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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　植物のゲノムにおけるターゲットＤＮＡ配列を関心のあるＤＮＡ配列と交換するための
方法であって、下記の工程：
　ａ．植物の細胞のゲノムにおける予め選ばれた部位において第１の二本鎖ＤＮＡ切断を
誘導し、その際該予め選ばれた部位は、前記ターゲットＤＮＡ配列内に位置しており；
　ｂ．関心のあるＤＮＡ分子を前記植物細胞に導入し、その際該ＤＮＡ分子は、
　　ｉ．前記ターゲットＤＮＡ配列をフランキングしそして前記植物細胞のゲノムにおけ
る前記予め選ばれた部位をフランキングしているＤＮＡ領域に対して少なくとも９５％配
列相同性を有する２つのフランキングＤＮＡ領域の間に位置した前記関心のあるＤＮＡ配
列；
　　ｉｉ．前記フランキングＤＮＡ領域の間に位置した選択可能なもしくはスクリーニン
グ可能なマーカー遺伝子であって、更には同方向反復配向の前記フランキングＤＮＡ領域
の１つと前記フランキングＤＮＡ領域の１つの少なくとも一部のコピーとの間に位置して
いる、選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子；
　　ｉｉｉ．同方向反復配向の前記フランキングＤＮＡ領域の１つと前記フランキングＤ
ＮＡ領域の１つの少なくとも一部のコピーとの間に位置した二本鎖ＤＮＡ切断誘導（ＤＳ
ＢＩ）酵素のための認識部位；
を含み；ここで、前記関心のあるＤＮＡ配列は、同方向反復配向の前記フランキングＤＮ
Ａ領域の１つと前記フランキングＤＮＡ領域の１つの少なくとも一部のコピーとの間に位
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置しておらず；
　ｃ．前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーを含む植物細胞の集団を選
択し；
　ｄ．前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーが前記フランキングＤＮＡ
領域を通じて相同的組換えにより導入されている植物細胞を選択し、そして該植物細胞か
ら植物を再生させ：
　ｅ．前記選択可能なマーカー遺伝子を含む前記再生された植物またはその子孫植物をＤ
ＳＢＩ酵素をコードするキメラ遺伝子を含む植物と交配させ、その際該キメラ遺伝子は、
下記の作用可能に連結されたＤＮＡセグメント：
　　ｉ．小胞子特異的プロモーター；
　　ｉｉ．前記関心のあるＤＮＡ分子内に位置した前記認識部位を認識する二本鎖ＤＮＡ
切断誘導酵素をコードするＤＮＡ領域；
　　ｉｉｉ．転写終結およびポリアデニル化領域；
を含み；
　ｆ．前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子および前記ＤＳＢＩ
酵素をコードするキメラ遺伝子を含む子孫植物（Ｆ１植物）を選択し；
　ｇ．該子孫植物を、前記関心のあるＤＮＡ分子および前記ＤＳＢＩ酵素をコードするキ
メラ遺伝子を含まない他の植物と交配させ、その際該子孫植物は花粉ドナーとして使用さ
れ；
　ｈ．前記ＤＳＢＩ酵素をコードするキメラ遺伝子を含む子孫植物の集団（Ｆ２集団）を
選択し；そして、
　ｉ．前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子が、前記フランキン
グＤＮＡ領域の１つと前記フランキングＤＮＡ領域の１つの少なくとも一部のコピーとの
間の相同的組換えにより欠失させられている子孫植物を選択する；
工程を含む方法。
【請求項２】
　前記予め選ばれた部位における前記第１の二本鎖切断が、第１のＤＳＢＩ酵素の導入に
より誘導され、その際前記第１のＤＳＢＩ酵素は、前記関心のあるＤＮＡ分子内に位置し
たＤＳＢＩ酵素のための前記認識部位を認識しない、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第１のＤＳＢＩ酵素および前記関心のあるＤＮＡ分子内に位置した前記認識部位を
認識する前記ＤＳＢＩ酵素が、
【表２】

またはＺｎフィンガーＤＮＡ結合ドメインおよびＤＮＡ開裂ドメインを含むキメラエンド
ヌクレアーゼの群から選ばれる２つの異なるＤＳＢＩ酵素である、請求項２に記載の方法
。
【請求項４】
　前記関心のあるＤＮＡ分子内に位置したＤＳＢＩ酵素のための前記認識部位を認識する
前記ＤＳＢＩ酵素が、Ｉ－ＳｃｅＩである、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記二本鎖ＤＮＡ切断誘導酵素をコードする前記ＤＮＡ領域が、配列番号１または配列
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番号２のヌクレオチド配列を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記小胞子特異的プロモーターが、配列番号３のヌクレオチド配列またはその機能的フ
ラグメントから選ばれるプロモーターを含む、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項７】
　前記ＤＳＢＩをコードするキメラ遺伝子が、ヌクレオチド１９４１から３９１３までの
配列番号６のヌクレオチド配列を含む、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　ターゲット配列内の予め選ばれた部位における二本鎖切断の誘導により植物細胞のゲノ
ム内のターゲットＤＮＡ配列を関心のあるＤＮＡ配列と交換するためのＤＮＡベクターで
あって、
　ａ．前記ターゲットＤＮＡ配列をフランキングしそして前記予め選ばれた部位をフラン
キングしているＤＮＡ領域に対する少なくとも９５％配列相同性を有する２つのフランキ
ングＤＮＡ領域の間に位置する前記関心のあるＤＮＡ配列；
　ｂ．前記フランキングＤＮＡ領域の間に位置した選択可能なもしくはスクリーニング可
能なマーカー遺伝子であって、同方向反復配向の、前記フランキングＤＮＡ領域の１つと
前記フランキングＤＮＡ領域の１つの少なくとも一部のコピーの間に更に位置している選
択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子；および
　ｃ．同方向反復配向の、前記フランキングＤＮＡ領域の１つと前記フランキングＤＮＡ
領域の１つの少なくとも一部のコピーとの間に位置したＤＳＢＩ酵素のための認識部位；
を含み、ここで前記関心のあるＤＮＡ配列は、同方向反復配向の、前記フランキングＤＮ
Ａ領域の１つと前記フランキングＤＮＡ領域の１つの少なくとも一部のコピーとの間に位
置しない、
ＤＮＡベクター。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、植物に先に導入された関心のあるＤＮＡ配列の選ばれた部分、例えば選択可
能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子を、除去工程期間中in vitro培養に頼
ることなく、有効に除去することを可能とする方法および手段に関する。この除去方法は
、ターゲットＤＮＡ配列を植物細胞および植物において相同的組換えにより関心のあるＤ
ＮＡ配列と正確に交換するための方法であって、遺伝子置換事象の一時的選択のための相
同的組換え相の期間中に使用された選択可能なマーカーもしくはスクリーニング可能なマ
ーカーを、フットプリントを残さないで且つ除去工程中in vitro培養に頼らないで、後に
除去することができる、方法の一部として使用することができる。
【０００２】
背景技術
　植物細胞または植物に導入されたがその導入後種々の理由で後にもはや使用されなくな
るかまたは必要とされなくさえなった外来ＤＮＡの選ばれたサブフラグメントの除去は、
発明的研究の主題であった。このような配列の例は、例えば、トランスジェニック植物の
単離のために必要であったが成熟した植物においてもはや必要ではなくなった選択可能な
マーカー遺伝子である。その有効な除去を達成するための方法は、大部分は、部位特異的
組換えまたは転移（transposition）に頼る（例えば、Hohn et al., Plant BioTechnolog
y pp 139-143参照）。
【０００３】
　SiebertおよびPuchta(2002)は、レアカッティング制限酵素（rare-cutting restrictio
n enzyme）の部位によりフランキングされた（flanked）トランスジェニック配列は、相
同的組換えによりおよび非相同的エンドジョイニング（end-joining）により高級真核生
物のゲノムから有効に切り出すことができるということを記載している。
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【０００４】
　WO03/004659は、真核生物の染色体ＤＮＡから核酸配列を除去するための組換えシステ
ムおよび方法に関する。この文献は、上記したシステムを含有するまたは上記した方法に
より産生されたトランスジェニック生物（好ましくは植物）にも関する。
【０００５】
　しかしながら、上記した方法は、大抵、除去されるべきＤＮＡ配列の欠失が有効に起っ
ている植物細胞を同定または選択するためまたはこのような細胞から植物を再生させるた
めのin vitro培養方法の使用を必要とする。
【０００６】
　US patent application 2005/0060769は、第１トランスジェニックトウモロコシ植物細
胞から組み換えられたトランスジェニックトウモロコシ植物または植物細胞を作出する方
法であって、リコンビナント植物または植物細胞におけるトランスジーン（transgene）
は、相同的組換え媒介トランスジーン欠失により、第１トランスジェニック植物細胞にお
けるトランスジーンの遺伝子構造に比べて変化した遺伝子構造を有する、方法を提唱する
。
【０００７】
　以後、特許請求の範囲における場合を含めて、in vitro培養方法に頼る必要なしに、植
物の細胞に以前に導入されたＤＮＡ分子の一部の選ばれたサブ配列を有効に除去するため
の方法および手段の種々の態様が述べられる。
【０００８】
　WO97/30166またはUS Patent 6,407,314は、小胞子における遺伝子の発現のために使用
されうるタバコからの小胞子特異的遺伝子からのプロモーターフラグメントを記載してい
る。
【０００９】
　本発明により解決された他の問題は、この技法のフットプリントを残さないで且つ相同
的組換えの最初の工程の後in vitro培養方法に頼る必要なしに、植物の細胞におけるター
ゲットＤＮＡ配列の相同的組換えによる置換ＤＮＡ配列とのターゲティングされた且つ正
確な交換に関する。このために、植物のゲノム、好ましくは植物の核ゲノムに以前に挿入
されたＤＮＡ分子の一部の選ばれたサブ配列を染色体内相同的組換えにより有効に除去す
るための本明細書に記載の方法は、便利に使用される。
【００１０】
　植物におけるトランスジーン組み込みの部位をコントロールする必要は、以前に認識さ
れており、そしてこの必要を適えるための努力においていくつかの方法が開発された（概
説としては、Kumer and Fladung, 2001, Trends in Plant Science, 6, pp155-159参照）
。これらの方法は、大抵は、原核生物および低級真核生物において成功裡に適用されたス
トラテジーである、相同的組換えに基づくトランスジーン組み込みに頼っている（例えば
、ＥＰ0317509またはPaszkowski et al., 1988, EMBO J., 7, pp4021-4026による対応す
る刊行物）。しかしながら、植物では、トランスジーン組み込みの主要な機構は、組換え
ＤＮＡ鎖間の僅かな相同性が関係する変則的組換え（illegitimate recombination）に基
づいている。従って、この分野の主要な挑戦は、変則的組換えにより導入された外来ＤＮ
Ａのはるかに多く有効な組み込みにより隠されているレア相同的組換え事象（rare homol
ogous recombination events）の検出である。
【００１１】
　この問題を解決する１つの方法は、例えばWO94/17176に例示された変則的組換えにより
起こった組み込み事象に対抗して選択することによるものである。
【００１２】
　この問題を解決する他の方法は、ＩＳｃｅＩなどのレアカッティングエンドヌクレアー
ゼ（rare-cutting endonuclease）による二本鎖ＤＮＡ切断の誘導によりターゲットロー
カス（target locus）の活性化によるものである。この技術は、Agrobacteriaを使用して
少なくとも２桁の大きさ相同的組換えの頻度を増加させて、植物細胞に修復ＤＮＡを送達
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55-5060）。
【００１３】
　WO96/14408は、酵素Ｉ－ＳｃｅＩをコードする単離されたＤＮＡを記載している。この
ＤＮＡ配列は、クローニングおよび発現ベクター、トランスフォーメーションされた細胞
系およびトランスジェニック動物において組み込まれることができる。このベクターは、
遺伝子マッピングおよび遺伝子の部位特異的挿入において有用である。
【００１４】
　WO00/46386は、Ｉ－ＳｃｅＩ二本鎖切断により細胞における遺伝子または他の染色体Ｄ
ＮＡを改変、修復、アテニュエーションおよび不活性化する方法を記載している。遺伝子
疾患の処置または予防を必要としている個体における遺伝子疾患の処置または予防方法も
開示されている。更に、キメラ制限エンドヌクレアーゼが開示されている。
【００１５】
　ChiltonおよびQue（2003, Plant Physiol. 133: pp956-965）およびTzifira et al.（2
003, Plant Physiol. 133: pp 1011-1023）は、Ｔ－ＤＮＡが、レアクリービング酵素（r
are-cleaving enzyme）Ｉ－ＳｃｅＩまたはＩ－ＣｅｕＩにより人工的に誘導された二本
鎖ＤＮＡ切断において優先的に組み込まれることを報告している。このレポートは、それ
ぞれのレアクリービング酵素のための認識部位を含んだドナーＴ－ＤＮＡベクターも含ん
でいた。
【００１６】
　しかしながら、先行技術の方法は、しばしばインタクトな選択可能なもしくはスクリー
ニング可能なマーカー遺伝子の相同的組換えによる改良または発生に頼っている。
【００１７】
　従って、置換ＤＮＡによる実質的にいかなるターゲットＤＮＡ配列のターゲティングさ
れた交換も可能とする方法に対する要求が依然としてある。これらの問題および他の問題
は、本発明の種々の詳細な態様および特許請求の範囲に記載されているとおりに解決され
る。
【００１８】
　発明の要約
　本発明の１つの態様では、関心のあるＤＮＡ分子を植物細胞または植物のゲノムに導入
し、次いで好ましくは選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーを含む、関心の
あるＤＮＡ分子のサブ配列を除去するための方法であって、
　ａ．前記関心のあるＤＮＡ分子を前記植物細胞のゲノムに導入し、その際該関心のある
ＤＮＡ分子は、同方向反復（direct repeat）において配置された２つのＤＮＡ配列によ
りフランキングされた（flanked）前記ＤＮＡ分子のサブ配列を含み、そして更に、同方
向反復において配列された該２つのＤＮＡ配列の付近に、好ましくは間に位置したレアク
リービング二本鎖ＤＮＡ切断誘導（ＤＳＢＩ）酵素（rare cleaving double stranded DN
A break inducing(DSBI) enzyme）のための少なくとも１つの認識部位を含み；
　ｂ．前記関心のあるＤＮＡ分子がゲノムに組み込まれている植物細胞を選択しそして該
植物細胞から植物を再生させ；
　ｃ．該植物を、ＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子（DSBI enzyme encoding chimeric ge
ne）を含む第２植物と交配させ、その際該キメラ遺伝子は、下記の作用可能に連結された
（operably linked）ＤＮＡセグメント：
　　ｉ．小胞子特異的プロモーターフラグメント、例えば配列番号３のヌクレオチド配列
から選ばれるプロモーターフラグメント；
　　ｉｉ．前記認識部位を認識するレアクリービング二本鎖ＤＮＡ切断誘導酵素、例えば
、
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【表４】

またはＺｎフィンガーＤＮＡ結合ドメインおよびＤＮＡ開裂ドメインを含むキメラエンド
ヌクレアーゼの群から選ばれるエンドヌクレアーゼをコードするＤＮＡ領域；
　　ｉｉｉ．転写終結およびポリアデニル化領域；
を含み；
　ｄ．前記関心のあるＤＮＡ分子および前記ＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子を含む子孫
植物（Ｆ１植物）を選択し；
　ｅ．該子孫植物を他の植物と交配させ、その際該子孫植物は花粉ドナーとして使用され
；
　ｆ．前記ＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子を含む子孫植物の集団（Ｆ２集団）を選択し
；そして、
　ｇ．前記ＤＮＡ分子のサブ配列が同方向反復において配置された前記２つのＤＮＡ配列
間で相同的組換えにより欠失させられている子孫植物を選択し、そして場合により、
　ｈ．前記ＤＮＡ分子の前記サブ配列が欠失している子孫植物を他の植物と交配させ；そ
して
　ｉ．子孫植物（Ｆ３植物）の集団を得、そして前記レアクリービングＤＳＢＩ酵素コー
ドキメラ遺伝子を含有していない植物を選択する、
工程を含む方法が記載される。
【００１９】
　本発明の他の態様では、植物のゲノム、特に核ゲノムにおけるターゲットＤＮＡ配列を
関心のあるＤＮＡ配列と交換するための方法であって、下記の工程：
　ａ．植物の細胞のゲノムの予め選ばれた部位における第１二本鎖ＤＮＡ切断を誘導し、
その際該予め選ばれた部位は、前記ターゲットＤＮＡ配列の範囲内に位置しているかまた
は前記ターゲットＤＮＡ配列の付近に位置しており；
　ｂ．関心のあるＤＮＡ分子を前記植物細胞に導入し、該ＤＮＡ分子は、
　　ｉ．前記ターゲットＤＮＡ配列をフランキングしそして好ましくは前記植物細胞のゲ
ノムにおける前記予め選ばれた部位をフランキングしているＤＮＡ領域に対して少なくと
も８０％配列相同性、好ましくは１００％配列相同性を有する２つのフランキングＤＮＡ
領域の間に位置した前記関心のあるＤＮＡ配列；
　　ｉｉ．前記フランキングＤＮＡ領域の間に位置した選択可能なもしくはスクリーニン
グ可能なマーカー遺伝子、ここで、該選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー
遺伝子は、同方向反復において位置した、前記フランキングＤＮＡ領域の１つと前記フラ
ンキングＤＮＡ領域の１つの一部を含む部分的フランキングＤＮＡ領域との間に更に位置
している；
　　ｉｉｉ．同方向反復において位置した前記フランキングＤＮＡ領域の１つと前記部分
的フランキングＤＮＡ領域との間に位置したＤＳＢＩ酵素のための認識部位；
を含み；
　ｃ．前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーを含む植物細胞の集団を選
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択し；
　ｄ．前記関心のあるＤＮＡ配列（および選択可能なもしくはスクリーニング可能なマー
カー）が前記フランキングＤＮＡ領域を通じて相同的組換えにより導入されている植物細
胞を選択し、そして該植物細胞から植物を再生させ：
　ｅ．前記選択可能なマーカーを含む前記再生された植物またはその子孫植物をレアクリ
ービング二本鎖切断誘導（「ＤＳＢＩ」）酵素コードキメラ遺伝子を含む植物と交配させ
、該キメラ遺伝子は、下記の作用可能に連結されたＤＮＡセグメント：
　　ｉ．小胞子特異的プロモーター；
　　ｉｉ．前記関心のあるＤＮＡ内に位置した前記認識部位を認識する二本鎖ＤＮＡ切断
誘導酵素をコードするＤＮＡ領域；
　　ｉｉｉ．転写終結およびポリアデニル化領域；
を含み；
　ｆ．前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子および前記ＤＳＢＩ
酵素コードキメラ遺伝子を含む子孫植物（Ｆ１植物）を選択し；
　ｇ．該子孫植物を他の植物と交配させ、その際該子孫植物は花粉ドナーとして使用され
；
　ｈ．前記ＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子を含む子孫植物の集団（Ｆ２集団）を選択し
；そして、
　ｉ．前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子が、前記フランキン
グＤＮＡ領域の１つと前記フランキングＤＮＡ領域の１つの一部を含む部分的フランキン
グＤＮＡ領域との間の相同的組換えにより欠失させられている子孫植物を選択する；
工程を含む方法が提供される。
【００２０】
　本発明は、上記した方法により得られた植物に関する。
【００２１】
　更に他の態様では、本発明は、レアクリービングＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子、例
えばヌクレオチド１９４１からヌクレオチド３９１３までの配列番号６のキメラ遺伝子で
あって、下記の作用可能に連結されたＤＮＡセグメント：
　ｉ．小胞子特異的プロモーター、例えば配列番号３のヌクレオチド配列またはその機能
的フラグメントから選ばれるプロモーターフラグメント；
　ｉｉ．前記関心のあるＤＮＡ内に位置した前記認識部位を認識する二本鎖ＤＮＡ切断誘
導酵素、例えば、
【表５】

またはＺｎフィンガーＤＮＡ結合ドメインおよびＤＮＡ開裂を含むキメラエンドヌクレア
ーゼの群から選ばれたエンドヌクレアーゼをコードするＤＮＡ領域、特に、配列番号１ま
たは配列番号２のヌクレオチド配列を含むＤＮＡ領域；および
　ｉｉｉ．転写終結およびポリアデニル化領域、
を含むキメラ遺伝子を含む植物に関する。
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【００２２】
　本発明は、上記したキメラ遺伝子にも関する。
【００２３】
　本発明の他の態様では、植物細胞のゲノムにおけるターゲットＤＮＡ配列を、該ターゲ
ット配列の範囲内またはその付近の予め選ばれた部位において二本鎖切断の誘導を通じて
関心のあるＤＮＡ配列と交換するためのＤＮＡベクターであって、
　ａ．前記ターゲットＤＮＡ配列をフランキングしそして前記予め選ばれた部位をフラン
キングしているＤＮＡ領域に対して少なくとも８０％配列相同性、好ましくは１００％配
列相同性を有する２つのフランキングＤＮＡ領域の間に位置した前記関心のあるＤＮＡ配
列；
　ｂ．前記フランキングＤＮＡ領域の間に位置した選択可能なもしくはスクリーニング可
能なマーカー遺伝子であって、同方向反復において位置した、前記フランキングＤＮＡ領
域の１つと前記フランキングＤＮＡ領域の１つの一部を含む部分的フランキングＤＮＡ領
域との間に更に位置している選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子；
および
　ｃ．同方向反復において位置した前記フランキングＤＮＡ領域の１つと前記部分的フラ
ンキングＤＮＡ領域との間に位置したＤＳＢＩ酵素のための認識部位、
を含むＤＮＡベクターが提供される。
【００２４】
　発明の詳細な説明
　本発明は、２つの同方向反復によりフランキングされておりそしてレアクリービング二
本鎖ＤＮＡ切断誘導酵素のための認識部位の付近に位置しているＤＮＡ分子の選ばれた配
列は、このようなＤＮＡを含む植物が小胞子特異的プロモーターのコントロール下に前記
二本鎖ＤＮＡ切断誘導レアクリービング酵素をコードするキメラ遺伝子を含む植物と最初
に交配されるとき有効に除去され得、そして得られ植物の花粉がレセプター植物を授粉す
るのに使用されるという発見に基づいている。
【００２５】
　従って、本発明は、小胞子特異的プロモーターのコントロール下に二本鎖ＤＮＡ切断誘
導レアクリービングエンドヌクレアーゼをコードするキメラ遺伝子を含む植物を使用して
、二本鎖ＤＮＡ切断誘導レアクリービングエンドヌクレアーゼのための認識部位の付近に
位置しそして更に同方向反復配向（direct repeat orientation）（図１参照）において
位置した２つの配列の間に位置しているＤＮＡフラグメントを交配により除去することを
指向する１つの態様にある。花粉形成期間中小胞子におけるレアクリービングＤＳＢＩエ
ンドヌクレアーゼの発現は、二本鎖ＤＮＡ切断を誘導するのに十分であり、それにより同
方向反復配列間の染色体内相同的組換えを有意に刺激し、これらの同方向反復配列の間に
位置した配列の除去をもたらす。
【００２６】
　換言すれば、本発明の１つの態様では、関心のあるＤＮＡ分子を植物細胞または植物の
ゲノムに導入し、次いでそのＤＮＡ分子のサブ配列を除去するための方法であって、
　ａ．前記植物細胞のゲノムに関心のあるそのＤＮＡ分子を導入し、該関心のあるＤＮＡ
分子は、同方向反復において配置された２つのＤＮＡ配列によりフランキングされたその
ＤＮＡ分子のサブ配列を含みそして同方向反復において配置された該２つのＤＮＡ配列の
間に位置した二本鎖ＤＮＡ切断誘導（ＤＳＢＩ）レアクリービングエンドヌクレアーゼの
ための少なくとも１つの認識部位を更に含み；
　ｂ．前記関心のあるＤＮＡ分子が前記ゲノムに組み込まれている植物細胞を選択しそし
て該植物細胞から植物を再生させ；
　ｃ．該植物をＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子を含む第２植物と交配させ、その際該キ
メラ遺伝子は、下記の作用可能に連結されたＤＮＡセグメント：
　　ｉ．小胞子特異的プロモーター、；
　　ｉｉ．前記認識部位を認識するレアクリービング二本鎖ＤＮＡ切断誘導酵素をコード
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　　ｉｉｉ．転写終結およびポリアデニル化領域；
を含み；
　ｄ．前記関心のあるＤＮＡ分子および前記ＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子を含む子孫
植物（Ｆ１植物）を選択し；
　ｅ．該子孫植物を他の植物と交配させ、その際該子孫植物は花粉ドナーとして使用され
；
　ｆ．前記ＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子を含む子孫植物の集団（Ｆ２集団）を選択し
；そして、
　ｇ．同方向反復において配置された２つのＤＮＡ配列間で相同的組換えにより前記関心
のあるＤＮＡ分子のサブ配列が欠失させられている子孫植物を選択する、
工程を含む方法が提供される。
【００２７】
　本明細書で使用された、「二本鎖ＤＮＡ切断誘導レアクリービングエンドヌクレアーゼ
」は、「認識部位」と呼ばれる特定のヌクレオチド配列における二本鎖ＤＮＡ切断を誘導
することができる酵素である。ときにはメガヌクレアーゼとも呼ばれるレアクリービング
エンドヌクレアーゼは、１４～４０の連続したヌクレオチドの認識部位を有する。従って
、レアクリービングエンドヌクレアーゼは、より大きい植物ゲノムにおいてすら非常に低
い開裂の頻度を有する。ホーミングエンドヌクレアーゼは、このようなレアクリービング
エンドヌクレアーゼのファミリーを構成する。それらは、イントロン、独立した遺伝子ま
たは介在配列によりコードされ得、そしてより古典的な制限酵素から、通常バクテリアの
制限改変ＩＩ型システム（bacterial restriction-modification Type II systems）から
それらを区別する顕著な構造的および機能的性質を与える。それらの認識部位は、最も多
くの制限酵素認識部位の特徴的ダイアッド対称性（characteristic diad symmetry）と対
照的な一般的非対称性を有する。イントロンまたはインテインによりコードされたいくつ
かのホーミングエンドヌクレアーゼは、アレルイントロンレスまたはインテインレス部位
へのそれらのそれぞれの遺伝子エレメントのホーミングを促進することが示された。イン
トロンレスまたはインテインレスアレルにおいて部位特異的二本鎖切断を作ることにより
、これらのヌクレアーゼは、リコンビノジェニック端部（recombinogenic ends）を創生
し、これらは、コード配列を倍にしそしてＤＮＡレベルでのイントロンまたは介在配列の
挿入をもたらす遺伝子転換プロセスに関与する。
【００２８】
　よく特徴付けられたホーミングエンドヌクレアーゼはＩ－ＳｃｅＩである。Ｉ－Ｓｃｅ
Ｉは、Saccharomyces cereviseaのミトコンドリアにおいてイントロン移動性の責任を担
う部位特異的エンドヌクレアーゼである。この酵素は、２１Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子の随時の
イントロンＳＣ　ＬＳＵ．１によりコードされておりそしてイントロン挿入部位において
二本鎖ＤＮＡ切断を開始して３’ＯＨオーバーハングを有する４bpずれた切断（4 bp sta
ggered cut）を発生させる。Ｉ－ＳｃｅＩエンドヌクレアーゼの認識部位は、１８bp非対
称性配列にわたって延びている（Colleaux et al. 1988 Proc. Natl. Acad. Sci. USA85:
6022-6026）。Ｉ－ＳｃｅＩのアミノ酸配列およびミトコンドリアＩ－ＳｃｅＩ遺伝子の
普遍的コード同等物（universal code equivalent）は、例えばＷＯ９６／１４４０８に
より与えられている。ＷＯ９６／１４４０８は、依然として機能的なＩ－ＳｃｅＩタンパ
ク質の多数の変異体を更に開示している。
【００２９】
　PCT出願PCT/EP04/013122（参照により本明細書に組みこまれる）は、植物での発現のた
めに最適化されているＩ－ＳｃｅＩの合成ヌクレオチド配列変異体を与える。このような
合成Ｉ－ＳｃｅＩコード領域のヌクレオチド配列は、ＵＩＰＡＣコードにおいて配列番号
１に記載されている。ＵＩＰＡＣコードの記号は、それらの通常の意味、即ち、
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【表６】

を有する。
【００３０】
　他のレアクリービングＤＳＢ誘導酵素およびそれらのそれぞれの認識部位のリストは、
WO03/004659の表Ｉ（１７～２０頁）（参照により本明細書に組みこまれる）に与えられ
る。これらは、

【表７】

を含む。
【００３１】
　更に、選ばれた基本的に任意のターゲットヌクレオチド配列を認識する注文に応じて変
更するレアクリービングエンドヌクレアーゼをデザインするための方法が利用可能である
。簡単にいえば、特異的ヌクレオチド配列を認識するようにデザインされたジンクフィン
ガードメインと天然の制限酵素、例えばＦｏｋＩからの非特異的ＤＮＡ開裂ドメインとの
間のハイブッドを使用してキメラ制限酵素を調製することができる。このような方法は、
例えば、WO03/080809、WO94/18313またはWO95/09233およびIsalan et al., 2001, Nature
 Biotechnology 19, 656-660; Liu et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 552
5-5530)に記載されている。変異体のライブラリーからの選択により、注文に応じて作ら
れるメガヌクレアーゼを産生する他の方法は、WO2004/067736に記載されている。
【００３２】
　本明細書で使用された「同方向反復において配置された２つのＤＮＡ配列によりフラン
キングされた」は、導入されたＤＮＡ分子から除去されるべき配列のすぐ前および後に、
各端部に１つずつ、２つのＤＮＡ領域があり、該２つのＤＮＡ領域は、ヌクレオチド配列
において本質的に類似しているということを示す。同方向反復した配列は、同一である必
要がないが、約７５％～約１００％の間で配列同一性が変わることができる。反復した配
列が短ければ短いほど、配列類似性の要求は好ましくはより厳しい。しかしながら、後記
するとおり、フットプリントを残さないでＤＮＡ配列を回復させるために、同方向反復に
おいて配置されたＤＮＡ配列は、好ましくは同一であるべきである。疑いを回避するため
に、ヌクレオチド配列において本質的に類似している前記２つのＤＮＡ領域が二本鎖ＤＮ
Ａ分子内に含有されているならば、これらのＤＮＡ配列は、同じ５’→３’方向において
、同じＤＮＡ鎖上に位置しているべきである。
【００３３】
　反復したＤＮＡ配列は、長さが少なくとも１０、５０または１００ヌクレオチドである
ことができるが、該配列はもちろんより大きくてもよい。しかしながら、３００ヌクレオ
チドより長い反復は、同方向反復配列間に位置したＤＮＡ配列を除去させる染色体内相同
的組換えをもはや有意に増強させないことが見出された。
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　本発明の目的には、百分率で表された２つの関連したヌクレオチドまたはアミノ酸配列
の「配列同一性」は、比較された位置の数で割った、同一残基を有する２つの最適にアラ
イメントした配列における位置の数（×１００）を指す。ギャップ、即ち、１つの配列に
は残基が存在するが、他方の配列には存在しないアライメントにおける位置は、非同一残
基を有する位置とみなされる。２つの配列のアライメントは、Needleman and Wunsch ア
ルゴリズム（Needleman and Wunsch 1970）により行われる。コンピューター支援式配列
アライメントは、５０のギャップ創生ペナルティーおよび３のギャップ延長ペナルティー
でデフォールトスコアリングマトリックス（default scoring matrix）を使用してWiscon
sin Package Version 10.1(Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, USA)の一部
であるＧＡＰなどの標準ソフトウエアプログラムを使用して都合よく行うことができる。
【００３５】
　ＤＳＢＩ認識部位は好ましくは同方向反復ＤＮＡ配列間に位置しているけれども、これ
は必須でもなければ必要でもない。実際に、ＤＳＢＩ認識部位は、反復ＤＮＡ配列の１つ
の一部であることもできる。
【００３６】
　本明細書で使用された「付近に位置した」は、ＤＳＢＩが同方向反復ＤＮＡ配列から５
００bp、１kb～１０kbの距離に位置していることを意味する。
【００３７】
　本明細書で説明した方法は、レアクリービング二本鎖切断誘導酵素をコードするキメラ
遺伝子の使用であって、このエンドヌクレアーゼのためのコード領域が小胞子特異的プロ
モーターフラグメントのコントロール下にある、キメラ遺伝子の使用を必要とする。
【００３８】
　本明細書で使用された「小胞子特異的プロモーター領域」または「小胞子特異的プロモ
ーター」または「小胞子特異的プロモーターフラグメント」は、植物の単細胞小胞子にお
いて選択的に、好ましくは特異的に転写を促進することができるプロモーター領域または
プロモーターまたはプロモーターフラグメントである。被子植物において、有性生殖は、
生きている雄および雌の配偶体の産生を必要とする。雄配偶体としての花粉は葯内に形成
されそして胞子形成細胞から開始され、胞子形成細胞は減数母細胞（meiocytes）に発達
する。減数母細胞は、減数分裂を受けて、一倍体小胞子のテトラッドを形成し、これは、
その後葯室（anther locule）に放出される。エクスパンション（expansion）および空胞
形成の後、小胞子の非対称有糸分列は、無性細胞および生殖細胞を含有する二細胞花粉を
もたらす。大多数の種では、花粉は、二細胞条件において落とされる（shed）。適当な小
胞子特異的プロモーター領域が、WO97/30166（参照により本明細書に組み込まれる；配列
番号３も参照）においてタバコのＮＴＭ１９遺伝子からのプロモーター領域として記載さ
れている。その機能的フラグメントは、実施例のキメラ遺伝子（配列番号６）において組
み込まれた。小胞子特異的プロモーターフラグメントは、位置１～位置９５４もしくは位
置１～位置９９３の配列番号３のヌクレオチド配列、または位置１９４１～位置２９２６
の配列番号６のヌクレオチド配列を含む。
【００３９】
　本明細書で使用された「レアクリービング二本鎖切断誘導エンドヌクレアーゼのコード
領域」または「レアクリービング二本鎖切断誘導酵素のコード領域」は、本願の他のとこ
ろに記載したホーミングエンドヌクレアーゼまたはキメラエンドヌクレアーゼなどのレア
クリービングＤＳＢＩ酵素として特徴付けられるポリペプチドをコードするヌクレオチド
配列である。従って、コード領域は、下記の表に列挙されたホーミングエンドヌクレアー
ゼのアミノ酸配列のいずれかをコードする任意のヌクレオチド配列を含むことができ、該
表は、記載されたアクセッションナンバーの下に公的データベースにおいて見出されうる
（参照によりすべて本明細書に組み込まれる）。
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【表８】

【００４０】
　小胞子特異的プロモーターフラグメントのコントロール下のエンドヌクレアーゼの発現
のために、コード領域は、上記したポリペプチドをコードするのに普遍コドン言語が使用
されるように、適合されるべきである。コード領域は、植物での発現のために更に最適化
されてもよくそして合成コード領域は下記の基準：
　ａ．ヌクレオチド配列は、機能的レアクリービング二本鎖切断誘導エンドヌクレアーゼ
をコードする；
　ｂ．ヌクレオチド配列は約５０％～約６０％のＧＣ含有率を有する；
　ｃ．ヌクレオチド配列は、
【表９】

からなる群より選ばれるヌクレオチド配列を含まない；
　ｄ．ヌクレオチドは、ＣＣＡＡＴ、ＡＴＴＧＧ、ＧＣＡＡＴおよびＡＴＴＧＣからなる
群より選ばれるヌクレオチド配列を含まない；
　ｅ）ヌクレオチド配列は、ＡＴＴＴＡ、ＡＡＧＧＴ、ＡＧＧＴＡ、ＧＧＴＡまたはＧＣ
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ＡＧＧからなる群より選ばれる配列を含まない；
　ｆ）ヌクレオチド配列は、ＧまたはＣの群より選ばれる７個の連続したヌクレオチドか
らなるＧＣストレッチを含まない；
　ｇ）ヌクレオチド配列は、ＡまたはＴの群より選ばれる５個の連続したヌクレオチドか
らなるＧＣストレッチを含まない、そして
　ｈ）ヌクレオチド配列は、位置２および３においてＴＡまたはＣＧデュプレット（dupl
et）を含むＬｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、Ｓｅｒ、Ｐｒｏ、Ｔｈｒ、Ａｌａをコードするコド
ンを含まない（即ち、ヌクレオチド配列は、コドンＴＴＡ、ＣＴＡ、ＡＴＡ、ＧＴＡ、Ｔ
ＣＧ、ＣＣＧ、ＡＣＧおよびＧＣＧを含まない）；
を満たすようにデザインされたヌクレオチド配列を有する。
【００４１】
　二本鎖切断誘導酵素は、核局在化シグナル（ＮＬＳ）［Raikhel, Plant Physiol. 100:
1627-1632(1992)およびその参考文献］、例えば、ＳＶ４０ラージＴ抗原のＮＬＳ［Kalde
ron et al. Cell 39: 499-509(1984)］を含むことができるが、含む必要はない。核局在
化シグナルは、タンパク質のいかなる場所にも位置することができるが、タンパク質のN
末端に位置するのが好都合である。核局在化シグナルは、二本鎖切断誘導酵素のアミノ酸
１つ以上を取り替えることができる。
【００４２】
　除去のための方法は、関心のあるＤＮＡ分子の導入の有効工程、次いでその選ばれたサ
ブフラグメントの除去を伴うと本明細書では記載されているけれども、本発明の除去方法
は、反復ＤＮＡ配列の付近のＤＳＢＩ認識部位を認識するＤＳＢＩ酵素が見だされ得るか
または工学的に作成されうるとの条件下に、同方向ＤＮＡ反復間に位置したいかなる配列
も除去するのに使用することができることは明らかである。
【００４３】
　「ＤＮＡフラグメントの導入」および「細胞からの植物の再生」などの方法を説明する
ために使用された用語は、このようなＤＮＡフラグメントは必ずトランスフォーメーショ
ン技術により導入される必要があるということを意味しないことも明らかであろう。実際
に、関心のあるＤＮＡ分子は育種または交配技術により１つの植物から他の植物細胞に導
入されてもよいことは当業者には直ちに明らかであろう。
【００４４】
　しかしながら、関心のあるＤＮＡ分子は、Agrobacterium媒介トランスフォーメーショ
ンを含む当技術分野で知られている任意の方法により植物細胞に導入されうるが、直接Ｄ
ＮＡトランスファー方法によっても導入されうることは明らかであろう。トランスフォー
ミングＤＮＡ分子は、直接ＤＮＡトランスファー方法を含むがそれに限定されない任意の
慣用の方法を使用して植物細胞にトランスファーされうる。本明細書で使用した「直接Ｄ
ＮＡトランスファー」は、天然のAgrobacterium種の使用を伴わないそして植物細胞にＤ
ＮＡを導入することができる植物細胞へのＤＮＡ導入の任意の方法である。これは、当技
術分野で知られている方法、例えば、プロトプラストへのエレクトロポレーションによる
ＤＮＡの導入、インタクトな植物細胞へのまたは部分的に分解した組織もしくは植物細胞
へのエレクトロポレーションによるＤＮＡの導入、ＰＥＧ等などの作用物質の作用による
プロトプラストへのＤＮＡの導入、シリコンウイスカーの使用およびＤＮＡコーテッドマ
イクロプロジェクタイルによる衝撃などの当技術分野で周知の方法を含む。
【００４５】
　ＤＮＡは、例えば、PCT/EP04/013122に記載の如き予め選ばれた部位における二本鎖切
断誘導を伴う相同的組換えまたは非相同的エンドジョイニング方法により組み込むことが
できる。
【００４６】
　本発明の１つの特定の態様では、除去の方法は、ターゲティングされた相同的組み換え
によるＤＮＡ挿入、欠失または置換と組み合わせて使用することができ、そしてターゲテ
ィングされたＤＮＡ挿入は、選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーを使用し
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て達成され、次いでターゲティングされたＤＮＡ挿入が相同的組み換えにより行われた植
物細胞または植物の選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーを含む植物細胞ま
たは植物の集団において立証される。フランキング配列および同方向反復が適切に選ばれ
るとき、この方法は、置換を達成するために使用された関心のあるＤＮＡ分子のいかなる
残留物（フットプリント）もなしにターゲットＤＮＡを関心のあるＤＮＡで正確に置換さ
せる。この除去の方法は、いかなる追加のin vitro培養も必要とせず、それにより体細胞
クローン変動（somaclonal variations）が発生することを回避する。この方法の概略は
図２および３に見出すことができる。
【００４７】
　興味深いことに、相同的組み換えによる関心のある外来ＤＮＡのターゲティングされた
挿入についてPCT/EP04/013122に記載のとおりの方法を使用して、外来ＤＮＡが実際に相
同的組み換えにより挿入されるこれらのトランスフォーメーション事象は、該ＤＮＡが任
意の手段によって植物染色体に組みこまれる事象の総集団の相対的に高い割合（１～５％
のオーダーの）を表すことが観察された。従って、認識可能な表現型をもたらすＤＮＡ配
列の相同的組み換えによる発生または改造（相同的組み換え後のインタクトな選択可能な
マーカー遺伝子の創生などの）に頼って、該ＤＮＡが相同的組み換えにより挿入された事
象を同定する必要はない。むしろ、選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺
伝子は、フランキングＤＮＡ配列間のＤＮＡ領域に含ませることができ、次いでターゲテ
ィングされたＤＮＡ挿入が相同的組み換えを通じて起こったこれらのトランスフォーメー
ション事象の同定のために、相対的に少ない数のトランスフォーメーションされた植物細
胞または植物を分析する。
【００４８】
　したがって、本発明のこの態様では、植物の細胞におけるターゲットＤＮＡ配列を関心
のあるＤＮＡ配列（または外来ＤＮＡ）と交換するための方法であって、下記の工程：
　前記細胞のゲノムの予め選ばれた部位において第１二本鎖ＤＮＡ切断を誘導し、該予め
選ばれた部位は、前記ターゲットＤＮＡ配列の範囲内にまたは該ターゲットＤＮＡ配列の
付近に位置しており；
　関心のあるＤＮＡ分子（または外来ＤＮＡ）を前記植物細胞に導入し、その際該ＤＮＡ
分子は下記の作用可能に連結されたＤＮＡフラグメント：
　ｉ．前記ターゲットＤＮＡ配列をフランキングしそして前記植物細胞のゲノムの前記予
め選ばれた部位をフランキングしているＤＮＡ領域に対して少なくとも８０％配列相同性
、好ましくは１００％配列相同性を有する２つのフランキングＤＮＡ領域の間に位置した
関心のあるＤＮＡ分子；
　ｉｉ．前記フランキングＤＮＡ領域の間に位置した選択可能なもしくはスクリーニング
可能なマーカー遺伝子であって、同方向反復において位置した、前記フランキングＤＮＡ
領域の１つと、前記フランキングＤＮＡ領域の上記した１つ少なくとも一部の別のコピー
（部分的フランキングＤＮＡ配列としても示される）との間に更に位置している選択可能
なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子；
　ｉｉｉ．同方向反復において位置した、前記フランキングＤＮＡ領域の１つと前記部分
的フランキングＤＮＡ領域との間に位置したＤＳＢＩ酵素のための認識部位、
を含み；
　前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーを含む植物細胞の集団を選択し
；
　前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーが前記フランキングＤＮＡ領域
を通じて相同的組換えにより導入されている植物細胞を選択し、そして該植物細胞から植
物を再生させ：
　前記選択可能なマーカー遺伝子を含む前記再生された植物またはその子孫植物を、ＤＳ
ＢＩ酵素コードキメラ遺伝子を含む植物と交配させ、その際該キメラ遺伝子は、下記の作
用可能に連結されたＤＮＡセグメント：
　・小胞子特異的プロモーター；
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　・前記関心のあるＤＮＡ内に位置した前記認識部位を認識する二本鎖ＤＮＡ切断誘導酵
素をコードするＤＮＡ領域；
　・転写終結およびポリアデニル化領域；
を含み；
　前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子および前記ＤＳＢＩ酵素
コードキメラ遺伝子を含む子孫植物（Ｆ１植物）を選択し；
　該子孫植物を他の植物と交配させ、その際該子孫植物は花粉ドナーとして使用され；
　前記ＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子を含む子孫植物の集団（Ｆ２集団）を選択し；そ
して、
　前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子が、前記フランキングＤ
ＮＡ領域の１つと前記フランキングＤＮＡ領域の１つの一部を含む部分的フランキングＤ
ＮＡ領域との間の相同的組換えにより欠失させられている該Ｆ２集団内の子孫植物を選択
する；
工程を含む方法が提供される。
【００４９】
　従って、本明細書で使用された「予め選ばれた部位」は、ターゲットＤＮＡ配列の範囲
内に位置したまたはターゲットＤＮＡ配列の付近に位置した植物核ゲノムにおける特定の
ヌクレオチド配列であって、外来ＤＮＡを挿入することまたはターゲットＤＮＡ配列を交
換することが望まれる位置でのヌクレオチド配列を示す。当業者は、選ばれたターゲット
ヌクレオチド配列を認識する二本鎖ＤＮＡ切断誘導（「ＤＳＢＩ」）酵素を選ぶかまたは
このようなＤＳＢＩエンドヌクレアーゼを工学的に作成することができるであろう。また
は、ＤＳＢＩエンドヌクレアーゼ認識部位は、任意の慣用のトランスフォーメーション法
を使用してまたは植物系統であってそのゲノムにＤＳＢＩエンドヌクレアーゼ認識部位を
有する植物系統を使用する慣用の育種により植物ゲノムに導入され得、そして任意の所望
の外来ＤＮＡは、後に、その以前に導入された予め選ばれたターゲット部位に導入されう
る。
【００５０】
　トランスフォーミングＤＮＡ分子における二本鎖ＤＮＡ切断は、二本鎖切断誘導酵素を
コードするＤＮＡ領域に作用可能に連結された植物で発現可能なプロモーター領域（plan
t-expressible promoter region）を含む植物で発現可能なキメラ遺伝子の一過性導入に
より都合よく誘導することができる。二本鎖切断誘導酵素をコードするＤＮＡ領域は、合
成ＤＮＡ領域、例えばＩ－ＳｃｅＩコード領域のための本願の別の場所で述べたデザイン
スキームに従ってコドンが選ばれる合成ＤＮＡ領域であることができるがこれに限定され
ない。タンパク質としてのエンドヌクレアーゼそれ自体は、例えばエレクトロポレーショ
ンにより植物細胞に導入させることもできる。しかしながら、エンドヌクレアーゼは、植
物細胞または植物のゲノムに、植物で発現可能な誘導性プロモーター（inducible plant-
expressible promoter）に作用可能に連結されたエンドヌクレアーゼコード領域を含むキ
メラ遺伝子を導入し、そしてトランスフォーミングＤＮＡ分子の導入の前、導入の期間中
または導入の直後に限定された時間、適切な誘導性化合物を与えることにより一過性方式
で与えられることもできる。エンドヌクレアーゼは、エンドヌクレアーゼをコードするＲ
ＮＡ前駆体として与えられることもできる。
【００５１】
　二本鎖切断誘導酵素は、核局在化シグナル（ＮＬＳ）［Reikhel, Plant Physiol. 100:
1627-1632(1992)およびその参考文献］、例えば、ＳＶ４０ラージＴ抗原のＮＬＳ［Kalde
ron et al. Cell 39: 499-509(1984)］を含むことができるが、含む必要はない。核局在
化シグナルは、タンパク質のいかなる場所にも位置することができるが、タンパク質のN
末端に位置するのが好都合である。核局在化シグナルは、二本鎖切断誘導酵素のアミノ酸
１つ以上を取り替えることができる。
【００５２】
　本明細書で使用された「ターゲットＤＮＡ配列」は、付加、欠失または置換により改変
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されている植物細胞のゲノム内に位置したＤＮＡ配列である。
【００５３】
　本明細書で使用された「フランキングＤＮＡ領域」は、ターゲツトＤＮＡ配列のそれぞ
れ上流または下流のＤＮＡ領域に対する相同性を有するＤＮＡ配列である。これは、外来
ＤＮＡまたは関心のあるＤＮＡ分子の挿入をよりよくコントロールすることを可能とする
。実際に、相同的組換えによる組み込みは、ヌクレオチドレベルまで植物核ゲノムへの外
来ＤＮＡフラグメントの正確な接続を可能とするであろう。
【００５４】
　フランキングＤＮＡ領域は、長さが変わることができ、そして長さが少なくとも約１０
ヌクレオチドであるべきである。しかしながら、フランキング領域は、実際にはできる限
り長くすることができる（例えば、完全なバクテリア人口染色体（ＢＡＣｓ）の如き約１
００～１５０kbまで）。好ましくは、フランキング領域は、約５０bp～約２０００bpであ
ろう。更に、関心のある外来ＤＮＡをフランキングする領域は、予め選ばれた部位をフラ
ンキングするＤＮＡ領域と同一である必要はなく、そして予め選ばれた部位をフランキン
グするＤＮＡ領域との約８０％～約１００％配列同一性、好ましくは約９５％～約１００
％配列同一性を有することができる。フランキング領域が長ければ長いほど、相同性に対
する要求はより少ないストリンジェントとなる。更に、配列同一性は、外来ＤＮＡの正確
な挿入の位置の付近においてできる限り高いことが好ましい。更に、隣接ＤＮＡ配列のＤ
ＮＡ配列を変化させることなくターゲットＤＮＡ配列の交換を達成するために、フランキ
ングＤＮＡ配列は、好ましくは予め選ばれた部位をフランキングするＤＮＡ領域と同一で
あるべきである。
【００５５】
　更に、関心のある外来ＤＮＡをフランキングする領域は、予め選ばれた部位をじかにフ
ランキングする領域に対する相同性を持つ必要はないが、その予め選ばれた部位から更に
遠く離れている核ゲノムのＤＮＡ領域に対する相同性を有することができる。その場合に
、外来ＤＮＡの挿入は、予め選ばれた挿入部位と、相同性のＤＮＡ領域との間のターゲッ
トＤＮＡの除去をもたらすであろう。換言すれば、相同性領域間に位置したターゲットＤ
ＮＡは、関心のある外来ＤＮＡで置換されるであろう。
【００５６】
好ましくは、予め選ばれた部位および更に言及された認識配列は、種々のレアクリービン
グ二本鎖切断誘導エンドヌクレアーゼにより認識される。
【００５７】
　挙げられた「部分的フランキングＤＮＡ領域」は、該ＤＮＡ領域が、欠失されるべきＤ
ＮＡ領域に隣接したそして通常選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーを含む
であろうフランキングＤＮＡ領域の少なくとも一部を含むことを示す。部分的フランキン
グＤＮＡ配列は、前記フランキングＤＮＡ配列に長さが等しくてもよくまたはより長いフ
ランキングＤＮＡ配列を含むことすらできる。
【００５８】
　本明細書に使用された「選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー」は、植物
で発現可能なホスフィノトリシンアセチルトランスフェラーゼ、ネオマイシンホスホトラ
ンスフェラーゼ、グリホセートオキシダーゼ、グリホセート耐性ＥＰＳＰ酵素、ニトリラ
ーゼ遺伝子、突然変異体アセトラクテートシンターゼまたはアセトヒドロキシ酸シンター
ゼ遺伝子、β－グルコロニダーゼ（ＧＵＳ）、Ｒ－ローカス遺伝子、緑色蛍光タンパク質
等を含むが、それらに限定されない。
【００５９】
　選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーおよび外来ＤＮＡ分子の残りがフラ
ンキングＤＮＡ領域を通じて相同的組換えにより導入されている植物細胞または植物の選
択は、例えば、トランスフォーミングＤＮＡ内に存在するがフランキングＤＮＡ領域の外
側に位置した配列の不存在についてスクリーニングすることにより達成することができる
。実際に、フランキングＤＮＡ領域の外側のトランスフォーミングＤＮＡからの配列の存
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在は、トランスフォーメーションされた植物細胞がランダムＤＮＡ挿入により生じるとい
うことを示すであろう。このために、選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー
は、フランキングＤＮＡ領域の外側のトランスフォーミングＤＮＡ分子内に含ませること
ができ、そうすると、これは、トランスフォーミングＤＮＡの外側に位置した選択可能な
もしくはスクリーニング可能なマーカーを持たない且つフランキングＤＮＡ領域を介して
相同的組換えにより生じうるこれらの植物細胞を同定するのに使用することができる。ま
たは、トランスフォーミングＤＮＡ分子は、フランキングＤＮＡ領域の外側の選択可能な
マーカーを含有することができ、これはこのような遺伝子の不存在（ネガティブ選択可能
なマーカー遺伝子）についての選択を可能とする。
【００６０】
本発明の他の態様では、本明細書で述べられたＤＮＡ除去方法は、非相同的エンドジョイ
ニング（end-joining）に基づく、細胞のゲノム内の予め選ばれた部位におけるＤＮＡ挿
入のための方法と組合わせることができる。
【００６１】
　従って、本発明は、植物細胞のゲノム、好ましくは核ゲノム内の予め選ばれた位置にお
いて選ばれたＤＮＡ分子を挿入するための方法であって、下記の工程：
　前記細胞のゲノムの予め選ばれた部位において第１二本鎖ＤＮＡ切断を誘導し、その際
該予め選ばれた部位は好ましくはターゲットＤＮＡ配列の範囲内に位置しており；
　外来ＤＮＡ分子を前記植物細胞に導入し、その際このＤＮＡ分子は下記の作用可能に連
結されたＤＮＡフラグメント：
　○　前記関心のある選ばれたＤＮＡ分子；
　○　前記予め選ばれた部位に隣接して位置した前記ゲノムＤＮＡ領域の１つに対する少
なくとも８０％配列相同性を有する反復ＤＮＡ領域により先行されるかまたは後続される
選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子、ここで、前記ＤＮＡ領域は、
非相同的エンドジョイニングにより前記予め選ばれた部位において前記外来ＤＮＡ分子が
挿入されると、前記ＤＮＡ領域のゲノムコピーと同方向反復において位置している；
　○　前記反復ＤＮＡ領域および前記選択可能なマーカー遺伝子を含む前記外来ＤＮＡの
領域に位置したレアクリービングＤＳＢＩ酵素のための認識部位、
を含み；
　前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーを含む植物細胞の集団を選択し
；
　前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカーが前記予め選ばれた部位におい
て非相同的エンドジョイニングにより導入されている植物細胞を選択しそして該植物細胞
から植物を再生させ；
　前記選択可能なマーカー遺伝子を含む前記再生された植物またはその子孫植物をＤＳＢ
Ｉ酵素コードキメラ遺伝子を含む植物と交配させ、その際該キメラ遺伝子は、下記の作用
可能に連結されたＤＮＡセグメント：
　・小胞子特異的プロモーター；
　・前記関心のあるＤＮＡ内に位置した前記認識部位を認識する二本鎖ＤＮＡ切断誘導酵
素をコードするＤＮＡ領域；
　・転写終結およびポリアデニル化領域；
を含み；
　前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子および前記ＤＳＢＩ酵素
コードキメラ遺伝子を含む子孫植物（Ｆ１植物）を選択し；
　該子孫植物を他の植物と交配させ、その際該子孫植物は花粉ドナーとして使用され；
　前記ＤＳＢＩ酵素コードキメラ遺伝子を含む子孫植物の集団（Ｆ２集団）を選択し；そ
して、
　前記選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子が、前記反復ＤＮＡ領域
と前記予め選ばれた部位に隣接して位置した前記ゲノムＤＮＡ領域との間の相同的組換え
により欠失させられている前記Ｆ２集団内の子孫植物を選択する；
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工程を含む方法が提供される。
【００６２】
　上記した方法は、選択された任意のＤＮＡ配列、例えばポリペプチドコード領域、生物
学的に活性なＲＮＡコードＤＮＡ配列、プロモーター領域、調節領域、タンパク質もしく
はＲＮＡ結合のための認識部位等を中断するのに都合よく使用することができる。
【００６３】
　この態様では、ＤＮＡ分子が非相同的エンドジョイニングにより挿入されている事象は
、例えば、前記予め選ばれた部位の付近に位置したゲノム配列を認識しそして更に好まし
くは前記外来ＤＮＡを認識しないプライマー配列および前記外来ＤＮＡ分子の範囲内のプ
ライマーを使用するＰＣＲ反応により都合よく同定されうる。前記予め選ばれた部位にお
ける非相同的エンドジョイニングにより外来ＤＮＡが挿入されると、ＤＮＡフラグメント
は増幅されるであろう。このようなＤＮＡフラグメントは、外来ＤＮＡがランダムに組み
込まれるときには増幅されないであろう。
【００６４】
　本発明の手段および方法は、トウモロコシ、タバコ、穀物植物であって、コムギ、カラ
スムギ、オオムギ、ライムギ、コメ、芝生、モロコシ、キビまたはサトウキビ植物を含む
穀物植物を含む、花粉により交配することができる任意の植物において使用することがで
きることが認識されるであろう。本発明の方法は、ワタ、カノラ（canola）、アブラナ（
oilseed rape）、ダイズ、野菜、ジャガイモ、Ｌｅｍｎａ種、Ｎｉｃｏｔｉｎａ種、Ａｒ
ａｂｉｄｏｐｓｉｓ、アルファルファ、オオムギ、豆、トウモロコシ、ワタ、アマ、エン
ドウ、ナタネ、コメ、ライムギ、ベニバナ、モロコシ、ダイズ、ヒマワリ、タバコ、コム
ギ、アスパラガス、ビート、ブロッコリー、キャベツ、ニンジン、カリフラワー、セロリ
、キュウリ、ナス、レタス、タマネギ、アブラナ、コショウ、ジャガイモ、カボチャ（pu
mpkins）、ハツカダイコン、ホウレンソウ、カボチャ（squash）、トマト、ズッキーニ、
アーモンド、リンゴ、アンズ、バナナ、クロイチゴ、ブルーベリー、カカオ、サクラ、コ
コナッツ、ツルコケモモ、ナツメヤシ、ブドウ、グレープフルーツ、グアヴァ、キーウイ
、レモン、ライム、マンゴー、メロン、ネクタリン、オレンジ、パパイア、トケイソウ（
passion fruit）、モモ、ピーナッツ、セイヨウナシ、パイナップル、ピスタチオ、プラ
ム、キイチゴ、オランダイチゴ、タンジェリン、クルミおよびスイカを含むがそれらに限
定されない任意の植物（被子植物または裸子植物）に適用することもできる。
【００６５】
　本発明の目的は、本発明の方法に従って発生した植物細胞および植物を提供することで
もある。従来の繁殖方法により産生される、ＤＮＡ挿入事象を含む植物の配偶子、種子、
胚、接合体もしくは体細胞、子孫またはハイブリッドも本発明の範囲内に含まれる。この
ような植物は、ターゲット配列の代わりに異種ＤＮＡ配列を含有することができそしてこ
の異種ＤＮＡまたは交換後のＤＮＡ配列の存在によりそれらの子孫植物とは異なるのみで
あろう。
【００６６】
　本明細書に記載された方法により得られた植物は、他の植物と従来の繁殖技術により更
に交配させて、本発明に従って得られたターゲティングされたＤＮＡ挿入事象を含む子孫
植物を得ることができる。
【００６７】
　下記の非限定的実施例は、小胞子特異的プロモーターコードキメラ遺伝子のコントロー
ル下に発現された、二本鎖ＤＮＡ切断誘導酵素、例えばＩ－ＳｃｅＩを使用する、導入さ
れたＤＮＡ分子からの選ばれたサブフラグメントの除去を説明する。
【００６８】
　実施例において特記しない限り、すべてのリコンビナントＤＮＡ技術は、Sambrook et 
al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring H
arbor Laboratory Press, NY and in Volumes 1 and 2 of Ausubel et al. (1994) Curre
nt Protocols in Molecular Biology, Current Protocols, USA.に記載の標準プロトコー
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ルに従って行われる。植物分子操作のための標準物質および方法は、BIOS Scientific Pu
blication Ltd(UK) and Blackwell Scientific Publications, UKにより共同出版されたP
lant Molecular Biology Labfax(1993)by R.D.D. Croyに記載されている。標準分子生物
学技術のための他の参考文献は、Sambrook and Russell(2001) Molecular Cloning: A La
boratory Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, Volumes
 I and II of Brown(1998) Molecular Biology LabFax, Second Edition, Academic Pres
s (UK)を含む。ポリメラーゼ連鎖反応のための標準物質および方法は、Dieffenbach and 
Dveksler(1995) PCR Primer: A Laboratory Mannual, Cold Spring Harbor Press, and i
n McPherson et al. (2000) PCR - Basics: From Background to Bench, First Edition,
 Springer Verlag, Germanyに見出されうる。
【００６９】
　説明および実施例全体にわたり、下記の配列が参照される：
　配列番号１：合成Ｉ－ＳｃｅＩコード領域のヌクレオチド配列（ＵＩＰＡＣコード）
　配列番号２：合成Ｉ－ＳｃｅＩコード領域のヌクレオチド配列
　配列番号３：プロモーター領域を含む小胞子選択性ＮＴＭ１９遺伝子のヌクレオチド配
列
　配列番号４：ｐＴＣＶ６３のＴ－ＤＮＡのヌクレオチド配列
　配列番号５：ｐＴＣＶ６４のＴ－ＤＮＡのヌクレオチド配列
　配列番号６：ｐＴＣＶ７２のＴ－ＤＮＡのヌクレオチド配列。
【００７０】
　実施例
　染色体内相同的組換え（ＩＨＲ）による選択可能なマーカー遺伝子の除去
　選ばれたＤＮＡフラグメントの除去を検出するための組換えアッセイは、同方向反復配
列（ｅｇｆｐ配列の一部；約３００bpまたは約６００bp）間の染色体内相同的組換え（Ｉ
ＨＲ）による選択可能なマーカー遺伝子（ｈｙｇ）（～２０００bp）の除去後のｅｇｆｐ
－ｂａｒ融合遺伝子の回復に基づいて開発された。反復配列の１つは、Ｉ－ＳｃｅＩ（お
よびジンクフィンガーＺｉｆ２６８）認識部位によりフランキングされて、該反復間にＤ
ＳＢを創生する可能性を与える。１つの世代から他の世代までの移行期間中ＩＨＲを可能
とするために、Ｉ－ＳｃｅＩエンドヌクレアーゼは、小胞子特異的プロモーター（ｐＮＴ
Ｍ１９）のコントロール下に置かれた。
【００７１】
　標準リコンビナントＤＮＡ技術を使用して、下記のＤＮＡ分子を下記の実験で使用する
ため構築した：
　１．ｐＴＣＶ６３：下記の作用可能に連結されたＤＮＡ構築物：
　－　ｐ３５Ｓ３：ＣａＭＶ３５Ｓプロモーターフラグメント
　－　ｅｇｆ（短い）：後に名前を付けられたＧＦＰ配列との３００bpオーバーラップを
含むｅＧＦＰコード配列の第１部分
　－　Ｉ－ＳｃｅＩエンドヌクレアーゼのための認識部位
　－　Ｚｉｆ２６８Ｚｎフィンガー含有ＤＮＡ結合タンパク質のための認識部位
　－　ｐＣｓＶＭＶ：キャッサバ葉脈モザイクウイルス（cassava vein mosaic virus）
プロモーターフラグメント、
　－　ｈｙｇ：ヒグロマイシン耐性のためのコード領域、
　－　３’３５Ｓ：３’転写終結およびポリアデニル化シグナル、
　－　ｇｆｐ（短い）：このプラスミドの先のｅｇｆ部分の３００bp配列の同方向反復を
含み、そしてコード領域がバー遺伝子コード領域に翻訳可能に連結されている、ｅＧＦＰ
コード配列の３’部分、
　－　３’ｎｏｓ：ノパリンシンターゼ遺伝子からの３’転写終結およびポリアデニル化
シグナル、
を含有する短い同方向反復配列（～３００bp）を有する。
【００７２】
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　このプラスミドは、Agrobacterium tumefaciensに導入されそして得られる株（Ａ４３
３０）を使用してトランスジェニックタバコ植物（Ｇ７ＮＴ００１）を発生させた。
【００７３】
　２．ｐＴＣＶ６４：下記の作用可能に連結されたＤＮＡ構築物：
　－　ｐ３５Ｓ３：ＣａＭＶ３５Ｓプロモーター
　－　ｅｇｆ（長い）：後で名前を付けられたｇｆｐ配列との６００bpオーバーラップを
含むｅＧＦＰコード配列の第１部分
　－　Ｉ－ＳｃｅＩエンドヌクレアーゼのための認識部位
　－　Ｚｉｆ２６８Ｚｎフィンガー含有ＤＮＡ結合タンパク質のための認識部位
　－　ｐＣｓＶＭＶ：キャッサバ葉脈モザイクウイルスプロモーター、
　－　ｈｙｇ：ヒグロマイシン耐性のためのコード領域、
　－　３’３５Ｓ：３’転写終結およびポリアデニル化シグナル、
　－　ｇｆｐ（長い）：先のｅｇｆ構築物の６００bp配列の同方向反復を含み、そしてコ
ード領域がバー遺伝子コード領域に翻訳可能に連結されている、ｅｇｆｐコード配列の３
’部分、
　－　３’ｎｏｓ：ノパリンシンターゼ遺伝子からの３’転写終結およびポリアデニル化
シグナル、
を含有する長い同方向反復配列（～６００bp）を有する。
【００７４】
　このプラスミは、Agrobacterium tumefaciensに導入されそして得られる株（Ａ４３６
４）を使用してトランスジェニックタバコ植物（Ｇ７ＮＴ００４）を発生させた。
【００７５】
　３．ｐＴＣＶ７２
　－　ｐｎｏｓ：ノパリンシンターゼプロモーター
　－　ｎｅｏ：ネオマイシンホスホトランスフェラーゼＩＩコード領域
　－　３’ｏｃｓ：オクトピンシンターゼ遺伝子からの３’転写終結およびポリアデニル
化シグナル
　－　ｐＮＴＭ１９：小胞子特異的プロモーターフラグメント
　－　Ｉ－ＳｃｅＩ：エンドヌクレアーゼＩ－ＳｃｅＩのためのコード領域
　－　３’ｎｏｓ：ＣａＭＶ３５Ｓ転写物からの３’転写終結およびポリアデニル化シグ
ナル
【００７６】
　このプラスミドは、Agrobacterium tumefaciensに導入されそして得られる株（Ａ４３
３１）を使用してトランスジェニックタバコ植物（Ｇ７ＮＴ００５）を発生させた。
【００７７】
　各Ｇ７ＮＴ００１およびＧ７ＮＴ００４の３つの独立した単一コピートランスフォーメ
ーションされたタバコ系統（single copy transformed tobacco lines）から、雄植物と
してＧ７ＮＴ００５を使用して小胞子特異的プロモーターのコントロール下にＩ－Ｓｃｅ
Ｉをコードするキメラ遺伝子を含む２つの独立した単一コピートランスフォーメーション
された系統（Ｇ７ＮＴ００５）との交配がなされ、その際該子孫系統は下記のとおり示さ
れた：
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【表１０】

【００７８】
　各交配から２００個の種子をＫｍ（２００mg／Ｌ）上に播種し、２００個の種子をＨｙ
ｇ（５０mg／Ｌ）上に播種しそして２００個の種子をＫｍ（２００mg／Ｌ）＋Ｈｙｇ（５
０mg／Ｌ）上に播種して、トランスジーンの正常な伝達をチェックした。交配の大部分に
ついてさまざまなトランスジーンの極めて正常な伝達があった（いくらかの交配について
汚染問題および種子品質問題が起こったことに留意されたい（下記の表参照））：
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【表１１】

【００７９】
　これらの１２種の交配の各々から、ＷＴ　ＳＲ１植物の受粉者として使用されるための
少数のＫｍＲ＋ＨｙｇＲ子孫植物を温室に移した。これらの１２種の交配から、各回３つ
のＫｍＲ＋ＨｙｇＲ植物が、下記のスキームに従ってＷＴ　ＳＲ１植物の受粉者として使
用された：
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【表１２】

【００８０】
　これらの交配の各子孫（下表参照）から、５０の種子を非選択性基材上に播種して、発
芽頻度を決定し、５０の種子をカナマイシン上に播種してＮＴＭ１９－Ｉ－ＳｃｅＩの伝
達率を決定しそして約４０００の種子をＰＰＴ上に播種して、１つの世代から他の世代へ
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代から他の世代への移行期間中にＩＨＲの頻度に対するＮＴＭ１９－Ｉ－ＳｃｅＩエンド
ヌクレアーゼによるＤＳＢ誘導の効果があるかないかを決定する。
【００８１】
　２２の子孫の子孫解析の結果を表Ａ、ＢおよびＣに要約する。
【００８２】
　すべてのＰＰＴＲ実生はＫｍＲでもあるので、１つの世代から他の世代への移行期間中
のＩＨＲの頻度に対するＮＴＭ１９－Ｉ－ＳｃｅＩの非常に強い効果がある。
【００８３】
　ＰＰＴＲおよびＧＦＰＦ実生の大部分は、更に植物に発達せずそしてGFPの毒性効果に
より死滅したことに留意されるべきである。
【表１３】

【００８４】
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【表１４】

　＊この表に記載された子孫は、同じ瞬間に播種された。漂白によるあまりにも強力に作
用する滅菌により、悪い且つ異常な発芽があった（大部分の系統で＜５０％）。＊＊これ
は、ＰＰＴＲおよびＧＦＰＦ実生の数／種子の数は、少なくとも補正係数２の過小評価で
あることを意味する。何故ならば、発芽頻度は大部分の系統で５０％より少ないからであ
る。
【００８５】
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【表１５】

【００８６】
　更に、すべてのＰＰＴＲおよびＧＦＰＦ実生は、実際にヒグロマイシン感受性であり、
これはｈｙｇ遺伝子がＩＨＲローカスにおける染色体内相同的組換えにより実際に除去さ
れたことを証明する。
【表１６】

【００８７】
　１８の子孫集団の分離解析から、１つの世代から他の世代への移行期間中のＩＨＲの頻
度に対するＮＴＭ１９－Ｉ－ＳｃｅＩの非常に強い効果があると結論することができる。
何故ならばすべてのＰＰＴＲ実生はＫｍＲでもあるからである。
【００８８】
　ＳＲ１（雌）と０４ＴＤＮＴ０００００Ｘ－００Ｙ間の交配の子孫は、普通は
　ＮＴＭ１９－Ｉ－ＳｃｅＩエンドヌクレアーゼのみを有する２５％
　ＩＨＲ構築物のみを有する２５％
　ＮＴＭ１９－Ｉ－ＳｃｅＩエンドヌクレアーゼ＋ＩＨＲ構築物の両方を有する２５％
　ＮＴＭ１９－Ｉ－ＳｃｅＩエンドヌクレアーゼもＩＨＲ構築物もない２５％
に分離するであろう。
【００８９】
　すべてのＰＰＴＲ実生がＫｍＲでもあるということは、ＮＴＭ１９小胞子特異的プロモ
ーターのコントロール下のＩ－ＳｃｅＩエンドヌクレアーゼおよびＩＨＲ構築物の両方を
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含有する画分においてのみすべてのＩＨＲリコンビナントが生じることを示す。我々の結
果は、最善の場合には、ＮＴＭ１９－ＩＳｃｅＩエンドヌクレアーゼ＋ＩＨＲ構築物の両
方を含有する小胞子の１１％までが、染色体内相同的組換えを受けて、欠陥のあるｅｇｆ
ｐ－ｂａｒ融合遺伝子（ＳＲ１ｘ０４ＴＤＮＴ０００００６－００１）の回復をもたらす
ことを示す。機能的ｅｇｆｐ－ｂａｒ遺伝子をもたらすＩＨＲリコンビナントは、ＩＨＲ
構築物のみを含有する画分において得られなかったので、我々は、自然に起こるＩＨＲ（
小胞子におけるターゲティングされたＤＳＢ誘導の不存在下に）は起こらないかまたは自
然に起こるＩＨＲが起こるとしても、それは欠陥のあるｅｇｆｐ－ｂａｒ融合遺伝子の回
復をもたらさないと結論することができる。対照的に、小胞子におけるＤＳＢで誘導され
たＩＨＲは、欠陥のあるｅｇｆｐ－ｂａｒ融合遺伝子の回復をもたらすより正確な染色体
内相同的組換えを可能とする。
【００９０】
　配列分析は、小胞子におけるＤＳＢで誘導されたＩＨＲにより媒介された選択可能なマ
ーカーの除去後にフットプリントが残っていないことを示した。
【図面の簡単な説明】
【００９１】
　図１～３は、植物の細胞に導入されるまたは導入されている関心のあるＤＮＡの選ばれ
たサブ部分を除去するための方法の異なる態様を表す。それらは、説明の目的でのみ使用
されそして特許請求の範囲を限定するために使用されるべきではない。
【図１Ａ】植物の細胞に選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子を含む
選ばれたサブ部分を有する関心のあるＤＮＡを導入し、次いで関心のあるＤＮＡの選ばれ
たサブ部分を除去するための方法を示す略図である。Ｔｒａｉｔ：任意の関心のあるＤＮ
Ａ配列を示す。ＤＳＢ：二本鎖切断誘導酵素（「ＤＳＢＩＥ」）のための認識部位；ＳＭ
Ｇ１：選択可能なマーカー遺伝子もしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子；ｄｒｓ
：同方向反復配列；ＳＭＧ２：ＤＳＢＩＥコードキメラ遺伝子と関連した選択可能なもし
くはスクリーニング可能なマーカー遺伝子；ＭＳＰ：小胞子特異的プロモーター；３’：
転写終結およびポリアデニル化シグナル；
【図１Ｂ】植物の細胞に選択可能なもしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子を含む
選ばれたサブ部分を有する関心のあるＤＮＡを導入し、次いで関心のあるＤＮＡの選ばれ
たサブ部分を除去するための方法を示す略図である。Ｔｒａｉｔ：任意の関心のあるＤＮ
Ａ配列を示す。ＤＳＢ：二本鎖切断誘導酵素（「ＤＳＢＩＥ」）のための認識部位；ＳＭ
Ｇ１：選択可能なマーカー遺伝子もしくはスクリーニング可能なマーカー遺伝子；ｄｒｓ
：同方向反復配列；ＳＭＧ２：ＤＳＢＩＥコードキメラ遺伝子と関連した選択可能なもし
くはスクリーニング可能なマーカー遺伝子；ＭＳＰ：小胞子特異的プロモーター；３’：
転写終結およびポリアデニル化シグナル；
【図２Ａ】ターゲットＤＮＡ配列を置換ＤＮＡ配列と正確に置換することを可能とする方
法の略図である。ＤＳＢ１：第１二本鎖切断誘導酵素のための認識部位；ＦＳ１：フラン
キング配列１；ＦＳ２：フランキング配列２；ＤＳＢ２：第２二本鎖切断誘導酵素のため
の認識部位；ＳＭＧ１：選択可能なマーカー遺伝子１もしくはスクリーニング可能なマー
カー遺伝子１；ＳＭＧ２：選択可能なマーカー遺伝子２もしくはスクリーニング可能なマ
ーカー遺伝子２；ＤＳＢＩＥ：二本鎖切断誘導酵素；ｄｒ１：同方向反復配列１（フラン
キング配列２の一部である同方向反復配列２と類似したまたは同じである；本明細書では
「部分的フランキングＤＮＡ領域」としても示される）；ＭＳＰ：小胞子特異的プロモー
ター；３’：転写終結およびポリアデニル化シグナル；
【図２Ｂ】ターゲットＤＮＡ配列を置換ＤＮＡ配列と正確に置換することを可能とする方
法の略図である。ＤＳＢ１：第１二本鎖切断誘導酵素のための認識部位；ＦＳ１：フラン
キング配列１；ＦＳ２：フランキング配列２；ＤＳＢ２：第２二本鎖切断誘導酵素のため
の認識部位；ＳＭＧ１：選択可能なマーカー遺伝子１もしくはスクリーニング可能なマー
カー遺伝子１；ＳＭＧ２：選択可能なマーカー遺伝子２もしくはスクリーニング可能なマ
ーカー遺伝子２；ＤＳＢＩＥ：二本鎖切断誘導酵素；ｄｒ１：同方向反復配列１（フラン
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キング配列２の一部である同方向反復配列２と類似したまたは同じである；本明細書では
「部分的フランキングＤＮＡ領域」としても示される）；ＭＳＰ：小胞子特異的プロモー
ター；３’：転写終結およびポリアデニル化シグナル；
【図３Ａ】ターゲットＤＮＡ配列を置換ＤＮＡ配列と正確に置換することを可能とする、
図２に示された方法と類似した方法の略図である。この場合のｄｒ１は、フランキング配
列１からの一部でありそして同方向反復配列２（ｄｒ２）と類似したまたは同一である同
方向反復配列である。
【図３Ｂ】ターゲットＤＮＡ配列を置換ＤＮＡ配列と正確に置換することを可能とする、
図２に示された方法と類似した方法の略図である。この場合のｄｒ１は、フランキング配
列１からの一部でありそして同方向反復配列２（ｄｒ２）と類似したまたは同一である同
方向反復配列である。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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