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요 약 문

Ⅰ. 제 목

Lignin 생합성 관계 유전자 cloning을 통한 저 lignin함량 펄프재의 육성

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

93년 현재 일본, 대만, 싱가포르 등 아시아 선진국의 일인당 연간 종이 소비

량이 220kg정도이나 우리나라는 130kg밖에 되지 않는다는 사실은 국내에서 종

이류의 수요가 계속 될 것임을 나타내고 있으며 또한 증가하는 수요의 충당을

위해 pulp용재 필요량의 상당부분이 수입에 의존해야 할 전망이다 (88년 8%에

서 93년 현재 62% 정도가 수입의존).

한편 늘어나는 종이류의 생산과 더불어 pulp, 제지산업에서 배출되고 있는

폐기물 또한 그 양이 계속 증가 추세에 있다. 원목에서 pulp화 공정과정에서 발

생하는 lignin폐기물과 독성화학물질 및 악취 등은 심각한 환경오염을 유발하여

pulp산업을 오염산업으로 지칭하게 한다. 하지만 국내 생산 pulp의 2/3이 화학

펄프화법에 의해 생산되어지고 있어 이러한 문제의 해결이 상당히 어렵다고 할

수 있다.

Lig nin은 식물체의 중요한 구성성분중의 하나로서 식물체의 유지에 필수적

인 역할을 하지만 pulp화를 위해서는 많은 화학약품과 energ y를 사용하여

cellulos e 섬유로부터 제거되어져야 한다. Lignin 제거를 위한 효과적인 대안

으로써 lignin성분이 감소된 임목의 개발을 제시 할수 있다. 같은 종의 식물에

서도 lig nin함량에 있어 상당한 변이를 보이기 때문에 40- 50% lig nin함량의 감소

가 식물체 전체의 성장에는 영향을 미치지 않는다. Lignin합성경로에 관여하는
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효소의 활성을 유전공학적 방법(Antis ens e RNA)을 통해 억제함으로써 저 lignin

함량 pulp, 제지 원재료용 임목개발의 가능성은 이미 검정된 바 있으며, 기술개

발시의 기대효과(환경오염감소, 수입대체및 수출, pulp산업의 효율증가)가 매우

크므로 연구 개발의 필요성이 매우 시급하다고 판단된다.

OMT (O- methyl transferase) 유전자는 lig nin합성에 가장 중요한 역할을

하며 또한, 다양한 종간에도 homology가 높기 때문에 이들 유전자를 억제함으로

써 lignin합성을 감소시킨다는 것이 가능할 것으로 판단되고 있다. 그러나 지금

까지의 연구결과는 감소의 정도가 상당히 낮은 것으로 나타났으며 antisense유

전자의 발현도 t rans genic plant간에 변이가 심한 것으로 나타났다. 임목에 있

어 새로운 품종의 육성은 긴 세대기간 때문에 상당한 시간이 소요되며 육종의

효율이 낮다고 할 수 있다. 기존의 육종방식으로는 어렵거나 불가능한 이러한

품종개발을 위해 실용성이 있는 유전공학적방법의 이용은 목적달성에 적절한 방

법을 제공 할 것이다. 또한, 아직까지 xylem specific OMT유전자의 발현을 조절

하는 promoter에 대한 연구가 되어 있지 않아 형질전환을 위해 cons itutive

promoter (CaMV 35S 등)을 사용하고 있다. 일반 promoter는 조직 특이성이

아니어서 식물체의 전체적인 성장에 영향을 미칠 수 있다.

따라서 본 연구에서는 xylem- specific promoter의 개발 및 antis ens e유전자

cons truct ion 및 도입에 의해서 lignin형성이 이루어지는 xylem에서의 유전자발

현을 연구목적으로 하며 다음과 같은 세부 목적을 이루고자 한다.

가. OMT 유전자의 cloning

나. T iss ue s pecific promoter규명

다. 식물의 성장과 발육에 있어서 lignin의 역할연구

라. 저 lignin 식물체개발

1) Pulp제조시 효율적 lignin 제거

2) Cellulos e 섬유 회수율 증가

3) Pulp 및 제지산업의 경쟁력 제고

4) Pulp산업에 의한 환경오염 감소
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

구 분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차년도

(1996년)

- 수종별 lignin함량 분석

- 조직별 OMT분석

- 재료확보

- OMT 유전자 message 분석

- Library 제조, OMT유전자 분리

- 염기서열검정

·probe 확보

·식물재료 확보

·목부, 사부, 외피 등의 조직에서 RNA추출

·Northern blot

·Message 정량

·조직별 발현정도 검색

2차년도

(1997년)

- OMT유전자의

염기서열확정

- 계절별lignin합성분석

- 무균식물재료확보

·T issue specific mRNA분리

·Oligonucleotide probe 조제

·PCR cloning

·Seqeuncing

·Genomic library제조

·cDNA, genomic DNA분리

3차년도

(1998년)

- Gene structure분석

- Antisense RNA vector 개발

·Isolation of genomic clones

·Sequencing

·Vector with 35S promoter

·Vector with xylem spes tic promoter

4차년도

(1999년)

- vector tes t

- Agrobacterium

transformation

- Poplar의 형질전환 및 확인

·Agrobacterium을 이용한 형질전환

·형질전환체 선발

·형질전환체 증식

·형질전환 확인분석

·Southern, Northern

5차년도

(2000년)

- 형질전환체의 유전자

- 발현 분석 및 lignin 함량 측정

·Northern blot

·Lignin 함량 측정

·형질전환 개체(저 Lignin함량)와 정상개체

의 성장, 발육형태 비교
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Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

가. 연구개발 결과

1 년차

무균식물의 대량증식과 재분화 체계의 확립

수종별 lignin 함량 분석과 조직별 OMT 분석

cDNA library 제조

2 년차

계절별 lignin 합성변화 분석 및 형질전환 방법의 확립

형질전환체의 분석방법 확립 (PCR 과 GUS 분석)

g enomoc library의 구축

3 년차

g enomic library에서 OMT clone의 선발과 유전자 지도 작성

subcloning과 염기배열 결정

antisense vector의 조제와 Ag robacterium의 binary vector의조제

OMT cDNA 염기서열 결정과 분석

4 년차

antisense vector의 조제와 Ag robacterium binary vector의 조제

포플러 식물의 형질전환체 생성 및 선발

antisense vector의 조제와 Ag robacterium의 binary vector의조제

5 년차

형질전환체의 분자생물학적 검증과 리그닌 분석

promoter 부분의 염기서열결정과 분석을 성공리에 마쳤다.
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나. 활용에 대한 건의

1) Pulp업계의 경쟁력 강화

저 lignin 함량을 가지는 속성수인 포플러수종의 개발로 탈 lig ning 효율을

증가시킴으로서 국내의 pulp재 생산과 pulp업계의 생산성 향상을 향상시킬수

있다고 기대된다.

2) 환경오염감소

탈 lignin에 필요한 화학물질의 사용을 줄임으로서 탈 lignin 효율을 증가시

킴으로써 lig nin 폐기물 생성의 감소 효과와 경제적인 이점이 기대된다.

3) 국내자원확보

저 lignin 함량 임목은 현재 국내외에 등록되어 있지않는 새로운 식물로서

자원의 확보로 인한 수익과 외국에 특허를 등록함으로서 앞으로의 수출에

기여할수 있을 것이다.

4) 임목특유의 유전자원 확보

순수 본 연구진에 의해서 분리된 포플러 OMT 유전자는 앞으로 현재 등록

되어 있지 않는 새로운 유전자를 보유함과 동시에 다른 식물체에도 유용하

게 사용될수 있으리라 기대된다.
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S UMMARY

O - methyltrans ferase (OMT ) encoding g ene w as isolated from developing

s econdary x ylem of Populus nig ra x m axim owicz ii, cDNA clones w ere funct ionally

characterized, and transg enic P . nig ra x m axim owicz ii independent lines w ith

ant is ens e OMT gene w ere succes s fully achiev ed.

T hree cDNA clones w ere isolated from direct s creening and PCR screening of

a cDNA library of P . nig ra x m axim owicz ii conta ining a tota l of 5.0 x 106 pfu/ml

w ith 99% recombinants and various s ize of ins ert DNA from 0.5 kb to 5.2 kb as

confirmed in in v ivo excis ion. T he #2 clone from direct screening and A1.1 and

B1.4 clones from the PCR s creening w ere selected for s equencing analys is . T he

full- length s equences from 5' - untrans lated region to 3' - noncoding reg ion of P .

nig ra x m axim owicz ii OMT cDNA w ere obtained by sequence comparison w ith

each other. T he OMT cDNA w as cons is ted of 1345 nucleotides in tota l and the

trans la tional s tart s ite of the open reading frame (ORF ) at nucleot ide 21 and the

T AA stop s ite at nucleotide 1116. A pos s ible polyadenylation s ignal, AA T AAC,

w as located at pos itions 1277 to 1282. T he G+C content of the coding region w as

47.6% and the trans la tion product corresponded to a 365 amino acid polypeptides .

A lthoug h P . nig ra x m axim owicz ii OMT cDNA w as confirmed to have a

full- length cDNA containing - 20 to poly(A)+ tail, it w as depleted 44 bp at

5' - untrans lated region and 114 bp in 3' - noncoding reg ion compared w ith as pen

(89% sequence ident ity). Moreover, his tidine (CAT ) at the codon 97 and

isoleucine (A T T ) at the codon 316 w ere subs t ituted for leucine (CT T ) and valine

(GT T ), res pect ively. Northern analys is confirmed that the developing secondary

x ylem is the main t is s ues w here the OMT g ene expresses .

T he g enomic library containing t iter of 1,000 pfu w as cons tructed and

characterized from hig hly purified phag e clones from genomic DNA ex tracted from

x ylem of P . nig ra x m axim owicz ii. T he OMT genomic DNA of P . nig ra x
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m axim owicz ii w as cons is ted of 4 ex ons and 3 introns . T he firs t , second, third,

and forth ex on have been had 419, 311, 65, 511 nucleotides , res pect iv ely. T he

border sequences from all three introns w ere s tarted at GT and terminated w ith

A G s equences . T he P . nig ra x m axim owicz ii g enomic OMT DNAs had 9

res tr ict ion s ites ; 2 internal E coRI s ites , S alI, B am HI, H paI, H g iA I, D saI, B clI, and

R saI.

Antisense OMT vectors w ere cons tructed and the dow n- reg ulat ion of internal

OMT g ene by express ing antisense OMT gene w as tried by

A g robacterium - mediated trans formation. T he frequency of callus induct ion and

mean number of callus per leaf s egment s how ed to be better on the Method I.

How ever, the condit ion of cultured leaf w as better on the Method II. In GUS

his tochemical analys is , blue coloring w as observed in the veins of leaf s egments

and on surface or w hole part of ca llus . T he plants regenerated from kanamycin

res is tant callus w ere obtained by culturing on the 1/2MS medium containing BA

1.0 mg / l. T he phenotype of putat iv e trans genic plants w as v isually

indis t inguishable w ith control plants and they also rooted very w ell. How ev er, the

putat ive transg enic plants s how ed more w eaker s hoot characteris t ic than that of

control plants . T o confirm that s table integ ra tion of the ant is ens e OMT g ene had

occurred, PCR and southern analys is w ere carried out us ing OMT primers . A 0.7

kb DNA frag ment w as amplified from the PCR method and this band w as

s trong ly hybridized w ith OMT probe. T herefore it w as confirmed that ant isense

OMT gene w as integ ra ted into genomic DNA of P . nig ra x m axim owicz ii.
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제 1 장 서 론

제 1 절 연구 개발의 목적

현대 산업 사회의 특징인 대량생산, 대량소비 그리고 생활양식의 변화로 인해 각

종 폐기물의 종류와 양의 증가와 더불어 국제환경규제의 강화는 이러한 폐기물의 처

리를 더욱 어렵게 하고 있다. 종이류 소비량이 한 나라의 산업수준을 나타내는 기준

이 될 정도로 고도 산업사회에서 종이류 생산은 산업발전의 한 척도가 되어있다. 93

년 현재 일본, 대만, 싱가포르 등 아시아 선진국의 일인당 연간 종이 소비량이 220kg

정도이나 우리나라는 130kg밖에 되지 않는다. 이 사실은 국내에서 종이류의 수요가

계속 될 것임을 나타내고 있다. 또한 증가하는 수요를 충당하기 위해 pulp용재 필요

량의 약 65%를 수입에 의존하고 있으며 수입재의 점유율이 계속 늘어 날 것으로 전

망되고 있다(88년 8%에서 93년 현재 62% 점유). 한편 늘어나는 종이류의 생산과 더

불어 pulp, 제지산업에서 배출되고 있는 폐기물 또한 그 양이 계속 증가 추세에 있다

(표 참조).

T able1- 1. 제지 산업 폐기물의 종류별 일일발생량

(1994년 현재)

종 류 별 발 생 량 (ton/day) 발 생 율 (%)

슬 럿 지 2,151.18 74.4

연 소 재 370.31 12.8

폐합성수지류 245.14 8.5

폐 유 1.03 -

분 진 2.94 0.1

기 타 122.55 4.2

계 2,893.15 100.0
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원목에서 pulp화 공정과정에 있어 환경문제를 유발하는 것으로는 pulp의 원료인

cellulos e섬유를 lignin으로부터 분리한 폐기물( lignin폐기물)과 독성화학물질 및 악취

등이다. 하지만 국내 생산 pulp의 2/3이 화학 펄프화법에 의해 생산되어지고 있어 이

러한 문제의 해결이 상당히 어렵다고 할 수 있다.

Lig nin은 식물체의 중요한 구성성분중의 하나로서 식물체의 유지에 필수적인 역

할을 하지만 pulp화를 위해서는 cellulose 섬유로부터 제거 되어져야 한다. 탈 lignin

공정은 많은 전력(4000kw h/ ton)과 화학약품(800kg NaOH/ ton)등을 필요로 하고 있으

며 효과적인 탈 lignin방법의 고안을 위한 많은 노력이 진행중이지만, 현재까지 그 실

적이 미미한 상황이다.

이에 대한 하나의 대안으로써 lig nin성분이 감소된 임목의 개발을 제시 할 수 있

다. 같은 종의 식물에서도 lignin함량에 있어 상당한 변이를 보이기 때문에 40- 50%

lignin함량의 감소가 식물체 전체의 성장에는 영향을 미치지 않음이 보고된 바 있다.

Lignin합성경로에 관여하는 효소의 활성을 유전공학적 방법(Antis ens e RNA)을 통해

억제함으로써 저 lignin함량 pulp, 제지 원재료용 임목개발의 가능성은 이미 검정된

바 있으며, 기술개발시의 이용성(환경오염감소, 수입대체및 수출, pulp산업의 효율증

가)이 매우 크므로 연구 개발의 필요성이 매우 시급하다고 판단된다. 올해 일본의

유수제지업체인 일본제지가 미국의 유전공학기업과의 기술개발 계약체결은 이 연구의

실용적 이용가능성을 크게 암시한다고 할 수 있다.

비록, 국내의 임목육종기술이 선진국 수준에 근접해 있다고 하나, 유전공학적 기

술의 이용과 유전공학적 방법에 의해 실제적 산업에 이용 될 수 있는 기술개발 실적

은 미미하다고 판단된다. 제안된 본 연구개발 계획은 실제적 산업에 이용 될 수 있

는 유전공학 방법의 개발을 통해 선진국과의 기술력 차이를 극복할 수 있는 사례를

제시하고 있다.

제 2 절 연구 개발의 범위
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식물체의 lig nin은 lignin화 되는 조직의 세포내에서 monomeric unit가 생합성되

어 중합을 거쳐 세포간극, 세포벽 및 원형질막 사이로 침적된다. 식물세포벽의 성분

으로 lignin은 cellulose섬유의 외피역할을 하므로써 세포벽에 견고성을 주며 목부에서

는 세포간의 영구적 결합을 가능케 한다. 고등식물체에서 lig nin합성은 monomeric

unit 인 monolig nol (cinnamyl alcohol)의 유용가능성에 의해 좌우된다고 할 수 있다.

즉, monolignol합성경로에 관여하는 효소의 활성을 조절함으로써 lignin의 형성과 식

물체의 발육에 영향을 미치게 할 수 있다 (합성경로 그림 참조).

Fig ure 1- 1. Pathw ay of Lig nin Bios y nthes is

Lig nin의 전구체들로는 p- coumaryl alcohol, coniferyl alcohol과 s inapyl alcohol등

이 알려져 있다. 이 전구체들은 광합성결과 생긴 g lucos e에서 시작하여 s hikimic
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acid pathw ay, cinnamic acid pathw ay등을 거쳐 각각의 전구체들로 합성된다. 이 경

로에 관계되어 특히 중요한 역할을 하는 효소들로는 phenylalanine ammonia

lyas e(PA L), cinnamyl a lcohol dehydrog enase(CAD), O- methyltrans feras e(OMT )등이

다. Lig nin전구체 합성의 초기에 hormone과 광에 의한 PAL의 활성과 lig nin합성의

조절에 대해서는 1970년대에 이미 알려진 바 있다. 하지만 직접적인 영향을 미치는

것은 OMT인 것으로 알려져 있으며, 유전공학적 approach도 이 효소를 code하는 유

전자를 cloning하여 조작하는 것이 효율적이라고 판단된다.

OMT는 dihydrox y cinnamic acid의 methylat ion이 촉매역할을 하여 lignin생합성

에 관여한다. Monolig nol이 유래되는 phenylpropanoid pathw ay에서 OMT는 caffeic

acid를 ferulic acid와 5- hydrox yferulic acid로의 전환을 촉매한다. 이 과정에 효소의

활성을 antisense RNA기법을 사용하여 조절함으로써 lignin생합성 단위인 monolig nol

의 합성을 억제할 수가 있다. 그리고 lignin전구체의 합성에 관계된 이들 효소들은

tis sue- specific 특히, 목질화 되고 있는 xylem세포들에서 특정하게 작용하는 것으로

밝혀져 있다.

일반적으로 lignin성분은 식물의 목본조직의 15- 30%를 구성하고 있으며, 자연상

태의 식물에 있어 lignin의 함량변이가 크다는 것은 어느 정도까지 그 성분을 줄여도

식물체의 성장과 발육에 장애가 되지 않을 것이라는 것을 암시하고 있다.

제 3 절 기대효과 및 활용방안

Pulp재의 계속적인 수요증가가 예측되며 93년 현재의 국내 pulp생산량은 기계펄

프와 화학펄프를 합쳐 약 46만ton에 이르는 것으로 알려져 있다. 이중 화학펄프에

의해 약 31만ton이 생산되고 있다. 그러나 국내수유에 필요한 활엽수 pulp재의 90%

는 수입에 의존하고 있는 실정이다. 더욱이 막대한 양의 energ y와 환경오염이라는

대가를 치루고 추출된 lig nin 그 자체는 아무런 용도가 없이 단순히 폐기물로 남는다.

이러한 폐기 lig nin을 이용하고자 하는 시도가 계속되어 왔으나 아직 아무런 성과를

얻지 못하고 있으며, 그 전망 또한 없는 것으로 전망되고 있다. 즉 lig nin문제 해결에

대한 방법은 획기적 신공정을 개발하거나, lignin함량 자체가 감소된 새로운 임목을
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개발하는 방법일 것으로 판단된다. Lignin함량이 낮은 t rans genic임목은 임산업 및

pulp제조업에 있어서 현재 90%이상 수입에 의존하고 있는 pulp의 자급능력 향상, 현

재 62%에 이르는 pulp용재의 국내생산 기반강화등을 통해 생산효율을 높혀 pulp산업

의 생산성 향상을 크게 높힐 것이다.

환경오염에 대한 사회적 관심이 높아지고 그 방지책 또는 개선책강구를 위한 산

업체의 관심 또한 증가하고 있다. 이러한 경향은 더이상 방치 할 수 없는 심각한 환

경오염에 대한 실질적 해결책을 촉구한다고 볼 수 있다. 제안된 연구의 결과는 이러

한 범사회적 관심에 대해 실제적으로 달성 가능한 하나의 사례를 제공 할 것으로 사

료된다.

현재 국내외의 문제점을 간략히 서술하며, 유전자 cloning, ant is ens e DNA등 유

전공학을 이용한 임목의 lignin합성에 대한 연구가 거의 되어 있지 않다. 본 연구의

연구책임자들은 국내, 외에서 다년간 식물체의 유전자 cloning, gene cons truct개발,

형질전환, 조직배양 및 재래방법을 이용한 임목육종 등의 분야에서 연구를 해오고 있

으며 연구실적 또한 본 연구에 필요한 모든 분야를 포괄하고 있어 연구수행능력이 충

분하다고 판단된다. 국외에서 보면 지금까지 분리된 lignin생합성관련 유전자는 4가지

가 있다. Phenylalanine ammonia - lyas e (PAL), OMT , CAD및 anionic perox idase

(POD)의 유전자로서 이들 유전자는 임목을 포함한 몇 개의 식물종에서 연구되었다.

Lignin합성에 있어 이들 4가지 유전자는 각각의 역할이 알려져 있지만 조직내에서

lignin함량과 각각의 효소함량의 관계를 조사한 결과 상관관계가 가장 중요하게 나타

나는 것은 OMT와 CAD이다. 이 상관관계는 lig nin함량이 낮은 mutant식물체는 이

효소의 함량이 낮게 나타난 사실로 증명 된 바 있다. 1986년 Ecker와 Davis에 의해

CA T 유전자를 antis ens e RNA방법에 의한 성공적 조절이래로 antisense technique에

의한 유전자 표현 및 효소기능의 조절에 관한 많은 성공적인 연구사례가 있다.

Chalcone synthease유전자 발현 조절에 의한 꽃색깔의 변화, tomato의 성숙

ripening관련유전자의 표현조절에 의한 수확 후 저장기간의 연장 등의 실용적 사례도

있다.
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OMT 유전자는 lig nin합성에 가장 중요한 역할을 하며 또한, 다양한 종간에도

homology가 높기 때문에 이들 유전자의 억제로써 lignin합성을 감소시킨다는 것이 가

능할 것으로 판단된다. 그러나 지금까지의 연구결과는 감소의 정도가 상당히 낮은

것으로 나타났다. 또한 A ntis ens e유전자의 발현도 transg enic plant간에 변이가 심한

것으로 나타났다. 임목에 있어 새로운 품종의 육성은 긴 세대기간 때문에 상당한 시

간이 소요되며 육종의 효율이 낮다고 할 수 있다. 기존의 육종방식으로는 어렵거나

불가능한 이러한 품종개발을 위해 실용성이 있는 유전공학적 방법의 이용은 목적달성

에 적절한 방법을 제공 할 것이다.

또한, 아직까지 x ylem specific OMT유전자의 발현을 조절하는 promoter에 대한 연구

가 되어 있지 않아 일반 promoter(CaMV 35S 등)를 사용하고 있다. 즉 일반

promoter는 조직 특이성이 아니어서 식물체의 전체적인 성장에 영향을 미칠 수 있다.

본 연구에서는 g enomic library를 만들어 xylem에 특이하게 발현하는 promoter를 찾

아내어 antisense유전자 cons truct를 만듦으로서 lignin형성이 이루어지는 xylem에서

만 도입유전자가 발현하게 하여 도입유전자의 부정적 영향을 최소화 할 것이다. 국내

의 pulp수요가 계속적으로 증가하고 있으며 국내 pulp재 생산량은 제한되어 있다. 반

면 외국 pulp재의 수입은 88년 이래로 계속 증가하여 93년 현재 국내수요량의 62%를

차지하고 있다. 본 실험에 사용될, pulp재로 가장 많이 이용되고 있는 poplar류는 속

성수, 짧은 섬유장, 조직배양 용이 그리고 유전자 조작용이 등의 잇점을 가지고 있다.

최근 미국에서는 poplar류에 대해서 임업이 아닌 농업수준에서 재배하여(Intens iv e,

Short Rotat ion cult iv ation) 단기간에 대량의 biomas s생산을 노리고 있다. pulp원료

용 목재중 침엽수는 거의 전량 국내재에 의해 공급되나 화학pulp의 원료로 사용되는

활엽수의 대부분이 chip의 형태로 외국에서 수입되고 있다. 산림청에서도 현재 pulp

재의 안정적 공급과 국내자원의 확보를 위해 속성활엽수의 조림을 적극 고려하고 있

다. 제안된 본 연구결과 얻어질 transg enic poplar도 삽목을 통해 대량 증식하여 휴,

폐경지, 하천부지등에 대량식재하면 현재의 pulp재 수급상황을 호전시킬 수 있을 것

이다. 여러수종에서 clone된 유전자를 도입하여 우리의 연구대상 수종 고유의 유전자

cloning에 이용할 수는 있으나 도입유전자를 학술적 실험의 목적외에는 이용할 수가

없음이 법으로 제한되어 있다. Vector sys tem 또한 실험실에서 학술적 실험목적이외

에는 사용이 금지되어 있다. 우리 자체에서 clone된 유전자, vector로서만이 학술적

실험 이외의 목적 즉, 실제적목적 등에 무제한적으로 이용할 수 있다. 또한

transg enic plant가 생산되어 그 효율이 검정되면 국내의 pulp제지업계에서 저 lig nin

함량 수종의 대량식재 및 pulp재로의 이용에 적극 참여 할 수 있을 것이다.
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제 2 장 포플러 조직배양과 antis ens e v ector를

사용한 형질전환체계의 개발

제 1 절 서 언

포플라는 한국뿐만 아니라 전세계적으로 분포하고 있는 넓은 식생을 가지고 있으

며 임목에 있어서 가장 중요한 수종의 하나로서 간주된다. 특히 이들은 휴양림, 펄프

재의 원료, 목재 그리고 무한한 biomass의 잠재력을 가지고 있어서 많은 연구자들에

의해서 유전, 육종 그리고 목재가공의 다양한 분야에 연구가 진행되고 있는 것이 사

실이다.

국내에서는 펄프재의 원료로 사용되는 목재의 대부분은 수입에 의존하고 있는 것

이 사실이다. 따라서 매년 늘어나는 종이류의 생산과 더불어 pulp, 제지산업에서 배출

되고 있는 폐기물 또한 그 양이 계속 증가 추세에 있다. 원목에서 pulp화 공정과정에

서 발생하는 lig nin폐기물과 독성화학물질 및 악취 등은 심각한 환경오염을 유발하여

pulp산업을 오염산업으로 지칭하게한다. 하지만 국내 생산 pulp의 2/3이 화학 펄프화

법에 의해 생산되어지고 있어 이러한 문제의 해결이 현재 상당히 어렵다고 할 수 있

다.

Lig nin은 식물체의 중요한 구성성분중의 하나로서 식물체의 유지에 필수적인 역

할을 하지만 pulp화를 위해서는 많은 화학약품과 energy를 사용하여 cellulose 섬유로

부터 제거 되어져야 한다. 따라서 Lignin 합성경로에 관여하는 효소의 활성을 유전공

학적 방법 (Antis ens e RNA)을 통해 억제함으로써 저 lignin함량 pulp, 제지 원재료용

임목개발의 가능성은 이미 검정된 바 있으며, 기술개발시의 기대효과 (환경오염감소,

수입대체 및 수출, pulp산업의 효율증가)가 매우 크므로 연구 개발의 필요성이 매우

시급하다고 판단된다.

OMT (O- methyl trans ferase) 유전자는 lig nin 합성에 가장 중요한 역할을 하며

또한, 다양한 종간에도 homolog y가 높기 때문에 이들 유전자를 억제함으로써 lignin

합성을 감소시킨다는 것이 가능할 것으로 판단되고 있다. 임목에 있어 새로운 품종
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의 육성은 긴 세대기간 때문에 상당한 시간이 소요되며 육종의 효율이 낮다고 할 수

있다. 기존의 육종방식으로는 어렵거나 불가능한 이러한 품종개발을 위해 실용성이

있는 유전공학적 방법의 이용은 목적달성에 적절한 방법을 제공 할 것이다. 본 세부

연구에서는 양황철에서 분리된 antisense OMT 유전자를 사용하여 동 포플러 식물에

A grobacterium을 사용하여 재도입한 후 형질전환체를 선발함으로서 lig nin 형성을 감

소시켜 저리그닌을 가지는 포플러 식물체를 생성하는데 있다. 본 세부과제는 양황철

포플러 식물의 기내증식과 항생제를 사용한 형질전환체의 선발 및 증식에 초점을 맡

추었다.
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세부과제 연구체계 모식도

제 2 절 실험방법

1. 선발된 수종들의 clone 별 기내증식과 재분화 체계의 확립

속성수로서 전국적으로 많이 식재되어 있고 펄프재로 이용되고있는 양황철

(P opulus nig ra x m axim owicz ii)를 실험대상수종으로 선정하였다. 경북산림환경연구

소의 시험포에서 건강한 모수를 선정하여 96년 2월에 삽수를 채취하여 발근된 삽목을

직경 30 cm의 pot에 이식하여 성장시키고 있다. 또한 당해년도의 실험을 위해 성장이

시작되기 전인 2월말과, 성장 시작후인 3월말부터 한달 간격으로 모수로 부터 가지를

채취하여 형성층과 s econdary x ylem을 채취하였다. 기내증식된 시료 획득을 위하여

액아가 2개씩 포함되도록 절단한 신초에 세제와 T w een 20를 처리하여 표면 세척을

하였고, 흐르는 물에서 30분간 수세한 후, 무균상에서 70% 에탄올로 1분, 3% NaClO

로 10분간 살균한 다음 멸균수로 각각 3번씩 세척하였다. 100 mg / l myo- inos itol,

2% sucrose (이하 모든 배양 배지에 사용), 그리고 응고제로서 0.8% ag ar가 첨가된

생장조절제 무첨가 1/2MS 고체 배지에 액아를 배양하여 25 ± 1oC, 명암주기가 16/8

시간인 배양실에서 shoot를 유도한 후 계속적으로 유지하면서 형질전환을 위한 재료

로 사용하였다.

2. 형질전환체의 획득에 관한 예비 실험

다량의 형질전환체의 획득을 위해서 먼저 A g robacterium s train 들에 대한 식물

체의 감수성에 대해서 조사를 실시하였다. 기내에서 증식된 P . nig ra x

m axim owicz ii (양황철), 그리고 P . g randulosa (수원사시)의 잎절편과 s ing le nodal 절

편들을 A g robacterium s train들 (ALG- 1 과 A281) 과 공배양 시킨후, 항생제를 첨가

한 재분화 배지에서 계속적으로 측아와 재분화를 유기하였다. 약 3 주후, 임의로 선
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발한 잎절편과 s ing le nodal 절편에서 유기된 줄기를 GUS의 s ubs trate인 x - gluc와 배

양한 결과 GUS의 유전자의 발현을 감지 할수 있었다. 사용된 수종의 시료들은

A LG- 1 과 A281 s train들에 예민한 감수성을 보여주고 있었으며 계속적인 분석을 위

해서 기내에서 재분화를 유기시켰다. 이러한 형질전환 방법을 사용하면 antisense

OMT의 유전자를 A g robacterium의 binary v ector에 삽입시켜서 저 lignin을 가진 형

질전환체를 얻을 수 있다고 판단되었다. 또한 획득할 형질전환체들은 non- is otope을

사용하는 s outhern 분석으로 전환된 유전자의 확인을 수행하였다. 사용된

A g robacterium tum efaciens (ALG- 1 과 A 281)는 각각 pBI121, p35SGUSINT 그리

고 pZAc1을 가지고 있는 binary v ector이다. 이 plasmid들은 reporter 유전자로서 β-

g lucuronidase (GUS) 와 select ion marker 로서 Neomycin phos photransferas e II

(NPT II)를 포함하고 있으며, 특히 p35SGUSINT은 GUS의 leader s equence에 in tron

이 삽입되어서 박테리아내에서 GUS 유전자의 발현을 방해함으로써 박테리아에 의한

X- gluc의 s taining을 방지하여 잘못된 GUS의 s taining을 제거해주는 이점이 있다. 하

지만 식물체내에 T - DNA가 삽입되면 RNA splicing 기작에 의해서 intron이 제거되면

서 완전한 발현을 야기시킬 수 있다.

3. antis ens e OMT를 사용한 형질전환체의 획득에 관한 실험

3년차 연구에서 조제된 antis ens e pBI121OMT vector를 A . tum efaciens LBA 4404

s train으로 도입하여 poplar 형질전환에 사용하였다. 먼저, A . tum efaciens LBA4404

의 s ingle colony를 3 ml의 LB 액체배지에 접종하고 28oC에서 2일간 배양한 후, 200

㎕를 취하여 100 ml의 LB 액체 배지에 새로 접종하고 28oC에서 overnig ht으로 배양

하였다. Cell 밀도가 O.D.540에서 0.3 - 0.5 정도 되었을 때 균주 배양액 40 ml을 취하

여 8,000 rpm에서 5분간 원심분리 함으로서 cell을 모은 후, 0.01M T risㆍHCl 25 ml을

첨가하여 다시 현탁시켰다. 현탁액을 8,000 rpm에서 5분간 원심하여 cell을 회수하였

고, 1 ml의 LB 액체배지를 첨가한 후, ant is ens e pBI121OMT plasmid DNA 1 ㎕와

LT E 24 ㎕가 들어 있는 microcentrifug e tube에 현탁액 100 ㎕를 첨가하여 잘 섞어주

었다. 액체질소에서 5분, 그리고 37oC 수조에서 25분간 incubat ion 한 후 LB 액체배

지 1 ml을 첨가하고 혼합하여 28oC에서 2 시간 배양하였다. 배양이 끝난 후 10,000

rpm에서 1 분간 원심하여 900 ㎕의 상등액을 제거하고 나머지는 다시 현탁시켜

kanamycin과 s treptomycin이 첨가되어 있는 LB 배지에 plat ing 하여 28oC에서 2일간
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배양하였다. 형성된 colony로부터 DNA를 분리하여 제한효소를 처리함으로서 형질전

환 된 colony를 선발하였다.

50 mg/ l kanamycin이 처리된 LB 액체 배지에서 200 rpm으로 2 일간 배양된 균

주를 조금 취하여 II 방법에 사용하였고, 나머지 배양액은 8,000 rpm에서 5분 원심하

여 cell을 회수하고, 생장조절제 무첨가 1/2MS 액체 배지에 재현탁하여 I 방법의 공배

양에 사용하였다.

pBI121OMT vector를 가지고 있는 A. tumefaciens s train LBA4404를 이용하여

poplar의 형질전환을 수행하였다. 형질전환은 두 가지 방법 (I 방법, II 방법)으로 진

행되었다 (Fig ure 2- 1) . 기내 확립된 poplar에서 전개가 잘 된 잎을 취하여 5 mm

s egment로 만든 후, A g robacterium이 재현탁 된 생장조절제 무첨가 1/2MS 액체배지

에 침적하여 30분간 균을 접종하였다. 멸균된 paper tow el에서 수분을 제거한 후 1.0

mg / l 2,4- D, 0.1 mg/ l BA가 처리된 1/2MS 고체배지 (callus 유도배지; CIM)에서 2일

간 공배양 하였고, 100 mg/ l carbenicillin이 첨가된 CIM 배지로 계대하여 1 주일 배

양한 다음 50 mg / l kanamycin과 100 mg/ l carbenicillin이 첨가된 CIM 배지에 계속적

으로 배양하여 seg ment로부터 callus를 유도하였다. II 방법은 균주 배양액이 첨가된

(100 ㎕/ 100 ml) CIM 배지에 잎 s egment를 치상하여 일주일 간 암배양 한 후 균주

배양액과 50 mg/ l kanamycin이 첨가된 CIM 배지로 계대하여 계속적으로 암배양 하

였다. 균주 배양액과의 공배양은 1개월 간 수행하였고, 그 후 균주 배양액을 제거하

고 50 mg/ l kanamycin과 100 mg/ l carbenicillin이 첨가된 CIM 배지에 계속적으로 암

배양 하여 callus를 유도하였다. I 방법과 II 방법에서 유도된 callus는 seg ment로부

터 분리하여 1.0 mg / l BA가 첨가된 1/2MS 고체배지 (재분화 배지; S IM)로 옮기고

명배양 하여 s hoot의 재분화를 유도하였다.

Kanamycin 첨가 배지에서 선발된 재분화 개체 가운데 무작위로 5개체를 선발하

여 antisense OMT 유전자의 존재 유무를 확인하였다. 재분화체에서 엽장이 10 mm,

엽폭이 5 mm 정도인 작은 잎 하나를 취하여 45 ㎕ ddH2O와 5 ㎕ 0.5 N NaOH가 든

microcentrifug e tube에 넣고 pes tel을 이용하여 간 후, 전자레인지에서 5분간 가열하

였다. 12,000 rpm에서 3분간 원심한 다음 20 ㎕의 상등액을 취하여 4 ㎕ 0.25 N HCl

과 섞고 즉시 얼음에 담그어 PCR 분석에 이용되는 template DNA로 사용하였다.
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GUS s ta ining에 의해 선발된 형질전환체나 callus에서 변형된 CT AB 방법을 사

용하여 total g enomic DNA를 분리한후에 GUS의 primer 들을 가지고 무작위로 선발

된 형질전환체의 증폭을 하여 계속적인 형질전환체 선발하였다. 사용된 GUS의

primer sequence 들은 다음과 같다.

primer 1: 5‘GGT GGGAA AGCGCGT T ACAAG3’

primer 2: 5‘GT T T ACGCGT T GCT T CCGCCA3’

PCR (T echne)은 20 ng template DNA, 1 μM NPT II primers , 25 mM MgCl2,

10 mM dNT Ps , 10X reaction buffer, 그리고 1 unit T aq DNA polymerase를 혼합하

여 25 ㎕로 만든 후 수행하였다. 먼저 94oC에서 1분 30초간 denaturat ion 시킨 후,

92oC에서 50초, 52oC에서 50초, 74oC에서 50초간 30회 반응시켰고, 마지막으로 75oC에

서 5분간 반응시켰다. 증폭된 DNA를 1% agarose gel에서 전기영동 한 후, ethidium

bromide로 염색하였고 UV trans illuminator 상에서 나타난 band를 관찰하였다.

PCR 분석을 통하여 나타난 5개 재분화체의 PCR product를 이용하여 s outhern

분석을 실시하였다. Gibco BRL의 PhotoGeneTM Nucleic A cid Detection Sys tem을

사용하여 southern 분석을 수행하였고, OMT plasmid에서 증폭된 0.7 kb의 PCR

product를 Gibco BRL의 BioNickTM Labeling Sys tem 으로 probe를 만든 후

hybridizat ion에 이용하였다.
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제 3 절 결과 및 고찰

1. 선발된 수종들의 clone 별 기내증식과 재분화 체계의 확립

가. 포플러종의 기내증식과 재분화

양황철 (P . nig ra x m axim owicz ii) 그리고 수원사시를 실험 대상수종으로 1차년

도에 선정하여 실험의 대상으로 하였다. Clone별로의 기내식물의 확보를 성공적으로

수행하여 기내식물을 대량으로 증식시켰으며 (F ig ure 2- 2) . 확보된 기내시료에서 측

아를 1개내지 2개를 포함하는 nodal s egment들을 BA 0.5 mg / l를 첨가한 MS 배지에

수평으로 치상 하였다. 약 6주에서 8주 정도후의 배양결과, 측아에서 대량의 줄기가

형성된 것을 관찰하였다 ( F ig ure 2- 3) . 같은 방법을 사용하여 나머지 수종을 기내에

서 대량증식 시켜서 1년차와 2년차 동안 기내시료를 충분히 확보하였다. 유기된 기내

시료들을 더욱 발육시키기 위해서 식물 성장 촉진제를 첨가하지 않은 1/ 2MS 배지에

치상하여 잎, 줄기 그리고 뿌리 성장의 발달을 촉진시켰다. 계속적인 기내증식을 통

하여 재분화와 형질전환에 필요한 기내 시료들을 충분히 확보하였다.

기내에서 성장시킨 포플러 잎을 사용하여 clone별로의 재분화 체계를 확립시킨후

기내에서 성장시킨 양황철에서 약 1cm 길이의 잎을 선발하여, 침으로 10 번 정도 자

극하여 재분화 배지 (MS + BA 0.4 mg/ l)에 치상하여 약 6 주정도 배양한 결과 다량

의 재분화 개체를 획득하였다 (F ig ure 2- 4) .

나. model 식물의 기내증식과 재분화 유도

포플러 식물의 형진전환체계의 실험과 병행하여 담배 식물을 model로 선정하여

기내증식과 재분화 그리고 형질전환에 대한 여러 가지 실험을 수행하였다. 먼저 담

배종자를 소독한 후에 MS 배지에 치상하여 발아를 유도하였다. 약 1 주후 발아된

담배를 같은 MS배지에 치상하여 성장을 유도하였다. 약 2개월후, 성장한 담배줄기를

1 cm 로 절단하여 BA 2 mg/ l를 첨가한 배지에 치상하여 기내증식을 유도한 바 기내

대량증식을 유도하였으며, 동시에 엽육조직에서 약 1cm 정도로 절단한 후 침으로 10
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번 정도 자극하여 담배 재분화 배지 (MS + BA 4 mg / l)에 치상하여 약 3 주정도 배

양한 결과 다량의 재분화 개체를 획득 할 수 있었다 ( F ig ure 2- 5) .

2. 포플러와 model 식물의 형질전환체 생성, 선발과 증식

다량의 형질전환체의 획득을 위해서 먼저 A g robacterium에 대한 식물체의 감수

성에 대해서 조사를 실시하였다. 현재까지 기내에서 증식된 양황철 (P . nig ra x

m axim owicz ii) 잎과 s ing le nodal 절편들을 A g robacterium s tra in (ALG- 1)과

LBA4404와 공배양 시킨 후, 항생제를 첨가한 재분화 배지에서 형질전환체 생성을 유

기하였다. 약 3 주후, 임의로 선발한 잎절편과 s ingle nodal 절편에서 유기된 줄기를

GUS의 subs trate인 x - gluc와 배양한 결과 GUS의 유전자의 발현을 감지 할 수 있었

으며 사용된 수종의 시료들은 모두ALG- 1 그리고 LBA4404 s tra in에 예민한 감수성을

보여주고 있는 것을 관찰하였다. 또한 계속적인 분석을 위해서 기내에서 형질전환체

로 추측되는 callus들을 계속적으로 항생제를 첨가한 배지에서 선발하였다. 또한

callus들의 일부분을 항생제를 첨가한 재분화 배지에 치상하여 재분화를 유기시킨 바,

약 12 주후부터 callus에서 부정줄기들의 생성을 관찰 할 수 있었다. 하지만 이들

callus에서 생성된 형질전환체 선발체들은 항생제 즉 kanamycin을 첨가한 배지에 계

속적으로 배양하기 때문에 성장과 발육이 상당히 저하되며 성장률도 대조구와 비교해

볼 때 아주 낮은 것이 관찰되었다.

예비실험에 사용된 A g robact e r ium t um e facie ns s trains and binary v e ctors

P . nig ra x m axim owicz ii (양황철)는 재분화시스템 (1/ 2 MS + 0.1 m/ l BA)이 확

립되어 있기 때문에 비교적 단기간에 많은 기내 배양 식물체를 유기시킬 수 있으며,

공배양후 재 분화된 형질전환체를 얻기에도 유리하다. 이 재분화 시스템을 이용하여

형질전환의 예비실험을 수행했다. 본 실험에서는 기내배양을 통해 증식된 잎과

s ingle nodal 절편들을 사용하였다. 잎은 pin으로 상처를 준 후, 2 - 3분 정도

A g robacterium 용액에 담가두었다. 이러한 시료들은 BA 0.1 mg / l 가 첨가된 1/ 2MS

고체배지(재분화배지)에 치상하여 하루 또는 이틀정도 암상태에서 공배양 시켰다. 이

들을 다시 항생제(kanamycin 100 μg/ ml, carbenicillin 500 μg/ml)를 첨가한 재분화
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배지에 치상하여 A g robacterium의 성장을 억제시키는 동시에 형질전환된 조직이나

세포에서 재분화를 유도하였다. 계속적인 A g robacte rium의 성장을 억제하기 위하여

일주일 간격으로 지속적인 계대배양을 해주었다.

형질전환체의 선발은 먼저 시료를 Ag robacterium 과 공배양후의 잎이나 s ing le

nodal 절편들을 약 2- 3주 정도의 간격으로 GUS의 subs trate인 x - gluc

(5- bromo- 4- chloro- 3- indolyly

- beta- D- g lucuronidase) 를 사용하여 GUS의 발현정도를 조사하였다. 첨부한 사진에

서 보는 바와 같이 p35SGUSINT 을 가지고 있는 A g robacterium s tra in과 공배양한

측아에서 생성된 줄기가 파란색으로 s ta ining이 됨으로, GUS 유전자의 발현을 감지할

수 있었다 ( F ig ure 2- 6 & 2- 7) . 또한 임의로 선발한 leaf disk에 x - g luc와 s ta ining

한 결과 유기된 callus들에서 파란색으로 변한것으로 보아 형질전환된 것으로 추정된

다 (F igure 8). 나머지 시료들은 계속적으로 항생제를 첨가한 재분화배지에 배양하여

부정줄기를 유도하였다. (F ig ure 2- 9) . 본 실험에서 나타난 바와 같이 잎절편 뿐만

아니라 측아에서 생성된 줄기에서도 형질전환체의 획득가능성을 보여주고 있는 것을

알수 있었다.

Antisense OMT 유전자를 가지고 있는 A . tum efaciens와 공배양 된 잎 s egment

를 CIM 배지에 배양한지 1개월 후부터 잎 seg ment가 조금씩 팽창하기 시작하였다.

가장자리 부위에서 먼저 반응이 일어났고, 차츰 pin으로 상처를 준 부위도 반응하였

다. 2개월 후부터 탈분화 반응이 시작되었고 암배양한지 5개월 후에 잎 segment로부

터 callus가 형성되었다. 형질전환 되지 않은 정상개체의 callus와 비교했을 때,

callus가 유도되는 시기도 늦었으며, callus의 생장도 저조하였다. 초기에 callus가 형

성될 때에는 대부분 엽맥 끝부분에서 유도되었고, 잎의 크기가 커졌지만 callus가 유

도되지 않은 s egment들도 있었다. 뿌리가 유도된 경우도 있었는데 이 경우 callus 단

계를 거치지 않고 잎 조직으로부터 바로 유도되었다. II 방법과 I 방법을 비교했을

때 잎 seg ment의 상태는 II 방법이 더 좋았지만 반응은 I 방법이 더 빠르게 나타났다.

I 방법의 경우 배양된 191개의 잎 s egement 중 88개에서 callus가 유도되어 46.1%의

빈도를 보였으며, II 방법은 200개 중 88개가 반응하여 44%로 나타났다 ( F ig ure

2- 10, T able 2- 1) . 또한, 같은 s egment이지만 여러 부위에서 동시에 callus가 유도

된 경우도 있었다.
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Adventitious s hoot를 유도하기 위하여 s egment로부터 callus 들을 분리하여 SIM

배지로 계대하여 명배양 하였다. S IM 배지에서도 callus 들은 조금씩 생장하였고 1

주일 후부터 녹색으로 변하였다. 그러나, callus에 따라서 반응 정도는 달랐는데 녹색

으로 변하는 callus가 있는 반면 계속적인 명배양 하에서도 녹색을 띠지 않는 callus

들도 있었다. 명배양 된 지 6개월 후에 callus로부터 shoot가 재분화 되었는데, 전체

가 녹색인 callus 보다는 부분적으로 녹색을 띠는 callus에서 우선적으로 유도되었지

만, 재분화되는 shoot의 수는 전체가 녹색인 callus가 더 많았다. 녹색을 띠지 않는

callus 들에서는 재분화가 관찰되지 않았고, fr iable 한 callus 보다는 compact 한

callus에서 재분화가 되는 것을 관찰하였다 (F ig ure 2- 11)

재분화된 s hoot들을 callus로부터 분리하여 생장조절제 무첨가 1/2MS 배지로 옮

겨 길이 생장을 유도하였다. 배양된 shoot들은 외관상으로는 정상개체와 차이가 없

었으나, 줄기가 정상개체보다 약하여 약간 휘는 경향이 있었다 (F ig ure 2- 12) . 그러

나, 생장은 정상개체보다 빨랐으며, 발근도 정상개체와 비슷하였다. 이들의 선발된

형질전환체들은 기외에 이식하여 계속적인 성장을 유도하여 리그닌분석에 사용하였다

( F ig ure 2- 13 & 2- 14) .

성장한 형질전환체를 무작위로 추출하여 g enomic DNA를 분리한후 NPT II

primer를 사용하여 PCR 증폭을 하였다. 선발된 형질전환체 모두에서 NPT II 유전자

가 증폭된 것을 보아 이들 모두 외부에서 antis ens e OMT 유전자를 가지고 있다는

것을 추측하게 할수 있었다 (F ig ure 15) . 이들 형질전환체들은 더욱 증식시켜

northern 분석을 타 세부과제에서 분석을 수행하였다.
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제 3 장 A ntis ens e OMT 형질전환체의 선발과

리그닌 분석

제 1 절 서 언

리그닌은 모든 고등 식물에서 발견되는 방향족 고리를 가진 poly- phenyl

propanoid 중합체로서 이차 세포벽의 중요한 구성성분중 하나이다. Cellulose 다음으

로 많은 양이 존재하며, 전체 건중량의 15 - 36%를 차지하는 것으로 알려져 있다.

리그닌은 cellulos e 및 세포벽내의 다른 다당류와 강하게 결합되어 있어 식물체로부터

분리하기가 어렵기 때문에 정확한 구조를 알 수는 없지만, 일반적으로 p - coumaryl,

coniferyl, 그리고 s inapyl a lcohol의 세 가지 phenylpropane alcohol로 구성되어 있다

고 알려져 있다. 이들은 몇 가지 종류의 peroxidase에 의해서 산화되고 random

fas hion으로 결합하여 p- hydrox yphenyl, guaiacyl, syringyl 리그닌을 형성한다. 세포

벽에 축적된 리그닌은 식물체 지지, impermeabilizat ion에 중요한 역할을 담당하며, 병

원균에 대한 화학적, 기계적 방어 작용을 한다.

리그닌을 구성하는 monolig nol precursor는 여러 반응 단계를 거치는 복잡한

phenylpropanoid pathw ay를 통하여 형성된다. 개개의 monolig nol은 methoxylat ion의

정도에 따라 구분되며, 이로 인해 중합시 다양한 결합이 가능하게 된다. 세포질에서

생합성된 리그닌은 이동하여 이차세포벽에 축적되는데 이 과정에서 리그닌의

heterog eneity가 조절된다. 세포벽에서의 위치, 세포나 조직의 발달 단계, 환경적

s tres s 등에 따라 리그닌 s ubunit의 조성이나 양이 달라지며, 이러한 차이는 같은 종

내에서, 또는 서로 다른 종간에서 나타날 뿐만 아니라 동일한 개체일지라도 세포나

조직의 차이에 따라서도 나타나게 된다. 또한, w ounding, fung al at tack, specific

enzyme inhibitors , mutat ions , hormones , metal ions , 그리고 light와 같은 인자들에

의해서도 조성이 달라진다 (Baillieul et a., 1995; Diallinas & Kanellis , 1994; Gow ri

e t al., 1991; Grand e t al., 1982; Gregersen e t al., 1994; Pelleg rini e t al., 1993;

Pellegrini e t al., 1994; W hetten & Sederoff, 1995)). 리그닌 조성의 차이는 나자식물

과 피자식물 사이에서도 나타나게 되는데 피자식물의 경우 g uaiacyl 리그닌만을 가지

는 반면, 나자식물은 syringyl 리그닌과 g uaiacyl 리그닌을 모두 가진다 (ref).

s yringyl 리그닌은 pulping 과정에서 guaiacyl 리그닌보다 추출하기가 더 용이하기 때

문에 나자식물이 pulp와 제지 산업에서 더 선호되고 있다.
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리그닌 합성에는 여러 가지 효소가 관여하고 있는데 그 가운데 phenylpropanoid

pathw ay의 첫 반응을 촉매하는 phenylalanine ammonia lyase (PAL), methylat ion에

관여하는 O- methyltransferase (OMT ), 그리고 monolignol 합성의 마지막 단계에 속

하는 cinnamyl alcohol dehydrog enase (CAD)가 가장 많이 연구되어 왔다.

PAL은 phenylalanine의 deaminat ion을 유도하여 cinnamic acid로 되는 반응을 촉

매한다. Mult iple gene에 의해서 encoding 되는 PAL s ubunit은 조직특이성을 나타내

지만 서로 다른 kinet ic 특성을 보이는 여러 가지 is oform이 phenylpropanoid 대사과

정에서 다른 역할을 한다는 실험적 증거는 많지 않다.

Cinnamyl alcohol dehydrog enas e (CAD)는 aldehyde에 작용하여 세 가지 형태의

alcohol (p- coumaryl alcohol, coniferyl alcohol, 그리고 s inapyl a lcohol)을 유도한다.

CAD가 나타내는 기질 친화성의 차이는 서로 다른 종류의 리그닌이 합성될 수 있는

조절 작용을 하는 것으로 알려져 있다. 여러 종류의 is oform이 밀, 콩, Salix ,

Eucalyptus 등에서 발견되었고, 다양한 연구가 진행되었다. CAD activity는 피자식물

과 나자식물에서 차이를 보이는데 피자식물의 경우 coniferaldehyde에 더 효과적으로

작용하지만, 나자식물에서는 coniferaldehyde와 s inapaldehyde에서 비슷한 activity를

가진다. 비록, CAD 유전자가 리르닌 형성과 관련되어 있지만 lig nificat ion 반응이 일

어나지 않는 세포내에서도 CAD는 발현되며, 또한 강한 s tres s성 환경, 병원균 elicitor

및 상처에 의해서도 발현된다.

O- methyltrans ferase (OMT )는 S- adenosyl- L- methionine의 methyl group을 이

용하여 caffeic acid를 ferulic acid로, 5- hydroxyferulate를 s inapate로 각각

methylat ion 시킨다. 3- hydrox yl group의 methylat ion은 방향성 고리의 반응 s ite를

감소시켜 중합반응 동안에 다른 종류의 monolignol을 형성할 수 있게 한다. CAD와

유사하게 OMT 역시 기질에 대한 친화성에 있어서 차이를 보이는데 이것은 리그닌

monomer 조성을 결정하는 역할을 한다. 나자식물 OMT가 ferulate와 s inapate로의

convers ion을 모두 촉매하는 bifunct ional (Bug os e t al., 1992)한 유전자인 반면, 피자

식물 OMT 는 ferulate로의 convers ion만을 촉매하는 monofunctional (Shimada e t al.,

1972; kuroda e t al., 1975)한 유전자이다. OMT는 특히 식물이 병원균에 의해 침입을

받게되면 lig nin precursor를 형성하거나 (Jaeck e t al.,1992; Schmitt e t al., 1991)

phytoalex in이라고 총칭되는 다양한 antimicrobial 이차대사산물을 합성하는데 중요한

역할을 하는 것으로 보고되었다 (Hauffe e t al., 1986; Dalkin e t al., 1990). OMT 활

성은 병원균이나 elicitor 처리에 의해 증가하였는데, fungal- elicitor 처리된 Jact pine

의 cell culture에서 monolignol 생합성 효소 활성의 변화와 함께 guaiacyl 리그닌의
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축적이 관찰되었고, OMT 활성은 리그닌 축적과 유사하게 점차적으로 증가하였다

(Campbell and Ellis , 1992ab). 그러나, caffeic acid와 methyl- 14C- SAM을 이용한 in

v itro 실험에서 OMT는 bas al medium과 induct ion medium에서 모두 비슷한 증가를

보여 lig nificat ion 시기와는 관련이 없으며, 적어도 in vitro tracheary element의 형성

동안에는 lignificat ion에 관여하지 않는 것으로 나타났다 (Ye e t al., 1994).

본 세부과제에서는 양황철 수종을 시료로 하여 생성된 형질전환체에 대한 분자생

물학적인 방법을 통한 선발과 이들 선발된 개체에 대한 형태분석과 리그닌 분석에 촛

점을 맡추고 있다.
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연구수행내용

형질전환체의 계속적인 기내선발

↓

형질전환체의 선발 (PCR 과 southern analysis)

↓

형질전환체의 기외증식

↓

형질전환체의 리그닌 분석과 엽형태특성 조사
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제 2 절 실험 방법

1. 형질전환체의 검정

가. DNA 분리

형질전환을 통하여 얻어진 개체가운데 기내에서의 생장이 좋은 5개 개체를 무작

위로 선발하여 OMT 유전자의 존재 유무를 PCR과 Southern 분석으로 확인하였다.

먼저 선발된 5개 개체와 대조구로서 형질전환되지 않은 개체를 이용하여 genomic

DNA를 분리하였다. 엽장이 약 1cm 정도되는 잎 하나를 취하여 5 ㎕의 0.5N NaOH

와 45 ㎕의 ddH2O가 들어있는 microcentrifuge tube에 넣고 pes tle을 이용하여 잘 갈

아주었다. 이 tube들을 전자렌지에서 5분간 가열한 후 12,000 rpm으로 원심분리하여

상등액만을 취하였다. 20 ㎕의 상등액을 5 ㎕의 0.25N HCl이 들어있는

microcentrifug e tube에 넣은 후 tapping을 하여 mix 한다음 즉시 얼음에 담그어 이들

의 추출용액을 template DNA로 사용하였다.

나. Polymerase Chain React ion

형질전환 개체와 대조구 개체에서 분리된 genomic DNA를 사용하여 PCR을 다음

과 같이 수행하였다. 상기의 방법으로 분리한 template DNA 중 1 ul를 취하여 10X

PCR buffer, 25 mM Mg Cl2, 25 pmole primer, 10 mM dNT Ps , 1 unit DNA

polymerase를 혼합한 후, 물로 25 ㎕로 총 volume을 맞추어 PCR을 수행하였다. 기

내에서 계속적인 선발을 위하여 kanamycin 항생제를 사용하여 선발함과 동시에, PCR

을 사용하여 계속적으로 형질전환 callus와 재분화 개체인 형질전환체의 선발을 하였

다. 사용된 primer는 kanamycin 내성을 나타내는 NPT II 유전자로 이들의 내부구조

의 sequence의 일부분을 PCR 증폭 primer로 사용하였다.
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npt 1: 5‘GA GGCT AT T CGGCT AT GACT G3’

npt 2: 5‘A T CGGGAGCGGCGAT ACCGT A3’

PCR 증폭조건은 94 oC 에서 30 초, 52 oC 에서 30초, 그리고 72 oC 에서 30

초로 25 cycle 를 수행한 후 1% agarose g el 상에서 전기영동을 수행하였다.

다. Southern analys is

PCR에 의하여 증폭된 DNA band가 OMT 유전자의 증폭에 의한 것인지를 확인

하기 위하여 재분화체의 PCR product로 s outhern 분석을 수행하였다. Southern 분

석은 Gibco BRL사의 PhotoGeneTM Nucleic Acid Detection Sys tem을 사용하여 수행

하였고, OMT plasmid에서 증폭된 약 0.7 kb의 PCR product를 Gibco BRL사의

BioNickTM Labeling Sys tem으로 probe를 만든 후 hybridization에 이용하였다.

2. 형질전환체의 형태분석과 리그닌 분석

기내에서 선발된 형질전환체를 기외에 이식시켜 증식시킨후 이들 형질전환체들의

엽형분석을 엽장, 엽폭, 거치정도, 엽밀도등에 관하여 관찰조사하였다. 리그닌 분석을

위해서 생재(生材)시료를 채취하여 수피(bark)와 수(pith)를 제거하고 가위로 잘게 썰

어서 dry oven에 24시간 건조시킨 후 완전히 건조된 시료를 homogenizer로 분쇄하여

미립자 mes h (425㎛, 212㎛)로 2회에 걸쳐 분리한다. 이들 미립자 분말을 리그닌 분석

에 사용하였다. Mesh를 사용하여 걸러낸 미립자 분말을 상온에 3∼4시간 방치하여

그때의 중량을 먼저 측정한 후 dry ov en에 12시간 건조시킨 뒤의 중량을 측정하여 시

료의 함수율을 측정한다.

즉, (생중량 g - 건중량 g )/건중량 g × 100% = 함수율(%).
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미립자 분말을 0.5g 정량하여 비이커에 넣고, 10mL 72% H2SO4 첨가하여 4시간

동안 상온에서 교반하고(황산을 첨가하면 흰색의 미립분말이 검은색을 띄며 가수분해

가 됨) 증류수 382.5mL 첨가하여 최종 3% H2SO4 농도로 만들어 호일로 비이커의 입

구를 밀봉하고 고압멸균기(1.5기압, 121℃)로 120분동안 가수분해를 시킨다. 그리고 충

분히 식힌 상태의 가수분해된 용액을 1G4 g las s filter를 정량하고 suct ion pump를 이

용하여 걸러주었다. 이때 g las s filter상에 남는 물질은 산불용성 lig nin이고 g las s

filter를 통과한 용액중에 산가용성 lig nin도 UV- photometer로 재정량한다. 이때 걸러

진 1G4 g lass filter를 dry oven에 overnight 처리후 정량하였다.

제 3 절 결과 및 고찰

본 세부과제에서 antisense vector를 사용하여 포플러 식물에서 저리그닌 함량을

가질수 있는 형질전환체를 생성하였다. Antisense OMT RNA를 사용하여 포플러에

형질전환시켜 다양한 방법으로 검정 (항생제선발, PCR, s outhern 분석, 표현형의 특

성) 하여 확인하였다.

계속적인 항생제 선발하에서 유기된 재분화개체들은 성장조절 무첨가 배지에 치

상하여 발육을 유기하였다. 이들 배지는 저농도의 kanamycin (10 μg/ l)를 사용하였

기 때문에 성장속도는 다소 빠르기는 하지만 대조구와 비교 해 볼 때 이들의 성장이

상당히 느린 것을 알수 있다 (F ig ure 3- 1). 저농도의 항생제일지라도 포플러식물의

성장에 많은 영향을 미치는 것으로 보아 이들 식물은 항생제에 상당한 감수성을 가지

고 있다고 판단된다. 따라서 기내성장을 더욱 촉진시키기 위해서 치상 6개월후 부터

계대배양시 항생제 무첨가 배지에 치상하였다. 치상 4주후부터 대조구와 antisense가

도입되 형질전환체와의 성장속도를 비교해 본 결과 이들의 재분화 개체들은 성장속도

가 다소 빠른것을 알 수 있다. 이는 보고된 논문과 일치하는 것으로 antis ens e OMT

유전자를 가지는 식물을 리그닌 함량이 줄어든 반면 cellulas e 함량의 증가와 성장속

도가 증가된 것으로 현재의 연구에서는 성장속도 뿐만 아니라 발근도 100%되는 것이

관찰되었다.
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기내에서 계속적인 선발을 위해 재분화된 개체들을 변형된 CT AB 방법에 의해서

g enomic DNA를 분리하여 NPT II와 OMT primer을 사용하여 PCR을 수행하여 기내

에서 선발을 계속수행하였다. 특히 본연구에서 개발한 g enomic DNA 분리기법을 사

용하면 극소량의 조직 (엽육조직이나 callus )을 사용하여 PCR 증폭에 충분히 필요한

template DNA를 확보할 수 있었다. 따라서 효율적인 형질전환체의 선발을 가능하게

할수 있었다. 먼저 NPT II prmier를 사용하여 PCR 한 결과 모두 같은 크기의 DNA

가 증폭된 것이 관찰되었다 (F ig ure 3- 2) . 이들 gel을 NPT II DNA 단편조각을

Bionick trans lat ion kit를 사용하여 probe를 조제한후 s outhern 분석한 결과 모두

hybridizat ion이 된 것을 알수 있었으며 이는 선발된 재분화 식물체들 모두 도입된

NPT II 구조유전자를 가지고 있다고 판단된다 ( F ig ure 3- 3) .

상기의 방법으로 확신한 재분화 개체들은 화분에 이식하여 온실에서 계속적인 성

장을 유도하였다 ( F ig ure 3- 4) . 온실에서 성장한 포플러에 대한 엽형분석과 리그닌

분석을 수행하여 data를 수집하였다. 형질전환체들의 엽형분석을 한 결과, 형질전환

체의 엽장은 평균이 8.61cm로 대조구의 평균 6.98cm보다 훨씬 더 길었으며 최대치에

있어서는 형질전환체가 12.46cm, 대조구는 8.90cm로 조사되어 엽장은 형질전환체가

control에 비해 상대적으로 긴 것으로 조사되었다 (T able 2). 엽폭에 있어서는 형질전

환체의 평균이 5.39cm, control이 4.79로 형질전환체가 훨씬 더 넓었다. 그 최대치 또

한 형질전환체가 8.94cm, control이 5.80cm로 형질전환체가 월등히 그 엽폭이 넓은 것

으로 조사되었다. 엽장/엽폭비는 형질전환체가 1.65, control이 1.47로 형질전환체가 다

소 큰 것으로 조사되었다 (T able 3- 1). 그리고 거치정도는 형질전환체가 1.8, control

이 1.88로 나타나 control이 형질전환체에 비해 거치가 조금더 많은 것으로 조사되었

다. 엽모밀도는 형질전환체가 2.5, control이 1.1로 나타나 형질전환체는 엽모가 상당히

많이 발달해 있으며 이에 반해 control은 육안으로는 엽모가 거의 발견되지 않았다.

위와 같이 엽장, 엽폭 그리고 엽모밀도 조사에 있어서 형질전환체와 control은 상당한

차이를 보였으며, 다른 형태특성은 경미한 차이를 보였다. 이상의 결과로 보아, 형질

전환체와 control간에 있어서 외형적인 엽면 형태 특성은 뚜렷한 차이를 보이고 있다.

리그닌함량의 경감으로 인한 포플러 식물체내의 대사변동에 의한 것으로 사료된다.
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형질전환체의 리그닌 함량 분석은 함수율은 최초 미립분말을 정량하고 dry oven

에 건조한 중량과의 차로 계산하였다.

기본식은

(생중량 g - 건중량 g )/건중량 g × 100% = 함수율(% )을 사용하여 계산한 결과,

대조구는 생중량(9.430g ), 건중량(8.970g )이며 OMT 형질전환체의 시료는 생중량;

2.33g 과 건중량; 2.235g 이었다. 함수율은 control이 5.128%로 나타났으며 OMT시료

는 4.251%로 조사되어 대조구의 시료가 조금더 함수율이 높은 것으로 조사되었다.

g lass filter정량은 control이 최초 30.7030g , 최후 30.8067g으로 나타났다. OMT시료

는 최초 39.7428g , 최후 39.6430g으로 조사되었다.

lig nin함량 공식

(최후 g lass filter g - 최초 g las s filter g)/함수율보정중량 × 100% = Lig nin 함량

%을 사용하여 계산한 결과,

대조구는 21.860%로 나타났으며 OMT 형질전환체의 시료는 20.846%로 조사되었

다. 그리고 산(H2SO4)에 녹는 산가용성 lig nin은 UV- photometer로(205nm) detect ion

해서 정량한다.

이 산가용성 lig nin정량공식은

A L(%) = DV(As- Ab)/ aW × 100%

D: 희석배율, V: 정량여과액의 용량(L)

a: lignin 흡광계수 (ℓ/ g·cm, 205∼210nm에서의 자작나무 a값 113 ℓ/ g·cm

W: 시료중량

을 사용하였다. 이때 glass filter를 빠져나온 용액의 양은 각각 control이 395mL,

OMT시료가 386mL이고, 희석배율은 5×이었다. 이상의 공식에 의해 산가용성 lignin
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은 최종 control이 2.5324%이고, OMT시료가 2.2422%이었다.

따라서 최종 Lignin 함량 (산불용성 Lignin + 산가용성 Lig nin)은 control이

24.3924%, OMT시료가 23.0882%로 조사되었다. Antisense OMT 유전자가 들어 있는

형질전환체는 대조구에 비해 약 1.3%정도 lignin 함량이 적은 것으로 조사되었다. 현

재의 결과로 보아 리그닌 함량의 차이는 크게 나타나지 않았지만, 이는 포플러 식물

체가 아직 성장이 완전히 되지 않는 유묘(幼苗)의 상태의 시료를 사용하여 조사하였

기에 이상의 결과가 도출되었으리라 분석된다. 하지만 엽형분석을 통하여 대조구와

비교해 볼 때 이들 형질전환체의 형태적인 차이점들로 미루어 볼 때 이들 식물체들을

온실에서 성장을 계속 유도하여 성숙한 상태에서 리그닌 분석의 조사가 필요하다고

판단된다.
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제 4 장 조직별 OMT 유전자 발현과 antis ens e

발현 v ector의 구축

제 1 절 서 언

임목은 경제적 측면 (목재 생산, 종이 및 펄프 재료)에서 그리고 환경 보존적 측

면에서 중요한 가치를 가지고 있다. 그러나, 작물이나 원예종과는 달리 긴 생육 기간

은 임목의 유전, 육종 분야에 장애가 되어왔으며, 또한 유전적 지도에 대한 지식이 없

다는 것이 임목 수종의 이용성을 제한하고 있다 (T zfira et al., 1998). 생장이 좋은

잡종의 임목이 창출되었으나 이것은 전통적인 육종 방법에 의한 것이 대부분이며, 이

형접합성이 강하기 때문에 종자 번식을 통하여 모수의 형질을 차대로 유전시킬 수 없

다. 따라서, 선발된 수형목들의 집단인 채종원에서 계속적으로 F1 세대의 종자를 생

산하거나, 선발목의 삽목과 같은 방법을 통해서만 증식이 가능하다. 그러나, 채종원

을 조성하기 위해서는 개체의 자가교배가 몇세대 이루어져서 동형접합자 상태로 되어

야 하는데 임목의 경우는 자가교배가 어려운 경우가 많으며, 또한 자가교배가 가능하

다고 하더라도 동형접합자 상태로 되기 위한 기간이 너무 오래 소요된다. 이러한 장

애들을 극복하기 위하여 생명공학을 이용한 육종 방법이 개발되고 있다. 조직배양

기술을 이용한 우수 형질의 대량증식 (Naik et al., 1999; T horpe et al., 1991), 원형질

체나 체세포 변이를 이용한 체세포 변이체의 생성 (DeVerno et a l., 1994; Eas tman et

a l., 1991; Chares t & Michel, 1991), 인위적 돌연변이의 유도, 분자 유전학을 이용한

방법 등은 임목 육종에 새로운 가능성을 제안하고 있다.

생명공학을 이용한 임목육종의 가장 효율적인 방법은 분리된 특정 유전자들의 임

목식물체내로의 재도입이다. 현재 식물체 내로 외래 유전자를 삽입시켜 발현시키는

식물 형질전환은 여러 가지 기초 연구를 위한 그리고 상업적으로 중요한 종 내로 유

용 형질을 도입하기 위한 일반적인 기술로서, m icroproject ile bombardment (Bisw as

et al., 1998; Schulze et al., 1995; Southg ate et al., 1995), electroporat ion (Akella &

Lurquin, 1993; As ano et al., 1991)과 같이 DNA를 세포 내로 직접 도입하는 방법과

A g robacterium을 매개로 하여 형질전환을 유도 (Mohanty et al., 1999; Boase et al.,
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1998; Puite & Schaart , 1996)하는 두 가지 방법이 보편적으로 많이 사용되고 있으며,

임목에서 어느것이나 적용이 가능하지만, 더 안정적인 형질전환체를 얻을 수 있다는

장점 때문에 A g robacterium을 이용한 방법이 일반적으로 이용되고 있다.

A g robacterium은 식물의 상처 부위로 침입하여 자신의 T - DNA를 식물체

chromosome내에 non- homologous recombinat ion 기작으로 자신의 DNA 단편조각을

삽입시키는 토양 박테리아로서 일반적으로 대부분 쌍자엽 식물에 감염이 잘된다고 보

고되고 있다. 임목의 형질전환에 대한 연구는 P opulus 수종에서 많이 이루어 졌는데,

그것은 지금까지 이 수종에서의 기초 연구와 재분화 및 A g robacterium을 이용한 형

질전환 체계가 잘 확립되어 있었기 때문이다 (T zfira et al., 1997).

따라서 본 세부과제는 분리 성격규명된 OMT 유전자를 식물발현 vector에

antis ens e 방향으로 도입 검증하여 양황철 포플러에 형질전환시킬수 있는

A g robacteria를 구축하는 것을 목표로 하고 있다.

제 2 절 실험방법

1. T otal RNA 및 poly (A +) RNA 추출

양황철 total RNA는 잎과 목질로부터 Draper 등(1988)의 phenol- SDS 방법에 따

라 추출하였으며 ethanol 침전에 의해 pellet을 얻은 후, DEPC (diethylpyrocarbonate)

처리한 물에 녹여 농도를 측정하여 poly(A+) RNA 추출을 위하여 사용하였다.

포플라에서 분리한 약 1 mg의 total RNA로부터 olig o(dT ) cellulose를 사용하여

Molecular cloning 실험 protocol (Maniat is e t al, Cold Spring Harbor, New York)에

따라 polyadenylated cytoplasmic RNA를 추출하였다. 즉, oligo(dT ) pow der

(Collaborat ive Biomedical Products ) 150 mg을 loading buffer (0.5 M NaCl, 20 mM

T ris - HCl, pH 7.4, 10 mM EDT A, 0.2% SDS)에 녹여 10분간 방치하여 equlibrat ion

시킨 후, 원심분리(1,500 rpm)에 의해 다시 pellet을 회수하여 5 ml의 같은 buffer에

현탁시켰다. Sample RNA가 녹아있는 용액에 5 M NaCl을 첨가하여 최종적으로 0.5
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M의 농도로 조절한 후 oligo(dT )가 녹아있는 buffer에 섞고 실온에서 2시간 s haking

하면서 incubation 하였다. 그 후 원심분리에 의해 pellet을 회수하여 loading buffer로

1회 w ashing한 다음 같은 buffer에 현탁하여 Econo column (Bio- Rad)에 packing 하

였다. Nonpolyadenylated RNA를 제거하기 위하여 w ashing buffer (0.1 M NaCl, 10

mM T ris - HCl, pH 7.4, 1 mM EDT A, 0.2% SDS)로 260 nm에서 OD 값이 제로가 될

때까지 w as hing 한 후 elution buffer (1 mM T ris - HCl, pH 7.4, 1 mM EDT A, 0.2%

SDS)를 첨가하여 분획을 받아 ethanol 침전에 의해 poly(A+)RNA만을 회수하였다.

DEPC (diethylpyrocarbonate)를 처리한 물로 RNA를 녹인 후 s pectrophotometer로

260 nm 와 280 nm에서 각각 OD를 측정하여 양과 순도를 결정한 결과 total RNA 1

mg 으로부터 약 150 ㎍의 poly(A+) RNA를 얻었으며 260 nm 와 280 nm의 OD 값에

대한 비율은 약 1.7의 순도를 갖는 poly(A+)RNA를 얻었다.

2. Northern blot analy s is

양황철 OMT mRNA의 정확한 transcript의 크기 및 분포를 조사하기 위하여

x ylem과 leaf로부터 추출한 poly(A+)RNA를 사용하여 1% formaldehyde ag aros e gel

에서 분리한 후, 양황철 cDNA의 부분적 DNA를 probe로 하여 northern blot을 수행

하였다. 즉, x ylem과 leaf로부터 얻은 poly(A+)RNA 4 ㎍을 100% formamide 12.5 ㎕,

30% formaldehyde 5 ㎕, 10 x MOPS (Morpholinoprane sulfonic acid, 400 mM

MOPS, 100 mM s odium acetate, 10 mM EDT A) 1.5 ㎕와 혼합한 후, 60℃에서 10분

간 반응시킨 다음 급속히 얼음에서 냉각시켰다. 그 후 10 x RNA loading buffer (5

ml glycerol, 20 ㎕ 0.5 M EDT A, 40 mg bromphenol blue, 40 mg x ylene cyanol in

10 ml DW )를 첨가하여 s ample들을 준비하였고 formaldehyde와 MOPS buffer를 첨

가하여 만든 1% agarose gel에 각각의 s ample을 loag ing한 후 fract ionation하였다.

Blott ing , prehybridization, hybridization, w ashing 등의 과정은 Molecular Cloning

(Sambrook e t al., 1989)의 실험 방법들에 따라 수행하였다.
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3. pBI121 v ector를 이용한 antis ens e v ector제조 및 분석

가. 유전자확보 및 Cloning 전략

3차년도 연구수행중 이미 cloning 된 full- leng th의 양황철 cDNA가 cloning 되어

있는 pBlueKS- A1.1과 pBlueKS- B1.4를 갖는 대장균 세포들을 LB/amp 배지에서 증

식시켜 세포들을 회수한 다음 alkaline lys is 방법에 의해 DNA를 추출, 확보하여 식물

용 v ector에 클로닝을 위해 사용하였다. F ig ure 4- 17에서와 같이 pBlueKS- B1.4 플라

스미드를 S alI으로 잘라 elut ion한 다음 DNA polymerase I large fragment (Klenow )

로 protruding 말단을 filling in 하여 양쪽 끝을 무디게 만들었으며 Cauliflow er

mosaic virus (CaMV)의 35S promoter를 갖는 식물용 vector인 pBI121 plas mid를

B am HI으로 자른 후 마찬가지로 Klenow frag ment로 filling하여 pBlu KS- B1.4로부터

얻은 양황철 cDNA와 blunt end ligat ion 시켰다. Ligate를 대장균에 도입하여

kanamycin 저항성 형질전환체들을 얻은 후 in tact pBI121보다 커진 clone들을 우선적

으로 ag aros e g el 상에서 선별한 다음 PCR에 의해 확인한 후 제한효소에 의해

orientation을 확인하였다. 이렇게 확인된 sense 및 antisense vector를 poplar 식물체

에 도입하여 양황철 cDNA가 antisense로 도입 되었을 때 lignin 합성에 미치는 영향

을 조사하였다.

나. 박테리아 형질전환 및 검색

Figure 4- 5의 방법에 따라 얻어진 ligate를 E . coli HB101에 형질전환시켜 얻은

형질전환체로부터 plasmid DNA를 분리하여 pBI121 intact DNA를 control로 하여

agarose g el에서 fract ionat ion하여 pBI121 plasmid보다 커진 clone들을 선별하였다

(F igure 4- 18). 선별된 clone들은 양황철 cDNA의 168 아미노산부터 174 아미노산까지

정보를 coding 하는 부위의 염기서열을 갖는 OMT - F2 primer

(5' GGGGGAT CCAAGA T T CAACAA G3' )와 종결코돈 근처의 염기서열을 포함하는

OMT - R1 primer (5' GGGGT CGACGGCCT T CT T GCGGAA3' ) 및 3‘- noncoding

reg ion을 포함하는 OMT - R2 (5' GGGGT CGA CT CACT T AA T GCT T A G3' ) primer를

사용하여 PCR을 행하였다. PCR 반응조건은 plas mid DNA의 약 200 ng 정도를 사용

하여 primer 농도는 각각 2 pmole이 되도록 첨가하고 T aq polymerase는 2 unit을 사
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용하였으며, 95 ℃- 5 min, 40 ℃- 30 sec, 72 ℃- 2 min 조건에서 1 cycle, 95 ℃- 1

min, 40 ℃- 30 s ec, 72 ℃- 2 min 조건에서 30 cycle, 72 ℃- 10 min에서 1 cycle을 수

행한 결과 Figure 4- 4에서 보는바와 같이 OMT - F2와 OMT - R1 primer를 사용하여

증폭시켰을 때는 약 0.6 kb의 DNA fragment가 증폭되었음을 확인할 수 있었고

OMT - F2와 OMT - R2 primer 경우에는 약 0.9 kb가 증폭되었다. 이렇게 양쪽 primer

s et를 사용하였을 때 0.6 kb와 0.9 kb가 동시에 증폭된 clone들에 대하여 정방향 및

역방향을 조사하기 위하여 orienta tion을 확인할 수 있는 제한효소들을 사용하여 분석

되었다.

4. PCR에 의한 Promoter reg ion 증폭 및 Cloning

가. Cloning 전략

양황철 포플라에서 분리한 genomic DNA로부터 promoter를 분리하기 위하여

DNA 서열이 알려져 있는 A spen (P opulus tre m uloides )의 genomic DNA 서열을 참

조하여 약 0.5 kb크기의 promoter 부위가 증폭될 수 있도록 primer set를 설계한 다

음 genomic DNA와 genomic library를 또는 genomic library s creening에 의해 얻어

진 클론을 주형으로 하여 polymerase chain react ion을 행한 후 얻어진 PCR product

는 T - cloning vector로 도입하고 염기서열을 분석하여 양황철 포플라의 promoter 서

열을 밝혔다. 밝혀진 promoter 부위를 적절한 제한효소 (H indIII & B am HI)로 잘라

분리한 후 같은 효소로 자른 GUS (β- glucuronidas e) 유전자를 포함하는 식물용

v ector (pBI101 or pBI121)로 도입하여 fus ion vector를 제조한 후 포플라 식물체에

도입하여 GUS activ ity를 측정하므로서 양황철 포플라 promoter의 세기를 분석한다.

나. PCR amplification of OMT promoter region

PCR primer 합성은 OMT DNA 서열이 알려져 있는 사시나무 (As pen) 염기 서

열의 promoter 부분 서열을 참조하여 nucleot ide 682- 686에 있는(F ig ure 4- 8) CAT

box (CCAA T A)와 nucleot ide 856- 861에 있는 T AT A s ig nal (T AT A T A)이 포함될

수 있도록 primer를 설계하여 OMT - ProF1 (5’GGGAAGCT T AT ACAAT ACAT ACAAT 3' ),

OMT - ProF 2 (5' GGGGAAGCT T AT CGGGT GAAT AT CT C)와 OMT - ProR1
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(5’GGGGGAT CCCT T GAT CGAGAT T GAA3' )primer set를 합성하였다. OMT - ProF1과

OMT - ProR1을 사용하여 증폭할 경우에는 978 bp 크기의 DNA 단편이 얻어지며,

OMT - ProF 2와 OMT - ProR1의 경우에는 547 bp 크기의 DNA 단편이 얻어 지도록 하

였다. Primer set의 양쪽 끝에는 제한효소 H indIII와 B am HI s ite를 각각 도입하여 계

속되는 subcloning 과정을 용이하도록 하였다. PCR 반응은 추출한 genomic DNA를

template로 하는 경우 200, 400, 600, 800 ng을 사용하였으며, genomic library를 주형

으로 사용할 경우에는 4 x 105 pfu/㎕의 t iter를 갖는 원액 1- 20 ㎕까지 사용하면서

phag e 농도를 조절하였다. Primer 농도는 각각 2 pmole이 되도록 첨가하고 T aq

polymerase는 2 unit을 사용하였으며, 95℃- 5 min, 40℃- 30 sec, 72℃- 2 min 조건에서

1 cycle, 95℃- 1 min, 40℃- 30 sec, 72℃- 2 min 조건에서 30 cycle, 72℃- 10 min에서

1 cycle을 수행한 결과 약 0.5 kb 크기의 PCR product를 얻었으며, 이렇게 얻어진 양

황철 promoter reg ion은 primer set에 의해 flanking 되는 예상 s ize와 같았다. 얻어진

PCR product는 일반적으로 양쪽 말단에 A 염기가 protruding되는 경향을 가지므로

cloning 효율을 높이기 위하여 pGEM- T vector sys tem을 이용하여 s ubcloning하였

다. 3.0 kb 크기의 T - vector 1 ㎕ (50 ng , 0.025 pmole)와 0.5 kb의 insert DNA 경우

50 ng을 섞어 12℃에서 overnig ht lig at ion 반응을 한 다음 E . coli JM109 세포에 형

질전환을 시켰다. β- g alactos idase 의 α- complementat ion에 의하여 ins ert DNA의

유무 판정을 위하여 LB/amp 배지에 X- gal과 IPT G를 도말하여 형성된 colony중

w hite colony들만 선택한 후 rapid plasmid 분리에 의해 DNA를 추출하여 제한효소

H indIII와 B am HI으로 dig es t ion에 의해 약 0.5 kb 정도의 증폭된 DNA가 cloning 된

재조합 플라스미드를 얻었다 (F ig ure 4- 9). 이렇게 얻어진 plas mid DNA내에 있는 유

전자가 실제로 양황철 OMT promoter 부위인지 확인하기 위하여 대장균 내에서 증폭

한 후 QIAGEN kit를 이용하여 순수 분리하여 Sang er- dideox y sequencing에 의해 염

기 서열을 분석하였다.
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제 3 절 결과 및 고찰

양황철 x ylem 조직에서 분리한 total RNA의 순도를 더욱 높이기 위하여 에탄올

을 이용하여 RNA 침전을 반복한 결과, 획득한 RNA에는 cDNA library 합성의 효율

을 감소시키는 r ibos omal RNA band는 전혀 관찰되지 않았으며 RNA 자체의

integ rity 또한 넓게 분포하는 것으로 보아 좋은 상태였으므로 이들 순수한 RNA를

사용하여 1s t cDNA 합성의 template로 사용하였다 ( F ig ure 4- 1) .

분리된 RNA는 OMT 유전자를 probe로 사용하여 Northern 분석을 실시하여 본

결과, 양황철 OMT 전사체는 leaf와 x ylem에서 동시에 검출되었으나 주로 xylem에서

높은 수준으로 발현되는 것으로 보여지며 이는 x ylem에서 OMT 유전자의 발현이

lig nificat ion에 있어 중요한 역할을 하는 것으로 보여진다 ( F ig ure 4- 2) . Alfalfa의 경

우에도 OMT mRNA는 뿌리나 줄기 조직에서 높게 발현되며 (Gow ri e t al., 1991), 담

배의 경우에도 목질 부분에서 높게 발현되었다 (Jaeck e t al., 1992). 또한 전사체의 크

기는 약 1.7 kb 정도의 단일 band로서 확인되었으며 기존에 알려져 있는 포플라

OMT 유전자들의 전사체 크기와 동일한 것으로 나타났다 ( F ig ure 4- 2) . 또한 계절에

따라 수집한 목질 부분에서 보여지는 OMT 유전자의 발현은 6월초와 7월말에 높은

수준으로 발현된다는 보고 (Bugos e t al., 1991)와는 달리 4월말부터 9월말까지 일정

한 수준으로 발현되었는데 이는 지역에 따른 기후 조건의 차이에 기인하는 것으로 사

료된다. 따라서 hybrid 포플라인 양황철 (P opulus nig ra x m axim owicz ii)의 경우에도

OMT 유전자의 전사체는 조직 특이적이며 단일 band의 형태로 발현되며 추출한

poly(A+)RNA의 순도 및 in tegrity가 좋은 상태라는 것이 입증되었으므로 x ylem의

poly(A+)RNA를 사용하여 cDNA library를 합성하였다.

3년차에 cloning 된 양황철 cDNA를 다시 antisense 방향으로 식물발현 v ector

(pBI121)에 삽입하기 먼저 s alI의 효소로 blunt로 말단부분을 절단한 후 같은 효소로

절단하여 정제한 pBI121 vector와 ligat ion하여 E. coli에 형질도입하였다. 이들 형질

도입된 박테리아를 선발하여 먼저 plasmid를 분리하여 전기영동하여 형질전환체를 선

발하였다 (F ig ure 4- 3) . 선발된 OMT clone들을 조제된 OMT primer들을 사용하여

PCR 증폭한 결과, 약 0.6 kb의 DNA 단편이 증폭되었음을 확인할 수 있었으며
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OMT - F2와 OMT - R2 primer 경우에는 약 0.9 kb가 증폭되었다 ( F ig ure 4- 4) . 이렇

게 양쪽 primer s et를 사용하였을 때 0.6 kb와 0.9 kb가 동시에 증폭된 clone들에 대

하여 정방향 및 역방향을 조사하기 위하여 orientat ion을 확인할 수 있는 제한효소들

을 사용하여 분석되었다. Plasmid pBI121내에 도입된 양황철 cDNA의 방향성을 확인

하기 위하여 양황철 유전자 내부에 존재하는 E coRI s ite를 이용하여 clone들을 자른

결과, Fig ure 4- 6의 lane 4와 10에서 보듯이 바로 들어간 경우에는 2.43 kb와 0.63

kb의 단편들이 확인되었고 역방향으로 들어간 경우에는 2.55 kb와 0.63 kb DNA 조각

들이 확인되었다. 또한 양황철 유전자의 내부에 존재하는 B am HI s ite를 이용하여

H indIII와 B am HI으로 동시에 자를 경우에는 정방향 (1.4 kb, lane 6)과 역방향 (1.6

kb, lane 12)의 경우가 확실히 구분되었다 ( F ig ure 4- 6) . 이렇게 확인된 정방향

(pBI- B1.4 IV- 5)과 역방향 (pBI- B1.4 d- 12)의 재조합 plasmid 벡터들은 양황철 포플

라에 도입하여 형질전환체 생성과 유도 및 생합성에 미치는 영향을 본 연구과제에서

실시하였다.

OMT 관련 프로모트의 분리에 대한 cloning 전략을 도식화하였다 ( F ig ure 4- 6) .

먼저 Cauliflow er mosaic v irus (CaMV)의 35S promoter, β- g lucuronidase 유전자,

nopaline synthase 유전자 및 terminator를 갖는 기존의 pBI121 (or pBI101) vector를

H indIII와 B am HI로 잘라 0.8 kb 크기의 35S promoter를 제거한 후, 12.2 kb 크기의

단편을 ag aros e g el 상에서 elut ion 하였다. 양황철 x ylem (목질부)으로부터 추출한

g enomic DNA (genomic library)를 주형으로 하여 이미 염기서열이 밝혀진 A spen

(P opulus trem uloide s)의 g enomic DNA 서열을 참조하여 CAT box (CCAAT A )와

T AT A s ig nal 등이 포함되도록 설계된 primer를 이용하여 0.5 kb 크기의 promoter

부위를 증폭하였다. 이들 DNA fragment는 T - cloning vector에 lig at ion하여 대장균에

형질전환한 후 0.5 kb 크기의 DNA fragment가 도입된 clone들을 선별한 다음

s equencing에 의해 DNA 서열을 확인한후 clone을 H indIII와 B am HI으로 잘라 0.5 kb

크기의 단편을 분리한 다음, 35S promoter 부위가 제거된 pBI121 vector에 ligat ion하

여 대장균에 형질전환한 후 바르게 도입된 clone들을 선별하며 제한효소로 다시 잘라

도입된 promoter부위를 agarose g el에서 확인하였다 (F ig ure 4- 6) . 이들 양황철

promoter 부분이 도입된 plasmid들 중에서 H indIII와 B am HI으로 잘랐을 때 0.5 kb의

ins ert DNA를 갖는 P2 클론을 선택하여 M13 forw ard and reverse s equencing

primer를 사용하여 sequencing을 행하였다 ( F ig ure 4- 7) . A spen (P opulus
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tre m uloides )의 promoter와 비교하였을 때 같은 CAT box (CCAAT A)와 T AT A

s ig nal (T AT AT A)을 가지고 있었으며 몇 군데서 염기서열의 차이는 있었지만 전반적

으로는 유사한 서열을 가지고 있었다. 양황철 promoter의 세기를 GUS activity에 의

해 조사하기 위하여 식물용 v ector에 양황철 promoter 부분의 cloning은 Cauliflow er

mosaic virus (CaMV)의 35S promoter, β- glucuronidase 유전자, nopaline s ynthas e

유전자 및 terminator를 갖는 기존의 pBI121 vector를 H indIII와 B am HI로 잘라 0.8

kb 크기의 35S promoter를 제거한 후, 12.2 kb 크기의 단편을 ag aros e g el 상에서

elution 하였고, 염기서열이 확인된 P2 클론을 같은 효소 (H indIII와 B am HI)로 잘라

약 0.5 kb 크기의 DNA 단편을 분리한 다음 준비된 vector와 ligat ion에 의해 12.7 kb

크기의 pBI- ProY 재조합 플라스미드를 구축하였고 ( F ig ure 4- 8) , A g robacterium

tum efaciens s train LBA 4404에 의해 poplar로 도입되었다.
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제 5장 OMT 유전자 구조분석

제 1 절 서 언

임목은 경제적 측면 (건축용재, 종이, pulp 생산)과 생태. 환경 보존적 측면 (홍수

조절, 수질보존, 산사태 예방, 야생동물 서식지, 휴양림)에서 인간생활에 아주 중요한

가치와 의미를 제공하고 있다. 그러나, 임목은 일반작물이나 원예식물과는 달리 생육

기간이 길며, 육종에 의해 개량된 형질은 성숙기가 되어야 평가되기 때문에 육종 분

야에 큰 장애가 되어 왔다. 또한 이형접합성이 강하여 종자번식을 통한 증식이 어려

운 실정이다. 생명공학 기법은 전통적인 육종에서 나타나는 이러한 여러 가지 문제

점들을 극복할 수 있는 하나의 대안이 되고 있다.

리그닌은 모든 고등 식물에서 발견되는 방향족 고리를 가진 poly- phenyl

propanoid 중합체로서 이차 세포벽의 중요한 구성성분중 하나이다. 리그닌은

cellulos e 및 세포벽내의 다른 다당류와 강하게 결합되어 있어 식물체로부터 분리하기

가 어렵기 때문에 정확한 구조를 알 수는 없지만, 일반적으로 p - coumaryl, coniferyl,

그리고 s inapyl a lcohol의 세 가지 phenylpropane alcohol로 구성되어 있으며, 이들은

중합과정을 거쳐 p - hydrox yphenyl, guaiacyl, syringyl 리그닌을 형성한다. 세포벽에

축적된 리그닌은 식물체의 지지, impermeabilizat ion에 중요한 역할을 담당하며, 병원

균에 대한 화학적, 기계적 방어 작용을 한다.

Pulp나 제지산업에서의 탈리그닌 과정은 에너지가 많이 요구되고, 환경적으로 유

독한 화학 약품을 사용하는 단계이다. 따라서 저리그닌 함량의 식물체 창출은 탈리

그닌 과정을 용이하게 하여 경제적, 환경적 문제를 감소시키는 이점을 제공한다.

리그닌 합성에는 여러 가지 효소가 관여하고 있는데 그 가운데에서도

hydroxylated monomeric 리그닌 precurs or의 methylat ion은 리그닌 생합성 과정에서

중요한 단계에 속하기 때문에, S - adenosyl- L- methionine의 methyl g roup을 이용하여

caffeic acid를 ferulic acid로, 5- hydrox yferulate를 s inapate로 각각 methylat ion 시키
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는 O - methyltransferase (OMT )가 많이 연구되었다.

Antisense RNA를 이용한 유전자의 dow n- regulat ion은 특정 유전자의 작용을 억

제하거나 조절하여 발현에 영향을 주는 기법으로서, 리그닌 생합성에 관련된 효소의

활성을 억제하여 리그닌 함량을 감소시키기 위해 응용될 수 있다. P opulus 종은 임

목에서 다양한 이용성을 가진 수종으로서 저리그닌 함량 P opulus 종의 창출은 경제

적, 환경적 측면에서 필요한 일이라고 사료된다. 본 세부연구는 리그닌 생합성과 관

련된 OMT 유전자를 양황철나무 (P opulus nig ra x m axim owicz ii)의 g enomic DNA

와 cDNA로부터 분리하여 그 특성을 규명함으로서 antisense OMT를 식물발현

v ector에 구축하여 양황철나무를 형질전환 시킴으로서 저리그닌 함량의 poplar를 육성

하기 위해 시도되었다.

제 2 절 실험방법

1. 양황철 cDNA library 제조 및 OMT cDNA s creening

가.양황철 cDN A library 제조

포플라로부터 분리한 poly(A+)RNA에 대한 cDNA library 제조는 ZAP- cDNA

Synthes is Kit(S tartag ene, La Jolla, Calif.)를 이용하여 약간의 실험방법을 변형하여

제조하였다.

1) F irs t cDNA 제조

Firs t cDNA의 제조는 10 ㎍의 poly(A+)RNA를 사용하여 oligo(dT ) tail에 X hoI

제한효소 부위를 갖는 oligo(dT ) primer- adapter를 이용하여 50 ㎕의 react ion volume

하에서 제조하였다. 즉, 2.8 ㎍의 linker- primer, 적당량의 DEPC- treated 물, 5 ㎕의

1s t s trand 반응buffer (50 mM T ris - HCl, pH 8.0, 8 mM Mg Cl2, 50 mM KCl, 1 mM

DT T , 50 ㎍/m l of RNase free- BSA ), 5- methyl dCT P를 함유하는 10 mM dNT Ps 3

㎕, RNase Block Ribonucleas e inhibitor 1 ㎕ (40 u/㎕)를 첨가한 후, 10 ㎍의
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poly(A+)RNA와 잘 섞어 실온에서 10분간 방치하면서 annealing 시켰다. 그 후

Molony murine leukemia virus 역전사효소 1.5 ㎕(50 u/㎕)를 넣고 37oC에서 1시간

반응시켰다. F irs t cDNA의 합성된 양을 측정하기 위하여 0.5 ㎕의 α- 32P- dA T P

(800 Ci/ mmol)가 들어있는 다른 tube로 상기의 반응 mixture 5 ㎕를 취하여 옮긴 후

같이 반응하였다. 반응이 끝난 후 합성된 양을 측정하기 위하여 glass microfiber

filter를 사용하여 T CA 침전에 의해 표지된 방사성 동위원소의 양을 counting 하여

계산한 결과 약 12% (1.2 ㎍ 1s t cDNA/ 10 ㎍ polyA+RNA)의 좋은 효율로 firs t

cDNA가 만들어졌고 그 중 일부는 alkaline ag aros e gel 분석을 위해 사용하였다.

2) Second cDNA 제조 및 s ize fractionat ion

Second s trand cDNA의 제조는 좋은 수율로 합성된 firs t cDNA의 반응 mixture

에 s econd s trand buffer (20 mM T ris - HCl, pH 6.9, 90 mM KCl, 4.5 mM MgCl2,

0.15 mM - NAD, 10 mM (NH4)2SO4), 10 mM dNT Ps , α- 32P- dAT P, RNase H (3

unit), DNA polymerase (100 unit)를 첨가한 후 물로 반응 volume을 400 ㎕로 맞춘

후 16oC에서 2.5 시간 반응하였다. 반응이 끝난 후 일정량을 취하여 s econd cDNA 합

성효율을 T CA침전에 의해 측정한 결과 2.46 ㎍의 cDNA가 만들어졌음을 확인하였고

그 반응 mixture내의 합성된 cDNA의 5’- 말단 부위를 pfu polymeras e 효소를 사용하

여 72oC에서 30분간 blunting 한 다음 cDNA는 phenol- chloroform 추출과 ethanol 침

전에 의해 회수하였다. 또한 cDNA의 방향성을 부여하기 위하여 E coRI 제한효소 부

위를 포함하는 adaptor를 첨가하여 만들어진 cDNA들과 blunt- end ligat ion을 한 후

polynucleot ide kinase로 5’- 말단부위를 인산화 시켰다. 3’- 말단 linker내에 있는 X hoI

제한효소 부위를 s t icky end로 만들기 위하여 120 unit의 X hoI을 처리하였고 phag e

v ector내로 cloning 효율을 높이기 위하여 cDNA s ize fract ionation column (GIBCO

BRL, Bethesda, MD)을 사용하여 cDNA의 크기별로 분획을 회수한 후 그 중 일부를

취하여 T AE buffer를 사용한 agarose g el 에서 cDNA 분포를 확인하였다. 분획중 0.5

kb 이상 되는 cDNA만을 모아 phenol- chloroform 추출정제 후 ethanol 침전에 의해

cDNA를 회수한 다음 EtBr ag aros e plate상에서 정량하여 그 중 100 ng을 1 ㎍의

Uni- ZA P vector와 12oC에서 overnight lig ation하여 packag ing을 위해 사용하였다.
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3) Phage vector ligat ion 및 packaging

재조합 phag e vector의 packaging은 Gigapack Gold III packag ing kit

(S tra tag ene, La Jolla, CA)를 이용하여 제조하였다. 즉, liga tion mix ture 1 ㎕를 kit에

의해 제공된 packag ing ex tract에 넣어 잘 섞고 22oC에서 2시간 동안 반응한 다음

SM buffer (5.8 g NaCl, 2 g MgSO4, 50 ml of 1 M T ris - HCl, pH 7.5, 5 ml of 2%

g elatin/ liter) 500 ㎕ 와 20 ㎕의 chloroform을 첨가하여 반응을 중지하였고 짧은 시간

동안 원심분리에 의해 pellet으로부터 상등액을 분리하여 hos t cell로 infection을 위해

사용하였다. 재조합된 cDNA의 효율을 측정하기위하여 XL1- Blue MRF ' hos t cell에

packag ed phag e 0.1 ㎕와 1 ㎕를 각각 첨가 한 후 IPT G와 X- Gal이 포함된 top

agarose로 plat ing 한 결과 재조합 plaques (w hite color)이 99%로 높은 cloning 효율

을 나타내었다. 또한 t itering에 의한 cDNA library s ize를 측정한 결과 전체 s ize는 8

x 106 pfu/㎍ of cDNA로 큰 s ize의 library를 얻었다.

4) Amplificat ion 및 in v ivo ex cis ion

Packaging ex tract에 의해 형성된 phag e는 불안정하므로 안정하고 높은 titer를

갖는 library를 만들기 위해 packag ed phag e를 plate (150 mm)당 50,000 plaques 정도

가 형성 되도록 hos t cell에 infect ion 하여 NZY bottom ag ar를 포함하는 150 mm

plate에 top ag aros e를 도말하여 1회 amplificat ion을 하였다. Confluent lys is가 일어난

plate에 SM buffer 10 ml을 넣고 실온에서 2시간 정도 shaking 하면서 phag e들이 스

며 나오도록 한 다음 SM buffer를 회수하여 chloroform이 5%가 되도록 첨가하여

bacteria를 제거하였다. 제조된 cDNA library에 7% DMSO (dimethyls ulfoxide)를 첨

가하여 - 80oC 보관하였고 필요시 일부를 취하여 실험에 사용하였다. 구축된 library내

의 재조합 phage들의 최종 titer를 조사한 결과 약 1 x 108 pfu/㎕로 높은 phag e t iter

를 갖는 cDNA library가 제조되었다. Phag e library내에 도입된 ins ert DNA s ize 분

포를 알아보기 위해 phage s tock 250 ㎕. XL1- Blue MRF (OD=1.0) 200 ㎕, Ex Ass is t

helper phag e (1 x 106 pfu/㎕) 1 ㎕를 섞어 37oC에서 15분간 흡착시킨 후 LB 배지 3

ml을 첨가하여 37oC에서 2.5시간 배양하였다. 그 후 70oC에서 20분간 반응시켜

filamentous phage particle로 packag ing 된 pBluescript phag emid를 갖는 상등액을

회수하였다. 상등액 100 ㎕를 SOLR cell (OD=1.0) 200 ㎕에 섞고 37oC에서 15분간 반
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응시킨 후, ampicillin을 함유하는 LB 배지에 도말하여 phag emid를 갖는 bacteria

colony들을 얻었다. 이런 colony들 중 임의로 18개를 선정하여 LB 액체배지에서 키워

플라스미드를 추출하여 E coRI과 X hoI으로 잘라 agarose g el에서 확인하였다.

나. T otal Phag e D N A 추출 및 partial OMT c DN A 증폭

1) T otal phage DNA 추출

양황철 cDNA library로부터 phag e total DNA의 추출은 Molecular Cloning

(Sambrook e t al., 1989)의 실험 방법들에 따라 수행하였다. 즉, confluent lys is가 일

어난 plate에 λ diluent (10 mM T ris - HCl, pH 7.5, 10 mM Mg SO4)를 넣어 phage

현탁액을 회수한 다음, 4000g 에서 10분간 원심분리에 의해 bacteria l debris를 제거하

였다. 상등액을 새로운 튜브로 옮겨 RNas eA (1 mg /ml) 1 ㎕와 DNas e I (1 mg /ml)

1 ㎕를 각각 넣고 37℃에서 15분간 배양한 다음, 동량의 PEG 용액 (20% PEG8000 &

2 M NaCl)을 첨가하여 섞고 얼음에서 1시간동안 방치하였다. Phag e 입자들은 원심분

리 (10,000g , 10분, 4℃)에 의해 침전시켜 상등액은 완전히 제거한 다음, pellet은 건조

시켜 T E buffer (pH 8.0) 0.5 ml에 현탁시키고 10% SDS 5 ㎕를 첨가하여 68℃에서

5분간 배양하였다. 5 M NaCl 10 ㎕를 넣은 다음 phenol:chloroform 과 chloroform으

로 정제하여 isopropanol로 DNA를 침전시켜 pellet를 얻은 후 T E buffer에 녹여 PCR

증폭을 위한 주형으로 사용하였다. 다른 DNA 주형으로서 insert DNA를 포함하는

pBlues cript phagemid를 분리하기 위해 in v ivo ex cis ion 과정을 수행하여 얻은

filamentous phage part icle을 갖는 상등액 100 ㎕와 200 ㎕의 SOLR 세포를

eppendorf tube에 넣고 37℃에서 15분간 배양한 후 ampicillin (50 ㎍/m l)을 포함하는

500 ml의 액체배지에 접종하여 overnight 배양하였다. 그 다음날 균을 원심분리에 의

해 수거한 다음 alkaline lys is 방법에 의해 solut ion I, II, III를 처리하고 (Birnboim &

Doly, 1979) PEG 방법 (Sambrook e t al., 1989)에 의해 plasmid DNA를 분리하여 적

절히 희석한 후 PCR 반응의 templa te로 사용하였다.
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2) PCR에 의한 부분 유전자 증폭

양황철 OMT 유전자를 cDNA library로부터 s creening하기 위하여 사용할 부분

유전자는 OMT DNA 서열이 알려져 있는 사시나무(Aspen) 염기 서열의 부분 서열을

참조로 하여 새로운 2 set의 primer olig onucleotide를 합성하였다.

OMT F 2 (5’GGGGGAT CCAAGAT T CAACAAG3' )와

R1 (5' GGGGT CGACGGCCT T CT T GCGGAA3' )

PCR 반응은 추출한 total cDNA를 template로 하여 가장 효율이 좋았던 100 ng

을 사용하였으며 primer 농도는 각각 2 pmole이 되도록 첨가하고 T aq polymerase는

2 unit을 사용하여 95℃- 5 min, 44℃- 30 s ec, 72℃- 2 min 조건에서 1 cycle, 95℃- 1

min, 44℃- 30 s ec, 72℃- 2 min 조건에서 30 cycle, 72℃- 10 min에서 1 cycle을 수행하

였다. PCR에 의해 증폭된 약 0.59 kb 또는 0.9 kb 단편을 elution하여 분리한 DNA

25 ng을 사용하여 50 μCi 의 α- P32- dCT P 넣고 polymerizat ion을 위해 Klenow 효

소를 이용하는 Prime- a- Gene Labelling Sys tem (Promeg a)에 의해 DNA를 labelling

시켜 양황철 OMT cDNA s creening을 위한 probe DNA로 사용하였다.

다. 양황철 full- leng th OMT c DN A의 s creening

양황철 OMT cDNA의 screening 과정은 다음과 같다.

1) cDNA library 증폭

7% DMSO에 섞어 - 80℃에 보관중인 cDNA library의 t iter를 재결정 한 후 150

mm NZY agar plate에 약 60,000 plaques을 형성하도록 t iter를 조절하여 plat ing 하였

다. 즉 0.2% maltose와 10 mM Mg SO4를 포함하는 LB 배지에서 자란 XL1- Blue

MRF (recA-, m crA-, m crCB-, m rr-) 세포들의 밀도를 0.5로 조절한 후, 세포 600 ㎕

와 SM buffer에 phage s tock을 희석하여 t iter를 조절한 phag e 희석액을 섞어 37℃에

서 15분간 배양한다. 그 후 48℃로 식힌 NZY top ag arose 8 ml 을 감염된 세포와 섞

은 다음 150 mm NZY plate에 붓고 37℃에서 confluent lys is가 일어나도록 배양하였다.
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2) Blot t ing 및 filter 전처리

Plaque hybridizat ion을 위한 일련의 과정들은 Gruns tein and Hogness 방법에 따

라 수행하였다. Lys is가 일어난 plate를 4℃에서 약 1시간 정도 방치한 후, 멸균된 137

mm plaque s creen membrane disc (NEN, Du Pont)를 agar plate에 2- 3분 정도 올려

놓고 needle을 이용하여 위치를 표시하였다. False pos it ive plaque을 방지하기 위하여

duplicate filter를 약 4분간 같은 ag ar plate에 올려놓고 blott ing을 하여, 1차

s creening 과정을 위해 2 개의 filter를 사용하였다. 사용한 master agar plate는 최종

적으로 autoradiog raphy에 의한 pos itive plaque picking을 의해 4℃에 보관하였으며,

이렇게 준비된 filter는 1.5 M NaCl과 0.5 M NaOH를 포함하는 denaturat ion 용액에

2- 3분간 방치하여 phag e DNA를 변성시키고 그 다음 변성된 DNA를 중화시키기 의

하여 1.5 M NaCl과 0.5 M T ris - Cl (pH 8.0)의neutra liza tion 용액으로 옮겨 약 5 분간

방치한 후, 3 MM paper로 옮겨 수분을 제거하였다. 젖은 상태의 membrane에 DNA

를 더욱 견고하게 binding 시키기 위하여 UV cross linker (120,000 μJ of UV

energ y)로 약 30초간 cross link 시켰다.

3) Probe DNA 제조 및 hybridizat ion

준비된 membrane들은 prehybridizat ion buffer (2 x PIPES , 50% deionized

formamide, 0.5% SDS, 100 ㎍/m l denatured salmon sperm DNA)를 포함하는(3

ml/membrane) g las s dish에 넣고 42℃에서 2 시간 이상 반응시켰다. Probe DNA는

사시나무 (P opulus trem uloides)의 염기서열을 참조로 하여 합성된 primer를 이용하

여 증폭된 0.59 kb와 0.9 kb DNA 절편을 ag arose gel 에서 fract ionation 하여 각각의

DNA 조각을 elution 하였다. 분리한 DNA 25 ng을 변성시킨 후, 50 μCi 의 α

- P32- dCT P, dNT Ps , 10x buffer, BSA, Klenow 효소를 첨가하여 잘 섞고 실온에서 1

시간동안 반응시킨 다음, 95℃에서 열처리에 의해 반응을 중지시켰다. 반응액에

EDT A를 20 mM이 되도록 첨가하고 Sephadex G- 50 g el이 packing된 spun column

에 반응액을 loading하여 fraction 1과 2를 원심분리에 의해 모으고 결합되지 않은α

- P32- dCT P를 제거하였다. 이렇게 만들어진 probe DNA는 100℃에서 5분간 heating

한 후, 급속히 얼음에 담궈 s ingle s trand로 변성시키고 hybridizat ion 용액 1 ml 당

약 1 x 106 cpm이 되도록 probe DNA를 첨가한 다음, 42℃에서 8시간 이상 반응시켰
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다. 반응이 끝난 후 hybridiza tion 용액을 제거하고 실온에서 2 x SSC and 0.5% SDS

용액으로 10분씩, 2회 w ashing 한 후, 0.5 x SSC and 0.5% SDS 용액으로 30분씩 55

- 60℃에서 2회 세척하였다. 최종적으로는 0.1 x SSC and 0.1% SDS 용액으로

backg round를 줄이는 high s tring ency하에서 w ashing한 다음 filter들을 말리고 saran

w rap으로 덮어 intens ifying screen이 있는 cas set te folder에 넣은 후 - 80℃에서

X- ray film에 overnig ht 노출시켰다.

라. T otal c DN A로부터 PCR에 의한 full le ng th OMT c DN A 증폭

OMT DNA 서열이 알려져 있는 사시나무(As pen) 염기 서열의 5’- 말단과 3’- 말단

의 부분 서열을 참조로 하여 상당한 유사성을 갖고 있을 것이라고 예상되는 부위를

기점으로 하여 Figure 5- 4A에서 보는 바와 같이 새로운 2 set의 primer

oligonucleot ide를 합성하였다. OMT F 1 (5’GGGGT CGACAAGAT GGGT T CAACA3' ) 과 R1

(5' GGGGT CGACGGCCT T CT T GCGGAA3' ) primer s et의 경우 s tart codon에서 s top codon

까지만 amplifica tion되도록 des ign 되었으며 양쪽 끝에는 제한효소 S alI s ite를 도입하

여 계속되는 subcloning 과정에 용이하도록 하였다. 또 다른 s et인 primer F1 과 R2

(5' GGGGT CGACT CACT T AAT GCT T AG3’)의 경우에는 3’- noncoding region 324 bp가 더 들

어가도록 설계되었으며 양쪽 말단은 첫 번째 primer set와 마찬가지로 S alI s ite가 도

입되었다. PCR 반응은 추출한 total cDNA를 template로 하여 가장 효율이 좋았던

100 ng을 사용하였으며 primer 농도는 각각 2 pmole, dNT Ps 는 0.5 mM, Mg SO4 는

1 mM이 되도록 첨가하고, vent DNA polymerase (NEB)는 2 unit을 사용하여 95℃

- 5 min, 44℃- 30 sec, 72℃- 2 min 조건에서 1 cycle, 95℃- 1 min, 44℃- 30 s ec, 72℃

- 2 min 조건에서 30 cycle, 72℃- 10 min에서 1 cycle을 수행하였다.

1) Cloning of PCR product us ing pGEM- T vector s ys tem

PCR product는 pGEM- T vector sys tem을 이용하여 s ubcloning하였다. 3.0 kb

크기의 T - vector 1 ㎕ (50 ng, 0.025 pmole)와 1.1 kb의 insert DNA 경우 50 ng

(0.075 pmole), 1.4 kb의 경우 70 ng에 해당하는 양을 섞어 4℃에서 ov ernight lig ation

반응후, 각각 1 ㎕를 E . coli JM109 세포에 도입시켰다. β- galactos idase의 α

- complementat ion에 의한 insert DNA의 유무 판정을 위하여 LB/ amp 배지에 X- gal
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과 IPT G를 도말하여 형성된 colony중 w hite colony들만 선택한 후 rapid plasmid 분

리에 의해 DNA를 추출하여 제한효소 S alI으로 dig es t ion 후 insert를 검증하였다.

2) Subcloning of OMT cDNAs into pBluescript- KS v ector

Vector pGEM- T 에 cloning 되어있는 OMT cDNA 각각 (A ’10 & B' 1)의 염기서

열을 분석하기 위하여 S alI으로 자른 후 1.1 kb와 1.4 kb를 각각 elution하여 T 3 와

T 7 primer로 염기서열 분석이 가능한 pBlues cript- KS vector로 다시 s ubcloning하여

얻은 clone들 (pOMT A1.1 & pOMT B1.4)을 Sang er- dideox y sequencing에 의해 5’- 말

단과 3’- 말단의 염기 서열을 분석하였고 그 cDNA들의 중간부분에 대한 서열은 T 3와

T 7primer에 의해 읽은 서열을 참조하여 F1 (ACCAAGAACGAGGAC)과 R1

(GGCAT AT CCACT T CA) primer를 합성한 후 전체 서열을 확인하였다. 그 다음 library로

부터 screening에 얻은 #2 clone의 서열과 비교하여 양황철 cDNA 완전한 염기서열을

밝혔다.

마. 염기서열 분석

1) Sequencing react ion

양황철 OMT 유전자가 cloning 되어있는 각각의 plasmid DNA (pOMT A1.1,

pOMT B1.4, and #2)를 갖는 세포들을 배양하여 균체를 회수한 후, QIAGEN plas mid

extract ion kit를 사용하여 DNA를 깨끗하게 추출하였으며 Sanger- dideox y 방법에 의

한 염기서열 분석에 double s trand DNA를 template로 하여 s equencing 반응은

s equenase kit (United S tates Biochemical)를 사용하여 수행하였다. 즉, 각 clone들의

DNA 5 μg을 0.2 N NaOH and 0.2 mM EDT A 용액과 섞어 37℃에서 30분간 반응

시킨 후 3 M sodium acetate를 0.1 volume 첨가하여 중화시키고 2 volume의 ethanol

을 첨가하여 변성된 상태로 DNA를 회수하였다. 변성된 DNA를 7 ㎕의 물에 녹인 후

각각의 primer (0.5 pmole/3 ng /㎕) 1 ㎕와 5 x sequenase buffer (200 mM

T ris - HCl, pH 7.5, 100 mM Mg Cl2, 250 mM NaCl) 2 ㎕를 첨가하여 37℃에서 30분간

annealing시켰다. Annealing된 DNA 10 ㎕에 5 x Labeling Mix (7.5 μM dGT P, 7.5

μM dCT P, 7.5 μM dT T P)를 물로 5배 희석한 mix ture 2 ㎕, 0.1 M DT T 1 ㎕,
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〔α- 35S〕dAT P (1,000 Ci/mmol) 0.5 ㎕, enzyme dilut ion buffer (10 mM T ris - HCl,

pH 7.5, 5 mM DT T , 0.5 mg /ml BSA )로 9배 희석한 sequenase 2 ㎕를 첨가하여 잘

섞은 후, 실온에서 약 2- 3분간 방치하였다. 그 다음 dNT P와 각각의 terminat ion

nucleotide (ddGT P, ddT T P, ddCT P, ddAT P)를 함유하는 terminat ion mix ture를 4개

의 E- tube에 각각 2.5 ㎕씩 넣은 후 상기 반응액을 3.5 ㎕씩 각각의 tube(A, C, G, T

reaction)에 옮겨 37℃에서 약 5분간 반응시킨 다음 s top s olut ion (95% formamide,

20 mM EDT A, 0.05% bromphenol blue, 0.05% xylene cyanol) 4 ㎕를 첨가하여 반응

을 종결시켰다. 반응이 끝난 A, C, G, T 각각의 반응액은 80℃에서 2분간 변성시킨

후 urea를 포함하는 6% denatured polyacrylamide gel에서 3 tracks으로 loading 하여

fract ionation 하였다. Running이 끝난 g el은 urea를 제거하기 위하여 적당량의 fix ing

s olut ion (300 ml methanol, 100 ml Acetic acid, 1600 ml DW ) 에 30분간 담근 후 8

0℃로 set ting한 gel dryer에서 gel을 말려 X- ray film에 하루동안 ex pose하여 현상한

결과 같은 각 clone들의 염기서열을 얻었다.

2. 양황철 g enomic DNA library 제조 및 OMT g enomic DNA

s creening

가. Genomic D N A 추출

양황철 xylem (목질부)으로부터 g enomic DNA의 추출은 Murray and T hompson

(1980)의 방법에 따라 추출하였다. 조직을 액체질소에 얼린 후 미리 냉각시킨 막자사

발에 넣고 액체질소를 첨가시킨 상태에서 분쇄하고 녹지 않은 상태의 고운 가루를 20

mM 2- mercaptoethanol이 첨가된 CT AB ex traction buffer (50 mM T ris - HCl, pH

8.0, 70 mM NaCl, 10 mM EDT A , 1% CT A B)를 포함하는 tube에 넣고 잘 섞고, 그

다음 즉시 55℃ 수조로 옮겨 약 20분간 배양하였다. 동량의 chloroform/ isoamylalcohol

(24 : 1) 을 첨가하여 섞은 후 원심분리 (1,300 x g, 10 min) 하고 상등액을 새로운

tube로 옮긴 다음 동량의 CT AB precipitat ion buffer (50 mM T ris - HCl, pH 8.0, 10

mM EDT A, 1% CT AB) 를 넣고 실온에서 20분 방치한 다음, 2,000 x g 에서 15분간

원심분리하여 침전물을 얻어 1 M NaCl 용액에 녹인 후 2 volume 의 ethanol을 첨가

한 다음 - 20℃ 에 2시간 이상 방치하였다. 이후 1,300 x g 에서 5분간 원심분리하여
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DNA pellet을 얻고 70% ethanol로 염을 제거한 후 침전물을 말려 증류수에 녹인 다

음 genomic library 구축을 위해 사용하였다.

나. S outhern blot analy s is

Murray and T hompson (1980)의 방법에 따라 양황철로부터 추출 정제한

g enomic DNA 20 ㎍을 여러 가지 제한효소 (B am HI, E coRI, H indIII)를 각각 처리하

여 37℃에서 반응시킨 다음, 0.8% agarose g el에서 전기영동에 의해 fract ionation 하

였다. 전기영동이 끝난 g el은 분자량이 큰 DNA의 이동을 용이하게 하기 위하여 0.25

N HCl에 15분 동안 담구어 depurina tion 시키고, denatura tion 용액(0.5 N NaOH &

1.5 M NaCl)에서 20분간 DNA를 변성시키고, neutralizing 용액 (0.5 M T ris - HCl, pH

7.5 & 1.5 M NaCl)에서 20분간 처리하여 다시 DNA를 중화시킨 다음, 분리된 DNA

들은 capillary react ion에 의해 gene screen plus membrane으로 이동시켰다. Probe

DNA는 pOMT B1.4 플라스미드를 S alI으로 잘라 1.4 kb의 절편을 elut ion 하였고, 60

μCi 의 α- P32- dCT P, dNT Ps , 10x buffer, BSA, Klenow 효소를 첨가하여 잘 섞고

실온에서 1시간동안 반응시킨 다음, 반응액에 EDT A를 20 mM이 되도록 첨가하여 반

응을 중지시켰다. 결합되지 않은α- P32- dCT P는 Sephadex G- 50 g el이 packing된

s pun column에 의해 제거한 후, 만들어진 probe DNA는 100℃에서 5분간 heating 한

후, 급속히 얼음에 담궈 s ingle s trand로 변성시키고 2 x PIPES (0.8 M NaCl & 20

mM PIPES, pH 6.5) hybridization 용액 (2 x PIPES , 50% deionized formamide,

0.5% SDS, 100 ㎍/ ml denatured salmon sperm DNA) 1 ml 당 약 1 x 106 cpm이 되

도록 probe DNA를 첨가한 다음, 42℃에서 8시간 이상 반응시켰다. 반응이 끝난 후

hybridizat ion 용액을 제거하고 실온에서 2 x SSC and 0.5% SDS 용액으로 10분씩, 2

회 w ashing 한 후, 0.5 x SSC and 0.5% SDS 용액으로 30분씩 55 - 60℃에서 2회

세척하였다. 최종적으로는 0.1 x SSC and 0.1% SDS 용액으로 background를 줄이는

hig h s tring ency하에서 w ashing한 다음 filter들을 말리고 s aran w rap으로 덮어

intens ifying screen이 있는 cassette folder에 넣은 후 - 80℃에서 X- ray film에

overnig ht 노출시켰다.
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다. Genomic D N A library 제조

1) Insert DNA 준비

양황철 포플라로부터 분리한 g enomic DNA를 사용한 library 구축은 9 kb 에서

부터 23 kb까지 replacement가 가능한 Lambda FIX II vector s ys tem (S tratag ene)을

이용하였고 in v itro packaging은 Gigapack Gold III Packaging Ex tracts (S tra tag ene)

를 사용하여 1 회 amplificat ion에 의해 g enomic library를 구축하였다. 염기 T C가

돌출 되어있는 Lambda FIX vector와 compatible end (X hoI diges ted, filled in w ith

dCT P and dT T P)를 만들기 위해 GA T C의 s t icky end를 갖는 각 크기별의 genomic

DNA는 dAT P와 dGT P를 사용하여 klenow 효소에 의해 T C 염기만을 부분적으로

filling 시켰고 GA 염기가 돌출 되도록 하여 vector의 T C 염기와 수소결합이 가능한

형태로 만들었다. Phenol/ chloroform에 의한 정제 후 ethanol 침전에 의해 각 크기별

로 분포하는 g enomic DNA를 얻었고, 이미 탈인산화가 되어 있는 v ector DNA 1 ㎍

과 각 크기별 g enomic DNA 1 ㎍을 섞고 T 4 DNA ligas e 2 w eiss unit 을 첨가하여

16℃에서 overnight 동안 ligat ion 반응을 수행하였다. Lig at ion이 끝난 후 일부를 취하

여 agarose g el에서 lig at ion efficiency를 확인한 다음 1 ㎕ lig ate를 사용하여 in vitro

packag ing 하였다.

2) In vitro packaging 및 t itering

In v itro packag ing은 Gigapack III Gold Packaging Ex tract S tratag ene, #200203)

를 사용하여 수행하였다. Deep freezer에 보관 중인 packaging ex tract를 녹인 후

lig ate 1 ㎕ (약 200 ng )를 첨가하고 실온에서 1.5시간동안 반응시킨 다음, 500 ㎕의

SM buffer와 20 ㎕의 chloroform을 첨가하여 잘 섞고 원심분리에 의해 debris들을 제

거한 다음 titering을 위해 4℃에 보관하였다. Maltose (0.2%)와 10 mM Mg SO4를 포

함하는 LB 배지에서 자란 XL1- Blue MRF(P2) 세포들의 밀도를 (OD600) 10 mM

Mg SO4로 0.5가 되도록 희석한 후 숙주세포 200 ㎕와 final packag ing extract를 연속

적으로 희석한 후 섞어 37℃에서 15분간 배양하였다. 그 후 48℃로 식힌 NZY top

agarose 4 ml을 감염된 세포와 섞은 다음 100 mm NZY ag ar plate에 붓고 37℃에서

10시간 배양한 후, t iter를 결정하였다.
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3) Genomic DNA library 증폭

Genomic library의 hig h titer s tock을 안정하게 많은 양 얻기 위하여 lambda

v ector에 cloning 된 genomic DNA를 함유하는 phag e를 1회 증폭하였다. 상기와 같이

준비된 숙주세포 600 ㎕에 150 mm plate에 1 x 105 plaques (15 ㎕ of final packaging

extract)이 형성되도록 phage를 섞고 37℃에서 15분 배양한 후, 10 ml의 top ag aros e

용액을 넣어 섞은 후 150 mm plate에 부어 37℃에서 confluent lys is가 일어날 때까지

배양하였다. 그 후 lys is가 일어난 plate에 SM buffer 10 ml을 첨가한 후 phag e가 스

며 나올 수 있도록 s haking 하면서 4℃에서 overnig ht 배양한 다음, 각각의 plate로부

터 SM buffer를 회수하여 chloroform을 5% 되게 넣고 실온에서 15분간 배양한 후 원

심분리에 의해 debris를 제거하였고, 그 중 일부는 DMSO가 7% 되게 첨가하여 - 80℃

에 s tock으로 보관하였으며 나머지는 chloroform을 0.3% 되게 넣은 다음 OMT

g enomic DNA의 screening을 위해 사용하였다.

라. OMT g enomic D N A s creening

1) Plat ing, Blot ting 및 filter 전처리

4℃에 보관중인 genomic DNA library의 t iter를 재결정한 후 150 mm NZY ag ar

plate 에 약 80,000 plaques을 형성하도록 t iter를 조절하여 plat ing 하였다. 상기의 방

법과 같이 숙주세포를 만들고 XL1- Blue MRF (P2) 세포들의 밀도를 흡광도 600

(A=600)에서 0.5로 조절한 후 세포 600 ㎕ 와 SM buffer에 phag e s tock을 희석하여

t iter를 조절한 phag e 희석액을 섞어 37℃에서 15분간 배양 한 후, 48℃로 식힌 NZY

top ag aros e 8 ml을 감염된 세포와 섞은 다음 150 mm NZY plate에 붓고 37℃에서

confluent lys is가 일어나도록 배양하였다. Plaque hybridization을 위한 일련의 과정들

은 OMT cDNA screening 할 때와 마찬가지로 Gruns tein and Hog ness (1975) 방법

에 따라 수행하였으며, lys is가 일어난 pla te를 4℃에서 약 1시간 정도 방치한 후, 멸

균된 137 mm plaque s creen membrane dis c(NEN , Du Pont)를 ag ar plate에 2- 3분

정도 올려놓고 needle을 이용하여 위치를 표시하였다. F als e pos itive plaque을 방지하

기 위하여 duplicate filter를 약 4분간 같은 ag ar pla te에 올려놓고 blot ting을 하였고

사용한 master agar pla te는 최종적으로 autoradiography에 의한 pos itive plaque
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picking을 의해 4℃에 보관하였다. 이렇게 준비된 filter는 denaturat ion 용액에 2- 3분

간 방치하여 phage DNA를 변성시킨 다음 변성된 DNA를 중화시키기 의하여

neutralizat ion 용액으로 옮겨 약 5분간 방치한 후, 3 MM paper로 옮겨 수분을 제거

하여 건조시켰다.

2) Probe DNA 제조 및 hybridizat ion

준비된 membrane들은 prehybridizat ion buffer (2 x PIPES , 50% deionized

formamide, 0.5% SDS, 100 ㎍/m l denatured salmon sperm DNA)를 포함하는(3

ml/membrane) glass dis h에 넣고 42℃에서 2시간 이상 반응시켰다. Probe DNA는 양

황철 OMT 의 full length cDNA를 갖는 pOMT B1.4 plasmid를 S alI으로 잘라 ag aros e

g el에서 fract ionation 하여 1.4 kb DNA 조각을 elut ion 하였다. 분리한 DNA 25 ng을

사용하여 50 μCi 의 α- P32- dCT P 넣고 polymeriza tion을 위해 Klenow 효소를 이용

하는 Prime- a- Gene Labelling Sys tem (Promega)을 이용하여 DNA를 labelling시켜

양황철 genomic DNA s creening을 위한 probe DNA로 사용하였다. 만들어진 probe

DNA는 100℃에서 5분간 heating 한 후 급속히 얼음에 담궈 s ingle s trand로 변성시키

고 hybidization 용액 1 ml 당 약 1 x 106 cpm이 되도록 첨가하여 42℃에서 8시간 이

상 반응시켰다. 반응이 끝난 후 hybridizat ion 용액을 제거하고 실온에서 2 x SSC

and 0.5% SDS 용액으로 10분씩, 2회 w as hing 한 후 0.5 x SSC and 0.5% SDS 용액

으로 30분씩 55- 60℃에서 2회 세척하였고 최종적으로는 0.1 x SSC and 0.1% SDS

용액으로 backg round를 줄이는 hig h s tring ency하에서 w as hing 한 다음 filter들을 말

리고 in tens ifying s creen이 있는 cas set te folder에 넣은 후, - 80℃에서 X- ray film에

overnig ht 노출시켰다.

3) Lambda phage DNA 분리 및 염기서열 분석

Confluent lys is가 일어난 plate에 λ diluent (10 mM T ris - HCl, pH 7.5, 10 mM

Mg SO4) 10 ml을 넣고 교반하여 phag e 현탁액을 회수한 다음, 4000g 에서 10분간 원

심분리에 의해 bacterial debris를 제거하였다. 상등액을 새로운 튜브로 옮겨 RNaseA

(1 mg /ml) 1 ㎕와 DNase I (1 mg/ml) 1 ㎕를 각각 넣고 37℃에서 15분간 배양한 다

음, 동량의 PEG 용액 (20% PEG8000 & 2 M NaCl)을 첨가하여 섞고 얼음에서 1시간
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동안 방치하였다. Phage 입자들은 원심분리 (10,000g , 10분, 4℃)에 의해 침전시켜 상

등액은 완전히 제거한 다음, pellet은 건조시켜 T E buffer (pH 8.0) 0.5 ml에 현탁 시

키고 10% SDS 5 ㎕를 첨가한 후, 68℃에서 5분간 배양하였다. 5 M NaCl 10 ㎕를 넣

은 다음 phenol:chloroform 과 chloroform으로 정제하여 isopropanol로 DNA를 침전시

켜 pellet를 얻은 후 T E buffer에 녹여 제한효소 처리에 의한 res trict ion enzyme

pattern을 분석하기 위하여 사용하였다.

4) PCR amplificat ion of OMT g enomic DNA

Library로부터 s creening에 의한 양황철 g enomic DNA를 확보하는 것과 병행하

여 양황철 genomic DNA를 직접 template로 하여 cDNA를 amplificat ion 할 때

primer로 사용한 OMT - F 1과 OMT - R1을 이용하여 약 2.5 kb의 g enomic DNA가 증

폭 되도록 polymerase chain react ion을 수행하였다. 즉, 추출한 g enomic DNA는 100

ng, 200 ng, 400 ng을 사용하였고 primer 농도는 각각 2 pmole이 되도록 첨가하고

s ize가 큰 DNA를 얻을 수 있는 Ex - T aq polymerase (T AKARA )는 2 unit을 사용하

여 95℃- 5 min, 45℃- 30 s ec, 72℃- 2 min 조건에서 1 cycle, 95℃- 1 min, 45℃- 30

s ec, 72℃- 2 min 조건에서 30 cycle, 72℃- 10 min에서 1 cycle을 수행하였다.

제 3 절 결과 및 고찰

양황철 cDNA library를 구축하기 위하여 먼저 순순 분리 정제한 polyA RNA에

서 1s t cDNA와 이어서 2nd cDNA를 합성하였다. 이들 second s trand의 일부는

alkaline ag arose g el 분석을 위해 사용하여 인공적이 cDNA 합성여부를 검정하였다

( F ig ure 5- 1) . 합성된 ds cDNA 방향성을 E coRI 제한효소 부위를 포함하는 adaptor

를 첨가하여 생성하였으며 3’- 말단 linker내에 있는 X hoI 제한효소 부위를 s t icky end

로 만들후 cDNA size fract ionat ion column (GIBCO BRL, Bethesda, MD)을 사용하

여 cDNA의 크기별로 분획을 회수한 후 그 중 일부를 취하여 T AE buffer를 사용한

agarose gel 에서 cDNA 분포를 확인하였다 (F ig ure 5- 2) . 성공적으로 합성된 ds

cDNA를 library를 구축하는데 사용하였다. cDNA library는 lamda ZAP DNA에 구

축하였으며 이들을 임의로 18개를 선정하여 LB 액체배지에서 키워 플라스미드를 추
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출하여 E coRI과 X hoI으로 잘라 agarose g el에서 확인한 결과 0.5 kb로부터 5.2 kb까

지 다양한 크기의 insert DNA가 도입된 것을 확인하였다 (F ig ure 5- 3) .

양황철 OMT 유전자를 cDNA library로부터 screening하기 위해 먼저 OMT

DNA 서열이 알려져 있는 사시나무(As pen) 염기 서열의 부분 서열을 참조로 하여 새

로운 2 set의 primer olig onucleot ide를 합성하여 증폭하였다 (F ig ure 5- 4A & 4B ) .

이들 primer set의 경우 아미노산 169번을 coding하는 부분부터 s top codon 까지만

amplificat ion되도록 des ign 되었으며 양쪽 끝에는 제한효소 B am HI과 S alI s ite를 도

입하여 계속되는 subcloning 과정에 용이하도록 하였다. 또 다른 set인 primer F2와

R2(5' GGGGT CGACT CACT T AAT GCT T AG3’)의 경우에는 3’- noncoding region 324 bp가 더

들어가도록 설계되었으며 R2 말단은 첫 번째 primer s et와 마찬가지로 S alI s ite가 도

입되었다. PCR 증폭후 전기영동상에서 primer F2& R1의 경우(lane 3) 약 0.59 kb 크

기의 OMT 부분유전자를 얻었으며 primer F 2 & R2의 경우(lane 4) 3’- 말단의 324 bp

가 더 첨가된 약 0.9 kb의 PCR product를 얻었다 ( F ig ure 5- 4B ) .

양황철 x ylem으로부터 추출한 poly(A+)RNA를 사용하여 구축된 λZAP cDNA

library (1 x 108 pfu/㎕)로 부터 lignin- s pecific O- methyltransferas e (OMT ) 유전자

를 분리하기 위하여 높은 DNA 서열 유사성을 갖는 사시나무 (P opulus trem uloides )

의 염기서열을 참조로하여 합성한 primer에 의해 증폭된 DNA를 probe로 사용하여

plaque hybridization을 수행한 결과, 1차 screening에서 15종의 putat ive 클론을 얻었

으며 2차, 3차 screening을 통하여 최종적으로 5종류의 pos itive clone들을 얻었다. 그

러나 그 클론들 중 제한효소 (E coRI)를 처리하였을 때, 예상되는 DNA pattern을 보

이면서 full- leng th OMT 유전자를 함유하는 클론의 염기서열과 PCR에 의해 증폭된

유전자들의 염기서열을 비교 분석하였으며, 다른 종의 OMT 유전자들과도 비교하였

다. 즉 autoradiography에 의해 얻은 하나의 plate에 대한 duplicate film (total 10

films / 5 plates , 300,000 plaques)들을 비교하여 같은 위치에 있는 plaque을 master

plate와 대조한 다음 pas teur pipette을 이용하여 선택된 plaque을 picking 하여 SM

buffer에 넣고 agarose로부터 bacteriophage particle이 스며 나오도록 4℃에 overnight

방치하였다 (F ig ure 5- 5) . 이차 screening을 위해 phag e titer를 결정한 다음 150

mm plate에 300- 500 plaques이 형성될 수 있도록 t iter를 조절하여 bacteria에

infect ion 시키고. 그 후 상기 과정과 동일하게 hybridization을 수행하여
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autoradiography에 의해 film을 현상한 후 ( F ig ure 5- 6) 하나의 잘 분리된 pos it ive

plaque을 5 종류 picking 하였다. P icking한 s ing le plaque으로부터 재감염 시 모든

plaque에서 동일하게 spot이 나오는 것을 확인하기 위하여 ag ar plate 에 20- 100

plaques을 형성하도록 titer를 조절하여 bacteria에 infection 한 후 또 다시

hybridizat ion 과정을 반복하였다. T ert iary screening에서 모든 plaque들이 OMT

probe DNA와 hybridizat ion 되는 것을 확인한 다음 ( F ig ure 5- 7) , picking하여 양황

철로부터 분리된 OMT cDNA phage s tock으로 사용하였다. 5종류의 putative 클론들

중에서 full leng th 크기를 보이는 2개 클론을 선별하였고, 그 중 E coRI에 의해 잘리

는 ins ert DNA를 갖는 #2 clone을 선택하여 그 cDNA의 염기서열을 sanger- dideoxy

chain terminat ion 방법에 의해 분석하였으며 또한 PCR에 의해 증폭된 클론들과 서열

을 비교하여 OMT 유전자의 염기서열을 이중으로 확인하였다.

구축된 양황철 cDNA library로부터 OMT full- length cDNA를 PCR에 의해 분리

하기 위하여 이미 그 DNA 서열이 알려져 있는 Aspen(P opulus trem uloide s)의 OMT

유전자의 5’- 말단과 3’- 말단의 부분 서열을 참고하여 PCR을 위한 새로운 primer들을

합성한 후 양황철 cDNA library로부터 total DNA를 rescue 한 다음 template로 사용

하여 OMT 유전자를 증폭하여 염기서열을 분석한 후 library s creening에 의해 얻은

clone의 DNA서열과 비교하여 완전한 양황철 cDNA 서열을 밝혔다. PCR product를

전기용동후 UV에서 관찰한 바 primer F 1& R1의 경우(lane 3) 약 1.1 kb 크기의

full- length OMT cDNA를 얻었으며 primer F1 & R2의 경우(lane 4) 3’- 말단의 324

bp가 더 첨가된 약 1.44 kb의 PCR product를 얻었다. 이렇게 얻어진 양황철 DNA는

primer set에 의해 flanking 되는 예상 s ize와 같았다 ( F ig ure 5- 8) . 얻어진 PCR

product는 일반적으로 양쪽 말단에 A 염기가 protruding되는 경향을 가지므로

cloning 효율을 높이기 위하여 pGEM- T vector sys tem을 이용하여 s ubcloning하였

다. plas mid 분리에 의해 DNA를 추출하여 제한효소 S alI으로 dig es t ion에 의해 1.1

kb (A’10)와 1.4 kb (B' 1)가 cloning 된 재조합 플라스미드를 획득하였다. ( F ig ure

5- 9) . 이들의 단편을 각각의 plasmid에 s ubcloning 하여 염기서열을 하는데 사용하

였다 (F ig ure 5- 10) .

각각의 clone (A1.1, B1.4, #2)들로부터 sequencing에 의해 얻은 염기서열

( F ig ure 5- 11)은 A1.1의 경우 AT G initiat ion codon부터 T AA termination codon까
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지의 서열을 가지고 있었으며, B1.4의 경우는 AT G codon부터 3’- noncoding reg ion

까지, library s creening에 의해 찾은 #2 clone은 5’- untrans la ted reg ion부터

3’- noncoding region까지의 염기서열을 가지고 있었다. 이들 3 clone들의 서열을 비교

분석 해본 결과 모든 clone들이 같은 서열을 가지고 있었으며 서로의 서열을 종합하

여 5’- untrans lated reg ion부터 3’- noncoding region까지 완전한 full- length 양황철

cDNA의 염기서열을 확보할 수가 있었다 (F ig ure 5- 12) . 클로닝 된 양황철 OMT

cDNA의 전체 길이는 1503 nucleot ide이며 1098 nucleot ide로 구성된 하나의 reading

frame을 갖는 365 개의 아미노산에 대한 정보를 갖는 유전자로 구성되어 있다. OMT

단백질의 예상 분자량은 39,800 dalton이며 등전점 (Isoelectric point)은 5.57로 분석되

었다. 5’- untrans lated region은 64 염기로 구성되어 있으며, 3’- noncoding reg ion은

322 nucleot ide와 19 nucleot ide의 poly(A +) tail로 되어 있으며 추정의 polyadenylation

인식서열이 발견되어 진다.

양황철 cDNA 염기서열 및 추정의 아미노산 서열은 이미 DNA 서열이 밝혀진

P opulus trem uloides (Bugos e t al., 1991)의 염기서열과 비교분석 하였다 ( F ig ure

5- 13 & 14) . Open reading frame (AUG)으로부터 terminat ion codon (T AA) 까지

coding region은 365 아미노산에 대한 유전정보를 가지고 있었지만 여러 부분에서

P opulus trem uloide s와는 다른 codon usag e를 갖는 것으로 나타났다. 즉, codon 97에

서는 leucine (CT T ) → his tidine (CAT )으로, codon 191에서는 isoleucine (AT T ) →

leucine (CT T )으로, codon 216에서는 as parag ine (AAC) → serine (AGC)으로, codon

316에서는 valine (GT T ) → isoleucine (AT T )으로 변화되었다. 아미노산의 변화없이

codon usage에서 차이를 보이는 부분은 codon 81 leucine (CT G → T T G), 91번

threonine (ACC → ACT ), 101번 lys ine (AAG → AAA ), 202번 threonine (A CG →

A CA ), 213번 alanine (GCC → GCT ), 225번 isoleucine (AT C → AT T ), 230번

phenylalanine (T T C → T T T ), 244번 glycine (GGA → GGT ), 274번 alanine (GCC

→ GCA), 286번 alanine (GCG → GCC), 318번 valine (GT C → GT T ), 332번

g lutamic acid (GAG → GAA), 344번 phenylalanine (T T C → T T T )에서 나타났다.

3’- noncoding region의 염기서열의 경우에도 10 군데에서 다른 염기로 치환되어 있는

것이 관찰되었다. P opulus trem uloides의 서열과 비교시 DNA 염기서열의 경우

98.2%, 아미노산 서열의 경우 98.9%의 유사성을 보이는 것으로 분석되었다. 양황철

cDNA에서 이런 염기서열의 변화는 기존에 발표된 OMT cDNA의 nucleot ide
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s equence와는 여러 부분에서 다른 것으로 나타났다.

양황철 genomic DNA를 분리하기 위하여 먼저 OMT cDNA를 사용하여

s outhern 분석을 실시하였다. OMT cDNA 유전자 내부 중간에 하나만 존재하는

B am HI의 효소로 g enomic DNA를 절단하였을 는 약 2.8 kb와 5.8 kb의 band들이

검출되었으며, E coRI에 의해서는 OMT 유전자 내부에 존재하는 3개의 E coRI s ite에

의해 2 개의 DNA 절편 (1.6 kb와 0.9 kb)이 확인되었다. 또한 OMT g enomic DNA의

시작부위에 하나만 존재하는 H indIII의 경우에는 약 6 kb 크기의 band만이 검출되었

다. 이런 pattern들은 hybrid poplar인 양황철의 경우 OMT genomic DNA는 s ing le

copy g ene으로 염색체내에 존재하는 것을 의미한다고 볼 수 있다 (F ig ure 5- 15) .

genomic library를 구축하기 위하여 양황철 g enomic DNA 50 ㎍을 B am HI 효소

로 part ia l dig es t ion 하여 0.6% ag aros e gel에서 확인한 후 ( F ig ure 5- 16A ,16B ) , 2

kb에서 6 kb에 이르는 band들을 g el로부터 elut ion 하여 분리 정제하였다. Gig apack

III Gold Packaging Extract를 사용하여 g enomic library를 구축한 겸과 t iter은 사용

한 원액 1 ㎕에 대하여 약 3,500 plaques을 얻었다. 따라서 g enomic library의

average s ize는 1.75 x 106으로 예상되었으며 상당히 좋은 효율로 library가 만들어

졌다.

OMT probe를 사용하여 1차 s creening 과정에서 320.000 plaques을 사용하여

hybridizat ion 한 결과 11 개의 putat ive plaque들을 얻었으며 (F ig ure 5- 17) , blue t ip

을 사용하여 film과 master pla te를 대조하여 정확한 위치의 plaque들을 picking 하여

0.5 ml의 SM buffer에 넣고 phage들이 스며 나오도록 한 다음, 그 중 s ig nal이 강한

4 plaque으로부터 s ing le plaque을 분리하기 위하여 150 mm plate 당 300- 500

plaques이 형성되도록 t iter를 조절하여 숙주세포에 감염시켰다. 2차 s creening 과정은

1차 screening 과정과 마찬가지 방법으로 행하였으며 F ig ure 5- 18에 보는 것과 같이

각 plate로부터 OMT g enomic DNA를 가지고 있다고 판단되는 s ingle plaque들을 2

개씩 picking하였고, 이들 plaque들이 OMT g enomic DNA를 가지는지 분석하기 위하

여 XL1- Blue MRF (P2) 세포에 다시 감염시킨 후, lambda phage DNA를 분리하였

다. 우선적으로 OMT g enomic DNA 내부에 존재하는 E coRI 제한효소에 의해 잘렸을

때 예상되는 DNA 절편, 즉 OMT 유전자의 169번째 아미노산을 coding하는 염기서열
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에 존재하는 B am HI s ite의 ups tream 부분이 Lambda FIX II vector로 도입되었을 경

우에 E coRI에 의해 1.57 kb DNA 절편이 나오는 클론을 확인한 결과, F ig ure 5- 19

에서와 같이 4개의 클론(1- 3- 1, 2- 4- 1, 2- 1- 2, 2- 4- 2)에서 유사한 크기의 band

pattern이 확인되었다. 또한 전체 클로닝된 insert DNA를 확인하기 위하여 (S alI,

X baI, S acI) 등의 제한효소로 diges t ion 결과 Fig ure 5- 20에서 보는 바와 같이 다양

한 형태의 ins ert DNA가 도입되어 진 것으로 확인되었다. 이들 클론 중 서로 다른

pattern을 보이는 1- 3- 1과 2- 4- 1 클론의 DNA 절편을 pBluescript로 subcloning 후

PCR에 의해 증폭된 클론과 같이 염기서열을 분석하였다. 중복검증을 위해서 cDNA

를 amplification 할 때 primer를 사용하여 즉 OMT - F1과 OMT - R1을 이용하여 약

2.5 kb의 genomic DNA가 증폭 되도록 polymeras e chain reaction을 수행하였다.

F ig ure 5- 21보는 바와 같이 약 2.5 kb 정도의 PCR product를 얻었다. 이렇게 얻은

DNA band는 elut ion하여 pGEM- T vector sys tem을 이용하여 subcloning하였고

g enomic DNA의 염기서열을 Sang er- dideox y chain termination 방법에 염기서열을

결정하였다. 양황철 OMT - g enomic DNA는 4 exon과 3 intron으로 구성되어 있으며

첫 번째 ex on은 419 염기, 두 번째 ex on은 311 염기, 세 번째 ex on은 65 염기, 네 번

째 ex on은 617 염기로 각각 구성되어 있었다 ( F ig ure 5- 22) . Intron부위들은 GT 염

기로 시작하여 AG 염기로 끝나며 첫 번째 intron은 1102 염기로 구성되어 가장 큰

intron인 것으로 나타났다. P las mid pGEM- T에 cloning되어있는 2.7 kb 양황철

g enomic DNA를 여러 제한효소들로 분석한 결과 2 internal E coRI 부위와 S alI,

B am HI, H paI, H g iAI, D saI, B clI, R saI 등의 제한효소 부위는 각각 1 개씩 존재하였

다.
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연구책임자

기관(부서) 대구 효성카톨릭 대학 성 명 신 동 일

″ 대구 효성카톨릭 대학 ″ 박 희 성

″ 대구 대학교 ″ 최 장 원

″ ″

연구 기간 총 기 간 1996 - 2000 당해년도기간 5 년차

연구비(천원) 총 규 모 350,000 천원 당해년도규모 60,000 천원

1. 연구는 당초계획대로 진행되었는가?

□ 당초계획 이상으로 진행 x 계획대로 진행 □ 계획대로 진행되지 못함

계획대로 수행되지 않은 원인은? (해상사항 없음)

현재 형질전환개체의 성장이 예상외로 느림으로 인해 전체적인 연구진척이 조
금 지연되고 있음.

2. 당초 예상했던 성과는 얻었는가?
□ 예상외 성과얻음 x 어느 정도 얻음 □ 얻지 못함

3. 연구과정 및 성과가 농림어업기술의 발전•진보에 공헌했다고 보는가?
x 공헌했음 □ 현재로서 불투명함 □ 그렇지 않음
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4. 경제적인 측면에서 농림어가의 소득증대에 공헌했다고 보는가?
□ 공헌했음 x 현재로서 불투명함 □ 그렇지 않음

5. 얻어진 성과와 발표상황
5- 1 경제적 효과 □ 기술료 등 수익 수 익 :

□ 기업등에의 기술이전 기업명 :
□ 기술지도 등 기업명 :

5- 2 산업•지적재산권 등 □ 국내출원/등록 출원 건, 등록 건
□ 해외출원/등록 출원 건, 등록 건

5- 3 논문게재•발표 등 x 국내학술지 게재 1 건
x 해외학술지 게재 1 건
x 국내학•협회 발표 1 건
x 국내세미나 발표 1 건
x 기 타 (외국인과학자초빙) 1 건

5- 4 인력양성효과 x 석 사 4 명
x 박 사 1 명
□ 기 타 명

5- 5 수상 등 □ 있 다 상 명칭 및 일시 :
x 없 다

5- 6 매스콤등의 PR □ 있 다 건
x 없 다

6. 연구개발착수이후 국내 다른 기관에서 유사한 기술이 개발되거나 또는 기
술 도입함으로 연구의 필요성을 감소시킨 경우가 있습니까?

x 없다 □ 약간 감소되었다 □ 크게 감소되었다

감소되었을 경우 구체적인 원인을 기술하여 주십시요?
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7. 관련된 기술의 발전속도나 추세를 감안할 때 연구계획을 조정할 필요가 있

다고 생각하십니까?

x 없다 □ 약간 조정필요 □ 전반적인 조정필요

8. 연구과정에서의 애로 및 건의사항은? (해당사항 없음)

연구개발에 있어서 양황철 포플러 OMT 유전자의 분리와 성격규명에는 별다른 문제

는 없었으나 antisense OMT 유전자를 가진 형질전환체의 생성, 선발 및 성장기간이

다소 연장되고 있어 기간 조정이 필요하다고 판단된다. 이는 초본과는 달리 임목 자

체가 가진 문제점으로서 성장이 상당히 느린 것을 감안해 볼 때 향후 2 - 3 년의 기

간이 더 필요하다고 사료된다. 지속적인 연구비 지원이 추정되는 기간에 지원되었으

면 하는 바람이다.

(아래사항은 기업참여시 기업대표가 기록하십시오)

1. 연구개발 목표의 달성도는?
□ 만족 □ 보통 □ 미흡
(근거 : )

2. 참여기업 입장에서 본 본과제의 기술성, 시장성, 경제성에 대한 의견

가. 연구성과가 참여기업의 기술력 향상에 도움이 되었는가?
□ 충분 □ 보통 □ 불충분

나. 연구성과가 기업의 시장성 및 경제성에 도움이 되었는가?
□ 충분 □ 보통 □ 불충분

3. 연구개발 계속참여여부 및 향후 추진계획은?
가. 연구수행과정은 기업의 요청을 충분히 반영하였는가?
□ 충분 □ 보통 □ 불충분

나. 향후 계속 참여 의사는?
□ 충분 □ 고려중 □ 중단

다. 계속 참여 혹은 고려중인 경우 연구개발비의 투자규모(전년도 대비)는?
□ 확대 □ 동일 □ 축소
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4. 연구개발결과의 상품화(기업화) 여부는?
□ 즉시 기업화 가능 □ 수년내 기업화 가능 □ 기업화 불가능

5. 기업화가 불가능한 경우 그 이유는?

작 성 자

구 분 소 속 기 관 직 위 성 명
총 괄 연구책임자 경 북 대 학 교 교 수 박 용 구 (인)
참여 기업대표 (인)

- 131 -



연구개발보고서
초록

과제명
(국문) Lignin 생합성 유전자의 cloning을 통한 저 lignin 함량 펄프재의 육성
(영문) Development of pulp wood with low lignin content by cloning

of OMT gene
주관

연구기관
경 북 대 학 교 총 괄 연 구 (부서) 경 북 대 학 교

참여기업 책 임 자 (성명) 박 용 구

총 연 구
개 발 비

정부출연금 350,000 천원
총 연 구 기 간 1996 - 2000 년
연 구 년 차 5 년차

기업부담금 총 참 여
연 구 원 수

(명)

(내부 4 명)
총 9 명

(외부 5 명)계 350,000 천 원

□ 연구개발 목표 및 내용
⑴ Lignin 함량이 낮은 식물체 개발과 Pulp 제조시 효율적 lingnin 제거
⑵ Cellulose 섬유 회수율 증가와 Pulp 및 제지산업의 경쟁력 제고
⑶ Pulp 산업에 의한 환경오염 감소

□ 연구결과
1 년차

무균식물의 대량증식과 재분화 체계의 확립
수종별 lignin 함량 분석과 조직별 OMT 분석
cDNA library 제조 및 PCR cloning

2 년차
계절별 lignin 합성변화 분석 및 형질전환 방법의 확립
형질전환체의 분석방법 확립 (PCR 과 GUS 분석)
genomoc library의 구축

3 년차
genomic library에서 OMT clone의 선발과 유전자 지도 작성
subcloning과 염기배열 결정
antisense vector의 조제와 Agrobacterium의 binary vector의조제
OMT cDNA 염기서열 결정과 분석

4 년차
OMT 유전자의 promoter 영역의 분리와 성격규명
OMT cDNA 유전자의 분리와 성격규명, sense와 antisense vector의 조제
Agrobacteria 내로의 vector 도입
포플러 형질전환 개시

5 년차
OMT 유전자의 promoter 영역의 분리와 성격규명 완성
형질전환체의 선발 및 증식 (기내와 온실)
형질전환체의 분석 (DNA 수준, lignin 분석, 형태분석)

□ 연구성과 활용계획(실적)
⑴ Pulp업계의 경쟁력 강화

저 lignin 함량 포플러 개발로 탈 ligning 효율을 증가시킴으로서 국내의 pulp재 생산과
pulp 업계의 생산성 향상시킬것으로 사료됨

⑵ 환경오염감소
탈 lignin에 필요한 화학물질의 사용을 줄임으로서 탈 lignin 효율을 증가시킴으로써
lignin 폐기물 생성의 감소 효과와 경제적인 이점이 있다고 판단됨

⑶ 국내자원확보
저 lignin 함량 임목은 현재 국내외에 등록되어 있지 않는 새로운 식물로서 자원의 확보
로 인한 수익과 외국에 특허를 등록을 취득예정에 있음
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