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요   약   문

Ⅰ. 제  목

유전적, 환경적 요인을 이용한 흑진주벼에서 안토시아닌(anthocyanin) 생합성증대를 위

한 기술개발   

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

안토시아닌 (anthocyanins)은 항염증활성과 모세혈관의 약화를 막아주는 의학적 효능을 

가지고 있을 뿐 아니라 항산화성질을 가지고 있기 때문에 성인병예방 및 치료효과가 탁월

한 기능성 식품으로써의 유색미의 가치를 높여준다 즉 안토시아닌은 식품산업에서 자연색

소로 사용하기에 적합한 수용성 색소임. 현재 국내‧외에서 항산화성분을 함유하고 있는 농

산품을 대상으로 물질분리 등 많은 연구가 수행되고 있으며 식물의 유용유전자 조작에 의

한 고기능성 작물을 제조하는 것은 국가 경쟁력에서 반드시 이루어져야 될 사항이다 또한 

천연 농산물에서 항산화 물질 등을 안정적이며 대량으로 분석하는 방법, 육종 및 재배기술 

등은 각 나라별 연구소의 기술 노하우로서 기술이전이나 도입이 매우 어려우므로 우리나

라에서 자체 개발하여야한다

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 현미에서 추출된 C3G 함량은 NPK처리구에서 100g 당 488mg으로 처리구중에서 가 장 높은 것으

로 나타났으며 DPPH radical 소거에 의한 항산화활성 변이는 C3G함량 이 제일 높았던 기비중심 분

시방법 처리구에서 높았다. 안토시아닌(C-3-G)함량은 NAA 10ppm처리구 539mg/100g 및 

1000ppm 처리구, 53mg/100g에서 높은 경향이 있으며, 안토시아닌(C-3-G)함량은 에틸렌 10ppm처

리구 및 2000ppm처리구에서 무처리에 비하여 비교적 높은 경향이었다. 항산화능은 무처리 (40%)에 

비하여 10ppm 및 2000ppm처리구에서 각각 44, 47%로서 높게 나타났다.

안토시아닌(C-3-G)함량은 GA 1-10ppm 처리구에서 483-498mg/100g 으로 무처리 보다 높은 경향

을 보 고, 항산화능은 10ppm 처리구가 무처리 보다 높은 것으로 나타났다 안토시아닌(C-3-G)함량

은 카이네틴 50-1000ppm처리구에서  498-573 mg/100g으로 무처리에 비해 높은 경향을 보 다. 항

산화능은  50-1000ppm 처리구에서  43-53%로서 무처리(40%)에 비하여 높은 활성을 나타냈다.

현미종실에 함유되어 있는 안토시아닌(Cyanidin-3-glucoside)의 함량은 형질전환체에서 100g 당 

633mg으로 대조구인 흑진주벼  429mg 보다 유의하게 높은 것으로 나타났다.   Free  radical 소거능
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(항산화력)에 있어서도 형질전환체의 종실이 대조구인 흑진주벼에 비해 높았다최근 항산화제로써의 

기능이 매우 높아 노화방지제, 식료품첨가물, 의료품, 건강보조식품으로 사용되고있는 안토시안의 산

업화를 추진하기 위하여 안토시아닌 생합성 과정에 관여하는 유전자들을 분리하고 이것들을 흑진주벼

에서 과다발현시키므써 기존의 안토시아닌보다도 더 많은 생합성량을 가지는 형질전환 흑진주벼를 제

조한다. 궁극적으로 형질전환 흑진주벼를 농가의 고소득작물로써 개발하하고 그 추출물들을 상품화 함

으로써 생산자인 농가와 기업체의 이익을 도모하고자 한다.

  

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

최종적으로 흑진주벼에서의 안토시안의 함량증가시 항산화제로써의 기능이 매우 높은 

안토시아닌의 산업화를 추진하기 위하여 안토시아닌 고함유 형질전환체의 특허화를 일차적으

로 추진하며 건강보조식품, 식료품첨가제, 화장품, 의약품등의 재료로 사용하기 위하여 기업으

로의 기술이전을 하여 상업화해야 할 것이다 
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SUMMARY

I. Title

Over-expression of anthocyanin in Heukjinju-rice by environmental 

and genetical factors

II. Background and Purpose of the research

It had been reported that anthocyanins display anti-inflammatory activity and 

suppress weakening of capillary vessels. Color rices is highly evaluated as healthl 

foods because anthocyanins have anti-oxidant properties. Also, anthocyanins are natural 

soluble pigments adequate to food industry. Currently, a number of researches 

containing materials extraction from agricultural plants are performed in Korea and 

other countries. Development of transgenic plants producing useful materials on a large 

scale thought to be very necessary for winning in international competition. 

Highthroughput of anti-oxidants, breeding and culture methods of useful transgenic 

plants must be developed by itself in Korea because transfer of knowhow and 

technology is very difficult.

III. Content of the research

   Cyanidin-3-glucoside(C3G) content of brown rice of NPK application treatment was 

shown in 488mg/100g and the highest level among the several application treatments.

The antioxidant activity by DPPH radical scavenging was the highest in basal 

fertilization treatment.  C3G content at 10 ppm and 1000 ppm of NAA were  

539mg/100g and 553mg/100g, respectively.  C3G content in ethylene 10ppm and 2000 

ppm were higher than that of control . Antioxidant activity was the lowest at the 

untreated (40%) and those of 10ppm and 2000ppm treatment were 44% and 47%, 

respectively. C3G content in 1-10ppm of GA teated  was higher in 483-498mg/100g  

than untreated control plot. Antioxidant activity in 10ppm treated was higher than 

untreated control plot. C3G content in 50-1000ppm of kainetin was higher in 

498-573mg/100g  than control plot. Antioxidant activity was the lowest at the 

untreated (40%) and those of 50ppm and 1000ppm treated were 43%and 83% , 
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respectively. C3G content in brown rice grain of transformant (633mg/100g) was 

significantly higher than Heukjinjubyeo(429mg/100g) which was the  treated control. 

Radical scavenging activity in kernel of brown rice in transformant was higher than 

that of Heukjinjubyeo.

For industralization of anthocyanins that have functions in prevention of aging, food 

additives, medicines and health foods, we have cloned genes involved in anthocyanin 

biosynthesis and introduced those genes into color rice(흑진주벼). Finally, we have 

developed transgenic rices producing anthocyanin on a large scale. Using we will 

extract anthocyanins frm transgenic rice and contribute to income enlargement of 

agricultural economy.

IV. Results and suggestion for application

In order to industrialize anthocyanins functions as anti-oxidants, we will apply a 

patent of transgenic rice and transfer the technology to company for using raw 

materials for health foods, food additives, cosmetics and medicines.
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절   연구개발의 필요성

1. 기술적 측면

가. 안토시아닌 (anthocyanins)은 인간 눈에 보이는 가장 중요한 수용성 색소이다. 안토시

아닌은 항염증활성과 모세혈관의 약화를 막아주는 능력이 있기 때문에 최근 들어 의

학적 관심이 높아지고 있다. 또한 안토시아닌은 항산화성질을 가지고 있고 식품산업에

서 자연색소로 사용하기에 적합하기 때문에 더욱 관심이 모아지고 있다. 안토시아닌의 

아 리콘인 안토시아니딘 (anthocyanidin)은 그 배당체보다 오히려 더 강력한 항산화

력을 가지고 있다. 하지만 안정성이 떨어진다는 것이 문제점이다.- 미국 농무성 농업

연구부 

나. 식물에 있는 항산화성분은 색소류, 폴리페놀․플라본 배당체․리그난 배당체 등 여러 가

지로, 종자 껍질이나 색소 및 식물 잎 표면의 왁스에 분포하는데 항산화물질을 함유한 종

자는 예로부터 약용으로 이용되는 등 매우 중요한 자원으로 인식되어 왔음. 

다. 쌀에 함유되어 있는 항산화성분 (토코페롤, 이소비텍신, 항산화천연색소, 오리자놀, 토코

트리엔놀)은 생체내에서 산화억제를 통한 노화억제 및 암 예방기능이 있음이 밝혀지고 

있음. 특히 대표적 항산화물질로서 안토시아닌 색소중 Cyanidin 3-glucoside(C3G)와 이

소비텍신, 오리자놀 등은 성인병의 예방과 치료 효과가 탁월하며, 천연색소 공급 등 기능

성 식품으로서 이용 가능성이 매우 높은 것으로 밝혀지고 있음. 

라. 유색미의 부산물인 쌀겨에는 이소비텍신, C3G가 다량 함유되어 있기 때문에 이를 효율

적으로 활용하는 것은 농산물의 부가가치를 높이고, 식품의 고급화 및 다양화, 그리고 환

경보전적 차원에서 매우 중요함.

마. 체리로부터 분리된 안토시아닌 성분은 산화방지 정도가 상업적 산화방지제인 

BHT(Butylated hydroxy toluene)에 버금가는 것으로 밝혀 졌다. 반면 HAAs생성을 

억제하는 체리내의 성분은 알 수 없었으나 전문가들은 산화방지 효능을 동시에 갖는 

어떤 물질이 있을 것으로 추측하고 있다는 것이다. Gray와 그의 동료들은 이 시큼한 
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맛의 체리를 이용하여 육류음식의 HAAs 생성 억제를 위한 새로운 가능성으로 부각될 

수 있으며 육류내에서 급속하게 진행되는 지방 및 콜레스테롤 산화의 방지제를 순수 

자연으로부터 얻을 수 있다는 가능성을 제시하고 있다고 말한다. 

바. 블루베리의 열매는 민간 치료약으로서 염증이나 감염증 치료, 괴혈병의 예방 및 요로 

감염증의 치료에 이용되고, 잎은 항염증제 및 패혈증제, 당뇨병의 혈당치 조정에 이용

되는 등 임상적으로 많이 이용되고 있다. 배양 세포에 의한 안토시아닌 등의 플라보노

이드 생산에서 블루베리 배양 세포의 적색 세포가 과일의 색소량과 거의 같은 성분을 

생산하는 것으로 나타났다. 적색 세포와 같은 기원을 갖는 비슷한 성질의 배양 세포의 

조색소 추출액이 과일의 2배나 되는 항산화능을 나타내고, 식품 소재로서 이용 가능하

다고 보고되었다. 

사. 흑진주벼의 등숙율은 60%이하로서 일반벼(80%이상)보다 매우 낮아 수량감소 요인이 되

고 있으며 수량증수를 위한 기초연구가 필요함.

아. 본 연구진은 이미 유색미에 함유된 안토시아닌 색소중 Cyanidin 3-glucoside 및 

Peonidin 3-glucoside 등의 개별 색소를 체계적이고 신속한 방법으로 분리, 동정할 수 있

는 기술을 개발하여 이용하고 있고 안토시아닌 생합성에 관여하는 유전자를 도입하여 안

토시안의 생산성을 높이려 한다.

2. 경제․산업적 측면

가. 가공용 벼 도정시 부산물로 생산되는 대량의 쌀겨(약 407,760톤, '98년 생산량 5,097,000

톤의 8%)에 들어 있는 유용 항산화물질을 추출, 분리하여 이용하면 경제적 부가가치를 

크게 높일 수 있음.

나. 항산화, 항암 등 신기능성 벼 품종의 육성 보급은 농가의 수익 증대에 크게 기여할 수 

있을 것임.

다. 벼 종자함유 항산화성분 및  천연색소의 대량 분리기술 개발은 식료품, 화장품 및 신약

개발의 재료로서 화학합성물을 대체할 수 있는 경제적 효과 및 수입 대체효과까지 얻을 

수 있는 고부가가치 기술임.
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3. 사회․문화적 측면

가. 성인병 및 건강과 관련된 유효성분을 천연물로부터 개발하려는 시대적, 사회적 요구에 

부응함.

나. 천연소재로부터의 항산화성분 검색은 국가 사회적 관심사로 부각되어 활발한 연구를 촉

발할 것임.

제 2 절   연구개발의 목표 및 내용

1. 연구개발 목표와 내용

가. 환경적 요인과 유전적 요인을 이용한 흑진주벼(black-rice)에서의 안토시아(anthocyanin) 생합

성량 증대

1) 흑진주벼에서의 안토시아닌 생합성 조절유전자 (Regulatory gene, R)분리

2) 흑진주벼에서의 안토시아닌 안정화 유전자 (Acyltransferase) 분리

3) 흑진주벼의 안토시아닌 생합성에 미치는 환경적 요인과 호르몬의 향분석을 통한 흑진

주벼 재배조건 확립

4) 안토시아닌 생합성 조절유전자를 도입시킨 흑진주벼 형질전환체 제작 및 분석

5) 분리된 흑진주벼의 acyltransferase유전자의 그 효소활성과 최적조건 확립 

6) 전년도 실험을 통해서 확립된 최적의 재배조건에서 안토시아닌 고함유 형질전환 체 재

배 

나. 환경적요인과 유전적 요인을 이용하여 흑진주벼에서 안토시아닌 생합성 촉진조건      

확립

    -> 안토시아닌 대량생산  -> 산업화 활용

다. 연차별 연구개발 목표와 내용      
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구  분 연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1차년

도

(2002)

 흑진주벼에서 안토시아닌 생합성조절

 유전자 (Regulatory gene, R 유전자) 와

 안토시아닌 안정화 유전자

 (Acyltransferase 유전자) 분리

․흑진주벼의 cDNA library 제작

․PCR을 통한 R 유전자의 부분염기서열 결정

․Library screening을 통한 R 유전자 전체

  염기서열결정 및 유전자 확보

․PCR을 통한 acyltransferase 유전자의 

  부분염기서열 결정

․Library screening을 통한 acyltransferase 

  유전자 전체 염기서열결정 및 유전자 확보

 시비방법이 흑진주벼에서 안토시아닌 

 생합성 및 등숙에 미치는  환경적 요인   

의 향 분석

․삼요소 시용이 안토시아닌 생합성 및 

  등숙에 미치는 향 분석

․질소, 인산시용량이 안토시아닌 생합성 및 

  등숙에 미치는 향 분석

․질소분시방법이 안토시아닌 생합성 및 등숙에   

  미치는 향 분석

2차년

도

(2003)

  R  유전자가 도입된 흑진주벼 형질

  전환체 제작 및 Acyltransferase 유전   

자에 대한 효소 활성 최적화 조건 확립

․Binary 벡터에 R 유전자를 sense 방향으로 

  삽입시킨 construct 제작

․아그로박테리움(LBA4404)에 construct 도입

․아그로박테리움을 이용하여 흑진주벼 형질전환

․southern blot을 통하여 형질전환체 분석

․분리된 흑진주벼의 Acyltransferase 유전자를

  이용한 in vitro  transcription/translation

․Acyltransferase 활성 및 기능 확인조사

․Acyltransferase의 최적효소활성 조건확립

 식물호르몬 처리가 흑진주벼에서 

 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는 

 식물 호르몬의 향 분석

․옥신이 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는

   향 분석

․Ethylene이 안토시아닌 생합성 및 등숙에 

  미치는 향 분석

․GA가 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는 

  향 분석

3차년

도

(2004)

 R  유전자가 도입된 흑진주벼 형질전환   

체에서 안토시아닌 생합성량 분석

 

․선별된 형질전환체에서 안토시아닌 정량

․안토시아닌 고함유 흑진주벼 형질전환체 선별

 최적재배조건에서 흑진주벼 형질전환체 

 재배 및 안토시아닌 생합성량 분석

․시비방법 및 식물호르몬등 최적조건인 환경에서 

  안토시아닌 고함유 흑진주벼 형질전환체 재배

  및 안토시아닌 분석
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<R gene의 기능과 종자 특이적 promoter>

본 연구진은 흑진주벼 종자의 안토시아닌 함량의 극대화를 목표로 흑진주벼의 안토시

아닌 조절 유전자 (R 유전자)를 분리, 흑진주벼에 도입하고자 한다.  흑진주벼에 도입된 

흑진주벼 R 유전자는 흑진주벼에 내재된 안토시아닌 합성 유전자 (structural gene)들의 

전사를 촉진하여 안토시아닌의 함량 증가를 초래할 것으로 기대된다.  또한 종자 특이적 

프로모터인 벼의 Glutelin 유전자 (GluB-1)의 프로모터를 이용, 효과를 종자에 국한시켜 효

율을 최적화하고 기대하지 않는 부수적 형질변이를 방지하고자 한다.

옥수수에서 처음 분리된 R 유전자는 S, B, Lc 등 여러 개의 gene family로 존재하는 

basic helix-loop-helix (bHLH) motif를 가진 transcription activator로서 안토시아닌 합성

을 담당하는 여러 structural gene들의 전사활성을 조절한다.  옥수수의 경우 S 유전자가 

발현하는 낟알에서만 chalcone synthase와 dihydroquercetin reductase가 발현함이 확인되

어 R 유전자와 안토시아닌 structural gene의 전사활성간의 관계가 밝혀지기 시작하 다 

(Ludwig et al., 1989).  또한 옥수수의 R 유전자는 nuclear localization signal을 함유하여 

그 발현 산물이 핵 속으로 이동함이 밝혀진 바 있다 (Shieh et al., 1993).  안토시아닌 합

성 조절에 대한 연구는 옥수수에서 비롯하 는데, 근래의 연구결과 다른 현화식물에서도 

옥수수와 유사한 조절 기구가 존재한다는 사실이 밝혀져 식물에서 안토시아닌 합성 조절 

기작은 종간에 잘 보존되어 있는 것으로 나타났다.  더 나아가 종간의 pigmentation 변이, 

심지어 동일 종 내 품종간의 pigmentation 변이는 R 유전자와 같은 조절 유전자 자체의 

차이가 아니라 structural gene의 cis-element의 차이 또는 조절 유전자의 발현 패턴의 차

이에 의한 것으로 여겨지고 있다 (Quattrocchio et al., 1998).  옥수수의 R, B 유전자는 

sorghum (Casas et al., 1993),  (Bilang et al., 1993), 담배와 애기장대 (Lloyd et al., 

1992), 페튜니아 (Quattrocchio et al., 1993; Galway et al., 1994)에서도 pigmentation을 촉

진하 으며, 벼, 애기장대, Gerbera, 금어초와 페튜니아의 R 유사 유전자 역시 안토시아닌 

합성에 관여함이 밝혀졌다.  이들 식물에서도 R 유전자는 small gene family로 존재한다 

(Goodrich et al., 1992).  옥수수의 R 유전자는 C1 유전자와 함께 모든 안토시아닌 

structural 유전자들의 전사를 활성화하며, 페튜니아와 금어초 (Antirrhinum majus)의 경우

에는 그들 중 일부의 전사 조절만 담당하는 것으로 보고되고 있다 (Quattrocchio et al., 

1998).

옥수수의 R 유전자를 애기장대와 담배에 도입하여 발현시킨 연구에서 옥수수의 R 유

전자의 과잉발현은 원래 야생종에서 pigmentation이 일어나는 조직에서 약 2 배에서 8 배

의 안토시아닌의 함량 증가를 초래하 으며, 애기장대에 옥수수의 R  유전자와 C1 유전자

를 함께 과잉 발현시켰을 때 비정상적인 pigmentation 양상을 보여 뿌리와 꽃잎에 안토시
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아닌이 축적되었다 (Lloyd et al., 1992).  페튜니아의 R 유전자인 jaf13은 그 발현 양상이 

안토시아닌 structural gene들의 발현 양상과 시기적으로나 공간적으로 일치하 으며, 페튜

니아에 과잉 발현시켰을 때 꽃받침 잎맥, 꽃대, 어린잎의 가장자리 등에서의 pigmentation

을 촉진하 다.  특히 이 유전자는 페튜니아에서 안토시아닌 생합성 경로를 구성하고 있는 

dihydroxyflavonol 4-reductase (dfr) 유전자의 전사 촉진을 유도함이 밝혀졌다 

(Quattrocchio et al., 1998).  페튜니아의 또 다른 R  유전자인 an1 역시 dfr 유전자의 전사

를 촉진하 다 (Spelt et al., 2000).  국화과 식물인 Gerbera hybrida의 경우, bHLH factor

인 gmyc1이 dfr 유전자의 발현을 조절하며, 결과적으로 꽃에서의 pigmentation 패턴을 조

절한다는 사실이 보고되었다 (Elomaa et al., 1998).  애기장대의 옥수수 R 유전자 ortholog

인 TT8의 전사체는 발달 중인 silique와 어린 묘조에서 발현되며 silique에서 dfr과 

Banyuls  유전자의 발현에 필요했다.  tt8  돌연변이의 종자는 노란빛을 띠어 야생종의 갈색

과 쉽게 구별되었다 (Nesi et al., 2000).

벼의 경우에도 R  유전자는 Ra1, Ra2, Rb1, Rb2 등 small gene family로 존재한다.  

Ra와 Rb  유전자의 경우, 붉은 잎을 가진 purple522 품종에서 분리되었는데, 이 품종의 붉

은 잎에서는 발현하고 있지만, 색소가 없는 품종의 잎에서는 그 전사체가 검출되지 않았

다.  Bombardment gene transfer 기법을 이용하여 벼의 Ra  유전자를 옥수수 호분층 세포

에 도입한 실험에서 유전자 도입 후 48 시간 안에 pigmentation이 유도되었다.  그러므로 

벼의 Ra가 옥수수의 C1과 상호 작용하여 옥수수의 안토시아닌 structural 유전자를 유도함

을 알 수 있었다. 그러나 그 효율이 매우 낮았고 색소함량도 낮았다.  연구자들은 이를 벼

의 Ra와 옥수수 C1과의 상호작용이 비효율적이었기 때문인 것으로 추측하고 있다.  반대

로 옥수수의 R  유전자와 C1  유전자를 벼 배양세포에 도입하 을 때에도 pigmentation이 

촉진된 바 있다 (Hu et al., 1996; Hu et al., 2000).

이러한 연구결과들은 흑진주벼의 R  유전자를 흑진주벼에 도입, 과잉 발현시켰을 때, 흑

진주벼의 안토시아닌 함량이 증가할 가능성에 대한 근거를 제공하고 있다.  흑진주벼에 도

입된 흑진주벼 R  유전자의 발현체는 흑진주벼에 내재하는 C1 단백질과 상호 작용하여 dfr 

등의 안토시아닌 합성 유전자들의 발현을 효율적으로 촉진할 것으로 기대된다.  더욱이 R  

유전자와 같은 조절 유전자의 차이보다는 안토시아닌 합성 유전자들의 cis-element의 차이

에 의해 안토시아닌 합성 패턴이나 합성 조절의 차이가 초래한다는 사실은 흑진주벼의 R 

유전자 도입에 의한 흑진주벼 안토시아닌 함량 증가의 가능성을 더욱 크게 하고 있다.

  

종자 저장 단백질의 발현은 종자의 발달에 따라 전사단계에서 활성화되며 휴면의 개시

에 앞서서 억제된다.  이들 단백질은 쌍자엽 식물의 경우 배아와 자엽에서 생성되며 단자

엽 식물의 경우 배젖에 생성, 축적된다.  저장 단백질은 발아할 때 탄소와 질소 원으로 사
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용된다.  Glutelin은 벼 씨앗 단백질의 약 80%를 차지하는 저장 단백질이며 (Li and Okita, 

1993), 지금까지 6 개의 유전자가 보고되어 small gene family를 구성하고 있다.  GluA, 

GluB  두 개의 그룹으로 나뉜다.  이들간의 유사성은 매우 높아 아미노산 수준에서는 약 

80%, 염기 수준에서는 약 60%의 동일성을 나타낸다.  Glutelin은 벼 씨앗의 배젖에 특이적

으로 발현되며, 종자가 발달함에 따라 발현이 증가한다.  Glutelin의 전사체는 5 ∼ 6 day 

after flowering (daf)에 처음 발견되기 시작하여, 10 ∼ 16 daf에 최대로 축적된 후 감소한

다 (Takaiwa and Oono, 1990; Takaiwa et al., 1991).  벼 glutelin 단백질의 조직 특이적 

발현은 glutelin 유전자의 프로모터에 존재하는 cis-element에 의한 것이다 (Takaiwa et 

al., 1996).  모든 벼 glutelin 유전자들은 프로모터에 GCN4 motif를 갖고 있으며, 그 외에 

AACA motif, ACGT motif가 존재한다.  GUS  reporter 유전자와 벼를 사용한 Wu 등 

(1998)의 실험에 의하면, 245 bp의 GluB-1  프로모터만으로도 배젖 특이적인 발현이 유도

되었으며 그 안에 존재하는 GCN4 motif만으로도 gain-of-function이 성취되어 배젖에 

GUS  유전자가 발현하 다.  245 bp의 프로모터를 더 세부적으로 고찰한 연구결과를 보면, 

전사개시부위 -73 bp에서 -61 bp까지의 AACA motif와 -165 bp에서 -158 bp까지의 

GCN4 motif가 종자 특이적 발현에 결정적인 역할을 하는 것으로 드러났으며, -81 bp에서 

-75 bp의 ACGT motif와 -173 bp에서 -169 bp의 skn-Ⅰ-like element 역시 종자 특이적 

발현을 조절하는데 중요함을 알 수 있었다.  또한 이들 각각의 motif 부위만으로도 종자 

특이적 발현이 일어나 AACA와 GCN4 motif를 포함하는 distal region (-245 bp ∼ -145 

bp), 그리고 ACGT와 AACA motif를 포함하는 proximal region (-113 bp ∼ -46 bp)이 

GluB-1 유전자의 종자 특이적 발현을 결정하는 중요한 cis-element임을 알 수 있었다 

(Washida et al., 1999).

본 연구진은 GluB-1  프로모터를 이용하여 흑진주벼 R  조절 유전자의 과잉발현을 흑진

주벼 종자에 국한시켜서 유도하고자 하며, 이를 위해 본 연구진은 흑진주벼로부터 GluB-1

의 프로모터를 분리하 으며 전술한 motif들을 모두 포함하고 있음을 확인하 다.  흑진주

벼  R 유전자는 흑진주벼 GluB-1  프로모터의 조절 하에 종자에 특이적으로 과잉 발현될 

것으로 기대되며, 이에 따라 종자의 안토시아닌 함량에만 향을 주어 안토시아닌 과다 생

성에 따른 부작용을 방지하고 대사산물 이용의 효율을 확보하는 효과가 있을 것으로 사료

된다.
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제 2 장  국내외 기술개발 현황

제 1 절 국내 외 관련기술의 현황과 문제점

1. 우리가 섭취하는 식품 중에 안토시아닌 등 항산화성분이 노화억제 및 암예방 효과가 

밝혀진 이후 이들 물질분석 및 대량생산에 관한 연구가 활발히 진행되고 있음.

   (Osawa.T.et al. 1985, Ryu et al. 1998)

2.  항산화성분을 함유하고 있는 농산품을 대상으로 물질분리 등 많은 연구가 수행되고 

있으나 안정적이며 대량으로 분석하는 방법은 각 연구소의 기술 노하우로서 공개되지 

않고 있으며 우리 나라의 경우 식품이나 천연물화학에서의 화학구조, 기능평가 기술 

등의 다양한 연구는 기능성분의 기초연구에 크게 기여하고 있으나 이들 연구결과는 

농업적으로 이용할수 있는 기술개발로 응용되지 못하고 있는 실정임. (Ryu et al.. 

1998)

3. 일본 농림수산성의 “신수요 창출을 위한 생물기능 개발, 이용기술의 개발에 관한 종합

연구” 라는 대형프로젝트에서도 기능성물질 고함유품종의 탐색 및 개발을 위한 연구가 

수행중이며 1992년부터 일본의 식품화학연구실에서는 “기능성식품의 해석과 분자설계” 

라는 연구프로젝트로 항산화식품의 화학적 기능에 대하여 집중적인 연구가 수행되어 

많은 결과가 도출되고 있음. (일본 농림수산성보고서. 1992)

4. 미국에서는 1990년부터 디자이너 후드계획(식물성 식품성분에 의한 암 예방)이 시작되

어 항산화물질의 이용에 많은 기대가 모아지고 있음.

5. 벼잎에 있는 왁스성분, 벼종자와 왕겨가 가지고 있는 항산화적인 방어기구 또는 유색

미, 야생벼 등에 다량 함유되어 있는 항산화색소의 안정성 등 항산화성분의 이용 및 

개발가능성이 매우 높으나 우리 나라의 연구기술은 선진국에 비해 매우 미약함. 

(Osawa et al. 1989)

6. 쌀에 함유된 이들 항산화물질중 유색미 일부 품종(15품종)의 구성색소체 특성변이체 및 

화학적구조가 일부 밝혀지고 색소 추출물의 항산화활성 및 항암성기능이 일부 밝혀지고 

있음. (Choi et al.1996)
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7. 일반 쌀의 이소비텍신, 오리자놀, 폴리페놀화합물 등과 같은 항산화물질에 대한 연구도 일

부 되었음.(Osawa and Namiki. 1985)

8. 본 연구진은 최근 여러 종자에 있는 항산화물질을 신속하게 분리 및 동정할 수 있는 방법

을 확립해 왔으며 아울러 이의 항산화작용을 밝힌 바 있음.(in vitro)(Ryu et al. 1998)

제 2 절 앞으로 전망

1. 안토시아닌 생합성 유전자조작에 의한 안토시아닌 고생산 유색미는 산업화 가능성이 

   매우 큼.

2. 국내 뿐만 아니라 세계적으로 항산화성분 고함유 유전자원의 탐색, 수집 및 이용성이 

   증대될 것임.

3. 항산화성분의 신속, 대량 추출방법은 국가별 기업노하우로서 자체개발의 필요성이 

   높아질 것임.

4. 노화억제 및 암 예방차원의 식품개발은 국민 건강증진에 크게 기여할 것임.

5. 유색미 등 기능성 벼의 신수요 창출에 따라 농가의 재배면적과 소득증대에 향을 줄 것

으로 전망됨.

6. 안토시아닌색소 등 항산화성분 고함유 유색미를 육종의 교배친으로 활용하면 신기능성 유

색미 육성이 가능할 것임.

제 3 절  기술도입의 타당성

1. 식물의 유용유전자 조작에 의한 고기능성 작물을 제조하는 것은 국가 경쟁력에서 반드시 

이루어져야 될 사항임.

2. 천연 농산물에서 항산화물질 등을 안정적이며 대량으로 분석하는 방법, 육종 및 재배기술 

등은 각 나라별 연구소의 기술 노하우로서 기술 이전이나 도입이 매우 어려움. 우리나라

에서 자체 개발하여야 함.
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1절  세부과제 수행내용 및 결과

1. 흑진주벼에서 안토시아닌 합성조절 유전자의 분리

PCR을 통해 흑진주벼로부터 안토시아닌 조절 유전자로 추정되는 OsR2 유전자의 

cDNA 전체 클론을 분리하 다. 이 유전자는 안토시아닌 축적이 진행되고 있는 발달 중인 

종자로부터 분리되었으며, 이 유전자를 도입한 흑진주벼의 캘러스에서 안토시아닌 축적이 

관찰되어 이 OsR2 유전자가 안토시아닌 합성에 관련된 조절유전자라는 사실을 확인하

다.

가. Degenerated primer를 이용한 PCR

흑진주벼에서 bHLH 계열의 안토시아닌 합성조절 유전자를 분리하기 위해 옥수수, 벼, 

페튜니아 등의 bHLH 아미노산을 비교 분석하여 degenerated primer를 선정하 으며 이들 

primer를 이용하여 발달 중인 흑진주벼 종자에서 뽑은 cDNA를 주형으로 PCR을 수행하

다. 

표 1 PCR 반응에 사용된 primers.

5'-GAT ACG GAA TGG TAT TAT G-3'
      C   A    G        C   C
          T
          C

5'-AAA CAT TTC ATT GAA TTT TTC-3'
    G        C   G   A G C   C
                      T
                      C

나. 3‘ RACE PCR

OsR2 PCR fragment의 염기서열 내에서 선정한 특이적 primer와 oligo-d(T) primer를 

이용하여 유전자의 3‘ 부분을 증폭하 다.

다.  5' RACE PCR

OsR2의 5‘ 부분의 염기서열을 확인하기 위해 5’ RACE를 수행하 다.  먼저 OsR2 특

이적인 primer를 사용, 발달 중인 흑진주벼 종자의 RNA로부터 1st strand cDNA를 만든 
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다음, cDNA의 5‘ 쪽 끝단을 adenylation하 다.  이를 주형으로 하여 두 번째 유전자 특이

적 primer와 anchor d(T) primer를 사용, PCR을 수행하 다.  이 PCR 반응물을 주형으로 

다시 세 번째 유전자 특이적 primer와 anchor primer를 사용하여 nested-PCR을 수행하

다.  1 kb의 PCR 반응물을 얻어 염기서열을 확인한 결과, OsR2 유전자의 5’ 부분임을 알 

수 있었다.

  

라. 유전자 전체를 PCR 반응으로 증폭하여 유전자를 재확인

위와 같은 방법으로 얻어진 염기서열로부터 OsR2 유전자 전체를 증폭할 수 있는 

primer를 선정하 다.  이들 primer에는 형질전환 벡터에 ligation하기 용이하도록 HindIII

와 KpnI linker를 각각 부착하 다.  이들 primer와 발달 중인 흑진주벼의 종자에서 제작

한 cDNA를 사용하여 OsR2 전체 클론을 증폭하 다. 그 결과 1847 bp의 PCR 결과물이 

얻어졌으며, 염기서열을 확인한 결과 OsR2 유전자의 RACE 결과물들과 일치하고 또한 새

로운 안토시아닌 합성조절 유전자중의 하나로 판명되었다 OsR2 유전자의 아미노산 서열은 

다른 종의 R family 유전자들의 아미노산 서열과 50%에서 74%의 유사성을 보여 안토시아

닌의 생합성에 관여할 것으로 보이며 (표 2, 그림 1), R 유전자들의 특징인 basic 

helix-loop-helix 부위 (bHLH domain)를 지니고 있었다 

(그림 1).

표 2  OsR2와 다른 R 유전자들의 아미노산 서열 비교.

Similarity Identity

OsB2 (AB021080, OsR1) 74% 67%

OsB1 (AB021079) 64% 55%

Ra  (U39860) 66% 57%

JAF13 (AF020545) 54% 70%

Lc (M26227) 50% 61%
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그림 1  OsR2 유전자와 다른 R 유전자들 사이의 아미노산 서열 비교.

   OsB2, 벼 (AB021080); OsB1, 벼 (AB021079); Ra, 벼 (U39860); mzLc, 옥수수 (M26227); 

petunia, 페튜니아 JAF13  (AF020545).
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2. 벼 glutelin promoter의 확보

종자 특이적인 외래 유전자 발현을 유발하기 위해 벼의 종자에서 발현하는 저장 단백

질인 glutelinB1의 promoter를 분리하 다.  흑진주벼의 genomic DNA를 주형으로 하고, 

Mangetsumochi 품종에서 보고된 glutelinB1 promoter 염기서열을 참조하여 결정한 primer

를 사용하여 PCR 반응으로 흑진주벼의 glutelinB1 promoter sequence를 합성하 다.  그 

결과 mangetsumochi 품종의 glutelinB1 promoter와 98%의 염기서열 동일성을 나타내었으

며, 종자 특이적 발현을 결정하는 motif인 AACA-2, GCN4, endosperm motif들이 온전하

게 존재하고 있었다.  pGA1611 벡터의 ubiquitin promoter를 제거하고 이를 삽입하여 종자 

특이적 발현을 유발하는 vector, pGAgluB1을 제조하 다.

흑진주벼:      1    gtccactgtctgcaaacacgattcacatagagcgggagcacgcggggagccgtcctaggt 60

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||   ||||||| |||||||||||||

Mangetsumochi: 328  gtccactgtctgcaaacacgattcacatagagcgggcagacgcggg-agccgtcctaggt 386

                                                                        

흑진주벼:      61   gcacgggaagcaaatccgtgcgcctgggtggatttgagtgacacgggcccacgtgtagcc 120

                    |||| |||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||

Mangetsumochi: 387  gcaccggaagcaaatccgt-cgcctgggtggatttgagtgacacgg-cccacgtgtagcc 444

                                                                        

흑진주벼:      121  tcacagctctccgtggtcagatgtgtaaaattatcataatatgtgtttttcaaatagtta 180

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 445  tcacagctctccgtggtcagatgtgtaaaattatcataatatgtgtttttcaaatagtta 504

                                                                        

흑진주벼:      181  aataatatatataggcaagttatatgggtcaataagcagtaaaaaggcttatgacatggt 240

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 505  aataatatatataggcaagttatatgggtcaataagcagtaaaaaggcttatgacatggt 564

                                                                        

흑진주벼:      241  aaaattacttacaccaatatgccttactgtctgatatattttacatgacaacaaagttac 300

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 565  aaaattacttacaccaatatgccttactgtctgatatattttacatgacaacaaagttac 624

                                                                        

흑진주벼:      301  aagtacgtcatttaaaaatacaagttacttatcaattgtagtgtatcaagtaaatgacaa 360

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 625  aagtacgtcatttaaaaatacaagttacttatcaattgtagtgtatcaagtaaatgacaa 684
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흑진주벼:      361  caaacctacaaatttgctattttgaaggaacacttaaaaaaatcaataggcaagttatat 420

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 685  caaacctacaaatttgctattttgaaggaacacttaaaaaaatcaataggcaagttatat 744

                                                                        

흑진주벼:      421  agtcaataaactgcaagaaggcttatgacatggaaaaattacatacaccaatatgcttta 480

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 745  agtcaataaactgcaagaaggcttatgacatggaaaaattacatacaccaatatgcttta 804

                                                                        

흑진주벼:      481  ttgtccggtatattttacaagacaacaaagttataagtatgtcatttaaaaatacaagtt 540

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 805  ttgtccggtatattttacaagacaacaaagttataagtatgtcatttaaaaatacaagtt 864

                                                                        

흑진주벼:      541  acttatcaattgtcaagtaaatgaaaacaaacctacaaatttgttattttgaaggaacac 600

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 865  acttatcaattgtcaagtaaatgaaaacaaacctacaaatttgttattttgaaggaacac 924

                                                                        

흑진주벼:      601  ctaaattatcaaatatagcttgctacgcaaaaatgacaacatgcttacaagttattatca 660

                    |||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 925  ctaaattatcaaatatagcttgctacgc-aaaatgacaacatgcttacaagttattatca 983

                                                                        

흑진주벼:      661  tcttaaagttagactcatcttctcaagcataatagctttatggtgcaaaaacaaatataa 720

                    |||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 984  tcttaaagttagactcatcttctcaagcataagagctttatggtgcaaaaacaaatataa 1043

                                                                        AACA-2

흑진주벼:      721  tgacaaggcaaag----atacatattaagagtatggatagacatttctttaacaaactcc 776

                    |||||||||||||    |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 1044 tgacaaggcaaagatacatacatattaagagtatggacagacatttctttaacaaactcc 1103

                                                        GNC4

흑진주벼:      777  atttgtattactccaaaagcaccagaagtttgtcatggctgagtcatgaaatgtatagtt 836

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 1104 atttgtattactccaaaagcaccagaagtttgtcatggctgagtcatgaaatgtatagtt 1163

                         endosperm

흑진주벼:      837  caatcttgcaaagttgcctttccttttgtac--tgttttaacactacaagccatatattg 894

                    |||||||||||||||||||||||||||||||  |||||||||||||||||||||||||||
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Mangetsumochi: 1164 caatcttgcaaagttgcctttccttttgtactgtgttttaacactacaagccatatattg 1223

                        A/G-box    AACA-1                                  TATA

흑진주벼:      895  tctgtacgtgcaacaaactatatcaccatgtatcccaagatgcttttttattgctatata 954

                    ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 1224 tctgtacgtgcaacaaactatatcaccatgtatcccaagatgcttttttattgctatata 1283

                                                                        

흑진주벼:      956 aactagcttggtctgtctttgaactcacatcaattagcttaagtttccataagcaagtac 1014

                   ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 1284 aactagcttggtctgtctttgaactcacatcaattagcttaagtttccataagcaagtac 1343

                                    

흑진주벼:      1015 aaatagctatggcgagttccgttt 1038

                    ||||||||||||||||||||||||

Mangetsumochi: 1344 aaatagctatggcgagttccgttt 1367

그림 2.  흑진주벼 glutelinB1 promoter 염기서열과 종자발현관련 elements.

3. 옥수수 C1 유전자의 확보

R family 유전자 단독으로는 안토시아닌 합성 촉진 효과가 충분하지 못하며, C1 family 

유전자와 합동으로 작용할 때 가장 효과적이라는 기존의 보고를 참고하여 옥수수의 C1 유

전자를 OsR2와 함께 흑진주벼에 도입하고자 하 다.  이에 미국 애리조나 대학의 Vicki 

Chandler 박사로부터 옥수수 C1 cDNA를 분양 받아 복합 유전자 전달 벡터의 제조에 사

용하 다.

4. 복합 유전자 전달 벡터의 제작

최종적으로 본 연구에서 분리한 OsR2 유전자의 coding region 전체를 포함하는 cDNA

와 옥수수의 C1 cDNA를 한 벡터에 동시에 삽입하여 두 가지 유전자의 동시 과다 발현을 

위한 벡터 construct를 완성하 다.  두 가지의 벡터 construct를 제작하 는데, OsR2 유전

자의 발현은 ubiquitin promoter에 의해 constitutive하게 유도되거나 

(pGA1611OsR2-35SC1), glutelinB1 promoter에 의해 종자 특이적으로 유도되도록 하 다 

(pGAgluB1OsR2-35SC1).  옥수수 C1 유전자는 두 가지 construct에서 모두 CaMV 35S 

promoter의 지배를 받도록 하 다 (그림 5).  현재 이들 벡터가 도입된 Agrobacterium 

tumefaciens strain을 각각 확보하고 흑진주벼에 도입을 시도하고 있다.
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A

RB 35S C1 Tnos Ubi OsR2 Tnos 35S-HgR LB

BamHI

HindIII

XbaI SacI BamHI KpnIHindIII

B      

RB 35S C1 Tnos GluB1 OsR2 Tnos 35S-HgR LB

BamHI

HindIII

XbaI SacI BamHI KpnIHindIII

그림 3.  흑진주벼 안토시아닌 과다 축적을 유발하기 위한 외래 유전자 전달체 벡터의 모식도.   

A, pGA1611OsR235SC1; B, pGAglub1OsR235SC1; RB, right border; Tnos, nos terminator; Ubi, 

maize ubiquitin promoter; GluB1, 흑진주벼 glutelinB1 promoter; Hg
R, hygromycin resistance gene; 

LB, left border.

5. R, C1 안토시아닌 생합성 조절 유전자가 도입된 흑진주벼 형질전환체 제작

2차년도 연구에서는 1차년도에 흑진주에서 분리된 안토시안 생합성 조절유전자 R유전

자와 옥수수의C1 유전자를 흑진주벼에 도입시키고자 위에서 서술한 복합 유전자를 아그로

박테리움을 이용한 방법을 통해 형질전환을 수행하 으며 흑진주벼의 재분화에 중점을 두

었다

가. 아그로박테리움을 이용한 흑진주벼 형질전환과정

  1) N6D 배지에 멸균된 흑진주 종자를 치상하여 캘러스의 발생을 유도한다

  2) 30-40일 지난 후 형질전환하기 좋은 상태의 캘러스를 골라 preculture한다(4-6일)

  3) 선별된 캘러스들을 Agrobacterium과 함께 2N6-AS(B) 배지에 co-culture 한다 (3-5

일)

     (3일전에 벡터가 들어있는 Agrobacterium을 AB 배지에 접종해둔다, 28℃)

  4) cefotaxim(250mg/L) 이 들어있는 증류수에 캘러스를 깨끗하게 세척하여 DH30배지에

서 selection 한다(1-2 개월)
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  5) selection 배지에서 살아남는 callus 또는 pigmented callus를 재분화 배지(MSR)로 옮

긴다 

  6) 1-3개월후 재분화되는 개체를 MS 배지로 옮긴다

◈ N6D배지  (per L)                          

N6 salt and vit.                               

i-inositol         100mg                         

2,4-D             2mg                         

casein            300mg

proline           2878mg

sucrose           30g

gelrite             4g

pH                5.8

◈ DH30배지 (per L)

N6D배지 와 동일한 조성

hygromycin 30mg과 cefotaxim 250mg을첨가

◈ MSR배지 (per L)                            

MS salt & vit.                               

NAA               0.1mg                     

kinetin             2 mg                                  

casein              1  g                      

sucrose             50 g                      

sorbitol             20 g                         

agar                12 g                     

pH                 5.8                       

antibiotics          (cefo/hygro)               

나. 흑진주벼의 형질전화 결과

 1) pigmented 캘러스의 확보

미색의 흑진주벼 캘러스와 Agrobacterium을 co-culture 함으로써 Agrobacterium 속에 

들어있는 R gene과 C1 gene이 흑진주벼의 캘러스 속에서 유도되도록 하 으며,  그 결과  
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 미색이 아닌 짙은 보라색을 나타내는 캘러스를 확보할 수 있었다

캘러스의 보라색은 pGA1611OsR2-35SC1으로 구성된 벡터와   pGAglub1OsR2-35SC1

으로 구성된 벡터를  가진 Agrobacterium에 접종된 캘러스 각각의 경우에서 모두 볼 수 

있었다 

그림 4. 흑진주벼의 종자에서 유도된 w/t캘러스와 형질전환된 캘러스의 비교

 A, w/t 캘러스 B, pGA1611OsR2-35SC1 벡터가 형질전환된 캘러스(이하 HP1으로 표기) 

 C, pGAglub1OsR2-35SC1 벡터가 형질전환된 캘러스(이하 HP2로 표기)

 2) 캘러스 유전자의 genomic southern blot analysis

Genomic southern blot analysis 결과, 형질전환에 이용된 복합유전자의 copy수가  

HP1 과 HP2에서 각각 1개와 3개로 존재하는 것을  알 수 있었다 (그림 7).

그림 5  HP1과 HP2의 genomic DNA southern blot analysis 
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 제한효소 EcoR I 으로 자른 각각의 genomic DNA 50㎍ 을 전기 동 한 뒤 nylon membrane으로 

옮겨 CaMV 35S promoter 유전자를 탐침으로 혼성화 하 다

 대조구로써 w/t 동진벼와 흑진주벼의 캘러스 genomic DNA를 비교.

 3) 캘러스 유전자의 northern blot analysis

OsR2 cDNA와 C1 cDNA를 각각의 탐침으로 사용하여 HP1과 HP2에서의 R gene 과 

C1 gene의 전사체 발현수준을 대조구인 동진과 흑진주벼의 캘러스와 함께 조사하 다.  

그 결과 예상외로 R gene의 전사체 발현은 HP1과 HP2에서 뿐만 아니라 대조구로 사용된 

동진과 흑진주벼의 캘러스에서도 나타나고 있는 것을 볼 수 있었다

C1 gene의 전사체 발현은 HP1과 HP2에서만 나타나며 동진과 흑진주벼 캘러스에서의 발

현은 볼 수 없었다 

이와 같은 결과는 HP1과 HP2에서 나타나는 안토시아닌이 R gene 보다는 C1 gene에 의

해 좀더 중요하게 조절될 수 있는 가능성을 보여주기도 한다. 

그림 6 HP1과 HP2의 northern blot analysis 

각 샘플에서 분리한 30㎍의 total RNA를 전기 동 하여 nylon membrane에 옮긴 후, 각각 OsR2 

cDNA(A)와 C1 cDNA(B)를 탐침으로 하여 혼성화 하 다

Ethidium bromide로 염색된 ribosomal RNA를 loading control로 제시하 음. 

4)  Pigmented 캘러스로부터 재분화체 유도

Pigmented 캘러스 HP1과 HP2의 상태가 좋은 것을 선별하여 재분화 배지(MSR)에 계

대배양 하 다. 배양 후 약 1달에서 3달 사이에 재분화체가 생성되기 시작했으며 재분화체

의 shoot 과 root는 상당부분 보라색을 띄고있는 것이 관찰되었다

흑진주 w/t 캘러스의 재분화체 shoot가 초록색이고 root는 흰색이라는 사실과 비교해 

볼 때 HP1과 HP2에서 발생된 재분화체는 외부에서 넣어준 복합유전자의 발현 효과로 식

물체의 지상부와 뿌리부분에 안토시아닌이 축적되는 특성을 갖게 되었음을 예상해 볼 수 

있다 
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           그림 7   w/t 캘러스(A)와 HP1(B), HP2(C)로부터 재분화중인 흑진주벼

화살표는 안토시아닌 축적이 나타난 shoot와 root를 가리킨다

성장하는 재분화체는 잎과 뿌리, 신초, 볍씨가 매달리는 줄기 등에 불규칙하게 안토시아닌

이 축적되는 현상을 보 으며 이런 현상은 HP1과 HP2의 재분화체에서 비슷하게 나타났다

위에서 서술한 복합 유전자를 아그로박테리움을 이용한 방법을 통해 흑진주벼에 도입하는 

실험을 진행 하 다. 그림 6에서 보는 바와 같이 복합 유전자 벡터가 도입된 흑진주벼의 

캘러스에서 부분적으로 안토시아닌으로 보이는 짙은 보라색 색소가 강하게 축적되어 도입

된 유전자들이 성공적으로 발현하여 기능을 수행함을 확인하 고, 유색미인 흑진주벼가 형

질전환 가능함 또한 확인할 수 있었다.

그림 8  배양병 속에서 생장중인 흑진주벼 형질전환체

A:HP1에서 분화된 재분화체(이하 HRP1으로 표시), B:HP2에서 분화된 재분화체(이하 HRP2로표

시), 화살표는 안토시아닌 축적부위를 표시함
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그림 9  화분으로 옮긴 흑진주벼 형질전환체

A: HRP1, B; HRP2, 볍씨가 매달린 줄기부분(화살표)에서 안토시아닌이 축적된 것을 볼 수 있다

그림 10  w/t과 형질전환체 흑진주벼의 조직 비교

6. 형질전환체의 유전자 분석결과

가. 형질전환체 T0 세대의 HRP1과 HRP2 유전자의 northern blot analysis

OsR2 cDNA와 C1 cDNA를 각각의 탐침으로 사용하여 HRP1과 HRP2에서의 R gene 

과 C1 gene의 전사체 발현수준을 조사하 다. 이 실험에서는 대조구로써 w/t의 일품벼와 

흑진주벼를 사용하 다.

northern blot analysis의 결과, 캘러스에서와 마찬가지로 R gene의 전사체 발현은 

HRP1과 HRP2에서 뿐만 아니라 대조구로 사용된 일품과 흑진주벼 에서도 나타나고 있는 

것을 볼 수 있었으며, 예상외로 C1 gene 전사체 발현도 HRP1과 HRP2 뿐 아니라 대조구

에서도 약하게 발현되는 양상을 보 다  
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그림 11  HRP1과 HRP2의 northern blot analysis 

각 샘플에서 분리한 30㎍의 total RNA를 전기 동 하여 nylon membrane에 옮긴 후, 각각 OsR2 

cDNA(A)와 C1 cDNA(B)를 탐침으로 하여 혼성화 하 다

Ethidium bromide로 염색된 ribosomal RNA를 loading control로 제시하 음. 

※ HP1: 외래 복합유전자 pGA1611OsR2-35SC1이 형질전환 된 캘러스

   HP2: 외래 복합유전자 pGAglub1OsR2-35SC1이 형질전환 된 캘러스

 

※ HRP1: HP1 으로부터 재분화된 형질전환체 식물

   HRP2: HP2 으로부터 재분화된 형질전환체 식물

나. 형질전환체 HRP1과 HRP2의 T1 세대의 southern blot analysis 

HRP1과 HRP2의 T0 에서 발현된 외래 유전자벡터들의  유전여부를 확인하기 위하여 

T1 세대의 genomic southern을 실시하 다

Genomic southern blot analysis 결과, HRP1에 삽입된 pGA1611OsR235SC1벡터는 자손세

대인 HPR1-4에 유전되었으나 HRP2에 삽입된 pGAglub1OsR235SC벡터는 자손세대인 

HRP2-3에 전달되어지지 않았다
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그림 12 HRP1과 HRP2의 T1 세대의 southern blot analysis

 제한효소 EcoR I 과 Xba I 으로 자른 각각의 genomic DNA 100㎍ 을 전기 동 한 뒤 nylon 

membrane으로 옮겨 CaMV 35S promoter 유전자를 탐침으로 혼성화 하 다

 대조구로써 w/t의 동진벼와 흑진주벼의 genomic DNA를 비교.

다. 형질전환체 HRP1과 HRP2의 T1 세대의 northern blot analysis 

T1 세대의 HRP1과 HRP2에서의 외래유전자 벡터의 발현 여부를 확인하기 위하여

OsR2 cDNA와 C1 cDNA를 각각의 탐침으로 사용하여 HRP1-4와 HRP2-3에서의 R gene 

과 C1 gene의 전사체 발현수준을 조사하 다. 

이 실험에서는 대조구로써 w/t의 일품벼와 흑진주벼를 사용하 다.

northern blot analysis의 결과, T0 세대에서와 마찬가지로 R gene의 전사체 발현은 

HRP1-4와 HRP2-3에서 뿐만 아니라 대조구로 사용된 일품과 흑진주벼 에서도 희미하게 

나타나고 있는 것을 볼 수 있었다

그러나 C1 gene 전사체 발현은 HRP1-4에서만 뚜렷하게 나타났으며 HRP2-3에서의 발

현은 대조구에서 나타나는 정도의 희미한 발현만 나타났다. 
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그림 13  HRP1-4와 HRP2-3의 northern blot analysis 

각 샘플에서 분리한 10㎍의 total RNA를 전기 동 하여 nylon membrane에 옮긴 후, 각각 OsR2 

cDNA(좌)와 C1 cDNA(우)를 탐침으로 하여 혼성화 하 다

Ethidium bromide로 염색된 ribosomal RNA를 loading control로 제시하 음. 

 

           

            그림 14  T1 세대의 HRP1-4와 HRP2-3  

 A. T0 세대와 비슷한 양상의 안토시아닌 축적 부위를 갖는 HRP1-4 (화살표는 안토시아닌 축적부위를 

    가리킴) B.  w/t 흑진주벼와 같은 외양의 HRP2-3

T1 세대의 외형과 southern, northern 결과를 관찰한 결과  형질전환체중 pGAglub1OsR235SC1벡터

를 넣어준 HRP2 라인은 외부 유전자가 자손에 유전되지 않고 결손 되었음을 알 수 있으므로  

pGA1611OsR235SC1벡터를 넣어준 HRP1 라인이 안토시아닌 정량에 사용되었다

라. 안토시아닌 생합성 관련 구조유전자의 발현

흑진주벼의 안토시아닌 생합성에 관련하는 구조유전자중에 chalcon synthase(CHS)와

dihydroflavonol reductase(DFR)의 부분 염기서열을 PCR을 이용하여 확보하 으며, 이 염기서열을 

탐침으로 사용하여 형질전환 T1 세대의 CHS 유전자와 DFR 유전자의 발현 여부를 조사하 다. 
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그림 15  HRP1-4와 HRP2-3의 northern blot analysis 

각 샘플에서 분리한 10㎍의 total RNA를 전기 동 하여 nylon membrane에 옮긴 후, 각각 CHS 

cDNA(좌)와 DFR cDNA(우)를 탐침으로 하여 혼성화 하 다

Ethidium bromide로 염색된 ribosomal RNA를 loading control로 제시하 음. 

northern blat analysis 결과, w/t과 HRP2-3에서는 보이지 않는 CHS(chalcone synthase)유전자의 전

사체 발현 현상이 HRP1-4에서 나타났으며 DFR(dihydroflovonol reductase) 유전자에 대해서는 어떤 

샘플도 전사체 발현 현상을 나타내지 않았다 

안토시아닌 생합성 조절 유전자를 외부에서 삽입시킨 형질전환체는 기존의 안토시아닌 색소가 축적

되는 종자부위 이외에 엽초, 잎, 뿌리 등에  불규칙하게 안토시아닌 색소가 축적되는 현상(그림 10, 

11, 12, 16)을 보 으며, 위의 그림 17의 결과로 보아 HRP1-4의 안토시아닌 축적 현상은 외래 복합

유전자 pGA1611OsR2-35SC1이 흑진주벼에 삽입되어 chalcone synthase의 전사단계가 과

다발현 된 결과라고 추측해볼 수 있다 

그림 16 northern blot analysis에 사용된 chalcone synthase(CHS) 아미노산 염기서열 비교

PCR로 찾은 partial CHS와 Oriza sativa(japonica cultiva)의 CHS의 아미노산 염기서열을 비

교하여 도시하 다 상동성을 보이는 염기서열에는 검은색 box로 표시하 음.
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그림 17 northern blot에 사용된 dihydroflovonol reductase(DFR) 아미노산 염기서열 비교

PCR로 찾은 partial  DFR과 Oriza sativa(japonica cultiva)의 DFR의 아미노산 염기서열을 비

교하여 도시하 다 상동성을 보이는 염기서열에는 검은색 box로 표시하 음.

식물체내에서 안토시아닌이 생합성 되는데 관여하는 구조유전자들은 CHS(chalcone 

synthase), CHI(chalcone isomerase), F3H(flavanone 3-hydroxylase), DFR(dihydrofl-

avonol 4-reductase), ANS(anthocyanidin synthase)등의 발현 순서로 이루어지는 것이 여

러 식물들의 관찰에서 확인 되었다
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그림 18 Arabidopsis에서의 Flavonoid 생합성 경로를 나타낸 모식도

생합성 반응의 결과로 안토시아닌, 플라보놀, 프로안토시아니딘 등이 생성된다

7.안토시아닌 안정화 유전자 (Acyltransferase) 분리

부분분리된 흑진주벼의 anthocyanin 5'-acyltransferase는 Oryza sativa (japonica 

cultivar-group)과 부분분리된 구간에서 약96%의 아미노산 상동성을 나타냈다.
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>

D N A : 

GCGTCCGGCGCTGCGTCGCCGGGGCGGCCGTCGGCGACCTGGCCGACGCCC

 +3:   V  R  R  C  V  A  G  A  A  V  G  D  L  A  D  A  H

D N A : 

ACCGCGGCGTCCTGCACGCGCGCGAGGCGATCCGGGAGGCGATCGACGGGT

 +3:   R  G  V  L  H  A  R  E  A  I  R  E  A  I  D  G  F

D N A : 

TCTTGGAGCACCCGATGGTGGAGGCGTTCGACGCGTGGATCGACGCCGTCG

 +3:   L  E  H  P  M  V  E  A  F  D  A  W  I  D  A  V  A

D N A : 

CCGCGCTGGTCCGGCAGCCCGGGTTCGTGGCCGCGACCGCGTCGCCGCGGT

 +3:   A  L  V  R  Q  P  G  F  V  A  A  T  A  S  P  R  F

D N A : 

TTCAGGTGTACGAGGTGGATTTAGGCTGGGGCCCCCCGAGAATCACTAAT

 +3:   Q  V  Y  E  V  D  L  G  W  G  P  P  R  I  T  N  

CCGCGG: KspⅠ,SacⅡ,SstⅡ CGATCG: PvuⅠ,Ple19Ⅰ   CCCGGG: SmaⅠ  

GGGCCC: ApaⅠ

>gi|8467953|dbj|BAA96577.1|   (AP002480) Similar to Gentiana triflora 

Anthocyanin 5-aromatic acyltransferase (AB010708) [Oryza sativa (japonica 

cultivar-group)]        Length = 594

Score =  120 bits (300), Expect = 5e-27 Identities = 77/80 (96%), Positives = 77/80 

(96%)

Query: 1   

VRRCVAGAAAGDLADAHRGVLHAREAIREAIDGFLEHPMVEAFDAWIDAVAA

LVRQPGFV 60
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           V R 

CVAGAAAGDLADAHRGVLHAREAIREAIDGFLEHPMVEAFDAWIDAVAALVR

QPGFV

Sbjct: 468 

VRCCVAGAAAGDLADAHRGVLHAREAIREAIDGFLEHPMVEAFDAWIDAVAA

LVRQPGFV 527

Query: 61  AATASPRFQVYEVDLGWGPP 80

           A TASPRFQVYEVDLGWG P

Sbjct: 528 AVTASPRFQVYEVDLGWGAP 547

제 2절 협동 연구과제 수행내용 및 결과

1. 안토시아닌 색소 및 항산화성 분석 방법

가. 안토시아닌 색소 

곱게 분쇄된 현미가루 2g을 0.1% Trifluoroaceticacid(TFA) -95% Ethanol 용매 20ml로 

4시간씩 3회에 걸쳐 상온에서 반복 추출하 다. 추출액을 여과지(Whatman No.2)를 이용하

여 여과한 후 회전감암농축기로 농축하 으며, 최종 25ml로 정량하여 분석하 다. 

Cyanidin-3-glucoside(C3G)의  표준물질은 미국 Indo Fine Chemical Company Co.로부터 

구입하여 검량선을 작성하여 계산하 다. C3G함량은 HPLC(Waters 501 pump, millipore 

gradient Controller, Waters 480 UV-Vis detecter)로 분석하 다.  HPLC 분석에서 컬럼은 

ODS-5(4.6mm x 250mm, Nomura Chemical Co., Japan)를 사용하 고, 검량파장은 530nm

이었으며, 유속은 1.0ml/min.이었다. 실험의 모든 시약은 분석용 1급시약을 사용하 다.  
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그림19. 안토시아닌 색소 추출 

나.  DPPH free radical 소거법에 의한 항산화활성 측정 

시료는 100% Ethtyl alcohol 에서 추출하 다. 추출액(약물)은 vacuum            

pump를 이용하여 건조시킨 후 용도에 따라 Methyl alcohol (DPPH assay) 또는 

Dimetylsulfoxyde (MTT assay)를 이용하여 적정 농도로 용해후에 사용하 다.

0.75 mg/mL 농도의 약물을 96 well plate의 각 well에 100 uL 씩 분주하고, 다시 여기에 

150 uM  DPPH (59.145 mg/mL in methanol) 용액 150 uL를 첨가하여 섞은 다음 37 oC에

서 30분간 반응시키고 518nm에서 흡광도를 측정하 다. 평가기준으로는 각 well의 평균 

OD518값을 구하여 대조군의 평균  OD518 값에 대한 백분율 값을 산출하 다.

  그림20. DPPH free radical 소거법에 의한 항산화활성 측정방법 

Rice grain(10g)

0.5% TFA in 95% EtOH extract

Residuen-hexane Fr.

H2O Fr. 5%, 10%
30%, 50%

MeOH-H2O Fr.

0.1% TFA in
MeOH-H2O
(70:30) Fr.

Prep-HPLC

Anthocyanin pigme
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2. 비료시용에 따른 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는 향 

가. 삼요소 시용방법이 벼종실의 안토시아닌 색소 축적 및 등숙생리 연구

질소, 인산,칼리 등 삼요소의 시용방법에 따른 주요생육형질 및 등숙율변이는 표1에서 

보는 바와 같다.  생육형질인 간장, 수장, 주당수수 및 주간의 화수는 N, NP, NK, NPK 

처리구 등 질소처리구와  P, K, PK 등 질소결여구간에 유의한 차이가 있는 것으로 나타났

다. 간장의 경우 질소처리구들은 70.2 - 72.6cm 으나 질소결여구들은 41.2-47.8cm로 짧

은 것으로 나타났다. 수장, 수수, 화수에 있어서도 간장과 같은 경향을 보 다. 등숙율에 

있어서는 NPK처리구와 NP처리구는 각각 85.1% 및 88.3인데 비해 인산결여구인 NK처리

구는 79.0%로 낮게 나타나 인산시용이 등숙에 향을 주는 것을 알수 있었다.  

 

표3. 삼요소 시용방법별 주요생육형질 및 등숙율

시용방법 간장
(cm)

수장
(cm)

수수
(개/주)

영화수
(개/수)

등숙율
(%)

N(질소구) 70.2a 20 10.4a 118.0a 83.1b
P(인산구) 47.8b 14.2b 3.0b 37.2b 98.4a
K(칼리구) 41.2b 11.7c 3.0b 22.2c 93.7a
NP(질소,인산구) 72.2a 20.2a 11.0a 126.4a 88.3b
NK(질소,칼리구) 72.2a 20.8a 10.2a 127.8a 79.0c
PK(인산,칼리구) 42.4b 14.9b 3.0b 33.3b 95.7a
NPK(삼요소구) 72.6a 20.7a 11.4a 133.8a 85.1b

* 5% 수준에서의 던칸다중검정

질소결여구인 P,K, PK처리구에서 등숙율이 삼요소구에 비해 높은 것은 질소부족으

로 인해 1수 화수 착생이 적은데서 비롯된 것으로 해석되었음. 
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삼요소 시용방법별 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside 함량 및 DPPH radical 소

거에 의한 항산화활성 변이는 표2에서 보는 바와 같다. 현미에서 추출된 C3G 함량은 NPK

처리구에서 100g 당 488mg으로 처리구중에서 가장 높은 것으로나타났다. N 및 P처리구에

서도 482mg 및 495mg으로 삼요소구와 비슷하 으나인산결여구인 NK처리구에서는 408mg

으로 가장 낮은 함량을 나타냈다. DPPH radical 소거에 의한 항산화활성 변이에 있어서도 

C3G함량과 비슷한 경향을 나타냈다.

표4. 삼요소 시용방법별 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside 함량 및 DPPH 

radical 소거에 의한 항산화활성 변이

시용방법 Cyanidin-3-glucoside 
 (mg/100g)

DPPH
(%)

N
(질소구) 482a 51.1a

P
(인산구) 495a 53.3a

K
(칼리구) 437bc 43.1b

NP
(질소,인산구) 451b 45.4b

NK
(질소,칼리구) 408c 33.0c

PK
(인산,칼리구) 423bc 43.7b

NPK
(삼요소구) 488a 51.9a

* 5% 수준에서의 던칸다중검정

나. 질소 및 인산 시용량 처리가 벼종실의 안토시아닌 색소 축적 및 등숙생리 연구

질소 및 인산 시용량 처리가 주요생육형질 및 등숙율에 미치는 향은 표3에서 보는 

바와 같다. 간장, 수장은 삼요소(표준구)에 비하여 질소소비구를 제외한 나머지 처리구에서

는 비슷하 다.  주당 수수에서는 질소다비구가 표준구의 11.4개 보다 믾은 14.0개를 나타

냈으나, 질소소비구에서는 가장 낮은 4.8개인 것으로 나타났다. 수당 화수는 표준구에서 
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133.3개로 다른 처리구 보다 많았다. 등숙율에 있어서는 인산다비구가 88.9%를 나타내어 

표준구보다 다소 높았다. 또한 표준구에 비해 인산소비구, 질소소비구 및 질소다비구에서

도 낮은 등숙울을 나타내어 시비시용량에 따라 등숙율에 유의한 차이를 나타내는 것을 알 

수 있었다. 

표5. 질소 및 인산 시용량 처리가 주요생육형질 및 등숙율

시용방법 간장
(cm)

수장
(cm)

수수
(개/주)

영화수
(개/수)

등숙율
(%)

질소소비구 53.4b 17.2b 4.8c 73.2c 72.9c
질소다비구 75.2a 21.6a 14.0a 128.0b 81.9b
인산소비구 70.8ab 20.5a 10.2bc 120.0b 80.9b
인산다비구 72.8ab 20.6a 11.2b 121.2b 88.9a
표준구 72.6ab 20.7a 11.4b 133.8a 85.1ab

* 5% 수준에서의 던칸다중검정

질소 및 인산 시용량 처리가 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside 함량 및    

DPPH radical 소거에 의한 항산화활성 변이는 표4에서 보는 바와 같다.  C3G함량은 표준

구에 비해 질소 및 인산 시용량 증가시 함량이 유의하게 높아졌으며, DPPH radical 소거

에 의한 항산화활성 변이도 C3G함량과 비슷한 경향을 보 다.



- 41 -

표6. 질소 및 인산 시용량 처리가 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside 함량 및 

DPPH radical 소거에 의한 항산화활성 변이

시용방법 Cyanidin-3-glucoside 
 (mg/100g)

DPPH
(%)

질소소비구 411c 42.8c

질소다비구 560a 62.4a

인산소비구 480b 49.3bc

인산다비구 547a 54.7b

표준구 488b 51.9bc

* 5% 수준에서의 던칸다중검정

 다. 질소분시방법이 벼종실의 안토시아닌 색소 축적 및 등숙생리 연구

  질소분시방법처리에 의한 주요생육형질 및 등숙율은 표5에서 보는 바와 같다.  등숙율은 

실비중심의 추비처리구가 81.3-85.7%로서 미처리구의 73.4-75.3% 보다 높았다. 정조수량은 

표준구인 T4처리구에서 5.20톤을 나타냈으나 T5처리구에서는 5.75톤을나타냈다. 기비중점

처리구인 T6 및 T1,T2처리구는 4.94-5.08톤으로 수량성이 낮았다.  
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표7. 질소분시방법처리에 의한 주요생육형질 및 등숙율

   분시비율
(기비-분얼비-수

비-실비)

간장
(cm)

수장
(cm)

수수
(개/주)

영화수
(개/수)

등숙율
(%)

천립중
(g)

정조수량
(ton/ha)

T1 
(25-25-25-25) 80.1b 21.5a 14.2ab 74.3ab 81.3ab 24.7a 5.04b

T2 
(30-20-30-20) 81.4ab 22.2a 12.0b 75.6ab 85.7a 25.0a 5.13ab

T3 
(30-30-40-0) 82.1ab 22.3a 15.4a 67.9b 73.4b 25.3a 4.94b

T4 
(50-20-20-10) 85.5a 22.3a 13.1b 77.1a 85.6a 25.1a 5.20ab

T5 
(70-0-20-10) 82.9ab 22.1a 13.6ab 74.8ab 85.4a 24.7a 5.75a

T6 
(100-0-0-0) 82.7ab 22.2a 12.8b 66.6b 75.3b 24.5a 5.08b

* 5% 수준에서의 던칸다중검정

질소분시처리에 의한 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside 함량 및 DPPH radical 
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소거에 의한 항산화활성 변이는 표6과 같다.  C3G함량은 T4 및 T5처리구의 경우 

530.0-533.3mg으로 다른처리구에 비해 낮은 함량을 나타냈다. 두처리구는 표5에서와 같이 

수량이 높은 처리구 는데 항산화색소 함량은 낮게 나타나 이에 대한검토가 더 이루어져

야 할 것으로 사료되었다. DPPH radical 소거에 의한 항산화활성 변이는 C3G함량이 제일 

높았던 기비중심분시방법인 T6처리구에서 높았다.

표8. 질소분시처리에 의한 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside 함량 및

      DPPH radical 소거에 의한 항산화활성 변이

분시비율
(기비-분얼비-수비-실비) Cyanidin-3-glucoside 

 (mg/100g)
DPPH
(%)

T1 (25-25-25-25) 553.3a 55.0b

T2 (30-20-30-20) 551.7a 55.8b

T3 (30-30-40-0) 553.0a 55.7b

T4 (50-20-20-10) 530.0b 55.1b

T5 (70-0-20-10) 533.3b 55.5b

T6 (100-0-0-0) 563.3a 60.9a

* 5% 수준에서의 던칸다중검정

3. 식물생장조절제 처리가 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는 향 
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가. 옥신

 

NAA 10-50ppm처리에 따른 등숙율은 각각 94.3% 및 93.5%를 나타내 무처리의  84.3% 

보다 유의하게 높았다. 안토시아닌(C-3-G)함량은 10ppm처리구 539mg/100g 및 1000ppm 

처리구53mg/100g에서 높은 경향이었다. 항산화능은 1-10ppm 및 1000ppm에서 무처리에 

비해 높은 것으로 나타났다.

표9. 옥신(NAA)처리에 의한 등숙율, 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside 함량 

및 free radical 소거에 의한 항산화활성 변이

농도(ppm) 등숙율(%)
Cyanidin-3-glucoside 

 (mg/100g)

Free radical

소거능

1
86.6 bc 480 42

10
94.3 a 539 51

50
93.5 a 453 32

100
93.1 ab 460 31

500
90.0 b 432 26

1,000
86.9 bc 553 52

무처리
84.3 c 475 40

* 5% 수준에서의 던칸다중검정
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나. 에틸렌

에틸렌  1,000-2,000ppm처리시 등숙율은 각각 93.5% 및 91.4%를 나타내 무처리의 

84.3% 보다 유의하게 높았다. 안토시아닌(C-3-G)함량은 10ppm처리구 및 2000ppm처리구

에서 무처리에 비하여 비교적 높은 경향이었다. 항산화능은 무처리(40%)에 비하여 10ppm 

및 2000ppm처리구에서 각각 44, 47%로서 높게 나타났다.

표10. 에틸렌처리에 의한 등숙율, 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside 함량 및 

free radical 소거에 의한 항산화활성 변이

농도(ppm) 등숙율(%)
Cyanidin-3-glucoside 

 (mg/100g)

Free radical

소거능

1
86.7 c 496 44

10
 91.1 ab 487 42

50
90.9 b 461 34

100
91.0 b 433 30

500
90.9 b 425 25

1,000
93.5 a 430 29

2,000
91.4 ab 535 47

무처리
84.3 c 475 40

* 5% 수준에서의 던칸다중검정
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다. 지베렐린

GA 10-100ppm 처리시 등숙율은 92.3-93.6%의 범위를 나타내 무처리의 84.3% 보다 유

의하게 높았으나 500ppm 이상의 고농도에서는 감소되는 경향으로, 1000ppm에서는 75.9%

로 낮아졌다. 안토시아닌(C-3-G)함량은 1-10ppm 처리구에서 483-498mg/100g 으로 무처

리 보다 높은 경향이었다. 항산화능은 10ppm 처리구가 무처리 보다 높은 것으로 나타났다

.

표11. 지베렐린(GA)처리에 의한 등숙율, 안토시아닌계 색소 

Cyanidin-3-glucoside 함량 및 free radical 소거에 의한 항산화활성 변이

농도(ppm) 등숙율(%)
Cyanidin-3-glucoside 

 (mg/100g)

Free radical

소거능

1
88.3 b 483 41

10
93.6 a 498 44

50
92.8 a 441 21

100
92.3 a 438 25

500
88.5 b 422 16

1,000
75.9 c 412 14

무처리
84.3 b 475 40

* 5% 수준에서의 던칸다중검정
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라. 카이네틴

 카이네틴  10-50ppm처리시 등숙율은 각각 92.1% 및 91.2%를 나타내 무처리의 

 84.3% 보다 유의하게 높았다. 안토시아닌(C-3-G)함량은 50-1000ppm처리구에서  498-573 

mg/100g으로 무처리에 비해 높은 경향을 보 다. 항산화능은  50-1000ppm 처리구에서  

43-53%로서 무처리(40%)에 비하여 높은 활성을 나타냈다.

표12. 카이네틴처리에 의한 등숙율, 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside 함량 및 

free radical 소거에 의한 항산화활성 변이

농도(ppm) 등숙율(%)
Cyanidin-3-glucoside 

 (mg/100g)

Free radical

소거능

1
85.8 bc 459 37

10
92.1 a 468 39

50
91.2 a 567 52

100
90.5 b 510 46

500
90.1 b 498 43

1,000
90.4 b 573 53

무처리
84.3 c 475 40

* 5% 수준에서의 던칸다중검정

4. 흑진주벼 형질전환체의 생육특성 및 안토시아닌 함량 

흑진주벼 형질전환체와 대조구인 흑진주벼와의 생육형질은 표 11에서 보는 바와 같다. 형질

전환체의 축수기는 8.11일로 흑진주벼의 8월 10일에 비해 1일 늦었다. 생육형질인  간장, 수

장, 및 수량관련형질인 1주당 수수, 일수 화수, 등숙율 및 천립중은 형질전환체와 대조구와 

유의한 차이가 없는 것으로 나타났다. 정조수량에 있어서도 대조구와 차이가 없는 것으로 

나타나 형질전환체는 흑진주벼와 형태 및 생육형질이 같은 것으로 판단되었다. 현미종실에 
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함유되어 있는 안토시아닌(Cyanidin-3-glucoside)의 함량은 형질전환체에서 100g 당 633mg

으로 대조구인 흑진주벼  429mg 보다 유의하게 높은 것으로 나타났다. Free radical 소거능

(항산화력)에 있어서도 형질전환체의 종실이 대조구인 흑진주벼에 비해 높았다.

표 13. 흑진주벼 형질전환체의 생육특성

* 5% 수준에서의 던칸다중검정

표 14. 흑진주벼 형질전환체의 안토시아닌 함량 및 항산화성

* 5% 수준에서의 던칸다중검정

             
    

출수기

(월,일)

간장
(cm)

수장
(cm)

수수
(개/주)

영화수
(개/수)

등숙율
(%)

천립중
(g)

정조수량
(ton/ha)

흑진주벼 

형질전환체
8.11 82.3a 21.7a 14.5a 71.3a 84.7a 23.5a 4.55a

흑진주벼
8.10 83.0a 22.1a 14.8a 72.7a 85.5a 23.6a 4.60a

Cyanidin-3-glucoside 

 (mg/100g)

Free radical

소거능

흑진주벼 

형질전환체

633a 62a

흑진주벼
429b 41b



- 49 -

제 4장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1절 연차별 연구목표 및 평가의 착안점

1. 연차별 연구목표

   - 다음 장(48 페이지)

2. 평가착안점

구분
평가의 착안점 및 척도

착안사항 척도(점수)

1차년도 

(2002년)

○흑진주벼에서 안토시아닌 생합성 조절 유전자

   (Regulatory gene, R 유전자)분리

○Acyltransferase 유전자 부분 염기서열 결정

○흑진주벼 재분화,형질전환 기법 세팅

○시비방법이 흑진주벼에서 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는  

  환경적 요인의 향분석(삼요소,질소,인산,분시방법)

30

20

20

30

 2차년도

(2003년)

○아그로박테리움에 R유전자가 도입된 식물형질전환용 벡터제작

○아그로박테리움을 이용한 흑진주벼 형질전환

○흑진주벼의 Acyltransferase 유전자 분리 및 활성/기능 조사

○흑진주벼의 안토시아닌 생합성과 등숙에 향을 미치는 식물호  

  르몬의 향 분석(GA, Auxin, Ethylene)

30

30

20

20

3차년도

(2004년)

○R유전자가 도입된 흑진주벼 형질전환체 선별과 

  안토시아닌 정량 분석

○안토시아닌 고함유 흑진주벼 형질전환체 선별

○최적재배조건에서 흑진주벼 형질전환체 재배 및 

  안토시아닌 생합성량 분석

40

30

30

최종평가

○흑진주벼에서의 안토시아닌 합성조절 유전자 (R gene)확보

○흑진주벼 형질전환체계 확립

○R유전자 도입된 안토시아닌 고함유 흑진주벼 형질전화체 확보  

○식물색소(안토시아닌) 분리, 정제기술 확립

○안토시아닌을 합성하는 흑진주벼 형질전환 캘러스 확보

20

20

20

20

20
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구  분 연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1차년

도

(2002)

 흑진주벼에서 안토시아닌 생합성조절

 유전자 (Regulatory gene, R 유전자) 와

 안토시아닌 안정화 유전자

 (Acyltransferase 유전자) 분리

․흑진주벼의 cDNA library 제작

․PCR을 통한 R 유전자의 부분염기서열 결정

․Library screening을 통한 R 유전자 전체

  염기서열결정 및 유전자 확보

․PCR을 통한 acyltransferase 유전자의 

  부분염기서열 결정

․Library screening을 통한 acyltransferase 

  유전자 전체 염기서열결정 및 유전자 확보

 시비방법이 흑진주벼에서 안토시아닌 

 생합성 및 등숙에 미치는  환경적 요인   

의 향 분석

․삼요소 시용이 안토시아닌 생합성 및 

  등숙에 미치는 향 분석

․질소, 인산시용량이 안토시아닌 생합성 및 

  등숙에 미치는 향 분석

․질소분시방법이 안토시아닌 생합성 및 등숙에   

  미치는 향 분석

2차년

도

(2003)

  R  유전자가 도입된 흑진주벼 형질

  전환체 제작 및 Acyltransferase 유전   

자에 대한 효소 활성 최적화 조건 확립

․Binary 벡터에 R 유전자를 sense 방향으로 

  삽입시킨 construct 제작

․아그로박테리움(LBA4404)에 construct 도입

․아그로박테리움을 이용하여 흑진주벼 형질전환

․southern blot을 통하여 형질전환체 분석

․분리된 흑진주벼의 Acyltransferase 유전자를

  이용한 in vitro  transcription/translation

․Acyltransferase 활성 및 기능 확인조사

․Acyltransferase의 최적효소활성 조건확립

 식물호르몬 처리가 흑진주벼에서 

 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는 

 식물 호르몬의 향 분석

․옥신이 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는

   향 분석

․Ethylene이 안토시아닌 생합성 및 등숙에 

  미치는 향 분석

․GA가 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는 

  향 분석

3차년

도

(2004)

 R  유전자가 도입된 흑진주벼 형질전환   

체에서 안토시아닌 생합성량 분석

 

․선별된 형질전환체에서 안토시아닌 정량

․안토시아닌 고함유 흑진주벼 형질전환체 선별

 최적재배조건에서 흑진주벼 형질전환체 

 재배 및 안토시아닌 생합성량 분석

․시비방법 및 식물호르몬등 최적조건인 환경에서 

  안토시아닌 고함유 흑진주벼 형질전환체 재배

  및 안토시아닌 분석
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제 2 절 연구개발목표의 달성도 및 관련분야 기술에의 기여도

1. 1차년도 연구개발의 달성도 - 흑진주벼에서 안토시아닌 생합성조절 유전자 분리

가. degenerated primers를 이용한 PCR 기법으로 흑진주벼에서 안토시아닌 생합성을 조절

하는 R family 유전자 OsR2를 분리하는데 성공하 다

나. 종자 특이적으로 발현하는 glutelin 유전자의 프로모터 부위를 안토시아닌 합성조절 유

전자의 발현제어에 사용하기 위하여 PCR을 통해 흑진주벼에서 분리하 다

다. 흑진주벼에서 안토시아닌 생합성 및 등숙에 미치는 환경적 요인의 향을 분석하고 최

적화 방안을 확립하 다

  1) 삼요소의 시용방법에 따른 주요생육형질 및 등숙율(표3)

  2) 삼요소 시용방법별 안토시아닌계 색소 Cyanidin-3-glucoside(C-3G)함량 및 DPPH 

radical 소거에 의한 항산화활성 변이(표4)

  3) 질소 및 인산 시용량 처리가 벼종실의 안토시아닌 색소축적 및 등숙생리에 미치는 

향연구(표5)

  4) 질소 및 인산 시용량 처리가 안토시아닌계 색소(C-3G)함량 및 DPPH radical 소거에 

의한 항산화활성 변이(표6)

  5) 질소분시방법이 벼종실의 안토시아닌 색소 축적 및 등숙 생리에 미치는 향연구

   (표7)

  6) 질소분시방법에 의한 안토시아닌계 색소(C-3G)함량 및 DPPH radical 소거에 

    의한 항산화활성 변이(표8)

라. 안토시아닌 안정화 유전자(Acyltransferase)분리....PCR을 통하여 anthocyanin 5'- 

acyltransferase 유전자의 일부분을 찾아냈으며, 이것은 Oryza sativa(japonica 

cultivar-group) 과 부분분리된 구간에서 약 95%의 아미노산 상동성을 나타낸다 

: 1차년도 연구에서는 안토시아닌 안정화 유전자(Acyltransferase)분리의 완성이 이루어지

지 않은바 약 80%의 연구달성도를 보 다

2. 2차년도 연구개발의 달성도- R 유전자가 도입된 흑진주벼 형질전환체 제작
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가. 흑진주벼 안토시아닌 과다축적을 유발하기 위한 외래유전자 전달벡터 제작완성

   (그림 3)

나. 아그로박테리움을 이용한 흑진주벼 형질전환 캘러스 확보

다. 흑진주벼 형질전환 캘러스로부터 형질전환 재분화체 유도 및 확보성공

라. southern, nothern blot을 이용한 형질전환체 분석을 통해 HRP1과 HRP2가 각각 1개, 

3개의 벡터 복합유전자를 가지고 있음을 확인 (그림5)

마. 흑진주벼의 안토시아닌 생합성과 등숙에 향을 미치는 식물호르몬의 향을 분석

  1) 옥신처리에 의한 등숙율,안토시아닌계 색소함량 및 free radical 소거에 의한 항산화활

성변이 조사(표9)

  2) 에틸렌처리에 의한 등숙율,안토시아닌계 색소함량 및 free radical 소거에 의한 항산화

활성변이 조사(표10) 

  3) 지베렐린처리에 의한 등숙율,안토시아닌계 색소함량 및 free radical 소거에 의한 항산

화활성변이 조사(표11)

  4) 카이네틴처리에 의한 등숙율,안토시아닌계 색소함량 및 free radical 소거에 의한 항산

화활성변이 조사(표12)

바. 안토시아닌 안정화 유전자(Acyltransferase)분리....PCR을 통하여 anthocyanin 

5'-acyltransferase 유전자의 일부분을 찾아냈으며, 이것은 Oryza sativa(japonica 

cultivar-group) 과 부분분리된 구간에서 약 95%의 아미노산 상동성을 나타낸다 

:  2차년도 연구에서는 R 유전자가 도입된 흑진주벼 형질전환체 획득에 성공했으며, 

예상외의 안토시아닌 합성 캘러스도 확보하는 결과를 얻었다 그러나 전년도에 이어 

여전히 안토시아닌 안정화 유전자(Acyltransferase)분리에 실패 하 으므로 약 80%의

연구달성도 만이 이루어졌다

 

3. 3차년도 연구개발의 달성도- R 유전자가 도입된 흑진주벼 형질전환체에서 안토시아닌 

생합성량 분석

가. 형질전환체 HRP1과 HRP2의 후대검정을 위한 T1 세대의 northern blot을 실시하여 외

부 복합유전자의 후대로의 유전이 HRP2에서만 이루어졌음을 알았다(그림 17)
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나. HRP2 라인의 형질전환체의 종자를 안토시아닌 정량에 이용하여 흑진주벼에 비해  약 

1.5배의 함량과 free radical 소거능을 가지고 있는 결과를 얻었다 (표12)

다. 당초 예상과는 달리 안토시아닌을 합성하는 보라색의 형질전환 캘러스 세포라인(HP2)

을 획득하 으며, HP2에서의 안토시아닌 색소(C-3G) 정량결과 162.2mg/100g의 높은 

색소함량 수치를 얻을 수 있었다   이는 식물로부터 순수 천연색소의 안토시아닌 획득

을 목적으로 두었을 때 유색미의 종자에서 안토시아닌을 추출해내는 방법에 비해 크게 

생산 단가 절감의 효과를 얻을수 있는 방법을 제시할 수 있을 것이다

라. 식물색소(안토시아닌)의 분리, 정제기술 확립

: 3년차 연구 결과에서는 R 유전자가 도입된 안토시아닌 고함유 흑진주벼 형질전환체를 

선별하고 보유하 으며 종자에서 안토시아닌 함량을 정량, 분석하며 그 후대까지 외부의 

복합유전자 형질이 유전되어 지는지 확인하 다

  또한 안토시아닌 생합성을 하는 형질전환 캘러스세포 라인을 확보하 으며, 특허출원(출

원/등록번호 10-2004-0104011)중에 있다

  비록 안토시아닌 안정화 유전자(Acyltransferase)분리/활성 및 기능조사의 결과는 얻지 

못했으나 식물에서 안토시아닌을 합성하는데 관련되는 구조유전자들의 발현유무와 정도

를 형질전환체 에서 비교, 조사하여 흑진주벼 에서의 안토시아닌 색소 합성 경로를 밝히

고자 하는 연구가 진행되고 있다   
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제 5장 연구개발 결과의 활용계획

제 1절 추가연구의 필요성 및 활용계획

1. 종자특이적인 glutelin 프로모터의 외부유전자(R gene) 발현 제어에도 불구하고  흑진주

벼 형질전환체의 조직에 불규칙적으로 나타난 안토시아닌 축적형질을 파악하기위해 현

재진행중인 안토시아닌 생합성 구조유전자의 분리, 확보에 따른 연구가 좀더 이루어 져

야 할 것이다

2. 추출된 안토시아닌 색소를 안정화시켜 산업 실용화에 도달하려면 흑진주벼의 안토시아

닌 안정화 유전자(Acyltransferase)를 분리하여 효소의 활성 및 기능을 조사하고,  최적

활성 조건을 확립해야 할 것이다 또한 acyltransferase 유전자를 도입한 흑진주벼 형질

전환체의 제작연구가 뒤따라야 할 것이다

3. 무공해 천연색소를 얻을수 있는 재료로써의 형질전환체 캘러스의 이용방안을 모색하여 

산업화해야 할 것이다

* HP2 캘러스 세포라인의 온라인 특허출원등록

출원/등록번호: 10-2004-0104011 

특허 제출명 :  pGAgluB1OsR2-35sC1이 도입된 안토시아닌 발현 흑진주벼 캘러스 세     

           포라인
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