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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　植物細胞中で機能するプロモーターと、それに作動可能に連結した、アリールオキシア
ルカノエート除草剤のアリールオキシアルカノエート化学的基礎構造を酵素的に分解する
タンパク質をコードするポリヌクレオチドとを含む単離ポリヌクレオチドであって、前記
タンパク質をコードするポリヌクレオチドが、植物中の前記ポリヌクレオチドの発現を増
加するための植物コドン使用に対しバイアスを有する異種コドン組成を含み、前記タンパ
ク質をコードする核酸分子が、配列番号１、配列番号３、および配列番号５からなる群か
ら選択される配列の完全相補体とストリンジェントな条件下（０．１×ＳＳＰＥ、６５℃
）でハイブリダイズするものである、単離ポリヌクレオチド。
【請求項２】
　前記タンパク質が、配列番号２および配列番号４からなる群から選択される配列と少な
くとも９５％の配列同一性を有する、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３】
　前記コドン組成は、双子葉植物コドン使用に対しバイアスがかけられ、および／または
、前記プロモーターが植物プロモーターまたは植物ウィルスプロモーターである、請求項
１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項４】
　請求項１のポリヌクレオチドを含む植物細胞。
【請求項５】
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　請求項４に記載の植物細胞を含む植物。
【請求項６】
　前記植物が、双子葉植物であり、大豆植物であってもよい、請求項５の植物。
【請求項７】
　生育地の雑草を防除する方法であって、
　前記方法は、前記生育地の土壌に種子を蒔くことを含み、
　　前記種子は、アリールオキシアルカノエート除草剤のアリールオキシアルカノエート
化学的基礎構造を酵素的に分解するタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含み、
　前記方法は、前記生育地に前記アリールオキシアルカノエート除草剤を適用することを
さらに含み、
　　　前記タンパク質をコードする核酸分子が、配列番号１、配列番号３、および配列番
号５からなる群から選択される配列の完全相補体とストリンジェントな条件下（０．１×
ＳＳＰＥ、６５℃）でハイブリダイズする、方法。
【請求項８】
　前記タンパク質が、配列番号２および配列番号４からなる群から選択される配列と少な
くとも９５％の配列同一性を有する、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記種子が、第二の除草剤を酵素的に分解する第二のタンパク質をコードする第二のポ
リヌクレオチドを含み、前記方法は、前記生育地に前記第二の除草剤を適用することを含
み、そして、
　前記種子は、第三の除草剤を酵素的に分解する第三のタンパク質をコードする第三のポ
リヌクレオチドを含んでいてもよく、前記方法は、前記生育地に前記第三の除草剤を適用
することを含んでいてもよい、請求項７の方法。
【請求項１０】
　前記除草剤が、２，４－Ｄであり、前記第二の除草剤がグリホサート、および／または
、前記第三の除草剤がグルホシネートおよびジカンバからなる群から選択され、前記除草
剤が２，４－Ｄおよび前記第二の除草剤がグリホサートであってもよく、そして前記２，
４－Dと前記グリホサートがタンク混合物から適用されてもよい、請求項９の方法。
【請求項１１】
　前記種子が作物植物の種子であり、前記植物が双子葉植物であってもよく、前記植物が
大豆植物であってもよい、請求項７の方法。
【請求項１２】
　前記アリールオキシアルカノエート除草剤が、（ａ）フェノキシアセテートまたはフェ
ノキシ酢酸除草剤；（ｂ）フェノキシプロピオン酸除草剤；（ｃ）ピリジルオキシアルカ
ン酸除草剤；および（ｄ）前記除草剤の活性成分の酸、塩、またはエステル体、から選択
される、請求項７の方法。
【請求項１３】
　前記ピリジルオキシアルカン酸除草剤が、ピリジルオキシ酢酸除草剤である請求項１２
の方法。
【請求項１４】
　請求項１２の方法において、（ａ）前記フェノキシ酢酸除草剤が、２，４－ＤおよびＭ
ＣＰＡからなる群より選択され；および（ｂ）前記フェノキシプロピオン酸除草剤が、ジ
クロルプロップ、メコプロップおよびそれらのエナンチオマーからなる群より選択される
、方法。
【請求項１５】
　前記ピリジルオキシ酢酸除草剤が、トリクロピルおよびフルロキシピルなどからなる群
より選択される、請求項１３の方法。
【請求項１６】
　フェノキシアセテート除草剤およびピリジルオキシアセテート除草剤が前記生育地に適
用される、請求項７の方法。
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【請求項１７】
　前記方法が、前記生育地において前記種子から作物植物を生育させることを含む、請求
項７の方法。
【請求項１８】
　前記種子を蒔く前に、前記アリールオキシアルカノエート除草剤の前記適用が行われる
、請求項７の方法。
【請求項１９】
　前記種子を蒔いた後に、前記アリールオキシアルカノエート除草剤の前記適用が行われ
る、請求項７の方法。
【請求項２０】
　作物植物の成長後に、前記アリールオキシアルカノエート除草剤の前記適用が行われる
、請求項７の方法。
【請求項２１】
　前記アリールオキシアルカノエート除草剤がフェノキシオーキシンである、請求項７の
方法。
【請求項２２】
　前記フェノキシオーキシンが、２，４－ＤＢである請求項２１の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　雑草は、作物および他の望ましい植物によって必要とされる大切な栄養素の土壌を急速
に枯渇させ得る。雑草の防除のために現在使用されている多くの異なるタイプの除草剤が
ある。ある非常に評判のよい除草剤は、グリホサートである。
【０００２】
　グリホサートに対して抵抗性である、トウモロコシ、ダイズ、キャノーラ、ワタ、サト
ウダイコン、コムギ、芝生、およびイネなどの作物が開発されている。したがって、例え
ば活発に成長しているグリホサート抵抗性ダイズを有する生育地に散布して、ダイズ植物
に著しく損害を与えることなく、雑草を防除することができる。
【０００３】
　１９９０年代中頃における、遺伝子操作されたグリホサート耐性作物（ＧＴＣ）の導入
によって、栽培者らは、農業において比類がない広範囲の広葉雑草およびイネ科雑草を防
除するための単純で、便利で、柔軟で、かつ安価なツールの利用が可能になった。その結
果として、生産者らは、素早くＧＴＣを採用し、また多くの事例において、輪作、除草剤
の作用機序のローテーション、タンク混合、機械的雑草防除の化学的雑草防除および耕種
的雑草防除への組込みなどの受け入れられていた最良の農業の慣習の多くをやめている。
目下、グリホサート耐性のダイズ、ワタ、トウモロコシ、およびキャノーラは、米国およ
び西半球における他のところにおいて市販されている。アルファルファは、導入された最
初の多年生ＧＴＣであり、何年にもわたって、反復して、同じ作物および生育地でのグリ
ホサートの反復使用の可能性を促進した。それ以外のＧＴＣ（例えばコムギ、イネ、サト
ウダイコン、芝生など）は、世界的な市場の承認を待ちながら、導入の用意が十分にでき
ている状態である。他の多くのグリホサート抵抗性種は、実験段階から開発段階にある（
例えばサトウキビ、ヒマワリ、テンサイ、エンドウマメ、ニンジン、キュウリ、レタス、
タマネギ、イチゴ、トマト、およびタバコ；ポプラやモミジバフウのような森林種；なら
びにキンセンカ、ペチュニア、およびベゴニアのような園芸種；「ｉｓｂ．ｖｔ．ｅｄｕ
／ｃｆｄｏｃｓ／ｆｉｅｌｄｔｅｓｔｓ１．ｃｆｍ，２００５」ウェブサイトを参照され
たい）。さらに、グリホサートの費用は、ほとんどの従来の雑草防除計画が、価格および
性能において、グリホサートＧＴＣ系と効果的に競争することができないといったところ
まで近年劇的に下がった。
【０００４】
　グリホサートは、１５年を超える間、茎葉（burndown）区域および他の非作物区域にお
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いて全植生防除にうまく使用されてきた。多くの事例において、ＧＴＣでのように、グリ
ホサートは、連続して、３、５、１０、１５年間まで、１年当たり１～３回使用されてき
た。これらの状況は、グリホサートおよびＧＴＣ技術に対する過剰な信頼性をもたらし、
グリホサートに対して生来より耐性であるまたはグリホサートの除草性の活性に抵抗する
メカニズムを発達させた植物の代わりに、在来の雑草種に対して強い淘汰圧をかけた。
【０００５】
　グリホサートのみの雑草防除計画の大規模な使用は、グリホサート抵抗性雑草の選択に
帰着しており、ほとんどの標的種よりもグリホサートに対して固有に耐性である雑草種の
繁殖を選択している（つまり雑草の変遷）（ＰｏｗｌｅｓおよびＰｒｅｓｔｏｎ、２００
６、Ｎｇら、２００３；Ｓｉｍａｒｍａｔａら、２００３；Ｌｏｒｒａｉｎｅ－Ｃｏｌｗ
ｉｌｌら、２００３；Ｓｆｉｌｉｇｏｊ、２００４；Ｍｉｌｌｅｒら、２００３；Ｈｅａ
ｐ、２００５；Ｍｕｒｐｈｙら、２００２；Ｍａｒｔｉｎら、２００２）。グリホサート
は、１５年を超える間、世界的に、広く使用されてきたが、わずか一握りの雑草しか、グ
リホサートに対する抵抗性を発達させていないと報告されている（Ｈｅａｐ、２００５）
が、これらのうちのほとんどは過去５年に同定されている。抵抗性の雑草は、イネ科種と
広葉種の両方－ロリウム　リジダム（Lolium rigidum）、ロリウム　マルチフロラム（Lo
lium multiflorum）、エレウシネ　インディカ（Eleusine indica）、ソルガム　ハレペ
ンス（Sorghum halepense）、アンブロシア　アルテミシフォリア（Ambrosia artemisiif
olia）、コニザ　カナデンシス（Conyza canadensis）、コニザ　ボナリエンシス（Conyz
a bonariensis）、プランタゴ　ランセオラタ（Plantago lanceolata）、アマランサス　
パルメリ（Amaranthus palmerii）、およびアマランサス　ラディス（Amaranthus rudis
）を含む。さらに、ＧＴＣの幅広い使用の前に、以前に、農業の問題となっていなかった
雑草は、今や、より優勢で、かつＧＴＣとの関連で防除するのが困難になってきており、
これらの雑草は、米国のワタおよびダイズの田畑の＞８０％ならびに米国のトウモロコシ
の田畑の＞２０％を構成する（Ｇｉａｎｅｓｓｉ、２００５）。これらの雑草の変遷は、
防除困難な広葉雑草で優勢的に（しかし排他的にではない）起こっている。いくつかの例
は、サツマイモ属、ヒユ属、アカザ属、タンポポ属、およびツユクサ属の種を含む。
【０００６】
　栽培者らが、グリホサート抵抗性雑草またはより防除困難な雑草種への変遷に直面する
区域において、栽培者らは、見逃された雑草を防除する他の除草剤とタンク混合するまた
はそれと交替することによって、グリホサートの弱点を補うことができる。多くの事例に
おいて広葉が逃れるのを防除するための、評判のよい、効果的なあるタンク混合パートナ
ーは、２，４－ジクロロフェノキシ酢酸（２，４－Ｄ）であった。２，４－Ｄは、６０年
を超える間、広域性の広葉雑草防除のために農学的におよび非作物環境において使用され
てきた。より耐性の種の個々の事例が報告されているが、２，４－Ｄは、依然として、世
界的に最も広く使用されている除草剤のうちの１つである。２，４－Ｄのさらなる使用に
対する限界は、ダイズまたはワタのような双子葉作物におけるその選択性が非常に乏しい
ということであり、したがって、２，４－Ｄは、感受性の双子葉作物に対して（および一
般にそれらの近くで）典型的に使用されない。さらに、イネ科作物における２，４－Ｄの
使用は、起こり得る作物被害の性質によって多少制限される。グリホサートと組み合わせ
た２，４－Ｄは、不耕起ダイズおよび不耕起ワタを植え付ける前に、より強い茎葉処理を
提供するために使用されてきたが、これらの双子葉植物種の２，４－Ｄに対する感受性の
ために、これらの茎葉処理は、植え付ける少なくとも１４～３０日前に行われなければな
らない（Ａｇｒｉｌｉａｎｃｅ、２００５）。
【０００７】
　２，４－Ｄは、ＭＣＰＡのように、フェノキシ酸クラスの除草剤である。２，４－Ｄは
、所望の作物植物に極度に損害を与えることなく、多くの単子葉作物（トウモロコシ、コ
ムギ、およびイネなど）において広葉雑草の選択的防除に使用されてきた。２，４－Ｄは
、正常な細胞ホルモンホメオスタシスを無秩序にし、かつバランスのとれた、管理された
成長を妨害するように作用する合成オーキシン誘導体であるが、厳密な作用機序はまだ知
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られていない。トリクロピルおよびフルロキシピルは、作用機序が同様に合成オーキシン
のようなものであるピリジルオキシ酢酸除草剤である。
【０００８】
　これらの除草剤は、ある植物に対して異なるレベルの選択性を有する（例えば、双子葉
植物は、イネ科草本よりも感受性である）。異なる植物による差異のある代謝は、種々の
レベルの選択性の１つの説明となる。一般に、植物は、２，４－Ｄを徐々に代謝するので
、２，４－Ｄに対する種々の植物応答は、（１つまたは複数の）標的部位での異なる活性
によって説明される可能性がより高い（ＷＳＳＡ、２００２）。２，４－Ｄの植物代謝は
、二相のメカニズム、典型的に、ヒドロキシル化およびその後に続くアミノ酸またはグル
コースとの抱合を介して典型的に起こる（ＷＳＳＡ、２００２）。
【０００９】
　長い間にわたって、微生物集団は、この特定の生体異物の分解のための代替の効率的な
経路を発達させてきたが、これは、２，４－Ｄの完全なミネラル化に帰着している。除草
剤の継続的な適用は、成長のための炭素源として除草剤を利用することができる微生物を
選択し、土壌における競争上の利点をそれらに与える。この理由のために、目下調合され
ている２，４－Ｄは、相対的に短い土壌半減期を有し、続く作物に対する著しい持ち越し
効果に直面しない。これにより、２，４－Ｄの除草性の有用性が増す。
【００１０】
　２，４－Ｄを分解する能力について大規模に調査されてきたある生物は、ラルストニア
　ユートロファである（Ｓｔｒｅｂｅｒら、１９８７）。ミネラル化経路における最初の
酵素ステップをコードする遺伝子は、ｔｆｄＡである。米国特許第６，１５３，４０１号
およびＧＥＮＢＡＮＫ受入番号Ｍ１６７３０を参照されたい。ｔｆｄＡは、α－ケトグル
タル酸依存性ジオキシゲナーゼ反応を介しての、２，４－Ｄ酸のジクロロフェノール（Ｄ
ＣＰ）への変換を触媒する（Ｓｍｅｊｋａｌら、２００１年）。ＤＣＰは、２，４－Ｄと
比較して、除草性の活性をほとんど有していない。ｔｆｄＡは、２，４－Ｄに対して通常
感受性の双子葉植物（例えばワタおよびタバコ）において２，４－Ｄ抵抗性を付与するた
めにトランスジェニック植物において使用されてきた（Ｓｔｒｅｂｅｒら（１９８９）、
Ｌｙｏｎら（１９８９）、Ｌｙｏｎ（１９９３）、および米国特許第５，６０８，１４７
号）。
【００１１】
　２，４－Ｄを分解することができるタンパク質をコードする多数のｔｆｄＡ型遺伝子は
、環境から同定され、Ｇｅｎｂａｎｋデータベースに委託されてきた。多くの相同体は、
ｔｆｄＡに類似しており（＞８５％のアミノ酸同一性）、ｔｆｄＡに対する類似の酵素特
性を有する。しかしながら、ｔｆｄＡに対する同一性が著しく低い（２５～５０％）が、
α－ケトグルタル酸ジオキシゲナーゼＦｅ＋２ジオキシゲナーゼと関連する特徴的な残基
を有する多くの相同体がある。したがって、これらの多岐にわたるジオキシゲナーゼの基
質特異性が何であるかは明白ではない。
【００１２】
　ｔｆｄＡに対して低い相同性（３５％のアミノ酸同一性）を有するある特有の例は、ス
フィンゴビウム　ハービシドボランス（Sphingobium herbicidovorans）からのｓｄｐＡ
である（Ｋｏｈｌｅｒら、１９９９、Ｗｅｓｔｅｎｄｏｒｆら、２００２、Ｗｅｓｔｅｎ
ｄｏｒｆら、２００３）。この酵素は、（Ｓ）－ジクロルプロップ（および他の（Ｓ）－
フェノキシプロピオン酸）ならびに２，４－Ｄ（フェノキシ酢酸）のミネラル化における
第１のステップを触媒することが示された（Ｗｅｓｔｅｎｄｏｒｆら、２００３）。植物
へのこの遺伝子の形質転換は、これまでに報告されていない。
【００１３】
　新しい除草剤耐性作物（ＨＴＣ）技術の開発は、主として、ＧＴＣの有効性、低費用、
および利便性のために、成功に限界があった。その結果として、ＧＴＣの非常に急速な採
用が生産者の間で起こった。これは、新しいＨＴＣ技術を開発する動機をほとんど与えな
かった。
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【００１４】
　アリールオキシアルカノエート化学的基礎構造は、フェノキシ酢酸オーキシン（２，４
－Ｄおよびジクロルプロップなど）、ピリジルオキシ酢酸オーキシン（フルロキシピルお
よびトリクロピルなど）、アリールオキシフェノキシプロピオン酸（ＡＯＰＰ）アセチル
コエンザイムＡカルボキシラーゼ（ＡＣＣａｓｅ）阻害剤（ハロキシホップ、キザロホッ
プ、およびジクロホップなど）、ならびに５－置換フェノキシ酢酸プロトポルフィリノー
ゲンオキシダーゼＩＸ阻害剤（ピラフルフェンおよびフルミクロラックなど）を含む多く
の商品化された除草剤の共通の構成要素である。しかしながら、除草剤のこれらのクラス
はすべて、まったく異なり、これらの化学的クラスの間の共通の分解経路について、現在
の文献において存在する証拠はない。複数の作用機序を包含する除草剤の分解のための多
機能酵素が最近記載された（国際出願ＰＣＴ　ＵＳ／２００５／０１４７３７；２００５
年５月２日に出願）。他の特有の多機能酵素および潜在的な使用は、以下に記載される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明は、２，４－Ｄだけではなく、ピリジルオキシ酢酸除草剤に対しても抵抗性であ
る新規な植物を提供する。これまでに、単一遺伝子の導入によってこれらの有利な特性を
どちらも有する植物を産生することができる見込みも示唆もなかった。本発明はまた、よ
り広く強い雑草防除および除草剤抵抗性管理の選択肢と適合する除草剤耐性植物を提供す
るために、１つまたは複数の他の除草剤抵抗性遺伝子と共に「積み重ねられた」、グリホ
サート、ＡＬＳ（イミダゾリノン、スルホニル尿素）、アリールオキシアルカノエート、
ＨＰＰＤ、ＰＰＯ、およびグルホシネート抵抗性遺伝子を含むが、これらに限定されない
本発明の１つまたは複数の酵素を産生する植物をも含む。本発明は、本明細書において例
示される遺伝子およびタンパク質の相同体を利用する方法および組成物をさらに含む。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　いくつかの実施形態では、本発明は、２，４－Ｄ、ＭＣＰＡフルロキシピル、ならびに
１つまたは複数の市販されている除草剤（例えばグリホサート、グルホシネート、パラコ
ート、ＡＬＳ阻害剤（例えばスルホニル尿素、イミダゾリノン、トリアゾロピリミジンス
ルホンアニリドなど）、ＨＰＰＤ阻害剤（例えばメソトリオン、イソキサフルトールなど
）、ジカンバ、ブロモキシニル、アリールオキシフェノキシプロピオン酸他）に対して耐
性の単子葉植物および双子葉植物を提供する。そのような耐性植物ならびに雑草防除およ
び雑草集団変遷の予防のための除草剤の組合せを使用する方法と同様に、そのような除草
剤耐性を担う核酸配列を含むベクターもまた開示される。本発明は、除草剤の新規な組合
せを新しい形で使用することを可能にする。さらに、本発明は、グリホサートなどの１つ
または複数の除草剤に対して抵抗性である、雑草の系統の発生を予防し、それらを防除す
るための新規な方法を提供する。本発明は、除草剤（２，４－Ｄなど）に対して他の場合
には感受性であると思われる植物の種子を植え付ける直前の、植え付けられる区域に対す
る植え付け前の適用を含めて、除草剤および作物の新規な組合せの新規な使用を可能にす
る。
【００１７】
　本発明は、部分的には、２，４－Ｄを分解することができるだけではなく、驚いたこと
に、例えば、本発明の酵素を、以前に知られているｔｆｄＡ型タンパク質と区別する新規
な特性をも持つ酵素の同定に関する。より具体的には、本発明は、２，４－Ｄとピリジル
オキシ酢酸除草剤の両方を分解することができる酵素の使用に関する。フェノキシ酢酸オ
ーキシン除草剤とピリジルオキシ酢酸オーキシン除草剤の両方の除草剤を分解する能力を
有することが以前に報告されたα－ケトグルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ酵素はない。
本発明による使用のための好ましい酵素および遺伝子は、本明細書においてＡＡＤ－１３
（アリールオキシアルカノエートジオキシゲナーゼ）と呼ばれる。この非常に新規な発見
は、著しい除草剤耐性作物（ＨＴＣ）形質および選択可能マーカーの可能性に基づくもの
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である。本発明の植物は、それらの全生活環を通じて抵抗性となり得る。
【００１８】
　ＡＡＤ－１３遺伝子（好ましくは、本明細書において例示されるように、１つまたは複
数のタイプの植物において発現に最適化されている配列を有するＡＡＤ－１３ポリヌクレ
オチド）を含む植物を産生する以前からの動機はなく、そのような植物が、ＡＡＤ－１３
酵素を効果的に産生して、フェノキシ酢酸除草剤（２，４－Ｄなど）ならびに／またはト
リクロピルおよびフルロキシピルなどの、１つもしくは複数のピリジルオキシ酢酸除草剤
に対して植物を抵抗性にすることができる見込みはなかった。したがって、本発明は、当
技術分野において可能であるとこれまでに考えられていなかった多くの利点を提供する。
【００１９】
　本発明はまた、部分的には、フェノキシ酢酸オーキシン除草剤および／またはピリジル
オキシ酢酸オーキシン除草剤を分解することができるアリールオキシアルカノエートジオ
キシゲナーゼ酵素をコードする遺伝子の同定および使用にも関する。これらの活性のため
のタンパク質をスクリーニングする方法は、本発明の範囲内である。したがって、本発明
は、組換えで発現されたＡＡＤ－１３酵素による、２，４－ジクロロフェノキシ酢酸およ
び他のアリールオキシアルカノエートオーキシン除草剤の分解を含む。本発明はまた、雑
草を防除する方法であって、ＡＡＤ－１３遺伝子を含む植物に、１つまたは複数のピリジ
ルオキシ酢酸オーキシン除草剤またはフェノキシ酢酸オーキシン除草剤を適用するステッ
プを含む方法をも含む。本発明はまた、標的植物細胞の中に同時に挿入される１つ、２つ
、またはそれ以上の外来性遺伝子を任意選択で含む、ＡＡＤ－１３を用いて形質転換され
た植物細胞および植物全体を同定するための選択可能マーカーとしてＡＡＤ－１３遺伝子
を使用する方法を提供する。本発明の方法は、適切なレベルの除草剤に対して抵抗性であ
る形質転換細胞を選択するステップを含む。本発明は、本発明の植物および／または細胞
を培養することによって、アリールオキシアルカノエートジオキシゲナーゼの生物学的活
性を有するポリペプチドを調製する方法をさらに含む。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】本発明のＡＡＤ－１３酵素によって触媒される一般的な化学反応を示す図である
。
【図２】α－ケトグルタル酸ジオキシゲナーゼのＣｌｕｓｔａｌＷアラインメントを示す
図である。配列の８０％において保存されている残基を強調表示する。（同一および類似
の残基を強調表示する。）
【図３】ＡＡＤ－１３を介してのα－ケトグルタル酸および対象とする基質の同時の分解
を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　配列の簡単な説明
　配列番号１は、スフィンゴビウム　ハービシドボランスからのＡＡＤ－１３の本来のヌ
クレオチド配列である。
【００２２】
　配列番号２は、配列番号１によってコードされる翻訳タンパク質配列である。
【００２３】
　配列番号３は、ＡＡＤ－１３（ｖ１）の植物最適化ヌクレオチド配列である。
【００２４】
　配列番号４は、配列番号３によってコードされる翻訳タンパク質配列である。
【００２５】
　配列番号５は、ＡＡＤ－１３（ｖ２）の大腸菌最適化ヌクレオチド配列である。
【００２６】
　配列番号６は、「ｓｄｐａｃｏｄＦ」ＡＡＤ－１３（ｖ１）プライマーの配列を示す。
【００２７】
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　配列番号７は、「ｓｄｐａｃｏｄＲ」ＡＡＤ－１３（ｖ１）プライマーの配列を示す。
【００２８】
　配列番号８は、「ｓｕｃＣＤ」プライマーの配列を示す。
【００２９】
　配列番号９は、「ｓｕｃＣＤ」プライマーの配列を示す。
【００３０】
　配列番号１０は、ＡＡＤ－１３（ｖ２）プライマーの配列を示す。
【００３１】
　配列番号１１は、ＡＡＤ－１３（ｖ２）プライマーの配列を示す。
【００３２】
　２，４－Ｄ抵抗性遺伝子および続く抵抗性作物の主題となる開発は、植え付け期（in-c
rop）の適用のために、広葉グリホサート抵抗性（または高度に耐性で、変遷した）雑草
種を防除するための優れた選択肢を提供する。２，４－Ｄは、より高い作物耐性を、双子
葉植物および単子葉作物において同様に提供することができれば、栽培者にとって優れた
有用性を提供するであろう、広域性で、相対的に安価で、強い広葉除草剤である。２，４
－Ｄ耐性トランスジェニック双子葉作物はまた、適用のタイミングおよび率においてより
高い柔軟性をも有するであろう。２，４－Ｄに対する、主題となる除草剤耐性形質のさら
なる有用性は、２，４－Ｄの飛散、揮発、反転（または他の用地外移動現象）、誤用、破
壊などから通常感受性の作物に対する損害を予防するための有用性である。ＡＡＤ－１３
遺伝子のさらなる有益性は、現在まで特徴づけられたすべてのｔｆｄＡ相同体と異なり、
ＡＡＤ－１３が、アキラルフェノキシオーキシン（例えば２，４－Ｄ、ＭＣＰＡ、４－ク
ロロフェノキシ酢酸）に加えて、ピリジルオキシ酢酸オーキシン（例えばフルロキシピル
）を分解することができるといったことである。表１を参照されたい。主題となるＡＡＤ
－１３酵素によって触媒される化学反応の一般的な例説は、図１に示す。（Ｏ２の追加は
、立体特異的であり、フェノールおよびグリオキシル酸への中間体の分解は自然発生的で
ある。）図１における化学構造は、分子のバックボーンを示し、様々なＲ基など（表１に
おいて示されるものなど）が含まれるが、図１において必ずしも具体的に示されるもので
はないことが理解されるべきである。異なるフェノキシオーキシンの組合せの複数の混合
物は様々な地域において特異的な雑草スペクトルおよび環境条件に対応するために世界的
に使用された。植物におけるＡＡＤ－１３遺伝子の使用は、はるかに幅広いスペクトルの
オーキシン除草剤に対する防御をもたらし、それによって、柔軟性および防除することが
できる雑草のスペクトルを増加させることができる。本発明はまた、十分に広い市販され
ているフェノキシオーキシンについて、飛散または他の用地外の合成オーキシン除草剤被
害から防御するために使用することができる。表１は、市販されているピリジルオキシお
よびフェノキシオーキシンを定義し、関連する化学構造を提供する。
【００３３】
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【表２】

【００３４】
　植物中での発現について遺伝子操作された場合に、固有の耐性が、まったく存在しなか
ったまたはこれらの除草剤の使用を可能にするのに十分に高くなかった植物において、フ
ェノキシオーキシン除草剤の使用を可能にするための特性を有する単一遺伝子（ＡＡＤ－
１３）が今同定された。さらに、ＡＡＤ－１３は、生来の耐性がまた、選択性を可能にす
るのにも十分ではない場合に、ピリジルオキシ酢酸除草剤に対する、植物体における防御
を提供し、これらの除草剤の潜在的な有用性を拡大することができる。ＡＡＤ－１３を単
独で含む植物は、今や、順次処理されてもよく、または１つのフェノキシオーキシン除草
剤、２つのフェノキシオーキシン除草剤、またはいくつかのフェノキシオーキシン除草剤
の組合せとタンク混合されてもよい。それぞれのフェノキシオーキシン除草剤の率は、広
いスペクトルの双子葉植物雑草の防除について、２５～４０００ｇ　ａｅ／ｈａ、より典
型的に１００～２０００ｇ　ａｅ／ｈａの範囲としてもよい。さらに、１つのピリジルオ
キシ酢酸オーキシン化合物、２つのピリジルオキシ酢酸オーキシン化合物、またはいくつ
かのピリジルオキシ酢酸オーキシン化合物の混合物は、前記除草剤からの被害のリスクが
低下した、ＡＡＤ－１３を発現する植物に適用されてもよい。それぞれのピリジルオキシ
酢酸除草剤の率は、さらなる双子葉植物雑草の防除について、２５～２０００ｇ　ａｅ／
ｈａ、より典型的に３５～８４０ｇ　ａｅ／ｈａの範囲としてもよい。
【００３５】
　グリホサートは、広葉雑草種およびイネ科雑草種の非常に幅広いスペクトルを防除する
ので、大規模に使用される。しかしながら、ＧＴＣおよび非作物への適用におけるグリホ
サートの反復使用は、生来、より耐性の種またはグリホサート抵抗性生物型への雑草の変
遷を選択してきた、また選択し続けるであろう。効果的な率で使用され、同じ種を防除す
るが異なる作用機序を有するタンク混合除草剤パートナーは、抵抗性の雑草の出現を遅延
させる方法として、ほとんどの除草剤抵抗性管理戦略によって決められている。グリホサ
ート耐性形質との（および／または他の除草剤耐性形質との）ＡＡＤ－１３の積み重ねは
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、ＧＴＣにおいて、同じ作物において、選択的に、グリホサート、（１つまたは複数の）
フェノキシオーキシン（例えば２，４－Ｄ）およびピリジルオキシ酢酸オーキシン除草剤
（例えばフルロキシピル）の使用を可能にすることによって、グリホサート抵抗性双子葉
植物雑草種の防除を可能にするメカニズムを提供することができる。これらの除草剤の適
用は、異なる作用機序の２つ以上の除草剤を含むタンク混合物において同時のものとする
ことができる；約２時間～約３カ月の範囲の、植え付け前、出芽前、もしくは出芽後の、
タイミングを分けた適用としての連続的な適用における単一除草剤組成物の個々の適用；
または、その代わりに、それぞれの化学クラスに相当する除草剤の任意の数の任意の組合
せを、作物の植え付けから作物の収穫までの約７カ月内の任意のタイミング（または個々
の除草剤について収穫前の期間の最も短いもの）で適用することができる。
【００３６】
　適用のタイミング、個々の除草剤の率、および困難なまたは抵抗性の雑草を防除する能
力の点から、広いスペクトルのイネ科雑草および広葉雑草を防除する際に柔軟性を有する
ことは重要である。グリホサート抵抗性遺伝子／ＡＡＤ－１３の積み重ねを有する作物に
おけるグリホサート適用は、約２５０～２５００ｇ　ａｅ／ｈａの範囲とすることができ
、（１つまたは複数の）フェノキシオーキシン除草剤（１つまたは複数）は、約２５～４
０００ｇ　ａｅ／ｈａで適用することができ、（１つまたは複数の）ピリジルオキシ酢酸
オーキシン除草剤（１つまたは複数）は、２５～２０００ｇ　ａｅ／ｈａで適用すること
ができる。これらの適用の最適な組合せおよびタイミングは、特定の環境、種、および自
然環境に依存し、雑草防除の当業者によって最適に決定され、本開示の有益性を有するで
あろう。
【００３７】
　小植物は、全成長サイクルを通じて典型的に抵抗性である。形質転換植物は、典型的に
、遺伝子が発現したらいつでも新しい除草剤適用に対して抵抗性となる。耐性は、本明細
書において、以前に試験された構成的プロモーター（主にＣｓＶＭＶおよびＡｔＵｂｉ　
１０）を使用すると、生活環にわたって２，４－Ｄに対して示される。典型的にこれが予
期されると思われるが、それは、例えば、耐性が、抵抗性の作用メカニズムの部位の発現
の低下によって著しく影響を与えられ得る他の非代謝活性の改良である。１つの例は、Ｒ
ｏｕｎｄｕｐ　Ｒｅａｄｙワタであり、これらの植物は、初期に散布された場合、耐性で
あったが、散布が遅すぎた場合、グリホサートは分裂組織中に集中した（グリホサートは
、代謝されずに、移動させられるので）。Ｍｏｎｓａｎｔｏが使用したウイルスプロモー
ターは、花において十分に発現しない。本発明は、これらの点における改善を提供する。
【００３８】
　除草剤調合物（例えばエステル調合物、酸調合物、もしくは塩調合物；または可溶性濃
縮物、乳剤、もしくは可溶性液剤）およびタンク混合添加剤（例えば補助剤、界面活性剤
、飛散抑制剤、または適合性作用物質）は、所与の除草剤または１つもしくは複数の除草
剤の組合せによる雑草防除に著しく影響し得る。前述の除草剤化学物質のいずれかとのこ
れらの任意の組合せは、本発明の範囲内である。
【００３９】
　当業者はまた、防除される雑草のスペクトルを増加させるためのおよび／または生来、
より耐性のもしくはより抵抗性の雑草種の防除のための２つ以上の作用機序を組み合わせ
る有益性について理解するであろう。これはまた、除草剤耐性が、ＧＴＣを超えて、ヒト
の関与（遺伝子導入でまたは非遺伝子導入で）によって作物において可能になった化学物
質にも及び得る。実際に、グリホサート抵抗性（例えば抵抗性植物または細菌ＥＰＳＰＳ
（アグロバクテリウムＣＰ４株を含む）、グリホサートオキシドレダクターゼ（ＧＯＸ）
、ＧＡＴ）、グルホシネート抵抗性（例えばＰａｔ、ｂａｒ）、アセト乳酸シンターゼ（
ＡＬＳ）阻害除草剤抵抗性（例えばイミダゾリノン、スルホニル尿素、トリアゾロピリミ
ジンスルホンアニリド、ピリミジニルチオ安息香酸、および他の化学物質＝ＡＨＡＳ、Ｃ
ｓｒ１、ＳｕｒＡなど）、ブロモキシニル抵抗性（例えばＢｘｎ）、ＨＰＰＤ（４－ヒド
ロキシフェニル－ピルビン酸－ジオキシゲナーゼ）酵素の阻害剤に対する抵抗性、フィト
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エンデサチュラーゼ（ＰＤＳ）の阻害剤に対する抵抗性、光化学系ＩＩ阻害除草剤（例え
ばｐｓｂＡ）に対する抵抗性、光化学系Ｉ阻害除草剤に対する抵抗性、プロトポルフィリ
ノーゲンオキシダーゼＩＸ（ＰＰＯ）阻害除草剤（例えばＰＰＯ－１）に対する抵抗性、
フェニル尿素除草剤（例えばＣＹＰ７６Ｂ１）に対する抵抗性、ジカンバ分解酵素（例え
ば米国特許出願公開第２００３０１３５８７９号を参照されたい）、ならびに他をコード
する形質は、雑草の変遷を効果的に防除するもしくは予防する能力および／または前述の
クラスの任意の除草剤に対する抵抗性を提供するために、単独でまたは複数の組合せで積
み重ねることができる。インビボにおいて、修飾ＥＰＳＰＳは、クラスＩ、クラスＩＩ、
およびクラスＩＩＩグリホサート抵抗性遺伝子と同様に、いくつかの好ましい実施形態に
おいて使用することができる。
【００４０】
　さらなる除草剤に関して、さらなる好ましいＡＬＳ阻害剤は、スルホニル尿素（クロル
スルフロン、ハロスルフロン、ニコスルフロン、スルホメツロン、スルホスルフロン、ト
リフロキシスルフロンなど）、イミダゾロニノン（imidazoloninone）（イマザモックス
、イマゼタピル、イマザキンなど）、トリアゾロピリミジンスルホンアニリド（クロラン
スラムメチル、ジクロスラム、フロラスラム、フルメツラム、メトスラム、およびペノキ
ススラムなど）、ピリミジニルチオ安息香酸（ビスピリバックおよびピリチオバックなど
）、ならびにフルカルバゾンを含むが、これらに限定されない。いくつかの好ましいＨＰ
ＰＤ阻害剤は、メソトリオン、イソキサフルトール、およびスルコトリオンを含むが、こ
れらに限定されない。いくつかの好ましいＰＰＯ阻害剤は、フルミクロラック、フルミオ
キサジン、フルフェンピル、ピラフルフェン、フルチアセット、ブタフェナシル、カルフ
ェントラゾン、スルフェントラゾン、ならびにジフェニルエーテル（アシフルオルフェン
、ホメサフェン、ラクトフェン、およびオキシフルオルフェンなど）を含むが、これらに
限定されない。
【００４１】
　さらに、単独または１つもしくは複数のさらなるＨＴＣ形質と積み重ねられたＡＡＤ－
１３は、１つまたは複数のさらなる入力（例えば昆虫抵抗性、真菌抵抗性、もしくはスト
レス耐性ら）形質または出力（例えば収量の増加、油の特性の改善、繊維の質の改善など
）形質と積み重ねることができる。したがって、本発明は、柔軟にかつ費用効果的に多く
の農業有害生物を防除する能力を有する、作物の質が改善された完成農業パッケージを提
供するために使用することができる。
【００４２】
　本発明は、部分的に、２，４－Ｄを分解することができるだけではなく、驚いたことに
、例えば、本発明の酵素を、以前に知られているｔｆｄＡタンパク質と区別する新規な特
性をも持つ酵素の同定に関する。たとえ、この酵素が、ｔｆｄＡに対する非常に低い相同
性を有していても、本発明の遺伝子は、なお、一般に、α－ケトグルタル酸依存性ジオキ
シゲナーゼの同じ全般的なファミリーに分類することができる。タンパク質のこのファミ
リーは、活性部位を含む「ＨＸ（Ｄ／Ｅ）Ｘ２３－２６（Ｔ／Ｓ）Ｘ１１４－１８３ＨＸ

１０－１３Ｒ」モチーフ中の３つの保存ヒスチジン残基によって特徴づけられる。ヒスチ
ジンは、触媒活性にとって必須の活性部位においてＦｅ＋２イオンを配位結合させる（Ｈ
ｏｇａｎら、２０００）。本明細書において論じられる予備的なインビトロ発現実験は、
新規な特質のために選択することを支援するために調整された。これらの実験はまた、Ａ
ＡＤ－１３酵素が、以前に出願された特許出願において開示された、同じクラスの他の異
種の酵素から判断して、特有であることを示す（国際出願ＰＣＴ　ＵＳ／２００５／０１
４７３７；２００５年５月２日に出願）。その出願のＡＡＤ－１酵素は、主題となるＡＡ
Ｄ－１３タンパク質とわずか約２５％の配列同一性しか共有していない。
【００４３】
　より具体的に、本発明は、２，４－Ｄだけではなくピリジルオキシ酢酸除草剤も分解す
ることができる酵素の使用に部分的に関する。以前に同定されたＡＡＤ－１酵素およびＡ
ＡＤ－１２酵素（それぞれ、特許出願ＰＣＴ　ＵＳ／２００５／０１４７３７（国際出願
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第２００５／１０７４３７号）および国際出願第２００７／０５３４８２号の主題）に加
えて、異なる作用機序を有する異なる化学クラスの除草剤を分解する能力を有することが
これまでに報告されたα－ケトグルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ酵素はない。本発明に
よる使用のための好ましい酵素および遺伝子は、本明細書においてＡＡＤ－１３（アリー
ルオキシアルカノエートジオキシゲナーゼ）の遺伝子およびタンパク質と呼ばれる。
【００４４】
　本発明はまた、フェノキシオーキシン除草剤およびピリジルオキシ酢酸除草剤を分解す
ることができるアリールオキシアルカノエートジオキシゲナーゼ酵素をコードする遺伝子
の同定および使用にも部分的に関する。したがって、本発明は、組換えで発現されたＡＡ
Ｄ－１３酵素による、２，４－ジクロロフェノキシ酢酸除草剤、他のフェノキシ酢酸除草
剤、およびピリジルオキシ酢酸除草剤の分解に部分的に関する。
【００４５】
　主題となるタンパク質は、試験すると、分析的アッセイにおいて、２，４－Ｄの、２，
４－ジクロロフェノール（「ＤＣＰ」；除草性が不活性）への変換について陽性であった
。本発明の部分的に精製されたタンパク質は、インビトロで、２，４－ＤをＤＣＰに速や
かに変換することができる。ＡＡＤ－１３形質転換植物が提供するさらなる利点は、（１
つまたは複数の）元の除草剤は、不活性な形態に代謝され、それによって、穀物または飼
葉における除草性の残留物を収穫してしまう可能性を低下させることである。
【００４６】
　本発明はまた、雑草を防除する方法であって、ＡＡＤ－１３遺伝子を含む植物に、ピリ
ジルオキシ酢酸除草剤および／またはフェノキシオーキシン除草剤を適用するステップを
含む方法をも含む。
【００４７】
　これらの発見を考慮して、このタイプの酵素をコードするポリヌクレオチドを含む新規
な植物が今提供される。これまでに、そのような植物を産生する動機はなく、そのような
植物が、この酵素を効果的に産生して、フェノキシ酸除草剤（２，４－Ｄなど）だけでは
なくピリジルオキシ酢酸除草剤に対しても植物を抵抗性にすることができる見込みはなか
った。したがって、本発明は、当技術分野において可能であるとこれまでに考えられてい
なかった多くの利点を提供する。
【００４８】
　公的に入手可能な株（ＡＴＣＣまたはＤＳＭＺのような微生物株保存機関に委託された
）を取得し、新規な遺伝子について、本明細書において開示される技術を使用してスクリ
ーニングすることができる。本明細書において開示される配列は、本発明に従ってさらに
スクリーニングし、試験するために、相同遺伝子を増幅し、組換え発現系の中にクローニ
ングするために使用することができる。
【００４９】
　背景技術の節において上記に論じられるように、２，４－Ｄを分解する能力について大
規模に調査されてきたある生物は、ラルストニア　ユートロファである（Ｓｔｒｅｂｅｒ
ら、１９８７）。分解経路における最初の酵素をコードする遺伝子は、ｔｆｄＡである。
米国特許第６，１５３，４０１号およびＧＥＮＢＡＮＫ受入番号Ｍ１６７３０を参照され
たい。ｔｆｄＡは、α－ケトグルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ反応を介しての、２，４
－Ｄ酸の除草性が不活性のＤＣＰへの変換を触媒する（Ｓｍｅｊｋａｌら、２００１年）
。ｔｆｄＡは、２，４－Ｄに対して通常感受性の双子葉植物（例えばワタおよびタバコ）
において２，４－Ｄ抵抗性を付与するためにトランスジェニック植物において使用されて
きた（Ｓｔｒｅｂｅｒら、１９８９；Ｌｙｏｎら、１９８９；Ｌｙｏｎら、１９９３）。
２，４－Ｄを分解することができるタンパク質をコードする多数のｔｆｄＡ型遺伝子は、
環境から同定され、ＮＣＢＩデータベースに委託されてきた。多くの相同体は、ｔｆｄＡ
にかなり類似しており（＞８５％のアミノ酸同一性）、ｔｆｄＡに対する類似の酵素特性
を有する。しかしながら、ｔｆｄＡに対する低レベルの相同性を有するα－ケトグルタル
酸依存性ジオキシゲナーゼ相同体の少数の収集物しか現在同定されていない。
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【００５０】
　本発明は、ｔｆｄＡに対する低い相同性（３５％のアミノ酸同一性）および最近同定さ
れたＡＡＤ－１に対する低い相同性（２７％のアミノ酸同一性）を有する、スフィンゴビ
ウム　ハービシドボランスからの遠縁の酵素、ｓｄｐＡの新しい使用およびその機能の驚
くべき発見に部分的に関する（Ｗｅｓｔｅｎｄｏｒｆら、２００２、２００３）。その本
来の形態の、精製されたこのα－ケトグルタル酸依存性ジオキシゲナーゼ酵素は、以前に
、２，４－ＤおよびＳ－ジクロルプロップを分解することが示されてきた（Ｗｅｓｔｅｎ
ｄｏｒｆら、２００２、２００３）。しかしながら、ピリジルオキシ酢酸化学クラスの選
択的除草剤を分解する能力を有することがこれまでに報告されたα－ケトグルタル酸依存
性ジオキシゲナーゼ酵素はない。ｓｄｐＡ（スフィンゴビウム　ハービシドボランスから
の）は、植物において発現されておらず、そうするいかなる動機もなかった、なぜなら、
１つには、新しいＨＴＣ技術の開発は、主として、ＧＴＣの有効性、低費用、および利便
性のために、限界があったからである（Ｄｅｖｉｎｅ、２００５）。
【００５１】
　新規な活性を考慮して、本発明のタンパク質および遺伝子は、本明細書においてＡＡＤ
－１３のタンパク質および遺伝子と呼ばれる。ＡＡＤ－１３は、インビトロで種々様々の
フェノキシ酢酸オーキシン除草剤を分解することが現在確認されている。下記の実施例５
における表５．４．４－１を参照されたい。さらに、この酵素は、本明細書において初め
て報告されるように、アリールオキシアルカノエート分子のクラスのさらなる基質をも分
解することができることが驚いたことに分かった。著しく農業で重要な基質は、ピリジル
オキシ酢酸オーキシン除草剤を含む。この非常に新規な発見は、著しい除草剤耐性作物（
ＨＴＣ）形質および選択可能マーカー形質の可能性に基づくものである。この酵素は、一
連の広いスペクトルの広葉除草剤（フェノキシ酢酸オーキシンおよびピリジルオキシ酢酸
オーキシン）に対する除草剤分解活性を送達する能力が特有である。
【００５２】
　したがって、本発明は、組換えで発現されたアリールオキシアルカノエートジオキシゲ
ナーゼ酵素（ＡＡＤ－１３）による、２，４－ジクロロフェノキシ酢酸、他のフェノキシ
酢酸オーキシン除草剤、およびピリジルオキシ酢酸除草剤の分解に部分的に関する。本発
明はまた、フェノキシオーキシン除草剤および／またはピリジルオキシオーキシン除草剤
を分解することができる、アリールオキシアルカノエートジオキシゲナーゼ分解酵素（Ａ
ＡＤ－１３）をコードする遺伝子の同定および使用に部分的に関する。
【００５３】
　主題となる酵素は、広葉雑草をほぼすべて防除すると思われる除草剤の組合せに対する
耐性に帰着するトランスジェニック発現を可能にする。ＡＡＤ－１３は、他のＨＴＣ形質
と積み重ねるために、例えば優れた除草剤耐性作物（ＨＴＣ）形質［例えばグリホサート
抵抗性、グルホシネート抵抗性、ＡＬＳ阻害剤（例えばイミダゾリノン、スルホニル尿素
、トリアゾロピリミジンスルホンアニリド）抵抗性、ブロモキシニル抵抗性、ＨＰＰＤ阻
害剤抵抗性、ＰＰＯ阻害剤抵抗性など］、および昆虫抵抗性形質（Ｃｒｙ１Ｆ、Ｃｒｙ１
Ａｂ、Ｃｒｙ　３４／４５、他のバチルス　チューリンゲンシスタンパク質、または非バ
チルス起源の殺虫性タンパク質など）として役立ち得る。さらに、ＡＡＤ－１３は、第２
の遺伝子または遺伝子の群を用いて遺伝子操作された植物の一次形質転換体の選択を援助
するために、選択可能マーカーとして役立ち得る。
【００５４】
　さらに、主題となる微生物遺伝子は、タンパク質が、単子葉植物と双子葉植物の使用頻
度の両方に対する傾向を有するコドンによってコードされるように再設計されている（ヘ
ミコット（hemicot））。シロイヌナズナ、トウモロコシ、タバコ、ワタ、ダイズ、キャ
ノーラ、およびイネは、ＡＡＤ－１３含有構築物を用いて形質転換され、フェノキシオー
キシン除草剤とピリジルオキシオーキシン除草剤の両方に対する高レベルの抵抗性を実証
した。したがって、本発明はまた、本発明のタンパク質をコードする「植物最適化」遺伝
子にも関する。
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【００５５】
　オキシアルカノエート基は、除草剤の中に安定性の酸の機能性を導入するのに有用であ
る。酸性基は、除草剤作用のための望ましい特質である「酸トラッピング」による師部移
動性を付与することができ、したがって、移動性の目的のために、新しい除草剤の中に組
み込むことができる。本発明の態様はまた、ＨＴＣを作り出すメカニズムをも提供する。
ＡＡＤ－１３の基質として役立ち得る多くの潜在的な商業的かつ実験的な除草剤が存在す
る。したがって、主題となる遺伝子の使用はまた、同様に、それらの他の除草剤に対する
除草剤耐性にも帰着し得る。
【００５６】
　本発明のＨＴＣ形質は、他のＨＴＣ形質（グリホサート耐性を含むが、これらに限定さ
れない）を有する新規な組合せにおいて使用することができる。形質のこれらの組合せは
、新しく獲得した抵抗性または除草剤（例えばグリホサート）に対する固有の耐性のため
に、雑草（および同様の）種を防除するための新規な方法をもたらす。したがって、ＨＴ
Ｃ形質に加えて、除草剤耐性がトランスジェニック作物において前記酵素によって作り出
された除草剤を使用して、雑草を防除するための新規な方法は本発明の範囲内である。
【００５７】
　本発明は、例えば、ダイズにおける最新のグリホサート抵抗性形質と積み重ねられた２
，４－Ｄ抵抗性形質の商品化との関連で適用することができる。したがって、本発明は、
広葉雑草種の変遷および／または除草剤抵抗性の広葉雑草の選択を阻止するように取り組
むためのツールを提供し、これは、雑草防除のためのグリホサートに対する栽培者による
非常に高い信頼から判断して、様々な作物で最高点に達する。
【００５８】
　主題となるＡＡＤ－１３遺伝子のトランスジェニック発現は、例えばシロイヌナズナお
よびタバコにおいて例示される。ダイズは、本発明による形質転換のための好ましい作物
である。しかしながら、本発明は、複数の他の単子葉作物（牧草または芝草など）および
アルファルファ、クローバ、樹種などの双子葉作物において利用することができる。さら
に、２，４－Ｄ（または他のＡＡＤ－１３－基質）は、より積極的に、耐性が中程度であ
るイネ科作物において利用することができ、この形質を介しての耐性の増加は、作物被害
のリスクを伴うことなく、より効果的な率でかつより幅広い適用タイミングでこれらの除
草剤を使用する可能性を栽培者に提供すると思われる。
【００５９】
　さらに、本発明は、広葉雑草を防除する除草剤に対する抵抗性を提供することができる
単一遺伝子を提供する。この遺伝子は、広いスペクトルの除草剤の組合せの使用を可能に
するために、複数の作物において利用されてもよい。本発明はまた、最新の化学薬品に対
して抵抗性の雑草を防除することができ、最新の農業の慣習に起因する雑草スペクトルの
変遷の防除を助ける。主題となるＡＡＤ－１３はまた、さらなる除草剤基質を非除草性の
形態に効果的に解毒しようとするために使用することができる。したがって、本発明は、
さらなるＨＴＣ形質および／または選択可能マーカーの技術の開発を提供する。
【００６０】
　ＨＴＣを生産するために主題となる遺伝子を使用することとは別にまたはそれに加えて
、主題となる遺伝子はまた、細胞培養物、温室、および生育地において形質転換体をうま
く選択するために選択可能マーカーとして使用することもできる。単に、バイオテクノロ
ジープロジェクトに対する選択可能マーカーとしての主題となる遺伝子に高い固有の価値
がある。他のアリールオキシアルカノエートオーキシン除草剤に対するＡＡＤ－１３の無
差別な混合は、ＨＴＣおよび／または選択可能マーカーの目的のためにこの遺伝子を利用
するための多くの可能性を提供する。
【００６１】
　本発明のタンパク質（および供給源単離物）。本発明は、機能性タンパク質を提供する
。「機能活性」（または「活性な」）とは、本発明による使用のためのタンパク質／酵素
は、除草剤の活性を分解するまたは低減する能力を有する（単独でまたは他のタンパク質
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と組み合わせて）ことを本明細書において意味する。本発明のタンパク質を産生する植物
は、好ましくは、植物が除草剤で処理された場合に、タンパク質発現のレベルが、除草剤
に対して植物を完全にまたは部分的に抵抗性または耐性にするのに十分であるように、「
有効量」のタンパク質を産生する（他に指定されない限り、典型的な率で；典型的な適用
率は、例えば、十分に知られているＨｅｒｂｉｃｉｄｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ（Ｗｅｅｄ　
Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ、Ｅｉｇｈｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏ
ｎ、２００２）において見つけることができる）。除草剤は、標的植物を通常死滅させる
率で、通常の生育地での使用率および濃度で適用することができる。（本発明のために、
レベルおよび／または濃度は、以前に使用されたものよりも任意選択で高くすることがで
きる。）好ましくは、本発明の植物細胞および植物は、除草剤処理によって引き起こされ
る成長阻害または損傷から防御される。本発明の形質転換植物および形質転換植物細胞は
、好ましくは、本明細書において論じられるように、除草剤に対して抵抗性または耐性に
され、形質転換植物および形質転換植物細胞は、本明細書において論じられるように、有
効量の１つまたは複数の除草剤の存在下で成長させることができることを意味する。本発
明の好ましいタンパク質は、１つまたは複数のアリールオキシアルカノエート化合物を代
謝するための触媒活性を有する。
【００６２】
　容易に、「抵抗性」という用語について論じることはできず、また動詞「耐性がある」
または形容詞「耐性の」を使用することはできない。産業界は、除草剤耐性作物（ＨＴＣ
）対除草剤抵抗性作物（ＨＲＣ）について討論するのに無数の時間を費やしてきた。ＨＴ
Ｃは、産業界における好ましい用語である。しかしながら、公式のＷｅｅｄ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａによる抵抗性の定義は、「野生型に対して
通常致命的な、用量の除草剤への曝露の後に生存し、再生するための、植物の遺伝した能
力である。植物において、抵抗性は、自然発生のものであってもよく、または遺伝子操作
または組織培養もしくは突然変異誘発によって生じた変異体の選択のような技術によって
誘発されてもよい」とされている。本明細書において使用されるように、他に示されない
限り、除草剤「抵抗性」は、遺伝性であり、本開示の出願時点での、Ｔｈｅ　Ｈｅｒｂｉ
ｃｉｄｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋの現行版によって示唆されるように、所与の植物に対する除
草剤による典型的な、除草性が有効な処理の存在下で植物が成長し、再生することを可能
にする。当業者によって認識されるように、たとえ、除草剤の曝露によるある程度の植物
損傷が明らかであっても、植物は、なお、「抵抗性である」と考えてもよい。本明細書に
おいて使用されるように、「耐性」という用語は、「抵抗性」という用語よりも広く、本
明細書において定義される「抵抗性」を含む。同様に、同じ除草剤の用量で同じ遺伝子型
の野生型植物において典型的に起こる様々な程度の、除草性が誘発した損傷に耐えるため
の特定の植物の改善された性能を含む。
【００６３】
　植物または細菌系への機能活性の移入は、ベクターが存在する宿主に適切であるタンパ
ク質発現ベクターの中に統合された、本発明のタンパク質のアミノ酸配列をコードする核
酸配列を伴い得る。機能活性を有するタンパク質をコードする核酸配列を得るための１つ
の方法は、本明細書において開示されるように、タンパク質のアミノ酸配列から推定され
る情報を使用して対象とするタンパク質を産生する細菌種から本来の遺伝物質を単離する
ことである。例えば、下記により詳細に論じられるように、本来の配列は、植物中での発
現に最適化することができる。最適化されたポリヌクレオチドはまた、タンパク質配列に
基づいて設計することができる。
【００６４】
　本発明は、本明細書において同定される新規な活性を有するタンパク質のクラスを提供
する。タンパク質およびそれらをコードするポリヌクレオチドのこれらのクラスを特徴づ
けるための１つの方法は、例示されるヌクレオチド配列（その相補体および／またはどち
らかの鎖に由来する１つもしくは複数のプローブ）と一連の指定された条件下でハイブリ
ダイズする能力によって、かつ／または例示される配列に由来するプライマーを使用して
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ＰＣＲによって増幅されるそれらの能力によってポリヌクレオチドを定義することによる
ものである。
【００６５】
　本発明による使用のためのタンパク質を得るための多くの方法がある。例えば、本明細
書において開示されるタンパク質の抗体は、タンパク質の混合物から他のタンパク質を同
定し、単離するために使用することができる。具体的には、抗体は、他の関連するタンパ
ク質と比較して、最も保存されたまたは最も異なるタンパク質の部分に対して産生されて
もよい。これらの抗体は、次いで、免疫沈降、酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）
、またはイムノブロッティングによって特徴的な活性を有する等価なタンパク質を特に同
定するために使用することができる。本明細書において開示されるタンパク質または等価
なタンパク質またはこれらのタンパク質の断片に対する抗体は、標準的な手順を使用して
容易に調製することができる。そのような抗体は、本発明の態様である。本発明の抗体は
、例示されるまたは示唆されるタンパク質に応じて好ましくは産生されるモノクローナル
抗体およびポリクローナル抗体を含む。
【００６６】
　当業者は、種々様々の供給源から本発明のタンパク質（および遺伝子）を得ることがで
きることを容易に認識すると思われる。全除草剤分解オペロンは、プラスミドなどの転移
因子上にコードされており、ゲノム的に統合されていることが知られているので、本発明
のタンパク質は、例えば組換え細菌および／または野生型細菌を含む多種多様の微生物か
ら得ることができる。
【００６７】
　細菌単離物の突然変異体は、当技術分野において十分に知られている手順によって作製
することができる。例えば、胞子非形成突然変異体は、単離物のメタンスルホン酸エチル
（ＥＭＳ）突然変異誘発を通して得ることができる。突然変異株はまた、当技術分野にお
いて十分に知られている手順によって、紫外線およびニトロソグアニジンを使用して作製
することができる。
【００６８】
　本明細書において言及されるまたは示唆される主題となる単離物のいずれか「からの」
またはそれ「から入手可能な」タンパク質は、タンパク質（または類似のタンパク質）が
、単離物または他の細菌株もしくは植物などのいくつかの他の供給源から得ることができ
ることを意味する。「に由来する」もまた、この暗示的意味を有し、例えば、植物におけ
る発現について修飾される所与のタイプの細菌から入手可能なタンパク質を含む。当業者
は、細菌の遺伝子およびタンパク質の開示を考慮すれば、植物は、タンパク質を産生する
ために操作することができることを容易に認識するであろう。抗体調製物、核酸プローブ
（例えばＤＮＡ、ＲＮＡ、またはＰＮＡ）などは、本明細書において開示されるポリヌク
レオチドおよび／またはアミノ酸配列を使用して、調製することができ、また他の（天然
）供給源から他の関連する遺伝子をスクリーニングし、回収するために使用することがで
きる。
【００６９】
　標準的な分子生物学の技術を使用して、本明細書において記載されるタンパク質および
遺伝子をクローニングし、配列決定することができる。さらなる情報は、参照によって本
明細書において組み込まれるＳａｍｂｒｏｏｋら、１９８９において見つけることができ
る。
【００７０】
　ポリヌクレオチドおよびプローブ。本発明は、本発明による使用のためのタンパク質を
コードする核酸配列をさらに提供する。本発明は、所望の除草性の活性を有するタンパク
質をコードする遺伝子を同定し、かつ特徴づける方法をさらに提供する。一実施形態にお
いて、本発明は、ＰＣＲ技術のためのハイブリダイゼーションプローブおよび／またはプ
ライマーとして有用な特有のヌクレオチド配列を提供する。プライマーは、対象とする特
異的な遺伝子の同定、特徴づけ、および／または単離において使用することができる特徴
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的な遺伝子断片を産生する。本発明のヌクレオチド配列は、以前に記載されたタンパク質
とは異なるタンパク質をコードする。
【００７１】
　本発明のポリヌクレオチドは、所望の宿主細胞において、タンパク質またはペプチドを
コードするための完全な「遺伝子」を形成するために使用することができる。例えば、当
業者が容易に認識すると思われるように、主題となるポリヌクレオチドは、当技術分野に
おいて容易に知られているように、対象とする宿主においてプロモーターの管理下に適切
に配置することができる。遺伝子発現のレベルおよび一時的／組織特異的発現は、本発明
の有用性に非常に影響を与え得る。一般に、分解系遺伝子のより高いレベルのタンパク質
発現は、基質（この場合、標的除草剤）のより速い、より完全な分解に帰着するであろう
。プロモーターは、高い発現が植物の健康に対する重大な負の影響を有していない限り、
高レベルで標的遺伝子を発現することが所望される。典型的に、すべての成長段階での植
物の完全な防御のために、すべての組織においてＡＡＤ－１３遺伝子を恒常的に発現させ
ることが望まれると思われる。しかしながら、その代わりに、植物性発現抵抗性遺伝子を
使用することができる；これは、雑草防除のために植え付け期の標的除草剤の使用を可能
にすると思われ、続いて、開花期の間の適用によって標的作物の有性生殖を管理すると思
われる。さらに、所望のレベルおよび発現の期間はまた、植物のタイプおよび所望の耐性
のレベルにも依存し得る。いくつかの好ましい実施形態は、発現レベルを増加させ、かつ
所望のレベルまで耐性を増強するために転写エンハンサーなどと組み合わせた強い構成的
プロモーターを使用する。いくつかのそのような適用は、実施例の節の前に下記により詳
細に論じられる。
【００７２】
　当業者が知っているように、ＤＮＡは、典型的に、二本鎖形態で存在する。この配置に
おいて、一方の鎖は他方の鎖に対して相補的であり、逆もまた同様である。ＤＮＡが植物
（例えば）において複製されると、ＤＮＡのさらなる相補鎖が産生される。「コード鎖」
は、アンチセンス鎖と結合する鎖について言及するために当技術分野において使用される
ことが多い。ｍＲＮＡは、ＤＮＡの「アンチセンス」鎖から転写される。「センス」鎖ま
たは「コード」鎖は、対象とするタンパク質またはペプチドを形成するためのオープンリ
ーディングフレーム（ＯＲＦ）として読み取ることができる一連のコドンを有する（コド
ンは、特定のアミノ酸を指定するための３残基単位として読み取ることができる３つのヌ
クレオチドである）。インビボにおいてタンパク質を産生するために、ＤＮＡの鎖は、タ
ンパク質の鋳型として使用されるｍＲＮＡの相補鎖に典型的に転写される。したがって、
本発明は、添付の配列表において示される、例示されるポリヌクレオチドおよび／または
相補鎖を含む等価物の使用を含む。例示されるＤＮＡ分子と機能的に等価なＲＮＡおよび
ＰＮＡ（ペプチド核酸）は、本発明において含まれる。
【００７３】
　本発明の一実施形態において、細菌単離物は、微生物の高度な増殖に帰着する条件下で
培養することができる。一本鎖ゲノム核酸を提供するために微生物を処理した後に、ＤＮ
Ａは、本発明のプライマーと接触させ、ＰＣＲ増幅にかけることができる。対象とする遺
伝子の特徴的な断片は、この手順によって増幅され、したがって、対象とする（１つまた
は複数の）遺伝子の存在を同定するであろう。
【００７４】
　さらに、本発明の態様は、本明細書において開示される方法およびヌクレオチド配列を
使用して同定される遺伝子および単離物を含む。このように同定された遺伝子は、本発明
の除草性の抵抗性タンパク質をコードすることができる。
【００７５】
　本発明による使用のタンパク質および遺伝子は、例えば、オリゴヌクレオチドプローブ
を使用することによって同定し、得ることができる。これらのプローブは、適切な標識に
よって検出可能となり得る検出可能なヌクレオチド配列であり、または国際出願国際公開
第９３／１６０９４号において記載されるように固有に蛍光性にしていてもよい。プロー
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ブ（および本発明のポリヌクレオチド）は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはＰＮＡであってもよ
い。アデニン（Ａ）、シトシン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）、チミン（Ｔ）、およびウラシル
（Ｕ；ＲＮＡ分子について）に加えて、本発明の合成プローブ（およびポリヌクレオチド
）はまた、イノシン（４つの塩基すべてと対になることができる中性塩基；時に、合成プ
ローブにおける４つの塩基すべての混合物の代わりに使用される）および／または他の合
成（非天然）塩基を有することもできる。したがって合成縮重オリゴヌクレオチドが本明
細書において言及され、「Ｎ」または「ｎ」が総称的に使用される場合、「Ｎ」または「
ｎ」は、Ｇ、Ａ、Ｔ、Ｃ、またはイノシンとすることができる。本明細書において使用さ
れるアンビギュイティーコード（ａｍｂｉｇｕｉｔｙ　ｃｏｄｅ）は、本出願の出願時点
での標準的なＩＵＰＡＣ命名規則に従う（例えば、ＲはＡまたはＧを意味し、Ｙは、Ｃま
たはＴを意味するなど）。
【００７６】
　当技術分野において十分に知られているように、プローブ分子が核酸サンプルとハイブ
リダイズする場合、プローブおよびサンプルは、実質的な相同性／類似性／同一性を有す
ることを合理的に想定することができる。好ましくは、ポリヌクレオチドのハイブリダイ
ゼーションが最初に行われ、その後、例えば、Ｋｅｌｌｅｒ，Ｇ．Ｈ．、Ｍ．Ｍ．Ｍａｎ
ａｋ（１９８７）ＤＮＡ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ、ＮＹ、１６９～１７０ページにおいて記載されるように、当技術分野において十分
に知られている技術によって、低、中、または高ストリンジェンシーの条件下での洗浄が
続く。例えば、そこに述べられるように、低ストリンジェンシー条件は、室温で、１５分
間、２×ＳＳＣ（標準クエン酸生理食塩水）／０．１％　ＳＤＳ（硫酸ドデシルナトリウ
ム）を用いて最初に洗浄することによって達成することができる。２回の洗浄が典型的に
行われる。次いで、より高度なストリンジェンシーは、塩濃度を下げることによっておよ
び／または温度を上げることによって達成することができる。例えば、上記に記載される
洗浄の後に、室温で、それぞれ１５分間、０．１×ＳＳＣ／０．１％　ＳＤＳを用いる２
回の洗浄、５５℃で、それぞれ３０分間、０．１×ＳＳＣ／０．１％　ＳＤＳを用いる続
く洗浄を続けることができる。これらの温度は、本明細書において記載されるおよび当業
者に知られている他のハイブリダイゼーションおよび洗浄プロトコールと共に使用するこ
とができる（例えば、ＳＳＰＥは、ＳＳＣの代わりに塩として使用することができる）。
２×ＳＳＣ／０．１％　ＳＤＳは、４４５ｍｌの水に対して５０ｍｌの２０×ＳＳＣおよ
び５ｍｌの１０％　ＳＤＳを追加することによって調製することができる。２０×ＳＳＣ
は、ＮａＣｌ（１７５．３ｇ／０．１５０Ｍ）、クエン酸ナトリウム（８８．２ｇ／０．
０１５Ｍ）、および水を組み合わせ、１０Ｎ　ＮａＯＨを用いてｐＨを７．０に調整し、
次いで、容量を１リットルに調整することによって調製することができる。１０％のＳＤ
Ｓは、５０ｍｌの加圧滅菌水中に１０ｇのＳＤＳを溶解し、次いで、１００ｍｌに希釈す
ることによって調製することができる。
【００７７】
　プローブの検出は、知られている方法においてハイブリダイゼーションが維持されてい
るかどうかを決定するための手段を提供する。そのようなプローブ分析は、本発明の遺伝
子を同定するための迅速な方法を提供する。本発明によるプローブとして使用されるヌク
レオチドセグメントは、ＤＮＡ合成装置および標準的な手順を使用して合成することがで
きる。これらのヌクレオチド配列はまた、本発明の遺伝子を増幅するためにＰＣＲプライ
マーとして使用することもできる。
【００７８】
　分子のハイブリダイゼーションの特徴は、本発明のポリヌクレオチドを定義するために
使用することができる。したがって、本発明は、本明細書において例示されるポリヌクレ
オチドとハイブリダイズするポリヌクレオチド（および／またはそれらの相補体、好まし
くはそれらの完全相補体）を含む。すなわち、遺伝子（およびそれがコードするタンパク
質）を定義するための１つの方法は、例えば、知られているまたは特に例示される遺伝子
とハイブリダイズする（本明細書において特に開示されるいずれかの条件下で）能力によ
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るものとする。
【００７９】
　本明細書において使用されるように、ハイブリダイゼーションのための「ストリンジェ
ントな」条件は、本出願人によって用いられる条件と同じまたはほぼ同じ程度のハイブリ
ダイゼーションの特異性を達成する条件について言及するものである。具体的には、サザ
ンブロットで固定されたＤＮＡの、３２Ｐ標識遺伝子特異的プローブとのハイブリダイゼ
ーションは、標準的な方法によって行うことができる（例えばＭａｎｉａｔｉｓら、１９
８２を参照されたい）。一般に、ハイブリダイゼーションおよび続く洗浄は、標的配列の
検出を可能にする条件下で実行することができる。二本鎖ＤＮＡ遺伝子プローブについて
は、ハイブリダイゼーションは、６×ＳＳＰＥ、５×デンハルト溶液、０．１％　ＳＤＳ
、０．１ｍｇ／ｍｌ変性ＤＮＡ中でＤＮＡハイブリッドの融解温度（Ｔｍ）の２０～２５
℃下の温度で一晩実行することができる。融解温度は、以下の式によって説明される（Ｂ
ｅｌｔｚら、１９８３）：
　Ｔｍ＝８１．５℃＋１６．６　Ｌｏｇ［Ｎａ＋］＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）－０．６１（
％ホルムアミド）－６００／二重鎖の塩基対の長さ
【００８０】
　洗浄は、典型的に、以下のように実行することができる：
　（１）１×ＳＳＰＥ、０．１％　ＳＤＳ中、１５分間、室温で２回（低ストリンジェン
シー洗浄）。
　（２）０．２×ＳＳＰＥ、０．１％　ＳＤＳ中、１５分間、Ｔｍ－２０℃で１回（中ス
トリンジェンシー洗浄）。
【００８１】
　オリゴヌクレオチドプローブについては、ハイブリダイゼーションは、６×ＳＳＰＥ、
５×デンハルト溶液、０．１％　ＳＤＳ、０．１ｍｇ／ｍｌ変性ＤＮＡ中、ハイブリッド
の融解温度（Ｔｍ）の１０～２０℃下の温度で一晩実行することができる。オリゴヌクレ
オチドプローブについてのＴｍは、以下の式によって決定することができる：
　Ｔｍ（℃）＝２（Ｔ／Ａ塩基対の数）＋４（Ｇ／Ｃ塩基対の数）（Ｓｕｇｇｓら、１９
８１）。
【００８２】
　洗浄は、典型的に、以下のように実行することができる：
　（１）１×ＳＳＰＥ、０．１％　ＳＤＳ、１５分間、室温で２回（低ストリンジェンシ
ー洗浄）。
　（２）１×ＳＳＰＥ、０．１％　ＳＤＳ中、１５分間、ハイブリダイゼーション温度で
１回（中ストリンジェンシー洗浄）。
【００８３】
　一般に、塩および／または温度は、ストリンジェンシーを変化させるために変更するこ
とができる。＞７０程度の塩基長の標識ＤＮＡ断片を用いると、以下の条件を使用するこ
とができる：
　低：１または２×ＳＳＰＥ、室温
　低：１または２×ＳＳＰＥ、４２℃
　中：０．２×または１×ＳＳＰＥ、６５℃
　高：０．１×ＳＳＰＥ、６５℃。
【００８４】
　二重鎖の形成および安定性は、ハイブリッドの２本の鎖の間の実質的な相補性に依存し
、上記に述べられるように、ある程度のミスマッチは許容することができる。したがって
、本発明のプローブ配列は、記載される配列の突然変異（単一と複数の両方）、欠失、挿
入、ならびにその組合せを含み、前記突然変異、挿入、および欠失は、対象とする標的ポ
リヌクレオチドとの安定性のハイブリッドの形成を可能にする。突然変異、挿入、および
欠失は、多くの方法で所与のポリヌクレオチド配列において生じさせることができ、これ
らの方法は、当業者に知られている。他の方法が、今後、知られるようになることもあり
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得る。
【００８５】
　ＰＣＲ技術。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、核酸配列の繰り返しの、酵素による
プライムド合成である。この手順は、十分に知られており、当業者らによって共通して使
用される（Ｍｕｌｌｉｓ、米国特許第４，６８３，１９５号、第４，６８３，２０２号、
および第４，８００，１５９号；Ｓａｉｋｉら、１９８５を参照されたい）。ＰＣＲは、
標的配列の相対する鎖にハイブリダイズする２つのオリゴヌクレオチドプライマーが側面
に位置する対象とするＤＮＡ断片の酵素による増幅に基づくものである。プライマーは、
好ましくは、３’端末に方向づけられ、互いに向き合っている。鋳型の熱変性、それらの
相補的配列へのプライマーのアニーリング、およびＤＮＡポリメラーゼを用いるアニール
したプライマーの伸長の繰り返しのサイクルは、ＰＣＲプライマーの５’端末によって境
界を定められるセグメントの増幅に帰着する。それぞれのプライマーの伸長産物は、他の
プライマーのための鋳型として役立ち得る、そのため、それぞれのサイクルは、前のサイ
クルにおいて産生されるＤＮＡ断片の量を本質的に２倍にする。これは、数時間で、数１
００万倍まで、特異的な標的断片の指数関数的な蓄積に帰着する。好熱性細菌サームス　
エクアティカスから単離される、Ｔａｑポリメラーゼなどの耐熱性ＤＮＡポリメラーゼを
使用することによって、増幅プロセスは、完全に自動化することができる。使用すること
ができる他の酵素は、当業者らに知られている。
【００８６】
　例示されるＤＮＡ配列またはそのセグメントは、プライマーとしてＰＣＲ増幅に使用す
ることができる。ＰＣＲ増幅を行う際に、ある程度のミスマッチは、プライマーおよび鋳
型の間で許容することができる。したがって、例示されるプライマーの突然変異、欠失、
および挿入（とりわけ５’端末に対するヌクレオチドの追加）は、本発明の範囲内である
。突然変異、挿入、および欠失は、当業者に知られている方法によって所与のプライマー
において生じさせることができる。
【００８７】
　遺伝子およびタンパク質の修飾。主題となる遺伝子およびタンパク質は、他の遺伝子お
よびタンパク質に融合して、キメラタンパク質または融合タンパク質を産生することがで
きる。本発明による有用な遺伝子ならびにタンパク質は、具体的に例示される完全長配列
だけではなく、これらの配列の部分、セグメント、ならびに／または断片（隣接する断片
ならびに完全長分子と比較した内部および／または端末の欠失を含む）、その変異体、突
然変異体、キメラ、ならびに融合物もまた含む。本発明のタンパク質は、それらが所望の
機能活性を保持する限り、置換アミノ酸を有することができる。「変異」遺伝子は、同じ
タンパク質または例示されるタンパク質と等価であるもしくは類似した活性を有する等価
なタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する。
【００８８】
　「変異タンパク質」および「等価なタンパク質」という用語は、標的基質および等価な
配列に対して、例示されるタンパク質と同じまたは本質的に同じ生物学的／機能活性を有
するタンパク質について言及するものである。本明細書において使用されるように、「等
価な」配列に対する言及は、有意な程度まで活性を改善するまたはそれに不利に影響しな
いアミノ酸の置換、欠失、追加、または挿入を有する配列について言及するものである。
活性を保持する断片もまた、この定義の中に含まれる。例示されるタンパク質の対応する
断片と同じまたは類似する機能または活性を保持する断片および他の等価物は、本発明の
範囲内である。アミノ酸の置換または追加などの変化は、（著しく／実質的にタンパク質
の機能活性を減少させることなく）タンパク質のプロテアーゼ安定性を増加させる（また
は減少させる）、制限部位を除去するまたは追加するなどの種々様々の目的のためになす
ことができる。遺伝子の変異は、例えば、点突然変異を作製するために標準的な技術を使
用して、容易に構築することができる。
【００８９】
　さらに、米国特許第５，６０５，７９３号は、例えば、ランダムなまたは集中的な断片
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化の後にＤＮＡ再構築を使用することによってさらなる分子の多様性を生じさせる方法を
記載する。これは、遺伝子「シャッフリング」と呼ぶことができ、これは、典型的に、２
つ以上の異なるＤＮＡ分子の断片（所望のサイズの）の混合、その後の繰り返しの復元を
含む。これは、出発遺伝子によってコードされるタンパク質の活性を改善することができ
る。この結果は、活性の改善、基質特異性の変更、酵素安定性の増加、立体特異性の変更
、または他の特徴を有するキメラタンパク質となる。
【００９０】
　「シャッフリング」は、対象とするタンパク質の原子の３Ｄ（三次元）座標および結晶
構造を得て、検査した後に設計し、標的とすることができる。したがって、「集中的なシ
ャッフリング」は、好ましくは、タンパク質フォールディングおよび必須の３Ｄ構造の完
全性と関連する内部のセグメントではなく、修飾にとって理想的な表面が露出したセグメ
ントなどのタンパク質のある種のセグメントに向けることができる。
【００９１】
　酵素の「活性部位」に対する特異的な変化は、活性または立体特異性に関して固有の機
能性に影響するようになすことができる（アラインメント図２を参照されたい）Ｍｕｌｌ
ｅｒら（２００６）。知られているｔａｕＤ結晶構造は、活性部位残基を決定するために
モデルジオキシゲナーゼとして使用された。一方、これは、その固有の基質タウリンに結
合する。Ｅｌｋｉｎｓら（２００２）「Ｘ－ｒａｙ　ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒ
ｅ　ｏｆ　Ｅｓｃｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｔａｕｒｉｎｅ／ａｌｐｈａ－ｋｅｔｏｇ
ｌｕｔａｒａｔｅ　ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ　ｃｏｍｐｌｅｘｅｄ　ｔｏ　ｆｅｒｒｏｕ
ｓ　ｉｒｏｎ　ａｎｄ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ」、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４１（１
６）：５１８５～５１９２ページ。酵素活性部位の配列最適化および設計可能性に関して
、Ｃｈａｋｒａｂａｒｔｉら、ＰＮＡＳ、（Ａｕｇ．２３、２００５）、１０２（３４）
：１２０３５～１２０４０ページを参照されたい。
【００９２】
　変異遺伝子は、変異タンパク質を産生するために使用することができる；組換え宿主は
、変異タンパク質を産生するために使用することができる。これらの「遺伝子シャッフリ
ング」技術を使用して、本明細書において例示される任意の配列の任意の５、１０、また
は２０隣接残基（アミノ酸またはヌクレオチド）を含む等価な遺伝子およびタンパク質を
構築することができる。当業者が知っているように、遺伝子シャッフリング技術は、例え
ば、例示されるもしくは示唆される配列（またはその相補体（完全相補体））のいずれか
におけるセグメント（同じサイズの）に対応する３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４
、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、
３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５
１、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４
、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、
７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９
１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、１００、１０１、１０２、１０
３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１１０、１１１、１１２、１１
３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、１２１、１２２、１２
３、１２４、１２５、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、１３
３、１３４、１３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、１４
３、１４４、１４５、１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、１５
３、１５４、１５５、１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、１６
３、１６４、１６５、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７
３、１７４、１７５、１７６、１７７、１７８、１７９、１８０、１８１、１８２、１８
３、１８４、１８５、１８６、１８７、１８８、１８９、１９０、１９１、１９２、１９
３、１９４、１９５、１９６、１９７、１９８、１９９、２００、２０１、２０２、２０
３、２０４、２０５、２０６、２０７、２０８、２０９、２１０、２１１、２１２、２１
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３、２１４、２１５、２１６、２１７、２１８、２１９、２２０、２２１、２２２、２２
３、２２４、２２５、２２６、２２７、２２８、２２９、２３０、２３１、２３２、２３
３、２３４、２３５、２３６、２３７、２３８、２３９、２４０、２４１、２４２、２４
３、２４４、２４５、２４６、２４７、２４８、２４９、２５０、２５１、２５２、２５
３、２５４、２５５、２５６、２５７、２５８、２５９、２６０、２６１、２６２、２６
３、２６４、２６５、２６６、２６７、２６８、２６９、２７０、２７１、２７２、２７
３、２７４、２７５、２７６、２７７、２７８、２７９、２８０、２８１、２８２、２８
３、２８４、２８５、２８６、２８７、または２８８隣接残基（アミノ酸またはヌクレオ
チド）を例えば有する等価物を得るために調整することができる。同様に、所定のサイズ
に作られたセグメント、とりわけ保存領域についてのものもまた、プローブおよび／また
はプライマーとして使用することができる。
【００９３】
　完全長遺伝子の断片は、標準的な手順に従って、市販されているエキソヌクレアーゼま
たはエンドヌクレアーゼを使用して作製することができる。例えば、Ｂａｌ３１などの酵
素または部位特異的突然変異誘発は、これらの遺伝子の端末からヌクレオチドを規則正し
く切り離すために使用することができる。同様に、活性断片をコードする遺伝子は、種々
様々の制限酵素を使用して得ることができる。プロテアーゼは、これらのタンパク質の活
性断片を直接得るために使用することができる。
【００９４】
　タンパク質は、切断することができ、機能活性をなお保持することができることは本明
細書において開示されるように、本発明の範囲内である。「切断タンパク質」によって、
タンパク質の一部は、切り取られてもよく、残りの切断タンパク質は、所望の活性を、切
断の後に保持し、示すことを意味する。切断は、様々なプロテアーゼによって達成するこ
とができる。さらに、効果的に切断されたタンパク質は、分子生物学の技術を使用して産
生することができ、前記タンパク質をコードするＤＮＡ塩基は、制限エンドヌクレアーゼ
を用いる消化または当業者に入手可能な他の技術のいずれかを通して除去される。切断の
後、前記タンパク質は、大腸菌、バキュロウイルス、植物ベースのウイルス系、酵母など
の異種の系において発現させることができ、次いで、活性を決定するために本明細書にお
いて開示されるように昆虫アッセイにかけることができる。切断タンパク質は、それらが
全完全長配列未満の配列を有しながら、機能活性を保持するように、うまく産生すること
ができるということは、当技術分野においてよく知られている。例えばバチルス　チュー
リンゲンシスタンパク質は切断（コアタンパク質）形態で使用することができる（例えば
Ｈｏｆｔｅら（１９８９）およびＡｄａｎｇら（１９８５）を参照されたい）。本明細書
において使用されるように、用語「タンパク質」は、機能的に活性な切断体を含むことが
できる。
【００９５】
　いくつかの場合において、とりわけ植物における発現については、切断タンパク質を発
現する切断遺伝子を使用することは有利であり得る。好ましい切断遺伝子は、典型的に、
完全長タンパク質の４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５
０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３
、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、
７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９
０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、または９９％をコードするであ
ろう。
【００９６】
　本発明のある種のタンパク質は、具体的に、本明細書において例示された。これらのタ
ンパク質は、本発明のタンパク質の単に例示的なものにすぎないので、本発明が、例示さ
れるタンパク質の同じまたは類似の活性を有する変異または等価なタンパク質（およびそ
の等価物をコードするヌクレオチド配列）を含むことは容易に明らかとなるはずである。
等価なタンパク質は、例示されるタンパク質とアミノ酸類似性（および／または相同性）
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を有するであろう。アミノ酸同一性は、典型的に、少なくとも６０％、好ましくは少なく
とも７５％、より好ましくは少なくとも８０％、さらにより好ましくは少なくとも９０％
であり、また少なくとも９５％とすることができる。本発明の好ましいタンパク質はまた
、より特定の同一性および／または類似性の範囲の点から定義することもできる。例えば
、同一性および／または類似性は、本明細書において例示されるまたは示唆される配列と
比較して、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０
、６１、６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、
７４、７５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８
７、８８、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、または９９
％であろう。上記に挙げられる任意の数は、より上のおよびより下の制限を定義するため
に使用することができる。
【００９７】
　他に指定されない限り、本明細書において使用されるように、２つの核酸の配列同一性
パーセントおよび／または類似性は、ＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕｌ　１９９３と
同様に改変されたＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕｌ、１９９０のアルゴリズムを使用
して決定される。そのようなアルゴリズムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９９０のＮＢＬＡ
ＳＴおよびＸＢＬＡＳＴのプログラムの中に組み込まれている。ＢＬＡＳＴヌクレオチド
検索は、ＮＢＬＡＳＴプログラム、スコア＝１００、ワード長＝１２を用いて行われる。
ギャップＢＬＡＳＴは、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９９７において記載されるように使用す
ることができる。ＢＬＡＳＴおよびギャップＢＬＡＳＴプログラムを利用する場合、それ
ぞれのプログラム（ＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴ）のデフォルトパラメーターが使用
される。ＮＣＢＩ／ＮＩＨウェブサイトを参照されたい。比較目的のためにギャップアラ
インメントを得るために、Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ　Ｓｕｉｔｅ　８のＡｌｉｇｎＸ機能（
ＩｎｆｏｒＭａｘ，Ｉｎｃ．、Ｎｏｒｔｈ　Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ、Ｕ．Ｓ．Ａ．）を
デフォルトパラメーターを用いて使用した。これらは、１５のギャップ開始ペナルティー
、６．６６のギャップ伸長ペナルティー、および８のギャップ分離ペナルティーレンジと
した。
【００９８】
　タンパク質の様々な特性および三次元の特徴もまた、タンパク質の活性／機能性に不利
に影響することなく変化させることができる。保守的アミノ酸置換は、許容することがで
き／なすことができ、分子の活性および／または三次元立体配置に不利に影響しない。ア
ミノ酸は、以下のクラスに配置することができる：非極性で、無電荷極性、塩基性、およ
び酸性。あるクラスのアミノ酸が同じタイプの他のアミノ酸と交換される保存的置換は、
この置換が、化合物の生物学的活性に対して有害ではない限り、本発明の範囲内にある。
表２は、それぞれのクラスに属するアミノ酸の例の表を提供する。
【００９９】
【表３】

【０１００】
　いくつかの事例において、非保存的置換もなすことができる。しかしながら、好ましい
置換は、タンパク質の機能性／生物学的活性を著しく損なわない。
【０１０１】
　本明細書において使用されるように、「単離」ポリヌクレオチドおよび／または「精製
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」タンパク質についての言及は、それらが自然界において共に見つけられると思われる他
の分子と関連していない場合、これらの分子について言及するものである。したがって、
「単離」および／または「精製」についての言及は、本明細書において記載されるように
「人の手」の関与を示す。例えば、発現のための植物の中に入れられた本発明の細菌の「
遺伝子」は、「単離ポリヌクレオチド」である。さらに、細菌タンパク質に由来し、植物
によって産生されるタンパク質は、「単離タンパク質」である。
【０１０２】
　遺伝子コードの縮重／重複のために、種々様々の異なるＤＮＡ配列は、本明細書におい
て開示されるアミノ酸配列をコードすることができる。同じまたは本質的に同じタンパク
質をコードする代替のＤＮＡ配列を作り出すことは十分に、当業者の技術の範囲内である
。これらの変異ＤＮＡ配列は、本発明の範囲内である。これはまた、「植物における発現
のための配列の最適化」と題される節において下記により詳細に論じられる。
【０１０３】
　植物における発現のための配列の最適化。植物において異種遺伝子の高度な発現を得る
ために、それらが植物細胞（の細胞質）中でより効率的に発現されるように遺伝子を再構
築することが一般に好ましい。トウモロコシは、前記植物中でその発現レベルを増加させ
るために、形質転換前に、（１つまたは複数の）異種遺伝子を再設計することが好ましい
ことがある１つのそのような植物である。したがって、細菌タンパク質をコードする遺伝
子の設計におけるさらなるステップは、双子葉植物種または単子葉植物種のいずれにせよ
、標的植物配列とより密接に合わせられたコドンバイアスを使用して、最適な発現のため
に異種遺伝子を再構築することである。配列はまた、本明細書において他のところに論じ
られる、より特定のタイプの植物のうちのいずれかにおける発現に最適化することができ
る。
【０１０４】
　トランスジェニック宿主。本発明のタンパク質コード遺伝子は、多種多様の微生物宿主
または植物宿主の中に導入することができる。本発明は、トランスジェニック植物細胞お
よびトランスジェニック植物を含む。好ましい植物（ならびに植物細胞）は、トウモロコ
シ、シロイヌナズナ、タバコ、ダイズ、ワタ、キャノーラ、イネ、コムギ、芝生、マメ科
植物飼料（例えばアルファルファおよびクローバ）、牧草などである。果物、植物、観賞
植物、および樹木などの他のタイプのトランスジェニック植物もまた、本発明に従って作
製することができる。より一般に、双子葉植物および／または単子葉植物は、本発明の様
々な態様において使用することができる。
【０１０５】
　好ましい実施形態において、遺伝子の発現は、対象とする（１つまたは複数の）タンパ
ク質の細胞内産生（および維持）に、直接または間接的に帰着する。植物は、このように
して、除草剤抵抗性にすることができる。そのような宿主は、トランスジェニック、組換
え、形質転換、および／またはトランスフェクト宿主および／または細胞と呼ぶことがで
きる。本発明のいくつかの態様において（例えば対象とする遺伝子をクローニングし、か
つ調製する場合）、微生物（好ましくは細菌）細胞は、本開示の有益性を伴って、標準的
な技術に従って産生し、かつ使用することができる。
【０１０６】
　本発明のポリヌクレオチドを用いてトランスフェクトされた植物細胞は、植物全体に再
生することができる。本発明は、組織細胞培養物、液体培養物、および平板培養物を含む
細胞培養物を含む。本発明の植物を生じさせるために使用されるおよび／またはそれらの
植物によって産生された種子もまた、本発明の範囲内に含まれる。他の植物組織および部
分もまた本発明に含まれる。本発明は、本発明のポリヌクレオチドを含む植物または細胞
を産生する方法をさらに含む。そのような植物を産生するための好ましい１つの方法は、
本発明の種子を植え付けることによるものである。
【０１０７】
　植物が好ましいが、本発明はまた、例えば、シュードモナス　フルオレッセンス（Ｐｆ
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）宿主株における高度に活性な組換えＡＡＤ－１３の産生を含む。本発明は、この宿主に
おいて可溶性活性ＡＡＤ－１３を維持するための好ましい成長温度ならびに溶液中でＡＡ
Ｄ－１３活性を保存し、回復させることができる調合プロセスならびに長期保存および貯
蔵期間の間、ＡＡＤ－１３活性を保持することができる凍結乾燥プロセスを含む。
【０１０８】
　トランスジェニック宿主を形成するための遺伝子の挿入。本発明の１つの態様は、本発
明のタンパク質を発現する本発明のポリヌクレオチドを用いる、植物、植物細胞、および
他の宿主細胞の形質転換／トランスフェクションである。このようにして形質転換された
植物は、異なる作用機序を有する種々様々の除草剤に対して抵抗性にすることができる。
【０１０９】
　多種多様な方法が、遺伝子の安定性の維持および発現を可能にする条件下で、標的宿主
の中に所望のタンパク質をコードする遺伝子を導入するために利用可能である。例えば、
これらの方法は、当業者らによく知られており、米国特許第５，１３５，８６７号におい
て記載される。
【０１１０】
　ＡＡＤ－１３ポリヌクレオチドを含むベクターは、本発明の範囲に含まれる。例えば、
大腸菌の複製系および形質転換細胞の選択を可能にするマーカーを含む多数のクローニン
グベクターは、高等植物の中への外来遺伝子の挿入のための調製のために入手可能である
。ベクターは、例えば、ｐＢＲ３２２、ｐＵＣシリーズ、Ｍ１３ｍｐシリーズ、ｐＡＣＹ
Ｃ１８４などを含む。したがって、タンパク質をコードする配列は、適した制限部位でベ
クターの中に挿入することができる。結果として生じるプラスミドは、大腸菌の中への形
質転換に使用される。大腸菌細胞は、適した培養液において培養され、次いで、採取され
、溶解される。プラスミドは、ゲノムＤＮＡから精製によって回収される。配列分析、制
限分析、電気泳動、および他の生化学的－分子生物学的方法は、分析の方法として一般に
実行される。それぞれの操作の後に、使用されたＤＮＡ配列は、制限消化し、次のＤＮＡ
配列につなぐことができる。それぞれのプラスミド配列は、同じまたは他のプラスミドに
おいてクローニングすることができる。植物の中に所望の遺伝子を挿入する方法に依存し
て、他のＤＮＡ配列が必要となることがある。例えば、ＴｉプラスミドまたはＲｉプラス
ミドが植物細胞の形質転換に使用される場合、ＴｉプラスミドまたはＲｉプラスミドのＴ
－ＤＮＡの右境界配列および左境界配列であることが多いが、少なくとも右境界配列は、
挿入される遺伝子のフランキング領域としてつながれなければならない。植物細胞の形質
転換のためのＴ－ＤＮＡの使用は、欧州特許第１２０５１６号、Ｈｏｅｋｅｍａ（１９８
５）、Ｆｒａｌｅｙら（１９８６）、およびＡｎら（１９８５）において集中的に調査さ
れ、かつ記載されている。
【０１１１】
　多数の技術は、植物宿主細胞の中にＤＮＡを挿入するために利用可能である。それらの
技術は、形質転換剤としてアグロバクテリウム　ツメファシエンスまたはアグロバクテリ
ウム　リゾゲネスを使用するＴ－ＤＮＡを用いる形質転換、融合、注射、微粒子銃（微粒
子衝撃）、シリコンカーバイドウィスカー、エアロゾルビーム、ＰＥＧ、またはエレクト
ロポレーションおよび他の可能な方法を含む。アグロバクテリウムが形質転換に使用され
る場合、挿入されることとなるＤＮＡを、特殊なプラスミドの中に、すなわち中間ベクタ
ーまたはバイナリーベクターの中にクローニングしなければならない。中間ベクターは、
Ｔ－ＤＮＡ中の配列に対して相同性である配列による相同組換えによって、Ｔｉプラスミ
ドまたはＲｉプラスミドの中に統合することができる。ＴｉプラスミドまたはＲｉプラス
ミドはまた、Ｔ－ＤＮＡの移入のために必要なｖｉｒ領域をも含む。中間ベクターは、ア
グロバクテリウムにおいてそれら自体を複製することができない。中間ベクターは、ヘル
パープラスミド（抱合）の手段によってアグロバクテリウム　ツメファシエンスの中に移
入することができる。バイナリーベクターは、大腸菌とアグロバクテリウムの両方におい
てそれら自体を複製することができる。それらは、選択マーカー遺伝子ならびに右および
左のＴ－ＤＮＡ境界領域によって構成されるリンカーまたはポリリンカーを含む。それら
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は、アグロバクテリウムの中に直接、形質転換することができる（Ｈｏｌｓｔｅｒｓ、１
９７８）。宿主細胞として使用されるアグロバクテリウムは、ｖｉｒ領域を運ぶプラスミ
ドを含むものとする。ｖｉｒ領域は、植物細胞の中へのＴ－ＤＮＡの移入のために必要で
ある。さらなるＴ－ＤＮＡが含まれていてもよい。そのように形質転換された細菌は、植
物細胞の形質転換に使用される。植物外植片は、植物細胞の中へのＤＮＡの移入のために
、アグロバクテリウム　ツメファシエンスまたはアグロバクテリウム　リゾゲネスを用い
て有利に培養することができる。植物全体は、次いで、選択のために抗生物質または殺生
物剤を含んでいてもよい適した培地において、感染植物材料（例えば、葉の片、茎の節、
根だけではなくプロトプラストまたは懸濁液培養細胞）から再生することができる。その
ように得られた植物は、次いで、挿入ＤＮＡの存在について試験することができる。特殊
な要求は、注射およびエレクトロポレーションの場合、プラスミドについてなされない。
例えばｐＵＣ誘導体などの通常のプラスミドを使用することが可能である。
【０１１２】
　形質転換細胞は、普通の方法においては植物の内部で成長する。それらは、生殖細胞を
形成し、（１つまたは複数の）形質転換された形質を後代植物に伝達することができる。
そのような植物は、通常の方法において成長することができ、同じ形質転換された遺伝因
子または他の遺伝因子を有する植物と交雑させることができる。結果として生じるハイブ
リッド個体は、対応する表現型の特性を有する。
【０１１３】
　本発明のいくつかの好ましい実施形態において、細菌タンパク質をコードする遺伝子は
、植物ゲノムの中に挿入された転写単位から発現される。好ましくは、前記転写単位は、
植物ゲノムの中への安定性の統合が可能な組換えベクターであり、タンパク質をコードす
るｍＲＮＡを発現する形質転換植物系の選択を可能にする。
【０１１４】
　一旦挿入ＤＮＡがゲノムに統合されたら、それは、相対的にそこで安定性となる（かつ
再び出てくることはない）。それは、形質転換植物細胞に、とりわけカナマイシン、Ｇ４
１８、ブレオマイシン、ハイグロマイシン、またはクロラムフェニコールなどの殺生物剤
または抗生物質に対する抵抗性を付与する選択マーカーを通常含む。植物選択可能マーカ
ーはまた、典型的に、グルホシネート（例えばＰＡＴ／ｂａｒ）、グリホサート（ＥＰＳ
ＰＳ）、ＡＬＳ阻害剤（例えばイミダゾリノン、スルホニル尿素、トリアゾロピリミジン
スルホンアニリドなど）、ブロモキシニル、ＨＰＰＤ阻害剤抵抗性、ＰＰＯ阻害剤、ＡＣ
Ｃアーゼ阻害剤、およびその他多くのものなどの様々な除草剤に対する抵抗性を提供する
ことができる。個々に用いられたマーカーは、したがって、挿入ＤＮＡを含んでいない細
胞以外の形質転換細胞の選択を可能にするはずである。対象とする（１つまたは複数の）
遺伝子は、植物細胞中で、構成的プロモーターまたは誘発性プロモーターによって好まし
くは発現される。一旦発現されたら、ｍＲＮＡは、タンパク質に翻訳され、それによって
、タンパク質の中に対象とするアミノ酸を組み込む。植物細胞中で発現されるタンパク質
をコードする遺伝子は、構成的プロモーター、組織特異的プロモーター、または誘発性プ
ロモーターの管理下とすることができる。
【０１１５】
　植物細胞の中に外来組換えベクターを導入するためのおよび導入遺伝子を安定して維持
し、かつ発現する植物を得るためのいくつかの技術が存在する。そのような技術は、微粒
子上にコーティングされた遺伝物質の、直接、細胞の中への導入を含む（Ｃｏｒｎｅｌｌ
に対する米国特許第４，９４５，０５０号およびＤｏｗＥｌａｎｃｏ、現在Ｄｏｗ　Ａｇ
ｒｏＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＬＬＣに対する第５，１４１，１３１号）。さらに、植物は、ア
グロバクテリウム技術を使用して形質転換することができる。Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏ
ｆ　Ｔｏｌｅｄｏに対する米国特許第５，１７７，０１０号；Ｔｅｘａｓ　Ａ＆Ｍに対す
る第５，１０４，３１０号；欧州特許出願第０１３１６２４Ｂ１号；Ｓｃｈｉｌｐｅｒｏ
ｏｔに対する欧州特許出願第１２０５１６号、第１５９４１８Ｂ１号、および第１７６，
１１２号；Ｓｃｈｉｌｐｅｒｏｏｔに対する米国特許第５，１４９，６４５号、第５，４
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６９，９７６号、第５，４６４，７６３号、ならびに第４，９４０，８３８号および第４
，６９３，９７６号；すべてＭａｘ　Ｐｌａｎｃｋに対する欧州特許出願第１１６７１８
号、第２９０７９９号、第３２０５００号；日本たばこ産業に対する欧州特許出願第６０
４６６２号および第６２７７５２号ならびに米国特許第５，５９１，６１６号；すべてＣ
ｉｂａ　Ｇｅｉｇｙ、現在Ｓｙｎｇｅｎｔａに対する欧州特許出願第０２６７１５９号お
よび第０２９２４３５号ならびに米国特許第５，２３１，０１９号；共にＣａｌｇｅｎｅ
に対する米国特許第５，４６３，１７４号および第４，７６２，７８５号；ならびに共に
Ａｇｒａｃｅｔｕｓに対する米国特許第５，００４，８６３号および第５，１５９，１３
５号を参照されたい。他の形質転換技術は、ウィスカー技術を含む。共にＺｅｎｅｃａ、
現在Ｓｙｎｇｅｎｔａに対する米国特許第５，３０２，５２３号および第５，４６４，７
６５号を参照されたい。他の直接ＤＮＡ送達形質転換技術は、エアロゾルビーム技術を含
む。米国特許第６，８０９，２３２号を参照されたい。エレクトロポレーション技術もま
た植物を形質転換するために使用されてきた。Ｂｏｙｃｅ　Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔｅに対する国際公開第８７／０６６１４号；共にＤｅｋａｌｂに対する米国特許
第５，４７２，８６９号および第５，３８４，２５３号；ならびに共にＰｌａｎｔ　Ｇｅ
ｎｅｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓに対する国際公開第９２／０９６９６号および国際公開第９
３／２１３３５号を参照されたい。さらに、ウイルスベクターもまた、対象とするタンパ
ク質を発現するトランスジェニック植物を産生するために使用することができる。例えば
、単子葉植物は、Ｍｙｃｏｇｅｎ　Ｐｌａｎｔ　ＳｃｉｅｎｃｅおよびＣｉｂａ－Ｇｅｉ
ｇｙ（現在、Ｓｙｎｇｅｎｔａ）に対する米国特許第５，５６９，５９７号ならびに共に
Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ、現在、Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｂｉｏｌｏｇｙに対する米国特許
第５，５８９，３６７号および第５，３１６，９３１号において記載される方法を使用し
て、ウイルスベクターを用いて形質転換することができる。
【０１１６】
　以前に述べられたように、ＤＮＡ構築物が植物宿主の中に導入される方法は、本発明に
とって重要ではない。効率的な形質転換を提供する任意の方法が用いられてもよい。例え
ば、植物細胞形質転換のための様々な方法は、本明細書において記載され、アグロバクテ
リウム媒介性の形質転換を行うためにＴｉプラスミドまたはＲｉプラスミドなどの使用を
含む。多くの事例において、Ｔ－ＤＮＡ境界配列、より具体的には、右境界配列によって
片側または両側で境界をつけられた、形質転換に使用される構築物を用いることは望まし
いであろう。これは、構築物が、形質転換のためのモードとして、アグロバクテリウム　
ツメファシエンスまたはアグロバクテリウム　リゾゲネスを使用する場合、特に有用であ
るが、Ｔ－ＤＮＡ境界配列は、形質転換の他のモードを用いる使用を見出してもよい。ア
グロバクテリウムが、植物細胞形質転換に使用される場合、宿主中に存在するＴ－ＤＮＡ
またはＴｉプラスミドもしくはＲｉプラスミドとの相同組換えのために宿主の中に導入さ
れてもよいベクターが、使用されてもよい。ベクターの導入は、エレクトロポレーション
、トリペアレンタルメイティング、および当業者らに知られている、グラム陰性菌を形質
転換するための他の技術を介して行われてもよい。アグロバクテリウム宿主の中へのベク
ター形質転換の方法は、本発明にとって重要ではない。組換えのためのＴ－ＤＮＡを含む
ＴｉプラスミドまたはＲｉプラスミドは、ゴール形成を引き起こす可能性がありまたはそ
の可能性はなく、ｖｉｒ遺伝子が前記宿主中に存在する限り、前記発明にとって重要では
ない。
【０１１７】
　アグロバクテリウムが形質転換に使用されるいくつかの事例において、Ｔ－ＤＮＡ境界
配列内にある発現構築物は、Ｄｉｔｔａら（１９８０）およびＥＰＯ０１２０５１５にお
いて記載されるようにｐＲＫ２またはその誘導体などの広いスペクトルのベクターの中に
挿入されるであろう。本明細書において記載されるように、形質転換アグロバクテリウム
および形質転換植物細胞の選択を可能にする１つまたは複数のマーカーは、発現構築物お
よびＴ－ＤＮＡ内に含まれるであろう。用いられる特定のマーカーは、本発明にとって必
須ではなく、好ましいマーカーは、使用される宿主および構築物に依存する。
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【０１１８】
　アグロバクテリウムを使用する植物細胞の形質転換のために、外植片は、組み合わせら
れ、その形質転換を可能にするのに十分な時間、形質転換アグロバクテリウムと共にイン
キュベートされてもよい。形質転換の後に、アグロバクテリウムは、適切な抗生物質を用
いる選択によって死滅させられ、植物細胞は、適切な選択培地を用いて培養される。一旦
カルスが形成されたら、苗条形成は、植物組織培養および植物再生の技術分野においてよ
く知られている方法に従って適切な植物ホルモンを用いることによって促進することがで
きる。しかしながら、カルス中間段階は必ずしも必要だとは限らない。苗条形成の後に、
前記植物細胞は、根形成を促進する培地に移入することができ、それによって植物再生を
終える。次いで、植物は、種子まで成長させてもよく、前記種子は、今後の世代を確立す
るために使用することができる。形質転換技術にかかわらず、細菌タンパク質をコードす
る遺伝子は、ベクター中に、植物プロモーター調節エレメントおよびＮｏｓなどの３’非
翻訳転写終結領域を含むことによって前記遺伝子を植物細胞中で発現するように適合させ
た遺伝子移入ベクターの中に好ましくは組み込まれる。
【０１１９】
　植物を形質転換するための多数の技術に加えて、外来遺伝子と接触させる組織のタイプ
も同様に変わってもよい。そのような組織は、胚形成組織、カルス組織タイプＩ、ＩＩ、
およびＩＩＩ、胚軸、分裂組織、根組織、師部中の発現のための組織などを含むが、これ
らに限定されないと思われる。ほとんどすべての植物組織は、本明細書において記載され
る適切な技術を使用して脱分化の間に形質転換することができる。
【０１２０】
　上記に述べられるように、所望の場合、種々様々の選択可能マーカーを使用することが
できる。特定のマーカーの選択は、当業者の判断によるものであるが、以下の選択可能マ
ーカーのうちのいずれも、選択可能マーカーとして機能することができる、本明細書にお
いて挙げられていない任意の他の遺伝子と共に使用してもよい。そのような選択可能マー
カーは、抗生物質カナマイシン、ネオマイシン、およびＧ４１に対する抵抗性；ハイグロ
マイシン抵抗性；メトトレキサート抵抗性をコードするトランスポゾンＴｎ５（Ａｐｈ　
ＩＩ）のアミノグリコシドホスホトランスフェラーゼ遺伝子ならびにグリホサート；フォ
スフィノスリシン（ビアラホスまたはグルホシネート）；ＡＬＳ阻害除草剤（イミダゾリ
ノン、スルホニル尿素、およびトリアゾロピリミジン除草剤）、ＡＣＣアーゼ阻害剤（例
えばアリールオキシプロピオン酸またはシクロヘキサンジオン）、ならびにブロモキシニ
ルなどの他、ＨＰＰＤ阻害剤（例えばメソトリオン）などに対する抵抗性または耐性をコ
ードする遺伝子を含むが、これらに限定されない。
【０１２１】
　選択可能マーカーに加えて、レポーター遺伝子を使用することを望んでもよい。いくつ
かの事例において、レポーター遺伝子は、選択可能マーカーありでまたはなしで使用され
てもよい。レポーター遺伝子は、レシピエントの生物または組織中に典型的に存在せず、
いくつかの表現型の変化または酵素特性に帰着するタンパク質を典型的にコードする遺伝
子である。そのような遺伝子の例は、Ｗｅｉｓｉｎｇら、１９８８において提供される。
好ましいレポーター遺伝子は、大腸菌のｕｉｄＡ座のベータ－グルクロニダーゼ（ＧＵＳ
）、大腸菌のＴｎ９からのクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ遺伝子、生
物発光クラゲオワンクラゲからの緑色蛍光タンパク質、ホタルホチヌス　ピラリスからの
ルシフェラーゼ遺伝子を含む。レポーター遺伝子発現を検出するためのアッセイは、次い
で、前記遺伝子が、レシピエント細胞の中に導入された後に、適した時間に行われてもよ
い。好ましいそのようなアッセイは、形質転換細胞を同定するために、Ｊｅｆｆｅｒｓｏ
ｎら、（１９８７）によって記載されるように、大腸菌のｕｉｄＡ座のベータ－グルクロ
ニダーゼ（ＧＵＳ）をコードする遺伝子の使用を伴う。
【０１２２】
　植物プロモーター調節エレメントに加えて、種々様々の供給源からのプロモーター調節
エレメントは、外来遺伝子を発現するために植物細胞中で効率的に使用することができる
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。例えばオクトピンシンターゼプロモーター、ノパリンシンターゼプロモーター、マンノ
ピンシンターゼプロモーターなどの細菌起源のプロモーター調節エレメント；カリフラワ
ーモザイクウイルス（３５Ｓおよび１９Ｓ）、３５Ｔ（これは、再構築された３５Ｓプロ
モーターである。米国特許第６，１６６，３０２号、とりわけ実施例７Ｅを参照されたい
）などのウイルス起源のプロモーターなどが使用されてもよい。植物プロモーター調節エ
レメントは、リブロース－１，６－ビスリン酸（ＲＵＢＰ）カルボキシラーゼ小サブユニ
ット（ｓｓｕ）、ベータ－コングリシニンプロモーター、ベータ－ファゼオリンプロモー
ター、ＡＤＨプロモーター、熱ショックプロモーター、および組織特異的プロモーターを
含むが、これらに限定されない。マトリックス付着領域、骨格結合領域、イントロン、エ
ンハンサー、ポリアデニル化配列などの他のエレメントが、存在していてもよく、したが
って、転写効率またはＤＮＡ統合を改善してもよい。そのようなエレメントは、転写、ｍ
ＲＮＡ安定性などに影響することによって、より良好な発現またはＤＮＡの機能を提供す
ることができるが、それらは、ＤＮＡ機能にとって必要であることもあり、または必要で
ないこともある。そのようなエレメントは、植物中で形質転換ＤＮＡの最適な性能を得る
ために所望のものとして、ＤＮＡ中に含まれていてもよい。典型的なエレメントは、Ａｄ
ｈ－イントロン１、Ａｄｈ－イントロン６、アルファルファモザイクウイルスコートタン
パク質リーダー配列、オスモチンＵＴＲ配列、メイズストリークウイルスコートタンパク
質リーダー配列、および当業者に入手可能な他のものを含むが、これらに限定されない。
構成的プロモーター調節エレメントもまた、使用され、それによって、すべての細胞型中
で常に継続的な遺伝子発現を指示してもよい（例えばアクチン、ユビキチン、ＣａＭＶ　
３５Ｓなど）。組織特異的プロモーター調節エレメントは、葉または種子などの特異的な
細胞型または組織型における遺伝子発現を担い（例えばゼイン、オレオシン、ナピン、Ａ
ＣＰ、グロブリンなど）、これらもまた使用されてもよい。
【０１２３】
　プロモーター調節エレメントはまた、植物の発生のある段階の間、活性（または不活性
）であってもよく、植物の組織および器官において活性であってもよい。そのようなもの
の例は、花粉特異的、胚特異的、トウモロコシの毛特異的、綿繊維特異的、根特異的、種
子胚乳特異的、または栄養期特異的プロモーター調節エレメントなどを含むが、これらに
限定されない。ある状況下で、物理的刺激（熱ショック遺伝子）、光（ＲＵＢＰカルボキ
シラーゼ）、ホルモン（Ｅｍ）、代謝物質、化学薬品（テトラサイクリン応答性）、およ
びストレスなどの特異的なシグナルに応じて遺伝子の発現を担う誘発性プロモーター調節
エレメントを使用することが望ましいことがある。植物中で機能する他の望ましい転写エ
レメントおよび翻訳エレメントが使用されてもよい。多数の植物特異的遺伝子移入ベクタ
ーは、当技術分野において知られている。
【０１２４】
　植物ＲＮＡウイルスベースの系もまた、細菌タンパク質を発現するために使用すること
ができる。そのようにする際に、タンパク質をコードする遺伝子は、対象とする宿主植物
に感染するであろう、適した植物ウイルスのコートプロモーター領域の中に挿入すること
ができる。タンパク質は、次いで、発現して、したがって、除草剤被害からの植物の防御
を提供することができる。植物ＲＮＡウイルスベースの系は、Ｍｙｃｏｇｅｎ　Ｐｌａｎ
ｔ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．に対する米国特許第５，５００，３６０号ならびにＢｉ
ｏｓｏｕｒｃｅ、現在Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｂｉｏｌｏｇｙに対する米国特許第５，
３１６，９３１号および第５，５８９，３６７号において記載される。
【０１２５】
　耐性または抵抗性のレベルをさらに増加させる手段。収量を含む表現型に対する顕著な
有害効果を伴わないで、新規な除草剤抵抗性形質を本発明の植物に付与することができる
ことが本明細書において示される。そのような植物は、本発明の範囲内である。本明細書
において例示され、示唆される植物は、例えば少なくとも１つの主題となる除草剤の２×
、３×、４×、および５×の典型的な適用レベルに耐えることができる。これらの耐性レ
ベルにおける改善は、本発明の範囲内である。例えば、様々な技術は、当技術分野におい
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て知られており、所与の遺伝子の発現を増加させるために、予測可能に最適化し、さらに
開発することができる。
【０１２６】
　そのような１つの方法は、（発現カセットなどにおける）主題となるＡＡＤ－１３遺伝
子のコピー数を増加させることを含む。形質転換イベントもまた遺伝子の複数のコピーを
有するものについて選択することができる。
【０１２７】
　強力なプロモーターおよびエンハンサーは、発現を「極度に増加させる（ｓｕｐｅｒｃ
ｈａｒｇｅ）」ために使用することができる。そのようなプロモーターの例は、３５Ｓエ
ンハンサーを使用する好ましい３５Ｔプロモーターを含む。３５Ｓ、トウモロコシユビキ
チン、シロイヌナズナユビキチン、シロイヌナズナアクチン、およびＣＳＭＶプロモータ
ーは、そのような使用のために含まれる。他の強力なウイルスプロモーターもまた好まし
い。エンハンサーは、４ＯＣＳエンハンサーおよび３５Ｓ二重エンハンサーを含む。マト
リックス付着領域（ＭＡＲ）もまた、例えば、形質転換効率および導入遺伝子発現を増加
させるために使用することができる。
【０１２８】
　シャッフリング（定方向進化）および転写因子もまた、本発明による実施形態に使用す
ることができる。
【０１２９】
　配列レベルで異なるが、同じまたは類似の全般的な必須の三次元構造、表面電荷分布な
どを保持する変異タンパク質もまた設計することができる。例えば米国特許第７，０５８
，５１５号；Ｌａｒｓｏｎら、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．２００２　１１：２８０４～２
８１３ページ、「Ｔｈｏｒｏｕｇｈｌｙ　ｓａｍｐｌｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｓｐａ
ｃｅ：Ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ｓｔｒｕｃｔｕ
ｒａｌ　ｅｎｓｅｍｂｌｅｓ」；Ｃｒａｍｅｒｉら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　１５、４３６～４３８ページ（１９９７）、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｅｖｏｌ
ｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎ　ａｒｓｅｎａｔｅ　ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐａｔｈ
ｗａｙ　ｂｙ　ＤＮＡ　ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ」；Ｓｔｅｍｍｅｒ，Ｗ．Ｐ．Ｃ．１９９４
．ＤＮＡ　ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ　ｂｙ　ｒａｎｄｏｍ　ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　ｒｅａｓｓｅｍｂｌｙ：ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｆｏｒ
　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ　９１：１０７４７～１０７５１ページ；Ｓｔｅｍｍｅｒ，Ｗ．Ｐ．Ｃ．１９９４
．Ｒａｐｉｄ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｂ
ｙ　ＤＮＡ　ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ．Ｎａｔｕｒｅ　３７０：３８９～３９１ページ；Ｓｔ
ｅｍｍｅｒ，Ｗ．Ｐ．Ｃ．１９９５．Ｓｅａｒｃｈｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｓｐａｃ
ｅ．Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ１３：５４９～５５３；Ｃｒａｍｅｒｉ，Ａ．、Ｃｗ
ｉｒｌａ，Ｓ．、およびＳｔｅｍｍｅｒ，Ｗ．Ｐ．Ｃ．１９９６．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉ
ｏｎ　ａｎｄ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｐｈａｇｅ　ｌｉｂｒａ
ｒｉｅｓ　ｂｙ　ＤＮＡ　ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２：
１００～１０３ページ；ならびにＣｒａｍｅｒｉ，Ａ．、Ｗｈｉｔｅｈｏｒｎ，Ｅ．Ａ．
、Ｔａｔｅ，Ｅ．、およびＳｔｅｍｍｅｒ，Ｗ．Ｐ．Ｃ．１９９６．Ｉｍｐｒｏｖｅｄ　
ｇｒｅｅｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｙ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｅ
ｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ＤＮＡ　ｓｈｕｆｆｌｉｎｇ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：３１５～３１９ページを参照されたい。
【０１３０】
　植物細胞の中に挿入される組換えポリヌクレオチドの活性は、挿入物に近接する内在性
植物ＤＮＡの影響に依存し得る。したがって、他の選択肢は、挿入のために植物ゲノムに
おいて優れた位置であることが知られている事象を利用することである。例えばｃｒｙ１
Ｆおよびｃｒｙ１Ａｃのワタイベントに関する国際公開第２００５／１０３２６６Ａ１号
を参照されたい。主題となるＡＡＤ－１３遺伝子は、ｃｒｙ１Ｆおよび／またはｃｒｙ１
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Ａｃの挿入物の代わりに、それらのゲノムの座において置換することができる。したがっ
て、標的とされる相同組換えは、例えば、本発明に従って使用することができる。このタ
イプの技術は、例えば、標的とされる組換えのためのジンクフィンガーの使用に関する国
際公開第０３／０８０８０９Ａ２号および対応する公開米国出願（ＵＳＰＡ２００３０２
３２４１０）の主題である。リコンビナーゼの使用（例えばｃｒｅ－ｌｏｘおよびｆｌｐ
－ｆｒｔ）もまた当技術分野において知られている。
【０１３１】
　ＡＡＤ－１３解毒作用は、細胞質において起こると考えられる。したがって、このタン
パク質およびｍＲＮＡをさらに安定化するための手段（ｍＲＮＡの分解をブロックするこ
とを含む）は、本発明の態様において含まれ、当技術分野で知られている技術は、したが
って、適用することができる。主題となるタンパク質は、プロテアーゼなどによる分解に
抵抗するように設計することができる（プロテアーゼ切断部位は、タンパク質のアミノ酸
配列の再構築によって効果的に除去することができる）。そのような実施形態は、オスモ
チンからのＵＴＲのような５’および３’ステムループ構造ならびにｐｅｒ５（ＡＵリッ
チ非翻訳５’配列）の使用を含む。７－メチル基または２’－Ｏメチル基、例えば７－メ
チルグアニル酸残基のような５’キャップもまた使用することができる。例えばＰｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　Ｖｏｌ．７４、Ｎｏ．７、２７３４～２７３８
ページ（Ｊｕｌｙ　１９７７）Ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ　ｏｆ　５’－ｔｅｒｍｉｎａｌ　
ｂｌｏｃｋｉｎｇ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｔｏ　ｓｔａｂｉｌｉｚｅ　ｍＲＮＡ　ｉｎ　
ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓを参照されたい。タンパク
質複合体またはリガンドブロック基もまた使用することができる。
【０１３２】
　ＡＡＤ－１３に最も適した５’ＵＴＲまたは３’ＵＴＲのコンピュータを利用する設計
（合成ヘアピン）もまた、本発明の範囲内で行うことができる。一般にコンピュータモデ
リングならびに遺伝子シャッフリングおよび定方向進化は、本明細書において他のところ
で論じられる。より具体的に、コンピュータモデリングおよびＵＴＲに関して、本発明の
５’ＵＴＲ誘導体および３’ＵＴＲ誘導体の予測／評価における使用のためのコンピュー
タモデリング技術は、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ　Ｇｒｏｕｐ、Ｍａｄ
ｉｓｏｎ、ＷＩから入手可能なＭＦｏｌｄバージョン３．１（Ｚｕｃｋｅｒら、Ａｌｇｏ
ｒｉｔｈｍｓ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ　ｆｏｒ　ＲＮＡ　Ｓｅｃｏｎｄ
ａｒｙ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉ
ｄｅ．ＲＮＡ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ中、１
１～４３ページ、Ｊ．Ｂａｒｃｉｓｚｅｗｓｋｉ　＆　Ｂ．Ｆ．Ｃ．Ｃｌａｒｋ編、ＮＡ
ＴＯ　ＡＳＩ　Ｓｅｒｉｅｓ、Ｋｌｕｗｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ
、Ｄｏｒｄｒｅｃｈｔ、ＮＬ（１９９９）；Ｚｕｃｋｅｒら、Ｅｘｐａｎｄｅｄ　Ｓｅｑ
ｕｅｎｃｅ　Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ　Ｐａｒａｍｅ
ｔｅｒｓ　Ｉｍｐｒｏｖｅｓ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＲＮＡ　Ｓｅｃｏｎｄａｒ
ｙ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２８８、９１１～９４０ページ（１９
９９）；Ｚｕｃｋｅｒら、ＲＮＡ　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｐｒｅｄ
ｉｃｔｉｏｎ．Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ中、Ｓ．Ｂｅａｕｃａｇｅ、Ｄ．Ｅ．Ｂｅｒｇｓｔｒｏｍ、Ｇ．Ｄ
．Ｇｌｉｃｋ、およびＲ．Ａ．Ｊｏｎｅｓ編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ、１１．２．１～１１．２．１０、（２０００）を参照されたい）、ソー
スコードとして自由に配布されており、ウェブサイトｇｅｎｅｔｉｃｓ．ｗｕｓｔｌ．ｅ
ｄｕ／ｅｄｄｙ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／にアクセスすることによってダウンロードすること
ができるＣＯＶＥ（共分散モデルを使用するＲＮＡ構造分析（確率的な文脈自由文法法）
）ｖ．２．４．２（Ｅｄｄｙ　＆　Ｄｕｒｂｉｎ、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９
９４、２２：２０７９～２０８８ページ）、ならびに同様に自由に配布されており、ウェ
ブサイトｂｉｏｉｎｆ．ａｕ．ｄｋ．ＦＯＬＤＡＬＩＧＮ／でダウンロードして入手可能
であるＦＯＬＤＡＬＩＧＮを含むが、これらに限定されない。（Ｆｉｎｄｉｎｇ　ｔｈｅ
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　ｍｏｓｔ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｃｏｍｍｏｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｓｔ
ｒｕｃｔｕｒｅ　ｍｏｔｉｆｓ　ｉｎ　ａ　ｓｅｔ　ｏｆ　ＲＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
．Ｊ．Ｇｏｒｏｄｋｉｎ、Ｌ．Ｊ．Ｈｅｙｅｒ、およびＧ．Ｄ．Ｓｔｏｒｍｏ．Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｖｏｌ．２５、ｎｏ．１８　３７２４～３７３
２ページ、１９９７；Ｆｉｎｄｉｎｇ　Ｃｏｍｍｏｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔ
ｒｕｃｔｕｒｅ　Ｍｏｔｉｆｓ　ｉｎ　ａ　ｓｅｔ　ｏｆ　ＲＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
．Ｊ．Ｇｏｒｏｄｋｉｎ、Ｌ．Ｊ．Ｈｅｙｅｒ、およびＧ．Ｄ．Ｓｔｏｒｍｏ．ＩＳＭＢ
　５；１２０～１２３ページ、１９９７を参照されたい）。
【０１３３】
　本発明の実施形態は、自然に進化した突然変異体または化学的に誘発された突然変異体
と共に使用することができる（突然変異体は、スクリーニング技術によって選択し、次い
で、ＡＡＤ－１３およびおそらく他の遺伝子を用いて形質転換することができる）。本発
明の植物は、ＡＬＳ抵抗性および／または進化したグリホサート抵抗性と組み合わせるこ
とができる。例えば、アミノピラリド抵抗性もまた、ＡＡＤ－１３遺伝子と組み合わせ、
または「積み重ねる」ことができる。
【０１３４】
　伝統的な育種技術もまた、所望の形質を効果的に組み合わせ、遺伝子移入し、かつ改善
するために本発明と組み合わせることができる。
【０１３５】
　さらに、改善はまた、植物をさらに防御するおよび／またはより多くの除草剤に対する
交差抵抗性を追加するための適切な薬害軽減剤を用いる使用を含む。（薬害軽減剤は、ｃ
Ｐ４５０を活性化する／発現させることによって植物免疫系を増加させるように典型的に
作用する。薬害軽減剤は、雑草防除有効性を損なうことなく、生理的または分子メカニズ
ムによって、作物植物に対する除草剤の植物毒性を低下させる化学薬剤である。）
【０１３６】
　除草剤薬害軽減剤は、ベノキサコル、クロキントセット、シオメトリニル、ジクロルミ
ド、ジシクロノン、ジエトレート、フェンクロラゾール、フェンクロリム、フルラゾール
、フルキソフェニム、フリラゾール、イソキサジフェン、メフェンピル、メフェナート、
ナフタル酸無水物、およびオキサベトリニルを含む。植物活性剤（植物を、それらの防衛
メカニズムを活性化することによって防御する新しいクラスの化合物）もまた、本発明の
実施形態において使用することができる。これらは、アシベンゾラルおよびプロベナゾー
ルを含む。
【０１３７】
　商品化された薬害軽減剤は、チオカルバメートファミリーおよびクロロアセトアニリド
ファミリーの植え付け前に組み込まれる除草剤または出芽前に適用される除草剤に対する
、トウモロコシ、穀実用モロコシ、および水稲（ｗｅｔ－ｓｏｗｎ）イネなどの大きな種
のあるイネ科作物の防御に使用することができる。薬害軽減剤はまた、アリールオキシフ
ェノキシプロピオン酸除草剤およびスルホニル尿素除草剤の出芽後の適用に対するコムギ
などの冬の穀類を防御するために開発されてきた。スルホニル尿素除草剤、イミダゾリノ
ン除草剤、シクロヘキサンジオン除草剤、イソオキサゾール除草剤、およびトリケトン除
草剤に対するトウモロコシおよびイネの防御のための薬害軽減剤の使用もまた十分に確立
されている。毒性を緩和された植物における除草剤解毒作用の、薬害軽減剤に誘発された
増強は、薬害軽減剤作用に関与する主なメカニズムとして広く承認されている。薬害軽減
剤は、グルタチオンなどの補助因子ならびにグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、シト
クロムＰ４５０モノオキシゲナーゼ、およびグルコシルトランスフェラーゼなどの除草剤
解毒酵素を誘発する。Ｈａｔｚｉｏｓ　ＫＫ、Ｂｕｒｇｏｓ　Ｎ（２００４）「Ｍｅｔａ
ｂｏｌｉｓｍ－ｂａｓｅｄ　ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ：ｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎ　ｂｙ　ｓａｆｅｎｅｒｓ」、Ｗｅｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ：Ｖｏｌ．５２、Ｎｏ
．３　４５４～４６７ページ。
【０１３８】
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　ＡＡＤ－１３と積み重ねられたシトクロムｐ４５０モノオキシゲナーゼ遺伝子の使用は
１つの好ましい実施形態である。除草剤代謝に関与するＰ４５０がある。例えば、ｃＰ４
５０は、哺乳動物または植物の起源とすることができる。高等植物において、シトクロム
Ｐ４５０モノオキシゲナーゼ（Ｐ４５０）は二次代謝を行うことで知られている。それは
また、ＮＡＤＰＨシトクロムＰ４５０オキシドレダクターゼ（レダクターゼ）と協力して
生体異物の酸化的代謝において重要な役割を果たす。いくつかの除草剤に対する抵抗性は
、Ｐ４５０およびグルタチオンＳ－トランスフェラーゼによる代謝の結果として報告され
た。哺乳動物における異物代謝に関与する多くのミクロソームＰ４５０種は、分子クロー
ニングによって特徴づけられた。それらのうちのいくつかは、いくつかの除草剤を効率的
に代謝することが報告された。したがって、植物または哺乳動物のＰ４５０を有するトラ
ンスジェニック植物は、いくつかの除草剤に対して抵抗性を示すことができる。
【０１３９】
　先のものの好ましい一実施形態は、アセトクロール（アセトクロールベースの産物は、
Ｓｕｒｐａｓｓ（登録商標）除草剤、Ｋｅｙｓｔｏｎｅ（登録商標）除草剤、Ｋｅｙｓｔ
ｏｎｅ　ＬＡ除草剤、ＦｕｌＴｉｍｅ（登録商標）除草剤、およびＴｏｐＮｏｔｃｈ（登
録商標）除草剤を含む）ならびに／またはトリフルラリン（Ｔｒｅｆｌａｎ（登録商標）
など）に対する抵抗性のためのｃＰ４５０の使用である。ダイズおよび／またはトウモロ
コシにおけるそのような抵抗性は、いくつかの好ましい実施形態において含まれている。
そのような実施形態に関するさらなるガイダンスのために、例えばＩｎｕｉら、「Ａ　ｓ
ｅｌｅｃｔａｂｌｅ　ｍａｒｋｅｒ　ｕｓｉｎｇ　ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　Ｐ４５０　ｍ
ｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ　ｆｏｒ　Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ」、Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２２、２８１～２８６ページ（
２００５）を参照されたい（除草剤を代謝するヒトシトクロムＰ４５０モノオキシゲナー
ゼを使用する、アグロバクテリウム　ツメファシエンスを介してのシロイヌナズナの形質
転換のための選択系に関する；除草剤耐性実生は、形質転換され、除草剤アセトクロール
、アミプロホスメチル、クロルプロファム、クロルスルフロン、ノルフルラゾン、および
ペンディメタリンを用いて選択された。Ｓｉｍｉｎｓｚｋｙら、「Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　ｏｆ　ａ　ｓｏｙｂｅａｎ　ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　Ｐ４５０　ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎ
ａｓｅ　ｃＤＮＡ　ｉｎ　ｙｅａｓｔ　ａｎｄ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｅｎｈａｎｃｅｓ　ｔ
ｈｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ　ｏｆ　ｐｈｅｎｙｌｕｒｅａ　ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ」、
ＰＮＡＳ　Ｖｏｌ．９６、Ｉｓｓｕｅ　４、１７５０～１７５５ページ、Ｆｅｂｒｕａｒ
ｙ　１６，１９９９；Ｓｈｅｌｄｏｎら、Ｗｅｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ：Ｖｏｌ．４８、Ｎ
ｏ．３、２９１～２９５ページ、「Ａ　ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　Ｐ４５０　ｍｏｎｏｏｘ
ｙｇｅｎａｓｅ　ｃＤＮＡ（ＣＹＰ７１Ａ１０）ｃｏｎｆｅｒｓ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
　ｔｏ　ｌｉｎｕｒｏｎ　ｉｎ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａ
ｃｕｍ」；および「Ｐｈｙｔｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｅｒｂｉｃｉ
ｄｅｓ　ａｔｒａｚｉｎｅ　ａｎｄ　ｍｅｔｏｌａｃｈｌｏｒ　ｂｙ　ｔｒａｎｓｇｅｎ
ｉｃ　ｒｉｃｅ　ｐｌａｎｔｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｈｕｍａｎ　ＣＹＰ１Ａ１，Ｃ
ＹＰ２Ｂ６，ａｎｄ　ＣＹＰ２Ｃ１９」、Ｊ　Ａｇｒｉｃ　Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．２００
６　Ａｐｒ　１９；５４（８）：２９８５～９１ページ（イネにおけるヒトシトクロムｐ
４５０モノオキシゲナーゼの試験に関し、イネ植物は、報告によれば、クロロアセトミド
（アセトクロール、アラクロール、メトアクロール、プレチラクロール、およびテニルク
ロール）、オキシアセトアミド（メフェナセット）、ピリダジノン（ノルフルラゾン）、
２，６－ジニトロアナリン（トリフルラリンおよびペンディメタリン）、ホスファミデー
ト（アミプロホスメチル、チオカルバメート（ピリブチカルブ）、および尿素（クロルト
ルロン））に対する高度な耐性を示した。
【０１４０】
　主題となるＡＡＤ－１３遺伝子をより効率的にするために、異なる２，４－Ｄ化学物質
を変更するまたは使用する可能性もまたある。そのような可能な変化は、より良好な基質
およびより良好な脱離基（より高度な電気陰性度）を作り出すことを含む。



(35) JP 5907657 B2 2016.4.26

10

20

30

40

50

【０１４１】
　オーキシン輸送阻害剤（例えばジフルフェンゾピル）もまた、２，４－Ｄを用いる除草
剤活性を増加させるために使用することができる。
【０１４２】
　特に示されず、または暗示されない限り、「１つの（a）」、「１つの（an）」、およ
び「その（the）」という用語は、本明細書において使用されるように「少なくとも１つ
」を意味する。
【０１４３】
　本明細書において言及または引用される特許、特許出願、仮出願、および刊行物はすべ
て、それらが本明細書の明示的な教示と矛盾しない程度までそれらの全体が参照によって
組み込まれる。
【０１４４】
　以下は、本発明を実施するための手順を示す実施例である。これらの実施例は、限定す
るものとして解釈されるべきでない。他に述べられない限り、百分率は、すべて重量によ
るものであり、溶媒混合物の割合はすべて、容量によるものである。
【実施例１】
【０１４５】
　植物体において除草剤抵抗性を付与する遺伝子を同定する方法
　植物体において除草剤分解活性を持つ遺伝子を同定する方法として、ＮＣＢＩ（Ｎａｔ
ｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉ
ｏｎ）などの最新の公的データベースを調べることが可能である。処理を開始するために
、所望の特徴（つまりα－ケトグルタル酸ジオキシゲナーゼ活性）を有するタンパク質を
コードする既に同定された機能遺伝子配列を有していることが必要である。次いで、この
タンパク質配列は、入手可能な、委託されたＮＣＢＩタンパク質配列と比較するために、
ＢＬＡＳＴ（Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）
（Ａｌｔｓｃｈｕｌら、１９９７）アルゴリズムの入力として使用される。デフォルト設
定を使用すると、この検索は、種々のレベルで１００以上の相同タンパク質配列を返す。
これらは、アミノ酸レベルで、高度に同一（８５～９８％）～非常に低度の相同性（２３
～３５％）の範囲である。伝統的に、高度な相同性を有する配列だけが、入力配列に対す
る類似の特性を保持することが予期されると思われる。この場合において、≦５０％の相
同性を有する配列だけを選んだ。本明細書において例示されるように、３５％ほどのアミ
ノ酸保存を有する（ラルストニア　ユートロファからのｔｆｄＡと比較して）クローニン
グ組換え発現相同体は、意図した除草剤に対してだけではなく、これらの酵素を用いて以
前に試験されていない基質に対しても商業的なレベルの抵抗性を付与するために使用する
ことができる。
【０１４６】
　単一遺伝子（ｓｄｐＡ）は、ｔｆｄＡに対してわずか３５％のアミノ酸同一性を有する
相同体として、ＮＣＢＩデータベース（ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖウェブサイト
を参照されたい；受入＃ＡＪ６２８８６０）から同定された。同一性パーセントは、タン
パク質のデータベースに委託されたｓｄｐＡＤＮＡ配列とｔｆｄＡＤＮＡ配列の両方を最
初に翻訳し、次いで、複数の配列アラインメントを行うために、ＶｅｃｔｏｒＮＴＩソフ
トウェアパッケージ中のＣｌｕｓｔａｌＷを使用することによって決定した。
【実施例２】
【０１４７】
　植物および細菌における発現のための配列の最適化
　２．１－背景
　植物において異種遺伝子のより高度なレベルの発現を得るために、それらが植物細胞に
おいてより効率的に発現されるように、遺伝子の配列をコードするタンパク質を再構築す
ることは好ましい可能性がある。トウモロコシは、植物中で遺伝子の発現レベルおよびコ
ードされるタンパク質のレベルを増加させるために、形質転換前に、異種タンパク質コー
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ド領域を再設計することが好ましい可能性のある１つのそのような植物である。したがっ
て、細菌タンパク質をコードする遺伝子の設計におけるさらなるステップは、最適な発現
のための異種遺伝子の再構築である。
【０１４８】
　トウモロコシにおける発現のための細菌の遺伝子の再構築の１つの理由は、本来の遺伝
子の最適ではないＧ＋Ｃ含有量によるものである。例えば、多くの本来の細菌の（１つま
たは複数の）遺伝子の非常に低度のＧ＋Ｃ含有量（および高度なＡ＋Ｔ含有量への必然の
歪み）は、高度にＡ＋Ｔリッチであることが知られている植物遺伝子制御配列に似るまた
はそれに匹敵する配列の生成に帰着する。植物の中に導入された遺伝子のＤＮＡ内のいく
つかのＡ＋Ｔリッチ配列の存在（例えば遺伝子プロモーターにおいて通常見つけられるＴ
ＡＴＡボックス領域）は、遺伝子の異常な転写に帰着し得る。他方では、転写されたｍＲ
ＮＡにおいて存在する他の調節配列の存在（例えばＡＡＵＡＡＡなどのポリアデニル化シ
グナル配列または前駆体ｍＲＮＡスプライシングに関与する核内低分子ＲＮＡに対して相
補的な配列）は、ＲＮＡ不安定性をもたらし得る。したがって、トウモロコシ発現のため
の細菌タンパク質をコードする、より好ましくは（１つまたは複数の）植物最適化遺伝子
と呼ばれる遺伝子の設計における１つの目標は、代謝酵素をコードするトウモロコシ遺伝
子に好ましくは類似したＧ＋Ｃ含有量を有するＤＮＡ配列を生成することである。細菌タ
ンパク質をコードする植物最適化遺伝子の設計における他の目標は、配列修飾が翻訳を妨
害しないＤＮＡ配列を生成することである。
【０１４９】
　表Ｅｘ２－１は、トウモロコシ遺伝子のＧ＋Ｃ含有量を示す。表Ｅｘ２－１におけるデ
ータについては、遺伝子のコード領域はＧｅｎＢａｎｋ（リリース７１）エントリーから
抽出し、塩基組成は、ＭａｃＶｅｃｔｏｒ（商標）プログラム（Ａｃｃｅｌｅｒｙｓ、Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）を使用して計算した。イントロン配列は計算
において無視した。
【０１５０】
【表４】

【０１５１】
　複数の公的に入手可能なＤＮＡ配列データベースが存在し、植物ゲノムのＧ＋Ｃ含有量
または様々な植物遺伝子のタンパク質コード領域に関する情報を見つけることができる。
そのような１つのデータベースは、ＵＲＬ　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋａｚｕｓａ．ｏｒ
．ｊｐ／ｃｏｄｏｎ／のワールドワイドウェブ上にある。このサイトで、例えばタバコ（
Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）タンパク質コード配列の平均Ｇ＋Ｃ含有量が４３
．３％であることを見つけることができる（４５３，７９７のコドンを含む１２６８の配
列の分析）。また、トウモロコシ（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）タンパク質コード配列の平均Ｇ＋
Ｃ含有量が５４．９％であることを見つけることができる（９７３，５７８のコドンを含
む２２８０の配列の分析）。それに比較すると、配列番号２に示されたスフィンゴビウム
　ハービシドボランスＡＡＤ－１３タンパク質コード配列のＧ＋Ｃ含有量は、６７．２％
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である。したがって、トウモロコシまたは双子葉植物における発現のためにＡＡＤ－１３
遺伝子を設計する場合、４０～５５％の範囲までタンパク質コード領域のＧ＋Ｃ含有量を
下げることが有利である可能性がある。植物発現のための細菌タンパク質をコードする、
より好ましくは（１つまたは複数の）植物最適化遺伝子と呼ばれる遺伝子の設計における
１つの目標は、代謝酵素をコードする本来の宿主植物遺伝子に好ましくは類似したＧ＋Ｃ
含有量を有するＤＮＡ配列を生成することである。
【０１５２】
　遺伝子コードの重複／縮重によってもたらされた柔軟性のために（つまり、いくつかの
アミノ酸は１つを超えるコドンによって指定される）、異なる生物または生物のクラスに
おけるゲノムの進化は、重複コドンの異なる使用頻度に帰着した。この「コドンバイアス
」はタンパク質コード領域の平均の塩基組成において反映されている。例えば、相対的に
低度のＧ＋Ｃ含有量を有する生物は、重複コドンの３番目の位置においてＡまたはＴを有
するコドンを利用するのに対して、より高度なＧ＋Ｃ含有量を有するものは、３番目の位
置においてＧまたはＣを有するコドンを利用する。ｍＲＮＡ内の「少数の」コドンの存在
は、とりわけ少数のコドンに対応するチャージｔＲＮＡ（ｃｈａｒｇｅｄ　ｔＲＮＡ）の
相対的な存在量が低度の場合、そのｍＲＮＡの絶対的な翻訳効率を低下させ得ると考えら
れる。この延長として、個々の少数のコドンによる翻訳効率の低下が、複数の少数のコド
ンで少なくとも相加的となると思われる。したがって、少数のコドンの高度な相対的な含
有量を有するｍＲＮＡは、相応して、翻訳効率が低度であると思われる。この効率は、続
く、低レベルのコードタンパク質によって反映されると思われる。
【０１５３】
　トウモロコシ（またはワタもしくはダイズなどの他の植物）における発現のために細菌
タンパク質をコードする遺伝子を操作する際に、予期される宿主植物のコドンバイアスが
決定されている場合、それは有益である。コドンバイアスは、単一のコドンが、すべての
アミノ酸についてのコドンと比較して使用される頻度として計算することができる。その
代わりに、表Ｅｘ２－２、列Ｃ、Ｄ、Ｉ、Ｊにおいて開示されるように、コドンバイアス
は、単一のコドンが、特定のアミノ酸についての他のすべてのコドン（同義コドン）と比
較して、そのアミノ酸をコードするために使用される頻度として計算されてもよい。トウ
モロコシについてのコドンバイアスは、植物が、そのタンパク質をコードするために使用
する統計的コドン分布であり、７０６のトウモロコシ遺伝子から計算されたコドン使用頻
度を、表Ｅｘ２－２、列ＣおよびＩに示す。植物発現を予定する細菌タンパク質をコード
する遺伝子のコード領域を設計する際に、植物によって好まれる一次（「第１選択」）コ
ドンが決定されるはずであり、複数の選択が存在する場合、第２、第３、第４などの選択
の好ましいコドンが決定されるはずである。次いで、細菌タンパク質のアミノ配列をコー
ドする、新しいＤＮＡ配列を設計することができるが、新しいＤＮＡ配列は、タンパク質
アミノ酸配列内のそれぞれの位置でアミノ酸を指定するための植物（第１の好ましい、第
２の好ましい、第３の好ましい、または第４の好ましいなど）コドンの置換によって、本
来の細菌ＤＮＡ配列（タンパク質をコードする）と異なる。次いで、新しい配列は、修飾
によって作り出された可能性のある制限酵素部位について分析する。同定された部位は、
コドンを、第１、第２、第３、または第４の選択の好ましいコドンと交換することによっ
てさらに修飾する。対象とする遺伝子の転写または翻訳に影響し得る配列中の他の部位は
、エキソン：イントロン接合部（５’もしくは３’）、ポリＡ追加シグナル、またはＲＮ
Ａポリメラーゼ終結シグナルである。配列をさらに分析し、ＴＡダブレットまたはＣＧダ
ブレットの頻度を低下させるために修飾する。ダブレットに加えて、同じである約６を超
える残基を有するＧ配列ブロックまたはＣ配列ブロックは、配列の転写または翻訳に影響
し得る。したがって、これらのブロックは、第１のまたは第２のコドンの選択などの次の
好ましい選択のコドンと交換することによって有利に修飾される。
【０１５４】
　したがって、細菌タンパク質をコードする植物最適化遺伝子を設計するために、ＤＮＡ
配列は、特定の１つまたは複数の植物の遺伝子配列から蓄積されたコドンバイアス表から
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うに設計される。結果として生じるＤＮＡ配列は、より高度なコドン多様性、望ましい塩
基組成を有し、戦略的に配置された制限酵素認識部位を含有することができ、かつ遺伝子
の転写または産物ｍＲＮＡの翻訳に干渉し得る配列を欠く。本発明の遺伝子／タンパク質
と機能的に等価であるそのような合成遺伝子は、植物を含む宿主を形質転換するために使
用することができる。合成遺伝子の産生に関するさらなるガイダンスは、例えば米国特許
第５，３８０，８３１号およびＰＣＴ出願国際公開第９７／１３４０２号において見つけ
ることができる。
【０１５５】
　ＡＡＤ－１３タンパク質をコードする植物最適化遺伝子を操作するために、ＤＮＡ配列
を、特定の宿主植物（トウモロコシおよび双子葉植物）のタンパク質コード配列から蓄積
されたコドンバイアス表から確立された重複遺伝子コードを利用して、ＡＡＤ－１３アミ
ノ酸配列をコードするように設計した。表Ｅｘ２－２において、列Ｃ、Ｄ、Ｉ、およびＪ
は、Ｚｅａ　ｍａｙｓ（トウモロコシ）の７０６のコード領域および１５４の双子葉植物
遺伝子において見つけられるように、それぞれのアミノ酸についての同義コドンの分布を
示す（そのアミノ酸についてのすべてのコドンについての使用頻度の％で）。［ＲＥＦ：
Ｍｕｒｒａｙ，Ｅ．Ｅ．、Ｌｏｔｚｅｒ，Ｊ．、Ｅｂｅｒｌｅ，Ｍ．（１９８９）Ｃｏｄ
ｏｎ　ｕｓａｇｅ　ｉｎ　ｐｌａｎｔ　ｇｅｎｅｓ．Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１
７：４７７～４９７ページ］。それぞれの植物タイプによって最も好まれるコドンは、ボ
ールド体で示し、複数の選択が存在する場合、第２、第３、または第４の選択のコドンを
同定することができる。いくつかのアミノ酸についてのいくつかの同義コドンが植物遺伝
子において極めてまれに見つけられることは明らかである（例えばトウモロコシにおける
ＡＧＴおよび双子葉植物におけるＣＣＧ）。同様に、トウモロコシおよび双子葉植物は、
個々のコドン使用頻度が異なる。（例えば、アラニンコドンＧＣＧは、双子葉植物遺伝子
よりもトウモロコシ遺伝子においてより頻繁に起こるが、アルギニンコドンＡＧＡは、ト
ウモロコシ遺伝子よりも双子葉植物遺伝子においてより使用されることが多い）。したが
って、ある植物種の遺伝子の最適なコドン組成を反映するために設計されたタンパク質コ
ード領域が、他の植物種における発現のための最適以下のコドン組成を有する可能性があ
るということは明白である。トウモロコシ遺伝子と双子葉植物遺伝子の両方の平均コドン
分布に近似するタンパク質コードＤＮＡ配列を作り出すための設計プロセスにおいて、い
ずれかのタイプの植物においてそのアミノ酸についての他の同義コドンと比較してめった
に使用されないあらゆるコドンは除外した（表Ｅｘ２－２の列ＦおよびＬにおいてＤＮＵ
によって示す）。普通、コドンは、いずれかの植物タイプの遺伝子において関連するアミ
ノ酸をコードする頻度が約１０％以下で示される場合、まれに使用されると考えられた（
表Ｅｘ２－２の列ＥおよびＫにおいてＮＡによって示す）。アミノ酸に対する残りのコド
ン選択の分布のバランスをとるために、それぞれのコドンのための加重平均表示を式を使
用して計算した。
【０１５６】
　Ｃ１の加重平均％＝１／（％Ｃ１＋％Ｃ２＋％Ｃ３＋など）×％Ｃ１×１００、Ｃ１は
、調査中のコドンであり、％Ｃ２、％Ｃ３などは、表Ｅｘ２－２の残りの同義コドンのト
ウモロコシおよび双子葉植物についての％平均値に相当する（関連するコドンについての
％平均値は、列ＥおよびＫから得られる）。
【０１５７】
　それぞれのコドンに対する加重平均％値は、表Ｅｘ２－２の列ＦおよびＬに示す。
【０１５８】
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【表５】

【表６】

【０１５９】
　配列番号２のスフィンゴビウム　ハービシドボランスＡＡＤ－１３タンパク質のアミノ
酸配列を本質的にコードする、新しいＤＮＡ配列を、トウモロコシおよび双子葉植物の遺
伝子において見つけられる、頻繁に使用されるコドンのバランスのとれたコドン分布を使
用してトウモロコシと双子葉植物細胞の両方における最適な発現のために設計した。
【０１６０】
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　２．２－ＡＡＤ－１３植物再構築分析
　ＡＡＤ－１３（配列番号１）の本来のＤＮＡ配列のコード領域の８６１の塩基対（ｂｐ
）の大規模な分析は、最適な植物発現に不利益であると考えられるいくつかの配列モチー
フおよび最適ではないコドン組成の存在を明らかにした。配列番号１（ＡＡＤ－１３）に
よってコードされるタンパク質は、配列番号２として示される。トウモロコシおよび双子
葉植物における組換えタンパク質の産生を改善するために、第２の位置（配列番号４にお
いて下線を引いた）でのアラニン残基の追加を除いて配列番号２に示される本来のタンパ
ク質と同じであるタンパク質（配列番号４）をコードする「植物最適化」ＤＮＡ配列（Ａ
ＡＤ－１３　ｖ１）（配列番号３）を開発した。さらなるアラニンコドン（ＧＣＴ；配列
番号３において下線を引く）は、ＡＴＧ翻訳開始コドンに及ぶＮｃｏ　Ｉ制限酵素認識部
位（ＣＣＡＴＧＧ）の部分をコードする。したがって、それは、翻訳開始を最適化するた
めのＡＴＧ開始コドンを囲む配列構成を改善しながら、続くクローニング作業を容易にす
る２重の目的に役立つ。本来のコード領域および植物最適化（ｖ１）コード領域によって
コードされるタンパク質は９９．３％同一であり、アミノ酸番号２でのみ異なる。対照的
に、コード領域の本来のＤＮＡ配列および植物最適化（ｖ１）ＤＮＡ配列はわずか７７．
３％同一である。表Ｅｘ２－３は、本来の配列（列ＡおよびＤ）ならびに植物最適化配列
（列ＢおよびＥ）のコドン組成における差異を示し、表Ｅｘ２－２の列ＦおよびＬによっ
て決定されるコドン組成を正確に有すると思われる理論的な植物最適化配列（列Ｃおよび
Ｆ）に対する比較を可能にする。
【０１６１】
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【表７】

【０１６２】
　本来のコード領域および植物最適化コード領域が、ほとんど同一のタンパク質をコード
しながら、互いに実質的に異なることは表Ｅｘ２－３の検査から明らかである。植物最適
化バージョン（ｖ１）は、ＡＡＤ－１３タンパク質をコードする理論的な植物最適化コー
ド領域のコドン組成に密接に似ている。
【０１６３】
　２．３　大腸菌発現のための再構築
　大腸菌の特別に操作された株および関連するベクター系は、生化学的および分析的研究
のために、相対的に大量のタンパク質を産生するために使用されることが多い。所望のタ
ンパク質をコードする本来の遺伝子は、たとえ、遺伝子の供給源生物が他の細菌生物であ
る可能性があっても、大腸菌における高レベル発現に十分に適していないことが時に見つ
けられる。そのような場合において、それを大腸菌における発現により適しているように
するために、遺伝子のタンパク質コード領域を再構築することは可能であり、かつ望まし
い。大腸菌クラスＩＩ遺伝子は、大腸菌細胞の指数増殖期の間に高度に継続的に発現され
るものとして定義される。［ＲＥＦ：Ｈｅｎａｕｔ，Ａ．およびＤａｎｃｈｉｎ，Ａ．（
１９９６）Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ａｎｄ　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐ



(42) JP 5907657 B2 2016.4.26

10

20

ｈｉｍｕｒｉｕｍ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ、
ｖｏｌ．２、２０４７～２０６６ページ。Ｎｅｉｄｈａｒｄｔ，Ｆ．、Ｃｕｒｔｉｓｓ　
ＩＩＩ，Ｒ．、Ｉｎｇｒａｈａｍ，Ｊ．、Ｌｉｎ，Ｅ．、Ｌｏｗ，Ｂ．、Ｍａｇａｓａｎ
ｉｋ，Ｂ．、Ｒｅｚｎｉｋｏｆｆ，Ｗ．、Ｒｉｌｅｙ，Ｍ．、Ｓｃｈａｅｃｈｔｅｒ，Ｍ
．、およびＵｍｂａｒｇｅｒ，Ｈ．（編）Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ、Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＤＣ］。大腸菌クラスＩＩ遺伝子の
コード領域のコドン組成の検査を通して、これらの大腸菌クラスＩＩ遺伝子コード領域の
平均コドン組成を考案することができる。クラスＩＩ遺伝子に似ている平均コドン組成を
有するタンパク質コード領域は、大腸菌の指数増殖期の間の発現に有利であろうと考えら
れる。これらのガイドラインを使用して、ＡＡＤ－１３タンパク質（配列番号４；上記に
述べられるように、第２の位置にさらなるアラニンを含む）をコードする、新しいＤＮＡ
配列を、大腸菌クラスＩＩ遺伝子コード領域の平均コドン組成に従って設計した。設計を
コドン組成にのみ基づくものとした最初の配列は、大腸菌発現ベクターの中にクローニン
グするのに適したある種の制限酵素認識配列を含むようにさらに操作した。１６Ｓリボソ
ームＲＮＡの３’末端に対して相同性の遺伝子内の配列（つまりシャイン　ダルガルノ配
列）のような、高度に安定性のステムループ構造などの不利益な配列の特徴は避けた。大
腸菌に最適化された配列（ｖ２）は、配列番号５として開示され、配列番号４において示
されるタンパク質をコードする。
【０１６４】
　本来のＤＮＡ配列および大腸菌に最適化された（ｖ２）ＤＮＡ配列は、８０．２％同一
であるが、植物最適化（ｖ１）ＤＮＡ配列および大腸菌に最適化された（ｖ２）ＤＮＡ配
列は、８４．４％同一である。表Ｅｘ２－４は、本来のＡＡＤ－１３コード領域のコドン
組成；列ＡおよびＤ）、大腸菌における発現に最適化されたＡＡＤ－１３コード領域（ｖ
２；列ＢおよびＥ）、ならびに大腸菌クラスＩＩ遺伝子の最適なコドン組成を有するＡＡ
Ｄ－１３タンパク質の理論的なコード領域のコドン組成（列ＣおよびＦ）を示す。
【０１６５】
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【表８】

【０１６６】
　本来のコード領域および大腸菌最適化コード領域が、ほとんど同一のタンパク質をコー
ドしながら、互いに実質的に異なることは表Ｅｘ２－４の検査から明らかである。大腸菌
最適化バージョン（ｖ２）は、ＡＡＤ－１３タンパク質をコードする理論的な大腸菌最適
化コード領域のコドン組成に密接に似ている。
【実施例３】
【０１６７】
　発現ベクターおよび形質転換ベクターのクローニング
　３．１　大腸菌、ｐＥＴ発現ベクターの構築物
　さらなるクローニングリンカーを用いて追加された部位に対応する制限酵素を使用して
（Ｘｂａ　１、Ｘｈｏ　１）、ＡＡＤ－１３（ｖ２）は、Ｐｉｃｏｓｃｒｉｐｔベクター
から切り取り、ｐＥＴ２８０ストレプトマイシン／スペクチノマイシン抵抗性ベクターの
中にライゲーションした。ライゲーションした産物は、次いで、ＴＯＰ１０Ｆ’大腸菌に
形質転換し、ルリアブロス＋５０μｇ／ｍｌストレプトマイシン＆スペクチノマイシン（
ＬＢ　Ｓ／Ｓ）寒天平板上に平板培養した。
【０１６８】
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　ＡＡＤ－１３（ｖ２）：ｐＥＴ２８０ライゲーションおよびｐＣＲ２．１：ｐＥＴ２８
０ライゲーションを区別するために、約２０の単離コロニーを、６ｍｌのＬＢ－Ｓ／Ｓの
中に選び取り、攪拌しながら４時間３７℃で増殖させた。次いで、それぞれの培養物を、
ＬＢ＋カナマイシン５０μｇ／ｍｌ平板上に配置し、これらは、３７℃で一晩インキュベ
ートした。ＬＢ－Ｋ上で増殖したコロニーは、中にライゲーションされたｐＣＲ２．１ベ
クターを有することが想定され、捨てた。プラスミドは、残りの培養物から従来どおり単
離し、Ｆｓｐ１による消化を用いて正確さについて確かめた。最終発現構築物は、名称を
ｐＤＡＢ４１１５とした。
【０１６９】
　３．３－バイナリーベクターの完成
　植物最適化遺伝子ＡＡＤ－１３（ｖ１）は、Ｐｉｃｏｓｃｒｉｐｔからもらった（遺伝
子再構築設計を終え（上記を参照されたい）、構築のためにＰｉｃｏｓｃｒｉｐｔに外注
した）。ＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子は、Ｎｃｏ　Ｉ－Ｓａｃ　Ｉ断片としてｐＤＡＢ４
０５５の中にクローニングした。結果として生じる構築物は、ｐＤＡＢ４１１３と命名し
、［ＡｔＵｂｉ１０プロモーター：ＡＡＤ－１３（ｖ１）：ＡｔｕＯＲＦ１　３’ＵＴＲ
］を含有した（Ｎｃｏ　ＩおよびＳａｃ　Ｉの制限消化を用いて確証）。次いで、記載さ
れるカセットを含有するＮｏｔ　Ｉ－Ｎｏｔ　Ｉ断片を、バイナリーベクターｐＤＡＢ３
０３８のＮｏｔ　Ｉ部位の中にクローニングした。以下のカセット［ＡｔＵｂｉ１０プロ
モーター：ＡＡＤ－１３（ｖ１）：ＡｔｕＯＲＦ１　３’ＵＴＲ：ＣｓＶＭＶプロモータ
ー：ＰＡＴ：ＯＲＦ２５／２６　３’ＵＴＲ］を含有する、結果として生じるバイナリー
ベクター、ｐＤＡＢ４１１４は、正確な配向の確証のために制限消化した（ＳａｃＩを用
いて）。確証した、完成した構築物（ｐＤＡＢ４１１４）は、アグロバクテリウムの中へ
の形質転換に使用した（実施例６を参照されたい）。
【実施例４】
【０１７０】
　シュードモナス　フルオレッセンスにおける組換えＡＡＤ－１３の発現および精製
　４．１－シュードモナス　フルオレッセンス発酵
　振盪フラスコ実験については、ＡＡＤ－１３（ｖ１）構築物（ｓｅｃ３．２）を運ぶシ
ュードモナス　フルオレッセンス株グリセロールストックの２００μｌを、３０μｇ／ｍ
ｌテトラサイクリン／ＨＣｌを補足した５０ｍｌの新鮮ＬＢ培地に接種するために使用す
る。培養物（２５０ｍｌバッフルエルレンマイヤーフラスコ中）は、１６時間、３００ｒ
ｐｍおよび３０℃で、振盪機（Ｎｅｗ　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｍ
ｏｄｅｌ　Ｉｎｎｏｖａ　４４）上でインキュベートする。２０ｍｌの種培養物を、２．
８Ｌバッフルエルレンマイヤーフラスコ中の、２０μｇ／ｍｌテトラサイクリン／ＨＣｌ
および２５０μｌのプルロニックＬ６１（消泡剤）を補足した１Ｌシュードモナス　フル
オレッセンス培地（酵母抽出物、５ｇ／Ｌ；Ｋ２ＨＰＯ４　５ｇ／Ｌ；（ＮＨ４）２ＰＯ

４、７．５ｇ／Ｌ；（ＮＨ４）２ＳＯ４；ＭｇＳＯ４－７Ｈ２Ｏ、１ｇ／Ｌ；ＫＣｌ、０
．５ｇ／Ｌ；ＣａＣｌ２－２Ｈ２Ｏ、０．５ｇ／Ｌ；クエン酸Ｎａ－２Ｈ２Ｏ、１５ｇ／
Ｌ；グリセロール、９５ｇ／Ｌ；微量元素溶液、１０ｍｌ／Ｌ；微量元素溶液：ＦｅＣｌ

３－６Ｈ２Ｏ、５．４ｇ／Ｌ；ＭｎＣｌ２－４Ｈ２Ｏ、１ｇ／Ｌ；ＺｎＳＯ４－７Ｈ２Ｏ
、１．４５ｇ／Ｌ；ＣｕＳＯ４－５Ｈ２Ｏ、０．２５ｇ／Ｌ；Ｈ３ＢＯ３、０．１ｇ／Ｌ
；（ＮＨ４）６ＭＯ７Ｏ２４、０．１ｇ／Ｌ；濃縮ＨＣｌ、１３ｍｌ／Ｌ）の中に移入す
る。培養物は、２４時間、３０℃および３００ｒｐｍでインキュベートされることになる
。イソプロピルβ－Ｄ－１－チオガラクト－ピラノシド（ＩＰＴＧ）は、培養物における
１ｍＭ最終物に追加し、２５℃で約４８時間、インキュベートし続ける。細胞は、１５分
間、４℃で、７ｋｒｐｍで、遠心分離によって採取し、細胞ペーストは、－８０℃で保存
するまたは精製のために直ちに処理する。
【０１７１】
　タンク実験については、グリセロールストックの各１ｍｌは、３０μｇ／ｍｌテトラサ
イクリン／ＨＣｌを補足した２００ｍｌのＬＢ培地を含有する１Ｌバッフルフラスコに１



(45) JP 5907657 B2 2016.4.26

10

20

30

40

50

６～２４時間、３００ｒｐｍおよび３２℃で接種する。次いで、３個のフラスコから組み
合わせた培養物（６００ｍｌ）は、高度細胞密度増殖を支援するために設計された１０Ｌ
のＤｏｗ所有組成培地（Ｔｅｋｎｏｖａ、Ｈｏｌｌｉｓｔｅｒ、ＣＡを通して）を含有す
る２０Ｌの発酵槽（Ｂ．Ｂｒａｕｎ　Ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）に無菌的
に移入する。増殖温度は、３２℃に維持し、ｐＨは、アンモニア水の追加を通して所望の
設定点に管理する。溶解酸素は、噴霧気流および攪拌速度を調節することによって、液体
培養物において正のレベルに維持する。流加発酵処理は、細胞密度が１７０～２００　Ｏ
Ｄ５７５に達するまで、約２４時間実行する。ＩＰＴＧは、次いで、組換えタンパク質発
現を誘発するために１ｍＭまで追加し、温度は冷水供給を循環させて、２５℃まで低下さ
せ、維持する。発酵の誘発期をさらに２４時間継続させる。サンプル（３０ｍｌ）は、６
、１２、および１８時間の誘発後の時点で、様々な分析のために収集して、細胞密度およ
びタンパク質発現レベルを決定する。発酵実施の終わりに、細胞は、３０分間１０ｋｒｐ
ｍで遠心分離によって採取する。次いで、細胞ペレットは、さらに処理するために－８０
℃で凍結する。
【０１７２】
　４．２－生化学的特徴づけおよび抗体産生のためのＡＡＤ－１３の精製
　約１００～２００ｇの凍結（または新鮮）シュードモナス細胞は、解凍し、２０ｍＭ　
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．５および２５ｍｌのプロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｓｉｇｍ
ａカタログ＃Ｐ８４６５）を含有する１～２Ｌの抽出緩衝液中に再懸濁する。細胞は、１
１，０００～１２，０００ｐｓｉで１回のパスで、氷上で、Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｚｅ
ｒ（モデルＭ１１０Ｌまたは１１０Ｙ）（Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ、Ｎｅｗｔｏｎ、
ＭＡ）を使用して破壊する。溶解物は、２０分間、２４，０００ｒｐｍで遠心分離する。
上清を、移入し、４℃で、一晩、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．５の１０容量に
対して透析しまたはこの緩衝液を用いて透析濾過し、カラム分離にかける前に０．４５μ
ｍ膜を通して濾過する。続くタンパク質分離はすべて、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＡＫＴＡ　
Ｅｘｐｌｏｒｅｒ　１００を使用して行い、４℃で操作する。添加前に、Ｑ　Ｓｅｐｈａ
ｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗカラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＸＫ　５０／００、５００
ｍｌベッドサイズ）を、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．５緩衝液を用いて平衡化
する。サンプルは、１５ｍｌ／分でカラムにかけ、次いで、溶出液ＯＤ２８０がベースラ
インに戻るまでこの緩衝液を用いて洗浄する。タンパク質は、１５ｍｌ／分の流速で、０
～０．３Ｍの直線勾配の２ＬのＮａＣｌを用いて溶出し、一方、４５ｍｌの画分を収集す
る。比色定量酵素アッセイによって決定されるＡＡＤ－１３活性を含有し、ＡＡＤ－１３
タンパク質の予測される分子量（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で約３２ｋＤａのバンド）にも対応
する画分は、プールされることになる。最終０．５Ｍまでの固体硫酸アンモニウムをサン
プルに追加し、次いで、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０中の０．５Ｍ硫酸アン
モニウム中で平衡化した、フェニルＨＰカラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＸＫ　５０／２０
、２５０ｍｌベッドサイズ）にかける。このカラムは、溶出液のＯＤ２８０がベースライ
ンに戻るまで、１０ｍｌ／分で結合緩衝液を用いて洗浄し、タンパク質は、２０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０中の０．５Ｍ～０の直線勾配の硫酸アンモニウムによって１
０ｍｌ／分で、２カラム容量内で溶出し、１２．５ｍｌ画分を収集する。ＡＡＤ－１３を
含有する主ピーク画分は、プールし、必要であれば、ＭＷＣＯ　１０ｋＤａカットオフ膜
遠心濾過機装置（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を使用して濃縮する。いくつかの場合において、
サンプルは、１ｍｌ／分の流速で、ＰＢＳ緩衝液を用いて、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５ゲル濾
過カラム（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　ＸＫ　１６／６０、１１０ｍｌベッドサイズ）にさらに
かける。純粋なＡＡＤ－１３を含有するピーク画分は、プールし、今後の使用のために－
８０℃で保存する。
【実施例５】
【０１７３】
　ＡＡＤ－１３活性のインビトロアッセイ
　５．１－比色定量フェノール検出を介してのアッセイ



(46) JP 5907657 B2 2016.4.26

10

20

30

40

50

　酵素活性は、ＦｕｋｕｍｏｒｉおよびＨａｕｓｉｎｇｅｒ（１９９３）（Ｊ．Ｂｉｏｌ
．Ｃｈｅｍ．２６８：２４３１１～２４３１７ページ）から改変されたプロトコールを使
用して、産物フェノールの比色定量検出によって測定し、９６ウェルマイクロプレートフ
ォーマットにおける展開を可能にする。比色定量アッセイは、２，４－Ｄおよびジクロル
プロップを切断して、産物２，４－ジクロロフェノールを放出するジオキシゲナーゼの活
性を測定する際の使用について記載された。いくつかのフェノールからのカラーイールド
は、どのフェノール産物を容易に検出することができたかを確認するために、以前に記載
された検出法を使用して２，４－ジクロロフェノールと比較した。フェノールおよびフェ
ノール類似体は、２００μＭ　ＮＨ４（ＦｅＳＯ４）２、２００μＭアスコルビン酸ナト
リウムを含有する０．１５ｍｌ　２０ｍＭ　ＭＯＰＳ　ｐＨ６．７５中で１００μＭの最
終濃度で試験した。フルロキシピルおよびトリクロピルに由来するピリジノールは、有意
なカラーをもたらさなかった。２，４－ジクロロフェノールのカラーイールドは、アッセ
イにおいて、約５００μＭまでフェノールの濃度に直線的であり、比例した。標準的なア
ッセイ条件（１６０μｌ最終アッセイ容量）下で行われた検量線は、５１０ｎｍでの０．
１の吸光度が１７．２μＭフェノールから得られたことを示した。
【０１７４】
　酵素アッセイは、２００μＭ　ＮＨ４ＦｅＳＯ４、２００μＭアスコルビン酸ナトリウ
ム、１ｍＭα－ケトグルタル酸、適切な基質（ＤＭＳＯ中で作製した１００ｍＭストック
から追加）、および酵素を含有する０．１６ｍｌ　２０ｍＭ　ＭＯＰＳ　ｐＨ６．７５の
全容量中で行う。アッセイは、時間ゼロの時点で、アリールオキシアルカノエート基質、
酵素、またはα－ケトグルタル酸の追加によって開始する。２５℃での５分間のインキュ
ベーションの後に、反応は、５０ｍＭ　Ｎａ　ＥＤＴＡ、ｐＨ１０緩衝液（３．０９ｇホ
ウ酸＋３．７３ｇＫＣｌ＋４４ｍｌ　１Ｎ　ＫＯＨ）、および０．２％４－アミノアンチ
ピリンの１：１：１混合物の３０μｌの追加によって終結させる。次いで、１０μｌ　０
．８％フェリシアン化カリウムを追加し、５または１０分後に、５１０ｎｍでの吸光度を
分光光度マイクロプレートリーダーにおいて記録した。ブランクは、少量のフェノールに
よる基質のうちのいくつかの時々のわずかな混入を説明するために、酵素を除く試薬をす
べて含有した。
【０１７５】
　５．２－　クロロピリジノールの検出を介してのアッセイ
　置換ピリジン（ベンゼン環以外）を含有する除草剤トリクロピルなどの潜在的な基質に
対するＡＡＤ－１３作用は、アリールオキシアルカノエート結合の切断と同時にピリジノ
ールを放出するであろう。ピリジノールは、前の部において記載されるアミノアンチピリ
ン／フェリシアニドフェノール検出を使用して検出されなかった。しかしながら、産物ク
ロロピリジノールは、ｐＨ７で、３２５ｎｍのλｍａｘで近紫外線で強く吸収することが
分かった（吸光係数約８，４００Ｍ－１．ｃｍ－１）。これは、継続的なマイクロプレー
トベースの分光光度アッセイを作り出すために使用した。アッセイは、２００μＭ　ＮＨ

４ＦｅＳＯ４、２００μＭアスコルビン酸ナトリウム、１ｍＭα－ケトグルタル酸、適切
な基質（ＤＭＳＯ中で作製した１００ｍＭストックから追加）、および酵素を含有する０
．２ｍｌ　２０ｍＭ　ＭＯＰＳ　ｐＨ６．７５の全容量中で行う。アッセイは、時間ゼロ
の時点で、アリールオキシアルカノエート基質、酵素、またはα－ケトグルタル酸の追加
によって開始し、吸光度の増加が、マイクロプレートリーダーにおいて３２５ｎｍで１０
分間、続いた。反応の最初の２分間は、初速度を決定するために使用する。
【０１７６】
　５．３－　２－（２－クロロ，４－ニトロフェノキシ）プロピオン酸を使用する比色定
量アッセイ
　ＡＡＤ－１３の便利なアッセイを、基質として２－（２－クロロ，４－ニトロフェノキ
シ）プロピオン酸（ＣＮＰＰ）を使用して考案した。ＡＡＤ－１３によるＣＮＰＰの切断
により、２－クロロ，４－ニトロフェノールが放出されるであろう。このフェノールは、
ｐＨ７で４１０ｎｍで明るい黄色の吸光度を有し、反応が、継続的にまたは終点分析によ



(47) JP 5907657 B2 2016.4.26

10

20

30

40

50

って続くことを可能にする。ＡＡＤ－１３活性の存在は、さらなる試薬の追加の必要を伴
わないで視覚的にモニターすることができる。マイクロプレートベースの分光光度アッセ
イは、２００μＭ　ＮＨ４ＦｅＳＯ４、２００μＭアスコルビン酸ナトリウム、１ｍＭ　
α－ケトグルタル酸、適切な量のＣＮＰＰ（ＤＭＳＯ中で作製した１０ｍＭストックから
追加）、および酵素を含有する０．２ｍｌ　２０ｍＭ　ＭＯＰＳ　ｐＨ６．７５の全容量
中で行った。アッセイは、時間ゼロの時点で、ＣＮＰＰ、酵素、またはα－ケトグルタル
酸の追加によって開始し、吸光度の増加が、マイクロプレートリーダーにおいて４１０ｎ
ｍで１０分間、続いた。反応の最初の２分間は、初速度を決定するために使用する。標準
的なアッセイ条件（２００μｌ最終アッセイ容量）下で行われた検量線は、０．１の４１
０ｎｍの吸光度が２５．１μＭ　２－クロロ，４－ニトロフェノールから得られたことを
示した。このアッセイを使用して、基質としてのＣＮＰＰの反応速度定数は、Ｋｍ＝３１
±５．５μＭおよびｋｃａｔ＝１６．２±０．７９分－１であることが決定された。
【０１７７】
　５．４－共役アッセイ
　広範囲の基質を試験するために、α－ケトグルタル酸の分解からのコハク酸の産生は、
Ｌｕｏら（２００６）（Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．３５３：６９～７４）の方法に基づ
くプロトコールを使用して分光光度的に検出した。図３に示されるように、ＡＡＤ－１３
を介してのα－ケトグルタル酸および対象とする基質の同時の分解は、コハク酸の産生に
帰着する。コハク酸は、ＡＴＰを消費し、ＡＤＰを産生するスクシニル－ＣｏＡシンセタ
ーゼによってさらに修飾されてスクシニル－ＣｏＡになる。ＡＤＰは、次いで、共通して
用いられるピルビン酸キナーゼ／乳酸デヒドロゲナーゼ酵素共役系（Ｓｉｇｍａ　Ｐ０２
９４）によって消費される。ＮＡＤへのＮＡＤＨの結果として生じる変換は、３４０ｎｍ
で分光光度的にモニターする。
【０１７８】
　５．４．１－Ｈｉｓタグ付きスクシニル－ＣｏＡシンセターゼおよびＡＡＤ－１３（ｖ
２）のクローニングおよび発現
　シンセターゼ、ｓｕｃＣおよびｓｕｃＤをコードする２つの大腸菌遺伝子は、単一の単
位複製配列として、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎからの大腸菌のＴｏｐ１０株から増幅した。ゲ
ノムＤＮＡは、１０分間、細胞の一定分量を煮沸し、次いで、遠心分離し、ＤＮＡを含有
する上清を保持することによって得た。ＡＡＤ－１３（ｖ２）の鋳型として、以前に作り
出したｐＥＴクローンｐＤＡＢ４１１５を使用した。ｓｕｃＣＤ遺伝子を増幅するために
、以下のプライマーを使用した：ｓｕｃ－Ｎｄｅ（配列番号９）５’ＣＡＴＡＴＧＡＡＣ
ＴＴＡＣＡＴＧＡＡＴＡＴＣＡＧＧＣＡＡＡＡＣ３’およびｓｕｃ－Ｘｈｏ（配列番号１
０）５’ＣＴＣＧＡＧＴＴＴＣＡＧＡＡＣＡＧＴＴＴＴＣＡＧＴＧＣＴＴＣ’３。ＡＡＤ
－１３（ｖ２）については、以下のプライマーを使用した：ａａｄ－１３Ｆ（配列番号１
１）５’ＣＡＴＡＴＧＧＣＧＡＧＣＣＣＧＧＣＧ３’およびａａｄ－１３Ｒ（配列番号１
２）５’ＣＴＣＧＡＧＧＴＧＴＧＣＣＡＧＴＧＣＧＧＴＣＴＣ’３。これらは、下流のク
ローニングのために適した制限部位を追加し、Ｈｉｓタグ付けを可能にするために終止コ
ドンを除去する。反応については、サーマルサイクラー条件は：９６℃２分間、次いで、
９６℃３０秒間、５３℃３０秒間、７２℃１．５分間の３５サイクル、その後、７２℃５
分間の１回の最終サイクルとした。結果として生じる単位複製配列は、正確な配列を確証
するためにサブクローニングした。正確な挿入物を含有するそれぞれのクローンは、Ｎｄ
ｅ１／Ｘｈｏ１を用いて消化し、挿入物は、次いで、ｐＥＴ－２６ｂ（＋）発現ベクター
の中にクローニングした。発現については、形質転換ＢＬ－２１大腸菌の菌叢は、５０ｍ
ｌのＬＢ＋Ｋａｎ（５０μｇ／ｍｌ）の中に削り取り、２時間、３７℃で増殖させた。こ
の２ミリリットルの培養物を１００ｍｌのＬＢ＋Ｋａｎの中に移入した。これらのフラス
コを、４時間、３７℃で増殖させた。細胞は、５０μＭ　ＩＰＴＧを用いて誘発し、２５
℃で一晩増殖させた。培養物は遠心分離し、細胞ペレットは、タンパク質精製に使用した
。
【０１７９】
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　５．４．２－インビトロ基質同定のためのＡＡＤ－１３およびＨｉｓタグ付きスクシニ
ルＣｏＡシンセターゼの精製
　Ｈｉｓタグ付きＡＡＤ－１３は、カラムメーカーの指示に基づいて、金属アフィニティ
ークロマトグラフィープロトコールを使用して精製した。１Ｌの培養物から採取し、－８
０℃で保存した細胞ペレットは、解凍し、２０ｍＬの抽出緩衝液（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ、ｐＨ８；２００～３００μＬプロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｓｉｇｍａ　Ｐ８
８４９）、１ｍｇ／ｍＬリゾチーム、および１ｍＭ　ＭｇＣｌ２）中に再懸濁させた。再
懸濁させた細胞は、粘性を低下させるためにＤＮアーゼを用いて処理する前に、１０～１
５分間、室温でインキュベートした。続くステップは、すべて４℃で実行した。抽出物は
、２０，０００×ｇで２０分間遠心分離して、透明にした。１ｍＬ／分の流速を使用して
、結果として生じる上清は、緩衝液Ａ（２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０、０．５Ｍ　Ｎ
ａＣｌ）を用いてあらかじめ平衡化した、２回の連続的な１ｍＬ　Ｃｏ－ＭＡＣ（商標）
カートリッジ（ＥＭＤ／Ｎｏｖａｇｅｎ　７１６５０）にかけた。抽出物が添加された後
、カラムは、ＯＤ２８０がベースラインに戻るまで、緩衝液Ａ中の５ｍＭイミダゾールを
用いて洗浄した。タンパク質は、緩衝液Ａ中の５０ｍＭイミダゾールを用いて溶出した。
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上の約３０ｋＤａのバンドによって示されるＡＡＤ－１３を優勢的に含
有する画分は、ＢＧ－１０脱塩カラム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を使用して、緩衝液Ｃ（２０ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、２ｍＭ　ＤＴＴ）の中に取り替えた
。次いで、緩衝液Ｃ中のＡＡＤ－１３は、インビトロ共役アッセイに従って分光光度的に
アッセイした。
【０１８０】
　Ｈｉｓタグ付きスクシニルＣｏＡシンセターゼは、連続的な１ｍＬ　Ｃｏ－ＭＡＣ（商
標）カートリッジ（ＥＭＤ／Ｎｏｖａｇｅｎ　７１６５０）およびメーカーの指示に基づ
いたプロトコールを利用して精製した。－８０℃で保存した細胞ペレットは、解凍し、細
胞培養物の１Ｌ当たり５０ｍＬの抽出緩衝液（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．２、２０
０～３００μＬプロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｓｉｇｍａ　Ｐ８８４９）、１ｍｇ／ｍＬ
リゾチーム、および１ｍＭ　ＭｇＣｌ２）中に再懸濁させた。再懸濁させた細胞は、粘性
を低下させるためにＤＮアーゼを用いて処理する前に、１０～１５分間、室温でインキュ
ベートした。他に述べられない限り、続くステップは、すべて４℃で実行した。抽出物は
、２０，０００×ｇで２０分間遠心分離して、透明にした。この時点で、上清は、結合緩
衝液（０．５Ｍ　ＮａＣｌ、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．９、および５ｍＭイ
ミダゾール）を用いてあらかじめ平衡化したＣｏ－ＭＡＣ（商標）カートリッジに直接か
けることができ、または８０％硫酸アンモニウムと反応させることができる。硫酸アンモ
ニウム処理サンプルは、２０，０００×ｇで２０分間、遠心分離し、ペレットタンパク質
にした。ペレットは、緩衝液Ａ（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．０および０．５
Ｍ　ＮａＣｌ）中で再懸濁させ、残りの硫酸アンモニウムは、緩衝液Ａを用いてあらかじ
め平衡化したＢＧ－１０脱塩カラム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を使用して除去した。結果として
生じるサンプルは、結合緩衝液を用いてあらかじめ平衡化したＣｏ－ＭＡＣ（商標）カー
トリッジおよび１ｍＬ／分の流速にかけた。抽出タンパク質の適用に続いて、カラムは、
１０カラム容量の０．５％緩衝液Ｂ（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、０．５Ｍ　ＮａＣｌ
、および１Ｍイミダゾール）を用いてすすいだ。これに、６％緩衝液Ｂの５カラム容量ス
テップ勾配および５０％緩衝液Ｂのさらなる１０カラム容量ステップ勾配を続けた。大多
数の所望のタンパク質は、６％緩衝液Ｂ勾配を用いて溶出した。スクシニルＣｏＡシンセ
ターゼを含有する画分は、ＳＤＳ　ＰＡＧＥを介してのスクシニルＣｏＡシンセターゼサ
ブユニットに対応する２本のバンド（約４０＆３３ｋＤａ）の存在および対応するインビ
トロ活性の検出によって同定した。スクシニルＣｏＡシンセターゼ活性は、下記の、イン
ビトロ共役アッセイの改変バージョンを使用して確認した。手短かに言えば、反応の進行
は、１００ｍＭ　ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＰＥＰ　０．４ｍＭ　ＮＡＤＨ　１０
ｍＭ　ＭｇＣｌ２、０．２ｍＭ　ＣｏＡ、０．２ｍＭ　ＡＴＰ、３．５Ｕ／ｍＬ　ＰＫ、
５Ｕ／ｍＬ　ＬＤＨ、およびＳＣＳの存在下で３４０ｎｍで分光光度的にモニターした。
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反応は、１ｍＭコハク酸の追加によって開始した。
【０１８１】
　５．４．３－インビトロ共役アッセイ
　インビトロでのＡＡＤ－１３（ｖ２）基質の同定は、９６ウェルマイクロタイタープレ
ートにおける０．２ｍＬ反応容量の継続的な分光光度モニタリングの間に検出される酵素
活性に基づいた。反応条件は以下のとおりとした：１００ｍＭ　ＭＯＰＳ　ｐＨ７．０、
０．４ｍＭ　ＮＡＤＨ、０．４ｍＭ　ＡＴＰ、０．４ｍＭ　ＣｏＡ、１ｍＭ　ＰＥＰ、１
０ｍＭ　ＭｇＣｌ２、０．１ｍＭ　ＦｅＳＯ４（ＨＣｌ中で可溶化）、および０．１ｍＭ
アスコルビン酸、１ｍＭ　α－ケトグルタル酸、ならびに２，４－Ｄの存在下で観察可能
な速度をもたらすのに十分なＡＡＤ－１３（ｖ２）。共役酵素（ＳＣＳ／ＰＫ／ＬＤＨ）
は、適切な共役を確実にするためにバッチごとに調整し、潜在的な基質は、一般に、１ｍ
Ｍでアッセイした。基質濃度の変更は、溶解性を調整するために必要に応じて行った。反
応は、ＡＡＤ－１３（ｖ２）または潜在的な基質のいずれかの追加によって開始した。Ａ
ＡＤによるコハク酸へのα－ケトグルタル酸の基質非依存的変換の速度は、上記のアッセ
イ条件下でモニターし、観察された反応速度から引き算した。プロピオン酸基質を用いて
観察された反応速度は、２で割り、ＡＡＤを介してのこれらの化合物の切断から結果とし
て生じるピルビン酸の産生について調整した。さらに、プロピオン酸化合物は、化合物お
よびＰＫ／ＬＤＨの存在下で分光光度的にＮＡＤＨの消費をモニターすることによって、
ピルビン酸混入について確かめた。
【０１８２】
　５．４．４　インビトロスクリーニング結果
　表Ｅｘ５は、インビトロ共役アッセイを介しての複数の化学物質を用いて観察されたＡ
ＡＤ－１３（ｖ２）反応速度を示す。反応速度は、同じサンプルセットにおいて得られた
２，４－Ｄ反応速度の割合として報告する。このデータは、非基質から基質を質的に分け
るためにおよび基質効率における傾向を同定するために使用することができる。速度が速
くなるほど、消費された利用可能な基質の割合に依存して正確に比較することが困難にな
り得ることに留意されたい。これは、等価な数の酵素ターンオーバーについて非プロピオ
ン酸化合物の２倍の速度を示すプロピオン酸化合物に特に該当する。その結果として、高
度に効率的な基質は、低効率基質と比較した場合に、正しくグループ化されるであろう。
しかしながら、高度に効率的な基質のグループ化の範囲内で、化合物は、基質およびＡＡ
Ｄの単一の速度を使用するスクリーニングによって量的に分離されなくてもよい。アスタ
リスクで示された化合物は、より高濃度での吸光度干渉のために１ｍＭの代わりに０．５
ｍＭで試験した。
【０１８３】
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【表９】
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【表１０】
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【表１１】
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【表１２】
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【表１３】
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【表１５】

【０１９０】
　ＡＡＤ－１３は、２，４－Ｄ分解活性を有する他の報告されたａ－ケトグルタル酸依存
性ジオキシゲナーゼと異なっている。重要な相違点は、広範囲のアリールオキシアルカノ
エート基質およびアルキルオキシアルカノエート基質であるが、多くのピリジルオキシ置
換体は、有効な除草剤および基質である（例えばフルロキシピル）。しかし、トリクロピ
ルのような他の除草剤は、かなり見込みの少ない基質である。これは、ＡＡＤ－１３基質
を用いるトランスジェニック植物の管理のために代替の除草剤を使用するための新しい可
能性を作り出す。それはまた、耐性を広げるまたは植物が耐性である基質の幅を改善する
ために、植物体における類似遺伝子を補完するための可能性を提供する。
【実施例６】
【０１９１】
　シロイヌナズナへの形質転換および選択
　６．１－シロイヌナズナ成長条件
　野生型シロイヌナズナ種子は、０．１％アガロース（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　
Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）溶液中に懸濁させた。休眠要求量を満たし、かつ同調
的種子発芽を確実にするために、懸濁させた種子は、２日間、４℃で保存した（層積貯蔵
）。
【０１９２】
　Ｓｕｎｓｈｉｎｅ　Ｍｉｘ　ＬＰ５（Ｓｕｎ　Ｇｒｏ　Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅ、Ｂ
ｅｌｌｅｖｕｅ、ＷＡ）は、細かいバーミキュライトで覆い、濡れるまでＨｏａｇｌａｎ
ｄ溶液を用いて地下灌漑をした。土壌混合物は、２４時間、排水した。層積貯蔵した種子
は、バーミキュライト上にまき、７日間、湿潤性ドーム（ＫＯＲＤ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、
Ｂｒａｍａｌｅａ、Ｏｎｔａｒｉｏ、Ｃａｎａｄａ）で覆った。
【０１９３】
　種子は発芽し、植物は、一定温度（２２℃）および一定湿度（４０～５０％）下、１２
０～１５０μｍｏｌ／ｍ２秒の光強度で、長日条件（１６時間明／８時間暗）下、Ｃｏｎ
ｖｉｒｏｎ中で成長させた（モデルＣＭＰ４０３０およびＣＭＰ３２４４、Ｃｏｎｔｒｏ
ｌｌｅｄ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ　Ｌｉｍｉｔｅｄ、Ｗｉｎｎｉｐｅｇ、Ｍａｎｉｔ
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ｏｂａ、Ｃａｎａｄａ）。植物は、Ｈｏａｇｌａｎｄ溶液を用いて最初に給水し、続いて
、土壌を濡れた状態ではなく湿った状態に保つために脱イオン水を用いて給水した。
【０１９４】
　６．２－アグロバクテリウム形質転換。
　画線培養をしたＤＨ５αコロニーを含有する、エリスロマイシン（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）（２００ｍｇ／Ｌ）またはスペクチノマ
イシン（１００ｍｇ／Ｌ）を有するＬＢ＋寒天平板を、４ｍｌのミニプレップ培養物（液
体ＬＢ＋エリスロマイシン）に接種するためのコロニーを提供するために使用した。培養
物は、持続的に攪拌しながら３７℃で一晩インキュベートした。メーカーの指示に従って
行われるＱｉａｇｅｎ（Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）スピンミニプレップは、プラスミドＤ
ＮＡを精製するために使用した。
【０１９５】
　エレクトロコンピテントアグロバクテリウム　ツメファシエンス（系統Ｚ７０７、ＥＨ
Ａ１０１、およびＬＢＡ４４０４）細胞は、ＷｅｉｇｅｌおよびＧｌａｚｅｂｒｏｏｋ（
２００２）からのプロトコールを使用して調製した。コンピテントアグロバクテリウム細
胞は、ＷｅｉｇｅｌおよびＧｌａｚｅｂｒｏｏｋ（２００２）から適合させたエレクトロ
ポレーション方法を使用して形質転換した。５０μｌのコンピテントアグロ細胞は、氷上
で解凍し、１０～２５ｎｇの所望のプラスミドを細胞に追加した。ＤＮＡおよび細胞の混
合物は、あらかじめ冷却したエレクトロポレーションキュベット（２ｍｍ）に追加した。
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｏｒ　２５１０は、以下の条件、電圧：
２．４ｋＶ、パルス長：５ミリ秒を用いる形質転換に使用した。
【０１９６】
　エレクトロポレーションの後に、１ｍｌのＹＥＰブロス（１リットル当たり：１０ｇ酵
母抽出物、１０ｇ　Ｂａｃｔｏペプトン、５ｇ　ＮａＣｌ）をキュベットに追加し、細胞
－ＹＥＰ懸濁液は、１５ｍｌ培養試験管に移入した。細胞は、４時間、持続的に攪拌しな
がら、ウォーターバス中で２８℃でインキュベートした。インキュベーションの後に、培
養物は、エリスロマイシン（２００ｍｇ／Ｌ）またはスペクチノマイシン（１００ｍｇ／
Ｌ）およびストレプトマイシン（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ、ＭＯ）（２５０ｍｇ／Ｌ）を用いてＹＥＰ＋寒天上で平板培養した。平板は、２８
℃で２～４日間、インキュベートした。
【０１９７】
　コロニーを選択し、エリスロマイシン（２００ｍｇ／Ｌ）またはスペクチノマイシン（
１００ｍｇ／Ｌ）およびストレプトマイシン（２５０ｍｇ／Ｌ）平板を有する新鮮なＹＥ
Ｐ＋寒天上で画線培養をし、１～３日間、２８℃でインキュベートした。コロニーは、ベ
クター特異的プライマーを使用することによって、遺伝子挿入物の存在を確証するために
ＰＣＲ分析のために選択した。メーカーの指示に従って行われるＱｉａｇｅｎスピンミニ
プレップは、以下の例外を伴って、選択されたアグロバクテリウムコロニーからプラスミ
ドＤＮＡを精製するために使用した：１５ｍｌ一晩ミニプレップ培養物（液体ＹＥＰ＋エ
リスロマイシン（２００ｍｇ／Ｌ）またはスペクチノマイシン（１００ｍｇ／Ｌ））およ
びストレプトマイシン（２５０ｍｇ／Ｌ）のうちの４ｍｌ一定分量をＤＮＡ精製に使用し
た。ＱｉａｇｅｎスピンミニプレップＤＮＡを使用する代わりとしては、５分間、１００
℃で１０μｌの水中に懸濁させた形質転換アグロバクテリウム細胞を溶解することとした
。アグロバクテリウム形質転換において使用されるバイナリーベクターからのプラスミド
ＤＮＡは、コントロールとして含んだ。ＰＣＲ反応は、０．５×濃度で、メーカーの指示
に従って、Ｔａｋａｒａ　Ｍｉｒｕｓ　Ｂｉｏ　Ｉｎｃ．（Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗｉｓｃｏ
ｎｓｉｎ）からのＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを使用して完成させた。ＰＣＲ反応は、以
下の条件を用いてプログラムしたＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｅｌｔｉｅｒ　Ｔｈｅｒｍ
ａｌ　Ｃｙｃｌｅｒにおいて実行した；１）９４℃、３分間、２）９４℃、４５秒間、３
）５５℃、３０秒間、４）７２℃、１分間、２９サイクル、次いで７２℃、１０分間、１
サイクル。その反応は、サイクル終了後に４℃に維持した。増幅は、１％アガロースゲル
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電気泳動によって分析し、臭化エチジウム染色によって視覚化した。ＰＣＲ産物がプラス
ミドコントロールと同一であったコロニーを選択した。
【０１９８】
　６．３－シロイヌナズナ形質転換
　シロイヌナズナは、花浸漬法を使用して形質転換した。選択されたコロニーは、エリス
ロマイシン（２００ｍｇ／Ｌ）またはスペクチノマイシン（１００ｍｇ／Ｌ）およびスト
レプトマイシン（２５０ｍｇ／Ｌ）を含有するＹＥＰブロスの１つまたは複数の１５～３
０ｍｌの前培養物に接種するために使用した。（１つまたは複数の）培養物は、２２０ｒ
ｐｍで持続的に攪拌しながら２８℃で一晩インキュベートした。それぞれの前培養物は、
エリスロマイシン（２００ｍｇ／Ｌ）またはスペクチノマイシン（１００ｍｇ／Ｌ）およ
びストレプトマイシン（２５０ｍｇ／Ｌ）を含有するＹＥＰブロスの２つの５００ｍｌ培
養物に接種するために使用した。培養物は、持続的に攪拌しながら、２８℃で一晩インキ
ュベートした。次いで、細胞は、室温で１０分間、約８７００×ｇでペレットにし、結果
として生じる上清は捨てた。細胞ペレットは、１／２×Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ　ａｎｄ　Ｓ
ｋｏｏｇ塩／Ｇａｍｂｏｒｇ　Ｂ５ビタミン、１０％（重量／容量）スクロース、０．０
４４μＭベンジルアミノプリン（ＤＭＳＯ中の１ｍｇ／ｍｌストックの１０μｌ／リット
ル）、および３００μｌ／リットルＳｉｌｗｅｔ　Ｌ－７７を含有する５００ｍｌの浸潤
培地中に穏やかに再懸濁させた。約１月齢の植物を１５秒間培地の中に浸漬し、新しい花
序を確実に浸した。次いで、植物は、横向きに植え、２４時間覆い（透明または不透明）
、次いで、水を用いて洗浄し、まっすぐに配置させた。植物は、１６時間明／８時間暗の
光周期を用いて２２℃で成長させた。浸漬の約４週間後に、種子を採取した。
【０１９９】
　６．４－形質転換植物の選択
　新たに採取したＴ１種子［ＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子］を室温で７日間乾燥させた。
Ｔ１種子は、２６．５×５１ｃｍ発芽トレー（Ｔ．Ｏ．Ｐｌａｓｔｉｃｓ　Ｉｎｃ．、Ｃ
ｌｅａｒｗａｔｅｒ、ＭＮ）中にまき、それぞれに、休眠要求量を満たし、同調的種子発
芽を確実にするためにあらかじめ４０ｍｌの０．１％アガロース溶液中に懸濁させ、２日
間、４℃で保存した、層積貯蔵したＴ１種子の２００ｍｇの一定分量（約１０，０００種
子）をまいた。
【０２００】
　Ｓｕｎｓｈｉｎｅ　Ｍｉｘ　ＬＰ５（Ｓｕｎ　Ｇｒｏ　Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅ　Ｉ
ｎｃ．、Ｂｅｌｌｅｖｕｅ、ＷＡ）は、細かいバーミキュライトで覆い、濡れるまでＨｏ
ａｇｌａｎｄ溶液を用いて地下灌漑をし、次いで、重力排水した。それぞれ４０ｍｌ一定
分量の層積貯蔵した種子を、ピペットを用いてバーミキュライト上に均一にまき、４～５
日間、湿潤性ドーム（ＫＯＲＤ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、Ｂｒａｍａｌｅａ、Ｏｎｔａｒｉｏ
、Ｃａｎａｄａ）で覆った。ドームは、グルホシネート出芽後散布液を使用する最初の形
質転換体選択の１日前に除去した（同時形質転換ＰＡＴ遺伝子を選択）。
【０２０１】
　植え付け７日後（ＤＡＰ）、さらに１１ＤＡＰに、Ｔ１植物（それぞれ子葉および２－
４－ｌｆ段階）に、１回の適用当たり、２８０ｇ　ａｉ／ｈａグルホシネートの有効な率
を送達するために、ＤｅＶｉｌｂｉｓｓ圧縮空気散布チップを使用して、１０ｍｌ／トレ
ー（７０３Ｌ／ｈａ）の散布容量で、Ｌｉｂｅｒｔｙ除草剤の０．２％溶液（２００ｇ　
ａｉ／Ｌグルホシネート、Ｂａｙｅｒ　Ｃｒｏｐ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｋａｎｓａｓ　Ｃ
ｉｔｙ、ＭＯ）を散布した。生き残った植物（活発に成長している植物）は、最終散布の
４～７日後に同定し、鉢植え用培地（Ｍｅｔｒｏ　Ｍｉｘ　３６０）を用いて調製した３
インチの鉢の中に個々に移植した。移植された植物は、３～４日間、湿潤性ドームで覆い
、従来どおり２２℃グロースチャンバー中に配置させ、または直接、温室に移動させた。
ドームを、続いて、除去し、植物を、フェノキシオーキシン除草剤抵抗性を提供するため
のＡＡＤ－１３（ｖ１）の能力について試験する少なくとも１日前に、温室中で栽培した
（２２±５℃、５０±３０％　ＲＨ、１４時間明：１０暗、最小５００μＥ／ｍ２ｓ１、
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自然光＋補給光）。
【０２０２】
　次いで、Ｔ１植物は、様々な率の２，４－Ｄにランダムに割り当てた。シロイヌナズナ
については、５０ｇ　ａｅ／ｈａ　２，４－Ｄは、感受性の植物を有意なレベルの抵抗性
を有する植物と区別するための有効用量である。高い率もまた、相対的なレベルの抵抗性
を決定するために適用した（２８０、５６０、１１２０、または２２４０ｇ　ａｅ／ｈａ
）。表１１および１２は、以前にＰＣＴ／ＵＳ２００６／０４２１３３において記載され
たアリールオキシアルカノエート除草剤抵抗性遺伝子（ＡＡＤ－１２（ｖ１））に対して
示される比較を示す。
【０２０３】
　オーキシン除草剤適用はすべて、７０３Ｌ／ｈａ散布容量（０．４ｍｌ溶液／３インチ
の鉢）を適用するために上記に記載されるＤｅＶｉｌｂｉｓｓ散布器を使用してなされた
、または１８７Ｌ／ｈａ散布容量でトラックの散布器によって適用した。使用した２，４
－Ｄは、ＤＭＳＯ中で溶解し、水中で希釈した（＜１％ＤＭＳＯ最終濃度）テクニカルグ
レード（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）のものまたは市販のジメチルアミン塩調
合物（４５６ｇ　ａｅ／Ｌ、ＮｕＦａｒｍ、Ｓｔ　Ｊｏｓｅｐｈ、ＭＯ）のいずれかとし
た。使用したジクロルプロップは、Ｒ－ジクロルプロップ（６００ｇ　ａｉ／Ｌ、ＡＨ　
Ｍａｒｋｓ）のカリウム塩として調合された市販グレードのものとした。８００ｇ　ａｅ
／ｈａを越えて増加させられた除草剤率として、散布溶液のｐＨは、非常に酸性になり、
若く柔らかいシロイヌナズナ植物の葉を焼き、除草剤の一次効果の評価を複雑にした。
【０２０４】
　いくつかのＴ１個体は、フェノキシオーキシンの代わりに代替の市販の除草剤にさらし
た。１つの対象とする点は、ピリジルオキシ酢酸オーキシン除草剤、トリクロピルおよび
フルロキシピルを、植物体において効果的に分解することができるかどうかを決定するこ
とであった。除草剤は、１８７Ｌ／ｈａの散布容量で、トラックの散布器を使用してＴ１

植物に適用した。２，４－Ｄ　ＤＭＡに対する耐性を示したＴ１植物が、Ｔ２世代におい
てさらに入手された。
【０２０５】
　６．５－形質転換植物の選択の結果
　最初のシロイヌナズナ形質転換は、ＡＡＤ－１３（ｖ１）（植物最適化遺伝子）を使用
して行った。Ｔ１形質転換体は、グルホシネート選択計画を使用して、非形質転換種子の
バックグラウンドから最初に選択した。１６０，０００を超えるＴ１種子をスクリーニン
グし、２３８のグルホシネート抵抗性の植物を同定し（ＰＡＴ遺伝子）、ＰＡＴ＋Ｌｉｂ
ｅｒｔｙを選択に使用した構築物の選択頻度の正常範囲にある０．１５％の形質転換／選
択頻度に匹敵した。上記に選択されたＴ１植物は、続いて、個々の鉢に移植し、様々な率
の市販のアリールオキシアルカノエート除草剤を散布した。表１１は、ＡＡＤ－１３（ｖ
１）およびシロイヌナズナＴ１形質転換体に対して２，４－Ｄ抵抗性を付与するためのコ
ントロール遺伝子の応答を比較する。応答は、％視覚的損傷２　ＷＡＴに関して示す。デ
ータは、ほとんどまたはまったく損傷を示さない（＜２０％）、中程度の損傷を示す（２
０～４０％）、または重い損傷を示す（＞４０％）個体のヒストグラムとして示す。算術
平均および標準偏差はそれぞれの処理について示す。個々の応答における範囲もまた、そ
れぞれの率および形質転換について最後の列に示す。ＰＡＴ／Ｃｒｙ１Ｆ形質転換シロイ
ヌナズナは、オーキシン感受性の形質転換コントロールとして役立った。ＡＡＤ－１３（
ｖ１）遺伝子は、個々のＴ１シロイヌナズナ植物に除草剤抵抗性を付与した。所与の処理
内で、植物応答のレベルは、大幅に変わり、それぞれの植物が、非依存的な形質転換イベ
ントを示すという事実に起因し得る。重要な留意点として、試験したそれぞれの２，４－
Ｄ率で、影響されない個体がある一方で、いくつかが極度に影響された。ＡＡＤ－１３（
ｖ１）を用いて形質転換した植物対ＡＡＤ－１２（ｖ１）またはＰＡＴ／Ｃｒｙ１Ｆ形質
転換コントロールの間の有意差を単純に実証するための率による全集団損傷平均を表１１
に示す。高度な率で、散布溶液は、緩衝されない限り、高度に酸性になり、したがって、
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損傷のうちのいくらかは、散布溶液の酸性度に起因する可能性がある。ほとんどグロース
チャンバー中で成長させたシロイヌナズナは、非常に薄い表皮を有し、重い燃焼の影響は
、高い率で試験を複雑にし得る。それにもかかわらず、多くの個体が、ほとんどまたはま
ったく損傷なく、２，２４０ｇ　ａｅ／ｈａ　２，４－Ｄに耐えた。
【０２０６】
【表１６】

【０２０７】
　表１２は、フェノキシプロピオン酸、ジクロルプロップに対するＴ１シロイヌナズナの
同様に行われた用量応答を示す。データは、ＡＡＤ－１３（ｖ１）またはＡＡＤ－１２（
ｖ１）の適した基質としてジクロルプロップの除草性活性な（Ｒ－）異性体が役立たない
ことを示す。ＡＡＤ－１（ｖ３）が、商業的に許容できる耐性を付与するのに、Ｒ－ジク
ロルプロップを十分によく代謝するであろうといった事実は、３つの遺伝子を分離する１
つの際立った特徴である（ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０４２１３３（Ｗｒｉｇｈｔら、２０
０６年１０月２７日出願）の表１２および実施例７）。ＡＡＤ－１およびＡＡＤ－１３は
、それぞれ、ＲおよびＳ特異的α－ケトグルタル酸ジオキシゲナーゼと考えられる。
【０２０８】
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【表１７】

【０２０９】
　６．６－選択可能マーカーとしてのＡＡＤ－１３（ｖ１）
　選択物質として２，４－Ｄを使用する、選択可能マーカーとしてＡＡＤ－１３（ｖ１）
を使用する能力は、上記に記載されるように形質転換シロイヌナズナを用いて分析した。
約５０のＴ４世代シロイヌナズナ種子（ＡＡＤ－１３（ｖ１）についてホモ接合性）を混
入させて、約５，０００の野生型（感受性）種子にする。いくつかの処理を比較し、植物
のトレーはそれぞれ、以下の処理計画のうちの１つにおいて、２，４－Ｄの１回または２
回のいずれかの適用タイミングを適用する：７ＤＡＰ、１１ＤＡＰ、または７、その後１
１ＤＡＰ。すべての個体がまた同じ形質転換ベクターにおいてＰＡＴ遺伝子をも含有する
ので、２，４－Ｄを用いて選択されたＡＡＤ－１３は、グルホシネートを用いて選択され
たＰＡＴと直接比較することができる。
【０２１０】
　処理は、以前に記載されるように、ＤｅＶｉｌｂｉｓｓ散布チップを用いて適用する。
植物は、１７ＤＡＰに、抵抗性または感受性として同定する。植え付けの７および１１日
後（ＤＡＰ）に適用した７５ｇ　ａｅ／ｈａ　２，４－Ｄの最適な処理は、選択頻度にお
いて等しく有効であり、Ｌｉｂｅｒｔｙ選択計画よりも形質転換個体に対する除草性損傷
に帰着する。これらの結果は、ＡＡＤ－１３（ｖ１）が、形質転換シロイヌナズナの集団
の代替の選択可能マーカーとして効果的に使用することができることを示す。
【０２１１】
　６．７－遺伝力
　種々様々のＴ１のイベントはＴ２種子を産生するために自家受粉した。これらの種子は
、１００のランダムなＴ２同胞に対してＬｉｂｅｒｔｙ（２８０ｇ　ａｅ／ｈａ）を適用
することによって試験した子孫であった。個々のＴ２植物はそれぞれ、散布適用（１８７
Ｌ／ｈａ適用率でのトラックの散布器）前に７．５ｃｍの正方形の鉢に移植した。Ｔ１フ
ァミリー（Ｔ２植物）の５０パーセントは、カイ２乗分析（Ｐ＞０．０５）によって決定
されるように、メンデル遺伝を有する優性遺伝単一座についての予期される３抵抗性：１
感受性のモデルに分離した。
【０２１２】
　種子は、１２～２０のＴ２個体（Ｔ３種子）から収集した。それぞれの８つのランダム
に選択されたＴ２ファミリーからの２５のＴ３同胞は、以前に記載されたように試験した
子孫であった。試験したＴ２ファミリーの半分は、それぞれの系においてホモ接合性であ
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った（非分離集団）。これらのデータは、ＡＡＤ－１３（ｖ１）が、安定して統合され、
少なくとも３世代に、メンデルの法則の様式において遺伝することを示すであろう。
【０２１３】
　６．８－ＡＡＤ－１３シロイヌナズナにおけるさらなる葉面適用除草剤抵抗性
　ＡＡＤ－１３（ｖ１）がトランスジェニックシロイヌナズナにおける他のアリールオキ
シアルカノエートオーキシン除草剤に対する抵抗性を提供する能力は、様々な基質の葉面
適用によって決定された。Ｔ２世代シロイヌナズナ種子は層積貯蔵し、シロイヌナズナ（
実施例６．４）に似た選択トレーの中にまいた。ＰＡＴおよび昆虫抵抗性遺伝子Ｃｒｙ１
Ｆを含有する形質転換コントロール系は、類似の方法で植え付けた。実生は、温室中の個
々の３インチ鉢に移入した。植物はすべて、１８７Ｌ／ｈａに設定したトラックの散布器
を使用して散布した。植物は、一連のピリジルオキシ酢酸除草剤を散布した：２００～８
００ｇ　ａｅ／ｈａトリクロピル（Ｇａｒｌｏｎ　３Ａ、Ｄｏｗ　ＡｇｒｏＳｃｉｅｎｃ
ｅｓ）および２００～８００ｇ　ａｅ／ｈａフルロキシピル（Ｓｔａｒａｎｅ、Ｄｏｗ　
ＡｇｒｏＳｃｉｅｎｃｅｓ）。ＡＡＤ－１３活性から結果として生じる２，４－Ｄ代謝物
質、２，４－ジクロロフェノール（ＤＣＰ、Ｓｉｇｍａ）（２，４－Ｄの２８０～２２４
０ｇ　ａｅ／ｈａに対して等価なモルで、テクニカルグレードも試験する。適用物はすべ
て、水中で調合した。処理はそれぞれ、３～４回繰り返した。植物は、処理の３および１
４日後に評価した。
【０２１４】
　ＡＡＤ－１３－形質転換された植物も、形質転換されたコントロールの系で見られたフ
ルロキシピル除草剤損傷から明白に防御された（Ｐａｔ／Ｃｒｙ１Ｆ（表１３を参照））
；しかしながら、ＡＡＤ－１３形質転換植物は、トリクロピルによって極度に損傷を与え
られた。これらの結果は、シロイヌナズナにおけるＡＡＤ－１３（ｖ１）が、試験したピ
リジルオキシ酢酸オーキシンに対する抵抗性を提供することを確認する。ＡＡＤ－１３（
ｖ１）遺伝子は、４００ｇ　ａｅ／ｈａフルロキシピルまで強い抵抗性を提供したのに対
して、ＡＡＤ－１２（ｖ１）遺伝子は、２００ｇ／ｈａもの低度の、ごくわずかなレベル
の耐性を提供した。ＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子は、ＡＡＤ－１２（ｖ１）遺伝子よりも
トリクロピルに対して著しくより少ない耐性を提供した。フルロキシピルに対する著しく
より高い耐性は、予期されず、ＡＡＤ－１２（ｖ１）とＡＡＤ－１３（ｖ１）のタイプ活
性を区別し、それは実施例５の酵素によるデータによって支援される。
【０２１５】
【表１８】

【実施例７】
【０２１６】
　さらなる作物種の形質転換
　トウモロコシは、国際公開第２００７／０５３４８２号（ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０４
２１３３（Ｗｒｉｇｈｔら））の実施例＃８において以前に記載された同じ技術を利用す
ることによって、２，４－Ｄおよびフルロキシピルに対する高レベル抵抗性を提供するた
めに形質転換することができる。
【０２１７】
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　ダイズは、国際公開第２００７／０５３４８２号（ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０４２１３
３（Ｗｒｉｇｈｔら））の実施例＃１１または実施例＃１３において以前に記載された同
じ技術を利用することによって、２，４－Ｄおよびフルロキシピルに対する高レベル抵抗
性を提供するために形質転換することができる。
【０２１８】
　ワタは、特許出願ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１４７３７（Ｗｒｉｇｈｔら、２００５年
５月２日出願）の実施例＃１４または国際公開第２００７／０５３４８２号（Ｗｒｉｇｈ
ｔら）の実施例＃１２において以前に記載された同じ技術を利用することによって、２，
４－Ｄおよびフルロキシピルに対する高レベル抵抗性を提供するために形質転換すること
ができる。
【０２１９】
　キャノーラは、特許出願ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１４７３７（Ｗｒｉｇｈｔら、２０
０５年５月２日出願）の実施例＃２６または国際公開第２００７／０５３４８２号（Ｗｒ
ｉｇｈｔら）の実施例＃２２において以前に記載された同じ技術を利用することによって
、２，４－Ｄおよびフルロキシピルに対する高レベル抵抗性を提供するために形質転換す
ることができる。
【実施例８】
【０２２０】
　抗体を介しての形質転換植物からのタンパク質検出
　抗体および続くＥＬＩＳＡアッセイは、例えば、国際公開第２００７／０５３４８２号
（Ｗｒｉｇｈｔら）の実施例９において記載されるように開発し、実施することができる
。
【実施例９】
【０２２１】
　タバコ形質転換
　アグロバクテリウム　ツメファシエンスを用いるタバコ形質転換は、公開された方法（
Ｈｏｒｓｃｈら、１９８８）に類似しているが、同一ではない方法によって実行した。形
質転換の供給源組織を得るために、タバコ種子（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ品
種ＫＹ１６０）は、表面殺菌し、寒天を用いて凝固させたホルモンなしのＭｕｒａｓｈｉ
ｇｅおよびＳｋｏｏｇの培地（ＭｕｒａｓｈｉｇｅおよびＳｋｏｏｇ、１９６２）である
ＴＯＢ培地の表面に植え付けた。植物は、２８～３０℃で、明かりのついたインキュベー
ター室において６～８週間成長させ、葉は、形質転換プロトコールにおいて使用するため
に無菌で収集した。約１平方センチメートルの片を葉から無菌で切り取り、中肋を除外し
た。２８℃、２５０ｒｐｍに設定した振盪機上のフラスコ中で一晩増殖させたアグロバク
テリウム系統（ｐＤＡＢ３２７８、ａｋａ　ｐＤＡＳ１５８０、ＡＡＤ－１３（ｖ１）＋
ＰＡＴを含有するＥＨＡ１０１Ｓ）の培養物を、遠心分離機においてペレットにし、無菌
Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ　＆　Ｓｋｏｏｇ塩中に再懸濁させ、６００ｎｍで０．５の最終光学
密度に調整した。葉片は、約３０秒間、この細菌懸濁液中に浸漬し、次いで、無菌ペーパ
ータオル上でふき取って乾燥させ、ＴＯＢ＋培地（１ｍｇ／Ｌインドール酢酸および２．
５ｍｇ／Ｌベンジルアデニンを含有するＭｕｒａｓｈｉｇｅおよびＳｋｏｏｇ培地）上で
表を上にして配置させ、２８℃の暗中でインキュベートした。２日後に、葉片を、２５０
ｍｇ／Ｌセフォタキシム（Ａｇｒｉ－Ｂｉｏ、Ｎｏｒｔｈ　Ｍｉａｍｉ、Ｆｌｏｒｉｄａ
）および５ｍｇ／Ｌのグルホシネートアンモニウム（Ｂａｓｔａ中の有効成分、Ｂａｙｅ
ｒ　Ｃｒｏｐ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）を含有するＴＯＢ＋培地に移動させ、明中で２８～３
０℃でインキュベートした。葉片は、最初の２週間は１週間当たり２回、およびその後は
１週間当たり１回、セフォタキシムおよびＢａｓｔａを有する新鮮なＴＯＢ＋培地に移動
させた。その葉片を、４～６週間後に、アグロバクテリウムを用いて処理した；形質転換
巣から生じる小さな植物は、この組織調製物から除去し、Ｐｈｙｔａｔｒａｙ（商標）Ｉ
Ｉ管（Ｓｉｇｍａ）中で、２５０ｍｇ／Ｌセフォタキシムおよび１０ｍｇ／Ｌ　Ｂａｓｔ
ａを含有する培地ＴＯＢの中に植え付けた。これらの小植物は、明かりのついたインキュ
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ベーター室中で成長させた。３週間後に、茎を切り取り、同じ培地中に根付かせた。植物
は、さらに２～３週間後に、温室に送る準備ができた。
【０２２２】
　植物は、根から寒天を洗浄し、１３．７５ｃｍの正方形の鉢中の土壌の中に移植し、Ｚ
ｉｐｌｏｃ（登録商標）バッグ（ＳＣ　Ｊｏｈｎｓｏｎ　＆　Ｓｏｎ，Ｉｎｃ．）の中に
鉢を配置し、バッグの底の中に水道水を配置し、かつ１週間、３０℃の温室において間接
光にかけることによって温室の中に移動させた。３～７日後に、バッグを開き、植物に施
肥し、植物が温室順応するまで、開放したバッグ中で成長させ、順応した時点で、バッグ
を除去する。植物は、通常の暖かい温室条件下で成長させた（３０℃、１６時間昼、８時
間夜、最小の自然光＋補給光＝５００μＥ／ｍ２ｓ１）。
【０２２３】
　繁殖前に、Ｔ０植物は、ＤＮＡ分析のために挿入物コピー数を決定するためにサンプリ
ングした。ＡＡＤ－１３（ｖ１）に分子的に連結させたＰＡＴ遺伝子を便宜上アッセイし
た。新鮮な組織は、試験管の中に配置し、２日間、４℃で凍結乾燥させた。組織を完全に
乾燥させた後、タングステンビーズ（Ｖａｌｅｎｉｔｅ）を試験管中に配置し、サンプル
をＫｅｌｃｏビーズミルを使用して、１分間の乾式粉砕にかけた。次いで、標準的なＤＮ
ｅａｓｙ　ＤＮＡ単離手順を続けた（Ｑｉａｇｅｎ、ＤＮｅａｓｙ　６９１０９）。次い
で、抽出したＤＮＡの一定分量は、Ｐｉｃｏ　Ｇｒｅｅｎ（分子のプローブＰ７５８９）
を用いて染色し、知られている基準を用いて蛍光光度計（ＢｉｏＴｅｋ）において読み取
り、ｎｇ／μｌの濃度を得た。
【０２２４】
　ＤＮＡサンプルは、約９ｎｇ／μｌに希釈し、次いで、１０分間、９５℃でサーモサイ
クラー中でのインキュベーションによって変性させた。次いで、シグナルプローブ混合物
は、提供されたオリゴ混合物およびＭｇＣｌ２（Ｔｈｉｒｄ　Ｗａｖｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ）を使用して調製する。７．５μｌの一定分量は、Ｉｎｖａｄｅｒアッセイ平
板のそれぞれのウェル中に配置し、その後、コントロールの７．５μｌの一定分量、標準
物質、および２０ｎｇ／μｌ希釈未知サンプルを配置する。それぞれのウェルは、１５μ
ｌのミネラルオイル（Ｓｉｇｍａ）用いて表面を覆った。平板は１．５時間６３℃でイン
キュベートし、蛍光光度計（Ｂｉｏｔｅｋ）で読み取った。内部コントロールプローブに
ついてのバックグラウンドに対する％シグナルで割った標的プローブについてのバックグ
ラウンドに対する％シグナルの計算により、比を計算する。サザンブロット分析を用いて
現像し、検証した知られているコピー標準物質の比は、未知イベントの推定されるコピー
を同定するために使用した。
【０２２５】
　すべてのイベントはまた、同じ抽出ＤＮＡサンプルを使用する、ＰＣＲによるＡＡＤ－
１３（ｖ１）遺伝子の存在についてもアッセイした。全ＤＮＡの合計１００ｎｇを鋳型と
して使用した。それぞれのプライマーの２０ｍＭは、Ｔａｋａｒａ　Ｅｘ　Ｔａｑ　ＰＣ
Ｒポリメラーゼキットで使用した。植物転写単位（ＰＴＵ）ＰＣＲ　ＡＡＤ－１３のプラ
イマーは、（ＳｄｐａｃｏｄＦ：ＡＴＧＧＣＴＣＡ　ＴＧＣＴＧＣＣＣＴＣＡＧＣＣ）（
配列番号６）および（ＳｄｐａｃｏｄＲ：ＣＧＧＧＣＡＧＧＣＣＴＡＡＣＴＣＣＡＣＣＡ
Ａ）（配列番号７）とした。ＰＣＲ反応は、サンプルを、９４℃で３分間かけ、９４℃で
３０秒間、６４℃で３０秒間、および７２℃で１分４５秒間の３５サイクル、その後、７
２℃で１０分間かけることによって、９７００Ｇｅｎｅａｍｐサーモサイクラー（Ａｐｐ
ｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）において実行した。ＰＣＲ産物は、ＥｔＢｒを用いて
染色した１％アガロースゲル上で電気泳動によって分析した。
【０２２６】
　９．１－形質転換植物の選択
　温室中での順化に続いて、次いで、Ｔ０植物は、４倍の増分で、１４０～２２４０ｇ　
ａｅ／ｈａの範囲の２，４－Ｄ　ＤＭＡの様々な率にランダムに割り当てた。タバコにつ
いては、１４０ｇのａｅ／ｈａ　２，４－Ｄは、感受性の植物を有意なレベルの抵抗性を
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有する植物と区別するための有効用量である。表１４は、グルホシネート除草剤抵抗性遺
伝子（ＰＡＴ／Ｃｒｙ１Ｆ形質転換タバコ）を用いて形質転換されたＴ０植物に対して示
される比較を示す。データは、ＡＡＤ－１３（ｖ１）が、タバコ植物において形質転換さ
れた場合、少なくとも２２４０ｇ　ａｅ／ｈａで２，４－Ｄ　ＤＭＡに対する強い耐性を
提供することを実証した。
【０２２７】
【表１９】

【０２２８】
　個々のＴ０形質転換体からのＴ１種子は、蓄え、種子を、層積貯蔵し、実施例５に似た
温室中の選択トレー上にまいた。高い率の２，４－Ｄ　ＤＭＡを試験する前に、それぞれ
のＴ１系は、１００のランダムなＴ１同胞に対して２，４－Ｄ　ＤＭＡ（５６０ｇ　ａｅ
／ｈａ）を適用することによって試験した子孫とした。１８７Ｌ／ｈａの適用率に調整し
たトラックの散布器を用いて以前に記載されたように散布適用した。Ｔ０ファミリー（Ｔ

１植物）の４３パーセントは、カイ２乗分析（Ｐ＞０．０５）によって決定されるように
、メンデル遺伝を有する優性遺伝単一座についての予期される３抵抗性：１感受性のモデ
ルに分離した。
【０２２９】
　種子は、１２～２０のＴ２個体（Ｔ２種子）から収集した。それぞれの８つのランダム
に選択されたＴ２ファミリーからの２５のＴ３同胞は、以前に記載されたように試験した
子孫とする。Ｔ２ファミリーの約３分の１は、それぞれの系においてホモ接合性（非分離
集団）であることが予想される。これらのデータは、ＡＡＤ－１３（ｖ１）は、安定して
統合され、少なくとも３世代に、メンデルの法則の様式において遺伝することを示すであ
ろう。
【０２３０】
　次いで、生存するＴ１植物を、様々な率の２，４－Ｄにランダムに割り当てた。タバコ
については、１４０ｇのａｅ／ｈａ　２，４－Ｄは、感受性の植物を有意なレベルの抵抗
性を有する植物と区別するための有効用量である。高い率もまた、相対的なレベルの抵抗
性を決定するために適用した（１４０、５６０、または２２４０ｇ　ａｅ／ｈａ）。表１
５は、タバコ非形質転換コントロール（ＫＹ１６０）系統の変種に対して示される比較を
示す。
【０２３１】
　オーキシン除草剤適用はすべて、１８７Ｌ／ｈａ散布容量でトラックの散布器によって
適用した。使用した２，４－Ｄは、市販のジメチルアミン塩調合物（４５６ｇ　ａｅ／Ｌ
、ＮｕＦａｒｍ、Ｓｔ　Ｊｏｓｅｐｈ、ＭＯ）とした。いくつかのＴ１個体は、フェノキ
シオーキシンの代わりに代替の市販の除草剤にさらした。１つの対象とする点は、ピリジ
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ルオキシ酢酸オーキシン除草剤、トリクロピルおよびフルロキシピルが、植物体において
効果的に分解されることができるかどうかを決定することであった。除草剤は、１８７Ｌ
／ｈａの散布容量で、トラックの散布器を使用してＴ１植物に適用した。２，４－Ｄ　Ｄ
ＭＡに対する耐性を示したＴ１植物が、Ｔ２世代においてさらに入手された。
【０２３２】
　９．２－形質転換植物の選択の結果
　Ｔ１形質転換体は、２，４－Ｄ選択計画を使用して、非形質転換植物のバックグラウン
ドから最初に選択した。表１５は、ＡＡＤ－１３（ｖ１）およびタバコＴ１形質転換体に
対して２，４－Ｄ抵抗性を付与するためのコントロール遺伝子の応答を比較する。応答は
、％視覚的損傷２　ＷＡＴに関して示す。データは、ほとんどまたはまったく損傷を示さ
ない（＜２０％）、中程度の損傷を示す（２０～４０％）、または重い損傷を示す（＞４
０％）個体のヒストグラムとして示す。算術平均および標準偏差はそれぞれの処理につい
て示す。個々の応答における範囲もまた、それぞれの率および形質転換について最後の列
に示す。ＫＹ１６０非形質転換タバコは、オーキシン感受性のコントロールとして役立っ
た。ＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子は、個々のＴ１タバコ植物に除草剤抵抗性を付与した。
【０２３３】
【表２０】

【０２３４】
　９．３－ＡＡＤ－１３タバコにおけるさらなる葉面適用除草剤抵抗性
　ＡＡＤ－１３（ｖ１）がトランスジェニックタバコにおける他のアリールオキシアルカ
ノエートオーキシン除草剤に対する抵抗性を提供する能力は、様々な基質の葉面適用によ
って決定された。Ｔ１後代試験に続く余りのＴ１世代植物に、１８７Ｌ／ｈａに設定した
トラックの散布器を使用して散布した。植物は、一連のピリジルオキシ酢酸除草剤を散布
した：１４０～１１２０ｇ　ａｅ／ｈａトリクロピル（Ｇａｒｌｏｎ　３Ａ、Ｄｏｗ　Ａ
ｇｒｏＳｃｉｅｎｃｅｓ）および２８０～１１２０ｇ　ａｅ／ｈａフルロキシピル（Ｓｔ
ａｒａｎｅ、Ｄｏｗ　ＡｇｒｏＳｃｉｅｎｃｅｓ）。適用物はすべて、水中で調合した。
処理はそれぞれ、３回繰り返した。植物は、処理の３および１４日後に評価した。
【０２３５】
　ＡＡＤ－１３形質転換植物は、トリクロピルからの防御が不十分であったが、非形質転
換コントロール系において見られたフルロキシピル除草剤被害から防御された（表１６を
参照されたい）。これらの結果は、タバコにおけるＡＡＤ－１３（ｖ１）が、試験された
ある種の選択されたピリジルオキシ酢酸オーキシンに対して抵抗性を提供することを確認
する。ＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子は、１１２０ｇ　ａｅ／ｈａフルロキシピルまで耐性
を著しく提供したのに対して、この遺伝子は、２８０ｇ／ｈａもの低度の、トリクロピル
に対するごくわずかなレベルの耐性を提供した。これらのデータは、ＡＡＤ－１３（ｖ１
）が、複数の種においてピリジルオキシオーキシンのトリクロピルに対して、フルロキシ
ピルに対する選択性バイアスを提供することを確認する。この予期しない観察によりさら
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に、類似のメカニズムの他の除草剤耐性酵素と、ＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子が区別され
、複数の植物種において観察される。
【０２３６】
【表２１】

【実施例１０】
【０２３７】
　キャノーラにおけるＡＡＤ－１３（ｖ１）および他の作物の形質転換
　１０．１－キャノーラ形質転換
　２，４－Ｄに対する抵抗性を付与するＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子は、選択可能マーカ
ーとしてＰＡＴを使用するアグロバクテリウム媒介性の形質転換を用いて、セイヨウアブ
ラナを形質転換するために使用することができる。
【０２３８】
　種子は、１０分間、１０％の市販の漂白剤を用いて表面殺菌し、滅菌蒸留水を用いて３
回すすぐことができる。種子は、２分の１の濃度のＭＳ基本培地（Ｍｕｒａｓｈｉｇｅお
よびＳｋｏｏｇ、１９６２）上に配置し、２５℃および１６時間明／８時間暗の光周期に
設定された成長計画下で維持する。
【０２３９】
　胚軸セグメント（３～５ｍｍ）は、５～７日齢の実生から切除し、前処理として、３日
間、カルス誘発培地Ｋ１Ｄ１（１ｍｇ／Ｌカイネチンおよび１ｍｇ／Ｌ　２，４－Ｄを有
するＭＳ培地）上に配置する。次いで、セグメントは、ペトリ皿の中に移入し、ｐＤＡＢ
３７５９を含有するアグロバクテリウムＺ７０７ＳまたはＬＢＡ４４０４株を用いて処理
する。アグロバクテリウムは、１５０ｒｐｍで振盪機上で、暗中、２８℃で一晩増殖させ
、続いて、培地中に再懸濁させるものとする。
【０２４０】
　アグロバクテリウムを用いる胚軸セグメントの処理の３０分後に、これらは、３日間、
カルス誘発培地上に配置し戻す。共培養に続いて、セグメントは、回収の１週間または２
週間、Ｋ１Ｄ１ＴＣ（２５０ｍｇ／Ｌカルベニシリンおよび３００ｍｇ／Ｌチメンチンを
含有するカルス誘発培地）上に配置する。交互に、セグメントは、選択培地Ｋ１Ｄ１Ｈ１
（１ｍｇ／Ｌのハービエースを有する上記の培地）上に直接配置する。カルベニシリンお
よびチメンチンの抗生物質は、アグロバクテリウムを死滅させるために使用する。選択物
質ハービエースは、形質転換細胞の増殖を可能にする。
【０２４１】
　カルスで覆われた胚軸セグメントは、Ｂ３Ｚ１Ｈ１（ＭＳ培地、３ｍｇ／Ｌベンジルア
ミノプリン、１ｍｇ／Ｌゼアチン、０．５ｇｍ／Ｌ　ＭＥＳ［２－（Ｎ－モルホリノ）エ
タンスルホン酸］、５ｍｇ／Ｌ硝酸銀、１ｍｇ／Ｌハービエース、カルベニシリン、およ
びチメンチン）苗条再生培地上に配置する。２～３週間後に、苗条は、再生し、苗条と共
に胚軸セグメントは、さらに２～３週間、Ｂ３Ｚ１Ｈ３培地（ＭＳ培地、３ｍｇ／Ｌベン
ジルアミノプリン、１ｍｇ／Ｌゼアチン、０．５ｇｍ／Ｌ　ＭＥＳ［２－（Ｎ－モルホリ
ノ）エタンスルホン酸］、５ｍｇ／Ｌ硝酸銀、３ｍｇ／Ｌハービエース、カルベニシリン
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、およびチメンチン）に移入する。
【０２４２】
　苗条は、胚軸セグメントから切除し、２～４週間、苗条伸長培地ＭＥＳＨ５またはＭＥ
Ｓ１０（ＭＳ、０．５ｇｍ／Ｌ　ＭＥＳ、５または１０ｍｇ／Ｌハービエース、カルベニ
シリン、チメンチン）に移入する。伸長させた苗条は、ＭＳＩ．１（０．１ｍｇ／Ｌイン
ドール酪酸を有するＭＳ）上で根誘発のために培養する。植物が、十分に確立された根系
となったら、これらは、土壌の中に移植する。植物は、温室への移入の前に、１～２週間
、Ｃｏｎｖｉｒｏｎ中で管理された環境条件下で順化させる。
【０２４３】
　１０．２－他の作物のアグロバクテリウム形質転換
　本開示を考慮して、さらなる作物を、当技術分野において知られている技術を使用して
、本発明に従って形質転換することができる。ライムギのアグロバクテリウム媒介性の形
質転換については、例えば、ＰｏｐｅｌｋａおよびＡｌｔｐｅｔｅｒ（２００３）を参照
されたい。例えば、Ｈｉｎｃｈｅｅら、１９８８を参照されたい。モロコシのアグロバク
テリウム媒介性の形質転換については、例えば、Ｚｈａｏら、２０００を参照されたい。
オオムギのアグロバクテリウム媒介性の形質転換については、例えば、Ｔｉｎｇａｙら、
１９９７を参照されたい。コムギのアグロバクテリウム媒介性の形質転換については、例
えば、Ｃｈｅｎｇら、１９９７を参照されたい。イネのアグロバクテリウム媒介性の形質
転換については、例えば、Ｈｉｅｉら、１９９７を参照されたい。
【０２４４】
　これらおよび他の植物のラテン名を、下記に示す。ＡＡＤ－１３（ｖ１）を、例えば、
トウモロコシ（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）、コムギ（トリチカム属種）、イネ（オリザ属種およ
びジザニア属（Ｚｉｚａｎｉａ）種）、オオムギ（ホルデウム属種）、ワタ（アブロマ　
アウグスタおよびゴシッピウム属の種）、ダイズ（ダイズ（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ））
、糖およびテーブルビート（フダンソウ属種）、サトウキビ（アレンガ　ピンナタ）、ト
マト（トマト（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ　ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ）および他の種、オオ
ブドウホオズキ、ソラナム　インカナム（Ｓｏｌａｎｕｍ　ｉｎｃａｎｕｍ）および他の
種、ならびにキフォマンドラ　ベタセア（Ｃｙｐｈｏｍａｎｄｒａ　ｂｅｔａｃｅａ））
、ジャガイモ（ジャガイモ（Ｓｏｌａｎｕｍ　ｔｕｂｅｒｓｏｕｍ））、サツマイモ（サ
ツマイモ（Ｉｐｏｍｏｅａ　ｂｅｔａｔａｓ））、ライムギ（ライムギ属種）、コショウ
（トウガラシ、カプシカム　シネンゼ（Ｃａｐｓｉｃｕｍ　ｓｉｎｅｎｓｅ）、およびシ
マトウガラシ）、レタス（レタス（Ｌａｃｔｕｃａ　ｓａｔｉｖａ）、ラクツカ　ペレン
ニス（Ｌａｃｔｕｃａ　ｐｅｒｅｎｎｉｓ）、およびアメリカニガナ）、キャベツ（アブ
ラナ属種）、セロリ（セロリ（Ａｐｉｕｍ　ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ））、ナス（ナスビ（
Ｓｏｌａｎｕｍ　ｍｅｌｏｎｇｅｎａ））、ピーナッツ（ラッカセイ）、モロコシ（すべ
てのモロコシ種）、アルファルファ（ムラサキウマゴヤシ）、ニンジン（ノラニンジン）
、豆（インゲンマメ属種および他の属）、オートムギ（マカラスムギおよびエンバク）、
エンドウマメ（エンドウ、ササゲ、およびシカクマメ属種）、ヒマワリ（ヒマワリ（Ｈｅ
ｌｉａｎｔｈｕｓ　ａｎｎｕｕｓ））、カボチャ（カボチャ種）、キュウリ（キュウリ（
Ｃｕｃｕｍｉｓ　ｓａｔｉｖａ））、タバコ（タバコ種）、シロイヌナズナ（シロイヌナ
ズナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ））、芝草（ドクムギ属、コヌカグサ
属、イチゴツナギ属、ギョウギシバ属、および他の属）、クローバ（シャジクソウ属）、
カラスノエンドウ（ソラマメ属）を含むが、これらに限定されないこれらおよび他の植物
に形質転換するためにこれらおよび他の（非アグロバクテリウム）形質転換技術を使用す
ることができることは明らかなはずである。ＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子を有するそのよ
うな植物は、例えば、本発明に含まれる。
【０２４５】
　ＡＡＤ－１３（ｖ１）は、多くの落葉および常緑樹木栽培体系における時を得た使用の
ための重要なオーキシン除草剤の適用可能性を増加させるための可能性を有する。トリク
ロピル、２，４－Ｄ、および／またはフルロキシピル抵抗性の樹木種は、損傷の懸念を伴
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わないで、これらの除草剤の大胆な使用の柔軟性を増加させると思われる。これらの種は
、ハンノキ（ハンノキ属種）、セイヨウトネリコ（トネリコ属種）、アスペンおよびポプ
ラ種（ポプラ属種）、ブナ（ブナ属種）、カバノキ（カバノキ属種）、サクラ（サクラ属
種）、ユーカリ（ユーカリ属種）、ヒッコリー（ペカン属種）、カエデ（カエデ属種）、
オーク（カシ属種）、ならびにマツ（マツ属種）を含むが、これらに限定されないと思わ
れる。観賞用および果実をつける種における選択的な雑草防除のためのオーキシン抵抗性
の使用もまた本発明の範囲内である。例として、バラ（バラ属種）、ヨウシュハクセン（
ニシキギ属種）、ペチュニア（ペチュニア属種）、ベゴニア（ベゴニア属種）、ツツジ（
ツツジ属種）、野生リンゴまたはリンゴ（リンゴ属種）、セイヨウナシ（ナシ属種）、モ
モ（サクラ属種）、およびキンセンカ（タゲテス属種）を含むことができるが、これらに
限定され得ない。
【実施例１１】
【０２４６】
　驚くべき結果のさらなる証拠：ＡＡＤ－１３対ＡＡＤ－２
　植物最適化ＡＡＤ－１３（ｖ１）または本来のＡＡＤ－２（ｖ１）遺伝子（ＰＣＴ／Ｕ
Ｓ２００５／０１４７３７を参照されたい）を用いて形質転換された、新たに採取された
Ｔ１シロイヌナズナ種子は、植え付け、以前に記載されたようにグルホシネートに対する
抵抗性について選択した。次いで、植物を、様々な率の２，４－Ｄ（５０～３２００ｇ　
ａｅ／ｈａ）にランダムに割り当てた。除草剤適用は、１８７Ｌ／ｈａ散布容量でトラッ
クの散布器によって適用した。使用する２，４－Ｄは、２００ｍＭ　Ｔｒｉｓ緩衝液（ｐ
Ｈ９．０）または２００ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．５）中で混合した市販のジメ
チルアミン塩調合物（４５６ｇ　ａｅ／Ｌ、ＮｕＦａｒｍ、Ｓｔ　Ｊｏｓｅｐｈ、ＭＯ）
とした。
【０２４７】
　ＡＡＤ－１３（ｖ１）およびＡＡＤ－２（ｖ１）は、形質転換コントロール系および非
形質転換コントロール系に対して検出可能な２，４－Ｄ抵抗性を提供したが、個体は、個
々のＴ１シロイヌナズナ植物に対して２，４－Ｄ抵抗性を付与する能力が様々であった。
驚いたことに、ＡＡＤ－２（ｖ１）形質転換体およびＡＡＤ－２（ｖ２）形質転換体は、
高度に耐性の植物の頻度と全般的な平均の損傷の両方から、ＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子
よりも２，４－Ｄに対してはるかに抵抗性が低かった。ＡＡＤ－２（ｖ１）を用いて形質
転換された植物は、生存せず、２００ｇ　ａｅ／ｈａ　２，４－Ｄは、相対的に無傷であ
り（＜２０％視覚的損傷）、全般的な集団の損傷は、約８３％であった（ＰＣＴ／ＵＳ２
００５／０１４７３７を参照されたい）。逆に、ＡＡＤ－１３（ｖ１）は、２，２４０ｇ
　ａｅ／ｈａ　２，４－Ｄを用いて処理した場合、約１５％の集団損傷平均を有した（表
１１）。ＡＡＤ－１３とＡＡＤ－２植物最適化遺伝子の両方の比較は、植物体におけるＡ
ＡＤ－１３（ｖ１）の有意な利点を示す。
【０２４８】
　これらの結果は、示されたＡＡＤ－２（ｖ１）（ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１４７３７
を参照されたい）およびＡＡＤ－１３（ｖ２）のインビトロ比較を考慮すれば、予期され
ず、両者は、２，４－Ｄの分解で高度に効果的であり、両者は、キラルアリールオキシア
ルカノエート基質に関してＳ型特異性を共有した。ＡＡＤ－２（ｖ１）は、種々のレベル
まで個々のＴ１植物中で発現されるが、２，４－Ｄ被害からの防御は、この発現タンパク
質によってほとんどもたらされない。実質的な差異は、本来のＡＡＤ－２遺伝子および植
物最適化ＡＡＤ－２遺伝子について、タンパク質発現レベル（植物体における）において
明らかではなかった（ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１４７３７を参照されたい）。これらの
データは、植物体におけるＡＡＤ－１３（ｖ１）の機能性発現および２，４－Ｄに対する
結果として生じる除草剤抵抗性および選択されたピリジルオキシ酢酸除草剤をなす以前の
発見が予期されないことを確証する。
【実施例１２】
【０２４９】
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　植え付け前の茎葉適用
　本実施例および以下の実施例は、主題となるＡＡＤ－１３の発明によって可能になった
新規な除草剤使用の特定の例である。
【０２５０】
　植え付け前の茎葉除草剤適用は、所与の作物を植え付ける前に冬または早春にわたって
発生した雑草を死滅させるように意図される。典型的に、これらの適用は、雑草の物理的
な除去が植え付け前に終えられていない不耕起または耕作が減った管理システムにおいて
適用される。除草剤計画は、したがって、植え付けの時に存在する非常に広範な広葉雑草
およびイネ科雑草を防除しなければならない。グリホサート、グラモキソン、およびグル
ホシネートは、植え付け前の茎葉除草剤適用のために広く使用される非選択的で、非残留
性の除草剤の例である。しかしながら、いくつかの雑草は、１つまたは複数の以下のこと
のためにその季節のこの時期に防除するのが困難である：除草剤に対する雑草種の固有の
非感受性または生物型、越年生雑草の相対的に大きなサイズ、ならびに除草剤取り込みお
よび活性を制限する冷たい天候条件。いくつかの除草剤の選択肢は、非選択的な除草剤が
弱い雑草上に対する範囲および活性を増加させるためにこれらの除草剤とのタンク混合に
利用可能である。例は、コニザ　カナデンシス（ヒメムカシヨモギ）の防除を支援するた
めの、グリホサートとの２，４－Ｄタンク混合適用であると思われる。グリホサートは、
存在するほとんどの雑草の植え付け前の茎葉防除のために、４２０～１６８０ｇ　ａｅ／
ｈａ、より典型的に５６０～８４０ｇ　ａｅ／ｈａで使用することができるが、２８０～
１１２０ｇ　ａｅ／ｈａの２，４－Ｄは、多くの広葉雑草種（例えばヒメムカシヨモギ）
の防除を援助するために適用することができる。２，４－Ｄは、非常に広範囲の広葉雑草
に対して有効であり、低温時にさえ有効であり、非常に安価であるので、一般的に好まれ
る除草剤である。しかしながら、続く作物が、感受性の双子葉作物である場合、土壌にお
ける２，４－Ｄ残留物（一時的であるが）は、作物に悪影響を与え得る。ダイズは、感受
性の作物であり、７日間（２８０ｇ　ａｅ／ｈａ　２，４－Ｄ率で）～少なくとも３０日
間（１１２０ｇ　ａｅ／ｈａの２，４－Ｄ適用のために）の最小限の期間が、茎葉適用お
よび植え付けの間に存在することを必要とする。２，４－Ｄは、ワタ植え付け前の茎葉処
理として禁止されている（連邦政府の標識を参照されたい、ほとんどは、ＣＰＲ、２００
５、またはｃｄｍｓ．ｎｅｔ／ｍａｎｕｆ／ｍａｎｕｆ．ａｓｐのオンラインを通して入
手可能である）。ＡＡＤ－１３（ｖ１）形質転換ワタまたはダイズを用いると、これらの
作物は、植え付けに至るまでおよび植え付け後、作物の出芽の前に適用された茎葉適用か
らの土壌における２，４－Ｄ残留物に耐えることができるはずである。柔軟性の増加およ
びタンク混合（または市販の予混合物）パートナーの費用の低下は、雑草防除の選択肢を
改善し、重要な不耕起および耕作が減った環境において茎葉適用の堅調性を増加させる。
この例は、入手可能となる多くの選択肢のうちの１つである。雑草防除の当業者らは、例
として、連邦政府の除草剤標識（ＣＰＲ、２００５）において記載される産物およびＡｇ
ｒｉｌｉａｎｃｅ　Ｃｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｇｕｉｄｅ（２００５）において
記載される使用を利用することによる、グラモキソン＋２，４－Ｄまたはグルホシネート
＋２，４－Ｄを含むが、これらに限定されない種々様々の他の適用に気づくであろう。そ
れらの当業者らはまた、上記の例が、安定して形質転換された場合に、ＡＡＤ－１３（ｖ
１）遺伝子によって防御されると思われる任意の２，４－Ｄ感受性の（または他のフェノ
キシオーキシン除草剤）作物に適用することができることを認識するであろう。同様に、
フルロキシピルの分解を可能にするＡＡＤ－１３の特有の特質は、多年生雑草種もしくは
ビニー（viney）雑草種を防除する範囲を増加させるおよび／または多年生雑草種もしく
はビニー雑草種を防除する能力を増加させるために３５～５６０ｇ　ａｅ／ｈａフルロキ
シピルの置換またはタンク混合物を可能にすることによって、有用性を増加させる。
【実施例１３】
【０２５１】
　ＡＡＤ－１３（ｖ１）を用いてのみ形質転換されたダイズ、ワタ、および他の双子葉作
物におけるオーキシン除草剤の植え付け期の使用
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　ＡＡＤ－１３（ｖ１）は、直接、２，４－Ｄに対して通常感受性である作物において、
広範囲の広葉雑草の防除のために、フェノキシオーキシン除草剤（例えば２，４－Ｄおよ
びＭＣＰＡ）ならびにピリジルオキシオーキシン（フルロキシピル）の使用を可能にする
ことができる。２８０～２２４０ｇ　ａｅ／ｈａでの２，４－Ｄの適用は、農業環境にお
いて存在するほとんどの広葉雑草種を防除すると思われる。より典型的に、５６０～１１
２０ｇ　ａｅ／ｈａが使用される。フルロキシピルについては、適用率は、典型的に３５
～５６０ｇ　ａｅ／ｈａ、より典型的に７０～２８０　ａｅ／ｈａの範囲であると思われ
る。
【０２５２】
　このさらなるツールに対する利点は、広葉除草剤成分が非常に低費用であることならび
により高度な率で使用した場合、より高度な率の２，４－Ｄおよびフルロキシピルによっ
て提供される、潜在的な一時的な残留性の雑草防除であるのに対して、グリホサートのよ
うな非残留性の除草剤は、後の、発芽する雑草の防除をもたらさないと思われる。このツ
ールはまた、統合された除草剤抵抗性および雑草の変遷維持の戦略として、ＨＴＣの利便
性と除草剤作用機序を組み合わせるためのメカニズムを提供する。
【０２５３】
　このツールが提供するさらなる利点は、広い範囲の広葉雑草防除除草剤（例えば２，４
－Ｄおよびフルロキシピル）を共通して使用される残留性の雑草防除除草剤とタンク混合
する能力である。これらの除草剤は、植え付け前にまたは植え付け時に典型的に適用され
るが、植え付け前に生育地において存在している可能性のある、出芽し、定着した雑草に
対してそれほど有効ではないことが多い。植え付け時、出芽前、または植え付け前の適用
を含むように、これらのアリールオキシオーキシン除草剤の有用性を広げることによって
、残留性の雑草防除計画の柔軟性は増加する。当業者は、残留性除草剤計画は、対象とす
る作物に基づいて異なるであろうが、典型的な計画は、クロロアセトアミド除草剤ファミ
リーおよびジニトロアニリン除草剤ファミリーの除草剤を含むだけではなく、クロマゾン
、スルフェントラゾン、種々様々のＡＬＳ阻害除草剤、ＰＰＯ阻害除草剤、およびＨＰＰ
Ｄ阻害除草剤などの除草剤もまた含むであろうことを認識すると思われる。
【０２５４】
　さらなる有益性は、アリールオキシ酢酸オーキシン除草剤適用に続いて植え付けの前に
必要とされる２，４－Ｄまたはフルロキシピル（前の実施例を参照されたい）および２，
４－Ｄまたはフルロキシピルを含有していた、浄化が不十分なバルクタンクから結果とし
て生じる混入被害からの双子葉作物に対する少数の問題に対する耐性を含むことができる
。ジカンバ、Ｒ－ジクロルプロップ、および他の多くの除草剤はなお、ＡＡＤ－１３（ｖ
１）形質転換双子葉作物自生植物の続く管理に使用することができる。
【０２５５】
　当業者らはまた、上記の例が、安定して形質転換された場合に、ＡＡＤ－１３（ｖ１）
遺伝子によって防御されると思われる任意の２，４－Ｄ感受性の（または他のアリールオ
キシオーキシン除草剤）作物に適用することができることを認識するであろう。雑草防除
の当業者は、様々な市販のフェノキシオーキシン除草剤もしくはピリジルオキシオーキシ
ン除草剤単独のまたは除草剤と組み合わせた使用が、ＡＡＤ－１３（ｖ１）形質転換によ
って可能になることを今や認識するであろう。これらの化学物質の他の除草剤代理品の特
定の率は、ＣＰＲ（Ｃｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）書籍もしく
は類似の編集物またはＣｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｒｏｍ　Ａｇｒ
ｉｌｉａｎｃｅ（２００５）などの任意の市販のもしくは学術的な作物防御の参考文献に
おいて編集された除草剤標識によって決定することができる。ＡＡＤ－１３（ｖ１）によ
ってＨＴＣにおいて使用することが可能にされたそれぞれの代替の除草剤は、単独で、タ
ンク混合されて、または順次使用されるにせよ、本発明の範囲内にあると考えられる。
【実施例１４】
【０２５６】
　ＡＡＤ－１３（ｖ１）のみで形質転換されたトウモロコシ、イネ、および他の単子葉植
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物種におけるフェノキシオーキシン除草剤およびピリジルオキシオーキシン除草剤の植え
付け期の使用
　類似した様式において、ＡＡＤ－１３（ｖ１）を用いるイネ科草本種（これらに限定さ
れないが、トウモロコシ、イネ、コムギ、オオムギ、または芝生および牧草など）の形質
転換は、通常、選択性が確かではない作物における、高度に効果的なフェノキシオーキシ
ンおよびピリジルオキシオーキシンの使用を可能にするであろう。ほとんどのイネ科草本
種は、フェノキシオーキシン（つまり２，４－Ｄ）などのオーキシン除草剤に対して生来
の耐性を有する。しかしながら、相対的に低レベルの作物選択性は、適用タイミングの期
間が短く、または許容できない被害リスクのために、これらの作物における有用性の低減
に帰着した。ＡＡＤ－１３（ｖ１）形質転換単子葉作物は、したがって、ほとんどの広葉
雑草種を防除するために、２８０～２２４０ｇ　ａｅ／ｈａの２，４－Ｄの適用などの、
双子葉作物について記載される処理の類似の組合せの使用を可能にするであろう。より典
型的に、５６０～１１２０ｇ　ａｅ／ｈａが使用される。フルロキシピルについては、適
用率は、典型的に３５～５６０ｇ　ａｅ／ｈａ、より典型的に７０～２８０　ａｅ／ｈａ
の範囲であると思われる。
【０２５７】
　このさらなるツールに対する利点は、広葉除草剤成分が非常に低費用であることおよび
より高度な率の２，４－Ｄまたはフルロキシピルによって提供される、潜在的な一時的な
残留性の雑草防除である。対照的に、グリホサートのような非残留性の除草剤は、後の、
発芽する雑草の防除をもたらさないと思われる。このツールはまた、作物種を交替させる
かどうかにせよ、グリホサート耐性作物／ＡＡＤ－１３（ｖ１）ＨＴＣ組合せ戦略におい
て、統合された除草剤抵抗性および雑草の変遷維持の戦略として、ＨＴＣの利便性と除草
剤の作用態様を交替させるためのメカニズムを提供すると思われる。
【０２５８】
　このツールが提供するさらなる利点は、広い範囲の広葉雑草防除除草剤（例えば２，４
－Ｄおよびフルロキシピル）を共通して使用される残留性の雑草防除除草剤とタンク混合
する能力である。これらの除草剤は、植え付け前にまたは植え付け時に典型的に適用され
るが、植え付け前に生育地において存在している可能性のある、出芽し定着した雑草に対
してそれほど有効ではないことが多い。植え付け時、出芽前、または植え付け前の適用を
含むように、これらのアリールオキシオーキシン除草剤の有用性を広げることによって、
残留性の雑草防除計画の柔軟性は増加する。当業者は、残留性除草剤計画は、対象とする
作物に基づいて異なるであろうが、典型的な計画は、クロロアセトアミド除草剤ファミリ
ーおよびジニトロアニリン除草剤ファミリーの除草剤を含むだけではなく、クロマゾン、
スルフェントラゾン、種々様々のＡＬＳ阻害除草剤、ＰＰＯ阻害除草剤、およびＨＰＰＤ
阻害除草剤などの除草剤もまた含むであろうということを認識すると思われる。
【０２５９】
　フェノキシオーキシンまたはピリジルオキシオーキシンに対する、トウモロコシ、イネ
、および他の単子葉植物の耐性の増加は、成長段階制限または作物傾斜の可能性；「ラッ
トテーリング（rat-tailing）」、トウモロコシにおける成長調節因子誘発性の茎脆性、
または変形した支柱根などの広がる現象を伴わないで植え付け期の、これらの除草剤の使
用を可能にするものとする。ＡＡＤ－１３（ｖ１）によってＨＴＣにおいて使用すること
が可能にされたそれぞれの代替の除草剤は、単独で、タンク混合されて、または順次使用
されるにせよ、本発明の範囲内にあると考えられる。
【実施例１５】
【０２６０】
　任意の作物におけるグリホサート耐性形質と積み重ねられたＡＡＤ－１３（ｖ１）
　北米において植え付けられたワタ、キャノーラ、トウモロコシ、およびダイズの田畑の
大部分は、グリホサート耐性（ＧＴ）形質を含有し、ＧＴトウモロコシの採用は上昇中で
ある。さらなるＧＴ作物（例えばコムギ、イネ、サトウダイコン、および芝生）は、開発
中であるが、現在まで商業的に発表されていない。他の多くのグリホサート抵抗性種は、
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実験段階～開発段階にある（例えばアルファルファ、サトウキビ、ヒマワリ、テンサイ、
エンドウマメ、ニンジン、キュウリ、レタス、タマネギ、イチゴ、トマト、およびタバコ
；ポプラとモミジバフウのような森林種；ならびにキンセンカ、ペチュニア、およびベゴ
ニアのような園芸種；ワールドワイドウェブ上のｉｓｂ．ｖｔ．ｅｄｕ／ｃｆｄｏｃｓ／
ｆｉｅｌｄｔｅｓｔｓ１．ｃｆｍ，２００５）。ＧＴＣは、途方もない広さの防除される
雑草ならびにこの系によって提供される利便性および費用効果のために大切なツールとな
る。しかしながら、今や標準的なベース処理としてのグリホサートの有用性は、グリホサ
ート抵抗性雑草を選択している。さらに、グリホサートが固有にそれほど効果的でない雑
草は、グリホサートのみの化学的計画が実施されている生育地において優性種に変遷して
いる。ＧＴ形質とＡＡＤ－１３（ｖ１）を積み重ねることによって、従来の育種を通して
または共同で新規な形質転換イベントを通して、雑草の変遷および除草剤抵抗性発達を管
理するための雑草防除の有効性、柔軟性、ならびに能力は、改善することができる。前の
実施例において述べられるように、ＡＡＤ－１３（ｖ１）を用いて作物を形質転換するこ
とによって、単子葉作物は、フェノキシオーキシンまたはピリジルオキシオーキシンの安
全性のより高度な限度を有し、またフェノキシオーキシンは、双子葉作物において選択的
に用することができる。ＡＡＤ－１３（ｖ１）およびＧＴ形質が任意の単子葉作物種また
は双子葉作物種において積み重ねられる場合、改善された雑草防除の選択肢についてのい
くつかのシナリオを想到することができる。
　ａ）グリホサートは、ほとんどのイネ科雑草種および広葉雑草種の防除のために、標準
的な出芽後適用率（４２０～２１６０ｇ　ａｅ／ｈａ、好ましくは、５６０～８４０ｇ　
ａｅ／ｈａ）で適用することができる。コニザ　カナデンシスのようなグリホサート抵抗
性広葉雑草またはグリホサートを用いて防除することが固有に困難な雑草（例えばツユク
サ属種、サツマイモ属種など）の防除については、２８０～２２４０ｇ　ａｅ／ｈａ（好
ましくは５６０～１１２０ｇ　ａｅ／ｈａ）２，４－Ｄは、有効な防除を提供するために
、順次、タンク混合して、またはグリホサートとの予混合物として適用することができる
。フルロキシピルについては、適用率は、典型的に３５～５６０ｇ　ａｅ／ｈａ、より典
型的に７０～２８０　ａｅ／ｈａの範囲であると思われる。
　ｂ）目下、ＧＴＣにおいて一般に適用されるグリホサート率は、適用タイミング当たり
５６０～２２４０ｇ　ａｅ／ｈａの範囲である。グリホサートは、広葉雑草種よりもイネ
科草本種に対してはるかに効果的である。ＡＡＤ－１３（ｖ１）＋ＧＴの積み重ね形質は
、グリホサートのイネ科草本の有効な率を可能にするであろう（１０５～８４０ｇ　ａｅ
／ｈａ、より好ましくは２１０～４２０ｇ　ａｅ／ｈａ　）。２，４－Ｄ（２８０～２２
４０ｇ　ａｅ／ｈａ、より好ましくは５６０～１１２０ｇ　ａｅ／ｈａで）は、次いで、
必要な広葉雑草防除を提供するために、順次、タンク混合して、またはグリホサートのイ
ネ科草本の有効な率との予混合物として適用することができる。上記に述べられる率での
フルロキシピルは、処理計画における許容できる成分となると思われる。低率のグリホサ
ートはまた、広葉雑草防除に対するいくらかの有益性を提供するとも思われるが、しかし
ながら、一次防除は、２，４－Ｄまたはフルロキシピルからのものと思われる。
【０２６１】
　雑草防除の当業者は、１つまたは複数の市販のアリールオキシオーキシン除草剤単独の
または組合せ（順次または独立して）の使用が、作物の中へのＡＡＤ－１３（ｖ１）形質
転換によって可能になることを認識するであろう。これらの化学物質の他の除草剤代理品
の特定の率は、ＣＰＲ（Ｃｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）書籍も
しくは類似の編集物、オンラインで編集された標識（例えばｃｄｍｓ．ｎｅｔ／ｍａｎｕ
ｆ／ｍａｎｕｆ．ａｓｐ）、またはＣｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｒ
ｏｍ　Ａｇｒｉｌｉａｎｃｅ（２００５）などの任意の市販のもしくは学術的な作物防御
のガイドにおいて編集された除草剤標識によって決定することができる。ＡＡＤ－１３（
ｖ１）によってＨＴＣにおいて使用することが可能にされたそれぞれの代替の除草剤は、
単独で、タンク混合されて、または順次使用されるにせよ、本発明の範囲内にあると考え
られる。
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【実施例１６】
【０２６２】
　任意の作物におけるグルホシネート耐性形質と積み重ねられたＡＡＤ－１３（ｖ１）
　グルホシネート耐性（ＰＡＴ、ｂａｒ）はまた、昆虫抵抗性タンパク質のような入力形
質の選択可能マーカーとしてまたは特にＨＴＣ形質として、北米において植え付けられた
多くの作物において目下存在している。作物は、グルホシネート耐性のキャノーラ、トウ
モロコシ、およびワタを含むが、これらに限定されない。さらなるグルホシネート耐性作
物（例えばイネ、サトウダイコン、ダイズ、および芝生）は、開発中であるが、現在まで
商業的に発表されていない。グルホシネートは、グリホサートのように、相対的に非選択
的で広い範囲のイネ科草本除草剤および広葉除草剤である。グルホシネートの作用は、グ
リホサートと異なる。それは、より速く作用し、除草剤適用の２４～４８時間後に、処理
された葉の乾燥および「燃焼」に帰着する。これは、迅速な雑草防除の出現に関して有利
である。しかしながら、これはまた、標的植物の成長点の領域へのグルホシネートの移動
を制限し、多くの種における２つの化合物の相対的な雑草防除性能評価によって証拠付け
られるように、見込みの少ない雑草防除に帰着する（Ａｇｒｉｌｉａｎｃｅ、２００５）
。
【０２６３】
　グルホシネート耐性形質とＡＡＤ－１３（ｖ１）を積み重ねることによって、従来の育
種を通してまたは共同で新規な形質転換イベントを通して、雑草の変遷および除草剤抵抗
性発達を管理するための雑草防除の有効性、柔軟性、ならびに能力は、改善することがで
きる。ＡＡＤ－１３（ｖ１）およびグルホシネート耐性形質が任意の単子葉作物種または
双子葉作物種において積み重ねられる場合、改善された雑草防除の選択肢についてのいく
つかのシナリオを想到することができる。
　ａ）グルホシネートは、多くのイネ科雑草種および広葉雑草種の防除のために、標準的
な出芽後適用率（２００～１７００ｇ　ａｅ／ｈａ、好ましくは、３５０～５００ｇ　ａ
ｅ／ｈａ）で適用することができる。現在まで、グルホシネート抵抗性の雑草は確認され
ていないが、グルホシネートは、グリホサートよりも、固有に耐性がある多くの雑草を有
する。
　ｉ）固有に耐性の広葉雑草種（例えばシルシウム　アルベンシス（Ｃｉｒｓｉｕｍ　ａ
ｒｖｅｎｓｉｓ）アポシナム　カナビナム（Ａｐｏｃｙｎｕｍ　ｃａｎｎａｂｉｎｕｍ）
、およびコニザ　カンデンシス（Ｃｏｎｙｚａ　ｃａｎｄｅｎｓｉｓ））は、これらのよ
り防除困難な多年生種の有効な防除のためにおよび一年生広葉雑草種に対する防除の堅調
性を改善するために、２８０～２２４０ｇ　ａｅ／ｈａ、より好ましくは５６０～２２４
０ｇ　ａｅ／ｈａ　２，４－Ｄをタンク混合することによって防除することができる。フ
ルロキシピルは、雑草防除計画において考慮するべき許容できる成分となると思われる。
フルロキシピルについては、適用率は、典型的に３５～５６０ｇ　ａｅ／ｈａ、より典型
的に７０～２８０　ａｅ／ｈａの範囲であると思われる。
　ｂ）グルホシネート（２００～５００ｇ　ａｅ／ｈａ）＋／－２，４－Ｄ（２８０～１
１２０ｇ　ａｅ／ｈａ）＋／－フルロキシピル（上記に挙げられる率で）の複数の組合せ
は、例えば、より強い、重複する雑草防除スペクトルを提供することができる。さらに、
重複するスペクトルは、除草剤抵抗性の雑草の維持または遅延のためのさらなるメカニズ
ムを提供する。
【０２６４】
　雑草防除の当業者は、１つまたは複数の市販のアリールオキシ酢酸オーキシン除草剤単
独のまたは組合せ（順次または独立して）の使用は、作物の中へのＡＡＤ－１３（ｖ１）
形質転換によって可能になることを認識するであろう。これらの化学物質の他の除草剤代
理品の特定の率は、ＣＰＲ（Ｃｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）書
籍もしくは類似の編集物、オンラインで編集された標識（例えばｃｄｍｓ．ｎｅｔ／ｍａ
ｎｕｆ／ｍａｎｕｆ．ａｓｐ）、またはＣｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｇｕｉｄｅ　
ｆｒｏｍ　Ａｇｒｉｌｉａｎｃｅ（２００５）などの任意の市販のもしくは学術的な作物
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防御のガイドにおいて編集された除草剤標識によって決定することができる。ＡＡＤ－１
３（ｖ１）によってＨＴＣにおいて使用することが可能にされたそれぞれの代替の除草剤
は、単独で、タンク混合されて、または順次使用されるにせよ、本発明の範囲内にあると
考えられる。
【０２６５】
　本発明は、したがって、ＰＣＴ／ＵＳ２００７／０８６８１３（２００７年１２月７日
に出願）のＤＳＭ－２遺伝子と「積み重ねられた」本発明のＡＡＤ－１３遺伝子を含むト
ランスジェニック植物（および植物細胞）を含む。そのようなＤＳＭ－２遺伝子は、その
出願の配列番号１および３を含む。それらの遺伝子は、その出願の配列番号２および４を
含むタンパク質をコードする。なおさらに、さらなる除草剤耐性遺伝子を、３つ以上のそ
のような遺伝子を含む複数の「積み重ね」において含むことができる。
【実施例１７】
【０２６６】
　任意の作物におけるＡＡＤ－１（ｖ３）形質と積み重ねられたＡＡＤ－１３（ｖ１）
　ホモ接合性のＡＡＤ－１３（ｖ１）植物およびＡＡＤ－１（ｖ３）植物（後者について
はＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１４７３７を参照されたい）は共に相互に交雑させることが
でき、Ｆ１種子を収集することができる。それぞれの遺伝子の２つの逆交雑からのＦ１種
子は、層積貯蔵し、処理し、それぞれの交雑の４つの代表的なものを以下の処理のうちの
１つを用いる他の試験に使用した計画と同じ散布計画下で処理した：７０、１４０、およ
び２８０ｇ　ａｅ／ｈａフルロキシピル（ＡＡＤ－１２（ｖ１）遺伝子に対して選択的）
；２８０、５６０、および１１２０ｇ　ａｅ／ｈａ　Ｒ－ジクロルプロップ（ＡＡＤ－１
（ｖ３）遺伝子に対して選択的）；または５６０、１１２０、および２２４０ｇ　ａｅ／
ｈａ　２，４－Ｄ　ＤＭＡ（２，４－Ｄ耐性を確認するため）。それぞれの遺伝子のホモ
接合性のＴ２植物もまたコントロールとしての使用のために植え付けた。植物は、３およ
び１４ＤＡＴで判定した。散布結果は、表２４に示す。
【０２６７】
　結果は、ＡＡＤ－１３（ｖ１）が、ＡＡＤ－１（ｖ３）とうまく積み重ねることができ
ることを確認し、したがって、対象とする作物に適用することができる除草剤の範囲が増
大する（ＡＡＤ－１およびＡＡＤ－１３、それぞれについて、フェノキシ酢酸＋フェノキ
シプロピオン酸対フェノキシ酢酸＋ピリジルオキシ酢酸）。除草剤交差抵抗性パターンの
相補的な性質は、相補的で、積み重ね可能な生育地選択可能マーカーとしてのこれらの２
つの遺伝子の便利な使用を可能にする。単一遺伝子を用いる耐性が、取るに足らないもの
である可能性のある作物において、当業者は、同じ除草剤に対する第２の耐性遺伝子の積
み重ねによって、耐性を増加させることができることを認識する。そのようなものは、同
じまたは異なるプロモーターを用いる同じ遺伝子を使用して行うことができるが、ここで
観察されるように、２つの相補的な形質の積み重ねおよびトラッキングは、フェノキシプ
ロピオン酸［ＡＡＤ－１（ｖ３）から］またはピリジルオキシ酢酸［ＡＡＤ－１３］（ｖ
１）に対する交差防御を区別することによって容易にすることができる。
【０２６８】
　本発明は、したがって、国際公開第２００５／１０７４３７号（２００５年１１月１７
日に公開；ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１４７３７（２００５年５月２日に出願））のＡＡ
Ｄ－１遺伝子と「積み重ねられた」本発明のＡＡＤ－１３遺伝子を含むトランスジェニッ
ク植物（および植物細胞）を含む。そのようなＡＡＤ－１遺伝子は、その出願の配列番号
３、４、５、および１２を含む。これらの遺伝子は、その出願の配列番号９、１０、１１
、および１３を含むタンパク質をコードする。なおさらに、さらなる除草剤耐性遺伝子は
、３つ以上のそのような遺伝子を含む複数の「積み重ね」において含むことができる。
【実施例１８】
【０２６９】
　任意の作物におけるＡＡＤ－１２（ｖ１）形質と積み重ねられたＡＡＤ－１３（ｖ１）
　ホモ接合性のＡＡＤ－１３（ｖ１）植物およびＡＡＤ－１２（ｖ１）植物（後者につい
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ては国際公開第２００７／０５３４８２号を参照されたい）は交雑させることができ、Ｆ

１種子を収集した。それぞれの遺伝子の２つの逆交雑からのＦ１種子は、まくことができ
、Ｆ１植物は、以下の処理のうちの１つを用いる他の試験に使用した計画と同じ散布計画
下で処理した：７０、２８０、および１１２０ｇ　ａｅ／ｈａフルロキシピル（ＡＡＤ－
１２（ｖ１）遺伝子に対して選択的）；７０、２８０、および１１２０ｇ　ａｅ／ｈａト
リクロピル（ＡＡＤ－１３（ｖ１）遺伝子に対して選択的）；または５６０、１１２０、
および２２４０ｇ　ａｅ／ｈａ　２，４－Ｄ　ＤＭＡ（２，４－Ｄ耐性を確認するため）
。
【０２７０】
　ＡＡＤ－１３（ｖ１）は、ＡＡＤ－１２（ｖ１）と積み重ねることができ、したがって
、対象とする作物に適用することができる除草剤の範囲が増大する（ＡＡＤ－１２および
ＡＡＤ－１３、それぞれについて、フェノキシ酢酸＋トリクロピル対フェノキシ酢酸＋フ
ルロキシピル）。除草剤交差抵抗性パターンの相補的な性質は、相補的で、積み重ね可能
な生育地選択可能マーカーとしてのこれらの２つの遺伝子の便利な使用を可能にする。単
一遺伝子を用いる耐性が、取るに足らないものである可能性のある作物において、当業者
は、同じ除草剤に対する第２の耐性遺伝子の積み重ねによって、耐性を増加させることが
できることを認識する。そのようなものは、同じまたは異なるプロモーターを用いる同じ
遺伝子を使用して行うことができるが、ここで観察されるように、２つの相補的な形質の
スタックおよびトラッキングは、フルロキシピル［ＡＡＤ－１３（ｖ１）から］およびト
リクロピル［ＡＡＤ－１２（ｖ１）］に対する交差防御を区別することによって容易にす
ることができる。
【０２７１】
　本発明は、したがって、国際公開第２００７／０５３４８２号（２００７年５月１０日
に公開；ＰＣＴ／ＵＳ２００６／０４２１３３（２００６年１０月２７日に出願））のＡ
ＡＤ－１２遺伝子と「積み重ねられた」本発明のＡＡＤ－１３遺伝子を含むトランスジェ
ニック植物（および植物細胞）を含む。そのようなＡＡＤ－１２遺伝子は、その出願の配
列番号１、３、および５を含む。それらの遺伝子は、その出願の配列番号２および４を含
むタンパク質をコードする。なおさらに、さらなる除草剤耐性遺伝子は、３つ以上のその
ような遺伝子を含む複数の「積み重ね」において含むことができる。
【実施例１９】
【０２７２】
　任意の作物におけるＡＨＡＳ形質と積み重ねられたＡＡＤ－１３（ｖ１）
　イミダゾリノン除草剤耐性（ＡＨＡＳなど）は、トウモロコシ、イネ、およびコムギを
含むが、これらに限定されない、北米において植え付けられた多くの作物において目下存
在する。さらなるイミダゾリノン耐性の作物（例えばワタおよびサトウダイコン）は、開
発中であるが、現在まで商業的に発表されていない。多くのイミダゾリノン除草剤（例え
ばイマザモックス、イマゼタピル、イマザキン、およびイマザピク）は、様々な従来の作
物において選択的に、目下使用されている。イマゼタピル、イマザモックス、および非選
択的なイマザピルの使用は、ＡＨＡＳなどのイミダゾリノン耐性形質を通して可能になっ
た。この化学物質クラスはまた有意な土壌残存活性を有し、したがって、グリホサートま
たはグルホシネートに基づく系と異なり、適用タイミング以上に広げられた雑草防除を提
供することができる。しかしながら、イミダゾリノン除草剤によって防除される雑草のス
ペクトルはグリホサートほど広くない（Ａｇｒｉｌｉａｎｃｅ、２００５年）。さらに、
イミダゾリノン除草剤は、多くの雑草が抵抗性を発達させた作用機序（アセト乳酸シンタ
ーゼ、ＡＬＳの阻害）を有する（Ｈｅａｐ、２００７年）。イミダゾリノン耐性形質とＡ
ＡＤ－１３（ｖ１）を積み重ねることによって、従来の育種を通してまたは共同で新規な
形質転換イベントを通して、雑草の変遷および除草剤抵抗性発達を管理するための雑草防
除の有効性、柔軟性、ならびに能力は、改善することができる。前の実施例において述べ
られるように、ＡＡＤ－１３（ｖ１）を用いて作物を形質転換することによって、単子葉
作物は、フェノキシオーキシンまたはピリジルオキシオーキシンの安全性のより高度な限
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度を有し、またこれらのオーキシンは、双子葉作物において選択的に用することができる
。ＡＡＤ－１３（ｖ１）およびイミダゾリノン耐性形質が任意の単子葉作物種または双子
葉作物種において積み重ねられる場合、改善された雑草防除の選択肢についてのいくつか
のシナリオを想到することができる。
　ａ）イマゼタピルは、多くのイネ科雑草種および広葉雑草種の防除のために、標準的な
出芽後適用率（３５～２８０ｇ　ａｅ／ｈａ、好ましくは、７０～１４０ｇ　ａｅ／ｈａ
）で適用することができる。
　ｉ）アマランサス　ラディス、アンブロシア　トリフィダ（Ａｍｂｒｏｓｉａ　ｔｒｉ
ｆｉｄａ）、シロザ（特に、Ｈｅａｐ、２００５年）のようなＡＬＳ阻害剤抵抗性の広葉
雑草は、２８０～２２４０ｇ　ａｅ／ｈａ、より好ましくは５６０～１１２０ｇ　ａｅ／
ｈａ　２，４－Ｄをタンク混合することによって防除することができる。フルロキシピル
については、適用率は、典型的に３５～５６０ｇ　ａｅ／ｈａ、より典型的に７０～２８
０　ａｅ／ｈａの範囲であると思われる。
　ｉｉ）サツマイモ属種のような、イミダゾリノン除草剤に対して固有に、より耐性の広
葉種もまた、２８０～２２４０ｇ　ａｅ／ｈａ、より好ましくは５６０～１１２０ｇ　ａ
ｅ／ｈａ　２，４－Ｄをタンク混合することによって防除することができる。トリクロピ
ルまたはフルロキシピルについては、上記の率を参照されたい。
　ｂ）イマゼタピル（３５～２８０ｇ　ａｅ／ｈａ、好ましくは７０～１４０ｇ　ａｅ／
ｈａ）＋／－２，４－Ｄ（２８０～１１２０ｇ　ａｅ／ｈａ）＋／－フルロキシピル（上
記に挙げられる率で）の複数の組合せは、例えば、より強い、重複する雑草防除スペクト
ルを提供することができる。さらに、重複するスペクトルは、除草剤抵抗性の雑草の維持
または遅延のためのさらなるメカニズムを提供する。
【０２７３】
　雑草防除の当業者は、様々な市販のイミダゾリノン除草剤、フェノキシ酢酸オーキシン
除草剤、またはピリジルオキシ酢酸オーキシン除草剤のうちのいずれかの単独または複数
の組合せにおける使用が、ＡＡＤ－１３（ｖ１）形質転換および従来の育種または遺伝子
操作のいずれかによる任意のイミダゾリノン耐性形質との積み重ねによって可能になるこ
とを認識するであろう。これらの化学物質の他の除草剤代理品の特定の率は、ＣＰＲ（Ｃ
ｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）書籍もしくは類似の編集物、オン
ラインで編集された標識（例えばｃｄｍｓ．ｎｅｔ／ｍａｎｕｆ／ｍａｎｕｆ．ａｓｐ）
、またはＣｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｒｏｍ　Ａｇｒｉｌｉａｎｃ
ｅ（２００５）などの任意の市販のもしくは学術的な作物防御のガイドにおいて編集され
た除草剤標識によって決定することができる。ＡＡＤ－１３（ｖ１）によってＨＴＣにお
いて使用することが可能にされたそれぞれの代替の除草剤は、単独で、タンク混合されて
、または順次使用されるにせよ、本発明の範囲内にあると考えられる。
【実施例２０】
【０２７４】
　任意の作物における、昆虫抵抗性（ＩＲ）または他の入力形質と積み重ねられたＡＡＤ
－１３（ｖ１）
　トランスジェニック形質によって供給される、作物における昆虫抵抗性は、北米におい
ておよび世界にわたってトウモロコシおよびワタの生産において流行している。組み合わ
せられたＩＲおよびＨＴの形質を有する商品は、複数の種子会社によって開発されてきた
。これらは、バチルス　チューリンゲンシスＩＲ形質（例えばウェブサイトｌｉｆｅｓｃ
ｉ．ｓｕｓｓｅｘ．ａｃ．ｕｋ、２００６に挙げられるバチルス　チューリンゲンシス毒
素）および上記に述べられるＨＴＣ形質のいずれかまたはすべてを含む。この商品がもた
らす価値は、単一の商品において遺伝学的な手段を通して複数の害虫問題を防除する能力
である。雑草防除および昆虫防除が互い独立して遂行される場合、この商品の利便性は制
限されるであろう。単独または１つもしくは複数のさらなるＨＴＣ形質と積み重ねられた
ＡＡＤ－１３は、従来の育種を通してまたは共同で新規な形質転換イベントを通して、１
つまたは複数のさらなる入力形質（例えば昆虫抵抗性、真菌抵抗性、またはストレス耐性



(78) JP 5907657 B2 2016.4.26

10

20

30

40

など）（ｉｓｂ．ｖｔ．ｅｄｕ／ｃｆｄｏｃｓ／ｆｉｅｌｄｔｅｓｔｓ１．ｃｆｍ，２０
０５）と積み重ねることができる。有益性は、ＡＡＤ－１３によって与えられる改善され
た雑草防除および関連する除草剤耐性に加えて、害虫および／または他の農業のストレス
を制御する能力と共に、前の実施例において記載される利便性および柔軟性を含む。した
がって、本発明は、柔軟にかつ費用効果的に多くの農業の問題を防除するために能力を有
する、作物の質が改善された完成農業パッケージを提供するために使用することができる
。
【０２７５】
　ＩＲおよびＨＴの組み合わせられた形質は、ほとんどの農業作物および園芸／観賞用作
物ならびに林業における適用を有する。ＡＡＤ－１３およびその相応した除草剤耐性およ
び多くのバチルス　チューリンゲンシスＩＲ遺伝子または非バチルス　チューリンゲンシ
スＩＲ遺伝子のいずれかによってもたらされた昆虫抵抗性の組合せは、実施例１３におい
て挙げられる（がこれらに限定されない）作物種に適用することができる。雑草防除の当
業者は、様々な市販の、実施例１８～２０において記載される除草剤、フェノキシ酢酸オ
ーキシン除草剤、またはピリジルオキシ酢酸オーキシン除草剤のうちのいずれかの単独ま
たは複数の組合せにおける使用は、ＡＡＤ－１３（ｖ１）形質転換および従来の育種また
は遺伝子操作のいずれかによる相応したＨＴ形質またはＩＲ形質との積み重ねによって可
能になることを認識するであろう。これらの化学物質の他の除草剤代理品の特定の率は、
ＣＰＲ（Ｃｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）書籍もしくは類似の編
集物、オンラインで編集された標識（例えばｃｄｍｓ．ｎｅｔ／ｍａｎｕｆ／ｍａｎｕｆ
．ａｓｐ）、またはＣｒｏｐ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｒｏｍ　Ａｇｒｉ
ｌｉａｎｃｅ（２００５）などの任意の市販のもしくは学術的な作物防御のガイドにおい
て編集された除草剤標識によって決定することができる。ＡＡＤ－１３（ｖ１）によって
ＨＴＣにおいて使用することが可能にされたそれぞれの代替の除草剤は、単独で、タンク
混合されて、または順次使用されるにせよ、本発明の範囲内にあると考えられる。
【実施例２１】
【０２７６】
　インビトロ双子葉植物選択可能マーカーとしてのＡＡＤ－１３（ｖ１）
　植物細胞、組織、器官、および植物または色素体などの細胞小器官の遺伝子操作は、適
した送達方法を使用して、植物細胞の中に対象とする遺伝子を挿入するプロセスで始まる
。しかしながら、遺伝子が植物細胞に送達される場合、非常に低い割合の細胞だけがそれ
らのゲノムの中に異種遺伝子を統合する。対象とする遺伝子を組み込んだ少数の細胞を選
択するために、研究者らは、ベクターにおいて、選択可能なまたはスクリーニングするこ
とができる「マーカー遺伝子」を対象とする遺伝子（ＧＯＩ）に連結する。これらのマー
カーを含有する細胞は、ＤＮＡプラスミドベクターが送達された細胞／組織の集団から同
定される。マーカー遺伝子を発現するそれらの細胞を選択することによって、研究者らは
、ゲノムの中にＧＯＩを組み込んでいる可能性のある少数の細胞を同定することができる
。ＡＡＤ－１３（ｖ１）は、特許出願国際公開第２００７／０５３４８２号（Ｗｒｉｇｈ
ｔら）の実施例＃２４と同様に使用される場合、選択可能マーカーとして機能することが
できる。
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