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요약

본 발명은 니코티아나 P450 효소 및 P450 효소를 암호화하는 핵산 서열, 그리고 식물 표현형을 바꾸기 위하여 이 효

소와 핵산 서열을 사용하는 방법에 관한 것이다.

대표도

도 1

색인어

니코티아나, P450 효소, 핵산, 표현형, 트랜스제닉 식물

명세서

기술분야

본 발명은 니코티아나( Nicotiana ) 식물의 사이토크롬(cytochrome) P450 효소(이하 P450 및 P450 효소라 함)를 
암호화하는 핵산 서열과, 식물의 표현형을 바꾸기 위해 이 핵산 서열을 사용하는 방법에 관한 것이다.
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배경기술

사이토크롬 P450은 생체내 및 생체외(xenobiotic) 기질의 산화 대사, 과산화 대사, 그리고 환원 대사를 포함하는, 화

학적으로 유사하지 않은 광범위한 기질에 대한 효소 반응을 촉매한다. 식물에서 P450은 페닐프로파노이드, 알칼로이

드, 터페노이드, 지질, 시아노겐 글리코사이드, 및 글루코시놀레이트와 같은 식물 생성물의 합성을 포함하는 생화학적

경로에 참여한다(Chappel, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 198, 49:311-343). 사이토크롬 P450은 P4

50 헴-티올레이트 단백질로도 알려져 있으며, P450 함유 단일산소화효소계로 불리는 다성분 전자 전달 사슬에서 마

지막 산화효소로서 보통 활동한다. 촉매되는 구체적인 반응으로는 탈메틸화, 하이드록실화, 에폭시화, N-산화, 설포

산화, N-, S-, 및 O-탈알킬화, 탈설페이트화, 탈아민화, 및 아조기, 니트로기, 및 N-옥사이드기의 환원이 있다.

니코티아나 식물 P450 효소의 다양한 역할에는 여러가지 식물 대사물, 예컨 대 페닐프로파노이드, 알칼로이드, 터페

노이드, 지질, 시아노겐 글리코사이드, 글루코시놀레이트 및 다수의 다른 종류의 화학적 성분에 영향을 미치는 것이 

포함된다. 최근 들어, 일부 P450 효소가 식물에서 식물 대사물의 조성에 영향을 미칠 수 있음이 분명해지고 있다. 예

를 들면, 당업자는 재배하는 동안에 특정 지방산의 성질을 변화시킴으로써 식물의 향이나 향기를 개량하고자 오랫동

안 소망하여 왔으나, 이러한 잎 성분의 함량을 조절하는 데에 관련된 메커니즘에 관해서는 거의 알려진 바가 없었다. 

지방산의 변형과 관련된 P450 효소의 하향 조절작용은 한층 바람직한 잎 표현형 품질을 제공하는 바람직한 지방산의

축적을 촉진할 수 있다. P450 효소의 기능과 식물 성분에서의 이의 광범위한 역할은 지금도 연구되고 있다. 예를 들

면, 특정 부류의 P450 효소는 지방산을 휘발성 물질인 C6- 및 C9-알데하이드 및 -알콜로 분해하는 것을 촉매하는 

것으로 밝혀졌는데, 이 성분들은 과일과 야채의 '상큼한(fresh green)' 냄새에 주로 기여한다. 새로 연구된 다른 종류

의 P450 함량을 변경시키면, 니코티아나 잎의 지질 조성 및 관련된 분해 대사물을 변형시켜 잎 성분의 품질을 향상시

킬 수 있다. 잎에 있는 몇가지 이러한 성분은 잎 품질 특성의 성숙을 자극하는 노쇠(senescence)에 의해 영향 받는다.

다른 연구에서는, P450 효소가 식물-병원균 상호작용 및 질병 저항에 관련된 지방산을 변경시키는 데 있어 기능적 

역할을 하는 것으로 보고된 바도 있다.

다른 예로, P450 효소는 알칼로이드 생합성에 관여하는 것으로 추측되어 왔다. 노르니코틴은 니코티아나 타바쿰(담

배, Nicotiana tabaccum )에서 발견되는 작은(minor) 알칼로이드이다. 니코틴이 P450을 매개로 탈메틸화되면 노르
니코틴이 만 들어지고, 이어서 N 위치에서 아실화 및 니트로소화되면 일련의 N-아실노르니코틴 및 N-니트로소노르

니코틴이 생성되는 것으로 가정되어 왔다. 추정상의 P450 탈메틸화효소에 의해 촉매되는 N-탈메틸화가 니코티아나

내 노르니코틴 생합성의 주요 원리인 것으로 사료된다. 효소는 마이크로좀내에 있는 것으로 생각되지만, 니코틴 탈메

틸화효소 효소 분리에 성공하지도 못했거니와, 관련된 유전자 또한 분리해내지 못한 상태이다.

또한, 비록 증명되지는 않았지만, P450 효소의 활성은 유전자 수준에서 조절되고 또한 환경적 인자에 의해 강한 영향

을 받는다는 가설이 수립되었다. 예를 들면, 니코티아나내 니코틴의 탈메틸화는 식물이 성숙 단계에 이르렀을 때 실

질적으로 증가되는 것으로 사료된다. 게다가, 탈메틸화효소 유전자는 존재하는 경우 RNA의 해독을 억제할 수 있는 

전이 인자(transposable element)를 포함하는 것으로 사료된다.

본 발명 이전에는 P450 효소의 매우 다양한 형태, 제각기 다른 구조 및 기능 때문에 니코티아나 P450 효소에 대한 연

구가 매우 어려웠다. 뿐만 아니라, 이러한 막-국재성 단백질이 대개 낮은 빈도로 존재하고 종종 정제하기에는 불안정

했기 때문에 P450 효소의 클로닝이 적어도 부분적으로는 어려움을 겪어왔다. 따라서 식물에서의 P450 효소 및 이러

한 P450 효소와 관련된 핵산 서열을 동정할 필요가 있다. 구체적으로 들어가면, 극히 소수의 니코티아나 사이토크롬 

P450 단백질만이 담배 식물에서 보고된 바 있다. 본원 발명에는 서열 동일성에 근거한 몇가지 군의 P450 종류에 상

응하는, 실질적인 수의 사이토크롬 P450 단편의 발견이 수반된다.

요약

본 발명은 식물의 P450 효소에 관한 것이다. 본 발명은 또한 니코티아나 식물 P450 효소에 관한 것이다. 본 발명은 

또한 발현이 에틸렌 및/또는 식물 노쇠에 의해 유도되는 식물내 P450 효소에 관한 것이다. 본 발명은 또한 효소 활성,

예컨대 산소화효소, 탈메틸화효소 또는 기타의 효소 활성을 갖는 식물내 핵산 서열과, 이러한 효소의 발현을 감소시

키거나 침묵시키기 위한 이러한 서열의 용도에 관한 것이다. 본 발명은 또한 노르니코틴 함량이 낮은 식물보다는, 노

르니코틴 함량이 높은 식물에서 발견된 P450 효소에 관한 것이다.

일 구체예에서, 본 발명은 서열번호(SEQ. ID. No.) 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35,

37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93

, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 

139, 141, 143, 145 및 147로서 기재되는 핵산 서열에 관한 것이다.

이와 관련된 두번째 구체예에서, 사이토크롬 P450 모티프 GXRXCX(G/A) 다음에 오는 첫번째 핵산 서열부터 정지 코

돈까지에 상응하는 영역에서의 동일성에 따라, 핵산 서열 동일성이 75%보다 큰 단편을 군(group)으로 나누었다. 대
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표적인 핵산 군 및 각각의 종류는 표 1에 나열하였다.

세번째 구체예에서, 본 발명은 서열번호 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 

42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98,

100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 14

2, 144, 146 및 148로서 기재되는 아미노산 서열에 관한 것이다.

이와 관련된 네번째 구체예에서, 사이토크롬 P450 모티프 GXRXCX(G/A) 다음에 오는 첫번째 아미노산부터 정지 코

돈까지에 상응하는 영역에서의 상호 동일성에 따라, 아미노산 서열 동일성이 71%보다 큰 단편을 군으로 나누었다. 

대표적인 아미노산 군 및 각각의 종류는 표 2에 나열하였다.

본 발명의 다섯번째 구체예에서, 본 발명은 서열번호 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 3

5, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 

93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 13

7, 139, 141, 143, 145 및 147로서 기재되는 핵산 서열의 용도에 관한 것이다.

이와 관련된 여섯번째 구체예에서는 니코티아나 식물에서 P450 효소를 감소시키거나 제거하는 것을 RNA 바이러스 

시스템을 사용하여 일시적으로 수행할 수 있다. 생성된 형질전환되었거나 감염된 식물을 표현형 변화에 대해 평가하

는데, 평가 항목에는 당업자라면 공통적으로 사용하는 기술을 사용한 내생성 P450 RNA 전사체, P450을 발현한 펩

타이드, 및 식물 대사물 농도의 분석이 포함되고, 이에 국한되지는 않는다.

일곱번째 구체예에서, 본 발명은 변경된 P450 효소 활성 정도를 갖는 트랜스제닉 니코티아나 라인(line)의 발생에 관

한 것이다. 본 발명에 따르면, 이러한 트랜스제닉 라인은 특정 효소의 발현을 감소시키거나 침묵시키는데 유효한 핵산

서열을 포함하여, 니코티아나에서 표현형 효과를 초래한다. 이러한 핵산 서열에는 서열번호 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15,

17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73

, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 12

3, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145 및 147이 포함된다.

매우 중요한 본 발명의 여덟번째 구체예에서, 하향 조절능력을 갖는 본 발명의 핵산을 포함하는 식물 컬티바(cultivar

)는 대조군 식물에 비해 변경된 대사물 특성을 가지게 된다.

아홉번째 구체예에서, 본 발명은 교시된 핵산 서열과 실질적으로 핵산 동일성이 있는 유전자를 가진 식물, 더욱 바람

직하게는 니코티아나를 스크리닝하는 것에 관한 것이다. 본 발명은 식물이 전통적 변종 또는 트랜스제닉 변종에 대한

재배 프로그램, 돌연변이유발 프로그램, 또는 천연 발생적인 다양한 식물 군집에 속하는 경우, 완전한 동일성 또는 실

질적인 동일성을 갖는 핵산 서열을 함유하는 식물을 동정하고 선별해내는 데 사용하면 유리할 것이다. 실질적인 핵산

동일성에 대해서 식물을 스크리닝하는 것은 핵산 검출 프로토콜과 함께 핵산 탐침을 사용하여 식물 핵산 물질을 평가

함으로써 수행할 수 있고, 상기 핵산 검출 프로토콜에는 핵산 하 이브리드화와 PCR 분석이 포함되나, 이에 국한되는 

것은 아니다. 핵산 탐침은 서열번호 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 4

3, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 

101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 14

3, 145 및 147에 상응하는 교시된 핵산 서열 또는 이들의 단편으로 이루어질 수 있다.

열번째 구체예에서, 본 발명은 교시된 핵산 서열에 상응하는 실질적인 아미노산 동일성을 공유하는 식물 유전자, 더욱

바람직하게는 니코티아나를 동정하는 것에 관한 것이다. 이런 cDNA 및 게놈 클론의 cDNA 및 게놈종(바람직하게는,

니코티아나 유래)을 모두 포함하는 식물 유전자를 동정하는 것은, 핵산 검출 프로토콜과 함께 핵산 탐침을 사용하여 

식물 cDNA 라이브러리를 스크리닝함으로서 수행할 수 있고, 상기 핵산 검출 프로토콜에는 핵산 하이브리드화 및 PC

R 분석이 포함되나 이에 국한되는 것은 아니다. 핵산 탐침은 서열번호 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 

27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83,

85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 13

1, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145 및 147에 상응하는 핵산 서열 또는 이들의 단편으로 구성될 수 있다.

마지막으로 열한번째 구체예에서는, 교시된 아미노산 서열의 일부 또는 전부 에 관한 항체를 사용하여, 펩타이드를 

발현하는 cDNA 발현 라이브러리를 스크리닝할 수 있다. 이러한 아미노산 서열에는 서열번호 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 

16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72,

74, 76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100, 102, 104, 106, 108, 110, 112, 114, 116, 118, 120, 122,

124, 126, 128, 130, 132, 134, 136, 138, 140, 142, 144, 146 및 148이 포함된다.
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도면의 간단한 설명

도 1은 핵산 서열번호 1 및 아미노산 서열번호 2를 보이고 있다.

도 2는 핵산 서열번호 3 및 아미노산 서열번호 4를 보이고 있다.

도 3은 핵산 서열번호 5 및 아미노산 서열번호 6을 보이고 있다.

도 4는 핵산 서열번호 7 및 아미노산 서열번호 8을 보이고 있다.

도 5는 핵산 서열번호 9 및 아미노산 서열번호 10을 보이고 있다.

도 6은 핵산 서열번호 11 및 아미노산 서열번호 12를 보이고 있다.

도 7은 핵산 서열번호 13 및 아미노산 서열번호 14를 보이고 있다.

도 8은 핵산 서열번호 15 및 아미노산 서열번호 16을 보이고 있다.

도 9는 핵산 서열번호 17 및 아미노산 서열번호 18을 보이고 있다.

도 10은 핵산 서열번호 19 및 아미노산 서열번호 20을 보이고 있다.

도 11은 핵산 서열번호 21 및 아미노산 서열번호 22를 보이고 있다.

도 12는 핵산 서열번호 23 및 아미노산 서열번호 24를 보이고 있다.

도 13은 핵산 서열번호 25 및 아미노산 서열번호 26을 보이고 있다.

도 14는 핵산 서열번호 27 및 아미노산 서열번호 28을 보이고 있다.

도 15는 핵산 서열번호 29 및 아미노산 서열번호 30을 보이고 있다.

도 16은 핵산 서열번호 31 및 아미노산 서열번호 32를 보이고 있다.

도 17은 핵산 서열번호 33 및 아미노산 서열번호 34를 보이고 있다.

도 18은 핵산 서열번호 35 및 아미노산 서열번호 36을 보이고 있다.

도 19는 핵산 서열번호 37 및 아미노산 서열번호 38을 보이고 있다.

도 20은 핵산 서열번호 39 및 아미노산 서열번호 40을 보이고 있다.

도 21은 핵산 서열번호 41 및 아미노산 서열번호 42를 보이고 있다.

도 22는 핵산 서열번호 43 및 아미노산 서열번호 44를 보이고 있다.

도 23은 핵산 서열번호 45 및 아미노산 서열번호 46을 보이고 있다.

도 24는 핵산 서열번호 47 및 아미노산 서열번호 48을 보이고 있다.

도 25는 핵산 서열번호 49 및 아미노산 서열번호 50을 보이고 있다.

도 26은 핵산 서열번호 51 및 아미노산 서열번호 52를 보이고 있다.

도 27은 핵산 서열번호 53 및 아미노산 서열번호 54를 보이고 있다.

도 28은 핵산 서열번호 55 및 아미노산 서열번호 56을 보이고 있다.
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도 29는 핵산 서열번호 57 및 아미노산 서열번호 58을 보이고 있다.

도 30은 핵산 서열번호 59 및 아미노산 서열번호 60을 보이고 있다.

도 31은 핵산 서열번호 61 및 아미노산 서열번호 62를 보이고 있다.

도 32은 핵산 서열번호 63 및 아미노산 서열번호 64를 보이고 있다.

도 33은 핵산 서열번호 65 및 아미노산 서열번호 66을 보이고 있다.

도 34는 핵산 서열번호 67 및 아미노산 서열번호 68을 보이고 있다.

도 35는 핵산 서열번호 69 및 아미노산 서열번호 70을 보이고 있다.

도 36은 핵산 서열번호 71 및 아미노산 서열번호 72를 보이고 있다.

도 37은 핵산 서열번호 73 및 아미노산 서열번호 74를 보이고 있다.

도 38은 핵산 서열번호 75 및 아미노산 서열번호 76을 보이고 있다.

도 39는 핵산 서열번호 77 및 아미노산 서열번호 78을 보이고 있다.

도 40은 핵산 서열번호 79 및 아미노산 서열번호 80을 보이고 있다.

도 41은 핵산 서열번호 81 및 아미노산 서열번호 82를 보이고 있다.

도 42은 핵산 서열번호 83 및 아미노산 서열번호 84를 보이고 있다.

도 43은 핵산 서열번호 85 및 아미노산 서열번호 86을 보이고 있다.

도 44는 핵산 서열번호 87 및 아미노산 서열번호 88을 보이고 있다.

도 45는 핵산 서열번호 89 및 아미노산 서열번호 90을 보이고 있다.

도 46은 핵산 서열번호 91 및 아미노산 서열번호 92를 보이고 있다.

도 47은 핵산 서열번호 93 및 아미노산 서열번호 94를 보이고 있다.

도 48은 핵산 서열번호 95 및 아미노산 서열번호 96을 보이고 있다.

도 49는 핵산 서열번호 97 및 아미노산 서열번호 98을 보이고 있다.

도 50은 핵산 서열번호 99 및 아미노산 서열번호 100을 보이고 있다.

도 51은 핵산 서열번호 101 및 아미노산 서열번호 102를 보이고 있다.

도 52는 핵산 서열번호 103 및 아미노산 서열번호 104를 보이고 있다.

도 53은 핵산 서열번호 105 및 아미노산 서열번호 106을 보이고 있다.

도 54는 핵산 서열번호 107 및 아미노산 서열번호 108을 보이고 있다.

도 55는 핵산 서열번호 109 및 아미노산 서열번호 110을 보이고 있다.

도 56은 핵산 서열번호 111 및 아미노산 서열번호 112를 보이고 있다.

도 57은 핵산 서열번호 113 및 아미노산 서열번호 114를 보이고 있다.
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도 58은 핵산 서열번호 115 및 아미노산 서열번호 116을 보이고 있다.

도 59는 핵산 서열번호 117 및 아미노산 서열번호 118을 보이고 있다.

도 60은 핵산 서열번호 119 및 아미노산 서열번호 120을 보이고 있다.

도 61은 핵산 서열번호 121 및 아미노산 서열번호 122를 보이고 있다.

도 62는 핵산 서열번호 123 및 아미노산 서열번호 124를 보이고 있다.

도 63은 핵산 서열번호 125 및 아미노산 서열번호 126을 보이고 있다.

도 64는 핵산 서열번호 127 및 아미노산 서열번호 128을 보이고 있다.

도 65는 핵산 서열번호 129 및 아미노산 서열번호 130을 보이고 있다.

도 66은 핵산 서열번호 131 및 아미노산 서열번호 132를 보이고 있다.

도 67은 핵산 서열번호 133 및 아미노산 서열번호 134를 보이고 있다.

도 68은 핵산 서열번호 135 및 아미노산 서열번호 136을 보이고 있다.

도 69는 핵산 서열번호 137 및 아미노산 서열번호 138을 보이고 있다.

도 70은 핵산 서열번호 139 및 아미노산 서열번호 140을 보이고 있다.

도 71은 핵산 서열번호 141 및 아미노산 서열번호 142를 보이고 있다.

도 72는 핵산 서열번호 143 및 아미노산 서열번호 144를 보이고 있다.

도 73은 핵산 서열번호 145 및 아미노산 서열번호 146을 보이고 있다.

도 74는 핵산 서열번호 147 및 아미노산 서열번호 148을 보이고 있다.

도 75는 PCR에 의한 사이토크롬 P450 cDNA 단편 클로닝 절차를 보이고 있다. 서열번호 149-156이 보이고 있다.

도 76a-d는 군 구성원의 아미노산 동일성을 설명하고 있다.

발명의 상세한 설명

정의

별달리 언급하지 않으면, 본원에 사용된 모든 기술용어 및 과학용어는 본 발명이 속하는 업계의 당업자라면 공히 이

해할 수 있는 바와 같은 의미를 갖는다. 본 발명에 사용된 여러가지 용어의 일반적인 사전으로서는 Singleton et al.(1

994) Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, second edition, John Wiley and Sons (New York)를 

사용하면 된다. 본원에 언급된 모든 특허문서 및 공개문헌은 본원에 참조로서 인용된다. 본 발명의 목적상, 다음 용어

는 하기와 같이 정의된다.

'효소 활성'에는 탈메틸화, 하이드록실화, 에폭시화, N-산화, 설포산화, N-, S-, 및 O-탈알킬화, 탈설페이트화, 탈아

미노화, 및 아조기, 니트로기 및 N-옥사이드기의 환원이 포함되는 것을 의미한다. '핵산'이라는 용어는 단일- 또는 이

중-가닥 형태, 또는 센스나 안티센스인 데옥시리보뉴클레오타이드 또는 리보뉴클레오타이드 중합체를 말하며, 특별

히 한정하지 않는 한, 천연 발생 뉴클레오타이드와 유사한 방식으로 핵산과 하이브리드화되는 공지된 천연 뉴클레오

타이드의 유사체도 포함된다. 달리 표시하지 않았다면 특정 핵산 서열에는 이의 상보적 서열도 포함된 다. '기능적으

로 연결된', '기능적인 결합' 및 '기능적인 순서'라는 용어는 핵산 발현 조절 서열(예컨대 프로모터, 시그널 서열, 또는 

전사 인자 결합 부위 어레이(array)와 같은)과 다른 핵산 서열간의 기능적 연결을 말하는 것이며, 여기에서 발현 조절

서열이라 함은, 상기의 다른 서열에 해당하는 핵산의 전사 및/또는 해독에 영향을 주는 서열을 말한다.
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세포에 관하여 언급할 때 '재조합'이라는 용어는 세포가 이종성 핵산을 복제하고, 상기 핵산을 발현하거나, 상기 이종

성 핵산에 의해 암호화된 이종성 펩타이드인 펩타이드, 또는 단백질을 발현하는 것을 지칭한다. 재조합 세포는 세포의

천연(즉, 비재조합 형태) 형태에서는 발견되지 않는 센스 또는 안티센스 형태인 유전자 또는 유전자 단편을 발현할 수

있다. 재조합 세포는 또한 세포의 천연 형태에서 발견되는 유전자를 발현할 수도 있지만, 단 이 때 유전자는 인공적인

수단에 의해 변형된 후 세포에 재도입된 것을 말한다.

'구조 유전자'라 함은, 단백질, 폴리펩타이드 또는 이의 일부를 암호화하는 DNA 절편을 포함하지만, 전사의 시작을 

지휘하는 5' 서열은 포함하지 않는 유전자 부분을 말하는 것이다. 구조 유전자는 해독불가능한 산물을 암호화할 수도 

있다. 이러한 구조 유전자는 세포에서 일반적으로 발견되는 것이거나, 세포나 세포내 장소에서 일반적으로 발견되지 

않는, 도입된 것일 수 있는데, 후자의 경우에는 '이종성 유전자'라 한다. 이종성 유전자는 당업자에게 공지된 임의의 

출처로부터의 전부분 또는 일부분에서 유래할 수 있고, 상기 출처에는 박테리아 게놈 또는 에피좀, 진핵생물의 핵 또

는 플라스미드 DNA, cDNA, 바이러스 DNA 또는 화학합성된 DNA가 포함된다. 구조 유전자는 생물학적 활성 또는 

이의 특징, 발현 산물의 생물학적 활성 또는 화학적 구조, 발현 속도 또는 발현 조절 방식에 영향을 줄 수 있는 하나 이

상의 변형을 함유할 수 있다. 이러한 변형에는 하나 이상의 뉴클레오타이드의 돌연변이, 삽입, 결실 및 치환이 포함되

나, 이에 국한되는 것은 아니다. 구조 유전자는 단절되지 않은 암호화 서열을 구성할 수 있고, 또는 적당한 스플라이스

틈(junction)에 의해 결합된 하나 이상의 인트론을 포함할 수도 있다. 구조 유전자는 해독가능 유전자 또는 해독불가

능 유전자(안티 센스 방향(orientation) 포함)일 수 있다. 구조 유전자는 다수개의 출처 및 다수개의 유전자 서열(천연

발생 또는 인공 서열로서, 여기에서 인공이라 함은, 화학합성된 DNA를 뜻한다)에서 유래한 절편의 복합체일 수도 있

다.

'~에서 유래하였다'라는 것은 출처(화학적 및/또는 생물학적 출처)로부터 취해지고, 수득되고, 받고, 얻어지고, 복제

되었거나 전해진 것을 말할 때 사용한다. 유도체는 최초의 소스(source)를 화학적 또는 생물학적으로 조작함으로써(

치환, 부가, 삽입, 결실, 추출, 분리, 돌연변이화 및 복제를 포함하나, 이에 국한되는 것은 아님) 생성될 수 있는 것이다

.

DNA 서열과 관련하여 '화학합성된'이라는 것은, 시험관내(in vitro)에서 구성 성분인 뉴클레오타이드 부분이 조립된 

것을 의미한다. DNA 수동 화학 합성은 잘 정립되어 있는 절차(Caruthers, Methodology of DNA and RNA Sequenc

ing, (1983), Weissman (ed.), Praeger Publishers, New York, Chapter 1)를 사용하여 수행할 수 있고, 자동 화학 

합성은 시판되는 여러 기계 중 하나를 사용하여 수행할 수 있다.

비교하기 위해 서열을 최적으로 얼라인먼트(alignment)하는 것은, Smith and Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (

1981)의 국부적 상동성 알고리즘으로, Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970)의 상동성 얼라인먼트 

알고리즘으로, Pearson and Lipman Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85:2444 (1988)의 유사도 검색 방법으로, 이

러한 알고리즘의 컴퓨터 계산식(위스콘신주 매디슨 사이언스 드라이브 575 소재의, 제네틱스 컴퓨터 그룹의 위스콘

신 제네틱스 소프트웨어 패키지에서의 GAP, BESTFIT, FASTA, 및 TFASTA)으로, 또는 정밀조사하여 수행할 수 있

다.

서열 분석 프로그램인 blastp, blastn, blastx, tblastn 및 tblastx와 관련하여 사용할 용도의 NCBI 베이직 로컬 얼라

인먼트 서치 툴(BLAST)(Altschul et al., 1990)은 국립생물정보센터(NCBI, 메릴랜드 베데스다 소재)와 인터넷을 포

함한 여러 공급원에서 구할 수 있다. 이는 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/에서 접근가능하다. 이 프로그램을 

사용하여 서열 동일성을 검사하는 방법에 대한 설명은 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast help.html에 있

다.

아미노산 서열에 사용되는 것으로서 본원에 사용된 '실질적인 아미노산 동일성' 또는 '실질적인 아미노산 서열 동일성

'이라는 용어는 폴리펩타이드의 특성을 나타내는데, 여기에서 펩타이드는 사이토크롬 P450 모티프 GXRXCX(G/A) 

다음에 오는 첫번째 아미노산에서부터 해독된 펩타이드의 정지 코돈까지에 상응하는 영역에서 참조군에 비해 적어도

70%의 서열 동일성, 바람직하게는 80%의 아미노산 서열 동일성, 더욱 바람직하게는 90%의 아미노산 서열 동일성, 

가장 바람직하게는 적어 도 99 내지 100%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.

핵산 서열에 사용되는 것으로서 본원에 사용된 '실질적인 핵산 동일성' 또는 '실질적인 핵산 서열 동일성'이라는 용어

는 폴리뉴클레오타이드 서열의 특성을 나타내는데, 여기에서 폴리뉴클레오타이드는 사이토크롬 P450 모티프 GXRX

CX(G/A) 다음에 오는 첫번째 핵산에서부터 해독된 펩타이드의 정지 코돈까지에 상응하는 영역 에서 참조군에 비해 

적어도 75%의 서열 동일성, 바람직하게는 81%의 서열 동일성, 더욱 바람직하게는 91% 내지 99%의 서열 동일성, 가

장 바람직하게는 적어도 99 내지 100%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.

두 뉴클레오타이드 분자가 엄중(stringent) 조건에서 서로 하이브리드화되는 경우에도, 이 뉴클레오타이드 서열은 실

질적으로 동일하다고 할 수 있다. 엄중 조건은 서열에 따라 다르고, 환경이 달라지면 또한 달라질 것이다. 일반적으로,

엄중 조건은 정해진 이온 세기 및 pH에서 특정 서열에 대한 열 용융점(Tm)보다 약 5 내지 약 20℃, 보통은 약 10 내
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지 약 15℃가 더 낮은 온도로 선택된다. Tm은 (정해진 이온 세기 및 pH에서) 표적 서열의 50%가 상응하는 탐침에 하

이브리드화되는 온도를 말한다. 전형적으로는, 엄중 조건은 염 농도가 pH 7에서 약 0.02 몰이고, 온도는 적어도 약 6

0℃인 것을 말한다. 예를 들면 표준 써던 하이브리드화 방법에서, 엄중 조건은 42℃에서 6xSSC로 최초 세척한 뒤, 적

어도 약 55℃, 전형적으로는 약 60℃, 보통은 약 65℃의 온도에서 0.2xSSC로 1회 이상 세척하는 것을 포함할 것이다

.

뉴클레오타이드 서열은 또한, 암호화하는 폴리펩타이드 및/또는 단백질이 실 질적으로 동일한 경우에 본 발명의 목적

상 실질적으로 동일하다. 따라서, 일 핵산 서열이 다른 핵산 서열과 실질적으로 동일한 폴리펩타이드를 암호화하는 

경우에, 유전 암호가 허용하는 축퇴로 인해 엄중 조건하에 하이브리드화되지 않는다 하더라도, 이 두 핵산 서열은 실

질적으로 동일한 것이다(참고: Darnell et al. (1990) Molecular Cell Biology, Second Edition Scientific American

Books W.H. Freeman and Company New York for an explanation of codon degeneracy and the genetic code)

. 단백질 순도 또는 균질도는 단백질 샘플을 폴리아크릴아미드 겔 전기영동한 다음에 염색하여 가시화하는 바와 같은,

당업계에 익히 공지되어 있는 여러가지 수단에 의해 표시될 수 있다. 특정 목적을 위해서는, 높은 해상도가 필요할 수

있고, HPLC나 유사한 정제 수단이 활용될 수도 있다.

본원에 사용된 '벡터'라는 용어는 DNA 절편을 세포에 전달하는 핵산 분자와 관련하여 사용된다. 벡터는 DNA를 복제

하는 작용을 할 수 있고, 숙주 세포에서 독립적으로 생식할 수도 있다. '비히클'이라는 용어는 가끔 '벡터'라는 용어와 

혼용된다. 본원에 사용된 '발현 벡터'라는 용어는, 바람직한 암호 서열과 특정 숙주 유기체에서 기능적으로 연결되어 

있는 암호 서열의 발현을 위해서 필요한 적당한 핵산 서열을 함유하는 재조합 DNA 분자를 말한다. 원핵생물에서 발

현하기 위해 필요한 핵산 서열에는 보통 프로모터, 오퍼레이터(임의적), 및 리보좀 결합 부위와, 가끔은 다른 서열도 

함께 포함한다. 진핵세포에서는 프로모터, 인핸서, 및 종결 및 폴리아데닐화 시그널을 활용하는 것으로 알려져 있다.

유전자 조작된 식물을 뿌리까지 완전하게 재생하기 위해서는, 예를 들면 생 체내 주입과 같은 임의의 기술 또는, 임의

공지된 시험관내 조직 배양 기술을 사용하여 핵산을 식물 세포에 삽입함으로써, 완전한 식물체로 재생될 수 있는 형

질전환된 식물 세포를 제조할 수 있다. 따라서, 예를 들어 식물 세포에 삽입하는 것은 병원성 또는 비병원성 에이. 투

메파시엔스( A. tumefaciens) 를 사용하여 시험관내 주입함으로써 이루어질 수 있다. 이러한 조직 배양 기술 중 다른 
기술도 사용할 수 있다.

'식물 조직'에는 분화 및 미분화된 식물의 조직이 포함되는데, 여기에는 뿌리, 줄기, 잎, 화분, 종자, 종양 조직 및 다양

한 형태의 배양 세포, 예컨대 단세포, 원형질체(protoplast), 배 및 캘러스(callus) 조직이 포함되며, 이에 국한되는 것

은 아니다. 식물 조직은 식물내( in planta ) 또는 기관, 조직 또는 세포 배양체내 존재하는 것일 수 있다.

본원에 사용된 ' 식물 세포'에는 식물내 식물 세포, 배양액내 식물 세포 및 원형질체가 포함된다. 'cDNA' 또는 '상보적

DNA'는 일반적으로 RNA 분자에 상보적인 뉴클레오타이드 서열을 갖는 단일 가닥 DNA 분자를 일컫는다. cDNA는 

RNA 주형에 대한 역전사효소의 작용에 의해 형성된다.

핵산 서열 획득 전략

본 발명에 따르면, RNA는 컨버터(converter) 및 비컨버터(non-converter) 니코티아나 라인인 니코티아나 조직으로

부터 추출된다. 추출된 RNA는 이어서 cDNA를 만드는데 사용된다. 이어서, 다음의 두가지 전략을 사용하여 본 발명

의 핵산 서열을 만든다.

첫번째 전략에서는, 폴리 A 풍부 RNA를 식물 조직으로부터 추출하고, 역전사 PCR을 사용하여 cDNA를 만든다. 단

일 가닥 cDNA를 사용하여, 축퇴성 프라이머 + 올리고 d(T) 역방향 프라이머로 P450 특이적 PCR 군집을 만든다. 프

라이머 디자인은 P450의 고도 보전 모티프에 기초하여 이루어진다. 구체적인 축퇴성 프라이머의 예는 도 1에 나와있

다. 적당한 크기의 삽입체를 함유하는 플라스미드로부터 서열 단편을 추가로 분석한다. 이러한 삽입체의 크기는 전형

적으로는 사용된 프라이머에 따라 약 300 내지 약 800 뉴클레오타이드 범위이다.

이와 다른 두번째 전략에서는, cDNA 라이브러리를 먼저 작제한다. 플라스미드내의 cDNA를 사용하여, 축퇴성 프라

이머 + 역방향 프라이머로서 플라스미드 상의 T7 프라이머로 p450 특이적 PCR 군집을 만든다. 첫번째 전략에서와 

같이, 적당한 크기의 삽입체를 함유하는 플라스미드 유래의 서열 단편을 추가로 분석한다.

다량의 노르니코틴을 생성하는 것으로 알려진 니코티아나 식물 라인(컨버터)과, 검출불가능한 양의 노르니코틴을 갖

는 식물 라인을 출발 재료로서 사용할 수 있다.

식물에서 잎을 떼어낸 다음, 본원에서 규정한 P450 효소 활성을 내게 하기 위하여 에틸렌으로 처리할 수 있다. 당업

계에 알려져 있는 기술을 사용하여 전체 RNA를 추출한다. 이어서 도 1에 묘사된 바와 같이 올리고 d(T) 프라이머로 

PCR(RT-PCR)하여 cDNA 단편을 만들 수 있다. 그 다음에는, 본원의 실시예에 보다 상세히 기재되어 있는 바와 같이
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cDNA 라이브러리를 작제할 수 있다.

P450형(type) 효소의 보전 영역은 축퇴성 프라이머에 대한 주형으로서 사용 될 수 있다(도 75). 축퇴성 프라이머를 

사용하면, P450 특이적 밴드를 PCR로 증폭시킬 수 있다. P450과 유사한 효소를 나타내는 밴드는 DNA 서열분석으

로 동정할 수 있다. BLAST 서치, 얼라인먼트 또는 다른 도구를 사용하여 PCR 단편을 특징분석함으로써, 적당한 후

보를 동정해낼 수 있다.

동정된 단편으로부터의 서열 정보는 PCR 프라이머를 개발하기 위하여 사용될 수 있다. 이러한 프라이머는 컨버터 및

비컨버터 라인의 에틸렌 처리된 식물 조직의 RNA로부터 정량적 RT-PCR을 수행하는데 사용된다. 컨버터 라인에서 

고발현되는 것을 나타내는 고밀도 밴드 또는 컨버터 라인 유래 적절한 크기의 DNA 밴드(300 내지 800 bp)만을 추가

로 특징분석하는데 사용했다. 대규모 역 써던 분석법을 수행하여, 획득된 모든 클론에 대한 차등 발현을 검사했다. 본 

발명의 이러한 측면에서, 상기 대규모 역 써던 분석법은 클로닝된 삽입체 모두를 스크리닝하기 위하여 클로닝된 DNA

단편과 하이브리드화하는 탐침으로서, 상이한 조직 유래의 표지된 전체 cDNA를 사용하여 수행될 수 있다.

P450 단편 클론을 특징분석하는데 비방사선 노던 블로팅 분석 또한 사용하였다.

상술된 바와 같이 동정된 핵산 서열은 바이러스 유도성 유전자 침묵화 기술을 사용하여 검사할 수 있다(VIGS, Baulc

ombe, Current Opinions in Plant Biology, 1999, 2:109-113).

본 발명의 다른 측면에서는, 본 발명의 니코티아나 식물내 사이토크롬 P450 효소 활성을 추가로 특징분석하는데 RN

A 인터퍼링(interfering) 기술(RNAi)을 사용 한다. 이 기술을 설명하고 있는 하기의 참조문헌은 본원에 참조로서 인

용된다: Smith et al., Nature, 2000, 407:319-320; Fire et al., Nature, 1998, 391:306-311; Waterhouse et al., 

PNAS, 1998, 95:13959-13964; Stalberg et al., Plant Molecular Biology, 1993, 23:671-683; Baulcombe, Curr

ent Opinions in Plant Biology, 1999, 2:109-113; 및 Brigneti et al., EMBO Journal, 1998, 17(22):6739-6746. 

RNAi 기술, 안티센스 기술, 또는 설명되어 있는 다른 여러가지 기술을 사용하여 식물을 형질전환할 수 있다.

식물 세포에 외래 유전 물질을 도입하고, 도입된 유전자를 안정하게 유지 및 발현하는 식물을 수득하기 위한 여러가

지 기술이 있다. 이러한 기술에는 마이크로입자 상에 코팅되어 있는 유전 물질을 세포로 직접 가속화하는 기술이 포

함된다(Cornell의 미국 특허 4,945,050 및 DowElanco의 5,141,131).  아그로박테리움 기술을 사용하여 식물을 형

질전환할 수도 있는데, 여기에 관해서는 하기의 참조문헌을 참조하라: Toledo 대학의 미국 특허 5,177,010 및 Texa

s Aamp;M의 5,104,310, Schilperoot의 유럽 특허 출원 0131624B1, 유럽 특허 출원 120516, 159418B1, 유럽 특

허 출원 120516, 159418B1 및 176,112, 미국 특허 5,149,645, 5,469,976, 5,464,763 및 4,940,838과 4,693,976, 

MaxPlanck의 유럽 특허 출원 116718, 290799, 320500, Japan Nicotiana의 유럽 특허 출원 604662 및 627752, C

iba Geigy의 유럽 특허 출원 0267159, 및 0292435 및 미국 특허 5,231,019, Calgene의 미국 특허 5,463,174 및 4,

762,785, 그리고 Agracetus의 미국 특허 5,004,863 및 5,159,135. 다른 형질전환 기술로는 위스커스(whiskers) 기

술이 있고, 이에 대해서 는 Zeneca의 미국 특허 5,302,523 및 5,464,765를 참조하라. 식물을 형질전환하는데에는 일

렉트로포레이션(Electroporation) 기술도 사용할 수 있는데, 이에 대해서는 Boyce Thompson Institute의 WO 87/0

6614와, Dekalb의 5,472,869 및 5,384,253, PGS의 WO9209696 및 WO9321335를 참조하라. 이러한 형질전환에 

관한 특허 및 공개문헌은 모두 본원에 참조로서 인용된다. 다수의 식물 형질전환 기술 뿐 아니라, 외래 유전자와 접촉

되는 조직의 유형 또한 다양할 수 있다. 이러한 조직에는 배조직, I형 및 II형 캘러스 조직, 하배축, 분열조직 등이 있고

, 이에 국한되지는 않는다. 거의 대부분의 식물 조직을 당업자의 적절한 기술을 사용하여 탈분화 도중에 형질전환할 

수 있다.

식물에 도입된 외래 유전 물질에는 선별 마커가 포함될 수 있다. 특정 마커에 대한 선호도는 당업자의 재량이겠지만, 

하기 임의의 선별 마커를, 선별 마커로서 기능할 수 있는 본원에 기재되지 않은 다른 유전자와 함께 사용할 수 있다. 

이러한 선별 마커에는 트랜스포존 Tn5의 아미노글리코사이드 포스포트랜스퍼라아제 유전자(Aph II)(항생제 카나마

이신, 네오마이신 및 G418에 대해 내성인 것을 암호화함) 뿐 아니라 글리포세이트; 하이그로마이신; 메토트렉세이트;

포스피노트리신(bar); 이미다졸리논, 설포닐우레아 및 트리아졸로피리미딘 제초제, 예컨대 클로로설퓨론; 브로목시

닐, 달라폰 등에 대한 내성인 것을 암호화하는 유전자가 포함되지만, 이에 국한되는 것은 아니다.

선별 마커 외에도, 리포터 유전자를 사용하는 것이 바람직할 수 있다. 일부 경우에 리포터 유전자는 선별 마커 없이 

사용될 수 있다. 리포터 유전자는 전형적 으로는 수용 유기체 또는 수용 조직내에 존재하지 않거나 여기에서 발현되지

않는 유전자이다. 리포터 유전자는 대개 일부 표현형 변화 또는 효소 특성을 나타내는 단백질을 암호화한다. 이러한 

유전자의 예는 본원에 참조로 인용되는 K. Weising et al. Ann. Rev. Genetics, 22, 421 (1998)에 제공되어 있다. 바

람직한 리포터 유전자에는 글루쿠로나이다아제(GUS) 유전자 및 GFP 유전자가 있지만, 이에 국한되는 것은 아니다.

일단 식물 조직에 도입이 되면 구조 유전자의 발현은 당업계에 알려져 있는 임의의 수단에 의해 분석될 수 있으며, 발

현은 전사된 mRNA, 합성된 단백질, 또는 발생한 유전자 침묵현상의 정도로서 가늠될 수 있다(참조: 본원에 참조로서
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인용되는 미국 특허 제5,583,021). 온전한 식물로 재생시키기 위한 시험관내 식물 조직 배양 기술 및 다수의 사례는 

공지되어 있다(유럽 출원번호 88810309.0). 도입된 발현 복합체를 상업적으로 유용한 컬티바에 전달하는 방법도 당

업자에게 익히 공지되어 있다.

일단 바람직한 정도의 P450 효소를 발현하는 식물 세포가 수득되면, 식물 조직 및 온전한 식물체를 당업계에 잘 알려

져 있는 방법 및 기술을 사용하여 재생시킬 수 있다. 재생된 식물은 통상적인 수단에 의해 생식가능하며, 도입된 유전

자는 통상적인 식물 재배술에 의해 다른 스트레인 및 컬티바에 전달될 수 있다.

실시예

하기의 실시예는 본 발명을 수행하기 위한 방법을 설명하고 있으며, 첨부되는 청구의범위로 규정되는 본 발명의 범위

를 설명하고자 하는 것으로 이해되어야 할 것이며, 본 발명의 범위를 제한하고자 하는 것은 아니다.

실시예 1: 식물 조직 발육 및 에틸렌 처리

식물 성장

식물을 화분에 심고, 4주간 온실에서 키웠다. 4주가 된 실생식물을 각각의 화분으로 분갈이하고, 온실에서 2개월간 

키웠다. 키우는 동안에 식물에는 150 ppm NPK 비료가 함유된 물을 하루에 두번 주었다. 자란 잎을 식물에서 채취하

여 하기에 설명한 바와 같이 에틸렌 처리하였다.

세포 라인 78379

담배 라인 78379(켄터키 대학이 보급한 벌리종이다)를 식물 재료 급원으로서 사용하였다. 100그루의 식물을 담배 재

배 업계의 표준 방법에 따라 배양한 뒤 옮겨심고, 각각 숫자로 표지하였다(1-100). 비료 및 토양 관리는 권장되는 바

대로 수행하였다.

100그루의 식물 중 3/4이 니코틴의 20 내지 100%를 노르니코틴으로 전환하였다. 100그루의 식물 중 1/4은 니코틴

의 5% 미만을 노르니코틴으로 전환하였다. 식물 번호 87은 최저 전환율(2%)을 나타낸 반면, 식물 번호 21은 100%의

전환율을 나타냈다. 3% 미만의 전환율을 나타내는 식물은 비컨버터로 분류하였다. 식물 번호 87 및 식물 번호 21의 

자가 수분한 종자 및 교배한(21 x 87 및 87 x 21) 종자를 만들어 유전자 차이 및 표현형 차이를 연구하였다. 자가수

분한 21의 식물은 컨버터였고, 87을 자가수분한 것의 99%는 비컨버터였다. 자가 수분한 87로부터의 식물 중 나머지 

1%는 저전환율(5 내지 15%)을 보였다. 상호 교배한 식물은 모두 컨버터였 다.

세포 라인 4407

니코티아나 라인 4407(벌리종)을 식물 재료 공급원으로 사용하였다. 일정한 대표 식물(100)을 선택하고 표지했다. 1

00그루 식물 중에, 97그루는 비컨버터였고, 3그루는 컨버터였다. 식물 번호 56은 최소 전환율(1.2%)을 보였고, 식물 

번호 58은 최고 전환율(96%)을 보였다. 이들 두 식물로 자가 수분한 종자 및 교배한 종자를 만들었다.

자가 수분한 58로부터의 식물은 컨버터 대 비컨버터 비 약 3:1로 분리되었다. 58-33 및 58-25는 각각 동종접합성 

컨버터 및 비컨버터 식물 라인으로 확인되었다. 다음 세대의 자손을 분석한 결과, 58-33의 안정한 전환율이 확인되

었다.

에틸렌 처리 절차

2-3개월간 온실에서 키운 식물에서 녹색 잎을 채취하여 0.3% 에틸렌 용액(Prep 브랜드 Ethephon(Rhone-Poulenc)

)을 분무하였다. 각 분무처리된 잎을 습도계가 구비되고 플라스틱 뚜껑이 있는 큐링 랙(curing rack)에 걸어두었다. 

처리하는 동안에는 샘플 잎에 주기적으로 에틸렌 용액을 분무하였다. 에틸렌 처리를 하고나서 대략 24 내지 48시간 

후에 RNA를 추출하기 위해 잎들을 수집하였다. 잎의 대사물 농도 및 더욱 구체적인 해당 성분, 예컨대 각종 알칼로이

드의 농도를 측정하기 위하여 대사물 성분 분석용으로 또다른 서브 샘플을 취했다.

예를 들어보면, 알칼로이드 분석은 하기와 같이 수행할 수 있다. 샘플(0.1 g)을 0.5 ml 2N NaOH, 및 내부 표준인 퀴

놀린 및 메틸 t-부틸 에테르가 함유된 5 ml 추출 용액과 함께 150 rpm으로 교반하였다. 샘플을 FID 검출기가 장착된

HP 6890 GC에서 분석하였다. 검출기와 주입기에는 250℃의 온도가 사용되었다. 5% 페놀과 95% 메틸 실리콘으로 

가교결합된 융합 실리카로 구성된 HP 컬럼(30m-0.32nm-1m)을 110-185℃의 온도에서 분당 10℃의 온도 구배로 

사용하였다. 담체 기체로서 헬륨을 사용하여 2·1 주입 용적, 40:1의 갈라짐 비, 100℃에서 1.7 ㎤분 -1 의 유속으로
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컬럼을 작동시켰다.

실시예 2: RNA 분리

RNA 추출을 위해서, 2개월간 온실에서 키운 식물의 중간 잎을 상술한 바와 같이 에틸렌으로 처리하였다. 0시간 및 2

4-48시간된 샘플을 RNA 추출에 사용하였다. 일부 경우에는, 노쇠가 진행되고 있는 잎 샘플을 꽃머리를 제거한 후 1

0일째 되는 식물에서 취하기도 하였다. 이러한 샘플 또한 추출에 사용하였다. Rneasy Plant 미니 키트(캘리포니아주 

발렌시아 소재의 Qiagen, Inc.)를 사용하여 제조업자의 프로토콜에 따라 전체 RNA를 분리해냈다.

조직 샘플을 DEPC 처리된 모르타르와 막자를 사용하여 액체 질소하에서 미세한 분말로 분쇄하였다. 대략 100 mg의

분쇄된 조직을 멸균처리한 1.5 ml 들이 에펜도르프 튜브에 옮겨담았다. 샘플이 다 모아질 때까지 이 샘플 튜브를 액체

질소에 두었다. 이어서, 키트로서 제공되는(β-머캅토에탄올이 첨가된 형태) 완충액 RLT 450 ul를 각각의 튜브에 첨

가하였다. 샘플을 격렬하게 와동하고, 56℃에서 3분간 배양하였다. 분해물을 2-ml 들이 수집 튜브에 장치된 QIAshr

edder 스핀 컬럼에 적용한 다음, 최대 속도로 2분간 원심분리하였다. 흘러나오는 것을 수집하고, 에탄올 0.5 용적을 

정화된 분해물에 첨가하였다. 샘플을 잘 혼합하고 2 ml 들이 수집 튜브에 장치된 Rneasy 미니 스핀 컬럼에 옮겨담았

다. 샘플을 10,000 rpm에서 1분간 원심분리하였다. 다음에, 완충액 RWI 700 ul를 Rneasy 컬럼 상에 피펫팅하고, 1

분간 10,000 rpm으로 원심분리하였다. 새 수집 튜브에 있는 Rneasy 컬럼 상에 완충액 RPE를 피펫팅하고, 1분간 10

,000 rpm으로 원심분리하였다. 완충액 RPE를 다시 Rneasy 스핀 컬럼에 첨가하고, 2분간 최대 속도로 원심분리하여 

막을 건조시켰다. 임의의 에탄올을 제거하기 위하여, 막을 별도의 수집 튜브에 배치하고, 최대 속도로 1분 더 원심분

리하였다. Rneasy 컬럼을 1.5 ml 짜리 새 수집 튜브에 옮기고, 40 ul의 Rnase가 없는 물을 Rneasy 막에 직접 피펫팅

하였다. 이 최종 용출 튜브를 1분간 10,000 rpm에서 원심분리하였다. 전체 RNA의 질과 양을 변성 포름알데히드 겔 

및 분광광도계로 분석하였다.

Oligotex 폴리 A RNA 정제 키트(Qiagen Inc.)를 사용하여 제조업자의 프로토콜에 따라 폴리(A)RNA를 분리하였다. 

최대 용적 250 ul 중에 전체 RNA 약 200 ug이 사용되었다. 완충액 OBB 250 ul와, Oligotex 현탁액 15 ul를 250 ul

의 전체 RNA에 첨가하였다. 내용물을 피펫팅을 통해 완전히 혼합하고, 가열 블록 상에서 70℃에서 3분간 배양하였다

. 이어서, 샘플을 실온에 약 20분간 두었다. Oligotex:mRNA 복합체를 최대 속도로 2분간 원심분리함으로써 펠릿화

하였다. 상층액의 거의 모두인 50 ul를 마이크로원심분리 튜브에서 제거하였다. 샘플을 OBB 완충액으로 다시 처리하

였다. Oligotex:mRNA 펠릿을 OW2 완충액 400 ul에서 흔들어 재혼탁시켰다. 이 혼합물을 새 튜브에 위치한 소형 스

핀 컬럼에 옮겨담고, 최대 속도로 1분간 원심분리하 였다. 스핀 컬럼을 새 튜브에 옮겨담고, 완충액 OW2를 400 ul 더

컬럼에 추가하였다. 튜브를 최대 속도로 1분간 원심분리하였다. 스핀 컬럼을 마지막으로 1.5 ml 짜리 마이크로원심분

리 튜브에 옮겨담았다. 샘플을 60 ul의 뜨거운(70℃) 완충액 OEB로 용출시켰다. 폴리 A 산물을 변성 포름알데히드 

겔 및 분광광도계 분석으로 분석하였다.

실시예 3: 역 전사 PCR

SuperScript 역전사효소를 사용하여 제조업자의 프로토콜(캘리포니아주 칼스바드 소재의 Invitrogen)에 따라 첫번째

가닥 cDNA를 제조하였다. 폴리 A 풍부 RNA/올리고 dT 프라이머 혼합물은 5 ug 미만의 전체 RNA, 1 ul의 10 mM 

dNTP 혼합물, 1 ul의 올리고 d(T) 12-18 (0.5 ug/ul), 최대 10 ul의 DEPC-처리수로 이루어진다. 각 샘플을 65℃에서

5분간 배양한 다음에, 적어도 1분간 얼음 위에 두었다. 각 성분을 다음 순서대로 첨가하여 반응 혼합물을 제조했다: 2

ul 10X RT 완충액, 4 ul의 25 mM MgCl 2 , 2 ul의 0.1M DTT, 및 1 ul의 RNase OUT 재조합 RNase 억제제. 추가

로 9 ul의 반응 혼합물을 각 RNA/프라이머 혼합물에 피펫팅하고, 부드럽게 혼합했다. 이것을 2분간 42℃에서 배양하

고, Super Script II RT 1 ul를 각 튜브에 첨가했다. 튜브를 42℃에서 50분간 배양했다. 반응을 15분간 70℃에서 종

결시키고, 얼음 위에서 냉각시켰다. 원심분리하여 샘플을 수집하고, RNase H 1 ul를 각 튜브에 넣은 뒤, 20분간 37℃

에서 배양했다. 두번째 PCR을 순방향 프라이머(도 75에서와 같은 축퇴성 프라이머, 서열번호 149 내지 156)의 200 

pmol과, 역방향 프라이머(18 nt 올리고 d(T) 다음에, 1개의 무작위 염기로 이루어지는 혼합물) 100 pmol로 수행하였

다.

반응 조건은 94℃에서 2분간이었고, 그 다음에 94℃에서 1분간, 45℃ 내지 60℃에서 2분간, 72℃에서 3분간의 주기

로 40회 PCR을 실시하고, 10분 더 72℃에서 연장시켰다.

증폭된 샘플 10 ul를 1% 아가로스 겔을 사용하여 전기영동함으로써 분석하였다. 정확한 크기의 단편을 아가로스 겔

로부터 정제하였다.

실시예 4: PCR 단편 집단의 제조

실시예 3의 PCR 단편을 제조업자의 지시사항에 따라 pGEM-T Easy 벡터(위스콘신주 매디슨 소재의 Promega)에 

연결하였다. 연결된 것을 JM109 컴피턴트 세포로 형질전환하고, 청색/백색 선별을 위해 LB 배지 위에 두었다. 콜로
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니를 선별하여 1.2 ml의 LB 배지가 함유된 96웰 플레이트에서 37℃에서 밤새 성장시켰다. 모든 선별된 콜로니에 대

한 냉동 스톡을 만들었다. 플레이트로부터의 플라스미드 DNA를 Wizard SV 미니프렙 키트(Promega)와 함께 Beck

man's Biomeck 2000 미니프렙 로보틱을 사용하여 정제하였다. 플라스미드 DNA를 100 ul의 물로 용출하고, 96 웰 

플레이트에 보관하였다. 플라스미드를 EcoR1으로 분해하고, 1% 아가로스 겔을 사용하여 분석하여, DNA 양과 삽입

체의 크기를 확인하였다. 400 내지 600 bp 삽입체를 함유하는 플라스미드를 CEQ 2000 서열분석기(캘리포니아주 플

러톤 소재의 Beckman)를 사용하여 서열분석하였다. 서열을 BALST 서치를 사용하여 GenBank 데이터베이스와 맞

추어보았다. P-450 관련 단편을 동정하여, 추가로 분석하였다.

실시예 5: cDNA 라이브러리 작제

에틸렌 처리된 잎으로부터 다음과 같이 전체 RNA를 준비함으로써 cDNA 라이브러리를 작제하였다. 먼저, 변형된 페

놀 산 및 클로로포름 추출 프로토콜을 사용하여 담배 라인 58-33의 에틸렌 처리된 잎으로부터 전체 RNA를 추출하였

다. 분쇄된 다음 5 ml의 추출 완충액(100 mM Tris-HCl, pH 8.5; 200 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0.5% SDS)에서 와

동처리된 1 g의 조직을 사용하기 위하여 5 ml의 페놀(pH 5.5)과 5 ml의 클로로포름이 첨가되도록 프로토콜을 변형시

켰다. 추출된 샘플을 원심분리하고, 상층액을 남겨 두었다. 이 추출 단계는 상층액이 투명해질 때까지 2-3회 더 반복

했다. 대략 5 ml의 클로로프롬을 첨가하여 미량의 페놀을 제거했다. ETOH의 3배 용적과 3M NaOAc(pH 5.2)의 1/1

0 용적을 첨가하고, 1시간 동안 -20℃에서 보관하여, 혼합된 상층액 분획으로부터 RNA를 침전시켰다. Corex 유리

용기에 전달한 다음에, 45분간 4℃에서 9,000 RPM으로 원심분리하였다. 펠릿은 70% 에탄올로 세척하고, 4℃에서 9

,000 RPM으로 5분간 회전시켰다. 펠릿을 건조시킨 다음에, 펠릿화된 RNA를 0.5 ml의 RNase가 없는 물에 용해시켰

다. 펠릿화된 RNA를 0.5 ml의 RNase가 없는 물에 용해시켰다. 전체 RNA의 질과 양은 각각 변성 포름알데히드 겔 및

분광광도계로 분석하였다.

생성된 전체 RNA를 올리고(dT) 셀룰로스 프로토콜(Invitrogen) 및 Microcentrifuge 스핀 컬럼(Invitrogen)을 사용

하여 프로토콜에 따라 폴리 A+ RNA에 대해 분리하였다. 전체 RNA 중 대략 20 mg을 2회 정제하여 질높은 폴리 A 

+ RNA를 수득하였다. 폴리 A + RNA 산물을 변성 포름알데히드 겔과, 이에 이은 공지 길 이 유전자의 RT-PCR을 

수행하여 분석함으로써, mRNA의 질을 높였다. 뿐만 아니라, 에틸렌 처리된 비컨버터 잎, 0시간째의 에틸렌 처리된 

컨버터 잎 및 에틸렌 처리된 컨버터 잎으로부터, 탐침으로서 전체 길이 P450을 사용하여 폴리 A+RNA에 대해 노던 

분석을 수행하였다. 이 방법은 각 샘플에 대해 폴리A+RNA 1.8 ug을 사용하여 제조업자의 지시사항(메릴랜드 게티

스버그 소재의 KPL RNADetector 노던 블롯팅 키트)에 의해 제공된 프로토콜을 기초로 하였다. 전달(transfer) 완충

액으로서 20X SSC를 사용하여, RNA 함유 겔을 밤새 전달했다.

다음에는, cDNA 합성 키트, ZAP-cDNA 합성 키트, 및 ZAP-cDNA Gigapack III 골드 클로닝 키트(캘리포니아 라졸

라 소재의 Stratagene)를 사용하여 cDNA 라이브러리를 만드는데 폴리 A+ RNA를 주형으로서 사용하였다. 이 방법

은 명시된 제조업자의 프로토콜에 따르는 것이 포함된다. 대략 8 ug의 폴리 A+ RNA를 cDNA 라이브러리를 작제하

는 데 사용하였다. 1차 라이브러리 분석 결과는 약 2.5 x 10 6 내지 1 x 10 7 pfu인 것으로 드러났다. 라이브러리의 

질을 시험하기 위한 배경 시험은 IPTG 및 X-gal을 사용한 보완 분석에 의해 완성되었는데, 여기에서는 재조합 플라

크가 배경 반응보다 100배 더 많이 발현하였다.

랜덤 PCR에 의한 라이브러리의 심화된 정량 분석은 삽입체 cDNA의 평균 크기가 대략 1.2 kb임을 보여주었다. 2단

계 PCR 방법에 사용된 방법은 다음과 같다. 1단계에서는, P450 단편에서 얻어진 예비 서열 정보에 기초하여 역방향 

프라이머를 고안하였다. 고안된 역방향 프라이머 및 T3(순방향) 프라이머를 cDNA 라이브러리로 부터 해당 유전자를

증폭시키는 데 사용하였다. PCR 반응물을 아가로스 전기영동하고, 고분자에 해당하는 밴드를 잘라내어 정제, 클로닝

및 서열분석했다. 2단계에서는, 5'UTR로부터, 또는 P450의 출발 암호화 영역으로부터 순방향 프라이머로서 고안된 

신규 프라이머를 역방향 프라이머(P450의 3'UTR로부터 고안된 것)와 함께, 이어지는 PCR에서 사용하여 전체 길이 

P450 클론을 수득하였다.

역방향 프라이머를 제외하고 실시예 3에 기술된 바와 같이 하여 작제된 cDNA 라이브러리로부터 PCR 증폭함으로써,

P450 단편을 제조하였다. cDNA 삽입체의 플라스미드 하류에 위치한 T7 프라이머(도 75 참조)를 역방향 프라이머로

서 사용하였다. PCR 단편을 실시예 4에 기술된 바와 같이 분리, 정제 및 서열분석하였다.

본 발명의 실시에 있어 다양한 변형 및 변화는 전술한 발명의 상세한 설명을 고려하면, 당업자에게 일어날 수 있는 것

으로 예상된다. 결론적으로, 이러한 변형 및 변화는 청구의 범위내에 속하는 것으로 생각된다.

실시예 6: 클로닝된 단편의 특징분석 - 역 써던 블롯팅 분석

비방사선 대규모 역 써던 블롯팅 분석을 상기 실시예에서 동정된 모든 P450에 대해 수행하여, 차등 발현을 검출하였

다. 상이한 P450 클러스터 간의 발현 수준은 매우 상이하다는 것이 관찰되었다. 추가로, 고발현 되는 것에 대해 실시

간 검출을 수행하였다.
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비방사선 써던 블롯팅 절차를 다음과 같이 수행하였다.

1) 실시예 2에 설명된 바와 같이 Qiagen Rnaeasy 키트를 사용하여 에틸렌 처리된 컨버터(58 내지 33) 및 비컨버터(

58 내지 25)로부터 전체 RNA를 추출하였다.

2) 탐침은, 상기 1)단계에서 생성된 폴리 A 풍부 RNA에서 유래한 단일 가닥 cDNA의 테일에 바이오틴으로 표지하여

만들었다. 프라이머로서 바이오틴화 올리고 dT(Promega)를 사용한 것을 제외하고는 실시예 3에 기술된 바와 같이 

컨버터 및 비컨버터 전체 RNA를 RT-PCR 함으로써(Invitrogen), 이 표지된 단일 가닥 cDNA를 만들었다. 프라이머

로서의 바이오틴화 올리고 dT는 클로닝된 DNA와 하이브리드화 하기 위한 탐침으로서 사용되었다.

3) 플라스미드 DNA를 EcoR1 제한 효소로 분해하고, 아가로스 겔에 걸었다. 겔은 건조되는 동시에 두 장의 나일론 막

(Biodyne B)에 전달되었다. 한 장의 막은 컨버터 탐침과 하이브리드시키고, 다른 한 장의 막은 비컨버터 탐침과 하이

브리드화시켰다. 막들을 하이브리드화하기 전에 UV-가교결합시켰다(자동 가교결합 세팅, 254 nm, Stratagene, Str

atalinker).

대안적으로는, 프라이머로서 p-GEM 플라스미드의 양쪽 끝에 위치한 서열인 T3 및 SP6를 사용하여 각 플라스미드

로부터 삽입체를 PCR 증폭시켰다. PCR 산물을 96웰 레디-투-런(ready-to-run) 아가로스 겔에 걸어 분석하였다. 

확인된 삽입체는 두 장의 나일론 막에 점으로 나타났다. 한 장의 막은 컨버터 탐침과 하이브리드화시키고, 다른 한 장

은 비컨버터 탐침과 하이브리드화시켰다.

4) 막은, 세척 정도를 달리한 제조업자의 지시사항(세척의 엄중도(stringency)를 변형시켰다)(뉴욕주 파밍데일 소재

의 Enzo Diagnostics, Inc.)에 따라 막을 하이브리드화하고 세척하였다. 막은 하이브리드화 완충액(계면활성제 및 하

이브리드화 향상제를 함유하는 2 x SSC 완충 포름아미드)으로 42℃에서 30분간 예비하이브리드화시키고 42℃에서 

밤새 10 ul 변성된 탐침과 하이브리드화시켰다. 이어서 막을 1 x 하이브리드화 세척 완충액으로 실온에서 10분간 1

회 세척한 다음에, 68℃에서 15분간 4회 세척하였다. 이제 막은 검출 단계에 들어가면 된다.

5) 제조업자의 검출 방법(Enzo Diagnostics, Inc.)에 기술된 바와 같이, 알칼라인 포스파타아제 표지하고, NBT/BCIP

색상 검출함으로써 세척된 막을 검사하였다. 막을 1 x 차단 용액으로 실온에서 1시간 동안 차단시키고, 1 x 검출 시

약으로 10분간 3회 세척한 다음에, 1 x 예비현상 반응 완충액으로 5분간 2회 세척한 다음에, 점이 나타날 때까지 30 

내지 45분간 현상 용액으로 점을 현상하였다. 모든 시약은 제조업자(Enzo Diagnostics, Inc.)가 제공한 것이었다.

일부 경우에는, P450 단편에 특이적인 프라이머를 사용하여 단일 단계 RT-PCR(캘리포니아주 칼스바드 소재의 Gib

co kit)을 비컨버터(58 내지 25) 및 컨버터(58 내지 33)로부터의 전체 RNA에 대해 수행하였다. 비교 RT-PCR을 다

음과 같이 수행하였다.

1) 실시예 2에 기술된 바와 같이, 에틸렌 처리된 컨버터(58-33) 및 비컨버터(58-25) 식물 잎으로부터 전체 RNA를 

추출하였다.

2) 실시예 2에 기술된 바와 같이, Qiagen 키트를 사용하여 전체 RNA로부터 폴리(A) RNA를 추출하였다.

3) 제조업자의 방법(Invitrogen)에 따라 클로닝된 P450에 특이적인 프라이머를 사용하여 단일 단계 RT-PCR을 수행

하였다. 반응 혼합물에 폴리 A 풍부 RNA를 25 ul의 2X 반응 혼합물, 1 ul의 10 uM 센스 프라이머, 1 ul의 10 uM 안

티센스 프라이 머, 1 ul의 RT/플래티넘 taq 혼합물, 및 최대 50 ul의 물과 함께 첨가하였다. 반응 조건은 20분간 50℃

다음에 2분간 94℃였고, 그 이후 30초간 94℃, 30초간 55℃, 1분간 70℃의 주기로 40회 PCR 실시하고, 10분 더 72

℃에서 연장시켰다. 증폭된 샘플 10 ul를 1% 아가로스 겔을 사용하여 전기영동으로 분석하였다.

실시예 7: 클로닝된 단편의 특징분석 - 노던 블롯 분석

써던 블롯 분석 대신에, 노던 블롯팅 분석의 예에서 기술된 바와 같이 일부 막을 하이브리드화하여 검사했다. 노던 하

이브리드화는 니코티아나에서 차등 발현된 mRNA를 검출하는 데 사용되었으며, 다음과 같다.

1단계-탐침제조: 무작위 프라이밍 방법을 사용하여 클로닝된 p450 DNA 단편으로부터 탐침을 제조하였다(랜덤 프

라이머 DNA 바이오틴화 키트, KPL). 0.5 ug DNA 주형(5 내지 10분간 수조에서 가열한 뒤 사용하기 전에 얼음 위에

서 냉각시킨 것); 1X 랜덤 프라이머 용액; 1X dNTP 혼합물; Klenow 10 유닛을 혼합하고 물을 첨가하여 반응물을 5

0 ul가 되게 하였다. 혼합물을 37℃에서 1 내지 4시간 동안 배양했다. 200 mM EDTA 2 ul를 사용하여 반응을 중단

시켰다. 사용하기 전에 탐침을 5분간 95℃에서 배양하여 변성시켰다.
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2단계-샘플 준비: 에틸렌 처리 및 에틸렌 비처리 싱싱한 잎, 시든 잎으로부터 RNA 샘플을 준비했다. 일부 경우에는 

폴리 A 풍부 RNA를 사용하였다. 대략 15 ug의 전체 RNA 또는 1.8 ug의 mRNA(RNA 및 mRNA 추출법은 실시예 5

에 설명되어 있다)를 DEPC H2O(5-10 ul)를 사용하여 동일한 용적이 되게 하였다. 동일한 용적의 로딩 완충액(1 x 

MOPS; 18.5% 포름알데히드; 50% 포름알데히드; 4% Ficol1400; 브 로모페놀 블루) 및 0.5 ul EtBr(0.5 ug/ul)을 첨

가하였다. 샘플을 5분간 90℃에서 가열한 뒤 얼음 위에서 냉각시켰다.

3단계-전기영동에 의한 RNA 분리: 1xMOP 완충액(0.4 M 모폴리노프로판설폰산; 0.1 M Na-아세테이트-3 x H2O;

10 mM EDTA; NaOH로 pH를 7.2로 조정)으로, 포름알데히드 겔(1% 아가로스, 1 x MOPS, 0.6 M 포름알데히드) 상

에서 샘플을 전기영동하였다. RNA를 10 X SSC 완충액(1.5 M NaCl; 0.15M Na-시트레이트)에서 24시간 동안 Hyb

ond-N+막(나일론, Amersham Pharmacia Biotech)에 모세관 방법으로 전달하였다. RNA 샘플이 붙어 있는 막을 U

V-가교결합(자동 가교결합 장치, 254 nm, Stratagene, Stratalinker)처리한 뒤 하이브리드화시켰다.

4단계-하이브리드화: 막을 1-4시간 동안 42℃에서 5-10 ml의 예비하이브리드화 완충액(5 x SSC; 50% 포름아미드

; 5 x Denhardt 용액; 1% SDS; 100 ug/ml 열 변성 절단된 비상동성 DNA)으로 예비하이브리드화하였다. 이미 사용

한 예비하이브리드화 완충액은 버리고, 사용하지 않은 예비하이브리드화 완충액과 탐침을 첨가했다. 하이브리드화는

42℃에서 밤새 수행하였다. 막을 실온에서 2 x SSC로 15분간 세척한 다음에, 2 x SSC, 0.1% SDS로 65℃에서 2회 

세척하고, 0.1 x SSC로 마지막으로 세척하거나, 0.1 x SDS로 65℃에서 더 세척하기도 하였다(임의적).

5단계-검출: 하이브리드화 시그널을 검출하는데는 AT-스트렙타비딘 및 CDP-Star를 사용하였다(KPL의 DNA 디텍

터 노던 블롯팅 키트). 실온에서 30분간 1x 디텍터 차단액으로 막을 차단했다. 차단 완충액을 버리고, 막을 1시간 동

안 실온에서 1:10,000의 AT-SA가 함유된 새 1X 디텍터 차단액에서 배양했다. 막을 1X 포스파타 아제 세척액으로 3

회 세척한 다음, 1X 포스파타아제 분석 완충액으로 2회 세척했다. CDP-Star 화학발광 기질을 사용하여 시그널을 검

출했다. 젖은 막을 saran TM 랩 아래에서 엑스선 필름에 노출시켰다. 결과를 분석하고 기록하였다.

본 발명의 주요내용은 에틸렌 처리의 결과로서 유도될 수 있거나, 담배 잎의 품질 및 성분에서 중요한 역할을 하는 신

규 유전자의 발견이다. 아래 표에서도 보이는 바와 같이, 에틸렌 처리에 의해 유도되지 않은 식물에 비해, 에틸렌 처리

에 의해 유도된 유전자를 검사하는 데에는 노던 블롯이 유용하다. 흥미롭게도, 모든 단편이 컨버터 및 비컨버터에서 

유사하게 영향을 받은 것은 아니었다. 해당 사이토크롬 P450 단편을 부분적으로 서열분석하여, 이들의 구조적 관련

성을 조사했다. 이 정보는 이후에 전체 길이 유전자 클론을 분리하고 서열분석하는 데 사용하였다. 전체 식물에서 유

전자 단편으로 하향 조절 방법을 활용하여 기능적 분석을 수행하였다.

실시예 8: 분리된 핵산 단편의 핵산 동일성 및 구조적 관련성

100개가 넘는 클로닝된 P450 단편을 서열분석하고 노던 블롯 분석함으로써 이들의 구조적 관련성을 검토하였다. 사

용된 접근법은 P450 유전자의 카르복실 말단 근처에 위치한 두개의 공통적인 P450 모티프 중 하나에 기초한 순방향 

프라이머를 활용하였다. 순방향 프라이머는 도 1에 표시된 바와 같이 사이토크롬 P450 모티프 FXPERF 또는 GRRX

CP(A/G)에 상응한다. 역방향 프라이머는 pGEM 플라스미드의 양쪽 끝에 위치한 SP6 또는 T7로부터의, 또는 폴리 A

테일로부터의 표준 프라이머를 사용하였다. 사용된 프로토콜은 다음과 같다.
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출발 두가닥 DNA의 농도를 측정하기 위하여 제조업자의 프로토콜(Beckman Coulter)에 따라 분광광도계를 사용하

였다. 주형을 물을 사용하여 적절한 농도로 희석시키고, 2분간 95℃에서 가열함으로써 변성시킨 다음, 얼음 위에 두

었다. 서열분석 반응은 0.5 내지 10 ul의 변성된 DNA 주형, 2 ul의 1.6 pmol 순방향 프라이 머, 8 ul의 DTCS Quick 

Start Master Mix와, 나머지는 총 용적이 20 ul가 될 때까지 물을 사용하여 얼음 위에서 준비하였다. 열순환 프로그

램은 30회의 다음과 같은 주기로 구성된다: 20초간 96℃, 20초간 50℃, 4분간 60℃ 다음에, 4℃ 유지.

중단 완충액(동일 용적의 3M NaOAc 및 100 mM EDTA 그리고, 1 ul의 20 mg/ml 글리코겐)을 5 ul 첨가하여 절차

를 중단시켰다. 60 ul의 차가운 95% 에탄올로 샘플을 침전시키고, 6분간 6000 g로 원심분리했다. 에탄올을 버렸다. 

펠릿을 200 ul의 차가운 70% 에탄올로 2회 세척했다. 펠릿을 건조시킨 다음에, 40 ul의 SLS 용액을 첨가하여 펠릿을

재현탁시켰다. 미네랄 오일 층이 생겼다. 이어서 샘플을 CEQ 8000 자동 서열분석기에 넣어 추가로 분석하였다.

핵산 서열을 검증하기 위하여, 핵산 서열을 P450 유전자의 FXPERF 또는 GRRXCP(A/G) 영역에 대한 순방향 프라이

머나, 플라스미드 또는 폴리 A 테일에 대한 역방향 프라이머를 사용하여 양방향으로 재서열분석하였다. 모든 서열분

석은 양방향으로 적어도 2회 실시하였다.

사이토크롬 P450 단편의 핵산 서열을 GRRXCP(A/G) 모티프를 암호화하는 영역 다음의 첫 핵산에 상응하는 암호화 

영역에서부터 정지코돈까지 상호 비교하였다. 이 영역은 P450 단백질 중 유전적 다양성의 지표로 선택된 것이다. 다

른 식물 종과 마찬가지로 다양한 수의 유전적으로 상이한 P450 유전자(70개가 넘는다)가 관찰되었다. 핵산 서열을 

비교해보았더니, 서열 동일성에 근거한 구별되는 서열군으로 유전자를 분류할 수 있다는 사실이 발견되었다. 그 중 

가장 독특한 P450 구성원의 분류는 75% 이상의 핵산 동일성(표 1에 보여진 것과 같음)을 갖는 서열의 군임이 발 견

되었다. 동일성 정도를 낮출수록 상당히 더 큰 군이 생성되었다. 바람직한 분류는 81% 이상의 핵산 동일성, 더욱 바

람직하게는 91% 이상의 핵산 동일성, 가장 바람직하게는 99% 이상의 핵산 동일성을 갖는 서열의 군으로 관찰되었다

. 대부분의 군에는 적어도 2개의 구성원과, 보통은 3개 이상의 구성원이 포함되었다. 다른 공통적인 점은 발견되지 않

았는데, 이것은 이 접근법으로, 사용된 조직에서 저발현 및 고발현되는 mRNA 모두를 분리할 수 있었음을 암시한다.

75% 이상의 핵산 동일성에 기초하면, 두개의 사이토크롬 P450군은 군 내에서 유전적으로 상이한, 이전의 담배 사이

토크롬 유전자와 핵산 서열 동일성을 갖는 것으로 발견되었다. 표 1에 사용된 항목 중에서 제23군은 각각 Czernic et

al. 및 Ralston et al에 의한 GenBank 서열인 GI:1171579(CAA64635) 및 GI:14423327(또는 AAK62346)과 핵산 

동일성을 나타내었다. GI:1171579는 제23군의 구성원에 대해 96.9 내지 99.5% 범위의 서열 동일성을 나타낸 반면

에, GI:14423327은 이 군에 대해 95.4 내지 96.9% 범위의 서열 동일성을 나타내었다. 제31군의 구성원은 Ralston e

t al이 GenBank에 발표한 서열인 GI:14423319(AAK62342)에 대해 76.7% 내지 97.8% 범위의 서열 동일성을 보였

다. 표 1의 나머지 P450 동일성 군은 Ralston et al., Czernic et al., Wang et al 또는 LaRosa 및 Smigocki가 발표한

니코티아나 P450 유전자에 대해 표 1에 사용된 바와 같은 동일성을 보이지 않았다.

도 76에 제시된 바와 같이, 니코티아나 식물의 각 군의 추가적인 구성원을 바람직하게 동정하고 분리하기 위해서, 적

절한 핵산 축퇴성 탐침을 사용하여 컨센서스 서열을 군에서 도출해낼 수 있었다.

표 1: 니코티아나 P450 핵산 서열 동일성 군
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실시예 9: 분리된 핵산 단편의 관련 아미노산 서열 동일성

실시예 8의 사이토크롬 P450 단편에 대해 수득된 핵산 서열의 아미노산 서열을 유추하였다. 유추된 영역은 GXRXCP

(A/G) 서열 모티프 바로 다음의 아미노산에서부터 카르복실 말단, 또는 정지 코돈 까지의 아미노산 서열에 상응한다. 

단편의 서열 동일성을 비교해본 결과, 70% 이상의 아미노산 동일성을 갖는 서열에 대한 독특 한 군이 관찰되었다. 80

% 이상의 아미노산 동일성, 더욱 바람직하게는 90% 이상의 아미노산 동일성, 가장 바람직하게는 99% 이상의 아미노

산 동일성을 갖는 서열에 대한 바람직한 군이 관찰되었다. 군 및 군의 구성원의 해당하는 아미노산 서열은 도 2에 제

시되어 있다. 독특한 핵산 서열중 몇몇은 다른 단편과 완전한 아미노산 동일성을 갖는 것으로 발견되었고, 이에 따라 

동일한 아미노산을 가진 단 하나의 구성원만이 보고되었다.

표 2의 제19군에 대한 아미노산 동일성은 핵산 서열에 근거하면 서로 다른 3개의 군에 상응한다. 각 군 구성원의 아

미노산 서열 및 이의 동일성은 도 77에 제시되어 있다. 아미노산 차이는 적절히 표시하였다.

각 아미노산 동일성군의 적어도 하나의 구성원을 식물을 이용한 유전자 클로닝 및 기능적 연구를 위해 선택하였다. 

뿐만 아니라, 에틸렌 처리에 의해 상이하게 영향받거나 노던 및 써던 분석에 의해 평가 하였을 때 생물학적 차이를 보

이는 구성원을 유전자 클로닝 및 기능적 연구를 위해 선택하였다. 유전자 클로닝, 발현 연구 및 전체 식물 평가를 보조

하기 위하여 동일 및 상이한 서열에 대한 펩타이드 특이적 항체를 제조할 것이다.

표 2: 니코티아나 P450 아미노산 서열 동일성 군
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실시예 10: 전체 길이 cDNA P450 클론의 클로닝

에틸렌 처리된 잎으로부터 다음과 같이 전체 RNA를 준비함으로써 cDNA 라이브러리를 작제하였다. 먼저, 변형된 페

놀 산 및 클로로포름 추출 프로토콜을 사용하여 에틸렌 처리된 잎으로부터 전체 RNA를 추출하였다. 분쇄된 다음 5 m

l의 추출 완충액(100 mM Tris-HCl, pH 8.5; 200 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0.5% SDS)에서 와동처리된 1 g의 조직

을 사용하기 위하여 5 ml의 페놀(pH 5.5)과 5 ml의 클로로포름이 첨가되도록 프로토콜을 변형시켰다. 추출된 샘플을

원심분리하고, 상층액을 남겨 두었다. 이 추출 단계는 상층액이 투명해질 때까지 2-3회 더 반복했다. 대략 5 ml의 클

로로프롬을 첨가하여 미량의 페놀을 제거했다. ETOH의 3배 용적과 3M NaOAc(pH 5.2)의 1/10 용적을 첨가하고, 1

시간 동안 -20℃에서 보관하여, 혼합된 상층액 분획으로부터 RNA를 침전시켰다. Corex 유리용기에 전달한 다음에, 

45분간 4℃에서 9,000 RPM으로 원심분리하였다. 펠릿은 70% 에탄올로 세척하고, 4℃에서 9,000 RPM으로 5분간 

회전시켰다. 펠릿을 건조시킨 다음에, 펠릿화된 RNA를 0.5 ml의 RNase가 없는 물에 용해시켰다. 펠릿화된 RNA를 0

.5 ml의 RNase가 없는 물에 용해시켰다. 전체 RNA의 질과 양은 각각 변성 포름알데히드 겔 및 분광광도계로 분석하

였다.

생성된 전체 RNA를 올리고(dT) 셀룰로스 프로토콜(Invitrogen) 및 Microcentrifuge 스핀 컬럼(Invitrogen)을 사용

하여 프로토콜에 따라 폴리 A+ RNA에 대해 분리하였다. 전체 RNA 중 대략 20 mg을 2회 정제하여 질높은 폴리 A 

+ RNA를 수득하였다. 폴리 A + RNA 산물을 변성 포름알데히드 겔과, 이에 이은 공지 길이 유전자의 RT-PCR을 수

행하여 분석함으로써, mRNA의 질을 높였다. 뿐만 아니라, 에틸렌 처리된 비컨버터 잎, 0시간째의 에틸렌 처리된 컨

버터 잎 및 에틸렌 처리된 컨버터 잎으로부터, 탐침으로서 전체 길이 P450을 사용하여 폴리 A+RNA에 대해 노던 분

석을 수행하였다. 이 방법은 각 샘플에 대해 폴리A+RNA 1.8 ug을 사용하여 제조업자의 지시사항(메릴랜드 게티스

버그 소재의 KPL RNADetector 노던 블롯팅 키트)에 의해 제공된 프로토콜을 기초로 하였다. 전달(transfer) 완충액

으로서 20X SSC를 사용하여, RNA 함유 겔을 밤새 전달했다.

다음에는, cDNA 합성 키트, ZAP-cDNA 합성 키트, 및 ZAP-cDNA Gigapack III 골드 클로닝 키트(캘리포니아 라졸

라 소재의 Stratagene)를 사용하여 cDNA 라이브러리를 만드는데 폴리 A+ RNA를 주형으로서 사용하였다. 이 방법

은 명시된 제조업자의 프로토콜에 따르는 것이 포함된다. 대략 8 ug의 폴리 A+ RNA를 cDNA 라이브러리를 작제하

는 데 사용하였다. 1차 라이브러리 분석 결과는 약 2.5 x 106 내지 1 x 107 pfu인 것으로 드러났다. 라이브러리의 질

을 시험하기 위한 배경 시험은 IPTG 및 X-gal을 사용한 보완 분석에 의해 완성되었는데, 여기에서는 재조합 플라크

가 배경 반응보다 100배 더 많이 발현하였다.

랜덤 PCR에 의한 라이브러리의 심화된 정량 분석은 삽입체 cDNA의 평균 크기가 대략 1.2 kb임을 보여주었다. 2단

계 PCR 방법에 사용된 방법은 다음과 같다. 1단계에서는, P450 단편에서 얻어진 예비 서열 정보에 기초하여 역방향 

프라이머를 고안하였다. 고안된 역방향 프라이머 및 T3(순방향) 프라이머를 cDNA 라이브러리로부터 해당 유전자를 

증폭시키는 데 사용하였다. PCR 반응물을 아가로스 전기영동하고, 고분자에 해당하는 밴드를 잘라내어 정제, 클로닝 

및 서열분석했다. 2단계에서는, 5'UTR로부터, 또는 P450의 출발 암호화 영역으로부터 순방향 프라이머로서 고안된 

신규 프라이머를 역방향 프라이머(P450의 3'UTR로부터 고안된 것)와 함께, 이어지는 PCR에서 사용하여 전체 길이 

P450 클론을 수득하였다.

전체 길이 p450 유전자를 작제된 cDNA 라이브러리에서 PCR 방법으로 분리하였다. 전체 길이 유전자를 클로닝하기 

위하여 2단계 PCR이 사용되었다. 1단계 PCR에서, 비특이적 역방향 프라이머(T3) 및 특이적 순방향 프라이머(P450
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의 하류 서열로부터 만든 것)를 cDNA 라이브러리로부터 P450의 5'말단을 클로닝하기 위해 사용하였다. PCR 단편을

분리, 클로닝 및 서열분석하여, 다음 단계 PCR에서의 순방향 프라이머를 디자인하였다. 두개의 특이적 프라이머를 2

단계 PCR에서 전체 길이 p450 클론을 클로닝하는 데 사용하였다. 그 다음에 클론을 서열분석하였다.

본 발명의 실시에 있어 다양한 변형 및 변화는 전술한 본 발명의 상세한 설 명을 고려하면, 당업자에게 일어날 수 있

는 것으로 예상된다. 결론적으로, 이러한 변형 및 변화는 청구의 범위내에 속하는 것으로 생각된다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.
서열번호 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 

57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 

111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145, 147 또는 149로 이

루어지는 군에서 선택되는 핵산 서열을 포함하는 것이 특징인 분리된 핵산 분자.

청구항 2.
제 1 항에 있어서, 상기 핵산 분자는 사이토크롬 P450 유전자의 단편을 포함하는 것이 특징인 분리된 핵산 분자.

청구항 3.
제 1 항의 핵산 분자와 적어도 75%의 동일성을 갖는, 분리된 핵산 분자.

청구항 4.
제 1 항의 핵산 분자와 적어도 91%의 동일성을 갖는, 분리된 핵산 분자.

청구항 5.
제 1 항의 핵산 분자와 적어도 99%의 동일성을 갖는, 분리된 핵산 분자.

청구항 6.
제 1 항 내지 제 5 항 중 어느 한 항의 핵산 분자를 포함하는 트랜스제닉 식물.

청구항 7.
제 6 항에 있어서, 상기 식물이 담배 식물인 것이 특징인 트랜스제닉 식물.

청구항 8.
(i) 제 1 항 내지 제 5 항 중 어느 한 항의 핵산 분자를 당해 식물에서 기능성인 프로모터에 기능적으로 연결하여 식물

형질전환 벡터를 만드는 단계;

(ii) 단계 (i)의 식물 형질전환 벡터로 상기 식물을 형질전환하는 단계;

(iii) 상기 형질전환 벡터로 형질전환된 식물 세포를 선별하는 단계;

(iv) 단계 (iii)의 식물 세포로부터 식물을 재생시키는 단계를 포함하는, 트랜스제닉 식물의 제조방법.

청구항 9.
제 8 항에 있어서, 핵산 분자가 안티센스 방향의 것인 트랜스제닉 식물의 제조방법.

청구항 10.
제 8 항에 있어서, 핵산 분자가 센스 방향의 것인 트랜스제닉 식물의 제조방법.

청구항 11.
제 8 항에 있어서, 핵산은 RNA 간섭 방향의 것인 트랜스제닉 식물의 제조방법.

청구항 12.
제 11 항에 있어서, 핵산 분자가 이중가닥 RNA 분자로서 발현되는 것이 특징 인 트랜스제닉 식물의 제조방법.

청구항 13.
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제 11 항에 있어서, 이중가닥 RNA 분자가 약 15 내지 25 뉴클레오타이드 길이인 것이 특징인 트랜스제닉 식물의 제

조방법.

청구항 14.
제 8 항에 있어서, 식물이 담배 식물인 것이 특징인 트랜스제닉 식물의 제조방법.

청구항 15.
서열번호 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 

57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 

111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137, 139, 141, 143, 145 또는 147로 이루어

지는 군에서 선택되는 핵산 서열의 존재에 대해 식물을 분석하는 것이 특징인, 핵산 분자를 함유하는 식물의 선별 방

법.

청구항 16.
제 15 항에 있어서, 식물을 DNA 하이브리드화에 의해 분석하는 것이 특징인 식물의 선별 방법.

청구항 17.
제 15 항에 있어서, 식물을 PCR 검출에 의해 분석하는 것이 특징인 식물의 선별 방법.

청구항 18.
제 16 항에 있어서, DNA 하이브리드화가 서열번호 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35

, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 9

3, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107, 109, 111, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129, 131, 133, 135, 137,

139, 141, 143, 145 또는 147로 이루어지는 군에서 선택된 핵산 탐침을 포함하는 것이 특징인 식물의 선별 방법.

청구항 19.
제 15 항에 있어서, 식물이 트랜스제닉 식물인 것이 특징인 식물의 선별 방법.

청구항 20.
제 15 항에 있어서, 식물이 돌연변이유발 집단으로부터 선택되는 것이 특징인 식물의 선별 방법.

청구항 21.
제 15 항에 있어서, 식물이 재배 집단으로부터 선택되는 것이 특징인 식물의 선별 방법.
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