUS 활성을 보였으며, 다른 조직에서는 전혀 활성을 보이지 않았다(도 7의 A). 또한 동일 식물체의

다른 기관 즉, 잎, 꽃, 열매 등에서도 체관부가 존재하는 관다발 조직을 제외하면 전혀 활성을 나타내지 않았다

(도 7의 B). 또한, 형질전환 포플러에서도 마찬가지로 체관부 특이적이고 매우 강한 GUS 활성을 볼 수 있었다

(도 8).

이를 통해 본 발명의 PtrDP3 프로모터는 체관부 특이적으로 활성을 가짐을 확인하였으며, 따라서 상기 프로모터[0096]
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를 포함하는 유전자 발현 벡터를 이용하여 목적 유전자를 체관부 특이적으로 발현시킬 수 있다.

실시예 3 : 식물의 발달 단계에 따른 PtrDP3 프로모터의 활성 확인[0097]

다음으로 PtrDP3 프로모터에 의한 조직 특이적 발현 양상이 식물의 발달단계에 따라 달라지는 것은 아닌지를 확[0098]

인하기 위해, 식물의 발달 단계에 따른 PtrDP3 프로모터의 활성 변화를 알아보았다. 

그 결과, 발아 후 어린 식물, 즉 발아 3일째부터 관다발 조직 특이적으로 GUS 활성이 보이기 시작했으며 이는 5[0099]

일, 7일, 10일째로 가면서 변함없이 같은 부위에서 활성이 관찰되었다(도 9). 이러한 사실은 PtrDP3 프로모터의

체관부 특이적 활성이 매우 어린 식물에서부터 나타나며, 발달단계에 따라 변화되지 않음을 알려준다. 

결과적으로 본 발명의 PtrDP3 프로모터를 포함하는 발현 벡터를 이용하여 목적 유전자를 체관부 특이적으로 발[0100]

현시키고자 하는 경우 대상 식물체의 발달단계는 영향을 미치지 않으며, 식물체의 발달단계에 관계없이 목적 유

전자를 체관부 특이적으로 발현시킬 수 있다.

실시예 4 : 스트레스에 따른 프로모터 활성 변화 확인[0101]

한편, 식물은 생장 과정에서 필연적으로 다양한 내적 및 외적인 스트레스를 받게 되는데 이러한 스트레스에 따[0102]

라 PtrDP3 프로모터의 활성이 변하는지를 확인하기 위해 비생물적 스트레스를 주거나 또는 식물 호르몬을 처리

하면서 PtrDP3 프로모터 활성 변화를 확인하였다. 

구체적으로 MS-아가 배지에서 키운 열흘 된 형질전환 애기장대(PtrDP3::GUS) 묘목을 사용하였으며, MS 액체 배[0103]

지에서 상기 묘목을 12시간 동안 전배양한 뒤, 식물 호르몬(1μM IAA, kinetin 또는 ABA), 150mM NaCl(염 스트

레스) 또는 30mM 마니톨(삼투압 스트레스)을 포함하는 MS 액체 배지에 옮기거나 또는 4℃(저온 스트레스)에 두

었다. 또한 가뭄 스트레스를 위해 상기 묘목을 층류로 15분 동안 건조시킨 후 표준 MS 액체 배지로 옮기고 12시

간 배양하였으며, 상기 각각의 스트레스에 따른 GUS 활성 분석을 수행하였다.

먼저 외적인 환경 스트레스에 처하였을 때 PtrDP3 프로모터 활성 변화를 알아보기 위해, 10일째의 유식물에 저[0104]

온, 건조, 고염분, 그리고 고삼투압 스트레스를 각각 처리한 결과 관다발의 체관부 조직에서만 관찰되는 PtrDP3

프로모터 활성이 각각의 스트레스 상황에서 의미 있는 변화를 발견할 수 없었다(도 10). 

한편, 식물에는 5 종류의 주요 호르몬(옥신, 사이토키닌, 지베렐린, 앱시스산, 에틸렌)이 존재하며, 이러한 식[0105]

물 호르몬들은 식물 생리의 거의 모든 부분에 있어서 중요한 조절 작용을 한다. 이에 식물의 내적인 스트레스,

즉 생리적 변화를 흉내내기 위해 여러 식물 호르몬(IAA, kinetin, ABA)를 10일째의 유식물에 각각 처리하고 이

에 대한 PtrDP3 프로모터의 활성 변화를 살펴보았다. 그 결과 외부 환경 스트레스와 마찬가지로 관다발의 체관

부 조직에서만 관찰되는 PtrDP3 프로모터 활성이 각각의 식물 호르몬 처리에도 불구하고 의미있는 변화를 발견

할 수 없었다(도 11).

상기 결과들을 종합하면 PtrDP3 프로모터의 활성은 식물의 발달단계 또는, 다양한 내적 및 외적 스트레스에 따[0106]

라 변화되지 않고,  지속적으로 체관부 조직 특이적이며 강한 활성을 가짐을 알 수 있다.  따라서 본 발명의

PtrDP3 프로모터를 포함하는 발현 벡터는 식물의 발달단계 또는 다양한 내적 및 외적 스트레스와 관계 없이 도

입된 식물 형질전환체에서 체관부 특이적으로 목적 유전자를 강하게 발현 시킬 수 있는 우수한 효과가 있다.

실시예 5 : 유틸리티 벡터 제조[0107]

본 발명에서 개발한 PtrDP3 프로모터를 이용하여 외래 유용 유전자를 체관부 특이적으로 발현시키기 위해서는[0108]

재조합 유전자 벡터(예컨대 PtrDP3::GENE)의 제조가 필요하다. 이에 상기 재조합 유전자 벡터 제조를 쉽게 할

수 있도록, PtrDP3 프로모터를 포함하는 유틸리티 벡터를 제조하였다. 

일반적인 제한효소와 리가아제를 사용하는 클로닝 방법은 시간이 많이 소요되고 종종 여러 가지 문제가 있을 수[0109]

있으나, 게이트웨이(Gateway) 클로닝 방법은 뉴클레오티드 서열 특이적인 재조합 방법을 이용한 것으로 클로닝

하고자 하는 유전자의 뉴클레오티드 서열과 상관없이 매우 효율적인 방법으로 알려져 있다. 기존의 게이트웨이

용 벡터는 35S 프로모터와 게이트웨이 카세트(cassette)가 연결되어 있고, 이 게이트웨이 카세트에 목적 유전자

를 클로닝하게 된다. 
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본 발명에서는 35S 프로모터를 PtrDP3 프로모터로 대체시킨 PtrDP3-pK2GW7,0 (kanamycin 선별용) 및 PtrDP3-[0110]

pB2GW7,0 (basta 선별용) 벡터를 제조하였다(도 12). 이에 상기 벡터들을 활용하여 식물체의 체관부에 특이적으

로 목적 유전자를 발현하는 형질전환체를 용이하게 제조할 수 있다.

이상의 설명으로부터, 본 발명이 속하는 기술분야의 당업자는 본 발명이 그 기술적 사상이나 필수적 특징을 변[0111]

경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 실시될 수 있다는 것을 이해할 수 있을 것이다. 이와 관련하여, 이상에서

기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적인 것이 아닌 것으로 이해해야만 한다. 본 발명의 범위

는 상기 상세한 설명보다는 후술하는 특허 청구범위의 의미 및 범위 그리고 그 등가 개념으로부터 도출되는 모

든 변경 또는 변경된 형태가 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 해석되어야 한다.
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<110>    University-Industry Cooperation Group of Kyung Hee University
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<130>    KPA141322-KR

<160>    3

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    2169

<212>    DNA

<213>    Populus trichocarpa

<400>    1

atggcaggcc ttcccctcag gcaccctgcc caaggtttta atgcgagcca gcaactgatc         60

aagagtgacc gcggcagcat gctaacaatg tctgatgaca atgtgatgat gaaacaaatt        120

gtaggaactc atgctcctga tggccgagag gttgatgtca aacctcttct cctccttgtt        180

gaagacatcc tcaaacgtgc caccttgcaa atcgactcct ctctgacgac ttcccaggcc        240

catgctgaaa tggaggacaa gacatcccat gtcaattttg tttcaatgct cgatgcactg        300

tcgtatacta tagatagaat ttccagcgag attgcctaca aggcactggg tgggacagat        360

gcccacgcca caactgtctc acttttcaac atgctaacga gctattcctg ggatgccaag        420

cttgtgctca ccttgtcagc ttttgctttg aattatggag aattctggct gcttgcccag        480

atttactcat caaacgatct tgccaaatcc atggcaatcc tcaggcaact gcctagcatc        540

atggaacact cagggccctt gaagcctcgc ttcgatgcca ttaacaatct gatcaaggtc        600

atgatggacg tggctaggtg catggttgag ttcaaagatc taccgccagc ttacatttct        660

aatgaagtac cagcattgtc cacagccatg gcccatatcc ctactgctgt ctactggacc        720

atgaggagtg ttgtggcttg tgcggctcag attactagcc tcactaccat gggacatgag        780

ttttctatat caaccactga cgcatgggag ctatccacct tggctcacaa actcagcaac        840

atacttgacc atctcaggaa gcaattggat acttgctacc aatacataga tgaaaagagg        900

aatgtcgaat cctttcaaat gctaaagaat ctctttgaaa tgatccacat tgacaacatg        960

aaggtcctaa aggccctgat ttatgccaag gatgatatcc agccacttat agatggctct       1020

tccaagaaaa gagtccatct tgatgtgcta agaaggaaga atgtgctttt gctcatttct       1080

ggcctcgaca tgccaaccga tgagctttca attcttgaac agatatacaa tgaatccagg       1140

catcacggac ctaggctgga taatcagtat gaggtggtct gggtcccaat tgtggaccgt       1200

tcagtccagt ggagtgatcc aatgaagggg aaatttgaaa gcatgcagtc ttcaatgcca       1260

tggttcacag tgtaccaccc ttcactgatt gagaaggcag tcattaggtt catcaaggag       1320

gtgtggcact tccggaacaa gcctattctt gtggtgcttg accctcaagg caaggtggtt       1380
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tgcccaaatg cactccacat gatgtggatt tggggaagca atgccttccc tttcactagc       1440

ttgagagagg aatctctctg gaaggatgag acatggaggc ttgagcttct agttgatggc       1500

attgacccag tgattcttaa ttggatcaac gaaggaaagt acattttcct gtacggaggt       1560

gacgacgatg aatgggtgag gaagttcacg aacaccgcac gtgctgtggc gcaggcagcc       1620

cgcattcccc tggagatggt ttatgtgggg aagagcagca aaagggagaa aatccggcga       1680

gtcatagcga caatcaccgt ggagaagctc agttacgtct ggcaagacct taccatgatg       1740

tggttctttt ggaccaggct agagagcatg ctgtactcca agattcagtt aggcaagctt       1800

gatgaccatg atcctatgat gcaagaaatc aagaagttgc ttagctacgg cagagaaggt       1860

ggatgggctg tgcttagcaa tgggtctaat gttgtggtca acggtcacaa gaccacagtt       1920

ttgcaaacat tgcttgagta tgacttgtgg aaggaacaag tgcctgtcaa gggctttgat       1980

atggccttcc aagatcacca cttccagctc cgcggcattg ctcgtccttg ctgccgcttc       2040

gatttcccaa tgactacggg taggatccct gagaccatga aatgcccaga gtgcaacagc       2100

accatggaga aattctccac tttcctttgc tgccatgatg aggtcatacc agacgagctc       2160

tccaaataa                                                               2169

<210>    2

<211>    722

<212>    PRT

<213>    Populus trichocarpa

<400>    2

Met Ala Gly Leu Pro Leu Arg His Pro Ala Gln Gly Phe Asn Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Gln Gln Leu Ile Lys Ser Asp Arg Gly Ser Met Leu Thr Met Ser Asp

             20                  25                  30 

Asp Asn Val Met Met Lys Gln Ile Val Gly Thr His Ala Pro Asp Gly

         35                  40                  45 

Arg Glu Val Asp Val Lys Pro Leu Leu Leu Leu Val Glu Asp Ile Leu

     50                  55                  60 

Lys Arg Ala Thr Leu Gln Ile Asp Ser Ser Leu Thr Thr Ser Gln Ala

 65                  70                  75                  80 

His Ala Glu Met Glu Asp Lys Thr Ser His Val Asn Phe Val Ser Met

                 85                  90                  95 
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Leu Asp Ala Leu Ser Tyr Thr Ile Asp Arg Ile Ser Ser Glu Ile Ala

            100                 105                 110 

Tyr Lys Ala Leu Gly Gly Thr Asp Ala His Ala Thr Thr Val Ser Leu

        115                 120                 125 

Phe Asn Met Leu Thr Ser Tyr Ser Trp Asp Ala Lys Leu Val Leu Thr

    130                 135                 140 

Leu Ser Ala Phe Ala Leu Asn Tyr Gly Glu Phe Trp Leu Leu Ala Gln

145                 150                 155                 160 

Ile Tyr Ser Ser Asn Asp Leu Ala Lys Ser Met Ala Ile Leu Arg Gln

                165                 170                 175 

Leu Pro Ser Ile Met Glu His Ser Gly Pro Leu Lys Pro Arg Phe Asp

            180                 185                 190 

Ala Ile Asn Asn Leu Ile Lys Val Met Met Asp Val Ala Arg Cys Met

        195                 200                 205 

Val Glu Phe Lys Asp Leu Pro Pro Ala Tyr Ile Ser Asn Glu Val Pro

    210                 215                 220 

Ala Leu Ser Thr Ala Met Ala His Ile Pro Thr Ala Val Tyr Trp Thr

225                 230                 235                 240 

Met Arg Ser Val Val Ala Cys Ala Ala Gln Ile Thr Ser Leu Thr Thr

                245                 250                 255 

Met Gly His Glu Phe Ser Ile Ser Thr Thr Asp Ala Trp Glu Leu Ser

            260                 265                 270 

Thr Leu Ala His Lys Leu Ser Asn Ile Leu Asp His Leu Arg Lys Gln

        275                 280                 285 

Leu Asp Thr Cys Tyr Gln Tyr Ile Asp Glu Lys Arg Asn Val Glu Ser

    290                 295                 300 

Phe Gln Met Leu Lys Asn Leu Phe Glu Met Ile His Ile Asp Asn Met

305                 310                 315                 320 

Lys Val Leu Lys Ala Leu Ile Tyr Ala Lys Asp Asp Ile Gln Pro Leu

                325                 330                 335 

Ile Asp Gly Ser Ser Lys Lys Arg Val His Leu Asp Val Leu Arg Arg
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            340                 345                 350 

Lys Asn Val Leu Leu Leu Ile Ser Gly Leu Asp Met Pro Thr Asp Glu

        355                 360                 365 

Leu Ser Ile Leu Glu Gln Ile Tyr Asn Glu Ser Arg His His Gly Pro

    370                 375                 380 

Arg Leu Asp Asn Gln Tyr Glu Val Val Trp Val Pro Ile Val Asp Arg

385                 390                 395                 400 

Ser Val Gln Trp Ser Asp Pro Met Lys Gly Lys Phe Glu Ser Met Gln

                405                 410                 415 

Ser Ser Met Pro Trp Phe Thr Val Tyr His Pro Ser Leu Ile Glu Lys

            420                 425                 430 

Ala Val Ile Arg Phe Ile Lys Glu Val Trp His Phe Arg Asn Lys Pro

        435                 440                 445 

Ile Leu Val Val Leu Asp Pro Gln Gly Lys Val Val Cys Pro Asn Ala

    450                 455                 460 

Leu His Met Met Trp Ile Trp Gly Ser Asn Ala Phe Pro Phe Thr Ser

465                 470                 475                 480 

Leu Arg Glu Glu Ser Leu Trp Lys Asp Glu Thr Trp Arg Leu Glu Leu

                485                 490                 495 

Leu Val Asp Gly Ile Asp Pro Val Ile Leu Asn Trp Ile Asn Glu Gly

            500                 505                 510 

Lys Tyr Ile Phe Leu Tyr Gly Gly Asp Asp Asp Glu Trp Val Arg Lys

        515                 520                 525 

Phe Thr Asn Thr Ala Arg Ala Val Ala Gln Ala Ala Arg Ile Pro Leu

    530                 535                 540 

Glu Met Val Tyr Val Gly Lys Ser Ser Lys Arg Glu Lys Ile Arg Arg

545                 550                 555                 560 

Val Ile Ala Thr Ile Thr Val Glu Lys Leu Ser Tyr Val Trp Gln Asp

                565                 570                 575 

Leu Thr Met Met Trp Phe Phe Trp Thr Arg Leu Glu Ser Met Leu Tyr

            580                 585                 590 
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Ser Lys Ile Gln Leu Gly Lys Leu Asp Asp His Asp Pro Met Met Gln

        595                 600                 605 

Glu Ile Lys Lys Leu Leu Ser Tyr Gly Arg Glu Gly Gly Trp Ala Val

    610                 615                 620 

Leu Ser Asn Gly Ser Asn Val Val Val Asn Gly His Lys Thr Thr Val

625                 630                 635                 640 

Leu Gln Thr Leu Leu Glu Tyr Asp Leu Trp Lys Glu Gln Val Pro Val

                645                 650                 655 

Lys Gly Phe Asp Met Ala Phe Gln Asp His His Phe Gln Leu Arg Gly

            660                 665                 670 

Ile Ala Arg Pro Cys Cys Arg Phe Asp Phe Pro Met Thr Thr Gly Arg

        675                 680                 685 

Ile Pro Glu Thr Met Lys Cys Pro Glu Cys Asn Ser Thr Met Glu Lys

    690                 695                 700 

Phe Ser Thr Phe Leu Cys Cys His Asp Glu Val Ile Pro Asp Glu Leu

705                 710                 715                 720 

Ser Lys

       

<210>    3

<211>    1517

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PtrDP3 promoter

<400>    3

cttcttagaa ccgaaaccct aggattaaaa gccattgaaa ttgtgttatt gatgcaaata         60

aacacttgat tattggttta tcaagcataa ggataagttt cagttaaata aatgaaacaa        120

aacaagtcaa aatcttgtag ctaagacaat ttcttgggaa gaacatgaaa aacaaatgaa        180

gaacattcaa cttgaatcca acaacatggc tctcaaacca gactaaatat atatatgaac        240

aaactgaaag catgtacatg ttggaaatca tgtaaggatt aataatctag tattgattct        300

cttcgattat caatgaatca tcacgattta gccaaaatgg atttcagttc aaaaccaaaa        360

tcttaggata aaaaaccatt taaacatgtt attgatgtga ataaacacta gattattagt        420

taatcatgca taagaaaggt gtgtgtgtga aaataaatgg accaaaattg gttcaaatct        480
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aggggttaag acaatattat tcccaaaagt acaaaaaaac attgcctaat acttagaaat        540

gcctagaaat agcaaccgtt gccaagacta gaaatgggca attttgactt ctaaaacatg        600

ctctttttat cccaacaaat cacaatatca tacaaaaaca tgtttgaatc taaaaaaaat        660

aacaaaaaat atcaaaacat caaaatcaag caaaagattt caaatccaaa aaacataaac        720

ttaaaacaga ttatacgttt acataatatg gattcaaaat tgattttctg aacccaattt        780

gtacatgaac agacctagca aacccaaggt aaaacatcat tattttaaca tgcatagctt        840

aagttaaaca aaaactaaaa taacattata tatcaaatta aaaaaaataa acaaaaaaac        900

tattataata aatagtgttt tgtggataaa ttttataaag ttcgatatat atgttacaac        960

ttgatcctat caactaatat gacatatcat caacttatcc catgttacca attctcataa       1020

aatcaaaaaa agagtttctt taactttttc ttttttcttt tctctttcca tatctaaata       1080

aaaaatactc aagtaaaatt aaaataattc tcttcaactt ttctcttttc atttcttttc       1140

ttctatctgg cagatcccaa gtgaggtgag gagagaatta aaagagtaga gaggaaaatg       1200

tcaagaatac aaaagctaga aaagggagtt attatgaaaa gggcatttgg aattattgta       1260

atggagttgt atcggatttg tagggtaaaa tctatgttat ataaagtaac gaggaagaag       1320

gttagacgta gggaccacaa aagtatagcc ttctctttaa cgaccctaat attttgatta       1380

cgaaggaagt aaggaagctg attcaagtga gctttattga atttctaata ttataaatag       1440

gcatgccaaa tatggaacaa agacacacaa gccaatcttc tctacttctt ccccataacc       1500

caaagaatcc attgctg                                                      1517
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