
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2023-0175076

(43) 공개일자   2023년12월29일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C12N 15/82 (2006.01)  A01H 6/46 (2018.01)

     C12Q 1/6895 (2018.01)  G01N 33/569 (2017.01)

(52) CPC특허분류

     C12N 15/8289 (2013.01)

     A01H 6/4636 (2022.05)
(21) 출원번호       10-2022-0117955

(22) 출원일자       2022년09월19일

     심사청구일자   2022년09월19일 

(30) 우선권주장

1020220073675  2022년06월16일  대한민국(KR)

(71) 출원인

경희대학교 산학협력단

경기도 용인시 기흥구 덕영대로 1732 (서천동, 경
희대학교 국제캠퍼스내)

경북대학교 산학협력단

대구광역시 북구 대학로 80 (산격동, 경북대학교)

부산대학교 산학협력단

부산광역시 금정구 부산대학로63번길 2 (장전동,
부산대학교)

(72) 발명자

정기홍

경기도 용인시 기흥구 덕영대로 1732

김유진

경상남도 밀양시 삼랑진읍 삼랑진로 1268-50,
3232호

(뒷면에 계속)

(74) 대리인

특허법인정진

전체 청구항 수 : 총 13 항

(54) 발명의 명칭 Os05g20150 유전자를 이용한 웅성불임 벼의 제조방법, 벼의 웅성불임 유도용 조성물 및 웅성
불임 벼

(57) 요 약

본 발명은 웅성불임 제조방법 및 이로부터 제조된 웅성불임 벼에 관한 것으로, 본 발명에 따르면 Os05g20150 유

전자가 돌연변이되어 발현 억제 및 기능이 억제되는 경우, 화분 발아 및 화분관 신장이 감소되어 웅성불임이 야

기된다. 따라서 본 발명에 따른 Os05g20150 유전자의 활성 조절을 통한 웅성불임 계통 제조방법 및 이로부터 제

조된 웅성불임 계통은 기존의 육종 방식을 효과적으로 개선하기 위한 것으로, 환경의 영향을 거의 받지 않고 안

정적으로 이용할 수 있어 벼 육종산업의 발전에 크게 기여할 수 있다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

벼에서 Os05g20150 유전자의 발현을 억제하는 단계를 포함하는, 웅성불임 벼의 제조방법.

청구항 2 

제 1항에 있어서,

상기 단계는 Os05g20150 유전자의 일부 염기를 결손 또는 삽입시켜 이루어지는 것인, 웅성불임 벼의 제조방법.

청구항 3 

제 1항에 있어서,

상기 단계는 T-DNA 삽입 또는 CRISPR-Cas9에 의한 유전자 편집에 의해 이루어지는 것을 특징으로 하는, 웅성불

임 벼의 제조방법.

청구항 4 

제1항에 있어서,

Os05g20150 유전자의 발현이 억제된 벼를 모본으로 하여, 웅성 가임의 벼와 교배시키는 단계;를 더 포함하는 웅

성불임 벼의 제조방법.

청구항 5 

제 1항에 있어서,

상기 Os05g20150 유전자의 발현 억제는 100 내지 115번째 위치의 염기서열이 치환 또는 결손되는 것을 특징으로

하는, 웅성불임 벼의 제조방법.

청구항 6 

제 5항에 있어서,

상기 염기서열이 치환 또는 결손된 Os05g20150 유전자는 서열번호 2로 표시되는 염기서열로 이루어진 것을 특징

으로 하는, 웅성불임 벼의 제조방법.

청구항 7 

Os05g20150 유전자의 발현이 억제된, 웅성불임 벼.

청구항 8 
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 Os05g20150 유전자의 발현을 억제하는 제제를 포함하는, 벼의 웅성불임 유도용 조성물.

청구항 9 

제 8항에 있어서,

상기 제제는 Os05g20150  유전자의 mRNA에 특이적으로 결합하는  siRNA,  shRNA,  miRNA,  리보자임(ribozyme),

PNA(peptide nucleic acid) 및 안티센스 올리고뉴클레오티드로 이루어진 군으로부터 선택된 어느 하나 이상인

것을 특징으로 하는, 벼의 웅성불임 유도용 조성물.

청구항 10 

Os05g20150 유전자 발현 여부를 측정하는 단계를 포함하는, 벼의 웅성불임성을 확인하는 방법.

청구항 11 

Os05g20150 유전자의 mRNA 또는 단백질 수준을 측정하는 제제를 포함하는, 벼의 웅성불임성 확인용 조성물.

청구항 12 

제 11항에 있어서,

상기 제제는 상기 Os05g20150 유전자에 특이적으로 결합할 수 있는 프라이머 또는 프로브인 것인, 벼의 웅성불

임성 확인용 조성물.

청구항 13 

제 11항에 있어서,

상기 제제는 상기 Os05g20150 단백질에 특이적으로 결합하는 항체 또는 앱타머인 것인, 벼의 웅성불임성 확인용

조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 Os05g20150 유전자를 이용한 웅성불임 벼의 제조방법, 벼의 웅성불임 유도용 조성물 및 웅성불임 벼[0001]

에 관한 것이다.

배 경 기 술

벼(Oryza sativa L.)는 국내는 물론 전 세계 나라 중 3분의 1이상에서 주식으로 삼고 있는 쌀의 생산식물이다.[0003]

경제적으로 중요한 농작물 중 하나이며 생산량 증대를 위하여 많은 연구가 수행되고 있다. 벼의 생산량 증대를

위해 웅성불임 도입을 통한 F1 하이브리드 생산은 모든 세계 연구자가 주목하고 있는 기술개발이다. 벼에서도

세포질웅성불임(cytoplasmic male sterility, CMS) 방식이 가능하나 생산비용이나 실제 이용면에서도 현실적이

지 못하다. 유전자 조작에 의한 웅성불임 형질전환체 개발 방식에는 타페튬(tapetum) 특이적 프로모터를 이용하

면서 외부 독성유전자(박테리아 또는 식물체 유전자)를 이용하여 선택적인 수술 조직의 사멸을 유도함으로써 웅

성불임을 만드는 방법이 이용되고 있다.

한편, 꽃 피는 식물에서 화분(pollen)의 형성과 이후의 수분 및 수정은 성적 생식을 위한 결정적인 단계이다.[0004]

소포자(microspore)의 화분 발달은 일련의 조정된 세포 사건을 포함하며, 성숙한 화분은 빠르게 발아하고 영양
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세포에서 유래된 극 성장 화분관(pollen tube, PT)을 생산하며 두개의 정자 세포를 배주에 전달하는 특수 기능

을 가지고 있다. 정상적인 수정 및 수정 능력에 있어서 효율적이고 신속한 화분 발아 및 관 성장이 중요한 것으

로 알려졌다.

벼의 화분 발아 및 관 성장에 영향을 미치는 돌연변이에 있어서, 현재 극히 일부의 유전자가 기능적으로 발견되[0005]

었다. 예를 들어, 벼 OsSUT1(Sucrose Transporter1)의 돌연변이가 웅성불임을 일으킨다. OsSUT1 돌연변이 화분

립은  일반적으로  발달  중에  전분을  축적하지만,  발아  및  난자와  수정을  하지  않는다.  다른  예로,  벼의

OsSPS1(Sucrose Phosphate Synthase1) 유전자가 파괴되면 불임 화분이 형성된다고 알려져 있다. OsSPS1 유전자

가 파괴된 돌연변이체는 화분에 충분한 전분을 축적하였지만, 발아 효율은 야생형의 절반으로 감소된 것을 확인

되었다.

현재까지 벼의 화분 발아 및 관 성장 등에 영향을 미치는 유전자에 대한 연구는 극히 제한적으로 이루어진 바,[0006]

이외 웅성불임을 야기할 수 있는 유전자에 대한 더 많은 연구가 요구되고 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 벼의 특정 유전자의 발현이 억제되어 이의 기능이 결실되는 경우, 화분 발아 및 화분관 신장이[0008]

감소되어 웅성불임이 야기되는 것을 확인하여 본 발명을 완성하였다.

따라서 본 발명의 목적은 웅성불임 벼의 제조방법을 제공하는 것이다.[0009]

본 발명의 또 다른 목적은 웅성불임 벼를 제공하는 것이다. [0010]

본 발명의 또 다른 목적은 벼의 웅성불임 유도용 조성물을 제공하는 것이다. [0011]

본 발명의 또 다른 목적은 벼의 웅성불임성을 확인하는 방법을 제공하는 것이다. [0012]

본 발명의 또 다른 목적은 벼의 웅성불임성 확인용 조성물을 제공하는 것이다. [0013]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 벼에서 Os05g20150 유전자의 발현을 억제하는 단계를 포함하는, 웅성[0015]

불임 벼의 제조방법을 제공한다.

또한 상기 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 Os05g20150 유전자의 발현이 억제된, 웅성불임 벼를 제[0016]

공한다.

또한 상기 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 Os05g20150 유전자의 발현을 억제하는 제제를 포함하는,[0017]

벼의 웅성불임 유도용 조성물을 제공한다.

또한 상기 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 Os05g20150 유전자 발현 여부를 측정하는 단계를 포함하[0018]

는, 벼의 웅성불임성을 확인하는 방법을 제공한다.

또한 상기 또 다른 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 Os05g20150 유전자의 mRNA 또는 단백질 수준을 측정하는[0019]

제제를 포함하는, 벼의 웅성불임성 확인용 조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명은 Os05g20150 유전자의 발현 억제 및 기능이 억제된 웅성불임 벼의 제조방법 및 이로부터 제조된 웅성[0021]

불임 벼에 관한 것으로, 본 발명에 따르면, Os05g20150 유전자의 발현 억제 및 기능이 억제된 벼에서 화분 발아

및 화분관 신장이 감소되어 웅성불임이 야기되는 것을 확인하였다. 본 발명에 따른 Os05g20150 유전자의 활성

조절을 통한 웅성불임 계통 제조방법 및 이로부터 제조된 웅성불임 계통은 기존의 육종 방식을 효과적으로 개선

하기 위한 것으로, 환경의 영향을 거의 받지 않고 안정적으로 이용할 수 있어 벼 육종산업의 발전에 크게 기여
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할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도  1은  벼에서  화분  특이적  유전자를  식별한  것으로,  도  1(a)는  벼  CrRLK1L  유전자의  계통유전학적  분석[0023]

(Phylogenomic analysis)을 통해 독립적인 화분 특이적 유전자(Os05g20150)를 확인한 결과이다. 도 1(b)는 상

기 확인된 화분 특이적 유전자(Os05g20150)의 RT-qPCR(Reverse transcription-quantitative polymerase chain

reaction) 분석 결과이다. 상기 도 1(b)에 있어서, RT-qPCR 분석은 7일령의 새싹(shoot)과 뿌리, 성숙한 식물의

잎새(leaf blades), 2cm 길이의 어린 원추꽃차례(panicle), 성숙한 꽃 전체, 수분(pollination) 후 3일 째의

종자,  및  4분체(tetrad),  소포자(microspore)(Msp),  소포성의(vaculoated)  미성숙 화분(YP)  및  성숙한 화분

(MP) 단계의 꽃밥(anther)을 포함하는 다양한 벼 조직을 이용하여 수행하였다. 상기 분석은 3번의 생물학적 및

기술적 복제를 통해 수행되었으며, 결과는 벼 유비퀴틴 5(rice ubiquitin 5 (OsUbi5, Os01g22490))을 이용하여

평균화하였고(normalized), 값은 평균 표준 편차(means± standard deviation)로 표시하였다. 도 1(a)에 있어

서,  PMe(Pre-meiosis)는  감수분열  전  시기를  의미하고,  Me(Meiosis  stage)는  감수분열  시기를  의미하며,

UG(Unicellular  gametophyte  stage)는 단핵세포 생식세포 시기를 의미하고, BG(Bicellular gametophyte stag

e)는  이세포  생식세포  시기를  의미하며,  TG(Tricellular  pollen  stage)는  삼세포  화분  시기를  의미하고,

FI(Flowering  stage)는 개화시기를 의미하며, ACF(archesporial  cell-forming  stage)는 초기분화세포 시기를

의미하고, MP(Mature pollen stage)는 성숙한 화분 시기를 의미하며, GP(Germinated pollen stage)는 발아 화

분 시기를 의미한다.

도 2는 본 발명에 따라 확인된 화분 특이적 유전자(Os05g20150)가 벼 웅성-전파(male transmission)에 미치는

영향을 확인한 것으로, 도 2(a)는 Os05g20150의 유전자 구조와 T-DNA 삽입 부위 및 CRISPR 표적 부위의 위치를

나타낸다.  상기  도  2(a)에  있어서,  CRISPR/Cas9  표적  부위는  밑줄이  그어져  있고,  동형접합체  돌연변이체

(osmtd2-2) 뉴클레오티드의 삭제된 위치는 상자로 표시하였다. osmtd2-2의 변경된 아미노산 코돈은 조기에 종결

되었다. 도 2(b)는 PCR(polymerase chain reaction) 기반 유전자형(penotyping)에 의한 T-DNA가 삽입된 이형

(heterozygous)  돌연변이체(3A-51606)의 자손 분리 분석 결과(Segregation  analysis  of  progenies)이다. 도

2(b)에 있어서, WT는 야생형(Wild-type)을 나타내고, HZ는 이형접합체(heterozygote)를 나타내며, HM은 동형접

합체(homozygote, (osmtd2-1))를 나타낸다. 관찰된 데이터와 예측된 비율 1 : 1 사이의 관계를 평가하기 위하여

X
2
-테스트(X

2
-test)를 수행하였다. 도 2(c)는 osmtd2-2의 영양 성장을 나타낸 결과이고, 도 2(d) 내지 도 2(h)

는 이의 생식 발달을 나타낸 결과이다. 야생형(WT)과 osmtd2-2의 외화영(lemma)과 내화영(palea)(도 2(e))을 제

거한 후, 소수(spikelet)(도 2(d)) 및 꽃 기관을 입체 현미경(stereo microscope)으로 촬영하였다. KI2로 염색

된  화분립(Pollen  grain)(도  2(f))와  아우라민(auramine)  과  칼코플루오르(calcofluor)로  염색된  화분벽(도

2(g))은 각각 bright channel, GFP, UV 형광 현미경으로 촬영하였다. 화분립 성숙 후의 원추꽃차례는 카메라를

사용하여 촬영하였다(도 2(h)). osmtd2-2의 서로 다른 두 줄의 원추꽃차례 사진은 병합하였다(눈금 막대(Scale

bars: 20 cm(도 2(c), 도 2(h)), 2 mm(도 2(d), 도 2 (e)).

도 3은 본 발명에 따라 확인된 화분 특이적 유전자(Os05g20150)가 화분 형성에 미치는 영향을 확인한 것으로,

도 3(a)는 아닐린 블루(aniline blue)로 염색된 야생형(WT)의 생체내(In vivo) 화분관 성장에 대한 결과이고,

도 3(b)는 아닐린 블루로 염색된 osmtd2-2의 생체내(In vivo) 화분관 성장에 대한 결과이며, 도 3(c)는 상기 결

과의 통계(Statistics)이다. 도 3(d) 내지 도 3(f)는 야생형(WT)과 osmtd2-2의 시험관 내(In vitro) 화분 발아

(pollen germination)를 확인한 결과이다. 도 3(e) 및 도 3(f)에 있어서, 눈금막대는 200 μm를 나타낸다.

도 4는 야생형과 osmtd2-2 사이의 화분관에서 펙틴(pectin)의 분포를 확인한 결과로, 도 4(a)는 시험관 내에서

1-2분 및 5-10분 후에 발아한 WT 및 osmtd2-2의 화분을 수집하고 LM19로 라벨링한 후 공초점 현미경으로 확인한

결과이고,  도  4(b)는  LM20으로  라벨링한  후  공초점  현미경으로  확인한  결과이다.  눈금막대는  10  μm를

나타낸다. 도 4(c)는 팁(tip) 및 생크(shank) 영역에서 LM19 및 LM20 형광강도(fluorescence intensity, FI)를

정량한 결과이다. 오차막대(Error bar)는 최소 10개의 독립적인 관의 SD를 나타낸다. **P<0.01.

도 5는 야생형(WT) 및 osmtd2-2의 화분관 성장 중 ROS(Reactive oxygen species) 생성을 확인한 결과로, 도

5(a)는  CM-H2DCFDA  및  FM4-64로  염색된  수화된(hydrated)  화분립을  나타낸다.  수화된  화분립의  내막

(Endomembrane)은 CM-H2DCFDA로 염색되었다. 도 5(b)는 화분관 발아 동안 ROS 생성을 확인한 것으로, 고체 화분
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배지(solid pollen media)내의 즉시 발아된 화분립은 CM-H2DCFDA 및 FM4-64로 염색되었다. 도 5(c) 및 도 5(d)

는 고체 배지에서 CM-H2DCFDA로 염색된 화분관의 공초점 이미지이다. 도 5(c)의 눈금막대는 20  μm이고, 도

5(d)의 눈금막대는 10 μm이다.

도 6은 야생형(WT)과 OsMTD2 유전자 기능 결실 식물체(osmtd2)의 화분관 발달 기작에 대한 모식도를 나타낸 도

이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명에 대해 상세히 설명한다.[0024]

본 발명자들은 웅성불임이 유도된 벼를 제조하기 위하여 다양한 연구를 수행하던 중, Os05g20150이 화분 발아[0025]

및 화분관 신장에 관여하는 유전자임을 확인하고, Os05g20150 유전자의 발현을 억제하여 웅성불임 벼를 제조할

수 있음을 확인하여 본 발명을 완성하였다.

따라서 본 발명은 벼에서 Os05g20150 유전자의 발현을 억제하는 단계를 포함하는, 웅성불임 벼의 제조방법을 제[0026]

공한다.

본 발명에서 용어 "벼"는 학명이 Oryza  sativa  L.이며, 일년생 초본식물이고, 본 발명에서의 벼는 자포니카[0027]

(Japonica)형, 인디카(Indica)형 및 자바니카(Javanica)형으로 이루어지는 군으로부터 선택되는 어느 하나일 수

있다.

본 발명에 있어서, 상기 "Os05g20150"는 서열번호 1로 표시되는 염기서열로 이루어진 유전자를 의미할 수 있으[0028]

나, 이와 실질적인 동일성(substantial identity)을 나타내는 서열도 포함하는 것으로 해석될 수 있다. 

상기 실질적인 동일성은 서열번호 1의 서열과 임의의 다른 서열을 최대한 대응되도록 얼라인(align)하고, 당업[0029]

계에서 통상적으로 이용되는 알고리즘을 이용하여 얼라인된 서열을 분석한 경우에, 최소 60%의 상동성, 더욱 구

체적으로 70%의 상동성, 더더욱 구체적으로 80%의 상동성, 가장 구체적으로 90%의 상동성을 나타내는 서열을 의

미한다. 또는 상기 유전자는 서열번호 1의 유전자가 코딩하는 단백질 Os05g20150과 실질적으로 동질의 생리활성

을 나타내는 단백질을 코딩하는 유전자를 의미할 수 있다. 본 발명에 있어서 상기 Os05g20150 유전자는 "OsMTD2

유전자"로 명명될 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 "웅성불임"은 웅성기관의 형태적 또는 기능적 이상 때문에 수분, 수정, 종자현상이 이[0030]

루어지지 않는 현상을 의미하며, 환경적인 일시적 변이로서 발현하는 경우와 유전형질로서 발현하는 경우가 있

으나, 본 발명에서의 웅성불임은 유전형질로서 유도되는 것일 수 있다. 특히, 본 발명에서의 웅성불임은 화분

발아 및 화분관 신장에 관여하는 핵의 Os05g20150 유전자의 발현을 억제하여 유도되는 것일 수 있다.

본 발명에서 상기 단계는 Os05g20150  유전자의 1 이상의 일부 염기를 치환 또는 결실하여 이루어지는 것일 수[0031]

있으며, 예를 들어 전장 DNA 중 10%, 구체적으로는 0.01% 이상의 염기를 치환 또는 결실하여 이루어지는 것일

수 있다. 보다 바람직하게는 5개의 염기를 치환 또는 결실하여 이루어질 수 있다. 더불어 상기 단계는 T-DNA 삽

입 또는 CRISPR-Cas9에 의한 유전자 편집에 의해 이루어질 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 Os05g20150  유전자는 100 내지 115번째 위치의 염기서열이 치환 또는 결손될 수 있으[0032]

며, 보다 바람직하게는 106 내지 110번째 위치의 TCTCC 염기가 치환 또는 결손될 수 있고, 상기 106 내지 110번

째 위치가 결손된 Os05g20150 유전자는 서열번호 2로 표시되는 염기서열로 이루어질 수 있다.

또한 상기 단계는 T-DNA 삽입에 의해 이루어지는 것일 수 있다. 본 발명의 일실시예에 따르면 Os05g20150 유전[0033]

자에 T-DNA가 삽입된 돌연변이체를 모본(자성 기증자(female donor)으로 사용하여 웅성가임의 벼와 교배시킨 경

우, 정상형의 자손과 이형접합형 자손의 분리 비율이 약 1 : 1(1 : 1.12)임을 확인하였다. 따라서 Os05g20150

유전자가 웅성-배우자 유전자 전달에 필수적임을 확인하였다. 본 발명에서 상기 T-DNA가 Os05g20150 유전자에

삽입되는 위치는 특별한 제한이 있는 것은 아니며, 본 발명의 일실시예에서는 Os05g20150 유전자의 엑손 영역의

약 1,350 bp 위치에 삽입되어 웅성불임을 야기함을 확인하였다.

또한 상기 단계는 T-DNA와 같은 식물 게놈내 삽입이 가능한 외래 유전자 외에도, TOS17과 같은 내생 트랜스포존[0034]

을 이용하거나 엑스레이(X-ray)나 감마레이(gamma-ray) 등을 주사하여 돌연변이를 유발하거나, RNAi 또는 안티

센스 방법을 이용하여 수행할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 "T-DNA"는 아그로박테리움(Agrobacterium)  종의 Ti(tumor-inducing)  플라스미드내의[0035]
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전달(transfer) DNA로서 숙주 식물세포의 핵으로 전달되는 DNA 절편을 말한다. T-DNA의 양 끝 가장자리에는 25

bp의 반복서열이 존재하며, 전달은 왼쪽 경계(border)에서 전달이 시작되어 오른쪽 경계에서 종료된다. 박테리

아  T-DNA는  약  20,000bp  길이로서  이들의  삽입에  의하여  타겟  유전자를  붕괴시킴으로서  삽입  돌연변이

(insertional mutagenesis)를 일으키는 데에 사용되며, 삽입된 T-DNA 서열은 돌연변이를 일으킬 뿐 아니라 타겟

유전자를 표지하기도 한다.

상기 단계가 CRISPR-Cas9에 의한 유전자 편집에 의하여 수행되는 경우, Os05g20150 유전자의 281 내지 300 bp[0036]

위치의 염기를 타겟하여 이루어질 수 있다(도 2(a) 참고).

더불어 본 방법은 Os05g20150 유전자의 발현이 억제된 벼를 모본으로 하여, 웅성 가임의 벼와 교배시키는 단[0037]

계;를 더 포함할 수 있다. 이와는 반대로 Os05g20150 유전자의 발현이 억제된 벼를 부본으로 하여, 야생형 모분

과 교배시키는 단계를 추가로 포함하게 되면 웅성불임의 벼를 제조할 수 없다.

상기 교배 방법은 기존 공지된 방법 중 어느 것을 사용해도 무관하며, 예를 들어 가장 일반적으로 벼 교배 육종[0038]

에 가장 많이 사용하는 절영법을 사용할 수 있으나 이에 제한되는 것은 아니다.

더불어 본 발명은 Os05g20150 유전자의 발현이 억제된, 웅성불임 벼를 제공한다.[0039]

상기 벼는 자포니카(Japonica)형, 인디카(Indica)형 및 자바니카(Javanica)형으로 이루어지는 군으로부터 선택[0040]

되는 어느 하나일 수 있으며 모든 벼 품종에 적용 가능하다.

상기 벼의 웅성불임은 가역적인 것일 수 있다. 즉, 상기 웅성불임의 벼의 임성은 정상적인 Os05g20150 유전자의[0041]

도입에 의해서 회복될 수 있다.

또한 본 발명은 Os05g20150 유전자의 발현을 억제하는 제제를 포함하는, 벼의 웅성불임 유도용 조성물을 제공한[0042]

다.

상기 제제는 Os05g20150 유전자 또는 mRNA에 직접 또는 간접적으로 결합하여 Os05g20150 의 발현을 억제할 수[0043]

있는 물질을 의미한다.

예를  들어  상기  제제는  Os05g20150  유전자의  mRNA에  특이적으로  결합하는  siRNA,  shRNA,  miRNA,  리보자임[0044]

(ribozyme), PNA(peptide nucleic acid) 및 안티센스 올리고뉴클레오티드로 이루어진 군으로부터 선택된 어느

하나 이상인 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 즉, 상기siRNA, shRNA, miRNA, 리보자임(ribozyme),

PNA(peptide nucleic acid) 또는 안티센스 올리고뉴클레오티드가 Os05g20150 유전자의 mRNA에 특이적으로 결합

하여 Os05g20150 단백질 합성을 위한 번역을 억제할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 "siRNA"는 특정 mRNA의 절단(cleavage)을 통하여 RNAi(RNA interference) 현상을 유도[0045]

할 수 있는 짧은 이중사슬 RNA를 의미한다. 타겟 유전자의 mRNA와 상동인 서열을 가지는 센스 RNA 가닥과 이와

상보적인 서열을 가지는 안티센스 RNA 가닥으로 구성된다. siRNA는 타겟 유전자의 발현을 억제할 수 있기 때문

에 효율적인 유전자 넉다운 방법이다.

상기 siRNA는 RNA끼리 짝을 이루는 이중사슬 RNA 부분이 완전히 쌍을 이루는 것에 한정되지 않고 미스매치(대응[0046]

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

이 포함될 수 있다. 전체 길이는 10 내지 100 염기, 바람직하게는 15 내지 80 염기, 가장 바람직하게는 20 내지

70 염기이다. siRNA 말단 구조는 타겟 유전자의 발현을 RNAi 효과에 의하여 억제할 수 있는 것이면 평활(blunt)

말단 혹은 점착(cohesive) 말단 모두 가능하다. 점착 말단 구조는 3 말단 돌출한 구조와 5 말단 쪽이 돌출한 구

조 모두 가능하다. 돌출하는 염기 수는 한정되지 않는다. 예를 들어, 염기 수로는 1 내지 8 염기 , 바람직하게

는 2 내지 6 염기로 할 수 있다. 또한, siRNA는 타겟 유전자의 발현억제 효과를 유지할 수 있는 범위에서 예를

들어, 한 쪽 말단의 돌출 부분에 저분자 RNA(예를 들어, tRNA, rRNA, 바이러스 RNA와 같은 천연의 RNA 분자 또

는 인공의 RNA분자)를 포함할 수 있다. siRNA 말단구조는 양측 모두 절단 구조를 가질 필요는 없고, 이중사슬

RNA의 일방의 말단 부위가 링커 RNA에 의하여 접속된 스템 루프형 구조일 수도 있다. 링커의 길이는 스템 부분

의 쌍을 이루는 데 지장이 없는 길이면 특별히 한정되지 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 "shRNA(short hairpin RNA)"는 단일 가닥으로 50-70개로 구성된 뉴클레오타이드를 의미[0047]

하며, in vivo상에서 스템-루프(stem-loop) 구조를 이루고 있다. 5-10개의 뉴클레오타이드의 루프 부위 양쪽으

로 상보적으로 19-29개의 뉴클레오타이드의 긴 RNA가 염기쌍을 이루어 이중가닥의 스템을 형성한다.

본 발명에 있어서, 상기 "miRNA(microRNA)"는 유전자 발현을 조절하며, 전장 20-50개 뉴클레오타이드, 바람직하[0048]
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게는 20-45개 뉴클레오타이드, 보다 바람직하게는 20-40개 뉴클레오타이드, 보다 더 바람직하게는 20-30개 뉴클

레오타이드, 가장 바람직하게는 21-23개의 뉴클레오타이드로 구성된 단일 가닥 RNA분자를 의미한다. miRNA는 세

포내에서 발현되지 않는 올리고뉴클레오타이드이며, 짧은 스템-루프 구조를 가진다. miRNA는 1 또는 2 이상의

mRNA(messenger RNA)와 전체 또는 부분적으로 상동성을 가지며, 상기 mRNA와 상보적인 결합을 통하여 타겟 유전

자 발현을 억제시킨다.

본 발명에 있어서, 상기 "리보자임(ribozyme)"은 RNA의 일종으로 특정한 RNA의 염기 서열을 인식하여 자체적으[0049]

로 이를 절단하는 효소와 같은 기능을 가진 RNA 분자를 의미한다. 리보자임은 타겟 전령 RNA 가닥의 상보적인

염기서열로 특이성을 가지고 결합하는 영역과 타겟 RNA를 절단하는 영역으로 되어 있다.

본 발명에 있어서, 상기 "PNA(Peptide nucleic acid)"는 핵산과 단백질의 성질을 모두 가지고 있는 분자로서,[0050]

DNA 또는 RNA와 상보적으로 결합이 가능한 분자를 의미한다. PNA는 핵산염기(nucleobase)가 펩티드 결합으로 연

결된 유사 DNA로, 자연계에서는 발견되지 않고 인공적으로 화학적인 방법으로 합성된다.

상기 PNA는 상보적인 염기 서열의 천연 핵산과 혼성화(hybridization) 반응을 일으켜서 이중가닥을 형성한다.[0051]

길이가 같은 경우 PNA/DNA 이중가닥은 DNA/DNA 이중가닥보다, PNA/RNA 이중가닥은 DNA/RNA 이중가닥보다 안정하

다. 펩티드 기본 골격으로는 N-(2-아미노에틸)글리신이 아미드 결합에 의해 반복적으로 연결된 것이 가장 흔히

쓰이며, 이 경우 펩티드 핵산의 기본골격(backbone)은 음전하를 띠는 천연 핵산의 기본골격과 달리 전기적으로

중성이다. PNA에 존재하는 4개의 핵산염기는 공간적 크기와 핵산염기 사이의 거리가 천연 핵산의 경우와 거의

같다. PNA는 화학적으로 천연 핵산보다 안정할 뿐 아니라 핵산분해효소(nuclease)나 단백질분해효소(protease)

에 의해 분해되지 않아 생물학적으로도 안정하다.

본 발명에 있어서, 상기 "안티센스 올리고뉴클레오타이드"란 특정 mRNA의 서열에 상보적인 뉴클레오타이드 서열[0052]

을 함유하고 있는 DNA 또는 RNA 또는 이들의 유도체를 의미하고, mRNA내의 상보적인 서열에 결합하여 mRNA의 단

백질로의 번역을 저해하는 특징이 있다. 본 발명의 안티센스 올리고뉴클레오타이드 서열은 타겟 유전자의 mRNA

에 상보적이고 타겟 유전자의 mRNA에 결합할 수 있는 DNA  또는 RNA  서열을 의미하고 타겟 유전자의 mRNA의

번역, 세포질내로의 전위(translocation), 성숙(maturation) 또는 다른 모든 전체적인 생물학적 기능에 대한 필

수적인 활성을 저해할 수 있다. 안티센스 올리고뉴클레오타이드의 길이는 6 내지 100 염기이고, 바람직하게는

10 내지 40 염기이다.

상기 안티센스 올리고뉴클레오타이드는 효능을 증진시키기 위하여 하나 이상의 염기, 당 또는 골격(backbone)의[0053]

위치에서 변형될 수 있다. 올리고뉴클레오타이드 골격은 포스포로티오에이트, 포스포트리에스테르, 메틸 포스포

네이트, 단쇄 알킬, 시클로알킬, 단쇄 헤테로아토믹, 헤테로시클릭 당간 결합 등으로 변형될 수 있다. 또한, 안

티센스 핵산은 하나 이상의 치환된 당모이어티(sugar moiety)를 포함할 수 있다. 안티센스 올리고뉴클레오타이

드는 변형된 염기를 포함할 수 있다. 변형된 염기에는 하이포크잔틴, 6-메틸아데닌, 5-메틸 피리미딘(특히 5-메

틸시토신), 5-하이드록시메틸시토신(HMC), 글리코실 HMC, 젠토비오실 HMC, 2-아미노아데닌, 2-티오우라실, 2-티

오티민,  5-브로모우라실,  5-하이드록시메틸우라실,  8-아자구아닌,  7-데아자구아닌,  N6  (6-아미노헥실)아데닌,

2,6-디아미노퓨린 등이 있다.

더불어 본 발명은 Os05g20150 유전자 발현 여부를 측정하는 단계를 포함하는, 벼의 웅성불임성을 확인하는 방법[0054]

을 제공한다.

상기 Os05g20150 유전자 발현 여부를 측정하는 단계에 있어서, 대상 벼의 Os05g20150 유전자의 발현 여부를 측[0055]

정하여 그 발현이 억제된 경우 상기 대상 벼가 웅성불임인 것으로 판정할 수 있다.

상기 웅성불임성을 확인하는 방법은 상기 Os05g20150 유전자의 mRNA 수준 또는 이로부터 발현되는 단백질의 수[0056]

준을 측정하여 이루어지는 것일 수 있다.

상기 유전자의 mRNA 수준은 별도의 제제를 이용하여 측정할 수 있다. 상기 유전자의 mRNA 수준을 측정하는 제제[0057]

는 예를 들어 상기 유전자에 특이적으로 결합할 수 있는 프라이머 또는 프로브일 수 있으나, 이에 제한되는 것

은 아니다.

본 발명에 있어서, 상기 "프라이머"는 짧은 자유 3말단 수산화기(free 3' hydroxyl group)를 가지는 핵산 서열[0058]

로 상보적인 템플레이트(template)와 염기쌍(base pair)을 형성할 수 있고 템플레이트 가닥 복사를 위한 시작

지점으로 기능을 하는 짧은 핵산 서열을 의미한다. 프라이머는 적절한 완충용액 및 온도에서 중합반응(즉, DNA

폴리머레이즈 또는 역전사효소)을 위한 시약 및 상이한 4가지 뉴클레오사이드 트리포스페이트의 존재하에서 DNA
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합성이 개시될 수 있다.

상기  유전자의  mRNA  수준을  측정하는  방법은  역전사  PCR  (Reverse  transcription-polymerase  chain[0059]

reaction)RT-PCR,  정량적  RT-PCR  (Reverse  transcription  quantitative-PCR,  RT-qPCR),  경쟁적  RT-

PCR(Competitive  RT-PCR),  정량적 실시간 PCR  (Quantitative  real  time  PCR,  qRT-PCR),  RNase  보호 분석법

(RPA; RNase protection assay), 노던 블럿팅(Northern blotting), DNA 칩 분석법일 수 있으나, 이에 제한되는

것은 아니다.

상기 단백질의 수준은 별도의 제제를 이용하여 측정할 수 있다. 상기 단백질의 수준을 측정하는 제제는 예를 들[0060]

어 상기 단백질에 특이적으로 결합하는 항체 또는 앱타머일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서, 상기 "항체"는 단백질 또는 펩티드 분자의 항원성 부위에 특이적으로 결합할 수 있는 단백질[0061]

성 분자를 의미한다. 이러한 항체는, 각 유전자를 통상적인 방법에 따라 발현벡터에 클로닝하여 상기 마커 유전

자에 의해 코딩되는 단백질을 얻고, 얻어진 단백질로부터 통상적인 방법에 의해 제조될 수 있다. 상기 항체의

형태는 특별히 제한되지 않으며 폴리클로날 항체, 모노클로날 항체 또는 항원 결합성을 갖는 것이면 그것의 일

부도 본 발명의 항체에 포함되고 모든 면역 글로불린 항체가 포함될 수 있다. 뿐만 아니라, 인간화 항체 등의

특수 항체를 포함할 수도 있다. 아울러, 상기 항체는 2개의 전체 길이의 경쇄 및 2개의 전체 길이의 중쇄를 가

지는 완전한 형태뿐만 아니라 항체 분자의 기능적인 단편을 포함한다. 항체 분자의 기능적인 단편이란 적어도

항원 결합 기능을 보유하고 있는 단편을 의미하며 Fab, F(ab'), F(ab') 2 및 Fv 등이 될 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 "앱타머"는 단일 가닥 올리고 뉴클레오티드를 의미하는 것으로, 소정의 표적 분자에 대[0062]

한 결합 활성을 갖는 핵산 분자를 말한다. 상기 앱타머는 그 염기서열에 따라 다양한 3차원 구조를 가질 수 있

으며, 항원-항체 반응과 같이 특정 물질에 대하여 높은 친화력을 가질 수 있다. 앱타머는 소정의 표적 분자에

결합함으로써 소정의 표적 분자의 활성을 저해할 수 있다. 본 발명의 앱타머는 RNA, DNA, 변형된(modified) 핵

산 또는 이들의 혼합물일 수 있으며, 그 형태가 직쇄상 또는 환상(環狀)일 수 있으나 이들에 한정되지 않는다.

상기  단백질의  수준을  측정하는  방법은  웨스턴  블럿(western  blotting),  ELISA(enzyme  linked[0063]

immunosorbentassay), 방사선면역분석(RIA: Radioimmunoassay), 방사 면역 확산법(radioimmunodiffusion), 오

우크테로니(Ouchterlony) 면역 확산법, 로케트 면역 전기영동(rocket immunoelectrophoresis), 면역조직화학염

색법(immunohistochemical  staining),  면역침전  분석법(Immunoprecipitation  Assay),  보체  고정  분석법

(Complement  Fixation  Assay),  면역형광법(immunofluorescence),  면역크로마토그래피법

(immunochromatography),  FACS(fluorescenceactivated  cell  sorter  analysis)  및  단백질칩  분석법(protein

chip technology assay) 등의 방법을 사용할 수 있으나, 이에 제한되지는 않는다.

또한 본 발명은 Os05g20150 유전자의 mRNA 또는 단백질 수준을 측정하는 제제를 포함하는, 벼의 웅성불임성 확[0064]

인용 조성물을 제공한다.

상기 제제는 상기 Os05g20150 유전자에 특이적으로 결합할 수 있는 프라이머 또는 프로브일 수 있으나, 이에 제[0065]

한되는 것은 아니다.

상기 제제는 상기 Os05g20150  단백질에 특이적으로 결합하는 항체 또는 앱타머일 수 있으나, 이에 제한되는 것[0066]

은 아니다.

상술한 본 발명의 내용은 상호 모순되지 않는 한, 서로 동일하게 적용되며, 당해 기술분야의 통상의 기술자가[0068]

적절한 변경을 가해 실시하는 것 또한 본 발명의 범주에 포함된다.

이하 본 발명을 실시예를 통해 상세하게 설명하나 본 발명의 범위가 하기 실시예로만 한정되는 것은 아니다.[0070]

실시예 1. 화분 특이적 OsMTD2 유전자(Os05g20150) 식별[0072]

먼저  벼의  염기서열  데이터를  벼  게놈  주석(annotation)  프로젝트  데이터베이스(RGAP;[0073]

http://rice.plantbiology.msu.edu/)에서 다운로드하였다.

17개의  애기장대(Arabidopsis)  CrRLK1L  단백질  서열은  애기장대  정보  자원(TAIR(Arabidopsis  information[0074]
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resource))  데이터베이스에서  다운로드하였다.  ClustalX  소프트웨어를  사용하여  단백질  서열을  정렬하고

MEGA(ver. 4.0)를 사용하여 500개의 부트스트랩(bootstrap) 복제를 사용하여 인접 결합(Neighbor joining) 방

법에  기반한  계통수를  구성했다.  3차원(3D)  모델은  자동화  모드의  SWISS-MODEL  작업  공간에서  템플릿으로

OsMTD2 및 가장 가까운 동족체를 사용하여 준비하였다. 생성된 3D 구조는 UCSF 키메라 패키지를 사용하여 시각

화하였다.  또한  벼  웅성  배우자(male  gamete)  발현  데이터베이스(RMEDB;  http://ricephyloge  nomics-

khu.org/RMEDB/home.php)를 사용하여 메타-발현 분석을 수행하였다(도 1(a)).

그 결과, 벼의 게놈은 말렉틴 도메인(malectin domain) 서열만을 코딩하는 4개의 유사 유전자를 제외하고 16개[0075]

의 CrRLK1L 추정 유전자를 포함함을 확인하였다.

계통 발생학적(phylogenetic  context)과  결합된 OsCrRLK1L  유전자의 통합된 해부학적 발현 분석(anatomical[0076]

expression analysis) 결과, 화분 후기 단계(late-pollen stage)에서 상당히 상당한 발현을 보이며, 다른 유전

자와  함께  계통  발생수(phylogenetic  tree)에  독립적으로  위치하는  것으로  나타나는  유전자가  확인되었다:

OsCrRLK1L11(Os05g20150)(도 1(a)).

더불어  하기  표  2에  기재된  프라이머를  이용해  역전사  정량  중합효소  연쇄반응(Reverse-transcription[0077]

quantitative PCR, RT-qPCR)을 수행하여 발현 프로파일링 분석(expression profiling analysis)을 수행하였다.

먼저 샘플을 액체 질소에서 즉시 동결시켰다. 그 후, TRIZOL  시약(Invitrogen)이 결합된 RNase  Plant  Mini

kit(Qiagen) 및 DNase 처리를 통하여 총 RNA를 추출하였다. 첫 번째 가닥 cDNA(first-strand cDNA)는 MMLV 역

전사 효소(Reverse Transcriptase (Promega)) 및 올리고(dT)(Oligo(dT)) 15 프라이머로 합성되었다. 이를 이용

하여 기존 공지된 방법으로 RT-qPCR을 수행하였다.

표 1

목적[0078] 프라이머 명칭 서열

RT-qPCR analysis OsMTD2-RT-F GAGTTCACACTCCCACCATC

OsMTD2-RT-R CTGTCAGTGGTGCTCACCTC

그 결과, OsCrRLK1L11(Os05g20150) 전사체가 성숙한 화분을 포함하는 꽃밥(anther)에 주로 존재하는 것을 확인[0079]

하였다(도 1(b)). 

실시예 2. OsMTD2 유전자(Os05g20150) 돌연변이 식물체의 제작[0080]

2-1. OsMTD2 유전자(Os05g20150) T-DNA 삽입 돌연변이체[0081]

OsMTD2  유전자(Os05g20150)에  T-DNA가  삽입된  이형(heterozygous)  돌연변이체(3A-51606)를  PFG(Plant[0082]

Functional Genomics) 종자 은행에서 수득하였다. 상기 돌연변이체에 있어서, T-DNA는 Os05g20150 유전자의 엑

손 영역의 약 1,350 bp 위치에 삽입되었다.

상기 돌연변이체의 종자를 CO2 인큐베이터에서 무라시게(Murashige) 및 스쿠그(Skoog) 배지로 10일동안 재배하[0083]

고 추가 성장을 위해 토양으로 옮겼다. CTAB(cetyltrimethylammonium bromide) 방법을 통해 잎에서 게놈 DNA를

준비하고 유전자형 및 T-DNA 프라이머를 사용한 PCR을 수행하여 유전자형을 결정하였다.

표 2

목적[0084] 프라이머 명칭 서열

T-DNA genotyping 3A-51606(osmtd2-1)-F CGAGACAAGGTGCTTGTGTC

3A-51606(osmtd2-1)-R CTAATGACACTGTCCAGATC

2-2.  CRISPR/Cas을 사용한 OsMTD2 유전자(Os05g20150) 돌연변이체의 제작[0086]

T-DNA가 삽입된 돌연변이는 동형접합 자손을 생산할 수 없으므로, T0 세대에서 CRISPR-Cas9 시스템을 이용하여[0087]

동형접합체  돌연변이를  제작하였다.  CAFRI-Rice  및  CRISPRdirect  웹  소프트웨어를  사용하여  OsMTD2  유전자

(Os05g20150)의 KO 돌연변이(osmtd2-2)를 생성하기 위한 가이드 RNA(Guide RNA, gRNA)를 설계하였다. OsMTD2

유전자의 281 내지 300 bp 위치의 염기를 타겟하는 gRNA에 해당하는 올리고머(Oligomer)는 어닐링하였고, Bsal
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처리된 pRGEB32 이원 벡터(binary vector)(Addgene 플리스미드 번호: 63142)에 연결하였다. 이때 클로닝에 사

용한 프라이머는 하기 표 3에 나타내었다.

표 3

목적[0088] 프라이머 명칭 서열

CRISPR-Cas9 OsMTD2-1 F GGCATGTGAACTGTGGTTCAGACA

OsMTD2-1 R AAACTGTCTGAACCACAGTTCACA

OsMTD2-2 F GGCAGACAGTAAGTGGCTCATCGA

OsMTD2-2 R AAACTCGATGAGCCACTTACTGTC

안정적인  형질전환을  위하여  공지된  아그로박테리움  매개  공동  배양  방법(Agrobacterium-mediated  co-[0089]

cultivation  method)을 이용하여 아그로박테리움 투메파시엔스(Agrobacterium  tumefaciens,  A.  tumefaciens)

LBA4404로 형질전환시켰다. 

아그로박테리움 컴피턴트 셀(Agrobacterium tumefaciens LB4404) 50μL와 1μg의 식물발현용 벡터를 혼합하여[0090]

얼음에 15분 방치하였다. 이어서 액체질소에 75초간 넣은 후, 37℃ 오븐에서 5분 동안 방치하고, 이에 1 ml의

LB 액체 배지를 넣은 다음 3시간 동안 28℃의 진탕배양기에서 배양하였다.  이어서, 테트라사이클린 저항성 LB

고체 배지에 도말하고 36시간후 생성되는 콜로니를 1mL의 LB 액체 배지에서 세포 배양하여 선별하였다.  

상기 생성된 형질전환된 아그로박테리움을 벼의 형질전환 실험에 사용하였다. 28℃ 생장실에서 동진벼 종자를[0091]

N6D 고체 배지에서 7일 정도 키워서 벼의 캘러스를 생성하였다. 생성된 캘러스와 72시간동안 배양한 pGA2707 식

물 발현용 벡터로 형질 전환된 아그로박테리움 세포를 혼합하고, 22℃ 암실의 생장실에서 N6D-아세토시린곤을

포함하는 배지에서 배양하였다.

아그로박테리움에 오염된 캘러스를 3차 증류수로 깨끗이 5번 정도 세척한 후 N6D 고체 배지하에서 1차(하이그로[0092]

마이신(hygromycin) 30 mg/L), 2차 (하이그로마이신 40 mg/L)에 걸친 계대 배양을 통해 하이그로마이신 선발을

진행하였다. 상기 하이그로마이신 선발은 28℃ 생장실에서 4 주 동안 이루어졌다(각 차수마다 2주씩 수행). 분

열된 캘러스를 재분화 배지인 MSR (hygromycin 40 mg/L) 고체배지에 옮겨 4주 28℃ 광조건 생장실에서 재분화를

유도한 후, 식물체를 MS 고체 배지로 옮기고 7일 28℃ 광조건 생장실에서 키우고 온실로 옮겨서 재분화 식물체

를 키웠다.

재분화된 형질전환 식물체 잎의 DNA를 추출 후, 하기 표 4의 프라이머를 이용하여 PCR을 통한 500 bp의 염기서[0093]

열을 증폭한 후 시퀀싱 분석을 통하여 염기서열의 돌연변이가 일어난 식물체를 선별하였다.

표 4

목적[0094] 프라이머 방향 서열

PCR 정방향 CATGTCCTGATTGCTGCACT

역방향 GAAGATCAGCGACAAGGAGC

2-3. 식물 및 성장 조건[0096]

야생형 벼(Wild-type(WT), (Oryza sativa L. spp. japonica cv. Dongin)와 형질전환 계통은 성장 챔버(growth[0097]

chamber)에서 28℃/25℃(낮/야간), 16시간/8시간(명(light)/암(dark)) 및 습도 80% 조건으로 2주간 재배한 후

논으로 옮겼다.

실시예 3. OsMTD2 돌연변이체의 특성 분석 방법[0099]

3-1. 화분 발아(pollen germination) 및 세포학적 관찰[0100]

꽃과 꽃밥(anther)은 SZX61 현미경(Olympus)을 사용하여 촬영하였다. 화분의 성숙(maturation)을 조사하기 위하[0101]

여, 개화(anthesis) 전에 소수(spikelet)를 수집하고, 핀셋을 이용하여 화분립(pollen grain)을 짜내어 1% I2-

KI로  염색하였다.  유사하게,  화분립의  화분내벽  층(intine  layer)을  0.1%  칼코플루오르  화이트(Calcofluor
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White)로 15분동안 염색하고 자외선(UV light) 하에서 모니터링하였다. 화분벽(pollen wall)의 바깥 층인 엑신

(exine)은  0.001%  아우라민  O(Auramine  O)로  염색하였고,  BX61  현미경(Olympus)의  FITC(fluorescein

isothiocyanate) 채널에서 관찰하였다. 

암술(pistil)에서 아닐린 블루(aniline blue)를 이용한 PT의 칼로스(Callose) 염색은 다음과 같이 수행하였다.[0102]

먼저 2시간의 수분(pollination) 후, 암술을 식물로부터 제거하고, 카르누아 용액(Carnoy’s solution)에서 밤

새 배양하였다. 그 후 증류수로 5회 세척(회 당 5분)한 후, 1M NaOH에서 6시간 동안 배양하였다; 암술을 2회 세

척(회 당 10분)한 후, 0.05%의 아닐린 블루(0.1 M K2HPO4, pH 8.5에 포함)로 1시간 동안 암흑에서 염색하였다.

그런 후, 50% 글리세롤로 암술을 고정하고, 형광 현미경(Olympus BX61)을 이용하여 자외선에서 관찰하였다.

시험관 내 화분 발아율 및 화분관(pollen tube, PT)의 형태를 관찰하기 위하여, 개화 직후 수집된 신선한 화분[0103]

립을 고체 또는 액체상의 화분 발아 배지(pollen germination medium, PGM)에 넣고 즉시 흔들어 배양하였다. 상

기 PGM은 20%(w/v) 수크로오스(sucrose), 10% 폴리에틸렌 글리콜 4000(polyethylene glycol(PEG) 4000), 3mM의

질산 칼슘(calcium nitrate), 40mg L
-1
의 붕산(boric acid) 및 10 mg L

-1
의 비타민 B1(vitamine B1)(pH 6.8-

7.0)을 첨가하여 준비하였다. 1% 아가로오스(agarose)를 함유한 응고된 PGM 슬라이드를 커버 글래스로 덮고, 28

℃의 어둡고 습한 챔버(chamber)에서 20분 동안 배양하였다. 각 실험에서 최소 150개의 화분립에 대한 발아율

및 PT 길이를 분석하였다. 

원형질막(plasma membrane, PM)을 시각화하기 위하여, 발아된 화분을 최종농도 10μM의 FM4-64(Invitrogen)으[0104]

로 염색하고, BX61 현미경 또는 공초점 주사 레이저 현미경(confocal scanning laser microscope, CSLM (LSM

510 META, Carl Zeiss)를 이용하여 RFP(Red Fluorescent Protein) 채널에서 관찰하였다. 

PT에서 펙틴(pectin)을 시각화하기 위하여, 발아된 화분을 최종 농도 0.01%(w/v)의 루테늄 레드(ruthenium red[0105]

(Sigma-Aldrich)로 염색하고 BX61  현미경으로 확인하였다. 유사하게, 더불어 펙틴 면역표지화(immunolabelin

g)는 다음과 같이 수행하였다. 2분 내지 5분 이내에 발아하고 15분 이내에 충분히 신장(elongation)된 PT를 4%

포름알데하이드(formaldehyde)를 첨가한 액체 PGM에 30분 동안 침지하여 고정한 다음, 4% 포름알데하이드를 포

함하는 PEM 버퍼(100 mM  피페라진-N,N'-비스(2-에탄설폰산)(ppiperazine-N,N‘-bis(2-ethanesulfonic acid)),

10 mM EGTA, 5 mM MgSO4, 0.3 M 만니톨(mannitol), pH 6.9)에 30분간 침지하여 고정하였다. 이를 PBS로 세척한

후, LM19 및 LM20 단클론 항체(monoclonal antibody) (PBS로 1:50 희석)와 함께 2시간 동안 배양하였다. 다시

PBS로 세척한 후, PT를 FITC(fluorescein isothiocyanate)가 결합된 래빗 안티-랫트 IgG(rabbit anti-rat IgG

(Sigma F1763, PBS로 1:200 희석)와 함께 2시간동안 배양하였다. 이를 PBS로 세척한 후, CSLM을 이용하여 관찰

하였다. 과산화수소를 시각화하기 위하여 화분립과 발아된 화분을 액체 PGM 용액이 포함된 0.1% NBT(Nitro Blue

Tetrazolium)으로 염색하였다.

3-2. RNA 시퀀싱 분석(RNA sequencing(RNA-seq) analysis)[0107]

RNA-seq 분석을 위하여, 13-14 단계(Chin. Sci. Bull. 54, 2342-2353. 참고)의 성숙한 화분립을 포함하는 꽃밥[0108]

을 사용하였다. TruSeq Stranded mRNA LT 샘플 준비 키트(Illumina)를 사용하여 제조사의 지침(Part #15031047

Rev. E)에 따라 상기 꽃밥으로부터 시퀀싱 라이브러리를 구성하였다.

라이브러리는 Macrogen Inc의 Illumina NovaSeq 6000 플랫폼을 사용하여 시퀀싱하였으며 FASTQ 형식의 원데이[0109]

터 파일을 생성하였다. 원데이터는 Cutadapt 프로그램을 사용하여 다듬었다.

그런 후, 기본 매개변수가 있는 HISAT2  정렬기(aligner)를 사용하여 RGAP(http://rice.plantbiology.msu.edu[0110]

/)의  벼  참조  게놈에  판독값을  매핑하였다.  featureCount  프로그램을  사용하여  원시  읽기  수를  계산하고,

DESeq2 R 패키지를 사용하여 차등 발현 유전자(differentially expressed gene, DEG) 분석을 수행하였다. 상기

DEG는 DESeq2와 P < 0.05 및 > 1의 log2-fold 변화를 갖는 유전자를 사용하여 수행하였다. 즉, 폴드값 변화

(fold change, FC) >2가 선택되었다. DEG의 유전자 온톨로지(Gene ontology, GO) 농축 (P<0.05, 최소 2배 농축

값) 및 MapMan 분석은 당 분야에 공지된 방법에 따라 수행하였다.

실시예 4. OsMTD2 유전자가 벼 웅성-전파(male transmission)에 미치는 영향 확인[0112]

OsMTD2 유전자의 엑손 영역에 단일 T-DNA를 삽입한 이형 T-DNA 삽입 돌연변이인 3A-51606(osmtd2-1)(도 2(a))[0113]
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와 야생형(wild-type)의 성장을 비교해본 바, 두 개체 모두 정상적인 성장을 보였다. 하지만 동형접합 자손

(homozygous progenies)이 없는 이형 접합체(heterozygotes)에 대한 야생형에 대해 1 : 1.02의 왜곡된 분리 비

율을 나타낸 바, 배우자생식 결함(gametophytic defect)이 나타남을 확인하였다.

이어서 상기에서 확인한 배우자생식 결합이 웅성(male) 또는 자성(female) 결함에 의한 것인지 여부를 확인하였[0114]

다. 이를 위해 이형접합체인 osmtd2-1/+와 야생형 식물간의 상호 교배를 수행하였다(도 2(b)).  이형접합체인

osmtd2-1/+를 화분 공여자(pollen donor)로 사용하였을 때 모두 야생형의 자손을 수득하였다. 하지만 osmtd2-

1/+를 화분 수용체(pollen acceptor)로 사용하였을 때 1 : 1.25 비율로 osmtd2-1/+와 야생형 자손을 모두 얻었

다. 따라서 이를 통해 osmtd2-1 자성 배우자체(female gametophyte)는 야생형에서 볼 수 있듯이 정상적인 자손

을 생산하지만, osmtd2-1 웅성 배우자체(male gametophytes)는 웅성 전달에 결함이 있음을 확인하였다.

한편, CRISPR-Cas9 시스템을 이용하여 제작한, 프레임-시프트 돌연변이(frame-shift mutation)을 보유한 동형접[0115]

합체  돌연변이체(osmtd2-2)는  개화기(anthesis)까지  정상적인  성장  및  발달을  나타내었다(도  2(c)  내지  도

2(g)).  그러나  등숙기(ripening  stage)동안  원추꽃차례(panicles)는  종자를  생성하지  않았다(도  2(h)).

osmtd2-2 돌연변이체의 소수(spikelet)는 야생형과 마찬가지로 노란색 꽃밥을 형성하였으며, 정상적인 화분립의

전분 축적(도 2(f))과  정상적인 화분벽(pollen  wall)의 엑신(exine)  및 인틴(intine)  형성을 나타내었다(도

2(g)).

더불어 발아된 osmtd2-2의 화분관의 즉각적인 파열과 상기 osmtd2-2 화분이 자손을 생산하지 못한 이유를 확인[0116]

하기 위하여, 화분 발아와 화분관 성장 동안의 양상을 확인하였다(도 3).

아닐린 블루 염색으로 분석한 생체 내 화분관 성장에 있어서, 대부분 야생형의 화분관은 암술머리(stigma)와 암[0117]

술대(style)를 통해 성장하고 화분관 발아 후 2-3시간 이내에 암술(pistil)의 정공(micropyle)에 도달하는 것으

로  나타났다(도  3(a)  및  도  3(c)).  대조적으로  발아된  osmtd2-2  화분립은  대부분  암술머리에서  신장

(elongation)을 멈췄고, 매우 적은 양의 화분관(약 2%)만 암술대에 도달하였다(도 3(b) 및 도 3(c)).

시험관내 화분 발아 조건에서 야생형 화분의 82.83%가 20분 이내에 평균 100μm 길이로 발아되어 온전한 화분관[0118]

을 생성하였다(도 3(b) 및 도 3(e)). 반면, 대부분의 osmtd2-2 화분관은 발아되었지만 신장없이 즉시 파열되었

다(도 3(d) 및 도 3(f)). 이를 통해 osmtd2-2 화분은 화분관 신장 측면에서 결함이 있음을 확인하였다.

osmtd2-2 화분관이 세포벽 성분을 침전시킬 수 있는지를 확인하기 위하여 발아 2분 및 5분 후에 발아된 화분립[0119]

을 고정하고 각각 탈에스테르화된 펙틴(de-esterified methyl) 및 메틸 에스테르화된 페틴(methyl-esterified

pectin)을 표지하는 LM19 및 LM20 항체를 사용해 면역형광 분석을 수행하였다. 그 결과 osmtd2-2 화분관은 발아

약 5분 후에 파열됨을 확인하였다. 야생형의 경우, LM19로 표지된 펙틴 신호는 발아 및 신장된 화분관의 생크

(shank)를  따라  확인되었지만,  정점(apex)에서는  확인되지  않았다(도  4(a)).  LM20으로  표지된  펙틴  신호의

경우, 관의 말단(tip)에서 확인할 수 있었다(도 4(b)).

그러나, osmtd2-2의 경우, LM19 신호는 발아 화분관의 끝에서 관찰되었으며(도 4(a)), LM20 신호는 확인할 수[0120]

없었다(도 4(b)). 또한 초기 발아 단계(early germinated stage)에서 LM19 수준은 말단 영역에서 높게 검출되

었으며, LM20 수준은 osmtd2-2의 말단과 생크 모두에서 감소하였다(도 4(c)). 이러한 결과를 통해 osmtd2-2에서

화분 발아 중 비정상적인 세포벽 변형이 발생해 정상적인 화분관 신장에 필요한 극성(polar) 세포벽 확장을 방

해하는 것으로 확인되었다.

더불어 osmtd2-2 화분이 활성산소종 신호 전달(Reactive oxygen species(ROS) signaling) 측면에서 결함이 있[0121]

는지 확인하였다. 벼 화분립과 화분관에서 ROS의 공간적 및 시간적 생성을 조사하기 위해, 과산화수소(hydrogen

peroxide)  검출에  가장  많이  사용되는  염료인  CM-H2DCFDA(5-(and-6)-chloromethyl-2’,7’-

dichlorodihydrofluorescein diacetate)를 사용하여 벼 화분관의 성장 중의 ROS 생성을 시각화하였다. 이를 통

해 원형질막(plasma membrane, PM)과 전체 화분립의 내막(endomembrane)에서 ROS 신호를 감지하였다(도 5(a)).

특히  화분관이  생겨났을  때,  ROS  신호는  신장된  관  끝에  집중되었고  화분립에서는  약한  신호를  보였다(도

5(b)).

OsMTD2가 화분립과 화분관에서 ROS 수준을 조절하는지 여부를 확인하기 위해 시험관내 실험과 유사한 조건에서[0122]

osmtd2-2  돌연변이체 및 야생형의 형광을 검출하였다. 30분 동안 발아한 후, CLSM(confocal  laser-scanning

microscope)으로 확인한 결과(도 5(c)), 야생형의 대부분의 화분립과 화분관에서 ROS 신호를 확인할 수 있었다.

반면, osmtd2-2의 화분립과 파열된 관에서는 형광이 거의 확인되지 않았다(도 5(d)).
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대부분의 벼 화분관은 발아 후 20분에 자발적으로 파열되며, 정자 세포(sperm cells)는 연장된 관에서 방출되는[0123]

것으로 알려져 있다. 그러나 osmtd2-2에 있어, 정자 세포(sperm cells)에서 약하게 염색된 신호는 화분립에 국

한되어 남아있는 바(도 5(d)), 이는 OsMTD2가 ROS 매개 화분관 신장뿐만 아니라 벼에서 정자 세포의 방출에도

필요함을 나타낸다.

도 6에 나타낸 야생형 (Wildtype, WT)과 OsMTD2 유전자 기능 결실 식물체(osmtd2)의 화분관 발달 기작에 대한[0124]

모식도에 나타낸 바와 같이, 본 발명은 OsMTD2 유전자가 벼의 화분관의 정상적인 생장에 중요한 역할을 하는 활

성산소의 균형을 유지하는 유전자이며, 이의 기능결실을 통해 웅성불임 식물체를 유도할 수 있음을 확인하였다.

종합적으로 본 발명은 OsMTD2 유전자(Os05g20150) 기능을 결실시킨 벼의 웅성불임 이형접합 또는 동형접합 돌연[0126]

변이체를 통해 상기 OsMTD2 유전자의 발현 및/또는 기능이 억제되는 경우, 화분관 발아 및 신장이 감소되어 웅

성불임이 야기되는 것을 확인하였다.

도면

도면1
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