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Abstract The CRISPR/Cas9 is a core technology that can 

result in a paradigm for breeding new varieties. This study 

describes in detail the sgRNA design, vector construction, 

and the development of a transgenic plant and its molecular 

analysis, and demonstrates how gene editing technology 

through the CRISPR/Cas9 system can be applied easily and 

accurately. CRISPR/Cas9 facilitates targeted gene editing 

through RNA-guided DNA cleavage, followed by cellular 

DNA repair mechanisms that introduce sequence changes at 

the site of cleavage. It also allows the generation of heritable- 

targeted gene mutations and corrections. Here, we present 

detailed procedures involved in the CRISPR/Cas9 system to 

acquire faster, easier and more cost-efficient gene edited 

transgenic rice. The protocol described here establishes the 

strategies and steps for the selection of targets, design of 

sgRNA, vector construction, and analysis of the transgenic 

lines. The same principles can be used to customize the 

versatile CRISPR/Cas9 system, for application to other plant 

species.

Keywords CRISPR/Cas9, Gene editing, sgRNA design, 

transgenic rice, null plant

서 언

최근 다양한 생물 종에서 목적하는 유전자를 개량하는 기

술로 “게놈편집”이 주목 받고 있다. 특히 인공제한효소를 

이용한 게놈편집은 광범위한 생물 종에서 표적유전자 파괴

(Knock-out) 및 외래유전자의 부가(knock-in)가 가능하게 되

면서부터 차세대 유전자 개량기술로 주목을 받고 있다

(Subburaj et al. 2016). 식물에서는 애기장대에 있어서 Zinc 

Finger Nuclease (ZFN)라고 불리는 Zinc Finger를 모티브로 사

용함으로써 DNA 인식영역과 DNA를 절단하는 nuclerease가 

융합한 인공 nuclease를 사용한다고 보고되었다(Durai et al. 

2005). 이 효소는 게놈상의 표적유전자를 특이적으로 절단

하고, 오차 없는 DNA 수복계인 비상동조환수복(NHEJ)을 

이용하여 절단부위 주변의 염기를 결실 및 치환하여 표적

유전자를 개량하는 방법으로 보고되었다(Shukla et al. 2009; 

Townsend et al. 2009; Chen et al. 2014). 표적배열 특이적으로 

융합하는 ZFN은 구축과정이 복잡하고, 기능적인 ZFN의 디

자인을 하기가 매우 어려운 결점을 가지고 있다. 그러나, 식
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물 병원세균 Xanthomonas에서 발견한 DNA 인식 system을 

이용하면서부터 ZFN의 DNA 인식영역이 개량된 인공 nuclease 

(transcription activator-like effector nuclease, TALEN)가 개발되

어 ZFN 보다 표적배열 선택의 자유도가 높아졌다. TALEN 

기술의 이용에 따라 식물에서 벼, 동물에서는 제브라피쉬 

및 쥐, 배양세포에서는 ES 세포 및 iPS 세포에서 게놈편집이 

순차적으로 보고 되었다(Li et al. 2012; Shan et al. 2015; Sander 

et al. 2011; Flemr et al. 2015). 세계적으로 주목 받고 있는 새로

운 기술로 모델 생물이 아닌 생물에도 적용 가능한 TALEN 

system을 보고하였다(Li et al. 2012; Shan et al. 2015). 최근 들

어 세균 획득 면역반응 system (CRISPR/Cas9(clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR-associated protein 

9)은 염기서열 특이적 핵산분해효소로서 작용할 수 있는 일

종의 맞춤형 유전자가위이다. CRISPR/Cas9 활용을 통해 특

정염기서열을 인지하고 그 부위의 이중나선을 절단함으로

써 유전체상 위치 특이적 돌연변이 유도, 유전자삽입, 대체 

등을 포함한 다양한 염기서열 특이적 유전체 편집이 가능

하다(Endo et al. 2016; Wang et al. 2016; Zhou et al. 2015; Jiang et 

al. 2013). 지금까지 많은 생물에서 CRISPR/Cas9를 이용하여 

유전자 편집에 대한 보고는 되었으나 일반적인 연구실에서 

적용 및 응용하기가 아직 부족한 실정이다. 본 논문에서는 

CRISPR/Cas9을 이용하여 유전자편집기술을 기존에 알려

진 방법보다 쉽고 정확하게 실험 할 수 있도록 sgRNA 디자

인, 벡터구축, 형질전환체 분석 및 육성 등을 자세히 기술하

고자 한다.

재료 및 방법

RGEN (RNA-guided engineered nuclease)의 선정 

유전자편집을 위해 목표로 하는 유전자의 sgRNA (single guide 

RNA)는 CRISPR RGEN tools (http://www.rgenome.net/)을 이

용하여 디자인하였다 (Park et al. 2015). RGEN 디자인 프로

그램은 먼저 선정된 작물의 게놈에서 목표하는 유전자 염

기서열 중 CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly-Interspaced Short 

Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9) 시스템이 인

식하는 부위인 PAM (Proto-Spacer Adjacent Motif) 5’-NGG-3’ 

서열을 선정한 후, PAM으로부터 시작하여 역으로 20bp의 

sgRNA를 제작하도록 고안되어 있다. 프로그램 사용방법은 

사이트 접속 후 Cas-Designer로 들어가서 원하는 PAM type을 

선정할 수 있으며, 본 연구에서는 SpCas9 from Streptococcus 

pyogenes: 5'-NGG-3' 을 선정하였다. 그 다음은 target genome

을 선정하고, 유전자 전체 CDS 중에서 앞쪽부터 50% 정도 

되는 서열을 한번에 1,000 bp 이내로 target sequence에 넣은 

후 submit를 클릭한다. 분석에 의해 얻어진 sgRNA들 중에서

는 mis-match 1, 2에서 off-target이 제거된 list 1-0-0으로 나온 

것과, 30%~70% 사이의 GC 함량으로 구성되고, out-of-frame 

score가 높은 것 순으로 선정하는 것이 바람직하다. 이 score

는 indel이 일어났을 때 frame-shift가 일어날 가능성을 예측

하여 기록한 것으로 높을 수록 염기에 변이가 일어날 가능

성이 높다고 볼 수 있다. 이렇게 선정된 sgRNA들은 한번 더 

Cas-OFFinder로 들어가서 넣은 후 mis-match 설정을 3 ~ 4개

로 하여 off-target들을 찾아내어 list 1-0-0-0을 골라낸다. 

Off-target이 많으면 원하지 않는 변이가 생길 가능성이 높으

므로 신중히 선택하는 것이 좋다. 최종 선정된 sgRNA들 중

에서 한 유전자당 4 ~ 5개를 선정하여 사용한다. 

디자인된 RGEN의 합성

선정된 sgRNA들은 PAM서열을 제외한 20개의 염기를 이용

하여 target-up: 5’-ggcaGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3’

과 target-down: 5’-aaacNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNC-3’

의 올리고를 디자인 한다. 이때 연속적인 N은 선정된 sgRNA 

각각의 염기들을 의미하며, 앞뒤의 소문자로 구성된 어댑

터는 삽입될 백터의 OsU3 프로모터영역과 오버행을 갖는 

염기들이다. 다른 프로모터에 의해 작동되는 sgRNA의 경

우, 어댑터 순서는 다를 수 있으며, AarI이나 BbsI 등과 다른 

유형의 제한효소는 사용이 어려울 수 있으나, 본 연구에서 

사용한 pPZP-3’PinII-Bar-Cas9-Os의 AarI 제한효소 사이트는 

sgRNA-Cas9 벡터에 원활하게 cloning이 가능하다(Kim et al. 

2016). sgRNA를 선정하면, 각각의 20-mer 올리고를 합성한 

후, target-up과 target-down을 100 pmoles로 맞추어 준비하고 

T4 ligase buffer 5 ul와 target-up oligo 5 ul, target-down oligo 5 ul, 

DW 35 ul를 넣어 총 볼륨을 50 ul로 하여 37°C 30분, 94°C 5분 

처리 후에 28초마다 1°C씩 온도를 낮추어 30분간 수행 후, 

온도가 30°C가 되면 다음에 10°C에서 10분 처리하여 double 

strand sgRNA 단편을 만들어 Ti-plasmid 벡터구축 시 insert로 

사용한다.

Ti-plasmid 벡터내 Cas9 유전자 구축

식물 형질전환에 사용할 pPZP-3’PinII-Bar 벡터를 이용하여 

HindIII/SmaI으로 소화하고, 이곳에 HindIII, BamHI, SnaBI, 

SacI, XbaI, NruI, AstII, PstI, SmaI 등의 multiple cloning site를 합

성하여 cloning 하였다. 먼저, 식물 형질전환용 운반체는 

pPZP-3’PinII-Bar 벡터를 모벡터로 사용하여 Cas9이 CaMV 

35S 프로모터에 의해 제어되며, sgRNA는 OsU3 프로모터에 

의하여 작동되도록 연결하여 제작하였다. 형질전환된 캘

러스 및 식물체의 선발을 위해서는 CaMV 35S 프로모터에 

의해 제어되는 Bar 유전자를 이용하였다. 첫 번째로는 pPZP- 

3’PinII-Bar 벡터의 HindIII/BamHI자리에 p35S와 연결하였

다. 두 번째로는 구축된 첫 번째 벡터를 BamHI/SacI으로 자

른 후 Cas9과 연결하였다. 세 번째로는 OsU3프로모터에 
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sgRNA를 연결하기 위한 AarI site 및 XhoI site를 넣어 주

었다.

  이와 같이 벡터의 기본 틀 (pPZP-Cas9)이 완성되면 AarI 제

한효소를 사용하여 RGEN을 붙이는 과정이 필요하다. pPZP- 

Cas9 벡터 플라스미드 DNA를 2 ug 준비하고, AarI (Thermo 

Scientific Inc. USA) 제한효소 2 ul (4 unit), 10 x AarI buffer 5 ul, 

Oligonucleotide 1 ul와 DW를 첨가하여 총 볼륨을 50 ul로 맞

춘 후 37°C에서 3시간 처리한다. 그 후 합성하여 상보적 사

슬로 만들어 놓은 target-up과 target-down의 RGEN을 AarI 처

리가 진행된 벡터와 연결한다. 벡터는 최소 10 ng으로 준비

하고, RGEN 2 ul, T4 ligase 0.5 ul, T4 ligase buffer 1 ul를 첨가한 

뒤 DW로 총 볼륨을 10 ul에 맞추고 16°C에서 3시간 처리하

고, 효소 및 버퍼의 불활성화를 위하여 65°C에서 10분간 처

리한 후 DH5α competent cell에 형질전환 하였다. 형질전환

방법은 heat shock법으로 positive colony를 2-3개 선발하여 LB 

spectinomycin 50 mg/L를 포함한 액체배지에 배양한다. sgRNA 

도입여부를 알기 위해 배양액 1 ul를 이용하여 PCR분석 후, 

XhoI으로 소화하여 절단여부를 전기영동에 의해 확인하였

다. PCR 프라이머는 Fw: 5’-CAGCTTGGCTCTAGTCGACC-3’, 

Rv: 5’-CGGTGCCACTTTTTCAAGTT-3’를 이용하여 95°C에

서 5분간 pre-denaturation 시킨 후, 94°C에서 40초간 denaturation, 

55°C에서 40초간 annealing, 72°C에서 1분간 extension 과정을 

35 cycles로 진행하였으며, 마지막으로 72°C에서 5분간 extension

을 실시하여 분석하였다. 성공된 벡터는 약 509 bp에서 1개

의 밴드 확인이 가능하며, 434 bp와 86 bp의 2개 밴드가 보여

진다면 RGEN의 삽입이 이루어지지 않은 것으로 판단하였

다. 최종 확인된 PCR 산물은 염기배열 분석에 의해 최종 확

인한 후, Agrobacterium tumefaciens EHA105에 형질전환하였다.

형질전환 벼 육성 및 도입확인

형질전환 벼 육성을 위하여 동진 벼 종자를 2 mg/L 2,4-D가 

포함된 N6 액체배지에 침종하여 30°C 암상태에서 24시간 

동안 발아시켜, 배 부분이 부풀어 오르기 시작한 종자를 15 

mL의 Agrobacterium 현탁액이 담겨있는 튜브에 담가 약 20

분간 접종한 다음 멸균한 필터페이퍼 위에 종자를 올려놓

아 여분의 Agrobacterium을 제거하였다. Agrobacterium을 접

종한 종자를 1 mM dithiothreitol (DTT), 3 mg/L silver nitrate 

(AgNO3), 0.5% gelrite가 포함된 2N6-AS 배지 위에 필터페이

퍼를 놓고 치상하여 25°C 암조건에서 3일간 공동 배양하였

고, 그 후 배지 성분의 영향력을 높이기 위해 필터페이퍼를 

제거한 배지에 치상하여 25°C 암조건에서 4일간 공동 배양

하였다(Lee et al. 2011; Jung et al. 2014). 그 후 재분화 배지로 

2주 마다 계대배양하여 형질전환체를 선발하였다. 유전자

가 도입된 형질전환체는 Bar를 선발 마커로 하여 100개의 

캘러스 중에서 총 45개의 형질전환 식물체를 얻어 높은 효

율을 보였다. 형질전환실험에서 얻어진 재분화 식물체를 

대상으로 벼 게놈 상에서 pPZP-Cas9-RGEN 벡터의 도입을 

확인하기 위해 재분화된 잎으로부터 genomic DNA를 분리

하여 도입유전자를 Bar 및 nos terminator 특이 증폭용 primer 

set를 이용하여 PCR 분석을 수행하였다. 이때 사용한 프라

이머는 forward: 5'-CGTCAACCACTACATCGAGA-3', reverse: 

5'-TTGCGCGCTATATTTTGTTTT-3'로 제작하여 95°C에서 5

분간 pre-denaturation 시킨 후, 94°C에서 30초간 denaturation, 58℃

에서 30초간 annealing, 72°C에서 1분간 extension 과정을 30 

cycles로 수행하였으며, 마지막으로 72°C에서 5분간 extension을 

실시하여 분석하였다. 

NGS 분석을 통한 변이체 확인 

앞서 제작한 pPZP-Cas9-RGEN 벡터들 중에서 유전자당 선

발된 5개의 RGEN 중 가장 효율이 높은 RGEN이 삽입된 벡

터를 선발하여 보다 안정적이고 많은 변이체를 확보하고자 

RGEN별로 3개의 튜브를 준비하여 감염한지 1주된 벼 캘러

스 4개씩을 한 튜브에 모아서 ㈜나노헬릭스사의 kit를 사용

하여 DNA를 추출한 후에 한양대학교 화학과로 의뢰하여 

next generation sequencing (NGS) 분석을 수행하였다(Park et 

al. 2017). 

Taq-Man PCR 분석을 통한 single copy 선발

형질전환 각 세대에서 single copy로 도입된 개체를 효율적

으로 선발하기 위해 TaqMan PCR에 의해 유전자를 증폭하

였다. TaqMan probe real-time PCR을 위하여 2 × Brilliant∥ 

QPCR Master Mix (Roche, Switzerland) 10 ul, dH2O 5.5 ul, 10 

pmol sense primer 0.5 ul, 10pmol antisense primer 0.5 ul, 10 pmol 

probe 0.5 ul, 추출한 DNA template 3 ul로 total 20 ul를 PCR tube

에 넣은 후, 혼합액을 thermal cycler (7500 Real Time PCR 

system, Applied Biosystems)에서 증폭하였으며 음성 대조군

으로 멸균증류수와 형질전환시에 사용한 동진에서 추출한 

DNA를 이용하였고, 양성 대조군으로 이미 검증된 형질전환

체 T2 homo 계통과 T2 hetero 계통의 DNA를 이용하였다. TaqMan 

probe PCR 반응 조건은 95°C에서 10분간 predenaturation 시

킨 후, 95°C에서 20초 denuaturation, 56°C에서 1분 annealing을 

40회 반복 실시하였고, annealing 반응 중에 Quencher로부터 

분리된 fluorescein FAM이 활성화 될 때마다 fluorescence를 

탐지하고 처음 탐지된 cycle 수(ct)는 amplification plots로 표

현하였다. TaqMan probe real-time PCR 검사로 복제된 증폭

산물은 nos terminator의 특이적인 labeling한 probe primer를 

이용하여 분석되었다.
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Fig. 1 Flowchart for the construction of sgRNA/Cas9 expression vectors. (A) Each essential step is depicted in the figure, including 

sgRNA design, assembly of sgRNA-Cas9 into an expression vector, cloning of a sgRNA module, quick evaluation of the sgRNA 

activity by NGS, and construction of a sgRNA/Cas9 expression vector. (B) PCR amplification of transferred genes (sgRNA) in Ti-plasmid 

vector (pPZP-3’PinII-Bar). Amplified products were subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis. Lane M, DNA ladder; Lane 1, 

positive control; Lane 2, negative control; Lane 3~15, each sgRNA module and sequences analysis of sgRNA region in constructed 

Ti-plasmid vector

결과 및 고찰

sgRNA 디자인 및 CRISPR-Cas9 벡터 구축

CRISPR/Cas9은 크게 표적하는 염기서열을 인식하는 single 

chain guide RNA (sgRNA)와 핵산분해효소인 Cas9 단백질로 

구성되어 있다. sgRNA는 표적염기서열과 상보적인 20개의 

guide sequence 포함한다. 본 실험에서는 타겟 유전자 하나를 

교정하기 위해 CRISPR RGEN tools 프로그램을 이용하여 해

당 유전자의 특정부위에서 sgRNA를 5개 디자인하여 합성

한 이후에 어셈블리 과정을 거친 후, AarI 제한효소를 이용

하여 OsU3프로모터 뒤에 부착하였다(Fig. 1A). sgRNA가 표

적 유전자의 특정 위치를 인식하여 결합하면 sgRNA 3’영역

의 PAM을 인식하여 DNA를 잘라줄 수 있는 효소인 Cas9은 

35S 프로모터에 의해 조절되도록 벡터를 구축하였다(Fig. 

1A). 이렇게 구축된 벡터를 DH5α에 형질전환한 후, 배양하

여 colony PCR분석하였다. Primer로는 OsU3 프로모터 영역

을 포함한 509 bp가 되도록 구축하였으며, sgRNA의 정상적

인 삽입여부는 PCR 산물을 XhoI site 존재에 의해 확인하였

다(Fig. 1B). 구축한 벡터의 90% 이상은 sgRNA가 잘 삽입되

어 single 밴드로 나타났으나, 약 10%는 434 bp와 86 bp의 두 

밴드를 보였다(Fig. 1B). PCR분석/XhoI 결과 sgRNA가 잘 도

입되었다고 하는 PCR 산물은 염기배열을 조사하여 확인하

였다(Fig. 1B). 본 실험에서 구축한 CRISPR-Cas9 system은 기

존의 벡터보다 구축하기 용이하고 경제적이며 아주 정확하

게 만들 수 있다고 생각된다. 

구축한 CRISPR/Cas9 벡터의 효용성 평가

목적 유전자로부터 sgRNA를 4개씩 디자인하여 각각 Ti-plasmid 

벡터에 구축하고 이를 Agrobacterium 법을 이용하여 벼 종자 

유래 callus에 감염시켜 형질전환 시켰다(Fig. 2A). sgRNA에 

의한 유전자 편집 여부를 확인하기 위해서 감염 후 1주된 

bulk callus 집단을 만들어 total DNA를 추출한 후 NGS 분석
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Fig. 2 Workflow for screening stably inherited gene-modified mutants in rice callus. (A) The customized CRISPR/Cas9 expression 

vector is used for rice transformation using the Agrobacterium-mediated method. (B) Sequencing assay. Sequencing data of PCR 

products from infected bulk callus showing the target region. WT, wild type; MC, mutated callus. (C) Mutated rate analysis by NGS 

technology with infected bulk callus

을 수행하였다. NGS의 염기배열 54,883-65,375bp를 읽어, 변

이율을 조사한 결과 sgRNA 종류에 따라 비율이 다르게 나

타났다(Fig. 2. B and C). sgRNA1 및 sgRNA2의 경우 염기 첨

가, 결실 등이 많이 일어났으나, sgRNA3의 경우 변이가 전

혀 나타나지 않았다. 따라서 callus 단계에서 변이를 보이지 

않은 것은 더 이상 형질전환실험을 진행하지 않았으며, 변

이가 보인 sgRNA는 형질전환실험을 계속하였다. 왜 sgRNA

에 따라 유전자편집 차이가 보이는지에 대해서는 아직 잘 

알려지지 않았으며, 다만 sgRNA가 발현하는 과정에서 이

상이 생겨, Cas9 효소를 특이적인 염기서열에 이동시켜주

지 못해서 변이가 일어나지 않는 것으로 생각하고 있다. 

선발한 sgRNA의 형질전환체 육성

NGS 분석으로 변이 효율이 높다고 판단된 sgRNA 삽입 벡

터를 선발하여 벼 형질전환을 수행하였다(Fig. 3A). 본 실험

에서 벼 형질전환 실험은 감염 후 48일에 재분화 식물을 얻

어 순화과정을 거쳐 토양에 옮겨 생육하였다(Fig. 3B). 

sgRNA 종류별 형질전환체는 최소 30개체부터 최대 65개체

를 얻었다. 따라서 본 연구에 사용한 형질전환 방법은 Toki 

et al. (2006)이 발표한 방법을 개량하여 사용한 것으로 단기

간에 아주 정확하게 재분화 할 수 있는 것으로 판단된다. 

형질전환체의 T-DNA 도입 확인 및 single copy 선발

sgRNA 벡터별로 육성한 재분화 식물은 순화 후, pot에 이식

하여 생장시켰다(Fig. 4A). 형질전환 여부를 알기 위해 T0세

대의 재분화 식물은 개체별로 Total DNA를 추출하여 genomic 

PCR 분석을 수행하였다(Fig. 4B). 그 결과 재분화하여 순화 

후, 토양에 옮겨 심은 식물체의 99%는 형질전환체 임을 확

인하였다. 이들 형질전환체를 이용하여 single copy 여부를 

알기 위해 TaqMan PCR 분석을 실시하였다(Fig. 4C). 총 3개

의 유전자 도입 형질전환체들 중 sgRNA1에서는 8개체, sgRNA2

에서는 9개체, sgRNA3에서는 6개체의 single copy를 확인하

여 T1 종자를 채종하였다. 이상의 결과로부터 재분화된 식

물체의 T-DNA 도입여부를 genomic PCR 및 TaqMan PCR 방

법으로 분석하면 쉽고 빠르게 single copy가 삽입된 형질전

환체 선발이 가능하다고 생각된다. 
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Fig. 3 Dongjinbyeo (Oryza sativa L.) plants transformed with pPZP-3’PinII-Bar vector containing CRISPR/Cas9::sgRNA gene. (A) 

Modification of Toki’s method. (B) a~c, callus formation; d~e, multi-shoot differentiation; f, regenerated plants in rooting medium; 

g~h, acclimation in soil

Fig. 4 Methods for detecting sgRNA/Cas9-mediated DNA modifications. (A) Phenotype of transgenic plants with the newly introduced 

sgRNA1, sgRNA2 and sgRNA5. (B) PCR analysis of bar and nos terminator region. (C) Selection of transgenic single copy plants 

using TaqMan PCR analysis. Lane 1, T2 Homo; Lane 2, T2 Hetero; Lane 3, Negative control and sgRNA/1, 2 and 5 transgenic lines. 

Each level is generated from the DNA template of independent T1 transgenic lines. (Target gene probe, 3'NOS; Reference probe, Tubulin1)
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Fig. 6 Genome editing in rice transgenic plants. (A) Phenotype of the gene edited plants. (B) Targeted next-generation sequencing 

(NGS) analysis of selected TG1, TG2, TG5 and TG8 for sgRNA1, TG11, TG13, TG16 and TG21, for assessing sgRNA2. The indel 

sequences of target locus are ranked with the read numbers with insertion and deletion

Fig. 5 Selection strategy for null segregant plants in T1 generation. 

(A) T1 transgenic lines. (B) Bar-strip test with wild type and T1 

generation. Analysis of the sample extract for the presence of 

transgenic rice. The test strips 5 minutes after inserting the 

strip. At the least, the control line should always develop 

approximately 1 cm above the bottom sample pad. A red line 

appearing below the control line is the test line, and indicates 

a positive result for PAT protein. If the test strip displays 2 red 

lines, the test is considered complete, and the sample is positive 

for the transgenic trait. (C) X
 2
-test for resistant and susceptible 

strains, estimated with the bar-strip test

T1 세대에서 Null 형질전환체 선발 

T0 세대에서 23개의 형질전환체는 single copy로 도입되어 있

었으며, 유전자별 평균 7.3개를 보였으며, 이들 식물체로부

터 T1종자를 계통별로 150립 이상 채종하였다. 그 다음에 

T1 종자를 계통별로 30립씩 육묘상에 파종하여 생육시켰다

(Fig. 5A). 발아 후 28일된 유묘를 이용하여 T-DNA 삽입여부

를 Bar-strip을 사용하여 조사하였다(Fig. 5B). 조사한 계통의 

대부분에서 T-DNA 가 호모 및 헤테로로 삽입된 개체들은 X 
2
-test

에 의해 평가한 결과 저항성과 감수성 비율이 3:1로 분리되

었다(Fig. 5C). 이러한 결과는 Taq-Man PCR 결과가 아주 정

확하게 single copy 도입개체를 선발하여 Mendel 법칙에 의

해 잘 분리됨을 알 수 있었다. 따라서 본 실험의 목적에 맞게 

T-DNA 가 삽입 되지 않은 T1 식물체 중 생육 및 표현형 등을 

고려하여 null 식물체(CRISPR/Cas9 벡터 제외 개체)로 선정

하여 유전자 편집여부를 확인하고, 다음 세대를 육성하였다.

선발 Null 식물체의 표적유전자 편집여부 확인 및 표현형 

선발한 T-DNA가삽입되지 않고 유전자 편집만 된 null 식물

체는 pot에 생육시켜 표현형의 변이를 살펴보았다(Fig. 6A). 

그 결과 시각적으로 두드러진 표현형의 변이는 아직 발견

할 수 없었다. 따라서 목적하는 유전자에 국한되어 편집되

었기 때문이라고 생각된다. sgRNA별 null 식물체를 4개씩 

선정하여 sgRNA 부분이 포함되도록 primer를 제작하고 이

를 이용하여 PCR 증폭을 수행하여 염기서열을 조사한 결과

는 Fig. 6B와 같다. 각 sgRNA 영역의 PAM 영역에서 3번째부

터 1 bp 결실 및 부가 변이체, 22 bp 결실 변이체 및 최대 35 bp 

결실 변이체로 나타났다. 따라서, 본 연구에서는 정밀 유전

자편집 기술인 CRISPR/Cas9 system 을 이용하여 보다 빠르

고 쉽고 경제적으로 유전자가 편집된 개체를 확보할 수 있

었다. 본 실험에서 확립된 system은 상업용 식물 계통육성

에 이용 가능하여 육종적 가치가 매우 클 것으로 사료된다. 
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적 요

CRISPR/Cas9 기술은 생명공학을 활용한 신품종 작물육성

에 있어 패러다임 변혁을 가져다 줄 핵심 기반기술이다. 본 

연구에서는 CRISPR/Cas9를 이용하여 유전자편집기술을 기

존에 알려진 방법보다 쉽고 정확하게 실험 할 수 있도록 

sgRNA 디자인, 벡터구축, 형질전환체 육성 및 분석 등을 자

세히 기술하였다. sgRNA는 http://www.rgenome.net/ 사이트

에서 NGG 영역을 중심으로 하여 target-up: 5’-ggcaGNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNN-3’과 target-down: 5’-aaacNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNC-3’의 올리고를 디자인하였다. 식물

형질전환용 벡터는 pPZP-Cas9-RGEN을 기본으로 하였으

며, sgRNA의 프로모터는 OsU3를 이용하여 pPZP::35S::Cas9:: 

PinII-OsU3::sgRNA::Bar-Gen 순으로 구축하였다. 형질전환

체의 육성은 단기형질전환 Agrobacterium 법을 사용하였으

며 재분화 식물체를 얻는데 48일 정도 소요되었다. 형질전환

체 유무는 genomic PCR 분석으로 single copy 선발은 TaqMan 

PCR 로 분석하였다. 정밀유전자편집 식물체는 T1 세대에

서 T-DNA 삽입되지 않은 식물체를 Bar-strip에 의해 선발하

였다. 선발된 식물체의 sgRNA 영역의 염기배열 조사에 의

해 유전자 편집 식물체를 육성하였다. 따라서 본 연구에서 

CRISPR/Cas9 system에 의한 정밀유전자편집 기술을 이용하

여 보다 빠르고 쉽고 경제적으로 유전자가 편집된 개체를 

확보할 수 있었다. 본 실험에서 확립된 system은 상업용 식

물 계통육성에 이용 가능하여 육종적 가치가 매우 클 것으

로 사료된다. 
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