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요   약   문

Ⅰ. 제  목

    고효율 형질전환 시스템을 통한 잔디 신품종 개발 

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 목표

연구개발의 최종 목표는 한국 자생 잔디인 들잔디(Zoycia japonica) 혹은 벤트그라스에 기능 

검정된 유용 유전자를 도입하여 녹기 연장, 다양한 환경 스트레스 저항성, 그리고 왜화 유

도 등과 같은 우량 형질을 나타내는 잔디 형질전환체 개발에 있다. 이후 개발된 잔디 형질

전환체의 분석을 통하여 우수 계통 2종을 선발하여 고부가 우량 잔디 신품종 개발에 적용

할 것이다. 

이를 위하여 본 연구팀은  

1) 모델식물인 애기장대에서 녹기 연장, 스트레스 저항성 혹은 왜화 조절과 관련된 유용 

유전자를 신규로 3종 발굴하여 기능 검정을 통하여 잔디 형질전환에 적용하고, 

2) 기 확보 유전자 4종과 신규 유용 유전자 3종에 대하여 기 확립된 형질전환 시스템을 통

하여 형질전환체를 생산하고자 한다(총 7종의 잔디 형질전환체 생산).

3) 생산된 형질전환체 7종을 대상으로 왜성, 녹기 연장, 환경 스트레스 저항성 형질에 대한 

기능 분석을 실시하여 우량 잔디 형질전환체 3종을 선별하고, 

4) 선별된 우량 형질전환체는 우량 계통선발을 거쳐 2종을 선별한 후 차후 고부가 잔디 신

품종으로 육성하고자 한다. 

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

1) 기능성 유전체 연구를 통한 잔디 품종 개발 유용 유전자 발굴 및 기능 검정 (3종)
․ 기능성 유전체 연구를 통하여 확보된 변이체로부터 녹기 연장, 다양한 환경 스트레스 저

항성 및 왜화 조절 관련 유용 유전자 발굴 및 기능 검정 (3종)
  - 변이체 표현형 분석 및 분자․생리․생화학적 기능 조사

  - 유전자에 대한 애기장대 형질전환 loss-of-function, gain-of function 변이체 표현형 및 기

능 분석

  - 애기장대 형질전환체에 대한 심화 생리․생화학적 분석

2) 유용 유전자가 도입된 잔디 형질전환체 생산 (7건)
․ 유용 유전자의 잔디 도입 및 형질전환체 개발 (7건)
  - 유용 유전자의 잔디 도입을 위한 vector construct 제작

  - 잔디 형질전환 실시 
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  - 형질전환 잔디의 순화, 유전자 도입 및 발현 분석

  - 형질전환체 생산 

3) 생산된 형질전환체의 기능분석 (6건) 및 우수 계통선발 (최종 2건)
․ 기능 분석을 통하여 우량 잔디 형질전환체 개발 (3건)
  - 형질전환 잔디의 가시적 표현형 분석 (총 6건)
  - 형질전환 잔디의 심화 기능 분석 (생리․생화학적 분석) (총 4건)
․ 우수 형질 계통선발 (최종 2건)
  - 형질전환 잔디의 포장에서의 표현형 분석 (2건)
  - 우수 형질 잔디 계통선발 및 포장에서의 증식 (2건)

4) 특허 및 논문 등 지적 소유권 확보 (6건)
․ 특허 출원 혹은 등록 3건
․ 논문: 3건 (SCI급 국제학술지 2건, 기타 1건)

Ⅳ. 연구개발결과 

연구개발의 최종 목표는 한국 자생 잔디인 들잔디(Zoycia japonica) 혹은 벤트그라스에 기능 검

정된 유용 유전자를 도입하여 녹기 연장, 다양한 환경 스트레스 저항성, 그리고 왜화 유도 등

과 같은 우량 형질을 나타내는 잔디 형질전환체 개발에 있다. 이후 개발된 잔디 형질전환체의 

분석을 통하여 우수 계통 2종을 선발하여 고부가 우량 잔디 신품종 개발에 적용하고자 한다. 

주관기관인 제노마인(주)에서 확보하고 있는 유용 유전자 중 녹기 연장, 스트레스 저항성 혹은 

왜화에 대한 표현형적 특징을 가지는 ORE7, ATHG1, AtSIZ 그리고 AtGA2ox4를 고부가 우량 잔

디 형질전환체 개발에 적용하였으며, 또한 기능성 유전체 연구 등을 통하여 발굴된 유용 유전

자 6종을 고부가 우량 잔디 형질전환체 개발에 적용하였다. 

Advanced RAM approach를 통한 노화관련 변이체로부터 발굴한 ATPG2, ATPG4, 그리고 ATPG8 
유전자 3종 모두는 녹기 연장과 생산성 증대에 대한 표현형적 특징을 제공함을 확인할 수 있

었다. 이러한 유전자들은 ORE7과 마찬가지로 모두 AT-hook domain을 가지고 있었다. 우리는 

기 발굴한 ORE7과 ATHG1, 그리고 신규 발굴한 유전자 3종의 기능 분석을 통하여 chromatin 
architecture 조절 기술에 대한 새로운 모델을 제시하였다. 제노마인(주)의 chromatin architecture 
조절기술은 식물의 노화 진행 동안 chromatin의 안정성을 제공하여 식물의 생산성 증대 또는 

노화 지연의 표현형적 특징을 나타내며, 이러한 표현형적 특징은 적용 유전자의 발현 레벨에 

따른다는 것이다. 즉, 적용 유전자의 발현이 강하면 강할수록 노화 지연의 표현형이 강력하게 

나타나고, 적용 유전자의 발현이 적정 수준을 유지하면 식물의 생산성 증대에 강력한 표현형적 

특징을 제공한다. 이러한 기술을 통한 식물의 생산성 증대는 야생형과 비슷한 수확시기를 가진

다는 점에서 본 기술이 작물의 생산성 증대에 대한 형질 제공에 있어 아주 강력할 것으로 판

단된다. 한편 애기장대 activation tagging 변이체 pool에서 신규 발굴한 DDF1 유전자는 freezing 
tolerance에 우성으로 나타났으며 또한 dark-green 잎, 왜소 현상 그리고 늦은 개화와 같은 표현

형적 특징을 제공하였다. 또한 기능성 유전체 연구를 통하여 phyB overexpressor의 기능을 가지
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는 ATHB23 유전자를 발굴하였다.

본 연구팀은 기 확보 유전자 4종과 유용 유전자 3종, 그리고 신규 발굴한 유전자 3종을 고효율 

잔디 형질전환 시스템을 통하여 8종의 잔디 형질전환체를 생산하였다. 이후 형질전환체의 분자

생물학적, 생리‧생화학적 분석을 통하여 5종의 우량 형질전환체를 개발하였다. ORE7-잔디 형

질전환체는 녹기연장과 생산성 증대의 표현형적 특징을 가졌으며, 이러한 표현형적 특징은 본 

유전자의 발현 정도에 따라 구분되었다. 즉 ORE7 유전자의 발현이 높으면 높을수록 녹기 연장

에 대한 표현형질을, 그리고 적정 수준에서의 발현은 녹기연장과 더불어 tiller 형성 촉진과 같

은 생산성 증대에 대한 농업형질을 나타내었다. 또한 ATHG1, ATPG7 그리고 ATPG8 유전자는 

잔디에서 녹기 연장뿐 만 아니라 건조 스트레스 저항성에 대한 표현형적 특징을 제공하였다. 
한편 AtSIZ-잔디 형질전환체는 염 스트레스뿐 만 아니라 가뭄 스트레스 저항성에 대한 표현형

적 특징을 가지는 것으로 밝혀졌다. 본 연구팀은 고부가 우량 잔디 신품종 개발을 위하여, 상
기 5종의 우량 잔디 형질전환체 중 ORE7-, 그리고 AtSIZ-잔디 형질전환체에서 우량 농업형질

을 가지는 계통을 선발하여 포장 내 대량 증식을 진행 중에 있다.

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획 

  1. 연구성과 목표 및 대비 실적

(단위 : 건수)

구분

특허 신품종
유전자원

등록

논문

기타
출원 등록 품종

명칭등록

품종생산
수입판매

신고

품종보호
SCI 비SCI

출원 등록

1차년도
목표 0 0 1
달성 1 1 0

2차년도
목표 1 1
달성 3 0

3차년도
목표 2 1
달성 1 1

계
목표 3 2 1
달성 5 2 0

  2. 논문게재 성과

게재연도 논문명
저자

학술지명 Vol.(No.) 국내외 
구분

SCI구분
주저자 교신저자 공동저자

2011년 1월 Overexpression ~1) 강홍규 임평옥 김준기 등 Plant Science 180: 634-641 국외 SCI

2013년 

(accepted) 
The homeodomain~2) 최현모 우혜련

임평옥 정수영 등 Physiologia
Plantarum accepted 국외 SCI

1)Overexpression of FTL1/DDF1, an AP2 transcription factor, enhances tolerance to cold, drought, and heat stresses in 
Arabidopsis thaliana 

2)The homeodomain-leucine zipper ATHB23, a phytochrome B-interacting protein, is important for phytochrome B-mediated 
red light signaling
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  3. 특허출원/등록 성과

출원된 특허의 경우 등록된 특허의 경우

출원연도 특허명 출원인 출원국 출원번호 등록연도 특허명 등록인 등록국 등록번호

2011년 4월 식물의~a) 제노마인(주) 대한민국
10-2011-
0038932

2011년10월 식물의~b) 제노마인(주) 대한민국
10-2011-
0110593

2012년 4월 식물의~c) 제노마인(주) 대한민국
10-2012-
0039113

2012년 4월 ATPG8~d) 제노마인(주) 국제(PCT)
PCT/KR2012/

002967

2012년 10월 ATPG4~e) 제노마인(주) 국제(PCT)
PCT/KR2012/

008798
a)식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도 
b)식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG4 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도 
c)식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도 
d)ATPG8 Protein Providing Yield Increase and Delaying Senescence and Stress Tolerance of Plants, the Gene Encoding the 

Protein and Those Use 
e)ATPG4 Protein Delaying Senescence and Providing Yield Increase and Stress Tolerance in Plants, the Gene Encoding the 

Protein and Those Uses



- 6 -

   4. 연구성과 활용 계획   

연구 산물의 산업화는 녹기연장/생산성 증대의 ORE7 잔디와 스트레스 저항성 AtSIZ 잔디 형질

전환체를 중점적으로 실시할 예정이다. 두 형질전환체는 골프장 등에 주로 적용 가능하며, 또
한 환경 스트레스 저항성 잔디 품종 개발은 불리한 환경 조건, 특히 염분이 많이 축적된 바닷

가 토양 및 전체적인 온도가 낮은 고지대에 적용 가능하여 그 용도는 매우 높으리라 생각된다. 
또한 신규 발굴한 유용 유전자의 경우, 녹기연장 및 스트레스 저항성에 대한 목표형질을 뚜렷

이 제공하기에 기술사업화에 있어서 우선 대상이 될 것으로 판단한다. 

이러한 연구 산물에 대한 기술사업화는 2 가지 방안으로 진행될 것이다. 첫 번째는 단기 전략

으로 유전자 및 형질전환체에 대한 지적소유권에 대한  국내 기관 혹은 기업, 그리고 다국적 

잔디 혹은 종자 회사로의 기술이전이다. 기술이전의 주요 대상은 국내 농업 활성화를 위하여 

국내에 우선적으로 기술이전을 실시할 예정이며 이후 다국적 종자 회사인 Monsanto, Jacklin 종
자 회사, Scotts Co. 등 미국과 유럽에 위치하고 있는 다국적 종자 회사를 대상으로 기술이전을 

실시할 예정이다. 주관기관인 제노마인(주)의 다국적 기업과의 유용 유전자에 대한 기술이전 

성공 사례는 본 사업에서 확보하는 우량 형질의 유전자 혹은 형질전환체에 대한 기술이전의 

가능성을 보다 올려줄 것으로 판단된다.

본 연구 산물의 두 번째 산업화 방안은 확보한 유용 유전자 및 형질전환체에 대한 공동 사업

화를  통한 우량 품종 개발에 대한 자체 사업화이다. 국외 기술사업화의 경우 대부분은 영양 

생식 잔디의 수출이 용이하지 않은 관계로 종자 생산을 목적으로 하므로, 보다 장기 프로젝트

를 추진해야 할 것으로 판단되며, 국내에서는 영양 생식 잔디 품종 개발이 가능하므로 단․중
기 프로젝트로 추진할 예정이다. 대상으로는 삼성, 현대, LG 및 코오롱 등의 다수의 골프장을 

보유하고 있는 대기업이 주 마케팅 대상이 될 것이다. 이러한 국내 기술사업화의 영역은 공동 

연구를 통한 품종 개발, 그리고 이를 통한 공동 사업화 등의 형태가 주가 될 것이다. 
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SUMMARY

The research goal of this project is to develop transgenic turfgrass with desirable agronomic 
characteristics such as delayed leaf senescence, multiple stress resistance, and dwarf, through 
transgenic technology, for commercial purpose. A couple of candidate transgenic lines with high 
quality are then selected and examined in the field condition. 

In this study, we generated transgenic turf grass lines with four genes (ORE7, ATHG1, AtSIZ and 
AtGA2ox4), which had been previously identified as key regulatory genes conferring delayed 
senescence, salt stress resistance, and dwarf phenotype. Efforts have also made identification of new 
6 genes from Arabidopsis through plant functional genomics approach, where each gene has an 
potential in improving the quality of turfgrass. Among them, 4 genes were introduced into turfgrass.

We have initially screened Advanced RAM mutant pools for identifying genes controlling leaf 
senescence, stress responses  or dwarfism. Further in vivo functional analyses revealed that the 
newly isolated novel genes (ATPG2, ATPG4, ATPG8) are critical for controlling senescence and 
productivity. Interestingly, all of genes contain AT-hook DNA binding motif, as shown in ORE7. 
These data along with the previous finding that ORE7 affects chromatin architecture, provide an 
important molecular insight that delayed leaf senescence may be affected by the control of 
chromatin structure. Strikingly, degree of delayed senescence was found to be correlated with 
expression level of AT-hook family genes. For example, we observed that strong expression of 
genes encoding AT-hook proteins led to delay of whole developmental process exhibiting various 
developmental defects. This observation indicates that expression of AT-hook protein genes should 
be controlled in desirable manner, when applied to generation of transgenic crops. Alternatively, 
transgenic lines with optimum expression level of AT-hook genes should be selected, in order to 
improve crop yields. In addition to AT-hook family genes, we also isolated the DDF gene that can 
provide dwarfism, late flowering, and multiple stress resistance. We also identified ATHB23 gene of 
phyB overexpressor.

We have introduced 8 useful genes into turfgrass through transgenic technology utilizing high- 
efficiency transformation system, and generated 5 transgenic turfgrass plants with good quality, 
which were verified by various functional analyses. Interestingly, ORE7-transgenic turfgrass displayed 
various phonotypes depending on ORE7 expression level. One with higher expression of ORE7 
showed strong delayed leaf senescence, while the other one with rather lower expression exhibited 
increased biomass including high number of tillers, as well as delayed senescence. Transgenic 
turfgrass with ATHG1, ATPG7 and ATPG8 showed delayed leaf senescence and increased tolerance 
of drought. Furthermore, AtSIZ transgenic turfgrass exhibited a trait for the tolerance of salinity and 
drought stresses. We selected ORE7- and AtSIZ-transgenic turfgrass lines with a agronomically 
important traits for further analysis and are being cultivated through vegetative propagation.
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제 1 장   연구개발과제의 개요

 제 1 절. 연구개발대상 기술의 경제적․산업적 중요성 및 필요성

   1. 기술의 기반성

최근 국가에서 강력하게 추진하고 있는 녹색기술의 활성화와 더불어 국민 소득의 증가로 인한 

다양한 문화생활에 대한 만족도 등의 이유로 급격히 수요가 증가되고 있는 잔디는 축구장, 골
프장, 공원 등의 레저 시설뿐만 아니라 도로 주변, 묘지, 하천 제방 등의 피복용으로, 그리고 

주택 등의 조경용으로, 그 이용 범위는 광범위하며,  또한 토사 유출 방지, 소음 방지, 공해 방

지 등의 기능적인 면까지 제공하고 있어 점진적으로 재배면적이 증가하고 있는 추세이다.  

잔디는 단위면적당 생산단가가 타 작물에 비해 월등히 높은 고부가 경제 작물이며(작물 평균 

323불/acre, 잔디 3,300불/acre, 2007 Census of Agriculture Data Release), 세계 4대 작물 중 하나

인 옥수수 다음으로 시장 규모가 크다. 이러한 잔디 시장은 약 50조 원의 규모를 가지는 것으

로 알려지고 있다. 미국의 경우, 잔디 시장 규모는 2002년 1,000백만 불에서 2007년 1,354억 불

로 증가하였으며(그림 1), 최근의 TPI(Turfgrass Producers International) 자료에 의하면 2010년의 

시장 규모가 2009년에 비하여 약 35%의 신장세를 가지는 것으로 나타났다. 그런 반면 우리나

라의 경우, 2002년을 기준으로 잔디 산업 시장 규모는 약 7,500억 원이며 이중 잔디 생산업은 

2,000억 원, 잔디 종자는 200억 원, 그리고 떼 생산은 650억 원으로 보고되고 있다(한국잔디학

회, 2002년). 이러한 사실은 잔디 품종 개발이 매력적인 사업이며, 고부가 가치 창출이 가능한 

사업이라 예측된다.

그림 1. Turfgrass comparison chat 1974 to 2007 in USA (2007 Census of agriculture data release, 2007)

이러한 시장 구조에 있어서 우리나라 잔디 생산 산업은 많은 부분을 잔디 수입에 의존하고 있

으며 이러한 경제적 불균형은 국가 경제에 막대한 타격을 주고 있다. 일례로 연도별 한지형 잔

디 수입 총량을 보면 1995년 약 80만 불에서 2004년 350만 불로 기하급수적인 증가세를 보이
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는 것을 알 수 있다(그림 2). 이러한 수입에 의한 잔디 종자 생산 및 판매는 신품종의 보호와 

권리에 관한 국제적 협약인 UPOV (international Union for the Protection of New Varieties of 
Plants) 제도의 2007년 시행으로 막대한 로열티 등을 지불해야 하는 불이익을 초래할 것이다. 
대표적인 예로 외국 수입 잔디인 ‘제니스’, ‘미야코’ 등을 국내에서 생산․판매할 경우 로열티

를 지불해야 될 우려도 있다. 이러한 수출입에 대한 불균형 비는 우량 잔디 품종 개발을 통하

여 해소될 수 있으리라 판단된다. 외래종 잔디 품종의 수입은 국내 환경 및 여러 가지 제약에 

의해 국내 품종화 하기에는 보다 많은 시간이 소요될 것인 반면, 국내에서 우량 품종을 개발하

면 이러한 시간적 제약을 줄일 수 있을 것이며, 또한 표현형이 우수한 우량 품종의 개발은 국

외 시장 개척에도 많은 장점을 제공할 것으로 판단된다. 이러한 상황에 맞춰 국내에서도 ‘일동

중지’, ‘용천’, ‘밀록’ 등과 같은 잔디 신품종 개발에 박차를 가하고 있으나, 여전히 현대의 다

양한 소비자의 요구를 완전히 충족시키지 못하는 실정이다. 따라서 생명공학 특히 식물 유전공

학 기술의 발달로 여러 가지 기법들을 품종 개량에 적용할 수 있게 된 지금, 이러한 기술을 이

용한 고부가 가치 잔디 품종 개발이 더욱 더 필요하리라 판단된다. 이러한 기법의 적용을 통한 

잔디 품종의 우량화 및 다양화가 이루어지게 되면 향후 잔디관련 산업 발달로 인하여 재배농

가 소득증대 및 잔디품종의 수입 대체 효과까지 누릴 수 있을 것이다. 그리고 이러한 형질전환

을 통한 우량 잔디 품종 개발은 사업적 고부가 가치 및 국가 경쟁력 확보 등에 있어서 필수적

인 요인으로 확신한다.

그림 2. 연도별 한지형 잔디 종자 총량 (관세청 무역통계 자료)

일반적으로 이러한 유전자 변형 작물 산업화의 기술적 요소는 유전자 발굴, 유전자 기능분석, 
작물 형질전환, 이벤트 육성으로 제시할 수 있다. 최근 유용 표현형질을 지닌 유전자의 발굴 

기법으로, 다량의 변이체를 생산하여 일차적으로 표현형 검정을 거쳐 이후 이들의 표현형 변화

를 유발하는 원인이 되는 유전자를 다량으로 동정하는 기능성 유전체 연구가 유전자 발굴 및 

기능 분석에 대한 핵심 기술로 대두되고 있다. 식물생명공학 산업 전반에 공헌할 수 있는 기반 

기술인 식물 기능성 유전체 연구(functional genomics)는 식물에 내재하는 유전자의 발현을 인위

적으로 조절하여 신 기능성 형질전환 식물을 창제하고, 이 기술을 대량으로 적용하여 원하는 

형질의 식물체를 선발하거나, 신품종 개발 산업 등에 적용되고 있는 기반 기술이다. 본 연구팀 

중 주관 기관인 제노마인(주)는 activation tagging, promoter trap 및 advanced RAM approach 등과 
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같은 다양한 기능성 유전체 연구를 통하여 우량 잔디 품종 개발에 기여할 수 있는 유용 유전

자를 다량 확보하고 있다. 일부분을 소개하면 녹기 연장과 관련된 유전자로 ORE7, ORE15, 
ATHG1, GSDL2 등을, 스트레스 저항성과 관련된 유전자로 AtSIZ, 그리고 왜성 관련 유전자로 

PAPP5의 TPR domain과 AtGA2ox4 등을 들 수 있다. 흥미로운 점은 녹기 연장과 관련된 유전자

는 기능적 녹색형질의 지속에 대한 특정 형질을 가져 잔디, 특히 난지형 잔디의 지속적 녹색 

형질을 제공하는데 많은 장점이 있다는 것이다. 이와 같은 유용 유전자의 잔디 적용은 우량 품

종 개발에 있어서 환경 스트레스 저항성 및 녹기 연장 표현형질 발현이라는 측면에서 기여도

가 높을 것이라고 추측된다. 

본 연구에서 개발하고자 하는 형질전환 잔디에는 복합 환경 스트레스 저항성, 녹기 연장, 왜화 

조절 유전자 등의 목적 형질 유전자 이외에 비선택적 제초제 저항성 유전자가 선발마커로 도

입되어 있는데, 제초제 저항성 GM 작물은 재배 관리상의 이점과 함께 농약사용량을 감소시키

는 효과가 있다고 보고되어 있다(James C, ISAAA Briefs No 23). 이 보고에 따르면 비선택적 

제초제 저항성 대두를 각 지역에서 3년간 시험 재배한 결과, 기존의 야생형 대두 재배 시에 비

해 제초제 사용량을 25% 이상 감소시키는 효과를 가져왔으며 결과적으로 재배 3년째에는 약 

47% 정도 경제적 이득이 증가하였다. 제주대학교의 제초제 저항성 들잔디의 포장 실험에서도 

야생형 잔디에 비해 잡초방제 및 관리비용이 연차별로 감소하여 재배 3년째부터는 약 25% 이
상의 농약사용량 및 관리비용이 절감됨을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 비선택적 제초제 

저항성 유전자가 도입된 형질전환 잔디는 재배 관리 비용의 절감으로 인한 경제적 이득의 증

가뿐만 아니라 제초제 사용량을 줄이는 효과도 있어 보다 환경친화적인 작물이 될 수 있음을 

시사한다. 본 연구에서 개발하고 있는 고부가가치 형질전환 잔디는 제초제 저항성 유전자와 함

께 복합 스트레스 내성, 왜성 조절 유전자 등이 도입되어 있으므로, 잔디 재배 관리 비용의 절

감 및 경제적 이득 증가에 상승효과를 유발할 수 있을 것으로 보인다. 개발된 GM 작물은 환

경위해성 평가를 통해 환경방출 승인을 얻어야만 상업적 재배가 가능한데 여기에서 가장 중요

한 항목이 유전자 이동에 의한 주변생태계에 대한 영향이다. 제주대학교의 제초제 저항성 들잔

디의 경우, 3m 이상의 거리에서는 야생형 잔디로의 유전자 이동 가능성이 거의 없는 것으로 

나타났고, 같은  Zoysia속에 속하는 야생 잔디는 금잔디, 갯잔디 등 두 종에 불과할 뿐만 아니

라 교배 가능성도 매우 낮은 것으로 확인되었다. 또한, 들잔디의 자연 상태에서의 발아율은 약 

4% 이내로 타 작물에 비해 매우 낮으며, 자연 상태에서 발아하였을 경우, 우점잡초에 의해 생

육이 억제되어 자연 소멸하는 것으로 확인되었다. 이와 같은 결과로부터, 본 연구에서 개발되

는 형질전환 들잔디는 현재까지 환경방출 승인된 타 GM 작물보다 주변 자연환경이 미치는 영

향이 매우 적을 것으로 보여 GM 작물의 환경 위해성 평가를 통과하는 데에는 큰 문제가 없을 

것으로 판단하고 있다. 

유전자 변형 작물 산업화의 기술적 요소의 두 번째인 작물 형질전환과 이벤트 육성에 있어서 

협동기관인 제주대학교 이효연 교수 연구팀은 국내 들잔디 및 한지형 잔디인 벤트그라스의 형

질전환 기법을 확립하고 있으며, 이를 통하여 ‘Transgenic zoysiagrass with reduced shade 
avoidance(7045680, 미국특허등록)’과 ‘식물 광수용체 파이토크롬의 고활성 돌연변이의 개발 및 

이를 이용한 유전자 조작 식물 개발(국내 특허등록 : 10-0475211)’이라는 특허 등록을 완료하였

으며, 현재 이에 대한 이벤트 평가가 안정성 평가 중에 있어 조만간 실용화에 접어들 것으로 
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판단된다. 상기에서 언급한 주관기관과 협동기관의 잔디 품종개발에 관한 기술력은 본 사업의 

성공에 대한 초석이 될 것이다.

   2. 기술의 핵심성

우량 잔디 품종을 개발하기 위해서는 먼저 내한성, 내건성, 내담성, 내서성 등과 같은 다양한 

외부 환경 저항성 유전자 및 녹기연장의 표현형을 유발하는 노화 지연 등과 같은 내부 환경 

저항성 유전자, 또한 잔디 관리의 편리성을 제공해 줄 수 있는 왜화 조절 유전자 등의 발굴과, 
잔디 품종 개발에 있어 핵심 기술인 잔디 형질전환 기법의 확립이 관건이다.

본 연구팀은 앞선 연구에서 애기장대의 유전자를 잔디에 도입한 결과, 애기장대의 표현형이 잔

디에서도 재현됨을 확인하였다. 애기장대 녹기연장 관련 유전자인 ORE7이 도입된 잔디에서 녹

기연장 표현 형질을, 염 스트레스 저항성 관련 유전자인 AtSIZ가 도입된 잔디에서 염 스트레스 

저항성 표현 형질을, 그리고 왜화 관련 유전자인 PAPP5의 TPR domain이 도입된 잔디에서 왜

화 표현 형질을 가지는 우량 잔디 형질전환체가 개발되었다. 이와 같은 선행연구는 본 사업을 

통하여 우량 잔디 품종 개발이 가능하게 할 것이며, 또한 실용화에 있어서도 성공 가능성이 높

을 것으로 사료된다.

따라서 본 과제는 다양한 기능성 유전체 연구를 통하여 확보된 애기장대의 변이체로부터 

다양한 환경 저항성, 녹기 연장 및 왜화 조절과 관련된 신기능성 유용 유전자를 발굴하고, 
잔디에서의 활용성을 연구하며, 기능 검정된 유용 유전자원을 잔디 품종 개발에 적용하여 

다양한 환경 저항성, 녹기 연장 및 왜화 조절에 있어서 최적 형질을 가지는 신기능성 잔디 

품종 개발을 목적으로 한다.  

이러한 잔디 품종 개발에 있어서 다양한 환경 저항성 유전자, 녹기 연장 및 왜화 유도 유전자

의 발굴 및 기능 검정은 다양한 잔디 품종 개발에 범용적 응용이 가능한 핵심 기술이다. 본 연

구팀은 다양한 환경 저항성 잔디 품종 개발의 연구 추진 속도를 가속화하기 위하여 일차적으

로 기 확보된 유용 유전자를 잔디 품종 개발에 적용하고자 하며, 보다 다양한 그리고 보다 강

력한 표현형질을 가진 품종을 개발하기 위하여 기능성 유전체 연구를 통하여 확보된 변이체로

부터 신규 유용 유전자를 발굴하고, 그 기능을 검정하여 신품종 개발에 적용하고자 한다.

잔디 형질전환 기술: 잔디의 품종 개발은 전통적인 육종 방법을 이용하고 있으나, 최근 분자

생물학적 방법을 이용하여 신품종 개발이 시도되고 있다. 그러나 전체적으로 아직 잔디에 대한 

안정적인 형질전환에 대한 연구는 거의 없는 실정이다. 그러나 본 연구팀은 한국의 자생 잔디

인 들잔디 및 한지형 잔디인 벤트그라스를 이용하여 아그로박테리움을 매개로 한 고효율의 안

정적인 형질전환 기법을 확립하였다. 이러한 아그로박테리움 매개 잔디 형질전환 기법은 본 과

제의 핵심기술이다. 

기능성 유전체 연구를 통한 유용 표현형질 발현 시스템 발굴 기술: 

- 녹기 연장 조절 유전자: 식물의 노화는 세포나 조직을 죽음으로 이르게 하는 마지막 발달 단

계로서, 작물의 생산성, 과일 및 화훼류의 저장성, 수송 과정, 수확기 조절 등에 관여하는 결정

적 유전요인이다. 이러한 노화 조절 기술은 녹기 연장을 유발하며, 스트레스에 대한 내성 강화
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에도 응용이 가능한 핵심기술이다.

- 환경 스트레스 저항성 유전자: 다양한 외부 환경 스트레스는 식물의 생장 및 발달을 조절하

는 중요한 환경요인으로서, 작물의 생산성 조절 등에 관여하는 결정적 환경요인이다. 이러한 

환경 스트레스 조절 기술은 작물의 안정적 생산에 직결되어 있으며, 이러한 스트레스 조절 기

술은 품종 개발에 있어 적용이 가능한 핵심 기술이다.

- 광 신호전달/개화 조절 유전자: 빛은 식물의 발달을 조절하는 중요한 환경요인으로서, 이에 

영향을 받는 중요한 식물의 발달과정 중 하나가 광주기 변화에 의해 계절을 인식함으로써 개

화 시기가 조절되는 현상이다. 이러한 개화 시기의 조절은 작물의 안정적 생산성에 직결되어 

있으며, 따라서 관련 조절 기작의 이해와 유전자의 분리는 그 중요성이 크게 대두되고 있다. 
또한 광 신호전달 관련 유전자의 조절에 의해 제공되는 왜화 유도 표현형은 품종 관리에 대한 

편리성을 제공할 수 있는 핵심 기술이 될 것이다.

- 주관기관인 제노마인(주)는 국외 major 종자회사인 BASF와 녹기 연장 유전자와 환경 스트레

스 저항성 유전자 2종에 대한 기술이전 계약을 실시하였다(2009년 12월). 이러한 기술이전에 

대한 실적은 본사가 확보하고 있는 유전자의 잠재 가치를 인정하는 것이며, 또한 유전자의 기

술사업화에 대한 노하우를 확보하는 것으로, 본 사업의 연구 산물인 유전자 혹은 잔디 신품종

에 대한 사업화에 있어서 많은 장점을 제공할 것이다.
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

 제 1 절. 국내외 기술개발 현황

국내외 잔디의 품종 개발은 전통적인 육종 방법을 이용하고 있으나, 최근 분자생물학적 방법을 

이용하여 신품종 개발이 시도되고 있다. 그럼에도 불구하고 전 세계적으로 벤트그라스 등 극히 

몇몇 품종에서만 형질전환의 성공 사례가 보고되고 있을 뿐 아직 잔디에 대한 안정적인 형질

전환에 대한 연구는 거의 없는 실정이다. 잔디 품종 개발에 있어서 유용 유전자 삽입이 가능한 

형질전환 기법은 전 세계적으로 공통적인 기술 적용의 범위이며, 국내외에서 가지는 유전자 변

형 작물에 대한 문제는 최근 안정성 평가 등의 방법을 통하여 부분적으로 해결되고 있는 실정

이다. 따라서 이와 같은 유전자 변형 작물 문제 해결 능력은 이후 보다 좋은 품질의 신 기능성 

우량 잔디 품종 개발에 크게 이바지할 것이며, 이러한 예측은 형질전환을 통한 잔디 신품종 개

발에 있어서 보다 많은 기회를 제공할 것이다.

최근 국외 잔디 품종 개발에 있어서 거의 대부분은 기능성 신품종 개발 쪽으로 방향성을 잡고 

품종 개발에 집중하고 있다. 특히 제초제 저항성 잔디 개발이 가장 보편화된 기술 개발로 들 

수 있으며, 최근 표현형이 확실한 우량 잔디 품종, 예를 들면 왜성 잔디 품종, 다양한 biotic 그
리고 abiotic 스트레스 저항성 잔디 개발에 많은 투자를 하고 있는 실정이다. 

국내의 경우, 건희, 건우 세녹, 안양중지 품종 등과 같이 교배를 통한 품종 개발이 초기에 주를 

이루었으며, 최근까지도 ‘일동중지’, ‘용천’, ‘밀록’ 등 교배에 의한 신품종 개발이 주를 이루고 

있다. 최근 협동연구기관인 제주대의 제초제 저항성 들잔디 품종 개발, 금호연구소의 음지내성 

품종 개발, 삼성 잔디환경연구소의 형광 잔디 개발 등과 같은 형질전환 기술을 통한 우량 품종 

개발에 많은 노력을 기울이고 있는 중이다. 

세계적으로 보면, 잔디 품종 개발의 많은 부분이 형질전환 기술을 통한 유전자 변형 잔디 품종 

개발에 집중하고 있으며, 특히 제초제 저항성, biotic/abiotic 스트레스 저항성 등과 같은 기능성 

잔디 품종 개발에 집중하고 있다. 또한 잔디 관리의 편리성을 제공하는 크리핑 벤트그라스의 

기능성 품종 개발에도 많은 연구를 집중시키고 있는 중이다. 이러한 품종 개발에 대한 동향 및 

사례를 아래 Table 1에서 제시하였다. 

식물의 녹기 연장 및 다양한 환경 스트레스 조절은 생물학적 중요성뿐만 아니라 작물의 생산

성 조절 가능성 때문에 많은 생리학적, 생화학적 연구가 수행되어 왔으며 유전학적, 분자생물

학적 연구는 최근 수년 사이에 많이 진행되고 있다. 최근 많은 연구팀들이 식물의 녹기 연장 

및 다양한 환경 스트레스 조절 관련 유용 유전자를 이용한 생산성 증대 및 기능 강화 신품종 

혹은 신기능성 작물의 개발에 연구를 집중하고 있으며, 최근 애기장대 유전자를 통한 우수 작

물 개발을 여러 연구팀이 시도하고 있는 중이다. 

애기장대에서 발굴한 유용 유전자의 고부가가치 작물 개발에 대한 적용은 다양한 작물에서 알

려지고 있다. 애기장대 PHYB 유전자 도입으로 감자에서 광합성 효율 및 기공의 conductance 증
가를 유발하여 high intensity 조건하에서 tuber number 및 yield의 증가가 유발되었으며 이러한 

표현형을 가진 고부가 형질전환 감자 품종 개발에 집중하고 있다(Boccalandro et al., 2003). 또
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한 미국의 Texas Tech. Univ.와 Univ. of California Davis 연구팀은 애기장대의 vacuolar 
sodium/proton antiporter 유전자인 AtNHX1을 면화에 도입하여 salt stress에 대한 저항성뿐만 아니

라 필드에서 보다 양질의 fiber 생산량 증가 표현형을 가지는 우수 면화 품종 개발에 집중하고 

있다(He et al., 2005). 

Table 1. 식물 유전공학 기법을 이용한 잔디 품종 개발에 대한 동향

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

미국 Rutgers 대학, 
Monsanto사, Scott사 

왜소형 형질전환 잔디 개발 (크리핑 벤트그라스)  판매 준비 중

Monsanto 사 제초제 저항성 잔디 품종 개발
 마지막 승인 절차 준비 및 판매  
 준비 중

중국 Zhejiang 대학 제초제 저항성 버뮤다 잔디 품종 개발  형질전환 성공 및 품종 개발

미국 캔사스 주립대학 크리핑 벤트그라스에서 T-DNA 융합의 특성 분석  연구 진행 중

제주대학교 제초제 저항성 잔디 품종 개발  품종의 안정성 평가 중 

금호연구소, 제주대학교 음지 내성형 제초제 저항성 잔디 품종 개발 
 애기장대 유전자의 잔디 적용 
 가능성 제시

그러나 전체적으로 잔디의 품종 개량에 대한 애기장대 유용 유전자의 적용은 아직 미미한 실

정이다. 최근 국내에서 송필순 박사 연구팀은 애기장대 유전자인 phyA를 잔디에 도입하여 음지

내성형 고부가 잔디 품종 개발에 집중하고 있다. 또한 본 연구팀은 애기장대 유전자인 ORE7을 

통한 녹기연장 잔디 형질전환체 개발, AtSIZ를 통한 염 스트레스 저항성 잔디 형질전환체 개발, 
그리고 PAPP5의 TPR domain을 통한 왜화 잔디 형질전환체 개발을 성공하였다. 이는 애기장대 

유전자 도입을 통한 잔디 품종 개발의 성공 가능성을 제시해주고 있는 중요한 연구 사례인 것

으로 판단된다.  

 제 2 절. 국내외 특허 동향

국민 소득이 증가함과 함께 문화생활에 대한 만족도 등의 이유로 최근 급격히 수요가 증가되고 있는 

잔디는 세계 4대 작물 중 하나인 옥수수 다음으로 시장 규모가 크다. 이러한 잔디 품종 개발에 대한 국

내외 특허는 2007년 신품종의 보호와 권리에 관한 국제적 협약인 UPOV(international Union for 
the Protection of New Varieties of Plants) 제도의 실행으로 관련 연구에 대한 관심과 기대가 급

증하여 활발한 기술개발을 수행하여 관련 특허 건수가 급증하고 있는 추세이며 특허의 내용은 

주로 제초제 저항성 등 1세대 유전자 변형 잔디개발이 많은 부분을 차지하고 있으며 최근 녹

기 연장, 스트레스 저항성 등 제 2세대 유전자 변형 잔디 품종에 대한 주를 이루고 있다. 하지

만 국내의 경우, 여전히 잔디 신품종 개발에 있어서 전통 육종에 의한 품종 개발이 주류를 이

루고 있는 실정이다. 최근 본 연구팀의 이효연 교수 연구팀이 제초제 저항성 잔디 및 phyA를 

이용한 유전자 변형 잔디 우량 품종 개발을 수행하고 있으나 여전히 유전자 도입을 통한 잔디 

신품종 개발에 대한 특허는 제한적인 실정이다.
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한편 유전자의 특허 현황을 보면 유전자 기술 분야에서 resistance와 protein and oil enhancement 
분야가 다소 기복을 보이나 타 기술에 비해 특허 활동이 활발한 것으로 분석되며, resistance는 

소분류로 내병성‧내염성‧내건성‧내건성‧내한성‧제초제 저항성을 포함하며 90년대 후반까지 증

감의 변동을 보이다가, 최근 급속히 증가하는 추세를 보였다. 녹기 연장에 대한 특허 출원은 

작물의 생산성과 맞물려 최근 급속히 증가하는 추세이다.

이러한 특허 출원 동향을 분석해 보면, 먼저 잔디 신품종 개발에 있어서 형질전환체에 대한 특

허 출원 및 등록 건수가 지극히 적음을 알 수 있다. 한편 유전자에 있어서 스트레스 저항성에 

대한 특허 건수가 많은 반면 상대적으로 녹기 연장에 대한 특허 건수는 제한적인 것으로 나타

났다.

녹기 연장, 스트레스 저항성 등과 같은 유용 유전자를 활용한 잔디 신품종 개발은 다양한 유전

자원 중 표현형적 특징이 강한 유전자를 선별할 수 있다는 점에서 그 가치가 보다 높을 것으

로 판단된다. 따라서 녹기 연장, 스트레스 저항성 유전자 발굴을 통한 잔디 신품종 개발은 고

부가 창출에 있어서 보다 많은 가치를 가지는 것으로 나타나, 본 사업에서는 녹기 연장 유전자 

및 스트레스 저항성, 특히 녹기 연장 관련 유전자의 발굴에 집중하고 이를 통하여 우량 잔디 

신품종을 개발하고자 한다. 발굴 및 개발된 유전자, 형질전환체는 국내외적으로 특허출원을 통

하여 지적소유권을 확보할 것이다. 이러한 지적 소유권의 확보는 잔디 신품종 개발에 있어 원

천기술에 대한 국가 경쟁력 강화에 일조하며, 이를 통해 개발되는 우량 잔디 신품종은 고부가 

수익 창출로 인한 국가 농업 발전에 기여할 수 있을 것이다.

 제 3 절. 과제의 기술과 관련된 본 연구팀의 선행연구 결과

   1. 기능성 유전체 연구 및 잔디 품종 개발 적용 유전자 확보 (주관기관)

제노마인(주)는 식물의 기능성 유전체 연구를 통하여 농업에 직접 이용 가능한 유용 기능성 유

전자의 대량 발굴을 수행하고 있으며, 여기에 gene expression profiling 기법인 plant proteomics
를 접목하여 유전자의 기능을 효율적으로 밝히고 있는 중이다. 선행 연구를 통해서 ORE7, 
AtSIZ, 그리고 PAPP5의 TPR domain에 대한 잔디 형질전환체 개발에 성공하였으며 최근 연구에

서 발굴된 잔디 품종 개발에 적용 가능한 유용 유전자는 다음과 같다.

AtGA2ox4: 본사에서 지적소유권을 확보하고 있는 유전자로 식물체의 왜화 현상이라는 특징적

인 표현형을 가지며, 또한 개화 시기, 뿌리 분화 등에 있어서 야생형과 큰 차이가 없음을 확인

할 수 있었다. 종자 생산에 있어선 오히려 야생형보다 본 유전자가 과발현된 변이체에서 높은 

개체당 종자 생산량을 가졌다. 이러한 표현형적 특징은 풍해 스트레스 저항성 제공 및 잔디 품

종의 관리에 있어서 효율성을 제공할 수 있어서 고부가 가치 창출이 가능하리라 판단된다(그
림 3).
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그림 3. AtGA2ox4의 과발현에 의한 표현형적 특징, 종자 생산량, 그리고 유전자 localization

ATHG1: 애기장대 유전자로 전사과정에 관여하는 At-hook domain을 가지고 있는 전사인자이며, 
잎의 녹기연장이라는 표현형질을 특징으로 한다. 또한 본 유전자는 산화 스트레스 및 건조 스

트레스에 높은 저항성을 제공함으로써 잎의 녹기연장뿐만 아니라 스트레스 저항성을 동시에 

확보하는 다목적 잔디 품종 개발이 가능하리라 판단되며, 이는 고부가 가치 창출이라는 측면에

서 기여도가 높은 것이다(그림 4)

그림 4. ATHG1의 과발현에 의한 표현형적 특징 및 유전자 localization

GSDL2: 애기장대 유전자로 녹기연장의 표현 형질을 제공한다. 본 유전자는 녹기연장 형질외에 

염 스트레스 및 산화 스트레스에 대한 저항성을 제공하였다. 본 유전자는 다양한 내․외부 스

트레스에 대한 저항성을 제공함으로써 잎의 안정적인 생산성 제공 및 환경적 제한 요인에 대

한 저항성 제공으로 보다 넓은 식재 공간이 가능함으로써 잔디 품종의 다양한 적용이라는 측

면에서 기여도가 높을 것이다(그림 5). 



- 19 -

그림 5. GSDL2의 과발현에 의한 녹기 연장 및 스트레스 저항성에 대한 표현형적 특징

   2. 잔디 형질전환 기술 및 형질전환체 개발 (협동기관)

본 과제의 협동 기관인 이효연 교수 연구팀은 들잔디 형질전환 체계를 이미 확립하여 논문으

로 발표한바 있다(Toyama et al., Molecules and Cells, 2003)(그림 6). 또한 비선택적 제초제인 

BASTA에 대한 저항성 유전자(bar)를 갖고 있는 제초제 저항성 들잔디를 개발하여 국제특허도 

보유하고 있다. 이 잔디는 현재 ‘제주그린21’이라는 이름으로 환경위해성 평가 마무리 단계이

며 상업화를 위한 준비를 하고 있다. 또한 이효연교수 연구팀은 한국형 잔디인 들잔디 형질전

환 시스템 확립과 더불어 한지형 잔디인 벤트그라스의 형질전환 시스템도 확립하여 애기장대

의 건조/저온 스트레스 내성 유전자인 ABF3를 한지형 bentgrass 중 하나인 Agrostis mongolica 
Roshev.에 도입시켜 스트레스 저항성 유도에 성공한 바 있다(Enkhchimeg et al., Plant Cell 
Tissue and Organ Culture, 2006).  

그림 6. 확립된 잔디 품종의 형질전환 기술 기법 
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   3. 유용 유전자 도입 잔디 품종 개발 (주관 및 협동기관 공동연구)

주관 기관인 제노마인(주)와 협동 기관인 제주대는 공동으로 우량 잔디 품종을 개발하기 위하

여 주관기관이 확보하고 있는 6종의 애기장대 유전자를 잔디에 도입하여, ORE7, AtSIZ 그리고 

PAPP5의 TPR domain이 삽입된 우량 형질전환체 개발에 성공하였으며, 이중 ORE7과 AtSIZ가 

삽입된 우량 잔디 형질전환체에 대해서는 본 사업에서 포장시험 등의 우수계통 선발을 수행하

여 안정성 평가 진입을 위한 기반을 구축할 예정이다. 또한 발굴된 유전자 AtGA2ox4, ATHG1, 
그리고 GSDL2의 경우, 형질전환 및 부분적인 형질전환체 선별 과정이 진행되고 있다(그림 7 
참조). 이중 본 사업에서 목적 형질이 뚜렷한 AtGA2ox4와 ATHG1에 대한 우량 형질전환체 개

발을 수행하고자 한다. 

그림 7. AtGA2ox4(왼쪽)와 ATHG1(오른쪽) 유전자가 삽입된 잔디 형질전환체 생산 및 선별 과정

그림 8. ORE7 유전자가 삽입된 잔디 형질전환체의 녹기연장과 스트레스 저항에 대한 표현형적 특징

ORE7이 삽입된 잔디 형질전환체는 genomic Southern blotting, PCR, RT-PCR 분석을 통하여 도

입 유전자의 삽입 및 발현을 확인하였으며, 애기장대에서의 표현 형질과 같이 녹기 연장이라는 
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표현형적 특징이 뚜렷하게 나타났으며, 또한 염 스트레스에 대해서 저항성을 가지는 것으로 밝

혀졌다(그림 8). AtSIZ 삽입 잔디 형질전환체는 200mM의 NaCl 처리에 있어서 염 저항성을 가

졌으며, 또한 건조 조건에서도 저항성이 나타나는 것으로 밝혀졌다(그림 9). 이러한 사실은 본 

형질전환체는 다양한 스트레스에 있어서 저항성을 가질 것으로 판단되어 고부가 품종 개발에 

많은 장점을 제공하리라 생각된다. PAPP5의 TPR domain이 삽입된 잔디 형질전환체는 왜성 표

현형이 뚜렷하게 나타났으며(그림 10), 이러한 표현형은 잔디 관리에 많은 장점을 제공할 수 

있어 품종의 고부가 창출에 일조할 수 있으리라 판단된다. 

그림 9. AtSIZ 유전자가 삽입된 잔디 형질전환체의 염 스트레스 및 건조 스트레스 저항에 대한 표현형적 
특징       

이와 같이 기 확보된 유전자 및 형질전환체는 본 사업의 조기 성공을 이끌 것으로 확신한다. 
특히 ORE7과 AtSIZ 삽입 잔디 형질전환체의 경우, 표현 형질이 뚜렷하여 작물의 이벤트화가 

사업기간 내 가능해 조기 상용화를 이룰 수 있으리라 예상된다. 

그림 10. PAPP5의 TPR domain이 삽입된 잔디 형질전환체의 왜성에 대한 표현형적 특징
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

 제 1 절. 연구개발수행 내용 및 방법

연 구 범 위
연구수행방법

(이론적․실험적 접근방법)
구체적인 내용

잔디 적용 유용 유전자 발굴 및 
기능 검정

Ÿ 잔디 적용 유용 변이체 확보

Ÿ 유용 유전자 발굴 및 기능 검정

Ÿ 기능성 유전체 연구를 통한 녹기연
장, 스트레스 저항성 및 왜화 관련 
변이체 확보 (주1)

Ÿ 유용 유전자 발굴 및 기능 검정 
(주2)

잔디 형질전환 Ÿ 잔디 형질전환 Ÿ 잔디 형질전환 방법 확립 (주3)

잔디 형질전환체 기능 검정 Ÿ 잔디 형질전환체 기능 검정

Ÿ 잔디 형질전환체 개발 (주4)

Ÿ 잔디 형질전환체 표현형 및 기능 
검정 (주5)

Ÿ 우량 잔디 형질전환체 계통의 산업
화 기초 연구 (주6)

주1) 기능성 유전체 연구를 통한 녹기연장, 스트레스 저항성 및 왜화 관련 변이체 확보

모델 식물은 애기장대로 하며, activation tagging, promoter trap, advanced RAM approach 등과 같

은 기능성 유전체 연구를 통하여 확보된 다량의 변이체로부터 녹기 연장, 다양한 환경 스트레

스, 그리고 왜화 조절에 대한 기능 조사를 통하여 유용 표현 형질을 지닌 변이체를 확보한다. 
이때 activation tagging 기법을 통하여 확보된 변이체는 주로 gain-of-function 변이체로 스트레스 

저항성에 대한 positive regulator와 관련된 유용 유전자의 발굴에 많은 장점을 가지고 있는 반

면, advanced RAM approach와 promoter trap 기법을 통하여 확보된 변이체는 주로 

loss-of-function 변이체로 스트레스 저항성에 대한 negative regulator와 관련된 유용 유전자의 발

굴에 많은 장점을 가지고 있다. 이러한 민감성 유전자의 인위적 발현 억제는 작물의 스트레스 

저항성 제공에 많은 기회를 제공할 것이다.  

주2) 유용 유전자 발굴 및 기능 검정

확보된 변이체로부터 각 기법에 적절한 방법을 통하여 유전자 정보를 확보하고 이중 녹기 연

장, 다양한 환경 스트레스 저항성, 그리고 왜화 조절 등과 관련된 신기능성 유용 유전자의 가

치를 가지는 유전자를 선별한다. 일반적으로 activation tagging 변이체 pool에서 확보된 변이체

의 유전자 분리는 주로 TAIL-PCR을 수행하여 얻어지며, promoter trapping 변이체 pool에서 확

보된 변이체의 유전자 분리는 plasmid rescue를 통하여, 그리고 advanced RAM 변이체 pool에서 

얻어진 변이체의 유전자 분리는 inverse PCR을 통하여 얻어진다. 선별된 유전자의 기능을 재검

정하기 위하여 reverse genetics를 적용한다. 이러한 연구를 통하여 얻어진 유전자의 

gain-of-function과 loss-of-function 변이체의 표현형을 재확인하고, 그들의 표현 형질에 대한 생

리․생화학적 현상을 구명한다. 특히 reverse genetics를 통하여 얻어진 변이체의 생리․생화학

적 연구는 그 분야의 전문가에게 많은 자문과, 가능하면 공동연구를 통하여 유전자의 기능을 

강화하고자 한다.
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노화 지연과 같은 내부 환경 스트레스 저항성 관련 변이체의 기능 검정은 우선 녹기 연장과 

관련된 사항으로 엽록소 함량과 광합성 효율을 측정하며 또한 분자생물학적 분석은 노화 시 

발현이 증가되는 유전자를 indicator로 하여 유전자 발현을 분석하여 조사한다. 이와 더불어 내

부 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 암 처리뿐만 아니라 methyl jasmonate, ABA, 
ethylene, oxidative stress(H202 등) 등에 대한 반응도 조사하고자 한다.

외부 환경 스트레스 저항성 관련 변이체의 기능 검정은 변이체를 다양한 스트레스 조건

(drought stress, cold stress, salt stress, oxidative stress, etc)하에 일정 기간 방치한 후 그들의 표현

형적 특징 및 생리․생화학적 특성을 조사하고자 한다.

식물의 녹기 연장, 다양한 환경 스트레스 저항성 및 왜화 조절관련 신기능성 유용 유전자 

발굴: 상기의 과정을 통하여 식물의 녹기 연장, 다양한 환경 스트레스 저항성 및 왜화 조절을 

제공하는 신품종 혹은 신기능성 작물 개발을 위한 유용 유전자를 최종 발굴한다. 이러한 유전

자의 지적 소유권을 확보하기 위하여 주관 기관인 제노마인(주)이 기업체인 관계로 일차적으로 

특허 출원을 원칙으로 하며, 이후 논문 게재를 진행할 것이다.

주3) 잔디 형질전환 방법 확립

들잔디의 효율적인 형질전환을 위해서는 재분화 효율이 높은 캘러스의 확보가 필수적이다. 들
잔디의 경우 형질전환에 이용할 수 있는 재분화 효율이 높은 배발생 캘러스의 선발에는 약 6
개월 이상이 소요되며 그 캘러스도 일정기간이 지나면 재분화 효율이 낮아지거나 상실하게 된

다. 이러한 문제점을 해결하기 위해 본 연구팀에는 매주 새로운 종자를 파종하여 캘러스를 유

도/선발하고 재분화 효율이 높은 캘러스를 확보하면서 실험을 진행하고 있다. 크리핑 벤트그라

스는 들잔디에 비해 재분화 효율이 높고 형질전환이 용이한 편이어서 들잔디처럼 캘러스 선발

과정을 거치지 않고 종자를 캘러스 유도 배지에 치상하고 약 4주정도 배양한 후 형질전환에 

이용하고 있다. 

유용 유전자가 포함된 플라스미드가 들어있는 아그로박테리움과 잔디 캘러스를 10일간 공동배

양한 후 cefotaxime으로 agrobacterium을 제거시킨다. 균이 제거된 캘러스는 1 mg/L의 bialaphos
가 첨가된 shoot 유도 배지에 치상하여 2주간 배양시킨 후 2.5mg/L의 bialaphos가 첨가된 배지

로 옮겨 다시 2주 간 배양시킨다. 매 2주 간격으로 새로운 shoot 배지로 옮기면서 shoot를 선발

한다. 선발된 shoot는 3mg/L의 bialaphos가 첨가된 뿌리 유도 배지에 치상하여 1-2개월 동안 배

양시킨 후 순화과정을 거쳐 온실 내에서 재배한다. 

주4) 잔디 형질전환체 개발  

현재 주관연구기관에서는 왜성, 복합스트레스내성, 녹기연장을 유도하는 유전자를 모델식물인 

애기장대에서 개발하고 탐색하고 있고 협동연구기관에서는 이러한 유전자들을 잔디로 도입하

여 형질전환잔디를 생산하고 있다. 또한 형질전환잔디의 기능분석을 통해 우량형질 잔디 계통

을 선발하고 있다. AtSIZ-형질전환 잔디는 내염성 및 내건성 형질을 나타내며, ORE7-형질전환 

잔디는 암 처리에 의해 인위적으로 노화를 유도시켰을 때 강한 노화지연 표현형을 보였다. 
AtSIZ 및 ORE7-형질전환잔디의 경우 향후 상업화를 목표로 형질전환 잔디 계통을 지속적
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으로 확보하여 우수계통을 선발하고자 한다. 

ORE7-형질전환 들잔디의 경우 많은 계통수를 확보하기 위해 상당히 많은 노력을 기울여왔으

나 아그로박테리움 감염 후 캘러스의 재분화력이 상당히 떨어져 형질전환체를 확보하는데 큰 

어려움이 있었다. 이에 대한 대안으로, ORE7과 같은 종류의 gene family member인 ATPG7과 

ATPG8(과발현시 노화지연 및 가뭄 저항을 유도하는 유전자) 유전자를 도입하고 있다.

또한 현재 왜성을 강하게 유도하는 AtGA2ox4를 도입시킨 잠정 형질전환체를 얻었으며, 녹기 

연장을 유도하는 ATHG1 유전자를 잔디로 도입하여 형질전환 들잔디를 확보하였다.

향후 본 연구를 통하여 상기 언급한 유용 유전자를 포함하여 총 7종의 형질전환 잔디를 생산

할 계획이다.

주5) 잔디 형질전환체 표현형 및 기능 검정 

개발된 형질전환 잔디는 온실실험, 포장실험을 통해 그 표현형(왜성, 환경스트레스 저항성, 녹
기 연장 등)을 분석하여, 실용화의 가능성을 탐색할 계획이다. 스트레스 저항성 및 녹기 연장 

표현형을 정량적으로 측정하기 위해 광합성 효율, 엽록소 함량, 개체 생존율 등을 분석할 계획

이다. 이와 같은 표현형 검정을 통해 선별된 품종들의 생리․생화학적 기능 분석을 통하여 3종
의 우량 잔디 형질전환체를 개발할 계획이다.

주6) 우량 잔디 형질전환체 계통의 산업화 기초 연구 

AtSIZ- 및 ORE7-형질전환 잔디의 경우 향후 상업화를 목표로 관련된 기반연구를 실시할 계획

이다. 이를 위해 잔디 형질전환체 우수계통을 최종 선발할 계획이며 선발된 계통은 환경위해성

평가를 위한 포장 내 대량 증식을 실시할 계획이다. 총 2종의 우량형질 계통을 선발하여 위

해성 평가 기초연구를 완료할 계획이다.
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 제 2 절. 고부가 잔디 적용 유용 유전자 발굴

본 연구팀은 발굴한 ATHG1 유전자의 AT-hook domain에 대한 phylogenetic tree를 이용한 기능 

분석을 유추하는 중 흥미로운 사실을 알 수 있었다. AT-hook domain을 함유한 ATHG1, ORE7 
그리고 SOB3 유전자의 공통적인 특징으로 노화지연에 대한 특징을 가지고 있었다. 따라서 본 

연구팀은 AT-hook domain에 대한 direct approach를 수행하기 위하여 그림 11의 group I에서 10
종의 유전자, 그리고 group II에서 14종의 유전자를 애기장대에서 분리하여 pCSEN 벡터를 사용

하여 과발현시킨 후, 그들의 녹기 연장에 대한 표현형적 특징을 분석하였다. 

그림 11. AT-hook domain을 가지는 애기장대 유전자의 phylogenetic tree 분석 

그림 12. ATPG2, ATPG7 그리고 ATPG8 유전자에 대한 T2 형질전환 라인의 암 처리 후 6일째 잎의 엽록
소 함량 변화

pSEN::ATPGs 벡터로 형질전환된 T1 애기장대를 일정 기간 동안 생육시킨 후 6일 동안 암 처

리한 결과, 놀랍게도 많은 ATPGs 유전자들이 식물의 노화 지연이라는 특징을 제공하였다. 이
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러한 노화 지연 현상을 확인하기 위하여 T2 transgenic 라인을 생산하여 6일 동안 dark-induced 
leaf senescence를 임의로 진행시켜 6일째의 엽록소 함량(그림 12) 및 표현형적 변화(그림 13)를 

조사해본 결과, 대조구에 비하여 ATPG2, ATPG7 그리고 ATPG8 유전자가 과발현된 변이체에서 

노화 지연에 대한 대표적인 표현형적 특징을 가졌다. 이들 중 일부 형질전환 라인들은 흥미롭

게도 노화 지연의 표현형적 특징뿐만 아니라 잎의 크기에 대한 생산성 증대 표현형을 가지고 

있었다(그림 13). 따라서 본 연구팀은 이들 중 ATPG2와 ATPG8 2종의 유전자와, 또한 노화 지

연의 표현형적 특징을 가지는 ATPG4 유전자, 그리고 activation tagging 변이체군에서 freezing 
tolerance를 가지는 변이체로부터 분리한 DDF1 유전자 및 phyB overxpressor의 기능을 가지는 

ATHB23을 신규 유전자로 규명하고 이들에 대한 세부적인 연구를 수행하였다.

그림 13. ATPG2, ATPG7 그리고 ATPG8 유전자에 대한 T2 형질전환 라인의 암 처리 후 6일째 잎의 표현
형적 특징

    1. ATPG2 (AT-hook protein of Genomine 2, At4g12050): 녹기 연장, 생산성 증대 

및 스트레스 저항성 유전자

      가. 애기장대로부터 녹기연장 및 생산성 증대 기능을 가지는 ATPG2 유전자 발굴: 애
기장대의 DNA 결합 단백질 관련 단백질(DNA-binding protein-related)로 알려진 ATPG2는 약 

35.8 kDa의 분자량을 갖는 339개의 아미노산을 암호화하는 1,020bp 크기의 전사 해독 틀(ORF)
을 가지고 있으며, 1 개의 엑손(exon)으로 구성되어 있음을 확인하였고, AT-hook 도메인을 가지

고 있어 이를 ATPG2(AT-hook protein of Genomine 2)으로 명명하였다. 

상기 유전자가 식물의 녹기연장 기능을 갖는지를 확인하기 위하여 ATPG2 유전자가 센스 방향

으로 도입된 형질전환 애기장대를 제조하여 ATPG2 전사체의 발현을 변화시켰다. Inducible 
promoter인 SEN1 프로모터의 조절을 받도록 제작한 pCSEN 벡터에 센스 방향으로 클로닝하여 

ATPG2 유전자에 대한 센스 구성체인 pCSEN-ATPG2 재조합 벡터를 제작하였다(그림 14A). 그
림 14A에서 BAR는 바스타 제초제에 대한 저항성을 부여하는 BAR 유전자(phosphinothricin 
acetyltransferase gene)를 가리키고, RB는 오른쪽 경계(Right Border), LB는 왼쪽 경계(Left 
Border), P35S는 CaMV 35S 프로모터, 35S-A는 CaMV 35S RNA polyA, PSEN은 SEN1 프로모

터, Nos-A는 노파린 합성 유전자(nopaline synthase gene)의 polyA를 가리킨다. pCSEN-ATPG2 벡
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터로 형질전환된 T1 애기장대 AT2-7은 대조구(ATPG2 유전자가 포함되지 않은 벡터(pCSEN 벡
터)만으로 형질전환된 애기장대 혹은 야생형 애기장대)와 발아 후 60일째 그들의 표현형을 비

교하여 볼 때, 놀랍게도 AT2-7 변이체 라인은 녹기 연장의 뚜렷한 표현형적 특징을 가졌다(그
림 14B).

그림 14. ATPG2 유전자에 대한 형질전환 벡터 모식도(A)와 T1 형질전환체의 발아 후 60일째 표현형적 
특징(B), 그리고 T2 형질전환 라인의 암 처리 후 6일째 잎의 표현형적 특징

이러한 형질전환 애기장대의 표현형 변화를 보다 정확히 확인하기 위하여 T1 형질전환 애기장

대로부터 T2 형질전환 종자를 받아 이들 라인의 녹기 연장에 대한 표현형을 조사하였다. 선별

된 애기장대 T2 형질전환 라인들의 표현형 확인은 일정 기간 생육 후 6일 동안의 암 처리 후 

수행하였다. pCSEN-ATPG2 구성체를 가지고 있는 과발현 변이체 라인들은 애기장대 대조구

(Con)와 비교하여 볼 때, T1 변이체와 마찬가지로 식물체 잎의 녹기 연장 현상이 뚜렷하게 나

타났으며, 특히 ATPG2 ox-3과 ATPG2 ox-6 라인은 녹기 연장에 대하여 뚜렷한 표현형적 특징을 

가졌다(그림 14C). 따라서 본 연구팀은 ATPG2 유전자의 과발현은 식물의 녹기 연장이라는 표

현형적 특징을 제공한다는 것을 확인할 수 있었다.

이러한 녹기 연장에 대한 표현형적 특징을 가지는 변이체에서 선별된 애기장대 T2 형질전환 

라인들의 in vivo 표현형 확인은 발아 후 50일째, 그리고 70일째 수행하였다(그림 15). 
pCSEN-ATPG2 구성체를 가지고 있는 ATPG2 ox-2, ATPG2 ox-4와 ATPG2 ox-7 변이체 라인은 

애기장대 대조구(Con)와 비교하여 볼 때, T1 변이체와 마찬가지로 식물체의 녹기 연장 현상이 

뚜렷하게 나타났으며, 아울러 이들 변이체들은 녹기 연장 표현형뿐만 아니라 녹기 연장 동안 

개체 크기와 종자 생산량에서도 뚜렷한 증가 현상이 유발되었다. 이러한 노화 지연 현상과 생

산성 증대는 라인마다 약간씩 차이가 있었는데 이는 앞서 다른 AT-hook protein을 encoding하는 

유전자와 마찬가지로 유전자의 과발현이 라인마다 조금씩 차이가 있음에 기인하는 것으로 판
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단된다. 흥미로운 사실은 ATPG2 유전자는 녹기 연장 형질이 앞선 유전자에 비해 강하지 않은 

것으로 나타난 반면, 종자 수확량 및 개체 크기 증가와 같은 생산성 증대에 보다 강한 효과를 

가지는 것으로 나타났다. 따라서 AT-hook protein을 encoding하는 유전자에서도 그들의 특성에 

따라 생산성 증대 혹은 녹기 연장의 표현형적 특징을 제공하는 차이가 있으리라 판단된다. 이
러한 사실은 생산성 증대 우량 작물 개발에 있어서 대단히 중요한 요인이 될 수 있을 것이다. 
작물의 특성에 따라 상기 유전자의 적용을 조절함으로써 생산성 증대 우량 작물 개발에 대한 

핵심 기술이 될 것이다.

그림 15. ATPG2 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 발아 후 50일, 그리고 70일째 표현형적 특징

그림 16. ATPG2 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 생산성 증대 지표 분석 (n=20). Height (cm);  NTS, 
numbers of total silique per plants; FW, fresh weight of plant (g); DW, dry weight of plant (g); TSW, total 
seed weight (g); TNS, total seed number: 1000SW, total number of seeds thousand seed weight (g) 

      나. ATPG2 과발현 변이체의 생산성 증대에 대한 특성 분석: ATPG2 유전자의 과발현

을 통하여 얻어진 식물체 노화 지연 현상이 작물의 생산성 증대를 유발할 수 있는지를 확인하

기 위하여 변이체 ATPG2 ox-2, ATPG2 ox-4와 ATPG2 ox-7의 라인별로 종자 수확량 등과 같은 

생산성 증대 지표를 적용하여 애기장대 대조구와 비교해 보았다. 적용된 생산성 증대 지표는 
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식물의 키(height), 장각과(silique) 수(NTS), 생체량(FW), 생체건량(DW), 총 종자 무게(TSW), 총 

종자 수(TNS), 그리고 1,000개의 종자 무게(1,000SW)이며, 결과는 라인별로 각 20개체의 평균값

이다. ATPG2 ox-2, ATPG2 ox-4와 ATPG2 ox-7 변이체 라인들은 모두 애기장대 대조구에 비하여 

종자 무게 및 종자 수에 있어서 증가하는 하는 것으로 나타났으며, 특히 ATPG2 ox-2와 ATPG2 
ox-4 변이체는 1.8배 이상 증가한 것으로 나타났다. 그런 반면 종자 1,000개의 무게에는 대조구

와 큰 차이가 없었다. 그리고 생체량과 생체건량에 있어서는 과발현 변이체 모두는 대조구에 

비하여 약 1.4배 이상 증가하는 것으로 나타났다. 이러한 사실은 ATPG2 유전자가 녹기 연장과 

더불어 개체 크기, 종자 생산량 등과 같은 작물의 생산성 증대를 유발하는 것으로 판단된다(그
림 16). 따라서 본 유전자의 타 작물 적용은 바이오매스 증대 혹은 종자 수확량 증대와 같은 

생산성 증대라는 측면에서 매우 가치가 높을 것으로 생각된다. 

그림 17. ATPG2 과발현 형질전환체의 나이-의존적 노화에 대한 표현형적 특징(A), 엽록소 함량 (n=6)(B), 
그리고 광합성 효율 (n=6)(C) 

      다. ATPG2 과발현 변이체의 나이-의존적 노화에 대한 특성 분석: ATPG2 과발현 변이

체의 노화 지연 형질을 확인하기 위하여, T2 세대에서 자엽 생성 후 12일 이후부터 3-4번 좌엽

(rosette leaf)을 매 4일마다 표현형 관찰, 잎 엽록소 함량, 그리고 광합성 활성을 측정하여 야생

종 애기장대와 비교하였다. 그 결과, 애기장대 야생형의 경우 28일 이후 잎의 황화 현상이 급

속히 진행되어 32일째부터 잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 ATPG2 ox-2, ATPG2 
ox-4와 ATPG2 ox-7의 경우 잎의 황화 현상이 32일부터 진행되었으며 잎의 괴사 현상은 40일째 

일어남을 확인할 수 있었다(그림 17A). 이러한 사실로 미루어보아, ATPG2 유전자는 식물체 노

화 지연에 있어 중요한 역할을 담당하리라고 판단된다. 엽록소의 함량에 있어서는 그림 17B에 

도시된 바와 같이 야생종의 경우 엽록소 함량이 자엽 생성 후 20일 이후부터 급격한 감소를 

보이며 28일째 엽록소의 함량이 최소 수준에 도달하였으나, ATPG2 ox-2, ATPG2 ox-4와 ATPG2 
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ox-7의 경우 자엽 생성 후 28일이 되었을 때도 측정 초기의 80% 정도의 엽록소 함량을 보임을 

확인할 수 있었다. 과발현 변이체의 광합성 효율 변화도 엽록소 함량 변화와 유사한 양상을 나

타내었다. 야생종은 자엽 생성 후 24일 이후부터 급격히 감소하기 시작해 32일 이후부터 활성

이 사라졌으나, ATPG2 ox-4를 제외하고 ATPG2 ox-2와 ATPG2 ox-7은 자엽 생성 후 40일까지 

활성 변화가 거의 일어나지 않았다(그림 17C). 상기 결과로부터, ATPG2 과발현 변이체는 야생

종에 비해 잎의 수명이 훨씬 긴 표현형을 갖는 것으로 나타났으며, 이러한 수명연장의 효과는 

ATPG2 유전자에 의한 엽록소 함량 감소 및 광합성 효율 감소로 표현되는 노화에 따른 생화학

적 변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 생각된다. 

그림 18. ATPG2 과발현 형질전환체의 암-유도 노화에 대한 표현형적 특징(A), 엽록소 함량 (n=6)(B), 그
리고 광합성 효율 (n=6)(C) 

      라. ATPG2 과발현 변이체의 암-유도 노화에 대한 특성 분석: 노화를 촉진한다고 알려

진 요인인 암 처리에 대한 ATPG2 과발현 변이체의 잎의 노화 지연 형질의 특성을 분석하기 

위하여 T2 세대에서 발아 후 21일째 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 detach하여 3mM MES 완충용액

(2-[N-morpholino]-ethanesulfonic acid, pH 5.8)에 부유시킨 후, 암 상태를 유지하여 매 2일마다 표

현형 관찰, 잎 엽록소 함량, 광합성 효율 및 노화관련 유전자 발현을 조사하여 야생종 애기장

대와 비교하였다. 그 결과, 애기장대 야생형의 경우 암 처리 후 6일 이후부터 잎의 황화 현상

이 급속히 진행되어 8일째 잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 ATPG2 ox-2, ATPG2 
ox-4와 ATPG2 ox-7의 경우 잎의 황화 현상이 10일 이후부터 급속히 나타나고 있음을 확인할 

수 있었다(그림 18A). 엽록소 함량에 있어서 야생종의 경우, 엽록소 함량이 암 처리 후 2일 이

후 급격한 감소를 가져 6일 이후 최소 수준을 나타냈으나, ATPG2 ox-2, ATPG2 ox-4와 ATPG2 
ox-7의 경우, 대부분 6일째에도 50% 이상의 엽록소 함량을 나타냈다(그림 18B). 암 처리에 의

한 광합성 효율 변화는 엽록소 함량 변화와 같이 ATPG2 과발현 변이체에서 활성 감소가 현저
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히 지연됨을 알 수 있었다(그림 18C). 

상기 결과로부터, ATPG2 과발현 변이체는 나이-의존적 노화와 마찬가지로 야생종에 비해 잎의 

수명이 훨씬 긴 표현형을 갖는 것으로 나타났으며, 이러한 수명연장의 효과는 ATPG2 유전자에 

의한 엽록소 함량 감소 및 광합성 효율 감소로 표현되는 노화에 따른 생화학적 변화가 지연됨

으로써 유발되는 것으로 생각된다. 

그림 19. ATPG2 과발현 형질전환체의 건조 스트레스에 대한 표현형적 특징(A)과 잎의 무게 변화, 그리
고 H2O2 스트레스에 대한 표현형적 특징(C), 광합성 효율 변화(D), 그리고 엽록소 함량 변화(E), n=6.

      마. ATPG2 과발현 변이체의 스트레스에 대한 특성 분석: ATPG2 유전자의 과발현 변

이체에 대한 가뭄 저항성(drought tolerance) 분석은 발아 후 30일된 식물을 12일 동안 가뭄을 

처리하고, 그 동안에 일어나는 전체 식물의 표현형적 변화와 식물 개체당 잎의 무게 변화를 비

교하여 가뭄에 대한 저항성 정도를 확인하였다. 그 결과는 그림 19A와 B에 도시되었다. 야생

형 애기장대는 가뭄에 의해 잎의 황화 현상이 급속히 진행됨을 알 수 있었으며, 또한 잎의 무

게에 있어서도 가뭄에 의하여 현저히 감소함을 알 수 있었다. 그에 비하여 ATPG2 유전자의 과

발현 변이체는 가뭄 처리에도 잎의 녹화가 여전히 진행되고 있으며, 또한 잎의 무게에 있어서

도 야생형에 비하여 월등히 높음을 알 수 있었다. 이러한 사실은 ATPG2이 가뭄 스트레스 하에

서도 식물의 수분 보유를 최대한 가능하게 해 식물의 가뭄 스트레스에 대한 저항성을 제공한

다는 것을 의미한다.
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ATPG2 과발현 변이체의 산화적 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 3mM MES 용액에 

50mM H2O2를 첨가하여 발아 후 25일 된 3, 4번 잎을 detach하여 floating한 후 매 3일 간격으로 

6일 동안 엽록소 함량과 광합성 효율을 측정하여 H2O2 스트레스에 대한 저항성 정도를 라인별

로 각 6개체를 조사하였다. 엽록소 함량은 663.2 nm와 664.8 nm의 흡광 계수를 이용하여 

Lichtenthaler와 Wellburn의 방법(Biochemical Society Transduction 603:591~592, 1983)에 따라 측정

하였으며, 광합성 효율의 측정은 오 등의 방법(Plant Mol. Biol. 30:939, 1996)에 따랐다. 

그 결과 애기장대 야생형에 비하여 ATPG2 과발현 변이체, 특히 ATPG2 ox-2 과발현 변이체에

서는 잎의 황화 현상 지연과, 또한 엽록소 함량 및 광합성 효율의 감소, 특히 엽록소 함량의 

감소가 지연됨을 확인할 수 있었다(그림 19C-E). 앞선 가뭄 스트레스 저항성과 마찬가지로 

ATPG2 ox-2 변이체 라인은 ATPG2 ox-4와 ATPG2 ox-7 변이체 라인에 비하여 훨씬 높은 H2O2 
스트레스 저항성을 가지는데 이는 본 변이체들의 상대적 유전자 발현 정도에 기인하는 것으로 

판단된다. 이러한 사실은 ATPG2가 식물의 산화 스트레스에 대한 저항성을 제공한다는 것을 의

미한다.

본 연구팀은 이들 유전자의 기능을 보다 심도 있게 밝히기 위하여 현재 나이-의존적 노화 및 

암-유도 노화에 대한 노화관련 유전자의 발현 분석 등을 계속 수행하고 있는 중이다. 

    2. ATPG4(AT-hook protein of Genomine 4, At3g04570): 녹기연장, 생산성 증대 및 

스트레스 저항성 유전자, [특허출원 10-2011-0110593, PCT/KR2012/008798] 

      가. 식물의 생산성 증대, 노화 지연 그리고 스트레스 내성을 제공하는 ATPG4 유전자 

발굴: 애기장대의 AT-HOOK MOTIF NUCLEAR-LOCALIZED PROTEIN (GeneBank accession 
number NP_566232.1)의 염기서열을 기초로 하여 제한효소 PacI의 서열이 포함된 정방향 프라

이머(PacI/AT3G04570 SOE-F, 5'-TTA ATT AAA TGG CGA ATC CAT GGT GGA CAG-3')와 제

한효소 XbaI의 서열이 포함된 역방향 프라이머(XbaI/AT3G04570 SOE-R, 5'-TCT AGA TTA 
AAA TCC TGA CCT AGC TTG AGC-3')를 합성하였다. 상기 두 프라이머를 사용하여 애기장

대 cDNA로부터 PCR(polymerase chain reaction)을 이용하여 전장 cDNA를 증폭하고 분리하였다. 
상기 분리된 cDNA의 분석 결과, 약 32 kDa의 분자량을 갖는 315개의 아미노산을 암호화하는 

948bp 크기의 전사 해독 틀(ORF)을 가지고 있으며, 1 개의 엑손(exon)으로 구성되어 있음을 확

인하였고, AT-hook 도메인을 가지고 있어 이를 ATPG4(AT-hook protein of Genomine 4)로 명명

하였다. 

      나. ATPG4 과발현 애기장대의 표현형적 특징: 상기 유전자가 식물의 생산성 증대와 노

화 지연을 조절하고 또한 식물의 스트레스 내성을 제공하는지를 확인하기 위하여 ATPG4 유전

자가 센스 방향으로 도입된 형질전환 애기장대를 제조하여 ATPG4 전사체의 발현을 변화시켰

다. 사용된 벡터는 유도성 프로모터(inducible promoter)인 SEN1 프로모터의 조절을 받도록 제작

한 pCSEN 벡터이며, 유전자를 센스 방향으로 클로닝하여 ATPG4 유전자에 대한 센스 구성체인 

pCSEN-ATPG4 재조합 벡터를 제작하였다(그림 20A). 상기 SEN1 프로모터는 식물의 생장 단계
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에 따라 발현되는 유전자에 대해 특이성을 갖는다. 

상기 pCSEN-ATPG4 재조합 벡터를 아그로박테리움 튜머파시엔스 (Agrobacterium tumefaciens)에 

일랙트로포레이션(electroporation) 방법을 이용하여 형질전환을 수행하였다. 이후, 형질전환된 

애기장대를 계속 생장시켜 종자(T1)를 수확하였다. 대조군으로는 형질전환되지 않은 

야생형(wild type) 애기장대 또는 ATPG4 유전자가 포함되지 않은 벡터(pCSEN 벡터)만으로 

형질전환된 애기장대를 사용하였다. 

pCSEN-ATPG4 벡터로 형질전환된 T1 애기장대는 대조군와 그들의 표현형을 비교하여 볼 때, 
놀랍게도 변이체들은 뚜렷한 노화 지연 특성을 보였다. 이러한 형질전환 애기장대의 표현형 

변화를 보다 정확히 확인하기 위하여 T1 형질전환 애기장대로부터 T2 형질전환 종자를 받아 

이들 라인의 표현형을 조사하였다. 선별된 애기장대 T2 형질전환 라인들의 표현형 확인은 발아 

후 70일째 수행하였다(그림 20B). pCSEN-ATPG4 구성체를 가지고 있는 ATPG4 ox-2, ATPG4 
ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체 라인은 애기장대 대조구(Con)와 비교하여 볼 때, 식물체의 수명 

연장 현상이 뚜렷하게 나타났으며, 아울러 이들 변이체들은 수명 연장 표현형뿐만 아니라 노화 

지연 동안 개체 크기와 종자 생산량에서도 뚜렷한 증가 현상이 유발되었다. 이러한 수명 연장 

현상과 생산성 증대는 라인 마다 약간씩 차이가 있었는데 이는 그림 20C에서 나타나듯이 

유전자의 과발현이 라인 마다 조금씩 차이가 있음에 기인하는 것으로 판단된다. 선별된 노화 

지연 표현형을 가지는 변이체들이 실직적으로 ATPG4 유전자의 과발현에 의해 유도되었는지 

확인하기 위하여 qRT-PCR을 수행한 결과, 애기장대 야생형에 비하여 ATPG4 ox-2, ATPG4 
ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체의 ATPG4 유전자의 발현이 현저히 증가되는 것을 확인할 수 

있었으며, 이러한 사실은 본 변이체들이 ATPG4 유전자의 과발현체임을 증명하고 있다. 

그림 20. ATPG4 과발현 벡터(A) 및 형질전환체의 표현형적 특징(B), 그리고 유전자 발현, 양성대조구는 
ACT(C)

ATPG4 유전자의 상대적 발현 정도가 높은 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체들은 
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모두 대조구에 비하여 개체 크기, 종자 수확량 등의 생산성 증대 형질이 높은 것으로 

나타났다. 그런데 흥미로운 사실은 유전자의 상대적 발현 정도가 가장 높은 ATPG4 ox-5 
변이체는 ATPG4 ox-2와 ATPG4 ox-7 변이체에 비하여 생산성 증대에 대한 효과는 상대적으로 

약한 것으로 나타났다. 따라서 본 유전자의 발현량 조절은 생산성 증대와 수명 연장에 대한 

표현형적 특징을 가진 식물을 임의로 제작할 수 있을 것으로 판단된다. 

      다. ATPG4 과발현 변이체의 생산성 증대에 대한 특성 분석: ATPG4 유전자의 과발현

을 통하여 얻어진 식물체 노화 지연 현상이 작물의 생산성 증대를 유발할 수 있는지를 확인하

기 위하여 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와ATPG4 ox-7의 라인별로 종자 수확량 등과 같은 

생산성 증대 지표를 적용하여 애기장대 대조구와 비교해 보았다(그림 21). 적용된 생산성 증대 

지표는 식물의 키(height), 장각과(silique) 수(NTS), 생체건량(dry-W), 총 종자 무게(TSW), 총 종

자 수(TNS), 그리고 1,000개의 종자 무게(1,000SW)이며, 결과는 라인별로 각 20개체의 평균값이

다. 

  

그림 21. ATPG4 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 생산성 증대 지표 분석 (n=20). Height (cm);  NTS, 
numbers of total silique per plants; Dry-W, weight of plant after dry (g); TSW, total seed weight (g); TNS, 
total seed number: 1000SW, total number of seeds thousand seed weight (g) 

ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와ATPG4 ox-7 변이체 라인들은 모두 애기장대 대조구에 비하여 1.5배 

이상 종자 무게에 있어서 증가하는 것으로 나타났으며, 종자 1,000개의 무게에는 ATPG4 ox-2 
변이체가 대조구에 비하여 1.4배 이상 증가한 것으로 나타났다. 이러한 사실로 미루어보아 본 

유전자의 발현은 종자의 개별 크기와 전체 무게에 대해 모두 증가 현상을 제공하는 것으로 사

료된다. 그리고 생체량과 생체 건량에 있어서도 과발현 변이체는 대조구에 비하여 뚜렷한 증가 

현상을 가졌다. 이러한 사실은 ATPG4 유전자가 노화 지연과 더불어 개체 크기, 종자 크기 및 

종자 생산량 등과 같은 작물의 생산성 증대를 유발하는 것으로 판단된다. 따라서 본 유전자의 

타 작물 적용은 생산성 증대라는 측면에서 매우 가치가 높을 것으로 생각된다. 
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      라. ATPG4 과발현 변이체의 나이-의존적 노화에 대한 특성 분석: ATPG4 과발현 변이

체의 노화 지연 형질을 확인하기 위하여, T2 세대에서 자엽 생성 후 12일 이후부터 3-4번 좌엽

(rosette leaf)을 매 4일마다 40일까지 표현형 관찰, 잎 엽록소 함량, 그리고 광합성 활성을 측정

하여 애기장대 대조구와 비교하였다. 그 결과, 애기장대 야생형의 경우 28일 이후 잎의 황화 

현상이 급격하게 나타났으며 32일째부터 잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 ATPG4 
ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7의 경우 잎의 황화 현상이 36일 이후부터 진행되었으며 잎의 

괴사 현상은 40일 이후부터 일어남을 확인할 수 있었다(그림 22A). 이러한 사실로 미루어보아, 
ATPG4 유전자는 식물체 노화 지연에 있어 중요한 역할을 담당하리라고 판단된다. 

엽록소 함량은 663.2nm와 664.8nm의 흡광 계수를 이용하여 Lichtenthaler와 Wellburn의 

방법(Biochemical Society Transduction 603:591~592, 1983)에 따라 측정하였다. 그 결과, 그림 

22B에 도시된 바와 같이, 야생종의 경우 엽록소 함량이 자엽 생성 후 24일 이후부터 급격한 

감소를 보이며 36일째 엽록소의 함량이 거의 0%가 되었으나, ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 

ATPG4 ox-7의 경우 자엽 생성 후 28일이 되었을 때도 측정 초기의 60% 이상의 엽록소 함량을 

보임을 확인할 수 있었다. 

오 등의 방법(Plant Mol. Biol. 30:939, 1996)을 이용하여 광합성 효율을 측정하였다. 우선 각 

DAE(day after emersion)의 잎을 15분간 암 처리한 후, 식물 효율 분석기(Plant Efficiency 
Analyzer)(Hansatech)를 이용하여 엽록소의 형광을 측정하였다. 그 결과, 그림 22C에 도시된 바

와 같이, 야생종은 자엽 생성 후 32일 이후부터 급격히 감소하기 시작해 36일 이후부터 활성이 

대부분 사라졌으나, ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7의 경우 자엽 생성 후 36일까지 활

성 변화가 거의 일어나지 않다가 40일째 이후 활성 소실이 일어났다. 상기 결과로부터, ATPG4 
과발현 변이체는 야생종에 비해 잎의 수명이 훨씬 긴 표현형을 갖는 것으로 나타났으며, 이러

한 수명연장의 효과는 ATPG4 유전자에 의한 엽록소 함량 감소 및 광합성 효율 감소로 표현되

는 노화에 따른 생화학적 변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 생각된다. 

그림 22. ATPG4 과발현 형질전환체의 나이-의존적 노화에 대한 표현형적 특징(A), 엽록소 함량, n=6(B), 
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광합성 효율, n=6(C), 그리고 노화 마커 유전자의 발현 양상, 각 수치는 양성 대조구인 ACT당 각 유전자 
발현의 relative level(D)

야생종과 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체에서 노화 관련 유전자(senescence 
associated gene; SAG)들의 발현을 비교하기 위해, 잎 발달 과정 동안 시간 경과에 따른 ATPG4 
유전자와 각 노화 관련 유전자들의 발현 양상을 qRT-PCR 분석을 통해 확인하였다(그림 22D). 
야생종의 경우, CAB2(엽록소 a/b 결합 단백질)와 같은 광합성에 관련된 유전자의 발현은 

시간이 지날수록 노화에 비례하여 야생형과 ATPG4 과발현 변이체들은 비슷한 감소 양상을 

나타내었다. 그러나 노화의 signal로 사용되는 SAG12 발현의 경우, 야생종은 32일째 최대 

발현을 나타내는 반면, ATPG4 과발현 변이체들은 36일까지 증가 현상이 거의 나타나지 않다가 

40일째에도 야생종에 비하여 약한 signal을 나타냈다. 그리고 식물의 노화동안 점진적으로 

발현이 증가되는 것으로 알려진 SEN4의 발현은 야생종에서는 20일 이후 급격하게 증가하는 

반면, ATPG4 과발현 변이체들은 노화 전 과정동안에도 SEN4의 발현 증가가 크게 나타나지 

않았다. 이러한 사실을 종합해보면 ATPG4 유전자는 분자적 수준에서 노화의 시작을 지연하여 

이후 엽록소 함량, 광합성 효율 등과 같은 생리적 현상을 조절함으로써 결과적으로 

표현형적으로 잎 수명의 연장을 유발하는 것으로 판단된다. 

      마. ATPG4 과발현 변이체의 암-유도 노화에 대한 특성 분석: 노화 촉진 요인으로 알

려진 암 처리에 대한 ATPG4 과발현 변이체의 잎의 노화 지연 형질의 특성을 분석하기 위하여 

T2 세대에서 발아 후 21일째 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 detach하여 3mM MES 완충용액

(2-[N-morpholino]-ethanesulfonic acid, pH 5.8)에 부유시킨 후, 암 상태를 유지하여 매 2일마다 표

현형 관찰, 잎 엽록소 함량, 광합성 효율 및 노화관련 유전자 발현을 야생종 애기장대와 비교

하였다. 

그림 23. ATPG4 과발현 형질전환체의 암-유도 노화에 대한 표현형적 특징(A), 엽록소 함량, n=6(B), 광합
성 효율, n=6(C), 그리고 노화 마커 유전자의 발현 양상, 각 수치는 양성 대조구인 ACT당 각 유전자 발
현의 relative level(D)
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그 결과, 애기장대 야생형의 경우 암 처리 후 4일 이후부터 잎의 황화 현상이 진행되어 6일째 

잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어든 반면, ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7의 경우 잎의 

황화 현상이 야생형에 비하여 지연되는 것으로 보여지며, 특히 ATPG4 ox-5의 경우 지연현상이 

더욱 뚜렷함을 확인할 수 있었다(그림 23A). 암 처리에 의한 노화 동안 엽록소 함량과 광합성 

효율 변화에 있어서도 야생종에 비하여 ATPG4 변이체들은 정도의 차이는 있지만 함량 및 활

성 감소가 지연됨을 알 수 있었다(그림 23B와 C).

또한, 노화 지표 유전자인 SEN4와 SAG12, 그리고 광의존적 유전자인 CAB2의 발현을 조사한 

결과, 그림 28D에 도시된 바와 같이, 야생형에 비하여 ATPG4 변이체들은 SAG12의 발현이 

지연되고, SEN4의 발현율이 억제됨을 알 수 있었다. 이러한 사실로 미루어 보아 ATPG4 
유전자는 노화 지표 유전자의 발현 시기를 늦추거나 혹은 발현율을 억제시켜 노화를 

지연시키는 것으로 판단된다.

      바. ATPG4 과발현으로 인한 식물 노화 지연과 생산성 증대의 상관관계 분석: ATPG4 
과발현 정도에 따른 변이체의 노화 지연과 생산성 증대에 대한 상관관계를 분석하기 위하여, 
T2 세대 10 라인을 선별하여 노화 지연 및 생산성 증대에 대한 그들의 표현형적 특징, 변이체 

라인들의 ATPG4 과발현 정도, 그리고 변이체 라인들의 생산성 증대를 조사하여 애기장대 

대조구와 비교하였다.

그림 24. ATPG4 과발현으로 인한 식물 노화 지연과 생산성 증대의 상관관계 분석. ATPG4-과발현 변이
체의 표현형적 특징(A), ATPG4 유전자의 발현 양상, 각 수치는 양성 대조구인 ACT당 각 유전자 발현의 
relative level(B), 그리고 종자 수확량, n=20(C) 

ATPG4 과발현 변이체의 노화지연 및 생산성 증대에 대한 표현형적 특성을 분석하기 위하여 

앞서 분석한 T2 형질전환 애기장대 3라인 외에 추가로 5라인을 선별하여 총 8라인의 T2 
형질전환 애기장대 라인과 애기장대 야생형(Col-0)과 대조구(Con)의 표현형적 변화를 
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비교하였다. 선별된 애기장대 T2 형질전환 라인들의 표현형 확인은 발아 후 55일째 

수행하였다(그림 24A). 전체적으로 ATPG4 ox-1과 ATPG4 ox-8 변이체 라인을 제외하고 나머지 

6 변이체 라인들은 모두 애기장대 대조구에 비하여 노화 지연의 표현형적 특징을 가지고 

있으며, 특히 ATPG4 ox-3, ATPG4 ox-4와 ATPG4 ox-6 변이체 라인들은 노화 지연의 표현형적 

특징이 강력하게 나타나는 것으로 확인되었다. 그런 반면 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 
ox-7 변이체 라인은 애기장대 대조구(Con)와 비교하여 볼 때, 식물체의 노화 지연 현상보다 

개체 크기와 silique 생산량 등의 생산성 증대에 있어서 뚜렷한 표현형적 특징을 가졌다. 
변이체 라인들의 이러한 표현형적 특징은 앞서 언급한 바와 같이 변이체 라인별로 유전자의 

상대적 발현 정도의 차이에 기인하는 것으로 판단되며, 이를 증명하기 위하여 각 라인들에 

대한 유전자 발현 정도를 분석하였다.

노화지연 및 생산성 증대에 대한 표현형적 특징과 ATPG4 유전자의 상대적 과발현 정도와의 

상관관계를 분석하기 위하여 자엽 생성 후 24일째의 변이체의 ATPG4 유전자의 발현 양상을 

조사하였다(그림 24B). 변이체 8라인 모두 애기장대 야생형에 비하여 ATPG4 유전자의 발현이 

증가되는 것을 확인할 수 있었으며, 이러한 사실은 본 변이체들이 ATPG4 유전자의 

과발현체임을 증명하고 있다. 흥미롭게도, 노화지연 표현형이 강력한 ATPG4 ox-3, ATPG4 
ox-4와 ATPG4 ox-6 변이체들은 ATPG4 유전자의 상대적 발현 정도가 높은 반면, 개체 크기와 

silique 생산량 증가와 같은 생산성 증대의 표현형적 특징을 가지는 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 

ATPG4 ox-7 변이체들은 모두 ATPG4 유전자의 상대적 발현 정도가 낮은 것으로 나타났다. 
따라서 본 유전자의 발현량 조절은 식물의 생산성 증대 혹은 노화지연의 표현형적 특징을 

가지는 작물을 임의적으로 개발할 수 있을 것으로 판단된다.

ATPG4 과발현 변이체의 ATPG4 유전자 과발현 정도와 생산성 증대에 대한 특성을 보다 

정확히 분석하기 위하여 변이체 라인들의 총 종자 무게를 애기장대 야생형과 비교, 
분석하였다(그림 24C).  ATPG4 ox-3, ATPG4 ox-4와 ATPG4 ox-6 변이체들에 비하여 ATPG4 
유전자의 상대적 발현 정도가 낮은 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체들은 종자 

수확량에 있어서 애기장대 대조구에 비하여 1.7배 이상 증가하는 것으로 나타난 반면, 
유전자의 발현 정도가 상대적으로 높은 ATPG4 ox-3, ATPG4 ox-4와 ATPG4 ox-6 변이체들은 

애기장대 대조구에 비하여 1.3배 이하의 증가율, 심지어 ATPG4 ox-6 변이체는 오히려 감소율을 

가지는 것으로 나타났다. 흥미로운 사실은 생산성 증대 특정 형질을 가지는 변이체 라인들의 

수확 시기는 애기장대 대조구와 큰 차이가 없다는 것이다. 이러한 사실은 본 유전자의 

과발현으로 인한 생산성 증대는 대조구의 수확시기가 비슷하여 작물의 수확시기에 대한 

문제점을 최소화할 수 있으리라 확신한다.

이러한 결과를 종합해보면, 먼저 APTG4 유전자의 발현 정도가 높으면 높을수록 식물의 

수명연장 특징이 강력하게 나타나는 것으로 판단되며, 이러한 제안은 본 유전자의 적용은 수명 

연장을 요구하는 식물 혹은 작물에 많은 장점을 제공할 것이라 생각된다. 또한 APTG4 유전자 

발현의 적정 범위 조절은 수확시기가 대조구와 비슷한 식물의 생산성 증대 특징을 강력하게 

나타내는 것으로 판단된다. 따라서 본 유전자의 발현을 조절할 수 있는 프로모터(비교적 

발현이 낮은 프로모터, 유도성 프로모터, 기관 혹은 화합물 특이적 프로모터 등)를 적용하면 

생산성 증대 작물 개발에 많은 장점을 제공하리라 판단된다.
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      사. ATPG4 과발현 변이체의 스트레스에 대한 특성 분석: ATPG4 유전자의 과발현 변

이체에 대한 가뭄 저항성(drought tolerance) 분석은 발아 후 30일된 식물을 16일 동안 가뭄을 

처리하고, 그 동안에 일어나는 전체 식물의 표현형적 변화와 식물 개체당 잎의 무게 변화를 비

교하여 가뭄에 대한 저항성 정도를 확인하였다. 그 결과는 그림 25A와 B에 도시되었다. 야생

형 애기장대는 가뭄에 의해 잎의 황화 현상이 급속히 진행됨을 알 수 있었으며, 또한 잎의 무

게에 있어서도 가뭄에 의하여 현저히 감소함을 알 수 있었다. 그에 비하여 ATPG4 유전자의 과

발현 변이체는 가뭄 처리에도 잎의 녹화가 여전히 진행되고 있으며, 또한 잎의 무게에 있어서

도 야생형에 비하여 월등히 높음을 알 수 있었다. 이러한 사실은 ATPG4가 가뭄 스트레스 하에

서도 식물의 수분 보유를 최대한 가능하게 해 식물의 가뭄 스트레스에 대한 저항성을 제공한

다는 것을 의미한다.

  

그림 25. ATPG4 과발현 형질전환체의 건조 스트레스에 대한 표현형적 특징(A)과 잎의 무게 변화 
n=6(B), 그리고 H2O2 스트레스에 대한 표현형적 특징(C) 및 광합성 효율 변화, n=6(D)

ATPG4 과발현 변이체의 산화적 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 3mM MES 용액에 

50mM H2O2를 첨가하여 발아 후 25일된 3, 4번 잎을 detach하여 floating한 후 매 2일 간격으로 

엽록소 함량과 광합성 효율을 측정하여 H2O2 스트레스에 대한 저항성 정도를 조사하였다. 애
기장대 야생형에 비하여 ATPG4 과발현 변이체에서는 잎의 황화 현상 지연과, 또한 엽록소 함

량 및 광합성 효율(data not shown)의 감소에 있어서도 지연됨을 확인할 수 있었다(그림 25C와 

D). 이러한 사실은 ATPG4가 식물의 산화 스트레스에 대한 저항성을 제공한다는 것을 의미한

다.

따라서 ATPG4 유전자는 식물의 가뭄 및 산화적 스트레스에 대한 내성을 제공하여 스트레스 

저항성 작물 개발에 있어 많은 장점을 제공할 것으로 생각된다.



- 40 -

    3. ATPG8 (AT-hook protein of Genomine 8, At3g60870): 녹기연장, 생산성 증대 및 

스트레스 저항성 유전자, [특허출원 10-2011-0038932, 10-2012-0039113, PCT/KR2012/002967] 

      가. 애기장대로부터 녹기 연장 및 생산성 증대 기능을 갖는 ATPG8 유전자 발굴: 애

기장대의 DNA 결합 단백질 관련 단백질(DNA-binding protein-related, GeneBank accession 
number NP 191646.1)의 염기서열을 기초로 하여 제한효소 BglII의 서열이 포함된 정방향 프라

이머(BglII/AT3G60870 SOE-F, 5’-AGA TCT ATG GAT GAG GTA TCT CGT TCT CA-3’)와, 제한

효소 XbaI의 서열이 포함된 역방향 프라이머(XbaI/AT3G60870 SOE-R, 5’-TCT AGA TTA GAA 
AGA CGG TCG TTG CGT TC-3’)를 합성하였다. PCR(polymerase chain reaction)을 이용하여 전

장 cDNA를 증폭하고 분리, 분석한 결과,  약 28.4 kDa의 분자량을 갖는 265개의 아미노산을 

암호화하는 798bp 크기의 전사 해독 틀(ORF)을 가지고 있으며, 1 개의 엑손(exon)으로 구성되

어 있음을 확인하였고, AT-hook 도메인을 가지고 있어 이를 ATPG8(AT-hook protein of 
Genomine 8)로 명명하였다. 

상기 유전자가 식물의 수명 연장 기능 및 생산성 증대 기능을 갖는지를 확인하기 위하여 

ATPG8 유전자 과발현 변이체를 제작하였다. Inducible promoter인 SEN1 프로모터의 조절을 받

도록 제작한 pCSEN 벡터에 센스 방향으로 클로닝하여 pCSEN-ATPG8 재조합 벡터를 제작하였

다(그림 26A).  pCSEN-ATPG8 벡터로 형질전환된 T1 애기장대 AT8-10은 대조구(ATHG8 유전자

가 포함되지 않은 벡터(pCSEN 벡터)만으로 형질전환된 애기장대 혹은 야생형 애기장대)와 발

아 후 60일째 그들의 표현형을 비교하여 볼 때, 놀랍게도 AT8-10 변이체 라인은 수명 연장의 

뚜렷한 표현형적 특징을 가졌으며, 또한 흥미롭게도 종자 수확량 증가와 개체 크기 증가와 같

은 생산성 증대 특징을 가졌다(그림 26B).

그림 26. ATPG8 유전자에 대한 형질전환 벡터 모식도(A)와 T1 형질전환체의 발아 후 60일째 표현형적 
특징(B)

이러한 형질전환 애기장대의 표현형 변화를 보다 정확히 확인하기 위하여 T1 형질전환 애기장
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대로부터 T2 형질전환 종자를 받아 이들 라인의 표현형을 조사하였다. 선별된 노화 지연 표현

형을 가지는 변이체의 ATPG8 유전자의 발현 양상을 분석하기 위하여 자엽 생성 후 20일 동안 

생육한 애기장대 야생형과 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10 변이체의 잎으로부터 전체 

RNA를 각각 추출하고 이를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 이후, 합성된 cDNA를 주형으로 하

고, ATPG8 유전자와 PCR 양성 대조구로 사용된 ACT 유전자을 대상으로 유전자 발현을 조사

하였다. 그 결과, 애기장대 야생형에 비하여 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG7 ox-10 변이체의 
ATPG8 유전자의 발현이 현저히 증가되는 것을 확인할 수 있었으며(그림 27), 이러한 사실은 

본 변이체들이 ATPG8 유전자의 과발현체임을 증명하고 있다. 

그림 27. 애기장대 야생형과 ATPG8-과발현체의 ATPG8 유전자의 발현 분석, 양성 대조구는 ACT.

그림 28. ATPG8 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 발아 후 50일 그리고 70일째 표현형적 특징

선별된 애기장대 T2 형질전환 라인들의 표현형 확인은 발아 후 50일째, 그리고 70일째 수행하

였다(그림 28). pCSEN-ATPG8 구성체를 가지고 있는 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10 
변이체 라인은 애기장대 대조구(Con)와 비교하여 볼 때, T1 변이체와 마찬가지로 식물체의 수

명 연장 현상이 뚜렷하게 나타났으며, 아울러 이들 변이체들은 수명 연장 표현형뿐만 아니라 

수명 연장 동안 개체 크기와 종자 생산량에서도 뚜렷한 증가 현상이 유발되었다. 이러한 수명 

연장 현상과 생산성 증대는 라인마다 약간씩 차이가 있었는데 이는 그림 27에서 나타나듯이 
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유전자의 과발현이 라인 마다 조금씩 차이가 있음에 기인하는 것으로 판단된다. 흥미로운 사실

은 수명 연장 형질이 강력한 ATPG8 ox-9는 생산성 증대에 있어서 큰 표현형적 차이를 못 가지

는 반면, 수명 연장 형질이 강하지 않는 ATPG8 ox-5와 ATPG8 ox-9는 생산성 증대에 있어서 대

조구에 비하여 종자 수확량 증가 및 개체 크기 증가와 같은 큰 표현형적 특징을 가지는 것으

로 나타났다. 따라서 본 유전자의 발현량 조절은 생산성 증대와 수명 연장에 대한 표현형적 특

징을 가진 식물을 임의로 제작할 수 있을 것으로 판단된다.

       나. ATPG8 과발현 변이체의 생산성 증대에 대한 특성 분석: ATPG8 유전자의 과발현

을 통하여 얻어진 식물체 노화 지연 현상이 작물의 생산성 증대를 유발할 수 있는지를 확인하

기 위하여 변이체 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10의 라인별로 종자 수확량 등과 같은 

생산성 증대 지표를 적용하여 애기장대 대조구와 비교해 보았다. 적용된 생산성 증대 지표는 

식물의 키(height), silique 수(NTS), 생체량(Wet-W), 생체건량(dry-W), 총 종자 무게(TSW), 총 종

자수(TNS), 그리고 1,000개의 종자 무게(1,000SW)이며 결과는 라인별로 각 20개체의 평균값이

다. ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10 변이체 라인들은 모두 애기장대 대조구에 비하여 

종자 무게 및 종자 수에 있어서 증가하는 하는 것으로 나타났으며, 특히 ATPG8 ox-5와 ATPG8 
ox-9 변이체는 1.5배 이상 증가한 것으로 나타났다. 그런 반면 종자 1,000개의 무게에는 대조구

와 큰 차이가 없었다. 그리고 생체량과 생체건량에 있어서는 과발현 변이체 모두는 대조구에 

비하여 약 1.5배 이상 증가하는 것으로 나타났다. 이러한 사실은 ATPG8 유전자가 녹기 연장과 

더불어 개체 크기, 종자 생산량 등과 같은 작물의 생산성 증대를 유발하는 것으로 판단된다(그
림 29). 따라서 본 유전자의 타 작물 적용은 생산성 증대라는 측면에서 매우 가치가 높을 것으

로 생각된다. 

그림 29. ATPG8 과발현 애기장대 T2 형질전환체의 생산성 증대 지표 분석 (n=20). Height (cm);  NTS, 
numbers of total silique per plants; Dry-W, weight of plant after dry (g); TSW, total seed weight (g); TNS, 
total seed number: 1000SW, total number of seeds thousand seed weight (g) 
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       다. ATPG8 과발현 변이체의 나이-의존적 노화에 대한 특성 분석: ATPG8 과발현 변

이체의 노화 지연 형질을 확인하기 위하여, T2 세대에서 자엽 생성 후 12일 이후부터 3-4번 좌

엽(rosette leaf)을 매 4일마다 표현형 관찰, 잎 엽록소 함량, 그리고 광합성 활성을 측정하여 야

생종 애기장대와 비교하였다. 그 결과, 애기장대 야생형의 경우 24일 이후 잎의 황화 현상이 

진행되어 32일째부터 잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 

ATPG8 ox-10의 경우 잎의 황화 현상이 36일부터 진행되었으며 잎의 괴사 현상은 40일째에도 

거의 일어나지 않고 있음을 확인할 수 있었다(그림 30). 이러한 사실로 미루어보아, ATPG8 유
전자는 식물체 노화 지연에 있어 중요한 역할을 담당하리라고 판단된다. 엽록소의 함량에 있어

서는 그림 31A에 도시된 바와 같이 야생종의 경우 엽록소 함량이 자엽 생성 후 24일 이후부터 

급격한 감소를 보이며 32일째 엽록소의 함량이 거의 0%가 되었으나, ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9
와 ATPG8 ox-10의 경우 자엽 생성 후 32일이 되었을 때도 측정 초기의 80% 이상의 엽록소 함

량을 보임을 확인할 수 있었다. 과발현 변이체의 광합성 효율 변화도 엽록소 함량 변화와 유사

한 양상을 나타내었다. 야생종은 자엽 생성 후 28일 이후부터 급격히 감소하기 시작해 32일 이

후부터 활성이 대부분 사라졌으나, ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10의 경우 자엽 생성 

후 36일까지 활성 변화가 거의 일어나지 않다가 40일째 라인에 따라 정도의 차이는 있지만 약 

20% 범위 정도만 활성 소실이 일어났다(그림 31B). 상기 결과로부터, ATPG8 과발현 변이체는 

야생종에 비해 잎의 수명이 훨씬 긴 표현형을 갖는 것으로 나타났으며, 이러한 수명연장의 효

과는 ATPG8 유전자에 의한 엽록소 함량 감소 및 광합성 효율 감소로 표현되는 노화에 따른 

생화학적 변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 생각된다. 

그림 30. ATPG8 과발현 형질전환체의 나이-의존적 노화에 대한 표현형적 특징

야생종과 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 그리고 ATPG8 ox-10 변이체에서 노화 관련 유전자

(senescence associated gene; SAG)들의 발현을 비교하기 위해, 잎 발달 과정 동안 시간 경과에 

따른 ATPG8 유전자와 각 노화 관련 유전자들의 발현 양상을 qRT-PCR 분석을 통해 확인하였

다. 야생종의 경우, CAB2(엽록소a/b 결합 단백질)와 같은 광합성에 관련된 유전자의 발현은 시

간이 지날수록 노화에 비례하여 감소하였다. 그러나 ATPG8 과발현 변이체들에서는 정도의 차

이는 있으나, 이들 유전자의 발현 감소 양상이 지연됨을 알 수 있었다. SAG12 및 SEN4와 같은 

노화 관련 유전자들은 노화단계에서 그 발현이 증가되는 것으로 알려져 있다. SEN4와 SAG12 
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경우 야생종에서 자엽 생성 후 28일 이후 급격히 증가하여 32일째 최대의 발현치를 가지는데 

비해, ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 그리고 ATPG8 ox-10 변이체 모두는 SEN4와 SAG12의 발현이 

자엽 생성 후 36일째까지 거의 변화가 없는 것으로 나타났다.  한편 ATPG8 유전자의 발현 양

상을 조사해보면, 전체적으로 ATPG8 유전자 과발현 변이체들은 야생형에 비하여 발현 수준이 

현저히 높으며 노화 동안 라인별로 정도의 차이는 있지만 24일에서 28일 사이에 작은 피크를 

가졌다가 점진적으로 감소하는 것으로 나타났다. 그러나 이러한 감소 현상을 가짐에도 불구하

고 여전히 야생형에 비해서는 높은 발현 수순을 유지하고 있는 것으로 나타났다(그림 31C). 이
러한 사실을 종합해보면 ATPG8 유전자는 분자적 수준에서 노화의 시작을 지연하여 이후 엽록

소 함량, 광합성 효율 등과 같은 생리적 현상을 조절함으로써 결과적으로 표현형적으로 잎 수

명의 연장을 유발하는 것으로 판단된다. 

그림 31. ATPG8 과발현 형질전환체의 나이-의존적 노화에 대한 엽록소 함량 (n=6)(A), 광합성 효율 
(n=6)(B), 그리고 ATPG8과 노화 마커 유전자의 발현 양상, 양성 대조구는 ACT(C)

       라. ATPG8 과발현 변이체의 암-유도 노화에 대한 특성 분석: 노화를 촉진한다고 알

려진 요인인 암 처리에 대한 ATPG8 과발현 변이체의 잎의 노화 지연 형질의 특성을 분석하기 

위하여 T2 세대에서 발아 후 21일째 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 detach하여 3mM MES 완충용액

(2-[N-morpholino]- ethanesulfonic acid, pH 5.8)에 부유시킨 후, 암 상태를 유지하여 매 2일마다 

표현형 관찰, 잎 엽록소 함량, 광합성 효율 및 노화관련 유전자 발현을 조사하여 야생종 애기

장대와 비교하였다. 그 결과, 애기장대 야생형의 경우 암 처리 후 4일 이후부터 잎의 황화 현

상이 진행되어 8일째 잎이 괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 

ATPG8 ox-10의 경우 잎의 황화 현상이 12일 이후부터 나타나고 있음을 확인할 수 있었다(그림 

32). 엽록소 함량에 있어서 야생종의 경우, 엽록소 함량이 암 처리 후 4일 이후 급격한 감소를 

가져 6일 이후 암 처리하지 않은 상태의 약 10% 이하의 수치를 나타냈으나, ATPG8 ox-5, 
ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10의 경우, 대부분 6일째에도 60% 이상의 엽록소 함량을 나타냈다(그
림 33A). 암 처리에 의한 광합성 효율 변화는 엽록소 함량 변화와 같이 ATPG8 과발현 변이체

에서 활성 감소가 현저히 지연됨을 알 수 있었다(그림 33B). 

또한, 노화 지표 유전자인 SEN4와 SAG12, 그리고 광의존적 유전자인 CAB2의 발현을 조사한 

결과, 그림 33C 도시된 바와 같이, 야생형이 암 처리 후 4일째 SAG12의 발현이 현저히 증가하

고 6일째 최고치를 나타내는 반면, 과발현 변이체에서는 암 처리 동안 거의 발현되지 않았다. 
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SEN4의 발현에 있어서, 야생형의 경우 암 처리 초기 동안 발현이 현저히 증가하여 6일째 최고

치를 나타내는 반면, 과발현 변이체에서는 암 처리 동안 야생형에 비하여 현저히 낮은 발현양

을 나타내었다. 한편 ATPG8 유전자의 경우, 야생형에서는 거의 발현이 없는데 비해, 과발현 변

이체에서는 암 처리 시 증가 현상을 보여 6일째 최고치를 가지고 이후 감소함을 알 수 있었다. 
그러나 전체적인 발현량은 야생형에 비하여 현저히 높은 것으로 나타났다. 이러한 사실로 미루

어 보아 ATPG8 유전자는 노화 지표 유전자의 발현 시기를 늦추거나 혹은 발현율을 억제시켜 

노화를 지연시키는 것으로 판단된다.

그림 32. ATPG8 과발현 형질전환체의 암-유도 노화에 대한 표현형적 특징

그림 33. ATPG8 과발현 형질전환체의 암-유도 노화에 대한 엽록소 함량 (n=6)(A), 광합성 효율 (n=6) 
(B), 그리고 ATPG8과 노화 마커 유전자의 발현 양상, 양성 대조구는 ACT(C)

       마. ATPG8 과발현 변이체의 스트레스에 대한 특성 분석: ATPG8 유전자의 과발현 변

이체에 대한 가뭄 저항성(drought tolerance) 분석은 발아 후 30일된 식물을 16일 동안 가뭄을 

처리하고, 그 동안에 일어나는 전체 식물의 표현형적 변화와 식물 개체당 잎의 무게 변화를 비

교하여 가뭄에 대한 저항성 정도를 확인하였다. 그 결과는 그림 34A와 B에 도시되었다. 야생
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형 애기장대는 가뭄에 의해 잎의 황화 현상이 급속히 진행됨을 알 수 있었으며, 또한 잎의 무

게에 있어서도 16일 동안의 가뭄 처리에 의하여 초기의 20% 정도까지 현저히 감소함을 알 수 

있었다. 그에 비하여 ATPG8 유전자의 과발현 변이체인 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 
ox-10은 16일 동안의 가뭄 처리에도 잎의 녹화가 여전히 진행되고 있으며, 또한 잎의 무게에 

있어서도 야생형에 비하여 거의 2배 이상인 40에서 60%의 무게를 유지함을 알 수 있었다. 이
러한 사실은 ATPG8이 가뭄스트레스 하에서도 식물의 수분 보유를 최대한 가능하게 해 식물의 

가뭄 스트레스에 대한 저항성을 제공한다는 것을 의미한다.

ATPG8 과발현 변이체의 산화적 스트레스에 대한 저항성을 조사하기 위하여 3mM MES 용액에 

50mM H2O2을 첨가하여 발아 후 25일된 3, 4번 잎을 detach하여 floating한 후 매 3일 간격으로 

6일 동안 엽록소 함량과 광합성 효율을 측정하여 H2O2 스트레스에 대한 저항성 정도를 

조사하였다. 애기장대 야생형에 비하여 ATPG8 과발현 변이체에서는 잎의 황화 현상 지연과, 
또한 엽록소 함량 및 광합성 효율의 감소에 있어서도 지연됨을 확인할 수 있었다. 특히 광합성 

효율의 경우 야생형은 6일 동안의 H2O2 스트레스 처리에 의해 50% 정도까지 감소하였으나, 
ATPG8 과발현 변이체에서는 거의 100%를 유지하고 있어 광합성 효율의 감소가 거의 

일어나지 않고 있음을 알 수 있었다(그림 34C와 D). 이러한 사실은 ATPG8이 식물의 산화 

스트레스에 대한 저항성을 제공한다는 것을 의미한다.

따라서 ATPG8 유전자는 식물의 가뭄 및 산화적 스트레스에 대한 내성을 제공하여 스트레스 

저항성 작물 개발에 있어 많은 장점을 제공할 것으로 생각된다.

그림 34. ATPG8 과발현 형질전환체의 건조 스트레스에 대한 표현형적 특징(A)과 잎의 무게 변화 
n=6(B), 그리고 H2O2 스트레스에 대한 표현형적 특징(C) 및 엽록소 함량과 광합성 효율 변화, n=6(D)
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그림 35. Model for chromatin engineering technology of Genomine. The technology shows a wide range of 
yield increase and/or senescence delay in the plants by the expression level of ATPGs genes

본 연구팀은 본사에서 확보하고 있는 ORE7과 ATHG1, 그리고 상기에서 발굴한 AT-hook 

protein을 encoding하는 유전자 3종의 기능 분석을 통하여 chromatin architecture 조절 기술에 

대한 새로운 모델을 제시하였다(그림 35). 제노마인(주)의 chromatin architecture 조절 기술은 

식물의 노화 진행 동안 chromatin의 안정성을 제공하여 식물의 생산성 증대 또는 녹기 연장의 

표현형적 특징을 나타낸다. 흥미로운 점은 이러한 표현형적 특징은 적용 유전자의 발현 레벨에 

따른다는 것이다. 적용 유전자의 발현이 강하면 강할수록 녹기 연장의 표현형이 강력하게 나타

나고, 적용 유전자의 발현이 적정 수준을 유지하면 식물의 생산성 증대에 고효율의 표현형적 

특징을 제공한다. 또한 본 기술은 염, 산화 혹은 건조와 같은 환경 스트레스에 대한 저항성도 

제공한다. 따라서 본 유전자 발현의 적정 수준 조절은 잔디의 녹기 연장과 tiller 생성 촉진과 

같은 생산성 증대 형질을 가지는 고부가 잔디 신품종 개발에 보다 많은 장점을 제공하리라 확

신한다. 

    4. DDF1 (DWARF and DELAYED FLOWERING 1, At1g12610): 다중 스트레스 

저항성 유전자, [Plant Science 180: 634–641, 2011] 

      가. 애기장대로부터 freezing tolerance를 제공하는 DDF1 유전자 분리: 본 연구팀은 

freezing tolerance에 관여하는 중추 조절 유전자를 애기장대에서 발굴하기 위하여 activation 
tagging 변이체 pool을 스크리닝하였다. 그 결과 -5℃에서 뚜렷한 내성을 가지는 변이체를 선별

하였으며, 이를 ftl1-1D (freezing tolerance 1-1D)로 명명하였다(그림 36A). 본 변이체의 freezing 
tolerance는 우성으로 나타났으며 또한 ftl1-1D는 dark-green 잎, 왜소 현상 그리고 늦은 개화와 

같은 표현형적 특징을 가졌다(그림 36B). 변이체의 이러한 표현형적 변이는 DDF1(At1g12610)
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의 활성화에 의하여 유발되었으며(그림 36C와 D), DDF1은 CBF/DREB1 subfamily의 AT2 전사

인자를 encode하는 것으로 알려졌다.

그림 36. Phenotype and molecular analysis of ftl1-1D mutant. (A) Effects of cold stress. WT (left) and 
ftl1-1D (right) were grown in soil for 4 weeks and incubated for 24 h in −5℃ chamber. Photograph was 
taken on Day 4 after return to normal growing conditions. (B) Four-week-old WT (left) and ftl1-1D (right) 
under standard growth. (C) Putative genes around T-DNA insertion site in genome of ftl1-1D. T-DNA was 
inserted between DDF1 and At1g12620. (D) Expression analysis of DDF1, At1g12600, and At1g12620, three 
genes located within about 10 kb from the 35S enhancer in ftl1-1D by RT-PCR.

      나. Freezing stress에 대한 DDF1 유전자의 기능 분석: 식물이 -6℃에 나출되었을 때 야

생형은 거의 생존하지 못하는 반면에 변이체는 약 73%의 생존율을 가지는 것으로 나타났다(그
림 37A). 이러한 사실은 ftl1-1D 변이체가 야생형에 비하여 freezing tolerance가 훨씬 강한 것으

로 의미한다. 흥미로운 사실은 저온 순화과정은 야생형과 변이체 모두에게 freezing tolerance를 

제공한다는 것이다. 저온 순화과정을 거친 후 변이체의 생존율은 100%까지 올라가며, 또한 야

생형도 60% 수준까지 생존율이 높아졌다(그림 37B). Magome 등은 ddf1-D가 GA 결핍 변이체이

지만 GA의 처리가 ddf1-D의 왜화 현상, 늦은 개화 그리고 염 스트레스에 대한 저항성과 같은 

표현형 회복을 유발한다고 보고하였다. 따라서 본 연구팀은 GA가 DDF1으로 유도된 freezing 
tolerance에도 작용하는 지를 확인하기 위하여 10-4M GA3를 변이체에 처리하여 그들의 freezing 
tolerance의 양상 변화를 조사하였다. 그 결과 GA의 처리는 변이체의 증가된 freezing tolerance의 

억제를 유발하였다(그림 37C). 이러한 사실은 DDF1에 의해 유도된 증가된 freezing tolerance가 

GA에 의해 부분적으로 억제된다는 제안을 이끌어내었다.

      다. Drought와 heat stress에 대한 DDF1 유전자의 기능 분석: 본 연구팀은 DDF1 유전자

가 freezing tolerance뿐만 아니라 drought 혹은 heat에도 tolerance를 제공하는 지를 확인하기 위

하여 건조 및 열 스트레스 조건하에 식물체를 일정 기간 동안 방치한 후 그들의 tolerance를 조

사하였다. 12일 동안의 건조 조건하에서 야생형의 완벽히 시들었는데 반하여 ftl1-1D/ddf1 변이
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체는 여전히 생육을 유지하고 있었으며(그림 38B), 그리고 GA3의 처리는 야생형의 잎의 시듦 

현상을 촉진하는데 반해 변이체에는 그렇게 크게 나타나지 않았다(그림 38D). 수분 소실 지표

에 있어서도 앞선 표현형적 조사와 마찬가지로 변이체는 야생형에 비하여 수분 소실이 적게 

일어남을 확인할 수 있었다(그림 38E). 열 스트레스에 대한 tolerance는 건조 스트레스를 배제하

기 위하여 90% 습도를 유지하는 조건 하에서 연구를 수행하였다. 야생형은 60℃에서 12 시간

의 열 스트레스를 제공하였을 때 회복기간에도 대부분이 생존하지 못 하였으나 ftl1-1D/ddf1 변
이체는 비록 심각한 damage가 있을지라도 그들은 생존하는 것으로 나타났다. 그 외 여러 다양

한 조건의 열 스트레스 하에서도 ftl1-1D/ddf1 변이체는 야생형에 비하여 heat tolerance를 가지는 

것으로 나타났다(그림 39 참조). 

그림 37. Characterization of freezing-tolerant ftl1-1D/ddf1 plants. 
(A, B) Survival without (A) or with (B) cold-acclimation at low 
temperatures. Four-week-old plants were exposed for 24 h to a 
gradient of 0 to -12℃, by 2℃ intervals, then returned to normal 
growing conditions. Cold acclimation was induced under continuous 
light for 4 d at 4℃. (C) Response of ftl1-1D to treatment with 
10-6M GA3 (GA+) under freezing stress. Survival was evaluated 1 
week after return to standard growth (n=24). Error bars represent 
standard error of mean (SEM).
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그림 38. Response of ftl1-1D/ddf1 to drought. (A–D) Each panel 

shows WT (left) and ftl1-1D/ddf1 (right) plants grown without (A, 
B) or with (C, D) GA treatment. Plants had first been grown for 
4 weeks with watering (A, C), then maintained without watering 
for additional 12 d (B, D). (E) Water-loss assay of ftl1-1D/ddf1 
(n=24). Error bars represent SEM.

그림 39. Response of ftl1-1D/ddf1 to heat. (A–D) Each panel shows WT (left) and ftl1-1D/ddf1 (right) plants 
grown without (A, B) or with (C, D) GA treatment. Plants had first been grown in soil for 4 weeks with 
watering (A, C), then maintained in 60℃ chamber for additional 7 d (B, D). (E–H) Response of WT 
(upper) and ftl1-1D/ddf1 (lower) at seedling stage on MS media. Each plate was exposed to 45℃ for 0 (E), 
20 (F), 40 (G), or 60 min (H), and photographed 7 d after return to normal growing conditions. (I) Survival 
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of WT and ftl1-1D/ddf1 seedlings (n=24). Error bars represent SEM. (J) Electrolyte leakage assay of WT and 
ftl1-1D/ddf1 (n=24). Error bars represent SEM.

따라서 DDF1은 여러 abiotic 조건, 특히 freezing, drought 그리고 heat 조건에 대하여 stress 
tolerance로서의 기능을 담당하고, 이러한 역할은 아마 GA 대사경로와 연관이 있을 것이라 판

단된다.

그림 40. The athb23 mutant shows reduced hypocotyl growth responses to red light. (A-C) Hypocotyl growth 
response of 5-day-old wild-type (Col-0) and athb23 seedlings under various intensities of R (A), FR (B), and 
B light (C). The experiment was repeated four times, and representative data are shown. Data are shown as 
means (n > 30) ± SD. The ratio of hypocotyl length to that of dark-grown seedlings was expressed as 
relative percent ratio. Asterisks indicate significant differences between wild-type (Col-0) and atbh23 seedlings
using Student’ t test (P < 0.001). (D) Hypocotyl growth response of the athb23 mutant to EODFR light 
treatment. Light irradiation conditions are indicated in the diagram above the graph. EOD-R, EOD-FR, and 
EOD-FR/R denote R, FR, and FR/R light pulse treatment, respectively. The hypocotyl length under each 
condition is denoted as a value relative to that of wild-type (Col-0) plants with no EOD light treatment. This 
experiment was repeated four times, and representative data are shown. Data presented are means (n > 30) ± 
SD.
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    5. ATHB23 (Arabidopsis thaliana Homeobox Protein 23): phyB overexpressor, 

[Physiol Plant, accepted, 부록 참조] 

      가. 애기장대로부터 phyB overexpressor의 기능을 가지는 ATHB23 유전자 분리 및 기능 

분석: 본 연구팀은 affinity chromatography와 MS-based proteomic analysis를 통하여 phyB 
complex protein을 분리하였으며, 이들 중 phyB overexpressor로서의 기능을 가지는 유전자를 분

리하고 이를 ATHB23으로 명명하였다. ATHB23은 애기장대 유식물에서 R light-mediated 하배축 

성장 반응에 있어서 positive regulator로서 기능을 가졌으며(그림 40), 또한 phyB-mediated 자엽 

팽창 및 종자 발아에 있어서도 positive regulator로 기능을 가지는 것으로 나타났다(그림 41, 
42). 이러한 phyB overexpressor로서의 기능을 가지는 ATHB23 유전자는 음지내성 잔디 품종 개

발에 적용이 가능하리라 판단되며, 본 연구팀은 잔디 형질전환체 개발을 위하여 잔디 품종 개

발에 있어서의 장점에 대한 기능 분석을 추가적으로 계속 수행하고 있는 중이다. 

그림 41. The athb23 mutant is defective in phyB-mediated cotyledon expansion. (A) Photographs of 5-day-old 
wild-type (Col-0) and athb23 seedlings grown under FR (10 μmol m– s–), R (20 μmol m– s–), B (20 μmol 
m– s–), and white (W, 80 μmol m– s–) light. (B, C) Cotyledon areas of wild-type (Col-0) and athb23 
seedlings measured 5 days after germination and grown under various R (B) or FR (C) light fluence rates. 
The experiment was repeated four times, and representative data are shown. Data presented are means (n > 
15) ±SD. Asterisks indicate significant differences between wild-type (Col-0) and athb23 mutant seedlings 
using Student’ t test (P < 0.05).
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그림 42. The athb23 mutant is defective in phyB-dependent seed germination. (A) Germination percentages of 
wild-type (Col-0) and athb23 mutant seed under phyB-dependent seed germination conditions. The diagram 
above the graph depicts the light irradiation conditions for the experiment. Germination percentage is shown at 
various R light fluences (0.1 to 3.6 mmol m–) that were given immediately after 5 min of FR light exposure 
(3 μmol m– s–). This experiment was repeated three times, and representative data are shown. Data presented 
are means (n > 100) ± SD. phyBon indicates the light condition in which phyB is activated by FR followed 
by R. (B) Germination percentages of wild-type (Col-0) and athb23 mutant seeds under phyA-dependent seed 
germination conditions. Seeds were imbibed for 48 hours and then irradiated by various fluences of FR light 
(denoted as FRi, 14.4 to 86.4 mmol m–). This experiment was repeated three times, and representative data 
are shown. Data presented are means (n > 100) ± SD. phyBoff and phyAon indicates a light condition that 
inactivates phyB by FR and activates phyA by FR irradiation, respectively.
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 제 3 절. 유용 유전자 도입 잔디 형질전환체 개발

우량 형질전환 잔디 식물의 개발에는 난지형 잔디인 들잔디(Zoysia japonica steud.)와 한지형 잔

디인 크리핑 벤트그라스(Agrostis stolonifera L., cv. Pencross)를 이용하고 있다. 들잔디의 효율적

인 형질전환을 위해서는 재분화 효율이 높은 캘러스의 확보가 필수적이다. 들잔디의 경우 형질

전환에 이용할 수 있는 재분화 효율이 높은 배발생 캘러스의 선발에는 약 6개월 이상이 소요

되며 그 캘러스도 일정기간이 지나면 재분화 효율이 낮아지거나 상실하게 된다. 이러한 문제점

을 해결하기 위해 본 연구팀에는 매주 새로운 종자를 파종하여 캘러스를 유도/선발하고 재분화 

효율이 높은 캘러스를 확보하면서 실험을 진행하고 있다. 크리핑 벤트그라스는 들잔디에 비해 

재분화 효율이 높고 형질전환이 용이한 편이어서 들잔디처럼 캘러스 선발과정을 거치지 않고 

종자를 캘러스 유도 배지에 치상하고 약 4주정도 배양한 후 형질전환에 이용하고 있다. 잔디의 

형질전환은 주관연구기관에서 개발한 왜성, 복합스트레스내성, 녹기연장을 유도하는 유전자를 

아그로박테리움에 도입한 후 기 확립된 형질전환 방법을 이용하여 수행하고 있다. 현재까지 염 

및 건조스트레스에 내성을 가지는 AtSIZ 유전자와 노화지연 유전자인 ORE7을 도입한 형질전환 

식물, 그리고 녹기 연장 및 건조스트레스 내성 등의 특성을 가질 것으로 기대되는 ATHG1, 
ATPG7, ATPG8 형질전환 식물을 생산하였고, 왜성을 유도하는 AtGA2ox4 유전자 및 녹기 연장을 

유도하는 ATPG3, ATPG4 등의 유전자를 잔디에 도입하고 있다.  

그림 43. 기확보 유전자에 대한 잔디 형질전환용 벡터 construct. A, pNB96::AtSIZ; B, IG-2::ORE7; C, 
IG-2::AtGA2ox4, IG-2::GSDL1(ATHG1) and IG-2::GSDL2
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    1. 잔디 형질전환용 벡터 construct 제작

우량 잔디 형질전환체를 개발하기 위하여 본 연구팀은 기능성 유전체 연구를 통하여 기 확보

된 유전자 및 신규 유용 유전자에 대한 형질전환 벡터 construct를 제작하였다. 기 확보된 유전

자에 대한 형질전환벡터는 그림 43과 같으며, 유용 유전자 및 신규 발굴한 유전자인 ATPG2, 
ATPG3, ATPG4, ATPG7, 그리고 ATPG8은 항시 발현을 위해 IG-2 벡터의 Ubi 프로코터와 Arbcs 
터미네이터 사이에 도입하여 형질전환에 사용하여 벡터 제작을 완료하였다(그림 44). 그리고 

유용 유전자인 ATPG6은 현재 IG-2 벡터에 도입하고 있는 중이다.  

그림 44. 신규 유용 유전자에 대한 잔디 형질전환용 벡터 construct. (A) IG-2 벡터 construct, (B)) IG-2 벡
터의 Ubi 프로모터와 Arbcs 터미네이터 사이에 도입된 신규 유용 유전자, ATPG2, ATPG3, ATPG4, 
ATPG7 그리고 ATPG8에 대한 벡터 construct. RB, right border; LB, left border; BAR, DL-phosphinothricin 
resistant gene; 35S, CaMV 35S promoter; T35S, terminator; Ubi M, ubiquitin promoter; Arbcs, terminator.

    2. 우량 잔디 형질전환체 개발을 위한 형질전환 방법

선행연구 등을 통하여 확립된 들잔디와 크리핑 벤트그라스의 형질전환 방법을 토대로 형질전

환의 재료로 사용되는 캘러스의 유도/선발,  Agrobacterium 감염방법 및 형질전환체의 선발방법 

등을 개량하면서 들잔디와 크리핑 벤트그라스의 형질전환을 수행하였다. 그림 45는 본 연구를 

통하여 개량된 크리핑 벤트그라스의 형질전환 과정을 나타낸다. 

 

 그림 45. 크리핑 벤트그라스의 개량된 형질전환 방법 
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    3. 우량 잔디 형질전환체 개발

      가. AtSIZ 및 ORE7-형질전환 잔디의 개발 및 유전자 도입 확인: 환경 스트레스에 복합

적인 내성을 가지는 AtSIZ-형질전환 잔디는 들잔디의 완숙종자에서 선발한 배발생 캘러스를 

이용하여 생산하였다. AtSIZ 유전자를 들잔디 캘러스에 도입하여 형질전환 후보식물을 확보한 

후(그림 46A), Trait LL Test Strip(선발마커로 사용된 bar 유전자의 단백질 발현 분석에 사용되

는 Kit)으로 형질전환 식물을 선발하고(그림 46B), genomic-PCR 을 통하여 AtSIZ 유전자의 도입

을 확인하였다(그림 46C). 노화지연을 유도하는 ORE7 유전자는 현탁배양 방법을 이용하여 크

리핑 벤트그라스에서 형질전환체를 생산하였다(그림 47). 1차 선발은 3mg/L phosphinothricin 
(PPT) 이 첨가된 shoot 유도 배지에 callus를 치상하여 지상부를 유도한 후 25℃, 광 조건에서 

8-10주 동안 2-3주 간격으로 계대 배양하여 수행하였고(그림 47A-C), 여기서 선발된 지상부를 5 
mg/L의 PPT가 첨가된 상기와 동일한 배지에 치상하여 2차 선발하였다(그림 47D). 선발된 지상

부는 1mg/L PPT가 첨가된 뿌리유도배지에 치상하여 충분한 신장을 유도하였다(그림 47E). 신
장한 식물체는 유전자 도입 유무를 확인한 후 토양에 이식하여 온실에서 재배, 증식하였다(그
림 47F). ORE7 유전자의 도입은 Southern blot 및 genomic-PCR을 통하여 확인하였다(그림 48). 
그 결과, 유전자가 도입된 위치와 도입 유전자의 copy수가 다른 3개체의 독립된 형질전환 식물

이 확보되었음을 확인하였다. 1 copy의 유전자가 도입된 형질전환 식물체를 ORE7-ox1, 2 copy
의 유전자가 도입된 형질전환 식물체들을 각각 ORE7-ox2, ORE7-ox3 이라 명명하였고 이후의 

분석에 사용하였다. ORE7 유전자를 들잔디로 도입시키고자 상당한 노력을 기울였으나 

Agrobacterium 감염 후 캘러스의 재분화율이 현격히 떨어져 ORE7 형질전환 들잔디를 생산하지 

못했다(여러 번의 반복 실험에서 같은 결과가 얻어졌음). 반면 같은 캘러스를 이용하여 신규 

유전자 및 ORE7과 같은 AT-hook family 유전자들인 ATHG1, ATPG7과 ATPG8을 도입하였을 경

우 큰 문제없이 들잔디 형질전환체 생산이 가능하였다(해당 연구결과는 뒤에서 별도로 설명).  
  

그림 46. AtSIZ 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 유전자도입 확인
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그림 47. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 선발

그림 48. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 유전자 도입 확인

      나. AtGA2ox4- 및 ATHG1-형질전환 잔디의 개발 및 유전자 도입 확인: 왜성 조절관련 

유전자인 AtGA2ox4 유전자는 들잔디에 도입하여 형질전환체를 선발/증식하였다. AtGA2ox4 유
전자를 도입한 들잔디는 shoot 유도 및 선발 과정을 거쳐(그림 49A) 재분화 개체들을 PPT 5 
mg/L의 뿌리유도 배지에 옮겨 선발하고 있다(그림 49B). 1차년도 연구에서 AtGA2ox4 유전자를 

도입하여 여러 개체의 형질전환 후보 식물체를 얻었으나 모든 개체에서 유전자의 도입을 확인 

할 수 없었다. 형질전환체의 선발 과정 중 shoot 유도 및 선발 단계에서 약 0.5cm 이상 성장한 

shoot 만을 선발하였는데, AtGA2ox4 유전자가 도입된 형질전환체는 shoot의 성장이 억제되어 이 

선발 단계에서 제외된 것이 그 이유로 추정된다. 이 결과를 바탕으로 2-3차년도 연구에서는 선

발 초기 단계부터 GA3를 0.5-1mg/L 의 농도로 첨가한 선발 배지를 사용하여 형질전환체의 선

발을 수행하고 있으나 아직 형질전환체를 얻지는 못하였다. 이 유전자 역시 ORE7과 같이 형질

전환이 매우 어려운 것으로 판단된다.

그림 49. AtGA2ox4 유전자가 도입된 형질전환 잔디(들잔디)의 선발
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    녹기 연장을 유도하는 ATHG1 유전자는 크리핑 벤트그라스와 들잔디에 도입하여 형질전환

체를 선발하였다(그림 50-51). 크리핑 벤트그라스에서는 shoot 유도 및 선발과정을 거쳐(그림 

50A) 2개체의 ATHG1-형질전환 식물을 확보하였고(그림 50B-C), 현재 순화(그림 50D)하여 특

성을 분석하고 있다. 들잔디에서는 총 54개체의 ATHG1-형질전환 식물을 확보하였다(그림 

51). 그림 51에서는 형질전환 식물의 일부(그림 51A)와 선발마커 유전자인 bar 유전자의 도입

을 확인한 Trait LL Test Strip 결과(그림 51B) 및 목적 유전자인 ATHG1 유전자의 도입을 확

인한 genomic-PCR 결과(그림 51C)의 일부를 제시하였다.

                           

그림 50. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 크리핑 벤트그라스의 선발 및 유전자 도입 확인. A, 형질전
환체의 선발; B, 형질전환체의 증식; C, 유전자 도입 확인(bar gene); D, 형질전환 식물의 특성분석을 위
한 순화/증식 

그림 51. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 선발 및 유전자 도입 확인. A, 들잔디 형질전환체
의 선발; B, 유전자 도입 확인(bar gene); C, 유전자 도입 확인(genomic-PCR, ATHG1 유전자) 

      다. ATPG7- 및 ATHG8-형질전환 잔디의 개발: 녹기를 연장할 수 있는 들잔디의 개발을 

목적으로 식물의 녹기 연장 기능을 갖는 ATPG7 및 ATPG8 유전자를 들잔디에 도입하여 형질

전환 식물을 제조하였다. ATPG7 및 ATPG8 유전자를 들잔디에 도입하여 다수의 형질전환 후보

체를 선발하였고(그림 52, 그림 54), 현재까지 ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디 13개체

와(그림 53) ATPG8 유전자가 도입된 형질전환 들잔디 18개체를 확보하였다(그림 55). 
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그림 52. ATPG7 유전자를 도입한 형질전환 들잔디의 선발 

그림 53. ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 유전자 도입 확인. A, Trait LL Test Strip analysis; 
B, genomic-PCR analysis for ATPG7 gene; WT, Wild type; PC, positive control; 1-13, transgenic plants

                                

그림 54.  ATPG8 유전자를 도입한 형질전환 들잔디의 선발

그림 55. ATPG8 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 유전자 도입 확인. A, Trait LL Test Strip analysis; 
B, genomic-PCR analysis for ATPG8 gene; WT, Wild type; 1-13, transgenic plants

      라. ATPG3- 및 ATPG4-형질전환 잔디의 개발: ORE7, ATPG7 및 ATPG8과 같은 

AT-hook family 유전자 들인 ATPG3과 ATPG4 유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 식물을 선

발/제조하고 있다. ATPG3 및 ATPG4 유전자를 들잔디에 도입하여 형질전환 후보체를 선발 중

에 있으며(그림 56A, 그림 57A), 현재까지 ATPG3 유전자가 도입된 형질전환 식물 3개체와(그
림 56B) ATPG4 유전자가 도입된 형질전환 식물 2개체를 확보하였다(그림 57B). 그 외 현재 뿌
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리유도배지에서 선발/증식 중인 다수의 형질전환 후보체를 확보한 상태로 ATHG1-, ATPG7- 및 

ATPG8-형질전환 잔디와 같이 여러 개체의 형질전환 식물을 얻을 수 있을 것으로 예상하고 있

다.

             

그림 56. ATPG3 유전자를 도입한 형질전환 들잔디의 선발(A) 및 유전자 도입 확인(B, Trait LL Test 
Strip analysis)

그림 57. ATPG4 유전자를 도입한 형질전환 들잔디의 선발(A) 및 유전자 도입 확인(B, Trait LL Test 
Strip analysis)

    4. 형질전환 잔디의 기능 연구

      가. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 식물의 발현 분석: Southern blot 및 genomic-PCR
을 통하여 목적유전자의 도입이 확인된 ORE7-형질전환 벤트그라스 잔디를 대상으로 목적유전

자 및 선발마커 유전자의 발현분석을 실시하였다. 목표유전자의 발현여부는 RT-PCR을 통하여 

분석하였으며, 발현량은 qRT-PCR을 수행하여 분석하였다. 도입된 유전자의 발현을 확인하기 

위해 total RNA를 분리한 후 1차 cDNA를 합성하였고 이 cDNA를 대상으로 ORE7 primer를 이

용하여 PCR을 수행한 결과, 형질전환 잔디에서 ORE7 유전자가 성공적으로 발현하고 있음이 

확인되었다(그림 58A). 발현량을 비교 분석한 qRT-PCR 결과, ORE7-ox1 계통이 ORE7-ox2, 
ORE7-ox3 계통에 비해 발현량이 월등히 높은 것으로 나타났다(그림 58B). 선발 마커 유전자의 

발현은 Trait LL Test Strip 및 RT-PCR을 수행하여 분석하였다. 야생형 잔디와 형질전환 잔디들

을 Trait LL Test Strip을 이용하여 분석한 결과, 형질전환 식물들에서 각각 두 개의 band가 검

출되었고 야생형 잔디에서는 한 개의 band만 검출되었다(그림 59A). 이 결과에서 선발마커로 

사용한 bar 유전자가 단백질 수준에서 성공적으로 발현하고 있음을 알 수 있었다. 또한 bar 
primer를 이용하여 RT-PCR 분석을 수행한 결과에서도 bar 유전자가 성공적으로 발현하고 있음

이 확인되었다(그림 59B). 
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그림 58. ORE7-형질전환 벤트그라스에서의 목적 유전자(ORE7 유전자)의 발현 확인. A, RT-PCR analysis; 
B, qRT-PCR analysis; WT, Wild type; ORE7-ox1, ORE7-ox2 and ORE7-ox3, transgenic plants; IG2, vector 
control plant

그림 59.  ORE7-형질전환 벤트그라스에서의 선발마커 유전자(bar 유전자)의 발현 확인. A, Trait LL Test 
Strip analysis; B, RT-PCR analysis; WT, Wild type; ORE7-ox1, ORE7-ox2 and ORE7-ox3, transgenic plants; 
IG2, vector control plant

      나. ORE7-형질전환 잔디의 기능 분석

① ORE7-형질전환 잔디의 가시적 표현형 분석: ORE7-형질전환 잔디의 표현형을 분석하기 위

하여 형질전환 잔디를 온실에서 순화하여 증식한 후 온실의 자연조건 하에서의 노화 지연 연

구를 수행하였고 일부는 제주대학교 농장에 이식한 후 증식시켜 자연 포장에서의 표현형을 관

찰하였다. 그 결과, ORE7-형질전환 잔디는 야생형에 비해 왜성인 특성을 가지고 있었으며(그림 

60-61), 야생형보다 노화가 상당히 지연됨을 확인할 수 있었다(그림 62). 

               

그림 60. ORE7-형질전환 잔디와 야생형 잔디의 온실에서의 표현형 분석. WT, Wild type; ORE7-ox1, 
ORE7-ox2, transgenic plants
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그림 61. ORE7-형질전환 잔디와 야생형 잔디의 온실에서의 표현형 분석. WT, Wild type; ORE7-ox1, 
ORE7-ox2 and ORE7-ox3, transgenic plants; IG2, vector control plant

그림 62. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스와 야생형 잔디의 온실에서의 노화지연 실험. WT, 
Wild type; ORE7-ox1, ORE7-ox2, transgenic plants

② ORE7-형질전환 잔디의 심화 기능 분석 (생리․생화학적 분석): ORE7 유전자가 도입된 

형질전환 잔디를 순화하여 형질전환 식물전용 온실 및 자연 포장에서 재배하여 노화관련 표현

형 분석을 수행하였다. 보다 정확한 표현형 분석을 위하여 자연 포장에서 증식시킨 식물의 잎 

절편을 노화를 유도하는 암 조건에 처리 후 그 변화를 관찰하였다. 그 결과, 야생형 식물은 처

리 후 4일째부터 잎 절편의 노화가 관찰되었으며, 10일째에 잎 절편 전체가 노화되었다. 이와 

대조적으로 형질전환 식물은 처리 후 10일째에 약간의 노화가 관찰되기는 하였으나 잎 절편의 

대부분에서 녹기를 유지하고 있었으며, ORE7-ox2 계통은 20일째에 완전한 노화가 관찰 되었고 

ORE7-ox1 계통은 22일째에도 녹기를 유지하는 절편이 관찰되었다(그림 63A). 광합성 효율을 

측정한 결과, 야생형 식물에서는 처리 후 10일째에 광합성 효율이 40% 정도로 감소하였으며 

13일째에는 20% 이하의 효율을 나타냈다. 그러나 형질전환 식물의 경우(ORE7-ox1 계통), 처리 
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후 10일째까지도 처리 전의 광합성 효율과 거의 같은 효율을 보였으며 처리 후 20일째에도 

60% 이상의 광합성 효율을 유지하고 있었다(그림 63B). 또한 노화 관련 marker인 CAB gene을 

이용하여 발현을 분석한 결과, 야생형 식물에서는 암 처리 후 시간이 지남에 따라 CAB gene의 

발현량이 감소하다가  8일째에 완전히 없어진 반면, 형질전환 식물의 경우(ORE7-ox1 계통)에는 

처리 후 12일째까지도 발현이 남아있었다(그림 64). 이들 결과에서, ORE7 유전자가 도입된 형

질전환 크리핑 벤트그라스는 야생형 식물에 비해 최소 2배 이상 노화가 지연되었음을 확인 할 

수 있었다. 형질전환 계통 중 ORE7-ox1 계통이 ORE7-ox2 계통보다 노화지연 효과가 높게 나타

난 것은 ORE7-ox1 계통이 ORE7-ox2 계통보다 ORE7 유전자의 발현량이 높은 것에서 기인한 

것으로 추정된다. 본 연구팀은 ORE7 유전자의 대표형질인 녹기 연장에 있어서 야생형에 비해 

in vitro에서 120% 이상의 활성을 가지는 ORE7-ox1과 ORE7-ox2를 우량 형질전환체로 선별하였

으며, 이에 대한 스트레스 저항성을 조사하였다. 

그림 63.  ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 특성분석. 식물의 잎 절편을 노화를 유도하는 
암 조건에 처리 후 그 표현형의 변화와(A) 광합성 효율의 변화를 관찰(B) 

그림 64. 노화관련 marker(AsCAB)을 이용한 ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 발현분석. 식
물의 잎 절편을 노화를 유도하는 암 조건에 처리 후 2일 간격으로 샘플링 하여 발현분석 
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다양한 농도의 염분 스트레스 조건에 야생형 식물과 형질전환 식물의 절편들을 8일간 암 조건

에 처리하고 그 변화를 분석한 결과, 야생형 식물은 모든 처리구에서 노화가 관찰되었으나, 형
질전환 식물에서는 모든 처리구에서 녹기가 남아 있는 잎 절편이 관찰되었다(그림 65A). 광합

성 효율을 측정한 결과, 야생형 식물에서는 모든 처리구에서 광합성 효율이 40% 이하로 감소

하였으나, 형질전환 식물의 경우(ORE7-ox1 계통), 모든 처리구에서 80% 이상의 광합성 효율을 

유지하고 있었다(그림 65B). 이들 결과에서, ORE7 유전자를 도입한 형질전환 식물은 야생형 식

물에 비해 염분 스트레스 조건에서도 노화가 지연됨을 확인할 수 있었다.

                 

그림 65.  ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 특성분석. 식물의 잎 절편을 0-300 mM 농도의 
NaCl에 처리 후 그 표현형의 변화와(A) 광합성 효율의 변화를 측정(B)

    

③ ORE7-형질전환 잔디의 포장에서의 1차 표현형 분석: ORE7-형질전환 잔디의 포장에서의 

표현형을 분석하기 위하여 제주시 및 서귀포시에 있는 포장에 형질전환 잔디를 이식하여 증식

시켰다. 포장으로 이식 1년 후(2011. 05-06), ORE7-형질전환 잔디의 제주시 및 서귀포시 포장에

서의 증식 양상은 비슷하였으나 두 포장 모두에서 ORE7-형질전환 잔디는 야생형과 다른 표현

형을 나타내었다. 이에 각종 표현형의 차이를 비교 분석하였다. ORE7-형질전환 잔디와 야생형 

잔디의 생육특성을 관찰한 결과, 야생형 잔디는 증식속도는 빠르지만 밀도가 낮은 반면, 
ORE7-형질전환 잔디는 증식속도는 느리지만 밀도가 높은 생육특성을 보였다(그림 66). 다음으

로 Tiller 수를 조사한 결과, ORE7-형질전환 잔디는 야생형 잔디에 비하여 Tiller 수가 많음이 

확인되었다(그림 67). 특히 ORE7-ox1 계통은 Tiller 수가 가장 많았고 엽폭이 매우 좁은 특징을 

가지고 있었으며(그림 68) Node의 수가 매우 적은 표현형을 나타내었다(그림 69). Internode의 

길이와 Stolon의 길이를 비교 분석한 결과, ORE7-형질전환 잔디는 야생형 잔디에 비하여 

Internode 길이가 짧은 특성을 보였으며(그림 70) Stolon의 길이 역시 야생형에 비해 짧은 표현

형적 특성을 가지고 있었다(그림 71).  
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그림 66.  ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 포장에서의 생육 특성 

그림 67. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 표현형 분석(Tiller number). WT, Wild type; 
ORE7-ox1, ORE7-ox2, transgenic plants

 

그림 68. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 표현형 분석(Leaf width). WT, Wild type; 
ORE7-ox1, ORE7-ox2 and ORE7-ox3, transgenic plants; IG2, vector control plant

                        

그림 69. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 표현형 분석(Number of node). WT, Wild type; 
ORE7-ox1, ORE7-ox2 and ORE7-ox3, transgenic plants; IG2, vector control plant
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그림 70. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 표현형 분석(Internode length). WT, Wild type; 
ORE7-ox1, ORE7-ox2 and ORE7-ox3, transgenic plants; IG2, vector control plant

그림 71. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 표현형 분석(Stolon length). WT, Wild type; 
ORE7-ox1, ORE7-ox2 and ORE7-ox3, transgenic plants; IG2, vector control plant

④ ORE7-형질전환 잔디의 포장에서의 증식 및 우수형질 잔디 계통 선발: ORE7-형질전환 잔

디의 우수형질 계통을 선발하기 위하여 형질전환 잔디 및 야생형 잔디를 포장에 이식하여 증

식시킨 후 2년 동안  표현형을 관찰하였다. ORE7-형질전환 잔디는 야생형에 비하여 증식속도

는 약간 느린 특성을 보였지만 증식밀도는 현저히 높았으며 노화 또한 야생형에 비하여 지연

됨이 확인되었고 노화 후 회복속도도 야생형에 비해 현저히 빠른 것을 알 수 있었다(그림 72). 

주목할 점은 포장에 이식하여 증식시킨 후 2차년도의 노화 후 회복 속도에 있다. 2011년 10월
의 결과를 세밀히 관찰해 보면, 야생형 잔디는 아직 노화 후 표현형 회복이 거의 되지 않은 반

면, ORE7-형질전환 잔디는 노화 후 표현형 회복이 이루어지고 있음을 알 수 있고, 특히 

ORE7-ox2 계통은 야생형 및 ORE7-ox1에 비하여 노화 후 증식밀도가 매우 빠르고 높음을 확인

할 수 있었다(그림 73A). 이와 같은 형질전환 잔디의 표현형적 특징을 확인하기 위하여 본 연

구팀은 Tiller 생성과 형질전환 잔디의 유전자 발현 정도를 조사하였다. 노화 지연의 효과가 강

하게 나타나는 ORE7-ox1 계통이 ORE7-ox2 계통보다 ORE7 유전자의 발현량이 높게 나타났으

며(그림 74B), Tiller 생성에 있어서는 Stolon의 증식 속도가 빠른 ORE7-ox2 계통의 Tiller 생성

이 ORE7-ox1 계통의 그것보다 강한 것으로 나타났다(그림 73C). 이러한 결과는 이식 후 1차년

도에는 뿌리 활착의 불안정 등으로 인해 복합 스트레스가 강하게 나타나, 녹기연장 및 외적 스
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트레스에 저항성을 제공하는 ORE7 유전자의 발현이 강할수록 생존 및 증식에 대한 표현형적 

특징이 강하게 나타나지만, 이식 후 2차년도 이후에는 뿌리 활착의 안정화 등으로 정상 생육이 

가능해져서 ORE7 유전자의 발현이 적정 수준을 유지하면 녹기 연장과 더불어 Stolon의 빠른 

증식에 의한 많은 Tiller의 생성으로 증식밀도의 증가와 같은 생산성 증대 표현형질을 제공한다

는 것이다. 

그림 72. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 2년 이상 동안 포장에서의 특성 분석. WT, 
Wild type; ORE7-ox1, ORE7-ox2, transgenic plants

이러한 녹기연장과 tiller 생성 등과 같은 생산성 증대에 대한 농업형질이 포장에서 야생형에 

비하여 120% 이상의 형질을 가지는 ORE7-ox1과 ORE7-ox2 계통을 우수 계통으로 선발하여 포

장에서 증식 중에 있으며 이러한 우량 계통은 추후 이벤트 선발을 통하여 GM 작물 안정성/위
해성 평가를 진행하고자 한다. 이러한 과정을 통하여 개발된 GM 품종은 불임성으로 개량한 

후 산업화에 적용하고자 한다. 
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그림 73. ORE7 유전자가 도입된 형질전환 벤트그라스의 이식 후 2차년도의 표현형 회복에 대한 포장에
서의 특성 분석 (2011년 10월). (A) 표현형적 특징, (B) qRT-PCR을 통한 목적 유전자(ORE7 유전자)의 발
현 확인, (C) Tiller 생성에 대한 표현형적 특징. WT, Wild type; ORE7-ox1, ORE7-ox2, transgenic plants; 
IG2, vector control plant.

그림 74. AtSIZ 유전자가 도입된 형질전환 몽고잔디의 건조 스트레스 조건하에서의 표현형 관찰

      다. AtSIZ-형질전환 잔디의 기능 분석

① AtSIZ-형질전환 몽고잔디의 표현형 분석: 선행연구에서 유전자의 도입과 발현을 확인한 

AtSIZ-형질전환 몽고잔디가 환경 스트레스에 저항성을 가지는가를 확인하기 위해 건조(그림 
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74) 및 염(그림 75) 스트레스 조건에서 표현형을 분석하였다. 그 결과, 애기장대 유래의 AtSIZ 

유전자를 도입한 형질전환 몽고잔디는 야생형의 몽고잔디에 비해 건조 및 염 스트레스에 대해 

저항성이 증진되었음이 확인되었다. 이러한 목표 형질을 들잔디에서 확인하기 위하여 본 연구

팀은 AtSIZ-형질전환 들잔디를 생산하고 목표 형질에 대한 그들의 기능 분석을 수행하고 있다. 

그림 75. AtSIZ 유전자가 도입된 형질전환 몽고잔디의 염 스트레스 조건하에서의 표현형 관찰

② AtSIZ-형질전환 들잔디의 기능 분석: 들잔디에서 생산한 AtSIZ-형질전환 잔디의 기능을 분

석하기 위해 형질전환 들잔디를 온실에서 순화/증식하였다(그림 76A-B). 각종 환경스트레스 내

성을 분석할 목적으로 각 형질전환 계통에서 증식된 분얼을 이용하여 개체수를 확보하였고(그

림 76C) 포장에서의 표현형 및 특성을 분석하기 위해 포장에도 이식하여 증식하였다(그림 

76D). 현재 온실에서 증식한 형질전환 식물을 이용하여 염, 건조 등의 스트레스에 대한 내성을 

평가하여 야생형에 비하여 120% 이상의 스트레스 저항성 목표 형질을 가지는 우량 형질전환

체 후보를 선발하고, 스트레스 저항성이 야생형에 비하여 120% 이상의 농업형질을 가지는 우

수 계통을 포장에서 선별 및 증식하고 있으며, 또한 우수 계통에 대한 seedling 상태에서의 특

성 분석을 수행할 목적으로 형질전환 잔디에서 종자를 수확 중에 있다(그림 77).

그림 76. AtSIZ 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 특성분석을 위한 온실 및 포장에서의 증식
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그림 77. AtSIZ 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 특성분석을 위한 종자 확보

이후 스트레스 저항성에 대한 농업형질이 야생형에 비하여 120% 이상의 형질을 가지는 우수 

계통을 포장 증식을 통하여 선별하여, 이벤트 선발 및 GM 작물 안정성/위해성 평가를 진행하

고자 한다. 이러한 과정을 통하여 개발된 GM 품종은 불임성으로 개량한 후 산업화에 적용하

고자 한다. 

      라. ATHG1-형질전환 들잔디의 기능 분석

ATHG1-형질전환 들잔디의 유전자 도입 및 발현을 확인하고(그림 78), 야생형 및 형질전환 들

잔디 라인들의 잎 절편을 이용하여 노화지연 및 건조 스트레스 내성에 대한 평가를 수행하였

다(그림 79-80). 그 결과 분석한 모든 개체에서 유전자의 도입 및 발현을 확인할 수 있었다. 형

질전환 식물에는 single copy 유전자가 도입된 라인이 많았고(그림 78A) 1번, 2번 및 5번 라인

이 3번과 4번 라인에 비해 목적유전자의 발현량이 높은 것으로 나타났다(그림 78B). ATHG1-형

질전환 들잔디가 노화지연의 특성을 가지는 가를 확인하기 위해 수확 후 식물의 노화를 촉진

시키는 원인의 하나로 잘 알려진 암 조건에서의 특성을 분석하였다.  ATHG1-형질전환 들잔디

의 잎 절편을 암 조건에 처리하고 시간경과에 따른 표현형의 변화 및 클로로필 함량의 변화를 

측정하였다. 그 결과, 형질전환 식물들은 야생형과 IG-2 공벡터가 도입된 식물에 비해 노화가 

지연되는 표현형적 특성을 나타내었다. 특히 형질전환 식물 1번과 2번 라인은 대조구들에 비해 

2배 이상 노화가 지연되는 결과를 보였다(그림 79). 클로로필 함량의 변화를 측정한 결과에서

도 1번, 2번 및 5번 라인의 형질전환 식물들은 대조구 식물들에 비해 높은 수준의 클로로필 함

량을 유지하고 있었다(그림 80). 다음으로 형질전환 식물의 건조스트레스에 대한 내성을 평가

하기 위해 200mM Mannitol이 첨가된 MS 고체배지에 형질전환 식물 및 대조구 식물들의 잎 절

편을 치상하고 시간경과에 따른 표현형의 변화를 관찰하였다. 그 결과, 형질전환 잔디 라인들

은 야생형과 IG-2 공벡터가 도입된 식물들에 비해 잎의 노화가 더디게 진행됨이 관찰되었다(그

림 81). 이들 결과에서 ATHG-형질전환 들잔디는 야생형 잔디에 비해 노화지연 기능 및 건조스

트레스에 대한 내성이 증진되었음을 알 수 있었다. 현재 전체 식물체를 이용한 특성 분석을 수

행하기 위해 제조한 54개의 형질전환 라인들 중 기내에서 충분히 증식된 30여 라인의 형질전
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환 잔디를 온실에 순화하여 증식 중에 있다(그림 82). 각각의 형질전환 잔디 라인들을 충분히 

증식시킨 후 ATHG1-형질전환 들잔디의 노화지연 및 건조스트레스 내성 등을 포함한 특성들을 

분석할 예정이다. 또한 본 연구팀은 도입 유전자 ATHG1의 목표 형질인 노화 지연 및 건조 스

트레스에 대하여 in vitro에서 120% 이상의 형질을 가지는 H1, H2 그리고 H5 형질전환체를 우

량 형질전환체로 선별하였으며, 이에 대한 우수 계통 및 포장 증식을 수행하고자 한다. 우량 

형질전환체 H1, H2 그리고 H5는 모두 1 copy clean 형질전환체로 우수 계통 및 이벤트 선발에 

있어 많은 장점을 제공하리라 판단되며, 이러한 장점은 추후 GM 작물 안정성/위해성 평가에 

있어 조속한 결과를 도출하리라 생각된다.

그림 78. ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 들잔디의 유전자도입 및 발현확인

                   

그림 79. ATHG1-형질전환 들잔디의 암 조건하에서 표현형 변화
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그림 80. ATHG1-형질전환 들잔디의 암 조건하에서의 클로로필 함량의 변화

             

그림 81. ATHG1-형질전환 들잔디의 건조스트레스 조건하에서의 표현형 검증

 

그림 82. ATHG1-형질전환 들잔디의 특성분석을 위한 순화 및 증식

      마. ATPG7-형질전환 들잔디의 기능 분석

ATPG7-형질전환 들잔디의 유전자의 도입을 확인하고, 야생형 및 형질전환 들잔디의 잎 절편을 

이용하여 노화지연 및 건조 스트레스 내성에 대한 평가를 수행하였다(그림 83-84). ATPG7-형질

전환 들잔디의 잎 절편을 암 조건에 처리하고 시간경과에 따른 표현형의 변화를 관찰한 결과, 
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형질전환 식물 T1, 그리고 T6번 라인을 제외한 다른 형질전환 식물들은 야생형과 IG-2 공벡터

가 도입된 대조구들과 비슷한 노화양상을 나타내었다. 형전전환 T1, 그리고 T6번 라인은 대조

구 및 타 형질전환 식물 라인들에 비해 노화가 지연되는 표현형적 특성을 나타내었다(그림 

83). 이 결과에서 ATPG7 유전자가 도입된 형질전환 식물의 노화지연 효과는 앞에서 설명한 

ORE7 유전자나 ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 식물에 비해 크지 않았으나 여전히 대조구

에 비하여 120% 이상의 형질을 가지는 것으로 나타났다. ATHG1 및 ORE7에 비하여 약한 목표

형질의 원인을 확인하기 위해서는 형질전환 식물에서의 목적유전자의 발현량 분석, 더 많은 형

질전환 라인을 이용한 분석 및 반복 실험 등이 필요할 것으로 판단된다. 다음으로 ATPG7-형질

전환 식물의 건조 스트레스에 대한 내성을 평가하기 위해 200mM Mannitol이 첨가된 MS 고체

배지에 형질전환 식물 및 대조구 식물들의 잎 절편을 치상하고 시간경과에 따른 표현형의 변

화를 관찰하였다. 그 결과, 5번 라인을 제외한 형질전환 잔디들은 야생형과 IG-2 공벡터가 도

입된 식물들에 비해 잎의 노화가 더디게 진행됨이 관찰되었다(그림 84). 이들 결과에서 

ATPG7-형질전환 들잔디는 노화지연보다는 건조스트레스에 대한 내성이 더 크게 증진되었음을 

알 수 있었다. 본 연구팀은 상기의 형질전환 라인 중 도입 유전자 ATPG7의 목표 형질인 노화 

지연 및 건조 스트레스에 대하여 in vitro에서 120% 이상의 형질을 가지는 T1과 T6 형질전환 

라인을 우량 형질전환체로 선별하였으며, 보다 많은 우량 형질전환체를 확보하기 위하여 제조

한 13개의 형질전환 식물 라인들을 온실에서 순화하여 증식 중에 있다(그림 85). 각각의 형질

전환 잔디 라인들을 충분히 증식시킨 후 ATPG7-형질전환 들잔디의 노화지연 및 건조스트레스 

내성 등을 포함한 특성들을 분석해 나갈 것이다. 

                     

그림 83. ATPG7-형질전환 들잔디의 암 조건하에서 표현형 검증
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그림 84. ATPG7-형질전환 들잔디의 건조스트레스 조건하에서의 표현형 검증

그림 85. ATPG7-형질전환 들잔디의 특성분석을 위한 순화 및 증식

      바. ATPG8-형질전환 들잔디의 기능 분석

유전자의 도입이 확인된 ATPG8-형질전환 들잔디의 노화지연 및 건조 스트레스 내성에 대한 

평가를 수행하였다(그림 86-87). ATPG8-형질전환 들잔디의 잎 절편을 암 조건에 처리하고 시간

경과에 따른 표현형의 변화를 관찰한 결과, 형질전환 식물 1번, 2번 및 4번 라인은 대조구 및 

타 형질전환 식물 라인들에 비해 노화가 지연되는 표현형적 특징을 나타내었으나(그림 86), 

ORE7 유전자나 ATHG1 유전자가 도입된 형질전환 식물들의 노화지연 효과 보다는 크지 않았

다. 다음으로 ATPG8-형질전환 식물의 건조스트레스에 대한 내성을 평가하기 위해 200mM 

Mannitol이 첨가된 MS 고체배지에 형질전환 식물 및 대조구 식물들의 잎 절편을 치상하고 시
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간경과에 따른 표현형의 변화를 관찰하였다. 그 결과, 형질전환 식물 1번, 3번 및 5번 라인에서 

야생형과 IG-2 공벡터가 도입된 식물들에 비해 잎의 노화가 매우 더디게 진행됨이 관찰되었다

(그림 87). 이들 결과에서 ATPG8-형질전환 들잔디는 ATHG7-형질전환 들잔디와 비슷하게 노화

지연보다는 건조스트레스에 대한 내성이 더 크게 증진되었음을 알 수 있었다. 본 연구팀은 상

기의 형질전환 라인 중 도입 유전자 ATPG8의 목표 형질인 노화 지연 및 건조 스트레스에 대

하여 in vitro에서 120% 이상의 형질을 가지는 T1 형질전환 라인을 우량 형질전환체로 선별하

였으며, 보다 많은 우량 형질전환체를 확보하기 위하여 제조한 18개의 형질전환 식물 라인들을 

온실에서 순화하여 증식 중에 있다(그림 88). 각각의 형질전환 잔디 라인들을 충분히 증식시킨 

후 ATPG8-형질전환 들잔디의 노화지연 및 건조스트레스 내성 등을 포함한 특성들을 분석해 

나갈 것이다. 

                          

그림 86. ATPG8-형질전환 들잔디의 암 조건하에서 표현형 검증

                  

그림 87. ATPG8-형질전환 들잔디의 건조스트레스 조건하에서의 표현형 검증



- 76 -

  

그림 88. ATPG8-형질전환 들잔디의 특성분석을 위한 순화 및 증식

    5. DEG (Differentially Expressed Gene) screening을 통한 노화 특이적 마커의 선발

잔디의 노화특이 마커의 선발을 위해 DEG (Differentially Expressed gene) 기법을 이용해 정상의 

잎과 노화가 진행된 잎의 특이 발현 유전자를 탐색하였다(그림 89). Total RNA는 정상 잎과 노

화가 반 정도 진행되어진 잎에서 Trizol(Invitrogene)을 사용하여 추출하였다. 정상 잎과 노화가 

진행된 잎의 total RNA로부터 1차 cDNA는 GeneFishing kit(Seegene)에서 제공하는 

ACP(annealing control primer)를 사용하여 Reverse Transcription System(Promega)을 통해 합성하였

다. 각각의 sample에서 합성된 1차 cDNA는 특이적 DEG 선별을 위해 GeneFishing kit에서 제공

하는 20종의 arbitrary ACT primer로 PCR을 수행하여 특이 발현 유전자를 선별하였다. 실험결과 

120개의 arbitrary primer set로부터 정상 잎(Green stage)에서 발현이 높은 40개의 DEG를 분리하

였으며(Table 2), 노화진행 잎(half yellowing stage)에서 발현이 높은 47개의 DEG를 분리하였다

(Table 3). 각 DEG 유전자들의 염기서열을 결정한 후 database를 이용하여 각 clone들을 분석한 

결과 정상적인 잎에서는 unknown protein이 4 clones, hypothetical protein이 9 clones, No 
Significant similarity가 15 clones이 나왔다. 특히 정상적인 잎에서는 ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase small subunit, putative ribosomal protein S3, Fructose-1,6-bisphosphatase, 
cytochrome f, PSI reaction center subunit II, PL3K2 Jacalin-like lectin domain, ubiquitin-conjugating 
enzyme, retrotransposon protein, photosystem I P700 apoprotein A2, ATP synthase CF0 C subunit과 

유사성이 있는 clone들이 분리되었다(Table 2). 노화가 진행된 잎에서는 unknown protein이 2 
clones, hypothetical protein이 2 clones, No Significant similarity가 28 clones이 나왔으며 

ubiquitination을 control하는 regulator gene인 RING-H2 finger protein ATL2K와 legumain, esterase 
precursor SGNH-family of hydrolases, plasma membrane H+-transporting ATPase-like protein, 
S-adenosylmethionine-dependent methyltransferases, expansin EXPA5, cytochrome f, glycine-rich 
protein, RNA binding / hydrolase, acting on ester bonds / protein binding / transcription elongation 
regulator, temperature-induced lipocalin, SKP1-like protein, senescence-associated protein, 
RNA-dependent RNA polymerase 와 유사성이 있는 clone들이 분리되었다(Table 3).
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그림 89. 정상 잎과 노화진행 잎의 cDNA로부터 얻어낸 DEG screening의 결과. (A) 실험에 사용된 정상 
잎 (Green stage)과 노화진행 잎 (half-yellow stage). B. 정상저인 잎과 노화가 진행된 잎의 특이 발현 
DEG. ZG : Zoysiagrass Green Leaf, ZS : Zoysiagrass Senescence Leaf 

Table 2. 정상적인 잎에서 얻어진 DEG clone의 염기서열 분석결과
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Table 3. 노화가 진행된 잎에서 얻어진 DEG clone의 염기서열 분석결과
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

 제 1 절. 목표달성도 

구분
(연도) 세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

달성도
(%)

1차
연도

(2010)

고부가 잔디 적용 

유용 유전자 발굴

기능성 유전체 연구를 통한 유용 
유전자 발굴 및 기능검정 (1종)

․ 기능성 유전체 연구를 통한 변이체
로부터 잔디 적용 표현형질 변이체 
선별

  - 녹기연장 및 생산성 증대 변이체 
    선별
  - Freezing tolerance를 가지는 
    변이체 선별 

100

․ 변이체로부터 신규 유용 유전자 발
굴 및 기능검정 (3종)

  - ATPG2, ATPG8, DDF1
300

․ 신규 및 유용 유전자 형질전환용 
벡터 construct 제작 (3종)

  - ATPG2, ATPG7, ATPG8

추가

진행

우량 잔디 

형질전환체 개발

잔디 형질전환 및 형질전환체 생산 
(4종)

․ 우량 잔디 형질전환체 계통 다수 
확보를 위한 잔디 형질전환 수행 
(ORE7 및 AtSIZ 유전자가 도입된 잔
디 형질전환체 지속적 생산) 

100

․ AtGA2ox4 유전자의 잔디 형질전환
체 생산 및 형질전환체 선별 

100

․ ATHG1 유전자의 잔디 형질전환체 
생산 및 형질전환체 선별 

100

형질전환 잔디의 

기능 분석

형질전환 잔디의 유전자 발현 분석

․ ORE7 및 AtSIZ 잔디 형질전환체의 
유전자 도입 및 발현 분석 (PAT 
strip test, PCR, RT-PCR, Southern 
blot등) 

100

형질전환 잔디 기능 분석

․ 생산된 ORE7 잔디 형질전환체의 
표현형 분석 실시 (자연노화, 암처리
에 의한 노화유도, 스트레스에 의한 
노화유도 조건에서 노화 표현형 분
석)

100․ 생산된 AtSIZ 잔디 형질전환체의 표
현형 분석 실시 (염, 건조 등의 스트
레스 조건에서 표현형 분석)

․ 잔디 노화 분자마커 탐색 실시 
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구분
(연도) 세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

달성도
(%)

2차
년도

(2011)

고부가 잔디 적용 

유용 유전자 발굴

기능성 유전체 연구를 통한 유용 
유전자 발굴 및 기능검정 (2종)

․ 기능성 유전체 연구를 통한 변이체로
부터 잔디 적용 표현형질 변이체 선
별

   - 녹기연장 및 생산성 증대 변이체 
    선별
   - Freezing tolerance를 가지는 
    변이체 선별 

100

․ 변이체로부터 신규 유용 유전자 발굴 
및 기능검정 (총 4종)

   - ATPG2, ATPG4, ATPG8, DDF1
130

․ 신규 및 유용 유전자 형질전환용 벡
터 construct 제작 (총 5종)

   - ATPG2, ATPG3, ATPG4, ATPG7, 
ATPG8

200

우량 잔디 

형질전환체 개발

잔디 형질전환 및 형질전환체 생
산 (4건) (1-2차년도 총 6건)

․ 우량 잔디 형질전환체 계통 다수 확
보를 위한 잔디 형질전환 수행 
(ORE7과 AtSIZ 유전자가 도입된 잔
디 형질전환체 지속적 생산)

․ 신규 1 및 유용 유전자인 ATPG8과 
ATPG7에 대한 형질전환체 확보

100

․ AtGA2ox4 유전자의 잔디 형질전환체 
생산 및 잠정 형질전환체 선별 

․ ATHG1 유전자의 잔디 형질전환체 생
산 및 49개의 형질전환체 확보 

100

․ 요약: ORE7, AtSIZ, AtGA2ox4, 
ATHG1, ATPG7 그리고 ATPG8 유전
자에 대한 잔디 형질전환체 생산 
(총 6건)

100

형질전환 잔디의 

기능 분석

형질전환 잔디의 유전자 발현 분
석

․ ORE7 및 AtSIZ 잔디 형질전환체의 
유전자 도입 및 발현 분석 (PAT 
strip test, PCR, RT-PCR, qRT-PCR, 
Southern blot등) 

100

형질전환 잔디 기능 분석 및
형질전환 잔디 우수 형질 계통선
발 (2건)

․ 생산된 ORE7 잔디 형질전환체의 표
현형 분석 실시 (자연노화, 암처리에 
의한 노화유도, 스트레스에 의한 노
화유도 조건에서 노화 표현형 분석)

120

․ 생산된 AtSIZ 잔디 형질전환체의 표
현형 분석 실시 (염, 건조 등의 스트
레스 조건에서 표현형 분석)

․ ORE7 잔디 형질전환체의 포장에서 
가시적 표현형 및 노화 표현형 분석
을 통한 우량 형질전환체 확보 

․ 요약: ORE7과 AtSIZ에 대한 2종의 형
질전환 잔디 우수 형질 계통 선발 
진행
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구분
(연도) 세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용

달성도
(%)

최종
평가
(3차
년도,
2012)

고부가 잔디 적용 

유용 유전자 발굴

기능성 유전체 연구를 통한 유용 
유전자 발굴 및 기능검정 (3종)

․ 기능성 유전체 연구를 통한 변이체로
부터 잔디 적용 표현형질 변이체 선
별

   - 녹기연장/생산성 증대 변이체선별
   - Freezing tolerance 변이체 선별 

100

․ 변이체로부터 신규 유용 유전자 발굴 
및 기능검정 (총 5종)

   - ATPG2, ATPG4, ATPG8, DDF1, 
ATHB23

170

․ 신규 및 유용 유전자 형질전환용 벡
터 construct 제작 (총 6종)

   - ATPG2, ATPG3, ATPG4, ATPG6, 
ATPG7, ATPG8

200

우량 잔디 

형질전환체 개발

잔디 형질전환 및 형질전환체 생
산 (7건) 

․ 우량 잔디 형질전환체 계통 다수 확
보를 위한 잔디 형질전환 수행 
(ORE7과 AtSIZ 유전자가 도입된 잔
디 형질전환체 지속적 생산)

․ 기확보 AtGA2ox4와 ATHG1에 대한 
형질전환체 선별 및 확보

100

․ 신규 및 유용 유전자 ATPG3, ATPG4, 
ATPG7, ATPG8에 대한 형질전환체 
선별 및 확보

110

․ 요약: ORE7, AtSIZ, AtGA2ox4, 
ATHG1, ATPG3, ATPG4, ATPG7 그
리고 ATPG8 유전자에 대한 잔디 형
질전환체 생산 (총 8건)

110

형질전환 잔디의 

기능 분석

형질전환 잔디의 유전자 발현 분
석

․ ORE7, AtSIZ, ATHG1, ATPG3, ATPG4, 
ATPG7 그리고 ATPG8 잔디 형질전
환체의 유전자 도입 및 발현 분석 
(PAT strip test, PCR, RT-PCR, 
qRT-PCR, Southern blot등) (총 7건) 

100

형질전환 잔디 기능 분석 및
우수 형질 계통선발 (2건)

․ ORE7, AtSIZ, ATHG1, ATPG3, ATPG4, 
ATPG7, 그리고 ATPG8 잔디 형질전
환체의 가시적 표현형 분석 (총 7건)

120

․ ORE7, AtSIZ, ATHG1, ATPG7, 그리고 
ATPG8 잔디 형질전환체의 심화 기
능 분석 (노화 및 염, 건조 등의 스
트레스 조건에서 표현형 분석) (총 5 
건)

․ 심화 기능 분석을 통한 ORE7, AtSIZ, 
ATHG1, ATPG7, 그리고 ATPG8 5종
의 유전자에 대한 우량 잔디 형질전
환체 확보

․ ORE7과 AtSIZ에 대한 2종의 형질전
환 잔디의 우수 형질 계통 선발 및 
포장 증식 (총 2건)

지적소유권 확보 
․특허 출원 혹은 등록: 3건
․논문: 3건(SCI 학술지 2건, 
           기타 1건)

․ 국내외 특허 출원: 5건
․ 논문: 2건 (SCI 학술지 2건) 110
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 제 2 절. 관련분야에의 기여도 

    1. 연구개발 결과의 활용방안 

Advanced RAM approach, promoter trap approach 등의 다양한 기능성 유전체 연구를 통하여 발

굴된 노화, 스트레스 저항성 및 왜화 조절 관련 유용 유전자의 발굴을 통한 지적소유권을 확보

하고, 본 유전자들에 대한 기술이전을 통하여 경제적 이익을 추구할 것이다. 이때 유전자의 기

능을 강화하기 위하여 관련 전공자(식물 생리․생화학자 등)와의 공동연구를 적극 추진할 것이

며, 이러한 연구 결과는 유용 유전자의 기술이전에 있어서 보다 부가가치를 높일 것이다.  

학술적 측면에서의 활용 방안: 본 과제 수행동안 확보된 advanced RAM 및 promoter trap 변이

체들은 본사와의 협의 하에 국내 산․학․연 기관에 보급하여 변이체를 통한 식물 생장․발달 

관련 유용 유전자 발굴에 일조하여 국내 농업생명공학 분야의 발전에 도움을 주고자 한다. 

신품종 혹은 신기능성 작물 개발: 식물 녹기 연장 및 다양한 환경 스트레스 저항성 관련 유

용 유전자를 통한 잔디 신품종의 개발은 형질전환 기술과 형질전환체에 대한 원천 특허출원으

로 지적소유권 확보가 가능하여 기술이전 시 고부가 가치 창출을 유도할 수 있을 뿐 아니라 

타 경제작물 개발에도 적용이 가능하므로 국가 농업 활성화에 큰 도움을 줄 것이다. 

기술 개발된 우수 잔디 계통에 있어서 왜성, 녹기 연장 잔디 품종 개발은 골프장 등에 주로 적

용 가능하며, 환경 스트레스 저항성 잔디 품종 개발은 불리한 환경 조건, 특히 염분이 많이 축

적된 바닷가 토양 및 전체적인 온도가 낮은 고지대에 적용 가능하여 그 용도는 매우 높으리라 

생각된다. 이러한 잔디 품종의 산업화는 기본적으로 국내 기관 혹은 종자회사와 공동연구를 통

하여 품종 개발을 수행하고 이를 통한 수익을 창출하고자하며, 지적소유권에 대한 기술이전은 

잔디 품종 개발에 집중하고 있는 종자 회사가 주를 이룰 것이며 시장에 있어서 우선 국내 기

업을 대상으로 하고 이후 미국, 유럽 쪽이 그 대상이 될 것이다. 대상 업체는 Monsanto, Jacklin 
종자 회사, Scotts Co. 등 미국과 유럽에 위치하고 있는 여러 major 회사가 예상된다. 이러한 국

외 마케팅의 대부분은 영양 생식 잔디의 수출이 용이하지 않은 관계로 종자 생산을 목적으로 

할 것이나, 이 경우 장기 프로젝트로 추진해야 할 것이다. 그리고 국내에서는 단기 프로젝트가 

가능한 영양 생식 잔디 품종 개발에 집중할 것이며, 특히 삼성, 현대, LG 및 코오롱 등의 다수

의 골프장을 보유하고 있는 대기업이 주 마케팅 대상이 될 것이다. 국내 마케팅의 영역은 공동 

연구를 통한 품종 개발, 그리고 이를 통한 공동 사업화 등의 형태가 주가 될 것이다. 
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    2. 기대성과 

[기술적 측면]

본 연구는 다양한 유전체 기능연구를 적용함으로써 녹기 연장, 스트레스 저항성 및 왜화 조절 

관련 유용 기능성 유전자의 대량 발굴 및 이를 활용한 고부가 잔디 신품종 개발을 이룰 수 있

으리라 확신하며, 이러한 연구를 통하여 확보된 녹기연장, 스트레스 저항성, 및 왜성 조절 관련 

유용 유전자에 대한 지적 소유권 확보는 향후 국가 생명공학 산업화의 경쟁력을 가지는데 일

조를 할 것이다.

  국가 기간산업으로 그 위치를 공고히 해온 국내 농업이 존폐의 위기를 맞고 있는 열악한 상

황에서 작물의 생산성 증대 및 농업의 고부가가치화를 통하여 농촌 및 농업 기반을 새로이 구

축할 필요가 있다.  따라서 고부가 잔디 신품종 개발은 국가 국내 농가에 경제적 이익을 제공

하여 귀농 의지의 고취 및 국가 기반 사업인 농업 활성화에 일조할 것이다. 

세부적으로 보면 식물 녹기 연장 및 스트레스 저항성 관련 유전자의 자체 신규 발굴은 식물 

노화조절 및 복합 스트레스 조절에 대한 분자적 기작 해명의 전기를 만들고, 다른 작물에서 노

화 및 스트레스 조절 유전자의 분리, 노화 및 스트레스 조절기술의 개발 등 광범위한 파급 효

과가 있으며, 이러한 새로운 식물 노화 및 스트레스 저항성 조절 기술의 개발은 타 작물의 생

산성 조절 기술에 확대 적용되는 파급효과를 가진다.

[경제․산업적 측면]

최근 20년간의 형질전환기술에 있어서 유전자 재조합 및 형질전환 식물체 개발에 대한 특허 

출원 현황을 조사해 보면, 우리나라는 미국의 약 10%정도에도 미치지 못 하고 있는 실정이다. 
따라서 본 과제의 다양한 유전체 기능 연구를 통한 녹기연장, 스트레스 저항성 및 왜성 조절 

관련 유용 유전자의 발굴은 일차적으로 식물 유전자를 독점하여 세계 식물 생명공학 사업을 

독점적으로 운용하고자 하는 다국적 기업을 견제할 수 있으며, 식물 생명공학에 대한 국가 간

의 경쟁력을 강화시키는데 일조할 것이다. 식물의 생산성 증대를 유발할 수 있는 유전자의 잠

재적 가치는 약 80억불 이상이 되며, 이러한 유전자를 통한 신품종 혹은 신기능성 작물의 개발

에 대한 잠재 시장은 2005년을 기준으로 볼 때 약 200억불 이상이 될 것으로 보고 있다. 따라

서 식물 녹기연장 및 스트레스 저항성 관련 유용 유전자를 통한 고부가 잔디 신품종 개발은 

유전자의 잠재 가치를 증가시켜 기술이전 시 보다 많은 수익 창출을 가능하게 하고, 신품종 개

발을 통한 사업화는 지적소유권을 확보한 상태에서의 사업화이기에 대외적 경쟁력을 가질 수 

있을 것으로 판단된다. 
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제 5 장   연구개발 성과 및 성과활용 계획

 제 1 절. 연구개발 성과 

    1. 연구성과 목표 및 대비실적

(단위 : 건수)

구분

특허 신품종

유전자원
등록

논문

기타
출원 등록 품종

명칭등록

품종생산
수입판매

신고

품종보호
SCI 비SCI

출원 등록

1차년도
목표 0 0 1

달성 1 1 0

2차년도
목표 1 1

달성 3 0

3차년도
목표 2 1

달성 1 1

계
목표 3 2 1

달성 5 2 0

    2. 논문게재 성과

게재연도 논문명
저자

학술지명 Vol.(No.) 국내외 
구분

SCI구분
주저자 교신저자 공동저자

2011년 1월 Overexpression ~1) 강홍규 임평옥 김준기 등 Plant Science 180: 634-641 국외 SCI

2013년 

(accepted) 
The homeodomain~2) 최현모 우혜련

임평옥 정수영 등 Physiologia
Plantarum accepted 국외 SCI

1)Overexpression of FTL1/DDF1, an AP2 transcription factor, enhances tolerance to cold, drought, and heat stresses in 
Arabidopsis thaliana 

2)The homeodomain-leucine zipper ATHB23, a phytochrome B-interacting protein, is important for phytochrome B-mediated 
red light signaling
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    3. 특허출원/등록 성과

출원된 특허의 경우 등록된 특허의 경우

출원연도 특허명 출원인 출원국 출원번호 등록연도 특허명 등록인 등록국 등록번호

2011년 4월 식물의~a) 제노마인(주) 대한민국
10-2011-
0038932

2011년10월 식물의~b) 제노마인(주) 대한민국
10-2011-
0110593

2012년 4월 식물의~c) 제노마인(주) 대한민국
10-2012-
0039113

2012년 4월 ATPG8~d) 제노마인(주) 국제(PCT)
PCT/KR2012/

002967

2012년 10월 ATPG4~e) 제노마인(주) 국제(PCT)
PCT/KR2012/

008798
a)식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 유전자 및 이들의 용도 
b)식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG4 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도 
c)식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 유전자 및 이들의 

용도 
d)ATPG8 Protein Providing Yield Increase and Delaying Senescence and Stress Tolerance of Plants, the Gene Encoding the 

Protein and Those Use 
e)ATPG4 Protein Delaying Senescence and Providing Yield Increase and Stress Tolerance in Plants, the Gene Encoding the 

Protein and Those Uses

    4. 학술대회 발표

In-Ja Song, Eun-Jeong Kang, Hyeon-Jin Sun, Tae-Woong Bae, Dong-Hee Lee, Hyo-Yeon Lee, Pyung-Ok Lim 
(2011.04.29.-30) Transgenic creeping bentgrass expressing the Arabidopsis ORESARA7 extends leaf longevity 
and increases tolerance to environmental stresses. 2011 한국자원식물학회 국제 춘계학술발표회 및 녹색환

경 천연화장품, 천연비누 공모전 공동심포지엄, 순천대학교

    

    5. 인력활용/양성 성과

[인력지원 성과]

지원
총인원

지원 대상 (학위별, 취득자) 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 대전 기타지역

24 10 10 4 0 7 17 0 0 24
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  제 2 절. 성과활용 계획 

    1. 연구성과 활용목표 

구분 기술실시(이전) 상품화 정책자료 교육지도 언론홍보 기타

활용건수
목표 2

달성

    2. 연구성과 활용계획 

연구 산물의 산업화는 녹기연장의 ORE7 잔디와 스트레스 저항성 AtSIZ 잔디 형질전환체를 중

점적으로 실시할 예정이다. 두 형질전환체는 골프장 등에 주로 적용 가능하며, 또한 환경 스트

레스 저항성 잔디 품종 개발은 불리한 환경 조건, 특히 염분이 많이 축적된 바닷가 토양 및 전

체적인 온도가 낮은 고지대에 적용 가능하여 그 용도는 매우 높으리라 생각된다. 또한 신규 발

굴한 유용 유전자의 경우, 녹기연장 및 스트레스 저항성에 대한 목표형질을 뚜렷이 제공하기에 

기술사업화에 있어서 우선 대상이 될 것으로 판단한다. 

이러한 연구산물에 대한 기술사업화는 2 가지 방안으로 진행될 것이다. 첫 번째는 단기 전략으

로 유전자 및 형질전환체에 대한 지적소유권에 대한  국내 기관 혹은 기업, 그리고 다국적 잔

디 혹은 종자 회사로의 기술이전이다. 기술이전의 주요 대상은 국내 농업 활성화를 위하여 국

내에 우선적으로 기술이전을 실시할 예정이며 이후 다국적 종자 회사인 Monsanto, Jacklin 종자 

회사, Scotts Co. 등 미국과 유럽에 위치하고 있는 다국적 종자 회사를 대상으로 기술이전을 실

시할 예정이다. 주관기관인 제노마인(주)의 다국적 기업과의 유용 유전자에 대한 기술이전 성

공 사례는 본 사업에서 확보하는 우량 형질의 유전자 혹은 형질전환체에 대한 기술이전의 가

능성을 보다 올려줄 것으로 판단된다.

본 연구에서 개발하고자 하는 형질전환 잔디에는 복합 환경 스트레스 저항성, 녹기 연장, 왜화 

조절 유전자 등의 목적 형질 유전자 이외에 비선택성 제초제 저항성 유전자가 선발마커로 도

입되어 있는데, 제초제 저항성 GM 작물은 재배 관리상의 이점과 함께 농약사용량을 감소시키

는 효과가 있다고 보고되어 있다(James C, ISAAA Briefs No 23). 이 보고에 따르면 비선택성 

제초제 저항성 대두를 각 지역에서 3년간 시험 재배한 결과, 기존의 야생형 대두 재배 시에 비

해 제초제 사용량을 25% 이상 감소시키는 효과를 가져왔으며 결과적으로 재배 3년째에는 약 

47% 정도 경제적 이득이 증가하였다. 제주대학교의 제초제 저항성 들잔디의 포장 실험에서도 

야생형 잔디에 비해 잡초방제 및 관리비용이 연차별로 감소하여 재배 3년째부터는 약 25% 이
상의 농약사용량 및 관리비용이 절감됨을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 비선택성 제초제 

저항성 유전자가 도입된 형질전환 잔디는 재배 관리 비용의 절감으로 인한 경제적 이득의 증

가뿐만 아니라 제초제 사용량을 줄이는 효과도 있어 보다 환경친화적인 작물이 될 수 있음을 

시사한다. 본 연구에서 개발하고 있는 고부가가치 형질전환 잔디는 제초제 저항성 유전자와 함
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께 복합 스트레스 내성, 왜성 조절 유전자 등이 도입되어 있으므로, 잔디 재배 관리 비용의 절

감 및 경제적 이득 증가에 상승효과를 유발할 수 있을 것으로 보인다. 개발된 GM 작물은 환

경위해성 평가를 통해 환경방출 승인을 얻어야만 상업적 재배가 가능한데 여기에서 가장 중요

한 항목이 유전자 이동에 의한 주변생태계에 대한 영향이다. 제주대학교의 제초제 저항성 들잔

디의 경우, 3m 이상의 거리에서는 야생형 잔디로의 유전자 이동 가능성이 거의 없는 것으로 

나타났고, 같은  Zoysia속에 속하는 야생 잔디는 금잔디, 갯잔디 등 두 종에 불과할 뿐만 아니

라 교배 가능성도 매우 낮은 것으로 확인되었다. 또한, 들잔디의 자연 상태에서의 발아율은 약 

4% 이내로 타 작물에 비해 매우 낮으며, 자연 상태에서 발아하였을 경우, 우점잡초에 의해 생

육이 억제되어 자연 소멸하는 것으로 확인되었다. 이와 같은 결과로부터, 본 연구에서 개발되

는 형질전환 들잔디는 현재까지 환경방출 승인된 타 GM 작물보다 주변 자연환경이 미치는 영

향이 매우 적을 것으로 보여 GM 작물의 환경 위해성 평가를 통과하는 데에는 큰 문제가 없을 

것으로 판단하고 있다. 

이러한 배경을 바탕으로 본 연구 산물의 두 번째 산업화 방안은 확보한 유용 유전자 및 형질

전환체에 대한 공동 사업화를  통한 우량 품종 개발에 대한 자체 사업화이다. 국외 기술사업화

의 경우 대부분은 영양 생식 잔디의 수출이 용이하지 않은 관계로 종자 생산을 목적으로 하므

로, 보다 장기 프로젝트를 추진해야 할 것으로 판단되며, 국내에서는 영양 생식 잔디 품종 개

발이 가능하므로 단․중기 프로젝트로 추진할 예정이다. 대상으로는 삼성, 현대, LG 및 코오롱 

등의 다수의 골프장을 보유하고 있는 대기업이 주 마케팅 대상이 될 것이다. 이러한 국내 기술

사업화의 영역은 공동 연구를 통한 품종 개발, 그리고 이를 통한 공동 사업화 등의 형태가 주

가 될 것이다. 
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제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

[산업화 현황] 

잔디는 단위면적당 생산단가가 타 작물에 비해 월등히 높은 고부가 경제 작물이며(작물 평균 

323불/acre, 잔디 3,300불/acre, 2007 Census of Agriculture Data Release), 세계 4대 작물 중 하나

인 옥수수 다음으로 시장 규모가 크다. 이러한 잔디 시장은 약 50조 원의 규모를 가지는 것으

로 알려지고 있다. 미국의 경우, 잔디 시장 규모는 2002년 1,000백만 불에서 2007년 1,354억 불

로 증가하였으며(그림 A), 최근의 TPI(Turfgrass Producers International) 자료에 의하면 2010년의 

시장 규모가 2009년에 비하여 약 35%의 신장세를 가지는 것으로 나타났다. 이러한 사실은 잔

디 품종 개발이 매력적인 사업이며, 고부가 가치 창출이 가능한 사업이라 예측된다.

그림 A. Turfgrass comparison chat 1974 to 2007 in USA (2007 Census of agriculture data release, 2007)

그림 B. 유전자 변형 작물의 세계 시장 및 재배 면적 동향 (식물개량기술, 2003, 특허청; Clive James, 
2006)
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한편 유전자 변형 작물에 대한 재배 면적 증가 및 세계 시장규모가 2010년경에는 약 250억불

로 증가할 것으로 추정하고 있으나(그림 B), 최근 고유가 지속에 의한 국가 바이오 안보 문제, 
환경오염 문제, 그리고 에너지 수입 대처 효과 등으로 인하여 유전자 변형 작물 개발이 급속도

로 진행됨에 따라 그 시장 규모는 훨씬 커질 것으로 추정된다.  따라서 상기의 유전자 변형 작

물 시장의 급속한 신장세는 본 사업의 필요성을 인지시키고 있다.

[기술개발 현황]

국내외 잔디의 품종 개발은 전통적인 육종 방법을 이용하고 있으나, 최근 분자생물학적 방법을 

이용하여 신품종 개발이 시도되고 있다. 그럼에도 불구하고 전 세계적으로 벤트그라스 등 극히 

몇몇 품종에서만 형질전환의 성공 사례가 보고되고 있을 뿐 아직 잔디에 대한 안정적인 형질

전환에 대한 연구는 거의 없는 실정이다. 잔디 품종 개발에 있어서 유용 유전자 삽입이 가능한 

형질전환 기법은 전 세계적으로 공통적인 기술 적용의 범위이며, 국내외에서 가지는 유전자 변

형 작물에 대한 문제는 최근 안정성 평가 등의 방법을 통하여 부분적으로 해결되고 있는 실정

이다. 따라서 이와 같은 유전자 변형 작물 문제 해결 능력은 이후 보다 좋은 품질의 신 기능성 

우량 잔디 품종 개발에 크게 이바지할 것이며, 이러한 예측은 형질전환을 통한 잔디 신품종 개

발에 있어서 보다 많은 기회를 제공할 것이다.

국외 잔디 품종 개발에 있어서 거의 대부분은 기능성 신품종 개발 쪽으로 방향성을 잡고 품종 

개발에 집중하고 있다. 특히 제초제 저항성 잔디 개발이 가장 보편화된 기술 개발로 들 수 있

으며, 최근 표현형이 확실한 우량 잔디 품종, 예를 들면 왜성 잔디 품종, 다양한 biotic 그리고 

abiotic 스트레스 저항성 잔디 개발에 많은 투자를 하고 있는 실정이다. 

최근 잔디 품종 개발의 많은 부분이 형질전환 기술을 통한 유전자 변형 잔디 품종 개발에 집

중하고 있으며, 특히 제초제 저항성, biotic/abiotic 스트레스 저항성 등과 같은 기능성 잔디 품종 

개발에 집중하고 있다. 또한 잔디 관리의 편리성을 제공하는 크리핑 벤트그라스의 기능성 품종 

개발에도 많은 연구를 집중시키고 있는 중이다. 이러한 품종 개발에 대한 동향 및 사례를 아래 

Table A에서 제시하였다. 

Table A. 식물 유전공학 기법을 이용한 잔디 품종 개발에 대한 동향

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

미국 Rutgers 대학, 
Monsanto사, Scott사 

왜소형 형질전환 잔디 개발 (크리핑 벤트그라스)  판매 준비 중

Monsanto 사 제초제 저항성 잔디 품종 개발
 마지막 승인 절차 준비 및 판매  

 준비 중

중국 Zhejiang 대학 제초제 저항성 버뮤다 잔디 품종 개발  형질전환 성공 및 품종 개발

미국 캔사스 주립대학 크리핑 벤트그라스에서 T-DNA 융합의 특성 분석  연구 진행 중

제주대학교 제초제 저항성 잔디 품종 개발  품종의 안정성 평가 중 

금호연구소, 제주대학교 음지 내성형 제초제 저항성 잔디 품종 개발 
 애기장대 유전자의 잔디 적용 

 가능성 제시
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식물의 녹기 연장 및 다양한 환경 스트레스 조절은 생물학적 중요성뿐만 아니라 작물의 생산

성 조절 가능성 때문에 많은 생리학적, 생화학적 연구가 수행되어 왔으며 유전학적, 분자생물

학적 연구는 최근 수년 사이에 많이 진행되고 있다. 최근 많은 연구팀들이 식물의 녹기 연장 

및 다양한 환경 스트레스 조절 관련 유용 유전자를 이용한 생산성 증대 및 기능 강화 신품종 

혹은 신기능성 작물의 개발에 연구를 집중하고 있으며, 최근 애기장대 유전자를 통한 우수 작

물 개발을 여러 연구팀이 시도하고 있는 중이다. 

애기장대에서 발굴한 유용 유전자의 고부가가치 작물 개발에 대한 적용은 다양한 작물에서 알

려지고 있다. 애기장대 PHYB 유전자 도입으로 감자에서 광합성 효율 및 기공의 conductance 증
가를 유발하여 high intensity 조건하에서 tuber number 및 yield의 증가가 유발되었으며 이러한 

표현형을 가진 고부가 형질전환 감자 품종 개발에 집중하고 있다(Boccalandro et al., 2003). 또
한 미국의 Texas Tech. Univ.와 Univ. of California Davis 연구팀은 애기장대의 vacuolar 
sodium/proton antiporter 유전자인 AtNHX1을 면화에 도입하여 salt stress에 대한 저항성뿐만 아니

라 필드에서 보다 양질의 fiber 생산량 증가 표현형을 가지는 우수 면화 품종 개발에 집중하고 

있다(He et al., 2005). 

그러나 전체적으로 잔디의 품종 개량에 대한 애기장대 유용 유전자의 적용은 아직 미미한 실

정이다. 최근 국내에서 송필순 박사 연구팀은 애기장대 유전자인 phyA를 잔디에 도입하여 음지

내성형 고부가 잔디 품종 개발에 집중하고 있다. 또한 본 연구팀은 애기장대 유전자인 ORE7을 

통한 녹기연장 잔디 형질전환체 개발, AtSIZ를 통한 염 스트레스 저항성 잔디 형질전환체 개발, 
그리고 PAPP5의 TPR domain을 통한 왜화 잔디 형질전환체 개발을 성공하였다. 
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[부록 1] 특허출원 (PCT/KR2012/008798)

【명세서】

【발명의 명칭】

식물의 노화 지연 기능, 생산성 증대 기능 및 스트레스 

내성 기능을 갖는 ATPG4 단백질과 그 유전자 및 

이들의 용도{ATPG4 Protein Delaying Senescence and 

Providing Yield Increase and Stress Tolerance in Plants, 

the Gene Encoding the Protein and Those Uses}

【기술분야】

본 발명은 식물의 노화 지연 기능, 생산성 증대 기능 

및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG4 단백질과 그 

유전자 및 이들의 용도에 관한 것이다.

【발명의 배경이 되는 기술】

식물의 노화는 식물 발생의 마지막 단계로서, 세포, 

조직, 기관 혹은 생물체 수준에서 나이-의존적 붕괴 

과정이며, 생장 및 발생 단계를 거쳐 치사 단계를 

유도한다. 식물은 노화가 진행됨에 따라 점차적으로 

합성능력이 저하되고 세포 내구조물과 거대분자들이 

순차적으로 분해되면서 세포의 항상성을 잃게 되어, 

결국 죽음에 이르게 된다(Thomas et al., 1993). 이러한 

식물의 노화는 일련의 연속된 생화학적 및 생리학적 

현상으로 유전적으로 계획되어 있어 세포, 조직 및 

기관의 수준에서 매우 정교하고, 능동적으로 진행된다. 

세포 구조에 있어서 노화의 초기 현상은 잎 단백질의 

70% 이상을 함유하고 있는 소기관인 엽록체의 

분해이다. 대사적인 측면에서 보면, 식물체내 탄소 

동화작용이 엽록소와 단백질, 막 지질, 그리고 RNA와 

같은 거대분자의 이화작용으로 전환되는 것을 

의미한다. 노화를 통하여 증가된 이화 작용 활성은 

생장 동안 동화조직인 잎에 축적된 세포성분들이 종자 

혹은 다른 저장 기관의 발달을 위해 공급되는 배출성 

세포 성분으로 전환되는 것을 유도한다. 따라서 식물의 

노화는 세포가 퇴화하는 과정인 동시에 진화 과정 

동안 환경에 적응하기 위해 능동적으로 획득한 

유전형질이라고 생각되고 있다(Buchanan-Wollaston et 

al., 2003; Lim and Nam, 2005; Nam, 1997) 

이와 같은 식물의 노화는 식물 호르몬 등과 같은 내적 

환경요인 및 가뭄, 영양소 제한, 병원균 침투 등과 

같은 외적 환경 요인에 의하여 영향을 받는다. 식물 

호르몬 중 cytokinin은 생리학적으로 노화 지연 

호르몬으로서 이를 이용한 노화조절 기술이 많이 

보고되고 있다. Amasino 그룹은 노화 특이적인 SAG12 

유전자의 promoter에 IPT 유전자를 재조합하여 노화 

단계 특이적인 cytokinin 합성 조절 방법을 

개발하였으며, 상기 방법으로 노화를 지연시킨 

담배에서 50%의 생산성 증대를 볼 수 있었다. 같은 

방법으로 상추에 도입시켰을 때 수확 후 저장성이 

크게 증가되는 것을 알 수 있었다(McCabe et al., 2001). 

또한 SAG12 promoter에 옥수수의 homeobox gene 

(knotted1)을 발현시킨 담배에서 cytokinin의 level이 

증가하였고 잎의 노화도 지연된다는 보고가 있었다. 

토마토의 경우 ethylene 조절을 통해 과일의 숙성을 

조절한 사례가 보고되고 있으며, 또한 세포벽 분해와 

관련된 polygalacturonase 유전자의 발현을 억제시켜 

토마토의 운송성과 저장성을 증가시킨 Flav-O-Savor의 

경우가 대표적으로 상업화 된 예가 될 수 있다. 사과의 

경우, 노화가 지연되도록 육종된 국내 품종의 하나가 

ethylene 합성 유전자인 ACC oxidase 유전자의 변이를 

동반하고 있음이 보고되었다. 

최근 노화 조절 현상을 구명하기 위하여 노화시기에 

발현이 유도되는 유전자의 분리 및 이들의 발현 양상 

분석에 관한 많은 연구가 수행되었다. 노화 시 발현이 

증가되는 유전자들의 분석은 애기장대, 무, 토마토 

등에서 연구가 수행되었으며, 이러한 발현 양상 분석을 

통해 노화의 pathway들은 매우 복잡한 network을 

이루고 있음이 제시되었고, 최근에는 subtractive 

hybridization과 microarray 등의 방법을 이용하여 

노화시기에 유도되는 유전자들을 다량으로 분리하고 

있고, 이들 중 노화 조절 유전자로 추정되는 

transcription factor, 혹은 receptor-like kinase 등과 같은 

유전자들을 주target으로 하여 발현 분석을 실시하고 

있다. 노화 과정 동안 발현이 증가되는 전사인자 중 

많은 부분은 NAC, WRKY, C2H2-type zinc finger, 

Ap2/EREBP, 그리고 MYB 도메인을 가지는 

단백질들이었다(Lim et al., 2007). WRKY 전사인자 중 

WRKY53 유전자의 발현 억제는 식물체에서 노화지연을 

유발하는 반면, 발현 증가는 식물체의 조기 노화 
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현상을 유발하였다. 따라서 WRKY53 유전자는 식물체 

노화에 대한 positive regulator인 것으로 보인다(Miao et 

al., 2004). 또한 NAC 전사인자 중 AtNAP 유전자도 

상기 유전자와 마찬가지로 식물체 노화에 대한 positive 

regulator인 것으로 보고되고 있다(Guo and Gan, 2006). 

한편 Receptor-like kinase중 하나인 콩의 GmSARK의 

발현은 자연 발생적 노화뿐만 아니라 암 처리에 의한 

인위적 노화 과정에서도 up-regulation되며, 본 유전자의 

억제는 잎 노화의 지연을 유발한다고 알려지고 있다(Li 

et al., 2006).

최근 활성산소종(ROS; reactive oxygen species)이 식물체 

노화에 중요한 역할을 담당하는 것으로 알려지고 있다. 

특히 peroxysome에서 유래된 catalase isoform들은 

APX1과함께 식물체의 노화를 조절한다고 애기장대를 

재료로 하여 Zentgraf 그룹에서 제안하고 있다 

(Zimmermann et al., 2006). 

한편, 농업적인 측면에서 보면 식물의 노화는 식물의 

생장 단계에 대한 제한으로 인하여 작물의 생산성을 

제한할 수 있으며 또한 채소 작물 등에서 잎의 황화 

현상과 영양소 소실 등과 같은 품질 손실율을 유발할 

수도 있다. 따라서 식물 노화에 대한 연구는 

기본적으로 식물의 생육 과정에 대한 이해도를 

증가시킬 뿐만 아니라 식물 노화 조절을 제공하여 

작물의 생산성, 저장성 등과 같은 농업적 형질의 

향상을 유발할 수 있다. Gan 등(1995)은 담배에서 노화 

조절을 통해 생산성을 최고 50%까지 증가 시킬 수 

있었으며, 또한 콩(Guiamett et al., 1990)과 같은 

곡물류에서도 노화 조절을 통해 생산성이 30% 이상의 

증대 효과를 얻을 수 있었다. 그러나 여전히 식물 

노화를 조절을 통한 생산성 증대에 대한 연구는 극히 

제한적이다. 

이러한 이유에서 식물 분야 생명공학 종사자들은 

식물에서 수명 연장에 관여하는 유전자나 단백질 등을 

찾아내고자 노력하고 있다.

【발명의 내용】

【해결하고자 하는 과제】

본 발명의 목적은 식물의 노화 지연 기능을 가지고 

생산성 증대 기능을 가지며 스트레스 내성 기능을 

가지는 ATPG4 단백질을 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 단백질을 암호화하는 

유전자를 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 노화 지연 특성을 갖는 

식물체의 제조 방법을 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 생산량 증대 특성을 갖는 

식물체의 제조 방법을 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 스트레스 내성을 갖는 

식물체의 제조 방법을 제공하는 데 있다.

본 발명의 기타의 목적은 이하에서 제시될 것이다.

【과제의 해결 수단】

본 발명은 일 측면에 있어, 식물의 노화 지연 기능을 

가지고 생산성 증대 기능을 가지며 스트레스 내성 

기능을 가지는 ATPG4 단백질에 관한 것이다. 

본 발명자(들)는 하기 실시예에서 확인되는 바와 같이, 

애기장대의 AT-HOOK MOTIF NUCLEAR-LOCALIZED 

PROTEIN (GeneBank accession number NP_566232.1) 

염기서열을 기초로 상기 단백질의 유전자를 분리하고 

상기 유전자를 애기장대에 형질전환시켜 과발현시켰을 

때, 식물의 노화 지연 현상이 뚜렷하게 나타나고, 이와 

더불어 개체의 생체량 증가 및/또는 종자 생산성 

증가라는 생산성 증대 특성도 뚜렷하게 나타나며, 

더불어 가뭄 스트레스 또는 산화적 스트레스에 대한 

내성 특성도 뚜렷하게 나타남을 확인하였다. 

이러한 실험 결과는 상기 유전자 및 단백질이 

식물체의 노화를 지연시키고 식물의 생산성을 

증대시키는 데 관여한다는 것을 의미한다고 할 수 

있다. 

본 발명자들은 상기 유전자를 ATPG4 (AT-hook protein 

of Genomine 4) 유전자 및 ATPG4 단백질로 

명명하였으며, 이들 염기 서열 및 아미노산 서열은 

각각 서열번호 1 및 2에 개시되어 있다.

본 발명의 ATPG4 단백질은 하기 (a), (b) 및 (c)의 

폴리펩티드들 중 하나이다. 

(a) 서열번호 2에 기재된 아미노산 서열 전체를 

포함하는 폴리펩티드 

(b) 서열번호 2에 기재된 아미노산 서열의 실질적인 

부분을 포함하는 폴리펩티드 및

(c) 상기 (a) 또는 (b)의 폴리펩티드와 실질적으로 

유사한 폴리펩티드. 
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본 명세서에서, "단백질"이라는 용어는 폴리펩티드와 

동일한 의미로서 서로 혼용되어 사용되며, 

"유전자"라는 용어는 폴리뉴클레오티드와 동일한 

의미로서 서로 혼용되어 사용된다.

본 명세서에서, "서열번호 2에 기재된 아미노산 서열의 

실질적인 부분을 포함하는 폴리펩티드"는 서열번호 2에 

기재된 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩티드와 

비교하였을 때 여전히 식물 노화 지연 기능 및 생산성 

증대 기능을 보유하기에 충분한 정도의 서열번호 2의 

아미노산 서열의 일부분을 포함하는 폴리펩티드로서 

정의된다. 여전히 식물의 노화 지연 기능 및 생산성 

증대 기능을 보유하기에 충분하면 되므로, 상기 

폴리펩티드의 길이 그리고 그러한 폴리펩티드가 

가지는 활성의 정도는 문제되지는 않는다. 즉 서열번호 

2에 기재된 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드에 

비해 활성이 낮더라도, 여전히 노화 지연 기능 및 

생산성 증대 기능을 가지는 폴리펩티드라면 그 길이야 

어떻든 상기 "서열번호 2에 기재된 아미노산 서열의 

실질적인 부분을 포함하는 폴리펩티드"에 포함된다는 

것이다. 당업자라면, 즉 본 출원시를 기준으로 공지된 

관련 선행기술을 숙지하고 있는 자라면, 서열번호 2에 

기재된 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드에서 

일부분이 결실되더라도 그러한 폴리펩티드는 여전히 

노화 지연 기능 및 생산성 증대 기능을 보유할 

것이라고 기대할 것이다. 그러한 폴리펩티드로서 

서열번호 2에 기재된 아미노산 서열을 포함하는 

폴리펩티드에서 N-말단 부분 또는 C-말단 부분이 

결실된 폴리펩티드를 들 수 있다. 그것은 일반적으로 

N-말단 부분 또는 C-말단 부분이 결실되더라도 그러한 

폴리펩티드는 본래의 폴리펩티드가 가지는 기능을 

가진다고 당업계에 공지되어 있기 때문이다. 물론 

경우에 따라서는, N-말단 부분 또는 C-말단 부분이 

단백질의 기능 유지에 필수적이서 N-말단 부분 또는 

C-말단 부분이 결실된 폴리펩티드가 상기 기능을 

나타내지 않는 경우가 있을 수 있겠지만, 그럼에도 

그러한 비활성의 폴리펩티드를 활성의 폴리펩티드와 

구분하고 검출해내는 것은 당업자의 통상의 능력 범위 

내에 속한다. 나아가 N-말단 부분 또는 C-말단 

부분뿐만 아니라 그이외의 다른 부분이 결실되더라도 

본래의 폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 가질 수 

있다. 여기서도 당업자라면 그의 통상의 능력의 범위 

내에서 이러한 결실된 폴리펩티드가 여전히 본래의 

폴리펩티드가 가지는 기능을 가지는가를 충분히 

확인할 수 있을 것이다. 특히 본 명세서가 서열번호 

1의 염기서열 및 서열번호 2의 아미노산 서열을 

개시하고 있고 나아가 서열번호 1의 염기서열에 의해 

암호화되고 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진 

폴리펩티드가 식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 

기능을 보유하는지를 확인한 실시예를 개시하고 

있다는 점에서, 서열번호 2의 아미노산 서열에서 일부 

서열이 결실된 폴리펩티드가 서열번호 2의 아미노산 

서열을 포함하는 폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 

보유할 것인가를 당업자는 그의 통상의 능력 범위 

내에서 충분히 확인할 수 있다는 것이 매우 

자명해진다. 그러므로 본발명에 있어서 상기 "서열번호 

2에 기재된 아미노산 서열의 실질적인 부분을 

포함하는 폴리펩티드"는 상기 정의와 같이 본 명세서의 

개시 내용에 기초하여 당업자가 그의 통상의 능력 

범위 내에서 제조 가능한 식물의 노화 지연 기능 및 

생산성 증대 기능을 가지는 결실된 형태의 모든 

폴리펩티드를 포함하는 의미로서 이해되어야 한다.

또한 본 명세서에서, "상기 (a) 및 (b)의 폴리펩티드와 

실질적으로 유사한 폴리펩티드"란 하나 이상의 치환된 

아미노산을 포함하지만, 서열번호 2의 아미노산 서열을 

포함하는 폴리펩티드가 가지는 기능, 즉 식물의 노화 

지연 기능 및 생산성 증대 기능을 보유하는 

폴리펩티드를 말한다. 여기서도 하나 이상의 치환된 

아미노산을 포함하는 폴리펩티드가 식물의 노화 지연 

기능 및 생산성 증대 기능을 보유하기만 한다면 

그러한 폴리펩티드가 가지는 활성의 정도나 

아미노산이 치환된 정도는 문제되지 않는다. 바꿔 

얘기해서, 하나 이상의 치환된 아미노산을 포함하는 

폴리펩티드가 서열번호 2의 아미노산 서열을 포함하는 

폴리펩티드에 비해 그 활성이 아무리 낮더라도 또 

많은 수의 치환된 아미노산을 포함하고 있다고 

하더라도 그러한 폴리펩티드가 식물의 노화 지연 기능 

및 생산성 증대 기능을 보유하기만 한다면 본발명에 

포함된다는 것이다. 하나 이상의 아미노산이 
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치환되더라도 치환되기 전의 아미노산이 치환된 

아미노산과 화학적으로 등가라면, 그러한 치환된 

아미노산을 포함하는 폴리펩티드는 여전히 본래의 

폴리펩티드의 기능을 보유할 것이다. 예컨대, 소수성 

아미노산인 알라닌이 다른 소수성의 아미노산, 예를 

들면 글리신, 또는 보다 더 소수성인 아미노산, 예를 

들면 발린, 류신 또는 이소류신으로 치환되더라도 

그러한 치환된 아미노산(들)을 가지는 폴리펩티드는 

활성은 낮더라도 본래의 폴리펩티드가 가지는 기능을 

여전히 보유할 것이다. 마찬가지로, 음으로 하전된 

아미노산 예컨대, 글루탐산이 다른 음으로 하전된 

아미노산, 예컨대 아스파르산으로 치환되더라도 그러한 

치환된 아미노산(들)을 가지는 폴리펩티드도 활성은 

낮더라도 본래의 폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 

보유할 것이며, 또한 양으로 하전된 아미노산, 예컨대 

아르기닌이 다른 양으로 하전된 아미노산, 예컨대, 

리신으로 치환되더라도 그러한 치환된 아미노산(들)을 

가지는 폴리펩티드 또한 활성은 낮더라도 본래의 

폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 보유할 것이다. 

또한 폴리펩티드의 N-말단 또는 C-말단 부분에서 

치환된 아미노산(들)을 포함하는 폴리펩티드도 본래의 

폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 보유할 것이다. 

당업자라면, 그 전술한 바의 하나 이상의 치환된 

아미노산을 포함하면서도, 서열번호 2의 아미노산 

서열을 포함하는 폴리펩티드가 가지는 식물의 노화 

지연 기능 및 생산성 증대 기능을 여전히 보유하는 

폴리펩티드를 제조할 수 있다. 또한 당업자라면 하나 

이상의 치환된 아미노산을 포함하는 폴리펩티드가 

여전히 위 기능을 가지는가를 확인할 수 있다. 더구나 

본 명세서가 서열번호 1의 염기서열 및 서열번호 2의 

아미노산 서열을 개시하고 있고 또한 서열번호 2의 

아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드가 식물의 노화 

지연 기능 및 생산성 증대 기능을 지님을 확인한 

실시예를 개시하고 있기 때문에, 본 발명의 "상기 (a) 

및 (b)의 폴리펩티드와 실질적으로 유사한 

폴리펩티드"는 당업자에게 용이하게 실시 가능한 

것임이 분명하다. 그러므로 "상기 (a) 또는 (b)의 

폴리펩티드와 실질적으로 유사한 폴리펩티드"는 하나 

이상의 치환된 아미노산을 포함하면서도 여전히 

식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 기능을 가지는 

모든 폴리펩티드를 포함하는 의미로서 이해되어야 

한다. 이처럼 "상기 (a) 또는 (b)의 폴리펩티드와 

실질적으로 유사한 폴리펩티드"는 하나 이상의 치환된 

아미노산을 포함하면서도 여전히 식물의 노화 지연 

기능 및 생산성 증대 기능을 가지는 모든 

폴리펩티드를 포함하는 의미이지만, 그럼에도 활성의 

정도라는 관점에서 봤을 때, 상기 폴리펩티드는 

서열번호 2의 아미노산 서열과 서열 상동성이 

높을수록 바람직하다. 상기 폴리펩티드는 서열 

상동성의 하한에 있어서 60% 이상의 서열 상동성을 

지니는 것이 바람직한 반면, 서열 상동성의 상한에 

있어서는 당연히 100%의 서열 상동성을 지니는 것이 

바람직하다. 보다 더 구체적으로 위 서열 상동성은 

60%, 61%, 62%, 63%, 64%,65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 

70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 

80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 

99%의순서대로 높아질수록 바람직하다. 그리고 본 

발명의 "상기 (a) 및 (b)의 폴리펩티드와 실질적으로 

유사한 폴리펩티드"는 "서열번호 2의 아미노산 서열 

전체를 포함하는 폴리펩티드에 실질적으로 유사한 

폴리펩티드" 뿐만 아니라 '서열번호 2의 아미노산 

서열의 실질적인 부분을 포함하는 폴리펩티드에 

실질적으로 유사한 폴리펩티드'를 포함하므로 전술한 

바의 모든 설명은 "서열번호 2의 아미노산 서열 전체를 

포함하는 폴리펩티드에 실질적으로 유사한 

폴리펩티드"에 대해서 뿐만 아니라 "서열번호 2의 

아미노산 서열의 실질적인 부분을 포함하는 

폴리펩티드에 실질적으로 유사한 폴리펩티드"에 

대해서도 적용되어진다. 

본 발명은 다른 측면에 있어서, 전술한 바의 

폴리펩티드를 암호화하는 단리된 폴리뉴클레오티드에 

대한 것이다. 여기서 "전술한 바의 폴리펩티드"란 

식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 기능을 

지니면서 서열번호 2에 기재된 아미노산 서열 전체를 

포함하는 폴리펩티드, 서열번호 2에 기재된 아미노산 

서열의 실질적인 부분을 포함하는 폴리펩티드, 및위 

폴리펩티드들과 실질적으로 유사한 폴리펩티드를 
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포함할 뿐만 아니라, 전술한 바의 바람직한 양태의 

모든 폴리펩티드들을 포함하는 의미이다. 그러므로 본 

발명의 폴리뉴클레오티드는 식물의 노화 지연 기능 및 

생산성 증대 기능을 지니면서, 서열번호 2에 기재된 

아미노산 서열 전체 또는 그 실질적인 부분을 

포함하는 폴리펩티드를 암호화하는 단리된 

폴리뉴클레오티드 및 이러한 폴리펩티드들에 

실질적으로 유사한 폴리펩티드를 암호화는 단리된 

폴리뉴클레오티드를 포함하며, 나아가 바람직한 

양태로서 식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 

기능을 지니면서 전술한 바의 서열 상동성의 순서대로 

그 서열 상동성을 지니는 모든 폴리펩티드를 

암호화하는 단리된 폴리뉴클레오티드를 포함한다. 

아미노산 서열이 밝혀졌을 때, 그러한 아미노산 서열에 

기초하여 그러한 아미노산 서열을 암호화하는 

폴리뉴클레오티드를 당업자라면 용이하게 제조할 수 

있다. 

한편 본 명세서에서 상기 "단리된 폴리뉴클레오티드"는 

화학적으로 합성된 폴리뉴클레오티드, 생물체 특히 

애기장대(Arabidopsis thaliana)에서 분리된 

폴리뉴클레오티드 및 변형된 뉴클레오티드를 함유한 

폴리뉴클레오티드를 모두 포함하며, 단일 가닥 또는 

이중 가닥의 RNA 또는 DNA의 중합체를 모두 

포함하는 것으로서 정의된다. 

본 발명은 또 다른 측면에 있어, 노화가 지연된 

식물체의 제조 방법에 관한 것이다.

본 발명의 노화가 지연된 식물체의 제조 방법은 (a) 

식물체에서 서열번호 1의염기서열을 갖는 유전자 또는 

서열번호 1의염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자를 

과발현시키는 단계 및(b) 노화가 지연된 표현형을 갖는 

식물체를 선별하는 단계를 포함하여 구성된다.

본 명세서에서, "노화 지연"이란 야생형 식물체에 

비하여 식물 수명이 연장된 특성을 말하며, 

구체적으로는 잎 및/또는 줄기의 황화 현상 및/또는 

괴사 현상이 야생형 식물체 비하여 지연되거나 

식물체의 엽록소 함량이 야생형 식물체에 비하여 

많거나 식물체의 광합성 효율이 야생형 식물체 비하여 

높은 특성 말한다.

또한 본 명세서에서, "식물체"란 성숙한 식물, 미성숙 

식물(유식물체), 식물 종자, 식물 세포, 식물 조직 등을 

포함하는 의미이다. 식물 세포나 식물 조직이 

형질전환에 사용될 경우에 형질전환된 식물 세포나 

식물 조직은 유럽특허 EP0116718, 유럽특허 EP0270822, 

국제특허 WO 84/02913, 문헌[Gould et al. 1991, Plant 

Physiol 95,426-434] 등에 개시된 방법을 사용하여 

성숙한 식물체로 발육·생장시킬 수 있다.

또한 본 명세서에서, "식물"이란 노화 지연이 인간에게 

유용한 결과를 줄 수 있는 모든 식물을 포함한다. 노화 

지연은 생산량 증가 즉 종자 생산성 및/또는 개체의 

생체량 증가와 직결되므로, 상기 식물의 의미에는 

일차적으로 생산성 증대가 인간에게 유용한 식물인 

작물, 예컨대 벼, 밀, 보리, 옥수수, 콩, 감자, 팥, 귀리, 

수수, 십자화과 채소(배추, 청경채, 케일, 콜리플라워, 

브로콜리, 열무(young radish), 무, 갓 등), 고추, 딸기, 

토마토, 수박, 오이, 양배추, 참외, 호박, 파, 양파, 당근, 

인삼, 담배, 목화, 참깨, 사탕수수, 사탕무우, 들깨, 

땅콩, 유채, 사과나무, 배나무, 대추나무, 복숭아, 

양다래, 포도, 감귤, 감, 자두, 살구, 바나나 등이 

포함될 것이고, 기타 라이그라스, 레드클로버, 

오차드그라스, 알파알파, 톨페스큐, 페레니얼라이그라스, 

장미, 글라디올러스, 거베라, 카네이션, 국화, 백합, 

튤립 등이 포함될 것이다. 

또한 본 명세서에서 "서열번호 1의 염기서열과 유사한 

서열로 이루어진 유전자"란 첫째 서열번호 2의 

아미노산을 암호화하면서도 코돈의 축퇴성(codon 

degeneracy)으로 인하여 서열번호 1의 유전자와 다른 

염기서열을 갖는 유전자와, 서열번호 1의 염기서열로 

이루어진 유전자의 동족체(homologue)로서 식물의 노화 

지연 기능을 지니면서 식물의 종류에 따른 진화적 

경로의 상이로 인하여 서열번호 1의 염기서열과 다른 

염기서열로 이루어진 모든 유전자를 포함하는 

의미이다. 여기서 서열번호 1의염기서열과 유사한 

서열로 이루어진 유전자는 서열번호 1의 염기서열과 

서열 상동성이 높을수록 바람직하고, 가장 

바람직하게는 당연히 100%의 서열 상동성을 지닐 

때이다. 한편, 서열 상동성의 하한에 있어서는 상기 

유전자가 서열번호 1의 염기서열과 60% 이상의 서열 

상동성을 지니는 경우가 바람직할 것이다. 보다 더 
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구체적으로는 위 서열 상동성이60%, 61%, 62%, 63%, 

64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 

74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 

84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 

94%, 95%, 96%, 97%, 98% 및 99%의 순서대로 

높아질수록 바람직하다.

또한 본 명세서에서, "과발현"이란 야생형 식물체에서 

발현되는 수준 이상의 발현을 의미한다. 이러한 

"과발현"여부는 상기 서열번호 1의 유전자나 서열번호 

1의 염기서열과 유사한 서열로 이루어진 유전자(예컨대 

cDNA)를 정량하여 직접적으로 결정하거나 그 유전자가 

암호화하는 단백질을 정량하여 간접적으로 정량할 수 

있다. 또한 그 유전자의 특성에 따라 나타난 표현형을 

통해서도 확인할 수 있다.

본 발명의 노화가 지연된 식물체의 제조 방법에 

있어서, 상기 단계 (a)는 유전공학적 방법으로 수행될 

수 있다.

유전공학적인 방법은 (i) 상기 서열번호 1의 유전자 

또는 서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 서열에 

작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키는 

단계, 및 (ii) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 

단계를 포함하여 구성된다.

본 명세서에서, "작동 가능하게"란 어떤 유전자의 전사 

및/또는 번역이 영향을 받도록 연결된다는 의미이다. 

예컨대 어떠한 프로모터가 그것에 연결된 어떤 

유전자의 전사에 영향을 준다면 그 프로모터와 그 

유전자는 작동 가능하게 연결된 것이다.

또 본 명세서에서, "조절 서열"이란 그것의 존재가 

그것에 연결된 유전자의 전사 및/또는 번역에 영향을 

미칠 수 있는 모든 서열을 포함하는 의미이며, 이러한 

조절 서열에는 프로모터 서열, 전사종결 

서열(polyadenylation signal), 복제 개시점을 포함한다. 

또한 본 명세서에서, "프로모터"는 당업계에 알려진 

통상의 의미를 따르는데, 구체적으로는 어떤 유전자의 

전사 개시점을 기준으로 상류(5'쪽)에 위치하고, 

DNA-의존 RNA 중합효소에 대한 결합 부위, 전사 

개시점, 전사 인자 결합 부위 등을 포함하는, 하나 

이상의 유전자의 전사를 제어하는 기능을 갖는 핵산 

서열을 의미한다. 이러한 프로모터는 그것이 진핵생물 

유래일 경우 전사 개시점 상류에 있는 TATA 

박스(통상 전사 개시점(+1) -20 내지 -30 위치에 존재), 

CAAT 박스(통상 전사 개시 부위와 비교하여 대략 -75 

위치에 존재), 5'인핸서, 전사 억제 인자 등을 포함한다. 

사용 가능한 프로모터는 그것에 연결된 서열번호 

1의유전자를 과발현시킬 수 있는 프로모터라면 구성적 

프로모터(모든 식물체 조직에서 상시적으로 발현을 

유도하는 프로모터), 유도성 프로모터(특정 외부 자극에 

반응하여 목적 유전자의 발현을 유도하는 프로모터 

또는 특정 발달 시기나 특정 조직에서 특이적으로 

발현을 유도하는 프로모터) 모두 사용될 수 있다. 사용 

가능한 구성적 프로모터의 대표적인 예로는 

콜리플라워 모자이크 바이러스(CaMV: cauliflower 

mosaic virus)의35S RNA 유전자의 프로모터를 들수 

있고, 그 밖에 유비퀴틴(ubiquitin) 계열의 프로모터 

(Christensen et al., 1992, Plant Mol. Biol. 18, 675-689; 

EP0342926; Cornejo et al., 1993, Plant Mol. Biol. 23, 

567-581), 벼 액틴 프로모터(Zhang et al. 1991, The Plant 

Cell 3, 1155-1165) 등을 들 수 있다. 사용 가능한 

유도성 프로모터의 예로는 구리 이온에 의해 

활성화되는 효모 메탈로티오네인 프로모터(Mett 등, 

Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 90:4567, 1993), 치환 

벤젠설폰아미드에 의해 활성화되는 In2-1 및 In2-2 

프로모터(Hershey 등, Plant Mol. Biol., 17:679, 1991), 

글루코코르티코이드에 의해 조절되는 GRE 조절 

서열(Schena 등, Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 88:10421, 

1991), 에탄올 조절성 프로모터(Caddick 등, Nature 

Biotech., 16:177, 1998), 리뷸로스 비스-포스페이트 

카르복실라제(ssRUBISCO)의 소서브유니트에서 유래한 

광조절성 프로모터(Coruzzi 등, EMBO J., 3:1671, 1984; 

Broglie 등, Science, 224:838, 1984), 만노핀 신타제 

프로모터(Velten 등, EMBO J., 3:2723, 1984), 노팔린 

신타제(NOS) 프로모터, 옥토핀 신타제(OCS) 프로모터, 

열충격 프로모터(Gurley 등, Mol. Cell. Biol., 6:559, 

1986; Severin 등, Plant Mol. Biol., 15:827, 1990) 벼 

글루테린(glutelin) 프로모터, 콩 유래 렉틴(lectin) 

프로모터, 배추 유래 나핀(napin) 프로모터 등을 들 수 

있다.
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전사 종결 서열은 poly(A) 첨가 신호(polyadenylation 

signal)로 작용하는 서열로서 전사의 완결성 및 

효율성을 높이기 위한 것이다. 사용될 수 있는 전사 

종결 서열의 예로는 노팔린 신타아제(NOS) 유전자의 

전사 종결 서열, 벼α-아밀라아제 RAmy1 A 유전자의 

전사 종결 서열, 아그로박테리움 투메파시엔스의 

옥토파인 (Octopine) 유전자의 전사 종결 서열, 밀 열 

쇼크 단백질 17의 전사 종결 서열, 밀 유비퀴틴 

유전자의 전사 종결 서열, 벼 글루테린 유전자의 전사 

종결 서열, 벼 락테이트 디하이드로게나제 유전자의 

전사 종결 서열 등을 들 수 있다. 

상기 발현벡터는 선별 마커 유전자를 포함할 수있다. 

여기서 "마커 유전자"란 그러한 마커 유전자를 

포함하는 식물체의 선별을 가능하게 하는 형질을 

암호화하는 유전자를 의미한다. 마커 유전자는 

항생물질 내성 유전자일 수 있고 제초제 내성 

유전자일 수도 있다. 적합한 선별 마커유전자의 예로는 

아데노신 데아미나제의 유전자, 디히드로폴레이트 

리덕타제의 유전자, 하이그로마이신-B-포스포트랜스- 

퍼라제의 유전자, 티미딘 키나제의 유전자, 크산틴- 

구아닌 포스포리보실트랜스퍼라제의 유전자, 포스핀- 

노트리신 아세틸트랜스퍼라제 유전자 등을 들 수 있다.

본 명세서에서, 상기 "형질전환"이란 왜래 유전자가 

도입됨에 의한 숙주 식물체의 유전자형의 변형을 

의미하며, 그 형질전환에 사용된 방법과 상관없이 그 

왜래 유전자가 숙주 식물체, 더 정확하게는 숙주 

식물의 세포 내로 도입되어 세포의 게놈에 통합된 

것을 의미한다. 여기서 왜래 유전자에는 동종성 

유전자와 이종성 유전자가 포함되는데, "동종성 

유전자"란 숙주 유기체 또는 그와 동일한 생물종의 

내인성 유전자를 의미하며, "이종성 유전자"란 그것이 

형질전환되는 유기체에서는 존재하지 않는 유전자를 

말한다. 예컨대 애기장대 유래 유전자는 애기장대 

식물에게는 동종성 유전자이지만 토마토 식물에서는 

이종성 유전자가 된다.

한편, 외래성 유전자로 식물을 형질전환시키는 방법은 

당업계에 공지된 방법을 사용할 수 있는데, 예컨대 

유전자 총을 사용한 직접적인 유전자 전달 방법, 

프로랄 딥(floral dip)을 이용한 in planta 형질전환 방법, 

화분 매개 형질전환 방법, 원형질체의 형질전환 방법, 

바이러스 매개 형질전환 방법, 리포좀 매개 형질전환 

방법 등을 사용할 수 있다. 또한 특정 식물체에 적합한 

형질전환 방법을 선택하여 사용할 수도 있는데, 예컨대 

옥수수를 형질전환시키는 방법은 미국특허 US 

6,140,553, 문헌(Fromm et al, 1990, Bio/Technology 8, 

833-839), 문헌(Gordon-Kamm et al, 1990, The Plant Cell 

2, 603-618) 등에 개시된 방법을 사용할 수 있으며, 

벼를 형질전환시키기 위한 방법은 문헌(Shimamoto et 

al, 1989, Nature 338, 274-276), 문헌(Datta et al 1990, 

Bio/Technology 8, 736-740), 국제특허 WO 92/09696, 

국제특허 WO 94/00977, 국제특허 WO 95/06722 등에 

개시된 방법을 사용할 수 있다. 또 토마토나 담배 

형질전환에 있어서는 문헌(An G. et al., 1986, Plant 

Physiol. 81: 301-305), 문헌 (Horsch R.B. et al, 1988, In: 

Plant Molecular Biology Manual A5, Dordrecht, 

Netherlands, Kluwer Academic Publishers, pp 1-9), 

문헌(Koornneef M. et al, 1986, In: Nevins DJ. and R.A. 

Jones, eds. Tomato Biotechnology, New York, NY, USA, 

Alan R. Liss, Inc. pp 169-178) 등에 개시된 방법을 

사용할 수 있다.

일반적으로 식물을 형질전환시킴에 있어 많이 

사용되는 것이, 형질전환된 아그로박테리움으로 

유식물체, 식물 종자 등을 감염시키는 방법이다.

이러한 아그로박테리움이 매개된 형질전환 방법은 

당업계에 잘 공지되어 있으며(Chilton 등, 1977, Cell 

11:263:271; 유럽특허 EP 0116718; 미국특허 US 

4,940,838), 특정 식물체에 적합한 방법도 당업계에 

공지되어 있다. 예컨대 목화에 대해서는 미국특허 US 

5,159,135, 콩에 대해서는 미국특허 US 5,824,877, 

옥수수에 대해서는 미국특허 US 5,591,616 등을 참조할 

수 있다. 아그로박테리움 매개 형질전환 방법은 

Ti-플라스미드를 이용하는데, 이 플라스미드에는 

T-DNA를 식물 세포의 게놈으로 통합시킬 수 있는 

좌우 경계(border) 서열이 포함될 것이다.

한편, 상기 (b) 선별 단계는 형질전환된 식물체를 

발육·성장시켜, 잎의 황화 현상의 진행 정도나 잎의 

괴사 현상의 진행 정도 등을 통해 육안으로 

선별하거나, 형질전환 시에 선별 마커 유전자가 함께 
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형질전환될 경우에는 선별 마커 유전자를 이용하여 

선별할 수 있으며, 나아가 엽록소 함량, 광합성 효율 

등을 정량하는 방법, 상기 방법들을 혼합한 방법 등을 

통하여 선별할 수 있다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명의 생산성 증대 특성을 

갖는 식물체의 제조 방법에 관한 것이다.

본 발명의 생산성 증대 특성을 갖는 식물체의 제조 

방법은 (a) 식물체에서 서열번호 1의 염기서열을 갖는 

유전자 또는 서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 

갖는 유전자를 과발현시키는 단계 및(b) 생산성 증대 

특성을 갖는 식물체를 선별하는 단계를 포함하여 

구성된다.

본 명세서에서, "생산성 증대 특성"이란 식물체의 전체, 

줄기, 뿌리 및/또는 잎의 생체량(biomass; 크기 및/또는 

질량)이 야생형 식물체에 비하여 증가한 특성 및/또는 

식물체의 종자의 생산성(식물 1개체 당 종자의 수 

및/또는 질량)이 야생형 식물체에 비하여 증가한 

특성을 말한다. 

상기 (a) 단계는 유전공학적으로 수행될 수 있는데, 

이러한 유전공학적 방법에 대해서는 상기 본 발명의 

노화 지연 식물체의 제조 방법과 관련하여 설명한 

바와 같다.

상기 (b) 단계는 식물체의 생체량 및/또는 종자 

생산성을 비교하여 선별하거나, 형질전환 시에 선별 

마커 유전자가 함께 형질전환될 경우에는 선별 마커 

유전자를 이용하여 선별할 수 있으며, 또는 이들의 

방법을 혼합하여 선별할 수도 있다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 스트레스 내성 

식물체의 제조 방법에 관한 것이다.

본 발명의 스트레스 내성 식물체의 제조 방법은 (a) 

식물체에서 서열번호 1의염기서열을 갖는 유전자 또는 

서열번호 1의염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자를 

과발현시키는 단계 및(b) 스트레스 내성 표현형을 갖는 

식물체를 선별하는 단계를 포함하여 구성된다.

본 명세서에서, "스트레스"는 가뭄 스트레스 및/또는 

산화적 스트레스를 의미한다.

상기 (a) 단계는 유전공학적으로 수행될 수 있는데, 

이러한 유전공학적 방법에 대해서는 본 발명의 노화 

지연 식물체의 제조 방법과 관련하여 설명한 바와 

같다.

상기 (b) 단계는 식물체의 스트레스 내성을 비교하여 

선별하거나(예컨대 잎의 황화 현상의 진행 정도, 잎의 

괴사 현상의 진행 정도, 잎 및/또는 줄기의 생체량, 

엽록소 함량, 광합성 효율 등) 형질전환 시에 선별 

마커 유전자가 함께 형질전환될 경우에는 선별 마커 

유전자를 이용하여 선별할 수 있으며, 또는 이들의 

방법을 혼합하여 선별할 수도 있다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 식물체의 노화를 

지연시키는 방법에 관한 것이다.

본 발명의 식물체의 노화를 지연시키는 방법은 (a) 

서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 서열번호 

1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자를 그것을 

과발현시킬 수 있는 조절 서열에 작동 가능하게 

연결되도록 발현벡터에 삽입시키고 (b) 그 발현 벡터를 

식물체에 형질전환하는 단계를 포함한다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 식물체의 생산성 

증대 방법에 관한 것이다.

본 발명의 식물체의 생산성 증대 방법은 (a) 서열번호 

1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 서열번호 1의 

염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자를 그것을 

과발현시킬 수 있는 조절 서열에 작동 가능하게 

연결되도록 발현벡터에 삽입시키고 (b) 그 발현벡터를 

식물체에 형질전환하는 단계를 포함한다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 식물체의 스트레스 

내성을 증가시키는 방법에 관한 것이다. 

본 발명의 식물체의 스트레스 내성을 증가시키는 

방법은 (a) 서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 

서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 서열에 

작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키고 (b) 

그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계를 

포함한다.

상기 방법들에서 상기 (a) 및(b) 단계는 상기 본 발명의 

노화가 지연된 식물체의 제조 방법과 관련하여 설명한 

바와 같다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 상기 본 발명의 

노화 지연 식물체의 제조 방법에 의하여 얻어진, 

서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 서열번호 
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1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자가 

과발현된 노화 지연 특성을 갖는 형질전환 식물체에 

관한 것이다.

바람직한 측면에 있어서, 상기 식물체는 서열번호 2의 

아미노산 서열로 이루어진 ATPG4 단백질을 

암호화하는 유전자, 특히 서열번호 1의 염기서열을 

갖는 유전자로 도입되어 과발현됨으로써 노화 지연 

특성을 갖는 형질전환 식물체이다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 상기 본 발명의 

생산성 증대 특성을 갖는 식물체의 제조 방법에 

의하여 얻어진, 서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 

또는 서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 

유전자가 과발현된 생산성 증대 특성을 갖는 형질전환 

식물체에 관한 것이다.

바람직한 측면에 있어서, 상기 식물체는 서열번호 2의 

아미노산 서열로 이루어진 ATPG4 단백질을 

암호화하는 유전자, 특히 서열번호 1의 염기서열을 

갖는 유전자 ATPG4이 도입되어 과발현됨으로써 

생산성 증대 특성을 갖는 형질전환 식물체이다.

또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 상기 본 발명의 

스트레스 내성 식물체의 제조 방법에 의하여 얻어진, 

서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 서열번호 

1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자가 

과발현된 생산성 증대 특성을 갖는 형질전환 식물체에 

관한 것이다.

바람직한 측면에 있어서, 상기 식물체는 서열번호 2의 

아미노산 서열로 이루어진 ATPG4 단백질을 

암호화하는 유전자, 특히 서열번호 1의 염기서열을 

갖는 유전자 ATPG4이 도입되어 과발현됨으로써 

스트레스 내성을 갖는 형질전환 식물체이다.

본 명세서에서, 상기 "형질전환 식물체"는 성숙한 

식물로 발육·생장할 수 있는 식물 세포, 식물 조직, 

또는 식물 종자에 상기 유전자가 도입되어 형질전환된 

경우뿐만 아니라 형질전환된 식물과의 교배에 의해 

얻어지는 게놈이 변형된 식물체, 식물 종자, 식물 

세포를 포함한다.

【발명의 효과】

전술한 바와 같이, 본 발명에 따르면 식물의 노화 지연 

기능, 생산성 증대 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 

ATPG4 단백질과 그 유전자를 제공할 수 있다. 상기 

유전자는 식물의 노화 지연 기능, 생산성 증대 기능 및 

스트레스 내성 기능을 제공하므로, 이 유전자로 

식물체를 형질전환시킬 경우, 식물의 노화를 

지연시키거나 생산성을 증대시키거나 스트레스 내성을 

가지는 식물체를 제작할 수 있다. 

【도면의 간단한 설명】

도 1은 식물의 노화 지연 기능, 생산성 증대 기능 및 

스트레스 내성 기능을 가지는 ATPG4 유전자가 센스 

방향으로 도입된 pCSEN-ATPG4 재조합 벡터의 

구조(모식도)를 나타낸 것이다. 

도 2는 상기 도1의 pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 

형질전환된 애기장대의 T2 라인을 발아 후 50일과 70일 

동안 생육시킨 애기장대의 사진이다. 

Con: 애기장대 야생형 혹은 대조구

ATPG4 ox-2: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-5: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-7: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

도 3은 상기 도1의 pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 

형질전환된 애기장대의 T2 라인을 자엽 생성 후 20일 

동안 생육시킨 애기장대의 ATPG4 유전자의 발현 

양상을 qRT-PCR을 통하여 분석한 결과를 나타낸 

것이다. 

Wt: 애기장대 야생형 

ATPG4 ox-2: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-5: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-7: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

도 4는 애기장대 야생형의 다양한 식물 기관에서 

ATPG4 유전자의 발현 양상을 qRT-PCR을 통하여 

분석한 결과를 나타낸 것이다. 

S: seedling, R: root, Ar: arial region, GL: green leaf, YL: 

yellow leaf, St: stem, F: inflorescence organ 
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도 5는 상기 도3의 애기장대 라인의 생산성 증대에 

대한 그림이다.

Con: 애기장대 야생형 혹은 대조구

ATPG4 ox-2: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-5: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-7: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인

Height: 키, NTS: 장각과 수, Dry-W: 생체 건량, TSW: 

총종자 무게, TNS: 총종자 수, 1,000SW: 1,000개의 종자 

무게

도 6은 자엽 생성 후 12일부터 애기장대 야생형(Con), 

노화 지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5, 

그리고 ATPG4 ox-7의 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 

4일마다 40일까지 잎의 표현형을 관찰한 그림이다. 

도 7은 자엽 생성 후 12일부터 애기장대 야생형(Con), 

노화 지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5, 

그리고 ATPG4 ox-7의 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 

4일마다 40일까지 잎의 엽록소 함량을 조사한 

그림이다. 

도 8은 자엽 생성 후 12일부터 애기장대 야생형(Con), 

노화 지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5, 

그리고 ATPG4 ox-7의 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 

4일마다 40일까지 잎의 광합성 효율을 Fv/Fm로조사한 

그림이다. 

도 9는 자엽 생성 후 12일부터 애기장대 야생형(Con), 

노화 지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5, 

그리고 ATPG4 ox-7의 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 

4일마다 40일까지 잎의 노화 마커 유전자의 발현 

양상을 qRT-PCR을 통하여 분석한 결과를 나타낸 

것이며, ACT2를 PCR 양성 대조구로 사용하였다. 

CAB2은엽록소 a/b 결합 단백질 유전자이고, SEN4 및 

SAG12는 노화 유전자로서, 노화 마커 유전자들이다.  

도 10은 발아 후21일째 애기장대 야생형(Con), 노화 

지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5, 

그리고 ATPG4 ox-7의3-4번 좌엽을 detach하여 암상태를 

유지하여 매 2일마다 12일까지 잎의 표현형을 관찰한 

그림이다. 

도 11은 발아 후21일째 애기장대 야생형(Con), 노화 

지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5, 

그리고 ATPG4 ox-7의3-4번 좌엽을 detach하여 암상태를 

유지하여 매 2일마다 12일까지 잎의 엽록소 함량을 

조사한 그림이다. 

도 12는 발아 후21일째 애기장대 야생형(Con), 노화 

지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5, 

그리고 ATPG4 ox-7의3-4번 좌엽을 detach하여 암상태를 

유지하여 매 2일마다 12일까지 잎의 광합성 효율을 

Fv/Fm로 조사한 그림이다. 

도 13은 발아 후21일째 애기장대 야생형(Con), 노화 

지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5, 

그리고 ATPG4 ox-7의3-4번 좌엽을 detach하여 암상태를 

유지하여 매 2일마다 12일까지 잎의 노화 마커 

유전자의 발현 양상을 qRT-PCR을 통하여 분석한 

결과를 나타낸 것이며, ACT2를 PCR 양성 대조구로 

사용하였다. CAB2, SEN4, 그리고 SAG12는 노화 마커 

유전자이다.

도 14는 상기 도1의 pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 

형질전환된 애기장대의 T2 라인을 발아 후 55일 동안 

생육시킨 애기장대의 사진이다. 

Col-0: 애기장대 야생형

Con: 애기장대 대조구

ATPG4 ox-1: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-2: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-3: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-4: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-5: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-6: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-7: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG4 ox-8: pCSEN-ATPG4 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 
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도 15는 상기 13의 형질전환 애기장대의 T2 라인들에 

대한 자엽 생성 후 24일째 식물의 ATPG4 유전자의 

발현 양상을 qRT-PCR을 통하여 분석한 결과를 나타낸 

것이다. 

도 16은 상기 13의 형질전환 애기장대의 T2 라인들에 

대한 생산성 증대 지표로서 총종자 수확량에 대한 

그림이다.

도 17은 발아 후 30일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, 

ATPG4 ox-5, 그리고 ATPG4 ox-7을 16일 동안 가뭄을 

처리하고, 그 동안에 일어난 식물의 표현형적 변화를 

도시한 그림이다.

도 18은 발아 후30일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, 

ATPG4 ox-5, 그리고 ATPG4 ox-7을 16일 동안 가뭄을 

처리하고, 그 동안에 일어난 식물의 잎 무게 변화를 

도시한 그림이다.

도 19는 발아 후 25일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, 

ATPG4 ox-5, 그리고 ATPG4 ox-7의 3-4번 좌엽을 

detach하여 6일간 H2O2를 처리한 잎의 표현형 변화를 

도시한 그림이다. 

도 20은 발아 후 25일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, 

ATPG4 ox-5, 그리고 ATPG4 ox-7의 3-4번 좌엽을 

detach하여 6일간 H2O2를 처리한 잎의 엽록소 함량 

변화를 도시한 그림이다. 

도 21은 발아 후 25일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG4 ox-2, 

ATPG4 ox-5, 그리고 ATPG4 ox-7의 3-4번 좌엽을 

detach하여 6일간 H2O2를 처리한 잎의 광합성 효율 

변화를 Fv/Fm로 도시한 그림이다.

【발명을 실시하기 위한 구체적인 내용】

이하 본발명의 실시예를 참조하여 설명한다. 그러나 

본발명의 범위가 이러한 실시예에 한정되는 것은 

아니다.

<실시예 1> 애기장대로부터 식물의 생산성 증대와 

노화 지연을 조절하고 또한 스트레스 내성을 

제공하는 ATPG4 유전자의 분리 

식물의 노화 지연 기능, 생산성 증대 기능 및 스트레스 

내성 기능을 갖는 ATPG4 유전자를 애기장대로부터 

분리하기 위하여 다음과 같은 과정을 수행하였다. 

<실시예 1-1> 애기장대의 재배 및 배양 

애기장대는 토양을 담은 화분에서 재배하거나, 2% 

수크로즈(sucrose, pH 5.7)와 0.8% 아가(agar)가포함된 

MS(Murashige and Skoog salts, Sigma, USA) 배지를 

넣은 페트리 디쉬에서 재배하였다. 화분에서 재배할 

때는 22℃의 온도에서 16/8시간 명암 주기로 조절되는 

생장 조절기(growth chamber)내에서 재배하였다. 

<실시예 1-2> RNA 추출과 cDNA 라이브러리의 제조 

애기장대 cDNA 라이브러리를 만들기 위해서 여러 

분화 단계의 애기장대 전체 기관으로부터 RNasey Plant 

Mini Kit (QIAGEN, Germany)을사용하여 RNA를 

추출하였고, 추출된 전체 RNA로부터 Superscript III 

Reverse Tanscriptase (INVITROGEN, USA)을이용하여 

cDNA를 합성하였다. 

<실시예 1-3> 식물의 생산성 증대와 노화 지연을 

조절하고 또한 식물의 스트레스 내성을 제공하는 

ATPG4 유전자분리 

애기장대의 AT-HOOK MOTIF NUCLEAR-LOCALIZED 

PROTEIN (GeneBank accession number NP_566232.1)의 

염기서열을 기초로 하여 서열번호 3으로 표시되고 

제한효소 PacI의 서열이 포함된 정방향 프라이머 

(PacI/AT3G04570 SOE-F, 5'-TTA ATT AAA TGG CGA 

ATC CAT GGT GGA CAG-3')와 서열번호 4로 

표시되고 제한효소 XbaI의 서열이 포함된 역방향 

프라이머(XbaI/AT3G04570 SOE-R, 5'-TCT AGA TTA 

AAA TCC TGA CCT AGC TTG AGC -3')를 

합성하였다. 상기 두 프라이머를 사용하여 상기 

<실시예 1-2>에서 제조된 애기장대 cDNA로부터 

PCR(polymerase chain reaction)을 이용하여 전장 

cDNA를 증폭하고 분리하였다.

상기 분리된 cDNA의 분석 결과, 약 32 kDa의 

분자량을 갖는 315개의 아미노산을 암호화하는 948bp 

크기의 전사 해독 틀(ORF)을 가지고 있으며, 1 개의 

엑손(exon)으로 구성되어 있음을 확인하였고, AT-hook 

도메인을 가지고 있어 이를 ATPG4(AT-hook protein of 



- 106 -

Genomine 4)로 명명하였다. 상기 유전자가 암호화하는 

ATPG4 단백질의 등전점(isoelectric point)은 6.3으로 

나타났다(이하 유전자는 이탤릭체를 사용하여 "ATPG4" 

혹은 "ATPG4 유전자"라하고, 단백질은 "ATPG4" 혹은 

"ATPG4 단백질"이라고 한다). 

<실시예 2> ATPG4 유전자에 대한 센스 구성체 

(construct)가 도입된 형질전환 애기장대의 제조 및 

노화에 대한 특성 분석 

<실시예 2-1> ATPG4 유전자에 대한 센스 구성체가 

도입된 형질전환 애기장대의 제조 

상기 유전자가 식물의 생산성 증대와 노화 지연을 

조절하고 또한 식물의 스트레스 내성을 제공하는지를 

확인하기 위하여 ATPG4 유전자가 센스 방향으로 

도입된 형질전환 애기장대를 제조하여 ATPG4 

전사체의 발현을 변화시켰다. 

서열번호 3으로 표시되고 제한효소 PacI의 서열이 

포함된 정방향 프라이머 및 서열번호 4로 표시되고 

제한효소 XbaI의 서열이 포함된 역방향 프라이머를 

이용하여 애기장대의 cDNA로부터 PCR을 이용하여 

ATPG4 cDNA를 증폭하였다. 상기 DNA를 제한효소 

PacI과 XbaI으로 절단하고, 유도성 프로모터(inducible 

promoter)인 SEN1 프로모터의 조절을 받도록 제작한 

pCSEN 벡터에 센스 방향으로 클로닝하여 ATPG4 

유전자에 대한 센스 구성체인 pCSEN-ATPG4 재조합 

벡터를 제작하였다. 상기 SEN1 프로모터는 식물의 

생장 단계에 따라 발현되는 유전자에 대해 특이성을 

갖는다. 

한편, 도 1은 pCSEN 벡터에 ATPG4 유전자가 센스 

방향으로 도입된 pCSEN-ATPG4 재조합 벡터를 도시한 

그림이다. 도1에서 BAR는 바스타 제초제에 대한 

저항성을 부여하는 BAR 유전자(phosphinothricin 

acetyltransferase gene)를 가리키고, RB는 오른쪽 경계 

(Right Border), LB는 왼쪽 경계(Left Border), P35S는 

CaMV 35S 프로모터, 35S-A는CaMV 35S RNA polyA, 

PSEN은 SEN1 프로모터, Nos-A는 노파린 합성 

유전자(nopaline synthase gene)의 polyA를가리킨다. 

상기 pCSEN-ATPG4 재조합 벡터를 아그로박테리움 

튜머파시엔스 (Agrobacterium tumefaciens)에 

일랙트로포레이션(electroporation) 방법을 이용하여 

도입시켰다. 형질전환된 아그로박테리움 배양액을 

28℃에서 O.D.600값이 1.0이 될 때까지 배양하였고, 

25℃에서 5,000rpm으로 10분 동안 원심분리하여 세포를 

수확하였다. 수확된 세포를 최종 O.D.600값이 2.0이 될 

때까지Infiltration Medium (IM; 1X MS SALTS, 1X B5 

vitamin, 5% sucrose, 0.005% Silwet L-77, Lehle Seed, 

USA) 배지에 현탁하였다. 4주된 애기장대를 진공 

챔버(vacuum chamber)에 있는 아그로박테리움 현탁액에 

침지시키고, 10분 동안 104Pa의 진공 하에 두었다. 침지 

후, 애기장대를 24시간 동안 폴리에틸렌 백(polyethylene 

bag)에 두었다. 이후, 형질전환된 애기장대를 계속 

생장시켜 종자(T1)를 수확하였다. 대조군으로는 

형질전환되지 않은 야생형(wild type) 애기장대 또는 

ATPG4 유전자가 포함되지 않은 벡터(pCSEN 

벡터)만으로 형질전환된 애기장대를 사용하였다. 

<실시예 2-2> T2 형질전환 애기장대의 특성 분석 

상기 <실시예 2-1>에서와 같이 형질전환한 

애기장대에서 수확한 종자는 0.1% 바스타(Basta) 

제초제(경농, 한국) 용액에서 30분 동안 침지시키고 

배양함으로써 선별하였다. 이후 형질전환한 애기장대의 

생육 동안 상기 화분에 바스타 제초제를 5회 처리한 

후, 각 화분에서 형질전환된 애기장대를 선별하였다. 

pCSEN-ATPG4 벡터로 형질전환된 T1 애기장대는 

대조군(ATPG4 유전자가 포함되지 않은 벡터(pCSEN 

벡터)만으로 형질전환된 애기장대 혹은 야생형 

애기장대)과 그들의 표현형을 비교하여 볼 때, 

놀랍게도 변이체들은 뚜렷한 노화 지연 특성을 보였다. 

이러한 형질전환 애기장대의 표현형 변화를 보다 

정확히 확인하기 위하여 T1 형질전환 애기장대로부터 

T2 형질전환 종자를 받아 이들 라인의 표현형을 

조사하였다. 우선, 3일 동안 저온 처리(4℃)한 T2 

형질전환 종자를 화분에서 재배한 후 바스타 제초제 

처리를 통하여 T2 형질전환 애기장대를 선별하였다. 

선별된 애기장대 T2 형질전환 라인들의 표현형 확인은 

발아 후50일째, 그리고 70일째 수행하였다(도 2). 

pCSEN-ATPG4 구성체를 가지고 있는 ATPG4 ox-2, 

ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체 라인은 애기장대 

대조구(Con)와 비교하여 볼때, 식물체의 노화 지연 
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No. 유전자명 정방향/역방향 프라이머(서열번호)

1 ATPG4
CTCGCGATTCTCCAAATGCT(서열번호 5)/ 

GCTAGGGTTTCGATGACGTCAGT'(서열번호 6) 

2 ACT
ATGGCCGATGGTGAGGATATTC (서열번호 7)/ 

CACCAGCAAAACCAGCCTTC (서열번호 8) 

현상이 뚜렷하게 나타났으며, 아울러 이들 변이체들은 

노화 지연 표현형뿐만 아니라 노화 지연 동안 개체 

크기와 종자 생산량에서도 뚜렷한 증가 현상이 

유발되었다. 이러한 노화 지연 현상과 생산성 증대는 

라인 마다 약간씩 차이가 있었는데 이는 도 3에서 

나타나듯이 유전자의 과발현이 라인 마다 조금씩 

차이가 있음에 기인하는 것으로 판단된다. 

선별된 노화 지연 표현형을 가지는 변이체의 ATPG4 

유전자의 발현 양상을 분석하기 위하여 자엽 생성 

후20일 동안 생육한 애기장대 야생형과 ATPG4 ox-2, 

ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체의 잎으로부터 

RNasey Plant Mini Kit (QIAGEN, Germany)을 사용하여 

전체 RNA를 각각 추출하였다. 각각 1㎍의 RNA를 

주형으로 하고, Superscript III Reverse Tanscriptase 

(INVITROGEN, USA)을 이용하여 65℃에서 5분 

50℃에서 60분 및 70℃에서 15분의 조건으로 cDNA를 

합성하였다. 이후, 합성된 cDNA를 주형으로 하고, 하기 

ATPG4 유전자와 PCR 양성 대조구로 사용된 ACT 

유전자에 대해 하기 [표 1]의 특이적인 프라이머를 

사용하여 PCR을 수행하였다. PCR은 94℃에서 2분간 

가열하여 주형 DNA를 변성시킨 후, 94℃에서 1분 

55℃에서 1분 30초 및 72℃에서 1분을 한 사이클로 

하여 총 30회 반복 수행한 다음, 72℃에서 15분간 최종 

반응시켜 수행하였다. 이후, 1% 아가로스 겔 

전기영동으로 PCR 산물을 확인하였으며, 그 결과는 

도3에 도시되었다. 애기장대 야생형에 비하여 ATPG4 

ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체의 ATPG4 

유전자의 발현이 현저히 증가되는 것을 확인할 수 

있었으며, 이러한 사실은 본 변이체들이 ATPG4 

유전자의 과발현체임을 증명하고 있다. 

ATPG4 유전자의 상대적 발현 정도가 높은 ATPG4 

ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체들은 모두 

대조구에 비하여 개체 크기, 종자 수확량 등의 생산성 

증대 형질이 높은 것으로 나타났다. 그런데 흥미로운 

사실은 유전자의 상대적 발현 정도가 가장 높은 

ATPG4 ox-5 변이체는 ATPG4 ox-2와 ATPG4 ox-7 

변이체에 비하여 생산성 증대에 대한 효과는 

상대적으로 약한 것으로 나타났다. 따라서 본 유전자의 

발현량 조절은 생산성 증대와 노화 지연에 대한 

표현형적 특징을 가진 식물을 임의로 제작할 수 있을 

것으로 판단된다

【표 1】 ATPG4 유전자와 ACT 유전자 발현을 위한 

프라이머 서열 및 서열번호 

한편 애기장대 야생형의 ATPG4 유전자의 식물체 

기관별 발현 양상을 분석하기 위하여 애기장대 

야생형의 다양한 발달 단계에서 기관별 RNA를 

추출하여 cDNA를 합성하고 이를 주형으로 하여 

ATPG4 유전자와 PCR 양성 대조구로 사용된 ACT 

유전자에 대해 하기 [표 1]의 특이적인 프라이머를 

사용하여 PCR을 수행하였다. 그 결과는 도4에서 

도시된 바와 같이, ATPG4 유전자의 발현은 주로 

잎에서 이루어지는 것을 확인할 수 있었으며, 또한 

줄기와 Inflorescence organ에서도 발현이 이루어짐을 알 

수 있었다. 그런 반면, 발달 초기의 유식물(seedling)과 

뿌리에서는 유전자의 발현이 현저히 낮음을 알 수 

있었다. 이러한 사실로 미루어보아 본 유전자는 식물의 

잎, 줄기와 Inflorescence organ에서 주로 기능을 가져 

식물의 노화 조절에 관여할 것으로 판단되는 반면, 

뿌리와 발달 초기의 유식물 등식물의 발달 초기에는 

기능을 거의 가지지 않은 것으로 판단된다.

<실시예 3> ATPG4 과발현 변이체의 생산성 증대에 

대한 특성 분석

ATPG4 유전자의 과발현을 통하여 얻어진 식물체 노화 

지연 현상이 작물의 생산성 증대를 유발할 수 

있는지를 확인하기 위하여 변이체 ATPG4 ox-2, ATPG4 

ox-5와 ATPG4 ox-7의 라인별로 종자 수확량 등과 같은 

생산성 증대 지표를 적용하여 애기장대 대조구와 

비교해 보았다. 

적용된 생산성 증대 지표는 식물의 키(height), 

장각과(silique) 수(NTS), 생체건량(dry-W), 총 종자 

무게(TSW), 총 종자 수(TNS), 그리고 1,000개의 종자 
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무게(1,000SW)이며, 결과는 라인별로 각 20개체의 

평균값이다. 

ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와ATPG4 ox-7 변이체 

라인들은 모두 애기장대 대조구에 비하여 1.5배 이상 

종자 무게에 있어서 증가하는 것으로 나타났으며, 종자 

1,000개의 무게에는 ATPG4 ox-2 변이체가 대조구에 

비하여 1.4배 이상 증가한 것으로 나타났다. 이러한 

사실로 미루어보아 본유전자의 발현은 종자의 개별 

크기와 전체 무게에 대해 모두 증가 현상을 제공하는 

것으로 사료된다. 그리고 생체량과 생체 건량에 

있어서도 과발현 변이체는 대조구에 비하여 뚜렷한 

증가 현상을 가졌다. 이러한 사실은 ATPG4 유전자가 

노화 지연과 더불어 개체 크기, 종자 크기 및 종자 

생산량 등과 같은 작물의 생산성 증대를 유발하는 

것으로 판단된다(도5). 따라서 본 유전자의 타작물 

적용은 생산성 증대라는 측면에서 매우 가치가 높을 

것으로 생각된다. 

<실시예 4> ATPG4 과발현 변이체의 노화 조절에 

대한 특성 분석 

ATPG4 과발현 변이체의 노화 지연 형질을 확인하기 

위하여, T2 세대에서 자엽 생성 후 12일 이후부터 

3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 4일마다 표현형 관찰, 잎 

엽록소 함량, 그리고 광합성 활성을 측정하여 애기장대 

대조구와 비교하였다. 

<실시예 4-1> ATPG4 과발현 변이체의 나이-의존적 

노화에 따른 잎의 표현형적 변화 

자엽 생성 후 12일 이후부터 3-4번 좌엽을 매4일마다 

40일까지 잎의 표현형을 관찰하였다. 그 결과, 

애기장대 야생형의 경우 28일 이후 잎의 황화 현상이 

급격하게 나타났으며 32일째부터 잎이 괴사(necrosis) 

상태에 접어들었다. 반면 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 

ATPG4 ox-7의 경우 잎의 황화 현상이 36일 이후부터 

진행되었으며 잎의 괴사 현상은 40일 이후부터 

일어남을 확인할 수 있었다(도6). 이러한 사실로 

미루어보아, ATPG4 유전자는 식물체 노화 지연에 있어 

중요한 역할을 담당하리라고 판단된다. 

<실시예 4-2> ATPG4 과발현 변이체의 나이-의존적 

노화에 따른 엽록소 함량 변화 

엽록소의 함량 측정을 위해 각 시료 잎을 80% (V/V) 

acetone을 사용하여 엽록소를 추출하였다. 엽록소 

함량은 663.2 nm와 664.8 nm의 흡광 계수를 이용하여 

Lichtenthaler와 Wellburn의 방법(Biochemical Society 

Transduction 603:591~592, 1983)에 따라 측정하였다. 그 

결과, 도7에 도시된 바와 같이, 야생종의 경우 엽록소 

함량이 자엽 생성 후 24일 이후부터 급격한 감소를 

보이며 36일째 엽록소의 함량이 거의 0%가 되었으나, 

ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7의 경우 자엽 

생성 후28일이 되었을 때도 측정 초기의 60% 이상의 

엽록소 함량을 보임을 확인할 수 있었다. 

<실시예 4-3> ATPG4 과발현 변이체의 나이-의존적 

노화에 따른 광합성 효율 변화 

오 등의 방법(Plant Mol. Biol. 30:939, 1996)을 이용하여 

광합성 효율을 측정하였다. 우선 각 DAE(day after 

emersion)의 잎을 15분간 암 처리한 후, 식물 효율 

분석기(Plant Efficiency Analyzer)(Hansatech)를 이용하여 

엽록소의 형광을 측정하였다. 광합성 효율은 엽록소의 

형광도 특성을 이용한 PSⅡ(photosystemⅡ)의 광화학적 

효율(photochemical efficiency)로 나타내었는데, 형광도 

최대치(maximum value of fluorescence; Fm)에 대한 최대 

변형 형광도(maximum variable fluorescence; Fv)의 

비율(Fv/Fm)로 나타내었다. 상기 수치가 높을수록 

광합성 효율이 우수함을 나타낸다. 

그 결과, 도 8에 도시된 바와 같이, 야생종은 자엽 

생성 후32일 이후부터 급격히 감소하기 시작해 36일 

이후부터 활성이 대부분 사라졌으나, ATPG4 ox-2, 

ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7의 경우 자엽 생성 후 

36일까지 활성 변화가 거의 일어나지 않다가 40일째 

이후 활성 소실이 일어났다. 상기 결과로부터, ATPG4 

과발현 변이체는 야생종에 비해 잎의 수명이 훨씬 긴 

표현형을 갖는 것으로 나타났으며, 이러한 수명연장의 

효과는 ATPG4 유전자에 의한 엽록소 함량 감소 및 

광합성 효율 감소로 표현되는 노화에 따른 생화학적 

변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 생각된다. 

<실시예 4-4> ATPG4 과발현 변이체의 나이-의존적 

노화에 따른 노화 관련 유전자의 발현 변화 

야생종과 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 

변이체에서 노화 관련 유전자(senescence associated 
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No. 유전자명 정방향/역방향 프라이머(서열번호) 

1 CAB2
CCGAGGACTTGCTTTACCCC 서열번호 9)/ 

AACTCAGCGAAGGCCTCTGG  (서열번호 10)

2 SEN4
CGTCGATGACACACCCATTAGAG(서열번호 11)/

CATCGGCTTGTTCTTTGGAAAC(서열번호 12)

3 SAG12
ACGATTTTGGCTGCGAAGG (서열번호 13)/ 

TCAGTTGTCAAGCCGCCAG (서열번호 14)

4 ACT2
ATGGCCGATGGTGAGGATATTC (서열번호 7)/ 

CACCAGCAAAACCAGCCTTC (서열번호 8)

5 ATPG4
CTCGCGATTCTCCAAATGCT (서열번호 5)/

GCTAGGGTTTCGATGACGTCAGT (서열번호 6)

gene; SAG)들의 발현을 비교하기 위해, 잎 발달 과정 

동안 시간 경과에 따른 ATPG4 유전자와 각노화 관련 

유전자들의 발현 양상을 qRT-PCR 분석을 통해 

확인하였다. 

Total RNA의 분리는 WelPrepTM Total RNA Isolation 

Reagent (JBI)를 이용하였으며, DNase I (Ambion)을 

처리한 후, 정량을 통해 0.75ug을 ImProm-IITM Reverse 

TranscriptionSystem (Promega)을 이용해 first cDNA를 

합성하였다. 

ATPG4 유전자 및 노화에 대한 마커(marker) 

유전자들에 대한 정량적인 분석은 Applied 

Bio-systems의 7300 Real Time PCR System을 이용한 

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 과정을 통해 

확인하였다. 노화 마커 유전자로는 SAG12, SEN4 및 

CAB2 유전자를 사용하였으며, qRT-PCR 양성 

대조구로는 ACT2 유전자를 사용하였다. 사용된 

프라이머는 하기 표 2에서 제시하였다. 

【표 2】

노화관련 유전자의 발현을 위한 프라이머 서열번호 

야생종의 경우, CAB2(엽록소 a/b 결합 단백질)와 같은 

광합성에 관련된 유전자의 발현은 시간이 지날수록 

노화에 비례하여 야생형과 ATPG4 과발현 변이체들은 

비슷한 감소 양상을 나타내었다. 그러나 노화의 

signal로 사용되는 SAG12 발현의 경우, 야생종은 

32일째 최대 발현을 나타내는 반면, ATPG4 과발현 

변이체들은 36일까지 증가 현상이 거의 나타나지 

않다가 40일째에도 야생종에 하여 약한 signal을 

나타냈다. 그리고 식물의 노화동안 점진적으로 발현이 

증가되는 것으로 알려진 SEN4의 발현은 야생종에서는 

20일 이후 급격하게 증가하는 반면, ATPG4 과발현 

변이체들은 노화 전 과정동안에도 SEN4의 발현 증가가 

크게 나타나지 않았다. 한편 ATPG4 유전자의 발현 

양상을 조사해보면, 전체적으로 ATPG4 유전자 과발현 

변이체들은 야생형에 비하여 발현 수준이 현저히 

높으며 노화 동안 라인별로 정도의 차이는 있지만 

28일 이후 감소하는 것으로 나타났다. 그러나 이러한 

감소 현상을 가짐에도 불구하고 여전히 야생형에 

비해서는 높은 발현 수순을 유지하고 있는 것으로 

나타났다(도 9). 이러한 사실을 종합해보면 ATPG4 

유전자는 분자적 수준에서 노화의 시작을 지연하여 

이후 엽록소 함량, 광합성 효율 등과 같은 생리적 

현상을 조절함으로써 결과적으로 표현형적으로 잎 

수명의 연장을 유발하는 것으로 판단된다. 

<실시예 4-5> ATPG4 과발현 변이체의 암 처리에 따른 

노화 특성 분석 

노화를 촉진한다고 알려진 요인인 암 처리에 대한 

ATPG4 과발현 변이체의 잎의 노화 지연 형질의 

특성을 분석하기 위하여 T2 세대에서 발아 후 21일째 

3-4번 좌엽(rosette leaf)을 detach하여 3mM MES 

완충용액(2-[N-morpholino]-ethanesulfonic acid, pH 5.8)에 

부유시킨 후, 암 상태를 유지하여 매 2일마다 표현형 

관찰, 잎 엽록소 함량, 광합성 효율 및 노화관련 

유전자 발현을 상기 <실시예 4-1 내지 4-4>와 동일한 

방법으로 측정하여 야생종 애기장대와 비교하였다. 

그 결과, 애기장대 야생형의 경우 암처리 후4일 

이후부터 잎의 황화 현상이 진행되어 6일째 잎이 

괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 ATPG4 ox-2, 

ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7의 경우 잎의 황화 현상이 

야생형에 비하여 지연되는 것으로 보여지며, 특히 

ATPG4 ox-5의 경우 지연현상이 더욱 뚜렷함을 확인할 

수 있었다(도 10). 암 처리에 의한 노화 동안 엽록소 

함량과 광합성 효율 변화에 있어서도 야생종에 비하여 

ATPG4 변이체들은 정도의 차이는 있지만 함량 및 

활성 감소가 지연됨을 알 수 있었다(도 11과 12).

또한, 노화 지표 유전자인 SEN4와 SAG12, 그리고 

광의존적 유전자인 CAB2의 발현을 상기 <실시예 

4-4>와 동일한 방법에 따라 조사하였다. 그 결과, 도 

13에 도시된 바와 같이, 야생형에 비하여 ATPG4 
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변이체들은 SAG12의 발현이 지연되고, SEN4의 

발현율이 억제됨을 알 수 있었다. 이러한 사실로 

미루어 보아 ATPG4 유전자는 노화 지표 유전자의 

발현 시기를 늦추거나 혹은 발현율을 억제시켜 노화를 

지연시키는 것으로 판단된다.

<실시예 5> ATPG4 과발현으로 인한 식물 노화 

지연과 생산성 증대의 상관관계 분석 

ATPG4 과발현 정도에 따른 변이체의 노화 지연과 

생산성 증대에 대한 상관관계를 분석하기 위하여, T2 

세대 10 라인을 선별하여 노화 지연 및 생산성 증대에 

대한 그들의 표현형적 특징, 변이체 라인들의 ATPG4 

과발현 정도, 그리고 변이체 라인들의 생산성 증대를 

조사하여 애기장대 대조구와 비교하였다.

<실시예 5-1> ATPG4 과발현 변이체의 노화지연 및 

생산성 증대에 대한 표현형적 특성 분석 

ATPG4 과발현 변이체의 노화지연 및 생산성 증대에 

대한 표현형적 특성을 분석하기 위하여 <실시예 

2-2>에서 분석한 T2 형질전환 애기장대 3라인 외에 

추가로 5라인을 선별하여 총 8라인의 T2 형질전환 

애기장대 라인과 애기장대 야생형(Col-0)과 

대조구(Con)의 표현형적 변화를 비교하였다. 선별된 

애기장대 T2 형질전환 라인들의 표현형 확인은 발아 후 

55일째 수행하였다(도 14).   

전체적으로 ATPG4 ox-1과 ATPG4 ox-8 변이체 라인을 

제외하고 나머지 6 변이체 라인들은 모두 애기장대 

대조구에 비하여 노화 지연의 표현형적 특징을 가지고 

있으며, 특히 ATPG4 ox-3, ATPG4 ox-4와 ATPG4 ox-6 

변이체 라인들은 노화 지연의 표현형적 특징이 

강력하게 나타나는 것으로 확인되었다. 그런 반면 

ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체 라인은 

애기장대 대조구(Con)와 비교하여 볼 때, 식물체의 

노화 지연 현상보다 개체 크기와 silique 생산량 등의 

생산성 증대에 있어서 뚜렷한 표현형적 특징을 가졌다. 

변이체 라인들의 이러한 표현형적 특징은 앞서 언급한 

바와 같이 변이체 라인별로 유전자의 상대적 발현 

정도의 차이에 기인하는 것으로 판단되며, 이를 

증명하기 위하여 각 라인들에 대한 유전자 발현 

정도를 분석하였다.

<실시예 5-2> 노화지연 및 생산성 증대에 대한 

표현형적 특성을 가지는 ATPG4 과발현 변이체의 

ATPG4 유전자 과발현 정도 분석 

실시예 5-1에서와 같이 노화지연 및 생산성 증대에 

대한 표현형적 특징과 ATPG4 유전자의 상대적 과발현 

정도와의 상관관계를 분석하기 위하여 자엽 생성후 

24일째의 변이체의 ATPG4 유전자의 발현 양상을 

조사하였다. ATPG4 유전자와 PCR 양성 대조구로 

사용된 ACT 유전자에 대해 [표 1]의 특이적인 

프라이머를 사용한 결과는 도15에서 도시되었다. 

변이체 8라인 모두 애기장대 야생형에 비하여 ATPG4 

유전자의 발현이 증가되는 것을 확인할 수 있었으며, 

이러한 사실은 본 변이체들이 ATPG4 유전자의 

과발현체임을 증명하고 있다. 

흥미롭게도, 노화지연 표현형이 강력한 ATPG4 ox-3, 

ATPG4 ox-4와 ATPG4 ox-6 변이체들은 ATPG4 

유전자의 상대적 발현 정도가 높은 반면, 개체 크기와 

silique 생산량 증가와 같은 생산성 증대의 표현형적 

특징을 가지는 ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 

변이체들은 모두 ATPG4 유전자의 상대적 발현 정도가 

낮은 것으로 나타났다. 따라서 본유전자의 발현량 

조절은 식물의 생산성 증대 혹은 노화지연의 표현형적 

특징을 가지는 작물을 임의적으로 개발할 수있을 

것으로 판단된다.

<실시예 5-3> ATPG4 과발현 변이체의 ATPG4 유전자 

과발현 정도와 생산성 증대에 대한 특성 분석 

ATPG4 과발현 변이체의 ATPG4 유전자 과발현 정도와 

생산성 증대에 대한 특성을 보다 정확히 분석하기 

위하여 변이체 라인들의 총 종자 무게를 애기장대 

야생형과 비교, 분석하였다.

ATPG4 ox-3, ATPG4 ox-4와 ATPG4 ox-6 변이체들에 

비하여 ATPG4 유전자의 상대적 발현 정도가 낮은 

ATPG4 ox-2, ATPG4 ox-5와 ATPG4 ox-7 변이체들은 

종자 수확량에 있어서 애기장대 대조구에 비하여 1.7배 

이상 증가하는 것으로 나타난 반면, 유전자의 발현 

정도가 상대적으로 높은 ATPG4 ox-3, ATPG4 ox-4와 

ATPG4 ox-6 변이체들은 애기장대 대조구에 비하여 

1.3배 이하의 증가율, 심지어 ATPG4 ox-6 변이체는 

오히려 감소율을 가지는 것으로 나타났다(도 16). 
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흥미로운 사실은 생산성 증대 특정 형질을 가지는 

변이체 라인들의 수확 시기는 애기장대 대조구와 큰 

차이가 없다는 것이다. 이러한 사실은 본유전자의 

과발현으로 인한 생산성 증대는 대조구의 수확시기가 

비슷하여 작물의 수확시기에 대한 문제점을 최소화할 

수 있다는 것이다.

이러한 실시예 5의 결과를 종합해보면, 먼저 APTG4 

유전자의 발현 정도가 높으면 높을수록 식물의 

노화지연 특징이 강력하게 나타나는 것으로 판단되며, 

이러한 제안은 본 유전자의 적용은 녹기 연장을 

요구하는 식물 혹은 작물에 많은 장점을 제공할 

것이라 생각된다. 또한 APTG4 유전자 발현의 적정 

범위 조절은 수확시기가 대조구와 비슷한 식물의 

생산성 증대 특징을 강력하게 나타내는 것으로 

판단된다. 따라서 본 유전자의 발현을 조절할 수 있는 

프로모터(비교적 발현이 낮은 프로모터, 유도성 

프로모터, 기관 혹은 화합물 특이적 프로모터 등)를 

적용하면 생산성 증대 작물 개발에 많은 장점을 

제공하리라 판단된다.

<실시예 6> ATPG4 과발현 변이체의 스트레스에 

대한 특성 분석 

<실시예 6-1> ATPG4 과발현 변이체의 가뭄 

스트레스에 대한 특성 분석 

ATPG4 유전자의 과발현 변이체에 대한 가뭄 저항성 

(drought tolerance) 분석은 발아 후 30일된 식물을 16일 

동안 가뭄을 처리하고, 그 동안에 일어나는 전체 

식물의 표현형적 변화와 식물 개체당 잎의 무게 

변화를 비교하여 가뭄에 대한 저항성 정도를 

확인하였다. 그 결과는 도17과 18에 도시되었다. 

야생형 애기장대는 가뭄에 의해 잎의 황화 현상이 

급속히 진행됨을 알 수 있었으며, 또한 잎의 무게에 

있어서도 가뭄에 의하여 현저히 감소함을 알 수 

있었다. 그에 비하여 ATPG4 유전자의 과발현 변이체는 

가뭄 처리에도 잎의 녹화가 여전히 진행되고 있으며, 

또한 잎의 무게에 있어서도 야생형에 비하여 월등히 

높음을 알 수 있었다. 이러한 사실은 ATPG4가 가뭄 

스트레스 하에서도 식물의 수분 보유를 최대한 

가능하게 해 식물의 가뭄 스트레스에 대한 저항성을 

제공한다는 것을 의미한다.

<실시예 6-2> ATPG4 과발현 변이체의 H2O2 

스트레스에 대한 특성 분석 

ATPG4 과발현 변이체의 산화적 스트레스에 대한 

저항성을 조사하기 위하여 3mM MES 용액에 50mM 

H2O2을 첨가하여 발아 후25일된 3, 4번 잎을 detach하여 

floating한 후 매 2일 간격으로 엽록소 함량과 광합성 

효율을 측정하여 H2O2 스트레스에 대한 저항성 정도를 

조사하였다. 애기장대 야생형에 비하여 ATPG4 과발현 

변이체에서는 잎의 황화 현상 지연과, 또한 엽록소 

함량 및 광합성 효율의 감소에 있어서도 지연됨을 

확인할 수 있었다(도19, 20과 21). 이러한 사실은 

ATPG4가 식물의 산화 스트레스에 대한 저항성을 

제공한다는 것을 의미한다.

따라서 ATPG4 유전자는 식물의 가뭄 및 산화적 

스트레스에 대한 내성을 제공하여 스트레스 저항성 

작물 개발에 있어 많은 장점을 제공할 것으로 

생각된다.

【특허청구범위】

【청구항 1】

서열번호 2에 개시된 아미노산 서열과 90% 이상의 

서열 상동성을 갖고, 식물의 노화 지연 기능, 생산성 

증대 기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG4 

단백질.

【청구항 2】

제1항의 단백질을 암호화하는 ATPG4 유전자.

【청구항 3】

(a) 제2항의 유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 

서열에 작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 

삽입시키는 단계, 

(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계, 및

(c) 노화가 지연된 표현형을 갖는 식물체를 선별하는 

단계를 포함하여 구성되는 노화가 지연된 식물체의 

제조 방법.

【청구항 4】

제3항에 있어서, 

상기 유전자는 서열번호 2의 아미노산 서열을 

암호화하는 유전자인 것을 특징으로 하는 노화가 
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지연된 식물체의 제조 방법.

【청구항 5】

제3항에 있어서, 

상기 유전자는 서열번호 1의염기 서열을 포함하는 

유전자인 것을 특징으로 하는 노화가 지연된 식물체의 

제조 방법.

【청구항 6】

(a) 제2항의 유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 

서열에 작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 

삽입시키는 단계, 

(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계, 및

(c) 생산성이 증대된 표현형을 갖는 식물체를 선별하는 

단계를 포함하여 구성되는 생산성 증대 특성을 갖는 

식물체의 제조 방법.

【청구항 7】

제6항에 있어서, 

상기 유전자는 서열번호 2의 아미노산 서열을 

암호화하는 유전자인 것을 특징으로 하는 생산성 증대 

특성을 갖는 식물체의 제조 방법.

【청구항 8】

제6항에 있어서, 

상기 유전자는 서열번호 1의염기 서열을 포함하는 

유전자인 것을 특징으로 하는 생산성 증대 특성을 

갖는 식물체의 제조 방법.

【청구항 9】

(a) 제2항의 유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 

서열에 작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 

삽입시키는 단계, 

(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계, 및

(c) 생산성이 증대된 표현형을 갖는 식물체를 선별하는 

단계를 포함하여 구성되는 스트레스 내성 식물체의 

제조 방법.

【청구항 10】

제9항에 있어서, 

상기 유전자는 서열번호 2의 아미노산 서열을 

암호화하는 유전자인 것을 특징으로 하는 스트레스 

내성 식물체의 제조 방법.

【청구항 11】

제9항에 있어서, 

상기 유전자는 서열번호 1의염기 서열을 포함하는 

유전자인 것을 특징으로 하는 스트레스 내성 식물체의 

제조 방법.

【청구항 12】

(a) 서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 서열에 

작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키는 

단계, 및

(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계를 

포함하는 

식물체의 노화를 지연시키는 방법.

【청구항 13】

(a) 서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 서열에 

작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키는 

단계, 및

(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계를 

포함하는 식물체의 생산성을 증대시키는 방법.

【청구항 14】

(a) 서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 서열에 

작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키는 

단계, 및

(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계를 

포함하는 식물체의 스트레스 내성을 증가시키는 방법.

【청구항 15】

제3항기재의 방법에 의하여 얻어진 것으로서, 서열번호 

2의 아미노산 서열을 암호화하는 유전자가 도입되어 

과발현됨으로써 노화 지연 특성을 갖는 형질전환 

식물체.

【청구항 16】

제6항기재의 방법에 의하여 얻어진 것으로서, 서열번호 

2의 아미노산 서열을 암호화하는 유전자가 도입되어 

과발현됨으로써 생산성 증대 특성을 갖는 형질전환 

식물체.

【청구항 17】

제9항기재의 방법에 의하여 얻어진 것으로서, 서열번호 

2의 아미노산 서열을 암호화하는 유전자가 도입되어 

과발현됨으로써 스트레스 내성 증대 특성을 갖는 
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형질전환 식물체.

【요약서】

【요약】

본 발명은 식물의 노화 지연 기능, 생산성 증대 기능 

및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG4 단백질과 그 

유전자 및 이들의 용도를 개시한다. 상기 형질전환되어 

과별현된 식물체는 식물체의 노화가 지연되고 

생산성이 증대되는 특성을 보일 뿐만 아니라 스트레스 

내성 증대 특성을 보인다. 

【대표도】

도 1

【도면】

【도 1】

【도 2】

【도 3】

【도 4】

【도 5】

【도 6】

【도 7】

【도 8】
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【도 9】

【도 10】

【도 11】

【도 12】

【도 13】

【도 14】

【도 15】

【도 16】

【도 17】

【도 18】
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【도 19】

【도 20】

【도 21】
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[부록 2] 특허출원 (PCT/KR2012/002967)

【명세서】

【발명의 명칭】

식물의 생산성 증대 기능, 노화 지연 기능 및 스트레스 

내성 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 유전자 및 

이들의 용도{ATPG8 Protein Providing Yield Increase and 
Delaying Senescence and Stress Tolerance of Plants, the 
Gene Encoding the Protein and Those Use}

【기술분야】

본 발명은 식물의 노화 지연 기능, 생산성 증대 기능 

및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 

유전자 및 이들의 용도에 관한 것이다.
【발명의 배경이 되는 기술】

식물의 노화는 식물 발생의 마지막 단계로서, 세포, 
조직, 기관 혹은 생물체 수준에서 나이-의존적 붕괴 

과정이며, 생장 및 발생 단계를 거쳐 치사 단계를 

유도한다. 식물은 노화가 진행됨에 따라 점차적으로 

합성능력이 저하되고 세포 내 구조물과 거대분자들이 

순차적으로 분해되면서 세포의 항상성을 잃게 되어, 
결국 죽음에 이르게 된다(Thomas et al., 1993). 이러한 

식물의 노화는 일련의 연속된 생화학적 및 생리학적 

현상으로 유전적으로 계획되어 있어 세포, 조직 및 

기관의 수준에서 매우 정교하고, 능동적으로 진행된다. 
세포 구조에 있어서 노화의 초기 현상은 잎 단백질의 

70% 이상을 함유하고 있는 소기관인 엽록체의 

분해이다. 대사적인 측면에서 보면, 식물체내 탄소 

동화작용이 엽록소와 단백질, 막 지질, 그리고 RNA와 

같은 거대분자의 이화작용으로 전환되는 것을 

의미한다. 노화를 통하여 증가된 이화 작용 활성은 

생장 동안 동화조직인 잎에 축적된 세포성분들이 종자 

혹은 다른 저장 기관의 발달을 위해 공급되는 배출성 

세포 성분으로 전환되는 것을 유도한다. 따라서 식물의 

노화는 세포가 퇴화하는 과정인 동시에 진화 과정 

동안 환경에 적응하기 위해 능동적으로 획득한 

유전형질이라고 생각되고 있다(Buchanan-Wollaston et 
al., 2003; Lim and Nam, 2005; Nam, 1997) 
이와 같은 식물의 노화는 식물 호르몬 등과 같은 내적 

환경요인 및 가뭄, 영양소 제한, 병원균 침투 등과 

같은 외적 환경 요인에 의하여 영향을 받는다. 식물 

호르몬 중 cytokinin은 생리학적으로 노화 지연 

호르몬으로서 이를 이용한 노화조절 기술이 많이 

보고되고 있다. Amasino 그룹은 노화 특이적인 SAG12 

유전자의 promoter에 IPT 유전자를 재조합하여 노화 

단계 특이적인 cytokinin 합성 조절 방법을 

개발하였으며, 상기 방법으로 노화를 지연시킨 

담배에서 50%의 생산성 증대를 볼 수 있었다. 같은 

방법으로 상추에 도입시켰을 때 수확 후 저장성이 

크게 증가되는 것을 알 수 있었다(McCabe et al., 2001). 
또한 SAG12 promoter에 옥수수의 homeobox gene 
(knotted1)을 발현시킨 담배에서 cytokinin의 level이 

증가하였고 잎의 노화도 지연된다는 보고가 있었다. 
토마토의 경우 ethylene 조절을 통해 과일의 숙성을 

조절한 사례가 보고되고 있으며, 또한 세포벽 분해와 

관련된 polygalacturonase 유전자의 발현을 억제시켜 

토마토의 운송성과 저장성을 증가시킨 Flav-O-Savor의 

경우가 대표적으로 상업화 된 예가 될 수 있다. 사과의 

경우, 노화가 지연되도록 육종된 국내 품종의 하나가 

ethylene 합성 유전자인 ACC oxidase 유전자의 변이를 

동반하고 있음이 보고되었다. 
최근 노화 조절 현상을 구명하기 위하여 노화 시기에 

발현이 유도되는 유전자의 분리 및 이들의 발현 양상 

분석에 관한 많은 연구가 수행되었다. 노화 시 발현이 

증가되는 유전자들의 분석은 애기장대, 무, 토마토 

등에서 연구가 수행되었으며, 이러한 발현 양상 분석을 

통해 노화의 pathway들은 매우 복잡한 network을 

이루고 있음이 제시되었고, 최근에는 subtractive 
hybridization과 microarray 등의 방법을 이용하여 노화 

시기에 유도되는 유전자들을 다량으로 분리하고 있고, 
이들 중 노화 조절 유전자로 추정되는 transcription 
factor, 혹은 receptor-like kinase 등과 같은 유전자들을 

주 target으로 하여 발현 분석을 실시하고 있다. 노화 

과정 동안 발현이 증가되는 96개의 전사인자 중 많은 

부분은 NAC, WRKY, C2H2-type zinc finger, 
Ap2/EREBP, 그리고 MYB 도메인을 가지는 

단백질들이었다(Lim et al., 2007). WRKY 전사인자 중 

WRKY53 유전자의 발현 억제는 식물체에서 노화지연을 

유발하는 반면, 발현 증가는 식물체의 조기 노화 

현상을 유발하였다. 따라서 WRKY53 유전자는 식물체 

노화에 대한 positive regulator인 것으로 보인다(Miao et 
al., 2004). 또한 NAC 전사인자 중 AtNAP 유전자도 

상기 유전자와 마찬가지로 식물체 노화에 대한 positive 
regulator인 것으로 보고되고 있다(Guo and Gan, 2006). 
한편 Receptor-like kinase중 하나인 콩의 GmSARK의 

발현은 자연 발생적 노화뿐만 아니라 암 처리에 의한 

인위적 노화 과정에서도 up-regulation되며, 본 유전자의 
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억제는 잎 노화의 지연을 유발한다고 알려지고 있다(Li 
et al., 2006).
최근 활성산소종(ROS; reactive oxygen species)이 식물체 

노화에 중요한 역할을 담당하는 것으로 알려지고 있다. 
특히 peroxysome에서 유래된 catalase isoform들은 

APX1과 함께 식물체의 노화를 조절한다고 애기장대를 

재료로 하여 Zentgraf 그룹에서 제안하고 있다 

(Zimmermann et al., 2006). 
한편, 농업적인 측면에서 보면 식물의 노화는 식물의 

생장 단계에 대한 제한으로 인하여 작물의 생산성을 

제한할 수 있으며 또한 채소 작물 등에서 잎의 황화 

현상과 영양소 소실 등과 같은 품질 손실율을 유발할 

수도 있다. 따라서 식물 노화에 대한 연구는 

기본적으로 식물의 생육 과정에 대한 이해도를 

증가시킬 뿐만 아니라 식물 노화 조절을 제공하여 

작물의 생산성, 저장성 등과 같은 농업적 형질의 

향상을 유발할 수 있다. Gan 등(1995)은 담배에서 노화 

조절을 통해 생산성을 최고 50%까지 증가 시킬 수 

있었으며, 또한 콩(Guiamett et al., 1990)과 같은 

곡물류에서도 노화 조절을 통해 생산성이 30% 이상의 

증대 효과를 얻을 수 있었다. 그러나 여전히 식물 

노화를 조절을 통한 생산성 증대에 대한 연구는 극히 

제한적이다. 
이러한 이유에서 식물 분야 생명공학 종사자들은 

식물에서 수명 연장에 관여하는 유전자나 단백질 등을 

찾아내고자 노력하고 있다.

【발명의 내용】

【해결하고자 하는 과제】

본 발명의 목적은 식물의 노화 지연 기능을 갖고 또 

생산성 증대 기능을 갖는 ATPG8 단백질을 제공하는 

데 있다.
본 발명의 다른 목적은 상기 단백질을 암호화하는 

유전자를 제공하는 데 있다.
본 발명의 또 다른 목적은 노화 지연 특성을 갖는 

식물체의 제조 방법을 제공하는 데 있다.
본 발명의 또 다른 목적은 생산량 증대 특성을 갖는 

식물체의 제조 방법을 제공하는 데 있다.
본 발명의 또 다른 목적은 스트레스 내성을 갖는 

식물체의 제조 방법을 제공하는 데 있다.
본 발명의 기타의 목적은 이하에서 제시될 것이다.
【과제의 해결 수단】

본 발명은 일 측면에 있어, 식물의 노화 지연 기능을 

갖고 또 생산성 증대 기능을 갖는 ATPG8 단백질에 

관한 것이다. 
본 발명자(들)는 하기 실시예에서 확인되는 바와 같이, 
애기장대의 DNA 결합 단백질 관련 단백질 

(DNA-binding protein-related, GeneBank accession number 
NP  191646.1)의 염기서열을 기초로 상기 단백질의 

유전자를 분리하고 상기 유전자를 애기장대에 

형질전환시켜 과발현시켰을 때, 식물의 노화 지연 

현상이 뚜렷하게 나타나고, 이와 더불어 개체의 생체량 

증가 및/또는 종자 생산성 증가라는 생산성 증대 

특성도 뚜렷하게 나타남을 확인하였다. 
이러한 실험 결과는 상기 유전자 및 단백질이 

식물체의 노화를 지연시키고 식물의 생산성을 

증대시키는 데 관여한다는 것을 의미한다고 할 수 

있다. 
본 발명자들은 상기 유전자를 ATPG8(AT-hook protein 
of Genomine 8) 유전자 및 ATPG8 단백질로 

명명하였으며, 이들 염기 서열 및 아미노산 서열은 

각각 서열번호 1 및 2에 개시되어 있다.
본 발명의 ATPG8 단백질은 하기 (a), (b) 및 (c)의 

폴리펩티드들 중 하나이다. 
(a) 서열번호 2에 기재된 아미노산 서열 전체를 

포함하는 폴리펩티드 

(b) 서열번호 2에 기재된 아미노산 서열의 실질적인 

부분을 포함하는 폴리펩티드 및 

(c) 상기 (a) 또는 (b)의 폴리펩티드와 실질적으로 

유사한 폴리펩티드. 
본 명세서에서, "단백질"이라는 용어는 폴리펩티드와 

동일한 의미로서 서로 혼용되어 사용되며, 
"유전자"라는 용어는 폴리뉴클레오티드와 동일한 

의미로서 서로 혼용되어 사용된다.
본 명세서에서, "서열번호 2에 기재된 아미노산 서열의 

실질적인 부분을 포함하는 폴리펩티드"는 서열번호 2에 

기재된 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩티드와 

비교하였을 때 여전히 식물 노화 지연 기능 및 생산성 

증대 기능을 보유하기에 충분한 정도의 서열번호 2의 

아미노산 서열의 일부분을 포함하는 폴리펩티드로서 

정의된다. 여전히 식물의 노화 지연 기능 및 생산성 

증대 기능을 보유하기에 충분하면 되므로, 상기 

폴리펩티드의 길이 그리고 그러한 폴리펩티드가 

가지는 활성의 정도는 문제되지는 않는다. 즉 서열번호 

2에 기재된 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드에 

비해 활성이 낮더라도, 여전히 노화 지연 기능 및 
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생산성 증대 기능을 가지는 폴리펩티드라면 그 길이야 

어떻든 상기 "서열번호 2에 기재된 아미노산 서열의 

실질적인 부분을 포함하는 폴리펩티드"에 포함된다는 

것이다. 당업자라면, 즉 본 출원시를 기준으로 공지된 

관련 선행기술을 숙지하고 있는 자라면, 서열번호 2에 

기재된 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드에서 

일부분이 결실되더라도 그러한 폴리펩티드는 여전히 

노화 지연 기능 및 생산성 증대 기능을 보유할 

것이라고 기대할 것이다. 그러한 폴리펩티드로서 

서열번호 2에 기재된 아미노산 서열을 포함하는 

폴리펩티드에서 N-말단 부분 또는 C-말단 부분이 

결실된 폴리펩티드를 들 수 있다. 그것은 일반적으로 

N-말단 부분 또는 C-말단 부분이 결실되더라도 그러한 

폴리펩티드는 본래의 폴리펩티드가 가지는 기능을 

가진다고 당업계에 공지되어 있기 때문이다. 물론 

경우에 따라서는, N-말단 부분 또는 C-말단 부분이 

단백질의 기능 유지에 필수적이서 N-말단 부분 또는 

C-말단 부분이 결실된 폴리펩티드가 상기 기능을 

나타내지 않는 경우가 있을 수 있겠지만, 그럼에도 

그러한 비활성의 폴리펩티드를 활성의 폴리펩티드와 

구분하고 검출해내는 것은 당업자의 통상의 능력 범위 

내에 속한다. 나아가 N-말단 부분 또는 C-말단 

부분뿐만 아니라 그 이외의 다른 부분이 결실되더라도 

본래의 폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 가질 수 

있다. 여기서도 당업자라면 그의 통상의 능력의 범위 

내에서 이러한 결실된 폴리펩티드가 여전히 본래의 

폴리펩티드가 가지는 기능을 가지는가를 충분히 

확인할 수 있을 것이다. 특히 본 명세서가 서열번호 

1의 염기서열 및 서열번호 2의 아미노산 서열을 

개시하고 있고 나아가 서열번호 1의 염기서열에 의해 

암호화되고 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진 

폴리펩티드가 식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 

기능을 보유하는지를 확인한 실시예를 개시하고 

있다는 점에서, 서열번호 2의 아미노산 서열에서 일부 

서열이 결실된 폴리펩티드가 서열번호 2의 아미노산 

서열을 포함하는 폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 

보유할 것인가를 당업자는 그의 통상의 능력 범위 

내에서 충분히 확인할 수 있다는 것이 매우 

자명해진다. 그러므로 본 발명에 있어서 상기 

"서열번호 2에 기재된 아미노산 서열의 실질적인 

부분을 포함하는 폴리펩티드"는 상기 정의와 같이 본 

명세서의 개시 내용에 기초하여 당업자가 그의 통상의 

능력 범위 내에서 제조 가능한 식물의 노화 지연 기능 

및 생산성 증대 기능을 가지는 결실된 형태의 모든 

폴리펩티드를 포함하는 의미로서 이해되어야 한다.
또한 본 명세서에서, "상기 (a) 및 (b)의 폴리펩티드와 

실질적으로 유사한 폴리펩티드"란 하나 이상의 치환된 

아미노산을 포함하지만, 서열번호 2의 아미노산 서열을 

포함하는 폴리펩티드가 가지는 기능, 즉 식물의 노화 

지연 기능 및 생산성 증대 기능을 보유하는 

폴리펩티드를 말한다. 여기서도 하나 이상의 치환된 

아미노산을 포함하는 폴리펩티드가 식물의 노화 지연 

기능 및 생산성 증대 기능을 보유하기만 한다면 

그러한 폴리펩티드가 가지는 활성의 정도나 

아미노산이 치환된 정도는 문제되지 않는다. 바꿔 

얘기해서, 하나 이상의 치환된 아미노산을 포함하는 

폴리펩티드가 서열번호 2의 아미노산 서열을 포함하는 

폴리펩티드에 비해 그 활성이 아무리 낮더라도 또 

많은 수의 치환된 아미노산을 포함하고 있다고 

하더라도 그러한 폴리펩티드가 식물의 노화 지연 기능 

및 생산성 증대 기능을 보유하기만 한다면 본 발명에 

포함된다는 것이다. 하나 이상의 아미노산이 

치환되더라도 치환되기 전의 아미노산이 치환된 

아미노산과 화학적으로 등가라면, 그러한 치환된 

아미노산을 포함하는 폴리펩티드는 여전히 본래의 

폴리펩티드의 기능을 보유할 것이다. 예컨대, 소수성 

아미노산인 알라닌이 다른 소수성의 아미노산, 예를 

들면 글리신, 또는 보다 더 소수성인 아미노산, 예를 

들면 발린, 류신 또는 이소류신으로 치환되더라도 

그러한 치환된 아미노산(들)을 가지는 폴리펩티드는 

활성은 낮더라도 본래의 폴리펩티드가 가지는 기능을 

여전히 보유할 것이다. 마찬가지로, 음으로 하전된 

아미노산 예컨대, 글루탐산이 다른 음으로 하전된 

아미노산, 예컨대 아스파르산으로 치환되더라도 그러한 

치환된 아미노산(들)을 가지는 폴리펩티드도 활성은 

낮더라도 본래의 폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 

보유할 것이며, 또한 양으로 하전된 아미노산, 예컨대 

아르기닌이 다른 양으로 하전된 아미노산, 예컨대, 
리신으로 치환되더라도 그러한 치환된 아미노산(들)을 

가지는 폴리펩티드 또한 활성은 낮더라도 본래의 

폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 보유할 것이다. 
또한 폴리펩티드의 N-말단 또는 C-말단 부분에서 

치환된 아미노산(들)을 포함하는 폴리펩티드도 본래의 

폴리펩티드가 가지는 기능을 여전히 보유할 것이다. 
당업자라면, 그 전술한 바의 하나 이상의 치환된 

아미노산을 포함하면서도, 서열번호 2의 아미노산 
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서열을 포함하는 폴리펩티드가 가지는 식물의 노화 

지연 기능 및 생산성 증대 기능을 여전히 보유하는 

폴리펩티드를 제조할 수 있다. 또한 당업자라면 하나 

이상의 치환된 아미노산을 포함하는 폴리펩티드가 

여전히 위 기능을 가지는가를 확인할 수 있다. 더구나 

본 명세서가 서열번호 1의 염기서열 및 서열번호 2의 

아미노산 서열을 개시하고 있고 또한 서열번호 2의 

아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드가 식물의 노화 

지연 기능 및 생산성 증대 기능을 지님을 확인한 

실시예를 개시하고 있기 때문에, 본 발명의 "상기 (a) 
및 (b)의 폴리펩티드와 실질적으로 유사한 

폴리펩티드"는 당업자에게 용이하게 실시 가능한 

것임이 분명하다. 그러므로 "상기 (a) 또는 (b)의 

폴리펩티드와 실질적으로 유사한 폴리펩티드"는 하나 

이상의 치환된 아미노산을 포함하면서도 여전히 

식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 기능을 가지는 

모든 폴리펩티드를 포함하는 의미로서 이해되어야 

한다. 이처럼 "상기 (a) 또는 (b)의 폴리펩티드와 

실질적으로 유사한 폴리펩티드"는 하나이상의 치환된 

아미노산을 포함하면서도 여전히 식물의 노화 지연 

기능 및 생산성 증대 기능을 가지는 모든 

폴리펩티드를 포함하는 의미이지만, 그럼에도 활성의 

정도라는 관점에서 봤을 때, 상기 폴리펩티드는 

서열번호 2의 아미노산 서열과 서열 상동성이 

높을수록 바람직하다. 상기 폴리펩티드는 서열 

상동성의 하한에 있어서 60% 이상의 서열 상동성을 

지니는 것이 바람직한 반면, 서열 상동성의 상한에 

있어서는 당연히 100%의 서열 상동성을 지니는 것이 

바람직하다. 보다 더 구체적으로 위 서열상동성은60%, 
61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 
71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%의 

순서대로 높아질수록 바람직하다. 그리고 본 발명의 

"상기 (a) 및 (b)의 폴리펩티드와 실질적으로 유사한 

폴리펩티드"는 "서열번호 2의 아미노산 서열 전체를 

포함하는 폴리펩티드에 실질적으로 유사한 폴리펩티드" 
뿐만 아니라 '서열번호 2의 아미노산 서열의 실질적인 

부분을 포함하는 폴리펩티드에 실질적으로 유사한 

폴리펩티드'를 포함하므로 전술한 바의 모든 설명은 

"서열번호 2의 아미노산 서열 전체를 포함하는 

폴리펩티드에 실질적으로 유사한 폴리펩티드"에 대해서 

뿐만 아니라 "서열번호 2의 아미노산 서열의 실질적인 

부분을 포함하는 폴리펩티드에 실질적으로 유사한 

폴리펩티드"에 대해서도 적용되어진다. 
본 발명은 다른 측면에 있어서, 전술한 바의 

폴리펩티드를 암호화하는 단리된 폴리뉴클레오티드에 

대한 것이다. 여기서 "전술한 바의 폴리펩티드"란 

식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 기능을 

지니면서 서열번호 2에 기재된 아미노산 서열 전체를 

포함하는 폴리펩티드, 서열번호 2에 기재된 아미노산 

서열의 실질적인 부분을 포함하는 폴리펩티드, 및 위 

폴리펩티드들과 실질적으로 유사한 폴리펩티드를 

포함할 뿐만 아니라, 전술한 바의 바람직한 양태의 

모든 폴리펩티드들을 포함하는 의미이다. 그러므로 본 

발명의 폴리뉴클레오티드는 식물의 노화 지연 기능 및 

생산성 증대 기능을 지니면서, 서열번호 2에 기재된 

아미노산 서열 전체 또는 그 실질적인 부분을 

포함하는 폴리펩티드를 암호화하는 단리된 

폴리뉴클레오티드 및 이러한 폴리펩티드들에 

실질적으로 유사한 폴리펩티드를 암호화는 단리된 

폴리뉴클레오티드를 포함하며, 나아가 바람직한 

양태로서 식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 

기능을 지니면서 전술한 바의 서열 상동성의 순서대로 

그 서열 상동성을 지니는 모든 폴리펩티드를 

암호화하는 단리된 폴리뉴클레오티드를 포함한다. 
아미노산 서열이 밝혀졌을 때, 그러한 아미노산 서열에 

기초하여 그러한 아미노산 서열을 암호화하는 

폴리뉴클레오티드를 당업자라면 용이하게 제조할 수 

있다. 
한편 본 명세서에서 상기 "단리된 폴리뉴클레오티드"는 

화학적으로 합성된 폴리뉴클레오티드, 생물체 특히 

애기장대(Arabidopsis thaliana)에서 분리된 

폴리뉴클레오티드 및 변형된 뉴클레오티드를 함유한 

폴리뉴클레오티드를 모두 포함하며, 단일 가닥 또는 

이중 가닥의 RNA 또는 DNA의 중합체를 모두 

포함하는 것으로서 정의된다. 
본 발명은 또 다른 측면에 있어, 노화가 지연된 

식물체의 제조 방법에 관한 것이다.
본 발명의 노화가 지연된 식물체의 제조 방법은 (a) 
식물체에서 서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 

또는 서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 

유전자를 과발현시키는 단계 및 (b) 노화가 지연된 

표현형을 갖는 식물체를 선별하는 단계를 포함하여 

구성된다.
본 명세서에서, "노화 지연"이란 야생형 식물체에 
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비하여 식물 수명이 연장된 특성을 말하며, 
구체적으로는 잎 및/또는 줄기의 황화 현상 및/또는 

괴사 현상이 야생형 식물체 비하여 지연되거나 

식물체의 엽록소 함량이 야생형 식물체에 비하여 

많거나 식물체의 광합성 효율이 야생형 식물체 비하여 

높은 특성 말한다.
또한 본 명세서에서, "식물체"란 성숙한 식물, 미성숙 

식물(유식물체), 식물 종자, 식물 세포, 식물 조직 등을 

포함하는 의미이다. 식물 세포나 식물 조직이 

형질전환에 사용될 경우에 형질전환된 식물 세포나 

식물 조직은 유럽특허 EP0116718, 유럽특허 EP0270822, 
국제특허 WO 84/02913, 문헌[Gould et al. 1991, Plant 
Physiol 95,426-434] 등에 개시된 방법을 사용하여 

성숙한 식물체로 발육·생장시킬 수 있다.
또한 본 명세서에서, "식물"이란 노화 지연이 인간에게 

유용한 결과를 줄 수 있는 모든 식물을 포함한다. 노화 

지연은 생산량 증가 즉 종자 생산성 및/또는 개체의 

생체량 증가와 직결되므로, 상기 식물의 의미에는 

일차적으로 생산성 증대가 인간에게 유용한 식물인 

작물, 예컨대 벼, 밀, 보리, 옥수수, 콩, 감자, 팥, 귀리, 
수수, 십자화과 채소(배추, 청경채, 케일, 콜리플라워, 
브로콜리, 열무(young radish), 무, 갓 등), 고추, 딸기, 
토마토, 수박, 오이, 양배추, 참외, 호박, 파, 양파, 당근, 
인삼, 담배, 목화, 참깨, 사탕수수, 사탕무우, 들깨, 
땅콩, 유채, 사과나무, 배나무, 대추나무, 복숭아, 
양다래, 포도, 감귤, 감, 자두, 살구, 바나나 등이 

포함될 것이고, 또한 스위치그라스, 억새, 갈대 등과 

같은 바이오에너지 작물과 기타 라이그라스, 
레드클로버, 오차드그라스, 알파알파, 톨페스큐, 
페레니얼라이그라스, 장미, 글라디올러스, 거베라, 
카네이션, 국화, 백합, 튤립 등이 포함될 것이다. 
또한 본 명세서에서 "서열번호 1의 염기서열과 유사한 

서열로 이루어진 유전자"란 첫째 서열번호 2의 

아미노산을 암호화하면서도 코돈의 축퇴성(codon 
degeneracy)으로 인하여 서열번호 1의 유전자와 다른 

염기서열을 갖는 유전자와, 서열번호 1의 염기서열로 

이루어진 유전자의 동족체(homologue)로서 식물의 노화 

지연 기능을 지니면서 식물의 종류에 따른 진화적 

경로의 상이로 인하여 서열번호 1의 염기서열과 다른 

염기서열로 이루어진 모든 유전자를 포함하는 

의미이다. 여기서 서열번호 1의 염기서열과 유사한 

서열로 이루어진 유전자는 서열번호 1의 염기서열과 

서열 상동성이 높을수록 바람직하고, 가장 

바람직하게는 당연히 100%의 서열상동성을 지닐 

때이다. 한편, 서열 상동성의 하한에 있어서는 상기 

유전자가 서열번호 1의 염기서열과 60% 이상의 서열 

상동성을 지니는 경우가 바람직할 것이다. 보다 더 

구체적으로는 위 서열 상동성이60%, 61%, 62%, 63%, 
64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 
74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 
94%, 95%, 96%, 97%, 98% 및 99%의 순서대로 

높아질수록 바람직하다.
또한 본 명세서에서, "과발현"이란 야생형 식물체에서 

발현되는 수준 이상의 발현을 의미한다. 이러한 

"과발현"여부는 상기 서열번호 1의 유전자나 서열번호 

1의 염기서열과 유사한 서열로 이루어진 유전자(예컨대 

cDNA)를 정량하여 직접적으로 결정하거나 그 유전자가 

암호화하는 단백질을 정량하여 간접적으로 정량할 수 

있다.
본 발명의 노화가 지연된 식물체의 제조 방법에 

있어서, 상기 단계 (a)는 유전공학적 방법으로 수행될 

수 있다.
유전공학적인 방법은 (i) 상기 서열번호 1의 유전자 

또는 서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 서열에 

작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키는 

단계, 및 (ii) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 

단계를 포함하여 구성된다.
본 명세서에서, "작동 가능하게"란 어떤 유전자의 전사 

및/또는 번역이 영향을 받도록 연결된다는 의미이다. 
예컨대 어떠한 프로모터가 그것에 연결된 어떤 

유전자의 전사에 영향을 준다면 그 프로모터와 그 

유전자는 작동 가능하게 연결된 것이다.
또 본 명세서에서, "조절 서열"이란 그것의 존재가 

그것에 연결된 유전자의 전사 및/또는 번역에 영향을 

미칠 수 있는 모든 서열을 포함하는 의미이며, 이러한 

조절 서열에는 프로모터 서열, 전사종결 

서열(polyadenylation signal), 복제 개시점을 포함한다. 
또한 본 명세서에서, "프로모터"는 당업계에 알려진 

통상의 의미를 따르는데, 구체적으로는 어떤 유전자의 

전사 개시점을 기준으로 상류(5'쪽)에 위치하고, 
DNA-의존 RNA 중합효소에 대한 결합 부위, 전사 

개시점, 전사 인자 결합 부위 등을 포함하는, 하나 

이상의 유전자의 전사를 제어하는 기능을 갖는 핵산 

서열을 의미한다. 이러한 프로모터는 그것이 진핵생물 
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유래일 경우 전사 개시점 상류에 있는 TATA 
박스(통상 전사 개시점(+1) -20 내지 -30 위치에 존재), 
CAAT 박스(통상 전사 개시 부위와 비교하여 대략 -75 
위치에 존재), 5'인핸서, 전사 억제 인자 등을 포함한다. 
사용 가능한 프로모터는 그것에 연결된 서열번호 1의 

유전자를 과발현시킬 수 있는 프로모터라면 구성적 

프로모터(모든 식물체 조직에서 상시적으로 발현을 

유도하는 프로모터), 유도성 프로모터(특정 외부 자극에 

반응하여 목적 유전자의 발현을 유도하는 프로모터 

또는 특정 발달 시기나 특정 조직에서 특이적으로 

발현을 유도하는 프로모터) 모두 사용될 수 있다. 사용 

가능한 구성적 프로모터의 대표적인 예로는 

콜리플라워 모자이크 바이러스(CaMV: cauliflower 
mosaic virus)의 35S RNA 유전자의 프로모터를 들 수 

있고, 그 밖에 유비퀴틴(ubiquitin) 계열의 

프로모터(Christensen et al., 1992, Plant Mol. Biol. 18, 
675-689; EP0342926; Cornejo et al., 1993, Plant Mol. 
Biol. 23, 567-581), 벼 액틴프로모터(Zhang et al. 1991, 
The Plant Cell 3, 1155-1165) 등을 들 수 있다. 사용 

가능한 유도성 프로모터의 예로는 구리 이온에 의해 

활성화되는 효모 메탈로티오네인 프로모터(Mett 등, 
Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 90:4567, 1993), 치환 

벤젠설폰아미드에 의해 활성화되는 In2-1 및 In2-2 
프로모터(Hershey 등, Plant Mol. Biol., 17:679, 1991), 
글루코코르티코이드에 의해 조절되는 GRE 조절 

서열(Schena 등, Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 88:10421, 
1991), 에탄올 조절성 프로모터(Caddick 등, Nature 
Biotech., 16:177, 1998), 리뷸로스 비스-포스페이트 

카르복실라제(ssRUBISCO)의 소 서브유니트에서 유래한 

광 조절성 프로모터(Coruzzi 등, EMBO J., 3:1671, 1984; 
Broglie 등, Science, 224:838, 1984), 만노핀 신타제 

프로모터(Velten 등, EMBO J., 3:2723, 1984), 노팔린 

신타제(NOS) 프로모터, 옥토핀 신타제(OCS) 프로모터, 
열 충격프로모터(Gurley 등, Mol. Cell. Biol., 6:559, 
1986; Severin 등, Plant Mol. Biol., 15:827, 1990) 벼 

글루테린(glutelin) 프로모터, 콩 유래렉틴(lectin) 
프로모터, 배추 유래 나핀(napin) 프로모터 등을 들 수 

있다.
전사 종결 서열은 poly(A) 첨가 신호(polyadenylation 
signal)로 작용하는 서열로서 전사의 완결성 및 

효율성을 높이기 위한 것이다. 사용될 수 있는 전사 

종결 서열의 예로는 노팔린 신타아제(NOS) 유전자의 

전사 종결 서열, 벼 α-아밀라아제 RAmy1 A 유전자의 

전사 종결 서열, 아그로박테리움 투메파시엔스의 

옥토파인(Octopine) 유전자의 전사 종결 서열, 밀 열 

쇼크 단백질 17의 전사종결 서열, 밀 유비퀴틴 

유전자의 전사 종결 서열, 벼 글루테린 유전자의 전사 

종결 서열, 벼 락테이트 디하이드로게나제 유전자의 

전사 종결 서열 등을 들 수 있다. 
상기 발현벡터는 선별 마커 유전자를 포함할 수 있다. 
여기서 "마커 유전자"란 그러한 마커 유전자를 

포함하는 식물체의 선별을 가능하게 하는 형질을 

암호화하는 유전자를 의미한다. 마커 유전자는 

항생물질 내성 유전자일 수 있고 제초제 내성 

유전자일 수도 있다. 적합한 선별 마커유전자의 예로는 

아데노신 데아미나제의 유전자, 디히드로폴레이트 

리덕타제의 유전자, 하이그로마이신-B- 포스포트랜스- 
퍼라제의 유전자, 티미딘 키나제의 유전자, 크산틴- 
구아닌 포스포리보실트랜스퍼라제의 유전자, 포스핀- 
노트리신 아세틸트랜스퍼라제 유전자 등을 들 수 있다.
본 명세서에서, 상기 "형질전환"이란 왜래 유전자가 

도입됨에 의한 숙주 식물체의 유전자형의 변형을 

의미하며, 그 형질전환에 사용된 방법과 상관없이 그 

왜래 유전자가 숙주 식물체, 더 정확하게는 숙주 

식물의 세포 내로 도입되어 세포의 게놈에 통합된 

것을 의미한다. 여기서 왜래 유전자에는 동종성 

유전자와 이종성 유전자가 포함되는데, "동종성 

유전자"란 숙주 유기체 또는 그와 동일한 생물종의 

내인성 유전자를 의미하며, "이종성 유전자"란 그것이 

형질전환되는 유기체에서는 존재하지 않는 유전자를 

말한다. 예컨대 애기장대 유래 유전자는 애기장대 

식물에게는 동종성 유전자이지만 토마토 식물에서는 

이종성 유전자가 된다.
한편, 외래성 유전자로 식물을 형질전환시키는 방법은 

당업계에 공지된 방법을 사용할 수 있는데, 예컨대 

유전자 총을 사용한 직접적인 유전자 전달 방법, 
프로랄 딥(floral dip)을 이용한 in planta 형질전환 방법, 
화분 매개 형질전환 방법, 원형질체의 형질전환 방법, 
바이러스 매개 형질전환 방법, 리포좀 매개 형질전환 

방법 등을 사용할 수 있다. 또한 특정 식물체에 적합한 

형질전환 방법을 선택하여 사용할 수도 있는데, 예컨대 

옥수수를 형질전환시키는 방법은 미국특허 US 
6,140,553, 문헌(Fromm et al, 1990, Bio/Technology 8, 
833-839), 문헌(Gordon-Kamm et al, 1990, The Plant Cell 
2, 603-618) 등에 개시된 방법을 사용할 수 있으며, 
벼를 형질전환시키기 위한 방법은 문헌(Shimamoto et 
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al, 1989, Nature 338, 274-276), 문헌(Datta et al 1990, 
Bio/Technology 8, 736-740), 국제특허 WO 92/09696, 
국제특허 WO 94/00977, 국제특허 WO 95/06722 등에 

개시된 방법을 사용할 수 있다. 또 토마토나 담배 

형질전환에 있어서는 문헌(An G. et al., 1986, Plant 
Physiol. 81: 301-305), 문헌(Horsch R.B. et al, 1988, In: 
Plant Molecular Biology Manual A5, Dordrecht, 
Netherlands, Kluwer Academic Publishers, pp 1-9), 
문헌(KoornneefM. et al, 1986, In: Nevins DJ. and R.A. 
Jones, eds. Tomato Biotechnology, New York, NY, USA, 
Alan R. Liss, Inc. pp 169-178) 등에 개시된 방법을 

사용할 수 있다.
일반적으로 식물을 형질전환시킴에 있어 많이 

사용되는 것이, 형질전환된 아그로박테리움으로 

유식물체, 식물 종자 등을 감염시키는 방법이다.
이러한 아그로박테리움이 매개된 형질전환 방법은 

당업계에 잘 공지되어 있으며(Chilton 등, 1977, Cell 
11:263:271; 유럽특허 EP 0116718; 미국특허 US 
4,940,838), 특정 식물체에 적합한 방법도 당업계에 

공지되어 있다. 예컨대 목화에 대해서는 미국특허 US 
5,159,135, 콩에 대해서는 미국특허 US 5,824,877, 
옥수수에 대해서는 미국특허 US 5,591,616 등을 참조할 

수 있다. 아그로박테리움 매개 형질전환 방법은 

Ti-플라스미드를 이용하는데, 이 플라스미드에는 

T-DNA를 식물 세포의 게놈으로 통합시킬 수 있는 

좌우 경계(border) 서열이 포함될 것이다.
한편, 상기 (b) 선별 단계는 형질전환된 식물체를 

발육·성장시켜, 잎의 황화 현상의 진행 정도나 잎의 

괴사 현상의 진행 정도 등을 통해 육안으로 

선별하거나, 형질전환 시에 선별 마커 유전자가 함께 

형질전환될 경우에는 선별 마커 유전자를 이용하여 

선별할 수 있으며, 나아가 엽록소 함량, 광합성 효율 

등을 정량하는 방법, 상기 방법들을 혼합한 방법 등을 

통하여 선별할 수 있다.
또 다른 측면에 있어서, 본 발명의 생산성 증대 특성을 

갖는 식물체의 제조 방법에 관한 것이다.
본 발명의 생산성 증대 특성을 갖는 식물체의 제조 

방법은 (a) 식물체에서 서열번호 1의 염기서열을 갖는 

유전자 또는 서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 

갖는 유전자를 과발현시키는 단계 및 (b) 생산성 증대 

특성을 갖는 식물체를 선별하는 단계를 포함하여 

구성된다.
본 명세서에서, "생산성 증대 특성"이란 식물체의 전체, 

줄기, 뿌리 및/또는 잎의 생체량(biomass; 크기 및/또는 

질량)이 야생형 식물체에 비하여 증가한 특성 및/또는 

식물체의 종자의 생산성(식물 1개체 당 종자의 수 

및/또는 질량)이 야생형 식물체에 비하여 증가한 

특성을 말한다. 
상기 (a) 단계는 유전공학적으로 수행될 수 있는데, 
이러한 유전공학적 방법에 대해서는 상기 본 발명의 

노화 지연 식물체의 제조 방법과 관련하여 설명한 

바와 같다.
상기 (b) 단계는 식물체의 생체량 및/또는 종자 

생산성을 비교하여 선별하거나, 형질전환 시에 선별 

마커 유전자가 함께 형질전환될 경우에는 선별 마커 

유전자를 이용하여 선별할 수 있으며, 또는 이들의 

방법을 혼합하여 선별할 수도 있다.
또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 스트레스 내성 

식물체의 제조 방법에 관한 것이다.
본 발명의 스트레스 내성 식물체의 제조 방법은 (a) 
식물체에서 서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 

또는 서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 

유전자를 과발현시키는 단계 및 (b) 스트레스 내성 

표현형을 갖는 식물체를 선별하는 단계를 포함하여 

구성된다.
본 명세서에서, "스트레스"는 가뭄 스트레스 및/또는 

산화적 스트레스를 의미한다.
상기 (a) 단계는 유전공학적으로 수행될 수 있는데, 
이러한 유전공학적 방법에 대해서는 본 발명의 노화 

지연 식물체의 제조 방법과 관련하여 설명한 바와 

같다.
상기 (b) 단계는 식물체의 스트레스 내성을 비교하여 

선별하거나(예컨대 잎의 황화 현상의 진행 정도, 잎의 

괴사 현상의 진행 정도, 잎 및/또는 줄기의 생체량, 
엽록소 함량, 광합성 효율 등) 형질전환 시에 선별 

마커 유전자가 함께 형질전환될 경우에는 선별 마커 

유전자를 이용하여 선별할 수 있으며, 또는 이들의 

방법을 혼합하여 선별할 수도 있다.
또 다른 측면에 있어서, 본 발명의 식물체의 노화를 

지연시키는 방법에 관한 것이다.
본 발명의 식물체의 노화를 지연시키는 방법은 (a) 
서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 서열번호 

1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자를 그것을 

과발현시킬 수 있는 조절 서열에 작동 가능하게 

연결되도록 발현벡터에 삽입시키고 (b) 그 발현벡터를 

식물체에 형질전환하는 단계를 포함한다.
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또 다른 측면에 있어서, 본 발명의 식물체의 생산성 

증대 방법에 관한 것이다.
본 발명의 식물체의 생산성 증대 방법은 (a) 서열번호 

1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 서열번호 1의 

염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자를 그것을 

과발현시킬 수 있는 조절 서열에 작동 가능하게 

연결되도록 발현벡터에 삽입시키고 (b) 그 발현벡터를 

식물체에 형질전환하는 단계를 포함한다.
또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 식물체의 스트레스 

내성을 증가시키는 방법에 관한 것이다. 
본 발명의 식물체의 스트레스 내성을 증가시키는 

방법은 (a) 서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 

서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 서열에 

작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키고 (b) 
그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계를 

포함한다.
상기 방법들에서 상기 (a) 및 (b) 단계는 상기 본 

발명의 노화가 지연된 식물체의 제조 방법과 관련하여 

설명한 바와 같다.
또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 상기 본 발명의 

노화 지연 식물체의 제조 방법에 의하여 얻어진, 
서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 서열번호 

1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자가 

과발현된 노화 지연 특성을 갖는 형질전환 식물체에 

관한 것이다.
바람직한 측면에 있어서, 상기 식물체는 서열번호 2의 

아미노산 서열로 이루어진 ATPG8 단백질을 

암호화하는 유전자, 특히 서열번호 1의 염기서열을 

갖는 유전자로 도입되어 과발현됨으로써 노화 지연 

특성을 갖는 형질전환 식물체이다.
또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 상기 본 발명의 

생산성 증대 특성을 갖는 식물체의 제조 방법에 

의하여 얻어진, 서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 

또는 서열번호 1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 

유전자가 과발현된 생산성 증대 특성을 갖는 형질전환 

식물체에 관한 것이다.
바람직한 측면에 있어서, 상기 식물체는 서열번호 2의 

아미노산 서열로 이루어진 ATPG8 단백질을 

암호화하는 유전자, 특히 서열번호 1의 염기서열을 

갖는 유전자 ATPG8이 도입되어 과발현됨으로써 

생산성 증대 특성을 갖는 형질전환 식물체이다.
또 다른 측면에 있어서, 본 발명은 상기 본 발명의 

스트레스 내성 식물체의 제조 방법에 의하여 얻어진, 
서열번호 1의 염기서열을 갖는 유전자 또는 서열번호 

1의 염기서열과 유사한 서열을 갖는 유전자가 

과발현된 생산성 증대 특성을 갖는 형질전환 식물체에 

관한 것이다.
바람직한 측면에 있어서, 상기 식물체는 서열번호 2의 

아미노산 서열로 이루어진 ATPG8 단백질을 

암호화하는 유전자, 특히 서열번호 1의 염기서열을 

갖는 유전자 ATPG8이 도입되어 과발현됨으로써 

스트레스 내성을 갖는 형질전환 식물체이다.
본 명세서에서, 상기 "형질전환 식물체"는 성숙한 

식물로 발육·생장할 수 있는 식물 세포, 식물 조직, 
또는 식물 종자에 상기 유전자가 도입되어 형질전환된 

경우뿐만 아니라 형질전환된 식물과의 교배에 의해 

게놈이 변형된 식물체, 식물 종자, 식물 세포를 

포함한다.

【발명의 효과】

전술한 바와 같이, 본 발명에 따르면 식물의 노화 지연 

기능 및 생산성 증대 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 

유전자를 제공할 수 있다. 상기 유전자는 노화 지연 

기능을 갖고 생산성 증대 기능을 가지므로, 이 

유전자로 식물체를 형질전환시킬 경우, 식물의 노화를 

지연시키고, 식물의 생산성 증대 기능을 갖도록 할 수 

있다.
【도면의 간단한 설명】

도 1은 식물의 노화 지연 기능을 갖고 또 생산성 증대 

기능을 갖는 ATPG8 유전자가 센스 방향으로 도입된 

pCSEN-ATPG8 재조합 벡터의 구조(모식도)를 나타낸 

것이다. 
도 2는 상기 도 1의 pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 

형질전환된 애기장대의 T1 식물을 발아 후 60일 동안 

생육한 애기장대의 사진이다. 
Con: 애기장대 야생형 혹은 대조구

AT8-10: pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T1 식물 

도 3은 상기 도 1의 pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 

형질전환된 애기장대의 T2 라인을 자엽 생성 후 20일 

동안생육한 애기장대의 ATPG8 유전자의 발현 양상을 

qRT-PCR을 통하여 분석한 결과를 나타낸 것이다. 
Wt: 애기장대 야생형 

ATPG8 ox-5: pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 
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ATPG8 ox-9: pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG8 ox-10: pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 

형질전환된 애기장대 T2 라인 

도 4는 애기장대 야생형의 다양한 식물 기관에서 

ATPG8 유전자의 발현 양상을 qRT-PCR을 통하여 

분석한 결과를 나타낸 것이다. 
S: seedling, R: root, Ar: arial region, GL: green leaf, YL: 
yellow leaf, St: stem, F: inflorescence organ
도 5는 상기 도 1의 pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 

형질전환된 애기장대의 T2 라인을 발아 후 50일과 70일 

동안 생육한 애기장대의 사진이다. 
Con: 애기장대 야생형 혹은 대조구

ATPG8 ox-5: pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG8 ox-9: pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 형질전환된 

애기장대 T2 라인 

ATPG8 ox-10: pCSEN-ATPG8 재조합 벡터로 

형질전환된 애기장대 T2 라인 

도 6은 자엽 생성 후 12일부터 애기장대 야생형(Con), 
노화 지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 
그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 

4일마다 40일까지 잎의 표현형을 관찰한 그림이다. 
도 7은 자엽 생성 후 12일부터 애기장대 야생형(Con), 
노화 지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 
그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 

4일마다 40일까지 잎의 엽록소 함량을 조사한 

그림이다. 
도 8은 자엽 생성 후 12일부터 애기장대 야생형(Con), 
노화 지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 
그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 

4일마다 40일까지 잎의 광합성 효율을 Fv/Fm로 조사한 

그림이다. 
도 9는 자엽 생성 후 12일부터 애기장대 야생형(Con), 
노화 지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 
그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 

4일마다 40일까지 잎의 노화 마커 유전자의 발현 

양상을 qRT-PCR을 통하여 분석한 결과를 나타낸 

것이며, ACT을 PCR 양성 대조구로 사용하였다. 
CAB2은 엽록소 a/b 결합 단백질 유전자이고, SEN4 및 

SAG12는 노화 유전자로서, 노화 마커 유전자들이다.  
도 10은 발아 후 21일째 애기장대 야생형(Con), 노화 

지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 

그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽을 detach하여 

암상태를 유지하여 매 2일마다 12일까지 잎의 

표현형을 관찰한 그림이다. 
도 11은 발아 후 21일째 애기장대 야생형(Con), 노화 

지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 
그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽을 detach하여 

암상태를 유지하여 매 2일마다 12일까지 잎의 엽록소 

함량을 조사한 그림이다. 
도 12는 발아 후 21일째 애기장대 야생형(Con), 노화 

지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 
그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽을 detach하여 

암상태를 유지하여 매 2일마다 12일까지 잎의 광합성 

효율을 Fv/Fm로 조사한 그림이다. 
도 13은 발아 후 21일째 애기장대 야생형(Con), 노화 

지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 
그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽을 detach하여 

암상태를 유지하여 매 2일마다 12일까지 잎의 노화 

마커 유전자의 발현 양상을 qRT-PCR을 통하여 분석한 

결과를 나타낸 것이며, ACT을 PCR 양성 대조구로 

사용하였다. CAB2, SEN4, 그리고 SAG12는 노화 마커 

유전자이다.
도 14는 발아 후 30일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, 
ATPG8 ox-9, 그리고 ATPG8 ox-10을 16일 동안 가뭄을 

처리하고, 그 동안에 일어난 식물의 표현형적 변화를 

도시한 그림이다.
도 15은 발아 후 30일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, 
ATPG8 ox-9, 그리고 ATPG8 ox-10을 16일 동안 가뭄을 

처리하고, 그 동안에 일어난 식물의 잎 무게 변화를 

도시한 그림이다.
도 16은 발아 후 25일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, 
ATPG8 ox-9, 그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽을 

detach하여 6일간 H2O2를 처리한 잎의 표현형 변화를 

도시한 그림이다. 
도 17은 발아 후 25일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, 
ATPG8 ox-9, 그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽을 

detach하여 6일간 H2O2를 처리한 잎의 엽록소 함량 

변화를 도시한 그림이다. 
도 18은 발아 후 25일째 애기장대 야생형 혹은 

대조구(Con)와 노화 지연이 유도된 변이체 ATPG8 ox-5, 
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ATPG8 ox-9, 그리고 ATPG8 ox-10의 3-4번 좌엽을 

detach하여 6일간 H2O2를 처리한 잎의 광합성 효율 

변화를 Fv/Fm로 도시한 그림이다.

【발명을 실시하기 위한 구체적인 내용】

이하 본 발명의 실시예를 참조하여 설명한다. 그러나 

본 발명의 범위가 이러한 실시에 한정되는 것은 

아니다.
<실시예 1> 애기장대로부터 식물의 노화 지연 

기능을 갖고 또 생산성 증대 기능을 갖는 ATPG8 
유전자의 분리 
식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 기능을 갖는 

ATPG8 유전자를 애기장대로부터 분리하기 위하여 

다음과 같은 과정을 수행하였다. 
<실시예 1-1> 애기장대의 재배 및 배양 
애기장대는 토양을 담은 화분에서 재배하거나, 2% 
수크로즈(sucrose, pH 5.7)와 0.8% 아가(agar)가 포함된 

MS(Murashige and Skoog salts, Sigma, USA) 배지를 

넣은 페트리 디쉬에서 재배하였다. 화분에서 재배할 

때는 22℃의 온도에서 16/8시간 명암 주기로 조절되는 

생장 조절기(growth chamber)내에서 재배하였다. 
<실시예 1-2> RNA 추출과 cDNA 라이브러리의 제조 
애기장대 cDNA 라이브러리를 만들기 위해서 여러 

분화 단계의 애기장대 전체 기관으로부터 RNasey Plant 
Mini Kit (QIAGEN, Germany)을 사용하여 RNA를 

추출하였고, 추출된 전체 RNA로부터 Superscript III 
Reverse Tanscriptase (INVITROGEN, USA)을 이용하여 

cDNA를 합성하였다. 
<실시예 1-3> 식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 

기능을 갖는 ATPG8 유전자분리 
애기장대의 DNA 결합 단백질 관련 

단백질(DNA-binding protein-related, GeneBank accession 
number NP 191646.1)의 염기서열을 기초로 하여 

서열번호 3으로 표시되고 제한효소 BglII의 서열이 

포함된 정방향 프라이머(BglII/AT3G60870 SOE-F, 
5'-AGA TCT ATG GAT GAG GTA TCT CGT TCT CA 
-3')와, 서열번호 4로 표시되고 제한효소 XbaI의 서열이 

포함된 역방향 프라이머(XbaI/AT3G60870 SOE-R, 
5'-TCT AGA TTA GAA AGA CGG TCG TTG CGT 
TC-3')를 합성하였다. 상기 두 프라이머를 사용하여 

상기 <실시예 1-2>에서 제조된 애기장대 cDNA로부터 

PCR(polymerase chain reaction)을 이용하여 전장 

cDNA를 증폭하고 분리하였다.

상기 분리된 cDNA의 분석 결과, 약 28.4 kDa의 

분자량을 갖는 265개의 아미노산을 암호화하는 798bp 
크기의 전사 해독 틀(ORF)을 가지고 있으며, 1 개의 

엑손(exon)으로 구성되어 있음을 확인하였고, AT-hook 
도메인을 가지고 있어 이를 ATPG8(AT-hook protein of 
Genomine 8)로 명명하였다. 상기 유전자가 암호화하는 

ATPG8 단백질의 등전점(isoelectric point)은 8.11로 

나타났다(이하 유전자는 이탤릭체를 사용하여 "ATPG8" 
혹은 "ATPG8 유전자"라 하고, 단백질은 "ATPG8" 혹은 

"ATPG8 단백질"이라고 한다). 

<실시예 2> ATPG8 유전자에 대한 센스 구성체 

(construct)가 도입된 형질전환 애기장대의 제조 및 

노화와 생산성 증대에 대한 특성 분석 
<실시예 2-1> ATPG8 유전자에 대한 센스 구성체가 

도입된 형질전환 애기장대의 제조 
상기 유전자가 식물의 노화 지연 기능 및 생산성 증대 

기능을 갖는지를 확인하기 위하여 ATPG8 유전자가 

센스 방향으로 도입된 형질전환 애기장대를 제조하여 
ATPG8 전사체의 발현을 변화시켰다. 
서열번호 3로 표시되고 제한효소 BglII의 서열이 

포함된 정방향 프라이머 및 서열번호 4으로 표시되고 

제한효소 XbaI의 서열이 포함된 역방향 프라이머를 

이용하여 애기장대의 cDNA로부터 PCR을 이용하여 

ATPG8 cDNA를 증폭하였다. 상기 DNA를 제한효소 

BglII와 XbaI으로 절단하고, 유도성 프로모터(inducible 
promoter)인 SEN1 프로모터의 조절을 받도록 제작한 

pCSEN 벡터에 센스 방향으로 클로닝하여 ATPG8 
유전자에 대한 센스 구성체인 pCSEN-ATPG8 재조합 

벡터를 제작하였다. 상기 SEN1 프로모터는 식물의 

생장 단계에 따라 발현되는 유전자에 대해 특이성을 

갖는다. 
한편, 도 1은 pCSEN 벡터에 ATPG8 유전자가 센스 

방향으로 도입된 pCSEN-ATPG8 재조합 벡터를 도시한 

그림이다. 도 1에서 BAR는 바스타 제초제에 대한 

저항성을 부여하는 BAR 유전자(phosphinothricin 
acetyltransferase gene)를 가리키고, RB는 오른쪽 

경계(Right Border), LB는 왼쪽경계(Left Border), P35S는 

CaMV 35S 프로모터, 35S-A는 CaMV 35S RNA polyA, 
PSEN은 SEN1 프로모터, Nos-A는 노파린 합성 

유전자(nopaline synthase gene)의 polyA를 가리킨다. 
상기 pCSEN-ATPG8 재조합 벡터를 아그로박테리움 

튜머파시엔스(Agrobacterium tumefaciens)에 
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No. 유전자명 정방향/역방향 프라이머(서열번호) 

1 ATPG8 
ATGCAAGATGCGACATCGTTT (서열번호 5)/ 

ATAAGCTTCACCTGGCAACGAA (서열번호 6) 

2 ACT 
ATGGCCGATGGTGAGGATATTC (서열번호 7)/ 

CACCAGCAAAACCAGCCTTC (서열번호 8) 

일랙트로포레이션(electroporation)방법을 이용하여 

도입시켰다. 형질전환된 아그로박테리움 배양액을 

28℃에서 O.D.600값이 1.0이 될 때까지 배양하였고, 
25℃에서 5,000rpm으로 10분 동안 원심분리하여 세포를 

수확하였다. 수확된 세포를 최종 O.D.600값이 2.0이 될 

때까지 Infiltration Medium (IM; 1X MS SALTS, 1X B5 
vitamin, 5% sucrose, 0.005% Silwet L-77, Lehle Seed, 
USA) 배지에 현탁하였다. 4주된 애기장대를 진공 

챔버(vacuum chamber)에 있는 아그로박테리움 현탁액에 

침지시키고, 10분 동안 104 Pa의 진공하에 두었다. 침지 

후, 애기장대를 24시간 동안 폴리에틸렌 백(polyethylene 
bag)에 두었다. 이후, 형질전환된 애기장대를 계속 

생장시켜 종자(T1)를 수확하였다. 대조구로는 

형질전환되지 않은 야생형(wild type) 애기장대 또는 

ATPG8 유전자가 포함되지 않은 벡터(pCSEN 
벡터)만으로 형질전환된 애기장대를 사용하였다. 
<실시예 2-2> T1과 T2 형질전환 애기장대의 특성 분석 
상기 <실시예 2-1>에서와 같이 형질전환한 

애기장대에서 수확한 종자는 0.1% 바스타(Basta) 
제초제(경농, 한국) 용액에서 30분 동안 침지시키고 

배양함으로써 선별하였다. 이후 형질전환한 애기장대의 

생육 동안 상기 화분에 바스타 제초제를 5회 처리한 

후, 각 화분에서의 애기장대 생장 변화를 조사하였다. 
pCSEN-ATPG8 벡터로 형질전환된 T1 애기장대 

AT8-10은 대조구(ATPG8 유전자가 포함되지 않은 

벡터(pCSEN 벡터)만으로 형질전환된 애기장대 혹은 

야생형 애기장대)와 발아 후 60일째 그들의 표현형을 

비교하여 볼 때, 놀랍게도 AT8-10 변이체 라인은 노화 

지연의 뚜렷한 표현형적 특징을 가졌으며, 또한 

흥미롭게도 종자 수확량 증가와 개체 크기 증가와 

같은 생산성 증대 특징을 가졌다(도 2).
이러한 형질전환 애기장대의 표현형 변화를 보다 

정확히 확인하기 위하여 T1 형질전환 애기장대로부터 

T2 형질전환 종자를 받아 이들 라인의 표현형을 

조사하였다. 우선, T2 형질전환 애기장대를 3일 동안 

저온 처리(4℃)한 T2 형질전환 종자를 화분에서 재배한 

후 바스타 제초제 처리를 통하여 형질전환 애기장대를 

선별하였다. 
선별된 노화 지연 표현형을 가지는 변이체의 ATPG8 
유전자의 발현 양상을 분석하기 위하여 자엽 생성 후 

20일 동안 생육한 애기장대 야생형과 ATPG8 ox-5, 
ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10 변이체의 잎으로부터 

RNasey Plant Mini Kit (QIAGEN, Germany)을 사용하여 

전체 RNA를 각각 추출하였다. 각각 1㎍의 RNA를 

주형으로 하고, Superscript III Reverse Tanscriptase 
(INVITROGEN, USA)을 이용하여 65℃에서 5분 

50℃에서 60분 및 70℃에서 15분의 조건으로 cDNA를 

합성하였다. 이후, 합성된cDNA를 주형으로 하고, 하기 

ATPG8 유전자와 PCR 양성 대조구로 사용된 ACT 
유전자에 대해 하기 [표 1]의 특이적인 프라이머를 

사용하여 PCR을 수행하였다. PCR은 94℃에서 2분간 

가열하여 주형 DNA를 변성시킨 후, 94℃에서 1분 

55℃에서 1분 30초 및 72℃에서 1분을 한 사이클로 

하여 총 30회 반복수행한 다음, 72℃에서 15분간 최종 

반응시켜 수행하였다. 이후, 1% 아가로스 겔 

전기영동으로 PCR 산물을 확인하였으며, 그 결과는 도 

3에 도시되었다. 애기장대 야생형에 비하여 ATPG8 
ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10 변이체의 ATPG8 
유전자의 발현이 현저히 증가되는 것을 확인할 수 

있었으며, 이러한 사실은 본 변이체들이 ATPG8 
유전자의 과발현체임을 증명하고 있다. 
【표 1】
ATPG8 유전자와 ACT 유전자 발현을 위한 프라이머 

서열번호 

한편 애기장대 야생형의 ATPG8 유전자의 식물체 

기관별 발현 양상을 분석하기 위하여 애기장대 

야생형의 다양한 발달 단계에서 기관별 RNA를 

추출하여 cDNA를 합성하고 이를 주형으로 하여 

ATPG8 유전자와 PCR 양성 대조구로 사용된 ACT 
유전자에 대해 하기 [표 1]의 특이적인 프라이머를 

사용하여 PCR을 수행하였다. 그 결과는 도 4에서 

도시된 바와 같이, ATPG8 유전자의 발현은 주로 

줄기에서 이루어지는 것을 확인할 수 있었으나, 다른 

ATPGs 유전자와는 다르게 잎에서의 발현은 현저히 

낮음을 알 수 있었다. 또한 발달 초기의 

유식물(seedling)과 뿌리, 그리고 꽃에서는 유전자의 

발현이 현저히 낮음을 알 수 있었다. 이러한 사실로 

미루어보아 본 유전자는 식물의 줄기에서 주로 기능을 

가져 식물의 노화 조절에 관여할 것으로 판단되는 

반면, 뿌리와 발달 초기의 유식물 등 식물의 발달 

초기에는 기능을 거의 가지지 않은 것으로 판단된다.
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선별된 애기장대 T2 형질전환 라인들의 표현형 확인은 

발아 후 50일째, 그리고 70일째 수행하였다(도 5). 
pCSEN-ATPG8 구성체를 가지고 있는 ATPG8 ox-5, 
ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10 변이체 라인은 애기장대 

대조구(Con)와 비교하여 볼 때, T1 변이체와 

마찬가지로 식물체의 노화 지연 현상이 뚜렷하게 

나타났으며, 아울러 이들 변이체들은 노화 지연 

표현형뿐만 아니라 노화 지연 동안 개체 크기와 종자 

생산량에서도 뚜렷한 증가 현상이 유발되었다. 이러한 

노화 지연 현상과 생산성 증대는 라인 마다 약간씩 

차이가 있었는데 이는 도 3에서 나타나듯이 유전자의 

과발현이 라인 마다 조금씩 차이가 있음에 기인하는 

것으로 판단된다. 흥미로운 사실은 노화 지연 형질이 

강력한 ATPG8 ox-9는 생산성 증대에 있어서 큰 

표현형적 차이를 못 가지는 반면, 노화 지연 형질이 

강하지 않는 ATPG8 ox-5와 ATPG8 ox-10는 생산성 

증대에 있어서 대조구에 비하여 종자 수확량 증가 및 

개체 크기 증가와 같은 큰 표현형적 특징을 가지는 

것으로 나타났다. 따라서 본 유전자의 발현량 조절은 

생산성 증대와 노화 지연에 대한 표현형적 특징을 

가진 식물을 임의로 제작할 수 있을 것으로 판단된다.

<실시예 3> ATPG8 과발현 변이체의 노화 조절에 

대한 특성 분석 
ATPG8 과발현 변이체의 노화 지연 형질을 확인하기 

위하여, T2 세대에서 자엽 생성 후 12일 이후부터 

3-4번 좌엽(rosette leaf)을 매 4일마다 표현형 관찰, 잎 

엽록소 함량, 그리고 광합성 활성을 측정하여 야생종 

애기장대와 비교하였다. 
<실시예 3-1> ATPG8 과발현 변이체의 나이-의존적 

노화에 따른 잎의 표현형적 변화 
자엽 생성 후 12일 이후부터 3-4번 좌엽을 매 4일마다 

40일까지 잎의 표현형을 관찰하였다. 그 결과, 
애기장대 야생형의 경우 24일 이후 잎의 황화 현상이 

진행되어 32일째부터 잎이 괴사(necrosis) 상태에 

접어들었다. 반면 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 
ox-10의 경우 잎의 황화 현상이 36일부터 진행되었으며 

잎의 괴사 현상은 40일째에도 거의 일어나지 않고 

있음을 확인할 수 있었다(도 6). 이러한 사실로 

미루어보아, ATPG8 유전자는 식물체 노화 지연에 있어 

중요한 역할을 담당하리라고 판단된다. 
<실시예 3-2> ATPG8 과발현 변이체의 나이-의존적 

노화에 따른 엽록소 함량 변화 

엽록소의 함량 측정을 위해 각 시료 잎을 80% (V/V) 
acetone을 사용하여 엽록소를 추출하였다. 엽록소 

함량은663.2 nm와 664.8 nm의 흡광 계수를 이용하여 

Lichtenthaler와 Wellburn의 방법(Biochemical Society 
Transduction 603:591~592, 1983)에 따라 측정하였다. 그 

결과, 도 7에 도시된 바와 같이, 야생종의 경우 엽록소 

함량이 자엽 생성 후 24일 이후부터 급격한 감소를 

보이며 32일째 엽록소의 함량이 거의 0%가 되었으나, 
ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10의 경우 자엽 

생성 후 32일이 되었을 때도 측정 초기의 80% 이상의 

엽록소 함량을 보임을 확인할 수 있었다. 
<실시예 3-3> ATPG8 과발현 변이체의 나이-의존적 

노화에 따른 광합성 효율 변화 
오 등의 방법(Plant Mol. Biol. 30:939, 1996)을 이용하여 

광합성 효율을 측정하였다. 우선 각 DAE(day after 
emersion)의 잎을 15분간 암 처리한 후, 식물 효율 

분석기(Plant Efficiency Analyzer)(Hansatech)를 이용하여 

엽록소의 형광을 측정하였다. 광합성 효율은 엽록소의 

형광도 특성을 이용한 PSⅡ(photosystemⅡ)의 광화학적 

효율(photochemical efficiency)로 나타내었는데, 형광도 

최대치(maximum value of fluorescence; Fm)에 대한 최대 

변형 형광도(maximum variable fluorescence; Fv)의 

비율(Fv/Fm)로 나타내었다. 상기 수치가 높을수록 

광합성 효율이 우수함을 나타낸다. 
그 결과, 도 8에 도시된 바와 같이, 야생종은 자엽 

생성 후 28일 이후부터 급격히 감소하기 시작해 32일 

이후부터 활성이 대부분 사라졌으나, ATPG8 ox-5, 
ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10의 경우 자엽 생성 후 

36일까지 활성 변화가 거의 일어나지 않다가 40일째 

라인에 따라 정도의 차이는 있지만 약 20% 범위 

정도만 활성 소실이 일어났다. 상기 결과로부터, 
ATPG8 과발현 변이체는 야생종에 비해 잎의 수명이 

훨씬 긴 표현형을 갖는 것으로 나타났으며, 이러한 

수명연장의 효과는 ATPG8 유전자에 의한 엽록소 함량 

감소 및 광합성 효율 감소로 표현되는 노화에 따른 

생화학적 변화가 지연됨으로써 유발되는 것으로 

생각된다. 
<실시예 3-4> ATPG8 과발현 변이체의 나이-의존적 

노화에 따른 노화 관련 유전자의 발현 변화 
야생종과 ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 그리고 ATPG8 
ox-10 변이체에서 노화 관련 유전자(senescence 
associated gene; SAG)들의 발현을 비교하기 위해, 잎 

발달 과정 동안 시간 경과에 따른 ATPG8 유전자와 각 
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No. 유전자명 정방향/역방향 프라이머(서열번호) 

1 CAB2
CCGAGGACTTGCTTTACCCC (서열번호 9)/ 

AACTCAGCGAAGGCCTCTGG  (서열번호 10)

2 SEN4
CGTCGATGACACACCCATTAGAG(서열번호 11)/

CATCGGCTTGTTCTTTGGAAAC(서열번호 12)

3 SAG12
ACGATTTTGGCTGCGAAGG (서열번호 13)/ 

TCAGTTGTCAAGCCGCCAG (서열번호 14)

4 ACT
ATGGCCGATGGTGAGGATATTC (서열번호 7)/ 

CACCAGCAAAACCAGCCTTC (서열번호 8)

5 ATPG8
ATGCAAGATGCGACATCGTTT (서열번호 5)/ 

ATAAGCTTCACCTGGCAACGAA (서열번호 6)

노화 관련 유전자들의 발현 양상을 qRT-PCR 분석을 

통해 확인하였다. 
Total RNA의 분리는 WelPrepTM Total RNA Isolation 
Reagent (JBI)를 이용하였으며, DNase I (Ambion)을 

처리한 후, 정량을 통해 0.75ug을 ImProm-IITM Reverse 
Transcription System (Promega)을 이용해 first cDNA를 

합성하였다. 
ATPG8 유전자 및 노화에 대한 마커(marker) 
유전자들에 대한 정량적인 분석은 Applied 
Bio-systems의 7300 Real Time PCR System을 이용한 

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 과정을 통해 

확인하였다. 노화 마커 유전자로는 SAG12, SEN4 및 

CAB2 유전자를 사용하였으며, qRT-PCR 양성 

대조구로는 ACT 유전자를 사용하였다. 사용된 

프라이머는 하기 표 2에서 제시하였다. 
【표 2】
노화관련 유전자의 발현을 위한 프라이머 서열번호 

야생종의 경우, CAB2(엽록소 a/b 결합 단백질)와 같은 

광합성에 관련된 유전자의 발현은 시간이 지날수록 

노화에 비례하여 감소하였다. 그러나 ATPG8 과발현 

변이체들에서는 정도의 차이는 있으나, 이들 유전자의 

발현 감소 양상이 지연됨을 알 수 있었다. 한편, SAG12 
및 SEN4와 같은 노화 관련 유전자들은 노화단계에서 

그 발현이 증가되는 것으로 알려져 있다. SEN4와 

SAG12 경우 야생종에서 자엽 생성 후 28일 이후 

급격히 증가하여 32일째 최대의 발현치를 가지는데 

비해, ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9, 그리고 ATPG8 ox-10 
변이체 모두는 SEN4와 SAG12의 발현이 자엽 생성 후 

36일째까지 거의 변화가 없는 것으로 나타났다. 한편 

ATPG8 유전자의 발현 양상을 조사해보면, 전체적으로 

ATPG8 유전자 과발현 변이체들은 야생형에 비하여 

발현 수준이 현저히 높으며 노화 동안 라인별로 

정도의 차이는 있지만 24일에서 28일 사이에 작은 

피크를 가졌다가 점진적으로 감소하는 것으로 

나타났다. 그러나 이러한 감소 현상을 가짐에도 

불구하고 여전히 야생형에 비해서는 높은 발현 수순을 

유지하고 있는 것으로 나타났다(도 9). 이러한 사실을 

종합해보면 ATPG8 유전자는 분자적 수준에서 노화의 

시작을 지연하여 이후 엽록소 함량, 광합성 효율 등과 

같은 생리적 현상을 조절함으로써 결과적으로 

표현형적으로 잎 수명의 연장을 유발하는 것으로 

판단된다. 
<실시예 3-5> ATPG8 과발현 변이체의 암 처리에 따른 

노화 특성 분석 
노화를 촉진한다고 알려진 요인인 암 처리에 대한 

ATPG8 과발현 변이체의 잎의 노화 지연 형질의 

특성을 분석하기 위하여 T2 세대에서 발아 후 21일째 

3-4번 좌엽(rosette leaf)을 detach하여 3mM MES 
완충용액(2-[N-morpholino]-ethanesulfonic acid, pH 5.8)에 

부유시킨 후, 암 상태를 유지하여 매 2일마다 표현형 

관찰, 잎 엽록소 함량, 광합성 효율 및 노화관련 

유전자 발현을 상기 <실시예3-1 내지 3-4>와 동일한 

방법으로 측정하여 야생종 애기장대와 비교하였다. 
그 결과, 애기장대 야생형의 경우 암처리 후 4일 

이후부터 잎의 황화 현상이 진행되어 8일째 잎이 

괴사(necrosis) 상태에 접어들었다. 반면 ATPG8 ox-5, 
ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10의 경우 잎의 황화 현상이 

12일 이후부터 나타나고 있음을 확인할 수 있었다(도 

10). 엽록소 함량에 있어서 야생종의 경우, 엽록소 

함량이 암 처리 4일 이후 급격한 감소를 가져 6일 

이후 암 처리하지 않은 상태의 약 10% 이하의 수치를 

나타냈으나, ATPG8 ox-5, ATPG8 ox-9와 ATPG8 ox-10의 

경우, 대부분 6일째에도 60% 이상의 엽록소 함량을 

나타냈다(도 11). 암 처리에 의한 광합성 효율 변화는 

엽록소 함량 변화와 같이 ATPG8 과발현 변이체에서 

활성 감소가 현저히 지연됨을 알 수 있었다(도 12). 
또한, 노화 지표 유전자인 SEN4와 SAG12, 그리고 

광의존적 유전자인 CAB2의 발현을 상기 <실시예 

3-4>와 동일한 방법에 따라 조사하였다. 그 결과, 도 

13에 도시된 바와 같이, 야생형이 암 처리 후 4일째 

SAG12의 발현이 현저히 증가하고 6일째 최고치를 

나타내는 반면, 과발현 변이체에서는 암 처리동안 거의 

발현되지 않았다. SEN4의 발현에 있어서, 야생형의 

경우 암 처리 초기 동안 발현이 현저히 증가하여 

6일째 최고치를 나타내는 반면, 과발현 변이체에서는 

암 처리 동안 야생형에 비하여 현저히 낮은 발현양을 
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나타내었다. 한편 ATPG8 유전자의 경우, 야생형에서는 

거의 발현이 없는데 비해, 과발현 변이체에서는 암 

처리 시 증가 현상을 보여 6일째 최고치를 가지고 

이후 감소함을 알 수 있었다. 그러나 전체적인 

발현량은 야생형에 비하여 현저히 높은 것으로 

나타났다. 이러한 사실로 미루어 보아 ATPG8 유전자는 

노화 지표 유전자의 발현 시기를 늦추거나 혹은 

발현율을 억제시켜 노화를 지연시키는 것으로 

판단된다.

<실시예 5> ATPG8 과발현 변이체의 스트레스에 

대한 특성 분석 
<실시예 5-1> ATPG8 과발현 변이체의 가뭄 

스트레스에 대한 특성 분석 
ATPG8 유전자의 과발현 변이체에 대한 가뭄 

저항성(drought tolerance) 분석은 발아 후 30일된 식물을 

16일 동안 가뭄을 처리하고, 그 동안에 일어나는 전체 

식물의 표현형적 변화와 식물 개체당 잎의 무게 

변화를 비교하여 가뭄에 대한 저항성 정도를 

확인하였다. 그 결과는 도 14와 15에 도시되었다. 
야생형 애기장대는 가뭄에 의해 잎의 황화 현상이 

급속히 진행됨을 알 수 있었으며, 또한 잎의 무게에 

있어서도 16일 동안의 가뭄 처리에 의하여 초기의 20% 
정도까지 현저히 감소함을 알 수 있었다. 그에 비하여 

ATPG8 유전자의 과발현 변이체인 ATPG8 ox-5, ATPG8 
ox-9와 ATPG8 ox-10은 16일 동안의 가뭄 처리에도 

잎의 녹화가 여전히 진행되고 있으며, 또한 잎의 

무게에 있어서도 야생형에 비하여 거의 2배 이상인 

40에서 60%의 무게를 유지함을 알 수 있었다.  이러한 

사실은 ATPG8이 가뭄스트레스 하에서도 식물의 수분 

보유를 최대한 가능하게 해 식물의 가뭄 스트레스에 

대한 저항성을 제공한다는 것을 의미한다.
<실시예 5-2> ATPG8 과발현 변이체의 H2O2 
스트레스에 대한 특성 분석 
ATPG8 과발현 변이체의 산화적 스트레스에 대한 

저항성을 조사하기 위하여 3mM MES 용액에 50mM 
H2O2을 첨가하여 발아 후 25일된 3, 4번 잎을 

detach하여 floating한 후 매 3일 간격으로 6일 동안 

엽록소 함량과 광합성 효율을 측정하여 H2O2 
스트레스에 대한 저항성 정도를 조사하였다. 애기장대 

야생형에 비하여 ATPG8 과발현 변이체에서는 잎의 

황화 현상 지연과, 또한 엽록소 함량 및 광합성 효율의 

감소에 있어서도 지연됨을 확인할 수 있었다. 특히 

광합성 효율의 경우 야생형은 6일 동안의 H2O2 
스트레스 처리에 의해 50% 정도까지 감소하였으나, 
ATPG8 과발현 변이체에서는 거의 100%를 유지하고 

있어 광합성 효율의 감소가 거의 일어나지 않고 

있음을 알 수 있었다(도 16, 17과 18).  이러한 사실은 

ATPG8이 식물의 산화 스트레스에 대한 저항성을 

제공한다는 것을 의미한다.
따라서 ATPG8 유전자는 식물의 가뭄 및 산화적 

스트레스에 대한 내성을 제공하여 스트레스 저항성 

작물 개발에 있어 많은 장점을 제공할 것으로 

생각된다.

【특허청구범위】

【청구항 1】
서열번호 2에 개시된 아미노산 서열과90% 이상의 서열 

상동성을 갖고, 식물의 노화 지연 기능, 생산성 증대 

기능 및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG8 단백질.
【청구항 2】
제1항의 단백질을 암호화하는 ATPG8 유전자.
【청구항 3】
(a) 제2항의 유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 

서열에 작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 

삽입시키는 단계, 
(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계, 및
(c) 노화가 지연된 표현형을 갖는 식물체를 선별하는 

단계를 포함하여 구성되는 노화가 지연된 식물체의 

제조 방법.
【청구항 4】
제3항에 있어서, 
상기 유전자는 서열번호 1의 염기 서열을 포함하는 

유전자인 것을 특징으로 하는 노화가 지연된 식물체의 

제조 방법.
【청구항 5】
(a) 제2항의 유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 

서열에 작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 

삽입시키는 단계, 
(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계, 및 

(c) 생산성이 증대된 표현형을 갖는 식물체를 선별하는 

단계를 포함하여 구성되는 생산성 증대 특성을 갖는 

식물체의 제조 방법.
【청구항 6】
제5항에 있어서, 
상기 유전자는 서열번호 1의 염기 서열을 포함하는 
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유전자인 것을 특징으로 하는 생산성 증대 특성을 

갖는 식물체의 제조 방법.
【청구항 7】
(a) 제2항의 유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절 

서열에 작동 가능하게 연결되도록 발현벡터에 

삽입시키는 단계, 
(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계, 및 

(c) 생산성이 증대된 표현형을 갖는 식물체를 선별하는 

단계를 포함하여 구성되는 스트레스 내성 식물체의 

제조 방법.
【청구항 8】
제7항에 있어서,
상기 유전자는 서열번호 1의 염기 서열을 포함하는 

유전자인 것을 특징으로 하는 스트레스 내성 식물체의 

제조 방법.
【청구항 9】
(a) 서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절서열에 작동 

가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키는 단계, 및
(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계를 

포함하는 식물체의 노화를 지연시키는 방법.
【청구항 10】
(a) 서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절서열에 작동 

가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키는 단계, 및
(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계를 

포함하는 식물체의 생산성을 증가시키는 방법.
【청구항 11】
(a) 서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 

유전자를 그것을 과발현시킬 수 있는 조절서열에 작동 

가능하게 연결되도록 발현벡터에 삽입시키는 단계, 및
(b) 그 발현벡터를 식물체에 형질전환하는 단계를 

포함하는 식물체의 스트레스 내성을 증가시키는 방법.
【청구항 12】
제3항 기재의 방법에 의하여 얻어진 것으로서, 
서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 유전자가 

도입되어 과발현됨으로써 노화 지연 특성을 갖는 

형질전환 식물체.
【청구항 13】
제5항 기재의 방법에 의하여 얻어진 것으로서, 
서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 유전자가 

도입되어 과발현됨으로써 생산성 증대 특성을 갖는 

형질전환 식물체.

【청구항 14】

제7항 기재의 방법에 의하여 얻어진 것으로서, 
서열번호 2의 아미노산 서열을 암호화하는 유전자가 

도입되어 과발현됨으로써 스트레스 내성 특성을 갖는 

형질전환 식물체.

【요약서】

【요약】

본 발명은 식물의 노화 지연 기능, 생산성 증대 기능 

및 스트레스 내성 기능을 갖는 ATPG8 단백질과 그 

유전자 및 이들의 용도를 개시한다. 상기 형질전환되어 

과별현된 식물체는 생산성이 증대되는 특성을 보일 

뿐만 아니라 노화 지연 특성과 스트레스 내성 특성도 

보인다. 

【대표도】

도 1

【도면】

【도 1】

【도 2】



- 131 -

【도 3】
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주      의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 생명산업기술개

발사업의 연구보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부

에서 시행한 생명산업기술개발의 연구결과임을 밝혀야 

합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 

또는 공개하여서는 아니 됩니다.
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