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Arabidopsis AtERF71/HRE2, a transcription activator, is located in the nucleus and is involved in the
signal transduction of low oxygen and osmotic stresses. In this study, microarray analysis using
AtERF71/HRE2-overexpressing transgenic plants was performed to identify genes downstream of
AtERF71/HRE2. A total of 161 different genes as well as AtERF71/HRE2 showed more than a twofold
higher expression in AtERF71/HRE2-overexpressing transgenic plants compared with wild-type
plants. Among the 161 genes, 24 genes were transcriptional regulators, such as transcription factors
and DNA-binding proteins, based on gene ontology annotations, suggesting that AtERF71/HRE2 is
an upstream transcription factor that regulates the activities of various downstream genes via these
transcription regulators. RT-PCR analysis of 15 genes selected out of the 161 genes showed higher ex-
pression in AtERF71/HRE2-overexpressing transgenic plants, validating the microarray data. On the
basis of Genevestigator database analysis, 51 genes among the 161 genes were highly expressed under
low oxygen and/or osmotic stresses. RT-PCR analysis showed that the expression levels of three
genes among the selected 15 genes increased under low oxygen stress and another three genes in-
creased under high salt stress, suggesting that these genes might be downstream genes of
AtERF71/HRE2 in low oxygen or high salt stress signal transduction. Microarray analysis results in-
dicated that AtERF71/HRE2 might also be involved in the responses to other abiotic stresses and also
in the regulation of plant developmental processes.
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서 론

식물은 다양한 환경 스트레스에 직접 노출되어 있으며, 이

에 의해 성장과 발달이 저해되어 생산성의 심각한 감소가 일

어난다[19]. 식물은 이러한 여러 환경 스트레스에 적응하기 위

해 세포 내 신호전달 과정을 통한 방어 기작을 가지도록 진화

해 왔다[19,20]. 복잡하고 다양한 신호전달 경로를 거쳐 핵 내

로 전달된 환경 스트레스 신호는 방어에 관여하는 여러 유전

자의 전사를 활성화 시키며, 이러한 활성화는 주요 전사인자

에 의해 조절되며 이로 인해 식물은 환경 스트레스에 대한

저항성을 가지게 된다. 따라서, 전사인자는 다양한 방어 유전

자의 전사과정을 동시에 조절함으로써, 식물의 환경 스트레스

에 대한 신호전달 과정을 조작하는데 강력한 수단이 된다[3].

애기장대의 경우 유전자의 5% 이상이 전사인자에 해당하는

것으로 밝혀졌으며, AP2/ERF, bZIP/HD-ZIP, MYB, WRKY

또는 zinc-finger 등의 DNA-결합 도메인을 가지는 여러 전사

인자가 다양한 종류의 스트레스에 반응하여 발현되어 스트레

스에 대한 반응을 일으키는 것으로 알려져 있다[26].

애기장대의 경우, AP2/ERF family 전사인자는 145개의 유

전자로 구성되며, AP2/ERF DNA-결합 도메인 염기서열의 상

동성을 기준으로 AP2 subfamily, RAV subfamily,

DREB/CBF subfamily, ERF subfamily의 네 개 subfamily로

분류된다[8,9,27]. 이들 유전자는 다양한 생물 스트레스 및 환

경 스트레스 자극뿐만 아니라 에틸렌, jasmonic acid 등에 반

응하여 관련된 유전자의 발현을 조절한다[9,27]. DREB/CBF

subfamily에 속하는 유전자는 환경 스트레스, 특히 건조와 저

온에 반응하여 하위 유전자의 발현을 유도하는데[34], DRE/

CRT로 알려진 cis-acting element를 인지하여 하위 유전자의

발현을 조절한다[31,34]. RAV subfamily 유전자는 B3-like 도

메인과 AP2/ERF 도메인을 모두 가지고 있는 것으로 알려져

있다[16]. 에틸렌에 반응하는 AP2/ERF 유전자는 모두 ERF

subfamily에 속하며, 애기장대의 경우 60여 개 유전자가 ERF

subfamily에 포함되어 있다[23,27]. 일반적으로 ERF sub-

family 전사인자는 GCC box로 알려진 cis-acting element를

인지하는 것으로 보고되어 있다[11]. 하지만 최근 연구결과에

따르면, ERF subfamily에 속하는 일부 전사인자는 DRE/CRT

cis-acting element에도 결합하는 것으로 밝혀졌다[33,36,38].

이전 연구 결과에 따르면 AtERF71/HRE2는 ERF subfamily

에 속하는 전사인자를 암호화하는 유전자이며, 특히 ERF sub-

family의 다양한 subgroup 중 subgroup VII에 속한다[23,27].

AtERF71/HRE2는 저산소 및 고염, 건조 등의 삼투 스트레스
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에 의해 발현이 증가하며 특히 저산소에 의해 발현이 매우

강하게 증가하는 유전자이다[13,21,24]. 또한 AtERF71/HRE2

의 과발현 형질전환체는 저산소 및 저산소를 유발하는 침수,

그리고 고염과 건조에 대해 저항성을 보여[21,24], 저산소 및

삼투 스트레스 등의 환경 스트레스 신호전달 과정에서 중요한

기능을 할 것으로 생각된다. AtERF71/HRE2 외에도 벼의

Sub1, SK1, SK2를 비롯하여 애기장대의 AtERF73/HRE1,

RAP2.12, RAP2.2 등이 같은 subgroup VII에 속하며, 이들 유

전자는 저산소 스트레스 반응에서 역할을 하는 것으로 알려져

있다[12,14,21,25,37]. 일반적으로 저산소 스트레스에 대한 신

호전달 과정에는 에틸렌이 중요한 것으로 알려져 있는데,

AtERF71/HRE2는 에틸렌에 의해 조절되지 않는 에틸렌-비의

존적 경로를 통해 기능을 수행할 것으로 생각되고 있다[13].

최근 연구결과에 따르면 AtERF71/HRE2는 핵에 위치하고 C-

말단 부위에 전사활성화 활성을 가져, 다른 유전자의 발현을

조절하는 전사인자로 작용할 것으로 예상된다[24]. 하지만 저

산소 또는 삼투 스트레스 신호전달에 있어서, AtERF71/HRE2

에 의해 발현이 조절되는 하위 유전자는 아직 밝혀진 바가

없다.

본 연구에서는 AtERF71/HRE2의 과발현체를 대상으로 마

이크로어레이 실험을 수행하여 AtERF71/HRE2에 의해 발현

이 조절되는 하위 유전자를 조사함으로써 AtERF71/HRE2에

의해 매개되는 신호전달 과정을 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

식물 재료 및 생장 조건

애기장대(Arabidopsis thaliana)는 Col-0 ecotype을 사용하였

다. 애기장대 종자는 70% 에탄올에서 1분, 10% 클로락스에서

10분간 표면살균한 뒤 증류수로 4회 이상 세척하고, 4℃ 암조

건에서 2일 동안 두어 춘화처리한 다음, 비타민 B5, 1.5% su-

crose, 0.7% microagar가 포함된 MS (Murashige and Skoog)

[22] 배지에 발아하였다. 발아된 애기장대 종자는 22℃의 단일

조건(광조건 8시간/암조건 16시간)에서 키웠다. AtERF71/

HRE2 과발현 형질전환체는 기존 연구에서 제작된 것을 사용

하였다[24].

마이크로어레이 수행 및 분석

단일 조건에서 발아한 후 14일된 야생형과 AtERF71/HRE2

과발현 형질전환체의 유식물체로부터 Trizol reagent (Invitrogen,

CA, USA)를 사용하여 total RNA를 분리하고, Agilent

Bioanalyzer (Agilent technologies, CA, USA)로 분리한 total

RNA의 상태를 검사하였다. 샘플당 1 μg의 total RNA를 Low

Input Quick Amp labeling kit (Agilent Technologies, CA,

USA)를 이용하여 Cy3로 표지한 뒤, 표지된 RNA를 50 μl 혼성

화용액(Agilent technologies, CA, USA)과 섞어주었다. 혼합

액을 Agilent SurePrint Arabidopsis 4x44k array (Agilent

technologies, CA, USA) 상에 떨어뜨리고 Gasket 4-plex slide

(Agilent technologies, CA, USA)로 덮은 후 65℃ 오븐에서

17시간 동안 혼성화 시켰다. 혼성화 된 슬라이드를 Gene

Expression Wash Buffer Kit (Agilent technologies, CA, USA)

의 buffer 1로 상온에서 1분간 세척하고, buffer 2로 37℃에서

1분간 세척한 후, 3,000 rpm에서 20초간 원심분리하여 건조시

켰다. 마이크로어레이는 Agilent scanner를 이용하여 분석하

였으며, 유전자 발현 레벨은 Feature Extraction v10.7.3.1

(Agilent technologies, CA, USA)을 이용하여 계산하였다.

Genevestigator 데이터베이스 분석

마이크로어레이 데이터베이스인 Genevestigator 데이터베

이스를 이용하여 유전자 발현 변화를 분석하였다.

Genevestigator 데이터베이스 분석은 인터넷 웹페이지

https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp 에서 수행하

였으며, 애기장대의 ATH1: 22k array platform에서 수행하였다.

프로모터 분석

프로모터 부위는 각 유전자의 전사개시 서열을 +1로 하였

을 때 5‘ upstream 방향에 위치하는 서열을 사용하였다. 먼저,

이웃하는 유전자와 같은 방향으로 발현되는 경우, 해당 유전

자의 5‘ upstream 서열이 1,500 bp 이상일 때는 -1,500 ~ -1

bp를 분석에 사용하였으며, 5‘ upstream 서열이 1,500 bp 미만

일 때는 5‘ upstream 서열 전체를 분석에 사용하였다. 이웃하

는 유전자와 반대 방향으로 발현되어 5‘ upstream 서열을 공

유할 경우, 공유하는 5‘ upstream 서열이 100 bp 이상일 때는

5‘ upstream 서열의 절반을 분석에 사용하였고, 100 bp 미만일

때는 조사대상에서 제외하였다. 프로모터에 존재하는 cis-act-

ing element 분석은 Plant Cis-acting Regulatory DNA Element

(PLACE)의 인터넷 웹페이지 http://www.dna.affrc.go.jp/

PLACE/에서 수행하였다.

저산소, 고염 스트레스 처리

저산소와 고염 스트레스 처리에는 단일 조건에서 발아한

후 10일된 야생형 유식물체를 이용하였다. 저산소 스트레스

처리를 위하여 액체 MS 배지로 적신 필터 종이 위에 야생형

유식물체를 얹고 암상태에서 99.9% 질소가스를 0, 1, 3, 6시간

동안 처리하였다. 고염 스트레스 처리를 위하여 300 mM NaCl

로 적신 필터 종이 위에 야생형 유식물체를 얹고 0, 2, 4, 8시간

동안 처리하였다.

Total RNA 분리 및 semi-quantitative RT-PCR

식물체에서 total RNA는 Trizol reagent (Invitrogen, CA,

USA)를 사용하여 분리하였다. 5 μg total RNA에 2 unit

RNase-free DNase I (Promega, WI, USA)을 처리한 후, 2 μM
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Table 1. List of primers used for semi-quantitative RT-PCR

Genes Orientation Sequences

GAPc Forward 5'-CACTTGAAGGGTGGTGCCAAG-3'

GAPc Reverse 5'-CCTGTTGTCGCCAACGAAGTC-3'

AtERF71/HRE2 Forward 5'-ATCTGTACAGAGGGATAAGG-3'

AtERF71/HRE2 Reverse 5'-CATCAGGTCCTCCGATAAGC-3'

ADH1 Forward 5'-GAAACAGAGTCTGCCGTGAC-3

ADH1 Reverse 5'-TGCTGCCTTCTCGGTAGAGA-3'

RD29A Forward 5'-TGAATGTGGCTAAACCCAAG-3'

RD29A Reverse 5'-GATGAGTCTTGAAGGCATCG-3'

At5g62430 Forward 5'-CCTCGCCATTTTTGTAAAGC-3'

At5g62430 Reverse 5'-ACTGGCATGCTCCAATAAGG-3'

At1g71030 Forward 5'-GAGGTCGAAACTACGTAAGG-3'

At1g71030 Reverse 5'-TCAGGCAAATGACTTCGTCC-3'

At5g51990 Forward 5'-AGCTGGGAGGAAGAAGTTTC-3'

At5g51990 Reverse 5'-AAAACACACCACCATTCTGC-3'

At4g27310 Forward 5'-TGTCAGTCTCTTACGCCGTG-3'

At4g27310 Reverse 5'-TCCGCTTCCTCCGTCAGAAG-3'

At2g39010 Forward 5'-TCCGACGGATACAATGTTGG-3'

At2g39010 Reverse 5'-AATGGCTGCACCCACAAATG-3'

At1g78650 Forward 5'-GAAGAGCGTGACTGGAACTG-3'

At1g78650 Reverse 5'-TTGCCTGTCTTCTTTGCTGG-3'

At4g15780 Forward 5'-TACAGCTATCGCCAAAAGTC-3'

At4g15780 Reverse 5'-CATGACAAACCGATATCCAG-3'

At4g16880 Forward 5'’-CACAAACCTCGAGAGACTAG-3'

At4g16880 Reverse 5'-AACTCCTTGTAGCACATACC-3'

At1g66100 Forward 5'-GGCACAAAATCAAGTTGACG-3'

At1g66100 Reverse 5'-GTACAGACTGTAGAACATGC-3'

At3g62000 Forward 5'-AGGGTGTTTAGTTGCCTGTG-3'

At3g62000 Reverse 5'-TCCTGATGACTATCTCTTGC-3'

At1g74650 Forward 5'-TCCTGACTCACCAAAACCTC-3'

At1g74650 Reverse 5'-CCTCTAAAGACACGTCGATG-3'

At5g66030 Forward 5'-ATGCTCTATCTGAGAGGGAC-3'

At5g66030 Reverse 5'-GTGAGCACGGATCTTGTAAG-3'

At4g24210 Forward 5'-AGAATCTAGTGTACGAGGTG-3'

At4g24210 Reverse 5'-CTCATCTTCTCGTAGTATCG-3'

At1g73490 Forward 5'-GTTAGTAAGGTCACGGATCC-3'

At1g73490 Reverse 5'-CGTCCTCCCAAATGACTTCC-3'

At4g08870 Forward 5'-TGGAGGACCCGTGGATATTC-3'

At4g08870 Reverse 5'-ACATCAGCCCCCACCAAATC-3'

poly-T 프라이머, 10 mM dNTP mixture, 200 unit M-MLV

Reverse Transcriptase (Promega, WI, USA)를 이용하여

cDNA를 합성하였다. RNA 발현량을 확인하기 위해, 합성한

cDNA를 이용하여 semi-quantitative RT-PCR을 수행하였다.

RT-PCR에 사용한 유전자-특이적인 프라이머는 Table 1에 나

타내었다. PCR 반응은 1 μl cDNA, 1 unit F-taq DNA 중합효

소(Solgent, Korea), 25 pmole 프라이머(정방향, 역방향), 0.5

mM dNTP mixture, 5 μl 10x 완충용액을 포함하는 50 μl 반응

액에서 수행하였다. PCR 반응은 94℃에서 5분간 변성 후, 94℃

에서 45초, 56℃에서 45초, 72℃에서 45초의 PCR cycles을 반

복하고, 72℃에서 10분간의 추가 신장 단계를 거쳐 수행하였

다. RT-PCR의 cycle은 GAPc는 24 cycles, 그 외에 유전자는

27-30 cycles를 수행하였다.

결과 및 고찰

AtERF71/HRE2 과발현체 대상 마이크로어레이 분석

이전 연구에서 AtERF71/HRE2의 과발현체와 T-DNA 삽입

돌연변이체를 대상으로 기존에 알려진 ABA-의존 및 ABA-비

의존 경로에서 작용하는 환경 스트레스 반응 유전자의 발현을

조사한 결과, 조사한 유전자 모두 야생형에서의 발현과 별다

른 차이를 보이지 않았다[24]. 이러한 결과는 AtERF71/HRE2
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유전자가 조사 대상이 아닌 다른 하위 조절 유전자를 통해

환경 스트레스 저항성에 관여하는 것을 나타낸다. 본 연구에

서는 마이크로어레이 실험을 수행하여 AtERF71/HRE2의 하

위 유전자를 조사하고자 하였다. 이를 위하여 AtERF71/HRE2

과발현체를 대상으로 마이크로어레이 실험을 수행하였다. 이

전 연구[24]에서 제조된 AtERF71/HRE2 과발현체 중 독립된

2개의 T1 라인에서 유래한 T3 유식물체를 섞은 후 이로부터

분리한 RNA를 마이크로어레이 실험에 사용하였다. 마이크로

어레이 실험을 수행하기 전에 semi-quantitative RT-PCR을 수

행하여 AtERF71/HRE2의 과발현을 확인하였다(Fig. 1A). 마

이크로어레이 실험 결과를 분석하여 야생형보다 AtERF71/

HRE2 과발현체에서 발현이 2배 이상 증가 또는 감소한 probe

를 선별하였다. 마이크로어레이의 probe 수는 모두 45,220개

이며, 이들 중 AtERF71/HRER2 과발현체에서 발현이 2배 이

상 증가한 것은 303개로 전체 probe 중 약 1%, 2배 이상 감소한

probe는 1,216개로 전체 probe 중 약 3%였다(Fig. 1B).

AtERF71/HRE2 과발현체에서 발현이 2배 이상 증가 또는

Fig. 1. Microarray expression profile in AtERF71/HRE2-

overexpressing transgenic plants. (A) Semi-quantitative

RT-PCR analysis of AtERF71/HRE2 in wild-type plants

and AtERF71/HRE2-overexpressing transgenic plants

used for microarray analysis. Fourteen-day-old

seedlings of wild-type plants and AtERF71/HRE2-

overexpressing transgenic plants grown under SD

condition were used. GAPc was used as internal control.

Similar results were obtained from at least two technical

replicates, with one shown here. (B) A pie graph

showing the relative distribution (%) of more than 2-fold

up- or down-regulated probes in AtERF71/HRE2-

overexpressing transgenic plants compared to wild-type

plants.

감소한 probe를 대상으로 gene ontology를 조사하였다. 먼저,

2배 이상 발현이 증가한 303개의 probe를 대상으로 생물학적

과정 범주의 gene ontology 분석 결과, 전사조절에 관여하는

probe가 20개로 가장 많았으며, 수송에 관여하는 것이 9개,

광합성에 관여하는 probe가 8개로 나타났다. 분자 기능 범주

에 대한 분석에서는 전사인자 활성을 가지는 probe가 24개로

가장 많았으며, 그 뒤를 이어 DNA 결합 기능을 가진 것이

19개, 단백질 결합 기능을 가진 probe가 15개로 확인되었다

(data not shown). 한편, AtERF71/HRE2 과발현체에서 발현

이 2배 이상 감소한 1,216개의 probe를 대상으로 생물학적 과

정 범주의 gene ontology 분석 결과, 전사조절에 관여하는

probe가 56개로 가장 많았으며, 단백질 인산화에 관여하는

probe가 43개였다. 분자 기능 범주에 대한 gene ontology 분석

에 의하면 ATP 결합 기능을 가지는 probe가 99개로 가장 많았

고, 그 다음으로 단백질 결합 기능을 가지는 것이 83개, 전사인

자 활성을 가진 것이 64개, DNA 결합 기능을 가지는 probe가

60개로 확인되었다(data not shown). 이러한 결과는

AtERF71/HRE2에 의해 발현이 증가되는 하위 유전자 중에

전사조절에 관여하는 유전자가 큰 비중을 차지하고 있음을

나타낸다.

조사 대상 유전자 선별 및 분류

최근 연구 결과에 따르면, AtERF71/HRE2는 핵에 존재하

며 전사활성화 기능을 가지고 있어 하위 유전자의 전사를 활

성화 시킬 것으로 여겨진다[24]. 따라서 AtERF71/HRE2 과발

현체에서 발현이 2배 이상 증가한 303개 probe를 대상으로

이후 추가 분석에 사용할 조사 대상 유전자를 선별하였다. 303

개 probe를 분석한 결과, 유전자 정보가 있는 probe가 238개,

유전자 정보가 없는 probe가 65개였으며, 유전자 정보가 있는

238개 probe는 230개의 서로 다른 유전자에 해당되었다(data

not shown). 이들 230개 유전자 중 68개 유전자는 hypo-

thetical 단백질을 암호화 하였고, 이들 68개를 제외한 162개

유전자 중 하나는 AtERF71/HRE2였다. 162개 유전자 중

AtERF71/HRE2를 제외한 161개 유전자에 대해 추가 분석을

수행하였다.

먼저, 161개 유전자를 기능에 따라 분류하였다(Table 2). 그

결과, 예상대로 전사인자, DNA-결합 단백질 등 전사조절자가

24개로 가장 많았으며, 전사 후 단백질 변형 및 조절에 관련된

유전자가 18개, 단백질의 세포 내 운송이나 분비에 관여하는

유전자가 11개, 그 외에 신진대사나 방어기작 등에 관여하는

유전자가 다수 존재하였다(Table 2). 2배 이상 발현이 증가한

유전자 중 전사조절 기능을 가진 유전자가 다수로 확인되어,

AtERF71/HRE2는 하위의 전사조절 유전자의 발현 조절을 통

해 더 많은 유전자의 발현을 조절하는 상위 전사인자로서의

기능을 가질 것으로 추정할 수 있었다.
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Table 2. Functional classification of 161 genes up-regulated more than 2-fold in AtERF71/HRE2-overexpressing transgenic plants

Functional category Number of genes

Information storage and processing

Transcription (transcription factor, DNA-binding) 24

Chromatin structure and dynamics 4

Translation, ribosomal structure, and biogenesis 3

Replication, recombination, and repair 3

RNA processing and modification 1

Cellular processing and signaling

Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 18

Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 11

Defense mechanisms 7

Signal transduction mechanisms 4

Cytoskeleton 3

Cell wall/membrane/envelope biogenesis 2

Cell motility 1

Metabolism

Energy production and conversion 8

Inorganic ion transport and metabolism 8

Lipid transport and metabolism 7

Carbohydrate transport and metabolism 5

Amino acid transport and metabolism 4

Coenzyme transport and metabolism 3

Nucleotide transport and metabolism 2

Poorly characterized

General function prediction only 43

Total 161

마이크로어레이 분석 결과 검증

마이크로어레이 분석 결과에서의 유전자 발현 증가를

RT-PCR을 수행하여 검증하였다. 이를 위해 Table 2의 161개

유전자 중 전사조절에 관여하는 유전자, RNA 변형에 관여하

는 유전자, 스트레스 반응에 관여하는 유전자, 수송에 관여하

는 유전자를 포함하는 15개 유전자를 선별하였으며(Table 3),

이들을 대상으로 RT-PCR을 수행하였다. RT-PCR 결과, 15개

유전자 모두 AtERF71/HRE2 과발현체에서 야생형보다 발현

이 증가한 것을 확인하였다(Fig. 2). 이러한 결과는 마이크로어

레이 결과가 신뢰성이 있으며, 마이크로어레이 결과를 이용한

유전자 발현 변화 분석이 의미가 있음을 나타낸다.

조사 대상 유전자의 스트레스 반응

기존 연구 결과에 따르면, AtERF71/HRE2는 저산소, 고염,

건조 등의 환경 스트레스에 의해 발현이 증가하며, 이들 환경

스트레스에 대한 저항성에 관여한다[21,24]. 환경 스트레스 반

응에 있어서 AtERF71/HRE2의 하위 유전자를 알아보기 위하

여 선별한 161개 유전자를 대상으로 환경 스트레스에 의해

발현이 증가되는 유전자를 조사하였다. 이를 위해 마이크로어

레이 데이터베이스인 Genevestigator 데이터베이스를 이용하

여 각 유전자의 발현 변화를 분석하였다. Genevestigator 데이

터베이스 분석은 Genevestigator 데이터베이스에 probe가 존

재하지 않는 28개 유전자를 제외한 133개 유전자를 대상으로

수행하였으며, AtERF71/HRE2가 저산소, 고염, 건조 등의 환

경 스트레스 신호전달에 관여하므로[21,24] 이들 세 가지 스트

레스를 대상으로 발현 변화를 조사하였다. 즉, Genevestigator

데이터베이스 중 저산소, 고염, 건조 스트레스 조건의 마이크

로어레이 결과에서 133개 유전자의 발현 변화를 조사하였으

며, 같은 종류의 스트레스에 해당하는 2개 이상의 마이크로어

레이 결과에서 발현이 2배 이상 증가할 경우 해당 스트레스를

결과에 나타내었다(Table 4). 저산소 스트레스에 해당하는 hy-

poxia, anoxia, 침수(submergence) 조건에서 발현이 증가한 유

전자는 23개였으며, 삼투 스트레스에 해당하는 고염, 건조, 삼

투 조건에서 발현이 증가한 유전자는 17개였고, 저산소와 삼

투 스트레스 모두에서 발현이 증가한 유전자는 11개였다

(Table 4). 저산소 및 삼투 스트레스에서 발현이 증가하는 이들

51개 유전자는 AtERF71/HRE2에 의해 매개되는 저산소, 삼투

스트레스 신호전달 과정에 있어서 AtERF71/HRE2의 하위 유

전자로 작용할 가능성이 높을 것으로 여겨진다. 분석 대상인

133개 유전자에서 51개를 제외한 82개 유전자 중 20여개 유전
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Table 3. List and promoter analysis of 15 genes selected for RT-PCR

Probe ID
Gene

symbol
Fold

change
Gene name

cis-acting
element

Element
locus

Element
sequence

A_84_P792153 At5g51990 3.44 C-REPEAT-BINDING FACTOR 4 (CBF4) –* – –

A_84_P19525 At4g27310 2.79 zinc finger (B-box type) family protein – – –

A_84_P824053 At5g62430 2.48 CYCLING DOF FACTOR 1 (CDF1) DRE/CRT -1,300 5’-ACCGAC-3'

A_84_P12444 At1g71030 2.33 ARABIDOPSIS MYB-LIKE 2 (MYBL2) – – –

A_84_P19051 At1g74650 2.25 MYB DOMAIN PROTEIN 31 (MYB31) GCC -1,501 5'-GCCGCC-3'

A_84_P786741 At1g73490 9.06
RNA recognition motif (RRM)-containing
protein

– – –

A_84_P154605 At1g78650 4.01 POLD3 – – –

A_84_P22268 At3g62000 2.09 O-methyltransferase family 3 protein – – –

A_84_P826728 At5g66030 2.58 ATGRIP – – –

A_84_P822606 At4g24210 2.53 SLEEPY1 (SLY1) – – –

A_84_P13509 At2g39010 2.35
PLASMA MEMBRANE INTRINSIC
PROTEIN 2E (PIP2E)

DRE/CRT -744 5'-GTCGGC-3'

A_84_P242243 At4g15780 2.03 ATVAMP724 – – –

A_84_P15283 At1g66100 3.05 thionin, putative – – –

A_84_P10009 At4g08870 2.29 arginase, putative DRE/CRT -480 5'-ACCGAC-3'

A_84_P22425 At4g16880 2.22 disease resistance protein-related
GCC,

DRE/CRT
-188,
-1,189

5'-GCCGCC-3'
5'-ACCGAC-3'

* Dashes represent no GCC or DRE/CRT in promoters.

Fig. 2. Semi-quantitative RT-PCR analysis of 15 genes up-regulated in AtERF71/HRE2-overexpressing transgenic plants. Semi-quantita-

tive RT-PCR was performed using 14-day-old seedlings of wild-type plants and AtERF71/ HRE2-overexpressing transgenic

plants grown under SD condition. GAPc was used as internal control. Similar results were obtained from at least two biological

replicates, with one shown here.

자는 저온, 고온, 강한 광과 같은 환경 스트레스에 의해 발현이

증가하였으며, 나머지 유전자는 환경 스트레스에 의한 발현

증가는 없었고 주로 발아, 수분, 종자발달, 노화와 같은 식물

발달 과정에서 발현이 증가하였다. 이러한 분석 결과는

AtERF71/HRE2가 저산소 및 삼투 스트레스 반응뿐만 아니라,

다른 환경 스트레스 반응과 식물 발달 조절에도 관여할 수

있음을 시사한다.

선별 유전자의 저산소 스트레스 반응

기존의 연구에 따르면 AtERF71/HRE2는 저산소 스트레스

에 의해 발현이 증가하고 과발현체는 저산소 스트레스에 대해

저항성을 가진다[13,21,24]. 이러한 결과는 AtERF71/HRE2가
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Table 4. List of 51 genes up-regulated by low oxygen and/or osmotic stresses in Genevestigator database

Probe ID Gene
symbol

Fold
change* Gene name Stress

A_84_P18854 At5g16760 6.78 inositol 1,3,4-trisphosphate 5/6-kinase" drought(3**)

A_84_P750751 At1g66040 4.68 VIM4 (VARIANT IN METHYLATION 4) hypoxia(2)

A_84_P15740 At4g27030 3.48 small conjugating protein ligase drought(2)

A_84_P792153 At5g51990 3.44 CBF4 (C- REPEAT-BINDING FACTOR 4) drought(4), salt(3)

A_84_P14774 At4g22610 3.38 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein hypoxia(2), drought(5), salt(2)

A_84_P89769 At2g35930 3.21 PUB23 (PLANT U-BOX 23) salt(3), drought(8), hypoxia(9)

A_84_P763587 At4g12550 3.04 AIR1 hypoxia(2)

A_84_P858122 At5g19780 2.88 TUA5 hypoxia(2)

A_84_P12031 At5g01300 2.86 phosphatidylethanolamine-binding family protein drought(4), osmotic(3), salt(5)

A_84_P18856 At5g17490 2.71 RGL3 (RGA-LIKE PROTEIN 3) drought(5), hypoxia(3)

A_84_P604152 At1g74870 2.59 protein binding / zinc ion binding salt(2), hypoxia(4)

A_84_P20129 At2g39110 2.57 protein kinase, putative" hypoxa(2)

A_84_P803569 At1g18020 2.54 12-oxophytodienoate reductase, putative" drought(2), hypoxia(5), salt(2)

A_84_P20202 At3g08940 2.51 LHCB4.2 (light harvesting complex PSII) hypoxia(2)

A_84_P824053 At5g62430 2.48 CDF1 (CYCLING DOF FACTOR 1) drought(3), salt(2)

A_84_P844205 At4g23160 2.47 protein kinase family protein drought(3), osmotic(2)

A_84_P293284 At2g36780 2.43 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein drought(5), salt(4)

A_84_P24021 At3g27690 2.41 LHCB2.3 hypoxia(2)

A_84_P13509 At2g39010 2.35 PIP2E (PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 2E) hypoxia(2)

A_84_P12444 At1g71030 2.33 MYBL2 (ARABIDOPSIS MYB-LIKE 2) drought(2), salt(2), hypoxia(2)

A_84_P786619 At3g15790 2.32 MBD11 drought(4)

A_84_P11261 At5g61800 2.32 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein drought(3)

A_84_P12472 At1g71710 2.31 inositol polyphosphate 5-phosphatase, putative" drought(2), salt(3)

A_84_P18497 At4g00900 2.31 ECA2 (ER-TYPE CA2+-ATPASE 2) salt(2)

A_84_P177654 At2g18950 2.31 HPT1 (HOMOGENTISATE PHYTYLTRANSFERASE 1) drought(3), salt(2)

A_84_P10009 At4g08870 2.29 arginase, putative" drought(2)

A_84_P815070 At1g22530 2.29 PATL2 (PATELLIN 2) salt(2), hypoxia(2)

A_84_P20278 At3g24660 2.29 TMKL1 (transmembrane kinase-like 1) hypoxia(2)

A_84_P264370 At5g14000 2.27 anac084 (Arabidopsis NAC domain containing protein 84); transcription factor hypoxia(2)

A_84_P19051 At1g74650 2.25 MYB31 (MYB DOMAIN PROTEIN 31) submergence(2)

A_84_P786499 At3g25760 2.25 AOC1 (ALLENE OXIDE CYCLASE 1) drought(8), hypoxia(5), salt(5),
submergence(2)

A_84_P18782 At1g64380 2.25 AP2 domain-containing transcription factor, putative" drought(9), hypoxia(4),
osmotic(4), salt(3)

A_84_P169963 At4g40090 2.22 AGP3 (arabinogalactan-protein 3) hypoxia(2), submergence(2)

A_84_P807037 At2g34430 2.20 LHB1B1 hypoxia(3)

A_84_P808711 At2g05070 2.19 LHCB2.2 hypoxia(2)

A_84_P836433 At3g55090 2.15 ATPase, coupled to transmembrane movement of substances" salt(2), osmotic(2), drought(2)

A_84_P11054 At4g36040 2.15 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein (J11) drought(2), hypoxia(4)

A_84_P19133 At2g22310 2.10 ATUBP4 (ARABIDOPSIS THALIANA UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 4) hypoxia(5)

A_84_P16813 At5g19140 2.10 AILP1 hypoxia(13)

A_84_P13439 At2g39980 2.09 transferase family protein drought(7), osmotic(2),
submergence(2), salt(2)

A_84_P10887 At3g53820 2.08 zinc finger (C2H2 type) family protein hypoxia(3)

A_84_P21406 At4g25100 2.08 FSD1 (FE SUPEROXIDE DISMUTASE 1) salt(3)

A_84_P800020 At1g06780 2.06 GAUT6 (Galacturonosyl transferase 6) drought(2)

A_84_P19062 At1g52230 2.06 PSAH2 (PHOTOSYSTEM I SUBUNIT H2) hypoxia(3)

A_84_P851677 At5g54270 2.04 LHCB3 (LIGHT-HARVESTING CHLOROPHYLL B-BINDING PROTEIN 3) hypoxia(3)

A_84_P810829 At3g54890 2.04 LHCA1 hypoxia(4)

A_84_P14306 At1g69490 2.03 NAP (NAC-like, activated by AP3/PI) drought(13), osmotic(4), salt(5)

A_84_P788801 At1g05620 2.02 URH2 (URIDINE-RIBOHYDROLASE 2) hypoxia(2)

A_84_P14443 At2g29310 2.01 tropinone reductase, putative / tropine dehydrogenase, putative" hypoxia(3)

A_84_P153128 At4g16980 2.01 arabinogalactan-protein family hypoxia(2)

A_84_P785527 At4g04830 2.01 methionine sulfoxide reductase domain-containing protein / SeIR
domain-containing protein

hypoxia(2)

* Fold change in AtERF71/HRE2-overexpressing transgenic plants

** Parenthesized numbers represent the number of up-regulated arrays in Genevestigator database.
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저산소 스트레스 반응에 관여함을 나타낸다. 본 연구에서는

AtERF71/HRE2 과발현체에서 발현이 증가한 유전자 중 저산

소 스트레스 반응에 관여하는 유전자를 알아보았다. 이를 위

해 AtERF71/HRE2 과발현체에서 발현이 증가하는 것으로 확

인된 15개 유전자를 대상으로 저산소 스트레스 조건하에서

이들 유전자의 발현 양상을 RT-PCR을 수행하여 조사하였다.

그 결과 At1g71030, At4g15780, At3g62000의 3개 유전자가 저

산소 처리 6시간 이후에 발현이 증가하였고, 나머지 유전자는

발현 변화가 없었다(Fig. 3). 이러한 결과는 At1g71030,

At4g15780, At3g62000 유전자가 AtERF71/HRE2에 의해 매개

되는 저산소 스트레스 신호전달 과정에서 AtERF71/HRE2의

하위 유전자일 수 있음을 의미한다.

먼저, At1g71030은 MYBL2를 암호화 하는 유전자이며,

Fig. 3. Semi-quantitative RT-PCR analysis of 15 genes under low

oxygen stress treatment. Semi-quantitative RT-PCR was

performed using 10-day-old seedlings of wild-type

plants grown under SD condition. Low oxygen stress

was treated for indicated time under 99.9% nitrogen gas.

GAPc was used as internal control and ADH1 was used

as control for low oxygen treatment. Similar results were

obtained from at least two biological repeats, with one

shown here.

MYBL2는 MYB-BHLH-WDR (MBW) 복합체의 flavonoid 생

합성 기능에 있어서 negative regulator로 작용하는 것으로 알

려져 있다[6]. MYBL2에 대한 기존 연구 중에 저산소 스트레스

와 관련되어 알려진 바는 없으나 본 연구의 RT-PCR 분석 결과

와 Genevestigator 데이터베이스 분석 결과에 의하면 MYBL2

는 저산소 스트레스 반응에 관여할 가능성이 높은 것으로 여

겨진다(Fig. 3, Table 4). 한편, At3g62000은 O-methyltransfer-

ase를 암호화하는 유전자이다. O-methyltransferase는 S-ad-

enosyl-L-methionine의 메틸기를 하이드록실 그룹으로 전달하

는 기능을 가지는 것으로 알려져 있다[15]. Methyltransferase

는 식물에서 매우 다양한 기능을 수행하는 것으로 알려져 있

는데, 그 중 담배의 methyltransferase인 trans caffeoyl coA-3-O-

methyltransferase는 건조, 고염 스트레스 반응에 관여하고[30],

Fig. 4. Semi-quantitative RT-PCR analysis of 15 genes under salt

stress treatment. Semi-quantitative RT-PCR was per-

formed using 10-day-old seedlings of wild-type plants

grown under SD condition. Salt stress was treated for

indicated time under 300 mM NaCl. GAPc was used as

internal control and RD29A was used as control for salt

treatment. Similar results were obtained from at least two

biological repeats, with one shown here.
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담배의 γ-tocopherol methyltransferase (γ-TMT)는 고염 스트레

스 반응에 관여하며[1], 또한 애기장대의 γ-TMT는 산화 스트

레스 반응에 관여하는 것으로 보고되었다[29]. 이와 같이

methyltransferase 중에는 환경 스트레스 반응에 관여하는 것

들이 있으며, 본 연구의 결과에 따르면 At3g62000도 저산소

스트레스 반응에 관여할 것으로 기대된다. 끝으로 At4g15780

은 AtVAMP724를 암호화 하는데, AtVAMP724는 식물에 존

재하는 세 가지 R-SNARE인 Sec22-, YKT6-, VAMP7- 중

VAMP7-에 속하는 것으로, 세포 내 분비에 관여하는 것으로

알려져 있다[35]. 기존 연구에 의하면 애기장대의 t-SNARE인

SYP41은 고염 스트레스 반응에, 벼의 Qc-SNARE인 OsSYP71

은 산화 스트레스 반응에, 그리고 담배의 Q-SNARE인 SYP121

은 ABA와 건조 스트레스 반응에 관여하는 것으로 보고되었다

[2,18,32]. 이처럼 식물에 존재하는 SNARE 유전자는 다양한

환경 스트레스 반응에 관여하며, AtVAMP724 또한 저산소 스

트레스 반응에 관여할 것으로 여겨진다.

선별 유전자의 고염 스트레스 반응

기존 연구에 의하면 AtERF71/HRE2는 저산소 스트레스뿐

만 아니라 삼투 스트레스 반응에도 관여하는 것으로 알려져

있다[24]. AtERF71/HRE2 과발현체에서 발현이 증가한 유전

자를 대상으로 삼투 스트레스 반응에 관여하는 유전자를 조사

하기 위해 삼투 스트레스의 하나인 고염을 처리한 야생형 식

물체를 이용하여 앞서 선별한 15개 유전자를 대상으로

RT-PCR을 수행하였다. 그 결과 고염 스트레스 처리 후 2시간

째부터 At4g08870, At5g62430, At5g51990 세 유전자의 발현이

증가하는 것을 확인하였다(Fig. 4). 이러한 결과는 AtERF71/

HRE2에 의해 매개되는 삼투 스트레스 신호전달에 있어서 이

들 세 유전자가 AtERF71/HRE2의 하위 유전자일 수 있음을

의미한다.

먼저, At5g51990은 CBF4를 암호화 하는데, CBF4는

DREB1D로도 알려져 있다. CBF4는 DREB/CBF 그룹 전사인

자인 CBF1, CBF2, CBF3와 마찬가지로 건조 스트레스 반응에

관여하며[10], 또한 CBF4의 과발현체는 건조뿐만 아니라 저온

스트레스에 대해서도 저항성을 보이는 것으로 보고된 바 있다

[10]. 본 연구 결과에서 CBF4가 고염 스트레스에 의해 증가하

는 것으로 확인되어(Fig. 4), CBF4는 건조와 고염을 포함하는

삼투 스트레스 반응에 관여할 것으로 기대된다. 한편,

At5g62430은 CDF1을 암호화하며, CDF1은 개화를 촉진하는

중요 유전자인 CONSTANS의 negative regulator로써 식물의

개화 시기를 조절하는데 있어서 중요한 기능을 하는 것으로

알려져 있다[28]. CDF1에 관한 기존 연구 결과에는 환경 스트

레스와 관련된 부분이 없으나 본 연구의 Genevestigator 데이

터베이스 분석에 따르면 CDF1은 고염과 건조 스트레스에 의

해 발현이 증가하고(Table 4), RT-PCR 분석 결과에 의하면 고

염 스트레스에 의해 발현이 증가하는 것으로 확인되어(Fig.

4), CDF1은 삼투 스트레스 반응에 관여할 것으로 여겨진다.

끝으로 At4g08870은 arginase인 ARGAH2를 암호화 한다.

ARGAH2는 미토콘드리아에 위치하며 신호전달물질의 하나

인 일산화질소의 축적 및 유출과 관련하여 기능을 하는 것으

로 알려져 있다[4]. 기존 연구에 의하면 오이에서 일산화질소

가 고염 스트레스에 의한 유식물체의 피해를 감소시키는 기능

을 하는 것으로 보고되었으며[7], 겨자에서는 염화칼슘과 일산

화질소가 상호작용하여 고염 스트레스에 대한 저항성을 증가

시켰다는 결과가 보고된 바 있다[17]. 따라서 ARGAH2의 일산

화질소 축적 및 유출 기능이 고염 스트레스 반응과 관련되어

있을 가능성이 높은 것으로 생각된다. 또한 ARGAH2는 MeJA

에 의해 발현이 증가하는 것이 알려져 있으며, 생물 스트레스

반응에도 관여하는 것으로 보고되어 있다[5]. Genevestigator

데이터베이스 분석 결과, ARGAH2는 CDF1과 마찬가지로 건

조 스트레스에 의해 발현이 증가할 것으로 기대되며(Table 4),

실제 고염 스트레스에 의해 발현이 증가하였다(Fig. 4). 이러한

결과는 ARGAH2가 생물 스트레스 반응뿐만 아니라 고염 및

건조의 삼투 스트레스 반응에도 관여할 수 있음을 나타낸다.

RT-PCR을 통한 저산소 및 고염 스트레스 반응 조사에서,

흥미롭게도 저산소에 의해 발현이 증가한 3개 유전자와 고염

에 의해 발현이 증가한 3개 유전자는 서로 달랐다(Fig. 3, Fig.

4). 또한 저산소 스트레스 반응 유전자는 대부분 스트레스 처

리 후 6시간째에 발현이 증가하였으나(Fig. 3), 고염 스트레스

반응 유전자는 2시간째부터 발현이 증가하여(Fig. 4) 각 스트

레스에 대한 반응 시간의 차이를 보였다. 이러한 스트레스 반

응 유전자의 차이와 스트레스 반응 시간의 차이는 AtERF71/

HRE2에 의해 매개되는 저산소 스트레스 신호전달 경로와 고

염 스트레스 신호전달 경로가 서로 독립적임을 의미한다.

RT-PCR을 수행한 15개 유전자 중 저산소 또는 고염 스트레

스에 의해 발현이 증가한 유전자는 모두 6개였으며, 나머지

9개 유전자는 발현이 증가하지 않았다(Fig. 3, Fig. 4). 이러한

결과는 Genevestigator 데이터베이스 분석 결과에서 언급한

AtERF71/HRE2가 저산소 및 삼투 스트레스 반응뿐만 아니라

다른 환경 스트레스 반응과 다양한 식물 발달 조절에도 관여

할 수 있다는 주장을 뒷받침한다.

기존 연구 결과에 의하면 AP2/ERF 전사인자의 일부는

cis-acting element인 GCC box 또는/그리고 DRE/CRT에 결

합하여 하위 유전자의 발현을 조절하는 것으로 알려져 있으며

[11], AP2/ERF 전사인자 그룹에 속하는 AtERF71/HRE2도

GCC box와 DRE/CRT 모두에 결합하는 것으로 확인되었다

(unpublished data). 따라서 RT-PCR 분석을 통해

AtERF71/HRE2 과발현체에서 발현이 증가하는 것으로 확인

된 15개 유전자의 프로모터를 분석하여 GCC box와

DRE/CRT 서열의 유무를 조사하였다. 프로모터 서열 분석은

PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE) 프로그램을 이

용하여 수행하였으며, 각 cis-acting element의 core 서열은
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GCC box는 5‘-GCCGCC-3‘, DRE/CRT는 5‘-(A/G)CCGAC-3‘

이다. 프로모터 분석 결과, GCC box를 가지는 유전자는

At1g74650 1개, DRE/CRT를 가지는 유전자는 At5g62430,

At2g39010, At4g08870의 3개, 그리고 GCC box와 DRE/CRT

를 모두 가지는 유전자는 At4g16880 1개로 확인되었다(Table 3).

결과를 요약하면, 본 연구에서는 마이크로어레이 분석을 통

해 저산소 및 삼투 스트레스 신호전달에 관여하는 전사인자로

알려진 AtERF71/HRE2에 의해 직, 간접적으로 발현이 조절되

는 하위 유전자를 확인할 수 있었으며, 특히 AtERF71/HRE2는

저산소 및 삼투 스트레스 반응뿐만 아니라, 다른 환경 스트레

스 반응과 식물 발달 조절에도 관여할 수 있음을 알 수 있었다.
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초록：마이크로어레이를 이용한 애기장대 AtERF71/HRE2 전사인자의 하위 유전자 분석

석혜연․이선영․우동혁․박희연․문용환*

(부산대학교 자연과학대학 분자생물학과)

애기장대에서 AtERF71/HRE2는 핵에서 전사인자로 작용하여 하위 유전자의 발현을 증가시키는 역할을 수행

함으로써 저산소와 삼투 스트레스 반응에 관여할 것으로 여겨지는 유전자이다. 본 연구에서는 AtERF71/HRE2에

의해 직, 간접적으로 발현이 조절되는 하위 유전자를 알아보기 위해 AtERF71/HRE2 과발현체를 대상으로 마이

크로어레이 실험을 수행하였다. 야생형에 비해 AtERF71/HRE2 과발현체에서 발현이 2배 이상 증가한 기능이 알

려진 유전자는 AtERF71/HRE2 자신을 제외하고 161개였다. 161개 유전자 중 전사인자와 DNA-결합 단백질 등과

같은 전사조절자가 24개로 확인되어, AtERF71/HRE2는 하위 전사조절 유전자의 발현 조절을 통해 더 많은 유전

자의 발현을 조절하는 상위 전사인자로서의 기능을 가질 것으로 추정되었다. 161개 유전자 중 15개 유전자를 대

상으로 RT-PCR을 수행하여 마이크로어레이 결과의 신뢰성을 검증하였다. Genevestigator 데이터베이스 분석 결

과, 161개 유전자 중 51개 유전자는 저산소 및 삼투 스트레스에 의해 발현이 증가하는 것으로 확인되었다.

RT-PCR 분석 결과 AtERF71/HRE2 과발현체에서 발현이 증가한 15개 유전자 중 3개 유전자가 저산소에 의해

발현이 증가하였고, 다른 3개 유전자가 삼투 스트레스에 의해 발현이 증가하였으며, 이러한 결과는 이들 유전자

가 AtERF71/HRE2에 의해 매개되는 저산소 또는 고염 스트레스 신호전달의 하위 유전자일 수 있음을 의미한다.

또한 본 연구의 마이크로어레이 분석 결과는 AtERF71/HRE2가 저산소 및 삼투 스트레스 반응뿐만 아니라 다른

환경 스트레스 반응과 식물 발달 조절에도 관여할 수 있음을 시사한다.


