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식물 유전자의 과발현 및 발현 억제를 위한 유용 벡터의 제조 및 확인
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Yong-Hwan Moon*. Department of Molecular Biology, Pusan National University - The phenotypes asso-
ciated with a gene function are often the best clue to its role in the plant. Transgenic plants ectopically
expressing or suppressing a gene can provide useful information related to the gene function. In this
study, we constructed three vectors - pFGL571, pFGL846 and pFGL847 - for the Agrobacterium-medi-
ated ectopic expression of plant genes using pPZP211 and modified CaMV 35S, UBQ3 or UBQ10
promoters. The three vectors have several merits such as small size, high copy in bacteria, enough
restriction enzyme sites in multi cloning sites and nucleotide sequence information. Analysis of trans-
genic plants containing GUS or sGFP reporter genes under the control of modified CaMV 35S, UBQ3
or UBQ10 promoter revealed that all of the three promoters showed high activities during most devel-
opmental stages after germination and in floral organs. Furthermore, we generated a RNAi module
vector, pFGL727, to suppress plant gene expressions and confirmed that pFGL727 is useful for the
suppression of a gene expression using rice transgenic plants. Taken together, our new vectors would
be very useful for the ectopic expression or the suppression of plant genes.
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서 론

유전체 프로젝트를 통해 여러 생물 종에서 전체 유전자 서

열이 밝혀진 후, 이 정보들을 이용하여 각각의 유전자 단위의

기능을 연구하는 유전체학 분야가 생겨났다[24]. 식물의 경우,

유전자의 기능, 특히 생물학적 기능은 해당 유전자가 과발현

되거나 발현이 억제된 형질전환체에서 mRNA, 단백질, 대사

산물들의 양적, 질적 변화를 통해 얻을 수 있다[18]. 따라서

특정 유전자를 과발현 시키거나 또는 발현을 억제하는 방법은

해당 유전자의 생물학적 기능을 알아보는데 있어서 매우 필요

한 요소로 여겨진다.

특정 유전자의 과발현체를 제작하기 위해 다양한 식물체

발현용 벡터들이 개발되어 왔으며, 벡터의 구성 요소 중 특정

유전자의 과발현에 사용되는 프로모터가 특히 중요하다. 식물

에서 유전자의 과발현에 사용된 프로모터로는 초기에는

Agrobacterium에서 유래한 nopaline synthase (NOS) 유전자

의 프로모터나, 식물의 광합성 주요 유전자인 small subunit

of ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase (RuBP)의 프로모터

등이 있다[15,25,35]. 최근에는 단자엽식물의 경우 과발현을 위

한 프로모터로 주로 ubiquitin (UBQ) 또는 actin 유전자의 프

로모터가 사용되고 있으며[30,31], 쌍자엽식물의 경우

Cauliflower Mosaic Virus (CaMV)의 35S 프로모터 또는 UBQ

유전자의 프로모터가 많이 이용되고 있다[19,30,35].

CaMV 35S 프로모터는 식물, 특히 쌍자엽식물에서 유전자

의 과발현에 가장 널리 사용되는 프로모터이다. 일반적으로

사용되고 있는 CaMV 35S 프로모터는 약 350 bp의 크기를

가지며, A 도메인(-90～+8)과 B 도메인(-343～-91)의 두 도메

인으로 구분된다[2]. B 도메인은 다시 5개의 서브도메인으로

나눌 수 있으며, A 도메인은 core 부분으로 알려져 있는 mini-

mal 프로모터를 포함하고 있다[3,4,10]. B 도메인의 5개 서브도

메인들은 각각 다양한 식물 기관에서의 프로모터 활성화에

관여하며, 이들 서브도메인을 A 도메인과 적절히 조합하면

다양한 기관에서 유전자의 발현이 일어난다[3,4]. A 도메인은

-31～-25 부위에 TATA 박스를 포함하고 있으며, 뿌리에서의

강한 발현에 관여한다[2]. A 부위의 -90～-47 부분을 제거할

경우, 발아 후 초기 단계나 성숙한 식물체의 대부분 조직에서

프로모터 활성이 나타나는 것으로 보고되어 있다[3,4,10]. 따라

서 식물체 대부분 조직에서의 과발현이 필요한 경우 A의 일부

분을 제거한 벡터의 사용이 유리하나, 현재 대부분의 경우에

는 전체 CaMV 35S 프로모터를 사용하고 있다.

UBQ는 multigene family로서 여러 식물 종에서 매우 높은

아미노산 서열의 보존성을 보이며, 세포 내에서 단백질의 분해

등을 비롯한 여러 작용에 관여한다[30]. UBQ 유전자들은 대부

분의 조직에서 다량으로 발현되므로[8], 식물 유전자의 과발현

에 유용한 프로모터로 사용되고 있다[30]. 애기장대에는 14개

의 UBQ 유전자들이 보고되어 있으며[6], 그 중 UBQ3, UBQ10,

UBQ11 세 유전자는 대부분의 조직에서 지속적으로 발현되고,
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5'-untranslated region (5‘-UTR)의 같은 위치에 존재하는 인트

론은 유전자 발현 조절에 있어서 양적인 부분에 관여하고 있다

고 알려져 있다[29]. 이 중 UBQ10 유전자의 프로모터는 식물체

유전자의 과발현에 널리 이용되고 있다[12,32].

유전자의 발현 억제 식물체의 경우 기존의 연구를 통해서

확보된 돌연변이체를 이용하거나, 발현 억제용 벡터를 제조하

여 이를 형질전환시켜 만들 수 있다. 최근에 T-DNA의 무작위

삽입 돌연변이체를 대량으로 제작하여 knock-out 돌연변이체

집단을 확보하고 삽입된 T-DNA의 주변 서열을 확인하여 데

이터베이스를 만듦으로써, 다양한 유전자들에 대한 돌연변이

체 확보가 매우 용이해졌다[24]. 한편, 특정 유전자의 발현을

억제하고자 할 경우엔 antisense나 RNA interference (RNAi)

벡터를 주로 사용하고 있는데, antisense 방법의 경우 유전자

발현 억제의 효율이 낮은 경우가 많아 RNAi 방법을 더 흔히

사용하고 있다[20].

RNAi 방법은 최근에 많은 연구 결과가 보고되고 있는 mi-

cro RNA (miRNA)나 small interfering RNA (siRNA)에 의한

gene silencing 원리를 이용한다. miRNA나 siRNA에 의한

gene silencing에서 관찰되는 이중 가닥 RNA는 RNA에 특이

적인 서열을 가지는 유전자의 발현을 전사 후 과정에서 억제

함으로써 특정 유전자의 발현을 억제할 수 있다[26]. 이를 이용

해 발현을 억제시키고자 하는 유전자의 이중 가닥 RNA가 만

들어질 수 있는 벡터를 제조하고 식물체에 형질전환시켜 특정

유전자의 발현이 억제된 형질전환체를 제조할 수 있다. 식물

에서 RNAi를 이용한 gene silencing은 hairpin 구조를 형성하

는 RNA (hpRNA)를 발현시키는 벡터를 제작하여 식물에 형

질전환하는 방법으로 이루어지고 있다. hpRNA-생산 벡터의

구조를 살펴보면, 목표 유전자 서열의 전체 또는 일부가 자신

과는 관계없는 spacer 서열을 사이에 두고 역으로 반복되어

있으며, 이때 역반복 서열 사이의 spacer로 인트론 서열을 사

용하였을 경우 형질전환 식물체에서 gene silencing이 거의

100%에 가깝게 나타날 정도로 그 효율이 매우 높다고 보고되

어 있다[27,33]. 또한 형질전환을 통해 돌연변이체를 제작하는

데 있어서 표현형이 안정적으로 다음 세대까지 이어지는 것도

매우 중요한데, hpRNA-유도적 RNAi는 애기장대에서 5 세대

까지도 충분히 안정적이라고 보고되어 있으며[28], 벼에서도

LGC-1 (Low Glutelin Content-1) 유전자의 RNAi 돌연변이

라인은 20세대가 지나도 안정적으로 돌연변이 형질을 나타낸

다고 알려져 있다[21]. RNAi 벡터의 경우 hpRNA 합성을 위한

부위를 서브클로닝 벡터에 클로닝 하여 사용하는 것이 유리할

수 있는데, hpRNA 부위를 클로닝 한 후 이를 형질전환 대상

식물체에 따라 쌍자엽식물 또는 단자엽식물 과발현 벡터로

옮기면 되기 때문이다.

쌍자엽식물의 형질전환에는 Agrobacterium을 매개로 하는

방법이 주로 이용되며, 이를 위해 식물 발현용 binary 벡터가

사용된다. 하지만 기존에 binary 벡터로 널리 이용되는

pBIN19이나[5], pGA482, pGA492 [1] 등은 크기가 크고, 벡터

의 서열이 완전히 알려져 있지 않으며, 다중 클로닝 부위

(multi cloning sites, MCS)의 제한효소 서열도 충분치 않고,

박테리아 내에 low copy로 존재하는 등 원하는 유전자의 클로

닝에 어려움이 있는 단점을 가지고 있다. 이러한 단점을 극복

하기 위한 binary 벡터로 pPZP binary 벡터들이 개발되었는데

[13], 이들 벡터들은 크기도 일반적인 binary 벡터에 비해 상대

적으로 작고, 박테리아 내에서 high copy로 존재하며, MCS에

다양한 제한효소 서열을 가지고 있고, 벡터 전체의 서열도 제

공되는 등의 장점을 가지고 있다. 이런 장점을 이용하여 pPZP

벡터를 골격으로 하는 식물체 과발현용 벡터를 제작하여 특정

유전자를 과발현 시킨 연구 결과가 보고된 바 있으나[14,34],

이러한 경우에도 제조된 과발현 벡터의 효율성을 분석한 경우

는 거의 없고, 특히 서로 다른 프로모터를 포함하는 pPZP 과발

현용 벡터들의 효율성을 비교, 분석한 연구 결과는 보고된 바

가 거의 없다.

본 연구에서는, pPZP211 벡터를 골격으로 하고 CaMV 35S

프로모터와 애기장대의 UBQ3, UBQ10 프로모터를 이용하여

쌍자엽식물에서의 유전자 과발현을 위한 벡터를 제조하여 확

인하였고, 아울러 유전자 발현 억제에 사용될 수 있는 RNAi

벡터의 골격을 제조하여 그 효과를 조사하였다.

재료 및 방법

벡터 제작

먼저, 쌍자엽식물용 과발현 벡터를 제작하기 위해, intact

CaMV 35S 프로모터(351 bp) [2], 애기장대 UBQ3 프로모터

(1.25 kb), 애기장대 UBQ10 프로모터(0.9 kb) [29] 부위를 PCR

로 증폭하여 pPZP211 벡터[13]의 HindIII-PstI 위치에 클로닝

하였다. -90～-47 부위가 제거된 modified CaMV 35S 프로모터

를 제작하기 위해, -46～+8의 core 부분을 PCR로 증폭하여

pBluescrpt II KS (pBSIIKS) 벡터(Stratagene, Netherlands)의

EcoRI-PstI 위치에 클로닝 하고, 클로닝 된 벡터의 HindIII-

EcoRI 위치에 CaMV35S 프로모터의 B 도메인(-343～-91)을 클

로닝 하였다. 재조합된 modified CaMV 35S 프로모터(B-core

도메인)를 pPZP211 벡터의 HindIII-PstI 위치에 클로닝 하였다.

pPZP211에 각각 클로닝 된 UBQ3, UBQ10 그리고 modified

CaMV 35S 프로모터의 뒷 부위의 SacI-EcoRI 위치에 Nos termi-

nator를 클로닝 하여, 제조된 벡터를 각각 pFGL847, pFGL846,

pFGL571이라 명명하였다. Modified CaMV 35S 프로모터에 대

한 대조구 벡터로 intact CaMV 35S 프로모터::omega 서열::Nos

terminator를 pPZP211 벡터에 클로닝 하여 이를 pFGL772라

명명하였다. Omega 서열은 유전자의 전사에는 영향을 미치지

않으며 해독의 효율을 높이는 기능을 가지는 것으로 보고되어

있다[11]. 제조된 벡터의 프로모터 활성을 확인하기 위해, β-

glucuronidase (GUS) 유전자의 암호화 부위를 pFGL846,
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Table 1. List of primers used in PCR

Amplification targets Orientation Sequences Purpose

CaMV 35S promoter

CaMV 35S promoter

CaMV 35S promoter core

CaMV 35S promoter B domain

UBQ3 promoter

UBQ3 promoter

UBQ10 promoter

UBQ10 promoter

OsEMF1 3rd intron

OsEMF1 3rd intron

sGFP

sGFP

GAPc

GAPc

OsDEG10

OsDEG10

Rice Actin

Rice Actin

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

5‘-GGGAAGCTTTGAGACTTTTCAACAAAG-3’

5‘-ATACTGCAGCAGCGTGTCCTCTCCAAA-3’

5'-CAAGAATTCGCAAGACCCTTCCTCTAT-3'

5'-GGGGAATTCTATCACATCAATCCACTT-3'

5'-GCGAAGCTTTGTAGACTAAAAAAACATAG-3'

5'-GCGCTGCAGCTGAAATAAAACAATAGAAC-3'

5'-GCGAAGCTTTTCCAAGAAATTCACTGATT-3'

5'-GCGCTGCAGCTGTTAATCAGAAAAACTCA-3'

5'-AGAGAATTCGGCTTGTCTGAACAGGCTAG-3'

5'-GCCAAGCTTTACTAGTGAGGATTCGCTAG-3'

5'-CGCATCGAGCTGAAGGGCATC-3'

5'-GTCTTTGCTCAGGGCGGACTG-3'

5’-CCAGCTCTTAACGGAAAGTTG-3’

5’-CCTGTTGTCGCCAAC GAA GTC-3’

5'-AGCGGATCGACAAGTTATTG-3'

5'-AACACAACCAGCACCTCATG-3'

5’-TCATGAAGATCCTGACGGAG-3’

5’-ACTCAGCCTTGGCAATCCAC-3’

Cloning

Cloning

Cloning

Cloning

Cloning

Cloning

Cloning

Cloning

Cloning

Cloning

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

pFGL847, pFGL571, pFGL772 벡터의 BamHI-SacI 위치에 각각

클로닝 하였으며, 다른 리포터 유전자로 synthetic Green

Fluorescence Protein (sGFP) [7] 유전자의 암호화 부위를

pFGL571 벡터의 PstI-XbaI 위치에 클로닝 하였다.

RNAi 벡터의 제조를 위해, 벼의 OsEMF1 유전자

(AF326768)의 세 번째 인트론 부위 중 204 bp를 PCR로 증폭하

여 pBSIIKS 벡터의 HindIII-EcoRI 위치에 클로닝 하여 RNAi

벡터로 사용할 수 있는 pFGL727을 제조하였다. 위 실험의

PCR 과정에 사용된 프라이머는 Table 1에 나타내었다.

식물 재료 및 생장 조건

애기장대(Arabidopsis thaliana)는 Columbia ecotype을 사용

하였다. 애기장대 종자는 70% ethanol에서 1분, 10% clorox에

서 10분간 소독한 뒤 증류수로 3회 이상 세척하고, 암상태로

4
o
C에서 2일 동안 두어 춘화처리를 처리한 다음, vitamin B5,

1.5% sucrose, 0.7% microagar가 포함된 MS (Murashige and

Skoog) [22] 배지에 발아하였다. 발아된 애기장대 종자는

22oC의 단일 조건(light 8 hr/dark 16 hr)에서 배양하였고,

10-12일 후 흙으로 옮겨 장일조건(light 16 hr/dark 8 hr)에서

배양하였다.

pFGL727 벡터가 유전자 발현 억제에 이용될 수 있는지 확

인하기 위한 형질전환 식물체로는 벼의 유전자에 대한 RNAi

형질전환체를 사용하였다[23]. 이 형질전환체 제조를 위해

OsDEG10의 암호화 부위 일부를 pFGL727 벡터에 각각 역방

향으로 클로닝 한 후 RNAi 벡터를 제조하였다[23]

식물 형질전환 및 형질전환 식물체 선별

애기장대 형질전환을 위해 제작된 벡터를 freeze-thaw 방법

[17]을 이용하여 Agrobacterium tumefaciens 균주 GV3101로 도

입하였고, floral-dipping 방법[9]을 이용하여 애기장대로 형질

전환하였다. 25 mg/l kanamycin이 포함된 MS 배지에서 종자

를 발아시켜 형질전환체를 선별하였다.

벼 형질전환을 위해 제작된 벡터를 freeze-thaw 방법[17]을

이용하여 Agrobacterium tumefaciens 균주 PC2760으로 도입하

였고, 벼(Kitake)의 비성숙 embryo로부터 유래된 캘러스에 형

질전환하였다[16]. 30 mg/l hygromycin이 포함된 MS 배지에

서 종자를 발아시켜 형질전환체를 선별하였다.

GUS 분석

GUS 활성 분석을 위해, 형질전환 식물체를 X-gluc 용액[2

mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronic acid, 0.5

mM K3Fe(CN)6, 0.5 mM K4Fe(CN)6, 50 mM phosphate (pH

7.0)]에 담가 10분간 진공 처리를 한 후, 37
o
C에서 6시간 동안

암조건에서 반응시켰다. 반응이 끝난 식물체는 50 mM phos-

phate 완충용액(pH 7.0)으로 세척하여 X-gluc 용액을 제거하

고 ethanol (100%):acetic acid (9:1, v/v) 용액을 하루 동안 처

리하여 색소 탈색 및 고정을 시켰다.

GFP 분석

GFP 발현 분석은 T2 형질전환체를 대상으로 수행하였으며,

fluorescence phase microscope (Zeiss Axioskop, Carl Zeiss co.

Jena, Germany)를 이용하여 GFP 형광을 관찰하였다. GFP에

대한 흡수파장은 395 nm, 발광파장은 508 nm에서 측정하였다.

RNA 분리 및 semiquantitative RT-PCR

Trizol reagent (Invitrogen, USA)를 사용하여 식물체에서
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RNA를 분리하였다. 5 μg RNA에 2 unit RNase-free DNase

I (Promega, USA)을 처리한 후, 100 pmole poly-T 프라이머,

10 mM dNTP mixture, 200 unit M-MLV Reverse Transcriptase

(Promega, USA)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. RNA의 발

현량을 확인하기 위해, 합성한 cDNA를 이용하여 semi-

quantitative RT-PCR을 수행하였다. RT-PCR에 사용한 각 유

전자-특이적인 프라이머는 Table 1에 나타내었다. PCR 반응

은 1 μL cDNA, 1 unit F-taq DNA 중합효소(Solgent, Korea),

25 pmole 프라이머(정방향, 역방향), 0.5 mM dNTP mixture,

5 μl 10x 완충용액에서 수행하였다. PCR 반응은 94
o
C에서 5분

간 변성 후, 94
o
C에서 45초, 56

o
C에서 45초, 72

o
C에서 45초의

PCR cycles을 25-30회 반복하여 수행하였다.

결 과

과발현 벡터 및 RNAi 벡터 제작

식물의 특정 유전자의 생물학적 기능을 연구하기 위해서,

대상 유전자의 과발현 또는 발현 억제 형질전환체가 매우 유

용하게 사용된다. 이를 위해 애기장대의 세 종류 프로모터를

이용한 과발현 형질전환용 벡터 및 RNAi 벡터를 제조하였으

며, 이를 이용한 애기장대 및 벼 형질전환체를 분석하였다.

먼저, CaMV 35S 프로모터, UBQ3 및 UBQ10 프로모터를

대상으로 과발현 벡터를 제조하였다. CaMV 35S 프로모터는

기존에 특정 유전자의 과발현으로 알려져 있으며, 전체 프로

모터는 B 도메인과 A 도메인으로 구성되어 있다(Fig. 1A). 하

지만 CaMV 35S 프로모터의 B 도메인과 A 도메인 전체를 이

용할 경우에는 일부 기관에서만 대상 유전자의 과발현이 나타

나므로[3,4] A 도메인의 core 부분만을 B 도메인과 연결시켜

modified CaMV 35S 프로모터를 제작하였다(Fig. 1A). 또한

애기장대에서 대부분의 조직에서 지속적으로 과량 발현되는

프로모터로 알려진 UBQ3 및 UBQ10 프로모터[29]를 포함하

는 과발현 벡터를 제작하였다. 쌍자엽식물 과발현용 벡터를

제조하기 위한 binary 벡터로 pPZP211 벡터가 사용되었는데,

이 벡터는 크기가 작고 MCS에 많은 수의 제한효소 부위를

가지고 있으며, 박테리아 내에 copy 수가 많다는 장점을 가지

고 있다[13]. Modified CaMV 35S 프로모터, UBQ3 프로모터,

UBQ10 프로모터 각각을 Nos terminator와 함께 pPZP211 벡

터에 클로닝 하였으며, 프로모터와 terminator 사이에는 5개

또는 7개 제한효소 부위를 가지는 MCS를 두어 과발현 하고자

하는 유전자를 손쉽게 클로닝 할 수 있게끔 하였다(Fig. 1B).

Modified CaMV 35S 프로모터, UBQ3 프로모터, UBQ10 프로

모터에 대한 제작된 각각의 벡터들을 pFGL571, pFGL846,

pFGL847이라 명명하였다(Fig. 1B).

제조된 벡터가 식물체 내에서 유전자를 적절히 과발현 시킬

수 있는지 알아보기 위하여 pFGL571, pFGL846, pFGL847의

각 프로모터 뒷부분에 리포터 유전자인 GUS를 클로닝 하여

(A)

(B)

(C)

Fig. 1. Schematic maps of ectopic expression and RNAi vectors

generated in this study. (A) Subdomains of intact and

modified CaMV 35S promoters. (B) Schematic maps of

MCS regions of pPZP211, pFGL571, pFGL846, pFGL847

and pFGL727. (C) Schematic maps of promoter::reporter

gene::Tnos regions of pFGL578, pFGL1089, pFGL586,

pFGL848 and pFGL849. Black box in pFGL1089 repre-

sents the omega sequence.

pFGL578, pFGL848, pFGL849를 각각 제조하였다(Fig. 1C). 한

편 modified CaMV 35S 프로모터에 대한 대조구 프로모터로

intact CaMV 35S 프로모터::omega 서열을 이용하였으며, 이

서열에 GUS 유전자가 연결된 벡터, pFGL1089를 제조하였다

(Fig. 1C). 또한 sGFP의 암호화 부위를 pFGL571의 modified

CaMV 35S 프로모터에 연결시킨 pFGL586 벡터를 제조하였고

(Fig. 1C), 이를 이용해 GUS 벡터의 결과를 다른 리포터 유전

자를 사용하여 재확인하고자 하였다. 이렇게 제작된 벡터들은

모두 야생형 애기장대에 형질전환하였다.

RNAi 벡터의 경우 쌍자엽식물 및 단자엽식물에 모두 사용

할 수 있는 RNAi 기본 벡터를 제작하였다. 기존의 연구에서

식물의 인트론을 spacer로 사용할 경우 RNAi 효과가 매우 높

다고 알려져 있기 때문에[20], spacer DNA로 벼의 OsEMF1

유전자의 세 번째 인트론을 pBSIIKS 벡터에 클로닝 하였고,

이를 pFGL727이라 명명하였다(Fig. 1B). pFGL727은 인트론 왼

쪽 및 오른쪽에 각각 5개 및 8개의 제한효소 부위를 가지고
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있어 동일한 서열에 대한 역반복 서열의 클로닝을 쉽게 할 수

있다. 클로닝 된 역반복 서열 부위는 쌍자엽식물용 또는 단자

엽식물용 과발현 벡터로 옮겨 식물에 형질전환할 수 있다.

Modified CaMV 35S 프로모터의 발달단계별 활성 분석

pFGL578이 형질전환된 애기장대 T2, T3 세대 형질전환체를

이용하여 modified CaMV 35S 프로모터의 발달단계별 활성을

GUS 발현 분석을 통해 확인하였다. 이때, intact CaMV 35S

프로모터::omega 서열이 포함된 형질전환체를 대조구로 프로

모터 활성 분석을 비교하였다.

먼저, T2와 T3 세대 형질전환 식물체들은 매우 유사한 GUS

발현 양상을 보였다. Modified CaMV 35S 프로모터의 경우,

발아한지 7일된 유식물체의 자엽에서 GUS가 약하게 관찰되

었으며, 11일, 14일, 21일된 유식물체의 자엽 및 잎에서 강한

GUS 발현이 관찰되었다(Fig. 2A). 한편, 관찰한 모든 발달단계

(A)

(B)

Fig. 2. Analysis of intact and modified CaMV 35S promoter ac-

tivities in T2 transgenic plants containing promoter::GUS
constructs. (A) GUS activities in 7, 11, 14 and 21 day-old-

seedlings under short day condition. (B) GUS activities

in floral clusters of mature plants.

에서 뿌리에서의 강한 발현이 관찰되었다(Fig. 2A). 반면에 in-

tact CaMV 35S 프로모터::omega 서열의 경우, 발달단계별

GUS 활성 경향은 modified CaMV 35S 프로모터와 비슷하였

으나 활성 정도가 상대적으로 낮았다(Fig. 2A). 이러한 결과는

modified CaMV 35S 프로모터가 특정 유전자의 과발현에 매

우 유용하게 사용될 수 있음을 의미한다.

Modified CaMV 35S 프로모터 활성을 sGFP를 리포터 유전

자로 이용하여 조사하였다. 먼저 T1 형질전환 식물체를 대상으

로 GFP의 과발현을 RT-PCR을 수행하여 조사한 결과, 야생형

에서는 sGFP 발현이 관찰되지 않았지만, 서로 다른 5개 T1식

물체에서는 sGFP의 전사체를 많이 관찰할 수 있었다(Fig. 3A).

이들 T1 라인들의 T2 식물체를 대상으로 sGFP 활성을 형광

현미경으로 분석한 결과, 발아한지 8일 및 15일된 유식물체의

자엽, 하배축, shoot 정단 부위 및 뿌리에서 강한 sGFP signal

(A)

(B)

Fig. 3. Analysis of temporal and spatial activities of modified

CaMV 35S promoter using sGFP. (A) Semi-quantitative

RT-PCR analysis of sGFP in the T1 transgenic plants con-

taining modified CaMV 35S promoter::sGFP. GAPc was

used as an internal control. (B) Analysis of sGFP activ-

ities in modified CaMV 35S promoter::sGFP T2 transgenic

plants and wild-type plants. Cotyledons (a, b, c), shoot

apexes (d, e, f), hypocotyls (g, h, i) and roots (j, k, l)

at 8 and 15 DAG.
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을 확인할 수 있었다(Fig. 3B). 이러한 결과는 GUS 활성 결과와

유사하며, 따라서 modified CaMV 35S 프로모터는 유식물 단

계를 포함한 대부분의 발달단계에서의 과발현에 유용하게 사

용될 수 있는 것으로 여겨진다.

Modified CaMV 35S 프로모터의 꽃에서의 활성 분석

성숙한 형질전환 식물체의 꽃에서 GUS 발현 양상을 조사

하였다. Modified CaMV 35S 프로모터의 경우, 수술, 암술, 꽃

잎 등에서 발현이 관찰된 반면, intact CaMV 35S 프로모터는

수술과 암술에서 GUS 발현이 관찰되었다(Fig. 2B). 이러한 결

과는 modified CaMV 35S 프로모터가 꽃 기관에서의 과발현

에도 유용하게 사용될 수 있음을 나타낸다.

UBQ3, UBQ10 프로모터의 발달단계별 활성 분석

pFGL848과 pFGL849 벡터가 각각 형질전환된 애기장대 T2

형질전환 식물체를 대상으로 발달단계별 GUS 활성을 분석하

여 UBQ3과 UBQ10 유전자의 프로모터를 각각 포함하는

pFGL846, pFGL847 벡터의 유용성을 조사하였다. 먼저, 서로

다른 최소 4개 T1 라인에서 유래한 T2 식물체들은 유사한 GUS

발현 양상을 보였으며, UBQ3과 UBQ10 프로모터 형질전환체

모두 관찰된 모든 발달단계의 뿌리에서 강한 GUS 활성을 보

였다(Fig. 4A). UBQ3 프로모터의 경우, 발아 후 4일째와 7일째

유식물체의 지상부에는 GUS 활성이 거의 관찰되지 않았으나,

11일된 유식물의 자엽과 14일 및 21일된 식물체의 자엽 및

뿌리에서 GUS 활성이 관찰되었다(Fig. 4A). UBQ10 프로모터

의 경우, 7일째 유식물체의 자엽에서 강한 GUS 활성이 관찰되

어 UBQ3 프로모터보다 활성이 더 빨리 나타남을 알 수 있었다

(Fig. 4A). 발아 후 11일, 14일, 21일 단계에서의 자엽 및 잎에서

의 GUS 활성은 UBQ3 프로모터와 유사한 경향을 보였다(Fig.

4A). 이러한 결과를 바탕으로 UBQ3와 UBQ10 프로모터 모두

유전자의 과발현에 유용하게 사용될 수 있으며, 발아 후 초기

단계부터 유전자의 과발현을 원하는 경우 UBQ3 보다는

UBQ10 프로모터가 더 유용함을 알 수 있었다.

UBQ10 프로모터의 꽃에서의 활성 분석

성숙 식물체의 꽃에서의 UBQ3과 UBQ10 프로모터 활성

을 조사하였다. UBQ3 와 UBQ10 프로모터 모두 수술과 암

술에서 강한 발현이 관찰되었으며, UBQ3 프로모터의 경우

일부 꽃의 꽃잎에서 활성이 관찰되었다(Fig. 4B). 이러한 결

과는 본 연구에서 제조된 pFGL846과 pFGL847 모두 꽃 기

관에서 유전자의 과발현에 유용하게 이용될 수 있음을 의미

한다.

RNAi 벡터의 유용성 조사

RNAi 기본 벡터인 pFGL727이 유전자의 발현 억제에 효

과적인지 알아보기 위해, pFGL727을 사용하여 제조한 벼의

(A)

(B)

Fig. 4. Analysis of GUS activities in UBQ3 promoter::GUS and

UBQ10 promoter::GUS T2 transgenic plants. (A) GUS ac-

tivities in 4, 7, 11, 14 and 21 day-old-seedlings under

short day condition. (B) GUS activities in floral clusters

of mature plants.

OsDEG10 유전자에 대한 RNAi 형질전환 식물체를 분석하였

다. OsDEG10의 RNAi 형질전환 식물체는 OsDEG10 유전자

의 역반복 서열을 pFGL727에 클로닝 한 후, 역반복 서열 부

위를 단자엽식물용 과발현 벡터인 pGA1611로 클로닝 하였

고[23], 이를 벼에 형질전환하여 제조하였다. T1 형질전환 식

물체 5개를 대상으로 RT-PCR을 수행하여 OsDEG10 유전자

의 발현 정도를 확인하였다. 그 결과 1번, 2번과 5번 세 개

식물체에서 OsDEG10의 발현이 야생형에 비해 현저히 감소

한 것을 확인하였다(Fig. 5). 이러한 결과를 통해 pFGL727이

식물 유전자의 발현 억제에 유용하게 사용될 수 있음을 알

수 있었다.
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Fig. 5. Semi-quantitative RT-PCR analysis of OsDEG10 gene in

rice T1 transgenic plants containing OsDEG10 RNAi

vector. Rice Actin was used as an internal control.

고 찰

식물 유전자의 기능에 대한 연구에서 과발현체 및 돌연변이

체를 제조 또는 확보하는 것은 필수적이다[18]. 본 연구에서는

식물, 특히 쌍자엽식물에서 유전자의 과발현에 사용할 수 있

는 세 종류의 벡터와 대부분의 식물에서 유전자의 발현억제에

사용할 수 있는 RNAi 기본 벡터를 제조하고 그 유용성을 확인

하였다. 특히 과발현용 벡터의 제조에 사용된 pPZP211은 bi-

nary 벡터들 가운데 크기가 작고 박테리아 내에서 높은 copy

수로 존재하여 본 연구에서 제조된 벡터들은 박테리아 내에서

의 조작이 매우 용이하다[13].

먼저 쌍자엽식물에서 유전자의 과발현에 사용할 수 있는

pFGL571, pFGL846 그리고 pFGL847을 제조하였으며, 이들

벡터는 각각 modified CaMV 35S, UBQ3, UBQ10 프로모터를

포함하고 있다(Fig. 1B). 세 종류의 벡터 모두 MCS에 5개 또는

7개의 제한효소 부위를 가지고 있고, 벡터의 전체 염기서열이

제공되어 원하는 유전자를 쉽게 클로닝 할 수 있는 장점을

가지고 있다(Fig. 1B). GUS 유전자를 리포터 유전자로 사용하

여 세 벡터의 유용성을 형질전환 식물체에서 확인한 결과,

modified CaMV 35S, UBQ3, UBQ10의 세 프로모터 모두 애기

장대의 여러 발달단계 및 꽃 기관에서 발현됨을 확인하였고

(Fig. 2와 4), modified CaMV 35S의 경우 이러한 결과를 sGFP

를 리포터 유전자로 사용하여 재확인 하였으며, 전사체 수준에

서도 재확인 하였다(Fig. 3). 특히, modified CaMV 35S 프로모

터의 경우 intact CaMV 35S::omega 프로모터와 비교했을 때

좀 더 높은 활성을 보였다(Fig. 2B). Intact CaMV 35S::omega

프로모터는 변형되지 않은 CaMV 35S 프로모터에 단백질 발

현량을 높이는 것으로 보고된 omega 서열을 첨가한 것으로

CaMV 35S 프로모터 그 자체에 의한 것 보다 발현량을 더 높여

주는 것으로 보고되어 있다[19]. 따라서 본 연구의 결과는

pFGL571이 유전자 과발현에 매우 유용하게 사용될 수 있음을

나타낸다. 특히, CaMV 35S 프로모터는 대부분의 쌍자엽식물

에서 유사한 발현 경향을 보이는 것으로 알려져 있기 때문에

[19,30,35], 본 연구에서 제작한 pFGL571 벡터는 대부분의 쌍

자엽식물에서 유전자의 과발현을 위해 유용하게 사용될 수

있을 것으로 판단된다. 한편, UBQ3 보다 UBQ10 프로모터의

활성이 더 이른 초기 발달단계에서 관찰되었기 때문에(Fig.

4A), 영양생장 초기 단계부터의 과발현에는 UBQ3 보다

UBQ10 프로모터가 더 유용할 것으로 여겨진다.

식물에서 특정 유전자의 발현 억제에 사용될 수 있는 RNAi

기본 벡터인 pFGL727 벡터를 제조하였다(Fig. 1B). RNAi 방

법은 최근에 식물 및 동물 모두에서 특정 유전자의 발현을

억제하는데 매우 효율적인 방법으로 사용되고 있다[20]. 일반

적으로 RNAi 벡터는 hairpin 구조의 이중가닥 RNA를 합성할

수 있도록 spacer 서열을 사이에 두고 대상 유전자에 특이적인

역반복 서열이 필요하다[26]. 대상 유전자의 암호화 부위의 일

부에 대한 역반복 서열만으로도 효과적이어서[26], 역반복 서

열을 만들기 위해 전체 암호화 부위를 사용할 필요가 없다.

pFGL727 벡터의 경우 OsEMF1 유전자의 세 번째 인트론을

spacer로 사용하였고, spacer의 왼쪽 및 오른쪽으로 각각 5개,

8개의 제한효소 부위가 있어 역반복 서열의 클로닝이 매우

용이할 것으로 판단된다(Fig. 1B). RNAi 벡터를 제조하기 위

해, 발현을 억제시키고자 하는 대상 유전자에 대해 동일한 유

전자-특이적 부위를 spacer 양쪽에 역반복이 되도록 클로닝

하면 되는데, pFGL727의 경우 spacer 양쪽에 제한효소 부위가

많아 한 종류의 프라이머만으로도 역반복 서열의 클로닝이

가능하다. 즉, 유전자-특이적 부위를 증폭하기 위한 프라이머

를 디자인 할 때 DNA의 양쪽에 클로닝에 사용할 제한효소

부위가 각각 2개씩 합성되도록 하면 된다. 예를 들어 증폭된

DNA의 왼편에는 XhoI-BamHI 부위가, 오른편에는 EcoRI-

HindIII 부위가 생길 수 있도록 한 종류의 정방향 및 역방향

프라이머를 합성한 후, 증폭된 DNA를 먼저 BamHI과 EcoRI으

로 처리하여 pFGL727에 클로닝 하고, 클로닝 된 벡터에 동일

한 증폭 DNA를 XhoI과 HindIII로 처리하여 클로닝 하면 역반

복 서열을 가진 RNAi 벡터를 만들 수 있다. pFGL727에 클로

닝 된 역반복 서열 부위는 쌍자엽식물 또는 단자엽식물 과발

현용 벡터에 옮겨 식물체로 형질전환할 수 있다. 쌍자엽식물

에 형질전환할 경우 본 연구에서 제조된 pFGL571, pFGL846

또는 pFGL847을 과발현용 벡터로 이용할 수 있을 것이다. 실

제로 벼의 OsDEG10 유전자를 대상으로 pFGL727 벡터를 이

용하여 제조한 벼의 형질전환 식물체에서 발현 억제 효과를

조사한 결과, 5개의 T1 식물체 중 3개 라인에서 유전자 발현이

확연하게 감소함을 확인하였다(Fig. 5). 이러한 결과는

pFGL727이 RNAi 라인 제조를 기본 벡터로 유용하게 이용될

수 있음을 의미한다.

본 연구 결과를 종합할 때, 본 연구에서 제조된 pFGL571,

pFGL846 그리고 pFGL847은 쌍자엽식물에서 유전자 과발현

에 유용하게 사용될 수 있고, pFGL727은 쌍자엽식물 및 단자

엽식물에서 유전자의 발현 억제를 위한 효율적인 RNAi 기본

벡터로 이용될 수 있을 것으로 기대된다.

요 약

식물에서 유전자의 기능을 연구하는데 있어서 유전자가 과
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발현 되거나 발현이 억제되는 형질전환체는 해당 유전자의

기능과 관련되어 매우 유용한 정보를 제공한다. 본 연구에서

는 modified CaMV 35S, UBQ3, UBQ10 프로모터를 pPZP211

벡터에 각각 클로닝 하여 Agrobacterium을 매개로 한 과발현

형질전환 식물체 제작에 유용하게 이용할 수 있는 pFGL571,

pFGL846, pFGL847을 제조하였다. 이 벡터들은 크기가 작고,

박테리아 내에 high copy로 존재하며, 다중 클로닝 부위에 다

양한 제한효소 부위를 가지고 있고, 전체 서열이 알려져 있는

등의 장점을 가지고 있다. GUS 또는 sGFP 리포터 유전자를

포함하는 형질전환 식물체를 제조하여 modified CaMV 35S,

UBQ3, UBQ10 프로모터의 활성을 분석한 결과, 세 프로모터

모두 발아 후 대부분의 발달단계와 성숙한 식물체의 꽃 기관

에서 높은 활성을 보였다. 한편, 식물에서 유전자 발현 억제에

이용할 수 있는 RNAi 기본 벡터인 pFGL727을 제조하였고,

pFGL727을 이용한 벼 RNAi 형질전환체의 분석을 통해 이

벡터가 유전자의 발현 억제에 유용하게 이용될 수 있음을 확

인하였다. 연구 결과를 종합해 보면, 본 연구에서 제조한 벡터

들은 식물에서 유전자 과발현과 발현 억제에 유용하게 이용될

수 있을 것으로 기대된다.
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