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본 발명은 다음의 단계를 포함하는 벼도열병 방제제의 스크리닝 방법을 제공한다: (a) (i) 1,3-β-글루카노실트

랜스퍼라아제 또는 (ii) 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 세포 또

는 조직에 분석하고자 하는 시료를 접촉시키는 단계; 및 (b) 상기 단계 (a)에서 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아

제의 활성 또는 발현량을 측정하는 단계로서, 상기 시료가 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량

을 감소시키는 경우에는 상기 시료는 벼도열병 방제제로 판정된다.   본 발명에 따르면, 1,3-β-글루카노실트랜

스퍼라아제의 활성 억제제 또는 발현 억제제를 스크리닝하여 벼도열병 방제제 조성물로 이용함으로써, 벼 생산량

을 증가시킬 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

다음의 단계를 포함하는 벼도열병 방제제의 스크리닝 방법:

(a) (i) 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 또는 (ii) 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 뉴클레오타

이드 서열을 포함하는 세포 또는 조직에 분석하고자 하는 시료를 접촉시키는 단계; 및 

(b) 상기 단계 (a)에서 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량을 측정하는 단계로서, 상기 시료

가 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량을 감소시키는 경우에는 상기 시료는 벼도열병 방제제

로 판정된다.

청구항 2 

제 1  항에 있어서, 상기 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제는 벼도열병균(Magnaporthe  oryzae)으로부터 유래된

것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3 

제 2 항에 있어서, 상기 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제는 서열목록 제2서열의 아미노산 서열을 포함하는 것

을 특징으로 하는 방법.

청구항 4 

제 2 항에 있어서, 상기 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제1서열

의 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 5 

1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 억제제 또는 발현 억제제를 유효성분으로 포함하는 벼도열병 방제용

조성물.

청구항 6 

제 5  항에 있어서, 상기 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제는 벼도열병균(Magnaporthe  oryzae)으로부터 유래된

것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 7 

제 5 항에 있어서, 상기 활성 억제제는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제에 특이적으로 결합하는 항체 또는 펩

타이드, 작은 분자량 화합물 또는 천연추출물인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 8 

제 5 항에 있어서, 상기 발현 억제제는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 서열목록 제1서열의 뉴클

레오타이드 서열에 특이적으로 결합하는 안티센스 올리고뉴클레오타이드 또는 siRNA 올리고뉴클레오타이드인 것
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을 특징으로 하는 조성물.

청구항 9 

다음의 단계를 포함하는 감염성 진균류 벼 병원체의 분비단백질 분석 방법:

(a) 감염성 진균류 벼 병원체의 포자를 소수성 표면을 갖는 기질에 접촉하거나 감염성 진균류 벼 병원체의 균사

체를 액체배지에서 배양하여 분비단백질의 분비를 유도하는 단계; 

(b) 상기 소수성 표면을 갖는 기질 또는 액체배지로부터 분비단백질을 분리하는 단계; 및 

(c) 상기 분비단백질을 분석하는 단계.

청구항 10 

제 9 항에 있어서, 상기 벼 병원체는 벼도열병균인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 11 

제 9 항에 있어서, 상기 단계 (a)의 소수성 물질은 유리판 또는 PVDF(Polyvinylidene difluoride) 막인 것을

특징으로 하는 방법.

청구항 12 

제 9 항에 있어서, 상기 단계 (b)의 분비단백질은 병원체 감염 초기에 분비되는 단백질인 것을 특징으로 하는

방법.

청구항 13 

상기 제 9 항 내지 제 12 항의 방법에 의해 분리한 단백질.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 벼도열병 발병인자의 스크리닝 방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

식물 병원체인 벼도열병균(Magnaporthe  oryzae)은 실 모양의 낭자균류이고, 벼(Oryza  sativa  L.)에서 강력한[0002]

질병을 일으키는 병원균이다.
1,2

   벼도열병균은 밀(Triticum aestivum) 및 보리((Hordeum vulgare)와 같은 다

른 초(grass)종도 감염시키는 것으로 알려져있다.
3
   두 생물의 지놈 서열의 이용가능성으로 인해  벼도열병균

과 벼의 관계는 식물-병원체 작용을 연구하는데 모델시스템으로 연구되어왔다.
4-7
   벼는 세계 인구의 반 이상이

이용하는 주식 작물로 사회경제적인 중요성 을 갖는다.
8,9

도열병 주기는 벼도열병균의 포자가 잎 표면에 접촉하면서 잎으로 포자가 부착하면서 시작된다.
10
   발아한 포자[0003]

는 부착기로 알려진 특이적인 구조로 분화하는 발아관(germ tube)을 생성한다.   부착기의 침투 걸이는 잎 세포

표면의 기계적인 피어싱에 의해 숙주의 상피세포로 침투하게 한다.
2,10

   침투한 균사가 성장하여 상피세포에 삽
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입되어 질병 증상을 유발한다.

벼도열병균과 벼 간의 상호작용과정 동안, 숙주 조직의 세포외 공간은 전장(battlefield)이 된다.   각 생물은[0004]

식물의 질병 민감성을 결정하는 몇 종류의 분자(예컨대, 단백질, 펩타이드 및 대사산물)를 세포외 공간으로 분

비한다.

벼도열병균에 의해 연간 최대 30%의 감소 수율이 보고되므로, 벼도열병균의 감염을 초기에 억제하면 벼 수율 및[0005]

질을 극적으로 개선할 수 있다.
3.11

   또한, 이러한 결과는 벼도열병균은 광범위한 병원균이기 때문에, 다른 작물

에 이용될 수 있다.

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다.   인용된 논문 및 특허[0006]

문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명

의 내용이 보다 명확하게 설명된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 세계 인구의 반 이상이 이용하는 주식 작물인 벼의 벼도열병균(Magnaporthe oryzae)을 방제하기[0007]

위해, 벼도열병 방제제의 스크리닝 방법을 개발하고자 노력하였다.   그 결과, 벼도열병균 포자가 벼 잎에 접종

된 후 감염 초기단계에 분비되는 분비단백질을 연구하여 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제가 결실될 경우, 벼도

열병균이 병원성을 상실한다는 것을 규명하였고, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제가 벼도열병균의 감염에 중요

한 단백질임을 규명함으로써, 본 발명을 완성하였다.

따라서, 본 발명의 목적은 벼도열병 방제제의 스크리닝 방법을 제공하는 데 있다.[0008]

본 발명의 다른 목적은 벼도열병 방제용 조성물을 제공하는 데 있다.[0009]

본 발명의 또 다른 목적은 분비단백질의 분석방법을 제공하는 데 있다.[0010]

본 발명의 다른 목적은 분비단백질을 제공하는 데 있다.[0011]

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.[0012]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 벼도열병 방제제의 스크리닝 방법을 제공한다:[0013]

(a) (i) 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 또는 (ii) 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 뉴클레오타[0014]

이드 서열을 포함하는 세포 또는 조직에 분석하고자 하는 시료를 접촉시키는 단계; 및 

(b) 상기 단계 (a)에서 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량을 측정하는 단계로서, 상기 시료[0015]

가 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량을 감소시키는 경우에는 상기 시료는 벼도열병 방제제

로 판정된다.

본 발명자들은 세계 인구의 반 이상이 이용하는 주식 작물인 벼의 벼도열병균(Magnaporthe oryzae)을 방제하기[0016]

위해, 벼도열병 방제제의 스크리닝 방법을 개발하고자 노력하였다.   그 결과, 벼도열병균 포자가 벼 잎에 접종

된 후 감염 초기단계에 분비되는 분비단백질을 연구하여 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제가 결실될 경우, 벼도

열병균이 병원성을 상실한다는 것을 규명하였고, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제가 벼도열병균의 감염에 중요

한 단백질임을 규명하였다.

본 발명자들은 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 단백질의 활성이 억제되거나 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제[0017]
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의 발현이 억제되는 경우, 벼도열병균의 병원성이 상실되는 사실을 발견하였다.   본 발명에서 규명한 다른 감

염 초기의 분비단백질과 달리 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 결실 시킨 돌연변이주에서 벼도열병균의 병원

성이 상실된다는 것은, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제가 벼도열병균의 감염에 있어 필수적으로 요구되는 단

백질임을 규명한 것으로, 이의 발현을 차단하는 물질은 벼도열병균의 병원성을 상실시킴으로써, 벼도열병균 방

제제로 판정된다.

단계 (a): 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 또는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 뉴클레오타이드[0018]

서열을 포함하는 세포 또는 조직에 분석하고자 하는 시료의 접촉

본 발명의 방법에 따르면, 우선 (i) 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 또는 (ii) 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라[0019]

아제를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 세포 또는 조직에 분석하고자 하는 시료를 접촉시킨다.

바람직하게는, 본 발명의 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제는 벼도열병균 (Magnaporthe oryzae)으로부터 유래한[0020]

다.    보다 바람직하게는, 본 발명의 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제는 서열목록 제2서열의 아미노산 서열을

포함하고, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열은 서열목록 제1서열의 뉴클레오타

이드 서열을 포함한다. 

본 발명의 첫 번째 단계에서 분석하고자 하는 시료를 (i) 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 또는 (ii) 1,3-β-[0021]

글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 세포 또는 조직에 접촉시킨다.

1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 단백질 자체에 시료를 접촉시키는 경우에는, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아[0022]

제 단백질은 세포외에 단리된 단백질 또는 세포 또는 조직에 포함되어 있는 단백질이다.

본 발명에 따르면, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 세포 또는 조[0023]

직에 시료를 접촉시킬 수 있다.

1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제-코딩 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 세포 또는 조직은 바람직하게는 진균[0024]

(fungi) 세포 또는 조직이다.   1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제-코딩 뉴클레오타이드 서열은 진균 세포에서

지놈에 포함되어 존재하거나 또는 벡터에 삽입되어 존재할 수 있다.   1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제-코딩

뉴클레오타이드 서열이 벡터에 삽입되어 존재하는 경우, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제-코딩 뉴클레오타이드

서열은 진균 세포에서 작동가능한 프로모터에 결합되는 것이 바람직하다.   진균 세포에서 작동가능한 프로모터

는  예를  들어,  Aspergillus  nidulans의  gpdA  프로모터,  A.  niger의  beta-xylosidase  xlnD  프로모터,

Aspergillus oryzae TAKA amylase 유전자 프로모터, Rhizomucor miehei lipase 유전자 프로모터를 포함하나,

이에 한정되는 것은 아니다.

 본 발명에서 이용되는  “시료”는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 유전자의 발현량, 1,3-β-글루카노실트랜[0025]

스퍼라아제 단백질의 양 또는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 단백질의 활성에 영향을 미치는 지 여부를 검사

하기 위하여 스크리닝에서 이용되는 미지의 물질을 의미한다.   

상기  시료는  화학물질,  항체,  단백질,  펩타이드,  뉴클레오타이드,  안티센스-RNA,  siRNA(small  interference[0026]

RNA) 및 천연물 추출물을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다.   본 발명의 스크리닝 방법에 의해 분석되는

시료는 단일 화합물 또는 화합물들의 혼합물(예컨대, 세포 또는 조직 배양물)이다.   시료는 합성 또는 천연 화

합물의 라이브러리로부터 얻을 수 있다.   이러한 화합물의 라이브러리를 얻는 방법은 당업계에 공지되어 있다.

 합성  화합물  라이브러리는  Maybridge  Chemical  Co.(UK),  Comgenex(USA),  Brandon  Associates(USA),

Microsource(USA)  및  Sigma-Aldrich(USA)에서  상업적으로  구입  가능하며,  천연  화합물의  라이브러리는  Pan

Laboratories(USA) 및 MycoSearch(USA)에서 상업적으로 구입 가능하다.   시료는 당업계에 공지된 다양한 조합

라이브러리 방법에 의해 얻을 수 있으며, 예를 들어, 생물학적 라이브러리, 공간 어드레서블 패러럴 고상 또는

액상 라이브러리(spatially addressable parallel solid phase or solution phase libraries), 디컨볼루션이

요구되는 합성 라이브러리 방법, “1-비드 1-화합물” 라이브러리 방법, 그리고 친화성 크로마토그래피 선별을

이용하는 합성 라이브러리 방법에 의해 얻을 수 있다.   분자 라이브러리의 합성 방법은, DeWitt et al., Proc.

Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.  90,  6909,  1993;  Erb  et  al.  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.S.A.  91,  11422,  1994;

Zuckermann et al., J. Med. Chem. 37, 2678, 1994; Cho et al., Science 261, 1303, 1993; Carell et al.,

Angew.  Chem.  Int.  Ed.  Engl.  33,  2059,  1994;  Carell  et  al.,  Angew.  Chem.  Int.  Ed.  Engl.  33,  2061;

Gallop et al., J. Med. Chem. 37, 1233, 1994 등에 개시되어 있다.
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단계 (b): 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량 측정[0027]

이어, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량을 측정하는 단계로서, 상기 시료가 1,3-β-글루카[0028]

노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량을 감소시키는 경우에는 상기 시료는 벼도열병 방제제로 판정된다.

1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 유전자의 발현량 변화의 측정은 당업계에 공지된 다양한 방법을 통해 실시될[0029]

수 있다.  예를 들어, RT-PCR(Sambrook 등, Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring

Harbor Press(2001)), 노던 블롯팅(Peter B. Kaufma et al., Molecular and Cellular Methods in Biology and

Medicine, 102-108, CRC press), cDNA 마이크로어레이를 이용한 혼성화 반응(Sambrook 등, Molecular Cloning.

A  Laboratory  Manual,  3rd  ed.  Cold  Spring  Harbor  Press(2001))  또는  인  시투(in  situ)  혼성화  반응

(Sambrook 등, Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor Press(2001))을 이용하

여 실시할 수 있다.

RT-PCR 프로토콜에 따라 실시하는 경우에는 우선, 시료를 처리한 세포에서 총 RNA를 분리한 다음, 올리고 dT 프[0030]

라이머 및 역전사효소를 이용하여 제1쇄 cDNA를 제조한다.   이어, 제1쇄 cDNA를 주형으로 이용하고, 1,3-β-글

루카노실트랜스퍼라아제 유전자-특이적 프라이머 세트를 이용하여 PCR 반응을 실시한다.   1,3-β-글루카노실트

랜스퍼라아제 유전자-특이적 프라이머 세트는 서열목록 제3서열 및 제4서열에 예시되어 있다.   그런 다음, PCR

증폭 산물을 전기영동하고, 형성된 밴드를 분석하여 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 유전자의 발현량 변화를

측정한다.

1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 단백질의 양의 변화는 당업계에 공지된 다양한 면역분석 방법을 통해 실시될[0031]

수  있다.   예를  들어,  1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제  단백질의  양의  변화는  방사능면역분석,

방사능면역침전, 면역침전, ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay), 캡처-ELISA, 억제 또는 경쟁 분석, 그

리고 샌드위치 분석을 포함하지만, 이에 한정되는 것은 아니다.

상기 면역분석 또는 면역염색의 방법은 Enzyme  Immunoassay,  E.  T.  Maggio,  ed.,  CRC  Press,  Boca  Raton,[0032]

Florida, 1980; Gaastra, W., Enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA), in Methods in Molecular Biology,

Vol.  1,  Walker,  J.M.  ed.,  Humana  Press,  NJ,  1984;  및 Ed  Harlow  and  David  Lane,  Using  Antibodies:A

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999에 기재되어 있으며, 상기 문헌은 본 명세서에

참조로서 삽입된다.

예를 들어, 본 발명의 방법이 방사능면역분석 방법에 따라 실시되는 경우, 방사능동위원소(예컨대, C
14
, I

125
, P

32
[0033]

및 S
35
)로 레이블링된 항체가 본 발명의 마커 분자를 검출하는 데 이용될 수 있다.

본 발명의 방법이 ELISA 방식으로 실시되는 경우, 본 발명은 (i) 분석하고자 하는 미지의 세포 시료 분해물을[0034]

고체 기질의 표면에 코팅하는 단계; (ⅱ) 일차항체로서의 타겟에 대한 항체와 상기 세포 분해물을 반응시키는

단계; (ⅲ) 상기 단계 (ⅱ)의 결과물을 효소가 결합된 이차항체와 반응시키는 단계; 및 (ⅳ) 상기 효소의 활성

을 측정하는 단계를 추가적으로 포함한다.

1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 변화 측정은, 예를 들어 크게 두 가지 방식으로 할 수 있다.   첫 번[0035]

째 방식에 따르면, 시료가 처리된 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제에 기질(예컨대, 셀룰로오스 또는 셀룰로오

스 유사물질)을 첨가하여 반응시켜, 기질의 분해 정도를 분석함으로써 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성

변화를 측정할 수 있다.   두 번째 방식에 따르면, 시료가 처리된 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 포함하는

세포 또는 조직, 예컨대 벼도열병균(Magnaporthe oryzae)의 균사체 또는 포자가 벼에 대하여 병원성을 나타내는

지 여부를 측정함으로써, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 변화를 측정할 수 있다.

최종적으로,  분석대상의 시료가 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량을 감소시키는 경우에는[0036]

상기 시료는 벼도열병 방제제로 판정한다.   “1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현량의 감소”

는 시료를 처리하지 않은 실험군과 비교한 상대적인 감소를 의미한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 억제제 또는 발현 억제제를[0037]

유효성분으로 포함하는 벼도열병 방제용 조성물을 제공한다.

본 명세서에서 이용되는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 억제제 또는 발현 억제제는 벼도열병균의 벼[0038]

감염 초기 분비단백질인 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 또는 발현을 억제하여 벼도열병균의 병원성을
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상실시킨다.

바람직하게는, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제는 벼도열병균(Magnaporthe oryzae)으로부터 유래한다.[0039]

본 발명에 이용되는 활성 억제제는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제에 특이적으로 결합하는 항체 또는 펩타이[0040]

드, 작은 분자량 화합물 또는 천연추출물이다.

본 발명에서 이용될 수 있는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 단백질에 특이적으로 결합하는 활성을 갖는 항체[0041]

는 폴리클로날 또는 모노클로날 항체이며, 바람직하게는 모노클로날 항체이다.   1,3-β-글루카노실트랜스퍼라

아제  단백질에  대한  항체는  당업계에서  통상적으로  실시되는  방법들,  예를  들어,  융합  방법(Kohler  and

Milstein, European Journal of Immunology, 6:511-519(1976)), 재조합 DNA 방법(미국 특허 제4,816,56호) 또

는 파아지 항체 라이브러리 방법(Clackson et al, Nature, 352:624-628(1991) 및 Marks et al, J. Mol. Biol.,

222:58, 1-597(1991))에 의해 제조될 수 있다.   항체 제조에 대한 일반적인 과정은 Harlow, E. and Lane, D.,

Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, New York, 1999; Zola, H., Monoclonal

Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida, 1984; 및 Coligan , CURRENT

PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY, 1991에 상세하게 기재되어 있으며, 상기 문헌들은 본 명세서에

참조로서 삽입된다. 예를 들어, 단일클론 항체를 생산하는 하이브리도마 세포의 제조는 불사멸화 세포주를 항체

-생산 림프구와 융합시켜 이루어지며, 이 과정에 필요한 기술은 당업자에게 잘 알려져 있으며 용이하게 실시할

수 있다. 폴리클로날 항체는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 단백질 항원을 적합한 동물에게 주사하고, 이 동

물로부터 항혈청을 수집한 다음, 공지의 친화성(affinity) 기술을 이용하여 항혈청으로부터 항체를 분리하여 얻

을 수 있다.

1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제에 특이적으로 결합하여 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성을 억제할 수[0042]

있는 펩타이드는 당업계에 공지된 통상의 방법, 예를 들어 파아지 디스플레이 방식으로 얻을 수 있다(Smith GP,

"Filamentous  fusion  phage:  novel  expression  vectors  that  display  cloned  antigens  on  the  virion

surface".  Science  228  (4705):13151317(1985);  Smith  GP,  Petrenko  VA,  "Phage  display".  Chem.  Rev.

97(2):391410(1997)).

1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성을 억제하는 작은 분자량의 화합물은 전술한 스크리닝 방법을 통하여[0043]

용이하게 얻을 수 있다.

본 발명에 이용되는 발현 억제제는 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제를 코딩하는 서열목록 제1서열의 뉴클레오[0044]

타이드 서열에 특이적으로 결합하는 안티센스 올리고뉴클레오타이드 또는 siRNA 올리고뉴클레오타이드이다.

본 명세서에서 용어 "안티센스 올리고뉴클레오타이드”란 특정 mRNA의 서열에 상보적인 핵산 서열을 함유하고[0045]

있는 DNA 또는 RNA 또는 이들의 유도체를 의미하고, mRNA 내의 상보적인 서열에 결합하여 mRNA의 단백질로의 번

역을 저해하는 작용을 한다.   안티센스 서열은 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 mRNA에 상보적이고 1,3-β-글

루카노실트랜스퍼라아제 mRNA에 결합할 수 있는 DNA 또는 RNA 서열을 의미하고, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아

제 mRNA의 번역, 세포질내로의 전위(translocation), 성숙(maturation) 또는 다른 모든 전체적인 생물학적 기능

에 대한 필수적인 활성을 저해할 수 있다.   안티센스 핵산의 길이는 6 내지 100 염기이고, 바람직하게는 8 내

지 60 염기이고, 보다 바람직하게는 10 내지 40 염기이다.

본 발명에서 이용될 수 있는 안티센스 올리고뉴클레오타이드의 디자인은 서열목록 제1서열의 뉴클레오타이드 서[0046]

열을  참조하여  당업계에  공지된  방법에  따라  쉽게  제작할  수  있다(Weiss,  B.  (ed.):  Antisense

Oligodeoxynucleotides  and  Antisense  RNA  :  Novel  Pharmacological  and  Therapeutic  Agents,  CRC  Press,

Boca  Raton,  FL,  1997;  Weiss,  B.,  et  al.,  Antisense  RNA  gene  therapy  for  studying  and  modulating

biological processes. Cell. Mol. Life Sci., 55:334-358(1999).

본 발명에서 용어 "siRNA”는 RNA 방해 또는 유전자 사일런싱을 매개할 수 있는 핵산 분자를 의미한다(참조: WO[0047]

00/44895, WO 01/36646, WO 99/32619, WO 01/29058, WO 99/07409 및 WO 00/44914). siRNA는 표적 유전자의 발

현을 억제할 수 있기 때문에 효율적인 유전자 넉다운 방법으로서 또는 유전자치료 방법으로 제공된다. siRNA는

식물, 벌레, 초파리 및 기생충에서 처음으로 발견되었으나, 최근에 siRNA를 개발/이용하여 포유류 세포 연구에

응용되었다.

본 발명의 siRNA 분자는, 센스 가닥(1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 mRNA 서열에 상응하는 (corresponding)[0048]

서열)과 안티센스 가닥(1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제 mRNA 서열에 상보적인 서열)이 서로 반대쪽에 위치하

여 이중쇄를 이루는 구조를 가질 수 있다.   또한, 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 siRNA 분자는, 자기-상보
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성(self-complementary) 센스 및 안티센스 가닥을 가지는 단일쇄 구조를 가질 수 있다.

siRNA는 RNA끼리 짝을 이루는 이중사슬 RNA 부분이 완전히 쌍을 이루는 것에 한정되지 않고 미스매치(대응하는[0049]

염기가 상보적이지 않음), 벌지(일방의 사슬에 대응하는 염기가 없음) 등에 의하여 쌍을 이루지 않는 부분이 포

함될 수 있다. 전체 길이는 10 내지 100 염기, 바람직하게는 15 내지 80 염기, 더욱 바람직하게는 20 내지 70

염기이다.

본 명세서에서 용어 ‘유효성분으로 포함하는’이란 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 억제제 또는 발현[0050]

억제제의 효능 또는 활성을 달성하는 데 충분한 양을 포함하는 것을 의미한다.   본 발명의 조성물에 포함된

1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 억제제 또는 발현 억제제의 양적 상한은 당업자가 적절한 범위 내에서

선택하여 실시할 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 다음의 단계를 포함하는 감염성 진균류 벼 병원체의 분비단백질 분석 방법을[0051]

제공한다:

(a) 감염성 진균류 벼 병원체의 포자를 소수성 표면을 갖는 기질에 접촉하거나 감염성 진균류 벼 병원체의 균사[0052]

체를 액체배지에서 배양하여 분비단백질의 분비를 유도하는 단계; 

(b) 상기 소수성 표면을 갖는 기질 또는 액체배지로부터 분비단백질을 수득하는 단계; 및 [0053]

(c) 상기 분비단백질을 분석하는 단계.[0054]

본  발명은  감염성  진균류  벼  병원체의  벼  감염  시,  감염  초기에  분비되는  단백질을  분석하여  시크리톰[0055]

(Secretome)을 확립하고자 하였다.

본 발명의 감염성 진균류 벼 병원체의 분비단백질 분석 방법을 각각의 단계로 나누어 상세하게 설명하면 다음과[0056]

같다:

단계 (a): 분비단백질의 유도[0057]

본 발명의 감염성 진균류 벼 병원체의 포자를 소수성 표면을 갖는 기질에 접촉하거나 감염성 진균류 벼 병원체[0058]

의 균사체를 액체배지에서 배양하여 분비단백질의 분비를 유도한다.

바람직하게는, 상기 감염성 진균류 벼 병원체는 벼도열병균(Magnaporthe oryzae)이다.[0059]

바람직하게는, 상기 단계 (a)의 소수성 표면을 갖는 기질은 유리판 또는 PVDF(Polyvinylidene difluoride) 막[0060]

이다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 감염성 진균류 벼 병원체의 분생자 포자(conidial spore)를 소수성 표면[0061]

을 갖는 기질에 분무한다.

바람직하게는, 상기 단계 (a)의 유리판은 요철 굴곡이 있는 표면을 갖는다.[0062]

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 상기 액체배지는 0.01 중량% 내지 1 중량% 효모추출물, 0.01 중량 내지 1[0063]

중량% 카사미노산(casamino acid) 및 0.01 중량% 내지 10 중량% 수크로즈를 포함하는 액체배지로, 본 발명의 감

염성 진균류 벼 병원체를 상기 액체배지에서 진탕배양한다.

단계 (b): 분비단백질의 수득[0064]

이어, 상기 소수성 표면을 갖는 기질 또는 액체배지로부터 분비단백질은 분리한다.[0065]

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 소수성 표면을 갖는 기질을 탈염수로 세척하고 블레이드로 긁어낸 배양액[0066]

을 원심분리 후 상층액만 분리하여 분비단백질을 수득한다.   액체배지의 경우는 원심분리 후 여과하여 동결건

조 한 여과액을 Tris 버퍼에서 투석하여 수득한다.  

단계 (c): 분비단백질의 분석[0067]
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마지막으로, 상기 수득한 분비단백질을 분석한다.[0068]

본  발명의  바람직한  구현예에  따르면,  2-DE(Dimensional  gel  Electrophoresis)  및  질량분석법(Mass[0069]

spectrometry)을 수행하여 분비단백질을 분석한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명의 감염성 진균류 벼 병원체의 분비단백질 분석 방법에 의해 분석한 단[0070]

백질을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 특징 및 이점을 요약하면 다음과 같다: [0071]

(a) 본 발명은 벼도열병 방제제의 스크리닝 방법을 제공한다.[0072]

(b) 본 발명은 벼도열병 감염시 분비단백질에 대한 시크리톰을 확립할 수 있다.[0073]

(c) 본 발명의 스크리닝 방법에 따라, 1,3-β-글루카노실트랜스퍼라아제의 활성 억제제 또는 발현 억제제를 유[0074]

효성분으로 포함하는 벼도열병 방제용 조성물을 제공할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 벼도열병균의 초기 감염과정의 분비단백질을 분석하기 위한 인 비트로 시스템을 도식화 하여 보여준다.[0075]

도 2는 인 비트로 시스템에서 벼도열병균 접종 후, 포자의 성장을 관찰한 현미경 이미지를 나타낸다.

도 3은 벼도열병균 접종 후, GP로부터 3, 24 및 48시간의 분비단백질을 수득하여 2-DE분석한 결과를 보여준다.

도  4는  벼도열병균  접종  후,  PVDF  membrane로부터  24시간의  분비단백질을  수득하여  2-DE분석한  결과를

보여준다. 

도 5는 벼도열병균 접종 후, LCM로부터 48시간의 분비단백질을 수득하여 2-DE분석한 결과를 보여준다.

도 6은 단백질 스팟의 배치를 대표하는 15, 18 및 35 NR(Non Redundant) 분비단백질을 확인한 결과이다.

도 7은 펩타이드의 MS 스펙트라를 나타낸다.

도 8은 벼도열병균 포자가 벼 잎에 접종된 후 침입 초기단계의 분비단백질 연구를 도식화하여 보여준다.

도 9는 SK1834 벡터의 지도를 나타낸다.

도 10은 벼도열병균 결실돌연변이주 제작을 위한 각각의 분비단백질의 벡터 디자인을 보여준다.

도 11은 벼도열병균 결실돌연변이주 확인을 위한 PCR 결과를 나타낸다.

도 12는 벼도열병균 결실돌연변이주를 동진벼, 화청벼 및 니폰베어벼에 접종하여 병원성을 분석한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.   이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체[0076]

적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0077]

실시예 1: 인비트로 시스템 구축[0078]

벼도열병균(Magnaporthe oryzae)[0079]

균류(블라스트; M. oryzae KJ201, KJ401 및 S102) 병원체를 한국 농촌진흥청으로부터 수득하였다.   KJ는 자포[0080]

공개특허 10-2013-0089438

- 10 -



니아 벼(japonia rice) 품종에 감염되는 한국 품종을 대표한다.   KJ201 및 KJ401은 같은 품종이나, S102는 니

폰베어(Nipponbare) 품종이다.   오트밀(Oatmeal) 아가 배지(50 g/L 오트밀)을 생장 번식 및 포자 생성을 위해

사용하였다.
31
   균사체 파편(fragment)을 오트밀 아가 배지 상에 두고 3주 동안 26℃에서 분생자 포자를 생성하

는 3일 동안은 광주기만을, 그 이후에는 16 시간 광주기/8시간 암주기 조건으로 배양하였다.

현미경 관찰[0081]

감염 전의 형태를 현미경을 사용하여 인 비보(in vivo) 및 인 비트로(in vitro)에서 관찰하였다.   분생자 포자[0082]

(KJ201;  1×10
6
 /㎖)를  소수성의  유리판(Glass  Plate;  GP,  요철  굴곡이  있는  표면을  갖는  유리판)  및

PVDF(Polyvinylidene fluoride) 막(Hybond-P, 포어 크기 0.45 ㎛; Amersham Biosciences, 스웨덴)에 공기압축

기를 사용하여 분무하고 플라스틱 랩으로 덮어 습도를 유지하여 인 비트로 관찰하였다.   분생자 포자(KJ201; 1

×10
6
 /㎖)를 액체 배양 배지(0.06%(w/v) 효모 추출물, 0.06%(w/v) 카사미노산(casamino acid) 및 0.1%(w/v)

수크로즈)에 접종하여 26℃, 220 rpm 조건에서 진탕배양으로 인 비트로 배양하였다.   인 비보 관찰은 3주된 잎

의 벼 묘목에 250 ppm 트윈20에 현탁된 GFP(Green Fluorescent Protein)-태깅된 KJ201 포자(1×10
6
 /㎖)를 공

기압축기를  이용하여  분무하고,  24시간  동안  습식  챔버에서  배양하였다.    현미경  관찰은  접종  후(Post-

Inoculation; PI), 0, 4, 8 및 24시간째에 녹색 필터(Carl Zeiss, 독일)를 장치한 현미경을 이용하여 광학 및

형광 조건(여기;  450-500  ㎚;  빔 스플리터,  FT501  ㎚;  여기,  BP5150565  ㎚)에서 관찰하였다.   액시오비전

(Axiovision) 4.5(Carl Zeiss, 독일) 포토샵 CS2(Adobe)를 이용하여 전자이미지를 처리하였다.

분비단백질의 추출[0083]

인 비트로 조건에서 분비단백질을 추출하기 위해, 분생자 포자(1×10
6
 /㎖; KJ201)을 GP 또는 PVDF 막(Hydond-[0084]

P, 포어 크기 0.45 ㎛)에 공기압축기를 이용하여 분무하고, 플라스틱으로 덮어 습도를 유지하였다.   접종 후,

3, 24 및 48시간째에 GP 표면에서 발아된 포자에 의해 분비된 단백질을 GP를 탈염수로 세척하여 수집하였다.

접종 후, 24시간에 PVDF 막 표면을 5 ㎖ 탈염수(예컨대, 1차 세척)로 세척하여 분비단백질을 수집하였다.   동

일한  막을  블레이드로  긁고  동일한  양의  탈염수로  세척(2차  세척)하여  남아있는  분비단백질을  수득하였다.

18,500×g로 4℃, 10분 동안 원심분리하여 샘플을 수득하였다.   두 번 세척의 맑은 상층액을 각각 독립적으로

2-DE 분석하였다.   간단하게, 상층액을 즉시 동결-건조하고 300 ㎕ LB-TT(7 M(w/v) 우레아, 2 M(w/v) 티오우

레아,  4%(w/v)  CHAPS(3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate),  18  mM(w/v)  Tris-

HCl(pH8.0), 14 mM(w/v) 트리즈마 염, 0.2%(w/v) 트리톤 X-100, 50 mM(w/v) 디티오트레이톨(dithiothreitol),

1%(w/v)  앰포라이트(ampholyte,  pH3.0)  및  하나의  EDTA-프리  프로테이나제  억제제  타블렛(Roche  Applied

Science, 미국)/ 50㎖ 완충액)에 현탁하였다.

벼도열병균 배양판의 균사체 파편을 LCM(300 ㎖)에서 48시간 동안 26℃로 220rpm 진탕배양하였다.   배양여과액[0085]

을 3,500×g로 10분 동안 원심분리하고 상층액을 막 필터(0.45 ㎛)를 통화시켜 균사체 및 다른 입자를 제거하였

다.   여과액을 동결-건조하고 트리스 완충액(10 mM Tris-HCl, pH8.0)에 투석하였다.   탈염 단백질을 동결-건

조하고 300 ㎕ LB-TT에 현탁하였다.   4 종의 독립적인 생물 복제물에 상기 언급한 인 비트로 방법을 수행하였

다.

단백질 정량[0086]

LB-TT 완충액에 현탁된 단백질을 원심분리하여 맑은 상층액을 수득하고 이를 수정된 브래드포드 분석법으로 단[0087]

백질 정량하였다.
32
   간단하게, 단백질 표준 용액으로, LB-TT 완충액에 BSA(Bovine Serum Albumin)을 준비하였

다.   각 단백질 샘플(GP, PVDF 막 및 LCM의 2 ㎕) 및 BSA 표준양(0, 2, 4 및 6 ㎍)을 0.1 mM HCl을 포함하는

20% 브래드포드 시약(Bio-rad, 미국)혼합하여 최종 부피가 1 ㎖이 되었다.   각 샘플 혼합액을 Pharmacia LKB

Ultrospec Ⅲ(Amercham Biosciences, 미국)를 이용하여 595 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.
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2-DE, 단백질 가시화 및 이미지 분석[0088]

이전에 보고된 수평 전기영동 유니트(Nihon Eido, 일본)에 12% SDS-PAGE로 2차워 분리 한 후에, IPGphor 유니[0089]

트(GE Healthcare, 스웨덴)을 사용하여 2-DE 분석을 실시하였다.
29
   간략하게, 분리된 단백질의 30 ㎍(GP 및

PVDF 막) 또는 100 ㎍(LCM)을 0.5%(v/v) pH4-7 IPG 완충액 및 1% 디스트릭(DeStreak) 시약(GE Healthcare, 영

국)을 포함하는 LB-TT와 최종 부피가 450 ㎕이 되게 혼합하고, IPG 스트립(pH4-7, 24 ㎝; GE Healthcare)에 로

딩하였다.    2-D  젤을 실버 니트레이트(silver  nitrate,  Plus  One  Silver  Staining  Kit,  GE  Healthcare),

SYPRO 루비 단백질 염색(Bio-rad) 또는 콜로이드 쿠마시 브릴리언트 블루(Coomassie brilliant blue; CBB)로

염색하였다.   젤 상의 단백질 패턴을 전자스캐너(EPSON Perfection 4490 Photo, 미국; 해상도 400dpi) 및 젤

다큐먼트 시스템(Bio-rad Gel Doc Imager System)을 사용하여 전자 이미지로 기록하고, TIF 파일로 저장하였다.

 상기 젤을 EasyPro-2D 소프트웨어 작동 매뉴얼(BioBud, 대한민국)의 지시에 따라 프로필 모드로 정량하였다.

 의미있는 단백질 스팟을 젤 피커(One Touch Spot Picker, P2D1.5 및 3.0; The Gel Co., 미국)을 이용하여 적

제하여 -80℃에 저장하였다.

젤 상 소화, 질량 분석법, 정보 검색 및 단백질 확인[0090]

단백질 스팟을 포함하는 절제한 젤 조각을 15 mM 페리시안화칼륨(potassium ferricyanide) 및 50 mM 티오황산나[0091]

트륨(sodium thiosulfate)와 반응시켜 실버 니트레이트 염색을 제거하였다.   탈색된 스팟 및 SYPRO 루비-염색

된  스팟에  트립신(Promega,  미국)을  처리하고,  추출한  단백질을  이전에  보고된  방법대로,  nESI-LC(nano-

Electropspray Ionization sourse Liquid Chromatography)-MS/MS 분석을 실시하였다.
29
   수득한 MS/MS 스펙트

라의 M.oryzae 에 대한 단백질 정보를 아질런트 스펙트럼 밀 MS 프로테오믹스 워크벤치(Agilent Spectrum Mill

MS Progeomics Workbench, Spectrum Mill version; Agilent Technologies, 미국)을 사용하여 검색하였다.   상

기  소프트웨어는  알려진  아미노산(서열  태그  길이>1)에  상응하는  충돌-유발분해(collision-induced

dissociation)에  의한  파편의  차이를  구하여  MS/MS  스펙트라롭터  펩타이드를  확인하는  정보추출기능을

포함한다.   그러므로, 펩타이드의 불필요한 스펙트라를 버리는 필터로써 기능한다.   MS/MS 스펙트라는 Bernd

Glatz 및 Patric Horth 방법을 수정하여 아질런트 스펙트럼 밀 데이터 추출 프로그램(Agilent Spectrum Mill

Data  Extractor  program)으로 도출하였다.    검색 파라미터는 비변경(unmodified)  및 카르바미도메틸레이션

(carbamidomethylation)  시스테인을  포함한다.    추출한  MS/MS  스펙트라를  다음의  파라미터를  사용하여

M.oryzae 단백질 정보(M.oryzae 70-15)에 대해 검색하였다:

(ⅰ) 2 가능한 미스(missed) 절단을 갖는 풀(full) 트립신 절단, (ⅱ) ±2.5 Da의 전구체 이온 내성, (ⅲ) ±[0092]

0.7 Da의 파편(fragment) 이온 내성, 및 (ⅳ) 시스테인 잔기(+57 Da)의 카르복실아미노메틸화에 의한 가변적 조

작.   단백질 상세 모드에서 Bernd Glatz 및 Horth 방법에 따라 스펙트럼 밀 자동-확인하였다.

단백질의 기능적 분류 및 주석[0093]

이전에 보고된 방법에 따라, 기능 분류를 수행하였다.
33,34

   각 단백질의 기능 분류는 NCBI(National  Center[0094]

for Biotechnology Information) 보존적 도매인 정보(Conserved Domain Database; CDD)에 근거하였다.
35
   기능

을 모르는 단백질은 BlastP 프로그램을 이용하여 모든 NR 단백질 서열에 대하여 조사하였다.    단백질 얼라인

먼트(alignment)는  10-30의  e-값을  갖는 중요성을 고려하였다.    확인된 단백질의 분비 기작을 예측하는데

SignalP 및 SecretomeP 예측 프로그램을 적용하였다.

결과 및 토론[0095]

벼도열병균(M. oryzae)의 시크리톰(secretome) 수립[0096]

도 1에서 실험 전략을 도식적으로 나타내었다.   벼도열병균에 대한 벼 잎의 표면 구조/환경를 고려하여 인 비[0097]

트로 실험을 계획하였다.   벼도열병균이 벼 잎의 표면에 접촉하였을 때, 감염 과정은 시작된다.   감염의 초기

단계는 분생자 형성, 발아, 균사 성장 및 세포벽을 파괴하고 침투하게 하는 부착기 형성을 포함한다.   현미경

을 통해 관찰한 결과, 벼 잎 표면은 단단하고 소수성의 특징을 갖는다.   이러한 벼 잎의 소수성 특징은 벼도열
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병균에 의한 부착기 형성에 적절한 환경을 제공한다.   예컨대, 반기생영양(hemibiotrophic) 균류인 벼도열병균

은 벼 조직에 감염될 때 잎 및 뿌리에서 다른 감염방식을 갖는다.   뿌리에 감염되는 경우, 벼도열병균은 잎의

경우처럼 부착기를 형성하지 않고, 균족(hyphopodia)으로부터 감염을 개시한다.
38

형태의 관찰결과를 고려하여, 3가지 인 비트로 실험을 계획하였다.   GP 및 PVDF 막 실험은 벼도열병균에 대한[0098]

2가지 다른 소수성 조건을 제공하고, 반면에 LCM은 친수성 특징을 갖는다(도 1).   LCM은 식물 및 균류의 시크

리톰 연구에 주로 사용되어왔다.
17,33,34,42-44

   인 비트로 시스템에서 숙주와 벼도열병균의 상호작용을 플랜타

(planta) 시스템(벼 잎)과 병행하여 다양한 초기 시간대에서 벼도열병균-벼 상호작용의 환경 및 분비단백질의

분리 및 분석을 미시적으로 연구하였다(도 1).   최적 조건 하에, 특정 시간에 준비한 분비단백질 분획을 분석

하여 2-D 젤-기반 프로테오믹 접근법을 nESI-LC-MS/MS 및 바이오인포매틱스와 조합한 방법을 통해 벼도열병균의

2-D 젤 시토크롬 지도 및 데이터세트를 확립하였다.

인 비트로 벼 잎-벼도열병균 상호작용의 재연성 확립[0099]

포자가 벼 잎에 접촉한 시간을 0 시간으로 정하고, 접종 후 4, 8 및 24 시간에 현미경을 통해 포자의 성장을 관[0100]

찰하였다(도 2).   GP, PVDF 막 및 벼 잎의 표면에서는 4 시간 이후에 포자 발아 및 발아관 성장이 시작된 것이

관찰되었으나, LCM에서는 그렇지 관찰되지 않았다.   LCM에서, 포자 발아는 4시간 뒤에 시작하였고, 발아관은 8

시간 뒤에 분명해졌다.   그러나, LCM에서 24시간까지 균사가 부착기로 분화하지 않았다.   반면에, GP, PVDF

막 및 벼 잎 상에 발아한 포자는 접종 후 8시간째에 부착기를 발생하였고 발아관 및 부착기는 24시간까지 관찰

되었다(도2).   흥미롭게도, PVDF 막 상의 부착기 발생은 8시간에 발아 및 발아관의 2단계에 진입하고 이어 24

시간에 구형 구조를 형성하였다.   이러한 결과는, (ⅰ) GP 및 PVDF 막의 표면에서 포자로부터 부착기를 형성하

는 벼도열병 주기는 벼 잎 표면의 것과 시간적으로 유사하다.   (ⅱ) LCM에서 벼도열병균의 발생 주기는 부착기

단계로 진입하지 않았는데, 이는 LCM이 친수성 특성을 갖기 때문이다.   그러므로, LCM 상태로 GP 및 PVDF 막은

벼도열병균의 감염 초기 과정의 시크리톰을 개발하는데 적당한 플랫폼으로 사용될 것이다.   또한, 3가지 인 비

트로 시스템 사이의 벼도열병균의 성장 패턴의 차이는 표면 환경에 따른 것이다.

GP, PVDF 막 및 LCM에서 벼도열병균 단백질 분비의 차이[0101]

인 비트로 조건에서 벼도열병균의 성장을 관찰한 결과는 프로테오믹스 분석에 사용하기 위한 수용성 분비단백질[0102]

을 분리하기 위한 샘플 수집의 적당한 시간대를 알려준다.   스팟이 겹치는 문제를 해결하기 위해, Righetti이

보고한대로, 24-㎝ IPG(Immobilized pH Gradient) 스트립(pH4-7)을 모든 2-DE 실험에 사용하였다.
45-46

   첫 번

째, 발아 및 발아관의 성장, 부착기 형성 및 부착기 후 단계를 각각 조사하기 위해, 접종 후 3, 24 및 48시간에

GP 상의 벼도열병균이 분비한 단백질을 분리하였다.   2-DE에 의한 단백질의 분리 결과는 48시간에 분비단백질

스팟의 수가 극격히 감소한 것을 말해준다(도 3).   3시간에도 약간의 단백질 스팟이 검출되었다.   24시간에서

최대 개수의 스팟이 나타났으며, 이는 48시간에 급격히 감소하였다.   3 단백질 스팟이 3시간 및 24시간에 검출

되었다.   3시간의 단백질 스팟 H21 및 H22는 24시간의 단백질 스팟인 H1, H2 및 H3와 NCBI 접근번호 39974389

로 동일한 단백질이다.   3시간의 단백질 스팟 H23은 24시간의 H15와 NCBI 접근번호 39945550으로 동일한 단백

질이다(표 1).   단백질 프로필은 3, 24 및 48시간의 분비단백질의 측정된 양(24시간에 수용성 분비단백질의 양

은 865.4 fg/포자이고, 3시간의 수용성 분비단백질의 양은 223.1 fg 단백질/포자로, 24시간에 비해 4배나 많

음)과 일치한다.

PVDF 막 및 LCM으로부터 분비단백질을 다양한 시간대에 수집하여, 단백질이 최대로 분비되는 시간을 찾기 위해[0103]

12% SDS-PAGE를 실시하였다.   도 1, 도 4 및 도 5는 PVDF 막 및 LCM에서 24시간에 벼도열병균의 단백질이 최대

로 분비되어, 이 시간대를 2-DE 분석하였다.

 PVDF 막 및 LCM에서 벼도열병균의 분비단백질 분석한 2-D 결과를 도 4 및 도 5에 각각 나타내었다.   PVDF 막[0104]

의 경우, 1차 및 2차 세척으로부터 분리한 분비단백질을 2-DE를 실시하고 독립적으로 SYPRO 루비(Ruby) 또는 콜

로이달 CBB로 염색하였다(도 4).   GP, PVDF 막 및 LCM에의 벼도열병균 분비단백질의 차이를 2-D 결과의 정성

비교로 확인하였다(도 3 내지 도 5).  이는 벼도열병균의 발생단계에 따른 형태학적 차이와 관련이 있다.   LCM

의 경우, 다른 품종에 대한 단백질 결과는 그 양에서 차이를 보였다.

표 1, 표 2 및 표 3의 'Uni'는 'Unique', 'Pro'는 ‘Peptide', 'Sco'는 'Score', 'Cov'는 'Coverage', 'MM'은[0105]
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'Molecular  Mass',  'PI'는  'isoelectric  point',  'Loc'는  'Localization',  'Sig'는  'Signal',  'Func'는

'Functional',  'HP'는  'Hypothetical  protein',  'CDD'는  'Conserved  Domain  Database',  'C'는  'cell  wall

modification', 'G'는 'Growth', 'M'은 'Metabolism', 'R'은 'ROS detoxifying process' 및 'U'는 'Unknown’

을 의미한다.

표 1

[0106]
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[0107]
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표 2

[0108]
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 [0109]

 [0110]
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표 3

[0111]
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[0112]
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[0113]
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[0114]
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[0115]

벼도열병균의 시크리톰 커버리지[0116]

2-D 젤 이미지의 EasyPro-2D 분석을 통해 GP, PVDF 및 LCM에서 각각 42, 35 및 72개의 고품질 단백질 스팟을[0117]

검출하였다.   이 스팟의 LC-MS/MS 및 바이오인포매틱스 분석 결과, GP, PVDF 및 LCM에서 각각 23(표 1), 28

(표 2) 및 50(표 3) 단백질 스팟의 배치를 대표하는 15, 18 및 35 NR(Non Redundant) 분비단백질을 확인하였다

(도 6).   펩타이드의 MS 스펙트라를 도 7에 나타내었다.   상기 단백질 중, 단 3 스팟을 3가지 인 비트로 방법

으로  확인하여,  3가지  방법이  서로  상호보완적임을  확인하였다(도  6).    3  단백질[NCBI  번호

39970487(XP_366634), 39970315(XP_366548) 및 145611572(XP_001411352) XP 번호는 유전자 위치 번호를 나타낸

다];의  기능은  알려지지  않았지만,  각각  페록시리독신(peroxiredoxin)  패밀리,  트랜스알도라아제

(transaldolase)  및 멀티쿠퍼 옥시다아제(multicopper  oxidase)와 관련된 단백질 도메인을 갖는다.   GP  및

PVDF  막(예컨대,  소수성  인  비트로  조건)은  5종의  분비단백질[접근번호  39973515(XP_368148),

39973719(XP_368250),  39974389(XP_368585),  39952179(XP_363806)  및  39945550(XP_362312)이  동일하였다.

이는, 소수성의 차이에 의한 GP- 및 PVDF 막-특이적인 단백질의 분비이다.   GP 및 PVDF 막을 사용한 벼도열병

균에 대한 시크리톰은 LCM을 사용하여 생성된 시트리톰과 밀접한 관련이 있다.   이러한 3가지 방법을 집합하여

벼도열병균으로부터 초기 감염 과정동안 분비된 53 NR 단백질을 규명하였다.

벼도열병균의 다양한 분비 경로/기작[0118]

분비단백질의  신호서열  및  절단  부위를  검색하기  위해  SignalP  예측  프로그램[0119]
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/SinalP/)를 사용하였다.
36,48

   또한,  확인된 분비단백질의 신호 펩타이드를

확인하기  위해  signalP  프로그램을  사용하였다.    확인된 NR  분비단백질의 66.7%(GP),  66.7%(PVDF  막)  및

71.4%(LCM)가 신호 펩타이드를 갖는 것을 확인하였다.   이는 이러한 단백질이 골지/소포체 경로를 통해 세포

밖으로 분비되는 것을 말한다.

시크리톰  연구는  신호  펩타이드가  없는  분비단백질을  식물,  포유류,  균류  및  박테리아에서  확인해왔[0120]

다.
17,21,24,26,22

   Agrawal et al.의 리뷰에서 LSPs와 같이 잘 알려진 일부 단백질이 시크리톰의 중요한 부분을 구

성한다고 말한다.
17
   LSPs의 서열특징을 기초로 하여, LSPs를 예측하는 시크리톰P 예측 프로그램이 개발하였

다.
37
   남아있는 신호 펩타이드가 결핍된 NR 분비단백질에 시크리톰P를 적용하여 0.5 이상의 점수를 갖는 LSPs

를 13.3%(GP; 표 1), 27.8%(PVDF 막; 표 2) 및 20.2%(LCM;표 3)로 예측하였다.   이러한 LSPs는 CW 모디피케이

션(α-아밀라아제,  글루코아밀라아제,  아미노트랜스퍼라아제,  β-1,3-엑소클루카나아제,  엔도-1,6-β-D-글루카

나아제 및 사카로핀 디히드로제나아제), ROS(Reactice Oxygen Species) 해독과정(L-아스코르브산 산화효소, 퍼

옥시다아제, 퍼옥시소말 막 단백질, 폴리페놀 산화효소 및 FAD-바인딩 도메인-구성 단백질), 대사(시안산 라이

아제 및 아데노실호모시스테이나아제) 및 지질 모디피케이션(α/β 하이드로라아제)와 관련이 있다.   신호 펩

타이드를 갖지 않는 4가지 다른 NR 단백질은 낮은 시크리톰P 점수를 나타내었다; 트랜스알도라아제(0.228), 에

노라아제(0.396) 및 ABC-형 질산염/술폰산염/중탄산염 전송 시스템 주변 요소-유사 단백질(0.463)은 세포 대사

와 관련 있는 반면, HbrB(0.227)는 성장과 관련 있다.   몇몇 효소는 당분해 및 티아민 생합성과 관련있다.
17,49

  LSPs는 수많은 균류 및 박테리아에서 예측되어왔다.
28,50

   최근 두 연구에서 균 Botrytis cinerea의 LSPs를

확인하여 보고하였다.
33,34

   포유류 및 효모에 관한 연구에서 LSP 분비가 비-고전적인(non-classical) 분비 기작

에 의해 조절됨을 보여주었다.
51,52

   이러한 비-고전적 분비 기작은 포유류, 효모 및 식물간에 보존적인 것으로

보인다.
17,52

   따라서, 본 발명은 벼도열병균의 고전적 골지/소포체 기작과 함께 LSPs를 ECS로 내보내는 비-고전

적 기작을 제시한다.

벼도열병균의 단배질 분비[0121]

GP, PVDF 막 및 LCM 상에서 벼도열병균으로부터 분비된 단백질을 CDD 및 상동관계 검색 프로그램을 이용한 도메[0122]

인에 근거하여 기능에 따라 분류하였다.
33-35

   확인된 단백질은 알려지지 않은 기능을 갖는 단백질을 포함하여 5

가지(GP), 6 가지(PVDF 막) 및 6 가지(LCM)의 기능으로 분류하였다.   3가지 기능군(CW 모디피케이션, 기작 및

ROS 해독 과정)의 단백질은 3 가지 인 비트로 시스템에서 모두 나타났다.

본 발명은 몇 가지 중요한 발견을 제시한다.   첫 번째, 벼도열병균은 소수성(GP 및 PVDF 막) 및 친수성(LCM)[0123]

환경간의 차이뿐 아니라, 소수성 표면(GP(하드) 및 PVDF 막(소프트))의 차이도 감지한다.   또한, 벼도열병균은

표면 조건 및 재료의 미묘한 차이도 인식하는 것으로 알려져 있다.
53,54

   두 번째, 표면의 특성에 의존하여 벼도

열병균은 분비하는 단백질의 질 및 양을 변화시킬 것이다.   예컨대, CW 모디피케이션, 기작 및 ROS 해독과정에

관련된 단백질이 균사 성장 및 벼도열병균-벼 입의 상호작용에 관련있음을 3 가지 인 비트로 시스템에서 확인하

였다.   더욱이, 균류는 단백질 모디피케이션 및 지질 모티피케이션과 관련된 단백질을 숙주 단백질 및 지질을

분해하고 생장에 필요한 영양분을 얻기 위해 초기에 분비한다.   이는 GP(단단한 표면)에 확인된 단백질 또는

지질 모디피케이션과 관련한 어떠한 단백질일 것이다.   또한 이러한 이유로 균 병원체는 제한된 식물종을 감염

시킨다.   종합적으로, 벼도열병균은 일반적(또는 하우스키핑) 및 특이적 단백질의 두 종류 단백질을 숙주-표면

형에 의존적으로 분비한다.   M.grisea 부착기형성은 표면의 견고 정도, 소수성 및 식물 신호에 의존적이며 이

는 특정 단백질 분비는 숙주-표면형에 근거하여 부착기 형성이 유도된다.
39-41

벼도열병균의 성장 및 감염에 관여하는 분비단백질[0124]

분비단백질 및 그 기능적 분류를 통해 두가지 특징을 발견하였다.   첫 번째, CW 모디피케이션 및 벼도열병균의[0125]

성장 및 발생을 위한 영양 흡수 및 에너지 생산을 위한 기작에 관련된 몇몇 단백질을 확인하였다.   두 번째,

표면 조건에 의존적인 감염(예컨대, 침투 및 콜로니형성)에 관여하는 몇몇 단백질이 동시에 방출되는 것을 확인
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하였다.

CW 모디피케이션[0126]

단백질은  β-1,3-엑소글루카나아제(H1,  H2,  H3,  H21,  H22,  MP8,  MP9  및  MP11  스팟),  만노시다아제(H4  및[0127]

MP16), 글루코아밀라아제(H19 및 MP10), α-N-아라비노퓨라노시다아제(H20 및 MP5), 수크로오즈-6-포스포페이트

하이드롤라아제(M2). β-1,3-글루카노실트랜스퍼라아제(M6, M12 및 M13-1), α-아밀라아제(M15), 클래스 Ⅴ치티

나아제(M16 및 M22-1), 엔도-1,6-β-D-글루카나아제(M21), 익명 단백질(M28 및 M35) 및 사카로핀 디하이드로제

나아제(M30)와 관련된 CW 모디피케이션에 속한다.   많은 균종은 감염된 식물 조직으로부터 글리코사이드 히드

롤라아제, 폴리사카라이드 라이아제 및 이스터라아제를 포함하는 소화효소를 분비하여 영양분을 얻는다.   균종

은 많은 글리코사이드 히드롤라아제를 분비하는 것으로 알려져 있다.
4,10

   이러한 단백질은 숙주 CW 요소 및 질

소 단식 조건의 LCM에서 검출되었다.
33,34,44

   글리코실 히드롤라아제는 두 개 이상의 탄수화물 또는 탄수화물 및

비-탄수화물 모이어티(moiety) 간의 글리코시드 결합의 가수분해를 촉매한다.   분해된 올리고사카라이드는 세

포 밖 매트릭스에서의 숙주-병원체 상호작용을 돕는다.
55
   이는 주요 계(kingdom, 예컨대, 고세균, 진정세균 및

진핵생물)에서 45 과(family)이상의 흔한 효소이다.   이러한 단백질의 풍요는 엄격하게 조절되고 영양 제한 조

건에서 영양 흡수를 위해 용량을 증가시킨다.
57,58   

본 발명에서 발명자들은 5 가지 셀룰라아제, 13 가지 아밀라

아제, 32 가지 인벌타아제, 43가지 자일로시다아제 및 47 가지 ER α-만노시다아제의 5 종류 글리코실 히드롤라

아제를 규명하였다.

셀룰라아제  및  자일로시다아제는  셀룰로오즈  및  자일란과  같은  다당류  간의  결합을  절단하는  가수분해[0128]

효소이다.   식물에서 셀룰로오즈 및 자일란은  CW의 요소이다.   균류은 일반적으로 3 종류의 셀룰라아제(엔도

-(1,4)-β-D-글루카나아제, 엑소-(1,4)-β-D-글루카나아제 및 β-글루코시다아제)를 생산한다.
59
   또한, 숙주

CW의 가수분해는 감염 초기단계에 필수적이다.
34
   β-1,3-엑소글루칸마아제는 벼도열병균의 부착기 형성 및 성

숙 단계에서 유도되는 것이 보고되었다.
60
   아밀라아제는 녹말의 α-1,4-글리코시딕 연결부를 가수분해하여 말

토즈 및다양한 길이의 올리고사카라이드를 생산한다.   균류의 대부분은 셀룰라아제, 자일로시다아제 및 아밀라

아제를 분비한다.
59,61,62

   확인된 CW 모디피케이션 효소는 인 비트로 조건마다 차이가 있었다.

부착기  형성은  β-1,3-엑소글루카나아제,  만노시다아제,  글루코아밀라아제  및  α-L-아라비노퓨라노시다아제를[0129]

포함하는 GP 및 PVDF 막에서 유도된다.   수크로즈-6-포스페이트 히드롤라아제, β-1,3-글루카노실트랜스퍼라아

제, α-아밀라아제, 클래스 Ⅴ 치티나아제, 엔도-1,6-β-D-글루카나아제, 익명 단백질 및 사카로핀 디히으로제

나아제를 포함하는 LCM 에서는 부착이 형성이 유도되지 않았다.

단백질 모디피케이션[0130]

단백질 스팟은 티아민 생합성 효소(MP6), 다이펩티딜 아미노펩티다아제 B(MP7), 액포 프로테아제 A(MP20), 아미[0131]

노트랜스퍼라아제(MP21), 징크 카르복시펩티다아제(M17 및 M39) 및 로이신 아미노펩티다아제(M18 및 M20)로 구

성된 단백질 모디피케이션에 관련한다.   프로테아제 및 펩티다아제는 단백질을 작은 펩타이드 및 아미노산으로

분해하는 단백질 가수분해 효소이다.   본 발명에서는 프로테아제/펩티다아제인 3 NR 분비단백질을 발견하였다

(표 2 및 표 3).   액포 프로테아제 A는 아마도 균의 병원성에 관련될 것이다.
63
   로이신 아미노펩티다아제는

단백질 또는 펩타이드 내 로이신 잔기의 가수분해를 통해 생물학적 및 물리학적 신호경로를 조절 할 것이다.

ROS(Reactive oxygen species) 해독 과정[0132]

ROS 해독과정에 관련된 단백질은 락카아제(H6, H19, MP12, MP18, MP19, M3 및 M37), 퍼옥시솜 막 단백질(H8,[0133]

MP24, MP25, MP27 및 M25), 글리옥살 옥시다아제(H13), FAD-바인딩 도메인-포함 단백질(H17 및 M42), L-아스코

르브산염 옥시다아제(M1-1), L-아미노산 옥시다아제(M5), 퍼옥시다아제/카탈라아제2(M11), 폴리페놀 옥시다아제

(M13),  티로시나아제(M22  및  M43),  Thi/Pfp  패밀리 단백질(M9  및  M31)  및 티오리독신 리덕타아제(M34-1  및

M38)이다(표 1 내지 표 3).   경우에 따라서, 균류는 숙주 CW를 분해하고 균류 CW를 보호하는 효소를 분비한다.
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 카탈라아제는 숙주 침입 동안 벼도열병균의 CW 형성과 관련이 있다.
66
   또한, 폴리페놀 옥시다아제, 티로시나

아제 및 L-아스코르브산염 옥시다아제와 같은 다수의 중요한 분비단백질을 규명하였다.

폴리페놀  옥시다아제  및  티로시나아제(모노페놀  모노옥시제나아제)는  멜라닌  생합성에서  중요한  효소이다.
67

[0134]

멜라닌 생합성의 돌연변이는 멜라닌이 병원성의 중요한 요소이므로, 벼도열병균의 병원성을 감소시킨다고 보고

된다.
68
    박테리아 및 균류에서, 멜라닌은 UV 방사선 및 ROS-매개 세포 손상을 포함하는 스트레스에 대한 보호

효과를 갖는다.
68
   벼도열병으로부터 분비된 카탈라아제-퍼옥시다아제는 숙주로부터 방출된 ROS를 해독한다.

68

 L-아스코르브산염 옥시다아제는 친수성 조건 하에서만 검출되었다(LCM; 표 3).   이러한 효소는 보호기능과 관

련이 있으며, ROS 제거함으로써 벼도열병균은 숙주 조직에 기생한다.

기작[0135]

기작에 관련된 단백질은 락토나아제(H9, H10, H16 및 MP14), 트랜스알도라아제(H12, MP22 및 M27), 에놀라아제[0136]

(H5  및 M7),  시아나아제(MP26),  ABC-형 질산염/술폰산염/중탄산염 수송 시스템 주변세포질 요소-유사 단백질

(MP28 및 MP41) 및 아데노실-호모시스테이나아제(M23)이다(표 1 내지 표 3).   락토나아제는 아실 호모세린 락

톤(Acyl Homoserine Lactones; AHLs)의 호모세린 락톤 링 안의 에스테르 결합을 가수분해하여, AHL-매개 쿼롬

센싱을 저해한다.   확인된 트랜스알도라아제는 펜토즈 포스페이트 경로의 요소이다. 

실시예 2: 결실변이주 제작[0137]

단백질 검출[0138]

벼도열병균(Magnaporthe oryzae) 포자가 벼 잎에 접종된 후 발아와 함께 침입 침입 초기단계에서 침입 및 벼도[0139]

열병 발생과 관련된 분비단백질을 연구하기 위해 도 8과 같은 방법으로 실험을 수행하였다.   벼도열병균(race

KJ201, KJ401 및 S102)을 쌀겨 배지에서 배양한 후 포자를 유도하였다.   유도된 KJ201 포자는 소수성 유리판

및 PVDF 막에 분무하고, 배양 한 후 포자는 제거하고 세척수에 포함된 단백질을 동결건조하였다.   또한 KJ201,

KJ401 및 S102를 배양 배지에서 배양하고, 원심분리하여 포자를 제거하고 배양 배지를 동결건조하였다.   동결

건조된 단백질을 정제한 후 2DE 젤에서 전기영동하였고, 검출된 단백질을 트립신 처리하여 LC-MS/MS로 정성분석

을 수행하였다.

결실돌연변이주 제작[0140]

식물 침입과정 시 생성되는 단백질을 발현하는 벡터는 진균 프로모터를 갖는 ATMT 바이너리 벡터인 SK1834 벡터[0141]

(Kang  et  al.,  2005  및  도  9)를  이용하였다(도  10  및  도  11).    그리고  아그로박테리엄(Agrobacterium

tumefaciens) 주 중 하나인 AGL에 형질전환하였다.   상기 AGL을 카나마이신이 첨가된 AB 고상 배지에 스트리킹

하여 28도에서 3일 동안 배양하였다.   3일 후, 단일 콜로니를 얻어 이를 MM 브로스 배지(표 4) 5 ㎖에 2일 동

안 배양하였다.   2일 동안 키운 세포 2 ㎖을 5000 rpm에 10분 동안 원심분리한 후, 카나마이신과 아세토시링곤

(Acetosyringone)  20 ㎕가 포함된 IM 브로스 배지(표 5) 5 ㎖에 현탁하여 6시간 동안 30℃에서 배양하였다.

벼도열병균(Magnaporthe grisea) 포자를 수거하여 2×10
6 
/㎖ 농도로 맞추고 6시간 동안 배양한 세포와 1:1 비

율로 혼합하였다.   그 후 공동배양 배지(표 6)에 왓맨(Whatman) 페이퍼를 버블 없이 밀착시키고 그 위에 1:1

비율로 혼합한 배양액을 볼텍싱하여 잘 혼합한 다음 100 ㎕을 올려 1.5 ㎖ 튜브의 끝부분을 이용하여 잘 문질러

주었다.   그 후 25℃ 챔버에서 36시간 배양하여 주었다.   36시간 후에 막만 조심히 걷어 세포탁심(cefotaxim)

및 하이그로마이신(hygromycine)이 포함된 TB3 배지(표 7)에 올려두었다.   그리고 4일 동안 25℃에서 배양하고

자라난 곰팡이를 쌀겨배지에 각각 접종 후, 형질전환 여부를 확인하였다.   형질전환체들 가운데 표 8에 언급된

각각의 분비단백질 만이 벡터에 의해 치환되어 결실돌연변이체가 유도된 균주를 분리하여 이들의 결실돌연변이

상태를 확인하였다. 
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표 4

MM broth (Minimal media broth)[0142]

K 버퍼(K2HPO4  200 g 및 KH2PO4  145 g을 첨

가하여 1 L로 제조, pH 7.0 NaOH로 조정)

10 ㎖

MgSO4-NaCl 버퍼 20 ㎖

1% CaCl22H2O (w/v) 1 ㎖

20% NH4NO3 2.5 ㎖

증류수 941.5 ㎖

오토클레이브 후 첨가

20% 글루코오즈 (w/v) -필터링 (20 ㎛) 10 ㎖

0.01% FeSo4 (w/v) -필터링 (20 ㎛) 10 ㎖

포자 요소 -필터링 (20 ㎛)

ZnSO47H2O  100  ㎎,  CuSO45H2O   100  ㎎,

H3BO3  100  ㎎,  MnSO4H2O  100  ㎎  및

Na2MoO42H2O  100  ㎎을  첨가하여  1  L로

제조.

5 ㎖

총합 1 L

M-N 버퍼 MgSO4 30 g

NaCl 15 g

총합 1 L

표 5

IM 브로스(Induction media broth)- 클린벤치에서 제조 [0143]

1.25 M K 버퍼 

(K2HPO4  184  g을  첨가하여  1  L로  제조.  pH

5.5의 인산으로 pH 조절하여 최종 pH 4.9)

0.8 ㎖

M-N 버퍼 20 ㎖

1% CaCl22H2O (w/v) 1 ㎖

20% NH4NO3 2.5 ㎖

0.01% FeSo4 (w/v) -필터링 (20 ㎛) 10 ㎖

포자 요소 -필터링 (20 ㎛) 5 ㎖

증류수 897.7 ㎖

50% 글리세롤 (w/v) 10 ㎖

1M MES 

(beta-Morpholino-ethansulfonsaure
hydrat, pH 5.5 - NaOH로 조정, 필터링 (20
um))

40 ㎖

100 mM 아세토시린곤 2 ㎖

총합 1 L

표 6

10× 공동배양 배지(50 ㎖) - 클린벤치에서 제조 [0144]

1.25 M K 버퍼 (pH 4.9) 0.4 ㎖

M-N 버퍼 10 ㎖

1% CaCl22H2O (w/v) 0.5 ㎖

20% NH4NO3 1.25 ㎖

20% 글루코오즈 2.5 ㎖

0.01% FeSo4 (w/v) -필터링(20 ㎛) 5 ㎖
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포자 요소 -필터링(20 ㎛) 2.5 ㎖

50% 글리세롤 (w/v) 5 ㎖

1M MES (pH 5.5) 20 ㎖

총 (증류수) 50 ㎖

90 ㎖ 아가 수용액을 오토클레이브 후 10 ㎖씩 첨가해서 사용한다. 

100 ㎕ 카나마이신, 200 ㎕ 아세토시린곤 첨가

표 7

TB3 배지[0145]

효모 추출물 3 g

카사미노산 3 g

글루코즈 10 g

수크로오즈 200 g

아가 15 g

총 1 L

오토클레이브 후 첨가

하이그로마이신

(50 ㎎/㎖)

400 ㎕

세포탁심 (250 ㎖/㎖) 100 ㎕

표 8

[0146]

접종 및 반응[0147]

확보된 벼도열병균 분비단백질에 대한 결실돌연변이체를 이용하여 돌연변이가 벼의 병발생에 미치는 영향을 살[0148]

펴보기 위하여 접종실험을 실시하였다.   접종에 사용한 벼는 KJ201에 인컴파티블(Incompatible) 반응을 보이는

동진벼, 컴파티블 반응을 보이는 화청벼 및 대조구로 니폰베어 벼를 이용하였다.   KJ201에 형질전환 된 녹아웃

(Knock-out)된 균을 한달 동안 쌀겨배지에서 키운 뒤, 자란 균사를 벗겨내어 광주기 상태에서 포자를 유도하였

다.   3일 후, 포자를 긁어 내어 2×10
5
 농도를 맞춘 뒤 동진, 화청 및 니폰베어 벼에 접종하였다.   그 결과

표 1에서 제작된 8개의 결실돌연변이 주 가운데 유일하게 셀룰로오즈(1,3-β-glucanosyltransferase) 유전자 결

실돌연변이를 갖는 KJ201 균주가 컴파티블 반응을 보이던 니폰베어 벼 및 화청벼 품종에 대하여 병원성을 상실

하는 흥미로운 결과를 나타내었다(도 12).

이 결과는 벼도열병 발생에 있어 벼도열병균이 침입초기에 분비되는 단백질들 가운데 실제 침입에 매우 필수적[0149]

인 단백질이 존재함을 보여주는 매우 흥미로운 최초의 결과라고 볼 수 있다.   또한 왜 식물병원성 진균이 병발

생을 위해서 일정 농도 이상이 접종되어야 하는 가를 설명해줄 수 있는 결과이다.   즉 벼도열병균 포자가 일정

농도 이상이 뭉쳐있어야 분비되는 셀룰라아제의 농도가 실제 벼 잎의 세포벽을 분해할 수 있는 정도가 될 수 있

기 때문이다.
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242.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0223]

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

 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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도면12

서 열 목 록

<110>    Industry-Academia Cooperation Group Of Sejong University

<120>    Method for Screening of Control Agents Against Rice Blast Disease

<130>    PN120001

<160>    2

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    1503

<212>    DNA

<213>    Magnaporthe oryzae 1,3-b-glucanosyltransferase 

<400>    1

atgggcttca ccaagagctc tctaatctcg gccgccttgc tggcgagcca ggcctcggcc         60

accctgcagc ccatcgttaa ggagggcaac aagttcttct acgagaacgg cacccagttt        120

tacatgaagg gtattgcata ccagcaggct gtcggcgccg ccggtgccgc taccacacaa        180

aaaactttcg tcgacccgtt ggcggacgag aaggcctgca agcgtgacat tcccaacttg        240

caaaaggctg gtaccaacac gatccgtgtt taccagattg accctaccgc caaccacgat        300

gcctgcatga agatgctcga tgatgctggc atctatgtca tcgccgatct tggagagccc        360

tctacctcga tcgaccgtga gaacccagag tggaacacca agctctacga ccgctacaag        420

gccgtcgtcg acgtgcttgc aaagtacacc aacacgatcg gtttcttctc gggtaacgag        480

gtcacaaacc aggcgaacaa caccatggcc tctgcctacg tcaaggccgc aacccgtgac        540
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accaagaagt acatcaagca aaagggttac agatggatgg gtgtcggtta cgccaccaac        600

gacgacaagg atatccgcga tcctcttgcc gcctacttca actgtggcga ccaggatgcg        660

gccatcgact actggggata caacatttac tcttggtgcg gtgacagcga cttcaccaag        720

tcgcagtacg accagcacat caagaacttt gcaagctact ccgtccccgt tttcctggcc        780

gagtacggct gcattgacgg tattggcggt gctgaaggcc gcaagtggac cgagaccacc        840

gccctctact cggacaggat gaccggaacc ttctctggtg gtattgttta catgtacttc        900

caggaggaca acgactacgg tctgttcaag gctagcgcca acggcggtgg cagcaccatg        960

aagaactttg acgccctcgt caactcgaac tggcttgccg cctcagccct gcctcccact       1020

cccgaccagg ccgtctgcga gtgcatgacc aagtctgcca cgtgtgcgcc ctccagcagc       1080

ttgtccgaga aggactacgg cgagatcttc agcttcatct gcggcgccgg cgactcttgc       1140

aagggcatca acggaaacgc taccaccggc cagtacggcg ctttccacgg ctgcgactcc       1200

aagtccaagc tcacctacgc cctggaccag tactacaagt cgcagcgcaa ctccgctacc       1260

gcctgcgact tcaagggcaa ggccaccgtc gtcaccccgc agcaggccgc ctcgacctgc       1320

tcttcgctcc tctcggctgc caccgccgcc gccgacaagg ccaacgctgg cgccggctcc       1380

ggctccgaca cgtccaagaa cgctgcgtcg tccttcaggg ctccgggcgg tctcgcccag       1440

atggctctcg gcatgtacgt cgccgctgct gttggtgttg gtgcgaccat gttcatgctg       1500

taa                                                                     1503

<210>    2

<211>    500

<212>    PRT

<213>    Magnaporthe oryzae 1,3-b-glucanosyltransferase 

<400>    2

Met Gly Phe Thr Lys Ser Ser Leu Ile Ser Ala Ala Leu Leu Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Gln Ala Ser Ala Thr Leu Gln Pro Ile Val Lys Glu Gly Asn Lys Phe

             20                  25                  30 

Phe Tyr Glu Asn Gly Thr Gln Phe Tyr Met Lys Gly Ile Ala Tyr Gln

         35                  40                  45 

Gln Ala Val Gly Ala Ala Gly Ala Ala Thr Thr Gln Lys Thr Phe Val

     50                  55                  60 

Asp Pro Leu Ala Asp Glu Lys Ala Cys Lys Arg Asp Ile Pro Asn Leu

공개특허 10-2013-0089438

- 41 -



 65                  70                  75                  80 

Gln Lys Ala Gly Thr Asn Thr Ile Arg Val Tyr Gln Ile Asp Pro Thr

                 85                  90                  95 

Ala Asn His Asp Ala Cys Met Lys Met Leu Asp Asp Ala Gly Ile Tyr

            100                 105                 110 

Val Ile Ala Asp Leu Gly Glu Pro Ser Thr Ser Ile Asp Arg Glu Asn

        115                 120                 125 

Pro Glu Trp Asn Thr Lys Leu Tyr Asp Arg Tyr Lys Ala Val Val Asp

    130                 135                 140 

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

145                 150                 155                 160 

Val Thr Asn Gln Ala Asn Asn Thr Met Ala Ser Ala Tyr Val Lys Ala

                165                 170                 175 

Ala Thr Arg Asp Thr Lys Lys Tyr Ile Lys Gln Lys Gly Tyr Arg Trp

            180                 185                 190 

Met Gly Val Gly Tyr Ala Thr Asn Asp Asp Lys Asp Ile Arg Asp Pro

        195                 200                 205 

Leu Ala Ala Tyr Phe Asn Cys Gly Asp Gln Asp Ala Ala Ile Asp Tyr

    210                 215                 220 

Trp Gly Tyr Asn Ile Tyr Ser Trp Cys Gly Asp Ser Asp Phe Thr Lys

225                 230                 235                 240 

Ser Gln Tyr Asp Gln His Ile Lys Asn Phe Ala Ser Tyr Ser Val Pro

                245                 250                 255 

Val Phe Leu Ala Glu Tyr Gly Cys Ile Asp Gly Ile Gly Gly Ala Glu

            260                 265                 270 

Gly Arg Lys Trp Thr Glu Thr Thr Ala Leu Tyr Ser Asp Arg Met Thr

        275                 280                 285 

Gly Thr Phe Ser Gly Gly Ile Val Tyr Met Tyr Phe Gln Glu Asp Asn

    290                 295                 300 

Asp Tyr Gly Leu Phe Lys Ala Ser Ala Asn Gly Gly Gly Ser Thr Met

305                 310                 315                 320 
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Lys Asn Phe Asp Ala Leu Val Asn Ser Asn Trp Leu Ala Ala Ser Ala

                325                 330                 335 

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

            340                 345                 350 

Ala Thr Cys Ala Pro Ser Ser Ser Leu Ser Glu Lys Asp Tyr Gly Glu

        355                 360                 365 

Ile Phe Ser Phe Ile Cys Gly Ala Gly Asp Ser Cys Lys Gly Ile Asn

    370                 375                 380 

Gly Asn Ala Thr Thr Gly Gln Tyr Gly Ala Phe His Gly Cys Asp Ser

385                 390                 395                 400 

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

                405                 410                 415 

Asn Ser Ala Thr Ala Cys Asp Phe Lys Gly Lys Ala Thr Val Val Thr

            420                 425                 430 

Pro Gln Gln Ala Ala Ser Thr Cys Ser Ser Leu Leu Ser Ala Ala Thr

        435                 440                 445 

Ala Ala Ala Asp Lys Ala Asn Ala Gly Ala Gly Ser Gly Ser Asp Thr

    450                 455                 460 

Ser Lys Asn Ala Ala Ser Ser Phe Arg Ala Pro Gly Gly Leu Ala Gln

465                 470                 475                 480 

Met Ala Leu Gly Met Tyr Val Ala Ala Ala Val Gly Val Gly Ala Thr

                485                 490                 495 

Met Phe Met Leu

            500
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