
 

 

저 시-비 리- 경 지 2.0 한민  

는 아래  조건  르는 경 에 한하여 게 

l  저 물  복제, 포, 전송, 전시, 공연  송할 수 습니다.  

다 과 같  조건  라야 합니다: 

l 하는,  저 물  나 포  경 ,  저 물에 적 된 허락조건
 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저 터  허가를 면 러한 조건들  적 되지 않습니다.  

저 에 른  리는  내 에 하여 향  지 않습니다. 

것  허락규약(Legal Code)  해하  쉽게 약한 것 니다.  

Disclaimer  

  

  

저 시. 하는 원저 를 시하여야 합니다. 

비 리. 하는  저 물  리 목적  할 수 없습니다. 

경 지. 하는  저 물  개 , 형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


2022년 2월

석사학위 논문

애기장대의 Toll/interleukin-1

receptor 도메인을 암호화하는

AtTX11/ 12 유전자의 기능적인 분석

조선대학교 대학원

글로벌바이오융합학과

임 수 민



애기장대의 Toll/interleukin-1

receptor 도메인을 암호화하는

AtTX11/ 12 유전자의 기능적인 분석

Functional analysis of AtTX11/12 encoding a

Toll/interleukin-1 receptor domain in Arabidopsis

2022년 2월 25일

조선대학교 대학원

글로벌바이오융합학과

임 수 민



애기장대의 Toll/interleukin-1

receptor 도메인을 암호화하는

AtTX11/ 12 유전자의 기능적인 분석

지도교수 송 상 기

이 논문을 이학석사학위 신청 논문으로 제출함

2021년 10월

조선대학교 대학원

글로벌바이오융합학과

임 수 민



임수민의 석사학위논문을 인준함

위원장 조선대학교 교 수 조 태 오 (인)

위 원 조선대학교 부교수 송 상 기 (인)

위 원 조선대학교 조교수 이 한 용 (인)

2021년 12월

조선대학교 대학원



i 

 

CONTENTS 

LIST OF TABLES……………………………………iv 

LIST OF FIGURES……………………………………v 

ABBREVIATIONS…………………………………vii 

ABSTRACT……………………………………………x 

국문초록………………………………………………xiii 

 

I. 서론…………………………………………………1 

1. 식물의 저항성 유전자……………………………………2 

2. 저항성 단백질들의 올리고머화…………………………3 

3. 비표준적인 TNL…………………………………………4 

4. TNL 하류에서 작용하는 두 종류의 식물 면역 신호 

경로………………………………………………………4 

5. 식물의 TIR 신호 전달 과정에서 NADase 활성의 

중요성……………………………………………………5 

6. TIR의 활성에 요구되는 TIR 상호작용 접속면………7 

7. 온도가 TIR의 활성에 미치는 영향……………………8 



ii 

 

8. 본 연구의 목적……………………………………………9 

II. 재료 및 방법……………………………………10 

1. 식물 재료 및 생장 조건………………………………10 

2. 배지의 조성………………………………………………10 

2.1. Luria broth 배지…………………………………10 

2.2. MS 배지………………………………………………11 

3. 식물의 게놈 DNA 추출………………………………11 

4. 식물 발현 벡터 제작……………………………………12 

4.1. C-말단 결실 돌연변이의 제조……………………12 

4.2. 위치 지정 돌연변이의 제조………………………12 

4.3. 무작위적 점 돌연변이의 제조…………………13 

4.4. 배추과 작물에서 유래한 AtTX12 유사 유전자들의 

발 현  벡 터  제 작 … … … … … … … … … 1 3 

5 .  아 그 로 박 테 리 움 을  매 개 로  한  애 기 장 대 의 

형질전환…………………………………………………18 

6. 현미경 관찰법……………………………………………18 

7. Reverse transcription (RT)-PCR 분석……………18 

III. 결과………………………………………………20 



iii 

 

1. AtTX12는 TIR의 자가결합 및 효소 활성에 필수적인 

보존된 아미노산들과 식물 TIR 도메인의 전형적인 

3차원적 구조를 간직하고 있다………………………20 

2 .  A t TX12 의 생장저해능을 위해서 αE 보존이 

필수적이다………………………………………………25 

3. AtTX12의 위치 지정 돌연변이와 무작위적 돌연변이 

분석을 통한 생장저해능에 핵심적인 아미노산 

탐색………………………………………………………29 

4 .  A t T X 1 1 의  무 작 위 적  돌 연 변 이  분 석 을  통 한 

생장저해능에 핵심적인 아미노산 탐색……………36 

5. 생장저해능이 소실된 AtTX11/12 돌연변이는 PR1의 

발현을 유도하지 못한다………………………………40 

6. 무에서 유래한 AtTX12 유사 유전자인 RsTX12는 

애기장대에서 생장저해능을 나타냈다………………42 

7. AtTX12의 온도 비민감성 활성에 관여하는 영역 및 

아미노산 선별 및 분석………………………………50 

Ⅳ. 논의………………………………………………55 

Ⅴ. 참고문헌…………………………………………62 



iv 

 

LIST OF TABLES 
 
Table 1. List of primers for PCR………………………………………………………15 

Table 2. List of site-directed mutations introduced into AtTX12 and their 

effects on growth inhibition activity of AtTX12…………………………32 

Table 3. List of random mutations introduced into AtTX12 and their effects on 

growth inhibition activity of AtTX12………………………………………34 

Table 4. List of random mutations introduced into AtTX11 and their effects on 

growth inhibition activity of AtTX11………………………………………38 

Table 5. The effects of the overexpression of AtTX12-like genes originated 

from crops of Brassicaceae on growth inhibition of transgenic 

Arabidopsis seedlings…………………………………………………………47 

  



v 

 

LIST OF FIGURES 
 
Figure 1. Diagrams of the expression vector constructs for C-terminal deletion 

mutants and site-directed mutants of AtTX12 under the regulation of 

5xUAS promoter………………………………………………………………16 

Figure 2. Diagrams of the expression vector constructs for random mutants of 

AtTX11/12 and AtTX12-like genes originated from crops of 

Brassicaceae under the regulation of 5xUAS promoter………………17 

Figure 3. Multiple sequence alignment and secondary structure prediction of 

plant TIR domains………………………………………………………………23 

Figure 4. Structural modeling of AtTX12 using Phyre2 comparing to RPP1…24 

Figure 5. A schematic diagram of C-terminal deletion mutants of AtTX12 and 

the representative phenotypes of seedlings overexpressing the C-

terminal deletion mutants……………………………………………………27 

Figure 6. The overexpression of inactive C-terminal deletion mutants of 

AtTX12 failed to induce the expression of both PR1 and BGL2 in 

transgenic plants………………………………………………………………28 

Figure 7. The representative phenotypes of seedlings overexpressing site-

directed mutants of AtTX12…………………………………………………33 

Figure 8. The representative phenotypes of seedlings overexpressing random 

mutants of AtTX12………………………………………………………………35 

Figure 9. The representative phenotypes of seedlings overexpressing random 

mutants of AtTX11………………………………………………………………39 



vi 

 

Figure 10. The overexpression of inactive point mutants of AtTX11/12 failed 

to induce the expression of both PR1 and BGL2…………………………41 

Figure 11. Multiple sequence alignment and secondary structure prediction of 

TIR domains from Arabidopsis and AtTX12-like proteins originated 

from crops of Brassicaceae…………………………………………………45 

Figure 12. Phylogenetic tree of TIR domains from Arabidopsis and AtTX12-

like proteins originated from crops of Brassicaceae……………………46 

Figure 13. The representative phenotypes of transgenic seedlings 

overexpressing the AtTX12-like genes originated from crops of 

Brassicaceae……………………………………………………………………48 

Figure 14. The overexpression of RsTX12 induced the expression of both PR1 

and BGL2…………………………………………………………………………49 

Figure 15. The representative phenotypic changes in seedlings overexpressing 

C-terminal deletion mutants of AtTX12 depending on different 

temperature conditions………………………………………………………52 

Figure 16. The representative phenotypic changes in seedlings overexpressing 

various point mutants of AtTX12 depending on different temperature 

conditions…………………………………………………………………………53 

Figure 17. The representative phenotypic changes of eds1-2 Q2610>>AtTX12 

seedlings depending on different temperature conditions……………54 

F i gu re  18 .  Mode l  o f  EDS1-depen d en t  a nd  pu t a t i ve  EDS1-

independent/temperature-insensitive growth inhibition pathway of 

AtTX12……………………………………………………………………………61  



vii 

 

ABBREVIATIONS 

ADP   adenosine diphosphate 

ADPR    ADP-ribose 

ADR1   Activated Disease Resistance 1 

ATP   adenosine triphosphate 

BGL2   β-1,3-GLUCANASE 2 

BobTX12   Brassica oleracea var. botrytis AtTX12-like gene 

BoiTX12  Brassica oleracea var. italica AtTX12-like gene 

c-ADPR   cyclic-ADPR 

CC   Coiled coil 

CNLs   CC-NLRs 

Col-0   Columbia-0 

EDS1   ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1 

EF-Tu   elongation factor thermo unstable 

EF1    ELONGATION FACTOR1 

ETI   effector-triggered immunity 

GFP    green fluorescent protein 

HR   hypersensitive response 

LRR   leucine rich repeat 

MCS   multiple cloning sites 

MHD   methionine-histidine-aspartate 

MLA10   Polymorphic barley mildew A10 

MS    Murashige and Skoog 



viii 

 

MSA   multiple sequence alignment 

NAAD   nicotinic acid adenine dinucleotide 

NAD+   nicotinamide adenine dinucleotide 

NADase   NAD hydrolase 

NAM   nicotinamide 

NB   nucleotide binding 

NLR   nucleotide binding leucine rich repeat 

NOD   nucleotide binding oligomerization domain 

NRG1   N-requirement gene 1 

PAD4   PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 

PAMPs   Pathogen associated molecular patterns 

PAUP   phylogenetic analysis using parsimony 

PCR    polymerase chain reaction 

Pfu-PCR  Pyrococus furiosus-PCR 

P-loop   phosphate-binding loop 

PR1   PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN 1 

PR2   PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN 2 

PRRs   pattern recognition receptors 

PTI   PAMP-triggered immunity 

R   resistance 

RBA1   Response to HopBA1 

ROQ1   Recognition of XopQ1 

RPP1    Recognition of Peronospora parasitica 



ix 

 

RPS4   Resistance to Pseudomonas syringae 4 

RPV1   Resistance to Plasmopara viticola 1 

RPW8   Resistance to powdery mildew 8 

RRS1   Recognition of Ralstonia solanacearum 1 

RsTX12   Raphanus sativus AtTX12-like gene 

RT-PCR   reverse transcription-PCR 

SAG101    SENESCENCE-ASSOCIATED GENE 101 

SARM1   sterile alpha and TIR motif-containing 1 

SNC1    suppressor of npr1-1, constitutive 1 

Taq-PCR   Thermus aquaticus-PCR 

TIR   Toll/Interleukin-1 receptor 

TNL   TIR-NLR 

TX   TIR-X 

v-cADPR  variant of cyclic ADPR 

XopQ   Xanthomonas outer protein Q 

  



x 

 

ABSTRACT 

 

Functional analysis of AtTX11/12 encoding a 

Toll/interleukin-1 receptor domain in Arabidopsis 

 

Su-Min Lim 

Advisor : Assistant Prof. Sang-Kee Song, Ph.D. 

Department of Integrative Biological Sciences, 

Graduate School of Chosun University 

 

Plants deploy various resistance (R) proteins to protect themselves from 

pathogen attacks. Although there exist 30 genes encoding Toll-interleukin-

1 receptor-only protein (TX) belonging to non-canonical R proteins in the 

genome of Arabidopsis thaliana, the roles of only a few TXs have been 

elucidated yet. The overexpression of AtTX11/12 under the regulation of a 

root-specific enhancer trap line, Q2610 (Q2610>>AtTX11/12) led to severe 

growth inhibition, which was not suppressed under the high temperature 

condition. In this study I tried to screen the protein regions and essential 

amino acids for the growth inhibition and temperature-insensitive activity of 

AtTX11/12 by introducing various mutations. By using multiple sequence 
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alignment and 3D structure modeling comparing to known plant TIR domains, 

it was shown that AtTX11/12 possess additional 6th α-helix (αF) in 

addition to shared 5 β-sheets (βA~βE) and 5 α-helices (αA~αE) 

among plant TIRs. C-terminal deletion analysis showed that CΔ3 containing 

1~173 amino acids (a.a.) with intact αE maintained the activity whereas 

CΔ4 (1~163 a.a.) with truncated αE lacking 5a.a. located in αE lost the 

activity. These results indicate that the conserved 5 β-sheets and 5 α-

helices are essential for the growth inhibition activity of AtTX12. 

By using site-directed mutagenesis it was confirmed that the conserved 

24th serine and 25th histidine (AtTX12) present in AE (αA-αE) interface 

are essential for growth inhibition activity whereas the lysine-rich region 

present in C-terminal αF region is not. Furthermore, random point mutation 

study showed that 43th glutamate (AtTX11) present in BB (βB-αB)-loop 

and 150th lysine localized in βE composing putative BE (BB loop- βE) 

interface are essential for the activity. In addition, the 79th glutamate 

(AtTX11), a conserved putative NADase active site was also required for the 

growth inhibition activity. These results showed that the interactions through 

AE/BE interfaces and NADase activity are required for the function of 

AtTX11/12. 

Three AtTX12-like genes were polymerase chain reaction amplified 

using genomic DNA isolated from broccoli (Brassica oleracea var. italica), 

cauliflower (Brassica oleracea var. botrytis), and white radish (Raphanus 

sativus), cloned and named BoiTX12, BobTX12 and RsTX12, respectively. 
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Although the amino acid sequences of BoiTX12, BobTX12 and RsTX12 

exhibited 65.2%, 65.2%, and 56.3% identity with that of AtTX12, the 

overexpression of RsTX12 induced strong growth inhibition in Arabidopsis 

seedlings whereas those of BoiTX12 and BobTX12 did not. 

To screen for the essential region and amino acids for the temperature-

insensitive growth inhibition activity of AtTX11/12, the transgenic seedlings 

overexpressing various mutants active at 22℃ were moved and grown at 28℃ 

to examine the growth inhibition activity. CΔ3 of AtTX12 (1~173 a.a.) lost 

the growth inhibition activity at 28℃ whereas CΔ1 (1~193 a.a.) and CΔ2 

(1~183 a.a.) maintained the activity. In addition, N36D (AtTX12) active at 

22℃ lost the activity at 28℃. These results suggest that the C-terminal 

174~183 a.a. region present between αE and αF of AtTX12 and 36th Asn 

present at βB would be essential for the temperature-insensitive growth-

inhibition activity of AtTX12. To examine whether the ENHANCED DISEASE 

SUSCEPTIBILITY 1 (EDS1) is required for such temperature-insensitive 

growth inhibition activity, eds1-2 Q2610>>AtTX12 seedlings showing much 

weaker growth inhibition phenotypes compared with Q2610>>AtTX12 

seedlings were grown both at 22℃ and 28℃ conditions where they show no 

difference in growth. These results suggest that the growth inhibition activity 

of AtTX12 might be mediated by 1) EDS1-dependent pathway and 2) EDS1-

independent temperature-insensitive pathway. Therefore eds1-2 

Q2610>>AtTX12 could be used as a proper genetic background for the novel 

growth-inhibition or disease-resistance pathway.  
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국문초록 

 

애기장대의 Toll/interleukin-1 receptor 영역을  

암호화하는 AtTX11/12 유전자의 기능적인 분석 

 

임수민 

지도교수 : 송상기 

글로벌바이오융합학과 

조선대학교 대학원 

 

식물은 다양한 유형의 저항성 (R) 단백질을 활용하여 병원체의 공격으로부터 

자신을 방어한다. 애기장대(Arabidopsis thaliana)의 유전체에는 비표준적인 R 

단백질인 Toll-interleukin-1 receptor only 단백질(TX)을 암호화하는 30 개의 

유전자들이 존재하지만 일부 TX 들만의 기능이 밝혀진 바 있다. AtTX11/12 의 

과대발현(Q2610>>AtTX11/12)은 형질전환된 애기장대의 극심한 생장저해를 

유도하였으며, 특히 고온 조건에서도 이러한 생장저해 활성은 유지되었다. 본 

연구를 통해서 AtTX11/12 에 다양한 돌연변이를 도입하여 생장저해능과 고온-

비민감성 활성에 필수적인 AtTX11/12 의 영역과 필수적인 아미노산들을 

선별하고자 하였다. 다중서열정렬 프로그램과 3 차원 구조 예측 프로그램을 
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활용하여 AtTX12 와 구조가 밝혀진 식물 TIR 도메인의 아미노산 서열을 비교 

분석한 결과, AtTX11/12 에는 식물 TIR 도메인에 공통적으로 존재하는 보존된 

5 개의 β-sheet (βA~βE)들과 5 개의 α-helix (αA~αE)들 외에도 추가적인 

6 번째 α-helix (αF)가 존재하는 것이 확인되었다. AtTX12 의 C-말단 결실 

돌연변이들을 제조하여 발현시킨 결과, C-말단 30 개의 아미노산이 결실된 

돌연변이[CΔ3, 1~173 amino acid (a.a.)]까지는 생장저해능이 유지되었지만 αE 

구조에서 5 개의 아미노산이 결실된 돌연변이(CΔ4, 1~163 a.a.)부터는 

생장저해능이 완전히 소실되었다. 이 결과는 AtTX12 가 생장저해능을 발휘하기 

위해서는 식물 TIR 도메인에 보존된 5 개의 β-sheet 들과 5 개의 α-helix 들이 

필수적이며, 추가적인 αF 는 생장저해능에 필수적이지 않다는 것을 의미한다. 

위치 유도 돌연변이의 연구를 통해서 식물 TIR 도메인의 상호작용에 

핵심적인 AE (αA-αE) interface 상에 보존된 24 번 세린과 25 번 

히스티딘(AtTX12)은 생장저해 활성에 필수적인 반면, C-말단의 αF 상에 위치한 

라이신 풍부 지역은 필수적이지 않다는 것을 확인하였다. 또한 무작위적 

돌연변이를 AtTX11/12 에 도입하여 활성을 조사한 결과, 잠정적인 TIR 도메인 

상호작용 장소인 BE (BB loop-βE) interface 를 구성하는 BB (βB-αB)-loop 

상의 43 번 글루탐산(AtTX11)과 βE 상에 위치하는 150 번 라이신(AtTX12)이 

생장저해 활성에 필수적이라는 것을 확인하였다. 그리고 잠정적인 NADase 활성 

장소로써 보존된 79 번 글루탐산(AtTX11)도 생장저해 활성에 필수적이었다. 

이러한 결과는 AtTX11/12 의 생장저해 활성은 유사한 식물 TIR 들과 마찬가지로 

AE/BE interface 를 통한 상호작용과 NADase 활성에 의존적인 것을 의미한다. 

배추과의 세 작물, 브로콜리(Brassica oleracea var. italica), 콜리플라워 

(Brassica oleracea var. botrytis)와 무(Raphanus sativus)에서 AtTX12 유사 



xv 

 

유전자를 PCR 증폭하여 클로닝하였다. 이들을 각각 BoiTX12, BobTX12, 그리고 

RsTX12 라고 명명하였고 이들이 암호화하는 아미노산 서열은 AtTX12 와 각각 

65.2%, 65.2%, 그리고 56.3%의 동질성을 나타냈다. 애기장대에서 BoiTX12 와 

BobTX12 의 과발현은 생장저해능을 유도하지 못했지만, RsTX12 의 과발현은 

생장저해 활성을 나타냈다. 

AtTX11/12 의 고온 비민감성 생장저해능에 필수적인 영역과 아미노산을 

선별하기 위해서, 22℃ 조건에서 생장저해능을 나타냈던 돌연변이 과발현 

형질전환체들을 28℃ 조건에서 배양하여 생장저해능을 조사하였다. 그 결과 

AtTX12 의 CΔ1 (1~193 a.a.)과 CΔ2 (1~183 a.a.)는 고온 조건에서도 

생장저해능을 유지한 반면, CΔ3 (1~173 a.a.)는 고온 조건에서 생장저해능이 

소실되었다. 또한, 22℃ 조건에서 생장저해능을 나타냈던 N36D (AtTX12) 

돌연변이의 경우 고온 조건에서 활성을 소실하였다. 따라서 AtTX12 가 고온 

비민감성 생장저해능을 유지하기 위해서는 C-말단의 αE 와 αF 사이에 존재하는 

174~183 a.a.의 영역이 필수적이며, βB 상의 36 번째 아스파라긴이 필수적이라는 

것이 확인되었다. 한편, AtTX12 에 의한 고온 비민감성 생장저해능이 

ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1 (EDS1) 의존적인지 확인하고자 

야생형 배경의 Q2610>>AtTX12 비해서 생장저해능이 크게 약화된 eds1-2 

Q2610>>AtTX12 유식물을 22℃ 및 28℃ 조건에서 배양한 결과 이들은 두 

조건에서 서로 대등한 생장저해 표현형을 나타냈다. 이러한 결과는 AtTX12 에 

의한 생장저해능은 1) EDS1-의존적 경로와 2) EDS1-비의존적 고온-비민감성 

경로에 의해서 전달된다는 것을 제시한다. 따라서 eds1-2 Q2610>>AtTX12 

과발현체 배경은 새로운 생장저해능 또는 병저항성 경로를 선별하기에 적합한 

유전학적 배경으로 활용될 수 있다. 
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Ⅰ. 서론 

 

식물은 고착생물이기 때문에 식물의 생장은 가뭄이나 저온 같은 비생물학적 스트

레스 요인뿐만 아니라 병원체 같은 생물학적 스트레스 요인에 의해서도 큰 영향을 받

는다. 병원체들에 대한 식물체의 저항성은 식물 세포 내에서 항시적으로 존재하는 물

질이나 유도성 물질에 의해서 발생되는 다양한 방어 기작들을 통해서 조절된다

(Torres et al., 2006). 선천성 면역 체계와 후천성 면역 체계를 모두 사용하는 척추동

물과는 달리 순환계와 면역 세포가 결여된 식물은 주로 두 계층의 선천성 면역 반응

에 의존하여 방어 반응을 수행한다. Pathogen associated molecular patterns 

(PAMPs)를 감지하는 pattern recognition receptors (PRRs)는 PAMP-triggered 

immunity (PTI)라고 하는 식물의 1차 방어 기작을 유도한다. 식물이 감지하는 대표

적인 PAMP에는 운동성 세균의 flagellin (Felix et al., 1999)과 elongation factor 

thermo unstable (EF-Tu)같은 원핵생물에서 가장 풍부하고 고도로 보존된 단백질이 

속한다(Kunze et al., 2004). 

성공적인 독성 병원체는 effector 단백질을 식물 세포에 전달하여 식물의 PTI를 

교란하여 감염을 촉진할 수 있다(Jones and Dangl, 2006). 한편, 식물은 이러한 병원

체의 공격으로부터 자신을 보호하기 위해 독성 병원체의 effector 단백질을 인식하는 

세포 내부의 저항성 단백질을 활용하여 effector-매개 질병 감수성을 effector-

triggered immunity (ETI)로 전환함으로써 식물의 강력한 2차 방어 기작이 유도된다. 
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1. 식물의 저항성 유전자 

저항성(resistance, R) 단백질은 식물의 다양한 유전자에 의해 암호화된다. 대부

분의 저항성 단백질은 nucleotide binding (NB) 도메인과 leucine rich repeat (LRR) 

도메인으로 구성되어 있기 때문에 NLR 단백질이라고 부른다. 이 중 NB 도메인은 

ATP 결합 단백질들에 의한 뉴클레오티드 결합에 필수적인 3개의 보존된 펩티드 모티

프들을 포함하고 있다(Tameling et al., 2002). 또한 NB 도메인은 포유류의 

nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors에도 존재하며 선

천성 면역 반응과 세포자살의 조절자 역할을 수행한다고 알려져 있다(Inohara et al., 

2005). 병원성 인자가 존재하지 않을 경우, 일반적으로 NLR은 보존된 NB 도메인에 

의해 매개되는 ‘off state’를 유지한다. NB 도메인 상에 도입된 돌연변이들은 보존

된 phosphate-binding loop (P-loop) 또는 methionine-histidine-aspartate (MHD) 

모티프들에서의 기능 소실을 초래하거나 생장저해능을 발생시킬 수 있다

(Bendahmane et al., 2002; Williams et al., 2011). NB 도메인이 adenosine 

diphosphate (ADP)와 결합하는 경우, 신호 전달을 막는 폐쇄 구조를 형성하는 것으

로 예상된다. 한편, 병원체를 인식한 경우에는 ADP를 대신하여 adenosine 

triphosphate (ATP)가 NB 도메인에 결합하여, NLR의 신호 전달을 허용하는 ‘on 

state’ 로 전환된다. 이 모델에 대한 증거로 아마(Linum usitatissimum)에서 녹병

(Melampsora lini) 저항성을 부여하는 M 단백질에 대한 연구에서 제안된 바 있다

(Williams et al., 2011). 이 때, M 단백질의 생장저해능은 NB 도메인의 MHD 모티프

의 돌연변이로 인해 유발된 ATP의 우선적 결합에 의해서 유도되는 것으로 나타났다. 

이와 같이 NLR 단백질은 병원체의 effector 단백질을 인식하면 ATP 의존적인 형태 

변화를 일으켜 국소적인 자가 세포사멸을 유도한다(Dodds and Rathjen, 2010; Qi and 
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Innes, 2013). 

 

2. 저항성 단백질들의 올리고머화 

NLR 단백질의 N-말단에는 Coiled coil (CC) 또는 Toll/Interleukin-1 receptor 

like (TIR) 도메인이 위치하여 각각 CNLs 또는 TNLs로 분류된다. 동물의 Toll-like 

receptor (TLR)의 경우, 세포 외부의 LRR 영역에 의해서 PAMP를 인식하면 세포질 

내부에 위치한 TIR 도메인의 동형-이량체화가 유도된다(Tapping, 2009). 현재 N-

말단의 CC 또는 TIR 도메인이 주로 신호 전달 및 올리고머화 요소로 작용한다고 제

안된다. 예를 들어 보리의 polymorphic barley mildew A10 (MLA10) resistance 단

백질의 CC 도메인은 동형-이량체를 형성하고 세포사멸을 일으키기에 충분하다

(Maekawa et al., 2011). 아마의 L6 resistance 단백질의 TIR 도메인은 자가결합하여 

동형-이량체를 형성할 수 있다(Bernoux et al., 2011). 또한 이형-이량체를 형성하는 

NLR들도 보고된 바 있는데, 예를 들어 애기장대의 두 NLR인 Recognition of 

Ralstonia solanacearum 1 (RRS1)과 Resistance to Pseudomonas syringae 4 (RPS4)

의 TIR 도메인들은 이형-이량체를 형성할 수 있다. 이처럼 이량체를 형성하는 L6 또

는 RPS4 TIR 도메인의 과발현은 세포사멸을 유발하기에 충분하다(Swiderski et al., 

2009; Bernoux et al., 2011). 식물 NLR의 CC 또는 TIR 도메인의 올리고머화는 

hypersensitive response (HR)이라고 부르는 국소적 세포사멸을 초래하며 면역 반응

을 일으키기에 충분하다. 그렇지만 자가결합과 올리고머화에 의한 NLR 단백질 활성화 

이후의 하류 신호 전달 경로는 여전히 불명확하다(Casey et al., 2016; Wang et al., 

2019). 
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3. 비표준적인 TNL 

애기장대 Col-0 생태형의 유전체에서 모두 145개의 TIR 도메인을 암호화하는 

추정 유전자를 식별하였다. 이 중에서 92개의 유전자는 TNL을 암호화하고, 23개의 

유전자는 LRR 도메인이 없는 TIR-NB (TN)를 암호화한다. 최근에 TN의 병저항성 

기능이 연구된 바 있는데, TN2는 exo70B1 돌연변이에서 활성화된 방어 반응에 필수

적으로 요구된다(Zhao et al., 2015). 마지막으로 30개의 유전자는 NB 도메인과 LRR 

도메인 모두 없는 TIR 도메인만을 암호화한다(Meyers et al., 2002). TIR 도메인만을 

암호화하는 유전자를 TIR-X (TX) 또는 TIR-only 유전자라고 하며, 본 연구에 사용

된 AtTX11/12 유전자는 Response to HopBA1 (RBA1), AtTX14 등과 함께 TX 유

전자군에 해당한다. 

 

4. TNL 하류에서 작용하는 두 종류의 식물 면역 신호 경로 

유전자 스크리닝을 통해서 식물 TIR 활성화 이후의 면역 반응 과정에 보편적으로 

필요한 것으로 보이는 두 가지 단백질 family들이 검증되었다. 첫 번째는 lipase-like 

단백질인 ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1 (EDS1) family이다. EDS1 

family는 EDS1, SENESCENCE-ASSOCIATED GENE 101 (SAG101), 

PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 (PAD4)로 구성되어 있다(Feys et al., 2005; Lapin 

et al., 2019). 두 번째 단백질 family는 EDS1 family의 하류에서 기능한다고 알려진 

‘RNL’이라고 불리는 ‘helper’ CNL들인 Resistance to powdery mildew 8 

(RPW8) class이다(Peart et al., 2005; Qi et al., 2018; Jubic et al., 2019; Wu et al., 

2019). 또한, N-requirement gene 1 (NRG1)과 Activated Disease Resistance 1 

(ADR1) family와 같은 ‘helper’ NLR들은 TIR 면역 신호 전달 경로에서 EDS1 
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family 하류에서 면역 반응을 매개하는 것으로 보인다(Collier et al., 2011; Qi et al., 

2018; Jubic et al., 2019). 

EDS1은 PAD4 또는 SAG101과 이형-이량체를 형성하여 TIR 면역 신호를 전달

한다(Feys et al., 2005; Wagner et al., 2013). EDS1과 PAD4는 살리실산 신호 전달 

및 식물 기초 방어에서 기능한다고 보고되었다(Cui et al., 2017). EDS1-SAG101 이

형-이량체는 N-말단 lipase-like 도메인의 결합과 C-말단의 고도로 보존된 

EDS1-PAD4 도메인이 상호작용을 하며 구조를 형성한다(Wagner et al., 2013). 

TNL인 RPS4와 특정 TN 단백질은 NRG1과 마찬가지로 EDS1과 관련이 있는 것으

로 보고되었다(Heidrich et al., 2011; Nandety et al., 2013; Huh et al., 2017; Qi et 

al., 2018). eds1 null 배경에서도 ADR1 또는 NRG1의 RPW8 도메인의 과발현은 HR

을 유발하기에 충분한 것으로 볼 때, ADR1과 NRG1은 TIR 면역 신호 전달 경로에서 

EDS1 family의 하류 매개자라고 볼 수 있다(Collier et al., 2011; Qi et al., 2018).  

 

5. 식물의 TIR 신호 전달 과정에서 NADase 활성의 중요성 

동물에서 TIR-TIR 상호작용은 스캐폴드를 형성함으로써 면역 신호 전달을 촉진

한다고 알려져 있지만, 식물에서는 TIR 기능의 새로운 패러다임이 등장했다. 즉, 식물 

TIR 도메인이 nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)가수분해 효소(NADase)로 

작용한다고 최근에 보고되었다(Horsefield et al., 2019). 동물에서 Toll-like receptor 

2의 TIR 도메인 결정 구조는 TIR-TIR 상호작용에 필요한 아미노산 잔기와 α-

helix, β-sheet와 같은 TIR 도메인의 핵심 구조를 보여주었다(Xu et al., 2000). 동

물 TIR 스캐폴딩은 염증 반응 및 사이토카인 생성과 같은 다양한 방어 반응을 유도할 

수 있다. 이와는 대조적으로 특이한 동물 TIR 단백질인 sterile alpha and TIR motif-
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containing 1 (SARM1)은 programmed cell death 활성 과정인 축삭 변성에서 기능하

며(Gerdts et al., 2015), 놀라운 효소 기능을 가지고 있는 것으로 밝혀졌다(Essuman 

et al., 2017). SARM1에 의한 NAD+ 가수분해는 ADP-ribose (ADPR), cyclic-

ADPR (c-ADPR) 및 nicotinamide (NAM)을 생성하고 결과적으로 NAD+를 고갈시

켜서 세포사멸을 촉진한다(Essuman et al., 2017). SARM1 TIR의 결정 구조는 식물 

및 원핵생물 TIR 도메인에서도 보존되어 있으며, SARM1 TIR NADase 기능은 올리

고머화 및 TIR-TIR 상호작용에 의존적이다(Horsefield et al., 2019). SARM TIR 도

메인의 활성 부위에는 NAD+ 가수분해에 필요한 글루탐산(E642)이 보존되어 있었고, 

이 글루탐산은 촉매제로 작용하는 것으로 추정된다(Horsefield et al., 2019). 놀랍게

도 동물에서 유래한 SARM1을 Nicotiana benthamiana의 잎에서 일시적으로 발현시

켰을 경우 식물 세포의 사멸이 유발되었다(Horsefield et al., 2019). SARM1에 의해 

유발되는 식물 세포사멸은 축삭 변성처럼 NADase 기능을 필요로 했지만, EDS1과 

NRG1에 의존적인 식물 TIR 신호 전달과 달리 EDS1과 NRG1에 비의존적으로 진행

되었다(Horsefield et al., 2019; Wan et al., 2019). 

동물의 SARM1과 유사하게 식물의 TIR 또한 NADase로 작용하며, NADase 활

성은 면역 신호를 전달하는 데 필요하다고 보고되었다(Horsefield et al., 2019) 

SARM1 TIR과 유사하게 식물의 TIR 도메인은 NAD+ 및 NADP+를 기질로 사용할 

수 있지만 NAD+ 전구체인 nicotinic acid adenine dinucleotide (NAAD)는 사용할 수 

없었다(Essuman et al., 2018; Horsefield et al., 2019). 식물의 TIR은 NADase 반응

을 통해서 NAM, ADPR 및 variant of cyclic ADPR (v-cADPR)을 생성한다. SARM1 

TIR과 달리 식물 TIR의 효소 활성에 의해서 c-ADPR은 생성되지 않았다(Essuman 

et al., 2018). 
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6. TIR의 활성에 요구되는 TIR 상호작용 접속면 

식물 TIR-TIR 자가결합은 alpha helix 쌍으로 형성된 2개 이상의 interface들을 

통해서 발생한다. α-helix A와 α-helix E 사이의 접속면(AE interface) 및 α-

helix D와 α-helix E 사이의 접속면(DE interface)은 TIR-TIR 자가결합 및 HR의 

활성화에 필요하다. DE interface는 아마의 L6 TIR 도메인 결정 구조에 의해 최초로 

밝혀졌다(Bernoux et al., 2011). RRS1과 RPS4 이형-이량체의 결정 구조에서 AE 

interface가 확인되었으며, resistance to Peronospora parasitica 1(RPP1)에서도 AE 

및 DE interface의 존재가 확인되었다(Williams et al., 2014; Zhang et al., 2017). 

TIR-only protein인 RBA1은 AE interface와 DE interface 모두를 사용하여 

자가결합한다고 보고되었다. RBA1 자가결합은 yeast two-hybrid assay 또는 co-

immunoprecipitation을 통해 확인되었으며, AE 및 DE interface들은 세포사멸을 

유발하기 위해서 모두 유지되어야 한다. RBA1과 유사한 resistance to Plasmopara 

viticola 1(RPV1) TNL에서 분리된 TIR 도메인은 HR을 활성화하기에 

충분하였으며(Williams et al., 2016), AE interface가 파괴되었을 경우 RPV1에 

의해서 매개된 HR은 불활성화되었다(Williams et al., 2016). 따라서 TIR-TIR 

interface는 TIR에 의해서 매개된 면역 반응에 필수적인 것으로 보인다. 위의 

결과들을 종합해 보면, 식물의 TIR이 세포사멸 활성 및 질병 저항성을 갖기 위해서는 

NADase 기능이 필요하고, TIR의 NADase 활성화에는 AE 및 DE interface를 통한 

자가결합 과정이 필요하다고 정리할 수 있다(Horsefield et al., 2019). 

한편, 식물 TIR의 NADase 활성과 AE 및 DE interface의 상호작용은 

공통적으로 TNL 및 TIR 도메인의 고차원적인 올리고머화에 의존하는 것으로 보인다. 

흥미롭게도 RPP1의 결정 구조 분석을 통해서 효소 활성 자리의 글루탐산을 덮는 
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BB-loop (β-sheet B와 α-helix B 사이의 아미노산 서열)가 TIR 도메인 사이에서 

새로운 유형의 상호작용에 관여한다고 제시되었다(Bayless and Nishimura, 2020). 

또한 최근에 cryo-electron microscopy를 통한 ROQ1 (Recognition of XopQ1)-

XopQ (Xanthomonas outer protein Q) resistosome complex의 구조 연구에서, AE-

AE 상호작용에 관여하는 TIR 도메인들의 이량체화 과정에서 BB loop와 인접한 DE 

interface 사이에서도 BE interface가 형성된다는 것이 보고되었다. BB-loop상의 

돌연변이와 DE interface 상의 아미노산에 도입된 돌연변이들이 각각 독립적으로 

HR의 소실을 초래한다는 것이 밝혀졌다(Vyncke et al., 2016; Horsefield et al., 2019; 

Martin et al., 2020). 

 

7. 온도가 TIR의 활성에 미치는 영향 

온도는 식물의 생리적 특성에 큰 영향을 미치며 특히 식물의 선천성 면역 반응이 

정상적으로 진행되기 위해서는 적절한 온도 조건이 필수적이다. 칼슘-의존성 막 

단백질인 copine을 암호화하는 BONZAI1의 기능상실 돌연변이(bon1-1) 배경에서 

TNL을 암호화하는 suppressor of npr1-1, constitutive1 (SNC1)은 높은 수준으로 

발현되며 그 결과 22℃에서 왜소한 표현형을 나타내지만, 28℃에서는 야생형과 

유사한 표현형을 나타냈다. 실제로 28℃ 조건에서 bon1-1 배경의 SNC1의 전사 

수준은 22℃ 조건에 비해서 크게 감소하였으며, bon1-1의 왜생형 표현형은 EDS1에 

의존적이었다(Yang and Hua, 2004). 또한 TNL이 매개하는 식물의 선천성 방어와 

살리실산 신호 전달에 관여한다고 알려져 있는 EDS1 및 PAD4 전사물의 축적은 

고온에 의해 억제된다고 보고된 바 있다(Zhang et al., 2003; Yang and Hua, 2004). 

반면에 TX 유전자군에 속하는 AtTX14를 과발현하는 식물에서는 22℃와 28℃ 
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조건에서 공통적으로 방어 관련 유전자의 발현이 유도되었으며, 그 결과 두 조건에서 

모두 왜소한 표현형을 관찰할 수 있었다(Kato et al., 2014). 또한 선행 연구를 통해서 

AtTX11/12를 과발현하는 식물체의 경우, 저온과 고온 환경에서 모두 극단적으로 

생장이 저해되는 것을 관찰한 바 있었다. 이러한 결과들을 종합하면 일반적인 식물 

방어 반응의 활성화는 식물의 생장저해를 유도하지만 고온 조건에서는 방어 반응이 

억제되면서 식물의 생장이 회복되는 반면, TX의 과발현에 의한 생장저해는 

고온에서도 유지된다는 것을 시사한다. 

 

8. 본 연구의 목적 

본 연구에서는 AtTX11/12의 생장저해능과 고온 비민감성 활성에 필수적인 

영역과 핵심적인 아미노산들을 선별하고자 다양한 돌연변이 즉, C-말단 결실 

돌연변이, 위치 특이적 점 돌연변이 및 무작위적인 점 돌연변이들을 AtTX11/12에 

도입하였다. 1단계 선발과정에서는 돌연변이 AtTX11/12를 과발현하는 형질전환된 

식물에서 생장저해 표현형의 발현 여부를 조사하였고, 2단계 선발과정에서는 

생장저해능을 유지하는 형질전환된 식물들이 고온 조건에서도 생장저해능을 

유지하는지 조사하였다. 그 결과 AtTX11/12의 생장저해능에 필수적인 최소 영역과 

핵심 아미노산들을 선별하였고 고온 비민감성 활성에 관여하는 영역과 아미노산도 

확인할 수 있었다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 식물 재료 및 생장 조건 

본 연구에서는 Columbia-0 (Col-0)을 애기장대(Arabidopsis thaliana)의 야생

형으로 사용하였다. 애기장대의 종자를 무균상태에서 배양하기 위하여 0.7% sodium 

hypochlorite (Yuhan Co.; Seoul, Korea) 수용액에 5분간 표면 살균시킨 다음 파스퇴

르 피펫을 사용하여 멸균된 증류수로 5회 세척하였다. 살균된 종자는 1% (w/v) 

sucrose, 0.6% (w/v) Gelrite (Duchefa; Haarelm, Netherlands)가 포함된 ½ 

Murashige and Skoog (½ MS) (Duchefa; Haarelm, Netherlands) 고형 배지에 일렬

로 파종한 다음, 암조건에서 2일 동안 4℃에서 stratification 시킨 후 22℃에서 24시

간 광주기 조건하에서 발아시켜 배양하였다. ½ MS 고형배지로부터 자란 유식물은 

Sunshine mix #5 (Sungrow, Canada) 토양혼합물이 담긴 화분에 옮겨 심어 식물 생

장상에서 22℃, 24시간 광주기 조건하에서 배양하였다. 

 

2. 배지의 조성 

2.1 Luria broth 배지 

1L 증류수에 10 g의 tryptone, 5 g의 yeast extract, 10 g의 NaCl이 혼합된 Luria 

broth 25 g (Duchefa; Haarelm, Netherlands)을 첨가하여 2L의 삼각 플라스크에 넣

어 흔들어 녹인 후 agarose powder 15 g (1.5% w/v)을 넣은 뒤 고압멸균을 진행하였

다. 60℃ 항온수조로 옮겨 식혀준 후 항생제 1000x stock을 1ml 첨가 후 clean 

bench에서 petri dish에 20ml씩 분주하고 상온에서 굳힌 뒤 밀봉하여 4℃에 보관하였
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다. 

2.2 MS 배지 

1L 증류수에 sucrose 10 g과 2-morpholinoethanesulfonic acid(MES) 0.2 g 

(Duchefa; Haarelm, Netherlands)과 MS medium powder 2.2025 g (Duchefa; 

Haarelm, Netherlands)을 녹인 후 1M KOH를 이용하여 pH 5.8을 맞춰주었다. 

Gelrite 6 g을 첨가하고 고압멸균을 진행하였고, 60℃ 항온수조로 옮겨 식혀준 후 무균 

작업대에서 square dish에 50ml씩 분주하고 상온에서 굳힌 뒤 밀봉하여 4℃에 보관

하였다. 

 

3. 식물의 게놈 DNA 추출 

시장에서 알타리무, 순백옥무, 청한무 종자(Danong Co.; Namyang, Korea)를 구

매하여 파종 후 5일 된 유식물 및 시장에서 구매한 브로콜리와 콜리플라워를 작게 자

른 후 액체질소를 이용하여 막자 사발에서 갈아준 뒤 10~30 mg의 가루를 1.5ml 

microcentrifuge tube에 넣고 액체질소에서 30초동안 냉각시켰다. Cell lysis buffer 

300㎕를 첨가 후 60℃ heat block에서 60분동안 반응시켰다. RNase A (4 mg/ml) 1.5

㎕를 넣고 혼합한 다음 37℃ 항온수조에서 30분 동안 반응시킨 후 protein 

precipitation buffer를 100㎕ 첨가하여 vortexing하여 상온에서 5분 방치한 다음, 

10000 rpm에서 5분 동안 원심분리하였다. 상층액을 새로운 tube에 옮겨주고 

isopropanol 300㎕를 첨가한 후 inverting하여 혼합한 다음, 10000 rpm에서 1분 동

안 원심분리를 하였다. 상층액을 제거하고 washing buffer (80% ethanol) 500㎕를 첨

가한 후 inverting하였고, 10000 rpm에서 1분 동안 원심분리를 하고 상층액을 제거하

였다. 한 번 더 10000 rpm에서 2분 동안 원심분리를 시행한 후 남은 ethanol을 피펫
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으로 완전히 제거한 후, 20분 동안 상온에서 건조시키고 멸균된 증류수 50~100㎕에 

녹여 4℃에 보관하였다. 

 

4. 식물 발현 벡터 제작 

AtTX11/12의 돌연변이 발현 벡터를 제작하기 위하여 polymerase chain 

reaction(PCR)에 필요한 primer들은 Macrogen에 주문하여 합성하였다(Table 1). 

 

4.1 C-말단 결실 돌연변이의 제조 

AtTX12의 C-말단 결실 돌연변이를 제조하기 위하여 1개의 AtTX12-CΔ1 

forward primer와 AtTX12-CΔ1~9 C-말단 결실 reverse primer를 제작하여

(Table 1) Pyrococus furiosus-PCR (Pfu-PCR) (Nanohelix Co.; Daejeon, Korea)

을 시행하였다. AtTX12의 C-말단 결실 돌연변이의 PCR 산물을 pJET1.2 cloning 

vector (Thermo Fisher; Carlsbad, CA, USA)에 ligation하여 삽입한 다음, 대장균

(Esherichia coli) DH5α 균주를 형질전환시켜, 단일 콜로니를 확보한 다음, 플라스미

드 DNA를 추출하여 염기서열을 검정하였다. 

결실 지역 외에 돌연변이가 없는 9개의 C-말단 결실 돌연변이 DNA 절편을 제

한효소 SpeⅠ을 처리하여 분리한 다음, 동일한 제한효소로 multiple cloning sites 

(MCS)가 절단된 5x UAS 프로모터 영역과 FLAG-tag과 nos terminator가 포함된 

pCB302 발현 벡터(5xUAS-FLAG-Tnos-pCB302)에 클로닝하였다(Figure 1).  

 

4.2 위치 지정 돌연변이의 제조 

AtTX12의 24번 세린과 25번 히스티딘의 알라닌화 돌연변이(S24A;H25A)를 제
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조하기 위하여 overlap하여 primer를 제작 및 Pfu-PCR을 시행하였다. PCR 산물을 

pJET1.2 cloning vector에 ligation하여 삽입한 다음, DH5α 균주를 형질전환시켜 단

일 콜로니를 확보한 후 플라스미드 DNA를 추출하여 염기서열을 검정하였다. 24번 세

린의 알라닌화와 25번 히스티딘의 알라닌화 외에는 돌연변이가 없는 DNA 절편을 제

한효소 SpeⅠ을 처리하여 분리한 다음, 동일한 제한효소로 MCS가 절단된 5xUAS-

FLAG-Tnos-pCB302 발현 벡터에 클로닝하였다(Figure 1). 

 

4.3 무작위적 점 돌연변이의 제조 

AtTX11과 AtTX12의 무작위적 돌연변이를 제조하기 위하여 주형 DNA를 각각 

AtTX11과 AtTX12를 사용하여 Thermus aquaticus (Taq) PCR (Nanohelix Co.; 

Daejeon, Korea)을 각각 30cycle과 35cycle을 진행하였다. 무작위적으로 염기 서열

의 오류를 유도하여 돌연변이를 제조하기 위해 Taq polymerase를 사용하였고, PCR 

산물을 pGEM-T easy vector에 ligation하여 삽입한 다음, DH5α 균주를 형질전환시

켜 blue-white screen을 통해 단일 콜로니를 확보하고 플라스미드 DNA를 추출하여 

염기서열을 검정하였다. 무작위적 돌연변이가 발생한 DNA 절편을 제한효소 SpeⅠ을 

처리하여 분리한 다음, 동일한 제한효소로 MCS가 절단된 5xUAS-FLAG-Tnos-

pCB302 발현 벡터에 클로닝하였다(Figure 2).  

 

4.4 배추과 작물에서 유래한 AtTX12 유사 유전자들의 발현 벡터 제작 

배추과의 세 작물 Brassica oleracea var. italica(브로콜리), 브로콜리의 아종인 

Brassica oleracea var. botrytis(콜리플라워)와 Raphanus sativus(무)로부터 게놈 

DNA를 추출하여 각각의 gDNA를 확보하였으며, 무는 알타리무, 순백옥무, 청한무 중, 
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데이트베이스상의 무 유전체 염기서열과 일치한 알타리무의 게놈 DNA를 추출하여 사

용하였다. 그리고 배추과에서 유래한 브로콜리, 콜리플라워, 무의 예상되는 TIR 영역

을 BoiTX12, BobTX12, RsTX12라고 명명하였다. BoiTX12, BobTX12, RsTX12 각

각의 forward 및 reverse primer를 사용하여 추출한 gDNA를 주형으로 Pfu-PCR을 

시행하였다. PCR 산물을 pJET1.2 cloning vector에 ligation하여 삽입한 다음 대장균 

DH5α 균주를 형질전환시켜, 단일 콜로니를 확보한 다음 플라스미드 DNA를 추출하

여 염기서열을 검정하였다. BoiTX12와 BobTX12의 DNA 절편을 제한효소 BamHⅠ

과 SpeⅠ을 처리하여 분리한 다음, 동일한 제한효소로 MCS가 절단된 5xUAS-

Tnos-pCB302 발현 벡터에 클로닝하였고, RsTX12의 DNA 절편은 제한효소 BamH

Ⅰ을 처리하여 분리한 다음 동일한 제한효소로 MCS가 절단된 동일한 발현 벡터에 클

로닝하였다(Figure 2).  
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Table 1. List of primers for PCR 

construct primer Sequence (5’-> 3’) 

AtTX12-CΔ1 
Forward GACTAGTATGACATTCTTCTCTCCCACT 

Reverse ACTAGTAGGAAGCTCACATTTGCAATC 

AtTX12-CΔ2 Reverse ACTAGTCTTTTTCCCAAAATGATTCTCTT 

AtTX12-CΔ3 Reverse ACTAGTAAGTCCAATCGTTGCTACAAC 

AtTX12-CΔ4 Reverse ACTAGTCGCCTTAACAACTTCCTTGAT 

AtTX12-CΔ5 Reverse ACTAGTTTCATCACTGCCAAAAAAAGAAT 

AtTX12-CΔ6 Reverse ACTAGTCATCTTGTTGGGGATACATTC 

AtTX12-CΔ7 Reverse ACTAGTTTTCCATTTCTTGATCTGATCAC 

AtTX12-CΔ8 Reverse ACTAGTAACCTTTGCCAGCGTCCAG 

AtTX12-CΔ9 Reverse ACTAGTAAACTCACCTGTCTGTTTTCG 

AtTX12_S24H25/AA 
Forward GCTACTCCACGTCCATAAGG 

AtTX12_R20H25/AA 

AtTX12_S24H25/AA Reverse TCAATGAGGGCGGCCACGAA 

AtTX12_R20H25/AA Reverse GGCGCTCACGAAGCTGGCA 

AtTX12_K183K184K196K197/AAAA 

Forward GACTAGTATGACATTCTTCTCTCCCACT 

Reverse 
ACTAGTCAACTTTTTGGTTCTGCTTGCGGCCAAATCA 
GGAAGCTCACATTTGCAATCCTTTCTTGCGGCTTTCCC 

AtTX11/12_Random mutation 
Forward GACTAGTATGACATTCTTCTCTCCCACT 

Reverse TACTAGTTCACAACTTTTTGGTTCTGCTT 

BoiTX12 
Forward GGATCCATGCGAGTATTCTCT 

Reverse ACTAGTCTAACATTTGATAATAATG 

BobTX12 
Forward GGATCCATGCGAGTATTCTCT 

Reverse ACTAGTCTAACATTTGATAATAATG 

RsTX12 
Forward GGATCCATGATGATCTCATCTCCCTCC 

Reverse GGATCCTCATTTAACAAAATCATGACTAAG 
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Figure 1. Diagrams of the expression vector constructs for C-terminal deletion 

mutants and site-directed mutants of AtTX12 under the regulation of 5xUAS 

promoter. 

This diagram introduced coding sequences of C-terminal deletion mutation and 

site-directed mutation of AtTX12 into the 5xUAS+FLAG+Tnos+pCB302 vector. 

The MCS region was cleaved with SpeⅠ. After that C-terminal deletion mutation 

and site-directed mutation of AtTX12 were inserted. 
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Figure 2. Diagrams of the expression vector constructs for random mutants of 

AtTX11/12 and AtTX12-like genes originated from crops of Brassicaceae under 

the regulation of 5xUAS promoter. 

This diagram introduced coding sequences of random mutation of AtTX11/12 and 

AtTX12-like gene derived from Brassicaceae into the 5xUAS+Tnos+pCB302 

vector. The MCS region was cleaved with SpeⅠ or SpeⅠ and BamHⅠ or BamH

Ⅰ. After that random mutation of AtTX11/12 or BoiTX12/BobTX12/RsTX12 were 

inserted. 
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5. 아그로박테리움을 매개로 한 애기장대의 형질전환 

각각의 construct를 Agrobacterium tumefaciens GV3101 strain (Hofgen and 

Willmitzer, 1988)에 형질전환하였고, Col-0 야생형 식물에 형질전환 하기 위해서 

floral dip method (Clough and Bent, 1998)를 이용하여 형질전환하였다. 형질전환체

인지 알아보기 위하여 T1 종자를 유식물상태에서 Sunshine mix #5 토양혼합물이 담

긴 화분에 옮겨 심고, BASTA (glufosinate ammonium solution, Bayer crop sci.; 

Leverkusen, Germany)를 처리하여 형질전환된 식물임을 검증하였다. 

 

6. 현미경 관찰법 

애기장대의 유식물은 ½MS 고형배지에서 배양하여 발아 후 3-5일이 경과한 다

음, Leica MZ10F stereomicroscope (Leica; Wetzlar, Germany)를 사용하여 표현형

을 관찰하였다. Q2610 인핸서 트랩 라인과의 교배를 통해서 과발현이 유도된 

AtTX11/12 돌연변이들에 의해서, 야생형과 유사한 표현형을 나타내는 유식물들만 존

재하는 경우, 먼저 Q2610에 의한 green fluorescent protein (GFP) 발현여부를 확인

한 이후에 토양으로 옮겨 심어 추후에 BASTA를 처리하여 AtTX11/12 돌연변이 발

현 construct가 형질전환되었는지 검정하였다. 그리고 사진 촬영은 eXcope X6 image 

detector module (Dixi science)을 사용하였다. 

 

7. Reverse transcription (RT)-PCR 분석 

야생형과 형질전환된 식물에서 다양한 유전자의 발현 양상을 알아보기 위해서 발

아 후 5일 동안 배양된 유식물에서 RNeasy mini kit (Qiagen; Hilden, Germany)를 이

용하여 total RNA를 추출하였다. 추출한 RNA를 biophotometer (Eppendorf; 
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Hamburg, Germany)를 사용하여 정량하였다. 정량한 RNA 1㎍을 DNaseⅠ 

(Invitrogen; Carlsbad, CA, USA)처리 후 15분간 상온에서 gDNA를 분해시켰다. 

DNaseⅠ의 inactivation을 위해 25mM EDTA 용액을 1㎕ 첨가 후 65℃에서 10분간 

열처리하였다. DNaseⅠ 처리를 마친 RNA의 cDNA 합성을 위하여 cDNA synthesis 

kit (Agilent; Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 42℃ 항온수조에서 1시간, 70℃ 

heatblock에서 15분 반응하여 first-strand cDNA 합성을 하였다. 합성된 cDNA를 

주형으로 각각의 forward, reverse primer를 사용하여 95℃ 3분 반응하고, 95℃ 30

초, 54℃ 40초, 72℃ 1분동안 26회 반복 반응 후 72℃에서 3분 반응시켰다. 

ELONGATION FACTOR1 (EF1)은 각 유전자의 전사 수준을 일반화하기 위하여 

사용되었다. 사용된 EF1 primer는 다음과 같다. EF1-F (5 ’ -

TTGACCAGATCAACGAGCCCAAGA-3 ’ )과 EF1-R (5 ’ -

CTCGTGGTGCATCTCAACAGACT-3 ’ ). 그리고 PATHOGENESIS-RELATED 

PROTEIN 1 (PR1)은 다양한 병원체에 반응하여 유도되는데, 생장저해능에 유용한 분

자 표지자로 사용하였다. 사용된 PR1 primer는 다음과 같다. PR1-F (5 ’ -

GTAGGTGCTCTTGTTCTTCCC-3 ’ )과 PR1-R (5 ’ -

CACATAATTCCCACGAGGATC-3’). 또한 β-1,3-GLUCANASE 2 (BGL2)는 

PATHOGENESIS RELATED PROTEIN 2 (PR2)라고도 알려져 있으며, PR1과 마찬

가지로 병원체에 반응하여 유도되고, 생장저해능에 유용한 분자 표지자로 사용하였다. 

BGL2 primer는 다음과 같다. BGL2-F (5’-GAGCTACAGAGATGGTGTCAG-3’)

과 BGL2-R (5’-ATGTAGCTGAAGTAAGGGTAG-3’)(Kato et al., 2014). 
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Ⅲ. 결과 

 

1. AtTX12 는 TIR 의 자가결합 및 효소 활성에 필수적인 보존된 

아미노산들과 식물 TIR 도메인의 전형적인 3 차원적 구조를 간직하고 

있다 

AtTX11/12는 RBA1, AtTX14과 함께 비표준적인 TNL인 TX 유형에 속하며 

TIR 도메인 외에 다른 알려진 보존된 도메인을 포함하지 않는다(Nandety et al., 

2013). AtTX11/12, RBA1, 또는 AtTX14 유전자의 과발현은 형질전환된 식물에서 

세포사멸이나 생장저해 표현형을 유도하였다(Kato et al., 2014; Song, 2016). 

먼저 AtTX12에서 보존된 TIR 도메인의 위치를 확인하고, TIR 기능에 필수적인 

보존된 아미노산들의 존재 여부를 확인하고자 PROSMAL3D 프로그램을 활용하여 

AtTX12와 기능이 밝혀진 식물의 TIR들과 함께 아미노산 다중서열정렬(multiple 

sequence alignment, MSA)을 시행하였다(Figure 3). 그 결과 AtTX12에는 5개의 β

-sheet와 5개의 α-helix로 구성된 잘 보존된 단백질 2차 구조를 확인할 수 있었다. 

흥미롭게도 AtTX12에는 보존된 5개의 α-helix 외에도 C-말단 부근에서 추가적인 

6번째 α-helix (αF)구조가 존재하는 것을 확인하였다. 또한 AtTX12에서도 식물의 

TIR 도메인에서 잘 보존된 4개의 지역이 존재하는 것을 확인하였다(Meyers et al., 

2002).  

식물의 TIR이 effector 없이 자가 세포사멸능 또는 생장저해능을 나타내기 위해

서는 TIR 도메인 간의 이량체화 또는 다량체화를 형성해야 하며, 이 과정에서 접속면

의 상호작용이 중요하다. RPS4의 동형-이량체화나 RPS4/RRS1의 이형-이량체화를 
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위해서는 AE interface가 중요하며 그 중에서 33번 세린과 34번 히스티딘이 필수적

이다(Williams et al., 2014; Zhang et al., 2017). 또한 RBA1에서도 동등한 위치의 31

번 세린과 32번 히스티딘이 자가 세포사멸능에 필수적이라고 보고되었다. MSA 결과 

AtTX12의 동등한 위치에도 24번 세린과 25번 히스티딘이 존재하는 것을 확인할 수 

있었다(Figure 3). 이는 AtTX12도 RPS4나 RBA1처럼 세린과 히스티딘에 의존적인 

AE interface를 형성할 가능성이 높다는 것을 의미한다. 보존된 세린과 히스티딘은 

AtTX14를 제외한 6개의 TIR 도메인에서 모두 동등한 위치에 존재하고 있었다. 

한편 아마의 TIR인 L6의 TIR 도메인이 자가 세포사멸능을 발휘하기 위해서는 

DE interface에서의 상호작용이 중요하며, 해당 영역의 201번 글라이신이 필수적이라

고 보고되었다(Bernoux et al., 2011; Zhang et al., 2017). 또한 RBA1에서도 DE 

interface에 위치한 149번 라이신과 151번 글라이신이 자가 세포사멸능에 필수적이

었다. AtTX12에서도 RBA1의 DE interface와 동등한 위치에 142번 라이신과 144번 

글라이신이 보존된 것을 확인하였으나, AtTX14를 제외한 다른 대부분의 TNL에서는 

151번 글라이신(RBA1)은 보존되었으나 149번 라이신(RBA1)은 보존되지 않았고 대

신에 트레오닌, 아이소류신, 류신 등이 위치한 것을 확인할 수 있었다(Figure 3). 

최근의 연구를 통해서 식물의 TIR들이 자가 세포사멸능을 발휘하기 위해서는 

NADase 활성이 요구되며, 활성 장소에는 보존된 글루탐산이 존재한다고 보고되었다. 

실제로 RPS4나 L6에 존재하는 활성 장소의 글루탐산을 알라닌으로 치환하였을 경우 

모두 자가 세포사멸능이 소실되었다(Horsefield et al., 2019). AtTX12에서도 잠정적

인 활성 장소와 동등한 위치에 79번 글루탐산이 존재하였다(Figure 3). 

또한 AtTX12에는 다른 TIR 도메인과 구별되는 염기성 아미노산이 풍부한 영역

이 183번부터 203번 아미노산에 이르는 C-말단에 영역에 존재하였다. 비록 아미노
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산 서열상에는 큰 차이가 있지만, AtTX12의 추가적인 αF와 동등한 위치에 AtTX14

와 RPP1에서도 α-helix 구조가 존재하였다(data not shown). 

한편, AtTX12의 3차원적 구조를 예측하고자 protein homology/analogy 

recognition engine V 2.0 (Phyre2) 프로그램을 활용하여 AtTX12와 가장 유사하다고 

알려진 RPS4 그리고 RPP1과 비교하여 모델링하였으며, RPP1과의 비교 모델링의 경

우 AtTX12의 C-말단에 존재하는 추가적인 6번째 α-helix를 표현하였기 때문에 

RPP1과 비교한 모델링의 결과를 제시하였다(Figure 4). 모델링의 결과, 내부에 평행

하게 존재하는 5개의 β-sheet를 외부의 5개의 α-helix가 둘러싸고 있는 전형적인 

flavodoxin-like 접힘 구조를 간직하고 있었으며 추가적인 αF 구조가 외부로 돌출된 

것을 확인할 수 있었다. 
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Figure 3. Multiple sequence alignment and secondary structure prediction of plant 

TIR domains. 

This multiple sequence alignment showed the expected α-helices and β-sheets 

of AtTX12 and showed the conserved TIR domains through comparison with the 

TIR domains of other representative TNLs (black box). The arrows indicate the 

C-terminal end points of C-terminal deletion mutants (Δ1~Δ9).  
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Figure 4. Structural modeling of AtTX12 using Phyre2 comparing to RPP1. 

The tertiary structure of AtTX12 was predicted by using the Phyre2 program 

comparing to RPP1. α-helices and β-sheets are marked in purple and green, 

respectively. An additional α-helix was present in the C-terminal region. Each 

number indicates the amino acid number. 
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2. AtTX12의 생장저해능을 위해서 αE의 보존이 필수적이다 

애기장대의 뿌리 말단에서 강하게 발현하는 Q2610 인핸서 트랩 라인과의 교배를 

통해서 UAS 프로모터의 조절을 받는 genomic AtTX11/12를 과발현시킬 경우, F1 유

식물(Q2610>>gAtTX11/12)의 뿌리는 극심한 생장저해 표현형을 나타낸 바 있었다

(Song, 2016). 본 연구에서는 같은 방식으로 203개의 아미노산을 암호화하는 

AtTX12의 cDNA를 클로닝하여 Q2610에 의해서 발현시킨 결과(Q2610>>AtTX12), 

F1 유식물에서 극심한 생장저해 표현형을 나타냈다.  

AtTX12의 생장저해능에 필수적인 최소한의 AtTX12의 영역을 검정하고자 C-말

단으로부터 10개의 아미노산 암호화 지역을 절단하여 각각 193, 183, 173, 163, 153, 

143, 133, 123, 113개의 아미노산을 암호화하는 AtTX12-CΔ1, AtTX12-CΔ2, 

AtTX12-CΔ3, AtTX12-CΔ4, AtTX12-CΔ5, AtTX12-CΔ6, AtTX12-CΔ7, 

AtTX12-CΔ8, 그리고 AtTX12-CΔ9 총 9개의 C-말단 결실 돌연변이 construct

를 제조하였으며, 그 중 CΔ7을 제외한 8개의 발현 construct를 애기장대에 도입하였

고(Figure 5A), Q2610과 교배하여 AtTX12 C-말단 결실 돌연변이를 발현하는 F1 

유식물의 표현형을 관찰하였다(Figure 5B). Q2610>>AtTX12-CΔ1의 경우 총 19개

의 형질전환체 라인을 준비하였고, 이중에서 12개의 라인에서 극심한 뿌리 생장저해 

표현형이 나타났다. Q2610>>AtTX12-CΔ2 형질전환체의 경우 총 12개 라인 중 6개 

라인에서, Q2610>>AtTX12-CΔ3 형질전환체는 총 18개 라인 중 7개 라인에서 생장

저해 표현형이 나타났다. 

한편, Q2610>>AtTX12-CΔ4, Q2610>>AtTX12-CΔ5, Q2610>>AtTX12-CΔ

6, Q2610>>AtTX12-CΔ8, 그리고 Q2610>>AtTX12-CΔ9 형질전환체는 각각 13, 

23, 14, 14, 그리고 11개의 라인을 준비한 결과 모두 생장이 저해되지 않은 야생형 유
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사 표현형을 나타냈다. 야생형 유사 표현형 유식물들은 BASTA를 처리한 후 생존여

부를 확인하여, 형질전환된 식물임을 검증하였다. 대표적인 생장저해 또는 야생형 유

사 표현형을 나타내는 형질전환체에서 돌연변이 AtTX12 유전자의 전사 수준을 알아

보기 위하여 RT-PCR을 시행하였다(Figure 6). 그 결과 모든 형질전환체에서 돌연변

이 AtTX12의 발현을 확인할 수 있었으며, 생장이 저해된 형질전환체에서는 대표적인 

병저항성 유전자인 PR1과 BGL2의 발현이 상승한 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결

과는 AtTX12-CΔ1~ CΔ3는 병저항성 유전자의 발현을 유도하는 생장저해능을 유지

하고 있는 반면, AtTX12-CΔ4~CΔ9는 생장저해능이 소실되었음을 의미한다. 따라

서, AtTX12의 생장저해 활성을 위해서는 최소한 1~173a.a.까지의 영역이 필수적이다. 

흥미롭게도 AtTX12-CΔ4는 αE 구조가 일부 손상되었고, AtTX12-CΔ5~CΔ9는

αE 구조가 소실된 것으로 볼 때 αE의 보존이 AtTX12의 활성에 필수적이라는 것을 

의미한다. 
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Figure 5. A schematic diagram of C-terminal deletion mutants of AtTX12 and the 

representative phenotypes of seedlings overexpressing the C-terminal deletion 

mutants. 

(A) A schematic diagram of C-terminal deletion mutants of AtTX12. The four 

highly conserved TIR regions and C-terminal deletion mutants marked in yellow 

bars and black boxes, respectively. (B) The phenotypes of 5-day-old seedlings 

overexpressing C-terminal deletion mutants of AtTX12. Upper left panel, 

Q2610>>AtTX12 (right) and WT-like sibling (left) of the F1 progenies of 

UASpro:AtTX12 line crossed to Q2610. Q2610>>AtTX12_CΔ1~3 lines exhibited 

stunted growth phenotypes whereas Q2610>>AtTX12_CΔ4~9 lines displayed 

WT-like phenotypes. Scale bars = 0.5mm. 
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Figure 6. The overexpression of inactive C-terminal deletion mutants of AtTX12 

failed to induce the expression of both PR1 and BGL2 in transgenic plants. 

The 5-day-old transgenic seedlings were used for the extraction of the total RNA 

from which cDNA was synthesized and then PCR amplified with the gene-specific 

primers for AtTX12, PR1, BGL2, and EF1 respectively(AtTX12, 32 cycles; PR1, 

BGL2, and EF1, 26 cycles). TIR indicates AtTX11, AtTX12, or AtTX12 mutants. 

  



29 

 

3. AtTX12의 위치 지정 돌연변이와 무작위적 돌연변이 분석을 통한 

생장저해능에 핵심적인 아미노산 탐색 

앞선 MSA 분석을 통해 AtTX12 에서도 AE interface 형성에 관여할 것으로 

예상되는 보존된 24 번 세린과 25 번 히스티딘이 αA 영역에 존재하는 것을 

확인하였다. 따라서 AtTX12 의 생장저해 활성에 보존된 세린과 히스티딘이 

필수적인지 확인하고자 24 번 세린과 25 번 히스티딘이 각각 알라닌으로 치환된 위치 

지정 돌연변이 construct (AtTX12_S24H25/AA)를 제조하여 총 9 개 라인의 

형질전환체를 선별하였다(Table 2). T1 식물과 Q2610 의 교배를 통하여 F1 

유식물에서 AtTX12_S24H25/AA 를 발현시킨 결과(Q2610>>AtTX12_S24H25/AA) 

9 개 라인 모두 생장이 저해되지 않은 야생형 유사 표현형을 나타냈다. 또한, TIR1 

지역 내부에 보존된 20 번 아르기닌과 25 번 히스티딘을 각각 알라닌으로 치환한 

AtTX12_R20H25/AA 를 과발현하는 총 10 개의 Q2610>>AtTX12_R20H25/AA 

유식물들은 모두 야생형 유사 표현형을 나타냈다(Figure 7A,B). 야생형 유사 

표현형을 나타내는 식물들은 모두 화분에 옮겨 심어 BASTA 처리 후 생존을 

확인하여 형질전환된 식물임을 검증하였다. 이 결과는 보존된 25 번 히스티딘이 

AtTX12 의 활성에 필수적이라는 것을 의미한다. 

TNL 이 기능을 수행하기 위해서 핵 내부로 수송되는 능력이 중요하다고 보고된 

바 있다(Wirthmueller et al., 2007; Heidrich et al., 2011). 단백질이 핵 내부로 

수송되기 위해서 nuclear localization signal(NLS)가 사용되는 경우가 많은데, 

NLStradamus 프로그램을 통해서 AtTX12 의 아미노산 서열을 탐색한 결과, C-

말단에 존재하는 183 번 아미노산에서 203 번 아미노산 까지의 염기성이 풍부한 

서열이 NLS 로 예측되었다(Nguyen Ba et al., 2009). 따라서 이 서열에 존재하는 
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183 번, 184 번, 196 번, 197 번 라이신 서열을 각각 알라닌으로 

치환(K183K184K196K197/AAAA)하여 생장저해능의 소실 여부를 조사하였다. 

독립적인 16 개의 Q2610>>AtTX12_K183K184K196K197/AAAA 형질전환체 

유식물들 중에서 13 개 라인에서 생장저해 표현형이 나타났다(Figure 7C). 이 결과는 

C-말단의 염기성 아미노산이 집중되어 있는 영역은 생장저해능에 필수적이지 않다는 

것을 의미한다. 

TIR 의 생장저해능에 중요하다고 알려진 아미노산 외에 새로운 아미노산이 

영향을 주는지 알아보기 위하여 무작위적 돌연변이를 제조하였다(Table 3). 무작위적 

돌연변이 construct 를 제조하는 과정에서 오류의 빈도를 증가시키고자 의도적으로 

Taq DNA polymerase 를 사용하여 PCR cycle 수를 증가시켰으며, 클로닝한 이후에 

염기서열 분석을 통해서 염기서열상의 오류를 확인하였다. 이 결과, 총 30 여 종류의 

AtTX12 돌연변이를 확보하였으며, 아미노산 서열에 변화가 없는 silent 돌연변이를 

제외한 nonsense 돌연변이와 missense 돌연변이에 대한 총 8 개의 발현 

construct 를 제조하였다. Q2610>>AtTX12_F10V 의 경우 9 개의 형질전환체 중 

7 개에서 생장저해 표현형을 나타냈으며, Q2610>>AtTX12_N12K, 

Q2610>>AtTX12_N36D, Q2610>>AtTX12_K60R, Q2610>>AtTX12_V168A 의 

경우 각각 10, 10, 10, 17 개의 모든 라인에서 생장저해 표현형을 나타냈다(Figure 

8A-E). 이 결과는 위의 4 종류의 AtTX12 돌연변이는 생장저해 활성이 유지되었음을 

의미한다. 즉, 10 번 페닐알라닌, 12 번 아스파라긴, 36 번 아스파라긴, 60 번 라이신, 

168 번 발린은 AtTX12 의 생장저해 활성에 필수적이지 않음을 시사한다. 

반면에 Q2610>>AtTX12_V101Δ, Q2610>>AtTX12_K150S, Q2610>>AtTX12_ 

K158Δ의 경우 각각 10, 12, 14 개의 모든 라인에서 생장저해능이 소실된 야생형 
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유사 표현형을 나타냈다(Figure 8F-H). 야생형 유사 표현형을 가진 식물은 BASTA 

처리 후 생존을 확인하여 형질전환된 식물임을 검증하였다. 

AtTX12_V101Δ(1~100a.a.)와 AtTX12_K158Δ(1~157a.a.)는 생장저해 활성이 

소실된 C-말단 결실 돌연변이인 AtTX12-CΔ4(1~163a.a.)보다 적은 수의 

아미노산으로 구성되었기 때문에 위의 2 개의 정지 돌연변이의 활성 분석 결과는 C-

말단 결실 돌연변이의 분석 결과와 상응하였다. AtTX12_K150S 의 150 번 라이신은 

다른 TIR 도메인에도 잘 보존되어 있는 아미노산은 아니었으나, 구조적으로 βE 상에 

위치하여 BE interface 형성에 영향을 줌으로써 AtTX12 의 생장저해능 유지에 

요구될 수 있다. 
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Table 2. List of site-directed mutations introduced into AtTX12 and their 

effects on growth inhibition activity of AtTX12 

 

Position of mutation  Strength of growth inhibition 

 S24H25/AA   -  

 R20H25/AA   -  

 K183K184K196K197/AAAA  +  

 

Strength of the growth inhibition was visually assessed by comparing growth 

inhibition and presence of root hairs between transgenic seedlings overexpressing 

a mutated form of AtTX12 and the wild-type AtTX12. The following scoring 

system was used: lack of growth inhibition, –; growth inhibition similar to wild type, 

++; growth inhibition weaker than wild type +; mutations showing decreased 

growth inhibition activity are in bold. Double or triple substitutions are separated 

from the original amino acid sequence by forward slash (/). 
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Figure 7. The representative phenotypes of seedlings overexpressing site-directed 

mutants of AtTX12. 

The phenotypes of 5-day-old seedlings overexpressing site-directed mutants of 

AtTX12. Q2610>>AtTX12_S24H25/AA (A) and Q2610>>AtTX12_R20H25/AA (B) 

exhibited WT-like phenotypes whereas Q2610>>AtTX12_K183K184 

K196K197/AAAA (C) displayed stunted growth phenotype. Scale bars = 0.5mm. 
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Table 3. List of random mutations introduced into AtTX12 and their 

effects on growth inhibition activity of AtTX12 

 

 

Strength of the growth inhibition was visually assessed by comparing growth 

inhibition and presence of root hairs between transgenic seedlings overexpressing 

a mutated form of AtTX12 and the wild-type AtTX12. The following scoring 

system was used: lack of growth inhibition, –; growth inhibition similar to wild type, 

++; growth inhibition weaker than wild type +; growth inhibition stronger than 

wild type +++; mutations showing decreased growth inhibition activity are in bold. 

Δ, nonsense mutation of amino acids. 

  

Position of mutation Strength of growth inhibition 

AtTX12 (control)  ++  

AtTX12 F10V   +  

AtTX12 N12K   +++  

AtTX12 N36D   +++  

AtTX12 K60R   +++  

AtTX12 V101Δ  -  

AtTX12 K150S   -  

AtTX12 K158Δ  -  

AtTX12 V168A   ++  
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Figure 8. The representative phenotypes of seedlings overexpressing random 

mutants of AtTX12. 

The phenotypes of 5-day-old seedlings overexpressing random mutants of 

AtTX12. Q2610>>AtTX12_F10V (A), Q2610>>AtTX12_N12K (B), 

Q2610>>AtTX12_N36D (C), Q2610>>AtTX12_K60R (D), 

Q2610>>AtTX12_V168A (E) exhibited stunted growth phenotypes whereas 

Q2610>>AtTX12_V101Δ (F), Q2610>>AtTX12_K150S (G), 

Q2610>>AtTX12_K158Δ (H) displayed WT-like phenotypes. Scale bars = 

0.5mm.  
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4. AtTX11의 무작위적 돌연변이 분석을 통한 생장저해능에 핵심적인 

아미노산 탐색 

AtTX11 과 AtTX12 는 각각 204 개와 203 개의 아미노산으로 구성되며, 이들은 

서로 단 4 개의 아미노산 서열 차이를 간직하고 있어 98%의 동질성을 나타낸다. 즉 

AtTX12 의 78 번 아미노산은 류신인 반면 AtTX11 의 경우 메티오닌, AtTX12 의 

91 번 아미노산은 라이신인 반면 AtTX11 의 경우 아르기닌, AtTX12 의 152 번 

아미노산은 아스파라긴인 반면 AtTX11 의 경우 세린, AtTX12 의 경우 174-177 번 

위치에 4 개의 글루탐산이 존재하는 반면 AtTX11 의 경우 174-178 번 위치에 5 개의 

글루탐산이 존재한다. 

AtTX12 와 마찬가지로 AtTX11 의 생장저해능에 필수적인 아미노산 잔기를 

알아보기 위하여 Taq 에 의한 PCR 을 통해 오류를 유발하고 클로닝한 이후 염기 서열 

분석을 통해 돌연변이가 발생한 염기서열을 확인하였다. 총 30 여 종류의 돌연변이를 

제조하였으며, 아미노산 서열에 변화가 없는 silent 돌연변이를 제외한 9 개의 

missense 돌연변이와 nonsense 돌연변이의 발현을 위한 construct 를 제조하여 F1 

유식물에서 Q2610 에 의해서 발현시켰다(Table 4). Q2610>>AtTX11_R20C, 

Q2610>>AtTX11_A64T, Q2610>>AtTX11_L77M 및 Q2610>>AtTX11_K190N 의 

경우 각각 6, 10, 7, 9 개의 모든 독립적으로 선별된 형질전환체 라인에서 생장저해능을 

나타냈다(Figure 9A~D). 이 결과는 AtTX11 의 20 번 아르기닌, 64 번 알라닌, 77 번 

류신 그리고 190 번 라이신은 AtTX11 의 생장저해능에 필수적이지 않다는 것을 

의미하며 아미노산들은 다른 TIR 도메인에서 잘 보존되지 않았다(Figure 4). 

반면에 F1 유식물에서 Q2610>>AtTX11_R32L49W75Y99/GPRH, 

Q2610>>AtTX11_E43G, Q2610>>AtTX11_E79G, Q2610>>AtTX11_V101Δ, 
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그리고 Q2610>>AtTX11_K158Δ의 경우 각각 8, 13, 8, 6, 5 개의 모든 독립적으로 

선별된 형질전환체 라인에서 생장저해능이 소실된 야생형 유사 표현형을 

나타냈다(Figure 9E~I). 이러한 야생형 유사 표현형을 나타낸 식물들은 BASTA 처리 

후 생존을 확인하여 형질전환된 식물임을 검증하였다. 이 결과는 AtTX11 에서 32 번 

아르기닌, 49 번 류신, 75 번 트립토판, 99 번 티로신 중에서 적어도 1 개 이상의 

아미노산, 43 번 글루탐산 그리고 79 번 글루탐산이 AtTX11 의 생장저해능에 

필수적임을 의미한다. 또한 AtTX11_V101Δ(1~100a.a.)와 AtTX11_ 

158Δ(1~157a.a.)는 생장저해 활성이 소실된 AtTX12-CΔ4(1~163a.a.)보다 적은 

수의 아미노산들로 구성되었기 때문에 2 개의 정지 돌연변이의 활성 분석 결과는 

AtTX12 의 C-말단 결실 돌연변이 분석 결과와 상응하였다.  
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Table 4. List of random mutations introduced into AtTX11 and their 

effects on growth inhibition activity of AtTX11 

 

 

Strength of the growth inhibition was visually assessed by comparing growth 

inhibition and presence of root hairs between transgenic seedlings expressing a 

mutated form of AtTX11 and the wild-type AtTX11. The following scoring system 

was used: lack of growth inhibition, –; growth inhibition similar to wild type, ++; 

growth inhibition weaker than wild type +; mutations showing decreased growth 

inhibition activity are in bold. Double or triple substitutions are separated from the 

original amino acid sequence by forward slash (/); Δ, nonsense mutation of amino 

acids.  

Position of mutation Strength of growth inhibition 

AtTX11 (control)   ++  

AtTX11 R20C   ++  

AtTX11 R32L49W75Y99/GPRH    -  

AtTX11 E43G   -  

AtTX11 A64T   ++  

AtTX11 L77M   ++  

AtTX11 E79G   -  

AtTX11 V101Δ  -  

AtTX11 K158Δ  -  

AtTX11 K190N   ++  
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Figure 9. The representative phenotypes of seedlings overexpressing random 

mutants of AtTX11. 

The phenotypes of 5-day-old seedlings overexpressing random mutants of 

AtTX11. Q2610>>AtTX11_R20C (A), Q2610>>AtTX11_A64T (B), 

Q2610>>AtTX11_L77M (C), Q2610>>AtTX11_K190N (D) exhibited stunted 

growth phenotypes whereas Q2610>>AtTX11_R32L49W75Y99/GPRH (E), 

Q2610>>AtTX11_E43G (F), Q2610>>AtTX11_E79G (G), 

Q2610>>AtTX11_V101Δ (H), Q2610>>AtTX11_K158Δ (I) displayed WT-like 

phenotypes. Scale bars = 0.5mm. 
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5. 생장저해능이 소실된 AtTX11/12 돌연변이는 PR1의 발현을 유도

하지 못한다 

AtTX11/12 점 돌연변이의 과발현을 유도하였지만 생장저해 표현형이 나타나지 

않은 형질전환 식물을 선별하여 AtTX11/12와 병저항성 관련 유전자의 발현 양상을 

RT-PCR로 조사하였다. 야생형 표현형을 나타낸 Q2610>>AtTX12_K150S, 

Q2610>>AtTX11_E43G, Q2610>>AtTX11_E79G, Q2610>>AtTX11_R32L49 

W75Y99/GPRH, Q2610>>AtTX12_S24H25/AA, 그리고 Q2610>>AtTX12_R20 

H25/AA 형질전환 식물에서는 전사 수준에 차이는 있었으나 모두 돌연변이 AtTX11 

또는 AtTX12가 발현되는 것을 확인하였고, TIR 신호 하류에서 작용하는 병저항성 

유전자인 PR1은 발현되지 않았으며, 일부 라인에서만 낮은 수준으로 BGL2가 

발현되었다. 반면에 생장저해 표현형을 나타낸 Q2610>>AtTX12_K183K184 

K196K197/AAAA, Q2610>>AtTX12_N12K, 그리고 Q2610>>AtTX12 형질전환 

식물에서는, AtTX12의 발현과 함께 높은 수준의 PR1 및 BGL2의 발현이 확인되었다. 

이러한 결과는 특정한 AtTX11/12 점 돌연변이를 과발현하는 형질전환된 식물들이 

야생형 표현형을 나타내는 이유가 돌연변이 AtTX11/12를 낮은 수준으로 발현하기 

때문이 아니라 도입된 점 돌연변이로 인하여 AtTX11/12의 활성이 소실된 결과, 

하류의 병저항성 유전자의 발현을 유도할 수 없기 때문이라는 것을 의미한다. 따라서 

AtTX12의 24번 세린, 25번 히스티딘, 및 150번 라이신 그리고 AtTX11의 43번 

글루탐산, 및 32번 아르기닌, 49번 류신, 75번 트립토판, 99번 티로신 중의 한 

아미노산은 AtTX11/12의 활성에 필수적인 아미노산이라고 예상된다. 
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Figure 10. The overexpression of inactive point mutants of AtTX11/12 failed to 

induce the expression of both PR1 and BGL2. 

The 5-days-old seedlings overexpressing the point mutants of AtTX11/12 were 

used for the extraction of the total RNA from which cDNA was synthesized and 

then PCR amplified with the gene-specific primers for AtTX12, PR1, BGL2, and 

EF1 respectively(AtTX12, 30 cycles; PR1, BGL2, and EF1, 26 cycles). TIR 

indicates AtTX12 and AtTX11/12 mutants 
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6. 무에서 유래한 AtTX12 유사 유전자인 RsTX12는 애기장대에서 생

장저해능을 나타냈다. 

AtTX12의 유사 유전자를 확보하여 활성을 분석하고자 basic local alignment 

search tool (BLAST)를 사용하여 검색한 결과 다수의 배추과 작물의 유전체에서 

AtTX12와 유사한 유전자가 존재함을 확인하였다. 브로콜리(Brassica oleracea var. 

italica), 브로콜리의 아종인 콜리플라워(Brassica oleracea var. botrytis)와 무

(Raphanus sativus)의 게놈 DNA를 주형으로 사용하여 각 종의 AtTX12 유사 유전

자에 특이적인 primer로 PCR 증폭한 후 클로닝하였으며 이들을 각각 BoiTX12, 

BobTX12, 그리고 RsTX12라고 명명하였다. 

BoiTX12와 BobTX12의 염기서열을 결정하여 비교한 결과, 인트론 영역에서 서

로 4개의 차이와 1개의 갭이 확인되어 99.5%의 동질성(1013/1018)을 나타냈으며, 

BobTX12의 염기서열은 양배추(B. oleracea)와 유채(B. napus) 유전체의 염기서열과 

100% 일치하였다. BoiTX12와 BobTX12는 각각 204개의 아미노산을 암호화하고 있

으며 서로 100%의 동질성을 나타냈고 데이터베이스 상에서 유채의 CAF1919942.1 

예측 단백질과 일치하였다. 한편, RsTX12의 염기서열을 결정한 결과, 무의 유전체 염

기서열과 100% (1155/1155) 일치하였으며, 암호화하고 있는 236개의 아미노산 서

열은 데이터베이스 상에서 무의 Phloem protein2-like A5 예측 단백질

(XP_018438135.1)에 해당되었다. BoiTX12, BobTX12, 그리고 RsTX12의 아미노산 

서열은 AtTX12와 각각 65.2%, 65.2%, 그리고 56.3%의 동질성을 나타내는 것을 확

인하였다. 애기장대의 AtTX12, BoiTX12, BobTX12, 그리고 RsTX12를 식물의 TIR 

도메인들과 함께 MSA를 실행한 결과(Figure 11) AtTX12에서 AE interface 형성에 

관여할 것으로 추정되는 24번 세린/25번 히스티딘, BB-loop 영역에 보존된 43번 글
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루탐산, 그리고 NADase 활성 장소로 예상되는 79번 글루탐산은 모두 AtTX12 유사 

단백질에서도 보존되어 있음을 확인하였다. TIR1~4 지역도 AtTX12 유사 단백질에서 

공통적으로 보존되어 있는 것을 확인하였다. 또한 AtTX12 유사 단백질 그리고 애기

장대의 TIR 도메인 사이의 유연관계를 phylogenetic analysis using parsimony 

(PAUP) 프로그램을 사용하여 조사한 결과(Figure 12) BoiTX12(BobTX12)는 

AtTX12와 가장 높은 유연관계를 나타냈으며, 다음으로는 RsTX12, RBA1, RPP1의 

순서로 유연관계가 높은 것으로 판명되었다. 

애기장대에서 AtTX12 유사 유전자들이 생장저해 활성을 나타내는지 확인하고자 

형질전환 애기장대에서 과발현시켰다(Table 5). Q2610>>BoiTX12와 

Q2610>>BobTX12 형질전환 식물의 경우 각각 6개와 13개의 모든 라인에서 야생형 

유사 표현형을 나타냈기 때문에 BoiTX12와 BobTX12은 적어도 애기장대에서는 생장

저해능을 갖지 않는 것으로 보인다. 반면에 Q2610>>RsTX12 형질전환 식물의 경우, 

총 10개의 독립적인 라인 중에서 6개의 라인에서 생장저해 표현형을 나타냈다. 야생

형 표현형을 나타낸 Q2610>>BoiTX12, Q2610>>BobTX12, 그리고 

Q2610>>RsTX12의 라인은 BASTA 처리 후 생존하는 것을 확인하여 형질전환된 식

물임을 검증하였다(Figure 13). 

야생형 유사 표현형을 나타낸 Q2610>>BoiTX12와 Q2610>>BobTX12 형질전환

체 유식물에서 AtTX12 유사 유전자와 병저항성 유전자들의 전사 수준을 알아보고자 

RT-PCR을 시행하였다(Figure 14). 위의 2개의 형질전환체 라인에서 AtTX12 유사 

유전자는 발현되었으나 PR1과 BGL2의 발현은 확인할 수 없었다. 반면에 생장저해 

표현형을 나타낸 Q2610>>RsTX12 형질전환 식물에서는 RsTX12의 발현과 함께 

PR1과 BGL2의 전사 수준이 상승한 것을 확인하였다. 이러한 RT-PCR 결과는 
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AtTX12 유사 유전자의 과발현 형질전환 식물의 표현형과 상응하는 결과였으며, 

AtTX12와의 가장 높은 유연관계에도 불구하고 BoiTX12와 BobTX12는 애기장대에

서 생장저해 활성을 나타내지 못한 반면, 상대적으로 약간 낮은 유연관계를 가진 

RsTX12는 생장저해 활성을 나타냈다. 
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Figure 11. Multiple sequence alignment and secondary structure prediction of TIR 

domains from Arabidopsis and AtTX12-like proteins originated from crops of 

Brassicaceae. 

This MSA showed the expected α-helices and β-sheets of plant TIR domains 

and showed the four conserved TIR regions through the comparison among TIR 

domains of Arabidopsis and AtTX12-like proteins originated from crops of 

Brassicaceae (open black boxes). The arrows indicate the essential amino acids 

of AtTX11/12 verified in this thesis and conserved among AtTX12 and AtTX12-

like proteins.  
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Figure 12. Phylogenetic tree of TIR domains from Arabidopsis and AtTX12-like 

proteins originated from crops of Brassicaceae. 

A phylogenetic tree constructed by PAUP4.0. It showed a close relationship among 

AtTX12, BoiTX12/BobTX12 and RsTX12.  
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Table 5. The effects of the overexpression of AtTX12-like genes 

originated from crops of Brassicaceae on growth inhibition of transgenic 

Arabidopsis seedlings 

 

AtTX12-like genes  Strength of growth inhibition 

BobTX12 -  

BoiTX12 -  

RsTX12 +  

 

Strength of the growth inhibition was visually assessed by comparing growth 

inhibition and presence of root hairs between transgenic seedlings overexpressing 

the AtTX12-like genes and the wild-type AtTX12. The following scoring system 

was used: lack of growth inhibition, –; growth inhibition similar to AtTX12 , +.  
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Figure 13. The representative phenotypes of transgenic seedlings overexpressing 

the AtTX12-like genes originated from crops of Brassicaceae. 

The phenotypes of 5-day-old seedlings overexpressing AtTX12-like genes 

originated from Brassicaceae. WT-like (A, left) and Q2610>>RsTX12 (A, right) 

siblings of the F1 progenies of a UASpro:RsTX12 transgenic line crossed to Q2610. 

Q2610>>BoiTX12 (B) and Q2610>>BobTX12 (C) exhibited WT-like phenotypes 

whereas Q2610>>RsTX12 (D) displayed stunted growth phenotype. Scale bars = 

0.5mm. 
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Figure 14. The overexpression of RsTX12 induced the expression of both PR1 and 

BGL2. 

The 5-day-old seedlings overexpressing the AtTX12-like genes originated from 

crops of Brassicaceae were used for the extraction of the total RNA from which 

cDNA was synthesized and then PCR amplified with the gene-specific primers for 

AtTX12, PR1, BGL2, and EF1, respectively(AtTX12-like, 30 cycles; PR1, BGL2, 

and EF1, 26 cycles). TIR indicates AtTX12 and AtTX12-like genes originated 

from crops of Brassicaceae.  
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7. AtTX12의 온도 비민감성 활성에 관여하는 영역 및 아미노산 선별 

및 분석 

선행 연구 결과, AtTX12는 고온 조건에서도 생장저해능을 발휘했기 때문에 

AtTX12의 C-말단 결실 돌연변이에서도 온도 비민감성 활성이 유지되는지 확인하여 

이러한 활성에 필수적인 영역을 선별하고자 하였다. 생장저해 표현형을 나타내는 

Q2610>>AtTX12, Q2610>>AtTX12-CΔ1, Q2610>>AtTX12-CΔ2 그리고 

Q2610>>AtTX12-CΔ3 형질전환체를 일반적인 조건인 22℃와 고온의 조건인 

28℃에서 각각 배양하였다. 흥미롭게도 22℃에서는 생장저해 표현형을 나타내는 

Q2610>>AtTX12-CΔ3 형질전환체 총 7개 라인 중에서 2개의 라인이 28℃에서 

생장저해능을 소실하였다(Figure 15D, H). Q2610>>AtTX12, Q2610>>AtTX12-

CΔ1, 그리고 Q2610>>AtTX12-CΔ2 형질전환체의 경우, 생장저해 표현형을 

나타내는 모든 라인에서 온도 비민감성 활성을 유지하였다(Figure 15A~C, E~G). 

또한 상온에서 생장저해 표현형을 나타내는 모든 AtTX11/12 점 돌연변이 과발현 

형질전환체 식물들이 온도 비민감성 생장저해 활성을 유지하는지 확인하고자 고온의 

조건에서도 배양하였다. 그 결과 Q2610>>N36D 형질전환 식물의 경우, 총 8개 라인 

중에서 4개 라인은 고온 환경에서 생장저해능이 소실된 표현형을 나타낸 반면(Figure 

16C, F), 그 외에 모든 점 돌연변이 라인에서는 온도 비민감성 활성을 

유지하였다(Figure 16A, B, D, E). 이러한 결과는 AtTX12가 온도 비민감성 활성을 

유지하기 위해서는 최소한 1~173까지의 아미노산이 필요하고, 173번부터 183번 

사이의 아미노산이 추가적으로 요구된다는 것을 의미하며, C-말단 영역과는 멀리 

떨어진 βB 영역의 36번 아스파라긴도 필수적이라는 것을 의미한다.  

한편, AtTX12의 과발현에 의해 유도되는 고온 비민감성 생장저해 표현형이 
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EDS1 의존적인지 확인하기 위하여 야생형 배경의 Q2610>>AtTX12에 비해서 

생장저해능이 크게 약화된 eds1-2 Q2610>>AtTX12 형질전환 식물을 22℃와 28℃ 

조건에서 배양하였다. 그 결과 eds1-2 Q2610>>AtTX12 형질전환체는 두 온도 

조건에서 서로 대등한 생장저해 표현형을 나타냈다(Figure 17). 이러한 결과는 

AtTX12의 고온 비민감성 생장저해능이 EDS1에 비의존적이라는 것을 의미한다. 
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Figure 15. The representative phenotypic changes in seedlings overexpressing C-

terminal deletion mutants of AtTX12 depending on different temperature conditions. 

The phenotypes of 5-day-old seedlings overexpressing C-terminal deletion 

mutants of AtTX12 grown at 22℃ or 28℃. At 22℃ Q2610>>AtTX12 line #5 (A), 

Q2610>>AtTX12-CΔ1 line #12 (B), Q2610>>AtTX12-CΔ2 line  #4 (C), and 

Q2610>>AtTX12-CΔ3 line #18 (D) exhibited stunted growth phenotypes. At 

28℃. Q2610>>AtTX12 line #5 (E), Q2610>>AtTX12-CΔ1 line #12 (F), and 

Q2610>>AtTX12-CΔ2 line #4 (G) exhibited stunted growth phenotypes whereas 

Q2610>>AtTX12-CΔ3 line #18 (H) displayed WT-like phenotypes. Scale bars 

= 0.5mm.  
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Figure 16. The representative phenotypic changes in seedlings overexpressing 

various point mutants of AtTX12 depending on different temperature conditions. 

The phenotypes of 5-day-old seedlings overexpressing point mutants of AtTX12 

grown at 22℃ or 28℃. At 22℃ Q2610>>AtTX12_F10V line #1 (A), 

Q2610>>AtTX12_K60R line #6 (B), and Q2610>>AtTX12_N36D line #3 (C) all 

exhibited stunted growth phenotypes. At 28℃, Q2610>>AtTX12_F10V line #1 (D) 

and Q2610>>AtTX12_K60R line #6 (E) exhibited stunted growth phenotypes 

whereas Q2610>>AtTX12_N36D line #3 (F) displayed WT-like phenotypes. 

Scale bars = 0.5mm. 
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Figure 17. The representative phenotypic changes of eds1-2 Q2610>>AtTX12 

seedlings depending on different temperature conditions. 

The phenotypes of 5-day-old eds1-2 seedlings overexpressing AtTX12 at 22℃ 

or 28℃. eds1-2 Q2610>>AtTX12 seedlings grown at both 22℃ (A~C) and 28℃ 

(D~F) exhibited weakly stunted growth phenotypes. Scale bars = 0.5mm. 
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Ⅳ. 논의 

 

식물은 다양한 유형의 R 단백질들을 활용하여 병원체의 공격으로부터 자신을 

방어한다. 애기장대의 R 단백질에는 표준적인 TNL외에도 비표준적인 30개의 

TX들이 존재하지만 그 중에서 일부의 특성만이 연구된 바 있다. 따라서 TX에 속하는 

AtTX11/12의 구조적, 기능적 특성을 규명하는 것은 식물의 저항성 반응에 대한 

이해를 증진시킬 것으로 기대할 수 있다.  

선행 연구 과정에서 AtTX11/12의 과발현은 형질전환된 식물에서 방어 관련 

유전자의 발현을 유도하여 생장저해 표현형 나타냈으며, AtTX12_R107Δ 돌연변이의 

경우 생장저해능이 소실되어 과발현체는 정상적인 표현형을 나타냈다(Unpublished 

data). AtTX11/12의 발현은 선행연구에서 RT-PCR을 통해서 확인되었지만, 두 

유전자 사이의 높은 유사성으로 인해서 각각의 유전자가 실제로 발현되는지는 확인할 

수 없었다. 먼저 두 유전자의 cDNA를 클로닝하여 염기서열을 결정한 결과, 

AtTX11/12 모두 애기장대의 뿌리에서 각각 발현하고 있다는 것을 확인하였다. 

따라서, AtTX12가 기능하기 위한 최소한의 영역을 탐색하고자 확보된 AtTX12 

cDNA를 활용하여 연속적인 C-말단 결실 돌연변이 유전자를 제조하여 과발현시킨 

결과 193, 183, 그리고 173개의 아미노산을 포함한 C-말단 결실 돌연변이(CΔ1, 

CΔ2, 그리고 CΔ3)는 생장저해능을 보유하고 있는 반면, 163개의 아미노산을 포함한 

C-말단 결실 돌연변이(CΔ4)의 경우 높은 수준으로 보존된 TIR1~4 지역을 

포함하고 있었으나 생장저해능이 소실되었다(Figure 5). 잠정적인 effector의 존재 

없이도 AtTX12의 결실 돌연변이가 자가 생장저해능을 나타낸 것은 TNL의 TIR 
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도메인만을 과발현시키거나 TX를 과발현시킬 때 자가 세포사멸능 또는 자가 

생장저해 표현형을 나타내는 이전의 연구와 일치하는 결과이다(Swiderski et al., 2009; 

Bernoux et al., 2011; Kato et al., 2014; Nishimura et al., 2017). 또한 TIR 도메인의 

자가 세포사멸 활성을 위해서는 이량체화나 다량체화가 중요하며 이 과정은 AE 

interface와 DE interface를 통해서 진행된다(Bernoux et al., 2011; Williams et al., 

2014). AtTX12의 αE 구조를 유지하고 있는 CΔ3 (1~173 a.a.)까지는 생장저해능을 

유지했으나, αE 구조가 훼손된 CΔ4 (1-163 a.a.)부터는 생장저해능이 소실된 

결과는 AtTX12의 생장저해능에도 기존에 연구된 TIR과 마찬가지로 αE의 보존이 

필수적이며 추가적인 αF 구조는 필수적이지 않다는 것을 의미한다 

더 나아가 RPS4의 TIR 도메인과 RBA1의 이량체화를 위해서는 AE interface를 

형성하는 αA 영역의 31번 세린과 32번 히스티딘이 필수적이라고 

보고되었다(Williams et al., 2014; Nishimura et al., 2017). AtTX12의 αA 장소에 

존재하는 대등한 위치의 24번 세린과 25번 히스티딘을 알라닌으로 치환한 결과 

생장저해능이 소실되었다(Figure 7). 한편, AtTX11_R20C의 경우 생장저해능이 

유지되었고 AtTX12_R20H25/AA의 경우 생장저해능이 소실된 결과를 종합하면 

25번 히스티딘이 AtTX11/12가 생장저해능을 유지하는데 보다 핵심적이라는 것을 

의미한다. 또한, RBA1의 DE interface 상호작용 및 자가 세포사멸능에 필수적이라고 

보고된 149번 라이신과 151번 글라이신(Nishimura et al., 2017)과 동등한 위치에 

AtTX12의 142번 라이신과 144번 글라이신이 존재하므로 해당 아미노산에 대한 점 

돌연변이를 도입하여 AtTX12의 활성에도 DE interface의 상호작용 및 보존된 

아미노산이 필요한지 확인할 필요가 있다. 
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AtTX11/12 에 대한 무작위적인 돌연변이 도입에도 불구하고 생장저해능을 

유지한 돌연변이들은 해당 아미노산 잔기가 일반적인 배양조건에서는 생장저해능에 

영향을 미치지 않는다는 것을 의미한다. 즉, AtTX12 의 10 번 페닐알라닌, 12 번 

아스파라긴, 36번 아스파라긴, 60번 라이신, 168번 발린과 AtTX11의 20번 아르기닌, 

64 번 알라닌, 77 번 류신, 190 번 라이신은 생장저해능을 위해 필수적이지 않거나 

치환된 아미노산으로 생장저해능이 유지된다는 것을 시사한다(Figure 8, 9).  

반면에 무작위적인 돌연변이 도입으로 생장저해능이 소실된 점 돌연변이 중에는 

E43G (AtTX11), E79G (AtTX11), 그리고 K150S (AtTX12)가 있었다(Figure 8, 9). 

43 번 글루탐산과 150 번 라이신은 각각 BB (βB-αB)-loop 와 βE 상에 위치하여 

잠정적인 TIR 상호작용 장소인 BE (BB loop-βE) interface 를 구성할 것으로 

예상된다. 사람 TIR의 상호작용에서는 경우 BE interface의 중요성이 이미 연구된 바 

있었고(Nimma et al., 2017), 최근에는 식물 TNL 인 ROQ1 과 RPP1 에서 BE 

interface 의 중요성이 보고된 바 있다 (Bayless and Nishimura, 2020; Martin et al., 

2020). 즉 ROQ1 의 경우 resistosome 의 형성 과정에서 BE interface 의 비대칭적인 

변형이 유발되며 결과적으로 NADase 효소 활성 부위가 노출된다고 알려졌다(Martin 

et al., 2020). 따라서, AtTX11/12 에 존재하는 43 번 글루탐산과 150 번 라이신은 

NADase 활성을 조절하는 BE interface 의 형성과정을 조절함으로써 생장저해능에 

필수적인 기능을 수행하는 것으로 예상된다. 또한 최근 연구 결과에 의하면 

비전형적인 동물의 TIR 단백질인 SARM1 의 NADase 활성은 세포 내부의 NAD+을 

고갈시켜 세포사를 초래한다고 밝혀졌으며, L6, RUN1, 그리고 RPS4 등의 식물 TIR 

단백질들에서도 유사한 NADase 활성이 작용하여 하류의 자가 세포사멸능에 필요한 

신호물질을 생산하는 것으로 보고된 바 있다(Horsefield et al., 2019; Wan et al., 
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2019). 식물 TIR 도메인의 NADase 효소 활성 자리에는 글루탐산이 공통적으로 

보존되어 있으며, AtTX11 의 경우 79 번 글루탐산이 효소 활성 자리에 

해당되는데(Figure 4) E79G 돌연변이의 경우 생장저해능이 소실된 결과는 AtTX11 의 

생장저해능에 잠정적인 NADase 활성 장소가 필수적임을 의미한다. 위의 점 돌연변이 

실험 결과를 종합하면, AtTX11/12 의 생장저해능은 유사한 식물 TIR 들과 마찬가지로 

AE/BE interface 를 통한 상호작용과 NADase 활성을 필요로 한다고 결론지을 수 

있다. 

배추과의 세 작물인 브로콜리, 콜리플라워, 그리고 무에서 유래한 AtTX12 유사 

유전자들의 게놈 DNA를 클로닝하여 각각 BoiTX12, BobTX12, 그리고 RsTX12라고 

명명하였다. AtTX12는 BoiTX12, BobTX12, 그리고 RsTX12와 각각 65.2%, 65.2%, 

그리고 56.3%의 동질성을 나타냈으나 애기장대에서 과발현시켰을 경우 RsTX12는 

생장저해능 표현형을 유도한 반면, BoiTX12와 BobTX12는 유도하지 못했다(Figure 

13). AtTX12와 BoiTX12, BobTX12, 그리고 RsTX12 아미노산 서열을 정렬하여 

분석한 결과, AtTX11/12의 생장저해능에 필수적인 αA 상의 24번 세린과 25번 

히스티딘, BB loop의 43번 글루탐산, 효소 활성 자리의 79번 글루탐산, αD3 상에 

보존된 142번 라이신과 144번 글라이신이 모두 보존되어 있었다. 한편 AtTX12에 

생장저해능에 필수적인 150번 라이신의 경우 BoiTX12와 BobTX12에서는 보존된 

반면 RsTX12에서는 아르기닌으로 치환되었으나 모두 염기성 잔기를 가지고 

있었다(Figure 11). 이러한 결과는 배추과에서 유래한 AtTX12 유사 단백질의 

애기장대에서의 생장저해능은 AtTX12와 공유하는 보존된 아미노산 외에 다른 영역 

또는 다른 아미노산 서열에 의해서 결정된다는 것을 의미한다. 한편 이러한 결과가 

BoiTX12와 BobTX12가 원래 활성이 없는 단백질이어서 생장저해능을 발휘하지 못한 
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것인지 아니면 애기장대에서만 생장저해 활성이 나타나지 않은 것인지 확인하기 

위해서 담배에서 BoiTX12와 BobTX12의 일시적인 과발현을 유도하여 자가세포 사멸 

활성을 발휘하는지 조사할 필요가 있다. 

AtTX11/12의 과발현으로 유도된 생장저해 표현형은 28℃의 고온 조건하에서도 

유지되었으며, 이러한 결과는 애기장대의 다른 TX 유전자인 AtTX14의 과발현으로 

나타난 왜생형 표현형이 고온 비민감성을 나타낸 것과 상응하는 결과이다(Kato et al., 

2014). AtTX11/12의 고온 비민감성 생장저해능에 필수적인 영역과 아미노산을 

선별하기 위해서, 22℃ 조건에서 생장저해능을 나타냈던 돌연변이 과발현 

형질전환체들을 28℃ 조건에서 배양하여 생장저해능의 유지 여부를 조사한 결과, 

AtTX12의 CΔ3 (1~173 a.a.)와 N36D 돌연변이의 경우 고온 조건에서 생장저해능이 

소실되었다(Figure 15, 16). 따라서 AtTX12가 안정적으로 고온 비민감성 

생장저해능을 유지하기 위해서는 C-말단의 αE와 αF 사이에 존재하는 174~183 

a.a.의 영역이 요구되며, βB 상의 36번 아스파라긴이 필수적이라는 것을 의미한다. 

기존의 연구에 의하며 SNC1의 과대발현에 의한 유도된 bon1-1의 왜생형 표현형은 

고온 조건에 의해서 야생형과 유사하게 회복되며, 이 과정에서 EDS1과 SNC1의 

발현이 억제되는 것이 보고된 바 있다(Yang and Hua, 2004). 한편 snc1 돌연변이 

allele 중 하나인 LRR 도메인에 위치한 E640K 돌연변이의 경우 고온 조건에서도 

활성이 유지되며 유사한 위치에 돌연변이를 도입할 경우 담배의 N 단백질도 고온 

비민감성 활성을 나타난다고 알려졌다. 또한 이러한 고온 비민감성 돌연변이 TNL 

들은 핵 내에 축적됨으로 고온 조건에서도 활성을 유지하는 것으로 보고된 바 

있다(Zhu et al., 2010). 따라서 AtTX12에서 선별된 온도 민감성 돌연변이들은 C-

말단의 추가적인 결실이나, N36D의 변화에 의해서 아세포적인 축적 위치가 변화하여 
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고온 비민감성 생장저해능이 소실되었을 가능성이 있다. 또한 고온 조건에서 온도 

민감성 돌연변이는 AtTX12 사이의 상호작용에 영향을 미치거나 NADase 활성에 

직·간접적으로 영향을 미칠 가능성도 있다. 

더 나아가 고온 비민감성 생장저해능이 EDS1 의존적인지 확인하고자 야생형 

배경의 Q2610>>AtTX12에 비해서 생장저해능이 크게 약화되어 후기 발달과정을 

거쳐 종자형성이 가능한 eds1-2 Q2610>>AtTX12 유식물을 22℃와 28℃ 조건에서 

비교 배양한 결과, 온도 변화에 따른 표현형 차이가 관찰되지 않았다(Figure 17). 

이러한 결과는 AtTX12에 의한 생장저해능은 Q2610>>AtTX12과 eds1-2 

Q2610>>AtTX12 간의 극명한 표현형 차이에서 알 수 있는 1)EDS1-의존적 경로와 

상온과 고온 조건에서 공통적으로 eds1-2 Q2610>>AtTX12의 생장을 저해할 수 

있는 2) EDS1-비의존적 고온-비민감성 경로에 의해서 전달된다는 것을 

암시한다(Figure 18). 따라서 eds1-2 AtTX12 과발현체에 돌연변이를 도입하여 

생장이 회복되는 표현형을 가진 돌연변이를 선별할 경우, 2)번의 EDS1-비의존적 

고온-비민감성 경로에 해당되는 기존에 보고된 바 없는 새로운 생장저해능 또는 

병저항성 경로를 선별할 수 있을 것으로 기대된다. 
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Figure 18. Model of EDS1-dependent and putative EDS1-

independent/temperature-insensitive growth inhibition pathway of AtTX12. 

1) The black arrows indicate the EDS1-dependent signaling pathway of AtTX12. 

2) The red dashed arrow indicates the putative EDS1-independent/temperature-

insensitive signaling pathway of AtTX12.  
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