
(57)【要約】
【解決課題】　従来の方法による遺伝子組換え体の作製が困難であったツバキ科樹木、特
にチャ樹における遺伝子組換え体の効率的な作製方法及び遺伝子組換え樹木並びに組換え
体の選択方法の提供。
【解決手段】　ツバキ科樹木の胚カルスに遺伝子、特に細胞小器官に局在化する蛍光たん
ぱく質をコードする遺伝子を含む遺伝子を導入することを特徴とする遺伝子組換えツバキ
科樹木の作製方法
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ツ バ キ 科 樹 木 の 胚 カ ル ス に 遺 伝 子 導 入 す る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木
の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ツ バ キ 科 樹 木 が 、 チ ャ 樹 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 胚 カ ル ス が 、 芽 の 培 養 に て 生 じ る 葉 の 先 端 及 び 中 助 の 部 分 よ り 発 生 す る 胚 カ ル ス で あ る
請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 遺 伝 子 が 蛍 光 た ん ぱ く 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 請 求 項 １ 、 ２ 又 は ３ に 記 載 の 作 製 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 蛍 光 た ん ぱ く 質 が オ ワ ン ク ラ ゲ 由 来 の 緑 色 蛍 光 た ん ぱ く 質 Ｇ Ｆ Ｐ 又 は そ の 変 異 体 ｓ Ｇ Ｆ
Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 蛍 光 た ん ぱ く 質 を ツ バ キ 科 樹 木 の 細 胞 小 器 官 に 局 在 化 さ せ る 請 求 項 ５ に 記 載 の 作 製 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 細 胞 小 器 官 が ミ ト コ ン ド リ ア 及 び 色 素 体 で あ る 請 求 項 ６ 項 に 記 載 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 作 製 さ れ た 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木
。
【 請 求 項 ９ 】
　 蛍 光 た ん ぱ く 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 導 入 し た 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ツ バ キ 科 樹 木 が 、 チ ャ 樹 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の ツ バ キ 科 樹 木 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 蛍 光 た ん ぱ く 質 を 細 胞 小 器 官 に 局 在 化 さ せ た 請 求 項 ９ 又 は １ ０ に 記 載 の ツ バ キ 科 樹 木 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 細 胞 小 器 官 が ミ ト コ ン ド リ ア 及 び 色 素 体 で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の ツ バ キ 科 樹 木 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ツ バ キ 科 樹 木 、 特 に チ ャ 樹 に お け る 胚 カ ル ス を 利 用 し た 遺 伝 子 組 換 え 樹 木 作
製 方 法 及 び 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 細 胞 小 器 官 に 局 在 化 さ
せ て 蛍 光 た ん ぱ く 質 を 細 胞 非 破 壊 的 に 測 定 す る 形 質 転 換 体 の 選 択 工 程 を 含 む 遺 伝 子 組 換 え
ツ バ キ 科 樹 木 の 作 製 方 法 及 び 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 オ オ ム ギ 、 ム ギ 、 イ ネ 、 タ バ コ な ど の 草 本 植 物 に 遺 伝 子 組 換 え 的 手 法 に よ り 新 し い 形 質
を 供 与 し た 遺 伝 子 組 換 え 植 物 の 作 製 は 一 般 に 行 わ れ て お り 、 ま た 、 ポ プ ラ の よ う な 樹 木 に
お い て も 同 様 な 方 法 で 遺 伝 子 組 換 え 樹 木 の 作 製 が 報 告 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 経 済 植
物 と し て 有 用 で あ り な が ら チ ャ 樹 に お い て の 遺 伝 子 組 換 え 植 物 の 作 製 は こ れ ま で ２ ０ ０ １
年 に イ ン ド の Ｍ ｏ ｎ ｄ ａ ｌ 等 の グ ル ー プ が 子 葉 を 用 い 、 ア グ ロ バ ク テ リ ア 法 を 用 い 遺 伝 子
導 入 を 行 い 、 Ｇ Ｕ Ｓ （ β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ ） の 系 で 形 質 転 換 植 物 の 選 択 を 行 な っ た 報 告
（ 非 特 許 文 献 １ ） の み で あ る 。 チ ャ 樹 に お け る 形 質 転 換 が 少 な い の は 、 効 率 的 な 遺 伝 子 組
換 え 植 物 の 作 製 に 必 要 な 遺 伝 子 導 入 に 適 し 、 分 化 誘 導 能 を 備 え た 植 物 培 養 細 胞 や そ の 後 の
効 率 的 な 形 質 転 換 植 物 の 選 択 方 法 が 不 十 分 な た め と 考 え ら れ る 。 Ｍ ｏ ｎ ｄ ａ ｌ 等 の グ ル ー
プ は 、 子 葉 を 用 い て 遺 伝 子 導 入 し て い る 。 し か し 、 チ ャ 樹 お け る 子 葉 は １ つ の 種 子 よ り ２
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個 し か 得 る こ と が 出 来 ず 、 決 し て 効 率 的 な 遺 伝 子 組 換 え 体 作 製 方 法 と は 言 い 難 い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 １ ９ ９ ６ 年 に 加 藤 は 、 従 来 の 組 織 片 で は な く 芽 よ り 誘 導 し た 胚 カ ル ス で 発 芽 を 誘 導 で き
た こ と 報 告 （ 非 特 許 文 献 ２ ） し て い る が 、 こ れ ま で こ の 胚 カ ル ス を 用 い た 遺 伝 子 組 換 え の
報 告 は な い 。 さ ら に 、 効 率 的 に 遺 伝 子 組 換 え 体 を 得 る に は 、 形 質 転 換 体 の 選 択 方 法 が 簡 便
で あ り 、 選 択 後 に そ の ま ま 分 化 誘 導 で き る こ と が 望 ま し い 。 Ｍ ｏ ｎ ｄ ａ ｌ 等 の グ ル ー プ の
組 換 え 体 の 作 製 は 、 Ｇ Ｕ Ｓ （ β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ ） レ ポ ー タ ー シ ス テ ム を 形 質 転 換 体 の
選 択 方 法 と し て い る が 、 こ れ は 細 胞 の 固 定 化 を 必 要 と す る た め そ の 後 の 発 芽 へ の 誘 導 に は
使 用 で き ず 効 率 的 な 遺 伝 子 組 換 え 体 の 取 得 方 法 と は 言 い 難 い 。 一 般 に 、 簡 便 で 細 胞 非 破 壊
的 な 形 質 転 換 体 の 選 択 方 法 と し て オ ワ ン ク ラ ゲ 由 来 の 緑 色 蛍 光 た ん ぱ く 質 Ｇ Ｆ Ｐ を 蛍 光 マ
ー カ ー と し て 使 用 す る 形 質 転 換 体 の 選 択 方 法 が 良 く 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 し か
し 、 チ ャ 樹 等 の ツ バ キ 科 樹 木 に は Ｇ Ｆ Ｐ の 蛍 光 波 長 と 重 な る 自 家 蛍 光 が あ り 、 一 般 的 に 使
用 さ れ て い る 方 法 で は Ｇ Ｆ Ｐ を マ ー カ ー と し て 使 用 で き な い こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 ２
） 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 T. K. Mondal, A. Bhattacharya, P. S. Ahuja and P.K. Chand, (2001
) Transgenic tea [Camellia sinensis (L.) O. Kuntze cv. Kangra Jat] plants obtain
ed by Agrobacterium-mediated transformation of somatic embryos. Plant Cell Rep 2
0: 712-720.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 M. Kato, (1996) Somatic embryogenesis from immature leaves of in
 vitro grown tea shoots. Plant Cell Rep 15: 920-923.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 M.-J.Cho, H.W.Choi, D.Okamoto, S.Zhang and P.G.Lemaux, (2003) Ex
pression of green fluorescent protein and its inheritance in transgenic oat plan
ts generated from shoot meristematic cultures. Plant cell Rep 21:467― 474.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Niwa Y, Hirano T, Yoshimoto K, Shimizu M, Kobayashi H. (1999) No
n-invasive quantitative detection and applications of non-toxic, S65T-type green
 fluorescent protein in living plants. Plant J. 18:455 -463.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 組 換 え が 困 難 で あ っ た 従 来 技 術 の 上 記 問 題 点 を 解 決 し 、 ツ バ キ 科 樹 木
、 特 に チ ャ 樹 に お け る 遺 伝 子 組 換 え 樹 木 の 効 率 的 な 作 製 方 法 及 び 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹
木 を 提 供 す る も の で あ る 。 ま た 、 蛍 光 た ん ぱ く 質 を マ ー カ ー と し て 用 い る 遺 伝 子 組 換 え ツ
バ キ 科 樹 木 の 選 択 が 行 え な か っ た 従 来 技 術 の 問 題 を 解 決 し 、 効 率 的 な 選 択 方 法 を 提 供 す る
も の で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ツ バ キ 科 樹 木 の 胚 カ ル ス に 遺 伝 子 導 入 す る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 組 換 え ツ
バ キ 科 樹 木 の 作 製 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ツ バ キ 科 樹 木 が 、 チ ャ 樹 で あ る 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の 作 製 方 法 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 胚 カ ル ス が 、 芽 の 培 養 に て 生 じ る 葉 の 先 端 及 び 中 助 の 部 分 よ り 発 生 す る 胚 カ
ル ス で あ る 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の 作 製 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 が 蛍 光 た ん ぱ く 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹
木 の 作 製 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 蛍 光 た ん ぱ く 質 が オ ワ ン ク ラ ゲ 由 来 の 緑 色 蛍 光 た ん ぱ く 質 Ｇ Ｆ Ｐ 又 は そ の 変
異 体 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） で あ る 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の 作 製 方 法 に 関 す る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 蛍 光 た ん ぱ く 質 を ツ バ キ 科 樹 木 の 細 胞 小 器 官 に 局 在 化 さ せ る 遺 伝 子 組 換 え ツ
バ キ 科 樹 木 の 作 製 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 小 器 官 が ミ ト コ ン ド リ ア 及 び 色 素 体 で あ る 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の
作 製 方 法 に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 従 来 の 技 術 で は 困 難 で あ っ た ツ バ キ 科 樹 木 、 特 に チ ャ 樹 に お け る 効 率 的 な 遺
伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の 作 製 を 可 能 と す る 。 ま た 、 本 発 明 で は 、 従 来 の 技 術 で は 困 難 で
あ る 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の 効 率 的 な 選 択 を 可 能 と す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に お け る ツ バ キ 科 樹 木 は 、 ツ バ キ 、 サ ザ ン カ 、 チ ャ な ど が 挙 げ ら れ る が 、 特 に チ
ャ 樹 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に お け る 胚 カ ル ス は 、 根 、 茎 、 葉 、 花 等 の 成 体 組 織 片 よ り 生 じ る カ ル ス と は 異 な
り 、 芽 の 培 養 に て 生 じ る 葉 の 先 端 及 び 中 助 の 部 分 よ り 作 製 で き る 。 ツ バ キ 科 樹 木 の 胚 カ ル
ス は 、 一 般 に 自 家 蛍 光 を 伴 う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 胚 カ ル ス の 導 入 に 使 用 す る 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 バ イ ナ リ ー
ベ ク タ ー 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 、 遺 伝 子 の 発 現 制 御 に 関 わ る 遺 伝 子 、 選 択 マ ー カ ー に 関 わ る 遺
伝 子 な ど の 一 般 の 遺 伝 子 組 換 え 手 法 に お い て 使 用 さ れ る 遺 伝 子 、 及 び そ の 他 に 耐 寒 性 、 抗
菌 性 、 耐 病 性 、 カ テ キ ン 含 量 な ど に 関 わ る 遺 伝 子 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 プ ラ ス ミ ド 、 バ イ
ナ リ ー ベ ク タ ー 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 、 プ ロ モ ー タ ー 遺 伝 子 、 ポ リ ア デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル
配 列 遺 伝 子 、 細 胞 小 器 官 標 的 化 シ グ ナ ル 配 列 、 蛍 光 た ん ぱ く 質 マ ー カ ー 遺 伝 子 等 の 有 用 遺
伝 子 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 に は 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル
耐 性 遺 伝 子 な ど が あ る が 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 カ ル ベ ニ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 及 び ハ イ
グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 遺 伝 子 の 発 現 制 御 に 関 わ る プ ロ モ ー タ ー に は 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ
イ ル ス ３ ５ Ｓ プ ロ モ ー タ ー 、 ノ パ リ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 イ ネ の ア ク チ ン プ
ロ モ ー タ ー 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ Ｃ Ａ Ｂ ２ 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ Ｒ Ｄ ２ ９ Ａ プ ロ モ ー タ ー 、 タ バ コ
Ｅ Ｆ １ α プ ロ モ ー タ ー な ど が あ り 、 ま た ポ リ ア デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 に は 、 ノ パ リ ン 合
成 酵 素 遺 伝 子 の ポ リ ア デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス の ポ リ ア
デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 な ど が あ る が 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス ３ ５ Ｓ プ ロ モ ー タ
ー お よ び ノ パ リ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 の ポ リ ア デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 蛍 光 た ん ぱ く 質 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 Ｇ Ｆ Ｐ ， Ｃ Ｆ Ｐ ， Ｙ Ｆ Ｐ ， Ｒ Ｆ Ｐ な
ど が あ る が 、 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 細 胞 内 で 蛍 光 た ん ぱ く 質 が 局 在 化 す る 細 胞 小 器 官 は 、 細 胞 膜 、 細 胞 壁 、
核 小 体 、 滑 面 小 胞 体 、 粗 面 小 胞 体 、 液 胞 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 、 リ ボ ソ ー ム 、 核 、 ゴ ル ジ 小
胞 、 リ ソ ソ ー ム 、 ゴ ル ジ 、 タ ン パ ク 質 顆 粒 、 小 胞 体 、 ミ ト コ ン ド リ ア 又 は 色 素 体 な ど が 挙
げ ら れ る が 、 ミ ト コ ン ド リ ア 又 は 色 素 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。 蛍 光 た ん ぱ く 質 を 細 胞 小
器 官 に 局 在 化 さ せ る に は 、 例 え ば 、 蛍 光 た ん ぱ く 質 に 細 胞 小 器 官 標 的 化 シ グ ナ ル 配 列 を 周
知 の 遺 伝 子 組 換 え 手 法 で 付 加 さ せ る 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
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　 本 発 明 に お い て 蛍 光 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー が ミ ト コ ン ド リ ア 又 は 色 素 体 で 局 在 化 す る た め
に 使 用 す る 細 胞 小 器 官 標 的 化 シ グ ナ ル 配 列 は 、 こ れ に は 限 定 さ れ な い が 、 ミ ト コ ン ド リ ア
標 的 化 に は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の Ｆ １ Ａ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ ガ ン マ － サ ブ ユ ニ ッ ト の Ｎ 末 端 ７ ８ ア ミ ノ
酸 残 基 、 色 素 体 標 的 化 に は リ ブ ロ ー ス １ ， ５ 二 リ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ／ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ
小 － サ ブ ユ ニ ッ ト の ト ラ ン ジ ッ ト ペ プ チ ド が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に お け る 蛍 光 た ん ぱ く 質 マ ー カ ー 発 現 の た め の プ ロ モ ー タ ー 遺 伝 子 、 ポ リ ア デ ニ
ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 遺 伝 子 、 細 胞 小 器 官 標 的 化 シ グ ナ ル 配 列 、 蛍 光 た ん ぱ く 質 マ ー カ ー 遺
伝 子 等 の 有 用 遺 伝 子 の 再 構 成 は 、 実 施 例 に 記 載 の ３ ５ Ω － ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） プ ラ ス ミ
ド に お い て 実 施 す る の が 好 ま し い が 、 市 販 の 適 当 な プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 、 ｐ Ｕ Ｃ 、 ｐ
Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｉ ｐ ｔ な ど で 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お け る プ ロ モ ー タ ー 遺 伝 子 、 ポ リ ア デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 遺 伝 子 、 蛍 光 た ん
ぱ く 質 マ ー カ ー 遺 伝 子 等 の 有 用 遺 伝 子 は 、 市 販 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ （ ク ロ ン テ ッ ク ） 、 カ リ フ ラ ワ
ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス ３ ５ Ｓ プ ロ モ ー タ ー （ ク ロ ン テ ッ ク ） 、 ノ パ リ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 の ポ
リ ア デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 （ ク ロ ン テ ッ ク ） を Ｐ Ｃ Ｒ な ど に よ り 改 変 し て 使 用 し て も よ
い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 再 構 成 し た 有 用 遺 伝 子 を 胚 カ ル ス へ 導 入 す る の に 使 用 す る バ イ ナ リ － ベ
ク タ ー は 、 植 物 細 胞 へ の 感 染 力 を 有 す る 遺 伝 子 （ Ｔ － Ｄ Ｎ Ａ ） を 有 し 、 適 切 な 制 限 酵 素 部
位 及 び 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 有 し た バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー で あ れ ば よ く 、 ｐ Ｇ Ａ バ イ ナ リ － ベ ク
タ ー 、 ｐ Ｂ Ｉ １ ２ １ バ イ ナ リ － ベ ク タ ー な ど が あ る が 、 ｐ Ｉ Ｇ １ ２ １ Ｈ Ｍ バ イ ナ リ ー ベ ク
タ ー 、 ｐ Ｂ Ｃ Ｈ １ バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に お い て バ イ ナ リ － ベ ク タ ー の 胚 カ ル ス 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 法 は 、 こ れ に 限 定 さ
れ な い が 、 ア グ ロ バ ク テ リ ア 法 又 は パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 に よ る こ と が 好 ま し く 、 ア グ ロ バ
ク テ リ ア 法 は 、 例 え ば 、 ア グ ロ バ ク テ リ ア Ｅ Ｈ Ａ １ ０ ５ 株 と 胚 カ ル ス を 共 培 養 す る こ と で
、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 は 、 例 え ば Ｂ Ｉ Ｏ － Ｒ Ａ Ｄ 社 の パ ー テ ィ ク ル ガ ン （ Ｐ Ｄ Ｓ － １ ０ ０
０ ／ Ｈ ｅ ） を 使 用 す る こ と で 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の 作 製 方 法 に お い て 、 一 般 的 な 遺 伝 子 組 換 え 手 法 で
使 用 さ れ る 導 入 し た 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 に 基 づ く 抗 生 物 質 に よ る 選 択 を 行 う こ と が 好 ま し
く 、 抗 生 物 質 と し て は 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が 、 カ ナ マ イ シ ン 、 カ ル ベ ニ シ リ ン 及 び ハ イ
グ ロ マ イ シ ン が 好 ま し く 、 抗 生 物 質 耐 遺 伝 子 導 入 細 胞 を カ ナ マ イ シ ン 、 カ ル ベ ニ シ リ ン 及
び ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 含 有 し た 培 地 で 培 養 す る こ と で 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に お け る 、 遺 伝 子 組 換 え 樹 木 の 選 択 は 、 生 き た ま ま の 細 胞 中 の 蛍 光 た ん ぱ く 質 マ
ー カ ー の 存 在 を 確 認 す る こ と が で き 、 蛍 光 ス ペ ク ト ル 分 解 可 能 な ス ペ ク ト ラ ル イ メ ー ジ ン
グ シ ス テ ム 、 例 え ば Applied Spectral Imaging 社 の Spectral Unmixing を 備 え た Spectra
l Imaging Inc.社 の Ｓ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ Ｒ Ａ Ｖ Ｉ Ｅ Ｗ 等 を 使 用 す る こ と に よ り ツ バ キ 科 チ ャ 樹 胚 カ
ル ス の 自 家 蛍 光 と 区 別 し て 確 認 で き る 。 ま た 、 細 胞 小 器 官 に 蛍 光 た ん ぱ く 質 を 局 在 化 す る
態 様 の 本 発 明 の 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の 作 製 方 法 に お い て は 、 細 胞 小 器 官 へ の 蛍 光 た ん ぱ く
質 の 局 在 化 に よ る 蛍 光 の 増 強 を 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 （ 例 え ば 、 バ イ オ ラ ッ ド 社 の Ｍ Ｒ Ｃ
１ ０ ２ ４ ） を 使 用 し て 測 定 す る こ と に よ り ツ バ キ 科 チ ャ 樹 胚 カ ル ス の 自 家 蛍 光 と 区 別 し て
組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の 選 択 を 行 う こ と も 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 の 作 製 方 法 に お い て 、 植 物 ホ ル モ ン に よ る 分 化 誘 導
を 行 う こ と が 好 ま し く 、 植 物 ホ ル モ ン と し て Ｉ Ｂ Ａ （ イ ン ド ー ル － ３ － ブ チ ル 酸 ） Ｂ Ａ （
Ｎ ６ － ベ ン ジ ル ア デ ニ ン ） 及 び Ｇ Ａ （ ジ ベ レ リ ン ） が 好 ま し く 、 後 述 の 実 施 例 に 記 載 の よ
う に Ｉ Ｂ Ａ 、 Ｂ Ａ 、 及 び Ｇ Ａ を 含 有 し た 培 地 で 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 培 養 す る こ と で 実 施 で き
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る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ８ 】

　 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 加 工 や Ｄ Ｎ Ａ 断 片 相 互 の 結 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の
確 認 、 大 腸 菌 等 の 処 理 （ 形 質 転 換 、 培 養 、 プ ラ ス ミ ド の 抽 出 等 ） な ど の 一 般 的 操 作 の 手 順
は 、 特 に 記 載 の な い 限 り 、 Molecular Cloning 3rd edition, Cold Spring Harbor Labora
tory Press等 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ミ ト コ ン ド リ ア 用 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の Ｆ １ Ａ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ ガ ン マ
－ サ ブ ユ ニ ッ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 制 限 酵 素 Ｈ ａ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ で 消 化 後 、 Ｎ 末 端 ７ ８ ア ミ ノ 酸 残 基 を
含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 （ Ｍ Ａ Ｍ Ａ Ｖ Ｆ Ｒ Ｒ Ｅ Ｇ 　 Ｒ Ｒ Ｌ Ｌ Ｐ Ｓ Ｉ Ａ Ａ Ｒ 　 Ｐ Ｉ Ａ Ａ Ｉ Ｒ Ｓ Ｐ Ｌ Ｓ
　 Ｓ Ｄ Ｑ Ｅ Ｅ Ｇ Ｌ Ｌ Ｇ Ｖ 　 Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｔ Ｑ Ｖ Ｖ Ｒ Ｎ 　 Ｒ Ｍ Ｋ Ｓ Ｖ Ｋ Ｎ Ｉ Ｑ Ｋ 　 Ｉ Ｔ Ｋ Ａ Ｍ Ｋ
Ｍ Ｖ Ａ Ａ 　 Ｓ Ｋ Ｌ Ｒ Ａ Ｖ Ｑ Ｇ ； 配 列 番 号 ４ ） を 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ， Ｎ ｃ ｏ Ｉ 消 化 後 、 平 滑 末 端 化
処 理 を し た カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス ３ ５ Ｓ プ ロ モ ー タ ー 、 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） 遺
伝 子 お よ び ノ パ リ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 の ポ リ ア デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 を 含 有 し た ３ ５ Ω －
ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） プ ラ ス ミ ド （ Chui et al.） に 導 入 し た （ Niwa et al.） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド か ら 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の Ｆ １ Ａ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ ガ ン マ － サ ブ ユ ニ ッ ト の
Ｎ 末 端 ７ ８ ア ミ ノ 酸 残 基 と ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） の 融 合 遺 伝 子 そ し て ノ パ リ ン 合 成 酵 素 遺
伝 子 の ポ リ ア デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 か ら な る キ メ ラ 遺 伝 子 を Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 消 化 後 、 平 滑 末
端 化 、 さ ら に Ｘ ｂ ａ Ｉ 消 化 し て ５ ０ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と し て 得 た 。 こ れ と 制 限 酵 素 Ｘ ｂ ａ
Ｉ お よ び Ｓ ｍ ａ Ｉ で 消 化 し た １ ０ ０ ｎ ｇ の バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー ｐ Ｂ Ｃ Ｈ １ （ Ito et al.　
こ れ は ｐ Ｉ Ｇ １ ２ １ Ｈ Ｍ （ Ohta et al.,） の Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 を Ｘ ｂ ａ Ｉ ， Ｓ ａ ｃ Ｉ で 切 り 出
し た 後 、 Ｓ ａ ｃ Ｉ ， Ｘ ｂ ａ Ｉ ， Ｓ ｐ ｅ Ｉ ， Ｓ ｍ ａ Ｉ ， Ｘ ｈ ｏ Ｉ ， Ｋ ｐ ｎ Ｉ 認 識 配 列 を 含 む
リ ン カ ー Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 す る こ と に よ り 構 築 さ れ た バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー ） と を ラ イ ゲ ー シ ョ
ン 反 応 に て 結 合 さ せ た 後 、 大 腸 菌 に 形 質 転 換 し 目 的 の ミ ト コ ン ド リ ア 用 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５
Ｔ ） バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 色 素 体 用 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の リ ブ ロ ー ス １ ， ５ 二 リ ン 酸 カ ボ キ
シ ラ ー ゼ ／ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 小 － サ ブ ユ ニ ッ ト １ Ａ 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド か ら 、 ト ラ ン ジ
ッ ト ペ プ チ ド 領 域 （ Ｍ Ａ Ｓ Ｓ Ｍ Ｌ Ｓ Ｓ Ａ Ｔ 　 Ｍ Ｖ Ａ Ｓ Ｐ Ａ Ｑ Ａ Ｔ Ｍ 　 Ｖ Ａ Ｐ Ｆ Ｎ Ｇ Ｌ Ｋ Ｓ
Ｓ 　 Ａ Ａ Ｆ Ｐ Ａ Ｔ Ｒ Ｋ Ａ Ｎ 　 Ｎ Ｄ Ｉ Ｔ Ｓ Ｉ Ｔ Ｓ Ｎ Ｇ 　 Ｇ Ｒ Ｖ Ｎ Ｃ ； 配 列 番 号 ５ ） を 含 む Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 を Ｂ ｆ ａ Ｉ ， 　 Ｓ ｐ ｈ Ｉ で 切 り 出 し 、 平 滑 末 端 化 処 理 を へ て 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ， Ｎ ｃ ｏ
Ｉ 消 化 後 、 平 滑 末 端 化 処 理 を し た ３ ５ Ω － ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） プ ラ ス ミ ド に 導 入 し た （
Chui et al.） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド か ら 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス ３ ５ Ｓ プ ロ モ ー タ ー 、 シ ロ イ
ヌ ナ ズ ナ の リ ブ ロ ー ス １ ， ５ 二 リ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ／ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 小 － サ ブ ユ ニ ッ
ト １ Ａ の ト ラ ン ジ ッ ト ペ プ チ ド と ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） の 融 合 遺 伝 子 そ し て ノ パ リ ン 合 成
酵 素 遺 伝 子 の ポ リ ア デ ニ ン 付 加 シ グ ナ ル 配 列 か ら な る キ メ ラ 遺 伝 子 を 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 消 化 後
平 滑 末 端 化 さ ら に Ｘ ｂ ａ Ｉ 消 化 し て ５ ０ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と し て 得 た 。 こ れ と 、 制 限 酵 素
Ｘ ｂ ａ Ｉ お よ び Ｓ ｍ ａ Ｉ で 消 化 し た １ ０ ０ ｎ ｇ の バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー ｐ Ｂ Ｃ Ｈ １ （ Ito et
 al.） と を ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 に て 結 合 さ せ た 後 、 大 腸 菌 に 形 質 転 換 し 目 的 の 色 素 体 用 ｓ
Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー を 作 成 し た （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 大 腸 菌 か ら の ミ ト コ ン ド リ ア 及 び 色 素 体 用 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー の
精 製 は 、 QIAfilter Plasmid Midi Kit（ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ ） に よ り 実 施 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー ｐ Ｂ Ｃ Ｈ １ は 譲 渡 を 受 け た も の で あ る 。
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ミ ト コ ン ド リ ア 、 色 素 体 局 在 化 用 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー の 構 築



【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ミ ト コ ン ド リ ア 及 び 色 素 体 用 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー は ア グ ロ バ ク テ
リ ア Ｅ Ｈ Ａ １ ０ ５ 株 へ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ り 導 入 し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン 用 に 調 製 さ れ た ア グ ロ バ ク テ リ ア 懸 濁 液 （ ア グ ロ バ ク テ リ ア Ｅ Ｈ Ａ １ ０ ５ 株 は 、 Ｌ Ｂ 液
体 培 地 １ ０ ０ mL中 で Ｏ Ｄ ６ ０ ０ が ０ ． ７ に な る ま で ３ ０ ℃ で 培 養 後 、 氷 上 で 冷 却 。 遠 心 に
て 集 菌 後 、 滅 菌 水 で １ 回 、 １ ０ ％ グ リ セ リ ン 液 で ２ 回 洗 浄 。 最 後 に ０ ． ５ mLの １ ０ ％ グ リ
セ リ ン 液 に 懸 濁 し て 調 整 ） ４ ０ μ Lと 上 記 の よ う に 構 築 調 製 さ れ た ミ ト コ ン ド リ ア 及 び 色
素 体 用 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ ； １ ０ ngと を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ
ョ ン 用 セ ル に 入 れ た 後 、 氷 冷 下 で 電 圧 ； １ ． ８ kV， コ ン デ ン サ ー ； ２ ５ μ F、 抵 抗 ； ２ ０
０ Ω の 条 件 で 成 さ れ た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 後 、 ア グ ロ バ ク テ リ ア Ｅ Ｈ Ａ １ ０ ５ 株 は
、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン ５ ０ mg／ Ｌ を 含 む Ｌ Ｂ 培 地 上 で の ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 に よ り 選 択 さ
れ た 。 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 ア グ ロ バ ク テ リ ア Ｅ Ｈ Ａ １ ０ ５ 株 は 、 そ の 後 の チ ャ 樹 カ ル ス
と の 共 培 養 の た め に ハ イ グ ロ マ イ シ ン ５ ０ mg／ Ｌ を 含 む Ｌ Ｂ 培 地 で 培 養 さ れ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 イ ン ド の 紅 茶 種 の 実 生 よ り 芽 約 ０ ． ０ ２ ｇ を 取 り 、 Ｂ Ａ ４ mg／ ｌ ， Ｉ Ｂ Ａ ２ mg／ ｌ 添 加
の Ｍ Ｓ 培 地 ３ ０ mlで 培 養 す る と 、 芽 は 増 殖 す る と と も に 、 葉 の 先 端 や 中 助 の 部 分 よ り 不 定
胚 が 分 化 す る 。 こ れ ら の 不 定 胚 ０ ． ０ ０ １ ｇ を 同 じ 培 地 に て 培 養 し 、 胚 カ ル ス に す る 。 こ
れ を 材 料 と し た （ Kato, 1996） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の 胚 カ ル ス ０ ． １ ｇ を ５ － １ ０ 分 間 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 菌 ０
． ０ ０ １ ｇ を 含 む Ｍ Ｓ 液 体 培 地 ３ ０ mlに 浸 漬 し た 。 そ の 後 Ｂ Ａ ４ mg／ ｌ ， Ｉ Ｂ Ａ ２ mg／ ｌ
を 添 加 し た Ｍ Ｓ 培 地 の 入 っ た ９ cmの シ ャ ー レ に 移 し 、 ３ 日 間 共 存 培 養 の た め 、 ２ ５ ℃ で 暗
黒 条 件 に お い た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 パ ー テ ィ ク ル ガ ン に よ る 遺 伝 子 導 入 に は 、 Ｂ Ａ ４ mg／ ｌ ， Ｉ Ｂ Ａ ２ mg／ ｌ 添 加 の Ｍ Ｓ 培
地 上 に 胚 カ ル ス ０ ． ０ ０ ５ ｇ を 直 径 約 ２ cmに 一 様 に 広 げ 、 ０ ． ５ μ gの ミ ト コ ン ド リ ア 及
び 色 素 体 用 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｄ Ｓ － １ ０ ０ ０ ／ Ｈ ｅ ，
Ｂ Ｉ Ｏ － Ｒ Ａ Ｄ （ 金 粒 子 ： １ マ イ ク ロ ｍ 、 ラ プ チ ャ ー デ ィ ス ク ： １ １ ０ ０ ｐ ｓ ｉ 、 真 空 度
： ２ ８ イ ン チ Ｈ ｇ 、 胚 カ ル ス ま で の 距 離 ： ６ cm） で 導 入 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ３ ９ 】

ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 で は 、 共 存 培 養 後 、 Ｂ Ａ ４ mg／ ｌ ， Ｉ Ｂ Ａ ２ mg／ ｌ ， カ ナ マ イ シ ン
２ ５ μ g／ ml， カ ル ベ ニ シ リ ン ３ ０ ０ μ g／ ml添 加 の Ｍ Ｓ 培 地 ３ ０ mlで ８ 週 間 培 養 し 、 Ｂ Ａ
０ ． ４ mg／ ｌ ， Ｉ Ｂ Ａ ２ mg／ ｌ ， カ ナ マ イ シ ン ２ ５ μ g／ ml， カ ル ベ ニ シ リ ン ３ ０ ０ μ g／
ml添 加 の Ｍ Ｓ 培 地 ３ ０ mlに て 胚 を 育 て 、 芽 を 得 た 。 又 は ５ mg／ ｌ 　 Ｇ Ａ ３ 、 ３ mg／ ｌ 　 Ｂ
Ａ 、 ０ ． ５ mg／ ｌ 　 Ｉ Ｂ Ａ 、 カ ナ マ イ シ ン ２ ５ μ g／ ml， カ ル ベ ニ シ リ ン ３ ０ ０ μ g／ ml添
加 し た 培 地 に お い て も 培 養 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 で は 、 遺 伝 子 導 入 後 の 胚 カ ル ス ０ ． ０ ０ ５ ｇ は 、 ２ 週 間 、 光 条 件 、
２ ５ ℃ で 培 養 し た 後 、 Ｂ Ａ ４ mg／ ｌ ， Ｉ Ｂ Ａ ２ mg／ ｌ ， カ ナ マ イ シ ン ２ ５ μ g／ ml， カ ル
ベ ニ シ リ ン ３ ０ ０ μ g／ ml添 加 の Ｍ Ｓ 培 地 ３ ０ mlに 移 し た 。 そ の 後 の 経 過 は 、 ア グ ロ バ ク
テ リ ウ ム と 同 様 で あ る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ４ １ 】
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Ｇ Ｆ Ｐ モ ニ タ ー リ ン グ



Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 の 測 定 は 、 遺 伝 子 導 入 し た 胚 カ ル ス 細 胞 ０ ． ０ ５ ｇ 及 び 葉 ０ ． ０ ０ ５ ｇ 、 対 照
と し て 遺 伝 子 導 入 し て い な い 胚 カ ル ス 細 胞 ０ ． ０ ５ ｇ 及 び 葉 ０ ． ０ ０ ５ ｇ を ス ペ ク ト ル イ
メ ー ジ ン グ シ ス テ ム 　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ Ｒ Ａ Ｖ Ｉ Ｅ Ｗ （ Spectral Imaging Inc.） 上 に 乗 せ 、 Spe
ctral Unmixing（ Applied Spectral Imaging） に よ り 個 々 の 蛍 光 を ス ペ ク ト ル 分 解 す る こ
と で チ ャ 樹 の 自 家 蛍 光 を 消 去 し た 遺 伝 子 導 入 し た 発 現 Ｇ Ｆ Ｐ の 蛍 光 だ け が 測 定 さ れ た 。 ま
た 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 色 素 体 で の Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 の 観 察 は 、 同 様 に 遺 伝 子 導 入 し た 胚 カ ル ス 細
胞 ０ ． ０ ５ ｇ 及 び 葉 ０ ． ０ ０ ５ ｇ と 対 照 と し て 遺 伝 子 導 入 し て い な い 胚 カ ル ス 細 胞 ０ ． ０
５ ｇ 及 び 葉 ０ ． ０ ０ ５ ｇ を 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 （ 励 起 光 ： ４ ８ ８ nmの Ｋ ｒ ／ Ａ ｒ レ ー ザ
ー 光 、 蛍 光 ： ５ ０ ６ － ５ ３ ８ nmの バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー 、 バ イ オ ラ ッ ド Ｍ Ｒ Ｃ １ ０ ２ ４ ）
に 乗 せ 、 観 察 し た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 及 び 全 Ｒ Ｎ Ａ は 形 質 転 換 胚 カ ル ス の 細 胞 及 び 葉 よ り 抽 出 し た 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は
、 OligotexTM-dT30Super mRNA Purification Kit（ タ カ ラ 、 日 本 ） を 使 用 し て 得 ら れ た 。
ゲ ノ ム へ の ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 挿 入 及 び 発 現 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 及 び Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に
よ り 確 認 し た 。 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） （ 配 列 番 号 １ ） の 配 列 よ り 化 学 的 に 合 成 し た オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー Ｇ Ｆ Ｐ １ ； ５ ’ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ ３
’ （ 配 列 番 号 １ の 配 列 の 第 １ ３ ０ 番 目 ～ １ ５ ０ 番 目 、 配 列 番 号 ２ ） 及 び Ｇ Ｆ Ｐ ２ ； ５ ’ Ｔ
Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ ３ ’ （ 配 列 番 号 １ の 配 列 の 第 ７ ０ ７ 番 目 ～ ７
２ ７ 番 目 の 相 補 鎖 、 配 列 番 号 ３ ） を Ｐ Ｃ Ｒ 及 び Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 使 用 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は
、 １ μ gの ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 及 び ５ ． ０ μ Ｍ プ ラ イ マ ー 、 １ サ イ ク ル が ９ ４ ℃ 、 ３ ０ 秒 の 変 性
、 ６ ０ ℃ 、 １ 分 の ア ニ ー リ ン グ 、 ７ ０ ℃ 、 １ 分 の 伸 長 反 応 の ３ ５ サ イ ク ル 反 応 で 行 っ た 。
ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ μ gの ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ５ ． ０ μ Ｍ プ ラ イ マ ー
、 mix reaction Qiagen onestep RT-PCR（ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ ） を 使 用 し 、 逆 転 写 反 応 （ ５ ０ ℃
、 ３ ０ 分 間 ） 、 最 初 の Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 化 ス テ ッ プ （ ９ ５ ℃ 、 １ ５ 分 ） と 、 ９ ４ ℃ 、 １ 分 の 変 性
、 ５ ０ ℃ 、 １ 分 の ア ニ ー リ ン グ 、 ７ ０ ℃ 、 １ 分 の 伸 長 反 応 の ３ ０ サ イ ク ル 反 応 で 行 っ た 。
増 幅 Ｄ Ｎ Ａ の 確 認 は ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 エ チ ジ ュ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染 色 で 行 っ た
。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 図 ２ は 非 組 換 え お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 局 在 型 Ｇ Ｆ Ｐ 組 み 換 え 茶 葉 の 蛍 光 画 像 を 示 す 。 葉
の 中 心 部 分 （ 葉 脈 ） で 強 い 蛍 光 シ グ ナ ル （ 黒 く 表 示 ） が 見 ら れ 、 こ の 蛍 光 シ グ ナ ル は 一 見
組 み 換 え 茶 葉 の 方 が 強 く 見 え る が 、 単 に 葉 脈 の 太 さ の 違 い に 起 因 す る も の で あ り 、 両 者 で
顕 著 な 違 い は み ら れ な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 表 １ は 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 （ Ａ ） 、 は パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 （ Ｂ ） で 行 っ た チ ャ 樹 の
胚 の 組 換 え 結 果 を 示 す 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 及 び パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 供 に ミ ト コ ン ド リ
ア 局 在 化 用 Ｇ Ｆ Ｐ で 形 質 転 換 さ れ た 胚 は 、 効 率 的 に ２ 次 胚 形 成 が 見 ら れ 、 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６
５ Ｔ ） の ミ ト コ ン ド リ ア へ の 局 在 化 が ２ 次 胚 形 成 に 影 響 の な い こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 色
素 体 へ の 局 在 化 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） は パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 に お い て 影 響 の な い こ と が 示
さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 表 ２ は 、 異 な る 培 地 上 で の 胚 の 生 長 状 況 を 示 す 。 Ｂ Ａ ０ ． ４ mg／ ｌ ， Ｉ Ｂ Ａ ２ mg／ ｌ で
培 養 し た と き 、 少 な い け れ ど も 発 芽 す る も の が 認 め ら れ た 。 そ し て 、 ５ mg／ ｌ 　 Ｇ Ａ ３ 、
３ mg／ ｌ 　 Ｂ Ａ 、 ０ ． ５ mg／ ｌ 　 Ｉ Ｂ Ａ で 培 養 し た と き 、 よ り 多 く で 発 芽 が 認 め ら れ 、 形
質 転 換 チ ャ 樹 胚 カ ル ス か ら の 発 芽 へ の 分 化 誘 導 が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 ３ は 、 ス ペ ク ト ル イ メ ー ジ ン グ シ ス テ ム （ Ｓ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ Ｒ Ａ Ｖ Ｉ Ｅ Ｗ （ Spectral Imagi
ng Inc.） 、 Spectral Unmixing（ Applied Spectral Imaging） ） を 使 用 し た 、 非 形 質 転 換
チ ャ 樹 胚 カ ル ス （ Ａ ） 、 お よ び ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 又 は パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 に よ る 形 質
転 換 チ ャ 樹 カ ル ス （ Ｂ ） 並 び に 形 質 転 換 チ ャ 樹 カ ル ス か ら の 発 芽 （ Ｃ ） の 写 真 で あ る 。 ｓ
Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） の 緑 色 蛍 光 が 自 家 蛍 光 に 紛 れ る こ と な く 形 質 転 換 体 で の み 観 察 さ れ る
。 さ ら に 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 に よ り ミ ト コ ン ド リ ア に 局 在 化 し た 蛍 光 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 チ ャ 樹 胚 ゲ ノ ム へ の ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） の 組 込 み 及 び 組 換 え 茶 葉 で の 発 現 を 確
認 （ ５ ９ ８ ｂ ｐ の サ イ ズ 断 片 ） す る た め に Ｐ Ｃ Ｒ 及 び Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 し た 。 パ ー テ ィ
ク ル ガ ン 法 に よ る 組 換 え チ ャ 樹 胚 で の 増 幅 は 弱 か っ た （ 図 ４ 、 レ ー ン ３ ， ４ ， ５ ） が 、 ア
グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 よ る 組 換 え チ ャ 樹 胚 で の 増 幅 は 非 常 に 強 く 、 ゲ ノ ム へ の 組 込 み が 確 認
さ れ た 。 さ ら に 、 組 換 え 茶 葉 で の 発 現 が ｒ ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ 図 ５ 、 レ ー ン ３ ） に よ り 確 認 さ れ
た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 ６ は 、 本 発 明 に よ り 作 製 さ れ た 組 換 え チ ャ 樹 胚 か ら 再 生 さ れ た 芽 の 写 真 で あ る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ５ １ 】
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　 本 発 明 に よ れ ば 、 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 を 効 率 的 に 作 製 で き る 。 ま た 、 本 発 明 に よ
れ ば 、 遺 伝 子 組 換 え ツ バ キ 科 樹 木 を 効 率 的 に 選 択 で き る 。 そ の 結 果 、 遺 伝 子 組 換 え 的 に ツ
バ キ 科 樹 木 、 好 ま し く は チ ャ 樹 へ 耐 寒 性 、 抗 菌 性 、 耐 病 性 、 カ テ キ ン 含 量 等 の 有 用 な 特 性
の 付 与 を 目 的 と し た 品 種 改 良 を 行 う 場 合 に 、 本 発 明 を 使 用 す る こ と に よ り 効 率 的 に ツ バ キ
科 樹 木 の 新 品 種 の 開 発 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
【 図 １ 】 ミ ト コ ン ド リ ア 、 色 素 体 用 ｓ Ｇ Ｆ Ｐ （ Ｓ ６ ５ Ｔ ） 発 現 ベ ク タ ー の Ｔ － Ｄ Ｎ Ａ 領 域
図 。
【 図 ２ 】 非 組 み 換 え お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 局 在 型 Ｇ Ｆ Ｐ 組 み 換 え 茶 葉 の 蛍 光 画 像 。 左 ： 非
組 み 換 え 茶 葉 、 右 ： ミ ト コ ン ド リ ア 局 在 型 Ｇ Ｆ Ｐ 組 み 換 え 茶 葉 。 蛍 光 画 像 の 取 り 込 み は Ｆ
ｌ ｕ ｏ ｒ Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ ｒ （ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ッ ク ） に よ る 。 取 り 込 み 条
件 は 、 励 起 光 ： ４ ８ ８ nm、 検 出 条 件 ： ５ ３ ０ 　 Ｄ Ｆ ３ ０ （ ５ １ ５ － ５ ４ ５ nm） フ ィ ル タ ー
使 用 、 ピ ク セ ル サ イ ズ ； ２ ０ ０ マ イ ク ロ ン 、 デ ジ タ ル 解 像 度 ； ８ ビ ッ ト 、 検 出 感 度 ： ノ ー
マ ル 、 Ｐ Ｍ Ｔ ； ８ ０ ０ Ｖ 。
【 図 ３ 】 ス ペ ク ト ル イ メ ー ジ ン グ シ ス テ ム 　 Ｓ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ Ｒ Ａ Ｖ Ｉ Ｅ Ｗ （ Spectral Imaging
 Inc.） に よ る 非 形 質 転 換 チ ャ 樹 胚 カ ル ス （ Ａ ） 及 び 形 質 転 換 チ ャ 樹 カ ル ス （ Ｂ ） お よ び
形 質 転 換 チ ャ 樹 カ ル ス か ら の 発 芽 の 写 真 。 バ ー は 、 １ ０ μ mを 示 す 。
【 図 ４ 】 パ ー テ ィ ク ル ガ ン に よ る 組 換 え チ ャ 樹 と ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 感 染 に よ る 組 換 え チ
ャ 樹 の 胚 の ゲ ノ ム の Ｐ Ｃ Ｒ 。 レ ー ン １ ： 分 子 量 マ ー カ ー （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 、 λ Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ
Ｉ ） 、 レ ー ン ２ ： （ プ ラ ス ミ ド ） 、 レ ー ン ３ ： （ パ ー テ ィ ク ル ガ ン 組 換 え 胚 ） 、 レ ー ン ４
： （ パ ー テ ィ ク ル ガ ン 組 換 え 胚 ） 、 レ ー ン ５ ： （ パ ー テ ィ ク ル ガ ン 組 換 え 胚 ） 、 レ ー ン ６
： （ ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 組 換 え 胚 ） 、 レ ー ン ７ ： （ ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 組 換 え 胚 ） 、 レ ー
ン ８ ： （ ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 組 換 え 胚 ） 。 目 的 の ５ ９ ８ ｂ ｐ の サ イ ズ の バ ン ド を 示 す 。
【 図 ５ 】 組 換 え 茶 葉 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 。 レ ー ン １ ： 分 子 量 マ ー カ ー （ Ｔ ａ Ｋ ａ Ｒ ａ 、 λ Ｈ ｉ
ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 レ ー ン ２ ： Ｇ Ｆ Ｐ の プ ラ ス ミ ド 、 レ ー ン ３ ： 組 換 え 茶 葉 抽 出 Ｒ Ｎ Ａ を Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ 、 レ ー ン ４ ： 組 換 え 茶 葉 抽 出 Ｒ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ 。
【 図 ６ 】 組 換 え チ ャ 樹 胚 か ら 再 生 さ れ た 芽 の 写 真 。
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