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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成22年5月6日(2010.5.6)

【公表番号】特表2006-525028(P2006-525028A)
【公表日】平成18年11月9日(2006.11.9)
【年通号数】公開・登録公報2006-044
【出願番号】特願2006-514201(P2006-514201)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2006.01)
   Ａ０１Ｈ   5/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ  15/00    ＺＮＡＡ
   Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ
   Ａ０１Ｈ   5/00    　　　Ａ

【誤訳訂正書】
【提出日】平成22年2月8日(2010.2.8)
【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】特許請求の範囲
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
単離ＤＮＡ分子であって、配列番号２１として同定されたヌクレオチド配列を含む、単離
ＤＮＡ分子。
【請求項２】
単離ＤＮＡ分子であって、配列番号２２として同定されたヌクレオチド配列を含む、単離
ＤＮＡ分子。
【請求項３】
単離ＤＮＡ分子であって、配列番号２４として同定されたヌクレオチド配列を含む、単離
ＤＮＡ分子。
【請求項４】
単離ＤＮＡ分子であって、配列番号２６として同定されたヌクレオチド配列を含む、単離
ＤＮＡ分子。
【請求項５】
単離ＤＮＡ分子であって、配列番号２７として同定されたヌクレオチド配列を含む、単離
ＤＮＡ分子。
【請求項６】
ＴＣ１５０７特異的領域を検出する生物学的サンプル内のイベントＴＣ１５０７を同定す
るためのキットであって、該キットは、少なくとも第１のプライマーを備え、該第１のプ
ライマーが配列番号２１内の配列または配列番号２２内の配列を認識する、キット。
【請求項７】
配列番号２５内の配列を認識する少なくとも第２のプライマーを、さらに備える、請求項
６に記載のキット。
【請求項８】
配列番号２２内の配列を認識する少なくとも第２のプライマーを、さらに含む、請求項６
に記載のキット。
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【請求項９】
前記第１のプライマーが配列番号２１内の配列を認識する、請求項６に記載のキット。
【請求項１０】
前記第１のプライマーが配列番号２２内の配列を認識する、請求項６に記載のキット。
【請求項１１】
前記少なくとも第１および第２のプライマーがそれぞれ配列番号１の配列および配列番号
２の配列を含む、請求項７に記載のキット。
【請求項１２】
前記少なくとも第１および第２のプライマーがそれぞれ配列番号２の配列および配列番号
２３の配列を含む、請求項７に記載のキット。
【請求項１３】
前記少なくとも第１および第２のプライマーがそれぞれ配列番号３の配列および配列番号
５の配列を含む、請求項８に記載のキット。
【請求項１４】
前記少なくとも第１および第２のプライマーがそれぞれ配列番号４の配列および配列番号
５の配列を含む、請求項８に記載のキット。
【請求項１５】
トウモロコシのイベントＴＣ１５０７およびその子孫のジャンクションＤＮＡに対して特
異的なＤＮＡ検出キットであって、配列番号２６に対して相同的または相補的であるＤＮ
Ａ検出法で機能するのに十分な長さの隣接ＤＮＡポリヌクレオチドの少なくとも１つのＤ
ＮＡ分子を備える、ＤＮＡ検出キット。
【請求項１６】
トウモロコシのイベントＴＣ１５０７およびその子孫のジャンクションＤＮＡに対して特
異的なＤＮＡ検出キットであって、配列番号２７に対して相同的または相補的であるＤＮ
Ａ検出法で機能するのに十分な長さの隣接ＤＮＡポリヌクレオチドの少なくとも１つのＤ
ＮＡ分子を備える、ＤＮＡ検出キット。
【請求項１７】
生物学的サンプル内のイベントＴＣ１５０７を同定するためのキットであって、それと隣
接する配列番号２１および配列２５とハイブリダイズする配列を含む特異的プローブを備
える、キット。
【請求項１８】
生物学的サンプル内のイベントＴＣ１５０７を同定するためのキットであって、それと隣
接する配列番号２２および配列２５とハイブリダイズする配列を含む特異的プローブを備
える、キット。
【請求項１９】
ＤＮＡ検出キットであって、該キットは、以下：トウモロコシのイベントＴＣ１５０７お
よびその子孫に対して特異的なＤＮＡプライマーまたはプローブとして機能する配列番号
２６または配列番号２７に対して相同または相補的な十分な長さの隣接ヌクレオチドの少
なくとも１つのＤＮＡ分子を備える、ＤＮＡ検出キット。
【請求項２０】
ＤＮＡ構築物であって、該ＤＮＡ構築物は、以下：第１の発現カセットおよび第２の発現
カセットを含み、作用可能な連結で該第１の発現カセットが、
　（ａ）トウモロコシユビキチンプロモーター；
　（ｂ）トウモロコシユビキチン遺伝子の５’非翻訳エキソンと；
　（ｃ）トウモロコシユビキチンイントロン；
　（ｄ）Ｃｒｙ１ＦコードＤＮＡ分子；および
　（ｅ）３’ＯＲＦ２５転写終結因子を含み、作用可能な連結で該第２の発現カセットが
、
　（ｉ）ＣａＭＶ３５Ｓプロモーター；
　（ｉｉ）ｐａｔコードＤＮＡ分子；および
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　（ｉｉｉ）（ＣａＭＶ）３５Ｓ由来の３’転写終結因子を含む、ＤＮＡ構築物。
【請求項２１】
請求項２０に記載のＤＮＡ構築物を含む、植物。
【請求項２２】
前記植物がトウモロコシ植物である、請求項２１の植物。
【請求項２３】
生物学的サンプル中のイベントＴＣ１５０７を同定するための方法であって、該方法は、
配列番号２１および配列番号２２内の配列を特異的に認識するプローブまたは第１のプラ
イマーを用いてＴＣ１５０７特異的領域を検出する工程を包含する、方法。
【請求項２４】
少なくとも２種類のプライマーを用いたポリメラーゼ鎖反応を使用して前記生物学的サン
プル中に存在する核酸からＤＮＡフラグメントを増幅する工程をさらに包含し、前記第１
のプライマーが配列番号２１または配列番号２２内の配列を認識し、そして第２のプライ
マーが配列番号２２または配列番号２５内の配列を認識する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
前記第１のプライマーが配列番号２１内の配列を認識し、前記第２のプライマーが配列番
号２５内の配列を認識する、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
前記第１のプライマーが配列番号２２内の配列を認識し、前記第２のプライマーが配列番
号２２内の配列を認識する、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
前記第１のプライマーおよび前記第２のプライマーがそれぞれ、配列番号２の配列および
配列番号１の配列を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
前記第１のプライマーおよび前記第２のプライマーがそれぞれ、配列番号２の配列および
配列番号２３の配列を含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
前記第１のプライマーおよび前記第２のプライマーがそれぞれ、配列番号３の配列および
配列番号５の配列を含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項３０】
前記第１のプライマーおよび前記第２のプライマーがそれぞれ、配列番号４の配列および
配列番号５の配列を含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項３１】
ＴＣ１５０７　ＰＣＲ同定プロトコルを用いて、約９１２ｂｐのフラグメントを増幅する
工程を包含する、請求項２７に記載の方法。
【請求項３２】
ＴＣ１５０７　ＰＣＲ同定プロトコルを用いて、約８４４ｂｐのフラグメントを増幅する
工程を包含する、請求項２８に記載の方法。
【請求項３３】
ＴＣ１５０７　ＰＣＲ同定プロトコルを用いて、約３４２ｂｐのフラグメントを増幅する
工程を包含する、請求項２９に記載の方法。
【請求項３４】
ＴＣ１５０７　ＰＣＲ同定プロトコルを用いて、約２５２ｂｐのフラグメントを増幅する
工程を包含する、請求項３０に記載の方法。
【請求項３５】
生物学的サンプル中のトウモロコシのイベントＴＣ１５０７またはその子孫の存在を検出
するための方法であって、該方法は、以下：
　（ａ）該生物学的サンプルからＤＮＡサンプルを抽出する工程；
　（ｂ）ＤＮＡプライマー分子である配列番号１および配列番号２を提供する工程；
　（ｃ）ＤＮＡ増幅反応条件を提供する工程；
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　（ｄ）該ＤＮＡ増幅反応を実行して、それによってＤＮＡ単位複製配列分子を生成する
工程；および
　（ｅ）該ＤＮＡ単位複製配列分子を検出する工程であって、ここで、該ＤＮＡ増幅反応
での該ＤＮＡ単位複製配列分子の検出がトウモロコシのイベントＴＣ１５０７の存在を示
す、工程、
を包含する、方法。
【請求項３６】
生物学的サンプル中のトウモロコシのイベントＴＣ１５０７またはその子孫の存在を検出
するための方法であって、該方法は、以下：
　（ａ）該生物学的サンプルからＤＮＡサンプルを抽出する工程；
　（ｂ）ＤＮＡプライマー分子である配列番号２および配列番号２３を提供する工程；
　（ｃ）ＤＮＡ増幅反応条件を提供する工程；
　（ｄ）該ＤＮＡ増幅反応を実行して、それによってＤＮＡ単位複製配列分子を生成する
工程；および
　（ｅ）該ＤＮＡ単位複製配列分子を検出する工程であって、ここで、該ＤＮＡ増幅反応
での該ＤＮＡ単位複製配列分子の検出がトウモロコシのイベントＴＣ１５０７の存在を示
す、工程、
を包含する、方法。
【請求項３７】
生物学的サンプル中のトウモロコシのイベントＴＣ１５０７またはその子孫の存在を検出
するための方法であって、該方法は、以下：
　（ａ）該生物学的サンプルからＤＮＡサンプルを抽出する工程；
　（ｂ）ＤＮＡプライマー分子である配列番号３および配列番号５を提供する工程；
　（ｃ）ＤＮＡ増幅反応条件を提供する工程；
　（ｄ）該ＤＮＡ増幅反応を実行して、それによってＤＮＡ単位複製配列分子を生成する
工程；および
　（ｅ）該ＤＮＡ単位複製配列分子を検出する工程であって、ここで、該ＤＮＡ増幅反応
での該ＤＮＡ単位複製配列分子の検出がトウモロコシのイベントＴＣ１５０７の存在を示
す、工程、
を包含する、方法。
【請求項３８】
生物学的サンプル中のトウモロコシのイベントＴＣ１５０７またはその子孫の存在を検出
するための方法であって、該方法は、以下：
　（ａ）該生物学的サンプルからＤＮＡサンプルを抽出する工程；
　（ｂ）ＤＮＡプライマー分子である配列番号４および配列番号５を提供する工程；
　（ｃ）ＤＮＡ増幅反応条件を提供する工程；
　（ｄ）該ＤＮＡ増幅反応を実行して、それによってＤＮＡ単位複製配列分子を生成する
工程；および
　（ｅ）該ＤＮＡ単位複製配列分子を検出する工程であって、ここで、該ＤＮＡ増幅反応
での該ＤＮＡ単位複製配列分子の検出がトウモロコシのイベントＴＣ１５０７の存在を示
す、工程、
を包含する、方法。
【請求項３９】
請求項３５に記載の方法によって生産された単位複製配列を含む、単離ＤＮＡ。
【請求項４０】
請求項３６に記載の方法によって生産された単位複製配列を含む、単離ＤＮＡ分子。
【請求項４１】
請求項３７に記載の方法によって生産された単位複製配列を含む、単離ＤＮＡ分子。
【請求項４２】
請求項３８に記載の方法によって生産された単位複製配列を含む、単離ＤＮＡ分子。
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【請求項４３】
サンプル中のＴＣ１５０７イベントに対応するＤＮＡの存在を検出するための方法であっ
て、該方法は、以下：
　ａ．トウモロコシＤＮＡを含むサンプルと、ストリンジェントなハイブリダイゼーショ
ン条件下でトウモロコシのイベントＴＣ１５０７に由来するＤＮＡとハイブリダイズし、
該ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でＴＣ１５０７でないトウモロコシ
植物ＤＮＡとハイブリダイズしないポリヌクレオチドプローブとを接触させる工程；
　ｂ．該サンプルおよびプローブをストリンジェントなハイブリダイゼーション条件に供
する工程；ならびに
　ｃ．該ＤＮＡに対する該プローブのハイブリダイゼーションを検出する工程であって、
ここで、ハイブリダイゼーションの検出が該ＴＣ１５０７イベントの存在を示す、工程、
を包含する、方法。
【請求項４４】
配列番号１、２、３、４、５、２３、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２
、５３、５４、５５、５６および５７からなる群よりなる群より選択される配列またはそ
の相補体を含む、単離ＤＮＡヌクレオチドプライマー配列。
【請求項４５】
配列番号１、２、３、４、５、および２３からなる群より選択される配列またはその相補
体を含む、請求項４４に記載の単離ＤＮＡヌクレオチドプライマー。
【請求項４６】
一対のＤＮＡ分子であって、該一対のＤＮＡ分子は、以下：第１のＤＮＡ分子と第２のＤ
ＮＡ分子とを含み、ここで、該ＤＮＡ分子が、ＴＣ１５０７トウモロコシ植物またはその
子孫から抽出されたＤＮＡにとって特徴的であるＤＮＡプライマーまたはプローブとして
機能するために十分な長さの、配列番号２６の隣接ヌクレオチドまたはその相補体である
、一対のＤＮＡ分子。
【請求項４７】
一対のＤＮＡ分子であって、該一対のＤＮＡ分子は、以下：第１のＤＮＡ分子と第２のＤ
ＮＡ分子とを含み、ここで、該ＤＮＡ分子が、ＴＣ１５０７トウモロコシ植物またはその
子孫から抽出されたＤＮＡにとって特徴的であるＤＮＡプライマーまたはプローブとして
機能するために十分な長さの、配列番号２７の隣接ヌクレオチドまたはその相補体である
、一対のＤＮＡ分子。
【請求項４８】
配列番号４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６お
よび５７からなる群より選択される配列またはその相補体を含むジャンクション配列を含
む、単離ＤＮＡ分子。
【請求項４９】
種子サンプル中で、配列番号２１または配列番号２２内の配列を特異的に認識する特異的
プライマーまたはプローブを用いて、ＴＣ１５０７特異的領域を検出する工程を包含する
、種子純度を確認するための方法。
【請求項５０】
イベントＴＣ１５０７の存在について種子をスクリーニングする方法であって、１つの種
子ロットのサンプル中で、配列番号２１または配列番号２２内の配列を特異的に認識する
特異的プライマーまたはプローブを用いて、ＴＣ１５０７特異的領域を検出する工程を包
含する、方法。
【請求項５１】
昆虫抵抗性トウモロコシ植物、またはその一部分であって、ここで、配列番号４５、４６
、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６および５７ならびにそ
のそれらの相補体からなる群より選択される少なくとも１つのヌクレオチド配列を有する
ＤＮＡが、該植物のゲノムの一部分を形成する、昆虫抵抗性トウモロコシ植物、またはそ
の一部分。
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【請求項５２】
請求項５１に記載の昆虫抵抗性トウモロコシ植物の後代植物であって、ここで、配列番号
４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６および５７
ならびにそれらの相補体からなる群より選択される少なくとも１つのヌクレオチド配列を
有するＤＮＡが、該植物のゲノムの一部分を形成する、後代植物。
【請求項５３】
請求項５１または５２に記載の植物の種子。
【請求項５４】
昆虫抵抗性トウモロコシ植物を生産するための方法であって、該方法は、請求項５１また
は５２に記載の植物を用いて育種する工程、ならびに配列番号４５、４６、４７、４８、
４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６および５７ならびにそれらの相補体か
らなる群より選択される少なくとも１つのヌクレオチド配列について分析することによっ
て子孫を選択する工程、を包含する方法。
【請求項５５】
配列番号１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、
１６、１７、１８、１９、２０、２３、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５
２、５３、５４、５５、５６および５７からなる群より選択される少なくとも１つのＤＮ
Ａならびにそれらの相補体からなる群より選択される配列を含む、単離ＤＮＡ配列。
【請求項５６】
一対の単離ＤＮＡ配列であって、その各々が、少なくとも１０個のヌクレオチドを含み、
かつＤＮＡ増幅手順で一緒に使用される場合、イベントＴＣ１５０７にとって特徴的な単
位複製配列を生産する、一対の単離ＤＮＡ配列。
【請求項５７】
各々が配列番号２６から選択される、請求項５６に記載の一対の単離ＤＮＡ配列。
【請求項５８】
各々が配列番号２７から選択される、請求項５６に記載の一対の単離ＤＮＡ配列。
【請求項５９】
トウモロコシ組織へのＴＣ１５０７イベント挿入の存在を検出するための方法であって、
該方法は、以下：
　（ａ）プライマー対の各メンバーが、該ＴＣ１５０７イベント挿入にとって特徴的な配
列の反対側にある、配列番号２６または配列番号２７由来の少なくとも１０個のヌクレオ
チドを、各々、含むプライマー対を選択する工程；
　（ｂ）該トウモロコシ組織のサンプルと該プライマー対とを接触させる工程；および
　（ｃ）ＤＮＡ増幅を実行し、そして単位複製配列について分析する工程、
を包含する、方法。
【請求項６０】
前記プライマー対が、配列番号１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２
、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２３、４５、４６、４７、４８、
４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６および５７およびそれらの相補体から
なる群より選択される、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
トウモロコシ組織へのイベントＴＣ１５０７挿入の存在を検出するための方法であって、
該方法は、以下：
　（ａ）ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件で該トウモロコシ組織のサンプ
ルと、配列番号４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、
５６および５７ならびにそれらの相補体からなる群より選択される１つ以上のＤＮＡ配列
とハイブリダイズするポリヌクレオチドプローブとを接触させる工程；
　（ｂ）該サンプルおよびプローブを、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件
に供する工程；ならびに
　（ｃ）該プローブのハイブリダイゼーションについて分析する工程、
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包含する、方法。
【請求項６２】
ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で、配列番号４５、４６、４７、４８
、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６および５７ならびにそれらの相補体
からなる群より選択される１つ以上のＤＮＡ配列とハイブリダイズするポリヌクレオチド
プローブを備える、ＤＮＡ検出キット。
【請求項６３】
ＤＮＡ検出キットであって、該ＤＮＡ検出キットは、プライマー対を備え、該プライマー
は、配列番号２６および配列番号２７由来の少なくとも１０個のヌクレオチドを各々含み
、ここで、各々が、ＴＣ１５０７イベント挿入にとって特徴的な配列の反対側にある、Ｄ
ＮＡ検出キット。
【請求項６４】
前記プライマー対が、配列番号１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２
、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２３、４５、４６、４７、４８、
４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６および５７ならびにそれらの相補体か
らなる群より選択される、請求項６１に記載のＤＮＡ検出キット。
【請求項６５】
生物学的サンプル中のイベントＴＣ１５０７を同定するためのキットであって、配列番号
２４内のＴＣ１５０７特異的領域を検出する、キット。
【請求項６６】
生物学的サンプル中のＴＣ１５０７を同定するための方法であって、配列番号２４内のＴ
Ｃ１５０７特異的領域を検出する、方法。
 
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【書類名】明細書
【発明の名称】トウモロコシイベントＴＣ１５０７およびそれを検出するための方法
【技術分野】
　【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、植物分子生物学の分野に関し、詳しくは、本発明は植物に対して昆虫抵抗性
を与えるためのＤＮＡ構築物に関する。さらに詳しくは、本発明は昆虫抵抗性トウモロコ
シ植物ＴＣ１５０７と、サンプル中のトウモロコシ植物ＴＣ１５０７ＤＮＡおよびその組
成物の存在を検出するためのアッセイとに関する。
【背景技術】
　【０００２】
　（発明の背景）
　本発明は、昆虫抵抗性トウモロコシ（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）植物ＴＣ１５０７（トウモロ
コシＴＣ１５０７系統もしくはトウモロコシのイベントＴＣ１５０７とも呼ばれる）と、
トウモロコシ植物ＴＣ１５０７のＤＮＡ植物発現構築物ならびにトウモロコシ植物ＴＣ１
５０７およびその子孫にある導入遺伝子／隣接挿入領域の検出とに関する。
　【０００３】
　トウモロコシは重要な作物であり、世界中の多くの地域で主要な食糧源となっている。
昆虫に起因する損害は、化学的殺虫剤等の防御手段の使用にもかかわらず、世界中のトウ
モロコシ作物損失の主要要因である。この観点から考えると、虫害を制御するために、ま
た従来の化学的殺虫剤の必要性を少なくするために、虫抵抗性がトウモロコシ等の作物に
遺伝子組換えによって取り込まれてきた。トランスジェニック昆虫抵抗性作物を生産する
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ために利用されてきた一群の遺伝子は、バチルスチューリンゲンシス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
　ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）（Ｂ．ｔ．）のデルタエンドトキシンである。デルタエ
ンドトキシンは、トウモロコシと同様に、綿、ジャガイモ、米、ひまわり等の作物で成功
裏に発現されており、害虫に対して優れた防御をもたらすことが証明されている（Ｐｅｒ
ｌａｋ，Ｆ．Ｊら（１９９０）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　８、９３９－９４３；Ｐ
ｅｒｌａｋ，Ｆ．Ｊ．ら（１９９３）Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２：３１３－３
２１；Ｆｕｊｉｍｏｔｏ　Ｈ．ら（１９９３）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１１：１
１５１－１１５５；Ｔｕら（２０００）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１
８：１１０１－１１０４；ＰＣＴ公開番号ＷＯ　０１／１３７３１；およびＢｉｎｇ　Ｊ
　Ｗら（２０００）Ｅｆｆｉｃａｃｙ　ｏｆ　Ｃｒｙ１Ｆ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｍａ
ｉｚｅ，１４ｔｈ　Ｂｉｅｎｎｉａｌ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｐｌａｎｔ　Ｒｅ
ｓｉｓｔａｎｃｅ　ｔｏ　Ｉｎｓｅｃｔｓ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ，Ｆｏｒｔ　Ｃｏｌｌｉｎ
ｓ，ＣＯ）。
　【０００４】
　植物での外来遺伝子の発現は、その植物のゲノム内での外来遺伝子の位置によって影響
されることが知られており、このような影響は、おそらくクロマチン構造（例えば、ヘテ
ロクロマチン）もしくは組込部位近傍の転写制御因子（例えば、エンハンサー）の近接性
によると考えられる（Ｗｅｉｓｉｎｇら，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｇｅｎｅｔ　２２：４２１－
４７７，１９８８）。同時に、ゲノム内の異なる位置にある導入遺伝子の存在は、異なる
方法での植物の全体的な表現系に影響する。このことから、目的とする導入遺伝子の最適
な発現によって特徴づけられるイベントを同定するために数多くのイベントをスクリーニ
ングする必要がたびたび生ずる。例えば、導入遺伝子の発現レベルがイベント間で多種多
様となり得ることが、植物および他の生物で観察されている。また、空間的または一時的
発現パターンの違い（例えば、導入遺伝子構築物に存在する転写制御因子から予想される
パターンとは一致しないと思われる種々の植物組織での導入遺伝子の相対的発現の違い）
もあると考えられる。この理由から、何百、何千もの異なるイベントを作り出し、これら
のイベントを、商業目的のために所望の導入遺伝子発現レベルおよびパターンを有する単
一のイベントについてスクリーニングすることが、一般的である。所望のレベルまたはパ
ターンの導入遺伝子を持つイベントは、従来の育種法を用いた異系交配による他の遺伝的
バックグラウンドへの導入遺伝子の遺伝子移入にとって、有用である。そのような交配の
子孫は、元の形質転換体の特徴である導入遺伝子発現を維持する。この戦略は、局所的な
成長条件に十分適応されるいくつかの種での信頼できる遺伝子発現を確かなものにするこ
とに用いられる。
　【０００５】
　交配による子孫が目的の導入遺伝子を含むかどうかを判断するために、特定のイベント
の存在を検出することが可能であることが、有利であると思われる。また、特定のイベン
トを検出することは、市販前の承認に必要な規則および遺伝子組換え作物由来食品の表示
付けに必要な規則に従う上で、野外での作物の形質モニタリングや環境モニタリングで使
用する上で、あるいは収穫された作物に由来する製品のモニタリングをおこなう上で、さ
らにまた規定もしくは契約条件に制約された当事者のコンプライアンスを確実にする上で
、有用である。
　【０００６】
　限定されるものではないが、核酸プローブを用いたＤＮＡハイブリダイゼーションまた
はポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）等の任意の公知核酸検出方法によって、導入遺伝子の存
在を検出することが可能である。これらの検出方法は、一般に、頻繁に使用される遺伝的
因子（例えば、プロモーター、ターミネーター、およびマーカー遺伝子）に焦点を当てて
いる。なぜなら、多くのＤＮＡ構築物では、コード領域が互いに置換可能であるからであ
る。その結果、それらの方法は、挿入された非相同ＤＮＡに隣接した隣接ＤＮＡのＤＮＡ
配列が知られていない限り、異なるイベント間、特に同一ＤＮＡ構築物またはかなり類似
した構築物を用いて作られるイベント間の違いを識別する上で有用ではないと思われる。
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例えば、イベント特異的ＰＣＲアッセイが、優良ＧＡＴ－ＺＭ１の検出に関する米国特許
第６，３９５，４８５号に開示されている。したがって、イベントＴＣ１５０７の同定の
ための単純かつ判別可能な方法を有することが求められる。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
　【０００７】
　（発明の要旨）
　本発明は、好ましくは、昆虫抵抗性単子葉植物作物の生産および選択のための方法に関
する。より詳しくは、植物細胞および植物で発現された場合に昆虫に対する耐性を与える
ＤＮＡ構築物が提供される。したがって、本発明の第１の局面によれば、植物細胞および
植物で発現された場合に植物細胞および植物に対して昆虫抵抗性を与える宿主細胞への導
入および該宿主細胞内での複製が可能なＤＮＡ構築物が提供される。ＤＮＡ構築物は、Ｐ
ＨＩ８９９９Ａと命名されたＤＮＡ分子から構成され、２つの導入遺伝子発現カセットを
含む。第１の発現カセットは、プロモーター、５’非翻訳エキソン、およびアグロバクテ
リウムツメファシエンス（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）から
単離された３’ＯＲＦ２５　転写終結因子を含むＤＮＡ分子（Ｂａｒｋｅｒら（１９８３
）Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２：３３５－３５０）に作用自在に結合したＣＲｙ１
Ｆとして同定されるＢ．ｔ．δ－エンドトキシンをコードするＤＮＡ分子（米国特許第５
，１８８，９６０号および第６，２１８，１８８号）に作用自在に結合したトウモロコシ
ユビキチン（Ｕｂｎｉ－１）遺伝子（Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎら（１９９２）　Ｐｌａｎ
ｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１８：６７５－６８９およびＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ　ａｎｄ　
Ｑｕａｉｌ　（１９９６）Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓ．．５：２１３－２１８）の第
１のイントロンを含むＤＮＡ分子を有する。上記ＤＮＡ構築物の第２の導入遺伝子発現カ
セットは、カリフラワーモザイクウイルス（ＣａＭＶ）３５Ｓプロモーター由来の３’転
写終結因子を含むＤＮＡ分子（Ｍｉｔｓｕｈａｒａら（１９９６）Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ
　Ｐｈｙｓｉｏｌ．３７：４９－５９を参照せよ）に作用自在に結合したホスフィノスリ
シンアセチルトランスフェラーゼ（ＰＡＴ）遺伝子をコードするＤＮＡ分子（Ｗｏｈｌｌ
ｅｂｅｎ　Ｗ．ら（１９８８）　Ｇｅｎｅ　７０：２５－３７）に作用自在に結合したＣ
ａＭＶ３５ＳプロモーターのＤＮＡ分子（Ｏｄｅｌｌ　Ｊ．Ｔ．ら（１９８５）Ｎａｔｕ
ｒｅ　３１３：８１０－８１２；Ｍｉｔｓｕｈａｒａら（１９９６）Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．３７：４９－５９）を有する。上記ＤＮＡ構築物を含む植物も提供
される。
　【０００８】
　本発明の別の局面によれば、ＴＣ１５０７と表された新規のトウモロコシ植物を同定す
るために組成物および方法が提供され、該方法はＴＣ１５０７の５’および／または３’
隣接配列を特異的に認識するプライマーまたはプローブに基づく。ＰＣＲ反応で利用され
た場合、遺伝子組換えイベントＴＣ１５０７に特有の単位複製配列を生ずるプライマー配
列を含むＤＮＡ分子が提供される。これらの分子を、
５’－ＧＴＡＧＴＡＣＴＡＴＡＧＡＴＴＡＴＡＴＴＡＴＴＣＧＴＡＧＡＧ－３’（配列番
号１）；
５’－ＧＣＣＡＴＡＣＡＧＡＡＣＴＣＡＡＡＡＴＣＴＴＴＴＣＣＧＧＡＧ－３’（配列番
号２）；
５’－ＣＴＴＣＡＡＡＣＡＡＧＴＧＴＧＡＣＡＡＡ－３’（配列番号２３）；　
５’－ＴＧＴＧＧＴＧＴＴＴＧＴＧＧＣＴＣＴＧＴＣＣＴＡＡ－３’（配列番号３）；
５’－ＡＧＣＡＣＣＴＴＴＴＣＡＴＴＣＴＴＴＣＡＴＡＴＡＣ－３’（配列番号４）；
５’－ＧＡＣＣＴＣＣＣＣＡＣＡＧＧＣＡＴＧＡＴＴＧＡＴＣ－３’；（配列番号５）
からなる群ならびにそれらの相補体からなる群より選択することが可能である。これらの
分子を含むトウモロコシ植物および種子は、本発明の一局面である。さらに、上記イベン
トＴＣ１５０７の同定のためのそれらのプライマー配列を利用するキットが提供される。
　【０００９】
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　本発明の別の局面は、本明細書に記載したＴＣ１５０７の特異的隣接配列に関し、該配
列は生物学的サンプルのＴＣ１５０７に対する特異的な同定方法を開発するのに用いられ
得る。より詳しくは、本発明は配列番号２１、配列番号２２、およびＴＣ１５０７の５’
／または３’隣接領域に関し、これらは特異的なプライマーおよびプローブの開発に使用
し得る。本発明はさらに、そのような特異的プライマーまたはプローブの使用に基づいて
生物学的サンプル中のＴＣ１５０７の存在を同定する方法に関する。
　【００１０】
　本発明の別の局面によれば、サンプル中のトウモロコシのイベントＴＣ１５０７に対応
するＤＮＡの存在を検出する方法が提供される。そのような方法は、（ａ）ＤＮＡを含む
サンプルを、トウモロコシのイベントＴＣ１５０７から抽出したゲノムＤＮＡによる核酸
増幅反応で使用した場合に、トウモロコシのイベントＴＣ１５０７にとって特徴的な単位
複製配列を作るＤＮＡプライマーセットと接触させること、（ｂ）核酸増幅反応を実施す
ることで、単位複製配列を生成すること、ならびに（ｃ）この単位複製配列を検出するこ
とを含む。
　【００１１】
　新規導入遺伝子／隣接挿入領域、配列番号２６、および配列番号２７を含み、また配列
番号２６および配列番号２７に対して相同または相補的であるＤＮＡ分子が、本発明の一
局面である。
　【００１２】
　新規導入遺伝子／隣接挿入領域、配列番号２６を含むＤＮＡ配列が本発明の一局面であ
る。トウモロコシ植物ＴＣ１５０７にとって特徴的な単位複製配列産物の生産のためのプ
ライマー配列として有用である、導入遺伝子挿入配列の十分な長さのポリヌクレオチドと
配列番号２６のトウモロコシ植物ＴＣ１５０７由来のトウモロコシゲノムおよび／または
隣接配列の十分な長さのポリヌクレオチドとが含まれるＤＮＡ配列が挙げられる。
　【００１３】
　また、新規導入遺伝子／隣接挿入領域、配列番号２７を含むＤＮＡ配列が本発明の一局
面である。トウモロコシ植物ＴＣ１５０７にとって特徴的な単位複製配列産物の生産のた
めのプライマー配列として有用である、導入遺伝子挿入配列の十分な長さのポリヌクレオ
チドと配列番号２７のトウモロコシ植物ＴＣ１５０７由来のトウモロコシゲノムおよび／
または隣接配列の十分な長さのポリヌクレオチドとが含まれるＤＮＡ配列が挙げられる。
　【００１４】
　本発明の別の局面によれば、配列番号２６のＤＮＡ配列の導入遺伝子部分の少なくとも
１１以上のヌクレオチドまたはそれらの相補体と、配列番号２６の同様の長さのトウモロ
コシの５’隣接ＤＮＡ配列またはそれらの相補体とを含むＤＮＡ配列が、ＤＮＡ増幅方法
でＤＮＡプライマーとして有用である。これらのプライマーを用いて生産された単位複製
配列は、トウモロコシのイベントＴＣ１５０７にとって特徴的である。したがって、本発
明はまた、配列番号２６に相同または相補的なＤＮＡプライマーによって生産される単位
複製配列を包含する。
　【００１５】
　本発明の別の局面によれば、配列番号２７のＤＮＡ配列の導入遺伝子部分の少なくとも
１１以上のヌクレオチドまたはそれらの相補体と、配列番号２７の同様の長さのトウモロ
コシの３’隣接ＤＮＡ配列またはそれらの相補体とを含むＤＮＡ配列が、ＤＮＡ増幅方法
でＤＮＡプライマーとして有用である。これらのプライマーを用いて生産された単位複製
配列は、トウモロコシのイベントＴＣ１５０７にとって特徴的である。したがって、本発
明はまた、配列番号２７に相同または相補的なＤＮＡプライマーによって生産される単位
複製配列を包含する。
　【００１６】
　より詳しくは、ＤＮＡ分子が配列番号１もしくはその相補体および配列番号２もしくは
その相補体；配列番号２もしくはその相補体および配列番号２３もしくはその相補体；配
列番号３もしくはその相補体および配列番号５もしくはその相補体；配列番号４もしくは
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その相補体および配列番号５もしくはその相補体として同定されるＤＮＡプライマーセッ
トを含む一対のＤＮＡ分子が、本発明の局面である。
　【００１７】
　本発明のさらなる局面は、配列番号１および配列番号２のＤＮＡ分子を含む単位複製配
列；配列番号２および配列番号２３のＤＮＡ分子を含む単位複製配列；配列番号３および
配列番号５のＤＮＡ分子を含む単位複製配列；ならびに配列番号４および配列番号５のＤ
ＮＡ分子を含む単位複製配列を包含する。
　【００１８】
　本発明の別の局面によれば、サンプル中のイベントＴＣ１５０７に対応するＤＮＡ分子
の存在を検出する方法であって、該方法は、（ａ）トウモロコシ植物から抽出したＤＮＡ
を含むサンプルを、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件でトウモロコシのイ
ベントＴＣ１５０７から抽出したＤＮＡとハイブリダイズする一方でストリンジェントな
ハイブリダイゼーション条件でコントロールトウモロコシ植物ＤＮＡとハイブリダイズし
ない分子であるＤＮＡプローブと接触させること、（ｂ）上記サンプルおよびプローブを
ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件にさらすこと、ならびに（ｃ）ＤＮＡに
対するプローブのハイブリダイゼーションを検出することを含む。より詳しくは、サンプ
ル中のイベントＴＣ１５０７に対応するＤＮＡ分子の存在を検出する方法は、（ａ）トウ
モロコシ植物から抽出されたＤＮＡを含むサンプルを、そのイベントに特有な配列（例え
ば連結配列）からなるＤＮＡプローブ分子であって、トウモロコシのイベントＴＣ１５０
７から抽出されるＤＮＡとストリンジェントなハイブリダイゼーション条件でハイブリダ
イズし、かつそのストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でコントロールトウ
モロコシ植物ＤＮＡとはハイブリダイズしないＤＮＡプローブ分子とハイブリダイズさせ
ること、（ｂ）ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件にサンプルおよびプロー
ブをさらすこと、ならびに（ｃ）ＤＮＡに対するプローブのハイブリダイゼーションを検
出すること、からなる。
　【００１９】
　さらに、配列番号２４内のＴＣ１５０７特異的領域を検出する生物学的サンプル内のイ
ベントＴＣ１５０７を同定するためのキットおよび方法が提供される。
　【００２０】
　配列番号４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６
、および５７からなる群より選択される配列または該配列の相補体からなる群より選択さ
れるＴＣ１５０７の少なくとも１つの結合配列を含むＤＮＡ分子が提供され、結合配列は
、ゲノムに挿入された非相同ＤＮＡと挿入部位に隣接するトウモロコシ細胞由来のＤＮＡ
（すなわち、隣接ＤＮＡ）とのあいだの結合を補い、イベントＴＣ１５０７にとって特徴
的である。
　【００２１】
　本発明の別の局面によれば、昆虫抵抗性トウモロコシ植物を生産する方法は、（ａ）昆
虫抵抗性を与える本発明の発現カセットを含む第１のトウモロコシ親系統と昆虫抵抗性が
欠如した第２のトウモロコシ親系統とを交配させることで、複数の後代植物を生産するこ
と、ならびに（ｂ）昆虫抵抗性である後代植物を選択すること、を含む。そのような方法
は、第２のトウモロコシ親系統に対して後代植物を戻し交配することで、昆虫抵抗性であ
るトウモロコシ植物の純粋種トウモロコシ植物を生産するさらなるステップを、任意に含
むものであってもよい。
　【００２２】
　本発明は、昆虫抵抗性であるトウモロコシ植物を生産する方法であって、ＤＮＡ構築物
ＰＨＩ８９９９Ａ（配列番号２５）によってトウモロコシ植物細胞を形質転換すること、
形質転換されたトウモロコシ細胞をトウモロコシ植物に成長させること、昆虫抵抗性を示
すトウモロコシ植物を選択すること、ならびにトウモロコシ植物を稔性トウモロコシ植物
に成長させること、を含む方法を提供する。上記稔性トウモロコシ植物を、自家受粉また
は適合性のあるトウモロコシ種と交配して、昆虫抵抗性の子孫を得ることができる。
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　【００２３】
　本発明はさらに、生物学的サンプル中のトウモロコシのイベントＴＣ１５０７を同定す
るためのＤＮＡ検出キットに関する。好ましくは、本発明のキットは、ＰＣＲ同定プロト
コルで使用するために、ＴＣ１５０７の５’もしくは３’隣接領域を特異的に認識する第
１のプライマーと、ＴＣ１５０７の外来ＤＮＡ内または隣接ＤＮＡ内の配列を特異的に認
識する第２のプライマーとを含む。本発明もまた、イベントＴＣ１５０７の特異的領域と
８０％ないし１００％の配列同一性を持つ配列に一致または該配列に相補的である配列を
有する特異的プローブを含む、生物学的サンプル中のイベントＴＣ１５０７を同定するた
めのキットを提供する。好ましくは、プローブの配列は、イベントＴＣ１５０７の５’ま
たは３’　隣接領域の一部を含む特異的領域に対応する。
　【００２４】
　本発明によって包含される方法およびキットを、以下に限定されるものではないが、植
物、植物材料、あるいは限定されるものでないが、植物材料を含む、もしくは該植物材料
から作られた食物もしくは飼料製品（生または加工済み）等の製品に含まれるイベントＴ
Ｃ１５０７を同定すること等の異なる目的のために、用いることができる。さらに、ある
いはそれに代わって、本発明の方法およびキットを、遺伝子組換え材料と非遺伝子組換え
材料とのあいだの分離を目的として遺伝子組換え植物材料の同定に用いることできる。さ
らに、あるいはその代わりに、本発明の方法およびキットを、トウモロコシのＴＣ１５０
イベントを含む植物材料の品質を決定するのに用いることができる。キットは、上記検出
方法を実行するために必要な試薬および材料を含むものであってもよい。
　【００２５】
　本発明はさらに、ＴＣ１５０７トウモロコシ植物またはその一部に関するもので、該一
部として、限定されるものではないが、トウモロコシ植物ＴＣ１５０７およびそれに由来
する子孫の花粉、胚珠、栄養細胞、花粉細胞の核、および卵細胞の核が挙げられる。本発
明のＤＮＡプライマー分子が特異的単位複製配列産物を与えるトウモロコシ植物および種
子ＴＣ１５０７は、本発明の一局面である。
　【００２６】
　本発明の上記局面および他の局面は、以下の詳細な説明および添付した図面から、より
いっそう明らかになる。
　【００２７】
　（詳細な説明）
　以下の定義および方法は、本発明をより良く定義するために、また本発明の実施に際し
て当業者を導くために、提供される。特に示さない限り、用語は関連技術分野における当
業者の慣例的用法にしたがって理解される。また、分子生物学での共通する用語の定義も
、Ｒｉｅｇｅｒら，Ｇｌｏｓｓａｒｙ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ：Ｃｌａｓｓｉｃａｌ　
ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ、第５版、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ；Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ，　１９９１；およびＬｅｗｉｎ，　Ｇｅｎｅｓ　Ｖ，　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅ
ｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９４に見いだされよう。３７ＣＦＲ１
．８２２に記載のＤＮＡ塩基についての命名法が用いられる。
　【００２８】
　本明細書中で使用される場合、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という表現は「限定
されるものではないが含まれる（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ　ｂｕｔ　ｎｏｔ　ｌｉｍｉｔｅｄ
　ｔｏ）」ことを意味する。
　【００２９】
　本明細書中で使用される場合、「トウモロコシ（ｃｏｒｎ）」という用語は、ズィーメ
イス（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）またはトウモロコシ（ｍａｉｚｅ）を意味するもので、トウモ
ロコシの野生種を含むトウモロコシと交配し得るすべての植物種を包含する。
　【００３０】
　本明細書中で使用される場合、「ＴＣ１５０７特異的」という用語は、植物、植物材料
、あるいは限定されるものでないが、植物材料を含む、もしくは該植物材料から作られた



(13) JP 2006-525028 A5 2010.5.6

食物もしくは飼料製品（生または加工済み）等の製品に含まれるイベントＴＣ１５０７を
識別可能に同定することに適したヌクレオチド配列のことをいう。
　【００３１】
　本明細書中で使用される場合、「昆虫抵抗性（ｉｎｓｅｃｔ　ｒｅｓｉｓｔａｎｔ）」
および「害虫に影響を及ぼす（ｉｍｐａｃｔｉｎｇ　ｉｎｓｅｃｔ　ｐｅｓｔｓ））」と
いう表現は、昆虫の任意の発育段階での摂食、増殖、および／または行動に変化をもたら
すことをいい、昆虫を殺すこと、成長を遅らせること、生殖能を抑制すること等が挙げら
れるが、それらに限定されない。
　【００３２】
　本明細書中で使用される場合、「殺虫活性（ｐｅｓｔｉｃｉｄａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
）」および「殺虫力（ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ）」という表現は、
数多くのパラメーターによって測定し得る生物または物質（例えば、タンパク質）の活性
に言及するために同義的に使われる。上記パラメーターとして、限定されるものではない
が、適当な時間にわたって生物または物質に対して給餌および／または暴露した後の害虫
致死率、害虫体重減少、害虫誘引、害虫忌避性、ならびに害虫の他の行動的および生理的
変化が挙げられる。例えば、「殺虫性タンパク質（ｐｅｓｔｉｃｉｄａｌ　ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ）」は、単独で、あるいは他のタンパク質と組み合わさって、殺虫活性を示すタンパ
ク質である。
　【００３３】
　「コード配列（ｃｏｄｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）」とは、特定のアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列のことをいう。本明細書中で使用される場合、特定の核酸に関す
る文脈のなかで用いられる場合、「コードしている（ｅｎｃｏｄｉｎｇ）」または「コー
ドされている（ｅｎｃｏｄｅｄ）」という表現は、特定のタンパク質にヌクレオチド配列
が翻訳されるのを導くために必須の情報を上記核酸が含むことを意味する。タンパク質が
コードされている核酸は、核酸の翻訳領域内に非翻訳配列（例えば、イントロン）を含む
ものであってもよく、あるいはそのような介在非翻訳配列が欠けたもの（例えば、ｃＤＮ
Ａにあるようなもの）であってもよい。
　【００３４】
　遺伝子（ｇｅｎｅ）は、特定のタンパク質を発現する核酸フラグメントのことをいい、
コード配列の上流にある制御配列（５’非コード配列）および該コード領域の下流にある
制御配列（３’非コード配列）が挙げられる。「天然遺伝子（ｎａｔｉｖｅ　ｇｅｎｅ）
」は、自然界で見いだされるような遺伝子のことをいい、それ自身の制御配列を有する。
「キメラ遺伝子（ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｇｅｎｅ）は、天然遺伝子ではない任意の遺伝子を
いい、自然界では一緒には見いだされない調節配列とコード配列とを含む。したがって、
キメラ遺伝子は異なる源に由来する調節配列およびコード配列を含むものであってもよい
し、あるいは同一の源に由来する調節配列およびコード配列を含むものであってもよいけ
れども、自然界で見いだされるものとは異なる様式で配置されている。「内因性遺伝子（
ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ　ｇｅｎｅ）」は、生物のゲノム中の本来の位置にある天然遺伝子
のことをいう。「外来（ｆｏｒｅｉｇｎ）」とは目的とする位置に通常見いだされてない
物質をいう。したがって、「外来ＤＮＡ（ｆｏｒｅｉｇｎ　ＤＮＡ）」は、新たに導入さ
れた植物の再配列ＤＮＡと組換えＤＮＡとを含むものであってもよい。「外来」遺伝子は
、宿主生物で通常見いだされない遺伝子のことをいうが、遺伝子導入によって宿主生物に
導入される。外来遺伝子は、非天然生物に導入された天然遺伝子、あるいはキメラ遺伝子
を含むことができる。「導入遺伝子（ｔｒａｎｓｇｅｎｅ）」は、形質転換という手段に
よってゲノムに導入された遺伝子である。組換えＤＮＡが挿入されている植物ゲノム内の
部位を、「挿入部位（ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ）」または「標的部位（ｔａｒｇｅ
ｔ　ｓｉｔｅ）」ということもある。
　【００３５】
　本明細書中で使用される場合、「挿入ＤＮＡ（ｉｎｓｅｒｔ　ＤＮＡ）」は植物材料を
形質転換させるために用いられる発現カセット内の異質ＤＮＡのことをいい、一方「隣接
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ＤＮＡ（ｆｌａｎｋｉｎｇ　ＤＮＡ）」は植物等の生物に天然に存在するゲノムＤＮＡあ
るいは形質転換イベントに関連したフラグメント等の本来の挿入ＤＮＡ分子にとって異物
である形質転換プロセスを介して導入された外来（異質）ＤＮＡのいずれかの存在であり
得る。本明細書で用いられる「隣接領域（ｆｌａｎｋｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎ）」または「
隣接配列（ｆｌａｎｋｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）」とは、少なくとも２０塩基対、好ま
しくは少なくとも５０塩基対、さらに最大で５，０００塩基対の配列であり、元の外来挿
入ＤＮＡ分子の直上流かつ隣接して、あるいは直下流かつ隣接して位置している。外来Ｄ
ＮＡの無秩序な組込みをもたらす形質転換の手順は、各々の形質転換体にとって特徴的か
つ固有の異なる隣接領域を含む形質転換体を生ずる。組換えＤＮＡが従来通りの交配を介
して植物に導入される場合、その隣接領域は一般に変化しない。形質転換体は、異質挿入
ＤＮＡの一断片とゲノムＤＮＡとの間、ゲノムＤＮＡの２断片間、あるいは異質ＤＮＡの
２断片間の固有な連結も含む。「連結（ｊｕｎｃｔｉｏｎ）」は、２つの特定のＤＮＡ断
片が結合する１つの点である。例えば、挿入ＤＮＡが隣接ＤＮＡと結合するところに連結
が存在する。連結点もまた、天然の生物に見いだされるものから改変されるかたちで２つ
のＤＮＡ断片が互いに結合している形質転換生物に存在する。「連結ＤＮＡ（ｊｕｎｃｔ
ｉｏｎ　ＤＮＡ）」とは、連結点を含むＤＮＡのことをいう。
　【００３６】
　本明細書中で使用される場合、「非相同（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ）」とは外来種に
由来する核酸である核酸のことをいい、あるいは同一種に由来するものであれば、意図的
になされるヒトの干渉によって、組成および／またはゲノム遺伝子座が天然の形態から実
質的に改変されている核酸のことをいう。例えば、非相同ヌクレオチド配列に作用自在に
結合したプロモーターを、ヌクレオチド配列が由来する種とは異なる種から由来するもの
とすることができ、あるいは同一種に由来するものであるならば、ヌクレオチド配列に作
用自在に結合することが自然には見いだされないプロモーターである。非相同タンパク質
は、外来種に由来するものであってもよく、あるいはもし同一種に由来するものであるな
らば、意図的にされるヒトの干渉によって元の形態から実質的に改変される。
　【００３７】
　「制御配列（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）」とは、コード配列の上流に
位置したヌクレオチド配列（５’非コード配列）、該コード配列のヌクレオチド配列、あ
るいは該コード配列内の下流に位置したヌクレオチド配列（３’非コード配列）のことを
いい、転写、ＲＮＡプロセッシングもしくは安定性、あるいは関連コード配列の翻訳に影
響を及ぼす。制御配列として、プロモーター、翻訳リーダー配列、イントロン、およびポ
リアデニル化認識配列を挙げることができる。
　【００３８】
　「プロモーター（ｐｒｏｍｏｔｅｒ）」とは、コード配列または機能性ＲＮＡの発現を
制御することが可能なヌクレオチド配列のことをいう。一般に、コード配列は、プロモー
ター配列に対して３’側に位置している。このプロモーター配列は、近位の上流因子とよ
り遠位の上流因子とからなり、後者の因子はしばしばエンハンサーといわれる。したがっ
て、「エンハンサー（ｅｎｈａｎｃｅｒ）」は、プロモーター活性を刺激することができ
るヌクレオチド配列であって、またプロモーターの不活性因子であってもよく、あるいは
プロモーターのレベルもしくは組織特異性を高めるために挿入された非相同因子であって
もよい。プロモーターは、天然遺伝子から該プロモーターの全体が由来するものであって
もよく、あるいは自然界で見いだされる異なるプロモーターに由来する異なる因子から構
成されるプロモーターであってもよく、あるいは合成ヌクレオチド部分から構成されるも
のであってもよい。異なるプロモーターが異なる組織または細胞種で、あるいは成長の異
なる段階で、もしくは異なる環境条件に対する応答のなかで、遺伝子発現を指示すること
が可能であることが、当業者によって理解される。ほとんどの時間でほとんどの細胞で発
現される核酸断片を生ずるプロモーターは、一般に「構成プロモーター（ｃｏｎｓｔｉｔ
ｕｔｉｖｅ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ）と呼ばれる。植物細胞で有用な種々のタイプの新規プロ
モーターは、常に発見されており、数多くの例がＯｋａｍｕｒｏ　ａｎｄ　Ｇｏｌｄｂｅ
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ｒｇ　（１９８９）　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐｌａｎｔｓ　１５：１－８２
によるコンパイルで見つかる可能性がある。多くの場合、制御配列の正確な境界は完全に
は規定されていないことから、異なる長さの核酸フラグメントが同一のプロモーター活性
を持つ可能性があると、さらに認められている。
　【００３９】
　「翻訳リーダー配列（ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｌｅａｄｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）」
とは、遺伝子のプロモーター配列とコード配列とのあいだに位置したヌクレオチド配列の
ことをいう。翻訳リーダー配列は、翻訳開始配列の完全に処理されたｍＲＮＡ上流に存在
する。翻訳リーダー配列は、数多くのパラメーターに作用を及ぼす可能性があり、該パラ
メーターとして、ｍＲＮＡに対する一次転写産物のプロセッシング、ｍＲＮＡ安定性、お
よび／または翻訳効率が挙げられる。翻訳リーダー配列の例が記載されている（Ｔｕｒｎ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｆｏｓｔｅｒ　（１９９５）　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　３：
２２５－２３６）。
　【００４０】
　「３’非コード配列（３’ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎ）」とは、コード配列
の下流に位置したヌクレオチド配列のことをいい、ポリアデニル化認識配列とｍＲＮＡプ
ロセッシングもしくは遺伝子発現に影響を及ぼし得る制御シグナルをコードする他の配列
とが挙げられる。ポリアデニル化シグナルは、一般にｍＲＮＡ前駆体の３’末端にポリア
デニル酸トラクトの付加に作用することによって特徴づけられる。異なる３’非コード配
列の使用は、Ｉｎｇｅｌｂｒｅｃｈｔら（１９８９）　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　１：６７
１－６８０によって例示される。
　【００４１】
　「タンパク質」または「ポリペプチド」は、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド内のコード配列によって定まる特定の順番で配置された複数のアミノ酸からなる鎖であ
る。
　【００４２】
　ＤＮＡ構築物は、互いに結合したＤＮＡ分子の集合体であり、１つ以上の発現カセット
を提供する。ＤＮＡ構築物は、細菌細胞での自己複製が可能となったプラスミドであって
もよく、機能性遺伝因子（すなわち、特に、プロモーター、イントロン、リーダー、コー
ド配列、および３’末端領域）を提供するＤＮＡ分子の導入に有用である種々のエンドヌ
クレアーゼ酵素制限部位を含む。あるいは、ＤＮＡ構築物は、ＤＮＡ分子の直鎖状集合体
、例えば１つの発現カセットであってもよい。ＤＮＡ構築物に含まれる発現カセットは、
伝令ＲＮＡの転写を生ずるために必須の遺伝因子を含む。発現カセットを、原核細胞もし
くは真核細胞で発現するように設計することができる。本発明の発現カセットは、植物細
胞で最も好ましく発現するように設計される。
　【００４３】
　本発明のＤＮＡ分子は、目的とする生物での発現のための発現カセットに提供される。
このカセットは、本発明のコード配列に作用自在に結合した５’および３’調節配列を含
む。「作用自在に結合（ｏｐｅｒａｂｌｙ　ｌｉｎｋｅｄ）」とは、結合している核酸配
列が隣接し合っており、２つのタンパク質コード領域が連結する必要性がある場合、隣接
し、かつ同一リーディングフレームにあることを意味する。作用自在に結合することが意
図することは、プロモーターと第２の配列とのあいだの機能的結合を示すことであり、そ
の第２の配列に対応したＤＮＡ配列の転写の開始および実行にプロモーター配列が関与す
る。上記カセットに、生物に同時形質転換される少なくとも１つの遺伝子を新たに加える
ことも可能である。あるいは、追加の遺伝子を多重発現カセットまたは多重ＤＮＡ構築物
に設けることができる。
　【００４４】
　発現カセットは、転写の５’から３’方向に、宿主として働く生物で機能的な転写およ
び翻訳開始領域、コード領域、および転写および翻訳終止領域を含む。転写開始領域（す
なわち、プロモーター）は、宿主生物に対して天然もしくは類似、あるいは外来もしくは
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異質であってもよい。さらに、プロモーターは天然の配列もしくはそれにとって代わるも
のとして合成配列であってもよい。発現カセットは、発現カセット構築物内に５’リーダ
ー配列をさらに含んでもよい。そのようなリーダー配列は翻訳を高めるように作用するこ
とができる。
　【００４５】
　本明細書中で使用される場合、「トランスジェニック」という用語は、非相同核酸の存
在によって遺伝子型が変えられた任意の細胞、細胞系統、カルス、組織、植物の一部分、
または植物を包含し、そのように改変されたトランスジェニックに加えて、最初のトラン
スジェニックから交配または無性生殖によって作られたトランスジェニックも含まれる。
本明細書で使用される「トランスジェニック」という用語は、従来の植物育種法または自
然発生的なイベント（例えば、無作為他家受精、非組換え型ウイルス感染、非組換え型細
菌形質転換、非組換え型転位、もしくは偶発突然変異）によって、ゲノム（染色体または
染色体外）の変化を含まない。
　【００４６】
　トランスジェニック「イベント（ｅｖｅｎｔ）」は、異質ＤＮＡ構築物による植物細胞
の形質転換によって生じるもので、目的とする導入遺伝子を含む核酸発現カセット、植物
ゲノムへの導入遺伝子の挿入によって生ずる植物集団の再生、および特定のゲノム位置へ
の挿入によって特徴づけられる特定の植物の選択が挙げられる。イベントは、表現型の上
では、導入遺伝子の発現によって特徴づけられる。遺伝子レベルでは、イベントは、植物
の遺伝学的構成の一部である。「イベント」という用語は、形質転換体と異質ＤＮＡを含
む他の種とのあいだの外部交配によって生ずる子孫のこともいう。反復親に対する反復戻
し交配後でさえ、形質転換された親由来の挿入ＤＮＡおよび隣接ＤＮＡが同一染色体上の
位置に、上記交配の後代に存在する。「イベント」という用語は、挿入ＤＮＡ（例えば、
自家受粉によって生じた子孫および元の形質転換体）を含む親系統と挿入ＤＮＡを含まな
い親系統との交配の結果として、目的とする導入遺伝子を含む挿入ＤＮＡを受け取る子孫
への転移が期待される挿入ＤＮＡに直に隣接した挿入ＤＮＡおよび隣接配列を含む形質転
換体に由来するＤＮＡのこともいう。
　【００４７】
　昆虫抵抗性ＴＣ１５０７トウモロコシ植物は、遺伝子組換えＴＣ１５０７トウモロコシ
植物から生長したトウモロコシ植物と昆虫抵抗性を与える本発明の発現カセットによる形
質転換に由来したその後代とからなる第１の親トウモロコシ植物と、昆虫抵抗性を持たな
い第２の親トウモロコシ植物とを一代交配させて複数の第一後代植物を作り、次に、昆虫
抵抗性の第一後代植物を選択し、この第一後代植物を自家受粉させることで、複数の第２
の後代植物を作り、次に第２の後代植物から昆虫抵抗性植物を選択することによって、育
種することができる。これらのステップは、さらに、昆虫抵抗性第一後代植物または昆虫
抵抗性第二後代植物を第２の親トウモロコシ植物または第３の親トウモロコシ植物と戻し
交配することで、昆虫耐性であるトウモロコシ植物が得られる。
　【００４８】
　本明細書中で使用される場合、「植物（ｐｌａｎｔ）」という用語は、全ての植物、植
物器官（例えば、葉、茎、および根）、種子、植物細胞、およびその子孫について言及す
るものである。本発明の範囲内であると理解されるトランスジェニック植物の部分は、例
えば、本発明のＤＮＡ分子によって事前に形質転換されたトランスジェニック植物または
その子孫に由来する植物細胞、プロトプラスト、組織、カルス、胚、同様に花、茎、果実
、葉、および根を含むことから、少なくとも部分的にはトランスジェニック細胞からなる
ものも本発明の一局面である。
　【００４９】
　本明細書中で使用される場合、「植物細胞（ｐｌａｎｔ　ｃｅｌｌ）という用語は、限
定されることなく、種子、懸濁培養物、胚、分裂組織細胞領域、カルス組織、葉、根、芽
、配偶体、造胞体、花粉、および花粒粉を包含する。本発明の方法で使用し得る植物の網
は、通常、形質転換技術に受け入られる高等植物の種類と同程度に広く、単子葉植物およ
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び双子葉植物の両方が挙げられる。
　【００５０】
　「形質転換（ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ）」とは、核酸断片を宿主生物のゲノムに
移して、遺伝的に安定な遺伝的形質を得ることをいう。形質転換核酸断片を含む宿主生物
を「トランスジェニック」生物という。植物形質転換法の例として、アグロバクテリウム
（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）媒介形質転換（Ｄｅ　Ｂｌａｅｒｅら（１９８７）　Ｍ
ｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１４３：２７７）および粒子加速もしくは「遺伝子銃（ｇｅｎ
ｅ　ｇｕｎ）」形質転換技術（Ｋｌｅｉｎら（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ　（Ｌｏｎｄｏｎ
）　３２７：７０－７３；米国特許第４，９４５，０５０号、本明細書で援用）が挙げら
れる。別の形質転換方法を以下に開示する。
　【００５１】
　したがって、本発明の単離ポリヌクレオチドを組換え体構築物、概してＤＮＡ構築物に
取り込むことができ、該構築物は宿主細胞への導入および該宿主細胞での複製をおこなう
ことが可能である。そのような構築物をベクターとすることができ、ベクターは所定の宿
主細胞でポリペプチドコード配列の転写および翻訳をおこなうことができる。植物細胞の
安定的トランスフェクションまたはトランスジェニック植物の確立に適した多くのベクタ
ーが、例えば、Ｐｏｕｗｅｌｓら，　（１９８５；上掲１９８７）　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｖ
ｅｃｔｏｒｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｗｅｉｓｓｂａｃｈ　ａｎ
ｄ
　Ｗｅｉｓｓｂａｃｈ　（１９８９）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）
；　およびＦｌｅｖｉｎら，　（１９９０）　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ　Ｍａｎｕａｌ，　（Ｋｌｕｗｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ
）に記載されている。一般に、植物発現ベクターとして、例えば、５’および３’制御配
列および優性選択可能なマーカーの転写制御下にある１種類以上のクローン化植物遺伝子
が挙げられる。そのような植物発現ベクターは、プロモーター制御領域（例えば、誘導も
しくは構成的、環境もしくは発生的に制御された、または細胞もしくは組織特異的である
発現を調節する制御領域）、転写開始の開始部位、リボソーム結合部位、ＲＮＡプロセッ
シングシグナル、転写終結部位、および／あるいはポリアデニル化シグナルを含むことも
できる。
　【００５２】
　２つの異なるトランスジェニック植物を交配させて２つの独立して分離する追加された
外来遺伝子を含む子孫を生ずることも可能であることも理解される。適当な子孫の自家受
粉によって、両方の追加された外来遺伝子に関してホモ接合性である植物を生産すること
ができる。親植物に対する戻し交配と非遺伝子組換え植物との外部交配もまた、栄養生殖
のように、考えられる。他の育種法の説明は、異なる形質および作物に関して一般的に用
いられており、いくつかの参考文献の１つ、例えばＦｅｈｒ，　ｉｎ　Ｂｒｅｅｄｉｎｇ
　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｃｕｌｔｉｖａｒ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，　Ｗｉｌｃｏ
ｓ　Ｊ．　ｅｄ．，　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ａｇｒｏｎｏｍｙ，　
Ｍａｄｉｓｏｎ　Ｗｉｓ．　（１９８７）に見いだすことができる。
　【００５３】
　「プローブ（ｐｒｏｂｅ）」は、従来の検出可能な標識またはレポーター分子、例えば
放射性同位元素、リガンド、化学発光剤、もしくは酵素が取り付けられる単離された核酸
である。そのようなプローブは、標的核酸の一本の鎖に対して相補的であり、本発明の場
合、トウモロコシのイベントＴＣ１５０７からの単離ＤＮＡの鎖に、トウモロコシ植物に
由来もしくは該イベント由来のＤＮＡを含むサンプルに由来するにせよ、相補的である。
本発明にもとづくプローブとして、デオキシリボ核酸もしくはリボ核酸のみならず、標的
ＤＮＡ配列に特異的に結合し、標的ＤＮＡ配列の存在を検出するために使用し得るポリア
ミド類および他のプローブ材料が挙げられる。
　【００５４】
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　「プライマー（ｐｒｉｍｅｒ）」は、プライマーと標的ＤＮＡ鎖との間でハイブリッド
を形成するために核酸ハイブリダイゼーションによって相補的標的ＤＮＡ鎖にアニールさ
れ、次にポリメラーゼ（例えばＤＮＡポリメラーゼ）によって標的ＤＮＡ鎖に沿って延伸
される単離された核酸である。本発明のプライマー対とは、例えばポリメラーゼ鎖反応（
ＰＣＲ）または他の従来の核酸増幅法によって、標的核酸配列を増幅させる用途のことを
いう。「ＰＣＲ」または「ポリメラーゼ鎖反応（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒ
ｅａｃｔｉｏｎ）」は、特異的ＤＮＡセグメントを増幅させるために用いられる技術であ
る（米国特許第４，６８３，１９５号および第４，８００，１５９号（本明細書で援用）
を見よ）。
　【００５５】
　プローブおよびプライマーは、操作者が定めたハイブリダイゼーション条件または反応
条件で特異的に標的ＤＮＡ配列に結合する十分なヌクレオチド長である。この長さは、選
ばれる検出方法で有用である十分な長さである任意の長さであってもよい。一般に、長さ
が１１ヌクレオチド以上、好ましくは１８ヌクレオチド以上、より好ましくは２２ヌクレ
オチド以上が用いられる。そのようなプローブおよびプライマーは、高度にストリンジェ
ントなハイブリダイゼーション条件で標的配列と特異的にハイブリダイズする。好ましく
は、本発明のプローブおよびプライマーは、標的配列と隣接ヌクレオチドのＤＮＡ配列類
似性が完全であり、プローブが標的ＤＮＡ配列とは異なっても、標的ＤＮＡ配列に対する
ハイブリダイゼーション能力を保持するプローブを従来の方法によって設計することがで
きる。プローブはプライマーとして使用することもできるが、一般に標的ＤＮＡまたはＲ
ＮＡと結合するように設計されており、増幅プロセスでは使用されない。
　【００５６】
　特異的プライマーを用いて組込み断片を増幅し、生物学的サンプルでのイベントＴＣ１
５０７を同定するための「特異的プローブ」として使用し得る単位複製配列を作ることが
できる。プローブが、該プローブと生物学的サンプルとの結合を可能にする条件下で、そ
の生物学的サンプルの核酸とハイブリダイズする場合、この結合を検出することができる
ので、生物学的サンプル中のイベントＴＣ１５０７の存在を示すことが可能である。その
ような結合プローブの同定は、当技術分野で記載されている。特異的プローブは、望まし
くは、最適化された条件下で、特異的に、上記イベントの５’または３’隣接領域内の領
域にハイブリダイズし、好ましくはそれに隣接した外来ＤＮＡの一部を含む。好ましくは
、特異的プローブは、上記イベントの特的領域と、少なくとも８０％、より好ましくは８
０％ないし８５％、より好ましくは８５％ないし９０％、特に好ましくは９０％ないし９
５％、さらに最も好ましくは９５％ないし１００％同一（または相補的）である。
　【００５７】
　プローブおよびプライマーを調製および使用するための方法は、例えば、Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　２ｎｄ　ｅｄ
．，　ｖｏｌ．　１－３，　ｅｄ．　Ｓａｍｂｒｏｏｋら，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．　１９８９　（以下、「Ｓａｍｂｒｏｏｋら，　１９８９」とする）
；　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
，　ｅｄ．　Ａｕｓｕｂｅｌら，　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉ
ｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　１９９２　（定期的更新を
含む）　（以下、「Ａｕｓｕｂｅｌら，　１９９２」とする）；　およびＩｎｎｉｓら，
　ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ：　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　
１９９０に記載されている。ＰＣＲプライマー対は、例えばそのような目的を意図したコ
ンピュータプログラムを用いることによって、既知の配列から得ることができ、該プログ
ラムの例として、ＰＣＲプライマー分析ツールを含むＶｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ　ｖｅｒｓｉ
ｏｎ　６　（Ｉｎｆｏｒｍａｘ　Ｉｎｃ．，　Ｂｅｔｈｅｓｄａ　Ｍｄ．）；Ｐｒｉｍｅ
ｒＳｅｌｅｃｔ　（ＤＮＡＳＴＡＲ　Ｉｎｃ．，　Ｍａｄｉｓｏｎ，　Ｗｉｓ．）；　お
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よびＰｒｉｍｅｒ（Ｖｅｒｓｉｏｎ　０．５，　(c)１９９１，　Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ　
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，　Ｃａｍｂｒ
ｉｄｇｅ，　Ｍａｓｓ．）が挙げられる。さらに、当業者に既知のガイドラインを用いて
、配列を視覚的に走査してプライマーを手動で同定することができる。
　【００５８】
　本明細書で用いられる「キット（ｋｉｔ）」とは、本発明の目的、より詳しくは生物学
的サンプル中のイベントＴＣ１５０７の同定を実施することを目的とした複数の試薬から
なるセットのことをいう。品質管理（例えば、種子ロットの純度）、植物材料のＴＣＶ１
５０７イベントの検出、あるいは植物材料を含む材料もしくは該植物材料に由来する材料
、例えば限定されるものではないが食品または飼料のために、本発明のキットを用いるこ
とができ、またその成分を明確に調節することができる。本明細書で用いられるように「
植物材料（ｐｌａｎｔ　ｍａｔｅｒｉａｌ）とは、植物から得られる材料または植物に由
来する材料のことをいう。
　【００５９】
　本明細書に開示された隣接ＤＮＡおよび挿入配列に基づいたプライマーおよびプローブ
を、従来の方法（例えば、そのような配列の再クローニングおよびシークエンシング）に
よって、開示された配列を確認するために（および、もし必要ならば、訂正するために）
用いることができる。本発明の核酸プローブおよびプライマーは、ストリンジェントな条
件下で標的ＤＮＡ配列とハイブリダイズする。任意の従来の核酸ハイブリダイゼーション
または増幅方法を用いて、サンプル中でのトランスジェニックイベント由来ＤＮＡの存在
を同定することができる。核酸分子またはその断片は、一定の環境で他の核酸分子と特異
的にハイブリダイズすることができる。本明細書中で使用される場合、２つの核酸分子は
、２つの核酸分子が逆平行性の二重鎖核酸構造を形成することが可能であるならば、互い
に特異的にハイブリダイズすることが可能であると考えられる。
　【００６０】
　核酸分子は、完全な相補性を示すならば、この他の核酸分子の「相補体（ｃｏｍｐｌｅ
ｍｅｎｔ）」であると考えられる。本明細書中で使用される場合、一方の分子の各々のヌ
クレオチドが他方の分子のヌクレオチドに対して相補的である場合、これらの分子は「完
全な相補性（ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ）」を示すと考えられ
る。２つの分子は、少なくとも従来の「ストリンジェンシーが低い（ｌｏｗ－ｓｔｒｉｎ
ｇｅｎｃｙ）」条件下で互いにアニールしたままであることを許すのに十分な安定性をも
って互いにハイブリダイズすることができる場合、「最小限に相補的（ｍｉｎｉｍａｌｌ
ｙ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ）」と考えられる。同様に、上記分子は、少なくとも従
来の「ストリンジェンシーが高い（ｈｉｇｈ－ｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙ）」条件下で互いに
アニールしたままであることを許すのに十分な安定性をもって互いにハイブリダイズする
ことができる場合、「相補的（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ）」と考えられる。従来のス
トリンジェントな条件は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，　１９８９、およびＨａｙｍｅｓら，　
Ｉｎ：　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，　ａ　Ｐｒａｃｔｉ
ｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，　ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，　Ｄ．Ｃ
．　（１９８５）に記載されており、したがって完全な相補性からの逸脱は、該逸脱が二
重鎖構造を形成する分子の能力を完全に排除しない限り、許される。プライマーまたはプ
ローブとして役に立つ核酸分子となるように、用いられた特定の溶媒および塩濃度のもと
で、安定な二重鎖構造を形成することが可能であるように、配列が十分に相補的であるこ
とのみが求められる。
　【００６１】
　ハイブリダイゼーション反応では、特異性は一般にハイブリダイゼーション後の洗浄の
関数であり、最終洗浄溶液の温度およびイオン強度が重要な要素である。熱融解点（Ｔｍ
）は、相補的標的配列の５０％が完全に一致するプローブとハイブリダイズする温度（所
定のイオン強度およびｐＨ下で）である。ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリッドについては、Ｍｅ
ｉｎｋｏｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｈｌ　（１９８４）　Ａｎａｌ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　１３
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８：２６７－２８４の等式、すなわちＴｍ＝８１．５℃＋１６．６（ｌｏｇＭ）＋０．４
１（％ＧＣ）－０．６１（％形態）－５００／ＬからＴｍを近似させることができ、式中
、Ｍは一価カチオンのモル濃度、％ＧＣはＤＮＡ中のグアノシンおよびシトシンヌクレオ
チドの割合、％形態はハイブリダイゼーション溶液中のホルムアミドの割合、さらにＬは
塩基対内のハイブリッドの長さである。各々１％のミスマッチで約１℃、Ｔｍが減少する
。したがって、Ｔｍ、ハイブリダイゼーション、および／または洗浄条件を、所望の同一
性の配列に対してハイブリダイズするように調節することができる。例えば、＞９０％同
一性を持つ配列が求められた場合、Ｔｍを１０℃下げることができる。一般に、ストリン
ジェントな条件は、所定のイオン強度およびｐＨで特異的配列およびその相補体のＴｍよ
りも約５℃低く選択される。しかし、厳しいストリンジェントな条件は、Ｔｍよりも１、
２、３、または４℃より低い温度でのハイブリダイゼーションおよび／または洗浄を利用
することができ、また中程度のストリンジェントな条件では、Ｔｍよりも６、７、８、９
、または１０℃より低い温度でのハイブリダイゼーションおよび／または洗浄を利用する
ことができ、低ストリンジェントな条件では、Ｔｍよりも１１、１２、１３、１４、１５
、または２０℃より低い温度でのハイブリダイゼーションおよび／または洗浄を利用する
ことができる。
　【００６２】
　上記等式、ハイブリダイゼーションおよび洗浄組成物、ならびに所望のＴｍを用いるこ
とで、当業者は、ハイブリダイゼーションおよび／または洗浄溶液のストリンジェンシー
の変化が本質的に記載されていることを理解する。もし所望の度合いのミスマッチによっ
てＴｍが４５℃（水溶液）または３２℃（ホルムアミド溶液）よりも低くなるならば、よ
り高い温度が使用できるようにＳＳＣ濃度を高めることが好ましい。核酸のハイブリダイ
ゼーションについての詳しい指針は、Ｔｉｊｓｓｅｎ　（１９９３）　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ－－　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｎｕｃｌｅｉｃ
　ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅ，　Ｐａｒｔ　Ｉ，　Ｃｈａｐｔｅｒ　２　（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ
、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）；　ａｎｄ　Ａｕｓｕｂｅｌら，　ｅｄｓ．　（１９９５）　Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｃｈ
ａｐｔｅｒ　２　（Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔ
ｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）に見いだされる。Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８
９）　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ　（２ｄ　ｅｄ．、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｐｒｅｓｓ、Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ、Ｎ．Ｙ．）を見よ。
　【００６３】
　本明細書中で使用される場合、実質的に相同な配列は、ストリンジェンシーが高い条件
下で比較されている核酸分子の相補体に特異的にハイブリダイズする核酸分子である。Ｄ
ＮＡハイブリダイゼーションを促進する適当なストリンジェントな条件は、例えば、約４
５℃の６ｘ塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）、続いて５０℃で２ｘＳＳＣ
による洗浄が当業者に知られており、あるいはＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎ
．Ｙ．　（１９８９），　６．３．１－６．３．６に見いだすことができる。一般に、ス
トリンジェントな条件は、塩濃度が、ｐＨ７．０ないし８．３で、約１．５ＭＮａイオン
未満、通常、約０．０１ないし１．０ＭＮａイオン濃度（あるいは他の塩類）であり、温
度は短いプローブ（例えば、１０ないし５０ヌクレオチド）に対して少なくとも約３０℃
で、長いプローブ（例えば、５０ヌクレオチドを上回る）に対して少なくとも約６０℃で
ある。ストリンジェントな条件はまた、ホルムアミド等の不安定化剤の添加によって達成
することが可能である。典型的な低ストリンジェントな条件として、３７℃で、３０ない
し３５％ホルムアミド、１ＭＮａＣｌ、１％ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）の緩衝液
でハイブリダイゼーションをおこない、５０ないし５５℃で１Ｘないし２ＸＳＳＣ（２０
ＸＳＳＣ＝３．０ＭＮａＣｌ／０．３Ｍクエン酸三ナトリウム）で洗浄することが挙げら
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れる。典型的な中ストリンジェントな条件として、３７℃で、４０ないし４５％ホルムア
ルデヒド、１Ｍ　ＮａＣｌ、１％　ＳＤＳでのハイブリダイゼーション、および５５ない
し６０℃で、０．５ないし１×ＳＳＣでの洗浄が挙げられる。典型的な高ストリンジェン
トな条件として、３７℃で、５０％ホルムアミド、１ＭＮａＣｌ、１％ＳＤＳの緩衝液、
でハイブリダイゼーションをおこない、６０ないし６５℃で０．１ＸＳＳＣで洗浄するこ
とが挙げられる。好ましい実施形態では、本発明の核酸を、イベントＴＣ１５０７または
その相補体あるいはいずれかの断片に特有の１つ以上の核酸分子に対して、中程度にスト
リンジェントな条件で、特異的にハイブリダイズさせる。
　【００６４】
　比較のために配列を位置合わせする方法が当技術分野で周知である。したがって、任意
の２つの配列間でのパーセント同一性を決定することは、数学的なアルゴリズムを用いる
ことで達成することができる。そのような数学的アルゴリズムの非限定的な例は、Ｍｙｅ
ｒｓ　ａｎｄ　Ｍｉｌｌｅｒ　（１９８８）　ＣＡＢＩＯＳ　４：１１－１７のアルゴリ
ズム、Ｓｍｉｔｈら（１９８１）　Ａｄｖ．　Ａｐｐｌ．　Ｍａｔｈ．　２：４８２の局
所相同アルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ　（１９７０）　Ｊ．
　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　４８：４４３－４５３の相同位置合わせアルゴリズム、Ｐｅａ
ｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ　（１９８８）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．
　Ｓｃｉ．　８５：２４４４－２４４８の類似性検索方法（ｓｅａｒｃｈ－ｆｏｒ－ｓｉ
ｍｉｌａｒｉｔｙ－ｍｅｔｈｏｄ）、Ｋａｒｌｉｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｓｃｈｕｌ　（１９
９３）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９０：５８７３－５
８７７によって改変されたＫａｒｌｉｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｓｃｈｕｌ　（１９９０）　Ｐ
ｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８７：２２６４のアルゴリズム
である。
　【００６５】
　これらの数学的アルゴリズムのコンピュータインプリメンテーションを配列同一性の決
定のための配列比較に利用することができる。そのようなインプリメンテーションとして
、限定されるものではないが、ＰＣ／ＧｅｎｅプログラムのＣＬＵＳＴＡＬ（Ｉｎｔｅｌ
ｌｉｇｅｎｅｔｉｃｓ、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、Ｃａｌｉｆ．より入手可能）、Ａ
ＬＩＧＮプログラム（Ｖｅｒｓｉｏｎ　２．０）、ＡＬＩＧＮ　ＰＬＵＳプログラム　（
ｖｅｒｓｉｏｎ　３．０、著作権１９９７）、およびＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＢＬＡＳ
Ｔ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡを含むＷｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓ
ｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ、Ｖｅｒｓｉｏｎ　１０　（　Ａｃｃｅｌｒｙｓ、９６
８５　Ｓｃｒａｎｔｏｎ　Ｒｏａｄ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．　９２１２１、
ＵＳＡより入手可能）が挙げられる。これらのプログラムを用いた位置合わせを、デフォ
ルトパラメーターを用いて実行することができる。
　【００６６】
　ＣＬＵＳＴＡＬプログラムは、Ｈｉｇｇｉｎｓ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，　Ｇｅｎｅ　７
３：　２３７－２４４　（１９８８）；　Ｈｉｇｇｉｎｓ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，　ＣＡ
ＢＩＯＳ　５：　１５１－１５３　（１９８９）；　Ｃｏｒｐｅｔ，ら，　Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１６：　１０８８１－９０　（１９８８）；　Ｈｕａ
ｎｇ，ら，　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｂｉｏｓｃ
ｉｅｎｃｅｓ　８：　１５５－６５　（１９９２）、およびＰｅａｒｓｏｎ，ら，　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　２４：　３０７－３３１　（
１９９４）によって詳しく記載されている。ＡＬＩＧＮおよびＡＬＩＧＮ　ＰｌＬＵＳプ
ログラムは、Ｍｙｅｒｓ　ａｎｄ　Ｍｉｌｌｅｒ　（１９８８）上掲のアルゴリズムにも
とづいている。Ａｌｔｓｃｈｕｌら（１９９０）　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２１５
：４０３のＢＬＡＳＴプログラムは、Ｋａｒｌｉｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｓｃｈｕｌ　（１９
９０）上掲のアルゴリズムにもとづいている。データベース類似性検索に使えるプログラ
ムのＢＬＡＳＴファミリーとして、ヌクレオチドデータベース配列に対するヌクレオチド
クエリー配列のＢＬＡＳＴＮ、タンパク質データベース配列に対するヌクレオチドクエリ
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ー配列のＢＬＡＳＴＸ、タンパク質データベース配列に対するタンパク質クエリー配列の
ＢＬＡＳＴＰ、ヌクレオチドデータベース配列に対するタンパク質クエリー配列のＴＢＬ
ＡＳＴＮ、ならびにヌクレオチドデータベース配列に対するヌクレオチドクエリー配列の
ＴＢＬＡＳＴＸが挙げられる。　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｃｈａｐｔｅｒ　１９，　Ａｕｓｕｂｅｌ，ら，　Ｅｄ
ｓ．，　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉ
ｅｎｃｅ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　（１９９５）を見よ。位置合わせまた、検査によって手
動で実行することが可能である。
　【００６７】
　比較を目的としてギャップ位置合わせ（ｇａｐｐｅｄ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）を得るた
めに、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ（ＢＳＴ２．０内）を、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔｌ．，
　（１９９７）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．　２５：　３３８９に記載したよ
うに利用することができる。あるいは、ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ（ＢＬＡＳＴ２．０内）を用
いて、分子間の距離関係を検出する反復検索を実行することができる。Ａｌｔｓｃｈｕｌ
ら（１９９７）上掲を見よ。ＢＬＡＳＴ、Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ、ＰＳＩ－ＢＬＡＳ
Ｔを利用する場合、各々のプログラム（例えば、ヌクレオチド配列のＢＬＡＳＴＮ、タン
パク質のＢＬＡＳＴＸ）のデフォルトパラメーターを用いることができる。例えば、ｗｗ
ｗ．ｎｃｂｉ．ｈｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ．を見よ。
　【００６８】
　本明細書中で使用される場合、２つの核酸またはポリペプチド配列の文脈にある「配列
同一性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｉｄｅｎｔｉｔｙ）」または「同一性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）
」は、特定の比較窓全体にわたる最大一致に対して位置合わせした場合に、同一である２
つの配列の残基に言及する。配列同一性の割合をタンパク質に関して用いる場合、同一で
はない残基位置が保守的アミノ酸置換によってしばしば異なることが認められ、アミノ酸
残基は、類似の化学的特性（例えば、電荷または疎水性）を持つ他のアミノ酸残基に対し
て置換されるので、分子の機能的特性を変化させない。配列が保存的置換において異なる
とき、パーセント配列同一性は置換の保守的な性質を修正するために上方を調整される可
能性がある。配列が保守的置換で異なる場合、配列同一性率を上方調整して置換の保守的
性質について修正をおこなってもよい。そのような保存的置換によって異なる配列は、「
配列類似性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）」または「類似性（ｓｉｍｉｌ
ａｒｉｔｙ）」があると言われている。この調整をするための手段は、当業者に周知であ
る。概して、このことは、完全なミスマッチよりはむしろ部分的なものとして保守的置換
を採点することを伴い、それによって配列同一性率が増加する。このように、例えば、同
一アミノ酸に得点１が与えられ、非保守的置換の得点はゼロであり、保守的置換にゼロな
いし１の得点があたえられる。保守的置換の採点は、例えばプログラムＰＣ／ＧＥＮＥ　
（Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｅｔｉｃｓ，　Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，　Ｃａｌｉｆｏｒ
ｎｉａ）にインプリメントされるようにして、計算される。
　【００６９】
　本明細書中で使用される場合、「配列同一性の割合（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ｓ
ｅｑｕｅｎｃｅ　ｉｄｅｎｔｉｔｙ）」は、比較窓上に最適に位置合わせされた２つの配
列を比較することによって決定された値を意味し、２つの配列の最適位置合わせに対して
参照配列（付加または欠失を含まない）と比べて、比較窓内のポリヌクレオチド配列の一
部が付加または欠失（すなわち、ギャップ）を含むものであってもよい。上記割合は、一
致した位置の数を得るために、同一の核酸塩基またはアミノ酸残基が両方の配列で生ずる
位置の数を測定し、比較窓内の位置の全数で一致した位置の数を割り、結果に対して１０
０を掛けることで配列同一性の割合を求めることによって、計算される。
　【００７０】
　特定の増幅プライマー対を用いた標的核酸配列の増幅（例えば、ＰＣＲによる）に関し
て、「ストリンジェントな条件（ｓｔｒｉｎｇｅｎｔ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ）」は、プ
ライマー対が標的核酸配列のみにハイブリダイズすることを可能とする条件であり、その
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標的核酸配列に、対応の野生型配列（またはその相補体）を持つプライマーが結合し、好
ましくは固有の増幅産物である単位複製配列をＤＮＡ熱増幅反応で生ずる。
　【００７１】
　「（標的配列に対して）特異的な（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｆｏｒ　（ａ　ｔａｒｇｅｔ　
ｓｅｑｕｅｎｃｅ））」という表現は、プローブまたはプライマーがストリンジェントな
ハイブリダイゼーション条件で、標的配列を含むサンプル中でその標的配列のみとハイブ
リダイズすることを示す。
　【００７２】
　本明細書中で使用される場合、「増幅ＤＮＡ（ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　ＤＮＡ）または「
単位複製配列（ａｍｐｌｉｃｏｎ）」とは、核酸テンプレートの一部である標的核酸配列
の核酸増幅の産物のことをいう。例えば、交配の結果生ずるトウモロコシ植物が、本発明
のトウモロコシ植物由来のトランスジェニックイベントゲノムＤＮＡを含むかどうかを決
定するために、トウモロコシ植物組織サンプルから抽出したＤＮＡを、ＤＮＡプライマー
対を用いた核酸増幅法にさらしてもよく、該ＤＮＡプライマー対は、異質挿入ＤＮＡの挿
入部位に隣接した隣接配列に由来する第１のプライマーと、ＤＮＡイベントの存在にとっ
て特徴的な単位複製配列を生成するための異質挿入ＤＮＡに由来する第２のプライマーと
を含む。あるいは、第２のプライマーが隣接配列に由来するものであってもよい。単位複
製配列は一定の長さで、上記イベントに特徴的でもある配列を有する。単位複製配列の長
さは、プライマー対とヌクレオチド塩基対とを組み合わせた長さから、ＤＮＡ増幅プロト
コルによって生産可能な任意の長さの単位複製配列に至るまでの範囲であってもよい。あ
るいは、プライマー対は、図１に示すように、約６．２ｋｂの大きさであるＰＨＩ８９９
９Ａ発現構築物の挿入ヌクレオチド配列全体を含む単位複製配列を生成するようにして、
挿入ＤＮＡの両側で、隣接配列に由来することができる。隣接配列に由来するプライマー
対の一つの構成要素を、挿入ＤＮＡ配列から離間して配置してもよく、この離間距離は１
塩基対から増幅反応の限界までの範囲、あるいは約２０，０００塩基対とすることができ
る。「単位複製配列」という用語の使用は、ＤＮＡ熱増幅反応で形成され得るプライマー
二量体を特異的に排除する。
　【００７３】
　核酸増幅は、ポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）を含む当技術分野で公知の種々の核酸増幅
法のいずれかによって達成し得る。種々の増幅法が当技術分野で公知であり、また記載さ
れており、とりわけ米国特許第４，６８３，１９５号および第　４，６８３，２０２号に
記載され、またＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，　ｅｄ．　Ｉｎｎｉｓら，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　
ｐｒｅｓｓ，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　１９９０に記載されている。ＰＣＲ増幅方法は、
最大で２２ｋｂのゲノムＤＮＡならびに最大で４２ｋｂのバクテリオファージＤＮＡを増
幅するために、開発された（Ｃｈｅｎｇら，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓ
ｃｉ．　ＵＳＡ　９１：５６９５－５６９９、１９９４）。ＤＮＡ増幅の技術分野で知ら
れている他の方法と同様に、それらの方法を本発明が実施される際に用いることが可能で
ある。特定のＰＣＲプロトコルのいくつかのパラメーターを特定の実験室条件に調整する
ことが必要であり、またわずかに修飾することも可能であり、さらに同様の結果を収集す
ることが可能である。これらの調整は、当業者にとって明らかである。
　【００７４】
　これらの方法によって生産される単位複製配列は、複数の技術によって検出することが
可能であり、該技術として、限定されるものではないが、隣接する隣接ＤＮＡ配列および
挿入ＤＮＡ配列の両方とオーバーラップするようにＤＮＡオリゴヌクレオチドが設計され
るＧｅｎｅｔｉｃ　Ｂｉｔ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　（Ｎｉｋｆｏｒｏｖ，ら，　Ｎｕｃｌｅ
ｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．　２２：　４１６７－４１７５，　１９９４）が挙げられる。
オリゴヌクレオチドは、マイクロウエルプレートのウエル内に固定される。目的とする領
域のＰＣＲ（挿入配列に１つのプライマーを用い、隣接する隣接領域にも１つ用いる）を
おこなった後、単鎖ＰＣＲ産物を固定化オリゴヌクレオチドに対してハイブリダイズする
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ことができ、ＤＮＡポリメラーゼおよび予想される次の塩基に特異的な標識ｄｄＮＴＰを
用いる単一塩基伸長反応のテンプレートとしての役割を果たす。読み出しは、蛍光または
ＥＬＩＳＡをベースとすることが可能である。シグナルは、成功裏になされる増幅、ハイ
ブリダイゼーション、および単一塩基伸長による挿入／隣接配列の存在を示す。
　【００７５】
　別の検出方法は、Ｗｉｎｇｅ（Ｉｎｎｏｖ．　Ｐｈａｒｍａ．　Ｔｅｃｈ．　００：　
１８－２４、２０００）に記載されているピロ塩基決定法である。この方法では、隣接Ｄ
ＮＡおよび挿入ＤＮＡ連結にかさなるオリゴヌクレオチドが設計されている。オリゴヌク
レオチドは、目的とする領域に由来する単鎖ＰＣＲ産物（挿入配列にプライマーが一つあ
り、隣接配列にプライマーが１つある）にハイブリダイズされ、ＤＮＡポリメラーゼ、Ａ
ＴＰ、スルフリラーゼ、アピラーゼ、アデノシン５’ホスホ硫酸、およびルシフェリンの
存在下で、インキュベートされる。ｄＮＴＰは個々に添加され、その取り込みは、測定さ
れる光シグナルを生ずる。光シグナルは、成功裏になされる増幅、ハイブリダイゼーショ
ン、および単一または多重塩基伸長による導入遺伝子挿入／隣接配列の存在を示す。
　【００７６】
　Ｃｈｅｎら，（Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．　９：４９２－４９８，　１９９９）に記載さ
れたような蛍光偏光は、本発明の単位複製配列を検出するために用い得る方法である。こ
の方法を用いることで、隣接および挿入ＤＮＡ連結に重なるオリゴヌクレオチドが設計さ
れる。オリゴヌクレオチドは、目的とする領域に由来する単鎖ＰＣＲ産物（挿入ＤＮＡ配
列にプライマーが一つあり、隣接ＤＮＡ配列にプライマーが１つある）にハイブリダイズ
され、ＤＮＡポリメラーゼおよび蛍光標識ｄｄＮＴＰの存在下でインキュベートされる。
単一塩基伸長は、ｄｄＮＴＰの取り込みをもたらす。取り込みは、蛍光光度計を用いた偏
光の変化として測定することができる。偏光の変化は、成功裏になされる増幅、ハイブリ
ダイゼーション、および単一塩基伸長による導入遺伝子挿入／隣接配列の存在を示す。
　【００７７】
　Ｔａｑｍａｎ（登録商標）（ＰＥ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｆｏｓ
ｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，　Ｃａｌｉｆ．）は、ＤＮＡ配列の存在を検出および定量するための
方法として記載されており、製造元によって提供される指示書で完全に理解される。手短
に言うと、隣接および挿入ＤＮＡ連結に重なるＦＲＥＴオリゴヌクレオチドプローブが設
計される。ＦＲＥＴプローブおよびＰＣＲプライマー（挿入ＤＮＡ配列にプライマーが一
つあり、隣接ゲノム配列にプライマーが１つある）が耐熱性ポリメラーゼおよびｄＮＴＰ
の存在下で、循環される。ＦＲＥＴプローブのハイブリダイゼーションは、ＦＲＥＴプロ
ーブ上で消光部分から離れて、切断と蛍光部分の放出とに帰着する。蛍光シグナルは、成
功裏になされる増幅とハイブリダイゼーションとによる隣接／導入遺伝子挿入配列の存在
を示す。
　【００７８】
　分子指標は、Ｔｙａｎｇｉら（Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．　１４：３０３－３０
８、１９９６）に記載されたように、配列検出で使用するために記載されている。手短に
言うと、隣接および挿入ＤＮＡ連結に重なるＦＲＥＴオリゴヌクレオチドプローブが設計
される。ＦＲＥＴプローブの固有の構造により、接近状態でも蛍光および消光部分の２次
構造を保持する。ＦＲＥＴプローブおよびＰＣＲプライマー（挿入ＤＮＡ配列にプライマ
ーが一つあり、隣接配列にプライマーが１つある）が耐熱性ポリメラーゼおよびｄＮＴＰ
の存在下で、循環される。成功裏になされるＰＣＲ増幅の後、ＦＲＥＴプローブと標的配
列とのハイブリダイゼーションは、プローブの２次構造の除去をもたらし、蛍光および消
光部分の空間的分離をもたらす。蛍光シグナルが生ずる。蛍光シグナルは、成功裏になさ
れる増幅およびハイブリダイゼーションによる隣接／導入遺伝子挿入配列の存在を示す。
　【００７９】
　アンプリコン内で見いだされる配列に対して特異的なプローブを用いたハイブリダイゼ
ーション反応は、単位複製配列がＰＣＲ反応によって生ずることを検出するために用いら
れるさらに別の方法である。



(25) JP 2006-525028 A5 2010.5.6

　【００８０】
　本発明は、以下の実施例によってさらに定義される。発明の好ましい実施形態を示す一
方で、これらの実施例が説明することのみを目的として与えられることが理解されなけれ
ばならない。上記の考察とこれらの例から、当業者は、本発明の必須特性を確認すること
ができ、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、それをさまざまな用途および状
況に適応させるために、発明の種々の変更および修飾をおこなうことができる。このよう
に、発明の種々の変形は、本明細書に例示および記載したものに加えて、前述の説明から
当業者にとって明らかである。そのような変形は、添付の請求の範囲の範囲内にあること
も意図している。
　【００８１】
　本明細書中に述べられた前述の参照の各々の開示は、全体として本明細書に援用される
。
【実施例】
　【００８２】
　（実施例１．粒子衝突によるトウモロコシの形質転換とＣｒｙ１Ｆ遺伝子含有トランス
ジェニック植物の再生）
　ＰＨＩ８９９９Ａと表された６．２ｋｂのＤＮＡ分子（図１参照、配列番号２５）は、
アグロバクテリウムチュメファシエンス（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃ
ｉｅｎｓ）から単離した３’ＯＲＦ２５転写終結因子（Ｂａｒｋｅｒら（１９８３）　Ｐ
ｌａｎｔ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２：３３５－３５０）を含むＤＮＡ分子に作用自在に
結合したＣｒｙ１Ｆと同定されたバチルスチューリンゲンシス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈ
ｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）のδ－エンドトキシンをコードするＤＮＡ分子（米国特許第５
，１８８，９６０号および６，２１８，１８８号）に作用自在に結合したトウモロコシユ
ビキチン（Ｕｂｎｉ－１）遺伝子（Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎら（１９９２）　Ｐｌａｎｔ
　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　１８：６７５－６８９およびＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ　ａｎｄ
　Ｑｕａｉｌ　（１９９６）　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓ．　５：２１３－２１８）
のプロモーター、５’非翻訳エキソン、および第１のイントロンを含む第１の導入遺伝子
発現カセットと、（ＣａＭＶ）３５Ｓ由来の３’転写終結因子（Ｍｉｔｓｕｈａｒａら（
１９９６）　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　３７：４９－５９）を含むＤＮ
Ａ分子に作用自在に結合した選択可能なマーカーであるホスフィノスリシンアセチルトラ
ンスフェラーゼ（ＰＡＴ）遺伝子（Ｗｏｈｌｌｅｂｅｎ　Ｗ．ら（１９８８）　Ｇｅｎｅ
　７０：２５－３７）をコードするＤＮＡ分子に作用自在に結合したカリフラワーモザイ
クウイルス（ＣａＭＶ）３５プロモーター（Ｏｄｅｌｌ　Ｊ．　Ｔ．ら（１９８５）　Ｎ
ａｔｕｒｅ　３１３：　８１０－８１２；　Ｍｉｔｓｕｈａｒａら（１９９６）　Ｐｌａ
ｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．　３７：４９－５９）のＤＮＡ分子を含む第２の導入
遺伝子発現カセットとを有し、トウモロコシ胚組織を形質転換するために用いられた。
　【００８３】
　Ｂ．ｔ　Ｃｒｙｓｔ１Ｆトウモロコシ植物は、基本的にＫｌｅｉｎら（１９８７）　Ｎ
ａｔｕｒｅ、ＵＫ　３２７（６１１７）：７０－７３に記載されているように、Ｂｉｏ－
Ｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡが製造したＢｉｏｌｉｓｔｉｃｓ（登録商標）ＰＤＳ－
１００Ｈｅ粒子ガンを用いた微小発射体ボンバードメントを用いて得た。受粉直後に収穫
したトウモロコシ穂から単離した未成熟胚を数日間にわたってカルス誘導培地で培養した
。形質転換の日に、タングステン微粒子を精製ＰＨＩ８９９９ＤＮＡ（配列番号２５）で
被覆して培養胚へ加速させ、挿入ＤＮＡが細胞染色体へ取り込まれた。挿入ＰＨＩ８９９
９Ａのみが形質転換の過程で使用され、形質転換体へのさらなるプラスミドＤＮＡの取り
込みは起こらなかった。ボンバードメント後、選択剤としてグルフォシネートを含むカル
ス誘導培地に胚を移した。培養中、個々の胚を物理的に分けておいたところ、外植体の大
部分がその選択培地上で死滅した。
　【００８４】
　生き残って正常なグルフォシネート耐性カルス組織を生産する胚に対して、推定上の形
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質転換イベントを表す固有の識別コードを割り当て、新鮮な選択培地に連続して移した。
各々の固有のイベントに由来する組織から植物を再生させ、該植物を温室に移した。分子
学的分析をおこなうために葉サンプルを採取し、ＰＣＲによる導入遺伝子の有無の確認お
よびＥＬＩＳＡによるＣｒｙ１Ｆタンパク質の発現について確認をおこなった。次に、植
物を、アワノメイガ昆虫を用いた全植物バイオアッセイに供した。陽性の植物を近交系と
かけ合わせて、最初の形質転換植物から種子を得た。この分野で多数の系統を評価した。
イベントＴＣ１５０７を、昆虫抵抗性および農学的特性等の優れた特徴の組み合わせに基
づいた、独立した遺伝子組み換えイベントの母集団から選択した（Ｂｉｎｇ　Ｊ　Ｗら（
２０００）　Ｅｆｆｉｃａｃｙ　ｏｆ　Ｃｒｙ１Ｆ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｍａｉｚｅ
、１４ｔｈ　Ｂｉｅｎｎｉａｌ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｐｌａｎｔ　Ｒｅｓｉｓ
ｔａｎｃｅ　ｔｏ　Ｉｎｓｅｃｔｓ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ、ｆｏｒｔ　Ｃｏｌｌｉｎｓ、Ｃ
ｏ．を見よ。なお、この文献を本明細書で援用する）。
　【００８５】
　（実施例２．バチルスチューリンゲンシス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎ
ｓｉｓ）　Ｃｒｙ１Ｆ　トウモロコシＴＣ１５０７系統の遺伝子組換え挿入ＤＮＡに対し
て５’側の隣接配列を含むヌクレオチドの同定）
　イベントＴＣ１５０７内のＰＨＩ８９９Ａ挿入に対して５’側の配列を含んだＤＮＡ断
片を同定するために、イベントＴＣ１５０７ゲノムＤＮＡ由来のＳｐｅＩ制限酵素断片を
アガロースゲル上でサイズ選択、精製、およびサザン分析によるスクリーニングをおこな
うことで、Ｃｒｙ１Ｆプローブに対するハイブリダイゼーションを確認した。エンリッチ
されたサイズ選択プラスミド系ゲノムＤＮＡライブラリーを調製するために、ハイブリダ
イゼーションおよび断片サイズの確認後、目的とする断片をｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　Ｉ
Ｉ　ＳＫ（＋）（商標）クローニングベクターにクローニングした。Ｃｒｙ１Ｆ遺伝子の
一部に相同なプローブを用いて、陽性クローンに対するプラスミドライブラリーをスクリ
ーニングした。陽性クローンを同定し、新たなスクリーニングによって精製し、さらにＣ
ｒｙ１Ｆプローブにハイブリダイズした場合に陽性シグナルをもたらすかを確認した。単
離された陽性クローンに含まれるＳｐｅＩ断片のおよそ３ｋｂを、プライマーウオーキン
グアプローチを用いて、シークエンシングをおこなった。第１のシークエンシングを開始
させるために、クローニングベクターＤＮＡ内の既知の配列に結合するプライマーを設計
して目的とするＤＮＡの一部分をシークエンシングした。逆方向に配向した別のプライマ
ーを用いた同一領域にわたる第２のシークエンシングの実行は、第２の鎖の範囲（カバリ
ッジ）を与えた。プライマーウオーキングは、先行する実行から得た配列データを繰り返
し用いて、新規のプライマー（このプライマーは、次に、トウモロコシのイベントＴＣ１
５０７の挿入遺伝子組換えＤＮＡに対して５’側の隣接領域が得られるまで、目的とする
ＤＮＡまでさらにシークエンシングの次のラウンドを伸ばすために用いられる）を設計す
ることによって達成された。具体的な配列情報を実施例４に示す。
　【００８６】
　（実施例３．Ｂ．ｔ．Ｃｒｙ１ＦトウモロコシＴＣ１５０７系統挿入に対して５’側の
隣接配列の確認）
　Ｂ．ｔ．Ｃｒｙ１ＦトウモロコシＴＣ１５０７系統挿入の５’隣接配列を確認するため
に、ＰＣＲプライマー対を設計して５’隣接領域から完全長ＰＨＩ８９９９Ａ遺伝子組換
え挿入に延びる重複ＰＣＲ産物を得た。ＰＣＲ産物を成功裏にＢ．ｔ．Ｃｒｙ１Ｆトウモ
ロコシＴＣ１５０７系統ゲノムＤＮＡから増幅し、単離し、表１に示すように領域１から
領域６までのシークエンシングをおこない、実施例２に記載したＳｐｅＩ断片由来の既に
決定された配列と一致するか確認した。しかし、完全長挿入の開始に対して直に隣接し、
かつ５’側である２３５８ｂｐから２８２９ｂｐまでの領域は、ＰＣＲ増幅にとっては扱
いにくく、上記したＳｐｅＩクローンから得た配列よりも大きいことがわかった。この領
域に隣接するプライマー対とＡｄｖａｎｔａｇｅ（登録商標）－ＧＣ２Ｐｏｌｙｍｅｒａ
ｓｅ　Ｍｉｘ　（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔ
ｏ、Ｃａｌｉｆ．）の使用は、シークエンシングのためのＢ．ｔ．　Ｃｒｙ１Ｆトウモロ
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コシＴＣ１５０７系統ゲノムＤＮＡ由来のＰＣＲ産物の増幅では成功裏になされた。Ａｄ
ｖａｎｔａｇｅ（登録商標）－ＧＣ２システムによる単位複製配列の生産に用いられる増
幅条件を表１０に示す。２３５８ｂｐないし２８２９ｂｐの領域にある配列を確認するた
めに用いられるＤＮＡプライマー対は、配列番号１および配列番号２ならびに配列番号２
および配列番号２３に挙げられたものである。この領域の配列を表１に記載する（領域７
ａ、７ｂ、および８）。
　【００８７】
　（実施例４．イベントＴＣ１５０７の５’隣接配列。各々の領域を表１に記述する）
　（領域１（配列番号２８）　トウモロコシゲノム（有意な相同性なし））
【数１】

　（領域２（配列番号２９）　記述されていないトウモロコシゲノム配列（相補体））
【数２】

　（領域３（配列番号３０）　トウモロコシＨｕｃｋ－１レトロトランスポゾンの断片）
【数３】
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　（領域４（配列番号３１）　ｃｒｙ１Ｆ遺伝子のフラグメント）
【数４－１】

【数４－２】
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　（領域５（配列番号３２）　葉緑体ｒｐｏＣ２遺伝子の断片）
【数５】

　（領域６（配列番号３３）　トウモロコシ葉緑体またはｕｂｉＺＭ１（２）プロモータ
ーの断片）
【数６】

　（ヌクレオチド２３５５～２３５８（ＣＧＴ）は領域６を領域７ａに結合）
　（領域７ａ（配列番号３４）　ｐａｔ遺伝子の断片）
【数７】

　（領域７ｂ（配列番号３５）　ｐａｔ遺伝子の断片（相補体））
【数８】

　（領域７ｃ（配列番号３６）　ｃｒｙ１遺伝子の断片（相補体））
【数９】

　（領域８（配列番号３７）　ポリリンカーの断片）
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【数１０】

　（領域９（配列番号２５）　ＰＨＩ８９９９Ａの完全長挿入）
　（実施例５．トウモロコシのイベントＴＣ１５０７の挿入に対して５’側にある隣接配
列の記述）
　イベントＴＣ１５０７の５’隣接配列をさらに完全に説明するために、相同性検索を、
Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ　（ＢＬＡＳＴ
）を用いて、ＧｅｎＢａｎｋの公的データベース（リリース１２２、２／０１）に対して
おこなった。ＢＬＡＳＴプログラムは、配列類似性検索を実行し、未知の配列に対する相
同性を同定する上で特に有用である。公的データベース検索に加えて、二つ一組の位置合
わせをＡｌｉｇｎＸ（ＩｎｆｏｒＭａｘ　Ｉｎｃ．，　Ｂｅｔｈｅｓｄａ、Ｍｄ．）を用
いて実行し、トウモロコシのイベントＴＣ１５０７の隣接配列とＰＨＩ８９９９Ａトラン
スジェニック挿入とのあいだの相同性について調べた。これらの相同性検索の結果を表１
に示す。ＴＣ１５０７の５’隣接配列に、挿入に対して最も遠い５’側の塩基１と、完全
長ＰＨＩ８９９９Ａトランスジェニック挿入の開始点の塩基２８３０とによって番号がつ
けられている（図１参照）。同一性パーセントの値は、分析した配列の長さにわたる完全
な一致の割合を示す。
　【００８８】
　多くの場合、イベントＴＣ１５０７の５’隣接配列による類似性検索が、かなり高い同
一率の値に基づいて１つの固有の配列との一致をもたらした。これらの配列は表１に同定
されている。加えて、２つ以上の既知の配列に対して高い類似性を持つＴＣ１５０７の５
’ＤＮＡ隣接配列に２つの領域が存在する。領域８７０～１６８１および２３３８～２３
５４では、単一の一致（ホモログ）が検出できない両配列断片による同一性パーセントの
得点が十分に高い。これらの領域の各々についての２つの可能性のあるホモログを表１に
示す。
　【００８９】
　非常に類似した配列が、配列の最初の６６９塩基対を除いて全てに関して同定された。
一般に、類似性検索の結果は、塩基１６８１に対して５’側にあるトウモロコシゲノム配
列との高い相同性を示している。塩基１６８２から２８３０位にあるＰＨＩ８９９９Ａの
開始点に至る領域は、形質転換イベントに関連したいくつかのフラグメントを含む。
　【００９０】
　　【表１－１】
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　【００９１】
　　【表１－２】
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　（実施例６：未修飾コントロールトウモロコシ系統内の領域１、２、および３の存在の
確認）
　トウモロコシＴＣ１５０７を生成する形質転換について用いられる未修飾コントロール
トウモロコシ系統に、イベントＴＣ１５０７の５’隣接領域中の領域１、２、および３（
表１）が存在して、それによってトウモロコシゲノムＤＮＡによって境界が示されるかど
うかを判断するために、ＰＣＲ分析を用いた。９通りの異なるＰＣＲ分析を、表３に示す
プライマー配列を用いて表２に概説したように、　ＴＣ１５０７および未修飾コントロー
ルトウモロコシＨｉ－ＩＩ系統からから調製したゲノムＤＮＡ上で実施した（Ｈｉ－ＩＩ
の情報については、Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ　（１９９４）　Ｔｈｅ　Ｍａｉｚｅ　Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ、ｅｄ．　Ｆｒｅｅｌｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗａｌｂｏｔ、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅ
ｒｌａｇ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ｐｐ．　６６３－６７１を参照せよ）。２つの反応が、２
５ないし３２４ｂｐの５’隣接領域の領域１内のＤＮＡ（反応Ａ－３００ｂｐ単位複製配
列）と２５ないし４８０ｂｐの５’隣接領域の領域１内のＤＮＡ（反応Ｂ－４５６ｂｐ単
位複製配列）を増幅するように、設計された。予想される単位複製配列は、Ｈｉ－ＩＩ未
修飾トウモロコシ系統およびトウモロコシのイベントＴＣ１５０７の両方に存在した。１
つのＰＣＲプライマー対、反応Ｃ、７５９ないし１１８２ｂｐの５’隣接領域（４２４ｐ
ｂ単位複製配列）の領域２ないし領域３をスパン化し、Ｈｉ－ＩＩおよびＴＣ１５０７の
両方で期待される大きさのＰＣＲ産物を再び生成した。反応Ｄ、４１５ないし１１８２ｂ
ｐの５’隣接領域（７６８ｐｂ単位複製配列）の領域１ないし領域３をスパン化し、Ｈｉ
－ＩＩおよびＴＣ１５０７の両方で期待される大きさのＰＣＲ産物を再び生成した。反応
ＥおよびＦは、ＴＣ１５０７内のＰＨＩ８９９９Ａの完全長挿入のｐａｔ遺伝子領域に対
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する特異的プライマー対として設計されたことから、未修飾Ｈｉ－ＩＩトウモロコシ系統
の単位複製配列は期待されない。結果は、ＥおよびＦの反応が共に、ｐａｔ遺伝領域によ
って形質転換されたトウモロコシ系統に対して特異的であり、期待される単位複製配列を
生成し、その一方で未修飾Ｈｉ－ＩＩトウモロコシ系統では単位複製配列が生成されなか
った。反応Ｇもまた、トウモロコシのイベントＴＣ１５０７で３６６ｂｐの単位複製配列
を生成し得るプライマー対として設計され、未修飾Ｈｉ－ＩＩトウモロコシ系統では単位
複製配列の生成は見られなかった。
　【００９２】
　反応ＨおよびＩを、遺伝子組換え挿入の末端を５’隣接領域にスパン化し得るＴＣ１５
０７に対する特異的プライマー対として設計した。反応ＨおよびＩの両方で、逆方向プラ
イマーが完全長ＰＨＩ８９９９Ａ挿入（表１の領域９）のユビキチンプロモーター領域に
配置され、順方向プライマーが領域５、ｒｐｏＣ２遺伝子フラグメントに配置された（表
１を参照）。反応Ｈおよび反応Ｉの両方は、トウモロコシＴＣ１５０７系統内で単位複製
配列を生成し、未修飾コントロールトウモロコシ系統では単位複製配列を生成しなかった
。これらの結果は、反応ＨおよびＩの両方が、イベントＴＣ１５０７に対して特異的であ
ることを示す。
　【００９３】
　ＰＣＲ結果は、未記載の配列（領域１）が未修飾トウモロコシ系統Ｈｉ－ＩＩに存在し
、領域１、２、および３が未修飾トウモロコシ系統Ｈｉ－ＩＩに隣接していることを示す
。反応Ａ、Ｂ、Ｃ、およびＤで増幅したＤＮＡ配列は、トウモロコシのイベントＴＣ１５
０７の５’隣接領域に特有ではなく、また未修飾トウモロコシ系統Ｈｉ－ＩＩにも存在し
ている。
　【００９４】
　　【表２－１】

　【００９５】
　　【表２－２】
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　【００９６】
　　【表２－３】
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　【００９７】
　　【表３－１】

　【００９８】
　　【表３－２】
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　（実施例７．トウモロコシのイベントＴＣ１５０７の挿入トランスジェニックＤＮＡに
対して３’側の隣接配列）
　トウモロコシのイベントＴＣ１５０７の完全長ＰＨＩ８９９９Ａ挿入に対して３’側の
配列情報の長さを伸ばすのに、２通りの異なるＰＣＲアプローチを用いた。第１のアプロ
ーチでは、ＰＣＲプライマー対を、完全長挿入と逆方向ＯＲＦ２５ターミネーターとのあ
いだの連結をスパン化した産物を増幅するように設計した。逆方向ＯＲＦ２５ターミネー
ターを示す図１を参照せよ。順方向プライマーを完全長ＰＨＩ８９９９Ａ挿入の末端に配
置させ、一連の逆方向プライマーを逆方向配列に１００ｂｐ間隔で配置させた。このよう
にして、トウモロコシのイベントＴＣ１５０７に存在する逆方向断片の長さを、成功裏に
なされるＰＣＲ反応に基づいて１００ｂｐ領域内に定めることができた。この方法は、Ｏ
ＲＦ２５ターミネーターの大部分を含むがＣｒｙ１Ｆ配列は含まない逆方向断片を示した
。この領域からＰＣＲ断片を単離してシークエンシングした。
　【００９９】
　第２のアプローチでは、ＰＣＲプライマーを、上記したＰＣＲ実験で決定されたように
、逆方向ＯＲＦ２５ターミネーター領域から隣接ＤＮＡ配列に入るように設計した。２な
いし３つの個々のイベントＴＣ１５０７の植物と未修飾コントロールトウモロコシ系統と
から単離したゲノムＤＮＡを、種々の制限酵素を用いて消化し、その後、消化に用いた制
限酵素に対して特異的なアダプターに結合させた（Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｇｅｎｏｍｅ　
Ｗａｌｋｅｒ　（登録商標）　Ｋｉｔ、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、
Ｉｎｃ．　およびＤｅｖｏｎら（１９９５）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　
２３：１６４４－１６４５）。一次ＰＣＲをＯＲＦ２５ターミネーター特異的プライマー
と消化ＤＮＡに結合したアダプター配列に対して相同なプライマーとを用いて実施した。
反応の特異性を増すために、ネスト化した二次ＰＣＲを別のＯＲＦ２５ターミネーター特
異的プライマーと一次ＰＣＲで使用した各々のプライマーに対して内側である第２のプラ
イマーによりアダプター配列に対して相同な第２のプライマーとを用いて再び実施した。
ネスト化ＰＣＲによって生産される産物を、アガロース電気泳動によって分析し、ＴＣ１
５０７ＤＮＡサンプルに特有な断片を単離してシークエンシングした。断片を、完全長Ｐ
ＨＩ８９９９Ａ挿入の３’末端にある標的（逆方向）ＯＲＦ２５ターミネーターと完全長
挿入内に含まれるＯＲＦ２５ターミネーターとの両方から、増幅した。完全長挿入由来の
断片は、完全長挿入内に位置した既知の制限酵素部位に基づいた予測サイズであった。３
’逆方向ＯＲＦ２５ターミネーターから作られた断片は、予想外のサイズの断片として現
れた。３’逆方向ＯＲＦ２５ターミネーター由来の増幅断片の配列分析は、１０４３ｂｐ
の隣接ＤＮＡ配列をもたらした。上記一連のゲノムウオーキング実験から結果として得ら
れる配列を用いて、挿入から２３４６ｂｐの最終の３’隣接配列を持つボーダリングトウ
モロコシゲノムの中にウォーキングするためのさらなるプライマーを設計した。
　【０１００】
　ＴＣ１５０７の３’隣接配列を記述するために、相同性検索を、Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａ
ｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ　（ＢＬＡＳＴ）を用いて、ＧｅｎＢ
ａｎｋ公共データベースに対して実施した。ＢＬＡＳＴプログラムは、配列類似性検索を
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実行し、特に未知の配列に対するホモログを同定する上で有用である。公共データベース
を検索することに加えて、ＳｅｑＭａｎ４．０５（商標）、Ｍａｒｔｉｎｅｚ　ａｎｄ
　Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ－Ｗｕｎｓｃｈ　アラインメントアルゴリズム（ＤＮＡＳＴＡＲ　
Ｉｎｃ．）を用いて実行し、ＴＣ１５０７の３’隣接配列とＰＨＩ８９９９Ａトランスジ
ェニック挿入とのあいだの相同性を調べた。これらの相同性検索の結果を表１に示す。同
一性パーセントの値は、分析した配列の長さにわたる完全一致の割合を示す。３’隣接配
列についての類似性検索の結果は、トウモロコシの葉緑体ＤＮＡ、ｐａｔ遺伝子の１８８
ｂｐフラグメント、および有意な相同性のない２５４ｂｐのＤＮＡ（領域１５、表１）の
３つの領域と高い相同性があることを示す。領域１５（表１）を超えたさらなる７４９ｂ
ｐ（領域１６）についてもシークエンシングした。領域６について、類似した検索結果は
なんら得られなかった。
　【０１０１】
　コントロールおよびＴＣ１５０７ゲノムＤＮＡに対するＰＣＲ分析により、２５４ｂｐ
配列（領域１５、トウモロコシ葉緑体「ＯＲＦ２４１」のフラグメント）がトウモロコシ
ゲノムに存在することを決定した。３’隣接領域内の領域１５のＤＮＡ配列は、トウモロ
コシのイベントＴＣ１５０７の３’隣接領域に対して固有ではないが、未修飾コントロー
ルトウモロコシ系統にも存在する。ＴＣ１５０７の３’隣接配列を実施例８に示すととも
に、図１に図示する。
　【０１０２】
　（実施例８．トウモロコシイベントＴＣ１５０７における完全長挿入ＤＮＡの末端に対
して３’側の領域の配列。各々の領域の説明は表１にある）
　（領域１０（配列番号３８）　ＯＲＦ２５ターミネーター（相補体）の断片）
【数１１】

　（領域１１（配列番号３９）トウモロコシ葉緑体ｒｐｓ１２ｒＲＮＡ遺伝子の断片）
【数１２】
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　（ヌクレオチド９６９４～９６９５（ＣＧ）が領域１１と領域１２とを結合する）
　（領域１２（配列番号４０）　トウモロコシ葉緑体ゲノムの断片）
【数１３－１】

【数１３－２】

　（領域１３（配列番号４１）ｐａｔ遺伝子の断片（相補体））
【数１４】

　（ヌクレオチド１０２７６～１０２７７（ＡＡ）が領域１３と領域１４とを結合する）
　（領域１４（配列番号４２）トウモロコシ葉緑体ＯＲＦ２４１（相補体）の断片）
【数１５】

　（領域１５（配列番号４３）トウモロコシゲノム（有意な相同性なし））
【数１６】
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　（領域１６（配列番号４４）トウモロコシゲノム）
【数１７－１】

【数１７－２】

　（実施例９．未修飾コントロールトウモロコシ系統の領域１５の存在の確認）
　３’隣接配列の末端上の未記載の領域（表１の領域１５）が、トウモロコシのイベント
ＴＣ１５０７を生成するために形質転換で用いられる未修飾コントロールトウモロコシ系
統に存在し、それによってトウモロコシゲノムＤＮＡとの境界が示されるかどうかを決定



(40) JP 2006-525028 A5 2010.5.6

するために、ＰＣＲ分析が用いられる。トウモロコシＴＣ１５０７系統と未修飾Ｈｉ－Ｉ
Ｉコントロールトウモロコシ系統との両方における領域１５の成功裏になされるＰＣＲ増
幅によって、領域１５が実際にトウモロコシゲノムＤＮＡに存在することが明らかになっ
た。５通りの異なるＰＣＲ分析を、表８に示すプライマー配列を用いて、トウモロコシＴ
Ｃ１５０７系統と未修飾Ｈｉ－ＩＩコントロールトウモロコシ系統とから調製したゲノム
ＤＮＡ上で、以下の表７に概説したように、実施した。３’隣接領域の領域１５内でのＤ
ＮＡ増幅をおこなうために、３通りの反応を設計した。すなわち、反応Ｌ－１７５ｂｐ単
位複製配列を生産、反応Ｍ－１３４ｂｐ単位複製配列を生産、さらに反応Ｎ－１０７ｂｐ
単位複製配列を生産。予想される単位複製配列は、未修飾コントロールトウモロコシ系統
とトウモロコシＴＣ１５０７系統とのなかに存在した。反応ＪおよびＫを、挿入の末端を
３’隣接領域にスパン化し得るＴＣ１５０７に対して特異的プライマー対として設計した
。反応Ｊでは、順方向プライマーを、完全長ＰＨＩ８９９９Ａ挿入（表１の領域１３）の
３’末端上のｐａｔ遺伝子フラグメントに配置し、逆方向プライマーを未定義の領域１５
に配置した。反応Ｋでは、順方向プライマーを、完全長挿入の３’末端上の葉緑体と仮定
するタンパク質遺伝子に配置した（表１の領域１４）。また、逆方向プライマーを未定義
の領域１５に配置した。反応Ｊおよび反応Ｋの両方とも、トウモロコシ系統ＴＣ１５０７
中で単位複製配列を生産したが、未修飾コントロールトウモロコシ系統では単位複製配列
が生産されなかった。このような結果は、反応ＪおよびＫの両方がイベントＴＣ１５０７
に対して特異的であることを示す。
　【０１０３】
　ＰＣＲは、ＴＣ１５０７の３’隣接配列の未記載の配列（領域１５）もまた、未修飾Ｈ
ｉ－ＩＩコントロールトウモロコシ系統由来の単離ゲノムＤＮＡ中に存在することを示す
。反応Ｌ、Ｍ、およびＮで増幅したＤＮＡ配列は、ＴＣ１５０７の３’隣接領域に対して
固有ではないが、未修飾コントロールトウモロコシ系統にも存在する。
　【０１０４】
　　【表４】

　【０１０５】
　　【表５－１】
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　【０１０６】
　　【表５－２】

　（実施例１０．ＰＣＲプライマー）
　ＤＮＡイベント特異的プライマー対を用いて、ＴＣ１５０７に特徴的な単位複製配列を
生成した。これらのイベントプライマー対として、限定されるものではないが、配列番号
１および配列番号２、配列番号２および配列番号２３、配列番号３および配列番号５、な
らびに配列番号４および配列番号５が挙げられる。これらのプライマー対に加えて、ＤＮ
Ａ増幅反応で使用した場合にＴＣ１５０７に対して特異的なＤＮＡ単位複製配列を作る配
列番号２６および配列番号２７に由来する任意のプライマー対は、本発明の一局面である
。この分析のための増幅条件を表９に示すが、ＴＣ１５０７に特徴的な増幅ＤＮＡ分子を
生産するためのＤＮＡプライマーまたはその相補体を用いたこれらの方法の任意の修飾は
、当技術分野の通常技量の範囲内である。配列番号１、２、および２３によって同定され
るＰＣＲプライマーを利用した反応のための好ましい増幅条件を表１０に示す。また、内
因性のトウモロコシ遺伝子の増幅のために、コントロールプライマー対（配列番号１０お
よび１１、配列番号１０および１２、配列番号１３および１４、配列番号１４および１５
、配列番号５および１６、配列番号５および１７、ならびに配列番号５および１８を含む
）を反応条件の内部基準として包含する。さらに含まれるものは、ｐａｔ遺伝子を含むト
ランスジェニックイベントで単位複製配列を生産するプライマー対（配列番号６および７
、配列番号８および９）とｃｒｙ１Ｆ遺伝子を含むトランスジェニックイベントで単位複
製配列を生産するプライマー対（配列番号１９および２０）とである。
　【０１０７】
　ＴＣ１５０７イベントの存在について試験するための植物組織ＤＮＡ抽出物の分析は、
陽性の組織ＤＮＡ抽出物コントロール（トランスジェニック配列を含むことが知られてい
るＤＮＡサンプル）を含むべきである。陽性コントロールの成功裏になされる増幅では、
標的配列の増幅を可能とする条件下でＰＣＲが実行される。陰性の、または野生型のＤＮ
Ａ抽出物コントロールでは、提供されたテンプレートＤＮＡが非トランスジェニック植物
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から調製されたゲノムＤＮＡもしくは非ＴＣ１５０７トランスジェニック植物のいずれか
であり、これもまた含まれるべきである。さらに、テンプレートトウモロコシＤＮＡ抽出
物を含まない陰性のコントロールは、ＰＣＲプロトコルで使用する試薬および条件の有用
な基準である。
　【０１０８】
　十分な長さのさらなるＤＮＡプライマー分子は、ＤＮＡ増幅法の当業者によって、配列
番号２６および配列番号２７から選択することができ、また表９または表１０に示される
方法とは異なると思われるが、イベントＴＣ１５０７に特徴的な単位複製配列を生ずる単
位複製配列の生産にとって最適化された条件を選択することができる。表９および表１０
に示した方法に対する修飾を伴うこれらのＤＮＡプライマー配列の利用は、本発明の範囲
内である。十分な長さの少なくとも１つのＤＮＡプライマー分子が、ＴＣ１５０７イベン
トにとって特徴的な配列番号２６および２７に由来する単位複製配列は、本発明の一局面
である。十分な長さの少なくとも１つのＤＮＡプライマー分子が、ＴＣ１５０７イベント
にとって特徴的なＰＨＩ８９９９Ａの遺伝エレメントに由来する単位複製配列は、本発明
の一局面である。ＴＣ１５０７単位複製配列のアッセイは、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｒｏ
ｂｏｃｙｃｌｅｒ、ＭＪ　Ｅｎｇｉｎｅ、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ　９７００、または
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ　Ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｔｈｅｒｍｏｃｙ
ｃｌｅｒを用いて実施することができ、あるいは当業者に公知の方法および装置によって
実施することができる。
　【０１０９】
　　【表６－１】

　【０１１０】
　　【表６－２】
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　【０１１１】
　　【表７】

　本発明の原理を例示および説明したが、本発明がそのような原理から逸脱することなく
構成および詳細を改変することができることは当業者に容易に理解されなければならない
。我々は、添付の請求の精神および範囲内である全ての修飾の権利を主張する。
　【０１１２】
　この明細書で引用した全ての刊行物および公開された特許文献は、各々の刊行物または
特許出願が具体的かつ個々に参照によって取り込まれることが示されるのと同程度に、本
明細書で援用する。
【図面の簡単な説明】
　【０１１３】
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　　【図１】図１は、トランスジェニック挿入ＰＨＩ８９９９Ａとともに、そのトランス
ジェニック挿入に隣接する配列を示す。
【配列表】
                                SEQUENCE LISTING

<110> Dow AgroSciences LLC
      E. I. du Pont de Nemours and Company
      Pioneer Hi-Bred International, Inc.

<120> Corn Event TC1507 and Methods for Detection Thereof

<130> F105U42BIB

<140> PCT/US2004/013538
<141> 2004-04-29

<150> US 60/467,772
<151> 2003-05-02

<160> 57

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Event specific primer sequence designed for TC1507

<400> 1
gtagtactat agattatatt attcgtagag                                  30

<210> 2
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Event specific primer sequence designed for TC1507

<400> 2
gccatacaga actcaaaatc ttttccggag                                  30

<210> 3
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Event specific primer designed for TC1507.

<400> 3
tgtggtgttt gtggctctgt cctaa                                            25

<210> 4
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Event specific primer for TC1507.

<400> 4
agcacctttt cattctttca tatac                                            25

<210> 5
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Genomic DNA primer sequence

<400> 5
gacctcccca caggcatgat tgatc                                            25

<210> 6
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer in full length insert, 35S promoter to pat
      gene

<400> 6
tagaggacct aacagaactc gccgt                                            25

<210> 7
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer in full length insert, 35S promoter to pat
      gene

<400> 7
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gagctggcaa ctcaaaatcc cttt                                             24

<210> 8
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer in full length insert, 35S promoter to pat
      gene

<400> 8
aaaatcttcg tcaacatggt ggagc                                            25

<210> 9
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer in full length insert, 35S promoter to pat
      gene

<400> 9
taatctcaac tggtctcctc tccgg                                            25

<210> 10
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer - Zea mays genomic DNA

<400> 10
cccctacccc accgacgttt at                                               22

<210> 11
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer - Zea mays genomic DNA

<400> 11
ttgattggca ggtccgtggg tc                                               22

<210> 12
<211> 22



(47) JP 2006-525028 A5 2010.5.6

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer - Zea mays genomic DNA.

<400> 12
cacaacggca cagaaacacg aa                                               22

<210> 13
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer - Zea mays genomic DNA.

<400> 13
gcgcacccac cggaacaaaa tg                                               22

<210> 14
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer - Zea mays genomic DNA.

<400> 14
tcctcgcatt aaatgctcct gc                                               22

<210> 15
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer - Zea mays genomic DNA.

<400> 15
cctggcacgc attgacgcat gt                                               22

<210> 16
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer - Zea mays genomic DNA.
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<400> 16
aagccgccac cgtcttgagg acctt                                            25

<210> 17
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer - Zea mays genomic DNA.

<400> 17
gtcgaaccgt gcctccactt gctaa                                            25

<210> 18
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Primer - Zea mays genomic DNA.

<400> 18
agaaagggaa aatcagggcc aggac                                            25

<210> 19
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cry1F sequence primer

<400> 19
ggctcggact cgacctttct at                                               22

<210> 20
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cry1F sequence primer

<400> 20
gcagttcttg aagaatgagt ga                                               22
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<210> 21
<211> 2829
<212> DNA
<213> 5' flanking sequence of event TC1507

<400> 21
actagtttcc tagcccgcgt cgtgccccta ccccaccgac gtttatggaa ggtgccattc 60
cacggttctt cgtggccgcc cctaaggatg taaatggtcg gtaaaatccg gtaaatttcc 120
ggtaccgttt accagatttt tccagccgtt ttcggattta tcgggatata cagaaaacga 180
gacggaaacg gaataggttt tttttcgaaa acggtacggt aaacggtgag acaaacttac 240
cgtccgtttt cgtatttctc gggaaactct ggtatattcc cgtatttgtc ccgtattttc 300
ccgacccacg gacctgccaa tcaaccatca gccagtcagc ccatccccac agctatggcc 360
catggggcca tgttggccac atgcccacgc aacgcaaggc agtaaggctg gcagcctggc 420
acgcattgac gcatgtggac acacacagcc gccgcctgtt cgtgtttctg tgccgttgtg 480
cgagactgtg actgcgagtg gcggagtcgg cgaacggcga ggcgtctccg gagtctggac 540
tgcggctgtg gacagcgacg ctgtgacggc gactcggcga agccccaagc taccaagccc 600
ccaagtcccc atccatctct gcttctctgg tcatctcctt cccctggtcg atctgcaggc 660
gccagaccgg ccgaagcatc acgaaacgca ctaagacctc gaaggagtca aaccactcct 720
ccgaggcctc gggggctaca cccggcgggt gcgctcgcgc gcacccaccg gaacaaaatg 780
taaccgagaa aggtcggtcc ccttgcaaaa aaagtgcgac aaaagcctcc aagcgagtat 840
taacactcac tttgaggctc gggggctact gtcggggacc ataattaggg gtacccccaa 900
gactcctaat ctcagctggt aacccccatc agcacaaagc tgcaaaggcc tgatgggtgc 960
gattaagtca aggctcggtc cactcaaggg acacgatctc gcctcgcccg agcccagcct 1020
cgggcaaggg cggccgaccc cgaggattca cgtctcgccc gagggccccc tcaagcgacg 1080
ggcacacctt cggctcgccc gaggcccatt cttcgccgag aagcaacctt ggccagatcg 1140
ccacaccgac cgaccgtatc gcaggagcat ttaatgcgag gatcgcctga caccttatcc 1200
tgacgcgcgc tcttcagtcg acagagccga agtgaccgca atcacttcgc cgctccactg 1260
accgacctga caagaagaca gcgccgcctg cgtcgctccg actgctgtgc cactcgacag 1320
agtgaggctg acagcagcca agtccggcct cgggcgccat aggaagctcc gcctcgcccg 1380
accctagggc tcggactcgg cctcggctcc ggaagacgac gaactacgct tcgcccgacc 1440
ccagggcttg gactcagcct cggctccgga agacgacgaa ttccgcctcg cccgacccca 1500
gggctcggac tcggcctcgg ctccagaaga cgacgaactc cgcctcgccc gaccccaggg 1560
ctcggactca gcctcggctc cggaagacga cgaactccgc ctcgcccgac cccagggctc 1620
ggactcagcc tcggcctcag acgatggtct ccgcctcgcc cgacccgggg ctcggactcg 1680
acctttctat cggaccttgt cagatcctgt cttcgtccga ggaggctttg gcaatcctca 1740
ctatgtactc ggtcttaggg gagtggcctt tcaacaaact ggtacgaatc acacccgcac 1800
attcaggaac tccgggacca ttgactctct agatgagata ccacctcaag acaacagcgg 1860
cgcaccttgg aatgactact cccatgtgct gaatcatgtt acctttgtgc gctggccagg 1920
tgagatctca ggttccgact catggagagc accaatgttc tcttggacgc atcgtagcgc 1980
tacccccaca aacaccattg atccagagag aatcactcat tcttcaagaa ctgcatatct 2040
tgccgagatc ctcatcccta aaggtacttg acaatagtat tattggagtc gatacacaac 2100
tcacaaaaaa tacaagaagt cgactaggtg gattggtccg agtgaagaga aaaaaaagcc 2160
atacagaact caaaatcttt tccggagata ttcattttcc tgaagaggcg gataagatat 2220
taggtggcag tttgatacca ccagaaagag aaaaaaaaga ttctaaggaa tcaaaaaaaa 2280
ggaaaaattg ggtttatgtt caacggaaaa aatttctcaa aagcaaggaa aagtattgtg 2340
gctatttatc tatccgtgca gctgatatgg ccgcggtttg tgatatcgtt aaccattaca 2400
ttgagacgtc tacagtgaac tttaggacag agccacaaac accacaagag tggattgatg 2460
atctagagag gttgcaagat agataccctt ggttggttgc tgaggttgag ggtgttgtgg 2520
ctggtattgc ttacgctggg ccctggaagg ctaggaaccc tcaacctcag caaccaacca 2580
atggtatcta tcttgcaacc tctctagatc atcaatccac tcttgtggtg tttgtggctc 2640



(50) JP 2006-525028 A5 2010.5.6

tgtcctaaag ttcactgtag acgtctcaat gtaatggtta acgatatcac aaaccgagag 2700
aagagggatc tcgaagcttc ggccggggcc catcgatatc cgcgggcatg cctgcagtgc 2760
agcgtgaccc ggtcgtgccc ctctctagag ataatgagca ttgcatgtct aagttataaa 2820
aaattacca                                                         2829

<210> 22
<211> 2346
<212> DNA
<213> 3' flanking sequence of event TC1507

<400> 22
ctcactccgc ttgatcttgg caaagatatt tgacgcattt attagtatgt gttaattttc 60
atttgcagtg cagtattttc tattcgatct ttatgtaatt cgttacaatt aataaatatt 120
caaatcagat tattgactgt catttgtatc aaatcgtgtt taatggatat ttttattata 180
atattgatga tatctcaatc aaaacgtaga taataataat atttatttaa tatttttgcg 240
tcgcacagtg aaaatctata tgagattaca aaataccgac aacattattt aagaaacata 300
gacattaacc ctgagactgt tggacatcaa cgggtagatt ccttcatgca tagcacctca 360
ttcttgggga caaaagcacg gtttggccgt tccattgctg cacgaacgag ctttgctata 420
tcctcgggtt ggatcatctc atcaggtcca atcaaatttg tccaagaact catgttagtc 480
gcaacgaaac cggggcatat gtcgggtatc tcgagctcgc gaaagcttgg ctgcaggtcg 540
acggatcctt caacaaaagg gtacctgtac ccgaaaccga cacaggtggg taggtagaga 600
atacctaggg gcgcgagaca actctctcta aggaactcgg caaaatagcc ccgtaacttc 660
gggagaaggg gtgccccccg ctaacaataa acgaatacgg tttatgtatg gattccggta 720
aaataccggt actcgatttc ataagagtcg aataggaagt taagatgagg gtggtatcat 780
cataaaaatg gagtagtatc ctaaattata ctaatccacg tatgatatgt atgcctttcc 840
ttatcaaccg gaagtagtgc aaaaaaaatt ctatactgca ctgctctctt tttactgaga 900
aatgcaaaaa aataaaagtg aagtaagggt gccccataga tatttgatct tgcctcctgt 960
cccccccccc cttttttcat caaaaatttc catgaaaaaa gaaaagatga atttgtccat 1020
tcattgaacc ctagttcggg actgacgggg ctcgaacccg cagcttccgc ctgttcctag 1080
ccttccaggg cccagcgtaa gcaataccag ccacagcacc ctcaacctca gcaaccaacc 1140
aagggtatct atcttgcaac ctctctagat catcaatcca ctcttgtggt gtttgtggct 1200
ctgtcctaaa gttcactgta gacgtctcaa tgtaatggtt aacgatatca caaaccgcgg 1260
aacacaagaa cgaaagcacc ttttcattct ttcatatact aggggttttt acttggaaaa 1320
gacaatgttc catactaaag gatagctgca gaagccgcca ccgtcttgag gaccttccgg 1380
ggagccagac cggtcgaacc gtgcctccac ttgctaagga gaaagggaaa atcagggcca 1440
ggacatacga aggaggagcc agaacgaaga tatcctaaga tacttactcg ctccgggcca 1500
tgatcaatca tgcctgtggg gaggtctctc gcacctcgat ccatgaaggt accaccgagg 1560
tctgccccgc cgccggcttc ggtaccgtcc tcgccttggg cgcccgaggc acccggggga 1620
tggactgccc aggcgcagcc acgacgaccc aaggatcacc ctcctgcgca gtcggcacga 1680
gcaatagttc tcggggaaca ggcagcttgg cctgactccc cggggtcacc tcaactacct 1740
cggccgaggg gtcaagtacc ccctcagtcc gcccccgctc ttcggaccgg gaccccgacg 1800
tcccggcccc ggataccgac ggcaccagcc cgctcggggg ctggcttgac gacccctggc 1860
ccagcctcag atctgggctg aggccgaggc aggcggccat gtcgtcgtct tcatcatcgt 1920
cttcatcatc gtcgtcgtca tcaggcgtct ccggcgacgg ctcccttggg agcccctccc 1980
tctcctgccg acgacgaagc ctttccaagg catcccgagc ccacgtccgc tcgtgggccc 2040
gagccttctt tgcgtccttc ttctccttcc tcttctccgc ggtgaccctc cgcgcagctc 2100
ggtccaccgc atcctccggg actggtggca gggaaggctt gtgatgccct acctcctgga 2160
gacagacgaa aagtctcagc tatgagaacc gagggcaatc tgacgcaaga aggaagaagg 2220
agcggatact caccagagac acgcacccgc gatcgggacg cattaagggc tgggaaaaag 2280
tgccggcctc taatttcgct accgtgccgt ccacccacct gtggaggtca tcgatgggaa 2340
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ggggaa                                                            2346

<210> 23
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Event specific primer sequence designed for TC1507

<400> 23
cttcaaacaa gtgtgacaaa                                             20

<210> 24
<211> 11361
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> The sequence represents the transgenic insert in
      maize line TC1507 as well as the sequence flanking
      the insertion sites.

<400> 24
actagtttcc tagcccgcgt cgtgccccta ccccaccgac gtttatggaa ggtgccattc 60
cacggttctt cgtggccgcc cctaaggatg taaatggtcg gtaaaatccg gtaaatttcc 120
ggtaccgttt accagatttt tccagccgtt ttcggattta tcgggatata cagaaaacga 180
gacggaaacg gaataggttt tttttcgaaa acggtacggt aaacggtgag acaaacttac 240
cgtccgtttt cgtatttctc gggaaactct ggtatattcc cgtatttgtc ccgtattttc 300
ccgacccacg gacctgccaa tcaaccatca gccagtcagc ccatccccac agctatggcc 360
catggggcca tgttggccac atgcccacgc aacgcaaggc agtaaggctg gcagcctggc 420
acgcattgac gcatgtggac acacacagcc gccgcctgtt cgtgtttctg tgccgttgtg 480
cgagactgtg actgcgagtg gcggagtcgg cgaacggcga ggcgtctccg gagtctggac 540
tgcggctgtg gacagcgacg ctgtgacggc gactcggcga agccccaagc taccaagccc 600
ccaagtcccc atccatctct gcttctctgg tcatctcctt cccctggtcg atctgcaggc 660
gccagaccgg ccgaagcatc acgaaacgca ctaagacctc gaaggagtca aaccactcct 720
ccgaggcctc gggggctaca cccggcgggt gcgctcgcgc gcacccaccg gaacaaaatg 780
taaccgagaa aggtcggtcc ccttgcaaaa aaagtgcgac aaaagcctcc aagcgagtat 840
taacactcac tttgaggctc gggggctact gtcggggacc ataattaggg gtacccccaa 900
gactcctaat ctcagctggt aacccccatc agcacaaagc tgcaaaggcc tgatgggtgc 960
gattaagtca aggctcggtc cactcaaggg acacgatctc gcctcgcccg agcccagcct 1020
cgggcaaggg cggccgaccc cgaggattca cgtctcgccc gagggccccc tcaagcgacg 1080
ggcacacctt cggctcgccc gaggcccatt cttcgccgag aagcaacctt ggccagatcg 1140
ccacaccgac cgaccgtatc gcaggagcat ttaatgcgag gatcgcctga caccttatcc 1200
tgacgcgcgc tcttcagtcg acagagccga agtgaccgca atcacttcgc cgctccactg 1260
accgacctga caagaagaca gcgccgcctg cgtcgctccg actgctgtgc cactcgacag 1320
agtgaggctg acagcagcca agtccggcct cgggcgccat aggaagctcc gcctcgcccg 1380
accctagggc tcggactcgg cctcggctcc ggaagacgac gaactacgct tcgcccgacc 1440
ccagggcttg gactcagcct cggctccgga agacgacgaa ttccgcctcg cccgacccca 1500
gggctcggac tcggcctcgg ctccagaaga cgacgaactc cgcctcgccc gaccccaggg 1560
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ctcggactca gcctcggctc cggaagacga cgaactccgc ctcgcccgac cccagggctc 1620
ggactcagcc tcggcctcag acgatggtct ccgcctcgcc cgacccgggg ctcggactcg 1680
acctttctat cggaccttgt cagatcctgt cttcgtccga ggaggctttg gcaatcctca 1740
ctatgtactc ggtcttaggg gagtggcctt tcaacaaact ggtacgaatc acacccgcac 1800
attcaggaac tccgggacca ttgactctct agatgagata ccacctcaag acaacagcgg 1860
cgcaccttgg aatgactact cccatgtgct gaatcatgtt acctttgtgc gctggccagg 1920
tgagatctca ggttccgact catggagagc accaatgttc tcttggacgc atcgtagcgc 1980
tacccccaca aacaccattg atccagagag aatcactcat tcttcaagaa ctgcatatct 2040
tgccgagatc ctcatcccta aaggtacttg acaatagtat tattggagtc gatacacaac 2100
tcacaaaaaa tacaagaagt cgactaggtg gattggtccg agtgaagaga aaaaaaagcc 2160
atacagaact caaaatcttt tccggagata ttcattttcc tgaagaggcg gataagatat 2220
taggtggcag tttgatacca ccagaaagag aaaaaaaaga ttctaaggaa tcaaaaaaaa 2280
ggaaaaattg ggtttatgtt caacggaaaa aatttctcaa aagcaaggaa aagtattgtg 2340
gctatttatc tatccgtgca gctgatatgg ccgcggtttg tgatatcgtt aaccattaca 2400
ttgagacgtc tacagtgaac tttaggacag agccacaaac accacaagag tggattgatg 2460
atctagagag gttgcaagat agataccctt ggttggttgc tgaggttgag ggtgttgtgg 2520
ctggtattgc ttacgctggg ccctggaagg ctaggaaccc tcaacctcag caaccaacca 2580
atggtatcta tcttgcaacc tctctagatc atcaatccac tcttgtggtg tttgtggctc 2640
tgtcctaaag ttcactgtag acgtctcaat gtaatggtta acgatatcac aaaccgagag 2700
aagagggatc tcgaagcttc ggccggggcc catcgatatc cgcgggcatg cctgcagtgc 2760
agcgtgaccc ggtcgtgccc ctctctagag ataatgagca ttgcatgtct aagttataaa 2820
aaattaccac aactggaaga gcggttaccc ggaccgaagc ttcggccggg gcccatcgat 2880
atccgcgggc atgcctgcag tgcagcgtga cccggtcgtg cccctctcta gagataatga 2940
gcattgcatg tctaagttat aaaaaattac cacatatttt ttttgtcaca cttgtttgaa 3000
gtgcagttta tctatcttta tacatatatt taaactttac tctacgaata atataatcta 3060
tagtactaca ataatatcag tgttttagag aatcatataa atgaacagtt agacatggtc 3120
taaaggacaa ttgagtattt tgacaacagg actctacagt tttatctttt tagtgtgcat 3180
gtgttctcct ttttttttgc aaatagcttc acctatataa tacttcatcc attttattag 3240
tacatccatt tagggtttag ggttaatggt ttttatagac taattttttt agtacatcta 3300
ttttattcta ttttagcctc taaattaaga aaactaaaac tctattttag tttttttatt 3360
taataattta gatataaaat agaataaaat aaagtgacta aaaattaaac aaataccctt 3420
taagaaatta aaaaaactaa ggaaacattt ttcttgtttc gagtagataa tgccagcctg 3480
ttaaacgccg tcgacgagtc taacggacac caaccagcga accagcagcg tcgcgtcggg 3540
ccaagcgaag cagacggcac ggcatctctg tcgctgcctc tggacccctc tcgagagttc 3600
cgctccaccg ttggacttgc tccgctgtcg gcatccagaa attgcgtggc ggagcggcag 3660
acgtgagccg gcacggcagg cggcctcctc ctcctctcac ggcacggcag ctacggggga 3720
ttcctttccc accgctcctt cgctttccct tcctcgcccg ccgtaataaa tagacacccc 3780
ctccacaccc tctttcccca acctcgtgtt gttcggagcg cacacacaca caaccagatc 3840
tcccccaaat ccacccgtcg gcacctccgc ttcaaggtac gccgctcgtc ctcccccccc 3900
ccccctctct accttctcta gatcggcgtt ccggtccatg gttagggccc ggtagttcta 3960
cttctgttca tgtttgtgtt agatccgtgt ttgtgttaga tccgtgctgc tagcgttcgt 4020
acacggatgc gacctgtacg tcagacacgt tctgattgct aacttgccag tgtttctctt 4080
tggggaatcc tgggatggct ctagccgttc cgcagacggg atcgatttca tgattttttt 4140
tgtttcgttg catagggttt ggtttgccct tttcctttat ttcaatatat gccgtgcact 4200
tgtttgtcgg gtcatctttt catgcttttt tttgtcttgg ttgtgatgat gtggtctggt 4260
tgggcggtcg ttctagatcg gagtagaatt ctgtttcaaa ctacctggtg gatttattaa 4320
ttttggatct gtatgtgtgt gccatacata ttcatagtta cgaattgaag atgatggatg 4380
gaaatatcga tctaggatag gtatacatgt tgatgcgggt tttactgatg catatacaga 4440
gatgcttttt gttcgcttgg ttgtgatgat gtggtgtggt tgggcggtcg ttcattcgtt 4500
ctagatcgga gtagaatact gtttcaaact acctggtgta tttattaatt ttggaactgt 4560
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atgtgtgtgt catacatctt catagttacg agtttaagat ggatggaaat atcgatctag 4620
gataggtata catgttgatg tgggttttac tgatgcatat acatgatggc atatgcagca 4680
tctattcata tgctctaacc ttgagtacct atctattata ataaacaagt atgttttata 4740
attattttga tcttgatata cttggatgat ggcatatgca gcagctatat gtggattttt 4800
ttagccctgc cttcatacgc tatttatttg cttggtactg tttcttttgt cgatgctcac 4860
cctgttgttt ggtgttactt ctgcaggtcg actctagagg atccaacaat ggagaacaac 4920
atacagaatc agtgcgtccc ctacaactgc ctcaacaatc ctgaagtaga gattctcaac 4980
gaagagaggt cgactggcag attgccgtta gacatctccc tgtcccttac acgtttcctg 5040
ttgtctgagt ttgttccagg tgtgggagtt gcgtttggcc tcttcgacct catctggggc 5100
ttcatcactc catctgattg gagcctcttt cttctccaga ttgaacagtt gattgaacaa 5160
aggattgaga ccttggaaag gaatcgggcc atcactaccc ttcgtggctt agcagacagc 5220
tatgagatct acattgaagc actaagagag tgggaagcca atcctaacaa tgcccaactg 5280
agagaagatg tgcgtatacg ctttgctaac acagatgatg ctttgatcac agccatcaac 5340
aacttcaccc ttaccagctt cgagatccct cttctctcgg tctatgttca agctgctaac 5400
ctgcacttgt cactactgcg cgacgctgtg tcgtttgggc aaggttgggg actggacata 5460
gctactgtca acaatcacta caacagactc atcaatctga ttcatcgata cacgaaacat 5520
tgtttggata cctacaatca gggattggag aacctgagag gtactaacac tcgccaatgg 5580
gccaggttca atcagttcag gagagacctt acacttactg tgttagacat agttgctctc 5640
tttccgaact acgatgttcg tacctatccg attcaaacgt catcccaact tacaagggag 5700
atctacacca gttcagtcat tgaagactct ccagtttctg cgaacatacc caatggtttc 5760
aacagggctg agtttggagt cagaccaccc catctcatgg acttcatgaa ctctttgttt 5820
gtgactgcag agactgttag atcccaaact gtgtggggag gacacttagt tagctcacgc 5880
aacacggctg gcaatcgtat caactttcct agttacgggg tcttcaatcc cgggggcgcc 5940
atctggattg cagatgaaga tccacgtcct ttctatcgga ccttgtcaga tcctgtcttc 6000
gtccgaggag gctttggcaa tcctcactat gtactcggtc ttaggggagt ggcctttcaa 6060
caaactggta cgaatcacac ccgcacattc aggaactccg ggaccattga ctctctagat 6120
gagataccac ctcaagacaa cagcggcgca ccttggaatg actactccca tgtgctgaat 6180
catgttacct ttgtgcgctg gccaggtgag atctcaggtt ccgactcatg gagagcacca 6240
atgttctctt ggacgcatcg tagcgctacc cccacaaaca ccattgatcc agagagaatc 6300
actcagattc ccttggtgaa ggcacacaca cttcagtcag gaactacagt tgtaagaggg 6360
ccggggttca cgggaggaga cattcttcga cgcactagtg gaggaccatt cgcgtacacc 6420
attgtcaaca tcaatgggca acttccccaa aggtatcgtg ccaggatacg ctatgcctct 6480
actaccaatc taagaatcta cgttacggtt gcaggtgaac ggatctttgc tggtcagttc 6540
aacaagacaa tggataccgg tgatccactt acattccaat ctttctccta cgccactatc 6600
aacaccgcgt tcacctttcc aatgagccag agcagtttca cagtaggtgc tgataccttc 6660
agttcaggca acgaagtgta cattgacagg tttgagttga ttccagttac tgccacactc 6720
gagtaaggat ccgtcgacct gcagccaagc tttcgcgagc tcgagatccc cgacatatgc 6780
cccggtttcg ttgcgactaa catgagttct tggacaaatt tgattggacc tgatgagatg 6840
atccaacccg aggatatagc aaagctcgtt cgtgcagcaa tggaacggcc aaaccgtgct 6900
tttgtcccca agaatgaggt gctatgcatg aaggaatcta cccgttgatg tccaacagtc 6960
tcagggttaa tgtctatgta tcttaaataa tgttgtcggt attttgtaat ctcatataga 7020
ttttcactgt gcgacgcaaa aatattaaat aaatattatt attatctacg ttttgattga 7080
gatatcatca atattataat aaaaatatcc attaaacacg atttgataca aatgacagtc 7140
aataatctga tttgaatatt tattaattgt aacgaattac ataaagatcg aatagaaaat 7200
actgcactgc aaatgaaaat taacacatac taataaatgc gtcaaatatc tttgccaaga 7260
tcaagcggag tgagggcctc atatccggtc tcagttacaa gcacggtatc cccgaagcgc 7320
gctccaccaa tgccctcgac atagatgccg ggctcgacgc tgaggacatt gcctaccttg 7380
agcatggtct cagcgccggc tttaagctca atcccatccc aatctgaata tcctatcccg 7440
cgcccagtcc ggtgtaagaa cgggtctgtc catccacctc tgttgggaat tccggtccgg 7500
gtcacctttg tccaccaaga tggaactgcg gccgcggacc gaattcccat ggagtcaaag 7560
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attcaaatag aggacctaac agaactcgcc gtaaagactg gcgaacagtt catacagagt 7620
ctcttacgac tcaatgacaa gaagaaaatc ttcgtcaaca tggtggagca cgacacgctt 7680
gtctactcca aaaatatcaa agatacagtc tcagaagacc aaagggcaat tgagactttt 7740
caacaaaggg taatatccgg aaacctcctc ggattccatt gcccagctat ctgtcacttt 7800
attgtgaaga tagtggaaaa ggaaggtggc tcctacaaat gccatcattg cgataaagga 7860
aaggccatcg ttgaagatgc ctctgccgac agtggtccca aagatggacc cccacccacg 7920
aggagcatcg tggaaaaaga agacgttcca accacgtctt caaagcaagt ggattgatgt 7980
gatatctcca ctgacgtaag ggatgacgca caatcccact atccttcgca agacccttcc 8040
tctatataag gaagttcatt tcatttggag aggacagggt acccggggat ccaccatgtc 8100
tccggagagg agaccagttg agattaggcc agctacagca gctgatatgg ccgcggtttg 8160
tgatatcgtt aaccattaca ttgagacgtc tacagtgaac tttaggacag agccacaaac 8220
accacaagag tggattgatg atctagagag gttgcaagat agataccctt ggttggttgc 8280
tgaggttgag ggtgttgtgg ctggtattgc ttacgctggg ccctggaagg ctaggaacgc 8340
ttacgattgg acagttgaga gtactgttta cgtgtcacat aggcatcaaa ggttgggcct 8400
aggatccaca ttgtacacac atttgcttaa gtctatggag gcgcaaggtt ttaagtctgt 8460
ggttgctgtt ataggccttc caaacgatcc atctgttagg ttgcatgagg ctttgggata 8520
cacagcccgg ggtacattgc gcgcagctgg atacaagcat ggtggatggc atgatgttgg 8580
tttttggcaa agggattttg agttgccagc tcctccaagg ccagttaggc cagttaccca 8640
gatctgagtc gacctgcagg catgcccgct gaaatcacca gtctctctct acaaatctat 8700
ctctctctat aataatgtgt gagtagttcc cagataaggg aattagggtt cttatagggt 8760
ttcgctcatg tgttgagcat ataagaaacc cttagtatgt atttgtattt gtaaaatact 8820
tctatcaata aaatttctaa ttcctaaaac caaaatccag tggcgagctc gaattcgagc 8880
tcgagcccgg gtggatcctc tagagtcgac ctgcagaagc ttcggtccgg cgcgcctcta 8940
gttgaagaca cgttcatgtc ttcatcgtaa gaagacactc agtagtcttc ggccagaatg 9000
gcctaactca aggccctcac tccgcttgat cttggcaaag atatttgacg catttattag 9060
tatgtgttaa ttttcatttg cagtgcagta ttttctattc gatctttatg taattcgtta 9120
caattaataa atattcaaat cagattattg actgtcattt gtatcaaatc gtgtttaatg 9180
gatattttta ttataatatt gatgatatct caatcaaaac gtagataata ataatattta 9240
tttaatattt ttgcgtcgca cagtgaaaat ctatatgaga ttacaaaata ccgacaacat 9300
tatttaagaa acatagacat taaccctgag actgttggac atcaacgggt agattccttc 9360
atgcatagca cctcattctt ggggacaaaa gcacggtttg gccgttccat tgctgcacga 9420
acgagctttg ctatatcctc gggttggatc atctcatcag gtccaatcaa atttgtccaa 9480
gaactcatgt tagtcgcaac gaaaccgggg catatgtcgg gtatctcgag ctcgcgaaag 9540
cttggctgca ggtcgacgga tccttcaaca aaagggtacc tgtacccgaa accgacacag 9600
gtgggtaggt agagaatacc taggggcgcg agacaactct ctctaaggaa ctcggcaaaa 9660
tagccccgta acttcgggag aaggggtgcc ccccgctaac aataaacgaa tacggtttat 9720
gtatggattc cggtaaaata ccggtactcg atttcataag agtcgaatag gaagttaaga 9780
tgagggtggt atcatcataa aaatggagta gtatcctaaa ttatactaat ccacgtatga 9840
tatgtatgcc tttccttatc aaccggaagt agtgcaaaaa aaattctata ctgcactgct 9900
ctctttttac tgagaaatgc aaaaaaataa aagtgaagta agggtgcccc atagatattt 9960
gatcttgcct cctgtccccc cccccctttt ttcatcaaaa atttccatga aaaaagaaaa 10020
gatgaatttg tccattcatt gaaccctagt tcgggactga cggggctcga acccgcagct 10080
tccgcctgtt cctagccttc cagggcccag cgtaagcaat accagccaca gcaccctcaa 10140
cctcagcaac caaccaaggg tatctatctt gcaacctctc tagatcatca atccactctt 10200
gtggtgtttg tggctctgtc ctaaagttca ctgtagacgt ctcaatgtaa tggttaacga 10260
tatcacaaac cgcggaacac aagaacgaaa gcaccttttc attctttcat atactagggg 10320
tttttacttg gaaaagacaa tgttccatac taaaggatag ctgcagaagc cgccaccgtc 10380
ttgaggacct tccggggagc cagaccggtc gaaccgtgcc tccacttgct aaggagaaag 10440
ggaaaatcag ggccaggaca tacgaaggag gagccagaac gaagatatcc taagatactt 10500
actcgctccg ggccatgatc aatcatgcct gtggggaggt ctctcgcacc tcgatccatg 10560
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aaggtaccac cgaggtctgc cccgccgccg gcttcggtac cgtcctcgcc ttgggcgccc 10620
gaggcacccg ggggatggac tgcccaggcg cagccacgac gacccaagga tcaccctcct 10680
gcgcagtcgg cacgagcaat agttctcggg gaacaggcag cttggcctga ctccccgggg 10740
tcacctcaac tacctcggcc gaggggtcaa gtaccccctc agtccgcccc cgctcttcgg 10800
accgggaccc cgacgtcccg gccccggata ccgacggcac cagcccgctc gggggctggc 10860
ttgacgaccc ctggcccagc ctcagatctg ggctgaggcc gaggcaggcg gccatgtcgt 10920
cgtcttcatc atcgtcttca tcatcgtcgt cgtcatcagg cgtctccggc gacggctccc 10980
ttgggagccc ctccctctcc tgccgacgac gaagcctttc caaggcatcc cgagcccacg 11040
tccgctcgtg ggcccgagcc ttctttgcgt ccttcttctc cttcctcttc tccgcggtga 11100
ccctccgcgc agctcggtcc accgcatcct ccgggactgg tggcagggaa ggcttgtgat 11160
gccctacctc ctggagacag acgaaaagtc tcagctatga gaaccgaggg caatctgacg 11220
caagaaggaa gaaggagcgg atactcacca gagacacgca cccgcgatcg ggacgcatta 11280
agggctggga aaaagtgccg gcctctaatt tcgctaccgt gccgtccacc cacctgtgga 11340
ggtcatcgat gggaagggga a                                           11361

<210> 25
<211> 6186
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> The sequence represents the DNA molecule used to
      transform maize line TC1507.  This sequence
      represents insert PHI8999A.

<400> 25
caactggaag agcggttacc cggaccgaag cttcggccgg ggcccatcga tatccgcggg 60
catgcctgca gtgcagcgtg acccggtcgt gcccctctct agagataatg agcattgcat 120
gtctaagtta taaaaaatta ccacatattt tttttgtcac acttgtttga agtgcagttt 180
atctatcttt atacatatat ttaaacttta ctctacgaat aatataatct atagtactac 240
aataatatca gtgttttaga gaatcatata aatgaacagt tagacatggt ctaaaggaca 300
attgagtatt ttgacaacag gactctacag ttttatcttt ttagtgtgca tgtgttctcc 360
tttttttttg caaatagctt cacctatata atacttcatc cattttatta gtacatccat 420
ttagggttta gggttaatgg tttttataga ctaatttttt tagtacatct attttattct 480
attttagcct ctaaattaag aaaactaaaa ctctatttta gtttttttat ttaataattt 540
agatataaaa tagaataaaa taaagtgact aaaaattaaa caaataccct ttaagaaatt 600
aaaaaaacta aggaaacatt tttcttgttt cgagtagata atgccagcct gttaaacgcc 660
gtcgacgagt ctaacggaca ccaaccagcg aaccagcagc gtcgcgtcgg gccaagcgaa 720
gcagacggca cggcatctct gtcgctgcct ctggacccct ctcgagagtt ccgctccacc 780
gttggacttg ctccgctgtc ggcatccaga aattgcgtgg cggagcggca gacgtgagcc 840
ggcacggcag gcggcctcct cctcctctca cggcacggca gctacggggg attcctttcc 900
caccgctcct tcgctttccc ttcctcgccc gccgtaataa atagacaccc cctccacacc 960
ctctttcccc aacctcgtgt tgttcggagc gcacacacac acaaccagat ctcccccaaa 1020
tccacccgtc ggcacctccg cttcaaggta cgccgctcgt cctccccccc cccccctctc 1080
taccttctct agatcggcgt tccggtccat ggttagggcc cggtagttct acttctgttc 1140
atgtttgtgt tagatccgtg tttgtgttag atccgtgctg ctagcgttcg tacacggatg 1200
cgacctgtac gtcagacacg ttctgattgc taacttgcca gtgtttctct ttggggaatc 1260
ctgggatggc tctagccgtt ccgcagacgg gatcgatttc atgatttttt ttgtttcgtt 1320



(56) JP 2006-525028 A5 2010.5.6

gcatagggtt tggtttgccc ttttccttta tttcaatata tgccgtgcac ttgtttgtcg 1380
ggtcatcttt tcatgctttt ttttgtcttg gttgtgatga tgtggtctgg ttgggcggtc 1440
gttctagatc ggagtagaat tctgtttcaa actacctggt ggatttatta attttggatc 1500
tgtatgtgtg tgccatacat attcatagtt acgaattgaa gatgatggat ggaaatatcg 1560
atctaggata ggtatacatg ttgatgcggg ttttactgat gcatatacag agatgctttt 1620
tgttcgcttg gttgtgatga tgtggtgtgg ttgggcggtc gttcattcgt tctagatcgg 1680
agtagaatac tgtttcaaac tacctggtgt atttattaat tttggaactg tatgtgtgtg 1740
tcatacatct tcatagttac gagtttaaga tggatggaaa tatcgatcta ggataggtat 1800
acatgttgat gtgggtttta ctgatgcata tacatgatgg catatgcagc atctattcat 1860
atgctctaac cttgagtacc tatctattat aataaacaag tatgttttat aattattttg 1920
atcttgatat acttggatga tggcatatgc agcagctata tgtggatttt tttagccctg 1980
ccttcatacg ctatttattt gcttggtact gtttcttttg tcgatgctca ccctgttgtt 2040
tggtgttact tctgcaggtc gactctagag gatccaacaa tggagaacaa catacagaat 2100
cagtgcgtcc cctacaactg cctcaacaat cctgaagtag agattctcaa cgaagagagg 2160
tcgactggca gattgccgtt agacatctcc ctgtccctta cacgtttcct gttgtctgag 2220
tttgttccag gtgtgggagt tgcgtttggc ctcttcgacc tcatctgggg cttcatcact 2280
ccatctgatt ggagcctctt tcttctccag attgaacagt tgattgaaca aaggattgag 2340
accttggaaa ggaatcgggc catcactacc cttcgtggct tagcagacag ctatgagatc 2400
tacattgaag cactaagaga gtgggaagcc aatcctaaca atgcccaact gagagaagat 2460
gtgcgtatac gctttgctaa cacagatgat gctttgatca cagccatcaa caacttcacc 2520
cttaccagct tcgagatccc tcttctctcg gtctatgttc aagctgctaa cctgcacttg 2580
tcactactgc gcgacgctgt gtcgtttggg caaggttggg gactggacat agctactgtc 2640
aacaatcact acaacagact catcaatctg attcatcgat acacgaaaca ttgtttggat 2700
acctacaatc agggattgga gaacctgaga ggtactaaca ctcgccaatg ggccaggttc 2760
aatcagttca ggagagacct tacacttact gtgttagaca tagttgctct ctttccgaac 2820
tacgatgttc gtacctatcc gattcaaacg tcatcccaac ttacaaggga gatctacacc 2880
agttcagtca ttgaagactc tccagtttct gcgaacatac ccaatggttt caacagggct 2940
gagtttggag tcagaccacc ccatctcatg gacttcatga actctttgtt tgtgactgca 3000
gagactgtta gatcccaaac tgtgtgggga ggacacttag ttagctcacg caacacggct 3060
ggcaatcgta tcaactttcc tagttacggg gtcttcaatc ccgggggcgc catctggatt 3120
gcagatgaag atccacgtcc tttctatcgg accttgtcag atcctgtctt cgtccgagga 3180
ggctttggca atcctcacta tgtactcggt cttaggggag tggcctttca acaaactggt 3240
acgaatcaca cccgcacatt caggaactcc gggaccattg actctctaga tgagatacca 3300
cctcaagaca acagcggcgc accttggaat gactactccc atgtgctgaa tcatgttacc 3360
tttgtgcgct ggccaggtga gatctcaggt tccgactcat ggagagcacc aatgttctct 3420
tggacgcatc gtagcgctac ccccacaaac accattgatc cagagagaat cactcagatt 3480
cccttggtga aggcacacac acttcagtca ggaactacag ttgtaagagg gccggggttc 3540
acgggaggag acattcttcg acgcactagt ggaggaccat tcgcgtacac cattgtcaac 3600
atcaatgggc aacttcccca aaggtatcgt gccaggatac gctatgcctc tactaccaat 3660
ctaagaatct acgttacggt tgcaggtgaa cggatctttg ctggtcagtt caacaagaca 3720
atggataccg gtgatccact tacattccaa tctttctcct acgccactat caacaccgcg 3780
ttcacctttc caatgagcca gagcagtttc acagtaggtg ctgatacctt cagttcaggc 3840
aacgaagtgt acattgacag gtttgagttg attccagtta ctgccacact cgagtaagga 3900
tccgtcgacc tgcagccaag cttttcgcga gctcgagatc cccgacatat gccccggttt 3960
cgttgcgact aacatgagtt cttggacaaa tttgattgga cctgatgaga tgatccaacc 4020
cgaggatata gcaaagctcg ttcgtgcagc aatggaacgg ccaaaccgtg cttttgtccc 4080
caagaatgag gtgctatgca tgaaggaatc tacccgttga tgtccaacag tctcagggtt 4140
aatgtctatg tatcttaaat aatgttgtcg gtattttgta atctcatata gattttcact 4200
gtgcgacgca aaaatattaa ataaatatta ttattatcta cgttttgatt gagatatcat 4260
caatattata ataaaaatat ccattaaaca cgatttgata caaatgacag tcaataatct 4320
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gatttgaata tttattaatt gtaacgaatt acataaagat cgaatagaaa atactgcact 4380
gcaaatgaaa attaacacat actaataaat gcgtcaaata tctttgccaa gatcaagcgg 4440
agtgagggcc tcatatccgg tctcagttac aagcacggta tccccgaagc gcgctccacc 4500
aatgccctcg acatagatgc cgggctcgac gctgaggaca ttgcctacct tgagcatggt 4560
ctcagcgccg gctttaagct caatcccatc ccaatctgaa tatcctatcc cgcgcccagt 4620
ccggtgtaag aacgggtctg tccatccacc tctgttggga attccggtcc gggtcacctt 4680
tgtccaccaa gatggaactg cggccgcgga ccgaattccc atggagtcaa agattcaaat 4740
agaggaccta acagaactcg ccgtaaagac tggcgaacag ttcatacaga gtctcttacg 4800
actcaatgac aagaagaaaa tcttcgtcaa catggtggag cacgacacgc ttgtctactc 4860
caaaaatatc aaagatacag tctcagaaga ccaaagggca attgagactt ttcaacaaag 4920
ggtaatatcc ggaaacctcc tcggattcca ttgcccagct atctgtcact ttattgtgaa 4980
gatagtggaa aaggaaggtg gctcctacaa atgccatcat tgcgataaag gaaaggccat 5040
cgttgaagat gcctctgccg acagtggtcc caaagatgga cccccaccca cgaggagcat 5100
cgtggaaaaa gaagacgttc caaccacgtc ttcaaagcaa gtggattgat gtgatatctc 5160
cactgacgta agggatgacg cacaatccca ctatccttcg caagaccctt cctctatata 5220
aggaagttca tttcatttgg agaggacagg gtacccgggg atccaccatg tctccggaga 5280
ggagaccagt tgagattagg ccagctacag cagctgatat ggccgcggtt tgtgatatcg 5340
ttaaccatta cattgagacg tctacagtga actttaggac agagccacaa acaccacaag 5400
agtggattga tgatctagag aggttgcaag atagataccc ttggttggtt gctgaggttg 5460
agggtgttgt ggctggtatt gcttacgctg ggccctggaa ggctaggaac gcttacgatt 5520
ggacagttga gagtactgtt tacgtgtcac ataggcatca aaggttgggc ctaggatcca 5580
cattgtacac acatttgctt aagtctatgg aggcgcaagg ttttaagtct gtggttgctg 5640
ttataggcct tccaaacgat ccatctgtta ggttgcatga ggctttggga tacacagccc 5700
ggggtacatt gcgcgcagct ggatacaagc atggtggatg gcatgatgtt ggtttttggc 5760
aaagggattt tgagttgcca gctcctccaa ggccagttag gccagttacc cagatctgag 5820
tcgacctgca ggcatgccgc tgaaatcacc agtctctctc tacaaatcta tctctctcta 5880
taataatgtg tgagtagttc ccagataagg gaattagggt tcttataggg tttcgctcat 5940
gtgttgagca tataagaaac ccttagtatg tatttgtatt tgtaaaatac ttctatcaat 6000
aaaatttcta attcctaaaa ccaaaatcca gtggcgagct cgaattcgag ctcgagcccg 6060
ggtggatcct ctagagtcga cctgcagaag cttcggtccg gcgcgcctct agttgaagac 6120
acgttcatgt cttcatcgta agaagacact cagtagtctt cggccagaat ggcctaactc 6180
aaggcc                                                            6186

<210> 26
<211> 3830
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequence that represents part of the PHI8999A
      insert as well as flanking sequence 5' to the
      insert.

<400> 26
actagtttcc tagcccgcgt cgtgccccta ccccaccgac gtttatggaa ggtgccattc 60
cacggttctt cgtggccgcc cctaaggatg taaatggtcg gtaaaatccg gtaaatttcc 120
ggtaccgttt accagatttt tccagccgtt ttcggattta tcgggatata cagaaaacga 180
gacggaaacg gaataggttt tttttcgaaa acggtacggt aaacggtgag acaaacttac 240
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cgtccgtttt cgtatttctc gggaaactct ggtatattcc cgtatttgtc ccgtattttc 300
ccgacccacg gacctgccaa tcaaccatca gccagtcagc ccatccccac agctatggcc 360
catggggcca tgttggccac atgcccacgc aacgcaaggc agtaaggctg gcagcctggc 420
acgcattgac gcatgtggac acacacagcc gccgcctgtt cgtgtttctg tgccgttgtg 480
cgagactgtg actgcgagtg gcggagtcgg cgaacggcga ggcgtctccg gagtctggac 540
tgcggctgtg gacagcgacg ctgtgacggc gactcggcga agccccaagc taccaagccc 600
ccaagtcccc atccatctct gcttctctgg tcatctcctt cccctggtcg atctgcaggc 660
gccagaccgg ccgaagcatc acgaaacgca ctaagacctc gaaggagtca aaccactcct 720
ccgaggcctc gggggctaca cccggcgggt gcgctcgcgc gcacccaccg gaacaaaatg 780
taaccgagaa aggtcggtcc ccttgcaaaa aaagtgcgac aaaagcctcc aagcgagtat 840
taacactcac tttgaggctc gggggctact gtcggggacc ataattaggg gtacccccaa 900
gactcctaat ctcagctggt aacccccatc agcacaaagc tgcaaaggcc tgatgggtgc 960
gattaagtca aggctcggtc cactcaaggg acacgatctc gcctcgcccg agcccagcct 1020
cgggcaaggg cggccgaccc cgaggattca cgtctcgccc gagggccccc tcaagcgacg 1080
ggcacacctt cggctcgccc gaggcccatt cttcgccgag aagcaacctt ggccagatcg 1140
ccacaccgac cgaccgtatc gcaggagcat ttaatgcgag gatcgcctga caccttatcc 1200
tgacgcgcgc tcttcagtcg acagagccga agtgaccgca atcacttcgc cgctccactg 1260
accgacctga caagaagaca gcgccgcctg cgtcgctccg actgctgtgc cactcgacag 1320
agtgaggctg acagcagcca agtccggcct cgggcgccat aggaagctcc gcctcgcccg 1380
accctagggc tcggactcgg cctcggctcc ggaagacgac gaactacgct tcgcccgacc 1440
ccagggcttg gactcagcct cggctccgga agacgacgaa ttccgcctcg cccgacccca 1500
gggctcggac tcggcctcgg ctccagaaga cgacgaactc cgcctcgccc gaccccaggg 1560
ctcggactca gcctcggctc cggaagacga cgaactccgc ctcgcccgac cccagggctc 1620
ggactcagcc tcggcctcag acgatggtct ccgcctcgcc cgacccgggg ctcggactcg 1680
acctttctat cggaccttgt cagatcctgt cttcgtccga ggaggctttg gcaatcctca 1740
ctatgtactc ggtcttaggg gagtggcctt tcaacaaact ggtacgaatc acacccgcac 1800
attcaggaac tccgggacca ttgactctct agatgagata ccacctcaag acaacagcgg 1860
cgcaccttgg aatgactact cccatgtgct gaatcatgtt acctttgtgc gctggccagg 1920
tgagatctca ggttccgact catggagagc accaatgttc tcttggacgc atcgtagcgc 1980
tacccccaca aacaccattg atccagagag aatcactcat tcttcaagaa ctgcatatct 2040
tgccgagatc ctcatcccta aaggtacttg acaatagtat tattggagtc gatacacaac 2100
tcacaaaaaa tacaagaagt cgactaggtg gattggtccg agtgaagaga aaaaaaagcc 2160
atacagaact caaaatcttt tccggagata ttcattttcc tgaagaggcg gataagatat 2220
taggtggcag tttgatacca ccagaaagag aaaaaaaaga ttctaaggaa tcaaaaaaaa 2280
ggaaaaattg ggtttatgtt caacggaaaa aatttctcaa aagcaaggaa aagtattgtg 2340
gctatttatc tatccgtgca gctgatatgg ccgcggtttg tgatatcgtt aaccattaca 2400
ttgagacgtc tacagtgaac tttaggacag agccacaaac accacaagag tggattgatg 2460
atctagagag gttgcaagat agataccctt ggttggttgc tgaggttgag ggtgttgtgg 2520
ctggtattgc ttacgctggg ccctggaagg ctaggaaccc tcaacctcag caaccaacca 2580
atggtatcta tcttgcaacc tctctagatc atcaatccac tcttgtggtg tttgtggctc 2640
tgtcctaaag ttcactgtag acgtctcaat gtaatggtta acgatatcac aaaccgagag 2700
aagagggatc tcgaagcttc ggccggggcc catcgatatc cgcgggcatg cctgcagtgc 2760
agcgtgaccc ggtcgtgccc ctctctagag ataatgagca ttgcatgtct aagttataaa 2820
aaattaccac aactggaaga gcggttaccc ggaccgaagc ttcggccggg gcccatcgat 2880
atccgcgggc atgcctgcag tgcagcgtga cccggtcgtg cccctctcta gagataatga 2940
gcattgcatg tctaagttat aaaaaattac cacatatttt ttttgtcaca cttgtttgaa 3000
gtgcagttta tctatcttta tacatatatt taaactttac tctacgaata atataatcta 3060
tagtactaca ataatatcag tgttttagag aatcatataa atgaacagtt agacatggtc 3120
taaaggacaa ttgagtattt tgacaacagg actctacagt tttatctttt tagtgtgcat 3180
gtgttctcct ttttttttgc aaatagcttc acctatataa tacttcatcc attttattag 3240
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tacatccatt tagggtttag ggttaatggt ttttatagac taattttttt agtacatcta 3300
ttttattcta ttttagcctc taaattaaga aaactaaaac tctattttag tttttttatt 3360
taataattta gatataaaat agaataaaat aaagtgacta aaaattaaac aaataccctt 3420
taagaaatta aaaaaactaa ggaaacattt ttcttgtttc gagtagataa tgccagcctg 3480
ttaaacgccg tcgacgagtc taacggacac caaccagcga accagcagcg tcgcgtcggg 3540
ccaagcgaag cagacggcac ggcatctctg tcgctgcctc tggacccctc tcgagagttc 3600
cgctccaccg ttggacttgc tccgctgtcg gcatccagaa attgcgtggc ggagcggcag 3660
acgtgagccg gcacggcagg cggcctcctc ctcctctcac ggcacggcag ctacggggga 3720
ttcctttccc accgctcctt cgctttccct tcctcgcccg ccgtaataaa tagacacccc 3780
ctccacaccc tctttcccca acctcgtgtt gttcggagcg cacacacaca            3830

<210> 27
<211> 3347
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sequence that represents part of the PHI8999A
      insert as well as flanking sequence 3' to the
      insert.

<400> 27
cccactatcc ttcgcaagac ccttcctcta tataaggaag ttcatttcat ttggagagga 60
cagggtaccc ggggatccac catgtctccg gagaggagac cagttgagat taggccagct 120
acagcagctg atatggccgc ggtttgtgat atcgttaacc attacattga gacgtctaca 180
gtgaacttta ggacagagcc acaaacacca caagagtgga ttgatgatct agagaggttg 240
caagatagat acccttggtt ggttgctgag gttgagggtg ttgtggctgg tattgcttac 300
gctgggccct ggaaggctag gaacgcttac gattggacag ttgagagtac tgtttacgtg 360
tcacataggc atcaaaggtt gggcctagga tccacattgt acacacattt gcttaagtct 420
atggaggcgc aaggttttaa gtctgtggtt gctgttatag gccttccaaa cgatccatct 480
gttaggttgc atgaggcttt gggatacaca gcccggggta cattgcgcgc agctggatac 540
aagcatggtg gatggcatga tgttggtttt tggcaaaggg attttgagtt gccagctcct 600
ccaaggccag ttaggccagt tacccagatc tgagtcgacc tgcaggcatg cccgctgaaa 660
tcaccagtct ctctctacaa atctatctct ctctataata atgtgtgagt agttcccaga 720
taagggaatt agggttctta tagggtttcg ctcatgtgtt gagcatataa gaaaccctta 780
gtatgtattt gtatttgtaa aatacttcta tcaataaaat ttctaattcc taaaaccaaa 840
atccagtggc gagctcgaat tcgagctcga gcccgggtgg atcctctaga gtcgacctgc 900
agaagcttcg gtccggcgcg cctctagttg aagacacgtt catgtcttca tcgtaagaag 960
acactcagta gtcttcggcc agaatggcct aactcaaggc cctcactccg cttgatcttg 1020
gcaaagatat ttgacgcatt tattagtatg tgttaatttt catttgcagt gcagtatttt 1080
ctattcgatc tttatgtaat tcgttacaat taataaatat tcaaatcaga ttattgactg 1140
tcatttgtat caaatcgtgt ttaatggata tttttattat aatattgatg atatctcaat 1200
caaaacgtag ataataataa tatttattta atatttttgc gtcgcacagt gaaaatctat 1260
atgagattac aaaataccga caacattatt taagaaacat agacattaac cctgagactg 1320
ttggacatca acgggtagat tccttcatgc atagcacctc attcttgggg acaaaagcac 1380
ggtttggccg ttccattgct gcacgaacga gctttgctat atcctcgggt tggatcatct 1440
catcaggtcc aatcaaattt gtccaagaac tcatgttagt cgcaacgaaa ccggggcata 1500
tgtcgggtat ctcgagctcg cgaaagcttg gctgcaggtc gacggatcct tcaacaaaag 1560
ggtacctgta cccgaaaccg acacaggtgg gtaggtagag aatacctagg ggcgcgagac 1620
aactctctct aaggaactcg gcaaaatagc cccgtaactt cgggagaagg ggtgcccccc 1680
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gctaacaata aacgaatacg gtttatgtat ggattccggt aaaataccgg tactcgattt 1740
cataagagtc gaataggaag ttaagatgag ggtggtatca tcataaaaat ggagtagtat 1800
cctaaattat actaatccac gtatgatatg tatgcctttc cttatcaacc ggaagtagtg 1860
caaaaaaaat tctatactgc actgctctct ttttactgag aaatgcaaaa aaataaaagt 1920
gaagtaaggg tgccccatag atatttgatc ttgcctcctg tccccccccc ccttttttca 1980
tcaaaaattt ccatgaaaaa agaaaagatg aatttgtcca ttcattgaac cctagttcgg 2040
gactgacggg gctcgaaccc gcagcttccg cctgttccta gccttccagg gcccagcgta 2100
agcaatacca gccacagcac cctcaacctc agcaaccaac caagggtatc tatcttgcaa 2160
cctctctaga tcatcaatcc actcttgtgg tgtttgtggc tctgtcctaa agttcactgt 2220
agacgtctca atgtaatggt taacgatatc acaaaccgcg gaacacaaga acgaaagcac 2280
cttttcattc tttcatatac taggggtttt tacttggaaa agacaatgtt ccatactaaa 2340
ggatagctgc agaagccgcc accgtcttga ggaccttccg gggagccaga ccggtcgaac 2400
cgtgcctcca cttgctaagg agaaagggaa aatcagggcc aggacatacg aaggaggagc 2460
cagaacgaag atatcctaag atacttactc gctccgggcc atgatcaatc atgcctgtgg 2520
ggaggtctct cgcacctcga tccatgaagg taccaccgag gtctgccccg ccgccggctt 2580
cggtaccgtc ctcgccttgg gcgcccgagg cacccggggg atggactgcc caggcgcagc 2640
cacgacgacc caaggatcac cctcctgcgc agtcggcacg agcaatagtt ctcggggaac 2700
aggcagcttg gcctgactcc ccggggtcac ctcaactacc tcggccgagg ggtcaagtac 2760
cccctcagtc cgcccccgct cttcggaccg ggaccccgac gtcccggccc cggataccga 2820
cggcaccagc ccgctcgggg gctggcttga cgacccctgg cccagcctca gatctgggct 2880
gaggccgagg caggcggcca tgtcgtcgtc ttcatcatcg tcttcatcat cgtcgtcgtc 2940
atcaggcgtc tccggcgacg gctcccttgg gagcccctcc ctctcctgcc gacgacgaag 3000
cctttccaag gcatcccgag cccacgtccg ctcgtgggcc cgagccttct ttgcgtcctt 3060
cttctccttc ctcttctccg cggtgaccct ccgcgcagct cggtccaccg catcctccgg 3120
gactggtggc agggaaggct tgtgatgccc tacctcctgg agacagacga aaagtctcag 3180
ctatgagaac cgagggcaat ctgacgcaag aaggaagaag gagcggatac tcaccagaga 3240
cacgcacccg cgatcgggac gcattaaggg ctgggaaaaa gtgccggcct ctaatttcgc 3300
taccgtgccg tccacccacc tgtggaggtc atcgatggga aggggaa               3347

<210> 28
<211> 669
<212> DNA
<213> Zea mays

<400> 28
actagtttcc tagcccgcgt cgtgccccta ccccaccgac gtttatggaa ggtgccattc 60
cacggttctt cgtggccgcc cctaaggatg taaatggtcg gtaaaatccg gtaaatttcc 120
ggtaccgttt accagatttt tccagccgtt ttcggattta tcgggatata cagaaaacga 180
gacggaaacg gaataggttt tttttcgaaa acggtacggt aaacggtgag acaaacttac 240
cgtccgtttt cgtatttctc gggaaactct ggtatattcc cgtatttgtc ccgtattttc 300
ccgacccacg gacctgccaa tcaaccatca gccagtcagc ccatccccac agctatggcc 360
catggggcca tgttggccac atgcccacgc aacgcaaggc agtaaggctg gcagcctggc 420
acgcattgac gcatgtggac acacacagcc gccgcctgtt cgtgtttctg tgccgttgtg 480
cgagactgtg actgcgagtg gcggagtcgg cgaacggcga ggcgtctccg gagtctggac 540
tgcggctgtg gacagcgacg ctgtgacggc gactcggcga agccccaagc taccaagccc 600
ccaagtcccc atccatctct gcttctctgg tcatctcctt cccctggtcg atctgcaggc 660
gccagaccg                                                         669

<210> 29
<211> 200
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<212> DNA
<213> Zea mays

<400> 29
gccgaagcat cacgaaacgc actaagacct cgaaggagtc aaaccactcc tccgaggcct 60
cgggggctac acccggcggg tgcgctcgcg cgcacccacc ggaacaaaat gtaaccgaga 120
aaggtcggtc cccttgcaaa aaaagtgcga caaaagcctc caagcgagta ttaacactca 180
ctttgaggct cgggggctac                                             200

<210> 30
<211> 812
<212> DNA
<213> Zea mays

<220>
<223> Fragment of maize Huck-1 retrotransposon

<400> 30
tgtcggggac cataattagg ggtaccccca agactcctaa tctcagctgg taacccccat 60
cagcacaaag ctgcaaaggc ctgatgggtg cgattaagtc aaggctcggt ccactcaagg 120
gacacgatct cgcctcgccc gagcccagcc tcgggcaagg gcggccgacc ccgaggattc 180
acgtctcgcc cgagggcccc ctcaagcgac gggcacacct tcggctcgcc cgaggcccat 240
tcttcgccga gaagcaacct tggccagatc gccacaccga ccgaccgtat cgcaggagca 300
tttaatgcga ggatcgcctg acaccttatc ctgacgcgcg ctcttcagtc gacagagccg 360
aagtgaccgc aatcacttcg ccgctccact gaccgacctg acaagaagac agcgccgcct 420
gcgtcgctcc gactgctgtg ccactcgaca gagtgaggct gacagcagcc aagtccggcc 480
tcgggcgcca taggaagctc cgcctcgccc gaccctaggg ctcggactcg gcctcggctc 540
cggaagacga cgaactacgc ttcgcccgac cccagggctt ggactcagcc tcggctccgg 600
aagacgacga attccgcctc gcccgacccc agggctcgga ctcggcctcg gctccagaag 660
acgacgaact ccgcctcgcc cgaccccagg gctcggactc agcctcggct ccggaagacg 720
acgaactccg cctcgcccga ccccagggct cggactcagc ctcggcctca gacgatggtc 780
tccgcctcgc ccgacccggg gctcggactc ga                               812

<210> 31
<211> 335
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Represents part of PHI8999A insert sequence -
      fragment of cry1F gene

<400> 31
cctttctatc ggaccttgtc agatcctgtc ttcgtccgag gaggctttgg caatcctcac 60
tatgtactcg gtcttagggg agtggccttt caacaaactg gtacgaatca cacccgcaca 120
ttcaggaact ccgggaccat tgactctcta gatgagatac cacctcaaga caacagcggc 180
gcaccttgga atgactactc ccatgtgctg aatcatgtta cctttgtgcg ctggccaggt 240
gagatctcag gttccgactc atggagagca ccaatgttct cttggacgca tcgtagcgct 300
acccccacaa acaccattga tccagagaga atcac                            335
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<210> 32
<211> 321
<212> DNA
<213> Zea mays

<220>
<223> Fragment of maize chloroplast rpoC2 gene

<400> 32
tcattcttca agaactgcat atcttgccga gatcctcatc cctaaaggta cttgacaata 60
gtattattgg agtcgataca caactcacaa aaaatacaag aagtcgacta ggtggattgg 120
tccgagtgaa gagaaaaaaa agccatacag aactcaaaat cttttccgga gatattcatt 180
ttcctgaaga ggcggataag atattaggtg gcagtttgat accaccagaa agagaaaaaa 240
aagattctaa ggaatcaaaa aaaaggaaaa attgggttta tgttcaacgg aaaaaatttc 300
tcaaaagcaa ggaaaagtat t                                           321

<210> 33
<211> 17
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Represents part of PHI8999A insert
      sequence-fragment of ubiZM1(2) promoter; also a
      fragment of the maize chloroplast trn1 gene

<400> 33
gtggctattt atctatc                                                17

<210> 34
<211> 201
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Represents part of PHI8999A insert sequence -
      fragment of pat gene

<400> 34
gcagctgata tggccgcggt ttgtgatatc gttaaccatt acattgagac gtctacagtg 60
aactttagga cagagccaca aacaccacaa gagtggattg atgatctaga gaggttgcaa 120
gatagatacc cttggttggt tgctgaggtt gagggtgttg tggctggtat tgcttacgct 180
gggccctgga aggctaggaa c                                           201

<210> 35
<211> 138
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> Represents part of PHI8999A insert sequence -
      fragment of pat gene (complement)

<400> 35
cctcaacctc agcaaccaac caatggtatc tatcttgcaa cctctctaga tcatcaatcc 60
actcttgtgg tgtttgtggc tctgtcctaa agttcactgt agacgtctca atgtaatggt 120
taacgatatc acaaaccg                                               138

<210> 36
<211> 15
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Represents part of PHI8999A insert sequence -
      fragment of cry1F gene (complement)

<400> 36
agagaagagg gatct                                                  15

<210> 37
<211> 118
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Represents part of PHI8999A insert sequence -
      fragment of polylinker

<400> 37
cgaagcttcg gccggggccc atcgatatcc gcgggcatgc ctgcagtgca gcgtgacccg 60
gtcgtgcccc tctctagaga taatgagcat tgcatgtcta agttataaaa aattacca   118

<210> 38
<211> 550
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Represents part of PHI8999A insert sequence -
      fragment of ORF25 terminator (complement)

<400> 38
ctcactccgc ttgatcttgg caaagatatt tgacgcattt attagtatgt gttaattttc 60
atttgcagtg cagtattttc tattcgatct ttatgtaatt cgttacaatt aataaatatt 120
caaatcagat tattgactgt catttgtatc aaatcgtgtt taatggatat ttttattata 180
atattgatga tatctcaatc aaaacgtaga taataataat atttatttaa tatttttgcg 240
tcgcacagtg aaaatctata tgagattaca aaataccgac aacattattt aagaaacata 300
gacattaacc ctgagactgt tggacatcaa cgggtagatt ccttcatgca tagcacctca 360
ttcttgggga caaaagcacg gtttggccgt tccattgctg cacgaacgag ctttgctata 420
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tcctcgggtt ggatcatctc atcaggtcca atcaaatttg tccaagaact catgttagtc 480
gcaacgaaac cggggcatat gtcgggtatc tcgagctcgc gaaagcttgg ctgcaggtcg 540
acggatcctt                                                        550

<210> 39
<211> 128
<212> DNA
<213> Zea mays

<220>
<223> Fragment of maize chloroplast rps12 rRNA gene
      (complement)

<400> 39
caacaaaagg gtacctgtac ccgaaaccga cacaggtggg taggtagaga atacctaggg 60
gcgcgagaca actctctcta aggaactcgg caaaatagcc ccgtaacttc gggagaaggg 120
gtgccccc                                                          128

<210> 40
<211> 392
<212> DNA
<213> Zea mays

<220>
<223> Fragment of maize chloroplast genome

<400> 40
ctaacaataa acgaatacgg tttatgtatg gattccggta aaataccggt actcgatttc 60
ataagagtcg aataggaagt taagatgagg gtggtatcat cataaaaatg gagtagtatc 120
ctaaattata ctaatccacg tatgatatgt atgcctttcc ttatcaaccg gaagtagtgc 180
aaaaaaaatt ctatactgca ctgctctctt tttactgaga aatgcaaaaa aataaaagtg 240
aagtaagggt gccccataga tatttgatct tgcctcctgt cccccccccc cttttttcat 300
caaaaatttc catgaaaaaa gaaaagatga atttgtccat tcattgaacc ctagttcggg 360
actgacgggg ctcgaacccg cagcttccgc ct                               392

<210> 41
<211> 188
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Represents part of PHI8999A insert sequence -
      fragment of pat gene (complement)

<400> 41
gttcctagcc ttccagggcc cagcgtaagc aataccagcc acagcaccct caacctcagc 60
aaccaaccaa gggtatctat cttgcaacct ctctagatca tcaatccact cttgtggtgt 120
ttgtggctct gtcctaaagt tcactgtaga cgtctcaatg taatggttaa cgatatcaca 180
aaccgcgg                                                          188
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<210> 42
<211> 81
<212> DNA
<213> Zea mays

<220>
<223> Fragment of maize chloroplast ORF241 (complement)

<400> 42
cacaagaacg aaagcacctt ttcattcttt catatactag gggtttttac ttggaaaaga 60
caatgttcca tactaaagga t                                           81

<210> 43
<211> 254
<212> DNA
<213> Zea mays

<400> 43
agctgcagaa gccgccaccg tcttgaggac cttccgggga gccagaccgg tcgaaccgtg 60
cctccacttg ctaaggagaa agggaaaatc agggccagga catacgaagg aggagccaga 120
acgaagatat cctaagatac ttactcgctc cgggccatga tcaatcatgc ctgtggggag 180
gtctctcgca cctcgatcca tgaaggtacc accgaggtct gccccgccgc cggcttcggt 240
accgtcctcg cctt                                                   254

<210> 44
<211> 749
<212> DNA
<213> Zea mays

<400> 44
gggcgcccga ggcacccggg ggatggactg cccaggcgca gccacgacga cccaaggatc 60
accctcctgc gcagtcggca cgagcaatag ttctcgggga acaggcagct tggcctgact 120
ccccggggtc acctcaacta cctcggccga ggggtcaagt accccctcag tccgcccccg 180
ctcttcggac cgggaccccg acgtcccggc cccggatacc gacggcacca gcccgctcgg 240
gggctggctt gacgacccct ggcccagcct cagatctggg ctgaggccga ggcaggcggc 300
catgtcgtcg tcttcatcat cgtcttcatc atcgtcgtcg tcatcaggcg tctccggcga 360
cggctccctt gggagcccct ccctctcctg ccgacgacga agcctttcca aggcatcccg 420
agcccacgtc cgctcgtggg cccgagcctt ctttgcgtcc ttcttctcct tcctcttctc 480
cgcggtgacc ctccgcgcag ctcggtccac cgcatcctcc gggactggtg gcagggaagg 540
cttgtgatgc cctacctcct ggagacagac gaaaagtctc agctatgaga accgagggca 600
atctgacgca agaaggaaga aggagcggat actcaccaga gacacgcacc cgcgatcggg 660
acgcattaag ggctgggaaa aagtgccggc ctctaatttc gctaccgtgc cgtccaccca 720
cctgtggagg tcatcgatgg gaaggggaa                                   749

<210> 45
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> 5' event flanking sequence; junction between
      regions 3 and 4

<400> 45
tcggactcga cctttctatc                                             20

<210> 46
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 5' event flanking sequence; junction between
      regions 4 and 5

<400> 46
agagaatcac tcattcttca                                             20

<210> 47
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 5' event flanking sequence; junction between
      regions 5 and 6

<400> 47
gaaaagtatt gtggctattt                                             20

<210> 48
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 5' event flanking sequence; junction between
      regions 6 and 7a

<400> 48
tctcaaggcc gcagctgata                                             20

<210> 49
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 5' event flanking sequence; junction between
      regions 7a and 7b
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<400> 49
ggctaggaac cctcaacctc                                             20

<210> 50
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 5' event flanking sequence; junction between
      regions 7b and 7c

<400> 50
tcacaaaccg agagaagagg                                             20

<210> 51
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 5' event flanking sequence; junction between
      regions 7c and 8

<400> 51
agagggatct cgaagcttcg                                             20

<210> 52
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 5' event flanking sequence; junction between
      regions 8 and 9

<400> 52
aaaattacca caactggaag                                             20

<210> 53
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 3' event flanking sequence; junction between
      regions 9 and 10

<400> 53
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agctatgttt ctcactccgc                                             20

<210> 54
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 3' event flanking sequence; junction between
      regions 10 and 11

<400> 54
acggatcctt caacaaaagg                                             20

<210> 55
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 3' event flanking sequence; junction between
      regions 11 and 12

<400> 55
gtgccccccg ctaacaataa                                             20

<210> 56
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 3' event flanking sequence; junction between
      regions 12 and 13

<400> 56
gcttccgcct gttcctagcc                                             20

<210> 57
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> 3' event flanking sequence; junction between
      regions 13 and 14

<400> 57
aaaccgcgga acacaagaac                                             20
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