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요약문

연구의

목적 및 내용

본 연구의 목적은 식물의 내건성 구현에 기능적으로 관여하는 RING E3 ubiquitin 

ligase 유전자를 동정하고 이들의 생체 내 세부 작용 기작 이해를 통해, 물부족 

스트레스로부터 내건성 반응까지의 일련의 과정을 통합적으로 규명하는데 있음. 또한 

해당 유용 유전자 벼 orthologue의 발현량 변화를 통한 내건성 벼 작물을 

구축함으로써 생산성이 증가된 벼를 확립하고 벼의 작물재배 지역을 확충하고자 함. 

본 연구를 통해 산출하고자 하는 연구성과의 주요 개발 내용은 아래와 같음. 

 1. 내건성 증진에 관련된 유용 애기장대 유전자, 돌연변이 선별 및 해당 유전자의 

생체 내 상세 기능 규명

(1) 앱시스산/물부족 스트레스에 의해 전사량의 증가를 보이는 RING 유전자 선

별

(2) 해당 선별 RING 유전자의 돌연변이체 확보 및 증식

(3) 해당 돌연변이체 중 앱시스산 처리에 의해 변화된 감수성을 보이는 돌연변

이체 선별

(4) RIA1 complementation 형질전환체 제작 

(5) RIA1 돌연변이체의 앱시스산 과다 감수성, 내건성 형질 확인

(6) RIA1 유전자의 발현 양상 탐색

(7) RIA1의 RING E3 ligase 활성 확인

(8) 야생종과 ria1 간의 expression profiling 조사를 통한 RIA1의 내건성 기작

에서의 상세 기능 조사

(9) RIA1 단백질의 기질 동정

  2. RIA1 벼 orthologue 유전자(OsRIA1)의 벼 형질전환체에 대한 내건성 형질 탐색 및 

애기장대 기질 유전자 벼 작물 도입을 통한 형질전환체 제작

(1) AtRIA1의 벼 orthologue 선별

(2) OsRIA1의 발현량 조절을 통한 애기장대 형질전환체 제작 및 내건성 탐색

(3) OsRIA1의 발현량 조절을 통한 벼 형질전환체 제작 및 내건성 탐색

연구개발성과

1. 내건성 형질을 획득한 애기장대 유용 유전자 및 돌연변이체 확보 

2. 내건성 형질을 획득한 벼 유용 유전자 및 형질전환체 확보 

3. 식물의 유비퀴티네이션 매개 내건성 기작에 대한 이해 

4. 유용 내건성 작물 산출을 위한 이론적 기반 확립

5. 1편의 SCI 저널 2편의 SCI 급 저널 게재

6. 5건의 학술 발표 및 4건의 연구인력양성 

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

1. 학문ㆍ기술적 측면의 기대성과

 (1) 생명 공학 제반 지식 및 관련 기술의 업데이트

   - 내건성 기작의 상세 이해 

   - 유비퀴티네이션과 연계된 번역 후 변형 과정의 이해 

 (2) 연구 경쟁력 강화

   - 산출된 연구 내용의 저명 학술지로의 게재를 통한 연구 위상 제고 및 연구 경쟁력 

     강화

2. 경제ㆍ산업적 측면의 기대성과

 (1) 고부가가치의 내건성 작물 발굴 및 상품화를 통한 농업 분야로의 응용

   - 물부족 스트레스에 의해 야기되는 화분 발달 저해를 완화시킴으로써 수확량을 

     증가시키고 이를 통해 곡물의 안정적 확보에 공헌

  - 척박한 환경에서의 작물 생존률을 증가시킴으로써 작물의 생산량 증가에 공헌

  - 상기 공헌을 통한 국내 농가소득 증대 및 국제 농업 시장에서의 유리한 위치 확보

국문핵심어

(5개 이내)
번역 후 변형과정 내건성 RING 애기장대 벼

※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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1. 연구개발과제의 개요

1-1. 연구개발 목적

□ 식물의 내건성 구현에 기능적으로 관여하는 RING E3 ubiquitin ligase 유전자를 동정하고

이들의 생체 내 세부 작용 기작 이해를 통해, 물부족 스트레스로부터 내건성 반응까지의

일련의 과정을 통합적으로 규명함.

□ 해당 유용 유전자 벼 orthologue의 발현량 변화를 통한 내건성 벼 작물을 구축함으로써

생산성이 증가된 벼를 확립하고 벼의 작물재배 지역을 확충하고자 함.

1-2. 연구개발의 필요성 

□ 내건성 기작(물부족 스트레스 저항성 기작) 연구의 필요성

▷ 기상청 발표에 따르면, 국내에서는 5-7년 주기로 극심한 가뭄과 물부족 현상이 발생함.

특히 인구밀도 대비 연평균 강수량은 부족한 실정이며, 강수량의 여름 집중으로 인해

타계절의 물부족 현상은 심각한 상황임.

▷ 물부족 스트레스는 전세계 약 50% 농경지의 작물 생산성 감소에 직접적 영향을 미치기

때문에 농업 분야에서 연구되어야 할 주 환경 스트레스로서 지목되어 옴.

▷ 국내 제 1의 식량 작물인 벼의 경우, 물부족 스트레스는 이삭 성숙시기에 화분 발달 저

해 등을 통해 수확량을 감소시키는 주원인으로 작용함.

▷ 이에 식량 작물의 수확효율 증대 및 재배 지역 증가를 위해 내건성 기작의 연구는 매우

중요함.

▷ 식물 호르몬 앱시스산 (ABA)은 내건성 증진에 관여하며, 생체 내 내건성 신호 전달과

앱시스산 신호 전달은 서로 연계되어 있음. 이에 내건성 기작 연구를 위해 앱시스산 신

호 전달에 대한 규명은 필수적으로 병행되어야 함 (그림 1, 2) (Hubbard et al., 2010).

   그림 1. 앱시스산의 생체 내 역할                그림 2. 앱시스산 매개 내건성 기작

□ 유비퀴티네이션 조절 과정에 대한 연구의 필요성

▷ 내건성 반응을 위하여 작용하는 단백질은 해당 유전자의 전사량을 조절하는 전사조절

과정(transcriptional regulation) 및 단백질의 활성/수명을 조절하는 번역 후 변형 과정
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(post-translational modification)을 통해 생성/소멸될 수 있음.

▷ 물부족 스트레스에 대한 빠른 반응에는 번역 후 변형 과정이 보다 효과적임.

▷ 번역 후 변형 과정 중, 단백질의 수명을 조절하는 방식으로서의 유비퀴티네이션

(ubiquitination) 기작은 가장 효율적이며 신속한 과정으로서 활발히 연구되고 있음.

▷ 물부족 스트레스 시 내건성 기작에 방해가 되는 음성 조절자의 신속한 분해는 스트레스

에 대한 빠른 대응을 가능케 할 수 있음.

▷ 유비퀴티네이션 기작(Seo et al., 2012)

- 유비퀴티네이션은 76개의 아미노산으로 구성된 유비퀴틴(ubiquitin) 단백질이 대상 기

질에 순차적으로 사슬을 이루어 결합하는 과정을 의미하며, 유비퀴티네이션 된 단백

질은 26S proteasome 복합체를 통해 분해됨. 그러므로, 유비퀴틴은 분해 대상 단백질

을 지정하는 딱지(tag)로서의 역할을 함(그림 3).

- 유비퀴티네이션은 E1 (ubiquitin-activating enzyme), E2 (ubiquitin-conjugating

enzyme), E3 (ubiquitin ligase) 효소의 순차적 과정을 통해 이루어짐(그림 3).

- 애기장대의 경우 2개의 E1, 약 40개의 E2가 존재하는 반면, E3 효소의 경우 약 1,400

개가 존재하며, 이 중 E3 효소가 분해할 대상 단백질을 결정하는 주효소로 역할을 함.

- E3 ligase는 복합체 구성 유무에 따라 single-subunit E3 ligase와 cullin-based E3

ligase (CRL)로 분류됨(그림 4).

: single-subunit E3 ligase는 보유한 도메인의 종류에 따라 HECT, RING, U-box로 분

류됨. 이 중 RING E3는 460개 이상의 가장 큰 종류를 이루고 있으며, 그 개수의 방

대함으로 인해 관련 연구의 진행이 아직 크게 미흡한 실정임.

그림 3. 유비퀴티네이션 작용 기작      그림 4. E3 ubiquitin ligase의 종류 및 작용 기작

□ 내건성 관련 E3 ligase 연구를 통한 결과 산출은 유용 작물인 벼로의 높은 응용 가능성을

내포함.

▷ 본 연구 대상 단백질인 RING E3 ligase의 경우 역시 애기장대 유전자 및 해당 벼

orthologuen 간의 기능적 유사성에 대한 다수의 연구 결과가 제시되고 있음. 이는 RING

에 의해 매개되는 유비퀴티네이션 과정이 두 식물종간에 기능적으로 보존되어 있음을

보여주며, 이에 E3 ligase의 애기장대 연구 결과가 벼 작물에 효과적으로 응용될 수 있

음을 보여줌(Gao et al., 2011; Zhang et al., 2007).
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1-3. 연구개발 범위

□ 본 연구는 주요 모델 식물 중 하나인 애기장대를 대상으로 개시되었음. 연구 수행을 통해

애기장대의 내건성 관련 유용 유전자를 분리하고 해당 단백질의 생체 내 세부 작용 기작을

규명한 후, 산출된 결과를 기반으로 유용 작물인 벼에 적용함.

□ 본 연구의 목적인 ‘RING E3 ubiquitin ligase의 활성 조절을 통한 내건성 식물 개발’을 위

해 유전학, 분자생물학, 생화학, 식물생리학 등의 다양한 기법을 사용함. 광범위한 연구 접

근 방식을 통해 내건성 식물 개발의 목적에 부합하는 유의미한 양질의 연구 결과를 산출

하고자 함.

1-4. 국내외 기술개발 현황

가. 국내 연구 현황

□ 내건성 기작에 관한 다수의 연구가 국내에서 진행되고 있으나, 이를 유비퀴티네이션과 연

관지어 수행하는 연구는 활발하지 않음.

□ 물부족 스트레스 기작을 조절하는 RING 매개 유비퀴티네이션 관련 국내 연구는 연세대

학교 김우택 교수 연구팀, 중앙대학교 이성철 교수 연구팀 등에 의해 주도적으로 진행되

고 있음.

□ 내건성에 관여하는 RING 단백질에 대한 최근의 국내 대표적 연구는 다음과 같음.

▷ 고추의 RING E3 ligase인 CaDIR1이 앱시스산 매개 내건성 과정을 조절함을 보고(Joo

et al., 2017)

▷ 고추의 RING E3 ligase인 CaAIRF1이 CaADIP1 탈인산화 효소 분해를 통해 내건성 과

정에 관여함을 보고(Lim et al., 2017)

▷ 애기장대 AtATL78의 내건성 조절 과정이 ROS 신호 전달 과정을 매개함으로써 이루

어짐을 보고(Suh et al., 2016)

▷ 벼의 RING E3 ligase인 OsCTR1이 내건성 과정의 양성 조절자로서 기능함을 보고(Lim

et al., 2014)

▷ 애기장대 AtATL78의 기능 억제가 내건성 감소를 야기함을 보고(Kim and Kim, 2013)

나. 국외 연구 현황

□ 내건성과 관련된 유비퀴티네이션 연구는 UC Davis의 Judy Callis 연구팀, Rockefeller

University의 Nam-Hai Chua 연구팀 등에 의해 주로 진행됨.

□ Drought, ABA, rice를 검색어로 하여 'PubMed' 검색 결과, 전체 263건의 논문 중 121건

이 2014년 이후의 논문임을 알 수 있는데, 이는 본 연구 내용을 통해 적용하고자 하는 ‘앱

시스산에 의해 매개되는 내건성 관련 벼’의 연구가 최근 들어 급증하고 있음을 보여준다

할 수 있음.

□ Drought, ABA, rice, E3를 검색어로 하여 'PubMed' 검색시에 8건의 논문이 검색되는데

이는 앱시스산에 의해 매개되는 내건성 관련 벼의 연구 중 E3 ligase에 의한 유비퀴티네

이션 연구가 상대적으로 미흡함을 보여주고 있음. 본 연구의 최종 대상 식물이 벼임을 감

안할 때, 상기 결과는 본 제안연구의 독창성과 높은 가치 및 잠재성을 보여준다 할 수 있
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음.

□ 내건성에 관여하는 RING 단백질에 대한 최근의 국외 대표적 연구는 다음과 같음.

▷ 벼의 RING E3 ligase인 DHS가 전사조절인자인 ROC4의 분해를 통해 내건성 과정에

관여함을 보고(Wang et al., 2017)

▷ 애기장대 RING E3 ligase인 ZmXerico1가 앱시스산 항상성 조절을 통해 내건성 과정에

관여함을 보고(Brugière et al., 2017)

▷ 애기장대의 RZFP34/CHYR1가 SnRK2.6-매개 인산화를 통해 기공 개폐 및 내건성 과

정을 조절함을 보고(Ding et al., 2015)

▷ 애기장대 내건성에 관여하는 RING E3 ligase인 SDIR1의 기질 동정 및 상세 기능 규명

(Zhang et al., 2015)

▷ 애기장대 RING E3 ligase인 NERF가 NFYA5 발현 증가를 통해 내건성 과정에 관여함

을 보고(Gao et al., 2015)

□ 내건성 기작의 많은 부분이 앱시스산에 의해 매개됨에 근거하여, 본 연구 대상 유전자의

생체 내 기능 탐색은 본 유전자가 앱시스산 매개 내건성 기작의 어느 위치에서 기존에 알

려진 어떠한 생체 조절 물질과 반응하여 이루어지는지에 초점을 맞추어 연구되어짐.
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2. 연구수행내용 및 성과

■ 유용 결과 산출을 위해 수행된 연구 내용 및 결과는 아래와 같음.

1. 내건성 증진에 관련된 유용 애기장대 유전자, 돌연변이 선별 및 해당 유전자의 생체 내 상

세 기능 규명

(1) 앱시스산/물부족 스트레스에 의해 전사량의 증가를 보이는 RING 유전자 선별

▷ 내건성과 연계된 RING 유전자 선별을 위해, 총 469개의 애기장대 RING 유전자를 대상

으로 앱시스산/물부족 스트레스에 의해 2배 이상의 전사량 증가를 보이는 RING 유전

자 확보(유전자 발현량 차이는 AtGenExpress Visualization Tool (AVT)의 microarray

data에 의거)(Kilian et al., 2007)

▷ 각 25종, 19종의 RING 유전자가 앱시스산, 물부족 스트레스에 의해 전사량의 증가를

보임.

▷ 이 중 8종의 유전자가 두 처리구에 의해 동일하게 전사량 증가를 보임.

(2) 해당 선별 RING 유전자의 돌연변이체 확보 및 증식

▷ 상기 44종의 유전자에 해당하는 T-DNA 삽입 돌연변이체를 Arabidopsis Biological

Research Center (ABRC)로부터 확보, 증식하고 이들의 앱시스산 감수성을 추적함.

(3) 해당 돌연변이체 중 앱시스산 처리에 의해 변화된 감수성을 보이는 돌연변이체 선별

▷ 선별 돌연변이체 중, 한 종류 유전자의 T-DNA 삽입 돌연변이체가 앱시스산에 의해 증

가된 감수성을 보임을 확인하고 본 유전자를 RIA1 (RING Induced by ABA1)이라 명

명한 후, 연구를 수행함(그림 5).

              

     그림 5. 애기장대 RIA1 (AtRIA1) 유전자, 단백질 구조 및 기능소실돌연변이체(ria1)의 선별 

(4) RIA1 complementation 형질전환체 제작

▷ RIA1 돌연변이체의 경우 homozygous T-DNA 삽입 돌연변이체가 1종류만 존재

- 관찰된 형질이 부가적인 위치로 삽입된 T-DNA로부터의 효과일 가능성을 배제하기

위해 ria1 내 RIA1 유전자가 과발현되는 complementation line을 제작함(그림 5,6).
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                    그림 6. RIA1 complementation 형질전환체용 벡터의 구조

(5) RIA1 돌연변이체의 앱시스산 과다 감수성, 내건성 형질 확인

▷ ria1의 앱시스산 과다감수성 확인(자엽 성장률)(그림 7)

- 앱시스산 처리에 대한 ria1 자엽 성장의 과다 억제 확인

- RIA1 complementation 형질전환체의 앱시스산 감수성이 야생종 수준으로 회복됨을 확

인

▷ ria1의 앱시스산 과다감수성 확인(발아율)(그림 8)

- 앱시스산 처리에 의한 발아율을 야생종과 비교한 결과 ria1의 발아가 야생종에 비해

지연되는 것을 확인

- RIA1 complementation 형질전환체의 앱시스산 감수성이 야생종 수준으로 회복됨을 확

인

▷ RIA1 단백질이 앱시스산 매개 발아 과정 억제를 위한 음성 조절자로 작용함을 확인

▷ ria1의 앱시스산 과다감수성 형질은 RIA1 유전자의 기능 소실로부터 유래되었음을 검

증

                그림 7. 앱시스산 처리에 의한 ria1 자엽 성장의 과다 억제     

                  그림 8. 앱시스산 처리에 의한 ria1의 발아 지연 확인 

▷ ria1의 앱시스산 증가된 내건성 확인(그림 9)

- 앱시스산 처리에 의한 기공 개폐도를 야생종과 비교한 결과 ria1의 기공 직경이 야생

종에 비해 작은 것을 확인

- 앱시스산 처리에 의한 수분 소실율을 야생종과 비교한 결과 ria1의 수분 소실율이 야

생종에 비해 감소함을 확인

- 야생종과 비교시 ria1이 물부족 스트레스에 대해 증가된 내건성을 보임을 확인

▷ RIA1 단백질이 앱시스산 매개 내건성 과정의 음성 조절자로 작용함을 확인
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                    그림 9. RIA1의 기능 소실에 따른 내건성 형질 증가 

(6) RIA1 유전자의 발현 양상 탐색

▷ 해당 유전자의 앱시스산/물부족 스트레스와의 기능적 연관성을 알아보기 위해 앱시스산

처리, 앱시스산에 의해 유도되는 osmitic stress (mannitol 처리), salt stress (NaCl 처

리), 물부족 스트레스 처리 등에 의한 RIA1 유전자의 발현 양상을 조사(그림 10)

- 상기 4종류의 처리에 의해 RIA1 유전자의 발현량이 공통적으로 증가함을 확인

- RIA1 유전자가 앱시스산 신호 및 물부족 스트레스 신호 전달 과정에서 그 기능을 수

행할 수 있음을 확인함.

▷ 해당 유전자와 다양한 식물 호르몬 신호전달과정간의 기능적 연관성을 알아보기 위해

ABA, GA, cytokinin, JA, auxin, ethylene, BR 등의 다양한 식물 호르몬을 처리한 후

RIA1 유전자의 발현 양상을 조사(그림 10)

- GA, cytokinin (kinetin), JA (MeJA)에 의해 유의미한 발현량 증가가 일어남을 확인

- RIA1의 세포 내 기능은 앱시스산 뿐 아니라 GA, cytokinin, JA 신호전달 과정에도 부

가적으로 연계될 가능성이 높음을 암시

▷ 해당 유전자의 조직별 기능 연계성을 알아보기 위해 다양한 식물 조직내 RIA1 유전자

의 발현량을 탐색(그림 10)

- 타조직에 비해 dry seed에서 RIA1 발현량의 급격한 증가가 관찰됨.

- dry seed 조직은 앱시스산의 과다한 축적이 일어나는 조직으로 보고됨. 해당 결과는

RIA1 유전자의 앱시스산 발현량 유도 양상과 일치하며, RIA1이 앱시스산 신호전달

과정에서 기능함을 검증하는 결과로 사료됨.
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            그림 10. 조직별, 호르몬 처리, 앱시스산 관련 처리에 의한 RIA1의 발현 양상 

(7) RIA1의 RING E3 ligase 활성 확인(그림 11)

▷ RIA1 단백질이 보유한 RING 도메인이 실제로 E3 ligase 활성에 관여하는지를 탐색하

기 위해 RIA1 단백질을 대상으로 in vitro ubiquitination assay를 실시하고, 해당 활성

을 검증함(그림 11).

- RIA1이 특정 신호전달 단백질의 분해에 관여할 수 있음을 확인함. 대상 단백질은 앱

시스산 신호 과정의 양성 조절자일 것으로 기대됨.

                      그림 11. RIA1의 RING E3 ligase 활성 검증

(8) 야생종과 ria1 간의 expression profiling 조사를 통한 RIA1의 내건성 기작에서의 상세 기

능 조사

▷ RIA1이 앱시스산/물부족 스트레스 신호 과정의 어느 지점에서 기능을 수행하는지를 알

아볼 필요성이 있음.

- 해당 규명을 위해 microarray 분석법을 통한 야생종과 ria1간의 expression profiling 조

사를 수행하고 validation 과정을 수행함.

- 야생종과 비교시 RIA1의 기능 소실로 인해 2배 이상 증가되는 1956 종의 유전자를 확

보(Table 1)

- 상기 유전자의 약 12%가 앱시스산에 의해 3배 이상 발현량이 증가

: RIA1의 기능 소실로 인해 상향 조절된 유전자의 다수가 앱시스산에 의해 상향 조절

됨을 AVT를 통해 확인

: ria1의 앱시스산 과다 감수성 형질 및 앱시스산 매개 내건성 과정의 음성조절자로서

의 RIA1 역할과 맥락을 같이 함.
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- 해당 연구의 접근은 RING 관련 유전자와 내건성 관련 pathway 사이의 인과관계를 규

명하는데 일조할 것으로 예상됨.

- 리스트에 해당되는 다수 유전자의 validation Q-PCR 실험을 통해 데이터의 재연성을

확인(그림 12)

         Table 1. ria1-specific 유전자 리스트 확보 및 앱시스산 반응성 여부 탐색

                 그림 12. ria1-specific 유전자 발현에 대한 validation

(9) RIA1 단백질의 기질 동정

▷ Yeast two hybrid 스크리닝을 통한 기질 규명

▷ RIA1을 bait로 사용하여 탐색작업 수행 후 약 50여개의 positive RIA1-interacting clone

을 확보(그림 13) 

          

         그림 13. RIA1-interacting protein 동정을 위한 Y2H 스크리닝 결과의 예

▷ RIA1 단백질이 앱시스산/물부족 스트레스 반응의 음성 조절자인 동시에 단백질 분해에

관여하는 E3 ligase임에 근거할 때, 기질 후보 단백질은 앱시스산/물부족 스트레스 반응
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의 양성 조절자일 것으로 사료됨. 이에 해당 후보 기질 유전자의 T-DNA 삽입 돌연변

이체를 Arabidopsis Biological Research Center (ABRC)로부터 획득한 후 앱시스산에 대

해 감소된 감수성/물부족 스트레스에 감소된 저항성을 보이는 개체를 탐색하는 작업을

진행함으로써 기질 단백질 선별 효율성을 높이고자 함(Table 2).

             Table 2. RIA1 기질 후보자의 대표적인 기능 소실 돌연변이체 확보

▷ RIA1 및 기질 후보 단백질을 사용한 in vivo, in vitro ubiquitination assay를 수행할 예

정

▷ 기질 후보군을 야생종과 ria1에 도입 후, 이러한 기질 후보 단백질들이 CHX 처리 이후

두 식물에서 분해되는 속도를 조사, 비교함으로써 RIA1을 통한 기질 단백질 안정성 조

절 여부를 검증할 예정

2. RIA1 벼 orthologue 유전자(OsRIA1)의 벼 형질전환체에 대한 내건성 형질 탐색 및 애기장
대 기질 유전자 벼 작물 도입을 통한 형질전환체 제작

(1) AtRIA1의 벼 orthologue 선별

▷ TIGR BLAST search 결과, RIA1은 다양한 식물 종(Arabidopsis, tobacco, tomato, rice,

maize)에서 아미노산 서열상 잘 보존되어 있는 단백질로 존재함(그림 14). 이는 RIA1

단백질이 종간 유사한 기능을 보일 가능성이 높음을 암시함. 본 연구에서는 rice의

RIA1 orthologue를 대상으로 연구를 진행함.

▷ TIGR BLAST search 결과 벼의 LOC_Os03g22830이 AtRIA1과 가장 높은 상동성

(50% identity, 65% similarity)을 보이는 orthologue임을 확인하고 해당 유전자를

OsRIA1으로 명명함(그림 15).  

  그림 14. RIA1 orthologue간의 amino acid alignment       그림 15. OsRIA1의 구조

(2) OsRIA1의 발현량 조절을 통한 애기장대 형질전환체 제작 및 내건성 탐색

▷ OsRIA1 유전자를 애기장대 ria1으로 도입 후 과발현시킨 cross-complementation line
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제작

- ria1에서 관찰되던 수분소실율 감소가, 해당 형질전환체에서 야생종 수준으로 회복하거

나 오히려 증가하는 양상을 보임(그림 16).

: OsRIA1이 AtRIA1과 기능적 유사성을 보임을 확인

- 상기 과정을 통해 OsRIA1이 벼에서 유사한 내건성 기능을 보일 수 있음을 간접적으로

확인할 수 있음.

         그림 16. OsRIA1 cross-complementation line에서 관찰되는 수분소실율의 증가

(3) OsRIA1의 발현량 조절을 통한 벼 형질전환체 제작 및 내건성 탐색

▷ OsRIA1의 RNAi, 과다 발현 형질전환체를 벼에서 제작(그림 17)

- rice (Dongjin) 유묘의 하배축으로부터 callus 유도 후 상기 construct가 도입된

Agrobacterium과 coculture 수행 → 1st, 2nd antibiotics selection을 거쳐

regeneration 과정 수행(그림 18)

             

          그림 17. OsRIA1 과발현체 및 RNAi 라인 제작을 위한 construct 제작

          Callus induction        →  1st, 2nd antibiotics selection →   Regeneration

            그림 18. OsRIA1의 발현량 조절을 통한 벼 형질전환체 제작 과정 

▷ 8개의 OsRIA1 과발현체 및 12개의 OsRIA1 RNAi 라인 확보

▷ OsRIA1 발현 억제 라인의 내건성 마커 유전자 발현 양상 탐색(그림 19)

- OsRIA1 발현 억제 라인에서 3종류 내건성 마커 유전자(OsLEA, OsRab16D,
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OsNECD4)의 상향 조절 확인

           그림 19. OsRIA1 발현 억제 라인에서 3종류 내건성 마커 유전자의 발현 양상

- RIA1이 애기장대와 벼에서 유사한 내건성 기능을 수행하는 것으로 예상됨. 이는 다

양한 식물종 내에 존재하는 상동 유전자가 공통적으로 내건성 과정에 관여할 가능성

이 높음을 암시함.

▷ 확보된 OsRIA1 과발현체/OsRIA1 RNAi 라인을 대상으로 내건성 탐색

- 확보된 대상 형질 전환체의 세대 진전 및 증식을 통해 발현량의 변화가 일정한 안정

화된 라인 구축

: intergenic에 single copy로 삽입된 라인들을 확인

: 도입형질이 고정된 우수계통을 각각 2계통 이상 선별

- 대상 형질 전환체와 야생종을 대상으로 수분 소실율, 물부족 스트레스하에서의 생존

률, 기공의 직경 등을 탐색함으로써 내건성의 증진 여부를 구체화, 수치화할 계획

▷ 확보된 OsRIA1 과발현체/OsRIA1 RNAi 라인을 대상으로 생산성 탐색

- 대상 형질 전환체와 야생종을 대상으로 height, panicle의 무게 및 길이, spikelet의 개

수, filling rate 등을 탐색함으로써 생산성의 증진 여부를 구체화, 수치화할 계획

▷ 상기 탐색을 통해 확보된 내건성/생산성 증진 유용 자원은 향후 특허 출원/등록의 연구

성과 산출에 활용될 수 잇을 것으로 기대됨.

■ 상기 연구로부터 산출된 내건성 관련 유전자원은 향후 내건성 유용 작물 산출에 농업적, 산업

적으로 응용될 수 있을 것으로 기대되며, 경작 가능 지역 확충을 통한 유용 작물의 생산성 향

상에 활용될 수 있을 것으로 사료됨. 이에 경제적으로 높은 잠재적 가치를 보유하고 있는 것

으로 예상되며, 관련 산업 발전을 위한 높은 잠재적 기여도를 보유하고 있는 것으로 기대됨.

■ 연구개발 추진전략ㆍ방법 및 추진체계

▷ ‘RING E3 ubiquitin ligase의 활성 조절을 통한 내건성 식물 개발’의 연구목표를 달성하

기 위하여, 본 연구는 크게 2단계의 추진체계 및 총 12개의 세부단계로 구성됨.

1. 내건성 증진에 관련된 유용 애기장대 유전자, 돌연변이 선별 및 해당 유전자의 생체

내 상세 기능 규명

(1) 앱시스산/물부족 스트레스에 의해 전사량의 증가를 보이는 RING 유전자 선별

(2) 해당 선별 RING 유전자의 돌연변이체 확보 및 증식

(3) 해당 돌연변이체 중 앱시스산 처리에 의해 변화된 감수성을 보이는 돌연변이체

선별
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(4) RIA1 complementation 형질전환체 제작

(5) RIA1 돌연변이체의 앱시스산 과다 감수성, 내건성 형질 확인

(6) RIA1 유전자의 발현 양상 탐색

(7) RIA1의 RING E3 ligase 활성 확인

(8) 야생종과 ria1 간의 expression profiling 조사를 통한 RIA1의 내건성 기작에서의

상세 기능 조사

(9) RIA1 단백질의 기질 동정

2. RIA1 벼 orthologue 유전자(OsRIA1)의 벼 형질전환체에 대한 내건성 형질 탐색 및

애기장대 기질 유전자 벼 작물 도입을 통한 형질전환체 제작

(1) AtRIA1의 벼 orthologue 선별

(2) OsRIA1의 발현량 조절을 통한 애기장대 형질전환체 제작 및 내건성 탐색

(3) OsRIA1의 발현량 조절을 통한 벼 형질전환체 제작 및 내건성 탐색

▷ 연구 목표의 성공적 수행을 위하여 국내외 다양한 연구 기관과 공조함.

- Single subunit ubiquitin E3 ligase 연구와 관련하여 국내 최고의 이론적 지식과 기술

적 노하우를 보유하고 있는 연세대학교의 김우택 교수 연구팀으로부터 자문을 구함.

- E3 ubiquitin ligase의 환경 스트레스 연관성과 관련하여 이론적 지식과 기술적 노하

우를 보유하고 있는 북경대학교의 Dr. Xing Wang Deng 연구팀으로부터 자문을 구

함.

- 벼 형질전환체 제작, 형질 분석 및 벼 육종에 이론적 지식과 기술적 노하우를 보유하

고 있는 한림대학교의 정동훈 교수 연구팀으로부터 벼 형질 전환의 효율성 증가 및

벼 육종에 대한 노하우를 얻고 연구 공조를 진행함.

▷ 상기 관련 연구팀과의 지속적 교류 및 관련 학회 참석을 통한 연구정보 업데이트를 통해

연구의 질적 향상을 꾀함.

 <연구개발 추진체계>

       

연구개발과제 총 참 여 연 구 원

과제명
RING E3 ubiquitin ligase의 활성 조절을 

통한 내건성 식물 개발

주관연구책임자

(이재훈)외 총 4명

<연구 추진을 위한 전체 모식도>
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■ 사용된 연구 방법 및 재료는 다음과 같음

▷ 대상 식물로 애기장대(Arabidopsis thaliana, Col-0)와 벼(Oryza sativa cv. Dongjin)을

사용함.

▷ 연구방법

- 돌연변이체 분리 : genotyping을 통한 homozygous mutant 분리

- 형질전환체 제작

: 애기장대 RIA1의 기능 소실 형질 검증을 위한 complementation line, 벼 RIA1의 내

건성 기능 검증을 위한 cross-complementation line, RNAi line, overexpression line

등을 제작

- 내건성 검증

: 앱시스산 매개 내건성과의 관련 여부 검증을 위해 앱시스산 감수성을 발아율, 자엽

성장률로 확인

: 기공 개폐도, 수분 소실율, 물부족 스트레스에 대한 생존률 등을 탐색함으로써 내건

성 검증

- 발현 양상 탐색

: 스트레스, 호르몬 처리 및 조직에 따른 RIA1 유전자 발현 양상을 탐색, 벼에서의 내

건성 마커 유전자 발현 양상 탐색 등을 위하여 RIA1 특이적인 primer를 제작 후

quantitative RT-PCR 방법을 활용함.

- E3 ligase 활성 확인

: RIA1의 RING E3 ligase로서의 활성여부를 탐색하기 위해 대장균으로부터 발현, 정

제된 RIA1, E1, E2 재조합 단백질을 제작 후 in vitro ubiquitination assay 수행.

ubiquitin antibody를 통해 autoubiquitination된 RIA1 단백질의 존재를 확인

- 야생종과 ria1 간의 expression profiling 조사

: ria1 특이적인 expression profile을 확보하기 위해 앱시스산이 처리된 야생종과 ria1

유묘를 대상으로 RNA를 분리한후 이를 microarray 분석에 활용

- RIA1 단백질 기질 탐색

: RIA1-interacting protein 선별을 위해 RIA1을 bait로 제작 후 애기장대 cDNA

library를 대상으로 yeast two hybrid screening 과정을 수행

■ 산출된 주요 연구개발성과는 아래와 같음.

▷ 본 연구 과제 수행동안 3편의 사사된 논문게재 성과를 산출함.

(1) 2016년(게재연도), UV-B signal transduction pathway in Arabidopsis (논문명),

Jae-Hoon Lee (저자명), Journal of Plant Biology (학술지명), 59권 3호, 국제, SCIE

(2) 2017년(게재연도), DHU1 negatively regulates UV-B signaling via its direct

interaction with COP1 and RUP1 (논문명), Sang-Hoon Kim, Hani Kim, Sunglan

Chung, Jae-Hoon Lee (저자명), Biochemical and biophysical research

communications (학술지명), 491권 2호, 국제, SCI

(3) 2017년(게재연도), Characterization and comparative expression analysis of CUL1

genes in rice (논문명), Sang‑Hoon Kim, Og‑Geum Woo, Hyunsoo Jang,
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Jae‑Hoon Lee (저자명), Genes and Genomics (학술지명), 40권 3호, 국제, SCIE

▷ 본 연구 과제 수행동안 5건의 학술발표, 4건의 연구인력양성 성과를 추가로 산출함.

■ RIA1 발현량 조절을 통한 벼 형질전환체의 내건성/생산성 검증 후 해당 벼/애기장대 유전자

와 관련된 학술발표(논문게재) 및 국제 PCT 특허 등을 추진하여 성과를 확산할 계획임.

■ 벼에서의 RIA1 기능 소실 돌연변이체의 경우, 우수 형질의 안정화 및 극대화를 위하여 진행

중인 RNAi 방식의 접근과 병렬적으로 CRISPR/CAS9 시스템 등의 유전자 편집 기술을 통한

해당 형질전환체의 제작을 향후 시행하고자 함.
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3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

 3-1. 연구목표 및 달성도

세부 연구 목표 달성도(%) 비고

앱시스산/물부족 스트레스에 의해 전사량

의 증가를 보이는 RING 유전자 선별
100

- 총 44종의 애기장대 RING 유전자가 앱시스산, 물부족 스트

레스에 의해 상향조절됨을 AVT를 통해 확인

해당 선별 RING 유전자의 돌연변이체 확

보 및 증식
100

- 44종의 유전자에 해당하는 T-DNA 삽입 돌연변이체를 

Arabidopsis Biological Research Center (ABRC)로부터 확

보, 증식하고 이들의 앱시스산 감수성을 추적

해당 돌연변이체 중 앱시스산 처리에 의

해 변화된 감수성을 보이는 돌연변이체 

선별

100

- 한 종류 유전자의 T-DNA 삽입 돌연변이체가 앱시스산에 의

해 증가된 감수성을 보임을 확인하고 본 유전자를 RIA1 (RING 

Induced by ABA1)이라 명명

RIA1 complementation 형질전환체 제작 100

- ria1에서 관찰된 형질이 부가적인 위치로 삽입된 T-DNA로

부터의 효과일 가능성을 배제하기 위해 ria1 내 RIA1 유전자가 

과발현되는 complementation line을 제작

RIA1 돌연변이체의 앱시스산 과다 감수

성, 내건성 형질 확인
100

- ria1의 앱시스산 과다감수성을 자엽 성장률, 발아율을 통해 

확인. Complementation line을 통해 검증

- ria1의 내건성 증진 형질을 기공 개폐도, 수분 소실율, 수분 

스트레스시의 생존도를 통해 확인. Complementation line을 

통해 검증

RIA1 유전자의 발현 양상 탐색 100

- 호르몬 처리, 앱시스산 관련 스트레스 처리에 따른 RIA1 발

현량 탐색

- 조직별 RIA1 발현량 탐색

RIA1의 RING E3 ligase 활성 확인 100
- in vitro ubiquitin assay를 통해 RIA1이 RING E3 ligase로

서 기능함을 검증

야생종과 ria1 간의 expression profiling 

조사를 통한 RIA1의 내건성 기작에서의 

상세 기능 조사

100

- Microarray 분석법을 통해, RIA1의 기능 소실로 인해 2배 

이상 증가되는 1956 종의 유전자를 확보

- RIA1의 기능 소실로 인해 상향 조절된 유전자의 다수가 앱

시스산에 의해 상향 조절됨을 AVT를 통해 확인

- 리스트에 해당되는 다수 유전자의 validation Q-PCR 실험을 

통해 데이터의 재연성을 확인

RIA1 단백질의 기질 동정 80

- Yeast two hybrid 스크리닝을 통해 약 50여개의 positive 

RIA1-interacting clone을 확보

- 해당 후보 기질 유전자의 T-DNA 삽입 돌연변이체를 획득한 

후, 앱시스산에 대해 감소된 감수성/물부족 스트레스에 감소된 

저항성을 보이는 개체를 탐색

AtRIA1의 벼 orthologue 선별 100
- AtRIA1과 가장 높은 상동성을 보유한 1종의 벼 유전자를 선

별하고 이를 OsRIA1으로 명명

OsRIA1의 발현량 조절을 통한 애기장대 

형질전환체 제작 및 내건성 탐색
100

- OsRIA1 유전자를 애기장대 ria1으로 도입 후 과발현시킨 

cross-complementation line 제작 

- 해당 형질전환체가 야생종 수준 이상의 형질 회복률을 보임

을 확인함으로써, OsRIA1이 AtRIA1과 기능적 유사성을 보임

을 확인 

OsRIA1의 발현량 조절을 통한 벼 형질전

환체 제작 및 내건성 탐색
60

- OsRIA1의 RNAi, 과다 발현 형질전환체를 벼에서 제작

- OsRIA1 발현 억제 라인에서 3종류 내건성 마커 유전자의 

상향 조절 확인
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3-2. 성과목표 달성도

3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

■ 본 연구과제의 수행 기간이 2년인 관계로, 본 연구에서 제작한 벼 형질전환체의 안정적인

라인을 구축하기 위해서는 다소의 추가적인 시간이 요구됨.

■ 이에 성과 목표였던 특허 출원의 경우 연구종료기간내에 성과를 산출하지 못함. 상기 벼

형질전환체가 내건성 증가 형질을 보임에 근거할 때, 본 연구에서 동정, 제작된 해당 유

전자와 형질전환체는 향후 유용 유전자원으로 활용될 가치가 매우 높을 것으로 사료됨.

■ 이에 상기 RIA1 유전자 발현량이 조절된 벼 형질전환체 내건성 형질의 구체적인 분석

및 해당 유용 유전자의 기타 유용 작물로의 적용 등과 관련된 후속연구가 요구됨.

■ 해당 연구의 신속하고 효율적인 수행을 통해 조속한 시간내에 목표한 특허 출원 및 나아

가 특허 등록이 가능할 것으로 사료되며, 이는 기술이전 및 제품화 등으로 확대되어 실

용화 추진을 위한 이론적, 기술적 토대로 활용될 수 있을 것이라 사료됨.

3-4. 관련분야 기여도

가. 학문 분야의 지식 업데이트

▷ 유비퀴티네이션 조절 기작/물부족 스트레스 신호 전달 기작과 관련된 지식의 업데이트

에 기여

▷ 타연구자들의 연구 수행을 위한 지식적 배경과 피교육자들의 지적 기반 강화

나. 유용 유전 자원 산출을 통한 연관 산업 분야로의 적용

▷ 본 연구 과제 수행을 통한 내건성 작물 산출은 농업 분야에 적용되어 농가의 수익 창출

에 기여할 수 있음.

성과목표 특허출원 SCI 논문 비 SCI 논문 학술발표 인력양성 평가방법

가중치 20 50 20 5 5

1년차 성과목표 1 1 1

1년차 산출성과 1 3 3 증빙자료

2년차 성과목표 1 1 1 1

2년차 산출성과 2 2 3 증빙자료

최종목표 1 1 1 2 2

최종성과 3 5 4 증빙자료

달성율(%) 0 300 0 250 200
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4. 연구개발성과의 활용 계획 등

가. 추가연구로의 활용

▷ 본 연구과제의 수행 기간(2년)은 완성도 높은 연구 결과를 산출하기에는 시간적 제약이

있음.

▷ 특히 유용 유전자의 발현량이 조절된 벼 형질전환체의 안정적인 라인을 구축하기 위해

서는 보다 long-term project에 해당 하는 연구의 수행이 요구됨. 이에 연구기간 종료 후

2차년도 기간까지 최종적인 내건성 작물 개발을 실현하고, 이를 기반으로 국내외 특허

출원 및 향후 제품화를 추진할 계획임.

▷ 상기 유용 유전자의 세부 작용 기작에 대한 보다 상세한 이해와 해당 벼 형질 전환체의

구체적인 내건성 형질에 대한 이해가 후속 연구 과정동안 요구됨. 이러한 연구는 보다

구체화된 내건성 유용 작물의 제작 및 상용화를 위해 필수적일 것으로 사료됨.

▷ 해당 유전 자원과 기존에 알려진 유비퀴티네이션 매개 내건성 유전자원간의 유전적 조합

을 통해 한층 기능이 강화된 내건성 유용 식물을 제작할 수 있을 것으로 기대됨.

▷ 해당 유전자원은 애기장대와 벼에서 유사한 내건성 기능을 수행하는 것으로 사료됨. 이

는 다양한 식물종 내에 존재하는 상동 유전자가 공통적으로 내건성 과정에 관여할 가능

성이 높음을 암시함. 해당 단백질이 다양한 유용 작물 내 상동성이 매우 높은

orthologue를 보유하고 있음에 의거할 때, 벼뿐만 아니라 다양한 유용 작물들의 내건성

강화에도 기여할 수 있을 것으로 사료됨. 해당 연구를 후속 연구 과정동안 수행하고자

함.

나. 타연구로의 활용

▷ 유비퀴티네이션이 진핵생물에 공통적으로 존재하는 조절 기작이며, RING E3 ligase 기

능이 진핵생물 내에서 동일함을 감안할 때, 해당 RING 유전자 및 기질의 동물 상동 유

전자 발굴을 통한 기능 연구는 의학 분야 관련의 생물학적 지식 강화 및 응용에도 활용

될 수 있음.
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주 의
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 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 농생명산업기술개발

    사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.


	RING E3 ubiquitin ligase의 활성 조절을 통한 내건성 식물 개발 최종보고서
	요약문
	목차
	1. 연구개발과제의 개요
	1-1. 연구개발 목적
	1-2. 연구개발의 필요성
	1-3. 연구개발 범위
	1-4. 국내외 기술개발 현황

	2. 연구수행내용 및 성과
	1. 내건성 증진에 관련된 유용 애기장대 유전자, 돌연변이 선별 및 해당 유전자의 생체 내 상세 기능 규명
	2. RIA1 벼 orthologue 유전자(OsRIA1)의 벼 형질전환체에 대한 내건성 형질 탐색 및 애기장대 기질 유전자 벼 작물 도입을 통한 형질전환체 제작
	■ 연구개발 추진전략·방법 및 추진체계
	■ 사용된 연구 방법 및 재료
	■ 산출된 주요 연구개발성과

	3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도
	3-1. 연구목표 및 달성도
	3-2. 성과목표 달성도
	3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)
	3-4. 관련분야 기여도

	4. 연구개발성과의 활용 계획 등
	참고문헌


