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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】アミノ酸量を低減したタバコおよびその系統の
作出方法の提供。
【解決手段】加熱および／または燃焼により、タバコ植
物またはその一部が、少なくとも１種のアミノ酸に由来
する化合物を、非改変親タバコ植物またはその一部と比
較して低減したレベルで発生するような、低減した少な
くとも１種のアミノ酸を含む、遺伝子改変タバコ植物、
およびこのような植物に由来するタバコ製品。該タバコ
は、該タバコを加熱及び／又は燃焼することにより、非
改変親タバコ系統と比較して低減したレベルのアクリル
アミド及び／又はアクリロニトリルに抑制する。これら
の植物は、タバコ製品を改善するのに有用である。
【選択図】図１



(2) JP 2018-46830 A 2018.3.29

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１種の内因性アミノ酸を低減レベルで含むタバコ植物を作出することを含む
改変タバコ植物の作出方法であって、前記タバコ植物またはその一部が、非改変親タバコ
植物またはその一部と比較して、低減したレベルで前記少なくとも１種の内因性アミノ酸
に由来する少なくとも１種の化合物を発生する、方法。
【請求項２】
　アミノ酸に由来する化合物が、潜在的な発癌性物質である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　低減レベルのアミノ酸が、アスパラギンおよび／またはグルタミン酸である、請求項１
に記載の方法。
【請求項４】
　請求項１に記載の方法であって、
非改変タバコ植物からの少なくとも１つのタバコ種子を、突然変異誘発物質を含む溶液中
でインキュベートするステップ；
　前記少なくとも１つのタバコ種子から突然変異誘発物質を洗い流すステップ；
　前記少なくとも１つのタバコ種子を選別剤に暴露するステップ；
　前記少なくとも１つのタバコ種子を発芽させ、少なくとも１つのＭ０タバコ実生を前記
選別剤の存在下で成長させるステップ；
　前記少なくとも１つのＭ０タバコ実生を成長させ、少なくとも１つの突然変異を誘発さ
れたＭ１タバコ種子を含む少なくとも１つのＭ０タバコ植物を作出するステップ；および
　前記少なくとも１つの突然変異を誘発されたＭ１タバコ種子を発芽させ、非改変タバコ
植物と比較して、低減したレベルの前記少なくとも１種のアミノ酸を含む少なくとも１種
の改変Ｍ１タバコ植物を選別するステップ；
を含む、方法。
【請求項５】
　選別剤がロイシンである、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　請求項１に記載の方法であって、
タバコ植物またはその一部が、加熱および／または燃焼すると、非改変親タバコ植物また
はその一部と比較して、低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリ
ルを発生する、方法。
【請求項７】
　改変タバコ植物が、少なくとも５０％低減したレベルのアスパラギンを含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項８】
　改変タバコ植物が、少なくとも４０％低減したレベルのグルタミン酸を含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項９】
　改変タバコ植物が、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）種
である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　改変植物の由来元である非改変タバコ植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種
の内因性アミノ酸を含む改変タバコ植物の作出方法であって、
非改変タバコ植物からの少なくとも１つの種子を、突然変異誘発物質を含む溶液中でイン
キュベートするステップ；
　前記少なくとも１つの種子から突然変異誘発物質を洗い流すステップ；
　少なくとも１つのＭ０タバコ種子に選別剤を含む培地を添加するステップ；
　前記少なくとも１つの種子を前記選別剤の存在下で発芽させ、少なくとも１つのＭ０タ
バコ実生を成長させるステップ；
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　前記少なくとも１つのＭ０タバコ実生を成長させて、少なくとも１つのＭ１タバコ種子
を含む少なくとも１つのＭ０タバコ植物を作出し、ここで前記少なくとも１つのＭ１タバ
コ種子が、少なくとも１つの突然変異を誘発されたＭ１タバコ種子を含むステップ；およ
び
　前記少なくとも１つの突然変異を誘発されたＭ１タバコ種子を発芽させて、前記改変植
物の由来元である非改変タバコ植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種のアミノ
酸を含む少なくとも１つの改変Ｍ１タバコ植物を選別するステップ
を含む、方法。
【請求項１１】
　請求項１０に記載の方法であって、
少なくとも１つのＭ１タバコ植物を成長させてＭ２タバコ種子を作出し、ここで前記少な
くとも１つのＭ１タバコ植物が、前記選別剤の存在下で成長することを可能にする、突然
変異のホモ接合体である、ステップをさらに含む、方法。
【請求項１２】
　選別剤がロイシンである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　改変タバコが、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）種であ
る、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　改変タバコ植物の由来元である非改変タバコ植物と比較して低減した少なくとも１種の
内因性アミノ酸を含む改変タバコ植物またはその一部。
【請求項１５】
　請求項１４に記載のタバコ植物であって、
タバコ植物またはその一部を加熱または燃焼すると、少なくとも１種のアミノ酸に由来す
る化合物が、非改変親タバコ植物またはその一部と比較して低減したレベルで発生する、
タバコ植物。
【請求項１６】
　非改変植物と比較して低減したアスパラギンおよび／またはグルタミン酸を含む、請求
項１４に記載の改変タバコ植物。
【請求項１７】
　請求項１４に記載の改変タバコ植物であって、
改変タバコ植物またはその一部を加熱および／または燃焼すると、前記改変タバコ植物ま
たはその一部が、非改変タバコ植物またはその一部と比較して低減したレベルのアクリル
アミドおよび／またはアクリロニトリルを発生する、改変タバコ植物。
【請求項１８】
　１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９
系統の内の少なくとも１つを含む、請求項１４に記載の改変タバコ植物。
【請求項１９】
　改変タバコ植物の由来元である非改変タバコと比較して、レベルが低減したアクリルア
ミドおよび／またはアクリロニトリルの内の少なくとも１種を含む、改変タバコ植物また
はその一部。
【請求項２０】
　請求項１９に記載の改変タバコ植物であって、
タバコ植物またはその一部を加熱および／または燃焼すると、非改変植物と比較して低減
したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルを含む、改変タバコ植物。
【請求項２１】
　非改変植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を含む、請求
項１９に記載の改変タバコ植物。
【請求項２２】
　非改変植物と比較して低減したアスパラギンおよび／またはグルタミン酸を含む、請求
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項１９に記載の改変タバコ植物。
【請求項２３】
　１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９
系統の内の少なくとも１つを含む、請求項１９に記載の改変タバコ植物。
【請求項２４】
　改変タバコ植物の由来元である非改変タバコ植物からのタバコと比較して低減したレベ
ルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を有する改変タバコ植物からの改変タバコを含む、
タバコ製品。
【請求項２５】
　請求項２４に記載のタバコ製品であって、
タバコ製品を加熱または燃焼すると、非改変親タバコ植物またはその一部からのタバコを
含むタバコ製品と比較して、少なくとも１種のアミノ酸に由来する化合物が、低減したレ
ベルで発生する、タバコ製品。
【請求項２６】
　タバコが、低減したレベルのアスパラギンおよび／またはグルタミン酸を含む、請求項
２４に記載のタバコ製品。
【請求項２７】
　タバコを加熱および／または燃焼すると、非改変タバコと比較して、前記タバコが低減
したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルを含む、請求項２４に記載
のタバコ製品。
【請求項２８】
　１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９
系統の内の少なくとも１つからのタバコを含む、請求項２４に記載のタバコ製品。
【請求項２９】
　改変タバコ植物からの改変タバコを含むタバコ製品であって、前記改変タバコが、非改
変親タバコ植物からのタバコと比較して低減したレベルのアクリルアミドおよび／または
アクリロニトリルを有する、タバコ製品。
【請求項３０】
　タバコを加熱および／または燃焼すると、前記タバコが、低減したレベルのアクリルア
ミドおよび／またはアクリロニトリルを含む、請求項２９に記載のタバコ製品。
【請求項３１】
　タバコが、低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を含む、請求項２９に記
載のタバコ製品。
【請求項３２】
　タバコが、少なくとも低減したレベルのアスパラギンおよび／またはグルタミン酸を含
む、請求項２９に記載のタバコ製品。
【請求項３３】
　１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９
系統の内の少なくとも１つからのタバコを含む、請求項２９に記載のタバコ製品。
【請求項３４】
　１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９
系統の内の少なくとも１つからのタバコを含む、タバコ製品。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｍ０キメラ段階で突然変異体を選別することによって、改変表現型を有する
植物を作出する方法に関する。本発明の実施形態は、平均に比べてより低いレベルの少な
くとも１種のアミノ酸を有するタバコ植物を提供する。これらの植物は、加熱および／ま
たは燃焼により、より少ない量の特定の非天然化学物質を発生するタバコ製品を開発する
のに有用である。
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【背景技術】
【０００２】
　植物中でのアミノ酸の生合成は、高度に調節されている（Ｌｅａら、１９８５年、「Ｔ
ｈｅ　Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ」
、Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｉｎｏ
　Ａｃｉｄｓ、Ｇ．Ｃ．Ｂａｒｒｅｔｔ編、Ｃｈａｐｍａｎ　＆　Ｈｉｌｌ、ロンドン、
１９７－２２６頁）。穀物およびその他の食物中の必須アミノ酸に対する一般的要望のた
め、植物中のアミノ酸含有量を高めるためのいくつかの取組が開発されている。（例えば
、Ｇ．ＧａｌｉｌｉおよびＢ．Ａ．Ｌａｒｋｉｎｓ、１９９９年、「Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ
　ｔｈｅ　Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ　Ｌｙ
ｓｉｎｅ　ａｎｄ　Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔｓ」、Ｐｌａｎｔ　Ａｍｉｎ
ｏ　Ａｃｉｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｏｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ、Ｂ．Ｋ．Ｓｉｎｇｈ編、Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．、ニューヨーク、４
８７－５０７頁参照）。また、タバコにおいて、特定のアミノ酸は、風味および香気を生
み出すための主要供給源であり得る。
【０００３】
　しかし、アミノ酸は、タバコ中でメイラード反応およびストレッカー分解を受け、ピラ
ジン類およびその他の窒素含有化合物を生成し、その一部は有益でない可能性がある。ア
ミノ酸プロフィールは、形成されるピラジン類の生成量のみならず、種類にも影響を及ぼ
す（Ｌｕ，Ｇら、１９９７年、Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．、４５巻、２３３
－２３６頁；Ｊ．ＣｈｅｎおよびＣ．Ｔ．Ｈｏ、１９９９年、Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏｏｄ
　Ｃｈｅｍ．、４７巻、６４３－６４７頁）。したがって、タバコ中のアミノ酸レベルを
高めることに焦点が合わされてきたが、特定のアミノ酸の量を低減したタバコ植物および
このような植物に由来するタバコ製品を生み出す必要性も存在する可能性がある。特定の
アミノ酸は、タバコを加熱および／または燃焼生成される潜在的に有害な化学物質に関連
している可能性がある。例えば、タバコの煙は、国際がん研究機関（ＩＡＲＣ）によって
グループ２Ａの発癌性物質として特徴付けられているアクリルアミドを含有する可能性が
ある。アクリロニトリルも、紙巻タバコの煙中に見出されるＩＡＲＣグループＢ１の発癌
性物質である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｌｅａら、１９８５年、「Ｔｈｅ　Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　
Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ」、Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ、Ｇ．Ｃ．Ｂａｒｒｅｔｔ編
、Ｃｈａｐｍａｎ　＆　Ｈｉｌｌ、ロンドン、１９７－２２６頁
【非特許文献２】Ｇ．ＧａｌｉｌｉおよびＢ．Ａ．Ｌａｒｋｉｎｓ、１９９９年、「Ｅｎ
ｈａｎｃｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ａｍｉｎｏ　Ａ
ｃｉｄｓ　Ｌｙｓｉｎｅ　ａｎｄ　Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔｓ」、Ｐｌａ
ｎｔ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｏｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｂ．Ｋ．Ｓｉｎｇｈ編、Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．、ニ
ューヨーク、４８７－５０７頁
【非特許文献３】Ｌｕ，Ｇら、１９９７年、Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．、４
５巻、２３３－２３６頁
【非特許文献４】Ｊ．ＣｈｅｎおよびＣ．Ｔ．Ｈｏ、１９９９年、Ｊ．Ａｇｒｉｃ．Ｆｏ
ｏｄ　Ｃｈｅｍ．、４７巻、６４３－６４７頁
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　したがって、一般的に、特定のアミノ酸の生合成を低減した植物系統を提供する方法の
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必要性が存在する。このような方法は、タバコなど大きな植物種のため広い育種施設を必
要とする植物種にも、また、複雑なゲノムを有するために突然変異を分離するため大量の
突然変異事象スクリーニングを必要とする植物種にも利用できるように設計しなければな
らない。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
（発明の要旨）
　本発明は、少なくとも１種の内因性アミノ酸のレベルが低下している植物を作製する方
法を提供する。特定の態様において、本発明は、少なくとも１種の内因性アミノ酸のレベ
ルが低下しているタバコ植物、またはこのような植物に由来するタバコ系統を含む。特定
の実施形態において、本発明は、少なくとも１種の内因性アミノ酸のレベルが低下してい
るタバコ植物から作られたタバコ製品を含む。
【０００７】
　一実施形態において、本発明は、タバコ植物またはその一部が、少なくとも１種の内因
性アミノ酸に由来する少なくとも１種の化合物を、改変植物の由来元である非改変親タバ
コ植物またはその一部と比較して低減したレベルで発生するように、低減したレベルの少
なくとも１種の内因性アミノ酸を有するタバコ植物を作出することを含む、改変タバコ植
物の作出方法を含む。
【０００８】
　また、特定の実施形態において、本発明は、非改変タバコ植物と比較して低減したレベ
ルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を含む改変タバコ植物を作出する方法を含むことが
でき、該方法は、非改変タバコ植物からの少なくとも１つの種子を、突然変異誘発物質を
含む溶液中でインキュベートするステップ；少なくとも１つの種子から突然変異誘発物質
を洗い流すステップ；少なくとも１つのＭ０タバコ種子を選別剤に暴露するステップ；少
なくとも１つの種子を発芽させ、そして選別剤の存在下で少なくとも１つのＭ０タバコ実
生を成長させるステップ；少なくとも１つのＭ０タバコ実生を成長させて、Ｍ１タバコ種
子を含む少なくとも１つのＭ０タバコ植物を作出するステップであって、Ｍ０タバコ植物
からのＭ１タバコ種子は、突然変異を誘発された少なくとも１つのＭ１タバコ種子を含む
ステップ；および突然変異を誘発された少なくとも１つのＭ１タバコ種子を発芽させ、改
変植物の由来元である非改変タバコ植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種のア
ミノ酸を含む改変Ｍ１タバコ植物を選別するステップを含む。
【０００９】
　さらに他の実施形態において、本発明は、改変植物の由来元である非改変タバコ植物ま
たはその一部と比較して低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を含む改変タ
バコ植物またはその一部を含むことができる。一実施形態において、該タバコ植物または
その一部は、少なくとも１種の内因性アミノ酸に由来する化合物を、非改変親タバコ植物
またはその一部と比較して低減したレベルで発生する。例えば、特定の実施形態において
、本発明は、タバコ植物またはその一部を加熱および／または燃焼すると、低減したレベ
ルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルを含む改変タバコ植物またはその一
部を含むことができる。
【００１０】
　さらに他の実施形態において、本発明は、本発明の改変タバコ植物に由来するタバコ製
品を含むことができ、該タバコ製品は、少なくとも１種の内因性アミノ酸を、改変タバコ
植物の由来元である非改変タバコ植物と比較して低減したレベルで有する改変タバコを含
む。一実施形態において、該タバコ製品は、少なくとも１種のアミノ酸に由来する化合物
を、非改変親タバコ植物またはその一部を含むタバコ製品と比較して低減したレベルで発
生する。例えば、本発明は、タバコ製品を加熱および／または燃焼した際に、非改変タバ
コと比較して低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルを有する
改変タバコ製品を含むことができる。
【００１１】
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　本発明の種々の特徴、態様および利点は、以下の説明、添付の特許請求の範囲、および
付随の図面を参照することによってより明瞭になる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】本発明の一実施形態による、少なくとも１種のアミノ酸のレベルが低減したタバ
コ系統を作出するための方法を図解している概略図である。
【図２】本発明の一実施形態による、タバコ１ｇ当たりのミリグラム（ｍｇ）として測定
したアスパラギンのレベルとタバコの全粒子状物質（ＴＰＭ）当たりのマイクログラム（
μｇ）として測定したアクリルアミドのレベルとの間の相関を示す図である。対照系統（
１０ＮＨ－３）を四角形として、種々の実験系統での値を、菱形形状の記号として示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本明細書および特許請求の範囲中で使用する場合、単数形の「１つの（ａ）」、「１つ
の（ａｎ）」、「少なくとも１つ」および「その（ｔｈｅ）」は、文脈がそうでないこと
を明確に指示しない限り、複数の指示物を包含する。また、用語「種子」および「実生」
は、ただ１つの、および複数の指示物を包含する。「乾燥重量パーセント」または「乾燥
重量基準」への言及は、乾燥成分（すなわち、水を除いたすべての成分）を基準にした重
量を指す。
【００１４】
　用語「内因性」は、正常な生物化学的反応の結果として植物によって生み出される化合
物（例えば、アミノ酸）を指す。これらの内因性化合物は、外部の供給源から植物に付加
される化合物（例えば、葉などの表面に塗布される化合物など）を包含しない。
【００１５】
　用語「非天然」は、植物または動物の体内で本来的に摂取および／または合成されない
が、内因性化合物から誘導されることのある化合物を指す。一部の事例において、非天然
化合物は、発癌性物質であることがある。または、非天然化合物は、一部のヒトによって
摂取された場合に、その他の潜在的に有害なまたは有益でない効果を有する可能性がある
。
【００１６】
　本明細書中で定義するように、培地は、生物学的組織の維持または成長に適した組成物
を含むことができる。培地は、水、緩衝溶液、寒天、または増殖培地、例えば、限定はさ
れないが、本明細書中の実施例に記載の培地を含むことができる。一般に、注目の植物と
生物学的に適合性のある任意の組成物が、培地または培地の部分として使用するのに適し
ている可能性がある。
【００１７】
　また、本明細書中で定義するように、突然変異誘発は、ＤＮＡ配列の改変をもたらす過
程を含む。用語「突然変異誘発」は、個体からなる集団内で遺伝子の突然変異を誘発する
突然変異誘発剤の使用を指す。突然変異を誘発されるべき集団は、植物、植物の部分また
は種子を含むことができる。突然変異を誘発される集団に対して、突然変異誘発性の化学
物質または放射線の適用量は、それぞれの種類の植物組織に対して、致死性または不稔性
によって特徴付けられる閾値レベル未満である突然変異頻度が得られるように、実験的に
求めることができる。突然変異誘発処理に由来するＭ１世代の種子の数またはＭ１植物集
団の大きさは、突然変異の予測頻度に基づいて見積もることができる。
【００１８】
　遺伝子中に誘発される可能性のある突然変異の種類としては、例えば、点突然変異、欠
失、挿入、重複および反転を挙げることができる。突然変異誘発としては、フレームシフ
トを引き起こす転移、塩基転換、塩基の付加もしくは欠失、またはヌクレオチドの架橋、
ならびにＤＮＡへのタンパク質（例えば、転写因子）の結合が変更されるような塩基の変
更／置換を挙げることができる。また、このような突然変異体ならびに種間および種内交
雑から構成されるハイブリッドが含まれる。
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【００１９】
　本明細書中で詳細に説明される方法に加えて、一部の実施形態において、突然変異誘発
は、植物細胞を組織培養で成長させることによって誘発することができ、該組織培養は、
体細胞繁殖系の変異体の生成をもたらすことができる。別法として、プロトプラスト融合
を利用してハイブリッド植物を生成させるために開発された標準的なプロトプラスト培養
法を適用することも、変異遺伝子が発現している植物を作出するのに有用である。したが
って、プロトプラストを、変異遺伝子が発現している一次および二次植物から生じさせる
ことができる。カルスは、成功理のプロトプラスト融合および繁殖された植物から培養す
ることができる。生じた子孫ハイブリッド植物を、本明細書に記載の方法により識別し、
変異遺伝子の発現に関して選別することができ、そして本明細書に記載の育種プロトコー
ルで使用することができる。部位特異的突然変異誘発などの遺伝子工学を含む方法も包含
される。
【００２０】
　本発明に包含される植物としては、また、注目のアミノ酸（すなわち、タバコ中の濃度
低下が最終成果であるアミノ酸）の産生に関係している遺伝子とは異なる遺伝子座の非タ
バコＤＮＡを使用して遺伝子操作ができる植物（および／またはこのような植物に由来す
るタバコ系統が）が挙げられる。例えば、農薬に対して抵抗性であるように遺伝子操作さ
れ、さらに本発明の技術によるタバコのゲノムＤＮＡの突然変異誘発（例えば、低アスパ
ラギン産生体になるためのアスパラギナーゼ、アスパラギンシンテターゼまたはその他の
アミノ酸の生合成遺伝子座での）によって改変された植物も本発明中に包含される。一実
施形態において、本発明の植物は、非改変親植物の系統と同様の抗生物質抵抗性プロフィ
ールを本質的に有する植物を含み、その結果、改変植物は、非改変親系統と比較して、新
たな抗生物質抵抗性を含まない。
【００２１】
　突然変異誘発物質は、細胞中のＤＮＡを変化させる（突然変異させる）物質（または処
置）と定義される。適切な突然変異誘発剤としては、例えば、化学的突然変異誘発物質お
よび電離放射線が挙げられる。典型的な化学的突然変異誘発物質としては、限定はされな
いが、メタンスルホン酸エチル（ＥＭＳ）、亜硝酸、５－ブロモウラシル、メチル－ニト
ロソグアニジン、アジ化ナトリウム、アクリジンオレンジ、臭化エチジウム、およびプロ
フラビンなどのフレームシフト突然変異誘発物質などが挙げられる。突然変異は、また、
ＵＶ、Ｘ線、γ線、高速中性子照射線などの放射線によって発生させることができる。突
然変異誘発物質としては、また、タバコゲノム中への外来ＤＮＡの挿入を促進することの
できるウイルスベクター、トランスポゾンなどの遺伝要素が挙げられる。
【００２２】
　一般に、突然変異誘発物質で処理される第一世代は、Ｍ０（またはＭ０）世代を含む。
後に続く世代は、次いで、Ｍ１（またはＭ１）（すなわち、突然変異誘発事象の後の一世
代）、Ｍ２（突然変異誘発事象の後の二世代）などと記述される。したがって、本明細書
中で使用する場合、Ｍ０は、突然変異誘発剤に暴露される植物細胞（およびそれから成長
させた植物）を指し、一方、Ｍ１は、自家受粉Ｍ０植物によって作り出された種子、およ
びこのような種子から成長させた植物を指す。Ｍ２は、自家受粉Ｍ１植物の子孫（種子お
よび植物）であり、Ｍ３は、自家受粉Ｍ２植物の子孫であり、Ｍ４は、自家受粉Ｍ３植物
の子孫である。Ｍ５は、自家受粉Ｍ４植物の子孫である。したがって、Ｍｎ＋１（または
Ｍｎ＋１）世代は、それぞれ、前のＭｎ（またはＭｎ）世代の自家受粉植物の子孫である
。
【００２３】
　本明細書中で使用する場合、「改変植物」、「改変タバコ植物」または「改変タバコ」
は、該改変植物の由来元である非改変植物（例えば、タバコ）に比べて異なる遺伝子型お
よび表現型を有するように遺伝子改変された（すなわち突然変異させた）植物、タバコ植
物、およびタバコを包含する。
【００２４】
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　本明細書中で使用する場合、「改変植物の由来元である非改変植物」は、突然変異植物
系統を作出するのに使用される親植物系統を指す。本明細書中で使用する場合、Ｍ０世代
は、改変Ｍ１植物の由来元である非改変植物である。
【００２５】
　本明細書中で定義されるように、生物体の物理的外観は、その表現型を含み、一方、生
物体の遺伝子組成は、その遺伝子型を含む。ヘテロ接合体は、注目の遺伝子座に異なる対
立遺伝子（すなわち、ＤＮＡ配列）を有するゲノムと定義される。例えば、ヘテロ接合体
の突然変異は、ただ１つの対立遺伝子で突然変異された配列を有する植物である。したが
って、ヘテロ接合体は、そのそれぞれが次世代に伝わることのできる、遺伝子のための２
つの異なる対立遺伝子を有する。ホモ接合体は、１つ以上の遺伝子座に同一の対立遺伝子
を有する生物体と定義される。したがって、ホモ接合体は、注目の遺伝子座に同一の対立
遺伝子を所持し（例えば、２つの突然変異または２つの正常な配列）、それゆえ、同一の
対立遺伝子が、すべての子孫に伝わる。
【００２６】
　したがって、本発明の実施形態は、低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸
を有するタバコ植物（または、このような植物に由来するタバコ系統）を作製する方法を
提供する。一実施形態において、本発明は、低減したレベルの少なくとも１種の内因性ア
ミノ酸を有するタバコ植物またはその一部を含む。特定の実施形態において、本発明は、
低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を有する改変タバコ植物またはその一
部から作られるタバコ製品を含む。
【００２７】
　本発明の方法、植物、植物系統またはタバコ製品のそれぞれに関する特定の実施形態に
おいて、レベルが低減されているアミノ酸は、アラニン、アスパラギン、グルタミン酸、
グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシン、フェニルアラニンおよび／またはセリンの
中の少なくとも１種である。一実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、
アスパラギンである。それに加えて叉はそれに替えて、レベルが低減されているアミノ酸
は、グルタミン酸である。または、その他のアミノ酸（例えば、アスパラギン酸、システ
イン、グリシン、セレノシステイン、チロシン、アルギニン、オルニチン、タウリン、イ
ソロイシン、ロイシン、リシン、メチオニン、フェニルアラニン、トレオニン、トリプト
ファンまたはバリン）のレベルを低減させることができる。
【００２８】
　アクリルアミドは、タバコの熱処理および／または燃焼（例えば、喫煙）により発生す
る可能性のあることが見出されている（例えば、その開示が参照によりその全体で本明細
書に組み込まれる、米国特許出願公開第２０１１／００４８４３４号参照）。アクリロニ
トリルも、紙巻タバコの煙中に見出されるＩＡＲＣグループＢ１の発癌性物質である。
【００２９】
　特定の実施形態において、タバコ中のアスパラギンのレベルを低減すると、タバコに由
来する煙中の（すなわち、例えば、タバコを含むタバコ製品を加熱および／または燃焼す
ることによる）アクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはその他の
非天然化合物の形成レベルの低下をもたらす。また、特定の実施形態において、タバコ中
のアラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシン
、フェニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種のレベルを低減すると、
タバコに由来する煙中の（すなわち、例えば、タバコを含むタバコ製品を加熱および／ま
たは燃焼することによる）アクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／また
はその他の非天然化合物の形成レベルの低下をもたらす。また、少量のアクリルアミドお
よび／またはアクリロニトリルは、タバコを熱乾燥することによって生じる可能性がある
。したがって、特定の実施形態において、本発明の方法および／またはタバコ植物を使用
して、特定のアミノ酸から生じるアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび
／またはその他の非天然の他の化学物質が低減したタバコ製品を作り出すことができる。
【００３０】
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　本発明は、種々の方法で具体化することができる。
【００３１】
　一実施形態において、本発明は、改変植物の由来元である非改変植物と比較して低減し
たレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を含むタバコ植物を作出することを含む、改
変タバコ植物の作出方法を含む。一実施形態において、該タバコ植物またはその一部は、
少なくとも１種のアミノ酸に由来する少なくとも１種の化合物を、非改変親タバコ植物ま
たはその一部と比較して低減したレベルで発生する。
【００３２】
　一実施形態において、レベルが低減したアミノ酸に由来する化合物は、潜在的な発癌性
物質である。または、レベルが低減したアミノ酸に由来する化合物は、タバコ製品の消費
者にとって潜在的に有益でない別の種類の化合物であることもある。例えば、特定の実施
形態において、加熱および／または燃焼により、タバコ植物またはその一部は、非改変親
タバコ植物またはその一部と比較して低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはア
クリロニトリルを発生する。または、その他の潜在的に有益でない化合物を低減すること
ができる。
【００３３】
　一実施形態において、改変タバコは、非改変タバコ植物からの少なくとも１つのタバコ
種子を、突然変異誘発物質を含む溶液中でインキュベートするステップ；少なくとも１つ
の種子から突然変異誘発物質を洗い流すステップ；少なくとも１つの種子を選別剤に暴露
するステップ；少なくとも１つの種子を発芽させ、選別剤の存在下で少なくとも１つのＭ
０タバコ実生を成長させるステップ；少なくとも１つのＭ０タバコ実生を成長させて、突
然変異を誘発された少なくとも１つのＭ１タバコ種子を含む少なくとも１つのＭ０タバコ
植物を作出するステップ；および突然変異を誘発された少なくとも１つのＭ１タバコ種子
を発芽させて、非改変タバコ植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種のアミノ酸
を含む少なくとも１つの改変Ｍ１タバコ植物を選別するステップによって作られる。
【００３４】
　本発明の方法を使用して種々のアミノ酸を標的にすることができる。特定の実施形態に
おいて、内因性レベルが低減されているアミノ酸は、アスパラギンまたはグルタミン酸の
少なくとも一方を含む。一実施形態において、改変タバコ植物は、少なくとも５０％低減
したレベルのアスパラギンを含む。それに加えて叉はそれに替えて、改変タバコ植物は、
少なくとも４０％低減したレベルのグルタミン酸を含む。
【００３５】
　一実施形態において、改変タバコ植物は、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
　ｔａｂａｃｕｍ）種である。
【００３６】
　本発明は、また、改変タバコ植物の由来元である非改変タバコ植物と比較して低減した
レベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を有する改変タバコ植物を作る方法を含む。一
実施形態において、該タバコ植物またはその一部は、非改変親タバコ植物またはその一部
と比較してレベルが低減されている少なくとも１種の内因性アミノ酸に由来する少なくと
も１種の化合物を低減したレベルで発生する。一実施形態において、該タバコ植物または
その一部は、タバコを加熱および／または燃焼することにより、非改変親タバコ植物また
はその一部と比較してレベルが低減されている少なくとも１種の内因性アミノ酸に由来す
る少なくとも１種の化合物を低減したレベルで発生する。
【００３７】
　例えば、特定の実施形態において、本発明は、改変タバコ植物の由来元である非改変タ
バコ植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を含む改変タバコ
植物の作出方法を含むことができ、該方法は、非改変タバコ植物からの種子または種子（
複数）（すなわち、種子）（すなわち少なくとも１つの種子）を、突然変異誘発物質を含
む溶液中でインキュベートするステップ；種子から突然変異誘発物質を洗い流すステップ
；Ｍ０種子を選別剤に暴露するステップ；種子を発芽させ、少なくとも１つのＭ０タバコ
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実生または実生（複数）（すなわち、実生）を選抜剤の存在下で成長させるステップ；Ｍ
０タバコ実生を成長させて、Ｍ１タバコ種子を含む少なくとも１つのＭ０タバコ植物を作
出するステップであって、Ｍ０タバコ植物からのＭ１タバコ種子は、突然変異を誘発され
た少なくとも１つのＭ１タバコ種子を含むステップ；および突然変異を誘発された少なく
とも１つのＭ１タバコ種子を発芽させて、非改変タバコ植物と比較して低減したレベルの
少なくとも１種の内因性アミノ酸を含む少なくとも１つの改変Ｍ１タバコ植物を選別する
ステップを含む。特定の実施形態において、該方法は、少なくとも１つのＭ１タバコ植物
を成長させて、Ｍ２タバコ種子を作り出すステップであって、少なくとも１つのＭ２タバ
コ植物は、選別剤の存在下で生育する能力を付与する突然変異に関してホモ接合体である
ステップをさらに含むことができる。Ｍ０、Ｍ１および／またはＭ２植物は、特定の実施
形態において、選別剤の存在下で成長することができる。
【００３８】
　本発明の方法、植物および組成物（例えば、タバコ製品）のそれぞれに対して、種々の
選別剤を使用することができる。一実施形態において、選別剤は、アミノ酸である。例え
ば、選別剤は、ロイシンでよい。または、選別剤としてその他のアミノ酸を使用すること
ができる。特定の実施形態において、選別剤は、リシンおよび／またはトレオニン以外の
アミノ酸である。
【００３９】
　一実施形態において、改変タバコ植物は、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
　ｔａｂａｃｕｍ）種である。
【００４０】
　特定の実施形態において、本発明の方法で作られた改変タバコ植物は、１０ＮＨ－１８
、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統の中の少なく
とも１つを含むことができ、ここで、これらの系統に関する種子の代表的標本は、特許の
発行により取り消しできないように移動された種子の利用可能性に関するすべての制約を
有するブタペスト条約によって規定された条件下に、２０１１年１２月２２日に米国培養
細胞系統保存機関（ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅ
ｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ、１０８０１大学通り、マナサス、Ｖａ２０１１０－２２０９））
に寄託されている。寄託された種子は、それぞれＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１２３３９（
１０ＮＨ－２３）、ＰＴＡ－１２３４０（１０ＮＨ－３４）、ＰＴＡ－１２３４１（１０
ＮＨ－１８）、ＰＴＡ－１２３４２（１０ＮＨ－２７）およびＰＴＡ－１２３４３（１０
ＮＨ－９）を割り当てられている。または、本明細書に記載のようなその他の植物を本発
明の方法により作ることができる。
【００４１】
　さらに他の実施形態において、本発明は、その植物の由来元である非改変タバコ植物ま
たはその一部と比較して減少された少なくとも１種の内因性アミノ酸を含む改変タバコ植
物またはその一部を含むことができる。一実施形態において、該タバコ植物またはその一
部は、非改変親タバコ植物またはその一部と比較してレベルが低減されている少なくとも
１種の内因性アミノ酸から誘導される少なくとも１種の化合物を低減したレベルで発生す
る。一実施形態において、加熱および／または燃焼により、該タバコ植物またはその一部
は、非改変親タバコ植物またはその一部と比較してレベルが低減されている少なくとも１
種の内因性アミノ酸から誘導される少なくとも１つの化合物を、低減したレベルで発生す
る。
【００４２】
　一実施形態において、改変タバコ植物のゲノムは、異質倍数体ゲノムを含む。また、一
実施形態において、改変タバコ植物のゲノムは、過剰な選別剤（例えば、アミノ酸など）
の存在下での成長に対して顕著な表現型の抵抗性を呈示する突然変異を含む。一実施形態
において、改変タバコゲノムは、ロイシンの存在下での成長に対して顕著な表現型の抵抗
性を呈示する突然変異を有する。
【００４３】
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　一実施形態において、該植物は、非改変植物と比較して、低減した内因性アスパラギン
および／またはグルタミン酸を含むことができる。または、本明細書に記載のように、そ
の他のアミノ酸を低減することができる。
【００４４】
　アミノ酸の低減により、アミノ酸から構成される化合物のレベル低減をもたらすことが
できる。一実施形態において、該タバコ植物またはその一部は、加熱および／または燃焼
により、非改変タバコ植物またはその一部と比較して低減したレベルのアクリルアミドお
よび／またはアクリロニトリルを発生する。例えば、該植物またはその一部は、タバコ植
物またはその一部を加熱および／または燃焼することにより、非改変植物と比較して少な
くとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０または９９％低減したア
クリルアミドおよび／またはアクリロニトリルを含むことができる。
【００４５】
　一実施形態において、改変タバコ植物は、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
　ｔａｂａｃｕｍ）種である。特定の実施形態において、改変タバコ植物は、１０ＮＨ－
５、１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７，１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－
９系統の少なくとも１つを含むことができる。または、改変タバコ植物は、１０ＮＨ－１
８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統の少なくと
も１つを含むことができる。または、本明細書に記載のものをはじめとするその他の系統
を使用することができる。
【００４６】
　他の実施形態において、本発明は、該植物の由来元である非改変タバコと比較してアク
リルアミドおよび／またはアクリロニトリルの少なくとも一方のレベルが低減されている
改変タバコ植物またはその一部を含む。特定の実施形態において、改変植物は、タバコ植
物またはその一部を加熱および／または燃焼すると、非改変植物と比較して低減したアク
リルアミドおよび／またはアクリロニトリルを含む。加えておよび／または代わりに、該
植物は、非改変植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を含む
ことができる。例えば、改変植物は、非改変植物と比較して低減したアスパラギンおよび
／またはグルタミン酸を含むことができる。
【００４７】
　一実施形態において、改変タバコ植物は、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
　ｔａｂａｃｕｍ）種である。特定の実施形態において、改変タバコ植物は、１０ＮＨ－
５、１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７，１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－
９系統の少なくとも１つを含むことができる。または、改変タバコ植物は、１０ＮＨ－１
８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統の少なくと
も１つを含むことができる。または、その他の系統を使用することができる。
【００４８】
　特定の実施形態において、改変タバコ植物は、突然変異誘発によって作出される。該方
法は、特定の実施形態において、非改変タバコ植物からの種子または種子（複数）を、突
然変異誘発物質を含む溶液中でインキュベートするステップ；種子または種子（複数）か
ら突然変異誘発物質を洗い流すステップ；少なくとも１つのＭ０タバコ種子を選別剤に暴
露する（例えば、種子が少なくとも部分的に浸漬される土壌または培地に選別剤を添加す
る）ステップ；種子または種子（複数）を選抜剤の存在下で発芽させ、少なくとも１つの
Ｍ０タバコ実生を成長させるステップ；少なくとも１つのＭ０タバコ実生を成長させて、
Ｍ１タバコ種子を含む少なくとも１つのＭ０タバコ植物を作出するステップであって、Ｍ
０タバコ植物からのＭ１タバコ種子は、突然変異を誘発された少なくとも１つのＭ１タバ
コ種子を含むステップ；および突然変異を誘発された少なくとも１つのＭ１タバコ種子を
発芽させて、改変植物（すなわち、Ｍ１）の由来元である非改変タバコ植物（すなわちＭ
０植物）と比較して低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を含む改変Ｍ１タ
バコ植物を選別するステップを含む。特定の実施形態において、該方法は、少なくとも１
つのＭ１植物から由来するＭ１および／またはＭ２植物を選別剤を含む培地中で発芽させ
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ることを含むことができる。特定の実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸
は、アラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシ
ン、フェニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形態に
おいて、レベルが低減されているアミノ酸は、アスパラギンである。別の実施形態におい
て、レベルが低減されているアミノ酸は、グルタミン酸である。またはその他のアミノ酸
を低減することができる。
【００４９】
　さらに他の実施形態において、本発明は、改変タバコ植物の由来元である非改変タバコ
植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を有する植物からの改
変タバコを含むタバコ製品を含むことができる。特定の実施形態において、改変植物は、
本明細書に記載の方法を使用して作出される。一実施形態において、該タバコ製品は、少
なくとも１種の内因性アミノ酸に由来する化合物を、非改変親タバコ植物またはその一部
を含む製品と比較して低減したレベルで発生する。一実施形態において、加熱および／ま
たは燃焼の際に、該タバコ製品は、少なくとも１種の内因性アミノ酸に由来する化合物を
、非改変親タバコ植物またはその一部を含む製品と比較して低減したレベルで発生する。
【００５０】
　一実施形態において、タバコ製品中で使用される改変タバコのゲノムは、異質倍数体ゲ
ノムを含む。また、一実施形態において、改変タバコ植物のゲノムは、過剰なアミノ酸系
選別剤、限定はされないが、例えばロイシンの存在下での成長に対して顕著な表現型の抵
抗性を呈示する突然変異を含む。
【００５１】
　特定の実施形態において、タバコ製品は、低減したレベルのアクリルアミドおよび／ま
たはアクリロニトリルを含む改変タバコを含むことができる。タバコを加熱および／また
は燃焼することにより、非改変タバコと比較して低減したレベルのアクリルアミドおよび
／またはアクリロニトリルが発生する可能性がある。例えば、該植物またはその一部は、
該タバコ製品を加熱および／または燃焼すると、非改変植物からのタバコを含むタバコ製
品と比較して少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０または
９９％低減したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルを含む可能性がある。
【００５２】
　特定の実施形態において、タバコは、低減した内因性レベルの少なくとも１種のアミノ
酸を含む。特定の実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アスパラギン
および／またはグルタミン酸である。または、アラニンおよび／またはグルタミンおよび
／またはプロリンなどの他のアミノ酸を低減することができる。または、ヒスチジン、リ
シン、フェニルアラニンおよび／またはセリンなどの他のアミノ酸を低減することができ
る。または、その他のアミノ酸を低減することができる。
【００５３】
　一実施形態において、改変タバコ植物は、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
　ｔａｂａｃｕｍ）種である。特定の実施形態において、改変タバコ植物は、１０ＮＨ－
５、１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－
９系統の少なくとも１つを含むことができる。または、改変タバコ植物は、１０ＮＨ－１
８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統の少なくと
も１つを含むことができる。またはその他の系統を使用することができる。
【００５４】
　特定の実施形態において、本発明は、また、改変タバコ植物からのタバコを含むタバコ
製品を含むことができ、該タバコは、該植物の由来元である非改変タバコと比較して低減
したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはその他の非
天然化学物質を有する。特定の実施形態において、改変タバコは、本明細書に記載の方法
を使用して作出される。特定の実施形態において、本発明は、また、改変タバコ植物から
のタバコを含むタバコ製品を含むことができ、該タバコは、タバコ植物またはその一部を
加熱および／または燃焼する際に、該植物の由来元である非改変タバコと比較して低減し
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たレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはその他の非天
然化学物質を有する。
【００５５】
　一実施形態において、タバコ製品中で使用される改変タバコのゲノムは、異質倍数体ゲ
ノムを含む。また、一実施形態において、改変タバコ植物のゲノムは、過剰なアミノ酸系
選別剤、例えば、限定はされないがロイシンの存在下での成長に対して顕著な表現型の抵
抗性を呈示する突然変異を含む。
【００５６】
　特定の実施形態において、タバコ製品は、低減したレベルのアクリルアミドおよび／ま
たはアクリロニトリルを含む改変タバコを含むことができる。タバコを加熱および／また
は燃焼すると、非改変タバコと比較して低減したレベルのアクリルアミドおよび／または
アクリロニトリルが発生する可能性がある。例えば、該植物またはその一部は、タバコ製
品を加熱および／または燃焼すると、非改変植物からのタバコを含むタバコ製品と比較し
て少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０または９９％低減
したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルを含む可能性がある。
【００５７】
　特定の実施形態において、タバコは、低減した内因性レベルの少なくとも１種のアミノ
酸を含む。特定の実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アスパラギン
および／またはグルタミン酸である。または、アラニンおよび／またはグルタミンおよび
／またはプロリンなどの他のアミノ酸を低減させることができる。または、ヒスチジン、
リシン、フェニルアラニンおよび／またはセリンなどの他のアミノ酸を低減させることが
できる。または、その他のアミノ酸を低減させることができる。
【００５８】
　一実施形態において、改変タバコ植物は、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
　ｔａｂａｃｕｍ）種である。特定の実施形態において、改変タバコ植物は、１０ＮＨ－
５、１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－
９系統の少なくとも１つを含むことができる。または、改変タバコ植物は、１０ＮＨ－１
８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統の少なくと
も１つを含むことができる。またはその他の系統を使用することができる。
【００５９】
　さらに他の実施形態において、本発明は、１０ＮＨ－５、１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２
３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統の少なくとも１つからのタ
バコを含む。または、改変タバコは、１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、
１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統の少なくとも１つからのタバコを含むことができ
る。または、本明細書に記載の、または本発明の方法によって作られるその他の系統から
のタバコを使用することができる。
【００６０】
　したがって、一部の実施形態において、本発明は、本発明の植物およびタバコ系統から
作られるタバコ製品を含む。例えば、特定の実施形態において、本発明は、非改変タバコ
と比較して低減したレベルの非天然化学物質を有するタバコ植物からの改変タバコを含む
タバコ製品を含む。特定の実施形態において、本発明は、タバコを加熱および／または燃
焼すると、非改変タバコと比較して低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはアク
リロニトリルおよび／またはその他の非天然化学物質を有するタバコ植物からの改変タバ
コを含むタバコ製品を含む。また、本発明のタバコ製品は、改変タバコの由来元である非
改変タバコと比較して低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を有する改変タ
バコを含むタバコ製品を含むことができる。一実施形態において、レベルが低減されてい
るアミノ酸は、アラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチ
ジン、リシン、フェニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一
実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アスパラギンである。それに加
えて叉はそれに替えて、レベルが低減されているアミノ酸は、グルタミン酸である。また
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は、その他のアミノ酸を低減させることができる。
【００６１】
　特定のアミノ酸の低減は、タバコを加熱および／または燃焼すること（例えば、喫煙）
によって発生する可能性のある非天然化学物質の低減と関連している可能性がある。
【００６２】
　例えば、アクリルアミドは、紙巻タバコの煙中で見出すことのできる発癌性物質である
。特定の実施形態において、タバコ中のアスパラギンレベルを低減することは、煙中での
低減したレベルのアクリルアミドの形成と相関している可能性がある。したがって、特定
の実施形態において、本発明の方法および／またはタバコ植物および／またはタバコ製品
を使用して、加熱および／または燃焼の際に、アミノ酸から熱合成される可能性のあるア
クリルアミドおよび／またはその他の化学物質の発生が低減したタバコ製品を作ることが
できる。
【００６３】
　他の実施形態において、アラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリ
ン、ヒスチジン、リシン、フェニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種
を減少させることは、もう１つの潜在的な発癌性物質であるアクリロニトリルの低減と関
連している可能性がある。一実施形態において、グルタミン酸の低減は、アクリロニトリ
ルの低減と関連していることがある。したがって、特定の実施形態において、本発明の方
法および／またはタバコ植物および／またはタバコ製品を使用して、加熱および／または
燃焼の際に、アミノ酸から熱合成される可能性のあるアクリロニトリルおよび／またはそ
の他の化学物質の発生が低減したタバコ製品を作ることができる。
【００６４】
　例えば、特定の実施形態において、本発明は、加熱および／または燃焼により、タバコ
植物またはその一部が、非改変親タバコ植物またはその一部と比較して低減したレベルの
アクリルアミドを発生するように、低減したレベルの内因性アスパラギンを含む改変タバ
コ植物を作出する方法を含む。
【００６５】
　また、特定の実施形態において、本発明は、タバコ植物またはその一部が、非改変親タ
バコ植物またはその一部と比較して低減したレベルのアクリロニトリルを発生するように
、低減したレベルの内因性アラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリ
ン、ヒスチジン、リシン、フェニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種
を含む改変タバコ植物を作出する方法を包含する。
【００６６】
　例えば、特定の実施形態において、本発明のタバコ植物および／または製品は、熱処理
によって、乾燥植物重量のミリグラム当たり約０．３３マイクログラム（μｇ）のアスパ
ラギン、または改変タバコ植物の由来元である親タバコ植物と比較して約７０％以上低減
したアスパラギンを産生する、タバコ植物の葉またはその他の部分を有する。
【００６７】
　また、特定の実施形態において、本発明の改変タバコ植物のタバコ葉またはその他の部
分から発生した煙中のアクリルアミドの量は、タバコ製品に一般的に使用される他の種類
のタバコ葉および／または改変タバコ植物の由来元である植物から発生する紙巻タバコの
煙と比較して、約５０％以下である。
【００６８】
　例えば、特定の実施形態において、本発明のタバコ植物および／または製品は、熱処理
によって、乾燥植物重量のミリグラム当たり約０．１１０マイクログラム（μｇ）未満の
グルタミン酸、または改変タバコ植物の由来元である親タバコ植物と比較して約４０％以
上低減したグルタミン酸を産生する、タバコ植物の葉またはその他の部分を有する。
【００６９】
　また、特定の実施形態において、本発明の改変タバコ植物のタバコ葉またはその他の部
分から発生する煙中のアクリロニトリルの量は、タバコ製品に一般的に使用される他の種
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類のタバコ葉および／または改変タバコ植物の由来元である植物から発生する紙巻タバコ
の煙と比較して、約５０％である。
【００７０】
　本明細書中でより詳細に説明するように、本発明の方法、植物およびタバコ製品のそれ
ぞれに関する特定の実施形態において、改変タバコ植物は、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉ
ｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）種である。また、他の植物またはタバコを使用するこ
とができる。
【００７１】
　特定の実施形態において、本発明のタバコ製品中で使用される改変タバコは、１０ＮＨ
－５、１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ
－９系統の中の少なくとも１つからのタバコを含むことができる。または、改変タバコは
、１０ＮＨ－１８，１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９
系統の少なくとも１つからのタバコを含むことができる。または、本明細書に記載のその
他の系統からの、または本発明の方法によって作られるタバコを使用することができる。
低減した含有量の少なくとも１種のアミノ酸を有するタバコの作製方法
　本発明の実施形態は、有意に低減したレベルの少なくとも１種の内因性アミノ酸を有す
る植物の作製方法を提供する。特定の実施形態において、本発明は、有意に低減したレベ
ルの少なくとも１種のアミノ酸を有するタバコ植物（またはこのような植物に由来するタ
バコ系統）の作製方法を提供する。
【００７２】
　特定の実施形態において、レベルが低減されている内因性アミノ酸は、アラニン、アス
パラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシン、フェニルアラニ
ンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形態において、レベルが低
減されている内因性アミノ酸は、アスパラギンである。それに加えて叉はそれに替えて、
レベルが低減されている内因性アミノ酸は、グルタミン酸である。または、その他のアミ
ノ酸を低減することができる。
【００７３】
　一実施形態において、該タバコ植物またはその一部を加熱および／または燃焼すること
により、低減目標とされたアミノ酸に由来する化合物を、非改変親タバコ植物またはその
一部と比較して低減したレベルで発生する。特定の実施形態において、改変タバコ植物ま
たはその一部は、（例えば、加熱および／または燃焼により）非改変親タバコ植物または
その一部と比較して低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルお
よび／またはその他の非天然化学物質を発生する。
【００７４】
　したがって、一実施形態において、本発明は、Ｍ０世代における注目の突然変異を選別
することによって、特定のアミノ酸を有意に低減する改変表現型を含む改変植物（または
該植物に由来する系統）の作出方法を含む。該方法は、注目の植物の種子または植物組織
を、突然変異誘発物質を含む溶液中でインキュベートすることを含むことができる。該方
法は、また、種子から突然変異誘発物質を洗い流すことを含むことができる。または、種
子を、その他の方法（例えば、照射）によって突然変異させることができ、次いで、方法
の次のステップが実行される。
【００７５】
　該方法は、加えて、種子または種子（複数）を発芽させること、および少なくとも１つ
のＭ０実生を成長させることを含むことができる。一実施形態において、選別剤は、この
時点で種子に添加される。該方法は、実生または実生（複数）に選別剤を添加することを
さらに含む（ここで、選別剤はキメラＭ０植物を選別し、Ｍ０キメラ植物は、少なくとも
部分的に前もって決めた改変表現型を含む）。該方法は、次いで、Ｍ０キメラ植物を成長
させてＭ１種子を作り出すこと（ここで、Ｍ１種子は、突然変異を誘発されていないＭ１
種子、および前もって決めた改変表現型を含む突然変異を誘発された少なくとも１つのＭ
１種子を含むことができる）、およびＭ１種子を発芽させて前もって決めた改変表現型を
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含むＭ１植物を選別することを含むことができる。特定の実施形態において、該方法は、
Ｍ１植物を成長させてＭ２種子を作り出すこと（ここで、少なくとも１つのＭ２植物は、
改変表現型をもたらす突然変異に関してホモ接合体である）、およびＭ２種子を発芽させ
て少なくとも１つのホモ接合体Ｍ１植物を識別することをさらに含むことができる。特定
の実施形態において、該方法は、Ｍ１植物に由来するＭ１および／またはＭ２植物を、選
別剤を含む培地および／または土壌中で発芽させることを含むことができる。
【００７６】
　別の実施形態において、改変植物（または該植物に由来する系統）は、少なくとも１０
、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０または９９％低減した少なくとも１
種のアミノ酸を有する。別の実施形態において、改変植物は、少なくとも１．２、１．５
、２、４、６、８、１０、２０、５０または１００分の１に低減した少なくとも１種のア
ミノ酸を有する。一実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アラニン、
アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシン、フェニルア
ラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形態において、レベル
が低減されているアミノ酸は、アスパラギンである。それに加えて叉はそれに替えて、レ
ベルが低減されているアミノ酸は、グルタミン酸である。または、その他のアミノ酸を低
減させることができる。
【００７７】
　一実施形態において、該タバコ植物またはその一部は、低減目標とされたアミノ酸に由
来する化合物を、非改変親タバコ植物またはその一部と比較して低減したレベルで発生す
る。例えば、特定の実施形態において、該方法は、加熱および／または燃焼すると、非改
変親タバコ植物と比較して低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニト
リルおよび／またはその他の非天然化学物質を発生する改変タバコ植物を作出することを
含む。
【００７８】
　例えば、特定の実施形態において、本発明は、改変タバコ植物の作出方法を含み、該方
法は、加熱および／または燃焼すると、改変タバコ植物またはその一部が、非改変タバコ
植物またはその一部と比較して低減したレベルのアクリルアミドを発生するように、低減
したレベルの内因性アスパラギンを含むタバコ植物を作出することを含む。
【００７９】
　他の実施形態において、本発明は、改変タバコ植物の作出方法を含み、該方法は、加熱
および／または燃焼すると、改変タバコ植物またはその一部が、非改変親タバコ植物また
はその一部と比較して低減したレベルのアクリロニトリルを発生するように、低減したレ
ベルの内因性アラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジ
ン、リシン、フェニルアラニンおよび／またはセリン内因性アスパラギンの中の少なくと
も１種を含むタバコ植物を作出することを含む。
【００８０】
　本発明の種々の突然変異誘発方法に関して、タバコ植物は、タバコ植物または該タバコ
植物の部分を加熱および／または燃焼すると、少なくとも１０％低減したレベルのアクリ
ルアミドを含む。例えば、別の実施形態において、少なくとも改変タバコ植物、または該
植物に由来するタバコ系統の部分から作られた製品は、加熱および／または燃焼すると（
例えば、タバコから生じる煙中に）少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、７
０、８０、９０または９９％低減したアクリルアミドを有する。別の実施形態において、
改変タバコ系統は、加熱および／または燃焼すると（例えば、タバコから生じる煙中に）
、少なくとも１．２、１．５、２、４、６、８、１０、２０、５０または１００分の１に
低減したアクリルアミドを有する。
【００８１】
　本発明の方法の特定の実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、グルタ
ミン酸である。または、その他の選別されたアミノ酸を低減することができる。例えば、
タバコ植物は、少なくとも１０％低減したレベルのグルタミン酸を含むことができる。ま
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た、別の実施形態において、少なくとも改変タバコ植物または該タバコ植物に由来する系
統の部分から作られた製品は、少なくとも２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、
９０または９９％低減したレベルのグルタミン酸を有する。
【００８２】
　また、別の実施形態において、少なくとも改変タバコ植物または該植物に由来するタバ
コ系統の部分から作られた製品は、加熱および／または燃焼すると（例えば、タバコから
生じる煙中に）、少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０ま
たは９９％低減したアクリロニトリルを有する。別の実施形態において、改変タバコ系統
は、加熱および／または燃焼すると（例えば、タバコから生じる煙中に）、少なくとも１
．２、１．５、２、４、６、８、１０、２０、５０または１００分の１に低減したアクリ
ロニトリルを有する。
【００８３】
　低減したレベルの少なくとも１種のアミノ酸を含有する改変タバコ植物を作出する方法
、ならびに／または植物もしくはその部分を加熱および／もしくは燃焼させた際に、非改
変タバコ植物と比較して低減されてレベルのアクリルアミドおよび／もしくはアクリロニ
トリルおよび／もしくはその他の非天然化学物質を発生する改変タバコ植物を作出する方
法に関する実施形態において、該方法は、非改変タバコ植物からの少なくとも１つのタバ
コ種子を突然変異誘発物質を含む溶液中でインキュベートするステップ；少なくとも１つ
の種子から突然変異誘発物質を洗い流すステップ；少なくとも１つの種子を選別剤に暴露
するステップ；少なくとも１つの種子を発芽させ、少なくとも１つのＭ０タバコ実生を選
別剤を含む培地上で成長させるステップ；少なくとも１つのＭ０タバコ実生を成長させて
、Ｍ１タバコ種子を含む少なくとも１つのＭ０タバコ植物を作出するステップであって、
該Ｍ１タバコ種子は、突然変異を誘発された少なくとも１つのＭ１タバコ種子を含むステ
ップ；および突然変異を誘発された少なくとも１つのＭ１タバコ種子を発芽させて、非改
変タバコ植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種のアミノ酸を含む改変Ｍ１タバ
コ植物を選別するステップを含むことができる。特定の実施形態において、該方法は、少
なくとも１つのＭ１タバコ植物を成長させて、Ｍ２タバコ種子を作り出すこと（ここで、
少なくとも１つのＭ２タバコ植物は、改変表現型をもたらす突然変異に関してホモ接合体
である）、およびＭ２タバコ種子を発芽させて、少なくとも１つのホモ接合体Ｍ１タバコ
植物を識別することをさらに含むことができる。特定の実施形態において、該方法は、少
なくとも１つのＭ１植物および／またはＭ０もしくはＭ１植物に由来する少なくとも１つ
のＭ２植物を、選別剤を含む土壌またはその他の種類の培地中で発芽させることを含むこ
とができる。
【００８４】
　また、本発明の方法の特定の実施形態において、少なくとも１種の選別剤を含む培地は
、発芽後の前もって決めた期間中のような特定の発育段階でＭ０実生に添加される。タバ
コ（例えば、Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）の場合、少なくとも１種の選別剤を
含む培地を、発芽後７から１４日目のＭ０実生に添加することができる。例えば、少なく
とも１種の選別剤を含む第２の培地を、発芽後約１０日目のＭ０実生に添加することがで
きる。別の実施形態において、選別は、Ｍ０実生の成長中に絶えず存在させることができ
る。
【００８５】
　本明細書中でさらに考察するように、本発明の方法を利用して、種々の植物を改変する
ことができる。特定の実施形態において、植物は、異質倍数体ゲノムを含む。特定の実施
形態において、植物はタバコである。特定の好ましい実施形態において、タバコは、ニコ
チアナ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ）属である。より好ましくは、タバコは、ニコチアナ・タバ
カム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）種を含むことができる。または、本明細書
に記載のように、ニコチアナ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ）属のいずれかまたはそのブレンドを
使用することができる。このようなメンバーは、その開示が参照によりその全体で本明細
書に組み込まれる、米国特許出願公開第２００６／０１８５６８６号および第２０１１／
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０１７４３２３号中に記載されている。または、その他のタバコを使用することができる
。
【００８６】
　特定の実施形態において、突然変異誘発物質は、メタンスルホン酸エチル（ＥＭＳ）で
ある。一部の実施形態において、ＥＭＳは、０．０１から２％の最終濃度を構成する。ま
たは、ＥＭＳは、０．０５から１％の最終濃度を構成することができる、または、ＥＭＳ
は、０．２から０．７％の最終濃度を構成することができる。例えば、特定の実施形態に
おいて、０．５％の濃度を採用することができる。または、その他の化学的突然変異誘発
物質（または照射）を使用することができる。
【００８７】
　特定の実施形態において、突然変異を誘発された種子は、選別剤を含有する固化寒天プ
レート内に懸濁される。他の実施形態において、種子を、栄養培地中に懸濁させ、選別剤
の添加に先立って成長用の半浸透性表面に塗布することができる。または、選別は、水耕
栽培システムを使用して、または土壌中で実施することができる。
【００８８】
　したがって、本発明の実施形態は、Ｍ０キメラ段階での選別ステップを含む、植物の突
然変異誘発方法を含む。例えば、一態様において、本発明は、選別剤としての多量の（例
えば、潜在的に致死的な）ロイシンに対する抵抗性を備えた植物を選別することを含む。
または、その他の選別剤（例えば、その他のアミノ酸）を使用することができる。または
、アミノ酸の合成またはアミノ酸の代謝を調節するその他の化合物を使用することができ
る。
【００８９】
　一部の実施形態において、選別剤（例えば、ロイシン）は、０．３から２０ｍＭの範囲
の濃度で存在する。または、選別剤（例えば、ロイシン）は、０．５から１０ｍＭの範囲
の濃度で存在することができる。または、選別剤（例えば、ロイシン）は、２．０から１
０．０ｍＭの範囲の濃度で存在することができる。
【００９０】
　Ｍ０キメラ植物は、特定の実施形態において、選別剤に対して抵抗性である細胞の下位
集団を含み、これらの細胞は、植物を、選別剤、例えば限定はしないが、上昇したレベル
のロイシンの存在下で成長させる場合には、全植物に生存能を付与することができる。本
発明は、したがって、Ｍ１種子を作り出すためのＭ０植物の大きな集団の成長を排除し、
それによって、Ｍ１段階でスクリーニングされるべき子孫の数を実質的に低減して、大き
な植物または複雑なゲノムを含むタバコなどの植物に適した費用効果の高い植物育種プロ
グラムを提供することができる。本明細書中で使用される方法は、その開示が参照により
その全体で本明細書中に組み込まれる米国特許第６７３０８３２号、第７１７３１７０号
および第７８２５３０５号中に記載のように、有意に高められたアミノ酸含有量のＮ．ｔ
ａｂａｃｕｍ系統を作出するのに使用される選別方法と異なる。
【００９１】
　本発明の実施形態は、また、本発明の方法を利用して作出された改変植物に由来する種
子を含み、ここで、該種子は、低減したレベルの少なくとも１種のアミノ酸を有する改変
植物系統を繁殖させる能力がある。特定の実施形態において、レベルが低減されているア
ミノ酸は、アラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン
、リシン、フェニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施
形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アスパラギンである。それに加えて
叉はそれに替えて、レベルが低減されているアミノ酸は、グルタミン酸でよい。または、
その他のアミノ酸を低減することができる。
【００９２】
　また、本明細書中でより詳細に考察するように、本発明は、噛みタバコ用の葉、喫煙タ
バコ用の熱気乾燥葉（ｆｌｕｅ－ｃｕｒｅｄ　ｌｅａｖｅｓ）など、本発明の方法を利用
して作出された植物および／または植物系統に由来するタバコ製品、ならびにその他の既
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知のタバコ製品を含む。特定の実施形態において、本発明は、タバコ中に存在する可能性
があり、および／もしくはタバコを加熱および／もしくは燃焼させた際に生じる可能性が
ある非天然化合物のレベルを低減する方法、ならびに／またはタバコ製品の風味を改善す
る方法を含み、該方法は、少なくとも１種のアミノ酸の濃度が低減されている改変タバコ
植物を作出すること、改変タバコを非改変タバコと混合すること、およびこの混合物をタ
バコ製品中に含有させることを含む。好ましくは、改変タバコ植物は、タバコ種子に突然
変異を誘発させること、および部分的に突然変異を誘発されたキメラ植物を選別すること
によって作られる。特定の実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アラ
ニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシン、フェ
ニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形態において、
レベルが低減されているアミノ酸は、アスパラギンである。それに加えて叉はそれに替え
て、レベルが低減されているアミノ酸は、グルタミン酸である。または、その他のアミノ
酸を低減させることができる。
【００９３】
　したがって、実施形態において、本発明は、改変表現型を備えた植物をＭ０キメラ段階
での選別によって作出する方法の利用、および低減した少なくとも１種のアミノ酸を有す
る植物を作出するためのこの方法の使用に関する。突然変異誘発は、タバコをはじめとす
る多くの作物の改善された品種を開発するための一般的な育種方法として使用されている
（例えば、Ａ．Ｍ．ｖａｎ　Ｈａｒｔｅｎ、Ｍｕｔａｔｉｏｎ　Ｂｒｅｅｄｉｎｇ：Ｔｈ
ｅｏｒｙ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ、１－６３頁、Ｃａ
ｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖ．Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク、ニューヨーク州、１９９８年参
照）。一般に、化学的突然変異誘発物質を使用して所望の突然変異体を開発するのに使用
される標的植物材料は、２つの範疇：（１）種子および（２）組織または細胞培養に分類
される。
【００９４】
　例えば、種子を特定の突然変異誘発物質で処理し、生き残っている種子を成長させてそ
れらの子孫を作り出すことができる（例えば、ＨｅｒｅｍａｎｓおよびＪａｃｏｂｓ、１
９９５年）。突然変異を誘発された種子から成長する世代は、Ｍ０世代と呼ばれ、Ｍ０植
物から集められた子孫はＭ１世代であり、通常、そのＭ１世代から所望の突然変異体が選
別される。注目の突然変異に関してホモ接合である植物のさらなる選別が、Ｍ１植物から
の子孫（すなわち、Ｍ２世代）を選別条件下で成長させることによって作られる。
【００９５】
　突然変異誘発および選別は、組織培養細胞に対して実施するのがはるかにより容易であ
るが（例えば、Ｃａｔｔｏｉｒ－Ｒｅｙｎａｅｒｔｓら、１９８３年；Ｄｏｔｓｏｎら、
１９９０年；Ｈｉｂｂｅｒｄら、１９８０年）、突然変異した細胞または組織は、繁殖力
のある植物に再生されなければならない。注目の遺伝子型から繁殖力のある植物を再生す
るためのシステムの確立は、時間がかかり、高価であり得、高度の専門的技術を必要とす
る。加えて、常染色体複写の結果として、望ましくない体細胞繁殖系の変化が、再生され
た注目の突然変異体中でしばしば発生する。
【００９６】
　遺伝子操作も、トランスジェニック植物を作出するのに使用されている。例えば、タバ
コ（Ｎ．ｔａｂａｃｕｍ）中での細菌性ＡＫの発現はセイヨウアブラナ、ダイズおよびト
ウモロコシ中での遊離トレオニンの過剰産生をもたらす可能性がある（Ｏ．Ｓｈａｕｌお
よびＧ．Ｇａｌｉｌｉ、１９９２年、Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．、１００巻、１１５
７－１１６３頁；Ｋａｒｃｈｉ、Ｈ．ら、１９９３年、Ｐｌａｎｔ　Ｊ．，３巻、７２１
－７２７頁；Ｆａｌｃｏ、Ｓ．Ｃ．ら、１９９５年、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１３
巻、５７７－５８２頁；Ｆａｌｃｏ，Ｓ．Ｃ．ら、１９９７年、ＳＩＭ　Ｎｅｗｓ　４７
巻、５３－５７）。今でも、この取組は、技術的に大変な労力を必要とすることがあり、
ゲノム中への外来ＤＮＡの導入を必要とし、種々の生態系中での作物の繁殖に必要とされ
る広範な種類の突然変異体を作出しない。加えて、遺伝子操作によって作出された遺伝子
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導入作物の生態系の長期安定性に対する影響は未知である（Ｎ．Ｃ．Ｅｌｌｓｔｒａｎｄ
、２００１年、Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．、１２５巻、１５４３－１５４５頁）。最
後に、遺伝子導入作物は、国民、特に欧州各国の国民によって広範には受容されていない
。
【００９７】
　したがって、本発明の目的は、そのスクリーニングが少なくとも部分的にはＭ０植物を
使用して実施されるスクリーニング法を利用することである。これより図１を参照し、一
態様において、本発明は、低減した量の少なくとも１種の内因性アミノ酸を有するタバコ
（例えば、Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）系統を作出する方法を提供する。一実
施形態において、該方法は、（ａ）突然変異誘発物質であるメタンスルホン酸エチル（Ｅ
ＭＳ）（４）を約０．５％の濃度で含有する溶液中のタバコ種子（２）に突然変異を２０
時間誘発するステップ；（ｂ）突然変異を誘発された種子を水（６）中で洗浄するステッ
プ；（ｃ）種子（２）を、撹拌シェーカー（１０）上で、７０％エタノール、続いて２０
％Ｃｈｌｏｒｏｘ漂白剤（８）で滅菌するステップ；（ｄ）滅菌水（６）ですすぎ洗うス
テップ；（ｅ）種子（２）を、寒天を０．１％含む栄養培地（１２）中に懸濁するステッ
プ（半固形コロイド状懸濁液）；（ｆ）約５０粒の種子（２）を含む約０．７５０ｍＬの
懸濁液を、選別剤を含有する固化フィト寒天（ｐｈｔｏａｇａｒ）プレート（１６）上に
塗布するステップ；（ｇ）種子を発芽させ、実生（１８）を２５℃の組織培養室中、白色
蛍光ランプによる１６時間の光周期で成長させるステップ；（ｈ）健康なＭ０実生（１８
）を土壌中に移植し、温室中でＭ０植物（２２）として成長させるステップ；（ｉ）Ｍ０
植物（２２）からの個々のＭ１種子（２３）を圃場に播種しＭ１植物（２４）を成長させ
るステップ；（ｊ）Ｍ１植物を、平均より低いレベルの少なくとも１種のアミノ酸（例え
ば、アスパラギン）について試験するステップ；および（ｋ）少なくとも１種のアミノ酸
のレベルが低いＭ１植物からのＭ２種子（２５）を成長させ、平均より低いレベルの少な
くとも１種のアミノ酸（例えば、アスパラギンまたは別のアミノ酸）を産生するＭ２系統
（２６）について試験するステップを含む。これらの非キメラタバコ植物は、一般に、ヘ
テロ接合体とホモ接合体との混合物である。アミノ酸レベルの化学分析に基づいて圃場で
タバコ系統を選別するために、さらなる選別ステップを付加することができる。
【００９８】
　これらの改変植物および／または系統は、また、一方または双方の親を利用するハイブ
リッド系統、本発明の新規な系統の作出するための基礎を提供する。新規な系統のクロー
ン、体細胞繁殖系、および類縁体も、本発明の範囲に包含される。
【００９９】
　特定の実施形態において、本発明によって作られる改変タバコ植物は、１０ＮＨ－１８
、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統の少なくとも
１つを含むことができ、ここで、これらの系統に関する種子の代表的標本は、特許の発行
により取り消しできないように移動された種子の利用可能性に関するすべての制約を有す
るブタペスト条約によって規定された条件下に、２０１１年１２月２２日に米国培養細胞
系統保存機関（ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔ
ｉｏｎ（ＡＴＣＣ、１０８０１大学通り、マナサス、Ｖａ２０１１０－２２０９）に寄託
されている。種子は、それぞれＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１２３３９（１０ＮＨ－２３）
、ＰＴＡ－１２３４０（１０ＮＨ－３４）、ＰＴＡ－１２３４１（１０ＮＨ－１８）、Ｐ
ＴＡ－１２３４２（１０ＮＨ－２７）およびＰＴＡ－１２３４３（１０ＮＨ－９）を割り
当てられている。または、その他の植物を本発明の方法により作ることができる。
低減したレベルの少なくとも１種のアミノ酸を有するタバコ植物
　特定の実施形態において、本発明は、有意に低減したレベルの少なくとも１種の内因性
アミノ酸を有する植物を含む。特定の実施形態において、レベルが低減されているアミノ
酸は、アラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リ
シン、フェニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形態
において、レベルが低減されている内因性アミノ酸はアスパラギンである。それに加えて
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叉はそれに替えて、レベルが低減されているアミノ酸は、グルタミン酸である。または、
その他のアミノ酸を低減させることができる。
【０１００】
　一実施形態において、加熱および／または燃焼により、タバコ植物またはその一部は、
そのアミノ酸に由来する化合物を、非改変親タバコ植物またはその一部と比較して低減し
たレベルで発生する。例えば、特定の実施形態において、本発明のタバコ植物は、植物ま
たはその一部の熱処理により、低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロ
ニトリルおよび／またはその他の非天然化学物質を有する。
【０１０１】
　本明細書中でさらに考察するように、種々の植物を改変することができる。特定の実施
形態において、植物は異質倍数体ゲノムを含む。特定の実施形態において、植物はタバコ
である。特定の好ましい実施形態において、タバコは、ニコチアナ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
）属である。より好ましくは、タバコは、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　
ｔａｂａｃｕｍ）種を含むことができる。または、特定の実施形態において、ニコチアナ
（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ）属のいずれか、またはその他の種類のタバコを使用することがで
きる。このようなタバコは、その開示が参照によりその全体で本明細書に組み込まれる米
国特許出願公開第２００６／０１８５６８６号および第２０１１／０１７４３２３号中に
記載されている。または、その他のタバコを使用することができる。
【０１０２】
　例えば、特定の実施形態において、本発明は、改変植物の由来元である非改変タバコ植
物と比較して、低減したレベルのアラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、
プロリン、ヒスチジン、リシン、フェニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくと
も１種を有する改変タバコを含むタバコ植物を含むことができる。一実施形態において、
レベルが低減されているアミノ酸はアスパラギンである。それに加えて叉はそれに替えて
、レベルが低減されているアミノ酸は、グルタミン酸である。または、その他のアミノ酸
を低減させることができる。
【０１０３】
　それに加えて叉はそれに替えて、本発明は、改変植物の由来元である非改変タバコ植物
と比較して低減したレベルの少なくとも１種のアミノ酸を含むタバコ植物を含むことがで
き、ここで、改変タバコ植物のゲノムは、アミノ酸（例えば、ロイシンまたは別のアミノ
酸）などの選別剤の存在下での成長に対して顕著な表現型の抵抗性を呈示する突然変異有
する異質倍数体ゲノムを含む。それに加えて叉はそれに替えて、本発明は、（例えば、タ
バコ植物またはその一部を加熱および／または燃焼すると）、該植物の由来元である非改
変タバコと比較して低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルお
よび／またはその他の非天然化学物質を含む改変タバコ植物を含むことができ、ここで、
改変タバコ植物のゲノムは、アミノ酸（例えば、ロイシンまたは別のアミノ酸）などの選
別剤の存在下での成長に対して顕著な表現型の抵抗性を呈示する突然変異を有する異質倍
数体ゲノムを含む。
【０１０４】
　本発明に包含される植物（例えば、タバコ植物）としては、また、外来（例えば、非タ
バコ）ＤＮＡを使用して、注目のアミノ酸の産生に関係している遺伝子とは異なる遺伝子
座で遺伝子操作することのできる植物（および／またはこのような植物に由来する系統）
が挙げられる（すなわち、タバコ中のアミノ酸の濃度低下が最終成果である）。例えば、
農薬に対して抵抗性であるように遺伝子操作され、タバコのゲノムＤＮＡの突然変異誘発
（例えば、アスパラギナーゼ、低減したアスパラギンを有する植物のためのアスパラギン
シンテターゼ、またはその他のアミノ酸の生合成または代謝の遺伝子座での）によって、
低アスパラギン産生体になるように、および／またはタバコ植物もしくはその部分を加熱
および／または燃焼すると低減した量のアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリル
を含むようにも改変されているタバコ植物は、本発明に包含される。
【０１０５】
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　したがって、本発明の実施形態は、改変植物の由来元である非改変親タバコ植物および
／またはタバコ系統と比較して低減した量の少なくとも１種のアミノ酸を有する改変タバ
コ植物または該植物に由来するタバコ系統を含むことができ、ここで、改変タバコ植物の
ゲノムは、植物ＤＮＡから成るまたは本質的に成る。好ましくは、改変タバコ植物のゲノ
ムは、タバコＤＮＡから成るまたは本質的に成る。さらにより好ましくは、低減目標とさ
れたアミノ酸の生合成および／または代謝に関係する改変タバコ植物の遺伝子（例えば、
アスパラギナーゼおよび／またはアスパラギンの低減した植物のためのアスパラギンシン
テターゼ、またはその他のアミノ酸生合成または代謝遺伝子座）は、タバコのゲノムＤＮ
Ａから成るまたは本質的に成る。
【０１０６】
　本発明は、また、改変植物の由来元である非改変親タバコ系統と比較して低減した量の
少なくとも１種のアミノ酸、および／または（例えば、タバコ植物またはその一部を加熱
および／または燃焼すると）改変植物の由来元である非改変親タバコ系統と比較して低減
した量のアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはその他の非天然
化学物質を有する改変タバコ植物および／または該植物に由来するタバコ系統を包含し、
ここで、改変植物は、非改変親系統と同様の抗生物質抵抗性から成るまたは本質的に成る
。特定の実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アラニン、アスパラギ
ン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシン、フェニルアラニンおよ
び／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形態において、レベルが低減され
ているアミノ酸はアスパラギンである。それに加えて叉はそれに替えて、レベルが低減さ
れているアミノ酸はグルタミン酸でもよい。または、その他のアミノ酸を低減させること
ができる。
【０１０７】
　さらに別の態様において、本発明は、非改変親タバコ植物と比較して平均未満の量の少
なくとも１種のアミノ酸を有する改変タバコ植物または該植物に由来するタバコ系統を含
み、ここで、改変タバコ植物のゲノムは、植物ＤＮＡから成りまたは本質的に成り、また
は改変タバコ植物は、タバコのゲノムＤＮＡに突然変異を誘発し、注目の突然変異を有す
るＭ０植物を選別するステップによって作出される。例えば、本発明は、非改変親タバコ
植物または植物系統と比較して平均未満の量の少なくとも１種のアミノ酸を有する改変タ
バコ植物および／または該植物に由来するタバコ系統を含み、ここで、低減目標とされた
アミノ酸の生合成および／または代謝に関係する改変タバコ植物の遺伝子（例えば、アス
パラギナーゼおよび／またはアスパラギンの低減した植物のためのアスパラギンシンテタ
ーゼ）は、タバコのゲノムＤＮＡから成るまたは本質的に成る。より好ましくは、改変タ
バコ植物のアスパラギナーゼ遺伝子は、タバコのゲノムＤＮＡから成るまたは本質的に成
る。
【０１０８】
　別の態様において、本発明は、非改変親タバコ系統と比較して低減した量の少なくとも
１種のアミノ酸を有する改変タバコ植物および／または該タバコ植物に由来するタバコ系
統を含み、ここで、該タバコ植物は、タバコのゲノムＤＮＡの突然変異誘発、および注目
の突然変異を有するＭ０植物の選別によって作出される。一実施形態において、該タバコ
植物は、タバコ種子に突然変異を誘発するステップ；Ｍ０種子を選別剤に暴露するステッ
プ；突然変異を誘発された種子を選別剤（例えば、ロイシン）の存在下で発芽させ、少な
くとも１つのＭ０実生を成長させるステップ；少なくとも１つのキメラＭ０植物を成長さ
せてＭ１種子を作り出すステップであって、Ｍ０植物からのＭ１種子は、突然変異を誘発
されていないＭ１種子および突然変異を誘発された少なくとも１つのＭ１種子を含むこと
ができるステップ；およびＭ１種子を培地中で発芽させて突然変異を誘発されたＭ１植物
を選別するステップによって作出される。特定の実施形態において、改変植物を調製する
方法は、Ｍ１タバコ植物を成長させてＭ２種子を作り出すステップであって、Ｍ１植物の
少なくとも１つは、増加した選別剤（例えば、ロイシン）の存在下で成長する能力を付与
する突然変異に関してホモ接合体であるステップ；およびＭ２種子を発芽させて、少なく
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とも１つのホモ接合体Ｍ２植物を識別するステップを含む。特定の実施形態において、該
方法は、少なくとも１つのＭ１植物および／またはＭ１植物に由来する少なくとも１つの
Ｍ２植物を、選別剤を含む培地（または土壌）中で発芽させることを含むことができる。
【０１０９】
　別の実施形態において、改変植物（または該植物に由来する系統）は、少なくとも１０
、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０または９９％低減した少なくとも１
種のアミノ酸を有する。別の実施形態において、改変植物は、少なくとも１．２、１．５
、２、４、６、８、１０、２０、５０または１００分の１に低減した少なくとも１種のア
ミノ酸を有する。一実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アラニン、
アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシン、フェニルア
ラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形態において、レベル
が低減されているアミノ酸はアスパラギンである。それに加えて叉はそれに替えて、レベ
ルが低減されているアミノ酸は、グルタミン酸である。または、その他のアミノ酸が低減
を示すことができる。
【０１１０】
　本発明の植物のそれぞれに関する特定の実施形態において、改変タバコ植物は、タバコ
植物および／または該タバコ植物の部分を加熱および／または燃焼すると、レベルが少な
くとも１０％低減したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはそ
の他の非天然化学物質を含む。また、別の実施形態において、改変タバコ植物または該植
物に由来するタバコ系統は、植物または該植物の部分を加熱および／または燃焼すると（
例えば、本発明の改変タバコ植物からの葉から生じる煙中に）少なくとも２０、３０、４
０、５０、６０、７０、８０、９０または９９％低減したアクリルアミドおよび／または
アクリロニトリルおよび／またはその他の非天然化学物質を有する。別の実施形態におい
て、改変タバコ植物またはその一部は、加熱および／または燃焼すると（例えば、タバコ
から生じる煙中に）少なくとも１．２、１．５、２、４、６、８、１０、２０、５０また
は１００分の１に低減したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／また
はその他の非天然化学物質を有する。
【０１１１】
　また、植物および／またはタバコ系統のそれぞれに関して、本発明の実施形態は、低減
した量の少なくとも１種のアミノ酸を有する、ならびに／または植物もしくはその部分を
加熱および／または燃焼すると低減したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリル
および／またはその他の非天然化学物質を有する改変植物および／または系統を繁殖させ
る能力のある種子を含むことができる。このような種子およびこのような種子の寄託は、
本明細書中に開示されている。
【０１１２】
　したがって、特定の実施形態において、本発明は、低減したレベル（すなわち、濃度）
の少なくとも１種のアミノ酸を産生するように突然変異したタバコ植物および／またはこ
のような植物に由来する系統を提供する。
【０１１３】
　特定の実施形態において、これらの新規な系統は、乾燥葉の状態のタバコの乾燥重量ミ
リグラム当たり０．３３２－０．８１０マイクログラム（μｇ）のアスパラギンを産生す
る。これは、タバコの乾燥重量ミリグラム当たり最大で約１．１５８μｇのアスパラギン
を通常は産生する非改変の熱気乾燥Ｎ．ｔａｂａｃｕｍ親と比較して、約１．２から３．
３５分の１のアスパラギンの低減に相当する。特定のアミノ酸の絶対量は、葉の加工処理
、または植物の生長段階に依存する可能性がある。
【０１１４】
　特定の実施形態において、これらの新規なタバコ系統は、乾燥葉の状態のタバコの乾燥
重量ミリグラム当たり０．１１マイクログラム（μｇ）未満のグルタミン酸を産生する。
これは、タバコの乾燥重量ミリグラム当たり最大で約０．１５μｇを通常は産生する非改
変の熱気乾燥Ｎ．ｔａｂａｃｕｍ親と比較して、少なくとも約１．３分の１のグルタミン
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酸の低減に相当し得る。特定のアミノ酸の絶対量は、葉の加工処理、または植物の生長段
階に依存する可能性がある。
【０１１５】
　または、これらの新規な系統は、乾燥葉の状態のタバコの乾燥重量ミリグラム当たり約
０．３５８マイクログラム（μｇ）のグルタミンを産生することができる。これは、タバ
コの乾燥重量ミリグラム当たり約０．９μｇの対照値と比較して、非改変の熱気乾燥Ｎ．
ｔａｂａｃｕｍ親と比較して、約２．５分の１のグルタミン酸の低減に相当し得る。特定
のアミノ酸の絶対量は、葉の加工処理、または植物の生長段階に依存する可能性がある。
【０１１６】
　または、これらの新規な系統は、乾燥葉の状態のタバコの乾燥重量ミリグラム当たり約
０．５マイクログラム（μｇ）のアラニンを産生することができる。これは、タバコの乾
燥重量ミリグラム当たり最大で約０．６３μｇを通常は産生する非改変の熱気乾燥Ｎ．ｔ
ａｂａｃｕｍ親と比較して、約１．２５分の１のアラニンの低減に相当し得る。特定のア
ミノ酸の絶対量は、葉の加工処理、または植物の生長段階に依存する可能性がある。
【０１１７】
　または、これらの新規な系統は、乾燥葉の状態のタバコの乾燥重量ミリグラム当たり約
５マイクログラム（μｇ）のプロリンを産生することができる。これは、タバコの乾燥重
量ミリグラム当たり最大で約７．１μｇを通常的には産生する非改変の熱気乾燥Ｎ．ｔａ
ｂａｃｕｍ親と比較して、約１．４分の１のプロリンの低減に相当し得る。特定のアミノ
酸の絶対量は、葉の加工処理、または植物の生長段階に依存する可能性がある。
【０１１８】
　一実施形態において、改変タバコ植物は、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
　ｔａｂａｃｕｍ）種である。特定の実施形態において、改変タバコ植物は、１０ＮＨ－
５、１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－
９系統の中の少なくとも１つを含むことができる。または、改変タバコ植物は、１０ＮＨ
－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統の中の
少なくとも１つを含むことができる。または、本明細書に記載のものをはじめとするその
他の系統も使用することができる。
本発明のタバコ製品
　特定の実施形態において、本発明は、有意に低減したレベルの少なくとも１種の内因性
アミノ酸を有する植物から作られた製品を含む。
【０１１９】
　一実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アラニン、アスパラギン、
グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシン、フェニルアラニンおよび／
またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形態において、レベルが低減されてい
るアミノ酸は、アスパラギンである。それに加えて叉はそれに替えて、レベルが低減され
ているアミノ酸は、グルタミン酸でよい。または、その他のアミノ酸が低減を示すことが
できる。
【０１２０】
　一実施形態において、加熱および燃焼の際に、タバコ植物またはその一部は、低減目標
とされたアミノ酸に由来する化合物を、非改変親タバコ植物またはその一部と比較して低
減したレベルで発生する。例えば、特定の実施形態において、該植物および／または該植
物から作られた製品は、該植物またはその一部を加熱処理および／または燃焼させた際に
、レベルが低減したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはその
他の非天然化学物質を有する。
【０１２１】
　例えば、特定の実施形態において、本発明は、改変タバコ植物からの改変タバコを含む
タバコ製品を含むことができ、該改変タバコ植物は、改変タバコ植物の由来元である非改
変タバコ植物と比較して低減したレベルのアスパラギンを有する。それに加えて叉はそれ
に替えて、特定の実施形態において、本発明は、改変タバコ植物からの改変タバコを含む
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タバコ製品を含むことができ、該改変タバコ植物は、タバコを加熱および／または燃焼す
ると、改変タバコ植物の由来元である非改変タバコと比較してレベルが低減したアクリル
アミドを有する。
【０１２２】
　それに加えて叉はそれに替えて、本発明は、改変タバコ植物からの改変タバコを含むタ
バコ製品を含むことができ、該改変タバコ植物は、該改変タバコ植物の由来元である非改
変タバコ植物と比較して低減したレベルの少なくとも１種のアミノ酸を有し、ここで、改
変タバコ植物のゲノムは、異質倍数体ゲノムを含む。一実施形態において、改変タバコは
、ロイシン（または別の選別剤）の存在下での成長に対する抵抗性の顕著な表現型を呈示
する突然変異を有することができる。一実施形態において、レベルが低減されているアミ
ノ酸は、アラニン、アスパラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、
リシン、フェニルアラニンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形
態において、レベルが低減されているアミノ酸はアスパラギンである。それに加えて叉は
それに替えて、レベルが低減されているアミノ酸は、グルタミン酸でもよい、または、そ
の他のアミノ酸が低減を示すことができる。
【０１２３】
　それに加えて叉はそれに替えて、本発明は、タバコ植物またはその一部を加熱および／
または燃焼すると、改変植物の由来元である非改変タバコ植物と比較してレベルの低減し
たアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはその他の非天然化学物
質を含む改変タバコ植物から作られたタバコ製品を含むことができ、ここで、改変タバコ
植物のゲノムは、ロイシン（または別の選別剤）の存在下での成長に対する抵抗性の顕著
な表現型を呈示する突然変異を有する異質倍数体ゲノムを含む。
【０１２４】
　別の実施形態において、タバコ製品は、非改変タバコと比較して少なくとも１０、２０
、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０または９９％低減した少なくとも１種のア
ミノ酸を有する。別の実施形態において、タバコ製品は、少なくとも１．２、１．５、２
、４、６、８、１０、２０、５０または１００分の１に低減した少なくとも１種のアミノ
酸を有する。一実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸は、アラニン、アス
パラギン、グルタミン酸、グルタミン、プロリン、ヒスチジン、リシン、フェニルアラニ
ンおよび／またはセリンの中の少なくとも１種である。一実施形態において、レベルが低
減されているアミノ酸はアスパラギンである。それに加えて叉はそれに替えて、レベルが
低減されているアミノ酸は、グルタミン酸でもよい。または、その他のアミノ酸が低減を
示すことができる。
【０１２５】
　特定の実施形態において、タバコ製品は、タバコを加熱および／または燃焼すると、レ
ベルが少なくとも１０％低減したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび
／またはその他の非天然化学物質を含む。また、別の実施形態において、タバコ製品は、
タバコを加熱および／または燃焼すると、少なくとも２０、３０、４０、５０、６０、７
０、８０、９０または９９％低減したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルお
よび／またはその他の非天然化学物質を有する。別の実施形態において、タバコ製品は、
加熱および／または燃焼すると（例えば、タバコから生じる煙中に）、少なくとも１．２
、１．５、２、４、６、８、１０、２０、５０または１００分の１に低減したアクリルア
ミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはその他の非天然化学物質を有する。
【０１２６】
　本発明の製品に関する実施形態において、レベルが低減されているアミノ酸はアスパラ
ギンである。または、その他の選別されたアミノ酸を低減することができる。例えば、タ
バコ製品は、レベルが少なくとも１０％低減したアスパラギンを含むことができる。また
、別の実施形態において、改変タバコ植物または該タバコ植物に由来する系統の少なくと
も一部から作られた製品は、レベルが少なくとも２０、３０、４０、５０、６０、７０、
８０、９０または９９％低減したアスパラギンを有する。
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【０１２７】
　特定の実施形態において、製品は、該製品を加熱および／または燃焼すると、レベルが
少なくとも１０％低減したアクリルアミドを含むことができる。例えば、別の実施形態に
おいて、改変タバコ植物または該植物に由来するタバコ系統の少なくとも一部から作られ
た製品は、加熱および／または燃焼すると（例えば、タバコから生じる煙中に）、少なく
とも２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０または９９％低減したアクリルア
ミドを有する。別の実施形態において、改変タバコ植物から作られた製品は、加熱および
／または燃焼すると（例えば、タバコから生じる煙中に）、少なくとも１．２、１．５、
２、４、６、８、１０、２０、５０または１００分の１に低減したアクリルアミドを有す
る。
【０１２８】
　本明細書中でさらに考察するように、種々のタバコ植物を、改変して本発明の製品を作
り出すことができる。特定の実施形態において、植物は、異質倍数体ゲノムを含む。特定
の実施形態において、植物はタバコである。特定の好ましい実施形態において、タバコは
、ニコチアナ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ）属である。より好ましくは、タバコは、ニコチアナ
・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）種を含むことができる。または、特
定の実施形態において、ニコチアナ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ）属のいずれかまたはその他の
タバコを、本発明のタバコ製品中で使用することができる。このようなタバコは、その開
示が参照によりその全体で本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２００６／０１８
５６８６号および第２０１１／０１７４３２３号中に記載されている。または、その他の
タバコおよびブレンド物も、本発明のタバコ製品中で使用することができる。また、ニコ
チアナ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ）種のすべての種内および種間ハイブリッドも包含される。
【０１２９】
　本発明の特定の実施形態において、植物の異なる部分および／または個々のタバコグレ
ードを、煙中のアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはその他の
非天然化学物質のレベルについて評価することができる。例えば、特定の実施形態におい
て、上部茎グレードは、下部茎グレードに比べてより多くのアクリルアミドを発生する可
能性がある。また、バーリーおよびオリエンタルグレードは、熱気乾燥グレードに比べて
より多くのアクリルアミドを発生する可能性がある。
【０１３０】
　特定の実施形態において、本発明は、熱処理されたタバコ組成物を提供する。本明細書
中で使用する場合、タバコに関する用語「加熱された」、「加熱している」または「加熱
処理された」は、高められた温度、例えば、低くても約６０℃、より典型的には低くても
約１００℃の温度で、タバコ組成物の特徴または性質を変えるに十分な時間、例えば、少
なくとも約１０分間、熱的に処理されたタバコ材料を指す。一部の事例において、熱処理
工程は、タバコ組成物の化学的または感覚的特徴（例えば、風味および芳香）を変える。
本発明の熱処理工程は、風味豊かで芳香性の化合物（メイラード反応生成物）を形成する
ために採用される工程、タバコ組成物の低温殺菌に採用される工程、タバコの外被製品を
調製するための工程、再構成タバコ工程（例えば、成形シートおよび製紙再構成タバコ工
程）、タバコ抜き取り（ｔｏｂａｃｃｏ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ）工程、再整理（ｒｅｏ
ｒｄｅｒｉｎｇ）工程、トースティング（ｔｏａｓｔｉｎｇ）工程、蒸気処理、および乾
燥工程など、従来のタバコ処理工程の改変版でよい。
【０１３１】
　本発明のタバコ植物および／またはタバコ系統を使用して作り出すことのできる加熱ま
たは加熱処理されたタバコ製品は、その開示が参照によりその全体で本明細書に組み込ま
れる米国特許出願公開第２０１１／００４８４３４号中に記載されている。したがって、
本発明の熱処理されたタバコ組成物は、喫煙物のための添加剤として、または無煙タバコ
組成物、例えば、粉末湿性嗅ぎタバコ（ｌｏｏｓｅ　ｍｏｉｓｔ　ｓｎｕｆｆ）、粉末乾
性嗅ぎタバコ（ｌｏｏｓｅ　ｄｒｙ　ｓｎｕｆｆ）、噛みタバコ、ペレット化タバコピー
ス、押出しもしくは形成されたタバコストリップ、ピース、ロッドまたはスティック、微
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裁断摩砕粉末（ｆｉｎｅｌｙ　ｄｉｖｉｄｅｄ　ｇｒｏｕｎｄ　ｐｏｗｄｅｒ）、粉末化
ピースおよび成分の微裁断もしくは粉砕凝集物、フレーク状ピース、成形加工タバコピー
ス、タバコ含有ガムのピース、テープ状フィルムのロール、易水溶性もしくは水分散性の
フィルムまたはストリップ、またはカプセル状素材として使用することができる。
【０１３２】
　本発明のタバコ製品中で使用されるタバコは、多様でもよく、一般に、本発明の方法は
、野生タバコ、またはいくつかの手法で遺伝子改変されたタバコに対して使用することが
できる。例えば、本発明のタバコ製品中で使用されるタバコとしては、熱気乾燥（ｆｌｕ
ｅ－ｃｕｒｅｄ）タバコ、バーレータバコ、天日乾燥（ｓｕｎ－ｃｕｒｅｄ）タバコ（例
えば、オリエンタルタバコまたはインディアンカルヌール）、メリーランドタバコ、ダー
クタバコ、暗色火力乾燥（ｄａｒｋ　ｆｉｒｅｄ）タバコ、暗色空気乾燥（ｄａｒｋ　ａ
ｉｒ　ｃｕｒｅｄ）（例えば、パサンダ（ｐａｓｓａｎｄａ）、クバノ（ｃｕｂａｎｏ）
、ジャティン（ｊａｔｉｎ）およびベズキ（ｂｅｚｕｋｉ）タバコ）、または明色空気乾
燥（ｌｉｇｈｔ　ａｉｒ　ｃｕｒｅｄ）（例えば、ノースウィスコンシンおよびガルポア
（ｇａｌｐｏａ）タバコ）、およびルスティカ（Ｒｕｓｔｉｃａ）タバコ、ならびにその
他の希少または特殊タバコまたはさらには生タバコもしくは未乾燥タバコなどのほとんど
の種類のタバコを挙げることができる。代表的なオリエンタルタバコとしては、カテリニ
（ｋａｔｅｒｉｎｉ）、プレリップ（ｐｒｅｌｉｐ）、コモチニ（ｋｏｍｏｔｉｎｉ）、
キサンチ（ｘａｎｔｈｉ）およびヤンボル（ｙａｍｂｏｌ）タバコが挙げられる。
【０１３３】
　無煙形態で使用されることを意図したタバコ組成物を含め、本発明で使用されるタバコ
製品は、単一種類のタバコを（例えば、いわゆる「ストレートグレード」形態で）組み込
むことができる。例えば、タバコ製品中のタバコは、遺伝子改変熱気乾燥タバコからのみ
構成することができる（例えば、タバコのすべてが、熱気乾燥タバコ葉身、または熱気乾
燥タバコ葉身と熱気乾燥タバコ茎との混合物のいずれかから構成されるかまたはそこから
由来する）。タバコ製品中のタバコは、また、いわゆる「ブレンド」形態を有することが
できる。例えば、本発明のタバコ製品中のタバコとしては、バーレー（例えば、マラウィ
バーレータバコ）およびオリエンタルタバコと混合された本発明の熱気乾燥タバコの部分
もしくはピースの混合物（例えば、タバコ葉身、またはタバコ葉身とタバコ茎との混合物
から構成される、または誘導されるタバコのような）を挙げることができる。例えば、代
表的なブレンド物には、乾燥重量基準で約３０から約７０部のバーレータバコ（例えば、
葉身、または葉身＋茎）、および約３０から約７０部の本発明の遺伝子改変熱気乾燥タバ
コ（例えば、茎、葉身、または葉身＋茎）を組み込むことができる。他の典型的なタバコ
ブレンド物には、乾燥重量基準で約７５部の熱気乾燥タバコ、約１５部のバーレータバコ
、および約１０部のオリエンタルタバコが；または約６５部の熱気乾燥タバコ、約２５部
のバーレータバコ、および約１０部のオリエンタルタバコが；または約６５部の熱気乾燥
タバコ、約１０部のバーレータバコ、および約２５部のオリエンタルタバコが組み込まれ
る。他の典型的なタバコブレンド物には、約２０から約３０部のオリエンタルタバコおよ
び約７０から約８０部の熱気乾燥タバコが組み込まれる。または、その開示が参照により
その全体で本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２００６／０１８５６８６号およ
び第２０１１／０１７４３２３号に記載されたもののようなその他のタバコまたはタバコ
ブレンド物を使用することができる。または、その他のブレンド物を使用することができ
る。
【０１３４】
　タバコ製品中のタバコの相対量は、変更可能である。好ましくは、タバコ製品中のタバ
コの量は、乾燥重量を基準にして少なくとも約１０％、または少なくとも約２５％からの
範囲に及ぶ。特定の場合において、タバコ製品中のその他の成分の量は、乾燥重量を基準
にして約４０％を超えることができる。タバコ製品中のタバコ材料の典型的な範囲は、乾
燥基準で約１０から約６０重量％、より多くは、約２０から約４０重量％の範囲に及ぶこ
とができる。例えば、タバコ製品は、付加的な風味剤、充填剤、結合剤、緩衝剤、着色剤
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および保湿剤を含有することができる。
【０１３５】
　本発明のタバコ製品は、種々の製造物品として処方することができる。無煙タバコ製品
の場合、本発明のタバコ組成物を、所望の製品形状に形成することができる。タバコ製品
を形成するのに使用される方法および装置は、所望される形状により決まる。例えば、タ
バコ製品は、圧縮されたタバコペレット、多層押し出しピース、押出しまたは成形された
ロッドまたはスティック、異なる種類のタバコ処方物で取り囲まれた１種のタバコ処方物
を有する組成物、テープ状フィルムのロール、易水溶性もしくは水分散性のフィルムもし
くはストリップ、または外殻（例えば、性質が透明、無色、半透明または高度に着色され
た柔軟性のあるもしくは硬質の外殻）を所持するカプセル状材料、およびタバコまたはタ
バコ風味を所持する内部領域の形状を有することができる。
【０１３６】
　本発明のタバコ製品は、喫煙物を製造するための添加剤として有用であり得る。本発明
のタバコを、タバコブレンド物、代表的な紙巻タバコの成分、およびそれから製造される
代表的な紙巻タバコ中に組み込むことができる。例えば、本発明のタバコ葉を、喫煙物中
に喫煙可能な材料仕込み物の一部として組み込むことができる。または、本発明のタバコ
を、紙巻タバコのフィルター中に（例えば、フィルタープラグ、プラグラップ、または先
端の紙中に）組み込むことができ、または紙巻タバコの巻紙中に、好ましくは内側表面上
に、紙巻タバコの製造工程中に組み込むことができる。
【０１３７】
　本発明のタバコ製品の特定の実施形態において、得られる喫煙物は、喫煙中の主流煙中
における低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／また
はその他の非天然化学物質によって特徴付けられる。例えば、喫煙物は、非処理対照喫煙
物（すなわち、本発明による遺伝子改変タバコを含有しないことを除けば同様の喫煙物）
と比較して、少なくとも約１０％、少なくとも約２０％、少なくとも約３０％、少なくと
も約４０％、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくと
も約８０％、またはそれ以上低減されている、主流煙中のアクリルアミドおよび／または
アクリロニトリルおよび／またはその他の非天然化学物質によって特徴付けることができ
る。換言すれば、本発明の遺伝子改変タバコ組成物を含有する紙巻タバコなどの本発明の
喫煙物は、例えば、参照により本明細書に組み込まれるＩＳＯ３３０８：１９９１および
ＩＳＯ４３８７：１９９１に示された喫煙試験機および喫煙条件のような同様の喫煙試験
機を使用し、同様の喫煙条件下で喫煙された非改変対照喫煙物と比較して、低減した量（
重量）のアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルおよび／またはその他の非天然
化学物を主流煙中に生じる可能性がある。
【０１３８】
　例えば、特定の実施形態において、本発明は、低減したレベル（すなわち、濃度）のア
クリルアミドを生じるように突然変異されたタバコから作られた製品を提供する。具体的
には、これらのタバコ製品は、喫煙により、乾燥葉の状態のタバコの乾燥重量ミリグラム
当たり０．０３８－０．０４５マイクログラム（μｇ）のアクリルアミドを生じる可能性
がある。これは、タバコの乾燥重量ミリグラム当たり最大で約０．０６７μｇを通常は生
じる非改変の熱気乾燥タバコと比較して約１．８－１．５分の１へのアクリルアミドの低
減に相当し得る。発生するアクリルアミドの絶対量は、葉の加工処理、植物の生長段階、
および／または乾燥方式に依存する可能性がある。
【０１３９】
　また、特定の実施形態において、本発明は、低減したレベル（すなわち、濃度）のアク
リロニトリルを生じるように突然変異されたタバコから作られた製品を提供する。具体的
には、これらのタバコ製品は、喫煙により、乾燥葉の状態のタバコの乾燥重量ミリグラム
当たり約０．１４６マイクログラム（μｇ）のアクリロニトリルを生じる可能性がある。
これは、タバコの乾燥重量ミリグラム当たり最大で約０．３３１μｇを通常は生じる非改
変の熱気乾燥タバコと比較して２．２分の１へのアクリロニトリルの低減に相当し得る。
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発生するアクリルアミドの絶対量は、葉の加工処理、植物の生長段階、および／または乾
燥方式に依存する可能性がある。
【０１４０】
　特定の実施形態において、本発明のタバコ製品中で使用される改変タバコは、１０ＮＨ
－５、１０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ
－９系統の少なくとも１つからのタバコを含むことができる。または、改変タバコは、１
０ＮＨ－１８、１０Ｎ－２３、１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４または１０ＮＨ－９系統
の少なくとも１つからのタバコを含むことができる。または、本明細書に記載の他の系統
からの、または本発明の方法で作られたタバコを使用することができる。
【実施例】
【０１４１】
　本発明は、以下の非限定的実施例を参照することによってより十分に理解することがで
きる。
【０１４２】
［実施例１］　タバコの突然変異
　本発明を利用して、低減した量の特定のアミノ酸を有するＮ．ｔａｂａｃｕｍのいくつ
かの系統を調製した。
【０１４３】
　トレオニンが増加するようにＥＭＳで突然変異を誘発された育種系統の作出は、以前に
記載されている（米国特許第６７３０８３２号参照）。代表的な熱気乾燥タバコ（すなわ
ちＳｐ２２７）からの種子は、０．５％ＥＭＳで突然変異を誘発され、Ｍ０と名付けられ
た。低減したアミノ酸濃度を有するタバコを作り出すため、種々のアリコート（すなわち
、約１０粒）のＳｐ２２７　Ｎ．ｔａｂａｃｕｍ種子を、メタンスルホン酸エチル（ＥＭ
Ｓ）を約０．５％の濃度で含有する溶液中で２０時間インキュベートした。Ｋ３２６種子
および突然変異を誘発されていないＳｐ２２７種子の両方を対照として使用した。次いで
、被処理種子をＭｉｌｉＱ水（ＮＡＮＯ　ｐｕｒｅＩＩシステム；Ｂａｒｎｓｔｅａｄ／
Ｔｈｅｒｍｏｌｙｎｅ社、Ｄｕｂｕｑｕｅ、アイオワ州で精製）を用いて３０分間洗浄し
、撹拌シェーカー上、７０％エタノールで３０秒間、続いて２０％Ｃｌｏｒｏｘで２０分
間滅菌した。
【０１４４】
　次いで、Ｍ０突然変異体の集団を、種々のレベルのロイシン（２－１０ｍＭ）を含有す
る組織培養培地上でスクリーニングした。したがって、滅菌ＭｉｌｉＱ水で少なくとも５
回すすぎ洗った後、種子（プレート当たり約５０粒の種子）を、１／２ムラシゲ・スクー
グ塩（ＭＳＳ）培地＋１．５％スクロース、５ｇのフィト寒天および選別剤（ロイシン）
を含む固化フィト寒天プレート中に懸濁した。ＭＳＳ培地は、この培地に関する記載が参
照によりその全体で本明細書に組み込まれる米国特許第７１７３１７０号の表１に記載さ
れている。種子は、強度がほぼ８０μＥｍ－２ｓ－１の白色蛍光ランプ（Ｓｙｌｖａｎｉ
ａ、Ｄａｎｖｅｒｓ、マサチューセッツ州）を使用する１６時間の光周期、２５℃の組織
培養室中で発芽させた。１０日後、増殖培地を除去し、実生に、ロイシンを２から５ｍＭ
の濃度で含有する同様の培地を添加した。次いで、高レベルのロイシンに対して抵抗性で
あるＮ．ｔａｂａｃｕｍ系統を開発するために、生き残っている植物を土壌に移植し、温
室中で成長させた。
【０１４５】
　ロイシンに富む培地上で選別された生き残りＭ０小植物を、救出し、成長室内の土壌に
移した。あとで、これらのＭ０植物を温室内に移し、各植物から自然落下種子（ｓｅｌｆ
－ｓｅｅｄ）を集め、Ｍ１と名付けた。Ｍ１系統を通常の圃場条件下で成長させた。各Ｍ
１系統を、従来の方式により熱気乾燥した。
【０１４６】
　高量のロイシン上で成長することができるように選別されたＥＭＳ突然変異育種系統を
抜き出し、特徴付けた。各熱気乾燥葉のサンプルから中肋を取り出し、刻みタバコ（ｃｕ
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間茎の葉を、アミノ酸、ニコチン、還元糖、および全糖について分析した。これらの分析
結果を表１－６に示す。対照と比較してアスパラギンのレベルが低減したタバコ系統（例
えば、１０ＮＨ－５、１０ＮＨ－１８および１０ＮＨ－２３）は、表１中、太字で示され
る。いくつかのタバコ系統は、その他のアミノ酸も低減していることがわかる。
【０１４７】
【表１】

【０１４８】
【表２】

【０１４９】
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【０１５０】
【表４】

【０１５１】



(33) JP 2018-46830 A 2018.3.29

10

20

30

40

50

【表５】

【０１５２】
【表６】

【０１５３】
［実施例２］　低減したアスパラギンを有するタバコは低減したアクリルアミドを発生す
る
　試験用紙巻タバコは、米国特許出願公開第２００７／０００６８８８号中に記載のよう
な実験室用装置を使用して調製した。単一グレードの熱気乾燥タバコ葉（中間および上部
茎）を使用して紙巻タバコを作り、アクリルアミドおよびアクリロニトリルについて試験
した。また、市販のタバコブレンド物を対照として試験し、市販紙巻タバコからブレンド
物を取り出すこと、およびこのブレンド物を用いて紙巻タバコを作製することによって、
試験の精度および正確さを求めた。
【０１５４】
　各タバコからの３本の紙巻タバコを喫煙し、Ｃｅｒｕｌｅａｎ　ＳＭ４５０喫煙試験機
（Ｃｅｒｕｌｅａｎ、Ｌｉｎｆｏｒｄ　Ｗｏｏｄ　Ｅａｓｔ、ＭＫ１４６ＬＹ、英国）を
使用して煙を捕集した。試験機の空気流量は、ＩＳＯの条件に調整した（ＩＳＯ３３０８
：ルーチン分析用紙巻タバコ喫煙試験機－定義および標準条件（Ｒｏｕｔｉｎｅ　ａｎａ
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ｌｙｔｃａｌ　ｃｉｇａｒｅｔｔｅ　ｓｍｏｋｉｎｇ　ｍａｃｈｉｎｅ－ｄｅｆｉｎｉｔ
ｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ）；参照番号ＩＳＯ３３０
８：１９９１（Ｅ）国際標準化機構、Ｇｅｎｅｖａ、スイス、１９９１年；ＩＳＯ４３８
７：紙巻タバコ－ルーチン分析用喫煙試験機を使用する全微粒子状物質およびニコチン不
含乾燥微粒子状物質の測定（Ｃｉｇａｒｅｔｔｅ－Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　
ｔｏｔａｌ　ａｎｄ　ｎｉｃｏｔｉｎｅ　ｆｒｅｅ　ｄｒｙ　ｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ　
ｍａｔｔｅｒ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｒｏｕｔｉｎｅ　ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｓｍｏｋｉｎ
ｇ　ｍａｃｈｉｎｅ）；参照番号ＩＳＯ４３８７：１９９１（Ｅ）国際標準化機構、Ｇｅ
ｎｅｖａ、スイス、１９９１年）。
【０１５５】
　喫煙は、１つの単一方式のもとで、３５ｍＬのパフ容積、２秒間のパフ、および６０秒
のパフ間隔（ＩＳＯとして示されている）を使用して実施した。アクリルアミドの分析は
、前に記載されている方法Ｓ．Ｃ．ＭｏｌｄｏｖｅａｎｕおよびＡ．Ｒ．Ｇｅｒａｒｄｉ
「タバコ、代替タバコ製品、および紙巻タバコ煙中のアクリルアミド分析（Ａｃｒｙｌａ
ｍｉｄｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｉｎ　ｔｏｂａｃｃｏ，ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｔｏｂ
ａｃｃｏ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ａｎｄ　ｃｉｇａｒｅｔｔｅ　ｓｍｏｋｅ）」Ｊ．Ｃｈｒ
ｏｍａｔｏｇｒ．Ｓｃｉ．、４９巻、２３４－２４２頁、２０１１年）を使用して実施し
た。すべての分析は、三つ組みで実施した（喫煙を含める）。
【０１５６】
　アスパラギン、ニコチン（Ｎｉｃ）、還元糖および全糖のレベルに関するタバコの分析
結果を表７および８に要約する。実施例のデータを表７に示す。いくつかの系統（例えば
、１０ＮＨ－５、１０ＮＨ－１８および１０ＮＨ－２３）は有意に低減したレベルのアス
パラギン（ＡＳＮ）を有することがわかった。
【０１５７】
【表７】

【０１５８】
　３群の紙巻タバコからの煙を、さらに、一酸化炭素（ＣＯ）、全微粒子状物質（ＴＰＭ
）およびアクリルアミドについて分析した。１つの群は、市販タバコのブレンド物から作
られた対照とした。試験法の精度レベルは、５％未満の相対標準偏差（ＲＳＤ）であるこ
とが見出された（データは示さない）。第２の群（表８）は、上部茎タバコを用いて作ら
れた紙巻タバコを含み、第３の群（表９）は、中間茎タバコを用いて作られた紙巻タバコ
を含んだ。分析は、上部または下部茎サンプルの双方および同一サンプルの繰り返しに関
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して無作為化した。各群に関して、結果を３回の別々の分析の平均として別個に下記に示
す。市販のブレンド物については、ＴＰＭおよびアクリルアミドおよび繰り返しの分析に
関し、５％未満の相対標準偏差（ＲＳＤ％）を示した。
【０１５９】
【表８】

【０１６０】
　対照と比較して低減したレベルのアクリルアミド／ＴＰＭ比率を有するタバコ（例えば
、１０ＮＨ－５、１０ＮＨ－１８および１０ＮＨ－２３）を太字で示す。
【０１６１】

【表９】

【０１６２】
　表８および９からの結果は、ＥＭＳで改変された種々のタバコは、紙巻タバコの煙中で
ある範囲のレベルでのアクリルアミドの形成をもたらすことを示している。いくつかのＥ
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ＭＳタバコ系統（１０ＮＨ－５、１０ＮＨ－１８および１０ＮＨ－２３）は、３種の上部
茎タバコおよび１種の中間茎タバコで見出されたように、煙中により低レベルのアクリル
アミドを有した（データは示さない）。
【０１６３】
　上部茎のサンプルからのデータを、一元スチューデントｔ検定を使用して解析した。各
植物は、対照と有意に異なっていることが見出された（表８）。表８に示したように、種
々の文字（例えば、Ａ、Ｂ、Ｃなど）によって表されるサンプルは、アクリルアミドの平
均に関して統計的に有意な異なる値を有した。
【０１６４】
　この結果は、紙巻タバコの煙中のアクリルアミドの低減は、突然変異誘発による植物の
改変を利用して達成できることを示している。図２は、アクリルアミドレベルの増大また
は低減が、植物中のアミノ酸含有量を変えることによって達成されたことを図示している
。したがって、上部茎タバコに関して、アスパラギンのレベルと煙中のアクリルアミドと
の間に見事な相関があったことがわかる。対照系統（１０ＮＨ－３）を四角形として、種
々の実験系統での値を、菱形形状の記号として示す。
【０１６５】
［実施例３］　低減したアクリロニトリルを有するタバコ
　表１０および１１に、上部茎タバコを用いて作った紙巻タバコ（表１０）、および中間
茎タバコを用いて作った紙巻タバコ（表１１）からのアクリロニトリル（ＡＮＩ）レベル
に関する結果を示す。アクリロニトリルは、前に発表されている方法（Ｓ．Ｃ．Ｍｏｌｄ
ｏｖｅａｎｕ、２０１０年、Ｂｅｉｔｒ．Ｔａｂａｋｆｏｒｓｃｈ．Ｉｎｔ．、２４巻、
１４５－１５６頁）により測定した。やはり、分析は、上部または下部茎サンプルの双方
、および同一サンプルの繰り返しに関して無作為化した。結果を、各群に関して、３回の
別々の分析の平均として別個に下記に示す。市販のブレンド物に関して、ＴＰＭ、アクリ
ロニトリル、繰り返しの分析に関し、５％未満の相対標準偏差（ＲＳＤ％）を示した。Ｅ
ＭＳで突然変異を誘発されたタバコを用いて作られた上部茎紙巻タバコに関する、紙巻タ
バコのパフ回数、ＣＯ、ＴＰＭおよびアクリロニトリルについての結果を表１０に示し、
中間茎に関するそれらの結果を表１１に示す。
【０１６６】
【表１０】

【０１６７】
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【表１１】

【０１６８】
　対照と比較して、上部茎葉の場合、ＥＭＳで突然変異を誘発された植物の１種から生じ
るアクリロニトリルの最低レベルは親のレベルのわずかに４７％であり、中間茎葉の場合
、アクリロニトリルの最低レベルは、親のわずかに５９％であったことがわかる。上部茎
サンプルからのデータを、一元スチューデントｔ－検定を使用して解析した。各植物は、
対照と有意に異なっていることが見出された（表１０）。表１０に示したように、異なる
文字（例えば、Ａ、Ｂ、Ｃなど）で表されたサンプルは、アクリロニトリルに関して統計
的に有意に異なる平均値を有した。アクリロニトリルの低減およびアクリルアミドの低減
を示す３種の系統（１０ＮＨ－５、１０ＮＨ－１８および１０ＮＨ－２３）を、表１０中
ではイタリック体で示す。また、系統１０ＮＨ－２７、１０ＮＨ－３４および１０ＮＨ－
９は、低いアクリロニトリルレベルを示した。アクリロニトリルの発生に関わる主要アミ
ノ酸前駆体を同定することを試み、さらなる研究を実施した。上部茎葉中の表１－３に示
したアミノ酸レベル（ｍｇ／ｇタバコ）とアクリロニトリル／ＴＰＭ（μｇ／ｍｇ）との
間の相関係数Ｒを表１２に示す。表４－６に示した分析結果を有する中間茎タバコに関す
る同様の結果を表１３に示す。アミノ酸に関する結果の一部を、分析法の定量限界（ＬＯ
Ｑ）に基づいて「未満」と報告した。相関関係の計算は数を必要とするので、真のレベル
が不明であるアミノ酸に対してこのＬＯＱ値を使用した。
【０１６９】
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【表１２】

【０１７０】
【表１３】

【０１７１】
　表１２および１３からわかるように、上部茎タバコおよび中間茎タバコに関する相関係
数は、グルタミン酸、ヒスチジン、リシン、フェニルアラニンおよびセリンの場合により
高いＲ値を示す。グルタミン酸が、アクリロニトリルの形成に寄与していることが判明し
た。
【０１７２】
　したがって、本発明の方法は、低減したレベルの少なくとも１種のアミノ酸を有する植
物系統を開発するのに、迅速で経済的な突然変異誘発法を利用する。一実施形態において
、植物はタバコである。本発明は、突然変異を誘発されたタバコ種子を選別条件下で発芽
させ、次いで高濃度のロイシンに対して抵抗性である表現型を少なくとも部分的に含むキ
メラ植物を選別することを可能にする方法を提供する。本発明にはアスパラギンおよび／
またはグルタミン酸が低減されている改変タバコ系統が包含される。このようなタバコは
、加熱および／または燃焼の際に、それぞれ潜在的な発癌性物質であるアクリルアミドま
たはアクリロニトリルを低減した量で形成する。これらの遺伝子改変タバコ系統を、改変
されたアミノ酸プロフィールを有する新たなタバコ変種を開発するための生殖質として使
用することができ、ならびに／または改善された風味および芳香を有するブレンド物を作
り出すためのその他のタバコ系統と混合することができる。
【０１７３】
　本明細書中で引用されたすべての参考文献は、参照によりそれらの全体で本明細書に組
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み込まれる。

【図１】 【図２】



(40) JP 2018-46830 A 2018.3.29

【手続補正書】
【提出日】平成29年11月1日(2017.11.1)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　改変タバコ植物の由来元である非改変タバコと比較して、レベルが低減したアスパラギ
ンを含み、およびレベルが少なくとも２０％低減したアクリルアミドおよび／またはアク
リロニトリルの内の少なくとも１種を含む、改変タバコ植物またはその一部。
【請求項２】
　請求項１に記載の改変タバコ植物であって、
タバコ植物またはその一部を加熱および／または燃焼すると、非改変植物と比較して低減
したアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルを含む、改変タバコ植物。
【請求項３】
　非改変植物と比較して低減したグルタミン酸を含む、請求項１に記載の改変タバコ植物
。
【請求項４】
　改変タバコ植物からの改変タバコを含むタバコ製品であって、前記改変タバコが、非改
変親タバコ植物からのタバコと比較して低減したレベルのアスパラギン、および少なくと
も２０％低減したレベルのアクリルアミドおよび／またはアクリロニトリルを有する、タ
バコ製品。
【請求項５】
　タバコを加熱および／または燃焼すると、前記タバコが、低減したレベルのアクリルア
ミドおよび／またはアクリロニトリルを含む、請求項４に記載のタバコ製品。
【請求項６】
　タバコが、少なくとも低減したレベルのグルタミン酸を含む、請求項４に記載のタバコ
製品。
【請求項７】
　請求項１に記載の改変タバコ植物またはその一部において、以下の方法にて作出される
改変タバコ植物またはその一部：
　非改変タバコ植物からの少なくとも１つのタバコ種子を、突然変異誘発物質を含む溶液
中でインキュベートするステップ；
　前記少なくとも１つのタバコ種子から突然変異誘発物質を洗い流すステップ；
　前記少なくとも１つのタバコ種子を選別剤に暴露するステップ；
　前記少なくとも１つのタバコ種子を発芽させ、少なくとも１つのＭ０タバコ実生をロイ
シンを含む前記選別剤の存在下で成長させるステップ；
　前記少なくとも１つのＭ０タバコ実生を成長させ、少なくとも１つの突然変異を誘発さ
れたＭ１タバコ種子を含む少なくとも１つのＭ０タバコ植物を作出するステップ；および
　前記少なくとも１つの突然変異を誘発されたＭ１タバコ種子を発芽させ、非改変タバコ
植物と比較して、低減したレベルの前記少なくとも１種のアミノ酸を含む少なくとも１種
の改変Ｍ１タバコ植物を選別するステップ。
【請求項８】
　改変タバコ植物が、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）種
である、請求項１に記載の改変タバコ植物またはその一部。
【請求項９】
　請求項７に記載の改変タバコ植物またはその一部であって、前記作出方法が、
少なくとも１つのＭ１タバコ植物を成長させてＭ２タバコ種子を作出し、ここで前記少な
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くとも１つのＭ１タバコ植物が、前記選別剤の存在下で成長することを可能にする、突然
変異のホモ接合体である、ステップをさらに含む、改変タバコ植物またはその一部。
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