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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　４－ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ（ＨＰＰＤ）酵素をコードする組
換え核酸分子であって、前記核酸分子が、配列番号１に対して少なくとも９０％の配列同
一性を有するアミノ酸配列であって（ａ）～（ｅ）からなる群より選択されるアミノ酸置
換を有するアミノ酸配列をコードし、
　前記ＨＰＰＤ酵素がＨＰＰＤ阻害除草剤に対して耐性である、組換え核酸分子：
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、な
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らびに
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン。
【請求項２】
　前記核酸分子の核酸配列が、配列番号３～５９のいずれかに示されるアミノ酸配列に対
して少なくとも９０％の配列同一性を有するアミノ酸配列をコードする、請求項１に記載
の組換え核酸分子。
【請求項３】
　前記核酸分子のヌクレオチド配列が、植物における発現のために設計された合成配列で
ある、請求項１に記載の組換え核酸分子。
【請求項４】
　前記核酸分子のヌクレオチド配列が、植物細胞内でのヌクレオチド配列の発現を誘導可
能なプロモーターに操作可能に連結する、請求項１に記載の組換え核酸分子。
【請求項５】
　前記ＨＰＰＤ阻害除草剤が、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾ
ール－３－イル）アリールカルボキサミド、Ｎ－（ｌ，２，５－オキサジアゾール－３－
イル）ベンズアミド、テンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン
、テフリルトリオン、イソキサフルトール、ピラスルホトール、およびメソトリオンから
なる群より選択される、請求項１に記載の組換え核酸分子。
【請求項６】
　請求項１または２に記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項７】
　異種性のポリペプチドをコードする核酸分子をさらに含む、請求項６に記載のベクター
。
【請求項８】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の組換え核酸分子を含む宿主細胞。
【請求項９】
　細菌宿主細胞である、請求項８に記載の宿主細胞。
【請求項１０】
　植物細胞である、請求項８に記載の宿主細胞。
【請求項１１】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の組換え核酸分子を含むトランスジェニック植物。
【請求項１２】
　前記植物が、トウモロコシ、モロコシ、コムギ、ヒマワリ、トマト、十字花植物、コシ
ョウ、ジャガイモ、綿、米、大豆、サトウダイコン、サトウキビ、タバコ、オオムギ、お
よびアブラナからなる群より選択される、請求項１１に記載の植物。
【請求項１３】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の組換え核酸分子を含むトランスジェニック種子。
【請求項１４】
　ＨＰＰＤ酵素を含む組換えポリペプチドであって、前記ＨＰＰＤ酵素がＨＰＰＤ阻害除
草剤に対して耐性であり、前記ポリペプチドが配列番号１に対して少なくとも９０％の配
列同一性を有し、かつ、（ａ）～（ｅ）からなる群より選択されるアミノ酸置換を含む、
組換えポリペプチド：
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
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１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、な
らびに
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニンおよび
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン。
【請求項１５】
　前記アミノ酸配列が、配列番号３～５９のいずれかに示されるアミノ酸配列に対して少
なくとも９０％の配列同一性を有する、請求項１４に記載の組換えポリペプチド。
【請求項１６】
　前記ＨＰＰＤ阻害除草剤が、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾ
ール－３－イル）アリールカルボキサミド、Ｎ－（ｌ，２，５－オキサジアゾール－３－
イル）ベンズアミド、テンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン
、テフリルトリオン、イソキサフルトール、ピラスルホトール、およびメソトリオンから
なる群より選択される、請求項１４に記載の組換えポリペプチド。
【請求項１７】
　異種性のアミノ酸配列をさらに含む、請求項１４に記載の組換えポリペプチド。
【請求項１８】
　ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性活性を有するポリペプチドを産生するための方法であ
って、該ポリペプチドをコードする核酸分子が発現する条件下で、請求項８に記載の宿主
細胞を培養する工程を含む方法。
【請求項１９】
　ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性を植物に付与する方法であって、請求項１～４のいず
れか一項に記載の核酸分子のヌクレオチド配列と操作可能に連結して植物細胞内での発現
を駆動するプロモーターを含むＤＮＡコンストラクトによって、前記植物を形質転換する
工程を含む方法。
【請求項２０】
　そのゲノム内にＤＮＡコンストラクトが安定的に取り込まれた植物であって、前記コン
ストラクトが、請求項１～４のいずれか一項に記載の核酸分子のヌクレオチド配列と操作
可能に連結したプロモーターを含む、植物。
【請求項２１】
　前記植物が、植物細胞、植物組織、および植物種子からなる群より選択される、請求項
２０に記載の植物。
【請求項２２】
　前記植物が、トウモロコシ、モロコシ、コムギ、ヒマワリ、トマト、十字花植物、コシ
ョウ、ジャガイモ、綿、米、大豆、サトウダイコン、サトウキビ、タバコ、オオムギ、お
よびアブラナからなる群より選択される、請求項２０に記載の植物。
【請求項２３】
　検出可能な量の、請求項１～４のいずれか一項に記載の核酸分子または請求項１４また
は１５に記載の組換えポリペプチドを含む商品。
【請求項２４】
　請求項２０に記載の植物のトランスジェニック種子。
【請求項２５】
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　耕作地の雑草を防除する方法であって、請求項２０に記載の植物またはその種子を耕作
地に植え付けること、および前記耕作地に有効濃度のＨＰＰＤ阻害除草剤を使用すること
を含む方法。
【請求項２６】
　前記ＨＰＰＤ阻害除草剤が、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾ
ール－３－イル）アリールカルボキサミド、Ｎ－（ｌ，２，５－オキサジアゾール－３－
イル）ベンズアミド、テンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン
、テフリルトリオン、イソキサフルトール、ピラスルホトール、およびメソトリオンから
なる群より選択される、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記植物が、グリホサートに対する耐性を付与する核酸分子およびグルホシネートに対
する耐性を付与する核酸分子をさらに含む、請求項２０に記載のトランスジェニック植物
。
【請求項２８】
　１以上のＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性を植物に付与するための、請求項１～４のい
ずれか一項に記載の組換え核酸分子の使用。
【請求項２９】
　検出可能な量の請求項１４に記載の組換えポリペプチドを含んでなる商品。
【請求項３０】
　１以上のＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性を植物に付与するための、請求項１～４のい
ずれか一項に記載の組換え核酸分子を含んでなる組成物。

【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
　本出願は、米国特許仮出願の、２０１２年９月１４日に提出された第６１／７０１，０
３７号、２０１３年２月１８日に提出された第６１／７６６，０５７号、および２０１３
年３月１５日に提出された第６１／７９０，４０４に対して優先権を主張するものであり
、これらの内容はその全体が参照によって本明細書に取り込まれる。
【０００２】
電子提出された配列表への参照
　配列表の正式原稿は、２０１３年９月１２日に作製された、ＡＳＣＩＩフォーマットに
よるサイズ２３７キロバイトの、ファイル名「２９１２９３９＿１９９７３ＷＯ０１＿Ｓ
ＥＱＬＩＳＴ．ｔｘｔ」の配列表であり、これは明細書と同時にＥＦＳ－Ｗｅｂを通して
提出された。このＡＳＣＩＩフォーマットによる文書に含まれる配列表は明細書の一部で
あり、その全体が参照により本明細書に取り込まれる。
【技術分野】
【０００３】
　本発明は、植物分子生物学、特にＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性が改善された新規Ｈ
ＰＰＤポリペプチドに関する。
【背景技術】
【０００４】
　４－ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ（ＨＰＰＤ）は、チロシン分解産
物であるパラヒドロキシフェニルピルビン酸（本明細書ではＨＰＰと略称される）を、植
物におけるトコフェロールおよびプラストキノンの前駆体であるホモゲンチジン酸（本明
細書ではＨＧと略称される）へと転換する反応を触媒する酵素である（Ｃｒｏｕｃｈ　Ｎ
．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（１９９７），Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ，５３，２０，６９９３－７
０１０，Ｆｒｉｔｚｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００４），Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
　１３４：１３８８－１４００）。トコフェロールは、膜関連の抗酸化剤として作用する
。
【０００５】
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　プラストキノンは、最初にＰＳＩＩとチトクロムｂ６／ｆ複合体との間で電子担体とし
て作用し、次にカロテノイドの生合成に関わるフィトエンデサチュラーゼに対する酸化還
元補因子となる。
【０００６】
　現在までに、ＮＣＢＩデータベースに収載される様々な生物由来の１０００を超える核
酸配列が、ＨＰＰＤドメインを有する推定上のタンパク質をコードするものとしてアノテ
ートされてきた。しかしながらその多くは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイまたは植物体への
応用のいずれかにおいてタンパク質がＨＰＰＤ酵素活性を有することは証明されておらず
、また、このようなＨＰＰＤタンパク質を植物に発現させた際に、ＨＰＰＤ阻害除草剤に
対する耐性を獲得することも証明されていない。幾つかのＨＰＰＤタンパク質およびそれ
らの一次配列が当該技術分野において報告されているが、それらは特にシュードモナス属
(Pseudomonas)（Ｒｕｅｔｓｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２
０５，４５９－　４６６，１９９２、国際公開第９６／３８５６７号）、コルディア属(K
ordia)（国際公開第２０１１０７６８８９号）、シネココッカス属(Synechococcus)（国
際公開第２０１１０７６８７７号）、およびロドコッカス属(Rhodococcus)（国際公開第
２０１１０７６８９２号）のような細菌の、ブレファリズマ属(Blepharisma)（国際公開
第２０１１０７６８８２号）のような原生生物の、ピクロフィルス属(Picrophilus)（国
際公開第２０１１０７６８８５号）のようなユリ古細菌門の、シロイヌナズナ属(Arabido
psis)（国際公開第９６／３８５６７号、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）ＡＦ０４７８３４
）、ニンジン（国際公開第９６／３８５６７号、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）８７２５７
）、エンバク(Avena sativa)（国際公開第０２／０４６３８７号、国際公開第１１／０６
８５６７号）、コムギ（国際公開第０２／０４６３８７号）、メリケンニクキビ(Brachia
ria platyphylla)（国際公開第０２／０４６３８７号）、シンクリノイガ(Cenchrus echi
natus)（国際公開第０２／０４６３８７号）、ボウムギ(Lolium rigidum)（国際公開第０
２／０４６３８７号）、オニウシノケグサ(Festuca arundinacea)（国際公開第０２／０
４６３８７号）、アキノエノコログサ(Setaria faberi)（国際公開第０２／０４６３８７
号）、オヒシバ(Eleusine indic)（国際公開第０２／０４６３８７号）、モロコシ属(Sor
ghum)（国際公開第０２／０４６３８７号、国際公開第１２／０２１７８５号）、トウモ
ロコシ（国際公開第１２／０２１７８５号）のような植物の、コクシジオイデス属(Cocci
coides)（ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）ＣＯＩＴＲＰ）の、オウレン( Coptis japonica)
（国際公開第０６／１３２２７０号）の、コナミドリムシ(Chlamydomonas reinhardtii)
（スペイン特許第２２７５３６５号）／国際公開第２０１１／１４５０１５号の、または
マウスもしくはブタのような哺乳類のＨＰＰＤタンパク質である。
【０００７】
　ＨＰＰＤの阻害によって光合成の脱共役および補助集光性色素の欠乏が誘導され、かつ
最も重要なことには、通常はカロテノイドの作用である光防護が欠如するために、ＵＶ照
射および活性酸素種によって葉緑素が破壊される（白化）（Ｎｏｒｒｉｓ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９５），Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　７：２１３９－２１４９）。光合成の活発な組織
での白化は、成長の阻害および植物の死をもたらす。
【０００８】
　ＨＰＰＤへ特異的に結合することでこの酵素を阻害し、かつＨＰＰのホモゲンチジン酸
への変換を阻害する幾つかの分子が、除草剤として非常に有効であることが証明されてき
た。
【０００９】
　現在最も多く市販されているＨＰＰＤ阻害除草剤は、以下の化学的分類のうちの一つに
属している。
　１）トリケトン類、例えばスルコトリオン［すなわち２－［２－クロロ－４－（メチル
スルホニル）ベンゾイル］－ｌ，３－シクロヘキサンジオン］、メソトリオン［すなわち
２－［４－（メチルスルホニル）－２－ニトロベンゾイル］－ｌ，３－シクロヘキサンジ
オン］、テンボトリオン［すなわち２－［２－クロロ－４－（メチルスルホニル）－３－



(6) JP 6557142 B2 2019.8.7

10

20

30

40

50

［（２，２，２，－トリ－フルオロエトキシ）メチル］ベンゾイル］－１，３－シクロ－
ヘキサンジオン］、テフリルトリオン［すなわち２－［２－クロロ－４－（メチルスルホ
ニル）－３－［［（テトラヒドロ－２－フラニル）メトキシ］メチル］ベンゾイル］－ｌ
，３－シクロヘキサンジオン］］、ビシクロピロン［すなわち４－ヒドロキシ－３－［［
２－［（２－メトキシエトキシ）メチル］－６－（トリフルオロメチル）－３－ピリジニ
ル］カルボニル］ビシクロ［３．２．１］オクト－３－エン－２－オン］、ベンゾビシク
ロン［すなわち３－（２－クロロ－４－メシルベンゾイル）－２－フェニルチオビシクロ
［３．２．１］オクト－２－エン－４－オン］。
　２）ジケトニトリル類、例えば２－シアノ－３－シクロプロピル－ｌ－（２－メチルス
ルホニル－４－トリフルオロメチルフェニル）－プロパン－ｌ，３－ジオンおよび２－シ
アノ－ｌ－［４－（メチルスルホニル）－２－トリフルオロメチルフェニル］－３－（１
－メチルシクロプロピル）プロパン－１，３－ジオン。
　３）イソキサゾール類、例えばイソキサフルトール［すなわち（５－シクロプロピル－
４－イソオキサゾリル）［２－（メチルスルホニル）－４－（トリフルオロメチル）フェ
ニル］メタノン］。植物において、イソキサフルトールは、ＨＰＰＤ阻害剤の特性を示す
ＤＫＮ、すなわちジケトニトリル化合物へと迅速に代謝される。
　４）ピラゾリネート類、例えばトプラメゾン［すなわち［３－（４，５－ジヒドロ－３
－イソオキサゾリル）－２－メチル－４－（メチルスルホニル）フェニル］（５－ヒドロ
キシ－１－メチル－１Ｈ－ピラゾール－４－イル）メタノン］、およびピラスルホトール
［すなわち（５－ヒドロキシ－ｌ，３－ジメチルピラゾール－４－イル（２－メシル－４
－トリフルオロメチルフェニル）メタノン］、ピラゾフェン［すなわち２－［４－（２，
４－ジクロロベンゾイル）－ｌ，３－ジメチルピラゾール－５－イルオキシ］アセトフェ
ノン］。
　５）Ｎ－（１，２，５－オキサジアゾール－３－イル）ベンズアミド類（国際公開第２
０１１／０３５８７４号）、および
　６）Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾール－３－イル）アリー
ルカルボキサミド類（国際公開第２０１２／０２８５７９号）。
【００１０】
　これらのＨＰＰＤ阻害除草剤は、代謝耐性を示す農業植物、例えば内部でＨＰＰＤ阻害
除草剤が迅速に分解されるトウモロコシ（Ｚｅａ　ｍａｙｓ）、米（Ｏｒｙｚａ　Ｓａｔ
ｉｖａ）、およびコムギ（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ　ａｅｓｔｉｖｕｍ）の耕作地における草お
よび／または広葉雑草に対して用いることができる（Ｓｃｈｕｌｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９３），ＦＥＢＳ　ｌｅｔｔｅｒｓ，３１８，１６２－１６６；Ｍｉｔｃｈｅｌｌ　ｅｔ
　ａｌ．（２００１），Ｐｅｓｔ　Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｖｏｌ　５
７，１２０－１２８；Ｇａｒｃｉａ　ｅｔ　ａｌ．（２０００），Ｂｉｏｃｈｅｍ．，３
９，７５０１－７５０７；Ｐａｌｌｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（２００１），Ｐｅｓｔ　Ｍａ
ｎａｇｅｍｅｎｔ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｖｏｌ　５７，１３３－１４２）。これらＨＰＰＤ
阻害除草剤の使用範囲を拡大するため、植物、特に代謝耐性をもたないかまたは代謝耐性
の低い植物に対して、農学分野の条件下で許容されるレベルの耐性を付与する幾つかの試
みが為されてきた。
【００１１】
　ＨＰＰＤを介したホモゲンチジン酸の産生を回避する試みに加え（米国特許第６，８１
２，０１０号）、除草剤に関して十分な量の植物内の標的酵素が産生されるように、感受
性の酵素を過剰発現することも行われてきた（国際公開第９６／３８５６７号）。ＨＰＰ
Ｄを過剰発現させることで、イソキサフルトール（ＩＦＴ）のジケトニトリル誘導体（Ｄ
ＫＮ）に対するより良い発芽前の耐性がもたらされたが、この耐性は発芽後の処理に対し
て十分なものではなかった（Ｍａｔｒｉｎｇｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００５），Ｐｅｓｔ　
Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　６１：２６９－２７６）。
【００１２】
　３番目の試みはＨＰＰＤを変異させることであり、この変異によって、ＨＰＰのホモゲ
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ンチジン酸への転換を触媒する特性は保持しているが、変異前の天然ＨＰＰＤよりもＨＰ
ＰＤ阻害剤に対する感受性の低い標的酵素が得られる。
【００１３】
　この試みは、ジケトニトリルファミリーに属する二つのＨＰＰＤ阻害除草剤（国際公開
第９９／２４５８５号）である２－シアノ－３－シクロプロピル－１－（２－メチルスル
ホニル－４－トリフルオロメチルフェニル）－プロパン－ｌ，３－ジオンおよび２－シア
ノ－ｌ－［４－（メチルスルホニル）－２－トリフルオロメチルフェニル］－３－（１－
メチルシクロプロピル）プロパン－ｌ，３－ジオンに対して耐性のある植物の産生に成功
した（欧州特許第４９６６３０号）。Ｐｒｏ２１５Ｌｅｕ、Ｇｌｙ３３６Ｇｌｕ、Ｇｌｙ
３３６Ｉｌｅ、そして特にＧｌｙ３３６Ｔｒｐ（変異アミノ酸の位置はシュードモナスＨ
ＰＰＤへの参照により示す）は、これらのジケトニトリル除草剤による処理に対する耐性
が増大した変異として同定された。
【００１４】
　さらに最近では、タバコおよび大豆の色素体ゲノムへのシュードモナスＨＰＰＤ遺伝子
の導入によって、発芽後にイソキサフルトールを適用した際の耐性が、核の形質転換より
も効果的に付与されることが示された（Ｄｕｆｏｕｒｍａｎｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（２０
０７），Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｊ．５（ｌ）：１１８－３３）。
【００１５】
　国際公開第０４／０２４９２８号では、発明者らが、植物細胞内へのＨＰＰ前駆体の流
量を増大させることで、これらの植物細胞におけるプレニルキノンの生合成（例えばプラ
ストキノン類、トコフェロール類の合成）を増大させることを考えた。このことは、ＰＤ
Ｈ酵素の過剰発現により、前記前駆体の合成を「シキミ酸」経路へ関係させることによっ
て為された。彼らはまた、ＰＤＨ酵素をコードする遺伝子およびＨＰＰＤ酵素をコードす
る遺伝子による植物の形質転換によって前記植物のＨＰＰＤ阻害剤への耐性の増大が可能
となることにも注目した。
【００１６】
　特許出願の国際公開第２００９／１４４０７９号には、蛍光菌ヒドロキシフェニルピル
ビン酸ジオキシゲナーゼ（ＨＰＰＤ）タンパク質の位置３３６に特異的な変異を有する、
ＨＰＰＤをコードする核酸配列、およびＨＰＰＤ阻害除草剤に対して耐性である植物を得
るためのその使用について開示されている。
【００１７】
　国際公開第２００２／０４６３８７号では、様々なＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性の
付与に関連する可能性のある、植物に由来するＨＰＰＤタンパク質の幾つかのドメインが
同定されたが、記載されたドメイン機能の影響を裏付ける植物体におけるデータ、また生
化学的データのいずれも示されていない。
【００１８】
　国際公開第２００８／１５０４７３号では、ＨＰＰＤ阻害除草剤への耐性を改善する二
つの異なる耐性機構、すなわち変異ＨＰＰＤ酵素をコードする改変エンバク遺伝子と、Ｃ
ＹＰ４５０トウモロコシモノオキシゲナーゼ（ｎｓｆ　１遺伝子）との組み合わせが例示
されているが、両タンパク質の組み合わせに基づく相乗的効果を示すデータは開示されて
いない。
【００１９】
　さらに米国特許第２０１１０１７３７１８号では、例えばエンバクに由来する耐性ＨＰ
ＰＤをコードする遺伝子のみではなく、ＨＳＴ（ホモゲンチジン酸ソラネシルトランスフ
ェラーゼ（ｈｏｍｏｇｅｎｔｉｓａｔｅ　ｓｏｌａｎｅｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）
）タンパク質をコードする幾つかの植物遺伝子を組み合わせた過剰発現による、ＨＰＰＤ
阻害剤に耐性の植物を産生する方法について開示されている。しかしながら、選択された
数種のＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性のレベルはどちらかといえば限られたものであっ
た。
【００２０】
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　国際公開第２０１１０９４１９９号および米国特許第２０１１０１８５４４４号では、
野生型大豆の数百株について、ＨＰＰＤ阻害剤であるイソキサフルトールに対する耐性を
評価した。わずかな数株が、除草剤に対する妥当なレベルの耐性を示した。耐性に関与す
る推定上のＱＴＬ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｔｒａｉｔ　ｌｏｃｉ：量的形質遺伝子
座）が同定された。ゲノムのこの領域では、ＡＢＣ輸送体をコードする遺伝子が、ＨＰＰ
Ｄ阻害除草剤に対する耐性の改善が観察される主要な形質として同定された。しかしなが
ら、同定された遺伝子を発現するトランスジェニック植物において、試験したＨＰＰＤ阻
害除草剤に対する耐性は改善されなかった。
【００２１】
　国際公開第２０１０／０８５７０５号では、エンバクＨＰＰＤの幾つかの変異体(mutan
ts)が開示されている。幾つかの変異形(variants)では、トリケトンである「メソトリオ
ン」に対するｉｎ　ｖｉｔｒｏでの耐性の改善が示されたが、タバコ植物ではわずかな数
個の変異体しか発現されなかった。加えて、これらの変異体を発現するタバコ植物のいず
れも、野生型エンバクＨＰＰＤ遺伝子を発現するタバコ植物に比較して、メソトリオンま
たはイソキサフルトールに対する耐性の改善を示さなかった。
【００２２】
　米国特許第２０１２／００４２４１３号には、ＨＰＰＤ活性を有するが、少なくとも１
のＨＰＰＤ阻害剤に対して幾らか非感受性であるポリペプチドについて記載されている。
さらに、ＨＰＰＤ酵素の異なる位置におけるある一組の変異について示唆されており、最
終的には、このような変異ＨＰＰＤをわずかに含む植物の生化学データおよび耐性レベル
についても開示されている。
【００２３】
　欧州特許第２１４５３０１２号には、幾つかのＨＰＰＤ変異体について記載されている
が、記載された変異体は、植物体において数種のＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性の改善
を示さなかった。
【発明の概要】
【００２４】
　ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性を付与する組成物および方法が提供される。組成物に
は、ＨＰＰＤ阻害除草剤に耐性のＨＰＰＤポリペプチド、このようなポリペプチドをコー
ドする単離された、組換えまたはキメラ核酸分子、ならびにこれらの核酸分子を含むベク
ターおよび宿主細胞が包含される。また、組成物にはこれらのポリペプチドに対する抗体
も包含される。ヌクレオチド配列は、微生物および植物を含む生物の形質転換および該生
物における発現のためのＤＮＡコンストラクトまたは発現カセット内に用いることができ
る。ヌクレオチド配列は、微生物および植物を含むが、これらに限定されない生物におけ
る発現のために設計された合成配列であってもよい。
【００２５】
　組成物は除草剤に耐性のポリペプチドをコードする核酸分子を包含し、配列番号１のア
ミノ酸の位置１８８、１８９、２１５、３３５、３３６、３３９、および３４０に対応す
る位置に１以上のアミノ酸置換を有するＨＰＰＤタンパク質をコードする核酸分子を包含
し、配列番号１のアミノ酸の位置１８８、１８９、２１５、３３５、３３６、３３９、お
よび３４０に対応する位置に１以上のアミノ酸置換が導入された、配列番号１、２、６３
、６４，または６５のいずれかに示されるＨＰＰＤタンパク質を包含し、かつ配列番号３
～５９のいずれかに示されるアミノ酸配列をコードする核酸配列、ならびにそれらの変異
形および断片を包含する。本発明にはさらに、該核酸分子によってコードされる除草剤に
耐性のＨＰＰＤタンパク質が含まれ、および該ＨＰＰＤタンパク質を含む組成物も含まれ
る。
【００２６】
　組成物はまた、本発明の核酸配列を細菌、植物、植物細胞、組織、および種子のゲノム
内に導入することによって形質転換された、ＨＰＰＤ阻害除草剤に対して耐性の細菌、植
物、植物細胞、組織、および種子も含む。該生物が植物の場合、該配列の導入によって、
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植物にＨＰＰＤ阻害除草剤を適用した際には、形質転換された生物ではなく、ＨＰＰＤ阻
害剤に感受性の雑草またはその他の非形質転換植物が選択的に死滅する。該配列はさらに
、１以上のＨＰＰＤ阻害除草剤の存在下で成長する植物細胞を選択するためのマーカーと
しても使用できる。
【００２７】
　さらに、ＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性活性を利用してＨＰＰＤ酵素を同定する方法も提
供される。
【００２８】
　本発明の組成物および方法は、ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性が増強された生物の産
生に有用である。これらの生物、および該生物を含む組成物は、農業用に望ましいもので
ある。本発明の核酸配列を含む植物または種子は、植物産物を得るために耕作地で成長か
つ収穫可能である。本発明の組成物は、ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性活性を有する改
変または改善されたタンパク質を産生するために、または、産物または生物におけるＨＰ
ＰＤ阻害除草剤に耐性のタンパク質もしくは核酸の存在を検出するためにも有用である。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】蛍光菌(Pseudomonas fluorescens)（配列番号ｌ）、エンバク(Avena sativa)（
配列番号６３）、エンバクに由来するＨＰＰＤの変異形（配列番号６４）、トウモロコシ
(Zea mays)（配列番号６５）、ストレプトマイセス・アベルミティリス(Streptomyces av
ermitilis)（配列番号６９）、シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)（配列番号６６）
、オオムギ(Hordeum vulgare)（配列番号６７）、ニンジン(Daucus carota)（配列番号６
８）、コムギ葉枯病菌(Mycosphaerella graminicola)（配列番号７０）、およびコクシジ
オイデス・イミティス(Coccicoides immitis)（配列番号７１）を含む微生物ならびに植
物種に由来するＨＰＰＤのアミノ酸配列のアラインメントを示した図である。
【発明の具体的説明】
【００３０】
　以下、すべてではないが幾つかの本発明の実施形態が示された添付の図面への参照によ
り、本発明の全体をさらに記載する。実際に、これらの発明は多くの異なる形態で具体化
され得るものであるから、本明細書に示す実施形態に限定されるように解釈されるべきで
はない。むしろこれらの実施形態はこの開示が法的要件を十分に満たすように提供される
ものである。同様の番号は一貫して同様の要素を指す。
【００３１】
　これらの発明に関わり、前述の記載および添付の図面中の教示の利益を享受する当業者
は、本明細書に示される、本発明の多くの改変およびその他の実施形態を思いつくであろ
う。したがって、本発明は開示される特定の実施形態に限定されるものではなく、改変、
およびその他の実施形態は、添付の請求項の範囲内に包含されることを意図することが理
解されるべきである。本明細書では特定の用語を採用しているが、これらは限定目的では
なく、一般的かつ説明的な意味でのみ用いられるものである。
【００３２】
概要
　植物に対し、広範囲のＨＰＰＤ阻害除草剤に対する農学的に許容されるレベルの耐性を
付与する幾つかの試みが為されてきた。これらの試みには、ＨＰＰＤを介したホモゲンチ
ジン酸の産生を回避すること（米国特許第６，８１２，０１０号）、除草剤に関して十分
な量の植物内の標的酵素が産生されるように、感受性の酵素を過剰発現すること（国際公
開第９６／３８５６７号）、およびＨＰＰＤを変異させることであり、この変異によって
、ＨＰＰのホモゲンチジン酸への転換を触媒する特性は保持しているが、変異前の天然Ｈ
ＰＰＤよりもＨＰＰＤ阻害剤に対する感受性の低い標的酵素を得ることが含まれる。
【００３３】
　上記の数種のＨＰＰＤ阻害除草剤に対して耐性を示す植物の開発が成功したにも関わら
ず、新規の、または幾つかの異なるＨＰＰＤ阻害剤、特にトリケトン類（例えばスルコト



(10) JP 6557142 B2 2019.8.7

10

20

30

40

50

リオン、メソトリオン、テンボトリオン、ベンゾビシクロン、およびビシクロピロン）、
ピラゾリネート類（例えばトプラメゾンおよびピラスルホトール）、Ｎ－（１，２，５－
オキサジアゾール－３－イル）ベンズアミド類（国際公開第２０１１／０３５８７４号）
、およびＮ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾール－３－イル）アリ
ールカルボキサミド類（国際公開第２０１２／０２８５７９号）の分類に属するＨＰＰＤ
阻害剤に対する、植物における耐性の発現および／または改善がなお必要とされている。
【００３４】
　このように本発明は、ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性を制御するための改善された組
成物および方法を提供する。Ｎ－（１，２，５－オキサジアゾール－３－イル）ベンズア
ミド類、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾール－３－イル）アリ
ールカルボキサミド類、例えば２－クロロ－３－エトキシ－４－（メチルスルホニル）－
Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミドおよび２－クロロ－３
－（メトキシメチル）－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾ
ール－５－イル）ベンズアミド、トリケトン類、例えばテンボトリオン、スルコトリオン
、およびメソトリオンに分類され得る、イソキサゾール類、例えばイソキサフルトールに
分類され得る、またはピラゾリネート類の分類、例えばピラスルホトールおよびトプラメ
ゾン、特にテンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン、テフリル
トリオン、イソキサフルトール、およびメソトリオンから選択されるピラゾリネート類に
分類され得るＨＰＰＤ阻害除草剤は、経済的に重要な単子葉類および双子葉類の一年生有
害植物の広範なスペクトルに対して顕著な除草活性を有する。これらの活性物質は、根茎
、貯蔵木材、またはその他の多年生器官からシュートを形成し、かつ防除が困難な多年生
有害植物に対しても有効に作用する。本発明による意味の範囲において、「除草剤」は、
それ自体で除草活性物質となるか、またはその有効性を変化させる添加物、例えばその活
性を増大させる薬剤（相乗的薬剤）またはその活性を制限する薬剤（毒性緩和剤）と併用
して用いる物質として理解される。除草剤は、固体もしくは液体補助剤または製剤技術に
おいて通常用いられる担体（例えば天然または再生鉱物性物質、溶媒、分散剤、湿潤剤、
粘着付与剤、乳化剤、成長促進剤など）、および１以上のさらなる除草剤および／または
１以上の駆除剤（例えば殺虫剤、抗ウイルス剤、殺菌剤、抗アメーバ剤、駆除剤、抗真菌
剤、殺菌剤、抗線虫剤、軟体動物駆除剤など）をさらに含んでもよい。
【００３５】
　本方法は、本発明のＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性遺伝子をコードするヌクレオチド配列
によって生物を形質転換すること、またはこのようなＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性遺伝子
を、それを有していない生物に導入すること（例えば交配、細胞融合、または導入された
本発明のＨＰＰＤ阻害剤に対する遺伝子を含む生物と、それを含まない生物とを交雑して
、そのような遺伝子を含む子孫を得ることによって）に関与する。本発明のヌクレオチド
配列は、ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性、特にＮ－（１，２，５－オキサジアゾール－
３－イル）ベンズアミド類、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾー
ル－３－イル）アリールカルボキサミド類、例えば２－クロロ－３－エトキシ－４－（メ
チルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミドお
よび２－クロロ－３－（メトキシメチル）－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチ
ル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミド、トリケトン類、例えばテンボトリオ
ン、スルコトリオン、およびメソトリオンの分類、イソキサゾール類、例えばイソキサフ
ルトールの分類、またはピラゾリネート類の分類、例えばピラスルホトールおよびトプラ
メゾン、特にテンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン、テフリ
ルトリオン、イソキサフルトール、およびメソトリオンから選択されるＨＰＰＤ阻害除草
剤に対する耐性が増大した植物を作製するために有用である。本発明のＨＰＰＤ阻害剤に
対する耐性遺伝子はまた、「クマロン誘導体除草剤」に対しても耐性を示し得る（国際公
開第２００９／０９０４０１号、国際公開第２００９／０９０４０２号、国際公開第２０
０８／０７１９１８号、国際公開第２００８／００９９０８号に記載されている）。これ
に関して、本発明のＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性遺伝子のうちのいずれか一つは、国際公
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開第２０１１／１４５０１５号、国際公開第２０１３／０６４９８７号、国際公開第２０
１３／０６４９６４号、または国際公開第２０１０／０２９３１１号に記載される、ホモ
ゲンチジン酸ソラネシルトランスフェラーゼ（ＨＳＴ：ｈｏｍｏｇｅｎｔｉｓａｔｅ　ｓ
ｏｌａｎｅｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）阻害除草剤に耐性の植物を得るためにキメラ
ＨＳＴ遺伝子または変異ＨＳＴ遺伝子を発現させた植物に、さらに発現させることができ
る。本明細書で用いられる「クマロン誘導体除草剤」または「ＨＳＴ阻害除草剤」は、Ｉ
ＵＰＡＣ命名法による化合物、５Ｈ－チオピラノ［４，３－ｂ］ピリジン－８－オール、
５Ｈ－チオピラノ［３，４－ｂ］ピラジン－８－オール、オキサチイノ［５，６－ｂ］ピ
リジン－４－オール、およびオキサチイノ［５、６－ｂ］ピラジン－４－オールを包含す
る。
【００３６】
　このように、本発明の「ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性」遺伝子は、細胞または生物
に発現させた際、これを発現しない細胞または生物よりも高濃度のＨＰＰＤ阻害除草剤に
対する耐性が付与されるタンパク質、または特定の濃度のＨＰＰＤ阻害除草剤に対して、
これを発現しない細胞または生物よりも長時間耐性となるタンパク質、またはこれを発現
しない細胞または生物よりも、損傷または成長阻害が少ない状態で光合成、成長、および
／または再生を行う能力が付与されるタンパク質をコードする遺伝子を意図する。「ＨＰ
ＰＤ阻害剤耐性タンパク質」は、細胞または生物に、これを発現しない細胞または生物よ
りも高濃度のＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性が付与されるタンパク質、または特定の濃
度のＨＰＰＤ阻害除草剤に対して、これを発現しない細胞または生物よりも長時間耐性と
なるタンパク質、またはこれを発現しない細胞または生物よりも、損傷または成長阻害が
少ない状態で光合成、成長、および／または再生を行う能力が付与されるタンパク質を包
含する。「耐性がある」または「耐性」は、特定のＨＰＰＤ阻害除草剤の存在下で生存す
ること、または光合成、タンパク質合成、または呼吸、および再生のような必須の細胞機
能を、無処理の細胞または生物と容易に識別できないほどに遂行する能力、または植物を
ＨＰＰＤ阻害除草剤で処理した際、このような除草剤で処理していない（しかしＨＰＰＤ
阻害除草剤の使用以外の機序、例えばその全体が参照によって本明細書に取り込まれる国
際公開第２０１１／１００３０２号に記載される方法によって雑草が除去されたかまたは
抑制された場合の）植物と比較して収穫に有意差がみられないかまたは収穫が改善される
能力を意図する。
【００３７】
　本発明のＨＰＰＤ核酸配列は、ＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性を細胞に付与する活性に加
え、ＨＰＰＤ活性、すなわちパラヒドロキシフェニルピルビン酸（ｐＨＰＰ）をホモゲン
チジン酸へ変換する反応を触媒する活性を有するポリペプチドをコードする。選択的に、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで試験した際の本発明のＨＰＰＤタンパク質による触媒活性は、同一条
件下で、かつ上記のＨＰＰＤ阻害除草剤の非存在下で、参照ＨＰＰＤタンパク質による触
媒活性の９０％を超えて、７０％を超えて、または５０％を超えて同様である。幾つかの
実施形態によれば、該触媒活性は、参照ＨＰＰＤタンパク質に比較して改善される。ＨＰ
ＰＤ酵素の触媒活性は、当該技術分野において公知の様々な方法によって定義され得る。
国際公開第２００９／１４４０７９号には、適した様々なスクリーニング法について記載
されている。
【００３８】
　ＨＰＰＤ阻害除草剤に対して増強された耐性を示すＨＰＰＤ酵素は、参照ＨＰＰＤに比
較した際、以下によって耐性の増強を示し得る。ａ）天然基質である４－ヒドロキシフェ
ニルピルビン酸に対する高いＫｍ値、ｂ）４－ヒドロキシフェニルピルビン酸をホモゲン
チジン酸への変換に対する低いｋｃａｔ値、ｃ）酵素：ＨＰＰＤ阻害除草剤複合体の形成
を左右する速度定数であるｋｏｎ値の低下、ｄ）酵素：ＨＰＰＤ阻害除草剤複合体の解離
を左右する速度定数であるｋｏｆｆ値の増大、および／またはｅ）ｃ）およびｄ）のうち
の一つまたは両方が変化した結果としての、酵素：ＨＰＰＤ阻害除草剤複合体の解離を左
右する平衡定数Ｋｉ（Ｋｄとも称される）値の増大。
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【００３９】
　ＨＰＰＤタンパク質の酵素活性は、ＨＰＰまたはＯ２基質の量の減少の測定、または酵
素反応に由来するいずれかの産物、すなわちホモゲンチジン酸またはＣＯ２の蓄積の測定
のどちらかを可能にするいずれかの方法によって測定できる。ＨＰＰＤ活性は特に、参照
により本明細書に取り込まれる国際公開第２００９／１４４０７９号、Ｇａｒｃｉａ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９９），Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．１１９，１５０７－１５１６、
または国際公開第２０１２／０２１７８５号に記載される方法によって測定することがで
きる。
【００４０】
　本発明の目的のための「参照」ＨＰＰＤタンパク質（またはＨＰＰＤ遺伝子）とは、そ
れに対して本発明のＨＰＰＤタンパク質またはＨＰＰＤ核酸が比較される、いずれかのＨ
ＰＰＤタンパク質または核酸である。参照ＨＰＰＤは、天然の植物、細菌、または動物の
ＨＰＰＤであってよいか、または当該技術分野において公知の変異ＨＰＰＤであってもよ
い。このような参照ＨＰＰＤは、本発明のＨＰＰＤタンパク質または核酸が、特に関心の
ある特性（例えば改善された、同程度の、または減少したＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐
性またはＨＰＰＤ酵素活性、改善された、同程度の、または減少した宿主細胞における発
現、改善された、同程度の、または減少したタンパク質安定度など）を有するか否かを決
定するために用いることができる。
【００４１】
　本明細書の様々な実施形態によれば、ＨＰＰＤ阻害除草剤に耐性の核酸（その単離され
た、組換えおよびキメラ遺伝子、該核酸を含むベクター、宿主細胞、植物、植物の部分、
および種子、該核酸によってコードされるＨＰＰＤポリペプチドおよびその組成物、なら
びに植物のＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性を増大させるため、特にＮ（１，２，５－オ
キサジアゾール－３－イル）ベンズアミド類、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－または
Ｎ－（トリアゾール－３－イル）アリールカルボキサミド類、例えば２－クロロ－３－エ
トキシ－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル
）ベンズアミドおよび２－クロロ－３－（メトキシメチル）－４－（メチルスルホニル）
－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミド、トリケトン類、例
えばテンボトリオン、スルコトリオン、およびメソトリオンの分類、イソキサゾール類、
例えばイソキサフルトールの分類、またはピラゾリネート類の分類、例えばピラスルホト
ールおよびトプラメゾン、特にテンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシク
ロピロン、テフリルトリオン、イソキサフルトール、およびメソトリオンから選択される
ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性を増大させるための該核酸の使用方法を含む）は、２、
３、４、５、６、または７アミノ酸置換を含む１以上のアミノ酸置換を、配列番号１のア
ミノ酸の位置１８８、１８９、２１５、３３５、３３６、３３９、および／または３４０
に対応する位置に含むように改変されたＨＰＰＤタンパク質をコードする。「対応する」
は、本明細書の他所に記載する標準的なアラインメントアルゴリズムを用いて二つの（ま
たはそれを超える）配列を整列させた際の、配列番号１の位置に関連するヌクレオチドま
たはアミノ酸の位置を意図する。様々な微生物および植物種に由来するＨＰＰＤアミノ酸
配列を用いた、配列番号１の代表的なアラインメントを図１に示す。例えば、配列番号１
のアミノ酸の位置１８８、１８９、２１５、３３５、３３６、３３９、および３４０は、
それぞれ、エンバク由来のＨＰＰＤ（配列番号６３）のアミノ酸の位置２４１、２４２、
２７１、４１２、４１３、４１６、および４１７に対応し、それぞれ、オオムギ由来のＨ
ＰＰＤ（配列番号６７）のアミノ酸の位置２３５、２３６、２６５、４０６、４０７、４
１０、および４１１に対応し、かつ、それぞれ、トウモロコシ由来のＨＰＰＤ（配列番号
６５）のアミノ酸の位置２４２、２４３、２７２、４１３、４１４、４１７、および４１
８に対応する。したがって、配列番号１の配列よりも多いかまたは少ない残基を有する、
関連するＨＰＰＤアミノ酸配列の長さに依存して、関連するＨＰＰＤタンパク質において
対応する位置は、位置１８８、１８９、２１５、３３５、３３６、３３９、および３４０
とは異なる位置であってよい。
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【００４２】
　一実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、グリシン、またはセリン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置１８９に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
システイン、またはアルギニン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、セリン、ヒスチジン、アラニン、グリシン、またはグルタミン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリンま
たはトリプトファン、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニ
ン、アラニン、またはセリン、
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミ
ン、アラニン、バリン、またはグルタミン酸、および
　（ｇ）配列番号１のアミノ酸の位置２１５に対応するアミノ酸の位置におけるロイシン
からなる群より選択される、１以上のアミノ酸置換を含むように改変された。
【００４３】
　別の実施形態によれば、ＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換を含むように改変された。
【００４４】
　特定の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号１として示すアミ
ノ酸配列に対して少なくとも５３％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも
６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、
少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくと
も９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％
、または少なくとも９９％の配列同一性を有し、ここで該ＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
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１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換を含むように改変された。
【００４５】
　別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号１として示すアミノ
酸配列に対して少なくとも５３％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６
５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少
なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくとも
９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％，
または少なくとも９９％の配列同一性を有し、ここで前記ＨＰＰＤは、
　（ａ）アミノ酸の位置１８８におけるトリプトファンおよびアミノ酸の位置３３６にお
けるトリプトファン、または
　（ｂ）アミノ酸の位置３３５におけるプロリン
のアミノ酸置換を含む。
【００４６】
　さらに別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号６３として示
すアミノ酸配列に対して少なくとも５３％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少な
くとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８
５％、少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少
なくとも９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも
９８％、または少なくとも９９％の配列同一性を有し、ここで該ＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
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　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換を含むように改変された。
【００４７】
　さらに別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号６４として示
すアミノ酸配列に対して少なくとも５３％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少な
くとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８
５％、少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少
なくとも９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも
９８％、または少なくとも９９％の配列同一性を有し、ここで該ＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換を含むように改変された。
【００４８】
　さらに別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号６５として示
すアミノ酸配列に対して少なくとも５３％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少な
くとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８
５％、少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少
なくとも９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも
９８％、または少なくとも９９％の配列同一性を有し、ここで該ＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および配
列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン
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、または
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換を含むように改変された。
【００４９】
　別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号５７として示すアミ
ノ酸配列に対して少なくとも５３％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも
６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、
少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくと
も９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％
、少なくとも９９％、または１００％の配列同一性を有するか、または、本明細書に配列
番号６０として示すヌクレオチド配列に対して少なくとも６０％、少なくとも６５％、少
なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも
９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくとも９４％、
少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なくと
も９９％、または１００％の配列同一性を有するヌクレオチド配列によってコードされる
。本実施形態のＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換をさらに含んでもよい。
【００５０】
　別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号５８として示すアミ
ノ酸配列に対して少なくとも５３％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも
６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、
少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくと
も９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％
、少なくとも９９％、または１００％の配列同一性を有するか、または、本明細書に配列
番号６１として示すヌクレオチド配列に対して少なくとも６０％、少なくとも６５％、少
なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも
９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくとも９４％、
少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なくと
も９９％、または１００％の配列同一性を有するヌクレオチド配列によってコードされる
。本実施形態のＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
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、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換をさらに含んでもよい。
【００５１】
　別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号５９として示すアミ
ノ酸配列に対して少なくとも５３％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも
６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、
少なくとも９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくと
も９４％、少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％
、少なくとも９９％、または１００％の配列同一性を有するか、または、本明細書に配列
番号６２として示すヌクレオチド配列に対して少なくとも６０％、少なくとも６５％、少
なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも
９０％、少なくとも９１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくとも９４％、
少なくとも９５％、少なくとも９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なくと
も９９％、または１００％の配列同一性を有するヌクレオチド配列によってコードされる
。本実施形態のＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
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　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換をさらに含んでもよい。
【００５２】
　別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号１として示すアミノ
酸配列に対して少なくとも８５％の配列同一性を有し、ここで該ＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換を含むように改変された。
【００５３】
　別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号１として示すアミノ
酸配列に対して少なくとも８５％の配列同一性を有し、ここで前記ＨＰＰＤは、
　（ａ）アミノ酸の位置１８８におけるトリプトファンおよびアミノ酸の位置３３６にお
けるトリプトファン、または
　（ｂ）アミノ酸の位置３３５におけるプロリン
のアミノ酸置換を含む。
【００５４】
　別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号５７として示すアミ
ノ酸配列に対して少なくとも８５％の配列同一性を有する。本実施形態のＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
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、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換をさらに含んでもよい。
【００５５】
　別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号５８として示すアミ
ノ酸配列に対して少なくとも８５％の配列同一性を有する。本実施形態のＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
のアミノ酸置換をさらに含んでもよい。
【００５６】
　別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤは、本明細書に配列番号５９として示すアミ
ノ酸配列に対して少なくとも８５％の配列同一性を有する。本実施形態のＨＰＰＤは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、
配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、配列番号
１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるスレオニン、および配列番
号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸の位置１８８に対応するアミノ酸の位置におけるトリプト
ファン、および配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるト
リプトファン、
　（ｄ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるセリン、および
配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン酸、
　（ｅ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３６に対応するアミノ酸の位置におけるトリプトファン
、配列番号１のアミノ酸の位置３３９に対応するアミノ酸の位置におけるアラニン、およ
び配列番号１のアミノ酸の位置３４０に対応するアミノ酸の位置におけるグルタミン、ま
たは
　（ｆ）配列番号１のアミノ酸の位置３３５に対応するアミノ酸の位置におけるプロリン
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のアミノ酸置換をさらに含んでもよい。
　いずれのＨＰＰＤ配列も、本明細書に開示される置換の１以上を含むように改変されて
よい。例えば本発明のＨＰＰＤは、上に記載した置換の１以上を含むように改変された、
自然に存在する細菌、植物、または動物のＨＰＰＤ酵素のいずれも包含する。
【００５７】
　本発明のＨＰＰＤタンパク質を得るために、現存するタンパク質からの出発アミノ酸配
列は、本出願において定義されるように、少なくとも１のアミノ酸を用いた人の手による
置換で改変される必要があるが、これは、別のアミノ酸をコードする別のコドンを用いて
特定のコドンを置換することでこのようなタンパク質をコードするＤＮＡを改変すること
により、最も便利に行われる。
【００５８】
　本発明に従って改変されてよい代表的なＨＰＰＤ配列としては、細菌、例えば蛍光菌(P
seudomonas fluorescens)のようなシュードモナス種(Pseudomonas sp.)、またその他には
、シネコシスティス(Synechocystis)属のシアノバクテリアに由来するＨＰＰＤ配列が挙
げられる。該配列はまた、植物、特に双子葉類植物、セリ科植物、またその他には、単子
葉類植物に由来してもよい。引用してもよい有利な例としては、タバコ、シロイヌナズナ
属、ニンジン、トウモロコシ（Ｚｅａ　ｍａｙｓまたはｃｏｒｎ）、コムギ、オオムギ、
エンバク、メリケンニクキビ、シンクリノイガ、ボウムギ、オニウシノケグサ、アキノエ
ノコログサ、オヒシバ、モロコシ属、シンクリノイガ、オニウシノケグサのような植物が
挙げられる。コード配列およびそれらを単離してクローニングする方法は当該技術分野に
おいて公知であるか、または本明細書の他所に記載している（例えば配列番号６３～７６
）。本発明の特定の実施形態によれば、本発明に従って改変されてよいＨＰＰＤは、細菌
由来、詳細にはシュードモナス種、さらに詳細には蛍光菌、ロドコッカス種、ベニミズケ
ムシ、シネココッカス種、ピクロフィルス・トリダス、コルディア・アルジシダ由来であ
るか、またはシロイヌナズナ、モロコシ、イネ、コムギ、オオムギ、ボウムギ、およびエ
ンバクのような植物由来である。
【００５９】
　本発明の目的のために、本発明のＨＰＰＤはさらに改変されてよく、例えばクローニン
グ目的や輸送ペプチドとの融合などのために、幾つかのアミノ酸（例えば１ないし１０ア
ミノ酸）が置換され、付加され、または欠失していてもよく、この場合ＨＰＰＤ活性、す
なわちパラヒドロキシフェニルピルビン酸からホモゲンチジン酸への変換を触媒する特性
が保持されているか、またはさらに改善されたＨＰＰＤとなっていてもよい。例えば本明
細書に記載する、改変によってさらに改善されたＨＰＰＤは、配列番号２として示される
蛍光菌由来の変異ＨＰＰＤ、配列番号６４として示されるエンバク由来の変異ＨＰＰＤ、
その全体が参照により本明細書に取り込まれる国際公開第２０１２／０２１７８５号の配
列番号３～３２６、３８３～３８９、３９３、３９５、および３９７～４５９のいずれか
に示される変異ＨＰＰＤ配列、その全体が参照により本明細書に取り込まれる国際公開第
２０１１／０６８５６７号の配列番号２～１４および２０～５０のいずれかに示されるＨ
ＰＰＤ配列、その全体が参照により本明細書に取り込まれる国際公開第２０１０／０８５
７０５号の配列番号１５～２６のいずれかに示されるＨＰＰＤ配列、それぞれにその全体
が参照により本明細書に取り込まれる国際公開第号０９／１４４０７９または米国特許第
６，２４５，９６８号に記載される、１以上の置換を有するＨＰＰＤ、国際公開第２０１
０／０８５７０５号の表１、２、５，または６に記載される、１以上の置換を有するＨＰ
ＰＤ、および／または国際公開第２０１１／０６８５６７号の表１に記載される、１以上
の置換を有するＨＰＰＤであってよい。
【００６０】
　幾つかの実施形態によれば、本発明のヌクレオチド配列（その単離された、組換えおよ
びキメラ遺伝子、該核酸配列を含むベクター、宿主細胞、植物、植物の部分、および種子
、該核酸配列によってコードされるアミノ酸配列およびその組成物、ならびに植物のＨＰ
ＰＤ阻害除草剤に対する耐性を増大させるため、特にＮ（１，２，５－オキサジアゾール
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－３－イル）ベンズアミド類の分類、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（ト
リアゾール－３－イル）アリールカルボキサミド類、例えば２－クロロ－３－エトキシ－
４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズ
アミドおよび２－クロロ－３－（メトキシメチル）－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（
１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミド、トリケトン類、例えばテン
ボトリオン、スルコトリオン、およびメソトリオンの分類、イソキサゾール類、例えばイ
ソキサフルトールの分類、またはピラゾリネート類の分類、例えばピラスルホトールおよ
びトプラメゾン、特にテンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン
、テフリルトリオン、イソキサフルトール、およびメソトリオンから選択されるＨＰＰＤ
阻害除草剤に対する耐性を増大させるための該核酸配列の使用方法を含む）は、ＨＰＰＤ
阻害除草剤に耐性のポリペプチドをコードする配列番号３～５９のいずれか一つに示され
るアミノ酸配列、ならびにその断片および変異形をコードする。このように本実施形態に
よれば、本発明のＨＰＰＤは、ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性を宿主細胞に付与する、
配列番号３～５９のいずれか一つに示されるアミノ酸配列、ならびにその断片および変異
形を含む。
【００６１】
Ａ．ＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性の測定方法
　本発明のＨＰＰＤ配列を評価するため、いずれかの適切な、ＨＰＰＤ阻害剤に対する耐
性の測定方法を用いることができる。耐性は、細胞または生物が特定のＨＰＰＤ阻害除草
剤の存在下で生存すること、またはこれらが光合成、タンパク質合成、または呼吸、およ
び再生のような必須の細胞機能を、無処理の細胞または生物と容易に識別できないほどに
遂行する能力、または植物をＨＰＰＤ阻害除草剤で処理した際、このような除草剤で処理
していない（しかしＨＰＰＤ阻害除草剤の使用以外の機序によって雑草が除去されたかま
たは抑制された場合の）植物と比較して収穫に有意差がみられないかまたは収穫が改善さ
れる能力をモニターすることによって測定できる。幾つかの実施形態によれば、耐性は、
それぞれのＨＰＰＤタンパク質をコードする遺伝子を含む核酸によって形質転換された細
胞または生物の、明らかな指標となる表現型に従って測定できるか、または異なる濃度の
様々なＨＰＰＤ阻害剤の存在下におけるＨＰＰＤタンパク質のｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ
によって測定できる。用量反応、およびこれらの指標となる表現型（茶色の形成、成長阻
害、白化、除草効果など）に付随する、用量反応における相対的なシフトは、例えばＧＲ
５０（成長を５０％減少させる濃度）またはＭＩＣ（最小発育阻止濃度）値に関連して便
利に出現し、ここで値の増加は、除草剤の異なる濃度範囲における植物の損傷、成長点の
白化症状などに基づいた通常の様式において、発現したＨＰＰＤに固有の耐性の増大に対
応する。これらのデータは、例えばｘ軸にプロットされた「用量」およびｙ軸にプロット
された「死滅パーセンテージ」、「除草効果」、「緑色植物の出現数」などを有する用量
／反応曲線に由来するＧＲ５０値に関連して表現することができ、ここでＧＲ５０値の増
大は、発現したＨＰＰＤに固有の耐性の、レベルの増大に対応する。除草剤は、発芽前ま
たは発芽後に、適切に使用することができる。
【００６２】
　様々な実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤタンパク質をコードする核酸または遺伝子
または本発明のＨＰＰＤタンパク質の耐性レベルは、タバコのような試験植物または大豆
または綿のような農業植物の遺伝子組換え、再生、育種、およびスプレー試験を通してス
クリーニングすることができる。このようなスクリーニングによって得られた結果に従っ
て、このような植物は、ＨＰＰＤ阻害剤（例えば、Ｎ（１，２，５－オキサジアゾール－
３－イル）ベンズアミド類、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾー
ル－３－イル）アリールカルボキサミド類、例えば２－クロロ－３－エトキシ－４－（メ
チルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミドお
よび２－クロロ－３－（メトキシメチル）－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチ
ル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミド、トリケトン類、例えばテンボトリオ
ン、スルコトリオン、およびメソトリオンの分類、イソキサゾール類、例えばイソキサフ
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ルトールの分類、またはピラゾリネート類の分類、例えばピラスルホトールおよびトプラ
メゾン、特にテンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン、テフリ
ルトリオン、イソキサフルトール、およびメソトリオンから選択されるＨＰＰＤ阻害除草
剤）に対し、ＨＰＰＤタンパク質をコードするいずれの外因性遺伝子も含まないような植
物よりも、または本発明のＨＰＰＤタンパク質をコードする核酸と同一のプロモーターに
よって制御される、参照ＨＰＰＤをコードするＤＮＡ、例えばシロイヌナズナＨＰＰＤを
コードするＤＮＡを含む遺伝子を含む植物よりもさらに耐性であり、望ましくは耕作地へ
の適用に推奨される通常用量の少なくとも２倍の量に対して耐性であり、さらに好ましく
は耕作地への適用に推奨される通常用量の４倍までの量に対して耐性である。したがって
、用語「ＨＰＰＤに作用する少なくとも１の除草剤に対する植物の耐性を増大させられる
」は、本発明のＨＰＰＤを発現する植物による、ＨＰＰＤ阻害除草剤の耕作地での通常用
量の少なくとも２×、または３×、または４×、またはそれを超える量に対する、内在性
ＨＰＰＤのみを発現する植物または参照ＨＰＰＤ酵素を発現する植物に比較した耐性を意
味する。これに関して、用語「ＨＰＰＤに作用する除草剤」は、公知の物質および／また
は除草剤として使用される物質に限定されず、ＨＰＰＤタンパク質の触媒活性を阻害する
いずれの物質も指す。
【００６３】
　あるいは本発明のＨＰＰＤタンパク質に対して、ｐＩ５０（ｐＩ５０値は、モル濃度に
おける酵素活性の５０％を阻害するために必要な阻害剤の濃度のｌｏｇ値を意味する）の
ような定量レベルでのデータを得て、いずれかのＨＰＰＤ阻害除草剤それぞれの存在下ま
たは非存在下で、参照ＨＰＰＤ配列と比較することができる。
【００６４】
　限定はされないが、本発明のＨＰＰＤ配列を評価するために用いることのできる特定の
アッセイの種類は、比色アッセイである。このアッセイでは、１％アガロース、５ｍＭ　
Ｌ－チロシン、および４２ｍＭ　コハク酸塩を含み、かつベクターｐＳＥ４２０（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ、カールスルーエ、独国）または改変型ｐＳＥ４２０（ｐＳＥ４２０（Ｒ
Ｉ）ＮＸ）のための選択薬剤を含むＹＴブロス型の培地を、深底ウェルプレートに注ぎ込
む。指数関数増殖期にある、ベクターｐＳＥ４２０－ＨＰＰＤｘ（ＨＰＰＤｘは、推定上
のＨＰＰＤ酵素／タンパク質をコードするいずれかの遺伝子を意味する）を含む大腸菌培
養液を各ウェル内に入れる。３７℃にて１６時間後、培地を含まないウェル、空のベクタ
ーｐＳＥ４２０を含む大腸菌培養液をまいたウェルは透明であり、また、不活性のＨＰＰ
Ｄをコードする遺伝子を含むベクターｐＳＥ４２０－ＨＰＰＤｘを含む大腸菌培養液をま
いたウェルも透明であるが、活性のあるＨＰＰＤをコードするベクターｐＳＥ４２０－Ｈ
ＰＰＤｘを含む大腸菌培養液まいたウェルは茶色である。この活性が何に由来するかに関
わらず、本試験はＨＰＰＤ活性を反映するものであり、かつＨＰＰＤ活性の同定を定性的
レベルで可能にすることがこれまでに示されてきた（米国特許第６，７６８，０４４号）
。
【００６５】
Ｂ．ＨＰＰＤ配列への変異の導入方法
　本発明の核酸によってコードされる変異ＨＰＰＤタンパク質では、上で定義したように
、少なくとも１のアミノ酸が置換されている。
【００６６】
　置換は上で定義したように、参照ＨＰＰＤをコードする核酸配列において、置換に適し
たいずれかの方法によって行うことができ、前記配列では、置換されるアミノ酸をコード
するコドンが置換するアミノ酸に対応するコドンによって置換され、前記コドンは広く文
献に記載され、かつ当業者に周知である。
【００６７】
　この置換を行うため、幾つかの分子生物学的方法を用いることができる。本発明の変異
核酸配列および対応するタンパク質の調製に有用な方法は、予め選択した１以上のアミノ
酸をコードするコドンに対して部位特異的な変異誘発を行うことを含む。このような部位
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特異的変異を得るための方法は当業者に周知であり、かつ広く文献に記載されている（特
に、Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏ
ａｃｈ，１９９１，Ｅｄｉｔｅｄ　ｂｙ　Ｍ．Ｊ．ＭｃＰＨＥＲＳＯＮ，ＩＲＬ　ＰＲＥ
ＳＳ）。また、該方法は市販のキットを用いて行うこともできる（例えばＱｉａｇｅｎか
ら市販される、ＱＵＩＫＣＨＡＮＧＥ（商標）ｌｉｇｈｔｅｎｉｎｇ　ｍｕｔａｇｅｎｅ
ｓｉｓ　ｋｉｔ）。部位特異的変異誘発を行った後、適切なスクリーニングの補助を用い
てＨＰＰＤ阻害剤に対する感受性の低い変異ＨＰＰＤを含む細胞を選択することが有用で
ある。これを達成するための適切なスクリーニング方法は上記のとおりである。
【００６８】
　あるいは、参照ＨＰＰＤをコードするＤＮＡ配列は、本明細書で説明する置換の１以上
を有するＨＰＰＤタンパク質をコードするようにコンピュータ上で改変した後、新規合成
してもよい。変異ＨＰＰＤタンパク質をコードするヌクレオチド配列は、本明細書の他所
に記載するように、宿主細胞内へ導入してもよい。
【００６９】
Ａ．単離されたポリヌクレオチドならびにその変異形および断片
　幾つかの実施形態によれば、本発明は、単離された、または組換えたポリヌクレオチド
を含む。本明細書で定義される「単離された」もしくは「組換え」ポリヌクレオチドまた
はポリペプチド／タンパク質、またはその生物学的活性部分は、それらが異種性の宿主細
胞内、またはトランスジェニック植物細胞、種子、または植物内に含まれる際には、既に
元の天然状態の生物として存在するのではない。一実施形態によれば、「単離された」ポ
リヌクレオチドは、該ポリヌクレオチドが由来する生物のゲノムＤＮＡ内の核酸（すなわ
ち核酸の５’および３’末端に位置する配列）に当然隣接する配列（例えば、タンパク質
をコードする、または調節性の配列）を含まない。用語「組換え」は、天然のポリヌクレ
オチドまたはポリペプチドを操作した、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドを包含し、
このようなポリヌクレオチドまたはポリペプチドは天然のものとは（例えば化学組成また
は構造において）異なっている。別の実施形態によれば、「単離された」または「組換え
」ポリヌクレオチドは、該ポリヌクレオチドが由来する生物のゲノムＤＮＡ内に当然に存
在する内部配列（すなわちイントロン）を含まない。このようなポリヌクレオチドの典型
例は、いわゆる相補性ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）である。例えば様々な実施形態によれば、単離
されたＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性をコードするポリヌクレオチドは、該ポリヌクレ
オチドが由来する細胞のゲノムＤＮＡ内のポリヌクレオチドに当然に隣接するヌクレオチ
ド配列よりも、約５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、または０．１
ｋｂよりも短いヌクレオチド配列を含み得る。本発明の核酸分子は、本発明のＨＰＰＤコ
ードする核酸分子、例えば配列番号６０～６２のいずれかに示されるヌクレオチド配列を
包含する。
【００７０】
　本発明はさらに、配列番号３～５９のいずれかに示されるアミノ酸配列をコードするい
ずれかの核酸配列の変異形および断片を企図する。ポリヌクレオチドの「断片」は、ポリ
ペプチドの生物学的活性部分をコードしてよいか、または本明細書の他所に記載する方法
において用いるハイブリダイゼーションプローブまたはＰＣＲプライマーとして使用でき
る断片であってもよい。ポリヌクレオチドの断片であるポリヌクレオチドは、少なくとも
約１５、２０、５０、７５、１００、２００、３００、３５０、４００、４５０、５００
、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０、９００、９５０、１００
０、１０５０、１１００、１１５０の連続するヌクレオチド、または意図された使用（例
えば本明細書に記載するＨＰＰＤ核酸）に応じて、本明細書に開示する完全長ポリヌクレ
オチドに存在するヌクレオチドの数までを含む。「連続する」ヌクレオチドとは、互いが
直接に隣接するヌクレオチド残基を意図する。
【００７１】
　本発明のポリヌクレオチドの断片は、一般に、完全長ＨＰＰＤ阻害除草剤耐性タンパク
質の生物活性、すなわち除草剤に対する耐性活性を保持するポリペプチド断片をコードし
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得る。「除草剤に対する耐性活性を保持する」は、該断片が、配列番号２として本明細書
に開示される、完全長ＨＰＰＤ阻害除草剤耐性タンパク質の除草剤に対する耐性活性の少
なくとも約３０％、少なくとも約５０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０％、８
５％、９０％、９５％、１００％、１１０％、１２５％、１５０％、１７５％、２００％
、２５０％、少なくとも約３００％、またはそれを超える耐性活性を有することを意図す
る。除草剤に対する耐性活性を測定するための方法は、当該技術分野において公知であり
、かつ代表的な方法は本明細書に記載される。限定されない例によれば、本発明の断片は
、ＨＰＰＤ阻害除草剤の同用量に対して耐性であるか、またはＨＰＰＤ阻害除草剤の２×
、３×、４×、またはそれよりも多い用量に対して耐性であり、または該断片は、該断片
と配列番号２との間のｐＩ５０またはＫｉに基づいて、またはそれよりもさらに耐性であ
る。
【００７２】
　本発明のポリペプチドの生物学的活性部分をコードするポリヌクレオチドの断片は、少
なくとも約１５０、１７５、２００、２５０、３００、３５０の連続するアミノ酸、また
は本発明の完全長ポリペプチドに存在するアミノ酸の総数までをコードする。限定されな
い例によれば、本発明のポリペプチドの生物学的活性部分をコードするポリヌクレオチド
の断片は、配列番号２のアミノ酸の位置１８８、１８９、２１５、３３５、３３６、３３
９、および３４０の１以上を含む。
【００７３】
　本発明はまた、上記の変異ポリヌクレオチドも包含する。ポリヌクレオチドの「変異体
」は、本発明のＨＰＰＤをコードするが遺伝コードの縮重のため保存的に異なる配列、お
よび十分に同一である配列もまた包含する。本発明の変異体は、ＨＰＰＤ酵素活性および
ＨＰＰＤ除草剤阻害剤に対する耐性を保持し得る。用語「十分に同一」は、標準的なパラ
メータを用いたアラインメントプログラムによって参照配列と比較した際、少なくとも約
６０％または６５％の配列同一性、約７０％または７５％の配列同一性、約８０％または
８５％の配列同一性、約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９
７％、９８％、または９９％の配列同一性を有するポリペプチドまたはポリヌクレオチド
配列を意図する。当業者はこれらの値が、コドンの縮重、アミノ酸の類似性、読み枠の位
置などを考慮した上で適切に調整され、２つのポリヌクレオチドによってコードされるポ
リペプチドの対応する同一性が決定されることを認識するであろう。
【００７４】
　細菌遺伝子は、翻訳開始領域の近傍に、非常にしばしば複数のメチオニン開始コドンを
有する。しばしばこれらの開始コドンの１以上における翻訳開始によって、機能的タンパ
ク質が生成される。これらの開始コドンはＡＴＧコドンを含み得る。しかしながら、バチ
ルス種のような細菌はコドンＧＴＧもまた開始コドンとして認識し、かつＧＴＧコドンに
おいて翻訳が開始されるタンパク質は、最初のアミノ酸としてメチオニンを含む。さらに
、細菌においてこれらのコドンのうちのどれが天然の状態で用いられるかについて演繹的
に判定されることは少ない。このように、メチオニンコドンの代替コドンのうちの一つを
用いることで、除草剤に対する耐性を付与する変異形が生成されるであろうことが理解さ
れる。これらの除草剤耐性タンパク質は本発明に包含され、本発明の方法において使用さ
れ得る。天然の対立遺伝子変異形は、以下に概説する周知の分子生物学技術、例えばポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）およびハイブリダイゼーション技術を用いて同定できる。変
異ポリヌクレオチドには、例えば部位特異的またはその他の変異誘発法を用いて産生され
たが、所望の生物活性を有するポリペプチドをなおコードする、合成由来のポリヌクレオ
チドもまた含まれる。
【００７５】
　当業者は、本発明のポリヌクレオチドのさらなる変異によって変更が導入され、これに
よってポリペプチドの生物活性を変化させることなく、コードされたポリペプチドのアミ
ノ酸配列にさらなる変更が導入されることをさらに理解するであろう。このように、単離
された変異ポリヌクレオチドは、対応する本発明のＨＰＰＤをコードするポリヌクレオチ
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ドに、１以上のさらなるヌクレオチドによる置換、付加、または欠失を導入すること、例
えばコードされたポリペプチドに１～５、１～１０、もしくは１～１５アミノ酸の置換、
付加、または欠失、または１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１
３、１４、もしくは１５アミノ酸の置換、付加、または欠失を導入することによって作製
できる。標準的な技術、例えば部位特異的変異誘発およびＰＣＲを介した変異誘発、また
は遺伝子シャッフリング技術によってさらなる変異が導入され得る。このような変異ポリ
ヌクレオチドもまた本発明に包含される。
【００７６】
　変異ポリヌクレオチドは、飽和変異誘発(saturation mutagenesis)または置換変異誘発
(permutational mutagenesis)のような、コード配列の全部または一部に沿った無作為な
変異の導入によって作製可能であり、かつ得られた変異体は、活性を保持する変異体を同
定するため、除草剤に対する耐性活性を付与する能力についてスクリーニングすることが
できる。
【００７７】
　変異形を産生するためのさらなる方法としては、本明細書に開示するタンパク質を発現
する細胞（またはそのライブラリー）を、タンパク質の活性にストレスを与える特異的条
件下に供することが挙げられる。特異的条件としては、温度変化、ｐＨの変化、および基
質または阻害剤の濃度の変化が挙げられる（しかしこれらに限定されない）。タンパク質
ライブラリーは、タンパク質発現（例えば大腸菌またはその他の宿主における）の間に、
またはタンパク質抽出物の作製後もしくはタンパク質の精製後に、これらの条件下に供し
てよい。
【００７８】
　ストレス条件に供されたタンパク質ライブラリーの機能的または酵素的活性は、次に参
照タンパク質と比較することで、改善された特性を有するタンパク質を同定することがで
きる。この活性比較は、成長スクリーニングの一部として、あるいはタンパク質の活性を
定量する酵素アッセイの一部として行うことができる。改善されたものとして同定される
特性としては、ＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性、動態定数（Ｋｍ、Ｋｉ、Ｖｍａｘを含
む）における変化、タンパク質の安定性、タンパク質の熱安定性、またはタンパク質温度
の至適性が挙げられる。
【００７９】
Ｃ．単離されたタンパク質ならびにその変異体および断片
　除草剤に耐性のポリペプチドもまた、本発明に包含される。除草剤に耐性のポリペプチ
ドとしては、除草剤に耐性ではないポリペプチド（本明細書では、「混入タンパク質」と
も称される）の約３０％、２０％、１０％、または５％よりも少ない重量の（乾燥重量に
よる）ポリペプチドの調製が挙げられる。本発明における「除草剤耐性タンパク質」は、
本明細書に開示されるＨＰＰＤポリペプチドを意図する。その断片、生物学的活性部分、
および変異形もまた供給され、本発明の方法を実践するために用いられ得る。
【００８０】
　「断片」または「生物学的活性部分」としては、除草剤に対する耐性活性を保持する、
除草剤耐性タンパク質をコードするアミノ酸配列の一部を含むポリペプチド断片が挙げら
れる。除草剤耐性タンパク質の生物学的活性部分は、例えば、長さとして１０、２５、５
０、１００またはそれを超えるアミノ酸を有するポリペプチドであってよい。このような
生物学的活性部分は組換え技術によって調製され、除草剤に対する耐性活性について評価
され得る。
【００８１】
　「変異形」は、配列番号３～５９のいずれかに、少なくとも約６０％、６５％、約７０
％、７５％、約８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９
６％、９７％、９８％、または９９％同一のアミノ酸配列を有するタンパク質またはポリ
ペプチドを意図し、ここで前記変異形はＨＰＰＤ酵素活性およびＨＰＰＤ阻害除草剤に対
する耐性を有する。当業者はこれらの値が、コドンの縮重、アミノ酸の類似性、読み枠の
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位置などを考慮した上で適切に調整され、２つのポリヌクレオチドによってコードされる
ポリペプチドの対応する同一性が決定されることを認識するであろう。
【００８２】
　例えば「保存的なアミノ酸置換」は、１以上の非必須アミノ酸残基に対して行われてよ
い。「非必須」アミノ酸残基は、生物活性を変化させることなく、ポリペプチドの参照配
列から変更可能な残基であるが、「必須」アミノ酸残基は生物活性に必要である。「保存
的なアミノ酸置換」では、アミノ酸残基が、同様の側鎖を有するアミノ酸残基によって置
換される、同様の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当該技術分野において定義
されている。これらのファミリーとしては、塩基性側鎖（例えばリジン、アルギニン、ヒ
スチジン）、酸性側鎖（例えばアスパラギン酸、グルタミン酸）、極性無電荷側鎖（例え
ばグリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）
、非極性側鎖（例えばアラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニル
アラニン、メチオニン、トリプトファン）、ベータ分岐側鎖（例えばスレオニン、バリン
、イソロイシン）、および芳香族側鎖（例えばチロシン、フェニルアラニン、トリプトフ
ァン、ヒスチジン）を有するアミノ酸が挙げられる。アミノ酸置換は、機能が保持されて
いる、保存されていない領域において行われてもよい。一般にこのような置換は、保存さ
れたアミノ酸残基に対して、または保存されたモチーフ内に存在するアミノ酸残基に対し
て、これらの残基がポリペプチド活性に必須である場合には行わない。しかしながら当業
者は、機能的な変異形が、保存された残基において、保存されたかまたは保存されていな
い少数の変更を有し得ることを理解するであろう。
【００８３】
　本発明のＨＰＰＤに対する、またはその変異形もしくは断片に対する抗体もまた包含さ
れる。抗体を産生するための方法は当該技術分野において公知である（例えば、Ｈａｒｌ
ｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ（１９８８）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ、米国特許第４，１９６，２６５号を参照され
たい）。
【００８４】
　このように本発明の一態様は、本発明のタンパク質もしくはペプチド分子の１以上に特
異的に結合する抗体、単鎖抗原結合分子、またはその他のタンパク質、およびそれらのホ
モログ、融合体、または断片に関する。特に好ましい実施形態によれば、抗体は、配列番
号３～５９に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質またはその断片に特異的に結合す
る。別の実施形態によれば、抗体は、配列番号３～５９に示されるアミノ酸配列から選択
されるアミノ酸配列を含む融合タンパク質またはその断片に特異的に結合する。
【００８５】
　本発明の抗体は、本発明のタンパク質もしくはペプチド分子を定量的または定性的に検
出するため、またはタンパク質の翻訳後修飾を検出するために用いられてよい。本明細書
で用いられる抗体またはペプチドは、これらの本発明のタンパク質またはペプチド分子へ
の結合が関連しない分子の存在によって競合的に阻害されない場合、「特異的に結合」す
ると考えられる。
【００８６】
Ｄ．遺伝子スタッキング
　農作物の商業的産生においては、信頼のおける駆除剤による管理の下で、農業植物の耕
作地から不要な植物（すなわち「雑草」）を除去することが望ましい。理想的な処理は、
耕作地全体に適用可能であるが、不要な植物のみが除去されて、農業植物は影響されない
。このような処理システムの一つは、除草剤に対して耐性である農業植物の耕作地に除草
剤をスプレーした際、農業植物は成長し続けるが、除草剤に対する耐性をもたない雑草は
死滅するかまたはひどく損傷されるように、除草剤に対して耐性である農業植物を使用す
ることに関連し得る。理想的には、このような処理システムは、雑草の防除によって柔軟
性と経済性との可能な最良の組み合わせが提供され得るように、除草剤の特性を変化させ
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ることの利点を享受し得る。例えば、耕作地において個別の除草剤の持続性は様々であり
、幾つかの除草剤は耕作地に散布された後、比較的長期間有効であるが、その他の除草剤
は、他の化合物および／または無効な化合物へと迅速に分解される。理想的な処理システ
ムにおいては、栽培者が特定の状況に応じて除草剤を選択できるように、異なる除草剤の
使用が許容され得る。
【００８７】
　多数の、除草剤に対して耐性である農業植物が現在市販されているが、市販の除草剤お
よび除草剤／農作物の組み合わせの多くに発生する問題は、一般的な雑草種に対する個々
の除草剤の活性スペクトルが、典型的には不完全なことである。これまで使用されてきた
個々の除草剤の多くに対して、除草剤に抵抗性である雑草の種および生物型がさらに蔓延
している（例えばＴｒａｎｅｌ　ａｎｄ　Ｗｒｉｇｈｔ（２００２）Ｗｅｅｄ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　５０：７００－７１２；Ｏｗｅｎ　ａｎｄ　Ｚｅｌａｙａ（２００５）Ｐｅｓｔ
　Ｍａｎａｇ．Ｓｃｉ．６１：３０１－３１１を参照されたい）。１を超える除草剤に耐
性のトランスジェニック植物について記載されているが（例えば国際公開第２００５／０
１２５１５号を参照されたい）、農作物の産生、雑草防除の選択、残った雑草に対する防
除の延長、および農作物収穫の改善についてのすべての態様の改善が必要とされ続けてい
る。
【００８８】
　本発明のＨＰＰＤタンパク質またはヌクレオチド配列は、これらの植物に有用な農学的
特性を付与するタンパク質またはＲＮＡをコードするその他の遺伝子と有利に組み合わさ
れる。形質転換された植物に有用な農学的特性を付与するタンパク質またはＲＮＡをコー
ドする遺伝子のうち、化学構造がＨＰＰＤ阻害除草剤とは異なる、１以上の除草剤に対す
る耐性を付与するタンパク質、特定の昆虫に対する耐性を付与するその他のタンパク質、
および特定の疾病に対する耐性を付与するタンパク質をコードするＤＮＡ配列、線虫また
は昆虫防除に役立つＲＮＡをコードするＤＮＡなどについて言及することができる。
【００８９】
　このような遺伝子については特に、それぞれにその全体が参照により本明細書に取り込
まれる、ＰＣＴ特許出願の国際公開第９１／０２０７１号および国際公開第９５／０６１
２８号、ならびに米国特許第７，９２３，６０２号および米国特許出願公開第２０１００
１６６７２３号に記載されている。
【００９０】
　形質転換された植物細胞および植物に、特定の除草剤に対する耐性を付与するタンパク
質をコードするＤＮＡ配列のうち、国際公開第２００９／１５２３５９号に記載される、
グルホシネート除草剤に対する耐性を付与するｂａｒもしくはＰＡＴ遺伝子またはストレ
プトマイセス・セリカラー遺伝子、例えばグリホサートおよびその塩のようなＥＰＳＰＳ
が標的である除草剤に対する耐性を付与する、適切なＥＰＳＰＳをコードする遺伝子（米
国特許第４，５３５，０６０号、米国特許第４，７６９，０６１号、米国特許第５，０９
４，９４５号、米国特許第４，９４０，８３５号、米国特許第５．１８８．６４２号、米
国特許第４，９７１，９０８号、米国特許第５，１４５，７８３号、米国特許第５，３１
０，６６７号、米国特許第５，３１２，９１０号、米国特許第５，６２７，０６１号、米
国特許第５，６３３，４３５号）、グリホサート－ｎ－アセチルトランスフェラーゼをコ
ードする遺伝子（例えば、米国特許第８，２２２，４８９号、米国特許第８，０８８，９
７２号、米国特許第８，０４４，２６１号、米国特許第８，０２１，８５７号、米国特許
第８，００８，５４７号、米国特許第７，９９９，１５２号、米国特許第７，９９８，７
０３号、米国特許第７，８６３，５０３号、米国特許第７，７１４，１８８号、米国特許
第７，７０９，７０２号、米国特許第７，６６６，６４４号、米国特許第７．６６６．６
４３号、米国特許第７，５３１，３３９号、米国特許第７，５２７，９５５号、および米
国特許第７，４０５，０７４号）、またはグリホサート酸化還元酵素をコードする遺伝子
（例えば、米国特許第５，４６３，１７５号）について言及することができる。
【００９１】
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　ＥＰＳＰＳが標的である除草剤に対する耐性を付与する、適切なＥＰＳＰＳをコードす
るＤＮＡ配列のうち、さらに、植物ＥＰＳＰＳ、特にトウモロコシＥＰＳＰＳ、特に二つ
の変異を有するトウモロコシＥＰＳＰＳ、特にアミノ酸の位置１０２における変異および
アミノ酸の位置１０６における変異（国際公開第２００４／０７４４４３号）、および以
下二重変異トウモロコシＥＰＳＰＳまたは２ｍＥＰＳＰＳと称される、米国特許第６５６
６５８７号に記載されるＥＰＳＰＳをコードする遺伝子、またはアグロバクテリウムから
分離したＥＰＳＰＳをコードする遺伝子、および米国特許第５，６３３，４３５号の配列
番号２および配列番号３に記載され、ＣＰ４とも称されるＥＰＳＰＳをコードする遺伝子
について特に言及され得る。
【００９２】
　ＥＰＳＰＳが標的である除草剤に対する耐性を付与する、適切なＥＰＳＰＳをコードす
るＤＮＡ配列のうち、さらに、アルスロバクター・グロビフォルミス(Arthrobacter glob
iformis)由来のＥＰＳＰＳ　ＧＲＧ２３をコードする遺伝子、また国際公開第２００８／
１００３５３号に記載される変異体ＧＲＧ２３　ＡＣＥ１、ＧＲＧ２３　ＡＣＥ２、また
はＧＲＧ２３　ＡＣＥ３、特に国際公開第２００８／１００３５３号の配列番号２９であ
るＧＲＧ２３（ａｃｅ３）Ｒ１７３Ｋのような変異体または変異形ＧＲＧ２３についても
特に言及され得る。
【００９３】
　ＥＰＳＰＳをコードする、さらに詳細には上記の遺伝子をコードするＤＮＡ配列の場合
に、これらの酵素をコードする配列は、輸送ペプチド、特に米国特許第５，５１０，４７
１号または第５，６３３，４４８号に記載される「最適化された輸送ペプチド」をコード
する配列の後に、有利に配置される。
【００９４】
　本発明の核酸配列と組み合わせてよい代表的な除草剤耐性形質としてはさらに、少なく
とも１のＡＬＳ（アセト乳酸合成酵素）阻害剤（国際公開第２００７／０２４７８２号）
、変異シロイヌナズナ属ＡＬＳ／ＡＨＡＳ遺伝子（米国特許第６，８５５，５３３号）、
代謝によって２，４－Ｄ（２，４－ジクロロフェノキシ酢酸）に対する耐性を付与する２
，４－Ｄ－モノオキシゲナーゼをコードする遺伝子（米国特許第６，１５３，４０１号）
、および代謝によってジカンバ（３，６－ジクロロ－２－メトキシ安息香酸）に対する耐
性を付与するジカンバモノオキシゲナーゼをコードする遺伝子（米国特許第２００８／０
１１９３６１号および米国特許第２００８／０１２０７３９号）が挙げられる。
【００９５】
　様々な実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤには１以上のさらなるＨＰＰＤ阻害除草剤
に耐性の遺伝子を含む１以上の除草剤に耐性の遺伝子、および／または１以上のグリホサ
ートおよび／またはグルホシネートに耐性の遺伝子がスタックされる。一実施形態によれ
ば、本発明のＨＰＰＤは、２ｍＥＰＳＰＳおよびｂａｒと組み合わされる。
【００９６】
　昆虫に対する耐性の特性に関わるタンパク質をコードするＤＮＡ配列のうち、文献に広
く記載され、かつ当業者に周知のＢｔタンパク質について特に言及され得る。フォトラブ
ダス属のような細菌から抽出したタンパク質についても言及され得る（国際公開第９７／
１７４３２号および国際公開第９８／０８９３２号）。
【００９７】
　昆虫に対する耐性の新規な特性を付与する、関心のあるタンパク質をコードするＤＮＡ
配列のうち、さらに、文献に広く記載され、かつ当業者に周知のＢｔ　ＣｒｙまたはＶＩ
Ｐタンパク質について特に言及され得る。これらとしては、Ｃｒｙ１Ｆタンパク質または
ハイブリッド由来のＣｒｙ１Ｆタンパク質（例えば米国特許第６，３２６，１６９号、米
国特許第６，２８１，０１６号、米国特許第６，２１８，１８８号に記載されるハイブリ
ッドＣｒｙ１Ａ－Ｃｒｙ１Ｆタンパク質またはその毒性断片）、Ｃｒｙ１Ａ型タンパク質
またはその毒性断片、好ましくはＣｒｙ１Ａｃタンパク質またはＣｒｙ１Ａｃタンパク質
由来のハイブリッド（例えば米国特許第５，８８０，２７５号に記載のハイブリッドＣｒ
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ｙ１Ａｂ－Ｃｒｙ１Ａｃタンパク質）または欧州特許第４５１８７８号に記載されるＣｒ
ｙ１ＡｂもしくはＢｔ２タンパク質またはそれらの殺虫性断片、国際公開第０２／０５７
６６号に記載されるＣｒｙ２Ａｅ、Ｃｒｙ２Ａｆ、もしくはＣｒｙ２Ａｇタンパク質また
はその毒性断片、国際公開第２００７／１４０２５６号（配列番号７）に記載されるＣｒ
ｙｌＡ．１０５タンパク質またはその毒性断片、ＮＣＢＩ受託番ＡＢＧ２０４２８のＶＩ
Ｐ３Ａａ１９タンパク質、ＮＣＢＩ受託番号ＡＢＧ２０４２９（国際公開第２００７／１
４２８４０号の配列番号２）のＶＩＰ３Ａａ２０タンパク質、ＣＯＴ２０２またはＣＯＴ
２０３綿（それぞれ国際公開第２００５／０５４４７９号および国際公開第２００５／０
５４４８０号）において産生されるＶＩＰ３Ａタンパク質、国際公開第０１／４７９５２
号に記載されるＣｒｙタンパク質、Ｅｓｔｒｕｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６），Ｐｒｏ
ｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．２８；９３（１１）：５３８９－９４および
米国特許第６，２９１，１５６号に記載されるＶＩＰ３Ａａタンパク質またはその毒性断
片、ゼノラブダス属（国際公開第号９８／５０４２７号に記載される）、セラチア属（Ｓ
．エントモフィラ由来の）またはフォトラブダス属の株に由来する殺虫性タンパク質、例
えば国際公開第９８／０８９３２号に記載されるフォトラブダス属由来のＴｃタンパク質
（例えばＷａｔｅｒｆｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ａｐｐｌ　Ｅｎｖｉｒｏｎ　
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．６７（１１）：５０１７－２４；Ｆｆｒｅｎｃｈ－Ｃｏｎｓｔａｎ
ｔ　ａｎｄ　Ｂｏｗｅｎ，２０００，Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ．；５７（５
）：８２８－３３）が挙げられる。これらのタンパク質のいずれかにおいて、上記配列の
いずれかに由来する幾つかの（１～１０、好ましくは１～５）アミノ酸が異なる、いずれ
かの変異形または変異体、特にそれらの毒性断片の、または色素体輸送ペプチドのような
輸送ペプチドの、またはその他のタンパク質もしくはペプチドとの融合物の配列もまた、
本明細書に包含される。
【００９８】
　様々な実施形態によれば、植物において本発明のＨＰＰＤ配列は、除草剤耐性、昆虫耐
性、乾燥耐性、線虫防除された、効率良い水使用、効率良い窒素使用、改善された栄養値
、疾病抵抗性、改善された光合成、改善された繊維品質、ストレス耐性、改善された再生
などのような望ましい形質を付与する１以上の遺伝子と組み合わせることができる。
【００９９】
　同種の植物において本発明の遺伝子と組み合わせてもよい（例えば交雑によって、また
は本発明のキメラ遺伝子による別のトランスジェニック体(transgenic event)を含む植物
を再形質転換することによって）、特に有用なトランスジェニック体としては、トランス
ジェニック体(Event)５３１／ＰＶ－ＧＨＢＫ０４（綿、昆虫防除、国際公開第２００２
／０４０６７７号に記載される）、トランスジェニック体１１４３－１４Ａ（綿、昆虫防
除、寄託されていない、国際公開第０６／１２８５６９号に記載される）、トランスジェ
ニック体１１４３－５１Ｂ（綿、昆虫防除、寄託されていない、国際公開第０６／１２８
５７０号に記載される）、トランスジェニック体１４４５（綿、除草剤耐性、寄託されて
いない、米国特許出願公開Ａ２００２－１２０９６４号または国際公開第０２／０３４９
４６号に記載される、トランスジェニック体１７０５３（米、除草剤耐性、ＰＴＡ－９８
４３として寄託される、国際公開第１０／１１７７３７号に記載される）、トランスジェ
ニック体１７３１４（米、除草剤耐性、ＰＴＡ－９８４４として寄託される、国際公開第
１０／１１７７３５号に記載される）、トランスジェニック体２８１－２４－２３６（綿
、昆虫防除－除草剤耐性、ＰＴＡ－６２３３として寄託される、国際公開第０５／１０３
２６６号または米国特許出願公開Ａ２００５－２１６９６９号に記載される）、トランス
ジェニック体３００６－２１０－２３（綿、昆虫防除－除草剤耐性、ＰＴＡ－６２３３と
して寄託される、米国特許出願公開Ａ２００７－１４３８７６号または国際公開第０５／
１０３２６６号に記載される）、トランスジェニック体３２７２（トウモロコシ、品質形
質、ＰＴＡ－９９７２として寄託される、国際公開第０６／０９８９５２号または米国特
許出願公開Ａ２００６－２３０４７３号に記載される）、トランスジェニック体３３３９
１（コムギ、除草剤耐性、ＰＴＡ－２３４７として寄託される、国際公開第号２００２／
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０２７００４号に記載される）、トランスジェニック体４０４１６（トウモロコシ、昆虫
防除－除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－１１５０８として寄託される、国際公開第１１／
０７５５９３号に記載される）、トランスジェニック体４３Ａ４７（トウモロコシ、昆虫
防除－除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－１１５０９として寄託される、国際公開第１１／
０７５５９５号に記載される）、トランスジェニック体５３０７（トウモロコシ、昆虫防
除、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－９５６１として寄託される、国際公開第１０／０７７８１６号に
記載される）、トランスジェニック体ＡＳＲ－３６８（ベントグラス、除草剤耐性、ＡＴ
ＣＣ　ＰＴＡ－４８１６として寄託される、米国特許出願公開Ａ２００６－１６２００７
号または国際公開第０４／０５３０６２号に記載される）、トランスジェニック体Ｂ１６
（トウモロコシ、除草剤耐性、寄託されていない、米国特許出願公開Ａ２００３－１２６
６３４号に記載される）、トランスジェニック体ＢＰＳ－ＣＶ１２７－９（大豆、除草剤
耐性、ＮＣＩＭＢ　Ｎｏ．４１６０３として寄託される、国際公開第１０／０８０８２９
号に記載される）、トランスジェニック体ＢＬＲ１（アブラナ、雄性不稔の回復、ＮＣＩ
ＭＢ　４１１９３として寄託される、国際公開第号２００５／０７４６７１号に記載され
る）、トランスジェニック体ＣＥ４３－６７Ｂ（綿、昆虫防除、ＤＳＭ　ＡＣＣ２７２４
として寄託される、米国特許出願公開Ａ２００９－２１７４２３または国際公開第０６／
１２８５７３号に記載される）、トランスジェニック体ＣＥ４４－６９Ｄ（綿、昆虫防除
、寄託されていない、米国特許出願公開Ａ２０１０－００２４０７７号に記載される）、
トランスジェニック体ＣＥ４４－６９Ｄ（綿、昆虫防除、寄託されていない、国際公開第
０６／１２８５７１号に記載される）、トランスジェニック体ＣＥ４６－０２Ａ（綿、昆
虫防除、寄託されていない、国際公開第０６／１２８５７２号に記載される）、トランス
ジェニック体ＣＯＴ１０２（綿、昆虫防除、寄託されていない、米国特許出願公開Ａ２０
０６－１３０１７５号または国際公開第０４／０３９９８６号に記載される）、トランス
ジェニック体ＣＯＴ２０２（綿、昆虫防除、寄託されていない、米国特許出願公開Ａ２０
０７－０６７８６８号または国際公開第０５／０５４４７９号に記載される）、トランス
ジェニック体ＣＯＴ２０３（綿、昆虫防除、寄託されていない、国際公開第０５／０５４
４８０号に記載される）、トランスジェニック体ＤＡＳ２１６０６－３／１６０６（大豆
、除草剤耐性、ＰＴＡ－１１０２８として寄託される、国際公開第２０１２／０３３７９
４号に記載される）、トランスジェニック体ＤＡＳ４０２７８（トウモロコシ、除草剤耐
性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－　１０２４４として寄託される、国際公開第１１／０２２４６９
号に記載される）、トランスジェニック体ＤＡＳ－４４４０６－６／ｐＤＡＢ８２６４．
４４．０６．１（大豆、除草剤耐性、ＰＴＡ－１１３３６として寄託される、国際公開第
２０１２／０７５４２６号に記載される）、トランスジェニック体ＤＡＳ－１４５３６－
７／ｐＤＡＢ８２９１．４５．３６．２（大豆、除草剤耐性、ＰＴＡ－１１３３５として
寄託される、国際公開第２０１２／０７５４２９号に記載される）、トランスジェニック
体ＤＡＳ－５９１２２－７（トウモロコシ、昆虫防除－除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ　
１１３８４として寄託される、米国特許出願公開Ａ２００６－０７０１３９号に記載され
る）、トランスジェニック体ＤＡＳ－５９１３２（トウモロコシ、昆虫防除－除草剤耐性
、寄託されていない、国際公開第０９／１００１８８号に記載される）、トランスジェニ
ック体ＤＡＳ６８４１６（大豆、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－１０４４２として寄託
される、国際公開第１１／０６６３８４号または国際公開第１１／０６６３６０号に記載
される）、トランスジェニック体ＤＰ－０９８１４０－６（トウモロコシ、除草剤耐性、
ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－８２９６として寄託される、米国特許出願公開Ａ２００９－１３７３
９５号または国際公開第０８／１１２０１９号に記載される）、トランスジェニック体Ｄ
Ｐ－３０５４２３－１（大豆、品質形質、寄託されていない、米国特許出願公開Ａ２００
８－３１２０８２号または国際公開第０８／０５４７４７号に記載される）、トランスジ
ェニック体ＤＰ－３２１３８－１（トウモロコシ、ハイブリダイゼーション系、ＡＴＣＣ
　ＰＴＡ－９１５８として寄託される、米国特許出願公開Ａ２００９－０２１０９７０号
または国際公開第０９／１０３０４９号に記載される）、トランスジェニック体ＤＰ－３
５６０４３－５（大豆、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－８２８７として寄託される、米
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国特許出願公開Ａ２０１０－０１８４０７９号または国際公開第０８／００２８７２号に
記載される）、トランスジェニック体ＥＥ－１（ナス、昆虫防除、寄託されていない、国
際公開第０７／０９１２７７号に記載される）、トランスジェニック体ＦＩ１１７（トウ
モロコシ、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　２０９０３１として寄託される、米国特許出願公開Ａ
２００６－０５９５８１号または国際公開第９８／０４４１４０号に記載される）、トラ
ンスジェニック体ＦＧ７２（大豆、除草剤耐性、ＰＴＡ－１１０４１として寄託される、
国際公開第２０１１／０６３４１３号に記載される）、トランスジェニック体ＧＡ２１（
トウモロコシ、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　２０９０３３として寄託される、米国特許出願公
開Ａ２００５－０８６７１９号または国際公開第９８／０４４１４０号に記載される）、
トランスジェニック体ＧＧ２５（トウモロコシ、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　２０９０３２と
して寄託される、米国特許出願公開Ａ２００５－１８８４３４号または国際公開第９８／
０４４１４０号に記載される）、トランスジェニック体ＧＨＢ１１９（綿、昆虫防除－除
草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－８３９８として寄託される、国際公開第０８／１５１７８
０号に記載される）、トランスジェニック体ＧＨＢ６１４（綿、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　
ＰＴＡ－６８７８として寄託される、米国特許出願公開Ａ２０１０－０５０２８２号また
は国際公開第０７／０１７１８６号に記載される）、トランスジェニック体ＧＪ１１（ト
ウモロコシ、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　２０９０３０として寄託される、米国特許出願公開
Ａ２００５－１８８４３４号または国際公開第９８／０４４１４０号に記載される）、ト
ランスジェニック体ＧＭ　ＲＺ１３（サトウダイコン、ウイルス抵抗性、ＮＣＩＭＢ－４
１６０１として寄託される、国際公開第１０／０７６２１２号に記載される）、トランス
ジェニック体Ｈ７－１（サトウダイコン、除草剤耐性、ＮＣＩＭＢ　４１１５８またはＮ
ＣＩＭＢ　４１１５９として寄託される、米国特許出願公開Ａ２００４－１７２６６９号
または国際公開第０４／０７４４９２号に記載される）、トランスジェニック体ＪＯＰＬ
ＩＮ１（コムギ、疾病耐性、寄託されていない、米国特許出願公開Ａ２００８－０６４０
３２号に記載される）、トランスジェニック体ＬＬ２７（大豆、除草剤耐性、ＮＣＩＭＢ
４１６５８として寄託される、国際公開第０６／１０８６７４号または米国特許出願公開
Ａ２００８－３２０６１６号に記載される）、トランスジェニック体ＬＬ５５（大豆、除
草剤耐性、ＮＣＩＭＢ　４１６６０として寄託される、国際公開第０６／１０８６７５号
または米国特許出願公開Ａ２００８－１９６１２７号に記載される）、トランスジェニッ
ク体ＬＬｃｏｔｔｏｎ２５（綿、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－３３４３として寄託さ
れる、国際公開第０３／０１３２２４号または米国特許出願公開Ａ２００３－　０９７６
８７号に記載される）、トランスジェニック体ＬＬＲＩＣＥ０６（米、除草剤耐性、ＡＴ
ＣＣ　２０３３５３として寄託される、米国特許第６，４６８，７４７号または国際公開
第００／０２６３４５号に記載される）、トランスジェニック体ＬＬＲｉｃｅ６２（米、
除草剤耐性、ＡＴＣＣ　２０３３５２として寄託される、国際公開第２０００／０２６３
４５号に記載される）、トランスジェニック体ＬＬＲＩＣＥ６０１（米、除草剤耐性、Ａ
ＴＣＣ　ＰＴＡ－２６００として寄託される、米国特許出願公開Ａ２００８－２２８９０
６０号または国際公開第００／０２６３５６号に記載される）、トランスジェニック体Ｌ
Ｙ０３８（トウモロコシ、品質形質、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－５６２３として寄託される、米
国特許出願公開Ａ２００７－０２８３２２号または国際公開第０５／０６１７２０号に記
載される）、トランスジェニック体ＭＩＲ１６２（トウモロコシ、昆虫防除、ＰＴＡ－８
１６６として寄託される、米国特許出願公開Ａ２００９－３００７８４号または国際公開
第０７／１４２８４０号に記載される）、トランスジェニック体ＭＩＲ６０４（トウモロ
コシ、昆虫防除、寄託されていない、米国特許出願公開Ａ２００８－１６７４５６号また
は国際公開第０５／１０３３０１号に記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ１５９
８５（綿、昆虫防除、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－２５１６として寄託される、米国特許出願公開
Ａ２００４－２５０３１７号または国際公開第０２／１００１６３号に記載される）、ト
ランスジェニック体ＭＯＮ８１０（トウモロコシ、昆虫防除、寄託されていない、米国特
許出願公開Ａ２００２－１０２５８２号に記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ８
６３（トウモロコシ、昆虫防除、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－２６０５として寄託される、国際公



(32) JP 6557142 B2 2019.8.7

10

20

30

40

50

開第０４／０１１６０１号または米国特許出願公開Ａ２００６－０９５９８６号に記載さ
れる）、トランスジェニック体ＭＯＮ８７４２７（トウモロコシ、受粉コントロール、Ａ
ＴＣＣ　ＰＴＡ－７８９９として寄託される、国際公開第１１／０６２９０４号に記載さ
れる）、トランスジェニック体ＭＯＮ８７４６０（トウモロコシ、ストレス耐性、ＡＴＣ
Ｃ　ＰＴＡ－８９１０として寄託される、国際公開第０９／１１１２６３号または米国特
許出願公開Ａ２０１１－０１３８５０４号に記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ
８７７０１（大豆、昆虫防除、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－８１９４として寄託される、米国特許
出
願公開Ａ２００９－１３００７１号または国際公開第０９／０６４６５２号に記載される
）、トランスジェニック体ＭＯＮ８７７０５（大豆、品質形質－除草剤耐性、ＡＴＣＣ　
ＰＴＡ－９２４１として寄託される、米国特許出願公開Ａ２０１０－００８０８８７号ま
たは国際公開第１０／０３７０１６号に記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ８７
７０８（大豆、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－９６７０として寄託される、国際公開第
１１／０３４７０４号に記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ８７７１２（大豆、
収穫高、ＰＴＡ－１０２９６として寄託される、国際公開第２０１２／０５１１９９号に
記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ８７７５４（大豆、品質形質、ＡＴＣＣ　Ｐ
ＴＡ－９３８５として寄託される、国際公開第１０／０２４９７６号に記載される）、ト
ランスジェニック体ＭＯＮ８７７６９（大豆、品質形質、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－８９１１と
して寄託される、米国特許出願公開Ａ２０１１－００６７１４１号または国際公開第０９
／１０２８７３号に記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ８８０１７（トウモロコ
シ、昆虫防除－除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－５５８２として寄託される、米国特許出
願公開Ａ２００８－０２８４８２号または国際公開第０５／０５９１０３号に記載される
）、トランスジェニック体ＭＯＮ８８９１３（綿、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－４８
５４として寄託される、国際公開第０４／０７２２３５号または米国特許出願公開Ａ２０
０６－０５９５９０号に記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ８８３０２（アブラ
ナ、除草剤耐性、ＰＴＡ－１０９５５として寄託される、国際公開第２０１１／１５３１
８６号に記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ８８７０１（綿、除草剤耐性、ＰＴ
Ａ－１１７５４として寄託される、国際公開第２０１２／１３４８０８号に記載される）
、トランスジェニック体ＭＯＮ８９０３４（トウモロコシ、昆虫防除、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ
－７４５５として寄託される、国際公開第０７／１４０２５６号または米国特許出願公開
Ａ２００８－２６０９３２号に記載される）、トランスジェニック体ＭＯＮ８９７８８（
大豆、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－６７０８として寄託される、米国特許出願公開Ａ
２００６－２８２９１５号または国際公開第０６／１３０４３６号に記載される）、トラ
ンスジェニック体ＭＳＩ　１（アブラナ、受粉コントロール－除草剤耐性、ＡＴＣＣ　Ｐ
ＴＡ－８５０またはＰＴＡ－２４８５として寄託される、国際公開第０１／０３１０４２
号に記載される）、トランスジェニック体ＭＳ８（アブラナ、受粉コントロール－除草剤
耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－７３０として寄託される、国際公開第０１／０４１５５８号ま
たは米国特許出願公開Ａ２００３－１８８３４７号に記載される）、トランスジェニック
体ＮＫ６０３（トウモロコシ、除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－２４７８として寄託され
る、米国特許出願公開Ａ２００７－２９２８５４号に記載される）、トランスジェニック
体ＰＥ－７（米、昆虫防除、寄託されていない、国際公開第０８／１１４２８２号に記載
される）、トランスジェニック体ＲＦ３（アブラナ、受粉コントロール－除草剤耐性、Ａ
ＴＣＣ　ＰＴＡ－７３０として寄託される、国際公開第０１／０４１５５８号または米国
特許出願公開Ａ２００３－１８８３４７号に記載される）、トランスジェニック体ＲＴ７
３（アブラナ、除草剤耐性、寄託されていない、国際公開第０２／０３６８３１号または
米国特許出願公開Ａ２００８－０７０２６０号に記載される）、トランスジェニック体Ｓ
ＹＨＴ０Ｈ２／ＳＹＮ－０００Ｈ２－５（大豆、除草剤耐性、ＰＴＡ－１１２２６として
寄託される、国際公開第２０１２／０８２５４８号に記載される）、トランスジェニック
体Ｔ２２７－１（サトウダイコン、除草剤耐性、寄託されていない、国際公開第０２／４
４４０７号または米国特許出願公開Ａ２００９－２６５８１７号に記載される）、トラン
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スジェニック体Ｔ２５（トウモロコシ、除草剤耐性、寄託されていない、米国特許出願公
開Ａ２００１－０２９０１４号または国際公開第０１／０５１６５４号に記載される）、
トランスジェニック体Ｔ３０４－４０（綿、昆虫防除－除草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－
８１７１として寄託される、米国特許出願公開Ａ２０１０－０７７５０１号または国際公
開第０８／１２２４０６号に記載される）、トランスジェニック体Ｔ３４２－１４２（綿
、昆虫防除、寄託されていない、国際公開第０６／１２８５６８号に記載される）、トラ
ンスジェニック体ＴＣ１５０７（トウモロコシ、昆虫防除－除草剤耐性、寄託されていな
い、米国特許出願公開Ａ２００５－０３９２２６号または国際公開第０４／０９９４４７
号に記載される）、トランスジェニック体ＶＩＰ１０３４（トウモロコシ、昆虫防除－除
草剤耐性、ＡＴＣＣ　ＰＴＡ－３９２５として寄託される、国際公開第０３／０５２０７
３号に記載される）、トランスジェニック体３２３１６（トウモロコシ、昆虫防除－除草
剤耐性、ＰＴＡ－１１５０７として寄託される、国際公開第１１／０８４６３２号に記載
される）、トランスジェニック体４１１４（トウモロコシ、昆虫防除－除草剤耐性、ＰＴ
Ａ－１１５０６として寄託される、国際公開第１１／０８４６２１号に記載される）、ト
ランスジェニック体ＥＥ－ＧＭ３／ＦＧ７２（大豆、除草剤耐性、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴ
Ａ－１１０４１、国際公開第２０１１／０６３４１３Ａ２号）、トランスジェニック体Ｄ
ＡＳ－６８４１６－４（大豆、除草剤耐性、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１０４４２、国際
公開第２０１１／０６６３６０Ａ１号）、トランスジェニック体ＤＡＳ－６８４１６－４
（大豆、除草剤耐性、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１０４４２、国際公開第２０１１／０６
６３８４Ａ１号）、トランスジェニック体ＤＰ－０４０４１６－８（トウモロコシ、昆虫
防除、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１１５０８、国際公開第２０１１／０７５５９３Ａ１号
）、トランスジェニック体ＤＰ－０４３Ａ４７－３（トウモロコシ、昆虫防除、ＡＴＣＣ
受託番号ＰＴＡ－１１５０９、国際公開第２０１１／０７５５９５Ａ１号）、トランスジ
ェニック体ＤＰ－００４１１４－３（トウモロコシ、昆虫防除、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ
－１１５０６、国際公開第２０１１／０８４６２１Ａ１号）、トランスジェニック体ＤＰ
－０３２３１６－８（トウモロコシ、昆虫防除、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１１５０７、
国際公開第２０１１／０８４６３２Ａ１号）、トランスジェニック体ＭＯＮ－８８３０２
－９（アブラナ、除草剤耐性、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１０９５５、国際公開第２０１
１／１５３１８６Ａ１号）、トランスジェニック体ＤＡＳ－２１６０６－３（大豆、除草
剤耐性、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１１０２８、国際公開第２０１２／０３３７９４Ａ２
号）、トランスジェニック体ＭＯＮ－８７７１２－４（大豆、品質形質、ＡＴＣＣ受託番
号ＰＴＡ－１０２９６、国際公開第２０１２／０５１１９９Ａ２号）、トランスジェニッ
ク体ＤＡＳ－４４４０６－６（大豆、スタックされた除草剤耐性、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴ
Ａ－１１３３６、国際公開第２０１２／０７５４２６Ａ１号）、トランスジェニック体Ｄ
ＡＳ－１４５３６－７（大豆、スタックされた除草剤耐性、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１
１３３５、国際公開第２０１２／０７５４２９Ａ１号）、トランスジェニック体ＳＹＮ－
０００Ｈ２－５（大豆、除草剤耐性、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１１２２６、国際公開第
２０１２／０８２５４８Ａ２号）、トランスジェニック体ＤＰ－０６１０６１－７（アブ
ラナ、除草剤耐性、受託番号該当なし、国際公開第２０１２０７１０３９Ａ１号）、トラ
ンスジェニック体ＤＰ－０７３４９６－４（アブラナ、除草剤耐性、受託番号該当なし、
米国特許第２０１２１３１６９２号）、トランスジェニック体８２６４．４４．０６．１
（大豆、スタックされた除草剤耐性、受託番号ＰＴＡ－１１３３６、国際公開第２０１２
０７５４２６Ａ２号）、トランスジェニック体８２９１．４５．３６．２（大豆、スタッ
クされた除草剤耐性、受託番号ＰＴＡ－１１３３５、国際公開第２０１２０７５４２９Ａ
２号）、トランスジェニック体ＳＹＨＴ０Ｈ２（大豆、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１１２
２６、国際公開第２０１２／０８２５４８Ａ２号）、トランスジェニック体ＭＯＮ８８７
０１（綿、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１１７５４、国際公開第２０１２／１３４８０８Ａ
１号）、トランスジェニック体ＫＫ１７９－２（アルファルファ、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴ
Ａ－１１８３３、国際公開第２０１３００３５５８Ａ１号）、トランスジェニック体ｐＤ
ＡＢ８２６４．４２．３２．１（大豆、スタックされた除草剤耐性、ＡＴＣＣ受託番号Ｐ
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ＴＡ－１１９９３、国際公開第２０１３０１００９４Ａ１号）、トランスジェニック体Ｍ
ＺＤＴ０９Ｙ（トウモロコシ、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－１３０２５、国際公開第２０１
３０１２７７５Ａ１号）が挙げられる。
【０１００】
Ｅ．ポリヌクレオチドコンストラクト
　本発明のＨＰＰＤポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、植物細胞に発現させ
るか、または発現を増大させるために改変されてよい。本明細書で同定するポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドは、関心のある植物に発現させるための発現カセット内に
供給される。「植物発現カセット」には、組換えＤＮＡコンストラクトを包含する、植物
細胞内にポリヌクレオチドを発現させることができるＤＮＡコンストラクトが含まれる。
カセットには、５’－３’の転写方向へ、関心のある１以上のポリヌクレオチドへ操作可
能に連結する(operably-linked)転写開始領域（すなわちプロモーター、特に異種性プロ
モーター）および／または植物内で機能する翻訳および転写終止領域（すなわち終止領域
）が含まれてよい。カセットには、生物に導入される少なくとも１のさらなるポリヌクレ
オチド、例えば選択性マーカー遺伝子がさらに含まれてもよい。あるいは複数の発現カセ
ット内に、単数または複数のさらなるポリヌクレオチドが供給されてもよい。このような
発現カセットには、単数または複数のポリヌクレオチドを、これらが調節性領域によって
転写調節されるように挿入するための複数の制限酵素部位が設けられる。
【０１０１】
　さらなる実施形態によれば、本発明は、植物に発現可能なプロモーターに操作可能に連
結する異種性の本発明の核酸ならびに任意に転写終止およびポリアデニル化領域を含む配
列をコードするキメラ遺伝子に関する。「異種性の」は一般に、細胞に内在しないかまた
はそれが存在する天然のゲノムの位置に内在せず、かつ感染、トランスフェクション、微
量注入法、エレクトロポレーション、顕微鏡投影法などによって細胞に加えられたポリヌ
クレオチドまたはポリペプチドを指す。「操作可能に連結する」は、二つのポリヌクレオ
チドの間の操作可能な結合を意図する。例えばプロモーターがＤＮＡ配列へ操作可能に連
結すると、プロモーター配列はＤＮＡ配列の転写を開始および仲介する。操作可能連結す
るポリヌクレオチドは、連続してよいか、または連続していなくてもよく、かつこの語が
二つのポリペプチドのコード領域の連結を指すために用いられる場合には、該ポリペプチ
ドは同じ読み枠において発現することが認識される。
【０１０２】
　プロモーターは、選択された植物細胞、植物の部分、または植物において転写活性を示
すいずれかのポリヌクレオチド配列であってよい。プロモーターは、植物宿主に対して、
かつ／または本発明のＤＮＡ配列に対して、天然もしくは類似、または外来性もしくは異
種性であってよい。プロモーターが植物宿主に対して「天然」または「類似」である場合
、プロモーターを導入する天然植物内に該プロモーターが見出されることを意図する。プ
ロモーターが本発明のＤＮＡ配列に対して「外来性」または「異種性」である場合、該プ
ロモーターは、操作可能に連結された本発明のＤＮＡ配列のための自然に存在するかまた
は天然のプロモーターではないことが意図される。プロモーターは誘導性または恒常性で
あってよい。プロモーターは自然に存在してよいか、自然に存在する様々なプロモーター
の一部から構成されてよいか、または部分的もしくは完全に合成されてもよい。プロモー
ターの設計に対するガイダンスが、Ｈａｒｌｅｙ　ａｎｄ　Ｒｅｙｎｏｌｄｓ　（１９８
７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１５：２３４３－２３６１のようなプロモー
ター構造の研究によって提供されている．また、転写開始点に対するプロモーターの配置
も最適化され得る。例えばＲｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９７９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７６：７６０－７６４を参照されたい。植物における使
用に適した多くのプロモーターが当該技術分野において公知である。
【０１０３】
　例えば植物における使用に適した恒常性プロモーターとしては、ピーナッツ退緑条斑カ
リモウイルス（ＰＣ１ＳＶ）プロモーターのような植物ウイルス由来のプロモーター（米
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国特許第５，８５０，０１９号）、カリフラワーモザイクウイルス（ＣａＭＶ）由来の３
５Ｓプロモーター（Ｏｄｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ　３１３：８１
０－８１２）、クロレラウイルスメチルトランスフェラーゼ遺伝子のプロモーター（米国
特許第５，５６３，３２８号）、およびゴマノハグサモザイクウイルス（ＦＭＶ）由来の
完全長転写プロモーター（米国特許第５，３７８，６１９号）、米アクチン（ＭｃＥｌｒ
ｏｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　２：１６３－１７１および米国
特許第５，６４１，８７６号）、ユビキチン（Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（
１９８９）Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１２：６１９－６３２およびＣｈｒｉｓｔｅ
ｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１８：６７５－６
８９）、ｐＥＭＵ（Ｌａｓｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｔｈｅｏｒ．Ａｐｐｌ．Ｇｅｎ
ｅｔ．８１：５８１－５８８）、ＭＡＳ（Ｖｅｌｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）ＥＭ
ＢＯ　Ｊ．３：２７２３－２７３０、および米国特許第５，５１０，４７４号）、トウモ
ロコシＨ３ヒストン（Ｌｅｐｅｔｉｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅ
ｎｅｔ．２３１：２７６－２８５およびＡｔａｎａｓｓｏｖａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２
）Ｐｌａｎｔ　Ｊ．２（３）：２９１－３００）、セイヨウアブラナＡＬＳ３（ＰＣＴ出
願国際公開第９７／４１２２８号）、植物リブロース－ビスカルボキシラーゼ／オキシゲ
ナーゼ（ＲｕＢｉｓＣＯ）小サブユニット遺伝子、サーコウイルス（オーストラリア特許
第６８９３１１号）、またはキャッサバ葉脈モザイクウイルス（ＣｓＶＭＶ、米国特許第
７，０５３，２０５号）のような遺伝子由来のプロモーター、および様々なアグロバクテ
リウム遺伝子のプロモーター（米国特許第４，７７１，００２号、第５，１０２，７９６
号、第５，１８２，２００号、および第５，４２８，１４７号）が挙げられる。
【０１０４】
　植物における使用に適した誘導性プロモーターとしては、銅に反応するＡＣＥ１系に由
来するプロモーター（Ｍｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）ＰＮＡＳ　９０：４５６７－
４５７１）、ベンゼンスルホンアミド除草剤の毒性緩和剤に反応するトウモロコシＩｎ２
遺伝子のプロモーター（Ｈｅｒｓｈｅｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇ
ｅｎｅｔｉｃｓ　２２７：２２９－２３７およびＧａｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｍ
ｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　２４３：３２－３８）、およびＴｎ１０に由来するＴ
ｅｔ抑制因子のプロモーター（Ｇａｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇ
ｅｎｅｔ．２２７：２２９－２３７）が挙げられる。植物において用いられる別の誘導性
プロモーターは、植物が通常反応しない誘導薬剤に反応するものである。この型の代表的
な誘導性プロモーターは、その転写活性が糖質コルチコステロイドホルモンによって誘導
される、ステロイドホルモン遺伝子由来の誘導性プロモーター（Ｓｃｈｅｎａ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９９１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：１０４２１）
、またはエストラジオールにより活性化される、エストロゲン受容体に基づいた誘導性の
植物発現系において用いるための、キメラ転写活性化因子であるＸＶＥの最近の応用であ
る（Ｚｕｏ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｐｌａｎｔ　Ｊ．，２４：２６５－２７３）。植
物において用いられるその他の誘導性プロモーターは、その全体が参照によって本明細書
に取り込まれる、欧州特許第３３２１０４号、ＰＣＴ国際公開第９３／２１３３４号、お
よびＰＣＴ国際公開第９７／０６２６９号に記載される。その他のプロモーターの一部か
ら構成されるプロモーター、および部分的または完全な合成プロモーターもまた用いるこ
とができる。例えばこのようなプロモーターの植物における使用について記載される、Ｎ
ｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｐｌａｎｔ　Ｊ．７：６６１－６７６およびＰＣＴ国際公
開第９５／１４０９８号を参照されたい。
【０１０５】
　本発明の一実施形態によれば、植物の特定の領域または組織に特異的なプロモーター配
列は、本発明のＨＰＰＤタンパク質を発現させるために用いることができ、このようなプ
ロモーターとしては、種子特異的プロモーター（Ｄａｔｌａ，　Ｒ．　ｅｔ　ａｌ．，　
１９９７，　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ａｎｎ．　Ｒｅｖ．　３，　２６９－２９６
）、特にナピンプロモーター（欧州特許第２５５３７８Ａ１号）、ファゼオリンプロモー
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ター、グルテニンプロモーター、ヘリアンシニン（ｈｅｌｉａｎｔｈｉｎｉｎ）プロモー
ター（国際公開第９２／１７５８０号）、アルブミンプロモーター（国際公開第９８／４
５４６０号）、オレオシンプロモーター（国際公開第９８／４５４６１号）、ＳＡＴ１プ
ロモーターまたはＳＡＴ３プロモーター（ＰＣＴ／米国特許出願公開第９８／０６９７８
号）が挙げられる。
【０１０６】
　フェニルアラニンアンモニアリアーゼ（ＰＡＬ）、ＨＭＧ－ＣｏＡ還元酵素（ＨＭＧ）
、キチナーゼ、グルカナーゼ、プロテイナーゼ阻害剤（ＰＩ）、ＰＲ１ファミリー遺伝子
、ノパリン合成酵素（ｎｏｓ）、およびｖｓｐＢプロモーター（米国特許第５６７０３４
９号、表３）、ＨＭＧ２プロモーター（米国特許第５６７０３４９号）、リンゴベータガ
ラクトシダーゼ（ＡＢＧ１）プロモーター、およびリンゴアミノシクロプロパンカルボン
酸合成酵素（ＡＣＣ合成酵素）プロモーター（国際公開第９８／４５４４５号）から有利
に選択される誘導性プロモーターもまた使用され得る。本発明のコンストラクトには複数
のプロモーターが用いられてよく、これらを連続して用いてもよい。
【０１０７】
　プロモーターは１以上のエンハンサーエレメントを含んでよく、またはこれを含むよう
に改変されてもよい。幾つかの実施形態によれば、プロモーターは複数のエンハンサーエ
レメントを含んでよい。エンハンサーエレメントを含むプロモーターの転写レベルは、こ
れを含まないプロモーターに比較して高い。植物における使用に適したエンハンサーエレ
メントとしては、ＰＣ１ＳＶエンハンサーエレメント（米国特許第５，８５０，０１９号
）、ＣａＭＶ　３５Ｓエンハンサーエレメント（米国特許第５，１０６，７３９号および
第５，１６４，３１６号）、およびＦＭＶエンハンサーエレメント（Ｍａｉｔｉ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９７）Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓ．６：１４３－１５６）、国際公開第
８７／０７６４４号に記載されるタバコモザイクウイルス（ＴＭＶ）の翻訳活性化因子、
またはＣａｒｒｉｎｇｔｏｎ　＆　Ｆｒｅｅｄ　１９９０，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６４：１５
９０－１５９７に記載されるタバコエッチウイルス（ＴＥＶ）の翻訳活性化因子、または
、例えばトウモロコシのａｄｈ１イントロンまたは米アクチンのイントロン１のようなイ
ントロンが挙げられる。ＰＣＴ国際公開第９６／２３８９８号、国際公開第２０１２／０
２１７９４号、国際公開第２０１２／０２１７９７号、国際公開第２０１１／０８４３７
０号、および国際公開第２０１１／０２８９１４号も参照されたい。
【０１０８】
　このようなコンストラクトはしばしば５’および３’非翻訳領域を含み得る。このよう
なコンストラクトは、関心のあるペプチドの、葉緑体（またはその他の色素体）、小胞体
、またはゴルジ装置のような特定の細胞内構造への、翻訳と同時の、または翻訳後の輸送
を促進するか、または分泌を促進する、「シグナル配列」または「リーダー配列」を含ん
でよい。例えばコンストラクトは、ペプチドの小胞体への移行を促進するシグナルペプチ
ドを含むように改変されてよい。「シグナル配列」は、翻訳と同時の、または翻訳後の、
細胞膜を横断するペプチド輸送をもたらすことが知られているか、またはもたらすと考え
られている配列を意図する。このことは真核生物において、典型的には、幾らかのグリコ
シル化がもたらされるゴルジ装置への分泌に関わる。「リーダー配列」は、翻訳時にペプ
チド鎖を細胞内の細胞小器官へ翻訳と同時に輸送開始するために十分なアミノ酸配列であ
る、いずれかの配列を意図する。このように、この語には、小胞体の通過、液胞、葉緑体
を含む色素体、ミトコンドリアなどの通過による輸送および／またはグリコシル化を標的
とするリーダー配列が包含される。発現にはｍＲＮＡにおけるイントロンのプロセシング
が必要であることから、植物発現カセットがイントロンを含むように操作することもまた
好ましい。
【０１０９】
　「３’非翻訳領域」は、コード配列の下流に位置するポリヌクレオチドを意図する。ｍ
ＲＮＡ前駆体の３’末端へのポリアデニル酸の付加経路に影響し得るポリアデニル化シグ
ナル配列およびその他の調節性シグナルをコードする配列は３’非翻訳領域である。「５
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’非翻訳領域」は、コード配列の上流に位置するポリヌクレオチドを意図する。
【０１１０】
　その他の上流または下流の非翻訳エレメントにはエンハンサーが含まれる。エンハンサ
ーはプロモーター領域の発現増大に作用するポリヌクレオチドである。エンハンサーは当
該技術分野において公知であり、ＳＶ４０エンハンサー領域および３５Ｓエンハンサーエ
レメントが挙げられるがこれらに限定されない。
【０１１１】
　終止領域は転写開始領域に従った天然のものであってよいか、本発明の配列に従った天
然のものであってよいか、またはその他の源に由来してもよい。オクトピン合成酵素およ
びノパリン合成酵素終止領域のような便利な終止領域が、Ａ．ツメファシエンス(A.tumef
aciens)のＴｉ－プラスミドから利用可能である。Ｇｕｅｒｉｎｅａｕ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９１）Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．２６２：１４１－１４４；Ｐｒｏｕｄｆｏｏｔ
（１９９１）Ｃｅｌｌ　６４：６７１－６７４；Ｓａｎｆａｃｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９１）Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．５：１４１－１４９；Ｍｏｇｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０
）Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　２：１２６１－１２７２；Ｍｕｎｒｏｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９０）Ｇｅｎｅ　９１：１５１－１５８；Ｂａｌｌａｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１７：７８９１－７９０３；Ｊｏｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ
．（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１５：９６２７－９６３９、および
欧州特許第０６３３３１７Ａ１号も参照されたい。
【０１１２】
　本発明の一態様によれば、合成ＤＮＡ配列は、本発明のポリペプチドのような所定のポ
リペプチドのために設計される。細胞内で合成ＤＮＡ配列の翻訳領域が発現されると、本
発明のポリペプチドが産生される。合成ＤＮＡ配列は、単に必要のない制限エンドヌクレ
アーゼ部位を除去するため、ＤＮＡクローニングの方法を容易にするため、コドンバイア
スの可能性があるいずれかの部位を変更または除去するため、ＧＣ含量を変更または改善
するため、別の読み枠を除去または変更するため、および／または天然のＤＮＡ配列に存
在し得るイントロン／エクソンスプライシング認識部位、ポリアデニル化部位、シャイン
・ダルガノ配列、必要のないプロモーターエレメントなどを変更または除去するために有
用であり得る。合成ＤＮＡ配列はまた、ＤＮＡ配列へのその他の改善の導入、例えばイン
トロン配列の導入、葉緑体輸送ペプチド、アポプラスト／液胞ターゲティングペプチド、
または得られたペプチドを小胞体内に保持するペプチド配列のような細胞小器官へのター
ゲティング配列と融合したタンパク質として発現されるＤＮＡ配列の作製のために利用さ
れてもよい。合成遺伝子はまた、発現を改善させるために宿主細胞に優先的なコドンを用
いて合成されてよいか、または宿主に優先的なコドンの使用頻度にあるコドンを用いて合
成されてもよい。例えば参照により本明細書に取り込まれる、Ｃａｍｐｂｅｌｌ　ａｎｄ
　Ｇｏｗｒｉ（１９９０）Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．９２：１－１１、米国特許第６
，３２０，１００号、第６，０７５，１８５号、第５，３８０，８３１号、および第５，
４３６，３９１号、米国特許出願公開第２００４０００５６００号および第２００１００
０３８４９号、ならびにＭｕｒｒａｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．１７：４７７－４９８を参照されたい。
【０１１３】
　一実施形態によれば、関心のあるポリヌクレオチドは、葉緑体への発現を標的としたも
のである。このように関心のあるポリヌクレオチドが葉緑体に直接挿入されない場合に、
発現カセットは、該関心のあるヌクレオチドを葉緑体へ方向付けるため、輸送ペプチドを
コードするポリヌクレオチドをさらに含み得る。このような輸送ペプチドは当該技術分野
において公知である。例えば、Ｖｏｎ　Ｈｅｉｊｎｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｐｌａ
ｎｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐ．９：１０４－１２６；Ｃｌａｒｋ　ｅｔ　ａｌ．（１
９８９）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６４：１７５４４－１７５５０；Ｄｅｌｌａ－Ｃｉ
ｏｐｐａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．８４：９６５－９６
８；Ｒｏｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．
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Ｃｏｍｍｕｎ．１９６：１４１４－１４２１；およびＳｈａｈ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６
）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３３：４７８－４８１を参照されたい。
【０１１４】
　葉緑体を標的とする関心のあるポリヌクレオチドは、植物の核と当該細胞小器官との間
でのコドン使用の違いを考慮して、葉緑体における発現を最適化してよい。このように関
心のあるポリヌクレオチドは、葉緑体に優先的なコドンを用いて合成され得る。例えば参
照により本明細書に取り込まれる、米国特許第５，３８０，８３１号を参照されたい。
【０１１５】
　この植物発現カセットは、植物形質転換ベクター内へ挿入することができる。「形質転
換ベクター」は、細胞の形質転換を可能にするＤＮＡ分子を意図する。このような分子は
１以上の発現カセットからなってよく、かつ１を超えるベクターＤＮＡ分子内へ構築され
てよい。例えばバイナリーベクターは、植物細胞の形質転換に対して必要なすべてのシス
およびトランス作用機能をコードするため、二つの隣接しないＤＮＡベクターを利用する
植物形質転換ベクターである（Ｈｅｌｌｅｎｓ　ａｎｄ　Ｍｕｌｌｉｎｅａｕｘ（２００
０）Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　５：４４６－４５１）。「ベク
ター」は、異なる宿主細胞間での移行のために設計されたポリヌクレオチドコンストラク
トを指す。「発現ベクター」は、異質な細胞内に異種性のＤＮＡ配列または断片を取り入
れ、組み込み、かつ発現させることのできるベクターを指す。
【０１１６】
　植物形質転換ベクターは、植物を形質転換させるための、１以上のＤＮＡベクターを含
む。例えば１を超える連続したＤＮＡセグメントを含む植物形質転換ベクターを利用する
ことは、当該技術分野において一般に実践されている。これらのベクターは当該技術分野
においてしばしばバイナリーベクターと称される。バイナリーベクターおよびヘルパープ
ラスミドを含むベクターは、効率的な形質転換を達成するために必用なＤＮＡセグメント
の大きさおよび複雑さが極めて大きな場合に、アグロバクテリウムを介した形質転換にお
いて最もよく使用されており、これらは別々のＤＮＡ分子上に機能を分けることが有利で
ある。バイナリーベクターには、典型的にはＴ－ＤＮＡ移行に必用なシス作用配列（例え
ば左境界および右境界）を含むプラスミドベクター、植物細胞内で発現可能なように改変
された選択性マーカー、および「関心のあるポリヌクレオチド」（トランスジェニック植
物の作製が望まれる植物細胞において発現可能なように改変されたポリヌクレオチド）が
含まれる。このプラスミドベクターには、細菌の複製に必用な配列も存在する。シス作用
配列は、効率的な植物細胞内への移行およびそこでの発現が可能となるように配列される
。例えば、選択性マーカー配列および関心のある配列は、左境界と右境界との間に配置さ
れる。第２のプラスミドベクターには、しばしばアグロバクテリウムから植物細胞へのＴ
－ＤＮＡ移行を仲介するトランス作用因子が含まれる。当該技術分野において理解される
ように、このプラスミドには、しばしばアグロバクテリウムによる植物細胞の感染、なら
びに境界配列における切断によるＤＮＡの移行およびｖｉｒ仲介性のＤＮＡ移行を可能に
する毒性因子（Ｖｉｒ遺伝子）が含まれる（Ｈｅｌｌｅｎｓ　ａｎｄ　Ｍｕｌｌｉｎｅａ
ｕｘ（２０００）Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，５：４４６－４５
１）。幾つかの型のアグロバクテリウム株（例えばＬＢＡ４４０４、ＧＶ３１０１、ＥＨ
Ａ１０１、ＥＨＡ１０５など）が、植物を形質転換させるために用いられ得る。第２のプ
ラスミドベクターは、顕微鏡投影法、微量注入法、エレクトロポレーション、ポリエチレ
ングリコールなどのようなその他の方法によって植物内にポリヌクレオチドを導入する場
合には必用でない。
【０１１７】
Ｆ．植物の形質転換
　本発明の方法は、植物内へヌクレオチドコンストラクトを導入することに関わる。「導
入する」は、ヌクレオチドコンストラクトが植物細胞の内部へ接近可能な様式において、
該コンストラクトを植物に提示することを意図する。本発明の方法では、植物にヌクレオ
チドコンストラクトを導入するために特別の方法を用いることは必用とされず、ヌクレオ
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チドコンストラクトが植物の少なくとも一つの細胞の内部へ接近可能であることのみが必
要とされる。植物内へヌクレオチドコンストラクトを導入するための方法は当該技術分野
において公知であり、安定形質転換法、一過性形質転換法、およびウイルスを介した方法
が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、米国特許第４，４５９，３５５号、米
国特許第４，５３６，４７５号、米国特許第５，４６４，７６３号、米国特許第５、１７
７，０１０号、米国特許第５，１８７，０７３号、欧州特許第２６７，１５９Ａ１号、欧
州特許第６０４６６２Ａ１号、欧州特許第６７２７５２Ａ１号、米国特許第４，９４５，
０５０号、米国特許第５，０３６，００６号、米国特許第５，１００，７９２号、米国特
許第５，３７１，０１４号、米国特許第５，４７８，７４４号、米国特許第５，１７９，
０２２号、米国特許第５，５６５，３４６号、米国特許第５，４８４，９５６号、米国特
許第５，５０８，４６８号、米国特許第５，５３８，８７７号、米国特許第５，５５４，
７９８号、米国特許第５，４８９，５２０号、米国特許第５，５１０，３１８号、米国特
許第５，２０４，２５３号、米国特許第５，４０５，７６５号、欧州特許第４４２１７４
Ａ１号、欧州特許第４８６２３３Ａ１号、欧州特許第４８６２３４Ａ１号、欧州特許第５
３９５６３Ａ１号、欧州特許第６７４７２５Ａ１号、国際公開第９１／０２０７１号、国
際公開第９５／０６１２８号、および国際公開第号２０１１／０９５４６０号に記載され
る植物細胞の形質転換法および植物の再生法を参照されたい。これらの文献それぞれは、
特にこれらに記載される形質転換法に関して、参照により本明細書に取り込まれる。
【０１１８】
　一般に植物の形質転換法は、異種性のＤＮＡを標的植物細胞（例えば未熟または成熟胚
、懸濁培養、未分化のカルス、プロトプラストなど）内へ移行させ、続いて最大閾値濃度
での適切な選択を行って（選択性マーカー遺伝子にしたがって）、非形質転換細胞集団の
群から形質転換した植物細胞を回収することを含む。外植体は、典型的には補給した新鮮
な同培地中に移した後、日常的に培養される。次に形質転換細胞を、最大閾値濃度の選択
薬剤を加えた再生培地中に移した後、シュートへと分化させる。続いてシュートを選択性
の発根培地に移し、根付いたシュートまたは小植物を回収する。トランスジェニック小植
物は、次に成熟植物へと成長し、稔性の種子を産生する（例えばＨｉｅｉ　ｅｔ　ａｌ．
（１９９４）Ｔｈｅ　Ｐｌａｎｔ　Ｊｏｕｒｎａｌ　６：２７１－２８２；Ｉｓｈｉｄａ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：７４５
－７５０）。外植体は、典型的には補給した新鮮な同培地中に移した後、日常的に培養さ
れる。トランスジェニック植物を産出するための技術および方法についての一般的記述は
、Ａｙｒｅｓ　ａｎｄ　Ｐａｒｋ（１９９４）Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ
　Ｐｌａｎｔ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１３：２１９－２３９およびＢｏｍｍｉｎｅｎｉ　ａｎ
ｄ　Ｊａｕｈａｒ（１９９７）Ｍａｙｄｉｃａ　４２：１０７－１２０に見出される。形
質転換した材料には多くの細胞が含まれることから、標的とされたカルス、または組織、
または細胞群のいずれかの部分には、形質転換および非形質転換細胞の両方が存在する。
非形質転換細胞を死滅させ、かつ形質転換細胞の増殖を可能にする能力により、形質転換
された植物の培養が可能となる。非形質転換細胞を除去する能力はしばしば、形質転換さ
れた植物細胞の迅速な回収およびトランスジェニック植物産出の成功に対する制限となる
。分子的および生化学的方法は、トランスジェニック植物のゲノム内に組み込まれた、関
心のある異種性遺伝子の存在を確認するために用いることができる。
【０１１９】
　トランスジェニック植物の産出は、限定はされないが、アグロバクテリウムによる植物
細胞内への異種性ＤＮＡの導入（アグロバクテリウムを介した形質転換）、粒子に付着し
た異種性の外来ＤＮＡを用いた、植物細胞への微粒子銃の使用、およびその他の様々な非
粒子性の直接法（例えばＨｉｅｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｔｈｅ　Ｐｌａｎｔ　Ｊｏ
ｕｒｎａｌ　６：２７１－２８２；Ｉｓｈｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：７４５－７５０；Ａｙｒｅｓ　ａｎｄ　Ｐａｒ
ｋ（１９９４）Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｐｌａｎｔ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　１３：２１９－２３９；Ｂｏｍｍｉｎｅｎｉ　ａｎｄ　Ｊａｕｈａｒ（１９９７）Ｍａ
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ｙｄｉｃａ　４２：１０７－１２０）を含む、ＤＮＡを移行させるための幾つかの方法の
うちの一つによって行われてよい。
【０１２０】
　葉緑体の形質転換方法は、当該技術分野において公知である。例えば、Ｓｖａｂ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９０）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：８５２６
－８５３０；Ｓｖａｂ　ａｎｄ　Ｍａｌｉｇａ（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：９１３－９１７；Ｓｖａｂ　ａｎｄ　Ｍａｌｉｇａ（１９９
３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：６０１－６０６を参照されたい。該方法は、選択性マーカーを
含むＤＮＡの微粒子銃による送達、および相同組換えを通した、色素体ゲノムへのＤＮＡ
のターゲティングを利用するものである。加えて、色素体の形質転換は、核においてコー
ドされ、かつ色素体に方向付けられたＲＮＡポリメラーゼの組織優先的な発現による、サ
イレント色素体由来の導入遺伝子のトランス活性化によって達成され得る。このようなシ
ステムは、ＭｃＢｒｉｄｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：７３０１－７３０５に報告されている。
【０１２１】
　形質転換された細胞は、従来法に従って植物へと成長し得る。例えば、ＭｃＣｏｒｍｉ
ｃｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　５：８１－８
４を参照されたい。これらの植物は、成長した後、同じ形質転換株または異なる株によっ
て授粉し、所望の表現型の特性を恒常的に発現するハイブリッドが同定され得る。２世代
以上の成長によって所望の表現型の特性の発現が安定的に維持、かつ継承されることが確
実になり、次に種子が収穫されることで所望の表現型の特性の発現が達成されたことが確
実となる。このように本発明は、本発明のヌクレオチドコンストラクト、例えば本発明の
発現カセットをそのゲノム内に安定的に取り込んだ、形質転換された種子（「トランスジ
ェニック種子」とも称される）を提供する。様々な実施形態によれば、種子は、少なくと
も１の抗真菌剤および／または少なくとも１の殺虫剤、少なくとも１の除草剤および／ま
たは少なくとも１の毒性緩和剤、またはそれらのいずれかの組み合わせによってコートさ
れてよい。
【０１２２】
Ｇ．植物の形質転換の評価
　植物細胞内への異種性の外来ＤＮＡの導入に従い、形質転換または植物ゲノム内への異
種性遺伝子の組み込みが、組み込まれた遺伝子に関連する核酸、タンパク質、および代謝
産物の分析のような、様々な方法によって確認される。
【０１２３】
　ＰＣＲ分析は、土壌に移植する前の早い段階で、形質転換細胞、組織、またはシュート
内に取り込まれた遺伝子の存在を迅速にスクリーニングする方法である（Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ（２００１）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ））。ＰＣＲ
は、関心のある遺伝子またはアグロバクテリウムベクターのバックグラウンドなどに特異
的なオリゴヌクレオチドプライマーを用いて行われる。
【０１２４】
　植物の形質転換は、ゲノムＤＮＡのサザンブロット分析によって確認され得る（上記の
Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ（２００１））。一般には形質転換体から全
ＤＮＡを抽出し、適切な制限酵素で消化した後にアガロースゲルにて分画し、ニトロセル
ロースまたはナイロンメンブレンに転写する。メンブレンまたは「ブロット」に対しては
、次に、標準的な技術（上記のＳａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，２００１）
に従い、例えばプローブとして３２Ｐにより放射性標識した標的ＤＮＡ断片を用いること
で、植物ゲノム内へ導入した遺伝子の取り込みを確認する。
【０１２５】
　ノーザンブロット分析においては、形質転換体の特定の組織からＲＮＡを分離し、ホル
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ムアルデヒドアガロースゲルにて分画した後、当該技術分野において日常的に用いられる
標準的な手順（上記のＳａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ（２００１））に従っ
てナイロンフィルター上にブロットする。次に、当該技術分野において公知の方法（上記
のＳａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ（２００１）に従って、フィルターをＧＤ
Ｃ由来の放射性プローブとハイブリダイズすることにより、本発明のヌクレオチド配列が
コードするＲＮＡの発現を試験する。
【０１２６】
　除草剤耐性タンパク質に存在する１以上のエピトープに結合する抗体を用いた標準的な
手順（上記のＳａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ（２００１））に従うことで、
トランスジェニック植物に対してウェスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、ラテラルフロー試験
、および生化学アッセイなどを行い、除草剤に対する耐性遺伝子によってコードされるタ
ンパク質の存在を決定する。
【０１２７】
　本発明の一態様によれば、本明細書に記載されるＨＰＰＤ遺伝子は、細菌または植物細
胞の形質転換を評価するためのマーカーとして有用である。
【０１２８】
Ｈ．形質転換に対するマーカーとしての使用
　本発明はまた、植物の形質転換法における、本発明のＨＰＰＤをコードする核酸のマー
カー遺伝子としての、またはＨＰＰＤ阻害剤である除草剤への耐性を植物に付与し得るコ
ード配列としての使用、および本発明のＨＰＰＤをコードする核酸配列を含む植物におけ
る１以上のＨＰＰＤ阻害剤の使用に関する。例えば、その全体が参照により本明細書に取
り込まれる米国特許第６，７９１，０１４号を参照されたい。
【０１２９】
　この実施形態では、コンピテント植物細胞が形質転換工程の前に白化するように、前記
細胞の培地中にＨＰＰＤ阻害剤を添加する。白化したコンピテント細胞を、次に、選択マ
ーカーとしてのＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性遺伝子によって形質転換した後、前記選択マ
ーカーがゲノム内に組み込まれた形質転換細胞は緑となることから、選択が可能となる。
このような方法により、形質転換細胞を選択するために必要な時間が短縮され得る。
【０１３０】
　このように本発明の一実施形態は、異種性遺伝子と、選択マーカーとしてのＨＰＰＤ阻
害剤に対する耐性遺伝子とを共に植物細胞内に導入することによって前記植物細胞を形質
転換させるための方法からなり、該方法は、適切な培地中で異種性遺伝子を受け入れるこ
とのできるコンピテント植物細胞を調製および培養すること、およびコンピテント植物細
胞の適切な培地中に適切な量のＨＰＰＤ阻害剤を添加することを含む。次にコンピテント
細胞を異種性遺伝子および選択マーカーによって形質転換した後、異種性遺伝子を含む形
質転換細胞を適切な培地中で成長させて、そこから形質転換体を選択する。形質転換細胞
は、次に稔性の形質転換植物へと再生させることができる。
【０１３１】
Ｉ．植物および植物の部分
　「植物」は、植物全体、植物器官（例えば葉、茎、根など）、種子、植物細胞、繁殖体
、胚およびその子孫を意図する。植物細胞は分化していてよいか、または未分化（例えば
カルス、懸濁培養細胞、プロトプラスト、葉細胞、根細胞、師部細胞、花粉）であってよ
い。本発明は、単子葉植物および双子葉植物を含むがこれらに限定されない、いずれかの
植物種へのポリヌクレオチドの導入のために用いられてよい。関心のある植物の例として
は、トウモロコシ（ｍａｉｚｅ）、モロコシ、コムギ、ヒマワリ、トマト、十字花植物、
コショウ、ジャガイモ、綿、米、大豆、サトウダイコン、サトウキビ、タバコ、オオムギ
、アブラナ、アブラナ属の種、アルファルファ、ライムギ、アワ、ベニバナ、ピーナッツ
、サツマイモ、キャッサバ、コーヒー、ココナツ、パイナップル、柑橘類、ココア、茶、
バナナ、アボカド、イチジク、グアバ、マンゴー、オリーブ、パパイヤ、カシュー、マカ
ダミア、アーモンド、カラスムギ類、野菜類、装飾花類、および針葉樹類が挙げられるが
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、これらに限定されない。
【０１３２】
　野菜類としては、トマト、レタス、緑豆、ライマメ、エンドウマメ、ならびにキュウリ
属のメンバー、例えばキュウリ、カンタロープ、およびマスクメロンが挙げられるが、こ
れらに限定されない。装飾花としては、ツツジ、アジサイ、ハイビスカス、バラ、チュー
リップ、ラッパズイセン、ペチュニア、カーネーション、ポインセチア、およびキクが挙
げられるが、これらに限定されない。農作物植物にもまた関心がもたれるが、例えば、ト
ウモロコシ、モロコシ、コムギ、ヒマワリ、トマト、十字花植物、コショウ、ジャガイモ
、綿、米、大豆、サトウダイコン、サトウキビ、タバコ、オオムギ、アブラナなどが挙げ
られる。
【０１３３】
　本発明は、トウモロコシ、米、オオムギ、カラスムギ類、コムギ、モロコシ、ライムギ
、パイナップル、ヤムイモ、タマネギ、バナナ、ココナツ、およびデーツを含むが、これ
らに限定されない単子葉植物ファミリーのいずれかのメンバーに適している。
【０１３４】
Ｊ．植物の収穫高を増大させる方法
　植物の収穫高を増大させる方法が提供される。該方法は、本発明のＨＰＰＤをコードす
るヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドを含む植物を提供することまたは該ポリヌク
レオチドを植物もしくは植物細胞内に導入すること、該植物またはその種子を耕作地にお
いて成長させること、および前記植物または種子を収穫することを含む。本明細書で定義
される植物の「収穫高」は、植物によって生じる現存量の品質および／または量を指す。
「現存量」は、計測されたいずれかの植物産物を意図する。生じる現存量の増大は、計測
された植物産物の収穫高における何らかの改善を意味する。植物収穫高の増大により、幾
つかの商業的応用が為される。例えば植物葉現存量の増大により、ヒトまたは動物が消費
するための葉菜の収穫高が増大し得る。加えて、葉現存量の増大は、植物由来の医薬品ま
たは工業製品の産生を増大させるために利用可能である。収穫高の増大は統計的に有意な
いずれかの増大を含んでよく、限定はされないが、少なくとも１％の増大、少なくとも３
％の増大、少なくとも５％の増大、少なくとも１０％の増大、少なくとも２０％の増大、
少なくとも３０％、少なくとも５０％、少なくとも７０％、少なくとも１００％、または
それを超える増大が挙げられる。
【０１３５】
　特定の方法では、本発明のＨＰＰＤ配列を含む植物は、有効濃度のＨＰＰＤ除草剤、例
えばＮ（１，２，５－オキサジアゾール－３－イル）ベンズアミド類の分類、Ｎ－（テト
ラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾール－３－イル）アリールカルボキサミド
類、例えば２－クロロ－３－エトキシ－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－
１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミドおよび２－クロロ－３－（メトキシメチル
）－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベ
ンズアミド、トリケトン類、例えばテンボトリオン、スルコトリオン、およびメソトリオ
ンの分類、イソキサゾール類、例えばイソキサフルトールの分類、またはピラゾリネート
類の分類、例えばピラスルホトールおよびトプラメゾン、特にテンボトリオン、スルコト
リオン、トプラメゾン、ビシクロピロン、テフリルトリオン、イソキサフルトール、およ
びメソトリオンから選択されるＨＰＰＤ阻害除草剤からなる群より選択される１以上のＨ
ＰＰＤ阻害除草剤によって処理され、除草剤の使用によって植物の収穫高は改善される。
【０１３６】
　植物または植物の部分に、除草剤に対する耐性を付与する方法もまた提供される。この
ような方法では、本発明のＨＰＰＤをコードするヌクレオチド配列が植物内に導入され、
ポリヌクレオチドの発現によってＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性がもたらされる。この
方法によって産生された植物は、有効濃度の除草剤（例えばＮ（１，２，５－オキサジア
ゾール－３－イル）ベンズアミド類、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（ト
リアゾール－３－イル）アリールカルボキサミド類、例えば２－クロロ－３－エトキシ－
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４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズ
アミドおよび２－クロロ－３－（メトキシメチル）－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（
１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミド、トリケトン類、例えばテン
ボトリオン、スルコトリオン、およびメソトリオンの分類、イソキサゾール類、例えばイ
ソキサフルトールの分類、またはピラゾリネート類の分類、例えばピラスルホトールおよ
びトプラメゾン、特にテンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン
、テフリルトリオン、イソキサフルトール、およびメソトリオンから選択されるＨＰＰＤ
阻害除草剤からなる群より選択される１以上のＨＰＰＤ阻害除草剤）によって処理可能で
あり、除草剤に対する耐性の増大を示す。本出願における除草剤の「有効濃度」は、除草
剤に対して自然に耐性ではなく。また耐性を付与されてもいない植物または植物の部分の
成長を遅延または停止させるために十分な量である。
【０１３７】
Ｋ．耕作地における雑草の防除方法
　したがって本発明は、不要な植物の防除または本発明のＨＰＰＤをコードするヌクレオ
チド配列を含む農作物植物の成長を調節するための方法にも関し、該方法においては、例
えば、Ｎ（１，２，５－オキサジアゾール－３－イル）ベンズアミド類の分類、Ｎ－（テ
トラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾール－３－イル）アリールカルボキサミ
ド類、例えば２－クロロ－３－エトキシ－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル
－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミドおよび２－クロロ－３－（メトキシメチ
ル）－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）
ベンズアミド、トリケトン類、例えばテンボトリオン、スルコトリオン、およびメソトリ
オンの分類、イソキサゾール類、例えばイソキサフルトールの分類、またはピラゾリネー
ト類の分類、例えばピラスルホトールおよびトプラメゾン、特にテンボトリオン、スルコ
トリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン、テフリルトリオン、イソキサフルトール、ま
たはメソトリオンから選択される１以上のＨＰＰＤ阻害除草剤が、植物（例えば単子葉類
もしくは双子葉類の雑草または不要な農業植物のような有害植物）、種子（例えば穀物、
種子、または、塊茎または芽を有するシュート部分のような野菜の繁殖体）、または植物
が成長する区域（例えば栽培区域）へ適用される。これに関連して、例えばＮ（１，２，
５－オキサジアゾール－３－イル）ベンズアミド類の分類、Ｎ－（テトラゾール－４－イ
ル）－またはＮ－（トリアゾール－３－イル）アリールカルボキサミド類、例えば２－ク
ロロ－３－エトキシ－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾー
ル－５－イル）ベンズアミドおよび２－クロロ－３－（メトキシメチル）－４－（メチル
スルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミド、トリ
ケトン類、例えばテンボトリオン、スルコトリオン、およびメソトリオンの分類、イソキ
サゾール類、例えばイソキサフルトールの分類、またはピラゾリネート類の分類、例えば
ピラスルホトールおよびトプラメゾン、特にテンボトリオン、スルコトリオン、トプラメ
ゾン、ビシクロピロン、テフリルトリオン、イソキサフルトール、およびメソトリオンか
ら選択されるＨＰＰＤ阻害除草剤からなる群より選択される１以上のＨＰＰＤ阻害除草剤
の有効濃度を、例えば植え付け前（土壌への取り込みもまた適切である場合に）、発芽前
または発芽後に使用することができ、かつ農作物が自然に耐性であるか、または１以上の
その他の除草剤抵抗性の導入遺伝子の発現を通して抵抗性となるその他の除草剤と併用し
てもよい。例えば米国特許出願公開第２００４／００５８４２７号およびＰＣＴ出願国際
公開第９８／２０１４４号を参照されたい。「有効濃度」は、ＨＰＰＤ阻害剤に耐性の植
物または植物種子に有意に影響することなく、雑草またはその他の非形質転換植物の成長
または拡散を制御する濃度を意図する。当業者は、除草剤の使用が多くの異なった形態を
とり得ること、ならびに種子の植え付けおよび成長過程に先立ち、および／またはそれら
の間を通して、様々な時間において起こり得ることを理解する。「発芽前」使用は、植物
の土壌からの発芽が目に見える前の、関心のある区域（例えば耕作地または栽培区域）で
の除草剤の使用を指す。「発芽後」使用は、植物の土壌からの発芽が目に見えた後の、区
域での除草剤の使用を指す。幾つかの例では、「発芽前」および「発芽後」の用語は関心
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のある区域における雑草に関して用いられ、幾つかの例では、これらの用語は関心のある
区域内の農業植物に関して用いられる。雑草に関して用いられる場合、これらの用語は、
関心のある区域に存在するか、または存在すると考えられる雑草または種の特定の型に対
して用いられ得る。除草剤の「植え付け前の取り込み」は、植え付け前の化合物の土壌中
への取り込みに関する。
【０１３８】
　このように、本発明は耕作地における雑草を防除するための方法を含み、該方法は、本
発明のＨＰＰＤを含む植物またはその種子を耕作地に植え付けること、および前記植物ま
たは前記植物の周囲の区域に、１以上のＨＰＰＤ阻害除草剤を有効濃度にて使用すること
を含む。
【０１３９】
　本発明の一実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤヌクレオチド配列を含む植物（例えば
大豆、綿、トウモロコシ、またはコムギ植物）を植え付けた耕作地は、植物を植え付ける
か、または種子をまく前に、イソキサフルトール（ＩＦＴ）のようなＨＰＰＤ阻害除草剤
によって処理してよく、ＨＰＰＤ阻害剤によって雑草が死滅することで、耕作地は耕す必
要なくきれいになり、続いて、前処理されたこの耕作地に植物の植え付けまたは種まきが
行われる（ＨＰＰＤ阻害除草剤を用いた、焼き払いの応用）。ＩＦＴの残余の活性も、初
期の成長段階で、植物の発芽および成長を雑草との競合から保護し得る。植物がいったん
ある大きさになり、雑草が再びみられるようになると、グルホシネートまたはグリホサー
ト、またはＨＰＰＤ阻害剤、またはＨＰＰＤ阻害剤と別の除草剤、例えばグリホサートと
の混合物が、このような植物が前記除草剤に対して耐性の場合に、発芽後の除草剤として
植物の上部から使用できる。
【０１４０】
　本発明の別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤヌクレオチド配列を含む種子がまか
れた耕作地は、種子がまかれた後ではあるが、植物が発芽する前に、ＩＦＴのようなＨＰ
ＰＤ阻害除草剤によって処理することができる（耕作地は、種まきの前にその他の手段、
典型的にはプラウ、チゼル・プラウ、または播床の準備のような従来の耕作の実践によっ
て雑草の無い状態にすることができる）が、耕作地では除草剤によって死滅した雑草の無
い状態が残余の活性によって維持され、出芽および成長する植物と雑草とが競合しない（
ＨＰＰＤ阻害除草剤の発芽前使用）。植物がいったんある大きさになり、雑草が再びみら
れるようになると、グルホシネートまたはグリホサート、またはＨＰＰＤ阻害剤、または
ＨＰＰＤ阻害剤と別の除草剤、例えばグリホサートとの混合物が、このような植物が前記
除草剤に対して耐性の場合に、発芽後の除草剤として植物の上部から使用できる。
【０１４１】
　本発明の別の実施形態によれば、本発明のＨＰＰＤヌクレオチド配列を含む植物は、ま
かれた種子から出芽した植物の上部からＨＰＰＤ阻害除草剤によって処理することができ
、ＨＰＰＤ阻害剤によって雑草が死滅することで、耕作地は耕す必要なくきれいになるが
、ＨＰＰＤ阻害剤は、植物の上部から使用する発芽後除草剤としてのグリホサートまたは
グルホシネートと共に（例えばスプレータンク内で混合して）、グリホサートまたはグル
ホシネートによる処理の後または前に、植物がこのような除草剤に対して耐性である場合
に使用可能である（ＨＰＰＤ阻害除草剤（単独またはグリホサートとの併用）の発芽後使
用）。
【０１４２】
　ＨＰＰＤ阻害除草剤によって防除可能な、代表的な単子葉類および双子葉類の雑草それ
ぞれの例としては、
　単子葉類有害植物の属としてエギロプス属(Aegilops)、カモジグサ属(Agropyron)、コ
ヌカグサ属(Agrostis)、スズメノテッポウ属(Alopecurus)、セイヨウヌカボ属(Apera)、
カラスムギ属(Avena)、ビロードキビ属(Brachiaria)、スズメノチャヒキ属(Bromus)、ク
リノイガ属(Cenchrus)、ツユクサ属(Commelina)、ギョウギシバ属(Cynodon)、カヤツリグ
サ属(Cyperus)、タツノツメガヤ属(Dactyloctenium)、メヒシバ属(Digitaria)、ヒエ属(E
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chinochloa)、ハリイ属(Eleocharis)、オヒシバ属(Eleusine)、スズメガヤ属(Eragrostis
)、ナルコビエ属(Eriochloa)、ウシノケグサ属(Festuca)、テンツキ属(Fimbristylis)、
アメリカコナギ属(Heteranthera)、チガヤ属(Imperata)、カモノハシ属(Ischaemum)、ア
ゼガヤ属(Leptochloa)、ドクムギ属(Lolium)、ミズアオイ属(Monochoria)、キビ属(Panic
um)、スズメノヒエ属(Paspalum)、クサヨシ属(Phalaris)、アワガエリ属(Phleum)、イチ
ゴツナギ属(Poa)、ツノアイアシ属(Rottboellia)、オモダカ属(Sagittaria)、ホタルイ属
(Scirpus)、セタリア属(Setaria)、モロコシ属(Sorghum)が挙げられ、
　双子葉類雑草の属としてアブチロン属(Abutilon)、アマランサス属(Amaranthus)、ブタ
クサ属(Ambrosia)、アノダ属(Anoda)、ローマカミツレ属(Anthemis)、イワムシロ属(Apha
nes)、ヨモギ属(Artemisia)、ハマアカザ属(Atriplex)、ヒナギク属(Bellis)、センダン
グサ属(Bidens)、ナズナ属(Capsella)、ヒレアザミ属(Carduus)、センナ属(Cassia)、ヤ
グルマギク属(Centaurea)、アカザ属(Chenopodium)、アザミ属(Cirsium)、セイヨウヒル
ガオ属 (Convolvulus)、チョウセンアサガオ属(Datura)、ヌスビトハギ属(Desmodium)、
イヌスイバ属(Emex)、エゾスズシロ属(Erysimum)、トウダイグサ属(Euphorbia)、チシマ
オドリコソウ属(Galeopsis)、コゴメギク属(Galinsoga)、ヤエムグラ属(Galium)、フヨウ
属(Hibiscus)、サツマイモ属(Ipomoea)、ホウキギ属(Kochia)、オドリコソウ属(Lamium)
、マメグンバイナズナ属(Lepidium)、アゼナ属(Lindernia)、シカギク属(Matricaria)、
ハッカ属(Mentha)、ヤマアイ属(Mercurialis)、ザクロソウ属(Mullugo)、ワスレナグサ属
(Myosotis)、ケシ属(Papaver)、アサガオ属(Pharbitis)、オオバコ属(Plantago)、タデ属
(Polygonum)、スベリヒユ属(Portulaca)、キンポウゲ属(Ranunculus)、ダイコン属(Rapha
nus)、イヌガラシ属(Rorippa)、キカシグサ属(Rotala)、ギシギシ属(Rumex)、オカヒジキ
属(Salsola)、キオン属(Senecio)、ツノクサネム属(Sesbania)、キンゴジカ属(Sida)、シ
ロガラシ属(Sinapis)、ナス属(Solanum)、ノゲシ属(Sonchus)、ナガボノウルシ属(Spheno
clea)、ハコベ属(Stellaria)、タンポポ属(Taraxacum)、グンバイナズナ属(Thlaspi)、シ
ャジクソウ属(Trifolium)、イラクサ属(Urtica)、クワガタソウ属(Veronica)、スミレ属(
Viola)、オナモミ属(Xanthium)が挙げられる。
【０１４３】
　限定はされないが、例としてＮ（１，２，５－オキサジアゾール－３－イル）ベンズア
ミド類の分類、Ｎ－（テトラゾール－４－イル）－またはＮ－（トリアゾール－３－イル
）アリールカルボキサミド類、例えば２－クロロ－３－エトキシ－４－（メチルスルホニ
ル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テトラゾール－５－イル）ベンズアミドおよび２－クロ
ロ－３－（メトキシメチル）－４－（メチルスルホニル）－Ｎ－（１－メチル－１Ｈ－テ
トラゾール－５－イル）ベンズアミド、トリケトン類、例えばテンボトリオン、スルコト
リオン、およびメソトリオンの分類、イソキサゾール類、例えばイソキサフルトールの分
類、またはピラゾリネート類の分類、例えばピラスルホトールおよびトプラメゾン、特に
テンボトリオン、スルコトリオン、トプラメゾン、ビシクロピロン、テフリルトリオン、
イソキサフルトール、およびメソトリオンであるＨＰＰＤ阻害除草剤が挙げられる、本発
明において有用なＨＰＰＤ阻害除草剤は、主な生物学的および／または物理化学的パラメ
ータに依存して、様々な方法で処方することができる。可能な処方の例としては、水和剤
（ＷＰ）、水溶剤（ＳＰ）、水溶性濃縮製剤、乳剤（ＥＣ）、エマルション（ＥＷ）、例
えば水中油エマルションおよび油中水エマルション、スプレー溶液、懸濁濃縮製剤（ＳＣ
）、油または水ベースの分散剤、油混和性溶液、カプセル懸濁液（ＣＳ）、ダスト剤（Ｄ
Ｐ）、種子粉衣産物、広範囲の土壌に使用するための顆粒、微粒剤の形態である顆粒（Ｇ
Ｒ）、スプレー顆粒、コートされた顆粒および吸着顆粒、水和性顆粒（ＷＧ）、水溶性顆
粒（ＳＧ）、ＵＬＶ製剤、マイクロカプセル、およびワックスが挙げられる。
【０１４４】
　これらの処方の個々の型は原則的には公知であり、例えばＷｉｎｎａｃｋｅｒ－Ｋｕｃ
ｈｌｅｒ，“Ｃｈｅｍｉｓｃｈｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ”［Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ］，ｖｏｌｕｍｅ　７，Ｃ．Ｈａｎｓｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ　Ｍｕｎｉｃ
ｈ，４ｔｈ　Ｅｄ．１９８６；Ｗａｄｅ　ｖａｎ　Ｖａｌｋｅｎｂｕｒｇ，“Ｐｅｓｔｉ
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ｃｉｄｅ　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ”，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎ．Ｙ．，１９
７３；Ｋ．Ｍａｒｔｅｎｓ，“Ｓｐｒａｙ　Ｄｒｙｉｎｇ”Ｈａｎｄｂｏｏｋ，３ｒｄ　
Ｅｄ．１９７９，Ｇ．Ｇｏｏｄｗｉｎ　Ｌｔｄ．Ｌｏｎｄｏｎに記載されている。
【０１４５】
　必要とされる不活性材料、界面活性剤、溶媒、およびさらなる添加物のような処方用の
助剤もまた公知であり、例えばＷａｔｋｉｎｓ，“Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｉｎｓｅｃ
ｔｉｃｉｄｅ　Ｄｕｓｔ　Ｄｉｌｕｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ”，２ｎｄ　Ｅ
ｄ．，Ｄａｒｌａｎｄ　Ｂｏｏｋｓ，Ｃａｌｄｗｅｌｌ　Ｎ．Ｊ．，Ｈ．ｖ．Ｏｌｐｈｅ
ｎ，“Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｃｌａｙ　Ｃｏｌｌｏｉｄ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ”；２ｎｄ　Ｅｄ．，Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．；Ｃ．Ｍａｒｓｄｅｎ
，“Ｓｏｌｖｅｎｔｓ　Ｇｕｉｄｅ”；２ｎｄ　Ｅｄ．，Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎ
．Ｙ．１９６３；ＭｃＣｕｔｃｈｅｏｎ’ｓ“Ｄｅｔｅｒｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｅｍｕｌ
ｓｉｆｉｅｒｓ　Ａｎｎｕａｌ”，ＭＣ　Ｐｕｂｌ．Ｃｏｒｐ．，Ｒｉｄｇｅｗｏｏｄ　
Ｎ．Ｊ．；Ｓｉｓｌｅｙ　ａｎｄ　Ｗｏｏｄ，“Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｓｕ
ｒｆａｃｅ　Ａｃｔｉｖｅ　Ａｇｅｎｔｓ”，Ｃｈｅｍ．Ｐｕｂｌ．Ｃｏ．Ｉｎｃ．，Ｎ
．Ｙ．１９６４；Ｓｃｈｏｎｆｅｌｄｔ，“Ｇｒｅｎｚｆｌａｃｈｅｎａｋｔｉｖｅ　Ａ
ｔｈｙｌｅｎｏｘｉｄａｄｄｕｋｔｅ”［Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ－ａｃｔｉｖｅ　ｅｔｈｙ
ｌｅｎｅ　ｏｘｉｄｅ　ａｄｄｕｃｔｓ］，Ｗｉｓｓ．Ｖｅｒｌａｇｓｇｅｓｅｌｌ．，
Ｓｔｕｔｔｇａｒｔ　１９７６；Ｗｉｎｎａｃｋｅｒ－Ｋｕｃｈｌｅｒ，“Ｃｈｅｍｉｓ
ｃｈｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ”［Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ］，ｖｏ
ｌｕｍｅ　７，Ｃ．Ｈａｎｓｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ　Ｍｕｎｉｃｈ，４ｔｈ　Ｅｄ．１９８
６に記載されている。
【０１４６】
　これらの処方に基づき、その他の駆除用活性剤、例えば、殺虫剤、ダニ駆除剤、除草剤
、抗真菌剤と共に、かつ毒性緩和剤、肥料および／または制御因子と共に、例えば調合済
またはタンク混合の形態で併用物を調製することも可能である。
【０１４７】
Ｌ．別の植物への本発明の遺伝子の導入方法
　本明細書では、別の植物への本発明のＨＰＰＤヌクレオチド配列の導入方法も提供され
る。本発明のＨＰＰＤヌクレオチド配列またはその断片は、反復選択、戻し交雑、系統育
種、系統選択、集団選択、変異育種、および／または高感度遺伝子マーカー選択によって
第２の植物へ導入することができる。
【０１４８】
　このように一実施形態によれば、本発明の方法は、本発明のＨＰＰＤヌクレオチド配列
を含む第１の植物と、第２の植物とを交雑してＦ１子孫植物を産出すること、および、Ｈ
ＰＰＤ阻害除草剤に耐性であるかまたは本発明のＨＰＰＤヌクレオチド配列を含む、Ｆ１
子孫植物を選択することを含む。該方法は選択した子孫植物と、本発明のＨＰＰＤヌクレ
オチド配列を含む第１の植物とを交雑して、戻し交雑による子孫植物を産出すること、お
よび、ＨＰＰＤ阻害除草剤に耐性であるかまたは本発明のＨＰＰＤヌクレオチド配列を含
む、戻し交雑子孫植物を選択することをさらに含んでもよい。ＨＰＰＤ阻害除草剤に対す
る耐性を評価する方法は、本明細書の他所に記載される。該方法は、これらの工程を１回
以上連続的に反復し、ＨＰＰＤ阻害除草剤に耐性であるかまたは本発明のＨＰＰＤヌクレ
オチド配列を含む、選択された第２の、またはそれを超える戻し交雑子孫植物を産出する
ことをさらに含んでもよい。
【０１４９】
　本発明の方法では、所望の表現型についての植物の選択に関与する、いずれかの育種法
を用いることができる。幾つかの実施形態によれば、Ｆ１植物は、分離されたＦ２世代を
産出するために自家受粉されてもよい。次に、所望の表現型（例えばＨＰＰＤ阻害除草剤
に耐性）を呈する個々の植物を、各世代（Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５など）において、該形質がホ
モ接合性となるかまたは育種集団内部で固定されるまで選択してよい。
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【０１５０】
　第２の植物は、除草剤耐性、昆虫耐性、乾燥耐性、線虫防除された、効率良い水使用、
効率良い窒素使用、改善された栄養値、疾病抵抗性、改善された光合成、改善された繊維
品質、ストレス耐性、改善された再生などのような所望の形質を有する植物であってよい
。第２の植物は、本明細書の他所に記載するエリート体であってもよい。
【０１５１】
　様々な実施形態によれば、植物の部分（植物全体、植物器官（例えば葉、茎、根など）
、種子、植物細胞、繁殖体、胚など）は、得られた交雑体から収穫されてよく、それに由
来する使用（例えば食品、食餌、生物燃料、油、小麦粉、穀粉など）のために、繁殖させ
るかまたは収集される。
【０１５２】
Ｍ．植物産物を得るための方法
　本発明はまた、商品を得るための過程にも関し、該過程は、本発明のＨＰＰＤ配列を含
む農作物由来の穀物を収穫および／または製粉して商品を得ることを含む。農学的および
商業的に重要な産物および／または物質組成物として、限定はされないが、ヒトが消費す
る食品としての使用が意図されたか、またはヒトが消費する組成物および物品における使
用が意図された、動物用の餌、物品、および植物産物、ならびに副生成物、特に、失活し
た穀物／種子から産生された（半）処理製品を含む、失活した種子／穀物製品が挙げられ
、前記産物は、全体のまたは処理された種子または穀物、動物用の餌、コーンミールまた
は大豆かす、トウモロコシ粉または大豆粉、トウモロコシ、コーンスターチ、大豆かす、
大豆粉、フレーク、大豆かすタンパク質濃縮物、大豆タンパク質分離物、組織化大豆タン
パク質濃縮物、化粧品、毛髪手入れ用品、大豆バター、納豆、テンペ、加水分解大豆タン
パク質、ホイップトッピング、ショートニング、レシチン、食用丸大豆（生の、ロースト
した、または枝豆としての）、大豆ヨーグルト、大豆チーズ、豆腐、湯葉、および調理し
た、脱穀した、蒸した、焼いた、または半ゆでにした穀物などであるか、またはこれらを
含むものであり、これらの産物および物質組成物が、このようなヌクレオチド配列を含む
いずれかの植物の特徴として、本明細書に示すヌクレオチド配列および／またはアミノ酸
配列を検出可能な量含む場合、これらの産物および物質組成物は本発明の範囲内にあるこ
とが意図される。
【０１５３】
　以下の実施例は例証を目的とするものであり、限定を目的とするものではない。
【０１５４】
実施例
実施例１：蛍光菌(Pseudomonas fluorescens)ＨＰＰＤ変異体Ｇ３３６Ｗ（ＰｆＧ３３６
Ｗ）の調製およびＨＰＰＤ酵素の動態特性決定
　本明細書に配列番号１として示され、かつ国際公開第２００９１４４０７９号、国際公
開第９６／３８５６７号、およびＲｕｅｔｓｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．（Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．，２０５，４５９－４６６，１９９２）にも記載されるアミノ酸配列をコード
する、天然の蛍光菌ＨＰＰＤヌクレオチド配列（国際公開第２００９１４４０７９号に記
載されるＰｆＨＰＰＤ、１０７７ｂｐ）を、まず開始コドンを提供する発現ベクターｐＫ
Ｋ２３３－２（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）に固有のＮｃｏＩ部位にクローン化した。
【０１５５】
　５’末端において、ＡＴＧのすぐ下流にアラニンアミノ酸をコードする核酸配列および
Ｎ末端ＨＩＳ６－Ｔａｇ（ｃａｔ　ｃａｃ　ｃａｔ　ｃａｃ　ｃａｔ　ｃａｃによりコー
ドされる６×ＨＩＳ（配列番号７７））をコードする核酸配列を挿入した。ＡＴＧの上流
には、制限酵素ＮｃｏＩの認識部位に対応する配列を得るために二つのさらなるシステイ
ンの塩基対を加え、終止コドンの下流には制限酵素Ｘｂａｌの認識部位に対応する配列を
加えた。ＨＩＳ－ＴＡＧをコードする配列を含む、遺伝子に対応するＤＮＡ配列を制限酵
素ＮｃｏＩおよびＸｂａＩによって切断した後、改変した発現ベクターｐＳＥ４２０（Ｒ
Ｉ）ＮＸ（５２６１ｂｐ）内へクローン化した。
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【０１５６】
　クローニングおよび発現ベクターｐＳＥ４２０（ＲＩ）ＮＸ（５２６１ｂｐ）は、Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ（カールスルーエ、独国）のプラスミドｐＳＥ４２０に基づくものであ
る。このベクターの改変には、抗生物質カナマイシンへの耐性を付与し、大部分のスーパ
ーリンカー領域（マルチクローニング部位）を有さないｎｐｔＩＩ遺伝子（ネオマイシン
ホスホトランスフェラーゼ、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，２００１，Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ（Ｔｈｉ
ｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ））の付加が含まれる。
【０１５７】
　該プラスミドは、ｔｒｐ－ｌａｃ（ｔｒｃ）プロモーター、およびすべての大腸菌宿主
株にｌａｃリプレッサーを供給するｌａｃｌｑ遺伝子を有する。ｌａｃリプレッサーはｌ
ａｃオペレーター（ｌａｃＯ）に結合して標的遺伝子の発現を制限するが、この阻害は、
イソプロピルβ－Ｄ－１－チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）を用いた誘導によって減
少させることができる。
【０１５８】
　得られたベクターをｐＳＥ４２０（ＲＩ）ＮＸ－ＰｆＨＰＰＤと称し、大腸菌ＢＬ２１
細胞（Ｍｅｒｃｋ、ダルムシュタット、独国）を形質転換するために用いた。
【０１５９】
　プラスミドｐＳＥ４２０（ＲＩ）ＮＸ－ＰｆＨＰＰＤを、ＰＣＲを介した部位特異的変
異誘発に供し、ＰｆＨＰＰＤ遺伝子の対応部位において規定されたコドンを変化させた。
位置３３６のグリシン（Ｇ）をコードするコドンを、トリプトファン（Ｗ）をコードする
コドンによって置換した。得られた変異体をＰｆＧ３３６Ｗと称し、ベクターｐＳＥ４２
０（ＲＩ）ＮＸ－ＰｆＧ３３６Ｗを得た。
【０１６０】
　ｐＳＥ４２０（ＲＩ）ＮＸ－ＰｆＨＰＰＤまたはｐＳＥ４２０（ＲＩ）ＮＸ－ＰｆＧ３
３６Ｗを含む大腸菌Ｋ－１２　ＢＬ２１内でＨＰＰＤを発現させた。ＯＤが０．５に達す
るまで細胞を増殖させ、次に、ｌａｃリプレッサーに結合して、そのｌａｃオペロンから
の解離を引き起こす１ｍＭ　ＩＰＴＧを用いた誘導によって、ｔｒｐ－ｌａｃ（ｔｒｃ）
プロモーターからの発現を開始させた。発現は２８℃にて１５時間行った。
【０１６１】
　前スターター培養液を調製するため、２ｍＬのＴＢ培地（１００μｇ＊ｍＬ－１のカル
ベニシリン）に５０μＬの大腸菌Ｋ－１２　ＢＬ２１グリセロールストックを植菌した。
前スターター培養液を１４０ｒｐｍで振盪しながら３７℃にて１５時間インキュベートし
た。２００μ１の前培養液を用いてスターター培養（１００μｇ＊Ｌ－１の　を加えた５
ｍＬのＴＢ）を開始し、３７℃にて３時間インキュベートした。
【０１６２】
　メイン培養液を調製するため、４００ｍＬのＴＢ培地（１００μｇ＊ｍＬ－１のカルベ
ニシリン）に４ｍＬのスターター培養液を植菌した。このスターター培養液を１４０ｒｐ
ｍで振盪しながら３７℃にてＯＤ６００が０．５になるまでインキュベートした。次に４
００μｌの１Ｍ　ＩＰＴＧ溶液を加えて組換えタンパク質の発現を誘導した。細胞をこの
ような条件下でさらに増殖させた後、温度を２８℃に低下させて、培養液を１４０ｒｐｍ
で１５時間振盪した。細胞を６０００×ｇ、１５分間４℃にて遠心分離することにより回
収した。次に細胞ペレットを－８０℃にて保管した。
【０１６３】
未変性ＨｉＳ６－ＰｆＨＰＰＤおよびＨｉＳ６－ＰｆＧ３３６Ｗの分離ならびに精製
細胞の溶解
　細菌の細胞壁を構成するペプチドグリカン中のＮ－アセチルムラミン酸とＮ－アセチル
－Ｄ－グルコサミン残基との間の１，４－β結合を切断する酵素であるリゾチームを用い
て、細胞を溶解した。次に細菌細胞の内圧によって細胞膜を破壊した。加えて、タンパク
質を損傷させることなくすべての型のＤＮＡおよびＲＮＡを加水分解するエンドヌクレア
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ーゼであるベンゾナーゼ（登録商標）ヌクレアーゼを含む溶解緩衝液を用いて、細胞ライ
セートの粘度を大きく低下させた。未変性状態の溶解は、氷上で行った。ＱＩＡＥＸＰＲ
ＥＳＳ（登録商標）Ｎｉ－ＮＴＡ　Ｆａｓｔ　Ｓｔａｒｔ　キットをユーザーマニュアル
の指示に従って用いることで、Ｈｉｓ６－タグ化タンパク質を精製した。
【０１６４】
固定化金属イオンアフィニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）によるＨｉｓ６－タグ
化タンパク質の精製
　溶解反応の遠心分離後に得た清澄な細胞ライセート（１０ｍＬ）をＱＩＡＥＸＰＲＥＳ
Ｓ（登録商標）Ｎｉ－ＮＴＡ　Ｆａｓｔ　Ｓｔａｒｔ　キットのＮｉ－ＮＴＡ　Ｆａｓｔ
　Ｓｔａｒｔ　カラム（Ｑｉａｇｅｎ、ヒルデン、独国）に負荷し、取扱説明書に従って
精製した。Ｈｉｓ６－タグ化タンパク質を、２．５ｍＬの溶出緩衝液によって溶出した。
【０１６５】
ゲル濾過によるＨＰＰＤ溶液の脱塩
　２．５ｍＬの溶出緩衝液によってＮｉ－ＮＴＡ　Ｆａｓｔ　Ｓｔａｒｔ　カラムから溶
出したＨＰＰＤ溶液を、ユーザーマニュアルの指示に従ってＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５
　ＰＤ－１０カラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、フライブルク、独国）にアプライし
た。ゲル床に全試料を入れた後、３．５ｍＬの保存緩衝液によって溶出した。
【０１６６】
　脱塩カラムから溶出したＨＰＰＤ溶液を、１ｍＬの一定分量で、－８０℃にて凍結した
。
【０１６７】
ブラッドフォードタンパク質アッセイを用いたＨＰＰＤタンパク質濃度の決定
　標準的なブラッドフォードアッセイ（Ｂｒａｄｆｏｒｄ，（１９７６），Ａｎａｌ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ　７２：２４８－２５４）を用いてタンパク質濃度を決定した。
【０１６８】
ＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いたＨＰＰＤ溶液の純度の決定
　ゲルＮＵＰＡＧＥ（登録商標）Ｎｏｖｅｘ　４～１２％ビス－トリスゲル（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ、カールスルーエ、独国）を用いたＳＤＳ－ＰＡＧタンパク質ゲル電気泳動に
よって、溶出したタンパク質の完全性を調べ、おおよそ約１０μｇのタンパク質を負荷し
た。１～１０μｌのタンパク質溶液に１０μｌのレムリサンプルバッファーを加え、混合
物を９０℃にて１０分間インキュベートした。短い遠心分離工程の後、全混合物を、ＮＵ
ＰＡＧＥ（登録商標）ＭＯＰＳ　ＳＤＳランニングバッファー（２０×溶液からｄｄＨ２

Ｏによって希釈した）を満たしたＸＣＥＬＬ　ＳＵＲＥＬＯＣＫ（商標）Ｎｏｖｅｘ　Ｍ
ｉｎｉ－Ｃｅｌｌ　ｇｅｌ　ｃｈａｍｂｅｒ内で予め固定化したＳＤＳゲルのスロット内
へ負荷した。ゲルチャンバーに１５０ボルテージを１時間適用した。タンパク質バンドを
染色するため、クマシーブリリアントブルー　Ｒ－２５０染色液中にゲルを浸した。ポリ
アクリルアミドゲルの脱染のため、これをクマシーブリリアントブルー　Ｒ－２５０脱染
液中に、白いゲルに青のタンパク質バンドが現れるまで浸した。
【０１６９】
実施例２：ＨＰＰＤ酵素であるＰｆＨＰＰＤおよびＰｆＧ３３６Ｗの動態特性およびＨＰ
ＰＤ阻害剤に対する耐性
　標準的な分光光度アッセイ（その全体が参照により本明細書に取り込まれる国際公開第
２００９／１４４０７９号に記載される）によって、ＨＰＰＤ活性を調べた。
【０１７０】
ＨＰＰＤのｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける動態特性の決定
　ＨＰＰＤ活性を測定するためにＨＰＬＣアッセイを用い、異なるＨＰＰＤ酵素調製物に
ついてはＫｍ、Ｖｍａｘ、およびｋｃａｔ値を、および異なるＨＰＰＤ阻害剤については
Ｋｉ、Ｋ１＝Ｋｏｎ、およびＫ１＝Ｋｏｆｆを決定したか、または決定することができる
。１ｍｌの１５０ｍＭ　トリス－ＨＣｌ緩衝液　ｐＨ７．８中のアッセイ混合物には、１
０ｍＭ　アスコルビン酸ナトリウム、６５０単位のウシカタラーゼ（Ｓｉｇｍａ　Ｃ３０
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，０００単位／ｍｇ）、ならびに適切な量のＨＰＰ、精製ＨＰＰＤ酵素、およびＨＰＰＤ
阻害剤が含まれる。Ｋｍ、Ｖｍａｘ、およびｋｃａｔ値を決定するために、アッセイ混合
物中のＨＰＰ濃度は１０ないし４００μΜに変動した。Ｋｉ、Ｋ１＝Ｋｏｎ、およびＫ１

＝Ｋｏｆｆ値を決定するために、２ｍＭ　ＨＰＰを使用したか、または使用することがで
きる。すべてのアッセイは、アッセイ混合物へのＨＰＰＤ酵素の添加によって開始し、０
ないし２４０秒の一連の時間に、２００μｌの反応混合物を、２０μｌの１０％過塩素酸
を含む反応アッセイ管内に加えることによって終了した。沈殿したタンパク質は、１０，
０００ｇにて５分間遠心分離することによってペレット化した。１００μｌの上清を、１
０％メタノール、０．１％トリフルオロ酢酸（緩衝液Ａ）によって平衡化した２５０×４
ｍｍ　Ｋｎａｕｅｒ（ベルリン、独国）Ｅｕｒｏｓｐｈｅｒ　１００－５　Ｃ１８カラム
に負荷した。カラムは、緩衝液Ａによる４分間の洗浄、続いて９５％メタノールによる３
分間の洗浄、および緩衝液Ａによるさらなる２分間の洗浄を用いて、１．５ｍｌ／分で溶
出した。ＨＧＡ（ホモゲンチジン酸）およびＨＰＰ（ヒドロキシフェニルピルビン酸）の
溶出を、２９２ｎｍにてモニターした。ＨＧＡは５分あたりで溶出し、ＨＰＰはそれより
も遅く溶出した。ＨＧＡ濃度に対するＨＧＡピークの２９２ｎｍにおける吸光度を較正す
るため、ＨＧＡ濃度の標準的な一組を用いて検量線を描いた。
【０１７１】
　ＫｍおよびＶｍａｘ値を決定するために、ＩＤ　Ｂｕｓｉｎｅｓｓ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｓ　Ｌｔｄ．（ｗｗｗ．ｉｄｂｓ．ｃｏｍ）ＸＬｆｉｔソフトウェアスイートを用いて、
異なる基質濃度におけるＨＰＰＤ反応の初速度を、生成したＨＧＡの時間に対するプロッ
トから決定した後、定常反応状態の酵素に対するミカエリス・メンテン式に適用した。Ｋ

ｉ、Ｋ１＝Ｋｏｎ、およびＫ１＝Ｋｏｆｆ値を決定するために、異なる阻害剤濃度におけ
るＨＰＰＤ反応の経時変化を、ＩＤ　Ｂｕｓｉｎｅｓｓ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　Ｌｔｄ．
ＸＬｆｉｔソフトウェアスイートを用いて、強固に結合した阻害剤に対する競合阻害であ
る機序Ａについての方程式（Ｃｈａ，Ｓ．（１９７５）Ｔｉｇｈｔ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｉ
ｎｈｉｂｉｔｏｒｓ－１．Ｋｉｎｅｔｉｃ　ｂｅｈａｖｉｏｕｒ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　２４，２１７７－２１８５）に適用した。
【０１７２】
表１：ＨＰＰＤ酵素（ＰｆＨＰＰＤおよびＰｆＧ３３６Ｗ）の動態特性
　下の表１に示す「Ｋｍ」（ミカエリス・メンテン定数）は、酵素の性質決定に用いられ
る動態パラメータを意味し、反応の最大速度の半分の速度をもたらす基質濃度として定義
される。Ｋｍはさらに、反応速度がその最大値の半分（Ｖｍａｘ／２）に達する際の基質
濃度として定義され、ここではＶｍａｘが反応の最大速度を意味する。
【０１７３】
　Ｋｏｎ＝Ｋ１は、酵素－基質の結合の会合速度定数を表し、Ｋｏｆｆ＝Ｋ１は、酵素－
阻害剤複合体の解離の速度定数を表す。Ｋｉは阻害定数を表す。酵素の特異的活性を決定
するために、試料をインキュベートして、反応を２４分後に停止させた。特異的活性をタ
ンパク質のμｇによって推定した。
【０１７４】
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【表１】

【０１７５】
　表１は、野生型細菌ＨＰＰＤ（ＰｆＨＰＰＤ）と変異ＨＰＰＤ（ＰｆＧ３３６Ｗ）との
間で、動態パラメータであるＫｍおよびＫｃａｔに有意差は見られなかったことを示す。
しかしながら変異体では、野生型タンパク質に比較して特異的活性が有意に低下している
。
【０１７６】
数種のＨＰＰＤ阻害剤の存在下での、ＨＰＰＤ活性の決定
　これに関連して、ｐＩ５０値は、モル濃度での、酵素活性の５０％を阻害するために必
要な阻害剤濃度のｌｏｇ値を表す。
【０１７７】
　ＨＰＰＤ阻害剤に対するｐＩ５０値は、国際公開第２００９／１４４０７９号に詳細に
記載される、２ｍＭに固定したＨＰＰ濃度および３分間に固定したインキュベーション時
間によるアッセイを行い、ＩＤ　Ｂｕｓｉｎｅｓｓ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　Ｌｔｄ．ＸＬ
ｆｉｔソフトウェアスイートを用いて作成した、阻害剤濃度に対するＨＰＰＤ活性の用量
反応プロットから決定した。
【０１７８】
　分光光度法を用いてＰｆＨＰＰＤおよびＰｆＧ３３６Ｗ酵素のｐＩ５０を測定した。以
下に挙げる幾つかのＨＰＰＤ阻害剤、テンボトリオン、ジケトニトリル、メソトリオンに
対する耐性を測定した。記号「＞」は、値が表示するものよりもはるかに大きかったが、
試験した阻害剤の濃度の範囲内（５．０×ｌ０－６、１．０×ｌ０－５、２．５×ｌ０－

５、４．０×ｌ０－５、７．０×ｌ０－５、１．０×ｌ０－４、２．０×ｌ０－４、およ
び５．０×ｌ０－４Ｍ）では正確に算出できなかったことを意味する。本実験において、
読み取りは実験開始の２４分後に行った。結果を表２に示す。
【０１７９】

【表２】

【０１８０】
　ＨＰＰＤ酵素のｐＩ５０もまた、ＨＰＬＣに基づいた方法を用いて測定した。ＨＰＰＤ
阻害剤であるテンボトリオン、ジケトニトリル、およびメソトリオンに対する耐性を測定
した。本実験において、測定は実験開始の３分後に行った。結果を表３に示す。
【０１８１】
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【表３】

【０１８２】
　ＨＰＰＤ活性、およびＨＰＰＤ阻害剤に対するＨＰＰＤ耐性を測定する別の方法では、
全量１ｍｌ中に２００ｍＭ　トリス－ＨＣｌ　ｐＨ７．６、１０ｍＭ　アスコルビン酸塩
、２０μΜ　ＦｅＳＯ４、６５０単位のカタラーゼ、８μｇ　ＨＧＡジオキシゲナーゼ（
ＨＧＡ：ホモゲンチジン酸）、および１０～１００μΜ　ＨＰＰを含む溶液中に、適切な
量のＨＰＰＤを加えることによって、室温にてＨＰＰＤ活性を測定した。反応初速度は、
マレイルアセト酢酸の生成による、３１８ｎｍにおける吸光度の増大から決定した（ε３

１８＝１１，９００Ｍ－１ｃｍ－１）。ＫｍおよびＶｍａｘ値は、ＩＤ　Ｂｕｓｉｎｅｓ
ｓ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　Ｌｔｄ　Ｘｌｆｉｔバージョン５．１．０．０ソフトウェアス
イートのモデル３５０を用いて、異なるＨＰＰ濃度において決定したＨＰＰターンオーバ
ーの初速度をミカエリス・メンテン式に適用することによって決定した。この方法はＨＧ
Ｄアッセイと称される。
【０１８３】
　ＨＰＰＤ酵素のｐＩ５０もまた、ＨＰＰＤ共役アッセイを用いて測定し（ＨＧＤ；Ｐｆ
ＨＰＰＤおよびＰｆＧ３３６Ｗ）、ＨＰＰＤ阻害剤であるテンボトリオン、ジケトニトリ
ル、およびメソトリオンに対する、それぞれの耐性を測定した。結果を表４に示す。
【０１８４】
【表４】

【０１８５】
　表２、３、および４では、蛍光菌由来のＨＰＰＤの位置３３６における変異により、数
種のＨＰＰＤ阻害剤に対するＨＰＰＤの耐性が有意に増大したことが明らかである。
【０１８６】
実施例３：第一世代の点変異体ライブラリー
　ＰｆＧ３３６Ｗ変異体の位置１６をさらに変異させた。これらの位置の無作為化は、Ｑ
ＵＩＫＣＨＡＮＧＥＲ　ｌｉｇｈｔｎｉｎｇキットを用いて行った。ライブラリーの理論
上の多様性は約３００であった。変異体をプールして、ＤＨ５アルファ大腸菌細胞を形質
転換した。個別の６００クローンについて、ＨＰＰＤ阻害剤であるテンボトリオン（ＴＢ
Ｔ）に対する耐性をスクリーニングした。クローンは、カナマイシンを加えたＬＢ培地中
で、３７℃の振盪機内にてＯＤ６００ｎｍが０．３に達するまで増殖させた。次に培養を
３０℃に切り換え、さらに１７時間インキュベートした。培養液を遠心分離した後、細胞
ペレットを１０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ／ＫＯＨ　ｐＨ７．６、４ｍＭ　ＭｇＣ１２、１ｍＭ　
ＤＴＴ中に再懸濁させた。ビーズ破砕によって細胞を溶解し、遠心分離後に可溶性の細胞
抽出物を得た。
【０１８７】
　変異体は、茶色アッセイ（ｂｒｏｗｎ　ｃｏｌｏｒ　ａｓｓａｙ）を用いて分析した。
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具体的には、９６ウェルフォーマット内で、ＬＢ寒天、カナマイシン、５ｍＭ　チロシン
、４２ｍＭ　コハク酸塩、およびＨＰＰＤ阻害剤を含む固形培地上にＨＰＰＤ抽出物をス
ポットすることにより、ＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性をアッセイした。最初のスクリーニ
ングでは、２５０μＭのテンボトリオンを含むプレート上に、２０μｌの抽出物を三通り
にスポットした。プレートをａｉｒｐｏｒｅ　ｔａｐｅで覆い、３７℃にてインキュベー
トした。２４時間後、ＰｆＧ３３６Ｗを含む試料と比較して、茶色色素の生成を視覚的に
観察した。ＴＢＴの存在下で色素の生成を増大させた変異体を、２５０μＭ　ＴＢＴ、お
よびイソキサフルトール（ＩＦＴ）の２５０μＭ　ジケトニトリル（ＤＫＮ）活性化合物
によって再アッセイした。再び阻害剤耐性の改善を示したそれらの変異形を再び発現させ
、改善の範囲を決定するために、抽出物の用量を２５０μＭ　ＴＢＴおよび２５０μＭ　
ＤＫＮにおいて漸増させた。抽出物試料に対してはＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分析も行い、
含まれるＨＰＰＤタンパク質の量が等しいことを確認した。
【０１８８】
　用量の漸増により、変異形ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ３３（配列番号６）のＴＢＴおよびＤＫ
Ｎに対する耐性は、ＰｆＧ３３６Ｗに比較して４倍改善されていることが示された。この
変異形では、ＰｆＧ３３６Ｗに比較すると、位置３３５のグルタミン酸がプロリンに置換
されている。この変異は、活性部位へのゲートとして作用するｃ末端のアルファヘリック
スに位置する。
【０１８９】
実施例４：第二世代置換ライブラリーのスクリーニング
　最初に生成した変異形のうち最良の作用を示した変異形の配列を解析し、位置３３５、
３３６、３３９、３４０を組み合わせた領域において、第二世代置換ライブラリーを作製
した。このライブラリーの理論上の多様性は約６４０であった。実施例３に記載したよう
に、スクリーニングを行った。位置１８８、１８９、および１９０を標的とする、別の第
二世代置換ライブラリーを作製し、茶色アッセイ（ｂｒｏｗｎ　ｃｏｌｏｒ　ａｓｓａｙ
）を用いて測定した。
【０１９０】
　用量を漸増したデータにより、変異形ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ３６（配列番号７）のＴＢＴ
およびＤＫＮに対する耐性は、ＰｆＧ３３６Ｗに比較して１６倍改善されていることが示
された。ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ３３に比較した場合では、該耐性は４倍改善されていた。再
びタンパク質発現をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析すると、変異形が発現するＨＰＰＤタ
ンパク質の量は等しいことが確認された。ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ３６では、ＰｆＧ３３６Ｗ
に比較すると、位置３３５のグルタミン酸がセリンに置換され、位置３３６のトリプトフ
ァンがセリンに置換され、位置３３９のリジンがスレオニンに置換され、かつ位置３４０
のアラニンがグルタミンに置換されている。
【０１９１】
　用量を漸増したデータにより、変異形ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ３７（配列番号３）のＴＢＴ
およびＤＫＮに対する耐性は、ＰｆＧ３３６Ｗに比較して改善されていることが示された
。ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ３７では、ＰｆＧ３３６Ｗに比較すると、位置１８８のアラニンが
トリプトファンに置換されている。ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分析を行うと、変異形の間で
ＨＰＰＤの発現量に違いは無いことが確認された。
【０１９２】
　用量を漸増した以下のデータは、変異形ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ４０（配列番号８）のＴＢ
ＴおよびＤＫＮに対する耐性が、ＰｆＧ３３６Ｗに比較して改善されていることを示して
いる。ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分析を行うと、変異形の間でＨＰＰＤの発現量に違いは無
いことが確認された。
【０１９３】
　変異体はまた、ＨＰＰＤを発現する大腸菌細胞全部を様々なＨＰＰＤ阻害剤を含む培地
にまくことによっても試験した。このような実験のために、ＨＰＰＤの発現プラスミドを
含むＤＨ５アルファ細胞を、ＬＢ培地＋カナマイシン中でＯＤ６００ｎｍ＝０．５に達す
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０値に対応するように、細胞をＬＢ培地＋カナマイシン中で連続希釈した。それぞれの希
釈液の１０マイクロリットルを、ＨＰＰＤ阻害剤を含まないか、または２５０μＭ　ＴＢ
Ｔ、２５０μＭ　ＤＫＮ、または２５０μＭ　メソトリオン（ＭＳＴ）を含むプレートに
三通りにまいた。プレートを３７℃にて１８時間インキュベートした。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
による分析を行うと、変異形の間でＨＰＰＤの発現量に違いは無いことが確認された。
【０１９４】
　このアッセイでは、ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ４０およびＰｆＨＰＰＤＥｖｏ４１（配列番号
１６）のＴＢＴおよびＭＳＴに対する耐性が、ＰｆＧ３３６Ｗに比較して改善されている
ことが示された。
【０１９５】
実施例５：置換変異体の酵素的な分析
　ＰｆＨＰＰＤ酵素の動態活性を幾つかの置換変異体と比較した結果を、以下の表５に示
す。「Ｋｍ」（ミカエリス・メンテン定数）は、酵素の性質決定に用いられる動態パラメ
ータを意味し、反応の最大速度の半分の速度をもたらす基質濃度として定義される。Ｋｍ

はさらに、反応速度がその最大値の半分（Ｖｍａｘ／２）に達する際の基質濃度として定
義され、ここではＶｍａｘが反応の最大速度を意味する。
【０１９６】
　酵素の特異的活性を決定するために、試料をインキュベートして、反応を２４分後に停
止させた。特異的活性をタンパク質のμｇによって推定した。
【０１９７】
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【表５】

【０１９８】
　分光光度法を用いて、蛍光菌ＨＰＰＤ（ＰｆＨＰＰＤ）およびその変異体に由来するＨ
ＰＰＤの特異的活性を測定した。試料をインキュベートして、反応を２４分後に停止させ
た。特異的活性をタンパク質のμｇによって推定した。
【０１９９】



(56) JP 6557142 B2 2019.8.7

10

20

30

40

【表６】
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【０２００】
　表６に示すように、酵素の野生型と大半の変異体との間に活性の有意差はみられなかっ
た。したがって、観察された耐性は酵素に固有の特性であり、４－ヒドロキシフェニルピ
ルビン酸のホモゲンチジン酸への変換の機能障害または活性の遅延によるものではないと
考えられる。
【０２０１】
　ジケトニトリル（イソキサフルトールの活性型）およびメソトリオンに対する耐性もま
た、分光光度アッセイを用いて測定した。値はｐＩ５０を表す。「＞」は、値がこのアッ
セイの測定範囲外であることを意味する（例えば、酵素がその後に示す値よりもさらに感
受性であった場合）。
【０２０２】
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【０２０３】
　テンボトリオン、ジケトニトリル（イソキサフルトールの活性型）、およびメソトリオ
ンに対する耐性もまた、ＨＰＬＣに基づいたアッセイを用いて測定した。値はｐＩ５０を
表す。「＞」は、値がこのアッセイの測定範囲外であることを意味する（例えば、酵素が
その後に示す値よりもさらに感受性であった場合）。
【０２０４】
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【表８】

【０２０５】
　表８に示すように、幾つかのＨＰＰＤ変異体が、テンボトリオン、ジケトニトリル（イ
ソキサフルトール）、およびメソトリオンそれぞれに対して耐性の改善を示した。
【０２０６】
　選択したＨＰＰＤ変異体の、テンボトリオン、ジケトニトリル、およびメソトリオンに
対する耐性もまた、ＨＰＰＤ共役アッセイ（実施例２に記載される）を用いて測定した。
値はｐＩ５０を表す。
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【０２０７】
【表９】

【０２０８】
　表９に示すように、試験したいずれのＨＰＰＤ阻害剤に対しても、ＨＰＰＤ変異体は野
生型ＨＰＰＤ酵素に比較して耐性であった。このように本発明には、有意に改善された耐
性を幾つかのＨＰＰＤ阻害剤に対して同時に示す、変異ＨＰＰＤ酵素が含まれる。
【０２０９】
　表１０に挙げるＨＰＰＤ酵素については、国際公開第２０１２／０２８５７９号（その
全体が、特に本明細書の表１０に記載される化合物に関して参照により本明細書に取り込
まれる）に記載される分類の、その他のＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性も測定した。耐性は
、上記のＨＰＰＤ共役アッセイ（ＨＧＤ）を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏにて推定した。値は
ｐＩ５０を表す。
【０２１０】
【表１０】

【０２１１】
　このように、選択された変異体は広範囲のＨＰＰＤ阻害除草剤に対する耐性を示した。
【０２１２】
実施例６：植物体における、ＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性の分析
　グリホサートに対する耐性を付与する遺伝子およびグルホシネートに対する耐性を付与
する遺伝子と共に本発明のＨＰＰＤ阻害剤耐性酵素を発現する大豆植物の、テンボトリオ
ンに対する耐性を試験した。各スプレーの前に、ＤｅＶｒｉｅｓ　Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｓｐ
ｒａｙｅｒを較正した。テンボトリオンを試験するために用いた化学製剤は、ＬＡＵＤＩ
Ｓ（登録商標）ＳＣ製剤であった。スプレー試験は、１８４グラム／ヘクタール、３４．
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５％　ＴＢＴを用いて行った。スプレー後１週間目に耐性を評価した。「＋」の評価は、
活発に成長する組織において完全に白化した植物に割り当てた。「＋＋」の評価は、わず
かに耐性がみられた植物、すなわち最も新しい植物組織はある程度緑であり、完全には白
化していない植物に割り当てた。「＋＋＋」の評価は、スプレーによる効果が非常に少な
かった植物、すなわちある程度の白化または非常にわずかな白化がみられた植物に割り当
てた。これらの試験の結果を表１１に示す。
【０２１３】
【表１１】

【０２１４】
　ＰｆＧ３３６ＷおよびＰｆＨＰＰＤＥｖｏ４１の発現体（それぞれがグリホサートに対
する耐性を付与する遺伝子およびグルホシネートに対する耐性を付与する遺伝子も発現す
る）を耕作地での試行によって評価した。植物には、ｖ２～ｖ３段階において１×グルホ
シネートをスプレーした。グルホシネートによる処理後５日目に、生存した植物に２×テ
ンボトリオン、２×メソトリオン、または２×イソキサフルトールをスプレーし、７日後
に植物毒性を評価した。ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ４１を発現する１８体のうち９体、およびＰ
ｆＧ３３６Ｗを発現する１８体のうち０体が、テンボトリオンを２００ｇ　ａｉ／ｈａに
て発芽後に使用した際の２０％の平均植物毒性よりも少ないか、または同等の植物毒性を
示した。
【０２１５】
　アルゼンチンの耕作地における試行では、１０体のＴ２　ＰｆＨＰＰＤＥｖｏ４１のう
ち５体、および３体のＰｆＧＷ３３６のうち１体が、イソキサフルトールを２１０ｇ　ａ
ｉ／ｈａにて発芽後に使用した際の１８％の最大植物毒性よりも少ないか、または同等の
植物毒性を示した。
【０２１６】
　米国（ミネソタ州）で行った耕作地における試行では、７体のＴ２　ＰｆＨＰＰＤＥｖ
ｏ４１のうち７体、および１１体のＰｆＧＷ３３６のうち１体が、テンボトリオンを２０
０ｇ　ａｉ／ｈａにて発芽後に使用した際の２５％の最大植物毒性よりも少ないか、また
は同等の植物毒性を示した。
【０２１７】
実施例７：その他のＨＰＰＤ酵素変異体の作製
　ＨＰＰＤ活性がピンク／オレンジ色として視覚的に検出可能なアッセイを用いて、ＡＴ
Ｘ２２７１７株およびＡＴＸ１９７４株を同定した。アッセイの感度を改善するため、キ
ノン抑制剤を取り込ませた。キノン抑制剤としては、ＭＢＴＨまたは３－メチル－２－ベ
ンジソチアゾリノンヒドラジンを用いた。フェノール酸化酵素およびＨＰＰＤの両方は、
中間体産物としてキノン化合物を産生するジオキシゲナーゼ酵素であり、これらのキノン
は迅速かつ自発的に電子再構成を行って、さらに安定な下流産物、例えばメラニン（フェ
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ノール酸化酵素の場合）またはホモゲンチジン酸（ＨＰＰＤの場合）を形成し、不溶性と
なる。キノンと複合する場合、ＭＢＴＨ－キノン産物がピンク／オレンジ色となる。ＭＢ
ＴＨ抑制剤の添加によって、アッセイの感度がおおよそ５倍に増大する。
【０２１８】
　株はＬＢ寒天中でおおよそ２４時間増殖させた。細胞を遠心分離によってペレット化し
、１／２量の２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液　ｐＨ７．１に再懸濁した後、ビーズ破砕によ
って溶解した。５０μｌの株抽出物を、円錐底９６ウェルブロック内の、１５０μｌのＭ
ＢＴＨアッセイ混合液に加えた。最終的なアッセイ混合物には、１０ｍＭ　ＭＢＴＨ、０
または１ｍＭ　ヒドロキシフェニルピルビン酸（ＨＰＰ）、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液
　ｐＨ７．１、および０、１０μΜまたは１ｍＭ　テンボトリオン（ＴＢＴ）が含まれた
。スコア化の前に、９６ウェルアッセイブロックを、床型振盪機内で、３０℃、２００ｒ
ｐｍにておおよそ２２時間振盪した。ＡＴＸ２２７１７株およびＡＴＸ１９７４株はＴＢ
Ｔに対する耐性を示した。
【０２１９】
　ＡＴＸ２２７１７株は、米国ノースカロライナ州の土壌試料から分離した緑膿菌(Pseud
omonas aeruginosa)株である。
【０２２０】
　ＡＴＸ１９７４株は、米国ノースカロライナ州の土壌試料から分離したシュードモナス
・アガリシ株(Pseudomonas agarici)である。
【０２２１】
　以下の工程を用いて、株からＨＰＰＤ遺伝子を同定した。
　・株からの全ＤＮＡの調製。全ＤＮＡにはゲノムＤＮＡおよび染色体外ＤＮＡの両方が
含まれる。染色体外ＤＮＡは、様々な大きさのプラスミド、ファージ染色体、および特性
が明らかではないその他の染色体外分子のうちの幾つかまたは全部の混合物を含む。
　・ＤＮＡの配列決定。次世代シーケンシング法によって全ＤＮＡの配列決定を行う。
　・Ｎｅｗｂｌｅｒ、ｐｈｒｅｄＰｈｒａｐｍ、およびＣＬＣを含む様々なソフトウェア
プログラムによるＤＮＡ配列の構築。
　・ＤＮＡおよびタンパク質の相同性アルゴリズムによるＨＰＰＤ遺伝子の同定。
【０２２２】
　Ａｘｍｉ３０５ＨはＡＴＸ２２７１７株から同定された。Ａｘｍｉ３０５Ｈをコードす
るヌクレオチド配列は配列番号６０に示され、アミノ酸配列は配列番号５７に示される。
Ａｘｍｉ３０５Ｈは、米国特許出願公開第２００７００２０６２４号の配列番号２９６９
６に対して９９．７％同一である。
【０２２３】
　Ａｘｍｉ３０９ＨはＡＴＸ１９７４株から同定された。Ａｘｍｉ３０９Ｈをコードする
ヌクレオチド配列は配列番号６１に示され、アミノ酸配列は配列番号５８に示される。Ａ
ｘｍｉ３０９Ｈは、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）受託番号ＹＰ＿３４８６４８に対して９
９．７％同一である。
【０２２４】
　コマモナス・テストステローニ(Comamonas testosteroni)株は、ＨＰＰＤ活性の産物と
してのホモゲンチジン酸の誘導体であるピオメラニンを産生すると報告されていることか
ら（Ｔｕｒｉｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，２００５，Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｔ
ｅ　Ｆｉｅｌｄ　Ｄｅｐｌｏｙｍｅｎｔ　Ｒｅｐｏｒｔ．ＷＳＲＣ－ＴＲ－２００５－０
０４５５）、酵素的に好ましいＨＰＰＤの潜在的な源として選択した。
【０２２５】
　ＢＬＡＳＴ公開データベースの検索により、細菌種コマモナス・テストステローニには
二つの異なるＨＰＰＤが存在することが示された。一つは長さが３６２アミノ酸であり、
もう一つは長さが３７３アミノ酸である。ＢＬＡＳＴデータベースに見出される、コマモ
ナス・テストステローニ株であるＣＮＢ－２、ＫＦ－１、およびＳ４４の報告済のヌクレ
オチド配列に基づき、二つのＨＰＰＤ遺伝子それぞれに対して設計したプライマーを用い
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て、コマモナス・テストステローニゲノムＤＮＡ（ＡＴＣＣＲカタログ番号７００４４１
）をＰＣＲ増幅した。
【０２２６】
　ＰＣＲ産物をＢｓｐＨＩおよびＸｂａＩによって消化し、ＮｃｏＩおよびＸｂａＩによ
って切断したｐＳＥ４２０内にクローン化した。
【０２２７】
　ＢＬＡＳＴサーチによれば、長さが３７３アミノ酸のＨＰＰＤの、ヌクレオチド配列お
よび由来するアミノ酸配列は、報告されているコマモナス・テストステローニＨＰＰＤの
いずれの配列とも一致しないが、コマモナス・テストステローニＳ４４とは９９％同一で
ある。以後、この新規配列をＡｘｍｉ４２８Ｈと称する。Ａｘｍｉ４２８Ｈをコードする
ヌクレオチド配列を配列番号６２に示し、アミノ酸配列を配列番号５９に示す。
【０２２８】
　活性のあるＨＰＰＤ酵素はヒドロキシフェニルピルビン酸をホモゲンチジン酸に変換す
ることから、茶色の色素であるピオメラニンを生成する。この色素の生成は可視化するこ
とができる。Ａｘｍｉ４２８Ｈタンパク質を発現するＤＨ５アルファ細胞を、ＬＢ培地中
で飽和状態に増殖させた後、１０μｌの飽和培養液を、０、０．５、１．０、および２．
０ｍＭのテンボトリオンを含む１００μｌのＬＢ寒天プレート上にスポットした。細胞を
３７℃にておおよそ１６時間さらに増殖させた後、写真撮影を行った。
【０２２９】
　ホモゲンチジン酸１，２－ジオキシゲナーゼ（ＨＧＯ）酵素によるホモゲンチジン酸の
産生に関連するｉｎ　ｖｉｔｒｏ動態アッセイを用いて、Ａｘｍｉ４２８Ｈを動態的にも
特徴付けた。ＨＧＯはホモゲンチジン酸をマレイルアセト酢酸に変換するが、これは３２
１ｎｍにおいてみられる強い吸収によってモニターされる。９６ウェル分光光度計により
、限定された濃度から飽和濃度まで変化させた基質の存在下で、産物のリアルタイムでの
産生を継続的にモニターすることで、標準的なミカエリス・メンテン速度式を用いた酵素
のＫｍの決定が可能になる。様々な濃度の阻害剤テンボトリオンの存在下でのＫｍの変化
をグラフにすることにより、Ｋｉの決定が可能になる。
【０２３０】
　このアッセイのために、形質転換したＤＨ５アルファ細胞を２５０ｒｐｍ、３７℃にて
振盪しながら、培養液のＯＤ６００が０．６～０．７に達するまで増殖させることによっ
てＡｘｍｉ４２８Ｈ酵素を調製した。次に温度を３０℃に低下させ、培養液をおおよそ２
０時間振盪し続けた。細胞培養液を遠心分離によってペレットにした後、ｌ／２０量の２
０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．０、５０ｍＭ　ＮａＣｌ緩衝液に再懸濁した。細胞にＬＹ
ＳＯＮＡＳＥ（商標）（Ｎｏｖａｇｅｎ）を加えて４５分間室温で溶解させた後、－２０
℃にて少なくとも１時間凍結した。細胞抽出物をアッセイの直前に融解し、遠心分離によ
って清澄にした後、様々な濃度の基質および阻害剤、ならびに過剰のＨＧＯ酵素の存在下
で活性を測定した。動態データの分析によって得られた動態定数を以下の表に示す。テン
ボトリオンに対するＡｘｍｉ４２８Ｈの耐性は変異ＰｆＧ３３６Ｗ遺伝子と同等であり、
両方の耐性は未変性の大豆ＨＰＰＤよりも高かった。
【０２３１】
【表１２】
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　本明細書に記載する変異ＨＰＰＤ酵素の幾つかに存在する変異を、Ａｘｍｉ３０５Ｈ、
Ａｘｍｉ３０９Ｈ、およびＡｘｍｉ４２８Ｈを含むその他の未変性のＨＰＰＤ酵素の対応
する位置に導入することで、これら酵素の耐性の改善を試みた。
【０２３３】
　異なるＨＰＰＤタンパク質間の配列同一性を表１３に示す。アラインメントはＡｌｉｇ
ｎＸを用いて行った。
【０２３４】
【表１３】

【０２３５】
　ベクターｐＳＥ４２０内の遺伝子に部位特異的変異を誘発するため、ＱＵＩＫＣＨＡＮ
ＧＥ（登録商標）Ｌｉｇｈｔｎｉｎｇ　ｓｉｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｍｕｔａｇｅｎｅ
ｓｉｓキットを用いた。このアプローチによって作製した変異体によってＢ１２１－ＤＥ
３＊細胞を形質転換させ、ＬＢ培地中で飽和状態まで増殖させた。次に一定分量を、様々
な量のテンボトリオンを含むＬＢ寒天プレート上にスポットした。この方法によれば、プ
レート上でおおよそ２４時間増殖させた後、活性のあるＨＰＰＤ酵素は茶色の色素を生成
する。このアッセイを用いることにより、作製したすべての変異体が、テンボトリオンに
よる阻害に対する抵抗性の高いＨＰＰＤ活性を有することが示された。
【０２３６】
　ＨＰＰＤ共役法を用いて、変異体のテンボトリオン、ジケトニトリル（イソキサフルト
ール）、およびメソトリオンに対する耐性もまた測定した。結果を表１４に示す。「≫」
は、測定の範囲外であるが、その後に示す数値よりもかなり大きな数値であることを意味
する。
【０２３７】
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【表１４】

【０２３８】
　表１４のデータは、本明細書で同定した変異または変異の組み合わせが、導入されたＨ
ＰＰＤタンパク質の性質に関わらず、ＨＰＰＤ阻害剤に対する耐性の改善に効果的に関与
することを示している。
【０２３９】
実施例８：植物発現カセット内へのＨＰＰＤ遺伝子のクローニング
　本明細書に記載するＨＰＰＤ遺伝子それぞれにつき、翻訳領域（ＯＲＦ）は完全長ＤＮ
Ａの鋳型からＰＣＲによって増幅されてよい。ＰＣＲを行う間、各ＯＲＦの末端にＨｉｎ
ｄＩＩＩ制限酵素部位が付加されてもよい。さらに、翻訳効率を増大させるため、遺伝子
の開始コドン直上の５’側に、ヌクレオチド配列ＡＣＣを付加してもよい（Ｋｏｚａｋ（
１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１５：８１２５－８１４８
；Ｊｏｓｈｉ（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１５：６６
４３－６６５３）。ＰＣＲ産物は、ＰＣＲを行った間に変異が導入されていないことを確
認するため、当該技術分野において公知の技術を用いてクローン化および配列決定を行っ
てよい。
【０２４０】
　ＰＣＲ産物を含むプラスミドはＨｉｎｄＩＩＩによって消化されてよく、これによって
未変化のＯＲＦを含む断片が分離され得る。この断片は、プラスミド、例えば米アクチン
プロモーター（ＭｃＥｌｒｏｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｍｏｌｅｃ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎ
ｅｔ．２３１：１５０－１６０）およびＰｉｎＩＩターミネーター（Ａｎ　ｅｔ　ａｌ．
（１９８９）Ｔｈｅ　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　１：１１５－１２２）を含む植物発現ベク
ターであるｐＡＸ２００のＨｉｎｄ　ＩＩＩ部位内へクローン化されてよい。この中間体
プラスミドからのプロモーター－遺伝子－ターミネーター断片は、プラスミドｐＳＢ１１
（日本たばこ産業株式会社）内へサブクローン化してよく、これによって最終的なｐＳＢ
１１ベースのプラスミドが形成される。これらのｐＳＢ１１ベースのプラスミドは、典型
的には、プロモーター－遺伝子－ターミネーターコンストラクトを含むＤＮＡ断片が、Ｋ
ｐｎＩおよびＰｍｅＩのような制限酵素を用いた二重消化によって切り出され、エアロゾ
ルビーム注入によって植物を形質転換するために用いられるように構築される。得られた
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ｐＳＢ１１ベースのクローンの構造は、制限酵素による消化およびゲル電気泳動、ならび
に様々なクローニングジャンクションにまたがった配列決定によって確認され得る。
【０２４１】
　該プラスミドは、プラスミドｐＳＢ１（日本たばこ産業株式会社）を有しているアグロ
バクテリウム・ツメファシエンス株であるＬＢＡ４４０４内へ、当該技術分野において公
知である三親接合の手順を用いて導入した後、スペクチノマイシンを含む培地にまいてよ
い。ｐＳＢ１１ベースのプラスミドクローンはスペクチノマイシン抵抗性ではあるが、宿
主範囲の狭いプラスミドであり、アグロバクテリウム内では複製できない。ｐＳＢ１１ベ
ースのプラスミドを、相同組換えを通して宿主範囲の広いプラスミドであるｐＳＢ１に組
み込むと、スペクチノマイシン抵抗性のコロニーが出現する。ｐＳＢ１とｐＳＢ１１ベー
スのプラスミドとの同時組み込みによる産物は、サザンハイブリダイゼーションによって
確認してよい。同時組み込みされたアグロバクテリウム株は、当該技術分野において公知
の方法、例えばＰｕｒｅｌｎｔｒｏ法（日本たばこ産業株式会社）によって、トウモロコ
シを形質転換させるために用いてよい。
【０２４２】
実施例９：大豆の形質転換
　大豆の形質転換は、当該技術分野において公知の方法、例えば記載されている方法で、
基本的にはＰａｚ　ｅｔ　ａｌ．（２００６），Ｐｌａｎｔ　ｃｅｌｌ　Ｒｅｐ．２５：
２０６に記載される方法によるアグロバクテリウム・ツメファシエンスを介した大豆半種
子外植体の形質転換を用いる方法によって行われる。形質転換体は、選択マーカーとして
イソキサフルトールまたはテンボトリオンを用いて同定した。グリーンシュートの出現を
観察し、除草剤であるイソキサフルトールまたはテンボトリオンに対する耐性の指標とし
て記録した。耐性のトランスジェニックシュートは、イソキサフルトールまたはテンボト
リオンによって処理していない野生型大豆シュートと同等の正常な緑色を示すが、同量の
イソキサフルトールまたはテンボトリオンによって処理した野生型大豆シュートは完全に
白化する。このことは、ＨＰＰＤタンパク質が存在すると、イソキサフルトールまたはテ
ンボトリオンのようなＨＰＰＤ阻害除草剤に対して耐性となることを示している。
【０２４３】
　耐性のグリーンシュートは、発根培地に移されるか、または移植される。根付いた小植
物は、順応期間後に温室へ移される。導入遺伝子を含む植物には、次にＨＰＰＤ阻害除草
剤、例えばテンボトリオンを１００ｇ　ΑΙ／ｈａの比率においてスプレーする。使用後
１０日目に、除草剤の使用による徴候を評価し、同じ条件下で野生型植物に観察される徴
候と比較する。
【０２４４】
実施例１０：綿Ｔ０植物の樹立および選択
　綿の形質転換は、当該技術分野において公知の方法、特に好ましくはＰＣＴ国際公開第
００／７１７３３号に記載される方法を用いて行われる。再生した植物は温室に移される
。順応期間後、十分に成長した植物に、ＨＰＰＤ阻害除草剤、例えば硫酸アンモニウムお
よび菜種油メチルエステルを加えたテンボトリオンを１００ｇ　ＡＩ／ｈａにてスプレー
する。スプレー後７日目に、除草剤を用いた処理による徴候を評価し、同じ条件下で同じ
処理を施した野生型綿植物に観察される徴候と比較する。
【０２４５】
実施例１１：アグロバクテリウムを介した形質転換による、トウモロコシ植物細胞の形質
転換
　受粉後８～１２目に穂を最適な状態で収穫する。穂から胚を分離するが、これらの胚を
形質転換に用いるためには大きさ０．８～１．５ｍｍであることが好ましい。胚盤側を上
にして、胚を適切なインキュベーション培地にまき、暗所で２５℃にて一晩インキュベー
トする。
【０２４６】
　しかしながら本来、胚を一晩インキュベートする必要はない。Ｔｉプラスミドを介した
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移入のため、胚を、本発明のヌクレオチド配列を有する適切なベクターを含むアグロバク
テリウム株に約５～１０分間接触させた後、共培養培地上にまいて、約３日間培養する（
暗所で２５℃）。共培養後、外植体を回復期間用の培地に約５日間移す（暗所で２５℃）
。使用する特定の選択方法の性質および特性に従い、外植体を選択培地中で最長８週間イ
ンキュベートする。選択期間後に得られたカルスを、成熟した体細胞胚の形成が観察され
るまで胚成熟用の培地に移す。次に、得られた成熟体細胞胚を微光下に置き、当該技術分
野において公知の再生過程を開始させる。得られたシュートを発根培地中で根付かせた後
、得られた植物を苗床に移して、トランスジェニック植物として繁殖させる。
【０２４７】
　本明細書で言及したすべての刊行物および特許出願は、本発明に関係する当業者の技術
水準を示すものである。すべての刊行物および特許出願は、刊行物または特許出願それぞ
れが、具体的かつ個別に参照として取り込まれるよう指示された場合と同じ範囲によって
、本明細書に参照として取り込まれる。
【０２４８】
　前述の発明は、明確な理解のための例証および実例を目的としてある程度詳細に記載し
ているが、添付の請求項の範囲内で特定の変更および改変が行われてよいことは明らかで
あろう。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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