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본  아미 클 (aminoclay), 래핵산,  미  합하는 단계  포함하는 미  질

다. 또한, 본  아미 클  포함하는 미  질    질  키트에 한 것

다.  본   미  질    들에  비해  공  간 하고,  라는  것

특징 다. 또한, 본 에  사 는 아미 클 는 안  우수하 , 가격  낮아 경 다. 특 , 본

 미  질   다양한  미 에  가능하므 , 신재생에 지사업, 식량산업,

고 가 질  원료 생산  한 균주  개  등에 하게 할 수 다. 
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특허청  

청 항 1 

아미 클 , 래핵산,  미  합하는 단계  포함하는, 미  질  .

청 항 2 

1항에  어 ,  상  미 는  식 (chlorophyta),  식 (charophyta),  나식

(euglenophyta),  갈 식 (chrysophyta),   식 (pyrrophyta)  루어진 에  택 는 것

, .

청 항 3 

1항에 어 , 상  아미 클 는 수  것 , .

청 항 4 

1항에 어 , 상  합하는 단계는 합 처리(vortexing) 또는  처리(ultrasonication)

통해  루어지는 것 , .

청 항 5 

4항에 어 , 상  합 처리는 30 내지 120  동안 루어지는 것 , .

청 항 6 

4항에 어 , 상   처리는 10 내지 60  동안 루어지는 것 , .

청 항 7 

1항에 어 , 상  합하는 단계 후에 합  양하는 단계  가  포함하는 것 , .

청 항 8 

7항에 어 , 상  합  양하는 단계는, 상  합  평 지에 도말하는 단계  포함하는 것 ,

.

청 항 9 

8항에 어 , 상  평 지는 1.5 내지 4% 한천  포함하는 것 , .

청 항 10 
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8항에 어 , 상  도말  0.5 내지 0.8 kgf  강도  수행하는 것 , .

청 항 11 

8항에 어 , 상  도말 는 합  피는 50 내지 200 ㎕  것 , .

청 항 12 

7항에 어 , 상  합  양하는 단계 후에 질  미  별하는 단계  가  포함하

는 것 , .

청 항 13 

아미 클  포함하는, 미  질  .

청 항 14 

13항에  어 ,  상  미 는  식 (chlorophyta),  식 (charophyta),  나식

(euglenophyta),  갈 식 (chrysophyta),   식 (pyrrophyta)  루어진 에  택 는 것

, .

청 항 15 

아미 클  포함하는, 미  질  키트.

  

 술  야

본  아미 클 (aminoclay), 래핵산,  미  합하는 단계  포함하는 미  질[0001]

에 한 것 다. 또한, 본  아미 클  포함하는 미  질    질  키

트에 한 것 다.

 경  술

미 (microalgae)는 합  색  가지고 합  하는 진핵 단 포 생  다. 근 지 난[0002]

같  경  연료  고갈    고 는 가운 , 미 는 식 과 마찬가지  태

양에 지  하여 산 탄  고 하는  매스  여러가지 질  생산하는 원료

학계  산업계에 주  아 다. 특 , 미 가 생산하는 매스에 포함 어 는 다량  탄 수 는

연료  체할 수 는  등   가능하 ,  미 는 에탄  해가 가능한 다량

  체내에 한다. 러한 미  특  에 지 원 또는 미래 식량 원  그  

 심  아 지만, 야생  미  경우에는 매스  질  생산에 어 경  는 수

 하  어  에, 공학   비 한 생 공학   산업   가능   균주

 개  하게 진행 고 다.

 는  질에 한 수   균주  개 에 어, 는 공학  에는 질  [0003]

 , 미  경우 식 과 사한 생리학  특  가지고 므  식 에 는 여러가지 

질   어  다.  러한  질  는  격 (bombardment),  천공

(electroporation),  리  슬(glass  bead)  또는  실리  (silicon  fibers)  ,  아그 리움
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(Agrobacterium)에 한 질  등  사 어 다. 그러나,  천공  원 질체에   도

하는 과  복 하고 시간  래 걸리  숙  술  다는 단  고,  하는 

원 질체 뿐만 아니라 엽 체 등과 같  다  포 에도  질  루어지 , 복  수

하  들고 질 체 과 별에 많  시간과  는 단  다. 또한, 리 슬  

포벽  결  또는 해  균주에 만 특   단  고, 실리    포상해  해 

 낮  것  단  지 어 다. 또한,  클라미도 나스  에 하여  가 해

한  재  낮고, 질  후  생  지 않  단  어 다.

에 본 들   간편하고 재  아 산업   가능한 새 운 질   개 하고[0004]

 한 결과, 리   아미 클  하여 재  고 질  후 생  우수한 본 미

 질   개 하게 었다.

 내

해결하 는 과

본  하나   아미 클 (aminoclay), 래핵산,  미  합하는 단계  포함하는, 미[0005]

 질   공하는 것 다.

본  다  하나   아미 클  포함하는, 미  질   공하는 것 다.[0006]

본  또 다   아미 클  포함하는, 미  질  키트  공하는 것 다.[0007]

과  해결 수단

상   달 하  한 하나  양태 , 본  아미 클 (aminoclay), 래핵산,  미  [0008]

합하는 단계  포함하는, 미  질   공한다.

본 에  어, "아미 클 "란  재  가 클 (organoclay)  한 다. 체[0009]

는   양 (Mg
2+
,  Ca

2+
,  Zn

2+
,  Mn

2+
,  Al

3+
,   Fe

3+
)과  (3-아미 프 필)트리에 시실란[(3-

aminopropyl)triethoxysilane, APTES]  -겔 (sol-gel reaction)  생 는 질 ,  양

(Mg
2+
, Ca

2+
, Zn

2+
, Mn

2+
, Al

3+
,  Fe

3+
)  심 에 치하고, 공 결합  연결  아민 (amine group)에 해

2:1  삼· 체  (ctahedral  structure)  러싸여  거나  또는  1:1  체  (dioctahedral

structure)  짝  룬  갖는 질  말한다. 본 에 , 아미 클 는 [H2N(CH2)3]8Mg6Si8O16(OH)4

학  루어질 수 , 도 1  태  루는 것  수 다.  같  아미 클 는 리  

에 해 래핵산  미  도 하는  고, 질  후에도 생  게 지  수 게 한다.

상  아미 클 는 상업  매 는 것, 또는 한 것  사 할 수 다.

본   실시 에 하 , MgCl2·6H20에 (3-아미 프 필)트리에 시실란  합하여 수  아미 클[0010]

 하 다(실시  1, 도 1).

본 에  어, " 래핵산" 란 내생  아닌 DNA 또는 RNA  포  미한다. 체 는 핵[0011]

산  본  단  뉴클 티드  포함하는 합  말하 , 특 , 체  질  변 시키  해

 에   핵산  미할 수 다. 본  상 래핵산  도  미  질 또는 

질  변 시킬 수 는 핵산  수 , 람직하게는 도  미   거나,  진, 

치 못한 경에  생  가시킬 수 는 핵산  수 다.

본  래핵산  에 한 지는 않 나, 람직하게는 프 , 질  핵산 또는 , 항생[0012]

내   등  동 가능하게 연결   수 다.

상  " 동 가능하게 연결"    열  질  핵산 등    하는 폴리뉴클 티[0013]

드 열  사  해독  하도  연결  것  말하 , 프  포함하는   열에 해 
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는 질  핵산 등   가  생 도  한 해독 프  지시키는 것  포함할 수 다.

또한, 상  " "는 한 숙주 포에  하는 단 질  할 수 도  하는 동 가능하게 연결

필수    포함하는 핵산  말한다. 또한, 상  "항생  내  "는 질 시에 

래핵산  삽  여  단하고 별하  해 질  핵산과 연결하여 도  하는   말하

, 에 한 지는 않 나 당업 는 상  에 라 한 항생  내   사 할 수 다.

본   실시 에 하 , Streptomyces hygroscopicus aminoglycoside phosphotransferase(aph7") [0014]

 포함하고 어 하 그 마 신 B(hygromycin B)에 한 항  나타내는 pCR102  KpnI 한

단하여  DNA  한 래핵산  질 에 하 다(도 2).

본 에  어, "미 "란 합  색  가지고 합  하는 단 포생 들  말한다. 체 는 [0015]

에 살  엽  가지고 어 동  할 수 는 식  말한다. 상  미 는  크 가

수 마 크 미 에  수  마 크 미  단 포생  수 , 사산  단 질, 지 질,  당질 등

 한 들  만들어 내는 체  수 다.

본   실시 에 하 ,  미  질 에 많  는 클라미도 나스 하티(Chlamydomonas[0016]

reinhardtii) 2 [CC-124(UTEX 2243)  CC-125(UTEX 2244)]  UTEX  양 아 질  실험에 사 하

다.

본 에  어, " 질 " 란 래핵산 단편  체  내  동하여 염색체   또는 염색체[0017]

통합 에 해 복  가능하게 는 것  래 핵산  포 내  도 하여   변  

키는 상  말한다. 상  질 에 해  단 질  하는 래 핵산 또는  포함하는 재 합

 숙주  도 함  한  만들어 내는 질 체(transformant)  득할 수 다.

본   실시 에 하 , TAP 지에  양  상  클라미도 나스 포  수 하여, 상  래핵산[0018]

 pCR102 에 수  아미 클  500 ㎕  합하고,  합 액  수 한 포에 첨가하여 합

처리 또는  처리  하여 합하 다.

본  미 는 식 (chlorophyta),  식 (charophyta),  나식 (euglenophyta),  [0019]

갈 식 (chrysophyta),  식 (pyrrophyta)  루어진 에  택  수 다.

상  " 식 "  엽  가지고 고  하는 식  담 , , 차 , 끼 ,[0020]

 식  포함하는 식 다. 상  " 식 "  담수에 생 하는 지  사상체 식  룰

스  포막에 탄산칼슘   어  돌말 라고 도 한다. 상  " 나식 "  운동  단

포  편  가 함 하는 색  사한 색  함 하지만 도(gullet)  갖는 특  고,

피막(lorica) 라는 막  갖는 것도 다. 상  " 갈 식 "  포벽  갖지 않고 타-카 틴 나

크산 필  다량  함 하 , 색 또는 갈색  띠는 갈 강, 규 강,  강  포함하는 식

다. 상  " 식 "  엽 , 카 틴,  수  크산 필  함 하고   개  편  

갖는  특징  지니고, 지 에도 염색체  볼 수 는 생 학  특  갖는 식 다.

또한, 본  아미 클 는 수  것  수 다. 본 에  어, "수 "란 매가  경우에 질[0021]

 또는 가 매에 러싸여 하나  처럼 행동하는 상  나타내는 경우  말한다. 체 는

 에 산 어 는 , 수 액  질, , 또는 드 가  끌어당겨 집단  질

나타내고 는 상태  말한다.

본   실시 에 하 , 상  아미 클  200 ㎍/㎖  도  수에  2시간 동안 합하여 수[0022]

하 다.

본 에 어 합하는 단계는 합 처리(vortexing) 또는  처리(ultrasonication)  통해[0023]

루어지는 것  수 다.

본 에  어, " 합 처리"란 상 액에 진동, 막  등  하여  하는 [0024]

 합 처리하는 것  미하 , "  처리"란 상 액에 가청주 수 또는 그 상   하

여 미 진동  하는  합 처리하는 것  미한다.

상  합 처리는 30 내지 120  동안 루어지는 것  수 , 상   처리는 10 내지 60 [0025]

동안 루어지는 것  수 다.
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본    실시 에  하 ,  상  아미 클  한  미  질  에  어,[0026]

아미 클 , 래핵산,  미  합하는 단계에  합 처리  30 내지 120  에 , 또

는  처리  10 내지 60  에  각각 수행하 다(도 5b).

상  합하는 단계 후에 합  양하는 단계  가  포함하는 것  수 다.[0027]

상  합  양하는 단계는, 상  합  평 지에 도말하는 단계  포함하는 것  수 다.[0028]

본 에  어, "평 지"란 액체 지  한천 또는 라틴 등  하여 평   고체 지  미한[0029]

다.

본 에  어, "도말" 란 미생  고체 지 에 하는 한가지  도말(streaking) 또는[0030]

평 도말(spreading) 에 해  액  고체 지에 스 들도  하는 것  말한다. 상  평 지는 1.5

내지 4% 한천  포함하는 것  수 다. 상  도말  0.5 내지 0.8 kgf  강도  수행하는 것  수 다. 상

도말 는 합  피는 50 내지 200 ㎕  것  수 다. 람직하게는 상  평 지는 3.5 내지 4.5%  한

천  포함하는 것  수 , 상  도말  0.6 내지 0.8 kgf  강도  수행하는 것  수 , 상  도말

는 합  피는 80 내지 150 ㎕  것  수 다. 본  도말  에 한 지는 않 나, 당업 는 상

 에 라 한 평 지  한천 도, 도말 강도,  도말 는 합  피  택하여 사 할 수 

다.

본 에  질   하는 래 핵산  수  아미 클  합하고, 합한 액  미[0031]

포에  첨가한 후  합  처리  또는  처리하여 평 지에 도말하는 과  포함하는 것  수

다. 

본   실시 에 하 , 상  아미 클 , 래핵산,  미  합 처리 또는 [0032]

처리  통해 합한 액 100 ㎕  4 % 도  한천 지에 도말 강도 0.7 kgf  도말하여 4 내지 5 간 양

하 다.

본   실시 에 하 , 아미 클  한 질     미  질  [0033]

과 비 하  해,  각 에 한  헌   하여 리 슬 (Kindle., Proc Natl Acad

Sci U S A. 1990 Feb;87(3):1228-32.), 격 (Kindle. et al., J Cell Biol. 1989 Dec;109(6 Pt 1):2589-

601.),  천공 (Shimogawara. et al., Genetics. 1998 Apr;148(4):1821-8.)에 해 도 질  

 질  니  하 지 걸린 시간  각각 하 다(실시  8,  10).  10에 나타낸  같

, 아미 클  한 질   /또는 질   시간  다   질  들에 비해

우수한 것  할 수 었다. 아미 클  한 질   리 슬   격 에 비해 질

  시간에 어 우수한 것  나타났 , 천공  경우 체 질 에 는 시간  상

 고, 질 에 는 DNA  량  다  많  것  단 다. 결 , 아미 클  한 

질    리 슬 , 격 ,  천공  한 질  에 비해   시간  측

에  우수함  알 수 었다.

상  합  양하는 단계 후에 질  미  별하는 단계  가  포함하는 것  수 다.[0034]

본 에  어, " 질  미  별하는 단계"란 질  수행하고 그 결과  래핵산  [0035]

 삽  질 체  래핵산   검 함  골라내는 단계  미한다. 

본   실시 에 하 , 상  한천 지에  양  질  미  니  연 계   [0036]

하여, 하 그 마 신 B가 포함  액상 지에 계 하여 하 그 마 신 B에 내  는 질 체  택하

다(도 7). 질  시에 삽  aph7"  하  해 PCR   폭하 , 동

 겔에  (도 8)하는 동시에  열  하 다(  8).

또 하나  양태 , 본  아미 클  포함하는, 미  질   공한다.[0037]

상  어, 아미 클 , 미 ,  질 에 해 는 술한  동 하다.[0038]

본 에  미  질   아미 클  한 미  질  해 필 한 수,[0039]

한   액, 한  또는 평 지  등  가  포함하는  수 다.
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또 하나  양태 , 본  아미  클  포함하는, 미  질  키트  공한다.[0040]

상  어, 아미 클 , 미 ,  질 에 해 는 술한  동 하다.[0041]

본 에  키트는 아미 클  한 미  질  해 필 한 수, 한   액,[0042]

한  또는 평 지  등  가  포함하는 키트  수 다.

 과

본  아미 클  한 미  질   공  간 하고, 라는 것  특징 다. 또[0043]

한, 본 에  사 는 아미 클 는 안  우수하 , 가격  낮아 경 다. 특 , 본  

다양한  미 에  가능하다. 라 , 본  미  질   신재생에 지사업,

식량산업, 고 가 질  원료 생산  한 균주  개 에 하게 할 수 다. 

도  간단한 

도 1  아미 클   나타낸 도 다.[0044]

도 2는 질 에 사   나타낸 도 다.

도 3  미  동 도말 치 다.

도 4는 본 에  립   질  과  나타낸 식도 다.

도 5a는 도말강도에  질  결과  나타내는 도 다.

도 5b는 처리 에  질  결과  나타내는 도 다.

도 5c는 평 지  한천 도에  질  결과  나타내는 도 다.

도 6a  질   포  과 미경  하여 찰한 도 다.

도 6b는 질  후  포  과 미경  하여 찰한 도 다.

도 7a는 하 그 마 신 B가 포함  TAP 고체 지에  질 체  한도 다.

도 7b는 하 그 마 신 B가 포함  TAP 액체 지에  질 체  한도 다.

도 8  aph7"  동 에 해 한 도 다(M  마커; NC는 ; PC는 양 ; T는

질 체  나타냄.).

 실시하  한 체  내

하, 본  하  실시 에  보다 체  한다. 그러나 들 실시 는 단지 본  시하[0045]

한 것 , 본  가 들 실시 에 해 한 는 것  해 지는 않는다. 

실시  1. 아미 클  [0046]

 [0047]

MgCl2·6H20에 APTES[(3-aminopropyl)triethoxysilane]  합하여, 40~100 nm  크  갖는 수  아미[0048]

클  하 다.  아미 클 는 [H2N(CH2)3]8Mg6Si8O16(OH)4  학식  갖는다(도 1).  말 태

아미 클 는 DW에 200 μg/ml  도   2시간 상 수 시킨 후 사 하 다. 

실시  2. 질  상균주  양 건[0049]
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 [0050]

질  상균주  미  질 에  많  는  클라미도 나스  하티(Chlamydomonas[0051]

reinhardtii)   질  상균주  하 다. 실험  해 UTEX  2개  균주 CC-124(UTEX

2243), CC-125(UTEX 2244)  양 아 사 하 다. 클라미도 나스 양  해 TAP 지  사 하 고, 

25℃, 100 rpm, 량 량(PAR) 100 μmol·m
-2
·s

-1
 하에  양하 다.

실시  3. 질    질[0052]

질 에  사  pCR102  는  클라미도 나스  질   Streptomyces  hygroscopicus[0053]

aminoglycoside  phosphotransferase(aph7")   포함하고 어 하 그 마 신 B(hygromycin  B)에 한

항  특징  한다(도  2).   pCR102  원  DNA  질    해,  KpnI  한

(TaKaRa, Japan)  pCR102  한 지 만 단하여  DNA  하 다. KpnI   건  하  같다.

 1

 합  [0054]

DNA 2 ㎕

10X  액 1 ㎕

한  KpnI 0.5 ㎕

dH20 6.5 ㎕

 피 10㎕

질  해, 아미 클  200 ㎍/㎖  도  수에  2시간 동안 수 하고, 상  실시  2에  [0055]

양  클라미도 나스 양액  원심 리하여 1x10
8
 개  포  수 하 다. 상  KpnI 한 에 해 

DNA   pCR102 에 500 ㎕  수  아미 클  합하고,  합 액  수 한 포에 첨가하

여 합 또는  처리  하여 합하 다. 상  합  액  택 지에 도말하여 하는 

니  하고, PCR  통해 pCR102  삽 여  하 다.

실시  4. 질  건  [0056]

 건   해 균주  , 포 주 , 도말 강도, 처리 건, 처리 시간, 평 지[0057]

 한천 도, DNA 도,  아미 클  도  상  질  건  검 하 다. 각각  건에 한

는  2에 나타내었다.

 2

질  건[0058]

합 처리 ( ) 10~60

 처리 ( ) 5~20

도말 강도 (kgf) 0.5~0.9

도말 피 (㎕) 50~200

아미 클  도(㎍/ml) 50~200

양 시간 ( ) 4~6

한천 도 (%) 1.5~4
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DNA 도는 30 ng/ml  사 하 고 클라미도 나스 균체량  1.0×10
3

 도  하여 비하 다. 미[0059]

균체  도말하는  량  하  해 동 도말 치  하 다(도 3). 실험진행  도 4  순 에

라 각 건   하여 진행하 다. 

실시  5.  건 탐색  한 통계 [0060]

상  실시  4에  수행한   건  하  해 통계  수행하 다. 각각  건에 해[0061]

피어슨 상 계 (pearson correlation test)  수행하 다. 각 건들   단  통 하  해 Z-

변 (평균=0, 편차=1)  하 다. 각각  Z-스 어  하여 피어슨  상 계수  계산하 다(SPSS

ver 18.0, USA).

 3

질  건 [0062] 피어슨  상 계수 p 값 N

합 처리 ( ) 10~60 0.191 0.180 25

 처리 ( ) 5~20 0.247 0.117 25

도말 강도 (kgf) 0.5~0.9 0.531 <0.0001 100

도말 피 (㎕) 50~200 -0.055 0.293 100

양 시간 ( ) 4~6 -0.034 0.396 100

한천 도 (%) 1.5~4 0.443 <0.0001 100

에  사  건  가운  도말  강도는  피어슨   상 계수  0.531  한   상 (positive[0063]

correlation)  보여주었고(P <0.0001), 고체 평 지에 사  한천  도 또한 피어슨  상 계수 0.443

 한  상 라는 것  할 수 었다(P <0.0001). 상 계가 는 다  건 는 처리

해 사  합과  처리가 각각 피어슨  상 계수 0.191(P <0.180), 0.247(P <0.117)  약한

 상  나타내었다(  3). 상 계  나타낸 건들  실험 결과는 도 5  같다. 

 결과들  통해 질   건  립할 수 었다. 처리  경우는  처리  값  보[0064]

지만 합 에 비해  공  거 고 비가 비싸다는 단  가지고 고, 도말 강도  경우는

0.9 kgf에 는 평 지가 지는 결과  보 도 하 다. 도말 피  300 ㎕  하  경우는 도말 시간

 래 걸린다는 단  드러내었다. 러한 들  고 한 빠 고 간편한 질   

시 었다(  4).

 4

질  건 [0065]  건

처리 합 60  / 처리 20 

도말 강도 0.7 kgf

도말 피 100 ㎕

한천 도 4 %

실시  6. 과 미경(transmission electron microscope, TEM)  한 질  [0066]

DNA  아미 클  포 내  하  해 과 미경  하여 질   포, 처리[0067]

포 그리고 질  포  미지  하 다. 과 미경  한 처리  과 미경 실험

한 생 공학연 원 미경 실에 뢰하여 하 다(도 6). 그 결과 질  하지 않  포  

질  과  거친 포 사 에 차  할 수 었다. 질   포는 한 포벽  양  갖
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고 나, 질  과  거친 포에 는  포벽  허 어진 것  할 수 었다. 또한, 실과 같

 태  질  질   포에 는 견할 수 없 나, 질  과  마친 포에 는 실과 같  

태  질  포 안과 에 재하는 것  하 다.  실과 같  태   아비나쉬 등  한

아미 클  DNA  결합  과 미경  사진과  치한다(NANO  KETTERS,  2007  Vol.7,  No.9,  2660-

2665). 러한 결과   아미 클  한 질   하 , 아미 클  DNA가 결합하

여 포 내  다는 것  었다. 

실시  7. aph7"  [0068]

질 체  하  해, 연 계    PCR 폭  하 다. 연 계  는 하 그 마[0069]

신 B(hygromycin B)가 포함  고체평 지에 생한 니  하 그 마 신 B가 포함 어 는 액상 지에

계 하여 하 그 마 신 B에 내  는 질 체  택하 다(도 7). 

 aph7" (AM238632)   해 aph7"  1300 bp  폭할 수 는 프라  하 다. [0070]

프라  염 열  하   5과 같다. 질 체  상 는 균주에  i-genomic DNA extraction kit

for plant(Intron Co., korea)  하여 클라미도 나스에  DNA  하 다. 한 DNA는 상  

프라  하여 아래  건  PCR  진행하 다(  6, 7). DNA 폭 후, 아가 스겔에 DNA  하여

DNA 드  하 다. 그 결과 야생 에 는 드  할 수 없지만 질 체에 는 1300 bp  DNA 드

 할 수 었다(도 8).  DNA 드에  DNA  DNA Clean-up kit(Promega. USA)  하여 하고, 

트에 뢰하여 DNA 염 열  진행하 다.  DNA 염 열  NCBI blast search  통해 동 하

다. 동  결과, 폭한 DNA 드는 Streptomyces hygroscopicus aminoglycoside phosphotransferase(aph7")

  것  하 다(  8).

 5

프라[0071] 열 열

hpt204-F 5'-AGCGAGCTACCAAAGCCATA-3' 1

hpt1579-R 5'-TACCGCTTCAGCACTTGAGA-3' 2

 6

 합  [0072]

DNA 1 ㎕

hpt204-F 프라  (12.5 pmol) 1 ㎕

hpt1579-R 프라  (12.5 pmol) 1 ㎕

10mM dNTP 합 1 ㎕

10x PCR 액 2.5 ㎕

보빈 시럼 알 민 (BSA) 0.5 ㎕

Taq DNA 합  (Takara, 본) 0.5 ㎕

dH20 14.0 ㎕

DMSO 1 ㎕

5M Betaine 2.5 ㎕

 피 25 ㎕

 7

단계[0073] 도 (℃) 시간 ( ) 복 수 (cycle)

 변  (pre-denaturation) 95 5 1

변  (denaturation) 94 1

35결합 (annealing) 59 1

 (extension) 72 1
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 신  (post-elongation) 72 7 1

 8

Accession number[0074] 식별

AM238632 하 그 마 신 B 포스포트랜스 라아  합
 hyg 

100%

실시  7. 아미 클  독  평가[0075]

아미 클 가 미  에 미치는 향  하  해, 10~400 ㎍/㎖  하여 미  [0076]

하 다. 6  양 후, 클라미도 나스   평가한 결과 10~400 ㎍/㎖  에 는 아미 클 가 미

 에 향  미치지 않는 것  하 다(  9). 

 9

Mg-APTES 도 (㎍/㎖)[0077] 0 10 20 30 40 50 100 200 400

생  여 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

실시  8. 질   평가[0078]

아미 클  한 질     미  질  과 비 하  해,  각 [0079]

에  한   헌   하여  리  슬 (Kindle.,  Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.  1990

Feb;87(3):1228-32.), 격 (Kindle. et al., J Cell Biol. 1989 Dec;109(6 Pt 1):2589-601.),  천공

(Shimogawara. et al., Genetics. 1998 Apr;148(4):1821-8.)에 해 도 질    질  

니  하 지 걸린 시간  각각 하 다(  10). 상  질   하  식  하여 계산하

다. 

질   ( 질 체/㎍) = {(플 트 상  니  갯수)/(도말  DNA  양 ng)} × (1000 ng/㎍)[0080]

 10에 나타낸  같 , 아미 클  한 질   /또는 질   시간  다  [0081]

질  들에 비해 우수한 것  할 수 었다. 아미 클  한 질   리 슬  

격 에 비해 질   그리고 실험 시간  니 시간  포함한 시간  측 에 어 우수한

것  나타났다. 한편, 천공  경우 질   아미 클  한 보다 나, 니

시간  포함한 체 질 에 는 시간  상  고, 질 에 는 DNA  량  다

많  것  단 다. 결 , 아미 클  한 질    리 슬 , 격 ,  

천공  한 질  에 비해   시간  측 에  우수함  알 수 었다.

 10

[0082] DNA 량

(㎍)

합  피

(㎕)

도말 는

DNA 양

(㎍)

니
개수

(개)

질 실험

시간

(시간)

니

시간

( )

리 슬

(glass bead)

2.0 250~300 1.0 42 4.20E+01 2 14

격

(bombardment)

0.8 400 0.8 2.5 3.13E+00 0.5 10
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천공

(electrophoration)

2.5 250 1.0 1200 1.20E+03 2 10

아미 클

(aminoclay)

1.5 500 0.3 151 5.03E+02 ＜ 0.5 7

상  결과들  합해 볼 , 본  아미 클  한 미  질   합  처리[0083]

, 한천 지에 도말하는 도말 강도, 합  피,  한천 도에 , 상  들  상  실

시 에 개시   같  하  경우,  미  질  에 비해 우수한 결과  나타낸다는

것  알 수 다. 또한, 질  미 는 항생  내   함  PCR 등   쉽게 별

할 수 다는  또한 본 에  하 다.

상  , 본  하는 술 야  당업 는 본  그 술  사상 나 필수  특징  변[0084]

경하지 않고  다  체  태  실시  수 다는 것  해할 수  것 다.  하여, 상에

술한 실시 들  든 에  시  것  한  것  아닌 것  해해야만 한다. 본  

는 상  상 한 보다는 후술하는 특허 청  미   그리고 그 등가 개  도 는

든 변경 또는 변  태가 본  에 포함 는 것  해 어야 한다.

도

도 1

도 2
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도 3

도 4
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도 5a

도 5b

도 5c
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도 6a
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도 6b

도 7a
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도 7b

도 8

 열  
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<120>    Methods for genetic transformation of microalgae using aminoclay

<130>    PA130369KR

<160>    2

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    hpt204-Forward primer

<400>    1

agcgagctac caaagccata                                                     20

<210>    2

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hpt1579-Reverse primer

<400>    2

taccgcttca gcacttgaga                                                     20

【심사  직 보 사항】

【직 보  1】

【보 항 】청

【보 항 】청 항 13, 청 항 15

【변경 】

아미  클

【변경후】

아미 클
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