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(54) 벼의 트랜스포존 유전자

요약

본 발명은 벼의 비자립적 트랜스포존 유전자, 자립적 트랜스포존 유전자 및 트랜스포사아제 유전자, 및 트랜스포존 유전자

를 전이시키는 방법 및 이 전이에 의해 형질전환한 식물에 관한 것이다.

발명자는, 벼 게놈 염기서열을 조사한 결과, 벼의 비자립적 트랜스포존 유전자, 자립적 트랜스포존 유전자 및 트랜스포사

아제 유전자를 발견하고, 이로부터 유전자를 도입한 벼 품종에 있어서 트랜스포존의 전이를 확인했다.

대표도

도 1
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색인어

트랜스포존, 자립, 비자립, 트랜스포사아제

명세서

기술분야

본 발명은 벼의 비자립적 트랜스포존 유전자, 자립적 트랜스포존 유전자 및 트랜스포사아제 유전자, 및 트랜스포존 유전자

를 전이시키는 방법 및 이 전이에 의해 형질전환한 식물에 관한 것이다.

배경기술

벼(Oryza sativa)의 게놈의 기능해석의 일수단으로서 유전자 파괴법이 사용되고 있다. 벼의 유전자파괴에는, 액티베이터

인자의 트랜스포사아제(전이효소) 유전자를 도입한 고체와 분리인자를 도입한 고체를 교배시켜, 분리인자를 활성화시키

는 방법, T-DNA를 사용하는 방법, 레트로트랜스포존에 의한 방법 등이 알려져 있지만, 벼의 자연돌연변이체를 해석하여

도, 활성이 있는 트랜스포존의 존재는 알려져 있지 않았다(세포공학별책 식물세포공학시리즈14「식물의 게놈연구 프로토

콜」2000년 2월(수윤사)).

한편, 게놈프로젝트에 의해 벼를 비롯하여 많은 식물의 유전자의 염기서열이 명확하게 되고, 그들의 결과는 차례로 데이터

베이스화되어 있다. 더욱이 동식물에 있어서 작동 유전자로서 트랜스포존 유전자는 어느 정도 특유한 염기서열을 가지고

있으므로, 그 정보에 근거하여 트랜스포존의 가능성을 갖는 유전자의 연구가 이루어지고 있지만, 아직 충분한 해명이 이루

어져 있지 않다.

또, 벼를 γ선 조사하는 것에 의해 유발된 돌연변이체로부터 트랜스포존이라고 생각되는 서열이 발견되어 있다(테츠야 나

카자키 등 「용이변성세립유전자 slg좌 영역에 있어서 트랜스포존 유사 서열의 삽입다형성」, 일본육종학회 제 10회 추계

대회, 2001년 10월).

발명의 상세한 설명

본 발명은, 벼게놈 염기서열을 조사한 결과, 트랜스포존에 특징적인 역방향 반복서열을 발견하고, 트랜스포존으로 보이는

서열에 관하여 많은 시험을 행한 결과, 이것이 트랜스포존(비자립적 트랜스포존)이라는 확증을 얻었다.

더욱이, 본 발명자는, 이 비자립적 트랜스포존 유전자를 기초로 하여, 자립적 트랜스포존 유전자를 발견하고, 더욱이 그 유

전자를 전이시키는 트랜스포사아제 유전자를 특정하였다.

과제를 해결하기 위한 수단

본 발명자는, 데이터베이스에 순차적으로 등록되는 벼게놈 염기서열을 가지고, 1번 염색체로부터 시작하여, 반복서열

(LTR)을 조사하여 왔다. 표 1에 나타내는 액세션넘버 AP002843의 클론에 있어서, LTR에 주목하여, 이 영역에 관해서 상

세하게 해석한 결과, LTR의 직후의 144459~144473 및 144874~144888의 장소에서, 트랜스포존에 특징적인 역방향 반

복서열을 발견하였다(도 1, 서열번호 6). 후술하는 실시예에서 명확하게 되지만, 이 반복서열에 끼워진 서열(서열번호 1)

은, 꽃밥 배양 등의 인위적 조작에 의해 현저하게 가동성을 나타내는 비자립적 트랜스포존인 것을 알 수 있었다.

[표 1]

등록특허 10-0616369

- 2 -



다음에, 이 비자립적 트랜스포존(서열번호 1)을 Query(호몰로지 탐색용 DNA)로서 사용하여 BLAST법에 의해 호몰로지

검색을 행하였다. 검색결과의 다수는, 이 비자립적 트랜스포존(서열번호 1) 자체였지만, 그 밖에 트랜스포존으로 기대되는

액세션넘버 AP004236과 AP003968이 발견되었다. 이들 AP004236과 AP003968을 비교한 결과, 모두 제 6 염색체상의

클론이고, 중복한 동일 영역의 서열이었다.

그 때문에, 비자립적 트랜스포존(서열번호 1)의 1~253과 AP004236의 89360~89612의 사이에서는, 상동성은 252/253

(99%)이고, 비자립적 트랜스포존(서열번호 1)의 254~430과 AP004236의 94524~94700의 사이에서는, 상동성은 177/

177(100%)로 보존되어 있었다.

상기 비자립적 트랜스포존(서열번호 1, 430bp)과 트랜스포존(서열번호 2, 5341bp)은 모두 15bp의 역방향 반복서열을 갖

고, TTA 또는 TAA를 인식하여 삽입되어 있다.

서열번호 2(5341bp)의 서열을 기초로 Open Reading Frame(ORF)을 탐색한 결과, 2종류의 추측되는 ORFI과 ORFII가 검

색되었다.

서열번호 2로 표시되는 염기서열을 갖는 트랜스포존 유전자의 구조를 도 9의 상단에 나타낸다. 비자립적 트랜스포존(서열

번호 1, 430bp)은 1~253 및 5165~5341, ORFI은 1526~1914 및 1939~2663, ORFII는 3190~4557에 각각 위치하고

있었다.

더욱이, 서열번호 2로 표시되는 염기서열과 유사한 유전자를 단리하기 위해서 서열번호 2를 Query(호몰로지 검색용

DNA)로 하여 BLAST법에 의해 호몰로지 검색을 한 결과, 서열번호 2로 표시되는 염기서열 이외에 액세션넘버

AP004753(제 2 염색체)와 AP003714(제 6 염색체)가 발견되었다. 이 2종류의 클론은 동일한 서열(서열번호 3)이고, 다

른 염색체에 위치하고 있었다(수개의 카피(copy) 존재). 인디카형에도 존재하는 것으로 보아, 일본형으로부터 인디카형까

지, 많은 품종에 유지되어 있는 유전자이다. 이 서열번호 3(5166bp)으로 표시되는 염기서열은, 서열번호 2로 표시되는 염

기서열과 동일하게, 역방향 반복을 갖고, TAA(3bp)를 인식하여 삽입되어 있었다.

서열번호 3의 서열을 기초로 Open Reading Frame(ORF)를 탐색한 결과, ORFI과 ORF II가 검색되어 2종류의 단백질을

코드하고 있다고 생각되었다.
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서열번호 3으로 표시되는 염기서열을 갖는 트랜스포존 유전자의 구조를 도 9의 하단에 나타낸다. 비자립적 트랜스포존(서

열번호 1, 430bp)은 1~170 및 5092~5166에 위치하고 있지만, 비자립적 트랜스포존(서열번호 1, 430bp)과의 일치가 도

중에서 없어져 있다. 또한, ORFI은 1630~2652, ORFII는 2959~4407에 각각 위치하고 있었다.

염기서열 3으로 표시되는 염기서열을 쟈포니카(AP004753 및 AP003714)와 인디카(Scaffold6962)에서 비교해 보면, 도

10에 나타낸 바와 같이, 90% 이상의 상동성이 확인되었다. 또, 비자립적 트랜스포존(서열번호 1, 430bp)의 인디카에 있어

서 변이빈도를 조사해 보면, 도 11에 나타낸 바와 같이, 95% 이상의 상동성이 확인되었다.

현재, 서열번호 2 및 3의 ORF I의 기능에 대하여는 어떤 것도 유추하지 못하고 있다.

다음에, ORF II가 트랜스포사아제(전이효소)를 코드하고 있는지 여부를 명확하게 하기 위해서, ORF II의 아미노산 서열에

관해서, 이미 알려진 트랜스포사아제의 보존영역의 유무를 조사하였다. 서열번호 2의 ORF II와 서열번호 3의 ORF II의 아

미노산서열을 서열번호 4와 서열번호 5에 나타낸다. 이들 2개의 ORF II의 아미노산서열의 비교를 도 12에 나타내는데, 그

들 사이의 상동성은 75% 이상(77%)으로 상당히 높았다. 이들 2종의 아미노산 서열은, 모두 DXG/AF/F motif와 YREK

motif를 갖기 때문에(Q.H.Le, K. Turcotte and T. Bureau, Genetics 158: 1081~1088(2001)), IS transposase family

에 속한다고 결론내려진다.

또한, 서열번호 2의 ORF II의 염기서열과, 서열번호 3의 ORF II의 서열번호와의 상동성은 75% 이상(79.3%)이었다.

즉, 본 발명은 서열번호 1로 표시되는 염기서열에 적어도 95% 상동인 DNA로 이루어지는 벼의 트랜스포존 유전자이다. 서

열번호 1로 표시되는 염기서열에 적어도 95% 상동인 DNA는, 꽃밥배양 또는 약제로 처리하는 것에 의해 전이하는 비자립

적 트랜스포존으로서의 기능을 갖는 유전자라고 생각된다.

또한, 본 발명은, 인핸서 또는 프로모터가 그 내부에 삽입된 청구항 1에 기재된 트랜스포존 유전자이다.

더욱이, 본 발명은 서열번호 2 또는 서열번호 3으로 표시되는 염기서열에 적어도 90% 상동인 DNA로 이루어지는 벼의 트

랜스포존 유전자이다. 서열번호 2 또는 서열번호 3으로 표시되는 염기서열에 적어도 90% 상동인 DNA는, 꽃밥배양 또는

약제로 처리하는 것에 의해 전이하는 자립적 트랜스포존으로서의 기능을 갖는 유전자라고 생각된다.

또한, 본 발명은 서열번호 2의 3190위치~4557위치의 염기서열 또는 서열번호 3의 2959위치~4407위치의 염기서열에

적어도 75% 상동인 DNA로 이루어지는 벼의 트랜스포사아제 유전자이다. 이들 염기서열에 적어도 75% 상동인 DNA는,

상기의 트랜스포존 유전자를 전이시키는 기능을 갖는 유전자라고 생각된다.

또한, 본 발명은 서열번호 4 또는 서열번호 5로 표시되는 아미노산서열, 또는 이 아미노산 서열에 있어서 1 또는 수개의 아

미노산이 결실, 치환 또는 부가된 아미노산서열을 갖는 단백질로 이루어지는 트랜스포사아제이다. 또한, 이 트랜스포사아

제는, 서열번호 4 또는 서열번호 5로 표시되는 아미노산 서열에 적어도 75% 상동인 아미노산 서열을 갖는 벼의 트랜스포

존 유전자라고 말할 수 있다.

더욱이, 본 발명은 이 단백질을 코드하는 트랜스포사아제 유전자이다.

본 발명은, 또한, 상기에 기재된 어느 트랜스포존 유전자를 함유하는 플라스미드이다. 더욱이, 본 발명은 프로모터 및 상기

에 기재한 어느 트랜스포사아제 유전자를 함유하는 플라스미드이다. 여기에서 사용할 수 있는 플라스미드로서, Ti플라스

미드, pBI-121플라스미드 등의 바이너리벡터를 들 수 있다. 여기에서 사용할 수 있는 프로모터로서는, 칼리플라워모자이

크윌스의 35S 프로모터ㆍ열쇼크프로모터ㆍ화학물질유도성 프로모터 등을 들 수 있다. 또한 프로모터 및 상기 유전자의 결

합방법에 특별히 제한은 없고, 통상의 유전자 공학적 수법에 따라서 적절하게 행하면 좋다.

또한, 본 발명은, 상기의 어느 트랜스포존 유전자가 도입된 형질전환체이다. 이 숙주는 식물인 것이 바람직하고, 숙주로서

는, 벼, 보리, 밀 또는 옥수수가 바람직하다. 이와 같은 식물을 형질전환하는 데에는, 통상의 유전자공학적 수법을 사용하

여, 이 유전자를 상기 플라스미드에 삽입하고, 이 식물을 형질전환하면 된다.

등록특허 10-0616369

- 4 -



더욱이, 본 발명은, 프로모터 및 상기 트랜스포사아제 유전자가 도입된 형질전환체이다. 필요에 따라서 이들 이외의 트랜

스포존 유전자를 도입하여도 좋다. 프로모터로서는 상기의 것을 사용할 수 있다. 이 숙주는 식물인 것이 바람직하고, 숙주

로서는 보리, 밀 또는 옥수수가 바람직하다. 이와 같은 식물을 형질전환하는 데에는, 통상의 유전자 공학적 수법을 사용하

여, 이 유전자를 상기 플라스미드에 삽입하고, 이 식물을 형질전환하면 된다.

본 발명은 또한, 상기의 어느 형질전환체를 꽃밥배양 또는 약제로 처리하는 것에 의해, 상기의 어느 트랜스포존 유전자를

전이시키는 방법이다.

더욱이, 본 발명은 상기의 어느 방법에 의해, 상기 트랜스포존 유전자가 전이하여 형질전환한 식물 또는 그 종자이다. 이

식물로서 벼, 또는 벼의 근린종인 보리, 밀 또는 옥수수가 바람직하다.

또한 본 발명은, 상기 어느 트랜스포존 유전자를 전이시키는 방법에 의해 상기의 어느 트랜스포존 유전자를 전이시키는 단

계, 전단계에서 얻은 식물로부터 DNA를 추출하는 단계, 상기 DNA를 트랜스포존 유전자 내에 절단부위가 없는 제한효소

로 소화하는 단계, 전단계에서 얻어진 DNA 단편을 리게이션하는 단계, 전단계에서 얻어진 DNA 단편을 PCR을 행하는 단

계, 얻어진 PCR 산물의 염기서열을 결정하는 단계로 이루어지는, 트랜스포존 유전자의 삽입영역을 특정하는 방법에 있어

서, 상기 PCR을 행하기 위해 사용하는 프라이머로서, 서열번호 1로 표시되는 염기서열의 5'말단으로부터 적어도 10염기,

바람직하게는 10~20염기, 보다 바람직하게는 10~15염기의 올리고뉴클레오티드 및 서열번호 1로 표시되는 염기서열의

3'말단으로부터 적어도 10염기, 바람직하게는 10~20염기, 보다 바람직하게는 10~15염기의 올리고뉴클레오티드 또는 이

들에 상보적인 올리고뉴클레오티드를 사용하는 방법이다. 이 프라이머는, 상기 올리고뉴클레오티드의 염기수가 15염기

이하인 경우에는, 염기서열의 5'말단으로부터 10~15염기의 올리고뉴클레오티드가 서열번호 1로 표시되는 염기서열의 3'

말단으로부터 10~15염기를 겸할 수 있으므로, 1종류로 할 수 있다. 즉, 이 경우에는, PCR을 행하기 위해서 사용하는 프라

이머로서, 서열번호 1로 표시되는 염기서열의 5'말단으로부터 10~15염기의 올리고뉴클레오티드 또는 이것에 상보적인

올리고뉴클레오티드를 사용하면 된다. 이와 같이 하여 트랜스포존 유전자의 삽입영역을 특정할 수 있으면, 트랜스포존 유

전자의 삽입에 의해 파괴된 유전자를 알 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은, 액세션넘버 AP002843의 유전자서열의 일부(서열번호 6)를 나타낸다. 트랜스포존에 특징적인 역방향 반복서열이

LTR의 직후의 144459~144473 및 144874~144888의 장소에 존재하고 있다.

도 2는, 4종의 벼 품종의 성엽(成葉)의 트랜스포존 DNA를 포함하는 영역(액세션넘버 AP002843)의 아가로스겔 전기영동

을 나타낸다(실시예 2). 일본청(日本晴:Nihonbare)에 있어서 약 850bp의 밴드가 얻어지고, 트랜스포존 유전자(430bp)가

삽입되어 있는 것을 나타낸다. 한편, 코시히카리, 히토메보레, 야마호우시에서는 약 420bp의 밴드가 얻어지고, 트랜스포

존 유전자가 삽입되어 있지 않은 것을 나타낸다.

도 3은, 일본청의 종자 유래 캘러스의 트랜스포존 DNA를 포함하는 영역(액세션넘버 AP002843)의 아가로스겔 전기영동

을 나타낸다(비교예 1).

도 4는, 일본청의 꽃밥 유래 캘러스의 트랜스포존 DNA를 포함하는 영역(액세션넘버 AP002843)의 아가로스겔 전기영동

을 나타낸다(실시예 3). 420bp의 밴드는 트랜스포존 유전자가 결실되어 있는 것을 나타낸다.

도 5는 일본청의 꽃밥 유래 캘러스의 아가로스겔 전기영동을 나타낸다(실시예 4). No.1은 일본청(콘트롤), No.2~10은 꽃

밥 유래 캘러스로부터의 재분화 식물체를 나타낸다. 트랜스포존 DNA중의 서열로 이루어지는 프로브를 사용하였다. No.2

와 No.6에, 콘트롤인 일본청 품종에는 없는 신규한 위치에 밴드(화살표)를 확인할 수 있다.

도 6은, 실시예 4에서 재분화한 벼 중에 형질이 변이한 것이 있는 것을 나타내는 사진이다. 이 벼는 잎이 오그라져있고 짧

다.

도 7은, 일본청의 종자 유래 캘러스의 트랜스포존 DNA를 포함하는 영역의 아가로스겔 전기영동을 나타낸다(실시예 5).

상단의 숫자는 5-아자시티딘의 농도를 나타낸다. 300bp의 밴드는 트랜스포존 유전자(430bp)가 결실되어 있는 것을 나타

낸다.

도 8은, 트랜스포존 유전자(430bp)가 결실되어 있는 4종의 클론의 염기서열을 나타낸다.

등록특허 10-0616369

- 5 -



도 9는, 염기서열 2 및 3으로 표시되는 염기서열을 갖는 트랜스포존 유전자의 구조를 나타낸다.

도 10은, 쟈포니카(AP004753 및 AP003714)와 인디카(Scaffold6962)에 있어서 염기서열 3으로 표시되는 염기서열의

상동성을 나타낸다.

도 11은, 인디카에 있어서 트랜스포존(염기서열 1, 430bp)의 변이빈도를 나타낸다.

도 12는, 서열번호 2의 ORF II와 서열번호 3의 ORF II의 아미노산서열의 비교를 나타낸다. 이들의 상동성은 75% 이상

(77.8%)이고(도면중, 상동개소를 *표시로 나타낸다.), 모두 DXG/AF/F motif와 YREK motif를 갖는다. 상단은 서열번호

4의 아미노산서열(서열번호 2의 ORFII에 상당한다.), 하단은 서열번호 5의 아미노산서열(서열번호 3의 ORFII에 상당한

다.)을 나타낸다.

도 13의 왼쪽은, 일본청의 꽃밥 유래 캘러스의 트랜스포존 DNA를 포함하는 영역(액세션넘버 AP004236)의 아가로스겔

전기영동을 나타낸다(실시예 6). 1.2Kb의 밴드는 트랜스포존 유전자가 결실되어 있는 것을 나타낸다. 도 13의 오른쪽은,

일본청의 종자 유래 캘러스의 트랜스포존 DNA를 포함하는 영역(액세션넘버 AP004236)의 아가로스겔 전기영동을 나타

낸다(비교예 2).

도 14는, 각 품종에 있어서 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2, 도면의 상단에 나타낸다.)의 유무를 나타내는 전기영동

도이다(실시예 7). 일본청(1)과 코시히카리(2)에는 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2)를 나타내는 밴드(화살표)가 보

이지만, 대중(台中) 65호(3)와 카사라스(4)에는 이 밴드가 나타나지 않는다.

도 15는, 일본청의 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2)를 도입한 대중 65호의 꽃밥 유래 캘러스의 전기영동도이다(실

시예 8). 대중 65호에는 나타나지 않은 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2)를 나타내는 밴드(화살표)가 자립적 트랜스

포존 유전자(서열번호 2)를 도입한 대중 65호의 꽃밥 유래 캘러스(No.3~6)에서는 확인된다.

도 16은, 일본청의 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2)를 도입한 대중 65호의 꽃밥 유래 캘러스의 비자립적 트랜스포

존 유전자를 포함하는 영역의 전기영동도이다(실시예 8). L06 유전자좌에 있어서 비자립적 트랜스포존 유전자가 결실된

것으로 생각되는 사이즈의 밴드가 관찰되었다(화살표).

도 17은, L02 유전자좌에 존재하는 비자립적 트랜스포존 유전자가 결실된 것으로 생각되는 사이즈의 밴드의 DNA단편의

염기서열을 나타낸다. 비자립적 트랜스포존 유전자서열(서열번호 1)이 결실되어 있다.

도 18은, L06 유전자좌에 존재하는 비자립적 트랜스포존 유전자가 결실된 것으로 생각되는 사이즈의 밴드의 DNA단편의

염기서열을 나타낸다. 비자립적 트랜스포존 유전자서열(서열번호 1)이 결실되어 있다.

발명의 실시의 형태

본 발명은, 우선 전장 430bp의 벼의 비자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 1)이다. 이 트랜스포존 유전자는 15bp의 터미

널 인버티드 리피트(terminal inverted repeats)를 가지고, 215bp(CT)와 대칭구조를 이루고 있다.

다음에, 2종류의 트랜스포존 유전자(서열번호 2 및 3)는, 모두 트랜스포사아제(서열번호 4 및 5)를 코드하고 있고, 자립적

트랜스포존이다.

자립적 트랜스포존은, 트랜스포사아제를 코드하고 있는 것이 특징이고, 스스로 가동할 수 있으며, 비자립적 트랜스포존의

전이를 유발하는 것이다. 한편, 비자립적 트랜스포존은, 상기 트랜스포사아제가 결실된 것이고, 스스로 가동할 수 없으며,

가동에는 자립적 트랜스포존의 도움이 필요하다. 구조상, 자립적 트랜스포존과 비자립적 트랜스포존을 비교하면, 결실한

것 이외의 영역에서는 상동성이 보존되어 있는 것이 특징이다.

본 발명의 트랜스포존을 갖는 식물, 본 발명의 트랜스포존으로 형질전환시킨 식물, 또는 본 발명의 트랜스포사아제 유전자

를 갖는 식물, 또는 본 발명의 트랜스포사아제 유전자로 형질전환된 식물은, 방사선 조사, 약제에 의한 처리, 또는 꽃밥 배

양 등에 의해 활성화시키는 것에 의해 본 발명의 트랜스포존을 전이시킬 수 있다. 이와 같은 수단에 의해 트랜스포존이 현

저하게 활성화하기 때문에, 용이하게 인공적인 트랜스포존의 전이가 일어난다.
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약제에 의한 처리는, 벼 등의 식물의 종자, 잎, 뿌리, 줄기 또는 액아(腋芽), 또는 그것에 유래하는 캘러스를 약제로 처리하

여 행한다. 약제, 예컨대 5-아자시티딘 또는 5-아자데옥시시티딘에 의한 처리를 행하기 위해서는, 이들 약제를

0.01~5mM, 바람직하게는 0.05~2mM 포함하는 고체 또는 액체배지에, 이들 식물의 캘러스를 이식하여 행하는 것이 일반

적이다. 이 캘러스는, 뿌리, 잎, 줄기 등의 식물기관을 옥신이나 사이토카이닌을 적당량 첨가한 배지에서 조직배양하는 것

에 의해 분화된 식물기관으로부터 탈분화하여 형성된 세포 덩어리를 말한다. 이 세포 덩어리는 미분화이고, 분화전능성을

갖는다. 분화전능성이란, 싹, 뿌리 등의 새로운 기관으로 재분화하는 능력이고, 예컨대 캘러스를 매개하므로써 1장의 잎으

로부터 수백의 클론식물체를 얻는 것이 가능하다.

또한, 꽃밥 배양은 반수체 육종법의 일종이고, 벼의 수술의 선단에 있는 꽃밥을 취출하여, 옥신 등의 호르몬을 주체로 하

고, 코르시틴 등의 배수처리제 등을 첨가한 배지에서 배양한다. 꽃밥은 유전자를 1세트밖에 갖지 않는 반수체이지만, 반수

체는 배화(倍化)하기 쉽기 때문에, 용이하게 순계를 얻을 수 있다. 벼의 꽃밥 유래 캘러스는, 배양기간이 길게 되면, 자연히

배화하여 반수체 배화계통으로 된다. 이 캘러스를 재분화배양하면, 변이식물체인 호모형의 종자가 얻어진다. 이 재분화배

지로서는, 사이토카이닌 등의 호르몬을 주체로 한 배지를 사용한다.

또한, 트랜스포존의 서열중의 적당한 2개의 서열을 프라이머로서 사용하여 PCR법에 의해 제작한 프로브를 사용하면, 전

이한 트랜스포존이 삽입되는 것에 의해 파괴된 유전자를 특정할 수 있다. 이와 같이 형질전환된 벼의 변이체와 그 유전자

와의 상관을 해명하는 것에 의해, 그 유전자의 기능을 알 수 있다.

트랜스포존 태그 계통에 의하여 파괴된 유전자를 간편하게 동정하는 것은, 매우 중요한 과제이다. 트랜스포존 삽입위치의

조사에는, 트랜스포존 디스플레이 등 다양한 방법이 있지만, 각각 번잡한 조작이 필요하다. 따라서, 본 발명자는 inverse

PCR법을 사용한 간편한 방법을 확립하였다. 이 경우, 트랜스포존내에 설계한 PCR 프라이머가 성공의 열쇠가 된다. 식물

체 등으로부터 게놈 DNA를 추출후, 트랜스포존내에 절단부위가 없는 제한효소(본 실험에서는 AluI을 사용)로 소화시키

고, 리가아제(셀프)로 리게이션을 행한다. 이것을 템플레이트로 하고, 서열번호 1로 표시되는 염기서열의 5'말단으로부터

적어도 10염기의 올리고뉴클레오티드 및 서열번호 1로 표시되는 염기서열의 3'말단으로부터 적어도 10염기의 올리고뉴

클레오티드 또는 이들에 상보적인 올리고뉴클레오티드, 특히 터미날 인버티드 리피트영역(서열번호 1로 표시되는 염기서

열의 5'말단으로부터 15염기, 및 3'말단으로부터 15염기의 영역)에 작성한 PCR 프라이머를 사용하여 PCR을 행하고, 얻어

진 PCR 산물의 염기서열을 결정하여, 트랜스포존의 삽입위치를 알 수 있다.

비자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 1)의 이용법의 하나로서, 이 비자립적 트랜스포존 유전자의 내부에 인핸서 또는 프

로모터를 삽입하고, 이들을 비자립적 트랜스포존과 함께 전이시킬 수 있다. 즉, 인핸서나 프로모터 등이 삽입된 유전자를

벼 또는 그 밖의 식물에 도입하여, 꽃밥 배양이나 약제처리하는 것에 의해, 이 유전자의 전이를 유발하면, 이 유전자의 전

이선의 근방에 있는 다른 유전자를 적극적으로 발현시키는 것이 가능하게 되고, 그 결과, 효율 좋게 gain of function의 변

이체를 작출할 수 있다. 이 프로모터로서, 예컨대 칼리플라워모자이크윌스의 35S프로모터 등을 사용할 수 있고, 또한 인핸

서로서는, 예컨대 칼리플라워모자이크윌스의 35S프로모터중의 인핸서영역(-90~-440) 4개를 일렬로 연결한 것 등을 들

수 있다. 인핸서의 삽입 개소는, 서열번호 1의 유전자내의 인버티드 리피트 영역을 제외한 장소이면, 특별히 제한은 없다.

또한 프로모터의 삽입개소는, 서열번호 1의 유전자내의 인버티드 리피트 영역을 제외한 장소에서 메티오닌이 하류에 존재

하지 않으면, 특별히 제한은 없다. 이들은 모두 트랜스포존의 전이에 지장이 없으면, 서열번호 1의 250bp부근에 삽입하는

것이 바람직하다. 인핸서나 프로모터 등의 삽입방법은, 서열번호 1의 염기서열을 이분하도록 하는 제한효소사이트 또는

PCR법을 사용하여 그 중에 클로닝사이트를 작성하여, 삽입할 수 있다.

본 발명은 종래 벼에 있어서 가동성을 나타내는 트랜스포존 유전자가 알려져 있지 않았지만, 가동성을 나타내는 벼의 트랜

스포존 유전자를 처음으로 밝혀내었다. 더욱이, 발명자는 꽃밥 배양 등의 간단한 수단에 의해, 비자립적 트랜스포존 유전

자가 전이하는 것을 확인하였다. 즉, 인위적으로 비자립적 트랜스포존 유전자를 전이시키는 수단을 제공하는 것에 성공하

였다.

또한 실시예에 있어서, 꽃밥 배양 등의 인위적 조작에 의해, 비자립적 트랜스포존 유전자가 결실된 것을 밝혀내고, 더욱이

비자립적 트랜스포존 유전자가 삽입된 유전자좌를 직접 확인하였다. 이와 같이 인위적으로 전이시킬 수 있는 트랜스포존

유전자를 발견할 수 있으므로, 인위적으로 트랜스포존 태그 계통을 벼에서 처음으로 작출하는 것에 성공하였다.

더욱이, 본 발명은 벼의 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2 및 3)를 밝혀내고, 더욱이, 이들에 포함되는 트랜스포사아

제 유전자를 밝혀내었다. 발명자는, 이와 같은 자립적 트랜스포존 유전자를 도입한 벼에 있어서, 꽃밥 배양이나 약물투여
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라는 간단한 수단에 의해, 이 트랜스포존 유전자가 전이하는 것을 확인하였다. 즉, 본 발명은 이 자립적 트랜스포존 유전자

나 트랜스포사아제 유전자를 벼 및 그 이외의 다른 식물에 도입하고, 이러한 인위적 조작을 실시하는 것에 의해 이들 식물

을 용이하게 인위적으로 형질전환시키는 수단을 제공한다.

본 발명의 자립적 트랜스포존의 이용법으로서, 이것을 변이원으로서 이용하여, 벼나 그 밖의 식물에 있어서, 트랜스포존

태그 계통을 작출할 수 있다.

본 발명을 이용하여 랜덤하게 본 트랜스포존을 전이시킨 계통을 수만계통 만들어낼 수 있다. 자연계에서 생육한 식물에서

의 전이는 매우 드물기 때문에, 식물조직배양에 의해 유도한 꽃밥 유래 캘러스나 5-아자시티딘(5-azacytidine) 처리한 종

자유래 캘러스 등에 의하여 고빈도로 전이를 유발한다. 벼 이외의 식물에 있어서도 형질전환법에 의해 본 발명의 자립적

트랜스포존을 도입하면, 동일하게 전이를 유발하는 것이 가능하다. 이와같이 하여 얻은 변이체는 유전학적 해석법이나 역

유전학적 해석법에 의하여 해석할 수 있다.

상기 유전학적 해석법이란, 변이체의 표현형으로부터 그 원인유전자를 단리하는 방법으로, 본 트랜스포존과 변이체의 표

현형이 링크해 있으면, 이 태그(트랜스포존)를 이용하여, 용이하게 원인 유전자의 단리를 행할 수 있다. 예컨대, 염에 강한

벼를 찾고 싶으면, 트랜스포존 태그 계통의 종자로부터 배양한 벼의 내염성을 조사하여, 원하는 벼를 선별하면 된다.

또한, 역유전학적 해석방법이란, 유전자로부터 그 유전자의 기능이 상실된 변이체를 단리하는 방법이다. 다수의 변이체로

부터 DNA를 추출하여 풀(pool)을 만든다. 트랜스포존 태그 계통의 DNA를 구입하여, 그중에서 목적하는 유전자에 트랜스

포존이 삽입된 변이체를 PCR법에 의하여 분리할 수 있다.

또한, 최근의 게놈프로젝트에 의하여 망라적인 해석으로서, 벼의 전체유전자에 대응한 변이체를 작출하고, 트랜스포존의

삽입위치를 데이터베이스화할 수 있다. 이용자는 목적에 맞추어 데이터베이스를 검색하여 목적한 변이체의 종자를 주문할

수 있다.

이하 실시예에 의하여 본 발명을 예증하지만, 이것들은 본 발명을 제한하는 것을 의도한 것은 아니다.

실시예

실시예 1

벼 품종, 일본청의 성엽(成葉)으로부터 DNA를 추출했다(Kikuchi et al. (1998) Plant Biotechnology 15:45~48). 트랜스

포존 DNA의 양단에 있는 역방향 반복서열 사이의 영역을 PCR법에 의하여 증폭하기 위하여, PCR 프라이머로서 서열번호

7의 DNA서열을 갖는 올리고뉴클레오티드를 사용하였다. PCR에는 GeneAmp9600 시스템(ABI 사)을 사용하여 행하였다.

반응액 100㎕ 중에는 200ng DNA, 2.5 유닛 TaKaRa Ex 태그(TaKaRa 사), 10㎕ 10×Ex 태그 버퍼, 8㎕ dNTP 혼합물

(각 2.5mM) 및 200pmol 프라이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은 94℃에서 30초간의 변성(denaturation), 55℃에서 1

분간의 어닐링(annealing), 72℃에서 12분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 35사이클 반응시켰다. 반응후 1% SeaKem

GTG 아가로스(FMC 사)로 분획하였다. 증폭된 약 450bp의 DNA 단편을 겔로부터 회수하여, TA클로닝 kit(In Vitrogen)

를 사용한 플라스미드 pCRII-TOPO에 서브클로닝하였다. 얻어진 클론의 염기서열을 310 DNA 시퀀서(sequencer; ABI

사)를 사용하여 결정하였다. 결정된 염기서열은 430bp로 이루어진 서열번호 1에 나타낸 것이었다.

실시예 2

4종의 벼 품종(일본청, 코시히카리, 히토메보레 및 야마호우시)의 성엽(成葉)으로부터 DNA를 추출했다. 트랜스포존 DNA

를 포함하는 영역(액세션넘버 AP002843)을 PCR법에 의하여 증폭하기 위하여, PCR 프라이머로서 서열번호 8과 서열번

호 9의 DNA서열을 갖는 올리고뉴클레오티드를 사용하였다. 반응액 100㎕ 중에는 200ng DNA, 2.5 유닛 앰플리태그 골

드(ABI 사), 10㎕ GeneAmp 10×PCR 버퍼(15mM의 MgCl2를 포함), 10㎕ Gene Amp 혼합물(dNTP 각 2mM), 200pmol

프라이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은 96℃에서 30초간의 변성, 55℃에서 1분간의 어닐링, 72℃에서 1분간의 신장반

응을 1사이클로 하여, 35사이클 반응시켰다. 반응후 2% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획하였다. 도2에 상기 아가로스

겔전기영동을 나타내었다. 일본청에서만 약 850bp의 밴드가 얻어졌다. 약 850bp의 밴드는 실시예 1에서 나타낸 서열번호

1의 트랜스포존 유전자(430bp)가 삽입되어 있는 단편이다. 한편, 코시히카리, 히토메보레 및 야마호우시에서는 약 420bp

의 밴드가 얻어져, 트랜스포존 유전자가 삽입되어 있지 않은 단편이었다. 이와 같은 품종중에서 일본청에만 특이적인 것

은, 이 유전자가 트랜스포존으로서의 기능을 갖고 있을 가능성을 시사하고 있다.
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비교예 1

일본청의 종자를 3% 차아염소산나트륨 용액에서 15~30분간 살균, 멸균수로 세정하고, 9개의 종자를 20~30㎖ 배지가 들

어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 놓고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에 4g의

CHU(N6) 바살 염(Basal Salt) 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로페녹시 초산

(sigma 사), 0.3g 카사미노산(DIFCO), 0.1g 미오-이노시톨(sigma), 2.878g 프로린(WAKO), 30g 슈크로오스(WAKO),

2g의 젤라이트(WAKO)를 포함한 고체배지를 사용했다. 유도배양 10일째에 유도된 종자 유래 캘러스는 20~30㎖ 배지가

들어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 증식배양했다. 1L의 배지중에

4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로페녹시 초산(sigma 사),

0.3g 카사미노산(DIFCO), 0.1g 미오-이노시톨(sigma), 2.878g 프로린(WAKO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트

(WAKO)를 포함하는 개체배지를 사용했다.

증식배양 2주일째의 종자유래 캘러스로부터 DNA를 추출했다. 트랜스포존 DNA를 포함한 영역을 PCR법에 의하여 증폭하

기 위하여, 실시예 2와 동일하게 PCR 프라이머로서 서열번호 8과 서열번호 9의 DNA 서열을 갖는 올리고뉴클레오티드를

사용했다. 반응액 100㎕ 중에는 200ng DNA, 2.5 유닛 앰플리태그 골드(ABI 사), 10㎕ GeneAmp 10×PCR 버퍼(15mM

의 MgCl2를 포함), 10㎕ Gene Amp 혼합물(dNTP 각 2mM), 200pmol 프라이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은 96℃에

서 30초간의 변성, 55℃에서 1분간의 어닐링, 72℃에서 1분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 35사이클 반응시켰다. 반응

후 2% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다. 도3에 상기 아가로스겔 전기영동을 나타내었다. 약 850bp의 1개의 밴드만

이 얻어졌다. 약 850bp의 밴드는 트랜스포존 유전자가 삽입된 상태의 사이즈이다. 기대되었던 트랜스포존 유전자가 결실

된 밴드의 사이즈인 약 420bp의 밴드는 얻어지지 않았다. 약 420bp의 밴드가 얻어지는 확률은 64캘러스 중에 0캘러스

(0%)였다. 이것에 의하여, 종자(배반(胚盤)) 유래 캘러스에 있어서 트랜스포존 유전자는 작동하고 있지 않는 것이 확인되

었다.

실시예 3

일본청의 출아 전의 이삭을 채취하여, 10℃의 온도에서, 10일간의 저온처리를 행한 후, 1% 차아염소산나트륨 용액에서 1

분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 낱꽃으로부터 꽃밥을 적출하고, 50개의 꽃밥을 3㎖의 액체배지가 들어있는 35×10㎜의

샤알레(CORNING 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에 4g의 CHU(N6) 바살

염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로페녹시 초산(sigma 사), 30g 슈크로오스

(WAKO)를 포함하는 액체배지를 사용했다. 유도배양 3~4주째에 유도된 꽃밥 유래의 캘러스는, 20~30㎖ 배지가 들어있

는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 증식배양했다. 1L의 배지중에, 4g의

CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2㎖의 α-나프탈렌 아세트산 용액(sigma 사), 2㎖

키네틴 용액(sigma 사), 3g 카사미노산(DIFCO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고체배지를

사용했다.

증식배양 2주째에 꽃밥 유래 캘러스로부터 DNA를 추출했다. 트랜스포존 DNA를 포함하는 영역을 PCR법에 의하여 증폭

하기 위하여, 실시예 2와 동일하게 PCR 프라이머로서 서열번호 8과 서열번호 9의 DNA 서열을 갖는 올리고뉴클레오티드

를 사용했다. 반응액 100㎕ 중에는 200ng DNA, 2.5 유닛 앰플리태그 골드(ABI 사), 10㎕ GeneAmp 10×PCR 버퍼

(15mM의 MgCl2를 포함), 10㎕ Gene Amp 혼합물(dNTP 각 2mM), 200pmol 프라이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은

96℃에서 30초간의 변성, 55℃에서 1분간의 어닐링, 72℃에서 1분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 35사이클 반응시켰

다. 반응후 2% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다. 도4에 상기 아가로스겔 전기영동을 나타내었다. 도면중에, 약

850bp와 약 420bp의 2개의 밴드가 얻어졌다. 약 850bp의 밴드는 트랜스포존 유전자가 삽입된 상태의 사이즈이다. 한편,

약 420bp의 밴드는 트랜스포존 유전자가 결실된 것을 나타낸다. 약 420bp의 밴드가 얻어지는 확률은 64캘러스 중에 11캘

러스(17.2%)였다.

또한, 본 실시예에 있어서 트랜스포존 유전자가 결실된 사이즈인 약 420bp의 밴드가 얻어진 꽃밥 유래 캘러스 중에서, 증

폭된 약 420bp의 DNA 단편(N=5)을 겔로부터 회수하고, TA 클로닝 kit(In Vitrogen)를 사용한 플라스미드 pCRII-TOPO

에 서브클로닝했다. 얻어진 클론에 대해서 염기서열을 310 DNA 시퀀서(ABI 사)를 사용하여 결정하였다. 이것들의 염기

서열을 비교한 결과, 트랜스포존 유전자 서열은 보이지 않았다(그 결과는 여기에 나타내지 않는다.). 이것에 의하여, 트랜

스포존 유전자의 결실이 염기서열로부터도 확인되었다.
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비교예 1에 있어서는, 배반(종자) 유래의 배양세포에서는 트랜스포존 유전자의 가동성은 확인되지 않았던 것에 대하여, 본

실시예에 있어서는, 꽃밥 유래의 배양세포에 있어서 트랜스포존 유전자의 극히 고빈도의 가동성이 확인되었다.

실시예 4

일본청의 출아 전의 이삭을 채취하여, 10℃의 온도에서, 10일간의 저온처리를 행한 후, 1% 차아염소산나트륨 용액에서 1

분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 낱꽃으로부터 꽃밥을 적출하고, 50개의 꽃밥을 3㎖의 액체배지가 들어있는 35×10㎜의

샤알레(CORNING 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에 4g의 CHU(N6) 바살

염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로페녹시 초산(sigma 사), 30g 슈크로오스

(WAKO)를 포함하는 액체배지를 사용했다. 유도배양 3~4주째에 유도된 꽃밥 유래의 캘러스는, 20~30㎖ 배지가 들어있

는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간의 밝은 곳에서 증식배양했다. 1L의 배지중에, 4g의

CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2㎖의 α-나프탈렌 아세트산 용액(sigma 사), 2㎖

키네틴 용액(sigma 사), 3g 카사미노산(DIFCO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고체배지를

사용했다.

증식배양 2주째에 증식한 꽃밥 유래 캘러스는, 20~30㎖ 배지가 들어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 이식하고,

30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 재분화배양했다. 1L의 배지중에, 4.3g의 MS 바살 염 혼합물(Gibcobrl 사), 1㎖ MS 비

타민 용액(sigma 사), 10㎖의 6-벤질아미노-퓨린 용액(sigma 사), 2㎖ α-나프탈렌 아세트산 용액(sigma 사), 2g 카사미

노산(DIFCO), 30g 솔비톨(WAKO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고체배지를 사용했다. 재

분화배양 3~4주째에 재생되어온 식물체는 생육배지내에 이식되고, 성장한 후 흙에 심어졌다. 생육배지는, 1L의 배지중

에, 4.3g의 MS 바살 염 혼합물(Gibcobrl 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트

(WAKO)를 포함하는 고체배지를 사용했다.

꽃밥 유래 캘러스로부터 재분화한 9개의 어린 싹으로부터 CTAB법에 의하여 DNA를 추출했다. 추출한 DNA를 제한효소

HindIII로 소화후, 0.8% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획하고, 알칼리 블롯팅법으로 나일론멤브레인(HybondN+)

(Amersham 사)에 전사했다. 서던 하이브리드화는 DIG 발광검출kit(Roche 사)를 사용하여 행하였다. 트랜스포존 DNA의

내부영역을 PCR법에 의하여 증폭하기 위하여, PCR 프라이머로서 서열번호 10 및 서열번호 11의 DNA 서열(모두 서열번

호 1(트랜스포존 유전자) 중의 서열이다.)을 갖는 올리고뉴클레오티드를 사용하여 프로브를 제작했다. 도5에 상기 아가로

스겔 전기영동을 나타내었다. 도5에 나타낸 바와 같이 No. 2 및 No. 6에 있어서 콘트롤의 일본청 품종에는 없는 새로운 위

치에 밴드(화살표)가 나타났다. 이 밴드는 트랜스포존 유전자가 삽입되어 파괴된 유전자좌를 나타내고 있다.

본 실시예에 의해, 새로운 유전자좌에 트랜스포존 유전자가 삽입된 것이 명확하게 되었다. 또한, 본 실시예에서 재분화한

벼에는 도6에 나타낸 것과 같은 형질이 변이한 것도 확인되어(유전자는 미확인), 이와 같은 형질에 관련하는 유전자가 이

와 같은 트랜스포존에 의해 파괴되어 있는 것을 시사한다.

실시예 5

일본청의 종자를 3% 차아염소산나트륨 용액에서 15~30분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 9개의 종자를 20~30㎖ 배지가

들어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에 4g

의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산(sigma 사),

0.3g 카사미노산(DIFCO), 0.1g 미오-이노시톨(sigma), 2.878g 프로린(WAKO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트

(WAKO)를 포함하는 고체배지를 사용했다.

수일후, 벼 종자 내의 배반조직으로부터, 캘러스가 형성되기 시작하고, 10일째에는 5㎜ 정도의 크림색의 캘러스가 되었다.

이 5㎜ 정도의 크림색 캘러스를 5-아자시티딘(sigma 사)을 0mM, 0.01mM, 0.03mM, 0.05mM, 0.1mM, 0.3mM의 농도

로 포함하는 증식배지에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 증식배양했다. 1L의 배지중에, 4g의 CHU(N6) 바살

염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산(sigma 사), 0.3g 카사미노산

(DIFCO), 0.1g 미오-이노시톨(sigma), 2.878g 프로린(WAKO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함

하는 고체배지를 사용했다.

증식배양 2주째의 종자유래 캘러스로부터 Dneasy plant mini kit(QIAGEN)에 의하여 DNA를 추출했다. 트랜스포존 DNA

를 포함하는 영역을 PCR법에 의하여 증폭하기 위하여, PCR 프라이머로서 서열번호 12 및 서열번호 13의 DNA 서열을 갖
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는 올리고뉴클레오티드를 사용했다. PCR 반응액은 HotStarTaq Master Mix Kit(QIAGEN)를 사용했다. PCR의 조건은

96℃에서 30초간의 변성, 55℃에서 1분간의 어닐링, 72℃에서 1분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 45사이클 반응시켰

다. 반응후 2% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다.

0.03mM~0.3mM의 5-아자시티딘 첨가구에 있어서, 약 730bp와 약 300bp의 2개의 밴드를 얻었다(도7), 약 730bp의 밴

드는 트랜스포존 유전자가 삽입된 상태의 사이즈이다. 한편, 약 300bp의 밴드는 트랜스포존 유전자(430bp)가 결실된 밴

드의 사이즈였다.

이러한 DNA 단편을 겔로부터 회수하여, TA 클로닝 키트(In Vitrogen)를 사용한 플라스미드 pCRII-TOPO에 서브클로닝

했다. 얻어진 4종류의 클론에 대해서, 염기서열을 310 DNA 시퀀서(ABI 사)를 사용하여 결정했다. 4종류의 클론의 염기서

열을 비교하였다(도8). 그 결과, 트랜스포존 유전자 서열은 전혀 보이지 않았다.

본 실시예에 의하여, 종자 유래 캘러스에 있어서도, 탈메틸화제인 5-아자시티딘을 사용하므로써, 본 트랜스포존의 전이를

유발할 수 있다는 것을 알았다. 이에 의하여, 1개의 종자로부터 본 트랜스포존이 전이한 수백의 클론 식물체를 얻을 수 있

다고 기대된다.

실시예 6

벼 품종, 일본청의 출아 전의 이삭을 채취하여, 10℃의 온도에서, 10일간의 저온처리를 행한 후, 1%의 차아염소산나트륨

용액에서 1분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 낱꽃으로부터 꽃밥을 적출하고, 50개의 꽃밥을 3㎖의 액체배지가 들어있는

35×10㎜의 샤알레(CORNING 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에 4g의

CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산(sigma 사), 30g

슈크로오스(WAKO)를 포함하는 액체배지를 사용했다. 유도배양 3~4주째에 유도된 꽃밥 유래의 캘러스는, 20~30㎖ 배지

가 들어있는 90×20㎜의 샤알레(CORNING 사) 내에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 증식배양했다. 1L의 배

지중에, 4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2㎖의 α-나프탈렌 아세트산 용액

(sigma 사), 2㎖ 키네틴 용액(sigma 사), 3g 카사미노산(DIFCO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함

하는 고체배지를 사용했다. 증식배양 2주째에 꽃밥 유래 캘러스로부터 DNA를 추출했다(Kikuchi et al. (1998) Plant

Biotechnology 15:45~48). 트랜스포존 DNA를 함유하는 영역을 PCR법에 의하여 증폭하기 위하여, PCR 프라이머로 서

열번호 14(AP004236의 88933~88962) 및 서열번호 15(AP004236의 95545~95574)의 DNA 서열을 갖는 올리고뉴클

레오티드를 사용했다. 반응액 100㎕ 중에는 200ng DNA, 2.5 유닛 TaKaRa LA Taq(TaKaRa 사), 10㎕ 10×LA PCR 버

퍼II, 6㎕ 25mM MgCl2, 8㎕ dNTP 혼합물(dNTP 각 2.5mM), 100pmol 프라이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은 96℃

에서 30초간의 변성, 68℃에서 12분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 35사이클 반응시켰다. 반응후 0.8% LO3 아가로스

(TaKaRa 사)로 분획했다. 약 6.6kbp의 밴드는 본발명의 트랜스포존 유전자(5341bp)가 삽입된 상태의 사이즈이다. 본 발

명의 트랜스포존 유전자는 약 5.4kbp이기 때문에, 이 트랜스포존 유전자가 결실된다면 약 1.2kbp의 밴드가 반드시 나타난

다. 본 실시예에서는 약 1.2kbp의 밴드가 얻어졌다(도 13). 이에 따라 꽃밥 유래 캘러스에 있어서는 동작하고 있다는 것이

명확하게 되었다. 약 1.2kb의 밴드를 얻을 확률은 64캘러스중 3캘러스(4.7%)였다. 본 실시예는, 꽃밥 유래 캘러스에서 서

열번호 2로 표시되는 DNA서열로 이루어지는 벼의 MITE가 움직인다는 것을 증명한다.

비교예 2

벼 품종, 일본청의 종자를 3% 차아염소산나트륨 용액에서 15~30분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 9개의 종자를 20~30

㎖ 배지가 들어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배

지중에 4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산

(sigma 사), 0.3g 카사미노산(DIFCO), 0.1g 미오-이노시톨(sigma), 2.878g 프로린(WAKO), 30g 슈크로오스(WAKO),

2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고체배지를 사용했다. 유도배양 10일째에 유도된 종자 유래 캘러스는 20~30㎖ 배지가

들어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에

4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산(sigma 사)

, 0.3g 카사미노산(DIFCO), 0.1g 미오-이노시톨(sigma), 2.878g 프로린(WAKO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이

트(WAKO)를 포함하는 고체배지를 사용했다. 증식배양 2주째에 종자 유래 캘러스로부터 DNA를 추출했다(Kikuchi et al.

(1998) Plant Biotechnology 15:45~48). 트랜스포존 DNA를 함유하는 영역을 PCR법에 의하여 증폭하기 위하여, PCR 프

라이머로 서열번호 14 및 서열번호 15의 DNA 서열을 갖는 올리고뉴클레오티드를 사용했다. 반응액 100㎕ 중에는 200ng

DNA, 2.5 유닛 TaKaRa LA Taq(TaKaRa 사), 10㎕ 10×LA PCR 버퍼II, 6㎕ 25mM MgCl2, 8㎕ dNTP 혼합물(dNTP 각

2.5mM), 100pmol 프라이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은 94℃에서 30초간의 변성, 68℃에서 12분간의 신장반응을 1
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사이클로 하여, 35사이클 반응시켰다. 반응후 0.8% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다. 그 결과 약 6.6kbp의 1개의

밴드만이 얻어졌고, 약 1.2kbp의 밴드는 얻어지지 않았다(도 13). 이에 따라, 종자 유래 캘러스에 있어서는 작동하고 있지

않다는 것이 명확해졌다. 약 1.2kb의 밴드를 얻을 확률은 64캘러스중 0캘러스(0%)였다.

실시예 7

본 실시예에서는, 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2)를 갖고 있지 않은 품종을 찾아, 자립적 트랜스포존 유전자(서열

번호 2)의 유무에 따른 비자립적 트랜스포존 유전자의 전이의 차이를 명확하게 하기 위하여, 자립적 트랜스포존 유전자(서

열번호 2)를 갖고 있지 않은 품종의 꽃밥 유래 캘러스를 유도하고, 비자립적 트랜스포존 유전자의 전이를 조사하였다.

벼 품종, 일본청, 코시히카리, 대중 65호 및 카사라스의 4품종을 사용하여, 각각의 품종의 잎으로부터, CTAB법에 의하여

DNA를 추출했다. 추출한 DNA를 제한효소 HindIII로 소화후, 1.0% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획하고, 알칼리 블롯

팅법으로 나일론멤브레인(HybondN+)(Amersham 사)에 전사했다. 서던 하이브리드화는 DIG 발광검출키트(Roche 사)

를 사용하여 행하였다. 프로브 제작에는 PCR DIG 프로브 합성 키트(Roche 사)를 사용하였다. 자립적 트랜스포존 유전자

에 특이적인 내부영역을 PCR법에 의하여 증폭하기 위하여, PCR 프라이머로서 서열번호 16과 서열번호 17의 DNA 서열

을 갖는 올리고뉴클레오티드를 사용하여 프로브를 제작하였다. 서던 하이브리드화 결과, 일본청 및 코시히카리에는 각각

자립적 트랜스포존 유전자가 1카피 게놈중에 존재하지만, 대중 65호 및 카사라스에는 존재하지 않는 것을 알았다(도 14).

다음으로, 대중 65호의 꽃밥 유래 캘러스를 유도하여, 비자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 1)의 전이를 조사하였다.

벼 품종, 대중 65호의 출아 전의 이삭을 채취하여, 10℃의 온도에서, 10일간의 저온처리를 행한 후, 1% 차아염소산나트륨

용액에서 1분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 낱꽃으로부터 꽃밥을 적출하고, 50개의 꽃밥을 3㎖의 액체배지가 들어있는

35×10㎜의 샤알레(CORNING 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에 4g의

CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산(sigma 사), 30g

슈크로오스(WAKO)를 포함하는 액체배지를 사용했다. 유도배양 3~4주째에 유도된 꽃밥 유래의 캘러스는, 20~30㎖ 배지

가 들어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 증식배양했다. 1L의 배지중

에, 4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2㎖의 α-나프탈렌 아세트산 용액(sigma

사), 2㎖ 키네틴 용액(sigma 사), 3g 카사미노산(DIFCO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고

체배지를 사용했다. 각각 증식배양 2주째에 꽃밥 유래 캘러스로부터 상기 문헌(Kikuchi et al. (1998) Plant

Biotechnology 15:45~48)에 기재된 방법에 따라, DNA를 추출했다. 트랜스포존 DNA를 포함하는 영역을 PCR법에 의하

여 증폭하기 위하여, PCR 프라이머로서 서열번호 18과 서열번호 19(LO2), 서열번호 20과 서열번호 21(LO6), 서열번호

22와 서열번호 23(LO7)의 DNA 서열을 갖는 올리고뉴클레오티드를 사용했다. 반응액 100㎕ 중에는 200ng DNA, 2.5 유

닛 앰플리태그 골드(ABI 사), 10㎕ GeneAmp 10×PCR 버퍼(15mM의 MgCl2를 포함), 10㎕ Gene Amp 혼합물(dNTP 각

2mM), 200pmol 프라이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은 96℃에서 30초간의 변성, 55℃에서 1분간의 어닐링, 72℃에

서 1분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 35사이클 반응시켰다. 반응후 2% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다. 그 결

과 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 1)를 갖지 않는 대중 65호에서는 LO2, LO6 및 LO7 유전자좌에 존재하는 비자립

적 트랜스포존 유전자의 전이가 일어나지 않았다(표 2 상단). 그러나, 하기 비교예 3에 나타낸 바와 같이, 꽃밥 유래 캘러

스에 있어서 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2)를 갖는 일본청에서는 10.9~31.3%의 고빈도로 비자립적 트랜스포존

유전자가 전이했다.

[표 2]

비교예 3
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일본청의 출아 전의 이삭을 채취하여, 10℃의 온도에서, 10일간의 저온처리를 행한 후, 1% 차아염소산나트륨 용액에서 1

분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 낱꽃으로부터 꽃밥을 적출하고, 50개의 꽃밥을 3㎖의 액체배지가 들어있는 35×10㎜의

샤알레(CORNING 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에 4g의 CHU(N6) 바살

염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산(sigma 사), 30g 슈크로오스

(WAKO)를 포함하는 액체배지를 사용했다. 유도배양 3~4주째에 유도된 꽃밥 유래의 캘러스는, 20~30㎖ 배지가 들어있

는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 증식배양했다. 1L의 배지중에, 4g의

CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2㎖의 α-나프탈렌 아세트산 용액(sigma 사), 2㎖

키네틴 용액(sigma 사), 3g 카사미노산(DIFCO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고체배지를

사용했다.

증식배양 2주째에 꽃밥 유래 캘러스로부터 DNA를 추출했다. 트랜스포존 DNA를 포함하는 영역을 PCR법에 의하여 증폭

하기 위하여, 실시예 7과 같이 PCR 프라이머로서 서열번호 5 및 서열번호 1의 DNA 서열을 갖는 올리고뉴클레오티드를

사용했다. 반응액 100㎕ 중에는 200ng DNA, 2.5 유닛 앰플리태그 골드(ABI 사), 10㎕ GeneAmp 10×PCR 버퍼(15mM

의 MgCl2를 포함), 10㎕ Gene Amp 혼합물(dNTP 각 2mM), 200pmol 프라이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은 96℃에

서 30초간의 변성, 55℃에서 1분간의 어닐링, 72℃에서 1분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 35사이클 반응시켰다. 반응

후 2% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다. 그 결과 약 850bp와 420bp의 2개의 밴드가 얻어졌다. 약 850bp의 밴드는

트랜스포존 유전자가 삽입된 상태의 사이즈이다. 한편, 약 420bp의 밴드는 트랜스포존 유전자가 결실된 것을 나타낸다.

약 420bp의 밴드를 얻을 확률은 64캘러스중 11캘러스(17.2%)였다.

실시예 8

본 실시예에서는, 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2)를 포함하는 게놈 영역을 단리하여, 이것을 자립적 트랜스포존 유

전자(서열번호 2)를 갖지 않는 품종(대중 65호)에 도입하여, 비자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 1)의 전이를 조사했다.

벼 품종, 일본청으로부터 자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 2)를 포함하는 게놈 영역을 단리하기 위하여, 서열번호 2로

표시되는 염기서열을 사이에 두도록 서열번호 24 및 서열번호 25의 DNA 서열을 갖는 올리고뉴클레오티드를 설계하여,

PCR의 프라이머로 사용하였다. 일본청의 잎으로부터, CTAB법에 의하여 추출한 DNA를 이용하였다. 반응액 100㎕ 중에

는 200ng DNA, 2.5 유닛 TaKaRa LA Taq(TaKaRa 사), 10㎕ 10×LA PCR 버퍼II, 6㎕ 25mM MgCl2, 8㎕ dNTP 혼합물

(dNTP 각 2.5mM), 100pmol 프라이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은 94℃에서 30초간의 변성, 68℃에서 12분간의 신

장반응을 1사이클로 하여, 35사이클 반응시켰다. 반응후 0.8% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다. 자립적 트랜스포

존 유전자가 삽입되어 있는 약 6.6kbp의 밴드를 얻었다.

상기 DNA 단편(약 6.6kbp)을 겔로부터 회수하여, TA 클로닝 키트(In Vitrogen)를 사용한 플라스미드 pCRII-TOPO에 서

브클로닝했다. 다음으로 pCRII-TOPO에 존재하는 멀티클로닝 사이트(ApaI과 KpnI)를 이용하여, 선발 마커로서 하이그로

마이신(hygromycin) 내성유전자를 갖는 식물감염용 바이너리 벡터(binary vector)에 서브클로닝해서, 전기천공법

(electroporation)에 의하여 아그로박테리아 EHA101에 도입했다. 감염에 사용하기 3일전에 카나마이신(Wako)과 하이그

로마이신(Wako)을 포함하는 AB배지에 스트리크(streak)하여, 꽃밥 유래 캘러스로의 감염에 사용했다.

다음에, 아그로박테리아를 매개하여, 벼 품종, 대중 65호의 꽃밥 유래의 캘러스에 상기에서 얻은 자립적 트랜스포존 유전

자(서열번호 2)를 포함하는 게놈 영역(약 6.6kbp)을 도입했다.

벼 품종, 대중 65호의 출아 전의 이삭을 채취하여, 10℃의 온도에서, 10일간의 저온처리를 행한 후, 1% 차아염소산나트륨

용액에서 1분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 낱꽃으로부터 꽃밥을 적출하고, 50개의 꽃밥을 3㎖의 액체배지가 들어있는

35×10㎜의 샤알레(CORNING 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에 4g의

CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산(sigma 사), 30g

슈크로오스(WAKO)를 포함하는 액체배지를 사용했다. 유도배양 3~4주째에 유도된 꽃밥 유래의 캘러스는, 20~30㎖ 배지

가 들어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 증식배양했다. 1L의 배지중

에, 4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2㎖의 α-나프탈렌 아세트산 용액(sigma

사), 2㎖ 키네틴 용액(sigma 사), 3g 카사미노산(DIFCO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고

체배지를 사용했다.
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증식배양 2주째인 대중 65호의 꽃밥 유래 캘러스에 아그로박테리아를 감염시켰다. AB배지에 도포후 3일된 아그로박테리

아를 숟가락으로 취하여, 10mg/ℓ의 아세토시린곤(acetosyringone)을 첨가한 AAM배지(25㎖)에 넣어 잘 흔들어, 혼합된

감염용 액을 샤알레(IWAKI)에 넣었다. 증식배양 2주째에 꽃밥 유래 캘러스를 금망(金網)에 넣고, 2분간 감염용 액에 담갔

다. 금망을 멸균시킨 종이 타월상에 놓고, 여분의 수분을 제거한 후, 핀셋으로 여과지를 깐 공존배지에 캘러스를 놓고, 외

과용 테이프로 실링하여 28℃ 암흑하에서 3일간 배양하였다. 공존배지는 1L의 배지중에 4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물

(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 30g 슈크로오스(WAKO), 10g의 글루코오스(WAKO), 2㎎/ℓ 2,4-디클로로-

페녹시 초산(Sigma 사), 2g 젤라이트(WAKO), 10㎎ 아세토시린곤을 포함하는 고체배지를 사용했다. 공존배양 3일된 캘

러스를 100ml 멸균수가 들어있는 삼각플라스크에 넣고서 잘 흔들어준 다음, 물만 제거했다. 멸균수로의 세정을 수회 반복

한 후, 500mg/㎖의 카르베니실린을 넣은 세정액으로 씻은 후, 선택배지에 캘러스를 샤알레 1개에 9개 이식하고, 외과용

테이프로 실링하여 25℃ 밝은 곳에서 한달간 배양했다. 선택배지는 1L의 배지중에 4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma

사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 30g 슈크로오스(WAKO), 0.3g 카사미노산(DIFCO), 2.878g 프로린(ICN), 0.1g 미

오-이노시톨(Sigma 사), 2㎎/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산(Sigma 사), 500mg 하이그로마이신(Wako), 50㎎ 카르베니실

린(Wako), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고체배지를 사용하였다.

다음으로, 선택배지에 심은 후 3~4주 후에, 증식된 하이그로마이신 내성 캘러스에 있어서, 일본청의 자립적 트랜스포존

유전자의 도입과 비자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 1)의 전이를 조사하였다.

내성 캘러스로부터 상기 문헌(Kikuchi et al. (1998) Plant Biotechnology 15:45~48)에 기재된 방법에 따라, DNA를 추출

했다. 서열번호 2로 표시되는 염기서열을 사이에 두도록 설계한 서열번호 24 및 서열번호 25의 DNA 서열을 갖는 올리고

뉴클레오티드를 PCR의 프라이머로 사용하여 PCR 반응을 행했다. 반응액 100㎕ 중에는 200ng DNA, 2.5 유닛 TaKaRa

LA Taq(TaKaRa 사), 10㎕ 10×LA PCR 버퍼II, 6㎕ 25mM MgCl2, 8㎕ dNTP 혼합물(dNTP 각 2.5mM), 100pmol 프라

이머가 포함되어 있다. PCR의 조건은 94℃에서 30초간의 변성, 68℃에서 12분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 35사이

클 반응시켰다. 반응후, 0.8% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다. 그 결과, 내성 캘러스에 있어서, 일본청의 자립적 트

랜스포존 유전자의 도입을 확인할 수 있었다(도 15).

다음으로, 비자립적 트랜스포존 유전자를 포함하는 영역을 PCR법에 의하여 증폭하기 위하여, PCR 프라이머로서 서열번

호 18과 서열번호 19(LO2), 서열번호 20과 서열번호 21(LO6), 서열번호 22와 서열번호 23(LO7)의 DNA 서열을 갖는 올

리고뉴클레오티드를 사용했다. PCR 반응액은, HotStarTaq Master Mix Kit(QIAGEN)를 사용하였다. PCR의 조건은

96℃에서 30초간의 변성, 55℃에서 1분간의 어닐링, 72℃에서 2분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 45사이클 반응시켰

다. 반응후, 2% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다. 그 결과, 38개의 자립적 트랜스포존 유전자가 도입된 캘러스에 있

어서 비자립적 트랜스포존 유전자의 결실을 조사한 바, LO6 유전자좌에 있어서 결실했다고 생각되어지는 사이즈의 밴드

를 얻었다(도 16). LO2, LO6 및 LO7 유전자좌에 존재하는 비자립적 트랜스포존 유전자의 결실빈도는 0~5.3%정도였다

(표2 하단).

LO2 및 LO6 유전자좌에 존재하는 비자립적 트랜스포존 유전자가 결실되었다고 생각되어지는 사이즈의 밴드의 DNA 단

편을 겔로부터 회수하여, TA 클로닝 키트(In Vitrogen)를 사용한 플라스미드 pCRII-TOPO에 서브클로닝했다. 얻어진 클

론에 대하여, 염기서열을 310 DNA 시퀀서(ABI 사)를 사용하여 결정하였다. 비자립적 트랜스포존 유전자서열은 보이지

않았다(도 17, 도 18).

이 결과는, 일본청의 자립적 트랜스포존 유전자를 도입하므로써 대중 65호의 꽃밥 유래 캘러스에 있어서 비자립적 트랜스

포존 유전자의 전이를 유발한 것을 나타내고 있다. 이에 따라, 서열번호 2로 표시되는 염기서열로 이루어지는 트랜스포존

은, 꽃밥 유래 캘러스에 있어서 자립적으로 전이함과 함께, 비자립적 트랜스포존 유전자의 전이를 제어한다고 결론지을 수

있다.

실시예 9

본 실시예에서는 서열번호 3으로 표시되는 염기서열의 전이활성을 꽃밥 유래 캘러스와 5-아자시티딘 처리한 배반 유래

캘러스에 관하여 조사하였다.

벼 품종, 일본청의 출아 전의 이삭을 채취하여, 10℃의 온도에서, 10일간의 저온처리를 행한 후, 1% 차아염소산나트륨 용

액에서 1분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 낱꽃으로부터 꽃밥을 적출하고, 50개의 꽃밥을 3㎖의 액체배지가 들어있는

35×10㎜의 샤알레(CORNING 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배지중에 4g의
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CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로페녹시 초산(sigma 사), 30g

슈크로오스(WAKO)를 포함하는 액체배지를 사용했다. 유도배양 3~4주째에 유도된 꽃밥 유래의 캘러스는, 20~30㎖ 배지

가 들어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 이식하고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 증식배양했다. 1L의 배지중

에, 4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2㎖의 α-나프탈렌 아세트산 용액(sigma

사), 2㎖ 키네틴 용액(sigma 사), 3g 카사미노산(DIFCO), 30g 슈크로오스(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고

체배지를 사용했다. 각각 증식배양 2주째에 꽃밥 유래 캘러스로부터, 상기 문헌(Kikuchi et al. (1998) Plant

Biotechnology 15:45~48)에 기재된 방법에 따라, DNA를 추출했다.

벼 품종, 일본청의 종자를 3% 차아염소산나트륨 용액에서 15~30분간의 살균, 멸균수로 세정하고, 9개의 종자를 20~30

㎖ 배지가 들어있는 90×20㎜의 샤알레(iwaki 사) 내에 뿌리고, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 유도배양했다. 1L의 배

지중에 4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페녹시 초산

(sigma 사), 0.3g 카사미노산(DIFCO), 0.1g 미오-이노시톨(sigma), 2.878g 프로린(WAKO), 30g 슈크로오스(WAKO),

2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고체배지를 사용했다. 유도배양 10일째에 유도된 종자 유래 캘러스는 5-아자시티딘

(sigma)을 0mM, 0.1mM, 0.5mM의 농도로 포함하는 증식배지에 이식하여, 30℃의 온도, 24시간 밝은 곳에서 증식배양했

다. 1L의 배지중에 4g의 CHU(N6) 바살 염 혼합물(sigma 사), 1㎖ MS 비타민 용액(sigma 사), 2mg/ℓ 2,4-디클로로-페

녹시 초산(sigma 사), 0.3g 카사미노산(DIFCO), 0.1g 미오-이노시톨(sigma), 2.878g 프로린(WAKO), 30g 슈크로오스

(WAKO), 2g 젤라이트(WAKO)를 포함하는 고체배지를 사용했다. 증식배양 2주째에 종자 유래 캘러스로부터, Dneasy

plant mini kit(QIAGEN)로 DNA를 추출했다.

트랜스포존 DNA를 포함하는 영역을 PCR법에 의하여 증폭하기 위하여, PCR 프라이머로서 서열번호 26 및 서열번호 27

의 DNA 서열을 갖는 올리고뉴클레오티드를 사용했다. 반응액 100㎕ 중에는 200ng DNA, 2.5 유닛 TaKaRa LA Taq

(TaKaRa 사), 10㎕ 10×LA PCR 버퍼II, 6㎕ 25mM MgCl2, 8㎕ dNTP 혼합물(dNTP 각 2.5mM), 100pmol 프라이머가

포함되어 있다. PCR의 조건은 94℃에서 30초간의 변성, 68℃에서 12분간의 신장반응을 1사이클로 하여, 35사이클 반응

시켰다. 반응후 0.8% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다.

그 결과, 꽃밥 유래 캘러스 및 배반 유래 캘로스에서는, 서열번호 3으로 표시되는 염기서열을 갖는 트랜스포존은 전이하지

않지만, 5-아자시티딘으로 처리했던 배반 유래 캘러스에서 고빈도로 전이가 일어났다(표 3).

[표 3]

서열번호 3으로 표시되는 염기서열을 갖는 트랜스포존은, 구조상, 트랜스포사아제를 코드하는 자립적 트랜스포존 유전자

이고, 5-아자시티틴의 처리에 의하여 활성화하며, 비자립적 트랜스포존 유전자(서열번호 1)의 전이를 제어하고 있다고 생

각된다.

실시예 10

벼 품종, 카사라스의 성엽으로부터, Dneasy plant mini kit(QIAGEN)로 DNA를 추출했다. 삽입되어 있는 트랜스포존

DNA의 인접영역을 PCR에 의해 증폭하기 위하여 inversePCR법을 사용하였다. inverse용의 PCR 프라이머로는 서열번호

1의 5' 말단으로부터 15염기의 염기서열의 올리고뉴클레오티드(5'-CCATTGTGACTGGCC-3')를 사용하였다. PCR에는,

GeneAmp 9600 시스템(ABI 사)을 사용하여 행하였다. PCR 반응액은, HotStarTaq Master Mix kit(QIAGEN)를 사용하

였다. PCR의 조건은 96℃에서 30초간의 변성, 44~58℃에서 1분간의 어닐링, 72℃에서 1분간의 신장반응을 1사이클로
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하여, 45사이클 반응시켰다. 반응후, 2% LO3 아가로스(TaKaRa 사)로 분획했다. 증폭된 DNA 단편을 TA 클로닝 키트(In

Vitrogen)를 사용한 플라스미드 pCRII-TOPO에 서브클로닝했다. 얻어진 클론의 염기서열을 310 DNA 시퀀서(ABI 사)를

사용하여 결정하였다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

서열번호 1로 표시되는 염기서열로 이루어지는 벼의 트랜스포존 유전자.

청구항 2.

제 1항에 있어서, 인핸서 또는 프로모터가 그 내부에 삽입되어 있는 것을 특징으로 하는 벼의 트랜스포존 유전자.

청구항 3.

서열번호 2 또는 서열번호 3으로 표시되는 염기서열로 이루어지는 벼의 트랜스포존 유전자.

청구항 4.
삭제

청구항 5.

서열번호 4 또는 서열번호 5로 표시되는 아미노산 서열로 이루어지는 단백질을 코드하는 트랜스포사아제 유전자.

청구항 6.

서열번호 4 또는 서열번호 5로 표시되는 아미노산 서열을 갖는 단백질로 이루어지는 트랜스포사아제.

청구항 7.

제 1항 내지 제 3항중 어느 한 항에 기재된 트랜스포존 유전자를 포함하는 플라스미드.

청구항 8.

프로모터 및 제 5항에 기재된 트랜스포사아제 유전자를 포함하는 플라스미드.

청구항 9.

제 1항 내지 제 3항 중 어느 한 항에 기재된 트랜스포존 유전자가 도입된 벼 세포.

청구항 10.
삭제
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청구항 11.
삭제

청구항 12.

프로모터 및 제 5항에 기재된 트랜스포사아제 유전자가 도입된 벼 세포.

청구항 13.
삭제

청구항 14.
삭제

청구항 15.

제 9항에 기재된 벼 세포를 꽃밥 배양 또는 약제로 처리하는 것을 포함하는, 제 1항에 기재된 트랜스포존 유전자를 전이시

키는 방법.

청구항 16.

제 12항에 기재된 벼 세포를 꽃밥 배양 또는 약제로 처리하는 것에 의하여 제 1항에 기재된 트랜스포존 유전자를 전이시키

는 방법.

청구항 17.

제 15항에 있어서, 상기 약제가 5-아자시티딘 또는 5-아자데옥시시티딘을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 18.

제 16항에 있어서, 상기 약제가 5-아자시티딘 또는 5-아자데옥시시티딘을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 19.

벼를 꽃밥 배양, 또는 벼의 종자, 잎, 뿌리, 줄기 또는 액아, 또는 그것에 유래하는 캘러스를 포함하는 산물을 5-아자시티딘

또는 5-아자데옥시시티딘으로 처리하는 것을 포함하는, 제 1항에 기재된 트랜스포존 유전자를 전이시키는 방법.

청구항 20.

제 15항에 기재된 방법에 의하여 전이된 트랜스포존 유전자를 포함하는, 형질전환된 벼 세포.

청구항 21.

제 16항에 기재된 방법에 의하여 전이된 트랜스포존 유전자를 포함하는, 형질전환된 벼 세포.
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청구항 22.

제 17항에 기재된 방법에 의하여 전이된 트랜스포존 유전자를 포함하는, 형질전환된 벼 세포.

청구항 23.

제 18항에 기재된 방법에 의하여 전이된 트랜스포존 유전자를 포함하는, 형질전환된 벼 세포.

청구항 24.

제 19항에 기재된 방법에 의하여 전이된 트랜스포존 유전자를 포함하는, 형질전환된 벼 세포.

청구항 25.
삭제

청구항 26.
삭제

청구항 27.
삭제

청구항 28.

제 15항에 기재된 방법에 의하여 제 1항에 기재된 트랜스포존 유전자를 전이시키는 단계, 상기 단계에서 얻어진 식물로부

터 DNA를 추출하는 단계, 상기 DNA를 트랜스포존 유전자 내에 절단부위를 갖지 않는 제한효소로 소화하는 단계, 상기 단

계에서 얻어진 DNA 단편을 리게이션하는 단계, 상기 단계에서 얻은 DNA 단편을 PCR하는 단계, 얻어진 PCR 산물의 염기

서열을 결정하는 단계를 포함하는 방법으로서, 상기 PCR을 행하기 위하여 사용하는 프라이머로서, 서열번호 1로 표시되

는 염기서열의 5'말단으로부터 적어도 10염기의 올리고뉴클레오티드 및 서열번호 1로 표시되는 염기서열의 3' 말단으로

부터 적어도 10염기의 올리고뉴클레오티드 또는 이것들에 상보적인 올리고뉴클레오티드를 사용하는 트랜스포존 유전자

의 삽입영역을 특정하는 방법.

청구항 29.

제 16항에 기재된 방법에 의하여 제 1항에 기재된 트랜스포존 유전자를 전이시키는 단계, 상기 단계에서 얻어진 식물로부

터 DNA를 추출하는 단계, 상기 DNA를 트랜스포존 유전자 내에 절단부위를 갖지 않는 제한효소로 소화하는 단계, 상기 단

계에서 얻어진 DNA 단편을 리게이션하는 단계, 상기 단계에서 얻은 DNA 단편을 PCR하는 단계, 얻어진 PCR 산물의 염기

서열을 결정하는 단계를 포함하는 방법으로서, 상기 PCR을 행하기 위하여 사용하는 프라이머로서, 서열번호 1로 표시되

는 염기서열의 5'말단으로부터 적어도 10염기의 올리고뉴클레오티드 및 서열번호 1로 표시되는 염기서열의 3' 말단으로

부터 적어도 10염기의 올리고뉴클레오티드 또는 이것들에 상보적인 올리고뉴클레오티드를 사용하는 트랜스포존 유전자

의 삽입영역을 특정하는 방법.

청구항 30.

제 19항에 기재된 방법에 의하여 제 1항에 기재된 트랜스포존 유전자를 전이시키는 단계, 상기 단계에서 얻어진 식물로부

터 DNA를 추출하는 단계, 상기 DNA를 트랜스포존 유전자 내에 절단부위를 갖지 않는 제한효소로 소화하는 단계, 상기 단
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계에서 얻어진 DNA 단편을 리게이션하는 단계, 상기 단계에서 얻은 DNA 단편을 PCR하는 단계, 얻어진 PCR 산물의 염기

서열을 결정하는 단계를 포함하는 방법으로서, 상기 PCR을 행하기 위하여 사용하는 프라이머로서, 서열번호 1로 표시되

는 염기서열의 5'말단으로부터 적어도 10염기의 올리고뉴클레오티드 및 서열번호 1로 표시되는 염기서열의 3' 말단으로

부터 적어도 10염기의 올리고뉴클레오티드 또는 이것들에 상보적인 올리고뉴클레오티드를 사용하는 트랜스포존 유전자

의 삽입영역을 특정하는 방법.

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4

도면5
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도면6

도면7
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도면8

도면9

도면10

등록특허 10-0616369

- 22 -



도면11

도면12

도면13
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도면14

도면15

도면16
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도면17

도면18

서열목록

서열목록 전자파일 첨부
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