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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 1 내지 6의 서열로 이루어진 gRNA(guide RNA) 및 Cas9(CRISPR associated protein 9)을 포함하는 재

조합 벡터.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 벡터는 pHEE401E 또는 pBAtC인 재조합 벡터.

청구항 3 

삭제

청구항 4 

청구항 1 또는 2의 벡터를 포함하는, 올레산 함량이 증가하고 포화지방산 함량이 감소된 종자를 생성하는 형질

전환 대두(Glycine max) 제조용 조성물.

청구항 5 

청구항 1 또는 2의 벡터로 대두(Glycine max)를 형질전환하는 단계를 포함하는,

올레산 함량이 증가하고 포화지방산 함량이 감소된 종자를 생성하는 형질전환 대두 제조방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 올레산 함량이 증가하고 불포화지방산 함량이 감소한 종자를 생성하는 대두 형질전환체 제조용 벡터,[0001]

조성물 및 제조 방법에 관한 것으로, 식물유지 사업 분야에서 이용될 수 있다.

배 경 기 술

식물 종자 오일은 지방산 종류에 따라 다양한 용도로 사용되고 있으며 전세계적으로 식물 종자 오일의 수요 역[0002]

시 증가하는 추세이다.

한편 식물 종자 오일에서 식용유의 경우 고온에서 사용하면 다중불포화지방산이 트랜스지방산으로 바뀌기 때문[0003]

에 건강에 좋지 않은 문제점이 있으며, 또한 포화지방산은 인체에 해로워 높은 포화지방산의 함량도 식용오일로

서 불리한 점에 해당한다. 관련하여 종래 대두 종자의 지방산 조성 변화에 대한 연구는 고온으로 인한 트랜스지

방산 생성에 집중하여 올레산 함량을 증가시키는 데 중점을 두고 있다.

이에 본 발명에서는 높은 올레산 함유량과 더불어 포화지방산의 함량은 줄어든 종자 갖는 형질전환 대두를 제조[0004]

하고자 예의 노력한 결과,

다중 sgRNA가  삽입된 유전자 편집 벡터를 이용하여 대두의 FAD2(Fatty  Acid  Desaturase  2)  및  FATB(Fatty[0005]

Acyl-ACP Thioesterase B) 유전자 패밀리의 여러 위치를 동시에 변형함으로써 성공적으로 종자의 지방산 함량이

변화된 형질전환체를 얻어 본 발명을 완성하였다.
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선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국특허 제2117110호 [0006]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 올레산이 증가하고 포화지방산은 감소한 종자를 생성하는 형질전환 대두 제조용 벡터, 조성물 및 제[0007]

조방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.

과제의 해결 수단

1. 서열번호 1 내지 4의 서열로 이루어진 gRNA(guide RNA)를 포함하는 재조합 벡터.[0008]

2. 위 1에 있어서, 서열번호 5 및 6의 서열로 이루어진 gRNA를 더 포함하는 재조합 벡터.[0009]

3. 위 1 또는 2에 있어서, 상기 벡터는 Cas9(CRISPR associated protein 9) 유전자를 포함하는 재조합 벡터.[0010]

4. 위 1 또는 2의 벡터; 및 Cas9(CRISPR associated protein 9) 유전자를 포함하는 벡터를 포함하는, 올레산[0011]

함량이 증가하고 포화지방산 함량이 감소된 종자를 생성하는 형질전환 대두(Glycine max) 제조용 조성물.

5. 위 1 또는 2의 벡터로 대두(Glycine max)를 형질전환하는 단계를 포함하는, 올레산 함량이 증가하고 포화지[0012]

방산 함량이 감소된 종자를 생성하는 형질전환 대두 제조방법.

발명의 효과

본 발명의 벡터, 조성물 및 방법을 이용하여 FAD2 및 FATB의 다중 유전자를 동시적으로 변형시킴으로써 올레산[0013]

함량이 증가하고 포화지방산 함량은 감소한 종자를 생성하는 대두 형질전환체를 제조할 수 있으며, 상기 변형은

DNA 수준에서 이루어지므로 유전자 고정이 가능하여 기술 안정성이 높다.

도면의 간단한 설명

도 1은 식물 TAG 생합성의 도식적 경로 및 올레산을 증가시키고 포화 지방산을 감소시키는 전략을 도식화한 것[0014]

이다. X: FAD2 및 FATB 녹아웃,  화살표: 예상 지방산 흐름, 화살표 두께 및 형태는 흐름의 양을 나타낸다.

G3P: 글리세롤-3-포스페이트, LPA: 리소포스파티드산, PA: 포스파티드산, DAG: 디아실글리세롤, TAG: 트리아실

글리세롤.

도 2는 pHEE401E 결찰을 위한 각 삽입물의 개략도 구조를 나타낸 것이다.

도 3은 pHEE401E 및 MCS 서열의 벡터 맵을 나타낸 것이다. U6-26 프로모터 영역은 시안색 음영, 스펙티노마이신

내성 시퀀스는 파란색 배경과 흰색 문자로, sgRNA 스캐폴드는 녹색 배경으로 각각 표시되었다.

도 4는 pCBC-DT1T2 및 MCS 서열의 벡터 맵을 나타낸 것이다. sgRNA 영역은 노란색 배경으로, sgRNA 스캐폴드 영

역은 녹색 음영으로, U6-26 터미네이터 영역은 회색 배경으로, U6-29 프로모터는 시안색 음영으로 각각 표시되

었다.

도 5는 pHEE401E_UBQ_Bar 벡터를 사용하여 주문된 삽입 중합체 및 최종 제품에 대한 단계적 결찰을 나타낸 것이

다.

도 6은 pBAtC_tRNA 및 MCS 서열의 벡터 맵을 나타낸 것이다. tRNA 영역은 노란색 배경으로, AarI 인식 사이트는

시안색 배경으로, sgRNA 백본은 회색 배경으로 각각 표시되었다.

도 7은 pTV00 및 MCS 시퀀스의 벡터 맵을 나타낸 것이다. sgRNA 백본은 회색 배경으로, tRNA 영역은 노란색 배

경으로 각각 표시되었다.

도 8은 pBAtC_tRNA 벡터 기반 multi-sgRNA 인서트 구성을 도식적으로 나타낸 것이다.
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도 9는 자가 결찰 벡터 형질전환체의 스크리닝 개략도를 나타낸 것이다.

도 10a는 pHEE401_4sg의 도식적인 벡터 구조를 나타낸 것이다. U6-26P; U6-프로모터, U6-26t; U6-26 터미네이

터, UBQ10 P; 유비퀴틴 10 프로모터, Nos P; Nos 프로모터.

도 10b는 pBAtC_4sg의 도식적인 벡터 구조를 나타낸 것이다. U6-26P; U6-프로모터, Nos P; Nos 프로모터, Nos

T; Nos 터미네이터.

도 10c는 pBAtC_6sg의 도식적인 벡터 구조를 나타낸 것이다. U6-26P; U6-프로모터, Nos P; Nos 프로모터, Nos

T; Nos 터미네이터.

도 11은 대두의 FAD2 및 FATB 후보 유전자와 sgRNA 서열 및 표적 위치를 나타낸 것이다. 

도 12는 PCR 또는 결찰 생성물의 겔 사진을 나타낸 것이다. (A) 삽입 단편의 PCR 산물. 각 조각 번호는 순차적

인 순서를 나타낸다. 1: DT1 및 DT2 프라이머 세트 사용 단편, 2: DT3 프라이머 세트 사용 단편, 3: DT4 프라이

머 세트 사용 단편. (B) 골든 게이트 반응의 산물. + 삽입 단편의 결찰을 나타낸다. (C) pHEE401E 벡터 콜로니

PCR의 산물. 예상 밴드로 표시된 노란색 별표는 예상 결과이다.

도 13은 PCR 또는 결찰 산물의 겔 사진을 나타낸 것이다. (A) pBAtC_4sg 구성을 위한 삽입 단편 PCR의 산물. 각

조각 번호는 순차적인 순서를 나타낸다. 1: 'g1g2' 프라이머 세트 사용 단편, 2: 'g2g3' 프라이머 세트 사용 단

편, 3: 'g3g4' 프라이머 세트 사용 단편. (B) pBAtC_6sg 구성을 위한 삽입 단편 PCR의 산물. 각 조각 번호는 순

차적인 순서를 나타낸다. 1: 'g1g2' 프라이머 세트 사용 단편, 2: 'g2g3' 프라이머 세트 사용 단편, 3: 'g3g4'

프라이머 세트 사용 단편, 4: 'g4g5' 프라이머 세트 사용 단편, 5: 'g5g6' 프라이머 세트 사용 단편. (C) 골든

게이트 반응에 의한 결찰된 삽입 단편의 산물. (D) pBAtC_4sg 및 pBAtC_6sg의 결찰된 삽입 PCR의 산물. (E)

pBAtC_4sg, 6sg 콜로니 PCR의 산물. 예상 밴드로 표시된 노란색 별표는 예상 결과이다.

도 14는 pHEE401E_4sg-10 형질전환체에서 FAD2 및 FAD2-1의 표적 서열을 정렬하여 나타낸 것이다. 빨간색 점선

은 예상 절단 부위를 나타낸다.

도 15는 pHEE401E_4sg T0 형질전환체에서의 FAD2, FATB 유전자 시퀀싱 결과를 나타낸 것이다.

도 16는 pBAtC_4sg-1 T0 형질전환체에서의 FAD2, FATB 유전자 시퀀싱 결과를 나타낸 것이다.

도 17은 pBAtC_6sg-11 T0 형질전환체에서의 FAD2, FATB 유전자 시퀀싱 결과를 나타낸 것이다.

도 18은 본 발명의 다중유전자 편집 벡터를 이용하여 FAD2, FATB의 유전자서열이 바뀐 T1 형질전환체의 지방산

함량을 나타낸 그래프이다.

도 19a 내지 19m은 형질전환체 각 pHEE401E_4sg-1, pBAtC_4sg-1, pBAtC_6sg-11의 FAD2 및 FATB 다중 복제 유전

자들의  시퀀싱 결과를 나타낸 것이다.

도 20은 pHEE401E_4sg  형질전환체 T2  세대 41개 라인으로부터 수확한 T3  종자의 올레산(18:1)과 포화지방산

(SFA=16:0+18:0) 함량을 그래프로 나타낸 것이다.

도 21a는 pHEE401E_4sg 1-5 #4 라인 indel 유형과 야생형 유전자 서열을 얼라인한 결과이다.

도 21b는 pBAtC_4sg 10-4 #14 라인 indel 유형과 야생형 유전자 서열을 얼라인한 결과이다.

도 21c-d는 pBAtC_6sg 4 #2 라인 indel 유형과 야생형 유전자 서열을 얼라인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0015]

본 발명은 서열번호 1 내지 4의 서열로 이루어진 gRNA(guide RNA)를 포함하는 재조합 벡터에 관한 것이다.[0017]

또한, 상기 벡터는 서열번호 5 및 6의 서열로 이루어진 gRNA를 더 포함할 수 있다.[0018]

상기 "gRNA(guide RNA)"란 RNA 유전자가위(RNA-guided engineered nuclease, RGEN) 의 DNA 특이성을 결정하는[0019]

작은 RNA 분자를 의미한다. 가이드 RNA는 세포내에서 유전자가위 단백질(Cas9)과 결합하여 RNA 유전자가위를 형

성할 수 있다.

예를 들면 유전자 가위 단백질(Cas9)과 가이드 RNA로 구성되어 있는 제3세대 유전자가위가 있다. 이는 미생물의[0020]
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면역체계로 알려진 CRISPR(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) 시스템을 이용해, 타

겟하는 유전자 염기서열을 절단하도록 설계된 인공제한효소로 인간 및 동식물 유전자 교정에 사용될 수 있다.

gRNA가 타겟하는 부위에서는, DNA의 이중 가닥 파손(DSB)이 유발된 후, 상동 재조합(HR) 또는 비상동 말단 연결

(NHEJ)과 같은 DNA 복구 시스템이 유도되어 근본적으로 원래의 염기 서열을 재형성하거나 삭제될 수 있다. 즉

CRISPR/Cas9 설계에서는 올바른 gRNA를 설정하는 것이 중요하다.

본 발명에서 상기 서열번호 1 내지 6의 서열로 이루어진 각 gRNA는 대두(Glycine max)에서 FAD2 또는 FATB 각각[0021]

의 유전자 패밀리의 특정 부위를 타겟할 수 있다.

상기 FAD2(Fatty Acid Desaturase 2)는 소포체에서 18:1~18:2 지방산을 촉매하는 효소이며, 상기 FATB(Fatty[0022]

Acyl-ACP Thioesterase B)는 아실 운반 단백질(ACP)을 분리하고 이를 16:0-ACP 및 18:0-ACP에서 16:0 및 18:0

유리 지방산으로 전환시키는 티오에스테라제 활성을 갖는 색소체 위치 효소이다. 

따라서, FAD2의 녹아웃은 리놀레산(18:2) 합성을 차단하고 올레산(18:1)의 축적을 유발할 수 있고, FATB의 녹아[0023]

웃은 티오에스테라제의 비활성화를 유발하고 대두 종자에 포화 지방산이 축적되는 것을 방지한다. 도 1에서는

이러한 상기 효소들의 작용 기전을 도식화하여 나타내었다.

정리하면, 본 발명에서는 올레산이 증가하고 포화 지방산 함량은 감소된 종자를 생성하는, 바이오디젤 및 인체[0024]

건강에 유용한 대두를 제조하기 위해서, 대두 게놈에 다중 복제 유전자로 존재하는 FAD2 및 FATB를 녹아웃시키

고자 하였다.

도 11에서 본 발명의 상기 gRNA의 각 타겟 부위를 도식화하여 나타내었으며, 도면 상의 sgRNA1(서열번호 1) 및[0025]

sgRNA2(서열번호 2)는 FAD2 및 FAD2-1을 표적으로 하고, sgRNA5(서열번호 5)는 나머지 FAD2 상동 유전자를 표

적으로 한다. 또한, sgRNA3(서열번호 3) 및 sgRNA4(서열번호 4)는 FATB_a 및 FAT_b를 표적으로 하며, sgRNA6

(서열번호 6)은 나머지 FATB 상동 유전자를 표적으로 한다.

CRISPR 시스템은 예를 들면 고정적 구성요소로서 Cas9 단백질을 포함하고, 가변적 구성요소로서 타겟 유전자에[0026]

특이적인 가이드 RNA를 포함할 수 있으며, 이들은 본 발명과 같이 벡터 형태로 대상 세포에 도입될 수 있다.

즉, 상기 벡터는 상기 서열번호 1 내지 4, 또는 1 내지 6의 서열로 이루어진 gRNA 외 Cas9 유전자를 포함할 수[0027]

있다.

또는 상기 벡터는 Cas9  유전자를 포함하는 벡터와 함께 사용될 수 있으며, 이 경우 본 발명은 상기 벡터 및[0028]

Cas9 유전자를 포함하는 벡터를 포함하는, 올레산 함량이 증가하고 포화지방산 함량이 감소된 종자를 생성하는

형질전환 대두제조용 조성물에 관한 것을 포함한다.

상기 "벡터"는 유전자 삽입물이 발현되도록 작동 가능하게 연결된 필수적인 조절 요소를 포함하는 유전자 작제[0029]

물을 말한다. 본 발명에서 사용될 수 있는 벡터는 예컨대 플라스미드 벡터, 코즈미드 벡터, 박테리오파아지 벡

터 및 아데노바이러스 벡터, 레트로바이러스 벡터, 아데노-연관 바이러스 벡터 같은 바이러스 벡터 등을 포함한

다. 적합한 발현벡터는 프로모터, 개시코돈, 종결코돈, 폴리아데닐화 시그널 및 인핸서 등과 같은 발현 조절 요

소 외에도 막 표적화 또는 분비를 위한 신호서열 또는 리더 서열을 포함할 수 있으며 목적에 따라 다양하게 제

조될 수 있다.

본 발명과 같이 다중 gRNA 벡터를 구성하기 위한 방법 중 하나로, 예를 들면 골든 게이트 어셈블리(Golden Gate[0030]

Assembly) 방법을 이용할 수 있다.

골든 게이트 어셈블리는 Type IIS 제한 효소와 T4 DNA 리가아제를 사용하여 여러 DNA 단편을 동시에 방향성 있[0031]

게 단일 조각으로 조립할 수 있도록 하는 분자 클로닝 방법을 의미한다. IIS 유형 효소에는 예를 들면 BsaI,

BsmBI 및 BbsI가 있다.

골든 게이트 어셈블리는 서브클로닝 벡터에 결찰된 삽입 단편을 생성하는 것으로 시작되며, 삽입물은 주형 벡터[0032]

PCR 또는 올리고뉴클레오티드 어닐링에 의해 생성될 수 있다. 다음 단계는 gRNA 단편을 골든 게이트 어셈블리에

사용할 수 있도록 하는 서브클로닝이다. 마지막으로 서브클로닝 벡터의 DNA 염기서열 검증 후 골든 게이트 어셈

블리를 위해 Cas9 벡터와 서브클로닝 벡터를 혼합한다. 상기 방법은 골든 게이트 어셈블리를 위해 한 쌍의 서브

클로닝 및 CRISPR/Cas9 벡터가 필요하다.

일반적인 CRISPR/Cas9 벡터만 있는 경우, IIS 유형 제한 효소를 사용하여 다중 sgRNA를 클로닝하기 위하여 본[0033]

발명 실시예의 프로토콜을 따를 수 있으며, 해당 프로토콜은 서브클로닝 단계가 필요하지 않다. 여기에서는
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sgRNA 또는 폴리시스트론 tRNA-gRNA당 하나의 프로모터를 사용하여 두 개의 서로 다른 벡터를 구성하는 두 가지

전략을 사용한다. pHEE401E 벡터는 결찰을 위한 유형 IIS 제한 효소 인식 부위를 가지고 있으며, 다른 하나는

폴리시스트론 tRNA-gRNA 발현 시스템을 사용하고 두 개의 AarI 유형 IIS 제한 효소 부위를 갖는 pBAtC-tRNA 벡

터이다. 원래 이 두 벡터는 두 개의 gRNA를 운반할 수 있으나, 수정된 프라이머 세트 및 결찰 전략을 사용하면

pHEE401E 벡터는 4개의 gRNA를 전달할 수 있고 pBAtC-tRNA 벡터는 4 내지 6개의 gRNA를 전달할 수 있다.

상기 벡터는 하나 이상의 선택 마커를 포함하는 것일 수 있다. 상기 마커는 통상적으로 화학적인 방법으로 선택[0034]

될 수 있는 특성을 갖는 핵산 서열로, 형질주입된 세포를 비형질주입 세포로부터 구별할 수 있는 모든 유전자가

이에 해당된다. 그 예로는 글리포세이트(glyphosate), 글루포시네이트암모늄(glufosinate ammonium) 또는 포스

피노트리신(phosphinothricin)과  같은  제초제  저항성  유전자,  카나마이신(kanamycin),  G418,  블레오마이신

(Bleomycin), 하이그로마이신(hygromycin), 클로람페니콜(chloramphenicol)과 같은 항생제 내성 유전자가 있으

나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 벡터에서, 프로모터는 CaMV 35S, 액틴, 유비퀴틴, pEMU, MAS 또는 히스톤 프로모터일 수 있으나, 이[0035]

에 한정되지 않는다. 상기 "프로모터"란 용어는 구조 유전자로부터의 DNA 업스트림의 영역을 의미하며 전사를

개시하기 위하여 RNA 폴리머라아제가 결합하는 DNA 분자를 말한다.

상기 "재조합 벡터"는 목적한 코딩 서열과, 특정 숙주 생물에서 작동가능하게 연결된 코딩서열을 발현하는데 필[0036]

수적인 적정 핵산 서열을 포함하는 재조합 DNA 분자를 의미하는 용어이며, 진핵세포에서 이용 가능한 프로모터,

인핸서, 종결신호 및 폴리아데닐레이션 신호는 공지되어 있다.

본  발명  실시예에서는  상기  벡터에  의한  대두  형질전환체의  일  예로   각  pHEE401E_4sg-1,  pBAtC_4sg-1,[0037]

pBAtC_6sg-11의 올레산 및 포화지방산 함량 변화를 분석하였다. 그 결과 각 형질전환체 종자의 올레산 함량이

최대 84.5%, 포화지방산 함량이 최소 11%로, 일반적으로 대두 종자의 올레산 함량이 약 22%, 포화지방산 함량이

약 15%인 것과 비교하여 올레산 함량이 증가하고 포화지방산 함량이 감소한 종자를 갖는 대두 형질전환체가 제

조되었음을 확인할 수 있다.

나아가 도 19a내지 19m에서는 상기 형질전환체의 FAD2 및 FATB 유전자의 타겟 부위에 대한 시퀀싱 결과를 나타[0038]

내었으며, 이를 통해 목적한 FAD2 및 FATB 패밀리 유전자의 다중 부위에서 유전자 변형이 일어났음을 확인할 수

있다.

또한, 본 발명은 상기 서열번호 1 내지 4의 서열로 이루어진 gRNA를 포함하는 재조합 벡터; 또는 상기 벡터에[0040]

서열번호 5 및 6의 서열로 이루어진 gRNA를 더 포함하는 벡터로 대두(Glycine max)를 형질전환하는 단계를 포함

하는, 올레산 함량이 증가하고 포화지방산 함량이 감소된 종자를 생성하는 형질전환 대두 제조방법에 관한 것이

다.

상기 재조합 벡터는 Cas9 유전자를 더 포함하는 것일 수 있다.[0041]

상기 벡터의 작동 원리 및 제작 방법에 대하여는 전술한 바와 같으므로 중복을 피하기 위하여 그 기재를 생략한[0042]

다.

상기 "형질전환(transformation)"이란 외부로부터 주어진 유전물질을 포함하는 재조합 벡터에 의해 개체 또는[0043]

세포의 형질이 유전적으로 변화하는 것을 의미한다.

상기 본 발명에 따른 벡터를 대두 세포내로 도입하는 방법으로는, 제한 없이 당해 공지된 방법이 사용할 수 있[0044]

다. 예를 들어, 원형질체에 대한 칼슘/폴리에틸렌 글리콜 방법, 원형질체의 전기천공법, 식물 요소로의 현미주

사법, 각종 식물 요소의 (DNA 또는 RNA-코팅된) 입자 충격법, 식물의 침윤 또는 성숙 화분 또는 소포자의 형질

전환에 의한 아그로박테리움 투머파시엔스 매개된 유전자 전이에서 바이러스에 의한 감염 등으로부터 적당하게

선택될 수 있다.

이하, 본 발명을 하기 실시예에 의하여 보다 상세히 설명한다. 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본[0046]

발명의 범위를 제한하는 것은 아니다.

실시예[0048]

본  실험에서는  pHEE401E  및  pBAtC의  두  가지  주요  벡터가  사용되었다.  상기  벡터는  현지  연구원이나[0049]

Addgene(https://www.addgene.org,  2021년  11월  21일  ACCESS)과  같은  비영리  조직을  통해  얻을  수  있다.

pHEE401E 벡터의 각 삽입물은 sgRNA1로 시작하는 최상위 삽입물을 제외하고 스캐폴드, 업스트림 sgRNA2의 터미
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네이터, 자체 sgRNA3용 프로모터 및 sgRNA3으로 구성된다(도 2). 이 패턴은 sgRNA3 및 sgRNA4에도 적용된다. 결

찰 부위는 분해 후 인서트 사이에 동일한 접착성 말단을 가지며, 이는 의도한 인서트 중합체를 얻기 위해 단계

적 결찰(ligation)이 중요함을 나타낸다.

pBAtC 벡터는 pHEE401E 벡터보다 삽입이 더 간단하다. 두 sgRNA 사이에는 스캐폴드와 tRNA만 있으며, sgRNA의[0050]

중간에 있는 ligation 부위는 절단 후 서로 다른 접착성 말단을 생성할 수 있어, 정렬된 삽입 중합체의 동시 결

찰이 가능함을 의미한다.

실험 재료 및 장비[0052]

1. pHEE401E_ UBQ_Bar_4sgRNA 클로닝[0053]

1.1. 실험 재료[0054]

pHEE401E_UBQ_Bar 벡터는 pHEE401E 벡터의 Cas9 발현을 위한 egg-specific 프로모터를 UBQ10 프로모터로, 하이[0055]

그로마이신 내성 유전자를 식물 형질전환 선택을 위한 bar 유전자로 교체한 버전(도 3)(상기 벡터는 세종대학교

분자생물학과 박믿음 제공).

pCBC_DT1T2 (도 4) (서강대학교 생명과학과 서미충 교수 제공).[0056]

KOD-plus-(TOYOBO, Osaka, Japan; Cat. No. KOD-201 200U).[0057]

The QIAquick PCR Purification Kit (Cat. No. 28104).[0058]

The QIAquick Gel Extraction Kit (Cat. No. 28704).[0059]

T4 DNA ligase (TaKaRa, Kusatsu, Japan; Cat. No. 2011A).[0060]

10X T4 DNA ligase buffer (TaKaRa, Japan; Cat. No. 2011A).[0061]

AarI restriction enzyme (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA; Cat. No. ER1581)[0062]

BbsI restriction enzyme (NEB, Ipswich, MA, USA; Cat. No. R0539S).[0063]

BsaI-HFv2 restriction enzyme (NEB, Ipswich, MA, USA.; Cat. No. R3733S)[0064]

1.2. 실험 장비[0066]

TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice®　Touch (TaKaRa, Japan; Cat. No. TP350).[0067]

Mupid-exU (Advanced, Nomi, Japan; Cat. No. AD140).[0068]

1.3. 프라이머 설계[0070]

pHEE401E-UBQ_Bar 벡터 클로닝에서 pCBC_DT1T2 벡터를 삽입 템플릿으로 사용했다. 템플릿은 sgRNA, 스캐폴드,[0071]

터미네이터,  프로모터  및  두  번째  sgRNA로  구성되었다.  프로모터는  벡터의  다중  클로닝  부위(MCS)의

업스트림에,  스캐폴드와  터미네이터는  벡터의  MCS의  다운스트림에  있다.  pCBC_DT1T2에서  증폭된  삽입물을

pHEE401E-UBQ_Bar의 MCS에 클로닝하면 두 세트의 promoter-sgRNA-scaffold-terminator가 제작된다.

sgRNA 스캐폴드로 시작하는 삽입물은 정방향 프라이머의 어닐링 위치를 조정하여 만들 수 있다. 이 scaffold-[0072]

starting 삽입물은 원래 pHEE401E_UBQ_Bar 삽입물의 다운스트림에 부착되어 순차적 프로모터-sgRNA-스캐폴드-종

결자 세트를 형성할 수 있다(도 5). 이론적으로 이 조합은 각 sgRNA의 PCR 길이, 벡터 크기 및 실제 발현 비율

과 같은 제한 요소를 충족할 때까지 지속적으로 확장될 수 있다.

프라이머를 설계하기 위해서는 다음과 같은 일반 서열이 필요하다.[0074]

[표 1][0075]
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pHEE401E_UBQ_Bar 인서트에 대한 프라이머 및 서열 정보[0076]

[0077]

프라이머는 제한효소 인식 부위와 절단 부위 사이의 간격을 조절하기 위한 서열을 가지고 있다. 본 명세서에서[0078]

프라이머 'DT'는 template plasmid의 stand-in이며, 다음 번호는 프라이머에 어떤 sgRNA가 포함되어 있는지를

나타낸다. sgRNA 스캐폴드는 'sc'로 약칭된다. 정방향 및 역방향 프라이머는 대문자 F와 R로 표시되며 필요한

제한 효소는 BsaI의 경우 Bs, BbsI의 경우 Bb, AarI의 경우 Aa로 표시된다. 상기 표의 밑줄은 제한효소 인식 부

위를 나타낸다.

2. pBAtC_4sgRNA, pBAtC_6sgRNA 클로닝[0080]

2.1. 실험 재료[0081]

pBAtC_tRNA (도 6) (한국 대전 IBS 게놈 공학 센터 김상규 박사 제공).[0082]

pTV00 (도 7) (한국 대전 IBS 게놈 공학 센터 김상규 박사  제공).[0083]

KOD-plus- (TOYOBO, Japan; Cat. No. KOD-201 200U).[0084]

The QIAquick PCR Purification Kit (Cat. No. 28104).[0085]

T4 DNA ligase (TaKaRa, Japan; Cat. No. 2011A).[0086]

10X T4 DNA ligase buffer (TaKaRa, Japan; Cat. No. 2011A).[0087]

AarI restriction enzyme (Thermo Fisher, MA, USA; Cat. No. ER1581).[0088]

BbsI restriction enzyme (NEB, MA, USA; Cat. No. R0539S).[0089]

2.2. 실험 장비[0091]

TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice®　Touch (TaKaRa, Japan; Cat. No. TP350).[0092]

Mupid-exU (Advanced, Japan; Cat. No. AD140).[0093]

2.3. 프라이머 설계[0095]

뚜렷한 오버행 서열이 없는 pHEE401E_UBQ_Bar 프라이머와 달리 pBAtC 프라이머는 sgRNA를 2개로 나누어 4개의[0096]

서로 다른 염기쌍 오버행을 생성할 수 있다. 분할 지점은 중간 4개 염기 쌍에 있어야 하지만 4개 염기 쌍의 영

역은 sgRNA 사이에 동일한 오버행 서열 생성을 피하기 위해 측면으로 이동할 수 있다. 이러한 프라이머는 단일

가닥과 원하는 4개의 염기쌍 돌출부를 노출시키기 위해 DNA 이중 가닥을 분해하는 유형 IIS 제한 효소 부위를

포함해야 한다. 하나의 삽입 단편은 순서대로 상류 sgRNA, sgRNA 스캐폴드, tRNA의 절반 및 하류 sgRNA의 절반

으로 구성되었다(도 8).

첫 번째 삽입 단편은 대부분의 업스트림 sgRNA가 손상되지 않고 마지막 삽입 단편은 대부분의 다운스트림 sgRNA[0097]

가 손상되지 않아야 한다. 유형 IIS 제한 효소의 독특한 점착성 말단 및 비가역적 반응 특성으로 인해 삽입 중

합체의 동시 조립을 위해 다중 삽입물의 골든 게이트 클로닝이 가능하다. 또한, 템플릿과 프라이머가 완전히 접

촉할 수 있도록 맨 처음과 마지막 시퀀스의 프라이머 결합 공간을 보존하기 위해 두 말단 삽입체에 위치한 제한

효소 인식 부위는 삽입체 사이에 위치하는 제한효소 인식 부위와 달라야 한다. 본 실험에서 BbsI와 AarI는 각각

말단 제한 효소와 inter-insert 제한 효소로 사용되었다. 프라이머를 설계하기 위해서는 다음과 같은 일반 서열

이 필요하다.
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[표 2][0098]

pBAtC_4sg 인서트에 대한 프라이머 및 서열 정보 [0099]

[0100]

[표 3][0101]

pBAtC_6sg 인서트에 대한 프라이머 및 서열 정보[0102]

[0103]

본 명세서의 프라이머 이름에서 'Bb'와 'Aa'는 프라이머에서 각각 BbsI 및 AarI에 대한 제한 효소 인식 서열을[0104]

나타낸다. 약어 'g1g2' 또는 'g2g3'은 프라이머에 포함된 sgRNA의 수를 나타낸다. 예를 들어, sgRNA1과 sgRNA2

로 산물을 생성하는 프라이머 세트로 프라이머 이름 중간에 'g1g2'가 있다. 가장 첫 번째와 마지막 삽입물은 프

라이머의 긴 서열 때문에 BbsI 인식 부위를 부착하기 위해 두 번째 PCR이 필요하다. 숫자 1과 2는 각각 첫 번째

및 두 번째 PCR을 나타낸다. 상기 표의 밑줄은 제한효소 인식 부위를 나타낸다.

pBAtC_6sg 벡터 구성의 경우 프라이머 세트 'g1g2' 및 'g2g3'은 pBAtC_4sg 프라이머와 동일하다. 공식적으로[0106]

pBAtC_4sg에서 말단 삽입 단편으로 지정된 'g3g4' 프라이머 세트는 중앙 삽입 단편으로 수정된다. 프라이머 명

명 약어는 pBAtC_4sg와 동일하다.

실험 과정[0108]

1. pHEE401E_4sg[0109]

1. 다음 조건에서 PCR을 수행한다.[0110]

[표 4][0111]

첫 번째 삽입물의 PCR 구성 요소 및 온도 조건[0112]

[0113]

*두 번째 및 세 번째 인서트 조각은 프라이머로 대체해야 한다. 이때 DTsc-BbR과 DTsc-AaR의 농도는 21μM이었[0114]
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다.

2. 전기 영동으로 밴드 크기(약 600bp)를 확인한다. 단단한 밴드가 있는 경우 PCR 정제 키트를 사용하여 각 PCR[0115]

산물을 정제한다. 최대 농도에 대한 최소 용출량을 사용한다.

3. 다음 조건에서 골든 게이트 반응을 사용하여 Ligate Insert 1 및 Insert 2를 삽입한다.[0116]

[표 5][0117]

골든 게이트 반응 성분 및 온도 조건[0118]

[0119]

4. 1 μL을 로딩하여 전기영동을 사용하여 결찰 산물의 크기를 확인한다. 결과는 의도하지 않은 결찰과 첫 번째[0120]

삽입물의 잔여물로 인해 다중 밴드가 될 수 있다. 그러나 1200bp 크기가 가장 우세하고 단단한 밴드로 표시되는

경우 다음 단계로 진행한다.

5. 다음 조건에서 첫 번째 산물을 세 번째 인서트로 연결한다.[0121]

[표 6][0122]

골든 게이트 반응 성분 및 온도 조건[0123]

[0124]

*50X AarI oligo는 효율성을 위해 추가되어야 한다.[0125]

6.  최종 골든 게이트 산물에 대한 젤 추출을 수행한다.  결과는 3개의 다중 밴드와 번짐이 있을 수 있지만[0126]

1800bp 크기가 밴드를 나타내는 경우 이 1800bp 밴드에 대한 젤 추출을 진행한다. 최종 용출량은 다음 단계에서

필요한 DNA 질량을 고려하여 조정해야 한다.

7. 다음 조건에서 삽입 중합체와 pHEE401E 벡터를 연결한다.[0127]

[표 7][0128]
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골든 게이트 반응 성분 및 온도 조건[0129]

[0130]

8. 결찰된 벡터로 대장균을 변형하고 카나마이신 LB 플레이트에 펼친다.[0131]

9. 자체 결찰 벡터 형질전환체를 스크리닝하기 위해 새로운 카나마이신 LB 플레이트 및 스펙티노마이신 LB 플레[0132]

이트에 잘 자란 콜로니를 접종한다. 카나마이신에서 생존하고 스펙티노마이신에서 죽는 콜로니가 관심 콜로니이

다(도 9).

10. 다음 조건에서 콜로니 PCR을 진행한다.[0133]

[표 8][0134]

첫 번째 삽입물의 PCR 구성 요소 및 온도 조건[0135]

[0136]

11. 겔 전기영동을 이용하여 PCR 산물을 확인한다. 결과적으로 4개의 다중 밴드가 나타날 수 있지만 2.5kb 크기[0137]

가 다른 밴드에 비해 가장 지배적인 밴드를 보일 경우 DNA 시퀀싱을 위한 플라스미드 추출을 진행한다.

12. 모든 sgRNA 서열이 DNA 시퀀싱 결과에 표시되는지 확인한다.[0138]

2. pBAtC_4sg, 6sg[0140]

1. 다음 조건에서 PCR을 진행한다.[0141]

[표 9][0142]
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첫 번째 삽입물의 PCR 구성 요소 및 온도 조건[0143]

[0144]

* 
터미널 인서트 프라이머 전용 3-프라이머 PCR.[0145]

pBAtC_4sg의 경우 g1g2 및 g3g4 세트가 말단 삽입 프라이머이다. pBAtC_6sg의 경우 g1g2 및 g4g6 세트가 말단[0146]

삽입 프라이머이다. 동일한 방향을 가진 두 개의 프라이머가 있는 경우 외부 및 내부 프라이머 양은 각각 2 μl

및 1 μl이어야 한다. 솔로 프라이머의 반대 방향의 양은 2.5μl였다. 중간 삽입 프라이머(10 μM)는 양방향으

로 2 μl여야 한다.

2. 다음 조건에서 골든 게이트 반응을 진행한다.[0149]

[표 10][0150]

골든 게이트 반응 및 온도 조건의 구성 요소[0151]

[0152]

3. 겔 전기영동을 이용하여 골든 게이트 산물을 확인한다. 결과는 의도하지 않은 ligation 또는 잔류 삽입(하나[0153]

의 삽입 크기는 200bp)으로 인해 여러 밴드를 표시할 수 있지만 pBAtC_4sg에 600bp  밴드 또는 pBAtC_6sg에

1000bp 밴드가 있는 경우 다음 단계로 진행한다.

4. 골든 게이트 산물을 골든 게이트 템플릿(GG 템플릿)으로 10배 희석하고 다음 조건에서 PCR을 수행한다.[0154]

[표 11][0155]
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PCR 및 온도 조건의 구성 요소[0156]

[0157]

5. 다음 조건에서 직접 PCR 산물을 절단한다.[0158]

[표 12][0159]

인서트 폴리머 절단 및 온도 조건의 구성 요소[0160]

[0161]

6. BbsI 절단 인서트 폴리머를 정제한다. 최대 농도에 대한 최소 용출량을 사용한다.[0162]

7. 다음 조건에서 정제된 삽입 중합체를 pBAtC_tRNA 벡터와 연결한다.[0163]

[표 13][0164]

골든 게이트 반응 성분 및 온도 조건[0165]

[0166]

8. 열 충격 방법을 사용하여 대장균을 변형한다. 스펙티노마이신 LB 플레이트에 형질전환된 박테리아를 퍼뜨린[0167]

다.

9. 다음과 같은 조건에서 콜로니 PCR로 형질전환체 콜로니를 확인한다.[0168]

[표 14][0169]
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PCR 구성 요소 및 온도 조건[0170]

[0171]

10. 겔 전기영동을 이용하여 PCR 산물을 확인한다. 결과가 smear 또는 다중 밴드로 나타날 수 있지만 pBAtC_4sg[0172]

의 1.1kb 밴드와 pBAtC_6sg의 1.5kb 밴드가 다른 밴드에 비해 가장 지배적인 밴드인 경우 DNA 시퀀싱을 위한 플

라스미드 추출을 진행한다.

11. 모든 sgRNA 서열이 DNA 시퀀싱 결과에 존재하는지 확인한다.[0173]

위 모든 단계가 성공하면 DNA 시퀀싱 결과에 지정된 모든 sgRNA 서열이 포함되어야 한다(도 10a 내지 10c).[0175]

실험 결과[0177]

1. 식물에서 다중 sgRNA 적용: 대두에서 FAD2 및 FATB의 다중 유전자 편집[0178]

sgRNA를 설계하기에 앞서 대두의 다중 복제 특성을 고려하여 상동 FAD2 및 FATB 유전자를 조사했다. 데이터베이[0179]

스 검색과 BLAST를 통해 총 7개의 FAD2와 4개의 FATB가 확인되었다. 또한, 여러 FAD2 및 FATB 유전자 중 주요

및 부 발현 유전자의 결정을 위해 유전자 발현 데이터를 조사하여 유사 유전자를 in silico로 녹아웃 및 제거하

였다. 잘못된 데이터를 필터링한 후 5개의 FAD2와 4개의 FATB가 남았고 RGEN Tools Cas-Designer를 사용하여

sgRNA를 설계했다. 6개의 sgRNA가 다중 FAD2 및 FATB 표적을 위해 설계되었다. sgRNA1 및 sgRNA2는 FAD2 및

FAD2-1을  표적으로  하는  반면,  sgRNA5는  나머지  FAD2  상동  유전자를  표적으로  한다.  sgRNA3  및  sgRNA4는

FATB_a 및 FAT_b를 표적으로 하는 반면 sgRNA6은 나머지 FATB 상동 유전자를 표적으로 한다(도 11). 이 프로토

콜에 따라 sgRNA1-4에 해당하는 4개의 sgRNA를 pHEE401E  및 pBAtC-tRNA에 클로닝하여 각각 pHEE401E_4sg  및

pBAtC_4sg를  제조했다.  그런  다음,  sgRNA1-6에  해당하는  6개의  sgRNA를  pBAtC-tRNA  벡터에  클로닝하여

pBAtC_6sg를 구성하였다.

1.1. pHEE401E_4g의 구성[0181]

각 삽입 단편에 대한 최초의 PCR은 다음 프라이머로 수행되었다.[0182]

[표 15][0183]

pHEE401E_4sg 구성을 위한 프라이머 및 서열 목록[0184]

[0185]
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표 4에 나열된 조건으로 PCR 후 3 μL PCR 산물을 겔 전기영동으로 검사했다(도 12의 A). PCR 밴드는 원하는 크[0186]

기(~600bp)에서 두껍고 투명하여 유형 IIS 제한 효소와 단계적으로 결찰할 수 있었다.

프로토콜 섹션에서 언급했듯이 첫 번째 및 두 번째 단편은 BbsI 효소 매개 골든 게이트 반응과 연결되었다. 첫[0187]

번째 결찰 후 AarI 효소 매개 골든 게이트 반응으로 두 번째 결찰을 수행했다. 각 반응 산물의 3 μL 샘플을 겔

전기영동으로 검사했다(도 12의 B). 골든 게이트 반응의 밴드 크기를 기반으로 각 단계는 예상 길이(약 1.2kb

및 1.8kp)를 보여 다음 단계로 이어졌다.

겔에서 적당한 크기의 밴드를 추출하였다. pHEE401E 벡터 클로닝, E. coli 형질전환 및 선택은 공식 프로토콜[0188]

장(pHEE401E 벡터 절차, 단계 7-8)에 설명된 대로 수행되었다. 표 7에 나열된 조건을 사용하여 콜로니 PCR을 수

행하고, 산물을 겔 전기영동으로 검사하였다(도 13의 C). 다중 밴드에도 불구하고 예상 밴드(약 2.4kb)도 다른

밴드에 비해 상대적으로 우세한 것으로 나타났다. 이러한 추정되는 양성 콜로니에서 클로닝된 pHEE401E_4sg 벡

터를 추출하고 최종 검증을 위해 시퀀싱했다. 시퀀싱은 또한 4개의 sgRNA 서열이 성공적으로 통합되었음을 보여

준다.

pHEE401E_4sg의 구축이 완료된 후, 아그로박테리움과 캘러스 공동 배양에 의해 Glycine max로 옮겼다.[0189]

1.2. pBAtC_4sg 및 pBAtC_6sg의 구성[0191]

각 삽입 단편에 대한 최초의 PCR은 다음 프라이머로 수행되었다.[0192]

[표 16][0193]

pBAtC_4sg 삽입 단편에 대한 프라이머 목록[0194]

[0195]

[표 17][0196]

pBAtC_6sg 삽입 단편에 대한 추가 프라이머 목록[0197]

[0198]

표 8에 나열된 조건으로 PCR 후 3 μL PCR 산물을 겔 전기영동으로 검사했다(도 13의 A 및 B). PCR 밴드는 원하[0199]

는 크기(~200bp)에서 두껍고 투명하여 유형 IIS 제한 효소와 동시 골든 게이트 결찰이 가능했다.

모든 삽입 단편은 AarI 매개 골든 게이트 반응과 동시에 결찰되었으며(표 9), 3 μL의 결찰 산물은 공식 프로토[0200]

콜(pBAtC_4sg, 6sg 절차, 2-3단계)에 설명된 대로 겔 전기영동으로 검사되었다(도 13의 C).

pBAtC_4sg insert와 pBAtC_6sg insert(각각 ~550bp 및 ~1kb)의 예상 band size를 확인한 후, 표 10에 나열된[0201]

조건에서 PCR을 수행하였다. 마지막으로 겔 전기영동을 이용하여 3μL의 PCR 산물을 검사했다(도 13의 D).

다중의 smear 밴드가 나타났음에도 불구하고, 각 삽입 크기는 상대적으로 두껍고 밝은 밴드를 보여 BbsI 제한[0202]

효소 처리 및 PCR 정제의 처리를 허용했다(pBAtC_4sg, 6sg 구성 절차, 단계 5-7). 정제 후, 각각의 삽입물을 골
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든 게이트 반응을 사용하여 pBAtC_tRNA 벡터에 클로닝하고 E. coli로 옮겼다. 양성 콜로니의 스크리닝은 항생제

LB 한천 플레이트 및 콜로니 PCR(pBAtC_4sg, 6sg 구성 절차, 8-10단계)을 사용하여 수행되었다(도 13의 E).

다중 밴드에도 불구하고 예상 밴드(pBAtC_4sg의 경우 약 1.1kb, pBAtC_6sg의 경우 1.5kb)도 다른 밴드에 비해[0203]

상대적으로 우세했다. 이러한 추정되는 양성 콜로니에서 클로닝된 pBAtC_4sg 및 pBAtC_6sg 벡터를 추출하고 최

종 검증을 위해 시퀀싱했다. 시퀀싱은 또한 4개 및 6개의 sgRNA 서열이 성공적으로 통합되었음을 보여주었다.

pBAtC_4sg 및 pBAtC_6sg의 구축이 완료되었고, Agrobacterium과 캘러스 공동 배양에 의해 Glycine max로 옮겼

다.

2. FAD2 및 FATB 다중 표적 유전자의 심층 시퀀싱 분석[0205]

총 16개의 개체가 pHEE401E_4sg 형질전환 식물에서 샘플링되었다. 또한, 27 및 29개의 개체가 각각 pBAtC_4sg[0206]

및 pBAtC_6sg 형질전환 식물에서 샘플링되고 조사되었다. 샘플링된 트랜스제닉 T0 세대 대두 잎으로 CTAB 용액

을 사용하여 게놈 DNA(gDNA)를 추출했다. 추출된 gDNA는 각 sgRNA 표적 부위에 대한 라이브러리 구축을 위한 템

플릿으로 사용되었다. 딥 시퀀싱 플랫폼은 pair-end 방법을 사용하는 Illumina MiSeq였다. 페어 엔드 FASTQ 파

일은 FASTQ-JOIN 프로그램(https://github.com/ExpressionAnalysis/ea-utils, 2021년 11월 21일 액세스)을 사

용하여 병합되었으며 각 sgRNA 대상 사이트의 indel 비율은 CRIS.py에서 조사했다.

각 유전자에 대한 sgRNA 표적 부위는 도 11에 나와 있으며, pHEE401E_4sg, pBAtC_4sg 및 pBAtC_6sg의 T0 형질[0207]

전환 식물에서 각 유전자의 indel 비율은 각각 표 18 내지 20에 나와 있다. 표 21은 각 벡터에 대한 형질전환체

의 대표적인 계통인 pHEE401E_4sg-10, pBAtC_4sg-1 및 pBAtC_6sg-5에 대한 표적 유전자의 두 위치에서의 indel

비율을 요약한 것이다. 각 형질전환체에 대해 indel 비율은 표적 부위에 따라 100%에서 0.1%까지 다양했다. 3개

의  벡터에  의해  형질전환된  T0  세대의  모든  개체에  대한  모든  표적  유전자에  대한  평균  indel  비율은

pHEE401E_4sg의 경우 44.2%, pBAtC_4sg의 경우 26%, pBAtC_6sg의 경우 22%였다. 이 결과는 pHEE401E_4sg가 가

장 높은 삽입결실 효과를 가짐을 시사한다. FATB_a 유전자를 제외하고 다중 표적 유전자에 대한 sgRNA의 효율에

는 유의한 차이가 없었다. 이 사이트는 완벽한 염기쌍 일치를 갖는 sgRNA4의 표적이 되었지만 sgRNA4와 하나의

염기쌍 불일치가 있는 FATB_b 두 번째 표적 사이트보다 낮은 indel 비율을 보였다. 이에 대한 정확한 이유는 아

직 알려지지 않았지만 FATB_a 두 번째 표적 부위는 sgRNA4로 접근하기 어렵다고 가정할 수 있다.

각 벡터 형질전환체의 인델 위치와 인델 유형 백분율을 확인하기 위해 CRISPResso2 웹 도구를 사용하여 FASTQ[0208]

결과 파일을 조사했다. 그러나 이 도구는 FAD2 및 FAD2-1과 같은 상동 유전자를 염기쌍 대체 돌연변이로 간주한

다.  따라서  각  대상  사이트의  총  indel  비율은  CRISP.py와  다른  값을  보여준다(표  18  내지  20).  즉,

CRISPResso2는 완벽하게 일치하는 참조 시퀀스만 indel로 계산한다. 예를 들어, pHEE401E_4sg-10 형질전환체의

경우 CRIS.py를 사용한 FAD2 첫 번째 표적 부위의 indel 비율은 66.4%로 더 높은 indel 비율 값을 갖는 반면,

CRISPResso2를 사용한 indel  비율은 23.12%(도 14)로 더 낮은 값을 가진다. 또한, CRISPResso2  분석을 통해

FAD2와 FAD2-1의 두 번째 표적 부위에서 sgRNA1과 sgRNA2 표적 부위 사이의 큰 결실의 29.13%를 확인하였다. 이

연구에서는 T0 세대에서 다양한 삽입결실이 확인되었다. 이러한 복잡한 indel은 생성이 진행됨에 따라 개별 라

인당 하나의 주요 indel로 고정될 것으로 예상된다.

[표 18][0209]
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pHEE401E 벡터 T0 형질전환체 각각의 Indel 비율[0210]

[0211]

[표 19][0212]

pBAtC 벡터 T0 형질전환체 각각의 Indel 비율[0213]

[0214]

[표 20][0215]
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pBAtC_6sg 벡터 T0 형질전환체 각각의 Indel 비율[0216]

[0217]

[표 21][0218]

[0219]

이후, pHEE401E_4sg, pBAtC_4sg 및 pBAtC_6sg 형질전환체 T0 세대를 진전시켜 얻은 T1과 T2 세대를 얻어 이에[0220]

대한 FAD2와 FATB 다중 유전자의 돌연변이 indel 분석을 실시하였다. pHEE401E_4sg 벡터에 의한 형질전환된 총

24개의 T1세대와 41개의 T2 세대 식물에서 DNA가 샘플링 되었다. pBAtC_4sg 벡터에 의해 형질전환된 총 62개의

T2 세대 식물에서 DNA가 샘플링 되었다. pBAtC_6sg 형질전환 식물은 총 22개의 T1 와 9개의 T2세대 식물에서

DNA 샘플링 되었다. 샘플링된 DNA들을 대상으로 타겟 유전자인 FAD2와 FATB 유전자들에 대한 indel을 조사함과

동시에 각 형질전환체들이 세대가 진전되면서 최초에 삽입된 Cas9과 PPT 유전자가 존재하는지 PCR 분석을 통해

Cas9과 PPT 유전자 유무에 대한 genotyping을 진행하였다. 샘플링된 형질전환체 대두 잎으로 CTAB 용액을 사용

하여 게놈 DNA(gDNA)를 추출했다. 추출된 gDNA는 각 sgRNA 표적 부위에 대한 라이브러리 구축을 위한 템플릿으

로 사용되었다. 딥 시퀀싱 플랫폼은 pair-end 방법을 사용하는 Illumina Miniseq하였다. 페어엔드 FASTQ 파일은

FASTQ-JOIN 프로그램(https://github.com/ExpressionAnalysis/ea-utils, 2021년 11월 21일 액세스)을 사용하여

병합되었으며 각 sgRNA 대상 사이트의 indel 비율은 CRIS.py에서 조사했다.

각 유전자에 대한 sgRNA 표적 부위는 도 11에 나와 있으며, pHEE401E_4sg, pBAtC_4sg 및 pBAtC_6sg의 T1 및 T2[0221]

형질전환 식물에서 각 유전자의 indel 비율은 하기 표 22 내지 25에 나타내었다. indel 비율은 0-100 %로 표시

되며, 높은 비율일수록 타겟유전자의 돌연변이 indel이 고정되었음을 나타낸다. SFA (16;0+18:0)는 포화지방산

함량을, oleic acid는 올레산 함량을 표시한 것이다.

 [표 22][0222]
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pHEE401E_4sg 벡터 T1 형질전환체 각각의 Indel 비율[0223]

[0224]

[표 23][0225]

pHEE401E_4sg 벡터 T2 형질전환체 각각의 Indel 비율[0226]

[0227]

[표 24a][0228]
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pBAtC_4sg 벡터 T2 형질전환체 각각의 Indel 비율[0229]

[0230]

[표 24b][0231]

[0232]

[표 25][0233]
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pBAtC_6sg 벡터 T1 형질전환체 각각의 Indel 비율[0234]

[0235]

pHEE401E_4sg, pBAtC_4sg 및 pBAtC_6sg 벡터에 의한 형질전환체 모두에서 T1, T2 세대를 지나며 각 유전자들의[0236]

삽입결실 비율은 0%이나 100%에 수렴하는 값으로 나타났으며 이는 T0세대에서 편집되었던 부위와 그 유형이 하

나의 편집유형으로 고정되었음을 뜻한다.

추가적으로, 벡터 별로 타겟 유전자의 삽입결실 위치와 유형을 확인하기 위해 CRIP.py를 통해 나온 결과 중 각[0237]

read의 서열정보를 담고 있는 txt 파일을 분석하고 각 서열을 야생형 서열과 align하여 비교하였다(도 21a-d).

그 결과 0%에 가깝게 고정된 야생형 유형을 제외하고 모든 삽입결실 유형과 위치는 각 벡터에 포함되어있는

sgRNA에 의해 의도된 대로 일어난 것으로 보인다.

3. 형질전환체 종자의 지방산 함량 분석[0239]

각각의 T0 형질전환체에서 샘플링한 잎으로부터 gDNA를 추출하였다. 이후 gDNA를 바탕으로 도 11에서 각 sgRNA[0240]

가 타겟하는 부위에 대하여 각각의 Library를 제작하기 위하여 Nested PCR을 진행하였다. 모든 형질전환체에 대

한 Library 제작이 완료되고 Illumina의 Miseq을 이용하여 pair-end FASTQ file을 결과로 얻었다. 해당 File은

fastq-join과 CRIS.py라는 deep sequence indel 분석 프로그램을 사용했으며 개채별 차이가 있지만 타겟한 모

든 부위에 indel이 발생했음을 알 수 있었다. 추가적으로 Indel이 원래 의도한 sgRNA로 인해 발생했는지 조사하

기 위하여 해당 부위의 indel 유형을 align했으며 이를 통해 indel이 sgRNA의 cleavage window 내에서 일어났

고, 따라서 sgRNA가 indel을 일으켰음을 확인했다. 지방산 함량 조사를 위한 Gas Chromatography는 종자의 유지

를 위해서 종자 전체를 사용하지 않고 일부만 잘라내어 실험에 사용하였다.

상기 표 22-25에서, T1과 T2 세대로부터 수확한 T2와 T3 종자의 지방산 함량을 라인당 10개 (n=10)의 독립적인[0242]

종자의 지방산을 Gas Chromatography 분석하여 그 평균을 표시하였다.

3.1.1. pHEE401E_4sg T0 형질전환체[0244]

pHEE401E_4sg의 T0 형질전환체의 경우 임의로 선택한 10개 종자에서 최소 78.3%, 최대 83.3%의 올레산 함량을[0245]

보였고 포화지방산은 팔미트산, 스테아르산을 합쳐서 최소 11.0%, 최대 15.3% 함량을 보였다.

 [표 26][0246]

pHEE401E_4sg-1 형질전환체 10개 종자의 올레산 및 포화지방산 함량 변화[0247]

[0248]

3.1.2. pHEE401E_4sg T2 형질전환체[0250]

pHEE401E_4sg  T2  세대라인  41  개체로부터  T3  종자를  수확  후  라인당  단일종자  10개씩  지방산  분석을[0251]

수행하였다. 그 결과 41개 모든 라인의 종자에서 올레산이 증진했고 포화지방산이 감소했다(도 20,  표 23).

FAD2, FAD2-1, FATB_a, FATB_b 4개 유전자 모두가 편집된 라인인 pHEE401E_4sg 1-5 #5 (도 20의 #9) 라인은 올
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레산 (18:1)이 평균 85.22%까지 증진되었으며 포화지방산 (16:0+18:0)이 7.95%로 감소되었다. 이 결과는 올레산

(18:1)이 야생형 (WT) (20%) 대비 85%까지 증진, 포화지방산인 16:0과 18:0이 WT (16%) 대비 7.9%까지 감소한

효과이다.

3.1.3. pHEE401E_4sg 1-5, T2 우수계통 종자 지방산 분석 및 타겟 유전자 indel 모양 분석[0253]

pHEE401E_4sg T2 세대 라인 중 올레산이 가장 높은 라인을 선발하고, 해당 라인의 indel 유형을 파악하기 위하[0254]

여 해당 라인의 NGS 결과 파일을 분석하여 FAD2, FAD2-1, FATB_a, FATB_b 유전자의 야생형 서열과 align하였다

(도 21a). 야생형 콩의 경우 18:1의 함량과 포화지방산 함량 (16:0+18:0)이 10개 종자 평균 각각 20.8%, 16.7%

의 수치를 보인 반면 지방산이 가장 우수했던 라인은 pHEE401E_4sg 1-5 #4 라인으로 18:1의 함량과 포화지방산

함량 (16:0+18:0)이 10개 종자 평균 각각 85.2%, 8.0%의 수치를 보였다 (표 27).

[표 27][0255]

pHEE401E_4sg 1-5 #4 형질전환체 10개 종자의 올레산(18:1) 및 포화지방산(16:0+18:0) 함량을 야생형 (WT)과[0256]

비교

[0257]

해당 라인의 indel유형과 야생형 유전자 서열간 align한 결과 각 유전자에서 발생한 indel은 벡터에 삽입된[0258]

sgRNA에 의해 발생한 것으로 보인다(도 21a). 

3.2.1. pBAtC_4sg-1 T0 형질전환체[0260]

pBAtC_4sg의 1번 형질전환체의 경우 임의로 선택한 10개 종자에서 최소 29.3%, 최대 82.6%의 올레산 함량을 보[0261]

였고 포화지방산은 팔미트산, 스테아르산을 합쳐서 최소 11.2%, 최대 23.7% 함량을 보였다. 

[표 28][0262]

pBAtC_4sg-1 형질전환체 10개 종자의 올레산 및 포화지방산 함량 변화[0263]

[0264]

3.2.2. pBAtC_4sg, T2 우수계통 형질전환체 종자 지방산 분석 및 타겟 유전자 indel 모양 분석[0266]

pBAtC_4sg T2 세대 라인 중 올레산이 가장 높은 라인을 선발하고, 해당 라인의 indel 유형을 파악하기 위하여[0267]

해당 라인의 NGS  결과 파일을 분석하여 FAD2,  FAD2-1,  FATB_a,  FATB_b  유전자의 야생형 서열과 align하였다

(도 21b). 야생형 콩의 경우 18:1의 함량과 포화지방산 함량 (16:0+18:0)이 10개 종자 평균 각각 20.8%, 16.7%

의 수치를 보인 반면 지방산이 가장 우수했던 라인은 pBAtC_4sg 10-4 #14 라인으로 올레산 (18:1)의 함량과 포

화지방산 함량 (16:0+18:0)이 10개 종자 평균 각각 86.5%, 10%의 수치를 보였다 (표 29).

[표 29][0268]
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pBAtC_4sg 10-4 #14 형질전환체 10개 종자의 올레산(18:1) 및 포화지방산(16:0+18:0)함량을 야생형 (WT)과 비[0269]

교

[0270]

해당 라인의 indel유형과 야생형 유전자 서열간 align한 결과 각 유전자에서 발생한 indel은 벡터에 삽입된[0271]

sgRNA에 의해 발생한 것으로 보인다(도 21b).

3.3.1. pBAtC_6sg-11 T0 형질전환체[0273]

pBAtC_6sg의 11번 형질전환체의 경우 임의로 선택한 10개 종자에서 최소 14.6%, 최대 84.5%의 올레산 함량을 보[0274]

였고 포화지방산은 팔미트산, 스테아르산을 합쳐서 최소 11.6%, 최대 20.5% 함량을 보였다. 

[표 30][0275]

pBAtC_6sg-11 형질전환체 10개 종자의 올레산 및 포화지방산 함량 변화[0276]

[0277]

3.2.2. pBAtC_6sg, T1 우수계통 형질전환체 종자 지방산 분석 및 타겟 유전자 indel 모양 분석[0279]

pBAtC_6sg T1 세대 라인중 올레산이 가장 높은 라인을 선발하고, 해당 라인의 indel 유형을 파악하기 위하여 해[0280]

당  라인의  NGS  결과  파일을  분석하여  FAD2-2,  15G195200,  19G147400,  FAD2,  FAD2-1,  FATB_a,  FATB_b,

04G151600, 06G211300 유전자의 야생형 서열과 align하였다 (도 21c-d). 야생형 콩의 경우 18:1의 함량과 포화

지방산 함량 (16:0+18:0)이 10개 종자 평균 각각 20.8%, 16.7%의 수치를 보인 반면 지방산이 가장 우수했던 라

인은 pBAtC_6sg  4  #2  라인으로 18:1의 함량과 포화지방산 함량 (16:0+18:0)이 10개 종자 평균 각각 88.4%,

9.7%의 수치를 보였다 (표 31). 

[표 31][0281]
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pBAtC_6sg 4 #2 형질전환체 10개 종자의 올레산(18:1) 및 포화지방산(16:0+18:0)함량을 야생형 (WT)과 비교[0282]

[0283]

해당 라인의 indel유형과 야생형 유전자 서열간 align한 결과 각 유전자에서 발생한 indel은 벡터에 삽입된[0284]

sgRNA에 의해 발생한 것으로 보인다(도 21c-d).
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