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Abstract S-Adenosylmethionine decarboxylase (SAMDC; 
EC 4.1.4.50), a key enzyme for polyamines biosynthesis, 
was tightly regulated for homeostatic levels. Carnation 
SAMDC gene (CSDC9) has an small upstream open reading 
frame (uORF) of 54 amino acids in 5´-leader sequence. To 
explore the functional mechanism of uORFs in controlling 
translation, we used a GUS reporter gene driven with the 35S 
promoter and uORF region of SAMDC gene for making 
transgenic tobacco plants. In our experiment, there were a 
translational inhibition of its downstream GUS ORF by 
SAMDC uORF sequence or SAMDC uORF protein. Ex-
pecially, translational inhibition was most effective in 
point-mutated construct, in which the start codon was 
changed. Therefore, this results suggested the ribosomal 
stalling might be involved in this translational inhibitory 
process. The frame shift in amino acid sequence of SAMDC 
uORF with start codon and stop codon resulted in a moderate 
increasing in GUS activity, suggesting the native amino acid 
sequence was important for a function as a translational 
inhibitor. Also, we showed that the production of GUS 
protein was significantly inhibited in the presence of the 
small uORF using histochemical analysis of GUS expression 
in seedlings and tobacco flowers. Importantly, the small 
uORF sequence induced a real peptide of 5.7 kDa, which was 

provided the presence of SAMDC uORF peptide band using 
an in vitro transcription/translation system. The peptide 
product of uORF might interact with other components of 
translational machinery as well as polyamines, which was 
resulted from that polyamine treatment was inhibited GUS 
protein band in SDS-PAGE experiment.

서 론

폴리아민은 식물, 동물 그리고 미생물에서 다양한 생리

적인 발달과정에 관여하는 것으로 알려진 매우 작은 양

이온 분자물질이다. 대표적인 형태로는 amine기의 갯수

에 따라 diamine인 putrescine, triamine인 spermidine, tetraamine
인 spermine이 있으며 생물체에서 보통 micromolar 수준에

서 millimolar 이상의 수준으로 다양하게 존재하고 있다 

(Smith 1985; Kakkar and Sawhney 2002). 현재 동물에서 폴

리아민은 암을 포함한 여러 가지 질병과 관련하여 비교

적 널리 연구되고 있으며 (Agostinelli and Bachrach 2007), 
식물에서는 세포분화를 촉진하고 여러 가지 환경적인 스

트레스에 대한 저항에 관여하며 노화를 지연시키고 캘러

스로부터 배 발생 및 식물체 재분화를 촉진하며 꽃의 발

달과 과일의 성숙을 조절하는 등 식물발달 전반에 걸친 

여러 생리과정에 관여하고 있기 때문에 식물 생장조절물

질로 간주되고 있다 (Evans and Malmberg 1989; Kakkar and 
Rai 1993; Galston et al. 1997; Bouchereau et al. 1999; Kakkar 
et al. 2000). 그러나 폴리아민이 이렇게 다양한 생명현상

에 관여하는 생장조절물질로 알려져 있는 것에 비해 너
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Fig. 1 Structure of the Carnation SAMDC (CSDC9) mRNA. (A) 
Schematic representation of SAMDC mRNA. The upstream tiny 
ORF and downstream small ORF consist of 2 and 54 codons, 
respectively, overlapping by one nucleotide, being the last base of 
the tiny uORF termination codon and the first base of small uORF 
ATG codon. (B) Schematic representation of constructs used in 
transgenic tobacco plants

무 광범위한 역할과 작용 때문에 정확한 조절 기작에 대

해서는 아직 확실히 밝혀져 있지 않다.
  특히 S-Adenosylmethionine decarboxylase (SAMDC; EC 
4.1.1.50)는 폴리아민 생합성 과정의 반응속도를 조절하

는 주효소이며 methionine으로부터 S-adenosylmethionine 
(SAM) synthetase에 의하여 합성된 SAM은 SAMDC에 의

하여 decarboxylated SAM (dcSAM)으로 전환되어 putrescine
에 aminopropyl group을 공급해서 spermidine 및 spermine을 

합성하게 된다 (Park and Lee 1994).
  약 10% ~ 25% 정도의 진핵생물의 mRNA에는 5′-untranslated 
region (UTR)에 하나 이상의 upstream open reading frame 
(uORF)이 존재한다 (Neafsey and Galagan 2007). 주로 homebox 
유전자, proto-oncogene, growth factor, growth factor receptor, 
transcription factor, signal transduction pathway와 관련된 물

질을 유도하는 유전자들이 uORF에 해당되며 모두 생물

체내에서 중요하게 조절되는 유전자 집단이다 (Geballe 
and Morris 1994; Geballe 1996). 이러한 uORF는 대부분 

downstream ORF의 translation을 증가시키거나 억제하면서 

유전자 발현의 translation 조절 과정에서 중요한 역할을 

하고 있다 (Nyikó et al. 2009). 많은 유전자들이 transcription 
단계에서 유전자 발현이 조절되지만 transcription regulation 
factor 등의 일부 단백질의 경우 유전자 발현의 정도를 좀 

더 안전하게 조절하기 위하여 translation 단계에서도 그 

발현을 조절하는 것으로 여겨지기 때문이다.
  SAMDC의 uORF에 대한 연구는 처음으로 포유동물의 

SAMDC 유전자를 이용하여 시작되었는데 uORF로부터 

만들어진 단백질과 폴리아민이 상호작용하여 uORF의 종

결코돈 근처에서 ribosomal stalling이 일어나서 main ORF
에 의해 유도되는 peptide의 합성을 억제한다는 것이다 

(Law et al. 2001). 이러한 내용은 uORF의 translation 종결

단계에서 폴리아민이 보조억제인자로 작용한다는 것을 

의미한다 (Raney et al. 2002). 한편 식물의 SAMDC 유전자

는 비교적 긴 5′-UTR을 가지며 보통 3 ~ 4개의 아미노산

으로 이루어진 upstream tiny uORF와 48 ~ 54개의 아미노

산으로 이루어진 downstream small uORF가 존재하고 서

로 다른 종의 uORF에서 아미노산 서열의 동일성도 상당

히 높은 편이다 (Franceschetti et al. 2001). 그러나 식물의 

SAMDC uORF는 동물의 SAMDC uORF와 염기서열상 유사

성이 전혀 없어 조절양상이 조금 다를 것으로 생각된다. 
특히 세포 내 폴리아민의 양이 비정상적인 수준으로 증

가하거나 감소하게 되면 식물체의 발달에 막대한 영향을 

초래하는데 (Kumar et al. 1996), 최근에 세포 내 폴리아민

의 농도가 과도하게 증가하면 small uORF로부터 만들어

진 단백질이 main ORF의 translation을 억제하고, 반면에 

폴리아민의 농도가 저하되면 tiny uORF가 main ORF의 

translation을 유도하여 식물 SAMDC의 translation을 조절하

는 것으로 알려져 있다 (Hanfrey et al. 2005). 특히 폴리아

민의 이러한 다양한 역할 때문에 세포내 폴리아민의 농

도는 매우 정교하게 조절되어 세포내 함량의 항상성을 

유지하게 되는데 그 이러한 조절기작을 일으키는 핵심 

조절인자가 바로 uORF일 것으로 여겨진다.
  따라서 본 연구에서는 카네이션 SAMDC 유전자의 

uORF를 이용하여 식물체 스스로가 살아가기 위해 폴리

아민 양을 적절히 조절하는 uORF의 조절기작을 규명하

고자 한다. 또한 이러한 연구내용을 바탕으로 폴리아민 

생합성률을 적절하게 조절한다면 식물의 생장률 극대화 

및 노화 지연을 이용한 농작물의 생산성 향상과 고품질

의 화훼 작물을 개발하는데 기여할 수 있을 것이다.

재료 및 방법

식물재료

Lee 등 (1997)이 분리한 카네이션 (Dianthus caryophyllus L.) 
SAMDC cDNA (GenBank Accession No. U38526) 중에서 2
개의 아미노산으로 이루어진 tiny uORF와 54개 아미노산

으로 이루어진 small uORF를 다양한 형태로 재조합하였

다. Figure 1에서와 같이 35S 프로모터에 의해 조절되는 

binary vector pBI121의 Xbal과 BamH1 부위에 재조합하고 

담배 (Nicotiana tabacum L. cv Samsun)에 형질전환하여 제

조된 T1세대 식물체를 사용하였다. 
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Fig. 2 Comparison of GUS activity in transgenic tobacco plants 
transformed with different constructs. GUS activity was measured 
in 6-week-old seedlings

In vitro transcription/translation (TNT) 반응

Promega의 transcription과 translation coupled (TNT®) wheat 
germ extract system을 사용하였다. T3 RNA polymerase와 

wheat germ extract를 사용하여 30℃에서 in vitro transcription/ 
translation시켰으며 이 때 DNA는 1 ㎍을 사용하였고 만들

어지는 단백질은 
35[S]-methionine (1000Ci/mmol)을 사용하

여 radio-labelling 시켰다. 이 후 SDS-PAGE sample loading 
buffer와 섞어 곧바로 100℃에서 10분간 끊이고 SDS-PAGE
를 수행하였다. 이 SDS-PAGE gel을 Coomassie Brilliant 
Blue R-250에 염색하여 5% methanol과 7.5% acetic acid 용
액에서 탈색시켰다. 그리고 amplify (Amersham) 용액에 30
분간 담가 두었다가 gel dry한 후 -70℃에서 X-ray film에 

감광시켰다.

GUS 활성 측정

In vitro 분석은 Promega의 transcription과 translation coupled 
(TNT®) wheat germ extract system을 사용하여 cold methionine 
(1 mM)을 기질로 30℃에서 90분 동안 반응을 시켰다. 반
응 후 합성된 생성물을 가지고 GUS assay buffer (50 mM 
NaHPO4, pH 7.0, 10 mM β-mercaptoethanol, 10 mM Na2EDTA, 
0.1% sodium lauryl sarcosine, 0.1% Triton X-100, 2 mM MUG)
를 넣어 다시 37℃에서 60분간 반응을 시켰다. 또한 in 
vivo 분석은 Jefferson 등 (1987) 방법에 따라 수행하였으며 

추출물의 단백질양은 Bradford 방법 (Bradford 1976)을 이

용하였다. 반응을 중지시키기 위해서 0.2 M Na2CO3 용액

을 첨가하고 Spectrofluorometer (365 nm excitation/456nm 
emission)를 이용하여 형광도를 측정하였다.

GUS staining

GUS staining 용액 (0.1 M phosphate buffer, 10 mM EDTA, 
pH 7.0, 0.5 mM K-ferricyanide, pH 7.0, 0.5 mM K-ferrocyanide, 
pH 7.0, 0.4 mM X-glucuronide, 0.1% triton X-100, 0.1% mer-
captoethanol)에 형질전환 담배의 각 조직부위를 담근 후 

vacuum incubation을 10초 간격으로 3번 수행하였고 37℃, 
암소에서 하루정도 배양하였다. 그 다음 70% EtOH를 처

리하여 엽록소 등의 색소를 제거하였다.

결과 및 고찰

Point-mutation 된 SAMDC uORF가 in cis 상태에서 down-
stream ORF의 translation에 미치는 in vivo에서의 영향

uORF는 대부분 downstream에 있는 main ORF의 translation

을 증가시키거나 억제하면서 유전자 발현의 translation 조
절 과정에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 

(Hinnebusch 1990). 따라서 카네이션 SAMDC 유전자의 uORF
가 여러 가지 형태로 도입된 형질전환 담배 식물체를 이

용하여 GUS 단백질의 활성 변화를 비교하였다. 그 결과 

35S CaMV 프로모터의 조절을 받아 GUS 단백질이 발현

되는 Cll (pBI121) 식물체에 비해 정상적으로 uORF가 존

재하는 Cl-1 #3 식물체에서는 GUS 활성이 약 4.2배 정도

로 낮게 측정되었다 (Fig. 2). 이는 어떤 유전자들의 두개

의 ORF가 동일한 특정 유전자의 mRNA 염기서열 내에 

존재하여 dicistron 상태인 in cis 형태로 카네이션 SAMDC  
uORF가 존재할 때 downstream ORF인 GUS 단백질의 trans-
lation이 억제되었음을 확인 할 수 있는 결과이다. 이러한 

결과는 포유동물의 SAMDC 유전자를 T cell에 도입시켜 

6개의 아미노산으로 이루어진 uORF (MAGDIS)에 의하여 

downstream ORF의 translation이 억제되는 결과 (Hill and 
Morris 1992) 및 애기장대 SAMDC uORF를 담배에 형질전

환시켜 downstream ORF의 translation이 억제되는 것을 관

찰한 결과와 일치하였다 (Colin et al. 2002). 따라서 SAMDC 
uORF가 SAMDC ORF가 아닌 GUS의 ORF에도 translation 
억제를 일으킴을 확인한 것으로 아마도 SAMDC uORF의 

끝 부분에서 ribosomal stalling 등의 기작을 통하여 GUS의 

translation이 억제되어 GUS 활성이 낮아진 것으로 여겨진

다. 그러나 또한 SAMDC uORF 단백질이 생성되어 ribosomal 
단백질과 상호작용함으로써 translation의 활성을 억제하

여 나타난 현상으로도 해석할 수 있을 것으로 여겨진다. 
  따라서 그 다음으로는 downstream ORF의 translation을 

억제하는데 있어서 uORF 단백질의 interaction이나 ribosomal 
stalling에 의한 작용가능성을 확인해보기 위하여 uORF의 

길이, 염기 및 아미노산 서열 등이 in cis 상태로 존재하는 

GUS ORF의 translation에 영향을 주는지를 확인하였다. 특
히 Cl-1 #3 식물체와 비교하여 uORF의 개시코돈을 point 
mutation시켜 uORF 단백질이 합성되지 않는 Clll #1 식물
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Fig. 3 Comparison of GUS expression in transgenic tobacco plants 
transformed with different constructs. GUS expression was 
monitored in 6-week-old seedlings by histochemical staining

Fig. 4 Histochemical analysis of GUS expression through devel-
opmental stages of flowers. (A) Flowers at stage I, II, III, IV and 
V unstained for the GUS expression pattern. (B) Cl-1 #3 tobacco 
flower. (C) Clll #1 tobacco flower. (D) Anther and stigma of B. 
(E) Anther and stigma of C

체에서는 GUS의 활성이 약 18배 증가하였으며, 종결코

돈을 point mutation시킴으로써 예상되는 ribosomal stalling
이 억제되었을 것으로 여겨지는 uORF와 GUS 융합 단백

질을 합성하는 ClV-1 #2 식물체에서는 GUS 활성이 약 

8.6배 높게 측정되었다. 이는 SAMDC uORF 단백질의 

translation이 이루어지지 않으면 downstream에 존재하는 

GUS의 translation이 매우 높게 증가한다는 결과로 SAMDC 
uORF 단백질이 translation 자체가 downstream ORF의 trans-
lation에 직접적으로 영향을 주게 되며, 그 기작으로서 

ribosomal stalling이 가장 주요하게 작용하는 것으로 여겨

진다. 다음으로는 ribosomal stalling이 일어나지 않도록 종

결코돈을 없앤 ClV-1 #2 식물체에서도 GUS 활성이 8.6배
가 증가한 결과를 보면 GUS 단백질의 N 말단 부위에 존

재하는 SAMDC uORF 단백질이 직접적으로 translation 
machinery에 작용함으로써 GUS의 translation을 억제하여 
활성이 낮아졌을 가능성이 있으며, 그 외에도 GUS 단백

질에 SAMDC uORF 결합되어 있는 융합단백질 형태이므

로 단백질량에는 변화가 없지만 효소활성이 저하되었을 

가능성도 배제할 수 없다. 
  또한, 종결코돈은 그대로 존재한 상태에서 개시코돈 

바로 다음에 오는 염기 G를 제거하고 uORF의 종결코돈 

바로 앞에 염기 T를 삽입하여 아미노산의 서열만 바꾸어

준 CV #1 식물체에서도 약 3배로 GUS 활성이 높게 나타

났다. 이는 SAMDC uORF의 translation의 개시와 종결에 

차이가 없었으므로 ribosomal stalling 등의 물리적 기작을 

통하여 GUS의 translation이 크게 억제되었다고 여겨진다. 
그러나 SAMDC uORF translation이 개시와 종결에 정상적

으로 일어났음에도 불구하고 GUS의 활성이 3배로 증가

한 것은 SAMDC uORF의 단백질이 비정상적인 서열로 

인해 단백질의 구조가 GUS ORF의 translation을 높여줌으

로써, 즉 SAMDC uORF 단백질이 translational inhibitor로서 

정상적으로 작용하지 못해 GUS ORF의 translation이 증가

한 것으로 여겨진다. 이는 SAMDC uORF의 작용기작으로

서 직접적으로 종결코돈에서 이루어질 것으로 예상되는 

ribosomal stalling이 주요하게 작용하지만 그 외에도 SAMDC 
uORF 단백질이 translation machinery에 직접적으로 작용

하여 downstream ORF의 translation을 억제했을 가능성을 

제시한다. 

Point-mutation 된 SAMDC uORF가 in cis 상태에서 조직별 

GUS ORF의 translation에 미치는 영향

uORF가 과다발현 되게 도입된 형질전환 담배 식물체에

서 GUS 단백질의 활성이 억제될 때 식물체의 발달 정도 

및 조직과 기관에 따른 차이점을 분석하기 위하여 조직

화학적 GUS 염색을 실시하였다. 6주 정도 자란 유식물에

서 GUS 염색을 실시한 결과 정상적인 uORF가 도입된 

Cl-1 #3 식물체보다는 uORF가 단백질로 유도되지 않는 

Clll #1, ClV-1 #2, CV #1 식물체와 카네이션 SAMDC uORF
가 전혀 도입되지 않은 Cll (pBI121) 식물체에서 GUS 염
색이 진하게 관찰되었다. 특히 식물체 전체 중에서도 잎

맥과 줄기, 뿌리, 배축 부분에서 GUS 유전자가 강하게 발

현되는 것을 확인하였다. Construct 별 GUS 염색의 정도

는 형질전환식물체에서의 GUS 활성 실험의 결과와 유사

하게 나타났는데 SAMDC uORF의 개시코돈이 제거된 

Clll #1에서 역시 가장 진한 GUS 염색이 나타났으며, 종
결코돈이 제거된 ClV-1 #2에서도 비교적 높은 수준으로 

GUS가 염색되었다. 또한 CV #1에서는 다른 construct보다 

월등하게 낮은 수준으로 GUS가 염색되었다. Figure 2에
서 보여주는 downstream GUS 활성 억제 결과와 유사하게 

uORF가 단백질로 유도되는 식물체에서는 main ORF인 

GUS 발현이 크게 감소하였음을 알 수 있었다 (Fig. 3). 이
로서 실제 GUS 활성과 GUS 염색 정도를 연구한 실험에

서 유사한 결과를 얻은 것과 같이 SAMDC uORF가 down-
stream에 존재하는 GUS ORF의 translation 억제와 함께 
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Fig. 5 The analysis of GUS activity after the treatment with 
polyamine in various concentration by in vitro transcription/ 
translation (TNT) system

ribosomal machinery와의 interaction이 일어날 것으로 여겨

진다. 
  또한 담배의 생식기관인 꽃에서도 발달 단계에 따라 

GUS 발현 패턴을 비교하였다. uORF가 도입된 Cl-1 #3 식
물체와 uORF가 단백질로 유도되지 않는 식물체 중에서 

GUS 활성 및 발현이 가장 높은 Clll #1 식물체의 담배 꽃

을 개화와 노화의 발달단계에 따라 5단계로 나눈 후 각 

단계마다 GUS 염색을 실시하였다. 발달단계 Ⅰ은 수술

과 암술이 충분히 분화되었지만 꽃잎이 녹색을 띠는 단

계이고, Ⅱ는 화관이 길어지고 꽃잎은 여전히 녹색이지

만 약간 열리는 시기이다. Ⅲ는 화관의 가장자리가 반쯤 

열리고 주두와 수술머리가 보이는 단계이며, Ⅳ는 꽃이 

완전히 열리고, 수술머리가 갈라지며 화분이 밖으로 터

져 나오며 화관 가장자리가 충분히 확장되고 짙은 분홍

색을 띠는 단계이다. 마지막으로 Ⅴ는 수술머리의 화분

이 다 떨어져 나가고, 꽃잎이 시들기 시작하는 시기이다. 
Ⅰ에서 Ⅱ 단계는 약 90시간이 걸리며, Ⅱ에서 Ⅲ 단계

는 약 24시간, Ⅲ에서 Ⅳ 단계는 약 20시간, Ⅳ에서 Ⅴ단

계는 약 70시간이 걸렸다.
  담배 꽃을 이용하여 GUS 발현 분석을 수행한 결과 유

식물 뿐만 아니라 생식기관인 꽃에서도 정상적인 uORF
가 도입된 Cl-1 #3 식물체보다 uORF가 단백질로 유도되

지 않는 Clll #1 식물체에서 GUS 발현이 강하게 확인되었

다. 특히 꽃잎, 수술머리, 암술머리의 경우에는 발단단계 

Ⅳ에서 가장 강하게 발현되었다. 따라서 uORF가 도입된 

Cl-1 #3 식물체는 유식물 뿐만 아니라 꽃에서도 GUS 발
현이 억제되었으므로 식물체의 조직 및 기관에 따른 차

이점은 없는 것으로 사료된다.

SAMDC uORF에 의한 downstream ORF의 translation 
억제 과정에서 폴리아민의 영향 

세포 내 폴리아민의 양이 비정상적인 수준으로 증가하거

나 감소하면 식물체의 발달에 영향을 미쳐 주로 성장이 

저해되거나 비정상적인 표현형을 나타낸다 (DeScenzo and 
Minocha 1993; Kumar et al. 1996). 따라서 세포 내 폴리아

민의 함량을 일정한 수준으로 유지하도록 폴리아민 생합

성 효소의 활성을 피드백 저해로 조절하게 되는데 이러

한 과정에서 폴리아민이 보조인자로 작용할 가능성이 있

다. 따라서 SAMDC 효소의 최종산물인 폴리아민이 uORF
의 작용에 미치는 영향을 알아보기 위해서 pBluescript 
SK+ vector의 T3 프로모터에 uORF와 GUS 유전자가 재조

합된 Cl-1 construct를 이용하여 다양한 농도의 폴리아민

을 처리하였다. Putrescine, spermidine, spermine을 각각 0.001 
mM, 0.01 mM, 0.1 mM, 1 mM, 10 mM의 농도로 첨가하고, 
in vitro transcription/translation (TNT) 반응을 실시한 후에 

GUS 활성을 측정하였다. 그 결과 거의 모든 농도에서 

putrescine과 spermine의 경우에는 GUS 활성에 거의 변화

가 없었다. 이러한 결과는 purtescine과 spermine을 각각 합

성하는 효소에 의한 작용과 관련된 것으로 여겨진다. 특
히 purtescine을 합성하는 효소는 arginine을 agmatine으로 

전환시켜 putrescine을 합성하는 arginine decarboxylase 
(ADC)와 ornithine에서 직접 putrescine을 합성하는 ornithine 
decarboxylase (ODC)가 있다. 또한 spermidine에서 spermine
을 합성하는 spermine synthase (SPDS)가 있다. 이들 효소

의 유전자에도 uORF가 있기는 하지만 이들 uORF는 

SAMDC uORF와 염기서열이 매우 다르고 서로 영향을 주

지 않기 때문에 putrescine과 spermine은 SAMDC uORF가 

관여하는 translation과정에는 영향을 주지 않는다고 생각

된다. 따라서 SAMDC uORF와 연결된 downstream ORF인 

GUS의 transcription/translation에 영향을 주지 않아 GUS 활
성에는 변화가 없는 것으로 사료된다. 그러나 spermidine
의 경우 0.001 mM, 0.01 mM, 0.1 mM의 농도에서 GUS 활
성이 약 30% 정도 증가하였다. 이는 spermidine의 처리로 

세포 내 spermidine의 농도가 일정하게 유지되기 위해 SAMDC 
mRNA의 transcription과 translation이 억제됨에 따라 SAMDC 
uORF 단백질의 생성도 억제되었기 때문에 SAMDC uORF 
단백질과 interaction하는 ribosomal machinery 등의 작용이 

영향을 받아 downstream의 GUS 유전자의 translation 등이 

억제되어 GUS 활성이 낮아졌을 가능성을 배제할 수는 

없을 것으로 여겨진다. 그러나 1 mM과 10 mM 등의 높은 

농도에서는 GUS 활성의 차이는 크게 나타나지 않았다 

(Fig. 5).
  또한 Cl-1 construct와 T3 프로모터에 uORF의 개시코돈

을 point mutation시켜 GUS 유전자를 재조합한 Clll construct
에 각각의 폴리아민을 1 mM 농도로 첨가하고 

35S 
동위원

소를 이용하여 in vitro TNT 반응을 수행하였다. 반응이 

끝난 최종 산물은 15% SDS-PAGE를 실시하여 자가 방사

법으로 이를 분석하였다. 그 결과 Cl-1 construct에서 66 
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Fig. 6 SDS-PAGE analysis of 35[S]-methionine labeled polypeptide 
by in vitro transcription/translation products after polyamine treat-
ment. The 66 kDa GUS protein and 5.7 kDa uORF peptide are 
indicated

kDa의 GUS 단백질과 5.7 kDa의 uORF 단백질이 합성되는 

것을 확인하였는데 (Fig. 6), 이는 카네이션 SAMDC uORF
가 in vitro 상에서 실제로 단백질로 합성된다는 것을 의

미한다. 이러한 결과는 카네이션 SAMDC uORF가 in vitro 
상에서 실제로 단백질로 합성된다는 증거이며, 포유동물

의 SAMDC uORF가 단백질로 합성되는 것을 확인한 결과

와 유사했다 (Raney et al. 2000). 그러나 SAMDC uORF의 

개시코돈이 point-mutation되어 제거된 Clll construct에서는 

GUS 단백질 크기의 band가 확인되었으며, 그 단백질 양

은 Cl-1 construct보다 월등하게 많은 것으로 보아 SAMDC 
uORF의 translational inhibitor로서의 작용이 일어나지 않았

음을 의미한다.
  특히 1 mM의 폴리아민을 처리하면 spermidine 처리구 

뿐만 아니라 putrescine과 spermine의 처리구 모두에서 GUS 
활성에 차이가 없었기 때문에 SDS-PAGE를 이용한 단백

질 수준에서 uORF와 GUS 단백질의 발현 양상을 확인하

고자 하였다. 따라서 각각의 construct에 1 mM의 농도로 

putrescine, spermidine, spermine을 처리하여 TNT 반응 후 

SDS-PAGE를 수행한 결과를 살펴보면 putrescine을 처리

시 Cl-1 construct에서 SAMDC uORF의 양이 크게 증가하

였으며, spermidine과 spermine을 처리한 경우에는 GUS 단
백질이 급격하게 감소한 것을 확인 할 수 있었다. 이는 

purtescine은 아민기가 2개인 2가 양이온이지만 spermidine
은 3가 양이온, spermine은 4가 양이온이기 때문이다. 따라

서 spermidine과 spermine의 다가 양이온적 특성으로 tran-

scription이 일어날 GUS 유전자나 transcript에 직접적으로 

결합할 가능성이 있기에 in vitro transcription 혹은 translation 
과정에 영향을 미쳐 uORF 및 GUS 단백질이 발현되지 않

는 것으로 여겨진다. 또한 기존에 생성된 SAMDC uORF 
단백질에 결합하여 in vitro 상에서 transcription 혹은 tran-
slation 단계의 발현 억제 작용이나 SAMDC uORF 단백질

의 분해를 촉진하여 uORF 단백질이 발현되지 않을 가능

성도 있다 (Fig. 6). 또한 small uORF 개시코돈을 point 
mutation시켜 uORF 단백질이 합성되지 않는 Clll construct
에서도 1 mM의 농도로 각각의 폴리아민을 처리했을 때 

GUS 단백질이 감소했다. 이러한 결과 역시 폴리아민의 

다가양이온적 특성이 영향을 미친 것으로 사료되는데 아

마도 transcription이 일어날 GUS 유전자나 transcript에 직

접적으로 결합하여 in vitro 상에서 GUS의 transcription 혹
은 translation 과정을 억제했기 때문에 GUS 단백질의 양

이 감소한 것으로 여겨진다. 따라서 spermidine과 spermine
은 식물체 내에서 transcription 단계에서 feed-back 억제 작

용에 의해 폴리아민의 세포내 함량을 정확하게 조절하는 

것으로 잘 알려져 있지만 (Tiburcio et al. 1997), in vitro 상
에서 조사된 우리의 연구결과를 보면 오히려 SAMDC 
uORF 유전자가 포함된 in vitro construct의 발현을 억제하

는 것으로 나타났는데 이러한 억제현상이 실제 식물체 

내에서도 일어날 가능성이 있음을 암시한 결과로 여겨진다. 

적 요

SAMDC는 폴리아민 생합성 과정에서 주효소로 작용하

며 항상성을 유지하기위해 정교하게 조절된다. 카네이션 

SAMDC 유전자는 5´-leader sequence에 54개 아미노산으로 

구성된 small uORF가 존재한다. Translation 과정을 조절하

는 uORF의 작용기작을 연구하기 위하여 35S 프로모터에 

SAMDC 유전자의 uORF 부위와 GUS 유전자를 재조합한 

형질전환 담배 식물체를 이용하였다. 본 실험에서는 SAMDC 
uORF 염기서열 혹은 SAMDC uORF 단백질에 의해서 down-
stream GUS ORF의 translation이 억제되었다. 특히 translation 
억제는 개시코돈이 point-mutation된 construct에서 효과적

으로 이루어졌다. 따라서 이러한 결과는 ribosomal stalling
이 translation 억제 과정에 관여한 것으로 사료된다. 개시

코돈과 종결코돈을 가진 SAMDC uORF의 아미노산 서열

을 frame shift 시키면 GUS 활성이 증가하였는데 이는 

translation inhibitor로서 작용할 때 아미노산 서열이 중요

하다는 것을 의미하며, 결국은 SAMDC uORF의 단백질 

구조가 중요하게 작용할 가능성을 제시한다. 또한 유식

물과 담배 꽃 등의 in vivo 상에서도 GUS 발현을 조직화

학적으로 분석했을 때 small uORF가 존재할 경우 GUS 염
색이 크게 저하되었지만, 개시코돈이나 혹은 종결코돈이 
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제거되도록 point-mutation 시킨 construct가 도입된 형질전

환식물체에서는 SAMDC uORF의 억제효과가 크게 완화

되었다. 또한 가장 중요한 관찰 결과로는 small uORF 염
기서열로부터 in vitro 시스템에서 5.7 kDa의 단백질이 실

제적으로 합성되었음을 관찰하였다. 폴리아민 처리 후 

GUS 단백질이 억제된 결과는 uORF로부터 합성된 단백

질이 폴리아민 뿐 만 아니라 translation 과정에 관여하는 

다른 요소들과 상호작용을 이루어 조절될 수 있음을 암

시한다.
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