
(57)【要約】
【課題】
　遺伝子組み換えによる、植物体の矮性化の抑制作用及び植物体の成長の促進作用を有す
る新規の成長促進剤、及び新たな植物体の成長促進方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
　熱ショックタンパク質（ HSP70や DnaK）をコードする核酸を成長促進剤の有効成分とし
て使用することで、熱ショックタンパク質以外のタンパク質をコードする核酸と共に植物
体ゲノムに遺伝子を導入した際に成長促進作用を示し、また遺伝子導入によって頻出する
矮性化の抑制作用を示す。
【選択図】　　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 成 長 促 進 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が 、 DnaKタ ン パ ク 質 又 は HSP70タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ 記 載 の 成 長 促 進 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 DnaKタ ン パ ク 質 が 、 耐 塩 性 ラ ン 藻 の DnaKタ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
２ に 記 載 の 成 長 促 進 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
下 記 (a)～ (d)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す
る 成 長 促 進 剤 。
(a)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 1～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(b)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 116～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(c)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 164～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(d)(a)～ (c)の 配 列 に １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 又 は 転 位 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列
【 請 求 項 ５ 】
更 に 光 合 成 の 制 御 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 ・ 酵 素 、 植 物 体 の サ イ ズ を 制 御 す る タ ン パ ク 質 ・
酵 素 、 根 の 伸 展 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 ・ 酵 素 、 植 物 体 の 成 長 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 ・ 酵 素
、 RNAの 安 定 性 を 向 上 さ せ る タ ン パ ク 質 ・ 酵 素 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 一 以 上 の タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 又 は そ の ア ン チ セ ン ス 配 列 か ら な る 核 酸 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ 乃 至 ４ 何 れ か 一 項 記 載 の 成 長 促 進 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
核 酸 が デ オ キ シ リ ボ 核 酸 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 ５ 何 れ か 一 項 記 載 の 成 長 促
進 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 、 成 長 促 進 剤 と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
DnaKタ ン パ ク 質 又 は HSP70タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 、 成 長 促 進 剤 と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 DnaKタ ン パ ク 質 が 、 耐 塩 性 ラ ン 藻 の DnaKタ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
８ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
下 記 (a)～ (d)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 、 成 長 促 進 剤 と し て の
使 用 。
(a)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 1～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(b)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 116～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(c)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 164～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(d)(a)～ (c)の 配 列 に １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 又 は 転 位 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列
【 請 求 項 １ １ 】
熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 植 物 細 胞 内 の ゲ ノ ム に 導 入 し 、 前 記 核 酸 を 導
入 し た ゲ ノ ム を 含 む 植 物 細 胞 を 生 育 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 植 物 の 成 長 促 進 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 有 効 成 分 と す る 成 長 促 進 剤 又 は 該
核 酸 の 成 長 促 進 剤 と し て の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ ２ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （ Heat Shock Protein； 以 下 「 HSP」 と 記 載 す る ） は 、 高 温 ス ト
レ ス に 伴 っ て 、 そ の 発 現 が 誘 導 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ り 、 分 子 シ ャ ペ ロ ン と 呼 ば れ る 一 群
の タ ン パ ク 質 と し て 知 ら れ て い る 。 HSPは 、 原 核 生 物 か ら 真 核 生 物 ま で 多 く の 生 物 種 に わ
た っ て 広 く そ の 存 在 が 認 め ら れ て お り 、 例 え ば 、 （ １ ） 分 子 量 約 15kDa～ 約 30kDaの 小 HSP
（ small HSP） 、 （ ２ ） 分 子 量 約 60kDaの HSP60タ ン パ ク 質 又 は GroELタ ン パ ク 質 （ 「 HSP60
」 の 名 称 は 、 真 核 生 物 に お け る 名 称 で あ り 、 「 GroEL」 の 名 称 は 、 原 核 生 物 に お け る 名 称
で あ る ） 、 及 び （ ３ ） 分 子 量 約 70kDaの HSP70タ ン パ ク 質 又 は DnaKタ ン パ ク 質 （ 「 HSP70」
の 名 称 は 、 真 核 生 物 に お け る 名 称 で あ り 、 「 DnaK」 の 名 称 は 、 原 核 生 物 に お け る 名 称 で あ
る ） が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 HSPの 機 能 に 関 し て は 、 高 温 耐 性 と の 関 連 性 が 指 摘 さ れ て い る も の の 、 現 在 も 研 究 途 上
に あ り 、 あ ま り 多 く は 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 植 物 に お け る HSPの 機 能 を 研 究 し た 例 と し て は 、 タ バ コ に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 法 に よ
り HSP60タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 す る と 、 異 常 な 表 現 型 を 示 す こ と が 知 ら れ て お り （ 非 特
許 文 献 １ ） 、 ま た 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 法 に よ り HSP70タ ン パ ク 質 の
発 現 を 抑 制 す る と 、 異 常 な 表 現 型 を 示 す こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 ま た 更 に
、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に お い て 、 熱 シ ョ ッ ク 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る 遺 伝 子 を 抑 制 す る こ と に
よ り 、 HSP70タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 増 加 し 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ が 高 温 耐 性 を 獲 得 し た こ と が
知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 更 に は 、 ク リ の 木 （ chestnut） 由 来 の 小 HSPを コ ー ド す
る 遺 伝 子 を 大 腸 菌 に 導 入 し 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 中 で 発 現 さ せ る と 、 大 腸 菌 が 高 温 耐
性 を 獲 得 し た こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 高 温 耐 性 以 外 の 環 境 ス ト レ ス （ 例 え ば 、 高 塩 、 乾 燥 、 又 は 強 光 ） 耐 性 と 、 分 子 シ
ャ ペ ロ ン と の 関 連 性 に つ い て は 、 た と え ば DnaK及 び HSP70が 、 耐 塩 性 、 耐 乾 燥 性 な ど に 関
与 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 更 に 、 特 段 の ス ト レ ス を 植 物 体 に 対 し て 与 え な い 環 境 下 に お い て 、 HSP70が 重 要 な
働 き を し て い る 旨 が 特 許 文 献 ２ に 記 載 さ れ て い る 。 し か し 、 HSP70が 植 物 の 成 長 を 促 進 す
る こ と は 記 載 さ れ て お ら ず 、 ま た 示 唆 も さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 動 物 に お け る HSPの 機 能 を 研 究 し た 例 と し て は 、 哺 乳 動 物 の 成 長 を HSPが 促 進 し た
旨 が 知 ら れ て い る が 、 こ の よ う な 成 長 促 進 に は 、 動 物 特 有 の タ ン パ ク 質 p53と ガ ン 化 制 御
機 能 が 関 与 し て い る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 し か し 、 動 物 固 有 の タ ン パ ク 質 を 有 し な い 植
物 に お い て は HSPが 成 長 を 促 す と い う 発 明 は 記 載 さ れ て お ら ず 、 ま た そ の 示 唆 も さ れ て い
な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2001-78603号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 公 開 特 許 2002/0053097号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Plant J., 6, 425-432(1994)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Mol. Gen. Genet., 252, 11-19(1996)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Plant J., 8, 603-612(1995)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Plant Physiol., 120, 521-528(1999)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 遺 伝 子 組 換 植 物 は 、 組 換 に よ り そ の 成 長 性 が 悪 化 す る 問 題 が あ り 、 そ の 解 決 策 と な る 技
術 の 開 発 が 大 い に 望 ま れ て い た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 は 、 前 記 課 題 の 解 決 を す る た め に 、 鋭 意 検 討 を 行 っ た 結 果 、 驚 く べ き こ と に HS
Pを 導 入 し た 組 換 植 物 は 、 組 換 を 行 っ て い な い 植 物 と 比 し て 、 ス ト レ ス を 与 え な い 条 件 下
に お い て も 優 れ た 成 長 を 示 す こ と を 見 い だ し 、 HSPを 成 長 促 進 剤 と す る こ と に よ り 本 発 明
を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 す な わ ち 本 発 明 の 要 旨 は 以 下 の 通 り で あ る 。
１ ． 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 成 長 促 進 剤 。
２ ． 下 記 (a)～ (d)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 有 効 成 分 と し て 含
有 す る 成 長 促 進 剤 。
(a)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 1～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(b)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 116～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(c)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 164～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(d)(a)～ (c)の 配 列 に １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 又 は 転 位 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列
３ ． 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 、 成 長 促 進 剤 と し て の 使 用 。
４ ． 更 に 光 合 成 の 制 御 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 ・ 酵 素 、 植 物 体 の サ イ ズ を 制 御 す る タ ン パ ク
質 ・ 酵 素 、 根 の 伸 展 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 ・ 酵 素 、 植 物 体 の 成 長 を 促 進 す る タ ン パ ク 質 ・
酵 素 、 RNAの 安 定 性 を 向 上 さ せ る タ ン パ ク 質 ・ 酵 素 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 一 以 上 の タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 又 は ア ン チ セ ン ス 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る １ ～ ３ に 記 載 の
成 長 促 進 剤 。
５ ． 下 記 (a)～ (d)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 、 成 長 促 進 剤 と し
て の 使 用 。
(a)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 1～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(b)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 116～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(c)配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 、 ア ミ ノ 酸 番 号 164～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列
(d)(a)～ (c)の 配 列 に １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 又 は 転 位 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列
６ ． 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 植 物 細 胞 内 の ゲ ノ ム に 導 入 し 、 前 記 核 酸
を 導 入 し た ゲ ノ ム を 含 む 植 物 細 胞 を 育 種 す る こ と を 特 徴 と す る 植 物 の 成 長 促 進 方 法 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 な お 、 本 明 細 書 に お い て 、 「 植 物 」 と は 、 生 物 を 微 生 物 、 植 物 、 及 び 動 物 の ３ つ に 分 類
し た 場 合 の 前 記 植 物 を 意 味 し 、 植 物 体 （ す な わ ち 、 植 物 全 体 ） 及 び そ の 一 部 （ 例 え ば 、 花
、 葉 、 茎 、 根 、 若 し く は 種 子 、 又 は 組 織 ） が 含 ま れ る 。 ま た 、 「 植 物 細 胞 」 に は 、 既 に 分
化 し た 植 物 の 細 胞 ・ 組 織 の 他 、 例 え ば 、 未 分 化 な 植 物 の 細 胞 又 は 未 分 化 な 植 物 の 組 織 培 養
物 、 或 い は プ ロ ト プ ラ ス ト 、 カ ル ス （ 細 胞 集 塊 ） 、 不 定 胚 、 不 定 芽 が 含 ま れ る 。
　 ま た 、 「 育 種 」 と は 、 生 育 さ せ る こ と 、 培 養 す る こ と な ど 、 植 物 細 胞 を 増 殖 、 分 化 、 肥
大 化 、 伸 長 等 、 成 長 さ せ る 行 為 を 指 称 し て 使 用 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ り 、 HSPの 成 長 促 進 剤 と し て の 新 た な 用 途 が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 以 下 、 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 に よ り 、 本 発 明 を 詳 説 す る 。
１ ． 本 発 明 成 長 促 進 剤
　 本 発 明 成 長 促 進 剤 は 、 HSPを コ ー ド す る 核 酸 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 。
　 本 発 明 成 長 促 進 剤 に お け る 「 HSP」 と は 、 小 HSP（ 例 え ば Mol. Gen. Genet., 219, 365-3
72(1989)記 載 の HSP17.4タ ン パ ク 質 や HSP18.2タ ン パ ク 質 な ど ） 、 HSP60タ ン パ ク 質 （ 例 え
ば Plant Mol. Biol., 18, 873-885記 載 の HSP60タ ン パ ク 質 な ど ） 、 GroELタ ン パ ク 質 （ 例
え ば Plant J., 10, 1119-1125(1996)記 載 の CPN10タ ン パ ク 質 な ど ） 、 HSP70タ ン パ ク 質 （
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例 え ば Plant Mol. Biol., 25, 577-583(1994)記 載 の HSC70タ ン パ ク 質 、 Plant Physilo., 
88, 731-740(1988)記 載 の HSP70-1タ ン パ ク 質 、 HSP70-2タ ン パ ク 質 、 HSP70-3タ ン パ ク 質 、
Plant Cell Physiol., 37, 862-865(1996)記 載 の BiPタ ン パ ク 質 な ど ） DnaKタ ン パ ク 質 、 H
SP90（ Plant Physiol., 99, 383-390(1992)記 載 の HSP81-1タ ン パ ク 質 、 HSP81-2タ ン パ ク
質 、 HSP81-3タ ン パ ク 質 、 Plant Mol. Biol., 35, 955-961(1997)記 載 の HSP81-4タ ン パ ク
質 、 HSP88.1タ ン パ ク 質 、 HSP89.1タ ン パ ク 質 な ど ） 、 HSP100（ Plant Cell, 6, 1899-1909
(1994)記 載 の HSP101タ ン パ ク 質 な ど ） の い ず れ も 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 DnaKタ ン
パ ク 質 及 び HSP70タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 好 ま し い 。 DnaKタ ン パ ク 質 で あ る こ と が 好 ま し
く 、 特 に 耐 塩 性 ラ ン 藻 又 は バ ク テ リ ア の DnaKタ ン パ ク 質 が 好 適 で あ る 。
　 HSP70タ ン パ ク 質 と し て は 、 真 核 生 物 の HSP70タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、
動 物 、 植 物 、 又 は 真 菌 （ 例 え ば 、 カ ビ 、 酵 母 、 又 は キ ノ コ な ど ） の HSP70タ ン パ ク 質 が 例
示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 中 で も 耐 塩 性 ラ ン 藻 類 の DnaKタ ン パ ク 質 が 特 に 好 ま し い 。 前 記 耐
塩 性 ラ ン 藻 と し て は 、 耐 塩 性 を 有 す る ラ ン 藻 で あ る 限 り 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 例 え ば 、 NaCl濃 度 が 0.25mol/L～ 3mol/Lの 条 件 下 で の 生 育 可 能 な 高 塩 耐 性 ラ ン 藻 、 例 え
ば 、 ア フ ァ ノ テ ィ ー キ ・ ハ ロ フ ィ チ カ を 挙 げ る こ と が で き る 。 耐 塩 性 ラ ン 藻 の １ 種 で あ る
ア フ ァ ノ テ ィ ー キ ・ ハ ロ フ ィ チ カ の DnaKタ ン パ ク 質 は 、 全 体 と し て 721個 の ア ミ ノ 酸 残 基
か ら な り 、 耐 塩 性 ラ ン 藻 以 外 の 原 核 生 物 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 又 は 淡 水 性 ラ ン 藻 ） の DnaKタ ン
パ ク 質 、 あ る い は 、 真 核 生 物 の HSP70タ ン パ ク 質 と 異 な り 、 カ ル ボ キ シ ル 基 末 端 （ C末 端 ）
に 約 100個 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 余 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 ア フ ァ ノ テ ィ ー キ ・ ハ
ロ フ ィ チ カ の DnaKタ ン パ ク 質 は 、 高 塩 濃 度 に お い て も 、 他 の タ ン パ ク 質 が 正 し く ア ッ セ ン
ブ リ ー す る の を 介 在 す る 特 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ア フ ァ ノ テ ィ ー キ ・ ハ ロ フ ィ
チ カ の DnaKタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。 こ の よ う な DnaKタ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 核 酸 を 植 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 導 入 す る と 、 後 述 の 成 長 促 進 効 果 の 確 認 方 法 に よ っ
て 評 価 し た 成 長 促 進 効 果 が 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 を 用 い な い 植 物 と 比 し て 50%以 上 増 加 す る
。 本 発 明 成 長 促 進 剤 に 有 効 成 分 と し て 使 用 す る 核 酸 は 、 50%以 上 、 好 ま し く は 65%以 上 、 最
も 好 ま し く は 80%以 上 の 成 長 促 進 効 果 を 有 す る 核 酸 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 と こ ろ で 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 に は 、 そ れ を コ ー ド す る DNAの 多 型 や 変 異 の 他 、 生
成 後 の タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 及 び 精 製 中 の 修 飾 反 応 な ど に よ っ て そ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に ア ミ
ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 又 は 転 位 等 の 変 異 が 起 こ り う る 。 こ の 様 な 変 異 に も か か わ ら ず 変
異 を 有 し な い タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 等 の 生 理 、 生 物 学 的 活 性 を 示 す も の が あ る こ と が 知
ら れ て い る 。 こ の よ う に 構 造 的 に 若 干 の 差 違 が あ っ て も そ の 機 能 に つ い て は 大 き な 違 い が
認 め ら れ な い タ ン パ ク 質 も 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 の 有 効 成 分 で あ る 核 酸 が コ ー ド す る ア ミ ノ
酸 配 列 に 包 含 さ れ る 。 人 為 的 に タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 上 記 の よ う な 変 異 を 導 入 し た
場 合 も 同 様 で あ り 、 こ の 場 合 に は さ ら に 多 種 多 様 の 変 異 体 を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
例 え ば 、 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ （ IL-2） の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 、 あ る シ ス テ イ ン 残 基 を セ
リ ン に 置 換 し た ポ リ ペ プ チ ド が イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ 活 性 を 保 持 す る こ と が 知 ら れ て い る (S
cience,224,1431(1984))。 ま た 、 あ る 種 の タ ン パ ク 質 は 、 活 性 に は 必 須 で な い ペ プ チ ド 領
域 を 有 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 に 存 在 す る
シ グ ナ ル ペ プ チ ド や 、 プ ロ テ ア ー ゼ の 前 駆 体 等 に 見 ら れ る プ ロ 配 列 な ど が こ れ に あ た り 、
こ れ ら の 領 域 の ほ と ん ど は 翻 訳 後 、 又 は 活 性 型 タ ン パ ク 質 へ の 転 換 に 際 し て 除 去 さ れ る 。
こ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 一 次 構 造 上 は 異 な っ た 形 で 存 在 し て い る が 、 最 終 的 に は 同 等 の
機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 同 様 に 、 DnaKタ ン パ ク 質 及 び HSP70タ ン パ ク 質 に は 、 天 然 体 の DnaKタ ン パ ク 質 及 び HSP70
タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る こ と は 勿 論 の こ と 、 変 異 体 、 遺 伝 子 工 学 的 に 得 ら れ る リ コ ン ビ ナ ン
ト タ ン パ ク 質 、 あ る い は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 DnaKタ ン パ ク 質 又 は HSP70タ ン パ ク 質 の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て １ 又 は そ れ 以 上 （ 好 ま し く は １ 又 は 数 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 、 又
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は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 変 異 タ ン パ ク 質 も 含 ま れ る 。 な お 、 本 明 細 書 に お け る 「
数 個 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 全 体 の ア ミ ノ 酸 数 の 7%の 整 数 個 、 好 ま し く は 5%の 整 数 個 、 よ り
好 ま し く は 3%の 整 数 個 を 指 称 す る 。 例 え ば 721個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合
に お い て は 50個 、 好 ま し く は 36個 、 よ り 好 ま し く は 21個 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 と こ ろ で 、 β -1,4-ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 フ レ ー ム 内 に 2つ の ATGコ ド ン
を 含 む こ と が 知 ら れ て い る （ Nakazawa, K. et al. (1988) J.Biochem, 104, 165-168、 Sh
aper, N. et al. (1988) J. Biol. Chem., 263, 10420-10428） 。 ま た 、 Shaperら は 、 β -
1,4-ガ ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 2箇 所 か ら の 翻 訳 開 始 の 結 果 、 長 い も の と 短 い
も の と の 両 方 の 形 態 が 合 成 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 こ の よ う に 自 然 界 に 存 在 す る ア ミ ノ
酸 に は 、 同 一 遺 伝 子 由 来 で あ っ て も 異 な る 大 き さ の タ ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て
い る 。 同 様 に 、 例 え ば DnaKに つ い て も 、 複 数 の ATGコ ド ン が 開 始 コ ド ン と し て 機 能 す る 可
能 性 は あ る 。 し か し 、 い ず れ の ATGコ ド ン が 開 始 コ ド ン で あ っ て も 、 上 記 の DnaKタ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 点 で は 同 じ で あ り 、 第 ２ 番 目 、 第 ３ 番 目 の ATGコ ド ン か ら 始 ま る 塩 基 配 列
を 有 す る 核 酸 も 本 発 明 成 長 促 進 剤 に 使 用 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 DnaKタ ン パ ク 質 は 配
列 番 号 ２ 記 載 の ア フ ァ ノ テ ィ ー キ ・ ハ ロ フ ィ チ カ の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸 番 号 １ ～ 721
か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 の 他 、 ア ミ ノ 酸 番 号 116～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 や 、 ア ミ ノ 酸 番
号 164～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 成 長 促 進 剤 に お け る 「 核 酸 」 と は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ DNA)及 び リ ボ 核 酸 （ RNA)
が 例 示 さ れ る が 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 の 保 存 安 定 性 及 び 使 用 時 の 安 定 性 が 優 れ る た め DNAで
あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 こ れ ら の 核 酸 は １ 本 鎖 （ 例 え ば DNAは 、 前 記 HSPの セ ン ス 鎖 又
は ア ン チ セ ン ス 鎖 の 何 れ か 一 方 ） で あ る と ２ 本 鎖 （ 前 記 セ ン ス 鎖 及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 対
合 体 ） で あ る と を 問 わ な い が 、 核 酸 の 安 定 性 が 優 れ る た め ２ 本 鎖 で あ る こ と が 好 ま し い 。
例 え ば 上 記 ア フ ァ ノ テ ィ ー キ ・ ハ ロ フ ィ チ カ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ 記 載 ） を コ ー ド
す る DNAの 塩 基 配 列 と し て は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の 塩 基 配 列 の う ち 、 塩 基 番 号 1～ 2166か ら な
る 塩 基 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 116～ 721か ら な る ア ミ ノ 酸 配
列 を コ ー ド す る DNAの 塩 基 配 列 と し て は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の 塩 基 配 列 の う ち 塩 基 番 号 345～
2166か ら な る 塩 基 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 164～ 721か ら な
る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNAの 塩 基 配 列 と し て は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の 塩 基 配 列 の う ち
塩 基 番 号 490～ 2166か ら な る 塩 基 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 １ つ の ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る コ
ド ン （ ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 塩 基 配 列 ） は 複 数 存 在 す る こ と は 、 当 業 者 に と っ て は 周 知 で あ
る 。 し た が っ て 、 例 え ば 配 列 番 号 ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 は 、 配 列 番
号 １ 記 載 の 塩 基 配 列 に 限 定 し て 解 釈 さ れ な い こ と は 、 当 業 者 に と っ て は 容 易 に 理 解 し う る
こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 こ の よ う な 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 （ 例 え ば DNA） は 、 そ れ を 構 成 す る 塩 基 配 列 に
１ 又 は 複 数 の 塩 基 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 又 は 転 位 を 有 し て い て も 良 い 。 か か る 変 異 が 起 こ っ
て い て も 、 そ れ が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 に 与 え る 変 異 の 影 響 は 小 さ く 、 本 発 明 成 長 促 進
剤 の 成 長 促 進 効 果 が 保 持 さ れ る 限 り （ 湿 潤 重 量 の 測 定 に よ る 成 長 度 が 30%以 上 保 持 さ れ る
こ と が 好 ま し い ） に お い て ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 異 を 与 え て も 良 い か ら で あ る 。 か か る 塩 基 配
列 は 、 配 列 番 号 １ 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 （ DNA又 は RNA） に 対 し て ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 な お 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は 、 例 え ば 50%ホ ル ム ア ミ ド 、 5× SSPE（ 20× SSPE
： 2.97mol/L NaCl、 0.2mol/L NaH 2 PO 4 ・ H 2 O、 0.025mol/L EDTA（ エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
） を 含 む pH7.4の 水 溶 液 ） 、 5× デ ン ハ ル ト 溶 液 （ 100× デ ン ハ ル ト 液 ： 1gの フ ィ コ ー ル 400
（ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 、 1gの ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン （ PVP-360： シ グ マ 社 製 ） 、 1gの BSAフ
ラ ク シ ョ ン V（ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン ： シ グ マ 社 製 ） を 50mlの 水 に 溶 解 し た 水 溶 液 ） 、 0.5%SDS
（ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） の 存 在 下 、 42℃ で 16時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 、 更 に そ の 後 の 0.
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1%SDSを 含 む 1× SSPE、 0.1%SDSを 含 む 0.1× SSPEに よ る 55℃ で の 順 次 洗 浄 を 行 う 条 件 又 は こ
れ と 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ に お い て 同 等 の 機 能 の 条 件 を 指 称 す る 。 こ の よ う な 条 件 下 で 、
あ る DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 か ら な る DNAは 、 あ る DNAに 対 し て 少 な く と も 70%以
上 の 相 同 性 を 有 す る と 考 え ら れ 、 た と え ば 2166塩 基 か ら な る DNAに お い て は 1527塩 基 以 上
の 塩 基 配 列 が 共 通 し て い る こ と に な る 。
　 か か る 核 酸 は 、 成 長 促 進 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る （ こ の よ う な 使 用 を 「 本 発 明 使
用 」 と い う ） 。
　 ま た 、 上 記 核 酸 は 、 本 発 明 に よ り 植 物 体 内 に お い て 糖 の 含 有 量 の 増 加 を 促 す 働 き を 有 す
る こ と が 明 ら か と な っ た た め 、 糖 蓄 積 促 進 剤 の 有 効 成 分 と し て も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 成 長 促 進 剤 は 、 更 に HSP以 外 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で い る こ と が
好 ま し い 。 す な わ ち 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 は 遺 伝 子 組 換 植 物 に お け る 成 長 性 の 不 良 を 改 善 （
矮 性 化 防 止 ） す る た め の 発 明 で あ る た め 、 HSP以 外 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 同 時
に ゲ ノ ム に 導 入 す る 際 の 使 用 が 想 定 さ れ る か ら で あ る 。 か か る 「 HSP以 外 の タ ン パ ク 質 」
と し て は 、 例 え ば 光 合 成 の 促 進 に 働 く 酵 素 等 の 遺 伝 子 （ 例 え ば ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸
カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ （ 特 開 平 10-248419号 公 報 ） 等 ） 、 不 稔 性 を 付 与 す る ア ン チ セ ン ス 配 列
（ Bgpl（ 国 際 公 開 公 報 WO9413809） 、 MS2（ 米 国 特 許 第 5932784号 公 報 ） 等 ） 、 植 物 体 の サ
イ ズ を 制 御 す る 遺 伝 子 （ BON1（ 米 国 公 開 2002/0194639号 公 報 ） 、 BAP1（ 米 国 公 開 2002/019
4639号 公 報 ） 等 ） 、 根 の 伸 展 を 促 進 す る 遺 伝 子 （ プ ロ リ ン 輸 送 因 子 の 遺 伝 子 （ ProT:例 え
ば Plant Cell Physiol., 42(11), 1282-1289(2001)記 載 ） 、 フ ル ク ト ー ス 1,6二 リ ン 酸 ア
ル ド ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ 米 国 特 許 第 6441277号 公 報 ） 等 ） 、 植 物 体 の 成 長 を 促 進 す る 遺 伝 子 （
サ イ ク リ ン 遺 伝 子 （ 米 国 特 許 第 6166293号 公 報 ） 等 ） 、 RNA（ mRNA） の 安 定 性 を 向 上 さ せ る
タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 （ HVD1遺 伝 子 （ 特 開 2002-34576号 ） 等 ） 等 が 例 示 さ れ い ず れ も 使 用 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 「 HSP以 外 の タ ン パ ク 質 」 は HSPと の 融 合 タ ン パ ク 質 と し
て 発 現 す る 様 に 構 築 さ れ て い て も 良 く 、 ま た 別 個 の タ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る よ う に 構 築
さ れ て い て も 良 い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 か か る 本 発 明 成 長 促 進 剤 に 含 ま れ る 上 記 核 酸 は 、 核 酸 単 体 の 状 態 で 存 在 し て い て も 良 い
が 、 核 酸 の 安 定 性 を 高 め る た め に 、 例 え ば 本 発 明 成 長 促 進 剤 の 使 用 に 際 し て 用 い ら れ る 組
換 ベ ク タ ー に 導 入 し た 状 態 で 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 組 換 ベ ク タ ー の 例 と し
て は 、 例 え ば バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー pBI121（ Methods Enzymol., 118, 6270640(1986)記 載 ）
、 pCIAMBIA、 pE21-Ω -MCS等 が 挙 げ ら れ 、 既 存 の 組 換 ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 か か る 組 換 ベ ク タ ー は 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 に よ り 成 長 を 促 進 す る 、 対 象 植 物 の ゲ ノ ム
へ の 導 入 効 率 を 考 慮 し て 適 当 な 組 換 ベ ク タ ー を 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 選 択 し て 使 用 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 組 換 ベ ク タ ー に 核 酸 を 導 入 場 合 に は 、 導 入 す る 核 酸 の 上 流 及 び 下 流 に 、 そ れ ぞ れ 、 対 象
と す る 植 物 細 胞 内 で 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー 及 び タ ー ミ ネ ー タ ー を 挿 入 す る こ と が 好 ま し く
、 ま た 、 形 質 転 換 体 を 得 る 際 に 有 効 な 選 択 マ ー カ ー と し て 適 当 な DNAを 挿 入 す る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス の 35Sプ ロ モ ー タ
ー を 挙 げ る こ と が で き る 。 前 記 タ ー ミ ネ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ノ パ リ ン 合 成 酵 素 （ NO
S） 由 来 の タ ー ミ ネ ー タ ー を 挙 げ る こ と が で き る 。 前 記 選 択 マ ー カ ー と し て は 、 例 え ば 、
カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 （ NPTII） 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 （ HPT遺 伝 子 ） 等 を 挙 げ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 成 長 促 進 剤 の 剤 型 は 、 液 状 、 微 粉 状 、 ペ ー ス ト 状 等 が 例 示 さ れ る が 、 本 発 明 成 長
促 進 剤 に 含 ま れ る 核 酸 の 安 定 性 を 害 せ ず 、 ま た 後 述 す る 使 用 例 に 使 用 で き る 限 り に お い て
他 の 剤 型 も 採 用 し う る 。

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-22062 A 2006.1.26



【 ０ ０ ２ ７ 】
２ ． 本 発 明 成 長 促 進 方 法
　 本 発 明 成 長 促 進 方 法 は 、 HSPを コ ー ド す る 核 酸 を 、 植 物 細 胞 内 の ゲ ノ ム に 導 入 し 、 前 記
核 酸 を 導 入 し た ゲ ノ ム を 含 む 植 物 細 胞 を 生 育 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 。
　 本 発 明 成 長 促 進 方 法 に お け る 、 「 HSP」 及 び 「 核 酸 」 は 前 記 「 １ ． 本 発 明 成 長 促 進 剤 」
で 記 載 し た も の と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 成 長 促 進 方 法 に お け る 「 植 物 細 胞 」 は 、 被 子 植 物 又 は 裸 子 植 物 の 細 胞 の い ず れ で
も よ く 、 双 子 葉 植 物 又 は 単 子 葉 植 物 の 細 胞 の い ず れ で も よ く 、 ま た 、 草 本 生 殖 物 又 は 木 本
生 殖 物 の い ず れ で も よ い 。 例 え ば 、 草 本 性 植 物 と し て は 、 例 え ば 、 穀 類 植 物 、 芝 草 類 、 又
は 野 菜 類 を 挙 げ る こ と が で き 、 木 本 性 植 物 と し て は 、 例 え ば 、 常 緑 広 葉 樹 、 落 葉 広 葉 樹 等
を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 前 記 芝 草 類 と し て は 、 例 え ば 、 イ ネ 科 芝 草 ［ 例 え ば 、 ス ズ メ ガ ヤ 亜 科 （ 例 え ば 、 シ バ 類
又 は バ ー ミ ュ ー ダ ー グ ラ ス 類 ） 、 ウ シ ノ ケ グ サ 亜 科 （ 例 え ば 、 ベ ン ト グ ラ ス 類 、 ブ ル ー グ
ラ ス 類 、 フ ェ ス ク 類 、 又 は ラ イ グ ラ ス 類 ） 、 又 は キ ビ 亜 科 ］ 、 カ ヤ ツ リ グ サ 科 芝 草 、 キ ク
科 芝 草 、 又 は マ メ 科 芝 草 を 挙 げ る こ と が で き る 。 前 記 穀 類 植 物 と し て は 、 例 え ば 、 イ ネ 科
植 物 、 例 え ば 、 イ ネ 、 ラ イ ム ギ 、 オ オ ム ギ 、 コ ム ギ 、 キ ビ 、 モ ロ コ シ 、 サ ト ウ キ ビ 、 ト ウ
モ ロ コ シ ・ ポ ッ プ コ ー ン 、 又 は ハ ト ム ギ を 挙 げ る こ と が で き る 。 前 記 野 菜 類 と し て は 、 例
え ば 、 ナ ス 科 植 物 （ 例 え ば 、 タ バ コ 、 ナ ス 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ト マ ト 、 若 し く は ト ウ ガ ラ シ ）
又 は ゴ マ 科 植 物 （ 例 え ば 、 ゴ マ ） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 前 記 常 緑 広 葉 樹 と し て は 、 例 え ば 、 ユ ー カ リ 、 ア カ シ ア 、 又 は コ ー ヒ ー を 挙 げ る こ と が
で き る 。 前 記 落 葉 広 葉 樹 と し て は 、 例 え ば 、 ポ プ ラ 、 ク ヌ ギ 、 ヤ ナ ギ 、 シ ラ カ バ 、 又 は コ
ナ ラ を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 一 般 に 観 葉 植 物 と 知 ら れ て い る 植 物 （ 例 え ば リ ュ ウ ゼ ツ ラ ン 科 、 サ ト イ モ 科 、 ヤ シ
科 、 ウ コ ギ 科 、 ク ワ 科 、 ガ ガ イ モ 科 、 キ ツ ネ ノ マ ゴ 科 、 キ ョ ウ チ ク ト ウ 科 、 ク ズ ウ コ ン 科
、 ヒ ノ キ 科 、 ミ カ ン 科 、 パ ン ヤ 科 、 タ コ ノ キ 科 、 バ シ ョ ウ 科 、 ト ウ ダ イ グ サ 科 、 モ ク セ イ
科 、 ツ ユ ク サ 科 、 パ イ ナ ッ プ ル 科 、 ベ ン ケ イ ソ ウ 科 、 リ ュ ウ ケ ツ ジ ュ 科 、 ヤ ナ ギ 科 等 の 植
物 、 シ ダ 植 物 等 ） に 対 し て も 本 発 明 促 進 方 法 は 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 か か る 植 物 細 胞 の 中 で も 、 イ ネ 科 植 物 、 ユ ー カ リ 、 ア カ シ ア 、 ポ プ ラ の 細 胞 が 好 ま し く
、 特 に ユ ー カ リ 、 ポ プ ラ の 細 胞 が 好 ま し い が 、 成 長 を 促 す 限 り に お い て こ れ ら の 植 物 に 特
に 限 定 は さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 か か る 植 物 細 胞 内 の ゲ ノ ム へ の 核 酸 導 入 方 法 は 、 公 知 の 発 現 ベ ク タ ー （ pBI121な ど ） を
用 い る こ と で 、 例 え ば 目 的 の 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー を 有 す る ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 、 植 物
組 織 に 感 染 さ せ る 方 法 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 処 理 法 、 プ ロ ト プ ラ ス ト に 電 気 パ ル ス 処
理 し て 前 記 ベ ク タ ー を 導 入 す る エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 あ る い は 、 金 粒 子 に 前 記 ベ ク
タ ー を 乗 せ て 植 物 組 織 に 導 入 す る パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 な ど の 常 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 前 記 方 法 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 を 、 適 当 な 培 地 ［ 例 え ば 、 ム ラ シ ゲ ・ ス ク ー グ
（ Murashige and Skoog） 培 地 ； Plant Physiol., 15, 473-497(1962)］ で 生 育 さ せ 、 再 生
す る こ と に よ り 、 形 質 転 換 植 物 を 得 る こ と が で き る 。 こ の 際 、 選 択 マ ー カ ー に 対 応 す る 適
当 な 抗 生 物 質 （ 例 え ば 、 カ ナ マ イ シ ン ） を 培 地 に 加 え て お く と 、 形 質 転 換 体 を 選 択 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 例 え ば 、 イ ネ 科 芝 草 （ 例 え ば 、 ノ シ バ 又 は ベ ン ト グ ラ ス ） に 、 DnaKタ ン パ ク 質 又 は HSP7
-タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 導 入 す る 場 合 に は 、 以 下 に 示 す 手 順 に よ り 実 施 す る こ と が
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で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 前 記 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 処 理 法 に よ る 導 入 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 行 う こ と
が で き る 。 1～ 100μ g/mlの ベ ク タ ー と 、 10 5 ～ 10 6 個 /mlの プ ロ ト プ ラ ス ト と を 、 浸 透 圧 調
節 剤 と し て 0.4～ 0.6mol/Lの マ ン ニ ト ー ル 等 を 含 む 緩 衝 液 等 の 液 体 媒 体 中 に 懸 濁 す る 。 こ
れ に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 溶 液 を 最 終 濃 度 10～ 30%に な る よ う に 加 え 、 室 温 で 5～ 30分 間
放 置 し た 後 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 希 釈 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 を プ ロ ト プ ラ ス ト 中
に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 前 記 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ る 導 入 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で
き る 。 1～ 100μ g/mlの ベ ク タ ー と 、 10 5 ～ 10 6 個 /mlの プ ロ ト プ ラ ス ト と を 、 浸 透 圧 調 節 剤
と し て 0.4～ 0.6mol/Lの マ ン ニ ト ー ル 等 を 含 む バ ッ フ ァ ー 等 の 液 体 媒 体 中 に 懸 濁 す る 。 こ
れ に 電 界 強 度 300～ 600V/cm時 定 数 10～ 50msか ら な る 電 気 パ ル ス を 印 加 し て 電 気 的 刺 激 を 加
え 、 遺 伝 子 を プ ロ ト プ ラ ス ト 中 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 前 記 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 に よ る 導 入 は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。
細 胞 集 塊 （ 0.3～ 0.5ml程 度 ） を 、 ろ 紙 上 に 均 一 に 展 開 ・ 吸 着 さ せ る 。 そ し て ベ ク タ ー を 塩
化 カ ル シ ウ ム と ス ペ ル ミ ジ ン と を 用 い て 吸 着 さ せ た 直 径 0.1～ 5μ mの 金 属 粒 子 を 用 意 し 、
パ ー テ ィ ク ル ガ ン で 800～ 1500PSIの 空 気 圧 あ る い は 火 薬 の 爆 発 時 の 圧 力 に よ り 細 胞 集 塊 に
打 ち 込 み 導 入 す る 。 金 属 粒 子 に は 、 タ ン グ ス テ ン 又 は 金 な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 遺 伝 子 導 入 処 理 後 の プ ロ ト プ ラ ス ト は 、 植 物 の 組 織 培 養 培 地 、 例 え ば 、 N6培 地 、 R2培 地
、 K8p培 地 、 又 は AA培 地 等 に 植 物 生 育 調 節 物 質 、 例 え ば 、 2,4-ジ ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ 酢 酸 、
ナ フ タ レ ン 酢 酸 等 の オ ー キ シ ン 類 及 び カ イ ネ チ ン 等 の サ イ ト カ イ ニ ン 類 を 添 加 し た 液 体 又
は 固 形 培 地 に よ り 培 養 す る 。 培 養 は 暗 所 で 行 い 、 温 度 と し て は 20～ 30℃ が 好 ま し い 。 前 記
培 養 に よ り 、 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た プ ロ ト プ ラ ス ト か ら 細 胞 集 塊 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 遺 伝 子 導 入 処 理 後 の 脱 分 化 状 態 の 細 胞 集 塊 を 、 植 物 の 組 織 培 養 培 地 、 例 え ば 、 N6培 地 、
R2培 地 、 K8p培 地 、 又 は AA培 地 等 に 植 物 生 育 調 節 物 質 、 例 え ば 、 2,4-ジ ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ
酢 酸 、 ナ フ タ レ ン 酢 酸 等 の オ ー キ シ ン 類 及 び カ イ ネ チ ン 等 の サ イ ト カ イ ニ ン 類 を 添 加 し た
液 体 又 は 固 形 培 地 に よ り 培 養 す る 。 培 養 は 暗 所 で 行 い 、 温 度 と し て は 20～ 30℃ が 好 ま し い
。 更 に 、 14～ 40日 間 隔 で 新 鮮 培 地 に 継 代 し 、 培 養 を 継 続 す る 。 培 養 は 明 所 で 行 う の が 好 ま
し い 。 培 養 開 始 24～ 48日 で 不 定 胚 又 は 不 定 芽 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 前 記 不 定 胚 又 は 不 定 芽 を 、 植 物 体 再 生 培 地 、 例 え ば 、 N6培 地 、 R2培 地 、 MS培 地 、 又 は LS
培 地 等 に 植 物 生 育 調 節 物 質 、 例 え ば 、 2,4-ジ ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ 酢 酸 、 ナ フ タ レ ン 酢 酸 等 の
オ ー キ シ ン 類 及 び カ イ ネ チ ン 等 の サ イ ト カ イ ニ ン 類 を 添 加 し た 培 地 に よ り 培 養 す る 。 14～
40日 間 隔 で 新 鮮 培 地 に 継 代 し 、 培 養 を 継 続 す る 。 培 養 は 明 所 で 行 う の が 好 適 で あ る 。 培 養
開 始 24～ 48日 で 形 質 転 換 植 物 体 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 植 物 体 は 、 通 常 の 生 育 条 件 下 に お い て 、 本 発 明 成 長 促 進 方 法 を
用 い な い で 生 育 さ せ た 植 物 体 と 、 下 記 の 方 法 に よ り 生 育 度 を 比 較 し た 場 合 に 、 生 育 促 進 効
果 が 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 成 長 促 進 方 法 の 効 果 の 確 認 は 、 例 え ば 下 記 の 手 法 に よ っ て 行 う こ と が で き 、 好 ま
し い 。
　 す な わ ち 、 HSPを 含 ま な い ベ ク タ ー を 組 み 込 ん だ 陰 性 対 象 植 物 と 成 長 促 進 対 象 の 植 物 と
を 、 生 育 さ せ 、 同 一 の 生 育 期 間 が 経 過 し た 植 物 体 の 全 部 又 は そ の 一 部 を 採 取 し て そ の 湿 潤
重 量 を 測 定 し て 対 比 す る 方 法 、 又 は 植 物 体 全 部 又 は そ の 一 部 を 採 取 し て 乾 燥 重 量 を 測 定 し
て 対 比 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
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　 本 発 明 促 進 方 法 に よ る と 、 上 記 測 定 方 法 に 従 う と 30%以 上 （ 好 ま し く は 40%以 上 、 最 も 好
ま し く は 50％ 以 上 ） の 成 長 促 進 作 用 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
３ ． 本 発 明 成 長 促 進 剤 の 使 用 方 法
　 本 発 明 成 長 促 進 剤 は 、 こ れ を 植 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 公 知 の 手 法 に よ り 導 入 し 、 導 入 後 の ゲ
ノ ム を 有 す る 植 物 体 を 培 養 又 は 生 育 さ せ る こ と に よ り 使 用 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 成 長 促 進 剤 の 植 物 細 胞 の ゲ ノ ム へ の 導 入 は 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と
が で き る 。 か か る 方 法 と し て は 、 「 ２ ． 本 発 明 成 長 促 進 方 法 」 に 記 載 し た ア グ ロ バ ク テ リ
ウ ム を 植 物 組 織 に 感 染 さ せ る 方 法 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 処 理 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ
ョ ン 法 、 及 び パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 な ど が 挙 げ ら れ 、 い ず れ も 組 換 ベ ク タ ー を 用 い る 方 法 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 コ ー ド す る 核 酸 が 組 換 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ て い る HSPを 本 発 明 成 長 促 進 剤 に 使 用 す る 場
合 は 、 か か る 核 酸 が 組 み 込 ま れ た 組 換 ベ ク タ ー 又 は 成 長 促 進 対 象 の 植 物 に 併 せ て 調 製 し た
ベ ク タ ー （ 「 HSPを コ ー ド す る 核 酸 」 を 公 知 の 方 法 で 切 り 出 し て 単 離 し 、 成 長 促 進 対 象 の
植 物 に 併 せ て 選 択 し た 組 換 ベ ク タ ー に 公 知 の 手 法 に よ り 導 入 し て 構 築 す る こ と が で き る ）
を 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 成 長 促 進 剤 の 使 用 対 象 と な る 植 物 は 、 「 ２ ． 本 発 明 成 長 促 進 方 法 」 に 記 載 し た 植
物 と 共 通 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 植 物 細 胞 へ の 組 換 ベ ク タ ー の 導 入 は 、 予 め 組 み 換 え ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で お い た マ ー カ
ー 遺 伝 子 （ 例 え ば カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 （ NPTII） 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 （ HPT
遺 伝 子 ） 等 の 表 現 系 を 用 い て 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 NPTII等 の 抗 生 物 質 耐 性 遺
伝 子 を マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 利 用 し た 場 合 に は 、 組 み 換 え 後 に 耐 性 遺 伝 子 に 対 応 す る 抗 生
物 質 を 含 む 培 地 で 植 物 細 胞 を 培 養 し 、 か か る 培 地 で 生 育 す る 植 物 細 胞 を 選 択 す る こ と で ゲ
ノ ム へ の 遺 伝 子 の 導 入 が な さ れ た 株 を 得 る こ と が で き る 。
　 か か る 選 択 さ れ た 株 の 育 成 は 、 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 好 適 な 条 件 下 で 行 う こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。
実 施 例 １ ： 本 発 明 成 長 促 進 剤 の 製 造
　 ア フ ァ ノ テ ィ ー キ ・ ハ ロ フ ィ チ カ の DnaK遺 伝 子 を 有 す る プ ラ ス ミ ド pEADK1［ Plant Mol.
 Biol., 35, 763-775(1997)］ か ら 、 DnaK遺 伝 子 を 含 む XbaI/BamHI断 片 （ す な わ ち 、 制 限
酵 素 XbaI及 び BamHIに よ る 消 化 で 得 ら れ る DNA断 片 ） を 切 り 出 し 、 バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー pBI1
21の XbaI／ BamHI認 識 部 位 に 導 入 し た 。 こ の 操 作 に よ り 、 バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー に お け る カ
リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス の 35Sプ ロ モ ー タ ー と ノ パ リ ン 合 成 酵 素 （ NOS） 由 来 の タ ー ミ
ネ ー タ ー と の 間 に 、 ア フ ァ ノ テ ィ ー キ ・ ハ ロ フ ィ チ カ の DnaK遺 伝 子 が 導 入 さ れ た pBI121-A
DKが 得 ら れ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド pBI121-ADKは 、 前 記 バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー pBI121に 由 来 す る
カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 （ NPTII） を 選 択 マ ー カ ー と し て 有 し て い る 。
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た pBI121-ADKを 凍 結 乾 燥 製 剤 の 本 発 明 成 長 促 進 剤 １ と し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 pBI121-ADKは イ ネ 、 ム ギ 等 の イ ネ 科 植 物 、 タ バ コ 等 の ナ ス 科 植 物 、 ノ シ バ 等 の 芝 植 物 、
そ の 他 様 々 な 植 物 （ 観 葉 植 物 等 に 対 し て も ） に 広 く 汎 用 的 な 本 発 明 成 長 促 進 剤 に 利 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 上 記 pBI121に 挿 入 す る 前 の DnaK遺 伝 子 の 上 流 に XbaIの 粘 着 末 端 を 連 結 し た HVD1遺
伝 子 を 常 法 に 従 っ て 連 結 さ せ 、 pBI121に 導 入 し て 得 ら れ る pBI121-ADKHDを 凍 結 乾 燥 し て 本
発 明 成 長 促 進 剤 ２ を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 同 様 の 手 法 を 用 い て 、 ProT遺 伝 子 を 用 い た
本 発 明 成 長 促 進 剤 ３ （ 得 ら れ た 組 換 ベ ク タ ー は 、 pBI121-ADKPT） を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 同 様 に か ず さ DNA研 究 所 か ら 入 手 し た シ ア ノ バ ク テ リ ア 由 来 の 小 HSP　 sHSPを 組 み 込 ん だ
pBI121-SHを 含 む 本 発 明 成 長 促 進 剤 ２ を 、 同 様 に HSP60を 組 み 込 ん だ pBI121-H6を 含 む 本 発
明 成 長 促 進 剤 ３ を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
実 施 例 ２ ： 本 発 明 成 長 促 進 剤 の イ ネ へ の 使 用
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 本 発 明 成 長 促 進 剤 １ を 、 ト リ ペ ア レ ン タ ル メ イ テ ィ ン グ （ triparen
tal mating） に よ り 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaci
ens） EHA101株 に 保 持 さ せ た 。 こ の 際 、 ヘ ル パ ー プ ラ ス ミ ド と し て は 、 pRK2013［ Nucleic 
Acid Res., 12, 8711-8721(1984)］ を 使 用 し た 。 続 い て 、 イ ネ （ Oryza sativa L. Notohi
kari） の 葉 か ら 切 り 出 し た 円 形 葉 片 （ leaf disk） に 対 し て 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 含 有 ア グ
ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス を 用 い て 形 質 転 換 処 理 を 行 っ た 。 3%ス ク ロ ー ス 及 び 50
μ g/mlカ ナ マ イ シ ン を 含 有 す る ム ラ シ ゲ ・ ス ク ー グ 寒 天 培 地 ［ Plant Physiol., 15, 473-
497(1962)］ 上 で 無 菌 的 に 生 長 さ せ 、 合 計 250個 の 植 物 個 体 が 得 ら れ た 。 こ の 中 か ら 15種 類
の 独 立 し た 形 質 転 換 体 （ F 0 ） を 選 び 、 種 子 を 採 取 し た 。 15種 類 の F 1 の 中 か ら 、 DnaK-mRNA
の 発 現 量 が 多 い ４ 種 類 を 選 択 し 、 種 子 を 採 取 し た 。 得 ら れ た 4種 類 の 形 質 転 換 体 （ F 2 ） は
、 い ず れ も 、 基 本 的 に 同 じ 表 現 型 を 示 し た 。 以 下 、 こ の 内 の 1種 類 の イ ネ を 解 析 に 使 用 し
た 。
　 な お 、 対 照 と し て pBI121の み を 導 入 し た イ ネ を 用 い て ５ 週 間 の 生 育 後 の 湿 潤 全 重 量 を 測
定 し た （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 そ の 結 果 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 １ を 適 用 し た イ ネ は 、 対 象 の ２ 倍 以 上 の 生 育 性 を 示 す こ と
が 明 ら か と な っ た 。 な お 、 バ ー は 標 準 誤 差 を し め す （ n=7） 。
　 ま た 、 そ れ ぞ れ の 茎 の 数 を 比 較 し た （ 図 ２ ） 。
　 そ の 結 果 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 を 使 用 し た イ ネ は 平 均 30%以 上 の 茎 の 数 の 増 加 が 観 察 さ れ
た 。 な お 、 バ ー は 標 準 誤 差 を 示 す （ n=7） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 下 記 の 方 法 に よ り 葉 の 糖 含 量 の 変 化 を 確 認 し た 。
　 す な わ ち 、 新 鮮 重 0.5gの 葉 を 2mlの 抽 出 バ ッ フ ァ ー （ 15mmol/Lの MgCl 2 、 1mmol/Lの EDTA
、 2/5mmol/Lの ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 及 び 0.1%ト ラ イ ト ン -100（ 商 標 名 ） を 含 む 50mmol/L
の MOPS-NaOH(pH.7.5)緩 衝 液 ） 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 10,000× gで 遠 心 分 離 し 、 上 清 を セ
フ ァ デ ッ ク ス 25（ 商 標 名 ： フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） で 透 析 し た 。
　 上 清 40μ Lに 、 100mmol/Lフ ル ク ト ー ス 6リ ン 酸 を 含 む 抽 出 バ ッ フ ァ ー 10μ l、 400mmol/L
の グ ル コ ー ス 6リ ン 酸 を 含 む 抽 出 バ ッ フ ァ ー 10μ l、 100mmol/Lの ウ リ ジ ン 二 リ ン 酸 -グ ル コ
ー ス を 含 む 抽 出 バ ッ フ ァ ー 10μ lを 混 合 し 、 25℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 3
0%KOHを 70μ l添 加 し 、 100℃ で 10分 間 煮 沸 し た 。 そ の 後 反 応 液 を 氷 冷 し 、 0.14%の ア ン ス ロ
ン 試 薬 が 入 っ た 1mlの 13.4mol/L硫 化 水 素 溶 液 を 添 加 し 、 40℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 こ の 反 応 液 の 吸 光 度 （ 620nm） を 測 定 し た 。 検 量 線 は 糖 を 含 む 標 準 溶 液 を 調 製 し て 作 成
し た 。
　 そ の 結 果 、 DnaKを 導 入 し た サ ン プ ル は 、 対 照 と 比 し て 有 意 に 糖 含 量 の 増 加 が 観 察 さ れ た
。 こ の こ と か ら 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 の 有 効 成 分 は 、 糖 蓄 積 促 進 剤 の 有 効 成 分 と し て も 使 用
す る こ と が で き る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 ３ ： 本 発 明 成 長 促 進 剤 の た ば こ へ の 使 用
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 本 発 明 成 長 促 進 剤 １ を 、 ト リ ペ ア レ ン タ ル メ イ テ ィ ン グ に よ り 、 ア
グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス LBA4404株 に 保 持 さ せ た 。 こ の 際 、 ヘ ル パ ー プ ラ ス
ミ ド と し て は 、 pRK2013［ Nucleic Acid Res., 12, 8711-8721(1984)］ を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 続 い て 、 タ バ コ （ Nicotiana tabacum PetitHavaba SR1） の 葉 か ら 切 り 出 し た 円 形 葉 片
に 、 前 述 の 本 発 明 成 長 促 進 剤 １ を 保 持 し た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス を 用 い
て 処 理 し た 。 3%ス ク ロ ー ス 及 び 50μ g/mlカ ナ マ イ シ ン を 含 有 す る ム ラ シ ゲ ・ ス ク ー グ 寒 天
培 地 上 で 無 菌 的 に 生 長 さ せ 、 合 計 250個 の 植 物 個 体 が 得 ら れ た 。 こ の 中 か ら 15種 類 の 独 立
し た 形 質 転 換 体 （ F 0 ） を 選 び 、 種 子 を 採 取 し た 。 15種 類 の F 1 の 中 か ら 、 DnaK-mRNAの 発 現
量 が 多 い 4種 類 を 選 択 し 、 種 子 を 採 取 し た 。 得 ら れ た 4種 類 の 形 質 転 換 体 （ F 2 ） は 、 い ず れ
も 、 基 本 的 に 同 じ 表 現 型 を 示 し た 。
　 こ の タ バ コ と 本 発 明 成 長 促 進 剤 １ を 作 用 さ せ な い タ バ コ （ 野 生 型 タ バ コ ） と を 比 較 し 、
タ バ コ に お け る 成 長 促 進 効 果 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
実 施 例 ４ ： 本 発 明 成 長 促 進 剤 の ノ シ バ へ の 使 用
　 ノ シ バ （ Zoysia japonica） の プ ロ ト プ ラ ス ト に 、 前 記 実 施 例 １ で 調 製 し た 本 発 明 成 長
促 進 剤 １ を 使 用 し 、 処 理 後 の ノ シ バ を 生 育 さ せ 、 こ の ノ シ バ と 、 本 発 明 成 長 促 進 剤 １ を 作
用 さ せ て い な い ノ シ バ （ 野 生 型 ノ シ バ ） と を 比 較 し 、 ノ シ バ に お け る 成 長 促 進 効 果 を 確 認
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
実 施 例 ５ ： 本 発 明 成 長 促 進 剤 の ベ ン ト グ ラ ス へ の 使 用
　 ク リ ー ピ ン グ ベ ン ト グ ラ ス （ Agrostis stolonifera） の プ ロ ト プ ラ ス ト を 、 前 記 実 施 例
１ で 調 製 し た 本 発 明 成 長 促 進 剤 ２ を 用 い て 処 理 し 、 こ の ク リ ー ピ ン グ ベ ン ト グ ラ ス を 生 育
さ せ る 。 こ の ク リ ー ピ ン グ ベ ン ト グ ラ ス の 成 長 と 、 HVD1遺 伝 子 の み を 組 み 込 ん だ 発 現 ベ ク
タ ー pBI121を 導 入 し た ク リ ー ピ ン グ ベ ン ト グ ラ ス の 成 長 と を 比 較 す る こ と で 、 本 発 明 成 長
促 進 剤 ２ の 成 長 促 進 効 果 及 び 矮 性 化 抑 制 効 果 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
実 施 例 ６ ： 本 発 明 成 長 促 進 剤 の ポ プ ラ へ の 使 用
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た 本 発 明 成 長 促 進 剤 ２ を 、 ト リ ペ ア レ ン タ ル メ イ テ ィ ン グ に よ り 、 ア
グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス LBA4404株 に 保 持 さ せ た 。 こ の 際 、 ヘ ル パ ー プ ラ ス
ミ ド と し て は 、 pRK2013［ Nucleic Acid Res., 12, 8711-8721(1984)］ を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 続 い て 、 ポ プ ラ （  ） の 苗 か ら 無 菌 条 件 下 で 取 り 出 し た 胚 軸 を 、 前 述 の
本 発 明 成 長 促 進 剤 ２ を 保 持 し た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス の 溶 液 に 7分 間 浸
漬 し た 。 そ の 後 、 LS培 地 に 置 床 し 、 2日 間 暗 条 件 で 生 育 さ せ た 。 そ の 後 胚 軸 を 取 り 出 し 、 C
IM培 地 （ callus induction medium： LS培 地 に 0.1μ mol/Lの 4PPU、 50μ g/mlの カ ナ マ イ シ
ン 、 300μ g/mlの カ ル ベ シ リ ン 、 0.3%の ゲ ル ラ イ ト を 含 む ） で 育 成 さ せ た 。 シ ュ ー ト が 形
成 し た 後 、 シ ュ ー ト を 切 り 出 し 、 RIM培 地 （ root induction medium： LS培 地 に 4μ mol/Lの
イ ン ド ー ル 酢 酸 、 50μ g/mlの カ ナ マ イ シ ン 、 300μ g/mlの カ ル ベ シ リ ン 、 0.3%の ゲ ル ラ イ
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ト を 含 む ） に 移 し て 育 成 さ せ る 。 根 が 分 化 し 、 植 物 が あ る 程 度 成 長 し た 後 に 、 順 化 さ せ て
鉢 に 移 し て 生 育 さ せ て 植 物 個 体 が 得 ら れ た 。 こ の 中 か ら ７ 種 類 の 独 立 し た 形 質 転 換 体 （ F 0
） を 選 び 、 種 子 を 採 取 し た 。 ５ 種 類 の F 1 の 中 か ら 、 DnaK-mRNAの 発 現 量 が 多 い 4種 類 を 選 択
し 、 種 子 を 採 取 し た 。 得 ら れ た 4種 類 の 形 質 転 換 体 （ F 2 ） は 、 い ず れ も 、 基 本 的 に 同 じ 表
現 型 を 示 し た 。
　 こ の ポ プ ラ と 本 発 明 成 長 促 進 剤 ２ を 作 用 さ せ な い ポ プ ラ （ 野 生 型 ポ プ ラ ） と を 比 較 し 、
ポ プ ラ に お け る 成 長 促 進 効 果 を 確 認 し た と こ ろ 、 い ず れ の ポ プ ラ に お い て も 矮 性 化 が 確 認
さ れ ず 、 ま た 野 生 型 ポ プ ラ と 比 し て 浸 潤 重 量 で 30%以 上 の 成 長 促 進 効 果 が 確 認 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ １ 】
【 図 １ 】 本 発 明 成 長 促 進 剤 を 作 用 さ せ た イ ネ の 成 長 と 対 照 の イ ネ の 成 長 と を 、 湿 潤 重 量 の
面 か ら 比 較 し た 図 で あ る 。 「 Sample」 は 本 発 明 成 長 促 進 剤 を 作 用 さ せ た イ ネ を 示 し 、 「 Co
ntrol」 は 対 象 を 示 す 。 縦 軸 は １ 個 体 あ た り の 湿 潤 重 量 を 示 す 。
【 図 ２ 】 本 発 明 成 長 促 進 剤 を 作 用 さ せ た イ ネ の 成 長 と 対 照 の イ ネ の 成 長 と を 、 茎 の 数 の 面
か ら 比 較 し た 図 で あ る 。 「 Sample」 は 本 発 明 成 長 促 進 剤 を 作 用 さ せ た イ ネ を 示 し 、 「 Cont
rol」 は 対 象 を 示 す 。 縦 軸 は 、 １ 個 体 あ た り の 茎 の 本 数 を 示 す 。
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【 配 列 表 】
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