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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１の３３７位から６１８位に示されるサトウキビ桿状ウイルス（ＳＣＢＶ）エ
ンハンサーエレメントの１つもしくは複数のコピーと、
　それに作動可能に連結して、ＲＮＡポリメラーゼ結合部位およびｍＲＮＡ開始部位を含
む異種プロモーターであって、植物において機能的であるプロモーターと
を含むキメラ転写調節領域の核酸であって、
　前記プロモーターがトウモロコシプロモーターであり、
　対象のヌクレオチド配列が前記キメラ転写調節領域の調節制御下で転写されると、転写
産物の量が、前記プロモーターを含み前記ＳＣＢＶエンハンサー配列（複数可）は含まな
いキメラ転写調節領域を用いて得られる転写産物の量と比べて増強されている、前記キメ
ラ転写調節領域の核酸。
【請求項２】
　３’転写終結ポリヌクレオチド分子に作動可能に連結した転写可能なポリヌクレオチド
分子に作動可能に連結した、請求項１に記載のキメラ転写調節領域の核酸を含む構築物。
【請求項３】
　前記転写可能なポリヌクレオチド分子が、それが発現される植物に農業形質を与える、
請求項２に記載の構築物。
【請求項４】
　請求項２に記載の構築物で安定的に形質転換された、トウモロコシ植物であるトランス
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ジェニック植物。
【請求項５】
　転写可能なポリヌクレオチド分子が、それが発現される植物に農業形質を与える、請求
項４に記載のトランスジェニック植物。
【請求項６】
　請求項４に記載のトランスジェニック植物の種子。
【請求項７】
　請求項１に記載のキメラ転写調節領域の核酸を含む、トウモロコシ植物細胞であるトラ
ンスジェニック植物細胞。
【請求項８】
　請求項２に記載の構築物で植物細胞または組織を形質転換することを含む、トウモロコ
シ植物であるトランスジェニック植物を生産する方法。
【請求項９】
　請求項２に記載の構築物で形質転換されたトウモロコシ植物細胞または組織。
【請求項１０】
　請求項５に記載のトランスジェニック植物から導出することが可能な植物細胞、果実、
葉、根、苗条、花、種子、挿し木および有性繁殖または無性繁殖に有用な他の生殖物質、
Ｆ１ハイブリッドを含めた子孫植物、雄性不稔植物ならびに他のあらゆる植物および植物
産物。
【請求項１１】
　配列番号１の３３７位から６１８位に示されるサトウキビ桿状ウイルス（ＳＣＢＶ）エ
ンハンサーエレメントの１つもしくは複数のコピーと、それに作動可能に連結して、ＲＮ
Ａポリメラーゼ結合部位およびｍＲＮＡ開始部位を含むトウモロコシプロモーターとを含
むキメラ転写調節領域の核酸が、トウモロコシ植物細胞、組織または植物体のゲノムに無
作為な位置で挿入されている、トウモロコシ植物細胞、組織または植物体。
【請求項１２】
　配列番号１の３３７位から６１８位に示される前記ＳＣＢＶエンハンサーエレメントの
２つ以上のコピーを含み、ＳＣＢＶエンハンサーが、前記ＳＣＢＶエンハンサーが非存在
下での対象のヌクレオチド配列の転写と比べて、前記ＳＣＢＶエンハンサーの調節制御下
にある対象のヌクレオチド配列の増強された転写を与える、請求項１１に記載のトウモロ
コシ植物細胞、組織または植物体。
【請求項１３】
　前記プロモーターが、トウモロコシＡｄｈ１プロモーター、トウモロコシユビキチン（
Ｕｂｉ）プロモーター、またはＥｍｕプロモーターである、請求項１に記載のキメラ転写
調節領域の核酸。
【請求項１４】
　配列番号１の３３７位から６１８位に示される前記ＳＣＢＶエンハンサーエレメントの
４つ以上のコピーを含む、請求項１２に記載の植物細胞、組織または植物体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１０年８月３０日に出願した米国特許仮出願第６１／４０２５７０号の
利益を主張するものであり、その全体は参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本開示は、植物分子生物学および遺伝子工学の分野、ならびに、具体的には、植物にお
いて遺伝子発現および／またはタンパク質産生を調節する（たとえば、増強する）のに有
用なポリヌクレオチド分子に関する。
【背景技術】
【０００３】
　たとえば、植物などの遺伝的に操作された生物において使用するために、転写可能な核
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酸（たとえば、トランスジーン）の発現を指示する、制御するまたは他の方法で調節する
遺伝子調節エレメントの継続的な必要性が存在する。遺伝子調節エレメントには典型的に
は、転写因子およびＲＮＡポリメラーゼ結合部位（複数可）を含有する転写開始領域など
の５’非翻訳配列、エンハンサー／サイレンサーエレメント、ＴＡＴＡボックスならびに
ＣＡＡＴボックスが、３’ポリアデニル化配列、転写停止シグナル、翻訳開始および停止
シグナル、スプライスドナー／アクセプター配列ならびにその他同類のものと共に含まれ
る。
【０００４】
　遺伝子工学のために、遺伝子調節エレメントは典型的には、発現ベクターまたは他の操
作された構築物に含まれて、調節エレメントに作動可能に連結したトランスジーンの発現
を調節する。このような様式で使用されるプロモーターの周知の例はＣａＭＶ３５Ｓプロ
モーター(Nagy et al. In: Biotechnology in plant science: relevance to agricultur
e in the eighties. Eds. Zaitlin et al. Academic Press、Orlando、1985)、トウモロ
コシユビキチンプロモーター(Ubi; Christensen & Quail、Transgenic Research 5:213、
1996)およびＥｍｕプロモーター(Last et al.、Theor. Appl. Genet. 81 581、1991)であ
るが、他にも多くのプロモーターが当業者には公知であろう。同様に、エンハンサーは、
遺伝子工学において使用するために様々な供給源から単離されており、これらのエンハン
サーには、カリフラワーモザイクウイルス（３５Ｓ　ＣａＭＶ）エンハンサー、ゴマノハ
グサモザイクウイルス（ＦＭＶ）エンハンサー、ピーナッツ萎黄病線条カリモウイルス（
ＰＣＩＳＶ）エンハンサーまたはオシロイバナモザイクウイルス（ＭＭＶ）エンハンサー
が含まれる。
【０００５】
　たとえば、ベクターおよび他の操作された構築物などの異種核酸分子において、それに
作動可能に連結した配列の発現を制御するよう利用することが可能なエンハンサードメイ
ンなどの遺伝子調節エレメントを同定する継続的な必要性が存在する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は以下を提供する。
［１］配列番号１の３３７位から６１８位に示されるサトウキビ桿状ウイルス（ＳＣＢＶ
）エンハンサーエレメント、またはその相同体の１つもしくは複数のコピー、ならびに
それに作動可能に連結して、ＲＮＡポリメラーゼ結合部位およびｍＲＮＡ開始部位
を含むプロモーターを含むキメラ転写調節領域であって、
　対象のヌクレオチド配列が上記キメラ転写調節領域の調節制御下で転写されると、転写
産物の量が、上記プロモーターを含み上記ＳＣＢＶエンハンサー配列（複数可）は含まな
いキメラ転写調節領域を用いて得られる転写産物の量と比べて増強されている、
上記キメラ転写調節領域。
［２］プロモーターが、植物ウイルス遺伝子、細菌遺伝子、真菌遺伝子、植物核遺伝子、
植物核外遺伝子、無脊椎動物遺伝子、または脊椎動物遺伝子の上流領域から得られる、上
記［１］に記載のキメラ転写調節領域。
［３］３’転写終結ポリヌクレオチド分子に作動可能に連結した転写可能なポリヌクレオ
チド分子に作動可能に連結した、上記［１］に記載の転写開始領域を含む構築物。
［４］上記転写可能なポリヌクレオチド分子が、それが発現される植物に農業形質を与え
る、上記［３］に記載の構築物。
［５］上記［３］に記載の構築物で安定的に形質転換されたトランスジェニック植物。
［６］転写可能なポリヌクレオチド分子が、それが発現される植物に農業形質を与える、
上記［５］に記載のトランスジェニック植物。
［７］上記構築物を含む、上記［５］に記載のトランスジェニック植物の種子。
［８］トウモロコシ植物である、上記［５］に記載のトランスジェニック植物。
［９］上記［１］に記載のキメラ転写調節領域を含むトランスジェニック植物細胞。
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［１０］上記［３］に記載の構築物で植物細胞または組織を形質転換することを含む、ト
ランスジェニック植物を生産する方法。
［１１］トランスジェニック植物が双子葉植物である、上記［１０］に記載の方法。
［１２］トランスジェニック植物が単子葉植物である、上記［１０］に記載の方法。
［１３］上記［３］に記載の構築物で形質転換された植物細胞または組織。
［１４］双子葉植物由来である、上記［１３］に記載の植物細胞または組織。
［１５］単子葉植物由来である、上記［１３］に記載の植物細胞または組織。
［１６］上記［６］に記載のトランスジェニック植物から導出することが可能な植物細胞
、果実、葉、根、苗条、花、種子、挿し木および有性繁殖または無性繁殖に有用な他の生
殖物質、Ｆ１ハイブリッドを含めた子孫植物、雄性不稔植物ならびに他のあらゆる植物お
よび植物産物。
［１７］配列番号１の３３７位から６１８位に示されるサトウキビ桿状ウイルス（ＳＣＢ
Ｖ）エンハンサーエレメント、またはその相同体の１つもしくは複数のコピーを含み、上
記ＳＣＢＶエンハンサーエレメントの上記１つまたは複数のコピーがトウモロコシ植物細
胞、組織または植物体のゲノムに無作為な位置で挿入されている、トウモロコシ植物細胞
、組織または植物体。
［１８］ＳＣＢＶエンハンサーが、上記ＳＣＢＶエンハンサーが非存在下での対象のヌク
レオチド配列の転写と比べて、上記ＳＣＢＶエンハンサーの調節制御下にある対象のヌク
レオチド配列の増強された転写を与える、上記［１７］に記載のトウモロコシ植物細胞、
組織または植物体。
 
　本開示は、エンハンサードメインおよび前記エンハンサードメインの増強制御下で転写
調節ドメインを含む新規の転写調節領域を記載する。前記エンハンサードメインは、天然
であるが以前認識されていなかった縦一列に配置されたＳＣＢＶエンハンサーの複数（た
とえば、２つから４つまたはそれよりも多い）のコピーを含む。本開示の転写調節領域（
プロモーター）は、前記エンハンサードメインが非存在のプロモーターと比べた場合、増
強された転写を提供する。一例では、配列番号１の３３７位から６１８位に示されるＳＣ
ＢＶエンハンサーエレメントの１つまたは複数のコピーならびにそれに作動可能に連結し
て、ＲＮＡポリメラーゼ結合部位およびｍＲＮＡ開始部位を含むプロモーターを含むキメ
ラ転写調節領域であって、対象のヌクレオチド配列が前記キメラ転写調節領域の調節制御
下で転写された場合、前記プロモーターは含むが前記ＳＣＢＶエンハンサー配列は含まな
いキメラ転写調節領域を用いて得られる転写産物の量と比べて、転写産物の量が増強され
ている前記キメラ転写調節領域が開示される。
【０００７】
　記載された転写調節領域および転写されるＤＮＡ配列を含むＤＮＡ構築物も提供される
。一例では、ＤＮＡ構築物は、３’転写末端ポリヌクレオチド分子に作動可能に連結した
転写可能なポリヌクレオチド分子に作動可能に連結した開示された転写開始領域を含む。
前記ＤＮＡ構築物は、転写されるＤＮＡ配列の増強された転写を提供する。前記開示され
た構築物を用いて形質転換されたトランスジェニック植物、植物細胞または組織（たとえ
ば、双子葉または単子葉植物、植物細胞または組織）も開示される。開示されたトランス
ジェニック植物から誘導可能な植物種子、果実、葉、苗条、花、挿し木および有性繁殖ま
たは無性繁殖に有用な他の生殖物質、Ｆ１ハイブリッドを含めた子孫植物、雄性不稔植物
ならびに他のあらゆる植物および植物産物も提供される。開示されたトランスジェニック
植物、植物細胞または組織を生産する方法も本明細書において提供される。
【０００８】
　本開示の前述のおよび他の特長は、添付図を参照して開始する以下の詳細な説明からさ
らに明らかになる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１はＳＣＢＶプロモーターの配列を示す（ジェンバンク受託番号ＡＪ２７７０
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９１．１“Sugarcane bacilliform IM virus complete genome, isolate Ireng Maleng”
の６７５８位～７５９６位に対応しており、この配列は２０１０年４月１５日にオンライ
ンで掲載された通りに参照によりその全体を本明細書に組み込まれる）。この配列は配列
番号１にも示される。本研究において定義されるエンハンサー配列は、－２２２から－５
０３まで伸びており、図では下線が引かれている（配列番号１の３３７位から６１８位に
対応する）。
【図２】図２Ａおよび図２Ｂは、ＳＣＢＶプロモーターの解析結果を図示している。図２
Ａは、転写開始部位の－８３９ｂｐ、－５７６ｂｐおよび－３３３ｂｐ上流からルシフェ
ラーゼ（ＬＵＣ）レポーター遺伝子に融合された転写開始部位の１０６ｂｐ下流までの配
列を含有するＳＣＢＶプロモーターの断片を示している。図２Ｂは、上記プラスミドとＵ
ＢＩ：：ＧＵＳレポーター構築物を用いて同時形質転換されたＨｉＩＩ細胞由来のＬＵＣ
／ＧＵＳ活性の比のヒストグラムを示している。その結果から、転写開始部位の－５７６
ｂｐ上流からの配列を含有するプロモーター断片は、開始部位の８３９ｂｐ上流を含有す
るプロモーター断片の活性の６０％を有していたことが示されている。これとは対照的に
、開始部位の－３３３ｂｐ上流からの配列を含有するプロモーター断片は完全長プロモー
ター（転写開始部位の－８３９上流から）の活性の１０％しか有していなかった。したが
って、プロモーター活性に関与する配列は－３３３ｂｐの上流に属する。
【図３Ａ】図３Ａおよび図３Ｂは、本明細書に記載されるＳＣＢＶエンハンサーエレメン
トがトウモロコシＡｄｈ１プロモーターからの転写を増強することを図示している。－５
０３から－２２２までのＳＣＢＶプロモーター配列の１、２および４コピーは、ホタルル
シフェラーゼ遺伝子に融合された切断されたトウモロコシＡｄｈ１プロモーターの上流に
クローニングされ（図３Ａ）、比較のために、ＭＭＶエンハンサー配列の４コピーならび
にＭＭＶエンハンサーの２コピーとＳＣＢＶプロモーターの２コピーは切断されたトウモ
ロコシＡｄｈ１プロモーターの上流にクローニングされ、ホタルルシフェラーゼ遺伝子に
融合された（図３Ａ）。これらの構築物は、ＵＢＩ：：ＧＵＳレポーター構築物と一緒に
トウモロコシＨｉ－ＩＩ浮遊細胞に照射された。図３Ｂに示されるように、ＳＣＢＶエン
ハンサーの１、２および４コピーを含有する構築物は、エンハンサーのない切断されたＡ
ｄｈ１構築物を用いて照射された細胞のそれぞれ５倍、６倍および１０倍を超える活性を
有していた。４×ＭＭＶ構築物は切断されたＡｄｈ１構築物の２．５倍の活性を有してお
り、２×ＭＭＶ　２×ＳＣＢＶ構築物は切断されたＡｄｈ１構築物の６倍の活性を有して
いた。
【図３Ｂ】図３Ａおよび図３Ｂは、本明細書に記載されるＳＣＢＶエンハンサーエレメン
トがトウモロコシＡｄｈ１プロモーターからの転写を増強することを図示している。－５
０３から－２２２までのＳＣＢＶプロモーター配列の１、２および４コピーは、ホタルル
シフェラーゼ遺伝子に融合された切断されたトウモロコシＡｄｈ１プロモーターの上流に
クローニングされ（図３Ａ）、比較のために、ＭＭＶエンハンサー配列の４コピーならび
にＭＭＶエンハンサーの２コピーとＳＣＢＶプロモーターの２コピーは切断されたトウモ
ロコシＡｄｈ１プロモーターの上流にクローニングされ、ホタルルシフェラーゼ遺伝子に
融合された（図３Ａ）。これらの構築物は、ＵＢＩ：：ＧＵＳレポーター構築物と一緒に
トウモロコシＨｉ－ＩＩ浮遊細胞に照射された。図３Ｂに示されるように、ＳＣＢＶエン
ハンサーの１、２および４コピーを含有する構築物は、エンハンサーのない切断されたＡ
ｄｈ１構築物を用いて照射された細胞のそれぞれ５倍、６倍および１０倍を超える活性を
有していた。４×ＭＭＶ構築物は切断されたＡｄｈ１構築物の２．５倍の活性を有してお
り、２×ＭＭＶ　２×ＳＣＢＶ構築物は切断されたＡｄｈ１構築物の６倍の活性を有して
いた。
【図４】図４は、逆転写とＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）を使用して解析された、非トランスジ
ェニック（Ｗ）対照植物と比べたトランスジェニック（Ｔ）植物における４×ＳＣＢＶの
組込み部位に近い転写物（「フランキング遺伝子」）の蓄積を示している。ハウスキーピ
ング遺伝子ＧＡＰＤＨのレベルは比較のために示されている。４×ＳＣＢＶエンハンサー
はそれが組み込まれる近くの遺伝子の転写物の蓄積の増加を引き起こした。転写物蓄積の
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このような増加はおそらく転写速度の増加によって生じる。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
配列表
　添付の配列表に収載されている核酸および／またはアミノ酸配列は、３７Ｃ．Ｆ．Ｒ．
１．８２２に定義される通りに、ヌクレオチド塩基を表す標準文字省略形およびアミノ酸
を表す３文字コードを使用して示されている。それぞれの核酸配列の一方の鎖のみが示さ
れているが、相補鎖は表示されている鎖を参照することにより含まれていると理解される
。核酸配列（配列表または本明細書の他の場所の）は、標準の５’から３’方向に示され
ており、タンパク質配列は標準のアミノ（Ｎ）末端からカルボキシ（Ｃ）末端方向に示さ
れている。
【００１１】
　配列番号１はＳＣＢＶプロモーターの核酸配列を示している（ジェンバンク受託番号Ａ
Ｊ２７７０９１．１“Sugarcane bacilliform IM virus complete genome, isolate Iren
g Maleng”の６７５８位～７５９６位に対応しており、この配列は２０１０年４月１５日
にオンラインで掲載された通りに参照によりその全体を本明細書に組み込まれる）。
【００１２】
　本明細書に記載されるエンハンサーエレメントは、配列番号１の３３７位から６１８位
までである。
【００１３】
　Ｉ．省略形
　　３’ＵＴＲ　　　　３’－非翻訳領域
　　５’ＵＴＲ　　　　５’－非翻訳領域
　　Ａｄｈ１　　　　　アルコールデヒドロゲナーゼ１
　　ａｓＲＮＡ　　　　アンチセンスＲＮＡ
　　ｃＤＮＡ　　　　　相補的ＤＮＡ
　　ｄｓＲＮＡ　　　　二本鎖ＲＮＡ
　　ＧＡＰＤＨ　　　　グリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼ
　　ＫＢ　　　　　　　キロバイト
　　ｋｂｐ　　　　　　キロ塩基対
　　ＬＵＣ　　　　　　ルシフェラーゼ
　　ｍｉＲＮＡ　　　　マイクロＲＮＡ
　　ｎｔ　　　　　　　ヌクレオチド
　　ＯＲＦ　　　　　　オープンリーディングフレーム
　　ＰＣＲ　　　　　　ポリメラーゼ連鎖反応
　　ＲＴ－ＰＣＲ　　　逆転写およびＰＣＲ
　　ＳＣＢＶ　　　　　トウモロコシ桿状(bacilliform)ウイルス
　　ｓｉＲＮＡ　　　　低分子干渉ＲＮＡ
　　ｓｓＲＮＡ　　　　一本鎖ＲＮＡ
　　Ｔｍ　　　　　　　 熱融解点
　　ＵＴＲ　　　　　　非翻訳領域
【００１４】
　ＩＩ．用語
　他の方法で記述されなければ、専門用語は従来の用法に従って使用される。分子生物学
における一般用語の定義は、Benjamin Lewin、Genes V、published by Oxford Universit
y Press、1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al. (eds.)、The Encyclopedia of M
olecular Biology、published by Blackwell Science Ltd.、1994 (ISBN 0-632-02182-9)
;およびRobert A. Meyers (ed.)、Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehens
ive Desk Reference, published by VCH Publishers, Inc.、1995 (ISBN 1-56081-569-8)
に見い出し得る。
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【００１５】
　本発明の様々な実施形態の概説を促進するために、特定の用語の以下の説明が提供され
る。
【００１６】
　５’および／または３’：核酸分子（たとえば、ＤＮＡおよびＲＮＡ）は、モノヌクレ
オチドが反応して、一モノヌクレオチドペントース環の５’リン酸がリン酸ジエステル結
合を介してその隣接するモノヌクレオチドの３’酸素に一方向に結合されるような形でポ
リヌクレオチドを作るために、「５’末端」および「３’末端」を有すると言われる。し
たがって、ポリヌクレオチドの一末端は、その５’リン酸がモノヌクレオチドペントース
環の３’酸素に連結されていない場合は「５’末端」と呼ばれる。ポリヌクレオチドのも
う一方の末端は、その３’酸素が別のモノヌクレオチドペントース環の５’リン酸に連結
されていない場合は「３’末端」と呼ばれる。一モノヌクレオチドペントース環の５’リ
ン酸がその隣接するモノヌクレオチドの３’酸素に結合されるにもかかわらず、内部の核
酸配列は５’および３’末端を有すると言ってもよい。
【００１７】
　直鎖状でも環状核酸分子でも、別々の内部エレメントは、「上流」もしくは５’のエレ
メント、またはその「下流」もしくは３’のエレメントであると呼ばれる。ＤＮＡに関し
ては、この用語法は、転写がＤＮＡ鎖に沿って５’から３’方向に進行することを反映し
ている。プロモーターおよびエンハンサーエレメントは、連結された遺伝子の転写を指示
するが、一般にはコード領域の５’または上流に位置する。しかし、エンハンサーエレメ
ントはプロモーターエレメントおよびコード領域の３’に位置している場合でもその効果
を発揮することができる。転写終結およびポリアデニル化シグナルはコード領域の３’ま
たは下流に位置している。
【００１８】
　農業形質：植物形態、生理機能、成長発育、収量、栄養増強、疾患もしくは有害生物抵
抗性、または環境もしくは薬剤耐性が含まれるがこれらに限定されない、植物の特徴的は
、農業形質である。「増強された農業形質」は、非ストレス条件下での増加した収量およ
び環境ストレス条件下での増加した収量を含む収量増加を含むがこれに限定されない農業
形質の測定可能な改良を指す。ストレス条件には、たとえば、旱魃、日陰、菌類病、ウイ
ルス病、細菌病、昆虫来襲、線虫来襲、低温露出、熱曝露、浸透ストレス、減少した窒素
栄養分利用性、減少したリン栄養分利用性および高い植物密度が含まれ得る。「収量」は
、草高、さや数、植物上のさや位置、節間の数、さや粉砕(shatter)の発生率、粒径、結
節形成および窒素固定の効率、栄養素同化の効率、生物および非生物ストレスへの抵抗性
、炭素同化、植物構造、倒伏への抵抗性、パーセント種子発芽、苗力、ならびに未成熟(j
uvenile)形質を限定なく含む多くの特性により影響を受けることがある。収量は、発芽の
効率（ストレスを加えられた条件での発芽を含む）、成長速度（ストレスを加えられた条
件での成長速度を含む）、穂数、穂あたりの種子数、種子径、種子の組成（デンプン、油
、タンパク質）および種子充填(seed fill)の特徴にも影響を受けることがある。収量の
増加は、窒素、リンおよび炭水化物などの重要な生化学化合物の改良された利用から、ま
たは寒さ、暑さ、旱魃、塩および有害生物または病原体による攻撃などの環境ストレスに
対する改良された応答から生じることもある。本開示において使用される組換えＤＮＡを
使用して、植物成長調節物質の発現が改変されるまたは細胞周期もしくは光合成経路が改
変された結果として、成長発育が改良され最終的に収量が増加する植物を提供することも
可能である。農業形質および植物におけるそのような形質を変更する追加の例は本明細書
において提供されるおよび／または当業者により認識されるであろう。
【００１９】
　変更；ポリヌクレオチド（たとえば、本発明の核酸によりコードされるポリペプチド）
における変更は、この用語が本明細書において使用されるときには、ポリヌクレオチド配
列における任意の欠失、挿入および点変異を含む。この定義内に含まれるのは、ポリペプ
チドをコードするゲノムＤＮＡ配列に対する変更である。同様に、用語「変更」は、ポリ
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ペプチド配列における欠失、挿入および点変異を指すのに使用されることもある。
【００２０】
　産生または発現のレベルを変更する：核酸分子またはアミノ酸分子（たとえば、ｓｉＲ
ＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、遺伝子、ポリペプチド、ペプチド）の産生または発現のレ
ベルを、産生または発現の対照レベルと比べて、増加させるまたは減少させることにより
、変えること。
【００２１】
　増幅：核酸に関連して使用される場合、これは、試料または検体において核酸分子のコ
ピー数を増加させる技法を指す。増幅の例はポリメラーゼ連鎖反応であり、対象から収集
された生物学的試料を、試料中の核酸鋳型へのプライマーのハイブリダイゼーションを可
能にする条件下で、一対のオリゴヌクレオチドプライマーに接触させる。前記プライマー
は適切な条件下で伸長され、鋳型から解離され、次に再アニールされ、伸長され、解離さ
れて核酸のコピー数を増幅する。インビトロ増幅の産物は、標準技法を使用して、電気泳
動、制限エンドヌクレアーゼ切断パターン、オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション
もしくはライゲーション、および／または核酸塩基配列決定により特徴付けることが可能
である。インビトロ増幅法の他の例には、鎖置換増幅（米国特許第５７４４３１１号参照
）、転写なし等温増幅（米国特許第６０３３８８１号参照）、修復連鎖反応増殖（ＷＯ　
９０／０１０６９参照）、リガーゼ連鎖反応増殖（ＥＰ－Ａ－３２０　３０８参照）、ギ
ャップ充填リガーゼ連鎖反応増殖（米国特許第５４２７９３０号参照）、結合リガーゼ検
出(coupled ligase detection)とＰＣＲ（米国特許第６０２７８８９号参照）、およびＮ
ＡＳＢＡ（商標）ＲＮＡ転写なし増幅（米国特許第６０２５１３４号参照）が含まれる。
【００２２】
　アンチセンス、センスおよびアンチジーン(Antigene)：ＤＮＡは、２本の逆平行鎖、プ
ラス鎖と呼ばれる５’→３’鎖およびマイナス鎖と呼ばれる３’→５’鎖を有する。ＲＮ
Ａポリメラーゼは核酸を５’→３’方向に付加するために、ＤＮＡのマイナス鎖は転写中
ＲＮＡに対して鋳型として働く。したがって、ＲＮＡ転写物は、マイナス鎖に相補的であ
り、プラス鎖と同一である配列を有することになる（例外として、Ｔの代わりにＵが使わ
れる）。
【００２３】
　アンチセンス分子は、ＲＮＡまたはＤＮＡのプラス鎖に特異的にハイブリダイズ可能で
ある(hybridizable)または特異的に相補的である分子である。センス分子は、ＤＮＡのマ
イナス鎖に特異的にハイブリダイズ可能であるまたは特異的に相補的である分子である。
アンチジーン分子は、ＤＮＡ標的に向けられるアンチセンスまたはセンス分子である。ア
ンチセンスＲＮＡ（ａｓＲＮＡ）は、センス（コード）核酸分子に相補的なＲＮＡの分子
である。
【００２４】
　アンチセンス阻害：この用語は、翻訳されているｍＲＮＡの少なくとも一部に相補的で
あるＲＮＡ分子が細胞内に存在することに起因する遺伝子発現（たとえば、宿主細胞ゲノ
ムまたはウイルスなどの病原体のゲノムの発現）の細胞質、核またはオルガネラ阻害に基
づくクラスの遺伝子調節を指す。
【００２５】
　ｃＤＮＡ（相補的ＤＮＡ）：内部非コードセグメント（イントロン）および転写調節配
列を欠くＤＮＡの断片。ｃＤＮＡは、対応するＲＮＡ分子における翻訳制御に関与する非
翻訳領域（ＵＴＲ）も含むことがある。ｃＤＮＡは通常、細胞または他の試料から抽出さ
れたメッセンジャーＲＮＡから逆転写により実験室で合成される。
【００２６】
　キメラのまたはキメラ：２つまたはそれよりも多い異なるポリヌクレオチドまたはポリ
ペプチド分子の部分の融合産物。たとえば、語句「キメラ配列」および「キメラ遺伝子」
は、少なくとも２つの異種部分に由来するヌクレオチド配列を指す。キメラ配列はＤＮＡ
またはＲＮＡを含んでいてもよい。
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【００２７】
　キメラ転写調節領域：それに作動可能に連結した核酸の転写を指示する核酸制御または
調節配列のアレイであって、異なるポリヌクレオチド供給源から構築されるアレイ。たと
えば、本明細書に記載されるキメラ転写調節領域は、既知のプロモーターまたは他のポリ
ヌクレオチド分子の操作を通じて作製され得る。キメラ転写調節領域は、たとえば、第１
の天然プロモーター由来の異種エンハンサードメインをそれ独自の部分的または完全な組
の調節エレメント（複数可）を有する第２のプロモーターに融合させることにより、１つ
または複数のエンハンサードメインを１つまたは複数のプロモーターと組み合わせてもよ
い。本開示は、特に、植物（複数可）において活性なプロモーターに融合された（すなわ
ち、動作可能に連結した）少なくとも１つのＳＣＢＶエンハンサードメインを含有するキ
メラ転写調節領域を提供する。
【００２８】
　構築物：任意の供給源に由来し、ゲノム組込みまたは自律複製が可能であり、１つまた
は複数の転写可能なポリヌクレオチド分子が作動可能に連結しているポリヌクレオチド分
子を含む、プラスミド、コスミド、ウイルス、自律的に複製するポリヌクレオチド分子、
ファージ、または直鎖状もしくは環状一本鎖もしくは二本鎖ＤＮＡもしくはＲＮＡポリヌ
クレオチド分子などの任意の組換えポリヌクレオチド分子。
【００２９】
　対照植物：トランスジェニック植物において（たとえば）増強されたまたは変更された
農業形質を与える組換えＤＮＡを含有していない植物は、たとえば、トランスジェニック
植物において増強されたまたは変更された農業形質を同定するために、比較のためのベー
スラインとして使用される。適切な対照植物はトランスジェニック植物を生み出すために
使用される親系統の非トランスジェニック植物、または試験中の特定の形質には少なくと
も非トランスジェニックである植物でもよい（つまり、対照植物は、他の異種配列または
組換えＤＮＡ分子を含有するように操作されていてもよい）。したがって、対照植物は、
いくつかの場合には、試験植物において、空のベクターまたはマーカー遺伝子を含むが、
組換えＤＮＡを含有していない、または組換えＤＮＡのすべてを含有しているわけではな
いトランスジェニック植物系統であってもよい。
【００３０】
　コサプレッション(cosuppression)：内在性遺伝子に対して実質的な相同性を有する外
来（異種）遺伝子を発現し、外来性遺伝子と内在性遺伝子の両方の発現を抑制すること。
【００３１】
　ＤＮＡ（デオキシリボ核酸）：ＤＮＡは大半の生物の遺伝物質を構成する長鎖ポリマー
である（一部のウイルスはリボ核酸（ＲＮＡ）を含む遺伝子を有する）。ＤＮＡポリマー
における繰り返し単位は４種の異なるヌクレオチドであり、そのそれぞれが、リン酸基が
結合しているデオキシリボース糖に結合している４種の塩基、アデニン、グアニン、シト
シンおよびチミンのうちの１つを含む。ヌクレオチドのトリプレット（コドンと呼ばれる
）は、ポリペプチドにおけるそれぞれのアミノ酸を、または停止シグナルをコードしてい
る。コドンという用語は、ＤＮＡ配列が転写されてできるｍＲＮＡにおける３種のヌクレ
オチドの対応する（および相補的な）配列を表すのにも使用される。
【００３２】
　他の方法で明記されていなければ、ＤＮＡ分子へのいかなる言及もそのＤＮＡ分子の逆
相補体を含む。一本鎖であること(single-strandedness)が本明細書の本文により要求さ
れている場合を除けば、ＤＮＡ分子は一本鎖のみを描写するように書かれているが、二本
鎖ＤＮＡ分子の両方の鎖を包含する。
【００３３】
　コードする：ポリヌクレオチドは、その天然状態でまたは当業者には公知の方法により
操作される場合に、前記ポリヌクレオチド分子が転写されるおよび／または翻訳されて、
ｍＲＮＡおよび／またはポリペプチドもしくはその断片を産生するならば、ポリペプチド
をコードしていると言われる。アンチセンス鎖は、そのような核酸の相補体であり、コー
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ド配列はそこから推定することが可能である。
【００３４】
　エンハンサードメイン：遺伝子発現の全体的制御の側面を与えるシス作用性転写調節エ
レメント（シスエレメントとしても知られる）。エンハンサードメインは、転写を調節す
るトランス作用性タンパク質因子である転写因子に結合するように機能し得る。一部のエ
ンハンサードメインは１よりも多い転写因子に結合し、転写因子は１よりも多いエンハン
サードメインと異なる親和性で相互作用することがある。エンハンサードメインは、欠失
解析（５’末端または内部からプロモーターまでの１つまたは複数のヌクレオチドを欠失
させる）、ＤＮアーゼＩフットプリント法を使用するＤＮＡ結合タンパク質解析、メチル
化干渉法、電気泳動移動変化アッセイ、ライゲーション媒介ＰＣＲによるインビボゲノム
フットプリント法、および他の従来のアッセイを含むいくつかの技法により、または従来
のＤＮＡ配列比較法を使用する既知のシスエレメントモチーフとのＤＮＡ配列比較により
同定することが可能である。エンハンサードメインの微細構造は、１つもしくは複数のヌ
クレオチドの変異誘発（または置換）により、または他の従来の方法によりさらに研究す
ることが可能である。エンハンサードメインは、化学合成によりまたはそのようなエレメ
ントを含むプロモーターからの単離により得ることができ、それに続く操作を促進する有
用な制限酵素部位を含有する追加の隣接ヌクレオチドを用いて合成することが可能である
。
【００３５】
　（遺伝子）発現：ＤＮＡ分子の転写されたＲＮＡ分子への転写のこと。さらに一般的に
は、遺伝子にコードされた情報が細胞内において存在し機能する構造物に転換されるプロ
セスのこと。発現された遺伝子には、ｍＲＮＡに転写されその後タンパク質に翻訳される
遺伝子およびＲＮＡに転写されるがタンパク質には翻訳されない遺伝子（たとえば、ｓｉ
ＲＮＡ、トランスファーＲＮＡおよびリボソームＲＮＡ）が含まれる。したがって、遺伝
子または遺伝子のプロモーター領域などの標的配列の発現により、ｍＲＮＡ、タンパク質
または両方を発現することができる。標的配列の発現は阻害するまたは増強する（減少さ
せるまたは増加させる）ことができる。遺伝子発現は、時間的、空間的、発生的、または
形態的性質ならびに定量的または定性的表示に関連して記載し得る。
【００３６】
　遺伝子調節活性：作動可能に連結した転写可能なまたは翻訳可能なポリヌクレオチド分
子の転写または翻訳に影響を与えるポリヌクレオチドの能力のこと。遺伝子調節活性を有
する単離されたポリヌクレオチド分子は、時間的もしくは空間的発現を与えるまたは作動
可能に連結した転写可能なポリヌクレオチド分子の発現のレベルおよび速度を調節し得る
。遺伝子調節活性を有する単離されたポリヌクレオチド分子には、プロモーター、イント
ロン、リーダー、または３’転写終結領域が含まれ得る。
【００３７】
　遺伝子サイレンシング：遺伝子サイレンシングは、クロマチン再構成などのゲノム（Ｄ
ＮＡ）レベルでのまたは転写安定性もしくは翻訳に対する効果を通じた転写後レベルでの
効果に限定されないがその結果としての遺伝子発現の欠如（または減少）を指す。現在の
証拠では、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）が転写および転写後遺伝子サイレンシングに関与する
主要プロセスであることが示唆される。
【００３８】
　ＲＮＡｉは転写および／または転写後レベルでその効果を発揮するために、ＲＮＡｉを
使用して同じ遺伝子からの別の転写物を特異的に阻害することができると考えられている
。
【００３９】
　異種の：通常では（たとえば、野生型配列では）第２の配列に隣接して見出されること
のない種類の配列のこと。一実施形態では、前記配列は、ウイルスまたは生物または種な
どの、前記第２の配列とは異なる遺伝子供給源由来である。
【００４０】
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　ハイブリダイゼーション：オリゴヌクレオチドおよびその類似体は、ワトソン－クリッ
ク、フーグスティーンまたは逆フーグスティーン水素結合を含む水素結合により、相補的
塩基間においてハイブリダイズする。一般に、核酸は、ピリミジン（シトシン（Ｃ）、ウ
ラシル（Ｕ）およびチミン（Ｔ））またはプリン（アデニン（Ａ）およびグアニン（Ｇ）
）である窒素含有塩基からなる。これらの窒素含有塩基はピリミジンとプリンとの間にお
いて水素結合を形成し、ピリミジンのプリンへの結合は塩基対合と呼ばれる。さらに具体
的には、ＡはＴまたはＵに水素結合し、ＧはＣに結合する。ＲＮＡ分子では、ＧはＵにも
結合する。相補的であるとは、２つの異なる核酸配列または同じ核酸配列の２つの異なる
領域間で起きる塩基対合を指す。
【００４１】
　特定の程度の厳密性を生じるハイブリダイゼーション条件は、一般に好まれるハイブリ
ダイゼーション法の性質ならびにハイブリダイズする核酸配列の組成および長さに応じて
変化することになる。一般に、ハイブリダイゼーションの温度およびハイブリダイゼーシ
ョンバッファーのイオン強度（特に、Ｎａ＋濃度）がハイブリダイゼーションの厳密性を
決定する。特定の程度の厳密性を達成するのに必要なハイブリダイゼーション条件に関す
る計算はSambrook et al. (ed.)、Molecular Cloning: A Laboratory Manual、2nd ed.、
vol. 1-3、Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbor、NY、1989、cha
pters 9 and 11により考察されており、この文献は参照により本明細書に組み込まれる。
【００４２】
　以下はハイブリダイゼーション条件の模範的な組であり、限定的であることを意図して
いない。
超高厳密性（９０％配列同一性を共有する配列を検出する）
　ハイブリダイゼーション：５×ＳＳＣで６５℃、１６時間
　洗浄２回：それぞれ２×ＳＳＣで室温（ＲＴ）、１５分間
　洗浄２回：それぞれ０．５×ＳＳＣで６５℃、２０分間
高厳密性（８０％またはそれよりも大きい配列同一性を共有する配列を検出する）
　ハイブリダイゼーション：５×～６×ＳＳＣで６５℃～７０℃、１６～２０時間
　洗浄２回：それぞれ２×ＳＳＣでＲＴ、５～２０分間
　洗浄２回：それぞれ１×ＳＳＣで５５℃～７０℃、３０分間
低厳密性（５０％よりも大きい配列同一性を共有する配列を検出する）
　ハイブリダイゼーション：６×ＳＳＣでＲＴから５５℃、１６～２０時間
　洗浄少なくとも２回：それぞれ２×～３×ＳＳＣでＲＴ～５５℃、２０～３０分間
【００４３】
　シスで：２つの配列がＲＮＡまたはＤＮＡの同じ断片上に配置されていることを示す。
【００４４】
　トランスで：２つの配列がＲＮＡまたはＤＮＡの異なる断片上に配置されていることを
示す。
【００４５】
　産業用農作物：主にヒトもしくは動物による消費用にまたは工業工程において（たとえ
ば、製造用脂肪酸またはアルコール生産用の糖の供給源として）使用するために栽培され
る作物。多くの例では、植物または植物から生産される産物（たとえば、甘味料、油、小
麦粉または穀物）は消費することが可能であり、したがって、産業用農作物のサブセット
は食用作物であることは理解されるであろう。食用作物の例には、トウモロコシ、ダイズ
豆、イネ、コムギ、アブラナ、ワタ、カラスムギ、オオムギ、およびジャガイモ植物が含
まれるが、これらに限定されない。産業用農作物（食用作物を含む）の他の例は本明細書
に収載されている。
【００４６】
　（標的配列の発現を）妨害するまたは阻害する：この語句は、標的配列を担持する分子
の発現および／または安定性を測定可能な程度に減少させるｓｉＲＮＡもしくはｍｉＲＮ
Ａなどの小型ＲＮＡ(small RNA)または他の分子の能力を指す。標的配列は、遺伝子もし
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くは遺伝子のプロモーター領域などのＤＮＡ配列、またはｍＲＮＡなどのＲＮＡ配列を含
むことができる。発現を「妨害するまたは阻害する」は、遺伝子または配列の最終産物、
たとえば、コードされたタンパク質もしくはタンパク質、核酸、他の生体分子の発現もし
くは機能、または標的配列により影響を受ける生物学的機能の減少を企図しており、した
がって、ｍＲＮＡ転写物または他の標的配列の量または寿命の減少を含む。いくつかの実
施形態では、小型ＲＮＡまたは他の分子は、標的配列の発現を阻害するクロマチン修飾を
導く。前記語句は相対的であり、配列の絶対的阻害（抑制）を必要としないことは理解さ
れている。したがって、ある種の実施形態では、標的配列の発現を妨害するまたは阻害す
るは、小型ＲＮＡまたは他の分子（たとえば、１つもしくは複数の小型ＲＮＡをコードす
るベクターまたは他の構築物）の適用に続いて、前記配列は、適用前よりも少なくとも５
％低く、少なくとも１０％低く、少なくとも１５％低く、少なくとも２０％低く、少なく
とも２５％低く、またはそれよりもはるかに減少して発現されることを必要とする。した
がって、いくつかの特定の実施形態では、小型ＲＮＡまたは他の分子の適用により、標的
配列の発現が約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、またはそれよりも多く減少する
。小型ＲＮＡまたは他の分子が特に効果的である特定の例では、発現は７０％、８０％、
８５％、９０％、９５％、またはそれよりもはるかに多く減少する。
【００４７】
　単離された：「単離された」生物学的成分（たとえば、核酸、ペプチドまたはタンパク
質）は、前記成分が天然に存在する生物の細胞における他の生物学的成分、たとえば、他
の染色体および染色体外ＤＮＡおよびＲＮＡ、ならびにタンパク質から実質的に分離され
ている、これらから離れて産生されている、またはこれらから精製されている。したがっ
て、「単離されている」核酸、ペプチドおよびタンパク質には、標準精製法により精製さ
れた核酸およびタンパク質が含まれる。前記用語は、宿主細胞において組換え発現により
調製された核酸、ペプチドおよびタンパク質ならびに化学的に合成された核酸も包含する
。
【００４８】
　メタボローム：単一の生物、試料、組織、細胞または何であれ他の区分に分割されるも
のに存在する比較的低分子量の分子（代謝物）の全数(complement)のこと。例として、メ
タボロームは、代謝中間体、ホルモンおよび他のシグナル伝達分子ならびに二次代謝産物
を含み得る。代表的なメタボロームは、植物、植物部分もしくは植物試料などの生物学的
試料内に、またはその懸濁液もしくは抽出物に見出される代謝物の全数を含む。そのよう
な分子の例には、酸および関連する化合物；モノ－、ジ－およびトリ－カルボン酸（飽和
、不飽和、脂肪族および環状、アリル、アルカリール）；アルド酸、ケト酸；ラクトン形
(lactone forms)；ジベレリン；アブシジン酸；アルコール、ポリオール、誘導体および
関連する化合物；エチルアルコール、ベンジルアルコール、メタノール；プロピレングリ
コール、グリセロール、フィトール；イノシトール、フルフリルアルコール、メントール
；アルデヒド、ケトン、キノン、誘導体および関連する化合物；アセトアルデヒド、ブチ
ルアルデヒド、ベンズアルデヒド、アクロレイン、フルフラール、グリオキサール；アセ
トン、ブタノン；アントラキノン；炭水化物；モノ－、ジ－、トリ－サッカライド；アル
カロイド、アミンおよび他の塩基；ピリジン（ニコチン酸、ニコチンアミドを含む）；ピ
リミジン（シチジン、チミンを含む）；プリン（グアニン、アデニン、キサンチン／ヒポ
キサンチン、キネチンを含む）；ピロール；キノリン（イソキノリンを含む）；モルフィ
ナン、トロパン、シンコナン(cinchonans)；ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、誘導体
および関連する化合物；グアノシン、シトシン、アデノシン、チミジン、イノシン；アミ
ノ酸、オリゴペプチド、誘導体および関連する化合物；エステル；フェノールおよび関連
する化合物；複素環式化合物および誘導体；ピロール、テトラピロール（コリノイドおよ
びポルフィン／ポルフィリン、ｗ／ｗ／ｏ金属イオン）；フラボノイド；インドール；脂
質（脂肪酸およびトリグリセリドを含む）、誘導体および関連する化合物；カロテノイド
、フィトエン；ならびにステロール、テルペンを含むイソプレノイドが含まれるが、これ
らに限定されない。
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【００４９】
　マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）：およそ２１ヌクレオチド長で、動物および植物を含む
多様な生物に見出される小型の非コードＲＮＡ遺伝子産物。ｍｉＲＮＡは、ｍｉＲＮＡ遺
伝子に由来する構造化したフォールドバック形成(foldback-forming)前駆体転写物から生
じること以外はｓｉＲＮＡに構造的に似ている。ｍｉＲＮＡ遺伝子の一次転写物はヘアピ
ン構造を形成し、多ドメインＲＮａｓｅＩＩＩ様ヌクレアーゼＤＩＣＥＲおよびＤＲＯＳ
ＨＡ（動物において）またはＤＩＣＥＲ－ＬＩＫＥ１（ＤＣＬ１；植物において）により
プロセシングされてｍｉＲＮＡ二重鎖を産生する。成熟ｍｉＲＮＡは、二重鎖巻き戻し後
にＲＩＳＣ複合体に組み込まれる。植物ｍｉＲＮＡは、完全なまたはほぼ完全な相補性を
有するそのＲＮＡ標的と相互作用する。
【００５０】
　ヌクレオチド：ヌクレオチドという用語には、ピリミジン、プリンもしくはその合成類
似体などの糖に連結している塩基、またはペプチド核酸（ＰＮＡ）におけるように、アミ
ノ酸に連結している塩基を含むモノマーが含まれるが、これらに限定されない。ヌクレオ
チドは、オリゴヌクレオチド／ポリヌクレオチドにおける一モノマーである。ヌクレオチ
ド配列は、オリゴヌクレオチド／ポリヌクレオチドにおける塩基の配列を指す。
【００５１】
　ＤＮＡの主なヌクレオチドは、デオキシアデノシン５’－三リン酸（ｄＡＴＰまたはＡ
）、デオキシグアノシン５’－三リン酸（ｄＧＴＰまたはＧ），デオキシシチジン５’－
三リン酸（ｄＣＴＰまたはＣ）およびデオキシチミジン５’－三リン酸（ｄＴＴＰまたは
Ｔ）である。ＲＮＡの主なヌクレオチドは、アデノシン５’－三リン酸（ＡＴＰまたはＡ
）、グアノシン５’－三リン酸（ＧＴＰまたはＧ），シチジン５’－三リン酸（ＣＴＰま
たはＣ）およびウリジン５’－三リン酸（ＵＴＰまたはＵ）である。イノシンも、ヌクレ
オチドにおいてＤＮＡまたはＲＮＡに組み込まれることができる塩基である（それぞれｄ
ＩＴＰまたはＩＴＰ）。
【００５２】
　（植物の）油生産種：トリアシルグリセロールを生産し、特定の器官に、主に種子に貯
蔵する植物種。そのような種には、ダイズ豆(Glycine nizax)、ナタネおよびキャノーラ
（たとえば、セイヨウアブラナ(Brassica napus)、ブラッシカ・ラパ(Brassica rapa)お
よびハクサイ(Brassica campestris)）、ヒマワリ(Helianthus annus)、ワタ(Gossypium 
hirsutum)、トウモロコシ(Zea mays)、ココア（カカオ(Theobroina cacao)）、ベニバナ(
Carthamus tinctorius)、アブラヤシ（ギニアアブラヤシ(Elaeis guineensis)）、ココヤ
シ(Cocos nucifera)、アマ(Linum usitatissimuin)、トウゴマ(Ricinus commiunis)、な
らびにピーナッツ(Arachis hypogaea)が含まれるが、これらに限定されない。
【００５３】
　オリゴヌクレオチド：オリゴヌクレオチドは、リン酸ジエステル結合により結合された
複数のヌクレオチドであり、約６から約３００ヌクレオチド長である。オリゴヌクレオチ
ド類似体は、オリゴヌクレオチドに類似して機能するが、天然には存在しない部分を有す
る化合物を指す。たとえば、オリゴヌクレオチド類似体は、変更された糖部分などの天然
には存在しない部分またはホスホロチオエートオリゴデオキシヌクレオチドなどの糖間結
合(inter-sugar linkage)を含有することができる。天然に存在するポリヌクレオチドの
機能的類似体はＲＮＡまたはＤＮＡに結合することができる。
【００５４】
　作動可能に連結した：この用語は、成分、特にヌクレオチド配列の、前記成分の正常な
機能が遂行され得るような近接した配置を指す。したがって、第１の核酸配列は、前記第
１の核酸配列が第２の核酸配列と機能的な関係に配置されている場合は、第２の核酸配列
と作動可能に連結している。たとえば、プロモーターは、前記プロモーターがコード配列
の転写または発現に影響を与えるならば、コード配列に作動可能に連結している。一般に
、作動可能に連結したＤＮＡは近接しており、２つのタンパク質コード領域を結合させる
ことが必要な場合には、同じ読み枠にある。調節配列（複数可）に「作動可能に連結して
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いる」コード配列は、前記コード配列を前記調節配列の調節制御（たとえば、転写および
／または翻訳制御）下で発現することができるヌクレオチド配列の配置を指す。
【００５５】
　ＯＲＦ（オープンリーディングフレーム）：終結コドンがない、アミノ酸をコードする
一連のヌクレオチドトリプレット（コドン）。これらの配列は通常、ペプチドに翻訳可能
である。
【００５６】
　パーセント配列同一性：２つの配列が最適に整列された場合（適切なヌクレオチド挿入
、欠失またはギャップが総数で比較のウィンドウ(window)にわたり基準配列の２０％未満
である）、試験（「対象」）ポリヌクレオチド分子（またはその相補鎖）と比べた、基準
（「クエリー」）ポリヌクレオチド分子（またはその相補鎖）の直鎖状ポリヌクレオチド
配列における同一のヌクレオチドのパーセント。比較ウィンドウを整列させるための配列
の最適整列化は当業者には周知であり、スミスとウォーターマンの局所的相同性アルゴリ
ズム(local homology algorithm)、ニードルマンとブンシュの相同性整列化アルゴリズム
(homology alignment algorithm)、ピアソンとリップマンの類似性探索法(search for si
milarity method)などのツールを使用して行い得る。そのような比較は、好ましくは、Ｇ
ＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＧＣＧ（登録商標）Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａ
ｃｋａｇｅ（登録商標）（Ａｃｃｅｌｒｙｓ　Ｉｎｃ．、Ｂｕｒｌｉｎｇｔｏｎ、Ｍａｓ
ｓ．）の一部として入手可能なＴＦＡＳＴＡなどのこれらアルゴリズムのコンピュータ化
された実装を使用して実施される。試験配列と基準配列の整列されたセグメントに対する
「同一性割合」は、前記２つの整列された配列に共有される同一成分の数割る基準配列セ
グメントにおける成分の総数（すなわち、全基準配列または基準配列の小さいほうの定義
された部分）である。パーセント配列同一性は、同一性割合掛ける１００として表される
。１つまたは複数のポリヌクレオチド配列の比較は、完全長ポリヌクレオチド配列もしく
はその一部まで、またはさらに長いポリヌクレオチド配列までであり得る。実質的なパー
セント配列同一性は、少なくとも約８０％配列同一性、少なくとも約９０％配列同一性、
または約９８％もしくは約９９％配列同一性などのさらに大きな配列同一性である。
【００５７】
　植物：任意の植物およびその子孫。前記用語は、種子、挿し木、塊茎、果実、花、等を
含む植物の部分も含む。様々な実施形態では、植物という用語は、トウモロコシ、ワタ、
キャノーラ、ヒマワリ、ダイズ豆、モロコシ、アルファルファ、コムギ、イネ、果実およ
び野菜を生産する植物などの栽培植物種ならびに芝生および鑑賞植物種を指す。本明細書
で使用される、植物細胞という用語は、プロトプラストおよびその周囲の細胞壁からなる
植物の構造的および生理的単位を指す。本明細書で使用される、植物器官という用語は、
根、茎、葉または胚などの植物の異なる明白に区別される部分を指す。
【００５８】
　さらに一般的には、植物組織という用語は、植物体内(in planta)または培養下におけ
る植物の任意の組織を指す。この用語は、全植物、植物細胞、植物器官、プロトプラスト
、細胞培養物、または構造的および機能的単位に組織される植物細胞の任意の群を含む。
【００５９】
　ポリヌクレオチド分子：ゲノムまたは合成起源の一本鎖または二本鎖ＤＮＡまたはＲＮ
Ａ、すなわち、５’（上流）末端から３’（下流）末端に読み取られる、それぞれデオキ
シリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチド塩基のポリマー。
【００６０】
　ポリペプチド分子：モノマーが、アミド結合を通じて互いに結合しているアミノ酸残基
であるポリマー。アミノ酸がアルファアミノ酸の場合、Ｌ－光学異性体でもＤ－光学異性
体でも使用することが可能であり、Ｌ－異性体のほうが好ましい。本明細書で使用される
、ポリペプチドまたはタンパク質という用語は、任意のアミノ酸配列を包含し、糖タンパ
ク質などの修飾された配列を含む。ポリペプチドという用語は、天然に存在するタンパク
質ならびに組換え的にまたは合成的に産生されるタンパク質を含むように特に意図されて
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いる。
【００６１】
　転写後遺伝子サイレンシング（ＰＴＧＳ）：阻害機構が転写後に生じる遺伝子サイレン
シングの一種。これにより、特定のＲＮＡ標的の定常状態レベルが減少するまたは翻訳が
阻害されることがある(Tuschl、ChemBiochem、2: 239-245、2001)。前記文献では、ＲＮ
Ａ干渉（ＲＮＡｉ）および転写後同時抑制という用語は、多くの場合、転写後遺伝子サイ
レンシングを示すのに使用される。
【００６２】
　プロモーター：たとえば、ＲＮＡポリメラーゼＩＩおよび他のタンパク質（トランス作
用性転写因子）を認識し結合して転写を開始することにより核酸の転写を指示する一連の
核酸制御配列。プロモーターは、ポリメラーゼＩＩ型プロモーターの場合のＴＡＴＡエレ
メントなどの、転写開始部位近くに不可欠な核酸配列を含む。最小限で、プロモーターは
典型的には、少なくともＲＮＡポリメラーゼ結合部位を一緒に含み、転写因子による占有
に応答して転写を調節する１つまたは複数の転写因子結合部位も含み得る。プロモーター
（および組み立ててプロモーターを産生することができるエレメント）の代表例が本明細
書には記載されている。プロモーターは、その時間的、空間的または発生的発現パターン
により定義し得る。
【００６３】
　植物プロモーターは、植物細胞において機能的である天然のまたは非天然のプロモータ
ーである。
【００６４】
　タンパク質：遺伝子により発現されアミノ酸からなる生体分子、たとえば、ポリペプチ
ド。
【００６５】
　プロトプラスト：形質転換されるおよび／または細胞培養物もしくは全植物に再生され
る潜在力を有する、細胞壁のない単離された植物細胞。
【００６６】
　精製された：精製されたという用語は、絶対的純度を必要とせず、むしろ、相対語とし
て意図されている。したがって、たとえば、精製された融合タンパク質調製物は、その生
成環境において、たとえば、細胞内または生化学反応室において、融合タンパク質のほう
がタンパク質よりも濃縮されている調製物である。好ましくは、融合タンパク質の調製物
は、融合タンパク質が前記調製物の全タンパク質含有量の少なくとも５０％に相当するよ
うに精製されている。
【００６７】
　組換え体：組換え核酸は、天然には存在しない配列を有する、または配列の２つの別の
方法で分離されたセグメントを人為的に組み合わせることにより作製される配列を有する
核酸である。この人為的組合せは、化学合成によりまたは、さらに一般的には、核酸の単
離されたセグメントの人為的操作により、たとえば、遺伝子操作技法により実現されるこ
とが多い。
【００６８】
　同様に、組換えタンパク質は、組換え核酸分子によりコードされたタンパク質である。
【００６９】
　調節可能な(regulatable)プロモーター：その活性が、転写因子、化学化合物、環境条
件、または核酸分子などの作用因子により調節される（直接的にまたは間接的に）プロモ
ーター。
【００７０】
　遺伝子発現を調節する：遺伝子発現に影響を与える作用因子の発現、産生または活性を
増加させるまたは減少させることにより遺伝子の発現を制御するプロセスのこと。作用因
子は、遺伝子もしくはその上流の調節配列または前記遺伝子にコードされたｍＲＮＡと接
触すると、遺伝子発現を増加させるまたは減少させる、転写因子などのタンパク質、また
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はｍｉＲＮＡもしくはｓｉＲＮＡなどの核酸分子でもよい。
【００７１】
　調節配列またはエレメント：これらの用語は、一般に、作動可能に連結した転写可能な
ポリヌクレオチド分子の転写または翻訳、およびそれによって遺伝子の発現に影響を与え
るまたは制御するクラスのポリヌクレオチド分子（たとえば、ＤＮＡ配列を有するＤＮＡ
分子）を指す。前記用語に含まれるのは、プロモーター、エンハンサー、リーダー、イン
トロン、遺伝子座調節領域、境界エレメント／インシュレーター、サイレンサー、マトリ
ックス付着領域（スキャフォールド付着領域とも呼ばれる）、リプレッサー、転写ターミ
ネーター（転写終結領域としても知られる）、複製起点、セントロメアおよび減数分裂組
換えホットスポットである。プロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼへの結合部位として機
能しそこから転写が開始される遺伝子の５’末端近くのＤＮＡの配列である。エンハンサ
ーは、通常、プロモーターからのエンハンサーの配向または距離とは無関係にプロモータ
ーからの転写レベルを上昇させる制御エレメントである。遺伝子座調節領域（ＬＣＲ）は
、それが連結している遺伝子に組織特異的なおよび時間的に調節された発現を与える。Ｌ
ＣＲは遺伝子に対するその位置とは無関係に機能するが、コピー数依存性である。ＬＣＲ
は、ヌクレオソーム構造を開くように機能し、したがって他の因子がＤＮＡに結合するこ
とができると考えられている。ＬＣＲは、複製タイミングおよび開始点使用にも影響を与
え得る。インシュレーター（境界エレメントとしても知られる）は、周囲のクロマチンの
影響を遮断することにより、遺伝子の転写の活性化（または不活化）を妨げるＤＮＡ配列
である。サイレンサーおよびリプレッサーは、遺伝子発現を抑制する制御エレメントであ
り、遺伝子からのその配向または距離とは無関係に遺伝子に作用する。マトリックス付着
領域（ＭＡＲ）は、スキャフォールド付着領域としても知られるが、核スキャフォードに
結合するＤＮＡ内の配列である。マトリックス付着領域は、おそらく染色体を調節ドメイ
ンに分離することにより、転写に影響を与えることができる。ＭＡＲは、染色体内で高次
ループ構造を媒介すると考えられている。転写ターミネーターは、ＲＮＡポリメラーゼが
鋳型から放出される遺伝子近傍内の領域である。複製起点は、ＤＮＡ合成または細胞分裂
の複製段階中に、ＤＮＡの複製過程を開始するゲノムの領域である。減数分裂組換えホッ
トスポットは、減数分裂中に平均よりも頻繁に組換えを行うゲノムの領域である。調節領
域内の特定のヌクレオチドは複数の機能を果たし得る。たとえば、特定のヌクレオチドは
プロモーターの一部であり、転写活性化因子タンパク質の結合に関与し得る。
【００７２】
　細胞内（たとえば、植物または植物細胞内）で機能する単離された調節エレメントは、
たとえば、遺伝子操作を通じて、植物表現型を改変するのに有用である。
【００７３】
　ＲＮＡ：リン酸ジエステル結合により連結されたリボ核酸モノマーの典型的な直鎖状ポ
リマー。天然に存在するＲＮＡ分子は３つの一般的クラス、すなわち、メッセンジャー（
ｍＲＮＡ、タンパク質をコードしている）、リボソーム（ｒＲＮＡ、リボソームの成分）
およびトランスファー（ｔＲＮＡ、タンパク質合成中リボソームにアミノ酸モノマーを運
ぶのに関与している分子）に分類される。メッセンジャーＲＮＡは、ヘテロ核（ｈｎＲＮ
Ａ）および膜結合性ポリソームＲＮＡ（粗面小胞体に結合している）を含む。全ＲＮＡは
、あらゆる種類のＲＮＡ分子の異種混合物を指す。
【００７４】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）：小型ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡおよびｓｉＲＮＡを含む）を伴う遺
伝子サイレンシング機構は、ＲＮＡｉという広義の用語の下で言及されることが多い。Ｒ
ＮＡｉの天然の機能には、トランスポゾンおよびウイルスなどの可動遺伝子エレメントに
よる侵入に対するゲノムの保護ならびに遺伝子発現の調節が含まれる。
【００７５】
　ＲＮＡ干渉により、生物内の遺伝子の発現は不活化されるまたは抑制される。ＲＮＡｉ
は、２つの一般的経路のうちの１つにより引き起こすことができる。第一に、ＲＮＡｉは
、抑制のための標的であるＲＮＡに相補的な配列を有する低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ
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、通常約２１ヌクレオチド長であり、２つの不対ヌクレオチドがそれぞれの３’末端にあ
るｄｓＲＮＡ二重鎖の形で送達される）の直接細胞送達により引き起こすことができる。
第二に、ＲＮＡｉは、ｓｉＲＮＡが様々な種類の設計され発現される遺伝子からインビボ
で形成されるいくつかの方法の１つにより引き起こすことができる。これらの遺伝子は典
型的には、分子内または分子間二重鎖（ｄｓＲＮＡ）を形成するＲＮＡ分子を発現し、こ
の二重鎖は天然の酵素（ＤＩＣＥＲまたはＤＣＬ）によりプロセッシングされてｓｉＲＮ
Ａを形成する。いくつかの場合、これらの遺伝子は、完全なまたはほぼ完全な塩基対合し
た「ヘアピン」形成ＲＮＡ転写物を発現し、不完全なヘアピン形成転写物の一部がマイク
ロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）と名付けられた特殊な小型ＲＮＡを生じる。どちらの一般的方法
でも、ＲＮＡ分解酵素（ＲＩＳＣと名付けられる）に標的ＲＮＡを切断するまたはサイレ
ンスするよう指示する「ガイド配列」として機能するのはｓｉＲＮＡ（またはｍｉＲＮＡ
）である。いくつかの場合、ＲＮＡｉ誘導遺伝子をトランスジェニック生物のゲノムに組
み込むのは有益である。例は、ＲＮＡｉ誘導トランスジーンにより特定の遺伝子を抑制す
るよう改変されている植物であろう。現在実施中の大半の方法では、ＲＮＡｉは、ｄｓＲ
ＮＡ（２つの転写物がアニールしてｄｓＲＮＡを形成する分子内もしくはヘアピン、また
は分子間）を発現するトランスジーンによりトランスジェニック植物において引き起こさ
れる。
【００７６】
　ＲＮＡサイレンシング：ＲＮＡベースの遺伝子サイレンシングまたはＲＮＡｉを示すの
に使用される一般用語。
【００７７】
　配列同一性：２つの核酸配列または２つのアミノ酸配列間の類似性は配列間の類似性の
観点から表され、他の点では配列同一性と呼ばれる。配列同一性はパーセンテージ同一性
（または類似性または相同性）の観点から測定されることが多く、パーセンテージが高く
なるに従って、２つの配列の類似性も多くなる。ＳＣＢＶエンハンサーエレメントの相同
体などの、本明細書で言及されるまたは開示される配列の相同体は、標準法を使用して整
列される場合は比較的高い程度の配列同一性を有することになる。
【００７８】
　比較のための配列の整列化の方法は当技術分野では周知である。様々なプログラムおよ
び整列化アルゴリズムが、Smith and Waterman (Adv. Appl. Math. 2: 482、1981); Need
leman and Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 443、1970); Pearson and Lipman (PNAS. USA 85
: 2444、1988); Higgins and Sharp (Gene、73: 237-244、1988); Higgins and Sharp (C
ABIOS 5: 151-153、1989); Corpet et al. (Nuc. Acids Res. 16: 10881-90、1988); Hua
ng et al. (Comp. Appls Biosci. 8: 155-65、1992);およびPearson et al. (Methods in
 Molecular Biology 24: 307-31、1994)に記載されている。Altschul et al. (Nature Ge
net.、6: 119-29、1994)は、配列整列化法および相同性計算の詳細な検討を提示している
。
【００７９】
　整列化ツールＡＬＩＧＮ(Myers and Miller、CABIOS 4: 11-17、1989)またはＬＦＡＳ
ＴＡ(Pearson and Lipman、1988)を使用して配列比較を実施し得る(Internet Program（
著作権）1996、W. R. Pearson and the University of Virginia、fasta20u63” version
 2.0u63、release date December 1996)。ＡＬＩＧＮは全配列を互いに比較し、ＬＦＡＳ
ＴＡは局所的類似性の領域を比較している。これらの整列化ツールおよびその指導書はイ
ンターネットのbiology.ncsa.uiuc.edu.で入手可能である。
【００８０】
　開示されている配列のオルソログまたはパラログ（さらに一般的には相同体）は典型的
には、デフォルトパラメータに設定されたＡＬＩＧＮを使用してそれが比較される配列と
の完全長整列化にわたって計測される７５％よりも大きな配列同一性を有することにより
特徴付けられる。基準配列とのはるかに大きな類似性を有する配列は、この方法により評
価される場合、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９
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２％、少なくとも９５％、または少なくとも９８％配列同一性などの、パーセンテージ同
一性が増加していくことになる。さらに、配列同一性は、開示された融合タンパク質の１
つのまたは両方の結合ドメインの完全長にわたって比較することが可能である。そのよう
な場合、パーセンテージ同一性は、完全長配列同一性について考察される同一性に基本的
に類似することになる。
【００８１】
　全配列より著しく少ない配列が配列同一性について比較されている場合、相同体は典型
的には、１０～２０アミノ酸の短いウィンドウにわたり少なくとも８０％の配列同一性を
有することになり、基準配列とのその類似性に応じて、少なくとも８５％、少なくとも９
０％、少なくとも９５％、または少なくとも９９％の配列同一性を有し得る。そのような
短いウィンドウにわたる配列同一性は、ＬＦＡＳＴＡを使用して決定することが可能であ
り、方法はワールドワイドウェブアドレスbiology.ncsa.uiuc.eduに見出すことができる
。当業者であれば、これらの配列同一性の範囲は指導のためのみに提供され、提供された
範囲外に分類される極めて重要な相同体が得られることが完全にあり得ることを認識する
であろう。本開示は、上に記載されるペプチド相同体のみならず、そのような相同体をコ
ードする核酸分子も提供する。
【００８２】
　２つの核酸分子は密接に関係していることを別に示すものは、前記２つの分子が厳密な
条件下で互いにハイブリダイズすることである。厳密な条件は配列依存性であり、異なる
環境パラメータ下では異なる。一般に、定義されたイオン強度およびｐＨで、特定の配列
についての熱融点（Ｔｍ）よりも約５℃から２０℃低い厳密な条件が選択される。Ｔｍは
、標的配列の５０％が完全に適合するプローブとハイブリダイズする温度である（定義さ
れたイオン強度およびｐＨ下で）。核酸ハイブリダイゼーションの条件および厳密性の計
算は、Sambrook et al. (In Molecular Cloning: A Laboratory Manual、Cold Spring Ha
rbor、New York、1989)およびTijssen (Laboratory Techniques in Biochemistry and Mo
lecular Biology Part I、Ch. 2、Elsevier、New York、1993)に見出すことができる。厳
密な条件下で開示されているＳＣＢＶエンハンサー配列にハイブリダイズする核酸分子は
典型的には、６５℃、０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳの洗浄条件下で、全融合タンパク
質コード配列、全結合ドメインまたは前記コード配列の他の選択された部分のいずれかに
基づくプローブにハイブリダイズするであろう。
【００８３】
　高度な同一性を示さない核酸配列が、それにもかかわらず、遺伝コードの縮重により類
似するアミノ酸配列をコードすることがある。この縮重を使用して核酸配列に変化を加え
て、それぞれが実質的に同じタンパク質をコードする複数の核酸配列を作製することがで
きることは理解されている。
【００８４】
　低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）：ＤＩＣＥＲ酵素（動物において）またはＤＣＬ酵素
（植物において）によりｄｓＲＮＡからプロセシングされるおよそ２１～２５ヌクレオチ
ドのＲＮＡ。最初のＤＩＣＥＲまたはＤＣＬ産物は二本鎖であり、前記２本の鎖は典型的
には２１～２５ヌクレオチド長であり、それぞれの３’末端に２つの不対塩基を含有する
。前記二本鎖ｓｉＲＮＡ構造内の個々の鎖は分離され、次に典型的には、前記ｓｉＲＮＡ
の１つがマルチサブユニット複合体であるＲＮＡｉ－誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳ
Ｃ）と会合する。ｓｉＲＮＡの典型的な機能は、塩基対相補性に基づいてＲＩＳＣを標的
まで導くことである。
【００８５】
　転写可能なポリヌクレオチド分子：ＲＮＡ分子に転写されることができる任意のポリヌ
クレオチド分子。転写可能なポリヌクレオチド分子が、翻訳されてしたがってタンパク質
産物として発現される機能的ｍＲＮＡ分子に転写されるように構築物を細胞内に導入する
ための方法は当業者には公知である。対象の特定のＲＮＡ分子の翻訳を阻害するために、
アンチセンスＲＮＡ分子を発現することができる構築物も構築し得る。構築物および宿主
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細胞を調製し使用するための従来の組成物および方法は当業者には周知である(たとえば
、Molecular Cloning: A Laboratory Manual、3rd edition Volumes 1、2、and 3. Sambr
ook et al.、Cold Spring Harbor Laboratory Press、2000参照)。
【００８６】
　転写：ＤＮＡ配列の相補的コピーとしてＲＮＡポリメラーゼによりＲＮＡ分子を産生す
ること。
【００８７】
　転写終結領域：転写物の３’末端の形成を制御する配列。自己切断リボザイムおよびポ
リアデニル化配列は転写終結配列の例である。
【００８８】
　転写遺伝子サイレンシング（ＴＧＳ）：遺伝子プロモーター領域および時にはコード領
域と相同であるｄｓＲＮＡの形成により引き起こされる現象。ＴＧＳにより、ＤＮＡおよ
びヒストンメチル化ならびにクロマチン再構築が生じ、それによってＲＮＡ分解ではなく
転写阻害が引き起こされる。ＴＧＳもＰＴＧＳもｄｓＲＮＡに依存しており、ｄｓＲＮＡ
は低分子（２１～２５ヌクレオチド）干渉ＲＮＡに切断される(Eckhardt、Plant Cell、1
4:1433-1436、2002; Aufsatz et al.、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.、99:16499-16506
、2002)。
【００８９】
　トランスジェニック：この用語は、普通このタイプ／種の実体には見出されることはな
く、人的操作により問題の実体に（または前記実体の前駆体に）導入されている組換え遺
伝物質（すなわち、異種遺伝物質）を含有する植物／真菌／細胞／他の実体または生物を
指す。したがって、形質転換により組換えＤＮＡを導入される植物細胞（形質転換された
植物細胞）から栽培される植物はトランスジェニック植物であり、（性的であれ無性生殖
的に生産されるのであれ）導入されたトランス遺伝子を含有する植物のすべての子孫も同
じである。
【００９０】
　形質転換：異種ＤＮＡがレシピエント細胞に入りそれを変化させるプロセス。形質転換
は、天然の条件下でまたは当技術分野で周知の様々な方法を使用する人為的条件下で起き
てもよい。形質転換は外来核酸配列を原核または真核宿主細胞に挿入するための任意の公
知の方法に頼ってもよい。方法の選択は形質転換される宿主細胞に影響され、ウイルス感
染、電気穿孔、リポフェクションおよび微粒子銃(particle bombardment)が含まれ得るが
、これらに限定されない。
【００９１】
　形質転換された：形質転換細胞は、分子生物学技法により核酸分子を導入されている細
胞である。形質転換細胞には、挿入されたＤＮＡが自律的に複製するプラスミドとしてま
たは宿主染色体の一部として複製することができる安定的に形質転換された細胞が含まれ
る。形質転換細胞には、限られた期間挿入されたＤＮＡまたはＲＮＡを一過性に発現する
細胞も含まれる。本明細書で使用されるように、形質転換という用語は、ウイルスベクタ
ーを用いるトランスフェクション、プラスミドベクターを用いた形質転換ならびに電気穿
孔、リポフェクションおよび微粒子銃加速による裸のＤＮＡの導入を含む、核酸分子をそ
のような細胞に導入し得るあらゆる技法を包含する。
【００９２】
　トランスポゾン：位置を移動させるまたは遺伝子、染色体もしくはゲノム内を移動する
ことができるＤＮＡまたはＲＮＡ配列などのヌクレオチド配列。
【００９３】
　トランスジェニック植物：その核ゲノムまたはオルガネラゲノム内に挿入された外来（
異種）ヌクレオチド配列を含有する植物。
【００９４】
　トランスジーン：形質転換技法により宿主細胞（単数または複数）内に挿入される核酸
配列。
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【００９５】
　ベクター：宿主細胞に導入され、それによって形質転換宿主細胞を作製する核酸分子。
ベクターは、複製起点などの、宿主細胞においてベクターを複製させる核酸配列を含み得
る。ベクターは、１つまたは複数の治療遺伝子および／または選択可能マーカー遺伝子な
らびに当技術分野で公知の他の遺伝子エレメントも含み得る。ベクターは、細胞を形質導
入する、形質転換するまたは感染し、それによって前記細胞に固有の核酸および／または
タンパク質以外の核酸および／またはタンパク質を発現させることができる。ベクターは
、任意選択で、ウイルス粒子、リポソーム、タンパク質コーティングまたは同種のものな
どの、核酸の細胞への侵入を達成するのを支援する物質を含む。
【００９６】
　他の方法で説明されていなければ、本明細書で使用されるすべての専門用語および科学
用語は、本発明が属する技術分野の当業者に一般的に理解されているのと同じ意味を有す
る。単数語「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈が他の方法で明白に示していなけ
れば、複数の指示対象を含む。同様に、語「または」は、文脈が他の方法で明白に示して
いなければ、「および」を含むことが意図されている。したがって、「ＡまたはＢを含む
」は、「ＡまたはＢ」または「ＡおよびＢ」を含むことを意味する。核酸またはポリペプ
チドについて与えられるすべての塩基サイズまたはアミノ酸サイズおよびすべての分子量
または分子質量値は近似であり、記載のために提供されていることはさらに理解されるべ
きである。本明細書に記載される方法および材料に類似するまたは等価である方法および
材料を本発明の実施または試験において使用することが可能であるが、適切な方法および
材料は下に記載されている。本明細書で言及されるすべての出版物、特許出願、特許およ
び他の参考文献は、参照によりその全体を組み込まれる。対立する場合は、用語の説明を
含む本明細書が支配することになる。さらに、材料、方法および実施例は一例にすぎず、
限定することを意図するものではない。
【００９７】
　ＩＩＩ．いくつかの実施形態の概要
　本開示は、エンハンサードメインおよび前記エンハンサードメインの増強する制御下で
転写調節ドメインを含む新規の転写開始領域を説明する。前記エンハンサードメインは、
天然であるがこれまで認識されていなかった直列に配置されたＳＣＢＶエンハンサーの複
数（たとえば、２個から４個またはそれよりも多い）のコピーを含む。本開示の転写調節
領域（プロモーター）は、前記エンハンサードメインの非存在のプロモーターと比べた場
合、増強された転写を与える。一実施形態では、配列番号１の３３７位から６１８位に示
されるＳＣＢＶエンハンサーエレメント（またはその相同体）の１つまたは複数のコピー
、ならびにそれに作動可能に連結して、ＲＮＡポリメラーゼ結合部位およびｍＲＮＡ開始
部位を含むプロモーターを含むキメラ転写調節領域であって、対象のヌクレオチド配列が
前記キメラ転写調節領域の調節制御下で転写される場合、転写産物の量が、前記プロモー
ターは含むが前記ＳＣＢＶエンハンサー配列（複数可）は含まないキメラ転写調節領域を
用いて得られる転写産物の量と比べて、増強されている前記キメラ転写調節領域が開示さ
れる。一部の実施形態では、前記キメラ転写調節領域は、植物ウイルス遺伝子、細菌遺伝
子、真菌遺伝子、植物核遺伝子、植物核外遺伝子、無脊椎動物遺伝子または脊椎動物遺伝
子の上流領域から得られるプロモーターを含む。
【００９８】
　記載された転写調節領域および転写されるＤＮＡ配列を含むＤＮＡ構築物も提供される
。一部の実施形態では、３’転写終結ポリヌクレオチド分子に作動可能に連結した転写可
能なポリヌクレオチド分子に作動可能に連結した転写開始領域を含むＤＮＡ構築物が開示
される。一実施形態では、転写可能なポリヌクレオチド分子は前記分子が発現される植物
に農業形質を与える。
【００９９】
　トランスジェニック植物も提供される。一実施形態では、トランスジェニック植物は開
示されたＤＮＡ構築物で安定的に形質転換される。一部の実施形態では、トランスジェニ



(21) JP 6039560 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

ック植物は双子葉植物である。他の実施形態では、トランスジェニック植物は単子葉植物
である。一特定の実施形態では、トランスジェニック植物はトウモロコシ植物である。
【０１００】
　開示されたトランスジェニック植物の種子がさらに提供される。一実施形態では、前記
種子は開示されたＤＮＡ構築物を含む。
【０１０１】
　トランスジェニック植物細胞または組織がさらに提供される。一実施形態では、トラン
スジェニック植物細胞または組織は、開示されたキメラ転写調節領域を含む。一部の実施
形態では、前記植物細胞または組織は双子葉植物由来である。他の実施形態では、前記植
物細胞または組織は単子葉植物由来である。一特定の実施形態では、前記植物細胞または
組織はトウモロコシ植物由来である。
【０１０２】
　開示されたトランスジェニック植物、植物細胞、種子または組織を生産する方法も提供
される。一部の実施形態では、前記方法は、開示されたＤＮＡ構築物で植物細胞または組
織を形質転換することを含む。
【０１０３】
　開示されたトランスジェニック植物から導出することが可能な植物細胞、果実、葉、根
、苗条、花、種子、挿し木および有性または無性繁殖において有用な他の生殖材料、Ｆ１
雑種を含む子孫植物、雄性不稔植物ならびに他のあらゆる植物および植物産物も提供され
る。
【０１０４】
　配列番号１の３３７位から６１８位に示されるＳＣＢＶエンハンサーエレメントの１つ
または複数のコピーを含むトウモロコシ植物細胞、組織または苗木も開示される。一実施
形態では、トウモロコシ植物細胞、組織または苗木は、配列番号１の３３７位から６１８
位に示されるＳＣＢＶエンハンサーエレメントの１つまたは複数のコピーであって、前記
トウモロコシ植物細胞、組織または苗木のゲノムに無作為な位置で挿入されるＳＣＢＶエ
ンハンサーエレメントの前記１つまたは複数のコピーを含む。一部の実施形態では、ＳＣ
ＢＶエンハンサーは、ＳＣＢＶエンハンサーが非存在の対象のヌクレオチド配列の転写と
比べた場合、ＳＣＢＶエンハンサーの調節制御下にある対象のヌクレオチド配列の増強さ
れた転写を与える。
【０１０５】
　ＩＶ．ＳＣＢＶエンハンサーおよびその使用
　本開示は、そのエンハンサーが、転写効率を増強して前記エンハンサーの制御下でのＤ
ＮＡ配列の転写を増強するのに有用である、サトウキビ桿状バドナウイルス(Sugarcane B
acilliform badnavirus)（ＳＣＢＶ）ゲノム由来のこれまで認識されていなかったエンハ
ンサー領域を提供する。特に興味深いのは、宿主と同じ遺伝子起源でも外来起源でもよく
、天然に存在する配列（センスとアンチセンス配向の両方において）でも合成的に調製さ
れた配列でもよい遺伝子配列の増強された転写である。主題のエンハンサーは、これまで
認識されていなかった天然のＳＣＢＶエンハンサードメイン（その配列は配列番号１の３
３７位から６１８位に提供されている）の２つまたはそれよりも多いコピーのうちの多数
を含む。前記エンハンサーは、エンハンサードメイン配列の少なくとも２つのコピーを含
み、一部の実施形態では、直列に配置された３つまたは４つまたはさらに多くのコピーを
含む。
【０１０６】
　相同なエンハンサーも企図されている。いかなる点でも限定されることを意図せずに、
代表的な相同配列は、他のＳＣＢＶプロモーター由来の、たとえば、Braithwaite et al.
（Plant Cell Rep. 23:319-326、2004；参照によりその全体を本明細書に組み込まれる）
にまたは米国特許第５９９４１２３号（参照によりその全体を本明細書に組み込まれる）
に記載される単離物などの異なるＳＣＢＶ単離物由来の配列を含み得る。
【０１０７】
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　天然のエンハンサーは、それ本来の環境においてプロモーターの上流でありプロモータ
ーから約６００ｂｐ内にあるＤＮＡ配列を含む。ｍＲＮＡの開始ヌクレオチドを０とする
と、エンハンサーを含有する配列は、約－５０から約－１０００ｂｐ、通常は、約－５０
から－９５０ｂｐであり、一般には約－１００から－８００ｂｐを含む。エンハンサード
メインはシス作用性であり、望ましくは増強される転写開始配列から約１００００ｂｐ、
通常は約２０００ｂｐ内に位置しており、さらに通常では約１０００ｂｐに隣接するまた
はその内部に位置している。エンハンサーは、転写開始配列に対してどちらの配向でもよ
く、そのエンハンサーが増強するプロモーターに対して上流または下流に位置することが
可能であるが、通常は上流にある。
【０１０８】
　本開示のエンハンサードメインは、天然には、たとえば、シス位置のエンハンサーの制
御下に見出されるプロモーター（隣接していて相同である）、ならびに通常は特定のエン
ハンサーと関連していないプロモーター（たとえば、異種の）を含む、多種多様な開始配
列と一緒に使用法が見つかる。エンハンサードメインと転写開始ドメインは、同じまたは
異なる界、科または種由来でもよい。対象の種には、細菌、植物、昆虫、哺乳動物等など
の原核生物および真核生物が含まれる。組合せには、記載されたＳＣＢＶ（ウイルス）エ
ンハンサードメイン（複数可）とＳＣＢＶ（たとえば、サトウキビ由来）の宿主、別の植
物種（たとえば、同じまたは異なる科の）、昆虫、脊椎動物、細菌、真菌その他の構造遺
伝子の転写開始領域が含まれる。
【０１０９】
　本開示は、主題の転写開始領域および転写開始領域の制御下で、転写されるＤＮＡ配列
を含むＤＮＡ構築物も企図している。前記ＤＮＡ配列は、転写された５’と３’隣接領域
を含む天然のオープンリーディングフレームを含んでいてもよい。代わりに、前記ＤＮＡ
配列は、ＲＮＡ分子またはその一部の相補体をコードしている点でアンチセンス配列を含
み得る。構築物が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（ＯＲＦ）を含
んでいる場合、増強された転写開始速度が得られ、通常は遺伝子のポリペプチド発現産物
の量が増加する。構築物がアンチセンス配列を含む場合、野生型に相補的なＲＮＡの転写
が増強されると野生型ｍＲＮＡの発現が抑制され、それによってポリペプチド発現産物の
量は減少する。問題の野生型ｍＲＮＡは、宿主細胞の天然ｍＲＮＡまたはウイルスもしく
は真菌などの病原体のｍＲＮＡに一致し得ることが企図されている。
【０１１０】
　様々な実施形態では、転写されるＤＮＡ配列には、遺伝子のタンパク質コード配列（複
数可）（たとえば、植物、動物、細菌、ウイルスまたは真菌由来の）が含まれ、この配列
には、タンパク質産物をコードする天然のオープンリーディングフレーム（複数可）、遺
伝子によりコードされるｍＲＮＡ由来の相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）配列、目的のコード配
列（複数可）を与える合成ＤＮＡ、エクソンライゲーションにより産生されるオープンリ
ーディングフレーム（複数可）などの天然の遺伝子のエクソン由来のタンパク質コード配
列（複数可）、および／またはそれらの任意の２つもしくはそれよりも多い組合せが含ま
れ得る。これらの配列に結合しているのは、適切な転写終結／ポリアデニル化配列；一次
ＲＮＡ産物をコードしエクソンとイントロンからなる天然の遺伝子由来の（たとえば、植
物、動物、細菌、ウイルスまたは真菌由来の）配列（たとえば、真核生物の天然のポリメ
ラーゼＩＩおよびポリメラーゼＩＩＩ転写される遺伝子）；特定のＲＮＡまたはタンパク
質産物をコードする合成ＤＮＡ配列；変異誘発（たとえば、部位特異的変異誘発）および
／もしくは他の遺伝子工学技術により既知のコード配列（たとえば、天然の遺伝子配列）
から改変されるＤＮＡの配列；融合タンパク質をコードするキメラを含む、ＤＮＡ断片の
ライゲーションにより達成される上記のいずれかのキメラ；ならびに／またはＲＮＡ分子
の相補体またはその部分をコードするＤＮＡ配列である。
【０１１１】
　植物における増強された転写は、植物に特徴的なタンパク質（内在性の、すなわち通常
、野生型宿主に見出される）または他の遺伝子供給源由来のタンパク質（外来性の、すな
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わち通常は野生型宿主に見出されない）の産生を増強するのに使用法を見出し得る。本明
細書に記載されるエンハンサーおよびキメラ転写調節領域から発現される類の配列の例に
は、アンチセンスまたは低分子量阻害性ＲＮＡ（遺伝子抑制のために）；栄養的に重要な
タンパク質；成長促進因子；ある種の環境条件下で植物に保護を与えるタンパク質、たと
えば、金属、塩または他の毒性に対する抵抗性を与えるタンパク質；極端な温度、凍結等
に対する耐性を与えるストレス関連タンパク質；植物に有害生物または感染関連保護を与
えるタンパク質、たとえば、細菌、真菌もしくは他の微生物感染に対する抵抗性、または
昆虫による捕食に対する（たとえば、バチルス・チューリンゲンシス(B. thuringiensis)
毒素）または他の無脊椎もしくは脊椎動物に対する抵抗性を与えるタンパク質；植物の外
で医学的に重要な化合物、たとえば、抗微生物、抗腫瘍、等；特定の商業的価値のあるタ
ンパク質または他の化合物；増加したレベルのタンパク質、たとえば、代謝経路（たとえ
ば、ポリフェノール化合物または他の二次代謝産物の生成のための経路）の酵素；植物宿
主にとり構造的価値のある増加したレベルの産物、その他が含まれる。転写される対象の
配列は、少なくとも約８ｂｐ、少なくとも約１２ｂｐ、少なくとも約２０ｂｐになり、１
または複数のキロ塩基対（ｋｂｐ）長であってもよい。
【０１１２】
　Ｖ．構築物
　本開示の構築物は典型的には、プロモーター（通常は少なくともＲＮＡポリメラーゼ結
合部位およびｍＲＮＡ開始部位を含有する）に作動可能に連結した提供されるＳＣＢＶエ
ンハンサーエレメントの１つまたは複数のコピーを含むキメラ転写調節領域であって、３
’転写終結ポリヌクレオチド分子に作動可能に連結した転写可能なポリヌクレオチド分子
に作動可能に連結している前記キメラ転写調節領域を含有する。さらに、構築物は、植物
遺伝子の３’非翻訳領域（３’ＵＴＲ）（たとえば、ジャガイモのＰＩ－ＩＩ終結領域ま
たはオクトピンもしくはノパリンシンターゼ３’終結領域などのｍＲＮＡのｍＲＮＡ安定
性を増加させる３’ＵＴＲ）由来の追加の調節ポリヌクレオチド分子を含んでもよいがこ
れに限定されない。構築物は、翻訳開始において重要な役割を果たすことができ、植物発
現構築物における遺伝子成分にもなれるｍＲＮＡポリヌクレオチド分子の５’非翻訳領域
（５’ＵＴＲ）を含んでもよいがこれに限定されない。たとえば、熱ショックタンパク質
遺伝子由来の非翻訳５’リーダーポリヌクレオチド分子は、植物において遺伝子発現を増
強することが実証されている（たとえば、米国特許第５６５９１２２号および米国特許第
５３６２８６５号参照。これら特許文献はそれぞれが参照によりその全体を組み込まれる
）。構築物に存在するそのような追加の上流および下流調節ポリヌクレオチド分子は、構
築物上に存在するその他のエレメントに対して生来であるまたは異種である供給源由来で
あってもよい。
【０１１３】
　したがって、一実施形態は、前記構築物を植物細胞に導入すると前記転写可能なポリヌ
クレオチド分子の転写を、目的のレベルでおよび／または目的の組織もしくは発生パター
ンで指示するように、転写可能なポリヌクレオチド分子に作動可能に連結したプロモータ
ーに作動可能に連結した配列番号１の３３７位から６１８位に示されるＳＣＢＶエンハン
サーエレメント（またはその相同体）の１つまたは複数のコピー（たとえば、２、３、４
またはそれよりも多いコピー）をそれ自体が含むキメラ転写調節領域を含む構築物である
。一部の例における転写可能なポリヌクレオチド分子は、遺伝子のタンパク質コード領域
を含み、キメラ転写調節領域は、翻訳されタンパク質産物として発現される機能的ｍＲＮ
Ａ分子の構築物からの転写を与える。別の実施形態では、転写可能なポリヌクレオチド分
子は、遺伝子のアンチセンス領域を含み、キメラ転写調節領域は、標的宿主細胞において
対象の特定のＲＮＡ分子の発現を阻害するために、アンチセンスＲＮＡ分子または他の類
似の阻害性ＲＮＡの転写に影響を与える。
【０１１４】
　本開示のさらに多くの例となる構築物には、アグロバクテリウム(Agrobacterium)細胞
により与えられるトランスファー分子と共に、Ｔ－ＤＮＡの植物細胞のゲノムへの組込み



(24) JP 6039560 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

を可能にする、Ｔ－ＤＮＡを含むアグロバクテリウム・ツメファシエンス(Agrobacterium
 tumefaciens)から単離されたＴｉプラスミドの右境界（RBまたはAGRtu.RB）および左境
界（LBまたはAGRtu.LB）領域を有する二重Ｔｉプラスミド境界ＤＮＡ構築物が含まれる。
前記構築物は、細菌細胞において複製機能および抗生物質選択を与えるプラスミド骨格Ｄ
ＮＡセグメント、たとえば、ｏｒｉ３２２などの大腸菌(Escherichia coli)複製起点、ｏ
ｒｉＶまたはｏｒｉＲｉなどの広域宿主複製起点、およびスペクチノマイシンもしくはス
トレプトマイシンに対する耐性を与えるＴｎ７アミノグリコシドアデニルトランスフェラ
ーゼ（ａａｄＡ）をコードするＳｐｅｃ／Ｓｔｒｐなどの選択可能マーカーまたはゲンタ
マイシン（Ｇｍ、Ｇｅｎｔ）選択可能マーカー遺伝子のコード領域を含有してもよい。植
物形質転換では、代表的な宿主細菌株には、アグロバクテリウム・ツメファシエンス(Agr
obacterium tumefaciens)ＡＢＩ、Ｃ５８またはＬＢＡ４４０４が含まれるが、植物形質
転換の分野の当業者には公知の他の株を使用することが可能である。
【０１１５】
　少なくとも１つのＳＣＢＶエンハンサーエレメント（任意選択で、キメラ転写調節領域
という文脈において）を含み、活性化タギング構築物である構築物も企図されている。活
性化タギングは、遺伝子がゲノム全域にわたる規模で無作為に強力に上方調節され、その
後特定の表現型についてスクリーニングされて選択される方法である。様々な種類の活性
化タギング構築物に有用な成分が知られており、たとえば、Walden et al.、Plant Mol. 
Biol. 26: 1521-8、1994（タバコ細胞培養において遺伝子を活性化して、植物成長ホルモ
ンの非存在下で細胞を増殖させるのに使用される活性化Ｔ－ＤＮＡタギング構築物を記載
している）; Miklashevichs et al.、Plant J. 12: 489-98、1997; Harling et al.、EMB
O J. 16: 5855-66、1997; Walden et al.、EMBO J. 13: 4729-36、1994（Ｔ－ＤＮＡタグ
に隣接している植物ゲノム配列から単離され、植物成長ホルモン応答に関与していると推
定される遺伝子の報告）; Schell et al.、Trends Plant Sci. 3: 130、1998（一群の関
連研究の調査を考察している）; Kardailsky et al.、Science 286: 1962-1965、1999（
活性化Ｔ－ＤＮＡタギングおよび初期顕花表現型についての植物のスクリーニングを記載
している）; Koncz et al.、Proc Natl Acad Sci U S A 86(21):8467-71、1989（増殖し
ている細胞においてのみ活性であり、その発現に影響を与えるためには植物遺伝子に直接
隣接して挿入しなければならないアグロバクテリウム(Agrobacterium)遺伝子５プロモー
ター（ｐｇ５）を使用する活性化タギングを記載している）; Wilson et al.、Plant Cel
l 8: 659-671、1996（ＣａＭＶ３５Ｓプロモーターおよびｎｏｓ：：ｈｐｔ選択カセット
を担持している改変されたＤｓトランスポゾンを利用する活性化タギング）およびSchaff
er et al.、Cell 93: 1219-1229、1998（隣接する植物遺伝子を上方調節して、優性機能
獲得型変異１９９６を生じるのに使用される同じシステムを例示している）;およびWeige
l et al.、Plant Physiology、122:1003-1013、2000（形態的表現型について何万個もの
形質転換された植物をスクリーニングするのに有用な活性化タギングベクターを例示して
いる）を参照されたい。
【０１１６】
　ＶＩ．転写増強のためのヌクレオチド配列
　本明細書に提供される構築物への組込みによる転写増強のための例となる転写可能なポ
リヌクレオチド分子には、たとえば、同じ種と一緒に生じまたは同じ種に存在するが、古
典的な繁殖または育種法ではなく遺伝子操作法によりレシピエント細胞に組み込まれる標
的種または遺伝子以外の種由来のポリヌクレオチド分子または遺伝子が含まれる。前記種
類のポリヌクレオチド分子は、標的植物細胞に既に存在しているポリヌクレオチド分子、
別の植物由来のポリヌクレオチド分子、異なる生物由来のポリヌクレオチド分子、あるい
は遺伝子のアンチセンスメッセージを含有するポリヌクレオチド分子または人為的に、合
成的にもしくは他の方法で改変されたトランスジーンをコードするポリヌクレオチド分子
などの外部的に作製されたポリヌクレオチド分子を含むことができるが、これらに限定さ
れない。
【０１１７】
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　一実施形態では、配列番号１の３３７位から６１８位に示されるポリヌクレオチド分子
（またはその２つもしくはそれよりも多いコピー）（たとえば、キメラ転写開始領域とい
う文脈において）は、記載されたＳＣＢＶエンハンサー配列（または一連の２つもしくは
それよりも多いそのような配列）が農学的に興味深い遺伝子または他の発現配列（さらに
一般的には、対象のヌクレオチド配列）である転写可能なポリヌクレオチド分子に作動可
能に連結するように、構築物に組み込まれる。本明細書で使用されるように、用語「農学
的に興味深い遺伝子」は、植物形態、生理機能、成長と発達、収量、栄養増強、疾病また
は有害生物抵抗性、または環境もしくは薬剤耐性に関連する望ましい特徴を与える遺伝子
を含むが、これに限定されない転写可能なポリヌクレオチド分子を指す。農学的に興味深
い遺伝子の発現は、たとえば、農業的に重要な形質を与えるために望ましい。作物植物に
有益な農業形質を与える農学的に興味深い遺伝子は、たとえば、遺伝子を発現する植物に
、除草剤抵抗性（たとえば、米国特許第６８０３５０１号、米国特許第６４４８４７６号
、米国特許第６２４８８７６号、米国特許第６２２５１１４号、米国特許第６１０７５４
９号、米国特許第５８８６７７５号、米国特許第５８０４４２５号、米国特許第５６３３
４３５号、米国特許第５４６３１７５号、および米国特許出願公開第２００３／０１３５
８７９号および米国特許出願公開第２００３／０１１５６２６号参照）、増収（たとえば
、米国特許第ＵＳＲＥ３８４４６号、米国特許第６７１６４７４号、米国特許第６６６３
９０６号、米国特許第６４７６２９５号、米国特許第６４４１２７７号、米国特許第６４
２３８２８号、米国特許第６３９９３３０号、米国特許第６３７２２１１号、米国特許第
６２３５９７１号、米国特許第６２２２０９８号、米国特許第５７１６８３７号参照）、
昆虫防除（たとえば、米国特許第６８０９０７８号、米国特許第６７１３０６３号、米国
特許第６６８６４５２号、米国特許第６６５７０４６号、米国特許第６６４５４９７号、
米国特許第６６４２０３０号、米国特許第６６３９０５４号、米国特許第６６２０９８８
号、米国特許第６５９３２９３号、米国特許第６５５５６５５号、米国特許第６５３８１
０９号、米国特許第６５３７７５６号、米国特許第６５２１４４２号、米国特許第６５０
１００９号、米国特許第６４６８５２３号、米国特許第６３２６３５１号、米国特許第６
３１３３７８号、米国特許第６２８４９４９号、米国特許第６２８１０１６号、米国特許
第６２４８５３６号、米国特許第６２４２２４１号、米国特許第６２２１６４９号、米国
特許第６１７７６１５号、米国特許第６１５６５７３号、米国特許第６１５３８１４号、
米国特許第６１１０４６４号、米国特許第６０９３６９５号、米国特許第６０６３７５６
号、米国特許第６０６３５９７号、米国特許第６０２３０１３号、米国特許第５９５９０
９１号、米国特許第５９４２６６４号、米国特許第５９４２６５８号、米国特許第５８８
０２７５号、米国特許第５７６３２４５号、米国特許第５７６３２４１号参照）、真菌病
抵抗性（たとえば、米国特許第６６５３２８０号、米国特許第６５７３３６１号、米国特
許第６５０６９６２号、米国特許第６３１６４０７号、米国特許第６２１５０４８号、米
国特許第５５１６６７１号、米国特許第５７７３６９６号、米国特許第６１２１４３６号
、米国特許第６３１６４０７号、米国特許第６５０６９６２号参照）、ウイルス抵抗性（
たとえば、米国特許第６６１７４９６号、米国特許第６６０８２４１号、米国特許第６０
１５９４０号、米国特許第６０１３８６４号、米国特許第５８５００２３号、米国特許第
５３０４７３０号参照）、線虫抵抗性（たとえば、米国特許第６２２８９９２号参照）、
細菌病抵抗性（たとえば、米国特許第５５１６６７１号参照）、植物の成長と発達（たと
えば、米国特許第６７２３８９７号、米国特許第６５１８４８８号参照）、デンプン生産
（たとえば、米国特許第６５３８１８１号、米国特許第６５３８１７９号、米国特許第６
５３８１７８号、米国特許第５７５０８７６号、米国特許第６４７６２９５号参照）、改
変された油生産（たとえば、米国特許第６４４４８７６号、米国特許第６４２６４４７号
、米国特許第６３８０４６２号参照）、高い油生産（たとえば、米国特許第６４９５７３
９号、米国特許第５６０８１４９号、米国特許第６４８３００８号、米国特許第６４７６
２９５号参照）、改変された脂肪酸含有量（たとえば、米国特許第６８２８４７５号、米
国特許第６８２２１４１号、米国特許第６７７０４６５号、米国特許第６７０６９５０号
、米国特許第６６６０８４９号、米国特許第６５９６５３８号、米国特許第６５８９７６
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７号、米国特許第６５３７７５０号、米国特許第６４８９４６１号、米国特許第６４５９
０１８号参照）、繊維生産（たとえば、米国特許第６５７６８１８号、米国特許第６２７
１４４３号、米国特許第５９８１８３４号、米国特許第５８６９７２０号参照）、高いタ
ンパク質生産（たとえば、米国特許第６３８０４６６号参照）、果実成熟（たとえば、米
国特許第５５１２４６６号参照）、改良された消化性（たとえば、米国特許第６５３１６
４８号参照）、改良された風味（たとえば、米国特許第６０１１１９９号参照）、低いラ
フィノース（たとえば、米国特許第６１６６２９２号参照）、増強された動物および／ま
たはヒト栄養（たとえば、米国特許第６７２３８３７号、米国特許第６６５３５３０号、
米国特許第６５４１２５９号、米国特許第５９８５６０５号、米国特許第６１７１６４０
号参照）、環境ストレス抵抗性（たとえば、米国特許第６０７２１０３号参照）、望まし
いペプチド（たとえば、製薬または分泌可能な(secretable)ペプチド）（たとえば、米国
特許第６８１２３７９号、米国特許第６７７４２８３号、米国特許第６１４００７５号、
米国特許第６０８０５６０号参照）、改良された加工特質（たとえば、米国特許第６４７
６２９５号参照）、工業用酵素生産（たとえば、米国特許第５５４３５７６号参照）、窒
素固定（たとえば、米国特許第５２２９１１４号参照）、雑種種子生産（たとえば、米国
特許第５６８９０４１号参照）、生体高分子（たとえば、米国特許第ＵＳＲＥ３７５４３
号、米国特許第６２２８６２３号、米国特許第５９５８７４５号および米国特許出願公開
第２００３／００２８９１７号参照）およびバイオ燃料生産（たとえば、米国特許第５９
９８７００号参照）を与える１つまたは複数の配列であってもよい。上に収載される特許
および公開された出願に記載される遺伝子エレメント、方法およびトランスジーンは参照
により本明細書に組み込まれる。
【０１１８】
　代わりに、転写可能なポリヌクレオチド分子は、内在性遺伝子の発現の標的阻害を引き
起こすアンチセンスまたはＲＮＡ分子をコードすることにより、たとえば、アンチセンス
、阻害性ＲＮＡ（ＲＮＡｉ）または同時抑制媒介機構を介して上記の（または他の）植物
特徴または表現型に影響を与えることができる。前記ＲＮＡは、目的の内在性ｍＲＮＡ産
物を切断するよう操作された触媒ＲＮＡ分子（リボザイム）であってもよい。したがって
、対象の表現型、生化学的または形態変化に影響を与える転写されるＲＮＡ分子をコード
する任意の転写可能なポリヌクレオチド分子は、本明細書に提供される配列および構築物
により可能になる転写増強から利益を得ることができる。
【０１１９】
　記載されたＳＣＢＶエンハンサーまたはその１つもしくは複数のコピーを含むキメラ転
写調節領域は、１つまたは複数のマーカー遺伝子（その発現についてスクリーニングする
またはある方法で点数化することができる任意の転写可能なポリヌクレオチド分子）と一
緒に構築物に組み込み、一過性のまたは安定した植物解析において試験し、安定したトラ
ンスジェニック植物における調節エレメントの遺伝子発現パターンの指標を与えることが
可能である。そのような実施形態の実行において使用するためのマーカー遺伝子には、β
グルクロニダーゼ（米国特許第５５９９６７０号に記載されるＧＵＳ）および緑色蛍光タ
ンパク質（米国特許第５４９１０８４号および米国特許第６１４６８２６号に記載される
ＧＦＰ）、抗生物質耐性を与えるタンパク質、または除草剤耐性を与えるタンパク質をコ
ードする転写可能なポリヌクレオチド分子が含まれるが、これに限定されない。カナマイ
シン（ｎｐｔＩＩ）、ハイグロマイシンＢ（ａｐｈＩＶ）、ストレプトマイシンまたはス
ペクチノマイシン（ａａｄ、ｓｐｅｃ／ｓｔｒｅｐ）およびゲンタマイシン（ａａｃ３お
よびａａｃＣ４）に対する耐性を与えるコードタンパク質を含む、有用な抗生物質耐性マ
ーカーは、当技術分野では公知である。トランスジェニック植物耐性が実証され、本発明
の方法を提供することが可能な除草剤には、グリホサート、グルホシネート、スルホニル
尿素、イミダゾリノン、ブロモキシニル、デラポン、シクロヘキサンジオン(cyclohezane
dione)、プロトポルフィリノーゲン(protoporphyrionogen)オキシダーゼ阻害剤、および
イソキサスフルトール(isoxasflutole)除草剤が含まれるが、これらに限定されない。除
草剤耐性に関与するタンパク質をコードするポリヌクレオチド分子は、当技術分野では公



(27) JP 6039560 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

知であり、５－エノールピルビルシキミ酸(enolpyruvylshikimate)－３－リン酸シンター
ゼをコードするポリヌクレオチド分子（米国特許第５６２７０６１号、米国特許第５６３
３４３５号、米国特許第６０４０４９７号に記載されるＥＰＳＰＳおよびグリホサート耐
性については米国特許第５０９４９４５号に）；グリホサートオキシドレダクターゼおよ
びグリホサート－Ｎ－アセチルトランスフェラーゼをコードするポリヌクレオチド（米国
特許第５４６３１７５号に記載されるＧＯＸおよび米国特許出願公開第２００３／００８
３４８０号に記載されるＧＡＴ）；ブロモキシニルニトリラーゼをコードするポリヌクレ
オチド分子（ブロモキシニル耐性について米国特許第４８１０６４８号に記載されるＢｘ
ｎ）；ノルフルラゾン耐性についてMisawa et al. (Plant J. 4:833-840、1993)およびMi
sawa et al. (Plant J. 6:481-489、1994)に記載されるフィトエンデサチュラーゼ（ｃｒ
ｔＩ）をコードするポリヌクレオチド分子；スルホニル尿素除草剤に対する耐性について
Sathasiivan et al. (Nucl. Acids Res. 18:2188-2193、1990)に記載されるアセトヒドロ
キシ酸シンターゼ（ＡＨＡＳ、別名ＡＬＳ）をコードするポリヌクレオチド分子；ジカン
バ分解オキシゲナーゼ酵素をコードするポリヌクレオチド分子（ジカンバ耐性について米
国特許出願公開第２００３／０１３５８７９号および米国特許出願公開第２００３／０１
１５６２６号に記載される）；ならびにグルホシネートおよびビアラホス耐性についてDe
Block et al. (EMBO J. 6:2513-2519、1987)に記載されるｂａｒ遺伝子が含まれるが、こ
れらに限定されない。本開示の調節エレメントは、ホスフィノトリシンアセチルトランス
フェラーゼ、グリホサート耐性ＥＰＳＰＳ、アミノグリコシドホスホトランスフェラーゼ
、ヒドロキシフェニルピルビン酸デヒドロゲナーゼ、ハイグロマイシンホスホトランスフ
ェラーゼ、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ、ダラポンデハロゲナーゼ、ブロモキ
シニル耐性ニトリラーゼ、アントラニル酸シンターゼ、グリホサートオキシドレダクター
ゼおよびグリホサート－Ｎ－アセチルトランスフェラーゼをコードする転写可能なポリヌ
クレオチド分子を発現することができる。
【０１２０】
　対象のマーカー遺伝子または他のヌクレオチド配列に作動可能に連結した少なくとも１
つのＳＣＢＶエンハンサー（たとえば、キメラ転写調節領域という文脈において）を含有
する構築物は、組織に送達し得（たとえば、形質転換される）、前記組織は、転写されて
いるマーカーまたは配列に応じて、適切な機構により分析し得る。そのような定量的また
は定性的分析は、安定した植物において農業的に興味深い遺伝子に作動可能に連結した場
合、調節エレメントの潜在的発現プロファイルを評価するためのツールとして使用し得る
。マーカー遺伝子は一過性アッセイにおいて使用することが可能であり、一過性アッセイ
においてマーカー遺伝子発現に対する試験法は当業者には公知である。マーカー遺伝子の
一過性発現は、様々な植物、組織およびＤＮＡ送達システムを使用して報告されている。
たとえば、一過性分析システムには、対象の任意の植物種を使用する任意の一過性植物ア
ッセイにおいて組織の電気穿孔または微粒子銃を介した直接遺伝子送達が含まれるが、こ
れに限定されない。そのような一過性システムは、様々な組織供給源由来のプロトプラス
トの電気穿孔または対象の特定の組織の微粒子銃が含まれると考えられるが、これらに限
定されない。本開示は、マーカー遺伝子または農業的に興味深い遺伝子を含むが、これら
に限定されない任意の転写可能なポリヌクレオチド分子に作動可能に連結した調節エレメ
ントを評価するための任意の一過性発現システムの使用を包含する。適切な送達システム
を介したトランジエントにおいて試験することを想定される植物組織の例には、葉脚組織
、カルス、子葉、根、胚乳、胚、花組織、花粉、および表皮組織が含まれると考えられる
が、これらに限定されない。
【０１２１】
　ＶＩＩ．植物形質転換
　本明細書に記載されているなどのエンハンサーエレメント（またはその複数のコピー）
またはキメラ転写調節領域を含有する植物形質転換構築物は、任意の植物形質転換法を使
用して植物に導入し得る。本発明の実施に際して植物発現構築物を植物ゲノムに導入する
ことにより植物を形質転換するための方法および材料は、電気穿孔（たとえば、米国特許
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第５３８４２５３号）、微粒子銃（たとえば、米国特許第５０１５５８０号、米国特許第
５５５０３１８号、米国特許第５５３８８８０号、米国特許第６１６０２０８号、米国特
許第６３９９８６１号、および米国特許第６４０３８６５号）、アグロバクテリウム媒介
形質転換（たとえば、米国特許第５８２４８７７号、米国特許第５５９１６１６号、米国
特許第５９８１８４０号、および米国特許第６３８４３０１号）、およびプロトプラスト
形質転換（たとえば、米国特許第５５０８１８４号）を含む、周知の実証された方法のい
ずれでも含むことができる。いくつかの形質転換方法論は、任意の数の対象の標的作物由
来の安定したトランスジェニック植物の生産のために使用し改変することが可能であるこ
とは当業者には明らかであろう。
【０１２２】
　双子葉植物を形質転換するための特定の方法は当業者には公知である。例として、形質
転換および植物体再生法は、ワタ(Gossypium hirsutum)、ダイズ豆(Glycine max)、ピー
ナッツ(Arachis hypogaea)およびアブラナ属のメンバーを含むが、これらに限定されない
いくつかの作物について記載されている。
【０１２３】
　同様に、単子葉植物を形質転換するための特定の方法も当業者には公知である。例とし
て、オオムギ(Hordeum vulgarae)；トウモロコシ(Zea mays)；カラスムギ(Avena sativa)
；オーチャードグラス(Dactylis glomerata)；イネ(Oryza sativa、インディカおよびジ
ャポニカ種を含む)；モロコシ(Sorghum bicolor)；サトウキビ(Saccharum種)；トールフ
ェスク(Festuca arundinacea)；芝生種（たとえば、コヌカグサ(Agrostis stolonifera)
、ナガハグサ(Poa pratensis)、イヌシバ(Stenotaphrum secundatum)）；コムギ(Triticu
m aestivum)；およびアルファルファ(Medicago sativa)を含むが、これらに限定されない
いくつかの作物について記載されている。
【０１２４】
　形質転換された植物は、対象の遺伝子（複数可）の存在ならびに本明細書に記載される
キメラ転写調節領域により与えられる発現レベルおよび／またはプロファイルについて分
析され得る。形質転換された植物の分析のために、多数の方法が当業者は利用可能である
。たとえば、植物分析のための方法には、サザンおよびノーザンブロット分析、ＰＣＲベ
ース（または他の核酸増幅ベース）のアプローチ、生化学分析、表現型スクリーニング法
、現地評価、ならびに免疫診断アッセイ（たとえば、タンパク質の検出、局在化、および
／または定量化）が含まれる。
【０１２５】
　記載されたＳＣＢＶエンハンサーを使用する遺伝子の増強された発現はトウモロコシに
おいて実証されているが、前記エンハンサーは、おそらく単子葉植物だけでなく双子葉植
物も含む他の植物種において機能すると予想される。ＳＣＢＶ上流領域の４コピーを有す
るエンハンサーエレメントは、本明細書で研究された組合せのなかで最も高いレベルの発
現を提供した。前記上流領域のもっと少ないまたはもっと多いコピーならびに他の供給源
由来のエンハンサーエレメントとの組合せも、遺伝子発現を調節するのに利点を与えるこ
とができるであろう。同じ活性化因子、構築物およびアプローチは、そのゲノム配列が入
手可能であるまたは進行中であるためにその遺伝子を同定し得る（モロコシ(Sorghum bic
olor)、コムギ(Triticum aestivum)、オオムギ(Hordeum vulgare)、アワ(Setaria italic
a)、サトウキビ(Saccharum officinarum)、ミスカンザス・ギガンテウス(Miscanthus gig
anteus)を含む）、もしくは将来のゲノム塩基配列決定努力もしくは染色体シンテニーに
よりその「活性化された遺伝子」を同定し得る（カラスムギ(Avena sativa)、ライムギ(S
ecale cereale)、トウジンビエ(Pennisetum glaucum)、シコクビエ(Eluesine coracana)
、野生キビ(Panicum miliaceum)、テフキビ(Eragrostis tef)を含む）他の作物種に、ま
たはそのゲノム配列が入手可能であるまたは進行中である（セイヨウヤマカモジ(Purple 
False Brome) (Brachypodium distachyon)、エノコログサ(Green bristlegrass)(Setaria
 viridis)を含む）モデル草種に有用になり得る。
【０１２６】



(29) JP 6039560 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

　以下の実施例はある種の特定の特長および／または実施形態を説明するために提供され
る。これらの実施例は、本発明を記載される特定の特長または実施形態に限定すると解釈
されるべきではない。
【実施例１】
【０１２７】
　サトウキビ桿状ウイルス（ＳＣＢＶ）プロモーターのエンハンサーエレメントを含む配
列の同定
　この実施例は、ＳＣＢＶプロモーターエンハンサーエレメントを含む配列の同定を実証
する。
【０１２８】
　ＳＣＢＶ（ジェンバンク受託番号ＡＪ２７７０９１およびGeijskes et al.、Arch. Vir
ol.、147: 2393-2404、2002により記載される）のゲノム由来のプロモーター断片は、最
初に、プロモーター配列のどの領域がエンハンサーエレメント配列を含有するのかを決定
するための一過性発現アッセイにより調べられた。プロモーター分析研究では、転写開始
部位（＋１位と定義される）から－８３９から＋１０６ｂｐ（プラスミドｐＳＣＢＶ８３
９）、－５７６から＋１０６ｂｐ（プラスミドｐＳＣＢＶ５７６）、および－３３３から
＋１０６ｂｐ（プラスミドｐＳＣＢＶ３３３）の配列を含有するＳＣＢＶプロモーター（
配列番号１）由来の断片はホタルルシフェラーゼ（ＬＵＣ）レポータータンパク質のコー
ド領域の上流にクローニングされた。転写は、１コピーのノパリンシンターゼ（Ｎｏｓ）
３’ＵＴＲ領域（ジェンバンク受託番号Ｖ０００８７．１の塩基１８４７から２１０３（
この塩基配列はこれによって参照によりその全体を組み込まれる）、および図１に開示さ
れている）により終結された。これらの構築物の一過性転写活性は、トウモロコシＨｉ－
ＩＩ懸濁細胞への微粒子銃により細胞を形質転換し（下の実施例２において詳細に記載さ
れている）、ＬＵＣレポーター遺伝子の活性をモニターすることにより試験された。ルシ
フェラーゼ活性は、ＳＣＢＶ：ＬＵＣ構築物を含有するプラスミドＤＮＡおよびＧＵＳ（
ベータグルクロニダーゼ）コード領域の発現を推進し、トウモロコシＰｅｒ５　３’ＵＴ
Ｒ終結因子（米国特許第６６９９９８４号に開示されている。この特許文献はこれによっ
て参照によりその全体を組み込まれている；たとえば、構築物ｕｂｉ１：ＧＵＳ）により
終結される、トウモロコシユビキチン１（ｕｂｉ１）遺伝子プロモーター（米国特許第５
５１０４７４号に開示されている。この特許文献はこれによって参照によりその全体を組
み込まれている；基本的にジェンバンク受託番号Ｓ９４４６４．１の塩基７から１９９０
であり、この塩基配列はこれによって参照によりその全体を組み込まれている）からなる
構築物を宿す基準プラスミドのＤＮＡを当モル量用いて同時形質転換することによりそれ
ぞれの実験において正規化された。照射(bombardment)の２日後、全タンパク質は形質転
換された細胞から単離され、ＬＵＣ酵素活性（ルシフェラーゼ単位（ＬＵ）／ｍｇタンパ
ク質で表される）およびＧＵＳ酵素活性（ＧＵＳ活性単位（ＧＵ）／μｇタンパク質で表
される）は、たとえば、(Maliga et al.、Methods in Plant Molecular Biology. A Labo
ratory Course Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press、1995)に見出される方法
により測定された。これら３種のＳＣＢＶ：ＬＵＣ構築物における試験プロモーターの相
対活性は、ＬＵＣレベルをＬＵ／ｍｇタンパク質対ＧＵ／μｇタンパク質の比としてＧＵ
Ｓレベルに正規化することにより比較された。一過性試験結果によれば、ＬＵＣ活性は照
射されたプラスミドＤＮＡの濃度の増加と共に直線的に増加することが示され、ＬＵＣ活
性が転写物レベルと相関していることを示していた。さらに、転写開始部位の－５７６ｂ
ｐ上流から＋１０６下流までの配列を含有するＳＣＢＶプロモーター断片は、完全長プロ
モーター断片（ここでは、開始部位の－８３９ｂｐ上流から＋１０６下流までの配列を含
有すると定義された）の活性の６６％±２％を有していた。これとは対照的に、転写開始
部位の－３３３ｂｐ上流から＋１０６下流までの配列を含有するプロモーター断片は、完
全長プロモーターの活性の１７％±１％のみを有していた。したがって、ＳＣＢＶプロモ
ーター活性の大部分を表す配列は転写開始部位から－３３３ｂｐの上流に属する。
【０１２９】
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　ＳＣＢＶプロモーター配列のうち異種最小プロモーター配列により推進される転写を増
強することができる部分が調べられた。これらの実験により定義されるように、エンハン
サーエレメントは、異種最小プロモーター配列の５’近位に置かれると、一過性または安
定した形質転換系のどちらで試験された場合でも再現性のある測定可能な形で前記異種最
小プロモーターの発現活性を増加させる短い（２００から３００ｂｐ）シス作用性ＤＮＡ
配列（ＴＡＴＡボックスを欠く）として機能的に同定される。さらに、直列重複の前記エ
ンハンサーエレメントは、単一コピーのエンハンサーエレメントよりも異種最小プロモー
ターのはるかに高レベルの発現活性を与える。この実施例において利用される異種最小プ
ロモーターエレメントは、トウモロコシアルコールデハイドロゲナーゼ１（Ａｄｈ１）遺
伝子プロモーターの塩基－１００から＋１０６を含む（ジェンバンク受託番号Ｘ０４０４
９の塩基９９７から１２０２に相当する。この塩基配列は２０１０年８月３０日に一般に
公表されたので、これによって参照によりその全体を組み込まれる）。
【０１３０】
　転写開始部位に対して－５０３から－２２２ｂｐおよび－７５８から－２２２ｂｐの配
列を含む、ＳＣＢＶプロモーター由来の２つの断片は、ホタルルシフェラーゼ（ＬＵＣ）
タンパク質をコードするコード領域に融合された最小トウモロコシＡｄｈ１プロモーター
を含む配列の５’にクローニングされた。キメラ遺伝子の転写は、上記のＮｏｓ３’ＵＴ
Ｒにより終結された。トウモロコシＨｉ－ＩＩ懸濁培養細胞は、ＬＵＣおよびＧＵＳ構築
物を宿すプラスミドのＤＮＡを用いて微粒子銃により形質転換され、酵素活性は上記の通
りに測定され比較された。前記－５０３から－２２２配列または－７５８から－２２２配
列が前記最小Ａｄｈ１プロモーターの５’に置かれたＬＵＣ構築物を含有するプラスミド
は、ＳＣＢＶ配列が付加されていない最小Ａｄｈ１プロモーターと比べてそれぞれ６倍お
よび４倍のＬＵＣ活性を示した。したがって、ＳＣＢＶプロモーターのこれらの断片内の
配列は、異種トウモロコシプロモーターにより媒介される転写活性を増強する。
【０１３１】
　最小Ａｄｈ１プロモーターにより媒介される発現を増加させる前記－５０３から－２２
２ｂｐのＳＣＢＶエンハンサー領域の複数のコピーの能力は、前記－５０２から－２２２
ｂｐ配列の１、２または４コピーを、ＬＵＣコード領域に融合された最小トウモロコシＡ
ｄｈ１プロモーターの５’にクローニングすることにより試験された（図３Ａ）。前記構
築物を宿すプラスミドＤＮＡ（ならびに基準ｕｂｉ１：ＧＵＳ構築物を有するプラスミド
ＤＮＡ）はトウモロコシＨｉ－ＩＩ懸濁培養細胞に照射され、ＬＵＣおよびＧＵＳ活性は
上記の通りに測定され比較された。１コピー、２コピーまたは４コピーのＳＣＢＶエンハ
ンサー配列領域を含有する構築物を照射された細胞は、ＳＣＢＶエンハンサー配列を欠く
類似する最小Ａｄｈ１プロモーター構築物を照射された細胞のそれぞれ５倍、６倍および
１０倍を超えるＬＵＣ活性を有していた（図３Ｂ）。
【０１３２】
　配列番号１に提供されるＳＣＢＶプロモーターの－５０２から－２２２ｂｐを含む核酸
塩基は、植物プロモーターに優れた発現特徴を与えることができる転写活性化活性をコー
ドしている。さらに、転写活性化活性は、配列番号１に提供されるＳＣＢＶプロモーター
の－５０２から－２２２ｂｐを含む塩基の複数の直列コピーのスタッキングにより増加さ
れる。さらに、本明細書に提供される方法および試薬は、転写活性化活性を保持するさら
に短い配列を提供するようにさらに調べ利用し得る、または他の転写活性化因子エレメン
トおよび植物プロモーターと新しい組合せで組合せ得る。
【実施例２】
【０１３３】
　トウモロコシＨｉ－ＩＩ懸濁培養細胞におけるＳＣＢＶ：ＬＵＣおよびｕｂ１：ＧＵＳ
構築物の一過性発現試験
　この実施例は、トウモロコシＨｉ－ＩＩ懸濁培養細胞におけるＳＣＢＶ：ＬＵＣおよび
ｕｂ１：ＧＵＳ構築物の一過性発現試験を説明する。
【０１３４】
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　トウモロコシＨｉ－ＩＩ懸濁培養細胞(Armstrong et al.、Maize Genet. Coop. Newsle
tt.、65:92-93、1991)は、上記の通りに構築されたＬＵＣおよびＧＵＳ構築物を宿すプラ
スミドのＤＮＡを用いて微粒子銃により形質転換され、酵素活性が測定され比較された。
プラスミドＤＮＡの大量の調製物は、ＱｉＡｆｉｌｔｅｒ（商標）Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｍａ
ｘｉ　Ｋｉｔｓ（Ｑｉａｇｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、Ｍａｒｙｌａｎｄ）を使用して
調製され、量と質は標準分子法を使用して解析された。
【０１３５】
　照射のためのトウモロコシＨｉ－ＩＩ懸濁培養細胞の調製
　Ｈｉ－ＩＩ細胞は、２８℃、暗所でＨ９ＣＰ＋培地中１２５ｒｐｍの攪拌器上で維持さ
れた（Ｈ９ＣＰ培地は、ＭＳ塩４．３ｇｍ／Ｌ、ショ糖３％、カザミノ酸２００ｍｇ／Ｌ
、ミオイノシトール１００ｍｇ／Ｌ、２．４－Ｄ　２ｍｇ／Ｌ、ＮＡＡ２ｍｇ／Ｌ、１０
００×ＭＳビタミン１ｍＬ／Ｌ、Ｌ－プロリン７００ｍｇ／Ｌおよびココナツジュース（
Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）６２．５ｍＬ／Ｌ、ｐＨ６．０
からなる）。照射に先立って、２日目のＨｉ－ＩＩ培養物はＧ－Ｎ６培地（ＣＨＵ　Ｎ６
培地３．９８ｇ／Ｌ、ＣＨＵ　Ｎ６ビタミン１ｍＬ／Ｌ（両方ともＰｈｙｔｏＴｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（登録商標）、Ｌｅｎｅｘａ、ＫＳ製のＣＨＵ成
分）、ミオイノシトール１００ｍｇ／Ｌ、２．４－Ｄ　２ｍｇ／Ｌおよびショ糖３％、ｐ
Ｈ６．０）に移され、２４時間増殖させた。照射当日、Ｇ－Ｎ６増殖細胞（２．５ｇｍの
細胞）は、０．５Ｍ　Ｄ－ソルビトールおよび０．５Ｍ　Ｄ－マンニトールを含有するＧ
－Ｎ６培地上に置かれた無菌Ｗｈａｔｍａｎ　Ｎｏ．１フィルターディスク（５５ｍｍ）
に移され、４時間インキュベートされた。浸透圧的に調整された細胞が照射のために使用
される。
【０１３６】
　プラスミドＤＮＡを有する金粒子の調製および照射アッセイ
　金粒子（１μｍ径、ＢｉｏＲａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）は１０分間７０％エタノ
ールで、次に減菌水で３回洗浄された。前記粒子は１２０ｍｇ／ｍＬの濃度で５０％グリ
セロール中に分注された。典型的な実験では、１５０μＬ（１８ｍｇ）の金粒子、およそ
５μｇのプラスミドＤＮＡ、１５０μＬの２．５Ｍ　ＣａＣｌ２および３０μＬの０．２
Ｍスペルミジンが組み合わされた。反応（全容量３７５μＬ）は室温で１０分間インキュ
ベートされ、時折穏やかにボルテックスされた。ＤＮＡ被膜金粒子は短時間遠心分離され
、４２０μＬの７０％エタノールで、次に４２０μＬの１００％エタノールで洗浄された
。最終ペレットは１１０μＬの１００％エタノールに再懸濁され、Ｂｒａｎｓｏｎ　１４
５０ソニケーターを用いて短時間超音波処理（それぞれ３秒の３回バースト、バースト間
は１分）に供された。ＤＮＡを被膜された金粒子１２．２μＬのアリコットは９個のマク
ロキャリアー（ＢｉｏＲａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）のそれぞれの上に広げられ、Ｂ
ｉｏＲａｄ　ＰＤＳ１０００／Ｈｅシステムを使用する照射アッセイにおいて使用された
。懸濁培養細胞は、３５１０ｐｓｉディスクを使用して９ｃｍの標的距離で形質転換され
、各プレートは３回照射された。照射に続いて、細胞は２８℃暗所で、最初はＤ－ソルビ
トールおよびＤ－マンニトール培地を含有するＧ－Ｎ６上で１２時間、次にＧ－Ｎ６プレ
ート上でさらに３６時間インキュベートされた。細胞はプレートから収集され、ブロット
されてバッファーを除去し、３００μＬの２×ＣＣＬＴ　ＬＵＣ抽出バッファー（Ｐｒｏ
ｍｅｇａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）を用いて抽出された。遠心
分離後、約６００μＬのタンパク質抽出物が収集された。タンパク質濃度はＢｒａｄｆｏ
ｒｄアッセイを使用して推定された。
【０１３７】
　ＬＵＣ酵素活性（ルシフェラーゼ単位（ＬＵ）／ｍｇタンパク質で表される）およびＧ
ＵＳ酵素活性（ＧＵＳ活性単位（ＧＵ）／μｇタンパク質で表される）は、たとえば、Ma
liga et al.、Methods in Plant Molecular Biology. A Laboratory Course Manual. Col
d Spring Harbor Laboratory Press、1995に見出される方法により測定された。ＳＣＢＶ
：ＬＵＣ構築物における試験プロモーターの相対活性は、ＬＵＣレベルをＬＵ／ｍｇタン
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パク質対ＧＵＳ／μｇタンパク質の比としてＧＵＳレベルに正規化することにより比較さ
れた。
【実施例３】
【０１３８】
　トウモロコシ植物における活性化タギングのためのプラスミド
　この実施例はアグロバクテリウム(Agrobacterium)スーパーバイナリー(superbinary)プ
ラスミドの作製を説明する。
【０１３９】
　スーパーバイナリーシステムはアグロバクテリウム(Agrobacterium)シャトルベクター
／相同組換えシステム（Komari et al.、Meth. Mol. Biol. 343:15-41、2006、Komari et
 al.、Plant Physiol. 114:1155-1160、2007; 欧州特許第６０４６６２号および米国特許
第７０６０８７６号も参照。これら文献のそれぞれが参照によりその全体を組み込まれる
）の特殊化した例である。スーパーバイナリーシステムで用いられるアグロバクテリウム
・ツメファシエンス(Agrobacterium tumefaciens)宿主株は、ＬＢＡ４４０４（ｐＳＢ１
）である。ＬＢＡ４４０４（ｐＳＢ１）株は、２つの独立して複製するプラスミド、ｐＡ
Ｌ４４０４とｐＳＢ１を宿している。ｐＡＬ４４０４は無傷のセットのｖｉｒ遺伝子（Ｔ
ｉプラスミドｐＴｉＡＣＨ５由来）を含有するが、Ｔ－ＤＮＡ領域がない（したがって、
Ｔ－ＤＮＡ左および右境界反復配列がない）Ｔｉプラスミド由来ヘルパープラスミドであ
る。プラスミドｐＳＢ１はｐＴｉＢｏ５４２由来のｖｉｒ遺伝子の追加の部分的セットを
供給する。スーパーバイナリーシステムにおいて使用されるシャトルベクターの一例はｐ
ＳＢ１１であり、これは、植物細胞形質転換に向かうことになっており右と左のＴ－ＤＮ
Ａ境界反復配列に隣接する遺伝子の導入部位として働くクローニングポリリンカーを含有
する。シャトルベクターｐＳＢ１１は、アグロバクテリウム(Agrobacterium)において独
立して複製することはできないが、ｐＳＢ１とｐＳＢ１１上に存在する共通の配列間での
相同組換えによってｐＳＢ１に組み込まれると共組み込み体(co-integrant)プラスミドと
してその場所に安定的に維持される。したがって、改変されたｐＳＢ１１ベクター上のＬ
ＢＡ４４０４（ｐＳＢ１）に導入された完全に改変されたＴ－ＤＮＡ領域は、２つの異な
るアグロバクテリウム(Agrobacterium)Ｔｉプラスミド供給源（ｐＴｉＡＣＨ５とｐＴｉ
Ｂｏ５４２）由来のＶｉｒタンパク質により増殖性に作用を受け植物細胞内に移される。
スーパーバイナリーシステムは単子葉植物種の形質転換において特に有用であることが判
明している(Hiei et al.、Plant J. 6:271-282、1994、およびIshida et al.、Nat. Biot
echnol. 14:745-750、1996参照)。
【０１４０】
　活性化タグ付きトウモロコシ植物を生産するための形質転換プラスミドは、スーパーバ
イナリープラスミドのｐＳＢ１とｐＥＰＰ１０８８との間の相同組換えにより形成され、
ｐＳＢ１１ベクター骨格を有する共組み込み体を含むことができる（欧州特許第６０４６
６２号および米国特許第７０６０８７６号参照。これら特許文献はそれぞれこれによって
参照により組み込まれる）。共組み込み体プラスミドは、ｐＳＢ１：：ｐＥＰＰ１０８８
またはＺｅａＴＡＧベクターと呼ばれる。ｐＥＰＰ１０８８の構造は、制限酵素分析およ
び構築物の選択された領域のＤＮＡ配列決定により確証された。ｐＥＰＰ１０８８は、ｐ
ＳＢ１１プラスミドにより提供される左（ＬＢ）と右（ＲＢ）Ｔ－ＤＮＡ境界配列間に位
置して、４コピーの上記－５０２から－２２２ｂｐ　ＳＣＢＶエンハンサー配列および関
連するイントロン１と５’ＵＴＲを有するイネ(Oryza sativa)アクチン遺伝子プロモータ
ーを含む選択可能マーカー遺伝子（基本的に、ジェンバンク受託番号ＥＵ１５５４０８．
１の塩基１２から１４１１として開示されている。前記塩基はこれによって参照によりそ
の全体を組み込まれている）、米国特許出願公開第２００９／００９３３６６号に開示さ
れているＡＡＤ－１除草剤耐性タンパク質に対するコード配列ならびに基本的にジェンバ
ンク受託番号ｇｂ｜Ｌ３５９１３．１｜ＭＺＥＬＩＰＡＳＥの塩基９２１から１２７７と
しておよび米国特許第７１７９９０２号に開示されている（前記塩基配列と特許文献はそ
れぞれがこれによって参照によりその全体を組み込まれている）トウモロコシリパーゼ遺
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伝子由来の３’ＵＴＲターミネーター配列を含有する。
【０１４１】
　ｐＥＰＰ１０８８の（およびｐＳＢ１：：ｐＥＰＰ１０８８に存在する）Ｔ－ＤＮＡは
、アグロバクテリウム(Agrobacterium)媒介形質転換によりトウモロコシ細胞内に導入さ
れると、トウモロコシ染色体の無作為な位置で組み込まれる。形質転換されたトウモロコ
シ細胞の選択は、Ｔ－ＤＮＡにおいて構成的に発現されるＡＡＤ１選択可能マーカー遺伝
子により提供される。直列コピーの強力な－５０２から－２２２ｂｐ　ＳＣＢＶ転写エン
ハンサー活性化因子エレメントを担持するＴ－ＤＮＡは、組込み部位近くの天然の遺伝子
の異常な発現を引き起こし、それによって一部の例では、形質転換された組織から再生す
る植物に新しい同定可能な形質を与える。アクセプター部位近くの影響を受けた遺伝子の
単離および同定を促進し、したがって、さらなる利用のために単離された遺伝子を提供す
る現代分子生物学の方法が利用可能である。
【実施例４】
【０１４２】
　トウモロコシのアグロバクテリウム(Agrobacterium)媒介形質転換
　この実施例は、トウモロコシのアグロバクテリウム(Agrobacterium)媒介形質転換の作
製を説明する。
【０１４３】
　未成熟胚生産。Ｂ１０４近交系由来の種子は、Ｓｕｎｓｈｉｎｅ　Ｃｕｓｔｏｍ　Ｂｌ
ｅｎｄ（登録商標）１６０（Ｓｕｎ　Ｇｒｏ　Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅ、Ｂｅｌｌｅｖ
ｕｅ、ＷＡ）を含有する４ガロン鉢に蒔かれた。植物体は、高圧ナトリウムとメタルハラ
イドランプの１６対８時間の明対暗の光周期を組み合わせて温室で栽培した。形質転換の
ための未成熟胚を得るために、調節されたシブ受粉が実施された。未成熟胚は、胚がおよ
そ１．４から２．０ｍｍの大きさになる受粉の１０から１３日後に単離された。
【０１４４】
　感染および共培養。トウモロコシ穂は、Ｔｗｅｅｎ２０（５００ｍＬあたり１または２
滴）を含む５０％市販の漂白剤に１０分間浸すことにより表面殺菌され、減菌水でトリプ
ルにすすがれた。スーパーバイナリーベクター共組み込み体プラスミドを含有するアグロ
バクテリウム(Agrobacterium)細胞の懸濁液は、５０ｍｇ／Ｌのスペクチノマイシン、１
０ｍｇ／Ｌのリファンビシン、および５０ｍｇ／Ｌのストレプトマイシンを含有するＹＥ
Ｐ固形培地上、２８℃で３日間または２５℃で４日間増殖させた１または２ループの細菌
を、１００μＭのアセトシリンゴンを含有する５ｍＬの液体感染培地（ＭＳ塩、ＩＳＵ　
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ＭＳビタミン、３．３ｍｇ／Ｌのジカンバ、６８．４ｇｍ／Ｌのショ
糖、３６ｇｍ／Ｌのグルコース、７００ｍｇ／ＬのＬ－プロリン、ｐＨ５．２）に移すこ
とにより調製された。前記溶液は、均一な懸濁液が実現されるまで、無菌５ｍＬピペット
を使用して穏やかに上下にピペッティングし、濃度はＵｌｔｒｏｓｐｅｃ　１０　Ｃｅｌ
ｌ　Ｄｅｎｓｉｔｙ　Ｍｅｔｅｒ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ／Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）を使用して６００ｎｍ（ＯＤ６０

０）で０．３から０．５の光学密度に調整された。未成熟胚は、２ｍＬの感染培地を含有
するマイクロ遠心分離管に直接単離された。前記培地は取り除かれ、１から２ｍＬの新鮮
な感染培地で２度置き換えられ、次に取り除かれ、１．５ｍＬのアグロバクテリウム(Agr
obacterium)溶液で置き換えられた。アグロバクテリウム(Agrobacterium)と胚溶液は室温
で５分間インキュベートされ、その後、ＭＳ塩、ＩＳＵ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ＭＳビタミ
ン、３．３ｍｇ／Ｌのジカンバ、３０ｇｍ／Ｌのショ糖、７００ｍｇ／ＬのＬ－プロリン
、１００ｍｇ／Ｌのミオイノシトール、１００ｍｇ／Ｌのカゼイン酵素加水分解物、１５
ｍｇ／ＬのＡｇＮＯ３、１００μＭのアセトシリンゴン、および２．３から３ｇｍ／Ｌの
Ｇｅｌｚａｎ（商標）（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）をｐＨ
５．８で含有する共培養培地に移された。共培養インキュベーションは、暗闇または２４
時間白色蛍光灯条件（およそ５０μＥｍ－２ｓ－１）下、２５℃で３から４日間であった
。



(34) JP 6039560 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

【０１４５】
　静止および選択。共培養後、胚は、ＭＳ塩、ＩＳＵ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ＭＳビタミン
、３．３ｍｇ／Ｌのジカンバ、３０ｇｍ／Ｌのショ糖、７００ｍｇ／ＬのＬ－プロリン、
１００ｍｇ／Ｌのミオイノシトール、１００ｍｇ／Ｌのカゼイン酵素加水分解物、１５ｍ
ｇ／ＬのＡｇＮＯ３、０．５ｇｍ／ＬのＭＥＳ（２－（Ｎ－モルフォリノ）エタンスルホ
ン酸一水和物；Ｐｈｙｔｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｌａｂｒ．、Ｌｅｎｅｘａ、Ｋ
Ｓ）、２５０ｍｇ／Ｌのカルベニシリン、および２．３ｇｍ／ＬのＧｅｌｚａｎ（商標）
をｐＨ５．８で含有する非選択ＭＳベースの静止培地に移された。インキュベーションは
、暗闇または２４時間白色蛍光灯条件（およそ５０μＥｍ－２ｓ－１）下、２８℃で７日
間継続された。７日間の静止期間に続いて、胚は選択培地に移された。植物発現可能ＡＡ
Ｄ１選択可能マーカー遺伝子を含有するスーパーバイナリープラスミドで形質転換された
トウモロコシ組織を選択するために、ＭＳベースの静止培地（上記）がハロキシホップ(H
aloxyfop)を補充して使用された。胚は、最初に１００ｎＭハロキシホップを含有する選
択培地に移され、１から２週間インキュベートされ、その後５００ｎＭハロキシホップに
移され、さらに２から４週間インキュベートされた。形質転換された単離物は、暗闇また
は２４時間白色蛍光灯条件（およそ５０μＥｍ－２ｓ－１）下、２８℃でおよそ５から８
週間の間に得られた。回収された単離物は、再生およびさらなる分析のために、１から２
週間の間隔をあけて新鮮な選択培地に移されることにより増大された。
【０１４６】
　トウモロコシ形質転換の分野の当業者であれば、他の植物発現可能選択可能マーカー遺
伝子（たとえば、除草剤耐性遺伝子）が使用される場合には、形質転換された植物の他の
選択方法が利用可能であることを理解するであろう。
【０１４７】
　プレ再生。選択プロセスに続いて、２４時間照明レジームに曝露された培養物は、ＭＳ
塩、ＩＳＵ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ＭＳビタミン、４５ｇｍ／Ｌのショ糖、３５０ｍｇ／Ｌ
のＬ－プロリン、１００ｍｇ／Ｌのミオイノシトール、５０ｍｇ／Ｌのカゼイン酵素加水
分解物、１ｍｇ／ＬのＡｇＮＯ３、０．２５ｇｍ／ＬのＭＥＳ、０．５ｍｇ／Ｌのナフタ
レン酢酸、２．５ｍｇ／Ｌのアブシジン酸、１ｍｇ／Ｌの６－ベンジルアミノプリン、２
５０ｍｇ／Ｌのカルベニシリン、２．５ｇｍ／ＬのＧｅｌｚａｎ（商標）、および５００
ｎＭのハロキシホップをｐＨ５．８で含有するＭＳベースの前再生培地に移された。イン
キュベーションは、２４時間白色蛍光灯条件（およそ５０μＥｍ－２ｓ－１）下、２８℃
で７日間継続された。
【０１４８】
　再生および小植物単離。再生のために、前記培養物は、ＭＳ塩、ＩＳＵ　Ｍｏｄｉｆｉ
ｅｄ　ＭＳビタミン、６０ｇｍ／Ｌのショ糖、１００ｍｇ／Ｌのミオイノシトール、１２
５ｍｇ／Ｌのカルベニシリン、２．５ｇｍ／ＬのＧｅｌｚａｎ（商標）、および５００ｎ
ＭのハロキシホップをｐＨ５．８で含有するＭＳベースの一次再生培地に移された。暗闇
または２４時間白色蛍光灯条件（およそ５０μＥｍ－２ｓ－１）下、２８℃で２週間後、
組織は、５００ｎＭのハロキシホップ有りまたはなしで、ＭＳ塩、ＩＳＵ　Ｍｏｄｉｆｉ
ｅｄ　ＭＳビタミン、３０ｇｍ／Ｌのショ糖、１００ｍｇ／Ｌのミオイノシトール、３ｇ
ｍ／ＬのＧｅｌｚａｎ（商標）、ｐＨ５．８で構成されたＭＳベースの二次再生培地に移
された。再生／選択は、１６時間または２４時間白色蛍光灯条件（およそ５０μＥｍ－２

ｓ－１）下、２８℃で２週間継続された。小植物が３から５ｃｍ長に到達すると、切除さ
れ、二次再生培地（上記の通り、しかしハロキシホップなし）に移され、１６時間白色蛍
光灯条件（およそ５０μＥｍ－２ｓ－１）下、２５℃でインキュベートされて、苗条およ
び根のさらなる成長発育を可能にした。
【０１４９】
　種子生産。植物体はＭｅｔｒｏ－Ｍｉｘ（登録商標）３６０無土壌生育培地（Ｓｕｎ　
Ｇｒｏ　Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅ）に移植され、生育部屋で寒さに慣れさせた。次に、
植物体はＳｕｎｓｈｉｎｅ　Ｃｕｓｔｏｍ　Ｂｌｅｎｄ　１６０土壌混合物に移植し、開
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花まで温室で栽培された。種子生産のための調節受粉が行われた。
【実施例５】
【０１５０】
　安定的に形質転換されたトウモロコシ細胞におけるＳＣＢＶエンハンサー活性
　ゲノムＤＮＡは、形質転換されたＢ１０４未成熟胚から再生された１０のＴ０植物から
単離され（Ｑｉａｇｅｎ　ＤＮｅａｓｙ（登録商標）Ｐｌａｎｔ　Ｍｉｎｉキット；Ｑｉ
ａｇｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、Ｍａｒｙｌａｎｄ）、ｐＳＢ１：：ｐＥＰＰ１０８８
から移入された組み込まれたＴ－ＤＮＡの遺伝子位置は、逆ＰＣＲクローニングおよび逆
ＰＣＲ増幅産物のＤＮＡ塩基配列決定により決定された。１０ｋｂの４×ＳＣＢＶエンハ
ンサー内に位置する隣接コード領域により表される遺伝子の同一性は、クエリー配列とし
て隣接配列を使用して、ＢＬＡＳＴ検索(Altschul et al.、J. Mol. Biol.、215: 403-41
0、およびKarlin et al.、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264-2268、1990)により決
定された。ＢＬＡＳＴ結果の解析により、Ｔ－ＤＮＡ、したがって４×ＳＣＢＶエンハン
サーは１０の系統それぞれにおいて異なる遺伝子位置に組み込まれていることが明らかに
なり、したがって４×ＳＣＢＶエンハンサーはそれぞれの系統において異なる遺伝子に隣
接している（表１）。
【０１５１】
　全ＲＮＡは１０のＴ０系統の葉組織から単離された（Ｑｉａｇｅｎ　ＤＮｅａｓｙ（登
録商標）Ｐｌａｎｔ　Ｍｉｎｉキット；Ｑｉａｇｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、Ｍａｒｙ
ｌａｎｄ）。同定された隣接遺伝子の転写物蓄積は、４×ＳＣＢＶエンハンサーに隣接す
る関連する遺伝子に特異的なプライマーを使用して、逆転写およびＲＴ－ＰＣＲ（リアル
タイムＰＣＲ）により適切なＴ０植物と非形質転換対照植物間で比較された。対照として
、内在性ＧＡＰＤＨ遺伝子の転写物蓄積も決定された。
【０１５２】
　ＲＴ－ＰＣＲ産物により、これらの系統における３つの異なる隣接遺伝子から生じる転
写物の蓄積が増加することが明らかになった。４×ＳＣＢＶエンハンサーは、Ｔ０系統の
うちの２つでは影響を受ける隣接遺伝子の２．６ｋｂおよび２．８ｋｂ上流に、第３のＴ

０系統では影響を受ける隣接遺伝子の４７８ｂｐ下流に位置している。したがって、これ
らの結果から、Ｔ－ＤＮＡにより送達される４×ＳＣＢＶエンハンサーが組込み部位近く
の遺伝子転写物の蓄積の鎖非依存性増加を引き起こすことが示される。表１は、同定され
た隣接遺伝子およびその転写レベルの解析結果を示している。
【０１５３】
【表１】
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【０１５４】
　トウモロコシ遺伝学および植物分子生物学の分野の当業者であれば、影響を受ける遺伝
子の性質に応じて、４×ＳＣＢＶエンハンサーにより誘導される隣接する遺伝子の発現の
増加が一部の場合に、トランスジェニック植物に新しい価値のある形質を与えることを理
解するであろう。まとめると、４×ＳＣＢＶエンハンサーを有する植物体はＺｅａＴＡＧ
の付いた集団を表す。前記形質は、たとえば、種子における栄養的に望ましいタンパク質
の蓄積の増加のような、影響を受ける遺伝子にコードされたタンパク質それ自体の蓄積の
増加の結果、または即時に影響を受ける遺伝子の遺伝子産物が１つまたは多数の他の遺伝
子（たとえば、転写活性化因子／リプレッサー遺伝子の場合のような）の発現を制御する
下流効果の結果でもよい。導入されたＴ－ＤＮＡの組込み場所の無作為性は、標準植物育
種法と相俟って、トウモロコシゲノム内のすべてのまたは大半の遺伝子から効果的距離内
に活性化因子エレメントが配置されているＴ－ＤＮＡ担持植物体のライブラリーを含む植
物体の大集団を確立するのに使用し得、したがって、すべてのまたは大半のトウモロコシ
遺伝子が転写的に活性化される機会を与える。
【０１５５】
　経済的に重要な表現型を求める植物体レベルのスクリーニングは、グロースチャンバー
、温室またはフィールド環境下で可能である。ここで明らかにされるように、逆ＰＣＲな
どの分子生物学方法により、組み込まれたＴ－ＤＮＡおよび前記組み込まれたＴ－ＤＮＡ
に隣接する相当な長さのゲノムＤＮＡを望ましい表現型を示す植物体から単離することが
可能である。さらに、ゲノムウォーキング法などの方法により、はるかに広範囲な領域の
ゲノムＤＮＡ配列を決定することが可能であり、したがって、導入された活性化因子エレ
メントに近接して存在する遺伝子の同定が可能になる。マイクロアレイ解析などのハイス
ループット法およびさらに多くの遺伝子特異的解析法により、影響を受ける転写物レベル
の同定および定量化が可能になる。したがって、関連のある農業形質に関与する候補遺伝
子が同定され、単離され、さらに特徴付けられ、利用されて、新しい価値ある種類の作物
が提供され得る。
【０１５６】
　逆に言えば、新しい形質は、４×ＳＣＢＶエンハンサーを有するＴ－ＤＮＡがトウモロ
コシ遺伝子のコード領域または発現調節領域に組み込まれたことによりトウモロコシ遺伝
子機能が破壊される結果である可能性がある。それが事実であれば、４×ＳＣＢＶエンハ
ンサーを有するＴ－ＤＮＡと周辺のゲノム領域を単離してさらに特徴付けることが可能で
ある。
【実施例６】
【０１５７】
　ＺｅａＴＡＧ集団のフォワード遺伝学的スクリーニング(Forward Genetic Screening)
　この実施例は、変更された表現型を求めるＺｅａＴＡＧ集団のフォワード遺伝学的スク
リーニングを説明する。
【０１５８】
　乾燥ストレススクリーニング
　乾燥耐性(drought tolerance)を与える変異を含有するＺｅａＴＡＧ系統を同定するた
めに、個々のＺｅａＴＡＧ事象由来の植物体をフィールドに植える。成長周期の生殖相中
、すなわち開花に先立つおよそ２週間から開花後およそ２週間は、乾燥ストレスを与える
ために水は控える。標的は開花期に４週間のストレス期間を達成することになる。環境モ
デリングを使用して、土壌水分モニタリングおよび気象データ（気温、飽差、風速、およ
び純放射量）に基づいて正確なトウモロコシ蒸発散需要(evapotranspiration demand)を
予測する。目視による葉ローリング(leaf rolling)、赤外線温度計による葉温度の増加、
葉緑素蛍光による光合成の減少および穀物生産量を測定することによる収量の減少などの
旱魃徴候について植物体をモニターする。水分ストレス条件下で有意に少ない葉ローリン
グ、低下した葉温度、上昇した光合成速度を示すまたは有意に増大した収量のある植物体
が同定され、それに続くスクリーニングに使用される。
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【０１５９】
　有意に増大した乾燥耐性を示すＺｅａＴＡＧ事象を、乾燥耐性表現型を確認するために
複製実地試験に導入する。これらの事象を、少なくとも３つの複製を用いて、無作為化分
割ブロック計画に導入する。１つのブロックには、水分ストレスを予防するのに十分な水
がまかれる。もう一方のブロックは、上記の通りに水不足条件下で栽培される。上記の通
りに葉ローリング、葉温度の増加、光合成の減少および収量の減少について植物体をモニ
ターする。非形質転換対照植物体よりも葉ローリングが有意に少なく、葉温度が低く、光
合成が多くまたは収量が多い植物体は二次スクリーニングを通過したと見なされる。
【０１６０】
　窒素利用効率スクリーニング
　非トランスジェニック対照植物よりも窒素利用効率が大きいＺｅａＴＡＧ事象を同定す
るために、一次スクリーニングが実施される。およそ４００００のＺｅａＴＡＧ含有事象
を含有する植物体は、窒素不足条件下、フィールドで栽培される。植物体は、１エーカー
あたりＮが３５ｌｂｓ未満のフィールドで栽培される。目視検査による白化、赤外線温度
計による葉温度の増加、および穀物収穫による収量の減少について植物体をモニターする
。これらのパラメータは、非トランスジェニック対照植物体と比較される。非トランスジ
ェニック対照系統よりも白化が少なく、葉温度が低く、光合成速度が大きくまたは収量が
多いＺｅａＴＡＧ系統は二次スクリーニングにおいて評価される。
【０１６１】
　二次スクリーニングとして、有意に大きな窒素利用効率を示すＺｅａＴＡＧ事象を、前
記表現型を確認するための複製実地試験に導入する。これらの事象を、少なくとも３つの
複製を用いて、無作為化分割ブロック計画に導入する。１つのブロックには、窒素ストレ
スを予防するのに十分な窒素肥料がまかれる。もう一方のブロックは、上記の通りに窒素
不足条件下で栽培される。目視検査による白化、赤外線温度計による葉温度の増加、およ
び穀物収穫による収量の減少について植物体をモニターする。非形質転換対照植物体より
も白化が少なく、葉温度が低く、光合成速度が大きくまたは収量が多い植物体は二次スク
リーニングを通過したと見なされる。
【０１６２】
　二次スクリーニングにおいて表現型が確認されると、前記表現型は、非形質転換親系統
とＺｅａＴＡＧ系統間の交配種の子孫をスクリーニングすることにより、ＺｅａＴＡＧ挿
入を有する遺伝連鎖について試験される。ＺｅａＴＡＧエレメントを含有する植物体が前
記表現型を示し、ＺｅａＴＡＧエレメントを含有しない植物体が前記表現型を示さない場
合、表現型はインサートに遺伝的に関連しており、ＺｅａＴＡＧエレメントによって引き
起こされる可能性があると見なされる。その発現がＺｅａＴＡＧエレメントにより影響を
受ける可能性のある遺伝子を同定するために、ゲノム内のＺｅａＴＡＧエレメントの位置
が決定される。
【０１６３】
　ＺｅａＴＡＧエレメントの遺伝子位置は、ＺｅａＴＡＧエレメントに隣接するゲノム配
列を単離しこれらの配列をトウモロコシのゲノム配列と比較することにより決定される。
ＺｅａＴＡＧエレメントに隣接する配列は、逆ＰＣＲ（ｉＰＣＲ）(Ochman et al.、Gene
tics、120: 621-6231988)、ＴＡＩＬ(Liu et al.、Plant Journal 8: 457-463、1995)お
よびライゲーション媒介ＰＣＲ（ＬＭＰＣＲ）Prod'hom et al.、FEMS Microbiol Lett.1
58: 75-81、1998)を含むがこれらに限定されないいくつかの分子生物学技法により決定す
ることが可能である。これらの配列は、ゲノム内のＺｅａＴＡＧエレメントの位置を同定
するために、ＢＬＡＳＴなどの配列整列化ツールによるゲノム配列と比較される。
【０１６４】
　ＺｅａＴＡＧエレメントに隣接しているまたは中断される遺伝子は、注釈付のゲノムを
調べることにより決定される。ＺｅａＴＡＧエレメントに隣接する遺伝子の転写は、変異
体表現型に関与している可能性がある。これらの遺伝子は、類似の表現型を与えることが
できるかどうかを試験するために野生型トウモロコシにおいて過剰発現され得る。これを
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試験するため、前記遺伝子は強力なプロモーターによりまたは隣接して転写を増強するエ
ンハンサー配列を有するそれ自体のプロモーターにより推進される形質転換ベクターにク
ローニングされる。これらのベクターは、形質転換により野生型トウモロコシに導入され
、この形質転換から生じる植物体を前記表現型について試験する。
【０１６５】
　同様に、ＺｅａＴＡＧエレメントにより中断される遺伝子は前記表現型を引き起こし得
る。前記エレメントにより中断された遺伝子が前記表現型に関与していることを確かめる
ために、前記遺伝子の発現を妨害することができ、この妨害を含有する植物体は前記表現
型について試験することが可能である。特定の遺伝子の発現の妨害は、アンチセンスＲＮ
Ａ、人工的マイクロＲＮＡおよびＴＩＬＬＩＮＧによる遺伝子中の変異の同定を含むがこ
れらに限定されない当業者には公知のいくつかの方法により実現することができる。
【実施例７】
【０１６６】
　ＺｅａＴＡＧ集団の逆遺伝子スクリーニング
　この実施例は、変異についてのＺｅａＴＡＧ集団の逆遺伝子スクリーニングを説明する
。
【０１６７】
　逆遺伝子スクリーニングは、特定の遺伝子に影響を与える変異を探し、それに続いて変
異体表現型について同定された系統を試験する。ＺｅａＴＡＧ集団は、前記集団を表す隣
接配列タグ(Flanking Sequence Tags)のコレクションを作製する(Jeong et al.、The Pla
nt Journal 45: 123-132、2006)およびＺｅａＴＡＧ集団からＤＮＡのプールされた試料
の指標付コレクションを作製する(May et al.、Molecular Biotechnology 20: 209-221、
2002)を含むが、これらに限定されないいくつかの方法で逆遺伝子解析において使用する
ことができる。
【０１６８】
　隣接配列タグのコレクションは、ＺｅａＴＡＧ集団から葉組織を試料採取し、それぞれ
からＤＮＡを単離し、インサートに隣接する配列を同定し、配列をそれが由来する事象に
関連付けられる検索可能なデータベースに前記配列を保存することにより作製される。ゲ
ノムＤＮＡは、製造業者が推奨するプロトコールを使用してＱｉａｇｅｎ　ＤＮＡｅａｓ
ｙ　Ｐｌａｎｔキット（Ｑｉａｇｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、Ｍａｒｙｌａｎｄ）を使
用して単離される。インサートに隣接する配列は、YephremovおよびSaedler (Plant Jour
nal 21: 295-305、2000)により改変されたライゲーション媒介ＰＣＲ(Mueller et al.、S
cience 246: 780-786、1989)を使用して同定される。手短に言えば、ＺｅａＴＡＧ系統由
来のゲノムＤＮＡは、断片化された制限酵素消化であり変性される。ＺｅａＴＡＧエレメ
ントの末端の配列に相補的なビオチン化されたオリゴヌクレオチドプライマーは、断片化
されたＤＮＡにハイブリダイズされ、ＤＮＡポリメラーゼにより伸長される。ストレプト
アビジン被膜磁気ビーズは混合物に添加されて、このプライマーから伸長されたＤＮＡ断
片を含有するＤＮＡ断片に結合する。既知の配列の二本鎖ＤＮＡアダプターは未知の末端
にライゲートされる。これらの断片は、ＺｅａＴＡＧエレメント内の配列に相補的なオリ
ゴヌクレオチドともう一方の末端のＤＮＡアダプターを使用してＰＣＲ増幅される。次に
、ＰＣＲ断片の配列は、ＢＬＡＳＴにより決定され、トウモロコシゲノム配列にマッピン
グされる。これらの配列はＺｅａＴＡＧエレメントの挿入部位を位置付ける。約１０ｋｂ
ｐ内の遺伝子は、ＺｅａＴＡＧエレメント内のエンハンサー配列により上方調節され得る
。
【０１６９】
　表現型を引き起こすと仮定されている遺伝子内にまたは近くに挿入を含有する植物体は
、データベースを検索することにより同定することが可能である。これらの事象を含有す
る植物体は、表現型について試験することができる。
【０１７０】
　開示された発明の原理を適用し得る多くの可能な実施形態の点から見て、例証された実
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施形態は本発明の好ましい実施例にすぎず、本発明の範囲を限定すると解釈するべきでは
ないことは認識されるべきである。むしろ、本発明の範囲は以下の特許請求の範囲により
定義される。したがって、我々は、これらの特許請求の範囲の範囲と精神内に収まるすべ
てのものを我々の発明として主張する。
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