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(57)【要約】
【課題】植物におけるコード配列の発現レベルを制御す
る方法の提供。ＧＵＳタンパク質に融合した異なる数の
ＡＴ挿入物を有する遺伝子のプロモーター領域を含む遺
伝子発現カセットの提供。ＡＴ(n)－挿入物を含む遺伝
子的に改変された植物を得るための方法の提供。
【解決手段】植物におけるコード配列の発現レベルを調
節するためのプロモーターエレメントにおけるＡＴ（ｎ

）挿入物の使用。ＧＵＳタンパク質に融合した異なる数
のＡＴ挿入物を有する遺伝子のプロモーター領域を含む
遺伝子発現カセット。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　植物におけるコード配列の発現レベルを制御する方法であって、
（ｉ）対象遺伝子に操作可能に連結されたプロモーターエレメント内のＡＴ(n)挿入物を
担持する発現カセットを用いて植物細胞を安定に形質転換し；
（ｉｉ）植物細胞の増殖条件下で安定に形質転換された植物細胞を培養し；
（ｉｉｉ）（ｉ）のカセットがそのゲノムに安定に組み込まれたトランスジェニック植物
を再生する
ことを含み、ここで、前記トランスジェニック植物は、対照植物と比較した場合に、異な
るレベルの遺伝子発現を示す前記方法。
【請求項２】
　前記ＡＴ挿入物が異なるサイズである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＡＴ挿入物がプロモーター領域内の特定部位に局在化している、請求項１に記載の
方法。
【請求項４】
　前記プロモーター領域がＧｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝子に関連する、請求項１に記載の
方法。
【請求項５】
　植物の線虫を駆除するために使用される、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記線虫が、優先的に根こぶ（ｇａｌｌ）線虫であるメロイドギネ・ジャワニカ（Ｍｅ
ｌｏｉｄｏｇｙｎｅ　ｊａｖａｎｉｃａ）である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝子のプロモーター領域に連結された異なる数のＡＴ－挿入
物を有する２つのプロモーター領域を含む発現カセット。
【請求項８】
　大豆胚を形質転換する能力を含む、請求項７に記載の発現カセット。
【請求項９】
　前記カセットが植物の線虫を駆除するために使用される、請求項７又は８に記載の発現
カセット。
【請求項１０】
　前記線虫が、優先的に根こぶ線虫であるメロイドギネ・ジャワニカである、請求項９に
記載の発現カセット。
【請求項１１】
　ＡＴ(n)－挿入物を含む遺伝子的に改変された植物を得るための方法であって、
（ｉ）対象遺伝子に操作可能に連結されたプロモーターエレメント内にＡＴ(n)挿入物を
担持する発現カセットを用いて植物細胞を安定に形質転換し；
（ｉｉ）植物細胞の増殖条件下で安定に形質転換された植物細胞を培養し；
（ｉｉｉ）安定に遺伝子的に改変された植物を再生する
ことを含む前記方法。
【請求項１２】
　前記ＡＴ－挿入物が異なるサイズである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ＡＴ－挿入物がプロモーター領域内の特定部位で生じる、請求項１１に記載の方法
。
【請求項１４】
　前記プロモーター領域がＧｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝子に関連する、請求項１３に記載
の方法。
【請求項１５】
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　前記植物が、ＡＴ－挿入物の比率サイズで、プロモーター領域に存在し、過剰発現した
遺伝子を有する、請求項１１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記植物が、ＡＴ－挿入物の比率サイズで、プロモーター領域に存在し、低（ｕｎｄｅ
ｒ）発現した遺伝子を有する、請求項１１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記植物が線虫に耐性である、請求項１１～１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記線虫が、優先的に根こぶ線虫メロイドギネ・ジャワニカである、請求項１７に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ある種の制限内にあって、人工的に上方制御（上流）又は下方制御（下流）
され得る、植物におけるコード配列の発現レベルを調節するために、プロモーター領域配
列における特定点におけるＡＴ(n)挿入物の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　遺伝子のプロモーター領域は、一般には、遺伝子転写開始部位から上流に１～１００及
び２００塩基対を有するＤＮＡ配列に含まれ、典型的には、１以上の転写因子結合部位を
含み、及び／又はそれに隣接している。全ての遺伝子は、転写開始部位の上流（上側）及
び下流（下側）に転写調節を有する。転写因子は、これらの調節配列を認識及び結合し、
転写されたメッセンジャーＲＮＡの合成を制御する。これらの配列には、プロモーター、
エンハンサー及び調節配列が含まれる。プロモーターは、遺伝子構築物において使用され
、構成様式において、遺伝子を過剰発現させ、阻害し、若しくはその発現を調節するため
に、遺伝子工学の手段によって操作され、ある種の環境によって誘導され得る。
【０００３】
　遺伝子を過剰発現させるための種々の技術は、現在、バイオテクノロジーの分野におい
て利用可能であり、そのうち、主な技術は、カリフラワー・モザイク・ウイルス（ＣａＭ
Ｖ）から単離された、構成的プロモーター３５Ｓを含む発現カセットの構築物を含む。し
かしながら、遺伝子構築物におけるこのプロモーターの使用にはいくつかの例外がある。
短鎖ウイスルＤＮＡ、及び植物ゲノムへのその挿入物の使用により、植物に感染している
ウイルスゲノム間、又はより正確には、メッセンジャーＲＮＡ転写物間に、遺伝子組換え
の潜在的なリスクの存在が実験的に明らかになった。このリスクは、新規なウイルス株、
できればより悪性のタイプの創生に至る。
【０００４】
　プロモーター３５Ｓ　ＣａＭＶは、偶然的であると考えられ、全ての植物において、及
び緑藻類、酵母、大腸菌において効果的に機能する。それは、他の植物及び動物ウイルス
のプロモーターと共通して、相互交換できる対を有するモジュラー構造を有する。また、
それは組換えホットスポットを有し、他の組換えホットスポットに類似した組換えプロセ
スに関与する複数の誘因物によって位置づけられ、トランスジェニック植物においてしば
しば用いられる、アグロバクテリウム（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）種のＴ－ＤＮＡベ
クターの境界が含まれる。このホットスポットは、分割し、他のＤＮＡに結合する傾向に
あり、それにより、遺伝子の水平移動及び組換えプロセスの可能性を増加させる。したが
って、侵襲的な外来性ＤＮＡのゲノムへの挿入、野生型ウイルスと比較して、いくつかの
選択的利点を貢献する場合に安定であるだけである、休眠ウイルスの再活性化及び新規ウ
イルスの発生に起因して、潜在的なリスクは突然変異生成及び発癌である。
【０００５】
　内因性ホモロガスの発現の部分的若しくは完全転写イベント及び／又は阻害は、プロモ
ーター３５Ｓ　ＣａＭＶを用いて観察された（Ｎａｐｏｌｉ　ｅｔ　ａｌ（１９９０）Ｔ



(4) JP 2017-148071 A 2017.8.31

10

20

30

40

50

ｈｅ　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　２：２７９－２８９；Ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｋｒｏｌ　ｅｔ　
ａｌ（１９９０）Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　２　２９１－２９９）。この不活性化は、メチ
ル化及びエピジェネティックな変化を伴う複雑な機構に起因して起こる（Ｒｅｎｃｋｅｎ
ｓ　ｅｔ　ａｌ（１９９２）Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．２３３：５３－６４；Ｎｅｕ
ｈｕｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ（１９９４）Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．２４４：２３０－２
４１；Ｍｅｙｅｒ　＆　Ｈｅｉｄｍａｎｎ（１９９４）Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．２
４３：３９０－３９９；Ｔｈｉｅｒｒｙ　＆　Ｖａｕｃｈｅｒｅｔ（１９９６）Ｐｌａｎ
ｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３２：１０７５－１０８３）。メチルトランスフェラーゼ又はエ
ピジェネティックな変化に関与する他の酵素にある種の配列を指示する現実の機構は未知
のままであるが、ＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡ及びＲＮＡ－ＲＮＡ間の依存したホモ
ロガスの相互作用の関与を示唆するという仮説がある（Ｇｒｉｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９１）Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１２２－１２３）
；Ｍａｔｚｋｅ　＆　Ｍａｔｚｋｅ（１９９５）Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　１
０７：６７９－６８５）。
【０００６】
　文献では、ＣａＭＶ遺伝子が、感染ウイルスのゲノムで組換えられたキャノーラ（ｃａ
ｎｏｌａ）染色体に組み込まれ、新規な複数の悪性ウイルスを生じさせたことを証明する
データがある。ＣａＭＶウイルス間のこれらの組換えはプロモーター領域を含み（Ｖａｄ
ｅｎ　＆　Ｍｅｌｃｈｅｒ（１９９２）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１７７：１１１）、ＤＮＡと
ＤＮＡとの間、又はＲＮＡとＲＮＡとの間で起こる場合があり、しばしば、親の対応物よ
りも重度である感染を生じさせる（Ｍｏｌ．Ｐｌａｎｔ－Ｍｉｃｒｏｂｅ　Ｉｎｔｅｒａ
ｃｔｉｏｎｓ　５：４８，１９９２）。
【０００７】
　さらに、プロモーター３５Ｓ　ＣａＭＶの使用は、通常、全タンパク質の１％より低い
比率で内因性遺伝子の生成物の発現をもたらす。このプロモーターにおけるいくつかの改
善、例えば、ある配列の重複やエンハンサーの追加は、その発現を増加させたが、いくつ
かの用途については、内因性遺伝子生成物の発現レベルはさらに増加させる必要がある。
【０００８】
　一般に、生物的ストレス及び非生物的ストレスへの耐性の特徴に関して、遺伝子操作さ
れた植物を得るために、構成的プロモーター３５Ｓ　ＣａＭＶを用いて行われた実験では
、この耐性はいくつかのケースでは増加するが、このプロモーターの使用から導かれる望
ましくない効果の１つは、植物の大きさの減少であり、植物の成長及び発育が通常影響さ
れ、形質転換された植物種とは無関係に小植物に至る（Ｋａｓｕｇａ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９９）Ｎａｔｕｒｅ　Ａｍｅｒｉｃａ　Ｉｎｃ．２８７－２９１）。
【０００９】
　したがって、植物成長における遅延などのある種の負の効果が起こる可能性があるが、
遺伝子発現を調節するストレス誘導性プロモーターの使用のようなストラテジーはこのよ
うな効果を妨げるか又は軽減する場合がある。
【００１０】
　別の作業では、Ｇｅｌｖｉｎら（Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　
Ｍａｎｕａｌ．Ｎｏｒｗｅｌｌ，ＭＡ：Ｋｌｕｗｅｒ　Ａｃｅｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓ
ｈｅｒｓ，１９９５）は、細菌アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Ａｇｒｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）の２つの遺伝子：オパインシンターゼ（ｏｃｓ
）及びマンノパインシンターゼ（ｍａｓ）の配列を調節する種々の組み合わせを用いて構
築された、いくつかのプロモーターによって検出されるＧＵＳの発現を分析した。そして
、種々の組み合わせのうち、ｍａｓ活性化エレメントとｍａｓプロモーター領域を用いて
融合されたｏｃｓ遺伝子活性化配列の３反復によって形成されたハイブリッドプロモータ
ーは、「（Ａｏｃｓ）３ＡｍａｓＰｍａｓ」と呼ばれ、プロモーターＣａＭＶ　３５Ｓを
含む細胞と比較した場合、１０倍大きいＧＵＳマーカー遺伝子の、形質転換タバコ細胞の
発現レベルにおいて提示された。この新規なプロモーターは、形質転換効率に影響を及ぼ
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さなかったが、しかし、高レベルのマーカー遺伝子発現は、より大きな比率の形質転換細
胞の同定を促進した。発現レベルは、葉、根、及び種々の細胞型において高かった。また
、このプロモーターは、マニオク（ｍａｎｉｏｃ）及びエンドウ植物において非常に活性
があり、２つの穀物はアグロバクテリウム種を用いて形質転換することが困難であった。
このグループは、さらにこのプロモーター「（Ａｏｃｓ）３ＡｍａｓＰｍａｓ」を用いて
、タバコ及びコーン植物に導入された（１８時間後）遺伝子の迅速転写の研究における成
功を記載し、プロモーターＣａＭＶ　３５Ｓによって調節された発現とは異なり、その活
性は弱く、この時期内での遺伝子発現のいずれの検出も可能にしない。
【００１１】
　遺伝子構築物における遺伝子の過剰発現に対してストレス誘導性プロモーターを用いる
というさらなるオプションがあり、これに関して、アラビドプシス・タリアーナ（Ａｒａ
ｂｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）から単離されたプロモーターｒｄ２９は、非生物的
ストレスに対して良好な耐性を有する植物のサーチに最も使用されている。概して、これ
らの遺伝子構築物は、通常、干ばつ、塩分、並びに低温及び高温などの環境ストレスに応
答した遺伝子発現を調節するファミリーＤＲＥＢ（脱水応答エレメント結合）の遺伝子に
融合される。異なる植物種を使用したいくつかの作業では、誘導されたストレスプロモー
ターを用いた遺伝子形質転換の結果として、非生物的ストレスにより耐性な植物が報告さ
れた（Ｏｏｎｏ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｔｈｅ　Ｐｌａｎｔ　Ｊｏｕｒｎａｌ，３４
：８６８－８８７；Ｋａｓｕｇａ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｐ
ｈｙｓｉｏｌ　４５（３）：３４６－３５０）。
【００１２】
　Ｆｕｇａｎｔｉら（２００４）は、シスト線虫に耐性であり、影響を受けやすい大豆遺
伝子型を用いた。この文献には、シスト線虫に耐性な大豆遺伝子型の支援選択に使用され
た分子マーカーに関する初期データが含まれる。しかしながら、ＤＮＡ配列のレベル又は
この遺伝子によってコードされたｍＲＮＡの発現に関して、試験された個体間の分子相違
のいかなるタイプも検出されなかった。
【００１３】
　Ｆｕｇａｎｔｉ（Ｍａｓｔｅｒ’ｓ　Ｔｈｅｓｉｓ，Ｓｔａｔｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ　ｏｆ　Ｌｏｎｄｒｉｎａ［Ｕｎｉｖｅｒｓｉｄａｄｅ　Ｅｓｔａｄｕａｌ　ｄｅ　Ｌ
ｏｎｄｒｉｎａ］，２００４）は、耐性菌株の選択を示し、ここでは、対象遺伝子を含む
ゲノム領域の耐性遺伝子及び分子的特徴のある遺伝子と関連した分子マーカーを用いた。
この研究では、遺伝子プロモーターにおけるＡＴ(n)挿入物のサイズとそのｍＲＮＡ又は
タンパク質の発現の得られたレベルとの間の可能な相関を示す定性的及び定量的データが
開示されていない。本発明は、ある種の数のＡＴ(n)挿入物がプロモーター領域に挿入さ
れているという条件で、いずれかの発現レベルと調節し、及び／又は上方制御若しくは下
方制御する能力を提案する。このような提案はこの研究には示されておらず、試験されて
いない。
【００１４】
　Ｆｕｇａｎｔｉ（ＰｈＤ　Ｔｈｅｓｉｓ，Ｓｔａｔｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　
Ｍａｒｉｎｇａ［Ｕｎｉｖｅｒｓｉｄａｄｅ　Ｅｓｔａｄｕａｌ　ｄｅ　Ｍａｒｉｎｇａ
］，２００７）は、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのプロモーター領域内の異なるサイズ
のＡＴ(n)挿入物と、種々の非生物的ストレス及び生物的ストレス（寒さ、暑さ、干ばつ
、塩、線虫の幼虫による感染）に反応したその発現レベルとの間の可能な相関を示す定量
的及び定性的データを示した。しかしながら、コード領域が、生物的ストレス及び非生物
的ストレスの不存在及び／又は存在下、異なるＡＴ(n)サイズを含むプロモーター領域に
融合されてもよい、任意の遺伝子の発現レベルを上方制御又は下方制御する可能性は、示
されず、及び検討されていない。
【００１５】
　特許文献米国第２００５０５９６２３号は、選択された細胞に発現される、熱ショック
タンパク質（ＨＳＰ）プロモーターに融合した、治療遺伝子の発現を調節するために、超
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音波の制御された応用を用いて、局所発熱を使用する方法を提供する。提案された発明は
、遺伝子配列において、全ての形質転換された細胞において発現された種々のサイズのＡ
Ｔ(n)挿入物を有する熱ショックタンパク質のプロモーター領域に融合した任意の遺伝子
の発現レベルを調節し、及び上方制御又は下方制御することを目的とする。生物的ストレ
ス又は非生物的ストレスは植物全体に適用されてもよい。同一物がそのプロモーター領域
に挿入されることを条件として、遺伝子発現の調節におけるＡＴ挿入物の役割、及び任意
の遺伝子発現を制御するためのツールとしてその使用の可能についてのいずれの指示も開
示されていない。
【００１６】
　特許文献米国第２００３１９０７０６号は、遺伝子産物（タンパク質）の総量の増加を
促進する、プロモーター活性を示すＤＮＡ配列に融合された内因性遺伝子に関する。プロ
モーター活性を有するこの領域は、窒素を化合した塩基の置換及び欠失を含む変異変更か
ら生成させた。本発明は、ｍＲＮＡの合成を誘導するために必要される全ての遺伝子エレ
メントを含む、完全な遺伝子プロモーターの使用を必要とする。遺伝子発現の調節は、遺
伝子のプロモーター領域におけるランダム突然変異というよりはむしろ、ＡＴ(n)挿入物
のサイズに従って分化されたレベルをもたらすことは、本発明において明らかである。
【００１７】
　特許文献欧州第１９３０４２３号は、発現レベルが他の従来のプロモーターによって調
節されない、異種タンパク質を生成するためのシステムにおいて使用される、異なる最終
サイズに分けられた熱ショックタンパク質のプロモーター領域を開示する。発現を活性化
するために、非生物的又は化学的な特定のストレスが使用される。本発明は、試験された
遺伝子型において既存のバリエーション、文献ＥＰ１９３０４２３において使用された１
０００ｂｐより小さい断片を用い、これは、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのプロモータ
ー領域において検出される。このバリエーションは、プロモーターの特定領域における異
なる数のＡＴ（ｎ）挿入物によって提供され、ＡＴ（ｎ）挿入物に依存した３１２ｂｐ（
ＡＴ9）と３５８ｂｐ（ＡＴ33）の間にサイズバリエーションをもたらす。
【００１８】
　特許文献米国第５９２９３０２号は、葉及び花托などの組織において、成熟時に遺伝子
発現を制御する一過性の組織特異的なプロモーターを使用する。プロモーターは、キメラ
遺伝子を発現するために、ラズベリーにおけるｄｒｕ遺伝子自体から、又はそのホモログ
から単離された。このプロモーターと、特異的な遺伝子、例えば、色及び香りの変化を制
御する遺伝子、植物細胞プロセスを修飾する酵素又は触媒産物の遺伝子、生成物がエチレ
ン合成に影響を及ぼす遺伝子、代替の真菌調節遺伝子、並びにスクロース蓄積遺伝子との
組み合わせを示唆している。本発明は、全ての細胞において、及び植物のライフサイクル
全体を通じて、いずれかの遺伝子の発現を変更するために、その遺伝子のプロモーター領
域における変更を有する。遺伝子産物の発現レベルのバリエーションは、プロモーターへ
の種々の数のＡＴ(n)挿入物と相関し、結果として、異なるサイズのプロモーターと相関
する。本発明は、これらの変更を含む任意の遺伝子発現を調節することを提案する。
【００１９】
　したがって、本発明は、遺伝子を過剰発現する科学論文において利用可能な現在既存の
全ての方法とは異なるため、革新的である。そうするために、本発明は、多数及び少数の
繰り返しを有するＡＴ配列の挿入を用い、遺伝子発現のレベルの調節を可能にし、それを
増加又は減少させることができる。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　本発明は、植物におけるコード配列の発現レベルを調節するためのプロモーターエレメ
ントにおけるＡＴ(n)挿入物の使用に関する。また、本発明は、大豆胚を形質転換するた
めに、ＧＵＳタンパク質に融合した、異なる数のＡＴ挿入物を有する遺伝子のプロモータ
ー領域を含む遺伝子発現カセットに関する。
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【００２１】
　本発明は、植物におけるコード配列の発現レベルを制御する方法を提供し、該方法は、
（ｉ）対象遺伝子に操作可能に連結されたプロモーターエレメント内のＡＴ(n)挿入物を
担持する発現カセットを用いて植物細胞を安定に形質転換し；
（ｉｉ）植物細胞の増殖条件下で安定に形質転換された植物細胞を培養し；
（ｉｉｉ）（ｉ）のカセットがそのゲノムに安定に組み込まれたトランスジェニック植物
を再生する
ことを含み、ここで、該トランスジェニック植物は、対照植物と比較した場合に、異なる
レベルの遺伝子発現を示す。
【００２２】
　さらに、本発明は、Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝子のプロモーター領域に連結された異
なる数のＡＴ挿入物を有する２つのプロモーター領域を含む発現カセットを提供する。
【００２３】
　本発明の別の態様では、ＡＴ(n)－挿入物を含む遺伝子的に改変された植物を得るため
の方法が提供され、該方法は、
（ｉ）対象遺伝子に操作可能に連結されたプロモーターエレメント内にＡＴ(n)挿入物を
担持する発現カセットを用いて植物細胞を安定に形質転換し；
（ｉｉ）植物細胞の増殖条件下で安定に形質転換された植物細胞を培養し；
（ｉｉｉ）安定に遺伝子的に改変された植物を再生する
ことを含む前記方法。
【００２４】
　結果は、ある種の遺伝子の発現レベルが、遺伝子工学的ツールを介して、プロモーター
領域内にＡＴ(n)繰り返し塩基を挿入することによって、ある種の制限内で、人工的に上
方制御（上流）又は下方制御（下流）され得る。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】耐性親試料ＰＩ５９５０９９、感受性親試料ＢＲＳ１３３、並びに耐性集団（試
料０１～試料０５）及び感受性試料（試料０６～試料１０）の個体において、マイクロサ
テライトマーカーＳＯＹＨＳＰ１７６の増幅を用いたアガロースゲルを示す。矢印は、感
受性親におけるマーカー増幅によって生じたバントを示し、また感受性集団におも見られ
る。
【図２】ＧｅｎＢａｎｋ（受入番号：Ｍ１１３１７）から利用可能である遺伝子Ｇｍｈｓ
ｐ１７．６－Ｌの配列を示す。下線、プライマーｐＳｏｙＨｓｐＰｓｔＩ　Ｆ及びｐＳｏ
ｙＨｓｐ－ＢａｍＨＩ　Ｒは、プロモーター領域の増幅断片を規定する。点のボックスで
はＡＴ(n)挿入物、灰色ボックスではコード配列の開始コドン（ＡＴＧ）と停止コドン（
ＴＡＡ）である。
【図３】遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌ（ＧｅｎＢａｎｋの受入番号：Ｍ１１３１７）の
配列を示す。灰色ボックスではコード配列を規定する開始コドン（ＡＴＧ）と停止コドン
（ＴＡＡ）、点ボックスではプロモーター領域中のＡＴ（ｎ）挿入物を強調し、下線は、
遺伝子の完全な配列決定のために設計されたプライマーｐＳｏｙＨｓｐＰｓｔＩ　ＦとＳ
ｏｙＨＳＰ　Ｃｌ　Ｒである。
【図４】ＧｅｎＢａｎｋ（受入番号：Ｍ１１３１７）から利用可能な遺伝子の完全配列に
基づいて設計されたプライマーｐＳｏｙＨｓｐ　ＡｌｅＩ　ＦとｐＳｏｙＨｓｐ　Ｎｃｏ
Ｉ　Ｒを用いた遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのプロモーター領域の増幅を示す。ラダー
は１００ｐｂと５００ｐｂである。
【図５】ＧｅｎＢａｎｋ（受入番号：Ｍ１１３１７）から利用可能な遺伝子の完全配列に
基づいて設計されたプライマーｐＳｏｙＨＳＰ　ＰｓｔＩ　ＦとｐＳｏｙＨＳＰ　Ｃｌ　
Ｒを用いて完全遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌの増幅を示す。ラダーは１００ｐｂと５０
０ｂｐである。
【図６】プロモーター領域を規定するプライマーｐＳｏｙＨＳＰＰｓｔＩ　ＦとｐＳｏｙ
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ＨＳＰＢａｍＨＩ　Ｒのセットを用いた、耐性親個体ＰＩ５９５０９９、感受性親ＢＲＳ
１３３、感受性集団２５６－Ｓ、２５９－Ｓの個体、並びに耐性集団ＪＦ７００２、ＪＦ
７０２７及びＪＦ７０５６の個体の増幅によって生じた遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌの
プロモーター領域の配列のアラインメントを示す。プライマーは、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７
．６－Ｌ（ＧｅｎＢａｎｋの受入番号：Ｍ１１３１７）の完全配列に基づいて規定された
。点のボックスではＡＴ(n)挿入物である。ボックスではおそらくＴＡＴＡ－ボックスで
ある。白字を有する黒いボックスは、コンセンサス配列５’ＡＧＧＡＡｎｎＴＴＣＴ３’
の熱ショックエレメント（ＨＳＥ）の１つである。白字を有する灰色ボックスでは、コア
５’ＣＴｎＧＡＡｎｎＴＴＣｎＡＧ３’を有する別のコンセンサス配列５’ｃＴＴＣｔａ
ＧＡＡｇｃＴＴＣｔａＧＡＡｇ３’である。
【図７】ＧｅｎＢａｎｋで利用可能な遺伝子（受入番号：Ｍ１１３１７）の配列と比較し
た、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのプロモーター領域とコード配列の開始の間に存在す
る遺伝子配列を示し、研究の材料は、感受性（ＢＲＳ１３３）と耐性（ＰＩ５９５０９９
）、感受性集団２５６－Ｓ、２５９－Ｓ及び２６６－Ｓの個体、並びに耐性集団ＪＦ７０
０２、ＪＦ７０２７及びＪＦ７０５６の個体である。灰色ボックスのヌクレオチドはコー
ド領域の転写開始部位のコドンＡＴＧを強調する。
【図８Ａ】ＧｅｎＢａｎｋで利用可能な遺伝子（受入番号：Ｍ１１３１７）の配列と比較
した、研究中の全ての材料の感受性親ＢＲＳ１３３と耐性ＰＩ５９５０９９、感受性集団
２５６－Ｓ、２５９－Ｓ及び２６６－Ｓの個体、並びに耐性集団ＪＦ７００２、ＪＦ７０
２７及びＪＦ７０５６の個体由来の遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのコード配列のアライ
ンメントを示す。灰色ボックスのヌクレオチドはコード領域を規定するＡＴＧ開始コドン
及びＴＡＡ熱転写コドンを強調する。
【図８Ｂ】ＧｅｎＢａｎｋで利用可能な遺伝子（受入番号：Ｍ１１３１７）の配列と比較
した、研究中の全ての材料の感受性親ＢＲＳ１３３と耐性ＰＩ５９５０９９、感受性集団
２５６－Ｓ、２５９－Ｓ及び２６６－Ｓの個体、並びに耐性集団ＪＦ７００２、ＪＦ７０
２７及びＪＦ７０５６の個体由来の遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのコード配列のアライ
ンメントを示す。灰色ボックスのヌクレオチドはコード領域を規定するＡＴＧ開始コドン
及びＴＡＡ熱転写コドンを強調する。
【図９】ＧｅｎＢａｎｋで利用可能な遺伝子（受入番号：Ｍ１１３１７）の配列と比較し
た、研究中の全ての材料の感受性親ＢＲＳ１３３と耐性ＰＩ５９５０９９、感受性集団２
５６－Ｓ、２５９－Ｓ及び２６６－Ｓの個体、並びに耐性集団ＪＦ７００２、ＪＦ７０２
７及びＪＦ７０５６の個体由来の遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのコード配列によってコ
ードされたアミノ酸配列のアラインメントを示す。
【図１０】Ｍ．ジャワニカに耐性及び感受性試料を用いて、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－
Ｌ（ＧｅｎＢａｎｋの受入番号：Ｍ１１３１７）の断片から構築したプローブ（３２６ｐ
ｂ）を用いて行ったリボヌクレアーゼ保護を示す。上部の数は使用された試料に同等であ
る：感受性親（ＢＲＳ１３３）と耐性（ＰＩ５９５０９９）とＭ．ジャワニカの卵を用い
て接種（２及び４）された処理、キットの陽性対照（５－矢印で指示）、ＲＮａｓｅ酵素
の対照、設計されたプローブ（６）、並びにＲＮａｓｅの未消化（７）である。
【図１１】シスト線虫Ｍ．ジャワニカの接種及び非接種の処理における耐性（ＰＩ５９５
０９９）と感受性（ＢＲＳ１３３）親における遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌの相対的定
量化を示す。ＧｅｎＢａｎｋで利用可能な遺伝子（受入番号：Ｍ１１３１７）の完全配列
を用いて、プログラムＰｒｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（登録商標）ソフトウェアｖ２０を
用いて設計されたプライマーＳＯＹＨＳＰ　ＰＳＣ　ＦとＳｏｙＨＳＰ　ＰＳＣ　Ｒによ
るリアルタイムＰＣＲによってデータを得た。定量化は、２-ΔΔCt法を用いて行った。
遺伝子ｒＲＮＡ　１８Ｓは、ゲージとして規定及び非接種試料として使用された。試料は
、ＳＹＢＲ法を用いた３つの独立した稼働において３点測定において増幅された。
【図１２】シスト線虫Ｍ．ジャワニカの接種及び非接種の処理における感受性集団２５６
－Ｓ、２５９－Ｓ及び２６６－Ｓの個体；並びに耐性集団ＪＦ７００２、ＪＦ７０２７及
びＪＦ７０５６の個体における遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌの相対的定量化（ｘ）を示



(9) JP 2017-148071 A 2017.8.31

10

20

30

40

50

す。ＧｅｎＢａｎｋで利用可能な遺伝子（受入番号：Ｍ１１３１７）の完全配列を用いて
、プログラムＰｒｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（登録商標）ソフトウェアｖ２０を用いて設
計されたプライマーＳＯＹＨＳＰ　ＰＳＣ　ＦとＳｏｙＨＳＰ　ＰＳＣ　Ｒによるリアル
タイムＰＣＲによってデータを得た。定量化は、２-ΔΔCt法を用いて行った。遺伝子ｒ
ＲＮＡ　１８Ｓは、ゲージとして規定及び非接種試料２５６－Ｓとして使用された。試料
は、ＳＹＢＲ法を用いた３つの独立した稼働において３点測定において増幅された。
【図１３】酵素β－グルクロニダーゼをコードするＧｕｓレポーター遺伝子、遺伝子Ａｈ
ａｓ及びプロモーターａｃｔ２を例示する、プラスミドｐＡＧ１の図式的モデルを示す。
また、制限マップを示す。
【図１４】試験された材料：ＢＲＳ１３３、ＰＩ５９５０９９、２５６－Ｓ、２５９－Ｓ
及び２６６－Ｓ、ＪＦ７００２、ＪＦ７０２７及びＪＦ７０５６を用いて得られた発現カ
セットの全ての構築物の、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのプロモーター領域のＰＣＲを
介した増幅を示す。反応は、３６３ｐｂの断片を増幅するプライマーｐＳｏｙＨｓｐＰＳ
ＴＩ　ＦとｐＳｏｙＨＳＰＢａｍＨＩ　Ｒを用いて行われ、次にアガロースゲル（１．０
％）の電気泳動によって分離した。試料ＢＲＳ１３３とＪＦ７０５６の増幅反応はＰＣＲ
中に濃縮した。
【図１５】試験された材料：ＢＲＳ１３３、ＰＩ５９５０９９、２５６－Ｓ、２５９－Ｓ
及び２６６－Ｓ、ＪＦ７００２、ＪＦ７０２７及びＪＦ７０５６を用いて得られた発現カ
セットの全ての構築物の、プラスミドｐＡＧ１に存在する遺伝子Ａｈａｓの部分のＰＣＲ
を介した増幅を示す。反応は、６５４ｐｂの断片を増幅するプライマーＡｈａｓ１　Ｆと
Ａｈａｓ２　Ｒを用いて行われ、次にアガロースゲル（１．０％）の電気泳動によって分
離した。
【図１６】試験された材料：ＢＲＳ１３３、ＰＩ５９５０９９、２５６－Ｓ、２５９－Ｓ
及び２６６－Ｓ、ＪＦ７００２、ＪＦ７０２７及びＪＦ７０５６を用いて得られた発現カ
セットの全ての構築物の、プラスミドｐＡＧ１に存在する末端領域ＮｏｓのＰＣＲを介し
た増幅を示す。反応は、２００ｐｂの断片を増幅するプライマーＮｏｓ１　ＦとＮｏｓ３
　Ｒを用いて行われ、次にアガロースゲル（１．０％）の電気泳動によって分離した。
【図１７】非生物的ストレス及び生物的ストレスの試験プラークの構造を例示する図式的
モデルを示し、それに、異なる発現カセットで形質転換された、シスト線虫、ＢＲＳ１３
３及びピンタド（Ｐｉｎｔａｄｏ）（斑点）に感受性である品種の大豆胚を与えた。ＣＮ
－負の対照、形質転換されていない胚；ＣＰ－正の対照、プラスミドｐＡＧ１で形質転換
された胚；Ｓ－感受性親起源のプロモーター領域を用いて構築された発現カセットで形質
転換された胚、ｐＡＧ１／プロモーターＧｍＨＳＰ　ＢＲＳ１３３；Ｒ－耐性集団の個体
起源のプロモーター領域を用いて構築された発現カセットで形質転換された胚、ｐＡＧ２
／プロモーター領域ＧｍＨＳＰ　ＪＦ７０２７。
【図１８】シスト線虫ジャワニカに感受性であり、発現カセットｐＡＧ１／プロモーター
ＧｍＨｓｐ　ＢＲＳ１３３とｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７を用いて
バイオバリティクス（ｂｉｏｂａｌｉｓｔｉｃｓ）によって形質転換され、２時間、４時
間及び２４時間、２５℃の温度で熱ストレスに供された大豆の品種ＢＲＳ１３３とピンタ
ド（斑点）の胚で行った組織化学的試験を示す。青色ドットは陽性反応を指示する。ＣＮ
－負の対照、形質転換されていない胚；ＣＰ－正の対照、プラスミドｐＡＧ１で形質転換
された胚；Ｓ－発現カセットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＢＲＳ１３３で形質転
換された感受性胚；Ｒ－発現カセットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７
で形質転換された耐性胚。
【図１９】シスト線虫ジャワニカに感受性であり、発現カセットｐＡＧ１／プロモーター
ＧｍＨｓｐ　ＢＲＳ１３３とｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７を用いて
バイオバリティクスによって形質転換され、２時間、４時間及び２４時間、３５℃の温度
で熱ストレスに供された大豆の品種ＢＲＳ１３３とピンタド（斑点）の胚で行った組織化
学的試験を示す。青色ドットは陽性反応を指示する。ＣＮ－負の対照、形質転換されてい
ない胚；ＣＰ－正の対照、プラスミドｐＡＧ１で形質転換された胚；Ｓ－発現カセットｐ
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ＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＢＲＳ１３３で形質転換された感受性胚；Ｒ－発現カ
セットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７で形質転換された耐性胚。
【図２０】シスト線虫ジャワニカに感受性であり、発現カセットｐＡＧ１／プロモーター
ＧｍＨｓｐ　ＢＲＳ１３３とｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７を用いて
バイオバリティクスによって形質転換され、２時間、４時間及び２４時間、４５℃の温度
で熱ストレスに供された大豆の品種ＢＲＳ１３３とピンタド（斑点）の胚で行った組織化
学的試験を示す。青色ドットは陽性反応を指示する。ＣＮ－負の対照、形質転換されてい
ない胚；ＣＰ－正の対照、プラスミドｐＡＧ１で形質転換された胚；Ｓ－発現カセットｐ
ＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＢＲＳ１３３で形質転換された感受性胚；Ｒ－発現カ
セットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７で形質転換された耐性胚。
【図２１】シスト線虫ジャワニカに感受性であり、発現カセットｐＡＧ１／プロモーター
Ｇｍｈｓｐ　ＢＲＳ１３３とｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７を用いて
バイオバリティクスによって形質転換され、２時間、４時間及び２４時間、４℃の温度で
熱ストレスに供された大豆の品種ＢＲＳ１３３とピンタド（斑点）の胚で行った組織化学
的試験を示す。青色ドットは陽性反応を指示する。ＣＮ－負の対照、形質転換されていな
い胚；ＣＰ－正の対照、プラスミドｐＡＧ１で形質転換された胚；Ｓ－発現カセットｐＡ
Ｇ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＢＲＳ１３３で形質転換された感受性胚；Ｒ－発現カセ
ットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７で形質転換された耐性胚。
【図２２】シスト線虫ジャワニカに感受性であり、発現カセットｐＡＧ１／プロモーター
Ｇｍｈｓｐ　ＢＲＳ１３３とｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７を用いて
バイオバリティクスによって形質転換され、２時間、４時間及び２４時間、１５℃の温度
で熱ストレスに供された大豆の品種ＢＲＳ１３３とピンタド（斑点）の胚で行った組織化
学的試験を示す。青色ドットは陽性反応を指示する。ＣＮ－負の対照、形質転換されてい
ない胚；ＣＰ－正の対照、プラスミドｐＡＧ１で形質転換された胚；Ｓ－発現カセットｐ
ＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＢＲＳ１３３で形質転換された感受性胚；Ｒ－発現カ
セットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７で形質転換された耐性胚。
【図２３】シスト線虫ジャワニカに感受性であり、発現カセットｐＡＧ１／プロモーター
ＧｍＨｓｐ　ＢＲＳ１３３とｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７を用いて
バイオバリティクスによって形質転換され、２４時間、２００ｍＭ、４００ｍＭ濃度のＮ
ａＣｌ2の塩に供された大豆の品種ＢＲＳ１３３とピンタド（斑点）の胚で行った組織化
学的試験を示す。青色ドットは陽性反応を指示する。ＣＮ－負の対照、形質転換されてい
ない胚；ＣＰ－正の対照、プラスミドｐＡＧ１で形質転換された胚；Ｓ－発現カセットｐ
ＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＢＲＳ１３３で形質転換された感受性胚；Ｒ－発現カ
セットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７で形質転換された耐性胚。
【図２４】シスト線虫ジャワニカに感受性であり、発現カセットｐＡＧ１／プロモーター
ＧｍＨｓｐ　ＢＲＳ１３３とｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７を用いて
バイオバリティクスによって形質転換され、２時間、４時間及び６時間、温室中で３７℃
でペーパーフィルターに胚を維持しながら干ばつストレスに供された大豆の品種ＢＲＳ１
３３とピンタド（斑点）の胚で行った組織化学的試験を示す。青色ドットは陽性反応を指
示する。ＣＮ－負の対照、形質転換されていない胚；ＣＰ－正の対照、プラスミドｐＡＧ
１で形質転換された胚；Ｓ－発現カセットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＢＲＳ１
３３で形質転換された感受性胚；Ｒ－発現カセットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　
ＪＦ７０２７で形質転換された耐性胚。
【図２５】シスト線虫ジャワニカに感受性であり、発現カセットｐＡＧ１／プロモーター
ＧｍＨｓｐ　ＢＲＳ１３３とｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７を用いて
バイオバリティクスによって形質転換され、２０００～３０００Ｊ2／ｍＬの接種のよる
生物的ストレスに供された大豆の品種ＢＲＳ１３３の胚で行った組織化学的試験を示す。
試料は、２４時間、４８時間及び７２時間、病原体と接触し続けた。青色ドットは陽性反
応を指示する。ＣＮ－負の対照、形質転換されていない胚；ＣＰ－正の対照、プラスミド
ｐＡＧ１で形質転換された胚；Ｓ－発現カセットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　Ｂ
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ＲＳ１３３で形質転換された感受性胚；Ｒ－発現カセットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈ
ｓｐ　ＪＦ７０２７で形質転換された耐性胚。
【図２６】シスト線虫ジャワニカに感受性であり、発現カセットｐＡＧ１／プロモーター
ＧｍＨｓｐ　ＢＲＳ１３３とｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７を用いて
バイオバリティクスによって形質転換され、２０００～３０００Ｊ2／ｍＬの接種のよる
生物的ストレスに供された大豆の品種ピンタド（斑点）の胚で行った組織化学的試験を示
す。試料は、２４時間、４８時間及び７２時間、病原体と接触し続けた。青色ドットは陽
性反応を指示する。ＣＮ－負の対照、形質転換されていない胚；ＣＰ－正の対照、プラス
ミドｐＡＧ１で形質転換された胚；Ｓ－発現カセットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ
　ＢＲＳ１３３で形質転換された感受性胚；Ｒ－発現カセットｐＡＧ１／プロモーターＧ
ｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７で形質転換された耐性胚。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本発明は、植物におけるコード配列の発現レベルを調節するためのプロモーターエレメ
ントにおけるＡＴ(n)挿入物の使用に関する。集団における耐性及び感受性の個体のうち
で、熱ショックタンパク質（Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌ）の発現レベルについて比較し、定
量的ＰＣＲあたりの最大発現レベルは、プロモーター領域における最大ＡＴ挿入物を含む
個体に存在していた。大豆胚を形質転換するために、ＧＵＳタンパク質に融合した異なる
数のＡＴ挿入物をとともに、遺伝子のプロモーター領域を含む遺伝子発現カセットを構築
した。本発明の実験結果により、ある種の遺伝子の発現レベルは、遺伝子工学的ツールを
介して、プロモーター領域内にＡＴ(n)繰り返し塩基を挿入することによって、ある種の
制限内で人工的に情報制御（上流）又は下方制御（下流）され得たことが示唆される。し
たがって、本発明において開発された技術は、ＡＴ(n)繰り返し挿入物がプロモーター領
域の配列内の特異的な点で挿入されるという条件で、遺伝子の発現レベルの調節を可能に
する。
【００２７】
　線虫メロイドギネ・ジャワニカに耐性な大豆遺伝子型の支援された選択における使用の
ための分子マーカーを特定しようとする従来の研究に基づいて、Ｆ結合基のマイクロサテ
ライトマーカーＳＯＹＨＳＰ１７６は、試験された集団について高い有意性を示し、根に
おけるシストの特徴的数について説明し、表現型バリエーションは４３％、記入尺度法で
そのバリエーションの７０％を示した。このマーカーによって増幅した断片は、感受性個
体にのみ存在し、耐性個体では存在しないことを指摘するのは重要である。
【００２８】
　このマーカーを配列決定し、その後、遺伝子バンクに寄託された核酸の他の配列との類
似性について探索され、この配列は、低分子量の熱ショックタンパク質（Ｇｍｈｓｐ１７
．６－Ｌ）のプロモーター領域と高い相同性を示し、大豆に見出され、ＧｅｎＢａｎｋ（
受入番号：Ｍ１１３１７）で寄託された。ＧｅｎＢａｎｋで利用可能であるこの遺伝子の
完全な配列を用いて、新しいプライマー対は、両方の遺伝子型における断片を増幅するた
めに設計された。
【００２９】
　このストラテジーは成功し、断片は、感受性個体と耐性個体の両方で得られた。得られ
た断片の全てをクローニング及び配列決定し、また、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌの同
じプロモーター領域と相同性を示した。しかしながら、配列のアラインメントは、感受性
植物と比較した場合、耐性植物は、ＡＴ(n)繰り返しによって特徴付けられる、マイクロ
サテライトのより大きな挿入物を遺伝子のプロモーター領域に有していた。このようにし
て、耐性親ＰＩ５９５０９９起源の断片は、ＧｅｎＢａｎｋで利用可能である遺伝子Ｇｍ
ｈｓｐ１７．６－Ｌの配列と比較した場合に、１５及び１３のＡＴのさらなる繰り返しを
示した。他方、感受性親ＢＲＳ１３３起源の断片は、ＧｅｎＢａｎｋで利用可能である配
列よりも６回少ないＡＴ繰り返しを有する。これらの結果は、配列決定もされたこの異種
交配に起因した集団の耐性及び感受性の個体について繰り返された。
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【００３０】
　また、アラインメントは、増幅された断片の全ては、マイクロサテライトマーカーＳＯ
ＹＨＳＰ１７６のプライマーに相補的な配列を有することを示した。これを達成した場合
、次に以下の疑問が生じる：マイクロサテライトプライマーのアニーリング領域が高い確
立で存在するとしても、増幅が初期に耐性な植物に生じなかったのか？１つの可能性は、
例えばヘアーピンなどのある種の三次構造の形成を与える、耐性個体においてより多数の
ＡＴ繰り返しであり、その結果、ＤＮＡポリメラーゼを増幅プロセス中にプライマーがア
ニーリングすることを困難にし、結論として、これらの植物においてアンプリコンの形成
を阻害したのであろう。
【００３１】
　この遺伝子のプロモーター領域内のマイクロサテライトの挿入は、これらの個体におい
てのみマーカーＳＯＹＨＳＰ１７６が増幅したことから、感受性植物においてそれを非活
性化すると考えられた。しかしながら、研究は、全ての試料はマイクロサテライトの挿入
を示したことを表し、おそらくは、それは線虫に対する大豆の応答において干渉している
可能性があるプロモーター領域内にＡＴ繰り返し数である。遺伝子のプロモーター領域へ
の繰り返し配列のより多くの又はより少ない挿入の存在が、このプロモーターによって調
節されるタンパク質を非活性化し、活性化し、又はその発現レベルを変更する場合がある
。
【００３２】
　文献によると、熱ショックタンパク質の遺伝子発現の調節において繰り返しされるこれ
らのＡＴ－エレメントの主な機能の１つは、転写開始部位へのＲＮＡポリメラーゼのアク
セスを促進することであり、さらに、転写の誘導に関与する、熱ショックタンパク質の結
合を促進するためにヒストンを排除することである。文献によれば、熱ショックタンパク
質は、細胞内で分子シェペロンとして作用し、新生ポリペプチド鎖を確立し、それらの正
しいフォールディングを支援し、タンパク質及び／又は変性した膜を再確立し、さらにシ
グナル伝達において重要な役割を果たす。
【００３３】
　したがって、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのプロモーター領域への挿入の長さがＭ．
ジャワニカによって影響される耐性及び感受性個体におけるタンパク質Ｇｍｈｓｐ１７．
６－Ｌの発現レベルを変更するという仮説を調べるために、リボヌクレアーゼ保護アッセ
イを使用した。結果は、全ての個体は、耐性である又は感受性であるかに関係なく、そし
て、処置に関わらず、線虫を接種されるか又はされないかに関係なく、タンパク質を発現
することを示した。遺伝子制御におけるＡＴ配列の生物学的機能、及びプロモーター内の
繰り返し数に関する個体間に存在する差異により、リボヌクレアーゼ保護アッセイは、異
なる個体において遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌの発現鎖を示すと考えられたが、なお、
その結果は、理論的には、線虫による感染に応答して、この遺伝子の発現に差異がないこ
とを示し、少なくとも使用された技術によって検出可能なレベルではなかった。
【００３４】
　これらの結果を確認する試みにおいて、新たな研究は、遺伝子発現レベルを定量するた
めの正確かつ精密な技術であるリアルタイムＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）を用いて案出された
。親ＢＲＳ１３３（感受性）及びＰＩ５９５０９９（耐性）、さらに、この異種交配に由
来する感受性集団の個体（２５６－Ｓ、２５９－Ｓ及び２６６－Ｓ）並びに耐性集団の個
体（ＪＦ７００２、ＪＦ７０２７及びＪＦ７０５６）に線虫を接種した。メロイドギネ・
ジャワニカで接種された及び接種されていない処置の根は、ＲＮＡの抽出に回収され、全
ｃＤＮＡ合成は、その後、相対的定量のためのＲＴ－ＰＣＲ反応に使用された。
【００３５】
　結果は、全ての耐性の親個体ＰＩ５９５０９９、その集団のＪＦ７００２、ＪＦ７０２
７及びＪＦ７０５６は、シスト線虫で接種処理された遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのよ
り高い発現を提示することが示された。この集団のこれらの個体は、配列決定において、
遺伝子のプロモーター領域内のより高いＡＴ(n)繰り返しを示したのと同じである。我々
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の仮説は、線虫によって感染させた場合、細胞内のシャペロンの機能を有するその転写を
活性化する、耐性植物の遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－ＬのプロモーターのＡＴリッチ領域
と相互作用するある種の因子を生成するということである。ＡＴ領域などの因子の相互作
用に感受性のある植物において、それはこのような激しいやり方で生じなく、これは、タ
ンパク質Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌの発現レベルが線虫に感受性のある植物においてより低
いことを意味する。
【００３６】
　本発明の技術を通じて、プロモーター領域の特定の点における異なるサイズのＡＴ挿入
物を含む、異なる遺伝子の発現レベルを制御することが可能となる。また、ＡＴ挿入のサ
イズに比例して、プロモーター領域に存在する、遺伝子を過剰発現又は低発現するＧＭ植
物を開発することが可能となる。
【実施例】
【００３７】
生物材料
　構築物は、根こぶ（ｇａｌｌ）線虫であるメロイドギネ・ジャワニカ（Ｍｅｌｏｉｄｏ
ｇｙｎｅ　ｊａｖａｎｉｃａ）にそれぞれ耐性であり、影響を受けやすい大豆遺伝子型の
親ＰＩ５９５０９９及びＢＲＳ１３３を用いて生じさせた。この高配から、Ｆ４世代にお
いて、感受性集団の個体２５６－Ｓ、２５９－Ｓ及び２６６－Ｓ、並びに耐性集団である
個体ＪＦ７００２、ＪＦ７０２７及びＪＦ７０５６を選択し、本試験に用いた。
【００３８】
　また、線虫に感受性である品種ピンタド（Ｐｉｎｔａｄｏ）は、異なる試料から構築さ
れ、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌ（ＧｅｎＢａｎｋ受入番号：Ｍ１１３１７）のプロモ
ーター領域における異なるＡＴ(n)を含む発現カセットを用いて大豆胚の形質転換工程に
おいて、粒子衝突を介して用いられた。
【００３９】
実施例１：プロモーター及び完全遺伝子の単離及び特徴付け
　マイクロサテライトマーカーＳＯＹＨＳＰ１７６プライマーを用いて感受性材料の増幅
断片の初期配列決定から得た遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌの完全配列を用いて、初期に
、感受性遺伝子型だけがマイクロサテライトマーカーＳＯＹＨＳＰ１７６を増幅したこと
を考慮して、分析中の全ての遺伝子型におけるバンドを得るために、新規なプライマーセ
ットを設計した（図１）。
【００４０】
　プライマー（ｐＳｏｙＨｓｐ　ＡｌｅＩ　Ｆ　５’ＣＡＣ　ＣＧＣ　ＧＧＴ　Ｇ　ＧＡ
Ａ　ＴＴＣ　ＴＧＡ　ＡＡＴ　ＴＧＧ　ＧＴＣ　ＴＴＴ　ＴＴＧ３’；ｐＳｏｙＨｓｐ　
　ＮｃｏＩ　Ｒ　５’ＣＣＡ　ＴＧＧ　ＡＡＴ　ＧＧＧ　ＧＡＣ　ＡＣＴ　ＣＧＡ　ＧＧ
Ｔ　ＡＴＴ３’）は、遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのプロモーター領域の開始において
合成され、後のクローニング用に制限部位を付した。図２は、ＧｅｎＢａｎｋで利用可能
である遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌの配列におけるプライマーアニーリング部位を示す
。
【００４１】
　より新しいプライマーセット（ｐＳｏｙＨＳＰ　ＰｓｔＩ　Ｆ　５’ＧＧＧ　ＣＴＧ　
ＣＡＧ　ＧＡＡ　ＴＴＣ　ＴＧＡ　ＡＡＴ　ＴＧＧ　ＧＴＣ　ＴＴＴ　ＴＴＧ３’；Ｓｏ
ｙＨＳＰＣＬ　Ｒ　５’ＣＣＣ　ＣＣＣ　ＧＧＧ　ＴＴＡ　ＡＣＣ　ＡＧＡ　ＧＡＴ　Ｔ
ＴＣ　ＴＡＴ　ＡＧＣ　ＣＴ３’）を設計し、これは、コード領域のプロモーターの開始
から終止コドンまでの全遺伝子を増幅し、根こぶ線虫であるＭ．ｊａｖａｎｉｃａに感受
性である遺伝子型と耐性である遺伝子型との間のプロモーター良識のＡＴ(n)挿入物以外
に、遺伝子配列における他の相違の存在を確認するためであった。図３は、完全な遺伝子
を増幅し、配列決定するために設計された、ＧｅｎＢａｎｋで利用可能である、遺伝子Ｇ
ｍｈｓｐ１７．６－Ｌの配列におけるプライマーアニーリング部位を示す。
【００４２】
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　種子由来のゲノムＤＮＡを全ての分析された試料から抽出した。各々の分析した試料か
らの約５０ｍｇの種子は、カミソリの刃で薄片にスライスし、１．５ｍＬマイクロチュー
ブに回収し、３００μＬの抽出緩衝液を添加した。材料を粉砕し、さらに７００μＬの抽
出緩衝液を添加した。以下の表に示されたプロトコールに従って抽出緩衝液を調製した：
表１：ゲノムＤＮＡ抽出緩衝液の調製に使用された試薬：
【００４３】
【表１】

【００４４】
　３０秒～１分間、ボルテックスを用いて溶液をホモジナイズし、４分間、１６，０００
×ｇで室温にて遠心分離した。懸濁液を新しい１．５ｍＬチューブに移し、前回と同じ条
件で新たに遠心分離工程に提供し、新しい１．５ｍＬチューブに移した。
【００４５】
　タンパク質を排除するために、０．１ｍｇのプロテイナーゼＫと０．０１ｍＭのＣａＣ
ｌ2を試料に添加し、水浴中で３７℃にて９０分間インキュベートした。９００μＬの冷
イソプロパノールを添加し、２分間インキュベーション後、７分間、１６，０００×ｇで
遠心分離を行った。上清を捨て、ペレットを９０分間乾燥させた。４０μｇ／μＬのＲＮ
ａｓｅ　Ａを含む３００μＬのＴＥ緩衝液（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　１Ｍ、ｐＨ８．０、ＥＤ
ＴＡ　０．５Ｍ、ｐＨ８．０）にペレットを再懸濁させ、ＲＮＡを排除するために、もう
一度、水浴中で３７℃にて９０分間、試料をインキュベートした。次に、新たに沈殿工程
を行い、最終的に、ＤＮＡペレットを３００μＬのＴＥ緩衝液に再懸濁させ、分光偏光計
を用いて定量し、その質及び完全性を０．８％アガロースゲルにおいて確認した。
【００４６】
　全ての耐性試料及び感受性試料から、プロモーター領域と完全遺伝子配列を増幅するた
めに、ＰＣＲ反応をＰｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　９６００サーモサイクラーを用いて行い
、３０ｎｇの鋳型ＤＮＡ、１０×反応緩衝液（１００ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．
３、５００ｍＭのＫＣｌ、及び４００μＬの超純水）、１．５ｍＭのＭｇＣｌ２、１．３
ｍＭのｄＮＴＰ、１ＵのＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、及び５μＭの各ＦとＲプライマー
から構成され、超純水を用いて最終体積を１０μＬにして完了した。
【００４７】
　ＤＮＡ試料を増幅するために使用した熱サイクルプログラムは、以下のように構成され
る：９４℃で７分間の初期変性段階、続く、９４℃で１分間の変性、６０℃で１分間のア
ニーリング、及び７２℃で２分間の伸長の３０サイクル。７２℃で７分間のサイクルを最
終に行った。増幅生成物を１％アガロースゲルで分離し、１×ＴＢＥ緩衝液（１０８ｇ　
Ｔｒｉｓ塩基、５５ｇボロン酸、４０ｍＬのＥＤＴＡ　０．５Ｍ　ｐＨ８．０、及び蒸留
水、最終体積を１Ｌとして完了する）を用いて調製され、エチジウムブロマイド（１０ｍ
ｇ／ｍＬ）で染色した。Ｋｏｄａｋ　Ｄｉｇｉｔａｌ　ＤＣ２９０システムを用いてイメ
ージを得た。
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【００４８】
　増幅した断片（図４及び５）は、ＰｕｒｅＬｉｎｋ（商標）Ｑｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘ
ｔｒａｃｔｉｏｎ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）キットを用いて、製造業者の使用説明書に従
って抽出された。ＤＮＡを精製後、－２０℃にて保存した。次に、ＤＮＡを定量し、断片
とプラスミドベクターとの間の連結反応をＴＯＰＯ（登録商標）ＴＡクローニングキット
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて行った。連結反応は以下の構成であった：２μＬ超純
水；１μＬ塩溶液（７μＬの塩溶液の希釈：２１μＬの超純水）；１μＬのＴＯＰＯ（登
録商標）ベクター及び２μＬ（約１０ｎｇ）の精製バンド。試料を室温にて５分間インキ
ュベートした。
【００４９】
　得られたベクターは、エレクトロポレーションを通じて、大腸菌（ＤＨ１０Ｂ菌株）細
胞形質転換のために使用された。エレクトロコンピテント細胞を調製し、グリセロールス
トックからプレートストリーキングを通じて単離されたコロニーを得た。次に、５個の単
一コロニーは、一晩、１０ｍＬのＬＢ培地－Ｌｕｒｉａ　Ｂｅｒｔａｎｉ（１Ｌの蒸留水
に対して、トリプトファン、酵母エキス及びＮａＯＨの２０ｇ混合物）中で３７℃にて２
００ｒｐｍで培養された（プレ接種）５ｍＬのプレ接種は、ＯＤ５００が０．５～０．７
に到達するまで、３７℃にて３００ｒｐｍ回転した５００ｍＬのＬＢ培地に添加された。
この期間後、氷上で２０分間、細胞をインキュベートし、無菌状態で、氷で予め冷やした
２５０ｍＬ遠沈管に移した。４，２７８×ｇで１５分間、４℃での遠心分離工程を行い、
上清を捨て、ペレットを冷却した１０％グリセロールの５００ｍＬ中に再懸濁させた。同
じ条件下で新たに遠心分離を行い、上清を捨て、ペレットを冷却した１０％グリセロール
の２５０ｍＬに再懸濁させた。もう一度、遠心分離工程を行い、ペレットを冷却した１０
％グリセロールの２０ｍＬに再懸濁させた。溶液を５０ｍＬの滅菌チューブに移し、３９
９７×ｇで１５分間、４℃にて遠心分離を行った。最終行程として、ペレットを冷却した
１０％グリセロールの１ｍＬ～２ｍＬに再懸濁させた。エレクトロコンピテント細胞を５
００μＬのマイクロチューブに分注し、－８０℃の冷凍庫で保存した。
【００５０】
　２．５ｋＶ、２５μＦに設定したＭｉｃｒｏＰｕｌｓｅｒ（ＢｉｏＲａｄ）エレクトロ
ポレーター、及び２００又は４００オームに設定したパルスコントローラーでエレクトロ
ポレーションを行った。２μＬの連結反応物及び１００μＬのエレクトロコンピテント細
胞を用いた。細胞救出は、１５ｍＬの滅菌Ｆａｌｃｏｎチューブにおいて、１ｍＬのＳＯ
Ｃ培地 （０．５ｇ酵母エキス、２ｇトリプトファン、１０ｍＭのＮａＣｌ、２．５ｍＭ
のＫＣｌ、１０ｍＭのＭｇＣｌ2、１０ｍＭのＭｇＳＯ4、２０ｍＭグルコース、及び９６
ｍＭの蒸留水）中の細菌懸濁液を培養し、３７℃にて１時間２００ｒｐｍでインキュベー
トすることによって得られた。この期間後、３００μＬのエレクトロポレーションした細
胞は、アンピシリン（１００μｇ／３０ｍＬ）を補足し、ＩＰＴＧ／Ｘ－Ｇａｌ（５０μ
ｌのＩＰＴＧ－イソプロピル－β－チオガラクトピラノシド０．１Ｍ、及び１０μＬのＸ
－Ｇａｌ－　－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトシド（５０ｍｇ
／ｍＬ）／プレート）を含む固体ＬＢ培地に播種した。プレートを３７℃にて、一晩、コ
ロニー増殖のためにインキュベートした。組換えコロニーの選択はｌａｃＺシステムを用
いて行い、組換えコロニーは、白いコロニーを示し、非組換えコロニーは青いコロニーを
示す。これは、ｌａｃＺ遺伝子産物と基質（Ｘ－Ｇａｌ）との反応の得られる生産物に起
因している。
【００５１】
　次に、断片のクローニング及びサイズを確認するために、プラスミドＤＮＡ抽出物は、
１ｍＬのＣＧ培地－サイクルグロー（１００ｍＬの水に対して４ｇの市販混合物）及び１
００μＬ／ｍＬのアンピシリン（５０ｍＬのＣＧ培地に対して５０μＬのアンピシリン（
１００ｍｇ／ｍＬ））を含む、９６ウェルマイクロプレート中に単一の白色コロニーの接
種によって実施された。プレートを密封し、３７℃にて３２０ｒｐｍで２２時間、材料を
インキュベートした。
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【００５２】
　プラスミド抽出を進める前に、成長細菌の永続培養を得て、一晩増殖させたＣＧ培地７
５ｍｌと５０％無菌グリセロールを滅菌プレートに含む。この培養物を－８０℃で超冷凍
庫にて保存し、ストックとした。
【００５３】
　ミニプレップを続行し、細胞の堆積物を得るために、マイクロプレートを６分間、１，
３１０×ｇ、１０℃で遠心分離した。上清を捨て、吸収ペーパー上にプレートを素早く逆
さにした。次に、２００μＬのＧＥＴ（２０％グルコース、０．５Ｍ　ＥＤＴＡ　ｐＨ８
．０、１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．４及び５００ｍＬに満たすための水）を各植え
るに添加し、プレートを密封し、２分間、ボルテックスを用いて激しく振とうし、細胞を
再懸濁させた。新たに９分間、１，３１０×ｇ、１０℃の遠心分離を行い、上清を捨て、
吸収ペーパー上にプレートを素早く逆さにし、乾燥させた。
【００５４】
　ＲＮａｓｅ　Ａ（１０ｍｇ／ｍＬ）を含む６５μＬのＧＥＴをマイクロプレートの各ウ
ェルに添加した。全ての材料は、ボルテックスを用いて再懸濁させ、「Ｕ」底のプレート
に移した。次に、各ウェルに６５μＬのＮａＯＨ　０．２Ｎ／ＳＤＳ　１％（０．５ｍＬ
　ＮａＯＨ　４Ｍ＋１ｍＬ　ＳＤＳ　１０％＋超純水、１０ｍＬの体積になるようにする
）を添加した。この溶液は、使用される工程の直前に調製された。プレートを密封し；材
料を５～１０分間の反転により混合し、１０分間室温にてインキュベートした。接着シー
ルに溶液が残らなくなるまで、数秒の迅速遠心分離を行った。
【００５５】
　各ウェルに、４℃で保存した３Ｍ酢酸カリウム（ＫＯＡｃ）６０ｍＬを添加し、プレー
トを密封し、材料を１０回反転することによって混合し、１０分間のインキュベートを氷
上で行った。１５分間、１，３１０×ｇ、４℃の遠心分離工程を行い、８０μＬの上清を
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（登録商標）（ＭＡＧＶ　Ｎ２２）プレートに移し、２５０μＬの「
Ｖ」底ポリプロピレン製マイクロプレートの上部に予め固定した。プレートを５分間、１
，３１０×ｇ、４℃にて遠心分離し、又は全容積が底プレート（Ｖ底）に移されるまで行
われた。Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（登録商標）プレートを取り出し、捨て、「Ｖ」底プレート
に移されるろ過された溶液に８０μＬのイソプロパノールを添加した。
【００５６】
　「Ｖ」底プレートをアルコール耐性接着剤を用いて密封し、材料を反転して混合した。
４５分、１，３１０×ｇ、４℃の遠心分離工程を行い、上清をプレートを反転することに
よって捨て、１５０μＬの冷７０％エタノールを各試料に添加した。プレートを再度、５
分間、１，３１０×ｇ、４℃にて遠心分離し、上清を捨てた後、吸収ペーパー上にプレー
トを反転させ、素早く８２×ｇ、４℃でスピンダウンした。プレートをペーパータオルで
覆い、６０分間室温にて乾燥させ、最終的には、ＤＮＡを３０μＬの超純水に再懸濁させ
た。プレートを密封し、プラスミドＤＮＡの完全な溶出のために室温にて一晩インキュベ
ートした。この期間の経過後、プラスミドＤＮＡを含むプレートを－２０℃の冷凍庫に保
存した。
【００５７】
　試料は、配列決定のために調製される前に、挿入物の存在及びそのサイズを確認するた
めに、制限酵素を用いて消化反応に供された。消化反応物は、１．５μＬの試薬３酵素緩
衝液；０．５μＬのＥｃｏＲＩ（１０Ｕ／μＬ）；５μＬのプラスミドＤＮＡ（約１０ｎ
ｇ）及び８μＬの超純水から構成させ、３７℃で２時間インキュベートした。この期間の
経過後、反応物のアリコートを１％アガロースゲル電気泳動に供した。
【００５８】
　断片は、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　３１００（Ａｐｐｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）キャ
ピラリーシークエンサーによって配列決定され、この場合、ＤＮＡ二本鎖の両配向に基づ
いて、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　ＢｉｇＤｙｅターミネーターサイクルシークエンシング（Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ）キットを使用し、異なる反応物と異なる配列決定実
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験、Ｍ１３Ｒ及びＦプライマーを用いた。配列決定反応は、各試料から１．５μＬのＤＮ
Ａをプレート上に置き、以下の表に記載のプロトコールに従って調製した反応混合物の８
．５μＬを用いた。
【００５９】
表２：配列決定反応のために使用した反応混合物の調製に用いた試薬
【００６０】
【表２】

【００６１】
　配列決定反応は、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍサーモサイクラーを以下の条件
で行った：９６℃で２分間；９６℃で１５秒間、５０℃で１５秒間、及び６０℃で４分間
の３０サイクル。最終的に、ＤＮＡ沈殿のための反応は、各試料に７５％のイソプロパノ
ールを８０μＬ添加して行い、次に、１５分間、室温にてインキュベートし、遮光し、４
５分間、１，３１０×ｇの遠心分離を行った。
【００６２】
　上清を捨て、１００μＬの７０％エタノールを用いてペレットを洗浄し、次に、１５分
間、１，３１０×ｇの遠心分離工程を行った。上清を捨て、室温にて、遮光し、ペレット
を乾燥させた。配列決定機械における試料適用について、１０μＬのｈｉ－ホルムアミド
にペレットを再懸濁させ、次に、ＤＮＡ変性を引き起こすために、９５℃、５分間、サー
モサイクラーで使用をインキュベートした。ＤＮＡの再アニーリングを回避するために、
プレートを即座に氷に移し、その後、配列決定機械に置いた。
【００６３】
　プロモーター領域及び完全な遺伝子領域の配列決定後、生物学的配列の配列データベー
スサーチを行い、得られた断片と既知のＤＮＡ、及びタンパク質配列の間の類似性を検証
した（図６）。これを達成するために、プログラムＢＬＡＳＴｎとＢＬＳＡＴｘ（Ａｌｔ
ｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７），Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：
３３８９－３４０２）を用いた。ヌクレオチド配列（図７及び図８）並びにアミノ酸配列
（図９）のアラインメントはまた、適切なソフトウェア、例えば、Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ
　Ａｄｖａｎｃｅｄ　１０．０．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．），ＢｉｏＥｄ
ｉｔ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｅｄｉｔｏｒ　ａｎｄ　Ｃｌｕｓｔａｌ
　Ｗを用いて行った。
【００６４】
実施例２：遺伝子発現の調節研究－ＲＰＡ
　親遺伝子型ＰＩ５９５０９９（耐性）及びＢＲＳ１３３（感受性）をＲＰＡ実験のため
に選択した。大豆に存在する熱ショックタンパク質Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌ（ＧｅｎＢａ
ｎｋ受入番号：Ｍ１１３１７）の完全配列から、プライマーセットをコード配列に対して
設計した（ＲＰＡ２　Ｆ　５’ＧＡＣ　ＡＴＣ　ＡＴＣ　ＡＡＡ　ＣＡＡ　ＧＡＧ　ＡＡ
３’及びＲＰＡ２　Ｒ　５’ＴＣＴ　ＣＴＣ　ＣＧＣ　ＴＡＡ　ＴＣＴ　ＧＡＡ３’）。
【００６５】
　分析した親試料由来の種子ＤＮＡ抽出物、ＰＣＲを通じた断片の増幅、ＰＣＲにより生
じた生成物のクローニング及び配列決定は、前述の項目において従前に詳述されたプロト
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【００６６】
　親ＰＩ５９５０９９（耐性）及びＢＲＳ１３３（感受性）由来の総ＲＮＡは、２つの異
なる処置（Ｍ．ジャワニカ線虫卵の接種及び非接種）に供された大豆根から抽出された。
トリゾール試薬（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）キットを用いて抽出を行った。すり
鉢と乳棒を用いて液体窒素中で根を粉砕し、オートクレーブしたファルコンチューブに移
し、ドラフトで保存し、これは２０ｍＬのトリゾールを含む。ホモジナイゼーション後、
試料を５分間、室温（１５～３０℃）にて試料をインキュベートした。１ｍＬのトリゾー
ルの各々に対して０．２ｍＬのクロロホルムを添加し、１５秒の激しい撹拌後、溶液を室
温（１５～３０℃）にてさらに３分間インキュベートした。次に、１２．２４０×ｇ、１
５分間、４℃の遠心分離工程を行った。ＲＮＡを含む液相を新しいファルコンチューブに
移し、最初に使用したトリゾール１ｍＬの各々に対して、０．５ｍＬのイソプロパノール
を用いて沈殿させた。溶液を室温（１５～３０℃）で１０分間インキュベートした。１２
．２４０×ｇ、１０分間、４℃の新たな遠心分離工程を行った。チューブの底に形成した
ペレットには沈殿したＲＮＡが含まれる。全上清を取り除き、ＲＮＡペレットを７５％エ
タノール（使用したトリゾール１ｍＬの各々に対して１ｍＬエタノール）を用いて洗浄し
た。溶液を４．２８５×ｇ、５分間、４℃で遠心分離を行い、再度、全上清（エタノール
）を除いた。ペレットを溶解するために、４００μＬのＤＥＰＣ水を添加した（必要に応
じて、ペレットを溶解するために温度を５０～６０℃に上昇させた）。抽出後、総ＲＮＡ
を分光偏光計で定量した；その完全性を２％アガロースゲルで検証し、最後に、－８０℃
で超冷凍庫で保存した。
【００６７】
　初期に、対象の断片を含むプラスミドを線状化した。３０．６μＬのＤＥＰＣ水、４μ
Ｌの緩衝液、１μｇの精製プラスミド、０．４μＬのＢＳＡ、及び１μＬの制限酵素Ａｐ
ａＩを含む反応物を３７℃、２時間、サーモサイクラーでインキュベートした。この期間
の経過後、プラスミドは、１体積のフェノールを用いて精製され、ボルテックスを用いて
２分間混合され、１１．７５０×ｇ、１０分間、４℃の遠心分離工程に供された。次に、
水相を回収し、酢酸アンモニウム（ＮＨ4ＯＡｃ）を添加して、最終濃度を０．５Ｍにし
た。３体積の冷９５％エタノールを添加し、溶液を－２０℃にて１時間インキュベートし
た。１１．７５０×ｇ、４℃、１５分間の新たな遠心分離工程を行い、上清を注意深く捨
てた。チューブを開け；ペレットを５分間乾燥させ、次に、３０μＬのＤＥＰＣ水に再懸
濁させ、－２０℃にて冷凍庫で保存した。
【００６８】
プローブを得ること
　プローブを得るための転写反応は、ＭＡＸＩＳｃｒｉｐｔ（商標）インビトロ転写（Ａ
ｍｂｉｏｎ　Ｉｎｃ．）キットを用いて行った。ＲＮＡポリメラーゼＴ７とＰ32－標識し
たホスフェートジデオキシヌクレオチド（ＣＴＰ）を用いた。最初に、全てのキット試薬
を解凍し、氷上で維持した。ただし、室温に保存しなければならないＴｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎ緩衝液（登録商標）は除く。全最終体積２０μＬを用いた転写反応は、１．５ｍ
Ｌマイクロチューブで、室温にて、以下の表に記載のプロトコールに従って行った。
【００６９】
表３：放射活性プローブの転写反応に使用される試薬
【００７０】
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【表３】

【００７１】
　次に、全ての試薬をマイクロチューブ中で穏やかに混合し、反応物を３７℃にて１移管
、サーモサイクラーを用いてインキュベートした。２ＵのＤＮａｓｅ　Ｉ　ＲＮａｓｅフ
リーを添加し、反応物を１５分間、３７℃にてインキュベートした。１体積のゲルローデ
ィング緩衝液（９５％ホルムアミド、０．０２５％ブロモフェノールブルー、０．０２５
％キシレンシアノール、０．５ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．０２５ＳＤＳ）を反応物に添加し、
チューブを３～５分間、８５～９５℃で加熱し、全試料を５％ポリアクリルアミドゲル、
尿素８Ｍ、１×ＴＢＥ緩衝液上に適用した。
【００７２】
　１２．０１ｇの尿素、３．１２ｍＬの４０％アクリルアミド：ビス－アクリルアミド（
１９：１）及び２．５ｍＬの１０×ＴＢＥを用いて、最終体積が２５ｍＬのゲルを調製し
た。ゲルの最終体積が超えるのを避けるために少量の水をさらに添加した。尿素を溶解す
るために、ヒーターを備えた磁気撹拌システム中で溶液を維持し、その後、冷却し；シリ
ンダーに移し、最終体積のゲルをＤＥＰＣ水で満たした。次に、１２．５μＬのＴＥＭＥ
Ｄを添加し、最後に１５６．２μＬの１０％過硫酸アンモニウムを添加した。
【００７３】
　この溶液を即座にガラスプレートに適用し、ウェルコム（ｗｅｌｌ　ｃｏｍｂ）を置き
、プレートを動かすことなしに重合をさせた。ガラスプレート及び電気泳動チャンバーを
洗浄し、ＲＮａｓｅ　ＡＷＡＹ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ－Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ）を用いて処理することからなる、これらの材料の前処理を施すことがで
きる。より小さなプレート上で、１～３ｍＬのＲｅｐｅｌをドラフト中で提供し、５～１
０分間、プレートを乾燥させることができる。この処理は、電気泳動後のゲル除去を促進
する。
【００７４】
　電気泳動を行う前に、プレートを洗浄し、過剰の尿素を排除し、ウェルコムの除去後、
注射器の助けでランニング緩衝液を用いてウェルを洗浄した。チャンバーに対して所定電
圧を用いたゲルの２０～３０分の予備駆動を行い、その後、使用を適用した。プローブの
サイズに従って、約２時間の電気泳動を２００～３００ボルトで行った。
【００７５】
　全長プローブだけをゲル精製した。これを達成するために、電気泳動後、プレート開け
、ゲルをプラスチックフィルムで覆い、バンド位置の同定をガイドするために記されたオ
ートラジオグラフィーフィルムを約１時間晒した。次に、フィルムを５分間、暗室中で、
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現像液に浸して現像し、過剰分を除き、洗浄のために約３分間水に浸し、最後に固定溶液
中に５分浸した。次に、フィルムを水に浸し、空気乾燥させた。フィルムとゲルを並べて
、全長転写物の位置を特定した。ゲルの対象領域を取り出し、３５０ｍＬの溶出緩衝液（
０．５Ｍ酢酸アンモニウム、１ｍＭのＥＤＴＡ、２％ＳＤＳ）を含むマイクロチューブに
移した。プローブを含むチューブを４℃にて一晩インキュベートし、プローブ再生を最大
にし、それをハイブリダイゼーションする時まで２０℃で保存した。プローブを標識する
ためのキットは、その質をモニターするための正の対照を与えた。
【００７６】
　２５０ｂｐのラットβ－アクチン遺伝子の挿入物を含む対照ＤＮＡ、直線化されたｐＴ
ＲＩＰＬＥｓｃｒｉｐｔプラスミドからプローブを合成し、ラット肝臓総ＲＮＡにハイブ
リダイズした。それらもキットに与えられた。２つの対照チューブは、酵母総ＲＮＡのみ
を含み、ＲＮａｓｅ酵素の活性を検証するために使用された。このようにして、酵素陽性
対照チューブはＲＮａｓｅと緩衝液を含み、一方、陰性対照チューブは酵素を含まない緩
衝液だけを含んだ。
【００７７】
試料ハイブリダイゼーションと消化
　ＨｙＳｐｅｅｄ（商標）ＲＰＡ－Ｈｙｇｈ－スピードハイブリダイゼーション・リボヌ
クレアーゼ保護アッセイ（Ａｍｂｉｏｎ　Ｉｎｃ．）キットを用いて、リボヌクレアーゼ
保護アッセイは（ＲＰＡ）を行った。各マイクロチューブに対して、標識プローブを総Ｒ
ＮＡ（２０ｍｇ）に（高い比活性を有する、約１００～８００ｐｇの２５０ｎｔ又は１～
１０ｆｍｏｌの２～８×１０４ｃｐｍ）添加した。また、３０ｍｇの酵母総ＲＮＡを試料
に添加し、最終５０ｍｇ／試料を得た。１０ｍＬの酵母総ＲＮＡ（５０ｍｇ）を含む２つ
の他の酵素対照チューブを得て、１つは、プローブ陽性対照としてラット肝臓総ＲＮＡを
含んだ。プローブ＋試料を共沈させるために、０．５ＭのＮＨ4ＯＡｃと３体積の冷９５
％エタノールを添加し、ホモジナイゼーション後、チューブを１５分間－２０℃でインキ
ュベートした。最大速度（最小８．１６０×ｇ）で５分間、４℃にて遠心分離工程を行っ
た。上清を除去し、ペレットを乾燥させた。１０ｍＬのＨｙＳｐｅｅｄハイブリダイゼー
ション緩衝液（登録商標）（予め９５℃に加熱）を各試料に添加し、このチューブを即座
に９５℃（水浴又はサーモサイクラー）でインキュベートした。ペレットを溶解するため
に、試料を数秒間ボルテックスし、９５℃に戻した。ペレットを完全に溶解後、チューブ
を９５℃で３分間、６８℃で１０分間インキュベートした。温度を６８℃に維持しなけれ
ばならず、移動工程は３０秒以下でなければならない。最初に、ＨｙＳｐｅｅｄ　ＲＮａ
ｓｅ消化緩衝液（登録商標）を解凍し、ＲＮａｓｅ　Ａ／Ｔ１と緩衝液の混合物（１：１
００希釈－９９ｍＬの緩衝液中の１ｍＬ　ＲＮａｓｅ）を各試料に対して、１００ｍＬの
適切な体積で調製し、室温にて保存した。１００ｍＬの混合ＲＮａｓｅ　Ａ／Ｔ１＋緩衝
液を各試料、及び酵母総ＲＮＡだけを含む対照チューブに添加し、酵素を含まない１００
ｍＬのＨｙＳｐｅｅｄ　ＲＮａｓｅ消化（登録商標）緩衝液を１つのチューブに添加し、
酵素を含む完全な混合物を他の対照チューブに添加した。試料をボルテックスし、３７℃
にて３０分間、消化させるためにインキュベートした。１５０ｍＬのＨｙＳｐｅｅｄイン
キュベーション／沈殿緩衝液（登録商標）を試料に添加し、素早くボルテックスし、チュ
ーブを１５分間、－２０℃の冷凍庫でインキュベートした。消化後、試料を１５分間、最
大速度、４℃にて遠心分離し、上清を除去し、ゲルローディング緩衝液（通常９～１０ｍ
Ｌの体積）中に再懸濁させた。ピペットによるホモジナイゼーション後、チューブを３～
４分間、９０～９５℃に加熱し、再生を避けるために即座に氷に移した。５％ポリアクリ
ルアミドゲル、８Ｍ尿素に試料を適用し、１×ＴＢＥ緩衝液に希釈し、２００～３００ボ
ルトで約２時間の電気泳動を行い、保護された断片を分離した。電気泳動後、前述のプロ
トコールに詳述されたフィルム露光及び現像について標準的な手法を行った（図１０）。
【００７８】
実施例３：遺伝子発現－ＲＴ－ｑＰＣＲ－温室に設定された実験
　遺伝子Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌのプロモーターの発現試験については、ＲＴ－ＰＣＲ技
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術を用いて、材料ＰＩ５９５０９９、ＢＲＳ１３３、２５６－Ｓ、２５９－Ｓ、２６６－
Ｓ、ＪＦ７００２、ＪＦ７０２７及びＪＦ７０５６は由来の種子は、成長チャンバーで発
芽ペーパー上に播種され、８日後、苗をプラスチック容器に移した。温室で、これらの苗
は、発生Ｊ２の感染段階で幼虫のメロイドギネ・ジャワニカで感染させた。使用された線
虫集団は、品種Ｄｏｋｏ由来の大豆植物から得た。根からの線虫卵抽出物は、０．５％次
亜塩素酸塩溶液中で３０秒間、ブレンダーを用いて材料を挽くことによって得られた。根
を水中で洗浄し、排除サイズ５００を有するミニスクリーンを用いて卵を回収した。その
後、遊離（ｆｒｅｅ）卵懸濁液を２６℃に設定した孵化チャンバーに移し、２４時間ごと
に、ジャワニカ（Ｊ２）を回収して、冷蔵室に保存した。ジャワニカＪ２をＰｅｔｅｒｓ
チャンバーで定量した。ピペットの助けを得て、６６４のＪ２／ｍｌ（植物あたり）を接
種し、接種の第１、３及び６日後に、試験中の８個の材料の各々の３つの大豆植物由来の
根をバルクで回収し、ジャワニカで接種されたものと接種されていないもの（対照処理）
について液体窒素に移した。ＲＮＡ抽出実験の開始まで、根を超冷凍庫（－８０℃）で保
存した。
【００７９】
ＲＴ－ｑＰＣＲプライマー設計
　リアルタイムＰＣＲに使用したプライマー（ＳｏｙＨｓｐＰＳＣ　Ｆ　５’ＧＣＴ　Ｇ
ＴＧ　ＴＧＴ　ＣＡＴ　ＴＧＴ　ＣＡＴ　ＣＧＡ　Ａ３’；ＳｏｙＨｓｐＰＳＣ　Ｒ５’
ＣＡＣ　ＧＧＴ　ＣＴＡ　ＴＴＴ　ＣＴＴ　ＧＣＣ　ＴＡＣ　ＡＴＣ３’）は、Ｇｍｈｓ
ｐ１７．６－Ｌ遺伝子（ＧｅｎＢａｎｋ受入番号：Ｍ１１３１７）の配列ｐｏｓ終止コド
ン（ＴＡＡ－ヌクレオチド位置８８４）を用いて、Ｐｒｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　２．
０（Ａｐｐｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）プログラムで設計された。これらのプライマ
ーは、約８０ｂｐの断片を増幅するために使用された。プライマーを設計するためにＰｒ
ｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓプログラムに適用された選択されたパラメータは、５０ｂｐ～
１５０ｂｐ（１２０ｂｐはＲＴ－ＰＣＲに推奨される）のアンプリコン長、４０％～６０
％のＣＧ含量、最大では一列に４個のＧ塩基、５８℃～６０℃のプライマーＴｍ（融解温
度）、ＦとＲプライマー間のＴｍの最大相違が１℃であり、一列に最大４個の同一塩基を
避けるべきである。その後、プライマー二量体の形成を分析するために、プログラムＯＭ
ＩＧＡを使用し、３’末端の６遊離塩基の最小の存在を観察した。
【００８０】
ｃＤＮＡ合成用の総ＲＮＡ入手
　リアルタイムＰＣＲ実験を行うために、総ＲＮＡをトリゾール試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ－Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を用いて抽出した。最初に、１ｍＬのトリゾー
ル／試料をファルコンチューブに分注し、５５℃に加熱した。試料の植物組織を液体窒素
中でホモジナイズし、０．１ｇを窒素に維持されたチューブに分注された。その後、１ｍ
Ｌの加熱したトリゾールを試料に添加し、１分間ボルテックスし、素早くスピンダウンし
、２分間５５℃にてインキュベートした。試料を４℃、２０分間、１６．０００×ｇで遠
心分離し、２００μＬのクロロホルムを含むチューブに上清を移し、残渣を捨てた。試料
を振とうし、室温（２２～２５℃にて）２分間インキュベートし、次に、１６．０００×
ｇ、３０分間、４℃にて遠心分離した。上清を新しいチューブに移し、８ＭのＬｉＣｌを
１／３体積添加した。振とう後、チューブをフリーザー中で－８０℃、１時間インキュベ
ートした。溶液を解凍するために、チューブを４０℃の水浴中に１～３分維持し、１６．
０００×ｇ、４℃にて３０分間遠心分離した。上清を除去し、捨て、ＲＮＡを含むペレッ
トを妨げることを避ける各試料に４００μＬの７５％エタノールを添加し、チューブを穏
やかに反転した。４℃、５分間、１６．０００×ｇの遠心分離工程を行い、上清を除去し
、完全に捨てた。１００μＬの超純水をペレットに添加し、チューブを穏やかに軽く叩い
て、ペレットを溶解した（ペレットが迅速に溶解しない場合、さらに１００μＬの超純水
を添加することができるが、次の工程で酢酸ナトリウムとイソプロパノールの体積を２倍
にすべきである）。次に、１０μＬの酢酸ナトリウム（３Ｍ）と１００μＬのイソプロパ
ノールを添加し、チューブを穏やかに反転した。試料を－８０℃で３０分間インキュベー



(22) JP 2017-148071 A 2017.8.31

10

20

30

40

50

トし、水浴に３７℃で１～３分間移し、１６．０００×ｇ、４℃にて１５分間遠心分離し
た。上清を除去し、４００μＬの７０％エタノールを添加し、もう一度、チューブを１６
．０００×ｇ、４℃にて１５分間遠心分離した。上清を除去し、捨て、１０分間、ペレッ
トをベンチで乾燥させた。最後に、５０μＬの超純水（又はペレットがすぐに溶解しない
場合には１００μＬ）を添加し、ペレットと溶液を３７℃にて１０分間加熱し、ペレット
の溶解を促進した。ＲＮＡを定量し、－８０℃のフリーザー中に保存した。逆転写反応に
関して、ＲＮＡを希釈し、ｃＤＮＡ合成は、逆転写酵素（モロニー（Ｍｏｌｏｎｅｙ）マ
ウス白血病ウイルス：Ｍ－ＭＬＶ）を用いて行われた。このようにして、１．５ｍｇの総
ＲＮＡをマイクロチューブに分注し、ＤＥＰＣ水を最終体積９ｍＬまで添加し、６ｍＭの
ランダムプライマーを反応に添加し、次に８０℃にて３分間インキュベーションした。こ
の期間の経過後、チューブを氷上で冷却し、１４ｍＬの混合物を試料に添加した。この混
合物は、以下の表に記載されたプロトコールに従って調製された。
【００８１】
表４：ｃＤＮＡ合成用の混合物調製に使用された試薬
試薬　反応あたりの体積
５×第１鎖緩衝液６ｍＬ　ｄＮＴＰ（２．５ｍＭ）　４ｍＬ
ＤＴＴ（０．１Ｍ）　２ｍＬ
逆転写酵素　２ｍＬ
【００８２】
　反応物をサーモサイクラーを用いて、３７℃にて１時間インキュベートし、その後、１
０分、６５℃の工程を行った。ｃＤＮＡを－２０℃にて保存した。
【００８３】
ＲＴ－ｑＰＣＲ　
　ＰＣＲ反応は、サーモサイクラー７３００リアルタイムシステム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂ
ｉｏｓｙｓｔｅｍ）を使用し、製造業者の使用説明書に従って、Ｐｌａｔｉｎｕｍ（登録
商標）ＳＹＢＥＲ（登録商標）グリーンｑＰＣＲ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ　ＵＤＧ（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ－Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）キットを用いて行われた。Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍによって推奨されるように、増幅効率曲線は、標的遺伝子Ｇｍ
ｈｓｐ１７．６－Ｌと内因性対照遺伝子ｒＲＮＡ　１８Ｓ（ＧｅｎＢａｎｋ受入番号：Ｘ
０２６２３．１）（試料標準化のために使用される）について行われた。実験プレートは
、両方の遺伝子について３点測定で試料を用いて設定された。曲線は傾きを与え、それは
、プライマーの増幅効率を計算するために使用され、両遺伝子について類似し、１００％
（値１）に近くなければならない。相対的定量化のための増幅反応は、分析された試料の
各々について回収の３日からｃＤＮＡのバルクを用いて行われた。別々の実験において、
親使用について２つのリアルタイムＰＣＲ実験、及び集団試料について２つを行った。親
菌株ＢＲＳ１３３とＰＩ５９５０９９、及び感受性集団由来の６個の得られた個体、２５
９－Ｓ、２５９－Ｓ及び２６６－Ｓ、並びに耐性ＪＦ７００２、ＪＦ７０２７及びＪＦ７
０５６は、線虫接種処理及び非接種処理について分析された。反応は３点測定で行い、８
．０μＬの超純水、０．５μＬのＲＯＸ、１２．５μＬのＳＹＢＥＲ（登録商標）グリー
ンｑＰＣＲ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ　ＵＤＧ及び２μＬのバルクＤＮＡ（約１．５μｇ）から
成っていた。増幅反応のサイクリングパラメータは以下の通りであった：５０℃にて２分
間；９５℃にて２分間；次に、９５℃にて１５秒、６０℃にて３０秒、及び７２℃にて３
０秒の４５サイクル。データを伸長工程（７２℃）にて回収した。相対的定量化を結論付
けた後、プライマー二量体の形成、非特異的（ｉｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃ）増幅、可能なエ
ラー及び汚染を検証するために、解離曲線を行った。ＲＴ－ＰＣＲ－によって生じたデー
タの解釈は、ＳＤＳ－配列検出システム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ）ソフト
ウェアを用いて行われた。
【００８４】
　これらの分析では、相対的遺伝子発現（ＲＱ）の計算を個別に行い、較正（値１）とし
て、非接種試料を用いて、線虫接種処理及び非接種処理について、別々に試料を比較した
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。ＲＱ値はΔＣｔ法を用いて計算した。このようにして、遺伝子発現のレベル（ＲＱ）は
、各処理の標的試料のＣｔを内因性対照Ｃｔで差し引くことによって計算し、ΔＣｔを生
じさせる。この値は、対照試料のΔＣｔから差し引かれ（較正－値１）、ΔΔＣｔの値を
得る。ＲＱは式２－ΔΔＣｔを通じて得られる。ここで、２は標的遺伝子効率（１００％
＝１）の合計と、１００％効率曲線で得られた内因性対照（１００％＝１）の合成に対応
する（Ｌｉｖａｋ　ａｎｄ　Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ（２００１），Ｍｅｔｈｏｄｓ　２５
：４０２－４０８）。標的遺伝子及び内因性遺伝子の効率は、１００％に近くなければな
らないが、必ずしもそうでなくてもよいが、それらはより低くてもよく、しかしながら、
それらは近くなければならない。そして、この場合、式２－ΔΔＣｔの値２は、標的遺伝
子と内因性遺伝子の効率の合計によって置換される。根こぶ線虫Ｍ．ジャワニカによる接
種及び非接種の治療における親菌株ＢＲＳ１３３及びＰＩ５９５０９９の分析について、
非接種の試料ＰＩ５９５０９９を較正（値１Ｘ）として使用し、感受性群（２５６－Ｓ、
２５９－Ｓ及び２６６－Ｓ）の分析及び耐性集団（ＪＦ７００２、ＪＦ２０２７及びＪＦ
７０５６）について、非接種の感受性試料２５６－Ｓを較正試料として使用した。この材
料は、Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝子のプロモーター領域の配列決定において、低数のＡ
Ｔ（ｎ）挿入物を示したという事実に起因して選ばれた。
【００８５】
実施例４：Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝子のプロモーター領域における、異なるサイズの
ＡＴ（ｎ）挿入物を含む発現カセット構築物
　耐性個体はＧｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝子のプロモーター領域における高数のＡＴ（ｎ
）挿入物を示し、これらの個体は、ＲＴ－ＰＣＲに供された場合、根こぶ線虫Ｍ．ジャワ
ニカで接種されると、高レベルのこの遺伝子発現を示すことが確認されると、発現カセッ
トをＧｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝子のプロモーター領域における、異なる数のＡＴ挿入物
を含むように構築されるように決定された。これらの構築物の利用の目的は、これらのプ
ロモーターは、ＡＴ（ｎ）挿入物とともに、他の遺伝子の発現を誘導し、またそれらの遺
伝子の応答、異なるストレスによるそれらの活性化若しくは非活性化を評価することがで
きる。粒子衝突を用いて、線虫感受性品種ＢＲＳ１３３とＰｉｎｔａｄｏ由来の大豆胚を
形質転換するためにカセットを使用した。得られた構築物において、Ｇｍｈｓｐ１７．６
－Ｌ遺伝子のプロモーターは、異なるストレスへの胚の曝露後、組織化学的アッセイを介
した発現を有するＧｕｓ遺伝子前に位置している。
【００８６】
　８個の分析された試料であるＢＲＳ１３３、ＰＩ５９５０９９、２５６－Ｓ、２６６－
Ｓ、ＪＦ７００２、ＪＦ２０２７及びＪＦ７０５６のプロモーター領域を含む発現カセッ
トを得て、全体で９６カセット（各材料について１２個）であった。しかしながら、ただ
２つの構築物をこの試験の次の工程に使用し、それは、ＡＴ（９）である、より少ない数
の挿入物を有する感受性親ＢＲＳ１３３由来の増幅されたプロモーター領域を含むカセッ
トｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＢＲＳ１３３と、ＡＴ（３２）を有する耐性集団
ＪＦ７０２７由来の個体からの増幅されたプロモーター領域を含むカセットｐＡＧ１／プ
ロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７であった。プラスミドｐＡＧ１は発現カセットを構
築するための鋳型として選ばれた。設計されたストラテジーは、プラスミドに存在するア
クチン遺伝子由来のａｃｔ２プロモーターの除去、及び感受性親菌株ＢＲＳ１３３と、耐
性集団ＪＦ７０２７の個体である、分析されるべき材料由来の増幅されたプロモーターの
挿入であった。また、このプラスミドは、それらのカセットを用いた形質転換プロセスが
上手くいく場合に、組織化学的アッセイを通じて、トランスジェニック胚における視覚化
によって許可さえる、β－グルクロニダーゼ酵素をコードするレポーター遺伝子Ｇｕｓを
示す。また、プラスミドｐＡＧ１は、６５３位における突然変異により、除草剤Ｉｍａｚ
ａｐｙｒ（２－［４，５－ジヒドロ－４－メチル－４－（１－メチルエチル）－５－オキ
ソ－１Ｈ－イミダゾール－２－イル］－３－ピリジンカルボン酸）（Ｔｕ　ｅｔ　ａｌ．
（２００４），Ｗｅｅｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｈａｎｄｂｏｏｋ；Ｌｏｎ
ｄｏｎ：Ａｃａｄｅｍｉｃ）が属するクラスに含まれる除草剤イミダゾリノンに対する耐
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性を与えるシロイヌナズナ由来の酵素のアセト乳酸ピルビン酸リアーゼ（ＡＨＡＳ）－ア
セト乳酸シンターゼ（ＡＬＳ）をコードするａｌｓ／ａｈａｓ遺伝子のプロモーター（ａ
ｈａｓ　５）、コード配列（ａｈａｓ）及びターミネーター（ａｈａｓ　ｔ）を含む。こ
のようにして、この遺伝子は、形質転換後、除草剤含有培地において陽性植物の選択を可
能にする。図１３はプラスミドマップを示す。このストラテジーを発展させるために、Ｗ
ｉｚａｒｄ　Ｐｌｕｓ　Ｍａｘｉｐｒｅｐｓ　ＤＮＡ精製システム（Ｐｒｏｍｅｇａ）キ
ットを用いてプラスミドＤＮＡ抽出を行った。このようにして、単一コロニーは、抗生物
質アンピシリン（０．５ｍｇ）を含む２～５ｍＬのＬＢ培地に植菌され、３７℃にて８時
間、２００ｒｐｍで回転させながらインキュベートした（プレ接種物）。１ｍＬのプレ接
種物を５００ｍＬのＬＢ／アンピシリン培地に移し、３７℃にて１２～２０時間、２００
ｒｐｍで回転させながらインキュベートした。２５０ｍＬチューブに細胞を分注し、５．
０００×ｇで１０分間、室温にて遠心分離し、上清を捨て、１５ｍＬの細胞再懸濁液（５
０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５、１９ｍＭのＥＤＴＡ、１００μｇ／ｍＬのＲＮ
ａｓｅ　Ａ）にペレットを完全に再懸濁させた。１５ｍＬの細胞溶解溶液（０．２Ｍ　Ｎ
ａＯＨ、１％ＳＤＳ）を添加し、反転して混合し、溶液を２０分間、室温でインキュベー
トした。次に、１５ｍＬの中和溶液（１．３２Ｍ酢酸カリウム、ｐＨ４．８）を添加し、
溶液を反転して混合し、白色フレークの形成をもたらし、溶解物は粘性が低かった。沈殿
した材料は、ゲノムＤＮＡ、タンパク質、細胞残屑及びＳＤＳを含む。１４．０００×ｇ
、１５分間、室温での遠心分離工程を行い、上清は、Ｗｈａｔｍａｎ　１フィルターペー
パーを含むシリンダーでろ過された。体積を測定し、５０ｍＬ遠沈管に移し、室温の０．
５体積のイソプロパノールを添加し、反転して混合した。１４．０００×ｇ、１５分間、
室温での新たな遠心分離工程を行い、上清を捨て、ペレットを２ｍＬのＴＥ緩衝液に再懸
濁させた。このＤＮＡを含む溶液に、１０ｍＬのＷｉｚａｒｄ　Ｍａｘｉｐｒｅｐｓ　Ｄ
ＮＡ精製レジン（登録商標）を添加し、レジン＋ＤＮＡの混合物は、真空ポンプに連結さ
れたＭａｘｉｃｏｌｕｍｎに移された。真空にし、２５ｍＬのカラム洗浄溶液（８０ｍＭ
酢酸カリウム、８．３ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５、４０μＭのＥＤＴＡ、５５
％エタノール）を添加し、さらに真空にした。５ｍＬの８０％エタノールをＭａｘｉｃｏ
ｌｕｍｎに適用し、真空にし、その後、全体咳のエタノールをカラムに通過させ、さらに
１分間真空を維持した。次に、Ｍａｘｉｃｏｌｕｍｎを５０ｍＬファルコンチューブに移
し、１．３００×ｇで５分間遠心分離した。レジンを乾燥させるために、真空をさらに５
分間行った。最後に、Ｍａｘｉｃｏｌｕｍｎをキットから与えられるチューブに移し、１
．５ｍＬの予熱した水（６５℃～７０℃）をカラムに添加した。１分経過後、ＤＮＡを溶
出するために、遠心分離工程（１．３００×ｇ、５分間、室温）を行った。抽出後、プラ
スミドＤＮＡを定量し、１％アガロースゲルにおいてその完全性を検証した。ａｃｔ２プ
ロモーター切り出し（－１０００ｂｐ）について、制限酵素消化を行った。第１段階では
、ｐＡＧ１を酵素Ｐｓｔ１とＮｏｔ１による二重消化に供した。この消化により、約５．
５００ｂｐ（ａｌｓ／ａｈａｓ遺伝子のプロモーター－ａｈａｓ　５、コード配列－ａｈ
ａｓ及びターミネーター－ａｈａｓ　ｔに対応する）と６．５００ｐｂ（Ｇｕｓ遺伝子、
ａｃｔ２プロモーター及びプラスミド骨格、Ｏｒｉ及びＮｏｓに対応する）の２つの断片
を得た。消化反応物は、１０μＬのプラスミドＤＮＡ（約１．５μｇ）、２μＬのＲｅａ
ｃｔ　２緩衝液、５．０μＬのＰｓｔ１酵素（１０Ｕ／μＬ）、及び３μＬの超純水から
構成された。チューブを３７℃にて２時間、サーモサイクラーを用いてインキュベートし
た。この期間の経過後、さらに２μＬのＰｓｔ１酵素（１０Ｕ／μＬ）を溶液に添加し、
３７℃にて２時間、サーモサイクラーを用いてインキュベートした。同じマイクロチュー
ブで、Ｎｏｔ１を用いた反応を行い、３．５μＬのＮｏｔ１酵素（１０Ｕ／μＬ）、１．
５μＬのＲｅａｔ　２緩衝液及び２μＬのＮａＣｌ（１Ｍ）を添加した。新たに２時間、
３７℃のインキュベートし、この期間の経過後、さらに２μＬのＮｏｔ１酵素を添加した
。３７℃のサーモサイクラーを用いて反応を一晩維持した。ｐＡＧ１消化した断片を０．
８％アガロースゲルにおいて分離し、前述のプロトコールに従って、ＰｕｒｅＬｉｎｋ（
商標）Ｑｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）キットを用
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いてゲルを抽出した。消化の第２工程では、より大きな断片（６．５００ｐｂ）は、ａｃ
ｔ２プロモーターの切り出しのために制限酵素ＢａｍＨＩで消化された。反応物は、０．
５μＬのＢａｍＨＩ酵素、１５μＬのＲｅａｃｔ　３緩衝液、１２μＬのＤＮＡ消化断片
、及び１μＬの超純水から構成された。サーモサイクラーを用いて、マイクロチューブを
２時間、３７℃にてインキュベートした。この期間の経過後、さらに０．５μＬのＢａｍ
ＨＩ酵素を添加し、反応物をさらに３７℃にて一晩インキュベートした。断片を０．８％
アガロースゲルにおいて分離し、より大きな断片（Ｇｕｓ遺伝子、プラスミドＤＮＡ、Ｏ
ｒｉ及びＮｏｓに対応する）は、製造業者の使用説明書に従って、ＰｕｒｅＬｉｎｋ（商
標）Ｑｕｉｃｋ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）キットを用い
てゲル精製した。親菌株ＢＲＳ１３３と耐性個体ＪＦ７０２７から異なる増幅されたプロ
モーターを含む発現カセット構築物を得るために、連結反応は、１１μＬの超純水、それ
ぞれ試験した試料からの２μＬ（約１０ｎｇ）のＡｈａｓ断片、１μＬ（約１０ｎｇ）の
Ｇｕｓ断片、Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌプロモーター由来の１μＬ（約１０ｎｇ）の精製さ
れたバンド、４μＬのリガーゼ緩衝液及び１μＬのＴ４リガーゼ酵素を混合して行った。
反応を一晩、１４℃にてインキュベートした。２つの選択した試料由来のプロモーター領
域断片は、プライマーｐＳｏｙＨｓｐＰｓｔＩ　Ｆ（５’ＧＧＧ　ＣＴＧ　ＣＡＧ　ＧＡ
Ａ　ＴＴＣ　ＴＧＡ　ＡＡＴ　ＴＧＧ　ＧＴＣ　ＴＴＴ　ＴＴＧ３’）及びｐＳｏｙＨｓ
ｐＢａｍＨＩ　Ｒ（５’ＣＣＣ　ＧＧＡ　ＴＣＣ　ＡＡＴ　ＧＧＧ　ＧＡＣ　ＡＣＴ　Ｃ
ＧＡ　ＧＧＴ　ＡＴＴ３’）を用いて、ゲノムＤＮＡから増幅された。プライマーにおい
て設計及び合成された制限酵素部位により、ａｃｔ２プロモーターを従前に位置したのと
同じ位置で正しい配向のＧｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝子のプロモーターのクローニングが
可能になった。前述のプロトコールに従って、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞、ＤＨ１０Ｂ菌株は、カ
セットの連結反応を用いてエレクトロポレートされ、ＬＢ培地中で一晩、３７℃にて増殖
させた。得られたコロニーから、特定のプライマーを用いた一連のＰＣＲ増幅、制限酵素
を用いた消化反応は、構築物のクローニングが成功したことを検証するために行われた。
発現カセットが得られたという成功を証明するこの工程後、Ｇｍｈｓｐ１７．６－Ｌ遺伝
子のプロモーター領域に特異的なプライマー、ｐＡＧ１プラスミドの、Ａｈａｓ遺伝子（
６５４ｂｐ）については（Ａｈａｓ１　Ｆ５’ＡＣＴ　ＡＧＡ　ＧＡＴ　ＴＣＣ　ＡＧＣ
　ＧＴＣ　ＡＣ３’；Ａｈａｓ２　Ｒ５’ＧＴＧ　ＧＣＴ　ＡＴＡ　ＣＡＧ　ＡＴＡ　Ｃ
ＣＴ　ＧＧ３’）、及びＮｏｓターミネーターについては（Ｎｏｓ１　Ｆ５’ＧＡＡ　Ｔ
ＣＣ　ＴＧＴ　ＴＧＣ　ＣＧＧ　ＴＣＴ　ＴＧ３’；　Ｎｏｓ３　Ｒ５’ＴＴＡ　ＴＣＣ
　ＴＡＧ　ＴＴＴ　ＧＣＧ　ＣＧＣ　ＴＡ３’）を用いてＰＣＲ反応は、全ての得られた
試料を用いて行われた。図１４、１５及び１６は、それぞれ、得られた発現カセットの各
々の１２試料のＧｍｈｓｐ１７．６－Ｌのプロモーター領域の増幅、Ａｈａｓの一部及び
Ｎｏｓ領域の一部を示す。
【００８７】
実施例５：一時的発現又はＧＵＳ（β－グルクロニダーゼ）活性の研究
粒子衝突を介したトランスジェニック植物の取得
　発現カセットｐＡＧ１／プロモーターＧｍＨＳＰ　ＢＲＳ１３３及びｐＡＧ１／プロモ
ーターＧｍＨＳＰ　ＪＦ７０２７を用いて形質転換されたトランスジェニック植物を得る
ために、最初に、プラスミドＤＮＡ抽出を前述のプロトコールに従って行った。この手法
により、バイオバリティクス法、遺伝子銃法又は粒子衝突を介した形質転換手法に使用さ
れるのに十分な多量のプラスミドＤＮＡが得られた。この手法では、植物中の遺伝材料の
導入は、微粒子を用いて行われ、通常、内因性ＤＮＡで被覆された、０．４～０．２ｍｍ
の直径を有する金又はタングステンでできている。粒子を対象のＤＮＡ分子で被覆し、高
圧下でのヘリウムガス放電によって引き起こされる衝撃波により高速で加速し、発射する
。標的細胞又は組織に衝突した場合、破壊することなしに細胞壁及び原形質膜を貫通し（
Ｋｌｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７），Ｎａｔｕｒｅ　３２７：７０－７３）、内因性
ＤＮＡは、細胞液の作用によって微粒子から解離し、植物ゲノムに組み込まれなければな
らない。インビトロで培養され、再生された後、これらのトランスジェニック組織又は細
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胞は、遺伝子改変された植物を生じる（Ｂｒａｓｉｌｅｉｒｏ　ａｎｄ　Ａｒａｇａｏ（
２００１），Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｊ．３（３）：１１３－１２１；Ｒｅ
ｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（２００８），Ｎａｔ　Ｐｒｏｔｏｃ　３：４１０－４１８）。
【００８８】
種子除染
　根こぶ線虫にともに感受性である品種ＢＲＳ１３３及びＰｉｎｔａｄｏ由来の大豆種子
を用いた。計量後、種子は、７０％エタノールで１０分間、その後、１％ナトリウム（Ｖ
／Ｖ）で２０分間の浸漬により除染された。層流フード中で、オートクレーブした蒸留水
で種子を３回洗浄し、種子の２倍量の水に埋め込み、約１６時間～１８時間、水和のため
に浸漬し続けた。
【００８９】
胚の単離及び衝突用の支持プレートの調製
　除湿機及び低い部屋の湿度にするエアコンを用いて、水和された種子から胚を単離した
。無菌した鉗子及び外科用ブレードの助けにより、種子を切開し、胚軸を除き、乾燥を避
けるため、蒸留水を含むペトリディッシュに移した。次に、実体顕微鏡の助けにより、葉
原基を切り出し、頂端分裂組織領域を露呈した。層流フード中のフィルターペーパーに胚
を移し、過剰な水を取り除き、それは、屈折する粒子に対する障壁として振る舞う形質転
換効率を低下させることができる。衝突について、１６ｍｍ径の中心塩（デッドゾーン）
は、無菌鉗子を用いて、ＭＳ培地（Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ　ａｎｄ　Ｓｋｏｏｇ　Ｓａｌｔ
）、３％スクロース及び０．８％フィタゲル（ｐＨ５．７）を含む小さなペトリディッシ
ュ中に設計された。実体顕微鏡の助けにより、プレート中の溝に胚を配置し、頂端分裂組
織領域を上に向けた。担体メンブレン支持体及び支持シリンダーを火で滅菌し、４つの破
壊メンブレンセットを別々にし、使用するまでイソプロパノール中に浸漬し続けた。担体
メンブレンをそれらの支持体中に集めた。
【００９０】
タングステン微粒子の滅菌及び洗浄
　遠沈管において、６０ｍｇのＭ１０タングステン微粒子を計量し、それは、約１００回
の発射には十分な材料である。この遠沈管に、１０ｍＬの７０％エタノールを添加した；
溶液を激しくホモジナイズし、撹拌機上で、動きを維持するには十分な速度で１５分間維
持した。１５．０００ｇで５分の遠心分離工程を行い、微粒子沈下の阻害を避けるために
、マイクロピペットの助けにより、上清を除去し、捨てた。１ｍＬの滅菌蒸留水をこのチ
ューブに添加し、混合物を撹拌機を用いて激しくホモジナイズし、もう一度１５．０００
ｇで５分間遠心分離した。上清を捨て、洗浄工程を２回繰り返した。最終洗浄し、上清を
捨てた後、微粒子を１ｍＬの５０％グリセロール（Ｖ／Ｖ）中に再懸濁した。
【００９１】
タングステン微粒子のＤＮＡコーティング
　１．５ｍＬの遠沈管に、５０μＬの微粒子懸濁液を分注し、ホモジナイゼーションのた
めに１５分間ソニケーターに供し、このようにして、微粒子の凝集を避け、均一な沈殿を
可能にした。最小６μｇに同等なＤＮＡを上清に添加し、マイクロピペットの助けにより
、穏やかにホモジナイズした。５０μＬのＣａＣｌ2（２．５Ｍ）を溶液に添加し、穏や
かにホモジナイズした後、２０μＬのスペルミジンを添加した。さらにホモジナイゼーシ
ョン後、適合したチューブ撹拌機で、溶液を１０分間、室温にて、穏やかに回転させなが
らインキュベートした。チューブを１０秒間、最大速度で沈降させ、上清を注意深く除去
し、捨て、微粒子の再懸濁液を避けた。１５０μＬの１００％エタノールを添加した；溶
液を激しくホモジナイズし、１０秒間、最大速度（スピン）でもう一度遠心分離した。上
清を除去し、洗浄工程をもう一度繰り返した。上清を捨てた後、最終洗浄で、２４μＬの
１００％エタノールは、激しくホモジナイズされた試料に添加された。最後に、上清の３
．２μＬのアリコートは、メンブレン支持体上に予め配置された各担体メンブレンの中心
領域に適用された。各沈殿は、ＤＮＡで被覆された微粒子を含む６個の担体メンブレンを
調製するには十分である。微粒子の適用後、シリカゲルを含むプレート上でメンブレンを
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即座に保存し、解剖チャンバーに維持した。それは、５０％を超える空気の相対湿度の状
態へのＤＮＡ被覆された微粒子の曝露が凝集を可能するためであり、結果として、外来遺
伝子発現の頻度を減少させる。
【００９２】
遺伝子銃の使用及び衝突実験
　いくつかの変更を加えたが、Ａｒａｇａｏら（Ｃｒｏｐ．Ｓｃｉ．４２：１２９８－１
３０２（２００２））によって開発されたプロトコールに従って、根こぶ線虫に感受性で
ある品種ＢＲＳ１３３及びＰｉｎｔａｄｏ由来の大豆種子胚の分裂組織部位を発射の標的
とした。衝突前、層流フードを７０％エタノールで清潔にし、ＵＶ照射（１５分間）によ
り滅菌した。保持スクリーン、胚を含むペトリディッシュ、４つセットであり、イソプロ
パノールに浸漬した破壊メンブレン、及び外来ＤＮＡを含む担体メンブレンをオペレータ
ーの近くに維持した。ヘリウムガスシリンダーのバルブを開け、圧力を１．２００ｐｓｉ
に設定した。その後、破壊メンブレンセット（３００ｐｓｉ／メンブレン）は、高圧ヘリ
ウムガスチャンバーの遠端に配置し、密封スクリューをきつく閉め、高圧チャンバーを反
転させ、真空チャンバーにフィットさせた。衝突されるべき材料を含むプレートを配置し
、支持体シリンダー上に、ＤＮＡ被覆された微粒子を含む、保持スクリーン及び担体メン
ブレン支持体も配置した。注意深く、支持体シリンダーを配置し、真空チャンバーを閉め
た。圧力が２７ｐｏｌ／Ｈｇに到達するまで、チャンバー内で真空を可能にする値を緩や
かに開け、このとき、このバルブを閉じた。高圧チャンバー内にヘリウムガスを押し込め
るバルブを開き、破壊膜がヘリウムガスの存在により曲がりを示したとき、引き金を押す
ことによって発射した。発射後、バルブを閉じ、一方、高圧チャンバーからのヘリウムガ
スを放出するバルブを開いた。その後、真空を開放するバルブをゆっくり開け、衝突され
る胚を含むプレートを装置から取り出した。各衝突では、これらの工程を繰り返した。各
衝突後、大部分の胚を異なるプレートに移し、非生物的及び生物的ストレスに供した。し
かしながら、いくつかの胚は、ＢＡＰ　５ｍｇ／ｍＬ（ベンジルアミノプリン）３％スク
ロース、０．６％寒天（ｐＨ）を添加したＭＳ培地を含むプレートに移し、その中で、再
生誘導のために、１８時間維持され、２８℃で光から保護された。
【００９３】
トランスジェニック胚の選択
　トランスジェニック細胞と非トランスジェニック細胞との識別は、個別に又は同じ形質
転換ベクター中の対象遺伝子に連結して、酵素活性を有するタンパク質を発現する選択遺
伝子を植物ゲノムに導入することにより行うことができる。作用様式に従って、マーカー
遺伝子は、抗生物質への耐性を付与する遺伝子、除草剤への耐性を付与する遺伝子、及び
ポジティブ選択を有するマーカー遺伝子として分類される（Ｂｒａｓｉｌｅｉｒｏ　ａｎ
ｄ　Ｄｕｓｉ　（１９９９），Ｉｎ：ＴＯＲＲＥＳ，Ａ．Ｃ；ＣＡＬＤＡＳ，Ｌ．Ｓ．；
ＢＵＳＯ，Ｊ．Ａ．Ｅｄ．Ｃｕｌｔｕｒａ　ｄｅ　ｔｅｃｉｄｏｓ．ａｎｄ　ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍａｇａｏ　ｇｅｎｅｔｉｃａ　ｄｅ　Ｐｌａｎｔａｓ．Ｂｒａｓｉｌｉａ：Ｅｍ
ｂｒａｐａ－ＳＰＩ／Ｅｍｂｒａｐａ－ＣＮＰＨ，１９９９．ｐ．６７９－７３５．ｖ．
２）。遺伝子ａｈａｓは、除草剤への耐性を付与する遺伝子に分類される。この遺伝子は
、アセトヒドロキシル酸シンターゼ（ＡＨＡＳ）酵素の改変形態をコードし、アセト乳酸
シンターゼ（ＡＬＳ）としても知られている。この配列の６５３位への変異により、アス
パラギンによるセリンの置換をもたらし、改変酵素を生じさせ、除草剤クラスのイミダゾ
リノンによって認識されない。この遺伝子で形質転換された分裂組織細胞は、選択分子の
分裂組織部位への全体の転移及び内因性ＡＨＡＳ酵素の不活性化の基づくプロセスにおい
て、除草剤Ｉｍａｚａｐｙｒの存在下で選択される。選択剤は頂端分裂組織に局在するた
め、非トランスジェニック細胞は死滅し、植物に生育するトランスジェニック細胞の生存
が支持される（Ａｒａｇａｏ　ａｎｄ　Ｂｒａｓｉｌｅｉｒｏ（２００２），Ｊ．Ｐ．Ｐ
ｈｙｓｉｏ，１４（Ｉ））。このようにして、再生後、いくつかの胚は、選択培地ＭＳ、
３＆スクロース、０．１５μＭのＩｍａｚａｐｙｒ除草剤、０．８％寒天及びＢ５ビタミ
ン（ｐＨ５．７）を含むプラスチックカップに移され、約４５日間、成長チャンバーで、
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２８℃にて、１６時間の光周期で生育された。光強度は５０μｍｏｌ　ｍ－２ｓ－１であ
り、相対湿度は８０％を超えた。次に、再生された植物は、オートクレーブされた砂：バ
ーミキュライト（１：１）を含むプラスチックカップに移され、栄養溶液（ｐＨ６．６）
で加筆された。後に、順化のために、カップをプラスチックバックで覆い、必要に応じて
栄養溶液で散水し、さらに２８～３０日間、成長チャンバーで生育した。順化のこの器官
の経過後、プラスチックバッグを取り除き、特異的プライマーを用いたＰＣＲ技術を介し
て、分子分析及び陽性植物の特定のために試料回収が可能な限り、通常に発育させること
ができた。
【００９４】
種々のストレスに供されたトランスジェニック胚を用いた実験
　根こぶ線虫に感受性であり、種々の発現カセット（親感受性株ＢＲＳ１３３（Ｓ－ｐＡ
Ｇ１／プロモーターＧｍＨＳＰ　ＢＲＳ１３３）及び耐性集団ＪＦ７０２７由来の個体（
Ｒ－ｐＡＧ１／プロモーターＧｍＨＳＰ　ＪＦ７０２７）から増幅されたＧｍｈｓｐ１７
．６－Ｌ遺伝子のプロモーター領域を含む）で形質転換された大豆品種ＢＲＳ１３３及び
Ｐｉｎｔａｄｏ由来の胚は、生物的ストレス、この場合は、Ｍ．ジャワニカのジャワニカ
Ｊ２による接種、及び非生物的ストレス、例えば、熱、冷却、塩分及び脱水（干ばつ）に
供された。非トランスジェニック胚（ＣＮ－負の対象）及びｐＡＧ１プラスミドのみで形
質転換した胚（ＣＰ－正の対象）を同じ処置に供した。熱ストレスを適用し、胚を２５℃
（室温）、３５℃及び４５℃（温室中）にて維持した。４℃（冷蔵庫）及び１５℃（温室
）の処理は冷却ストレスに用いた。これらのストレスは、２時間、４時間、及び２４時間
の時点で溶液中で胚に適用された。脱水（干ばつ）は、温室にて３７℃にて行い、フィル
ターペーパー上で２時間、４時間、及び６時間の時点で維持した。塩分ストレスについて
は、胚は、２００ｍＭ及び４００ｍＭのＮａＣｌ濃度で２４時間維持された。生物的スト
レスは、２４時間、４８時間、及び７２時間、Ｊ２発生段階（２．０００～３．０００の
Ｊ２／ｍＬ）で線虫を含む溶液で胚を維持することによって行われた。図１７は、ストレ
スをどのように適用したかを示す。
【００９５】
種々の発現カセットを用いて形質転換され、種々のストレスに供された胚における組織化
学的アッセイ
　Ｇｕｓ遺伝子の発現産物は、組織化学的アッセイを通じて、植物組織におけるその酵素
的活性を検出することによって、選択のマーカーレポーターとして使用され得る。この定
量的方法は、ｂ－グルクロニダーゼ酵素によって、酸素の存在下で不溶性の青色沈澱物を
もたらす二量体を生じさせる、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－ｂ－Ｄ－グル
クロニド（Ｘ－ｇｌｕｃ）基質の開裂に基づいている。この方法論は、組織特異性、プロ
モーターの単離、トランスジェニック植物の同定、及び移動条件に関する遺伝子発現制御
研究を補助する（Ｂｒａｓｉｌｅｉｒｏ（１９９８），Ｉｎ：Ｂｒａｓｉｌｅｉｒｏ，Ａ
．Ｃ．Ｍ．；Ｃａｒｎｅｉｒｏ，Ｖ．Ｔ．Ｃ．（ｅｄ．）．Ｍａｎｕａｌ　ｄｅ　ｔｒａ
ｎｓ　ｆｏｒｍａｃａｏ　ｇｅｎｅｔｉｃａ　ｄｅ　ｐｌａｎｔａｓ．Ｂｒａｓｉｌｉａ
：Ｅｍｂｒａｐａ　－　ＳＰＩ／Ｅｍｂｒａｐａ－Ｃｅｎａｒｇｅｎ，１９９８，ｐ．１
４３－１５４；Ａｒａｇａｏ　ｅｔ　ａｌ．（２０００），Ｔｈｅｏｒ．Ａｐｐｌ．Ｇｅ
ｎ，１０１：１－６））。このようにして、種々のカセットで形質転換され、その後に種
々のストレスに供された、２つの遺伝子型であるＢＲＳ１３３とＰｉｎｔａｄｏの胚をプ
レートに移し、試料を覆うには十分な体積でＸ－Ｇｌｕｃ反応緩衝液を添加した。この緩
衝液は、８５ｍＬのジメチルホルムアミド中に８．５ｍｇのＸ－Ｇｌｕｃを希釈すること
によって調製された。リン酸緩衝液（ＮａＨ２ＰＯ４－５０ｍＭ　ｐＨ７．０）は、１７
ｍＬ、最後は１７ｍＬのＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００の体積に添加された。この溶液を調製
後、冷蔵庫で保存した。胚及び緩衝液を含むプレートを密封し、暗所中、温室にて３７℃
で約１６時間インキュベートした。その後、緩衝液を取り除き、１ｍＬの７０％エタノー
ルを添加して、反応を停止させた。試料を実体顕微鏡（ＳＱＺ－ＤＳ４－ＢＩ（Ｔｅｃｎ
ｉｖａｌ））下で分析し、画像を獲得して結果を書面にした。組織化学的アッセイは、ス
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トレスに供した後、試薬Ｘ－Ｇｌｕｃが実施さえると、品種ＢＲＳ１３３はより強い応答
を示すことが示され、これは、青色スポットが明確であり、形質転換された細胞を示す制
限された領域において視認されるためである。この不溶性の青色沈澱物は、β－グルクロ
ニダーゼをコードする構築カセットに存在するＧｕｓ遺伝子反応産物であり、この酵素は
、Ｏ２の存在下で沈殿する二量体を形成するＸ－Ｇｌｕｃ基質と反応する。品種Ｐｉｎｔ
ａｄｏからの胚アッセイ結果を分析する場合、ストレスの大部分において、正の青色スポ
ットは検出されなかった。この品種では、内因性ＧＵＳ発現がより高く、完全な青色胚を
もたらし、その結果が分析と干渉する。大豆胚のバックグランド内因性ＧＵＳ活性は以前
の研究において報告されていた。Ｈｕ及び共同研究者（Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏ
ｒｔｓ，９：１－５，１９９０）は、５３の種々の植物種を分析し、葉、果実部分、種子
及び胚における固有のＧＵＳ活性を試験した。この研究では、大豆は、新鮮な果実由来の
成熟胚と脱水された種子の成熟胚において、強力な正の染色を示し、内因性ＧＵＳ活性の
結果を示した。このようにして、熱ストレスは、温室中で２時間、４時間、及び２４時間
、２５℃、３５℃、及び４５℃の温度にトランスジェニック胚を供することによって適用
された。図１８、１９及び２０は、それぞれ、試験された両品種に対するこれらの処置を
示す。冷却ストレスは、冷蔵庫及び温室中で、２時間、４時間、及び２４時間、４℃及び
１５℃の温度にトランスジェニック胚を供することによって適用された（図２１及び２２
）。このストレスについて、組織化学的反応の陽性青色スポットに関する、品種間の相違
は、Ｐｉｎｔａｄｏ胚においてより非常に顕著であり、それらは構造的に青色であり、内
因性ＧＵＳ活性に起因している。従前の文献（Ｈｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０），Ｐｌａ
ｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ，９：１－５）に記載されている。もう一度、品種ＢＲ
Ｓ１３３由来の胚は、組織化学的アッセイに対してより良好な応答を示し、それは、この
品種が選択されるものであり、この研究の次の工程で使用されなければならないことを示
す。塩分ストレス実験は、対照としての水、２００ｍＭ、４００ｍＭの濃度のＮａＣｌ濃
度に２４時間、トランスジェニック胚を維持することによって行われた。品種ＢＲＳ１３
３由来の胚は、このアッセイに正に応答し続け、制限された領域で青色スポットを示し、
以前のストレスとは相違し、品種Ｐｉｎｔａｄｏは明らかでありかつ検出可能な応答を示
さなかった。図２３はそれらの結果を示す。干ばつストレスは、フィルターペーパー上に
３７℃で胚を配置し、温室中で２時間、４時間、及び６時間維持することによって適用さ
れた。もう一度、品種ＢＲＳ１３３は、組織化学的アッセイに陽性応答を示し、一方、品
種Ｐｉｎｔａｄｏは、再度、陰性応答を示した。後者は、図２４に示される通り、内因性
ＧＵＳ発現の結果として、胚の非特異的な青色染色を示した。根こぶ線虫Ｍ．ジャワニカ
の感染段階であるジャワニカＪ２を用いて、品種ＢＲＳ１３３及びＰｉｎｔａｄｏ由来の
胚への感染は生物的ストレスを構築した。約２０００～３０００のＪ２／　ｍＬをトラン
スジェニック試料とともにインキュベートし、２４時間、４８時間及び７２時間維持した
。結果は、品種ＢＲＳ１３３（図２５）は、組織化学的アッセイの陽性の青色スポットを
示したことを表し、これは、カセット発現が満足いくように起きたことを示す。この時間
を経過したとき、胚は、それらの局面が改変され、赤茶色を示し、対照試料を含むことを
示している。この変化は、７２時間後により視認され、感染時に、ホルモン及び物質を注
射する染色の感染形態によって胚を攻撃することによって引き起こすことができ、それは
、宿主植物の根において起こるのと同じように、細胞改変を可能にする。しかしながら、
Ｒと命名された胚は、耐性カセットｐＡＧ１／プロモーターＧｍｈｓｐ　ＪＦ７０２７で
形質転換されたものであり、影響が少ないという局面を有し、７２時間で接種された試料
は、元の局面を維持し、白色であり、これは、どうも、より高い数のＡＴ（ｎ）繰り返し
で、耐性集団ＪＦ７０２７からの個体由来のＧｍｈｓｐ１７．β－Ｌ遺伝子のプロモータ
ー領域を含むカセットが、おそらく、より高い発現レベルのシャペロンにより、病原体攻
撃に対するより良好な応答を示すことを示唆している。Ｐｉｎｔａｄｏ由来の胚はまた、
Ｊ２線虫の接種により生物的ストレスに供された場合、構成的に青色に染色される組織化
学的アッセイに対して負の応答に加えて、色の変化の応答を示し、４８時間から、特に７
２時間からより顕著であった。図２６は結果を示す。
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【００９６】
　生物的ストレス及び非生物的ストレスに供された後、組織化学的アッセイはマーカー遺
伝子Ｇｕｓの存在を検出した、品種ＢＲＳ１３３及びＰｉｎｔａｄｏに対する示された結
果から結論付けることがえきるが、しかし、高い内因性活性も、特に品種Ｐｉｎｔａｄｏ
において観察され、異なる材料が形質転換プロセスへの明確な応答を示したことを示唆し
ている。
【００９７】
　Ｇｕｓ発現はまさに形質転換の証拠として考えられると言及するには価値があるが、植
物ゲノムへのＧｕｓ遺伝子の組込みの決定的証拠としては不十分である（Ｐｏｔｒｙｋｕ
ｓ（１９９０），Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉａ　Ｐｌａｎｔａｒｕｍ　７９：１２９－１３４
）。内因性ＤＮＡ配列の組込みの決定的証拠は、分子生物学的技術を介して、特異的プロ
ーブを用いてゲノムＤＮＡハイブリダイゼーションによって与えられる。

【図１】 【図２】
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