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(57)【要約】
　本発明は、一般的には、植物中の種子貯蔵化合物の存在に関連するタンパク質をコード
する核酸配列に関する。より具体的には、本発明は、脂質代謝調節タンパク質をコードす
るFAD2様核酸配列およびトランスジェニック植物におけるそれら配列の使用に関する。特
に、本発明は、脂質代謝関連化合物を操作する方法、ならびに植物および種子中の油レベ
ルを増加させ、脂肪酸組成を変化させる方法に関する。本発明はさらに、これらの新規植
物ポリペプチドを用いて、植物の成長を刺激し、ならびに／または種子貯蔵化合物の収量
および／もしくは組成を増加させる方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　X1X2X3LX4X5X6X7LX8X9PX10YL(式中、X1はMではなく、X3はTではなく、X6はFではなく、
X7はVではない)、
　GX11X12X13X14X15X16X17X18HX19X20PX21X22X23X24X25X26X27X28ER(式中、X15はGではな
く、X20はFではなく、X21はNではなく、X22はAではない)、
　HX29X30PX31X32X33X34X35X36X37X38ER(式中、X30はFではなく、X31はNではなく、X32は
Aではない)、
　LX39X40X41X42X43X44X45GX46X47X48X49X50X51X52YX53X54P(式中、X41はYではなく、X45

はQではなく、X48はSではなく、X49はMではなく、X50はIではない)、
　TX55X56X57X58HX59X60X61X62X63X64X65X66X67X68X69X70X71T(式中、X67はNではない)、
および
　PX72X73X74X75X76X77X78X79X80X81X82X83X84X85X86(式中、X84はWではなく、X85はYで
はなく、X86 はVではない)、
からなる群より選択されるアミノ酸配列(式中、Xは、上記で別途定義されていない場合、
任意のアミノ酸を意味する)を含む、単離されたポリペプチド。
【請求項２】
　AWYT、
　PYX87YNNPX88GRLVHIX89VQLTLGWPLYLAX90NX91SGRPYPRFACHFDPYGPIYNDRER、
　FISDVGV、
　ALX92KLX93SX94FGFWWVVRVYGVP、
　ILGEYYQFDX95TPVAKAT
からなる群より選択されるアミノ酸配列(式中、Xは任意のアミノ酸を意味する)を含む、
単離されたポリペプチド。
【請求項３】
　請求項１または２に記載のアミノ酸配列を含むタンパク質をコードする単離された核酸
配列。
【請求項４】
　請求項３に記載の核酸配列によりコードされる単離されたポリペプチド。
【請求項５】
　a)配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番
号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配
列番号31、配列番号33、または配列番号35に示されるポリヌクレオチド配列と、
　b)配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列番号14、配列番号16、配列番
号18、配列番号20、配列番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28、配列番号30、配
列番号32、配列番号34または配列番号36に示されるポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチド配列と、
　上記a)またはb)の核酸と少なくとも70％の配列同一性を有するポリヌクレオチド配列と
、
　上記a)またはb)の核酸と相補的であるポリヌクレオチド配列と、
　上記a)またはb)の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオ
チド配列と、
からなる群より選択されるポリヌクレオチド配列を含む単離された核酸。
【請求項６】
　請求項５に記載のポリヌクレオチド配列によりコードされる単離されたポリペプチド。
【請求項７】
　単離された核酸が、微生物または植物中で種子貯蔵化合物のモジュレーターとして機能
するポリペプチドをコードする、請求項５に記載の単離された核酸。
【請求項８】
　単離されたLMPポリペプチド配列が、微生物または植物中で種子貯蔵化合物のモジュレ
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ーターとして機能する、請求項６に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項９】
　請求項３または５に記載の核酸が、種子特異的プロモーター、根特異的プロモーター、
および組織非特異的プロモーターからなる群より選択されるプロモーターに機能し得る形
で連結されている、該核酸を含む発現ベクター。
【請求項１０】
　野生型と比較して種子貯蔵化合物の重量％レベルが改変されたトランスジェニック植物
を作製する方法であって、
a. 核酸を含む発現ベクターを植物細胞に導入する第1工程、および
b. 該植物細胞からトランスジェニック植物を生成させる第2工程、
を含み、
ここで、該核酸は該植物中で種子貯蔵化合物のモジュレーターとして機能するポリペプチ
ドをコードし、かつ該核酸は、
a. 配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号
17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列
番号31、配列番号33または配列番号35に示されるポリヌクレオチド配列と、
b. 配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列番号14、配列番号16、配列番
号18、配列番号20、配列番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28、配列番号30、配
列番号32、配列番号34または配列番号36に示されるポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチド配列と、
c. 上記a)またはb)の核酸と少なくとも70％の配列同一性を有するポリヌクレオチド配列
と、
d. 上記a)またはb)の核酸と相補的であるポリヌクレオチド配列と、
e. 上記a)またはb)の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレ
オチド配列と、
からなる群より選択されるポリヌクレオチド配列を含む、前記方法。
【請求項１１】
　前記核酸が、請求項５のa)またはb)のポリヌクレオチド配列と少なくとも90％の配列同
一性を有するポリヌクレオチド配列を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　オレイン酸のレベルが、該植物の野生型品種と比較して、トランスジェニック植物にお
いて増加する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　野生型と比較してオレイン酸の重量％のレベルが増加したトランスジェニック植物を作
製する方法であって、
植物細胞を、RNA前駆体構築物を用いて形質転換する第1工程、および
該植物細胞からトランスジェニック植物を作製する第2工程、
を含み、
ここで、該構築物は、前駆体マイクロRNA配列をコードするヌクレオチド配列に機能し得
るように連結された植物細胞中での発現を駆動するプロモーターを含み、該マイクロRNA
前駆体配列をコードするヌクレオチド配列が、
a. 配列番号47に示されるヌクレオチド配列、
b. 上記a)の核酸と少なくとも70％の配列同一性を有するポリヌクレオチド配列、
c. 上記a)の核酸と相補的であるポリヌクレオチド配列、および
d. 上記a)の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド配
列、
からなる群より選択される、前記方法。
【請求項１４】
　前駆体マイクロRNA配列をコードするヌクレオチド配列が、配列番号37に示されるマイ
クロRNAをコードするヌクレオチド配列が配列番号40に示されるマイクロRNAをコードする
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ヌクレオチド配列により置換されるように遺伝子操作されている、請求項１３に記載の方
法。
【請求項１５】
　配列番号47に示されるヌクレオチド配列、
　上記a)の核酸と少なくとも70％の配列同一性を有するポリヌクレオチド配列、
　上記a)の核酸と相補的であるポリヌクレオチド配列、
　上記a)の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド配列
、
からなる群より選択されるポリヌクレオチド配列を含む単離された核酸。
【請求項１６】
　植物における種子貯蔵化合物の重量％のレベルをモジュレートする方法であって、
a. 核酸を含む発現ベクターを植物細胞に導入する第1工程、および
b. 該植物細胞からトランスジェニック植物を作製する第2工程、
を含み、
ここで、該核酸は該植物中で種子貯蔵化合物のモジュレーターとして機能するポリペプチ
ドをコードし、該核酸は請求項５に記載のポリヌクレオチド配列を含む、前記方法。
【請求項１７】
　オレイン酸の重量％のレベルを改変する、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　請求項１０、１３または１６に記載の方法により作製されたトランスジェニック植物。
【請求項１９】
　オレイン酸重量％のレベルが、該植物の野生型品種と比較してトランスジェニック植物
において増加している、請求項１８に記載のトランスジェニック植物。
【請求項２０】
　前記植物が、ナタネ、カノーラ、亜麻仁、ダイズ、ヒマワリ、トウモロコシ、オートム
ギ、ライムギ、オオムギ、コムギ、コショウ、マンジュギク、ワタ、アブラヤシ、ココヤ
シ、アマ、トウゴマ、テンサイ、イネおよびラッカセイからなる群より選択される、請求
項１８に記載のトランスジェニック植物。
【請求項２１】
　請求項１８に記載のトランスジェニック植物により生産された種子であって、該植物は
、種子貯蔵化合物のモジュレーターとして機能するポリペプチドを発現するものであり、
かつ該植物は、該植物の野生型品種と比較して種子貯蔵化合物の改変された重量％レベル
について固定されている、前記種子。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、2004年12月20日に出願された米国仮出願第60/637531号（これはその全体が参
照により本明細書に組み入れられるものとする）に対する優先権を主張する。
【０００２】
発明の分野
　本明細書に記載するのは、農業形質、園芸形質および品質形質を改善するための脂肪酸
デサチュラーゼ2様(FAD2様)ポリペプチドをコードする単離された核酸分子などの、植物
の遺伝子工学の分野における発明である。本発明は、全体的には、植物における種子貯蔵
化合物の存在に関連するタンパク質をコードする核酸配列に関する。より具体的には、本
発明は、脂質代謝調節タンパク質をコードするFAD2様核酸配列およびトランスジェニック
植物におけるこれらの配列の使用に関する。特に、本発明は、脂質代謝関連化合物を操作
する方法、ならびに植物および種子中の油レベルを増加させ、脂肪酸組成を変化させる方
法に関する。本発明はさらに、植物の成長を刺激し、ならびに／または種子貯蔵化合物の
収量および／もしくは組成を増加させるためのこれらの新規植物ポリペプチドの使用方法
に関する。
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【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　植物の研究および遺伝子操作には、Gregor Mendelの有名な研究以前に始まった長い歴
史がある。この科学を完成させる際に、科学者は、デンプン含量が増加したジャガイモ塊
茎から脂肪酸含量が増加または変化したカノーラおよびヒマワリに及ぶ脂肪種子植物まで
の植物における特定の形質の改変を達成してきた。植物油の消費及び使用の増加に伴い、
種子油含量および種子油レベルの改変はますます拡大してきた(例えば、Topferら、1995,
 Science 268:681-686)。トランスジェニック植物における生合成経路の操作は、分子生
物学者および植物生化学者が特定のより高価値の生成物の産生を引き起こすように植物代
謝に影響を及ぼす多くの機会を提供する。種子油産生または組成は、ダイズ(米国特許第5
,955,650号)、カノーラ(米国特許第5,955,650号)、ヒマワリ(米国特許第6,084,164号)お
よびナタネ(Topferら、1995, Science 268:681-686)などの多くの伝統的な脂肪種子植物
、ならびにタバコ(Cahoonら、1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 11184-11188)など
の非伝統的な脂肪種子植物において改変されてきている。
【０００４】
　植物種子油は、中性脂質および極性脂質の両方を含む(表1を参照)。中性脂質は主にト
リアシルグリセロールを含むが、これは種子中の油体に蓄積する主要な貯蔵脂質である。
極性脂質は、例えば、小胞体、ミクロソーム膜および細胞膜などの種子細胞の各種膜に主
に認められる。中性および極性脂質は、いくつかの共通する脂肪酸(表2を参照)および様
々な共通でない脂肪酸を含む。膜脂質の脂肪酸組成は高度に調節されており、選択された
数の脂肪酸のみが膜脂質中に認められる。一方、多数の通常でない脂肪酸を、多くの植物
種の種子中の中性貯蔵脂質に組み入れることができる(Van de Loo F.J.ら、1993,「植物
中の脂質代謝における通常でない脂肪酸(Unusual Fatty Acids in Lipid Metabolism in 
Plants)」、pp. 91-126, TS Moore Jr. (編) CRC Press; Millarら、2000, Trends Plant
 Sci. 5:95-101)。
【０００５】
　脂質は脂肪酸から合成され、その合成は2つの部分：原核経路および真核経路に分けら
れうる(Browseら、1986, Biochemical J. 235:25-31; Ohlrogge & Browse 1995, Plant C
ell 7:957-970)。原核経路は、脂肪酸生合成の主要な部位であるプラスチド中に位置する
。脂肪酸合成は、アセチル-CoAカルボキシラーゼ(ACCase)によるアセチル-CoAのマロニル
-CoAへの変換から始まる。マロニル-CoAは、マロニル-CoA:ACPトランスアシラーゼにより
マロニル-アシル運搬タンパク質(ACP)に変換される。酵素β-ケト-アシル-ACP-シンター
ゼIII (KAS III)は、アセチル-CoA由来のアシル基をマロニル-ACPに転移させて3-ケトブ
チリル-ACPを形成させる縮合反応を触媒する。その後の一連の縮合、還元および脱水反応
において、ACPコファクター上の新生脂肪酸鎖は、16-または18-炭素飽和脂肪酸鎖が形成
されるまで、マロニル-ACPにより提供される2個の炭素原子の段階的付加(縮合)により伸
長する。プラスチドのΔ-9-アシル-ACPデサチュラーゼは、第1の不飽和二重結合を脂肪酸
に導入する。チオエステラーゼは、ACPコファクターから脂肪酸を切断し、遊離脂肪酸は
、それらが真核経路に脂肪酸アシル-CoAエステルとして関与する場である細胞質に輸送さ
れる。この経路においては、脂肪酸は、グリセロール-3-リン酸アシルトランスフェラー
ゼおよびリゾホスファチジン酸アシルトランスフェラーゼによりグリセロール-3-リン酸
のsn-1およびsn-2位がそれぞれエステル化されて、ホスファチジン酸(PA)を生じる。PAは
、他の極性および中性脂肪酸の前駆体であり、後者はKennedy経路において形成される(Vo
elker 1996, Genetic Engineering Setlow(編) 18:111-113; Shanklin & Cahoon 1998, A
nnu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 49:611-641; Frentzen 1998, Lipids 100:
161-166; Millarら、2000, Trends Plant Sci. 5:95-101)。
【０００６】
　種子中の貯蔵脂質は、炭水化物由来の前駆体から合成される。植物は、細胞質ゾル中に
完全な解糖経路を有し(Plaxton 1996, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 47
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: 185-214)、完全な経路はまた、ナタネのプラスチド中にも存在することが示された(Kan
g & Rawsthorne 1994, Plant J. 6:795-805)。スクロースは炭素およびエネルギーの主要
な供給源であり、葉から発達中の種子内へと輸送される。種子の貯蔵期中に、スクロース
は細胞質ゾル中で変換されて、代謝前駆体グルコース-6-リン酸およびピルビン酸を提供
する。これらはプラスチド中に輸送されて、脂肪酸の合成の主要な前駆体として機能する
アセチル-CoAに変換される。プラスチド中のアセチル-CoAは脂質生合成の中心的な前駆体
である。アセチル-CoAは、様々な反応によりプラスチド中で形成させることができるが、
各反応の正確な寄与は依然として議論されている(Ohlrogge & Browse 1995, Plant Cell 
7:957-970)。しかしながら、大部分のアセチル-CoAは細胞質からプラスチド中に輸入され
るグルコース-6-リン酸およびピルビン酸から誘導されることは受け入れられている。ス
クロースは、供給器官(葉、または光合成が起こる場所ならどこでも)中で産生され、シン
ク器官とも呼ばれる発達中の種子に輸送される。発達中の種子においては、スクロースは
全ての貯蔵化合物、すなわち、デンプン、脂質および部分的には種子貯蔵タンパク質の前
駆体である。従って、スクロースが中心的な役割を果たす炭水化物代謝は、種子貯蔵化合
物の蓄積にとって非常に重要であることが明らかである。
【０００７】
　トリアシルグリセロール(種子油)などの貯蔵化合物は、発芽および若い実生の成長の際
に用いられる、炭素およびエネルギーの蓄えとして役立つ。種子油(植物油)はまた、ヒト
の食事の必須成分および化学産業のための供給原料を提供する価値ある商品でもある。
【０００８】
　種子油の脂質および脂肪酸含量ならびに／または組成を、伝統的な植物育種法により改
変することができるが、組換えDNA技術の出現により、植物の種子油含量のより容易な操
作が可能になり、またいくつかの場合においては、育種のみによっては達成することがで
きなかった方法で種子油を変化させることが可能になった(例えば、Topferら、1995, Sci
ence 268: 681-686)。例えば、トランスジェニックタバコへの□12-ヒドロキシラーゼ核
酸配列の導入により、新規脂肪酸であるリシノール酸の、タバコ種子油への導入がもたら
された(Van de Looら、1995, Proc. Natl. Acad. Sci USA 92:6743-6747)。また、タバコ
植物を遺伝子操作して、コリアンダー由来のアシル-ACPデサチュラーゼの導入および発現
により低レベルのペトロセリン酸を産生させた(Cahoonら、1992, Proc. Natl. Acad. Sci
 USA 89:11184-11188)。
【０００９】
　植物中の種子油含量の改変は、重要な医学的、栄養的および経済的効果を有する。医学
的効果に関しては、多くの種子油に認められる長鎖脂肪酸(C18以上)は、高コレステロー
ル血症および冠状動脈性心臓病に関連する他の臨床疾患の減少と関連付けられている(Bre
nner 1976, Adv. Exp. Med. Biol. 83:85-101)。従って、これらの種類の脂肪酸のレベル
が増加した植物の消費は、心臓病の危険性を低減させることができる。種子油含量レベル
の増加はまた、種子油の大規模産生を増加させ、それによってこれらの油のコストを低減
させる。
【００１０】
　植物中の種子油などの化合物のレベルを増加させるか、または変化させるためには、脂
質および脂肪酸代謝を調節する核酸配列およびタンパク質を同定しなければならない。以
前に述べたように、Δ6-デサチュラーゼ核酸、Δ12-デサチュラーゼ核酸およびアシル-AC
Pデサチュラーゼ核酸などのいくつかのデサチュラーゼ核酸がクローニングされ、種々の
植物種における脂肪酸合成にとって必要とされる酵素をコードすることが証明されてきた
(Miquel & Browse,「種子の発達および発芽(Seed Development and Germination)」、Gal
iliら(編), Marcel Dekker, New York, pp. 169-193, 1994; Ohlrogge & Browse 1995, P
lant Cell 7:957-970)。カノーラ、ダイズ、ニンジン、パインおよびシロイヌナズナ(Ara
bidopsis thaliana)などのそのような様々な種に由来するオレオシン核酸配列もクローニ
ングされ、これらの植物中の油体のリン脂質単層膜と結合したタンパク質をコードするこ
とが決定されてきた。
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【００１１】
　植物および種子の発達に一般的に影響を及ぼすいくつかの化合物が公知であるが、貯蔵
化合物蓄積の発達調節にとってより特異的である因子を具体的に同定し、その宿主植物お
よび他の植物種に対して油産生の変化または増加をもたらす能力を有する遺伝子を同定す
ることの、明確な必要性が存在する。
【００１２】
　本発明の根底にある別の課題は、脂肪酸デサチュラーゼをサイレンシングするより効率
的な方法を提供することであった。本発明の根底にある別の課題は、脂肪種子の脂肪酸含
量を特異的に改変することであった。本発明の根底にある別の課題は、脂肪種子のオレイ
ン酸含量の増加であった。本発明の根底にある別の課題は、脂肪種子のリノール酸含量の
減少であった。
【００１３】
　本発明は、シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)、ダイズ(Glycine max)、イネ(Oryz
a sativa)、トウモロコシ(Zea mays)、亜麻(Linum usitatissimum)、オオムギ(Hordeum v
ulgare)またはコムギ(Triticum aestivum)に由来する核酸配列を開示する。これらの核酸
配列を用いて、多量の脂質化合物を含有する脂肪種子植物である、カノーラ、亜麻仁、ダ
イズ、ヒマワリ、トウモロコシ、オートムギ、ライムギ、オオムギ、コムギ、イネ、コシ
ョウ、マンジュギク、ワタ、アブラヤシ、ココヤシ、アマ、トウゴマおよびラッカセイな
どの、トランスジェニック植物を含む植物における、タンパク質、糖および油などの種子
貯蔵化合物のレベルを変化または増加させることができる。
【発明の開示】
【００１４】
発明の簡単な説明
　本発明は、植物中の種子貯蔵化合物の代謝に関連する新規な単離核酸およびアミノ酸配
列、特に、FAD2様である配列を提供する。
【００１５】
　本発明の別の対象は、
a. X1X2X3X4X5X6X7LX8X9PX10YL(式中、X1はMではなく、X3はTではなく、かつX6X7はFVで
はない)、
b. GX11X12X13X14X15X16X17X18HX19X20PX21X22X23X24X25X26X27X28ER(式中、X15はGでは
なく、X20はFではなく、X21X22はNAではない)、
c. HX29X30PX31X32X33X34X35X36X37X38ER(式中、X30はFではなく、X31X32はNAではない)
、
d. LX39X40X41X42X43X44X45GX46X47X48X49X50X51X52YX53X54P(式中、X41はYではなく、X4
5はQではなく、X48はSではなく、X49はMではなく、X50はIではない)、
e. TX55X56X57X58HX59X60X61X62X63X64X65X66X67X68X69X70X71T(式中、X67はNではない)
、
f. PX72X73X74X75X76X77X78X79X80X81X82X83X84X85X86(式中、X84X85X86はWYVではない)
からなる群より選択されるアミノ酸配列(式中、Xは上記の他の場所で定義されていない場
合、任意のアミノ酸を意味する)を含む、単離されたポリペプチドである。
【００１６】
　請求項1のaからfまでの共通ペプチド配列を決定するための配列アラインメントは、Vec
tor NTI Suite 9.0のAlign X(2003年8月22日)を用いて作製するのが好ましい。多重アラ
インメントに用いられるパラメーターは以下の通りである：ギャップ開始ペナルティ：10
；ギャップ伸長ペナルティ：0.05；ギャップ分離ペナルティレンジ：8；アラインメント
遅延に対する同一性％：40。
【００１７】
　好ましい実施形態において、本発明は、
a. AWYPYX87YX88NPX89GRLVHIX90VQLTLGWPLYLAX91NX92SGRPYPRFACHFDPYGPIYNDRER、
b. FISDVGV、
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c. ALX93KLX94SX95FGFWWVVRVYGVP、
d. ILGEYYQFDX96TPVAKAT
からなる群より選択されるアミノ酸配列(式中、Xは任意のアミノ酸を意味する)を含む単
離されたポリペプチドを請求する。
【００１８】
　請求項2のaからdの共通ペプチド配列を決定するための配列アラインメントは、Vector 
NTI Suite 9.0のAlign X(2003年8月22日)を用いて作製するのが好ましい。多重アライン
メントに用いられるパラメーターは以下の通りである：ギャップ開始ペナルティ：10；ギ
ャップ伸長ペナルティ：0.05；ギャップ分離ペナルティレンジ：8；アラインメント遅延
に対する同一性％：40。
【００１９】
　本発明の単離されたポリペプチドは、請求項1のアミノ酸配列のうちの1、2、3、4、5ま
たは6つを含んでもよい。本発明の単離されたポリペプチドは、請求項2のアミノ酸配列の
うちの1、2、3または4つを含んでもよい。Xは、請求項1中で別途定義されていない場合に
は、任意のアミノ酸、特に、G、A、V、L、I、F、Y、W、P、D、E、N、Q、S、T、C、M、K、
R、Hを表す。
【００２０】
　X1はMではない。X1は、好ましい実施形態においては、G、A、V、L、I、F、Y、W、P、D
、E、N、Q、S、T、C、K、RおよびHからなる群より選択されるアミノ酸であり、より好ま
しい実施形態においては、F、TおよびHからなる群より選択されるアミノ酸であり、さら
により好ましい実施形態においてはHである。
【００２１】
　X3はTではない。X3は、好ましい実施形態においては、G、A、V、L、I、F、Y、W、P、D
、E、N、Q、S、C、M、K、RおよびHからなる群より選択されるアミノ酸であり、より好ま
しい実施形態においては、L、A、V、Fからなる群より選択されるアミノ酸であり、さらに
より好ましい実施形態においてはVまたはFである。
【００２２】
　X6はFではなく、X7はVではない。X6およびX7は、好ましい実施形態においては、互いに
独立に、G、A、L、I、Y、W、P、D、E、N、Q、S、T、C、M、K、RおよびHからなる群より選
択されるアミノ酸であり、より好ましい実施形態においては、P、LおよびTからなる群よ
り選択されるアミノ酸であり、さらにより好ましい実施形態においては、X6はPまたはLで
あり、X7はLまたはTであり、さらに好ましい実施形態においては、X6はLであり、X7はTで
ある。
【００２３】
　X15はGではない。X15は、好ましい実施形態においては、空白(blank)であるか、または
A、V、L、I、F、Y、W、P、D、E、N、Q、S、T、C、M、K、RおよびHからなる群より選択さ
れるアミノ酸であり、より好ましい実施形態においては、X15はRまたは空白であり、さら
に好ましくは、X15はRである。空白はこの位置にアミノ酸が存在しないことを意味する。
【００２４】
　X20はFではない。X20は、好ましい実施形態においては、G、A、V、L、I、Y、W、P、D、
E、N、Q、S、T、C、M、K、RおよびHからなる群より選択されるアミノ酸であり、より好ま
しい実施形態においては、NまたはDであり、さらにより好ましい実施形態においては、D
である。
【００２５】
　X21はNではなく、X22はAではない。X21およびX22は、好ましい実施形態においては、互
いに独立にG、V、L、I、F、Y、W、P、D、E、Q、S、T、C、M、K、RおよびHからなる群より
選択されるアミノ酸である。より好ましい実施形態においては、D、Y、H、S、G、Iからな
る群より選択されるアミノ酸であり、さらにより好ましい実施形態においては、X21はD、
YまたはHであり、さらに好ましくはYであり、またX22はSまたはGであり、さらに好ましく
はGである。
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【００２６】
　X30はFではない。X30は、好ましい実施形態においては、G、A、V、L、I、Y、W、P、D、
E、N、Q、S、T、C、M、K、RおよびHからなる群より選択されるアミノ酸であり、より好ま
しい実施形態においては、X30はNまたはDであり、さらにより好ましい実施形態において
は、X30はDである。
【００２７】
　X31はNではなく、X32はAではない。X31およびX32は、好ましい実施形態においては、互
いに独立にG、V、L、I、F、Y、W、P、D、E、Q、S、T、C、M、K、RおよびHからなる群より
選択されるアミノ酸であり、より好ましい実施形態においては、D、Y、H、S、Gからなる
群より選択されるアミノ酸である。さらにより好ましい実施形態においては、X31はD、Y
またはHであり、さらに好ましくはYであり、またX32はSまたはGであり、さらに好ましく
はGである。
【００２８】
　X41はYではない。X41は、好ましい実施形態においては、G、A、V、L、I、F、W、P、D、
E、N、Q、S、T、C、M、K、RおよびHからなる群より選択されるアミノ酸であり、より好ま
しい実施形態においては、X41はLである。
【００２９】
　X45はQではない。X45は、好ましい実施形態においては、G、A、V、L、I、F、Y、W、P、
D、E、N、S、T、C、M、K、RおよびHからなる群より選択されるアミノ酸であり、より好ま
しい実施形態においては、M、KおよびFからなる群より選択されるアミノ酸であり、さら
により好ましい実施形態においては、X45はFである。
【００３０】
　X48はSではなく、X49はMではなく、X50はIではない。X48、X49およびX50は、互いに独
立に、好ましい実施形態においてはG、A、V、L、F、Y、W、P、D、E、N、Q、T、C、K、Rお
よびHからなる群より選択されるアミノ酸であり、より好ましい実施形態においてはQ、W
、LおよびVからなる群より選択されるアミノ酸である。さらにより好ましい実施形態にお
いては、X48はQまたはWであり、さらに好ましくはX48はWであり、X49、X50は互いに独立
にLまたはVであり、さらに好ましくはX49、X50は互いに独立にVである。
【００３１】
　X67はNではない。X67は、好ましい実施形態においては、G、A、V、L、I、F、Y、W、P、
D、E、Q、S、T、C、M、K、RおよびHからなる群より選択されるアミノ酸であり、より好ま
しい実施形態においては、X67はHまたはRであり、さらにより好ましい実施形態において
は、X67はHである。
【００３２】
　X84はWではなく、X85はYではなく、X86はVではない。X84、X85およびX86は、好ましい
実施形態においては、互いに独立にG、A、L、I、F、P、D、E、N、Q、S、T、C、M、K、Rお
よびHからなる群より選択されるアミノ酸である。X84X85X86は、より好ましい実施形態に
おいては、互いに独立にS、F、V、P、M、A、L、KおよびGからなる群より選択されるアミ
ノ酸であり、さらにより好ましい実施形態においては、X84X85X86はVAKである。
【００３３】
　本発明はまた、上記のアミノ酸配列(請求項1または請求項2記載のもの)を含むタンパク
質をコードする単離された核酸配列およびそのような核酸配列(請求項3記載のもの)によ
りコードされる単離されたポリペプチドも提供する。
【００３４】
　本発明の別の実施形態においては、上記の単離されたポリペプチド(請求項1または請求
項2のもの)は、微生物または植物中の種子貯蔵化合物のモジュレーターとして機能する。
【００３５】
　本発明の別の実施形態においては、上記の単離されたポリペプチド(請求項1または請求
項2のもの)を用いて、植物の野生型品種と比較して、トランスジェニック植物におけるオ
レイン酸のレベルを、例えば、1重量％、2.5重量％、5重量％、7.5重量％、10重量％、12
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.5重量％、15重量％、17.5重量％、20重量％、22.5重量％、25重量％またはそれ以上増加
させる。
【００３６】
　好ましい実施形態においては、上記の単離されたポリペプチド(請求項1または請求項2
のもの)は、配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列番号14、配列番号16
、配列番号18、配列番号20、配列番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28、配列番
号30、配列番号32、配列番号34または配列番号36に開示されたポリペプチド配列を有する
。
【００３７】
　さらなる実施形態においては、上記の単離されたポリペプチド(請求項1または請求項2
のもの)は、
　a. 配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列番号14、配列番号16、配列
番号18、配列番号20、配列番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28、配列番号30、
配列番号32、配列番号34または配列番号36に開示されたポリペプチド配列、
　b. 配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番
号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配
列番号31、配列番号33または配列番号35に開示されたポリヌクレオチド配列によりコード
されるポリペプチド配列、
　c. 上記のa)またはb)のポリペプチド配列と少なくとも70％の配列同一性を有するポリ
ペプチド配列、
からなる群より選択される。
【００３８】
　本発明はさらに、
　a. 配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番
号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配
列番号31、配列番号33または配列番号35に開示されたポリヌクレオチド配列、
　b. 配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列番号14、配列番号16、配列
番号18、配列番号20、配列番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28、配列番号30、
配列番号32、配列番号34または配列番号36に開示されたポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチド配列、
　c. 上記のa)またはb)の核酸と少なくとも70％の配列同一性を有するポリヌクレオチド
配列、
　d. 上記のa)またはb)の核酸と相補的であるポリヌクレオチド配列；および
　e. 上記のa)またはb)の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌ
クレオチド配列、
からなる群より選択されるポリヌクレオチド配列を含む単離された核酸を提供する。
【００３９】
　本発明はさらに、
　a. 配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番
号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配
列番号31、配列番号33または配列番号35に開示されたポリヌクレオチド配列によりコード
されるポリペプチド配列、
　b. 配列番号6、配列番号8、配列番号10、配列番号12、配列番号14、配列番号16、配列
番号18、配列番号20、配列番号22、配列番号24、配列番号26、配列番号28、配列番号30、
配列番号32、配列番号34または配列番号36に開示されたポリペプチド配列、
　c. 上記のa)またはb)のポリペプチド配列と少なくとも70％の配列同一性を有するポリ
ペプチド配列、
からなる群より選択される単離されたポリペプチドを提供する。
【００４０】
　本発明はまた、脂質代謝タンパク質(LMP)、またはその一部をコードするシロイヌナズ
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ナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギから単離された核酸も提
供する。これらの配列を用いて、例えば、オレイン酸のレベルを1重量％、2.5重量％、5
重量％、7.5重量％、10重量％、12.5重量％、15重量％、17.5重量％、20重量％、22.5重
量％、25重量％またはそれ以上増加させることにより、微生物および植物中の脂質および
脂肪酸、コファクターおよび酵素を改変したり、または増加させたりすることができる。
【００４１】
　シロイヌナズナ植物は、リノール酸およびリノレン酸(例えば、表2を参照)などの脂肪
酸を多量に産生すること、および油料作物植物であるアブラナ属(Brassica)に対する多く
の態様(遺伝子相同性など)でのそれらの密接な類似性が知られている。従って、シロイヌ
ナズナ、アブラナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギもしくはコムギなどの
植物または近縁の生物に由来する核酸分子が、宿主、特に、微生物および植物における脂
質および脂肪酸代謝を改変するのに特に好適である。さらに、シロイヌナズナ、アブラナ
、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギもしくはコムギ植物または近縁の生物に
由来する核酸を用いて、対応する生物における脂肪酸の前駆体分子の生合成を改変するの
に有用である、他の種におけるこれらのDNA配列および酵素を同定することができる。
【００４２】
　本発明はさらに、LMP、またはその一部をコードする植物(シロイヌナズナ、ダイズ、イ
ネ、トウモロコシ、アマ、オオムギもしくはコムギ)由来の核酸の少なくとも15ヌクレオ
チドの断片を含む単離核酸を提供する。
【００４３】
　本発明は、前記核酸によりコードされるポリペプチド、および前記核酸によりコードさ
れるポリペプチドを含む異種ポリペプチド、およびこれらのポリペプチドに対する抗体も
提供する。
【００４４】
　さらに、本発明は、種子貯蔵化合物のレベルまたは組成が改変されたトランスジェニッ
ク植物の作製におけるLMP核酸の使用に関するものであり、これを提供する。変化した組
成に関して、本発明を用いて、例えば、リノール酸またはリノール酸などの他の植物油と
比較して、オレイン酸の比率を、例えば、1重量％、2.5重量％、5重量％、7.5重量％、10
重量％、12.5重量％、15重量％、17.5重量％、20重量％、22.5重量％、25重量％またはそ
れ以上増加させることができる。種子貯蔵化合物のレベルまたは組成が改変されたトラン
スジェニック植物を作製する方法は、LMP核酸を含む発現ベクターを用いて植物細胞を形
質転換する工程、および該植物細胞から、種子貯蔵化合物のレベルまたは組成が改変され
た植物を生成させる工程を含む。好ましい実施形態においては、前記植物は、例えば、カ
ノーラ、亜麻仁、ダイズ、ヒマワリ、トウモロコシ、オートムギ、ライムギ、オオムギ、
コムギ、イネ、コショウ、マンジュギク、ワタ、アブラヤシ、ココヤシ、アマ、トウゴマ
およびラッカセイからなる群より選択される油産生種である。
【００４５】
　本発明に従えば、トランスジェニック植物におけるLMP核酸の発現を増加または減少さ
せることを含む、本明細書に記載の組成物および方法を用いて、トランスジェニック植物
におけるLMPの組成を変化させ、該植物におけるLMPのレベルを増加または減少させること
ができる。LMP核酸の発現の増加または減少を、LMP核酸のトランスジェニック過剰発現、
コサプレッション手法、アンチセンス手法およびin vivo突然変異誘発によって達成する
ことができる。本発明を用いて、種子油中の脂質のレベルを1重量％、2.5重量％、5重量
％、7.5重量％、10重量％、12.5重量％、15重量％、17.5重量％、20重量％、22.5重量％
、25重量％もしくはそれ以上増加もしくは減少させるか、種子油中の脂肪酸のレベルを1
重量％、2.5重量％、5重量％、7.5重量％、10重量％、12.5重量％、15重量％、17.5重量
％、20重量％、22.5重量％、25重量％もしくはそれ以上増加もしくは減少させるか、また
は種子もしくは植物中のデンプンのレベルを1重量％、2.5重量％、5重量％、7.5重量％、
10重量％、12.5重量％、15重量％、17.5重量％、20重量％、22.5重量％、25重量％もしく
はそれ以上増加もしくは減少させることができる。
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【００４６】
　マイクロRNA(miRNA)は、植物および動物における遺伝子発現の、進化的に保存された、
RNAに基づく調節因子として明らかになってきた。miRNA(約21～25ヌクレオチド)は、非タ
ンパク質コード遺伝子から転写されるステムループ構造を有するより大きい前駆体から生
じる。miRNAは特定のmRNAを標的として、転写後レベル(すなわち、mRNAを分解する)また
は翻訳レベル(すなわち、タンパク質合成を阻害する)で遺伝子発現を抑制する(Bartel D 
2004, Cell 116, 281-297)。
【００４７】
　miRNA前駆体(プレmiRNA)は、プレmiRNAによりコードされる内因性miRNAがmiRNAにより
置換されて目的の遺伝子、例えば、dsRedリポーター遺伝子を標的とするように、遺伝子
操作することができる。
【００４８】
　本発明はさらに、野生型と比較してオレイン酸のレベルが増加したトランスジェニック
植物を作製する方法であって、
　a. RNA前駆体構築物を用いて植物細胞を形質転換する第1工程、および
　b. 該植物細胞からトランスジェニック植物を生成させる第2工程、
を含み、
ここで該構築物は、前駆体マイクロRNA配列をコードするヌクレオチド配列に機能し得る
ように連結された、植物細胞中での発現を駆動するプロモーターを含み、該マイクロRNA
前駆体配列をコードするヌクレオチド配列が、
　a. 配列番号47に示されるヌクレオチド配列、
　b. 上記のa)の核酸と少なくとも70％の配列同一性を有するポリヌクレオチド配列、
　c. 上記のa)の核酸と相補的であるポリヌクレオチド配列、および
　d. 上記のa)の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチ
ド配列、
からなる群より選択される、前記方法を提供する。
【００４９】
　脂肪酸デサチュラーゼをコードするトウモロコシ遺伝子は、種子などの多くの組織中で
発現される。mRNA中のトウモロコシデサチュラーゼコード領域または5'UTRおよび3'UTRに
相補的な19～21ヌクレオチド(例えば、配列番号40に示されたACCAGACCCCGAACGCCGC)を用
いて、Zm miR166前駆体中の配列番号37および配列番号38に示されるZm miR166 (5' tcgga
ccaggcttcattcccc 3')を置換することができる。次いで、トランスジーンをトウモロコシ
中に形質転換することができる。遺伝子操作されたZm miR166遺伝子の発現を、トウモロ
コシの種子特異的プロモーター(例えば、内胚乳特異的10 kD ゼイン(Zein)プロモーター
またはGlob1胚特異的プロモーター)により制御することができる。
【００５０】
　マイクロRNA(例えば、配列番号40に記載のACCAGACCCCGAACGCCGC)は、一般的には、遺伝
子操作されたZm miR166前駆体が処理される際、種子中で生成される。このmiRNAは、該mi
RNAと相補的なトウモロコシ脂肪酸デサチュラーゼmRNA中の領域に特異的に結合すること
ができ、それは、遺伝子サイレンシング機構により、この標的化されたトウモロコシ・デ
サチュラーゼ発現の種子中での転写または翻訳レベルでの減少をもたらし得る。結果とし
て、トランスジェニック植物、好ましくはトウモロコシは、例えば、種子中で低い重量％
のリノレン酸および／または中程度もしくは高い重量％のオレイン酸のような、望ましい
脂肪酸レベルおよび組成を有することができた。
【００５１】
　本発明はさらに、野生型と比較してオレイン酸のレベルが増加したトランスジェニック
植物を作製することにより、脂肪酸デサチュラーゼの発現、特に、FAD2オルソログにより
コードされるもの、さらに好ましくは付属書Aに示される核酸によりコードされるもの、
その好ましい実施形態では配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13
、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番
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号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33または配列番号35に示される核酸によりコー
ドされるもの、の発現を変化させ、好ましくは減少させる方法であって、
　a. 植物細胞をRNA前駆体構築物を用いて形質転換する第1工程、および
　b. 該植物細胞からトランスジェニック植物を生成させる第2工程、
を含み、
ここで該構築物は、前駆体マイクロRNA配列をコードするヌクレオチド配列に機能し得る
ように連結された、植物細胞中での発現を駆動するプロモーターを含み、かつ、該マイク
ロRNA前駆体配列をコードするヌクレオチド配列が、
　a. 配列番号47に示されるヌクレオチド配列、
　b. 上記のa)の核酸と少なくとも70％の配列同一性を有するポリヌクレオチド配列、
　c. 上記のa)の核酸と相補的であるポリヌクレオチド配列、および
　d. 上記のa)の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチ
ド配列、
からなる群より選択される、前記方法を提供する。
【００５２】
　好ましい実施形態においては、前駆体マイクロRNA配列をコードするヌクレオチド配列
は、配列番号37に示されるマイクロRNAをコードするヌクレオチド配列が、配列番号40に
示されるマイクロRNAをコードするヌクレオチド配列で置換されるように遺伝子操作した
ものである。
【００５３】
　遺伝子の発現をモジュレートするための遺伝子操作されたマイクロRNA前駆体およびマ
イクロRNAの使用はよく知られており、例えば、米国特許第2004/0268441号(その全体が参
照により本明細書に組み入れられるものとする)に記載されている。遺伝子操作されたマ
イクロRNA前駆体を用いて、1つまたは数個の標的遺伝子、例えば、配列番号5、配列番号7
、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番
号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33また
は配列番号35に示されたヌクレオチド配列のうちの1、2、3、4または5つの発現をモジュ
レートすることができる。遺伝子の発現をモジュレートするための遺伝子操作されたマイ
クロRNA前駆体およびマイクロRNAの使用は、当業者にはよく知られた遺伝子操作の他の方
法と組合わせることができる。
【００５４】
　前記プロモーターは、普遍的なものであってもよいし、または種子特異的および内胚乳
特異的などの組織特異的なものであってよい。このプロモーターは、種子特異的プロモー
ターであるのが好ましい。この方法を用いて、種子中のオレイン酸のレベルを効率的に、
例えば、1重量％、2.5重量％、5重量％、7.5重量％、10重量％、12.5重量％、15重量％、
17.5重量％、20重量％、22.5重量％、25重量％またはそれ以上、増加させることができる
。
【００５５】
　遺伝子の発現をモジュレートするための遺伝子操作されたマイクロRNA前駆体およびマ
イクロRNAの使用は、全ての植物、特に、本明細書に記載の植物に、好ましい実施形態に
おいては、単子葉植物に、およびより好ましい実施形態においてはトウモロコシに、適用
することができる。
【００５６】
　本発明のさらなる課題は、
　a. 配列番号47に示されるヌクレオチド配列、
　b. 上記のa)の核酸と少なくとも70％の配列同一性を有するポリヌクレオチド配列、
　c. 上記のa)の核酸と相補的であるポリヌクレオチド配列、
　d. 上記のa)の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチ
ド配列、
からなる群より選択されるポリヌクレオチド配列を含む単離された核酸である。
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【００５７】
　このヌクレオチド配列を用いて、目的の遺伝子の発現をモジュレートし、特に、標的遺
伝子の発現、特に、上記のヌクレオチド配列の発現を下方調節することができる。
【００５８】
　本発明のさらなる課題は、
　a. 配列番号47に示されるヌクレオチド配列、
　b. 上記のa)の核酸と少なくとも70％の配列同一性を有するポリヌクレオチド配列、
　c. 上記のa)の核酸と相補的であるポリヌクレオチド配列、および
　d. 上記のa)の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチ
ド配列、
からなる群より選択されるヌクレオチド配列によりコードされるマイクロRNA前駆体であ
る。
【００５９】
　本発明のさらなる課題は、配列番号40に示されるマイクロRNAである。
【００６０】
　より具体的には、本発明は、機能し得るように連結された構成要素として、プロモータ
ーおよびFAD2様mRNAまたはFAD2様タンパク質のレベルをモジュレートすることができる核
酸配列を含む核酸構築物を用いて植物を形質転換すること、ならびに該植物を成長させる
ことを含む、種子中の総油含量を増加させるための方法を含み、これを提供する。さらに
、本発明は、機能し得るように連結された構成要素として、プロモーター、オレイン酸の
レベルを増加させることができる構造核酸配列を含む核酸構築物を用いて植物を形質転換
すること、および該植物を成長させることを含む、種子中のオレイン酸のレベルを増加さ
せる方法を含み、これを提供する。
【００６１】
　また、LMP DNA配列により形質転換されたトランスジェニック植物により生産される種
子も本発明に含まれるが、ここで、該種子はLMP DNA配列を含み、該植物は種子貯蔵化合
物の改変されたレベルについて固定されている。本発明はさらに、上記の種子により産生
された種子油を含む。
【００６２】
　本発明はさらに、前記核酸を含むベクター、該ベクターを含む宿主細胞、ならびに該核
酸および／またはベクターを用いて植物細胞を形質転換することにより作製された子孫植
物材料を提供する。
【００６３】
　本発明に従えば、本明細書に記載の化合物、組成物、および方法を用いて、例えば、1
重量％、2.5重量％、5重量％、7.5重量％、10重量％、12.5重量％、15重量％、17.5重量
％、20重量％、22.5重量％、25重量％もしくはそれ以上、種子油中の脂質の相対比率を増
加または減少させ、種子油中の脂質のレベルを増加または減少させ、または種子油中の脂
肪酸のレベルを増加または減少させ、または種子もしくは植物中のデンプンもしくは他の
炭水化物のレベルを増加または減少させ、または種子もしくは植物中のタンパク質のレベ
ルを増加または減少させることができる。本明細書に記載の操作を用いて、種子の発芽な
らびに若い実生および植物の成長を改善し、種子貯蔵化合物の植物収量を増大させること
もできる。
【００６４】
　さらに、トランスジェニック植物中のシロイヌナズナ、アブラナ、ダイズ、イネ、トウ
モロコシ、アマ、オオムギまたはコムギに由来するLMP核酸を発現するトランスジェニッ
ク植物中で正常または通常のレベルよりも高いかまたは低いレベルの貯蔵化合物を産生さ
せる方法であって、該トランスジェニック植物が、シロイヌナズナ、アブラナ、ダイズ、
イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギ、コムギ、ヒマワリまたはサトウダイコンであるか
、あるいはシロイヌナズナ、アブラナ、ダイズ、トウモロコシ、アマ、オオムギ、イネも
しくはコムギとは異なる生物種である、前記方法も提供される。また、種子貯蔵化合物の
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産生効率の改変のための組成物および方法も含まれる。本明細書で用いられるように、語
句「シロイヌナズナ、アブラナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギ、コムギ
、ヒマワリまたはサトウダイコン」を用いる場合、これはシロイヌナズナおよび／または
アブラナおよび／またはダイズおよび／またはイネおよび／またはトウモロコシおよび／
またはアマおよび／またはオオムギおよび／またはコムギおよび／またはヒマワリおよび
／またはサトウダイコンをも意味する。
【００６５】
　従って、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギに由来する新規な
単離されたLMP核酸および単離されたLMPアミノ酸配列ならびにその活性を有する断片、類
似体、およびオルソログを提供することは、本発明の課題である。これらの活性を有する
断片、類似体、およびオルソログはまた、異なる植物種に由来するものであってもよく、
これは、当業者であれば、他の植物種もこれらの核酸または関連する核酸を含むであろう
ことを理解できるからである。
【００６６】
　本発明の別の課題は、種子貯蔵化合物のレベルが改変された、そして特に、脂質、脂肪
酸または糖のレベルが改変された、トランスジェニック植物を提供することである。
【００６７】
　そのアゴニストおよび／または断片を始めとする本発明のポリヌクレオチドおよびポリ
ペプチドはまた、植物成長、および潜在的には、植物収量をモジュレートすること、好ま
しくは、不都合な条件下(乾燥、低温、光、UV)での植物成長を増加させることを含む使用
も有する。さらに、本発明のアンタゴニストは、好ましくは、植物成長および収量を増加
させることにより、植物成長および／または収量をモジュレートすることを含む使用も有
し得る。さらに別の実施形態においては、構成的プロモーターを用いる本発明の過剰発現
ポリペプチドは、光利用効率をモジュレートすることにより、ストレス条件(乾燥、光、
低温、UV)下で植物収量を増加させるのに有用であり得る。さらに、本発明のポリヌクレ
オチドおよびポリペプチドは、種子の発芽および種子の休眠を改善し、従って、植物成長
および／または種子貯蔵化合物の収量を改善するであろう。
【００６８】
　本発明の単離された核酸分子はさらに、機能し得るように連結されたプロモーターまた
は部分的なプロモーター領域を含んでもよい。このプロモーターは構成的プロモーター、
誘導性プロモーターまたは組織特異的プロモーターであってよい。構成的プロモーターは
、例えば、スーパープロモーターであってよい(Niら、Plant J. 7:661-676, 1995; US595
5646)。組織特異的プロモーターは栄養組織または生殖組織において活性であってよい。
生殖組織において活性である組織特異的プロモーターは種子特異的プロモーターでありう
る。栄養組織において活性である組織特異的プロモーターは、根特異的、シュート特異的
、分裂組織特異的または葉特異的プロモーターであってよい。本発明の単離された核酸分
子はさらに、5'非翻訳配列、3'非翻訳配列、イントロン、またはそれらの組合せをなお含
んでもよい。
【００６９】
　本発明はまた、LMP、またはその一部をコードするシロイヌナズナ、アブラナ、ダイズ
、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギに由来する単離された核酸を発現す
る植物の1つ以上の植物器官の数および／または大きさを増加させる方法も提供する。よ
り具体的には、種子の大きさおよび／または種子の数および／または重量を操作すること
ができる。
【００７０】
　本発明のさらなる課題は、そのような上記のトランスジェニック植物を作製する方法を
提供することである。
【００７１】
　本発明の別の課題は、そのような上記のトランスジェニック植物に由来する種子および
種子油を提供することである。
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【００７２】
　本発明のこれらのおよび他の課題、特徴および利点は、以下の開示された実施形態の詳
細な説明および添付の特許請求の範囲の精査後に明らかになるであろう。
【００７３】
図面の簡単な説明
　本発明は、以下の詳細な説明および添付の図面および本出願の一部を構成する配列表か
らより十分に理解することができる。
【００７４】
(図面の簡単な説明については別節参照)
一般的な定義
　本発明は、記載されている特定の方法、プロトコル、細胞系、植物の種または属、構築
物、および試薬それ自体には限定されないことは理解されるべきである。また、本明細書
で用いられる用語は、特定の実施形態のみを記載する目的のためのものであり、本発明の
範囲を限定することを意図するものではなく、本発明の範囲は添付の特許請求の範囲によ
ってのみ限定されることも理解されるべきである。本明細書および添付の特許請求の範囲
において用いられるように、単数形の「a」、「and」および「the」は、本文が明確に口
述しない限り、複数に言及することを含むことに留意しなければならない。かくして、例
えば、「ベクター(a vector)」に対する言及は、1つまたはそれ以上のベクターに対する
言及であり、当業者に公知のその等価物などを含む。
【００７５】
　本明細書で用いられる用語「約」は、約、ほぼ、その前後、またはその辺りを意味する
。用語「約」を数値範囲と組み合わせて用いる場合、それは記載の数値の上および下の境
界を拡張することによりその範囲を改変する。一般的には、用語「約」は、記述された値
より上および下の数値を、20％、好ましくは10％、より好ましくは5％上または下(高いま
たは低い)の差異で変更するために、本明細書で用いられる。
【００７６】
　本明細書で用いられる単語「または」は、特定の羅列のうちの任意の1つのメンバーを
意味し、その羅列のうちのメンバーの任意の組合せをも含む。
【００７７】
　本明細書で用いられる用語「アミノ酸配列」は、アミノ酸残基を表す省略形、文字、符
号または単語の羅列を指す。アミノ酸は、本明細書においては、一般的に知られる三文字
表記またはIUPAC-IUB生化学命名委員会(Biochemical Nomenclature Commission)により推
奨される一文字表記のいずれかにより言及する。同様に、ヌクレオチドは、それらの一般
に認められている一文字記号により言及する。本明細書で用いられる省略形はアミノ酸に
ついての標準一文字記号：A、アラニン；B、アスパラギンもしくはアスパラギン酸；C、
システイン；D、アスパラギン酸；E、グルタメート、グルタミン酸；F、フェニルアラニ
ン；G、グリシン；H、ヒスチジン；I、イソロイシン；K、リジン；L、ロイシン；M、メチ
オニン；N、アスパラギン；P、プロリン；Q、グルタミン；R、アルギニン；S、セリン；T
、トレオニン；V、バリン；W、トリプトファン；Y、チロシン；Z、グルタミンもしくはグ
ルタミン酸(L. Stryer, Biochemistry, 1988, W. H. Freeman and Company, New Yorkを
参照)である。本明細書でアミノ酸配列内に用いる文字「X」は、任意のアミノ酸残基を表
すことができる。
【００７８】
　用語「核酸」は、一本鎖もしくは二本鎖のセンスまたはアンチセンス形態のデオキシリ
ボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドおよびそのポリマーまたはハイブリッドを指す。
【００７９】
　本明細書で用いられる語句「核酸配列」は、ヌクレオチドを表す省略形、文字、符号ま
たは単語の連続的な羅列を指す。一実施形態においては、核酸は、通常は100ヌクレオチ
ド未満の長さの比較的短い核酸である「プローブ」であってよい。プローブ核酸は約50ヌ
クレオチド長から約10ヌクレオチド長であることが多い。核酸の「標的領域」は、目的の
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ものと同一である、核酸の一部である。核酸の「コード領域」は、好適な調節配列の制御
下に置かれた場合には配列特異的な様式で転写および翻訳されて特定のポリペプチドまた
はタンパク質を産生する、該核酸の一部である。コード領域はそのようなポリペプチドま
たはタンパク質をコードすると言われる。特に指摘しない限り、特定の核酸配列はまた、
明記された配列だけでなく、保存的に改変されたその変異体(例えば、縮重コドン置換)お
よび相補配列をも黙示的に包含する。用語「核酸」は、本明細書においては、「遺伝子」
、「cDNA」、「mRNA」、「オリゴヌクレオチド」、および「ポリヌクレオチド」と互換的
に用いられる。
【００８０】
　本明細書で用いられる用語「相補的」または「相補性」は、塩基対形成規則により関連
付けられるヌクレオチド配列を参照して用いられる。例えば、配列5'-AGT-3'は、配列5'-
ACT-3'に相補的である。相補性は「部分的」であっても「全体的」であってもよい。「部
分的」相補性は、1個またはそれ以上の核酸塩基が塩基対形成規則に従って適合しない場
合である。核酸間の「全体的」または「完全」相補性は、各々および全ての核酸塩基が塩
基対形成規則の下で別の塩基に適合する場合である。核酸鎖間の相補性の程度は、核酸鎖
間のハイブリダイゼーションの効率および強度に対し大きな影響を及ぼす。本明細書で用
いられる核酸配列の「相補体」は、その核酸が該核酸配列の核酸に対して全体的相補性を
示すヌクレオチド配列を指す。
【００８１】
　用語「ゲノム」または「ゲノムDNA」は、宿主生物の遺伝性の遺伝的情報を指す。前記
ゲノムDNAは、核のDNA(染色体DNAとも呼ばれる)だけでなく、プラスチド(例えば、クロロ
プラスト)のDNAおよび他の細胞内小器官(例えば、ミトコンドリア)のDNAも含む。好まし
くは、用語「ゲノム」または「ゲノムDNA」は、核の染色体DNAを指す。
【００８２】
　用語「染色体DNA」または「染色体DNA配列」は、細胞周期状態とは独立した細胞核のゲ
ノムDNAとして理解されるべきである。従って、染色体DNAは、染色体または染色分体に組
織化されていてもよく、これらは凝縮されていてもよいし、または非コイル状であっても
よい。染色体DNA中への挿入を、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)分析、サザンブロット分析、
蛍光in situハイブリダイゼーション(FISH)、およびin situ PCRなどの当技術分野で公知
の種々の方法により証明および分析することができる。
【００８３】
　用語「野生型」、「天然」または「天然起源」は、生物、ポリペプチド、または核酸配
列に関して、該生物が天然のものであるか、または、変化したり、突然変異したり、さも
なければ人間により操作されていない少なくとも1つの天然の生物中で利用可能であるこ
とを意味する。
【００８４】
　用語「異種核酸配列」または「異種DNA」は、それが天然では連結されていないか、も
しくは天然では異なる位置で連結されている核酸配列に、連結されるか、または連結され
るようになるように操作されるヌクレオチド配列を指すように互換的に用いられる。異種
DNAは、それが導入される細胞に対して内因性ではなく、別の細胞から得られたものであ
る。一般的には、必須ではないが、そのような異種DNAは、それが発現される細胞により
通常は産生されないRNAおよびタンパク質をコードする。プロモーター、転写調節配列ま
たは他の遺伝的エレメントは、2つの配列がそれらの天然の環境では一緒に存在しないか
、または機能し得る形ではなく連結されている場合には、その他方の配列(例えば、マー
カー配列もしくは農学的に関連する形質をコードする)に対して「異種」であると考えら
れる。好ましくは、前記配列はそれらの天然の環境で機能し得る形で連結されていない(
すなわち、異なる遺伝子に由来する)。前記調節配列は、その天然の環境で隣接していな
い核酸に対し共有結合し、隣接しているのが最も好ましい。
【００８５】
　本明細書で用いられる用語「トランスジーン」は、細胞のゲノム中に導入されるか、ま
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たは人間による実験的操作により操作された任意の核酸配列を指す。好ましくは、前記配
列は天然の生物とは異なるゲノムをもたらすものである(例えば、前記生物にとって内因
性である場合、前記配列はその天然の位置とは異なる位置に導入されるか、またはそのコ
ピー数が増加もしくは減少する)。トランスジーンは「内因性DNA配列」、「外因性DNA配
列」(例えば、外来遺伝子)、または「異種DNA配列」であってよい。用語「内因性DNA配列
」は、それが天然の配列と比較して何らかの改変(例えば、点突然変異、選択マーカー遺
伝子の存在など)を含まない限り、それが導入される細胞中に天然で認められるヌクレオ
チド配列を指す。
【００８６】
　細胞または生物(例えば、オオムギ植物もしくは植物細胞に関して)について用いられる
場合の用語「トランスジェニック」または「組換え」とは、トランスジーンを含むか、も
しくはそのゲノムがトランスジーンの導入により変化している細胞または生物を指す。ト
ランスジェニック生物または組織は1個以上のトランスジェニック細胞を含む。好ましく
は、前記生物または組織は、実質的にトランスジェニック細胞からなる(すなわち、前記
生物または組織中の細胞の80％以上、好ましくは90％以上、より好ましくは95％以上、最
も好ましくは99％以上がトランスジェニックである)。
【００８７】
　「組換えポリペプチド」は、少なくとも1個のアミノ酸残基について、天然のポリペプ
チドとは配列において異なっている非天然のポリペプチドである。前記組換えポリペプチ
ドおよび／または核酸を製造する好ましい方法は、部位特異的または部位非特異的突然変
異誘発、DNAシャッフリングまたは反復組換え(recursive recombination)の他の方法を含
んでもよい。
【００８８】
　用語「等価」は、目的のハイブリダイゼーション条件に関連するのと同様にハイブリダ
イゼーション条件に関して用いられる場合、該ハイブリダイゼーション条件および目的の
ハイブリダイゼーション条件が同範囲の相同性(％)を有する核酸配列のハイブリダイゼー
ションをもたらすことを意味する。例えば、目的のハイブリダイゼーション条件が、第1
の核酸配列と、第1の核酸配列に対して80～90％の相同性を有する他の核酸配列とのハイ
ブリダイゼーションをもたらす場合、別のハイブリダイゼーション条件は、この別のハイ
ブリダイゼーション条件も、第1の核酸配列と、第1の核酸配列に対して80～90％の相同性
を有する他の核酸配列とのハイブリダイゼーションをもたらす場合には、その目的のハイ
ブリダイゼーション条件と等価であると言われる。
【００８９】
　本発明の目的にとって好ましい実施形態においては、別に定義しない限り、2つの核酸
またはポリペプチド配列間の配列同一性％を、Vector NTI 7.0(PC)ソフトウェアパッケー
ジ(InforMax, 7600 Wisconsin Ave., Bethesda, MD 20814)を用いて決定する。2つの核酸
の同一性％を決定するには、ギャップ開始ペナルティとして15およびギャップ伸長ペナル
ティとして6.66を用いるのが好ましい。2つのポリペプチドの同一性％を決定するには、
ギャップ開始ペナルティとして10およびギャップ伸長ペナルティとして0.1を用いるのが
好ましい。他のパラメーターは全てデフォルト設定に設定するのが好ましい。多重アライ
ンメント(Clustal Wアルゴリズム)のためには、好ましい実施形態においては、blosum62
マトリックスを用いる場合、ギャップ開始ペナルティは10であり、ギャップ伸長ペナルテ
ィは0.05である。配列同一性を決定する目的では、DNA配列をRNA配列と比較する場合、チ
ミジンヌクレオチド配列はウラシルヌクレオチドと等価であることは理解されよう。
【００９０】
　核酸ハイブリダイゼーションに関して用いる場合、当技術分野では、多くの等価な条件
を用いて、低または高ストリンジェンシー条件を含めることができること；プローブの長
さおよび性質(DNA、RNA、塩基組成)、および標的の性質(DNA、RNA、塩基組成、溶液で存
在するかまたは固定されているかなど)、ならびに塩および他の成分(例えば、ホルムアミ
ド、硫酸デキストラン、ポリエチレングリコールの存在もしくは非存在)の濃度などの因
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子を考慮し、ハイブリダイゼーション溶液を変化させて、上記で挙げた条件とは異なるが
等価である低または高ストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件を生じることが
できることはよく知られている。当業者であれば、非特異的結合を減少または排除するに
は、より高ストリンジェンシーが好ましいが、様々な相同性を有するより多数の核酸配列
を検出するには、より低ストリンジェンシーが好ましいであろうことを理解している。
【００９１】
　用語「遺伝子」とは、何らかの様式でポリペプチドの発現を調節することができる好適
な調節配列に機能し得るように連結されたコード領域を指す。遺伝子は、コード領域(オ
ープンリーディングフレーム、ORF)の前(上流)および後(下流)のDNAの非翻訳調節領域(例
えば、プロモーター、エンハンサー、リプレッサーなど)、ならびに、必要に応じて、個
々のコード領域(すなわち、エクソン)の間の介在配列(すなわち、イントロン)を含む。本
明細書で用いられる用語「構造遺伝子」は、mRNAに転写された後、特定のポリペプチドに
特有のアミノ酸配列に翻訳されるDNA配列を意味することが意図される。
【００９２】
　本明細書で用いられる用語「コード領域」は、構造遺伝子に関して用いられる場合、mR
NA分子の翻訳の結果として新生ポリペプチド中に認められるアミノ酸をコードするヌクレ
オチド配列を指す。コード領域は、真核生物においては、5'側は開始メチオニンをコード
するヌクレオチドトリプレット「ATG」により、また3'側は停止コドンを規定する3種のト
リプレット(すなわち、TAA、TAG、TGA)のうちの1つにより境界付けられる。イントロンを
含有することに加えて、ゲノム形態の遺伝子はまた、RNA転写物上に存在する配列の5'お
よび3'末端の両方に位置する配列も含みうる。これらの配列を、「フランキング」配列ま
たは領域と呼ぶ(これらのフランキング配列はmRNA転写物上に存在する非翻訳配列に対し
て5'または3'側に位置する)。5'フランキング領域は、遺伝子の転写を制御するか、また
はこれに影響を及ぼすプロモーターおよびエンハンサーなどの調節配列を含んでもよい。
3'フランキング領域は、転写の終結、転写後切断およびポリアデニル化を指令する配列を
含んでもよい。
【００９３】
　用語「ポリペプチド」、「ペプチド」、「オリゴペプチド」、「ポリペプチド」、「遺
伝子産物」、「発現産物」および「タンパク質」は、連続的アミノ酸残基のポリマーまた
はオリゴマーを指すように本明細書では互換的に用いられる。
【００９４】
　本明細書で用いられる用語「単離された」とは、物質がその元の環境から取り出されて
いることを意味する。例えば、生きている動物中に存在する天然のポリヌクレオチドまた
はポリペプチドは単離されていないが、天然の系に共存する物質の一部もしくは全てから
分離された同じポリヌクレオチドまたはポリペプチドは単離されている。そのようなポリ
ヌクレオチドは、ベクターの一部であってもよく、および／またはそのようなポリヌクレ
オチドもしくはポリペプチドは組成物の一部であってもよく、またそのようなベクターも
しくは組成物がその元の環境の一部でない点で単離されたものであってもよい。
【００９５】
　用語「遺伝的に改変された生物」または「GMO」とは、トランスジーンDNAを含む任意の
生物を指す。生物の例としては、植物、動物および微生物が挙げられる。
【００９６】
　本明細書で用いられる用語「細胞(cell)」または「植物細胞(plant cell)」は、単独の
細胞を指す。用語「細胞(cells)」は細胞の集団を指す。この集団は、1つの細胞型を含む
純粋な集団であってよい。同様に、この集団は2つ以上の細胞型を含んでもよい。本発明
においては、細胞集団が含みうる細胞型の数に制限はない。細胞は同調していても、同調
していなくてもよい。本発明の意図において植物細胞は、単離されたものであってもよい
し(例えば、懸濁培養状態)、または植物組織、植物器官もしくは任意の発達段階の植物中
に含まれていてもよい。
【００９７】
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　植物に関する用語「器官」(または「植物器官」)は、植物の一部を意味し、また、例え
ば(限定されるものではないが)、根、実、シュート、茎、葉、葯、萼片、花弁、花粉、種
子などが挙げられる。
【００９８】
　植物に関する用語「組織」(または「植物組織」)は、分化した、および未分化の植物の
組織を含む複数種の植物細胞の配置を意味する。植物組織は、植物器官の一部(例えば、
植物の葉の表皮)を構成するものでありうるが、また腫瘍組織(例えば、カルス組織)およ
び培養状態の様々な型の細胞(例えば、単独の細胞、プロトプラスト、胚、カルス、プロ
トコーム様体など)を構成するものでもよい。植物組織は、in planta系、器官培養系、組
織培養物、または細胞培養物であってよい。
【００９９】
　本明細書で用いられる用語「植物」とは、植物の発達のいずれかの段階で存在する構造
におおむね分化している複数の植物細胞を指す。そのような構造としては、限定されるも
のではないが、実、シュート、茎、葉、花弁などの１種以上の植物器官が挙げられる。
【０１００】
　用語「染色体DNA」または「染色体DNA配列」は、細胞周期状態とは独立した細胞核のゲ
ノムDNAとして理解されるべきである。従って、染色体DNAは染色体または染色分体に組織
化されていてもよく、これらは凝縮されていてもよいし、または非コイル状であってもよ
い。染色体DNAへの挿入を、当技術分野で公知の様々な方法、例えば、PCR分析、サザンブ
ロット分析、蛍光in situハイブリダイゼーション(FISH)、およびin situ PCRにより証明
および分析することができる。
【０１０１】
　本明細書で用いられる用語「構造遺伝子」は、mRNAに転写された後、特定のポリペプチ
ドに特有のアミノ酸配列に翻訳されるDNA配列を意味することが意図される。
【０１０２】
　用語「発現」とは、遺伝子産物の生合成を指す。例えば、構造遺伝子の場合、発現は、
該構造遺伝子のmRNAへの転写、および、必要に応じて、mRNAの１種以上のポリペプチドへ
のその後の翻訳を伴う。
【０１０３】
　本明細書で用いられる用語「発現カセット」または「発現構築物」は、機能し得る形で
連結させた、プロモーター配列、および必要に応じて、核酸配列の発現を容易にする追加
のエレメント(例えば、ターミネーターおよび／またはポリアデニル化配列など)と、発現
させようとする任意の核酸配列との組合せを意味することが意図される。
【０１０４】
　本明細書で用いられる「プロモーター」、「プロモーターエレメント」または「プロモ
ーター配列」とは、転写の開始を指令する(すなわち、ヌクレオチド配列のmRNAへの転写
を制御することができる)、ヌクレオチド配列の5'末端に位置するヌクレオチド配列を指
す。プロモーターは、典型的には、必須ではないが、mRNAへの転写を制御し、RNAポリメ
ラーゼによる特異的結合部位および転写の開始のための他の転写因子を提供する目的のヌ
クレオチド配列の５'側(すなわち、上流)に位置する(例えば、構造遺伝子の転写開始部位
に近接する)。プロモーター配列は、下流の遺伝子の発現を駆動のに必要であるが、それ
だけで常に十分というわけではない。一般的には、真核プロモーターは、慣例により+1と
番号付けされる転写開始(キャップ)部位よりも約10～30 bp 5'側のコンセンサス5'-TATAA
T-3' (TATA)ボックスに相同な特徴的なDNA配列を含む。キャップ部位の3'側の塩基は正の
数を与えられるが、キャップ部位の5'側の塩基は負の数を付与され、それはキャップ部位
からのそれらの距離を反映する。別のプロモーター成分であるCAATボックスは、TATAボッ
クスの約30～70 bp 5'側に認められることが多く、標準形態5'-CCAAT-3'(Breathnach 198
1)に対する相同性を有する。植物においては、CAATボックスは、トリプレットG(またはT)
NGに対称的にフランキングするアデニン残基を有する領域であるAGGAボックスとして知ら
れる配列により置換されていることがある(Messing 1983)。転写に調節的な影響もたらす
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他の配列は、プロモーター領域内に認められ、キャップ部位から1000 bp以上5'側に伸び
ている。プロモーターに関して用いられる場合、用語「構成的」は、プロモーターが、刺
激(例えば、熱ショック、化学物質、光など)の非存在下で、機能し得るように連結された
核酸配列の転写を指令することができることを意味する。通常は、構成的プロモーターは
、実質的にいかなる細胞およびいかなる組織中でもトランスジーンの発現を指令すること
ができる。
【０１０５】
　調節制御とは、そこだけではないが、主として転写開始部位の上流(5'側)に位置するDN
A配列エレメントにより誘導される、遺伝子発現のモジュレーションを指す。調節は、環
境刺激に対する全か無かの応答をもたらしてもよいし、または遺伝子発現レベルの変化を
もたらしてもよい。本発明においては、熱ショック調節エレメントは、突然の温度上昇に
応答して下流の遺伝子の発現レベルを一過性に増強するように機能する。
【０１０６】
　ポリアデニル化シグナルとは、通常は、mRNA前駆体の3'末端にポリアデニル酸区域を付
加することを特徴とする、mRNAプロセッシングをもたらすことができる任意の核酸配列を
指す。ポリアデニル化シグナルDNAセグメントは、それ自身、いくつかの起源から誘導さ
れたセグメントの複合物であってもよく、天然のものまたは合成のものであってもよく、
またゲノムDNAまたはRNA由来cDNAに由来するものであってもよい。ポリアデニル化シグナ
ルは、一般的には、標準形態の5'-AATAA-3'に対する相同性の存在により認識されるが、
距離の変動、部分的な「読み過ごし」、および複数のタンデム標準配列も珍しくない(Mes
sing 1983)。標準的な「ポリアデニル化シグナル」は、実際、転写終結を引き起こすが、
ポリアデニル化自体を引き起こさないことは認識されるべきである(Montell 1983)。
【０１０７】
　熱ショックエレメントは、突然の温度上昇ストレスに応答して遺伝子発現を調節するDN
A配列を指す。この応答は、下流遺伝子の発現のレベルにおける一過性であるが即時の増
強として認められる。熱ショック遺伝子に対する最初の研究は、ショウジョウバエ(Droso
phila)を用いて行われたが、植物などの多くの他の種(Barnett 1980)がストレスに対する
類似する応答を示した。熱ショックエレメントの必須の主成分は、コンセンサス配列5'-C
TGGAATNTTCTAGA-3'(式中、N＝A、T、CまたはGである)を有し、転写開始部位の上流の残基
-66～-47 bpの間の領域に位置することがショウジョウバエにおいて記載された(Pelham 1
982)。このコンセンサス配列の化学的に合成されたオリゴヌクレオチドコピーは、熱ショ
ック誘導性の付与において天然の配列を置換することができる。
【０１０８】
　リーダー配列とは、転写開始部位と翻訳開始部位の間に位置する約100ヌクレオチドを
含むDNA配列を指す。リーダー配列内で具体化されるのは、リボソーム結合部位を特定す
る領域である。
【０１０９】
　イントロンまたは介在配列とは、本研究においては、コード配列(エクソン)と共に転写
されるが、その後成熟mRNAの形成時に除去されるDNA配列の領域を指す。イントロンは、
転写された配列内の任意の部位、すなわち、同じかもしくは異なる遺伝子のコード配列間
、そのアミノ酸配列を中断し分割するような遺伝子のコード配列内、およびプロモーター
領域(翻訳開始部位の5'側)内にあってよい。一次転写物中のイントロンは切り出され、そ
のコード配列は同時におよび正確に連結されて成熟mRNAを形成する。イントロンとエクソ
ンの結合部はスプライス部位を形成する。イントロンの塩基配列はGUで始まり、AGで終わ
る。同じスプライシングシグナルが多くの高等真核生物中に認められる。
【０１１０】
　用語「機能し得る連結」または「機能し得るように連結された」とは、例えば、調節エ
レメント(例えば、プロモーター)、発現させようとする核酸配列、そして必要に応じてさ
らなる調節エレメント(例えば、ターミネーターなど)を、該調節エレメントのそれぞれが
、該核酸配列の発現を可能にし、改変し、促進するか、またはさもなければそれに影響を
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及ぼすその意図された機能を果たすことができるように、連続的に配置したものを意味す
るものとして理解されるべきである。その発現はセンスまたはアンチセンスRNAと関連し
て核酸配列の配置に応じて生じうる。この目的のために、化学的な意味での直接的連結は
必ずしも必要であるわけではない。例えば、エンハンサー配列などの遺伝子制御配列は、
他のDNA分子からさらに離れた位置から標的配列に対してその機能を発揮することもでき
、また実際に発揮している。好ましい配置は、組換え的に発現させようとする核酸配列が
プロモーターとして作用する配列の後ろに位置するものであり、その2つの配列が互いに
共有結合されているものである。プロモーター配列と、組換え的に発現させようとする核
酸配列との間の距離は、200塩基対未満であるのが好ましく、特に好ましくは100塩基対未
満であり、特に非常に好ましくは、50塩基対未満である。機能し得る連結、および発現カ
セットは、記載されているような慣用的な組換え技術およびクローニング技術(例えば、M
aniatis 1989; Sihavy 1984; Ausubel 1987; Gelvin 1990)を用いて生成することができ
る。しかしながら、例えば、制限酵素の特異的切断部位を有するリンカーとして、または
シグナルペプチドとして作用するさらなる配列を、その2つの配列の間に配置することも
できる。配列の挿入はまた、融合タンパク質の発現をもたらしうる。好ましくは、プロモ
ーターと、発現させようとする核酸配列との連結からなる発現カセットは、ベクターに組
込まれた形態で存在していてもよく、例えば、形質転換により、それを植物のゲノム中に
挿入することもできる。
【０１１１】
　本明細書で用いられる用語「形質転換」は、細胞中への遺伝物質(例えば、トランスジ
ーン)の導入を指す。細胞の形質転換は安定的であっても、一過性であってもよい。用語
「一過性形質転換」または「一過性に形質転換された」とは、宿主細胞のゲノムへのトラ
ンスジーン組込みが無い場合の、細胞中への1個以上のトランスジーンの導入を指す。一
過性形質転換を、例えば、1個以上のトランスジーンによりコードされるポリペプチドの
存在を検出する酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA)により検出することができる。あるい
は、一過性形質転換は、本明細書で証明されたトランスジーン(例えば、uid A遺伝子)に
よりコードされるタンパク質(例えば、□-グルクロニダーゼ)の活性を検出すること［例
えば、GUS酵素の存在下で青色の沈降物を与えるX-glucを用いる染色によるGUS酵素活性の
組織化学アッセイ；およびGUS-Lightキット(Tropix)を用いるGUS酵素活性の化学発光アッ
セイ］により、検出することができる。用語「一過性形質転換体」は、1個以上のトラン
スジーンが一過性に組込まれた細胞を指す。対照的に、用語「安定的形質転換」または「
安定に形質転換された」とは、好ましくは減数分裂による染色体組込みおよび安定的な遺
伝をもたらす、細胞のゲノム中への1個以上のトランスジーンの導入および組込みを指す
。細胞の安定的形質転換を、細胞のゲノムDNAと、1個以上のトランスジーンに結合するこ
とができる核酸配列とのサザンブロットハイブリダイゼーションにより検出することがで
きる。あるいは、細胞の安定的形質転換を、トランスジーン配列を増幅する細胞のゲノム
DNAのポリメラーゼ連鎖反応により検出することもできる。用語「安定的形質転換体」と
は、ゲノムDNA(プラスチドおよび核のDNAを含む)中に1個以上のトランスジーンが安定的
に組み込まれた細胞、好ましくは、核の染色体DNA中に組み込まれた細胞を指す。かくし
て、安定的形質転換体は、安定的形質転換体に由来するゲノムDNAは1個以上のトランスジ
ーンを含むが、一過性形質転換体に由来するゲノムDNAはトランスジーンを含まないとい
う点で、一過性形質転換体とは区別される。形質転換はまた、染色体外(epichromosomal)
複製を伴う植物ウイルスベクターの形態での植物細胞への遺伝物質の導入、および減数分
裂安定性に関して可変的特性を示しうる遺伝子発現をも含む。形質転換はまた、染色体外
複製を伴う植物ウイルスベクターの形態での植物細胞への遺伝物質の導入、および減数分
裂安定性に関して可変的特性を示しうる遺伝子発現をも含む。好ましくは、用語「形質転
換」は、減数分裂による染色体組込みおよび安定的な遺伝をもたらす、植物細胞への遺伝
物質の導入を含む。
【０１１２】
　細菌に関する用語「感染すること」および「感染」とは、細菌内に含まれる核酸配列が
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標的生物学的サンプルの1個以上の細胞中に導入されるような条件下での、標的生物学的
サンプル(例えば、細胞、組織など)と該細菌との同時インキュベーションを指す。
【０１１３】
　用語「アグロバクテリウム」は、クラウンゴールを生じる、土壌性のグラム陰性で桿状
の植物病原性細菌を指す。用語「アグロバクテリウム」は、限定されるものではないが、
アグロバクテリウム・ツメファシエンス(Agrobacterium tumefaciens)(通常は、感染植物
中でクラウンゴールを生じる)、およびアグロバクテリウム・リゾジェネス(Agrobacteriu
m rhizogenes)(感染した宿主植物中で毛根病を引き起こす)の菌株を含む。アグロバクテ
リウムによる植物細胞の感染は、一般的には、感染細胞によるオパイン(例えば、ノパリ
ン、アグロパイン、オクトピンなど)の産生をもたらす。かくして、ノパリンの産生を引
き起こすアグロバクテリウム株(例えば、LBA4301、C58、A208株)を「ノパリン型」アグロ
バクテリウムと呼び；オクトピンの産生を引き起こすアグロバクテリウム株(例えば、LBA
4404、Ach5、B6株)を「オクトピン型」アグロバクテリウムと呼び；およびアグロパイン
の産生を引き起こすアグロバクテリウム株(例えば、EHA105、EHA101、A281株)を「アグロ
パイン型」アグロバクテリウムと呼ぶ。
【０１１４】
　用語「ボンバーディング」、「ボンバードメント」および「バイオリスティックボンバ
ードメント」とは、標的生物学的サンプル(例えば、細胞、組織など)に向けて粒子を加速
させて、標的生物学的サンプル中の細胞の細胞膜の損傷を生じ、および／または標的生物
学的サンプル中へその粒子を進入させる方法を指す。バイオリスティックボンバードメン
トの方法は当技術分野で公知であり(例えば、その内容が参照により本明細書に組み入れ
られるものとする米国特許第5,584,807号)、商業的に利用可能である(例えば、ヘリウム
ガス駆動型マイクロプロジェクタイルアクセラレーター(PDS-1000/He)(BioRad))。
【０１１５】
　本明細書で用いられる用語「ハイブリダイゼーション」は、「核酸の鎖が塩基対形成に
より相補鎖と結合する任意のプロセス」を含む(Coombs 1994)。ハイブリダイゼーション
およびハイブリダイゼーションの強度(すなわち、核酸間の結合強度)は、核酸間の相補性
の程度、用いる条件のストリンジェンシー、形成されたハイブリッドのTm、および核酸内
のG:C比などの因子により影響される。
【０１１６】
　本明細書で用いられる用語「Tm」は、「融点」に関して用いられる。融点は、二本鎖の
核酸分子の集団が一本鎖へと半分が解離されるようになる温度である。核酸のTmを算出す
るための式は当技術分野でよく知られている。標準的な参考文献により示されるように、
Tm値の簡単な見積もりを、核酸が1M NaClの水性溶液中にある場合、式：Tm=81.5+0.41(G+
C％)により算出することができる[例えば、AndersonおよびYoung,「定量的フィルターハ
イブリダイゼーション(Quantitative Filter Hybridization)」、Nucleid Acid Hybridiz
ation(1985)を参照]。他の参考文献は、Tmの算出に構造特性および配列特性を考慮に入れ
るより洗練された計算を含む。
【０１１７】
　別途定義しない限り、核酸ハイブリダイゼーションに関して用いられる場合の低ストリ
ンジェンシー条件は、約100～約1000ヌクレオチド長のDNAプローブを用いる場合、5 x SS
PE(43.8 g/L NaCl、6.9 g/L NaH2PO4.H2Oおよび1.85 g/L EDTA, NaOHでpHを7.4に調整)、
1％ SDS、5x Denhardt's試薬[50x Denhardt'sは500 mLあたり以下のもの：5 gのFicoll(T
ype 400, Pharmacia)、5 gのBSA(Fraction V; Sigma)を含む]および100μg/mLの変性サケ
精子DNAからなる溶液中、68℃での結合またはハイブリダイゼーションの後、室温での0.2
x SSPE、および0.1％SDSを含む溶液中での洗浄を行うことと等価な条件を含む。
【０１１８】
　別途定義しない限り、核酸ハイブリダイゼーションに関して用いられる場合の高ストリ
ンジェンシー条件は、約100～約1000ヌクレオチド長のDNAプローブを用いる場合、5 x SS
PE、1％ SDS、5x Denhardt's試薬、および100μg/mLの変性サケ精子DNAからなる溶液中、



(24) JP 2008-523821 A 2008.7.10

10

20

30

40

50

68℃での結合またはハイブリダイゼーションの後、68℃での0.1x SSPE、および0.1％SDS
を含む溶液中での洗浄を行うことと等価な条件を含む。
【０１１９】
　用語「等価」は、目的のハイブリダイゼーション条件に関連するのと同様にハイブリダ
イゼーション条件に関して用いられる場合、ハイブリダイゼーション条件および目的のハ
イブリダイゼーション条件が、同範囲の相同性(％)を有する核酸配列のハイブリダイゼー
ションをもたらすことを意味する。例えば、目的のハイブリダイゼーション条件が、第1
の核酸配列と、この第1の核酸配列に対して80～90％の相同性を有する他の核酸配列との
ハイブリダイゼーションをもたらす場合、別のハイブリダイゼーション条件を、この別の
ハイブリダイゼーション条件も、第1の核酸配列と、この第1の核酸配列に対して80～90％
の相同性を有する他の核酸配列とのハイブリダイゼーションをももたらす場合には、その
目的のハイブリダイゼーション条件と等価であると言う。
【０１２０】
　核酸ハイブリダイゼーションに関して用いられる場合、当技術分野では、多くの等価な
条件を用いて、低または高ストリンジェンシー条件を含めることができること；プローブ
の長さおよび性質(DNA、RNA、塩基組成)、および標的の性質(DNA、RNA、塩基組成、溶液
で存在するかまたは固定されているかなど)、ならびに塩および他の成分(例えば、ホルム
アミド、硫酸デキストラン、ポリエチレングリコールの存在もしくは非存在)の濃度など
の因子を考慮し、ハイブリダイゼーション溶液を変化させて、上記で挙げた条件と異なる
が等価である低または高ストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件を生じること
ができることはよく知られている。当業者であれば、非特異的結合を減少または排除する
には、より高ストリンジェンシーが好ましいが、様々な相同性を有するより多数の核酸配
列を検出するには、より低ストリンジェンシーが好ましいであろうことを理解している。
【０１２１】
発明の詳細な説明
　本発明を、本発明の好ましい実施形態の以下の詳細な説明およびそこに含まれる実施例
を参照することにより、より容易に理解することができる。
【０１２２】
　本発明の化合物、組成物および方法を開示し、説明する前に、本発明が特定の核酸、特
定のポリペプチド、特定の細胞型、特定の宿主細胞、特定の条件、または特定の方法など
に限定されず、同様に、勿論、変化しうることが理解されるべきであり、またその多くの
改変および変更が当業者には明らかであろう。また、本明細書で用いられる用語は、特定
の実施形態のみを記載する目的のためのものであり、限定されることを意図するものでは
ない。本明細書および特許請求の範囲において用いられる「a」または「an」は、それが
用いられる文脈に依存して、1またはそれ以上を意味しうる。かくして、例えば、「細胞(
a cell)」に対する言及は、少なくとも1個の細胞を用いることができることを意味しうる
。
【０１２３】
　本発明は、部分的には、シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)、ダイズ(Glycine max
)、イネ(Oryza sativa)、トウモロコシ(Zea mays)、アマ(Linum usitatissimum)、オオム
ギ(Hordeum vulgare)およびコムギ(Triticum aestivum)などの植物、ならびにトウモロコ
シ、オオムギ、アマ、テンサイもしくはヒマワリなどの他の近縁な作物種に由来するFAD2
様LMPをコードする核酸分子の単離および特性解析に基づく。
【０１２４】
　本発明の目的に従って、本明細書で具体化され、かつ広く記載されるように、本発明は
、一態様においては、脂質代謝タンパク質(LMP)、またはその一部をコードする植物(シロ
イヌナズナ、ダイズ、トウモロコシ、イネ、アマ、オオムギもしくはコムギ)に由来する
単離された核酸を提供する。
【０１２５】
　本発明の一態様は、LMPポリペプチドまたは生物学的に活性なその一部をコードする単
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離された核酸分子、ならびにLMPをコードする核酸(例えば、LMP DNA)の同定もしくは増幅
のためのハイブリダイゼーションプローブまたはプライマーとしての使用にとって十分な
核酸断片に関する。本明細書で用いられる用語「核酸分子」は、DNA分子(例えば、cDNAも
しくはゲノムDNA)およびRNA分子(例えば、mRNA)およびヌクレオチド類似体を用いて作製
されたDNAもしくはRNAの類似体を含むことが意図される。この用語はまた、遺伝子のコー
ド領域の3'および5'末端の両方に位置する非翻訳配列、すなわちその遺伝子のコード領域
の5'末端から上流の少なくとも約1000ヌクレオチドの配列およびコード領域の3'末端から
下流の少なくとも約200ヌクレオチドの配列をも含む。核酸分子は、一本鎖であっても二
本鎖であってもよいが、好ましくは二本鎖DNAである。「単離された」核酸分子は、該核
酸の天然の起源において存在する他の核酸分子から実質的に分離されたものである。好ま
しくは、「単離された」核酸は、該核酸が由来する生物のゲノムDNA中で該核酸に天然で
フランキングする配列(すなわち、核酸の5'および3'末端に位置する配列)を実質的に含ま
ない。例えば、様々な実施形態においては、単離されたLMP核酸分子は、該核酸が由来す
る細胞(例えば、シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたは
コムギの細胞)のゲノムDNA中で該核酸分子に天然でフランキングする約5 kb、4 kb、3 kb
、2 kb、1 kb、0.5 kbまたは0.1 kb未満のヌクレオチド配列を含んでもよい。さらに、cD
NA分子などの「単離された」核酸分子は、他の細胞材料、または、組換え技術により産生
される場合には培養培地、または、化学的に合成される場合には化学的前駆体もしくは他
の化学物質を実質的に含まない。
【０１２６】
　本発明の核酸分子、例えば、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番
号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配
列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に開示されるものを
好ましい実施形態とする付属書Aのヌクレオチド配列、またはその一部を有する核酸分子
を、標準的な分子生物学技術を用いて単離し、その配列情報をここに提供することができ
る。例えば、シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコム
ギのLMP cDNAは、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番
号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配
列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に開示されるものを好ましい実施
形態とする付属書Aの配列のうち1つの全体または一部をハイブリダイゼーションプローブ
として用い、標準的なハイブリダイゼーション技術を用いて(例えば、Sambrookら、1989,
 Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 第2版, Cold Spring Harbor Laboratory, C
old Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NYに記載のように)、シロ
イヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギのライブラリー
から単離することができる。さらに、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、
配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号
25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に開示される
ものを好ましい実施形態とする付属書Aの配列のうち1つの全体または一部を含む核酸分子
は、この配列に基づいて設計されたオリゴヌクレオチドプライマーを用いるポリメラーゼ
連鎖反応により単離することができる(例えば、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列
番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、
配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に開
示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの配列のうち1つの全体または一部を含む
核酸分子は、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15
、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番
号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に開示されるものを好ましい実施形態
とする付属書Aのこの同じ配列に基づいて設計されたオリゴヌクレオチドプライマーを用
いるポリメラーゼ連鎖反応により単離することができる)。例えば、mRNAを植物細胞から
単離し(例えば、Chirgwinら、1979, Biochemistry 18:5294-5299のグアニジン-チオシア
ネート抽出法により)、cDNAを逆転写酵素(例えば、Gibco/BRL, Bethesda, MDから入手可
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能なモロニーMLV逆転写酵素；またはSeikagaku America, Inc., St. Petersburg, FLから
入手可能なAMV逆転写酵素)を用いて調製することができる。ポリメラーゼ連鎖反応増幅の
ための合成オリゴヌクレオチドプライマーは、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列
番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、
配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に開
示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aに示されるヌクレオチド配列のうち1つに
基づいて設計することができる。本発明の核酸を、cDNAまたは、その代わりにゲノムDNA
を鋳型として用い、および好適なオリゴヌクレオチドプライマーを用いて、標準的なPCR
増幅技術に従って増幅することができる。そのように増幅された核酸を好適なベクター中
にクローニングし、DNA配列分析により特性解析することができる。さらに、LMPヌクレオ
チド配列に対応するオリゴヌクレオチドは、例えば、自動DNA合成装置を用いる標準的な
合成技術により調製することができる。
【０１２７】
　好ましい実施形態においては、本発明の単離された核酸は、配列番号5、配列番号9、配
列番号13、配列番号17、配列番号21、配列番号25、配列番号29、または配列番号33に開示
されるものを好ましい実施形態とする付属書Aに示されるヌクレオチド配列のうち1つを含
む。配列番号5、配列番号9、配列番号13、配列番号17、配列番号21、配列番号25、配列番
号29、または配列番号33に開示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの配列は、
本発明のシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギの
LMP cDNAに対応する。これらのcDNAは、LMPをコードする配列(すなわち、付属書Aに示さ
れる「コード領域」)、ならびに5'非翻訳配列および3'非翻訳配列を含む。あるいは、核
酸分子は、配列番号7、配列番号11、配列番号15、配列番号19、配列番号23、配列番号27
、配列番号31、または配列番号35に開示されるものを好ましい実施形態とする付属書A中
の配列のいずれかのコード領域のみを含んでもよく、またはゲノムDNAから単離された全
ゲノム断片を含んでもよい。
【０１２８】
　本出願の目的のために、付属書Aに示される配列の各々は、識別登録番号(例えば、TaFA
D-01)を有することが理解されるであろう。これらの配列の各々は、一般的には、3つの部
分：5'上流領域、コード領域、および下流領域を含みうる。これらの配列のコード領域を
、「ORF位置」として示す(表3)。
【０１２９】
　別の好ましい実施形態においては、本発明の単離された核酸分子は、配列番号5、配列
番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配
列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33
もしくは配列番号35に開示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aに示されるヌク
レオチド配列の1つの相補体、またはその一部である核酸分子を含む。配列番号5、配列番
号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列
番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33も
しくは配列番号35に開示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aに示されるヌクレ
オチド配列の1つに相補的である核酸分子は、付属書Aに示されるヌクレオチド配列の1つ
にハイブリダイズすることができ、それにより安定な二重鎖を形成することができるよう
に、付属書Aに示されるヌクレオチド配列の1つに十分相補的であるものである。
【０１３０】
　さらに別の好ましい実施形態においては、本発明の単離された核酸分子は、配列番号5
、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号
19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列
番号33もしくは配列番号35に開示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aに示され
るヌクレオチド配列、またはその一部に対して、少なくとも約50～60％、好ましくは少な
くとも約60～70％、より好ましくは少なくとも約70～80％、80～90％、もしくは90～95％
、また好ましくは少なくとも約85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％
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、もしくは94％、およびさらにより好ましくは少なくとも約95％、96％、97％、98％、99
％またはそれ以上相同であるヌクレオチド配列を含む。ヌクレオチド配列の相同性を、Ve
ctor NTI Suite 9.0のAlign X (Aug. 22, 2003)を用いて、以下のパラメーター：ギャッ
プ開始ペナルティ：15；ギャップ伸長ペナルティ：6.66；ギャップ分離ペナルティレンジ
：8；アラインメント遅延に対する同一性％：40を用いて決定するのが好ましい。
【０１３１】
　さらなる好ましい実施形態においては、本発明の単離された核酸分子は、付属書Aに示
されるヌクレオチド配列の1つ、またはその一部にハイブリダイズする(例えば、ストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズする)ヌクレオチド配列を含む。これらのハイブリダ
イゼーション条件は、約60℃、pH7で約0.02モル濃度の塩濃度を有する溶液を用いる洗浄
を含む。
【０１３２】
　さらに、本発明の核酸分子は、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列
番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、
配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33または配列番号35に示されるものを好
ましい実施形態とする付属書A中の配列の1つのコード領域の一部のみ、例えば、プローブ
もしくはプライマーとして用いることができる断片、またはLMPの生物学的に活性な一部
をコードする断片を、含んでもよい。シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、ア
マ、オオムギまたはコムギに由来するLMP遺伝子のクローニングから決定されたヌクレオ
チド配列により、他の細胞型および生物におけるLMP相同体、ならびに他の植物もしくは
近縁種に由来するLMP相同体の同定および／またはクローニングにおける使用のために設
計されたプローブおよびプライマーの作製が可能になる。従って、本発明はまた、本明細
書に開示された核酸、またはその断片を含む化合物も提供する。これらの化合物には、あ
る成分に結合された核酸を含む。これらの成分としては、限定されるものではないが、検
出成分、ハイブリダイゼーション成分、精製成分、送達成分、反応成分、結合成分などが
挙げられる。プローブ／プライマーは、典型的には、実質的に精製されたオリゴヌクレオ
チドを含む。このオリゴヌクレオチドは、典型的には、ストリンジェントな条件下で、配
列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、
配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号
31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aに
示される配列の1つのセンス鎖、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番
号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配
列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好
ましい実施形態とする付属書Aに示される配列の1つのアンチセンス配列、またはその天然
の突然変異体の少なくとも約12個、好ましくは約25個、より好ましくは約40、50もしくは
75個連続したヌクレオチドに対してハイブリダイズするヌクレオチド配列の一領域を含む
。配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号1
7、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列
番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書
Aのヌクレオチド配列に基づくプライマーを、PCR反応において用いて、LMP相同体をクロ
ーニングすることができる。LMPヌクレオチド配列に基づくプローブを用いて、同一のも
しくは相同なタンパク質をコードする転写物またはゲノム配列を検出することができる。
好ましい実施形態においては、このプローブはさらに、それに結合した標識基を含み、例
えば、その標識基は放射性同位体、蛍光化合物、酵素、または酵素コファクターであって
よい。そのようなプローブは、細胞サンプル中のLMPをコードする核酸のレベルを測定す
ることにより、例えば、LMP mRNAレベルを検出するか、またはゲノムLMP遺伝子が突然変
異もしくは欠失しているかどうかを判定することなどにより、LMPを発現する細胞を同定
するためのゲノムマーカー試験キットの一部として用いることができる。
【０１３３】
　一実施形態においては、本発明の核酸分子は、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配
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列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23
、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に
示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの配列によりコードされるアミノ酸に対
し十分相同であるアミノ酸配列を含む該タンパク質またはその一部であって、野生型タン
パク質と同一もしくは類似する機能を維持しているような該タンパク質またはその一部を
コードする。本明細書で用いられる用語「十分相同である」とは、あるアミノ酸配列に対
して同一または等価なアミノ酸残基(例えば、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番
号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配
列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示さ
れるものを好ましい実施形態とする付属書Aの配列のORFの1つ中のアミノ酸残基と類似す
る側鎖を有するアミノ酸残基)を最小数で含むアミノ酸配列を有するタンパク質またはそ
の一部であって、植物における種子貯蔵化合物の産生にとって必要な化合物の代謝、微生
物もしくは植物における細胞膜の構築、またはこれらの膜を横断する分子輸送に関与する
ことができる該タンパク質またはその一部を指す。DNA結合タンパク質、転写因子、キナ
ーゼ、ホスファターゼなどの調節タンパク質、または脂質、デンプンおよびタンパク質生
合成経路などの代謝経路または膜輸送系のタンパク質メンバーは、種子貯蔵化合物の生合
成において役割を果たし得る。そのような活性の例は、本明細書に記載されている(表3中
の推定アノテーションを参照)。LMPをコードする核酸配列の例を、配列番号5、配列番号7
、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番
号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もし
くは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aに示す。
【０１３４】
　変化もしくは増加した糖および／または脂肪酸産生は、トウモロコシ、コムギ、ライム
ギ、オートムギ、ライコムギ、イネ、オオムギ、ダイズ、ラッカセイ、ワタ、カノーラ、
亜麻仁、キャッサバ、コショウ、ヒマワリ、テンサイおよびマンジュギク、そしてジャガ
イモ、タバコ、ナス、およびトマトなどのナス科植物、ソラマメ属種、エンドウマメ、ア
ルファルファ、低木植物(コーヒー、カカオ、茶)、ヤナギ属種、樹木(アブラヤシ、ココ
ナッツ)および多年性牧草および飼料作物などの様々な植物に遺伝させるのが望ましい一
般的な形質であるので、これらの作物植物はまた、本発明のさらなる1つの実施形態とし
て、遺伝子操作のための好ましい標的植物である。
【０１３５】
　本発明のLMP核酸分子によりコードされるタンパク質の一部は、LMPの1つの生物学的に
活性な一部であるのが好ましい。本明細書で用いられる用語「LMPの生物学的に活性な一
部」は、種子貯蔵脂質の生合成にとって必要な化合物の代謝、または微生物もしくは植物
における細胞膜の構築、またはこれらの膜を横断する分子輸送に関与するか、または表3
に記載の活性を有するLMPの一部分、例えば、ドメイン／モチーフを含むことが意図され
る。LMPまたはその生物学的に活性な一部が、種子貯蔵化合物および細胞膜の産生にとっ
て必要な化合物の代謝に関与することができるかどうかを判定するためには、酵素活性の
アッセイを行えばよい。そのようなアッセイ方法は当業者にはよく知られており、例証の
実施例14に記載されている。
【０１３６】
　LMPの生物学的に活性な一部としては、LMPのアミノ酸配列から誘導されたアミノ酸配列
(例えば、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配
列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29
、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする
付属書Aの核酸によりコードされるアミノ酸配列、または、完全長LMPもしくはLMPと相同
である完全長タンパク質よりも少ないアミノ酸を含む、LMPと相同なタンパク質のアミノ
酸配列)を含むペプチドを含み、かつLMPの少なくとも1つの活性を示す。典型的には、生
物学的に活性な一部(ペプチド、例えば、5、10、15、20、30、35、36、37、38、39、40、
50、100またはそれ以上のアミノ酸長であるペプチド)は、LMPの少なくとも1つの活性を有
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するドメインまたはモチーフを含む。さらに、前記タンパク質の他の領域が欠失した他の
生物学的に活性な一部を、組換え技術により調製し、それを本明細書に記載の1つ以上の
活性について評価することができる。好ましくは、LMPの生物学的に活性な一部は、生物
学的活性を有する1個以上の選択されたドメイン／モチーフまたはその一部を含む。
【０１３７】
　LMPの生物学的に活性な一部をコードするさらなる核酸断片は、該配列のうち1つの一部
分単離し、LMPまたはペプチドのコード化部分を発現させ(例えば、in vitroでの組換え発
現により)、さらにLMPまたはペプチドのコード化部分の活性を評価することにより、調製
することができる。
【０１３８】
　本発明はさらに、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列
番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、
配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施
形態とする付属書Aに示されるヌクレオチド配列の1つ(およびその一部)とは遺伝暗号の縮
重のために異なっており、従って配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列
番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、
配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを
好ましい実施形態とする付属書Aに示されるヌクレオチド配列によりコードされるものと
同じLMPをコードする核酸分子を包含する。さらなる実施形態において、本発明の核酸分
子は、付属書Aに示されるオープンリーディングフレームによりコードされるポリペプチ
ドのアミノ酸配列に対し実質的に相同である完全長タンパク質をコードする。一実施形態
においては、完全長核酸もしくはタンパク質またはその核酸もしくはタンパク質の断片は
、シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギに由来す
るものである。
【０１３９】
　付属書Aに示されるシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギま
たはコムギのLMPヌクレオチド配列に加えて、LMPのアミノ酸配列に変化をもたらすDNA配
列多型が集団(例えば、シロイヌナズナ、アブラナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ
、オオムギまたはコムギ集団)内に存在しうることは当業者には理解できるであろう。LMP
遺伝子におけるそのような遺伝的多型は、天然の変異のために集団内で個体間に存在しう
る。本明細書で用いられる用語「遺伝子」および「組換え遺伝子」とは、LMP、好ましく
は、シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギのLMP
をコードするオープンリーディングフレームを含む核酸分子を指す。そのような天然の変
異は、典型的には、LMP遺伝子のヌクレオチド配列において1～40％の差異をもたらし得る
。天然の変異の結果であり、LMPの機能的活性を変化させないLMPにおけるそのようなヌク
レオチド変異およびそれにより生じるアミノ酸多型はいかなるものも全て、本発明の範囲
内にあることが意図される。
【０１４０】
　本発明のシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギ
のLMP cDNAの、天然の変異体およびシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ
、オオムギまたはコムギ以外のオルソログに対応する核酸分子は、ハイブリダイゼーショ
ンプローブとしてシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギもしく
はコムギのcDNA、またはその一部を標準的なハイブリダイゼーション技術に従ってストリ
ンジェントなハイブリダイゼーション条件下で用いて、本明細書に開示されたシロイヌナ
ズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギのLMP核酸に対するそ
れらの相同性に基づいて単離することができる。本明細書で用いられる用語「オルソログ
」とは、異なる種に由来するが、種分化により共通の先祖遺伝子から進化した2つの核酸
を指す。通常、オルソログは、同じか、または類似する機能を有するタンパク質をコード
する。従って、別の実施形態においては、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも15
ヌクレオチド長であり、ストリンジェントな条件下で、配列番号5、配列番号7、配列番号
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9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列
番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番
号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aのヌクレオチド配列を含む核酸分
子とハイブリダイズする。他の実施形態においては、前記核酸は少なくとも30、50、100
、250またはそれ以上のヌクレオチド長である。本明細書で用いられる用語「ストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズする」とは、互いに少なくとも60％相同であるヌクレオ
チド配列が、典型的には互いにハイブリダイズしたままとなるハイブリダイゼーションお
よび洗浄の条件を述べることが意図される。好ましくは、この条件は、互いに少なくとも
約65％、より好ましくは少なくとも約70％、およびさらにより好ましくは少なくとも約75
％以上相同である配列が、典型的には互いにハイブリダイズしたままとなるものである。
そのようなストリンジェントな条件は当業者には公知であり、Current Protocols in Mol
ecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 1989: 6.3.1-6.3.6に見出すことができる。
ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の好ましい非限定的な例は、6×塩化ナ
トリウム／クエン酸ナトリウム(SSC)中、約45℃でのハイブリダイゼーション、次いで、0
.2× SSC、0.1％SDS中、50～65℃での1回以上の洗浄である。好ましくは、配列番号5、配
列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、
配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号
33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの配列にストリ
ンジェントな条件下でハイブリダイズする本発明の単離された核酸分子は、天然の核酸分
子と一致する。本明細書で用いられる「天然の」核酸分子とは、天然で生じる(例えば、
天然のタンパク質をコードする)ヌクレオチド配列を有するRNAまたはDNA分子を指す。一
実施形態においては、前記核酸は、天然のシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ
、アマ、オオムギまたはコムギのLMPをコードする。
【０１４１】
　当業者であれば、前記集団中に存在しうるLMP配列の天然の変異体に加えて、配列番号5
、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号
19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列
番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aのヌクレオ
チド配列中に突然変異により変化を導入することによって、LMPの機能的能力を変化させ
ることなく、コードされたLMPのアミノ酸配列に変化をもたらすことができることをさら
に理解するであろう。例えば、「不可決でない」アミノ酸残基においてアミノ酸置換をも
たらすヌクレオチド置換を、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号1
3、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列
番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ま
しい実施形態とする付属書Aの配列中に生じさせることができる。「不可欠でない」アミ
ノ酸残基は、LMPの活性を変化させることなく、LMPのうちの1つの野生型配列(付属書A、
好ましい実施形態では配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配
列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27
、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるもの)から変化さ
せることができる残基であり、一方「不可欠な」アミノ酸残基はLMP活性にとって必要で
ある。しかしながら、他のアミノ酸残基(例えば、LMP活性を有するドメイン中で保存され
ていないか、または半保存されているにすぎないアミノ酸残基)は、活性にとって不可欠
ではないかもしれず、かくして、おそらくLMP活性を変化させることがない変化に適合す
るであろう。
【０１４２】
　従って、本発明の別の態様は、LMP活性にとって不可欠ではないアミノ酸残基における
変化を含むLMPをコードする核酸分子に関する。そのようなLMPは、一の配列とはアミノ酸
配列において異なるが、なお本明細書に記載の少なくとも1つのLMP活性を保持する。一実
施形態においては、単離された核酸分子はタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含
み、ここで、該タンパク質は、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番
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号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配
列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好
ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされるアミノ酸配列と少なくとも約50
％相同であるアミノ酸配列を含み、かつシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、
アマ、オオムギもしくはコムギにおける種子貯蔵化合物、または細胞膜の産生にとって必
要な化合物の代謝に関与することができるか、または表3に記載の1つ以上の活性を有する
。好ましくは、前記核酸分子によりコードされるタンパク質は、配列番号5、配列番号7、
配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号2
1、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしく
は配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされ
る配列の1つと少なくとも約50～60％相同であり、より好ましくは、配列番号5、配列番号
7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番
号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もし
くは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードさ
れる配列の1つと少なくとも約60～70％相同であり、さらにより好ましくは、配列番号5、
配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19
、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番
号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの核酸により
コードされる配列の1つと少なくとも約70～80％、80～90％、90～95％、なお好ましくは
少なくとも約85％、85％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％もしくは95
％相同であり、最も好ましくは、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列
番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、
配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを
好ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされる配列の1つと少なくとも約96％
、97％、98％、もしくは99％相同である。ポリペプチド配列の相同性を、以下のパラメー
ター：ギャップ開始ペナルティ：10；ギャップ伸長ペナルティ：0.05；ギャップ分離ペナ
ルティレンジ：8；アラインメント遅延に対する同一性％：40を用いるVector NTI Suite 
9.0のAlign X(Aug. 22, 2003)を用いて決定するのが好ましい。
【０１４３】
　2つのアミノ酸配列(例えば、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番
号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配
列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好
ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされる配列の1つ、およびその突然変異
形態)または2つの核酸の相同性％を決定するために、その配列を最適な比較目的のために
アラインメントする(例えば、一方のタンパク質もしくは核酸の配列中に、他方のタンパ
ク質もしくは核酸と最適にアラインメントするために、ギャップを導入することができる
)。次いで、対応するアミノ酸位置またはヌクレオチド位置のアミノ酸残基またはヌクレ
オチドを比較する。一方の配列(例えば、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11
、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番
号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示される
ものを好ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされる配列の1つ)中のある位
置に、他方の配列(例えば、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13
、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番
号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好まし
い実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされるポリペプチドから選択される配列の
突然変異形態)中の対応する位置と同じアミノ酸残基もしくはヌクレオチドが存在する場
合、この両分子はその位置で相同である(すなわち、本明細書で用いられる場合、アミノ
酸または核酸の「相同性」は、アミノ酸または核酸の「同一性」と等価である)。2つの配
列間の相同性％は、該両配列が共有する同一の位置数の関数である(すなわち、相同性％
＝同一の位置数／位置の総数×100)。
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【０１４４】
　配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号1
7、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列
番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書
Aの核酸によりコードされるタンパク質配列と相同なLMPをコードする単離された核酸分子
は、1個以上のアミノ酸の置換、付加もしくは欠失がコードされたタンパク質に導入され
るように、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、
配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号
29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とす
る付属書Aのヌクレオチド配列に1個以上のヌクレオチドの置換、付加もしくは欠失を導入
することにより、作製することができる。突然変異は、部位特異的突然変異誘発やPCR媒
介突然変異誘発などの標準的な技術により、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番
号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配
列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示さ
れるものを好ましい実施形態とする付属書Aの配列の1つに導入することができる。好まし
くは、保存的アミノ酸置換を、1個以上の推定上の不可欠ではないアミノ酸残基において
生じさせる。「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基を、類似する側鎖を有するアミノ
酸残基と置換するものである。類似する側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーが当技術
分野で定義されている。これらのファミリーとしては、塩基性側鎖を有するアミノ酸(例
えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン)、酸性側鎖を有するアミノ酸(例えば、アスパラ
ギン酸、グルタミン酸)、非荷電極性側鎖を有するアミノ酸(例えば、グリシン、アスパラ
ギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン)、非極性側鎖を有する
アミノ酸(例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルア
ラニン、メチオニン、トリプトファン)、β-分枝側鎖を有するアミノ酸(例えば、トレオ
ニン、バリン、イソロイシン)および芳香族側鎖を有するアミノ酸(例えば、チロシン、フ
ェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン)が挙げられる。かくして、LMP中の推定上
の不可欠ではないアミノ酸残基を、同じ側鎖ファミリーに由来する別のアミノ酸残基で置
換するのが好ましい。あるいは、別の実施形態においては、飽和突然変異誘発などにより
、LMPコード配列の全体または一部に沿って無作為に突然変異を導入し、得られた突然変
異体を、本明細書に記載のLMP活性についてスクリーニングして、LMP活性を保持する突然
変異体を同定することができる。配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列
番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、
配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを
好ましい実施形態とする付属書Aの配列の1つの突然変異誘発の後、コードされたタンパク
質を組換え的に発現させ、該タンパク質の活性を、例えば、本明細書に記載のアッセイを
用いて測定することができる(例証の実施例11～13を参照)。
【０１４５】
　LMPを、組換えDNA技術により製造するのが好ましい。例えば、前記タンパク質をコード
する核酸分子を発現ベクター中にクローニングし(上記のようにして)、この発現ベクター
を宿主細胞中に導入し(本明細書に記載のようにして)、そしてLMPをこの宿主細胞中で発
現させる。次いで、LMPを、標準的なタンパク質精製技術を用いる好適な精製スキームに
より、前記細胞から単離することができる。組換え発現に代えて、LMPまたはそのペプチ
ドを、標準的なペプチド合成技術を用いて化学的に合成することができる。さらに、天然
のLMPを、例えば、本発明のLMPまたはその断片を用いて標準的な技術により産生させるこ
とができる抗LMP抗体を用いて、細胞から単離することができる。
【０１４６】
　本発明はまた、LMPキメラまたは融合タンパク質も提供する。本明細書で用いられる場
合、LMPの「キメラタンパク質」または「融合タンパク質」は、非LMPポリペプチドに機能
し得るように連結されたLMPポリペプチドを含む。「LMPポリペプチド」とは、LMPに該当
するアミノ酸配列を有するポリペプチドを指し、一方「非LMPポリペプチド」とは、LMPと
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実質的に相同ではないタンパク質、例えば、LMPとは異なるものであり、かつ同じかまた
は異なる生物から得られるタンパク質に該当するアミノ酸配列を有するポリペプチドを指
す。融合タンパク質内で、用語「機能し得るように連結された」とは、LMPポリペプチド
と非LMPポリペプチドが互いに融合して、両配列が使用配列によって生じる予定された機
能を果たすようにすることを示すことが意図される。非LMPポリペプチドを、LMPポリペプ
チドのN末端またはC末端に融合することができる。例えば、一実施形態においては、融合
タンパク質は、LMP配列をGST配列のC末端に融合させたGST-LMP(グルタチオンS-トランス
フェラーゼ)融合タンパク質である。そのような融合タンパク質は、組換えLMPの精製を容
易にすることができる。他の実施形態においては、融合タンパク質は、そのN末端に異種
シグナル配列を含むLMPである。特定の宿主細胞(例えば、哺乳動物宿主細胞)中で、LMPの
発現および／または分泌を、異種シグナル配列の使用により増加させることができる。
【０１４７】
　好ましくは、本発明のLMPキメラまたは融合タンパク質を、標準的な組換えDNA技術によ
り製造する。例えば、異なるポリペプチド配列をコードするDNA断片を、例えば、連結の
ために平滑末端もしくは付着末端を用いること、好適な末端をもたらすための制限酵素消
化、必要に応じて、付着末端の充填、望ましくない結合を回避するためのアルカリホスフ
ァターゼ処理、および酵素的連結を用いることにより、従来の技術に従って読み枠を合わ
せて１つに連結する。別の実施形態においては、融合遺伝子は、自動DNA合成装置などの
従来の技術により合成することができる。あるいは、遺伝子断片のPCR増幅を、2つの連続
的な遺伝子断片に相補的な突出末端を生じるアンカープライマーを用いて実施し、その2
つの遺伝子断片をその後アニーリングし再増幅して、キメラ遺伝子配列を作製することが
できる(例えば、Current Protocols in Molecular Biology, Ausubelら(編)、John Wiley
 & Sons: 1992を参照)。さらに、融合成分(例えば、GSTポリペプチド)を既にコードする
多くの発現ベクターが商業的に入手可能である。LMPをコードする核酸を、融合成分がLMP
と読み枠を合わせて連結されるように、そのような発現ベクター中にクローニングするこ
とができる。
【０１４８】
　上記のLMPをコードする核酸分子に加えて、本発明の別の態様は、それに対してアンチ
センスである単離された核酸分子に関する。「アンチセンス」核酸は、タンパク質をコー
ドする「センス」核酸に対して相補的であり、例えば、二本鎖cDNA分子のコード鎖に対し
て相補的であるか、またはmRNA配列に対して相補的であるヌクレオチド配列を含む。従っ
て、アンチセンス核酸を、センス核酸と水素結合させることができる。アンチセンス核酸
は、LMPコード鎖全体、またはその一部のみに対して相補的であってよい。一実施形態に
おいては、アンチセンス核酸分子は、LMPをコードするヌクレオチド配列のコード鎖の「
コード領域」に対してアンチセンスである。用語「コード領域」とは、アミノ酸残基に翻
訳されるコドンを含むヌクレオチド配列の領域(例えば、TaFAD-01のコード領域全体はヌ
クレオチド165～1325を含む)を指す。別の実施形態においては、アンチセンス核酸分子は
、LMPをコードするヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域」に対してアンチセン
スである。用語「非コード領域」とは、アミノ酸に翻訳されない、コード領域にフランキ
ングする5'および3'配列を指す(すなわち、5'および3'非翻訳領域とも呼ぶ)。
【０１４９】
　本明細書に開示されるLMPをコードするコード鎖配列(例えば、配列番号5、配列番号7、
配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号2
1、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしく
は配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aに記載の配列)が与えられ
れば、本発明のアンチセンス核酸は、ワトソン・クリックの塩基対形成規則に従って設計
することができる。アンチセンス核酸分子は、LMP mRNAのコード領域全体に対して相補的
であってよいが、LMP mRNAのコードまたは非コード領域の一部のみに対してアンチセンス
であるオリゴヌクレオチドであるのがより好ましい。例えば、アンチセンスオリゴヌクレ
オチドは、LMP mRNAの翻訳開始部位周辺の領域に対して相補的であってよい。アンチセン
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スオリゴヌクレオチドは、例えば、約5、10、15、20、25、30、35、40、45または50ヌク
レオチド長であってよい。本発明のアンチセンスまたはセンス核酸を、当技術分野で公知
の手法を用いる化学合成および酵素的連結反応を用いて構築することができる。例えば、
アンチセンス核酸(例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド)を、天然のヌクレオチド、
または、分子の生物学的安定性を増加させるかもしくはアンチセンスおよびセンス核酸の
間で形成される二本鎖の物理的安定性を増加させるように設計された様々な修飾ヌクレオ
チドを用いて、化学的に合成することができ、例えば、ホスホロチオエート誘導体および
アクリジン置換ヌクレオチドを用いることができる。アンチセンス核酸を作製するのに用
いることができる修飾ヌクレオチドの例としては、5-フルオロウラシル、5-ブロモウラシ
ル、5-クロロウラシル、5-ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、4-アセチルシ
トシン、5-(カルボキシヒドロキシルメチル)ウラシル、5-カルボキシメチルアミノ-メチ
ル-2-チオウリジン、5-カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロ-ウラシル、β
-D-ガラクトシルキュエオシン、イノシン、N-6-イソペンテニルアデニン、1-メチル-グア
ニン、1-メチルイノシン、2,2-ジメチルグアニン、2-メチルアデニン、2-メチルグアニン
、3-メチルシトシン、5-メチル-シトシン、N-6-アデニン、7-メチルグアニン、5-メチル-
アミノメチルウラシル、5-メトキシアミノ-メチル-2-チオウラシル、β-D-マンノシルキ
ュエオシン、5'-メトキシカルボキシメチル-ウラシル、5-メトキシウラシル、2-メチルチ
オ-N-6-イソペンテニルアデニン、ウラシル-5-オキシ酢酸(v)、ワイブトキソシン、プソ
イドウラシル、キュエオシン、2-チオシトシン、5-メチル-2-チオウラシル、2-チオウラ
シル、4-チオウラシル、5-メチルウラシル、ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル、ウ
ラシル-5-オキシ酢酸(v)、5-メチル-2-チオウラシル、3-(3-アミノ-3-N-2-カルボキシプ
ロピル)ウラシル、(acp3)w、および2,6-ジアミノ-プリンが挙げられる。あるいは、アン
チセンス核酸を、核酸がアンチセンス方向にサブクローニングされた(すなわち、挿入さ
れた核酸から転写されるRNAが、以下の小節にさらに記載される目的の標的核酸に対して
アンチセンス方向のものである)発現ベクターを用いて生物学的に製造することができる
。
【０１５０】
　アンチセンス技術の別の変法においては、二本鎖干渉RNA構築物を用いて、トランスジ
ェニック植物におけるLMP mRNAレベルおよびLMP活性の下方調節を引き起こすことができ
る。これには、LMP配列の同じ部分のアンチセンス配列に融合されたセンス方向のLMP配列
の一部を含むキメラ構築物を用いて植物を形質転換することが必要である。様々な長さの
DNAリンカー領域を用いて、前記構築物中のLMP配列のセンスおよびアンチセンス断片を分
離することができる。
【０１５１】
　典型的には、本発明のアンチセンス核酸分子を、細胞に投与するか、または、in situ
で生成させて、それらがLMPをコードする細胞性mRNAおよび／もしくはゲノムDNAとハイブ
リダイズするかまたは結合し、それによって、例えば転写および／もしくは翻訳を阻害す
ることにより、そのタンパク質の発現を阻害する。ハイブリダイゼーションは、従来のヌ
クレオチド相補性により安定な二本鎖を形成するものであってもよく、または、例えば、
DNA二本鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合には、二重らせんの主要な溝における
特異的相互作用によるものであってもよい。例えば、当該アンチセンス核酸分子を、細胞
表面受容体または抗原に結合するペプチドまたは抗体に連結することにより、選択された
細胞表面上に発現された受容体または抗原に特異的に結合するように、該アンチセンス分
子を改変することができる。アンチセンス核酸分子を、本明細書に記載のベクターを用い
て細胞に送達することもできる。アンチセンス分子の十分な細胞内濃度を達成するために
、アンチセンス核酸分子を、強力な原核性、ウイルス性、または植物などの真核性プロモ
ーターの制御下に置いたベクター構築物が好ましい。
【０１５２】
　さらに別の実施形態においては、本発明のアンチセンス核酸分子は、アノマー核酸分子
である。アノマー核酸分子は、通常の単位とは異なり、鎖が互いに平行に走る相補的RNA
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との特異的二本鎖ハイブリッドを形成する(Gaultierら、1987, Nucleic Acids Res. 15:6
625-6641)。アンチセンス核酸分子はまた、2'-o-メチル-リボヌクレオチド(Inoueら、198
7, Nucleic Acids Res. 15:6131-6148)またはキメラRNA-DNA類似体(Inoueら、1987, FEBS
 Lett. 215:327-330)を含んでもよい。
【０１５３】
　さらに別の実施形態においては、本発明のアンチセンス核酸はリボザイムである。リボ
ザイムは、それらが有する相補性領域の対象となるmRNAなどの一本鎖核酸を切断すること
ができる、リボヌクレアーゼ活性を有する触媒的RNA分子である。かくして、リボザイム(
例えば、ハンマーヘッドリボザイム(Haselhoff & Gerlach 1988, Nature 334:585-591に
記載)を用いてLMP mRNA転写物を触媒的に切断し、それによってLMP mRNAの翻訳を阻害す
ることができる。LMPをコードする核酸に対する特異性を有するリボザイムを、本明細書
に開示されたLMP cDNAのヌクレオチド配列(すなわち、配列番号5、配列番号7、配列番号9
、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番
号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号
35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書A中のBn01)に基づいて、または本発明
で教示された方法に従って単離しようとする異種配列に基づいて、設計することができる
。例えば、その活性部位のヌクレオチド配列が、LMPをコードするmRNA中で切断されるべ
きヌクレオチド配列と相補性である、テトラヒメナ(Tetrahymena)L-19 IVS RNAの誘導体
を構築することができる(例えば、Cechら、米国特許第4,987,071号およびCechら、米国特
許第5,116,742号を参照)。あるいは、LMP mRNAを用いて、RNA分子のプールから特異的リ
ボヌクレアーゼ活性を有する触媒RNAを選択することができる(例えば、Bartel, D. & Szo
stak J.W. 1993, Science 261:1411-1418を参照)。
【０１５４】
　あるいは、LMP遺伝子発現を、標的細胞中でLMP遺伝子の転写を妨げる三重らせん構造を
形成するようにLMPヌクレオチド配列の調節領域(例えば、LMPプロモーターおよび／また
はエンハンサー)に対して相補的なヌクレオチド配列を標的化することにより、阻害する
ことができる(一般的には、Helene C. 1991, Anticancer Drug Des. 6:569-84; Helene C
.ら、1992, Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:27-36;およびMaher, L.J. 1992, Bioassays 14:8
07-15を参照)。
【０１５５】
　さらに別の実施形態においては、マイクロRNA技術を用いることができる(Bartel D., C
ell, 116:281-297, 2004)。マイクロRNA前駆体を、目的の遺伝子の発現を標的化し、下方
調節するように遺伝子操作することができる。この前駆体を、主として種子または同様に
他の組織中で発現させることができる。miRNA(約21～25ヌクレオチド)は、非タンパク質
コード遺伝子から転写されたステムループ構造を有するより大きい前駆体から生じる。mi
RNAは特定のmRNAを標的化して、転写後レベル(すなわち、mRNAを分解する)、または翻訳
レベル(すなわち、タンパク質合成を阻害する)で遺伝子発現を抑制する。
【０１５６】
　本発明の別の態様は、LMPをコードする核酸(またはその一部)を含むベクター、好まし
くは発現ベクターに関する。本明細書で用いられる用語「ベクター」とは、それに連結し
た別の核酸を輸送することができる核酸分子を指す。1つのタイプのベクターは「プラス
ミド」であり、さらなるDNAセグメントを連結することができる環状二本鎖DNAループを指
す。別のタイプのベクターは、ウイルスベクターであり、これについてはさらなるDNAセ
グメントをそのウイルスゲノム内に連結することができる。ある種のベクターは、それが
導入される宿主細胞中で自律複製することができる(例えば、細菌の複製起点を有する細
菌ベクターおよびエピソーム性哺乳動物ベクター)。他のベクター(例えば、非エピソーム
性哺乳動物ベクター)は、宿主細胞への導入の際に宿主細胞のゲノム中に組込まれ、それ
によって宿主ゲノムと共に複製される。さらに、ある種のベクターは、それらが機能し得
るように連結された遺伝子の発現を指令することができる。そのようなベクターを、本明
細書においては「発現ベクター」と呼ぶ。一般的には、組換えDNA技術において役立つ発



(36) JP 2008-523821 A 2008.7.10

10

20

30

40

50

現ベクターはしばしばプラスミド形態である。プラスミドは最も一般的に用いられる形態
のベクターであるので、本明細書においては、「プラスミド」および「ベクター」を互換
的に用いることができる。しかしながら、本発明は、等価な機能を示す、ウイルスベクタ
ー(例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス)などの
他の形態の発現ベクターを含むことが意図される。
【０１５７】
　本発明の組換え発現ベクターは、本発明の核酸を、宿主細胞中での核酸の発現にとって
好適な形態で含み、これは、組換え発現ベクターが、発現させようとする核酸配列に機能
し得るように連結された、発現のために用いられる宿主細胞に基づいて選択された1種以
上の調節配列を含むことを意味する。組換え発現ベクター内での、「機能し得るように連
結された」とは、目的のヌクレオチド配列が、該ヌクレオチド配列の発現を可能にする様
式で調節配列に連結されており、それぞれがその予定された機能を果たす(例えば、in vi
tro転写／翻訳系で、またはベクターを宿主細胞に導入する場合は宿主細胞中で)ように両
配列が互いに融合されていることを意味することが意図される。用語「調節配列」は、プ
ロモーター、エンハンサーおよび他の発現制御エレメント(例えば、ポリアデニル化シグ
ナル)を含むことが意図される。そのような調節配列は、例えば、Goeddel; Gene Express
ion Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)
に記載されており、またはGruberおよびCrosby, Methods in Plant Molecular Biology a
nd Biotechnolgy, CRC Press, Boca Raton, Florida, Glick & Thompson(編), Chapter 7
, 89-108(その参考文献を含む)を参照されたい。調節配列としては、多くの型の宿主細胞
中でヌクレオチド配列の構成的発現を指令するもの、および特定の宿主細胞においてのみ
、または特定の条件下でのみヌクレオチド配列の発現を指令するものが挙げられる。発現
ベクターの設計は、形質転換しようとする宿主細胞の選択、所望のタンパク質の発現レベ
ルなどの因子に依存し得ることは当業者には明らかであろう。本発明の発現ベクターを、
宿主細胞中に導入し、それによって、本明細書に記載の核酸によりコードされたタンパク
質またはペプチド(融合タンパク質またはペプチドを包含する)を産生させることができる
(例えば、LMP、突然変異形態のLMP、融合タンパク質など)。
【０１５８】
　本発明の組換え発現ベクターを、原核細胞または真核細胞中でのLMPの発現のために設
計することができる。例えば、LMP遺伝子を、細菌細胞、昆虫細胞(バキュロウイルス発現
ベクターを用いる)、酵母および他の真菌細胞(Romanos M.A.ら、1992,「酵母における外
来遺伝子発現：総論(Foreign gene expression in yeast: a review)」、Yeast 8:423-48
8; van den Hondel, C.A.M.J.J.ら、1991, 「糸状菌における異種遺伝子発現(Heterologo
us gene expression in filamentous fungi)」、More Gene Manipulations in Fungi, Be
nnet & Lasure(編)、p. 396-428:Academic Press: an Diego;およびvan den Hondel & Pu
nt 1991, 「糸状菌のための遺伝子導入系およびベクターの開発(Gene transfer systems 
and vector development for filamentous fungi)」、Applied Molecular Genetics of F
ungi, Peberdyら(編)、p.1-28, Cambridge University Press: Cambridgeを参照)、藻類(
Falciatoreら、1999, Marine Biotechnology 1:239-251)、以下の種類の繊毛虫類：ホロ
トリチア(Holotrichia)、ペリトリチア(Peritrichia)、スピロトリチア(Spirotrichia)、
スクトリア(Suctoria)、テトラヒメナ(Tetrahymena)、パラメシウム(Paramecium)、コル
ピジウム(Colpidium)、グラウコーマ(Glaucoma)、プラチオフリア(Platyophrya)、ポトマ
カス(Potomacus)、プソイドコーニレンバス(Pseudocohnilembus)、ユープロテス(Euplote
s)、エンジェルマニエラ(Engelmaniella)およびスチロニキア(Stylonychia)において、特
にWO 98/01572に記載の形質転換法に従って導入したベクターを含むスチロニキア属レム
ネにおいて、ならびに多細胞の植物細胞(Schmidt & Willmitzer 1988,「シロイヌナズナ
の葉および子葉植物の高効率なアグロバクテリウム・ツメファシエンス媒介形質転換(Hig
h efficiency Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of Arabidopsis th
aliana leaf and cotyledon plants)」、Plant Cell Rep.:583-586；Plant Molecular Bi
ology and Biotechnology, C Press, Boca Raton, Florida, chapter 6/7, S.71-119 (19
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93); White, Jenesら、「遺伝子導入のための技術(Techniques for Gene Transfer)」、T
ransgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, KungおよびWu(編), Academi
c Press 1993, 128-43; Potrykus 1991, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 
42:205-225(およびそこに引用された参考文献)を参照)または哺乳動物細胞中で、発現さ
せることができる。好適な宿主細胞は、Goeddel, Gene Expression Technology: Methods
 in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 1990でさらに考察されている。あ
るいは、組換え発現ベクターを、例えば、T7プロモーター調節配列およびT7ポリメラーゼ
を用いて、in vitroで転写および翻訳することができる。
【０１５９】
　原核生物におけるタンパク質の発現は、融合または非融合タンパク質の発現を指令する
構成的または誘導性プロモーターを含むベクターを用いて実施されることが最も多い。融
合ベクターは、そこにコードされるタンパク質に、通常は、その組換えタンパク質のアミ
ノ末端やC末端に、いくつものアミノ酸を追加するか、または該タンパク質中の好適な領
域内にそれが融合される。典型的には、そのような融合ベクターは、通常、以下の目的の
うち1つ以上の役割を果たす：1)組換えタンパク質の発現を増加させること；2)組換えタ
ンパク質の溶解性を増加させること；および3)アフィニティー精製におけるリガンドとし
て働くことにより、組換えタンパク質の精製を助けること。しばしば、融合発現ベクター
には、タンパク質加水分解切断部位を融合成分と組換えタンパク質との結合部に導入して
、融合成分からの組換えタンパク質の分離とその後の融合タンパク質の精製を可能にする
。そのような酵素、およびそれらの同族認識配列としては、第Xa因子、トロンビンおよび
エンテロキナーゼが挙げられる。
【０１６０】
　典型的な融合発現ベクターとしては、グルタチオンS-トランスフェラーゼ(GST)、マル
トースE結合タンパク質、またはプロテインAをそれぞれ標的組換えタンパク質に融合させ
る、pGEX(Pharmacia Biotech Inc; Smith & Johnson 1988, Gene 67:31-40)、pMAL(New E
ngland Biolabs, Beverly, MA)およびpRIT5(Pharmacia, Piscataway, NJ)が挙げられる。
一実施形態においては、LMPのコード配列をpGEX発現ベクター中にクローニングして、N末
端からC末端へ向かって、GST-トロンビン切断部位-Xタンパク質を含む融合タンパク質を
コードするベクターを作製する。この融合タンパク質を、グルタチオン-アガロース樹脂
を用いるアフィニティークロマトグラフィーにより精製することができる。GSTに融合さ
れていない組換えLMPは、トロンビンによる融合タンパク質の切断により回収することが
できる。
【０１６１】
　好適な誘導性非融合性大腸菌発現ベクターの例としては、pTrc(Amannら、1988, Gene 6
9:301-315)およびpET 11d (Studierら、1990, Gene Expression Technology: Methods in
 Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California 60-89)が挙げられる。pTrc
ベクターからの標的遺伝子発現は、ハイブリッドtrp-lac融合プロモーターからの宿主のR
NAポリメラーゼ転写に依存する。pET 11dベクターからの標的遺伝子発現は、同時発現さ
れたウイルスRNAポリメラーゼ(T7 gn1)により媒介されるT7 gn10-lac融合プロモーターか
らの転写に依存する。このウイルスポリメラーゼは、lacUV 5プロモーターの転写制御下
にT7 gn1遺伝子を担持する常在性プロファージに由来する宿主株BL21(DE3)またはHMS174(
DE3)により供給する。
【０１６２】
　組換えタンパク質発現を最大化するための1つの戦略は、該組換えタンパク質をタンパ
ク質分解的に切断する能力が損なわれた宿主細菌中で該タンパク質を発現させることであ
る(Gottesman S. 1990, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185:119-
128, Academic Press, San Diego, California)。別の戦略は、各アミノ酸に対する個々
のコドンが、発現のために選択された細菌で優先的に用いられるものとなるように、発現
ベクターに挿入しようとする核酸の核酸配列を変更することである(Wadaら、1992, Nucle
ic Acids Res. 20:2111-2118)。本発明の核酸配列のそのような変更は、標準的なDNA合成
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技術により実施することができる。
【０１６３】
　別の実施形態においては、LMP発現ベクターは酵母発現ベクターである。酵母S.セレビ
シエ(S. cerevisiae)における発現のためのベクターの例としては、pYepSec1 (Baldariら
、1987, Embo J. 6:229-234)、pMFa (Kurjan & Herskowitz 1982, Cell 30:933-943)、pJ
RY88 (Schultzら、1987, Gene 54:113-123)、およびpYES2 (Invitrogen Corporation, Sa
n Diego, CA)が挙げられる。糸状菌などの他の真菌における使用にとって好適なベクター
およびベクターの構築方法としては、van den Hondel & Punt 1991,「糸状菌のための遺
伝子導入系およびベクター開発(Gene transfer systems and vector development for fi
lamentous fungi)」、Applied Molecular Genetics of Fungi, Peberdyら(編)、p. 1-28,
 Cambridge University Press: Cambridgeに詳細に記載されたものが挙げられる。
【０１６４】
　あるいは、本発明のLMPを、バキュロウイルス発現ベクターを用いて昆虫細胞中で発現
させることができる。培養した昆虫細胞(例えば、Sf 9細胞)中でのタンパク質の発現に利
用可能なバキュロウイルスベクターとしては、pAc系(Smithら、1983, Mol. Cell Biol. 3
:2156-2165)およびpVL系(Lucklow & Summers 1989, Virology 170:31-39)が挙げられる。
【０１６５】
　さらに別の実施形態においては、本発明の核酸を、哺乳動物発現ベクターを用いて哺乳
動物細胞中で発現させる。哺乳動物発現ベクターの例としては、pCDM8 (Seed 1987, Natu
re 329:840)およびpMT2PC (Kaufmanら、1987, EMBO J. 6:187-195)が挙げられる。哺乳動
物細胞中で用いる場合、発現ベクターの制御機能はしばしばウイルス調節エレメントによ
り提供される。例えば、一般的に用いられるプロモーターは、ポリオーマ、アデノウイル
ス2、サイトメガロウイルスおよびサルウイルス40に由来するものである。原核細胞およ
び真核細胞の両方について好適な他の発現系については、Sambrook, FritshおよびManiat
is, Molecular Cloning: A Laboratory Manual、第2版、Cold Spring Harbor Laboratory
, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989の第16および1
7章を参照されたい。
【０１６６】
　別の実施形態においては、本発明のLMPを、単細胞植物細胞(藻類など、Falciatoreら、
1999, Marine Biotechnology 1:239-251およびその参考文献を参照)および高等植物に由
来する植物細胞(例えば、作物植物などの種子植物)中で発現させてもよい。植物発現ベク
ターの例としては、Becker, Kemper, SchellおよびMasterson (1992,「左境界の近くに位
置する選択マーカーを有する新規な植物バイナリーベクター(New plant binary vectors 
with selectable markers located proximal to the left border)、Plant Mol. Biol. 2
0:1195-1197)ならびにBevan (1984,「植物の形質転換のためのバイナリーアグロバクテリ
ウムベクター(Binary Agrobacterium vectors for plant transformation)」、Nucleic A
cids Res. 12:8711-8721;「高等植物における遺伝子導入のためのベクター(Vectors for 
Gene Transfer in Higher Plants)」、Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Ut
ilization, KungおよびR. Wu(編), Academic Press, 1993, S. 15-38)に詳細に記載のも
のが挙げられる。
【０１６７】
　植物発現カセットは、植物細胞中での遺伝子発現を駆動することができ、かつその各配
列が転写の終結などのその機能を果たすことができるように機能し得るように連結される
調節配列、例えばポリアデニル化シグナルを、含むことが好ましい。好ましいポリアデニ
ル化シグナルとしては、Tiプラスミド pTiACH5(Gielenら、1984, EMBO J. 3:835)のオク
トピンシンターゼとして知られる遺伝子3やその機能的等価物などのアグロバクテリウム
・ツメファシエンス t-DNAに由来するものだけでなく、植物において機能的に活性な他の
全てのターミネーターも好適である。
【０１６８】
　植物遺伝子発現は転写レベルに限定されないことが非常に多いので、植物発現カセット
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は、RNAに対するタンパク質の比率を増加させる、タバコモザイクウイルスに由来する5'
非翻訳リーダー配列を含むオーバードライブ配列(Gallieら、1987, Nucleic Acids Res. 
15:8693-8711)などの翻訳エンハンサーなどの、機能し得るように連結された他の配列を
含むのが好ましい。
【０１６９】
　植物遺伝子発現は、適時で細胞または組織特異的な様式での遺伝子発現をもたらす好適
なプロモーターに機能し得る形で連結しなければならない。好ましいのは、35S CAMV (Fr
anckら、1980, Cell 21:285-294)、19S CaMV (米国特許第5,352,605号およびWO 84/02913
を参照)などの植物ウイルスから誘導されたものなどの、構成的発現を駆動するプロモー
ター(Benfeyら、1989, EMBO J. 8:2195-2202)、または米国特許第4,962,028号に記載のRu
bisco小サブユニットに由来するものなどの植物プロモーターである。さらにより好まし
いのは、種子発達の全段階または選択された段階の間にLMPタンパク質の発現を駆動する
種子特異的プロモーターである。種子特異的植物プロモーターは、当業者には公知であり
、種子特異的mRNAライブラリーおよび発現プロファイリング技術を用いて同定および特性
解析されている。種子特異的プロモーターとしては、ナタネに由来するナピン遺伝子プロ
モーター(米国特許第5,608,152号)、ソラマメ(Vicia faba)由来のUSP-プロモーター(Baeu
mleinら、1991, Mol. Gen. Genetics 225:459-67)、シロイヌナズナ由来のオレオシンプ
ロモーター(WO 98/45461)、インゲンマメ(Phaseolus vulgaris)由来のファセオリンプロ
モーター(米国特許第5,504,200号)、アブラナ由来のBce4-プロモーター(WO9113980)また
はレグミンB4プロモーター(LeBe4; Baeumleinら、1992, Plant J. 2:233-239)ならびにト
ウモロコシ、オオムギ、コムギ、ライムギ、イネなどの単子葉植物において種子特異的発
現を付与するプロモーターが挙げられる。留意すべき好適なプロモーターは、オオムギ由
来のlpt2もしくはlpt1遺伝子プロモーター(WO 95/15389およびWO 95/23230)またはWO 99/
16890に記載のもの(オオムギのホルデイン遺伝子、イネのグルテリン遺伝子、イネのオリ
ジン遺伝子、イネのプロラミン遺伝子、コムギのグリアジン遺伝子、コムギのグルテリン
遺伝子、トウモロコシのゼイン遺伝子、オートムギのグルテリン遺伝子、ソルガムのカシ
リン遺伝子、およびライムギのセカリン遺伝子に由来するプロモーター)である。
【０１７０】
　植物遺伝子発現を、誘導性プロモーターにより促進することもできる(総論については
、Gatz 1997, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48:89-108を参照)。時期特
異的な様式での遺伝子発現が望ましい場合、化学誘導性プロモーターが特に好適である。
そのようなプロモーターの例は、サリチル酸誘導性プロモーター(WO 95/19443)、テトラ
サイクリン誘導性プロモーター(Gatzら、1992, Plant J. 2:397-404)およびエタノール誘
導性プロモーター(WO 93/21334)である。
【０１７１】
　病原体誘導性PRP1遺伝子プロモーター(Wardら、1993, Plant. Mol. Biol. 22: 361-366
)、トマト由来の熱誘導性hsp80-プロモーター(米国特許第5,187,267号)、ジャガイモ由来
の低温誘導性α-アミラーゼプロモーター(WO 96/12814)または創傷誘導性pinII-プロモー
ター(EP 375091)などの、生物または非生物ストレス条件に応答するプロモーターも、好
適なプロモーターである。
【０１７２】
　植物遺伝子発現カセットにおける使用のための他の好ましい配列は、液胞、核、アミロ
プラスト、クロロプラスト、クロモプラストなどの全ての種類のプラスチド、細胞外間隙
、ミトコンドリア、小胞体、油体、ペルオキシソームおよび植物細胞の他の区画などの好
適な細胞区画内へと遺伝子産物を方向付けるのに必要な標的化配列である(総論について
は、Kermode 1996, Crit. Rev. Plant Sci. 15:285-423およびそこに引用される参考文献
を参照)。プラスチドは、脂質生合成の前駆体およびいくつかの最終産物が合成される区
画であるので、プラスチド特異的遺伝子発現を付与するプロモーターも特に好適である。
ウイルスRNAポリメラーゼプロモーターなどの好適なプロモーターはWO 95/16783およびWO
 97/06250に記載されており、シロイヌナズナ由来のclpPプロモーターはWO 99/46394に記
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載されている。
【０１７３】
　本発明はさらに、発現ベクター中にアンチセンス方向でクローニングされた本発明のDN
A分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、このDNA分子を、LMP mRNAに対し
てアンチセンスであるRNA分子の発現(DNA分子の転写による)を可能にする様式で調節配列
に機能し得る形で連結する。様々な細胞型においてアンチセンスRNA分子の連続的発現を
指令する、アンチセンス方向でクローニングされた核酸に機能し得るように連結された調
節配列、例えば、ウイルスプロモーターおよび／もしくはエンハンサーを選択することも
できるし、アンチセンスRNAの構成的、組織特異的もしくは細胞型特異的発現を指令する
調節配列を選択することもできる。アンチセンス発現ベクターは、アンチセンス核酸が高
効率の調節領域の制御下で産生される組換えプラスミド、ファージミドまたは弱毒化ウイ
ルスの形態であってもよく、その活性は、該ベクターを導入する細胞型により決定するこ
とができる。アンチセンス遺伝子を用いる遺伝子発現の調節に関する考察については、We
intraubら(1986,「遺伝子分析の分子ツールとしてのアンチセンスRNA(Antisense RNA as 
a molecular tool for genetic analysis)」、Reviews - Trends in Genetics, Vol. 1)
およびMolら(1990, FEBS Lett. 268:427-430)を参照されたい。
【０１７４】
　本発明の別の態様は、本発明の組換え発現ベクターを導入した宿主細胞に関する。用語
「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」を、本明細書では互換的に用いる。そのような用
語は、特定の目的の細胞だけでなく、その細胞の子孫または将来の子孫をも指すと理解さ
れるべきである。ある種の改変は、突然変異または環境的影響によって後続の世代におい
て発生する可能性があるため、そのような子孫は、実際のところ親の細胞と同一ではない
が、依然として本明細書で用いられる用語の範囲内に含まれる。宿主細胞は、いかなる原
核細胞であっても真核細胞であってもよい。例えば、LMPを、細菌細胞、昆虫細胞、真菌
細胞、哺乳動物細胞(チャイニーズハムスター卵巣細胞(CHO)もしくはCOS細胞)、藻類、繊
毛虫類または植物細胞中で発現させることができる。他の好適な宿主細胞は当技術分野で
公知である。
【０１７５】
　ベクターDNAを、従来の形質転換またはトランスフェクション技術により原核細胞また
は真核細胞中に導入することができる。本明細書で用いられる用語「形質転換」および「
トランスフェクション」、「コンジュゲーション」および「形質導入」は、リン酸カルシ
ウムもしくは塩化カルシウム共沈、DEAE-デキストラン媒介トランスフェクション、リポ
フェクション、自然応答能、化学物質媒介導入、またはエレクトロポレーションなどの、
宿主細胞中に外来核酸(例えば、DNA)を導入するための当技術分野で認められた様々な技
術を指すことが意図される。植物細胞などの宿主細胞を形質転換またはトランスフェクト
するための好適な方法を、Sambrookら(1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
 第2版、Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
 Spring Harbor, NY)およびMethods in Molecular Biology 1995, Vol. 44, Agrobacteri
um protocols, GartlandおよびDavey(編), Humana Press, Totowa, New Jerseyなどの他
の実験室マニュアルに見出すことができる。
【０１７６】
　哺乳動物細胞および植物細胞の安定なトランスフェクションについては、用いる発現ベ
クターおよびトランスフェクション技術によっては、ごく少量の細胞のみがそのゲノム中
に外来DNAを取り込み得ることが知られている。これらの構成要素を同定および選択する
ためには、一般的には、選択マーカー(例えば、抗生物質に対する耐性)をコードする遺伝
子を、目的の遺伝子と共に宿主細胞中に導入する。好ましい選択マーカーとしては、G418
、ヒグロマイシン、カナマイシンおよびメトトレキサートなどの薬剤に対する耐性を付与
するもの、または植物においては、グリホサートもしくはグルホシナートなどの除草剤に
対する耐性を付与するものが挙げられる。選択マーカーをコードする核酸を、LMPをコー
ドするものと同じベクター上で宿主細胞中に導入するか、または別のベクター上で導入す
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ることができる。導入された核酸で安定にトランスフェクトされた細胞を、例えば、薬剤
選択により同定することができる(例えば、選択マーカー遺伝子を組み込んだ細胞は生存
するが、その他の細胞は死ぬ)。
【０１７７】
　相同組換え微生物を作製するためには、欠失、付加もしくは置換を導入し、それによっ
てLMP遺伝子を変化させ、例えば機能的に破壊したそのLMP遺伝子の少なくとも一部を含む
ベクターを調製する。好ましくは、このLMP遺伝子はシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、ト
ウモロコシ、アマ、オオムギもしくはコムギのLMP遺伝子であるが、近縁植物に由来する
か、または哺乳動物、酵母、もしくは昆虫起源に由来するものであってもよい相同体であ
りうる。好ましい実施形態においては、前記ベクターを、相同組換えに際して、内因性LM
P遺伝子が機能的に破壊される(すなわち、もはや機能的タンパク質をコードしない；ノッ
クアウトベクターとも呼ばれる)ように設計する。あるいは、前記ベクターは、相同組換
えに際して、内因性LMP遺伝子が突然変異しているか、またはさもなければ変化している
が、依然として機能的タンパク質をコードするように設計することができる(例えば、上
流の調節領域を変化させることによって、内因性LMPの発現を変化させることができる)。
相同組換えにより点突然変異を作製するために、DNA-RNAハイブリッドを、キメラ形成法(
chimeraplasty)として知られる技術において用いることができる(Cole-Straussら、1999,
 Nucleic Acids Res. 27:1323-1330およびKmiec 1999, American Scientist 87:240-247)
。シロイヌナズナまたは他の作物における相同組換え法も、当技術分野でよく知られてお
り、本明細書における使用が想定される。
【０１７８】
　相同組換えベクターにおいては、LMP遺伝子の変化した部分を、その5'および3'末端でL
MP遺伝子のさらなる核酸にフランキングさせて、該ベクターにより担持される外因性LMP
遺伝子と、微生物もしくは植物中の内因性LMP遺伝子との間で相同組換えを起こさせる。
さらなるフランキングするLMP核酸は、内因性遺伝子との相同組換えの成功にとって十分
な長さのものである。典型的には、数百塩基対～数キロベースのフランキングDNA(5'およ
び3'末端の両方)が該ベクター中に含まれる(相同組換えベクターの説明については、例え
ば、Thomas & Capecchi 1987, Cell 51:503を参照)。前記ベクターを、微生物または植物
細胞中に導入する(例えば、ポリエチレングリコール媒介DNAにより)。導入されたLMP遺伝
子が内因性LMP遺伝子と相同組換えされた細胞を、当技術分野で公知の技術を用いて選択
する。
【０１７９】
　別の実施形態においては、導入された遺伝子の調節された発現を可能にする、選択され
た系を含む組換え微生物を作製することができる。例えば、lacオペロンの制御下に置く
ようにベクター上にLMP遺伝子を含有させることにより、IPTGの存在下でのみLMP遺伝子を
発現させることが可能になる。そのような調節系は当技術分野でよく知られている。
【０１８０】
　培養下の原核または真核宿主細胞などの本発明の宿主細胞を用いて、LMPを産生させる(
すなわち、発現させる)ことができる。従って、本発明はさらに、本発明の宿主細胞を用
いてLMPを製造する方法を提供する。一実施形態においては、この方法は、LMPが産生され
るまで、好適な培地中で本発明の宿主細胞(LMPをコードする組換え発現ベクターを導入し
たか、またはそのゲノム中に野生型もしくは変化したLMP遺伝子を含む)を培養することを
含む。別の実施形態においては、前記方法は、培地または宿主細胞からLMPを単離するこ
とをさらに含む。
【０１８１】
　本発明の別の態様は、単離されたLMP、およびその生物学的に活性な一部に関する。「
単離された」もしくは「精製された」タンパク質もしくはその生物学的に活性な一部は、
組換えDNA技術により産生する場合は細胞材料を、または化学的に合成する場合は化学的
前駆体もしくは他の化学物質を実質的に含まない。用語「細胞材料を実質的に含まない」
は、当該タンパク質が、それを天然もしくは組換え的に産生する細胞の細胞成分から分離
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されている、LMPの調製物を包含する。一実施形態においては、用語「細胞材料を実質的
に含まない」は、約30％(乾燥重量で)未満の非LMP(本明細書では「夾雑タンパク質」とも
呼ばれる)、より好ましくは約20％未満の非LMP、さらにより好ましくは約10％未満の非LM
P、および最も好ましくは約5％未満の非LMPを有するLMPの調製物を包含する。LMPまたは
その生物学的に活性な一部を組換え的に産生させる場合、それは細胞培地を実質的に含ま
ないのが好ましく、すなわち、培養培地は、タンパク質調製物の量の約20％未満、より好
ましくは約10％未満、および最も好ましくは約5％未満である。用語「化学的前駆体また
は他の化学物質を実質的に含まない」は、当該タンパク質が、該タンパク質の合成に関与
する化学的前駆体または他の化学物質から分離されている、LMPの調製物を包含する。一
実施形態においては、用語「化学的前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、
約30％(乾燥重量で)未満の化学的前駆体もしくは非LMP化学物質、より好ましくは、約20
％未満の化学的前駆体もしくは非LMP化学物質、さらにより好ましくは、約10％未満の化
学的前駆体もしくは非LMP化学物質、および最も好ましくは、約5％未満の化学的前駆体も
しくは非LMP化学物質を有するLMPの調製物を包含する。好ましい実施形態においては、単
離されたタンパク質またはその生物学的に活性な一部は、LMPが由来する同じ生物からの
夾雑タンパク質を欠く。典型的には、そのようなタンパク質を、シロイヌナズナ、ダイズ
、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギもしくはコムギ以外の他の植物または微生物、藻
類もしくは真菌における、例えばシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、
オオムギもしくはコムギのLMPの組換え発現により産生させる。
【０１８２】
　本発明の単離されたLMPまたはその一部は、シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロ
コシ、アマ、オオムギもしくはコムギ中の種子貯蔵化合物または細胞膜の産生にとって必
要な化合物の代謝に関与するか、または表3に記載の活性の1つ以上を有しうる。好ましい
実施形態においては、前記タンパク質またはその一部は、該タンパク質またはその一部が
、シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギもしくはコムギにおけ
る細胞膜の構築にとって必要な化合物の代謝、またはこれらの膜を横断する分子輸送に関
与する能力を維持するように、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番
号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配
列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好
ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされるアミノ酸配列と十分相同である
アミノ酸配列を含む。このタンパク質の一部は、本明細書に記載のように生物学的に活性
な一部であるのが好ましい。別の好ましい実施形態においては、本発明のLMPは、配列番
号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列
番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、
配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの核酸
によりコードされるアミノ酸配列を有する。さらに別の好ましい実施形態においては、LM
Pは、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番
号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配
列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属
書Aのヌクレオチド配列にハイブリダイズする(例えば、ストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズする)ヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列を有する。さらに別
の好ましい実施形態においては、LMPは、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11
、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番
号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示される
ものを好ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされる配列の1つと少なくとも
約50～60％、好ましくは約60～70％、より好ましくは少なくとも約70～80％、80～90％、
90～95％、また好ましくは少なくとも約85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92
％、93％、94％、95％相同であり、最も好ましくは、配列番号5、配列番号7、配列番号9
、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番
号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号
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35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされる配列の1つ
と少なくとも約96％、97％、98％、または99％相同であるヌクレオチド配列によりコード
されるアミノ酸配列を有する。ポリペプチド配列相同性を、以下のパラメーター：ギャッ
プ開始ペナルティ：10；ギャップ伸長ペナルティ：0.05；ギャップ分離ペナルティレンジ
：8；アラインメント遅延に対する同一性％：40を用いるVector NTI Suite 9.0のAlign X
(Aug. 22, 2003)を用いて決定するのが好ましい。
【０１８３】
　本発明の好ましいLMPはまた、本明細書に記載の少なくとも1つのLMP活性を有すること
が好ましい。例えば、本発明の好ましいLMPは、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列
番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、
配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示
されるものを好ましい実施形態とする付属書Aのヌクレオチド配列とハイブリダイズ(例え
ば、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズ)するヌクレオチド配列によりコードさ
れるアミノ酸配列を含み、かつシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オ
オムギもしくはコムギにおける細胞膜の構築にとって必要な化合物の代謝、またはこれら
の膜を横断する分子の輸送に関与することができ、または表3に記載の活性の1つ以上を有
する。
【０１８４】
　他の実施形態においては、LMPは、配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配
列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25
、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるもの
を好ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされるアミノ酸配列と実質的に相
同であり、かつ配列番号5、配列番号7、配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号1
5、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列
番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列番号35に示されるものを好ましい実施形態
とする付属書Aの核酸によりコードされる配列の1つのタンパク質の機能的活性を保持する
が、上記に詳細に記載されるように天然の変異もしくは突然変異誘発のためにアミノ酸配
列において異なる。従って、別の実施形態においては、LMPは、配列番号5、配列番号7、
配列番号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号2
1、配列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしく
は配列番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされ
る配列の1つと少なくとも約50～60％、好ましくは少なくとも約60～70％、およびより好
ましくは少なくとも約70～80、80～90、90～95％、また好ましくは少なくとも約85％、86
％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％もしくは95％相同であり、最も好
ましくは、アミノ酸配列全体に対する核酸によりコードされる配列の1つと少なくとも約9
6％、97％、98％もしくは99％相同であり、本明細書に記載のLMP活性の少なくとも1つを
有するアミノ酸配列を含むタンパク質である。ポリペプチド配列相同性を、以下のパラメ
ーター：ギャップ開始ペナルティ：10；ギャップ伸長ペナルティ：0.05；ギャップ分離ペ
ナルティレンジ：8；アラインメント遅延に対する同一性％：40を用いるVector NTI Suit
e 9.0のAlign X(Aug. 22, 2003)を用いて決定するのが好ましい。別の実施形態において
は、本発明は、配列番号5、配列番号7、配列番
号9、配列番号11、配列番号13、配列番号15、配列番号17、配列番号19、配列番号21、配
列番号23、配列番号25、配列番号27、配列番号29、配列番号31、配列番号33もしくは配列
番号35に示されるものを好ましい実施形態とする付属書Aの核酸によりコードされるアミ
ノ酸配列全体に対し実質的に相同であるシロイヌナズナ、ダイズ、イネまたはコムギの完
全なタンパク質に関する。
【０１８５】
　ドミナントネガティブ突然変異またはトランスドミナント抑制を用いて、トランスジェ
ニック種子中のLMPの活性を低下させ、種子貯蔵化合物のレベルを変化させることができ
る。これを達成するために、LMPの活性を喪失させる突然変異を作製し、不活性な非機能



(44) JP 2008-523821 A 2008.7.10

10

20

30

40

50

的LMP遺伝子をトランスジェニック植物中で過剰発現させる。不活性なトランスドミナン
トLMPタンパク質は、基質または他のタンパク質との相互作用について活性を有する内因
性LMPタンパク質と競合し、活性なLMPの活性を弱めてしまう。このように、LMPの生物学
的活性を、内因性LMP遺伝子の発現を実際に改変することなく低下させる。この戦略は、
植物の転写因子の活性をモジュレート(modulate)するためにPontierらにより用いられた(
Pontier D, Miao ZH, Lam E, Plant J 2001 Sep. 27(6): 529-38,「植物のTGA因子のトラ
ンスドミナント抑制は、植物の防御応答におけるそれらの受動的および能動的役割を示す
(Trans-dominant suppression of plant TGA factors reveals their negative and posi
tive roles in plant defense responses)」)。
【０１８６】
　LMPの相同体は、突然変異誘発、例えば、LMPの個別点突然変異またはトランケーション
により作製することができる。本明細書で用いられる用語「相同体」とは、LMPの活性の
アゴニストまたはアンタゴニストとして作用するLMPの変異形態を指す。LMPのアゴニスト
は、LMPの生物学的活性と実質的に同じである活性か、またはその一部である活性を保持
することができる。LMPのアンタゴニストは、例えば、LMPを含む細胞膜成分の代謝カスケ
ードの下流もしくは上流のメンバーに競合的に結合するか、もしくはそのような膜を横断
する化学物質の輸送を媒介するLMPに結合することによって、転位が起こるのを妨げるこ
とにより、天然の形態のLMPの活性の1つ以上を阻害することができる。
【０１８７】
　代替的な実施形態においては、LMPの相同体を、LMPアゴニストまたはアンタゴニスト活
性について、LMPの突然変異体、例えば、トランケーション変異体のコンビナトリアルラ
イブラリーをスクリーニングすることにより同定することができる。一実施形態において
は、LMP変異体の多様化ライブラリーは、核酸レベルでのコンビナトリアル突然変異誘発
により作製され、多様化遺伝子ライブラリーによりコードされる。LMP変異体の多様化ラ
イブラリーを、例えば、可能性のあるLMP配列の縮重セットが個々のポリペプチドとして
、またはあるいは、LMP配列のセットを含むより大きな融合タンパク質のセット(例えば、
ファージディスプレイ用の)として発現可能となるように、合成オリゴヌクレオチドの混
合物を遺伝子配列中に酵素的に連結することにより作製することができる。縮重オリゴヌ
クレオチド配列から可能性のあるLMP相同体のライブラリーを作製するのに用いることが
できる様々な方法が存在する。縮重遺伝子配列の化学合成は、自動DNA合成装置中で行い
、次いでこの合成遺伝子を好適な発現ベクター中に連結することができる。遺伝子の縮重
セットの使用により、1つの混合物中で、可能性のあるLMP配列の所望のセットをコードす
る全ての配列を提供することが可能になる。縮重オリゴヌクレオチドを合成するための方
法は当技術分野で公知である(例えば、Narang 1983, Tetrahedron 39:3; Itakuraら、198
4, Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakuraら、1984, Science 198:1056; Ikeら、1983, N
ucleic Acids Res. 11:477を参照)。
【０１８８】
　さらに、LMPをコードする配列の断片のライブラリーを用いて、LMPの相同体のスクリー
ニングおよびその後の選択のためにLMP断片の多様化集団を作製することができる。一実
施形態においては、コード配列断片のライブラリーを、LMPコード配列の二本鎖PCR断片を
、ニック形成が1分子あたり約1回だけ起こる条件下でヌクレアーゼで処理し、該二本鎖DN
Aを変性させ、該DNAを復元させて、様々なニック産物に由来するセンス／アンチセンス対
を含みうる二本鎖DNAを形成させ、S1ヌクレアーゼを用いる処理により再形成された二本
鎖から一本鎖部分を除去し、さらに得られた断片ライブラリーを発現ベクター中に連結す
ることにより、作製することができる。この方法により、様々な大きさのLMPのN末端、C
末端および内部断片をコードする発現ライブラリーを得ることができる。
【０１８９】
　点突然変異誘発もしくはトランケーションにより作製されたコンビナトリアルライブラ
リーの遺伝子産物をスクリーニングし、また選択された特性を有する遺伝子産物について
cDNAライブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技術が当技術分野で公知である
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。そのような技術は、LMP相同体のコンビナトリアル突然変異誘発により作製された遺伝
子ライブラリーの迅速スクリーニングに適合可能である。大きい遺伝子ライブラリーをス
クリーニングするためにハイスループット分析に適合する最も幅広く用いられている技術
は、典型的には、遺伝子ライブラリーを複製可能な発現ベクター中にクローニングし、得
られたベクターのライブラリーを用いて好適な細胞を形質転換し、そして、産物が検出さ
れた遺伝子をコードするベクターの単離が所望の活性の検出により容易にするような条件
下でコンビナトリアル遺伝子を発現させることを含む。ライブラリー中の機能的突然変異
体の頻度を増加させる新しい技術である再帰的アンサンブル突然変異誘発(REM)を、スク
リーニングアッセイと組み合わせて用いて、LMP相同体を同定することができる(Arkin & 
Yourvan 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7811-7815; Delgraveら、1993, Protein
 Engineering 6:327-331)。
【０１９０】
　別の実施形態においては、細胞に基づくアッセイを活用して、当技術分野でよく知られ
た方法を用いて、多様化LMPライブラリーを分析することができる。
【０１９１】
　本明細書に記載の核酸分子、タンパク質、タンパク質相同体、融合タンパク質、プライ
マー、ベクター、および宿主細胞を、以下の方法：シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウ
モロコシ、アマ、オオムギもしくはコムギおよび近縁生物の同定；シロイヌナズナ、ダイ
ズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギもしくはコムギに近縁な生物のゲノムのマッピ
ング；シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギもしくはコムギの
目的の配列の同定および位置解析；進化的研究；機能にとって必要なLMP領域の決定；LMP
活性のモジュレーション；1種以上の細胞機能の代謝のモジュレーション；1種以上の化合
物の膜貫通輸送のモジュレーション；ならびに種子貯蔵化合物蓄積のモジュレーション、
のうち1つ以上において用いることができる。
【０１９２】
　シロイヌナズナ植物は高等(または種子)植物の1つのメンバーである。それは、光合成
および成長を駆動するために光を必要とするアブラナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、ア
マ、オオムギまたはコムギなどの他の植物と近縁である。シロイヌナズナ、アブラナ、ダ
イズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギなどの植物は、DNA配列および
ポリペプチドレベルで高度な相同性を有し、他の植物もしくは生物から得られるプローブ
を用いるDNA分子の異種スクリーニングの使用が可能になり、かくして、第3の種における
遺伝子機能の異種スクリーニングまたは機能的アノテーションおよび推定にとって好適な
共通配列の誘導が可能になる。従って、そのような機能を同定する能力は、有意な関連性
を有してもよく、例えば、酵素の基質特異性を予測することができる。さらに、これらの
核酸分子は、シロイヌナズナゲノムまたは近縁生物のゲノムのマッピングのための参照ポ
イントとして役立ち得る。
【０１９３】
　本発明のLMP核酸分子には、様々な用途がある。第1に、本発明の核酸およびタンパク質
分子は、ゲノムの特定の領域に対するマーカーとして役立ち得る。これは、ゲノムのマッ
ピングだけでなく、シロイヌナズナ、アブラナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オ
オムギまたはコムギのタンパク質の機能的研究においても有用である。例えば、シロイヌ
ナズナ、アブラナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギの特定の
DNA結合タンパク質が結合するゲノムの領域を同定するために、シロイヌナズナ、アブラ
ナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギのゲノムを消化し、得ら
れた断片を該DNA結合タンパク質と共にインキュベートすることができる。該タンパク質
に結合するものを、本発明の核酸分子を用いて、好ましくは、容易に検出可能な標識を付
したものを用いて、さらにプロービングすることができる。ゲノム断片へのそのような核
酸分子の結合により、シロイヌナズナ、アブラナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、
オオムギまたはコムギのゲノムマップへの該断片の位置解析が可能になり、また、異なる
酵素を用いて複数回行った場合には、前記タンパク質が結合する核酸配列の迅速な決定が
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容易になる。さらに、本発明の核酸分子は、近縁種の配列と十分相同であって、それによ
りこれらの核酸分子は近縁植物におけるゲノムマップの構築のためのマーカーとして機能
し得る。
【０１９４】
　本発明のLMP核酸分子は、進化的およびタンパク質構造的研究にとっても有用である。
本発明の分子が関与する代謝および輸送プロセスは、様々な原核細胞および真核細胞によ
り用いられる。本発明の核酸分子の配列を、他の生物に由来する同様の酵素をコードする
ものと比較することにより、該生物の進化的近縁性を評価することができる。同様に、そ
のような比較により、その配列のどこの領域が保存されており、また保存されていないか
を評価することができ、それは、その酵素の機能にとって不可欠であるタンパク質の領域
の決定の助けとなるであろう。この種の決定は、タンパク質工学的研究にとって価値があ
り、いかなるタンパク質が、機能を失うことなく突然変異誘発を許容することができるか
のを示唆を与えることができる。
【０１９５】
　本発明のLMP核酸分子の操作は、野生型LMPとは機能的に異なるLMPの産生をもたらすこ
とができるだろう。これらのタンパク質は、効率もしくは活性が改善されているかもしれ
ず、また通常より多い数で細胞中に存在するかもしれず、または効率もしくは活性が低減
するかもしれない。
【０１９６】
　本発明のLMPの変化が種子貯蔵化合物の蓄積および／または組成に直接影響し得る際の
いくつかの機構が存在する。LMPを発現する植物の場合、輸送の増加は、究極的には種子
発達中の1種以上の種子貯蔵化合物の蓄積に影響を及ぼさせるのに用いられうる植物組織
および器官内での化合物の蓄積および／または溶質分配の変化をもたらし得る。1つの例
はMitsukawaら(1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:7098-7102)により提供され、その
場合タバコ培養細胞におけるシロイヌナズナの高親和性リン酸輸送体遺伝子の過剰発現が
リン酸制限条件下での細胞増殖を増強した。リン酸の利用可能性はまた、糖および代謝中
間体の産生(Hurryら、2000, Plant J. 24:383-396)ならびに葉および根における脂質組成
(Hartelら、2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:10649-10654)に大きく影響を及ぼす
。同様に、植物のACCaseの活性はリン酸化により調節されることが証明され(Savage & Oh
lrogge 1999, Plant J. 18:521-527)、ACCaseに作用するキナーゼおよびホスファターゼ(
LMP)の活性における変化は、種子の脂質蓄積レベルの増加もしくは減少をもたらすことが
できた。さらに、クロロプラストのエンベロープ膜における脂質キナーゼ活性の存在は、
シグナル伝達経路および／または膜タンパク質調節がエンベロープ中で起こることを示唆
している(例えば、Mullerら、2000, J. Biol. Chem. 275:19475-19481およびそこに引用
される参考文献を参照)。ABI1およびABI2遺伝子は、アブシジン酸シグナル伝達経路にお
ける調節因子であり、それゆえ初期および後期の種子発達における調節因子である、2つ
のタンパク質セリン／トレオニンホスファターゼ2Cをコードする(例えば、Merlotら、200
1, Plant J. 25:295-303)。さらなる例については、「発明の背景」の節も参照されたい
。
【０１９７】
　本発明はまた、本明細書に開示されるか、もしくは本明細書に記載される核酸によりコ
ードされる、LMPポリペプチド、またはその一部に特異的に結合する抗体も提供する。
【０１９８】
　抗体は、多くの周知の方法により作製することができる(例えば、HarlowおよびLane,「
抗体；実験室マニュアル(Antibodies; A Laboratory Manual)」、Cold Spring Harbor La
boratory, Cold Spring Harbor, New York, 1988を参照)。簡単に述べると、精製された
抗原を、免疫応答を引き出すのに十分な量および間隔で動物中に注入することができる。
該動物から、抗体を直接精製するか、または脾臓細胞を取得すればよい。次いで、その細
胞を不死化細胞系と融合させ、抗体分泌についてスクリーニングすることができる。この
抗体を用いて、前記抗原を分泌する細胞について核酸クローンライブラリーをスクリーニ
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ングすることができる。次いで、これらの陽性クローンを配列決定すればよい(例えば、K
ellyら、1992, Bio/Technology 10:163-167; Bebbingtonら、1992, Bio/Technology 10:1
69-175を参照)。
【０１９９】
　ポリペプチドに関する語句「選択的に結合する」とは、タンパク質および他の生物製剤
の異種集団中でのタンパク質の存在を決定付ける結合反応を指す。かくして、指定された
免疫アッセイ条件下で、特定のタンパク質に結合した特定抗体は、サンプル中に存在する
他のタンパク質に有意な量で結合しない。そのような条件下での抗体への選択的結合は、
特定のタンパク質に対するその特異性について選択される抗体を必要とする。様々な免疫
アッセイ形式を用いて、特定のタンパク質に選択的に結合する抗体を選択することができ
る。例えば、固相ELISA免疫アッセイを日常的に用いて、タンパク質と選択的に免疫反応
する抗体を選択する。免疫アッセイ形式および選択的結合を決定するのに用いることがで
きる条件の説明については、HarlowおよびLane「抗体、実験室マニュアル(Antibodies, A
 Laboratory Manual)」、Cold Spring Harbor Publications, New York (1988)を参照さ
れたい。
【０２００】
　いくつかの例においては、様々な宿主からモノクローナル抗体を調製するのが望ましい
。そのようなモノクローナル抗体を調製するための技術の説明は、Stitesら(編)、「基礎
および臨床免疫学(Basic and Clinical Immunology)」(Lange Medical Publications, Lo
s Altos, Calif., 第4版)およびそこに引用された参考文献、ならびにHarlowおよびLane 
(「抗体、実験室マニュアル(Antibodies, A Laboratory Manual)」、Cold Spring Harbor
 Publications, New York, 1988)に見出すことができる。
【０２０１】
　本願を通して様々な刊行物が引用されている。これらの刊行物およびこれらの刊行物に
引用された参考文献の全ての開示は、本発明が属する最先端分野をより十分に記載するた
めに、その全体が参照により本願に組み入れられるものとする。
【０２０２】
　本発明の範囲または精神から逸脱することなく、本発明において様々な改変および変更
を行うことができることは当業者には明らかであろう。本発明の他の実施形態は、本明細
書および本明細書に開示された本発明の実践を考慮すれば、当業者には明らかであろう。
本明細書および実施例は例示のみとして考慮され、本発明の真の範囲および精神は本明細
書に含まれる特許請求の範囲により示されることが意図される。
【実施例】
【０２０３】
実施例1：全般的方法
全般的クローニング工程：
　例えば、制限切断、アガロースゲル電気泳動、DNA断片の精製、ニトロセルロースおよ
びナイロン膜への核酸の転写、DNA断片の連結、大腸菌および酵母細胞の形質転換、細菌
の増殖および組換えDNAの配列分析などのクローニング工程を、Sambrookら(1989, Cold S
pring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6)またはKaiser, MichaelisおよびM
itchell (1994,「酵母遺伝学における方法(Methods in Yeast Genetics)」、Cold Spring
 Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-451-3)に記載のように行った。
【０２０４】
b) 化合物：
　用いた化合物は、本文中で別途言及しない場合、Fluka社 (Neu-Ulm)、Merck社 (Darmst
adt)、Roth社 (Karlsruhe)、Serva社 (Heidelberg)およびSigma社 (Deisenhofen)から医
薬品(p.a.)品質で取得した。溶液を、Milli-Q給水システム水精製プラント(Millipore, E
schborn)からの、以下の本文中でH2Oと称する、精製された、発熱物質不含水を用いて調
製した。制限エンドヌクレアーゼ、DNA修飾酵素および分子生物学キットを、AGS社(Heide
lberg)、Amersham社(Braunschweig)、Biometra社(Goettingen)、Boehringer社(Mannheim)
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、Genomed社(Bad Oeynnhausen)、New England Biolabs社(Schwalbach/Taunus)、Novagen
社(Madison, Wisconsin, USA)、Perkin-Elmer社(Weiterstadt)、Pharmacia社(Freiburg)
、Qiagen社(Hilden)およびStratagene社(Amsterdam, Netherlands)から取得した。別途に
言及しない場合、これらは、製造業者の説明書に従って使用した。
【０２０５】
c)植物材料および成長：
シロイヌナズナ植物
　この試験のために、シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)の野生型およびfad2突然変
異体植物(Miquel & Browse, 1992, J Biol Chem 267: 1502-1509に記載されたもの)の根
材料、葉、長角果および種子を用いた。野生型およびfad2突然変異シロイヌナズナ種子を
、暗黒下、4℃で3日間予備インキュベートした後、60～80μmol m-2s-1の光量子束密度な
らびに16時間の明期(22℃)および8時間の暗期(18℃)としたインキュベーター(AR-75, Per
cival Scientific, Boone, IA)中にそれらを入れた。全ての植物を、半分の濃度のMS培地
(Murashige & Skoog, 1962, Physiol. Plant. 15, 473-497)、pH6.2、2％スクロースおよ
び1.2％寒天上で開始した。種子を20％漂白剤、0.5％トリトンX100中で20分間滅菌し、過
剰の滅菌水を用いて6回すすいだ。植物を上記のように成長させるか、またはKlausら(200
2, Plant Physiol. 128:885-895)に記載のような標準的な条件下で土壌にて成長させた。
【０２０６】
ダイズ(Glycine max)
　ダイズ品種Resnickをこの試験のために用いて、cDNAライブラリーを作製した。種子、
種子の鞘、花、葉、茎および根の組織を、いくつかの事例においては、暗黒下処理、塩処
理、熱処理および乾燥処理された植物から回収した。いくつかの事例においては、その上
、植物は線虫に感染していた。しかしながら、この試験は、cDNAライブラリーのための種
子および種子鞘組織の使用に焦点を当てたものであった。植物にタグ付けして、開花後の
設定した日：5～15日、15～25日および33～50日に種子を収穫した。
【０２０７】
イネ(Oryza sativa)
　イネのジャポニカ亜種日本晴品種をこの試験に用いて、cDNAライブラリーを作製した。
種子、種子鞘、花、葉、茎および根の組織を、いくつかの事例においては暗黒下処理、塩
処理、熱処理および乾燥処理した植物から回収した。この試験は、cDNAライブラリーのた
めの種子胚組織の使用に焦点を当てたものであった。内胚乳組織がRNA抽出の妨げになる
場合は、胚および内胚乳を別々に回収した。植物を、ウィスコンシン州の土壌(有機物を
高度に有する)にて、14時間の光周期で、華氏85度の温室中で成長させた。イネの胚を発
生中の種子から切り取った。
【０２０８】
トウモロコシ(Zea mays)
　トウモロコシハイブリッドB73 x Mo17およびB73近交系(ハイブリッドB73 x Mo17の雌性
近交系親)を用いて、cDNAライブラリーを作製した。実または種子[受粉の1日後および9日
後の段階の、受精した胚珠／若い穀実；受粉の23日後の乳熟期(milk stage)(R3、初期デ
ンプン産生)の穀実；野外栽培した植物の受粉の30日後の、発達中のデンプン粒およびよ
く形成された胚が存在する初期糊熟期(early dough stage)(R4)の穀実；ブリスター期(bl
ister stage)(R2、水状内胚乳)の非常に若い穀実；受粉の36日後の、内胚乳が硬くなりつ
つある初期黄熟期(early dent stage)(R5)の穀実；B73近交系の、受粉の9および19日後の
穀実]、花[雄穂の発達：6 cmの雄穂(V10)から開花を含む44～70ダップ(dap)まで；雌穂の
発達：2 cm(V13)から絹糸抽出期(非受粉)を含む51～70ダップまで]、葉／シュート／ロゼ
ット[雑多な齢数、全て種子充実の前；野外における雄穂出現の直前の、a)3葉期の植物(V
3)の葉、b)6葉期の植物(V6)の葉、およびc)より古い起源の葉(地面から3番目)を含む]、
茎[2～5葉期の植物の地下に位置する；根および大部分の葉組織を除去したもの、野外栽
培した植物の13～29ダップ；野外栽培した、56～84ダップの、雄穂が出現し、種子登熟期
(乳熟期)にある、雌穂の近くの茎組織]ならびに根組織[若～中程度の齢数の植物：苗から
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、6葉期の植物、および9葉期の植物；12～35ダップ]を、植物から採集した。
【０２０９】
アマ(Linum usitatissimum)
　アマの00-44427品種および00-44338品種(Svaloef Weibullコレクション内)を、この試
験に用いて、cDNAライブラリーを作製した。19℃に冷却した温室中、1リットルの土壌あ
たり5 mlのOsmocoteを含む鉢植え用の土を用いて2リットルの鉢中で植物を成長させた。
発達中の種子に由来する材料を、15daa(胚は集中的な伸長の段階にあり、種子の約2/3が
充実；胚は後期魚雷型(torpedo)期には緑色である)、25daa(胚は完全に伸長し、幅が増加
、種子全体が充実；胚は依然として完全に緑色である)および33daa(種子は成熟を開始し
ている；胚の色はより明るい緑色に変化し、先端は黄色である)に、採集した。
【０２１０】
オオムギ(Hordeum vulgare)
　オオムギの品種Morexをこの試験に用いて、cDNAライブラリーを作製した。植物を、日
中は23℃および夜間は18℃で、15時間の光周期で、メトロミックス中、温室内で成長させ
た。穀実は水状登熟期（watery ripe stage）～後期乳熟期であった。中間～上部の穂先(
seedhead)を主に収穫した。種子材料は、植えた75日後に採集した。
【０２１１】
コムギ(Triticum aestivum)
　コムギの品種Galeonをこの試験に用いて、cDNAライブラリーを作製した。種子、花、実
、葉、茎および根の組織を、いくつかの事例においては暗黒下処理、塩処理、熱処理、お
よび乾燥処理した植物から回収した。植物を、日中は華氏72度、夜間は華氏65度で、12時
間の光周期で、メトロミックス中、温室内で成長させた。
【０２１２】
実施例2：植物からの全DNAの単離
　全DNAの単離の詳細は、1グラムの生重量の植物材料の処理に関する。
【０２１３】
　CTABバッファー：2％(w/v)のN-セチル-N,N,N-トリメチルアンモニウムブロミド(CTAB)
；100 mM Tris HCl pH 8.0; 1.4 M NaCl; 20 mM EDTA。N-ラウリルサルコシンバッファー
：10％(w/v)のN-ラウリルサルコシン；100 mM Tris HCl pH 8.0; 20 mM EDTA。
【０２１４】
　植物材料を乳鉢中、液体窒素下で磨砕して微細粉末を得て、2 mlのエッペンドルフ容器
に移した。次いで、その凍結した植物材料を1 mlの分解バッファー(1 mlのCTABバッファ
ー、100μlのN-ラウリルサルコシンバッファー、20μlのβ-メルカプトエタノールおよび
10μlのプロテイナーゼK溶液、10 mg/ml)の層で覆い、連続的に振とうしながら1時間、60
℃でインキュベートした。得られたホモジェネートを2個のエッペンドルフ容器(2 ml)に
分配し、同量のクロロホルム／イソアミルアルコール(24:1)を加えて振ることにより2回
抽出した。相分離のために、それぞれ、遠心分離をRTにて8000 gで15分間行った。次いで
、DNAを、氷冷イソプロパノールを用いて-70℃で30分間かけて沈降させた。沈降させたDN
Aを4℃にて10,000 gで30分間かけて沈殿させ、180μlのTEバッファー(Sambrookら、1989,
 Cold Spring Harbor Laboratory Press: ISBN 0-87969-309-6)中に再懸濁した。さらな
る精製のために、DNAをNaCl(1.2 M最終濃度)で処理し、2倍量の無水エタノールを用いて
、-70℃で30分間かけて再び沈降させた。70％エタノールを用いる洗浄工程の後、DNAを乾
燥させ、続いて50μlのH2O + RNAse(50 mg/ml最終濃度)中に取り入れた。DNAを4℃で一晩
溶解させて、続いて、RNAse消化を37℃で1時間行った。DNAの保存は4℃で行った。
【０２１５】
実施例3：植物からの全RNAおよびポリ-(A)+RNAの単離
シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)
　転写産物を調べるために、全RNAおよびポリ-(A)+RNAの両方を単離した。RNAは、以下の
手順に従って、シロイヌナズナ植物の長角果から単離する。
【０２１６】



(50) JP 2008-523821 A 2008.7.10

10

20

30

40

50

シロイヌナズナ種子からのRNA調製-「ホット」抽出：
バッファー、酵素および溶液
　2M KCl
　プロテイナーゼK
　フェノール(RNA用)
　クロロホルム:イソアミルアルコール
　(フェノール:クロロホルム 1:1; RNA用にpHを調整)
　4 M LiCl, DEPC処理
　DEPC処理された水
　3M NaOAc, pH 5, DEPC処理
　イソプロパノール
　70％エタノール(DEPC処理された水で作製)
　再懸濁バッファー:0.5％SDS、10 mM Tris pH 7.5、1 mM EDTAを、DEPC処理された水を
用いて作製した(この溶液をDEPC処理することはできないため)。
【０２１７】
　抽出バッファー:
　0.2M ホウ酸ナトリウム
　30 mM EDTA
　30 mM EGTA
　1％SDS (2.5 mlのバッファーあたり250μlの10％SDS溶液)
　1％デオキシコレート (2.5 mlのバッファーあたり25 mg)
　2％PVPP (不溶性 - 2.5 mlのバッファーあたり50 mg)
　2％PVP 40K (2.5 mlのバッファーあたり50 mg)
　10 mM DTT 
　100 mM β-メルカプトエタノール(新鮮、ドラフト内で取り扱う - 5 mlのバッファーあ
たり、14.3M溶液の35μlを使用)。
【０２１８】
抽出
　抽出バッファーを80℃まで加熱する。液体窒素冷却された乳鉢中で組織を磨砕し、組織
粉末を1.5 mlのチューブに移す。バッファーを添加するまで組織は凍結されたままにすべ
きであり、そのため、予め冷却したスパーテルを用いてサンプルを移し、そのチューブは
常に液体窒素中に保持するべきである。350μlの予め加熱した抽出バッファー(ここでは1
00 mgの組織に対する量だが、より大きいサンプルについてはバッファー量は500μlでも
よい)をチューブに添加し、ボルテックスし、チューブを80℃へと約1分間加熱する。次い
で、氷上で保持する。サンプルをボルテックスし、電気乳鉢を用いてさらに磨砕する。
【０２１９】
消化
　プロテイナーゼK(0.15 mg/100 mg組織)を添加し、ボルテックスし、37℃で1時間保持す
る。
【０２２０】
1回目の精製
　27μlの2M KClを添加する。氷上で10分間冷蔵する。室温で10分間、12,000 rpmで遠心
分離する。上清を、未使用のRNAaseフリーのチューブに移し、1回のフェノール抽出を行
った後、クロロホルム：イソアミルアルコール抽出を行う。1倍量のイソプロパノールを
上清に添加し、氷上で10分間冷蔵する。遠心分離(室温にて10分間、7000 rpm)によりRNA
をペレット化する。ペレットを1 mlの4M LiCl中に、10～15分間のボルテックスにより分
散させる。5分間の遠心分離によりRNAをペレット化する。
【０２２１】
2回目の精製
　ペレットを500μlの再懸濁バッファー中に再懸濁する。500μlのフェノールを添加し、
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ボルテックスする。250μlのクロロホルム：イソアミルアルコールを添加し、ボルテック
スする。5分間スピンし、上清を未使用チューブに移す。界面が透明になるまで、クロロ
ホルム：イソアミルアルコール抽出を繰り返す。上清を未使用チューブに移し、1/10容量
の3M NaOAc, pH5および600μlのイソプロパノールを添加する。-20℃で20分以上保持する
。10分間の遠心分離によりRNAをペレット化する。ペレットを70％エタノールを用いて1回
洗浄する。残存アルコールを全て除去した後、ペレットを15～20μlのDEPC水を用いて分
散させる。260 nmおよび280 nmでの1：200希釈液の吸光度を測定することにより、量およ
び質を決定する。40μgのRNA/ml ＝ 1OD260。
【０２２２】
　野生型のシロイヌナズナに由来するRNAを記載のように単離する(Hosein, 2001, Plant 
Mol. Biol. Rep., 19, 65a-65e; Ruuska, S.A., Girke, T., Benning, C., & Ohlrogge, 
J.B., 2002, Plant Cell, 14, 1191-1206)。
【０２２３】
　mRNAを、オリゴ(dT)-セルロースカラムを用いるAmersham Pharmacia Biotech mRNA精製
キットを用いて、全RNAから調製する。
【０２２４】
　ポリ-(A)+RNAの単離を、Dyna BeadsR (Dynal, Oslo, Norway)を用いて、製造業者のプ
ロトコルの説明書に従って単離した。RNAまたはポリ(A)+RNAの濃度を決定した後、1/10容
量の3M酢酸ナトリウムpH4.6および2倍量のエタノールを添加することによりRNAを沈降さ
せ、-70℃で保存した。
【０２２５】
ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギおよびコムギ
　ダイズおよびアマの種子を鞘から分離し、種子および種子鞘cDNAライブラリーのための
均一材料を作製した。組織を、乳鉢および乳棒を用いて液体N2下で微細粉末に粉砕し、50
 mlのチューブに移した。組織サンプルを、抽出を行うことができるまで-80℃で保存した
。
【０２２６】
　イネの場合、5K-10Kの胚および内胚乳を、切開により単離した。組織を、切開の際は氷
上の小さいチューブまたはペトリ皿に入れた。容器をドライアイス上に入れた後、-80℃
で保存した。
【０２２７】
　トウモロコシの場合、組織を、乳鉢および乳棒を用いて液体N2下で微細粉末に磨砕し、
50 mlのチューブに移した。組織サンプルは、抽出を行うことができるまで-80℃で保存し
た。
【０２２８】
　オオムギの場合、所定の段階で小花を有するように、穂先(seed heads)を切断(約2イン
チの切片)した。その全ての芒を取り除いた。選択した段階は初期／中期種子充実であっ
た。種子組織cDNAライブラリー穀粒は水状登熟期（watery ripe stage）または乳熟期で
あった。
【０２２９】
　コムギの場合、Galeonコムギ種子の種子発芽サンプルを、20インチ x 12インチのフラ
ット容器中、メトロミックスに2インチの深さに植えた。土壌を多量の水で湿らせ、次い
で1日2回給水した。その子葉鞘が約1 cmになった3～4日後、実生を水で洗浄し、水を吸い
取った。花のcDNAライブラリーを作製するために、等しい数の穂先を、2日間の各々にお
いて葉鞘から30％、60％および100％の穂先が出現したときに採取した。まだ葯は認めら
れなかった。種子組織cDNAライブラリーを作製するために、穀粒は、穂先における穀粒の
位置によって水状登熟期（watery ripe stage）または乳熟期であった。また後期種子発
達段階については、穂先のみを収穫した。根のライブラリーについては、根のみを収穫し
た。植物は１つの主茎と３つの立派なひこばえ(tiller)を有していた。植物を鉢で成長さ
せ、培地を洗浄除去し、根をこのサンプルについて保存した。植物は非処理であった。
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【０２３０】
　全RNAを、RNeasy Maxiキット(Qiagen)を用いて、製造業者のプロトコルに従って組織か
ら抽出し、mRNAを、Oligotex mRNA精製システムキット(Qiagen)を用いて、これも製造業
者のプロトコルに従って全RNAから処理した。各組織型由来のmRNAのcDNAライブラリーへ
のさらなる加工およびプラスミド中の同様の挿入物をハイブリダイゼーションパターンに
基づいてクラスター化するその独自の工程における使用のために、Hyseq Pharmaceutical
 Incorporated社(Sunnyville, CA)にmRNAを送付した。
【０２３１】
実施例4：cDNAライブラリーの構築
　cDNAライブラリーの構築のために、第1鎖合成を、マウス白血病ウイルス逆転写酵素(Ro
che, Mannheim, Germany)およびオリゴ-d(T)-プライマーを用いて達成し、第2鎖合成を、
12℃(2時間)、16℃(1時間)および22℃(1時間)でDNAポリメラーゼI、Klenow酵素およびRNA
seH消化を用いるインキュベーションにより達成した。その反応を、65℃(10分間)でのイ
ンキュベーションにより停止させ、その後、氷上に移した。二本鎖DNA分子を、37℃(10分
間)でT4-DNAポリメラーゼ(Roche, Mannheim)により平滑化した。ヌクレオチドを、フェノ
ール／クロロホルム抽出およびSephadex G50スピンカラムにより除去した。EcoRIアダプ
ター(Pharmacia, Freiburg, Germany)を、T4-DNAリガーゼ(Roche, 12℃、一晩)によりcDN
Aの末端に連結し、さらにポリヌクレオチドキナーゼ(Roche, 37℃、30分間)とのインキュ
ベーションによりリン酸化した。この混合物を低融点アガロースゲル上での分離に掛けた
。300塩基対より大きいDNA分子を、ゲルから溶出させ、フェノール抽出し、Elutip-D-カ
ラム(SchleicherおよびSchuell, Dassel, Germany)上で濃縮し、ベクターアームに連結し
、そしてGigapack Goldキット(Stratagene, Amsterdam, Netherlands)を用いて、その材
料を用いてその製造業者の説明書に従って、λZAPIIファージまたはλZAP-Expressファー
ジ中にパックした。
【０２３２】
　ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギおよびコムギのcDNAライブラリーは、Hy
seq Pharmaceuticals Incorporated(Sunnyville, CA)にて作製された。発現情報を保持す
るために、ライブラリー製造においては増幅工程を用いなかった。Hyseqのゲノム法は、
遺伝子をクラスターにグループ化し、その後、各クラスターからの代表的なメンバーを配
列決定することを含む。cDNAライブラリーは、オリゴdTカラム精製されたmRNAから作製さ
れた。大腸菌へのcDNAライブラリーの形質転換から得たコロニーを無作為に拾い、cDNA挿
入物をPCRにより増幅し、ナイロン膜上にスポットした。33P-放射標識されたオリゴヌク
レオチドのセットを、前記クローンにハイブリダイズさせ、得られたハイブリダイゼーシ
ョンパターンについて、特定のクローンがどのクラスターに属するかを決定した。cDNAク
ローンおよびそのDNA配列を、トランスジェニック植物における過剰発現および本明細書
に記載の他の分子生物学的プロセスにおける使用のために取得した。
【０２３３】
実施例5：FAD2様である目的のLMP遺伝子の同定
シロイヌナズナ
　野生型シロイヌナズナおよびシロイヌナズナfad2突然変異体を用いて、LMPをコードす
る遺伝子を同定した。FAD2遺伝子はクローニングされており、記載されている(J Okuley,
 J Lightner, K Feldmann, N Yadav, E Lark, & J Browse, Plant Cell 6:147-158, 1994
)。FAD2は、ホスファチジルコリンに結合したオレイン酸(C18:1□9)のΔ12位に二重結合
を挿入してリノール酸(C18:2□9,12)を産生するミクロソームの脂肪酸□6-デサチュラー
ゼ酵素をコードしており、この理由のために、　12-デサチュラーゼとも呼ばれる。FAD2
はシロイヌナズナゲノム中に単一遺伝子として存在する。
【０２３４】
ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギおよびコムギ
　本実施例は、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギおよびコムギのFAD2様ポリ
ペプチドをコードするcDNAクローンを同定および単離する方法を例示する。
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【０２３５】
　自社製データベース中でFAD2様遺伝子を同定するために、BLASTソフトウェア(Basic Lo
cal Alignment Search Tool, version 2.2.6、Altschulら、1997, Nucleic Acid Res. 25
: 3389-3402)を用いる類似性解析を行った。e値カットオフ(1e-10)を用いること以外はデ
フォルト設定を用い、全てのタンパク質の検索をBLOSUM62マトリックスを用いて行った。
シロイヌナズナのFAD2ポリペプチドのアミノ酸配列をクエリーとして用いて、TBLASTNア
ルゴリズムを用いて、6つ全ての読み枠に翻訳されたダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ
、オオムギおよびコムギからのDNAデータベースに対して検索およびアラインさせた。BPS
社内データベースでのそのような類似性解析により、多くのESTおよびcDNAコンティグが
同定された。
【０２３６】
　Hyseqのクラスター化プロセスから得られたRNA発現プロフィールデータを用いて、器官
特異性を決定した。他の組織ライブラリーと比較して種子ライブラリーにおいてより多い
発現を示すクローンを、LMP候補遺伝子として選択した。ダイズ、イネ、トウモロコシ、
アマ、オオムギおよびコムギのクローンを、その発現プロフィールに基づいて、シロイヌ
ナズナおよび特定の作物植物における過剰発現のために選択した。
【０２３７】
実施例6：同定されたLMP遺伝子の完全長cDNAおよびオルソログのクローニング
　シロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギまたはコムギに由来す
る完全長配列および部分的cDNAに対応するクローンを、社内の自社製Hyseqデータベース
中で同定した。ダイズ、イネ、トウモロコシ、アマ、オオムギおよびコムギの遺伝子のHy
seqクローンを、ABI 377スラブゲル配列決定装置およびBigDye Terminator Ready Reacti
onキット(PE Biosystems, Foster City, CA)を用いてDNA Landmarks社にて配列決定した
。配列アラインメントを行って、Hyseqクローンが完全長であるか部分的なクローンであ
るかを決定した。Hyseqクローンが部分的cDNAであると決定された場合、以下の手順を用
いて完全長配列を単離した。完全長cDNAを、cDNA末端の5'および3'両方の迅速増幅(RACE)
を可能にするClontech社製のSMART RACE cDNA増幅キットを用いるRACE PCRにより単離し
た。RACE PCRプライマーを、Hyseqクローン配列に基づいて設計した。完全長cDNAの単離
および用いたRACE PCRプロトコルは製造業者の条件に基づくものであった。RACE産物断片
を、QIAquick Gel Extraction Kit(Qiagen)を用いてアガロースゲルから抽出し、製造業
者の説明書に従ってTOPO pCR 2.1ベクター(Invitrogen)中に連結した。組換えベクターを
、標準的な条件(Sambrookら、1989)を用いて、TOP10細胞(Invitrogen)中に形質転換した
。形質転換細胞を、50μg/mlのカナマイシンを含むLB寒天上で37℃で一晩増殖させ、ブル
ーホワイトセレクションのためにジメチルホルムアミド中のX-galの40 mg/mlのストック
溶液40μlを加えて広げた。1個の白色のコロニーを選択し、これを用いて50μg/mlのカナ
マイシンを含む液体LB 3 mlに接種し、37℃で一晩増殖させた。プラスミドDNAを、QIApre
p Spin Miniprep Kit (Qiagen)を製造業者の説明書に従って用いて抽出する。その後のク
ローン解析および制限マッピングを、標準的な分子生物学的技術(Sambrookら、1989)に従
って実施した。
【０２３８】
　完全長cDNAを単離し、以下の手順を用いることによりバイナリーベクター中にクローニ
ングした。遺伝子特異的プライマーを、Hyseqクローンまたはその後のRACE増幅産物から
得られた完全長配列を用いて設計した。完全長配列および遺伝子を、タッチダウンPCRを
用いて、DNA鋳型としてHyseqクローンまたはcDNAライブラリーを用いて増幅した。ある場
合には、プライマーを設計して、遺伝子開始コドンのすぐ上流に「AACA」Kozak様配列を
追加し、またある場合には、下流の2塩基をGCに変化させて、遺伝子発現レベルの増加を
促進した(Chandrashekharら、1997, Plant Molecular Biology 35:993-1001)。PCR反応サ
イクルは、94℃で5分；94℃で1分、65℃で1分、72℃で4分を9サイクル（ここでそのアニ
ーリング温度はサイクル毎に1℃ずつ低下させた）；94℃で1分、55℃で1分、72℃で4分を
20サイクルとし、このPCRサイクルは72℃、10分で終了させた。増幅したPCR産物を、GenE
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lute-EtBrスピンカラム(Sigma)を用いて1％アガロースゲルからゲル精製し、標準的な酵
素消化の後、シロイヌナズナの形質転換のために植物バイナリーベクターpBPS-GB1中に連
結した。バイナリーベクターをLB培地中、大腸菌DH5中で一晩増殖させることにより増幅
させ、好適な抗生物質およびプラスミドをQiagen MiniPrep DNA調製キットを用いて下流
の工程のために調製した。挿入物は、制限消化によってその大きさを判定することにより
様々なクローニング工程を通じて確認し、挿入物を配列決定して、予定した遺伝子がシロ
イヌナズナの形質転換において用いられることを確実にした。
【０２３９】
　遺伝子配列を用いて、cDNAライブラリーまたはゲノムライブラリーから相同遺伝子また
は異種遺伝子(オルソログ、別の植物に由来する同じLMP遺伝子)を同定することができる
。これを、多重配列アラインメントにより同定された保存配列に対してPCRプライマーを
設計することにより行った。オルソログは、しばしば、目的の遺伝子の完全長配列または
部分配列に対する縮重プライマーを設計することにより、同定される。
【０２４０】
　遺伝子配列を用いて、cDNAまたはゲノムライブラリーから相同体またはオルソログを同
定することができる。相同遺伝子(例えば、完全長cDNAクローン)は、例えば、cDNAライブ
ラリーを用いる核酸ハイブリダイゼーションによって単離することができる。目的の遺伝
子の存在量に応じて、100,000から最大1,000,000個の組換えバクテリオファージをプレー
ティングし、ナイロン膜に転写する。アルカリによる変性の後、DNAを、例えば、UV架橋
により膜上に固定する。ハイブリダイゼーションを、高ストリンジェンシー条件で行う。
水性溶液ハイブリダイゼーションおよび洗浄を1M NaClのイオン強度および68℃の温度で
行う。ハイブリダイゼーションプローブを、例えば、放射性(32P)ニック転写標識(High P
rime, Roche, Mannheim, Germany)により作製する。シグナルをオートラジオグラフィー
により検出する。
【０２４１】
　関連するが同一ではない、部分的に相同または異種性である遺伝子を、低ストリンジェ
ンシーのハイブリダイゼーション条件および洗浄条件を用いる上記の手順と類似の手順で
同定することができる。水性ハイブリダイゼーションのために、通常、イオン強度を1M N
aClに保持し、温度は68℃から42℃に徐々に低下させる。
【０２４２】
　(例えば、10～20アミノ酸の)明確なドメインにおいてのみ相同性(または配列同一性／
類似性)を有する遺伝子配列の単離は、合成放射性標識オリゴヌクレオチドプローブを用
いることにより行うことができる。放射性標識オリゴヌクレオチドを、T4ポリヌクレオチ
ドキナーゼを用いる2つの相補的オリゴヌクレオチドの5'末端のリン酸化により調製する
。その相補的オリゴヌクレオチドをアニーリングさせ、連結してコンカテマーを形成させ
る。次いで、二本鎖コンカテマーを、例えば、ニック転写により放射標識する。ハイブリ
ダイゼーションは通常、高いオリゴヌクレオチド濃度を用いて低ストリンジェンシー条件
で行う。
【０２４３】
オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション溶液：
　6 x SSC
　M リン酸ナトリウム
　mM EDTA (pH 8)
　0.5 % SDS
　100μg/ml変性サケ精子DNA
　％脱脂粉乳
【０２４４】
　ハイブリダイゼーションの際、温度は、推定オリゴヌクレオチドTmを5～10℃下回る温
度または室温まで段階的に低下させ、その後、洗浄工程およびオートラジオグラフィーを
行う。洗浄を、4 x SSCを用いる3回の洗浄工程などの低ストリンジェンシーで行う。さら
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なる詳細はSambrookら(1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring H
arbor Laboratory Press)またはAusubelら(1994, Current Protocols in Molecular Biol
ogy, John Wiley & Sons)により記載されている。
【０２４５】
実施例7：抗体を用いる発現ライブラリーのスクリーニングによる目的の遺伝子の同定
　cDNAクローンを用いて、例えば大腸菌(例えば、Qiagen QIAexpress pQE系)において組
換えタンパク質を産生させることができる。次いで、通常、組換えタンパク質をNi-NTAア
フィニティークロマトグラフィー(Qiagen)によってアフィニティー精製する。組換えタン
パク質を用いて、例えば、ウサギの免疫化のための標準技術を用いることにより、特異抗
体を産生させることができる。抗体を、Guら(1994, Bio Techniques 17:257-262)により
記載されたような組換え抗原で飽和したNi-NTAカラムを用いてアフィニティー精製する。
次いで、その抗体を用いて発現cDNAライブラリーをスクリーニングして、免疫学的スクリ
ーニングにより相同または異種遺伝子を同定することができる(Sambrookら、1989, Molec
ular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory PressまたはAusu
belら、1994, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons)。
【０２４６】
実施例8：ノーザンハイブリダイゼーション
　RNAハイブリダイゼーションのために、20μgの全RNAまたは1μgのポリ-(A)+RNAを、Ama
sino (1986, Anal. Biochem. 152:304)に記載のように、ホルムアルデヒドを用いる1.25
％アガロースゲル中でのゲル電気泳動により分離し、正荷電ナイロン膜(Hybond N+, Amer
sham, Braunschweig)に10 x SSCを用いてキャピラリー吸引により移し、UV光により固定
し、そしてハイブリダイゼーションバッファー(10％硫酸デキストランw/v、1M NaCl、1％
SDS、100μg/mlのニシン精子DNA)を用いて68℃で3時間、プレハイブリダイズさせる。Hig
hprime DNA標識キット(Roche, Mannheim, Germany)を用いるDNAプローブの標識化を、α-
32P dCTP(Amersham, Braunschweig, Germany)を用いてプレハイブリダイゼーションの際
に行う。ハイブリダイゼーションを、同じバッファー中に含めた標識DNAプローブを添加
して68℃で一晩の後に行う。洗浄工程を、2 x SSCを用いて15分間を2回、そして1 x SSC
、1％SDSを用いて68℃で30分間を2回行う。密閉したフィルターの曝露を、70℃で1～14日
間行う。
【０２４７】
実施例9：DNA配列決定およびコンピューターによる機能解析
　cDNAライブラリーを、標準的な方法に従って、特に、ABI PRISM Big Dye Terminator C
ycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer, Weiterstadt, Germany)を用いる
チェーンターミネーション法により、DNA配列決定に用いることができる。ランダム配列
決定を、in vivo大量切り出しによるcDNAライブラリーからの予備的プラスミド回収、再
形質転換、およびその後の寒天プレート上へのDH10Bのプレーティングに続いて行うこと
ができる(材料およびプロトコルの詳細はStratagene, Amsterdam, Netherlandsからのも
のである)。プラスミドDNAを、アンピシリンを含むLuria-Broth培地中で増殖させた一晩
増殖大腸菌培養物から調製することができる(Sambrookら(1989, Cold Spring Harbor Lab
oratory Press: ISBN 0-87969-309-6)を参照、Qiagene DNA調製ロボット(Qiagen, Hilden
)上で、製造業者のプロトコルに従う)。配列を処理し、Bio-Max(Munich, Germany)により
商業的に提供されるソフトウェアパッケージEST-MAXを用いてアノテーションを付すこと
ができる。このプログラムはタンパク質配列の機能的および構造的特性評価にとって重要
なバイオインフォマティックス方法を含む。参考のために、http://pedant.mips.biochem
. mpg.deを参照されたい。
【０２４８】
　EST-MAXに組込まれた最も重要なアルゴリズムは以下のものである。FASTA：統計学的有
意差の算出を伴う非常に高感度の高いタンパク質配列データベース検索(Pearson W.R. 19
90,「FASTPおよびFASTAを用いる迅速で高感度な配列比較(Rapid and sensitive sequence
 comparison with FASTP and FASTA)」、Methods Enzymol. 183:63-98)。BLAST：統計学
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的有意差の算出を伴う非常に高感度なタンパク質配列データベース検索(Altschul S.F., 
Gish W., Miller W., Myers E.W.およびLipman D.J.「基本的な局所アラインメント検索
ツール(Basic local alignment search tool)」、J. Mol. Biol. 215:403-410)。PREDATO
R：1個および複数の配列からの高い精度での二次構造予測(Frishman & Argos 1997,「タ
ンパク質二次構造予測における75％の精度(75% accuracy in protein secondary structu
re prediction)」、Proteins 27:329-335)。CLUSTALW：多重配列アラインメント(Thompso
n, J.D., Higgins, D.G.およびGibson, T.J. 1994,「CLUSTAL W：配列加重、位置特異的
ギャップペナルティおよび加重マトリックス選択による漸進的多重配列アラインメントの
感度の改善(CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence
 alignment through sequence weighting, positions-specific gap penalties and weig
ht matrix choice)」、Nucleic Acids Res. 22:4673-4680)。TMAP：多重アラインメント
された配列からの膜貫通領域の予測(Persson B. & Argos P. 1994,「多重配列アラインメ
ントを用いるタンパク質における膜貫通セグメントの予測(Prediction of transmembrane
 segments in proteins utilizing multiple sequence alignments)」、J. Mol. Biol. 2
37:182-192)。ALOM2：単独配列からの膜貫通領域の予測(Klein P., Kanehisa M.,およびD
eLisi C. 1984,「配列特性からのタンパク質機能の予測：データベースの判別分析(Predi
ction of protein function from sequence properties: A discriminant analysis of a
 database.)」、Biochim. Biophys. Acta 787:221-226. Dr. K. Nakaiによるバージョン2
)。PROSEARCH：PROSITEタンパク質配列パターンの検出(Kolakowski L.F. Jr., Leunissen
 J.A.M.およびSmith J.E. 1992,「ProSearch：タンパク質の構造および機能に関連する標
準発現パターンを用いるタンパク質配列の迅速な検索(ProSearch: fast searching of pr
otein sequences with regular expression patterns related to protein structure an
d function.)、Biotechniques 13:919-921)。BLIMPS：ギャップ無しブロックのデータベ
ースに対する類似性検索(Wallace & Henikoff 1992,「PATMAT：配列、パターンおよびブ
ロッククエリー、ならびにデータベースのための検索および抽出プログラム(PATMAT: A s
earching and extraction program for sequence, pattern and block queries and data
bases)、CABIOS 8:249-254. Bill Alford)。
【０２４９】
実施例10：植物形質転換のためのプラスミド
　植物の形質転換のために、pBinARなどのバイナリーベクターを用いることができる(Hoe
fgen & Willmitzer 1990, Plant Sci. 66:221-230)。バイナリーベクターの構築は、T-DN
Aへのセンスまたはアンチセンス方向でのcDNAの連結により行うことができる。cDNAの5'
側で植物プロモーターは該cDNAの転写を活性化する。ポリアデニル化配列は該cDNAの3'側
に位置する。組織特異的発現を、組織特異的プロモーターを用いることにより達成するこ
とができる。例えば、種子特異的発現を、cDNAの5'側にナピンまたはLeB4またはUSPプロ
モーターをクローニングすることにより達成することができる。任意の他の種子特異的プ
ロモーターエレメントを用いることもできる。全植物体での構成的発現のためには、CaMV
 35Sプロモーターを用いることができる。発現させたタンパク質は、シグナルペプチドを
用いて、細胞内区画、例えば、プラスチド、ミトコンドリアまたは小胞体へと標的化する
ことができる(Kermode 1996, Crit. Rev. Plant Sci. 15:285-423)。シグナルペプチドは
、cDNAの5'側に読み枠を合わせてクローニングして、その融合タンパク質の細胞内局在化
を達成する。
【０２５０】
　用いた植物バイナリーベクターは、例えば、LMP遺伝子候補がクローニングされているp
BPS-GB007、pSUN2-GWまたはpBPS-GB047ベクターである。これらのバイナリーベクターは
、AtAct2-IプロモーターおよびUSPもしくは他の種子特異的プロモーターまたは構成的プ
ロモーターの制御下で駆動される抗生物質耐性遺伝子を、NOSpAターミネーターもしくはO
CSターミネーターを付加した候補遺伝子の直前に含む。部分的または完全長LMP cDNAを、
植物バイナリーベクターのマルチクローニング部位中、USPまたは種子特異的または他の
種子特異的もしくは構成的プロモーターの後ろに、センスまたはアンチセンス方向でクロ
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ーニングする。異なる作物種に用いることができるさらなるプロモーターが、実施例11に
記載のaloである。
【０２５１】
　目的の遺伝子を含む組換えベクターを、標準的な条件を用いてTop10細胞(Invitrogen)
中に形質転換する。形質転換細胞を、50μg/mlカナマイシンを含むLB寒天上で選択し、37
℃で一晩増殖させる。プラスミドDNAを、QIAprep Spin Miniprep Kit(Qiagen)を製造業者
の説明書に従って用いて抽出する。その後のクローンの分析および制限マッピングは、標
準的な分子生物学の技術に従って行う(Sambrookら、1989, Molecular Cloning, A Labora
tory Manual、第2版、Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, NY)
。
【０２５２】
実施例11：アグロバクテリウムを媒介する植物形質転換
　本明細書に記載のLMP核酸を用いるアグロバクテリウム媒介植物形質転換を、標準的な
形質転換および再生技術を用いて行うことができる(Gelvin, Stanton B. & Schilperoort
 R.A, Plant Molecular Biology Manual、第2版、Kluwer Academic Publ., Dordrecht 19
95 in Sect., Ringbuc Zentrale Signatur:BT11-P; Glick, Bernard R.およびThompson, 
John E. Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, S. 360, CRC Press,
 Boca Raton 1993)。例えば、アグロバクテリウム媒介形質転換を、GV3(pMP90) (Koncz &
 Schell, 1986, Mol. Gen. Genet. 204:383-396)またはLBA4404 (Clontech)アグロバクテ
リウム・ツメファシエンス株を用いて行うことができる。
【０２５３】
　シロイヌナズナを、標準的な条件(Bechtold 1993, Acad. Sci. Paris. 316:1194-1199;
 Bentら、1994, Science 265: 1856-1860)に従って増殖および形質転換させることができ
る。さらに、ナタネを、子葉または胚軸の形質転換によって本発明のLMR核酸を用いて形
質転換することができる(Moloneyら、1989, Plant Cell Report 8:238-242; De Blockら
、1989, Plant Physiol. 91:694-701)。アグロバクテリウムおよび植物の選択のための抗
生物質の使用は、形質転換に用いられるバイナリーベクターおよびアグロバクテリウム株
に依存する。通常、ナタネの選択は、植物選択マーカーを用いて行う。さらに、アマへの
アグロバクテリウム媒介遺伝子導入を、例えば、Mlynarovaら(1994, Plant Cell Report 
13:282-285)により記載された技術を用いて行うことができる。
【０２５４】
　シロイヌナズナのFAD2またはFAD2様遺伝子を、バイナリーベクター中にクローニングし
、形質転換し、さらにそれを、スーパープロモーター(Stanton B. Gelvin, 米国特許第5,
428,147号および第5,217,903号)のような構成的プロモーター、またはビシア・ファバ由
来のUSP(未知種子タンパク質；unknown seed protein)(Baeumleinら、1991, Mol. Gen. G
enetics 225:459-67)のような種子特異的プロモーター、またはレグミンB4プロモーター(
LeB4; Baeumleinら、1992, Plant J. 2:233-239)、ならびにトウモロコシ、オオムギ、コ
ムギ、ライムギ、イネなどの単子葉植物における種子特異的発現を付与するプロモーター
を用いて発現させることができる。
【０２５５】
　シロイヌナズナAHAS(AtAHAS)遺伝子を、これらの構築物における選択マーカーとして用
いることができた。
【０２５６】
　ダイズの形質転換を、例えば、EP 0424047、米国特許第5,322,783号(Pioneer Hi-Bred 
International)もしくはEP 0397687、米国特許第5,376,543号もしくは米国特許第5,169,7
70号(University Toledo)に記載の技術を用いて、または当技術分野で公知の多数の他の
形質転換法のいずれかにより行うことができる。ダイズ種子を、連続的に振とうしながら
室温にて4分間にわたり70％エタノールにより、次いで、連続的に振とうしながら20分間
にわたり0.05％(v/v)tweenを添加した20％(v/v)Cloroxにより、表面を滅菌する。次いで
、種子を蒸留水で4回すすぎ、ペトリ皿中の湿らせた滅菌濾紙上に室温にて6～39時間、置
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く。種皮を剥いて除去し、子葉を胚軸から分離する。胚軸を調べて、分裂組織領域が損傷
されていないことを確認する。切り出された胚軸を、半開きの滅菌ペトリ皿中に集め、さ
らに使用するまで密閉したペトリ皿中で、含水量が20％未満(生重量)になるまで空気乾燥
させる。
【０２５７】
　その植物形質転換法を、セイヨウアブラナ(Brassica napus)、アマおよび他の作物に適
用することもできる。具体的には、カノーラの種子を、連続的に振とうしながら室温で4
分間にわたり70％エタノールにより、次いで、連続的に振とうしながら室温で20分間にわ
たり0.05％(v/v)tweenを添加した20％(v/v)Cloroxにより、表面を滅菌する。次いで、種
子を蒸留水で4回すすぎ、ペトリ皿中の湿らせた滅菌濾紙上に室温にて18時間、置く。種
皮を除去し、種子を半開きの滅菌ペトリ皿中で一晩、空気乾燥する。この期間の間に、種
子はその含水量の約85％を失う。次いで、その種子を、さらに使用するまで密閉されたペ
トリ皿中に、室温で保存する。
【０２５８】
　アグロバクテリウム・ツメファシエンス培養物を、LB固体培地＋好適な抗生物質(例え
ば、100 mg/mlストレプトマイシン、50 mg/mlカナマイシン)中で、1個のコロニーから調
製し、その後、液体LB培地中でこの1個のコロニーを600 nmでの光学密度が0.8になるまで
増殖させる。次いで、細菌培養物を室温で7分間、7000 rpmでペレット化し、100 mMアセ
トシリンゴンを補給したMS(Murashige & Skoog 1962, Physiol. Plant. 15: 473-497)培
地中に再懸濁する。細菌培養物を、使用前に室温で2時間、この前誘導培地中でインキュ
ベートする。含水量が約44％のダイズ接合種子胚の軸を、前誘導されたアグロバクテリウ
ム懸濁培養物により室温で2時間吸収膨潤させる(アグロバクテリウムの培養物による乾燥
胚の吸収膨潤はトウモロコシ胚軸にも適用可能である)。胚を吸収膨潤培養物から除去し
、2％スクロースを補給した固体MS培地を含むペトリ皿に移し、暗黒下、室温で2日間イン
キュベートする。あるいは、胚をペトリ皿中の湿らせた(液体MS培地)滅菌濾紙の上に置き
、上記と同じ条件下でインキュベートする。この期間の後、胚を、500 mg/lカルベニシリ
ンもしくは300 mg/lセフォタキシムを補給した固体または液体MS培地に移して、アグロバ
クテリアを死滅させる。液体培地を用いて、滅菌濾紙を湿らせる。胚を、440μmol m-2s-
1下および12時間の光周期で、25℃で4週間インキュベートする。一旦、実生が根を生じた
ら、これらを滅菌したメトロミックス土壌に移す。in vitro植物の培地を洗浄除去した後
、植物を土壌に移す。植物をプラスチックカバー下で1週間保持して、順化プロセスを助
ける。次いで、植物を生育室に移し、そこで植物を440μmol m-2s-1の光強度下および12
時間の光周期で、25℃にて約80日間インキュベートする。
【０２５９】
　一次トランスジェニック植物(T0)のサンプルをPCRにより分析して、T-DNAの存在を確認
する。これらの結果を、DNAを1％アガロースゲル上で電気泳動し、正荷電ナイロン膜(Roc
he Diagnostics)に移すサザンハイブリダイゼーションにより確認する。PCR DIG Probe S
ynthesis Kit(Roche Diagnostics)を用いて、製造業者により推奨されるようにして、PCR
によりジゴキシゲニン標識されたプローブを調製する。
【０２６０】
　単子葉植物の形質転換のための例として、構成的または種子特異的プロモーターをトウ
モロコシ・ユビキチンイントロンおよびFAD2もしくはFAD2様核酸分子と組合わせて用いる
ことができる。例えば、pUC中のPtxA-FAD2オルソログ遺伝子構築物を、PacIおよびXmaIで
消化する。pBPSMM348を、PacIおよびXmaIで消化して、トウモロコシ・ユビキチンイント
ロン(ZmUbiイントロン)を単離した後、電気泳動およびQIAEX II Gel Extraction Kit(カ
タログ番号20021)を用いる。ZmUbiイントロンを、pUC中のPtxA-FAD2またはFAD2様核酸分
子に連結して、pUCベースのPtxA-ZmUbiイントロン-FAD2またはFAD2様核酸分子構築物を作
製した後、AfeIおよびPmeIで制限酵素消化を行う。PtxA-ZmUbiイントロンFAD2またはFAD2
様遺伝子カセットを、電気泳動後にSeaplaque低融点アガロースゲル(SeaPlaque(登録商標
)GTG(登録商標)Agaroseカタログ番号50110)から切り出すことができる。選択マーカーカ
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セットを含む単子葉性基本ベクター(単子葉植物基本ベクター)を、PmeIで消化する。種子
特異的プロモーター-ZmUbiイントロンを含むFAD2またはFAD2様核酸分子発現カセットを、
該単子葉植物基本ベクターに連結する。続いて、構築物を、当技術分野における一般的な
プロトコルに従うエレクトロポレーションを用いて、pSB1(スーパーvirプラスミド)を含
む組換えLBA4404株に形質転換する。トウモロコシにおけるアグロバクテリウム媒介形質
転換を、米国特許第5,591,616号に記載のプロトコルに従って、未成熟胚を用いて行う。
イミダゾリノン除草剤選択を適用して、トランスジェニックトウモロコシ系を取得する。
【０２６１】
　トウモロコシにおいて用いられるプロモーターの例はまた、トウモロコシの内胚乳に認
められる貯蔵タンパク質群であるゼインである。ゼイン遺伝子のゲノムクローンが単離さ
れており(Pedersenら、Cell 29:1015-1026, 1982)、15 kD、16 kD、19 kD、22 kD、27 kD
遺伝子を含むこれらのクローンに由来するプロモーターを用いることもできる。トウモロ
コシ中で機能することが知られる他のプロモーターは、デンプン合成酵素、分枝酵素、脱
分枝酵素、オレオシン、グルテリンおよびスクロース合成酵素である。トウモロコシの内
胚乳発現のための特に好ましいプロモーターは、イネ由来のグルテリン遺伝子のプロモー
ター、より具体的には、Osgt-1プロモーターである(Zhengら、Mole. Cell Biol. 13:5829
-5842, 1993)。
【０２６２】
　コムギにおける発現にとって好適なプロモーターの例としては、ADPグルコースピロシ
ンターゼサブユニット、顆粒結合型の他のデンプン合成酵素、分枝酵素および脱分枝酵素
、胚形成時蓄積タンパク質(embryogenesis-abundant protein)、グリアジンおよびグルテ
ニンのプロモーターが挙げられる。
【０２６３】
　オオムギにおける発現にとって好適なプロモーターの例としては、ADPグルコースピロ
シンターゼサブユニット、顆粒結合型の他のデンプン合成酵素、分枝酵素および脱分枝酵
素、スクロース合成酵素、ホルデイン、胚グロブリンおよびアリューロン特異的タンパク
質のプロモーターが挙げられる。
【０２６４】
　ダイズにおける発現にとって好適なプロモーターの例としては、本明細書に既に記載し
たプロモーターが挙げられる。さらに、用いることができる他のプロモーターは、ダイズ
7Sプロモーターおよびダイズの7Sβコングリシニンプロモーターである。
【０２６５】
　一般的には、USPなどの植物プロモーター下のイネ(もしくは他の単子葉植物)FAD2遺伝
子またはFAD2様遺伝子を、トウモロコシ、または別の作物植物中に形質転換して、単子葉
植物FAD2遺伝子の他の単子葉植物中での効果、または双子葉植物FAD2遺伝子の他の双子葉
植物中での効果、または双子葉直物中での単子葉植物遺伝子の効果もしくはその逆の場合
の効果を生じさせることができる。これらのFAD2またはFAD2様コード配列、5'側のプロモ
ーターおよび3'側のターミネーターを含むプラスミドを、本明細書で他のプラスミドの構
築について記載されたものと同様の様式で構築することができる。イネにおける発現にと
って好適なプロモーターの例としては、ADPグルコースピロシンターゼサブユニット、顆
粒結合型の他のデンプン合成酵素、分枝酵素、脱分枝酵素、スクロース合成酵素およいグ
ルテリンのプロモーターが挙げられる。特に好ましいプロモーターは、イネグルテリンOs
gt-1のプロモーターである。
【０２６６】
実施例12：in vivoでの突然変異誘発
　微生物のin vivoでの突然変異誘発を、遺伝学的情報の完全性を維持する能力が損なわ
れた大腸菌または他の微生物(例えば、バチルスspp.もしくはサッカロミセス・セレビシ
エなどの酵母)によるプラスミド(または他のベクター)DNAの取り込みおよび継代により実
施することができる。典型的な突然変異誘発株は、DNA修復系に関する遺伝子(例えば、mu
tHLS、mutD、mutTなど;参考のために、Rupp W.D. 1996, DNA repair mechanisms, in: Es
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cherichia coli and Salmonella, p. 2277-2294, ASM: Washingtonを参照されたい)に突
然変異を有する。そのような株は当業者にはよく知られている。そのような株の使用は、
例えば、GreenerおよびCallahan 1994, Strategies 7:32-34に例示されている。突然変異
したDNA分子の植物への導入は、微生物における選択および試験の後に行うのが好ましい
。トランスジェニック植物を、本明細書での例証範囲内の様々な例に従って作製する。
【０２６７】
実施例13：形質転換生物における組換え遺伝子産物のmRNA発現および活性の評価
　形質転換された宿主生物における組換え遺伝子産物の活性を、転写および／または翻訳
レベルで測定することができる。遺伝子の転写レベル(遺伝子産物への翻訳に利用可能なm
RNAの量の指標)を確認するための有用な方法は、目的の遺伝子に結合するように設計され
たプライマーを、検出可能なタグ(通常は、放射活性もしくは化学発光性のもの)で標識し
て用いるノーザンブロット(参考のために、Ausubelら、1988, Current Protocols in Mol
ecular Biology, Wiley: New Yorkを参照されたい)を行って、生物の培養物の全RNAを抽
出し、ゲル上で泳動し、安定なマトリックスに転写し、このプローブと共にインキュベー
トする場合には、プローブの結合および結合量が、この遺伝子のmRNAの存在およびまたそ
の量を示すようにすることである。この情報は、少なくとも部分的には、形質転換した遺
伝子の転写の程度を示す。全細胞RNAを植物の細胞、組織または器官から、いずれも当技
術分野でよく知られたいくつかの方法、例えば、Bormannら(1992, Mol. Microbiol. 6:31
7-326)に記載のものにより、調製することができる。
【０２６８】
　このmRNAから翻訳されたタンパク質の存在または相対量を評価するために、ウェスタン
ブロットなどの標準的な技術を用いることができる(例えば、Ausubelら、1988, Current 
Protocols in Molecular Biology, Wiley: New Yorkを参照)。このプロセスにおいては、
全細胞タンパク質を抽出し、ゲル電気泳動により分離し、ニトロセルロースなどのマトリ
ックスに転写し、所望のタンパク質に特異的に結合する（抗体などの）プローブと共にイ
ンキュベートする。一般的には、このプローブを、容易に検出することができる化学発光
または比色標識を用いてタグ付けする。得られた標識の存在および量は、細胞中に存在す
る所望の突然変異タンパク質の存在および量を示す。
【０２６９】
　DNAに結合するLMPの活性を、DNAバンドシフトアッセイ(ゲル遅延アッセイとも呼ばれる
)などのいくつかの十分確立された方法により測定することができる。他の分子の発現に
対するそのようなLMPの効果を、リポーター遺伝子アッセイ(Kolmar H.ら、1995, EMBO J.
 14:3895-3904およびそこに引用された参考文献に記載のものなど)を用いて測定すること
ができる。リポーター遺伝子試験系はよく知られており、β-ガラクトシダーゼ、グリー
ン蛍光タンパク質、およびいくつかの他のものなどの酵素を用いる原核および真核細胞の
両方における適用のために確立されている。
【０２７０】
　脂質代謝膜輸送タンパク質の活性の測定を、Gennis R.B. (1989 「生体膜における孔、
チャンネルおよび輸送因子(Pores, Channels and Transporters, in Biomembranes)」、M
olecular Structure and Function, Springer: Heidelberg, pp. 85-137, 199-234および
270-322)に記載のものなどの技術に従って行うことができる。
【０２７１】
実施例14：トランスジェニック植物におけるシロイヌナズナ、ダイズ、イネ、トウモロコ
シ、アマ、オオムギもしくはコムギのFAD2またはFAD2様遺伝子の機能のin vitroでの分析
　酵素の活性および速度論的パラメーターの測定は、当技術分野でよく確立されている。
任意の所与の変化した酵素の活性を測定するための実験を、野生型酵素の比活性に合わせ
なければならないが、これは当業者の能力の範囲内にある。一般的な酵素に関する概説、
ならびに多くの酵素活性の測定のための構造、反応速度論、原理、方法、適用および例に
関する具体的な詳細は、例えば、以下の参考文献：Dixon, M. & Webb, E.C. 1979, Enzym
es. Longmans: London; Fersht, (1985) 「酵素の構造および機構(Enzyme Structure and
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 Mechanism.)」、Freeman: New York; Walsh (1979) 「酵素反応機構(Enzymatic Reactio
n Mechanisms.)」、Freeman: San Francisco; Price, N.C., Stevens, L. (1982) 「酵素
学の基礎(Fundamentals of Enzymology.)」、Oxford Univ. Press: Oxford; Boyer, P.D.
(編)、(1983) 「酵素(The Enzymes)」、第3版、Academic Press: New York; Bisswanger,
 H., (1994) Enzymkinetik, 第2版、VCH: Weinheim (ISBN 3527300325); Bergmeyer, H.U
., Bergmeyer, J., Graβl, M.(編)、(1983-1986) 「酵素分析の方法(Methods of Enzyma
tic Analysis)」、第3版、vol. I-XII, Verlag Chemie: Weinheim;ならびにUllmann’s E
ncyclopedia of Industrial Chemistry (1987) vol. A9, Enzymes.　VCH: Weinheim, p. 
352-363に見出すことができる。
【０２７２】
実施例15：所望の種子貯蔵化合物の産生に対する組換えタンパク質の影響の分析
　種子油の変化に関する例として、形質転換されたシロイヌナズナ植物から得た種子を、
脂肪酸プロフィールについてガスクロマトグラフィー(GC)により分析した。図10および図
11中の各バーは、野生型もしくはfad2突然変異体の1つの植物またはfad2突然変異体バッ
クグラウンドでの1つの独立したトランスジェニック事象の5 mgの多量の種子を用いて得
られた値を表す。図10に示されるように、シロイヌナズナのfad2突然変異体は、オレイン
酸(C18:1)の含量の、野生型における16％からfad2突然変異体における約60％への増加を
示した。同様に、リノール酸(C18:2)の割合は、野生型における約31％からfad2突然変異
体における2％へと激減している。イネ遺伝子OsFAD-01(配列番号17)を用いて形質転換さ
れたシロイヌナズナfad2突然変異体種子は、分離しているT2種子集団においてさえ、野生
型組成に対し、fad2突然変異体バックグラウンドでのいくつかの独立したトランスジェニ
ック系統(図10中の事象FAD1172、FAD1214、FAD1246およびFAD1294を参照)においては脂肪
酸パターンの回復を示した。事象FAD0503、FAD0483、FAD0475およびFAD0465について図11
に示されるように、オオムギ遺伝子HvFAD-01(配列番号23)を用いて類似する応答が得られ
た。この結果は、イネ(OsFAD-01)およびオオムギ(HvFAD-01)遺伝子の両方が、種子の脂肪
酸プロフィールに関してfad2シロイヌナズナ突然変異体を相補することができるというこ
とを示しており、これは脂肪酸デサチュラーゼとしてのそれらの機能を示している。本願
で示された様々な作物植物に由来する全ての他の脂肪酸デサチュラーゼ遺伝子は、同様に
fad2シロイヌナズナ突然変異体バックグラウンドにおいても類似する応答を示した(デー
タは示さない)。
【０２７３】
　所望の種子貯蔵化合物(糖、脂質もしくは脂肪酸など)に対する植物中の遺伝的改変の効
果を、好適な条件下で改変された植物を成長させ、所望の産物(すなわち、脂質もしくは
脂肪酸)の産生の増加について種子もしくは任意の他の植物器官を分析することにより評
価することができる。そのような分析技術は当業者にはよく知られており、分光分析、薄
層クロマトグラフィー、各種染色方法、酵素的および微生物学的方法、ならびに高速液体
クロマトグラフィーなどの分析的クロマトグラフィーが挙げられる(例えば、Ullman 1985
, 「工業化学の百科事典(Encyclopedia of Industrial Chemistry)」、vol. A2, pp. 89-
90および443-613, VCH: Weinheim; Fallon, A.ら、1987, 「生化学におけるHPLCの適用(A
pplications of HPLC in Biochemistry)」、Laboratory Techniques in Biochemistry an
d Molecular Biology, vol. 17; Rehmら、1993 「生成物の回収および精製(Product reco
very and purification)」、Biotechnology, vol. 3, Chapter III, pp. 469-714, VCH: 
Weinheim; Belter, P.A.ら、1988 「生物分離：バイオテクノロジーのための下流プロセ
ッシング(Bioseparations: downstream processing for biotechnology)」、John Wiley 
& Sons; Kennedy J.F. & Cabral J.M.S. 1992, 「生物材料のための回収プロセス(Recove
ry processes for biological materials)」、John WileyおよびSons; Shaeiwitz J.A. &
 Henry J.D. 1988, 「生化学的分離(Biochemical separations)」、Ulmann’s Encyclope
dia of Industrial Chemistry,「バイオテクノロジーにおける分離および精製技術(Separ
ation and purification techniques in biotechnology)」、vol. B3, Chapter 11, pp. 
1-27, VCH: Weinheim;ならびにDechow F.J. 1989を参照)。
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【０２７４】
　上記の方法とは別に、植物の脂質をCahoonら(1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 
22:12935-12940)およびBrowseら(1986, Anal. Biochemistry 442:141-145)により記載さ
れたようにして植物材料から抽出する。定性的および定量的な脂質または脂肪酸の分析は
、Christie, William W.,「脂質方法論における進歩(Advances in Lipid Methodology.)
」、Ayr/Scotland:Oily Press. - (Oily Press Lipid Library; Christie, William W.,
「ガスクロマトグラフィーと脂質(Gas Chromatography and Lipids.)」　A Practical Gu
ide - Ayr, Scotland:Oily Press, 1989 Repr. 1992. - IX, 307 S. - (Oily Press Lipi
d Library; ならびに「脂質研究における進歩(Progress in Lipid Research)」、Oxford 
:Pergamon Press, 1 (1952) - 16 (1977)「脂肪および他の脂質CODENの化学における進歩
(Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids CODEN)」に記載されている。
【０２７５】
　脂肪酸生成物の存在の明確な証拠を、標準的な分析手順：Christieおよびそ仔に記載の
参考文献(1997、Advances on Lipid Methodology 第4版: Christie, Oily Press, Dundee
, pp. 119-169; 1998)により様々に記載されたようなGC、GC-MSまたはTLCに従ったトラン
スジェニック植物の分析により、取得することができる。詳細な方法は、葉についてはLe
mieuxら(1990, Theor. Appl. Genet. 80:234-240)により、および種子についてはFocks &
 Benning (1998, Plant Physiol. 118:91-101)により記載されている。
【０２７６】
　グリセロール骨格のsn-1、sn-2またはsn-3位での脂肪酸組成の位置分析を、リパーゼ消
化により決定する(例えば、Siebertz & Heinz 1977, Z. Naturforsch. 32c:193-205,およ
びChristie 1987, Lipid Analysis、第2版、Pergamon Press, Exeter, ISBN 0-08-023791
-6を参照)。
【０２７７】
　総種子油レベルを、任意の好適な方法により測定することができる。種子油含量の定量
は、近赤外分析(NIR)または核磁気共鳴画像化(NMR)などの従来の方法を用いて行われるこ
とが多い。NIR分光分析は、目的のサンプルがこの技術に対してなじみ易い場合はいつで
も、種子サンプルをスクリーニングするための標準的な方法になってきている。試験した
サンプルとしては、カノーラ、ダイズ、トウモロコシ、コムギ、イネ、およびその他が挙
げられる。単一の種子のNIR分析を用いることができる(例えば、Velascoら、「近赤外反
射分光分析による、ナタネ(Brassica napus L.)の無傷の単一の種子における種子重量、
油含量および脂肪酸組成の評価(Estimation of seed weight, oil content and fatty ac
id composition in intact single seeds of rapeseed　by near-infrared reflectance 
spectroscopy)」、Euphytica, Vol. 106, 1999, pp. 79-85を参照)。また、NMRは、種子
中の油含量を分析するのに用いられてきた(例えば、その全体が参照により本明細書に組
み入れられるものとする、Robertson & Morrison,「ワイドラインNMRによるヒマワリ種子
の油含量の分析(Analysis of oil content of sunflower seed by wide-line NMR)」、Jo
urnal of the American Oil Chemists Society, 1979, Vol. 56, 1979, pp. 961-964を参
照)。
【０２７８】
　脂質および糖の生合成経路に対するタンパク質活性の増加または減少の影響に関する情
報を収集するための典型的な方法は、例えば、14C-酢酸または14C-ピルビン酸を用いる葉
または種子を用いた標識試験による炭素フラックスの分析によるものである(例えば、Foc
ks & Benning 1998, Plant Physiol. 118:91-101; Eccleston & Ohlrogge 1998, Plant C
ell 10:613-621を参照)。炭素14の脂質および水溶性成分への分布を、14C-スクロースお
よび14C-リンゴ酸などの標準品を含むそれぞれの分離(例えば、TLCプレート上での)後、
液体シンチレーション計測することにより決定することができる(Eccleston & Ohlrogge 
1998, Plant Cell 10:613-621)。
【０２７９】
　分析しようとする材料を、超音波処理、硝子ミル、液体窒素および粉砕により、または
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他の適用可能な方法により分解することができる。材料は、分解後に遠心分離する必要が
ある。沈殿物を蒸留水に再懸濁し、100℃で10分間加熱し、氷上で冷却し、再び遠心分離
した後、2％ジメトキシプロパンを含むメタノール中の0.5M硫酸中、90℃で1時間抽出し、
それにより油および脂質化合物の加水分解を誘導し、トランスメチル化された脂質を得る
。これらの脂肪酸メチルエステルを、石油エーテル中で抽出し、最終的に170℃～240℃の
温度勾配で20分間および240℃で5分間、キャピラリーカラム(Chrompack, WCOT Fused Sil
ica, CP-Wax-52 CB, 25 m, 0.32 mm)を用いるGC分析にかける。得られる脂肪酸メチルエ
ステルが何であるかは、商業的な供給源(すなわち、Sigma)から入手可能な標準品の使用
により特徴付ける。
【０２８０】
　標準品が入手可能ではない脂肪酸の場合、分子が何であるかは、誘導体化およびその後
のGC-MS分析によって示す。例えば、三重結合脂肪酸の局在を、4,4-ジメトキシ-オキサゾ
リン-デリバテン(Christie, Oily Press, Dundee, 1998)による誘導体化の後のGC-MSによ
って示す。
【０２８１】
　糖類、特に、デンプンを分析するための一般的な標準的方法は、Stitt M., Lilley R.M
c.C., Gerhardt R.およびHeldt M.W. (1989,「植物の葉の特定の細胞および細胞内区画に
おける代謝物レベルの測定(Determination of metabolite levels in specific cells an
d subcellular compartments of plant leaves)」、Methods Enzymol. 174:518-552; 他
の方法については、Hartelら、1998, Plant Physiol. Biochem. 36:407-417およびFocks 
& Benning 1998, Plant Physiol. 118:91-101も参照されたい)により公開されている。
【０２８２】
　可溶性の糖類およびデンプンの抽出のために、50個の種子を1.5 mlのポリプロピレン試
験管中、500μlの80％(v/v)エタノール中でホモジナイズし、70℃で90分間インキュベー
トする。16,000 gで5分間遠心分離した後、上清を新しい試験管に移す。ペレットを500μ
lの80％エタノールを用いて2回抽出する。1つに混合した上清の溶媒を減圧下、室温で蒸
発させる。残渣を50μlの水に溶解し、これは可溶性の炭水化物画分となる。デンプンな
どの不溶性炭水化物を含むエタノール抽出で残ったペレットを、200μlの0.2N KOH中でホ
モジナイズし、その懸濁液を95℃で1時間インキュベートしてデンプンを溶解させる。35
μlの1N酢酸を添加した後、16,000 gで5分間遠心分離し、上清をデンプンの定量に用いる
。
【０２８３】
　可溶性糖類を定量するために、10μlの糖抽出物を100 mMイミダゾール、pH 6.9、5 mM 
MgCl2、2 mM NADP、1 mM ATP、および2ユニット/2 mlのグルコース-6-P-デヒドロゲナー
ゼを含む990μlの反応バッファーに添加する。グルコース、フルクトースおよびスクロー
スの酵素的測定のために、4.5ユニットのヘキソキナーゼ、1ユニットのホスホグルコイソ
メラーゼ、および2μlの飽和フルクトシダーゼ溶液を連続的に添加する。NADPHの産生を
、340 nmの波長で測光分析によりモニターする。同様に、デンプンを、Boehringer Mannh
eim社製のキットを用いて、30μlの不溶性炭水化物画分中でアッセイする。
【０２８４】
　葉および種子中のタンパク質含量の分析例を、Bradford M.M. (1976,「タンパク質染料
結合の原理を用いる、マイクログラム量のタンパク質の定量のための迅速かつ感受性の高
い方法(A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantiti
es of protein using the principle of protein dye binding)」、Anal. Biochem. 72:2
48-254)により見出すことができる。全種子タンパク質の定量のために、15～20個の種子
を、1.5 mlのポリプロピレン試験管中の250μlのアセトン中でホモジナイズする。16,000
 gで遠心分離した後、上清を廃棄し、減圧乾燥したペレットを、50 mM Tris-HCl, pH 8.0
、250 mM NaCl、1 mM EDTA、および1％(w/v)SDSを含む250μlの抽出バッファー中に再懸
濁する。25℃で2時間インキュベートした後、ホモジェネートを16,000 gで5分間遠心分離
し、200 mlの上清をタンパク質測定に用いることができる。このアッセイにおいては、γ
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-グロブリンを較正に用いる。タンパク質測定のために、Lowry DCタンパク質アッセイ(Bi
o-Rad)またはBradfordアッセイ(Bio-Rad)を用いる。
【０２８５】
　ヘキソキナーゼおよびフルクトキナーゼの酵素アッセイを、Renzら(1993, Planta 190:
156-165)に従って分光光度的に行い、ホスホグルコイソメラーゼ、ATP依存的6-ホスホフ
ルクトキナーゼ、ピロリン酸依存的6-ホスホフルクトキナーゼ、フルクトース-1,6-ビス
リン酸アルドラーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、グリセラル-3-Pデヒドロゲナーゼ
、ホスホグリセリン酸キナーゼ、ホスホグリセリン酸ムターゼ、エノラーゼおよびピルビ
ン酸キナーゼの酵素アッセイは、Burrellら(1994, Planta 194:95-101)に従って行い、さ
らにUDP-グルコース-ピロホスホリラーゼの酵素アッセイは、Zrennerら(1995, Plant J. 
7:97-107)に従って行う。
【０２８６】
　グルコース-1-リン酸、グルコース-6-リン酸、フルクトース-6-リン酸、ホスホエノー
ルピルビン酸、ピルビン酸、およびATPなどの炭水化物代謝の中間体を、Haertelら(1998,
 Plant Physiol. Biochem. 36:407-417)に記載のようにして測定し、代謝物をJelittoら(
1992, Planta 188:238-244)に記載のようにして測定する。
【０２８７】
　種子貯蔵最終化合物(すなわち、脂質、デンプンもしくは貯蔵タンパク質)の測定に加え
て、中間体および副生成物などの所望の種子貯蔵化合物の産生に用いられる代謝経路の他
の構成要素を分析して、該化合物の産生の全体の効率を決定することもできる(Fiehnら、
2000, Nature Biotech. 18:1447-1161)。
【０２８８】
　例えば、本明細書に開示された核酸、またはその断片を含む酵母発現ベクターを構築し
、標準的なプロトコルを用いてサッカロミセス・セレビシエ中に形質転換することができ
る。次いで、得られるトランスジェニック細胞を、糖、油、脂質または脂肪酸含量におけ
る変化についてアッセイすることができる。
【０２８９】
　同様に、本明細書に開示された核酸、またはその断片を含む植物発現ベクターを構築し
、標準的なプロトコルを用いて、シロイヌナズナ、ダイズ、ナタネ、イネ、トウモロコシ
、コムギ、タルウマゴヤシ(Medicago truncatula)などの好適な植物細胞中に形質転換す
ることができる。次いで、得られるトランスジェニック細胞および／またはそれから誘導
される植物を、糖、油、脂質または脂肪酸含量における変化についてアッセイすることが
できる。
【０２９０】
　さらに、本明細書に開示された配列、またはその断片を用いて、細菌、哺乳動物細胞、
酵母細胞、および植物細胞などの様々な生物のゲノム中にノックアウト突然変異を生じさ
せることができる(Girkeら、1998, Plant J. 15:39-48)。次いで、得られるノックアウト
細胞を、それらの種子貯蔵化合物に関する組成および含量、ならびにその突然変異の表現
型および／または遺伝子型に対する効果について評価することができる。遺伝子不活性化
の他の方法としては、米国特許第6004804号、「非キメラ突然変異ベクター(Non-Chimeric
 Mutational Vectors)」およびPuttarajuら(1999,「遺伝子治療のための道具としてのス
プライセオソーム媒介RNAトランススプライシング(Spliceosome-mediated RNA trans-spl
icing as a tool for gene therapy)」、Nature Biotech. 17:246-252)が挙げられる。
【０２９１】
実施例16：形質転換生物からの所望の生成物の精製
　LMPは、当技術分野でよく知られる様々な方法により植物材料から回収することができ
る。植物の器官を、他の組織または器官から機械的に分離した後、該植物器官から種子貯
蔵化合物を単離することができる。組織をホモジェナイズした後、細胞破片を遠心分離に
より除去し、可溶性タンパク質を含む上清画分を所望の化合物のさらなる精製のために保
持する。生成物が培養増殖させた細胞から分泌される場合、該細胞を低速遠心分離により
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培養物から除去し、上清画分をさらなる精製のために保持する。
【０２９２】
　いずれかの精製方法に由来する上清画分を好適な樹脂を用いるクロマトグラフィーにか
け、その際、所望の分子はクロマトグラフィー樹脂上に保持される一方でサンプル中の不
純物の多くは保持されないか、または不純物は樹脂により保持されるがサンプルは保持さ
れない。そのようなクロマトグラフィー工程を、同じかまたは異なるクロマトグラフィー
樹脂を用いて、必要に応じて繰り返す。当業者であれば、好適なクロマトグラフィー樹脂
の選択、および精製しようとする特定の分子にとって最も有効なその適用について、熟知
しているであろう。精製された生成物は、濾過または限外濾過により濃縮し、該生成物の
安定性が最大化される温度で保存することができる。
【０２９３】
　当技術分野で公知の様々な精製方法があり、前記の精製方法は限定的であることを意味
しない。そのような精製技術は、例えば、Bailey J.E. & Ollis D.F. 1986, Biochemical
 Engineering Fundamentals, McGraw-Hill:New Yorkに記載されている。
【０２９４】
　単離された化合物の正体および純度を、当技術分野で標準的な技術により評価すること
ができる。これらのものとしては、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)、分光分析法、染
色法、薄層クロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィーなどの分析的クロマトグラ
フィー、NIRS、酵素アッセイ、または微生物アッセイが挙げられる。そのような分析方法
は、Patekら(1994, Appl. Environ. Microbiol. 60:133-140)、Malakhovaら(1996, Biote
khnologiya　11:27-32)およびSchmidtら(1998, Bioprocess Engineer 19:67-70)、Ulmann
’s Encyclopedia of Industrial Chemistry (1996, Vol. A27, VCH: Weinheim, p. 89-9
0, p. 521-540, p. 540-547, p. 559-566, 575-581およびp. 581-587)ならびにMichal G.
 (1999, Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecular Biology, Jo
hn WileyおよびSons; Fallon, A.ら、1987,「生化学におけるHPLCの適用(Applications o
f HPLC in Biochemistry)」、Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular B
iology, vol. 17)に概説されている。
【０２９５】
実施例17：マイクロRNA前駆体を操作することによる遺伝子発現の下方調節
　マイクロRNA(miRNA)は植物および動物における遺伝子発現の、進化的に保存されたRNA
に基づく調節因子として明らかになってきた。miRNA(約21～25 nt)は、非タンパク質コー
ド遺伝子から転写されるステムループ構造を有するより大きい前駆体から生じる。miRNA
は特定のmRNAを標的として、転写後レベル(すなわち、mRNAを分解する)または翻訳レベル
(すなわち、タンパク質合成を阻害する)で遺伝子発現を抑制する(Bartel D 2004, Cell 1
16, 281-297)。
【０２９６】
　miRNA前駆体(プレmiRNA)を、プレmiRNAによりコードされる内因性miRNAがmiRNAにより
置換されて目的の遺伝子、例えば、dsRedリポーター遺伝子を標的とするように操作する
ことができる。
【０２９７】
　トウモロコシのmiR166前駆体を、遺伝子操作のために選択した。miR166前駆体をコード
するヌクレオチド配列を、配列番号47に記載する。2つのバイナリー発現構築物を、複数
部位Gatewayクローニング手法(Invitrogen, Carlsbad, CA)により作製した。配列番号41
に記載のRLM323は、ScBV(サトウキビ桿菌様バドナウイルス)プロモーターおよびNOS(ノパ
リン合成酵素)ターミネーターの制御下にある、対照の、すなわち天然のトウモロコシmiR
166発現であった。配列番号42に記載のRLM325は、前駆体中の配列番号37および配列番号3
8に記載の天然のmiR166(5’ tcggaccaggcttcattcccc 3’)を、配列番号39に記載のdsRed
標的化miRNA(5’ ttgtagatgaagcagccgtcc 3’)により置換したこと以外は、RLM323と同一
であった。miR dsRedはdsRed mRNAの3'領域と相補的である。
【０２９８】
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　RLM323およびRLM325を、アグロバクテリアを介して、既にバイナリーベクターRLM185を
担持するホモ接合体トウモロコシSDM10828中に形質転換し、ScBVプロモーターおよびNOS
ターミネーターの制御下でdsRedを発現させた。RLM323を担持する3個の独立したT0事象、
およびRLM325を担持する29個の独立したT0事象からの葉のサンプルを収集した。次いで、
このサンプルを、dsRed蛍光を検出する設定下で、Typhoon 9400(General Engineering)画
像システムを用いて分析した。RLM325事象に由来する蛍光強度は、対照であるRLM323事象
に由来する強度と比較して90％以上低下した。
【０２９９】
　RLM325事象におけるmiR dsRedの産生を、ノーザンブロット分析において確認した。約2
1ヌクレオチドの特定バンドは、miR dsRedに相補的な放射標識プローブを用いて、RLM325
において検出されたが、RLM323(対照)事象では検出されなかった。RLM325事象におけるds
Red mRNAの減少(ほぼ90％)を、対照RLM323と比較してqRT-PCRにより確認した。総合すれ
ば、これらのデータは、miRNA前駆体を遺伝子操作して目的の遺伝子へと標的化すること
ができることを示していた。
【０３００】
　脂肪酸デサチュラーゼをコードするトウモロコシ遺伝子を、種子などの多くの組織中で
発現させる。mRNA中のトウモロコシデサチュラーゼコード領域または5'UTRおよび3'UTRに
相補的な19～21ヌクレオチド(例えば、配列番号40に記載のACCAGACCCCGAACGCCGC)を用い
て、Zm miR166前駆体中の配列番号37および配列番号38に記載のZm miR166(5’ tcggaccag
gcttcattcccc 3’)を置換する。次いで、トランスジーンをトウモロコシ中に形質転換す
ることができる。遺伝子操作されたZm miR166遺伝子の発現を、トウモロコシの種子特異
的プロモーター(例えば、内胚乳特異的10 kDゼインプロモーターまたはGlob1胚特異的プ
ロモーター)により制御することができる。
【０３０１】
　マイクロRNA(例えば、配列番号40に記載のACCAGACCCCGAACGCCGC)は、遺伝子操作したZm
 miR166前駆体を処理する場合、種子中で生成させる。このmiRNAは、miRNAに相補的なト
ウモロコシ脂肪酸デサチュラーゼmRNA中の領域に特異的に結合し、これは遺伝子サイレン
シング機構により種子中で転写または翻訳レベルでのこの標的化トウモロコシ・デサチュ
ラーゼ発現の減少をもたらす。結果として、トランスジェニックトウモロコシは、例えば
、種子中の低いリノレン酸レベルおよび／または中程度もしくは高いオレイン酸レベルの
ような望ましい脂肪酸レベルおよび組成を有することができた。
【０３０２】
実施例18：種子の大きさの増加に対するスクリーニング
　FAD2および作物FAD2様遺伝子の条件付き発現は、種子の大きさの増加をもたらし得る。
FAD2もしくはFAD2様遺伝子を発現するトランスジェニックシロイヌナズナまたは作物植物
が作製される。野生型より大きい種子を有するトランスジェニック植物は、顕微鏡を用い
ることにより同定される。さらに、種子の重量をトランスジェニック系統について測定す
る。例えば、fad2突然変異体種子は、野生型と比較して種子重量の20％の減少を示した。
独立のシロイヌナズナトランスジェニック系統であるpFAD2RT-7およびpFAD2RT-5の分離し
たT2種子世代において、100個の種子の重量はそれぞれ30％および40％増加した。ホモ接
合性T3種子においては、種子重量は空のベクター対照と比較して最大60％増加した(デー
タは示さない)。種子重量の増加は、シロイヌナズナにおけるFAD2遺伝子過剰発現体の種
子の大きさの増加を反映していた。種子の大きさの増加は、多くの経済的に重要な作物植
物におけるより多い収量をもたらす。従って、種子の大きさの増加は、本明細書に記載の
FAD2またはFAD2様核酸分子を用いる遺伝子操作および選択の1つの目標である。
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【表１】

【０３０３】
【表２】

【０３０４】
　これらの脂肪酸は、通常、植物の種子油中には生じないが、トランスジェニック植物の
種子油中のそれらの生成は植物バイオテクノロジーにおいて重要である。
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【表３】

【０３０５】
　当業者であれば、ルーチンに過ぎない実験を用いて、本明細書に記載の本発明の特定の
実施形態に対する多くの等価物を認識し、または確認することができるであろう。そのよ
うな等価物は、本明細書に開示され、請求された本発明の特許請求の範囲により包含され
るものと意図される。
【０３０６】
付属書A
　図1A：配列番号1-AtFAD-01の核酸配列。
【０３０７】
　図1B：配列番号3-AtFAD-01のオープンリーディングフレームの核酸配列。
【０３０８】
　図1C：配列番号4-AtFAD-01のオープンリーディングフレームのアミノ酸配列。
【０３０９】
　図2A：配列番号5-GmFAD-01の核酸配列。
【０３１０】
　図2B：配列番号7-GmFAD-01のオープンリーディングフレームの核酸配列。
【０３１１】
　図2C：配列番号8-GmFAD-01のオープンリーディングフレームのアミノ酸配列。
【０３１２】
　図3A：配列番号9-GmFAD-02の核酸配列。
【０３１３】
　図3B：配列番号11-GmFAD-02のオープンリーディングフレームの核酸配列。
【０３１４】
　図3C：配列番号12-GmFAD-02のオープンリーディングフレームのアミノ酸配列。
【０３１５】
　図4A：配列番号12-GmFAD-03の核酸配列。
【０３１６】
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　図4B：配列番号15-GmFAD-03のオープンリーディングフレームの核酸配列。
【０３１７】
　図4C：配列番号16-GmFAD-03のオープンリーディングフレームのアミノ酸配列。
【０３１８】
　図5A：配列番号17-ZmFAD-01の核酸配列。
【０３１９】
　図5B：配列番号19-ZmFAD-01のオープンリーディングフレームの核酸配列。
【０３２０】
　図5C：配列番号20-ZmFAD-01のオープンリーディングフレームのアミノ酸配列。
【０３２１】
　図6A：配列番号21-OsFAD-01の核酸配列。
【０３２２】
　図6B：配列番号23-OsFAD-01のオープンリーディングフレームの核酸配列。
【０３２３】
　図6C：配列番号24-OsFAD-01のオープンリーディングフレームのアミノ酸配列。
【０３２４】
　図7A：配列番号25-LuFAD-01の核酸配列。
【０３２５】
　図7B：配列番号27-LuFAD-01のオープンリーディングフレームの核酸配列。
【０３２６】
　図7C：配列番号28-LuFAD-01のオープンリーディングフレームのアミノ酸配列。
【０３２７】
　図8A：配列番号29-HvFAD-01の核酸配列。
【０３２８】
　図8B：配列番号31-HvFAD-01のオープンリーディングフレームの核酸配列。
【０３２９】
　図8C：配列番号32-HvFAD-01のオープンリーディングフレームのアミノ酸配列。
【０３３０】
　図9A：配列番号33-TaFAD-01の核酸配列。
【０３３１】
　図9B：配列番号35-TaFAD-01のオープンリーディングフレームの核酸配列。
【０３３２】
　図9C：配列番号36-TaFAD-01のオープンリーディングフレームのアミノ酸配列。
【図面の簡単な説明】
【０３３３】
【図１】図1A-Dは、配列番号1～4- シロイヌナズナ遺伝子AtFAD-01の核酸配列、該核酸の
オープンリーディングフレームおよびアミノ酸配列を示す。
【図２】図2A-Cは、配列番号5～8- ダイズ遺伝子GmFAD-01の核酸配列、該核酸のオープン
リーディングフレームおよびアミノ酸配列を示す。
【図３】図3A-Cは、配列番号9～12- ダイズ遺伝子GmFAD-02の核酸配列、該核酸のオープ
ンリーディングフレームおよびアミノ酸配列を示す。
【図４】図4A-Cは、配列番号13～16- ダイズ遺伝子GmFAD-03の核酸配列、該核酸のオープ
ンリーディングフレームおよびアミノ酸配列を示す。
【図５】図5A-Cは、配列番号17～20- トウモロコシ遺伝子ZmFAD-01の核酸配列、該核酸の
オープンリーディングフレームおよびアミノ酸配列を示す。
【図６】図6A-Cは、配列番号21～24- イネ遺伝子OsFAD-01の核酸配列、該核酸のオープン
リーディングフレームおよびアミノ酸配列を示す。
【図７】図7A-Cは、配列番号25～28- アマ遺伝子LuFAD-01の核酸配列、該核酸のオープン
リーディングフレームおよびアミノ酸配列を示す。
【図８】図8A-Cは、配列番号29～32- オオムギ遺伝子HvFAD-01の核酸配列、該核酸のオー
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【図９】図9A-Cは、配列番号33～36- コムギ遺伝子TaFAD-01の核酸配列、該核酸のオープ
ンリーディングフレームおよびアミノ酸配列を示す。
【図１０】図10は、USPプロモーターにより駆動され、fad2シロイヌナズナ突然変異体中
に形質転換されたOsFAD-01を用いて得られたT2種子脂肪酸データである(形質転換された
系統の遺伝的バックグラウンドはColumbia-2であり、各バーは1つの個別の植物の5 mgの
大量の種子を用いて得られた脂肪酸データを表す)。
【図１１】図11は、USPプロモーターにより駆動され、fad2シロイヌナズナ突然変異体中
に形質転換されたHvFAD-01を用いて得られたT2種子脂肪酸データである(形質転換された
系統の遺伝的バックグラウンドはColumbia-2であり、各バーは1つの個別の植物の5 mgの
大量の種子を用いて得られた脂肪酸データを表す)。
【図１２】図12は、開示されたAtFAD-01、GmFAD-01、GmFAD-02、GmFAD-03、LuFAD-01、Hv
FAD-01、TaFAD-01、OsFAD-01およびZmFAD-01のアミノ酸配列間の相対相同性を示す図であ
る。この図は、Vector NTI Suite 9.0のAlign X (Aug.22, 2003)を用いて作製されたもの
であった。多重アラインメントに用いたパラメーターは以下の通りであった：ギャップ開
始ペナルティ：10；ギャップ伸長ペナルティ：0.05；ギャップ分離ペナルティレンジ：8
；アラインメント遅延に対する同一性％：40。
【図１３】図13は、AtFAD-01、GmFAD-01、GmFAD-02、GmFAD-03、LuFAD-01、HvFAD-01、Ta
FAD-01、OsFAD-01およびZmFAD-01のアミノ酸配列間の類似性を示す表である。この表は、
Vector NTI Suite 9.0のAlign X (Aug.22, 2003)を用いて作製されたものであった。他の
パラメーターについては、図12の説明を参照されたい。
【図１４】図14は、開示されたAtFAD-01、GmFAD-01、GmFAD-02、GmFAD-03、LuFAD-01、Hv
FAD-01、TaFAD-01、OsFAD-01およびZmFAD-01の核酸配列間の相対相同性を示す図である。
この図は、Vector NTI Suite 9.0のAlign X (Aug.22, 2003)を用いて作製されたものであ
った。多重アラインメントに用いたパラメーターは以下の通りであった：ギャップ開始ペ
ナルティ：15；ギャップ伸長ペナルティ：6.66；ギャップ分離ペナルティレンジ：8；ア
ラインメント遅延に対する同一性％：40。
【図１５】図15は、AtFAD-01、GmFAD-01、GmFAD-02、GmFAD-03、LuFAD-01、HvFAD-01、Ta
FAD-01、OsFAD-01およびZmFAD-01の核酸配列間の類似性を示す表である。この表は、Vect
or NTI Suite 9.0のAlign X (Aug.22, 2003)を用いて作製されたものであった。他のパラ
メーターについては、図12の説明を参照されたい。
【図１６－１】図16は、AtFAD-01、GmFAD-01、GmFAD-02、GmFAD-03、LuFAD-01、HvFAD-01
、TaFAD-01、OsFAD-01およびZmFAD-01のアミノ酸配列の配列アラインメントである。この
アラインメントは、Vector NTI Suite 9.0のAlign X (Aug.22, 2003)を用いて作製された
ものであった。多重アラインメントに用いたパラメーターは以下の通りであった：ギャッ
プ開始ペナルティ：15；ギャップ伸長ペナルティ：6.66；ギャップ分離ペナルティレンジ
：8；アラインメント遅延に対する同一性％：40。
【図１６－２】図16-1の続きである。
【図１６－３】図16-2の続きである。
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