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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　変更ウイルス移動タンパク質及び変更１２６／１８３レプリカ－ゼ複合体をコードする
、配列番号２全体を含む単離核酸配列。
【請求項２】
　前記変更１２６／１８３レプリカ－ゼ複合体が、その変更レプリカ－ゼ複合体を発現す
るウイルスに含まれるトランスジーンの安定性を高める、請求項１に記載の単離核酸配列
。
【請求項３】
　前記変更移動タンパク質が、その変更移動タンパク質を発現するウイルス内に含まれる
トランスジーンの安定性を亢進する能力を高める、請求項１又は２に記載の単離核酸配列
。
【請求項４】
　ＡＴＣＣ受託番号第２０３９８１号に寄託されたＢＳＧ１０５７と命名された、配列番
号６に示すアミノ酸配列を有する変更ウイルス移動タンパク質をコードする核酸配列を含
むウイルス・ベクター。
【請求項５】
　対照のウイルス・ベクターと比較して、ベクター内に含まれるトランスジーンを安定さ
せる高められた能力を示す、請求項４に記載のウイルス・ベクター。
【請求項６】
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　前記ベクターがタバコ・モザイク・ウイルス・ベクターである、請求項５に記載のウイ
ルス・ベクター。
【請求項７】
　前記トランスジーンが非ウイルス遺伝子である、請求項６に記載のウイルス・ベクター
。
【請求項８】
　前記非ウイルス・トランスジーンが、膜タンパク質、細胞基質タンパク質、分泌タンパ
ク質、核タンパク質、及びシャペロン・タンパク質から成る群から選ばれるタンパク質を
コードする、請求項７に記載のウイルス・ベクター。
【請求項９】
　請求項４～８の何れか一項のベクターによって形質転換された細胞。
【請求項１０】
　植物細胞である、請求項９の細胞。
【請求項１１】
　請求項４～８の何れか一項のウイルス・ベクターを包むトランスジェニック植物。
【請求項１２】
　配列番号２の単離核酸配列。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
関連出願のクロス・リファレンス
本願は、援用する継続中の1999年5月4日に出願されたプロビジョナル米国特許出願第60/1
32,697の優先権の利益を主張する。
【０００２】
技術分野
この発明は、植物ウイルス学の分野に在る。とりわけ、本発明は、変更ウイルス移動タン
パク質をコードする核酸配列の合成、上記タンパク質を発現するウイルスベクターの構築
、及び上記ウイルス・ベクターに感染した宿主植物の生成に関する。前記ウイルス・ベク
ターは、局所的及び全身性の宿主への素早い侵襲を可能にし、そして着目のトランスジー
ンの安定した発現を可能にする。
【０００３】
本発明の背景
ここ15年間、植物での外来遺伝子の発現においてかなりの進歩があった。外来タンパク質
は、植物の改良又は抽出後に使用するタンパク質の生産のために現在日常的に多くの植物
種において産生されている。植物の遺伝子操作のためのベクターは、いくつかの天然植物
ウイルスから抽出されてきた。特定のタンパク質の産生のための、ウイルス－ベースのベ
クターを用いる植物内での外来遺伝子の一過性の発現は、いくつかの利点をもつ。植物ウ
イルスの産物は、植物において最も多く産生されるタンパク質の一つである。しばしばウ
イルス遺伝子の産物は、ウイルス複製の間は植物細胞内で産生される主なタンパク質とな
る。多くのウイルスは、最初の感染部位から植物のほとんど全ての細胞への全身的な（sy
stemic）移動が可能である。それらの理由により、植物ウイルスは、植物内での外来遺伝
子のための効率的な一過性の発現ベクターへと開発されてきた。多細胞植物のウイルスが
比較的小さいのは、おそらく植物全体の全身性感染において隣接する細胞へのウイルスの
移動をもたらす経路の大きさ制限の理由からであろう。植物発現ベクターが構築される前
記植物ベクターの一つがTMV（タバコ・モザイク・ウイルス）である。TMVはタバモウイル
ス群の基準メンバーである。TMVは、一本鎖RNA分子の周りに巻きついた約2000ユニットの
単キャプシド・タンパク質から成る直径4mmの中空管であって約300×18nmの直線管状ウイ
ルス粒子をもつ。ウイルス粒子は、重量にして95％のタンパク質と5％のRNAである。TMV
のゲノムは、5つのラージORFsを含む6395ヌクレオチドの一本鎖RNAで構成される。それぞ
れの遺伝子の発現は、独立して調節されている。ウイルスRNAは、126kDaのレプリカ－ゼ
・サブユニット及び約5％の時間にあるアンバー終止コドンの読み過ごすことによって産
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生される183kDaレプリカ－ゼ・サブユニットをコードする、5’遺伝子のメッセンジャーR
NA（mRNA）として使用できる。上記内在遺伝子の発現は、複製の間に産生される3’コタ
ーミナル・サブゲノムmRNAの合成を指令するマイナス・センスRNA上の異なるプロモータ
ーによって制御されている。タバモウイルスの遺伝子発現及びライフ・サイクルの詳細な
記載を、とりわけDawson and Lehto, Advances in Virus Research 38:307-342(1991)に
おいて見ることができる。
【０００４】
従って、植物の遺伝子操作のための新規の、そして改良されたベクターを提供することは
、科学的及び商業的に重要である。
【０００５】
発明の詳細
本発明の主要な側面は、宿主植物内におけるトランスジーンの安定した発現に作用する変
更移動タンパク質及び変更126／183ウイルス・タンパク質を発現する組換えウイルス・ベ
クターの構築である。
【０００６】
したがって、本発明は、配列番号5又は6に示すアミノ酸配列を有する変更ウイルス移動タ
ンパク質並びに変更126／183ウイルス・タンパク質をコードする単離核酸配列を提供する
。一つの側面において、前記単離核酸配列は、配列番号3又は4に示した配列と基本的に同
一であり、そして図1Aに示したとおり5213位にチミン（T）又はウラシル（U）を、さらに
5303位にグアニン（G）を含む。他の側面において、前記単離核酸配列は、配列番号3又は
4に示す配列と同一である。前記30K移動タンパク質の改変及び前記126／183ウイルス・タ
ンパク質の変更は、ウイルス・ベクターに含まれるトランスジーンの安定性を亢進する高
められた能力を生じる。
【０００７】
　別の態様において、本発明は、配列番号５又は６に示すアミノ酸配列を有する変更ウイ
ルス移動タンパク質並びに変更１２６／１８３ウイルス・タンパク質をコードする核酸配
列を含むウイルス・ベクターを提供する。一つの側面において、前記ウイルス・ベクター
は、対照ウイルス・ベクターと比較してベクター内に含むトランスジーンの安定性につい
て高められた能力を表す。好ましくは、前記ベクターは、タバコ・モザイク・ウイルス・
ベクターである。特に好ましいベクターは、ＢＳＧ１０５７と称される（１９９９年４月
２８日に受託番号第２０３９８１号としてＡＴＣＣに寄託された）。
【０００８】
この態様の別の側面において、前記ウイルス・ベクターは、着目のトランスジーンを含む
。好ましくは、トランスジーンは、膜タンパク質、細胞基質タンパク質、分泌タンパク質
、核タンパク質、及びシャペロン・タンパク質から成る群から選ばれるタンパク質をコー
ドする非ウイルス遺伝子である。
【０００９】
本発明は、当該ウイルス・ベクターによって形質転換された細胞をも提供する。前記形質
転換された細胞は、動物及び植物のものでありうる。好ましくは、前記細胞は、植物細胞
である。本発明は、前記ウイルス・ベクターを含むトランスジェニック植物をさらに提供
する。好ましいトランスジェニック植物は、例えばニコチアナ・ベンサミアナ（Nicotian
a benthamiana）又はニコチアナ・タバコム（Nicotiana tabacum）でありうるが、他のも
のが当業者により容易に代用されうる。
【００１０】
本発明の実行様式
この開示の全体にわたって、各種刊行物、特許、及び公開特許明細書が、引用法により示
す。それらの刊行物、特許、及び公開特許明細書の開示は、この発明に関する技術様相の
より完全な記載のために、本明細書により本開示に援用される。例えば、植物への全身的
感染及びそれらからの異種タンパク質の発現のためのウイルス植物ベクターの構築及びそ
れらの使用についての一般的な教示は、米国特許第5,316,931号；第5,977,438号；第5,88
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9,191号；第5,889,190号；第5,866,785号；及び第5,816,653号に開示され、全ての開示が
本明細書により援用される。
【００１１】
一般的な技術：
本明細書の実施には、別に指示されない限り、本技術分野の技術の範囲内の免疫学、生化
学、化学、分子生物学、微生物学、細胞生物学、ゲノム科学、及び組換えDNAの慣用技術
を必要とする。例えば、PLANT VIROLOGY, 3rd edition(1991); Sambrook, Fritsch and M
aniatis, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd edition(1989); CURRENT PROT
OCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY(F.M.Ausubel, et al.eds., (1987)); the series METHODS 
IN ENZYMOLOGY(Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL APPROACH(M.J.MacPherson,
 B.D. Hames and G.R. Taylor eds.(1995)), Harlow and Lane, eds.(1988) ANTIBODIES,
 A LABORATORY MANUAL, and ANIMAL CELL CULTURE(R.I.Freshney, ed.(1987))を参照のこ
と。
【００１２】
明細書及びクレーム中で用いられるとき、単数形「a」、「an」、及び「the」は、その文
脈が明らかに別のことを指示しない限り複数のものをも含む。例えば「a cell」は、それ
らの混合物を含めて、複数の細胞を含む。
【００１３】
定義：
「植物細胞（plant cell）」は、プロトプラスト及び細胞壁から成る植物の構造的、そし
て生理学的単位を指す。
【００１４】
「プロトプラスト（protoplast）」は、細胞培養、植物組織又は植物全体において再分化
する可能性をもつ、細胞壁をもたない単離された細胞である。
【００１５】
「宿主（host）」は、ベクター又はウイルスの核酸の複製が可能であり、さらにウイルス
・ベクター又はウイルスの核酸を含むウイルスによって感染させることが可能である細胞
、組織又は生物体を包含する。この用語は、原核生物及び真核生物の細胞、器官、組織、
生物体又は適合するそれらの細胞外抽出物を含むことが意図される。好ましい宿主細胞は
、植物細胞である。
【００１６】
用語「感染（infection）」は、転移させる工程又はウイルスの核酸が複製され、ウイル
スのタンパク質が合成され又は新しいウイルス粒子が組み立てられるところのその核酸を
宿主に転移させるウイルスの能力を指す。
【００１７】
タバコ・モザイク・ウイルスの「移動タンパク質（movement protein）」は、植物内にお
けるRNAレプリコン又はウイルスの細胞間移動のために必要とされる非キャプシド・タン
パク質である。
用語「核酸配列（nucleic acid sequence）」、「ポリヌクレオチド（polynucleotide）
」、「ヌクレオチド（nucleotides）」、及び「オリゴヌクレオチド（oligonucleotides
）」は、互換性をもって使用される。それらは、あらゆる長さのヌクレオチドの重合体の
形状、デオキシリボ核酸又はリボ核酸のいずれか、それらのアナログを指す。ポリヌクレ
オチドは、さまざまな三次元構造をもち、既知または未知のさまざまな機能を実行しうる
。以下の：遺伝子または遺伝子断片のコードまたは非コード領域、連鎖解析から定義され
る遺伝子座（loci）（遺伝子座（locus））、エクソン、イントロン、メッセンジャーRNA
（mRNA）、トランスファーRNA、リボゾームRNA、リボザイム、cDNA、組換えポリヌクレオ
チド、分岐ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、あらゆる配列の単離されたDNA、
あらゆる配列の単離されたRNA、核酸プローブ、及びプライマーは、制限することのない
ポリヌクレオチドの例である。ポリヌクレオチドは、修飾したヌクレオチド、例えばメチ
ル化ヌクレオチド及びヌクレオチド・アナログを含みうる。存在するならば、ヌクレオチ
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ド構造に対する修飾は、前記重合体の組み立て前または後になされうる。前記ヌクレオチ
ドは、非ヌクレオチド成分により妨げられうる。ポリヌクレオチドは、重合の後、例えば
標識化成分との複合体形成によりさらに修飾されうる。
【００１８】
「遺伝子（gene）」は、転写及び翻訳された後に特定のタンパク質をコードすることが可
能である少なくとも一つのオープン・リーディング・フレームを含むポリヌクレオチドを
指す。
【００１９】
本明細書で用いられる場合、「発現（expression）」は、ポリヌクレオチドをmRNAに転写
する過程及び／又はそれに引き続いて（「転写産物（transcript）」ともいわれる）転写
されたmRNAをペプチド、ポリペプチド又はタンパク質に翻訳する過程を指す。前記転写産
物及び前記コードされるポリペプチドは、まとめて遺伝子産物といわれる。前記ポリヌク
レオチドがゲノムDNA由来の場合、発現には真核生物細胞におけるmRNAのスプライシング
が含まれるであろう。
【００２０】
ポリヌクレオチドにおいて、「直鎖状配列（linear sequence）」又は「配列（sequence
）」は、ポリヌクレオチドにおける5’から3’方向において一定の順番のヌクレオチドで
あって、ここで前記配列においてお互いに隣り合っている残基はそのポリヌクレオチドの
一次構造において隣接している。
【００２１】
ヌクレオチドの直鎖状配列は、両配列が同じ相補的ポリヌクレオチドと二重鎖を形成する
ハイブリッド形成が可能である場合、他の直鎖状配列と「本質的に同一（essentially id
entical）」である。非常なストリンジェンシーの条件下でハイブリッド形成する配列が
より好ましい。ハイブリッド形成反応は、前記ヌクレオチド配列の挿入、欠失、及び置換
を受け入れると理解される。したがって、ヌクレオチドの直鎖状配列は、たとえいくつか
のヌクレオチド残基が正確に一致又は整列させなくても本質的に同一であることができる
。一般的に、約40ヌクレオチドの長さの本質的に同一な配列は、約30℃において10×SSC
（0.15M塩化ナトリウム、15mMクエン酸緩衝液）中でハイブリッド形成する；好ましくは
、それらは約40℃において6×SSC中でハイブリッド形成する；より好ましくは、それらは
約50℃において6×SSC中でハイブリッド形成する；さらにより好ましくは、それらは約60
℃において6×SSC中で又は約40℃において0.5×SSC中で又は約30℃において50％ホルムア
ミドを含む6×SSC中でハイブリッド形成する；よりいっそう好ましくは、それらは40℃以
上において50％以上のホルムアミドが存在する2×SSC以下の濃度のSSC中でハイブリッド
形成する。前記試験の厳密さは、部分的に前記ポリヌクレオチドの長さの関数であると理
解されうる；このことから同じ相同性をもつより短いポリヌクレオチドはより低いストリ
ンジェンシーの下、試験されるべきであり、それぞれに応じて条件が調節される。ハイブ
リッド形成のストリンジェンシー、配列一致の程度、そしてポリヌクレオチドの長さの間
の関係は、本分野において知られ、そして標準式により算出されうる；例えばMeinkoth e
t al.を参照のこと。本発明のものと一致するか又はより近くに整列する配列は、同様に
好ましい。一般に、本質的に同一な配列は、相同領域の整列後、お互いに少なくとも約50
%同一である。好ましくは、前記配列は少なくとも約60%同一である；より好ましくは、そ
れらは少なくとも約70%同一である；より好ましくは、それらは少なくとも約80%同一であ
る；より好ましくは、それらは少なくとも約90%同一である；さらにより好ましくは、そ
れらは少なくとも約95%同一である；いっそうより好ましくは、前記配列は少なくとも約1
00%同一である。
【００２２】
ポリヌクレオチド配列が本質的に同一であるかどうかを決定するに際し、それと比較され
る前記ポリヌクレオチドの機能を保存する配列が特に好ましい。機能は、さまざまな基準
、例えば標的ポリヌクレオチドとのハイブリッド形成能及び前記ポリヌクレオチドが同一
の又は本質的に同一のポリペプチドをコードするかどうかによって確立されうる。したが
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って、コードされるポリペプチドにおける非保存的置換を引き起こすヌクレオチド置換は
、好ましくは終止コドンを生じるヌクレオチドの置換である；コードされるポリペプチド
における保存性置換を引き起こすヌクレオチド置換はより好ましく、そしてヌクレオチド
配列が一致することはさらに好ましい。前記ポリペプチド内の挿入又は欠失をもたらす前
記ポリヌクレオチドにおける挿入又は欠失は、相がずれて翻訳される下流のコード領域を
もたらすものよりも好ましい。
【００２３】
ポリヌクレオチドに用いられる用語「ハイブリッド形成（hybridize）」は、ハイブリッ
ド形成反応においてヌクレオチド残基の塩基間の水素結合を介して安定化させる複合体を
形成するポリヌクレオチドの能力を指す。前記水素結合は、ワトソン－クリック型塩基対
、フーグスティーン型結合又はその他の配列固有の様式で起こりうる。前記複合体は、2
本の鎖が形成する二重鎖構造、3本以上の鎖が形成する多鎖複合体、1本での自己ハイブリ
ッド形成鎖又はそれらのいくつかの組合せを含みうる。
【００２４】
細胞性タンパク質に用いる用語「細胞基質の（cytosolic）」、「核の（nuclear）」、「
分泌（secreted）」は、その細胞性タンパク質が主の局在している細胞外及び／又は細胞
内の位置を特定する。ある種のタンパク質「シャペロン（shaperons）」は、細胞の基質
と核の間を縦横に転移することができる。
【００２５】
「対照（control）」は、比較目的のための実験において用いられる他の対象又はサンプ
ルである。例えば実験目的がウイルス・ベクターが保有する変更移動タンパク質が宿主へ
の全身性侵襲において高められた能力を備えているかどうか確認する実験の場合、野生型
の変更移動タンパク質（例えば図2に示す1037配列）を発現する対照ベクター（例えば図1
-2に示すBSG1037）を用いることが一般的に好まれる。
「細胞株（cell line）」又は「細胞培養（cell culture）」は、細菌、植物、昆虫又は
高等真核生物の細胞をインビトロにおいて育成又は維持することを意味する。細胞の子孫
は、前記親細胞と(形態学的、遺伝子型的又は表現型的のいずれにおいても)完全に一致す
ることはありえない。
【００２６】
「ベクター（vector）」は、インビトロ又はインビボのいずれかにおいて、宿主細胞内に
デリバリーされるポリヌクレオチドを含む組換えプラスミド又はウイルスを指す。前記デ
リバリーされるポリヌクレオチドは、遺伝子治療に関係するコードされた配列を含みうる
。核酸分子、好ましくは自己複製する核酸分子を、挿入した核酸分子を宿主細胞内及び／
又は間に転移させる。前記用語は、細胞内へのDNA又はRNAの挿入のために主に機能するベ
クター、DNA又はRNAの複製のために主に機能する複製ベクター、及びDNA又はRNAの転写及
び／又は翻訳のために機能する発現ベクターを含む。前記機能を一つ以上提供するベクタ
ーも含まれる。
【００２７】
「レプリコン（replicon）」は、適当な宿主細胞内においてそのポリヌクレオチドの複製
をもたらす（一般的にori配列と表される）複製起点を含むポリヌクレオチドを指す。レ
プリコンの例は、クロモソーム（例えば核又はミトコンドリアのクロモソーム）と同様に
、エピソーム（例えばプラスミド）を含む。
【００２８】
「転写単位（transcription unit）」は、遺伝子又はその断片の転写を導くことを可能に
するDNAセグメントである。典型的には、転写単位は、転写される遺伝子又はDNA断片に使
用できるように連結されたプロモーター及び前記転写される遺伝子又は断片の開始部位又
は終止部位の上流又は下流のいずれかに位置した任意の調節配列を含む。
【００２９】
本発明の核酸
本発明は、宿主植物内におけるトランスジーンの安定な発現に作用する変更移動タンパク
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質及び変更126／183ウイルス・タンパク質を発現する組換えウイルス・ベクターを包含す
る。先に記載した移動タンパク質と異なり、前記変更タンパク質（104位のスレオニン残
基をイソロイシンと置き換え、そして134位のリジン残基をアルギニンと置き換えた、図2
を参照のこと）は、2つのアミノ酸置換を含む。前記変更ウイルス・ベクターは、変更移
動タンパク質を発現するウイルスに含まれるトランスジーンの安定性を亢進する高められ
た能力を示す。
【００３０】
一つの態様において、本発明は、配列番号5又は6に示すアミノ酸配列を有する変更ウイル
ス移動タンパク質及び変更126／183ウイルス・タンパク質をコードする単離核酸配列を提
供する。この態様の一つの側面において、前記移動タンパク質の単離核酸配列は、配列番
号3に示す配列と本質的に同一であり、そしてそれは図1Aに示すとおり5213位にチミン（T
）又はウラシル（U）残基を、そして5303位にグアニン（G）を含む。本明細書において用
いられるとき、両配列が同じ相補的ポリヌクレオチドと二重鎖を形成するハイブリッド形
成が可能である場合、ヌクレオチドの直鎖状配列は、もう一方の直鎖状配列と「本質的に
同一」である。
【００３１】
ハイブリッド形成は、さまざまな「ストリンジェンシー（stringency）」条件下で実施さ
れることができる。適切な条件は、温度、イオン強度、インキュベート時間、反応混合物
中の付加的な溶液、例えばホルムアミドの存在及び洗浄手順を含む。より高いストリンジ
ェンシー条件は、より高い温度とより低いナトリウム・イオン濃度であり、安定なハイブ
リッド形成複合体の形成のためにハイブリッド形成要素間のより高い最小相補性が求めら
れる上記の条件である。一般に、ストリンジェンシーの低いハイブリッド形成反応は、約
40℃において6×SSC中で又は等価のイオン強度／温度の溶液において行われる。適度なス
トリンジェンシーのハイブリッド形成は、典型的には約50℃において6×SSC中で行われ、
そしてストリンジェンシーの高いハイブリッド形成反応は、一般的に約60℃において6×S
SC中で行われる。前記基本的に同一な核酸配列の本発明の態様は、望ましい構造的特徴（
つまり、スレオニン104をイソロイシンへ、そしてリジン134をアルギニンへの置換の保存
）に有意な変化をもたらさない保存性又は非保存性置換を含む変更移動タンパク質をコー
ドする全ての配列を包含する。それらの該当する核酸配列を変更することによるポリペプ
チドの修飾は、本技術分野において日常的な操作である。
【００３２】
互いに保存的に置換されることができるアミノ酸残基は、グリシン/アラニン；バリン/イ
ソロイシン/ロイシン；アスパラギン/グルタミン；アスパラギン酸/グルタミン酸；セリ
ン/スレオニン；リジン/アルギニン；及びフェニルアラニン/チロシンに限らず含む。コ
ードされるアミノ酸配列が変化しない核酸配列の変化は、一般的に好まれる。
【００３３】
前記組換えウイルス・ベクターのこの発明の態様は、先に記載したウイルス移動タンパク
質をコードする核酸を含む。
【００３４】
一つの態様において、核酸は、宿主植物内に導入される。好ましくは、前記核酸は、本技
術分野において知られる技術、さらに好ましくはこれら全ての開示が本明細書によって援
用される米国特許第5,316,931号；第5,977,438号；第5,889,191号；第5,889,190号；第5,
866,785号；及び第5,816,653号に記載の技術を用いてウイルス核酸の代わりに導入されう
る。前記組換えウイルス核酸は、前記宿主植物内において上記非天然配列の維持及び転写
に安定である。
【００３５】
BSG1057（配列番号2）は、BSG1037（配列番号1）の変異バージョンである。BSG1057及びB
SG1037の完全配列を、図5及び図6に示す。BSG1037は、挿入物を維持する特性を改善され
た。
【００３６】
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これら2つのウイルス・ベクターの間の違いは、緑色蛍光タンパク質（GFP）リポーター遺
伝子によって最もよく説明される。BSG1037とBSG1057の両者は、その緑色蛍光により低波
長のUV光下で可視化されうるGFPを発現する。GFP活性の存在は、前記組換えウイルスが遺
伝子を発現している細胞を確認するのに役立つ。
【００３７】
BSG1037及びBSG1057を接種したニコチアナ・ベンサミアナを、接種後約4～5日で長波長UV
光下で観察した。BSG1057ウイルスを接種した植物の葉におけるGFPスポットが、BSG1037
ウイルスを接種した植物の葉におけるGFPスポットに比べ、顕著に大きいことは、上記105
7ウイルスがBSG1037に比べて細胞間の移動が早いことを示唆している。
【００３８】
BSG1037とBSG1057間の配列比較
1037と1057間の前記特定のヌクレオチドの変化を、以下の表中に列挙する。アミノ酸の変
化を生じる前記ヌクレオチドの変化である場合において、変化が（一文字表記を用いて）
記述される。
【００３９】
【表１】

【００４０】
本発明のベクターにより転写されるトランスジーンは、生物学的な存在物内で発現される
あらゆる遺伝子であることができる。トランスジーンの選択は、前記ベクターの意図され
る目的によっておおむね決定される。好ましくは前記トランスジーンは、膜タンパク質、
細胞基質タンパク質、分泌タンパク質、核タンパク質、及びシャペロン・タンパク質から
成る群から選ばれる非ウイルスの遺伝子である。
【００４１】
この発明において実施された前記ベクターは、組換えクローニング法の使用及び/又は化
学合成により得ることができる。莫大な数の組換えクローニング技術、例えばPCR、制限
エンドヌクレオチドレアーゼ消化及びライゲーションは、本技術分野において周知であり
、そのため本明細書で詳細に記載される必要はない。当業者は、本明細書より提供される
又は本技術分野において利用できるあらゆる合成手段により、望ましいベクターを得るた
めの公若しくは私有のデータベースの配列情報を使用することもできる。
【００４２】
本発明の宿主細胞及び標的生物
本発明は先に記載したウイルス・ベクターにより形質転換した宿主細胞を提供する。前記
宿主細胞は、動物又は植物でありうるが、植物宿主が好ましい。着目のトランスジーンを
含むウイルス・ベクターは、エレクトロポレーション；塩化カルシウム、塩化ルビジウム
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、リン酸カルシウム、DEAE－デキストラン又は他の物質を用いるトランスフェクション；
微粒子銃；リポフェクション；及び（前記ベクターを感染作用物質と組合わせる）感染を
含む多くの適切な手段によって好適な真核生物細胞内に導入されることができる。導入す
るベクターの選択は、しばしば前記宿主細胞の特徴に依存する。
【００４３】
植物細胞のために、それらの一般的な方法に由来するさまざまな技術は、本技術分野にお
いて利用できる。例えば米国特許第5,316,931号；第5,977,438号；第5,889,191号；第5,8
89,190号；第5,866,785号；及び第5,816,653号を参照のこと。前記宿主細胞は、植物全体
、単離した細胞又はプロトプラストの形態でありうる。植物細胞内にベクターを導入する
方法の実例は、アグロバクテリウムを介した植物の形質転換、プロトプラストの形質転換
、花粉内への遺伝子転移、生殖器内への注入及び未成熟胚への注入、葉の擦過、溶液中で
の擦過、高速水スプレー、その他の宿主の損傷、並びに組換えウイルスRNA又は組換え植
物ウイルスを含む水を宿主の種子へ吸収させることを含む。当業者には明白であるが、こ
れらの方法のそれぞれは、さまざまな利点と欠点を持つ。したがって、特定の植物種への
ある特定の遺伝子導入法が、必ずしも他の植物種にとって最も効果的であるとはいえない
。
【００４４】
アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Agrobacterium tumefaciens）を介した転移は
、植物細胞内への遺伝子の導入に広く適用可能な系である。なぜなら前記DNAは植物全体
の組織内に導入されることができ、プロトプラストから完全な植物への再生の必要を回避
するからである。植物細胞内へのDNA導入のためのアグロバクテリウムを介した発現ベク
ターの使用は、本技術分野において周知である。この技術は、宿主細胞内にそのDNAの一
部（前記T-DNA）を転移し、そこでそれがヌクレオチドDNAに組み合わせられることにより
コロニーを形成するアグロバクテリウムの一般的な特徴を使用する。前記T-DNAは、25塩
基対の長さの境界配列によって定義され、そしてこれらの境界配列の間のあらゆるDNAが
同様に植物細胞に転移される。前記T-DNA境界配列間の組換え植物ウイルス核酸の導入が
前記植物細胞への前記組換え植物ウイルス核酸の転移を生じる場合に、前記組換え植物ウ
イルス核酸は、複製され、そしてその植物全体に浸透移行的に広がる。アグロ感染は、ジ
ャガイモやせいもウイロイド（PSTV）（Gardner et al.,Plant Mol.Biol. 6:221(1986)）
、CaV(Grimsley et al., and Lazarowitz, S., Nucl.Acids Res. 16:229(1988))、ジギタ
リア・ストリーク・ウイルス（digitaria streak virus）（Donson et al., Virology 16
2:248(1988)）、ウィート・ドワーフ・ウイルス（wheat dwarf virus）、及びトマト・ゴ
ールデン・モザイク・ウイルス（TGMV）により達成される。したがって、感受性植物のア
グロ感染は、先のウイルスのいずれかのヌクレオチド配列に基づいた組換え植物ウイルス
核酸を含むウイルス粒子により達成されることができた。微粒子銃若しくはエレクトロポ
レーション又は本技術分野において知られる他の方法も使用されうる。
【００４５】
全ての植物が本来アグロバクテリウムの宿主であるとは限らないため、他に取るべき方法
、例えばプロトプラストの形質転換が前記宿主細胞内への当該ベクターの導入に用いられ
うる。ある単子葉植物について、その植物のプロトプラストの形質転換は、リン酸カルシ
ウム沈澱ポリエチレン・グリコール処理、エレクトロポレーション、及びそれらの処理の
組合せに基づく方法の使用により達成される。例えばPotrykus et al., Mol.Gen.Genet.,
 199:169-177(1985);Fromm et al., Nature, 319:791(1986);及びCallis et al., Genes 
and Development, 1:1183(1987)を参照のこと。これらの技術の別の植物種への適用可能
性は、プロトプラストからのその植物種への再生の可能性に依存するであろう。プロトプ
ラストからの穀類の再生のためのさまざまな方法は、本技術分野において知られている。
プロトプラストの形質転換に加えて、微粒子銃が、植物宿主細胞内に本発明のウイルスを
デリバリーするために他に取るべき、そして簡便な技術である。具体的に言うと、前記植
物細胞は、多数の当該ベクターによりコートされた微粒子を照射されるであろう。DNAコ
ートした微粒子の照射は、植物と動物のいずれにおいても安定な組換え体の産生に首尾よ
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く用いられている（例えばSanford et al.(1993)Methods in enzymology, 217:483-509を
参照のこと）。植物細胞内へのベクター導入に好適な微粒子は、典型的には金属でできて
おり、好ましくはタングステン又は金でできている。それらの微粒子は、例えばバイオラ
ド社製のもの（例えばバイオラド社のPDS-1000/He）で使用できる。当業者は、パラメー
ター、例えばヘリウム圧、コート粒子の量、マクロキャリアとストッピング・スクリーン
の距離及びストッピング・スクリーンから前記目標までの飛程を修正することによりあら
ゆる植物に対し最適化できる微粒子銃のプロトコールを知っているであろう。
【００４６】
Zhou et al., Methods in enzymology, 101:433(1983)に記載のように花粉内への直接的
なDNA転移によりベクターを植物内に導入することもできる。しばしば、植物細胞内への
核酸導入技術は以下のようなものを含む：
（a）手による接種。手による接種は、セライト（商標）又はカーボランダム（商標）（
通常約1％）を加えた中性pH、低モル濃度のリン酸緩衝液を用いて行われる。1～4滴の前
記調合液を葉の表面に滴下し、そして緩やかにこする。
（b）苗床への機械的接種。苗床への機械的接種は、トラクター駆動の草刈り機がその葉
を刈る間に前記ベクター溶液を（ガス駆出）噴霧することにより行われる。あるいは、前
記苗床を、刈り、そして前記刈った葉の上に前記ベクター溶液を噴霧する。
（c）一枚の葉（single Leaves）への高圧噴霧。単独の植物（Single plant）への接種は
、狭い範囲で葉に噴霧することにより行われることもでき、（50psi（約344.7kPa）、前
記葉から6～12インチ（15.24～30.48cm）の）指示された噴霧は、前記緩衝化したベクタ
ー溶液に約1％のカーボランダム（商標）を含む。
（d）真空接種。接種は感染を促進するために宿主細胞を十分な減圧環境に晒すことによ
り達成されうる。
【００４７】
一旦、好適な宿主細胞内へ導入されれば、本技術分野において知られたいくつかのアッセ
イを用いることで前記トランスジーンの発現を測定されることができる。例えば、前記ト
ランスジーンの転写されたセンス又はアンチセンス鎖の存在は慣用のハイブリッド形成ア
ッセイ（例えばノザン・ブロット分析）、増幅手順（例えばRT-PCR）、SAGE（米国特許第
5,695,937号）、及び配列に基づく技術（例えば例えば米国特許第5,405,783号；第5,412,
087号；及び第5,445,934号を参照のこと）によって検出及び/又は定量化されうる。
【００４８】
前記トランスジーンの発現は、前記タンパク質産物を調べることによっても確認されうる
。本技術分野におけるタンパク質の分析のためのさまざまな技術が利用できる。それらは
、ラジオイムノアッセイ、ELISA（酵素結合イムノソルベント検定法）、「サンドイッチ
」イムノアッセイ、免疫放射線検定法、（例えば金コロイド、酵素又は放射性物質標識を
用いる）インサイチュウ・イムノアッセイ、ウエスタン・ブロット分析法、免疫沈降検定
法、免疫蛍光分析法、及びPAGE-SDSを含むが、これらに限ったものではない。
【００４９】
一般的に、前記タンパク質レベルの確認は、（a）ポリペプチドを含む生物学的サンプル
の準備；（b）トランスジーン産物に反応性の抗体とサンプル中の成分の間に生じる免疫
特異的な結合の量を計測することを含む（その免疫特異的な結合の量は、発現したタンパ
ク質のレベルを示す）。前記トランスジーンのタンパク質産物を特異的に認識し、そして
結合する抗体は、免疫検定法のために必要とされる。そしてそれらは、商業的な販売業者
から入手されるか又は本技術分野における周知の方法で産生され、そしてスクリーニング
される。上記Harlow and Lane(1988)及び上記Sambrook et al.(1989)を参照のこと。試験
タンパク質の前記サンプルは、前記真核生物の形質転換体（例えば植物細胞）又はそれら
の子孫の均質化、そして場合により界面活性剤、好ましくは非還元型界面活性剤、例えば
トリトン及びジギトニンを用いた前記試験タンパク質の可溶化により調製されうる。前記
試験タンパク質が、前記検出抗体と相互作用しうる結合反応は、溶液中で又は固形の組織
サンプル、例えば組織切片又は前記試験タンパク質が固定された固形担体上で行われうる
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。前記複合体の形成は、本技術分野において知られる多くの技術により検出されうる。例
えば、前記抗体は、標識して与えられ、そして未反応の抗体は前記複合体から除かれる；
残留している標識の量により形成された複合体の量が示す。植物の形質転換体又はそれら
の子孫からのサンプルにおける前記いくつかのアッセイを用いて得られた結果は、対照と
しての非形質転換起源のものと比較される。
【００５０】
この発明の真核生物宿主細胞は、前記トランスジーンの発現を生じるのに適した条件下で
育てられる。前記宿主細胞は、組換え生物、例えば本発明における形質転換DNAベクター
を含む組換え植物を製造するためにも利用されうる。好ましい宿主細胞は、組織又は完全
な生物に再生する性向を持つ。これらの好ましい宿主細胞の例は、本明細書により例示す
いくつかの植物細胞を含む。
【００５１】
したがって、この発明は、当該ベクターを持つ組換え植物を提供する。単独の植物のプロ
トプラスト又はさまざまな外植片のいずれかからの植物の再生は、本技術分野において周
知である。例えばMethods for Plant Molecular Biology, A. Weissbach and H. Weissba
ch, eds., Academic Press, Inc., San Diego, Calif.(1988)を参照のこと。この再生及
び生育の工程は、形質転換体細胞及びシュートの選択、形質転換シュートの定着、そして
土での前記苗の育成のステップを含む。
【００５２】
アグロバクテリウム・ツメファシエンスにより導入された当該ベクターを含む植物の葉の
外植片からの再生は、Fraley et al/, Proc.Natl.Acad.SciU.S.A., 80:4803(1983)に記載
されるように達成されうる。この手順において、形質転換体は、選択剤の存在下、そして
形質転換された植物種においてシュートの再生を促進する培地中で育てられる。この手順
は典型的には2～4週間以内にシュートを生じ、そして次にこれらの形質転換体シュートは
、選択剤及び細菌の増殖を予防する抗生物質を含む適切な根誘導培地に移される。苗を形
成するために選択剤の存在下で根付いた形質転換体シュートは、次に根の産生のために土
に移される。当業者の一人であれば通常明白であるようにこれらの手順は、利用される個
々の植物種に依存して修正される。
【００５３】
子孫の個体群は、交雑受精及び無性生殖を含めた本技術分野において周知の方法により第
1世代及び第2世代形質転換体から製造されうる。本発明において例示す組換え植物は、望
ましいタンパク質の製造及び遺伝子の生物学的機能の分析のための試験系として有用であ
る。
【００５４】
実施例
BSG1037ウイルス又はBSG1057ウイルスを接種したタバコは、いずれかのウイルスに感染し
ている細胞内に前記リポーター遺伝子（GFP）を発現する。（ウイルスの存在を示す）前
記リポーター遺伝子活性は、長波長UV光により植物を照らすことで容易に観察される。前
記導入したgfp遺伝子の発現を失ったウイルスは、もはや前記GFPタンパク質を蓄積するこ
とがないのでUV照明下でGFP蛍光を発することはない。
【００５５】
前記新規ベクター内の外来遺伝子の発現の安定性を評価するために、前記gfp遺伝子を（B
SG1037を作り出す）前記標準ベクター及び（BSG1057を作り出す）改良されたベクター内
に導入した。これらの構築物のRNA転写物を産生し、そしてニコチアナ・ベンサミアナへ
の接種に用いた。接種後約7日目に、広範囲の全身的なGFP発現を観察した。GFP発現組織
を採取して、リン酸緩衝液中ですりつぶして、低速遠心分離により前記細胞片を除去して
、そして得た「グリーン・ジュース」上清溶液を新規の一群のN.ベンサミアナへの接種に
用いた。組織全体を約7日目に再度採取し、そして得たグリーン・ジュースを一連のウイ
ルスの継代培養に用いた。前記手順を一連のウイルスの継代培養に合計7回用いた。N.ベ
ンサミアナにBSG1037及びBSG1057の前記第1世代継代グリーンジュースと前記第7世代継代
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グリーンジュースを平行して接種するところの比較を次に開始した。前記第1世代継代ウ
イルスは、接種後約4日目にGFPの優れた全身性発現の開始をもたらした。前記BSG1037の
第7世代継代ウイルスは、わずかな全身性GFP発現と挿入した配列のほとんど又は全てを失
ったベクターの特徴を示す強いウイルスTMVモザイク症状をもたらした。それに反して、
前記BSG1057の第7世代継代ウイルスは優れた全身性GFP発現及びその導入された遺伝子を
保持しているベクターの特徴を示すわずかに見えるウイルス性症状をもたらし続けた。
【００５６】
接種の20日後、前記植物を地上2インチ（5.08cm）で切断し、そして再生長させた。植物
を切断後3週間まで前記新しい組織全体の中のGFPタンパク質の蓄積について観察した。BS
G1037ウイルスを含む植物は、（第1世代及び第7世代継代の両方とも）再生長組織中に少
量のGFPしか示さなかったが、一方で広範囲なウイルス症状を示した。この結果は、前記
ウイルス集団が、前記遺伝子挿入物を組換えにより失ったウイルスにより特徴づけられた
ことを示唆している。BSG1057を含む植物は、（第1世代及び第7世代継代の両方とも）再
生長組織中への良好な全身性侵襲を示した。これは、BSG1037に比べてBSG1057における外
来遺伝子挿入、つまりgfp遺伝子の優れた遺伝学的安定性を示唆している。
【００５７】
この外来遺伝子の遺伝学的安定性は、2つの補足的な遺伝子挿入物：ニワトリからのイン
ターフェロン及びヒト・アルファ・ガラクトシダーゼAの使用においても見られた。BSG10
37ウイルス調製物中の両方の遺伝子の一連の継代実験は、植物内でのむらのある産物の生
産を示し、一方でBSG1057における類似の実験は、植物内でのより均一な産物の蓄積を示
した。上記実験は、前記BSG1057がかなりの程度まで多数の継代にわたり外来遺伝子挿入
物を保持することを示唆する。
【００５８】
本発明並びの本願発明の作製、使用のやり方と工程を、関連する当業者の前キ本願発明の
対象物の作製及び使用を可能にするためにとても完全、明確、簡潔、かつ、正確に記載さ
れている。本発明の先に記載の好ましい態様及び請求に宣言する本発明の範囲から逸脱す
ることなくそこになされるであろう修正は理解される。発明として企図される主題を特に
述べ、そして明確に請求するために上記クレームは本明細書を結論するものである。
【図面の簡単な説明】
【図１ａ】　図1は、BSG1057ベクター（配列番号4）に含まれる変更移動タンパク質とBSG
1037ベクター（配列番号3）に含まれる野生型移動タンパク質をコードするヌクレオチド
配列の比較を表す。配列の一致は、* によって示され、そしてミスマッチは、－ によっ
て示す。
【図１ｂ】　図1は、BSG1057ベクター（配列番号4）に含まれる変更移動タンパク質とBSG
1037ベクター（配列番号3）に含まれる野生型移動タンパク質をコードするヌクレオチド
配列の比較を表す。配列の一致は、* によって示され、そしてミスマッチは、－ によっ
て示す。
【図２】　図2は、BSG1057ベクター（配列番号6）に含まれる変更移動タンパク質とBSG10
37ベクター（配列番号5）に含まれる野生型移動タンパク質をコードするアミノ酸配列の
比較を表す。配列の一致は、* によって示され、そしてミスマッチは、－ によって示す
。
【図３】　図3は、BSG1037ベクターの制限部位の概念図である。
【図４】　図4は、BSG1057ベクターの制限部位の概念図である。
【図５ａ】　図5は、BSG1037（配列番号1）の完全配列である。
【図５ｂ】　図5は、BSG1037（配列番号1）の完全配列である。
【図５ｃ】　図5は、BSG1037（配列番号1）の完全配列である。
【図５ｄ】　図5は、BSG1037（配列番号1）の完全配列である。
【図５ｅ】　図5は、BSG1037（配列番号1）の完全配列である。
【図６ａ】　図6は、BSG1057（配列番号2）の完全配列である。
【図６ｂ】　図6は、BSG1057（配列番号2）の完全配列である。
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【図６ｃ】　図6は、BSG1057（配列番号2）の完全配列である。
【図６ｄ】　図6は、BSG1057（配列番号2）の完全配列である。
【図６ｅ】　図6は、BSG1057（配列番号2）の完全配列である。
【図７】　図7は、BSG1057中の変異の位置の概念地図である。
【図８】　図8は、接種後20日目のN.ベンサミアナを示す。植物が5つずつ4列ある。一番
左の列には、第1世代のBSG1037を接種した植物を示す。2列目は第7世代のBSG1037、3列目
は第1世代のBSG1057、4列目は第7世代のBSG1057である。
【配列表】
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