
(57)【要約】
　本発明は、ＲＮＡの発現の同時の上方および下方調節と関連した核酸分子および核酸構
築体ならびに他の剤に指向される。特に、それは、第２のＲＮＡの発現を抑制すると同時
に、第１のＲＮＡの発現を同時に増強する方法を含む。また、本発明は、同時に第２のＲ
ＮＡの発現を抑制しつつ、第１のＲＮＡの発現を同時に増強できる構築体、かかる剤を利
用する方法、ならびにかかる剤を含む植物を特に提供する。また、本発明は、多シストロ
ン性構築体を含む他の構築体を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト な ら び に 遺 伝 子 抑 制 配 列 を 含 む 第
２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 該 第 ２ の 核
酸 セ グ メ ン ト が 、 単 一 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し 、 宿 主 細 胞 中 の 該 核 酸 分 子 の 転 写
の 結 果 、 該 宿 主 細 胞 内 で 該 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 に よ り ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 、 遺 伝 子
を 抑 制 す る 該 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 と し て 発 現 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ
ド を 有 す る 請 求 項 ２ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の イ ン ト ロ ン に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の
近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の エ キ ソ ン に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の 近
接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の
近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の ５ 'Ｕ Ｔ Ｒ に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の
近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 遺 伝 子 の 該 抑 制 が 、 該 宿 主 細 胞 に 対 す る 内 因 性 遺 伝 子 の 抑 制 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 核 酸
分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 植 物 の ゲ ノ ム 中 に 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト な ら び に 遺 伝
子 抑 制 配 列 を 含 む 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 分 子 を 有 す る 形 質 転 換 さ れ た 植 物 で あ
っ て 、 該 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 単 一 プ ロ モ ー タ ー に 作
動 可 能 に 連 結 し 、 宿 主 細 胞 中 の 該 核 酸 分 子 の 転 写 の 結 果 、 該 宿 主 細 胞 内 で 該 ポ リ ペ プ チ ド
コ ー ド 配 列 に よ り ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 、 遺 伝 子 を 抑 制 す る 該 植 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 植 物 中 の １ を 超 え る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 発 現 を 同 時 に 改 変 す る 方 法 で あ っ て 、 該 植 物 の ゲ ノ ム
に 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト な ら び に 遺 伝 子 抑 制 配 列 を 含 む
第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 分 子 を 導 入 し 、 該 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 該 第 ２ の
核 酸 セ グ メ ン ト が 、 単 一 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し 、 宿 主 細 胞 中 の 該 核 酸 分 子 の 転
写 の 結 果 、 該 宿 主 細 胞 内 で 該 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 に よ り ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 、 遺 伝
子 を 抑 制 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 と し て 発 現 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ
ド を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の イ ン ト ロ ン に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の
近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の エ キ ソ ン に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の 近
接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の
近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の ５ 'Ｕ Ｔ Ｒ に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の
近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 １ を 超 え る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 少 な く と も １ つ の 発 現 の レ ベ ル が 、 少 な く と も 部 分 的 に 低 下
す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 １ を 超 え る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 少 な く と も １ つ の 該 発 現 の レ ベ ル が 、 実 質 的 に 低 下 す る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 該 １ を 超 え る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 少 な く と も １ つ の 発 現 の レ ベ ル が 、 有 効 に 消 失 す る 請 求 項 １
８ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 発 明 の 技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 上 方 ま た は 下 方 の 同 時 調 節 に 関 連 す る 核 酸 分 子 お よ び 核 酸 構
築 体 、 な ら び に 他 の 剤 に 指 向 さ れ る 。 特 に 、 そ れ は 、 単 一 構 築 体 を 用 い て 第 ２ の Ｒ Ｎ Ａ の
発 現 を 抑 制 す る と 同 時 に 、 第 １ の Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 共 に 増 強 す る 方 法 を 含 む 。 ま た 、 本 発 明
は 、 特 に 、 第 １ の Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 共 に 増 強 で き 、 一 方 、 同 時 に 第 ２ の Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 抑 制
で き る 構 築 体 、 か か る 構 築 体 を 利 用 す る 方 法 な ら び に か か る 構 築 体 を 含 む 植 物 を 提 供 す る
。 ま た 、 本 発 明 は 、 多 シ ス ト ロ ン 性 構 築 体 を 含 め た 他 の 構 築 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 背 景
　 多 数 の 複 雑 な 生 化 学 的 経 路 が 、 通 常 、 単 一 の 遺 伝 子 の 抑 制 ま た は 過 剰 発 現 に よ り 、 今 や
遺 伝 子 操 作 さ れ て い る 。 植 物 遺 伝 子 操 作 の 可 能 性 の さ ら な る 発 展 は 、 経 路 に お け る 複 数 の
遺 伝 子 操 作 の 協 調 を 必 要 と す る で あ ろ う 。 多 数 の ア プ ロ ー チ が 、 性 的 交 配 、 再 形 質 転 換 、
共 形 質 転 換 お よ び 連 結 し た 導 入 遺 伝 子 の 使 用 を 含 め て 、 １ つ の 植 物 に お い て 導 入 遺 伝 子 を
組 み 合 わ せ る た め に 用 い ら れ て き た 。 連 結 し た 部 分 的 な 遺 伝 子 配 列 を 持 つ キ メ ラ 導 入 遺 伝
子 を 用 い て 、 多 数 の 植 物 の 内 因 性 遺 伝 子 を 協 調 的 に 抑 制 で き る 。 ウ イ ル ス の ポ リ タ ン パ ク
質 に 基 づ い て 作 成 さ れ た 構 築 体 を 用 い て 、 複 数 の コ ー ド 遺 伝 子 を 植 物 細 胞 に 同 時 に 導 入 で
き る (概 説 に つ い て 、 Halpinら , Plant Mol. Biol. 47:295-310 (2001)参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 植 物 に お け る 形 質 発 現 の 増 強 は 、 植 物 細 胞 へ の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 特 別 な コ ピ ー の 導
入 を 介 し て 、 好 ま し く は 、 植 物 ゲ ノ ム へ の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 の 特 別 な コ ピ ー の 取 り 込 み
を 介 し て 生 じ 得 る 。 ま た 、 過 剰 発 現 は 、 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 調 節 機 構 の 活 性 を 増 加 さ
せ る こ と (す な わ ち 、 遺 伝 子 発 現 の 上 方 調 節 )に よ り 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 植 物 に お い て 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ と し て 知 ら れ る 形 質 発 現 の 抑 制 は 、 転 写 レ
ベ ル お よ び 転 写 後 の レ ベ ル の 双 方 に 生 じ る 。 宿 主 細 胞 に お い て 内 因 的 な 配 列 の 発 現 の 抑 制
の た め の 様 々 な 方 法 が あ る 。 か か る 方 法 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア ン チ セ ン ス 抑
制 (Smithら , Nature 334:724-726 (1988))、 共 抑 制 (Napoliら , Plant Cell 2:279-289 (1
989))、 リ ボ ザ イ ム (Kohlerら , J. Mol. Biol. 285:1935-1950 (1999))、 セ ン ス お よ び ア
ン チ セ ン ス の 組 合 せ （ Waterhouseら , PNAS USA 95:13959-13964 (1998)） 、 プ ロ モ ー タ ー
サ イ レ ン シ ン グ （ Parkら , Plant J. 9(2):183-194 (1996)） な ら び に Ｄ Ｎ Ａ 結 合 蛋 白 （ Be
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erliら , PNAS USA 95:14628-14633 (1997); Liuら , PNAS USA 94:5525-5530 (1998)） を
含 む 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 あ る 種 の こ れ ら の メ カ ニ ズ ム は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル に て 核 酸 相 同 性 に 関 係 し
て い る  (Matzkeら , Current Opinion in Genetics and Development 11:221-227 (2001))
。 植 物 に お い て 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 配 列 に 特 異 的 な サ イ レ ン シ ン グ を 誘 導 で き る 。 こ の
現 象 は 、 植 物 に お い て 、 し ば し ば 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ (「 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 」 )と 呼 ば れ る 。 ま た 、 こ の
現 象 は Caenorhabditis elegansに お い て 報 告 さ れ 、 こ の 遺 伝 子 特 異 的 な サ イ レ ン シ ン グ は
、 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 ま た は Ｒ Ｎ Ａ ｉ と 呼 ば れ る (Fireら , Nature 391:806-811 (1988))。 他 は 、
植 物 、 菌 類 お よ び 動 物 に お い て こ の 現 象 が 報 告 さ れ て い る (Sharp, Genes and Developmen
t 13:139-141 (1999); Matzkeら , Curr. Opin. Genet. Dev., 11:221-227 (2001); Cogon
i and Macino, Curr. Opin. Genet. Dev., 10:638-643 (2000); Sharp, Genes and Devel
opment 15:485-490 (2001); Waterhouseら , PNAS USA 95:13959-13964 (1988); Wesleyら
, Plant J. 27:581-590 (2001); Grierson, WO 98/53083)。 Wesleyら は 、 遺 伝 子 サ イ レ ン
シ ン グ ベ ク タ ー と し て 用 い る こ と が で き る ２ つ の ベ ク タ ー 、 pHANNIBALお よ び pHELLSGATE
の 設 計 お よ び 使 用 を 報 告 し た （ Wesleyら 、 前 記 ） 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 セ ン ス お よ び ア
ン チ セ ン ス の 配 列 が 、 標 的 コ ー ド 配 列 、 ５ 'Ｕ Ｔ Ｒ ま た は ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ に 対 応 す る セ ン ス お よ
び ア ン チ セ ン ス の 配 列 間 の イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む こ と が 報 告 さ れ て い る 。 標 的 セ ン ス お よ
び ア ン チ セ ン ス の 配 列 間 の 非 標 的 イ ン ト ロ ン の 利 用 に よ り 、 よ り 高 率 の サ イ レ ン シ ン グ さ
れ た 形 質 転 換 体 が 得 ら れ た (Wesleyら 、 前 記 )。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ で の 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の も
う 一 つ の 戦 略 は 、 イ ン ト ロ ン ス ペ ー サ ー を 持 つ ヘ ア ピ ン 構 築 体 を 含 む （ Smithら , Nature 
407:319-320 (2000)） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 他 の 抑 制 戦 略 は 、 限 定 な く し て 、 ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス の 抑 制 を 含 む 。 例 え ば 、 Fi
llattiの PCT WO 01/14538参 照 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 所 望 の 植 物 発 現 型 は 、 １ つ の 遺 伝 子 の 発 現 、 お よ び も う 一 つ の 遺 伝 子 の 発 現 の 同 時 低 下
を 必 要 し 得 る 。 か く し て 、 単 一 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 構 築 体 を 用 い る 植 物 に お い て 、 ポ リ
ペ プ チ ド を 過 剰 発 現 し 、 同 時 に 、 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 ま た は 下 方 調 節 す る 必
要 性 が 存 在 す る 。 さ ら に 、 単 一 構 築 体 を 用 い て 、 １ を 超 え る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 同 時 に
抑 制 ま た は 下 方 調 節 す る 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 遺 伝 子 抑 制 配 列
を 含 む 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 み 、 宿 主 細 胞 内 の 核 酸 分 子 の 転 写 の 結 果 、 宿 主 細 胞 に お
い て そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 、 遺 伝
子 を 抑 制 す る 核 酸 分 子 を 含 み か つ 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 遺 伝 子 抑 制 配 列
を 含 む 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 分 子 を 有 し 、 宿 主 細 胞 内 の 核 酸 分 子 の 転 写 の 結 果
、 そ の 宿 主 細 胞 に お い て そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド を 発 現 し 、 遺 伝 子 を 抑 制 し 、 該 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト は
、 単 一 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 す る 植 物 を 含 み か つ 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 遺 伝 子 抑
制 配 列 を 含 む 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 分 子 を 植 物 細 胞 に 導 入 し 、 宿 主 細 胞 に お け
る 核 酸 分 子 の 転 写 の 結 果 、 宿 主 細 胞 に お い て そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 に よ り コ ー
ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 、 遺 伝 子 を 抑 制 し 、 該 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 第 ２
の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 単 一 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し 、 該 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン
ト お よ び 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 発 現 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 １ を 超 え る Ｒ Ｎ Ａ 分 子
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を 同 時 に 改 変 す る 方 法 を 含 み か つ 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 発 明 の 詳 細 な 記 載
　 核 酸 配 列 の 説 明
　 配 列 番 号 :１ は 、 Gossypium hirsutumガ ン マ － ト コ フ ェ ロ ー ル メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 核 酸 配 列 を 記 載 す る 。
　 配 列 番 号 :２ お よ び ３ は 、 Gossypium hirsutumガ ン マ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 増 幅
に 用 い る プ ラ イ マ ー の 核 酸 配 列 を 記 載 す る 。
　 配 列 番 号 :４ は 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ の 塩 基 ３ ３ ４ ５ -４ ９ ４ ７ に て 判 明 し た Ｒ Ｎ Ａ ｉ 操
作 エ レ メ ン ト の １ ４ ０ ５ の ヌ ク レ オ チ ド 長 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。 配 列 番 号 :４ は 、 ５ ’ か
ら ３ '方 向 に 、 Arabidopsis thaliana FAD2 (塩 基 1-135)か ら の セ ン ス 配 向 し た ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ
、 そ れ に 連 結 し た Arabidopsis thaliana FAD2 (塩 基 144-1275)か ら 取 り 出 し た ス プ ラ イ ス
部 位 を 持 つ セ ン ス 配 向 し た イ ン ト ロ ン 配 列 、 そ れ に 連 結 し た Arabidopsis thaliana FAD2 
(塩 基 1281-1405)か ら の ア ン チ セ ン ス 配 向 し た ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ 配 列 を 含 む 。 配 列 番 号 :４ に お い
て 必 須 な Ｆ Ａ Ｄ ２ イ ン ト ロ ン エ レ メ ン ト は 、 塩 基 ３ ６ ８ ７ -４ ８ １ ８ に て ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５
６ ５ 内 に 、 お よ び 塩 基 ３ ３ ９ ６ -４ ５ １ ５ に て 配 列 番 号 ： ５ 内 に 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 配 列 番 号 :５ は 、 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ か ら の Agrobacterium tumefaciens境 界 エ
レ メ ン ト 、 す な わ ち 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ に よ り Ｇ Ｍ Ｔ の 発 現 を 増 加 さ せ 、 同 時 に Δ １ ２ デ サ チ ュ ラ
ー ゼ の 発 現 を 減 少 さ せ る た め の 第 １ の 転 写 ユ ニ ッ ト な ら び に Ｂ Ａ Ｒ マ ー カ ー 用 の 第 ２ の 転
写 ユ ニ ッ ト の エ レ メ ン ト 間 の ８ １ ７ ９ の ヌ ク レ オ チ ド 長 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 形 質 転 換 挿 入 エ レ
メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 配 列 番 号 :６ は 、 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ か ら の Agrobacterium tumefaciens境 界 エ
レ メ ン ト 、 す な わ ち 、 イ ン ト ロ ン セ ン ス 抑 制 に よ り Ｇ Ｍ Ｔ の 発 現 を 増 加 さ せ 、 同 時 に Δ １
２ デ サ チ ュ ラ ー ゼ の 発 現 を 減 少 さ せ る た め の 第 １ の 転 写 ユ ニ ッ ト な ら び に Ｂ Ａ Ｒ マ ー カ ー
用 の 第 ２ の 転 写 ユ ニ ッ ト の エ レ メ ン ト 間 の ７ ７ １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 長 の 形 質 転 換 挿 入 エ レ
メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 定 義 :
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 遺 伝 子 」 と は 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 と 関 連 す る ５ 'プ ロ モ ー タ ー 領 域
、 い ず れ か の イ ン ト ロ ン お よ び エ キ ソ ン 領 域 、 な ら び に 遺 伝 子 産 物 の 発 現 に 関 連 す る ３ ’
非 翻 訳 領 域 （ 「 Ｕ Ｔ Ｒ 」 ） を 包 含 す る 核 酸 配 列 を い う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 」 と は 、 い ず れ か の 性 ま た は 無 性 の 方 法 に
よ り 植 物 か ら の そ の 導 入 遺 伝 子 の 伝 達 を 促 す よ う に 安 定 的 に 導 入 遺 伝 子 を 組 み 入 れ た い ず
れ か の 植 物 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 導 入 遺 伝 子 」 と は 、 生 物 体 の 細 胞 に 導 入 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 に 関 連
し た 核 酸 配 列 を い う 。 導 入 遺 伝 子 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 生 物 体 に 内 因 性 の 遺 伝
子 、 ま た は 生 物 体 に お い て 自 然 発 生 し な い 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 」 ま た は 「 抑 制 」 と は 、 限 定 な く し て 、 ア ン
チ セ ン ス 抑 制 、 セ ン ス 抑 制 お よ び セ ン ス イ ン ト ロ ン 抑 制 を 含 め た い ず れ か の 方 法 に よ る 遺
伝 子 発 現 の 下 方 調 節 を い う 。 か か る 下 方 調 節 は 、 部 分 的 な 下 方 調 節 で 有 り 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 遺 伝 子 抑 制 配 列 」 は 、 転 写 さ れ る 場 合 に 、 遺 伝 子 発 現 を 下 方 調 節 で
き る い ず れ か の 核 酸 配 列 で あ る 。 か か る 方 法 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア ン チ セ ン
ス 抑 制 、 セ ン ス 抑 制 お よ び セ ン ス イ ン ト ロ ン 抑 制 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 本 明 細 書 に 用 い た 「 ア ン チ セ ン ス 抑 制 」 と は 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 導 入 に よ り 誘
導 さ れ た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を い う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 セ ン ス 抑 制 」 と は 、 限 定 な く し て 、 コ ー ド 配 列 ま た は そ の 断 片 を 含
め た セ ン ス 配 向 で の 遺 伝 子 の 断 片 の 導 入 に よ り 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を い う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 セ ン ス イ ン ト ロ ン 抑 制 」 と は 、 セ ン ス 配 向 で の 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン
ま た は そ の 断 片 の 導 入 に よ り 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を い う 。 セ ン ス イ ン ト ロ ン
抑 制 は 、 Fillattiの PCT WO 01/14538 A2に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 蛋 白 質 お よ び 核 酸 を 言 及 す る 場 合 、 単 純 な 大 文 字 、 例 え ば 「 Ｇ Ｍ Ｔ 」
「 Ｆ Ａ Ｄ ２ 」 の 使 用 は 、 酵 素 、 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド へ の 言 及 を 示 し 、 イ
タ リ ッ ク 体 の 大 文 字 、 例 え ば 「 Ｇ Ｍ Ｔ 」 ま た は 「 Ｆ Ａ Ｄ ２ 」 の 使 用 は 、 限 定 な く し て 、 遺
伝 子 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 含 め た 核 酸 を い う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 蛋 白 質 お よ び 核 酸 の ご と き 剤 を 言 及 す る 場 合 に 、 「 誘 導 さ れ た 」 は 、
（ 例 え ば 、 公 知 の 蛋 白 質 ま た は 核 酸 の 配 列 を 調 べ て 、 そ の 公 知 の 蛋 白 質 ま た は 核 酸 の 配 列
に 、 少 な く と も 部 分 的 に 類 似 す る 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 ま た は 核 酸 を 調 製 す る こ と に よ り ）
直 接 的 に 、 あ る い は （ 例 え ば 、 公 知 の 蛋 白 質 ま た は 核 酸 に 関 連 し た 生 物 体 か ら の 蛋 白 質 ま
た は 核 酸 を 得 る こ と に よ り ） 間 接 的 に 、 公 知 の 蛋 白 質 ま た は 核 酸 か ら 蛋 白 質 ま た は 核 酸 を
得 る こ と を い う 。 公 知 の 蛋 白 質 ま た は 核 酸 か ら 蛋 白 質 ま た は 核 酸 を 「 誘 導 す る 」 他 の 方 法
は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 核 酸 構 築 体 を 言 及 す る 場 合 に 、 そ の 構 築 体 は 、 線 形 ま た は 環 状 の 形 態
で あ り 得 る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 核 酸 セ グ メ ン ト 」 は 、 よ り 大 き な 核 酸 分 子 の 一 部 分 で あ る 。 か か る
核 酸 セ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 限 定 な く し て 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 も し く は 遺 伝 子 抑 制
配 列 ま た は そ の 双 方 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 」 お よ び 「 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 」 と は 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 導 入 に
よ り 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 」 お よ び 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 分 子 」 の 双 方 は 、 細 胞 ま た は 生
物 体 へ 導 入 さ れ た 場 合 に 、 細 胞 ま た は 生 物 体 の 細 胞 に 存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 の レ ベ ル を 少 な
く と も 部 分 的 に 低 下 で き る 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を い う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 イ ン ト ロ ン ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 」 お よ び 「 イ ン ト ロ ン Ｒ Ｎ Ａ ｉ 分 子 」 の
双 方 は 、 細 胞 ま た は 生 物 体 に 導 入 さ れ た 場 合 に 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ が 、 そ の イ ン ト ロ ン 配 列 を
含 む ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 低 下 さ せ る た め に 細 胞 ま た は 生 物 体 に 存 在 す る 遺 伝 子 の イ ン ト ロ
ン に 十 分 な 同 一 性 を 示 す １ 以 上 の 細 胞 内 に 存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 の レ ベ ル を 少 な く と も 部 分
的 に 低 下 で き る 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を い う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 非 コ ー ド 」 な る 用 語 と は 、 発 現 し た 蛋 白 質 の 一 部 分 ま た は 全 て を コ ー ド し な い 核 酸 分
子 の 配 列 を い う 。 非 コ ー ド 配 列 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 イ ン ト ロ ン 、 プ ロ モ ー タ
ー 領 域 、 ３ '非 翻 訳 領 域 (「 ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ 」 )お よ び ５ '非 翻 訳 領 域 (「 ５ 'Ｕ Ｔ Ｒ 」 )を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 イ ン ト ロ ン 」 な る 用 語 は 、 発 現 し た 蛋 白 質 の 一 部 分 ま た は 全 て を コ
ー ド し な く 、 内 因 性 条 件 下 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に 転 写 さ れ る が 、 該 Ｒ Ｎ Ａ が 蛋 白 質 に 翻 訳 さ れ る
前 に 内 因 性 Ｒ Ｎ Ａ を 切 り 出 す 核 酸 分 子 、 通 常 、 Ｄ Ｎ Ａ の セ グ メ ン ト を 意 味 す る 通 常 の 意 味
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の 用 語 を い う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 エ キ ソ ン 」 な る 用 語 は 、 発 現 し た 蛋 白 質 の 一 部 分 ま た は 全 て を コ ー
ド す る 核 酸 分 子 、 通 常 、 Ｄ Ｎ Ａ の セ グ メ ン ト を 意 味 す る 通 常 の 意 味 の 用 語 を い う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 １ 以 上 の 核 酸 配 列 に 「 作 動 可 能 に 連 結 し た 」 プ ロ モ ー タ ー は 、 多 シ
ス ト ロ ン 性 配 置 ま た は 構 築 体 に お い て 配 列 し た 複 数 の コ ー ド 化 ま た は 非 コ ー ド の 核 酸 配 列
を 含 め た １ 以 上 の 核 酸 配 列 の 発 現 を 駆 動 で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 植 物 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 限 定 な く し て 、 植 物 の ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ
ー 、 お よ び 合 成 、 キ メ ラ ま た は ハ イ ブ リ ッ ド の プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 そ れ は 、 植 物 細 胞 中
で 機 能 し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 促 進 で き る 単 一 の 転 写 ユ ニ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 多 シ ス ト ロ ン 性 配 置 」 ま た は 「 多 シ ス ト ロ ン 性 構 築 」 は 、 １ を 超 え る 遺 伝 子 の 核 酸 配
列 を 含 む 配 置 で あ る 。 「 多 シ ス ト ロ ン 性 配 置 」 内 で は 、 エ キ ソ ン 、 イ ン ト ロ ン ま た は 双 方
に 対 応 す る 配 列 が 存 在 し て も よ く 、 「 多 シ ス ト ロ ン 性 配 置 」 は 、 例 え ば 、 限 定 な く し て 、
１ つ の 遺 伝 子 か ら の １ 以 上 の エ キ ソ ン お よ び 第 ２ の 遺 伝 子 か ら の １ 以 上 の イ ン ト ロ ン に 対
応 す る 配 列 を 含 む が 得 る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 多 シ ス ト ロ ン 性 遺 伝 子 」 ま た は 「 ポ リ シ ス ト ロ ン 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 」 は 、
１ を 超 え る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 に 対 応 す る 核 酸 配 列 を 含 む い ず れ か の 遺 伝 子 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ
で あ る 。 か か る 多 シ ス ト ロ ン 性 遺 伝 子 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 エ キ ソ ン 、 イ ン ト ロ ン ま た は 双
方 に 対 応 す る 配 列 を 含 み 、 組 み 換 え 多 シ ス ト ロ ン 性 遺 伝 子 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 限
定 な く し て 、 １ つ の 遺 伝 子 か ら の １ 以 上 の エ キ ソ ン お よ び 第 ２ の 遺 伝 子 か ら の １ 以 上 の イ
ン ト ロ ン に 対 応 す る 配 列 を 含 む と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 物 理 的 に 連 結 し た 」 核 酸 配 列 は 、 単 一 の 核 酸 分 子 に 見 出 さ れ た 核 酸
配 列 で あ る 。
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 発 現 」 は 転 写 お よ び 翻 訳 の プ ロ セ ス を い う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 質 の ご と き １ を 超 え る 剤 の 「 同 時 の 発 現 」 と は
、 も う 一 つ の 剤 と 同 時 で の あ る 剤 の 発 現 を い う 。 か か る 発 現 は 、 単 に 一 部 分 重 複 し 、 異 な
っ た 組 織 ま た は レ ベ ル で も 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 質 の ご と き １ を 超 え る 剤 の 「 発 現 を 同 時 に 改 変
す る 」 は 、 も う 一 つ の 剤 の 発 現 を 改 変 す る と 同 時 に あ る 剤 の 発 現 を 改 変 す る こ と を い う 。
１ を 超 え る 剤 の か か る 発 現 は 、 異 な る 組 織 に お い て ま た は 異 な る レ ベ ル に て 改 変 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 質 の ご と き １ を 超 え る 剤 の 「 共 発 現 」 は 、 も う
一 つ の 剤 と 同 時 に 、 お よ び 同 一 細 胞 ま た は 組 織 に お け る あ る 剤 の 同 時 の 発 現 を い う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 １ を 超 え る 剤 の 「 協 調 し た 発 現 」 と は 、 か か る 剤 の 発 現 が 共 通 ま た
は 同 一 の プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し て 行 な わ れ る 場 合 に 、 １ を 超 え る 剤 の 共 発 現 を い う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 蛋 白 質 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ご と き 剤 の 「 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 さ れ
た 」 ま た は 「 増 加 し た 」 レ ベ ル は 、 そ の 剤 が 、 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 を 持 つ が 、 蛋 白 質 ま た
は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 導 入 核 酸 分 子 を 欠 く 細 胞 、 組 織 、 植 物 ま た は 生 物 体 に 存 在 す る レ
ベ ル に 対 し て そ の 剤 の レ ベ ル が 増 加 す る な ら ば 、 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 ま た は 増 加 す る
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 本 明 細 書 に 用 い た 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は １ ５ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 ペ プ チ ド 」 は １ ４ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 そ の 剤 の レ ベ ル が 、 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 を 持 つ が 、 蛋 白 質 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る
導 入 核 酸 分 子 を 欠 く 細 胞 、 組 織 、 植 物 ま た は 生 物 体 に 存 在 す る レ ベ ル に 対 し て 少 な く と も
２ ５ ％ 増 加 す る な ら ば 、 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ご と き 剤 の 「
増 強 さ れ た 」 レ ベ ル は 増 強 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 そ の 剤 の レ ベ ル が 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 を 持 つ が 、 蛋 白 質 ま た は ｍ Ｒ
Ｎ Ａ を コ ー ド す る 導 入 核 酸 分 子 を 欠 く 細 胞 、 組 織 、 植 物 ま た は 生 物 体 に 存 在 す る レ ベ ル に
対 し て 少 な く と も ７ ５ ％ 増 加 す る な ら ば 、 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の ご と き 剤 の レ ベ ル は 「 実 質 的 に 増 強 さ れ る 」 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ご と き 剤 の レ ベ
ル の 「 低 下 」 は 、 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 を 持 つ が 、 そ の 剤 を 低 下 で き る 核 酸 配 列 を 欠 く 細 胞
、 組 織 、 植 物 ま た は 生 物 体 に 対 し て そ の レ ベ ル が 減 少 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ご と き 剤 の レ ベ
ル の 「 少 な く と も 部 分 的 な 低 下 」 は 、 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 を 持 つ が 、 そ の 剤 を 低 下 で き る
核 酸 配 列 を 欠 く 細 胞 、 組 織 、 植 物 ま た は 生 物 体 に 対 し て そ の レ ベ ル が 、 少 な く と も ２ ５ ％
減 少 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ご と き 剤 の レ ベ
ル の 「 実 質 的 な 低 下 」 は 、 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 を 持 つ が 、 そ の 剤 を 低 下 で き る 核 酸 配 列 を
欠 く 細 胞 、 組 織 、 植 物 ま た は 生 物 体 に 対 し て そ の レ ベ ル が 減 少 し 、 そ の 剤 の レ ベ ル に お け
る 低 下 が 少 な く と も ７ ５ ％ で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ご と き 剤 の 「 有
効 な 消 失 」 は 、 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 を 持 つ が 、 そ の 剤 を 低 下 で き る 核 酸 配 列 を 欠 く 細 胞 、
組 織 、 植 物 ま た は 生 物 体 に 関 連 し 、 そ の 剤 の レ ベ ル に お け る 減 少 が 、 ９ ５ ％ を 超 え る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 異 種 の 」 は 、 一 緒 に 自 然 発 生 し な い こ と を 意 味 す る 。
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 内 因 性 遺 伝 子 」 は 、 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 宿
主 に 導 入 さ れ な い い ず れ か の 遺 伝 子 で あ る 。
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 合 計 油 レ ベ ル 」 と は 、 脂 肪 酸 の タ イ プ を 考 慮 せ ず に 、 脂 肪 酸 の 合 計
の 総 量 を い う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 改 変 さ れ た 種 子 油 組 成 物 」 と は 、 脂 肪 酸 の タ イ プ の 相 対 的 パ ー セ ン
テ ー ジ が 改 変 さ れ た 種 子 組 成 物 を い う 。
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 前 記 の い ず れ の 範 囲 も 、 特 記 し な い 限 り は 、 そ の 範 囲 の 終 点 を 含 む
。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 剤 は 、 も う 一 つ の 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 核 酸 分 子 の 能 力 の ご と き 構
造 的 特 性 、 あ る い は 抗 体 に よ り 結 合 さ れ る (ま た は か か る 結 合 に つ い て も う 一 つ の 分 子 と
競 争 す る )蛋 白 質 の 能 力 の い ず れ か に 関 し て 、 好 ま し く は 、 「 生 物 学 的 に 活 性 」 で あ る 。
あ る い は 、 か か る 生 物 学 的 活 性 は 、 触 媒 的 で あ り 得 、 か く し て 、 化 学 的 反 応 ま た は 応 答 を
媒 介 す る 剤 の 能 力 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 剤 は 、 好 ま し く は 「 実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 も の で あ ろ う 。 本 明 細 書 に 用 い た 「 実 質 的 に
精 製 さ れ た 」 な る 用 語 は 、 そ の 本 来 の 環 境 条 件 下 に お い て そ れ と 通 常 関 連 す る 他 の 実 質 的
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に す べ て の 分 子 か ら 単 離 さ れ た 分 子 を い う 。 よ り 好 ま し く は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た 分 子 は
、 調 製 物 中 に 存 在 し た 優 位 な 種 で あ る 。 実 質 的 に 精 製 さ れ た 分 子 は 、 天 然 の 混 合 物 中 に 存
在 す る 他 の 分 子 （ 溶 媒 を 除 い て ） が ６ ０ ％ を 超 え て 無 く 、 ７ ５ ％ を 超 え て 無 く 、 好 ま し く
は ９ ０ ％ 超 え て 無 く 、 最 も 好 ま し く は ９ ５ ％ 超 え て 無 い も の で あ り 得 る 。 「 実 質 的 に 精 製
さ れ た 」 な る 用 語 は 、 そ れ ら の 本 来 の 環 境 条 件 下 で 存 在 す る 分 子 を 包 含 す る こ と は 意 図 さ
れ な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 剤 は 組 み 換 え で き る 。 本 明 細 書 に 用 い た 、 「 組 換 え の 」 な る 用 語 は 、 核
酸 分 子 ま た は ペ プ チ ド の ヒ ト 操 作 か ら の も の で あ る か 、 ま た は そ の ヒ ト 操 作 か ら 如 何 に 間
接 的 で あ ろ う と も 生 じ る い ず れ か の 剤 (例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ
Ｎ Ａ 、 ペ プ チ ド を 含 む ） を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 剤 は 、 そ の 剤 の 検 出 を 促 す 試 薬 で 標 識 し 得 る （ 例 え ば 、 蛍 光 標 識 , Proberら , 
Science 238:336-340 (1987); Albarellaら , EP 144914;化 学 標 識 , Sheldonら , 米 国 特 許
第 ４ ,５ ８ ２ ,７ ８ ９ 号 ; Albarellaら , 米 国 特 許 第 ４ ,５ ６ ３ ,４ １ ７ 号 ; 修 飾 塩 基 , Miyos
hiら , EP 119448） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 ％ 同 一 性 」 は 、 以 下 の パ ラ メ ー タ ー お よ び ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決
定 さ れ る ： ス ミ ス ウ オ ー タ ー マ ン ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 同 一 性 を 決 定 す る 。 ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 比 較 用 パ ラ メ ー タ ー は 典 型 的 に は 以 下 の も の を 含 む ： ア ル ゴ リ ズ ム : Needleman an
d Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970)。 比 較 マ ト リ ッ ク ス : Hentikoff and Henti
koff, PNAS USA 89:10915-10919 (1992） か ら の BLOSSUM６ ２ 。 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー :１
２ ； ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ ー :４ 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー で 用 い る こ と が で き る プ ロ グ ラ
ム は 、 Genetics Computer Group (「 GCG」 ), Madison, Wisconsinか ら の ギ ャ ッ プ プ ロ グ
ラ ム と し て 公 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 エ ン ド ギ ャ ッ プ に 対 す る ペ ナ ル テ ィ ー な し と 同 様 に 上
記 の パ ラ メ ー タ ー は 、 ペ プ チ ド 比 較 用 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー で あ る 。 核 酸 分 子 配 列 比
較 用 パ ラ メ ー タ ー は 以 下 の も の で あ る :ア ル ゴ リ ズ ム ： Needleman and Wunsch, J. Mol. B
io. 48:443-453 (1970)。 比 較 マ ト リ ッ ク ス ： マ ッ チ － ＋ １ ０ 、 ミ ス マ ッ チ =０ ； ギ ャ ッ プ
ペ ナ ル テ ィ ー ： ５ ０ ;ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ ー ： ３ 。 「 ％ 同 一 性 」 は 、 核 酸 分 子 配 列 比 較
用 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー と し て の 前 記 パ ラ メ ー タ ー 、 お よ び GCG、 バ ー ジ ョ ン １ ０ .２
か ら の 「 ギ ャ ッ プ 」 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 、 ガ ン マ － ト コ フ ェ ロ ー ル メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｇ Ｍ Ｔ 、 γ -Ｇ
Ｍ Ｔ 、 γ -MT、 γ -TMTま た は ガ ン マ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と も い う )は 、 α － ト コ フ ェ
ロ ー ル へ の ガ ン マ － ト コ フ ェ ロ ー ル の 転 換 を 特 に 触 媒 で き る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド で あ
る 。 ま た 、 ダ イ ズ の ご と き あ る 種 の 植 物 で は 、 Ｇ Ｍ Ｔ は 、 β － ト コ フ ェ ロ ー ル へ の δ － ト
コ フ ェ ロ ー ル の 転 換 を 触 媒 で き る 。 ま た 、 他 の 植 物 で は 、 Ｇ Ｍ Ｔ は 、 β － ト コ ト リ エ ノ ー
ル へ の δ － ト コ ト リ エ ノ ー ル の 転 換 を 触 媒 で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 に 用 い た 「 Ｆ Ａ Ｄ ２ 」 、 「 Δ １ ２ デ サ チ ュ ラ ー ゼ 」 ま た は 「 オ メ ガ -６ デ サ チ
ュ ラ ー ゼ 」 遺 伝 子 は 、 カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら 数 え て 第 １ ２ 番 目 の 位 置 で 脂 肪 ア シ ル 部 位 へ
の 二 重 結 合 の 挿 入 を 触 媒 で き る 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 核 酸 分 子 、 構 築 体 お よ び ベ ク タ ー
　 宿 主 植 物 細 胞 へ の Ｄ Ｎ Ａ の 形 質 転 換 を 導 入 す る の に 適 し た ベ ク タ ー 系 は 、 限 定 さ れ る も
の で は な い が 、 二 成 分 の 細 菌 人 工 染 色 体 (BIBAC)ベ ク タ ー （ Hamiltonら , Gene 200:107-11
6 (1997)); Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Della-Cioppaら , Ann. N.Y. Acad. Sci. 792 (Engi
neering Plants for Commercial Products and Applications):57-61 (1996));植 物 選 択 Y
AC (酵 母 人 工 染 色 体 ） ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 Mullenら , Molecular Breeding 4:449-457 (19
88)に 記 載 さ れ る も の ； コ ス ミ ド ； お よ び 細 菌 人 工 染 色 体 (BAC)を 含 み 、 か か る ベ ク タ ― 系
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は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 で 利 用 で き る 。 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 か か る ベ ク タ ー は 、
ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む
核 酸 分 子 を 含 み 、 宿 主 細 胞 内 の 該 核 酸 分 子 の 転 写 の 結 果 、 宿 主 細 胞 に お い て ポ リ ペ プ チ ド
コ ー ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 、 遺 伝 子 を 抑 制 す る 。 １ つ の 態 様 に
お い て 、 第 １ の 核 酸 お よ び 第 ２ の 核 酸 の セ グ メ ン ト は 、 単 一 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 作 動 可
能 に 連 結 し て い る 。 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 限 定 な く し て 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、
Ｒ Ｎ Ａ ｉ 分 子 、 イ ン ト ロ ン ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ま た は イ ン ト ロ ン Ｒ Ｎ Ａ ｉ 分 子 と し て 、 発 現 さ
れ 得 る 。 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 か か る 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン
ト は 、 宿 主 細 胞 内 で 発 現 、 共 発 現 ま た は 協 調 的 に 発 現 で き 、 発 現 に 際 し て 、 第 ２ の 核 酸 に
よ り コ ー ド さ れ た Ｒ Ｎ Ａ は 抑 制 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Ａ . プ ロ モ ー タ ー
　 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 、 構 築 体 ま た は ベ ク タ ー は 、 １ 以 上 の 核 酸 配 列 に 作 動
可 能 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た そ れ ら の プ ロ モ ― タ ー の ご と
き ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 子 の 産 生 を 引 き 起 こ す 植 物 細 胞 中 で 機 能 す る い ず れ の プ ロ モ ー タ ー も 、 限
定 な く し て 、 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 そ の プ ロ モ ー タ ー は 植 物 プ
ロ モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 植 物 細 胞 に お い て 活 性 で あ る 多 数 の プ ロ モ ー タ ー が 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら に は
、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ノ パ リ ン 合 成 酵 素 (NOS)プ ロ モ ー タ ー (Ebertら , PNAS USA 
84:5745-5749 (1987))、 オ ク ト ピ ン 合 成 酵 素 (OCS)プ ロ モ ー タ ー (Agrobacterium tumefaci
ensの 腫 瘍 誘 導 プ ラ ス ミ ド で 運 ば れ る )、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス (CaMV)１ ９ Sプ ロ
モ ー タ ー の ご と き カ ウ リ モ ウ イ ル ス （ caulimovirus） プ ロ モ ー タ ー （ Lawtonら , Plant Mo
l. Biol. 9:315-324 (1987)） 、 な ら び に CaMV 35Sプ ロ モ ー タ ー （ Odellら , Nature 313:8
10-812 (1985)） 、 ゴ マ ノ ハ グ サ （ figwort） モ ザ イ ク ウ イ ル ス ３ ５ Ｓ － プ ロ モ ー タ ー （ 米
国 特 許 第 ５ ,３ ７ ８ ,６ １ ９ 号 ） 、 リ ブ ロ ー ス － １ ,５ － ビ ス ホ ス フ ェ ー ト カ ル ボ キ シ ラ ー
ゼ (ssRUBISCO)、 Adhプ ロ モ ー タ ー （ Walkerら , PNAS USA 84:6624-6628 (1987)） 、 ス ク ロ
ー ス シ ン タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Yangら , PNAS USA 87:4144-4148 (1990))、 R遺 伝 子 複 合 プ
ロ モ ー タ ー (Chandlerら , Plant Cell 1:1175-1183 (1989))お よ び ク ロ ロ フ ィ ル a／ b結 合
蛋 白 質 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 植 物 中 で 発 現 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 体 を 創 製 す る た め
の こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー が 用 い ら れ た (例 え ば 、 PCT WO ８ ４ ／ ０ ２ ９ １ ３ 参 照 )。 CaMV ３
５ Sプ ロ モ ー タ ー は 植 物 で 使 用 す る の に 好 ま し い 。 ま た 、 ト ウ モ ロ コ シ RS８ １ プ ロ モ ー タ
ー を 開 示 す る 米 国 特 許 第 ６ ,４ ３ ７ ,２ １ ７ 号 ;コ メ ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー を 開 示 す る 米 国
特 許 第 ５ ,６ ４ １ ,８ ７ ６ 号 ; ト ウ モ ロ コ シ RS３ ２ ４ プ ロ モ ー タ ー を 開 示 す る 米 国 特 許 第 ６
,４ ２ ６ ,４ ４ ６ 号 ; ト ウ モ ロ コ シ PR-１ プ ロ モ ー タ ー を 開 示 す る 米 国 特 許 第 ６ ,４ ２ ９ ,３
６ ２ 号 ; ト ウ モ ロ コ シ A３ プ ロ モ ー タ ー を 開 示 す る 米 国 特 許 第 ６ ,２ ３ ２ ,５ ２ ６ 号 ;お よ び
構 成 的 ト ウ モ ロ コ シ プ ロ モ ー タ ー を 開 示 す る 米 国 特 許 第 ６ ,１ ７ ７ ,６ １ １ 参 照 。 コ メ ア ク
チ ン イ ン ト ロ ン を 持 つ コ メ ア ク チ ン １ プ ロ モ ー タ ー は 、 本 発 明 の 実 施 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た 、 特 に 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 、 種 子 ま た は 果 物 に お い て 本 発 明 の 核 酸 分 子
を 発 現 で き る 。 事 実 、 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 用 い た プ ロ モ ー タ ー は 種 子 特 異 的 な プ ロ
モ ー タ ー で あ る 。 か か る プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 ナ ピ ン (Kridlら , Seed Sci. Res. 1:209:2
19 (1991))、 フ ァ ゼ オ リ ン (Bustosら , Plant Cell 1(9):839-853 (1989))、 大 豆 ト リ プ シ
ン イ ン ヒ ビ タ ー （ Riggsら , Plant Cell 1(6):609-621 (1989)） 、 Ａ Ｃ Ｐ （ Baersonら , Pl
ant Mol. Biol. 22(2):255-267 (1993)） 、 ス テ ア ロ イ ル -ACPデ サ チ ュ ラ ー ゼ （ Slocombe
ら , Plant Physiol. 104(4):167-176 (1994)） 、 ｂ － コ ン グ リ シ ニ ン の ダ イ ズ a'サ ブ ユ ニ
ッ ト （ ダ イ ズ  7s プ ロ モ ー タ ー , (Chenら , PNAS USA 83:8560-8564 (1986)） 、 脂 肪 酸 伸
長 (FAE１ )プ ロ モ ー タ ー (PCT WO 01/11061)な ら び に オ レ オ シ ン （ 例 え ば 、 Hongら , Plant 
Mol. Biol. 34(3):549-555 (1997)参 照 ） の ご と き 遺 伝 子 か ら の ５ ’ 制 御 領 域 を 含 む 。 さ
ら な る 例 は 、 β － コ ン グ リ シ ニ ン 用 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む （ Chenら , Dev. Genet. 10: 11
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2-122 (1989)） 。 種 子 に お け る 発 現 用 の 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー は 、 ７ Ｓ お よ び ナ ピ ン プ ロ
モ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ま た 、 ト ウ モ ロ コ シ 胚 乳 で 判 明 し た あ る 群 の 貯 蔵 蛋 白 質 で あ る ゼ イ ン プ ロ モ ー タ ー が 含
ま れ る 。 ゼ イ ン 遺 伝 子 用 ゲ ノ ム ク ロ ー ン が 単 離 さ れ (Pedersenら , Cell 29:1015-1026 (19
82); Russellら , Transgenic Res. 6(2):157-168 (1997))、 １ ５ ｋ Ｄ 、 １ ６ ｋ Ｄ 、 １ ９ ｋ
Ｄ 、 ２ ２ ｋ Ｄ お よ び ２ ７ ｋ Ｄ 遺 伝 子 を 含 め た こ れ ら の ク ロ ー ン か ら の プ ロ モ ー タ ー も 用 い
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ト ウ モ ロ コ シ 中 で 機 能 す る こ と が 知 ら れ て い る 他 の プ ロ モ ー タ
ー は 、 以 下 の 遺 伝 子 ： waxy、 Brittle、 Shrunken 2、 分 枝 酵 素  Iお よ び II、 デ ン プ ン 合 成
酵 素 、 脱 分 枝 酵 素 、 オ レ オ シ ン 、 グ ル テ リ ン な ら び に シ ョ 糖 合 成 酵 素 に つ い て の プ ロ モ ー
タ ー を 含 む 。 ト ウ モ ロ コ シ 胚 乳 発 現 用 の 特 に 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー は 、 コ メ か ら の グ ル テ
リ ン 遺 伝 子 用 の プ ロ モ ー タ ー 、 よ り 好 ま し く は 、 Osgt-1プ ロ モ ー タ ー (Zhengら , Mol. Cel
l Biol. 13:5829-5842 (1993))で あ る 。 小 麦 に お け る 発 現 に 適 し て い る プ ロ モ ー タ ー の 例
は 、 ADPグ ル コ ー ス ピ ロ シ ン タ ー ゼ (ADPGPP)サ ブ ユ ニ ッ ト 、 顆 粒 結 合 お よ び 他 の デ ン プ ン
合 成 酵 素 、 分 枝 お よ び 脱 分 枝 酵 素 、 胚 形 成 富 化 （ embryogenesis-abundant） 蛋 白 質 、 グ リ
ア ジ ン お よ び グ ル テ ニ ン 用 の そ れ ら の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 コ メ に お け る か か る プ ロ モ ー
タ ー の 例 は 、 ADPGPPサ ブ ユ ニ ッ ト 、 顆 粒 結 合 お よ び 他 の デ ン ブ ン 合 成 酵 素 、 分 枝 酵 素 、 脱
分 枝 酵 素 、 シ ョ 糖 合 成 酵 素 な ら び に グ ル テ リ ン 用 の そ れ ら の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 特 に 好
ま し い プ ロ モ ー タ ー は 、 コ メ グ ル テ リ ン 、 Osgt-１ 用 の プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 大 麦 用 の か
か る プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 ADPGPPサ ブ ユ ニ ッ ト 、 顆 粒 結 合 お よ び 他 の デ ン プ ン 合 成 酵 素 、
分 枝 酵 素 、 脱 分 枝 酵 素 、 シ ョ 糖 合 成 酵 素 、 ホ ル デ イ ン 、 胚 グ ロ ブ リ ン お よ び デ ン プ ン の 特
定 の 蛋 白 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 の 組 織 特 異 的 な 発 現 は 、 特 に 好 ま し い 具 体 例 で あ る 。 用 い る こ と が で き
る 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー は 、 エ ン ド ウ か ら の 葉 緑 体 グ ル タ ミ ン 合 成 酵 素 GS２ プ ロ モ ー
タ ー (Edwardsら , PNAS USA 87:3459-3463 (1990))、 小 麦 か ら の 葉 緑 体 フ ル ク ト ー ス -１ ,
６ － ビ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ FBPase） プ ロ モ ー タ ー (Lloydら , Mol. Gen. Genet. 225:209-216
 (1991))、 ト マ ト か ら の 核 光 合 成 ST-LS1プ ロ モ ー タ ー (Stockhausら , EMBO J. 8:2445-245
1 (1989))、 Arabidopsis thalianaか ら の セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ （ PAL） プ ロ モ ー タ
ー な ら び に グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ (CHS)プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 ま た 、 光 合 成 で 活 性 な 組 織 に お
い て 活 性 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る の は 、 東 部 カ ラ マ ツ (Larix laricina)の リ ブ ロ ー ス
－ １ ,５ － ビ ス ホ ス フ ェ ー ト カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ rbcS） 、 マ ツ か ら の cab遺 伝 子 、 cab6用 の
プ ロ モ ー タ ー (Yamamotoら , Plant Cell Physiol. 35:773-778 (1994))、 小 麦 か ら の Cab-1
遺 伝 子 用 の プ ロ モ ー タ ー (Fejesら , Plant Mol. Biol. 15:921-932 (1990))、 ホ ウ レ ン 草
か ら の CAB-1遺 伝 子 用 の プ ロ モ ー タ ー (Lubberstedtら , Plant Physiol. 104:997-1006 (19
94))、 コ メ か ら の cab1R遺 伝 子 用 の プ ロ モ ー タ ー (Luanら , Plant Cell 4:971-981 (1992))
、 ト ウ モ ロ コ シ か ら の ピ ル ビ ン 酸 オ ル ト ホ ス フ ェ ー ト ジ キ ナ ー ゼ (PPDK)プ ロ モ ー タ ー (Mat
suokaら , PNAS USA 90: 9586-9590 (1993))、 タ バ コ Lhcb1 * 2遺 伝 子 用 の プ ロ モ ー タ ー (Cer
danら , Plant Mol. Biol. 33:245-255 (1997))、 Arabidopsis thaliana SUC2ス ク ロ ー ス -
H+共 輸 送 体 プ ロ モ ー タ ー (Truernitら , Planta. 196:564-570 (1995))な ら び に ホ ウ レ ン 草
か ら の チ ラ コ イ ド 膜 蛋 白 質 用 の プ ロ モ ー タ ー (psaD, psaF, psaE, PC, FNR, atpC, atpD, 
cab, rbcS)を 含 む 。 ま た 、 シ ロ ガ ラ シ か ら の LhcB遺 伝 子 お よ び PsbP遺 伝 子 用 の プ ロ モ ー タ
ー の ご と き ク ロ ロ フ ィ ル a/b-結 合 蛋 白 質 用 の 他 の プ ロ モ ー タ ー を 本 発 明 に 利 用 し 得 る (Sin
apis alba; Kretschら , Plant Mol. Biol. 28:219-229 (1995))。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ク ラ ス I パ タ チ ン プ ロ モ ー タ ー (Bevanら , EMBO J. 8:1899-1906 (1986); Jeffersonら ,
 Plant Mol. Biol. 14:995-1006 (1990))、 ポ テ ト 塊 茎 ADPGPP遺 伝 子 用 プ ロ モ ー タ ー 、 そ
の 大 小 の サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ス ク ロ ー ス 合 成 プ ロ モ ー タ ー （ Salanoubat and Belliard, Gene 
60:47-56 (1987), Salanoubat and Belliard, Gene 84:181-185 (1989)） 、 ２ ２ ｋ ｄ 蛋 白
複 合 体 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 め た 主 要 塊 茎 蛋 白 質 用 プ ロ モ ー タ ー (Hannapel, Pla
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nt Physiol. 101:703-704 (1993))、 顆 粒 結 合 デ ン プ ン 合 成 遺 伝 子 (GBSS)用 プ ロ モ ー タ ー (
Visserら , Plant Mol. Biol. 17:691-699 (1991))な ら び に 他 の ク ラ ス Ｉ お よ び Ｉ Ｉ パ タ
チ ン プ ロ モ ー タ ー (Koster-Topferら , Mol. Gen. Genet. 219:390-396 (1989); Migneryら
, Gene. 62:27-44 (1988))を 含 め た 塊 茎 特 異 的 ま た は 塊 茎 増 強 し た 発 現 を 持 つ 遺 伝 子 用 の
多 数 の プ ロ モ ー タ ー が 知 ら れ 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ま た 、 根 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て も よ い 。 か か る プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 酸 キ チ ナ ー
ゼ 遺 伝 子 用 プ ロ モ ー タ ー で あ る (Samacら , Plant Mol. Biol. 25:587-596 (1994))。 ま た
、 根 組 織 に お け る 発 現 は 、 同 定 さ れ た CaMV35Sプ ロ モ ー タ ー の 根 特 異 的 サ ブ ド メ イ ン を 利
用 す る こ と に よ り 達 成 で き る (Lamら , PNAS USA 86:7890-7894 (1989))。 他 の 根 細 胞 特 異
的 プ ロ モ ー タ ー は 、 Conklingら  (Conklingら , Plant Physiol. 93:1203-1211 (1990))に
よ り 報 告 さ れ た も の を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 核 酸 構 築 体 に 用 い る プ ロ モ ー タ ー は 、 所 望 な ら ば 、 そ れ ら の 制 御 特 性 に 影 響 す
る よ う に 修 飾 し 得 る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 オ ペ レ ー タ ー 領 域 と の 連 結 、 ラ ン ダ ム ま た は 制 御
変 異 誘 発 等 に よ り 誘 導 で き る 。 さ ら に 、 プ ロ モ ー タ ー を 複 数 の 「 増 強 配 列 」 を 含 有 す る よ
う に 改 変 し て 、 遺 伝 子 発 現 の 上 昇 を 補 助 し 得 る 。 か か る 増 強 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 知
ら れ て い る 。 か か る 構 築 体 を 持 つ エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 含 む こ と に よ り 、 選 択 さ れ た 蛋 白 質
の 発 現 を 増 強 で き る 。 こ れ ら の エ ン ハ ン サ ー は 、 し ば し ば 、 真 核 細 胞 中 で 機 能 す る プ ロ モ
ー タ ー 内 で ５ ’ な い し 転 写 開 始 点 に て 見 出 さ れ る が 、 前 方 ま た は 逆 配 向 に て ５ ’ ま た は ３
’ な い し コ ー ド 配 列 に し ば し ば 挿 入 で き る 。 い く ら か の 例 に お い て 、 こ れ ら の ５ ’ 増 強 エ
レ メ ン ト は 、 イ ン ト ロ ン で あ る 。 エ ン ハ ン サ ー と し て 特 に 有 用 で あ る よ う な も の は 、 ラ イ
ス ア ク チ ン １ お よ び ラ イ ス ア ク チ ン ２ 遺 伝 子 の ５ ’ イ ン ト ロ ン で あ る 。 本 発 明 に よ り 用 い
る こ と が で き る 他 の エ ン ハ ン サ ー の 例 は 、 CaMV ３ ５ Sプ ロ モ ー タ ー か ら の エ レ メ ン ト 、 オ
ク ト ピ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 、 ト ウ モ ロ コ シ ア ル コ ー ル 脱 水 素 酵 素 遺 伝 子 、 ト ウ モ ロ コ シ 収 縮
（ shrunken） １ 遺 伝 子 、 非 植 物 真 核 生 物 か ら の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 エ ン ハ ン サ ー が 、 選 択 さ れ た 蛋 白 質 の 発 現 用 の プ ロ モ ー タ ー と 共 に 用 い ら れ る 場 合 、 プ
ロ モ ー タ ー と 選 択 さ れ た コ ー ド 領 域 の 開 始 コ ド ン と の 間 に エ ン ハ ン サ ー を 配 置 す る こ と が
好 ま し い と 考 え ら れ る 。 ま た 、 し か し な が ら 、 他 の 配 列 に 対 し エ ン ハ ン サ ー の 異 な る 配 置
を 用 い る こ と が で き 、 依 然 と し て そ の エ ン ハ ン サ ー に よ り 与 え ら れ た 有 益 な 特 性 を 認 め る
こ と が で き た 。 例 え ば 、 エ ン ハ ン サ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の ５ ’ 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 内
、 コ ー ド 配 列 内 (存 在 し 得 る い ず れ の 他 の イ ン ト ロ ン 配 列 内 も 含 む )、 あ る い は プ ロ モ ー タ
ー 領 域 の ３ 'に 配 置 で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 増 強 活 性 を 持 つ イ ン ト ロ ン に 加 え て 、 他 の タ イ プ の エ レ メ ン ト は 形 質 発 現 に 影 響 で き る
。 例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 を 増 強 す る と 予 測 さ れ る 非 翻 訳 リ ー ダ ー 配 列 、 な ら び に 「 コ ン セ ン
サ ス 」 、 お よ び 好 ま し い リ ー ダ ー 配 列 が 同 定 さ れ た 。 好 ま し い リ ー ダ ー 配 列 は 、 付 属 の コ
ー ド 領 域 の 最 適 な 発 現 を 指 令 す る と 予 測 さ れ る 配 列 を 有 す る も の を 含 む 、 す な わ ち 、 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 安 定 性 を 増 加 ま た は 維 持 し 、 翻 訳 の 不 適 当 な 開 始 を 防 止 し 得 る 好 ま し い コ ン セ ン サ ス
リ ー ダ ー 配 列 を 含 む と 考 え ら れ る 。 か か る 配 列 の 選 択 は 、 本 開 示 に 照 ら し て 当 業 者 に 知 ら
れ て い る で あ ろ う 。 植 物 、 特 に 、 ト ウ モ ロ コ シ 中 で 高 度 に 発 現 し た 遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ た
配 列 は 、 最 も 好 ま し い で あ ろ う 。 例 え ば 、 リ ブ ロ ー ス ビ ス ホ ス フ ェ ー ト カ ル ボ キ ラ ー ゼ (R
UBISCO)の 小 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 誘 導 さ れ た 配 列 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 一 般 的 に は 、 ゲ ノ ム に お い て 、 異 種 の Ｄ Ｎ Ａ を ラ ン ダ ム に 、 す な わ ち 、 非 特 定 の 位 置 に
て 導 入 す る こ と が 好 ま し い 。 特 殊 な 場 合 に お い て 、 そ れ は 、 部 位 特 異 的 な 組 込 み を 達 成 す
る 、 例 え ば 、 ゲ ノ ム 中 に 存 在 す る 遺 伝 子 を 置 換 す る た め に 異 種 の 核 酸 挿 入 を 標 的 と す る の
に 有 用 で あ り 得 る 。 他 の い く つ か の 場 合 で は 、 遺 伝 子 発 現 が 発 生 す る こ と が 知 ら れ て い る
事 前 決 定 さ れ た 部 位 に て ゲ ノ ム へ 異 種 の 核 酸 組 込 み を 標 的 と す る こ と は 有 用 で 有 り 得 る 。
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米 国 特 許 第 ４ ,９ ５ ９ ,３ １ ７ 号 に 開 示 さ れ た cre-loxお よ び 米 国 特 許 第 ５ ,５ ２ ７ ,６ ９ ５
号 に 開 示 さ れ た FLP-FRTを 含 め た 植 物 中 で 機 能 す る こ と が 知 ら れ て い る い く つ か の 部 位 特
異 的 な 組 換 え シ ス テ ム が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 利 用 し 得 る さ ら な る プ ロ モ ー タ ー は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ,３ ７ ８ ,６ １ ９ 号 、 第 ５ ,
３ ９ １ ,７ ２ ５ 号 ;第 ５ ,４ ２ ８ ,１ ４ ７ 号 ;第 ５ ,４ ４ ７ ,８ ５ ８ 号 ;第 ５ ,６ ０ ８ ,１ ４ ４ 号 ;
第 ５ ,６ １ ４ ,３ ９ ９ 号 ;第 ５ ,６ ３ ３ ,４ ４ １ 号 ;第 ５ ,６ ３ ３ ,４ ３ ５ 号 ;お よ び 第 ４ ,６ ３ ３
,４ ３ ６ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 加 え て 、 組 織 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て も よ い (Frommら ,
 Plant Cell 1:977-984 (1989))。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｂ . 核 酸 分 子
　 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 は 、 細 胞 ま た は 生 物 体 に 導 入 さ れ た 場 合 、 細 胞 ま
た は 生 物 体 に お い て 発 現 さ れ た １ 以 上 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の レ ベ ル を 抑 制 で き る １ 以 上 の 他 の Ｒ
Ｎ Ａ 分 子 を 発 現 し つ つ 、 １ 以 上 の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 生 成
す る よ う に １ 以 上 の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 同 時 に 過 剰 発 現 、 発 現 、 共 発 現 す る か 、 協 調 的 に 発 現 で
き る 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て 、 い ず れ の 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド
も 発 現 で き 、 い ず れ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 も 抑 制 で き る 。 か か る 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド
お よ び ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 な ら び に 細 胞 ま た は 生 物 体 に お い て 発 現 さ れ た １ 以
上 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 抑 制 に 有 用 な 核 酸 配 列 は 、 例 え ば 、 限 定 な く し て 、 遺 伝 子 、 そ の 断 片
、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 そ の 断 片 等 か ら 誘 導 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 は 、 内 因 性 ま た は 導 入 さ れ た か に か か わ ら ず 、 い ず れ の 遺 伝 子 で も あ り
得 る 。 か か る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 は 、 限 定 な く し て 、 www-ebi.ac.uk/swisprot/; www-expas
y.ch/; www-embl.heidelberg.de/;お よ び www-ncbi.nlm.nih.govに 見 出 さ れ る EMBLお よ び G
enbankの ご と き デ ー タ ベ ー ス を 含 め た 複 数 の ソ ー ス か ら 導 き 出 す こ と が で き る 。 ま た 、 か
か る 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 は 、 限 定 な く し て 、 http-genes.mit.edu／ GENSCAN.htmlに て 見 出 さ
れ る GENSCANプ ロ グ ラ ム の ご と き ソ ー ス か ら 導 き 出 す こ と が で き る 。 さ ら な る 具 体 例 に お
い て 、 さ ら な る 遺 伝 子 は 、 さ ら な る 遺 伝 子 が 同 定 し 得 る い ず れ か の 方 法 に よ り 得 て も よ い
。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 さ ら な る 遺 伝 子 は 、 公 知 の 遺 伝 子 配 列 の プ ロ ー ブ で ゲ ノ ム ラ
イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 て も よ い 。 次 い で 、 そ の 遺 伝 子 は ク ロ ー ン
化 さ れ 、 確 認 し 得 る 。 さ ら な る 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 限 定 な く し て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
(PCR)に よ り 増 幅 さ れ 、 本 発 明 の 具 体 例 に お い て 用 い て も よ い 。 加 え て 、 遺 伝 子 の 他 の 核
酸 配 列 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 種 々 の 方 法 の い ず れ か を 用 い て 、 １ 以 上 の 遺 伝 子 を 得 て も よ い 。 自 動 核 酸 シ ン セ サ イ ザ
ー は 、 こ の 目 的 の た め に 使 用 し 、 細 胞 ま た は 生 物 体 に お い て も 判 明 し た 配 列 を 有 す る 核 酸
分 子 を 作 成 で き る 。 か か る 合 成 に 代 え て 、 核 酸 分 子 を 用 い て 、 い ず れ か の 所 望 の 核 酸 分 子
ま た は 第 １ の 遺 伝 子 の 断 片 を 増 幅 し 得 る た め に PCRで 用 い る こ と が で き る １ 対 の プ ラ イ マ
ー を 規 定 す る よ う に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の 遺 伝 子 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 質 は 、 非 ウ イ ル ス 遺 伝 子 、 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 質 で あ る 。 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の 遺 伝 子 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た
は 蛋 白 質 は 、 内 因 性 の 遺 伝 子 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 質 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 遺 伝
子 は Ｇ Ｍ Ｔ 遺 伝 子 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い Ｇ Ｍ Ｔ 遺 伝 子 は 、 植 物 ま た は ラ ン 藻 （ cyanob
acterial） Ｇ Ｍ Ｔ 、 よ り 好 ま し く は 、 Arabidopsis（ ア ラ ビ ド プ シ ス ） 、 コ メ 、 ト ウ モ ロ
コ シ 、 綿 、 ク フ ェ ア 属 （ cuphea） 、 ア ブ ラ ナ 、 ト マ ト 、 ダ イ ズ 、 キ ン セ ン カ 、 モ ロ コ シ お
よ び ニ ラ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 生 物 体 で 判 明 し た Ｇ Ｍ Ｔ 、 最 も 好 ま し く は 、 Arabidop
sis thaliana、 Oryza sativa、 Zea mays、 Gossypium hirsutum、 Cuphea pulcherrima、 Br
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assica napus、 Lycopersicon esculentum、 Glycine max、 Tagetes erectaお よ び Lilium a
siaticよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 生 物 体 に お い て 判 明 し た Ｇ Ｍ Ｔ で あ る 。 Ｇ Ｍ Ｔ 遺 伝 子 に
つ い て の 代 表 的 な 配 列 は 、 限 定 な く し て 、 ２ ０ ０ ２ 年 ８ 月 １ ６ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出
願 シ リ ア ル 番 号 １ ０ ／ ２ １ ９ ,８ １ ０ 号 に 記 載 さ れ た も の を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の も う 一 つ の 好 ま し い 遺 伝 子 は Ｆ Ａ Ｄ ２ 遺 伝 子 で あ る 。 Ｆ Ａ
Ｄ ２ に つ い て の 代 表 的 な 配 列 は 、 限 定 な く し て 、 ２ ０ ０ ２ 年 ６ 月 ２ １ 日 に 出 願 さ れ た 米 国
出 願 シ リ ア ル 番 号 １ ０ ／ １ ７ ６ ,１ ４ ９ 号 、 ２ ０ ０ ０ 年 ８ 月 １ １ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許
出 願 シ リ ア ル 番 号 ０ ９ ／ ６ ３ ８ ,５ ０ ８ 号 、 お よ び １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 ２ ６ 日 に 出 願 さ れ た 米
国 仮 出 願 シ リ ア ル 番 号 ６ ０ ／ １ ５ １ ,２ ２ ４ 号 、 １ ９ ９ ９ 年 １ ２ 月 １ ７ 日 に 出 願 さ れ た 米
国 仮 出 願 シ リ ア ル 番 号 ６ ０ ／ １ ７ ２ ,１ ２ ８ 号 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Ｇ Ｍ Ｔ 蛋
白 質 が 発 現 さ れ 、 Ｆ Ａ Ｄ ２ 蛋 白 質 の 発 現 が 抑 制 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ
ン ト お よ び 遺 伝 子 抑 制 配 列 を 含 む 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 み 、 宿 主 細 胞 中 の 該 核 酸 分 子
の 転 写 の 結 果 、 該 宿 主 細 胞 内 で 該 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 に よ り ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 、
遺 伝 子 を 抑 制 し 、 該 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 単 一 プ ロ モ
ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ の 核 酸 分 子 は 、 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま
た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 分 子 に 作 動 可 能 に 融 合 し た 色 素 体 輸 送 ペ プ チ ド を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 ま た は 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 、 遺 伝 子 ま
た は そ の 翻 訳 さ れ た 産 物 か ら の 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か に お い て も 異 な っ て も
よ い が 、 そ れ に も か か わ ら ず 、 遺 伝 子 か ら 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 と パ ー セ ン テ ー ジ 同 一
性 を 共 有 し て も よ い 。 配 列 の 比 較 に よ り 決 定 さ れ る よ う に 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 理
解 さ れ て い る 「 同 一 性 」 は 、 ２ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ま た は ２ 以 上 の 核 酸 分 子 配 列 間 の
関 連 性 で あ る 。 ま た 、 当 該 技 術 分 野 に お け る 「 同 一 性 」 は 、 か か る 配 列 の ス ト リ ン グ 間 の
対 合 に よ り 決 定 さ れ た よ う な ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子 の 配 列 間 の 配 列 関 連 性 の 度 合 い
を 意 味 す る 。 「 同 一 性 」 は 、 容 易 に 公 知 の 方 法 に よ り 計 算 で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 核 酸 配 列 は 、 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は ペ プ チ ド が １ 以 上 の 保 守 的 な ア ミ ノ 酸 変 化 を 有 し か ね な く 、 従 っ て 、 そ の ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 配 列 差 を 有 し か ね な い と い う 事 実 の た め に 、 蛋 白 質 、
そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ― ド す る も の と は 異 な る 配 列 を 含 む こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 来 の 配 列 に お け る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を そ の 電 荷 お よ び 極 性 が 本 来 の ア ミ ノ 酸 の も の と
類 似 す る 他 の ア ミ ノ 酸 （ 群 ） と 置 換 で き る 、 す な わ ち 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 で き る 。 ま た
、 ア ミ ノ 酸 変 化 を さ せ る 場 合 に 、 ア ミ ノ 酸 の ヒ ド ロ パ シ ー イ ン デ ッ ク ス も 考 慮 さ れ 得 る 。
蛋 白 質 に 関 す る 相 互 作 用 的 な 生 物 学 的 機 能 を 与 え る こ と に お け る そ の ア ミ ノ 酸 ヒ ド ロ パ シ
ー イ ン デ ッ ク ス の 重 要 性 は 、 一 般 的 に 当 該 技 術 分 野 に お い て 理 解 さ れ て い る (Kyte and Do
olittle, J. Mol. Biol. 157:105-132 (1982))。 ま た 、 類 似 す る ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 親 水 性
に 基 づ い て 有 効 に 作 成 で き る と 当 該 技 術 分 野 に お い て 理 解 さ れ て い る 。 米 国 特 許 第 ４ ,５
５ ４ ,１ ０ １ 号 は 、 蛋 白 質 の 最 も 大 き な 局 所 的 な 平 均 親 水 性 が 、 そ の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 の
親 水 性 に よ り 規 定 さ れ る よ う に 、 蛋 白 質 の 生 物 学 的 特 性 と 関 連 す る と 記 載 し て い る 。 か か
る 変 化 を 行 う と 、 そ の 親 水 性 値 が ± ２ 内 に あ る ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 好 ま し く 、 ± １ 内 に あ る
も の が 特 に 好 ま し く 、 ± ０ .５ 内 の も の が さ ら に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 に よ り 、 異 な っ た ヌ ク レ オ チ ド コ ド ン を 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す
る た め に 用 い て も よ い 。 宿 主 細 胞 は 、 し ば し ば コ ド ン 利 用 の 好 ま し い パ タ ー ン を 示 す 。 構
造 的 核 酸 配 列 は 、 特 定 の 宿 主 細 胞 の コ ド ン 利 用 パ タ ー ン を 利 用 す る よ う に 好 ま し く は 構 築
さ れ る 。 こ れ は 、 一 般 的 に 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お け る 構 造 的 核 酸 配 列 の 発 現 を 増 強
す る 。 い ず れ の 前 記 の 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 も 、 そ れ ら が 含 ま れ て い る 宿 主 細 胞 ま た は
生 物 体 の 好 ま し い コ ド ン 利 用 を 反 映 す る よ う に 修 飾 し 得 る 。 植 物 に お け る 最 適 な コ ド ン 利
用 の た め の 構 造 的 核 酸 配 列 の 修 飾 は 、 米 国 特 許 第 ５ ,６ ８ ９ ,０ ５ ２ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 具 体 例 は 、 植 物 遺 伝 子 に そ の 全 長 に わ た り 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％
ま た は 、 ７ ０ ％ 同 一 で あ る 第 １ 、 第 ２ ま た は 双 方 の 核 酸 セ グ メ ン ト (群 )を 含 む 核 酸 分 子 を
含 む 。 よ り 好 ま し い の は 、 植 物 遺 伝 子 に そ の 全 長 に わ た り 少 な く と も ８ ０ ％ ま た は 少 な く
と も ８ ５ ％ 同 一 で あ る 領 域 を 含 む 第 １ 、 第 ２ 、 ま た は 双 方 の 核 酸 セ グ メ ン ト で あ る 。 こ の
点 で は 、 そ れ ら の 全 長 に わ た り 少 な く と も ９ ０ ％ 同 一 の 第 １ お よ び 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト
が 特 に 好 ま し く 、 少 な く と も ９ ５ ％ の も の が と り わ け 好 ま し い 。 さ ら に 、 少 な く と も ９ ７
％ の 同 一 性 を 持 つ も の が 非 常 に 好 ま し く 、 少 な く と も ９ ８ ％ 同 一 性 お よ び 少 な く と も ９ ９
％ 同 一 性 を 持 つ も の が 特 に 非 常 に 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ の 同 一 性 を 示 す も の が 、 最 も 非 常 に
好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 第 １ お よ び 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト の サ ブ セ ッ ト は 、 断 片 核 酸 分 子 を
含 む 。 断 片 核 酸 分 子 は 、 植 物 遺 伝 子 の か な り の （ 複 数 ） 部 分 、 ま た は 実 際 に 、 大 部 分 よ り
な り 得 る 。 あ る い は 、 断 片 は 、 約 １ ５ な い し 約 ４ ０ ０ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 、 よ り
好 ま し く は 、 約 １ ５ な い し 約 ４ ５ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 、 約 ２ ０ な い し 約 ４ ５ の 近
接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 、 約 １ ５ な い し 約 ３ ０ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 、 約 ２ １ な い
し 約 ３ ０ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 、 約 ２ １ な い し 約 ２ ５ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基
、 約 ２ １ な い し 約 ２ ４ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 、 約 １ ９ な い し 約 ２ ５ の 近 接 す る ヌ ク
レ オ チ ド 残 基 、 ま た は 約 ２ １ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 を 有 す る よ り 小 さ な オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 み 得 る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 断 片 は 、 植 物 遺 伝 子 の 領 域 に １ ０ ０ ％ の
同 一 性 を 示 す 。 も う 一 つ の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 断 片 は 、 よ り 大 き な 核 酸 配 列 の 一 部
分 を 含 む 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 断 片 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 少 な く と も １
５ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 ま た は １ ０ ０ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 核 酸 配 列 を 有 す る 。 好 ま
し い 具 体 例 に お い て 、 核 酸 分 子 は 、 植 物 遺 伝 子 の 少 な く と も １ ５ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 ま た は １
０ ０ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 核 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 い ず れ か の 配 向 に 有 り 得 る 、 お よ び か か る 分 子 が セ ン ス ま た は ア ン チ
セ ン ス の 配 向 に 有 り 得 る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 持 つ 多 シ ス ト ロ ン 性 構 築 体 ま た は そ の
一 部 分 に 物 理 的 に 連 結 で き る 。 物 理 的 に 第 １ ま た は 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト 内 の 核 酸 配 列 を
他 の 核 酸 配 列 セ グ メ ン ト を 持 つ 多 シ ス ト ロ ン 性 構 築 体 に ま た は そ の 一 部 に 物 理 的 に 連 結 で
き る 。 プ ロ モ ー タ ー を 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 持 つ 多 シ ス ト
ロ ン 性 構 築 体 ま た は そ の 一 部 分 に 物 理 的 に 連 結 で き る 。 か か る 多 シ ス ト ロ ン 性 構 築 体 は 、
ポ リ シ ス ト ロ ン 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 i. １ 以 上 の Ｒ Ｎ Ａ と し て 転 写 で き る 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト
　 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し て 転 写 お よ び 発 現 で き る い ず れ か の 核 酸 配 列 で
有 り 得 る 。 あ る 態 様 に お い て 、 そ の 核 酸 配 列 は 、 自 然 発 生 の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 の 転 写 さ
れ た セ グ メ ン ト の ご と き 遺 伝 子 の 一 部 分 に お い て も 判 明 し た 核 酸 配 列 に 対 応 す る 。 か か る
遺 伝 子 は い ず れ か の 生 物 体 か ら の い ず れ の 遺 伝 子 で も 有 り 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、
遺 伝 子 は 植 物 か ら の も の で あ る 。 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 は 微 生 物 か ら
の も の で あ る 。 例 示 的 な 遺 伝 子 は Ｇ Ｍ Ｔ 遺 伝 子 で あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と し て 転 写 お よ び 発 現 さ
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れ た 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に 翻 訳 で
き る 。 ま た 、 １ つ の 態 様 に お い て 、 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 、
宿 主 に 内 因 的 で あ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ペ プ チ ド は 、 通 常 、 植 物 に お い て 見 出 さ れ な い 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 蛋 白 質 、 そ の 断
片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 非 － 形 質 転 換 宿 主 に お い て 見 出 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま た 、 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 １ を 超 え る 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含 む こ と が で き る と 理 解 さ れ る 。 こ の 態 様 に お い て 、 蛋 白 質 、
そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド は 、 通 常 植 物 に お い て 見 出 さ れ な い ま た は 非 －
形 質 転 換 宿 主 に お い て 見 出 さ れ な い 宿 主 に 内 因 的 な 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た
は ペ プ チ ド の 組 合 せ で あ り 得 る 。 こ の 態 様 に お い て 、 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 ２ 、 ３ 、
４ 、 ５ 、 ま た は ５ を 超 え る 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド で き
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ii. １ 以 上 の Ｒ Ｎ Ａ を 抑 制 で き る 第 ２ の 核 酸 配 列
　 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 細 胞 ま た は 生 物 体 に 導 入 さ れ た 場 合 、 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ
れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 ま た は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 有 効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 、 少 な く と も 部 分
的 に 低 下 ま た は 低 下 で き る 。 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 は 内 因 性 遺 伝 子 で あ る 。
本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 は 植 物 遺 伝 子 で あ る 。 例 示 的 な 遺 伝 子 は Ｆ Ａ Ｄ ２ 遺 伝
子 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ま た 、 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 細 胞 ま た は 生 物 体 に 導 入 さ れ た 場 合 に 、 １ 、 ２ 、 ３ 、
４ 、 ５ 、 ま た は そ れ を 超 え る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 有 効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 、 少 な く と も
部 分 的 に 低 下 、 あ る い は 低 下 で き る い ず れ か の 核 酸 配 列 で 有 り 得 る と 理 解 さ れ る 。 ま た 、
こ の 態 様 に お い て 、 個 々 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 異 な っ た 方 法 、 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ お よ び ア ン チ セ
ン ス 抑 制 に よ り 抑 制 さ れ 得 る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 好 ま し く は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 好 ま し く は セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 構 築 体 、 ま た
は 好 ま し く は ア ン チ セ ン ス 構 築 体 で あ る 本 発 明 の 第 ２ の 核 酸 配 列 は 、 蛋 白 質 ま た は ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の ご と き も う 一 つ の 剤 の 少 な く と も 部 分 的 な 低 下 、 よ り 好 ま し く は 実 質 的 な 低 下 ま た は
最 も 好 ま し く は 有 効 な 消 失 を 提 供 で き る 。 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 他 の 剤 は 、 Ｆ Ａ Ｄ
２ 蛋 白 質 、 ま た は Ｆ Ａ Ｄ ２ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 １ 以 上 の 剤 の レ ベ ル は 、 低 下 、 少 な く と も 部 分 的 に 低 下 、 実
質 的 に 低 下 、 あ る い は 有 効 に 消 失 す る が 、 １ 以 上 の 同 時 に 、 共 発 現 ま た は 協 調 的 に 発 現 し
た 剤 の レ ベ ル が 、 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 、 少 な く と も 増 強 ま た は 実 質 的 に 増 強 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 さ ら な る 具 体 例 に お い て 、 核 酸 分 子 は 、 細 胞 ま た は 生 物 体 に 導 入 さ れ た 場 合 に 、 選 択 的
に 、 第 １ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た 第 １ の 蛋 白 質 も し く は Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 ま た は そ の 双
方 を 選 択 的 に 増 加 さ せ 、 同 時 に 、 第 ２ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た 第 ２ の 蛋 白 質 、 転 写
体 ま た は 双 方 の レ ベ ル を 低 下 さ せ 、 ま た 、 細 胞 ま た は 生 物 体 の ア ル フ ァ － ト コ フ ェ ロ ー ル
含 量 、 油 組 成 物 、 お よ び 油 レ ベ ル を 改 変 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 複 数 の 方 法 が 、 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 ま た は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 有
効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 ま た は 部 分 的 に 低 下 さ せ る よ う に 用 い る こ と が で き る 。 か か る 方
法 は 、 遺 伝 子 特 異 的 な サ イ レ ン シ ン グ ま た は 複 数 遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ を 生 じ さ せ る こ
と が で き る 。 か か る 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 例 は 、 限 定 な く し て 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 ア
ン チ セ ン ス お よ び セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 導 入 に よ り 引 き 起 こ さ れ た も の を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
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　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 細 胞 ま た は 生 物 体 に 導 入 さ れ た 場
合 に 、 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ま た は ５ を 超 え る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 ま
た は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 有 効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 、 少 な く と も 部 分 的 に 低 下 、 ま た は 低 下
で き る い ず れ か の 核 酸 配 列 で 有 り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 a. ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
　 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 用 い る こ と が で き る 二 本 鎖 の 分 子 は 、 転 写 体 で 判 明 し た 核 酸 配
列 に 対 応 す る 核 酸 配 列 を 含 む ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 。 か か る 核 酸 配 列 は 、 限 定 な く し て 、
蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 お よ び 転 写 さ れ
た イ ン ト ロ ン 、 転 写 さ れ た ３ ’ 非 翻 訳 領 域 （ Ｕ Ｔ Ｒ ） お よ び 転 写 さ れ た ５ ’ Ｕ Ｔ Ｒ に 対 応
す る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 第 ２ の 核 酸 配 列 の １ つ の サ ブ セ ッ ト は 、 (１ )抑 制 さ れ る べ き 第 ２ の
遺 伝 子 の 転 写 領 域 に 同 一 性 を 示 す 第 １ の Ｒ Ｎ Ａ 断 片 、 お よ び (２ )第 １ の Ｒ Ｎ Ａ を 持 つ 二 本
鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 形 成 で き る 第 ２ の Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ と し て 発 現 さ れ る 核 酸 配 列 で
あ る 。 第 １ の Ｒ Ｎ Ａ 断 片 は 、 抑 制 さ れ る べ き 植 物 遺 伝 子 の か な り の （ 複 数 の ） 部 分 、 ま た
は 大 部 分 よ り な り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 植 物 細 胞 ま た は 植 物 に ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 体 と し
て 導 入 さ れ た 場 合 に 、 （ 複 数 の ） イ ン ト ロ ン を 誘 導 す る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 転 写 体 ま た は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 有 効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 、 ま た は 少 な く と も 部 分 的 に
低 下 で き る 第 ２ の 植 物 遺 伝 子 か ら の １ 以 上 の 植 物 イ ン ト ロ ン に 十 分 な 相 同 性 を 示 す 核 酸 配
列 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 植 物 細 胞 ま た は 植 物 に ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 体 と し
て 導 入 さ れ た 場 合 に 、 （ 複 数 の ） エ キ ソ ン を 誘 導 す る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ
Ａ 転 写 体 ま た は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 有 効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 、 ま た は 少 な く と も 部 分 的 に
低 下 で き る 第 ２ の 植 物 遺 伝 子 か ら の １ 以 上 の 植 物 エ キ ソ ン に 十 分 な 相 同 性 を 示 す 核 酸 配 列
を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 植 物 細 胞 ま た は 植 物 に ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 体 と し
て 導 入 さ れ た 場 合 に 、 （ 複 数 の ） ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ を 誘 導 す る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 転 写 体 ま た は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 有 効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 、 ま た は 少 な く と も 部 分 的
に 低 下 で き る 第 ２ の 植 物 遺 伝 子 か ら の １ 以 上 の 植 物 の 転 写 さ れ た （ 複 数 の ） ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ に
十 分 な 相 同 性 を 示 す 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 植 物 細 胞 ま た は 植 物 に ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 体 と し
て 導 入 さ れ た 場 合 に 、 （ 複 数 の ） ５ ’ Ｕ Ｔ Ｒ を 誘 導 す る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 転 写 体 ま た は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 有 効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 、 ま た は 少 な く と も 部 分 的
に 低 下 で き る 第 ２ の 植 物 遺 伝 子 か ら の １ 以 上 の 植 物 の 転 写 さ れ た （ 複 数 の ） ５ ’ Ｕ Ｔ Ｒ に
十 分 な 相 同 性 を 示 す 核 酸 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 体 は 、 エ キ ソ ン 配 列 を 含 む が 、 そ の
エ キ ソ ン 配 列 は 、 エ キ ソ ン を 誘 導 す る 第 ２ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体
ま た は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 有 効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 、 ま た は 少 な く と も 部 分 的 に 低 下 で き
る の に 十 分 な 部 分 の 植 物 エ キ ソ ン に 対 応 し な い 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 体 で の 遺 伝 子 発 現 を 抑 制
す る 戦 略 は 、 ２ ０ ０ ０ 年 ６ 月 ９ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 シ リ ア ル 番 号 ６ ０ ／ ３ ９ ０
,１ ８ ６ 号 に 記 載 の も の を 含 む 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ｂ . ア ン チ セ ン ス 抑 制
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　 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 用 い る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 と
し て 作 用 す る の に 十 分 な 相 補 性 を も つ 転 写 体 ま た は そ の 一 部 分 ま た は 分 子 で 見 出 さ れ た 核
酸 配 列 の 相 補 体 に 対 応 す る 核 酸 配 列 を 含 む い ず れ か の 分 子 を 含 む 。 か か る 分 子 は 、 限 定 な
く し て 、 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の の 相 補 体 で あ り 、 転 写 さ
れ た イ ン ト ロ ン 、 転 写 さ れ た ３ ’ 非 翻 訳 領 域 （ Ｕ Ｔ Ｒ ） お よ び ５ ’ Ｕ Ｔ Ｒ に 対 応 す る も の
の 相 補 体 で あ る 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス ア プ ロ ー チ は 、 遺 伝 物 質 を 標 的 と す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 機 能 を 防 止 ま た
は 低 下 さ せ る 方 法 で あ る (Molら , FEBS Lett. 268:427-430 (1990))。 ア ン チ セ ン ス ア プ ロ
ー チ の 目 的 は 、 標 的 遺 伝 子 に 相 補 的 な 配 列 を 用 い て 、 そ の 発 現 を ブ ロ ッ ク し 、 単 一 の 選 択
さ れ た 蛋 白 質 の レ ベ ル が 選 択 的 に 低 下 ま た は 消 滅 す る 変 異 細 胞 系 ま た は 生 物 体 を 創 製 す る
こ と に あ る 。 不 活 性 化 お よ び そ の 発 生 効 果 の 部 位 は 、 ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 用 プ ロ モ ー タ ー
の 選 択 、 ま た は 外 部 適 用 も し く は ミ ク ロ 注 入 の タ イ ミ ン グ に よ り 操 作 で き る 。 ア ン チ セ ン
ス は 、 標 的 遺 伝 子 の ユ ニ ー ク な 領 域 、 ま た は そ れ が 他 の 関 連 す る 遺 伝 子 と 相 同 性 を 共 有 す
る 領 域 の い ず れ か の 選 択 に よ り そ の 特 異 性 を 操 作 で き る (Hiattら , In: Genetic Engineer
ing, Setlow (ed.), Vol. 11, New York: Plenum 49-63 (1989))。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 技 術 は 、 細 胞 中 へ の 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 で あ る Ｒ Ｎ Ａ の 導 入 を 含
み 、 そ の 結 果 、 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ :Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス が 、 ア ン チ セ ン ス 基 質 お よ び 標 的 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 間 の 塩 基 の 対 合 に よ り 形 成 さ れ る (Greenら , Annu. Rev. Biochem. 55:569-597 (19
86))。 １ つ の 具 体 例 の 下 、 そ の プ ロ セ ス は 、 ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 配 列 の 導 入 お よ び 発 現 を
含 む 。 か か る 配 列 は 、 そ の 一 部 分 ま た は 全 て の 正 常 な 遺 伝 子 配 列 が 、 逆 配 向 に お い て プ ロ
モ ー タ ー 下 に 配 置 さ れ 、 「 間 違 っ た 」 ま た は 相 補 的 な 鎖 が 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し 、 そ の 発 現 と 干 渉 す る 非 コ ー ド ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ る も の で あ る (Takayama 
and Inouye, Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 25:155-184 (1990))。 ア ン チ セ ン ス ベ ク
タ ー は 、 標 準 的 な 手 順 に よ り 構 築 さ れ 、 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン 、 ミ ク ロ 注 入 、 感 染 等 に よ り 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 形 質 転 換 の タ イ プ お よ び ベ ク
タ ー の 選 択 は 、 発 現 が 一 過 性 ま た は 安 定 し て い る か ど う か を 決 定 す る で あ ろ う 。 ア ン チ セ
ン ス 遺 伝 子 に 用 い た プ ロ モ ー タ ー は 、 ア ン チ セ ン ス 阻 害 の レ ベ ル 、 タ イ ミ ン グ 、 組 織 、 特
異 性 ま た は 誘 導 性 に 影 響 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 c. 共 抑 制 （ cosuppression） ま た は セ ン ス 抑 制
　 遺 伝 子 抑 制 に 用 い る こ と が で き る セ ン ス 抑 制 分 子 は 、 セ ン ス 分 子 と し て 作 用 す る の に 十
分 な 相 補 性 を 持 つ 転 写 体 も し く は そ の 一 部 分 ま た は 分 子 に お い て 判 明 す る 核 酸 配 列 に 対 応
す る 核 酸 配 列 を 含 む い ず れ の 分 子 も 含 む 。 か か る 分 子 は 、 限 定 な く し て 、 蛋 白 質 、 そ の 断
片 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 、 お よ び 翻 訳 さ れ た イ ン ト ロ ン 、 転 写 さ れ た ３ ’
非 翻 訳 領 域 （ Ｕ Ｔ Ｒ )お よ び 転 写 さ れ た ５ ’ Ｕ Ｔ Ｒ に 対 応 す る も の を 含 む
【 ０ １ ０ ７ 】
　 共 抑 制 は 、 内 因 性 遺 伝 子 の 転 写 体 と 同 一 の 鎖 の 数 （ strandedness） の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 転 写 で
き る 相 同 性 の セ ン ス 構 築 体 の 発 現 に よ る 特 定 の 内 因 性 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 発
現 レ ベ ル 、 通 常 、 Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル に お け る 低 下 で あ る (Napoliら , Plant Cell 2:279-289 
(1990); van der Krolら , Plant Cell 2:291-299 (1990))。 共 抑 制 は 、 細 胞 内 で 見 出 さ れ
た 核 酸 配 列 に 相 同 性 で あ る 単 一 コ ピ ー の 核 酸 分 子 (Prolls and Meyer, Plant J. 2:465-47
5 (1992))、 ま た は 細 胞 内 で 見 出 さ れ た 核 酸 配 列 に 相 同 性 で あ る 核 酸 分 子 の 複 数 コ ピ ー (Mi
ttlestenら , Mol. Gen. Genet. 244:325-330 (1994))で の 安 定 し た 形 質 転 換 に 起 因 し て も
よ い 。 た と え 異 な る と し て も 相 同 性 プ ロ モ ー タ ー に 連 結 さ れ た 遺 伝 子 は 、 そ の 連 結 し た 遺
伝 子 の 共 抑 制 を 生 じ る (Vaucheret, C.R. Acad. Sci. III 316:1471-1483 (1993); Flavel
l, PNAS USA, 91:3490-3496 (1994); van Bloklandら , Plant J. 6:861-877 (1994); Jor
gensen, Trends Biotechnol. 8:340-344 (1990); Meins and Kunz, In: Gene Inactivati
on and Homologous Recombination in Plants, Paszkowski (ed.), pp. 335-348, Kluwer

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-506437 A 2007.3.22



 Academic, Netherlands (1994))。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 iii. 抑 制 ま た は 発 現 核 酸 分 子
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 単 一 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し
た 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ も し く は ５ を 超 え る 蛋 白 質 、 そ の 断 片 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド
を コ ー ド で き る 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 ま た は 生 物 体 へ 導 入 さ れ た 場 合 に 、
単 一 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し た 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ま た は ５ を 超 え る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 転 写 体 の レ ベ ル を 有 効 に 消 失 、 実 質 的 に 低 下 、 少 な く と も 部 分 的 に 低 下 、 ま た は 低 下
で き る 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 Ｃ . 構 築 体 ／ ベ ク タ ー の 他 の 成 分
　 ま た 、 構 築 体 ま た は ベ ク タ ー は 、 注 目 す る 領 域 内 に 、 そ の 領 域 の 転 写 を 終 了 す る た め に
全 体 的 ま た は 部 分 的 に 作 用 す る 核 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 Tr７  ３ '配 列 お よ び NOS ３ '配 列 を
含 め た 多 数 の か か る 配 列 が 単 離 さ れ て い る (Ingelbrechtら , Plant Cell 1:671-680 (1989
); Bevanら , Nucleic Acids Res. 11:369-385 (1983))。 制 御 転 写 終 了 領 域 は 、 本 発 明 の
植 物 発 現 構 築 体 に お い て 同 様 に 提 供 で き る 。 転 写 終 了 領 域 は 、 注 目 す る 遺 伝 子 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 ま た は 異 な る 遺 伝 子 ソ ー ス か ら 誘 導 さ れ た 便 利 な 転 写 終 了 領 域 、 例 え ば 、
そ の 転 写 開 始 領 域 と 自 然 に 関 係 す る 転 写 終 了 領 域 に よ り 提 供 で き る 。 当 業 者 は 、 植 物 細 胞
中 で 転 写 を 終 了 で き る い ず れ か の 便 利 な 転 写 終 了 領 域 を 本 発 明 の 構 築 体 に お い て 使 用 で き
る と 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ま た 、 ベ ク タ ー ま た は 構 築 体 は 、 制 御 エ レ メ ン ト を 含 み 得 る 。 か か る 例 は 、 Adhイ ン ト
ロ ン １ (Callisら , Genes and Develop. 1:1183-1200 (1987))、 ス ク ロ ー ス シ ン タ ー ゼ イ
ン ト ロ ン (Vasilら , Plant Physiol. 91:1575-1579 (1989))お よ び TMVオ メ ガ エ レ メ ン ト (G
allieら , Plant Cell 1:301-311 (1989))を 含 む 。 適 切 な 場 合 に 、 こ れ ら お よ び 他 の 制 御
エ レ メ ン ト が 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ま た 、 ベ ク タ ー ま た は 構 築 体 は 、 選 択 マ ー カ ー を 含 み 得 る 。 ま た 、 選 択 マ ー カ ー を 用 い
て 、 外 因 性 の 遺 伝 物 質 を 含 む 植 物 ま た は 植 物 細 胞 に つ き 選 択 し 得 る 。 か か る 例 は 、 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 を コ ー ド し 、 カ ナ マ イ シ ン 、 RptII、 G４ １ ８ 、
hptを 用 い て 選 択 で き る neo遺 伝 子 (Potrykusら , Mol. Gen. Genet. 199:183-188 (1985))
； ビ ア ラ ホ ス 抵 抗 性 を コ ー ド す る bar遺 伝 子 ； 変 異 EPSP合 成 酵 素 遺 伝 子 (Hincheeら , Bio/T
echnology 6:915-922 (1988); Reynaertsら , Selectable and Screenable Markers, In G
elvin and Schilperoort, Plant Molecular Biology Manual, Kluwer, Dordrecht (1988)
)； グ リ ホ サ ー ト 抵 抗 性 を コ ー ド す る aadA (Scofieldら , Mol. Gen. Genet. 244(2):189-9
6 (1994))； ブ ロ モ キ ニ ル （ bromoxynil） に 対 す る 抵 抗 性 を 与 え る ニ ト リ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (St
alkerら , J. Biol. Chem. 263:6310-6314 (1988))； イ ミ ダ ゾ リ ノ ン ま た は ス ル ホ ニ ル 尿
素 抵 抗 性 を 与 え る 変 異 ア セ ト ラ ク テ ー ト 合 成 酵 素 遺 伝 子 (ALS) (欧 州 特 許 出 願 第 154,204号
 (１ ９ ８ ５ 年 ９ 月 １ １ 日 ))； ALS (D'Halluinら ,  Bio/Technology 10: 309-314 (1992))
； な ら び に メ ト ト レ キ サ ー ト 抵 抗 性 DHFR遺 伝 子 (Thilletら , J. Biol. Chem. 263:12500-1
2508 (1988))を 含 む 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ま た 、 ベ ク タ ー ま た は 構 築 体 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ マ ー カ ー を 含 み 得 る 。 ス ク リ ー ニ ン グ
マ ー カ ー は 、 発 現 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い ら れ て も よ い 。 典 型 的 な ス ク リ ー ニ ン グ マ ー
カ ー は :様 々 な 色 素 形 成 基 質 が 知 ら れ て い る 酵 素 を コ ー ド す る β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ ま た は
uidA遺 伝 子 (GUS) (Jefferson, Plant Mol. Biol, Rep. 5:387-405 (1987); Jeffersonら ,
 EMBO J. 6:3901-3907 (1987))； 植 物 組 織 中 で ア ン ト シ ア ニ ン 色 素 (赤 色 )の 生 成 を 調 節 す
る 産 物 を コ ー ド す る Ｒ 座 遺 伝 子 (Dellaportaら , Stadler Symposium 11:263-282 (1988));
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 様 々 な 色 素 形 成 基 質 が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 PADAC, 色 素 生 産 性 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン )酵
素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子 (Sutcliffeら , PNAS USA 75:3737-3741 
(1978));ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (Owら , Science 234:856-859 (1986)); 色 素 生 産 性 カ テ コ
ー ル を 変 換 で き る カ テ コ ー ル ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ を コ ー ド す る xylE遺 伝 子 (Zukowskyら , PNA
S USA 80:1101-1105 (1983)); α － ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (Ikatuら , Bio/Technology 8:241-2
42 (1990)); チ ロ シ ン を Ｄ Ｏ Ｐ Ａ お よ び ド ー パ キ ノ ン に 酸 化 で き 、 今 度 は メ ラ ニ ン に 濃 縮
す る 酵 素 を コ ー ド す る チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 (Katzら , J. Gen. Microbiol. 129:2703-2714 
(1983))； な ら び に 色 素 生 産 性 α － ガ ラ ク ト ー ス 基 質 を 変 化 さ せ る 酵 素 を コ ー ド す る α －
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ま た 、 「 選 択 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ マ ー カ ー 遺 伝 子 」 な る 用 語 に 含 ま れ る の は 、 形 質 転
換 し た 細 胞 を 同 定 ま た は 選 択 す る 手 段 と し て そ の 分 泌 が 検 出 で き る 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド
す る 遺 伝 子 で あ る 。 例 に は 、 抗 体 相 互 作 用 、 ま た は 触 媒 的 に 検 出 で き る 選 択 可 能 な 酵 素 で
さ え に よ り 同 定 で き る 選 択 可 能 な 抗 原 を コ ー ド す る マ ー カ ー が 含 ま れ る 。 選 択 可 能 な 蛋 白
質 は 、 （ 例 え ば 、 ELISAに よ り ） 検 出 可 能 で あ る 拡 散 し た 小 さ な 蛋 白 質 、 細 胞 外 溶 液 中 で
検 出 可 能 で あ る 活 性 な 小 さ な 酵 素 （ 例 え ば 、 α － ア ミ ラ ー ゼ 、 β -ラ ク タ マ ー ゼ 、 ホ ス フ
ィ ノ ト リ シ ン （ phosphinothricin） 転 移 酵 素 ） 、 あ る い は 細 胞 壁 中 に 挿 入 ま た は 捕 捉 さ れ
る 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 伸 長 の 発 現 ユ ニ ッ ト ま た は タ バ コ Ｐ Ｒ － Ｓ に お い て 判 明 し た よ う な リ
ー ダ ー 配 列 を 含 む 蛋 白 質 ） を 含 め た 多 数 の ク ラ ス に 分 類 さ れ る 。 他 の 可 能 な 選 択 お よ び ／
ま た は ス ク リ ー ニ ン グ マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 、 そ の パ ー ツ お よ び 植 物 細 胞
　 外 因 性 の 遺 伝 物 質 は 、 植 物 細 胞 に 輸 送 で き 、 植 物 細 胞 は 全 体 の 、 多 産 の 、 不 稔 性 の 植 物
ま た は 植 物 パ ー ツ に 再 生 で き る 。 外 因 性 の 遺 伝 物 質 は 、 い ず れ か の 生 物 体 に 挿 入 で き る い
ず れ か の ソ ー ス か ら の 、 自 然 発 生 ま た は そ う で は な い 、 い ず れ か の 遺 伝 物 質 で あ る 。 か か
る 外 因 性 の 遺 伝 物 質 は 、 限 定 な く し て 、 本 明 細 書 に 記 載 の ご と き 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 含
む 核 酸 分 子 お よ び 構 築 体 を 含 む 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 植 物 細 胞 ま た は 植 物 は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 核 酸 配 列 を
含 み 、 該 第 １ の 核 酸 配 列 は 、 そ れ が 発 現 さ れ る 場 合 に 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 体 ま た は 蛋 白 質 の
レ ベ ル を 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 、 増 加 、 増 強 ま た は 実 質 的 に 増 強 で き 、 該 第 ２ の 核 酸 配
列 は 、 そ れ が 発 現 さ れ る 場 合 に 、 そ れ を 誘 導 す る 遺 伝 子 ま た は そ の 遺 伝 子 に 相 同 性 を 有 す
る い ず れ か の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 ま た は 蛋 白 質 の レ ベ ル を 有 効 に 消
失 、 実 質 的 に 低 下 ま た は 少 な く と も 部 分 的 に 低 下 で き る よ う な １ 以 上 の 植 物 遺 伝 子 に 十 分
な 相 同 性 を 示 す 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る い ず れ の 方 法 も 用 い る こ と が で き る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 植 物 細 胞 ま た は 植 物 は 、 Ｇ Ｍ Ｔ 遺 伝 子 に よ り コ ー
ド さ れ た 蛋 白 質 、 転 写 体 も し く は そ の 双 方 を 増 加 で き 、 同 時 に Ｆ Ａ Ｄ ２ 遺 伝 子 に よ り コ ー
ド さ れ た 蛋 白 質 、 転 写 体 も し く は そ の 双 方 を 選 択 的 に 低 下 で き る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 分 子
を 含 む 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 植 物 細 胞 ま た は 植 物 は 、 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び
第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 分 子 を 含 み 、 該 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト 、 第 ２ の 核 酸 セ グ
メ ン ト ま た は そ の 双 方 は 、 種 子 油 組 成 物 を 改 変 で き る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 第 １
の 核 酸 配 列 は 、 そ れ が 発 現 さ れ る 場 合 に 、 ア ル フ ァ － ト コ フ ェ ロ ー ル の レ ベ ル を 増 加 で き
、 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 そ れ が 発 現 さ れ る 場 合 に 、 オ レ イ ン 酸 も し く は 含 油 量 ま た は
そ の 双 方 の レ ベ ル を 増 加 で き る よ う な １ 以 上 の 植 物 遺 伝 子 の 相 補 体 に 十 分 な 相 同 性 を 示 し
、 該 第 １ の 核 酸 配 列 お よ び 第 ２ の 核 酸 配 列 は 、 単 一 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結
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し て い る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 遺 伝 物 質 は 、 い ず れ の 種 類 、 例 え ば 、 限 定 な く し て 、 単 子 葉 植 物 ま た は 双 子 葉 植 物 、 限
定 さ れ る も の で は な い が 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 リ ン ゴ 、 Arabidopsis、 バ ナ ナ 、 大 麦 、 Brass
ica campestris、 キ ャ ノ ー ラ 、 ト ウ ゴ マ 、 キ ク 、 コ ー ヒ ー 、 綿 、 綿 実 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ハ
マ ナ 、 ク ラ ン ベ リ ー 、 キ ュ ウ リ 、 デ ン ド ロ ビ ウ ム 、 デ ィ オ ス コ リ ア 、 ユ ー カ リ 、 ウ シ ノ ケ
グ サ （ fescue） 、 ア マ 、 グ ラ ジ オ ラ ス 、 ユ リ 、 ア マ ニ 、 ミ ッ レ ト （ millet） 、 マ ス ク メ ロ
ン 、 カ ラ シ 、 オ ー ト 麦 、 ア ブ ラ ヤ シ 、 ア ブ ラ ナ 、 パ パ イ ヤ 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 多 年 生 植 物 、 Ph
aseolus、 ジ ャ ガ イ モ 、 菜 種 、 コ メ 、 ラ イ 麦 、 ラ イ グ ラ ス 、 ベ ニ バ ナ 、 ゴ マ 、 モ ロ コ シ 、
ダ イ ズ 、 テ ン サ イ 、 サ ト ウ キ ビ 、 ヒ マ ワ リ 、 タ バ コ 、 ト マ ト 、 タ ー フ グ ラ ス お よ び 小 麦 (C
hristou, INO: Particle Bombardment for Genetic Engineering of Plants, Biotechnol
ogy Intelligence Unit. Academic Press, San Diego, California (1996))に 導 入 し て も
よ く 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 Arabidopsis、 Brassica campestris、 キ ャ ノ ー ラ 、 ト ウ ゴ マ 、 ト
ウ モ ロ コ シ 、 綿 、 綿 実 、 ハ マ ナ 、 ア マ 、 ア マ ニ 、 カ ラ シ 、 ア ブ ラ ヤ シ 、 ア ブ ラ ナ 、 ピ ー ナ
ッ ツ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 菜 種 、 ベ ニ バ ナ 、 ゴ マ 、 ダ イ ズ 、 ヒ マ ワ リ 、 タ バ コ 、 ト マ ト お よ び 小
麦 が 好 ま し く 、 Brassica campestris、 キ ャ ノ ー ラ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ア ブ ラ ヤ シ 、 ア ブ ラ
ナ 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 菜 種 、 ベ ニ バ ナ 、 ダ イ ズ お よ び ヒ マ ワ リ が よ り 好 ま し い 。 よ り 好 ま し い
態 様 に お い て 、 遺 伝 物 質 は キ ャ ノ ー ラ に 移 行 さ れ る 。 も う 一 つ の よ り 好 ま し い 態 様 に お い
て 、 遺 伝 物 質 は ア ブ ラ ナ に 移 行 さ れ る 。 も う 一 つ の 特 に 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 遺 伝 物
質 は ダ イ ズ ま た は ト ウ モ ロ コ シ に 移 行 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ま た 、 遺 伝 物 質 は 、 植 物 細 胞 の ご と き 適 当 な 細 胞 に 導 入 し 得 る 。 細 胞 は 多 細 胞 性 環 境 下
で 存 在 し 得 る 。 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 多 細 胞 性 環 境 は 形 質 転 換 さ れ た 植 物 中 で 有 り
得 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ま た 、 遺 伝 物 質 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 哺 乳 動 物 、 魚 細 胞 、 魚 、 ト リ 細 胞 、 ト リ 、 藻 類 細 胞
、 藻 類 、 真 菌 細 胞 、 真 菌 ま た は 細 菌 細 胞 の ご と き 細 胞 ま た は 生 物 体 に 導 入 し 得 る 。 好 ま し
い 宿 主 お よ び 形 質 転 換 体 は 、 Aspergillusの ご と き 真 菌 細 胞 、 酵 母 、 哺 乳 動 物 、 特 に ウ シ
お よ び ブ タ 、 昆 虫 、 細 菌 お よ び 藻 類 を 含 む 。 特 に 好 ま し い 細 菌 は 、 Agrobacteruim tumefa
ciensお よ び 大 腸 菌 （ E. coli） で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 転 写 体 ま た は 蛋 白 質 の ご と き 生 成 物 の レ ベ ル は 、 植 物 の ご と き 生 物 体 の 全 体 に わ た っ て
増 加 し て も 、 減 少 し て も 、 ま た は そ の 双 方 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 生 物 体 の １ 以 上 の 特
定 の 器 官 ま た は 組 織 に 局 在 し て も よ い 。 例 え ば 、 生 成 物 の レ ベ ル は 、 限 定 な く し て 、 根 、
塊 茎 、 茎 、 葉 、 茎 （ stalk） 、 果 実 、 液 果 、 ナ ッ ツ 、 樹 皮 、 鞘 、 種 子 お よ び 花 を 含 め た １
以 上 の 組 織 お よ び 器 官 に お い て 増 加 ま た は 減 少 し 得 る 。 好 ま し い 器 官 は 種 子 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 で の 植 物 ま た は 他 の 生 物 体 の 形 質 転 換 の 後 、 １ 以
上 の 剤 の レ ベ ル は 、 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 、 増 加 、 増 強 ま た は 実 質 的 に 増 強 さ れ 、 一 方
、 第 ２ の 剤 は 、 そ の 第 １ の 剤 と 共 に 、 同 時 に 発 現 、 共 発 現 、 ま た は 協 調 的 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 で の 植 物 ま た は 他 の 生 物 体 の 形 質 転 換 の 後 、 １
以 上 の 剤 の レ ベ ル は 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 、 増 加 、 増 強 、 ま た は 実 質 的 に 増 強 さ れ 、 一
方 、 第 ２ の 剤 は 、 同 時 に 発 現 、 共 発 現 、 ま た は 協 調 的 に 発 現 さ れ 、 第 ２ の 剤 の そ の 同 時 の
発 現 、 共 発 現 ま た は 協 調 的 発 現 の 結 果 、 第 ２ の 剤 を 低 下 、 好 ま し く は 少 な く と も 部 分 的 に
低 下 、 実 質 的 に 低 下 ま た は 有 効 に 消 失 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 で の 植 物 ま た は 他 の 生 物 体 の 形 質 転 換 の 後 、 １
以 上 の 剤 の レ ベ ル は 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 、 増 加 、 増 強 ま た は 実 質 的 に 増 強 さ れ 、 一 方
、 第 ２ の 剤 は 、 ２ ま た は ２ を 超 え る 剤 と 同 時 に 発 現 、 共 発 現 ま た は 協 調 的 に 発 現 さ れ る 。
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【 ０ １ ２ ７ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 で の 植 物 ま た は 他 の 生 物 体 の 形 質 転 換 の 後 、 １
以 上 の 剤 の レ ベ ル は 、 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 、 増 加 、 増 強 ま た は 実 質 的 に 増 強 さ れ 、 一
方 、 第 ２ の 剤 は 、 ３ ま た は ３ を 超 え る 剤 と 同 時 に 発 現 、 共 発 現 ま た は 同 等 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 で の 植 物 ま た は 他 の 生 物 体 の 形 質 転 換 の 後 、 １
以 上 の 剤 の レ ベ ル は 、 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 、 増 加 ま た は 実 質 的 に 増 強 さ れ 、 一 方 、 さ
ら な る 剤 は 、 第 １ の 剤 と 同 時 に 発 現 、 共 発 現 ま た は 協 調 的 に 発 現 さ れ 、 さ ら な る 剤 、 好 ま
し く は ２ 以 上 、 ３ 以 上 、 ４ 以 上 ま た は ５ 以 上 の 剤 の 同 時 発 現 、 共 発 現 ま た は 協 調 的 な 発 現
の 結 果 、 １ を 超 え る 剤 、 好 ま し く は ２ 以 上 、 ３ 以 上 、 ４ 以 上 ま た は ５ 以 上 の 剤 を 少 な く と
も 部 分 的 に 低 下 、 実 質 的 に 低 下 ま た は 有 効 に 消 失 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 で の 植 物 ま た は 他 の 生 物 体 の 形 質 転 換 の 後 に 、 １ 以 上
の 剤 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 増 強 、 増 加 、 増 強 ま た は 実 質 的 に 増 強 さ れ 、 一 方 、 も う 一 つ
の 剤 ま た は 複 数 の 剤 が 同 時 に 発 現 、 共 発 現 ま た は 協 調 的 に 発 現 し 、 か か る 発 現 の 結 果 、 １
つ の 剤 ま た は 複 数 の 剤 を 少 な く と も 部 分 的 に 低 下 、 実 質 的 に 低 下 ま た は 有 効 に 消 失 さ せ る
。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 剤 の レ ベ ル が 比 較 さ れ る 場 合 、 か か る 比 較 は 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 を 持 つ 生 物 体 間 で 好 ま
し く は 行 な わ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 は 、 比 較 さ れ る べ き 生 物
体 が そ れ ら の 核 遺 伝 物 質 の ５ ０ ％ 以 上 を 共 有 す る 背 景 で あ る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て
、 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 は 、 比 較 さ れ る べ き 生 物 体 が そ れ ら の 核 遺 伝 物 質 の ７ ５ ％ 以 上 、 さ
ら に 好 ま し く は ９ ０ ％ を 共 有 す る 背 景 で あ る 。 も う 一 つ の さ ら に よ り 好 ま し い 態 様 に お い
て 、 類 似 す る 遺 伝 的 背 景 は 、 比 較 さ れ る べ き 生 物 体 が 植 物 で あ る 背 景 で あ り 、 そ の 植 物 は
、 植 物 形 質 転 換 技 術 を 用 い て 、 元 来 導 入 さ れ た い ず れ か の 遺 伝 物 質 を 除 い て 同 質 遺 伝 子 的
で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 剤 の レ ベ ル を 部 分 的 に 増 強 、 増 強 ま た は 実 質 的 に 増 強 す る た め
の 核 酸 配 列 の 能 力 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 の レ ベ ル の 比 較 に よ り 行 わ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 も う 一 つ の 遺 伝 子 に 対 し 、 遺 伝 子 の レ ベ ル を 部 分 的 に 増 強 、 増 強 ま た は 実 質 的 に 増
強 す る 核 酸 配 列 の 能 力 は 、 そ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は ポ リ ペ
プ チ ド の レ ベ ル の 比 較 に よ り 行 わ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 も う 一 つ の 遺 伝 子 に 対 し
、 遺 伝 子 の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 核 酸 配 列 の 能 力 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 の レ ベ ル の 比 較 に よ り
行 わ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 も う 一 つ の 遺 伝 子 に 対 し 、 遺 伝 子 の レ ベ ル を 低 下 さ せ
る 核 酸 配 列 の 能 力 は 、 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の
レ ベ ル の 比 較 に よ り 行 わ れ る 。 本 明 細 書 に 用 い た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 体 は 、 処 理 さ れ る か 、 ま
た は 処 理 さ れ な い ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 体 を 含 む 。 本 明 細 書 に 用 い た 蛋 白 質 、 そ の 断 片 ま た は ポ リ
ペ プ チ ド は 、 い ず れ か の 翻 訳 後 修 飾 を 持 つ か 、 ま た は 翻 訳 後 修 飾 が な い 蛋 白 質 、 そ の 断 片
ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 も う 一 つ の 遺 伝 子 に 対 し
、 遺 伝 子 の レ ベ ル を 増 加 さ せ る 核 酸 分 子 の 能 力 は 、 発 現 型 の 比 較 に よ り 行 わ れ る 。 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 発 現 型 の 比 較 は ア ル フ ァ － ト コ フ ェ ロ ー ル 含 量 の 比 較 で あ る 。 好 ま し い
態 様 に お い て 、 発 現 型 の 比 較 は 脂 肪 酸 組 成 の 比 較 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 発 現 型
の 比 較 は 合 計 の 油 レ ベ ル の 比 較 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 植 物 ま た は 生 物 体 に 核 酸 分 子 を 導 入 す る 方 法
　 植 物 細 胞 に 核 酸 分 子 を 導 入 す る 多 数 の 方 法 が 存 在 す る 。 適 当 な 方 法 は 、 核 酸 分 子 を 、 Ag
robacterium感 染 、 あ る い は 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 注 入 、 プ ロ ジ ェ ク シ ョ ン （ p
rojection） 、 Ｐ Ｅ Ｇ 媒 介 形 質 転 換 、 Ｄ Ｎ Ａ 被 覆 粒 子 の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ま た は 促
進 に よ る よ う に 核 酸 分 子 の 直 接 的 な 送 達 等 に よ り 細 胞 に 導 入 し 得 る い ず れ か の 方 法 を 実 質
的 に 含 む と 考 え ら れ る (Potrykus, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42:205-
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225 (1991); Vasil, Plant Mol. Biol. 25:925-937 (1994))。 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン を 用 い て 、 ト ウ モ ロ コ シ プ ロ ト プ ラ ス ト が 形 質 転 換 さ れ て い る (Frommら , Nature 3
12:791-793 (1986))。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ま た 、 核 酸 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 接 合 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス お よ び 食 作 用 を
含 め た 方 法 を 介 し て 生 物 体 に 導 入 で き る 。 さ ら に 、 核 酸 は 、 植 物 、 植 物 細 胞 、 藻 類 、 藻 類
細 胞 、 真 菌 、 真 菌 細 胞 、 細 菌 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 魚 細 胞 ま た は ト リ 細 胞 か ら 誘 導 さ れ た
細 胞 ま た は 生 物 体 に 導 入 で き る 。 特 に 好 ま し い 微 生 物 は 、 E. coliお よ び Agrobacteriumの
種 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 細 胞 へ の Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 の た め の 技 術 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 細 胞 へ 遺 伝 子 を 送 達
す る 一 般 的 な ４ つ の 方 法 が 記 載 さ れ て い る :(１ )化 学 的 方 法 (Graham and van der Eb, Vir
ology 54:536-539 (1973));(２ )ミ ク ロ 注 入 (Capecchi, Cell 22:479-488 (1980))、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン (Wong and Neumann, Biochem. Biophys. Res. Commun. 107:584-587 
(1982); Frommら , PNAS USA 82:5824-5828 (1985); 米 国 特 許 第 5,384,253);遺 伝 子 銃 (Joh
nston and Tang, Methods Cell Biol. 43:353-365 (1994));お よ び 真 空 浸 潤 (Bechtoldら ,
 C.R. Acad. Sci. Paris, Life Sci. 316:1194-1199. (1993))の ご と き 物 理 的 方 法 ;(３ )
ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Clapp, Clin. Perinatol. 20:155-168 (1993); Luら , J. Exp. Med. 1
78:2089-2096 (1993); Eglitis and Anderson, Biotechniques 6:608-614 (1988));な ら
び に (４ )受 容 体 媒 介 メ カ ニ ズ ム (Curielら , Hum. Gen. Ther. 3:147-154 (1992); Wagner
ら , PNAS USA 89:6099-6103 (1992))。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 用 い 得 る 促 進 方 法 は 、 例 え ば 、 微 粒 子 銃 等 を 含 む 。 植 物 細 胞 へ 形 質 転 換 す る 核 酸 分 子 を
送 達 す る 方 法 の １ 例 は 、 微 粒 子 銃 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 Yang and Christou (eds.), Part
icle Bombardment Technology for Gene Transfer, Oxford Press, Oxford, England (19
94)に よ り 概 説 さ れ て い る 。 非 生 物 学 的 な 粒 子  (微 粒 子 銃 )は 、 核 酸 分 子 で 覆 わ れ 、 推 進 力
に よ り 細 胞 に 送 達 さ れ 得 る 。 典 型 的 な 粒 子 は 、 タ ン グ ス テ ン 、 金 、 白 金 等 よ り な る も の を
含 む 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 微 粒 子 銃 の 特 定 の 利 点 は 、 そ れ が 繁 殖 的 に 単 子 葉 植 物 を 形 質 転 換 す る 有 効 な 方 法 で あ る
こ と に 加 え て 、 プ ロ ト プ ラ ス ト の 単 離 (Cristouら , Plant Physiol. 87:671-674 (1988))
も Agrobacterium感 染 に 対 す る 感 受 性 も 必 要 で は な い こ と で あ る 。 促 進 に よ り ト ウ モ ロ コ
シ 細 胞 に Ｄ Ｎ Ａ を 送 達 す る 方 法 の 例 示 的 な 具 体 例 は 、 微 粒 子 銃 （ biolistics） 粒 子 送 達 シ
ス テ ム で あ り 、 そ れ を 用 い て 、 ス テ ン レ ス 鋼 ま た は Nytexの ス ク リ ー ン の ご と き ス ク リ ー
ン を 通 っ て Ｄ Ｎ Ａ で 覆 わ れ た 粒 子 を 懸 濁 液 中 で 培 養 さ れ た ト ウ モ ロ コ シ 細 胞 で 覆 わ れ て い
た フ ィ ル タ ー 表 面 上 に 推 進 で き る 。 Gordon-Kammら は 、 Ｄ Ｎ Ａ で タ ン グ ス テ ン 粒 子 を 覆 う
た め の 基 本 的 な 手 順 を 記 載 し て い る (Gordon-Kammら , Plant Cell 2:603-618 (1990))。 そ
れ ら が 大 き な 凝 集 物 中 の 受 容 細 胞 に 送 達 さ れ な い よ う に 、 ス ク リ ー ン は タ ン グ ス テ ン 核 酸
粒 子 を 分 散 さ せ る 。 本 発 明 で の 使 用 に 適 す る 粒 子 送 達 シ ス テ ム は 、 Bio-Rad Laboratories
(Bio-Rad, Hercules, California)か ら 入 手 可 能 で あ る ヘ リ ウ ム 促 進 PDS-１ ０ ０ ０ ／ He銃
で あ る (Sanfordら , Technique 3:3-16 (1991))。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 そ の 微 粒 子 銃 で は 、 懸 濁 液 中 の 細 胞 は フ ィ ル タ ー に 濃 縮 さ れ 得 る 。 衝 撃 さ れ る べ き 細 胞
を 含 む フ ィ ル タ ー は 、 微 粒 子 銃 （ microprojectile） 停 止 板 よ り 下 の 適 当 な 距 離 に 配 置 す
る 。 ま た 、 所 望 な ら ば 、 １ 以 上 の ス ク リ ー ン を 、 銃 と 衝 撃 さ れ る べ き 細 胞 と の 間 に 配 置 す
る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 あ る い は 、 未 成 熟 胚 ま た は 他 の 標 的 細 胞 を 固 形 培 養 基 上 に 配 列 し 得 る 。 衝 撃 さ れ る べ き
細 胞 は 、 微 粒 子 銃 の 停 止 板 よ り 下 の 適 当 な 距 離 に 配 置 す る 。 ま た 、 所 望 な ら ば 、 １ 以 上 の
ス ク リ ー ン を 、 促 進 デ バ イ ス と 衝 撃 さ れ る べ き 細 胞 と の 間 に 配 置 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ
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れ た 技 術 の 使 用 を 通 し て 、 一 時 的 に マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 の １ ０ ０ ０ 以 上 の 座 を
得 て も よ い 。 衝 撃 ４ ８ 時 間 後 の 外 因 性 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 焦 点 に お け る 細 胞 数 は 、 し ば
し ば １ ～ １ ０ 個 の 範 囲 に あ り 、 １ ～ ３ 個 を 平 均 と す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 衝 撃 形 質 転 換 に お い て 、 衝 撃 前 培 養 条 件 お よ び 衝 撃 パ ラ メ ー タ ー を 最 適 化 し て 、 最 大 数
の 安 定 し た 形 質 転 換 体 を 得 て も よ い 。 衝 撃 用 の 物 理 的 お よ び 生 物 学 的 パ ラ メ ー タ ー の 双 方
は 、 こ の 技 術 に お い て 重 要 で あ る 。 物 理 的 因 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ 微 粒 子 銃 沈 澱 物 を 操 作 す る こ
と を 含 む も の 、 ま た は マ ク ロ ま た は ミ ク ロ の 粒 子 銃 の い ず れ か の 飛 行 お よ び 速 度 に 影 響 す
る も の で あ る 。 生 物 学 的 因 子 は 、 衝 撃 前 お よ び 衝 撃 直 後 に て 細 胞 の 操 作 に 関 与 す る 全 て の
工 程 、 衝 撃 と 関 連 す る 外 傷 を 緩 和 す る の に 役 立 つ 標 的 細 胞 の 浸 透 圧 調 整 、 お よ び さ ら に 線
形 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ま た は 完 全 な ス ー パ ー コ イ ル の プ ラ ス ミ ド の ご と き 形 質 転 換 す る Ｄ Ｎ Ａ
の 性 質 を 含 む 。 衝 撃 前 操 作 は 未 成 熟 な 胚 の 成 功 し た 形 質 転 換 に 特 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ
る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 従 っ て 、 小 規 模 試 験 に お け る 衝 撃 パ ラ メ ー タ ー の 種 々 の 態 様 を 調 節 し て 、 そ の 条 件 を 完
全 に 最 適 化 し た い か も し れ な い と 考 え ら れ る 。 特 に 、 ギ ャ ッ プ 距 離 、 飛 行 距 離 、 組 織 距 離
お よ び ヘ リ ウ ム 圧 の ご と き 物 理 的 な パ ラ メ ー タ ー を 調 節 し た い か も し れ な い 。 ま た 、 受 容
細 胞 の 生 理 的 状 態 に 影 響 し 、 従 っ て 形 質 転 換 お よ び 組 込 み の 効 率 に 影 響 し 得 る 条 件 を 修 飾
す る こ と に よ り 外 傷 低 下 因 子 を 最 小 化 し 得 る 。 例 え ば 、 受 容 細 胞 の 浸 透 状 態 、 組 織 水 和 、
お よ び 二 次 培 養 ス テ ー ジ ま た は 細 胞 周 期 を 最 適 な 形 質 転 換 の た め に 調 整 し 得 る 。 他 の 定 期
調 整 の 実 施 は 本 開 示 に 照 ら し て 当 業 者 に 公 知 で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ を 全 植 物 組 織 に 導 入 で き 、 そ れ に よ り 、 プ ロ ト プ ラ ス ト か ら の 完 全 な 植 物 の 再 生
の 必 要 性 を 回 避 す る た め 、 Agrobacterium媒 介 ト ラ ン ス フ ァ ー は 、 植 物 細 胞 に 遺 伝 子 を 導
入 す る た め の 広 範 囲 に 適 用 可 能 な シ ス テ ム で あ る 。 植 物 細 胞 に Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る ベ ク タ ー
を 組 込 む Agrobacterium媒 介 と し た 植 物 の 使 用 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い
る 。
例 え ば 、 Fraleyら , Bio/Technology 3:629-635 (1985)お よ び Rogersら , Methods Enzymol
. 153:253-277 (1987)に よ り 記 載 さ れ た 方 法 を 参 照 。 さ ら に 、 Ｔ ｉ － Ｄ Ｎ Ａ の 組 込 み は わ
ず か な 再 配 列 を 生 じ る 比 較 的 正 確 な プ ロ セ ス で あ る 。 移 行 さ れ る べ き Ｄ Ｎ Ａ の 領 域 は 、 境
界 配 列 に よ り 規 定 さ れ 、 介 在 す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 記 載 の ご と き 植 物 ゲ ノ ム に 通 常 挿 入 さ れ る (S
pielmannら , Mol. Gen. Genet. 205:34 (1986))。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 現 代 の Agrobacterium形 質 転 換 ベ ク タ ー は 、 E. coliな ら び に Agrobacterium中 で 複 製 で
き 、 Kleeら , in Plant DNA Infectious Agents, Hohn and Schell (eds.), Springer-Ver
lag, New York, pp. 179-203 (1985)に 記 載 の ご と き 便 利 な 操 作 を 可 能 と す る 。 さ ら に 、 A
grobacteriumを 媒 介 と し た 遺 伝 子 移 入 の た め の ベ ク タ ー に お け る 技 術 的 進 歩 は 、 様 々 な ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 で き る ベ ク タ ー の 構 築 を 促 す よ う に ベ ク タ ー に お け
る 遺 伝 子 お よ び 制 限 部 位 の 配 置 を 改 善 し て き た 。 言 及 さ れ た ベ ク タ ー は 、 挿 入 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド コ ー ド 遺 伝 子 の 直 接 的 な 発 現 の た め の プ ロ モ ー タ ー お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 に
よ り 隣 接 し て 挟 ま れ た 便 利 な 多 リ ン カ ー 領 域 を 有 し 、 そ の ベ ク タ ー は 、 現 在 の 目 的 に 適 し
て い る (Rogersら , Methods Enzymol. 153:253-277 (1987))。 加 え て 、 武 装 （ armed） お よ
び 安 全 化 し た 双 方 の Ｔ ｉ 遺 伝 子 を 含 む Agrobacteriumは 、 形 質 転 換 に 用 い る こ と が で き る
。 Agrobacteriumを 媒 介 す る 形 質 転 換 が 有 効 で あ る そ れ ら の 植 物 株 に お い て 、 そ れ は 、 遺
伝 子 移 入 の 容 易 さ お よ び 規 定 さ れ た 性 質 の た め に 選 択 の 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 Agrobacterium形 質 変 換 法 を 用 い て 形 成 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 典 型 的 に は
１ つ の 染 色 体 上 の 単 一 の 遺 伝 子 を 含 む 。 か か る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は さ ら な る 遺 伝 子
に ヘ テ ロ 接 合 性 で あ る と い う こ と が で き る 。 さ ら な る 構 造 遺 伝 子 に ホ モ 接 合 性 で あ る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ； す な わ ち 、 ２ つ の さ ら な る 遺 伝 子 を 含 み 、 １ つ の 遺 伝 子 が 染 色 体 対
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の 各 染 色 体 上 の 同 一 座 に あ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 が よ り 好 ま し い 。 ホ モ 接 合 性 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 単 一 の さ ら な る 遺 伝 子 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 の 独 立 し た 分
離 体 を 性 的 に 接 合 （ 自 殖 （ selfing） ） し 、 生 成 さ れ た 種 子 の う ち の い く ら か を 発 芽 さ せ
、 次 い で 注 目 す る 遺 伝 子 に つ き 生 成 さ れ た 得 ら れ た 植 物 を 分 析 す る こ と に よ り 得 る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ま た 、 ２ つ の 異 な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 独 立 し て 分 離 し て い る ２ つ の 外 因 性 構
築 体 を 含 む 子 孫 を 生 成 す る よ う に 交 配 で き る と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 適 当 な 子 孫 の 自 殖
は 、 注 目 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 双 方 の さ ら な る 外 因 性 遺 伝 子 に ホ モ 接 合 性 で あ る
植 物 を 生 成 で き る 。 親 植 物 へ の 戻 し 交 配 お よ び 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で ア ウ ト ク ロ ッ
シ ン グ （ out-crossing） が 栄 養 繁 殖 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 植 物 プ ロ ト プ ラ ス ト の 形 質 転 換 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 処
理 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン お よ び こ れ ら の 処 理 の 組 合 せ に 基 づ い た 方 法 を 用 い て 達 成 で
き る (例 え ば 、 Potrykusら , Mol. Gen. Genet. 205:193-200 (1986); Lorzら , Mol. Gen. 
Genet. 199:178 (1985); Frommら , Nature 319:791 (1986); Uchimiyaら , Mol. Gen. Gen
et. 204:204 (1986); Marcotteら , Nature 335:454-457 (1988)参 照 ） 。 異 な る 植 物 株 に
対 す る こ れ ら の シ ス テ ム の 適 用 は 、 プ ロ ト プ ラ ス ト か ら の そ の 特 定 の 植 物 株 を 再 生 す る 能
力 に 依 存 す る 。 プ ロ ト プ ラ ス ト か ら の シ リ ア ル の 再 生 の た め の 例 示 的 な 方 法 が 記 載 さ れ て
い る (Fujimuraら , Plant Tissue Culture Letters 2:74 (1985); Toriyamaら , Theor. Ap
pl. Genet. 205:34 (1986); Yamadaら , Plant Cell Rep. 4:85 (1986); Abdullahら , Bio
technology 4:1087 (1986))。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 プ ロ ト プ ラ ス ト か ら う ま く 再 生 で き な い 植 物 株 を 形 質 転 換 す る た め に 、 本 来 の 細 胞 ま た
は 組 織 へ Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る 他 の 方 法 が 利 用 で き る 。 例 え ば 、 記 載 の ご と く 、 未 成 熟 胚 ま た
は 外 植 片 か ら の シ リ ア ル の 再 生 が 達 成 で き る (Vasil, Bio/Technology 6:397 (1988))。 加
え て 、 「 粒 子 銃 」 ま た は 高 速 度 微 粒 子 銃 技 術 が 利 用 で き る (Vasilら , Bio/Technology 10:
667 (1992))。 Kleinら , Nature 328:70 (1987); Kleinら , PNAS USA 85:8502-8505 (1988
); McCabeら , Bio/Technology 6:923 (1988)に 記 載 の ご と く 、 そ の 後 者 の 技 術 を 用 い て 、
Ｄ Ｎ Ａ は 、 細 胞 壁 を 通 っ て 、 小 金 属 粒 子 の 表 面 上 の 細 胞 質 に 運 ば れ る 。 金 属 粒 子 は 、 細 胞
の い く つ か の 層 に 入 り 込 み 、 か く し て 組 織 外 植 片 内 の 細 胞 の 形 質 転 換 を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 主 と し て 、 Agrobacterium tumefaciensの 使 用 に よ り 、 双 子 葉 植 物 を 形 質 転 換 し 、 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 得 る 方 法 は 、 綿 (米 国 特 許 第 ５ ,０ ０ ４ ,８ ６ ３ 号 ; 米 国 特 許 第 ５ ,１
５ ９ ,１ ３ ５ 号 ; 米 国 特 許 第 ５ ,５ １ ８ ,９ ０ ８ 号 );ダ イ ズ (米 国 特 許 第 ５ ,５ ６ ９ ,８ ３ ４ 号
; 米 国 特 許 第 ５ ,４ １ ６ ,０ １ １ 号 ; McCabeら , Biotechnology 6:923 (1988); Christouら
, Plant Physiol. 87:671-674 (1988)); Brassica (米 国 特 許 第 ５ ,４ ６ ３ ,１ ７ ４ 号 ); Br
assica (米 国 特 許 第 ５ ,４ ６ ３ ,１ ７ ４ 号 );ピ ー ナ ッ ツ （ Chengら , Plant Cell Rep. 15:65
3-657 (1996), McKentlyら , Plant Cell Rep. 14:699-703 (1995))； パ パ イ ヤ ;エ ン ド ウ  
(Grantら , Plant Cell Rep. 15:254-258 (1995))； お よ び Arabidopsis thaliana(Bechtol
dら , C.R. Acad. Sci. Paris, Life Sci. 316:1194-1199 (1993))に つ い て 公 開 さ れ て い
る 。 Arabidopsis thalianaを 形 質 転 換 す る 後 者 の 方 法 は 、 「 浸 漬 （ dipping） 」 も し く は
真 空 浸 潤 ま た は 生 殖 質 形 質 転 換 と 一 般 的 に 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ま た 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 粒 子 衝 撃 お よ び Agrobacteriumを 用 い る 単 子 葉 植 物 の
形 質 転 換 も 報 告 さ れ て い る 。 形 質 転 換 お よ び 植 物 再 生 は 、 ア ス パ ラ ガ ス (Bytebierら , PNA
S USA 84:5354 (1987)); 大 麦  (Wan and Lemaux, Plant Physiol 104:37 (1994)); ト ウ
モ ロ コ シ  (Rhodesら , Science 240:204 (1988); Gordon-Kammら , Plant Cell 2:603-618 
(1990); Frommら , Bio/Technology 8:833 (1990); Kozielら , Bio/Technology 11:194 (1
993); Armstrongら , Crop Science 35:550-557 (1995)); オ ー ト 麦  (Somersら , Bio/Tech
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nology 10:1589 (1992)); カ モ ガ ヤ （ orchard grass） (Hornら , Plant Cell Rep. 7:469 
(1988)); コ メ (Toriyamaら , Theor Appl. Genet. 205:34 (1986); Partら , Plant Mol. B
iol. 32:1135-1148 (1996); Abediniaら , Aust. J. Plant Physiol. 24:133-141 (1997);
 Zhang and Wu, Theor. Appl. Genet. 76:835 (1988); Zhangら , Plant Cell Rep. 7:379
 (1988); Battraw and Hall, Plant Sci. 86:191-202 (1992); Christouら , Bio/Technol
ogy 9:957 (1991)); ラ イ 麦  (De la Penaら , Nature 325:274 (1987)); サ ト ウ キ ビ  (Bow
er and Birch, Plant J. 2:409 (1992)); ヒ ロ ハ ノ ウ シ ノ ケ グ サ （ tall fescue） (Wangら
, Bio/Technology 10:691 (1992))な ら び に 小 麦 (Vasilら , Bio/Technology 10:667 (1992
); 米 国 特 許 第 5,631,152)に お い て 達 成 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ク ロ ー ン 化 さ れ た 核 酸 構 築 体 の 一 過 性 発 現 に 基 づ い た 遺 伝 子 発 現 に つ い て の ア ッ セ イ 方
法 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)処 理 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ま た は 粒 子 衝 撃 に よ
り 植 物 細 胞 に 核 酸 分 子 を 導 入 す る こ と に よ り 開 発 さ れ て き た (Marcotteら , Nature 335:45
4-457 (1988); Marcotteら , Plant Cell 1:523-532 (1989); McCartyら , Cell 66:895-90
5 (1991); Hattoriら , Genes Dev. 6:609-618 (1992); Goffら , EMBO J. 9:2517-2522 (1
990))。 一 過 性 の 発 現 系 を 用 い て 、 遺 伝 子 構 築 体 を 機 能 的 に 分 析 し 得 る (一 般 的 に は , Mali
gaら , Methods in Plant Molecular Biology, Cold Spring Harbor Press (1995)参 照 )。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の い ず れ の 核 酸 分 子 も 持 続 性 ま た は 一 過 性 に 植 物 細 胞 に 導 入 し 得 る 。 本 発 明 の 核
酸 分 子 は 、 核 、 葉 緑 体 ま た は ミ ト コ ン ド リ ア の ゲ ノ ム に 、 好 ま し く は 、 核 ゲ ノ ム に 組 み 込
ま れ て も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 ま た 、 細 胞 ま た は 生 物 体 の 形 質 転 換 の 他 の 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 そ れ は 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 花 粉 へ の 直 接 的 な Ｄ Ｎ Ａ ト ラ ン ス フ ァ ー  (Hessら , Intern Rev. Cyto
l. 107:367 (1987); Luoら , Plant Mol Biol. Reporter 6:165 (1988))、 植 物 の 再 生 器 官
へ の Ｄ Ｎ Ａ の 直 接 的 注 入 (Penaら , Nature 325:274 (1987))、 プ ロ ト プ ラ ス ト へ の Ｄ Ｎ Ａ
の 直 接 的 ミ ク ロ 注 入 (Crosswayら , Mol. Gen. Genet. 202: 179-185 (1986))、 あ る い は 未
成 熟 胚 の 細 胞 へ の Ｄ Ｎ Ａ の 直 接 的 注 入 後 の 乾 燥 し た 胚 の 再 水 和 (Neuhausら , Theor. Appl.
 Genet. 75:30 (1987))に よ る 植 物 へ の Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 を 含 む 。 EP 0 238 023; Yeltonら , P
NAS USA, 81:1470-1474 (1984); Malardierら , Gene, 78:147-156 (1989); Becker and G
uarente, In: Abelson and Simon (eds.), Guide to Yeast Genetics and Molecular Bio
logy, Method  Enzymol., Vol. 194, pp. 182-187, Academic Press, Inc., New York; I
toら , J. Bacteriol., 153:163 (1983); Hinnenら , PNAS USA, 75:1920 (1978); and Ben
nett and LaSure (eds.), More Gene Manipualtionins in fungi, Academic Press, CA (
1991)参 照 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 単 一 の 植 物 プ ロ ト プ ラ ス ト 形 質 転 換 体 、 ま た は 種 々 の 形 質 転 換 さ れ た 外 植 片 か ら の 植 物
の 再 生 、 発 育 お よ び 栽 培 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る (Weissbach and Wei
ssbach, In Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, San Diego, CA, (
1988))。 こ の 再 生 お よ び 成 長 過 程 は 、 典 型 的 に は 、 形 質 転 換 細 胞 の 選 択 、 な ら び に 胚 発 生
の 通 常 の ス テ ー ジ を 介 す る 、 お よ び 根 を 下 ろ し た 苗 木 の ス テ ー ジ を 介 す る そ れ ら の 個 別 の
細 胞 を 培 養 す る 工 程 を 含 む 。 遺 伝 子 導 入 の 胚 お よ び 種 子 は 同 様 に 再 生 さ れ る 。 そ の 後 、 得
ら れ た 導 入 遺 伝 子 の 根 を 下 ろ し た 苗 条 は 、 土 壌 の ご と き 適 当 な 植 物 生 育 媒 体 中 で 植 え ら れ
る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 注 目 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 外 来 性 の 外 因 性 遺 伝 子 を 含 む 植 物 の 生 育 ま た は 再 生 は 、 当
該 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 好 ま し く は 、 再 生 さ れ た 植 物 を 自 家 受 粉 し て 、 ホ
モ 接 合 性 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 提 供 す る 。 そ う で な け れ ば 、 再 生 さ れ た 植 物 か ら 得
ら れ た 花 粉 は 、 作 物 学 的 に 重 要 な 系 の 種 子 生 育 さ れ た 植 物 に 交 配 さ れ る 。 逆 に 、 こ れ ら の
重 要 な 系 の 植 物 か ら の 花 粉 を 用 い て 、 再 生 さ れ た 植 物 を 受 粉 す る 。 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を
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含 む 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 培 養 さ れ る
。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 植 物 組 織 か ら の 植 物 の 再 生 の た め の 種 々 の 方 法 が 存 在 す る 。 特 定 の 再 生 方 法 は 、 再 生 さ
れ る べ き 開 始 植 物 組 織 お よ び 特 定 の 植 物 類 に 依 存 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 植 物 の パ ー ツ の 再 生 、 特 に 、 再 生 ま た は 貯 蔵 部 の 再 生 を 提 供 す る 。 植
物 パ ー ツ は 、 限 定 な く し て 、 種 子 、 胚 乳 、 胚 珠 、 花 粉 、 根 、 塊 茎 、 葉 、 茎 、 果 実 、 液 果 、
ナ ッ ツ 、 樹 皮 、 鞘 お よ び 花 を 含 む 。 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 植 物 パ ー ツ は
種 子 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 植 物 ま た は そ の バ ー ツ の い ず れ も 、 餌 、 ミ ー ル 、 蛋 白 質 ま た は 油 調 製 物 を 生 成
す る た め に 加 工 し 得 る 。 こ の 目 的 の た め の 特 に 好 ま し い 植 物 パ ー ツ は 種 子 で あ る 。 好 ま し
い 具 体 例 に お い て 、 餌 、 ミ ー ル 、 蛋 白 質 ま た は 油 調 製 物 は 家 畜 動 物 も し く は ヒ ト 、 ま た は
双 方 の た め に 設 計 さ れ る 。 餌 、 ミ ー ル 、 蛋 白 質 お よ び 油 調 製 物 を 生 成 す る 方 法 は 、 当 該 技
術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ,９ ５ ７ ,７ ４ ８ 号 、 第 ５ ,１ ０ ０ ,６
７ ９ 号 、 第 ５ ,２ １ ９ ,５ ９ ６ 号 、 第 ５ ,９ ３ ６ ,０ ６ ９ 号 、 第 ６ ,０ ０ ５ ,０ ７ ６ 号 、 第 ６ ,
１ ５ ６ ,２ ２ ７ 号 参 照 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 蛋 白 質 調 製 物 は 、 高 蛋 白 質 調 製 物 で あ
る 。 か か る 高 蛋 白 質 調 製 物 は 、 好 ま し く は ５ ％ w／ v、 よ り 好 ま し く は １ ０ ％ w／ v、 さ ら に
好 ま し く は １ ５ ％ w／ vを 超 え る 蛋 白 含 有 量 を 有 す る 。 好 ま し い 油 調 製 物 に お い て 、 油 調 製
物 は 、 ５ ％ w／ v、 よ り 好 ま し く は １ ０ ％ w／ v、 さ ら に 好 ま し く は １ ５ ％ w／ vを 超 え る 本 発
明 の 植 物 ま た は そ の パ ー ツ か ら 誘 導 さ れ た 油 含 量 を 持 つ 高 値 の 油 調 製 物 で あ る 。 好 ま し い
具 体 例 に お い て 、 油 調 製 物 は 液 体 で あ る 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 油 調 製 物 は 、 １ 、 ５
、 １ ０ ま た は ５ ０ リ ッ ト ル を 超 え る 体 積 で あ る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の 植 物 か ら 生 成 さ れ た
か 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ た 油 を 供 す る 。 か か る 油 は 増 強 さ れ た 酸 化 安 定 性 を 示 し
得 る 。 ま た 、 か か る 油 は い ず れ か の 合 成 の 生 成 物 の 微 量 成 分 ま た は 主 成 分 で あ り 得 る 。 さ
ら に 、 か か る 油 は 他 の 油 に 混 ぜ 合 わ せ て も よ い 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の 植 物
か ら 生 成 さ れ た か 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ た 油 は 、 体 積 ま た は 重 量 に よ り ０ .５ ％
、 １ ％ 、 ５ ％ 、 １ ０ ％ 、 ２ ５ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ７ ５ ％ ま た は ９ ０ ％ を 超 え て 、 い ず れ か の 組 成
物 の 油 成 分 を 構 成 す る 。 も う 一 つ の 具 体 例 に お い て 、 油 調 製 物 を 混 合 し 、 体 積 に よ り 混 合
物 の １ ０ ％ 、 ２ ５ ％ 、 ３ ５ ％ 、 ５ ０ ％ ま た は ７ ５ ％ を 超 え て 構 成 で き る 。 本 発 明 の 植 物 か
ら 生 成 さ れ た 油 は 、 １ 以 上 の 有 機 溶 媒 ま た は 石 油 蒸 留 物 と 混 合 で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 植 物 は 、 育 種 プ ロ グ ラ ム の 一 部 分 で あ り 得 、 ま た は 育 種 プ ロ グ ラ ム か ら 生 成 で
き る 。 育 種 方 法 の 選 択 は 、 植 物 再 生 の 様 式 、 改 善 さ れ る べ き 形 質 （ 群 ） の 遺 伝 率 、 お よ び
商 業 上 用 い ら れ る 品 種 の タ イ プ (例 え ば 、 F 1 雑 種 品 種 、 純 系 品 種 等 )に 依 存 す る 。 本 発 明 の
植 物 の 育 種 の 選 択 さ れ る 非 限 定 の ア プ ロ ー チ を 以 下 に 記 載 す る 。 育 種 プ ロ グ ラ ム は 、 い ず
れ か の 交 配 の 子 孫 の マ ー カ ー に 支 援 さ れ た 選 択 を 用 い て 増 強 で き る 。 い ず れ の 商 業 的 お よ
び 非 商 業 的 な 品 種 も 育 種 プ ロ グ ラ ム に 利 用 で き る と さ ら に 理 解 さ れ る 。 例 え ば 、 発 芽 力 、
成 長 （ vegetative） 力 、 ス ト レ ス 耐 性 、 耐 病 性 、 分 枝 、 開 花 、 結 実 、 種 子 サ イ ズ 、 種 子 密
度 、 ス タ ン ダ ビ リ テ ィ （ standability） お よ び 脱 粒 性 （ threshability） の ご と き 因 子 は
、 一 般 的 に 選 択 を 決 定 づ け る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 高 度 に 遺 伝 性 の 形 質 に つ い て は 、 単 一 の 位 置 で 評 価 さ れ た 優 れ た 個 体 植 物 の 選 択 は 有 効
で あ る が 、 低 遺 伝 率 を 持 つ 形 質 に つ い て は 、 選 択 は 、 関 連 す る 植 物 の フ ァ ミ リ ー の 複 製 さ
れ た 評 価 か ら 得 ら れ た 平 均 値 に 基 づ く べ き で あ る 。 ポ ピ ュ ラ ー な 選 択 方 法 は 、 一 般 的 に 系
統 選 択 、 修 飾 さ れ た 系 統 選 択 、 集 団 選 択 お よ び 循 環 選 択 を 含 む 。 好 ま し い 具 体 例 に お い て
、 戻 し 交 配 ま た は 再 発 性 育 種 プ ロ グ ラ ム が 試 み ら れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 遺 伝 の 複 雑 さ は 、 育 種 方 法 の 選 択 に 影 響 す る 。 戻 し 交 配 育 種 法 を 用 い て 、 高 度 に 遺 伝 性
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の 形 質 の た め の １ ま た は 少 数 の 好 ま し い 遺 伝 子 を 望 ま し い 品 種 に 移 行 で き る 。 こ の ア プ ロ
ー チ は 、 耐 疾 患 性 の 品 種 を 生 育 さ せ る た め に 広 範 囲 に 用 い ら れ て い る 。 種 々 の 反 復 性 選 択
技 術 を 用 い て 、 定 量 的 に 多 数 の 遺 伝 子 に よ り 制 御 さ れ た 遺 伝 的 特 性 が 改 善 さ れ る 。 作 物 の
自 家 受 粉 に お け る 反 復 性 選 択 の 使 用 は 、 受 粉 の 容 易 さ 、 各 受 粉 か ら の 成 功 し た 雑 種 の 頻 度
、 お よ び 個 々 の 成 功 し た 交 配 か ら の ハ イ ブ リ ッ ド 子 孫 数 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 育 種 系 を テ ス ト し 、 ２ 以 上 の 世 代 に つ き 、 商 用 標 的 領 域 を 示 す 環 境 で の 適 当 な 基 準 と 比
較 で き る 。 そ の 最 良 の 系 は 、 新 し い 商 用 品 種 に 対 す る 候 補 で あ り ; 形 質 が ま だ 不 足 し て い
る も の を 親 と し て 用 い て 、 さ ら な る 選 択 の た め の 新 し い 集 団 を 生 成 し 得 る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 優 れ た 植 物 を 同 定 す る １ つ の 方 法 は 、 他 の 実 験 植 物 、 お よ び 広 範 囲 に 成 長 し た 標 準 品 種
に 対 し て 、 そ の 能 力 を 観 察 す る こ と で あ る 。 単 一 の 観 察 が 決 定 的 で な い な ら ば 、 反 復 し た
観 察 は 、 そ の 遺 伝 価 値 の よ り 良 好 な 判 断 を 提 供 で き る 。 生 育 者 は 、 ２ 以 上 の 親 の 系 を 選 択
お よ び 交 配 し 、 自 殖 お よ び 選 択 を 反 復 し 、 多 数 の 新 し い 遺 伝 子 の 組 合 せ を 生 成 で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 新 し い 品 種 の 発 生 は 、 変 種 の 発 生 お よ び 選 択 、 こ れ ら の 変 種 の 交 配 お よ び 優 れ た ハ イ ブ
リ ッ ド 交 配 の 選 択 を 必 要 と す る 。 そ の ハ イ ブ リ ッ ド 種 子 は 、 選 択 さ れ た 雄 － 多 産 の 親 間 の
マ ニ ュ ア ル 交 配 に よ り 、 ま た は 雄 性 不 稔 性 シ ス テ ム を 用 い る こ と に よ り 生 成 で き る 。 雑 種
は 、 鞘 色 、 花 色 、 種 子 産 出 、 成 熟 期 の 色 ま た は 除 草 剤 抵 抗 性 の ご と き あ る 種 の 単 一 の 遺 伝
子 形 質 に つ き 選 択 さ れ 、 そ れ は 、 種 子 が 本 当 に 雑 種 で あ る こ と を 示 す 。 親 系 の さ ら な る デ
ー タ な ら び に 雑 種 の 発 現 型 は 、 特 定 の ハ イ ブ リ ッ ド 交 配 を 継 続 す べ き で あ る か の 生 育 者 の
決 定 に 影 響 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 系 統 育 種 お よ び 反 復 性 選 択 の 育 種 方 法 を 用 い て 、 育 種 集 団 か ら の 品 種 を 発 生 で き る 。 育
種 プ ロ グ ラ ム は 、 ２ 以 上 の 品 種 ま た は 種 々 の 広 範 囲 の ソ ー ス か ら の 所 望 の 形 質 を 、 品 種 が
自 殖 お よ び 所 望 の 発 現 型 の 選 択 に よ り 発 生 し た 育 種 プ ー ル に 組 み 合 わ せ る 。 新 し い 品 種 を
評 価 し て 、 商 用 可 能 性 を 有 す る か を 決 定 で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 系 統 育 種 は 、 自 家 受 粉 す る 作 物 の 改 良 に 一 般 的 に 用 い ら れ る 。 好 ま し い 相 補 的 な 形 質 を
所 有 す る ２ つ の 親 が Ｆ １ を 生 成 す る よ う に 交 配 さ れ る 。 Ｆ ２ 集 団 は 、 １ ま た は い く つ か の
Ｆ １ を 自 殖 す る こ と に よ り 生 成 さ れ る 。 最 良 の フ ァ ミ リ ー か ら の 最 良 の 個 体 の 選 択 が 行 な
わ れ る 。 フ ァ ミ リ ー の 反 復 性 テ ス ト は 、 Ｆ ４ 世 代 に お い て 開 始 し て 、 低 遺 伝 率 を 持 つ 形 質
の た め の 選 択 の 有 効 性 を 改 善 で き る 。 同 系 交 配 (す な わ ち 、 Ｆ ６ お よ び Ｆ ７ )の 進 行 し た ス
テ ー ジ で は 、 最 良 の 系 ま た は 発 現 型 で 類 似 す る 系 の 混 合 物 は 新 し い 品 種 と し て 潜 在 的 な 放
出 に つ き テ ス ト さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 戻 し 交 配 育 種 法 を 用 い て 、 単 に 遺 伝 性 の 高 度 に 遺 伝 可 能 な 形 質 に つ い て の 遺 伝 子 を 、 反
復 親 で あ る 所 望 の ホ モ 接 合 性 の 品 種 ま た は 同 系 繁 殖 系 に 移 行 さ せ る 。 移 行 さ れ る べ き 形 質
の ソ ー ス は 供 与 親 と 呼 ば れ る 。 得 ら れ た 植 物 は 、 反 復 親 の 属 性 （ 例 え ば 、 品 種 ） お よ び 供
与 親 か ら 移 行 し た 所 望 の 特 質 を 有 す る と 期 待 さ れ る 。 最 初 の 交 配 後 、 供 与 親 の 発 現 型 を 所
有 す る 個 体 は 選 択 さ れ 、 反 復 親 に 反 復 し て 交 配 (戻 し 交 配 ） さ れ た 。 得 ら れ た 親 は 、 反 復
親 の 属 性 (例 え ば 、 品 種 )お よ び 供 与 親 か ら 移 行 し た 望 ま し い 形 質 を 有 す る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 厳 密 な 意 味 に お け る 単 一 種 子 の 家 系 手 順 （ descent procedure） は 、 分 離 集 団 を 植 え て
、 １ つ の 植 物 当 た り １ 粒 の 種 子 の 試 料 を 収 穫 し 、 次 い で 次 世 代 を 植 え る た め に １ 粒 の 種 子
試 料 を 用 い る こ と を い う 。 そ の 集 団 が 、 Ｆ ２ か ら 同 系 交 配 の 所 望 の レ ベ ル ま で 進 ん だ 場 合
に 、 そ れ か ら の 系 が 導 き 出 す 植 物 は 各 々 異 な っ た Ｆ ２ 個 体 に 遡 る で あ ろ う 。 集 団 に お け る
植 物 数 は 、 発 芽 す る い く つ か の 種 子 ま た は い く つ か の 植 物 の 少 な く と も １ 粒 の 種 子 の 生 成
の 失 敗 に よ り 各 世 代 は 低 下 す る 。 結 果 的 に 、 そ の 集 団 に お い て 元 来 サ ン プ リ ン グ さ れ た Ｆ

２ 植 物 の す べ て が 、 世 代 進 行 が 完 了 し た 場 合 の 子 孫 に よ り 表 さ れ る で あ ろ う 。
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【 ０ １ ６ ７ 】
　 複 数 の 種 子 手 順 に お い て 、 生 育 者 は 、 集 団 に お け る 各 植 物 か ら の １ 以 上 の 鞘 を 一 般 的 に
収 穫 し 、 そ れ ら を 一 緒 に 脱 殻 し て バ ル ク を 形 成 す る 。 そ の バ ル ク の 一 部 分 を 用 い て 、 次 の
世 代 を 植 え 、 次 い で 、 一 部 分 を 保 存 す る 。 そ の 手 順 は 、 修 飾 さ れ た 単 一 種 子 の 家 系 ま た は
鞘 バ ル ク 技 術 と 呼 ば れ て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 複 数 の 種 子 の 手 順 を 用 い て 、 収 穫 で の 労 力 を 省 い て き た 。 単 一 種 子 の 手 順 の た め の 手 に
よ り 各 々 か ら １ 粒 の 種 子 を 取 り 出 す よ り 機 械 で 鞘 を 脱 殻 す る 方 が か な り 速 い 。 ま た 、 そ の
複 数 種 子 の 手 順 は 、 各 世 代 の 生 育 に て 集 団 の 同 数 の 種 子 を 植 え る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 異 な る 形 質 お よ び 作 物 に 一 般 的 に 用 い ら れ る 他 の 育 種 方 法 の 説 明 は 、 い く つ か の 参 考 図
書 の う ち の １ つ で 見 出 す こ と が で き る (例 え ば 、 Fehr, Principles of Cultivar Developm
ent Vol. 1, pp. 2-3 (1987))。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 ア ポ ミ ク シ ス を 用 い て 再 生 し 得 る 。 ア ポ ミ
ク シ ス は 、 胚 が 卵 お よ び 精 子 の 結 合 な く し て 形 成 さ れ る 植 物 に お け る 遺 伝 学 的 に 制 御 さ れ
た 再 生 法 で あ る 。 ３ つ の 基 本 的 な タ イ プ の ア ポ ミ ク シ ス の 生 殖 : １ )胚 が 核 か ら 誘 導 さ れ
た 胚 嚢 に お い て 染 色 体 が 減 少 し て い な い 卵 か ら 発 生 す る 無 胞 子 生 殖 、 ２ )胚 が 大 胞 子 母 細
胞 か ら 誘 導 さ れ た 胚 嚢 に お け る 減 少 し て い な い 卵 か ら 発 生 し た 複 相 胞 子 生 殖 、 お よ び ３ )
胚 が 体 細 胞 か ら 直 接 的 に 発 生 し た 不 定 胚 形 成 が 存 在 す る 。 大 部 分 の 形 態 の ア ポ ミ ク シ ス に
お い て 、 胚 乳 を 生 成 す る 極 核 の 偽 受 精 ま た は 受 精 は 種 子 生 存 性 に 必 要 で あ る 。 無 胞 子 生 殖
で は 、 ナ ー ス 品 種 （ nurse cultivar） は 種 子 中 で の 胚 乳 形 成 の た め の 花 粉 源 と し て 用 い る
こ と が で き る 。 そ の 品 種 の 減 少 し て い な い 卵 が 単 為 生 殖 的 に 発 生 す る が 、 可 能 な 胚 乳 生 成
を す る の で 、 ナ ー ス 品 種 は 、 無 胞 子 生 殖 の ア ポ ミ ク シ ス の 品 種 の 遺 伝 学 に 影 響 し な い 。 ア
ポ ミ ク シ ス は 、 そ れ が い ず れ か の 遺 伝 子 型 が 、 ど ん な に ヘ テ ロ 接 合 で も 、 本 当 に 生 育 す る
の を 可 能 と す る た め に 、 特 に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 に お い て 、 経 済 的 に 重 要 で あ る 。 か
く し て 、 ア ポ ミ ク シ ス 生 殖 で 、 ヘ テ ロ 接 合 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 繰 り 返 さ れ た 生
活 環 の 全 体 で そ れ ら の 遺 伝 適 合 度 を 維 持 で き る 。 ア ポ ミ ク シ ス の 植 物 の 生 成 の た め の 方 法
は 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ,８ １ １ ,６ ３ ６ 号 参 照 。
　 以 下 の 例 は 例 示 で あ り 、 何 ら 制 限 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 実 施 例 １
　 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 実 施 を 示 す た め に 調 製 さ れ た 構 築 体 を 示 す 。
　 図 １ に 関 し て 、 連 続 し て 、
　 (a) ナ ピ ン プ ロ モ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ 、
　 (b) Gossypium hirsutium(綿 )か ら 単 離 さ れ た ガ ン マ ・ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ  (Ｇ
Ｍ Ｔ )を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、
　 (c) Arabidopsis thaliana fad２ の ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ の セ ン ス 配 向 し た Ｄ Ｎ Ａ 、
　 (d)ス プ ラ イ ス 部 位 が 除 去 さ れ た Arabidopsis thaliana fad２ 中 の イ ン ト ロ ン の Ｄ Ｎ Ａ
、
　 (e) (c)エ レ メ ン ト の 相 補 体 、 す な わ ち 、 Arabidopsis thaliana fad２ の ３ 'Ｕ Ｔ Ｒ の ア
ン チ セ ン ス 配 向 し た Ｄ Ｎ Ａ 、
　 (f) ナ ピ ン ３ 'タ ー ミ ネ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ
を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 構 築 体 の エ レ メ ン ト を 模 式 的 に 示 す 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 そ の 構 築 体 は 、 BARマ ー カ ー エ レ メ ン ト と 一 緒 に 、 Agrobacterium tumefaciensか ら の TI
境 界 の 間 で ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 配 列 番 号 :５ に 関 し て 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ と 指 定 さ れ
た ベ ク タ ー の 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ エ レ メ ン ト を 表 １ に 記 載 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】

10

20

30

40

(29) JP 2007-506437 A 2007.3.22



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ４ 】
　 図 ２ に 関 し て 、 連 続 し て 、
　 (a) ナ ピ ン プ ロ モ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ 、
　 (b) Gossypium hirsutium(綿 )か ら 単 離 さ れ た ガ ン マ ・ メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｇ Ｍ
Ｔ )を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、
　 (c)ス プ ラ イ ス 部 位 が 除 去 さ れ た Arabidopsis thaliana fad2中 の イ ン ト ロ ン の Ｄ Ｎ Ａ 、
お よ び
　 (d) ナ ピ ン  ３ 'タ ー ミ ネ ー タ ー の Ｄ Ｎ Ａ
を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 構 築 体 の エ レ メ ン ト を 模 式 的 に 示 す 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 そ の 構 築 体 は BARマ ー カ ー エ レ メ ン ト と 一 緒 に Agrobacterium tumefaciensか ら の TI境 界
の 間 で ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 配 列 番 号 :６ に 関 し て 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ と 指 定 さ れ た ベ
ク タ ー の 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ エ レ メ ン ト を 表 ２ に 記 載 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ お よ び ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ で の 植 物 の 形 質 転 換
　 ベ ク タ ー の ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ お よ び ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ を 、 Ｇ Ｍ Ｔ の 発 現 を 指 令 し 、
fad2遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め に Arabidopsis thaliana植 物 形 質 転 換 に お い て 用 い る 。
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バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー 構 築 体 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ お よ び ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ は 、 Holstersら
, Mol. Gen. Genet. 163:181-187 (1978)の 方 法 に よ り ABI株 Agrobacterium細 胞 に 形 質 転
換 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Arabidopsis thaliana植 物 は 、 Valverkensら , PNAS USA 85:
5536-5540 (1988), Bentら , Science 265:1856-1860 (1994),お よ び Bechtoldら , C.R. Ac
ad. Sci., Life Sciences 316:1194-1199 (1993)に 記 載 さ れ た Agrobacteriumを 媒 介 と し
た 形 質 転 換 に よ り 得 る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 、 土 壌 に 直 接 的 に 形 質 転 換 さ れ た R１
種 子 を ま き 、 次 い で 光 の 不 存 在 下 の ４ ℃ に て ４ 日 間 そ れ ら を 春 化 処 理 す る こ と に よ り 選 択
す る 。 次 い で 、 そ の 種 子 を ２ １ ℃ の １ ６ 時 間 光 に 移 し 、 播 種 後 ７ お よ び １ ４ 日 に て Finale
（ フ ィ ナ ー レ ） (Basta)除 草 剤 の １ :２ ０ ０ 希 釈 を ス プ レ ー す る 。 形 質 転 換 さ れ た 植 物 を 成
熟 ま で 生 育 し 、 生 成 さ れ た Ｒ ２ 種 子 を ト コ フ ェ ロ ー ル 含 量 に つ き 分 析 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 表 ３ Ａ お よ び ３ Ｂ は 、 ナ ピ ン の 種 子 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー の 管 理 の 下 で 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７
５ ５ ６ ５ (図 ３ Ａ )ま た は ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ (図 ３ Ｂ )か ら の Ｇ Ｍ Ｔ を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク Arabidopsis thalianaの Ｒ ２ 種 子 か ら の ア ル フ ァ ト コ フ ェ ロ ー ル レ ベ ル 分 析 か ら
の デ ー タ を 示 す 。 以 下 の 表 ３ は 、 種 々 の 形 質 転 換 お よ び 制 御 さ れ た 植 物 系 に つ い て の 特 定
の ト コ フ ェ ロ ー ル レ ベ ル 結 果 (ア ル フ ァ 、 ガ ン マ お よ び デ ル タ )を 与 え る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ０ 】
　 図 ３ Ａ お よ び ３ Ｂ な ら び に 表 ３ は 、 そ の 構 築 体 が 、 形 質 転 換 さ れ て い な い 植 物 系 と 比 較
し て 、 形 質 転 換 さ れ た 植 物 系 で ア ル フ ァ － ト コ フ ェ ロ ー ル の レ ベ ル を 増 加 さ せ た こ と を 示
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す 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 脂 肪 酸 組 成 は 、 構 築 体 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ と ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ で 形 質 転 換 さ れ た Arab
idopsis系 の 種 子 か ら ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 分 析 す る 。 表 ４ は 、 こ れ ら の 構 築
体 を 用 い て 得 ら れ た 脂 肪 酸 レ ベ ル の 要 約 を 提 供 す る 。 見 ら れ る よ う に 、 発 現 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５
５ ６ ５ 構 築 体 の 結 果 、 オ レ イ ン 酸 (１ ８ :１ )の 発 現 が 増 加 し 、 リ ノ ー ル 酸 (１ ８ :２ )お よ び
リ ノ レ ン 酸 (１ ８ :３ )の 発 現 が 軽 度 に 減 少 し 、 ス テ ア リ ン 酸 (１ ８ :０ )の レ ベ ル は 実 質 上 変
化 し な い 。 １ ２ :０ 、 １ ４ :０ 、 １ ６ :０ 、 １ ６ :１ 、 ２ ０ :０ 、 ２ ０ :１ 、 ２ ０ :２ 、 ２ ２ :０
、 ２ ２ :１ お よ び ２ ２ :２ 脂 肪 酸 レ ベ ル に お い て 有 意 な 変 化 は な い 。 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ お
よ び ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ に つ い て の 結 果 は 異 な る 。 さ ら に 、 セ ン ス 抑 制 と 比 較 し て 、 Ｒ Ｎ
Ａ ｉ 抑 制 を 用 い る と よ り 効 率 で 成 功 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 表 ５ は 、 記 載 さ れ た 構 築 体 を 用 い て 得 ら れ る 油 レ ベ ル の 要 約 を 提 供 す る 、 見 ら れ る よ う
に 、 蛋 白 質 、 炭 素 、 窒 素 お よ び 硫 黄 の 合 計 レ ベ ル は 、 対 照 構 築 体 に 比 較 し て 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７
５ ５ ６ ５ お よ び ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ 構 築 体 が 用 い ら れ る 場 合 と 事 実 上 同 一 の ま ま で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 図 ４ は 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ お よ び ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ 構 築 体 を 用 い て 得 ら れ る 脂 肪 酸
お よ び 油 レ ベ ル の 双 方 の 図 表 に よ る 報 告 を 示 す 。 系 AT G４ ９ ０ お よ び AT G４ ９ ９ (双 方 は
ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ を 用 い て 得 ら れ た )は 、 最 高 の オ レ イ ン 酸 を 有 し 、 ア ル フ ァ － ト コ フ
ェ ロ ー ル 表 現 型 を 示 し 、 双 方 は 、 次 世 代 に つ き ト コ フ ェ ロ ー ル お よ び オ レ イ ン 酸 な ら び に
油 分 分 析 を 受 け る 。 二 本 鎖 Ｆ Ａ Ｄ ２  Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 の 結 果 、 脂 肪 酸 お よ び 油 組 成 物 の
双 方 が 修 飾 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ 構 築 体 の 表 現 型 を 確 認 す る た め に 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ を 発 現 し て
い る Ｒ ２ 植 物 を 自 殖 し て 、 Ｒ ３ 植 物 を 得 る 。 表 ６ は 、 Ｒ ３ 植 物 に よ る 二 本 鎖 Ｆ Ａ Ｄ ２  Ｒ
Ｎ Ａ 配 列 の 発 現 の 結 果 、 脂 肪 酸 お よ び 油 組 成 物 の 双 方 が 修 飾 さ れ る こ と を 確 認 す る 。 具 体
的 に は 、 オ レ イ ン 酸 の レ ベ ル は 、 対 照 構 築 体 に 比 較 し て 増 加 し 、 リ ノ ー ル 酸 お よ び リ ノ レ
ン 酸 の レ ベ ル は わ ず か に 減 少 す る 。 か か る 結 果 は 、 Ｆ Ａ Ｄ ２ 発 現 の 下 方 調 節 と 一 致 し て い
る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 表 ７ お よ び 図 ５ は 、 Ｒ ３ 植 物 が Ｇ Ｍ Ｔ  Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 し 、 そ の 結 果 、 ア ル フ ァ － ト
コ フ ェ ロ ー ル の レ ベ ル が 増 加 す る が 、 ト コ フ ェ ロ ー ル の 合 計 レ ベ ル は 本 質 的 に 同 じ ま ま で
あ る こ と を 確 認 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 本 発 明 の 構 築 体 が 綿 Ｇ Ｍ Ｔ 蛋 白 質 を 上 方 調 節 し 、 Ｆ Ａ Ｄ ２ の 発 現 を
下 方 調 節 す る こ と を 示 す 。 Ｇ Ｍ Ｔ の 発 現 の 増 加 の 結 果 、 ア ル フ ァ － ト コ フ ェ ロ ー ル レ ベ ル
が 増 加 す る 。 (Ｇ Ｍ Ｔ は ガ ン マ － ト コ フ ェ ロ ー ル を ア ル フ ァ － ト コ フ ェ ロ ー ル に 変 換 す る )
。 オ レ イ ン 酸 レ ベ ル 増 加 お よ び リ ノ ー ル 酸 レ ベ ル 減 少 は 下 方 調 節 と 一 致 し て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 表 ４ 】
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【 表 ５ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ０ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ １ 】
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【 図 １ 】 図 １ は 、 ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ 中 の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 体 エ レ メ ン ト の 模 式 図 で あ
る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は ベ ク タ ー ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ７ １ 中 の Ｄ Ｎ Ａ 構 築 体 エ レ メ ン ト の 模 式 図 で あ る
。
【 図 ３ 】 図 ３ Ａ お よ び ３ Ｂ は 、 各 々 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ (図 ３ Ａ )ま た は ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５
７ １ (図 ３ Ｂ )で 形 質 転 換 さ れ た 植 物 の Ｒ ２ 世 代 か ら の Arabidopsis種 子 の 合 計 ト コ フ ェ ロ
ー ル 含 量 に お け る ア ル フ ァ － ト コ フ ェ ロ ー ル の パ ー セ ン テ ー ジ を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ で 形 質 転 換 さ れ た 植 物 の Ｒ ３ 世 代 か ら の 選 択 さ れ た
Arabidopsis種 子 に お け る 平 均 種 子 油 お よ び オ レ イ ン 酸 の 脂 肪 酸 (１ ８ :１ )レ ベ ル を 表 わ す
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ お よ び ５ Ｂ は 、 ｐ Ｍ Ｏ Ｎ ７ ５ ５ ６ ５ で 形 質 転 換 さ れ た 植 物 の Ｒ ３ 世 代 か ら
の Arabidopsis種 子 の 合 計 ト コ フ ェ ロ ー ル レ ベ ル (図 ５ Ａ )な ら び に そ の 合 計 ト コ フ ェ ロ ー
ル 含 量 中 の ア ル フ ァ － ト コ フ ェ ロ ー ル の パ ー セ ン テ ー ジ （ 図 ５ Ｂ ） を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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　 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト な ら び に 遺 伝 子 抑 制 配 列 を 含 む 第
２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 分 子
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を 有 す る 植 物 細 胞 で あ っ て 、 該 植 物 細 胞 中 の 該 核 酸 分
子 の 転 写 の 結 果 、 該 宿 主 細 胞 内 で 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 に よ り ポ リ ペ プ チ ド が
発 現 し 、 同 時 に 遺 伝 子 が 抑 制 さ れ 、 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト
が 、 多 シ ス ト ロ ン 性 配 置 に て 単 一 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し 、 該 第 １ お よ び 該 第 ２



【 請 求 項 ２ 】
　

【 請 求 項 ３ 】
　

【 請 求 項 ４ 】
　

【 請 求 項 ５ 】
　
【 請 求 項 ６ 】
　

【 請 求 項 ７ 】
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の 核 酸 セ グ メ ン ト が 異 な る 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る 該 植 物 細 胞 。

該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト の 発 現 に よ り 内 因 性 遺 伝 子 が 抑 制 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 植 物 細
胞 。

該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 と し て 発 現 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 植 物 細 胞
。

該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 少 な く と も ２ １ の 近 接 す る ヌ ク レ オ チ
ド を 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の 植 物 細 胞 。

請 求 項 １ 記 載 の 複 数 の 植 物 細 胞 を 含 む 植 物 。

ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 含 む 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト な ら び に 遺 伝 子 抑 制 配 列 を 含 む 第
２ の 核 酸 セ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 分 子 で あ っ て 、 植 物 細 胞 中 の 該 核 酸 分 子 の 転 写 の 結 果 、 該
宿 主 細 胞 内 で 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 に よ り ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 し 、 同 時 に 遺 伝
子 が 抑 制 さ れ 、 第 １ の 核 酸 セ グ メ ン ト お よ び 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が 、 多 シ ス ト ロ ン 性
配 置 に て 単 一 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し 、 該 第 １ お よ び 該 第 ２ の 核 酸 セ グ メ ン ト が
異 な る 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る 該 核 酸 分 子 。

植 物 の ゲ ノ ム に 請 求 項 ６ 記 載 の 核 酸 分 子 を 導 入 す る こ と を 特 徴 と す る 、 植 物 中 の １ を 超
え る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 発 現 を 同 時 に 改 変 す る 方 法 。
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