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1.一种烟草属植物体，其在基因组中导入了引起以下内源基因中的至少任一者的功能

抑制的突变，所述内源基因为：

包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因、

包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因。

2.根据权利要求1所述的烟草属植物体，其中，

所述功能抑制为：与野生型植物相比，由所述内源基因转录得到的mR  NA的存在量减

少。

3.根据权利要求1或2所述的烟草属植物体，其中，

所述功能抑制为：由所述内源基因转录得到的mRNA的分解受到促进。

4.根据权利要求1～3中任一项所述的烟草属植物体，其中，

在所述内源基因中导入了所述突变。

5.根据权利要求4所述的烟草属植物体，其中，

通过突变原处理、基因组编辑或基因敲除导入了所述突变。

6.根据权利要求5所述的烟草属植物体，其中，

通过所述突变原处理导入了所述突变。

7.根据权利要求3所述的烟草属植物体，其中，

所述突变为表达促进所述mRNA分解的因子的多核苷酸向存在所述内源基因的区域外

的插入。

8.根据权利要求7所述的烟草属植物体，其中，

所述因子为反义RNA分子、RNAi分子或共抑制分子。

9.根据权利要求1～8中任一项所述的烟草属植物体，其中，

所述功能抑制为：与野生型植物相比，原本的功能性的所述多肽的存在量减少。

10.根据权利要求9所述的烟草属植物体，其中，

所述功能抑制为：与野生型植物相比，原本的功能性的所述多肽的翻译量减少。

11.根据权利要求1～10中任一项所述的烟草属植物体，其属于红花烟草、黄花烟草或

林烟草。

12.一种烟草植物体的制备方法，该方法包括：

在烟草植物体的基因组中导入引起以下内源基因中的至少任一者的功能抑制的突变

的步骤，

所述内源基因为：

包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因、

包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多
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核苷酸作为编码区域的内源基因。

13.根据权利要求12所述的制备方法，其中，

所述功能抑制为：与野生型植物相比，由所述内源基因转录得到的mR  NA的存在量减

少。

14.根据权利要求12或13所述的制备方法，其中，

所述功能抑制为：由所述内源基因转录得到的mRNA的分解受到促进。

15.根据权利要求12～14中任一项所述的制造方法，其中，

所述进行导入的步骤包括在所述内源基因中导入所述突变。

16.根据权利要求15所述的制备方法，其中，

所述进行导入的步骤通过突变原处理、基因组编辑或基因敲除而实施。

17.根据权利要求16所述的制备方法，其中，

通过所述突变原处理导入了所述突变。

18.根据权利要求12～15中任一项所述的制造方法，其中，

所述进行导入的步骤包括：在存在所述内源基因的区域外插入表达促进由该内源基因

转录得到的mRNA的分解的因子的多核苷酸。

19.根据权利要求18所述的制备方法，其中，

所述因子为反义RNA分子、RNAi分子或共抑制分子。

20.根据权利要求12～19中任一项所述的制造方法，其中，

所述功能抑制为：与野生型植物相比，原本的功能性的所述多肽的存在量减少。

21.根据权利要求20所述的制备方法，其中，

所述功能抑制为：与野生型植物相比，原本的功能性的所述多肽的翻译量减少。

22.权利要求1～11中任一项所述的烟草属植物体或通过权利要求12～21中任一项所

述的制造方法得到的烟草属植物体的后代、或者由该烟草属植物体的交配而得到的育种后

代。

23.一种烟草属植物体的烟叶，其在基因组中导入了引起以下内源基因中的至少任一

者的功能抑制的突变，所述内源基因为：

包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因、

包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因，

与野生型的烟草属植物体的烟叶相比，所述烟草属植物体的烟叶具有更高的总类胡萝

卜素含量。

24.一种烟草属植物体的干燥叶，其在基因组中导入了引起以下内源基因中的至少任

一者的功能抑制的突变，所述内源基因为：

包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因、

包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多
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核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多

核苷酸作为编码区域的内源基因，

与野生型的烟草属植物体的干燥叶相比，所述烟草属植物体的干燥叶具有更高的总类

胡萝卜素含量。

25.一种烟草制品，其包含权利要求24所述的干燥叶。
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烟草植物体及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及提高烟叶品质的烟草植物体、制备该烟草植物体的方法、以及由该烟

草植物体得到的收获物及该收获物的加工物。

背景技术

[0002] 类胡萝卜素是呈现红色、黄色或橙色的生物色素的总称，作为植物类胡萝卜素，可

以举出β‑胡萝卜素及叶黄素。类胡萝卜素的分解物总称为脱辅基类胡萝卜素。作为类胡萝

卜素的分解物的脱辅基类胡萝卜素包含香气成分(β‑大马酮(Damascenone)、β‑紫罗兰酮

(Ionone)及巨豆三烯酮(Megastigmatrienone)等)。

[0003] 类胡萝卜素作为保持生物体功能正常的有益物质(作为营养素的维生素A前体及

抗氧化物质)而备受关注。因此，通过基因重组技术(GM技术)增加了类胡萝卜素蓄积量的各

种作物是为了商业利用及提高植物体的胁迫耐性而制备的。

[0004] 作为在烟草植物中增加类胡萝卜素蓄积量的例子，已知有对植物体施用药物、以

及通过GM技术使与类胡萝卜素的生物合成或代谢相关的基因过量表达(专利文献1)。但是，

对于使用药物而言，存在将药物从植物体及制品中排除的问题。另外，在使用GM技术将外源

性的基因导入植物的情况下，无法控制其在基因组上的插入位置。

[0005] 类胡萝卜素氧化裂解酶CCD是以类胡萝卜素作为底物进行切断而生成脱辅基类胡

萝卜素的氧化酶。基于其序列同源性，已知有9种(有的根据编号不同而表示为NCED)CCD基

因被广泛保存于高等植物。其中，报告了CCD1及CCD4在多个植物种中参与类胡萝卜素量的

调节和/或脱辅基类胡萝卜素的生成。

[0006] 例如，在茄科植物(包含烟草)中有与矮牵牛(Petunia)CCD1、番茄CCD1及马铃薯

CCD4相关的报告。报告了在矮牵牛及番茄中CCD1基因的表达抑制使花中的β‑紫罗兰酮减

少，在马铃薯中CCD4基因的功能抑制使类胡萝卜素蓄积于花及块茎。除茄科植物以外，也报

告了CCD4基因的表达抑制使类胡萝卜素蓄积于植物体的一部分。

[0007] 对于烟草而言，有通过使用了同源检索的全基因组信息的全面分析而对烟草中的

CCD基因家族进行了调查的报告(非专利文献1)。非专利文献1中报告了在烟草中存在3个

CCD4基因、以及在3个CCD4基因的烟草植物中的表达。

[0008] 现有技术文献

[0009] 专利文献

[0010] 专利文献1：美国专利公开第US2014/0289901号说明书

[0011] 非专利文献

[0012] 非专利文献1：Zhou  et  al(2019)Carotenoid  Cleavage  Dioxygenases:

Identification ,Expression ,and  Evolutionary  Analysis  of  This  Gene  Family  in 

Tobacco ,International  Journal  of  Molecular  Sciences ,vol .20 ,no .22 .Article 

number  5796
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发明内容

[0013] 发明要解决的课题

[0014] 烟草制品的香吸味是诉诸于人类的感觉器官的复杂品质，可以认为是建立在作为

材料的烟叶中包含的各种成分的平衡之上的。植物中存在负责类似功能的多种基因，因此，

按照目的而控制各种成分是非常困难的。

[0015] 本发明的一个方式的目的在于实现能够提高烟草制品的品质的烟草植物体。

[0016] 解决课题的方法

[0017] 鉴于上述课题，本发明人等对于将特定的内源基因进行了功能抑制的烟草植物体

中的成分详细地进行了分析，并且实际确认了烟草制品的品质，结果完成了本发明。

[0018] 为了解决上述课题，本发明的一个方式的烟草植物体在基因组中导入了引起以下

至少一个内源基因的功能抑制的突变，所述内源基因为：包含编码相对于序列号1所示的氨

基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多核苷酸作为编码区域的内源基因、包含编

码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多核苷酸作为编

码区域的内源基因、以及包含编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列

同一性的多肽的多核苷酸作为编码区域的内源基因。

[0019] 另外，本发明的一个方面的烟草植物体的制备方法包括：在烟草植物体的基因组

中导入引起以下至少一个内源基因的功能抑制的突变，所述内源基因为：包含编码相对于

序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多核苷酸作为编码区域的

内源基因、包含编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、以及包含编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具

有80％以上的序列同一性的多肽的多核苷酸作为编码区域的内源基因。

[0020] 发明的效果

[0021] 根据本发明的一个方式，可以提高由烟草植物体收获的烟叶的品质。

附图说明

[0022] 图1是示出了将实施例中制备的植物体中的类胡萝卜素的含量进行比较的结果的

图。

[0023] 图2是示出了将实施例中制备的林烟草植物体中的类胡萝卜素的含量进行比较的

结果的图。

[0024] 图3是示出了将实施例中制备的植物体的干叶中的类胡萝卜素的含量进行比较的

结果的图。

[0025] 图4是示出了将温室栽培的其它突变体植物中的类胡萝卜素的含量进行比较的结

果的图。

[0026] 图5是示出了将田地栽培的上述其它突变体植物的干叶中的类胡萝卜素的含量进

行比较的结果的图。

具体实施方式

[0027] 〔1.烟草植物体〕

[0028] 本发明的一个实施方式提供一种烟草植物体，其在基因组中导入了引起以下至少
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一个内源基因的功能抑制的突变，所述内源基因为：包含编码相对于序列号1所示的氨基酸

序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多核苷酸作为编码区域的内源基因、包含编码相

对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多核苷酸作为编码区

域的内源基因、以及包含编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一

性的多肽的多核苷酸作为编码区域的内源基因。

[0029] 上述烟草植物体与野生型植物相比，在类胡萝卜素和/或脱辅基类胡萝卜素的含

量方面发生了变化(增加及减少)。如后述的实施例所示，上述烟草植物体在其叶(鲜叶及干

叶)中的类胡萝卜素和/或脱辅基类胡萝卜素的含量方面发生了变化(增加及减少)。因此，

该烟草植物体中包含的各种成分的平衡与现有的烟草植物体相比发生了变化，该平衡提高

了由该烟草植物体得到的烟草制品的香吸味(品质)。这里，香吸味(品质)提高的烟草制品

可以是香烟、雪茄、加热式烟草(非燃烧型烟草香味抽吸器)、以及无烟烟草中的任一种。另

外，由该烟草植物体得到的烟叶的加工品也可以作为电子香烟等的香味源而使用。

[0030] 只要可提高由上述烟草植物体生产的烟草制品的香吸味(品质)，该烟草植物体中

各个类胡萝卜素及脱辅基类胡萝卜素的含量可以增加，也可以减少。在能够生产香吸味提

高的烟草制品的烟草植物体的优选实施方式中，与野生型烟草植物体相比，该烟草植物体

具有增加的总类胡萝卜素含量。本说明书中使用的用语“总类胡萝卜素含量”是指使用吸光

光度法定量的烟草属植物体中的全部类胡萝卜素的含量。上述烟草植物体的总类胡萝卜素

含量为野生型烟草属植物体中的总类胡萝卜素含量的例如1.2倍以上、1.5倍以上、1.7倍以

上、1.8倍以上、1.9倍以上、优选为2倍以上、2.5倍以上、进一步优选为3倍以上。

[0031] 在上述优选实施方式中，更优选上述烟草植物体的叶黄素、β‑胡萝卜素及玉米黄

质中的至少1者具有比野生型烟草植物体增加的含量。上述烟草植物体中的这些类胡萝卜

素含量为野生型的烟草属植物体中的相应类胡萝卜素含量的例如1.2倍以上、1.5倍以上、

1.7倍以上、1.8倍以上、1.9倍以上、优选为2倍以上、2.5倍以上、进一步优选为3倍以上。这

些类胡萝卜素量可以使用高效液相色谱法等公知的方法进行定量。

[0032] 在上述优选实施方式中，更优选上述烟草植物体的β‑紫罗兰酮及二氢猕猴桃内酯

(dihydroactinidiolide)(均为脱辅基类胡萝卜素)中的至少一者具有比野生型烟草植物

体增加的含量。这些脱辅基类胡萝卜素作为花的香气成分而为人所知。

[0033] 部分允许含量减少的脱辅基类胡萝卜素可以为例如作为香气成分而已知的脱辅

基类胡萝卜素(β‑大马酮、巨豆三烯酮(的结构异构体)及3‑羟基‑β‑二氢大马酮)。其中，该

脱辅基类胡萝卜素可以为β‑大马酮、巨豆三烯酮(的结构异构体)及3‑羟基‑β‑二氢大马酮。

[0034] 对于由上述烟草植物体得到的烟叶或其加工品而言，根据类胡萝卜素的含量，可

以呈现与由未发生上述内源基因的至少任一种的功能抑制的烟草植物体得到的烟叶或其

加工品不同的颜色(特别是黄色或橙色)。特别是无烟烟草有很多被使用者直接辨识烟叶或

其加工品的机会。因此，具有上述不同颜色的烟叶或其加工品能够在不着色的情况下给使

用者在视觉上留下与以往不同的印象。

[0035] 在一个实施方式中，具有比野生型植物增加的含量的叶黄素、β‑胡萝卜素或玉米

黄质的上述烟草植物体可以成为抑制了TSNA的生成量的烟叶及烟草制品的原料。叶黄素、

β‑胡萝卜素及玉米黄质作为抗氧化物质而为人所知。抗氧化物质抑制烟草特有亚硝胺

(Tobacco‑specific  nitrosamines：TSNAs)的生成。TSNA[N’‑nitrosonornicotine(NNN)、
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N’‑nitrosoanatabine(NAT)、N’‑nitrosoanabasine(NAB)、4‑(methylnitrosamino)‑1‑(3‑

pyridyl)‑1‑butanone(NNK)等]通过降烟碱、新烟草碱、毒藜碱或尼古丁的与亚硝酸等的非

酶促反应(亚硝基化)而生成。该反应可以被抗氧化物质之一的类胡萝卜素抑制。即，叶黄

素、β‑胡萝卜素或玉米黄质可以减少由烟叶及烟草制品生成的TSNA量。这里，TSNA量减少的

烟草制品可以为香烟、雪茄、加热式烟草(非燃烧型烟草香味抽吸器)、以及无烟烟草中的任

一者。

[0036] 本说明书中使用的情况下，“烟草植物体”及“烟草”包括所有个体(例如，成熟体、

苗及种子)、组织(例如，叶、茎、花、根、生殖器官、胚及它们的一部分等)、以及它们的干燥

物。

[0037] 本说明书中使用的情况下，“(氨基酸序列的)序列同一性”是指，相对于作为基准

的(氨基酸)序列，所述的(氨基酸)序列一致的比例。这里，序列中不一致的部分为存在(氨

基酸残基的)置换、添加、缺失或插入的部分。

[0038] 这里，使用序列表中记载的氨基酸序列确定多肽的记载“相对于～所示的氨基酸

序列具有80％以上的序列同一性的多肽”是指野生型多肽。该野生型多肽是指后述的烟草

属植物中通常存在的多肽。野生型多肽例如为具有序列号1、2或3中记载的氨基酸序列的蛋

白质、或该蛋白质在烟草属植物中的同源分子种。在本说明书中，“多肽”及“蛋白质”具有实

质上相同的含义，可以交换使用。

[0039] 本说明书中使用的情况下，“内源基因”是指在烟草属植物的基因组上原本存在的

基因。即，内源基因不是存在于除烟草属植物以外的植物的外源基因。

[0040] 因此，烟草植物体中存在量减少的多肽只要是与序列表所示的各氨基酸序列具有

80％以上的序列同一性的多肽即可，该序列同一性优选为更高的比例(例如，81％、82％、

83％、84％、85％、86％、87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、或99％以上)。

[0041] 在烟草属植物中，相当于通过上述突变而受到功能抑制的上述内源基因的各基因

具有很高的序列同一性，高度保守。即，上述各基因所编码的多肽(上述内源基因所编码的

多肽在烟草属植物中的同源分子种(orthologue)具有上述的序列同一性。将上述内源基因

在烟草属植物及其以外的植物中的同源分子种所具有的序列同一性的例子总结于表1。在

表1中，以烟草CCD4‑S蛋白质(序列号1)、烟草CCD4‑T1蛋白质(序列号2)及烟草CCD4‑T2蛋白

质(序列号3)为基准示出了各植物所具有的同源分子种的序列同一性。在本说明书中，“野

生型烟草植物”可以是未导入抑制烟草CCD4‑S基因、烟草CCD4‑T1基因及烟草CCD4‑T2基因

的表达的因子、且在这些基因中不具有突变的植物，但并不限定于此。
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[0042]

[0043] 多肽的“存在量减少”是指以野生型多肽的存在量为基准，存在70％以下、60％以

下、50％以下、40％以下、30％以下、20％以下、10％以下、5％以下、或1％以下的该多肽。以
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上述野生型多肽的存在量为基准的上述多肽的存在量可以从使至少1种以上的类胡萝卜素

或脱辅基类胡萝卜素在烟草植物体中的含量发生变化的上述值中适当选择。

[0044] 需要说明的是，上述烟草植物体中的上述多肽的存在量的减少优选在由该烟草植

物体得到的培养细胞、愈伤组织、原生质体、种子及后代中遗传稳定地得到继承。因此，上述

烟草植物体可以是由借助人工操作生成的培养细胞、愈伤组织、原生质体、种子及后代产生

的个体，用于得到该个体的这些材料也包含于本发明的范围。

[0045] 上述烟草植物体可以进一步包含通过交配而得到的育种后代。以稻、小麦、大麦、

大豆为代表，在多个植物种类中进行了使用突变体的育种。例如，在从用突变原进行了处理

的突变体群中分离出的突变体的情况下，除了作为对象的基因以外，还具有多个突变。因

此，通常为了除去多余的突变而进行回交。在该杂交中，通过使具有优良性状的栽培品种与

上述突变体进行交配，可以将突变体所具有的期望性状(经过改变的类胡萝卜素和/或脱辅

基类胡萝卜素的含量)导入现有的栽培品种。这样得到的育种后代可以是对现有的栽培品

种赋予了高附加值的品种。

[0046] 这里，上述突变体的期望性状来自于导入至基因组上的多个位置(例如，多个基

因)的突变。因此，预先进行具有该突变的个体的筛选对于高效地回交而言是必需的。在个

体的筛选中，如果能够简便地检测个体中的上述突变的有无、以及该突变为纯合型或杂合

型，则是有利的。该检测可以按照用于检测基因的突变的后述的方法而实施。与以上观点不

同，优选通过更少的杂交次数而得到返回栽培品种的比率(来自于栽培品种的基因组区域

占基因组全部区域的比例)高的品系。作为实现更少的杂交次数的方法，可以举出使用了在

上述突变体与现有的栽培品种之间显示出多态性的背景标志物的MAS(Marker  Assisted 

Selection)。作为显示出多态性的背景标志物，可以利用烟草中公知的SNP或SSR(Simple 

Sequence  Repeat)。除了现有的标志物以外，只要能够确定杂交所使用的突变体及现有的

栽培品种的基因组序列、并且通过比较而确定核苷酸序列的差异及存在于基因组上的重复

序列的数量的差异，也可以利用这些差异作为新的标志物。

[0047] 在以下的说明中，关于内源基因及基因组，以Nicotiana  tabacum(红花烟草、

N.tabacum)为基准进行说明。作为以下说明的基准的红花烟草(N.tabacum)，是双二倍体，

有来自于作为祖先种的林烟草(Nicotiana  sylvestris)的基因组(S基因组)及来自于绒毛

状烟草(Nicotiana  tomentosiformis)的基因组(T基因组)这两者。已知上述的受到功能抑

制的3个内源基因在S基因组中存在1个(以下记载为CCD4‑S基因)，在T基因组中存在2个(以

下分别记载为CCD4‑T1基因及CCD4‑T2基因)。

[0048] 需要说明的是，在烟草植物体中，对于编码在种间实质上发挥相同功能的多肽的

基因的一部分(并非全部)的编码区域中的核苷酸序列而言，在栽培品种间可以举出1～

数％的差异，在栽培品种与亲缘野生种之间可以具有约10％以下的差异。

[0049] 具有序列号1所示的氨基酸序列的多肽例如由具有序列号4所示的核苷酸序列的

多核苷酸(CCD4‑S基因的编码区域(CDS))编码。具有序列号2所示的氨基酸序列的多肽例如

由具有序列号5所示的核苷酸序列的多核苷酸(CCD4‑T1基因的编码区域(CDS))编码。具有

序列号3所示的氨基酸序列的多肽例如由具有序列号6所示的核苷酸序列的多核苷酸

(CCD4‑T2基因的编码区域(CDS))编码。

[0050] 这里，作为用于分离同源基因的本领域技术人员公知的方法，可以举出：杂交技术
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(Southern,E.M.,Journal  of  Molecular  Biology,Vol.98,503,1975)、聚合酶链式反应

(PCR)技术(Saiki ,R .K .,et  al .Science ,vol .230 ,1350‑1354 ,1985 ,Saiki ,R .K .et 

al.Science,vol.239,487‑491,1988)。因此，对于本领域技术人员而言，例如，以具有序列

号4所示的核苷酸序列的多核苷酸或其一部分作为探针、或者以与该多核苷酸在严格条件

下进行杂交的寡核苷酸作为引物，可以从各种植物中容易地分离CCD4‑S的同源基因。只要

是接触到以上说明的本领域技术人员，可以基于序列号5的核苷酸序列(的一部分)而容易

地分离CCD4‑T1基因的同源基因，可以基于序列号6(的一部分)而容易地分离CCD4‑T2基因

的同源基因。

[0051] 这里，严格条件是指，所谓的可形成对核苷酸序列特异性的双链的多核苷酸、但非

特异性的双链的多核苷酸的形成显著受到抑制的条件。换言之，可以认为是同源性高的核

酸彼此杂交的条件，例如为在比与探针完全一致的双链多核苷酸的熔解温度(Tm值)至低15

℃、优选低10℃、进一步优选低5℃的温度范围的温度下进行杂交的条件。例如，可以举出在

一般的杂交用缓冲液中，在68℃、20小时的条件下进行杂交的条件。示出一例，可以举出在

包含0.25M  Na2HPO4、pH7.2、7％SDS、1mM  EDTA、1×邓哈特(Denhardt’s)溶液的缓冲液中于

温度为60～68℃、优选为65℃、进一步优选为68℃的条件下进行16～24小时杂交，并进一步

在包含20mM  Na2HPO4、pH7.2、1％SDS、1mM  EDTA的缓冲液中于温度为60～68℃、优选为65℃、

进一步优选为68℃的条件下进行2次15分钟的清洗的条件。作为其它例子，在25％甲酰胺、

更严格的条件下，在包含50％甲酰胺、4×SSC(氯化钠/柠檬酸钠)、50mM  Hepes  pH7.0、10×

邓哈特溶液、20μg/ml改性鲑鱼精子DNA的杂交溶液中于42℃下进行预杂交过夜后，添加经

标记的探针，在42℃下保温过夜，由此进行杂交。随后的清洗时的清洗液及温度条件为“1×

SSC、0.1％SDS、37℃”左右，作为更严格的条件，可以为“0.5×SSC、0.1％SDS、42℃”左右，作

为进一步严格的条件，可以在“0.2×SSC、0.1％SDS、65℃”左右下实施。越这样地使杂交的

清洗条件变得严格，越可以期待具有与探针序列高的同源性的DNA的分离。其中，上述SSC、

SDS及温度的条件的组合为示例，本领域技术人员可以通过将确定杂交的严格性的上述或

其它要素(例如，探针浓度、探针的长度、杂交反应时间等)进行适当组合，从而实现与上述

相同的严格性。例如，本领域技术人员可以通过参照Molecular  Cloning(Sambrook,J .et 

al .,Molecular  Cloning:a  Laboratory  Manual  2nd  ed .,Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,10Skyline  Drive  Plainview,NY(1989))等而容易地获得这样的基因。

[0052] 作为确定内源基因的说明，在本说明书中使用的情况下，“(第1个)···内源基

因、(第2个)···内源基因、以及(第3个)···内源基因的至少任一者”是指以下的1～7

的任一者。如实施例所证明的那样，在一个实施方式中，下述1～3中的1者以上受到了功能

抑制，在优选的实施方式中，下述4～6的至少任一者受到了功能抑制，在更优选的实施方式

中，下述7受到了功能抑制。

[0053] 1.(第1个)内源基因(CCD4‑S基因)；

[0054] 2.(第2个)内源基因(CCD4‑T1基因)；

[0055] 3.(第3个)内源基因(CCD4‑T2基因)；

[0056] 4.(第1个)内源基因及(第2个)内源基因；

[0057] 5.(第1个)内源基因及(第3个)内源基因；

[0058] 6.(第2个)内源基因及(第3个)内源基因；以及
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[0059] 7.(第1个)内源基因、(第2个)内源基因及(第3个)内源基因的组合。

[0060] 本说明书中使用的情况下，“(内源)基因的功能抑制”是指位于基因组上的基因不

发挥原本的功能的状态。因此，“(内源)基因的功能抑制”是包括“(内源)基因的突变”、“(内

源)基因的破坏”、以及基于该(内源)基因以外(包含外源基因的)的该“(内源)基因的表达

抑制”的用语。

[0061] “(内源)基因的破坏”是指，原本位于基因组上的基因不存在、或者不能由位于基

因组上的基因生成转录产物。“(内源)基因的突变”是指，不生成原本的功能性多肽的基因

突变(功能的降低或缺损)、尽管生成功能性多肽但生成的量降低的基因突变、或者尽管生

成功能性多肽但该多肽的稳定性降低的基因突变等。“(内源)基因的表达抑制”是指，该(内

源)基因的碱基虽然没有发生变化，但借助其它因子对基因的转录或翻译功能(从向mRNA的

转录至随后的向多肽的翻译)进行修饰而使多肽的生成量降低、或不发生多肽的生成的状

态等。“(内源)基因的表达抑制”例如可以通过由该(内源)基因转录的mRNA的分解而实现。

[0062] 本说明书中使用的情况下，“突变”具有本申请所属的技术领域中通常理解的含

义，例如，是指位于野生型的基因组上的碱基、或位于野生型多肽的氨基酸残基的任意变化

(例如，置换、缺失、插入、添加、重复、倒位或易位等)。因此，“(内源)基因的突变”是指，不生

成原本的功能性多肽的基因突变(包含生成功能降低或缺损的多肽的突变)、尽管生成多肽

但生成的量降低的基因突变、尽管生成多肽但多肽的稳定性降低的基因突变、基因(包含编

码区域或非翻译区域的基因组DNA序列)的丧失、或者来自基因的转录受到抑制的突变(转

录控制区域或转录起始区域的缺失等)等。

[0063] 在通过置换而使功能缺损的情况下，该置换可以存在于启动子序列(可举出以编

码区域为基准位于上游(5’侧)的序列)、以及位于下游(3’侧)的序列)、5’非翻译区域及3’

非翻译区域、位于内含子的两端的保守序列(例如5’末端的GT及3’末端的AG)、以及编码区

域中的至少一者。

[0064] 例如，位于某个基因的启动子序列、5’非翻译区域及3’非翻译区域的对基因表达

调节非常重要的核苷酸序列的置换会降低该基因的转录活性或降低来自该基因的转录产

物的稳定性。这些降低均会导致来自上述基因的转录产物的减少，会发生翻译产物的减少。

内含子的上述保守序列的置换(剪接突变)通过引起mRNA的剪接异常而产生添加或插入了

不需要的内含子的异常mRNA。异常mRNA例如通过移码而产生异常的翻译产物或不终止翻

译。

[0065] 在位于编码区域的核苷酸置换为错义突变的情况下，由于通过该置换而生成与原

本的氨基酸不同的氨基酸，因此会产生原本的功能降低或缺损的多肽。

[0066] 另外，位于编码区域的置换会产生不完整长度的翻译产物或没有保持原本功能的

翻译产物。不完整长度的翻译产物是由于编码氨基酸的密码子向终止密码子的由该置换导

致的转变(无义突变)而产生的。与原本的翻译产物相比，不完整长度的翻译产物缺失了包

含C末端的氨基酸残基的连续1个以上的氨基酸残基。无义突变发生于位于原本的终止密码

子的上游的任意密码子，优选位于从原本的终止密码子起夹隔1个以上密码子的上游。因

此，来自具有无义突变的基因的翻译产物为不完整长度。原本功能受损的翻译产物通过氨

基酸置换而产生。在该情况下，转录物的量与野生型植物相比可以为同等水平。该翻译产物

发生了立体结构的变化、或作为功能域的功能的降低等。本发明的突变的优选方式之一为
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产生这样的原本功能受损的翻译产物的氨基酸置换。上述氨基酸置换优选为具有使翻译产

物的功能发生改变的可能性高的非保守置换。非保守置换可以列举向电荷或疏水性不同的

氨基酸的置换(例如，由碱性氨基酸向酸性氨基酸的置换、由碱性或酸性氨基酸向中性氨基

酸的置换、由中性氨基酸向碱性或酸性氨基酸的置换、由极性氨基酸向非极性氨基酸的置

换)、以及向具有不同体积(立体大小)的侧链的氨基酸的置换等。

[0067] 作为由无义突变产生的现象的其它例子，在CCD4基因的蛋白质编码区域具有无义

突变的情况下，会发生无义介导的mRNA降解(nonsense‑mediated  mRNA  decay)(Brogna 

and  Wen(2009)Nat.Structural  Mol.Biol.16：107‑113)。由于无义介导的mRNA降解会引起

转录物的分解，因此，有时无义突变会使转录物量降低。在对象基因包含多个外显子的情况

下，为了发生无义介导的mRNA降解，优选至少存在一个具有无义突变的外显子，更优选该具

有无义突变的外显子不是构成对象基因的最下游(3’侧)的外显子。野生型的烟草属植物的

CCD4基因具有2个外显子和1个内含子。因此，发生无义介导的mRNA降解的无义突变的优选

实施方式为在第1外显子存在至少一个无义突变。

[0068] 置换以外的突变(缺失及插入等)发生在启动子序列、5’非翻译区域和/或3’非翻

译区域内时，结果是与置换同样地会发生转录活性或稳定性的降低所导致的转录产物量的

减少、以及多肽的量的减少。另外，对内含子的保守序列的置换以外的突变也与置换同样，

会发生具有与原本不同的氨基酸序列的多肽的翻译。另外，对编码区域的置换以外的突变

会发生氨基酸残基的缺失或插入(通过3的倍数的连续的碱基的缺失或插入而产生)、或者

因移码而发生具有与原本不同的氨基酸序列的多肽的翻译。另外，包含该基因整体的大幅

的缺失或向该基因插入很大的片段会使该基因的表达本身丧失。

[0069] 作为上述内源基因的突变或破坏的结果而产生的个体，在本说明书中被称为烟草

植物体的突变体(简称为突变体)。需要说明的是，用于使功能缺损的突变可以在1个基因具

有1种突变，也可以具有多个突变，突变的种类没有限定。

[0070] 上述突变体优选处于状态(i)～(iii)中任一者。处于状态(i)～(iii)的任一者的

突变体中，如后述的实施例所证明的那样，至少1个内源基因的功能实质上丧失，可充分且

可靠地实现上述突变或破坏的目的(生成与野生型植物相比类胡萝卜素和/或脱辅基类胡

萝卜素的含量发生了变化(增加及减少)的烟草植物体)。

[0071] (i)对于至少1个上述内源基因的2个等位基因具有上述突变(相同或不同)；

[0072] (ii)该个2等位基因被破坏；以及

[0073] (iii)该2个等位基因中的一者具有突变，且另一者被破坏。

[0074] 上述内源基因的表达抑制包括由该内源基因向mRNA的转录的抑制、mRNA介导的由

该内源基因向多肽的翻译的抑制(例如，该mRNA的分解)、以及翻译得到的多肽的功能的抑

制。mRNA的分解可以由上述无义介导的mRNA降解而发生。转录的抑制可以通过促进来自上

述内源基因的转录的转录因子的抑制、以及转录起始因子与上述内源基因连接的抑制等而

实现。翻译的抑制可以使用反义RNA分子、RNAi分子、或共抑制分子而实现。多肽的功能的抑

制可以通过利用与功能性多肽的结合而抑制该多肽的功能的分子(例如，诱饵(decoy)核

酸、核酶、抗体及抑制肽)来实现。

[0075] 上述(转录、翻译或多肽的功能的)抑制例如可以通过将用于实现该抑制的分子直

接导入植物体、或将编码该分子的核酸分子导入植物体(植物体的转化)而实现。这里，作为
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植物体的转化的结果，上述核酸分子可被导入该植物体的基因组中的1个以上的任意区域。

只要能够实现上述抑制，作为植物体的转化的结果，上述核酸分子并不需要导入S基因组及

T基因组这两者。

[0076] 在上述烟草植物体中，优选上述功能抑制为：与野生型植物相比，作为上述内源基

因的表达产物的多肽的存在量减少。详细而言，该存在量通过引起编码上述野生型多肽的

内源基因的功能抑制而减少。

[0077] 相对于序列号1、2或3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽为野

生型植物中存在的多肽(或其变体)。因此，对于上述烟草植物体而言，由于上述多肽的存在

量比野生型植物减少，因此比野生型植物所具有的上述功能差。该功能例如为分解1种以上

类胡萝卜素的功能。

[0078] 在上述烟草植物体中，优选上述功能抑制为：与野生型植物相比，作为上述内源基

因的表达产物的多肽的翻译量减少。多肽的翻译是基于mRNA的减少(mRNA自身的不稳定性、

mRNA的分解促进或mRNA的转录的抑制等mRNA存在量等所引起)或来自mRNA的翻译量的减少

(翻译构成要素(tRNA及核糖体)的缺乏、募集(recruit)的抑制、或功能性的缺损等所引起)

而发生的。

[0079] 在上述烟草植物体中，优选上述功能抑制为：与野生型植物相比，由上述内源基因

转录得到的mRNA的存在量减少。mRNA的存在量减少例如通过抑制由基因向mRNA的转录而发

生。转录的抑制可以通过作为对上述内源基因导入突变的结果而发生的、转录起始因子与

该内源基因结合的抑制等而实现。

[0080] 在上述烟草植物体中，优选上述功能抑制为：促进由上述内源基因转录得到的

mRNA的分解。mRNA的分解可以通过产生无义介导的mRNA降解的无义突变在内源基因中的存

在、分解mRNA的外来因子的存在、分解mRNA的内源性的构成要素的活化、或mRNA中的分解促

进序列的存在等而引起。在烟草属植物体中，由上述内源基因转录得到的mRNA的分解受到

促进时，上述烟草属植物体内的上述mRNA减少。即，在上述烟草属植物体中，上述功能抑制

可以是由上述内源基因转录得到的mRNA量与野生型植物相比减少。这里，“由内源基因转录

得到的mRNA的存在量的减少”是指，以野生型植物中该内源基因的转录物的存在量作为基

准，存在70％以下、60％以下、50％以下、40％以下、30％以下、20％以下、10％以下、5％以

下、或1％以下的该转录物。

[0081] 在上述烟草植物体中，上述突变可以是表达促进由上述内源基因转录得到的mRNA

的分解的因子的多核苷酸向存在上述内源基因的区域外的插入。

[0082] 上述因子优选为反义RNA分子、RNAi分子或共抑制(co‑suppression)分子。

[0083] 在上述烟草植物体中，上述内源基因的突变或破坏是作为例如自然突变、突变原

处理、基因重组、基因组编辑或基因敲除的结果而产生的。上述内源基因的自然突变通常因

复制错误和基因损伤而产生。该损伤的原因为暴露于天然存在的公知的突变原(例如，放射

线、紫外线等)等。上述内源基因的突变原处理可以通过使上述突变原人工地作用于烟草植

物体(并且根据需要与基因修复功能的抑制组合)而实施。作为突变原的种类，可以使用例

如甲基磺酸乙酯(EMS)、叠氮化钠、溴化乙锭、以及亚硝酸等化学药剂，只要是使烟草属植物

的基因组DNA发生突变的化学药剂即可，并不限定于此。另外，作为突变原，可以列举例如：

γ射线、重离子束、X射线、中子射线、或UV等，只要是使烟草属植物体的基因组DNA发生突变
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的放射线等即可，并不限定于此。作为突变原，优选为EMS。这些手法不需要对对象植物添加

外源性的因子，从这样的观点考虑是优选的。这些手法不需要对对象植物添加外源性的因

子，从这样的观点考虑是优选的。上述内源基因重组可以按照公知的基因重组方法，通过利

用重组序列将靶基因的一部分或全部进行同源重组而实施。上述基因的基因组编辑可以通

过公知的技术(例如，zinc‑fingernucleases：ZFN、transcription  activator‑like 

effector  nucleases：TALEN及CRISPR/Cas9  system等)而实施。上述基因敲除可以通过公

知的转座子(可移动遗传因子)或T‑DNA的插入等而实施。

[0084] 以上说明的各种突变例如可以由参照了序列号18～21所示的各基因的基因组序

列的本领域技术人员容易地导入烟草植物体。即，基于这些序列信息，可以适当确定本发明

的概念所包含的各种烟草植物体的基因组中存在的应导入突变的区域。需要说明的是，序

列号18示出了位于红花烟草(Tsukuba  1号)的基因组上的CCD4‑S基因的核苷酸序列。序列

号19示出了位于红花烟草(Tsukuba  1号)的基因组上的CCD4‑T1基因的核苷酸序列。序列号

20示出了位于红花烟草(Tsukuba  1号)的基因组上的CCD4‑T2基因的核苷酸序列。序列号21

示出了位于林烟草的基因组上的CCD4基因的核苷酸序列。序列号18～21包含5’非翻译区域

及3’非翻译区域(各为约1kb)。

[0085] 上述烟草植物体只要是烟草属植物即可，没有特别限定，作为烟草属植物，只要是

属于烟草(Nicotiana)属的植物即可，没有特别限定，可以列举例如：无茎烟草(Nicotiana 

acaulis)、渐尖叶烟草(Nicotiana  acuminata)、渐尖叶烟草多花型变种(Nicotiana 

acuminata  var .multzjlora)、非洲烟草(Nicotiana  africana)、花烟草(Nicotiana 

alata)、抱茎烟草(Nicotiana  amplexicaulis)、阿伦特氏烟草(Nicotiana  arentsii)、渐

狭叶烟草(Nicotiana  attenuata)、贝纳米特氏烟草(Nicotiana  benavidesii)、本塞姆氏

烟草(Nicotiana  benthamiana)、毕基劳氏烟草(Nicotiana  bigelovii)、博内里烟草

(Nicotiana  bonariensis)、洞生烟草(Nicotiana  cavicola)、克利夫兰式烟草(Nicotiana 

clevelandii)、心叶烟草(Nicotiana  cordifolia)、伞状烟草(Nicotiana  corymbosa)、迪

勃纳氏烟草(Nicotiana  debneyi)、高烟草(Nicotiana  excelsior)、福尔吉特氏烟草

(Nicotiana  forgetiana)、香烟草(Nicotiana  fragrans)、粉蓝烟草(Nicotiana  glauca)、

粘毛烟草(Nicotiana  glutinosa)，古特斯皮德氏烟草(Nicotiana  goodspeedii)、哥西氏

烟草(Nicotiana  gossei)、因古儿巴烟草(Nicotiana  ingulba)、川上烟草(Nicotiana 

kawakamii)、奈特氏烟草(Nicotiana  knightiana)、蓝格斯多夫烟草(Nicotiana 

langsdorfi)、狭叶烟草(Nicotiana  linearis)、长花烟草(Nicotiana  longiflora)、海滨

烟草(Nicotiana  maritima)、特大管烟草(Nicotiana  megalosiphon)、摩西烟草

(Nicotiana  miersii)、夜花烟草(Nicotiana  noctiflora)、裸茎烟草(Nicotiana 

nudicaulis)、欧布特斯烟草(Nicotiana  obtusifolia)、西方烟草(Nicotiana 

occidentalis)、西方烟草Hesperis亚种(Nicotiana  occidentalis  subsp.Hesperis)、耳

状烟草(Nicotiana  otophora)、圆锥烟草(Nicotiana  paniculata)、少花烟草(Nicotiana 

pauczjlora)、矮牵牛状烟草(Nicotiana  petunioides)、蓝茉莉叶烟草(Nicotiana 

plumbaginifolia)、四科烟草(Nicotiana  quadrivalvis)、雷蒙德氏烟草(Nicotiana 

raimondii)、残波烟草(Nicotianarepanda)、莲座叶烟草(Nicotiana  rosulata)、莲座叶烟

草因古儿巴亚种(Nicotiana  rosulata  subsp .Ingulba)、圆叶烟草(Nicotiana 
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rotundifolia)、黄花烟草(Nicotiana  rustica) (黄花烟)、赛特氏烟草(Nicotiana 

setchellii)、拟似烟草(Nicotiana  simulans)，茄叶烟草(Nicotiana  solanifolia)、斯佩

格茨烟草(Nicotiana  spegauinii)、斯托克通氏烟草(Nicotiana  stocktonii)、香甜烟草

(Nicotiana  suaveolens)、林烟草(Nicotiana  sylvestris)、红花烟草(Nicotiana 

tabacum)、蓝烟草(Nicotiana  thyrsiflora)、绒毛烟草(Nicotiana  tomentosa)、绒毛状烟

草(Nicotiana  tomentosifomis)、三角叶烟草(Nicotiana  trigonophylla)、荫生烟草

(Nicotiana  umbratica)、波叶烟草(Nicotiana  undulata)、颤毛烟草(Nicotiana 

velutina)、芹叶烟草(Nicotiana  wigandioides)、以及烟草属植物的杂交种等。其中，更优

选为本塞姆氏烟草、黄花烟草及红花烟草，特别优选为作为烟叶生产的原料而使用的黄花

烟草及红花烟草。

[0086] 〔2.烟草植物体的制备方法〕

[0087] 本发明的一个实施方式提供一种烟草植物体的制备方法，该方法包括：在烟草植

物体的基因组中导入引起以下至少一个内源基因的功能抑制的突变，所述内源基因为：包

含编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多核苷酸作

为编码区域的内源基因、包含编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列

同一性的多肽的多核苷酸作为编码区域的内源基因、以及包含编码相对于序列号3所示的

氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽的多核苷酸作为编码区域的内源基因。

[0088] 作为上述导入的步骤的结果，通过上述内源基因的功能抑制而使上述烟草植物体

中的类胡萝卜素和/或脱辅基类胡萝卜素的含量发生改变。对于使类胡萝卜素和/或脱辅基

类胡萝卜素的含量发生改变的概要，如上所述。因此，作为用于实施上述步骤的具体例，以

下举出使用了基因组编辑技术向上述内源基因导入突变进行说明。作为可利用的基因组编

辑技术，可以举出CRISPR/Cas9  system、TALEN及ZFN。在CRISPR/Cas9  system的情况下，如

果靶细胞内存在向导RNA及Cas9蛋白质，就可以进行基因组编辑，在TALEN及ZFN的情况下，

如果靶细胞内存在融合蛋白(DNA结合域及核酸酶融合)，就可以进行基因组编辑。因此，上

述向导RNA及Cas9蛋白质、以及上述融合蛋白均可以直接导入靶细胞。作为将它们直接导入

靶细胞的方法，可以列举：PEG法、电穿孔法、以及粒子轰击法等。另外，可以借助土壤杆菌等

将插入了构建体(包括向导RNA及编码Cas9蛋白的多核苷酸、以及任意的启动子和/或终止

子)的载体导入靶细胞及组织。

[0089] 在CRISPR/Cas9  system中，位于基因组上紧邻XGG的上游的核苷酸序列的互补序

列与向导RNA的一部分形成碱基对，在该核苷酸序列内双链的基因组DNA被Cas9切断。该核

苷酸序列例如为：编码具有序列号1、2或3所示的氨基酸序列的多肽的多核苷酸(可以具有

0.1～1％的置换)、或者具有序列号4、5或6的多核苷酸(可以具有0.1～1％的置换)的一部

分中，位于紧邻XGG的上游的连续的10个碱基以上(例如，15个碱基以上、优选为17个碱基以

上、更优选为18个碱基以上、更进一步优选为19个碱基以上、最优选为20个碱基以上)。

[0090] 在TALEN中，形成二聚体的人工核酸酶的一对DNA结合域分别与夹隔5～20个碱基

间隔存在于FokI切断结构域的两端的核苷酸序列结合。该核苷酸序列存在于双链基因组

DNA的一条链及另一条链，因此，上述一对DNA结合域的一者与该一条链结合，另一者与另一

条链结合。上述DNA结合域以33～34个氨基酸残基作为重复单元(模块)，由与结合的碱基数

相对应的数量的模块构成。通过DNA结合域结合的核苷酸序列为：编码具有序列号1、2或3所
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示的氨基酸序列的多肽的多核苷酸(可以具有0.1～1％的置换)、或者具有序列号4、5或6的

多核苷酸(可以具有0.1～1％的置换)及与该多核苷酸形成互补链的多核苷酸的一部分中，

在FokI切断结构域的两端分别夹隔5～20个碱基间隔存在的连续的10个碱基以上、优选为

14个碱基以上、更优选为18个碱基以上。

[0091] 在ZFN中，与TALEN同样，形成二聚体的人工核酸酶的一对DNA结合域分别与夹隔5

～20个碱基间隔存在于FokI切断结构域的两端的核苷酸序列结合。该DNA结合域由多个锌

指模块构成。该核苷酸序列为：编码具有序列号1、2或3所示的氨基酸序列的多肽的多核苷

酸(可以具有0.1～1％的置换)、或者具有序列号4、5或6的多核苷酸(可以具有0.1～1％的

置换)及与该多核苷酸形成互补链的多核苷酸的一部分中，在FokI切断结构域的两端分别

夹隔5～20个碱基间隔存在的连续的9个碱基以上、优选为12个碱基以上、更优选为18个碱

基以上。

[0092] 对于CRISPR/Cas9  system、TALEN及ZFN、以及后述的RNAi的各自的说明可以按照

全部项目的记载将具有序列号1、2或3所示的氨基酸序列的多肽替换为与该多肽具有80％

以上序列同一性的烟草属所包含的其它种类中存在的同源分子种的多肽。另外，同样地，前

面段落的记载可以将具有序列号4、5或6的多核苷酸替换为与该多核苷酸具有80％以上序

列同一性的烟草属所包含的其它种类中存在的同源基因的多核苷酸。

[0093] 如上所述，引起上述内源基因的功能抑制的被导入上述烟草植物体的突变优选遗

传稳定地得到继承。但是，为了基因组编辑而导入烟草植物体的外源性的多核苷酸优选在

确认到期望的突变被导入烟草植物体后从该烟草植物体排除。这是由于，如果上述外源性

的多核苷酸保持于烟草植物体，则会因(持续)导入不期望的突变而失去期望的性状(类胡

萝卜素和/或脱辅基类胡萝卜素的含量的改变)。

[0094] 对烟草植物体的上述内源基因导入突变、或该内源基因的破坏可以通过其它的生

物工程方法(例如，利用了转座子或土壤杆菌的方法)而实施。该方法的具体例为将烟草的

反转录转座子tnt1或其它植物中的转座子、或土壤杆菌的Ti质粒中的T‑DNA导入烟草植物

体的方法。

[0095] 或者，上述导入或破坏可以通过其它方法(烟草植物体的突变原处理)而实施。作

为突变源的例子，可以列举：小分子的化合物(例如，甲基磺酸乙酯(EMS)、N‑亚硝基‑N‑乙基

脲(ENU)、叠氮化钠等)、以及放射线(例如，γ射线、重离子束、X射线、中子射线、紫外线等)。

[0096] 突变可以导入可再生的任意的烟草植物体。该烟草植物体的例子为种子、根、叶、

花、生殖器官或胚，优选为种子。

[0097] 通过以上方法得到的是具有各种突变(或不具有突变的)的植物体的突变体集团。

因此，可以从该突变体集团进一步筛选显示出期望的表型的个体。作为筛选个体的例子，对

于从使用突变原进行了处理的情况下得到的突变体集团(panel)筛选期望的个体的步骤进

行说明。

[0098] T基因组、S基因组两者合计4个等位基因中具有突变的功能缺损的烟草突变体例

如可以通过以下的方法获得。如上所述，用突变原对烟草进行处理，制作使烟草基因组整体

发生了突变的烟草的突变体集团(panel)，提取基因组DNA。利用S基因组、T基因组各自的基

因特异性引物从panel的基因组DNA中扩增靶基因(多核苷酸)，确定其产物的核苷酸序列，

筛选具有纯合型的突变的品系。首先，获得在S基因组、T基因组分别具有纯合型突变的品系

说　明　书 13/33 页

17

CN 115426874 A

17



(M2)，制备将它们交配而得到的F1。进一步，培育其自体繁殖后代(F2)，从其中获得S、T两基

因组均具有纯合型的突变的品系(由于双因子隐性(二因子劣性)，因此以1/16的概率得

到)。

[0099] 另外，在T基因组上的2个基因座、S基因组上的1个基因座中总计6个等位基因具有

突变的功能缺损的烟草突变体例如可以通过以下的方法获得。使如上所述得到的S、T两基

因组均具有纯合型突变的品系与在T基因组上的另一个等位基因具有纯合型突变的品系交

配而制备F1。进一步，培育其自体繁殖后代(F2)，从其中获得S、T、另一个T均具有纯合型突

变的品系(由于三因子隐性(三因子劣性)，因此以1/64的概率得到)。

[0100] 作为实施上述导入的步骤的其它例子，可以举出借助使用了载体的烟草植物体的

转化抑制基因的表达及对基因导入突变。

[0101] 作为以抑制基因的表达或对基因导入突变为目的的烟草植物的转化所使用的载

体，只要是能够使插入至载体内的多核苷酸在植物细胞内表达的载体即可，没有特别限定。

作为该载体，例如，可以优选使用能够借助土壤杆菌将目标的多核苷酸导入植物细胞的pBI

系、pPZP系及pSMA系的载体等。特别优选为双元载体系(pBIG、pBIN19、pBI101、pBI121、

pBI221及pPZP202等)的质粒。

[0102] 在通过RNAi实现基因的表达抑制的情况下，用于通过RNAi抑制靶基因的表达所使

用的触发器(trigger)序列可插入上述载体。该触发器序列例如为：作为编码具有序列号1、

2或3所示的氨基酸序列的多肽的多核苷酸(可以具有0.1～1％的置换)的一部分、或具有序

列号4、5或6的多核苷酸(可以具有0.1～1％的置换)的一部分的、连续至少21～30个碱基

(例如，21个碱基以上、22个碱基以上、23个碱基以上、24个碱基以上、25个碱基以上、26个碱

基以上、27个碱基以上、28个碱基以上、29个碱基以上、以及30个碱基以上)的核苷酸序列所

示的多核苷酸(正义RNA部分)、以及与该多核苷酸互补的碱基序列所示的多核苷酸(反义

RNA部分)。更具体而言，上述的“连续的至少21～30个碱基”的核苷酸序列是指连续的21个

碱基以上、23个碱基以上、25个碱基以上、30个碱基以上、35个碱基以上、40个碱基以上、45

个碱基以上、50个碱基以上、60个碱基以上、70个碱基以上、80个碱基以上、90个碱基以上、

或100个碱基以上的核苷酸序列。

[0103] 如上所述，上述烟草植物体中的内源基因的表达抑制优选遗传稳定地得到继承。

因此，上述触发器序列优选被导入上述烟草植物体的基因组。

[0104] 通过将不同的内源基因的表达受到了抑制的2个烟草植物体进行交配，可以得到

同时使多个内源基因的表达受到了抑制的烟草植物体。另外，在实施了能够同时将多个不

同的内源基因进行表达抑制的转化之后，对多个不同的内源基因的表达同时受到了抑制的

烟草植物体进行筛选，由此可以得到多个内源基因的表达同时受到了抑制的烟草植物体。

[0105] 需要说明的是，在利用交配得到多个内源基因的功能受到了抑制的烟草植物体的

情况下，进行交配的一种烟草植物体可以通过内源基因的突变或破坏而制备，另一种烟草

植物体可以通过基于转化的内源基因的表达抑制而制备。

[0106] 上述内源基因的突变或破坏可以通过检测该内源基因中有无突变来确定。作为检

测内源基因中的突变的方法只要是能够判断有无突变的方法即可，可以是以下方法：(1)通

过PCR等将市售的该包含突变的DNA序列进行扩增后，利用测序仪等直接解读DNA核苷酸序

列的方法；(2)使用SSCP(Single  Strand  Conformation  Polymorphism)法根据电泳距离的
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不同检测序列中的不同的方法；(3)使用CycleavePCR法检测SNP(Single  Nucleotide 

Polymorphism)的方法；(4)通过使用T7  EndonucleaseI等切断错配部位而检测有无突变的

方法；(5)根据基于限制酶处理的切断的有无可以判断有无突变的CAPS(Cleaved 

Amplified  Polymorphic  Sequence)法；(6)通过使用有意包含错配的引物组，从而根据有

无利用限制酶进行的切断来判断有无突变的dCAPS(derived  CAPS)法；(7)根据使用对突变

序列特异性杂交的探针检测探针是否杂交，从而判断有无突变的方法(使用了TaqMan探针

的PCR法、MassARRAY分析法)；(8)在缺失、插入的情况下，根据电泳的移动程度的差别来检

测突变的方法等。或者，基因的突变可以通过将作为基因的改变结果而产生的多肽的大小、

表达量与野生型蛋白质的大小、表达量进行比较而确定。具体而言，例如可以通过进行蛋白

质印迹法(western  blotting)来进行这样的比较。

[0107] 〔3.其它〕

[0108] 本发明的其它方面提供一种用于调节烟草植物体中的脱辅基类胡萝卜素的含量

的方法。该方法包括以下的步骤(a)～(c)。

[0109] (a)对上述烟草植物中的类胡萝卜素氧化裂解酶的表达或活性进行调节的步骤，

其包含以下的(i)～(iii)：

[0110] (i)包含以下序列的多核苷酸、由以下序列构成(consisting  of)的多核苷酸、或

本质上由以下序列构成(essentially  consisting  of)的多核苷酸，所述序列与编码类胡

萝卜素氧化裂解酶的由序列号4、5或6表示的多核苷酸具有至少80％的序列同一性；

[0111] (ii)由(i)所示的多核苷酸编码的多肽；或者

[0112] (iii)包含与序列号1、2或3具有至少80％的序列同一性或与序列号7具有至少

80％的序列同一性的多肽的类胡萝卜素氧化裂解酶。

[0113] (b)对步骤(a)中得到的突变、非天然型或转基因植物的至少一部分、或者其燃烧

时或加热时产生的气溶胶中的脱辅基类胡萝卜素含量进行测定的步骤。

[0114] (c)与类胡萝卜素氧化裂解酶的表达或活性未调节的对照植物进行比较，对改变

了脱辅基类胡萝卜素含量的突变、非天然型或转基因植物进行鉴定的步骤。

[0115] 在上述方法中，上述脱辅基类胡萝卜素可以为β‑紫罗兰酮及二氢猕猴桃内酯，含

量的调节可以为含量的增加。在上述方法中，上述脱辅基类胡萝卜素可以为β‑大马酮、巨豆

三烯酮(的结构异构体)及3‑羟基‑β‑二氢大马酮，含量的调节可以为含量的减少。

[0116] 本发明的一个实施方式提供由上述烟草属植物体的烟叶、上述烟叶得到的干燥叶

(干燥烟草)。干燥叶是通过将烟叶干燥而得到的。作为干燥方法，可以使用任意的方法，作

为例子，可以列举自然干燥、暖风干燥、热风干燥等，但并不限定于此。需要说明的是，在本

说明书中，干燥叶包括由干燥叶得到的去筋烟丝、粉末、片、叶脉、颗粒及提取物。

[0117] 本发明的一个实施方式提供使用了上述干燥叶的烟草制品。烟草制品可以为任意

的形态，作为例子，可以列举：烟丝、雪茄、管烟、卷烟、电子烟、水烟、鼻烟(唇烟(Snus)、鼻烟

(Snuff))、以将烟草加热而产生的气溶胶作为气溶胶源而使用的非燃烧加热型烟草制品、

不将烟草加热而抽吸其香味的非加热型烟草制品等，但并不限定于此。

[0118] (总结)

[0119] 将以上的各实施方式进行总结，本发明可以概括如下。

[0120] (1)一种烟草植物体，其在基因组中导入了引起以下内源基因中的至少任一者的
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功能抑制的突变，所述内源基因为：

[0121] 包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、

[0122] 包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

[0123] 包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因。

[0124] (2)根据(1)所述的烟草植物体，其中，上述功能抑制为：与野生型植物相比，上述

多肽的存在量减少。

[0125] (3)根据(2)所述的烟草植物体，其中，上述功能抑制为：与野生型植物相比，上述

多肽的翻译量减少。

[0126] (4)根据(2)所述的烟草植物体，其中，上述功能抑制为：与野生型植物相比，来自

上述内源基因的mRNA的转录量减少。

[0127] (5)根据(2)所述的烟草植物体，其中，上述功能抑制为：由上述内源基因转录得到

的mRNA的分解受到促进。

[0128] (6)根据(1)～(5)中任一项所述的烟草植物体，其中，在上述内源基因导入了上述

突变。

[0129] (7)根据(6)所述的烟草植物体，其中，通过自然突变、突变原处理、基因组编辑或

基因敲除导入了上述突变。

[0130] (8)根据(5)所述的烟草植物体，其中，上述突变为表达促进上述mRNA的分解的因

子的多核苷酸向存在上述内源基因的区域外的插入。

[0131] (9)根据(8)所述的烟草植物体，其中，上述因子为反义RNA分子、RNAi分子或共抑

制分子。

[0132] (10)根据(1)～(9)中任一项所述的烟草植物体，其属于红花烟草或黄花烟草。

[0133] (11)一种烟草植物体的制备方法，该方法包括：

[0134] 在烟草植物体的基因组中导入引起以下内源基因中的至少任一者的功能抑制的

突变的步骤，所述内源基因为：

[0135] 包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、

[0136] 包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

[0137] 包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因。

[0138] (12)根据(11)所述的制备方法，其中，上述功能抑制为：与野生型植物相比，上述

多肽的存在量减少。

[0139] (13)根据(12)所述的制备方法，其中，上述功能抑制为：与野生型植物相比，上述

多肽的翻译量减少。

[0140] (14)根据(12)所述的制备方法，其中，上述功能抑制为：与野生型植物相比，来自

上述内源基因的mRNA的转录量减少。
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[0141] (15)根据(12)所述的制备方法，其中，上述功能抑制为：由上述内源基因转录得到

的mRNA的分解受到促进。

[0142] (16)根据(12)～(15)中任一项所述的制造方法，其中，上述进行导入的步骤包括

在上述内源基因中导入上述突变。

[0143] (17)根据(16)所述的制备方法，其中，上述进行导入的步骤通过自然突变、突变原

处理、基因的重组、基因组编辑或基因敲除而实施。

[0144] (18)根据(12)～(15)中任一项所述的制造方法，其中，上述进行导入的步骤包括

在存在该内源基因的区域外插入表达促进由上述内源基因转录得到的mRNA的分解的因子

的多核苷酸。

[0145] (19)根据(18)所述的制备方法，其中，上述因子为反义RNA分子、RNAi分子或共抑

制分子。

[0146] (20)(1)～(10)中任一项所述的烟草植物体或通过(11)～(19)中任一项所述的制

造方法得到的烟草植物体的后代、或者由该烟草植物体的交配而得到的育种后代。

[0147] (21)一种烟叶，其是从(1)～(10)中任一项所述的烟草植物体、通过(11)～(19)中

任一项所述的制造方法得到的烟草植物体、或者(20)所述的后代或育种后代收获而得到

的。

[0148] (22)一种干燥叶，其是由(21)所述的烟叶制成的。

[0149] (23)一种烟草制品，其包含(22)所述的干燥叶。

[0150] 以上的各实施方式或者也可以概括如下。

[0151] (1)一种烟草属植物体，其在基因组中导入了引起以下内源基因中的至少任一者

的功能抑制的突变，所述内源基因为：

[0152] 包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、

[0153] 包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

[0154] 包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因。

[0155] (2)根据(1)所述的烟草属植物体，其中，

[0156] 上述功能抑制为：与野生型植物相比，由上述内源基因转录得到的mRNA的存在量

减少。

[0157] (3)根据(1)或(2)所述的烟草属植物体，其中，

[0158] 上述功能抑制为：由上述内源基因转录得到的mRNA的分解受到促进。

[0159] (4)根据(1)～(3)中任一项所述的烟草属植物体，其中，

[0160] 在上述内源基因中导入了上述突变。

[0161] (5)根据(4)所述的烟草属植物体，其中，

[0162] 通过突变原处理、基因组编辑或基因敲除导入了上述突变。

[0163] (6)根据(5)所述的烟草属植物体，其中，

[0164] 通过上述突变原处理导入了上述突变。

[0165] (7)根据(3)所述的烟草属植物体，其中，
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[0166] 上述突变为表达促进上述mRNA的分解的因子的多核苷酸向存在上述内源基因的

区域外的插入。

[0167] (8)根据(7)所述的烟草属植物体，其中，

[0168] 上述因子为反义RNA分子、RNAi分子或共抑制分子。

[0169] (9)根据(1)～(8)中任一项所述的烟草属植物体，其中，

[0170] 上述功能抑制为：与野生型植物相比，原来的功能性的上述多肽的存在量减少。

[0171] (10)根据(9)所述的烟草属植物体，其中，

[0172] 上述功能抑制为：与野生型植物相比，原本的功能性的上述多肽的翻译量减少。

[0173] (11)根据(1)～(10)中任一项所述的烟草属植物体，其属于红花烟草、黄花烟草或

林烟草。

[0174] (12)一种烟草植物体的制备方法，该方法包括：

[0175] 在烟草植物体的基因组中导入引起以下内源基因中的至少任一者的功能抑制的

突变的步骤，所述内源基因为：

[0176] 包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、

[0177] 包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

[0178] 包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因。

[0179] (13)根据(12)所述的制备方法，其中，

[0180] 上述功能抑制为：与野生型植物相比，由上述内源基因转录得到的mRNA的存在量

减少。

[0181] (14)根据(12)或(13)所述的制备方法，其中，

[0182] 上述功能抑制为：由上述内源基因转录得到的mRNA的分解受到促进。

[0183] (15)根据(12)～(14)中任一项所述的制造方法，其中，

[0184] 上述进行导入的步骤包括在上述内源基因中导入上述突变。

[0185] (16)根据(15)所述的制备方法，其中，

[0186] 上述进行导入的步骤通过突变原处理、基因组编辑或基因敲除而实施。

[0187] (17)根据(16)所述的制备方法，其中，

[0188] 通过上述突变原处理导入了上述突变。

[0189] (18)根据(12)～(15)中任一项所述的制造方法，其中，

[0190] 上述进行导入的步骤包括在存在该内源基因的区域外插入表达促进由上述内源

基因转录得到的mRNA的分解的因子的多核苷酸。

[0191] (19)根据(18)所述的制备方法，其中，

[0192] 上述因子为反义RNA分子、RNAi分子或共抑制分子。

[0193] (20)根据(12)～(19)中任一项所述的制造方法，其中，

[0194] 上述功能抑制为：与野生型植物相比，原本的功能性的上述多肽的存在量减少。

[0195] (21)根据(20)所述的制备方法，其中，

[0196] 上述功能抑制为：与野生型植物相比，原本的功能性的上述多肽的翻译量减少。
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[0197] (22)(1)～(11)中任一项所述的烟草属植物体或通过(12)～(21)中任一项所述的

制造方法得到的烟草属植物体的后代、或者由该烟草属植物体的交配而得到的育种后代。

[0198] (23)一种烟草属植物体的烟叶，其在基因组中导入了引起以下内源基因中的至少

任一者的功能抑制的突变，所述内源基因为：

[0199] 包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、

[0200] 包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

[0201] 包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因，

[0202] 与野生型的烟草属植物体的烟叶相比，所述烟草属植物体的烟叶具有更高的总类

胡萝卜素含量。

[0203] (24)一种烟草属植物体的干燥叶，其在基因组中导入了引起以下内源基因中的至

少任一者的功能抑制的突变，所述内源基因为：

[0204] 包含以编码相对于序列号1所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、

[0205] 包含以编码相对于序列号2所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因、以及

[0206] 包含以编码相对于序列号3所示的氨基酸序列具有80％以上的序列同一性的多肽

的多核苷酸作为编码区域的内源基因，

[0207] 与野生型的烟草属植物体的干燥叶相比，所述烟草属植物体的干燥叶具有更高的

总类胡萝卜素含量。

[0208] (25)一种烟草制品，其包含(24)所述的干燥叶。

[0209] 以下，示出实施例对本发明的实施方式进行详细说明。当然，本发明并不限定于以

下的实施例，对于细节部分可以有各种方式。另外，本发明并不限定于上述的实施方式，可

以在权利要求所示的范围进行各种变更，将各公开的技术方式适当组合而得到的实施方式

也包含于本发明的技术范围。另外，参考并援引本说明书中记载的全部文献。

[0210] 实施例

[0211] 〔1.通过CCD4基因的表达抑制而在烟草植物中表现出的变化〕

[0212] 制备CCD4基因的表达受到了抑制的重组体(以下简称为重组体)，鉴定了通过CCD4

基因的表达抑制而在烟草植物中表现出的变化。

[0213] (1a)转化的准备

[0214] 为了制备重组体，首先，如下所述准备了转化用的载体。

[0215] 作为用于抑制红花烟草中存在的全部3个CCD4基因(CCD4‑S基因、CCD4‑T1基因及

CCD4‑T2基因)的表达的RNAi触发器序列，选择了序列号4～6中同一性高的区域(323bp)。以

CCD4‑T2基因的cDNA作为模板，通过使用了PrimeSTAR(注册商标)Max  DNA  Polymerase

(Takara  Bio公司)的PCR对该区域进行了扩增。PCR的条件及引物如下所述。需要说明的是，

在序列号9的5’末端添加了与序列号4～6不一致的CACC。

[0216] (PCR条件)
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[0217] 94℃下30秒钟

[0218] 以98℃下10秒钟、55℃下5秒钟及72℃下10秒钟作为1个循环，30～40个循环

[0219] 72℃下10秒钟

[0220] (引物组)

[0221] 正向引物NtCCD4‑F1：5’‑CACCGCGTACATCCGAAATGGCCC‑3’(序列号9)

[0222] 反向引物NtCCD4‑R1：5’‑AGTTTGCCTCCGAATAAAGC‑3’(序列号10)。

[0223] 将得到的PCR产物克隆至pENTR(商标)/D‑TOPO(商标)载体(Thermo  Fisher 

Scientific公司)，确认了RNAi触发器序列的核苷酸序列(序列号11)之后，使用Gateway(商

标)LR  Clonase(商标)II  Enzyme  Mix(Thermo  Fisher  Scientific公司)将RNAi触发器序

列导入pSP231载体。为了确认被导入的序列，对于导入至pSP231载体的RNAi触发器序列，分

别通过PCR对各正义链及反义链进行扩增，确认了各核苷酸序列。pSP231载体为一种双元载

体，其中，(i)在pHellsgate12(参照文献：Wesley  et  al.,2001,Plant  J.,27,581‑590)的

SacI部位插入有GFP(Green  fluorescent  protein基因)表达盒，(ii)触发器序列的倒位反

复序列被pdk/cat内含子包夹而配置，(iii)其能够通过花椰菜花叶病毒35SRNA基因启动子

表达RNAi触发器序列。使用包含RNAi触发器序列的pSP231载体通过电穿孔对土壤杆菌

(Agrobacterium  tumefaciens)LBA4404进行了转化。在得到的转化土壤杆菌中，通过PCR确

认了RNAi触发器序列的存在之后，将该土壤杆菌用于烟草的转化。

[0224] (1b)重组体的制备

[0225] 使用红花烟草的4个品种(Petit  Havana  SR‑1、Tsukuba  1号、K326及Coker319)，

如下所述，通过一般的方法进行了烟草的转化。使转化后的上述土壤杆菌感染烟草叶的切

片，在包含卡那霉素(50μg/ml)的Linsmaier  and  Skoog培养基中进行培养，从由此得到的

愈伤组织中得到了卡那霉素耐受性的再分化个体。从这些再分化个体中筛选出确认到叶整

体的GFP荧光的个体。将筛选到的个体(T0个体)移植于3号盆，在23～25℃的封闭体系温室

中在一定条件下进行栽培。基于实时RT‑PCR表达分析的结果，将CCD4基因的表达与非转化

体(原始品种Petit  Havana  SR‑1、Tsukuba  1号、K326或Coker319)相比降低至约20％的品

系筛选为重组体。由上述4个品种分别制备的该重组体显示出与原始品种不同的表型(下位

叶明显黄化)。

[0226] (1c)类胡萝卜素的定量分析

[0227] 在由Petit  Havana  SR‑1制备的上述重组体(T0代)中，将分别从3个品系(RNAi‑1‑

3、1‑8、1‑15)及2个个体的原始品种收获的各5～6片下位叶进行冷冻干燥、粉碎，将得到的

试样供于叶黄素(类胡萝卜素)分析。在30mL螺口玻璃离心管中，向上述试样1.0g中加入提

取液(丙酮∶乙醇＝1∶1)10mL，用螺纹盖盖上盖子后，进行了30分钟的超声波提取。在超声波

提取后，将离心管静置20分钟，供于离心分离机(3000rpm、10min)。用PTFE过滤器(孔径0.45

μm)过滤上清，供于液相色谱分析。分析所使用的装置、器具及条件如下所述。

[0228] ·高效液相色谱：LC‑2000Plus(日本分光株式会社、东京)

[0229] ·PDA检测器：MD‑2010Plus(日本分光株式会社、东京)

[0230] ·色谱柱：Develosil(注册商标)(ODS‑HG‑5、内径4.6mm、长度250mm、野村化学株

式会社、爱知)

[0231] ·柱箱温度：40℃
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[0232] ·洗脱液流速：1.0mL/min

[0233] ·洗脱液A：甲醇

[0234] ·洗脱液B：四氢呋喃(不含稳定剂)

[0235] ·洗脱条件：单一组成溶剂溶出(洗脱液A∶洗脱液B＝9∶1)

[0236] ·注入量：10μL

[0237] ·PDA检测波长：455nm。

[0238] 通过使用了在455nm光波长下检测到的吸收光谱的峰面积值的校准曲线法，计算

出单位干燥重量所包含的叶黄素的量。使用了基于通过液相色谱对1、5、10及20μg/mL的叶

黄素标准品溶液进行分析而得到的结果所制成的校准曲线(以0.9999的相关系数在1～20μ

g/mL的范围显示出线性)。将结果示于表2。如表2所示，上述3个品系(RNAi‑1‑3、1‑8、1‑15)

包含相当于2个个体的原始品种(对照1及2)的约3倍的量的叶黄素(主要为类胡萝卜素)。

[0239] [表2]

[0240]   叶黄素(μg/g干重)

对照1 128.0

对照2 142.7

RNAi‑1‑3 418.2

RNAi‑1‑8 429.1

RNAi‑1‑15 442.3

[0241] 如上所述，烟草植物中的CCD4基因的表达抑制显示出叶中的类胡萝卜素的蓄积。

需要说明的是，报告了在作为其它茄科植物的马铃薯中，尽管在叶中CCD4基因高表达，但

CCD4基因表达的向下控制并不影响叶中的类胡萝卜素的蓄积(Campbell  et  al .，Plant 

Physiology，2010，Vol.154，pp.656‑664)。

[0242] 〔2.CCD4基因中具有突变的烟草植物体的制备〕

[0243] 为了得到发生上述变化的其它烟草植物体，制备了CCD4基因中具有突变的烟草植

物体。

[0244] 按照基于扩增子(amplicon)测序的序列确定，从烟草栽培品种(Tsukuba  1号)的

EMS突变体集团(M2代、约2000个品系)中筛选出在CCD4‑S基因或CCD4‑T1基因中具有突变的

品系。作为CCD4‑S基因中具有突变的品系，得到了CCD4‑S基因中以纯合型产生了1个无义突

变(编码CCD4‑S蛋白质的第72位的谷氨酰胺(Q)的密码子通过核苷酸置换而改变为终止密

码子)的CCD4‑s‑1(0844品系)。作为CCD4‑T1基因中具有突变的品系，得到了在CCD4‑T1基因

中以纯合型产生了1个无义突变的2个品系(CCD4‑t1‑1：0283品系及CCD4‑t1‑2：0135品系)。

在CCD4‑t1‑1中，编码CCD4T1蛋白质的第46位的谷氨酰胺(Q)的密码子通过核苷酸置换改变

为终止密码子。在CCD4‑tl‑2中，编码CCD4T1蛋白质的第187位的精氨酸(R)的密码子通过核

苷酸置换改变为终止密码子。

[0245] 使用上述的3个品系，如下所述制备了在2个CCD4基因中具有突变的烟草植物(双

突变体)。使CCD4‑s‑1和CCD4‑t1‑1通过借助人工授粉的交配而得到的F1植物进行自体繁

殖，得到了F2代集团。按照基于扩增子测序的序列确定，从F2代集团中筛选出在2个CCD4基

因中分别以纯合方式具有突变的品系(CCD4‑st1‑1)、以及2个CCD4基因以纯合方式为野生

型的品系(WT1)。使CCD4‑s‑1和CCD4‑t1‑2通过借助人工授粉的交配而得到的F1植物进行自
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体繁殖，得到了F2代集团。按照基于扩增子测序的序列确定，从F2代集团中筛选出在2个

CCD4基因中分别以纯合方式具有突变的分离品系(CCD4‑st1‑2)、以及2个CCD4基因以纯合

方式为野生型的品系(WT2)。需要说明的是，以下，将作为对双突变体的对照物的2个CCD4基

因以纯合方式为野生型的品系(WT1及WT2)称为“纯合野生型”。

[0246] 按照基于扩增子测序的序列确定，从烟草野生种(林烟草)的EMS突变体集团(M2

代、约4000个品系)筛选出CCD4基因中具有突变的品系。需要说明的是，林烟草在基因组上

仅具有1个CCD4基因。作为CCD4基因中具有突变的品系，得到了CCD4基因中以纯合型产生了

1个无义突变的2个品系(08N‑465品系及06N‑7039品系)。在08N‑465品系中，编码CCD4蛋白

质的第72位的谷氨酰胺(Q)的密码子通过核苷酸置换改变为终止密码子。在06N‑7039品系

中，编码CCD4蛋白质的第150位的精氨酸(R)的密码子通过核苷酸置换改变为终止密码子。

[0247] 将上述扩增子测序所使用的引物示于以下。

[0248] 烟草CCD4‑S正向引物：TCATCTTCTCCTTCTCTTAAA(序列号12)

[0249] 烟草CCD4‑S反向引物：CGGAGAATACATTTGGCAA(序列号13)

[0250] 烟草CCD4‑T1正向引物：TCATCTTCTCTTGCTCTTAAG(序列号14)

[0251] 烟草CCD4‑T1反向引物：CAGAGAATACATTTGGGAT(序列号15)

[0252] 林烟草CCD4正向引物：CCTTTCTACATTATCACAACACCCTA(序列号16)

[0253] 林烟草CCD4反向引物：TCACCATCTGGGGCTAATTT(序列号17)。

[0254] 需要说明的是，温室内培育的CCD4‑st1‑1及CCD4‑st1‑2显示出在CCD4‑s‑1、CCD4‑

t1‑1、CCD4‑t1‑2、WT1及WT2中未观察到的表型(下位叶的黄化)。该表型与实施例1的重组体

所显示出的表型非常类似。另外，08N‑465品系及06N‑7039品系显示出在野生型的林烟草中

未观察到的上述表型(下位叶的黄化)。

[0255] 〔3.类胡萝卜素及脱辅基类胡萝卜素的定量分析〕

[0256] (3a)温室栽培的双突变体中的主要的类胡萝卜素的量

[0257] 将实施例2中得到的2个品系的双突变体(CCD4‑st1‑1及CCD4‑st1‑2)及2个品系的

纯合野生型(WT1及WT2)的各2个个体在23～25℃的温室内进行栽培。在掐尖起7～17天后，

将从1株收获各4‑5片的下位叶(每1个品系8～10片)用液氮冷冻，在‑80℃下保管。进一步将

下位叶冷冻干燥及粉碎之后，将相同品系的2个个体量的混合物作为1个试样使用。委托一

般财团法人日本食品分析中心进行了各试样中包含的主要的类胡萝卜素的量的分析。将从

一般财团法人日本食品分析中心收到的结果总结于图1。图1的“总类胡萝卜素”基于利用吸

光光度法(叶黄素的吸光系数：E1％1cm＝2550、吸光波长：455nm、溶剂：乙醇)得到的上述试

样中的总类胡萝卜素量的实测值。图1的玉米黄质”、“叶黄素”、“α‑胡萝卜素”、“β‑胡萝卜

素”及“番茄红素”为基于玉米黄质、叶黄素、α‑胡萝卜素、β‑胡萝卜素及番茄红素在上述试

样中的各自含量利用高效液相色谱法得到的实测值。

[0258] 如图1所示，与纯合野生型相比，CCD4‑st1‑1及CCD4‑st1‑2包含1.4～2.1倍的叶黄

素、1.4～2.7倍的β‑胡萝卜素、以及2.5～4.0倍的玉米黄质(均为主要的类胡萝卜素)。另

外，与纯合野生型相比，CCD4‑st1‑1及CCD4‑st1‑2显示出1.7～2.5倍的总类胡萝卜素量。未

检测到α‑胡萝卜素及番茄红素。

[0259] (3b)田地栽培的林烟草的CCD4突变体中的主要的类胡萝卜素的量

[0260] 使实施例2中得到的08N‑465品系及其野生型品系(WT)的移植用苗在温室内生长。
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在移植至田地之后，在烟叶的一般栽培条件下实施了生长及收获为止的管理。在掐尖起约

一个月后，将从各品系的各约15株收获各2～3片的下位叶进行冷冻干燥、粉碎，制成试样。

委托一般财团法人日本食品分析中心进行了各试样中包含的主要的类胡萝卜素的量的分

析。将从一般财团法人日本食品分析中心收到的结果总结于图2。

[0261] 如图2所示，与WT相比，08N‑465包含1.4倍的叶黄素、1.3倍的β‑胡萝卜素、以及3.3

倍的玉米黄质。另外，与WT相比，08N‑465显示出1.7～1.8倍的总类胡萝卜素量。未检测到α‑

胡萝卜素及番茄红素。

[0262] (3c)田地栽培的双突变体的干叶中的类胡萝卜素量

[0263] 使实施例2中得到的2个品系的双突变体(CCD4‑st1‑1及CCD4‑st1‑2)、2个品系的

纯合野生型(WT1及WT2)、以及原始品种(Tsukuba  1号)的移植用苗在温室内生长。在移植至

田地之后，在烟叶的一般栽培条件下实施。在掐尖起第25天，对于从1株收获各5片的合叶实

施了使用热风干燥机的通常的黄色干燥处理。去除得到的干叶的叶脉部分，将叶片部分进

行粉碎处理，制成粉碎试样。在14mL螺口玻璃离心管中加入粉碎试样0.1g、提取液(加入了

作为抗氧化物质的2,6‑二叔丁基羟基苯(0.1％)的丙酮∶乙醇＝1∶1)5.0mL、作为内标物质

的反式视黄醇5μg，用螺纹盖盖上盖子后，使用中型恒温振荡培养器BioShaker(注册商标)

BR‑43FH·MR(TAITEC  Corp.)进行了振荡提取(250rpm、25℃、1小时)。用PTFE过滤器(孔径

0.45μm)过滤提取溶液，供于带有光电二极管阵列检测器(PDA)的液相色谱串联质谱仪(LC‑

MS/MS)分析。分析所使用的装置、器具及条件如下所述。

[0264] (色谱)

[0265] ·高效液相色谱：1260infinity(Agilent  Technologies公司、东京)

[0266] ·PDA检测器：1260infinity  Diode  Array  Detector(Agilent  Technologies公

司、东京)

[0267] ·色谱柱：ACQUITY  UPLC(注册商标)BEH C18(内径2.1mm、长度100mm、粒径

1.7μm；Waters  Japan公司、东京)

[0268] ·柱温：35℃

[0269] ·洗脱液A：乙腈∶甲醇＝7∶3(v/v)

[0270] ·洗脱液B：超纯水

[0271] ·洗脱条件：

[0272] (1)0～4分钟：洗脱液A及洗脱液B(85∶15的混合液4分钟)

[0273] (2)4～6分钟：洗脱液A及洗脱液B(85∶15～100∶0的线性浓度梯度的混合液2分钟)

[0274] (3)6～28.2分钟：仅洗脱液A(22.2分钟)

[0275] ·流速：0.2mL/min

[0276] ·注入量：2.0μL

[0277] ·PDA检测波长：325nm(反式视黄醇)、450nm(类胡萝卜素)

[0278] (质量分析)

[0279] ·质量分析装置：6470Triple  Quad  LC/MS(Agilent  Technologies公司、东京)

[0280] ·离子源参数

[0281] 离子化法：电喷雾离子化(ESI)

[0282] 雾化气：氮
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[0283] 雾化气温度：300℃

[0284] 雾化气流量：10L/min

[0285] 喷雾器压力：35psi

[0286] 鞘气：400℃

[0287] 鞘气流量：12L/min

[0288] 毛细管电压：3500V

[0289] ·质谱仪参数

[0290] 离子极性：正

[0291] 碰撞气体：氮

[0292] 测定模式：选择反应监测(SRM)。

[0293] 如表3所示，设定了在SRM中分析的各类胡萝卜素的先驱离子及产物离子的组合

(SRM转换(transition))。在表3中，各化合物的滞留时间为42msec，单位加速电压为3V。
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[0294]

[0295] 通过将由PDA及SRM分析检测到的峰的保留时间与标准物质进行比较，鉴定了各类

胡萝卜素成分。将各类胡萝卜素在450nm光波长下检测到的吸收光谱的面积值相对于作为
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内标物质的反式视黄醇在325nm光波长下检测到的吸收光谱的面积值的相对值作为半定量

值，计算出各类胡萝卜素的含量。将各品系中包含的各类胡萝卜素量总结于图3。在图3中，1

个品系中的1种胡萝卜素量以表示由田地的3个分区得到的3个试样中的类胡萝卜素含量的

值的平均值表示。如图3所示，与对照的3个品系(WT1、WT2、及Tsukuba  1号)相比，CCD4‑st1‑

1及CCD4‑st1‑2包含2.0倍以上的叶黄素、2.1倍以上的β‑胡萝卜素、3.8倍以上的玉米黄质。

[0296] (3d)田地栽培的双突变体的干叶中的脱辅基类胡萝卜素量

[0297] 如下所述，调查了(3c)所述的粉碎试样中的17种脱辅基类胡萝卜素的量。在14mL

的螺口玻璃离心管中加入粉碎试样0.1g、提取液(加入有作为内标物质的1,3‑二甲氧基苯

(5.4μg/mL)的甲醇)6.0mL，用螺纹盖盖上盖子后，使用中型恒温振荡培养器BioShaker(注

册商标)BR‑43FH·MR(TAITEC  Corp.)进行振荡提取(250rpm、70℃、1小时)。用孔径0.45μm

的PTFE过滤器过滤提取溶液，供于气相色谱/质谱仪(GC/MS)分析。分析所使用的装置、器具

及条件如下所述。

[0298] ·气相色谱/质谱仪：GC/MS  5977A  MSD(Agilent  Technologies公司、东京)

[0299] ·色谱柱：HP‑1ms(内径0.25mm、长度30m、膜厚0.25μm；Agilent  Technologies公

司、东京)

[0300] ·插入衬管：装有非活性玻璃棉的不分流用衬管(Agilent  Technologies公司、东

京)

[0301] ·氦气流速：1.0mL/min

[0302] ·注入量：1.0μL

[0303] ·注入模式：不分流

[0304] ·插入物温度：280℃

[0305] ·AUX温度：280℃

[0306] ·色谱柱升温条件：

[0307] (1)50℃保持1min

[0308] (2)50℃至100℃以10℃/min升温

[0309] (3)100℃至200℃以2℃/min升温

[0310] (4)200℃至300℃以20℃/min升温

[0311] (5)300℃保持19min

[0312] ·分析模式：TIC/SIM模式。

[0313] 以m/z：30‑500的范围分析TIC。如表4所示设定了SIM中分析的各脱辅基类胡萝卜

素的半定量离子及定性离子的组合(SIM参数)。在表4中，末尾示出了带有括号的数字的化

合物表示结构异构体。

[0314] [表4]

说　明　书 26/33 页

30

CN 115426874 A

30



[0315]

[0316] 在通过SIM模式检测半定量离子及定性离子的保留时间中，使TIC模式下得到的全

质谱与文献信息及数据库内的信息进行对照，由此鉴定了各脱辅基类胡萝卜素成分。以各

脱辅基类胡萝卜素的半定量离子的色谱面积值相对于作为内部标准物质的1，3‑二甲氧基

苯的半定量离子的色谱面积值的相对值作为半定量值，计算出各脱辅基类胡萝卜素的含

量。将各品系中包含的各类胡萝卜素量总结于表5。在表5中，1个品系中的1种胡萝卜素量以

表示由田地的3个分区得到的3个试样中的类胡萝卜素含量的值的平均值表示，“ND”表示

Not  detected。如表5所示，与对照的3个品系(WT1、WT2、及Tsukuba  1号)相比，CCD4‑st1‑1

及CCD4‑st1‑2包含增加至约2～3倍的β‑紫罗兰酮及二氢猕猴桃内酯(第1～2行的化合物)、

减少至约1/2～1/3的脱辅基类胡萝卜素(第3～8行的化合物)、以及没有很大变化的脱辅基

类胡萝卜素(第9～17行的化合物)。显示出增加的脱辅基类胡萝卜素(β‑紫罗兰酮及二氢猕

猴桃内酯)、以及显示出减少的脱辅基类胡萝卜素(第3～8行的化合物)均作为香气脱辅基

类胡萝卜素而已知。

[0317] [表5]

[0318]   WT1 WT2 CCD4‑st1‑1 CCD4‑st1‑2 Tsukuba1

二氢猕猴桃内酯 0.0068 0.0044 0.0124 0.0125 0.0036

β‑紫罗兰酮 0.0029 0.0027 0.0060 0.0053 0.0019

β‑大马酮 0.0069 0.0071 0.0037 0.0036 0.0062

巨豆三烯酮(1) 0.0234 0.0257 0.0149 0.0133 0.0261
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巨豆三烯酮(2) 0.0637 0.0710 0.0372 0.0322 0.0721

巨豆三烯酮(3) 0.0950 0.1047 0.0554 0.0498 0.1088

巨豆三烯酮(4) 0.0554 0.0570 0.0190 0.0175 0.0379

3‑羟基‑b‑二氢大马酮 0.0473 0.0496 0.0232 0.0239 0.0533

3‑羟基‑5，6‑环氧‑b‑紫罗兰醇 0.0303 0.0170 0.0281 0.0085 0.0101

4‑(3‑羟基亚丁基)‑3，5，5‑三甲基 0.0067 0.0040 0.0063 0.0018 0.0024

oxo‑eduran‑1 0.0003 ND 0.0003 ND ND

β‑环柠檬醛 0.0007 0.0008 0.0011 0.0008 0.0005

3‑羟基‑7，8‑脱氢‑b‑紫罗兰醇 0.0040 0.0019 0.0031 0.0015 0.0012

布卢门醇A 0.0437 0.0272 0.0442 0.0165 0.0159

布卢门醇C 0.0081 0.0053 0.0106 0.0032 0.0029

3‑氧代‑α‑紫罗兰醇 0.1260 0.0650 0.1571 0.0472 0.0360

β‑二氢大马酮 0.0032 0.0041 0.0031 0.0029 0.0031

[0319] ND：未检测到

[0320] 〔4.干叶的感官评价试验〕

[0321] (4a)对于纸卷香烟的感官评价试验

[0322] 使用从田地中栽培的2个品系的双突变体(CCD4‑st1‑1及CCD4‑st1‑2)、3个品系的

单突变体(CCD4‑s‑1、CCD4‑t1‑1及CCD4‑t1‑2)、以及3个品系的对照植物体(WT1、WT2及

Tsukuba  1号)收获到的真叶的干叶，利用卷烟器制作了纸卷香烟。根据经训练的10名评审

员的感官评价对这些纸卷香烟的香吸味进行了评分。评审员以通过对照植物体的纸卷香烟

的吸烟而感到的感官性作为基准，回答了通过双突变体及单突变体的纸卷香烟的吸烟而感

到的感官性。回答的种类为(与对照相比)“良好”、“稍好”、“无差别”、“稍差”及“差”。“良好”

评为2分，“稍好”评为1分，“无差别”、“稍差”及“差”评为0分，对各纸卷香烟的香吸味进行了

评分。将分数的统计结果示于表6。如表6所示，10名中的7名将CCD4‑st1‑1及CCD4‑st1‑2的

香吸味评价为“良好”或“稍好”。CCD4‑st1‑1及CCD4‑st1‑2的合计分数高于CCD4‑s‑1、CCD4‑

t1‑1及CCD4‑t1‑2中的任一者。以上的结果表明，与从单突变体及对照植物体收获的真叶的

干叶相比，从上述双突变体收获的真叶的干叶，对人类的感觉器官带来了令人愉快的刺激。

[0323] [表6]

[0324]

[0325] (4b)对于微粉碎试样的感官评价试验

[0326] 将(4a)中得到的干叶粉碎，并进一步微粉碎处理后，分散于聚乙二醇(微粉碎处理

后的干叶的3倍质量)中，制成微粉碎试样。实施了由熟练的3名熟练评审员(比上述的评审

员进行了进一步训练，并且具有更多的经验)进行的感官评价(试验物与对照物的比较)。对
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照物为MEVIUS(商标)的未加香品，试验物是使各微粉碎试样分散附着于MEVIUS(商标)的未

加香品而成的。使评审员吸烟对照物及试验物，对于试验物与对照物的香吸味差异进行回

答。将熟练受试者的“确认到花的香吸味的提高”的回答作为1分，将“未确认到花的香吸味

的提高”的回答作为0分，将对各试验物评分的结果总结于表7。如表7所示，在CCD4‑st1‑1

中，评审员全员确认到了花的香吸味的提高，在CCD4‑st1‑2中，3名中的2名确认到了花的香

吸味的提高。以上的结果表明，从双突变体收获的真叶的干叶可以对现有的烟草制品添加

良好的香吸味。

[0327] [表7]

[0328]   WT1 WT2 CCD4‑st1‑1 CCD4‑st1‑2 Tsukuba1

合计分数 0 0 3 2 0

[0329] 〔5.CCD4基因的单突变体(CCD4‑t2)、双突变体(CCD4‑st2及CCD4‑t1t2)及三突变

体(CCD4‑tm)的进一步制备〕

[0330] 对于CCD4‑T2基因中具有突变的以下3个品系分析了烟草(Tsukuba  1号)的EMS突

变体集团(M2世代、约个2000品系)的DNA序列，进行了基于扩增子测序的序列确定，进行了

筛选。

[0331] 品系名：1795品系(以下称为CCD4‑t2‑1)

[0332] 品系名：0799品系(以下称为CCD4‑t2‑2)

[0333] 品系名：1352品系(以下称为CCD4‑t2‑3)。

[0334] CCD4‑t2‑1在CCD4‑T2基因中具有无义突变(编码第190位的精氨酸(R)的密码子改

变为终止密码子的核苷酸置换)。CCD4‑t2‑2在CCD4‑T2基因中具有剪接突变(第一内含子中

的5’末端的碱基G被置换为A)。CCD4‑t2‑3在CCD4‑T2基因中具有剪接突变(CCD4‑t2‑3的第

一内含子的3’末端的碱基G被置换为A)。使筛选到的上述3个品系生长，结果是在任意品系

中均未在成熟(老化)的下位叶观察到黄化。将CCD4‑t2‑3用于CCD4基因的三突变体的制备。

[0335] 接着，经过2步交配及自体繁殖，制备了以纯合型具有目标突变的CCD4基因的双突

变体及三突变体。

[0336] 第1步：通过CCD4‑s‑1及CCD4‑t1‑2(实施例2)的交配进行CCD4‑st1‑2(在CCD4‑S及

CCD4‑T1基因分别具有纯合型的突变)的制备

[0337] 第2步：通过CCD4‑st1‑2及CCD4‑t2‑3的交配进行预突变体品系(在CCD4‑S、CCD4‑

T1及CCD4‑T2基因分别具有杂合型的突变)的制备

[0338] 自体繁殖：通过上述突变体品系的自体繁殖进行CCD4‑058(在后面说明确认到的

基因型)的制备

[0339] 通过序列确定鉴定了由品系CCD4‑058的种子培育的360个个体的苗的基因组中存

在的CCD4基因的突变。根据鉴定，确认了品系CCD4‑058的后代360个个体中存在2个CCD4基

因中具有纯合型突变的双突变体(CCD4‑st1、CCD4‑st2及CCD4‑t1t2)、及3个CCD4基因中具

有纯合型突变的三突变体(CCD4‑tm)(由这些突变体得到了自体繁殖后代的种子)。需要说

明的是，使用以下的引物对CCD4‑T2基因中包含突变的区域进行了扩增。

[0340] 烟草CCD4‑T2正向引物：CAAACTCCAGCGGAGATA(序列号22)

[0341] 烟草CCD4‑T2反向引物：GGCACGCCACTATGCAAT(序列号23)。

[0342] 将得到的双突变体(CCD4‑st1、CCD4‑st2及CCD4‑t1t2)及三突变体(CCD4‑tm)在温
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室内培育，通过肉眼观察成熟(老化)的下位叶的颜色。在CCD4‑st2、CCD4‑t1t2及CCD4‑tm

中，该颜色为橙色～黄色，在色彩的强度方面，随CCD4基因型而在品系间存在差异。色彩按

照(i)CCD4‑tm、(ii)CCD4‑st1、以及(iii)CCD4‑st2和CCD4‑t1t2(同等程度)的顺序增强。

[0343] 〔6.CCD4双突变体及三突变体中的成熟(老化)的叶的叶颜色的色彩分析〕

[0344] (6a)鲜叶的色彩分析

[0345] 将6个品系(3基因型×2个品系)的双突变体(CCD4‑st1‑a、CCD4‑st1‑2(参照实施

例3及4)、CCD4‑st2‑a、CCD4‑st2‑c、CCD4‑t1t2‑a及CCD4‑t1t2‑c)、2个品系的三突变体

(CCD4‑tm‑a及CCD4‑tm‑c)、以及1个品系的对照植物(Tsukuba  1号)在23～25℃下的温室中

进行栽培。在从播种起第94天(从掐尖起第8天)采集成熟(老化)的下位叶的鲜叶(每1个品

系从3个个体采集各1片)，使用色彩色差仪CR‑20(Konica  Minolta公司、东京)测定了其色

彩。色彩的数值化使用了国际照明委员会(Commission  internationale  de  l’eclairage)

及JIS采用的L*a*b*系统。色彩色差仪CR‑20输出构成L*a*b*系统(国际照明委员会

(Commission  internationale  de  l’eclairage)及JIS采用)的值。将色彩分析的结果示于

表8。

[0346] [表8]

[0347]   L* a* b*

CCD4‑tm‑a 76.4 19.0 64.4

CCD4‑tm‑c 76.2 19.5 63.6

CCD4‑st1‑a 78.7 14.0 59.5

CCD4‑st1‑2 78.4 14.8 60.6

CCD4‑st2‑a 82.0 6.5 43.4

CCD4‑st2‑C 83.3 4.2 37.6

CCD4‑t1t2‑a 82.3 4.8 37.6

CCD4‑t1t2‑C 84.6 2.7 33.7

Tsukuba1 84.2 2.3 33.6

[0348] 表8所示的数值为每1个品系(3片鲜叶)对18个测定点输出的测定值的平均值。测

定点的详细情况为1片鲜叶的表面的6点(以主脉作为对称轴将叶左右分开时，各自的上部、

中部及下部)×3片。a*的负值表示绿色的强度，正值表示红色/品红的强度。b*中的负值表

示蓝色的强度，正值表示黄色的强度。L*的值表示亮度(的高度)。

[0349] 如表8所示，在三突变体中确认到比双突变体更强的黄化(橙～黄的显色)。在双突

变体中，在CCD4‑S及CCD4‑T1基因中具有突变的品系(CCD4‑stl)中确认到最强的黄化。在除

此以外的品系(CCD4‑st2及CCD4‑tlt2)中，确认到稍弱的黄化(比作为对象的Tsukuba  1号

更强)。这些结果与上述基于目视的观察一致。

[0350] (6b)干叶的色彩分析

[0351] 使(6a)中使用的各品系的移植用苗在温室内生长。向田地的移植、生长及收获为

止的管理采用了一般的烟叶的栽培条件。在掐尖起第16天，使用热风干燥机对每1株收获各

5片的合叶实施了通常的黄色干燥处理。在基于目视的观察中，在干叶中也确认到了与实施

例5中的鲜叶的观察同样的倾向。

[0352] 除测定点的位置及数量以外，与(6a)同样地实施了干叶的色彩分析。每1个品系的
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测定点为24(将每1个品系4片(从4个试验区采集了各1片叶)干叶供于分析)。将色彩分析的

结果示于表9。如表8及9所述表明，对于黄化，鲜叶及干叶(由双突变体及三突变体得到)显

示出相同的倾向。

[0353] [表9]

[0354]   L* a* b*

CCD4‑tm‑a 68.1 18.0 50.6

CCD4‑tm‑C 65.8 20.3 53.4

CCD4‑st1‑a 69.0 16.7 50.1

CCD4‑st1‑2 68.8 17.2 51.1

CCD4‑st2‑a 68.2 14.5 47.8

CCD4‑st2‑c 68.2 15.5 47.4

CCD4‑t1t2‑a 69.2 14.8 48.2

CCD4‑t1t2‑c 69.8 13.3 44.4

Tsukuba1 70.5 11.1 38.6

[0355] 〔7.CCD4双突变体及三突变体的类胡萝卜素及脱辅基类胡萝卜素的定量分析〕

[0356] (7a)温室栽培的双突变体及三突变体中的主要的类胡萝卜素的量

[0357] 下述9个品系(括号内记载的品系各1个)在23～25℃下的温室中进行栽培。

[0358] st1中具有突变的双突变体(CCD4‑st1‑a及CCD4‑st1‑2)

[0359] st2中具有突变的双突变体(CCD4‑st2‑a及CCD4‑st2‑c)

[0360] t1t2中具有突变的双突变体(CCD4‑t1t2‑a及CCD4‑t1t2‑c)

[0361] 三突变体(CCD4‑tm‑a及CCD4‑tm‑c)、以及

[0362] 对照(Tsukuba  1号)

[0363] 用液氮冷冻在从掐尖起第8～10天收获的4～5片的下位叶，在‑80℃下保管。将进

一步处理(冷冻干燥及粉碎)后的下位叶供于主要类胡萝卜素分析。委托一般财团法人日本

食品分析中心进行了分析。将分析结果示于图4。图4中的条表示下部所示的成分的含量的

平均值(3个个体量)。CCD4‑tm‑a的条表示1个个体的含量，CCD4‑st2‑c的条表示2个个体量

的含量的平均值。

[0364] 如图4所示，双突变体及三突变体显示出比Tsukuba  1号更高的类胡萝卜素含量。

类胡萝卜素含量的上升程度随遗传型(CCD4‑S、‑T1及T2基因中突变的有无)而不同。关于各

成分(总类胡萝卜素、叶黄素、玉米黄质及β‑胡萝卜素)，根据基因型的不同程度差别的倾向

是同样的。作为一例，叶黄素的含量按照CCD4‑tm(3.4～4.0倍)、CCD4‑st1(2.1～2.8倍)、

CCD4‑st2(1.6～1.8倍)、CCD4‑t1t2(1.2～1.7倍)增加。括号内的倍率为将Tsukuba  1号的

成分含量设为1时的倍率。

[0365] (7b)田地栽培的双突变体及三突变体的干叶中的类胡萝卜素量

[0366] 与(7a)同样地使9个品系在温室内生长。向田地的移植、生长及收获为止的管理采

用了一般的烟叶的栽培条件。在掐尖起第16天，使用热风干燥机对每1株收获各5片的合叶

着位实施了通常的黄色干燥处理。将得到的干叶的叶脉去除后残留的叶片部分进行粉碎处

理，用作半定量分析的试样。按照(3c)中的记载实施了类胡萝卜素的半定量分析。将结果示

于图5。图5中的条表示下部所示的成分的含量的平均值(3个个体量)。
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[0367] 如图5所示，半定量分析的结果与图4的结果一致。作为一例，叶黄素的含量按照

CCD4‑tm(5.5～5.7倍)、CCD4‑st1(3.1～3.8倍)、CCD4‑st2(2.2～2.4倍)、CCD4‑t1t2(2.0

倍)增加。括号内的倍率为将Tsukuba  1号的成分含量设为1时的倍率。

[0368] (7c)田地栽培的双突变体及三突变体的干叶中的脱辅基类胡萝卜素量

[0369] 将干叶试样中的17种脱辅基类胡萝卜素进行了半定量分析。干叶试样的制备方法

按照(7b)进行，分析按照(3c)进行。将半定量分析的结果示于表10。表10所示的数值为1个

品系(3个个体)的平均值。

[0370]
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[0371] 如表10所示，三突变体在脱辅基类胡萝卜素量方面以Tsukuba  1号为基准发生了

最明显的变化。β‑紫罗兰酮及二氢猕猴桃内酯与实施例3同样地显示出与突变体共通地增

加。详细而言，β‑紫罗兰酮的量(括号内的倍率将Tsukuba  1号设为1)在CCD4‑tm中为3.5～

3.6倍，在CCD4‑st1中为2.3～2.9倍，在CCD4‑st2中为1.2倍，在CCD4‑t1t2中为1.2～1.9倍。

二氢猕猴桃内酯的量在CCD4‑tm中为4.8～5.4倍，在CCD4‑st1中为2.5～2.7倍，在CCD4‑st2

中为1 .4～1 .6倍，在CCD4‑t1t2中为1 .4～1 .9倍。另一方面，在三突变体的干叶中，与

Tsukuba  1号相比，多种脱辅基类胡萝卜素减少至约1/3～1/10。

[0372] 工业实用性

[0373] 本发明可以用于烟草制品的品质提高。
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序列表

<110> 日本烟草产业株式会社

<120>  烟草植物体及其制备方法

<130>  JT21022

<150>  JP  2020‑075565

<151>  2020‑04‑21

<160>  23

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  600

<212>  PRT

<213> 红花烟草(Nicotiana  tabacum)

<400>  1

Met  Asp  Ala  Phe  Ser  Ser  Thr  Phe  Leu  Ser  Thr  Leu  Ser  Gln  His  Pro

1               5                   10                  15

Lys  Ser  Leu  Leu  Ser  Pro  Asn  Tyr  Ser  Pro  Asn  Thr  Ser  Ser  Ser  Pro

            20                  25                  30

Ser  Leu  Lys  Val  Ser  Ser  Val  Arg  Ile  Glu  Glu  Arg  Pro  Gln  Thr  Thr

        35                  40                  45

Thr  Arg  Thr  Lys  Pro  Gln  Glu  Lys  Pro  Thr  Pro  Ser  Pro  Tyr  Thr  Ala

    50                  55                  60

Pro  Lys  Asp  Thr  Pro  Lys  Arg  Gln  Leu  Pro  Thr  Lys  Ser  Ile  Thr  Pro

65                  70                  75                  80

Gln  Lys  Thr  Val  Glu  Pro  Pro  Phe  Pro  Ser  Val  Ile  Phe  Asn  Ala  Phe

                85                  90                  95

Asp  Asp  Phe  Val  Asn  Thr  Phe  Ile  Asp  Pro  Pro  Leu  Lys  Pro  Ser  Val

            100                 105                 110

Asp  Pro  Lys  Tyr  Ile  Leu  Ser  Asn  Asn  Phe  Ala  Pro  Val  Glu  Glu  Leu

        115                 120                 125

Pro  Pro  Thr  Glu  Cys  Glu  Val  Val  Val  Gly  Ser  Leu  Pro  Pro  Cys  Leu

    130                 135                 140

Asp  Gly  Ala  Tyr  Ile  Arg  Asn  Gly  Pro  Asn  Pro  Gln  Tyr  Leu  Pro  Arg

145                 150                 155                 160

Gly  Pro  Tyr  His  Leu  Phe  Asp  Gly  Asp  Gly  Met  Leu  His  Ser  Ile  Lys

                165                 170                 175

Ile  Ser  Gln  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Cys  Ser  Arg  Tyr  Val  Lys  Thr  Tyr

            180                 185                 190

Lys  Tyr  Thr  Ile  Glu  Arg  Glu  Ala  Gly  Ser  Pro  Val  Leu  Pro  Asn  Val
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        195                 200                 205

Phe  Ser  Gly  Phe  Asn  Gly  Leu  Thr  Ala  Ser  Ala  Ala  Arg  Gly  Ala  Ile

    210                 215                 220

Thr  Ala  Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Gly  Gln  Phe  Asn  Pro  Thr  Asn  Gly  Ile

225                 230                 235                 240

Gly  Leu  Ala  Asn  Thr  Ser  Leu  Ala  Leu  Phe  Gly  Gly  Lys  Leu  Phe  Ala

                245                 250                 255

Leu  Gly  Glu  Ser  Asp  Leu  Pro  Tyr  Ala  Val  Lys  Leu  Ala  Pro  Asp  Gly

            260                 265                 270

Asp  Ile  Ile  Thr  Leu  Gly  Arg  Tyr  Asp  Phe  Asp  Gly  Lys  Leu  Phe  Met

        275                 280                 285

Ser  Met  Thr  Ala  His  Pro  Lys  Ile  Asp  Pro  Asp  Thr  Asn  Glu  Ala  Phe

    290                 295                 300

Ala  Phe  Arg  Tyr  Gly  Pro  Met  Pro  Pro  Phe  Leu  Thr  Tyr  Phe  Arg  Ile

305                 310                 315                 320

Glu  Pro  Ser  Gly  Thr  Lys  Thr  Pro  Asp  Val  Pro  Ile  Phe  Ser  Met  Thr

                325                 330                 335

Arg  Pro  Ser  Phe  Leu  His  Asp  Phe  Ala  Ile  Thr  Lys  Lys  Tyr  Ala  Ile

            340                 345                 350

Phe  Ser  Asp  Ile  Gln  Ile  Gly  Met  Asn  Pro  Leu  Glu  Phe  Ile  Ala  Gly

        355                 360                 365

Gly  Ser  Pro  Val  Ser  Ser  Asp  Ser  Gly  Lys  Ile  Pro  Arg  Leu  Gly  Val

    370                 375                 380

Ile  Pro  Arg  Tyr  Ala  Lys  Asp  Glu  Ser  Glu  Met  Lys  Trp  Phe  Asp  Val

385                 390                 395                 400

Pro  Gly  Phe  Asn  Ile  Val  His  Ala  Ile  Asn  Ala  Trp  Asp  Glu  Asp  Asp

                405                 410                 415

Gly  Asp  Thr  Ile  Val  Met  Val  Ala  Pro  Asn  Ile  Leu  Ser  Val  Glu  His

            420                 425                 430

Thr  Leu  Glu  Arg  Met  Asp  Met  Ile  His  Ala  Ser  Val  Glu  Lys  Val  Lys

        435                 440                 445

Ile  Asp  Leu  Lys  Ser  Gly  Met  Val  Ser  Arg  His  Pro  Val  Ser  Thr  Arg

    450                 455                 460

Asn  Leu  Asp  Phe  Gly  Val  Ile  Asn  Pro  Ala  Tyr  Val  Gly  Lys  Lys  Asn

465                 470                 475                 480

Lys  Tyr  Val  Tyr  Ala  Ala  Ile  Gly  Asp  Pro  Met  Pro  Lys  Ile  Ala  Gly

                485                 490                 495

Ile  Ala  Lys  Leu  Asp  Val  Ser  Val  Ala  Glu  Ala  Asp  Arg  Arg  Asp  Cys

            500                 505                 510
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Ile  Val  Gly  Cys  Arg  Leu  Phe  Gly  Glu  Gly  Cys  Phe  Gly  Gly  Glu  Pro

        515                 520                 525

Tyr  Phe  Val  Ala  Lys  Asn  Pro  Asn  Asn  Ser  Val  Ala  Asp  Glu  Asp  Asp

    530                 535                 540

Gly  Tyr  Val  Val  Ser  Tyr  Val  His  Asn  Glu  Lys  Thr  Gly  Glu  Ser  Arg

545                 550                 555                 560

Phe  Leu  Val  Met  Asp  Ala  Lys  Ser  Pro  Asn  Leu  Asp  Ile  Val  Ala  Ala

                565                 570                 575

Val  Lys  Leu  Pro  Arg  Arg  Val  Pro  Tyr  Gly  Phe  His  Gly  Leu  Phe  Val

            580                 585                 590

Arg  Glu  Ile  Asp  Leu  Ser  Lys  Leu

        595                 600

<210>  2

<211>  600

<212>  PRT

<213> 红花烟草(Nicotiana  tabacum)

<400>  2

Met  Asp  Ala  Phe  Ser  Ser  Thr  Phe  Leu  Ser  Thr  Leu  Ser  Leu  His  Pro

1               5                   10                  15

Lys  Ser  Leu  Leu  Ser  Pro  Asn  Tyr  Ser  Pro  Asn  Thr  Ser  Ser  Ser  Leu

            20                  25                  30

Ala  Leu  Lys  Val  Ser  Ser  Val  Arg  Ile  Glu  Glu  Arg  Pro  Gln  Thr  Thr

        35                  40                  45

Thr  Arg  Thr  Lys  Pro  Gln  Glu  Lys  Pro  Thr  Pro  Ser  Pro  Tyr  Thr  Pro

    50                  55                  60

Pro  Lys  Asp  Thr  Pro  Lys  Arg  Gln  Leu  Pro  Thr  Lys  Ser  Thr  Thr  Thr

65                  70                  75                  80

Lys  Lys  Thr  Val  Lys  Pro  Ser  Phe  Pro  Ser  Val  Ile  Phe  Asn  Ala  Phe

                85                  90                  95

Asp  Asp  Phe  Val  Asn  Thr  Phe  Ile  Asp  Pro  Pro  Leu  Lys  Pro  Ser  Val

            100                 105                 110

Asp  Pro  Lys  Tyr  Ile  Leu  Ser  Asn  Asn  Phe  Ala  Pro  Val  Asp  Glu  Leu

        115                 120                 125

Pro  Pro  Thr  Glu  Cys  Glu  Val  Val  Val  Gly  Ser  Leu  Pro  Pro  Cys  Leu

    130                 135                 140

Asp  Gly  Ala  Tyr  Ile  Arg  Asn  Gly  Pro  Asn  Pro  Gln  Tyr  Leu  Pro  Arg

145                 150                 155                 160

Gly  Pro  Tyr  His  Leu  Phe  Asp  Gly  Asp  Gly  Met  Leu  His  Cys  Ile  Lys

                165                 170                 175
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Ile  Ser  Gln  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Cys  Ser  Arg  Tyr  Val  Lys  Thr  Tyr

            180                 185                 190

Lys  Tyr  Ile  Ile  Glu  Arg  Glu  Ala  Gly  Ser  Pro  Val  Ile  Pro  Asn  Val

        195                 200                 205

Phe  Ser  Gly  Phe  Asn  Gly  Leu  Thr  Ala  Ser  Ala  Ala  Arg  Gly  Ala  Ile

    210                 215                 220

Thr  Ala  Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Gly  Gln  Phe  Asn  Pro  Thr  Asn  Gly  Ile

225                 230                 235                 240

Gly  Leu  Ala  Asn  Thr  Ser  Leu  Ala  Leu  Phe  Gly  Gly  Lys  Leu  Phe  Ala

                245                 250                 255

Leu  Gly  Glu  Ser  Asp  Leu  Pro  Tyr  Ala  Val  Lys  Leu  Ala  Pro  Asp  Gly

            260                 265                 270

Asp  Ile  Ile  Thr  Leu  Gly  Arg  Tyr  Asp  Phe  Asp  Gly  Lys  Leu  Phe  Met

        275                 280                 285

Ser  Met  Thr  Ala  His  Pro  Lys  Ile  Asp  Pro  Asp  Thr  Asn  Glu  Ala  Phe

    290                 295                 300

Ala  Phe  Arg  Tyr  Gly  Pro  Met  Pro  Pro  Phe  Leu  Thr  Tyr  Phe  Arg  Ile

305                 310                 315                 320

Glu  Pro  Asn  Gly  Thr  Lys  Thr  Pro  Asp  Val  Pro  Ile  Phe  Ser  Met  Thr

                325                 330                 335

Arg  Pro  Ser  Phe  Leu  His  Asp  Phe  Ala  Ile  Thr  Lys  Lys  Tyr  Ala  Ile

            340                 345                 350

Phe  Ser  Asp  Ile  Gln  Ile  Gly  Met  Asn  Pro  Leu  Glu  Phe  Ile  Thr  Gly

        355                 360                 365

Gly  Ser  Pro  Val  Ser  Ser  Asp  Ser  Gly  Lys  Val  Pro  Arg  Leu  Gly  Val

    370                 375                 380

Ile  Pro  Arg  Tyr  Ala  Lys  Asp  Glu  Ser  Glu  Met  Arg  Trp  Phe  Asp  Val

385                 390                 395                 400

Pro  Gly  Phe  Asn  Ile  Val  His  Ala  Ile  Asn  Ala  Trp  Asp  Glu  Asp  Asp

                405                 410                 415

Gly  Asp  Thr  Ile  Val  Met  Val  Ala  Pro  Asn  Ile  Leu  Ser  Val  Glu  His

            420                 425                 430

Thr  Leu  Glu  Arg  Met  Asp  Met  Ile  His  Ala  Ser  Val  Glu  Lys  Val  Lys

        435                 440                 445

Ile  Asp  Leu  Lys  Ser  Gly  Met  Val  Ser  Arg  His  Pro  Val  Ser  Thr  Arg

    450                 455                 460

Asn  Leu  Asp  Phe  Gly  Val  Ile  Asn  Pro  Ala  Tyr  Val  Gly  Lys  Lys  Asn

465                 470                 475                 480

Lys  Tyr  Val  Tyr  Ala  Ala  Ile  Gly  Asp  Pro  Met  Pro  Lys  Ile  Ala  Gly
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                485                 490                 495

Ile  Ala  Lys  Leu  Asp  Val  Ser  Val  Ala  Glu  Ala  Asp  Arg  Arg  Glu  Cys

            500                 505                 510

Ile  Val  Ala  Cys  Arg  Leu  Phe  Gly  Glu  Gly  Cys  Phe  Gly  Gly  Glu  Pro

        515                 520                 525

Phe  Phe  Val  Ala  Lys  Asp  Pro  Asn  Asn  Ser  Ala  Ala  Asp  Glu  Asp  Asp

    530                 535                 540

Gly  Tyr  Val  Val  Ser  Tyr  Val  His  Asn  Glu  Lys  Thr  Gly  Glu  Ser  Arg

545                 550                 555                 560

Phe  Leu  Val  Met  Asp  Ala  Lys  Ser  Pro  Asn  Leu  Asp  Ile  Val  Thr  Ala

                565                 570                 575

Val  Lys  Leu  Pro  Arg  Arg  Val  Pro  Tyr  Gly  Phe  His  Gly  Leu  Phe  Val

            580                 585                 590

Arg  Glu  Thr  Asp  Leu  Arg  Lys  Leu

        595                 600

<210>  3

<211>  601

<212>  PRT

<213> 红花烟草(Nicotiana  tabacum)

<400>  3

Met  Asp  Ala  Phe  Ser  Ser  Thr  Phe  Leu  Ser  Thr  Leu  Ser  Gln  His  Pro

1               5                   10                  15

Lys  Ser  Leu  Leu  Ser  Pro  Asn  Tyr  Ser  Pro  Asn  Thr  Ser  Ser  Ser  Pro

            20                  25                  30

Ile  Leu  Lys  Val  Ser  Ser  Val  Arg  Ile  Glu  Glu  Arg  Pro  Gln  Thr  Thr

        35                  40                  45

Thr  Thr  Thr  Thr  Arg  Thr  Lys  Pro  Gln  Glu  Lys  Pro  Thr  Pro  Ser  Pro

    50                  55                  60

Tyr  Thr  Pro  Pro  Lys  Asp  Thr  Pro  Lys  Arg  Gln  Leu  Pro  Thr  Lys  Ser

65                  70                  75                  80

Ile  Thr  Thr  Lys  Lys  Pro  Val  Glu  Pro  Ser  Phe  Pro  Ser  Val  Ile  Phe

                85                  90                  95

Asn  Ala  Phe  Asp  Asp  Phe  Val  Asn  Thr  Phe  Ile  Asp  Pro  Pro  Leu  Lys

            100                 105                 110

Pro  Cys  Val  Asp  Pro  Lys  Tyr  Ile  Leu  Ser  Asn  Asn  Phe  Ala  Pro  Val

        115                 120                 125

Asp  Glu  Leu  Pro  Pro  Thr  Glu  Cys  Glu  Val  Val  Val  Gly  Ser  Leu  Pro

    130                 135                 140

Pro  Cys  Leu  Asp  Gly  Ala  Tyr  Ile  Arg  Asn  Gly  Pro  Asn  Pro  Gln  Tyr

序　列　表 5/25 页

42

CN 115426874 A

42



145                 150                 155                 160

Leu  Pro  Arg  Gly  Pro  Tyr  His  Leu  Phe  Asp  Gly  Asp  Gly  Met  Leu  His

                165                 170                 175

Ser  Ile  Lys  Ile  Ser  Gln  Ser  Lys  Ala  Thr  Leu  Cys  Ser  Arg  Tyr  Val

            180                 185                 190

Lys  Thr  Tyr  Lys  Tyr  Thr  Ile  Glu  Arg  Glu  Ala  Gly  Ser  Pro  Val  Phe

        195                 200                 205

Pro  Asn  Val  Phe  Ser  Gly  Phe  Asn  Gly  Leu  Thr  Ala  Ser  Ala  Ala  Arg

    210                 215                 220

Gly  Ala  Ile  Thr  Ala  Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Gly  Gln  Phe  Asn  Pro  Thr

225                 230                 235                 240

Asn  Gly  Ile  Gly  Leu  Ala  Asn  Thr  Ser  Leu  Ala  Leu  Phe  Gly  Gly  Lys

                245                 250                 255

Leu  Phe  Ala  Leu  Gly  Glu  Ser  Asp  Leu  Pro  Tyr  Ala  Val  Lys  Leu  Ala

            260                 265                 270

Pro  Asp  Gly  Asp  Ile  Ile  Thr  Leu  Gly  Arg  Tyr  Asp  Phe  Asp  Gly  Lys

        275                 280                 285

Leu  Phe  Met  Ser  Met  Thr  Ala  His  Pro  Lys  Ile  Asp  Pro  Asp  Thr  Asn

    290                 295                 300

Glu  Ala  Phe  Ala  Phe  Arg  Tyr  Gly  Pro  Met  Pro  Pro  Phe  Leu  Thr  Tyr

305                 310                 315                 320

Phe  Arg  Ile  Glu  Pro  Asn  Gly  Thr  Lys  Thr  Pro  Asp  Val  Pro  Ile  Phe

                325                 330                 335

Ser  Met  Thr  Arg  Pro  Ser  Phe  Leu  His  Asp  Phe  Ala  Ile  Thr  Asn  Lys

            340                 345                 350

Phe  Ala  Ile  Phe  Ser  Asp  Ile  Gln  Ile  Gly  Met  Asn  Pro  Leu  Glu  Phe

        355                 360                 365

Ile  Thr  Gly  Gly  Ser  Pro  Val  Ser  Ser  Asp  Ser  Gly  Lys  Ile  Pro  Arg

    370                 375                 380

Leu  Gly  Val  Ile  Pro  Arg  Tyr  Ala  Lys  Asn  Glu  Ser  Glu  Met  Lys  Trp

385                 390                 395                 400

Phe  Asp  Val  Pro  Gly  Ile  Asn  Ile  Val  His  Ala  Ile  Asn  Ala  Trp  Asp

                405                 410                 415

Glu  Asp  Asp  Gly  Asp  Thr  Ile  Val  Met  Val  Ala  Pro  Asn  Ile  Leu  Ser

            420                 425                 430

Val  Glu  His  Thr  Leu  Glu  Arg  Met  Asp  Met  Ile  His  Ala  Ser  Val  Glu

        435                 440                 445

Lys  Val  Lys  Ile  Asp  Leu  Lys  Ser  Gly  Met  Val  Ser  Arg  Gln  Pro  Leu

    450                 455                 460
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Ser  Thr  Arg  Asn  Leu  Asp  Phe  Gly  Val  Ile  Asn  Pro  Ala  Tyr  Val  Gly

465                 470                 475                 480

Lys  Lys  Asn  Lys  Tyr  Val  Tyr  Ala  Ala  Ile  Gly  Asp  Pro  Met  Pro  Lys

                485                 490                 495

Ile  Ala  Gly  Ile  Ala  Lys  Leu  Asp  Val  Ser  Val  Ala  Glu  Ala  Asp  Arg

            500                 505                 510

Arg  Asp  Cys  Ile  Val  Ala  Cys  Arg  Leu  Phe  Gly  Glu  Gly  Cys  Phe  Gly

        515                 520                 525

Gly  Glu  Pro  Tyr  Phe  Val  Ala  Asn  Asn  Ser  Ala  Ala  Asp  Glu  Asp  Asp

    530                 535                 540

Gly  Tyr  Val  Val  Ser  Phe  Val  His  Asn  Glu  Lys  Thr  Gly  Glu  Ser  Arg

545                 550                 555                 560

Phe  Leu  Val  Met  Asp  Ala  Lys  Ser  Pro  Asn  Leu  Asp  Ile  Val  Ala  Ala

                565                 570                 575

Val  Lys  Leu  Pro  Arg  Arg  Val  Pro  Tyr  Gly  Phe  His  Gly  Leu  Phe  Val

            580                 585                 590

Arg  Glu  Thr  Asp  Leu  Arg  Lys  Leu  Met

        595                 600

<210>  4

<211>  1803

<212>  DNA

<213> 红花烟草(Nicotiana  tabacum)

<400>  4

atggatgcct  tctcttccac  tttcctttct  acattatcac  aacaccctaa  atctcttctt  60

tctcctaatt  attctcccaa  cacatcatct  tctccttctc  ttaaagtctc  ctccgttaga  120

attgaagaaa  ggccacaaac  cactactaga  acaaaaccac  aagaaaagcc  aaccccatca  180

ccctatactg  ctccaaaaga  cactcccaaa  agacaattac  ctacaaaatc  aataaccccc  240

caaaaaacag  tagagccacc  atttccatcg  gttatcttca  atgcatttga  cgatttcgtg  300

aacactttca  ttgatcctcc  tttgaaacct  tctgtcgatc  caaagtatat  tctttctaac  360

aacttcgctc  cggtggagga  gcttcctcct  actgaatgcg  aggtagtggt  aggctccctt  420

ccgccttgcc  ttgacggtgc  gtacatccga  aatggcccca  atcctcagta  tcttccacgt  480

ggaccttacc  atctttttga  tggagatgga  atgcttcatt  ccattaaaat  ttctcaaggc  540

aaagctacac  tctgcagccg  atacgtcaaa  acttacaaat  acacaattga  acgtgaagct  600

ggttctccgg  ttttgccaaa  tgtattctcc  ggtttcaacg  gtctcactgc  ctcggcggcg  660

cgtggtgcta  tcaccgcggc  tcgagcgatt  gcaggacagt  tcaatcccac  taacggcata  720

ggcctagcaa  acacaagctt  ggctttattc  ggaggcaaac  ttttcgctct  tggtgaatct  780

gatttaccgt  atgcagtaaa  attagcccca  gatggtgata  ttattaccct  cggccgttac  840

gatttcgacg  gaaaactttt  catgagcatg  acggcacatc  ccaaaattga  cccagatact  900

aacgaggctt  ttgctttccg  ttacggtcca  atgcctccgt  ttttaactta  ctttagaatc  960
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gaaccaagtg  gtacaaaaac  cccagacgtg  ccaatatttt  ctatgacacg  tccgtcattt  1020

ctgcatgact  ttgcaattac  aaagaaatat  gcgatattct  cggatataca  aataggaatg  1080

aacccacttg  agttcatcgc  cggtggttca  ccggtgagtt  ccgactcagg  gaaaattccc  1140

cgtcttggcg  tgattccacg  ttacgccaag  gacgagtcag  aaatgaagtg  gttcgatgtg  1200

cccgggttta  atatcgtaca  tgcaattaat  gcgtgggatg  aagatgacgg  ggatactata  1260

gtgatggtgg  cgccgaatat  attgtcggtg  gagcatacgc  tggagagaat  ggatatgata  1320

catgcgtctg  ttgagaaagt  gaagatagat  ttgaagagtg  ggatggtgag  cagacatcca  1380

gtttcgacaa  ggaatcttga  ttttggagtc  atcaatcctg  cttatgttgg  gaagaagaac  1440

aagtatgtat  atgcagcgat  tggagaccca  atgccaaaga  tagcaggcat  agcaaaattg  1500

gacgtatcag  tagcagaagc  tgaccggcgc  gattgcatag  tggggtgccg  attatttggc  1560

gaaggctgct  ttggcggcga  gccatatttt  gtggcaaaga  atcctaacaa  ctcggtagcg  1620

gatgaggacg  atggctacgt  tgtgtcgtat  gtgcacaatg  agaagacagg  agagtcaagg  1680

ttcttggtca  tggatgcaaa  gtcccctaat  cttgacattg  tggctgctgt  caaattgcct  1740

cgtcgagtgc  cttacggttt  ccacgggctt  ttcgtcaggg  aaattgatct  tagcaaactg  1800

tag  1803

<210>  5

<211>  1803

<212>  DNA

<213> 红花烟草(Nicotiana  tabacum)

<400>  5

atggatgcct  tctcttccac  tttcctttct  acattatcac  tacaccctaa  atctcttctt  60

tctcctaatt  attctcccaa  cacatcatct  tctcttgctc  ttaaggtctc  ctccgttaga  120

attgaagaaa  ggccacaaac  cactactaga  acaaaaccac  aagaaaagcc  aaccccatca  180

ccctacactc  ctccaaaaga  cactcccaaa  agacaattac  ctacaaaatc  aacaaccaca  240

aaaaaaacag  taaagccatc  atttccatca  gttatcttca  atgcatttga  cgatttcgtg  300

aacactttca  ttgatcctcc  tttgaaacct  tccgtcgatc  caaagtatat  tctctctaac  360

aactttgctc  cggtggatga  gcttccccct  actgaatgcg  aggtcgtggt  aggctccctt  420

ccgccttgcc  ttgacggcgc  gtacatccga  aatggcccca  atcctcagta  tcttccacgt  480

ggaccttacc  atctttttga  tggagatgga  atgcttcatt  gcattaaaat  ttctcaaggc  540

aaagctacac  tctgcagccg  atacgtcaaa  acttacaaat  acataattga  acgtgaagct  600

ggttctccgg  ttatcccaaa  tgtattctct  ggtttcaacg  gtctcactgc  ctcggcggcg  660

cgtggtgcta  tcaccgcagc  tcgagcgatt  gcaggacagt  tcaatcccac  taacggcata  720

ggcctagcaa  acacaagctt  agctttattc  ggaggcaaac  ttttcgctct  tggtgaatct  780

gatttaccat  atgcagtaaa  attagcccca  gatggtgata  ttattaccct  cggccgttac  840

gatttcgacg  gaaagctttt  catgagcatg  acggcacatc  ccaaaattga  cccagacact  900

aacgaagctt  ttgctttccg  ttacggtcca  atgcctcctt  ttctaactta  ctttagaatc  960

gaaccaaatg  gtacaaaaac  cccagacgtg  ccaatatttt  ctatgacacg  tccgtcattt  1020

ctgcatgact  ttgcaattac  taagaaatat  gcgatattct  cggacataca  aataggaatg  1080

aacccacttg  agttcatcac  cggtggttca  ccggtgagtt  ccgactctgg  gaaagttccc  1140
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cgtcttggcg  tgattccacg  ttacgccaag  gacgagtcgg  aaatgaggtg  gttcgacgtg  1200

cccgggttta  atatcgtaca  tgcaattaat  gcgtgggatg  aagatgacgg  ggatactata  1260

gtgatggtgg  cgccgaatat  attgtcggtg  gagcatacgc  tggagagaat  ggatatgata  1320

catgcttctg  ttgagaaagt  gaagatagat  ttgaagagtg  ggatggtgag  cagacatcca  1380

gtgtcgacaa  ggaatcttga  ttttggagtc  atcaatccgg  cttatgttgg  gaagaagaac  1440

aagtacgtat  atgcagcgat  tggagaccct  atgccaaaga  tagcaggcat  agcaaaattg  1500

gacgtatcag  tagcagaagc  tgatcggcgc  gaatgcatag  tggcgtgccg  attatttgga  1560

gaaggctgct  ttggcggtga  gccatttttt  gtggcaaagg  atcccaacaa  ttcggcagcg  1620

gatgaggacg  atggctacgt  tgtgtcgtat  gtgcacaatg  agaagacagg  agagtcaagg  1680

ttcttggtca  tggatgcaaa  gtcccctaat  cttgacattg  tgactgctgt  caaattgcct  1740

cgtcgagtgc  cttacggttt  ccacggcctt  ttcgtcaggg  aaactgatct  taggaaactg  1800

tag  1803

<210>  6

<211>  1806

<212>  DNA

<213> 红花烟草(Nicotiana  tabacum)

<400>  6

atggatgcct  tctcttccac  tttcctttct  acattatcac  aacaccctaa  atctcttctt  60

tctcctaatt  attctcccaa  cacatcatct  tctcctattc  ttaaggtctc  ctccgttaga  120

attgaagaaa  ggccacaaac  aactacaacc  actactagaa  ccaaaccaca  agaaaagcca  180

accccatcac  cctacactcc  tccaaaagac  actcccaaaa  gacaattacc  tacaaaatca  240

ataaccacaa  aaaaaccagt  agagccatcg  tttccatcag  ttatcttcaa  tgcatttgac  300

gatttcgtga  acactttcat  tgatcctcct  ttgaaacctt  gtgtcgatcc  aaagtatatt  360

ctctctaaca  actttgctcc  ggtggatgag  cttcccccca  ctgaatgcga  ggtcgtggta  420

ggctcccttc  ctccttgcct  tgacggcgcg  tacatccgaa  atggccccaa  tcctcagtat  480

cttccacgtg  gaccttacca  tctttttgat  ggagatggaa  tgcttcattc  cattaaaatt  540

tctcaaagca  aagctacact  ctgcagccga  tacgtcaaaa  cttacaaata  cacaattgaa  600

cgtgaagctg  gttctccggt  tttcccaaat  gtattctccg  gtttcaacgg  tctcactgcc  660

tcggcggcgc  gtggtgctat  caccgcggct  cgagcgattg  cgggacagtt  caatcccact  720

aacggcatag  ggctagcaaa  cacaagcttg  gctttattcg  gaggcaaact  attcgctctt  780

ggtgaatctg  atttaccgta  tgcagtaaaa  ttagccccag  atggtgatat  tattaccctc  840

ggccgttacg  atttcgacgg  aaaacttttc  atgagcatga  cggcacatcc  caaaattgac  900

ccagatacta  acgaggcttt  tgctttccgt  tacggtccaa  tgcctccttt  tttaacttac  960

tttagaatcg  aaccaaatgg  tacaaaaaca  ccagacgtgc  caatattttc  tatgacacgt  1020

ccgtcatttc  ttcatgactt  tgcaattaca  aataaatttg  cgatattctc  ggacatacaa  1080

ataggaatga  acccacttga  gttcatcacc  ggtggttcac  cggtgagttc  agactcgggg  1140

aaaatccctc  gccttggcgt  gattccacgt  tacgccaaga  acgaatcgga  aatgaagtgg  1200

tttgatgtgc  ccgggatcaa  tattgtacat  gcgattaatg  cgtgggatga  agatgatggt  1260

gatactatag  tgatggtagc  gcctaatata  ttgtcggtgg  agcatacgct  ggagagaatg  1320
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gatatgatac  atgcttctgt  tgagaaagtg  aagatagatt  tgaagagtgg  gatggtgagc  1380

agacaaccat  tgtcgacaag  aaatcttgat  tttggagtca  tcaatccggc  ttatgttggg  1440

aagaagaaca  agtatgtata  tgcagcgatt  ggagacccta  tgccaaagat  agcaggcata  1500

gcaaaattgg  acgtatcagt  agcagaagct  gatcggcgcg  attgcatagt  ggcgtgccga  1560

ttatttggag  aaggctgctt  tggcggtgag  ccatattttg  tggcaaacaa  ttcagcagcg  1620

gatgaggacg  atggctacgt  tgtgtcgttt  gtgcacaatg  agaagacagg  agagtcaagg  1680

ttcttggtca  tggatgcaaa  gtcccctaat  cttgacattg  tggctgctgt  caaattgcct  1740

cgtcgagtgc  cttacggttt  ccacggcctt  ttcgttaggg  aaactgatct  taggaaactc  1800

atgtag  1806

<210>  7

<211>  600

<212>  PRT

<213> 林烟草(Nicotiana  sylvestris)

<400>  7

Met  Asp  Ala  Phe  Ser  Ser  Thr  Phe  Leu  Ser  Thr  Leu  Ser  Gln  His  Pro

1               5                   10                  15

Lys  Ser  Leu  Leu  Ser  Pro  Asn  Tyr  Ser  Pro  Asn  Thr  Ser  Ser  Ser  Pro

            20                  25                  30

Ser  Leu  Lys  Val  Ser  Ser  Val  Arg  Ile  Glu  Glu  Arg  Pro  Gln  Thr  Thr

        35                  40                  45

Thr  Arg  Thr  Lys  Pro  Gln  Glu  Lys  Pro  Thr  Pro  Ser  Pro  Tyr  Thr  Ala

    50                  55                  60

Pro  Lys  Asp  Thr  Pro  Lys  Arg  Gln  Leu  Pro  Thr  Lys  Ser  Ile  Thr  Pro

65                  70                  75                  80

Lys  Lys  Thr  Val  Glu  Pro  Pro  Phe  Pro  Ser  Val  Ile  Phe  Asn  Ala  Phe

                85                  90                  95

Asp  Asp  Phe  Val  Asn  Thr  Phe  Ile  Asp  Pro  Pro  Leu  Lys  Pro  Ser  Val

            100                 105                 110

Asp  Pro  Lys  Tyr  Ile  Leu  Ser  Asn  Asn  Phe  Ala  Pro  Val  Glu  Glu  Leu

        115                 120                 125

Pro  Pro  Thr  Glu  Cys  Glu  Val  Val  Val  Gly  Ser  Leu  Pro  Pro  Cys  Leu

    130                 135                 140

Asp  Gly  Ala  Tyr  Ile  Arg  Asn  Gly  Pro  Asn  Pro  Gln  Tyr  Leu  Pro  Arg

145                 150                 155                 160

Gly  Pro  Tyr  His  Leu  Phe  Asp  Gly  Asp  Gly  Met  Leu  His  Ser  Ile  Lys

                165                 170                 175

Ile  Ser  Gln  Gly  Lys  Ala  Thr  Leu  Cys  Ser  Arg  Tyr  Val  Lys  Thr  Tyr

            180                 185                 190

Lys  Tyr  Thr  Ile  Glu  Arg  Glu  Ala  Gly  Ser  Pro  Val  Leu  Pro  Asn  Val
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        195                 200                 205

Phe  Ser  Gly  Phe  Asn  Gly  Leu  Thr  Ala  Ser  Ala  Ala  Arg  Gly  Ala  Ile

    210                 215                 220

Thr  Ala  Ala  Arg  Ala  Ile  Ala  Gly  Gln  Phe  Asn  Pro  Thr  Asn  Gly  Ile

225                 230                 235                 240

Gly  Leu  Ala  Asn  Thr  Ser  Leu  Ala  Leu  Phe  Gly  Gly  Lys  Leu  Phe  Ala

                245                 250                 255

Leu  Gly  Glu  Ser  Asp  Leu  Pro  Tyr  Ala  Val  Lys  Leu  Ala  Pro  Asp  Gly

            260                 265                 270

Asp  Ile  Ile  Thr  Leu  Gly  Arg  Tyr  Asp  Phe  Asp  Gly  Lys  Leu  Phe  Met

        275                 280                 285

Ser  Met  Thr  Ala  His  Pro  Lys  Ile  Asp  Pro  Asp  Thr  Asn  Glu  Ala  Phe

    290                 295                 300

Ala  Phe  Arg  Tyr  Gly  Pro  Ile  Pro  Pro  Phe  Leu  Thr  Tyr  Phe  Arg  Ile

305                 310                 315                 320

Glu  Pro  Ser  Gly  Thr  Lys  Thr  Pro  Asp  Val  Pro  Ile  Phe  Ser  Met  Thr

                325                 330                 335

Arg  Pro  Ser  Phe  Leu  His  Asp  Phe  Ala  Ile  Thr  Lys  Lys  Tyr  Ala  Ile

            340                 345                 350

Phe  Ser  Asp  Ile  Gln  Ile  Gly  Met  Asn  Pro  Leu  Glu  Phe  Ile  Ala  Gly

        355                 360                 365

Gly  Ser  Pro  Val  Ser  Ser  Asp  Ser  Gly  Lys  Ile  Pro  Arg  Leu  Gly  Val

    370                 375                 380

Ile  Pro  Arg  Tyr  Ala  Lys  Asp  Glu  Ser  Glu  Met  Lys  Trp  Phe  Asp  Val

385                 390                 395                 400

Pro  Gly  Phe  Asn  Ile  Val  His  Ala  Ile  Asn  Ala  Trp  Asp  Glu  Asp  Asp

                405                 410                 415

Gly  Asp  Thr  Ile  Val  Met  Val  Ala  Pro  Asn  Ile  Leu  Ser  Val  Glu  His

            420                 425                 430

Thr  Leu  Glu  Arg  Met  Asp  Met  Ile  His  Ala  Ser  Val  Glu  Lys  Val  Lys

        435                 440                 445

Ile  Asp  Leu  Lys  Ser  Gly  Met  Val  Ser  Arg  His  Pro  Val  Ser  Thr  Arg

    450                 455                 460

Asn  Leu  Asp  Phe  Gly  Val  Ile  Asn  Pro  Ala  Tyr  Val  Gly  Lys  Lys  Asn

465                 470                 475                 480

Lys  Tyr  Val  Tyr  Ala  Ala  Ile  Gly  Asp  Pro  Met  Pro  Lys  Ile  Ala  Gly

                485                 490                 495

Ile  Ala  Lys  Leu  Asp  Val  Ser  Val  Ala  Glu  Ala  Asp  Arg  Arg  Asp  Cys

            500                 505                 510

序　列　表 11/25 页

48

CN 115426874 A

48



Ile  Val  Gly  Cys  Arg  Leu  Phe  Gly  Glu  Gly  Cys  Phe  Gly  Gly  Glu  Pro

        515                 520                 525

Tyr  Phe  Val  Ala  Lys  Asn  Pro  Asn  Asn  Ser  Val  Ala  Asp  Glu  Asp  Asp

    530                 535                 540

Gly  Tyr  Val  Val  Ser  Tyr  Val  His  Asn  Glu  Lys  Thr  Gly  Glu  Ser  Arg

545                 550                 555                 560

Phe  Leu  Val  Met  Asp  Ala  Lys  Ser  Pro  Asn  Leu  Asp  Ile  Val  Ala  Ala

                565                 570                 575

Val  Lys  Leu  Pro  Arg  Arg  Val  Pro  Tyr  Gly  Phe  His  Gly  Leu  Phe  Val

            580                 585                 590

Arg  Glu  Ile  Asp  Leu  Ser  Lys  Leu

        595                 600

<210>  8

<211>  1803

<212>  DNA

<213> 林烟草(Nicotiana  sylvestris)

<400>  8

atggatgcct  tctcttccac  tttcctttct  acattatcac  aacaccctaa  atctcttctt  60

tctcctaatt  attctcccaa  cacatcatct  tctccttctc  ttaaagtctc  ctccgttaga  120

attgaagaaa  ggccacaaac  cactactaga  acaaaaccac  aagaaaagcc  aaccccatca  180

ccctatactg  ctccaaaaga  cactcccaaa  agacaattac  ctacaaaatc  aataaccccc  240

aaaaaaacag  tagagccacc  atttccatcg  gttatcttca  atgcatttga  cgatttcgtg  300

aacactttca  ttgatcctcc  tttgaaacct  tctgtcgatc  caaagtatat  tctttctaac  360

aacttcgctc  cggtggagga  gcttcctcct  actgaatgcg  aggtagtggt  aggctccctt  420

ccgccttgcc  ttgacggtgc  gtacatccga  aatggcccca  atcctcagta  tcttccacgt  480

ggaccttacc  atctttttga  tggagatgga  atgcttcatt  ccattaaaat  ttctcaaggc  540

aaagctacac  tctgcagccg  atacgtcaaa  acttacaaat  acacaattga  acgtgaagct  600

ggttctccgg  ttttgccaaa  tgtattctcc  ggtttcaacg  gtctcactgc  ctcggcggcg  660

cgtggtgcta  tcaccgcggc  tcgagcgatt  gcaggacagt  tcaatcccac  taacggcata  720

ggcctagcaa  acacaagctt  ggctttattc  ggaggcaaac  ttttcgctct  tggtgaatct  780

gatttaccgt  atgcagtaaa  attagcccca  gatggtgata  ttattaccct  cggccgttac  840

gatttcgacg  gaaaactttt  catgagcatg  acggcacatc  ccaaaattga  cccagatact  900

aacgaggctt  ttgctttccg  ttacggtcca  atacctccgt  ttttaactta  ctttagaatc  960

gaaccaagtg  gtacaaaaac  cccagacgtg  ccaatatttt  ctatgacacg  tccgtcattt  1020

ctgcatgact  ttgcaattac  aaagaaatat  gcgatattct  cggatataca  aataggaatg  1080

aacccacttg  agttcatcgc  cggtggttca  ccggtgagtt  ccgactcagg  gaaaattccc  1140

cgtcttggcg  tgattccacg  ttacgccaag  gacgagtcag  aaatgaagtg  gttcgatgtg  1200

cccgggttta  atatcgtaca  tgcaattaat  gcgtgggatg  aagatgacgg  ggatactata  1260

gtgatggtgg  cgccgaatat  attgtcggtg  gagcatacgc  tggagagaat  ggatatgata  1320
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catgcgtctg  ttgagaaagt  gaagatagat  ttgaagagtg  ggatggtgag  cagacatcca  1380

gtttcgacaa  ggaatcttga  ttttggagtc  atcaatcctg  cttatgttgg  gaagaagaac  1440

aagtatgtat  atgcagcgat  tggagaccca  atgccaaaga  tagcaggcat  agcaaaattg  1500

gacgtatcag  tagcagaagc  tgaccggcgc  gattgcatag  tggggtgccg  attatttggc  1560

gaaggctgct  ttggcggcga  gccatatttt  gtggcaaaga  atcctaacaa  ctcggtagcg  1620

gatgaggacg  atggctacgt  tgtgtcgtat  gtgcacaatg  agaagacagg  agagtcaagg  1680

ttcttggtca  tggatgcaaa  gtcccctaat  cttgacattg  tggctgctgt  caaattgcct  1740

cgtcgagtgc  cttacggttt  ccacgggctt  ttcgtcaggg  aaattgatct  tagcaaactg  1800

tag  1803

<210>  9

<211>  24

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  9

caccgcgtac  atccgaaatg  gccc  24

<210>  10

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  10

agtttgcctc  cgaataaagc  20

<210>  11

<211>  323

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  Synthetic:  RNAi  trigger  sequence  derived  from  红花烟草(Nicotiana 

tabacum)

<400>  11

gcgtacatcc  gaaatggccc  caatcctcag  tatcttccac  gtggacctta  ccatcttttt  60

gatggagatg  gaatgcttca  ttccattaaa  atttctcaaa  gcaaagctac  actctgcagc  120

cgatacgtca  aaacttacaa  atacacaatt  gaacgtgaag  ctggttctcc  ggttttccca  180

aatgtattct  ccggtttcaa  cggtctcact  gcctcggcgg  cgcgtggtgc  tatcaccgcg  240

gctcgagcga  ttgcgggaca  gttcaatccc  actaacggca  tagggctagc  aaacacaagc  300

ttggctttat  tcggaggcaa  act  323
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<210>  12

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  12

tcatcttctc  cttctcttaa  a  21

<210>  13

<211>  19

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  13

cggagaatac  atttggcaa  19

<210>  14

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  14

tcatcttctc  ttgctcttaa  g  21

<210>  15

<211>  19

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  15

cagagaatac  atttgggat  19

<210>  16

<211>  26

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  16
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cctttctaca  ttatcacaac  acccta  26

<210>  17

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  17

tcaccatctg  gggctaattt  20

<210>  18

<211>  4940

<212>  DNA

<213> 红花烟草(Nicotiana  tabacum)

<400>  18

agatgaacat  ggaagattgt  atctcttgtg  tatctttcgt  atatcccttg  tatatcaaat  60

acatatatct  tgtgtatctc  atgtatatcc  acgtaaacct  taatgtgaga  tacgtgtttc  120

atttatatgt  caggaaaaaa  attttaaact  cgatttcaac  tacaaatttt  gattataaat  180

tagtccaagt  aacttccaat  cttcctcgaa  ttatgcatat  tgactcatct  atatattttc  240

aatgaatttc  aaccataccc  attatatata  tatattttct  tcgtgcttcg  tcaacatttc  300

ctttatgtct  tacatttaat  attgcagata  cagtaacaac  atcatacaca  gtatattctc  360

acaagtaaag  tctggggcat  ttaatattgc  agatcatgct  taaaatataa  aaggaggttt  420

ttgcgcgtga  ttacggaggg  aaagaatcct  tatatatctg  gaaatttcaa  tttctatata  480

cacttagcta  aaggtgtatt  attaatggtt  aaaggttggc  aaggttttga  cttattttag  540

atatttccac  atgatcactc  tcaattaaaa  actgcctcaa  gccccttctt  cataaaatta  600

aaaggacttt  ttggacaatt  tggaaaaaag  atatttagat  gttccgtatt  tgttgggttt  660

tagaatttat  aagctttaag  cgatgtgaat  atgtattaat  cgacaggtga  ctatttatca  720

aaactaagtg  tcataattaa  acgccttatt  tcgtccggtg  aatagaaact  taggtgttgt  780

gtagatgagg  agtctctttt  cattgcccca  cgtcaggaaa  atgtggtgtt  ccctaaatga  840

atagtccctt  tcgtttgcct  tactagttac  tactcactct  tatcccacat  actgtataaa  900

ctggccatgg  gacctcagtt  catgcaagaa  cttattatat  tcctttactc  tttagtatca  960

catcttgttt  cttcttttct  tcaagacaag  aagaaacata  atggatgcct  tctcttccac  1020

tttcctttct  acattatcac  aacaccctaa  atctcttctt  tctcctaatt  attctcccaa  1080

cacatcatct  tctccttctc  ttaaagtctc  ctccgttaga  attgaagaaa  ggccacaaac  1140

cactactaga  acaaaaccac  aagaaaagcc  aaccccatca  ccctatactg  ctccaaaaga  1200

cactcccaaa  agacaattac  ctacaaaatc  aataaccccc  caaaaaacag  tagagccacc  1260

atttccatcg  gttatcttca  atgcatttga  cgatttcgtg  aacactttca  ttgatcctcc  1320

tttgaaacct  tctgtcgatc  caaagtatat  tctttctaac  aacttcgctc  cggtggagga  1380

gcttcctcct  actgaatgcg  aggtagtggt  aggctccctt  ccgccttgcc  ttgacggtgc  1440

gtacatccga  aatggcccca  atcctcagta  tcttccacgt  ggaccttacc  atctttttga  1500
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tggagatgga  atgcttcatt  ccattaaaat  ttctcaaggc  aaagctacac  tctgcagccg  1560

atacgtcaaa  acttacaaat  acacaattga  acgtgaagct  ggttctccgg  ttttgccaaa  1620

tgtattctcc  ggtttcaacg  gtctcactgc  ctcggcggcg  cgtggtgcta  tcaccgcggc  1680

tcgagcgatt  gcaggacagt  tcaatcccac  taacggcata  ggcctagcaa  acacaagctt  1740

ggctttattc  ggaggcaaac  ttttcgctct  tggtgaatct  gatttaccgt  atgcagtaaa  1800

attagcccca  gatggtgata  ttattaccct  cggccgttac  gatttcgacg  gaaaactttt  1860

catgagcatg  acggcacatc  ccaaaattga  cccagatact  aacgaggctt  ttgctttccg  1920

ttacggtcca  atgcctccgt  ttttaactta  ctttagaatc  gaaccaagtg  gtacaaaaac  1980

cccagacgtg  ccaatatttt  ctatgacacg  tccgtcattt  ctgcatgact  ttgcaattac  2040

aaagaaatat  gcgatattct  cggatataca  aataggaatg  aacccacttg  agttcatcgc  2100

cggtggttca  ccggtgagtt  ccgactcagg  gaaaattccc  cgtcttggcg  tgattccacg  2160

ttacgccaag  gacgagtcag  aaatgaagtg  gttcgatgtg  cccgggttta  atatcgtaca  2220

tgcaattaat  gcgtgggatg  aagatgacgg  ggatactata  gtgatggtgg  cgccgaatat  2280

attgtcggtg  gagcatacgc  tggagagaat  ggatatgata  catgcgtctg  ttgagaaagt  2340

gaagatagat  ttgaagagtg  ggatggtgag  cagacatcca  gtttcgacaa  ggaatcttga  2400

ttttggagtc  atcaatcctg  cttatgttgg  gaagaagaac  aagtacgtat  aaatcttatc  2460

agcaacttat  aaattaatta  gatcataaat  aaattggcat  aattaataga  gtaatgacag  2520

tgaaaagaac  ttttacacag  ttatgtcacc  tgaaaacata  tttatataca  actattcata  2580

attagtcggt  agtggcatag  caataatttt  tattaagaaa  ggtcaaaata  caaaggaact  2640

ccgataaaaa  agcctagggt  attagtatat  atatacaaat  ttatctagct  acacgctata  2700

aattggacaa  accacttgac  actatcagaa  atttattggt  tgggctccat  ctatagtcta  2760

gtatatatgg  ccatgtaggt  cctactgatc  acatgattca  tcagatctca  caaaccaaat  2820

catctataat  tagctattcc  tcacaggcaa  aggcatcttt  tccccactaa  aaatgtacta  2880

tgttcttcta  aatataccaa  atatgttaag  ttcccatctt  ccaagtaaat  tatccatgaa  2940

aaagtttaca  aaatatttga  gcaaagacca  aaaatatcat  attagtttgt  gtactttgta  3000

agccatgctt  ataatctttc  ttatttcagt  ttaaatatct  aagcgacaag  aatagttata  3060

agttcacttt  gagaaactat  atttcttatg  aggaaagaac  agtttagttg  tttggtgagg  3120

atccattggc  gtgcaagtat  cctatgctcc  aatatgacaa  tcaaccccaa  aaagtaacaa  3180

aaggaggaga  gaagaaaaat  ctgagattct  ccaccagttc  actgccccac  ccctttatgg  3240

atgaaatatg  cacatatata  taaaatgagt  ttaagttata  tacgtcatta  atgtaacgga  3300

tttttctatc  aaataattaa  actcatactc  cgaaccacat  ataattaggt  aacaagcaca  3360

gaggttgcac  cttcagctat  agatatggcg  ggcgaaaaaa  caaaagatag  acataaatgc  3420

accctagggt  gtgacttaat  taattgttaa  taaagttagt  aaaactcaca  aaagaccaaa  3480

atccaaactc  cagtggagat  aaaagaaaat  aaaaggtgat  ttctcatcat  gtatttaagt  3540

agtataatta  atgtgatttc  aatttttact  actccaacag  gtatgtatat  gcagcgattg  3600

gagacccaat  gccaaagata  gcaggcatag  caaaattgga  cgtatcagta  gcagaagctg  3660

accggcgcga  ttgcatagtg  gggtgccgat  tatttggcga  aggctgcttt  ggcggcgagc  3720

catattttgt  ggcaaagaat  cctaacaact  cggtagcgga  tgaggacgat  ggctacgttg  3780

tgtcgtatgt  gcacaatgag  aagacaggag  agtcaaggtt  cttggtcatg  gatgcaaagt  3840
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cccctaatct  tgacattgtg  gctgctgtca  aattgcctcg  tcgagtgcct  tacggtttcc  3900

acgggctttt  cgtcagggaa  attgatctta  gcaaactgta  gatatatacg  gatattttat  3960

ttaaaagtgg  caatataagc  agtgacggag  atacccttta  cagagagtgt  gtgggtgtca  4020

tctaactagc  tgcttcataa  aacatcttcc  ttgtgtatat  atctatattt  aaattatttt  4080

atatgtatat  atagataata  gctagttatc  ataatataat  ttaaatattg  atttgagaca  4140

agaaataaaa  tctcaaaacc  aacatattct  ttcctctccg  tgctagttaa  ttatggctat  4200

gttcatactt  gtctcctaat  gatctcccct  ccggatcccc  cacaacaacc  caattataaa  4260

aagacaatat  ccagacttcc  agtaagctga  agatgatttc  taccaaactg  aacatgtggc  4320

agaatgattt  tcttgaattt  ccgtgtggaa  tataaaatta  ctgatttgaa  tggttaatat  4380

atatcactac  ttcaacttac  cacctatcgt  aataataggc  gattttacga  cttataattc  4440

atttaagtaa  atgattattt  tttttaattt  ccggctaatt  tctgggagtt  gggacagaag  4500

tttcggatga  ggaatattca  cattgtcaaa  tgtcgtgtaa  atttaaagct  gtaagctttg  4560

ttttgttttt  taaagagccc  atattagcat  ataccaatac  ctgtgtcttt  aagacaactt  4620

attggacttg  gacatgaaca  tcactactag  agtcatagtc  ttaactatta  attaattgtg  4680

atcgataccc  ccagatctaa  ttcaaaaaat  ctaaaaataa  aaagaaaatt  cagaaaatct  4740

tgccaagtgg  tacatcgaat  caataataga  aatctgttga  attaaatgtg  gggcgtggca  4800

aggcataagc  gttaagacgc  aggcaaaaat  cccatgtttt  ttttaaaaaa  atattttata  4860

acttaatact  taacttcttt  ataatttatt  aagtttaagt  ttattaagaa  attaaactag  4920

tcgttaccaa  ttttaaataa  4940

<210>  19

<211>  5599

<212>  DNA

<213> 红花烟草(Nicotiana  tabacum)

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (4815) ..(4841)

<223>  n为a、c、g或t

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (5496) ..(5599)

<223>  n为a、c、g或t

<400>  19

ctcaactcca  agattagaag  aattacttac  cccgaacaag  ccaaatccaa  tgccgagaaa  60

gctaaacaat  gctccacaaa  tccctctatg  tgcgtatcaa  cttccaaacg  gcccgaatct  120

agtcaaaata  atttgattca  gcccacaaaa  attataggaa  ttaattccat  atcaaaatac  180

taatattttt  taaaaatcta  aaattgcgcc  ccaaatatca  cccgtggggc  ccacgtctcg  240

aaatccggta  aaaattacaa  aaatctgaac  ccccattcaa  ccacgagtcc  aaccatacca  300

aaattactca  aatccgacca  caactcgact  ttcaaatcct  caatttaaac  taagagggtt  360

ttcaaacttt  tccaacttaa  ttcaccaatt  aaatgataaa  aacaaccatt  gattcgggta  420
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atttaaccaa  tattgagtta  agaacactta  ccccgttgtt  tcctctgaaa  atcgcccaaa  480

aatcgcctca  atccgagctc  caaatcgtta  aaaatggaac  ttaaactttc  tgaacttaag  540

ctttttgtcc  aggcctctct  tcttcgtgaa  cgcgataggt  ccctcgcgtt  cgcgaatcac  600

aactcgactg  cccacaaatt  taactcttcg  cgaacgcaaa  gctttgcaaa  tcttactctt  660

cgcgaacgcg  accatggctt  cacgaacgcg  aagctttact  agctcagacc  ttcgcgaacg  720

cgaacgccac  ctcgcgaacg  cgtagaacaa  gaacctgggg  tccccaatcg  cctcactcct  780

cttcgcgaac  gcgatacctc  tcacgcgttc  gcgatgcgca  cacagaccat  accttcgcgt  840

tacacccggg  tgttacaccc  tttcctttgc  cttactactc  actcttatcc  cacatacggt  900

ataaattggc  catgggacct  cagttcatgc  aagcacttat  tttattcctt  tactctttag  960

tatcaaatct  tgcttcttct  tttcttcaag  aagagacata  atggatgcct  tctcttccac  1020

tttcctttct  acattatcac  tacaccctaa  atctcttctt  tctcctaatt  attctcccaa  1080

cacatcatct  tctcttgctc  ttaaggtctc  ctccgttaga  attgaagaaa  ggccacaaac  1140

cactactaga  acaaaaccac  aagaaaagcc  aaccccatca  ccctacactc  ctccaaaaga  1200

cactcccaaa  agacaattac  ctacaaaatc  aacaaccaca  aaaaaaacag  taaagccatc  1260

atttccatca  gttatcttca  atgcatttga  cgatttcgtg  aacactttca  ttgatcctcc  1320

tttgaaacct  tccgtcgatc  caaagtatat  tctctctaac  aactttgctc  cggtggatga  1380

gcttccccct  actgaatgcg  aggtcgtggt  aggctccctt  ccgccttgcc  ttgacggcgc  1440

gtacatccga  aatggcccca  atcctcagta  tcttccacgt  ggaccttacc  atctttttga  1500

tggagatgga  atgcttcatt  gcattaaaat  ttctcaaggc  aaagctacac  tctgcagccg  1560

atacgtcaaa  acttacaaat  acataattga  acgtgaagct  ggttctccgg  ttatcccaaa  1620

tgtattctct  ggtttcaacg  gtctcactgc  ctcggcggcg  cgtggtgcta  tcaccgcagc  1680

tcgagcgatt  gcaggacagt  tcaatcccac  taacggcata  ggcctagcaa  acacaagctt  1740

agctttattc  ggaggcaaac  ttttcgctct  tggtgaatct  gatttaccat  atgcagtaaa  1800

attagcccca  gatggtgata  ttattaccct  cggccgttac  gatttcgacg  gaaagctttt  1860

catgagcatg  acggcacatc  ccaaaattga  cccagacact  aacgaagctt  ttgctttccg  1920

ttacggtcca  atgcctcctt  ttctaactta  ctttagaatc  gaaccaaatg  gtacaaaaac  1980

cccagacgtg  ccaatatttt  ctatgacacg  tccgtcattt  ctgcatgact  ttgcaattac  2040

taagaaatat  gcgatattct  cggacataca  aataggaatg  aacccacttg  agttcatcac  2100

cggtggttca  ccggtgagtt  ccgactctgg  gaaagttccc  cgtcttggcg  tgattccacg  2160

ttacgccaag  gacgagtcgg  aaatgaggtg  gttcgacgtg  cccgggttta  atatcgtaca  2220

tgcaattaat  gcgtgggatg  aagatgacgg  ggatactata  gtgatggtgg  cgccgaatat  2280

attgtcggtg  gagcatacgc  tggagagaat  ggatatgata  catgcttctg  ttgagaaagt  2340

gaagatagat  ttgaagagtg  ggatggtgag  cagacatcca  gtgtcgacaa  ggaatcttga  2400

ttttggagtc  atcaatccgg  cttatgttgg  gaagaagaac  aagtacgtat  aaatctcatc  2460

agcaacttaa  ttaattagat  cataagtaaa  ttggcataat  tagtagagtt  taaatgatag  2520

taaaaaagaa  cttttacaca  attatgttac  ctaaaaagat  aattacagcc  aactcttcat  2580

aattaatgga  ccagcaactt  aaaaaataag  gctgttaatt  aacttgctat  gaattttaaa  2640

agataatata  aacagttagt  gtatacagtt  aacatcaatt  aaatgtactt  gttactccct  2700

ccgttctggt  ttatataaac  ttatttcctt  tttggtccat  tccaaaaaga  atgatccatt  2760
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tctaaatttg  gaaacaattt  agcttaaact  tacaattcta  cccttaatga  caagtattta  2820

acttgtttaa  gaccacaaat  tccaaaaatc  tttatttttt  cttaaacttc  atgcccattc  2880

aaacatgttc  acataaattg  gaacagaggg  agagggagta  ctagattgga  cttaaacgtc  2940

tttaaagaga  attggaaata  tggaaatagt  attacaaatt  ataataaatc  atcatagaaa  3000

tcaagcatgt  tcatggatgt  gcttatttgc  aacattaaat  ttttcgatgt  tatatgaaac  3060

tgagacatga  aatatctcac  cttaacgcgt  taatcactaa  gtcaaggatt  cattgacagt  3120

ttagttaggt  aattgttgac  atgaaaattt  aaaacttata  atggattaga  atatgagatg  3180

gaatacaatg  tttttgtagc  attgaaattt  taatacaatt  gagaaaataa  tcgaaaatcg  3240

gaagtactta  tcgtgttaat  ggggtcacaa  gtgtaaaaat  attcaaagta  aataaaatat  3300

ttggtttaaa  tataaaggag  ataaatagca  ggctggctaa  aaggtacagt  aaaaaattaa  3360

catgagctta  attaagtaaa  atccaataaa  caaaaatgtc  attttagggt  tgacatagat  3420

attttgttta  tgtgatatag  ctcagtagtt  tcataattag  gacaaaccac  ttgacactat  3480

cagaaattta  ttggttgggc  tccatctaca  gactatagtc  tagcatggcc  atttaggtcc  3540

tactgatcac  ttgattcagc  agatatcaca  aaccaaacta  ttctaataag  caattcccca  3600

caggcaaagg  cagcttttcc  ccactcttaa  aatatacttt  tgtctacatg  ttcttctaaa  3660

cataccaaat  atgttaagtt  cccatcttcc  aagtaaatta  tccatgaaaa  agtttacaaa  3720

atattttagt  aaggaccaaa  aatatcattt  cagtttgtgt  actttgtaag  ccatgcctta  3780

taatctttct  tatttcagtt  taaatatcta  agtgacaaga  atagttataa  gttcactttg  3840

aaactgaaac  acaacatcct  ttgagaaact  gtattcctta  cgaggaaaga  acagtgtagt  3900

tgtttggtga  gggtccattg  gcgtacaagt  agcctatgct  gcaatatgac  aatcaacccc  3960

aaaaagtaac  aaaaggagga  gagaagaaaa  atctaagatt  ctccaccagt  tcagaaataa  4020

tactagatac  ggtggggaaa  aaactagaga  gagatagcta  tgcacccaag  tgtgtgactt  4080

aattaattgt  taaaaaagtt  agtaaaactc  acaaaacacc  aacatccaaa  ctccagtgga  4140

gataaaagaa  aatataaggt  gatttctcat  catgtattta  aatagtacgt  ataatttagg  4200

tagaaaatta  atgtgatttc  attttcacta  ctccaacagg  tacgtatatg  cagcgattgg  4260

agaccctatg  ccaaagatag  caggcatagc  aaaattggac  gtatcagtag  cagaagctga  4320

tcggcgcgaa  tgcatagtgg  cgtgccgatt  atttggagaa  ggctgctttg  gcggtgagcc  4380

attttttgtg  gcaaaggatc  ccaacaattc  ggcagcggat  gaggacgatg  gctacgttgt  4440

gtcgtatgtg  cacaatgaga  agacaggaga  gtcaaggttc  ttggtcatgg  atgcaaagtc  4500

ccctaatctt  gacattgtga  ctgctgtcaa  attgcctcgt  cgagtgcctt  acggtttcca  4560

cggccttttc  gtcagggaaa  ctgatcttag  gaaactgtag  atatatacgg  atattttgtt  4620

ttaaaagtgg  caatataggc  agtgacggag  atatatacct  tttagagagg  gtatgggtgt  4680

catctaaaac  ttcttccttg  tatatatatg  tatatttaaa  ttattttata  tgtatatata  4740

gataatagct  agttatgata  atattatttt  aatattgaat  tgacacaaca  aataaatatc  4800

aaaaccaacc  gattnnnnnn  nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn  nccccccccc  ccccacacac  4860

acacacacca  cacacatcca  attaaaagaa  gacattatcc  agacttccag  taagctgaag  4920

ctgatttcta  ccaaactgaa  cattgatttt  cttgaatttt  cctgtggaat  ataaaattac  4980

tgatttgaat  tttcgtgtgg  aatatagaat  tgccaagtgg  tacatcgaat  caataataga  5040

aatctattga  attaattgtg  gggcgtggca  aggcgtaagc  gttaaggcgc  agggtgccct  5100
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tgatttttaa  ttttttataa  cttaataaaa  taattatata  aataaagttc  gtaattagct  5160

acttagaggc  ctagttcaaa  tagaattctt  cctaaaaggt  ggttgtgtag  attaattgct  5220

cttctttagc  tgtttttcaa  aagacttgta  tttatatgtg  aaatatgata  tttctactaa  5280

ataaactaaa  agacttttag  ccttgaattt  tttgtaaatt  atcttactta  gttacttcat  5340

agtttggggt  tatattaaat  aattacaagt  cttttatatc  tattaaaata  tttcgttgca  5400

agtctttctt  ttaatatttt  ataatttctt  acttagcttc  tttaaaattt  attaagttta  5460

agtttattaa  gaaactagtc  ttatcaattt  taaatnnnnn  nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn  5520

nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn  nnnnnnnnnn  5580

nnnnnnnnnn  nnnnnnnnn  5599

<210>  20

<211>  5448

<212>  DNA

<213> 红花烟草(Nicotiana  tabacum)

<400>  20

gttaaatatt  cataaaagtt  tccaaggaac  aaatcaaaaa  gaatccaaaa  atattttttt  60

gcactgtatt  tgagtaattt  ttgcgtagtt  cctacacttt  tctgcattat  ttctgcattc  120

ttggtgcaca  atttctgcat  aattcctacg  tttttctgct  atgttttata  ttatttctgc  180

attttttctg  tactcttttt  gcatatagtt  tctgcagttt  tttgcacaat  ttctgcatag  240

tttttgcatt  tttctgcatt  gattctgcac  tcttttgcat  agtttctata  tttgttttgt  300

atatttctac  actattttag  cttcagttta  tgtacttctt  ttgcaacagt  gcagcaacaa  360

tataattttc  ttgcatcttg  gatgatatga  agtaatgtct  ttgagtattt  gaatttagta  420

taataagaaa  atattgttgg  atggagtttt  ctgttaagaa  aaatattgtt  tgtataagtc  480

atgaaatatc  taaggttaaa  ataggaaata  gaatttatcc  aactttaaac  caaacacatg  540

ttttggatta  tatatggtac  tccctccatt  ccaatttatg  tgaacggcac  ggagtttaag  600

aaaaaataag  acttttggaa  tttgtgattt  taaataattc  aaaaagggtc  tagagtattt  660

gtgtggttat  aaaagcttct  cattaagggt  agaattgtaa  gtttaagcca  gattgtttcc  720

aaatttaaaa  aaagatcatt  ctttttggaa  cagacaaaaa  agaactctcg  cattgcgcag  780

atgaggagtc  tcttttcatt  gccccacgtt  aggaaaatgt  ggtgttccct  aaacgaatag  840

tccccttcct  ttgccttaat  actcactctt  aagtcttatc  ccacatactg  tataaattgg  900

ccatgggacc  tcagttcatg  acttcattca  agcacttatt  ttattccttt  actctttagt  960

atcaaatctt  gtttcttctt  ttcttcaaga  agaaacataa  tggatgcctt  ctcttccact  1020

ttcctttcta  cattatcaca  acaccctaaa  tctcttcttt  ctcctaatta  ttctcccaac  1080

acatcatctt  ctcctattct  taaggtctcc  tccgttagaa  ttgaagaaag  gccacaaaca  1140

actacaacca  ctactagaac  caaaccacaa  gaaaagccaa  ccccatcacc  ctacactcct  1200

ccaaaagaca  ctcccaaaag  acaattacct  acaaaatcaa  taaccacaaa  aaaaccagta  1260

gagccatcgt  ttccatcagt  tatcttcaat  gcatttgacg  atttcgtgaa  cactttcatt  1320

gatcctcctt  tgaaaccttg  tgtcgatcca  aagtatattc  tctctaacaa  ctttgctccg  1380

gtggatgagc  ttccccccac  tgaatgcgag  gtcgtggtag  gctcccttcc  tccttgcctt  1440

gacggcgcgt  acatccgaaa  tggccccaat  cctcagtatc  ttccacgtgg  accttaccat  1500
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ctttttgatg  gagatggaat  gcttcattcc  attaaaattt  ctcaaagcaa  agctacactc  1560

tgcagccgat  acgtcaaaac  ttacaaatac  acaattgaac  gtgaagctgg  ttctccggtt  1620

ttcccaaatg  tattctccgg  tttcaacggt  ctcactgcct  cggcggcgcg  tggtgctatc  1680

accgcggctc  gagcgattgc  gggacagttc  aatcccacta  acggcatagg  gctagcaaac  1740

acaagcttgg  ctttattcgg  aggcaaacta  ttcgctcttg  gtgaatctga  tttaccgtat  1800

gcagtaaaat  tagccccaga  tggtgatatt  attaccctcg  gccgttacga  tttcgacgga  1860

aaacttttca  tgagcatgac  ggcacatccc  aaaattgacc  cagatactaa  cgaggctttt  1920

gctttccgtt  acggtccaat  gcctcctttt  ttaacttact  ttagaatcga  accaaatggt  1980

acaaaaacac  cagacgtgcc  aatattttct  atgacacgtc  cgtcatttct  tcatgacttt  2040

gcaattacaa  ataaatttgc  gatattctcg  gacatacaaa  taggaatgaa  cccacttgag  2100

ttcatcaccg  gtggttcacc  ggtgagttca  gactcgggga  aaatccctcg  ccttggcgtg  2160

attccacgtt  acgccaagaa  cgaatcggaa  atgaagtggt  ttgatgtgcc  cgggatcaat  2220

attgtacatg  cgattaatgc  gtgggatgaa  gatgatggtg  atactatagt  gatggtagcg  2280

cctaatatat  tgtcggtgga  gcatacgctg  gagagaatgg  atatgataca  tgcttctgtt  2340

gagaaagtga  agatagattt  gaagagtggg  atggtgagca  gacaaccatt  gtcgacaaga  2400

aatcttgatt  ttggagtcat  caatccggct  tatgttggga  agaagaacaa  gtacgtataa  2460

atctcatcac  caacttaatt  aattagatca  taagtaaatt  ggcataatta  gtagagttta  2520

aatgacagta  aaaaggaact  tttacacaat  tatgttcata  attaatggat  aattacagac  2580

aagtcatcat  aattaatgga  tcagcaaggc  agttaacttg  ctatgaacat  taaaagattg  2640

taattagcaa  catcaattaa  atttaactgt  tactagattg  gaagtaaacg  tctttaaaga  2700

gaattggaaa  tatggatata  gtcttacaga  ttataataaa  tcatcataga  aatcaagcct  2760

gttcatggat  gtgcttattt  gcaaaattaa  attttttcga  tgttatgtga  aactgagaca  2820

tgaaatattt  caccttaacg  cgttaattaa  taagtcaagg  attcattgac  aataaatcaa  2880

ggattcaaaa  acagctgatt  tgaataaaaa  tgagttaact  aggctaaaag  gtaaaaacta  2940

aacaagagcc  taattaagtt  aaatccaata  aacaaaaatg  tcattttagg  agtgacagag  3000

atagtttgtt  tataagatac  tcttccgttc  gggacggaga  ttaaaaaaaa  gaagaaactt  3060

ttgaatcgtg  tggtcttaaa  gtttaagggt  aaaagttttg  taggttcatg  atatttatgt  3120

ggttatagaa  gctactcatt  aaagataaaa  taggtaaaat  aaaaatttta  aaattaatta  3180

ttttcaaagt  tagaaatatg  tgttttattt  tgaacaaact  aaaaactagt  ttcataaacc  3240

cacaaatcac  ttgacactat  cagaaattta  ttggttgggc  tccatctata  gtccagcatg  3300

gccatgtagg  tcctactgac  cacatgattc  agcagatctc  acaaaccaaa  ccatctatag  3360

ttagcaattc  ctcacaggca  aaggcagctt  ttccccacta  aaaatgtacg  tttgtctaca  3420

tgttcttcta  aacataccaa  atatgttaag  ttcccatctt  ccaagtaaat  tatccatgaa  3480

taagtataca  aaatatttga  gtaaagacca  aaatatcatt  tcaattgtaa  gccatgctta  3540

taatctttct  tatttcagtt  taaatatcta  agtgacaaga  atagttataa  gttcactttg  3600

aaattgaaat  acaacatcct  ttgagcaact  gtattaattc  cttatgagga  aagaacagtt  3660

tagttgtttg  gtgaggatcc  attggcgtcc  aagtacccta  tgctgcaata  tgacaatcaa  3720

cctcaaaaag  taacaaaagg  aggagagatg  aaaaatccaa  ggttttcacc  cgttcaccgc  3780

ccccaaccct  taatttatgg  atgaaatatg  cacatgtata  taaaatgagt  ttatgttata  3840

序　列　表 21/25 页

58

CN 115426874 A

58



tatatcatta  gtgtacgtaa  aggatttttc  tatcaaataa  actcatactc  cgtataaatt  3900

aggtaacaag  cagaaaggtt  gcacctaaat  taattgttaa  taaagttagt  aaaattctca  3960

aaagaccaaa  atccaaactc  cagcggagat  aaaagaatta  aaatataaga  tgatttctta  4020

tcatgtattt  aatatatata  atttaggtag  aaaattaatt  aatgtgattt  cataattttt  4080

actactccaa  caggtatgta  tatgcagcga  ttggagaccc  tatgccaaag  atagcaggca  4140

tagcaaaatt  ggacgtatca  gtagcagaag  ctgatcggcg  cgattgcata  gtggcgtgcc  4200

gattatttgg  agaaggctgc  tttggcggtg  agccatattt  tgtggcaaac  aattcagcag  4260

cggatgagga  cgatggctac  gttgtgtcgt  ttgtgcacaa  tgagaagaca  ggagagtcaa  4320

ggttcttggt  catggatgca  aagtccccta  atcttgacat  tgtggctgct  gtcaaattgc  4380

ctcgtcgagt  gccttacggt  ttccacggcc  ttttcgttag  ggaaactgat  cttaggaaac  4440

tcatgtagtg  tagatatata  tatataccca  tcgatatata  ccttttagag  agggtgtcgg  4500

tgtcattcaa  cgctgcttca  taaaacatct  tccttgtata  tgtacgtata  tttaaataat  4560

tttatatgta  tatatagata  aataatagct  agttatcata  atagtgattt  gagacaagaa  4620

ataaaatcgc  atattgtttc  ctctccctgc  tagttatggt  tacgttcata  cttgtctcct  4680

aatcctcccc  cccaaacacc  caattaaaag  aagacattat  ccagacttcc  agtaagctga  4740

agatgatttc  gattttctac  caaactgaac  atgtggcaga  acattgattt  tcttgaattt  4800

tcgggtggaa  gaaatggtta  atatatatca  ctagttcaac  ttaacgccta  tcgtaatgat  4860

aaaacttata  actcatttaa  gaaaatattt  tttttattat  tttccggcta  atttctggga  4920

gttgggacaa  aagttttcgg  atgaggaata  ctcttattgt  caaatgttat  gtagtgtaaa  4980

tttagaagct  gtaagctttg  ttttgatttt  taaagactcc  atattagcat  atactaatac  5040

ctgcgttttt  aagacaacat  attggacttg  gacatgagca  tcactactag  agtcatagtc  5100

ttaactctta  agtaattgtg  atcgatacct  aggtatggta  aatgggacgg  tgcgagtgcg  5160

ggcggtgcgg  tgcggtgcgg  tttttaggtt  atgcggggcg  ggggcggggg  cgggggcggg  5220

gcgtgttgag  gtaatttttt  ttaaaattgg  tgcgggcagg  gcggattgcg  ggtctatgtg  5280

gatttacgcg  ggtttaagca  acttttgtgg  ttggcttatt  ctgcaaatta  tccaccaaac  5340

agaaacctag  atataagatt  aaaaataagg  taaactttct  aacaaaatag  taaaagctat  5400

ttaaaattct  taaccaaatt  tagtatttca  tattatctta  gagaatgg  5448

<210>  21

<211>  4935

<212>  DNA

<213> 林烟草(Nicotiana  sylvestris)

<400>  21

gatgaacatg  gaagattgta  tctcttgtgt  atctttcgta  tatcccttgt  atatcaaata  60

catatatctt  gtgtatctca  tgtatatcca  cgtaaacctt  aatgtgagat  acgtgtttca  120

tttatatgtc  aggaaaaaaa  ttttaaactt  gatttcaact  acaaattttg  attataaatt  180

agtccaagta  acttccattc  ttcctcgaat  tatgcatatt  gactcatcta  tatattttca  240

atgaatttca  accataccca  ttatatatat  atattttctt  cgtgcttcgt  caacatttcc  300

tttatgtctt  acatttaata  ttgcagatac  agtaacaaca  tcatacacag  tatattctca  360

caagtaaagt  ctggggcatt  taatattgca  gatcacgctt  aaaatataaa  aggaggtttt  420
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tgcgcgtgat  tacggaggga  aagaatcctt  atatatctgg  aaatttcaat  ttctatatac  480

acttagctaa  aggtgtatta  ttaatggtta  aaggttggca  aggttttgac  ttattttaga  540

tatttccaca  tgatcactct  caattaaaaa  ctgcctcaag  ccccttcttc  ataaaattaa  600

aaggactttt  tggacaattt  ggaaaaaaga  tatttagatg  ttccgtattt  gttgggtttt  660

agaatttata  agctttaagc  gatgtgaata  tgtattaatc  gacaggtgac  tatttatcaa  720

aactaagtgt  cataattaaa  cgccttattt  cgtccggtga  atagaaactt  aggtgttgtg  780

tagatgagga  gtctcttttc  attgccccac  gtcaggaaaa  tgtggtgttc  cctaaatgaa  840

tagtcccttt  cgtttgcctt  actagttact  actcactctt  atcccacata  ctgtataaac  900

tggccatggg  acctcagttc  atgcaagaac  ttattatatt  cctttactct  ttagtatcac  960

atcttgtttc  ttcttttctt  caagacaaga  agaaacataa  tggatgcctt  ctcttccact  1020

ttcctttcta  cattatcaca  acaccctaaa  tctcttcttt  ctcctaatta  ttctcccaac  1080

acatcatctt  ctccttctct  taaagtctcc  tccgttagaa  ttgaagaaag  gccacaaacc  1140

actactagaa  caaaaccaca  agaaaagcca  accccatcac  cctatactgc  tccaaaagac  1200

actcccaaaa  gacaattacc  tacaaaatca  ataaccccca  aaaaaacagt  agagccacca  1260

tttccatcgg  ttatcttcaa  tgcatttgac  gatttcgtga  acactttcat  tgatcctcct  1320

ttgaaacctt  ctgtcgatcc  aaagtatatt  ctttctaaca  acttcgctcc  ggtggaggag  1380

cttcctccta  ctgaatgcga  ggtagtggta  ggctcccttc  cgccttgcct  tgacggtgcg  1440

tacatccgaa  atggccccaa  tcctcagtat  cttccacgtg  gaccttacca  tctttttgat  1500

ggagatggaa  tgcttcattc  cattaaaatt  tctcaaggca  aagctacact  ctgcagccga  1560

tacgtcaaaa  cttacaaata  cacaattgaa  cgtgaagctg  gttctccggt  tttgccaaat  1620

gtattctccg  gtttcaacgg  tctcactgcc  tcggcggcgc  gtggtgctat  caccgcggct  1680

cgagcgattg  caggacagtt  caatcccact  aacggcatag  gcctagcaaa  cacaagcttg  1740

gctttattcg  gaggcaaact  tttcgctctt  ggtgaatctg  atttaccgta  tgcagtaaaa  1800

ttagccccag  atggtgatat  tattaccctc  ggccgttacg  atttcgacgg  aaaacttttc  1860

atgagcatga  cggcacatcc  caaaattgac  ccagatacta  acgaggcttt  tgctttccgt  1920

tacggtccaa  tacctccgtt  tttaacttac  tttagaatcg  aaccaagtgg  tacaaaaacc  1980

ccagacgtgc  caatattttc  tatgacacgt  ccgtcatttc  tgcatgactt  tgcaattaca  2040

aagaaatatg  cgatattctc  ggatatacaa  ataggaatga  acccacttga  gttcatcgcc  2100

ggtggttcac  cggtgagttc  cgactcaggg  aaaattcccc  gtcttggcgt  gattccacgt  2160

tacgccaagg  acgagtcaga  aatgaagtgg  ttcgatgtgc  ccgggtttaa  tatcgtacat  2220

gcaattaatg  cgtgggatga  agatgacggg  gatactatag  tgatggtggc  gccgaatata  2280

ttgtcggtgg  agcatacgct  ggagagaatg  gatatgatac  atgcgtctgt  tgagaaagtg  2340

aagatagatt  tgaagagtgg  gatggtgagc  agacatccag  tttcgacaag  gaatcttgat  2400

tttggagtca  tcaatcctgc  ttatgttggg  aagaagaaca  agtacgtata  aatcttatca  2460

gcaacttata  aattaattag  atcataaata  aattggcata  attaatagag  taatgacagt  2520

gaaaagaact  tttacacagt  tatgtcacct  gaaaacatat  ttatatacaa  ctattcataa  2580

ttagtcggta  gtggcatagc  aataattttt  attaagaaag  gtcaaaatac  aaaggaaata  2640

aaaaagccta  gggtattagt  atatatatac  aaatttatct  agctacacgc  tataaattgg  2700

acaaaccact  tgacactatc  agaaatttat  tggttgggct  ccatctatag  tctagtatat  2760
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atggccatgt  aggtcctact  gatcacatga  ttcatcagat  ctcacaaacc  aaatcatcta  2820

taattagcta  ttcctcacag  gcaaaggcat  cttttcccca  ctaaaaatgt  actatgttct  2880

tctaaatata  ccaaatatgt  taagttccca  tcttccaagt  aaattatcca  tgaaaaagtt  2940

tacaaaatat  ttgagtaaag  accaaaaata  tcatattagt  ttgtgtactt  tgtacgccat  3000

gcttataatc  tttcttattt  cagtttaaat  atctaagcga  caagaatagt  tataagttca  3060

ctttgagaaa  ctatatttct  tatgaggaaa  gaacagttta  gttgtttggt  gaggatccat  3120

tggcgtgcaa  gtatcctatg  ctccaatatg  acaatcaacc  ccaaaaagta  acaaaaggag  3180

gagagaagaa  aaatctgaga  ttctccacca  gttcactgcc  ccaccccttt  atggatgaaa  3240

tatgcacata  tatataaaat  gagtttaagt  tatatacgtc  attaatgtaa  cggatttttc  3300

tatcaaataa  ttaaactcat  actccgaacc  acatataatt  aggtaacaag  cacagaggtt  3360

gcaccttcag  ctatagatat  ggcggccgaa  aaaacaaaag  atagacataa  atgcacccta  3420

gggtgtgact  taattaattg  ttaataaagt  tagtaaaact  cacaaaagac  caaaatccaa  3480

actccagtgg  agataaaaga  aaataaaagg  tgatttctca  tcatgtattt  aagtagtata  3540

attaatgtga  tttcaatttt  tactactcca  acaggtatgt  atatgcagcg  attggagacc  3600

caatgccaaa  gatagcaggc  atagcaaaat  tggacgtatc  agtagcagaa  gctgaccggc  3660

gcgattgcat  agtggggtgc  cgattatttg  gcgaaggctg  ctttggcggc  gagccatatt  3720

ttgtggcaaa  gaatcctaac  aactcggtag  cggatgagga  cgatggctac  gttgtgtcgt  3780

atgtgcacaa  tgagaagaca  ggagagtcaa  ggttcttggt  catggatgca  aagtccccta  3840

atcttgacat  tgtggctgct  gtcaaattgc  ctcgtcgagt  gccttacggt  ttccacgggc  3900

ttttcgtcag  ggaaattgat  cttagcaaac  tgtagatata  tacggatatt  ttatttaaaa  3960

gtggcaatat  aagcagtgac  ggagataccc  tttacagaga  gtgtgtgggt  gtcatctaac  4020

tagctgcttc  ataaaacatc  ttccttgtgt  atatatctat  atttaaatta  ttttatatgt  4080

atatatagat  aatagctagt  tatcataata  taatttaaat  attgatttga  gacaagaaat  4140

aaaatctcaa  aaccaacata  ttctttcctc  tccgtgctag  ttaattatgg  ctatgttcat  4200

acttgtctcc  taatgatctc  ccctccggat  cccccacaac  aacccaatta  taaaaagaca  4260

atatccagac  ttccagtaag  ctgaagatga  tttctaccaa  actgaacatg  tggcagaatg  4320

attttcttga  attttcgtgt  ggaatataaa  attactgatt  tgaatggtta  atatatatca  4380

ctacttcaac  ttaccaccta  tcgtaataat  aggcgatttt  acgacttata  attcatttaa  4440

gtaaatgatt  atttttttta  atttccggct  aatttctggg  agttgggaca  gaagtttcgg  4500

atgaggaata  ttcacattgt  caaatgtcgt  gtaaatttaa  agctgtaagc  tttgttttgt  4560

tttttaaaga  gcccatatta  gcatatacca  atacctgtgt  ctttaagaca  acttattgga  4620

cttggacatg  aacatcacta  ctagagtcat  agtcttaact  attaattaat  tgtgatcgat  4680

acccccagat  ctaattcaaa  aaatctaaaa  ataaaaagaa  aattcagaaa  atcttgccaa  4740

gtggtacatc  gaatcaataa  tagaaatctg  ttgaattaaa  tgtggggcgt  ggcaaggcat  4800

aagcgttaag  acgcaggcaa  aaatcccatg  ttttttttaa  aaaaatattt  tataacttaa  4860

tacttaactt  ctttataatt  tattaagttt  aagtttatta  agaaattaaa  ctagtcgtta  4920

ccaattttaa  ataat  4935

<210>  22

<211>  18
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<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  22

caaactccag  cggagata  18

<210>  23

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成引物

<400>  23

ggcacgccac  tatgcaat  18
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图1

图2
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图3

图4
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图5
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