
(57)【要約】
本発明は、タバコ属の p450酵素、および p450酵素をコードする核酸配列、ならびにこれら
の酵素および核酸配列を植物表現型の変更に使用する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ っ て 、
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 299な い し SEQ.I
D.No. 357よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 180ま た は SEQ
.ID.No. 182、 SEQ.ID.No. 184ま た は SEQ.ID.No. 224に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同
一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 218ま た は SEQ
.ID.No. 246に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 168に 対 す る
少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 202、 204ま た
は SEQ.ID.No. 276に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む タ ン パ ク 質 。
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【 請 求 項 ８ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 20、 SEQ.ID.N
o. 260ま た は SEQ.ID.No. 268に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 256お よ び SEQ
.ID.No. 254に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 266ま た は SEQ
.ID.No. 240に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 172、 SEQ.ID.
No. 190ま た は SEQ.ID.No. 220に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 216ま た は SEQ
.ID.No. 262に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 50、 SEQ.ID.N
o. 152、 SEQ.ID.No. 196ま た は SEQ.ID.No. 198に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性
を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 296、 SEQ.ID.
No. 160、 SEQ.ID.No. 158、 SEQ.ID.No. 204、 SEQ.ID.No. 206お よ び SEQ.ID.No. 208に 対
す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 162ま た は SEQ
.ID.No. 164に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 212、 214、 23
8ま た は 254に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 188ま た は 170
に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 214、 241、 25
8ま た は 252に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 186、 SEQ.ID.
No. 248ま た は SEQ.ID.No. 228に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 298ま た は SEQ
.ID.No. 176に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
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パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 234に 対 す る
少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 236に 対 す る
少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 230に 対 す る
少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 174に 対 す る
少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 174に 対 す る
少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 226に 対 す る
少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 178に 対 す る
少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 272に 対 す る
少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 180ま た は SEQ
.ID.No. 182、 SEQ.ID.No. 184ま た は SEQ.ID.No. 224に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同
一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 218ま た は SEQ
.ID.No. 246に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 168に 対 す る
少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 202、 204ま た
は SEQ.ID.No. 276に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 20、 SEQ.ID.N
o. 260ま た は SEQ.ID.No. 268に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 256お よ び SEQ
.ID.No. 254に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 266ま た は SEQ
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.ID.No. 240に 対 す る 少 な く と も 85%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 172、 SEQ.ID.
No. 190ま た は SEQ.ID.No. 220に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 216ま た は SEQ
.ID.No. 262に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 50、 SEQ.ID.N
o. 152、 SEQ.ID.No. 196ま た は SEQ.ID.No. 198に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性
を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 296、 SEQ.ID.
No. 160、 SEQ.ID.No. 158、 SEQ.ID.No. 204、 SEQ.ID.No. 206お よ び SEQ.ID.No. 208に 対
す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 162ま た は SEQ
.ID.No. 164に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 212、 214、 23
8ま た は 254に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 188ま た は 170
に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 214、 241、 25
8ま た は 252に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 186、 SEQ.ID.
No. 248ま た は SEQ.ID.No. 228に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 298ま た は SEQ
.ID.No. 176に 対 す る 少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 234に 対 す る
少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 236に 対 す る
少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 230に 対 す る
少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
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【 請 求 項 ４ ９ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 174に 対 す る
少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 174に 対 す る
少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 226に 対 す る
少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 178に 対 す る
少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 SEQ.ID.No. 272に 対 す る
少 な く と も 90%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ っ て 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 植 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 植 物 が タ バ コ 植 物 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 作 製 方 法 で あ っ て 、
　 （ i） 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 、 該 植 物 に お い て 機 能 性 で あ る プ ロ モ ー タ
ー と 作 動 可 能 な 状 態 で 結 合 さ せ て 、 植 物 形 質 転 換 用 ベ ク タ ー を 作 製 し ；
　 （ ii） 該 植 物 を 前 記 工 程 の 植 物 形 質 転 換 用 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し ；
　 （ iii） 形 質 転 換 用 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 を 選 択 し ； そ し て
　 （ iv） 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 か ら 形 質 転 換 植 物 を 再 生 す る
工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 核 酸 分 子 が ア ン チ セ ン ス 配 向 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 核 酸 分 子 が セ ン ス 配 向 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 核 酸 分 子 が RNA干 渉 配 向 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 核 酸 分 子 が 二 本 鎖 RNA分 子 と し て 発 現 す る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 二 本 鎖 RNA分 子 が 約 15～ 25ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 が タ バ コ 植 物 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 あ る 核 酸 分 子 を 含 む 植 物 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て 、
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 の 存 在 に つ い て 植 物 を 分 析 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 植 物 を DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 分 析 す る 、 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 植 物 選 択 方 法
。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で あ る 、 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 植 物 選
択 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で あ る 、 請 求 項 ６ ５ に 記 載 の 植 物
選 択 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 植 物 を Ｐ Ｃ Ｒ 検 出 に よ り 分 析 す る 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 植 物 選 択 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 植 物 が タ バ コ 植 物 で あ る 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 み 、 該 核 酸 プ ロ ー ブ が
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 植 物 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 植 物 選 択 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 植 物 が 変 異 誘 発 集 団 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 植 物 選 択 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 植 物 が 育 種 集 団 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 植 物 選 択 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 植 物 が タ バ コ 属 （ Nicotiana） か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ９ に 記 載 の 植 物 選 択 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 タ バ コ 属 （ Nicotiana） 植 物 中 の シ ト ク ロ ム p450酵 素 （ 以 下 、 p450お よ び p45
0酵 素 と 呼 ぶ ） を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 お よ び こ れ ら の 核 酸 配 列 を 用 い て 植 物 表 現 型 を 変
化 さ せ る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 背 景
　 シ ト ク ロ ム p450は 、 化 学 的 に 異 な る 広 範 な 基 質 に つ い て 、 内 因 性 物 質 お よ び 異 生 物 的 物
質 の 酸 化 、 過 酸 化 お よ び 還 元 代 謝 を 含 め た 酵 素 反 応 を 触 媒 す る 。 植 物 に お い て p450は 、 フ
ェ ニ ル プ ロ パ ノ イ ド 、 ア ル カ ロ イ ド 、 テ ル ペ ノ イ ド 、 脂 質 、 青 酸 配 糖 体 、 お よ び グ ル コ シ
ノ ラ ー ト な ど の 植 物 産 物 の 合 成 を 含 め た 生 化 学 的 経 路 に 関 与 す る （ Chappel, Annu. Rev. 
Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 198,49: 311-343） 。 シ ト ク ロ ム p450は p450ヘ ム -チ オ
ラ ー ト タ ン パ ク 質 と し て も 知 ら れ 、 通 常 は 、 p450含 有 モ ノ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 系 と 呼 ば れ る 多
成 分 電 子 伝 達 鎖 に お い て タ ー ミ ナ ル オ キ シ ダ ー ゼ と し て 作 用 す る 。 触 媒 さ れ る 具 体 的 反 応
に は 、 脱 メ チ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 エ ポ キ シ ド 化 、 N-酸 化 、 ス ル ホ 酸 化 、 N-、 S-お よ び O-
脱 ア ル キ ル 、 脱 硫 酸 、 脱 ア ミ ノ 、 な ら び に ア ゾ 、 ニ ト ロ お よ び N-オ キ シ ド 基 の 還 元 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ イ ド 、 ア ル カ ロ イ ド 、 テ ル ペ ノ イ ド 、 脂 質 、 青 酸 配 糖 体 、 グ ル コ シ ノ
ラ ー ト な ら び に 他 の 多 数 の 化 学 物 質 な ど 多 様 な 植 物 代 謝 産 物 に 対 す る 影 響 に お い て 、 タ バ
コ 属 植 物 p450酵 素 の 広 範 な 役 割 が 示 唆 さ れ て い る 。 近 年 、 あ る p450酵 素 が 植 物 に お い て 植
物 代 謝 産 物 の 組 成 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 の あ る こ と が 次 第 に 明 ら か に な り つ つ あ る 。 た と
え ば 、 特 定 の 脂 肪 酸 の プ ロ フ ィ ー ル を 品 種 改 良 に よ り 変 化 さ せ る こ と に よ っ て あ る 植 物 の
フ レ ー バ ー お よ び 芳 香 を 改 良 す る こ と が 、 長 い 間 望 ま れ て い た ； し か し 、 こ れ ら の 葉 成 分
の レ ベ ル の 制 御 に 関 与 す る 機 序 に つ い て は 、 ご く わ ず か し か 分 か っ て い な い 。 脂 肪 酸 の 修
飾 に 関 連 す る p450酵 素 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 目 的 脂 肪 酸 の 蓄 積 を 促 進 し 、 よ り 好
ま し い 性 質 の 葉 表 現 型 を 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 植 物 成 分 に お け る p450酵 素 の 機 能 お よ び そ
れ ら の 広 範 な 役 割 は 、 な お 探 索 中 で あ る 。 た と え ば あ る 特 殊 な ク ラ ス の p450酵 素 は 、 脂 肪
酸 か ら 果 実 お よ び 野 菜 の ” フ レ ッ シ ュ グ リ ー ン ” 臭 に 関 係 す る 主 な 物 質 で あ る 揮 発 性 C6-
お よ び C9-ア ル デ ヒ ド お よ び -ア ル コ ー ル へ の 分 解 を 触 媒 す る こ と が 見 い だ さ れ た 。 タ バ コ
属 の 葉 に お い て 他 の 新 た な 標 的 p450の レ ベ ル を 変 化 さ せ て 脂 質 組 成 お よ び 関 連 の 分 解 代 謝
産 物 を 改 変 す る こ と に よ り 、 葉 成 分 の 性 質 を 向 上 さ せ る よ う に 変 更 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 葉 成 分 の う ち 幾 つ か は 、 葉 の 質 的 特 性 の 熟 成 を 刺 激 す る 老 化 （ senescence） に よ り
影 響 さ れ る 。 さ ら に 他 の 報 告 は 、 植 物 病 原 体 と の 相 互 作 用 お よ び 疾 病 抵 抗 性 に 関 与 す る 脂
肪 酸 の 変 化 に 際 し て p450酵 素 が 機 能 的 役 割 を も つ こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 他 の 場 合 、 p450酵 素 は ア ル カ ロ イ ド の 生 合 成 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ノ ル ニ コ チ
ン は ニ コ チ ア ナ ・ タ バ セ ウ ム （ Nicotiana tabaceum） 中 に み ら れ る 副 ア ル カ ロ イ ド で あ る
。 そ れ は ニ コ チ ン の p450仲 介 脱 メ チ ル に よ り 産 生 さ れ 、 続 い て N位 に お け る ア シ ル 化 お よ
び ニ ト ロ ソ 化 に よ り 一 連 の N-ア シ ル ノ ル ニ コ チ ン お よ び N-ニ ト ロ ソ ノ ル ニ コ チ ン が 生 成 す
る と 推 定 さ れ て い る 。 推 定 p450デ メ チ ラ ー ゼ に よ り 仲 介 さ れ る N-脱 メ チ ル は 、 タ バ コ 属 に
お け る 主 要 な ノ ル ニ コ チ ン 生 合 成 の 供 給 源 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ の 酵 素 は ミ ク ロ ソ ー ム
系 で あ る と 考 え ら れ る が 、 こ れ ま で ニ コ チ ン デ メ チ ラ ー ゼ 酵 素 の 精 製 は 成 功 し て お ら ず 、
関 与 す る 遺 伝 子 も 単 離 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 p450酵 素 の 活 性 は 遺 伝 的 に 制 御 さ れ 、 環 境 因 子 に よ っ て も 強 い 影 響 を 受 け る と
仮 定 さ れ て い る が 、 証 明 さ れ て い な い 。 た と え ば 、 タ バ コ 属 に お け る ニ コ チ ン の 脱 メ チ ル
は 、 植 物 が 成 熟 段 階 に 達 し た と き 実 質 的 に 増 大 す る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 デ メ チ ラ ー ゼ
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遺 伝 子 は 、 存 在 す る 場 合 に は RNAの 翻 訳 を 阻 害 す る 可 能 性 の あ る 転 位 因 子 を 含 む と 仮 定 さ
れ て い る が 、 ま だ 証 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 p450酵 素 形 態 の 多 様 性 が 大 き く 、 そ れ ら の 構 造 お よ び 機 能 が 異 な る た め 、 タ バ コ 属 p450
酵 素 に 関 す る 研 究 は 本 発 明 以 前 は き わ め て 困 難 で あ っ た 。 さ ら に 、 少 な く と も 一 部 は 、 こ
れ ら の 膜 局 在 タ ン パ ク 質 は 一 般 に 低 い 量 で 存 在 し 、 し ば し ば 精 製 に 対 し て 不 安 定 で あ る と
い う 理 由 か ら 、 p450酵 素 の ク ロ ー ニ ン グ が 妨 げ ら れ て き た 。 し た が っ て 、 植 物 中 の p450酵
素 お よ び そ れ ら の p450酵 素 に 関 連 す る 核 酸 配 列 を 同 定 す る こ と が 要 望 さ れ て い る 。 特 に 、
タ バ コ 属 に お い て 報 告 さ れ て い る シ ト ク ロ ム p450タ ン パ ク 質 は ご く 少 数 に す ぎ な い 。 本 明
細 書 に 記 載 す る 本 発 明 は 、 幾 つ か の グ ル ー プ の p450種 に 対 応 す る 多 数 の シ ト ク ロ ム p450フ
ラ グ メ ン ト を そ れ ら の 配 列 同 一 性 に 基 づ い て 見 い だ し た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 概 要
　 本 発 明 は 、 植 物 p450酵 素 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 タ バ コ 属 由 来 の 植 物 p450酵 素 に 関
す る 。 本 発 明 は ま た 、 エ チ レ ン お よ び ／ ま た は 植 物 老 化 に よ り 発 現 が 誘 発 さ れ る 植 物 p450
酵 素 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 た と え ば オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 、 デ メ チ ラ ー ゼ な ど の カ テ ゴ リ
ー に 属 す る 酵 素 活 性 を も つ 植 物 核 酸 配 列 、 お よ び そ れ ら の 配 列 を 用 い て 遺 伝 子 の 発 現 ま た
は 過 剰 発 現 を 低 下 ま た は 沈 黙 さ せ る こ と に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 低 い ノ ル ニ コ チ ン レ ベ
ル を 示 す 植 物 よ り 高 レ ベ ル の ノ ル ニ コ チ ン を 含 む 植 物 中 に み ら れ る p450酵 素 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 第 １ 態 様 に お い て 本 発 明 は 、
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ０ 】
に 記 載 す る 核 酸 配 列 に 関 す る 。
　 第 ２ の 関 連 態 様 に お い て は 、 75%を 超 え る 核 酸 配 列 同 一 性 を 構 成 す る フ ラ グ メ ン ト を 、
シ ト ク ロ ム p450モ チ ー フ GXRXCX（ G/A） に 続 く 第 １ 核 酸 か ら 終 止 コ ド ン ま で に 対 応 す る 領
域 に お け る そ れ ら の 同 一 性 に 応 じ て 分 類 し た 。 代 表 的 な 核 酸 グ ル ー プ お よ び そ れ ぞ れ の 種
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を 表 Ｉ に 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 第 ３ 態 様 に お い て 本 発 明 は 、
【 ０ ０ １ ２ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ３ 】
に 記 載 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る 。
　 第 ４ の 関 連 態 様 に お い て は 、 71%を 超 え る ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 構 成 す る フ ラ グ メ ン ト
を 、 シ ト ク ロ ム p450モ チ ー フ GXRXCX（ G/A） に 続 く 第 １ ア ミ ノ 酸 か ら 終 止 コ ド ン ま で に 対
応 す る 領 域 に お け る そ れ ら 相 互 の 同 一 性 に 応 じ て 分 類 し た 。 代 表 的 な ア ミ ノ 酸 グ ル ー プ お
よ び そ れ ぞ れ の 種 を 表 IIに 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 第 ５ 態 様 に お い て 本 発 明 は 、
【 ０ ０ １ ５ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ６ 】
に 記 載 す る 、 全 長 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る 。
　 第 ６ の 関 連 態 様 に お い て は 、 85%以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 構 成 す る 全 長 遺 伝 子 を 、
相 互 の 同 一 性 に 応 じ て 分 類 し た 。 代 表 的 な ア ミ ノ 酸 グ ル ー プ お よ び そ れ ぞ れ の 種 を 表 III
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に 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 第 ７ 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 SEQ.ID.No. 299～ 357に 記 載 し た フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 酸
配 列 に 関 す る 。
　 第 ８ の 関 連 態 様 に お い て は 、 90%以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 構 成 す る フ ラ グ メ ン ト を
、 第 １ シ ト ク ロ ム p450ド メ イ ン UXXRXXZか ら 第 ３ シ ト ク ロ ム ド メ イ ン GXRXO（ こ れ ら に お い
て 、 Uは Eま た は Kで あ り 、 Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Zは R、 T、 Sま た は Mで あ る ） ま で に
対 応 す る 領 域 に お け る そ れ ら 相 互 の 同 一 性 に 応 じ て 分 類 し た 。 代 表 的 な ア ミ ノ 酸 グ ル ー プ
お よ び そ れ ぞ れ の 種 を 表 IVに 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 ９ の 関 連 態 様 に お い て は 、 RNAウ イ ル ス 系 を 用 い て タ バ コ 属 植 物 に お け る p450酵 素 の
減 少 、 排 除 ま た は 過 剰 発 現 を 一 過 性 で 達 成 で き る 。
　 得 ら れ る 形 質 転 換 ま た は 感 染 し た 植 物 を 、 そ れ ら の 表 現 型 に つ い て 評 価 す る 。 こ れ に は
当 業 者 が 一 般 に 利 用 で き る 、 内 因 性 p450 RNA転 写 体 、 p450発 現 ペ プ チ ド 、 お よ び 植 物 代 謝
産 物 濃 度 の 分 析 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 第 １ ０ の 重 要 な 態 様 に お い て 本 発 明 は ま た 、 p450酵 素 活 性 レ ベ ル が 変 化 し た ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク タ バ コ 属 系 の 作 製 に 関 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ ら の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 は
、 あ る 酵 素 の 発 現 を 低 下 も し く は 沈 黙 ま た は 増 大 さ せ る こ と に よ り タ バ コ 属 に お い て 表 現
型 効 果 を も た ら す の に 有 効 な 核 酸 配 列 を 含 む 。 そ の よ う な 核 酸 配 列 に は 、
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ １ 】
が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の き わ め て 重 要 な 第 １ １ 態 様 に お い て 、 全 長 遺 伝 子 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト に
よ る ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 能 力 ま た は 全 長 遺 伝 子 に よ る 過 剰 発 現 能 力 を も つ 本 発 明 核 酸
を 含 む 植 物 変 種 は 、 対 照 植 物 と 比 較 し て 変 化 し た 代 謝 プ ロ フ ィ ー ル を も つ で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 第 １ ２ 態 様 に お い て 、 植 物 由 来 ま た は 植 物 外 部 か ら の 代 謝 産 物 の 生 合 成 ま た は
分 解 を 改 変 す る 際 に 、 全 長 遺 伝 子 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト を 用 い た 本 発 明 核 酸 を 含 む 植
物 変 種 は 、 内 因 性 化 学 物 質 ま た は 植 物 有 害 生 物 に 耐 容 す る の に 利 用 で き る で あ ろ う 。 そ の
よ う な 核 酸 配 列 に は 、
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【 ０ ０ ２ ３ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
が 含 ま れ る 。
　 第 １ ３ 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 教 示 し た 核 酸 配 列 に 対 す る 実 質 的 な 核 酸 同 一 性 を も つ 遺
伝 子 を 含 む 植 物 、 よ り 好 ま し く は タ バ コ 属 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 す る 。 そ の よ う な 植 物 が
従 来 法 に よ る 変 種 も し く は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 変 種 を 得 る た め の 品 種 改 良 プ ロ グ ラ ム 、 変
異 誘 発 プ ロ グ ラ ム 、 ま た は 天 然 の 多 様 な 植 物 集 団 の 一 部 で あ る 場 合 、 本 発 明 の 利 用 は 厳 密
ま た は 実 質 的 な 同 一 性 を も つ 核 酸 配 列 を 含 む 植 物 を 同 定 お よ び 選 択 す る の に 有 利 で あ ろ う
。 実 質 的 な 核 酸 同 一 性 に つ い て の 植 物 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お
よ び PCR分 析 を 含 め た （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 核 酸 検 出 プ ロ ト コ ル と 共 に 核 酸 プ ロ ー ブ
を 用 い て 植 物 核 酸 材 料 を 評 価 す る こ と に よ り 達 成 し て も よ い 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 、
【 ０ ０ ２ ５ 】
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ６ 】
に 対 応 す る 教 示 し た 核 酸 配 列 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む こ と が で き る 。
　 第 １ ４ 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 教 示 し た 核 酸 配 列 に 対 応 す る 実 質 的 な ア ミ ノ 酸 同 一 性 を
も つ 植 物 遺 伝 子 、 よ り 好 ま し く は タ バ コ 属 遺 伝 子 の 同 定 に 関 す る 。 植 物 遺 伝 子 （ cDNAク ロ
ー ン お よ び ゲ ノ ム ク ロ ー ン が 共 に 含 ま れ る ） 、 そ れ ら の cDNAお よ び ゲ ノ ム ク ロ ー ン 、 よ り
好 ま し く は タ バ コ 属 に 由 来 す る も の の 同 定 は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び PCR分
析 を 含 め た （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 核 酸 検 出 プ ロ ト コ ル と 共 に 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い て 植
物 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 達 成 し て も よ い 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 、
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
に 対 応 す る 核 酸 配 列 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む こ と が で き る 。
　 他 の 第 １ ５ 態 様 に お い て は 、 教 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 ま た は 全 体 に 対 す る 抗 体 を 用
い て 、 ペ プ チ ド を 発 現 す る cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。 そ の よ う
な 核 酸 配 列 に は 、
【 ０ ０ ２ ９ 】
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【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
が 含 ま れ る 。
　 重 要 な 第 １ ６ 態 様 に お い て 本 発 明 は ま た 、 過 剰 発 現 し た p450酵 素 活 性 レ ベ ル を も つ ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク タ バ コ 属 系 の 作 製 に 関 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ ら の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 系 は 、 あ る 酵 素 の 発 現 を 増 大 さ せ 、 し た が っ て タ バ コ 属 に お い て 表 現 型 効 果 を も た ら す
の に 有 効 な 、 全 長 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る す べ て の 核 酸 配 列 を 含 む 。 そ の よ う
な 核 酸 配 列 に は 、
【 ０ ０ ３ １ 】
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
が 含 ま れ る 。
　
　
　 別 途 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で 用 い る す べ て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 本 発 明 の
属 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 が 一 般 に 理 解 し て い る も の と 同 じ 意 味 を も つ 。 Singleton et al.
 (1994) Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, 第 2版 , John Wiley and 
Sons（ ニ ュ ー ヨ ー ク ） は 、 当 業 者 に と っ て 本 発 明 に 用 い る 多 く の 用 語 の 一 般 的 な 辞 書 と な
る 。 本 明 細 書 に 述 べ る す べ て の 特 許 お よ び 刊 行 物 を 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 援 用 す る 。 本 発
明 の 目 的 に 関 し て 、 下 記 の 用 語 を 以 下 に 定 義 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ” 酵 素 活 性 ” は 、 脱 メ チ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 エ ポ キ シ ド 化 、 N-酸 化 、 ス ル ホ 酸 化 、 N-
、 S-お よ び O-脱 ア ル キ ル 、 脱 硫 酸 、 脱 ア ミ ノ 、 な ら び に ア ゾ 、 ニ ト ロ お よ び N-オ キ シ ド 基
の 還 元 を 含 む も の と す る 。 用 語 ” 核 酸 ” は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ
ン ス の い ず れ か の 形 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ポ リ マ ー ま た は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ポ リ マ
ー を 表 わ し 、 別 途 限 定 し な い 限 り 、 天 然 ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 な 様 式 で 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 既 知 の 天 然 ヌ ク レ オ チ ド の 類 似 体 を 含 む 。 別 途 限 定 し な い 限 り 、 具 体 的 な 核 酸 配 列
に は そ の 相 補 体 が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 用 語 ” 作 動 可 能 な 状 態 で 結 合 し た ” 、 ” 作 動 可 能 な 組 合 わ せ に あ る ” 、 ” 作 動 可 能 な 順
序 で ” は 、 核 酸 発 現 制 御 配 列 （ た と え ば プ ロ モ ー タ ー 、 シ グ ナ ル 配 列 、 ま た は 転 写 因 子 結
合 部 位 の ア レ イ ） と 第 ２ 核 酸 配 列 の 機 能 的 結 合 を 表 わ し 、 そ の 際 、 発 現 制 御 配 列 は 第 ２ 配
列 に 対 応 す る 核 酸 の 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 に 影 響 を 及 ぼ す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 用 語 ” 組 換 え 体 ” を 細 胞 に 関 し て 用 い た 場 合 、 そ の 細 胞 は ヘ テ ロ ロ ガ ス 核 酸 を 複 製 し 、
そ の 核 酸 を 発 現 し 、 あ る い は ヘ テ ロ ロ ガ ス 核 酸 が コ ー ド す る ペ プ チ ド 、 ヘ テ ロ ロ ガ ス ペ プ
チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と を 示 す 。 組 換 え 細 胞 は 、 天 然 （ 非 組 換 え ） 形 の 細 胞
内 に み ら れ な い セ ン ス 形 ま た は ア ン チ セ ン ス 形 の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト を 発 現
す る こ と が で き る 。 組 換 え 細 胞 は 、 天 然 形 の 細 胞 中 に み ら れ る 遺 伝 子 で あ る が 人 為 的 手 段
で 修 飾 さ れ て 再 導 入 さ れ た も の で あ る 遺 伝 子 も 発 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ” 構 造 遺 伝 子 ” は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 一 部 を コ ー ド す る DNAセ グ メ
ン ト を 含 み 、 転 写 の 開 始 を 誘 導 す る 5'側 配 列 を 除 い た 、 遺 伝 子 部 分 で あ る 。 あ る い は 、 構
造 遺 伝 子 は 翻 訳 で き な い 生 成 物 を コ ー ド し て も よ い 。 構 造 遺 伝 子 は 、 細 胞 中 に 普 通 に み ら
れ る も の で あ る か 、 あ る い は そ の 細 胞 ま た は そ れ を 導 入 し た 細 胞 部 位 に は 普 通 は み ら れ な
い も の で あ り 、 こ の 場 合 、 そ れ は ” ヘ テ ロ ロ ガ ス 遺 伝 子 ” と 呼 ば れ る 。 ヘ テ ロ ロ ガ ス 遺 伝
子 は 、 全 体 ま た は 一 部 が 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る い ず れ の 供 給 源 に 由 来 す る も の で あ
っ て も よ い 。 こ れ に は 、 細 菌 性 ゲ ノ ム も し く は エ ピ ソ ー ム 、 真 核 細 胞 、 核 も し く は プ ラ ス
ミ ド の DNA、 cDNA、 ウ イ ル ス DNA、 ま た は 化 学 合 成 DNAが 含 ま れ る 。 構 造 遺 伝 子 は 、 生 物 活
性 も し く は そ の 特 性 、 発 現 生 成 物 の 生 物 活 性 も し く は 化 学 構 造 、 発 現 速 度 ま た は 発 現 制 御
様 式 に 影 響 を 及 ぼ す １ 以 上 の 修 飾 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 修 飾 に は １ 個 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド の 変 異 、 挿 入 、 欠 失 お よ び 置 換 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 構 造 遺
伝 子 は 中 断 さ れ て い な い コ ー ド 配 列 を 構 成 す る か 、 あ る い は 適 宜 な ス プ ラ イ ス ジ ャ ン ク シ
ョ ン が 結 合 し た １ 以 上 の イ ン ト ロ ン を 含 ん で も よ い 。 構 造 遺 伝 子 は 、 翻 訳 可 能 ま た は 翻 訳
不 可 能 な 場 合 が あ り 、 ア ン チ セ ン ス 配 向 の も の も 含 ま れ る 。 構 造 遺 伝 子 は 、 複 数 の 供 給 源
ま た は 複 数 の 遺 伝 子 配 列 （ 天 然 ま た は 合 成 ； こ こ で 合 成 と は 化 学 的 に 合 成 さ れ た DNAを 表
わ す ） に 由 来 す る セ グ メ ン ト の 複 合 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ” に 由 来 す る （ 誘 導 さ れ る ） ” は 、 あ る 供 給 源 （ 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 ） か ら 採 取 、 入
手 、 受 容 、 追 跡 、 複 製 ま た は 伝 承 し た こ と を 表 わ す た め に 用 い ら れ る 。 誘 導 体 は 、 元 の 供
給 源 の 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 操 作 （ 置 換 、 付 加 、 挿 入 、 欠 失 、 抽 出 、 単 離 、 変 異 形 成 お よ
び 複 製 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に よ り 調 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 DNA配 列 に 関 し て ” 化 学 的 に 合 成 し た ” と は 、 成 分 ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 が イ ン ビ ト ロ で
組 み 立 て ら れ た こ と を 意 味 す る 。 手 動 に よ る DNAの 化 学 合 成 は 、 十 分 に 確 立 さ れ た 方 法 を
用 い て 達 成 で き る （ Caruthers, , (1983), Weis
man（ 編 ） 、 Praeger Publishers、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1章 ） ； 自 動 化 学 合 成 は 、 多 数 の 市 販 機
器 の い ず れ か を 用 い て 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 比 較 の た め の 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 Smith and Waterman, Adv.Appl.Math. 2:482 (19
81)の 局 部 相 同 ア ル ゴ リ ズ ム 、 Needleman and Wunsch, J.Mol.Biol. 48:443 (1970)の 相 同
ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム 、 Pearson and Lipman, Proc.Natl.Acad.Sci. (U.S.A.) 85:
2444 (1988)の 類 似 体 探 索 法 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム を 電 子 化 し た 処 理 系 （ GAP、 BESTFIT
、 FASTA、 お よ び TFASTA； Wisconsin Genetics Software Package、 Genetics Computer Gr
oup、 575 Science Dr., Madison, Wis.） 、 ま た は イ ン ス ペ ク シ ョ ン に よ り 行 う こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 NCBI Basic Local Alignment Search Tool（ BLAST） （ Altschul et al., 1990） は 、 Na
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tional Center for Biological Information（ NCBI、 メ リ ー ラ ン ド 州 ベ セ ス ダ ） を 含 め た
幾 つ か の 供 給 業 者 か ら 、 ま た イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム blastp、 blastn、 bl
astx、 tblastn、 tblastxと 組 み 合 わ せ て 使 用 す る も の と し て 入 手 で き る 。 こ れ は 、 htp://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/に お い て ア ク セ ス で き る 。 こ の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 配 列 同
一 性 を 決 定 す る 方 法 の 説 明 は 、 htp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast help.htmlに お
い て 入 手 で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 適 用 し た 用 語 ” 実 質 的 な ア ミ ノ 酸 同 一 性 ” ま た は
” 実 質 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 ” は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 を 表 わ す も の で あ り 、 そ の 際 ペ
プ チ ド は 、 翻 訳 さ れ た ペ プ チ ド の シ ト ク ロ ム p450モ チ ー フ GXRXCX（ G/A） に 続 く 第 １ ア ミ
ノ 酸 か ら 終 止 コ ド ン ま で に 対 応 す る 領 域 に わ た る 参 照 グ ル ー プ と 対 比 し て 、 少 な く と も 70
%の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 80%の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90%
の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99～ 100%の 配 列 同 一 性 を も つ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 、 核 酸 配 列 に 適 用 し た 用 語 ” 実 質 的 な 核 酸 同 一 性 ” ま た は ” 実 質 的
な 核 酸 配 列 同 一 性 ” は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 徴 を 表 わ す も の で あ り 、 そ の 際 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 翻 訳 さ れ た ペ プ チ ド の シ ト ク ロ ム p450モ チ ー フ GXRXCX（ G/A） に 続 く 第 １ 核 酸
か ら 終 止 コ ド ン ま で に 対 応 す る 領 域 に わ た る 参 照 グ ル ー プ と 対 比 し て 、 少 な く と も 75%の
配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 81%の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 91%の 配
列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 99～ 100%の 配 列 同 一 性 を も つ 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る こ と の 他 の 指 標 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で
2分 子 が 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か ど う か で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 配 列 依 存 性
で あ り 、 異 な る 状 況 で は 異 な る で あ ろ う 。 一 般 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 、 定 め ら れ た イ
オ ン 強 度 お よ び pHで 、 個 々 の 配 列 の 熱 融 解 温 度 （ Tm） よ り 約 5～ 約 20℃ 低 く 、 通 常 は 約 10
～ 約 15℃ 低 く な る よ う に 選 択 さ れ る 。 Tmは （ 定 め ら れ た イ オ ン 強 度 お よ び pH下 で ） 、 タ ー
ゲ ッ ト 配 列 の 50%が 適 正 対 合 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 一 般 に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト 条 件 は 、 塩 濃 度 が 約 0.02M、 pH７ 、 温 度 が 少 な く と も 約 60℃ の 条 件 で あ ろ う 。 た
と え ば 標 準 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に お い て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 6× SSC中 、 42℃ で の 初 期
洗 浄 、 続 い て 0.2× SSC中 、 少 な く と も 約 55℃ 、 一 般 に 約 60℃ 、 し ば し ば 約 65℃ の 温 度 で １
回 以 上 の 追 加 洗 浄 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 が 実
質 的 に 同 一 で あ る 場 合 に も 、 本 発 明 の 目 的 に 関 し て 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 し た が っ て 、 第
１ 核 酸 配 列 が 第 2核 酸 配 列 と 本 質 的 に 同 じ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 場 合 、 第 2核 酸 配 列 は
、 遺 伝 子 コ ー ド に よ り 許 容 さ れ る 縮 重 の た め ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
な く て も 、 実 質 的 に 同 一 で あ る （ コ ド ン 縮 重 お よ び 遺 伝 子 コ ー ド の 説 明 に つ い て は Darnel
l et al. (1990) Molecular Cell Biology, 第 2版 を 参 照 、 Scientific American Books W
.H.Freeman and Company、 ニ ュ ー ヨ ー ク ） 。 タ ン パ ク 質 の 純 度 ま た は 均 一 性 は 、 当 技 術 分
野 で 周 知 の い く ら か の 手 段 で 、 た と え ば タ ン パ ク 質 試 料 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 、 続 い て 染 色 に 際 し て の 視 覚 化 に よ り 示 す こ と が で き る 。 特 定 の 目 的 に は 高 分 解 能 が 必
要 な 場 合 が あ り 、 HPLCま た は こ れ に 類 す る 精 製 手 段 を 利 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 ” ベ ク タ ー ” は 、 DNAセ グ メ ン ト （ １ 以 上 ） を 細 胞 へ 伝 達 す る
核 酸 分 子 に 関 し て 使 用 さ れ る 。 ベ ク タ ー は DNAを 複 製 す る た め に 使 用 し て も よ く 、 宿 主 細
胞 内 で 独 立 し て 増 殖 し て も よ い 。 用 語 ” ビ ヒ ク ル ” が 、 時 に は ” ベ ク タ ー ” と 互 換 性 を も
っ て 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 ” 発 現 ベ ク タ ー ” は 、 目 的 と す る コ ー ド 配 列 お
よ び 作 動 可 能 な 状 態 で 結 合 し た コ ー ド 配 列 を そ の 宿 主 生 物 に お い て 発 現 す る の に 必 要 な 適
切 な 核 酸 配 列 を 含 む 、 組 換 え DNA分 子 を 表 わ す 。 真 核 細 胞 に お い て 発 現 す る の に 必 要 な 核
酸 配 列 は 、 通 常 は プ ロ モ ー タ ー 、 オ ペ レ ー タ ー （ 場 合 に よ る ） 、 お よ び リ ボ ソ ー ム 結 合 部

10

20

30

40

50

(16) JP 2006-519590 A 2006.8.31



位 、 な ら び に し ば し ば 他 の 配 列 を 含 む 。 真 核 細 胞 に は プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 な ら
び に 終 止 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が 使 わ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 し た 、 根 を も つ 完 全 な 植 物 を 再 生 す る 目 的 で 、 た と え ば イ ン ビ ボ 接
種 ま た は い ず れ か 既 知 の イ ン ビ ト ロ 組 織 培 養 法 な ど い ず れ か の 方 法 で 核 酸 を 植 物 細 胞 に 挿
入 し て 、 完 全 な 植 物 に 再 生 で き る 形 質 転 換 植 物 細 胞 を 作 製 す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 た
と え ば 、 植 物 細 胞 へ の 挿 入 は 病 原 性 ま た は 非 病 原 性 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン
ス （ A.tumefaciens） に よ る イ ン ビ ト ロ 接 種 で あ っ て も よ い 。 他 の そ の よ う な 組 織 培 養 法
も 採 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ” 植 物 組 織 ” に は 、 分 化 お よ び 未 分 化 の 植 物 組 織 が 含 ま れ 、 こ れ に は 根 、 茎 、 葉 、 花 粉
、 種 子 、 腫 瘍 組 織 、 お よ び 多 様 な 形 態 の 培 養 細 胞 、 た と え ば 単 細 胞 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 、 胚
芽 お よ び カ ル ス 組 織 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 植 物 組 織 は 、 in planta、 ま
た は 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 培 養 の 状 態 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 ” 植 物 細 胞 ” に は 、 in planta植 物 細 胞 、 な ら び に 培 養 さ れ て
い る 植 物 細 胞 お よ び プ ロ ト プ ラ ス ト が 含 ま れ る 。
　 ” cDNA” ま た は ” 相 補 的 DNA” は 、 一 般 に RNA分 子 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も つ 一
本 鎖 DNA分 子 を 表 わ す 。 cDNAは 、 酵 素 で あ る 逆 転 写 酵 素 の RNA鋳 型 上 で の 作 用 に よ り 形 成 さ
れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　 本 発 明 に よ れ ば 、 コ ン バ ー タ ー （ converter） お よ び 非 コ ン バ ー タ ー （ non-converter）
タ バ コ 属 系 の タ バ コ 属 組 織 か ら RNAを 抽 出 し た 。 次 い で 抽 出 RNAを 用 い て cDNAを 作 製 し た 。
次 い で 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 2方 法 で 作 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 第 １ 法 で は 、 ポ リ A富 化 RNAを 植 物 組 織 か ら 抽 出 し 、 逆 転 写 PCRに よ り cDNAを 作 製 し た 。
次 い で こ の 一 本 鎖 cDNAを 用 い 、 デ ィ ジ ェ ネ レ ー ト プ ラ イ マ ー と オ リ ゴ d(T)リ バ ー ス プ ラ イ
マ ー を 使 用 し て 、 p450特 異 的 PCR集 団 を 作 製 し た 。 こ の プ ラ イ マ ー 設 計 は 、 p450の 高 度 保
存 モ チ ー フ に 基 づ い た 。 特 異 的 デ ィ ジ ェ ネ レ ー ト プ ラ イ マ ー の 例 を 図 １ に 示 す 。 適 切 な サ
イ ズ の 挿 入 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド か ら の 配 列 フ ラ グ メ ン ト を 、 さ ら に 分 析 し た 。 こ れ ら の
サ イ ズ の 挿 入 配 列 は 、 用 い る プ ラ イ マ ー に 応 じ て 一 般 に 約 300～ 約 800ヌ ク レ オ チ ド で あ っ
た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 第 2法 で は 、 ま ず cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た 。 プ ラ ス ミ ド 中 の cDNAを 用 い 、 デ ィ ジ ェ
ネ レ ー ト プ ラ イ マ ー と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と し て の プ ラ ス ミ ド 中 T7プ ラ イ マ ー を 使 用 し て
、 p450特 異 的 PCR集 団 を 作 製 し た 。 第 １ 法 と 同 様 に 、 適 切 な サ イ ズ の 挿 入 配 列 を 含 む プ ラ
ス ミ ド か ら の 配 列 フ ラ グ メ ン ト を 、 さ ら に 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 高 レ ベ ル の ノ ル ニ コ チ ン を 産 生 す る こ と が 知 ら れ て い る タ バ コ 属 植 物 系 （ コ ン バ ー タ ー
） お よ び 検 出 で き な い レ ベ ル の ノ ル ニ コ チ ン を 含 む 植 物 系 を 出 発 材 料 と し て 使 用 で き る 。
　 次 い で 植 物 か ら 葉 を 切 り 取 り 、 エ チ レ ン で 処 理 し て 、 本 明 細 書 に 定 め る p450酵 素 活 性 を
高 め る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 全 RNAを 抽 出 す る 。 次 い で PCR（ RT-PCR） に よ り 、
図 １ ５ ３ に 記 載 し た オ リ ゴ d(T)プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 cDNAフ ラ グ メ ン ト を 形 成 す る こ と が
で き る 。 次 い で 、 本 明 細 書 の 実 施 例 に 詳 述 す る よ う に 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 p450型 酵 素 の 保 存 領 域 を デ ィ ジ ェ ネ レ ー ト プ ラ イ マ ー の 鋳 型 と し て 使 用 で き る （ 図 ７ ５
） 。 デ ィ ジ ェ ネ レ ー ト プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 p450特 異 的 バ ン ド を PCRに よ り 増 幅 す る こ と
が で き る 。 p450様 の 酵 素 を 指 示 す る バ ン ド を DNA配 列 決 定 法 に よ り 同 定 で き る 。 PCRフ ラ グ
メ ン ト を BLAST検 索 、 ア ラ イ ン メ ン ト ま た は 他 の ツ ー ル に よ り 解 明 し て 、 適 切 な 候 補 を 同
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定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 同 定 し た フ ラ グ メ ン ト か ら の 配 列 情 報 を 用 い て 、 PCRプ ラ イ マ ー を 開 発 で き る 。 こ れ ら
の プ ラ イ マ ー を cDNAラ イ ブ ラ リ ー 中 の プ ラ ス ミ ド プ ラ イ マ ー と 組 み 合 わ せ 用 い て 、 全 長 p4
50遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 大 規 模 サ ザ ン 逆 分 析 を 実 施 し て 、 得 ら れ た す
べ て の フ ラ グ メ ン ト ク ロ ー ン お よ び 場 合 に よ り 全 長 ク ロ ー ン に つ い て 、 差 異 発 現 を 調 べ る
こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て は 、 ク ロ ー ン 化 し た す べ て の 挿 入 配 列 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め に 、 ク ロ ー ン 化 DNAフ ラ グ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ と し て
種 々 の 組 織 に 由 来 す る 標 識 し た 全 cDNAを 用 い て 、 こ れ ら の 大 規 模 サ ザ ン 逆 ア ッ セ イ を 実 施
で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 非 放 射 性 お よ び 放 射 性 （ P 3 2 ） ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 ク ロ ー ン 化 p450
フ ラ グ メ ン ト お よ び 全 長 ク ロ ー ン を 解 明 す る こ と も で き る 。
　 数 種 類 の 全 長 ク ロ ー ン に 対 し て 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 誘 導 し 、 抗 原 性 で あ り か つ 他
の ク ロ ー ン と 対 比 し て ユ ニ ー ク で あ る ペ プ チ ド 領 域 を 選 択 す る こ と に よ り 、 ペ プ チ ド 特 異
的 抗 体 を 生 成 し た 。 キ ャ リ ヤ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 合 成 ペ プ チ ド に 対 す る ウ サ ギ 抗 体 を
形 成 し た 。 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て 、 植 物 組 織 に つ い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ま た は 他 の
免 疫 学 的 方 法 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 前 記 に よ り 同 定 し た 核 酸 配 列 を 、 ウ イ ル ス 誘 発 に よ る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 法 に よ り 検
査 す る こ と が で き る （ VIGS、 Baulcombe, Current Opinions in Plant Biology, 1999, 2:
 109-113） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 数 種 類 の 全 長 ク ロ ー ン に つ い て 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を 誘 導 し 、 潜 在 的 に 抗 原 性 で あ
り か つ 他 の ク ロ ー ン と 対 比 し て ユ ニ ー ク で あ る ペ プ チ ド 領 域 を 選 択 す る こ と に よ り 、 ペ プ
チ ド 特 異 的 抗 体 を 生 成 し た 。 キ ャ リ ヤ ー タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 合 成 ペ プ チ ド に 対 す る ウ サ
ギ 抗 体 を 形 成 し た 。 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 干 渉 RNA法 （ RNAi） を 用 い て 、 本 発 明 の タ バ コ 属 植 物 に お
け る シ ト ク ロ ム p450酵 素 活 性 を さ ら に 解 明 し た 。 こ の 方 法 に つ い て 記 載 し た 下 記 の 参 考 文
献 を 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 援 用 す る ：
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
RNAi法 、 ア ン チ セ ン ス 法 、 ま た は 記 載 さ れ た 他 の 多 様 な 方 法 を 用 い て 、 植 物 を 形 質 転 換 す
る こ と が で き る 。
　 外 来 遺 伝 子 材 料 を 植 物 細 胞 に 導 入 し 、 導 入 し た 遺 伝 子 を 安 定 に 保 持 し て 発 現 す る 植 物 を
得 る た め の 方 法 が 幾 つ か あ る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 微 粒 子 に 被 覆 し た 遺 伝 子 材 料 を 細 胞
内 へ 直 接 に 加 速 挿 入 す る も の が 含 ま れ る （ USP 4,945,050（ Cornell） お よ び 5,141,131（ D
owElanco） ） 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 に よ り 植 物 を 形 質 転 換 す る こ と が で き る ； 参 照 ： US
P 5,177,010（ University of Tredo） 、 5,104,310（ Texas A&M） 、 欧 州 特 許 出 願 0131624B
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1、 欧 州 特 許 出 願 120516、 159418B1、 欧 州 特 許 出 願 120516、 159418B1お よ び 176,112（ Schi
lperoot） 、 USP 5,149,645、 5,469,976、 5,464,763お よ び 4,940,838お よ び 4,693,976（ Sc
hilperoot） 、 欧 州 特 許 出 願 116718、 290799、 320500（ す べ て MaxPlanck） 、 欧 州 特 許 出 願
604662お よ び 627752（ Japan Nicotiana） 、 欧 州 特 許 出 願 0267159お よ び 0292435な ら び に U
SP 5,231,019（ す べ て Ciba Geigy） 、 USP 5,463,174お よ び 4,762,785（ 両 方 と も Calgene
） 、 な ら び に USP 5,004,863お よ び 5,159,135（ 両 方 と も Agracetus） 。 他 の 形 質 転 換 法 に
は 、 ホ イ ス カ ー （ whisker） 法 が 含 ま れ る ； 参 照 ： USP 5,302,523お よ び 5,464,765（ 両 方
と も Zeneca） 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 も 植 物 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ て い る ； 参 照 ： WO
 87/06614（ Boyce Thompson Institute） 、 5,472,869お よ び 5,384,253（ 両 方 と も Dekalb
） 、 WO 9209696お よ び WO 9321335（ 両 方 と も PGS） 。 こ れ ら す べ て の 形 質 転 換 特 許 お よ び
刊 行 物 を 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 援 用 す る 。 多 数 の 植 物 形 質 転 換 方 法 の ほ か 、 外 来 遺 伝 子 と
接 触 さ せ る 組 織 の タ イ プ も 多 様 で あ っ て よ い 。 そ の よ う な 組 織 に は 胚 芽 形 成 組 織 、 カ ル ス
組 織 Ｉ お よ び II型 、 幼 茎 （ hypocotyl） 、 分 裂 組 織 （ meristem） な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。 ほ と ん ど す べ て の 植 物 組 織 は 、 脱 分 化 の 間 に 、 当 業 者 に 自 明 の 適 切 な
方 法 で 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 植 物 に 導 入 す る 外 来 遺 伝 子 材 料 は 、 選 択 マ ー カ ー を 含 ん で も よ い 。 特 定 の マ ー カ ー の 好
み は 当 業 者 の 裁 量 に よ る が 、 選 択 マ ー カ ー と し て 機 能 で き る 本 明 細 書 に 挙 げ て い な い 他 の
い ず れ か の 遺 伝 子 の ほ か 、 下 記 の い ず れ か の 選 択 マ ー カ ー 使 用 で き る 。 そ の よ う な 選 択 マ
ー カ ー に は 下 記 の も の が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ： 抗 生 物 質 カ ナ マ イ シ ン 、 ネ
オ マ イ シ ン お よ び G418に 対 す る 耐 性 を コ ー ド す る ト ラ ン ス ポ ゾ ン Tn5（ Aph II） の ア ミ ノ
グ リ コ シ ド ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 ； な ら び に 下 記 に 対 す る 耐 性 ま た は 耐 容 性 を
コ ー ド す る 遺 伝 子 ： グ リ ホ セ ー ト （ glyphosate） ； ハ イ グ ロ マ イ シ ン ； メ ト ト レ キ セ ー ト
； ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン （ phophinothricin） （ bar） ； イ ミ ダ ゾ リ ノ ン 類 ； ス ル ホ ニ ル 尿
素 類 、 お よ び ト リ ア ゾ ロ ピ リ ミ ジ ン 系 除 草 剤 、 た と え ば ク ロ ロ ス ル フ ロ ン （ chlorosulfur
on） ； ブ ロ モ キ シ ニ ル （ bromoxynil） 、 ダ ラ ポ ン （ dalapon） な ど 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 選 択 マ ー カ ー の ほ か 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い る こ と が 望 ま し い で あ ろ う 。 場 合 に よ り
、 選 択 マ ー カ ー な し に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 使 用 し て も よ い 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 レ シ ピ
エ ン ト 生 物 ま た は 組 織 中 に 一 般 に 存 在 ま た は 発 現 し な い 遺 伝 子 で あ る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
は 一 般 に 、 あ る 表 現 型 変 化 ま た は 酵 素 特 性 を も た ら す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 そ の よ う
な 遺 伝 子 の 例 は K.Weisung et al. Ann.Rev.Genetics, 22,421 (1988)に 示 さ れ て お り 、 こ
れ を 本 明 細 書 に 援 用 す る 。 好 ま し い レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に は 、 グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ GUS） 遺
伝 子 お よ び GFP遺 伝 子 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 植 物 組 織 に 導 入 す る と 、 構 造 遺 伝 子 の 発 現 を 当 技 術 分 野 で 公 知 の い ず れ か の 手 段 で ア ッ
セ イ し て も よ く 、 そ し て 発 現 を 、 転 写 さ れ た mRNA、 合 成 さ れ た タ ン パ ク 質 、 ま た は 起 き る
遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 量 と し て 測 定 し て も よ い （ 参 照 ： USP 5,583,021、 こ れ を 本 明 細
書 に 参 照 に よ り 援 用 す る ） 。 植 物 組 織 を イ ン ビ ト ロ 培 養 し 、 そ し て い く ら か の 場 合 、 全 植
物 体 に 再 生 す る た め の 方 法 は 、 公 知 で あ る （ 欧 州 特 許 出 願 88810309.0） 。 導 入 し た 発 現 複
合 体 を 商 業 的 に 有 用 な 栽 培 品 種 に 伝 達 す る 方 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 目 的 レ ベ ル の p450酵 素 を 発 現 す る 植 物 細 胞 が 得 ら れ る と 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 お よ
び 技 術 に よ り 、 こ れ か ら 植 物 組 織 お よ び 全 植 物 体 を 再 生 す る こ と が で き る 。 次 い で 一 般 的
な 植 物 栽 培 技 術 に よ り 再 生 植 物 を 増 殖 さ せ 、 そ し て 導 入 し た 遺 伝 子 を 他 の 株 お よ び 栽 培 品
種 に 一 般 的 な 植 物 育 種 技 術 に よ り 伝 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 の 実 施 方 法 を 説 明 す る た め の も の で あ り 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 定 め
た 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な く 、 説 明 す る も の と 解 す べ き で あ る 。
【 実 施 例 】
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　
　
　
　 植 物 を ポ ッ ト に 播 種 し 、 温 室 内 で 4週 間 生 育 さ せ た 。 4週 令 の 幼 植 物 を 個 別 の ポ ッ ト に 移
植 し 、 温 室 内 で 2カ 月 間 生 育 さ せ た 。 生 育 中 は 、 １ 日 2回 、 150ppmの NPK肥 料 を 入 れ た 水 を
植 物 に 施 し た 。 広 が っ た 緑 葉 を 植 物 か ら 切 り 取 り 、 下 記 の エ チ レ ン 処 理 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　
　 Univesity of Kentuckyが 公 開 し た バ ー レ ー 種 タ バ コ 系 で あ る タ バ コ 78379系 を 植 物 材 料
源 と し て 用 い た 。 タ バ コ 栽 培 技 術 分 野 の 標 準 法 に 従 っ て 100本 の 植 物 を 栽 培 し 、 移 植 し 、
識 別 番 号 （ 1～ 100） の タ グ を 付 け た 。 施 肥 お よ び 野 外 管 理 を 推 奨 に 従 っ て 実 施 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 100本 の 植 物 の う ち 3/4が 、 20～ 100%の ニ コ チ ン を ノ ル ニ コ チ ン に 変 換 し た 。 100本 の 植
物 の う ち 1/4は 、 5%未 満 の ニ コ チ ン を ノ ル ニ コ チ ン に 変 換 し た 。 植 物 番 号 87は 最 小 変 換 率
（ 2%） 、 植 物 番 号 21は 100%の 変 換 率 を 示 し た 。 変 換 率 3%未 満 の 植 物 を 非 コ ン バ ー タ ー と 分
類 し た 。 植 物 番 号 87お よ び 植 物 番 号 21の 自 家 受 粉 種 子 、 な ら び に 交 配 （ 21× 87、 お よ び 87
× 21） 種 子 を 作 り 、 遺 伝 子 お よ び 表 現 型 の 相 異 を 調 べ た 。 自 家 受 粉 し た 21か ら の 植 物 は コ
ン バ ー タ ー で あ り 、 87か ら の 自 家 受 粉 体 の 99%は 非 コ ン バ ー タ ー で あ っ た 。 87か ら の 植 物
の 他 の 1%は 低 い 変 換 率 （ 5～ 15%） を 示 し た 。 相 互 交 配 体 か ら の 植 物 は す べ て コ ン バ ー タ ー
で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　
　 バ ー レ ー 系 で あ る タ バ コ 4407系 を 植 物 材 料 源 と し て 用 い た 。 均 一 な 代 表 的 植 物 （ 100本
） を 選 び 、 タ グ を 付 け た 。 100本 の 植 物 の う ち 97本 が 非 コ ン バ ー タ ー で あ り 、 3本 は コ ン バ
ー タ ー で あ っ た 。 植 物 番 号 56は 最 小 量 の 変 換 （ 1.2%） 、 植 物 番 号 58は 最 高 レ ベ ル 変 換 率 （
96%） を 示 し た 。 こ れ ら 2本 の 植 物 で 自 家 受 粉 種 子 と 交 配 種 子 を 作 っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 自 家 受 粉 し た 58か ら の 植 物 は 、 3:1の コ ン バ ー タ ー 対 非 コ ン バ ー タ ー 比 で 分 離 し た 。 植
物 58-33お よ び 58-25を 、 そ れ ぞ れ ホ モ 接 合 コ ン バ ー タ ー お よ び 非 コ ン バ ー タ ー 植 物 系 と 同
定 し た 。 58-33の 次 世 代 子 孫 の 分 析 に よ り 、 そ の 安 定 な 変 換 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　
　 PBLB01は 、 ProfiGen Inc.が 開 発 し た バ ー レ ー 系 で あ り 、 こ れ を 植 物 材 料 源 と し て 用 い
た 。 コ ン バ ー タ ー 植 物 を PBLB01の 原 種 か ら 選 択 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　
　 温 室 内 で 2～ 3カ 月 間 生 育 さ せ た 植 物 か ら 緑 葉 を 切 り 取 り 、 0.3%エ チ レ ン 溶 液 （ 製 品 名 Et
hephon（ Rhone-Poulenc） ） を 噴 霧 し た 。 噴 霧 し た 葉 を そ れ ぞ れ 加 湿 器 付 き 熟 成 ラ ッ ク に
吊 る し 、 プ ラ ス チ ッ ク で カ バ ー し た 。 処 理 期 間 中 、 試 料 葉 に 定 期 的 に エ チ レ ン 溶 液 を 噴 霧
し た 。 エ チ レ ン 処 理 の 約 24～ 48時 間 後 、 RNA抽 出 用 の 葉 を 採 集 し た 。 他 の サ ブ サ ン プ ル を
、 葉 の 代 謝 産 物 濃 度 お よ び よ り 具 体 的 な 目 的 成 分 、 た と え ば 多 様 な ア ル カ ロ イ ド を 測 定 す
る た め の 代 謝 成 分 分 析 用 に 採 取 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 例 と し て 、 ア ル カ ロ イ ド 分 析 を 下 記 に 従 っ て 実 施 し た 。 試 料 （ 0.1g） を 、 0.5mlの 2N 
NaOHお よ び 5mlの 抽 出 溶 液 （ 内 標 準 と し て の キ ノ リ ン 、 お よ び メ チ ル t-ブ チ ル エ ー テ ル を
含 有 ） と 共 に 150rpmで 振 と う し た 。 FID検 出 器 を 備 え た HP 6890 GCに よ り 試 料 を 分 析 し た
。 検 出 器 お よ び イ ン ジ ェ ク タ ー に 250℃ の 温 度 を 用 い た 。 5%フ ェ ノ ー ル お よ び 95%メ チ ル シ
リ コ ー ン で 架 橋 し た 融 解 シ リ カ を 含 有 す る HPカ ラ ム （ 30m-0.32nm-1・ m） を 、 110～ 185℃
、 10℃ /分 の 温 度 勾 配 で 用 い た 。 100℃ 、 流 速 1.7 cm 3  min - 1 、 ス プ リ ッ ト 比 40:1で 、 キ ャ

10

20

30

40

50

(20) JP 2006-519590 A 2006.8.31

実 施 例
実 施 例 １ ： 植 物 組 織 の 発 生 お よ び エ チ レ ン 処 理
植 物 の 生 育

細 胞 系 78379

細 胞 系 4407

細 胞 系 PBLB01

エ チ レ ン 処 理 法



リ ヤ ー ガ ス と し て ヘ リ ウ ム を 用 い 、 2・ lの 注 入 体 積 で カ ラ ム を 操 作 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　 RNA抽 出 の た め に 、 2カ 月 齢 の 温 室 生 育 植 物 か ら の 中 間 葉 を 、 前 記 に 従 っ て エ チ レ ン で 処
理 し た 。 0時 間 目 お よ び 24～ 48時 間 目 の 試 料 を RNA抽 出 に 用 い た 。 場 合 に よ り 、 花 頭 除 去 後
10日 目 の 植 物 か ら 老 化 過 程 下 の 葉 試 料 を 採 取 し た 。 こ れ ら の 試 料 も 抽 出 に 用 い た 。 Rneasy
 Plant Mini Kit（ 登 録 商 標 ） （ Quiagen Inc.、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ レ ン シ ア ） に よ り 、
製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 全 RNAを 単 離 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 組 織 試 料 を DEPC処 理 し た 乳 鉢 と 乳 棒 に よ り 液 体 窒 素 下 で 粉 砕 し て 微 粉 末 に し た 。 約 100 
mgの 粉 砕 組 織 を 無 菌 の 1.5mlエ ッ ペ ン ド ル フ 試 験 管 に 移 し た 。 す べ て の 試 料 を 採 集 す る ま
で 、 こ の 試 料 試 験 管 を 液 体 窒 素 下 に 置 い た 。 次 い で 、 キ ッ ト で 提 供 さ れ た 緩 衝 液 RLT（ メ
ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 添 加 ） 450μ lを 個 々 の 試 験 管 に 添 加 し た 。 試 料 を 56℃ で 3分 間 、 激
し く 渦 撹 拌 お よ び イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 2mlの 採 集 管 内 に 置 い た QIAshredder（ 商 標
） ス ピ ン カ ラ ム に 溶 解 液 を 入 れ 、 最 大 速 度 で 2分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 フ ロ ー ス ル ー を 採 集
し 、 こ の 清 澄 な 溶 解 液 に 0.5体 積 の エ タ ノ ー ル を 添 加 し た 。 試 料 を 十 分 に 混 合 し 、 2mlの 採
集 管 内 に 置 い た Rneasy（ 登 録 商 標 ） ミ ニ ス ピ ン カ ラ ム に 移 し た 。 試 料 を 10,000 rpmで １ 分
間 、 遠 心 分 離 し た 。 次 い で 700μ lの 緩 衝 液 RW1を ピ ペ ッ ト で Rneasy（ 登 録 商 標 ） カ ラ ム に
装 入 し 、 10,000 rpmで １ 分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 緩 衝 液 RPEを ピ ペ ッ ト で 新 た な 採 集 管 内 の R
neasy（ 登 録 商 標 ） カ ラ ム に 装 入 し 、 10,000 rpmで １ 分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 緩 衝 液 RPEを 再
び Rneasy（ 登 録 商 標 ） ス ピ ン カ ラ ム に 添 加 し 、 最 大 速 度 で 2分 間 、 遠 心 分 離 し て 、 膜 を 乾
燥 さ せ た 。 エ タ ノ ー ル の キ ャ リ ー オ ー バ ー を 排 除 す る た め に 、 膜 を 別 の 採 集 管 に 入 れ 、 最
大 速 度 で さ ら に １ 分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 Rneasy（ 登 録 商 標 ） カ ラ ム を 新 た な 1.5mlの 採 集
管 内 に 移 し 、 Rnaseを 含 有 し な い 水 40μ lを ピ ペ ッ ト で 直 接 Rneasy（ 登 録 商 標 ） 膜 に 乗 せ た
。 こ の 最 終 溶 出 管 を 10,000 rpmで １ 分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 変 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル お よ
び 分 光 光 度 計 に よ り 、 全 RNAの 品 質 お よ び 量 を 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Oligotex（ 商 標 ） ポ リ A＋ RNA精 製 キ ッ ト （ Quiagen Inc.） を 用 い て 、 製 造 業 者 の プ ロ ト
コ ル に 従 っ て ポ リ (A)RNAを 単 離 し た 。 約 200μ gの 全 RNAを 最 大 体 積 250μ lで 用 い た 。 体 積 2
50μ lの 緩 衝 液 OBBお よ び 15μ lの Oligotex（ 商 標 ） 懸 濁 液 を 、 250μ lの 全 RNAに 添 加 し た 。
内 容 物 を ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 十 分 に 混 合 し 、 加 熱 ブ ロ ッ ク 上 、 70℃ で 3分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 次 い で 試 料 を 約 20分 間 、 室 温 に 置 い た 。 Oligotex： mRNA複 合 体 を 最 大 速 度 で
2分 間 の 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 50μ l以 外 の す べ て の 上 清 を ミ ク ロ 遠 心 管 か ら 除
去 し た 。 試 料 を さ ら に OBB緩 衝 液 で 処 理 し た 。 Oligotex： mRNAペ レ ッ ト を 400μ lの 緩 衝 液 O
W2に 渦 撹 拌 に よ り 再 懸 濁 し た 。 こ の 混 合 物 を 、 新 た な 試 験 管 に 入 れ た 小 ス ピ ン カ ラ ム に 移
し 、 最 大 速 度 で １ 分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 ス ピ ン カ ラ ム を 新 た な 試 験 管 に 移 し 、 さ ら に 400
μ lの 緩 衝 液 OW2を カ ラ ム に 添 加 し た 。 次 い で 試 験 管 を 最 大 速 度 で １ 分 間 、 遠 心 分 離 し た 。
ス ピ ン カ ラ ム を 1.5mlの 最 終 ミ ク ロ 遠 心 管 に 移 し た 。 試 料 を 60ulの 熱 （ 70℃ ） 緩 衝 液 OEBで
溶 離 し た 。 ポ リ A生 成 物 を 変 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル お よ び 分 光 光 度 計 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 SuperScript逆 転 写 酵 素 を 用 い 、 製 造 業 者 （ Invitrogen、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 カ ー ル ス バ
ッ ド ） の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 第 １ 鎖 cDNAを 調 製 し た 。 ポ リ A＋ 富 化 RNA／ オ リ ゴ dTプ ラ イ マ
ー ミ ッ ク ス は 、 5μ g未 満 の 全 RNA、 1μ lの 10mM dNTPミ ッ ク ス 、 1μ lの オ リ ゴ d(T) 1 2 - 1 8 （ 0
.5μ g/μ l） 、 お よ び 10μ lに 至 る ま で の DEPC処 理 水 か ら な っ て い た 。 各 試 料 を 65℃ で 5分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 少 な く と も １ 分 間 、 氷 上 に 置 い た 。 下 記 の 各 成 分 を 順 に 添 加
す る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 調 製 し た ： 2μ lの 10× RT緩 衝 液 、 4μ lの 25mM MgCl 2 、 2μ lの
0.1M DTT、 お よ び 1μ lの RNase OUT Recombinant RNase阻 害 剤 。 9μ lの 反 応 混 合 物 を ピ ペ
ッ ト で 各 RNA／ プ ラ イ マ ー 混 合 物 に 添 加 し 、 穏 や か に 混 合 し た 。 こ れ を 42℃ で 2分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 1μ lの SuperScript II（ 商 標 ） RTを 各 試 験 管 に 添 加 し た 。 試 験 管 を 42℃ で 50
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実 施 例 ２ ： RNAの 単 離

実 施 例 ３ ： 逆 転 写 PCR



分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 70℃ で 15分 間 、 反 応 を 停 止 し 、 氷 冷 し た 。 試 料 を 遠 心 分 離 に よ
り 採 集 し 、 1μ lの RNase Hを 各 試 験 管 に 添 加 し 、 37℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 200pm
olの フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 図 ７ ５ の デ ィ ジ ェ ネ レ ー ト プ ラ イ マ ー 、 SEQ.ID.No. 149－ 15
6） お よ び 100pmolの リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 18ntオ リ ゴ d(T)の 後 に １ 個 の ラ ン ダ ム 塩 基 を も
つ も の の 混 合 物 ） を 用 い て 、 2回 目 の PCRを 実 施 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 反 応 条 件 は 94℃ で 2分 間 の 後 、 40サ イ ク ル の PCRを 実 施 し た ： 94℃ で 1分 間 、 45～ 60℃ で 2
分 間 、 72℃ で 3分 間 、 さ ら に 72℃ で 10分 間 の 伸 長 。
　 増 幅 試 料 10μ lを 、 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い る 電 気 泳 動 に よ り 分 析 し た 。 適 正 サ イ ズ の
フ ラ グ メ ン ト を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 実 施 例 ３ か ら の PCRフ ラ グ メ ン ト を 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て pGEM-T（ 登 録 商 標 ） Easy 
Vector（ Promega、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン ） に ラ イ ゲ ー ト し た 。 ラ イ ゲ ー ト 生 成 物
を JM109コ ン ピ テ ン ト 細 胞 に 形 質 転 換 し 、 ブ ル ー ／ ホ ワ イ ト セ レ ク シ ョ ン 用 の LB培 地 プ レ
ー ト に 接 種 し た 。 コ ロ ニ ー を 選 択 し 、 1.2mlの LB培 地 を 含 む 96ウ ェ ル プ レ ー ト 内 で 、 37℃
に お い て 一 夜 増 殖 さ せ た 。 選 択 し た す べ て の コ ロ ニ ー に つ い て 凍 結 原 液 を 調 製 し た 。 プ レ
ー ト か ら の プ ラ ス ミ ド DNAを 、 Beckmanの Biomeck 2000 miniprep roboticsに よ り 、 Wizard
 SV Miniprep（ 登 録 商 標 ） キ ッ ト （ Promega） を 用 い て 精 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAを 100μ l
の 水 で 溶 離 し 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 保 存 し た 。 プ ラ ス ミ ド を EcoR1で 消 化 し 、 1%ア ガ ロ ー
ス ゲ ル を 用 い て 分 析 し 、 DNA量 お よ び 挿 入 配 列 の サ イ ズ を 確 認 し た 。 400～ 600bpの 挿 入 配
列 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を 、 CEQ 2000シ ー ク エ ン サ ー （ Beckman、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 フ ラ
ー ト ン ） に よ り 配 列 決 定 し た 。 こ れ ら の 配 列 を 、 BLAST検 索 に よ り GenBankデ ー タ ベ ー ス と
ア ラ イ ン さ せ た 。 p450関 連 フ ラ グ メ ン ト を 同 定 し 、 さ ら に 分 析 し た 。 あ る い は 、 p450フ ラ
グ メ ン ト を サ ブ ス ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト も 前 記
と 同 様 に 分 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 エ チ レ ン 処 理 し た 葉 か ら 下 記 に 従 っ て 全 RNAを 調 製 す る こ と に よ り 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー
を 構 築 し た 。 ま ず 、 エ チ レ ン 処 理 し た タ バ コ 58-33系 の 葉 か ら 、 改 変 し た 酸 性 フ ェ ノ ー ル
お よ び ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 プ ロ ト コ ル に よ り 全 RNAを 抽 出 し た 。 プ ロ ト コ ル を 改 変 し て 、 １ g
の 粉 砕 組 織 を 用 い 、 次 い で 5mlの フ ェ ノ ー ル （ pH5.5） お よ び 5mlの ク ロ ロ ホ ル ム を 添 加 し
た 抽 出 用 緩 衝 液 （ 100mM ト リ ス -HCl、 pH8.5； 200mM NaCl； 10mM EDTA； 0.5% SDS） 5ml中
で 渦 撹 拌 し た 。 抽 出 試 料 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 蓄 え た 。 上 清 が 透 明 に 見 え る ま で 、 こ の 抽
出 工 程 を さ ら に 2～ 3回 繰 り 返 し た 。 約 5mlの ク ロ ロ ホ ル ム を 添 加 し て 、 痕 跡 量 の フ ェ ノ ー
ル を 除 去 し た 。 3倍 体 積 の ETOHお よ び 1/10体 積 の 3M NaOAc（ pH5.2） を 添 加 し て -20℃ に １
時 間 保 存 す る こ と に よ り 、 合 わ せ た 上 清 画 分 か ら RNAを 沈 殿 さ せ た 。 Corexガ ラ ス 容 器 に 移
し た 後 、 RNA画 分 を 9,000 RPM、 4℃ で 45分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 ペ レ ッ ト を 70%エ タ ノ ー ル で
洗 浄 し 、 9,000 RPM、 4℃ で 5分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 ペ レ ッ ト の 乾 燥 後 、 RNaseを 含 ま な い 水
0.5mlに ペ レ ッ ト 状 RNAを 溶 解 し た 。 RNaseを 含 ま な い 水 0.5mlに ペ レ ッ ト 状 RNAを 溶 解 し た
。 全 RNAの 品 質 お よ び 量 を 、 そ れ ぞ れ 変 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル お よ び 分 光 光 度 計 に よ り
分 析 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 得 ら れ た 全 RNAか ら 、 オ リ ゴ (dT)セ ル ロ ー ス プ ロ ト コ ル （ Invitrogen） お よ び Microcent
rifugeス ピ ン カ ラ ム （ Invitrogen） に よ り 、 下 記 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て ポ リ A＋ RNAを 単 離
し た 。 約 20gの 全 RNAを 2回 精 製 し て 、 高 品 質 ポ リ A＋ RNAを 得 た 。 変 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ
ル 、 続 い て 既 知 の 全 長 遺 伝 子 の RT-PCRを 実 施 す る こ と に よ り 、 ポ リ A＋ RNA生 成 物 を 分 析 し
、 高 品 質 の mRNAで あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 次 い で ポ リ A＋ RNAを 鋳 型 と し て 用 い 、 cDNA合 成 キ ッ ト で あ る ZAP-cDNA（ 登 録 商 標 ） 合 成
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キ ッ ト 、 お よ び ZAP-cDNA（ 登 録 商 標 ） Gigapack（ 登 録 商 標 ） III金 ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ S
tratagene、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ・ ホ ー ヤ ） を 使 用 し て 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た 。
こ の 方 法 は 、 詳 述 す る よ う に 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 わ れ た 。 約 8μ gの ポ リ A＋ R
NAを cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に 用 い た 。 一 次 ラ イ ブ ラ リ ー の 分 析 に よ り 、 約 2.5× 10 6 ～ 1
× 10 7 pfuで あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー の 品 質 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 試 験 は
、 IPTGお よ び X-galを 用 い る 相 補 性 ア ッ セ イ に よ り 行 わ れ 、 組 換 え プ ラ ー ク は バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 反 応 よ り 100倍 高 く 表 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ラ ン ダ ム PCRに よ る 、 よ り 定 量 的 な ラ イ ブ ラ リ ー 分 析 は 、 挿 入 cDNAの 平 均 サ イ ズ が 約 1.2
kbで あ る こ と を 示 し た 。 こ の 方 法 に は 、 下 記 の 2工 程 PCR法 を 用 い た 。 第 １ 工 程 と し て 、 p4
50フ ラ グ メ ン ト か ら の 予 備 配 列 情 報 に 基 づ い て リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 設 計 し た
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー お よ び T3（ フ ォ ワ ー ド ） プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら
対 応 す る 遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 PCR反 応 物 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 対 応 す る 高 分 子 量 バ ン
ド を 切 り 取 り 、 精 製 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 し た 。 第 2工 程 で は 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ
イ マ ー と し て の p450の 5'UTRま た は 開 始 コ ー ド 領 域 か ら 設 計 し た 新 た な プ ラ イ マ ー を リ バ
ー ス プ ラ イ マ ー （ p450の 3'UTRか ら 設 計 ） と 共 に 後 続 PCRに 用 い て 、 全 長 p450ク ロ ー ン を 得
た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 構 築 し た cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 以 外 は 実 施 例 ３ の 記 載 に 従 っ て PC
R増 幅 に よ り p450フ ラ グ メ ン ト を 生 成 し た 。 プ ラ ス ミ ド 上 、 cDNA挿 入 配 列 の 下 流 に 位 置 す
る T7プ ラ イ マ ー （ 図 ７ ５ 参 照 ） を 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と し て 用 い た 。 実 施 例 ４ の 記 載 に
従 っ て PCRフ ラ グ メ ン ト を 単 離 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 構 築 し た cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 PCR法 に よ り 全 長 p450遺 伝 子 を 単 離 し た 。 遺 伝 子 特 異
的 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ p450フ ラ グ メ ン ト の 下 流 配 列 か ら 設 計 ） お よ び フ ォ ワ ー ド プ ラ イ
マ ー （ ラ イ ブ ラ リ ー プ ラ ス ミ ド 上 の T3） を 用 い て 、 全 長 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 PCR
フ ラ グ メ ン ト を 単 離 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 し た 。 必 要 で あ れ ば 、 第 2工 程 PCRを 適
用 し た 。 第 2工 程 で は 、 ク ロ ー ン 化 p450の 5'UTRか ら 設 計 し た 新 た な フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
を 、 p450ク ロ ー ン の 3'UTRか ら 設 計 し た リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と 共 に 後 続 PCRに 用 い て 、 全 長
p450ク ロ ー ン を 得 た 。 次 い で こ れ ら の ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　
　 前 記 の 各 実 施 例 に お い て 同 定 し た す べ て の p450ク ロ ー ン に つ い て 、 非 放 射 性 大 規 模 逆 サ
ザ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ を 実 施 し 、 差 異 発 現 を 検 出 し た 。 異 な る p450ク ラ ス タ ー 間 で 発 現 レ
ベ ル が 著 し く 異 な る こ と が 認 め ら れ た 。 高 発 現 の も の に つ い て は 、 さ ら に リ ア ル タ イ ム 検
出 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 下 記 に 従 っ て 非 放 射 性 大 規 模 逆 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 実 施 し た ：
　 １ ） エ チ レ ン 処 理 お よ び 非 処 理 コ ン バ ー タ ー （ 58-33） お よ び 非 コ ン バ ー タ ー （ 58-25）
の 葉 か ら 、 実 施 例 ２ の 記 載 に 従 っ て Quiagen Rnaeasyキ ッ ト を 用 い て 全 RNAを 抽 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ２ ） 前 記 工 程 で 調 製 し た ポ リ A＋ 富 化 RNA由 来 の 一 本 鎖 cDNAを ビ オ チ ン － テ イ ル 標 識 す る
こ と に よ り 、 プ ロ ー ブ を 作 製 し た 。 こ の 標 識 一 本 鎖 cDNAは 、 実 施 例 ３ の 記 載 に 従 い 、 た だ
し 、 ビ オ チ ニ ル 化 オ リ ゴ dT（ Promega） を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 、 コ ン バ ー タ ー お よ び
非 コ ン バ ー タ ー 全 RNAの RT-PCR（ Invitrogen） に よ り 作 製 さ れ た 。 こ れ ら を プ ロ ー ブ と し
て 用 い て 、 ク ロ ー ン 化 DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ３ ） プ ラ ス ミ ド DNAを 制 限 酵 素 EcoR1で 消 化 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル に 流 し た 。 同 時 に ゲ ル を
乾 燥 さ せ 、 2枚 の ナ イ ロ ン 膜 （ Biodyne B、 登 録 商 標 ） に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 １ 枚 の 膜 を
コ ン バ ー タ ー プ ロ ー ブ と 、 他 方 を 非 コ ン バ ー タ ー プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ
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ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 、 膜 を UV架 橋 さ せ た （ 自 己 架 橋 設 定 、 254nm、 Stratagene、 Str
atalinker） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 あ る い は 、 p-GEMプ ラ ス ミ ド 、 T3お よ び SP6の 両 ア ー ム に 位 置 す る 配 列 を プ ラ イ マ ー と し
て 用 い て 、 各 プ ラ ス ミ ド か ら 挿 入 配 列 を PCR増 幅 し た 。 96ウ ェ ル Ready-to-runア ガ ロ ー ス
ゲ ル に 流 す こ と に よ り 、 PCR生 成 物 を 分 析 し た 。 確 認 さ れ た 挿 入 配 列 を 2枚 の ナ イ ロ ン 膜 に
ド ッ ト し た 。 １ 枚 の 膜 を コ ン バ ー タ ー プ ロ ー ブ と 、 他 方 を 非 コ ン バ ー タ ー プ ロ ー ブ と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ４ ） 膜 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 洗 浄 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 改 変
法 に よ り 洗 浄 し た （ Enzo MaxSence（ 商 標 ） キ ッ ト 、 Enzo Diagnostics Inc.、 ニ ュ ー ヨ ー
ク 州 フ ァ ー ミ ン グ デ ー ル ） 。 膜 を 42℃ で 30分 間 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ 2× SSC
緩 衝 化 ホ ル ム ア ミ ド ； 界 面 活 性 剤 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 促 進 剤 を 含 有 ） と 予 備 ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 10μ lの 変 性 プ ロ ー ブ と 42℃ で 一 夜 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 次 い で 膜
を １ × ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 洗 浄 用 緩 衝 液 に よ り 洗 浄 し た ； 室 温 で 10分 間 を １ 回 、 68℃
で 15分 間 を 4回 。 膜 は 検 出 で き る 状 態 と な っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ５ ） 洗 浄 し た 膜 を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 、 続 い て NBT/BCIP比 色 検 出 に よ り 、 製
造 業 者 （ Enzo Diagnostics Inc.） の 検 出 操 作 に 従 っ て 検 出 し た 。 膜 を 室 温 で １ × ブ ロ ッ
キ ン グ 溶 液 に よ り １ 時 間 ブ ロ ッ ク し 、 洗 浄 し （ １ × 検 出 試 薬 に よ り 10分 間 を 3回 、 １ × 予
備 現 像 反 応 用 緩 衝 液 に よ り 5分 間 を 2回 ） 、 次 い で ブ ロ ッ ト を 現 像 液 中 で 30～ 45分 間 、 ド ッ
ト が 現 わ れ る ま で 現 像 し た 。 す べ て の 試 薬 を 製 造 業 者 （ Enzo Diagnostics Inc.） か ら 得
た 。 さ ら に 、 KPLサ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 検 出 用 キ ッ ト （ 商 標 ） を 用 い 、 製
造 業 者 （ KPL、 メ リ ー ラ ン ド 州 ガ イ ザ ー ス バ ー グ ） の 指 示 に 従 っ て 、 大 規 模 逆 サ ザ ン ア ッ
セ イ も 実 施 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　
　 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 代 わ り に 、 若 干 の 膜 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 法 の 例 に 記 載 し
た よ う に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 検 出 し た 。 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用
い 、 下 記 に 従 っ て 、 タ バ コ 属 に 差 異 発 現 す る mRNAを 検 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ 法 を 用 い て 、 ク ロ ー ン 化 p450か ら プ ロ ー ブ を 作 製 し た （ Megaprim
e（ 商 標 ） DNA標 識 シ ス テ ム 、 Amersham Biosciences） 。
　 下 記 の 成 分 を 混 合 し た ： 25ngの 変 性 DNA鋳 型 ； 4ulの 各 非 標 識 dTTP、 dGTPお よ び dCTP； 5u
lの 反 応 用 緩 衝 液 ； 3 2 P-標 識 dATPお よ び 2ulの ク レ ノ ー I； な ら び に 反 応 物 を 50μ lに す る 量
の H 2 O。 混 合 物 を 37℃ で 1～ 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 2μ lの 0.5M EDTAで 停 止 し た 。
プ ロ ー ブ を 使 用 前 に 95℃ で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 変 性 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 数 対 の タ バ コ 系 の 新 鮮 な 葉 を エ チ レ ン 処 理 し た も の お よ び 処 理 し な い も の か ら 、 RNA試
料 を 調 製 し た 。 若 干 例 で は 、 ポ リ A＋ 富 化 RNAを 用 い た 。 約 15μ gの 全 RNAま た は 1.8μ gの mR
NA（ RNAお よ び mRNAの 抽 出 法 は 実 施 例 ５ に 記 載 ） を 、 DEPC H 2 O（ 5～ 10μ l） で 等 体 積 に し
た 。 同 体 積 の 装 填 用 緩 衝 液 （ １ × MOPS； 18.5%の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ； 50%の ホ ル ム ア ミ ド ；
4%の Ficol1400； ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー ） お よ び 0.5μ lの EtBr（ 0.5μ g/μ l） を 添 加 し
た 。 次 い で 、 電 気 泳 動 に よ る RNA分 離 の た め の 調 製 物 中 で 試 料 を 変 性 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル （ 1%ア ガ ロ ー ス 、 １ × MOPS、 0.6Mホ ル ム ア ル デ ヒ ド ） 上 で １ × MO
P緩 衝 液 （ 0.4Mモ ル ホ リ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 ； 0.1M酢 酸 ナ ト リ ウ ム -3× H 2 O； 10mM EDTA
； NaOHで pH7.2に 調 整 ） を 用 い て 試 料 を 電 気 泳 動 し た 。 10× SSC緩 衝 液 （ 1.5M NaCl； 0.15M
 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 で 24時 間 の 毛 管 法 に よ り 、 RNAを Hybond-N+膜 （ ナ イ ロ ン 、 Amers
ham Pharmacia Biotech） に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 RNA試 料 を 含 む 膜 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
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シ ョ ン の 前 に UV架 橋 さ せ た （ 自 己 架 橋 設 定 、 254nm、 Stratagene、 Stratalinker） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 膜 を 42℃ で 1～ 4時 間 、 5～ 10mlの 予 備 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ 5× SSC； 50%の ホ
ル ム ア ミ ド ； 5× デ ン ハ ー ト 液 ； 1%の SDS； 100μ g/mlの 熱 変 性 剪 断 し た 非 相 同 DNA） と 予 備
ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 使 用 済 み の 予 備 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 を 廃 棄 し 、 新 た な
予 備 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 お よ び プ ロ ー ブ を 添 加 し た 。 42℃ で 一 夜 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 し た 。 膜 を 2× SSCに よ り 室 温 で 15分 間 洗 浄 し 、 続 い て 2× SSCに よ り 洗
浄 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 主 な 焦 点 は 、 エ チ レ ン 処 理 の 結 果 誘 導 さ れ る 可 能 性 の あ る 、 ま た は タ バ コ の 葉
の 品 質 お よ び 成 分 に 重 要 な 役 割 を も つ 、 新 規 な 遺 伝 子 の 発 見 で あ っ た 。 次 表 に 示 す よ う に
、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 逆 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 は 、 非 誘 導 植 物 と 対 比 し て エ チ レ ン 処 理
に よ り 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 を 判 定 す る の に 有 用 で あ っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 コ ン バ ー タ ー お
よ び 非 コ ン バ ー タ ー に お い て 、 必 ず し も す べ て の フ ラ グ メ ン ト が 同 様 に 影 響 を 受 け た わ け
で は な い 。 目 的 と す る シ ト ク ロ ム p450フ ラ グ メ ン ト を 部 分 配 列 決 定 し て 、 そ れ ら の 構 造 関
係 を 判 定 し た 。 次 い で こ の 情 報 を 用 い て 、 目 的 と す る 全 長 遺 伝 子 ク ロ ー ン を 単 離 お よ び 解
明 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
　 エ チ レ ン 処 理 に よ り 誘 導 し た コ ン バ ー タ ー お よ び 非 コ ン バ ー タ ー バ ー リ ー 系 か ら 得 た タ
バ コ 組 織 に つ い て 、 全 長 ク ロ ー ン を 用 い て ノ ー ザ ン 分 析 を 実 施 し た 。 そ の 目 的 は 、 エ チ レ
ン 誘 導 し た 非 コ ン バ ー タ ー バ ー リ ー 系 と 対 比 し て エ チ レ ン 誘 導 コ ン バ ー タ ー 系 （ と 対 比 し
て エ チ レ ン 誘 導 コ ン バ ー タ ー 系 ） に お い て 発 現 増 大 を 示 す 全 長 ク ロ ー ン を 同 定 す る こ と で
あ っ た 。 こ れ に よ っ て 、 コ ン バ ー タ ー 系 と 非 コ ン バ ー タ ー 系 の 葉 の 成 分 の 生 化 学 的 相 異 を
比 較 す る こ と に よ り 全 長 ク ロ ー ン の 機 能 性 関 係 を 判 定 で き る 。 次 表 に 示 す よ う に 、 6ク ロ
ー ン が 、 非 コ ン バ ー タ ー の 処 理 組 織 （ +に よ り 表 わ さ れ る ） よ り 有 意 に 高 い 発 現 （ ++お よ
び +++に よ り 表 わ さ れ る ） を コ ン バ ー タ ー の エ チ レ ン 処 理 組 織 に お い て 示 し た 。 こ れ ら の
す べ て の ク ロ ー ン が 、 エ チ レ ン 処 理 し な い コ ン バ ー タ ー 系 お よ び 非 コ ン バ ー タ ー 系 に お い
て 、 ほ と ん ど ま た は 全 く 発 現 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　
　 3種 類 の p450ク ロ ー ン に 由 来 す る 20～ 22ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る ペ プ チ ド 領 域 を 、 下 記 に つ
い て 選 択 し た ： １ ） 他 の ク ロ ー ン に 対 す る 相 同 性 が 低 い か 、 ま た は 相 同 性 が な い 、 な ら び
に ２ ） 良 好 な 親 水 性 お よ び 抗 原 性 を も つ 。 各 p450ク ロ ー ン か ら 選 択 し た ペ プ チ ド 領 域 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 下 記 に 挙 げ る 。 合 成 ペ プ チ ド を KHLと 結 合 さ せ 、 次 い で ウ サ ギ に 注 射 し た 。 4
回 目 の 注 射 の 後 、 2お よ び 4週 目 に 抗 血 清 を 採 集 し た （ Alpha Diagnostic Intl. Inc.、 テ
キ サ ス 州 サ ン ・ ア ン ト ニ オ ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
　 タ バ コ 植 物 組 織 由 来 の タ ー ゲ ッ ト タ ン パ ク 質 に 対 す る 交 差 反 応 性 に つ い て 、 抗 血 清 を ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 検 査 し た 。 エ チ レ ン 処 理 （ 0～ 40時 間 ） し た コ ン バ ー タ ー 系
お よ び 非 コ ン バ ー タ ー 系 の 中 間 葉 か ら 粗 製 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 得 た 。 抽 出 物 の タ ン パ ク 質
濃 度 を 、 RC DCタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト （ BIO-RAD） に よ り 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従
っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 Laemmli SDS-PAGEシ ス テ ム を 用 い 、 2μ gの タ ン パ ク 質 を 各 列 に 装 填 し て 、 10%～ 20%勾 配
ゲ ル 上 で タ ン パ ク 質 を 分 離 し た 。 タ ン パ ク 質 を ゲ ル か ら PROTRAN（ 登 録 商 標 ） ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス ト ラ ン ス フ ァ ー 膜 （ Schleicher & Schuell） へ 、 Trans-Blot（ 登 録 商 標 ） Semi-Dry
セ ル （ BIO-RAD） に よ り ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ECL Advance（ 商 標 ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ン グ 検 出 キ ッ ト （ Amersham Biosciences） に よ り 、 タ ー ゲ ッ ト p450タ ン パ ク 質 を 検 出 お よ
び 視 覚 化 し た 。 合 成 KLH結 合 体 に 対 す る 一 次 抗 体 を ウ サ ギ に お い て 形 成 さ せ た 。 ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ と 結 合 し た ウ サ ギ IgGに 対 す る 二 次 抗 体 を Sigmaか ら 購 入 し た 。 一 次 抗 体 お よ び 二
次 抗 体 を 共 に 1:1000の 希 釈 度 で 使 用 し た 。 抗 体 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 上 の 単 一 バ ン ド に
対 し て 強 い 反 応 性 を 示 し 、 こ れ は 、 抗 血 清 は 目 的 と す る タ ー ゲ ッ ト ペ プ チ ド に 対 し て 単 一
特 異 性 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。 抗 血 清 は 、 KLHに 結 合 し た 合 成 ペ プ チ ド と も 交 差 反 応
性 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　
　 100を 超 え る ク ロ ー ン 化 p450フ ラ グ メ ン ト を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 と 組 み 合 わ せ て 配 列
決 定 し 、 そ れ ら の 構 造 関 連 性 を 判 定 し た 。 用 い た 方 法 に は 、 p450遺 伝 子 の カ ル ボ キ シ ル 末
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端 付 近 に 位 置 す る 2つ の 共 通 p450モ チ ー フ の い ず れ か に 基 づ く フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 使
用 し た 。 こ れ ら の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 、 シ ト ク ロ ム p450モ チ ー フ FXPERFま た は GRRXCP
（ A/G） に 対 応 し て い た （ 図 １ に 記 載 ） 。 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド （ pGEM（
登 録 商 標 ） プ ラ ス ミ ド の 両 ア ー ム 上 に 位 置 す る SP6も し く は T7） 、 ま た は ポ リ Aテ イ ル に 由
来 す る 標 準 プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 用 い た プ ロ ト コ ル を 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 分 光 光 度 計 を 用 い 、 製 造 業 者 （ Beckman Coulter） の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 出 発 二 本 鎖 D
NAの 濃 度 を 推 定 し た 。 鋳 型 を 水 で 適 宜 な 濃 度 に 希 釈 し 、 95℃ に 2分 間 加 熱 す る こ と に よ り
変 性 さ せ 、 次 い で 氷 に 乗 せ た 。 氷 上 で 、 0.5～ 10μ lの 変 性 DNA鋳 型 、 2μ lの 1.6pmolフ ォ ワ
ー ド プ ラ イ マ ー 、 8μ lの DTCS Quick Start Master Mixを 用 い 、 水 で 全 体 積 を 20μ lに し て
、 配 列 決 定 反 応 物 を 調 製 し た 。 サ ー モ サ イ ク リ ン グ プ ロ グ ラ ム は 、 下 記 の サ イ ク ル 30回 か
ら な っ て い た ： 96℃ で 20秒 間 、 50℃ で 20秒 間 、 60℃ で 4分 間 、 続 い て 4℃ に 保 持 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 5μ lの 停 止 用 緩 衝 液 （ 等 体 積 の 3M NaOAcお よ び 100mM EDTA、 な ら び に 1μ lの 20mg/mlグ
リ コ ー ゲ ン ） の 添 加 に よ り 配 列 決 定 を 停 止 し た 。 試 料 を 60μ lの 冷 95%エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ
せ 、 6000gで 6分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 エ タ ノ ー ル を 廃 棄 し た 。 ペ レ ッ ト を 200μ lの 冷 70%エ
タ ノ ー ル で 2回 洗 浄 し た 。 ペ レ ッ ト が 乾 燥 し た 後 、 40μ lの SLS溶 液 を 添 加 し 、 ペ レ ッ ト を
再 懸 濁 し た 。 鉱 油 の 層 を 乗 せ た 。 次 い で 試 料 を さ ら に 分 析 す る た め に CEQ 8000自 動 シ ー ク
エ ン サ ー に 装 入 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 核 酸 配 列 を 確 認 す る た め に 、 p450遺 伝 子 の FXPERFも し く は GRRXCP（ A/G） 領 域 に 対 す る
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 ま た は プ ラ ス ミ ド も し く は ポ リ Aテ イ ル に 対 す る リ バ ー ス プ ラ イ
マ ー を 用 い て 、 両 方 向 に 核 酸 配 列 を 再 決 定 し た 。 す べ て の 配 列 決 定 を 、 両 方 向 に 少 な く と
も 2回 実 施 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 シ ト ク ロ ム p450フ ラ グ メ ン ト の 核 酸 配 列 を 、 GRRXCP（ A/G） モ チ ー フ を コ ー ド す る 領 域
の 後 の 第 １ 核 酸 に 対 応 す る コ ー ド 領 域 か ら 終 止 コ ド ン ま で 、 互 い に 比 較 し た 。 こ の 領 域 を
、 p450タ ン パ ク 質 間 の 遺 伝 的 多 様 性 の 指 標 と し て 選 択 し た 。 他 の 植 物 種 の 場 合 と 同 様 に 、
70種 類 を 超 え る 遺 伝 的 に 異 な る 多 数 の p450遺 伝 子 が 観 察 さ れ た 。 核 酸 配 列 を 比 較 す る と 、
こ れ ら の 遺 伝 子 は そ れ ら の 配 列 同 一 性 に 基 づ い て 異 な る 配 列 グ ル ー プ に 分 類 で き る こ と が
認 め ら れ た 。 最 良 の ユ ニ ー ク な 分 類 に よ る p450メ ン バ ー は 、 75%以 上 の 核 酸 同 一 性 を も つ
配 列 で あ る と 判 定 さ れ る も の で あ る こ と が 見 い だ さ れ た （ 表 Ｉ に 示 す ） 。 同 一 性 ％ を 下 げ
る と 、 有 意 に 大 き な グ ル ー プ に な っ た 。 好 ま し い 分 類 は 81%以 上 の 核 酸 同 一 性 を も つ 配 列
、 よ り 好 ま し い 分 類 は 91%以 上 の 核 酸 同 一 性 を も つ 配 列 、 最 も 好 ま し い 分 類 は 99%以 上 の 核
酸 同 一 性 を も つ 配 列 に つ い て 認 め ら れ た 。 大 部 分 の グ ル ー プ が 少 な く と も 2つ の メ ン バ ー
、 し ば し ば 3つ 以 上 の メ ン バ ー を 含 ん で い た 。 他 は 繰 り 返 し て 見 い だ さ れ ず 、 採 用 し た 方
法 は 、 用 い た 組 織 に お い て 低 発 現 お よ び 高 発 現 す る 両 方 の mRNAを 単 離 で き た こ と を 示 唆 す
る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 75%以 上 の 核 酸 同 一 性 に 基 づ け ば 、 2つ の シ ト ク ロ ム p450グ ル ー プ が 、 そ の グ ル ー プ 内 の
も の と 遺 伝 的 に 異 な る 従 来 の タ バ コ シ ト ク ロ ム 遺 伝 子 に 対 し て 核 酸 配 列 同 一 性 を 含 む こ と
が 見 い だ さ れ た 。 グ ル ー プ 23は 、 表 Ｉ に 用 い た パ ラ メ ー タ ー 内 で 、 そ れ ぞ れ Czernicら 、
お よ び Ralstonら の 従 来 の GenBank配 列 GI:1171579（ CAA64635） お よ び GI:14423327（ AAK62
346） に 対 し て 、 核 酸 同 一 性 を 示 し た 。 GI:1171579は グ ル ー プ 23の メ ン バ ー に 対 し て 96.9
～ 99.5%の 核 酸 同 一 性 を も ち （ グ ル ー プ 23の メ ン バ ー に 対 す る 同 一 性 ） 、 一 方 GI:14423327
は こ の グ ル ー プ の メ ン バ ー に 対 し て 95.4～ 96.9%の 核 酸 同 一 性 を も っ て い た 。 グ ル ー プ 31
の メ ン バ ー は 、 Ralstonら に よ る GenBank報 告 配 列 GI:14423319（ AAK62342） に 対 し て 76.7
～ 97.8%の 同 一 性 を も っ て い た 。 表 Ｉ の 他 の p450同 一 性 グ ル ー プ は い ず れ も 、 Ralstonら 、
Czernicら 、 Wangら 、 ま た は LaRosaお よ び Smigockiが 報 告 し た タ バ コ 属 p450遺 伝 子 に 対 し
て 、 表 Ｉ で 用 い た パ ラ メ ー タ ー 同 一 性 を 含 ま な か っ た 。
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【 ０ １ １ ２ 】
　 図 ７ ６ に 示 す よ う に 、 タ バ コ 属 植 物 か ら の 各 グ ル ー プ の 他 の メ ン バ ー を 優 先 的 に 同 定 お
よ び 単 離 す る た め に 、 グ ル ー プ に 適 切 な 核 酸 縮 重 プ ロ ー ブ と の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 誘 導 で
き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ５ 】
　
　 実 施 例 ８ か ら の シ ト ク ロ ム p450フ ラ グ メ ン ト に つ い て 得 た 核 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 推
定 し た 。 推 定 領 域 は 、 GXRXCP（ A/G） 配 列 モ チ ー フ 直 後 の ア ミ ノ 酸 か ら カ ル ボ キ シ ル 末 端
の 末 尾 ま た は 終 止 コ ド ン ま で に 対 応 し て い た 。 フ ラ グ メ ン ト の 配 列 同 一 性 を 比 較 す る と 、
70%以 上 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も つ 配 列 に つ い て ユ ニ ー ク な 分 類 が み ら れ た 。 80%以 上 の ア ミ
ノ 酸 同 一 性 を も つ 配 列 に つ い て 好 ま し い 分 類 が み ら れ 、 90%以 上 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も つ
配 列 に つ い て よ り 好 ま し い 分 類 、 99%以 上 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も つ 配 列 に つ い て 最 も 好 ま

10

20

30

40

50

(29) JP 2006-519590 A 2006.8.31

実 施 例 １ ０ ： 単 離 し た 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 関 連 ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性



し い 分 類 が み ら れ た 。 こ れ ら の グ ル ー プ お よ び グ ル ー プ メ ン バ ー の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列
を 図 ２ に 示 す 。 幾 つ か の ユ ニ ー ク 核 酸 配 列 は 他 の フ ラ グ メ ン ト に 対 し て 完 全 な ア ミ ノ 酸 同
一 性 を も つ こ と が 認 め ら れ 、 し た が っ て 同 一 ア ミ ノ 酸 を も つ １ メ ン バ ー の み を 報 告 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 表 IIの グ ル ー プ 19の ア ミ ノ 酸 同 一 性 は 、 そ れ ら の 核 酸 配 列 に 基 づ け ば 3つ の 異 な る グ ル
ー プ に 対 応 し て い た 。 各 グ ル ー プ メ ン バ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び そ れ ら の 同 一 性 を 図 ７ ７
に 示 す 。 ア ミ ノ 酸 の 相 異 は 適 宜 マ ー ク し て あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 各 ア ミ ノ 酸 同 一 性 グ ル ー プ の 少 な く と も １ メ ン バ ー を 、 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 植 物
を 用 い た 機 能 試 験 の た め に 選 択 し た 。 さ ら に 、 エ チ レ ン 処 理 に よ っ て 異 な る 影 響 を 受 け た
グ ル ー プ メ ン バ ー 、 ま た は ノ ー ザ ン お よ び サ ザ ン 分 析 に よ り 評 価 し た 他 の 生 物 学 的 相 異 を
も つ メ ン バ ー を 、 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 機 能 試 験 の た め に 選 択 し た 。 遺 伝 子 ク ロ ー ニ
ン グ 、 発 現 試 験 お よ び 全 植 物 体 評 価 を 補 助 す る た め に 、 配 列 同 一 性 お よ び 差 異 配 列 に 基 づ
い て ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 を 作 製 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ０ 】
　
　 実 施 例 ５ に お い て ク ロ ー ニ ン グ し た 全 長 タ バ コ 属 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 か ら そ れ ら の 全 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 推 定 し た 。 シ ト ク ロ ム p450遺 伝 子 を 3つ の 保 存 p450ド メ イ ン モ チ ー フ の 存 在 に
よ り 同 定 し た ； こ れ ら は カ ル ボ キ シ ル 末 端 の UXXRXXZ、 PXRFXFま た は GXRXCに 対 応 し 、 こ れ
ら に お い て Uは Eま た は Kで あ り 、 Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Zは P、 T、 Sま た は Mで あ る 。
こ れ ら の ク ロ ー ン の う ち 2つ 、 D130-AA1お よ び D101-BA2は ほ ぼ 完 全 で あ る が 、 適 切 な 終 止
コ ド ン を 欠 如 し 、 た だ し 両 方 と も 3つ す べ て の p450シ ト ク ロ ム ド メ イ ン を 含 む こ と も 認 め
ら れ た 。 BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い 、 そ れ ら の 全 長 配 列 を 相 互 お よ び 既 知 の タ バ コ 遺 伝 子 と
比 較 し て 、 す べ て の p450遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 解 明 し た 。 こ の プ ロ グ ラ ム に は NCBI特
殊 BLASTツ ー ル を 用 い た （ 2配 列 を ア ラ イ ン す る （ b12seq） 、

） 。 2配 列 を 、 核 酸 配 列 に つ い て は フ ィ ル タ ー な し BLASTN、 ア ミ
ノ 酸 配 列 に つ い て は BLASTP下 で ア ラ イ ン さ せ た 。 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 同 一 性 ％ に 基 づ い て 、
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実 施 例 １ １ ： 全 長 ク ロ ー ン の 関 連 ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性

htp://www.ncbi.nlm.nih.gov
/blast/b12seq/b12.html



各 配 列 を 同 一 性 グ ル ー プ に 分 類 し た 。 こ の 分 類 は 、 他 の メ ン バ ー と の 少 な く と も 85%の 同
一 性 を も つ メ ン バ ー を 含 ん で い た 。 90%以 上 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も つ 配 列 に つ い て 好 ま し
い 分 類 が み ら れ 、 95%以 上 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も つ 配 列 に つ い て よ り 好 ま し い 分 類 、 99%以
上 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も つ 配 列 に つ い て 最 も 好 ま し い 分 類 が み ら れ た 。 こ れ ら の 基 準 を 用
い て 、 25の ユ ニ ー ク な グ ル ー プ を 同 定 し 、 表 IIIに 示 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 同 一 性 に つ い て 表 IIIに 用 い た パ ラ メ ー タ ー 内 で 、 3グ ル ー プ が 既 知 の タ バ コ 遺
伝 子 に 対 し て 85%以 上 の 同 一 性 を 含 む こ と が 見 い だ さ れ た 。 グ ル ー プ 5の メ ン バ ー は 、 Rals
tonら に よ る 従 来 の GenBank配 列 GI:14423327（ ま た は AAK62346） に 対 し て 最 高 96%の ア ミ ノ
酸 同 一 性 を も っ て い た 。 グ ル ー プ 23は 、 Ralstonら に よ る GI:14423328（ ま た は AAK62347）
に 対 し て 最 高 93%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も っ て い た 。 グ ル ー プ 24は 、 Ralstonら に よ る GI:144
23318（ ま た は AAK62343） に 対 し て 92%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も っ て い た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】

10

20

30

40

(33) JP 2006-519590 A 2006.8.31



【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
　 全 長 遺 伝 子 を 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 末 尾 付 近 の UXXRXXZ p450ド メ イ ン と GXRXC p450ド メ
イ ン 間 の 高 度 保 存 ア ミ ノ 酸 相 同 性 に 基 づ い て さ ら に 分 類 し た 。 図 ３ に 示 す よ う に 、 個 々 の
ク ロ ー ン の 保 存 ド メ イ ン 間 の 配 列 相 同 性 を 調 べ る た め に 相 互 に ア ラ イ ン し 、 個 別 の 同 一 性
グ ル ー プ に 入 れ た 。 数 例 に お い て 、 そ の ク ロ ー ン の 核 酸 配 列 は ユ ニ ー ク で あ る が 、 そ の 領
域 に 関 す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 同 一 で あ っ た 。 90%以 上 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も つ 配 列 に つ い て
好 ま し い 分 類 が み ら れ 、 よ り 好 ま し い グ ル ー プ は 95%以 上 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も ち 、 最 も
好 ま し い グ ル ー プ は 99%以 上 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も っ て い た 。 最 終 分 類 は 、 ク ロ ー ン の 全
ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て の 同 一 性 ％ に 基 づ く も の に 類 似 し て い た 。 た だ し グ ル ー プ 17（ 表 II
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Iの ） を 除 く 。 こ れ は 2つ の 別 個 の グ ル ー プ に 分 類 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 同 一 性 に つ い て 表 IVに 用 い た パ ラ メ ー タ ー 内 で 、 3グ ル ー プ が 既 知 の タ バ コ 遺
伝 子 に 対 し て 90%以 上 の 同 一 性 を 含 む こ と が 見 い だ さ れ た 。 グ ル ー プ 5の メ ン バ ー は 、 Rals
tonら に よ る 従 来 の GenBank配 列 GI:14423326（ ま た は AAK62346） に 対 し て 最 高 93.4%の ア ミ
ノ 酸 同 一 性 を も っ て い た 。 グ ル ー プ 23は 、 Ralstonら に よ る GI:14423328（ ま た は AAK62347
） に 対 し て 最 高 91.8%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も っ て い た 。 グ ル ー プ 24は 、 Ralstonら に よ る GI
:14423318（ ま た は AAK62342） に 対 し て 98.8%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を も っ て い た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 　
【 ０ １ ２ ７ 】
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表 IV： タ バ コ 属 p450遺 伝 子 の 保 存 ド メ イ ン 間 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 グ ル ー プ



【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
　

　 4ク ロ ー ン が 、 表 IIIに 報 告 し た 他 の タ バ コ シ ト ク ロ ム 遺 伝 子 に 対 し て 核 酸 相 同 性 90～ 99
%に 及 ぶ 高 度 の 核 酸 相 同 性 を も っ て い た 。 こ れ ら の 4ク ロ ー ン に は 、 D136-AD5、 D138-AD12
、 D243-AB3お よ び D250-AC11が 含 ま れ て い た 。 し か し 、 ヌ ク レ オ チ ド フ レ ー ム シ フ ト の た
め 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は シ ト ク ロ ム p450の 3つ の C-末 端 ド メ イ ン １ 以 上 を 欠 如 し 、 表 IIIま た
は 表 IVに 示 す 同 一 性 グ ル ー プ か ら 除 外 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 １ つ の ク ロ ー ン D95-AG1の ア ミ ノ 酸 同 一 性 は 、 表 IIIま た は 表 IVの p450タ バ コ 遺 伝 子 に 用
い た 第 3ド メ イ ン GXRXCを 含 ま な か っ た 。 こ の ク ロ ー ン の 核 酸 相 同 性 は 、 他 の タ バ コ シ ト ク
ロ ム 遺 伝 子 に 対 す る 相 同 性 が 低 か っ た 。 こ の ク ロ ー ン は 、 タ バ コ 属 の 新 規 な 異 な る シ ト ク
ロ ム p450遺 伝 子 グ ル ー プ で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　

　 タ バ コ p450核 酸 フ ラ グ メ ン ト ま た は 全 遺 伝 子 の 使 用 は 、 タ バ コ 表 現 型 ま た は タ バ コ 成 分
が 変 化 し た 植 物 、 よ り 重 要 な 例 で は 代 謝 が 変 化 し た 植 物 を 、 同 定 お よ び 選 択 す る の に 有 用
で あ る 。 本 明 細 書 に 報 告 す る も の か ら 選 択 さ れ る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト ま た は 全 長 遺 伝 子 を 、
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 配 向 （ た と え ば ア ン チ セ ン ス 配 向 ） 、 ま た は 過 剰 発 現 （ た と え ば
セ ン ス 配 向 ） で 含 む 多 様 な 形 質 転 換 系 に よ り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク タ バ コ 植 物 を 作 製 す る
。 全 長 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 の た め に は 、 本 発 明 に 記 載 す る 全 長 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 体
ま た は 機 能 性 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 望 ま し い 。 こ れ ら は あ る 酵 素 の 発 現 を 増 大 さ せ
る の に 有 効 で あ り 、 し た が っ て タ バ コ 属 の 表 現 型 効 果 を も た ら す 。 ホ モ 接 合 系 で あ る タ バ
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実 施 例 １ ２ ： １ 以 上 の タ バ コ シ ト ク ロ ム p450特 異 的 ド メ イ ン を 欠 如 す る タ バ コ 属 シ ト ク
ロ ム p450ク ロ ー ン

実 施 例 １ ３ ： タ バ コ 特 性 の 調 節 変 更 に お け る 、 タ バ コ 属 シ ト ク ロ ム p450フ ラ グ メ ン ト お
よ び ク ロ ー ン の 使 用



コ 属 系 を 一 連 の 戻 し 交 配 に よ り 得 て 、 内 因 性 p450 RNA、 転 写 体 、 p450発 現 ペ プ チ ド 、 お よ
び 植 物 代 謝 産 物 の 濃 度 の 分 析 を 含 め て （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 、 当 業 者 が 一 般 に 利 用 で
き る 方 法 で 、 表 現 型 の 変 化 を 評 価 す る 。 タ バ コ 植 物 に お い て 示 さ れ る 変 化 は 、 選 択 し た 当
該 遺 伝 子 の 機 能 的 役 割 に つ い て の 情 報 を 提 供 し 、 あ る い は 好 ま し い タ バ コ 属 植 物 種 と し て
有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 以 上 の 詳 細 な 本 発 明 の 記 載 を 考 慮 す る と 、 当 業 者 は 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 多 数 の 改 変 お
よ び 変 更 を な し う る と 予 想 さ れ る 。 し た が っ て そ の よ う な 改 変 お よ び 変 更 は 本 発 明 の 特 許
請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 1お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 2を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 3お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 4を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 5お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 6を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 7お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 8を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 9お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 10を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 11お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 12を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 13お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 14を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 15お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 16を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 17お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 18を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 19お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 20を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 21お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 22を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 23お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 24を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 25お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 26を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 27お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 28を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 29お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 30を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 31お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 32を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 33お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 34を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 35お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 36を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 37お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 38を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 39お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 40を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 41お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 42を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 43お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 44を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 45お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 46を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 47お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 48を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 49お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 50を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 51お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 52を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 53お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 54を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 55お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 56を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 57お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 58を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 59お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 60を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 61お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 62を 示 す 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 63お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 64を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 65お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 66を 示 す 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 67お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 68を 示 す 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 69お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 70を 示 す 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 71お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 72を 示 す 。
【 図 ３ ７ 】 図 ３ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 73お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 74を 示 す 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 75お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 76を 示 す 。
【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 77お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 78を 示 す 。
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【 図 ４ ０ 】 図 ４ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 79お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 80を 示 す 。
【 図 ４ １ 】 図 ４ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 81お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 82を 示 す 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 83お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 84を 示 す 。
【 図 ４ ３ 】 図 ４ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 85お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 86を 示 す 。
【 図 ４ ４ 】 図 ４ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 87お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 88を 示 す 。
【 図 ４ ５ 】 図 ４ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 89お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 90を 示 す 。
【 図 ４ ６ 】 図 ４ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 91お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 92を 示 す 。
【 図 ４ ８ 】 図 ４ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 95お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 96を 示 す 。
【 図 ４ ９ 】 図 ４ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 97お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 98を 示 す 。
【 図 ５ ０ 】 図 ５ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 99お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 100を 示 す 。
【 図 ５ １ 】 図 ５ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 101お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 102を 示 す 。
【 図 ５ ２ 】 図 ５ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 103お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 104を 示 す 。
【 図 ５ ３ 】 図 ５ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 105お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 106を 示 す 。
【 図 ５ ４ 】 図 ５ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 107お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 108を 示 す 。
【 図 ５ ５ 】 図 ５ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 109お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 110を 示 す 。
【 図 ５ ６ 】 図 ５ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 111お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 112を 示 す 。
【 図 ５ ７ 】 図 ５ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 113お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 114を 示 す 。
【 図 ５ ８ 】 図 ５ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 115お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 116を 示 す 。
【 図 ５ ９ 】 図 ５ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 117お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 118を 示 す 。
【 図 ６ ０ 】 図 ６ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 119お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 120を 示 す 。
【 図 ６ １ 】 図 ６ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 121お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 122を 示 す 。
【 図 ６ ２ 】 図 ６ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 123お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 124を 示 す 。
【 図 ６ ３ 】 図 ６ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 125お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 126を 示 す 。
【 図 ６ ４ 】 図 ６ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 127お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 128を 示 す 。
【 図 ６ ５ 】 図 ６ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 129お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 130を 示 す 。
【 図 ６ ６ 】 図 ６ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 131お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 132を 示 す 。
【 図 ６ ７ 】 図 ６ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 133お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 134を 示 す 。
【 図 ６ ８ 】 図 ６ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 135お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 136を 示 す 。
【 図 ６ ９ 】 図 ６ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 137お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 138を 示 す 。
【 図 ７ ０ 】 図 ７ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 139お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 140を 示 す 。
【 図 ７ ２ 】 図 ７ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 143お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 144を 示 す 。
【 図 ７ ３ 】 図 ７ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 145お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 146を 示 す 。
【 図 ７ ４ 】 図 ７ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 147お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 148を 示 す 。
【 図 ７ ５ 】 図 ７ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 149お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 150を 示 す 。
【 図 ７ ６ 】 図 ７ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 151お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 152を 示 す 。
【 図 ７ ７ 】 図 ７ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 153お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 154を 示 す 。
【 図 ７ ８ 】 図 ７ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 155お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 156を 示 す 。
【 図 ７ ９ 】 図 ７ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 157お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 158を 示 す 。
【 図 ８ ０ 】 図 ７ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 159お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 160を 示 す 。
【 図 ８ １ 】 図 ８ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 161お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 162を 示 す 。
【 図 ８ ２ 】 図 ８ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 163お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 164を 示 す 。
【 図 ８ ３ 】 図 ８ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 165お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 166を 示 す 。
【 図 ８ ４ 】 図 ８ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 167お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 168を 示 す 。
【 図 ８ ５ 】 図 ８ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 169お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 170を 示 す 。
【 図 ８ ６ 】 図 ８ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 171お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 172を 示 す 。
【 図 ８ ７ 】 図 ８ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 173お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 174を 示 す 。
【 図 ８ ８ 】 図 ８ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 175お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 176を 示 す 。
【 図 ８ ９ 】 図 ８ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 177お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 178を 示 す 。
【 図 ９ ０ 】 図 ９ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 179お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 180を 示 す 。
【 図 ９ １ 】 図 ９ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 181お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 182を 示 す 。
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【 図 ９ ２ 】 図 ９ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 183お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 184を 示 す 。
【 図 ９ ３ 】 図 ９ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 185お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 186を 示 す 。
【 図 ９ ４ 】 図 ９ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 187お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 188を 示 す 。
【 図 ９ ５ 】 図 ９ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 189お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 190を 示 す 。
【 図 ９ ６ 】 図 ９ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 191お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 192を 示 す 。
【 図 ９ ７ 】 図 ９ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 193お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 194を 示 す 。
【 図 ９ ８ 】 図 ９ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 195お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 196を 示 す 。
【 図 ９ ９ 】 図 ９ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 197お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 198を 示 す 。
【 図 １ ０ ０ 】 図 １ ０ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 199お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 200を 示 す 。
【 図 １ ０ １ 】 図 １ ０ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 201お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 202を 示 す 。
【 図 １ ０ ２ 】 図 １ ０ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 203お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 204を 示 す 。
【 図 １ ０ ３ 】 図 １ ０ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 205お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 206を 示 す 。
【 図 １ ０ ４ 】 図 １ ０ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 207お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 208を 示 す 。
【 図 １ ０ ５ 】 図 １ ０ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 209お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 209を 示 す 。
【 図 １ ０ ６ 】 図 １ ０ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 211お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 212を 示 す 。
【 図 １ ０ ７ 】 図 １ ０ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 213お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 214を 示 す 。
【 図 １ ０ ８ 】 図 １ ０ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 215お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 216を 示 す 。
【 図 １ ０ ９ 】 図 １ ０ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 217お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 218を 示 す 。
【 図 １ １ ０ 】 図 １ １ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 219お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 220を 示 す 。
【 図 １ １ １ 】 図 １ １ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 221お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 222を 示 す 。
【 図 １ １ ２ 】 図 １ １ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 223お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 224を 示 す 。
【 図 １ １ ３ 】 図 １ １ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 225お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 226を 示 す 。
【 図 １ １ ４ 】 図 １ １ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 227お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 228を 示 す 。
【 図 １ １ ５ 】 図 １ １ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 229お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 230を 示 す 。
【 図 １ １ ６ 】 図 １ １ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 231お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 232を 示 す 。
【 図 １ １ ７ 】 図 １ １ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 233お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 234を 示 す 。
【 図 １ １ ８ 】 図 １ １ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 235お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 236を 示 す 。
【 図 １ １ ９ 】 図 １ １ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 237お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 238を 示 す 。
【 図 １ ２ ０ 】 図 １ ２ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 239お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 240を 示 す 。
【 図 １ ２ １ 】 図 １ ２ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 241お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 242を 示 す 。
【 図 １ ２ ２ 】 図 １ ２ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 243お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 244を 示 す 。
【 図 １ ２ ３ 】 図 １ ２ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 245お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 246を 示 す 。
【 図 １ ２ ４ 】 図 １ ２ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 247お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 248を 示 す 。
【 図 １ ２ ５ 】 図 １ ２ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 249お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 250を 示 す 。
【 図 １ ２ ６ 】 図 １ ２ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 251お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 252を 示 す 。
【 図 １ ２ ７ 】 図 １ ２ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 253お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 254を 示 す 。
【 図 １ ２ ８ 】 図 １ ２ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 255お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 256を 示 す 。
【 図 １ ２ ９ 】 図 １ ２ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 257お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 258を 示 す 。
【 図 １ ３ ０ 】 図 １ ３ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 259お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 260を 示 す 。
【 図 １ ３ １ 】 図 １ ３ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 261お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 262を 示 す 。
【 図 １ ３ ２ 】 図 １ ３ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 263お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 264を 示 す 。
【 図 １ ３ ３ 】 図 １ ３ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 265お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 266を 示 す 。
【 図 １ ３ ４ 】 図 １ ３ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 267お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 268を 示 す 。
【 図 １ ３ ５ 】 図 １ ３ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 269お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 270を 示 す 。
【 図 １ ３ ６ 】 図 １ ３ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 271お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 272を 示 す 。
【 図 １ ３ ７ 】 図 １ ３ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 273お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 274を 示 す 。
【 図 １ ３ ８ 】 図 １ ３ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 275お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 276を 示 す 。
【 図 １ ３ ９ 】 図 １ ３ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 277お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 278を 示 す 。
【 図 １ ４ ０ 】 図 １ ４ ０ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 279お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 280を 示 す 。
【 図 １ ４ １ 】 図 １ ４ １ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 281お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 282を 示 す 。
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【 図 １ ４ ２ 】 図 １ ４ ２ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 283お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 284を 示 す 。
【 図 １ ４ ３ 】 図 １ ４ ３ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 285お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 286を 示 す 。
【 図 １ ４ ４ 】 図 １ ４ ４ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 287お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 288を 示 す 。
【 図 １ ４ ５ 】 図 １ ４ ５ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 289お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 290を 示 す 。
【 図 １ ４ ６ 】 図 １ ４ ６ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 291お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 292を 示 す 。
【 図 １ ４ ７ 】 図 １ ４ ７ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 293お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 294を 示 す 。
【 図 １ ４ ８ 】 図 １ ４ ８ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 295お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 296を 示 す 。
【 図 １ ４ ９ 】 図 １ ４ ９ は 、 核 酸 SEQ.ID.No. 297お よ び ア ミ ノ 酸 SEQ.ID.No. 298を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － １ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － ２ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － ３ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － ４ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － ５ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － ６ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － ７ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － ８ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － ９ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － １ ０ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ １ － １ １ 】 図 １ ５ １ は 、 配 列 グ ル ー プ 間 の 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ５ ２ － １ 】 図 １ ５ ２ は 、 全 長 ク ロ ー ン の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 わ す 。
【 図 １ ５ ２ － ２ 】 図 １ ５ ２ は 、 全 長 ク ロ ー ン の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 わ す 。
【 図 １ ５ ２ － ３ 】 図 １ ５ ２ は 、 全 長 ク ロ ー ン の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 わ す 。
【 図 １ ５ ２ － ４ 】 図 １ ５ ２ は 、 全 長 ク ロ ー ン の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 わ す 。
【 図 １ ５ ２ － ５ 】 図 １ ５ ２ は 、 全 長 ク ロ ー ン の ア ラ イ ン メ ン ト を 表 わ す 。
【 図 １ ５ ３ 】 図 １ ５ ３ は 、 PCRに よ る シ ト ク ロ ム p450 cDNAフ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ に
用 い た 手 順 を 示 す 。
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【 図 １ ４ ３ 】 【 図 １ ４ ４ 】

(63) JP 2006-519590 A 2006.8.31



【 図 １ ４ ５ 】 【 図 １ ４ ６ 】

【 図 １ ４ ７ 】 【 図 １ ４ ８ 】

(64) JP 2006-519590 A 2006.8.31



【 図 １ ４ ９ 】 【 図 １ ５ ０ － １ 】
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【 図 １ ５ １ － １ ０ 】 【 図 １ ５ １ － １ １ 】

(68) JP 2006-519590 A 2006.8.31



【 図 １ ５ ２ － １ 】 【 図 １ ５ ２ － ２ 】
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