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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）丸のままの手を加えていない植物または丸のままの手を加えていない植物の部分を
流体中に懸濁されたアグロバクテリウム（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）細胞と接触させ
、アグロバクテリウム細胞が対象となる異種ペプチドまたはタンパク質をコードする発現
可能なコンストラクトを含む工程と；
ｂ）丸のままの手を加えていない植物または丸のままの手を加えていない植物の部分およ
びアグロバクテリウム細胞を、該植物またはその部分の収容のために構成されたチャンバ
ー並びにチャンバー中の空気および／または流体の圧力を調節して増加させるために構成
された手段を含むシステム内で、２以上の陽圧サイクルのみにより処理し、それによって
アグロバクテリウム細胞が丸のままの植物または植物部分にインフィルトレーションされ
る工程と
を含み、各サイクルで、少なくとも２．０ｂａｒの圧力が０．５秒～６０秒の期間の間維
持される、
対象となる異種ペプチドまたはタンパク質を産生する方法。
【請求項２】
　ａ）丸のままの手を加えていない植物または丸のままの手を加えていない植物の部分を
流体中に懸濁したアグロバクテリウム細胞と接触させる工程と；
ｂ）丸のままの植物または丸のままの手を加えていない植物の部分およびアグロバクテリ
ウム細胞を、該植物またはその部分の収容のために構成されたチャンバー並びにチャンバ
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ー中の空気および／または流体の圧力を調節して増加させるための手段を含むシステム内
で、２以上の陽圧サイクルのみにより処理する工程と、
を含み、各サイクルで、少なくとも２．０ｂａｒの圧力が０．５秒～６０秒の期間の間維
持される、
丸のままの手を加えていない植物または丸のままの手を加えていない植物の部分の中へア
グロバクテリウム細胞をインフィルトレーションする方法。
【請求項３】
　前記発現可能なコンストラクトが植物で発現可能なコンストラクトであり、対象となる
異種ペプチドまたはタンパク質の一過性の発現を提供するように選択される、請求項１に
記載の方法。
【請求項４】
　前記アグロバクテリウム細胞の懸濁物が少なくとも１．０のＯＤ600を含む、請求項１
～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記チャンバーは、地上部および地中部を含む植物体全体がアグロバクテリウム細胞を
含むインフィルトレーション培地中に浸され、２以上の陽圧サイクルの間に適用される圧
力にさらされるように構成される、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記チャンバーは、植物の地上部のすべてまたは部分のみがアグロバクテリウム細胞を
含むインフィルトレーション培地中に浸されるが、植物の地上部に加えて地中部を含む植
物全体が２以上の陽圧サイクルの間に適用される圧力にさらされるように構成される、請
求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記チャンバーは、植物の地上部のすべてまたは部分がアグロバクテリウム細胞を含む
インフィルトレーション培地中に浸され、２以上の陽圧サイクルにおいて圧力に曝露され
るように構成されるが、前記植物の地中部は、それらがアグロバクテリウム細胞を含むイ
ンフィルトレーション培地中に浸されず、２以上の陽圧サイクルの間に適用される圧力に
さらされないようにチャンバーの外部に配置される、請求項１～３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項８】
　前記丸のままの植物または植物部分を処理する工程が、
ａ）少なくとも３サイクル；または
ｂ）少なくとも４サイクル；または
ｃ）少なくとも８サイクル
を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記陽圧サイクルの少なくとも１つが、
ａ）少なくとも３．５ｂａｒ；または
ｂ）少なくとも４．５ｂａｒ；または
ｃ）少なくとも６．５ｂａｒ；または
ｄ）少なくとも８ｂａｒ；または
ｅ）少なくとも１２ｂａｒ
の圧力により丸のままの植物または植物部分を処理することを含む、請求項１～３のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記圧力が、
ａ）０．５秒／サイクル～１０秒／サイクル；または
ｂ）１秒／サイクル～５秒／サイクル；または
ｃ）０．５秒／サイクル～１秒／サイクル
の間で適用される、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項１１】
　丸のままの植物または植物部分を処理する前記工程が、
ａ）少なくとも０．５秒／サイクルで、少なくとも８ｂａｒの圧力で、少なくとも２サイ
クル；または
ｂ）少なくとも０．５秒／サイクルで、少なくとも６ｂａｒの圧力で、少なくとも２サイ
クル；または
ｃ）少なくとも１秒／サイクルで、少なくとも４．５ｂａｒの圧力で、少なくとも８サイ
クル
を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　丸のままの植物または植物部分を処理する前記工程が、少なくとも１秒／サイクルで、
少なくとも４．５ｂａｒの圧力の、少なくとも８サイクルを含む、請求項１～３のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１３】
　丸のままの植物または植物部分をアグロバクテリウム細胞と接触させる前記工程が、
ａ）植物またはその部分をアグロバクテリウム細胞の懸濁物に漬け、懸濁物が少なくとも
２．５のＯＤ600を含む工程と、
ｂ）植物またはその部分を少なくとも２．５のＯＤ600を含むアグロバクテリウム細胞の
懸濁物の使用によって生成されたエアゾールへ曝露する工程と
を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記工程が、
ａ）封入されたチャンバー中のアグロバクテリウム細胞の懸濁物中に植物またはその部分
を浸す工程と、
ｂ）浸した植物またはその部分を含むアグロバクテリウム細胞の懸濁物へ液体の流体圧力
を適用する工程と
を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記植物が８、９または１０の発育ステージのニコチアナ（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ）属の
種であり、該植物が６．５ｃｍ～１６．５ｃｍの間の平均長を有する、請求項１～３のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ニコチアナ属の種が、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕ
ｍ）種である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記適用される陽圧サイクルのすべてが、大気圧と比較して増加した圧力を含む、請求
項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　２以上の陽圧サイクルを含む前記加圧処理は、丸のままの手を加えていない植物または
丸のままの手を加えていない植物の部分が細菌細胞懸濁物中に浸している間に適用される
、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記複数の植物または植物部分が、流体中に懸濁したアグロバクテリウム細胞と接触さ
れて２以上の陽圧サイクルにより処理される、請求項１～１８のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項２０】
　丸のままの植物または植物部分の収容のために構成されたチャンバー、流体中に懸濁さ
れたアグロバクテリウム細胞、ならびにチャンバー中の空気および／または流体の圧力を
調節して増加させるために構成された手段を含む、丸のままの手を加えていない植物もし
くは丸のままの手を加えていない植物の部分の中へアグロバクテリウム細菌をインフィル
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トレーションするためのおよび／または丸のままの手を加えていない植物もしくは丸のま
まの手を加えていない植物の部分において異種ペプチドまたはタンパク質を産生するため
のシステムであって、
　各サイクルで少なくとも２．０ｂａｒの圧力が０．５秒～６０秒の期間の間維持される
、２以上の陽圧サイクルのみが適用されるように構成される、前記システム。
【請求項２１】
　コンプレッサーおよび減圧装置を含む、請求項２０に記載のシステム。
【請求項２２】
　流体の流れを調節する、チャンバーの内部と外部との間の流体経路を提供するための複
数の注入口、流出口および導管を含む、請求項２０に記載のシステム。
【請求項２３】
　前記チャンバーが、内部において液体の霧化またはアエロゾル化のために形作られる複
数のノズルを含む、請求項２０または２２のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項２４】
　前記チャンバーが、地上部および地中部を含む植物体全体がアグロバクテリウム細胞を
含むインフィルトレーション培地中に浸され、２以上の陽圧サイクルの間に適用される圧
力にさらされるように構成される、請求項２０～２３のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項２５】
　前記チャンバーは、植物の地上部のすべてまたは部分のみがアグロバクテリウム細胞を
含むインフィルトレーション培地中に浸されるが、植物の地上部に加えて地中部を含む植
物全体が２以上の陽圧サイクルの間に適用される圧力にさらされるように構成される、請
求項２０～２３のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項２６】
　前記チャンバーは、植物の地上部のすべてまたは部分がアグロバクテリウム細胞を含む
インフィルトレーション培地中に浸され、２以上の陽圧サイクルにおいて圧力に曝露され
るように構成されるが、前記植物の地中部は、それらがアグロバクテリウム細胞を含むイ
ンフィルトレーション培地中に浸されず、２以上の圧力サイクルの間に適用される圧力に
さらされないようにチャンバーの外部に配置される、請求項２０～２３のいずれか一項に
記載のシステム。
【請求項２７】
　前記チャンバーが挿入または除去の間の植物の地上部の通過を可能にする１つまたは複
数の開口部を含み、その開口部が弾性シールにより裏打ちされる、請求項２６に記載のシ
ステム。
【請求項２８】
　前記弾性シールが弾性の空気圧シールまたは水圧シールである、請求項２７に記載のシ
ステム。
【請求項２９】
　丸のままの植物もしくは植物部分の中へアグロバクテリウム細菌をインフィルトレーシ
ョンするためのおよび／または丸のままの植物もしくは植物部分において異種ペプチドま
たはタンパク質を産生するための請求項２０～２８のいずれか一項に記載のシステムの使
用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、植物において対象となるタンパク質（特に薬学的価値のあるタンパク質）を
一過性に発現する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　組換えタンパク質の大規模産生は遺伝子導入植物の重要な応用である。多くの植物を組
換えタンパク質の産生に成功裏に使用することができるが、短い期間内で実質的な量の組
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換えタンパク質を産生する能力を有するシステムはほとんどない。
【０００３】
　植物細胞における一過性の遺伝子発現は、与えられたタンパク質の少量を産生する迅速
手段として、および遺伝的コンストラクトの試験のために開発されている。植物細胞にお
いてタンパク質を一過性に産生する方法は、例えば発現可能な様式で所望されるタンパク
質の遺伝子コーディングを含む核酸分子のパーティクルガン送達、発現可能な遺伝子を含
むバイナリーベクターのアグロバクテリウム（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）媒介性送達
、プロトプラストの電気穿孔、および植物プロトプラストの中への裸のＤＮＡのポリエチ
レングリコール媒介性送達を含む。パーティクルの砲撃は通常少数の細胞のみに到達し、
ＤＮＡは転写が遂行されるべき細胞核に到達し、したがって一過性の発現にあまり能率的
ではない。
【０００４】
　インフィルトレーション（アグロ－インフィルトレーション）によって送達されるアグ
ロバクテリウムの使用は、有意に高い数の細胞へ外来遺伝子を送達することができる。一
過性の発現のためのアグロバクテリウムインフィルトレーションのオリジナルのシステム
はＫａｐｉｌａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｌａｎｔ　Ｓｃｉ．１２２：１０１－１０８（１９９
７）によって記載され、植物の組織の耐病性に有用と考えられるタンパク質の機能性につ
いての迅速試験のために開発された。この応用については、植物組織全体がバイオアッセ
イにおいて使用できるので、タンパク質が精製または特徴づけられる必要はなかった。こ
のシステムは薬学的に重要なタンパク質を発現するために後に使用された（Ｖａｑｕｅｒ
ｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．５：２０９－２１（１９９６））。
しかしながら、このシステムからの産生は比較的低かった。
【０００５】
　ＷＯ９９／４８３５５は、（ａ）植物の組織を感染性形質転換ベクター（アグロバクテ
リウム等）を含む培地中で浸漬する工程と；（ｂ）該組織に対する圧力を－１０～－１０
０ｋＰａゲージへ低下させる工程と；（ｃ）該圧力を１０～６０分間の間維持する工程と
、（ｄ）該圧力を大気圧以上に上昇させて、植物の組織または細胞のゲノムの中へ形質転
換ベクターが組込まれた該植物細胞または組織を同定する選択を形質転換ベクターにより
可能にする工程とを含む植物の形質転換の方法を開示する。植物材料は圧力低下および圧
力上昇の交互のサイクルにさらされることがさらに開示され、そこで圧力は１０～５００
ｋＰａ（０．１～５ｂａｒ）の範囲であることが記載される。
【０００６】
　ＥＰ１６６２００２は、植物材料を調製すること、所望される導入遺伝子を含むベクタ
ーを保有するアグロバクテリウムにより植物材料を感染することを含むアグロバクテリウ
ム媒介性遺伝子形質導入および形質転換のための方法を開示する。それは、植物材料を調
製するプロセスの間または調製後であるがアグロバクテリアによる感染前に植物材料を加
圧する方法のさらに一部分である。
【０００７】
　ＷＯ０１／１２８２８は、真空チャンバー、真空を生成するための手段および真空生成
手段と真空チャンバーとの間のコネクターを含む装置、ならびにさらに真空チャンバーの
内部に植物を添付または支持するための手段を記載する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開９９／４８３５５号
【特許文献２】欧州特許出願公開第１６６２００２号
【特許文献３】国際公開０１／１２８２８号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
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　短い期間内で工業規模で実質的な量の組換えタンパク質（例えばパンデミック発生また
は新たな疾患の予防のためのサブユニットワクチン等）を産生することができるシステム
および方法のための必要性がある。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明はこの必要性を満たす手段および方法を提供する。特に、本発明は、
（ｉ）丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物もしくは丸のままの手を加
えていない植物の部分または複数の丸のままの手を加えていない植物もしくは丸のままの
手を加えていない植物の部分）を、流体中に懸濁したアグロバクテリウム細胞と接触させ
、アグロバクテリウム細胞が対象となる異種ペプチドまたはタンパク質をコードする発現
可能な（特に植物で発現可能な）コンストラクトを含む工程と；
（ｉｉ）該植物もしくは植物部分または複数の植物もしくは植物部分およびアグロバクテ
リウム細胞を１つまたは複数の圧力サイクルにより処理し、それによってアグロバクテリ
ウム細胞が丸のままの植物または植物部分にインフィルトレーションされる工程と
を含み、
発現可能なコンストラクトが対象となる異種ペプチドまたはタンパク質の一過性の発現を
提供するように選択され、圧力サイクルの少なくとも１つが大気圧と比較して増加した圧
力を含む、
対象となる異種ペプチドまたはタンパク質を産生する方法を一実施形態において提供する
。本発明の特定の実施形態において、植物は１つまたは複数の圧力サイクルにより処理さ
れ、それらはすべて大気圧と比較して増加した圧力を含む。特定の実施形態において、１
つのサイクルあたりの圧力は０．５秒～６０秒の期間の間維持される。
【００１１】
　一実施形態において、本発明は、
（ｉ）丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物もしくは丸のままの手を加
えていない植物の部分または複数の丸のままの手を加えていない植物もしくは丸のままの
手を加えていない植物の部分）を、流体中に懸濁したアグロバクテリウム細胞と接触させ
る工程と；
（ｉｉ）該植物もしくは植物部分または複数の植物もしくは植物部分およびアグロバクテ
リウム細胞を１つまたは複数の圧力サイクルにより処理する工程と
を含み、
発現可能なコンストラクトが対象となる異種ペプチドまたはタンパク質の一過性の発現を
提供するように選択され、圧力サイクルの少なくとも１つが大気圧と比較して増加した圧
力を含む、
植物もしくは植物部分または複数の植物もしくは植物部分の中へアグロバクテリアをイン
フィルトレーションする方法を提供する。本発明の特定の実施形態において、植物は１つ
または複数の圧力サイクルにより処理され、それらはすべて大気圧と比較して増加した圧
力を含む。特定の実施形態において、１つのサイクルあたりの圧力は０．５秒～６０秒の
期間の間維持される。
【００１２】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物
もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分または複数の丸のままの手を加えていな
い植物もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分）およびアグロバクテリウム細胞
は、閉じたシステム（特に丸のままの植物、特に丸のままの手を加えていない植物または
丸のままの手を加えていない植物の部分の収容のために構成されたチャンバーおよびチャ
ンバー中の空気および／または流体の圧力を調節して増加させるための手段を含むシステ
ム）内で、１つまたは複数の圧力サイクルにより処理される。
【００１３】
　本発明の一実施形態において、チャンバーは、地上部および地中部を含む植物体全体が
アグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に浸水され、１つまたは複
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数の圧力サイクルの間に適用される圧力にさらされるように構成される。
【００１４】
　本発明の別の実施形態において、チャンバーは、植物の地上部のすべてまたは部分のみ
がアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に浸水されるが、植物の
地上部に加えて地中部を含む植物全体が１つまたは複数の圧力サイクルの間に適用される
圧力にさらされるように構成される。
【００１５】
　本発明のさらに他の実施形態において、チャンバーは、植物の地上部のすべてまたは部
分がアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に浸水され、１つまた
は複数の圧力サイクルにおいて圧力に曝露されるように構成されるが、植物の地中部（特
に植物根）は、それらがアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に
浸水されず、１つまたは複数の圧力サイクルの間に適用される圧力にさらされないように
チャンバーの外部に配置される。
【００１６】
　本発明の一実施形態において、１つまたは複数の圧力サイクルを含む加圧処理は、丸の
ままの手を加えていない植物または丸のままの手を加えていない植物の部分が細菌細胞懸
濁物中のアグロバクテリウム細胞に接している間に、該植物または植物部分に適用される
。
【００１７】
　本発明の一実施形態において、アグロバクテリウム細胞の懸濁物は、少なくとも１．０
の、特に少なくとも１．５の、特に少なくとも２．０の、特に少なくとも２．５の、特に
少なくとも３．０の、特に少なくとも３．５の、特に少なくとも４．０の、特に少なくと
も４．５のＯＤ６００を含む。
【００１８】
　本発明の一実施形態において、圧力サイクルの少なくとも１つは、植物全体（特に丸の
ままの手を加えていない植物もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分または複数
の丸のままの手を加えていない植物もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分）が
、大気圧と比較して増加した圧力にさらされること、特に丸のままの手を加えていない植
物または丸のままの手を加えていない植物の部分が、少なくとも０．５ｂａｒ、特に少な
くとも１．０ｂａｒ、特に少なくとも１．５ｂａｒ、特に少なくとも２．０ｂａｒ、特に
少なくとも２．５ｂａｒ、特に少なくとも３．０ｂａｒ、特に少なくとも３．５ｂａｒ、
特に少なくとも４．０ｂａｒ、特に少なくとも４．５ｂａｒ、特に少なくとも５．０ｂａ
ｒ、特に少なくとも５．５ｂａｒ、特に少なくとも６．０ｂａｒ、特に少なくとも７．０
ｂａｒ、特に少なくとも８．０ｂａｒ、特に少なくとも９．０ｂａｒ、特に少なくとも１
０．０ｂａｒ、特に少なくとも１１．０ｂａｒ、および特に少なくとも１２．０ｂａｒの
圧力にさらされることを含む。
【００１９】
　植物を損傷せずに植物または植物部分の中への細菌懸濁液の最大のインフィルトレーシ
ョンを可能にする最適な圧力は、インフィルトレーション法において使用される、植物種
に依存してそして与えられた植物種内で変動し、多様性にも依存して変動する。実施例に
おいて本明細書で開示されるように、試験システムを使用することによって当業者は最適
な圧力条件を容易に決定することができる。
【００２０】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物
もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分または複数の丸のままの手を加えていな
い植物もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分）を処理する工程は、少なくとも
２サイクル、特に少なくとも３サイクル、特に少なくとも４サイクル、特に少なくとも５
サイクル、特に少なくとも６サイクル、特に少なくとも７サイクル、特に少なくとも８サ
イクル、特に少なくとも９サイクル、特に少なくとも１０サイクル、特に少なくとも１１
サイクルを含み、該サイクルの少なくとも１つまたは特定の実施形態においてすべての該
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サイクルは、少なくとも０．５ｂａｒ、特に少なくとも１．０ｂａｒ、特に少なくとも１
．５ｂａｒ、特に少なくとも２．０ｂａｒ、特に少なくとも２．５ｂａｒ、特に少なくと
も３．０ｂａｒ、特に少なくとも３．５ｂａｒ、特に少なくとも４．０ｂａｒ、特に少な
くとも４．５ｂａｒ、特に少なくとも５．０ｂａｒ、特に少なくとも５．５ｂａｒ、特に
少なくとも６．０ｂａｒの圧力で、少なくとも０．１秒／サイクル、特に少なくとも０．
２秒／サイクル、特に少なくとも０．３秒／サイクル、特に少なくとも０．４秒／サイク
ル、特に少なくとも０．５秒／サイクル、特に少なくとも１秒／サイクル、特に少なくと
も１．５秒／サイクル、特に少なくとも２．０秒／サイクル、特に少なくとも２．５秒／
サイクル、特に少なくとも３．０秒／サイクル、特に少なくとも３．５秒／サイクル、特
に少なくとも５．０秒／サイクルを含む。
【００２１】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植
物部分もしくは複数の植物部分を処理する工程は、少なくとも２サイクルを含む。
【００２２】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植
物部分もしくは複数の植物部分を処理する工程は、少なくとも４サイクルを含む。
【００２３】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植
物部分もしくは複数の植物部分を処理する工程は、少なくとも５サイクルを含む。
【００２４】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植
物部分もしくは複数の植物部分を処理する工程は、少なくとも６サイクルを含む。
【００２５】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植
物部分もしくは複数の植物部分を処理する工程は、少なくとも７サイクルを含む。
【００２６】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植
物部分もしくは複数の植物部分を処理する工程は、少なくとも８サイクルを含む。
【００２７】
　本発明の一実施形態において、圧力サイクルの少なくとも１つは、少なくとも２．５ｂ
ａｒの圧力により丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植物部分もしくは
複数の植物部分を処理することを含む。
【００２８】
　本発明の一実施形態において、圧力サイクルの少なくとも１つは、少なくとも３．５ｂ
ａｒの圧力により丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植物部分もしくは
複数の植物部分を処理することを含む。
【００２９】
　本発明の一実施形態において、圧力サイクルの少なくとも１つは、少なくとも４．５ｂ
ａｒの圧力により丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植物部分もしくは
複数の植物部分を処理することを含む。
【００３０】
　本発明の一実施形態において、圧力サイクルの少なくとも１つは、少なくとも６ｂａｒ
の圧力により丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植物部分もしくは複数
の植物部分を処理することを含む。
【００３１】
　本発明の一実施形態において、圧力サイクルの少なくとも１つは、少なくとも８ｂａｒ
の圧力により丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植物部分もしくは複数
の植物部分を処理することを含む。
【００３２】
　本発明の一実施形態において、圧力サイクルの少なくとも１つは、少なくとも１２ｂａ
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ｒの圧力により丸のままの植物もしくは複数の丸のままの植物または植物部分もしくは複
数の植物部分を処理することを含む。
【００３３】
　本発明の一実施形態において、圧力は０．５秒／サイクル～１０秒／サイクルの間で適
用される。
【００３４】
　本発明の一実施形態において、圧力は１秒／サイクル～５秒／サイクルの間で適用され
る。
【００３５】
　本発明の一実施形態において、圧力は０．５秒／サイクル～１秒／サイクルの間で適用
される。
【００３６】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物
もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分または複数の丸のままの手を加えていな
い植物もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分）を、大気圧と比較して増加した
圧力により処理する工程は、少なくとも０．５秒／サイクルで、少なくとも３．０ｂａｒ
の圧力で、少なくとも５サイクルを含む。
【００３７】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物
もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分または複数の丸のままの手を加えていな
い植物もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分）を、大気圧と比較して増加した
圧力により処理する工程は、少なくとも１秒／サイクルで、少なくとも４．５ｂａｒの圧
力で、少なくとも８サイクルを含む。
【００３８】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物
もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分または複数の丸のままの手を加えていな
い植物もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分）を、大気圧と比較して増加した
圧力により処理する工程は、少なくとも０．５秒／サイクルで、少なくとも８．０ｂａｒ
の圧力で、少なくとも１サイクルを含む。
【００３９】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物
もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分または複数の丸のままの手を加えていな
い植物もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分）を、大気圧と比較して増加した
圧力により処理する工程は、少なくとも０．５秒／サイクルで、少なくとも６．０ｂａｒ
の圧力で、少なくとも２サイクルを含む。
【００４０】
　本発明の一実施形態において、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物
もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分または複数の丸のままの手を加えていな
い植物もしくは丸のままの手を加えていない植物の部分）をアグロバクテリウム細胞と接
触させる工程は、（ｉ）植物またはその部分をアグロバクテリウム細胞の懸濁物に漬け、
懸濁物が少なくとも１．０、特に少なくとも１．５、特に少なくとも２．０、特に少なく
とも２．５、特に少なくとも３．０、特に少なくとも３．５、特に少なくとも４．０、特
に少なくとも４．５のＯＤ６００を含む工程と、（ｉｉ）植物またはその部分を少なくと
も１．０、特に少なくとも１．５、特に少なくとも２．０、特に少なくとも２．５、特に
少なくとも３．０、特に少なくとも３．５、特に少なくとも４．０、特に少なくとも４．
５のＯＤ６００を含むアグロバクテリウム細胞の懸濁物の使用によって生成されたエアゾ
ールへ曝露する工程とを含む。
【００４１】
　本発明の一実施形態において、植物は８、９または１０の発育ステージのニコチアナ属
（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ）の種（特にニコチアナ・タバカム（ｔａｂａｃｕｍ）種）である
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。
【００４２】
　一実施形態において、本発明は、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植
物または植物の部分）の収容のために構成されたチャンバーならびにチャンバー中の空気
および／または流体の圧力を調節して増加させるために構成された手段を含む、丸のまま
の植物（特に丸のままの手を加えていない植物もしくは丸のままの手を加えていない植物
の部分または複数の丸のままの手を加えていない植物もしくは丸のままの手を加えていな
い植物の部分）の中へアグロバクテリアをインフィルトレーションするためのおよび／ま
たは異種ペプチドまたはタンパク質を産生するためのシステムを提供する。
【００４３】
　本発明の一実施形態において、システムはコンプレッサーおよび減圧装置を含む。
【００４４】
　本発明の一実施形態において、システムは、流体の流れを調節する、チャンバーの内部
と外部との間の流体経路を提供するための複数の注入口、流出口および導管を含む。
【００４５】
　本発明の一実施形態において、チャンバーは、内部において液体の霧化またはアエロゾ
ル化のために形作られる複数のノズルを含む。
【００４６】
　本発明の一実施形態において、チャンバーは、地上部および地中部を含む植物体全体が
アグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に浸水され、１つまたは複
数の圧力サイクルの間に適用される圧力にさらされるように構成される。
【００４７】
　本発明の一実施形態において、チャンバーは、植物の地上部のすべてまたは部分のみが
アグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に浸水されるが、植物の地
上部に加えて地中部を含む植物全体が１つまたは複数の圧力サイクルの間に適用される圧
力にさらされるように構成される。
【００４８】
　本発明の一実施形態において、チャンバーは、植物の地上部のすべてまたは部分がアグ
ロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に浸水され、１つまたは複数の
圧力サイクルにおいて圧力に曝露されるように構成されるが、植物の地中部（特に植物根
）は、それらがアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に浸水され
ず、１つまたは複数の圧力サイクルの間に適用される圧力にさらされないようにチャンバ
ーの外部に配置される。
【００４９】
　本発明の一実施形態において、チャンバーは挿入または除去の間の植物の地上部の通過
を可能にする１つまたは複数の開口部を含み、その開口部は弾性シール（特に弾性の空気
圧シールまたは水圧シール）により裏打ちされる。
【００５０】
　一実施形態において、本発明は、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植
物もしくは植物の部分）の中へアグロバクテリウム細菌をインフィルトレーションするた
めおよび／または異種ペプチドまたはタンパク質を産生するための、本発明に記載のおよ
び本明細書において記載されるようなシステムの使用に関する。
【００５１】
　定義
【００５２】
　本出願の範囲内で使用される専門的な用語および表現は、概して植物生物学の関連技術
において一般に適用される意味が与えられるべきである。
【００５３】
　以下の用語の定義はすべて本出願の全部の内容へ適用される。単語「含むこと」は他の
エレメントまたは工程を除外せず、不定冠詞「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」
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は複数を除外しない。単工程は請求項中に列挙された複数の特徴の機能を満たすことがで
きる。特に属性または値に関連する「本質的に」、「約」、「近似的に」という用語およ
び同種のものは、正確な属性または正確な値もそれぞれ定義する。「約」という用語は、
与えられた数の値または範囲の文脈において、与えられた値または範囲の２０％内、１０
％内、５％内、または２％内にある値または範囲を指す。
【００５４】
　本発明内で使用される時「植物」は、手を加えていない植物、実質的に手を加えていな
い植物、または複数の手を加えていないかもしくは実質的に手を加えていない植物；丸の
ままの植物、実質的に丸のままの植物、または複数の丸のままかもしくは実質的に丸のま
ま植物、およびその任意の発育ステージのその子孫を指す。本出願の目的のために、手を
加えていない植物は、本質的に手を加えずに閉じられた脈管系（それは傷害または病巣に
起因した管の流体の排出を示さない）を含む植物を指すと理解される。
【００５５】
　本発明内で使用される時「植物部分」は、切り枝、植物器官、植物組織または植物細胞
を含む、植物のいずれかの部分を指し、その植物部分は、植物の分離された部分または丸
のままの手を加えていない植物の部分であり得る。
【００５６】
　「丸のままの手を加えていない植物の部分」は、たとえ分離してインフィルトレーショ
ンしたとしても、植物の残りの部分が、手を加えていない植物の手を加えていない閉じら
れた脈管系へと完全に一体化される脈管系を備えた植物の機能的コンポーネントとして提
供される植物部分を指すことが意味される。
【００５７】
　本発明内で使用される時「植物細胞」は、花粉、胚珠および接合子を含む植物の構造的
単位および生理的単位を指す。植物細胞は、細胞壁のないプロトプラスト、分離された単
一細胞、培養された細胞またはより高度に組織化された単位（丸のままの手を加えていな
い植物を含む、植物の組織、植物器官または丸のままの植物等であるがこれらに限定され
ない）の部分としての細胞の形態であり得る。
【００５８】
　本明細書において使用される時「植物組織」は、構造的単位または機能的単位へと組織
化される複数の植物細胞を意味する。これは植物体または培養における植物の任意の組織
を含む。
【００５９】
　本明細書において使用される時「植物器官」は、植物の別個の部分または分化した部分
（根、茎、葉、花、花部分、花芽、胚、種子または果物等であるが、これらに限定されな
い）を指す。これは植物体または培養における植物の任意の器官を含む。
【００６０】
　本発明内で使用される時「植物材料」は、葉、茎、根、花または花部、果物、花粉、胚
珠、接合子、種子、切り枝および植物の任意の他の部分を含む、植物体または培養のいず
れかにおける、植物、その組織および器官から得ることができる分泌物または抽出物を含
むが、これらに限定されない任意の固体、液体または、ガスの組成物、またはその組み合
わせを指す。
【００６１】
　本発明内で使用される時「植物細胞培養」は、植物細胞の培養（プロトプラスト、細胞
培養細胞、培養された植物の組織における細胞、外植体における細胞および花粉培養等で
あるが、これらに限定されない）を包含する。
【００６２】
　本発明内で使用される時「タバコ植物」は、ニコチアナ・タバカム（またはＮ．タバカ
ム）を含むがこれらに限定されないニコチアナ属に属する種の植物を指す。本発明の特定
の実施形態は、ニコチアナ・タバカムを特定せずに「タバコ植物」という用語を使用して
本明細書において記載し、かかる記述はニコチアナ・タバカムを特異的に含むと解釈され
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る。
【００６３】
　「ポリヌクレオチド」という用語は、本明細書においてクレオチドのポリマー（非修飾
または修飾されたデオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（ＲＮＡ）であり得る）を
指すとして使用される。したがって、ポリヌクレオチドは、限定されずにゲノムＤＮＡ、
相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）、ｍＲＮＡまたはアンチセンスＲＮＡであり得る。さらに、ポリ
ヌクレオチドは、一本鎖もしくは二本鎖ＤＮＡ、一本鎖および二本鎖領域の混合物である
ＤＮＡ、ＤＮＡおよびＲＮＡを含むハイブリッド分子、または一本鎖および二本鎖領域の
混合物を備えたハイブリッド分子であり得る。加えて、ポリヌクレオチドはＤＮＡ、ＲＮ
Ａまたは両方を含む三本鎖領域からなることができる。ポリヌクレオチドは１つまたは複
数の修飾塩基（ホスホチオエート等）を含むことができ、ペプチド核酸（ＰＮＡ）であり
得る。概して、本発明によって提供されるポリヌクレオチドは、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ
、オリゴヌクレオチドもしくは個々のヌクレオチドの単離またはクローン化された断片、
または前述のものの組み合わせから組み立てることができる。
【００６４】
　「ヌクレオチド配列」という用語は、リボヌクレオチドおよびデオキシリボヌクレオチ
ドを含むがこれらに限定されないヌクレオチドのポリマーの塩基配列を指す。
【００６５】
　本明細書において使用される時「遺伝子配列」という用語は、ポリペプチドまたは生物
学的に活性のあるＲＮＡをコードする核酸分子またはポリヌクレオチドのヌクレオチド配
列を指し、タンパク質の断片のみをコードする部分的なコード配列のヌクレオチド配列を
包含する。遺伝子配列は、コード配列と比較して上流または下流に位置する遺伝子発現に
対して調節機能を有する配列、および遺伝子のイントロン配列も含むことができる。
【００６６】
　「プロモーター」という用語は、遺伝子の転写の開始を指令する遺伝子の５’末端のヌ
クレオチド配列を指す。概して、プロモーター配列はそれが作動可能に連結される遺伝子
の発現を駆動するのに必要であるが必ずしも十分だとは限らない。発現可能な遺伝子コン
ストラクトのデザインにおいて、遺伝子は、プロモーターに十分接近してそしてプロモー
ターに対して好適な方向で、遺伝子の発現がプロモーター配列によって制御されるように
置かれる。プロモーターは、遺伝子に対して上流におよびその天然の設定におけるプロモ
ーターとそれが制御する遺伝子の間の距離に近似する転写開始部位からの距離で優先的に
配置される。当該技術分野において公知のように、この距離の若干の変動はプロモーター
機能の喪失なしに許容することができる。本明細書において使用される時「作動可能に連
結された」という用語は、そのコーディング領域の転写がそのプロモーターによって制御
され調節されるような方法で、プロモーターがコーディング領域に連結されることを意味
する。プロモーターをコーディング領域へ作動可能に連結するための手段は当該技術分野
において周知である。
【００６７】
　本明細書において使用される時「発現制御配列」はプロモーターを含み、１つまたは複
数のエンハンサー配列、転写終結配列、ポリアデニル化配列、３’または５’非翻訳配列
、イントロン性配列、リボソーム結合部位、および植物細胞中の遺伝子の発現を安定化す
るか他の方法で制御し得る他の配列を含み得るが、これらに限定されない。発現制御配列
は、内在性（すなわち植物宿主において天然に見出される）または外来性（植物宿主にお
いて天然に見出されない）であり得る。外来性発現配列は、選択された条件下で植物細胞
において機能的である限り、植物配列であってもなくてもよい。
【００６８】
　「異種遺伝子」または「異種コード配列」は、形質転換または処理される予定の植物に
対して外来性であるかまたはこれらの植物において天然に見出されず、「異種ポリペプチ
ド」または生物学的に活性のあるその断片をコードする遺伝子またはコード配列を指す。
異種遺伝子配列は、ウイルス配列、原核生物配列および真核生物配列を含む。原核生物コ
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ード配列は、微生物配列、細菌配列またはウイルス配列（例えばワクチンとして投与され
得る抗原の産生のための）を含むが、これらに限定されない。真核生物コード配列は哺乳
類配列またはヒト配列を含むが、リーダー配列または分泌シグナル配列、標的化配列、お
よび同種のものを含むがこれらに限定されない非哺乳動物（さらに他の植物）からの配列
も含むことができる。１つの好ましい態様において、異種遺伝子核酸はヒトタンパク質を
コードする。
【００６９】
　「異種遺伝子」または「異種コード配列」という用語は、天然に存在する配列、突然変
異した配列、バリアント配列、化学的に合成された配列、ゲノム配列、ｃＤＮＡ配列また
はかかる配列の任意の組み合わせを含むが、これらに限定されない。「遺伝子」への参照
は、生物学的に活性のあるタンパク質をコードする全長遺伝子またはその断片を包含する
。本明細書において使用される時「異種ペプチド」または「異種タンパク質」という用語
は、上で定義されるような「異種遺伝子」または「異種コード配列」から発現される、オ
リゴペプチドおよびポリペプチドまたはタンパク質を含むペプチドを指す。したがって、
植物において産生された「異種ペプチド」または「異種タンパク質」は、植物に対して外
来性であるかまたはこれらに植物において天然に見出されない。「異種ペプチド」または
「異種タンパク質」は、哺乳類またはヒトのペプチドまたはタンパク質であり得る。「異
種ペプチド」または「異種タンパク質」は、それがバリアントであるか、または植物ペプ
チドもしくはタンパク質から突然変異されるか、または産生している植物種、系統もしく
は品種において天然に見出されないペプチドまたはタンパク質であるならば、植物ペプチ
ドまたはタンパク質であり得る。
【００７０】
　本明細書において使用される時「Ｔ　ＤＮＡ境界」は、アグロバクテリウム株（Ａ．ツ
メファシエンス（ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）株もしくはＡ．リゾゲネス（ｒｈｉｚｏｇｅ
ｎｅｓ）株またはその修飾もしく突然変異した形態等）の病原性遺伝子産物によって認識
することができる約２５ヌクレオチド長の配列を含み、連結されるＤＮＡ配列の真核細胞
（好ましくは植物細胞）への移行に十分であるＤＮＡ断片を指す。この定義は、野生型Ｔ
ｉプラスミドからの天然に存在するＴ－ＤＮＡ境界すべてに加えてその任意の機能的誘導
体を含むがこれらに限定されず、化学的に合成されたＴ－ＤＮＡ境界を含む。一態様にお
いて、本発明に記載の発現コンストラクトのコード配列および発現制御配列は、２つのＴ
－ＤＮＡ境界の間に位置する。
【００７１】
　「一過性の発現を提供するように選択される」という用語は、植物における一過性の遺
伝子発現のために、特に安定した形質転換に必要な従来のバイナリーベクターのエレメン
ト（形質転換選択遺伝子等）の除去によって、特異的にデザインされた発現コンストラク
トを指す（例えばＲＰ　Ｈｅｌｌｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｌａｎｔ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２
０５，１：１３を参照されたい）。
【００７２】
　本明細書において使用される時「界面活性剤」という用語は疎水性部分および親水性部
分を一般的に含む界面活性剤を指す（例えば、Ｂｈａｉｒｉ，Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　ｔ
ｈｅ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅｓ　ｏｆ　Ｄｅｔｅｒｇｅｎｔｓ　ｉｎ　
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ－Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅ
ｍ　Ｃｏｒｐ．１９９７を参照されたい）。
【００７３】
　界面活性剤は、１つまたは複数の荷電基を含むかどうかに依存して、陰イオン性、非イ
オン性、両性イオン性または陽イオン性として分類することができる。陰イオン性界面活
性剤は負に荷電した基を含んでおり、正味の負電荷を有する。非イオン性界面活性剤は荷
電していない極性基を含んでおり、電荷を持たない。これらの界面活性剤は、一般的にア
ルキルフェノールまたは第一級アルコールもしくは第二級アルコールとアルキレンオキシ
ドの反応生産物であるか、またはアミンオキシド、ホスフィンオキシドまたはジアルキル
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スルホキシドである。
【００７４】
　例えば、ＷＯ／２００５／０７６７６６中で植物インフィルトレーションシステムにお
いて好適に使用することができる界面活性剤を開示する。
【００７５】
　特に、例示的な非イオン性界面活性剤は、ｔ－オクチルフェノキシポリエトキシエタノ
ール（トリトンＸ－１００）、モノラウリン酸ポリオキシエチレンソルビタン（ツイーン
２０）、モノラウリン酸ポリオキシエチレンソルビタン（ツイーン２１）、モノパルミチ
ン酸ポリオキシエチレンソルビタン（ツイーン４０）、モノステアリン酸ポリオキシエチ
レンソルビタン（ツイーン６０）、モノオレイン酸ポリオキシエチレンソルビタン（ツイ
ーン８０）、トリオレイン酸ポリオキシエチレンソルビタン（ツイーン８５）、（オクチ
ルフェノキシ）ポリエトキシエタノール（ＩＧＥＰＡＬ　ＣＡ－６３０／ＮＰ－４０）、
トリエチレングリコールモノラウリルエーテル（ブリジ３０）、およびモノラウリン酸ソ
ルビタン（スパン２０）を含むが、これらに限定されない。
【００７６】
　両性イオン性界面活性剤は正に荷電した基および負に荷電した基の両方を含んでおり、
正味電荷を持たない。好適な両性イオン性界面活性剤は、ベタイン（カルボキシベタイン
等）、スルホベタイン（スルタインとしても公知である）、アミドベタインおよびスルホ
アミドベタイン（かかるものはＣ８－Ｃ１８、好ましくはＣ１０－Ｃ１８を含み得る）、
アルキルベタイン、スルホベタイン、アミドベタインおよびスルホアミドベタイン、例え
ば、ラウリルアミドプロピルベタイン（ＬＡＢ）タイプベタイン、ｎ－アルキルジメチル
アンモニオメタンカルボキシラート（ＤＡＭＣ）、ｎ－アルキルジメチルアンモニオエタ
ンカルボキシラート（ＤＡＥＣ）およびｎ－アルキルジメチルアンモニオプロパンカルボ
キシラート（ＤＡＰＣ）、ｎ－アルキルスルタイン、ｎ－アルキルジメチルアンモニオア
ルキルスルホナート、Ｎ－アルキルジメチルアンモニオエタンスルホナート（ＤＡＥＳ）
、ｎ－アルキルジメチルアンモニオプロパンスルホナート（ＤＡＰＳ）およびｎ－アルキ
ルジメチルアンモニオブタンスルホナート（ＤＡＢＳ）、ヘキサデシルジメチルアンモニ
オプロパンスルホナート、ｎ－アルキルアミドメタンジメチルアンモニオメタンカルボキ
シラート、ｎ－アルキルアミドメタンジメチルアンモニオエタンカルボキシラート、ラウ
リルアミドプロピルベタイン（ＬＡＢ）、ｎ－アルキルアミドメタンジメチルアンモニオ
メタンスルホナート、ｎ－アルキルアミドエタンジメチルアンモニオエタンスルホナート
およびｎ－アルキルアミドプロパンジメチルアンモニオプロパンスルホナート、３－［（
３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ］－１－プロパンスルホナート（ＣＨＡＰＳ
）、および３－［（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ］－２－ヒドロキシ－ｌ
－プロパンスルホナート（ＣＨＡＰＳＯ）、リン脂質（例えば、ホスファチジルエタノー
ルアミンホスファチジルグリセロール、ホスファチジルイノシトール、ジアシルフォスフ
ァチジルコリン、ジアルキルホスファチジルコリン、リゾホスファチジルコリン、リゾフ
ォスファチジルエタノールアミン、リゾホスファチジルグリセロール、リゾフォスファチ
ジルイノシトール）、飽和脂肪酸誘導体および不飽和脂肪酸誘導体（例えばエチルエステ
ル、プロピルエステル、コレステロールエステル、補酵素Ａエステル、ニトロフェニルエ
ステル、ナフチルエステル、モノグリセリド、ジグリセリドおよびトリグリセリド、脂肪
アルコール、脂肪アルコールアセテートならびに同種のもの）、リポポリサッカライド、
糖脂質およびスフィンゴ脂質（例えばセラミド、セレブロシド、ガラクトシルジグリセリ
ド、ガングリオシード、ラクトセレブロシド、リゾスルファチドおよび同種のもの）を含
むが、これらに限定されない。
【００７７】
　「陽イオン性界面活性剤」はインフィルトレーションの条件下で正に荷電した基を有す
る。好適な陽イオン性界面活性剤は、第四級アミンまたは第三級アミンを含むが、これら
に限定されない。例示的な第四級アミン界面活性剤は、塩化セチルピリジニウム、臭化セ
チルトリメチルアミン（ＣＴＡＢ；Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ＃　Ｂ２２６３３またはＡｌｄ
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ｒｉｃｈ　＆ｎｕｍ；８５５８２－０）、塩化セチルトリメチルアンモニウム（ＣＴＡＣ
１；Ａｌｄｒｉｃｈ　＆ｎｕｍ；２９２７３－７）、臭化ドデシルトリメチルアンモニウ
ム（ＤＴＡＢ、Ｓｉｇｍａ　＆ｎｕｍ；Ｄ－８６３８）、塩化ドデシルトリメチルアンモ
ニウム（ＤＴＡＣＩ）、臭化オクチルトリメチルアンモニウム、臭化テトラデシルトリメ
チルアンモニウム（ＴＴＡＢ）、臭化テトラデシルトリメチルアンモニウム（ＴＴＡＣＩ
）、臭化ドデシルエチルジメチルアンモニウム（ＤＥＤＴＡＢ）、臭化デシルトリメチル
アンモニウム（Ｄ１０ＴＡＢ）、臭化ドデシルトリフェニルホスホニウム（ＤＴＰＢ）、
臭化オクタデシルイルトリメチルアンモニウム、塩化ステアラルコニウム、塩化オレアル
コニウム、塩化セトリモニウム、アルキルトリメチルアンモニウムメトスルファート、塩
化パルミトアミドプロピルトリメチル、クオタニウム８４（Ｍａｃｋｅｒｎｉｕｍ　ＮＬ
Ｅ；Ｍｃｉｎｔｙｒｅ　Ｇｒｏｕｐ，Ｌｔｄ．、および小麦脂質エポキシド（Ｍａｃｋｅ
ｒｎｉｕｍ　ＷＬＥ；Ｍｃｉｎｔｙｒｅ　Ｇｒｏｕｐ，Ｌｔｄ．）を含むが、これらに限
定されない。
【００７８】
　例示的な第三級アミン界面活性剤は、オクチルジメチルアミン、デシルジメチルアミン
、ドデシルジメチルアミン、テトラデシルジメチルアミン、ヘキサデシルジメチルアミン
、オクチルデシルジメチルアミン、オクチルデシルメチルアミン、ジデシルメチルアミン
、ドデシルメチルアミン、塩化トリアセチルアンモニウム、塩化セトリモニウムおよびア
ルキルジメチルベンジルアンモニウムクロライドを含むが、これらに限定されない。陽イ
オン性界面活性剤の追加のクラスは、ホスホニウム、イミダゾリンおよびエチル化アミン
基を含むが、これらに限定されない。
【００７９】
　陰イオン性界面活性剤は、一般的に有機硫酸塩および有機スルホン酸塩の水溶性アルカ
リ金属塩である。これらは、ラウリン酸カリウム、ラウリル硫酸ナトリウム、ドデシル硫
酸ナトリウム、アルキルポリオキシエチレンスルファート、アルギン酸ナトリウム、スル
ホコハク酸ジオクチルナトリウム、フォスファチジルコリン、ホスファチジルグリセロー
ル、ホスファチジルイノシン、ホスファチジルセリン、ホスファチジン酸およびそれらの
塩、グリセリルエステル、ナトリウムカルボキシメチルセルロース、コール酸および他の
胆汁酸（例えば、コール酸、デオキシコール酸、グリココール酸、タウロコール酸、グリ
コデオキシコール酸）ならびにその塩（例えば、デオキシコール酸ナトリウムなど）を含
むが、これらに限定されない。
【００８０】
　短鎖アルコール（エタノール、１－プロパノールおよび１－ブタノール等）などの共界
面活性剤を加えて使用することができる。
【００８１】
　上記の界面活性剤のいずれかの組み合わせを使用することができる。具体的に上でリス
トされない界面活性剤も本発明の範囲内にさらに包含される。
【００８２】
　使用された界面活性剤の量は、界面活性剤のタイプおよび処理される植物の組織（すな
わちワックスで覆われた葉の表面の厚みなど）に応じて変動するだろう。
【００８３】
　一般的に、界面活性剤は、アグロバクテリウム懸濁物の体積の０．００５％～約１％に
わたる濃度で使用される。好ましくは０．００５％～約０．５％、より好ましくは約０．
００５％～約０．０５％の濃度範囲である。一般的に、より低いレベルのイオン性界面活
性剤が非イオン性界面活性剤よりも使用されるだろう。
【００８４】
　本明細書において使用される時「バキュームインフィルトレーション」という用語は、
細胞間または間質腔の中へ病原菌（例えばアグロバクテリウム）の浸透を可能にする方法
および植物と病原菌との間の相互作用を研究する方法に関する。物理的に、真空は、植物
の組織における細胞の間の空気空間を減少させる陰性の大気圧を生成する。継続期間が長
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いほどおよび真空の圧力が低いほど、植物の組織内の空気空間は少ない。増加した圧力に
より、インフィルトレーション培地（感染性形質転換ベクターを含む）が植物の組織の中
へ移動することが可能になる。植物形質転換のために、アグロバクテリウムの存在下にお
いて植物部分に一定の期間で真空を適用することができる。
【００８５】
　本明細書において使用される時「大気圧」という用語は、地球大気においてその表面よ
り上の空気の重さによって表面に対してかけられる単位面積あたりの力を定義する。圧力
は、単位面積あたりの表面上にかけられる力（または重さ）であり、パスカル（Ｐａ）で
測定される。キログラム質量によって表面上にかけられる圧力は９．８Ｐａに等しい。全
大気によって地球表面上にかけられる圧力は約１００，０００Ｐａである。通常、大気圧
はミリバール（ｍｂ）で示される。１ｍｂは１００Ｐａと等しく、したがって標準大気圧
は約１０００ｍｂである。実際、大気圧の実際の値は場所、高度および天候に依存して変
動する。海面で、一般的には観測値は９７０ｍｂ～１０４０ｍｂの範囲にわたる。圧力が
高度とともに減少するので、様々な場所で観察された圧力を同じレベル（通常海面）に調
節しなければならない。
【００８６】
　閉じた容器中で封入された流体上に静止してかけられた圧力は、流体のすべての部分お
よび容器の壁に損失なしに伝達される。静止流体については、その中の２つのポイントの
間の圧力の差異は、流体の密度および２ポイントの間の深さの差異のみに依存する。した
がって、流体はその中に浸漬されたすべての物体上に圧力をかけ、それは外部から適用さ
れる流体の上部への圧力プラス液体の重さからの静止流体圧力と等しい。
【００８７】
　特別に定義されない限り、本明細書において使用される技術用語および科学用語は、本
発明が属する技術分野の当業者によって一般に理解される意味と意味を有する。当業者に
公知の様々な方法論が本明細書において参照される。参照されたかかる公知の方法論を説
明する出版物および他の材料は、それらの全体の参照によって完全に説明されるかのよう
に本明細書に援用される。本発明の実行は、特別の指示の無い限り、化学、分子生物学、
微生物学および植物生物学の従来の技法を用い、これらは当該技術分野の技術内である。
【００８８】
　当業者に公知の任意の好適な材料および／または方法を本発明の実行において利用する
ことができるが、好ましい材料および／または方法が記載される。以下の記述および実施
例において参照される材料、試薬および同種のものは、特に断りのない限り商業的供給源
から得ることができる。
【００８９】
　本発明は、植物において一過性に、対象となるペプチドおよび／またはタンパク質の発
現のための、特に薬学的に価値のあるペプチドおよび／またはタンパク質の発現のための
、システムおよび方法に関する。特に、本発明は、丸のままの手を加えていない植物、ま
たは複数の丸のままの植物、または植物体における植物器官または組織を含む丸のままの
手を加えていない植物の部分の中へアグロバクテリウム細胞を導入する改善された方法を
提供する。本発明の方法は、他の方法によって得られたものよりも高い組換えタンパク質
の収率をもたらす、多くの植物の単独または同時の効果的なアグロインフィルトレーショ
ンを提供する。方法は容易にスケールの変更および自動化することでき、組換えタンパク
質の需要の変化を満たす。
【００９０】
　植物のアグロインフィルトレーションはこれらの２つの方法のうちの１つに従って現在
実行されている。
【００９１】
　第１の方法は、アグロバクテリウム細胞の懸濁物により充填された注射器を使用し、細
菌を個々の葉に注入する。注射器を葉の下側に配置し、細菌懸濁物が葉の全体にわたって
広がるようにプランジャーを穏やかに押し出す。この方法は労力を要し、スケールアップ



(17) JP 5995327 B2 2016.9.21

10

20

30

40

50

に適用可能ではない。
【００９２】
　第２の方法は植物による細菌の取り込みを支援するために真空を使用することを含む。
典型的には、植物をチャンバーの内部に上下逆さまで置き、葉を細菌懸濁液の中に完全に
浸漬する。チャンバー中の圧力を約１０分の数ミリバールにする。最初に空気を真空まで
葉から引き抜き、空気を再導入するときに、葉は液体を引き込む。真空プロセスは少なく
とも２つの短所を有し、望ましい低圧力まで圧力を導くのに数分間かかるので遅い。真空
はインフィルトレーションした植物に対して特定の無視できないストレスを生成し、それ
はインフィルトレーションプロセスからの回復または生存が困難な植物をもたらす。
【００９３】
　一態様において、本発明は、丸のままの植物または複数の丸のままの植物（特に丸のま
まの手を加えていない植物または植物体における植物器官または植物組織を含む丸のまま
の手を加えていない植物の部分）の中へアグロバクテリウム細胞を導入する改善された方
法を提供する。本発明の方法は、真空または陰圧を使用する当該技術分野において公知の
方法とは異なり、陽性の流体圧力または陽性および陰性の流体圧力の組み合わせを与え、
アグロバクテリウム細胞が、丸のままの植物または複数の丸のままの植物（特に丸のまま
の手を加えていない植物または植物体における植物器官または植物組織を含む丸のままの
手を加えていない植物の部分）にインフィルトレーションすることを促進する。本発明は
、アグロバクテリウム細胞と接触されるかまたは接触されてきた、丸のままの植物または
複数の丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物または植物体における植物
器官または植物組織を含む丸のままの手を加えていない植物の部分）に陽性の流体圧力を
送達するためのシステムおよび手段も提供する。
【００９４】
　本発明に従えば、丸のままの植物または複数の丸のままの植物（特に丸のままの手を加
えていない植物または丸のままの手を加えていない植物の部分）および細菌が閉鎖条件下
で１つまたは複数の圧力サイクルによる処理にさらされる場合、陽性の流体圧力が送達さ
れる。流体圧力は、流体（水または空気等）内のいくつかのポイントでの圧力である。例
えば、閉鎖条件下で流体が含まれる体積は一定である。本発明の様々な実施形態において
、流体圧力の規格は固定体積のチャンバー内の気圧を指す。
【００９５】
　流体圧力が、本発明の方法が実施される場所で閉鎖システムの外側の周囲気圧を超える
場合、陽圧と称される。丸のままの植物または複数の丸のままの植物（特に丸のままの手
を加えていない植物または植物体における植物器官または植物組織を含む丸のままの手を
加えていない植物の部分）および細菌が、周囲気圧よりも高い標的圧力に曝露されている
場合、陽圧または過剰圧力が提供される。過剰圧力および陽圧という用語は本明細書にお
いて互換的に使用される。周囲気圧は方法が実施される場所の高度および方法が実施され
る時間の天候に依存して変動し、当該技術分野において公知の技法および機器によって容
易に決定することができる。
【００９６】
　多くの単位を使用して圧力の値を表現することができる。例えば、ｂａｒは１００キロ
パスカルと等しく、海面での地球上の大気圧とおよそ等しい圧力の単位である。大気圧は
多くの場合ミリバールで与えられ、そこで標準的な海面圧力（１気圧）は１０１３．２５
ｍｂａｒ（ｈＰａ）として定義され、１．０１３２５ｂａｒと等しい。
【００９７】
　したがって本発明において有用な陽圧値は周囲気圧のパーセンテージ値に換算して表現
することができ、例えばそして限定されずに、１１０％、１２５％、１５０％、１７５％
、２００％、２５０％、３００％、３５０％、４００％、３５０％、５００％、５５０％
、６００％、６５０％、７００％、７５０％、８００％、８５０％、９００％、９５０％
、１０００％、１０５０％、１１１０％、１１５０％、１２００％、または任意の中間値
、または前述のものを超える任意の値である。類似した慣例を周囲気圧よりも低い圧力値
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である陰圧の記載のために使用することができる。
【００９８】
　陽圧はあるいは絶対値に換算して表現することができ、例えばそして限定されずに、１
．１気圧、１．５気圧、２気圧、２．５気圧、３気圧、３．５気圧、４気圧、４．５気圧
、５気圧、５．５気圧、６気圧、６．５気圧、７気圧、７．５気圧、８気圧、８．５気圧
、９気圧、９．５気圧、１０気圧、１０．５気圧、１１気圧、１１．５気圧、１２気圧、
など；または１．１ｂａｒ、１．５ｂａｒ、２ｂａｒ、２．５ｂａｒ、３ｂａｒ、３．５
ｂａｒ、４ｂａｒ、４．５ｂａｒ、５ｂａｒ、５．５ｂａｒ、６ｂａｒ、６．５ｂａｒ、
７ｂａｒ、７．５ｂａｒ、８ｂａｒ、８．５ｂａｒ、９ｂａｒ、９．５ｂａｒ、１０ｂａ
ｒ、１０．５ｂａｒ、１１ｂａｒ、１１．５ｂａｒ、１２ｂａｒ、または任意の中間値、
または前述のものを超える任意の値である。周囲気圧が記述中の比較のために本明細書に
おいて提供されない場合、周囲気圧は海面での地球上の標準大気圧であることが意図され
る。
【００９９】
　本明細書において使用される「圧力サイクル」という用語は、一定の期間にわたる圧力
における１シリーズの変化を指す。一実施形態において、圧力サイクルは標的圧力（すな
わち、与えられた期間内で到達されるべき圧力）を含む。例えば、チャンバー中の所望さ
れる圧力は、圧力サイクルの間に周囲気圧と平衡状態から開始し標的圧力へ変化し周囲気
圧に戻る。したがって、本発明において使用されるチャンバーは、大気より上に圧力を増
加させることによって圧力サイクルを開始し、大気と平衡化することによって圧力サイク
ルを終えることができる。
【０１００】
　本発明の様々な実施形態において、開始圧力および終末圧力が異なり、各々は周囲気圧
と異なり得る。例えば、陽性気圧のパルスは単一の圧力サイクルである。圧力サイクルは
、特定の実施形態において複数の標的圧力（例えば第１の標的圧力、第２の標的圧力、第
３の標的圧力など）を含み得る。したがって、異なる圧力サイクルは、各々異なる開始圧
力および終末圧力、ならびに任意の数の不連続の中間標的圧力または開始圧力から終末圧
力への連続的な推移を有することができる。
【０１０１】
　本発明の方法において、複数の異なる圧力サイクルを適用することができ、各々を１つ
または複数回（２、３、４、５、６、７、８、９または１０回等であるがこれらに限定さ
れない）を適用することができる。したがって、本発明の方法またはさらに圧力サイクル
において、圧力の変動は、経時的にグラフまたは波形（正弦波、矩形波、三角波もしくは
のこぎり波または前述のもののうちの１つに近似する任意の波形）によって表現すること
ができる。
【０１０２】
　本発明の様々な実施形態において、期間または程度の面から流体圧力の任意の規格は、
丸のままの手を加えていない植物または複数の丸のままの植物または丸のままの手を加え
ていない植物の部分へ適用される、圧力サイクルの全体的な期間および圧力のピーク値を
指す。例えば、０．５秒で少なくとも４．５のｂａｒの圧力により丸のままの植物または
植物部分を処理することを含む圧力サイクルへの参照は、植物へ適用された圧力の全体的
な持続期間が０．５秒であり、大気より上に圧力を４．５ｂａｒのピーク値で増加させて
、大気と平衡化することによって圧力サイクルを終える期間を含み得ることを意味する。
【０１０３】
　好ましくは、本発明の圧力サイクルは陽圧である標的圧力を含む。特定の実施形態にお
いて、本発明の方法は陰圧である標的圧力を含まない。他の実施形態において、本発明の
方法は、陽圧である第１の標的圧力に加えて、陰圧である第２の標的圧力を含む。他の実
施形態において、本発明の方法は、陽圧である第２の標的圧力と同様に陰圧である第１の
標的圧力を含む。本発明の方法においてオプションの休止期間を圧力サイクルの間に含む
ことができる。
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【０１０４】
　かかる休止期間は、約０．０１、０．０５、０．１、０．２、０．３、０．４、０．５
、１、１．５、２、２．５、３、３．５、４、４．５または５および最大１０秒以上の間
持続してもよい。
【０１０５】
　特定の実施形態において、発現コンストラクトを含むアグロバクテリウム細胞を、丸の
ままの植物または複数の丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物または植
物体における植物器官または植物組織を含む丸のままの手を加えていない植物の部分）の
中へインフィルトレーションする。一実施形態において、インフィルトレーションは、ア
ニオン性界面活性剤、カチオン性界面活性剤、非イオン性界面活性剤および両性イオン性
界面活性剤を含む界面活性剤の存在下において実行される。
【０１０６】
　使用できる界面活性剤の非限定的例は、トリトンＸ－１００またはＳｉｌｗｅｔ　Ｌ－
７７（植物に対して比較的低い毒性を示す強い界面活性剤）である。
【０１０７】
　複数の植物細胞において発現コンストラクトが対象となるペプチドまたはタンパク質を
発現することを可能にする好適な条件下で植物または植物の組織をインキュベーションし
た後に、植物または植物部分（植物器官または植物組織等）またはその細胞においてタン
パク質を検出し定量することができる。収穫後に、ペプチドまたはタンパク質の単離は当
該技術分野においてルーチンの方法を使用して実行することができる。例えば、少なくと
もバイオマスの部分をホモジナイズし、組換えペプチドまたはタンパク質を抽出し、さら
に精製することができる。抽出は好適な溶媒中にホモジネートを浸すかまたは浸漬するこ
とを含み得る。精製法は、ペプチド、タンパク質もしくはタンパク質複合体の特定のサイ
ズ、電気泳動移動度、生物学的活性および／または単離されるべきペプチドまたはタンパ
ク質の正味電荷に基づくか、またはタンパク質におけるタグ分子の存在に基づく免疫親和
性精製および精製手順を含むが、これらに限定されない。単離されたペプチドまたはタン
パク質の特徴づけは免疫アッセイまたは当該技術分野において公知の他の方法によって行
うことができる。例えば、ペプチドまたはタンパク質は、ウエスタンブロットによって、
またはペプチドまたはタンパク質が実質的に精製される場合はクマシーブルー染色するこ
とによって、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上で分析することができる。
【０１０８】
　本発明の別の実施形態において、陽性の流体圧力の応用に際してアグロバクテリウム細
胞と接触される、手を加えていない丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植
物または植物器官または植物組織の植物部分）を処理するシステムが提供される。本発明
のシステムは、丸のままの植物（特に丸のままの手を加えていない植物または植物器官も
しくは植物組織等の植物の部分または複数のかかる丸のままの植物もしくは植物部分）を
収容するためのチャンバーおよび陽性の流体圧力を送達するための手段を含む。チャンバ
ーは、本発明の目的のための一定の形状を維持し、本発明において使用される流体に対す
る透過性がない当該技術分野において公知の任意の材料から作製することができる。チャ
ンバーは、丸のままの植物または植物組織等の植物の部分を収容および回収でき、チャン
バー中の圧力を調節する、少なくとも１つの開口部を含む複数の注入口および流出口を含
む。特定の実施形態において、チャンバーは、チャンバーとシーリング係合してチャンバ
ーを閉鎖することに適合した開口部およびカバー、チャンバーの側面またはカバーを通し
てバルブ開口部を形成する手段、ならびにシーリング係合においてチャンバーおよびカバ
ーをロック位置に放出可能に維持するための固定手段；ならびにチャンバーの内部および
外部との間の流体経路の提供のためのバルブ開口部に対して据え付けた少なくとも１つの
柔軟なバルブ手段を含む。
【０１０９】
　システムは、複数の丸のままの植物または植物部分をアグロバクテリウム細胞と接触さ
せる手段を任意で提供することができる。好ましくは、アグロバクテリウム細胞と丸のま
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まの植物または植物部分の接触は、陽圧が送達されるチャンバー中で実行される。陽性の
流体圧力は当該技術分野における公知の任意の手段によって送達することができる。
【０１１０】
　一実施形態において、本発明では、丸のままの手を加えていない植物をチャンバーの内
部で上下逆さまで配置し、葉をアグロバクテリウム細胞を含む液体中に完全に浸漬する。
チャンバーは注入口バルブ経由で減圧装置を通して圧縮空気源へ連結される。チャンバー
は、１つの壁、好ましくはチャンバーの蓋に設置された放出バルブも含む。減圧装置およ
び注入口バルブは、１つまたは複数の標的圧力がチャンバー中で達成できるようにチャン
バー中の圧力を調節するために使用される。例えば、陽圧の送達を開始するために、チャ
ンバーは閉鎖され、注入口バルブはオフへと切り替えられ、減圧装置は標的圧力に設定さ
れる。植物が液体中に浸漬された後、チャンバーが標的圧力を達成するのに十分な第１の
期間、および標的圧力がチャンバー中で維持されるときに第２の期間で注入口バルブは開
けられる。期間が経過した後、注入口バルブを閉鎖し、放出バルブを開けてチャンバーが
周囲気圧へ戻ることを可能にする。
【０１１１】
　別の実施形態において、本発明では、複数のノズルおよびチャンバーの側面上の放出バ
ルブを含むチャンバーの内部に丸のままの手を加えていない植物が配置される。ノズルは
一般のマニホールドへ連結され、そしてそれは第１の注入口バルブを介してアグロバクテ
リウム細胞を含む液体のリザーバーに連結される。圧縮空気源は減圧装置および第２の圧
力バルブを通してノズルへ連結される。減圧装置を使用して、チャンバー中で達成される
べき標的圧力を設定する。例えば、陽圧の送達を開始するために、チャンバーを閉鎖し、
注入口バルブ、圧力バルブおよび放出バルブをすべて閉鎖し、減圧装置を標的圧力へ設定
する。次いで、細菌を含む液体が圧縮空気によって霧化またはアエロゾル化され、チャン
バーの内部の植物上にノズルを通して噴霧されるように、注入口バルブおよび圧力バルブ
は協調的に開けられる。注入口バルブおよび圧力バルブ、または圧力バルブは、チャンバ
ーが標的圧力を達成するのに十分な第１の期間、および標的圧力がチャンバー中で維持さ
れるときに第２の期間で開けられる。期間が経過した後、注入口バルブおよび／または圧
力バルブを閉鎖し、放出バルブを開けてチャンバーが周囲気圧に戻ることを可能にする。
【０１１２】
　本発明の他の実施形態において、液体の流体圧力（または水圧）は、丸のままの手を加
えていない植物または丸のままの手を加えていない植物の部分が浸水されるインフィルト
レーション培地の封入された体積へ適用されることが意図される。液体流体圧力は、任意
の従来の手段（ギヤーポンプ、ベーンポンプおよびピストンポンプを含む水圧ポンプ等で
あるがこれらに限定されない）によって供給することができる。
【０１１３】
　上記の機器に加えて、本発明のシステムは、様々な他の機器、例えばバルブ（例えば逃
がしバルブ、チェックバルブ、手動バルブ、作動バルブ、ニードルバルブおよび同種のも
のに加えて前述のバルブのうちの少なくとも１つを含む組み合わせ）、フィルター（例え
ば細菌用フィルターおよび粒子用フィルターおよび同種のものに加えてその組み合わせ）
、センサー（例えば圧力、温度、流量、湿度、伝導性、気体混合物、液体レベルおよび同
種のものに加えて前述のセンサーのうちの少なくとも１つを含む組み合わせ）、温度の制
御（ヒーター、熱交換器、冷却器、ドライヤーおよび同種のもの等）、圧力の制御（コン
プレッサーおよび同種のもの等）、流れ制御（ポンプ、ファン、送風器および同種のもの
等）に加えて、前述の制御のうちの少なくとも１つを含む組み合わせ、および導管（例え
ば流体導管と電線用導管および同種のもの）に加えて前述の導管のうちの少なくとも１つ
を含む組み合わせをさらに含み得る。
【０１１４】
　上記の機器に加えて、本発明のシステムは、複数の丸のままの植物または植物部分（植
物器官または植物組織等）をある場所からチャンバーへ輸送するための手段、アグロバク
テリウム細胞と複数の丸のままの植物または植物組織の接触を促進するための手段、チャ
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ンバー中の複数の丸のままの植物または植物組織を収容するための手段、チャンバー中の
複数の丸のままの植物または植物部分（植物器官または植物組織等）を配置および再配置
するための手段、チャンバーから複数の丸のままの植物または植物部分を回収するための
手段を任意でさらに含むことができる。好ましくは、１つまたは複数の前述の手段は自動
化された電気的機械システムであり、モーターによる輸送システム、工場自動化システム
、セキュリティーシステム、プロセス制御システム、データ通信システム、データ保存シ
ステムおよびコンピューティングシステムを含むが、これらに限定されない。
【０１１５】
　本発明の一実施形態において、チャンバーは、チャンバー内の複数の丸のままの手を加
えていない植物を植物全体がアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地
と接触するように収容および配置するための手段を含む。特に、複数の植物は、その地上
部および地中部を含む植物体全体がアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーショ
ン培地中に浸水されるように配置される。この構成において、植物の地上部に加えて地中
部も含む植物全体をアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地と接触さ
せる。浸水した植物は１つまたは複数の圧力サイクルにさらされ、圧力サイクルの少なく
とも１つは大気圧と比較して増加した圧力を含み、特定の実施形態において、圧力は０．
５秒～６０秒の期間の間維持される。１つまたは複数の圧力サイクルの間に、チャンバー
は好ましくはその内部の空気がないかまたは無視できる状態で閉鎖およびシールされ、そ
の結果、封入されたインフィルトレーション培地上に圧力が適用される場合、チャンバー
はチャンバーの壁からの抵抗性に起因して加圧されるようになり、実質的に一様な圧力が
浸水した植物を含むチャンバーの全体にわたって伝達される。この構成において、浸水し
た植物に作用する圧力は、システムへ適用されたものと実質的に同じである。
【０１１６】
　本発明の別の実施形態において、チャンバーは、チャンバー内の複数の丸のままの手を
加えていない植物を植物の一部分のみがアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレー
ション培地と接触するように収容および配置するための手段を含む。特に、複数の植物は
、植物の地上部のすべてまたは部分がアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーシ
ョン培地中に浸水されるが、植物の地中部（特に植物の根）がインフィルトレーション培
地中に浸水されないように配置される。この構成において、植物の地上部に加えて地中部
を含む植物全体は１つまたは複数の圧力サイクルにさらされ、圧力サイクルの少なくとも
１つは大気圧と比較して増加した圧力を含み、特定の実施形態において、圧力は０．５秒
～６０秒の期間の間維持される。
【０１１７】
　図５は本発明のかかる実施形態の一例を示す。システム１０は蓋１２を有するチャンバ
ー１１を含む。蓋１２によりチャンバー１１はシーリングで閉鎖することができる。図５
中に示されるように、この実施例において、丸のままの手を加えていない植物１３は、植
物の地上部を液体中に完全に浸漬してチャンバーの内部に上下逆さまで提供される。シス
テム１０は導管１５を通してチャンバー１１と連結する液体タンク１４も含む。液体タン
ク１４はピストン１７と連結したプランジャーロッド１６を含む。ピストン１７が下方へ
移動される場合、液体タンク１４からの液体は導管１５を通してチャンバー１１の中へ圧
迫されるだろう。植物の葉が浸漬され大気圧と関連する圧力にさらされるように、チャン
バー１１中の液体レベルおよびさらに圧力が上昇される。
【０１１８】
　本発明のさらに他の実施形態において、複数の植物は、植物の地上部のすべてまたは部
分がアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に浸水され、１つまた
は複数の圧力サイクルにさらされ、圧力サイクルの少なくとも１つは大気圧と比較して増
加した圧力を含み、特定の実施形態において、圧力は０．５秒～６０秒の期間の間維持さ
れるように、チャンバー中に配置される。この構成において、植物の地中部（特に植物根
）は、それらがアグロバクテリウム細胞を含むインフィルトレーション培地中に浸水され
ず、１つまたは複数の圧力サイクルの間に適用される圧力にさらされないようにチャンバ
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ーの外部に配置される。１つまたは複数の圧力サイクルの間に、チャンバーは好ましくは
その内部の空気がないかまたは無視できる状態で閉鎖およびシールされ、その結果、封入
されたインフィルトレーション培地に圧力が適用される場合、チャンバーはチャンバーの
壁からの抵抗性に起因して加圧されるようになり、実質的に一様な圧力が浸水した植物の
地上部を含むチャンバーの全体にわたって伝達される。この構成において、浸水した植物
に作用する圧力は、システムへ適用されたものと実質的に同じである。
【０１１９】
　チャンバーの内部に丸のままの手を加えていない植物の地上部を収容するが地中部をチ
ャンバーの外側に配置するために、チャンバーの１つの側面（典型的には上部）は、挿入
または除去の間の植物の地上部の通過を可能にするために１つまたは複数の開口部を含み
得る。開口部の寸法は、丸のままの手を加えていない植物の部分が開口部において存在す
るので可変的である。開口部は、開口部の可変的な寸法にもかかわらず開口部を閉鎖する
ことができるように弾性シールにより裏打ちされる。シールの弾性は、植物部分を機械的
障害から保護することを支援することができる。典型的には、シールの弾性に起因して主
要茎の周囲でシールが形成されるように、丸のまま手を加えていない植物を配置する。弾
性シールは互いに向けて対抗して摺動するように構成され、一時的な気密接合または防水
接合を効果的に形成するように開口部を閉鎖することができる。圧力サイクルの間に、植
物のインフィルトレーション培地および地上部が弾性シールによって封入されているが、
チャンバーは一時的に加圧することができる。
【０１２０】
　かかる実施形態の一例は図６中に示される。図６はチャンバー２０の概略的横断面図で
ある。チャンバー２０はヒンジ２３を用いて互いと連結される２つの壁部分２１、２２を
有する。図６中の左側図面は開放状態におけるチャンバー２０を示す。２つの壁部分２１
、２２の自由端部で可膨張式シール２４が提供される。図６の右図面は、チャンバーが緊
密にシールされるように膨張した２つのシール２４による閉鎖状態におけるチャンバー２
０を示す。
【０１２１】
　図７はチャンバー２６の斜視概略図を示す。左側図面において示されるチャンバー２６
は、互いから間を置いて配置されている２つの可膨張式シール２４による開放状態におけ
るものである。シールは各々蓋部２５の縁部で提供される。蓋部２５は、例えば摺動する
様式で互いに向けておよび互いから離れて移動可能である。一旦植物が部分的に挿入され
れば（図７中で上部右図面を参照）、２つの蓋部２５は植物の茎の周囲で閉鎖され、シー
ル２４はチャンバー２６を緊密にシールするために膨張される。
【０１２２】
　移動可能な蓋部および長手方向のシール２４により示された配置が単に例示的な実施形
態であり、他の立体配置が本発明によって包含されることは当業者によって理解される。
例えば、チャンバー２６は、円筒状または管状の形態を有する代わりに、植物の部分の収
容のために円形開口部を備えた球状形態を有することができる。円形開口部の縁部に沿っ
て、植物の茎の周囲でチャンバーの全体の開口部を閉鎖するような程度に膨張可能な単一
の環状シールが提供され得る（気密シールまたは防水シールを提供する等）。
【０１２３】
　特定の実施形態において、発明は弾性の空気圧シールまたは水圧シールを提供し、そこ
で各々のシールは、圧縮した空気もしくは不活性ガスまたは膨張圧力下の水圧流体が導入
される空洞を含む。膨張圧力により、シールと丸のまま手を加えていない植物の部分との
間に存在するギャップの中へそのままでは脱気したシールを柔軟に拡張させ、一時的な気
密接合または防水接合を効果的に形成する。１つの特定の立体配置において、少なくとも
２つの対抗するシールが１つまたは複数の丸のまま手を加えていない植物の主要茎が配置
される開口部を裏打ちする。膨張に際して、対抗するシールは互いを押し出してそれらの
間の植物の主要茎（複数可）をトラップするまでそれらの間の空間の中へ拡張して、一時
的な気密接合または防水接合を形成する。一旦シール膨張圧力が除去されれば、シールは
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脱気した位置に戻り、チャンバーの内部の圧力を効果的に逃がす。一実施形態において、
弾性シールへの膨張圧力の適用およびチャンバー中のインフィルトレーション培地への水
圧の適用は順番に行えることが意図される。好ましくは、弾性シールへの膨張圧力の適用
は水圧の適用に先立ち、その結果チャンバーが加圧されるようになる前に接合が形成され
る。
【０１２４】
　いくつかの適用において、水圧（液体）手段が適用されていてもよいが、一般的には圧
縮空気は膨張媒体として利用される。可膨張式シールは３つの異なる面（半径方向の内側
、半径方向の外側、および軸方向）において多目的な立体配置を提供する。歯止めの形態
のシールは、閉鎖端部、司教帽状端部および連続的なループを形成することができる。空
気圧シールまたは水圧シールは、シリコーン、ブタジエンスチレン（ＳＢＲ）、クロロプ
レン（ネオプレン）、エチレンプロピレン（ＥＰＤＭ）およびフッ素化炭化水素（Ｖｉｔ
ｏｎ（登録商標））を含むエラストマーの種類から作製することができる。
【０１２５】
　当業者は、広範囲の電気部品（ハードウェア、ソフトウェア、ファームウェアまたは実
質的にはその任意の組み合わせ等）；および機械的力または機械的運動を与え得る広い範
囲のコンポーネント（剛体、バネもしくはねじれ物体および水力学ならびに電気磁気的に
作動する装置またはその任意の組み合わせ）を有する、様々なタイプの電気機械的システ
ムによって、本明細書において記載された様々な実施形態を個別におよび／またはまとめ
て実施できることを認識するだろう。したがって、本明細書において使用される時「電気
機械システム」は、トランスデューサーと作動可能にカップルした電気回路（例えばアク
チュエーター、モーターと圧電性結晶など）、少なくとも１つの個別の電気回路を有する
電気回路、少なくとも１つの集積回路を有する電気回路、少なくとも１つの特定用途向け
集積回路を有する電気回路、コンピュータープログラムによって構成された汎用計算装置
を形成する電気回路（例えばプロセスを少なくとも部分的に実行するコンピュータープロ
グラムによって構成された汎用コンピューターおよび／または本明細書において記載され
る装置、またはプロセスを少なくとも部分的に実行するコンピュータープログラムによっ
て構成されたマイクロプロセッサーおよび／または本明細書において記載される装置）メ
モリー装置を形成する電気回路（例えばランダムアクセスメモリの形態）、コミュニケー
ション装置を形成する電気回路（例えばモデム、コミュニケーションスイッチまたは光学
電気機器）、およびその任意の非電気式類似物（光学的または他の類似物等）を含むがこ
れらに限定されない。
【０１２６】
　様々な実施形態において、対象となる遺伝子（複数可）（特に対象となる異種遺伝子（
複数可））を備えた発現コンストラクトを保有するアグロバクテリウムの細胞を使用して
、植物または植物部分の細胞および／または細胞外空間中の一過性の発現のために、丸の
ままの手を加えていない植物もしくは植物部分（植物器官または植物組織等）への遺伝子
（複数可）を送達する。一般的に、好適な発現コンストラクトは少なくとも１つのＴ－Ｄ
ＮＡ境界配列、発現調節配列（例えば誘導可能または構成的であり得るプロモーター、活
性が組織特異的であるかまたは組織バイアスがかかるプロモーター）、および発現調節配
列へ作動可能に連結された対象となる遺伝子を含む。特定の実施形態において、発現コン
ストラクトは、好適なプロモーターおよびさらなる発現調節配列の制御下で選択可能な標
識遺伝子をさらに含む。特定の実施形態において、発現コンストラクトは、１つまたは複
数の複製起点（アグロバクテリウム種において発現コンストラクトを含むベクターを複製
するのに好適な少なくとも１つの複製起点）を含むベクターの一部である。
【０１２７】
　本発明において使用することができるアグロバクテリウム種は、アグロバクテリウム・
ツメファシエンス（ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）、アグロバクテリウム・リゾゲネス（ｒｈ
ｉｚｏｇｅｎｅｓ）、アグロバクテリウム・ラジオバクター（ｒａｄｉｏｂａｃｔｅｒ）
、アグロバクテリウム・ルビ（ｒｕｂｉ）、アグロバクテリウム・ビティス（ｖｉｔｉｓ
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）を含み、これらに限定されないが、特にアグロバクテリウム・ツメファシエンスおよび
アグロバクテリウム・リゾゲネスである。一実施形態において、少なくとも１つのアグロ
バクテリウム株はアグロバクテリウム・ツメファシエンスを含む。使用するアグロバクテ
リウム種は野生型（例えば病原性）または安全化株であり得る。アグロバクテリウムの好
適な株は、野生型株（例えばアグロバクテリウム・ツメファシエンス等）または１つまた
は複数の遺伝子が突然変異して形質転換効率を増加させた株（例えば突然変異体またはキ
メラのｖｉｒＡ遺伝子もしくはｖｉｒＧ遺伝子の存在に起因してｖｉｒ遺伝子発現および
／またはその誘導が改変されたアグロバクテリウム株等（例えばＣｈｅｎ　ａｎｄ　Ｗｉ
ｎａｎｓ，１９９１，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１７３：１１３９－１１４４；およびＳ
ｃｈｅｅｒｅｎ－Ｇｒｏｏｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１７
６：６４１８－６２４６）、多重コピーのプラスミドと好ましくは連結されたｐＴｉＢｏ
５４２に由来するスーパーｖｉｒＧ遺伝子等の余剰のｖｉｒＧ遺伝子コピーを含むアグロ
バクテリウム株（例えば米国特許第６，４８３，０１３号における記載されるような））
を含む。他の好適な株は、Ａ．ツメファシエンスＣ５８Ｃ１（Ｖａｎ　Ｌａｒｅｂｅｋｅ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　２５２：１６９－１７０（１９７４））、Ａ１３６（Ｗ
ａｔｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ　１２３：２５５－２６４（１９７
５））；ＬＢＡ４０１　１（Ｋｌａｐｗｉｊｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ
　１４１：１２８－１３６（１９８０））、ＬＢＡ４４０４（Ｈｏｅｋｅｍａ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３０３：１７９－１８０（１９８３））；ＥＨＡ１０１（Ｈｏｏｄ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃ．１６８：１２９１－１３０１（１９８６））；ＥＨＡ１０
５（Ｈｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒａｎｓ　Ｒｅｓ．２：２０８－２１８（１９９３））
；ＡＧＬ１（Ｌａｚｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２：９６３－９
６７（１９９１））；Ａ２８１（Ｈｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ．，ｓｕｐｒａ（１９８６））を
含むが、これらに限定されない。
【０１２８】
　複数のアグロバクテリウム株（各々は異なる遺伝子を発現する）を使用して、個々のタ
ンパク質またはヘテロ多量体タンパク質を産生するかまたは対象となるペプチドまたはタ
ンパク質の収率を促進することができる。発現することができる異なる遺伝子の非限定的
例はウイルス起源のサイレンシング抑制因子をコードする遺伝子である。あるいはまたは
加えて、単一のアグロバクテリウム株は、異なる対象となる遺伝子（特に対象となる異種
遺伝子）を含む複数の配列を含むことができる。異なる遺伝子は単一の核酸分子（例えば
単一のベクター）内に含まれるかまたは異なるベクター中で提供されてもよい。
【０１２９】
　本発明の方法は、以下のものを含むが、これらに限定されない植物の多くの種のアグロ
バクテリウムインフィルトレーションおよび一過性の発現に使用することができる。タバ
コ（ニコチアナ属の種）、レタス、アルファルファ、緑豆、ほうれん草、タンポポ、ラデ
ィッキョ、ルッコラ、エンダイブ、キクヂシャ、チコリー、アーティチョーク、トウモロ
コシ、じゃがいも、コメ、ダイズ、綿、小穀物類、小麦、大麦、ソルガム、サトウダイコ
ン、キャノーラ、アブラナ科（例えばアブラナ、シロイヌナズナ）、ウキクサ、およびト
マト。好適な植物器官または組織は一般的に植物の任意の部分になりえる。１つの好まし
い態様において、植物組織は葉組織である。一態様において、植物組織は少なくとも１つ
の次元において少なくとも約７～８ｃｍの葉を含む植物からの葉組織である。
【０１３０】
　様々な実施形態において、細胞が異種タンパク質を消化するプロテアーゼを検出不能ま
たは低レベルで含む植物種、品種またはさらに植物器官（少なくともおよそタンパク質が
植物組織から単離される時間までに、異種タンパク質を発現する核酸の導入からの期間の
間に植物において発現された異種タンパク質の例えば約５％未満、約１％未満、約０．１
％未満が消化される）が選択される。プロテアーゼレベルは、異種タンパク質発現のウエ
スタンブロット分析を含む当該技術分野においてルーチンの方法の使用でアッセイするこ
とができる。
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【０１３１】
　ニコチアナ属の例示的な種は、ニコチアナ・アフリカナ（ａｆｒｉｃａｎａ）、ニコチ
アナ・アムプレキシカウリス（ａｍｐｌｅｘｉｃａｕｌｉｓ）、ニコチアナ・アレントシ
（ａｒｅｎｔｓｉｉ）、ニコチアナ・ベンサミアナ（ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）、ニコチ
アナ・ビゲロビ（ｂｉｇｅｌｏｖｉｉ）、ニコチアナ・コリンボサ（ｃｏｒｙｍｂｏｓａ
）、ニコチアナ・デブネイ（ｄｅｂｎｅｙｉ）、ニコチアナ・エクセルシオル（ｅｘｃｅ
ｌｓｉｏｒ）、ニコチアナ・エキシグア（ｅｘｉｇｕａ）、ニコチアナ・グルチノサ（ｇ
ｌｕｔｉｎｏｓａ）、ニコチアナ・グッドスピーディ（ｇｏｏｄｓｐｅｅｄｉｉ）、ニコ
チアナ・ゴセイ（ｇｏｓｓｅｉ）、ニコチアナ・ヘスペリス（ｈｅｓｐｅｒｉｓ）、ニコ
チアナ・イングルバ（ｉｎｇｕｌｂａ）、ニコチアナ・ナイチアナ（ｋｎｉｇｈｔｉａｎ
ａ）、ニコチアナ・マリチマ（ｍａｒｉｔｉｍａ）、ニコチアナ・メガロシホン（ｍｅｇ
ａｌｏｓｉｐｈｏｎ）、ニコチアナ・ミエルシ（ｍｉｅｒｓｉｉ）、ニコチアナ・ネソフ
ィラ（ｎｅｓｏｐｈｉｌａ）、ニコチアナ・ノクチフロラ（ｎｏｃｔｉｆｌｏｒａ）、ニ
コチアナ・ヌジカウリス（ｎｕｄｉｃａｕｌｉｓ）、ニコチアナ・オトホラ（ｏｔｏｐｈ
ｏｒａ）、ニコチアナ・パルメリ（ｐａｌｍｅｒｉ）、ニコチアナ・パニクラタ（ｐａｎ
ｉｃｕｌａｔａ）、ニコチアナ・ペツニオイデス（ｐｅｔｕｎｉｏｉｄｅｓ）、ニコチア
ナ・プルムバギニフォリア（ｐｌｕｍｂａｇｉｎｉｆｏｌｉａ）、ニコチアナ・レパンダ
（ｒｅｐａｎｄａ）、ニコチアナ・ロスラタ（ｒｏｓｕｌａｔａ）、ニコチアナ・ロツン
ジホリア（ｒｏｔｕｎｄｉｆｏｌｉａ）、ニコチアナ・ルスチカ（ｒｕｓｔｉｃａ）、ニ
コチアナ・セトケリ（ｓｅｔｃｈｅｌｌｉ）、ニコチアナ・ストクトニ（ｓｔｏｃｋｔｏ
ｎｉｉ）、ニコチアナ・エアスチイ（ｅａｓｔｉｉ）、ニコチアナ・スアベオレンス（ｓ
ｕａｖｅｏｌｅｎｓ）またはニコチアナ・トリゴノフィラ（ｔｒｉｇｏｎｏｐｈｙｌｌａ
）を含むが、これらに限定されない。望ましくは、第１のタバコ植物は、ニコチアナ・ア
ムプレキシカウリス、ニコチアナ・ベンサミアナ、ニコチアナ・ビゲロビ、ニコチアナ・
デブネイ、ニコチアナ・エクセルシオル、ニコチアナ・グルチノサ、ニコチアナ・グッド
スピーディ、ニコチアナ・ゴセイ、ニコチアナ・ヘスペリス、ニコチアナ・ナイチアナ、
ニコチアナ・マリチマ、ニコチアナ・メガロシホン、ニコチアナ・ヌジカウリス、ニコチ
アナ・パニクラタ、ニコチアナ・プルムバギニフォリア、ニコチアナ・レパンダ、ニコチ
アナ・ルスチカ、ニコチアナ・スアベオレンスまたはニコチアナ・トリゴノフィラである
。
【０１３２】
　ニコチアナ・タバカムの例示的な品種は、商業品種（ＤＡＣ　Ｍａｔａ　Ｆｉｎａ、Ｐ
Ｏ２、ＢＹ－６４、ＡＳ４４、ＲＧ１７、ＲＧ８、ＨＢ０４Ｐ、Ｂａｓｍａ　Ｘａｎｔｈ
ｉ　ＢＸ　２Ａ、Ｃｏｋｅｒ３１９、Ｈｉｃｋｓ、ＭｃＮａｉｒ、９４４（ＭＮ９４４）
、Ｂｕｒｌｅｙ２１、Ｋ１４９、Ｙａｋａ　ＪＢ　１２５／３、Ｋａｓｔｕｒｉ　Ｍａｗ
ａｒ、ＮＣ２９７、Ｃｏｋｅｒ３７１　Ｇｏｌｄ、Ｗｉｓｌｉｃａ、Ｓｉｍｍａｂａ、Ｔ
ｕｒｋｉｓｈ　Ｓａｍｓｕｎ、ＡＡ３７－１、Ｂ１３Ｐ、ＢＵ２１×Ｈｏｊａ　Ｐａｒａ
ｄｏの交配からのＦ４、９７系統、Ｓａｍｓｕｎ、ＰＯ１ＢＵ６４、ＣＣ１０１、ＣＣ２
００、ＣＣ２７、ＣＣ３０１、ＣＣ４００、ＣＣ５００、ＣＣ６００、ＣＣ７００、ＣＣ
８００、ＣＣ９００、Ｃｏｋｅｒ１７６、Ｃｏｋｅｒ３１９、Ｃｏｋｅｒ３７１　Ｇｏｌ
ｄ、Ｃｏｋｅｒ４８、ＣＵ２６３、ＤＦ９１１、Ｇａｌｐａｏタバコ、ＧＬ２６Ｈ、ＧＬ
３５０、ＧＬ７３７、ＧＬ９３９、ＧＬ９７３、ＨＢ０４Ｐ、Ｋ１４９、Ｋ３２６、Ｋ３
４６、Ｋ３５８、Ｋ３９４、Ｋ３９９、Ｋ７３０、ＫＴ２００、ＫＹ１０、ＫＹ１４、Ｋ
Ｙ１６０、ＫＹ１７、ＫＹ１７１、ＫＹ９０７、ＫＹ１６０、Ｌｉｔｔｌｅ　Ｃｒｉｔｔ
ｅｎｄｅｎ、ＭｃＮａｉｒ３７３、ＭｃＮａｉｒ９４４、ｍｓＫＹ　１４×Ｌ８、Ｎａｒ
ｒｏｗ　Ｌｅａｆ　Ｍａｄｏｌｅ、ＮＣ１００、ＮＣ１０２、ＮＣ２０００、ＮＣ２９１
、ＮＣ２９７、ＮＣ２９９、ＮＣ３、ＮＣ４、ＮＣ５、ＮＣ６、ＮＣ６０６、ＮＣ７１、
ＮＣ７２、ＮＣ８１０、ＮＣ　ＢＨ１２９、ＯＸＦＯＲＤ２０７、「Ｐｅｒｉｑｕｅ」タ
バコ、ＰＶＨ０３、ＰＶＨ０９、ＰＶＨ１９、ＰＶＨ５０、ＰＶＨ５１、Ｒ６１０、Ｒ６
３０、Ｒ７－１１、Ｒ７－１２、ＲＧ１７、ＲＧ８１、ＲＧＨ４、ＲＧＨ５１、ＲＧＨ４
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、ＲＧＨ５１、ＲＳ１４１０、ＳＰ１６８、ＳＰ１７２、ＳＰ１７９、ＳＰ２１０、ＳＰ
２２０、ＳＰＧ－２８、ＳＰＧ－７０、ＳＰＨ２０、ＳＰＮＦ３、ＴＮ８６、ＴＮ９０、
ＴＮ９７、ＴＮＤ９４、ＴＮＤ９５０、ＴＲ（Ｔｏｍ　Ｒｏｓｓｏｎ）Ｍａｄｏｌｅ、Ｖ
Ａ３０９、ＶＡ３０９またはＶＡ３５９等）を含む。
【０１３３】
　任意のステージのタバコ植物を使用することができ、特にタバコ植物は、ステージ６、
７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４または１５である。本発明の特定の実施形態
において、ステージ８、９または１０での植物は使用され、そこで植物は約６．５ｃｍ～
約１６．５ｃｍの間の平均長を有する。ステージ１０で植物は５～６週齢であり、高さは
約１５ｃｍであり、よく伸長した葉および最大１つの開いた花を持つ。
【０１３４】
　２００９年２月のＣＯＲＥＳＴＡガイドＮ°７、「Ａ　Ｓｃａｌｅ　Ｆｏｒ　Ｃｏｄｉ
ｎｇ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｓｔａｇｅｓ　Ｉｎ　Ｔｏｂａｃｃｏ　Ｃｒｏｐｓ」、Ｔａｓｋ　
Ｆｏｒｃｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｓｔａｇｅｓ　ａｎｄ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋ
ｅｙｓ　ｆｏｒ　Ｔｏｂａｃｃｏ、ｐｐ．１－１５、Ｃｅｎｔｒｅ　ｄｅ　Ｃｏ－ｏｐｅ
ｒａｔｉｏｎ　ｐｏｕｒ　ｌｅｓ　Ｒｅｃｈｅｒｃｈｅｓ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｑｕｅｓ
　ａｕ　Ｔａｂａｃ．（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｏｒｅｓｔａ．ｏｒｇ／Ｇｕｉｄｅｓ
／Ｇｕｉｄｅ－Ｎｏ７－Ｇｒｏｗｔｈ－Ｓｔａｇｅｓ＿Ｆｅｂ０９．ｐｄｆ）中で１～９
のスケールにわたるタバコにおける重要な成長段階を同定する代替システムが開示される
。ＣＯＲＥＳＴＡシステムによれば、成長段階２～８における植物、しかし特に成長段階
３～５における植物を使用することができる。
【０１３５】
　大きな葉表面面積を備えたタバコ植物が好ましい。本発明の方法において既に成長した
植物を使用できるか、または植物組織の源として使用できることが、本発明の特有の利点
である。
【０１３６】
　本発明は、成長した商業的に入手可能な植物、特にタバコにおけるタンパク質産生を利
用することを可能にするシステムおよび方法を提供し、短期間で治療用使用または予防的
使用のために必要な量の組換え異種ペプチドまたはタンパク質を調達するという問題に対
する新規の解決策を提供する。
【０１３７】
　本発明の一態様において、方法は丸のままの植物または植物部分（植物組織等）の中へ
対象となる異種ペプチドもしくはタンパク質または生物学的に活性のあるその断片をコー
ドする配列を含む発現コンストラクトを導入すること、および植物または植物部分におい
てタンパク質を一過性に発現することを含む。コード配列は、植物または植物部分の細胞
および／または細胞外空間においてコード配列の転写を駆動することができる発現制御配
列へ作動可能に連結される。好ましくは、発現コンストラクトは、大きな腫瘍を誘導する
Ｔ－ＤＮＡ（「Ｔｉ」）プラスミドからの少なくとも１つのＴ境界配列を含む。さらに、
好ましくは、発現コンストラクトは、少なくともアグロバクテリウム種（アグロバクテリ
ウム・ツメファシエンス）の細胞において複製できるベクター内に含まれる。一態様にお
いて、丸のままの植物または植物部分は既に成長した植物からの葉組織を含む。
【０１３８】
　好ましくは、植物（例えばニコチアナ・タバカム）は比較的大きな葉（例えば少なくと
も１つの次元において約７～８ｃｍ以上）を含む。
【０１３９】
　発現コンストラクトは発現ベクターの一部であり得、細菌の複製起点（アグロバクテリ
ウムおよび／または大腸菌の複製起点等）の追加の所望される配列、細菌（アグロバクテ
リウム等）および／または植物細胞において機能するレポーター遺伝子（例えばＧＵＳ、
ＧＦＰ、ＥＧＦＰ、ＢＦＰ、ガラクトシダーゼおよびその修飾形態）ならびに選択可能な
マーカー遺伝子（例えば抗生物質耐性遺伝子および同種のもの）を含むことができる。こ
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の目的のために、本発明の方法において使用される外来のＤＮＡはマーカー遺伝子も含む
ことができ、その発現は初期のクローニングステージの間に非形質転換細胞からの形質転
換細胞の分離を可能にする。かかるマーカー遺伝子は一般的に形質転換細胞と非形質転換
細胞を表現型により区別することを可能にするタンパク質をコードする。しかしながら、
発現コンストラクト／ベクターが導入される植物組織からの異種ペプチドまたはタンパク
質の単離にマーカー遺伝子が必要とされないことは、本発明に記載の一過性のタンパク質
産生方法の利点である。
【０１４０】
　発現コンストラクトは、ＰＶＸのｐ２５タンパク質、タバコエッチウイルスのＰ１－Ｈ
ｃＰｒｏタンパク質およびトマトブッシースタントウイルスのｐ１９タンパク質を含み、
これらに限定されない、サイレンシング抑制因子（特にウイルスサイレンシング抑制因子
）によりさらに相補することができる。
【０１４１】
　本明細書において使用される時、一過性の発現のレベルは、１ｋｇの植物組織質量あた
り少なくとも約２５０マイクログラム、少なくとも約５００マイクログラム、少なくとも
約７５０マイクログラム、少なくとも約１ｍｇ、少なくとも約２ｍｇ、少なくとも約３ｍ
ｇ、少なくとも約４ｍｇ、少なくとも約５ｍｇ、少なくとも約１０ｍｇ、少なくとも約１
５ｍｇ、少なくとも約２５ｍｇ、少なくとも約５０ｍｇ、少なくとも約７５ｍｇ、少なく
とも約１００ｍｇ、少なくとも約１５０ｍｇ、少なくとも約２００ｍｇ、少なくとも約５
００ｍｇ、少なくとも約１０００ｍｇ、少なくとも約１．５ｇ、少なくとも約２ｇ、少な
くとも約２．５ｇ、少なくとも約５ｇ、少なくとも約７．５ｇ、少なくとも約１０ｇ、少
なくとも約１５ｇ、または少なくとも約２０ｇを発現する能力を指す。本明細書において
使用される時「一過性」は、好適な植物組織からタンパク質の単離を可能にするのに十分
に長い一定の期間を指す。好ましくは、タンパク質発現は、植物組織の中への発現コンス
トラクトの導入後に、少なくとも約１日、少なくとも約２日、少なくとも約３日、少なく
とも約４日、少なくとも約５日、少なくとも約６日、少なくとも約７日、少なくとも約８
日、少なくとも約９日、少なくとも約１０日、少なくとも約１１日、少なくとも約１２日
、少なくとも約１３日、少なくとも約１４日、または少なくとも約１５日内に好適な高い
レベルである。一態様において、好適な高いレベルは、植物組織の中への発現コンストラ
クトの導入後に、３～７日または５～１０日内およびより好ましくは３～５日または５～
７日内に得られる。
【０１４２】
　本発明の方法によって産生された組換えタンパク質は、これらの産物がヒトへの直接的
な摂取、注入または適用（例えば局所投与）のために使用されるので、医薬品として使用
することができ、栄養補助食品および薬用化粧品としての有用性のために発現させること
ができる。同様に規制された動物用産物の産生において有用である組換えタンパク質も発
現され得る。産生され得る例示的なタンパク質は、増殖因子、受容体、リガンド、シグナ
ル伝達分子；キナーゼ、酵素、ホルモン、腫瘍抑制因子、血液凝固タンパク質、細胞周期
タンパク質、代謝タンパク質、神経タンパク質、心臓タンパク質、特定の疾患状態で欠損
したタンパク質、抗体、抗原、疾患への抵抗性を提供するタンパク質、抗微生物タンパク
質、インターフェロンおよびサイトカインを含むが、これらに限定されない。
【０１４３】
　一態様において、配列をコードする抗原は防御免疫反応の誘導のために配列を含む（例
えばワクチン配合におけるように）。かかる好適な抗原は、微生物抗原（ウイルス抗原、
細菌抗原、真菌抗原、寄生虫抗原および同種のものを含む）；多細胞生物からの抗原（多
細胞の寄生動物等）；アレルゲン；およびヒトまたは動物の病理学と関連する抗原（例え
ば癌、自己免疫疾患および同種のもの等）を含むが、これらに限定されない。１つの好ま
しい態様において、ウイルス抗原は、ＨＩＶ抗原；インフルエンザへの防御免疫反応を付
与するための抗原；ロタウイルス抗原；炭疽菌抗原；狂犬病抗原；および同種のものを含
むが、これらに限定されない。ワクチン抗原は、例えば発現コンストラクト中で繰り返さ



(28) JP 5995327 B2 2016.9.21

10

20

30

40

50

れ、任意で１つまたは複数のリンカー配列によって分離される、異なるかまたは同じ抗原
コード配列を含む、多価ペプチドまたはポリペプチドとしてコードされ得る。
【０１４４】
　本発明の方法を使用して、化学物質合成または工業プロセスのための酵素経路を再現す
るために１つまたは複数の遺伝子を発現することができる。
【０１４５】
　本発明は、以下の非限定的な図、表および実施例への参照によってさらに記載される。
【図面の簡単な説明】
【０１４６】
【図１】圧力チャンバーを含む過剰圧力システムのセットアップの概略図を示した図であ
る。Ｖ１、Ｖ２、Ｖ３：バルブ；Ｍ１：水銀圧力計；Ｓ１：サイレンサー。
【図２】蛍光応答値（ＰＭＦ０１５）についての実際の範囲にわたる２Ｄ等高線図を示し
た図である。
【図３】蛍光応答値（ＰＭＦ１３２）についての実際の範囲にわたる２Ｄ等高線図を示し
た図である。
【図４】蛍光応答値（ＰＭＦ２０４）についての実際の範囲にわたる２Ｄ等高線図を示し
た図である。
【図５】圧力下で丸のままの手を加えていない植物の中へアグロバクテリウム細菌をイン
フィルトレーションするためのシステムの概略図を示した図である。
【図６】チャンバー２０の概略的横断面図を示した図である。
【図７】チャンバー２６の斜視概略図を示した図である。
【０１４７】
〔表１〕　アグロバクテリウム接種物の調製内に使用される、組成物Ａ９１（蛍光タンパ
ク質ＴｕｒｂｏＧＦＰの遺伝子を保有するＡＧＬ１株）およびＡ１７（ｐ１９サイレンシ
ング抑制因子の遺伝子を保有するＡＧＬ１株）に関する実験的な情報を示した表である。
〔表２〕　アグロバクテリウム接種物の調製内に使用される、組成物Ａ９１（蛍光タンパ
ク質ＴｕｒｂｏＧＦＰの遺伝子を保有するＡＧＬ１株）およびＡ１７（ｐ１９サイレンシ
ング抑制因子の遺伝子を保有するＡＧＬ１株）に関する実験的な情報を示した表である。
〔表３〕　インフィルトレーション実験内で使用されるパラメータによる６つの異なる条
件を示した表である。
〔表４〕　さらなるインフィルトレーション実験内で使用されるパラメータによる９つの
異なる条件を示した表である。
〔表５〕　植物抽出物（ＴｕｒｂｏＧＦＰを発現しないＡ１７のみによりインフィルトレ
ーションしたＮ．ｂ．葉サンプルからのモック抽出物）におけるＴｕｒｂｏＧＦＰ対照タ
ンパク質（ｒＴｕｒｂｏ　ＧＦＰ、Ｅｖｒｏｇｅｎ　＃ＦＰ５５２）の標準的な希釈を示
した表である。
〔表６〕　ｇ凍結重量あたりのμｇ　ＧＦＰで表現されたＧＦＰ濃度に基づいた条件間の
差異の９５％の信頼区間による分析を示した表である。
〔表７〕　％ＴＳＰ（「可溶性タンパク質の合計」）で表現されたＧＦＰ濃度に基づいた
条件間の差異の９５％の信頼区間による分析を示した表である。
〔表８〕　インフィルトレーションした葉のμｇ　ＧＦＰ／ｇ凍結重量に基づいた条件間
の差異の９５％の信頼区間による分析を示した表である。
〔表９〕　１植物あたりのｍｇ　ＧＦＰに基づいた条件間の差異の９５％の信頼区間によ
る分析を示す。
〔表１０〕　ＴＳＰのパーセントにおけるＧＦＰ濃度（「可溶性タンパク質の合計」）濃
度に基づいた条件間の差異の９５％の信頼区間による分析を示した表である。
〔表１１〕　最適条件および参照における過剰圧力を比較するＡＮＯＶＡを示した表であ
る。
〔表１２〕　最適条件および参照についての個々の９５％の信頼区間による平均値を示し
た表である。
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【０１４８】
　前述の記述は以下の実施例を参照することにより、より完全に理解されるだろう。しか
しながら、かかる実施例は本発明を実施する例示的な方法であり、本発明の範囲を限定す
ることは意図しない。
【実施例】
【０１４９】
　パートＡ：Ｎ．ベンサミアナのトランスフェクションのための陽圧によるアグロ－イン
フィルトレーションの効率の真空と比較した評価
【０１５０】
　実施例１：全体的なセットアップ：
植物を、Ａ９１（蛍光タンパク質ＴｕｒｂｏＧＦＰの遺伝子を保有するＡＧＬ１アグロバ
クテリウム株）、およびＡ１７（ｐ１９サイレンシング抑制因子の遺伝子を保有するＡＧ
Ｌ１アグロバクテリウム株）の混合物からなる細菌懸濁液によりインフィルトレーション
した。
【０１５１】
　ＴｕｒｂｏＧＦＰは、コペポーダのポテリーナ・プルマータ（Ｐｏｎｔｅｌｌｉｎａ　
ｐｌｕｍａｔａ）（節足動物門；甲殻綱；アゴアシ亜綱；橈脚類）からクローン化された
緑色蛍光タンパク質ＣｏｐＧＦＰの改善されたバリアントである［Ｓｈａｇｉｎ　ＤＡ，
ｅｔ　ａｌ．，ＧＦＰ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｓ　ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓ　ｍ
ｅｔａｚｏａｎ　ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ：ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｕｎｃｔｉｏ
ｎａｌ　ｆｅａｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ．Ｍ
ｏｌ　Ｂｉｏｌ　Ｅｖｏｌ．２００４；２１（５）：８４１－５０．］。ＴｕｒｂｏＧＦ
Ｐは他の緑色蛍光タンパク質の蛍光よりも先に目視可能な明るい緑色蛍光（励起／放射、
最大＝４８２／５０２ｎｍ）を保持する。ＴｕｒｂｏＧＦＰはＥｖｒｏｇｅｎ（Ｅｖｒｏ
ｇｅｎ　Ｊｏｉｎｔ　Ｓｔｏｃｋ　Ｃｏｍｐａｎｙ；Ｍｉｋｌｕｋｈｏ－Ｍａｋｌａｙａ
　ｓｔｒ、１６／１０、１１７９９７、Ｍｏｓｃｏｗ、ロシア）から入手可能である。
【０１５２】
　インフィルトレーションした植物におけるＴｕｒｂｏＧＦＰの発現は、
１）インフィルトレーションの２日後から収穫の日の間に青色光下で、丸のままの植物ま
たは分離したインフィルトレーションした葉のイメージングによって定期的にモニタリン
グし、
２）抽出後にマイクロプレート蛍光リーダーで定量化した。
【０１５３】
　１．１バキュームインフィルトレーション：バキュームインフィルトレーションは、真
空逃がしバルブ（５ｍｍの直径）およびＶ－７１０　Ｂｕｃｈｉポンプ（３．８ｍ3／時
間）＋Ｖ－８５５レギュレーターの追加によって修飾された３０×３０×３０ｃｍの内部
寸法を備えたＬａｂｃｏｎｃｏ真空チャンバーにより実行された。適用される真空パラメ
ータは以下のとおりであった。
－大気圧から５０ｍｂａｒ絶対圧への３分間の圧力低下、
－５０ｍｂａｒでの１分間の保持時間、
－約３秒の急速な逃がし。
この実験のために、細菌懸濁液により充填された１Ｌまたは２Ｌのビーカー中での地上部
の浸漬によって、植物をひとつずつインフィルトレーションした。
【０１５４】
　１．２過剰圧力：過剰圧力セットアップを図１中で示す。植物を上部蓋と連結されたそ
の場限りのホルダーを通して１つの圧力チャンバー（体積約１０リットル）の内部に上下
逆さまで置いた。液体表面とホルダーとの間のクリアランスを最小限にするように、ホル
ダー位置を調製した。一旦蓋が閉鎖されたならば、以下の連続順序を実行して、陽圧によ
り植物およびアグロバクテリウムを処理した。
１．手動式ボールバルブＶ２およびＶ３の調整バルブを閉鎖して、Ｖ１を所望される圧縮
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空気圧力に設定した。
２．Ｖ２を１０秒間開け、タンクの内部で達成された圧力を水銀圧力計Ｍ１によってモニ
タリングした。
３．Ｖ２を閉鎖し、Ｖ３を開けてサイレンサーＳ１を通してシステムを通気することによ
ってタンクを大気圧に戻した。
４．蓋を開け、植物をホルダーから除去した。
【０１５５】
　実施例２：アグロバクテリウム接種物の調製
Ａ９１（蛍光タンパク質ＴｕｒｂｏＧＦＰの遺伝子を保有するＡＧＬ１株）およびＡ１７
（ｐ１９サイレンシング抑制因子の遺伝子を保有するＡＧＬ１株）の混合物からなる６×
濃縮接種物を調製し（表１および２）、インフィルトレーションの日まで４℃で保存した
。
表１
【表１】

表２
【表２】

【０１５６】
　濃縮接種物を、インフィルトレーションの開始～１時間前に室温（～２０℃）で、イン
フィルトレーション溶液（５ｍＭ　ＭＥＳ、１０ｍＭ　ＭｇＣｌ2、ｐＨ５．６）中で１
×の最終的な濃度に希釈した。１×の最終的な濃度は、Ａ９１およびＡ１７の１：１比で
０．３の最終的なＯＤ６００ｎｍに対応する。
【０１５７】
　第２の実験については、１％（ｖ／ｖ）トリトンＸ－１００のストック溶液をインフィ
ルトレーション溶液中で調製し、指定されたときに、１：１００希釈でインフィルトレー
ションタンク中の接種物に加えて０．０１％（ｖ／ｖ）トリトンＸ－１００の最終的な濃
度を達成する。
【０１５８】
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　実施例３：バイオマス産生
ニコチアナ・ベンサミアナ、アクセッションＭＩＭの植物を、２０時間の光、２６℃／２
０℃の昼／夜の温度および７０％／５０％の昼／夜の相対湿度により温室中で成長させた
。自然光が２００Ｗ／ｍ２未満である場合（２０時間の光）、約１００μｍｏｌ／ｍ2／
ｓのＰＡＲを与える１５０００または２００００のルクス照明装置により２時００分～２
２時００の間に、人工照明を自動的に作動させる。植物をロックウールブロック（Ｇｒｏ
ｄａｎ　Ｄｅｌｔａ　Ｇｒｏｗ　Ｂｌｏｃｋｓサイズ６．５）において成長させた。地下
灌水による灌水同時施肥を、３０分間２５ｍｍの水で２日ごとに適用した。施肥は、２．
５　ｍＳ／ｃｍのＥＣおよび５．８のｐＨに調節された。
【０１５９】
　実施例４：インフィルトレーションパラメータ
インフィルトレーション実験において、６つの異なる条件を比較した。使用するパラメー
タは表３中で報告される。
表３

【表３】

【０１６０】
　第２のインフィルトレーション実験において、９つの異なる条件を比較した。使用する
パラメータは表４中で報告される。
表４
【表４】

【０１６１】
　インフィルトレーション連続順序を開始する直前に植物を重量測定した。インフィルト
レーションの終了時に、植物をチャンバーから取り出し、「ドリッピングラック」中で上
下逆さまに保持した。重量の測定値を通気工程の完了の２分および１０分後にそれぞれと
った。これらの２つの測定の間に、最後の計量の終了時に回収領域において植物を配置な
がら植物をラック中に上下逆さまで再び置いた。インフィルトレーション前後の重さの差
異は、植物においてインフィルトレーションした接種物の体積の指標として使用すること
ができる。
【０１６２】
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　実施例５：回収およびインキュベーションの条件
インフィルトレーション後に、植物を収穫までＳ２コンパートメント中の温室ベンチに置
いた。必要な場合にドリップ灌水システムを使用して水および肥料を植物に与えた。環境
条件（回収およびインキュベーション相の間に使用される施肥、光サイクルおよび温度等
）は、植物の成長のために使用されるものと同じであった（上記参照）。ｔｕｒｂｏＧＦ
Ｐ発現に影響を与えないことが以前に示されているので、植物の暗所インキュベーション
はなかった。
【０１６３】
　実施例６：蛍光イメージングのためのセットアップ
ｔｕｒｂｏＧＦＰの一過性の発現は、インフィルトレーションの５日または６日後に青色
光下での植物の撮影によってモニタリングした。ｔｕｒｂｏＧＦＰ（４８２ｎｍで最大励
起）の励起の範囲内の光を放射するダークリーダーランプ（ＨＬ３２Ｔ　Ｈａｎｄ　Ｌａ
ｍｐ、Ｃｌａｒｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、ＵＳＡ）を使用した。ランプ
製造者によって提供されたアンバーフィルターを装備したデジタルカメラにより暗所環境
において写真を撮影した。
【０１６４】
　実施例７：収穫
次いで植物を青色光下に置き、すべては伸長し、蛍光を示すインフィルトレーションした
葉を回収した。先端でのみ蛍光を示す主枝および腋枝の頂点の葉は収穫しなかった。収穫
した葉を蛍光イメージングのためのプラスチックシートの下に最初に置いた。次いでそれ
らをジップバッグ中に置き、収穫が完了するまで４℃に移した。次いでバッグをすべて研
究室に戻し、葉を分析のために加工するまで、マイナス８０℃に移した。
【０１６５】
　実施例８：蛍光の定量化
１つのサンプルが、完全にホモジナイズした単一の植物から収穫されたすべてのインフィ
ルトレーションした葉に対応するように、各々のバッグの内容物をコーヒーグラインダー
／ドライアイス方法を使用して細粉に破砕した。１．００ｇ±０．０５ｇ凍結重量の粉末
のサブサンプルを抽出のためにドライアイス上で調製した。抽出は、３ｍＬの抽出緩衝液
（５０ｍＭトリスベース；１００ｍＭ　ＮａＣｌ；ＥＤＴＡ　１ｍＭ；０．２％トリトン
Ｘ－１００；ｐＨ７．５）に対して１ｇの凍結重量の比で、２工程の２０秒間のボルテッ
クス続いて２００００ｇで１５分間の遠心分離によって実行された。可溶性抽出物を分析
のために冷凍した。
【０１６６】
　抽出物中のＴｕｒｂｏＧＦＰ濃度（励起最大：４８２ｎｍ／放射最大：５０２ｎｍ）を
、ブルーオプティカルキット（励起：４９０ｎｍ／放射：５１０～５７０ｎｍ）により蛍
光モードにおいてモジュラスマイクロプレートリーダー（Ｔｕｒｎｅｒ　Ｂｉｏｓｙｓｔ
ｅｍｓ）で蛍光測定によって決定した。抽出物を抽出緩衝液中で１：１００に希釈し、２
００μＬを黒色９６ウェルプレートに三重でロードした。抽出緩衝液中で最終的に１：１
００に希釈したモック抽出物（Ａ１７のみをインフィルトレーションし、サンプルのため
に記載されるものと同じ条件で調製されたＮ．ｂ．葉サンプルからの抽出物）に異なる量
のＴｕｒｂｏＧＦＰ対照タンパク質（ｒＴｕｒｂｏ　ＧＦＰ、Ｅｖｒｏｇｅｎ　＃ＦＰ５
５２）を加えることによって、スタンダードカーブを作製した。１：１００に希釈したサ
ンプルからの蛍光は、第１の実験において０．４～１．３×１００００単位および第２の
実験において１．４～２．５×１００００単位にわたり、三重の間での変動係数（ＣＶ）
は＜２％であった。
表５
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【表５】

【０１６７】
　ＴｕｒｂｏＧＦＰ濃度の関数としての蛍光単位のスタンダードカーブ。表中に示される
ように調製された植物抽出物（ＴｕｒｂｏＧＦＰを発現しないＡ１７のみをインフィルト
レーションしたＮ．ｂ．葉サンプルからのモック抽出物）中のＴｕｒｂｏＧＦＰ対照タン
パク質（ｒＴｕｒｂｏ　ＧＦＰ、Ｅｖｒｏｇｅｎ　＃ＦＰ５５２）のスタンダード希釈の
２００μＬから、ブルーオプティカルキットにより蛍光モードにおいてモジュラスマイク
ロプレートリーダー（Ｔｕｒｎｅｒ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）で蛍光を読み取ることによ
って、この曲線を得た。各々の希釈を三重で読み取り、標準誤差（ＳＥ）を計算した（＜
０．０１×１００００蛍光単位、示されない）。このスタンダードカーブを使用して、Ｔ
ｕｒｂｏＧＦＰを発現するインフィルトレーションした植物材料から調製された可溶性抽
出物中のＴｕｒｂｏＧＦＰ濃度を定量した。
【０１６８】
　実施例９：全可溶性タンパク質の定量化
抽出物中の全可溶性タンパク質を、マイクロプレートリーダーで５９５ｎｍの吸光度測定
によってＰｉｅｒｃｅ（＃２４２３６）からのクマシー－プラスアッセイ試薬を使用して
決定した。抽出物を超純水中で１：１０または１：２０に希釈し、１０μＬを平底マイク
ロプレートに三重でロードした。１００～４００μｇ／ｍＬの濃度範囲でウシ血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）の連続的な希釈からスタンダードカーブを作製した。結果は三重間の変動
係数（ＣＶ）が８％未満の場合に有効であると判断された。
【０１６９】
　結果
第１のインフィルトレーション実験を実行して、真空（５０ｍｂａｒ絶対圧）によるイン
フィルトレーションの効率を０．５ｂａｒから２．５ｂａｒにわたる陽圧値と比較した（
表３）。
【０１７０】
　インフィルトレーションの効率は、インフィルトレーション後の葉面積にわたる接種物
の分布を調査することによって最初に査定された。葉の軸外の側面を観察する場合、イン
フィルトレーションされた面積は暗緑色として見える。真空によってインフィルトレーシ
ョンした植物において、すべての葉の面積のほぼ１００％は一様にインフィルトレーショ
ンされた。０．５～１．５ｂａｒにわたる陽圧を使用してインフィルトレーションした植
物は、接種物の非常にまだら状の分布を葉面積にわたり示した。下部の葉のインフィルト
レーションはより低かった。インフィルトレーションは真空によってインフィルトレーシ
ョンした植物におけるほど完全ではなかったが、２．０～２．５ｂａｒにわたる陽圧値を
使用してインフィルトレーションした植物は、接種物のより一様な分布を示した。
【０１７１】
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　第２の実験は、葉の内部の接種物の浸透を改善するために１．５ｂａｒ～３．５ｂａｒ
にわたる陽圧（表４）を使用して実行された。接種物への０．０１％トリトンＸ－１００
の追加も２．５ｂａｒの過剰圧力条件と組み合わせて試験された。デタージェントの追加
は、複数の植物システムにおけるインフィルトレーションおよびアグロバクテリウム媒介
性一過性の発現の効率を促進することが報告されている。以下の３つの対照条件を使用し
た。植物を０．０１％トリトンＸ－１００の存在または非存在下で５０ｍｂａｒの真空お
よび注射器によってインフィルトレーションした。
【０１７２】
　この第２の実験において、使用される植物は、より伸長した葉を持つ進んだ発育ステー
ジ（ステージ１０、平均１６．５ｃｍの高さ、第１の実験においてステージ８に対応する
わずか６．５ｃｍと比較されたい）に到達していた。使用した最低の陽圧（１．５ｂａｒ
）でさえ、一般的に第１の実験の間よりも植物のインフィルトレーションはよりよかった
。これには以下の２つの主な理由があるだろう。１）実践的な理由のために、植物のサイ
ズから、葉のすべてが過剰圧力タンクにおいて接種物中に完全に浸漬されたことがより容
易に保証された。および２）伸長した葉には、接種物の広がりを促進する細胞間隙におけ
る多くの空間を備えた葉組織の構造があるので、より効率的にインフィルトレーションす
ることができる。第１の実験において、過剰圧力が高いほどより一様で完全なインフィル
トレーションが起こるという最初に指摘されたような傾向が検出された。３．０または３
．５ｂａｒによりインフィルトレーションした植物は、真空によってインフィルトレーシ
ョンした植物のものに同等と思われる接種物の非常に一様な分布を示した。このステージ
では０．０１％トリトン－Ｘ１００の使用の明確な効果を検出することができなかった。
【０１７３】
　インフィルトレーション後の回収およびインキュベーション相の間の植物の表現型をモ
ニタリングした。収穫の時に、葉緑素含有量（定量化されなかった）のわずかな低下は、
インフィルトレーションのために使用された条件と無関係に、インフィルトレーションし
た葉で目視可能であった（すなわちより薄い緑色）。他のストレスに関連する兆候（萎れ
、重度な萎黄病または壊死等）はインフィルトレーション条件のいずれかにおいても観察
されなかった。
【０１７４】
　Ａ９１およびＡ１７により共インフィルトレーションした植物におけるＴｕｒｂｏＧＦ
Ｐの発現を、青色光下でブラックボックス中に植物を置くことによって、インキュベーシ
ョン相（インフィルトレーション２日後～収穫の日）の間に定期的にモニタリングし、ア
ンバーフィルターによりＴｕｒｂｏＧＦＰからの蛍光を観察またはイメージした。ＧＦＰ
が発現される場合葉面積は緑色蛍光を放射する。ＧＦＰが発現されないかまたは濃度が低
い場合、葉面積は植物組織からの天然の自己蛍光に起因して赤色に見える。
【０１７５】
　すべてのインフィルトレーション条件について、低いＧＦＰ発現がインフィルトレーシ
ョン２日後では既に目視可能であり、インフィルトレーションされた葉において時間とと
もに増加し、一方同時に植物は継続して発育し、インフィルトレーションされなかった頂
点の新しく伸長した葉はＧＦＰ蛍光を示さず赤色に見えた。第１の実験および第２の実験
において（植物のサイズに起因して丸のままの植物のイメージングが技術的に実現可能で
なかったので図示せず）、ＧＦＰ発現における明確な差異は、異なる条件においてインフ
ィルトレーションした植物間で目視可能であった。
【０１７６】
　これらの差異は収穫の日に撮影された分離した葉の画像からより容易に観察され得る。
第１の実験において、非常にまだら状のパターンのＧＦＰ蛍光が、最低の過剰圧力（０．
５～１．５ｂａｒ）を使用してインフィルトレーションした植物の葉から観察され、下部
の葉からの蛍光は非常に弱かった。２．５ｂａｒの最高値を含む陽圧条件のいずれかにお
いてインフィルトレーションした植物の葉からよりも、より明るいＧＦＰ蛍光が真空によ
ってインフィルトレーションした植物の葉から観察された。小さな植物を使用するこの実
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験において（平均６．５ｃｍの高さ）、１つの植物あたり少数の葉のみ（一般的に４～６
枚）が収穫の時にＧＦＰ蛍光を示し、定量化のために回収された。
【０１７７】
　各々の植物について回収した葉から得た凍結粉末からの全可溶性タンパク質抽出後に、
定量化を実行した。結果および統計解析（表６および７）は、陽圧によってインフィルト
レーションした植物におけるＧＦＰ発現が、この実験において使用される最も高い過剰圧
力（２．５ｂａｒ）でさえ、真空によってインフィルトレーションした植物におけるもの
よりも有意に低かったことを明らかに示す。使用した過剰圧力が高いほどインフィルトレ
ーションした葉におけるＧＦＰ発現が高いという一般的傾向も現れた。
【０１７８】
　第２の実験において使用される植物がより進行した発育ステージ（ステージ１０、平均
１６．５ｃｍの高さ）であり、一般的に第１の実験の間よりもインフィルトレーションが
良好であることは既に指摘されていた。これは、効果的にＴｕｒｂｏＧＦＰを発現し、平
均で第１の実験において得られた収率よりも２倍高いバイオマスの１単位あたりのＴｕｒ
ｂｏＧＦＰの高い収率で各々の植物について回収された葉の数によって反映された。伸長
した葉のみがこの方法でインフィルトレーションすることができ、他の方法によるよりも
全体として少ないインフィルトレーションした葉をもたらすので、注射器によりインフィ
ルトレーションした植物からより少ない材料が回収されたと指摘することは重要である。
定量化データ（表８～１０）は、３．０ｂａｒの過剰圧力によりインフィルトレーション
した植物におけるＴｕｒｂｏＧＦＰ発現が、注射器または真空（トリトンなし）でインフ
ィルトレーションした植物におけるものとは有意に異なっていなかったことを示す。２．
０～３．０ｂａｒにわたる圧力値によりインフィルトレーションした植物における発現に
おける差異は、統計的に有意ではなかった。しかしながら、有意により低いＧＦＰ発現は
１．５ｂａｒによりインフィルトレーションした植物において観察された。接種物への０
．０１％のトリトンＸ－１００の追加は、真空でインフィルトレーションした植物におけ
るＴｕｒｂｏＧＦＰ蓄積の有意であるが中程度の増加（１つの植物あたり＜１５％の増加
）を引き起こす。２．５ｂａｒでの陽圧と併用して０．０１％トリトンＸ－１００を加え
る効果は明らかではなかった。
表６。９５％の信頼区間による条件間の差異の分析
【表６】

【０１７９】
　９５％の信頼区間により各々のペアのスチューデントのｔ検定を使用して、ｇ凍結重量
あたりのμｇ　ＧＦＰで表現されたＧＦＰ濃度に基づいたインフィルトレーション条件の
グルーピング（同じ文字で接続していないレベルは有意に異なる）。
表７。９５％の信頼区間による条件間の差異の分析
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【表７】

【０１８０】
　９５％の信頼区間により各々のペアのスチューデントのｔ試験を使用して、％ＴＳＰで
表現されたＧＦＰ濃度に基づいたインフィルトレーション条件のグルーピング（同じ文字
で接続していないレベルは有意に異なる）。
表８。９５％の信頼区間による条件間の差異の分析

【表８】

【０１８１】
　９５％の信頼区間により各々のペアのスチューデントのｔ試験を使用して、インフィル
トレーションした葉のマイクログラムＧＦＰ／ｇ凍結重量に基づいたインフィルトレーシ
ョン条件のグルーピング（同じ文字で接続していないレベルは有意に異なる）。
表９。９５％の信頼区間による条件間の差異の分析

【表９】

【０１８２】
　９５％の信頼区間により各々のペアのスチューデントのｔ試験を使用して、１つの植物
あたりのｍｇ　ＧＦＰに基づいたインフィルトレーション条件のグルーピング（同じ文字
で接続していないレベルは有意に異なる）。
表１０。９５％の信頼区間による条件間の差異の分析
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【表１０】

【０１８３】
　９５％の信頼区間により各々のペアのスチューデントのｔ試験を使用して、ＴＳＰ濃度
のパーセントにおけるＧＦＰ濃度に基づいたインフィルトレーション条件のグルーピング
（同じ文字で接続していないレベルは有意に異なる）。
【０１８４】
　結論
使用されるバイオマスがアグロ－インフィルトレーションのために現在使用した発育ステ
ージ（ステージ１０、５～６週齢の植物、約１５ｃｍの高さ、よく伸長した葉および最大
１つの開いた花）に到達した場合、丸のままＮ．ベンサミアナ植物のアグロ－インフィル
トレーションのための２．０～３．０ｂａｒの間の過剰圧力の効率および組換えＴｕｒｂ
ｏＧＦＰの一過性の発現は、バキュームインフィルトレーションの現在使用される方法の
ものに匹敵する。１．５ｂａｒ以下の過剰圧力が使用された場合、またはインフィルトレ
ーションのために使用された植物がより若い発育ステージ（すなわちステージ８）であっ
た場合、過剰圧力によるインフィルトレーションの効率は、真空によるインフィルトレー
ションよりも低かった。
【０１８５】
　３．５ｂａｒという高い陽圧の使用についての植物ストレスの目視可能な兆候に関する
有害効果は、インフィルトレーション後の回収およびインキュベーションの間に観察され
なかった。
【０１８６】
　特注の機器を使用する可能性を考慮すると、過剰圧力が圧縮空気によってタンクへもた
らされ、完全真空サイクルは平均で４～５分間とるが、インフィルトレーションそれ自体
がほぼ瞬間的であるので（本明細書において陽圧は１０秒間維持された）、過剰圧力はイ
ンフィルトレーションサイクル時間をかなり減少させる能力を有する。
【０１８７】
　インフィルトレーション溶液への０．０１％のトリトンの追加は、２．５ｂａｒの試験
圧力では過剰圧力によるインフィルトレーションの効率を改善しなかった。しかしながら
、バキュームインフィルトレーションの間の同じ濃度のこのデタージェントの使用は、イ
ンフィルトレーションした葉におけるＧＦＰの発現の有意な増加を引き起こした。
【０１８８】
　パートＢ：ニコチアナ・タバカムによる陽圧を使用するインフィルトレーション
【０１８９】
　実施例１０：手順および方法
バキュームインフィルトレーションおよび陽圧を使用する本発明の方法の直接比較を３つ
のタバコ品種について行なった。この実験において、合計１５０のタバコ植物（各々のタ
バコ品種あたり５０）を標準的温室条件（２４℃および２０時間の光）下で発芽および成
長させた。Ｎ．タバカム植物を、タバコウイルスからのサイレンシング抑制因子（ＳｏＳ
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）と組み合わせて緑色蛍光タンパク質ＴｕｒｂｏＧＦＰを含むアグロバクテリウム培養（
Ａｇｌ１）により形質転換した。バキュームインフィルトレーションは、一般に使用され
る条件のセット（５０ｍｂａｒ、６０秒の保持時間）および７つの異なる陽圧条件を使用
して適用された。特に、２つの因子（陽圧値［１．５～４．５ｂａｒ］および圧力サイク
ルの数（「パルス」）［１～８］）を検査し、その一方で圧力保持時間／パルスを１秒に
維持して全プロセス時間を最小に維持する。
【０１９０】
　インフィルトレーションした植物をインフィルトレーションの５日後に収穫し、ＧＦＰ
発現を定性的および定量的に分析した。ＧＦＰの定性的な推測をインフィルトレーション
後に青色光下で葉を撮影することによって実行した。葉におけるＧＦＰ存在量の定量的分
析を、ブルーオプティカルキット（励起：４９０ｎｍ／放射：５１０～５７０ｎｍ）によ
る蛍光モードにおいてモジュラスマイクロプレートリーダー（Ｔｕｒｎｅｒ　Ｂｉｏｓｙ
ｓｔｅｍｓ）で蛍光測定によって決定した。約８０ｍｇの葉ディスクを、すべての処理さ
れた植物について１つの植物あたり３枚の葉（位置１～３から完全に伸長した葉が０であ
ることは茎頂端分裂組織を示す）からパンチャーにより回収した。単一の植物の３枚の葉
からのサンプルをプールし、次いで１ｍＬのＧＦＰ抽出緩衝液（５０ｍＭトリス、１ｍＭ
　ＥＤＴＡ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．２％トリトンＸ－１００、ｐＨ７．５）の存在
下において約２．５分間ＴｉｓｓｕｅＬｙｓｅｒ（Ｑｉａｇｅｎ）中で破砕した。１０μ
Ｌの上清をＧＦＰ抽出緩衝液により１：２０に希釈し、蛍光を定量化した。市販のＥｖｒ
ｏｇｅｎ　ｔＧＦＰタンパク質により作製したスタンダードカーブを使用して、ＧＦＰ濃
度を計算した。抽出緩衝液中で１：４０に希釈したＧＦＰ不含有葉の抽出物に異なる量の
ＴｕｒｂｏＧＦＰ対照タンパク質（ＴｕｒｂｏＧＦＰ、Ｅｖｒｏｇｅｎ　＃ＦＰ５５２）
を加えることによって、スタンダードカーブを調製した。
【０１９１】
　１０．１結果
各々の品種について個別の２要因ＡＮＯＶＡを行なって、蛍光平均値の均等性を試験し、
相互作用および主効果の有意な証拠があるかどうかをチェックする。０．０５のαレベル
（第１種の過誤についての標準的レベルのリスク）についての圧力＊パルス相互作用の有
意な証拠はないが、植物１および植物２については圧力およびパルスの主効果、および植
物３については圧力主効果のみの有意な証拠があった。モデルから相互作用項を省いて付
加モデルも計算したが、妥当な差異はなかった。植物１は、４．５ｂａｒの圧力および８
パルスのサイクルについての蛍光平均値の間で有意により高い差異を示した。シンプルＡ
ＮＯＶＡを使用して、最適条件からの蛍光測定をバキューム法を使用して得られた参照測
定と比較する（表１１を参照）。ｐ値および観察された反応値の変動量から（Ｒ２および
調整されたＲ２、表１０を参照されたい）、植物２について、参照との統計的に有意な差
異があることが推論される。
表１１
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【表１１】

【０１９２】
　比較は、０．０５のファミリー誤差率により第１種の過誤の率を制御して、平均値間の
差異についての信頼区間を採用することによってさらに調べられる。圧力０．０５（真空
）および４．５（過剰圧力）の区間は両者ともエンドポイントとして０を有し、これらの
差異がこの特定の事例において過剰圧力が最も良好であることが有意であると示す。
表１２

【表１２】

【０１９３】
　上記の観察は定性的なＧＦＰ定量化によって確認され、それはより高い圧力および増加
したパルス数がより高いＧＦＰ発現を引き起こすことを視覚的に認識することができる。
【０１９４】
　図２、３および４中に示される２Ｄ等高線図は、実験と同じ範囲に関する反応等高線図
において、２つの因子にわたり、予測された蛍光応答値を示した（すなわち、外側の範囲
の予測はない）。
【０１９５】
　１０．２結論
データは、バキューム法の使用によって得られた測定と比較して、４．５ｂａｒの過剰圧
力および８パルスのサイクルで、植物２についての有意に高い蛍光測定を示す。圧力およ
びパルスを増加させた場合、３つのＮ．タバカム品種は蛍光測定の増加を示し、このこと
は、圧力および圧力サイクル数を増加させることがインフィルトレーション効率を改善す
るという結論を導く。
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