
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
細胞質雄性不稔を示すチコリ属の植物 生産する方法であって、（ a）ヘリアンツス・ア
ヌウス orf 522配列

方法。
【請求項２】

【請求項３】

【請求項４】

【請求項５】
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を
を含む雄性不稔植物のミトコンドリアをチコリ属植物の細胞に導入す

ること、（ b）チコリ属植物を再生すること、および（ c）一端に配列番号１のヌクレオチ
ド配列を、他端に配列番号２のヌクレオチド配列を有する、該 orf 522の 347bp断片を含む
チコリ属植物を同定することを含む、前記

チコリ属植物がシコリウム・インチブスまたはシコリウム・エンディビア由来の核を含む
、請求項１記載の方法。

チコリ属植物を雌性親とし、第２のチコリ属植物と交雑を行うことをさらに含む、請求項
１記載の方法。

第２のチコリ属植物が細胞質雄性不稔を示さない、請求項３記載の方法。

細胞質雄性不稔を発現するチコリ属植物の細胞を生産する方法であって、（ a）チコリ属
植物の細胞を、細胞質雄性不稔を付与するヌクレオチド配列を含む第２の植物細胞と融合
させること、ここで該ヌクレオチド配列は一端に配列番号１のヌクレオチドを他端に配列
番号２のヌクレオチド配列を有する、ヘリアンツス・アヌウス orf 522の 347bp断片を含み



【請求項６】

【請求項７】

【請求項８】

【請求項９】

【請求項１０】

【発明の詳細な説明】
本発明は、細胞質型の雄性不稔をシコリウム（ Cichorium）属の植物に付与することがで
きるヌクレオチド配列の使用に関する。
シコリウム属は、各種のチコリおよびエンダイブといった、農食品産業で大いに興味ある
植物を含んでいる。
これらは同時に雌雄の生殖系を持つ植物であり、従って自殖することができる。このよう
な事態は、雑種を得るために別の系統の植物との交雑を行いたい場合には望ましくない。
シコリウム・インチブス（ Cichorium intybus）では、核性の雄性不稔を示す植物が既に
提案されている。しかし、細胞質性の雄性不稔は、雑種生産に対する興味ある解決策であ
る。
細胞質雄性不稔は、植物の雌性の親により伝えられる（母性遺伝の）、生存可能な花粉の
形成を妨げる一つの特性である。高品質の雄性不稔は、その植物を雄性稔性植物と交雑さ
せることができるように、その植物の雌性稔性に影響を及ぼしてはならない。従って、か
かる安定な細胞質雄性不稔を付与する系が利用可能になることが望ましい。
また、表現型特性の全てを示す完全な植物の発育の前であっても植物細胞を選択すること
を可能にする、この細胞質雄性不稔の信頼できるマーカーが利用可能になることも望まし
い。
よって、本発明は、特異的チコリ遺伝子と、ヒマワリ orf 522配列、または該 orf 522配列
と少なくとも 50％、有利には少なくとも 90％の相同性を持つ配列、が持っている雄性不稔
を付与するヌクレオチド配列、とを含んでいることを特徴とする、組換え植物ゲノムに関
する。
orf 522配列は、ヒマワリ［ヘリアンツス（ Helianthus）］、特に H.アヌウス（ annuus）
に現れる配列であり、細胞質雄性不稔に関与していると思われる
　
本出願人は、シコリウム属植物のゲノム中にこの orf 522配列が存在すると細胞質雄性不
稔に結びつくことを見出した。
本発明を実施するのに適した配列は、上記 orf 522配列、および少なくとも 50％、好まし
くは少なくとも 80％の類似性を有する配列が持つ配列を含む。適した配列はこの orf 522
配列と 90％の類似性を示すのが有利であり、特に、遺伝暗号の縮重を考慮して同じタンパ
ク質、またはあるアミノ酸が等価（ equivalent）のアミノ酸で置換されたタンパク質をコ
ードする配列を含む。「等価のアミノ酸」とは、類似の化学的挙動および／または類似の
分子量を有するアミノ酸を意味する。また、配列は、活性に必須ではない１または２以上
のアミノ酸が欠失もしくは置換されているタンパク質をコードする配列も含む。
上記ゲノムは核型でもミトコンドリア型でもよい。
上記配列が核ゲノムに存在する場合、これはこの配列の翻訳産物がミトコンドリアに入る
ことを可能にするプレ配列をも含むであろう。
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、および（ b）該植物細胞中に 347 bp断片を検出することを含む、前記方法。

チコリ属植物の細胞がシコリウム・インチブスまたはシコリウム・エンディビア由来のも
のである、請求項５記載の方法。

第２の植物細胞がヘリアンツス・アヌウス由来である、請求項５記載の方法。

347 bp断片を含む融合チコリ属植物細胞から細胞質雄性不稔を有するチコリ属植物を再生
することをさらに含む、請求項５記載の方法。

再生したチコリ属植物を雌性親とし、第２のチコリ属植物と交雑を行うことをさらに含む
、請求項８記載の方法。

第２のチコリ属植物が細胞質雄性不稔を示さない、請求項９記載の方法。



組換えゲノムはミトコンドリアゲノムであるのが好ましい。従って、本発明は上で定義し
た組換えゲノムを含むミトコンドリアにも関する。
特に、本発明は、 orf 522配列またはこの断片と少なくとも 90％の相同性を有する配列が
持つ 347bpのヌクレオチド断片を少なくとも１つ含有することを特徴とするミトコンドリ
アに関する。
orf 522配列
　
内では、 347bp配列の両端に下記配列のプライマーが存在する：
　
　
　
本発明は、シコリウム属のゲノムを含む核および上に定義した組換えゲノムを含有するこ
とを特徴とする組換え植物細胞質、特に、ヘリアンツス・アヌウスの orf 522配列または
少なくとも 50％の相同性を有する配列がもつヌクレオチド配列を含むミトコンドリアを含
有する細胞質に関する。
かかる細胞質を含む組換え植物細胞、特にシコリウム・インチブスおよびシコリウム・エ
ンディビア（ Cichorium endivia）から選ばれた種のゲノムを本質的に有する核を含む植
物細胞は本発明の範囲内である。
これらの種の中で下記に示す栽培グループが挙げられるが、本発明を何ら限定するもので
はない：
シコリウム・インチブス L：
－「野生改良型」チコリ類
－「バルブ・ド・カプサン（ Barbe de Capucin）」チコリ類
－「円錐形（ sugar loaf）」チコリ類
－「チオジア（ Chioggia）」チコリ類
－「ベローナ（ Verona）」チコリ類
－「カタロニア（ Catalonia）」チコリ類
－「トレビソ（ Treviso）」チコリ類
－「バリエガト・ジ・カステルフランコ（ Variegato di Castelfranco）」チコリ類
－ウィットルーフ（ Witloof）」チコリ類（または「ブラッセルズ（ Brussels）」チコリ
もしくは「チコン（ chicon）」チコリ）
－「ソンチノ（ Soncino）」チコリ類
「工業用」チコリ類（焙煎用および砂糖用）－「飼料（ fodder）」または「嗜好用（ game
）」チコリ類
シコリウム・エンディビア L．：－「スカロール（ Scarole）」エンダイブ類
　
これらは巨大根チコリ類（工業用、飼料および Witloof）と言われるもの、またはサラダ
チコリ類（緑色、赤色、まだら、促成栽培用またはそうでないもの）と言われるものであ
る。
当業者であれば本発明を容易に、特に
　
　
　
　
　
における 1994年 11月 30日の専門家会議 No.80（ 7） 48-49を参照すれば応用できる。
別の側面によれば、本発明は、ヒマワリの orf 522配列もしくはこの orf 522配列と少なく
とも 50％、好ましくは少なくとも 90％の相同性を有する配列が持つヌクレオチド配列を、
チコリ属植物の細胞ゲノムに組み込むことを特徴とする、細胞質雄性不稔を示すチコリ属
の植物、またはこの植物の生殖材料（ reproduction material）の生産方法に関する。
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また本発明は、上記方法で得られる植物を、ヘリアンツス・アヌウスの orf 522配列もし
くはこの orf 522配列と少なくとも 90％の相同性を有する配列をもたない同じ種の植物と
交雑することを特徴とする、雑種植物の本質的に非生物学的な生産方法に関する。
別の側面では本発明は、シコリウム属植物のミトコンドリア核酸を orf 522配列の少なく
とも 10個のヌクレオチド含む標識プローブと接触させることを特徴とする、シコリウム属
植物において細胞質雄性不稔を選択する方法に関する。
本発明の他の変形や特徴は以下の実施例を読めば明らかとなるであろう。
実施例１：植物材料の調製
シコリウム・インチブス
　
の種子は Florimond Desprezから供給され、（細胞質雄性不稔すなわち SMC）ヘリアンツス
・アヌウスの種子は市販品を用いた。
シコリウム・インチブスの種子を 0.1％（ w/v） HgCl2溶液で表面滅菌し、蒸留水で３回洗
浄し、ペトリ皿中の 19.5mg/lFe-EDTA、 20g/lショ糖および 6g/l寒天（ Bioakar E型）を添
加した Hellerの培地（ 1953）（ FeCl3無添加のマクロおよびマイクロ塩）上に起き、 Ramba
ud et al.（ 1990）により報告されている培養条件下で栽培した。次いで無菌の種苗を培
養管中の同じ培地に移した。ヘリアンツス・アヌウスの種子を 50g/l次亜塩素酸カルシウ
ム溶液で滅菌し、次いで蒸留水で３回洗浄し、ショ糖（ 10g/l）／寒天（ 0.6％）溶液中に
移した。
チコリの葉を 12～ 14日令の植物から収穫した。葉を細かく刻み、 15g/lの caylase 345、 0.
5g/lの cylase M2（ Cayla, Toulouse，フランス）および 90g/lのマンニトールを有する溶
液でインキュベーションした。
ヒマワリの種子に関する限り、胚軸は発芽後６～ 10日で取れ、同じ解離溶液でインキュベ
ーションした。
プロトプラストを暗中で動かさずに５時間 30分間インキュベーションし、 50μ m-メッシュ
のふるいによる濾過で精製し、集めて 15分間の低速の遠心分離（ 100×ｇ）により３回洗
浄した。
パスツールピペットを用いて上清を除去した後、プロトプラストを１：３（ヒマワリ／チ
コリ）の割合で混合し、７～ 11.106プロトプラスト /mlを含む懸濁液を得た。
プロトプラストを次のように変形した Kaoの方法（ Wetter LRL and Constabel F（ eds） Pl
ant Tissue Culture Methods, ch 7, pp49-56, 1982）で融合させた：プロトプラスト混
合物の溶液１体積をペトリ皿に入れ、 10％ジメチルスルホキシド（ DMSO）の 30％ポリエチ
レングリコール（ PEG 4000 Serva）溶液の３体積を滴下した。穏やかにホモゲナイズした
後、この溶液を３分間静置した。１分後、 Kaoの溶液 No．３（ 1982）をさらに 3.5体積添加
した。次いで Kaoの溶液 No．３（ 1982）を 3.5体積添加し、３分後６× 3.5体積の洗浄用培
地（ Saksi N et al., CR Acad, Sci. Paris 302: 165-170, 1986）を添加した。 10～ 15分
後プロトプラストを遠心分離（８分、 100×ｇ）で集め、次いで、洗浄用培地の８ ml量で
３回洗浄し、 MCl培地（ Saksi et al, 1986）－この培地中 1-ナフチル酢酸（ NAA）の濃度
は２ mg/lであり、イノシトール濃度は 250mg/l、 KNO3濃度は 144mg/lである－中に再懸濁し
た。
この培地で１～２日培養して 2.104プロトプラスト /mlの密度となった後、分離したヘテロ
カリオサイト（ heterokaryocyte）を、 2-（ N-モルホリノ）エタンスルホン酸（ MES）（ 5m
M）、カゼイン水解物（ 150mg/l）およびココナットミルク（ 2％； V/V）を添加した修飾 MC
l培地（ 0.5mg/l NAA）において 30℃で低密度（ 12/100μ l）で培養した。
１ヵ月後、ヘテロプラズミック（ heteroplasmic）プロトプラストの融合から得られたコ
ロニーを増殖用培地、次いで再生培地（ Rambaud et al. 1990）に移した。根付いた後、
植物を数週間温室に移し、次いで圃場に移植した。
得られた植物はチコリの表現型を有する。それらの中で CT 52/3と名付けた系統は葯の烈
開のない雄性不稔を示し； CT 41/1は葯が完全に欠けて雄性不稔を示す。
実施例２
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材料および方法
植物材料
FD1から FD16の番号の正常細胞質を有する工業用チコリ類の 16集団、工業用チコリ
　
および Florimond-Desprez社から提供された細胞質雄性不稔（ cms）を有する工業用チコリ
（ CT41/1） 20540 Uの群、チコリ CT52/3（ cms）、ヒマワリ cv. Mirasol（ cms）。温室で育
てた植物から若い葉を除き、 -80℃で保存した。
DNA
全 DNAミニ抽出のための Dellaporta研究所のプロトコル (Plant. Mol. Report., 1983）の
適用：各工程は４℃で行った。新鮮重量で 150～ 200mgの葉の部分を液体窒素で細かく破砕
する。２ mlマイクロチューブに移す。 Tris-HCl 0.1 M, pH8.0, EDTA 50mM, NaCl 0.5 M,
β -メルカプトエタノール 10mMの緩衝液 940μｌを添加する。 20％  SDS 62μｌを添加し、
激しく攪拌する。 65℃で 15分間インキュベーションする。５ M酢酸カリウムを 310μｌ添加
し激しく攪拌する。 30分間放置して沈殿させる。遠心分離。 17,500ｇで 15分間遠心分離す
る。上清１ mlを２ mlのマイクロチューブに移す。イソプロパノール 0.5mlを添加し混合す
る。 15分間放置し沈殿させる。 12,000ｇで 10分間遠心分離する。マイクロピペットを用い
て上清を除く。低温に設定して 10分間 Speed-Vac装置でペレットを乾燥する。 Tris-HCl 50
mM, pH8.0, EDTA 10mM，リボヌクレアーゼ A 0.2mg/mlの緩衝液 100μｌ中にペレットを再
溶解させ、 37℃で２時間インキュベーションする。フェノールで３回、次いでクロロホル
ムで１回抽出する。３ M酢酸ナトリウム， pH5.2の 0.1体積と４℃の無水エタノール２体積
を添加する。４℃で 15分間放置して沈殿させる。 12,000ｇで 10分間遠心分離する。４℃の
70％エタノールでペレットを洗浄する。 12,000ｇで３分間遠心分離する。マイクロピペッ
トを用いてデカントし、低温で 10分間 Speed-Vac装置で乾燥する。 Tris/HCl １ mM, pH8.0,
 EDTA 0.1mMの緩衝液中にペレットをとる。
５μｌ部分を、 0.8％アガロースゲル， TBE ix, EtBr O.5μｇ /ml中で水平電気泳動により
定量する。
PCR
orf 522配列
　
内の 347bp断片の両端にある 23および 26塩基の２つのプライマー。
プライマー配列：
　
　
　
60 Bio-Medサーモサイクラーを次のように設定する：初期サイクル：３分、 92℃； 30サイ
クル： 1.30秒、 92℃； 2.30秒、 55℃； 3.1分、 72℃；最終サイクル：５分、 72℃。反応混
合物：
　
緩衝液 1x： Tris:HCl 10mM, pH9.0. Triton X-100 0.1％ , MgCl2  1.5mM, BSA 0.2mg/ml; d
NTP 100μ M；プライマー各 0.2μ M；
　
Taqポリメラーゼ２ U/100μｌ； DNAマトリックス 50mg/100μｌ； H2 O 10μｌまで；鉱油： 5
0μｌ。生成物の分析は 1.6％アガロースゲル、 TBE 1x、 EtBr O.5μｇ /ml中の水平電気泳
動による。
ハイブリダイゼーション
サザン法（「 Maniatis」）による伝統的転移技術。 Dig-High-Primeキット（ Boehringer-M
anheim）を用いた orf 522プローブの化学標識。化学発光基質として CSPD（ Tropix）を用
いた Boehringer-Manheimのプロトコルに記載された視覚化。膜の露出時間：１時間から一
晩まで（非常に弱い増幅断片の場合）。
結果
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FD1～ FD16の各集団につき４個体、 20540 U群、チコリ CT 52/3およびヒマワリ「 Mirasol」
の８個体、すなわち全部で 73個体について全 DNAを抽出する。 DNA抽出物中に存在する不純
物による PCRの阻害がないことを、各反応混合物に数十フェムトグラムの 347 bp断片を加
えて確認した。 52/3 DNA、ヒマワリ「 Mirasol」 DNAおよび 20540 U群の DNAの PCR分析はす
べて、 orf 522の約 350bp断片の実質量（約 200ng）の増幅を可能にする。正常細胞質を有
するチコリはすべてこの断片を持たない。 Mirasolヒマワリの全 DNAから PCRで調製した orf
 522プローブを用いた分子ハイブリダイゼーションによるこれらの PCR産物の分析により
、（ cms）チコリ類中の増幅断片とプローブとの相同性を確認する。
結論
得られた結果は、 orf 522が稔性チコリ類には存在しないことを実証した。従って、 orf 5
22配列の存在 /不存在の PCR法による決定は定まった分析と考えることができる。
配列表
（１）一般情報：
（ i）出願人：
（ A）名称：フロリモン・デプレ・ブーブ・エ・フィス
（ B）通り： BP 41
（ C）市：カペル・アン・プブル
（ E）国：パリ
（ F）郵便番号： 59242
（ ii）発明の名称：組換え植物ゲノム、それを含有するミトコンドリアおよび細胞、なら
びにシコリウム属植物において細胞質雄性不稔を選択する方法
（ iii）配列の数： 2
（ iv）コンピュータ読み取り可能な形態：
（ A）媒体の種類：プロッピーデスク
（ B）コンピュータ： IBM PC　コンパティブル
（ C）オペレーティングシステム： PC-DOS/MS-DOS
（ D）ソフトウェア：パテントイン・リリース #1.0，バージョン #1.30（ EPO）
（ vi）先の出願のデータ：
（ A）出願番号： FR 9606725
（ B）出願日： 1996年５月 31日
（２）配列番号１の情報
（ i）配列の特徴：
（ A）配列の長さ： 23塩基対
（ B）配列の型：ヌクレオチド
（ C）鎖の数：一本鎖
（ D）トポロジー：直鎖状
（ ii）配列の種類： DNA
（ xi）配列：配列番号１：
　
（２）配列番号２の情報
（ i）配列の特徴：
（ A）配列の長さ： 26塩基対
（ B）配列の型：ヌクレオチド
（ C）鎖の数：一本鎖
（ D）トポロジー：直鎖状
（ ii）配列の種類： DNA
（ xi）配列：配列番号２：
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