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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腺状突起に特異的な機能的転写プロモーター活性を有する核酸であって、配列番号１お
よび２２の配列、少なくとも５００個の連続ヌクレオチドを有するその断片および前記配
列の１つと少なくとも９５％の同一性を示すこれらの機能的変異体からなる群において選
択される配列を含むことを特徴とする、核酸。
【請求項２】
　配列番号１および２２の配列および少なくとも５００個の連続ヌクレオチドを有するそ
の断片からなる群において選択される配列を含むことを特徴とする、請求項１に記載の核
酸。
【請求項３】
　配列番号１および２２の配列、少なくとも５００個の連続ヌクレオチドを有するその断
片または前記配列の１つと少なくとも９５％の同一性を示すこれらの機能的変異体が、配
列番号６、７および８からなる群において選択される配列を含むことを特徴とする請求項
１または２に記載の核酸。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸に作動可能に結合した目的遺伝子を含むこと
を特徴とする組換え発現カセット。
【請求項５】
　目的遺伝子が、病原体に対する抵抗性、改善された成長、修飾された代謝産物含有量お



(2) JP 4961593 B2 2012.6.27

10

20

30

40

50

よび修飾された合成経路からなる群より選択される特性を植物に付与する酵素をコードす
ることを特徴とする請求項４に記載の発現カセット。
【請求項６】
　前記目的遺伝子が治療用または植物検疫用のタンパク質、酵素、耐性タンパク質、転写
活性化因子またはウイルスゲノムをコードすることを特徴とする請求項４または５に記載
の発現カセット。
【請求項７】
　ＭＳＱＳＩＳＰＬＭＦＳＨＦＡＫＦＱＳＮＩＷＲＣＮＴＳＱＬＲＶＩＨＳＳＹＡＳＦＧ
ＧＲＲＫＥＲＶＲＲＭＮＲＡＭＤＬＳＳ（配列番号１０）の配列を含む、植物細胞の葉緑
体の輸送ペプチドをコードする核酸をさらに含むことを特徴とする請求項４～６のいずれ
か一項に記載の発現カセット。
【請求項８】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸または請求項４～７のいずれか一項に記載の
カセットを含む発現ベクター。
【請求項９】
　請求項４～７のいずれか一項に記載のカセットまたは請求項８に記載のベクターを含む
組換え細胞。
【請求項１０】
　植物細胞であることを特徴とする請求項９に記載の細胞。
【請求項１１】
　ナス科、キク科、アサ科またはシソ科の植物細胞であることを特徴とする請求項１０に
記載の細胞。
【請求項１２】
　植物においてタンパク質を生成する方法であって、前記タンパク質をコードする遺伝子
を含む、請求項４～７のいずれか一項に記載のカセットまたは請求項８に記載のベクター
を前記植物に導入する工程を含む、方法。
【請求項１３】
　植物においてタンパク質を生成する方法であって、前記タンパク質をコードする遺伝子
を含む、請求項４～７のいずれか一項に記載のカセットまたは請求項８に記載のベクター
を植物細胞または種に導入するステップと、前記細胞または種から植物を再生するステッ
プとを含む、方法。
【請求項１４】
　組換えタンパク質を発現する植物を作製するための方法であって、前記タンパク質をコ
ードする遺伝子を含む、請求項４～７のいずれか一項に記載のカセットまたは請求項８に
記載のベクターを植物細胞または種に導入する工程と、前記細胞または種から植物を再生
する工程とを含む、方法。
【請求項１５】
　植物が腺状突起においてタンパク質を分泌し、かつタンパク質が葉表面の滲出物から回
収されることを特徴とする請求項１２～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　植物がナス科、キク科、アサ科またはシソ科の植物である請求項１２～１５のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１７】
　請求項４～７のいずれか一項に記載の発現カセットまたは請求項８に記載のベクターを
含む植物または種。
【請求項１８】
　植物の腺状突起において特異的にタンパク質を発現するための請求項１～３のいずれか
一項に記載の核酸の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、植物の修飾および／または植物におけるタンパク質発現のためのツール、方
法および組成物に関する。本発明は、特に、毛状突起における特異的な発現を可能にする
転写プロモーター、前記プロモーターを含むコンストラクト、および細胞、種または植物
を遺伝的に修飾するためのこれらの使用に関する。本発明は、目的のタンパク質または代
謝産物を発現するトランスジェニック植物を作製する方法にも関する。本発明は、一般に
、腺状突起を有する任意の植物、および産業目的、特に治療用または植物検疫用の任意の
タンパク質の発現に適用可能である。
【背景技術】
【０００２】
　特定の高等植物（被子植物（Ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍｓ））の葉の表面は毛状突起と呼ば
れる器官を含み、それはその生体構造に依存して２つの主要なタイプに分けられる。つま
り、一方が非分泌性毛状突起でもう一方が分泌性毛状突起である。腺の分泌性毛状突起の
主な機能は、葉表面で数種類の主要化合物を含む樹脂およびエッセンシャルオイルを分泌
することである。
【０００３】
　タバコ植物では、腺の分泌性毛状突起は、数個（３～５）の直線状に配置された細胞か
らなる足部（ｆｏｏｔ）と様々な個数（２～２０）の分泌細胞を含む頭部（ｈｅａｄ）と
から構成される。前記細胞は、主にショ糖エステルおよびジテルペンを分泌する。後者は
、滲出物の最大６０％および成体植物の乾燥重量の１０％の割合を占める（非特許文献１
）。栽培されたタバコ種（ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ
））において、生成されるジテルペンは、ラブダン型とセンブラン型の２つの別々のファ
ミリーに属する。２つのファミリーの相対的生成レベルは品種に依存するが、一般にセン
ブラン型の生成がラブダン型の生成より４～１０倍高い。ニコチアナ・タバカムの原種と
推定されるニコチアナ・シルベストリス（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ）
では、ラブダン型は存在せず、センブランファミリー由来の化合物であるセンブラトリエ
ン－ジオール（ＣＢＴ－ジオール）が、それだけで植物によって生成されるテルペンの６
０％超の割合を占める。
【０００４】
　タバコにおいてＣＢＴ－ジオールの生合成に至る工程は一部解明されており、２つの異
なる部分に分けられる。
　－いわゆる「ロメール」経路（非特許文献２）を介したすべてのジテルペンに共通の前
駆体であるゲラニルゲラニルピロリン酸（ＧＧＰＰ）の生合成が葉緑体において生じる。
　－ＧＧＰＰからＣＢＴ－ジオールの生合成。非特許文献３には以下の生合成経路：
　ＧＧＰＰ→ＣＢＴ－オール→ＣＢＴ－ジオール
が提案されている。
【０００５】
　第１の環化工程は、テルペンシンターゼとして知られる酵素の大ファミリー由来の酵素
によって行われるだろう（非特許文献４）。タバコのジテルペンシンターゼはＧＧＰＰを
基質として用いてＣＢＴ－オールを形成する。ＣＢＴ－ジオールがＣＢＴ－オールから生
成される第２の工程は、チトクロムＰ４５０ファミリー由来の酵素によって触媒される水
酸化である。Ｇ．ワーグナー（Ｇ．Ｗａｇｎｅｒ）教授のグループ（ケンタッキー大学）
は、サブトラクティブＰＣＲを利用して、これらの工程それぞれについて２種類のニコチ
アナ・タバカム候補遺伝子を同定した。
　－テルペンシンターゼをコードする配列と高い相同性を示す配列（ＣＹＣ－２；Ｇｅｎ
ｂａｎｋ　Ｎｏ．ＡＦ４０１２３４．ＮＩＤ：ＡＹ４９５６９４）
　－チトクロムＰ４５０－タイプ酵素をコードする配列（ＣＹＰ７１Ｄ１６、ＮＩＤ：Ａ
Ｆ１６６３３２）（非特許文献５、非特許文献３）
【０００６】
　ニコチアナ・タバカムにおける同時抑制およびＲＮＡ干渉によるこれらの遺伝子の発現
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の消去に関する研究によると、（ｉ）ＣＹＣ－２遺伝子発現の低下と相関したＣＢＴ－ジ
オールおよびＣＢＴ－オールの低下、ならびに（ｉｉ）毛状突起におけるＣＹＣ７１Ｄ１
６遺伝子発現の低下と相関したＣＢＴ－オールの蓄積の増加およびＣＢＴ－ジオールの形
成の減少が示されている。これらの研究は、（ｉ）ＣＹＣ－２遺伝子がＣＢＴ－オールの
合成を担うＣＢＴ－オールシクラーゼをコードし、かつ（ｉｉ）ＣＹＰ７１Ｄ１６遺伝子
がＣＢＴ－オールをＣＢＴ－ジオールに変換するＣＢＴ－オールヒドロキシラーゼをコー
ドすることを示唆している。さらに、ＣＹＣ－２　ｍＲＮＡに酷似する遺伝子のゲノム配
列がデータベースに最近登録（ＣＹＣ－１、ＮＩＤ：ＡＹ０４９０９０）され、これは数
種類の（１種類ではない）ＣＢＴ－オールシクラーゼ遺伝子の存在を示唆している。
【０００７】
　植物に特定の特性を付与するための植物におけるタンパク質の発現および／または植物
の遺伝子の修飾は、植物検疫および医薬の分野の双方において大いに注目されている。し
たがって、植物において遺伝子の発現を制御または調節することができるツールの利用可
能性は、前記システムの発展および開発における重要な因子である。この点で、組織、特
に分泌性毛状突起に特異的なプロモーターまたは他の調節配列の開発には極めて重要な利
点があるであろう。
【０００８】
　これに関連して、Ｇ．ワーグナー（Ｇ．Ｗａｇｎｅｒ）のグループは、ＣＹＰ７１Ｄ１
６遺伝子のＡＴＧの上流に位置した１８５２ｂｐの調節配列がタバコの毛状突起の分泌細
胞においてｕｉｄＡレポーター遺伝子の発現を特異的に指揮することを示した（特許文献
１、ワーグナー（Ｗａｇｎｅｒ）ら、２００３年）。さらに、異なる種から抽出された数
種類のプロモーター配列がタバコの毛状突起において異種遺伝子の発現を指揮することが
示されている（表１）。
【０００９】
　前記プロモーターの中で、脂質輸送に関与する綿タンパク質（ＬＴＰ）をコードするＬ
ＴＰ３遺伝子のプロモーターが綿の線維細胞において特異的に発現される。遺伝子の調節
配列（１５４８ｂｐ）がタバコにおいて研究された。前記配列は、葉の毛状突起における
ｕｉｄＡ遺伝子の発現を特異的に指揮する。ＡＴＧの上流の位置－６１４～位置－３００
に位置する３１５ｂｐの配列は、プロモーターの特異性の根拠をなすものと考えられる。
ＬＴＰ６遺伝子のプロモーターもまた、綿における毛状突起に特異的発現を可能にするだ
ろう。しかし文献に基づくと、発現は毛状突起の足部の細胞において生じ、分泌細胞にお
いては生じないと思われる。さらに前記プロモーターがタバコに導入される場合、発現は
、特に表皮細胞におけるシグナルにもはや特異的ではない（表１参照）。
【００１０】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００３／０１０００５０Ａ１号明細書
【非特許文献１】ワーグナー（Ｗａｇｎｅｒ）ら、２００４年
【非特許文献２】ロメール（Ｒｏｈｍｅｒ）ら、１９９６年
【非特許文献３】ワン（Ｗａｎｇ）およびワーグナー（Ｗａｇｎｅｒ）　２００３年
【非特許文献４】ボールマン（Ｂｏｈｌｍａｎｎ）ら、１９９８年
【非特許文献５】ワン（Ｗａｎｇ）ら、２００１年
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　したがって今日では、植物における遺伝子の発現に適し、かつ特に分泌性毛状突起にお
いて高レベルかつ組織特異的な発現を特に可能にするプロモーターまたは発現調節配列に
対してかなりの需要がある。
【課題を解決するための方法】
【００１２】
　本願は、植物の毛状突起の分泌細胞において目的遺伝子の発現を特異的に誘導すること
を可能にする、植物起源の調節核酸配列の同定および特徴づけについて記載する。前記プ
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ロモーターは操作が容易であり、適度な大きさのものであり、調節可能であり、異種遺伝
子の発現に適応可能であり、かつ特定の植物組織において発現を特異的にもたらすことが
可能である。したがって本願は、植物を修飾するため、および植物組織または植物細胞に
おいて目的産物を発現させるために使用され得るプロモーター、発現カセットおよびベク
ターについて記載する。
【００１３】
　本発明の第１の目的は、より詳細には、配列番号１、２、３、４および２２からなる群
において選択される配列、少なくとも１００個の連続塩基を有するこれらの断片またはこ
れらの機能的変異体を含むことを特徴とする、腺状突起における機能的転写プロモーター
活性を有する核酸に関する。より詳細には、核酸は、配列番号１、２、３、４および２２
からなる群において選択される配列、および少なくとも１００個の連続塩基を有するこれ
らの断片または前記配列の１つと少なくとも８０％の同一性を示す配列を含み、かつ腺状
突起、特に腺状突起の分泌細胞において特異的である。
【００１４】
　本発明の別の目的は、配列ＭＳＱＳＩＳＰＬＭＦＳＨＦＡＫＦＱＳＮＩＷＲＣＮＴＳＱ
ＬＲＶＩＨＳＳＹＡＳＦＧＧＲＲＫＥＲＶＲＲＭＮＲＡＭＤＬＳＳ（配列番号１０）また
はこの機能断片を含む植物細胞の葉緑体の輸送ペプチド、ならびにかかるペプチドの１つ
をコードする核酸に関する。
【００１５】
　本発明は、上で定義されたものなどの核酸に作動可能に結合した目的遺伝子を含む任意
の組換え発現カセット；上で定義されたものなどの核酸またはカセットを含む任意の発現
ベクター；および上で定義されたものなどのカセットまたはベクターを含む任意の修飾さ
れた細胞にも関する。好ましくは、細胞は、特にナス科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）、キク
科（Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ）、アサ科（Ｃａｎｎａｂａｃｅａｅ）またはシソ科（Ｌａｍ
ｉａｃｅａｅ）の科由来の植物細胞である。
【００１６】
　本発明の別の目的は、タンパク質をコードする遺伝子を含む、上で定義されたものなど
のカセットまたはベクターを植物に導入する工程を含む、前記植物の毛状突起において前
記タンパク質を生成する方法に関する。
【００１７】
　本発明の別の目的は、タンパク質をコードする遺伝子を含む、上で定義されたものなど
のカセットまたはベクターを植物細胞または種に導入する工程、および前記細胞または種
から植物を再生する工程を含む、前記植物の毛状突起において前記タンパク質を生成する
方法に関する。
【００１８】
　本発明の別の目的は、組換えタンパク質をコードする遺伝子を含む、上で定義されたも
のなどのカセットまたはベクターを植物細胞または種に導入するステップと、前記細胞ま
たは種から植物を再生するステップとを含む、前記タンパク質を発現する植物を作製する
ための方法に関する。有利なことに、前記タンパク質は分泌細胞での活性が滲出物の組成
の修飾をもたらす酵素である。
【００１９】
　別の利点は、植物が腺状突起においてタンパク質を分泌し、該タンパク質が葉の表面で
滲出物から回収される点である。
【００２０】
　本発明の別の目的は、上で定義されたものなどの発現カセットまたはベクターを含む任
意の植物または種に関する。
【００２１】
　本発明は、植物の腺状突起においてタンパク質を特異的に発現するための、上で定義さ
れたものなどの核酸の使用についても指向される。本発明は、上記などの核酸、ベクター
、カセットおよび／または細胞を含むキットにも関する。
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【００２２】
　下記に詳細に記載する如く、本発明は、目的の医薬品もしくは植物検疫用製品の生産用
、または改良された特性もしくは適合された特性を有する植物の作製用などの種々の用途
のため、任意の植物または植物組織、好ましくは腺状突起を含む高等植物における任意の
目的遺伝子の発現に適用可能である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　本願は、タバコのＣＢＴ－オールシンターゼ遺伝子由来の植物の毛状突起に特異的なプ
ロモーターの同定について記載する。テルペンシンターゼ、すなわちＣＢＴ－オールシク
ラーゼ（ＣＹＣ－２、ＮＩＤ：ＡＦ４０１２３４）をコードするｃＤＮＡの配列から始ま
り、ＣＹＣ－２に対して顕著な配列類似性を示す４種類の遺伝子（ＮｓＴＰＳ－０２ａ、
０２ｂ、０３、および０４の名称）が、ニコチアナ・シルベストリス種のゲノムＤＮＡか
らＰＣＲ法を用いて同定された。
【００２４】
　発現の分析によると、前記遺伝子（特にＮｓＴＰＳ－０２ａ、０２ｂ、および０３）が
タバコの毛状突起において発現されることが示された。
【００２５】
　従来知られていなかった、前記４種類の遺伝子それぞれのＡＴＧの上流に位置するプロ
モーター配列が同定され、特徴づけられた。各配列の大きさは約１ｋｂである。配列は配
列番号１～４で提供される。４つの配列のアラインメントによると、それらが９３％を超
える同一性を共有することが示される（図１、表２）。さらに、前記アラインメントは発
現の特異性に関与する可能性が極めて高い同一領域を示す。
【００２６】
　前記プロモーターを使用した組換え発現カセットの構築物は、意外なことに毛状突起の
分泌細胞に限定され、かつ特異的な発現プロファイルを示している。テルペンシンターゼ
の発現特徴についての先行技術における記録が全く認められない限りにおいて、かかるプ
ロファイルは予測外であった。さらに出願人が得た結果は、ゲノム配列がＧ．ワーグナー
（Ｇ．Ｗａｇｎｅｒ）によって寄託されているＣＹＣ－１遺伝子（ＮＩＤ：ＡＹ０４９０
９０）でさえもニコチアナ・タバカムトリクロムではほとんど発現されないことを示して
いる。
【００２７】
　したがって本願は、植物または植物組織におけるタンパク質の発現、特に腺状突起の細
胞における特異的発現にとって特に有利な新規のプロモーターを提供する。前記プロモー
ターは、葉によって分泌された滲出物における直接的な組換え産物の生成を可能にし、そ
れにより必要に応じて組換え産物の回収を極めて容易にすることから特に有利である。
【００２８】
　したがって本発明の特定の目的は、配列番号１、２、３、４および２２からなる群にお
いて選択される配列、少なくとも１００個の連続塩基を有するこれらの断片またはこれら
（もしくはこれらの相補鎖）の機能的変異体を含むことを特徴とする、腺状突起における
機能的転写プロモーター活性を有する任意の核酸に関する。
【００２９】
　特定の実施形態では、本発明は、配列番号１、２、３、４および２２からなる群におい
て選択される配列、少なくとも１００個の連続塩基を有するこれらの断片または前記配列
の１つと少なくとも８０％の同一性を示す配列を含み、かつ腺状突起に特異的な転写プロ
モーター活性を有することを特徴とする、上で定義されたものなどの任意の核酸に関する
。
【００３０】
　本発明の特異的な実施形態では、核酸は、配列番号１、２、３、４および２２からなる
群において選択される配列、好ましくは配列番号２の配列を含む。
【００３１】
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　実施例において説明される如く、ＴＰＳ－０２ｂ遺伝子プロモーター（配列番号２）の
１０６５個の塩基対配列がｕｉｄＡレポーター遺伝子の上流でクローニングされた（ＴＰ
Ｓ０２ｂプロモーター／ｕｉｄＡ遺伝子融合体の配列が配列番号５によって与えられる）
。前記コンストラクト（カセット番号１）は、アグロバクテリウム・ツメファシエンス（
Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｓｃｉｅｎｓ）のノパリンシンターゼプロモ
ーター（ｎｏｓ）の制御下でカナマイシン耐性遺伝子を含むＴ－ＤＮＡベクター（ｐＢＩ
１２１）に挿入された。前記Ｔ－ＤＮＡは、アグロバクテリウム・ツメファシエンスＬＢ
Ａ４４０４株（フッケマ（Ｈｏｅｋｅｍａ）ら、１９９３年）を用いた遺伝子形質転換に
よってニコチアナ・シルベストリスに導入された。数種類の形質転換体においてＵｉｄＡ
遺伝子の発現が検出された。図２における結果は、発現が分泌細胞内に認められたが、毛
状突起の基盤を構成する細胞内には認められなかったことを示す。さらに、植物の他の器
官のいずれにおいてもｕｉｄＡの発現は全く検出されなかった。これらのデータは、検討
中の配列が高度に特異的な様式で腺状突起の分泌細胞において異種遺伝子の発現を指揮で
きることを示す。
【００３２】
　本発明の精神では、「核酸」という用語は、ＤＮＡまたはＲＮＡをベースとする任意の
分子を意味するように理解されるべきである。これらは、合成または半合成分子であり、
場合によって増幅されるか、あるいは化学的に修飾された、または非天然塩基を含有して
いるベクターにクローン化された組換え型の分子であり得る。典型的には、それらは当業
者に周知の組換え方法によって合成された単離ＤＮＡ分子である。
【００３３】
　本発明の精神では、「特異的」プロモーターは主に所定の組織または細胞群において活
性を示すプロモーターを意味するように理解されるべきである。他の組織または細胞にお
いて一般に低いものである残りの発現を完全に除外することはできないことは理解される
べきである。例えば、他の組織または細胞における残りの発現は、腺状突起において観察
される発現の３０％を超えず、好ましくはそれは２０％、１０％または５％を超えない。
本発明の特定の特徴は、腺状突起の分泌細胞に特異的なプロモーターを構築する能力に基
づき、それは植物の葉の分泌物の組成の修飾、特に目的産物のそれらにおける発現を可能
にする。
【００３４】
　本発明による核酸「断片」は、有利には、少なくとも１０個、より一般的には少なくと
も２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０もしくは１００個の連続塩基を含む
断片を示す。核酸「断片」は、典型的には１００、２００、３００、４００もしくは５０
０個またはそれより大きい数の連続ヌクレオチド配列を含む断片である。核酸「断片」は
、好ましくは少なくとも１００、２００、３００、４００もしくは５００個の連続ヌクレ
オチド配列を含む断片である。腺状突起に対して特異性を有するキメラプロモーターを構
築するために、核酸「断片」を単独で使用するかまたは他の転写領域と組み合わせてもよ
い。本発明によるプロモーターは、典型的にはプロモーター活性を示す配列領域である。
【００３５】
　図１は、本発明によるプロモーターが相互に極めて高い割合で配列同一性を共有するこ
とを示す。これに関連して、本発明者らは、前記配列の分析により、毛状突起の分泌細胞
における特異的発現に必要な保存モチーフとしてそれらの一部を同定することができた。
前記モチーフの除去により、発現の有意な低下または発現の特異性の喪失がもたらされる
。数として３つの前記モチーフが以下のコンセンサス配列によって定義される（Ｋ、Ｗお
よびＹの文字は、Ｋ＝ＧもしくはＴ、Ｗ＝ＡもしくはＴ、およびＹ＝ＣもしくはＴとした
国際的な命名法に従って核酸塩基を表す）。
　－モチーフ１：５’－ＫＫＴＣＧＴＷＧＣＡＷＴ－３’（配列番号６）
　－モチーフ２：５’－ＡＧＴＡＡＴＷＴＹＷ－３’（配列番号７）
　－モチーフ３：５’－ＴＴＧＴＡＧＣＷＡＷ－３’（配列番号８）
【００３６】
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　好ましい実施形態では、本発明に関連する断片は、配列番号６、７もしくは８からなる
群において選択される少なくとも１つの配列を含む。同様に、本発明の特定の目的は、配
列番号６、７もしくは８からなる群において選択される配列またはこれらの機能的変異体
を含む任意の核酸配列に関する。前記核酸は、典型的には転写プロモーター活性を有する
組換え核酸である。特にそれらは、最小のプロモーターに作動可能に結合したキメラプロ
モーター、すなわち配列番号６、７もしくは８からなる群において選択される配列または
これらの機能的変異体を含むものでありうる。
【００３７】
　「機能的変異体」という用語は、本明細書に記載の親配列に関して１つもしくは複数の
修飾（すなわち、例えば１個もしくは複数個の塩基の変異、欠失、または付加をいう）を
担持し、かつ転写プロモーターまたは発現特異性もしくは輸送のシグナルのいずれかの活
性を保持している任意の核酸を示す。例えば機能的変異体は、他の植物種の対応する遺伝
子由来のプロモーターに相当しうる。例えば、本明細書における実施例に記載の試験は、
栽培されたタバコであるニコチアナ・タバカムの推定上の二倍体の親の一方であるニコチ
アナ・シルベストリス種由来の配列に関する。ニコチアナ・シルベストリスとニコチアナ
・タバカムの配列がニコチアナ・タバカムの対応する遺伝子のプロモーターが本発明に関
連する機能的変異体を構成するように、非常にに類似（ニコチアナ・タバカムとニコチア
ナ・シルベストリスとの間の配列同一性は最大９９％）し、従来の方法（ハイブリダイゼ
ーション、増幅など）によって容易に調製され得ることが知られている。他の機能的変異
体は、配列が高ストリンジェンシーな条件下で、配列番号１、２、３、４、２２の配列の
うちの１つまたは少なくとも１００個の連続ヌクレオチドを有する断片とハイブリダイズ
し、かつ特に腺状突起に特異的な転写プロモーター活性を有する核酸、合成体、組換え体
または天然体である。
【００３８】
　一般的な様式では、機能的変異体が配列番号１、２、３、４もしくは２２の配列または
少なくとも１００個の連続ヌクレオチドを有するそれらの断片と少なくとも８０、８５も
しくは９０％の同一性を示し、さらにより好ましくは９５％を超える同一性を示す核酸で
り、このことはｂｌａｓｔＮ配列アラインメントソフトウェア（アルチュール（Ａｌｔｓ
ｃｈｕｌ）ら、１９９０年）によって得られた。
【００３９】
　最適なアラインメントがなされている２つの配列の比較により、同一性の割合が判定さ
れる。同一性の割合は、同一残基が同じ位置の両配列内で見られる場合の位置の数を位置
の総数で除してから１００倍したものを求めることによって算出される。２つの配列の最
適なアラインメントは、例えば、局所相同性を探索するためのアルゴリズム（スミス（Ｓ
ｍｉｔｈ）およびワザーマン（Ｗａｔｈｅｒｍａｎ）、１９８１年）、またはそれと同様
の当業者に既知のシステムを用いて、達成され得る。
【００４０】
　同定された遺伝子により、植物細胞、特に毛状突起の葉緑体区画に対して異種タンパク
質をターゲティングまたは指揮することができる輸送ペプチドの特徴づけも可能になった
。例えば、ジテルペンシンターゼが、ゲラニルゲラニルピロリン酸（ＧＧＰＰ）の生合成
部位である葉緑体区画におけるそれらの局在化に必要とされるシグナルペプチド配列をそ
れらのＮ－末端に有することは既知である（トラップ（Ｔｒａｐｐ）およびクロトー（Ｃ
ｒｏｔｅａｕ）、２００１年）。ＣｈｌｏｒｏＰプログラム（エマニュエルソン（Ｅｍａ
ｎｕｅｌｓｓｏｎ）ら、２０００年、ニールセン（Ｎｉｅｌｓｅｎ）ら、１９９７年）を
使用することにより、ＴＰＳ－０２ａ遺伝子のコーディング配列から５１個のアミノ酸（
ＡＡ）の推定上の輸送ペプチドが同定された。前記輸送ペプチド（および続く６ＡＡ）は
、ｕｉｄＡ遺伝子の上流およびＴＰＳ－０２ｂプロモーターの下流にあるカセット番号１
に導入された。このようにして、輸送ペプチドとＧＵＳタンパク質との翻訳融合体が生成
された。前記コンストラクト（カセット番号２）は、カリフラワーモザイクウイルスプロ
モーター（ＣａＭＶ　３５Ｓ）の制御下でカナマイシン耐性遺伝子を有するＴ－ＤＮＡベ
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クター（ｐＢＩ１２１）に挿入された。このＴ－ＤＮＡは、アグロバクテリウム・ツメフ
ァシエンスＬＢＡ４４０４株（フッケマ（Ｈｏｅｋｅｍａ）ら、１９９３年）を用いた遺
伝子形質転換によってニコチアナ・シルベストリスに導入された。
【００４１】
　カセット番号１に関し、数種類の形質転換体におけるｕｉｄＡ遺伝子の発現が腺状突起
の分泌細胞においてのみ検出された。さらに顕微鏡検査により、ＧＵＳ活性がプラスト内
に位置することが示され、それはＧＵＳタンパク質が葉緑体区画に正確にターゲティング
されたことを示した。これらのデータは、ニコチアナ・シルベストリス（ＴＰＳ－０２ｂ
）のＣＢＴ－オールシクラーゼ輸送ペプチドに対応する検討中の配列が異種タンパク質の
葉緑体区画への局在化を指揮することを示す。
【００４２】
　したがって、本発明の別の目的は、ＭＳＱＳＩＳＰＬＭＦＳＨＦＡＫＦＱＳＮＩＷＲＣ
ＮＴＳＱＬＲＶＩＨＳＳＹＡＳＦＧＧＲＲＫＥＲＶＲＲＭＮＲＡＭＤＬＳＳ（配列番号１
０）のアミノ酸配列を含む植物細胞の葉緑体の輸送ペプチドまたはこれらの任意の断片ま
たは機能的変異体、ならびに「ＡＴＧＡＧＴＣＡＡＴＣＡＡＴＴＴＣＴＣＣＡＴＴＡＡＴ
ＧＴＴＴＴＣＴＣＡＣＴＴＴＧＣＡＡＡＡＴＴＴＣＡＧＴＣＧＡＡＴＡＴＴＴＧＧＡＧＡ
ＴＧＣＡＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＡＣＴＣＡＧＡＧＴＴＡＴＡＣＡＣＴＣＡＴＣＡＴＡＴＧ
ＣＣＴＣＴＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＧＡＡＧＡＡＡＡＧＡＧＡＧＡＧＴＡＡＧＡＡＧＡＡＴ
ＧＡＡＴＣＧＡＧＣＡＡＴＧＧＡＴＣＴＴＴＣＴＴＣＡ」（配列番号９）のヌクレオチド
配列を含む植物細胞の葉緑体の輸送ペプチドまたはこれらの任意の断片または機能的変異
体をコードする核酸に関する。
【００４３】
　本発明は、上で定義されたものなどの核酸に作動可能に結合した目的の遺伝子および／
またはプロモーターを含むことを特徴とする任意の組換え発現カセットにも関する。
【００４４】
　発現カセットという用語は、作動可能に結合したコード領域および調節領域を含む核酸
コンストラクトを示す。「作動可能に結合した」という表現は、エレメントが、コード配
列（目的遺伝子）の発現および／またはコードされるタンパク質のターゲティングが転写
プロモーターおよび／または輸送ペプチドの制御下にあるような方法で組み合わされるこ
とを示す。典型的には、プロモーター配列は目的遺伝子の上流であって、発現の制御に合
った間隔を置いて配置される。同様に輸送ペプチドの配列は、一般に、目的遺伝子の配列
の上流であって、かつそれとインフレームで、および任意のプロモーターの下流で融合さ
れる。スペーサー配列は、発現および／またはターゲティングを妨げない限りにおいて調
節エレメントと遺伝子の間に存在し得る。
【００４５】
　目的遺伝子は、発現産物（例えばｍＲＮＡまたはタンパク質）をコードする領域を含む
任意の核酸（例えばＤＮＡまたはＲＮＡ）であってもよい。好ましい実施形態では、目的
遺伝子は、治療用または植物検疫用のタンパク質、酵素、耐性タンパク質、転写活性化因
子またはウイルスゲノムをコードする。
【００４６】
　本発明の別の目的は、上で定義されたものなどの核酸またはカセットを含む任意の（発
現）ベクターに関する。ベクターは、ＤＮＡまたはＲＮＡ、環状または非環状、１本鎖ま
たは２本鎖であってもよい。典型的には、それはプラスミド、ファージ、ウイルス、コス
ミド、人工染色体などである。有利には、それは植物ベクター、すなわち植物細胞を形質
転換可能なものである。植物ベクターの例は文献中に記載されており、その中でも特にア
グロバクテリウム・ツメファシエンスのＴ－ＤＮＡプラスミドｐＢＩＮ１９（ベバン（Ｂ
ｅｖａｎ）、１９８４年）、ｐＰＺＰ１００（ハジュキーヴィッツ（Ｈａｊｄｕｋｉｅｗ
ｉｃｚ）ら、１９９４年）、ｐＣＡＭＢＩＡシリーズ（Ｒ．ジェファーソン（Ｒ．Ｊｅｆ
ｆｅｒｓｏｎ）、ＣＡＭＢＩＡ、オーストラリア）が挙げられる。本発明のベクターは、
さらに複製起点および／または選択遺伝子および／または植物の組換え配列などを含んで
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もよい。例えば制限酵素、ライゲーション、クローニング、複製などを用いた当業者に周
知の従来の分子生物学的方法によってベクターは構築され得る。本発明によるベクターの
具体例が実験部分において提供され、それらは特にｐＬＩＢＲＯ－０１およびｐＬＩＢＲ
Ｏ－０２を含む。
【００４７】
　本発明の遺伝子コンストラクトを使用して、植物を遺伝的に修飾し、かつ特に、植物全
体を含む植物組織においてタンパク質を導入し、発現させることが可能である。
【００４８】
　当業者に既知の任意の方法により、本発明のコンストラクトの種または植物を含む植物
細胞または植物組織への導入を行うことが可能である。植物の遺伝子組換え法は当該技術
分野で周知であり、例えばアグロバクテリウム・ツメファシエンス細菌の使用、エレクト
ロポレーション、接合伝達、遺伝子銃法などを含む。
【００４９】
　共通に用いられる方法は、主に目的コンストラクト（核酸、カセット、ベクターなど）
のアグロバクテリウム・ツメファシエンス細菌への導入とそれに続く前記細菌の選択され
た植物の葉片との接触を含む、アグロバクテリウム・ツメファシエンス細菌の使用に基づ
く。発現カセットは、典型的には、ベクターとしてＴｉプラスミド（またはＴ－ＤＮＡ）
を使用することによって細菌に導入され、そしてそれは例えば熱ショックによって細菌内
に伝達されうる。形質転換細菌と葉片とのインキュベーションにより、Ｔｉプラスミドの
葉片細胞のゲノムへの伝達がもたらされる。後者は、必要に応じて、トランスジェニック
植物を再生するために、適切な条件下で培養され得る。そしてそれらの細胞は本発明のコ
ンストラクトを含む。アグロバクテリウム・ツメファシエンスの形質転換方法のさらなる
詳細または様々な実施について、例えば、ホーシュ（Ｈｏｒｓｃｈ）ら、１９８５年また
はホーイカース（Ｈｏｏｙｋａａｓ）およびシルペルールト（Ｓｃｈｉｌｐｅｒｏｏｒｔ
）、１９９２年を参照してもよい。
【００５０】
　植物形質転換の別の方法は、トランスジェニック植物を再生するために、遺伝子コンス
トラクトが接触する微粒子（典型的にはマイクロビーズ）を植物細胞に発射し、次いで前
記細胞を培養することに基づく。使用される粒子は、典型的には粒子銃によって発射され
ることが多い金粒子である（特にラッセル（Ｒｕｓｓｅｌｌ）ら、Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．、１９９２年、２８Ｐ、９７－１０５頁を参照）。
【００５１】
　マイクロインジェクション法は、植物全体の再生を目的とした、主に遺伝子コンストラ
クトの植物プロトプラストまたは胚への注入、次いで前記組織の培養に基づく。他の植物
遺伝子組換え法は周知であるか、または上記方法を実現する他のプロトコルは先行技術（
シーメンス　Ｊ．（Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｊ．）およびシーダー（Ｓｃｈｉｅｄｅｒ）、１９
９６年）において記載されており、それらを本発明において利用してもよい。
【００５２】
　再生されると、トランスジェニック植物は、毛状突起における目的産物の発現について
試験され得る。産物が分泌されるべきものである場合、葉の滲出物を回収し、前記滲出物
における産物の有無を調べることによりこれを行ってもよい。葉やより具体的には毛状突
起細胞における目的遺伝子の発現産物の存在を分析すること（例えば特異的なプライマー
またはプローブを用いたｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの分析）によってこれを行ってもよ
い。必要に応じて、改良されたレベルの発現を示す植物を得るために、例えば、植物が選
択され、交配され、処理され得る。
【００５３】
　これに関連して、本発明の別の目的は、上で定義されたものなどのカセットまたはベク
ターを含む組換え細胞に関する。例えばそれは、特にナス科、キク科、アサ科またはシソ
科由来の植物細胞であってもよい。培養においてタンパク質を生成するか、または（例え
ば機能ゲノミクスによって）目的の遺伝子もしくはタンパク質の特性を試験するために、
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細胞をインビトロで培養し、それを使用して組織または植物全体を再生してもよい。
【００５４】
　本発明の別の目的は、上で定義されたものなどの発現カセットまたはベクターを含む植
物または種にも関する。
【００５５】
　さらに本発明は、タンパク質をコードする遺伝子を含む、上で定義されたものなどのカ
セットまたはベクターを植物に導入する工程を含む、前記植物、特に植物の腺状突起にお
いて前記タンパク質を生成する方法に関する。
【００５６】
　本発明の別の態様は、タンパク質をコードする遺伝子を含む、上で定義されたものなど
のカセットまたはベクターを植物細胞または種に導入する工程と、前記細胞または種から
植物を再生する工程とを含む、前記植物、特に植物の腺状突起において前記タンパク質を
生成する方法に関する。
【００５７】
　本発明は、組換えタンパク質をコードする遺伝子を含む、上で定義されたものなどのカ
セットまたはベクターを植物細胞または種に導入する工程と、前記細胞または種から植物
を再生する工程とを含む、前記タンパク質を発現する植物を作製する任意の方法にも関す
る。
【００５８】
　有利なことに、毛状突起において発現された組換えタンパク質は、葉表面の滲出物にお
いて分泌される分子の分泌細胞による生成および／または滲出物の組成の修飾をもたらす
。
【００５９】
　有利なことに、植物は腺状突起においてタンパク質を分泌し、タンパク質は葉表面の滲
出物において回収される。
【００６０】
　したがって種々の目的産物を発現するために、本発明を用いることで植物、植物細胞ま
たは植物組織を修飾することが可能である。
【００６１】
　本発明を用いて、具体的には高等植物（特に被子植物）の腺状突起の分泌細胞において
特異的に目的産物を発現することが可能である。特に腺状突起を有する科、例えばキク科
、ナス科、アサ科およびシソ科由来の任意の植物に本発明を適用することが可能である。
本発明は、例えばナス（Ｓｏｌａｎｕｍ）属、トマト（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ）属、
トウガラシ（Ｃａｐｓｉｃｕｍ）属、ペチュニア（Ｐｅｔｕｎｉａ）属、ダチュラ（Ｄａ
ｔｕｒａ）属、アトローパ（Ａｔｒｏｐａ）属などのナス科の植物や、例えばニコチアナ
・シルベストリスおよびニコチアナ・タバカムといったニコチアナエ（Ｎｉｃｏｔｉａｎ
ａｅ）に特に適する。
【００６２】
　目的産物は、ペプチド、酵素、抗体などを含む任意の組換えタンパク質であってもよい
。特にそれは、例えば医薬用または植物検疫用の産業目的の生物学的活性を有するタンパ
ク質であってもよい。それはさらに、病原体（害虫、真菌、細菌、ウイルスなど）に対す
る抵抗性、改善された成長、修飾された代謝産物含有量または修飾された合成経路など、
特定の特性を植物に付与（特に分泌物（滲出物）の組成の修飾）を意図したタンパク質で
あってもよい。
【００６３】
　さらに植物細胞または植物における転写活性化因子の発現を目的として本発明を用いて
もよい。この場合、生成される転写活性化因子は、前記活性化因子に応答するプロモータ
ーの制御下に置かれた目的タンパク質の発現の制御を可能にするであろう。２種類のカセ
ット（同一のベクターまたは異なるベクター上に存在する）を使用したかかる二元系によ
り、本発明を活用して得られた特異的発現の増幅が可能になる。かかる例の１つは、毛状
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突起に特異的なプロモーターの制御下で転写活性化因子（例えばＧＡＬ４）をコードする
遺伝子を含む第１のカセットと、転写因子（Ｇａｌ４）によって調節されることで知られ
るエレメントの制御下で目的タンパク質をコードする遺伝子を含むもう１つのカセットと
を含むシステムである。
【００６４】
　別の増幅システムはウイルスＲＮＡベクターの使用を含む。実際、一部の植物ＲＮＡウ
イルスは、所定の遺伝子の転写物の増幅を可能にするＲＮＡ依存性のＲＮＡポリメラーゼ
をコードする。この実施形態では、目的遺伝子は、ウイルスコートタンパク質をコードす
るオープンリーディングフレームの代わりに前記ＲＮＡポリメラーゼのプロモーターの下
流にクローニングされる。ウイルス自体は特異的プロモーターの制御下に置かれる。した
がって、ウイルスの発現は毛状突起の分泌細胞に制限され、それにより前記細胞における
遺伝子の発現の選択的増幅が可能になる。
【００６５】
　本発明の他の態様および利点は、限定目的ではなく説明目的で記載される以下の実施例
において明らかになるであろう。
【実施例】
【００６６】
１．配列の単離および特徴づけ
　Ｑｉａｇｅｎ（登録商標）商用キット（ＤＮｅａｓｙ　Ｐｌａｎｔ　Ｍａｘｉ　Ｋｉｔ
）を用いて、タバコ（ニコチアナ・シルベストリスまたはニコチアナ・タバカム）の葉か
らゲノムＤＮＡを抽出した。「アダプター－アンカー」ＰＣＲ法（シーベルト（Ｓｉｅｂ
ｅｒｔ）ら、１９９５年）を使用し、異なるＴＰＳ遺伝子（ＴＰＳ０２ａ、０２ｂ、０３
、および０４）のプロモーター領域をクローニングした。簡単にいうと、ゲノムＤＮＡを
平滑末端を生じる種々の制限酵素（ＤｒａＩ、ＳｓｐＩ、ＮａｅＩなど）を用いて別々に
消化し、ＡＤＰＲ１　５’－ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＴＣＧＡＧ
ＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＧＧＧＡＧＧＴ（配列番号１４）およびＡＤＰＲ２　５’－ＡＣＣ
ＴＣＣＣＣ（配列番号１５）のプライマーを含むアダプターにライゲーションした。次い
で、アダプター（ＡＰ１およびＡＰ２）に相補的なプライマーおよび公表されたＣＹＣ－
２遺伝子コード配列（Ｇｅｎｂａｎｋ　Ｎｏ．ＡＦ４０１２３４、ＮＩＤ：ＡＹ４９５６
９４）の種々のプライマーを用いて２つのＰＣＲ反応を連続的に行うこと（ＰＣＲ１の後
にＰＣＲ２）により、ＴＰＳ－０２遺伝子のプロモーター領域を同定した。約１ｋｂのプ
ロモーター配列を同定するために、ＡＰ１プライマー（５’－ＧＧＡＴＣＣＴＡＡＴＡＣ
ＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ、配列番号１６）および外部プライマー２Ａ０４（５’
－ＡＧＡＧＧＣＡＴＡＴＧＡＴＧＡＧＴＧＴＡＴＡＡＣＴＣ、配列番号１７）を用いてＰ
ＣＲ１反応を行った。一定分量のＰＣＲ１反応物を用いて、ＡＰ２プライマー（５’－Ｃ
ＴＡＴＡＧＧＧＣＴＣＧＡＧＣＧＧＣ、配列番号１８）および内部プライマー２Ａ０２（
５’－ＡＣＣＴＣＣＡＡＡＴＡＴＴＣＧＡＣＴＧＡＡＡＴＴＴ、配列番号１９）を用いて
ＰＣＲ２反応を行った。この方法によって得られた断片の大きさは２００～１０００ｂｐ
の範囲であった。最長配列を単離するために、新規に同定した配列において同じプロセス
を繰り返した。例えば、ＴＰＳ－０２ｂ遺伝子に対応する１．７ｋｂのプロモーター配列
を同定するために、同じゲノム物質に対してかつ同じＰＣＲ条件であるが、外部プライマ
ー２Ｇ０７（５’－ＧＴＣＡＴＧＴＧＣＴＴＧＡＡＧＴＴＡＣＣＡＴＡＴＣ、配列番号２
０）および内部プライマー２Ｇ０８（５’－ＧＴＴＡＣＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＴＴＡＴＴ
ＴＡＣＣＡＴ、配列番号２１）を用いてＰＣＲ１反応を行った。ゲノムＤＮＡ　５０ｎｇ
を用いて、次の条件下：９４℃で２分を１サイクル、次いで９４℃で３０秒、６８℃で３
０秒を３５サイクル、および７２℃で５分を１サイクルにて、反応混合物２５μｌ中で０
．２５単位のＴａｑポリメラーゼ（供給元：Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）を用いた同一の標準的
ＰＣＲ条件下ですべてのＰＣＲ増幅を行った。
【００６７】
　ＴＰＳ－０２ｂプロモーター（ＰｒｏｍＴＰＳ０２ｂ）をバイナリーベクターにクロー



(13) JP 4961593 B2 2012.6.27

10

20

30

40

50

ン化するために、５’ＨｉｎｄＩＩＩ部位を有するセンスプライマー３Ａ０４（配列５'
－ＣＴＡＡＧＣＴＴＡＡＴＴＴＡＴＴＴＴＴＧＴＡＡＡＡＣＴＴＣ、配列番号１１）およ
び５’ＢａｍＨ１部位を有するアンチセンスプライマー３Ａ０３（配列５'－ＡＴＧＧＡ
ＴＣＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＣＧＣＣＡＡＡＣＧＡＧＴ、配列番号１２）を用い、ゲノム
ＤＮＡにおいて別のＰＣＲ増幅を行った。輸送ペプチド（ｐｒｏｍＴＰＳ０２ｂ－ＴＰ）
を含むＴＰＳ－０２ｂプロモーターをクローニングするために、センスプライマー３Ａ０
４を５’ＨｉｎｄＩＩＩ部位を含むアンチセンスプライマー４Ｃ０１（５'－ＴＧＧＡＴ
ＣＣＴＧＡＡＧＡＡＡＧＡＴＣＣＡＴＴＧＣＴＣＧＡ、配列番号１３）とともに使用した
。ＴＰＳ－０２ａ　１．７ｋｂプロモーター（ＰｒｏｍＴＰＳ０２ａ　１．７、配列番号
２２）をクローニングするために、５’ＳａｃＩ部位を有するセンスプライマー４Ｅ０７
（５’ＴＧＡＧＣＴＣＡＡＡＧＡＧＧＴＧＡＡＡＣＣＴＡＡＴＣＴＡＧＴＡＴＧＣＡＡ３
’、配列番号２３）をプライマー３Ａ０３とともに用いた。反応物２５μｌ中ゲノムＤＮ
Ａ　５０ｎｇを用いて、次の条件：９４℃で２分を１サイクル、９４℃で３０秒、５７℃
で３０秒、７２℃で１分を３５サイクルおよび７２℃で５分を１サイクルにて、Ｔａｑポ
リメラーゼ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ（登録商標））を用いて増幅を行った。Ｑｉａｑｕｉｃ
ｋカラム（Ｑｉａｇｅｎ）でＰＣＲ産物を精製し、ｐＧＥＭ－Ｔベクター（Ｐｒｏｍｅｇ
ａ（登録商標））にクローニングし、プラスミドのｐＰｒｏｍＴＰＳ０２ｂおよびｐＰｒ
ｏｍＴＰＳ０２ｂ－ＴＰを個々に生成した。クローンを配列決定し、１ｋｂのプロモータ
ー領域の配列を配列番号１～４として表した。配列のアライメント（図１）によると、９
３％以上同一性が示された。１．７ｋｂの配列を用いたアライメントでは、９０％を超え
る配列同一性が示された。
【００６８】
２．形質転換ベクターおよびカセットの構築
　バイナリーベクターｐＢＩ１２１（ＡＦ４８５７８３）においてｕｉｄＡ遺伝子の上流
に位置するＣａＭＶ　３５ＳプロモーターをＨｉｎｄＩＩＩおよびＢａｍＨ１酵素による
消化によって取り除き、キアクイックカラム（Ｑｉａｇｅｎ（登録商標））上のアガロー
スゲル上で精製した。プラスミドのｐＰｒｏｍＴＰＳ０２ｂおよびｐＰｒｏｍＴＰＳ０２
ｂ－ＴＰのＨｉｎｄＩＩＩおよびＢａｍＨ１消化の後、ＰｒｏｍＴＰＳ０２ｂおよびＰｒ
ｏｍＴＰＳ０２ｂ－ＴＰのプロモーター配列をＱｉａｑｕｉｃｋカラム（Ｑｉａｇｅｎ（
登録商標））上で精製した。プロモーター配列をＣａＭＶ　３５Ｓプロモーターとの置換
によってｐＢＩ１２１ベクターのＨｉｎｄＩＩＩおよびＢａｍＨ１部位に挿入し、それに
より、ｕｉｄＡ遺伝子との転写融合体を創出し、得られたコンストラクトをｐＬＩＢＲＯ
－１８およびｐＬＩＢＲＯ－１９と命名した。２つのバイナリーベクターｐＬＩＢＲＯ－
０１および０２を、エレクトロポレーションによってアグロバクテリウム株ＬＢＡ４４０
４に導入した。
【００６９】
　ｐｒｏｍＴＰＳ０２ａ　１．７プロモーターをベクターｐＣＡＭＢＩＡ１３９１Ｚ（Ｎ
ＩＤ：ＡＦ２３４３１２）のＥｃｏＲ１部位にクローニングし、ベクターｐＬＩＢＲＯ－
３２を生成した。

【００７０】
３．遺伝子形質転換
　リーフディスク法（ホーシュ（Ｈｏｒｓｃｈ）ら、１９８５年）による対応するアグロ
バクテリウムを用いた遺伝子形質転換により、ｐＬＩＢＲＯ－０１、ｐＬＩＢＲＯ－０２
およびｐＬＩＢＲＯ－３２コンストラクトを有するトランスジェニックタバコ株（ニコチ
アナ・シルベストリス）を得た。１００ｍｇ／ｌ　カナマイシンサルフェートを用いて形
質転換体を選択し、２５０ｍｇ／ｌ　カルベニシリンを用いてアグロバクテリウムを除去
した。
【００７１】
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４．ｕｉｄＡ遺伝子発現の分析
　ジェファーソン（Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ）ら（１９８７年）により記載の組織化学的ＧＵ
Ｓアッセイにより、ｕｉｄＡ遺伝子の発現を検出した。低倍率の立体顕微鏡を使用して、
染色を視覚化した。
【００７２】
５．毛状突起における特異的発現の証明
　ｐＬＩＢＲＯ－０１およびｐＬＩＢＲＯ－３２コンストラクトを有する数種類のトラン
スジェニックタバコ株（ニコチアナ・シルベストリス）において、ｕｉｄＡ遺伝子の発現
を測定した。ｐＬＩＢＲＯ－０１コンストラクトについての結果を図２に示す（図上の説
明を参照）。
【００７３】
　データは、発現が分泌細胞では生じるが、毛状突起の根元（ｂａｓｅ）を形成する細胞
では生じなかいことを示す。さらに、植物の他の器官ではｕｉｄＡ遺伝子の発現は全く検
出されなかった。これらの結果は、試験配列が腺状突起の分泌細胞において高度に特異的
な様式で異種遺伝子の発現を指揮することを示す。同一の結果がｐＬＩＢＲＯ－３２コン
ストラクトを用いて得られた（データは示していない）。
【００７４】
６．葉緑体ターゲティングの証明
　ｐＬＩＢＲＯ－０２コンストラクトを有する数種類のトランスジェニックタバコ株（ニ
コチアナ・シルベストリス）において、ｕｉｄＡ遺伝子を測定した。
【００７５】
　カセット番号１については、数種類の形質転換体におけるｕｉｄＡ遺伝子の発現を、腺
状突起の分泌細胞においてのみ検出した。さらに顕微鏡下では、ＧＵＳ活性が葉緑体細胞
内に局在化されることを見出し、これはＧＵＳタンパク質が葉緑体区画に正確にターゲテ
ィングされたことを示す。これらの結果は、本発明の輸送ペプチド配列が異種タンパク質
を葉緑体区画にターゲティングすることを示す。
【００７６】
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【表１】

【００７７】
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【表２】
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ト　Ｒ．Ａ．（Ｓｃｈｉｌｐｅｒｏｏｒｔ　Ｒ．Ａ．）（１９９２年）Ｐｌａｎｔ　Ｍｏ
ｌ．Ｂｉｏｌ．１９：１５－３８頁
　ホーシュ　Ｒ．Ｂ．（Ｈｏｒｓｃｈ　Ｒ．Ｂ．）、フライ　Ｊ．（Ｆｒｙ　Ｊ．）、ホ
フマン　Ｎ．Ｌ．（Ｈｏｆｆｍａｎｎ　Ｎ．Ｌ．）、ウォールロス　Ｍ．（Ｗａｌｌｒｏ
ｔｈ　Ｍ．）、アイヒホルツ　Ｄ．（Ｅｉｃｈｈｏｌｔｚ　Ｄ．）、ロジャーズ　Ｓ．Ｇ
．（Ｒｏｇｅｒｓ　Ｓ．Ｇ．）、およびフラリー　Ｒ．Ｔ．（Ｆｒａｌｅｙ　Ｒ．Ｔ．）
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　ロメール　Ｍ．（Ｒｏｈｍｅｒ　Ｍ．）、シーマン　Ｍ．（Ｓｅｅｍａｎ　Ｍ．）、ホ
ーバック　Ｓ．（Ｈｏｒｂａｃｈ　Ｓ．）、ブリンガー・マーヤー　Ｓ．（Ｂｒｉｎｇｅ
ｒ－Ｍｅｒｙｅｒ　Ｓ．）、およびサーム　Ｈ．（Ｓａｈｍ　Ｈ．）（１９９６年）Ｊ．
Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１８：２５６４－２５６６頁
　シーベルト　Ｐ．Ｄ．（Ｓｉｅｂｅｒｔ　Ｐ．Ｄ．）、チェンチック　Ａ．（Ｃｈｅｎ
ｃｈｉｃｋ　Ａ．）、ケロッグ　Ｄ．Ｅ．（Ｋｅｌｌｏｇｇ　Ｄ．Ｅ．）、ルクヤノフ　
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ＤｅＰａｒａｓｉｓ　Ｊ．）、ラフリン　Ｊ．（Ｌｏｕｇｈｒｉｎ　Ｊ．）、ガン　Ｓ．
（Ｇａｎ　Ｓ．）およびワーグナー　Ｇ．Ｊ．（Ｗａｇｎｅｒ　Ｇ．Ｊ．）（２００１年
）Ｎａｔｕｒｅ　１９：３７１－３７４頁
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【図面の簡単な説明】
【００７９】
【図１】本発明のプロモーター配列のアライメント：長さが約１ｋｂの４種類のＴＰＳプ
ロモーターの配列をＡｌｉｇｎＸアライメントプログラム（ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ　Ｓｕｉ
ｔｅ、ＩｎｆｏｒｍａｘＩｎｃ（登録商標））を用いてアライメントした。特異的な毛状
突起の活性に必要なモチーフには灰色の陰影を付けてある。
【図２】Ｘ－Ｇｌｕｃを用いた組織の組織化学染色後の、異なる器官の毛状突起の腺細胞
における顕微鏡（ＡとＢ）下および低倍率の立体顕微鏡（ＢとＤ）下での画像。青色に染
色されたｕｉｄＡレポーター遺伝子の発現を毛状突起の腺細胞のみにおいて検出する。毛
状突起の根元の細胞は染色されない。ｐＬＩＢＲＯ－０１コンストラクトを用いて形質転
換された２種類のタバコ株において染色を行った。ＡおよびＣ：葉の毛状突起、Ｂ：茎の
毛状突起、Ｄ：萼片の毛状突起。
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