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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入された外因性ドナーＤＮＡポリヌクレ
オチドの存在を同定する方法であって、
　ａ．第１の増幅反応において、前記ターゲッティングされたゲノム遺伝子座の近位にハ
イブリダイゼーション条件下で結合する第１の複数のオリゴヌクレオチドを使用して、前
記ターゲッティングされたゲノム遺伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それに
よって、前記ターゲッティングされたゲノム遺伝子座を含む第１のアンプリコンを作製す
ることと、
　ｂ．前記第１のアンプリコンの存在または不在を検出し、前記第１のアンプリコンの不
在が、前記ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内での前記ドナーＤＮＡポリヌクレオ
チドの存在を示すことと
　ｃ．第２の増幅反応において、前記ターゲッティングされたゲノム遺伝子座の近位およ
び前記ドナーＤＮＡポリヌクレオチド内にハイブリダイゼーション条件下で結合する第２
の複数のオリゴヌクレオチドを使用して、前記ゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それによ
って、前記ターゲッティングされるゲノム遺伝子座の少なくとも一部および前記ドナーＤ
ＮＡポリヌクレオチドの少なくとも一部を含む第２のアンプリコンを作製することと、
　ｄ．前記第２のアンプリコンの存在または不在を検出し、前記第２のアンプリコンの存
在が、前記ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内の前記ドナーＤＮＡポリヌクレオチ
ドの存在を示すこととを含み、
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　前記第１または第２の増幅反応が単一のチューブまたはウェルで行われるマルチプレッ
クス反応をさらに含む、方法。
【請求項２】
　ａ．前記第１の増幅反応の結果を定量化することと、
　ｂ．前記第２の増幅反応の結果を定量化することと、
　ｃ．前記第１および第２の増幅反応の結果を比較することと、
　ｄ．前記ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内の前記ドナーＤＮＡポリヌクレオチ
ドの存在または不在を決定し、前記第１のアンプリコンが不在であり、前記第２のアンプ
リコンが存在する場合に、前記ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、前記ターゲッティング
されたゲノム遺伝子座内に挿入されたと確認されることと、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第１および第２の増幅反応の結果を定量化することが、前記第１および第２の増幅
反応の一方または両方のシグネチャープロファイルを作製することを含む、請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　前記シグネチャープロファイルが、融解温度曲線シグネチャープロファイルおよび蛍光
シグネチャープロファイルからなる群から選択される、請求項３に記載のシグネチャープ
ロファイル。
【請求項５】
　前記シグネチャープロファイルが、インターカレーティングＤＮＡ色素から作製される
、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記インターカレーティングＤＮＡ色素が、シアニン色素を含む、請求項５に記載の方
法。
【請求項７】
　前記シアニン色素が、増幅反応において４μＭ未満の濃度で使用される、請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
　前記シアニン色素が、増幅反応において２．７μＭ未満の濃度で使用される、請求項６
に記載の方法。
【請求項９】
　前記シグネチャープロファイルが、蛍光色素から作製される、請求項３に記載の方法。
【請求項１０】
　ａ．前記ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内の前記ドナーＤＮＡポリヌクレオチ
ドを含むトランスジェニック事象を選択することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ゲノム遺伝子座が、部位特異的ヌクレアーゼによって切断される、請求項１に記載
の方法。
【請求項１２】
　前記ヌクレアーゼが、ジンクフィンガーヌクレアーゼを含む、請求項１１に記載の方法
。
【請求項１３】
　前記ヌクレアーゼが、ＴＡＬＥＮまたはＣＲＩＳＰＲヌクレアーゼを含む、請求項１１
に記載の方法。
【請求項１４】
　前記増幅することが、ポリメラーゼ連鎖反応で増幅することを含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項１５】
　前記第２のアンプリコンが、前記ドナーＤＮＡポリヌクレオチドおよび前記ターゲッテ
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ィングされたゲノム遺伝子座の５’接合部を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記第２のアンプリコンが、前記ドナーＤＮＡポリヌクレオチドおよび前記ターゲッテ
ィングされたゲノム遺伝子座の３’接合部を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、少なくとも１種の遺伝子発現カセットを含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記第１または第２の複数のオリゴヌクレオチドまたは両方が、蛍光色素を含む、請求
項１または請求項２に記載の方法。
【請求項１９】
　前記蛍光色素が、ＨＥＸ蛍光色素、ＦＡＭ蛍光色素、ＪＯＥ蛍光色素、ＴＥＴ蛍光色素
、Ｃｙ３蛍光色素、Ｃｙ３．５蛍光色素、Ｃｙ５蛍光色素、Ｃｙ５．５蛍光色素、Ｃｙ７
蛍光色素およびＲＯＸ蛍光色素からなる群から選択される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　ゲノム遺伝子座の破壊を同定する方法であって、
　前記破壊が、外因性ドナーＤＮＡポリヌクレオチドの挿入によるものであり、
　ａ．第１の増幅反応において、前記破壊されたゲノム遺伝子座の近位にハイブリダイゼ
ーション条件下で結合する第１の複数のオリゴヌクレオチドを使用して、前記破壊された
ゲノム遺伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それによって、前記破壊されたゲ
ノム遺伝子座を含む第１のアンプリコンを作製することと、
　ｂ．前記第１のアンプリコンの存在または不在を検出し、前記アンプリコンの不在が前
記ゲノム遺伝子座の前記破壊を示すことと
　ｃ．第２の増幅反応において、前記破壊されたゲノム遺伝子座の近位および前記ドナー
ＤＮＡポリヌクレオチド内にハイブリダイゼーション条件下で結合する第２の複数のオリ
ゴヌクレオチドを使用して、前記破壊されたゲノム遺伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプル
を増幅し、それによって、前記破壊されたゲノム遺伝子座の少なくとも一部および前記ド
ナーＤＮＡポリヌクレオチドの少なくとも一部を含む第２のアンプリコンを作製すること
と、
　ｄ．前記第２のアンプリコンの存在または不在を検出し、前記第２のアンプリコンの存
在が、前記ゲノム遺伝子座の前記破壊を示すことと、
を含み、
　前記第１または第２の増幅反応は、単一のチューブまたはウェルでマルチプレックス形
式で行われる、方法。
【請求項２１】
　ａ．破壊されたゲノム遺伝子座内のドナー挿入の存在を同定することと、
　ｂ．破壊されたゲノム遺伝子座内のドナー挿入を含むトランスジェニック事象を選択す
ることとをさらに含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記ゲノム遺伝子座が、部位特異的ヌクレアーゼによって切断される、請求項２０に記
載の方法。
【請求項２３】
　前記ヌクレアーゼが、ジンクフィンガーヌクレアーゼを含む、請求項２２に記載の方法
。
【請求項２４】
　前記ヌクレアーゼが、ＴＡＬＥＮまたはＣＲＩＳＰＲヌクレアーゼを含む、請求項２２
に記載の方法。
【請求項２５】
　前記増幅することが、ポリメラーゼ連鎖反応で増幅することを含む、請求項２０に記載
の方法。
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【請求項２６】
　前記ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、少なくとも１種の遺伝子発現カセットを含む、
請求項２０に記載の方法。
【請求項２７】
　前記複数のオリゴヌクレオチドまたは両方が、蛍光色素を含む、請求項２０に記載の方
法。
【請求項２８】
　前記蛍光色素が、ＨＥＸ蛍光色素、ＦＡＭ蛍光色素、ＪＯＥ蛍光色素、ＴＥＴ蛍光色素
、Ｃｙ３蛍光色素、Ｃｙ３．５蛍光色素、Ｃｙ５蛍光色素、Ｃｙ５．５蛍光色素、Ｃｙ７
蛍光色素およびＲＯＸ蛍光色素からなる群から選択される、請求項２７に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、２０１２年１２月１３日に出願された米国特許仮出願第６１／７３６８５６
号の優先権を主張する。前記のもの各々の全文の内容は、この参照によりその全文が本明
細書に組み込まれる。
【０００２】
　電子的に提出された配列表への言及
　配列表の認証謄本は、２０１２年１１月２６日に作製され、３，６４０バイトの大きさ
を有し、本明細書と同時に出願された「ＤＮＡ検出方法」と名付けられたファイルととも
にＡＳＣＩＩ形式配列表としてＥＦＳ－Ｗｅｂを介して電子的に提出されている。このＡ
ＳＣＩＩ形式の文書中に含有される配列表は、本明細書の一部であり、その全文が参照に
より本明細書に組み込まれる。
【０００３】
　本開示は、部分的に、植物事象のゲノム遺伝子座をスクリーニングするための方法に関
する。より詳しくは、本開示は、部分的に、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に
破壊を含有する植物事象を検出および同定するためのハイスループット方法に関する。さ
らに、本開示は、部分的に、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入された外因
性ドナーＤＮＡポリヌクレオチドを含有する植物事象を検出および同定するためのハイス
ループット方法に関する。本方法は、部位特異的ヌクレアーゼの使用に起因するターゲッ
ティング方法によって生じる植物事象をスクリーニングするために容易に適用可能である
。
【背景技術】
【０００４】
　植物のターゲッティングされるゲノム修飾は、応用研究および基礎研究両方の長年の、
とらえどころのない目標であった。部位特異的ヌクレアーゼ（ジンクフィンガーヌクレア
ーゼ（ＺＦＮ）、メガヌクレアーゼ、ＣＲＩＳＰＲＳおよびＴＡＬＥＮＳ）によって、ゲ
ノムＤＮＡをターゲッティングし、切断するための方法および組成物が、この目標に到達
するために開発されている。ＺＦＮによるゲノム遺伝子座の部位特異的切断は、例えば、
ターゲッティングされた突然変異誘発を誘導するため、細胞ＤＮＡ配列のターゲッティン
グされた欠失を誘導するため、および所定のゲノム遺伝子座内での外因性ドナーＤＮＡポ
リヌクレオチドのターゲッティングされた組換えを容易にするために使用され得る。例え
ば、米国特許公開第２００３０２３２４１０号、同２００５０２０８４８９号、同２００
５００２６１５７号、同２００５００６４４７４号および同２００６０１８８９８７号な
らびに国際特許公開番号ＷＯ２００７／０１４２７５を参照のこと。それらの開示内容は
、すべての目的のためにその全文が参照により本明細書に組み込まれる。米国特許公開第
２００８０１８２３３２号には、植物ゲノムのターゲッティングされた修飾のための非標
準ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）の使用が記載されており、米国特許公開第２
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００９０２０５０８３号には、植物ＥＰＳＰゲノム遺伝子座のＺＦＮ媒介性のターゲッテ
ィングされた修飾が記載されている。さらに、Moehle et al. (2007) Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 104(9): 3055-3060には、指定のゲノム遺伝子座でのターゲッティングされた
遺伝子付加のために、設計されたＺＦＮを使用することが記載されている。現在のターゲ
ッティングの方法は、通常、少なくとも１種の導入遺伝子ならびに指定のゲノム遺伝子座
と結合および切断するよう設計されている部位特異的ヌクレアーゼ（例えば、ＺＦＮ）を
含有するドナーＤＮＡポリヌクレオチドを用いる、植物組織の同時形質転換を含む。ドナ
ーＤＮＡポリヌクレオチドは、切断されたゲノム遺伝子座内に安定に挿入され、指定のゲ
ノム遺伝子座でのターゲッティングされた遺伝子付加をもたらす。
【０００５】
　残念ながら、ターゲッティングされたゲノム修飾の報告された、観察された頻度は、植
物内のゲノム遺伝子座をターゲッティングすることは、相対的に効率が悪いということを
示す。報告された非効率性のために、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座を含有する
特定の事象を同定するために多数の植物事象のスクリーニングが必要となる。ほとんどの
現在の報告された植物事象分析は、ターゲッティングを確認するための単一の分析法に頼
っており、これは、ターゲッティング頻度の不正確な推定および低い信頼結果につながり
得る。
【０００６】
　したがって、当技術分野では、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座を含有する植物
事象の迅速同定のための、任意選択で、ハイスループット方法として適用可能な、スクリ
ーニング方法が必要である。さらに、ターゲッティングされた遺伝子挿入が、ランダム遺
伝子挿入とともに起こるので、望ましいスクリーニング方法は、ランダム挿入のバックグ
ラウンド内のゲノム遺伝子座のターゲッティングを特異的に同定する。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は以下を提供する。
［１］ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入された外因性ドナーＤＮＡポリヌ
クレオチドの存在を同定する方法であって、
　ａ．第１の増幅反応において、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座の近位にある、
ハイブリダイゼーション条件下で結合する第１の複数のオリゴヌクレオチドを使用して、
ターゲッティングされたゲノム遺伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それによ
って、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座を含む第１のアンプリコンを作製すること
と、
　ｂ．第１のアンプリコンの存在または不在を検出し、第１のアンプリコンの不在が、タ
ーゲッティングされたゲノム遺伝子座内でのドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を示す
ことと
を含む、方法。
［２］ａ．第２の増幅反応において、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座の近位にあ
る、ドナーＤＮＡポリヌクレオチド内の、ハイブリダイゼーション条件下で結合する第２
の複数のオリゴヌクレオチドを使用して、ゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それによって
、ターゲッティングされるゲノム遺伝子座の少なくとも一部およびドナーＤＮＡポリヌク
レオチドの少なくとも一部を含む第２のアンプリコンを作製することと、
　ｂ．第２のアンプリコンの存在または不在を検出し、第２のアンプリコンの存在が、タ
ーゲッティングされたゲノム遺伝子座内のドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を示すこ
とと
をさらに含む、上記［１］に記載の方法。
［３］ａ．第１の増幅反応の結果を定量化することと、
　ｂ．第２の増幅反応の結果を定量化することと、
　ｃ．第１および第２の増幅反応の結果を比較することと、
　ｄ．ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内のドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在
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または不在を決定し、第１のアンプリコンが不在であり、第２のアンプリコンが存在する
場合に、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に
挿入されたと確認されることと、
をさらに含む、上記［２］に記載の方法。
［４］第１または第２の増幅反応が単一のチューブまたはウェルで行われるマルチプレッ
クス反応をさらに含む、上記［３］に記載の方法。
［５］第１および第２の増幅反応の結果を定量化することが、第１および第２の増幅反応
の一方または両方のシグネチャープロファイルを作製することを含む、上記［３］に記載
の方法。
［６］シグネチャープロファイルが、融解温度曲線シグネチャープロファイルおよび蛍光
シグネチャープロファイルからなる群から選択される、上記［５］に記載のシグネチャー
プロファイル。
［７］シグネチャープロファイルが、インターカレーティングＤＮＡ色素から作製される
、上記［５］に記載の方法。
［８］インターカレーティングＤＮＡ色素が、シアニン色素を含む、上記［７］に記載の
方法。
［９］シアニン色素が、増幅反応において４μＭ未満の濃度で使用される、上記［８］に
記載の方法。
［１０］シアニン色素が、増幅反応において２．７μＭ未満の濃度で使用される、上記［
８］に記載の方法。
［１１］シグネチャープロファイルが、蛍光色素から作製される、上記［５］に記載の方
法。
［１２］ａ．ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内のドナーＤＮＡポリヌクレオチド
を含むトランスジェニック事象を選択することをさらに含む、上記［１］に記載の方法。
［１３］上記［１２］に記載のトランスジェニック事象を含む植物。
［１４］双子葉植物である、上記［１３］に記載の植物。
［１５］ダイズ植物、セイヨウアブラナ植物およびワタ植物からなる群から選択される、
上記［１４］に記載の双子葉植物。
［１６］単子葉植物である、上記［１３］に記載の植物。
［１７］トウモロコシ植物、イネ植物およびコムギ植物からなる群から選択される、上記
［１７］に記載の単子葉植物。
［１８］ゲノム遺伝子座が、部位特異的ヌクレアーゼによって切断される、上記［１］に
記載の方法。
［１９］ヌクレアーゼが、ジンクフィンガーヌクレアーゼを含む、上記［１８］に記載の
方法。
［２０］ヌクレアーゼが、ＴＡＬＥＮまたはＣＲＩＳＰＲヌクレアーゼを含む、上記［１
８］に記載の方法。
［２１］増幅することが、ポリメラーゼ連鎖反応で増幅することを含む、上記［１］に記
載の方法。
［２２］第２のアンプリコンが、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドおよびターゲッティング
されたゲノム遺伝子座の５’接合部を含む、上記［２］に記載の方法。
［２３］第２のアンプリコンが、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドおよびターゲッティング
されたゲノム遺伝子座の３’接合部を含む、上記［２］に記載の方法。
［２４］ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、少なくとも１種の遺伝子発現カセットを含む
、上記［１］に記載の方法。
［２５］第１または第２の複数のオリゴヌクレオチドまたは両方が、蛍光色素を含む、上
記［１］または上記［２］に記載の方法。
［２６］蛍光色素が、ＨＥＸ蛍光色素、ＦＡＭ蛍光色素、ＪＯＥ蛍光色素、ＴＥＴ蛍光色
素、Ｃｙ３蛍光色素、Ｃｙ３．５蛍光色素、Ｃｙ５蛍光色素、Ｃｙ５．５蛍光色素、Ｃｙ
７蛍光色素およびＲＯＸ蛍光色素からなる群から選択される、上記［２５］に記載の方法
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。
［２７］ゲノム遺伝子座の破壊を同定する方法であって、
　ａ．第１の増幅反応において、破壊されたゲノム遺伝子座の近位にある、ハイブリダイ
ゼーション条件下で結合する複数のオリゴヌクレオチドを使用して、破壊されたゲノム遺
伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それによって、破壊されたゲノム遺伝子座
を含む第１のアンプリコンを作製することと、
　ｂ．第１のアンプリコンの存在または不在を検出し、アンプリコンの不在がゲノム遺伝
子座の破壊を示すことと
を含む、方法。
［２８］ａ．破壊されたゲノム遺伝子座内のドナー挿入の存在を同定することと、
　ｂ．破壊されたゲノム遺伝子座内のドナー挿入を含むトランスジェニック事象を選択す
ることと
をさらに含む、上記［２７］に記載の方法。
［２９］上記［２８］に記載のトランスジェニック事象を含む植物。
［３０］双子葉植物である、上記［２９］に記載の植物。
［３１］ダイズ植物、セイヨウアブラナ植物およびワタ植物からなる群から選択される、
上記［３０］に記載の双子葉植物。
［３２］単子葉植物である、上記［２９］に記載の植物。
［３３］トウモロコシ植物、イネ植物およびコムギ植物からなる群から選択される、上記
［３２］に記載の単子葉植物。
［３４］ゲノム遺伝子座が、部位特異的ヌクレアーゼによって切断される、上記［２７］
に記載の方法。
［３５］ヌクレアーゼが、ジンクフィンガーヌクレアーゼを含む、上記［３４］に記載の
方法。
［３６］ヌクレアーゼが、ＴＡＬＥＮまたはＣＲＩＳＰＲヌクレアーゼを含む、上記［３
４］に記載の方法。
［３７］増幅することが、ポリメラーゼ連鎖反応で増幅することを含む、上記［２７］に
記載の方法。
［３８］ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、少なくとも１種の遺伝子発現カセットを含む
、上記［２７］に記載の方法。
［３９］複数のオリゴヌクレオチドまたは両方が、蛍光色素を含む、上記［２７］に記載
の方法。
［４０］蛍光色素が、ＨＥＸ蛍光色素、ＦＡＭ蛍光色素、ＪＯＥ蛍光色素、ＴＥＴ蛍光色
素、Ｃｙ３蛍光色素、Ｃｙ３．５蛍光色素、Ｃｙ５蛍光色素、Ｃｙ５．５蛍光色素、Ｃｙ
７蛍光色素およびＲＯＸ蛍光色素からなる群から選択される、上記［３９］に記載の方法
。
［４１］複数の植物細胞に由来するゲノム遺伝子座の破壊を同定する方法であって、
　ａ．第１の増幅反応において、破壊されたゲノム遺伝子座の近位にある、ハイブリダイ
ゼーション条件下で結合する複数のオリゴヌクレオチドを使用して、破壊されたゲノム遺
伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それによって、破壊されたゲノム遺伝子座
を含む第１のアンプリコンを作製することと、
　ｂ．第１の増幅反応の結果を定量化することと、
　ｃ．第２の増幅反応において、破壊されたゲノム遺伝子座の近位にある、ハイブリダイ
ゼーション条件下で結合する複数のオリゴヌクレオチドを使用して、破壊されたゲノム遺
伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それによって、破壊されたゲノム遺伝子座
を含む第２のアンプリコンを作製することと、
　ｄ．第２の増幅反応の結果を定量化することと、
　ｅ．第１および第２の増幅反応の量を比較し、ここで、第１の増幅反応の量が、第２の
増幅反応と比較して、より少ない量の増幅産物を含み、それによって、第１のアンプリコ
ンサンプル中のゲノム遺伝子座の破壊を示すことと
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を含む、方法。
［４２］第１および第２の増幅反応の結果を定量化することが、第１および第２の増幅反
応の一方または両方のシグネチャープロファイルを作製することを含む、上記［４１］に
記載の方法。
［４３］シグネチャープロファイルが、融解温度曲線シグネチャープロファイルおよび蛍
光シグネチャープロファイルからなる群から選択される、上記［４２］に記載のシグネチ
ャープロファイル。
［４４］シグネチャープロファイルが、インターカレーティングＤＮＡ色素から作製され
る、上記［４３］に記載の方法。
［４５］インターカレーティングＤＮＡ色素が、シアニン色素を含む、上記［４４］に記
載の方法。
［４６］シアニン色素が、増幅反応において４μＭ未満の濃度で使用される、上記［４５
］に記載の方法。
［４７］シアニン色素が、増幅反応において２．７μＭ未満の濃度で使用される、上記［
４５］に記載の方法。
［４８］シグネチャープロファイルが、蛍光色素から作製される、上記［４２］に記載の
方法。
［４９］ａ．ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内のドナー挿入の存在を同定するこ
とと、
　ｂ．ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内のドナー挿入を含むトランスジェニック
事象を選択することと
をさらに含む、上記［４１］に記載の方法。
［５０］上記［４９］に記載のトランスジェニック事象を含む植物。
［５１］双子葉植物である、上記［５０］に記載の植物。
［５２］ダイズ植物、セイヨウアブラナ植物およびワタ植物からなる群から選択される、
上記［５１］に記載の双子葉植物。
［５３］単子葉植物である、上記［５０］に記載の植物。
［５４］トウモロコシ植物、イネ植物およびコムギ植物からなる群から選択される、上記
［５３］に記載の単子葉植物。
［５５］ゲノム遺伝子座が、部位特異的ヌクレアーゼによって切断される、上記［４１］
に記載の方法。
［５６］ヌクレアーゼが、ジンクフィンガーヌクレアーゼを含む、上記［５５］に記載の
方法。
［５７］ヌクレアーゼが、ＴＡＬＥＮまたはＣＲＩＳＰＲヌクレアーゼを含む、上記［５
５］に記載の方法。
［５８］増幅することが、ポリメラーゼ連鎖反応で増幅することを含む、上記［４１］に
記載の方法。
［５９］ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、少なくとも１種の遺伝子発現カセットを含む
、上記［４１］に記載の方法。
［６０］複数のオリゴヌクレオチドが蛍光色素を含む、上記［４１］に記載の方法。
［６１］蛍光色素が、ＨＥＸ蛍光色素、ＦＡＭ蛍光色素、ＪＯＥ蛍光色素、ＴＥＴ蛍光色
素、Ｃｙ３蛍光色素、Ｃｙ３．５蛍光色素、Ｃｙ５蛍光色素、Ｃｙ５．５蛍光色素、Ｃｙ
７蛍光色素およびＲＯＸ蛍光色素からなる群から選択される、上記［６０］に記載の方法
。
　一実施形態では、本開示は、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入されたド
ナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を同定する方法であって、第１の増幅反応において、
ターゲッティングされたゲノム遺伝子座の近位にある、ハイブリダイゼーション条件下で
結合する第１の複数のオリゴヌクレオチドを使用して、ターゲッティングされたゲノム遺
伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それによって、ターゲッティングされたゲ
ノム遺伝子座を含む第１のアンプリコンを作製することと、第１のアンプリコンの存在ま
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たは不在を検出し、第１のアンプリコンの不在が、ターゲッティングされたゲノム遺伝子
座内でのドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を示すこととを含む、方法に関する。
【０００８】
　さらなる実施形態では、本方法は、第２の増幅反応において、ターゲッティングされた
ゲノム遺伝子座の近位にある、ドナーＤＮＡポリヌクレオチド内の、ハイブリダイゼーシ
ョン条件下で結合する第２の複数のオリゴヌクレオチドを使用して、ゲノムＤＮＡサンプ
ルを増幅して、ターゲッティングされるゲノム遺伝子座の少なくとも一部およびドナーＤ
ＮＡポリヌクレオチドの少なくとも一部を含む第２のアンプリコンを作製することと、第
２のアンプリコンの存在または不在を検出し、増幅産物の存在が、ターゲッティングされ
たゲノム遺伝子座内のドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を示すこととを含む。
【０００９】
　さらに別の実施形態では、本方法は、第１の増幅反応において、破壊されたゲノム遺伝
子座の近位にある、ハイブリダイゼーション条件下で結合する複数のオリゴヌクレオチド
を使用して、破壊されたゲノム遺伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルを増幅して、破壊さ
れたゲノム遺伝子座を含む第１のアンプリコンを作製することと、第１の増幅反応の結果
を定量化すること、第２の増幅反応において、破壊されたゲノム遺伝子座の近位にある、
ハイブリダイゼーション条件下で結合する複数のオリゴヌクレオチドを使用して、破壊さ
れたゲノム遺伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルを増幅し、それによって、破壊されたゲ
ノム遺伝子座を含む第２のアンプリコンを作製することと、第２の増幅反応の結果を定量
化することと、第１および第２の増幅反応の量を比較し、ここで、第１の増幅反応の量が
、第２の増幅反応と比較して、より少ない量の増幅産物を含み、それによって、第１のア
ンプリコンサンプル中のゲノム遺伝子座の破壊を示すこととを含む、複数の植物細胞に由
来するゲノム遺伝子座の破壊の同定を含む。
【００１０】
　別の実施形態では、本開示は、ゲノム遺伝子座の破壊を同定する方法であって、第１の
増幅反応において、破壊されたゲノム遺伝子座の近位にある、ハイブリダイゼーション条
件下で結合する複数のオリゴヌクレオチドを使用して、破壊されたゲノム遺伝子座を含む
ゲノムＤＮＡサンプルを増幅して、破壊されたゲノム遺伝子座を含む第１のアンプリコン
を作製することと、第１のアンプリコンの存在または不在を検出し、アンプリコンの不在
が、ゲノム遺伝子座の破壊を示すこととを含む、方法を記載する。
【００１１】
　本方法のさらなる実施形態は、第１の増幅反応の結果を定量化することと、第２の増幅
反応の結果を定量化することと、第１および第２の増幅反応の結果を比較することと、タ
ーゲッティングされたゲノム遺伝子座内のドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在または不
在を決定し、第１のアンプリコンが不在であり、第２のアンプリコンが存在する場合に、
ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入され
たと確認されることとを含む。
【００１２】
　一実施形態として、第１または第２の増幅反応は、単一のチューブまたはウェルでマル
チプレックス形式で行われる。
【００１３】
　別の態様では、本開示の実施形態は、第１および第２の増幅反応の一方または両方のシ
グネチャープロファイルを作製することを含む、第１および第２の増幅反応の結果を定量
化することを含む。実施形態の例示的一態様では、シグネチャープロファイルは、融解温
度曲線シグネチャープロファイルおよび蛍光シグネチャープロファイルからなる群から選
択され得る。
【００１４】
　さらなる実施形態は、インターカレーティングＤＮＡ色素または蛍光色素から作製され
たシグネチャープロファイルを含む。ここで、インターカレーティング色素は、ＳＹＴＯ
１３（登録商標）色素などのシアニン色素を含む。一実施形態として、ＳＹＴＯ１３（登
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録商標）色素は、増幅反応において１０μＭ未満、４μＭ未満または２．７μＭ未満の濃
度で使用される。さらなる実施形態では、蛍光色素は、ＨＥＸ蛍光色素、ＦＡＭ蛍光色素
、ＪＯＥ蛍光色素、ＴＥＴ蛍光色素、Ｃｙ３蛍光色素、Ｃｙ３．５蛍光色素、Ｃｙ５蛍光
色素、Ｃｙ５．５蛍光色素、Ｃｙ７蛍光色素およびＲＯＸ蛍光色素からなる群から選択さ
れる。一実施形態では、第１または第２の複数のオリゴヌクレオチドまたは両方は、蛍光
色素を含む。
【００１５】
　実施形態では、本開示は、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内のドナー挿入の存
在を同定し、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内のドナー挿入を含むトランスジェ
ニック事象を選択するための方法および組成物に関する。さらなる実施形態は、トランス
ジェニック事象を含む植物を含む。
【００１６】
　さらなる実施形態は、ダイズ植物、セイヨウアブラナ植物およびワタ植物からなる群か
ら選択される双子葉植物を含み得る。さらに、さらなる実施形態は、トウモロコシ植物、
イネ植物およびコムギ植物からなる群から選択される単子葉植物を含み得る。
【００１７】
　さらなる実施形態は、部位特異的ヌクレアーゼによって切断されるゲノム遺伝子座を含
む。例示的部位特異的ヌクレアーゼは、ジンクフィンガーヌクレアーゼ、メガヌクレアー
ゼ、ＣＲＩＳＰＲまたはＴＡＬＥＮヌクレアーゼまたは任意のその他の部位特異的ヌクレ
アーゼを含み得る。
【００１８】
　別の態様では、本開示の実施形態は、増幅反応を含み、増幅は、ポリメラーゼ連鎖反応
を使用して完了される。
【００１９】
　本開示のさらなる実施形態は、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドおよびターゲッティング
されたゲノム遺伝子座の５’接合部および３’接合部を含むアンプリコンを含む。さらに
、本開示の実施形態は、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドおよびターゲッティングされたゲ
ノム遺伝子座の５’接合部または３’接合部を含むアンプリコンを含む。
【００２０】
　実施形態はまた、少なくとも１種の遺伝子発現カセットを含むドナーＤＮＡポリヌクレ
オチドを含む。
【００２１】
　上記の例示的態様および実施形態に加えて、さらなる態様および実施形態は、以下の説
明の検討によって明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】ターゲッティングされたゲノム遺伝子座を含む植物事象を同定するための分析プ
ロセスを示す図である。
【図２】ターゲッティングされた遺伝子座でのＺＦＮ定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）破壊アッ
セイの結果：事象のサブセットのスクリーニング結果を表す図である。矢印は、検出可能
なｑＰＣＲシグナルの低下によって示されるような、破壊された遺伝子座を有するトラン
スジェニック事象を示す。
【図３】イン－アウトＰＣＲ増幅プロセスを用いて完了されるスクリーニングを表す図で
ある。図３Ａは、導入遺伝子挿入のないターゲッティングされたゲノム遺伝子座（「遺伝
子座」）を表す。イン－アウトＰＣＲは、増幅産物をもたらさない。図３Ｂは、ターゲッ
ティングされた導入遺伝子挿入を有する遺伝子座を表す。イン－アウトＰＣＲは、遺伝子
座の５’末端から２ｋｂのアンプリコンおよび３’末端から１．５ｋｂのアンプリコンを
もたらす。
【図４Ａ】イン－アウトＰＣＲ分析を表す図である。図４Ａは、ＳＹＴＯ１３（登録商標
）色素（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，　Ｃａｒｌｓｂａｄ，　ＣＡ）を使用する増幅反応から
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作成した蛍光シグナルシグネチャープロファイルを表す図であり、これを使用して、陽性
の導入遺伝子挿入事象を同定することができる。
【図４Ｂ】図４Ｂは、陽性対照と比較した、サンプルの増幅反応から作成した融解温度シ
グネチャープロファイルを表し、これを使用して、陽性の蛍光シグナルを確認することが
できる。
【図５】現在開示される主題の破壊アッセイおよびイン－アウトＰＣＲ反応を使用して同
定されたターゲッティングされた事象を示す図である。
【図６】ＺＦＮ破壊アッセイを表す図である。上部の角括弧中に示されるサンプルは、破
壊されたゲノム遺伝子座を含有せず、下部の角括弧中に示されるサンプルは、破壊された
ゲノム遺伝子座を含有する。
【図７】別のＺＦＮ破壊アッセイを表す図である。上部の角括弧中に示されるサンプルは
、破壊されたゲノム遺伝子座を含有せず、下部の角括弧中に示されるサンプルは、破壊さ
れたゲノム遺伝子座を含有する。
【図８】ＥＬＰ遺伝子座領域でのｅＺＦＮ破壊アッセイを表す図である。図８（ａ）は、
ｐＤＡＢ１０５８１８に由来するＴ鎖の組込みによって製造されたＥＬＰを含有するゲノ
ム断片の例示を提供する。この概略図は、破壊アッセイのために使用されるプライマーお
よびプローブ（ＭＡＳ６２１、ＭＡＳ６２２およびプローブＵＰＬ６７）の相対位置を同
定する。図８（ｂ）は、３５４種のｐａｔ陽性事象のスクリーニング結果を提供する。破
壊されたＥＬＰ遺伝子座は、検出可能なｑＰＣＲシグナルの低下によって示される。した
がって、上部の角括弧中に示されるサンプルは、破壊されたＥＬＰゲノム遺伝子座を含有
せず、下部の角括弧中に示されるサンプルは、破壊されたＥＬＰゲノム遺伝子座を含有す
る。
【図９】イン－アウトＰＣＲ分析を表す図である。図９Ａは、ＳＹＴＯ１３（登録商標）
色素（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，　Ｃａｒｌｓｂａｄ，　ＣＡ）を使用する５’ドナー／Ｅ
ＬＰ遺伝子座接合部の増幅反応から作成された融解温度シグナルプロファイルを表し、こ
れを使用して、陽性の導入遺伝子挿入事象を同定することができる。図９Ｂは、ＳＹＴＯ
１３（登録商標）色素（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，　Ｃａｒｌｓｂａｄ，　ＣＡ）を使用す
る３’ドナー／ＥＬＰ遺伝子座接合部の増幅反応から作成された融解温度シグナルプロフ
ァイルを表し、これを使用して、陽性の導入遺伝子挿入事象を同定することができる。
【図１０】ＥＬＰ遺伝子座破壊アッセイにおいて使用するための対応するジンクフィンガ
ーおよび加水分解プローブを有するＺＦ結合配列の例示を提供する図である：ｅＺＦＮ８
ラインは、結合部位配列ＳＢＳ１５５９０およびＳＢＳ１８４７３の間にスペーサーＧＴ
ＧＡＧＡを有する、ｅＺＦＮ８からの活性の検出のためのプローブに相当し；ｅＺＦＮ１
ラインは、結合部位配列、ＳＢＳ１５５９０およびＳＢＳ８１９６の第２のセットの間に
スペーサーＧＴＧＧＡＴを有する、ｅＺＦＮ１からの活性の検出のためのプローブに相当
する。上部の配列は、配列番号３９として提供され、図の下部に示される相補的配列は、
配列番号４０として提供される。
【図１１】正規化されたａａｄ－１（丸中）およびＥＬＰコピー数（さらなる記号で）の
オーバーレイプロットを示す図である。図１１（ａ）は、ｅＺＦＮ１切り取り物と交雑さ
れた１１２５種のサンプルの破壊アッセイ結果を示し：４２５種は、０．０５未満のＥＬ
Ｐコピー数を有し（切断）、９５種は、０．０５～０．４を有する（キメラ）。図１１（
ｂ）は、ｅＺＦＮ８切り取り物と交雑された６９７種のサンプルの破壊アッセイ結果を示
し：４８８種は、０．０５未満のＥＬＰコピー数を有し、１種は、０．０５～０．４を有
する。
【図１２－１】ｅＺＦＮ１（ｐＤＡＢ１０５８２５）およびｅＺＦＮ８（ｐＤＡＢ１０５
８２８）で切断されたＥＬＰゲノム遺伝子座サンプルの配列アラインメントを提供する図
である。ＺＦＮ認識部位の間のポリヌクレオチドスペーサーは、赤色の四角で示される。
ダッシュ記号（－）として示される塩基は、配列の最小１個の失われた塩基に相当する欠
失である。
【図１２－２】ｅＺＦＮ１（ｐＤＡＢ１０５８２５）およびｅＺＦＮ８（ｐＤＡＢ１０５
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８２８）で切断されたＥＬＰゲノム遺伝子座サンプルの配列アラインメントを提供する図
である。ＺＦＮ認識部位の間のポリヌクレオチドスペーサーは、赤色の四角で示される。
ダッシュ記号（－）として示される塩基は、配列の最小１個の失われた塩基に相当する欠
失である。
【図１２－３】ｅＺＦＮ１（ｐＤＡＢ１０５８２５）およびｅＺＦＮ８（ｐＤＡＢ１０５
８２８）で切断されたＥＬＰゲノム遺伝子座サンプルの配列アラインメントを提供する図
である。ＺＦＮ認識部位の間のポリヌクレオチドスペーサーは、赤色の四角で示される。
ダッシュ記号（－）として示される塩基は、配列の最小１個の失われた塩基に相当する欠
失である。
【図１２－４】ｅＺＦＮ１（ｐＤＡＢ１０５８２５）およびｅＺＦＮ８（ｐＤＡＢ１０５
８２８）で切断されたＥＬＰゲノム遺伝子座サンプルの配列アラインメントを提供する図
である。ＺＦＮ認識部位の間のポリヌクレオチドスペーサーは、赤色の四角で示される。
ダッシュ記号（－）として示される塩基は、配列の最小１個の失われた塩基に相当する欠
失である。
【図１２－５】ｅＺＦＮ１（ｐＤＡＢ１０５８２５）およびｅＺＦＮ８（ｐＤＡＢ１０５
８２８）で切断されたＥＬＰゲノム遺伝子座サンプルの配列アラインメントを提供する図
である。ＺＦＮ認識部位の間のポリヌクレオチドスペーサーは、赤色の四角で示される。
ダッシュ記号（－）として示される塩基は、配列の最小１個の失われた塩基に相当する欠
失である。
【図１２－６】ｅＺＦＮ１（ｐＤＡＢ１０５８２５）およびｅＺＦＮ８（ｐＤＡＢ１０５
８２８）で切断されたＥＬＰゲノム遺伝子座サンプルの配列アラインメントを提供する図
である。ＺＦＮ認識部位の間のポリヌクレオチドスペーサーは、赤色の四角で示される。
ダッシュ記号（－）として示される塩基は、配列の最小１個の失われた塩基に相当する欠
失である。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　部位特異的ヌクレアーゼによってターゲッティングされた植物事象の迅速なスクリーニ
ング、同定および特性決定のための新規方法をここで考案した。本方法を使用し、ゲノム
標的遺伝子座が破壊されているかどうかを調べるための第１の増幅反応によって、ゲノム
標的遺伝子座が損なわれていないことを分析することができる。破壊されたゲノム遺伝子
座を含有すると同定される事象を、続いて、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内の
外因性ドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を確認する第２の増幅反応によってスクリー
ニングすることができる。そのようなものとして、多数の植物事象を分析およびスクリー
ニングして、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入されたドナーＤＮＡポリヌ
クレオチドを有する特定の事象を同定および選択することができる。現在開示される主題
は、新規スクリーニング方法を利用して選択された、ヌクレアーゼによってターゲッティ
ングされた植物事象を含む植物および植物細胞をさらに含む。
【００２４】
　部位特異的ヌクレアーゼによるゲノムＤＮＡ切断の結果であるゲノム遺伝子座の破壊に
ついて、植物事象をスクリーニングするための新規方法が、本明細書において実証される
。破壊されたゲノム遺伝子座は、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を含み得るか、ま
たは破壊されたゲノム遺伝子座は、挿入および／または欠失（ＩｎＤｅｌとしても記載さ
れる）を含み得る。方法は、スクリーニングアッセイとして、２種の初期増幅反応を利用
する。第１の増幅反応は、破壊アッセイであり、これでは、ターゲッティングされたゲノ
ム遺伝子座内に挿入されたドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在が、アンプリコンの不在
が、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドがターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に存在す
ることを示す増幅反応によって同定される。第２の増幅反応は、ドナーＤＮＡポリヌクレ
オチドによってターゲッティングされたゲノム遺伝子座の３’および／または５’接合部
配列をスクリーニングするための「イン－アウト」ＰＣＲ増幅反応である。３’および／
または５’接合部配列を含有する増幅産物の存在が、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、
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ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に存在することを示す。
【００２５】
　２種の別個の増幅反応スクリーニングアッセイ、破壊増幅反応およびイン－アウト増幅
反応を配置することによって、多数のターゲッティングされていない事象から、陽性の標
的事象を同定する可能性が大きく高まる。破壊増幅反応は、ハイスループット方法での多
数のサンプルの迅速分析を可能にするよう設計した。さらに、このアッセイは、ターゲッ
ティングされたゲノム遺伝子座内のドナーＤＮＡポリヌクレオチド挿入またはＺＦＮ切断
の両方について事象を同定および特性決定できる。イン－アウト増幅反応は、代替分析ア
プローチを提供する。このアッセイは、３’および５’接合部の存在を同定して、ターゲ
ッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入されたドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を
確認するために使用される。イン－アウト増幅反応は、破壊アッセイにおいて同定された
ターゲッティングされた事象が、ゲノム遺伝子座内に、完全な、全長のターゲッティング
された挿入部分を実際に含有することを確認するために使用され得る。破壊増幅反応が、
イン－アウト増幅反応とともに行われる場合には、まとめられたデータを分析して、ゲノ
ム遺伝子座内のドナーＤＮＡポリヌクレオチドのターゲッティングの制限因子（例えば、
ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内にドナーＤＮＡポリヌクレオチドを含有する事
象をもたらすための制限因子としての、ＺＦＮ切断またはドナー挿入）を調べることがで
きる。様々な方法論を有する２種の異なるスクリーニングアッセイを利用することで、タ
ーゲッティングされたゲノム遺伝子座内にドナーＤＮＡポリヌクレオチドを含有する、タ
ーゲッティングされた事象を見出す見込みが増大する。さらに、開示される方法は、次い
で、その他の分子確認法によってさらに分析され得るサンプルのサブセットの、迅速かつ
効率的な同定を可能にするハイスループットアッセイとして配置され得る。開示されるス
クリーニングアッセイは、ターゲッティングされた導入遺伝子挿入事象を同定および獲得
するための、高品質の、ハイスループットプロセスを記載する。さらに、方法論は、任意
の植物種の分析に容易に適用可能である。
【００２６】
　別に定義されない限り、本明細書において使用されるすべての技術用語および科学用語
は、本開示が関連する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同一の意味を有
する。矛盾する場合には、定義を含む本願が支配する。文脈によって別に必要とされない
限り、単数形の用語は、複数形を含むものとし、複数形の用語は、単数形を含むものとす
る。本明細書において言及されるすべての刊行物、特許およびその他の参考文献は、特許
または特許公報の特定の節のみが、参照により組み込まれると示されない限り、個々の刊
行物または特許出願が各々、具体的に、個別に、参照により組み込まれるよう示されるよ
うに、すべての目的のために参照によりその全文が組み込まれる。
【００２７】
　この開示をさらに明らかにするために、以下の用語、略語および定義を提供する。
【００２８】
　本明細書において使用される場合、用語「含む（comprises）」、「含んでいる（compr
ising）」、「含む（includes）」、「含んでいる（including）」、「有する（has）」
、「有している（having）」、「含有する（contains）」または「含有している（contai
ning）」またはその任意のその他の変形は、非排他的である、または制約がないものとす
る。例えば、要素のリストを含む組成物、混合物、プロセス、方法、物品または装置は、
必ずしもそれらの要素のみに限定されず、明確に列挙されていないか、またはこのような
組成物、混合物、プロセス、方法、物品または装置に特有ではないその他の要素を含み得
る。さらに、逆の意味が明確に記載されない限り、「または」とは、包含的またはを指し
、排他的またはを指さない。例えば、条件ＡまたはＢは、以下のいずれによっても満たさ
れる：Ａが真であり（または存在し）、Ｂは偽である（または存在しない）、Ａが偽であ
り（または存在しない）、Ｂは真である（または存在する）、ならびにＡおよびＢの両方
とも真である（または存在する）。
【００２９】
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　また、本開示の実施形態の要素または成分に先行する不定冠詞「ａ（１つの）」および
「ａｎ（１つの）」は、要素または成分の例の数、すなわち、出現の数に関して非制限的
であるものとする。したがって、「ａ（１つの）」および「ａｎ（１つの）」は、１つま
たは少なくとも１つのを含むと読み取られなくてはならず、要素または成分の単数形の語
形はまた、数が単数形であると明白に意図されない限り複数形を含む。
【００３０】
　用語「発明」または「本発明」は、本明細書において、非制限的用語であり、特定の発
明のいずれか単一の実施形態を指すものではなく、本願において開示されるようなすべて
の可能性ある実施形態を包含する。
【００３１】
　本明細書において使用される場合、用語「植物」は、限定するものではないが、全植物
体および植物の任意の子孫、細胞、組織または一部を含む。
【００３２】
　ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入されたドナーＤＮＡポリヌクレオチド
の存在を同定する方法が、本明細書に記載される。挿入部分のＤＮＡポリヌクレオチドは
また、「外因性」ポリヌクレオチド、「ドナー」ポリヌクレオチドまたは「分子」または
「導入遺伝子」と呼ばれることもあり、それを含むよう意図される。
【００３３】
　特定の実施形態では、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドは、１ｋｂを超える長さ、例えば
、２から２００ｋｂの間、２から１０ｋｂの間（またはその間の任意の値）の配列（例え
ば、導入遺伝子とも呼ばれるコード配列）を含む。ドナーＤＮＡポリヌクレオチドはまた
、少なくとも１つの部位特異的ヌクレアーゼ標的部位を含み得る、例えば、少なくとも１
つのＺＦＮ、メガヌクレアーゼ、ＣＲＩＳＰＲまたはＴＡＬＥＮ標的部位が、ドナーＤＮ
Ａポリヌクレオチド中に含まれ得る。ドナーＤＮＡポリヌクレオチドは、例えば、１対の
ＺＦＮ、ＣＲＩＳＰＲまたはＴＡＬＥＮの、認識および結合および切断するための、少な
くとも１つの標的部位を含み得る。通常、ヌクレアーゼ標的部位は、必要な場合には、介
在する導入遺伝子の切断および除去のために、導入遺伝子配列の外側、例えば、導入遺伝
子配列の５’または３’である。ヌクレアーゼ切断部位（複数可）は、任意のヌクレアー
ゼ（複数可）のためのものであり得る。特定の実施形態では、二本鎖ドナーＤＮＡポリヌ
クレオチド中に含有されるヌクレアーゼ標的部位（複数可）は、ドナーＤＮＡポリヌクレ
オチドが挿入される内因性ゲノム標的を切断するために使用される同一ヌクレアーゼ（複
数可）のためのものである。
【００３４】
　本明細書において記載されるドナーＤＮＡポリヌクレオチド配列内に含まれる導入遺伝
子は、ＰＣＲなどの当技術分野で公知の標準技術を使用して、プラスミド、細胞またはそ
の他の供給源から単離され得る。使用するためのドナーＤＮＡポリヌクレオチド配列は、
環状スーパーコイルの、環状のほどけた、線形などを含めた様々な種類の形態を含み得る
。あるいは、それらは、標準オリゴヌクレオチド合成技術を使用して化学的に合成され得
る。さらに、ドナーＤＮＡポリヌクレオチド配列はメチル化されている場合も、メチル化
を欠く場合もある。ドナーＤＮＡポリヌクレオチド配列は、細菌もしくは酵母人工染色体
（ＢＡＣまたはＹＡＣ）の形態、またはプラスミドベクターとしての形態であり得る。ド
ナーＤＮＡポリヌクレオチド配列は、アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Agrobact
erium tumefaciens）によって植物細胞中に導入されるＴ鎖由来であり得る。
【００３５】
　本明細書において記載される二本鎖ドナーＤＮＡポリヌクレオチドは、１つまたは複数
の非天然塩基および／または骨格を含み得る。特に、対象の領域における転写静止状態の
状態を達成するために、ドナーＤＮＡメチル化シトシンを有するポリヌクレオチド配列の
挿入が、本明細書において記載される方法を使用して実施され得る。
【００３６】
　ドナーＤＮＡポリヌクレオチドは、対象の任意の外因性配列を含み得る。例示的ドナー
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ＤＮＡポリヌクレオチド配列として、それだけには限らないが、任意のポリペプチドコー
ド配列（例えば、ｃＤＮＡ）、プロモーター配列、エンハンサー配列、エピトープタグ、
マーカー遺伝子、切断酵素認識部位および種々の種類の発現構築物が挙げられる。マーカ
ー遺伝子として、それだけには限らないが、除草剤耐性（例えば、ＨＰＰＤ耐性、２，４
－Ｄ耐性、グルホシネート耐性またはグルホサート耐性、加えて、その他の既知除草剤耐
性タンパク質）を媒介するタンパク質をコードする配列、着色または蛍光または発光タン
パク質（例えば、緑色蛍光タンパク質、高感度緑色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質
、ルシフェラーゼ）ならびに増強された細胞増殖および／または遺伝子増幅を媒介するタ
ンパク質（例えば、ジヒドロホレートレダクターゼ）をコードする配列が挙げられる。エ
ピトープタグとして、例えば、ＦＬＡＧ、ＨＩＳ、ＭＹＣ、ＴＡＰ、ＨＡまたは任意の検
出可能なアミノ酸配列の１つまたは複数のコピーが挙げられる。
【００３７】
　用語「ポリヌクレオチド」、「核酸」および「核酸分子」は、単数形の核酸ならびに複
数形の核酸、核酸断片、その変異体または誘導体、または構築物、例えば、メッセンジャ
ーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）およびプラスミドＤＮＡ（ｐＤＮＡ）を包含するものとする。ポリ
ヌクレオチドまたは核酸は、非翻訳５’および３’配列およびコード配列を含む全長ｃＤ
ＮＡ配列またはその断片のヌクレオチド配列を含有し得る。ポリヌクレオチドまたは核酸
は、非修飾ＲＮＡもしくはＤＮＡまたは修飾ＲＮＡもしくはＤＮＡであり得る、任意のポ
リリボヌクレオチドまたはポリデオキシリボヌクレオチドからなり得る。別に指定されな
い限り、ポリヌクレオチドまたは核酸は、一本鎖および二本鎖ＤＮＡ、一本鎖および二本
鎖領域の混合物であるＤＮＡ、一本鎖および二本鎖ＲＮＡ、一本鎖および二本鎖領域の混
合物であるＲＮＡ、一本鎖、もしくはより典型的には二本鎖、または一本鎖および二本鎖
領域の混合物であり得るＤＮＡおよびＲＮＡを含むハイブリッド分子からなり得る。これ
らの用語はまた、ポリヌクレオチドまたは核酸の、化学的に、酵素によって、または代謝
によって修飾された形態も包含する。
【００３８】
　その生来の環境から取り出されているポリヌクレオチドまたは核酸配列は、「単離され
た」と呼ばれ得る。例えば、異種ポリヌクレオチドまたはベクター中に含有されるグリホ
サート耐性活性を有するポリペプチドもしくはポリペプチド断片をコードする核酸は、本
開示の目的上、単離されていると考えられる。単離ポリヌクレオチドまたは核酸のさらな
る例として、異種宿主細胞中に維持される組換えポリヌクレオチドまたは溶液中の精製さ
れた（部分的に、または実質的に）ポリヌクレオチドまたは核酸が挙げられる。本開示の
実施形態の単離ポリヌクレオチドまたは核酸は、合成によって製造されるこのような分子
をさらに含む。ＤＮＡのポリマーの形態の単離ポリヌクレオチドまたは核酸は、ｃＤＮＡ
、ゲノムＤＮＡまたは合成ＤＮＡの１つまたは複数のセグメントからなり得る。
【００３９】
　用語「遺伝子」とは、任意選択で、コード配列に先行する（５’非コード配列）および
それに続く（３’非コード配列）調節配列を含む、機能的生成物分子、ＲＮＡまたはタン
パク質のいずれかをコードする核酸配列を指す。
【００４０】
　本明細書において使用される場合、用語「コード領域」とは、特定のアミノ酸配列をコ
ードするＤＮＡ配列を指す。「適した調節配列」とは、関連するコード配列の転写、ＲＮ
Ａプロセシングまたは安定性または翻訳に影響を及ぼす、コード配列の上流に（５’非コ
ード配列）、その中に、または下流に（３’非コード配列）位置するヌクレオチド配列を
指す。調節配列として、プロモーター、翻訳リーダー配列、イントロン、ポリアデニル化
認識配列、ＲＮＡプロセシング部位、エフェクター結合部位およびステム－ループ構造が
挙げられ得る。
【００４１】
　本明細書において使用される場合、用語「ポリペプチド」は、単数形の「ポリペプチド
」ならびに複数形の「ポリペプチド」およびその断片を包含するものとし、アミド結合（
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ペプチド結合としても知られる）によって直線的に連結しているモノマー（アミノ酸）か
らなる分子を指す。用語「ポリペプチド」とは、２個以上のアミノ酸の任意の鎖（単数ま
たは複数）を指すものであって、特定の長さまたは大きさの生成物を指すものではない。
したがって、ペプチド、ジペプチド、トリペプチド、オリゴペプチド、「タンパク質」、
「アミノ酸鎖」または２個以上のアミノ酸の鎖（単数または複数）を指すために使用され
る任意のその他の用語は、「ポリペプチド」の定義内に含まれ、用語「ポリペプチド」は
、任意のこれらの用語の代わりに、または同義的に使用され得る。ポリペプチドは、天然
の生物学的供給源から導かれ得るか、組み換え技術によって製造され得るが、必ずしも設
計された核酸配列から翻訳されるわけではない。化学合成を含めた任意の方法で作製され
得る。
【００４２】
　「単離された」ポリペプチドまたは断片、その変異体または誘導体は、その天然環境中
にはない意図されたポリペプチドである。特定のレベルの精製は必要ではない。したがっ
て、「単離された」への言及は、本明細書に記載されるような「人の手」の関与を表す。
例えば、単離されたポリペプチドは、生来のまたは天然の環境から取り出され得る。宿主
細胞において発現される組換えポリペプチドおよびタンパク質は、任意の適した技術によ
って、分離、分画または部分的もしくは実質的に精製されている生来のまたは組換えポリ
ペプチドがそうであるように、本開示の目的上単離されたと考えられる。
【００４３】
　本明細書において使用される場合、用語「天然」とは、存在する場合には、その自身の
調節配列とともに天然に見られるポリヌクレオチド、遺伝子またはポリペプチドの形態を
指す。
【００４４】
　本明細書において使用される場合、用語「内因性」とは、生物においてその天然の位置
に、または生物のゲノム中にあるポリヌクレオチド、遺伝子またはポリペプチドの天然形
態を指す。「内因性ポリヌクレオチド」は、生物のゲノム中でその天然の位置にある生来
のポリヌクレオチドを含む。「内因性遺伝子」は、生物のゲノム中でその天然の位置にあ
る生来の遺伝子を含む。「内因性ポリペプチド」は、生物中でその天然の位置にある生来
のポリペプチドを含む。
【００４５】
　本明細書において使用される場合、「異種」とは、宿主生物中に普通には見られないが
、宿主生物中に導入されているポリヌクレオチド、遺伝子またはポリペプチドを指す。「
異種ポリヌクレオチド」は、対応する生来のポリヌクレオチドとは異なる形態で供給源生
物中に再導入されている天然コーディング領域またはその一部を含む。「異種遺伝子」は
、対応する天然遺伝子とは異なる形態で供給源生物中に再導入される天然コード領域また
はその一部を含む。例えば、異種遺伝子は、天然宿主中に再導入される非天然調節領域を
含むキメラ遺伝子の一部である天然コード領域を含み得る。「異種ポリペプチド」は、対
応する天然ポリペプチドとは異なる形態で供給源生物中に再導入される天然ポリペプチド
を含む。キメラまたは融合タンパク質を製造するために、対象遺伝子およびタンパク質は
、その他の遺伝子およびタンパク質と融合され得る。本開示の実施形態と一致する有用な
遺伝子およびタンパク質は、具体的に例示される全長配列だけではなく、これらの配列の
部分、セグメントおよび／または断片（連続断片ならびに全長分子と比較して内部および
／または末端欠失を含む）、その変異体、突然変異体、キメラおよび融合物も含む。
【００４６】
　一実施形態では、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドは、それだけには限らないが、プロモ
ーター、３’ＵＴＲ、除草剤耐性形質、昆虫耐性形質、改変されたオイル形質、農学的形
質および上記のいずれかの機能的断片を含む遺伝子発現カセットを含めた細胞におけるそ
の発現が望まれる任意のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む。コード配列
は、例えば、ｃＤＮＡであり得る。
【００４７】
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　用語「プロモーター」とは、コード配列または機能的ＲＮＡの発現を制御できるＤＮＡ
配列を指す。一般に、コード配列は、プロモーター配列の３’に位置する。プロモーター
は、全体として、天然遺伝子に由来し得るか、または天然に見られる異なるプロモーター
に由来する異なる要素からなり得るか、または合成ＤＮＡセグメントをさらに含み得る。
異なるプロモーターは、異なる組織または細胞種における、または異なる発達段階での、
または異なる環境条件もしくは生理学的条件に応じた遺伝子の発現に向けることができる
ということは当業者によって理解される。ほとんどの時点でのほとんどの細胞種において
遺伝子を発現させるプロモーターは、一般に「構成的プロモーター」と呼ばれる。ほとん
どの場合において、調節配列の正確な境界は、完全に定義されておらず、種々の長さのＤ
ＮＡ断片が、同一のプロモーター活性を有し得るということはさらに認識される。
【００４８】
　用語「作動可能に連結された」とは、一方の機能が他方によって影響を受けるような、
単一の核酸断片での核酸配列の結合を指す。例えば、プロモーターは、そのコード配列の
発現を達成できる（例えば、コード配列が、プロモーターの転写制御下にある）場合に、
コード配列と作動可能に連結される。コード配列は、センスまたはアンチセンス方向で調
節配列と作動可能に連結され得る。
【００４９】
　用語「発現」とは、本明細書において使用される場合、本開示の実施形態の核酸断片に
由来するセンス（ｍＲＮＡ）またはアンチセンスＲＮＡの転写および安定な蓄積を指す。
発現はまた、ｍＲＮＡのポリペプチドへの翻訳も指し得る。
【００５０】
　本明細書において使用される場合、用語「過剰発現」とは、同一遺伝子または関連遺伝
子の内因性発現よりも高い発現を指す。異種遺伝子は、その発現が、匹敵する内因性遺伝
子のものよりも高い場合に過剰発現される。
【００５１】
　本明細書において使用される場合、用語「形質転換」とは、遺伝的に安定な継承をもた
らす、宿主生物への核酸または断片の転移および組込みを指す。形質転換核酸断片を含有
する宿主生物は、「トランスジェニック」、「組換え」または「形質転換された」生物と
呼ばれる。形質転換の既知方法として、アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Agroba
cterium tumefaciens）またはアグロバクテリウム・リゾゲネス（Agrobacterium rhizoge
nes）媒介性形質転換、リン酸カルシウム形質転換、ポリブレン形質転換、プロトプラス
ト融合、エレクトロポレーション、超音波法（例えば、ソノポレーション）、リポソーム
形質転換、マイクロインジェクション、裸のＤＮＡ、プラスミドベクター、ウイルスベク
ター、微粒子銃（微粒子銃）、シリコンカーバイドＷＨＩＳＫＥＲＳ（商標）媒介性形質
転換、エアゾールビーミングまたはＰＥＧ媒介性形質転換ならびに他の可能な方法が挙げ
られる。
【００５２】
　用語「プラスミド」および「ベクター」とは、本明細書において使用される場合、細胞
の中央代謝の一部ではない遺伝子を保持することが多く、通常、環状二本鎖ＤＮＡ分子の
形態の染色体外要素を指す。このような要素は、任意の供給源に由来する、一本鎖または
二本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡの、直鎖または環状の、自立複製配列、ゲノム組込み配列、フ
ァージまたはヌクレオチド配列であり得、これでは、いくつかのヌクレオチド配列が、適
当な３’非翻訳配列とともに、選択された遺伝子産物のプロモーター断片およびＤＮＡ配
列を細胞に導入できる独特の構造に結合または組み換えられている。
【００５３】
　本明細書において使用される場合、用語「コドン縮重」は、コードされるポリペプチド
のアミノ酸配列に影響を及ぼさずにヌクレオチド配列の変動を可能にする遺伝暗号におけ
る性質を指す。当業者は、所与のアミノ酸を指定するためのヌクレオチドコドンの使用に
おいて特定の宿主細胞によって示される「コドン－バイアス」を十分に承知している。し
たがって、宿主細胞における改善された発現のための遺伝子を合成する場合には、コドン
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使用のその頻度が、宿主細胞の好ましいコドン使用の頻度に匹敵するよう遺伝子を設計す
ることが望ましい。
【００５４】
　用語「コドン最適化された」とは、種々の宿主の形質転換のための遺伝子または核酸分
子のコーディング領域を指す時には、ＤＮＡによってコードされるポリペプチドを変更す
ることなく、宿主生物の通常のコドン使用を反映するための遺伝子または核酸分子のコー
ディング領域中のコドンの変更を指す。このような最適化は、少なくとも１つの、または
２以上の、または相当な数のコドンの、その生物の遺伝子においてより頻繁に使用される
１つまたは複数のコドンとの置換を含む。
【００５５】
　当技術分野において公知の用語「同一性パーセント」（または「同一性％」）とは、配
列を比較することによって決定されるような、２種以上のポリペプチド配列または２種以
上のポリヌクレオチド配列間の関係である。当技術分野において、「同一性」はまた、場
合によっては、一続きのこのような配列間のマッチによって決定されるような、ポリペプ
チドまたはポリヌクレオチド配列間の配列関連性の程度を意味する。「同一性」および「
類似性」は、それだけには限らないが、以下に開示されるものを含めた公知の方法によっ
て容易に算出され得る。１）Computational Molecular Biology (Lesk、A. M., Ed.) Oxf
ord University: NY (1988)；２）Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Sm
ith、D. W., Ed.) Academic, NY (1993)；３）Computer Analysis of Sequence Data, Pa
rt I (Griffin, A. M., and Griffin, H. G., Eds.) Humania: NJ (1994)；４）Sequence
 Analysis in Molecular Biology (von Heinje, G., Ed.) Academic (1987)；および５）
Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. and Devereux, J., Eds.) Stockton, NY (199
1)。
【００５６】
　核酸およびアミノ酸配列同一性を決定するための技術は、当技術分野で公知である。通
常、このような技術は、遺伝子のｍＲＮＡのヌクレオチド配列を決定することおよび／ま
たはそれによってコードされるアミノ酸配列を決定することおよびこれらの配列を第２の
ヌクレオチドまたはアミノ酸配列と比較することを含む。ゲノム配列はまた、この様式で
決定および比較され得る。一般に、同一性とは、それぞれ、２種のポリヌクレオチドまた
はポリペプチド配列の正確なヌクレオチド対ヌクレオチドまたはアミノ酸対アミノ酸対応
を指す。２種以上の配列（ポリヌクレオチドまたはアミノ酸）は、その同一性パーセント
を決定することによって比較され得る。２種の配列の同一性パーセントは、核酸であるか
、アミノ酸配列であるかにかかわらず、２種のアラインされた配列間の正確なマッチの数
を短い方の配列の長さで除し、１００を乗じたものである。参照によりその全文が本明細
書に組み込まれるRussell, R., and Barton, G.,「Structural Features can be Unconse
rved in Proteins with Similar Folds」, J. Mol. Biol. 244, 332-350 (1994), at p. 
337を参照のこと。
【００５７】
　さらに、同一性および類似性を決定する方法は、公的に入手可能なコンピュータプログ
ラムにおいて体系化されている。配列アラインメントおよび同一性パーセント算出は、例
えば、ＶＥＣＴＯＲ　ＮＴＩ（登録商標）一式のＡｌｉｇｎＸプログラム（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）またはＬＡＳＥＲＧＥＮＥ（商標）バイオインフォ
マティクスコンピューティング一式のＭＥＧＡＬＩＧＮ（商標）プログラム（ＤＮＡＳＴ
ＡＲ　Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）を使用して実施され得る。配列の複数のアライ
ンメントが、Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｖと標識されたアラインメント法（Higgins and Sharp, C
ABIOS. 5:151-153 (1989); Higgins, D.G. et al., Comput. Appl. Biosci., 8:189-191 
(1992)によって開示される）に対応し、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥ（商標）バイオインフォマテ
ィクスコンピューティング一式のＭＥＧＡＬＩＧＮ（商標）プログラム（ＤＮＡＳＴＡＲ
　Ｉｎｃ．）に見出される「アラインメントのＣｌｕｓｔａｌ　Ｖ法」を含めた、アルゴ
リズムのいくつかの変法を包含する「アラインメントのＣｌｕｓｔａｌ法」を使用して実
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施される。マルチプルアラインメントのために、デフォルト値は、ＧＡＰ　ＰＥＮＡＬＴ
Ｙ＝１０およびＧＡＰ　ＬＥＮＧＴＨ　ＰＥＮＡＬＴＹ＝１０に相当する。Ｃｌｕｓｔａ
ｌ法を使用するタンパク質配列のペアワイズアラインメントおよび同一性パーセントの算
出のデフォルトパラメータは、ＫＴＵＰＬＥ＝１、ＧＡＰ　ＰＥＮＡＬＴＹ＝３、ＷＩＮ
ＤＯＷ＝５およびＤＩＡＧＯＮＡＬＳ　ＳＡＶＥＤ＝５である。核酸については、これら
のパラメータは、ＫＴＵＰＬＥ＝２、ＧＡＰ　ＰＥＮＡＬＴＹ＝５、ＷＩＮＤＯＷ＝４お
よびＤＩＡＧＯＮＡＬＳ　ＳＡＶＥＤ＝４であり得る。Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｖプログラムを
使用する配列のアラインメント後、同一プログラム中の「配列距離」表を見ることによっ
て、「同一性パーセント」を得ることが可能である。さらに、「アラインメントのＣｌｕ
ｓｔａｌ　Ｗ法」が入手可能であり、Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗと標識されたアラインメント法
（Higgins and Sharp, CABIOS. 5:151-153 (1989); Higgins, D.G. et al., Comput. App
l. Biosci. 8:189-191(1992)によって記載される）に対応し、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥ（商標
）バイオインフォマティクスコンピューティング一式のＭＥＧＡＬＩＧＮ（商標）ｖ６．
１プログラム（ＤＮＡＳＴＡＲ　Ｉｎｃ．）に見出される。マルチプルアラインメントの
デフォルトパラメータ（ＧＡＰ　ＰＥＮＡＬＴＹ＝１０、ＧＡＰ　ＬＥＮＧＴＨ　ＰＥＮ
ＡＬＴＹ＝０．２、Ｄｅｌａｙ　Ｄｉｖｅｒｇｅｎ　Ｓｅｑｓ（％）＝３０、ＤＮＡ　Ｔ
ｒａｎｓｉｔｉｏｎ　Ｗｅｉｇｈｔ＝０．５、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｗｅｉｇｈｔ　Ｍａｔｒ
ｉｘ＝Ｇｏｎｎｅｔ　Ｓｅｒｉｅｓ、ＤＮＡ　Ｗｅｉｇｈｔ　Ｍａｔｒｉｘ＝ＩＵＢ）。
Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｗプログラムを使用する配列のアラインメント後、同一プログラム中の
「配列距離」表を見ることによって、「同一性パーセント」を得ることが可能である。
【００５８】
　本開示の実施形態の核酸プローブおよびプライマーは、ハイブリダイゼーション条件下
で増幅反応内の標的ＤＮＡ配列とハイブリダイズすることができる。ターゲッティングさ
れたゲノム遺伝子座内に挿入されたドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を同定するため
に、任意の従来の核酸ハイブリダイゼーションまたは増幅法が使用され得る。核酸分子、
オリゴヌクレオチドまたはその断片は、特定の条件下で他の核酸分子と「特異的にハイブ
リダイズ」できる。本明細書において使用される場合、２種の核酸分子は、２種の分子が
、逆平行の、二本鎖核酸構造を形成できる場合に、互いに特異的にハイブリダイズすると
言われる。核酸分子は、２種の核酸分子が、完全な相補性を示す場合に、別の核酸分子の
「相補体」であるといわれる。本明細書において使用される場合、分子は、分子の一方の
どのヌクレオチドも、もう一方のヌクレオチドと相補的である場合に「完全な相補性」を
示すといわれる。完全な相補性を示す分子は、一般に、従来の「高ストリンジェンシー」
条件下で、十分な安定性をもって互いにハイブリダイズし、互いにアニーリングされたま
まであることを可能にする。
【００５９】
　２種の分子は、少なくとも従来の「低ストリンジェンシー」条件下で、十分な安定性を
もって互いにハイブリダイズでき、互いにアニーリングされたままであることを可能にす
る場合に「最少の相補性」を示すといわれる。従来の低ストリンジェンシー条件は、Samb
rook et al. (1989)によって記載されている。核酸分子について、プライマーまたはプロ
ーブとして働くためには、使用される特定の溶媒および塩濃度下で、安定な二本鎖構造を
形成できるよう配列の最少の相補性示すことのみが必要である。
【００６０】
　ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響を及ぼす因子は、当業者に周知で
あり、これとして、限定するものではないが、温度、ｐＨ、イオン強度、ならびに、例え
ばホルムアミドおよびジメチルスルホキシドなどの有機溶媒の濃度が挙げられる。当業者
には公知であるように、ハイブリダイゼーションストリンジェンシーは、高温、低イオン
強度および低溶媒濃度によって増大される。
【００６１】
　用語「ストリンジェントな条件」または「ストリンジェンシー条件」は、Sambrook et 
al. (1989)で論じられた特定のハイブリダイゼーション手順による、核酸プローブの、標
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的核酸との（すなわち、対象とする特定の核酸配列を含む核酸分子との）ハイブリダイゼ
ーションに関して機能的に定義される。
【００６２】
　通常、ストリンジェント条件とは、塩濃度が、ｐＨ７．０～８．３および短いプローブ
（例えば、１０～５０ヌクレオチド）については、少なくとも約３０℃、長いプローブ（
例えば、５０を超えるヌクレオチド）については、少なくとも約６０℃である温度で、約
１．５Ｍ　Ｎａ＋イオン未満、通常、約０．０１～１．０Ｍ　Ｎａ＋イオン濃度（または
その他の塩）であるものとなる。ストリンジェントな条件はまた、ホルムアミドなどの不
安定化剤の添加でも達成され得る。例示的な低ストリンジェンシー条件として、３７℃の
、３０～３５％ホルムアミド、１．０Ｍ　ＮａＣｌ、０．１％ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナト
リウム）のバッファー溶液を用いるハイブリダイゼーションおよび５０～５５℃の、１Ｘ
～２Ｘ　ＳＳＣ（２０Ｘ　ＳＳＣ＝３．０Ｍ　ＮａＣｌ／０．３Ｍ　クエン酸三ナトリウ
ム）での洗浄が挙げられる。例示的な中程度のストリンジェンシー条件として、３７℃の
、４０～４５％ホルムアミド、１．０Ｍ　ＮａＣｌ、０．１％　ＳＤＳでのハイブリダイ
ゼーションおよび５５℃～６０℃の０．５Ｘ～１Ｘ　ＳＳＣでの洗浄が挙げられる。例示
的な高ストリンジェンシー条件として、約３７℃の、約５０％ホルムアミド、１．０Ｍ　
ＮａＣｌ、０．１％　ＳＤＳでのハイブリダイゼーションおよび６０～６５℃の０．１Ｘ
　ＳＳＣでの洗浄が挙げられる。
【００６３】
　特異性は通常、ハイブリダイゼーション後洗浄の関数であり、重要な因子は、最終洗浄
溶液のイオン強度および温度である。ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリッドについて、Ｔｍは、方
程式Ｔｍ＝８１．５℃＋１６．６（ｌｏｇＭ）＋０．４１（％ＧＣ）－０．６１（％ｆｏ
ｒｍ．）－５００／Ｌ（式中、Ｍは、一価カチオンのモル濃度であり、％ＧＣは、ＤＮＡ
中のグアノシンおよびシトシンヌクレオチドのパーセンテージであり、％ｆｏｒｍ．は、
ハイブリダイゼーション溶液中のホルムアミドのパーセンテージであり、Ｌは、塩基対で
のハイブリッドの長さである）から概算され得る（Meinkoth and Wahl, 1984）。Ｔｍは
、相補的標的配列の５０％が、完全にマッチしたプローブとハイブリダイズする温度であ
る（特定のイオン強度およびｐＨ下で）。Ｔｍは、ミスマッチの各１％について約１℃低
下する；したがって、Ｔｍ、ハイブリダイゼーションおよび／または洗浄条件は、ハイブ
リダイズする所望の同一性の配列のために調整され得る。例えば、９０％の同一性を有す
る配列が求められる場合には、Ｔｍは、１０℃低下され得る。一般に、ストリンジェント
な条件は、定義されたイオン強度およびｐＨでの特定の配列およびその相補体の融解点（
Ｔｍ）よりも約５℃低いものであるよう選択される。しかし、激しくストリンジェントな
条件は、融解点（Ｔｍ）より１、２、３または４℃低いハイブリダイゼーションおよび／
または洗浄を利用でき；中程度にストリンジェントな条件は、融解点（Ｔｍ）よりも６、
７、８、９または１０低いハイブリダイゼーションおよび／または洗浄を利用でき；低ス
トリンジェンシー条件は、融解点（Ｔｍ）よりも１１～２０℃低いハイブリダイゼーショ
ンおよび／または洗浄を利用できる。方程式、ハイブリダイゼーションおよび洗浄組成物
および所望のＴｍを使用することで、当業者ならば、ハイブリダイゼーションおよび／ま
たは洗浄溶液のストリンジェンシーの変動は、本質的に記載されているということは理解
される。所望の程度のミスマッチが、４５℃（水溶液）または３２℃（ホルムアミド溶液
）未満のＴｍをもたらす場合には、より高い温度が使用され得るようＳＳＣ濃度を高める
ことが好ましい。核酸のハイブリダイゼーションの詳細な指針は、(1997) Ausubel et al
., Short Protocols in Molecular Biology, pages 2-40, 3rd Ed. (1997) and Sambrook
 et al. (1989)に見出される。
【００６４】
　一実施形態では、本開示は、ターゲッティングされるゲノム遺伝子座内に挿入されるド
ナーＤＮＡポリヌクレオチドの導入に関する。実施形態として、ここで使用されるような
遺伝子発現カセットを含むドナーＤＮＡポリヌクレオチドの構築のための標準組換えＤＮ
Ａおよび分子クローニング技術は、当技術分野で周知であり、例えば、Sambrook et al.,
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 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Labo
ratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989)によって；またSilhavy et al., Experim
ents with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
 NY (1984)によって；またAusubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, 
published by Greene Publishing Assoc. and Wiley-Interscience (1987)によって記載
されている。
【００６５】
　本明細書において開示される方法では、植物において遺伝子の発現を指示するいくつか
のプロモーターが使用され得る。このようなプロモーターは、構成的、化学調節性、誘導
性、組織特異的および種子優先プロモーターから選択され得る。核酸の発現を指示するた
めに使用されるプロモーターは、個々の適用に応じて変わる。例えば、宿主細胞に適して
いる強力な構成的プロモーターが、発現したタンパク質の発現および精製のために通常使
用される。
【００６６】
　好ましい植物プロモーターの限定されない例として、シロイヌナズナ（A.thaliana）ユ
ビキチン－１０（ubi-10）（Callis, et al., 1990, J. Biol. Chem., 265:12486-12493
）；Ａ．ツメファシエンス（A.tumefaciens）マンノピンシンターゼ（Δmas）（Petolino
 et al.、米国特許第６，７３０，８２４号）；および／またはキャッサバ葉脈モザイク
ウイルス（ＣｓＶＭＶ）（Verdaguer et al., 1996, Plant Molecular Biology 31:1129-
1139）に由来するプロモーター配列が挙げられる。別の構成的プロモーターとして、例え
ば、コアカリフラワーモザイクウイルス３５Ｓプロモーター（Odell et al. (1985) Natu
re 313:810-812)；イネアクチンプロモーター（McElroy et al. (1990) Plant Cell 2:16
3-171）；トウモロコシユビキチンプロモーター（米国特許第５，５１０，４７４号;Chri
stensen et al. (1989) Plant Mol. Biol. 12:619-632およびChristensen et al. (1992)
 Plant Mol. Biol. 18:675-689）；ｐＥＭＵプロモーター（Last et al. (1991) Theor. 
Appl. Genet. 81:581-588）；ＡＬＳプロモーター（米国特許第５，６５９，０２６号）
；トウモロコシヒストンプロモーター（Chaboute et al. Plant Molecular Biology, 8:1
79-191 (1987)）などが挙げられる。
【００６７】
　適用可能な別の植物プロモーターは、組織特異的および誘導性プロモーターを含む。誘
導性プロモーターは、誘導物質に応じて１種または複数のＤＮＡ配列または遺伝子の転写
を直接的または間接的に活性化できるものである。誘導物質の不在下で、ＤＮＡ配列また
は遺伝子は転写されない。通常、誘導性調節エレメントと特異的に結合して転写を活性化
するタンパク質因子は、不活性形態で存在し、これは、次いで、誘導物質によって、直接
的または間接的に活性形態に変換される。誘導物質は、熱、冷温、塩または毒性要素によ
って直接的に、またはウイルスなどの病原体もしくは病因物質の作用によって間接的に課
せられる、タンパク質、代謝生成物、成長調節物質、除草剤またはフェノール系化合物な
どの化学物質または生理学的ストレスであり得る。通常、誘導性調節エレメントと特異的
に結合して、転写を活性化するタンパク質因子は、不活性形態で存在し、これは、次いで
、誘導物質によって、直接的または間接的に活性形態に変換される。誘導性調節エレメン
トを含有する植物細胞は、噴霧、灌水、加熱または同様の方法によってなど、細胞または
植物に誘導物質を外的に適用することによって誘導物質に曝露され得る。
【００６８】
　本開示の実施形態では、任意の誘導プロモーターが使用され得る。Ward et al., Plant
 Mol. Biol. 22: 361-366 (1993)を参照のこと。例示的な誘導プロモーターとして、エク
ジソン受容体プロモーター（米国特許第６，５０４，０８２号）；銅に反応するＡＣＥ１
系に由来するプロモーター（Mett et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 4567-4571 (199
3)）；ベンゼンスルホンアミド除草剤解毒剤に反応するトウモロコシ由来のＩｎ２－１お
よびＩｎ２－２遺伝子（米国特許第５，３６４，７８０号；Hershey et al., Mol. Gen. 
Genetics 227: 229-237 (1991)およびGatz et al., Mol. Gen. Genetics 243: 32-38 (19
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94)）；Ｔｎ１０由来のＴｅｔレプレッサー（Gatz et al., Mol. Gen. Genet. 227: 229-
237 (1991)；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
ドホルモン遺伝子に由来するプロモーター、Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S.A. 88: 10421 (1991)およびMcNellis et al., (1998) Plant J. 14(2):247-257；発芽
前除草剤として使用される疎水性求電子性化合物によって活性化されるトウモロコシＧＳ
Ｔプロモーター（米国特許第５，９６５，３８７号および国際特許出願公開番号ＷＯ９３
／００１２９４）；およびサリチル酸によって活性化されるタバコＰＲ－１ａプロモータ
ー（Ono S, Kusama M, Ogura R, Hiratsuka K., "Evaluation of the Use of the Tobacc
o PR-1a Promoter to Monitor Defense Gene Expression by the Luciferase Biolumines
cence Reporter System", Biosci Biotechnol Biochem. 2011 Sep 23;75(9):1796-800）
が挙げられる。その他の化学物質によって調節される対象とするプロモーターとして、テ
トラサイクリン誘導性およびテトラサイクリン抑制性プロモーター（例えば、Gatz et al
., (1991) Mol. Gen. Genet. 227:229-237および米国特許第５，８１４，６１８号および
同５，７８９，１５６号を参照のこと）が挙げられる。
【００６９】
　対象とするその他の調節可能なプロモーターとして、転写が、それぞれ、冷温または熱
に対する曝露に応じて達成され得る、冷温反応性調節エレメントまたは熱ショック調節エ
レメント（Takahashi et al., Plant Physiol. 99:383-390, 1992）；嫌気性条件によっ
て誘導可能な、アルコールデヒドロゲナーゼ遺伝子のプロモーター（Gerlach et al., PN
AS USA 79:2981-2985 (1982);Walker et al., PNAS 84(19):6624-6628 (1987)）；エンド
ウマメｒｂｃＳ遺伝子またはエンドウマメｐｓａＤｂ遺伝子に由来する光誘導性プロモー
ター（Yamamoto et al., (1997) Plant J. 12(2):255-265）；光誘導性調節エレメント（
Feinbaum et al., Mol. Gen. Genet. 226:449, 1991;Lam and Chua, Science 248:471, 1
990;Matsuoka et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(20):9586-9590;Orozco et
 al. (1993) Plant Mol. Bio. 23(6):1129-1138）；植物ホルモン誘導性調節エレメント
（Yamaguchi-Shinozaki et al., Plant Mol. Biol. 15:905, 1990; Kares et al., Plant
 Mol. Biol. 15:225, 1990）などが挙げられる。誘導性調節エレメントはまた、ベンゼン
スルホンアミド除草剤解毒剤に応答するトウモロコシＩｎ２－１またはＩｎ２－２遺伝子
のプロモーター（Hershey et al., Mol. Gen. Gene. 227:229-237, 1991; Gatz et al., 
Mol. Gen. Genet. 243:32-38, 1994）およびトランスポゾンＴｎ１０のＴｅｔレプレッサ
ー（Gatz et al., Mol. Gen. Genet. 227:229-237, 1991）であり得る。ストレス誘導性
プロモーターとして、Ｐ５ＣＳなどの塩／水ストレス誘導性プロモーター（Zang et al.,
 (1997) Plant Sciences 129:81-89）；ｃｏｒ１５ａなどの冷温誘導性プロモーター（Ha
jela et al., (1990) Plant Physiol. 93:1246-1252）、ｃｏｒ１５ｂ（Wilhelm et al.,
 (1993) Plant Mol Biol 23:1073-1077）、ｗｓｃ１（Ouellet et al., (1998) FEBS Let
t. 423-324-328）、ｃｉ７（Kirch et al., (1997) Plant Mol Biol. 33:897-909）およ
びｃｉ２１Ａ（Schneider et al., (1997) Plant Physiol. 113:335-45）；Ｔｒｇ－３１
（Chaudhary et al., (1996) Plant Mol. Biol. 30:1247-57）およびｒｄ２９（Kasuga e
t al., (1999) Nature Biotechnology 18:287-291）などの乾燥誘導性プロモーター；Ｒ
ａｂ１７などの浸透圧誘導性プロモーター（Vilardell et al., (1991) Plant Mol. Biol
. 17:985-93）およびオスモチン（Raghothama et al., (1993) Plant Mol Biol 23:1117-
28）；熱ショックタンパク質などの熱誘導性プロモーター（Barros et al., (1992) Plan
t Mol. 19:665-75;Marrs et al., (1993) Dev. Genet. 14:27-41）、ｓｍＨＳＰ（Waters
 et al., (1996) J. Experimental Botany 47:325-338）；およびパセリユビキチンプロ
モーターに由来する熱ショック誘導性エレメント（ＷＯ０３／１０２１９８）が挙げられ
る。その他のストレス誘導性プロモーターとして、ｒｉｐ２（米国特許第５，３３２，８
０８号および米国特許公開第２００３／０２１７３９３号）およびｒｄ２９ａ（Yamaguch
i-Shinozaki et al., (1993) Mol. Gen. Genetics 236:331-340）が挙げられる。アグロ
バクテリウムｐＭＡＳプロモーター（Guevara-Garcia et al., (1993) Plant J. 4(3):49
5-505）およびアグロバクテリウムＯＲＦ１３プロモーター（Hansen et al., (1997) Mol
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. Gen. Genet. 254(3):337-343）を含めた特定のプロモーターは、創傷によって誘導可能
である。
【００７０】
　組織優先プロモーターは、特定の植物組織内での増強された転写および／または発現を
標的とするために利用され得る。優先発現を指す場合には、意味されることは、特定の植
物組織における、その他の植物組織においてよりも高レベルでの発現である。これらの種
のプロモーターの例として、ファゼオリンプロモーターによって提供されるものなどの種
子優先発現（Bustos et al., (1989) The Plant Cell Vol. 1, 839-853）およびトウモロ
コシグロブリン－１遺伝子、(Belanger, et al. (1991) Genetics 129:863-972）が挙げ
られる。双子葉植物について、種子優先プロモーターとして、それだけには限らないが、
マメβ－ファゼオリン、ナピン（napin）、β－コングリシニン、ダイズレクチン、クル
シフェリンなどが挙げられる。単子葉植物について、種子優先プロモーターとして、それ
だけには限らないが、トウモロコシ１５ｋＤａゼイン、２２ｋＤゼイン、２７ｋＤａゼイ
ン、γ－ゼイン、ワキシー（waxy）、シュランケン（shrunken）１、シュランケン（shru
nken）２、グロブリン１などが挙げられる。種子優先プロモーターとしてまた、例えば、
γ－ゼインの胚乳優先プロモーターなどの種子内の特定の組織に遺伝子発現を主に向ける
プロモーター、タバコ由来の隠れた（cryptic）プロモーター（Fobert et al., (1994) T
-DNA tagging of a seed coat-specific cryptic promoter in tobacco. Plant J. 4: 56
7-577）、トウモロコシ由来のＰ遺伝子プロモーター（Chopra et al., (1996) Alleles o
f the maize P gene with distinct tissue specificities encode Myb-homologous prot
einss with C-terminal replacements.Plant Cell 7:1149-1158, Erratum in Plant Cell
.1997, 1:109）、トウモロコシ由来のグロブリン－１プロモーター（Belenger and Kriz 
(1991) Molecular basis for Allelic Polymorphism of the maize Globulin-1 gene. Ge
netics 129: 863-972）および種子皮またはトウモロコシ穀粒の殻に発現を向けるプロモ
ーター、例えば、果皮特異的グルタミンシンセターゼプロモーター（Muhitch et al., (2
002) Isolation of a Promoter Sequence From the Glutamine Synthetase1-2 Gene Capa
ble of Conferring Tissue-Specific Gene Expression in Transgenic Maize. Plant Sci
ence 163:865-872）が挙げられる。
【００７１】
　プロモーターに加えて、発現ベクターは、通常、原核生物または真核生物いずれかの宿
主細胞における核酸の発現に必要なさらなる要素のすべてを含有する転写単位または発現
カセットを含有する。したがって、通常の発現カセットは、例えば、タンパク質をコード
する核酸配列と作動可能に連結されたプロモーターおよび例えば、転写物の効率的なポリ
アデニル化、転写終結、リボソーム結合部位または翻訳終結に必要なシグナルを含有する
。カセットのさらなる要素は、例えば、エンハンサーおよび異種スプライシングシグナル
を含み得る。
【００７２】
　ベクターのその他の成分はまた、遺伝子の意図される用途に応じて含まれ得る。例とし
て、選択マーカー、ターゲッティングまたは調節配列、最適化された輸送ペプチド配列な
どの輸送ペプチド配列（米国特許第５，５１０，４７１号を参照のこと）ＲＢ７　ＭＡＲ
などの安定化配列（Thompson and Myatt, (1997) Plant Mol. Biol., 34: 687-692および
国際特許公開番号ＷＯ９７２７２０７を参照のこと）またはリーダー配列、イントロンな
どが挙げられる。植物発現ベクターおよびリポーター遺伝子の一般的な説明および例は、
Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology, Glick et al eds; CRC Press
 pp. 89-119 (1993)中のGruber, et al., "Vectors for Plant Transformation"に見出す
ことができる。適当な発現ベクターの選択は、宿主および発現ベクターを宿主に導入する
方法に応じて変わる。発現カセットはまた、対象とする異種ヌクレオチド配列の３’末端
に、植物において機能的である転写および翻訳終結領域を含むこととなる。終結領域は、
本開示の実施形態のプロモーターヌクレオチド配列に関して生来的である場合も、対象と
するＤＮＡ配列に関して生来的である場合も、または別の供給源に由来する場合もある。
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オクトピンシンターゼおよびノパリンシンターゼ（nos）終結領域などの好都合な終結領
域は、Ａ．ツメファシエンス（tumefaciens）のＴｉプラスミドから入手可能である（Dep
icker et al., Mol. and Appl. Genet. 1:561-573 (1982)およびShaw et al. (1984) Nuc
leic Acids Research vol. 12, No. 20 pp7831-7846(nos)）;Guerineau et al. Mol. Gen
. Genet. 262:141-144 (1991);Proudfoot, Cell 64:671-674 (1991);Sanfacon et al. Ge
nes Dev. 5:141-149 (1991);Mogen et al.Plant Cell 2:1261-1272 (1990);Munroe et al
. Gene 91:151-158 (1990);Ballas et al., Nucleic Acids Res. 17:7891-7903 (1989); 
Joshi et al. Nucleic Acid Res. 15:9627-9639 (1987)も参照のこと。
【００７３】
　発現カセットは、５’リーダー配列をさらに含有し得る。このようなリーダー配列は、
翻訳を増強するよう作用し得る。翻訳リーダーは、当技術分野で公知であり、例として、
ピコルナウイルスリーダー、ＥＭＣＶリーダー（脳心筋炎５’非コーディング領域）、El
roy-Stein et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:6126-6130 (1989)；ポティウイルス
リーダー、例えば、ＴＥＶリーダー（タバコエッチウイルス）Carrington and Freed Jou
rnal of Virology, 64:1590-1597 (1990)、ＭＤＭＶリーダー（トウモロコシ萎縮モザイ
クウイルス）、Allison et al., Virology 154:9-20 (1986)；ヒト免疫グロブリン重鎖結
合タンパク質（ＢｉＰ）、Macejak et al., Nature 353:90-94 (1991)；アルファルファ
モザイクウイルスのコートタンパク質ｍＲＮＡ由来の非翻訳リーダー（ＡＭＶ　ＲＮＡ　
４）、Jobling et al., Nature 325:622-625 (1987)；タバコモザイクウイルスリーダー
（TMV）、Gallie et al., (1989) Molecular Biology of RNA、237-256頁；およびトウモ
ロコシ退緑斑紋ウイルスリーダー（Maize chlorotic mottle virus leader）（ＭＣＭＶ
）Lommel et al., Virology 81:382-385 (1991)が挙げられる。Della-Cioppa et al., Pl
ant Physiology 84:965-968 (1987)も参照のこと。
【００７４】
　構築物はまた、イントロンなどの翻訳および／またはｍＲＮＡ安定性を増強する配列を
含有し得る。１種のこのようなイントロンの例として、シロイヌナズナ（Arabidopsis th
aliana）のヒストンＨ３．ＩＩＩ変異体の遺伝子ＩＩの第１のイントロンがある。Chaube
t et al., Journal of Molecular Biology, 225:569-574 (1992)。
【００７５】
　特定のオルガネラ、特に、プラスチド、アミロプラストに、または小胞体に向けられる
か、または細胞の表面もしくは細胞外に分泌される異種核酸配列の発現生成物を有するこ
とが望ましい場合には、発現カセットは、輸送ペプチドのコード配列をさらに含み得る。
このような輸送ペプチドは、当技術分野で周知であり、それだけには限らないが、アシル
担体タンパク質の輸送ペプチド、ＲＵＢＩＳＣＯ、植物ＥＰＳＰシンターゼおよびヒマワ
リ（Helianthus annuus）の小サブユニット（米国特許第５，５１０，４１７号）、トウ
モロコシＢｒｉｔｔｌｅ－１葉緑体輸送ペプチド（Nelson et al., Plant Physiol 117(4
):1235-1252 (1998); Sullivan et al., Plant Cell 3(12):1337-48; Sullivan et al., 
Planta (1995) 196(3):477-84; Sullivan et al., J. Biol. Chem. (1992) 267(26):1899
9-9004）などが挙げられる。さらに、最適化された輸送ペプチドなどのキメラ葉緑体輸送
ペプチドは、当技術分野で公知である（米国特許第５，５１０，４７１号）。さらなる葉
緑体輸送ペプチドが、米国特許第５，７１７，０８４号、および米国特許第５，７２８，
９２５号において、これまでに記載されている。当業者ならば、特定のオルガネラへ産物
を発現させることにおいて利用可能な多数の選択肢を容易に理解する。例えば、オオムギ
アルファアミラーゼ配列は、発現を小胞体に向けるために使用されることが多い（Rogers
, J. Biol. Chem. 260:3731-3738 (1985)）。
【００７６】
　当業者には、組換えＤＮＡ技術は、例えば、宿主細胞内の核酸分子のコピー数、核酸分
子が転写される効率、得られた転写物が翻訳される効率および翻訳後修飾の効率を操作す
ることによって、トランスフェクトされた核酸分子の発現の制御を改善し得るということ
は理解される。さらに、プロモーター配列は、天然プロモーターと比較して、発現のレベ
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ルを改善するよう遺伝子操作され得る。核酸分子の発現の制御に有用な組換え技術として
、それだけには限らないが、１種または複数の宿主細胞染色体中への核酸分子の安定な組
込み、プラスミドへのベクター安定性配列の付加、転写制御シグナル（例えば、プロモー
ター、オペレーター、エンハンサー）の置換または修飾、翻訳制御シグナル（例えば、リ
ボソーム結合部位、シャイン・ダルガーノ配列またはコザック配列）の置換または修飾、
宿主細胞のコドン使用に対応するための核酸分子の修飾および転写物を不安定化する配列
の欠失が挙げられる。
【００７７】
　形質転換された細胞または組織または植物部分または植物の選択のためのリポーターま
たはマーカー遺伝子が、形質転換ベクター中に含まれ得る。選択マーカーの例として、除
草剤または抗生物質などの代謝拮抗剤に対する抵抗性を付与するもの、例えば、メトトレ
キサートに対する抵抗性を付与するジヒドロ葉酸レダクターゼ（Reiss, Plant Physiol. 
(Life Sci. Adv.) 13:143-149, 1994;Herrera Estrella et al., Nature 303:209-213, (
1983);Meijer et al., Plant Mol. Biol. 16:807-820, (1991)）；アミノグリコシドネオ
マイシン、カナマイシンおよびパロマイシン（paromycin）に対する抵抗性を付与するネ
オマイシンホスホトランスフェラーゼ（Herrera-Estrella, EMBO J. 2:987-995, 1983お
よびFraley et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 80:4803 (1983)）およびハイグロマイ
シンに対する抵抗性を付与するハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ（Marsh, Gen
e 32:481-485, (1984);Waldron et al., Plant Mol. Biol. 5:103-108, (1985);Zhijian 
et al., Plant Science 108:219-227, (1995)も参照のこと）；細胞がトリプトファンの
代わりにインドールを利用することを可能にするｔｒｐＢ；細胞がヒスチジンの代わりに
ヒスチノールを利用することを可能にするｈｉｓＤ（Hartman, Proc. Natl. Acad. Sci.,
 USA 85:8047, (1988)）；細胞がマンノースを利用することを可能にするマンノース－６
－ホスフェートイソメラーゼ（国際特許出願番号ＷＯ９４／２０６２７）；オルニチンデ
カルボキシラーゼ阻害剤、２－（ジフルオロメチル）－ＤＬ－オルニチンに対する抵抗性
を付与するオルニチンデカルボキシラーゼ（DFMO; McConlogue, 1987, In: Current Comm
unications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed.）；およびブラ
ストサイジンＳに対する抵抗性を付与する、アスペルギルス・テレウス（Aspergillus te
rreus）由来のデアミナーゼ（Tamura, Biosci. Biotechnol. Biochem. 59:2336-2338, (1
995)）が挙げられる。
【００７８】
　さらなる選択マーカーとして、例えば、イミダゾリノンまたはスルホニル尿素抵抗性を
付与する突然変異体アセト乳酸シンターゼ（Lee et al., EMBO J. 7:1241-1248, (1988)
）、アトラジンに対する抵抗性を付与する突然変異体ｐｓｂＡ（Smeda et al., Plant Ph
ysiol. 103:911-917, (1993)）または突然変異体プロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ
（米国特許第５，７６７，３７３号を参照のこと）またはグルホシネートなどの除草剤に
対する抵抗性を付与するその他のマーカーが挙げられる。適した選択マーカー遺伝子の例
として、それだけには限らないが、クロラムフェニコール（Herrera Estrella et al., E
MBO J. 2:987-992, (1983)）；ストレプトマイシン（Jones et al., Mol. Gen. Genet. 2
10:86-91, (1987)）；スペクチノマイシン（Bretagne-Sagnard et al., Transgenic Res.
 5:131-137, (1996)）；ブレオマイシン（Hille et al., Plant Mol. Biol. 7:171-176, 
(1990)）；スルホンアミド（Guerineau et al., Plant Mol. Biol. 15:127-136, (1990)
）；ブロモキシニル（Stalker et al., Science 242:419-423, (1988)）；グリホサート
（Shaw et al., Science 233:478-481, (1986)）；ホスフィノトリシン（DeBlock et al.
, EMBO J. 6:2513-2518, (1987)）に対する抵抗性をコードする遺伝子などが挙げられる
。
【００７９】
　選択遺伝子の使用のための１つの選択肢は、グルホシネート抵抗性をコードするＤＮＡ
であり、一実施形態では、キャッサバ葉脈モザイクウイルスプロモーターの制御下の、ホ
スフィノトリシンアセチルトランスフェラーゼ（ｐａｔ）、トウモロコシ最適化ｐａｔ遺
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伝子またはｂａｒ遺伝子である。これらの遺伝子は、ビアラホスに対する抵抗性を付与す
る（Wohlleben et al., (1988) Gene 70: 25-37);Gordon-Kamm et al., Plant Cell 2:60
3; 1990; Uchimiya et al., Biotechnology 11:835, 1993;White et al., Nucl. Acids R
es. 18:1062、1990; Spencer et al., Theor. Appl. Genet. 79:625-631, 1990；およびA
nzai et al., Mol. Gen. Gen. 219:492、1989を参照のこと）を参照。ｐａｔ遺伝子の１
つのバージョンとして、トウモロコシ最適化ｐａｔ遺伝子があり、米国特許第６，０９６
，９４７号に記載されている。
【００８０】
　さらに、ポリヌクレオチドをコードするマーカーを含有する植物細胞の同定を容易にす
るマーカーが使用され得る。配列の存在が、測定可能な産物をもたらし、植物細胞の破壊
を伴わずに産物をもたらし得る場合には、スコア化可能なまたはスクリーニング可能なマ
ーカーは有用である。例として、種々の発色基質が公知である酵素をコードするβ－グル
クロニダーゼまたはｕｉｄＡ遺伝子（ＧＵＳ）（例えば、米国特許第５，２６８，４６３
号および同５，５９９，６７０号）；クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ
（Jefferson et al. The EMBO Journal vol. 6 No. 13 pp. 3901-3907）；およびアルカ
リホスファターゼが挙げられる。好ましい実施形態では、使用されるマーカーは、ベータ
－カロテンまたはプロビタミンＡ（Ye et al., Science 287:303-305-(2000)）である。
この遺伝子は、イネの栄養を増強するために使用されてきたが、この例では、代わりに、
スクリーニング可能なマーカーとしてとして使用され、対象とする遺伝子と連結している
遺伝子の存在は、提供される金色によって検出される。遺伝子が、植物へのその栄養的な
貢献のために使用される状況とは異なり、マーキング目的には、少量のタンパク質で十分
である。その他のスクリーニング可能なマーカーとして、例えば、中でも、植物組織にお
けるアントシアニン色素（赤色）の製造を調節する生成物をコードする、Ｒ－遺伝子座遺
伝子（Dellaporta et al., in Chromosome Structure and Function, Kluwer Academic P
ublishers, Appels and Gustafson eds., pp. 263-282 (1988)）；トウモロコシＣ１遺伝
子（Kao et al., Plant Cell (1996) 8: 1171-1179;Scheffler et al., Mol. Gen. Genet
. (1994) 242:40-48）およびトウモロコシＣ２（Wienand et al., Mol. Gen. Genet. (19
86) 203:202-207）などのフラボノイド色素の生合成を制御する遺伝子；Ｂ遺伝子（Chand
ler et al., Plant Cell(1989) 1:1175-1183）、ｐ１遺伝子（Grotewold et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci USA (1991) 88:4587-4591;Grotewold et al., Cell (1994) 76:543-553
;Sidorenko et al., Plant Mol. Biol. (1999)39:11-19）；ｂｒｏｎｚｅ遺伝子座遺伝子
（Ralston et al., Genetics (1988) 119:185-197;Nash et al., Plant Cell (1990) 2(1
1): 1039-1049）を含めた、全般的に、アントシアニン／フラボノイド遺伝子が挙げられ
る（Taylor and Briggs, The Plant Cell (1990)2:115-127での考察を参照のこと）。
【００８１】
　適したマーカーのさらなる例として、シアン蛍光タンパク質（ＣＹＰ）遺伝子（Bolte 
et al., (2004) J. Cell Science 117: 943-54およびKato et al., (2002) Plant Physio
l 129: 913-42）、黄色蛍光タンパク質遺伝子（Ｅｖｒｏｇｅｎ製のＰＨＩＹＦＰ（商標
）；Bolte et al., (2004) J. Cell Science 117: 943-54を参照のこと）；ルシフェラー
ゼをコードし、例えば、Ｘ線フィルム、シンチレーション計数、蛍光分光光度測定、微光
ビデオカメラ、光子計数カメラまたはマルチウェルルミノメトリーを使用してその存在が
検出され得る、ｌｕｘ遺伝子（Teeri et al. (1989) EMBO J. 8:343）；緑色蛍光タンパ
ク質（ＧＦＰ）遺伝子（Sheen et al., Plant J. (1995) 8(5):777-84）；およびマーカ
ー遺伝子で形質転換された植物細胞が、赤色であり、したがって、視覚的に選択可能であ
る、ＤｓＲｅｄ２（Dietrich et al., (2002) Biotechnologys 2(2):286-293）が挙げら
れる。さらなる例として、種々の発色基質（例えば、ＰＡＤＡＣ、発色性セファロスポリ
ン）が公知である酵素をコードするβ－ラクタマーゼ遺伝子（Sutcliffe, Proc. Nat'l. 
Acad. Sci. U.S.A. (1978) 75:3737）；発色性カテコールを変換できるカテコールジオキ
シゲナーゼをコードするｘｙｌＥ遺伝子（Zukowsky et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. U
.S.A. (1983) 80:1101）；α－アミラーゼ遺伝子（Ikuta et al., Biotech. (1990) 8:24
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1）およびチロシンをＤＯＰＡおよびドーパキノンに酸化でき、順に、これが縮合して、
容易に検出可能な化合物メラニンを形成する酵素をコードするチロシナーゼ遺伝子（Katz
 et al., J. Gen. Microbiol. (1983) 129:2703）が挙げられる。明確に、多数のこのよ
うなマーカーが利用可能であり、当業者に公知である。
【００８２】
　特定の実施形態では、ヌクレオチド配列は、任意選択で、対象とする別のヌクレオチド
配列と組み合わされ得る。用語「対象とするヌクレオチド配列」とは、所望のポリペプチ
ドまたはタンパク質をコードする、転写されたＲＮＡ分子およびＤＮＡ分子であり得る核
酸分子（ポリヌクレオチドとも呼ばれ得る）を指し、必ずしもポリペプチドまたはタンパ
ク質をコードしない、全遺伝子を構成しない核酸分子（例えば、プロモーター）も指し得
る。例えば、特定の実施形態では、核酸分子は、グリホサートもしくは別の除草剤に対す
るさらなる抵抗性もしくは耐性、および／または選定された昆虫または疾患に対する抵抗
性および／もしくは栄養強化および／もしくは改善された農学的特徴、および／またはタ
ンパク質もしくは食餌、食物、工業的用途、医薬的用途もしくはその他の用途において有
用なその他の生成物を提供する別のものと組み合わされ、または「積み重ねられ」得る。
植物ゲノム内の対象とする２種以上の核酸配列の「スタッキング」は、例えば、２以上の
事象、対象とする配列を含有する構築物を用いる植物の形質転換、トランスジェニック植
物トランスジェニック植物の再形質転換または相同組換えを介した標的組込みによる新規
形質の付加を使用する従来の植物育種によって達成され得る。
【００８３】
　対象とするこのようなヌクレオチド配列として、それだけには限らないが、以下に提供
される実施例が挙げられる。
【００８４】
　１．有害生物または疾患に対して抵抗性を付与する遺伝子またはコード配列（例えば、
ｉＲＮＡ）
　（Ａ）植物疾患抵抗性遺伝子。植物防御は、植物中の疾患抵抗性遺伝子（Ｒ）の生成物
と、病原体中の対応する病原性（Ａｖｒ）遺伝子の生成物間の特定の相互作用によって活
性化されることが多い。ある植物の種類が、クローニングされた抵抗性遺伝子を用いて形
質転換され、特定の病原体株に対して抵抗性である植物に操作できる。このような遺伝子
の例として、クラドスポリウム・フルブム（Cladosporium fulvu）に対する抵抗性のため
の、トマトＣｆ－９遺伝子（Jones et al., 1994 Science 266:789）、トマト斑葉細菌病
に対する抵抗性のためのプロテインキナーゼをコードする、トマトＰｔｏ遺伝子（Martin
 et al., 1993 Science 262:1432）およびシュードモナス・シリンゲ（Pseudomonas syri
ngae）に対する抵抗性のための、アラビドプシス属（Arabidopsis）ＲＳＳＰ２遺伝子（M
indrinos et al., 1994 Cell 78:1089）が挙げられる。
【００８５】
　（Ｂ）Ｂｔ　δ－エンドトキシン遺伝子のヌクレオチド配列などの、バチルス・チュー
リンゲンシス（Bacillus thuringiensis）タンパク質、その誘導体またはそれをモデルに
した合成ポリペプチド（Geiser et al., 1986 Gene 48:109）および栄養型殺虫性（ＶＩ
Ｐ）遺伝子（例えば、Estruch et al., (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:5389-94を参
照のこと）。さらに、δ－エンドトキシン遺伝子をコードするＤＮＡ分子は、Ａｍｅｒｉ
ｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　（Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、Ｍ
ｄ．）からＡＴＣＣ受託番号４００９８、６７１３６、３１９９５および３１９９８の下
で購入できる。
【００８６】
　（Ｃ）いくつかのクンシラン（Clivia miniata）マンノース結合レクチン遺伝子のヌク
レオチド配列などの、レクチン（Van Damme et al., 1994 Plant Molec. Biol. 24:825）
。
【００８７】
　（Ｄ）昆虫有害生物に対する殺うじ剤として有用であるアビジンおよびアビジン相同体



(28) JP 6473419 B2 2019.2.20

10

20

30

40

50

などの、ビタミン結合タンパク質。米国特許第５，６５９，０２６号を参照のこと。
【００８８】
　（Ｅ）酵素阻害剤、例えば、プロテアーゼ阻害剤またはアミラーゼ阻害剤。
このような遺伝子の例として、イネシステインプロテイナーゼ阻害剤（Abe et al., 1987
 J. Biol. Chem. 262:16793）、タバコプロテイナーゼ阻害剤Ｉ（Huub et al., 1993 Pla
nt Molec. Biol. 21:985）およびα－アミラーゼ阻害剤（Sumitani et al., 1993 Biosci
. Biotech. Biochem. 57:1243）が挙げられる。
【００８９】
　（Ｆ）昆虫特異的ホルモンまたはフェロモン、例えば、エクジステロイドおよび幼若ホ
ルモンその変異体、それをベースとしたミメティックまたはそのアンタゴニストもしくは
アゴニスト、例えば、クローニングされた幼若ホルモンエステラーゼのバキュロウイルス
発現、幼若ホルモンの不活化（Hammock et al., 1990 Nature 344:458）。
【００９０】
　（Ｇ）発現すると、影響を受ける有害生物の生理学を撹乱する、昆虫特異的ペプチドま
たはニューロペプチド（J. Biol. Chem. 269:9）。このような遺伝子の例として、昆虫利
尿ホルモン受容体（Regan, 1994）、ディプロプテラ・プンクタータ（Diploptera puncta
ta）において同定されたアロスタチン（allostatin）（Pratt,1989）および昆虫特異的、
麻痺性神経毒（米国特許第５，２６６，３６１号）が挙げられる。
【００９１】
　（Ｈ）蛇、スズメバチなどによって天然に産生される昆虫特異的毒液、例えば、サソリ
昆虫毒ペプチド（Pang, (1992) Gene 116:165）。
【００９２】
　（Ｉ）モノテルペン、セスキテルペン、ステロイド、ヒドロキサム酸、フェニルプロパ
ノイド誘導体または殺虫活性を有する別の非タンパク質分子の高度集積に関与している酵
素
【００９３】
　（Ｊ）生物学的に活性な分子の翻訳後修飾を含めた、修飾に関与している酵素、例えば
、天然または合成にかかわらず、解糖酵素、タンパク質分解酵素、脂肪分解酵素、ヌクレ
アーゼ、シクラーゼ、トランスアミナーゼおよびエステラーゼ、ヒドロラーゼ、ホスファ
ターゼ、キナーゼ、ホスホリラーゼ、ポリメラーゼ、エラスターゼ、キチナーゼおよびグ
ルカナーゼ。このような遺伝子の例として、ｃａｌｌａｓ遺伝子（ＰＣＴ公開出願ＷＯ９
３／０２１９７）、キチナーゼをコードする配列（例えば、ＡＴＣＣから受託番号３９９
９６３７および６７１５２の下で入手できる）、タバコ鉤虫キチナーゼ（Kramer et al.,
 (1993) Insect Molec. Biol. 23:691）およびパセリｕｂｉ４－２ポリユビキチン遺伝子
（Kawalleck et al., (1993) Plant Molec. Biol. 21:673）が挙げられる。
【００９４】
　（Ｋ）シグナル変換をシミュレートする分子。このような分子の例として、リョクトウ
カルモジュリンｃＤＮＡクローンのヌクレオチド配列（Botella et al., (1994) Plant M
olec. Biol. 24:757）およびトウモロコシカルモジュリンｃＤＮＡクローンのヌクレオチ
ド配列（Griess et al., (1994) Plant Physiol. 104:1467）が挙げられる。
【００９５】
　（Ｌ）疎水性モーメントペプチド。米国特許第５，６５９，０２６号および同５，６０
７，９１４号を参照のこと；後者は、疾患抵抗性を付与する合成抗菌ペプチドを教示して
いる。
【００９６】
　（Ｍ）膜透過酵素、チャネル形成剤またはチャネル遮断剤、例えば、トランスジェニッ
クタバコ植物をシュードモナス・ソラナセアラム（Pseudomonas solanacearum）に対して
抵抗性にする、セクロピン－ベータ溶菌性ペプチド類似体（Jaynes et al., (1993) Plan
t Sci. 89:43）。
【００９７】
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　（Ｎ）ウイルス侵襲性タンパク質またはそれに由来する複合毒素。例えば、形質転換植
物細胞におけるウイルスコートタンパク質の蓄積は、ウイルス感染および／またはコート
タンパク質遺伝子が由来するウイルスによって、ならびに関連ウイルスによって達成され
る疾患発生に対する抵抗性を与える。アルファルファモザイクウイルス、キュウリモザイ
クウイルス、タバコ条斑ウイルス、ジャガイモウイルスＸ、ジャガイモウイルスＹ、タバ
コエッチウイルス、タバコ茎えそウイルスおよびタバコモザイクウイルスに対して、コー
トタンパク質媒介性抵抗性が形質転換植物に付与されている。例えば、Beachy et al., (
1990) Ann. Rev. Phytopathol. 28:451を参照のこと。
【００９８】
　（Ｏ）昆虫特異的抗体またはそれに由来する免疫毒素。したがって、昆虫腸において重
大な代謝機能にターゲッティングされる抗体は、影響を受ける酵素を不活化し、昆虫を死
滅させる。例えば、Taylor et al., (1994) Abstract #497、Seventh Intl. Symposium o
n Molecular Plant-Microbe Interactionsは、一本鎖抗体断片の製造によるトランスジェ
ニックタバコにおける酵素性不活性化を示す。
【００９９】
　（Ｐ）ウイルス特異的抗体。例えば、組換え抗体遺伝子を発現するトランスジェニック
植物は、ウイルス攻撃から保護されるということを示すTavladoraki et al., (1993) Nat
ure 266:469を参照のこと。
【０１００】
　（Ｑ）病原体または寄生生物によって天然に生成される発達遅延性タンパク質。したが
って、真菌エンドα－１，４－Ｄポリガラクツロナーゼは、植物細胞壁ホモ－α－１，４
－Ｄ－ガラクツロナーゼを可溶化することによって、真菌コロニー形成および植物栄養放
出を促進する(Lamb et al., (1992) Biotechnology 10:1436)。マメエンドポリガラクツ
ロナーゼ阻害性タンパク質をコードする遺伝子のクローニングおよび特性決定が、(Touba
rt et al., (1992) Plant J. 2:367)に記載されている。
【０１０１】
　（Ｒ）植物によって天然に生成される発達遅延性タンパク質、例えば、真菌疾患に対す
る増大した抵抗性を提供するオオムギリボソーム不活化遺伝子(Longemann et al., (1992
). Biotechnology 10:3305)。
【０１０２】
　（Ｓ）ＲＮＡ分子をコードするＤＮＡポリヌクレオチドが、標的遺伝子の発現を阻害す
るために使用される、ＲＮＡ干渉。一例では、ＲＮＡ分子は、部分的または完全に二本鎖
であり、サイレンシング反応を引き起こし、ｄｓＲＮＡの低分子干渉ＲＮＡへの切断をも
たらし、次いで、これが、相同ｍＲＮＡを破壊するターゲッティング複合体中に組み込ま
れる。例えば、Fire et al.、米国特許第６，５０６，５５９号;Graham et al.、米国特
許第６，５７３，０９９号を参照のこと。
【０１０３】
　２．除草剤に対する抵抗性を付与する遺伝子
　（Ａ）成長点または分裂組織を阻害する除草剤、例えば、イミダザリノン（imidazalin
one）、スルホンアニリドまたはスルホニル尿素除草剤に対する抵抗性または耐性をコー
ドする遺伝子。このカテゴリー中の例示的遺伝子は、突然変異体ＡＬＳ酵素をコードし（
Lee et al., (1988) EMBOJ. 7:1241）、これは、ＡＨＡＳ酵素としても知られている（Mi
ki et al., (1990) Theor. Appl. Genet. 80:449）。
【０１０４】
　（Ｂ）突然変異体ＥＰＳＰシンターゼおよびａｒｏＡ遺伝子によって、またはＧＡＴ（
グリホサートアセチルトランスフェラーゼ）もしくはＧＯＸ（グリホサートオキシダーゼ
）などの遺伝子およびグルホシネート（ｐａｔおよびｂａｒ遺伝子；ＤＳＭ－２）などの
その他のホスホノ化合物ならびにアリールオキシフェノキシプロピオン酸およびシクロヘ
キサンジオン（ＡＣＣアーゼ阻害剤をコードする遺伝子）による代謝不活性化によって与
えられる、グリホサートに対する抵抗性または耐性をコードする１種または複数のさらな
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る遺伝子。例えば、グリホサート抵抗性を付与できるＥＰＳＰの形態のヌクレオチド配列
を開示する米国特許第４，９４０，８３５号を参照のこと。突然変異体ａｒｏＡ遺伝子を
コードするＤＮＡ分子は、ＡＴＣＣ受託番号３９２５６の下で得ることができ、突然変異
体遺伝子のヌクレオチド配列は、米国特許第４，７６９，０６１号に開示されている。欧
州特許出願番号０３３３０３３および米国特許第４，９７５，３７４号には、Ｌ－ホスフ
ィノトリシンなどの除草剤に対する抵抗性を付与するグルタミンシンセターゼ遺伝子のヌ
クレオチド配列が開示されている。ホスフィノトリシンアセチルトランスフェラーゼ遺伝
子のヌクレオチド配列は、欧州特許出願番号０２４２２４６に提供されている。De Greef
 et al., (1989) Biotechnology 7:61には、ホスフィノトリシンアセチルトランスフェラ
ーゼ活性のためにキメラｂａｒ遺伝子コーディングを発現するトランスジェニック植物の
製造が記載されている。アリールオキシフェノキシプロピオン酸およびセトキシジムおよ
びハロキシフォップなどのシクロヘキサンジオンに対する抵抗性を付与する遺伝子の例示
的なものとして、Marshall et al., (1992) Theor. Appl. Genet. 83:435に記載される、
Ａｃｃｌ－Ｓ１、Ａｃｃｌ－Ｓ２およびＡｃｃｌ－Ｓ３遺伝子がある。
【０１０５】
　（Ｃ）光合成を阻害する除草剤、例えば、トリアジンに対する抵抗性または耐性をコー
ドする遺伝子（ｐｓｂＡおよびｇｓ＋遺伝子）およびベンゾニトリル（ニトリラーゼ遺伝
子）。Przibilla et al., (1991) Plant Cell 3:169には、クラミドモナス（Chlamydomon
as）を形質転換するための突然変異体ｐｓｂＡ遺伝子をコードするプラスミドの使用が記
載されている。ニトリラーゼ遺伝子のヌクレオチド配列は、米国特許第４，８１０，６４
８号に開示されており、これらの遺伝子を含有するＤＮＡ分子は、ＡＴＣＣ受託番号５３
４３５、６７４４１および６７４４２の下で入手可能である。グルタチオンＳ－トランス
フェラーゼのＤＮＡコーディングのクローニングおよび発現は、Hayes et al., (1992) B
iochem. J. 285:173に記載されている。
【０１０６】
　（Ｄ）ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ（ＨＰＰＤ）、パラ－ヒドロキ
シフェニルピルビン酸（ＨＰＰ）がホモゲンチジン酸に形質転換される反応を触媒する酵
素と結合する除草剤に対する抵抗性または耐性をコードする遺伝子。これは、イソキサゾ
ール（欧州特許第４１８１７５号、欧州特許第４７０８５６号、欧州特許第４８７３５２
号、欧州特許第５２７０３６号、欧州特許第５６０４８２号、欧州特許第６８２６５９号
、米国特許第５，４２４，２７６号）、特に、トウモロコシの選択的除草剤であるイソキ
サフルトール、ジケトニトリル（欧州特許第４９６６３０号、および欧州特許第４９６６
３１号）、特に、２－シアノ－３－シクロプロピル－１－（２－ＳＯ２ＣＨ３－４－ＣＦ
３フェニル）プロパン－１，３－ジオンおよび２－シアノ－３－シクロプロピル－１－（
２－ＳＯ２ＣＨ３－４－２，３Ｃｌ２フェニル）プロパン－１，３－ジオン、トリケトン
（欧州特許第６２５５０５号、欧州特許第６２５５０８号、米国特許第５，５０６，１９
５号）、特に、スルコトリオンおよびピラゾリネートなどの除草剤を含む。例えば、米国
特許第６，２６８，５４９号および同６，２４５，９６８号および米国特許出願公開第２
００３００６６１０２号に記載される遺伝子を含めた、植物において過剰量のＨＰＰＤを
生成する遺伝子は、このような除草剤に対する耐性または抵抗性を提供し得る。
【０１０７】
　（Ｅ）遺伝子。フェノキシオーキシン除草剤、例えば、２，４－ジクロロフェノキシ酢
酸（２，４－Ｄ）に対する抵抗性または耐性をコードし、アリールオキシフェノキシプロ
ピオネート（ＡＯＰＰ）除草剤に対する抵抗性または耐性も付与する遺伝子。このような
遺伝子の例として、米国特許第７，８３８，７３３号に記載される、α－ケトグルタレー
ト依存性ジオキシゲナーゼ酵素（ａａｄ－１）遺伝子が挙げられる。
【０１０８】
　（Ｆ）２，４－ジクロロフェノキシ酢酸（２，４－Ｄ）などのフェノキシオーキシン除
草剤に対する抵抗性または耐性をコードし、フルロキシピルまたはトリクロピルなどのピ
リジルオキシオーキシン除草剤に対する抵抗性または耐性も付与し得る遺伝子。このよう
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な遺伝子の例として、ＷＯ２００７／０５３４８２　Ａ２に記載されるα－ケトグルタレ
ート依存性ジオキシゲナーゼ酵素遺伝子（ａａｄ－１２）が挙げられる。
【０１０９】
　（Ｇ）ジカンバに対する抵抗性または耐性をコードする遺伝子（例えば、米国特許公開
第２００３０１３５８７９号を参照のこと）。
【０１１０】
　（Ｈ）プロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ（ＰＰＯ）を阻害する除草剤に対する抵
抗性または耐性を提供する遺伝子（米国特許第５，７６７，３７３号を参照のこと）。
【０１１１】
　（Ｉ）光化学系ＩＩ反応中心（ＰＳ　ＩＩ）のコアタンパク質と結合する、トリアジン
除草剤（アトラジンなど）および尿素誘導体（ジウロンなど）除草剤に対する抵抗性また
は耐性を提供する遺伝子(Brussian et al., (1989) EMBO J. 1989, 8(4): 1237-1245を参
照のこと。
【０１１２】
　３．価値が付加された形質を付与するか、またはそれに貢献する遺伝子
　（Ａ）植物のステアリン酸含量を増大させるために、例えば、アンチセンス遺伝子また
はステアロイル－ＡＣＰ不飽和化酵素を用いて、トウモロコシまたはアブラナ属（Brassi
ca）を形質転換することによって修飾された脂肪酸代謝(Knultzon et al., (1992) Proc.
 Nat. Acad. Sci. USA 89:2624。
【０１１３】
　（Ｂ）減少したフィチン酸含量
　（１）クロコウジカビ（Aspergillus niger）フィターゼ遺伝子などのフィターゼをコ
ードする遺伝子の導入（Van Hartingsveldt et al., (1993) Gene 127:87）は、フィチン
酸の分解を増強し、より多くの遊離リン酸を形質転換植物に付加する。
　（２）フィチン酸含量を低下させる遺伝子は、導入され得る。トウモロコシでは、これ
は、例えば、クローニングすることおよび次いで、低レベルのフィチン酸を特徴とするト
ウモロコシ突然変異体と関連している単一の対立遺伝子と関連しているＤＮＡを再導入す
ることによって達成され得る（Raboy et al., (1990） Maydica 35:383）。
【０１１４】
　（Ｃ）例えば、植物を、デンプンの分岐パターンを変更する酵素の遺伝子コーディング
を用いて形質転換することによって達成される修飾された炭水化物組成物。このような酵
素の例として、ストレプトコッカス・ミューカス（Streptococcus mucus）フルクトース
転移酵素遺伝子(Shiroza et al., (1988) J. Bacteriol. 170:810)、バチルス・サブチリ
ス（Bacillus subtilis）レバンスクラーゼ遺伝子（Steinmetz et al., (1985) Mol. Gen
. Genel. 200:220）、バチルス・リケニフォルミス（Bacillus licheniformis）α－アミ
ラーゼ（Pen et al., (1992) Biotechnology 10:292）、トマトインベルターゼ遺伝子（E
lliot et al., (1993）、オオムギアミラーゼ遺伝子（Sogaard et al., (1993) J. Biol.
 Chem. 268:22480）およびトウモロコシ胚乳デンプン分岐酵素ＩＩ（Fisher et al., (19
93) Plant Physiol. 102:10450）が挙げられる。
【０１１５】
　ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入されたドナーＤＮＡポリヌクレオチド
の存在を同定する方法が、本明細書において記載される。さらなる実施形態として、非修
飾内因性植物ゲノム遺伝子座、これまでにターゲッティングされた植物ゲノム遺伝子座ま
たはこれまでに挿入された外因性ＤＮＡを切断するために部位特異的ヌクレアーゼが使用
され得る。内因性ゲノム遺伝子座のターゲッティングは、本開示の一実施形態である。
【０１１６】
　実施形態では、本明細書において記載される方法および組成物は、遺伝子操作された（
天然に存在しない）メガヌクレアーゼ（ホーミングエンドヌクレアーゼとしても記載され
る）を含む部位特異的ヌクレアーゼを使用する。Ｉ－ＳｃｅＩ、Ｉ－ＣｅｕＩ、ＰＩ－Ｐ
ｓｐＩ、ＰＩ－Ｓｃｅ、Ｉ－ＳｃｅＩＶ、Ｉ－ＣｓｍＩ、Ｉ－ＰａｎＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩ
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、Ｉ－ＰｐｏＩ、Ｉ－ＳｃｅＩＩＩ、Ｉ－ＣｒｅＩ、Ｉ－ＴｅｖＩ、Ｉ－ＴｅｖＩＩおよ
びＩ－ＴｅｖＩＩＩなどのホーミングエンドヌクレアーゼまたはメガヌクレアーゼの認識
配列は、公知である。米国特許第５，４２０，０３２号；同６，８３３，２５２号；Belf
ort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-30 3388；Dujon et al. (1989) Gene 8
2:115-118;Perler et al. (1994) Nucleic Acids Res. 22, 11127；Jasin (1996) Trends
 Genet. 12:224-228;Gimble et al. (1996) J. Mol. Biol. 263:163-180；Argast et al.
 (1998) J. Mol. Biol. 280:345-353およびＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓカ
タログも参照のこと。さらに、ホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレアーゼの
ＤＮＡ結合特異性は、非天然標的部位と結合するよう遺伝子操作され得る。例えば、Chev
alier et al. (2002) Molec. Cell 10:895-905；Epinat et al. (2003) Nucleic Acids R
es. 5 31:2952-2962；Ashworth et al. (2006) Nature 441:656-659；Paques et al. (20
07) Current Gene Therapy 7:49-66；米国特許公開第２００７０１１７１２８号を参照の
こと。ホーミングエンドヌクレアーゼおよびメガヌクレアーゼのＤＮＡ結合性ドメインは
、全体として（すなわち、ヌクレアーゼが同族切断ドメインを含むような）ヌクレアーゼ
との関連で変更され得るか、または異種切断ドメインと融合され得る。
【０１１７】
　その他の実施形態では、本明細書において記載される方法および組成物において使用さ
れる１種または複数のヌクレアーゼのＤＮＡ結合ドメインは、天然に存在する、または遺
伝子操作された（天然に存在しない）ＴＡＬエフェクターＤＮＡ結合ドメインを含む。例
えば、本明細書においてその全文が参照により組み込まれる米国特許公開第２０１１０３
０１０７３号を参照のこと。ザントモナス（Xanthomonas）属の植物病原菌は、重要な作
物において多数の疾患を引き起こすことが知られている。ザントモナス（Xanthomonas）
属の病原性は、かなり異なるエフェクタータンパク質を植物細胞中に注入する保存された
ＩＩＩ型分泌（Ｔ３Ｓ）システムに応じて変わる。これらの中でも、注入されるタンパク
質は、植物転写アクチベーターを模倣し、植物トランスクリプトームを操作する転写アク
チベーター様（ＴＡＬＥＮ）エフェクターである（Kay et al (2007) Science 318:648-6
51を参照のこと）。これらのタンパク質は、ＤＮＡ結合ドメインおよび転写活性化ドメイ
ンを含有する。最も十分に特性決定されたＴＡＬ－エフェクターの１種として、ザントモ
ナス・カンペストリス（Xanthomonas campestgris）病原型ベシカトリア（Vesicatoria）
由来のＡｖｒＢｓ３がある（Bonas et al (1989) Mol Gen Genet 218: 127-136およびＷ
Ｏ２０１００７９４３０を参照のこと）。ＴＡＬ－エフェクターは、各リピートがおよそ
３４個のアミノ酸を含有するタンデムリピートの集中ドメインを含有し、これが、これら
のタンパク質のＤＮＡ結合特異性にとって重要である。さらに、それらは、核局在性配列
および酸性転写活性化ドメインを含有する（概説については、Schornack S、et al (2006
) J Plant Physiol 163(3): 256-272を参照のこと）。さらに、植物病原菌青枯病菌（Ral
stonia solanacearum）では、青枯病菌（R.solanacearum）次亜種株ＧＭＩ１０００にお
いて、および次亜種４株ＲＳ１０００において、ザントモナス属（Xanthomonas）のＡｖ
ｒＢｓ３ファミリーと相同である、ｂｒｇ１１およびｈｐｘ１７と表される２種の遺伝子
が見出されている（Heuer et al (2007) Appl and Enviro Micro 73(13): 4379-4384を参
照のこと）。これらの遺伝子は、ヌクレオチド配列では互いに９８．９％同一であるが、
ｈｐｘ１７のリピートドメイン中の１，５７５ｂｐの欠失によって異なる。しかし、両遺
伝子産物は、ザントモナス属（Xanthomonas）のＡｖｒＢｓ３ファミリータンパク質と４
０％未満の配列同一性を有する。例えば、その全文が参照により組み込まれる、米国特許
公開第２０１１０３０１０７３号を参照のこと。
【０１１８】
　これらのＴＡＬエフェクターの特異性は、タンデムリピート中に見られる配列に応じて
変わる。反復される配列は、およそ１０２ｂｐを含み、リピートは、通常、互いに９１～
１００％相同である（Bonas et al、同書）。リピートの多型性は、普通、１２および１
３位に局在し、１２および１３位の超可変二残基の同一性と、ＴＡＬ－エフェクターの標
的配列中の連続ヌクレオチドの同一性の間の１対１の対応であると思われる（Moscou and
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 Bogdanove， (2009) Science 326:1501およびBoch et al (2009) Science 326:1509-151
2を参照のこと）。実験的に、これらのＴＡＬ－エフェクターのＤＮＡ認識の天然のコー
ドは、１２および１３位のＨＤ配列が、シトシン（Ｃ）との結合につながり、ＮＧがＴと
、ＮＩがＡ、Ｃ、ＧまたはＴと結合し、ＮＮが、ＡまたはＧと結合し、ＩＮＧがＴと結合
するように決定された。これらのＤＮＡ結合リピートは、リピートの新規組合せおよび数
を有するタンパク質にアセンブルされ、植物細胞において、新規配列と相互作用し、非内
因性リポーター遺伝子の発現を活性化できる人工転写因子が作製された（Boch et al、同
書）。遺伝子操作されたＴＡＬタンパク質は、ＦｏｋＩ切断ハーフドメインと連結され、
酵母リポーターアッセイ（プラスミドベースの標的）において活性を示すＴＡＬエフェク
タードメインヌクレアーゼ融合物（ＴＡＬＥＮ）が得られた。
【０１１９】
　ＣＲＩＳＰＲ（クラスター化して規則的な配置の短い回文反復配列（Clustered Regula
rly Interspaced Short Palindromic repeats）／Ｃａｓ（ＣＲＩＳＰＲ関連）ヌクレア
ーゼ系は、ゲノムエンジニアリングに使用され得る細菌系をベースとする最近遺伝子操作
されたヌクレアーゼ系である。それは多数の細菌および古細菌の適応免疫応答の部分をベ
ースとする。ウイルスまたはプラスミドが細菌に侵入する場合に、「免疫」応答によって
侵入者のＤＮＡのセグメントが、ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）に変換される。こ
のｃｒＲＮＡは、次いで、部分相補性の領域によって、ｔｒａｃｒＲＮＡと呼ばれる別の
種類のＲＮＡと会合し、Ｃａｓ９ヌクレアーゼを、「プロトスペーサー」と呼ばれる標的
ＤＮＡ中のｃｒＲＮＡと相同な領域に案内する。Ｃａｓ９は、ＤＮＡを切断して、ｃｒＲ
ＮＡ転写物内に含有される２０ヌクレオチドのガイド配列によって特定される部位のＤＳ
Ｂで平滑末端を作製する。Ｃａｓ９は、部位特異的ＤＮＡ認識および切断のためにｃｒＲ
ＮＡおよびｔｒａｃｒＲＮＡの両方を必要とする。この系は、ここで、ｃｒＲＮＡおよび
ｔｒａｃｒＲＮＡが１分子（「単一ガイドＲＮＡ」）に組み合わされ得るよう遺伝子操作
され、単一ガイドＲＮＡのｃｒＲＮＡ相当部分は、Ｃａｓ９ヌクレアーゼを標的の任意の
望ましい配列に案内するよう遺伝子操作され得る（Jinek et al (2012) Science 337, p.
 816-821, Jinek et al, (2013), eLife 2:e00471およびDavid Segal, (2013) eLife 2:e
00563を参照のこと）。したがって、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系は、ゲノム中の所望の標的
で二本鎖切断（ＤＳＢ）を生成するよう遺伝子操作され得、ＤＳＢの修復は、エラープロ
ーン修復の増大を引き起こす修復阻害剤の使用によって影響を受け得る。
【０１２０】
　特定の実施形態では、Ｃａｓタンパク質は、天然に存在するＣａｓタンパク質の「機能
的誘導体」であり得る。天然配列ポリペプチドの「機能的誘導体」は、天然配列ポリペプ
チドと共通する質的生物学的特性を有する化合物である。「機能的誘導体」として、それ
だけには限らないが、対応する天然配列ポリペプチドと共通する生物活性を有するという
条件で、天然配列の断片および天然配列ポリペプチドの誘導体およびその断片を含む。本
明細書において考慮される生物活性は、機能的誘導体の、ＤＮＡ基質とハイブリダイズし
て断片になる能力である。用語「誘導体」は、ポリペプチドのアミノ酸配列変異体、共有
結合修飾およびその融合物の両方を包含する。Ｃａｓポリペプチドまたはその断片の適し
た誘導体として、それだけには限らないが、Ｃａｓタンパク質またはその断片の突然変異
体、融合物、共有結合修飾が挙げられる。Ｃａｓタンパク質またはその断片を含むＣａｓ
タンパク質およびＣａｓタンパク質またはその断片の誘導体は、細胞から得ることができ
る、または化学的に、もしくはこれら２種の手順の組合せによって合成され得る。細胞は
、Ｃａｓタンパク質を天然に産生する細胞またはＣａｓタンパク質を天然に産生するか、
もしくは内因性Ｃａｓタンパク質を高発現レベルで産生するよう、もしくは外因的に導入
された、内因性Ｃａｓと同一であるかもしくは異なっているＣａｓをコードする核酸から
Ｃａｓタンパク質を産生するよう遺伝子的に操作される細胞であり得る。いくつかの場合
には、細胞は、Ｃａｓタンパク質を天然に産生せず、Ｃａｓタンパク質を産生するよう遺
伝子的に操作される。Ｃａｓタンパク質は、ＣａｓヌクレアーゼをガイドＲＮＡと同時発
現することによって哺乳類細胞中に（推定的に、植物細胞内に）配置される。Le Cong, F
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., et al., (2013) Science 339(6121):819-823に開示されるように、Ｃａｓ媒介性ゲノ
ム切断を促進するために、２種の形態のガイドＲＮＡが使用され得る。
【０１２１】
　特定の実施形態では、細胞のゲノムのｉｎ　ｖｉｖｏ切断および／またはターゲッティ
ングされた切断のために使用される１種または複数のヌクレアーゼのＤＮＡ結合ドメイン
は、ジンクフィンガータンパク質を含む。いくつかの実施形態では、ジンクフィンガータ
ンパク質は、選択の標的部位と結合するよう遺伝子操作されるものには天然に存在しない
。例えば、参照によりその全文が、すべて本明細書に組み込まれる、Beerli et al. (200
2) Nature Biotechnol. 20:135-141；Pabo et al. (2001) Ann. Rev. Biochem. 70:313-3
40；Isalan et al. (2001) Nature Biotechnol. 19:656-660；Segal et al. (2001) Curr
. Opin. Biotechnol. 12:632-637；Choo et al. (2000) Curr. Opin. Struct. Biol. 10:
411-416；米国特許第６，４５３，２４２号；同６，５３４，２６１号；同６，５９９，
６９２号；同６，５０３，７１７号；同６６８９，５５８号；同７，０３０，２１５号；
同６，７９４，１３６号；同７，０６７，３１７号；同７，２６２，０５４号；同７，０
７０，９３４号；同７，３６１，６３５号；同７，２５３，２７３号；および米国特許公
開第２００５／００６４４７４号；同２００７／０２１８５２８号；同２００５／０２６
７０６１号を参照のこと。
【０１２２】
　遺伝子操作されたジンクフィンガー結合ドメインは、天然に存在するジンクフィンガー
タンパク質と比較して、新規結合特異性を有し得る。操作する方法は、それだけには限ら
ないが、合理的設計および種々の種類の選択を含む。合理的設計は、例えば、トリプレッ
ト（またはクアドルプレット）ヌクレオチド配列および個々のジンクフィンガーアミノ酸
配列を含むデータベースを使用することを含み、これでは、各トリプレットまたはクアド
ルプレットヌクレオチド配列は、特定のトリプレットまたはクアドルプレット配列と結合
するジンクフィンガーの１つまたは複数のアミノ酸配列と会合される。例えば、その全文
が参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第６，４５３，２４２号および同６，５
３４，２６１号を参照のこと。
【０１２３】
　標的部位；ＺＦＰの選択および融合タンパク質（およびそれをコードするポリヌクレオ
チド）の設計および構築のための方法は、当業者には公知であり、米国特許第６，１４０
，０８１５号；同７８９，５３８号；同６，４５３，２４２号；同６，５３４，２６１号
；同５，９２５，５２３号；同６，００７，９８８号；同６，０１３，４５３号；同６，
２００，７５９号；ＷＯ９５／１９４３１；ＷＯ９６／０６１６６；ＷＯ９８／５３０５
７；ＷＯ９８／５４３１１；ＷＯ００／２７８７８；ＷＯ０１／６０９７０　ＷＯ０１／
８８１９７；ＷＯ０２／０９９０８４；ＷＯ９８／５３０５８；ＷＯ９８／５３０５９；
ＷＯ９８／５３０６０；ＷＯ０２／０１６５３６およびＷＯ０３／０１６４９６に詳細に
記載されている。
【０１２４】
　さらに、これらおよびその他の参考文献に開示されるように、ジンクフィンガードメイ
ンおよび／またはマルチフィンガー型ジンクフィンガータンパク質は、例えば、５個以上
のアミノ酸の長さのリンカーを含めた任意の適したリンカー配列を使用して一緒に連結さ
れ得る。６個以上のアミノ酸の長さの例示的リンカー配列については、米国特許第６，４
７９，６２６号；同６，９０３，１８５号；および同７，１５３，９４９号も参照のこと
。本明細書において記載されるタンパク質は、タンパク質の個々のジンクフィンガー間の
適したリンカーの任意の組合せを含み得る。
【０１２５】
　したがって、部位特異的ヌクレアーゼは、ドナーＤＮＡポリヌクレオチド（すなわち、
少なくとも１種の導入遺伝子を含む）を挿入することが望まれる、任意の遺伝子中の標的
部位と特異的に結合するＤＮＡ結合ドメインを含む。
【０１２６】
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　任意の適した切断ドメインは、ＤＮＡ結合ドメインと作動可能に連結され、ヌクレアー
ゼ融合タンパク質を形成し得る。例えば、ＺＦＰ　ＤＮＡ結合ドメインが、ＺＦＮ、つま
り、その遺伝子操作された（ＺＦＰ）ＤＮＡ結合ドメインによって、その意図される核酸
標的を認識でき、ＤＮＡを、ヌクレアーゼ活性によってＺＦＰ結合部位の近くで切断され
るようにする機能的実体を作製するために、ヌクレアーゼドメインと融合されている。例
えば、Kim et al. (1996) Proc Natl Acad Sci USA 93(3):1156-1160を参照のこと。より
最近は、ＺＦＮは、種々の生物におけるゲノム修飾のために使用された。例えば、米国特
許公開第２００３０２３２４１０号；同２００５０２０８４８９号；同２００５００２６
１５７号；同２００５００６４４７４号；同２００６０１８８９８７号；同２００６００
６３２３１号；および国際公開公報ＷＯ０７／０１４２７５を参照のこと。同様に、ＴＡ
ＬＥＮ　ＤＮＡ結合ドメインが、ＴＡＬＥＮを作製するためにヌクレアーゼドメインと融
合された。例えば、米国特許公開第２０１１０３０１０７３号を参照のこと。
【０１２７】
　上記のように、切断ドメインは、ＤＮＡ結合ドメインにとって異種であり得る、例えば
、ジンクフィンガーＤＮＡ結合ドメインおよび異なるヌクレアーゼに由来する切断ドメイ
ンまたはＴＡＬＥＮ　ＤＮＡ結合ドメインおよび異なるヌクレアーゼに由来する切断ドメ
インまたはメガヌクレアーゼＤＮＡ結合ドメインおよび異なるヌクレアーゼに由来する切
断ドメイン。異種切断ドメインは、任意のエンドヌクレアーゼまたはエキソヌクレアーゼ
から得られ得る。切断ドメインが由来し得る例示的エンドヌクレアーゼとして、それだけ
には限らないが、制限エンドヌクレアーゼおよびホーミングエンドヌクレアーゼが挙げら
れる。例えば、２００２－２００３カタログ、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ
、Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ；およびBelfort et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3379-3
388を参照のこと。ＤＮＡを切断するさらなる酵素は、公知である（例えば、Ｓ１ヌクレ
アーゼ；マングビーンヌクレアーゼ；膵臓ＤＮアーゼＩ；小球菌ヌクレアーゼ；酵母ＨＯ
エンドヌクレアーゼ；Linn et al. (eds.) Nuclease, Cold Spring Harbor Laboratory P
ress,1993も参照のこと）。これらの酵素（またはその機能的断片）のうち１種または複
数が、切断ドメインおよび切断ハーフドメインの供給源として使用され得る。
【０１２８】
　同様に、切断ハーフドメインは、切断活性のために二量化を必要とする、上記で示され
るような、任意のヌクレアーゼまたはその一部に由来し得る。一般に、融合タンパク質が
、切断ハーフドメインを含む場合には、その切断のために２種の融合タンパク質が必要で
ある。あるいは、２種の切断ハーフドメインを含む単一のタンパク質が使用され得る。２
種の切断ハーフドメインは、同一エンドヌクレアーゼ（またはその機能的断片）に由来し
得るか、または各切断ハーフドメインは、異なるエンドヌクレアーゼ（またはその機能的
断片）に由来し得る。さらに、２種の融合タンパク質の標的部位は、好ましくは、２種の
融合タンパク質の、そのそれぞれの標的部位との結合が、切断ハーフドメインが、例えば
、二量化によって機能的切断ドメインを形成するのを可能にする、互いに対する空間的方
向に切断ハーフドメインを置くよう、互いに関して配置される。したがって、特定の実施
形態では、標的部位の近位端部が、５～８ヌクレオチドによって、または１５～１８ヌク
レオチド離れている。しかし、任意の整数のヌクレオチドまたはヌクレオチド対が、２種
の標的部位の間に介在し得る（例えば、２～５０ヌクレオチド対またはそれ以上）。一般
に、切断部位は、標的部位の間にある。
【０１２９】
　制限エンドヌクレアーゼ（制限酵素）は、多数の種に存在し、ＤＮＡと配列特異的に（
認識部位で）結合でき、結合の部位で、または結合の付近でＤＮＡを切断できる。特定の
制限酵素（例えば、Ｔｙｐｅ　ＩＩＳ）は、ＤＮＡを、認識部位から除かれた部位で切断
し、分離可能な結合および切断ドメインを有する。例えば、Ｔｙｐｅ　ＩＩＳ酵素Ｆｏｋ
　Ｉは、一方の鎖の認識部位から９ヌクレオチドで、またもう一方の鎖の認識部位から１
３ヌクレオチドでＤＮＡの二本鎖切断を触媒する。例えば、米国特許第５，３５６，８０
２号；同５，４３６，１５０号および同５，４８７，９９４号；ならびにLi et al. (199
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2) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4275-4279；Li et al. (1993) Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 90:2764-2768；Kim et al. (1994a) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:883-887；
Kim et al. (1994b) J. Biol. Chem. 269:31,978-31,982を参照のこと。したがって、一
実施形態では、融合タンパク質は、遺伝子操作されている場合も、遺伝子操作されていな
い場合もある、少なくとも１種のＴｙｐｅ　ＩＩＳ制限酵素由来の切断ドメイン（または
切断ハーフドメイン）および１種または複数のジンクフィンガー結合ドメインを含む。
【０１３０】
　切断ドメインが結合ドメインから分離可能である例示的Ｔｙｐｅ　ＩＩＳ制限酵素とし
て、Ｆｏｋ　Ｉがある。この特定の酵素は、二量体として活性である。Bitinaite et al.
,(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 10,570-10,575。したがって、本開示の目的上
、開示される融合タンパク質において使用されるＦｏｋ　Ｉ酵素の一部は、切断ハーフド
メインと考えられる。したがって、ジンクフィンガー－Ｆｏｋ　Ｉ融合物を使用する細胞
配列のターゲッティングされる二本鎖切断および／またはターゲッティングされる置換に
ついて、触媒的に活性な切断ドメインを再構築するために、各々、ＦｏｋＩ切断ハーフド
メインを含む２種の融合タンパク質が使用され得る。あるいは、ジンクフィンガー結合ド
メインおよび２種のＦｏｋ　Ｉ切断ハーフドメインを含有する単一のポリペプチド分子も
使用され得る。ジンクフィンガー－Ｆｏｋ　Ｉ融合物を使用するターゲッティングされる
切断およびターゲッティングされる配列変更のパラメータは、本開示中の別の場所に提供
されている。
【０１３１】
　切断ドメインまたは切断ハーフドメインは、切断活性を保持するか、または多量化（例
えば、二量化）して、機能的切断ドメインを形成する能力を保持するタンパク質の任意の
一部であり得る。
【０１３２】
　例示的ＩＩＳ型制限酵素は、その全文が本明細書に組み込まれる国際特許出願公開ＷＯ
０７／０１４２７５に記載されている。さらなる制限酵素も、分離可能な結合および切断
ドメインを含有し、これらは、本開示によって考慮される。例えば、Roberts et al. (20
03) Nucleic Acids Res. 31:418-420を参照のこと。
【０１３３】
　特定の実施形態では、切断ドメインは、例えば、そのすべての開示内容が参照によりそ
の全文で本明細書に組み込まれる、米国特許公開第２００５００６４４７４号；同２００
６０１８８９８７号；同２００７０３０５３４６号および同２００８０１３１９６２号に
記載されるように、ホモ二量体化を最小化または防ぐ、１種または複数の遺伝子操作され
た切断ハーフドメイン（二量体化ドメイン突然変異体とも呼ばれる）を含む。Ｆｏｋ　Ｉ
の４４６、４４７、４７９、４８３、４８４、４８６、４８７、４９０、４９１、４９６
、４９８、４９９、５００、５３１、５３４、５３７および５３８位のアミノ酸残基は、
すべてＦｏｋ　Ｉ切断ハーフドメインの二量体化に影響を及ぼすための標的である。
【０１３４】
　偏性ヘテロ二量体を形成するＦｏｋ　Ｉの例示的な遺伝子操作された切断ハーフドメイ
ンは、第１の切断ハーフドメインが、Ｆｏｋ　Ｉの４９０および５３８位にアミノ酸残基
の突然変異を含み、第２の切断ハーフドメインがアミノ酸残基４８６および４９９に突然
変異を含む対を含む。
【０１３５】
　したがって、一実施形態では、４９０での突然変異は、Ｇｌｕ（Ｅ）をＬｙｓ（Ｋ）で
置換し；５３８での突然変異は、Ｉｓｏ（Ｉ）をＬｙｓ（Ｋ）で置換し；４８６での突然
変異は、Ｇｌｎ（Ｑ）をＧｌｕ（Ｅ）で置換し；４９９位での突然変異は、Ｉｓｏ（Ｉ）
をＬｙｓ（Ｋ）で置換する。具体的には、本明細書に記載された遺伝子操作された切断ハ
ーフドメインは、一方の切断ハーフドメイン中で４９０位（Ｅ→Ｋ）および５３８位（Ｉ
→Ｋ）を突然変異させて、「Ｅ４９０Ｋ：Ｉ５３８Ｋ」と表される遺伝子操作された切断
ハーフドメインを製造することによって、および別の切断ハーフドメイン中で４８６位（
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Ｑ→Ｅ）および４９９位（Ｉ→Ｌ）を突然変異させて、「Ｑ４８６Ｅ：Ｉ４９９Ｌ」と表
される遺伝子操作された切断ハーフドメインを製造することによって調製された。本明細
書において記載された遺伝子操作された切断ハーフドメインは、異常な切断が最小化また
は消滅される偏性ヘテロ二量体突然変異体である。例えば、その開示内容が、すべての目
的のために全文で組み込まれる米国特許公開第２００８／０１３１９６２号を参照のこと
。特定の実施形態では、遺伝子操作された切断ハーフドメインは、４８６、４９９および
４９６位（野生型ＦｏｋＩに対して番号付けされた）に突然変異を、例えば、４８６位の
野生型Ｇｌｎ（Ｑ）残基をＧｌｕ（Ｅ）残基で、４９９位の野生型Ｉｓｏ（Ｉ）残基をＬ
ｅｕ（Ｌ）残基で、および４９６位の野生型Ａｓｎ（Ｎ）残基をＡｓｐ（Ｄ）またはＧｌ
ｕ（Ｅ）残基で（それぞれ、「ＥＬＤ」および「ＥＬＥ」ドメインとも呼ばれる）置換す
る突然変異を含む。その他の実施形態では、遺伝子操作された切断ハーフドメインは、４
９０、５３８および５３７位（野生型ＦｏｋＩに対して番号付けされた）に突然変異を、
例えば、４９０位の野生型Ｇｌｕ（Ｅ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基で、５３８位の野生型Ｉ
ｓｏ（Ｉ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基で、５３７位の野生型Ｈｉｓ（Ｈ）残基をＬｙｓ（Ｋ
）残基またはＡｒｇ（Ｒ）残基で（それぞれ、「ＫＫＫ」および「ＫＫＲ」ドメインとも
呼ばれる）置換する突然変異を含む。その他の実施形態では、遺伝子操作された切断ハー
フドメインは、４９０および５３７位（野生型ＦｏｋＩに対して番号付けされた）に突然
変異を、例えば、４９０位の野生型Ｇｌｕ（Ｅ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基で、５３７位の
野生型Ｈｉｓ（Ｈ）残基をＬｙｓ（Ｋ）残基またはＡｒｇ（Ｒ）残基で（それぞれ、「Ｋ
ＩＫ」および「ＫＩＲ」ドメインとも呼ばれる）置換する突然変異を含む（米国特許公開
第２０１１０２０１０５５号を参照のこと）。その他の実施形態では、遺伝子操作された
切断ハーフドメインは、「Ｓｈａｒｋｅｙ」および／または「Ｓｈａｒｋｅｙ」突然変異
を含む（Guo et al, (2010) J. Mol. Biol. 400(1):96-107を参照のこと）。
【０１３６】
　本明細書において記載された遺伝子操作された切断ハーフドメインは、任意の適した方
法を使用して、例えば、米国特許公開第２００５００６４４７４号；同２００８０１３１
９６２号；および同２０１１０２０１０５５号に記載されるような、野生型切断ハーフド
メイン（Ｆｏｋ　Ｉ）の部位特異的突然変異誘発によって調製され得る。
【０１３７】
　あるいは、ヌクレアーゼは、いわゆる「スプリット酵素」技術（例えば、米国特許公開
第２００９００６８１６４号を参照のこと）を使用して、核酸標的部位でｉｎ　ｖｉｖｏ
でアセンブルされ得る。このようなスプリット酵素の構成成分は、別個の発現構築物で発
現され得るか、または例えば、個々の構成成分が、自己切断性２ＡペプチドまたはＩＲＥ
Ｓ配列によって分かれている１つのオープンリーディングフレームに連結され得る。構成
成分は、個々のジンクフィンガー結合ドメインまたはメガヌクレアーゼ核酸結合ドメイン
のドメインであり得る。
【０１３８】
　ヌクレアーゼは、例えば、ＷＯ２００９／０４２１６３および２００９００６８１６４
に記載されるような酵母ベースの染色体系において、使用に先立って活性についてスクリ
ーニングされ得る。ヌクレアーゼ発現構築物は、当技術分野で公知の方法を使用して容易
に設計され得る。例えば、米国特許公開第２００３０２３２４１０号；同２００５０２０
８４８９号；同２００５００２６１５７号；同２００５００６４４７４号；同２００６０
１８８９８７号；同２００６００６３２３１号；および国際公開ＷＯ０７／０１４２７５
を参照のこと。ヌクレアーゼの発現は、構成的プロモーターまたは誘導性プロモーターの
制御下であり得る。
【０１３９】
　「標的」または「標的部位」または「ターゲッティングされるゲノム遺伝子座」は、結
合存在のための十分な条件のときに、結合分子（例えば、部位特異的ヌクレアーゼ）が結
合する核酸の一部を規定する核酸配列である。
【０１４０】
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　一実施形態では、ゲノム遺伝子座配列は、染色体、エピソーム、オルガネラゲノム（例
えば、ミトコンドリア、葉緑体）、人工染色体ならびに例えば、増幅された配列、二重微
小染色体および内因性または感染性細菌およびウイルスのゲノムなどの細胞中に存在する
任意のその他の種類の核酸中に存在するものを含む。ゲノム遺伝子座配列は、正常（すな
わち、野生型）または突然変異体であり得；突然変異体配列は、例えば、挿入（例えば、
これまでに挿入された外因性ポリヌクレオチド）、欠失、転位置、再編成および／または
点突然変異を含み得る。ゲノム遺伝子座配列はまた、いくつかの異なる対立遺伝子のうち
１種も含み得る。
【０１４１】
　また、ドナーＤＮＡポリヌクレオチド配列をゲノム遺伝子座内に挿入する方法も本発明
の実施形態として本明細書において記載される。ターゲッティングされたゲノム修飾の報
告された、観察された頻度は、植物内のゲノム遺伝子座をターゲッティングすることは、
相対的に効率が悪いことを示す。このような方法の成功率は、幾分かは、相同組換えの不
十分な効率および高頻度の、ドナーＤＮＡの、標的部位以外のゲノムの領域への非特異的
挿入のために低い。本開示は、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内のドナーＤＮＡ
ポリヌクレオチドを同定する方法を提供する。
【０１４２】
　本開示の方法は、部位特異的ヌクレアーゼ（例えば、切断ドメインと融合された遺伝子
操作されたジンクフィンガー結合ドメイン）を作製し、使用して、細胞ＤＮＡにおいて１
つまたは複数のターゲッティングされた二本鎖切断を行うことを含む。細胞ＤＮＡ中の二
本鎖切断は、細胞修復機序を切断部位の近くで数千倍に刺激するので、このようなターゲ
ッティングされた切断によって、ゲノム中の実質的に任意の部位で配列の変更または置換
（相同性によって指示される修復によって）が可能となる。
【０１４３】
　本明細書に記載される融合分子に加えて、選択されたゲノム配列のターゲッティングさ
れた置換はまた、置換またはドナーＤＮＡポリヌクレオチド配列の導入を必要とする。ド
ナーＤＮＡポリヌクレオチド配列は、融合タンパク質（複数可）の発現に先立って、それ
と同時に、それに続いて細胞中に導入され得る。ドナーＤＮＡポリヌクレオチドは、ゲノ
ム配列に対して、それと、相同性を有するゲノム配列間での相同組換え（または相同性に
よって指示される修復）を支持するのに十分な相同性を含有する。ドナーＤＮＡポリヌク
レオチドおよびゲノム遺伝子座間のおよそ２５、５０　１００、２００、５００、７５０
、１，０００、１，５００、２，０００ヌクレオチドまたはそれ以上の配列相同性（また
は１０から２，０００ヌクレオチドの間またはそれ以上の任意の整数値）が、それらの間
の相同組換えを支持する。ドナーＤＮＡポリヌクレオチド配列は、１０から５，０００ヌ
クレオチド（または任意の整数値のそれらの間のヌクレオチド）またはそれ以上の長さの
範囲であり得る。ドナーＤＮＡポリヌクレオチド配列は、通常、置き換わるゲノム配列と
同一ではないことは、容易に明らかとなろう。例えば、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドの
配列は、染色体配列との十分な相同性が存在する限り、ゲノム配列に関して、１つまたは
複数の単一塩基変更、挿入、欠失、逆位または再編成を含有し得る。あるいは、ドナーＤ
ＮＡポリヌクレオチド配列は、２つの相同性の領域が両側に位置する非相同配列を含有し
得る。さらに、ドナーＤＮＡポリヌクレオチド配列は、細胞クロマチン中の対象の領域と
相同ではない配列を含有するベクター分子を含み得る。全般的に、ドナーＤＮＡポリヌク
レオチド配列の相同領域（複数可）は、組換えが望まれるゲノム遺伝子座に対して少なく
とも５０％の配列同一性を有する。特定の実施形態では、６０％、７０％、８０％、９０
％、９５％、９８％、９９％または９９．９％の配列同一性が存在する。ドナーＤＮＡポ
リヌクレオチドの長さに応じて、１％から１００％の間の配列同一性の任意の値が存在す
る。
【０１４４】
　ドナーＤＮＡポリヌクレオチド分子は、細胞クロマチンに対して相同性のいくつかの非
連続領域を含有し得る。例えば、対象の領域中に普通は存在しない配列のターゲッティン
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グされた挿入のために、前記配列は、ドナーＤＮポリ核酸分子中に存在し、対象の領域中
の配列に対して相同性の領域が両側に位置し得る。
【０１４５】
　ドナーポリヌクレオチドは、ＤＮＡまたはＲＮＡ、一本鎖または二本鎖であり得、線形
または環状形態で細胞中に導入され得る。線形形態で導入される場合には、ドナー配列の
末端は、当業者に公知の方法によって保護され得る（例えば、エキソヌクレアーゼ分解か
ら）。例えば、１種または複数のジデオキシヌクレオチド残基が、線形分子の３’末端に
付加される、および／または自己相補性オリゴヌクレオチドが、末端の一方もしくは両方
にライゲーションされる。例えば、Chang et al., (1987) Proc. Natl Acad. Sd. USA 84
:4959-4963；Nehls et al., (1996) Science 272:886-889を参照のこと。外因性ポリヌク
レオチドを分解から保護するためのさらなる方法として、それだけには限らないが、末端
アミノ基（複数可）の付加および例えば、ホスホロチオエート、ホスホロアミド酸および
Ｏ－メチルリボースまたはデオキシリボース残基などの修飾ヌクレオチド間連結の使用が
挙げられる。
【０１４６】
　ドナーＤＮＡポリヌクレオチドは、例えば、複製起点、プロモーターおよび抗生物質耐
性をコードする遺伝子などのさらなる配列を有するベクター分子の一部として細胞中に導
入され得る。さらに、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドは、裸の核酸として、リポソームも
しくはポロクサマーなどの薬剤と複合体を形成した核酸として導入され得るか、または細
菌もしくはウイルスによって送達され得る（例えば、アグロバクテリウム（Agrobacteriu
m）種、リゾビウム（Rhizobium）種ＮＧＲ２３４、シノリゾビウム・メリロティ（Sinorh
izoboium meliloti）、メゾリゾビウム・ロティ（Mesorhizobium loti）、タバコモザイ
クウイルス、ジャガイモウイルスX、カリフラワーモザイクウイルスおよびキャッサバ葉
脈モザイクウイルス。例えば、Chung et al. (2006) Trends Plant Sd. 11(1): 1-4を参
照のこと）。
【０１４７】
　１つの理論に拘束されようとは思わないが、細胞配列中の二本鎖切断の存在は、切断に
隣接するか、または切断の周囲の領域に対して相同性を有する外因性ＤＮＡ分子の存在と
相まって、ドナー分子から細胞性（例えば、ゲノムまたは染色体）配列への配列情報の移
動によって；すなわち、「遺伝子変換」としても知られる、相同性によって指示される修
復のプロセスによって切断を修復する細胞機序を活性化すると思われる。本出願人の方法
は、遺伝子操作されたＺＦＰの強力なターゲッティング能力を、切断ドメイン（または切
断ハーフドメイン）と組み合わせて、二本鎖切断を、外因性配列の挿入が望まれるゲノム
の領域に特異的にターゲッティングすることが有利である。
【０１４８】
　染色体配列の変更のために、所望の配列変更を達成するためにドナー配列の十分な部分
がコピーされる限り、ドナーの全配列が、染色体中にコピーされる必要はない。
【０１４９】
　相同組換えによるドナー配列の挿入の効率は、二本鎖切断と、組換えが望まれる部位の
間の細胞ＤＮＡ中の距離と逆相関している。言い換えれば、二本鎖切断が、組換えが望ま
れる部位に近い場合に、より高い相同組換え効率が観察される。組換えの正確な部位が予
め決定されない（例えば、所望の組換え事象が、ゲノム配列の一定区間中で起こり得る）
場合には、ドナー核酸の長さおよび配列は、切断部位（複数可）と一緒に、所望の組換え
事象を得るよう選択される。所望の事象が、ゲノム配列中の単一ヌクレオチド対の配列を
変更するよう設計される場合には、細胞クロマチンは、そのヌクレオチド対のいずれかの
側の１０，０００ヌクレオチド内で切断される。特定の実施形態では、切断は、配列が変
更されるべきヌクレオチド対のいずれかの側の、１，０００、５００、２００、１００、
９０、８０、７０、６０、５０、４０、３０、２０、１０、５または２ヌクレオチド、ま
たは２から１，０００ヌクレオチド間の任意の整数値内で生じる。
【０１５０】
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　上記で詳述されるように、各々、ジンクフィンガー結合ドメインおよび切断ハーフドメ
インを含む２種の融合タンパク質の結合部位は、その他の結合部位に最も近い各結合部位
の端から測定されるように５～８または１５～１８ヌクレオチド離れて局在し得、切断は
結合部位の間で起こる。切断が、結合部位間の単一部位または複数の部位で起こるかどう
かは、切断されたゲノム配列がドナー配列によって置換されるので重要ではない。したが
って、ターゲッティングされた組換えによる、単一ヌクレオチド対の配列の効率的な変更
のためには、結合部位間の領域の中間点は、そのヌクレオチド対の１０，０００ヌクレオ
チド内、好ましくは、１，０００ヌクレオチドまたは５００ヌクレオチドまたは２００ヌ
クレオチドまたは１００ヌクレオチドまたは５０ヌクレオチドまたは２０ヌクレオチドま
たは１０ヌクレオチドまたは５ヌクレオチドまたは２ヌクレオチド内、または１ヌクレオ
チドであるか、または対象のヌクレオチド対である。
【０１５１】
　特定の実施形態では、相同染色体は、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドとして働き得る。
したがって、例えば、ヘテロ接合体中の突然変異の訂正は、一方の染色体上の突然変異体
配列と結合し、切断するが、相同染色体上の野生型配列は切断しない融合タンパク質を遺
伝子操作することによって達成され得る。突然変異を保有する染色体上の二本鎖切断は、
相同染色体に由来する野生型配列が、切断された染色体中にコピーされ、したがって、野
生型配列の２つのコピーが回復される相同性をベースとする「遺伝子変換」プロセスを刺
激する。
【０１５２】
　例えば、それだけには限らないが、ＲＡＤ５２エピスタシス群のメンバー（例えば、Ｒ
ａｄ５０、Ｒａｄ５１、Ｒａｄ５１Ｂ、ＲａｄＳＩＣ、ＲａｄＳＩＤ、Ｒａｄ５２、Ｒａ
ｄ５４、Ｒａｄ５４Ｂ、Ｍｒｅｌｌ、ＸＲＣＣ２、ＸＲＣＣ３）などの相同組換えに関与
する遺伝子、産物が前記遺伝子産物（例えば、ＢＲＣＡｌ、ＢＲＣＡ２）と相互作用する
遺伝子および／またはＮＢＳｌ複合体中の遺伝子の発現を活性化するさらなるＺＦＰ機能
性ドメイン融合物の使用を含めた、ターゲッティングされる組換えのレベルを増強し得る
方法および組成物も提供される。例えば、Boyko et al. (2006) Plant Physiology 141 :
488-497およびLaFarge et al. (2003) Nucleic Acids Res 31(4): 1148-1155を参照のこ
と。同様に、非相同性末端結合に関与する遺伝子（例えば、Ｋｕ７０／８０、ＸＲＣＣ４
、ポリ（ＡＤＰリボース）ポリメラーゼ、ＤＮＡリガーゼ４）の発現を抑制するために、
ＺＦＰ機能性ドメイン融合物が、本明細書において開示される方法および組成物と組み合
わせて使用され得る。例えば、Riha et al. (2002) EMBO 21 :2819-2826;Freisner et al
. (2003) Plant J. 34:427-440；Chen et al. (1994) European Journal of Biochemistr
y 224:135-142を参照のこと。ジンクフィンガー結合ドメインおよび機能性ドメインの間
の融合物を使用して、遺伝子発現を活性化および抑制するための方法は、例えば、同一所
有者の米国特許第６，５３４，２６１号；同６，８２４，９７８号および同６，９３３，
１１３号に開示されている。さらなる抑制方法として、抑制されるべき遺伝子の配列にタ
ーゲッティングされる、アンチセンスオリゴヌクレオチドおよび／または低分子干渉ＲＮ
Ａ（ｓｉＲＮＡまたはＲＮＡｉ）の使用が挙げられる。
【０１５３】
　本明細書において開示される組換え宿主の遺伝子操作は、標準遺伝子技術を使用して、
遺伝子操作に適している任意の宿主細胞において行われ得る。いくつかの実施形態では、
本明細書において開示される組換え宿主細胞は、遺伝子修飾および組換え遺伝子発現に有
用な、任意の生物または微生物宿主であり得る。いくつかの実施形態では、組換え宿主は
、それだけには限らないが、双子葉および単子葉植物両方を含めた任意の高等植物ならび
に作物およびそのオイルのために使用される植物を含めた消費可能な植物であり得る。し
たがって、任意の植物種または植物細胞は、以下にさらに記載されるように選択され得る
。
【０１５４】
　いくつかの実施形態では、ターゲッティングされたゲノム遺伝子座内に本開示に従って



(41) JP 6473419 B2 2019.2.20

10

20

30

40

50

挿入されたドナーＤＮＡポリヌクレオチドを含む植物（例えば、植物宿主細胞）として、
それだけには限らないが、双子葉および単子葉植物の両方、特に、作物を含めた消費可能
な植物を含めた任意の高等植物が挙げられる。このような植物として、それだけには限ら
ないが、例えば、アルファルファ、ダイズ、ワタ、ナタネ（セイヨウアブラナとも呼ばれ
る）、亜麻仁、トウモロコシ、イネ、ビロードキビ、コムギ、ベニバナ、ソルガム、サト
ウダイコン、ヒマワリ、タバコおよび芝草を挙げることができる。したがって、任意の植
物種または植物細胞が選択され得る。実施形態では、本明細書において使用される植物細
胞およびそれから成長したか、またはそれに由来する植物として、それだけには限らない
が、ナタネ（セイヨウアブラナ（Brassica napus））、カラシナ（ブラシカ・ジュンセア
（Brassica juncea））；エチオピアンマスタード（ブラシカ・カリナタ（Brassica cari
nata））；カブ（ブラシカ・ラパ（Brassica rapa））；キャベツ（ブラシカ・オレラセ
ア（Brassica oleracea））；ダイズ（グリシン・マックス（Glycine max））；アマ（リ
ナム・ウシタティシマム（Linum usitatissimum））；トウモロコシ（maize）（トウモロ
コシ（corn）とも呼ばれる）（ゼア・メイズ（Zea mays））；ベニバナ（カルサムス・チ
ンクトリウス（Carthamus tinctorius））；ヒマワリ（ヘリアンサス・アナス（Helianth
us annuus））；タバコ（ニコチアナ・タバカム（Nicotiana tabacum））；シロイヌナズ
ナ（Arabidopsis thaliana）、ブラジルナッツ（バーソレチア・エクセルサ（Betholetti
a excelsa）；トウゴマ（リシナス・コミュニス（Riccinus communis））；ココナッツ（
ココス・ヌシフェラ（Cocus nucifera））；コリアンダー（コリアンドラム・サティバム
（Coriandrum sativum））；ワタ（ゴシピウム属種（Gossypium spp.））；ラッカセイ（
アラキス・ヒポゲア（Arachis Hypogaea））；ホホバ（シモンドシダ・キネンシス（Simm
ondsia chinensis））；アブラヤシ（エライズ・グイネーイス（Elaeis guineeis））；
オリーブ（オレア・ユーパエア（Olea eurpaea））；イネ（オリザ・サティバ（Oryza sa
tiva））；カボチャ（ククルビタ・マキシマ（Cucurbita maxima））；オオムギ（ホルデ
ウム・ウルガレ（Hordeum vulgare））；サトウキビ（サッカルム・オフィシナルム（Sac
charum officinarum））；イネ（オリザ・サティバ（Oryza sativa））；コムギ（トリチ
カム・デュラム（Triticum durum）およびトリチカム・アスティバム（Triticum aestivu
m）を含むコムギ属種（Triticum spp.））およびダックウィード（レムナセアエ属種（Le
mnaceae sp.））から得られる細胞が挙げられる。いくつかの実施形態では、植物種内の
遺伝的背景は、変わり得る。
【０１５５】
　本明細書において使用される場合、用語「植物の部分」は、限定するものではないが、
種子（成熟種子および未熟種子を含む）、植物を切り取ったもの、植物細胞、植物細胞培
養物、植物器官、花粉、胚、花、果実、シュート、葉、根、茎、外植片などを含めた植物
の任意の部分を含む。植物細胞は、植物の構造的および生理学的単位であり、プロトプラ
ストおよび細胞壁を含む。植物細胞は、単離された単細胞または細胞の凝集体、例えば、
もろいカルスもしくは培養細胞の形態であり得、または、高度に組織化された単位、例え
ば、植物組織、植物器官もしくは植物体の一部であり得る。したがって、植物細胞は、全
植物体に再生できるプロトプラスト、生殖体生成細胞、または細胞もしくは細胞の集合で
あり得る。そのようなものとして、複数の植物細胞を含み、全植物体に再生できる種子が
、本開示の目的で植物細胞と考えられる。植物組織または植物器官は、種子、プロトプラ
スト、カルスまたは構造的もしくは機能的単位に組織されている植物細胞の任意のその他
の群であり得る。植物の特に有用な部分は、後代植物の増殖に有用な収穫可能な部分（単
数または複数）を含む。植物の収穫可能な部分は、植物の任意の有用な部分、例えば、花
、花粉、実生、塊茎、葉、茎、果実、種子、根などであり得る。増殖のために有用な植物
の一部として、例えば、種子、果実、切り取ったもの、実生、塊茎、台木などが挙げられ
る。組織培養物は好ましくは、前記の近交系植物の生理学的および形態学的特徴を有する
植物を再生できるもの、また前記の近交系植物と実質的に同一の遺伝子型を有する植物を
再生できるものとなる。一実施形態では、このような組織培養物中の再生可能な細胞は、
胚、プロトプラスト、成長点細胞、カルス、花粉、葉、葯、根、根端、トウモロコシの毛
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、花、穀粒、穂、トウモロコシの穂軸、外皮または柄となる。さらに、本開示の実施形態
は、本開示の実施形態の組織培養物から再生された植物を提供する。
【０１５６】
　ゲノム遺伝子座内に挿入されたドナーＤＮＡポリヌクレオチドを含む植物の製造に関し
て、植物を形質転換する方法は、当技術分野で周知である。例えば、双子葉植物および単
子葉植物のための植物形質転換のために、生物学的および物理的形質転換プロトコールを
含めた多数の方法が開発されている（例えば、Goto-Fumiyuki et al., Nature Biotech 1
7:282-286 (1999);Miki et al., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnolo
gy, Glick, B. R. and Thompson、J. E.、Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 67-
88 (1993)）。さらに、遺伝子発現カセットを含むベクターおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養
法は、例えば、Gruber et al., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnolog
y, Glick, B. R. and Thompson, J. E. Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 89-11
9 (1993)において入手可能である。
【０１５７】
　遺伝子発現カセットを含むＤＮＡを植物宿主細胞中に挿入するために多数の技術が利用
可能である。それらの技術は、形質転換剤としてアグロバクテリウム・ツメファシエンス
（Agrobacterium tumefaciens）またはアグロバクテリウム・リゾゲネス（Agrobacterium
 rhizogenes）を使用する武装解除したＴ－ＤＮＡを用いる形質転換、リン酸カルシウム
トランスフェクション、ポリブレン形質転換、プロトプラスト融合、エレクトロポレーシ
ョン、超音波法（例えば、ソノポレーション）、リポソーム形質転換、マイクロインジェ
クション、裸のＤＮＡ、プラスミドベクター、ウイルスベクター、微粒子銃（biolistic
）（微粒子銃（microparticle bombardment））、シリコンカーバイドＷＨＩＳＫＥＲＳ
（商標）媒介性形質転換、エアゾールビーミングまたはポリエチレングリコール媒介性形
質転換およびその他の可能性ある方法を含む。
【０１５８】
　例えば、遺伝子発現カセットを含むＤＮＡ構築物は、植物細胞プロトプラストのエレク
トロポレーションおよびマイクロインジェクションなどの技術を使用して、植物細胞のゲ
ノムＤＮＡ中に直接的に導入され得るか、またはＤＮＡ構築物は、ＤＮＡ微粒子銃（part
icle bombardment）などの微粒子銃（biolistic）法を使用して植物組織に直接的に導入
され得る（例えば、Klein et al. (1987) Nature 327:70-73を参照のこと）。植物細胞形
質転換のためのさらなる方法として、シリコンカーバイドＷＨＩＳＫＥＲＳ（商標）媒介
性ＤＮＡ取り込みによるマイクロインジェクション（Kaeppler et al. (1990) Plant Cel
l Reporter 9:415-418）が挙げられる。あるいは、ＤＮＡ構築物は、ナノ粒子形質転換に
よって植物細胞中に導入され得る（例えば、参照によりその全文が本明細書に組み込まれ
る米国特許出願番号第１２／２４５，６８５号を参照のこと）。
【０１５９】
　植物形質転換の別の公知の方法として、ＤＮＡが微粒子（microprojectile）の表面に
保持される微粒子（microprojectile）媒介性形質転換がある。この方法では、発現ベク
ターは、微粒子（microprojectiles）を、植物細胞壁および細胞膜を透過するのに十分な
速度に加速させる微粒子銃（biolistic）装置を用いて、植物組織中に導入される。Sanfo
rd et al., Part. Sci. Technol. 5:27 (1987), Sanford, J. C., Trends Biotech. 6:29
9 (1988), Sanford, J. C., Physiol. Plant 79:206 (1990), Klein et al., Biotechnol
ogy 10:268 (1992)。
【０１６０】
　あるいは、遺伝子導入および形質転換法として、それだけには限らないが、塩化カルシ
ウム沈殿によるプロトプラスト形質転換、ＤＮＡのポリエチレングリコール（ＰＥＧ）ま
たはエレクトロポレーション媒介性取り込み（Paszkowski et al. (1984) EMBO J 3:2717
-2722, Potrykus et al. (1985) Molec. Gen. Genet. 199:169-177; Fromm et al. (1985
) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82:5824-5828；およびShimamoto (1989) Nature 338:274-
276を参照のこと）および植物組織のエレクトロポレーション（D’Halluin et al. (1992
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) Plant Cell 4:1495-1505）が挙げられる。
【０１６１】
　遺伝子発現カセットを含むベクターを植物中に導入するために利用されている方法は、
アグロバクテリウムの天然形質転換システムに基づいている。Horsch et al. Science 22
7:1229 (1985)。Ａ．ツメファシエンス（A. tumefaciens）およびＡ．リゾゲネス（A. rh
izogenes）は、植物細胞を遺伝的に形質転換するのに有用であることが知られている植物
病原性土壌細菌である。Ａ．ツメファシエンス（A. tumefaciens）およびＡ．リゾゲネス
（A. rhizogenes）のＴｉおよびＲｉプラスミドは、それぞれ、植物の遺伝子形質転換に
関与する遺伝子を保持する。Kado, C. I., Crit. Rev. Plant. Sci. 10:1 (1991)。アグ
ロバクテリウムベクター系およびアグロバクテリウム媒介性遺伝子導入のための方法の記
載はまた、例えば、Gruber et al., 前掲、Miki et al., 前掲、Moloney et al., Plant 
Cell Reports 8:238 (1989)および米国特許第４，９４０，８３８号および同５，４６４
，７６３号において入手可能である。
【０１６２】
　形質転換にアグロバクテリウムが使用される場合には、挿入されるべきＤＮＡは、特定
のプラスミドに、すなわち、中間体ベクターまたはバイナリーベクターのいずれかにクロ
ーニングされるべきである。中間体ベクターは、アグロバクテリウム中では自身で複製で
きない。中間体ベクターは、ヘルパープラスミド（コンジュゲーション）によってアグロ
バクテリウム・ツメファシエンス（Agrobacterium tumefaciens）中に転移され得る。日
本たばこスーパーバイナリー系は、このような系の一例である（Komari et al., (2006) 
In: Methods in Molecular Biology (K. Wang、ed.) No. 343: Agrobacterium Protocols
 (2nd Edition, Vol. 1) HUMANA PRESS Inc., Totowa, NJ, pp.15-41；およびKomori et 
al. (2007) Plant Physiol. 145:1155-60に総説されている）。バイナリーベクターは、
大腸菌（e. coli）およびアグロバクテリウムの両方において複製できる。バイナリーベ
クターは、右および左のＴ－ＤＮＡ境界領域によって囲まれている、選択マーカー遺伝子
およびリンカーまたはポリリンカーを含む。それらは、アグロバクテリウム中に直接、形
質転換され得る（Holsters、1978）。宿主として使用されるアグロバクテリウムは、ｖｉ
ｒ領域を保持するプラスミドを含むこととなる。ＴｉまたはＲｉプラスミドはまた、Ｔ－
ＤＮＡの転移に必要なｖｉｒ領域を含む。ｖｉｒ領域は、Ｔ－ＤＮＡの、植物細胞への転
移にとって必要である。さらなるＴ－ＤＮＡが含有される場合もある。
【０１６３】
　アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Agrobacterium tumefaciens）宿主の病原性
機能は、細胞が、バイナリーＴ　ＤＮＡベクター（Bevan (1984) Nuc. Acid Res. 12:871
1-8721）または同時培養手順（Horsch et al. (1985) Science 227:1229-1231）を使用し
て細菌に感染すると、構築物および隣接するマーカーを含有するＴ－鎖の、植物細胞ＤＮ
Ａへの挿入を指示する。一般に、アグロバクテリウム形質転換系は、双子葉植物を操作す
るために使用される（Bevan et al. (1982) Ann. Rev. Genet 16:357-384;Rogers et al.
 (1986) Methods Enzymol. 118:627-641）。アグロバクテリウム形質転換系はまた、単子
葉植物および植物細胞を形質転換するため、ならびに単子葉植物および植物細胞にＤＮＡ
を転移するために使用され得る。米国特許第５，５９１，６１６号；Hernalsteen et al.
 (1984) EMBO J 3:3039-3041;Hooykass-Van Slogteren et al. (1984) Nature 311:763-7
64; Grimsley et al. (1987) Nature 325:1677-179;Boulton et al. (1989) Plant Mol. 
Biol. 12:31-40；およびGould et al. (1991) Plant Physiol. 95:426-434を参照のこと
。
【０１６４】
　遺伝子発現カセットを含む遺伝構築物の植物細胞への導入後に、植物細胞を成長させて
もよく、シュートおよび根などの組織の分化が出現すると、成熟した植物が生成され得る
。いくつかの実施形態では、複数の植物が生成され得る。植物を再生するための方法論は
、当業者に公知であり、例えば、Plant Cell and Tissue Culture, 1994, Vasil and Tho
rpe Eds. Kluwer Academic Publishersにおいて、およびPlant Cell Culture Protocols 
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(Methods in Molecular Biology 111, 1999 Hall Eds Humana Press)において見出すこと
ができる。一般に、本明細書において記載される修飾された植物は、発酵培地において培
養し、土壌などの適した培地において成長させてもよい。いくつかの実施形態では、高等
植物の適した成長培地は、それだけには限らないが、土壌、砂、根成長または水耕培養を
支持する任意のその他の粒状培地（例えば、バーミキュライト、パーライトなど）ならび
に高等植物の成長を最適化する適した光、水および栄養補助物質を含めた、植物のための
任意の成長培地を含み得る。
【０１６５】
　上記の形質転換技術のいずれかによって製造される形質転換された植物細胞を、培養し
て、形質転換された遺伝子型、ひいては、所望の表現型を有する全植物体を再生できる。
このような再生技術は、組織培養成長培地中の特定の植物ホルモンの操作に頼るものであ
り、通常、所望のヌクレオチド配列と一緒に導入されている殺生物剤および／または除草
剤マーカーに頼る。培養されたプロトプラストからの植物再生は、Evans, et al., "Prot
oplast Isolation and Culture" in Handbook of Plant Cell Culture, pp. 124-176, Ma
cmillian Publishing Company, New York, 1983；およびBinding, Regeneration of Plan
ts, Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985に記載されている。
再生はまた、植物カルス、外植片、器官、花粉、胚またはその一部からも得られ得る。こ
のような再生技術は、Klee et al. (1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486に全般
的に記載されている。
【０１６６】
　植物細胞中に導入された核酸を使用して、所望の形質を本質的に任意の植物に付与でき
る。様々な植物および植物細胞系が、本開示の核酸構築物および上記の種々の形質転換法
を使用して、本明細書において記載される所望の生理学的および農学的特徴のために操作
され得る。好ましい実施形態では、操作のための植物および植物細胞として、それだけに
は限らないが、穀類作物（例えば、コムギ、トウモロコシ、イネ、アワ、オオムギ）、果
実作物（例えば、トマト、リンゴ、セイヨウナシ、イチゴ、オレンジ）、飼料作物（例え
ば、アルファルファ）、根菜作物（例えば、ニンジン、ジャガイモ、サトウダイコン、ヤ
ムイモ）、葉菜作物（例えば、レタス、ホウレンソウ）、開花植物（例えば、ペチュニア
、バラ、キク）、針葉樹およびマツ（例えば、マツ、モミ、トウヒ）；ファイトレメディ
エーションにおいて使用される植物（例えば、重金属蓄積植物）；油料作物（例えば、ヒ
マワリ、ナタネ）および実験目的のために使用される植物（例えば、アラビドプシス属（
Arabidopsis））を含めた作物などの単子葉および双子葉植物のものが挙げられる。した
がって、開示された方法および組成物は、それだけには限らないが、アスパラガス属（As
paragus）、カラスムギ属（Avena）、アブラナ属（Brassica）、シトラス属（Citrus）、
スイカ属（Citrullus）、トウガラシ属（Capsicum）、カボチャ属（Cucurbita）、ニンジ
ン属（Daucus）、ムカシヨモギ属（Erigeron）、ダイズ属（Glycine）、ワタ属（Gossypi
um）、オオムギ属（Hordeum）、アキノノゲシ属（Lactuca）、ドクムギ属（Lolium）、ト
マト属（Lycopersicon）、リンゴ属（Malus）、キャッサバ属（Manihot）、タバコ属（Ni
cotiana）、オオアラセイトウ属（Orychophragmus）、イネ属（Oryza）、ワニナシ属（Pe
rsea）、インゲンマメ属（Phaseolus）、エンドウ属（Pisum）、ナシ属（Pyrus）、サク
ラ属（Prunus）、ダイコン属（Raphanus）、ライムギ属（Secale）、ナス属（Solanum）
、ソルガム属（Sorghum）、コムギ属（Triticum）、ブドウ属（Vitis）、ササゲ属（Vign
a）およびトウモロコシ属（Zea）に由来する種を含めた広範囲の植物に対して用途がある
。
【０１６７】
　形質転換された植物細胞、カルス、組織または植物は、操作された植物材料を、形質転
換ＤＮＡ上に存在するマーカー遺伝子によってコードされる形質について選択またはスク
リーニングすることによって同定および単離され得る。例えば、選択は、形質転換遺伝子
構築物がそれに対する抵抗性を付与する抗生物質または除草剤の阻害量を含有する培地で
、操作された植物材料を成長させることによって実施され得る。さらに、形質転換された
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植物および植物細胞はまた、組換え核酸構築物上に存在し得る、任意の目に見えるマーカ
ー遺伝子（例えば、ベータ－グルクロニダーゼ、ルシフェラーゼまたはｇｆｐ遺伝子）の
活性についてスクリーニングすることによって同定され得る。このような選択およびスク
リーニング方法論は、当業者には周知である。
【０１６８】
　核酸を細胞中に挿入することに関連して、用語、「導入された」とは、細胞への形質転
換および従来の植物育種技術におけるような、配列を有する植物を別の植物と掛け合わせ
、その結果、第２の植物が異種配列を含有することを含む。このような育種技術は、当業
者に周知である。植物育種技術の考察については、Poehlman (1995) Breeding Field Cro
ps. AVI Publication Co., Westport Conn, 4th Editを参照のこと。戻し交配法を使用し
て、植物に遺伝子を導入してもよい。この技術は、植物に形質を導入するために数十年使
用されてきた。周知であるこのおよびその他の植物育種技術の説明の一例は、Poehlman, 
前掲およびPlant Breeding Methodology, edit. Neal Jensen, John Wiley & Sons, Inc.
 (1988)などの参考文献に見出すことができる。通常の戻し交雑プロトコールでは、対象
とする元の変種（反復親）を、導入されるべき対象とする単一遺伝子を保持する第２の変
種（「非反復親」）と交配する。この交配種から得られた後代を、次いで、反復親と再度
交配し、非反復親に由来する単一の転移された遺伝子に加えて、反復親の所望の形態的お
よび生理学的特徴の本質的にすべてが、変換された植物において回収される植物が得られ
るまでこのプロセスを反復する。
【０１６９】
　用語トランスジェニック「事象」とは、形質転換および異種ＤＮＡ、例えば、対象の遺
伝子を含む発現カセットを有する単一植物細胞の再生によって生成した組換え植物を指す
。用語「事象」とは、異種ＤＮＡを含む、元の形質転換体および／または形質転換体の後
代を指す。用語「事象」はまた、形質転換体と別の植物間の有性交雑によって生成した後
代を指す。反復親への反復戻し交雑後でさえ、形質転換された親に由来する、挿入された
ＤＮＡおよびそれぞれの両端に位置するＤＮＡは、同一染色体位置に交雑の後代中に存在
する。普通、植物組織の形質転換は、各々が植物細胞のゲノム中の異なる位置へのＤＮＡ
構築物の挿入を表す、複数の事象をもたらす。導入遺伝子の発現またはその他の望ましい
特徴に基づいて、特定の事象が選択される。本開示の実施形態では、特定の事象は、ター
ゲッティングされたゲノム遺伝子座内に挿入されたドナーＤＮＡポリヌクレオチドを含む
。
【０１７０】
　「導入遺伝子」とは、その遺伝子型を変更する遺伝子操作によって生物のゲノム中に導
入された遺伝子を指す。
【０１７１】
　「トランスジェニック植物」は、遺伝子発現カセットを含む発現ベクターを含有する１
種または複数の植物細胞を有する植物である。用語「メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）
」とは、イントロンを含まない、細胞によってタンパク質に翻訳され得るＲＮＡを指す。
【０１７２】
　本明細書において、「挿入ＤＮＡ」とは、植物材料を形質転換するために使用された遺
伝子発現カセットを含むドナーＤＮＡポリヌクレオチド内の異種ＤＮＡを指し、一方、「
それぞれの両端に位置するＤＮＡ」または「接合部ＤＮＡ」は、植物などの生物中に天然
に存在するゲノムＤＮＡまたは元の挿入ＤＮＡ分子に対して外来性である、形質転換プロ
セスによって導入された外来（異種）ＤＮＡ、例えば、形質転換事象と関連している断片
のいずれかを含み得る。「接合部」または「それぞれの両端に位置する領域」または「そ
れぞれの両端に位置する配列」とは、本明細書において、元の外来挿入ＤＮＡ分子のすぐ
上流に、およびそれと連続して、またはそのすぐ下流のいずれかに局在している少なくと
も２０、５０、１００、２００、３００、４００、１０００、１５００、２０００、２５
００または５０００塩基対またはそれ以上の配列を指す。
【０１７３】
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　一実施形態では、本開示は、アンプリコンが作製される増幅反応によって、ターゲッテ
ィングされたゲノム内のドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を同定する方法に関する。
アンプリコンの不在の検出は、ゲノム遺伝子座が破壊されているかどうかを示す。さらな
る実施形態では、アンプリコンの存在が、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドが、ゲノム遺伝
子座内に挿入されたことを示す。
【０１７４】
　種々のアッセイが、本開示の特定の実施形態の増幅反応に関して使用され得る。以下の
技術は、様々な状況において有用であり、一実施形態では、植物細胞においてコードされ
る核酸分子および／またはポリペプチドの存在を検出することにおいて有用である。例え
ば、分子の存在は、配列のプライマーまたはプローブを使用することを含め、様々な方法
で決定され得る。導入遺伝子は、植物のいくつかの組織において、またはいくつかの発達
段階で選択的に発現されることもあり、または導入遺伝子は、実質的にすべての植物組織
において、実質的にその全生活環に沿って発現されることもある。しかし、任意のコンビ
ナトリアル発現様式も適用可能である。
【０１７５】
　選択された、または標的核酸配列の増幅は、任意の適した手段によって実施され得る。
全般的に、Kwoh et al., Am. Biotechnol. Lab. 8、14-25 (1990)を参照のこと。適した
増幅技術の例として、それだけには限らないが、ポリメラーゼ連鎖反応、リガーゼ連鎖反
応、鎖置換増幅（全般的に、G. Walker et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 392-3
96 (1992)；G. Walker et al., Nucleic Acids Res. 20, 1691-1696 (1992)を参照のこと
）、転写ベースの増幅（D. Kwoh et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 86, 1173-1177 (1
989)）、自家持続配列複製法（または「３ＳＲ」）（J. Guatelli et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 87, 1874-1878 (1990)）、Ｑβレプリカーゼ系（P. Lizardi et al., Bi
oTechnology 6, 1197-1202(1988)）、核酸配列ベースの増幅（または「ＮＡＳＢＡ」）（
R. Lewis, Genetic Engineering News 12 (9), 1 (1992)参照のこと）、修復連鎖反応（
または「ＲＣＲ」）（R. Lewis、前掲を参照のこと）およびブーメランＤＮＡ増幅（また
は「ＢＤＡ」）（R. Lewis、前掲を参照のこと）が挙げられる。ポリメラーゼ連鎖反応が
、一般に好ましい。
【０１７６】
　「増幅」は、鋳型特異性を含む核酸複製の特別な場合である。非特異的鋳型複製と対比
される（すなわち、鋳型依存性であるが、特定の鋳型には依存しない複製）。鋳型特異性
は、本明細書では、複製の忠実性（すなわち、適切なポリヌクレオチド配列の合成）およ
びヌクレオチド（リボ－またはデオキシリボ－）特異性から区別される。鋳型特異性は、
「標的」特異性の用語で記載されることが多い。標的配列は、その他の核酸から分けられ
ると考えられるという意味で「標的」である。増幅技術は、この選別のために主に設計さ
れた。
【０１７７】
　本明細書において、用語「ポリメラーゼ連鎖反応」および「ＰＣＲ」は、一般に、クロ
ーニングまたは精製することなく、ゲノムＤＮＡの混合物中の標的配列のセグメントの濃
度を増大する方法を指す（米国特許第４，６８３，１９５号；同４，６８３，２０２号；
および同４，９６５，１８８号；参照により本明細書に組み込まれる）。標的配列を増幅
するためのこのプロセスは、過剰の２種のオリゴヌクレオチドプライマーを、所望の標的
配列を含有するＤＮＡ混合物中に入れること、続いて、ＤＮＡポリメラーゼの存在下での
正確な順序の温度サイクリングを含む。２種のプライマーは、二本鎖標的配列のそれぞれ
の鎖と相補的である。増幅を達成するには、混合物が変性され、次いで、プライマーが、
標的分子内のその相補的配列とアニーリングされる。アニーリング後に、プライマーをポ
リメラーゼを用いて伸長して、相補鎖の新規対を形成する。変性、プライマーアニーリン
グおよびポリメラーゼ伸長のステップは、所望の標的配列の高濃度の増幅されたセグメン
トを得るために、多数回反復され得る（すなわち、変性、アニーリングおよび伸長は、１
「サイクル」を構成し；多数の「サイクル」があり得る）。所望の標的配列の増幅された
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セグメントの長さは、プライマーの互いに関する相対位置によって決定され、したがって
、この長さは制御可能なパラメータである。プロセスの反復態様によって、方法は、「ポ
リメラーゼ連鎖反応」（本明細書において以下、「ＰＣＲ」）と呼ばれる。標的配列の所
望の増幅されたセグメントは、混合物中で優性の（濃度の点で）配列になるので、それら
は、「ＰＣＲ増幅された」といわれる。
【０１７８】
　用語「多数」は、本明細書において、２種それ以上、例えば、３、４、５種以上、例え
ば、１０、２０、５０種以上のポリヌクレオチド、核酸プローブなどを意味するために使
用される。
【０１７９】
　用語「逆転写酵素」または「ＲＴ－ＰＣＲ」とは、出発材料がｍＲＮＡであるＰＣＲの
種類を指す。出発ｍＲＮＡは、逆転写酵素を使用して相補的ＤＮＡまたは「ｃＤＮＡ」に
酵素的に変換される。次いで、ｃＤＮＡは、「ＰＣＲ」反応の「鋳型」として使用される
。
【０１８０】
　一実施形態では、増幅反応は、定量される。その他の実施形態では、増幅反応は、シグ
ネチャープロファイルを使用して定量化され、これでは、シグネチャープロファイルは、
融解温度または蛍光シグネチャープロファイルからなる群から選択される。
【０１８１】
　本開示の実施形態の核酸分子またはそのセグメントは、ＰＣＲ増幅のためのプライマー
として使用され得る。ＰＣＲ増幅の実施では、プライマーおよび鋳型間で特定のミスマッ
チ度が許容され得る。したがって、例示されたプライマーの突然変異、欠失および挿入（
特に、５’または３’末端へのヌクレオチドの付加）は、本開示の範囲内に入る。当技術
分野に公知の方法によって、所与のプライマー中に突然変異誘発、挿入および欠失が生じ
得る。
【０１８２】
　分子ビーコン（Molecular Beacons）は、配列検出における使用のために記載されてい
る。手短には、それぞれの両端に位置するゲノムおよび挿入部分ＤＮＡ接合部分と重なる
ＦＲＥＴオリゴヌクレオチドプローブが、設計される。ＦＲＥＴプローブの独特の構造が
、蛍光および消光部分を極近接して維持する二次構造を含有するものをもたらす。ＦＲＥ
ＴプローブおよびＰＣＲプライマー（挿入部分ＤＮＡ配列中の１種のプライマーおよびそ
れぞれの両端に位置するゲノム配列中の１種）が、熱安定性ポリメラーゼおよびｄＮＴＰ
の存在下で循環される。成功したＰＣＲ増幅後、ＦＲＥＴプローブ（複数可）の標的配列
とのハイブリダイゼーションは、プローブ二次構造の除去および蛍光および消光部分の空
間的分離をもたらす。蛍光シグナルは、成功した増幅およびハイブリダイゼーションによ
って、それぞれの両端に位置するゲノム／導入遺伝子挿入部分配列の存在を示す。増幅反
応の検出のためのこのような分子ビーコンアッセイは、本開示の実施形態である。
【０１８３】
　加水分解プローブアッセイは、別に、ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）（Life Technologies
、Foster City、Calif.）としても知られる、ＤＮＡ配列の存在を検出および定量化する
方法である。手短には、事象特異的検出のために導入遺伝子内に１つのオリゴおよびそれ
ぞれの両端に位置するゲノム配列中に１つを有するＦＲＥＴオリゴヌクレオチドプローブ
が設計される。ＦＲＥＴプローブおよびＰＣＲプライマー（挿入部分ＤＮＡ配列中の１種
のプライマーおよびそれぞれの両端に位置するゲノム配列中の１種）が、熱安定性ポリメ
ラーゼおよびｄＮＴＰの存在下で循環される。ＦＲＥＴプローブのハイブリダイゼーショ
ンが、ＦＲＥＴプローブ上の消光部分から蛍光部分の切断および放出をもたらす。蛍光シ
グナルは、成功した増幅およびハイブリダイゼーションによって、それぞれの両端に位置
する／導入遺伝子挿入部分配列の存在を示す。増幅反応の検出のためのこのような加水分
解プローブアッセイは、本開示の実施形態である。
【０１８４】
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　ＫＡＳＰａｒアッセイは、ＤＮＡ配列の存在を検出および定量化する方法である。手短
には、ターゲッティングされるゲノム遺伝子座を含むゲノムＤＮＡサンプルは、ＫＡＳＰ
ａｒ（登録商標）アッセイ系として知られるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）ベースのア
ッセイを使用してスクリーニングされる。本開示の実施において使用されるＫＡＳＰａｒ
（登録商標）アッセイは、複数のプライマーを含有するＫＡＳＰａｒ（登録商標）ＰＣＲ
アッセイ混合物を使用し得る。ＰＣＲアッセイ混合物中で使用されるプライマーは、少な
くとも１種のフォワードプライマーおよび少なくとも１種のリバースプライマーを含み得
る。フォワードプライマーは、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドの特定の領域に対応する配
列を含有し、リバースプライマーは、ゲノム配列の特定の領域に対応する配列を含有する
。さらに、ＰＣＲアッセイ混合物中で使用されるプライマーは、少なくとも１種のフォワ
ードプライマーおよび少なくとも１種のリバースプライマーを含み得る。例えば、ＫＡＳ
Ｐａｒ（登録商標）ＰＣＲアッセイ混合物は、２種の異なる対立遺伝子に対応する２種の
フォワードプライマーおよび１種のリバースプライマーを使用し得る。フォワードプライ
マーのうち１種は、内因性ゲノム配列の特定の領域に対応する配列を含有する。第２のフ
ォワードプライマーは、ドナーＤＮＡポリヌクレオチドの特定の領域に対応する配列を含
有する。リバースプライマーは、ゲノム配列の特定の領域に対応する配列を含有する。増
幅反応の検出のためのこのようなＫＡＳＰａｒ（登録商標）アッセイは、本開示の実施形
態である。
【０１８５】
　いくつかの実施形態では、蛍光シグナルまたは蛍光色素は、ＨＥＸ蛍光色素、ＦＡＭ蛍
光色素、ＪＯＥ蛍光色素、ＴＥＴ蛍光色素、Ｃｙ３蛍光色素、Ｃｙ３．５蛍光色素、Ｃｙ
５蛍光色素、Ｃｙ５．５蛍光色素、Ｃｙ７蛍光色素およびＲＯＸ蛍光色素からなる群から
選択される。
【０１８６】
　その他の実施形態では、増幅反応は、フローサイトメトリーによって検出可能な濃度範
囲で細胞ＤＮＡを染色でき、リアルタイムサーモサイクラーによって検出可能である蛍光
発光スペクトルを有する適した第２の蛍光ＤＮＡ色素を使用して実施される。その他の核
酸色素は公知であり、継続的に同定されていることは、当業者によって理解されるべきで
ある。ＹＯ－ＰＲＯ－１（登録商標）、ＳＹＴＯＸ緑色（登録商標）、ＳＹＢＲ緑色Ｉ（
登録商標）、ＳＹＴＯ１１（登録商標）、ＳＹＴＯ１２（登録商標）、ＳＹＴＯ１３（登
録商標）、ＢＯＢＯ（登録商標）、ＹＯＹＯ（登録商標）およびＴＯＴＯ（登録商標）な
どの適当な励起および発光スペクトルを有する任意の適した核酸色素が使用され得る。一
実施形態では、第２の蛍光ＤＮＡ色素は、１０μＭ未満、４μＭ未満または２．７μＭ未
満で使用されるＳＹＴＯ１３（登録商標）である。
【０１８７】
　本発明の実施形態は、以下の実施例においてさらに定義される。これらの実施例は、単
に例示目的で与えられるということは理解されなくてはならない。上記の考察およびこれ
らの実施例から、当業者ならば、本発明の本質的な特徴を確認でき、その趣旨および範囲
から逸脱することなく、種々の使用および条件に適応させるために本発明の実施形態の種
々の変法および修飾を行うことができる。したがって、本明細書において示され、記載さ
れるものに加えて、本発明の実施形態の種々の修飾は、以下の記載から当業者に明らかと
なる。このような修飾はまた、添付の特許請求の範囲の範囲内にあるものとする。以下は
、例示として提供され、本発明の範囲を制限するものではない。
[実施例]
【実施例１】
【０１８８】
トウモロコシカルス中のターゲッティングされた遺伝子座の分析
　ゲノム遺伝子座ターゲッティング：これまでに、その全文が本明細書に組み込まれる、
ＷＯ２００９１００１８８　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＤＥＴＥＣＴＩＯＮ　ＯＦ　ＣＯ
ＲＮ　ＥＶＥＮＴ　ＤＡＳ－５９１３２に開示されたトウモロコシ事象ＤＡＳ－５９１３
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２のゲノム遺伝子座を、この事象を構成するゲノムＤＮＡと特異的に結合し、切断するよ
う設計されたジンクフィンガーヌクレアーゼを使用してターゲッティングした。得られた
形質転換体を、増幅反応によって、特定の事象内のゲノム遺伝子座の破壊を同定し、特性
決定する分析が完了するまで維持した。
【０１８９】
　ＤＡＳ－５９１３２のゲノム遺伝子座を含むＤＮＡ配列に対して向けられるジンクフィ
ンガータンパク質を、これまでに記載されたように設計した。例えば、Urnov et al. (20
05) Nature 435:646-651を参照のこと。ＤＡＳ－５９１３２ジンクフィンガー設計を、Ｃ
ＣＨＣ構造を有する少なくとも１種のフィンガーを有するタンパク質をコードするベクタ
ー中に組み込んだ。米国特許出願公開第２００８／０１８２３３２号を参照のこと。特に
、各タンパク質中の最後のフィンガーは、認識ヘリックスのＣＣＨＣ骨格を有していた。
非標準ジンクフィンガーをコードする配列を、４アミノ酸リンカーおよびトウモロコシ（
Zea mays）由来のｏｐａｑｕｅ－２核局在性シグナルを介してＩＩＳ型制限酵素、Ｆｏｋ
Ｉのヌクレアーゼドメイン（Wah et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:10564-
10569の配列のアミノ酸３８４～５７９）と融合して、ＤＡＳ－５９１３２ジンクフィン
ガーヌクレアーゼ（ＺＦＮ）を形成した。Shukla et al. (2009) Nature 459:437-441に
記載されるような２Ａリボソームスタッタリング（stuttering）シグナルを利用するバイ
シストロニック発現構築物中の融合タンパク質の発現は、ＣｓＶＭＶプロモーターなどの
相対的に強力な、構成的および異所性プロモーターによって駆動された。
【０１９０】
　最適ＺＦＮを、活性ヌクレアーゼを同定するためにこれまでに示された出芽酵母ベース
の系を使用して、切断活性について検証した。例えば、米国特許出願公開第２００９０１
１１１１９号;Doyon et al. (2008) Nat Biotechnol. 26:702-708；Geurts et al. (2009
) Science 325:433を参照のこと。推定ＤＡＳ－５９１３２ゲノムポリヌクレオチド標的
部位と結合するよう設計され、製造され、試験された多数のＺＦＮのうち、好ましいＺＦ
Ｎを、高レベルでｉｎ　ｖｉｖｏ活性を有すると同定し、さらなる実験のために選択した
。これらのＺＦＮを、植物体中のＤＡＳ－５９１３２ゲノムポリヌクレオチド標的部位と
効率的に結合することができ、切断すると特性決定した。
【０１９１】
　酵母アッセイを使用して同定された例示的ジンクフィンガーヌクレアーゼのＺＦＮ発現
構築物を含有するプラスミドベクターを、当技術分野でよく知られている技能および技術
を使用して設計し、完成した。次いで、ｏｐａｑｕｅ－２核局在性シグナル：：ジンクフ
ィンガーヌクレアーゼ融合配列を、相補的ｏｐａｑｕｅ－２核局在性シグナル：：ジンク
フィンガーヌクレアーゼ融合配列と対を形成させた。そのようにして、各構築物は、ゾセ
ア・アシグナ（Thosea asigna）ウイルス（Mattion et al. (1996) J. Virol. 70:8124-8
127）由来の２Ａ配列によって分かれている２種のｏｐａｑｕｅ－２核局在性シグナル：
：ジンクフィンガーヌクレアーゼ融合配列から構成される単一オープンリーディングフレ
ームからなっていた。ＺＦＮコード配列の発現は、構成的トウモロコシ（Zea mays）ユビ
キチン１プロモーターを高度に発現させることによって駆動され（Christensen et al. (
1992) Plant Mol. Biol. 18(4):675-89）、トウモロコシ（Zea mays）Ｐｅｒ　５　３’
ポリＡ非翻訳領域が両側に位置していた（米国特許第６，６９９，９８４号）。
【０１９２】
　ドナー構築物を、ＤＡＳ－５９１３２ゲノム遺伝子座のＺＦＮ切断されたゲノムＤＮＡ
中に組み込むよう設計した。この単一遺伝子発現カセットは、イネアクチン１プロモータ
ー（Ｏｓ　Ａｃｔ１プロモーター）：：ホスフィノトリシンアセチルトランスフェラーゼ
コード配列（ＰＡＴ；米国特許第７，８３８，７３３号）：：によって駆動され、トウモ
ロコシ（Zea mays）リパーゼ３’非翻訳領域（ＺｍＬｉｐ　３’ＵＴＲ）によって終結さ
れる。さらに、ＤＡＳ－５９１３２ゲノム遺伝子座中のＺＦＮ切断部位のいずれかの末端
の配列に対して相同である標的ＰＡＴ遺伝子のいずれかの末端に１ｋＢの配列（相同性ア
ーム）を有するドナープラスミドを設計した。相同性アームは、相同組換え機序が導入遺
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伝子をゲノムＺＦＮ切断部位に挿入するために使用される基質として働いた。種々の遺伝
子要素が、高コピー数のｐＵＣベースのプラスミドにアセンブルされた。
【０１９３】
　ターゲッティングされた組込み：トランスジェニック事象を、ＤＡＳ－５９１３２の内
因性ゲノム遺伝子座にターゲッティングした。これまでに記載された構築物は、ドナー配
列（ｐＤＡＢ１０７８５５）およびＤＡＳ－５９１３２　ＺＦＮ　６（ｐＤＡＢ１０５９
０６）を含む。これら２種のプラスミドの同時形質転換の結果、８５４種のトランスジェ
ニックＰＡＴ事象が得られ、これを、本開示のターゲッティングされたゲノム遺伝子座内
のドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を同定するための方法を用いてスクリーニングし
た。
【０１９４】
　これまで凍結保存された細胞株から得られた１２ｍＬの充填細胞容量（ＰＣＶ）および
２８ｍＬの条件培地からなるトウモロコシカルス細胞を、５００ｍＬのエルレンマイヤー
フラスコ中の８０ｍＬのＧＮ６液体培地に継代培養し、２８℃で１２５ｒｐｍのシェーカ
ー上に置いた。このステップを同一細胞株を使用して２回反復し、その結果、合計３６ｍ
ＬのＰＣＶが３つのフラスコ中に分配された。２４時間後、ＧＮ６液体培地を除去し、７
２ｍＬのＧＮ６　Ｓ／Ｍ浸透圧培地で置換した。フラスコを、中程度に撹拌しながら（１
２５ｒｐｍ）、２８℃、暗所で３０～３５分間インキュベートした。インキュベーション
期間の間に、８．１ｍＬのＧＮ６　Ｓ／Ｍ液体培地を４０５ｍｇの滅菌、炭化ケイ素ＷＨ
ＩＳＫＥＲＳ（商標）に添加することによって、炭化ケイ素ＷＨＩＳＫＥＲＳ（商標）（
Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ、ＬＬＣ、Ｇｒｅｅｒ、Ｓ
Ｃ）の５０ｍｇ／ｍＬの懸濁液を調製した。
【０１９５】
　ＧＮ６　Ｓ／Ｍ浸透圧培地中でインキュベートした後、各フラスコの内容物を、２５０
ｍＬの遠心瓶中にプールした。フラスコ中のすべての細胞が底に沈殿した後、およそ１４
ｍＬのＧＮ６　Ｓ／Ｍ液体を超える内容容量を出し、将来の使用のために滅菌１Ｌフラス
コ中に集めた。ＷＨＩＳＫＥＲＳ（商標）の予め湿潤させた懸濁液を、ボルテックスで最
大速度で６０秒間混合し、次いで、遠心瓶に添加した。
【０１９６】
　この実施例では、ｐＤＡＢ１０７８５５（ドナー配列）およびｐＤＡＢ１０５９０６（
ＺＦＮ）プラスミドＤＮＡを、各瓶に添加した。プラスミドＤＮＡを添加すると、瓶を直
ちに、改変されたＲＥＤ　ＤＥＶＩＬ　５４００（商標）市販の塗料ミキサー（Ｒｅｄ　
Ｄｅｖｉｌ　Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ　Ｃｏ．、Ｐｌｙｍｏｕｔｈ、ＭＮ）に入れ、１０秒間
撹拌した。撹拌後、細胞、培地、ＷＨＩＳＫＥＲＳ（商標）およびプラスミドＤＮＡのカ
クテルを、１Ｌのフラスコの内容物に、１２５ｍＬの新鮮ＧＮ６液体培地とともに添加し
、浸透圧溶質を減少させた。細胞を、１２５ｒｐｍに設定したシェーカーで２時間回復さ
せた。６ｍＬの分散した懸濁液を、家庭用真空ラインに接続したガラス細胞回収機ユニッ
トを使用してＷｈａｔｍａｎ４番フィルター紙（５．５ｃｍ）上で濾過し、その結果、瓶
あたり６０枚のフィルターが得られた。フィルターを、ＧＮ６固体培地の６０×２０ｍｍ
プレート上に置き、暗条件下２８℃で１週間培養した。
【０１９７】
　ＤＮＡ送達の１週間後、選択剤を含有するＧＮ６（１Ｈ）選択培地の６０×２０ｍｍプ
レートにフィルター紙を移した。これらの選択プレートを２８℃で１週間暗所でインキュ
ベートした。１週間、暗所で選択した後、各プレートから細胞の１／２を、３７～３８℃
に保持した３．０ｍＬのＧＮ６アガロース培地を含有するチューブ中にかきとって入れる
ことによって、組織を新鮮培地に包埋した。
【０１９８】
　アガロース／組織混合物をスパチュラで破壊し、続いて、３ｍＬのアガロース／組織混
合物を、ＧＮ６（１Ｈ）培地を含有する１００×２５ｍｍのペトリディッシュの表面に均
一に注いだ。このプロセスを各プレートの半分ずつの両方について反復した。すべての組
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れらの選択条件下で増殖した推定上形質転換された単離物を、包埋されたプレートから取
り出し、６０×２０ｍｍプレート中の新鮮選択培地に移した。およそ２週間後に持続した
増殖が明らかであった場合には、事象は、適用された除草剤（選択剤）に対して耐性であ
ると見なされ、続いて、遺伝子型分析のために細胞のアリコートを回収した。この実施例
では、処理された瓶から多数の事象が回収された。これらの事象は、トウモロコシ事象Ｄ
ＡＳ－５９１３２のゲノム遺伝子座内での導入遺伝子の組込みを確認するための分子解析
のための進歩であった。
【０１９９】
　ＤＮＡ抽出：カルス組織サンプルを、９６ウェル収集プレート（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌ
ｅｎｃｉａ、ＣＡ）中に収集し、次いで、４８時間凍結乾燥した。組織破壊を、１つのス
テンレス鋼ビーズを有するＢＩＯＳＰＲＩＮＴ９６　ＡＰ１（商標）溶解バッファー（Ｑ
ｉａｇｅｎ）中で、ＫＬＥＣＫＯ（商標）組織粉砕機（Ｇａｒｃｉａ　Ｍａｎｕｆａｃｔ
ｕｒｉｎｇ、Ｖｉｓａｌｉａ、ＣＡ）を用いて実施した。組織解離後、ゲノムＤＮＡを、
ＢＩＯＳＰＲＩＮＴ９６（商標）抽出ロボット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用するＢＩＯＳＰＲ
ＩＮＴ９６（商標）植物キット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用するハイスループット形式で単離
した。次いで、ゲノムＤＮＡのサンプルを、２ｎｇ／μｌに希釈し、その後、ｑＰＣＲ反
応を設定して、適当なＣｐ（定量化サイクル）スコアを達成し、これが、シグネチャープ
ロファイルの作製をもたらした。
【０２００】
　ＤＡＳ－５９１３２遺伝子座破壊アッセイ：Ｈｉ－ＩＩカルス細胞の、ＤＡＳ－５９１
３２－ＺＦＮおよびドナープラスミドを用いるＷＨＩＳＫＥＲＳ（商標）媒介性形質転換
は、ターゲッティングされた、およびランダムな導入遺伝子挿入をもたらした。ランダム
挿入事象を、ターゲッティングされた事象集団と区別するために、生じた全８５４種の事
象を、遺伝子座破壊アッセイを使用して最初にスクリーニングした。このアッセイによっ
て、遺伝子座内のＺＦＮ結合部位が無傷のままであるか、またはＺＦＮ切断もしくはドナ
ー挿入によって破壊されているかが決定された。ゲノム遺伝子座内の破壊のしるしは、Ｚ
ＦＮが内因性ＤＡＳ－５９１３２標的遺伝子座を切断したことの最初の証拠であり、ドナ
ーＤＮＡ分子のターゲッティングされた挿入を示す。ＺＦＮ認識部位を含有する内因性標
的領域を増幅するためにプライマーを設計し、サンプルをｑＰＣＲによって分析されるよ
う設定した。ターゲッティングされない事象を示す無傷の領域の増幅の結果、検出可能な
ｑＰＣＲシグナルとして測定される１４０塩基対のアンプリコンが得られた。ドナー分子
のターゲッティングされた組込みの成功は、検出可能なｑＰＣＲシグナルの破壊をもたら
し、対照と比較して、より低い全体的なシグナルとして示される。
【０２０１】
　ＤＡＳ－５９１３２遺伝子座破壊アッセイを、ＬＩＧＨＴＣＹＣＬＥＲ（登録商標）４
８０系（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、Ｉ
Ｎ）を使用するリアルタイムＰＣＲによって実施した。アッセイは、ＬＩＧＨＴＣＹＣＬ
ＥＲ（登録商標）Ｐｒｏｂｅ　Ｄｅｓｉｇｎソフトウェア２．０を使用して、ＤＡＳ－５
９１３２遺伝子座（および内部参照遺伝子ＩＶＦ（Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号：Ｕ１６１２
３．１｜ＺＭＵ１６１２３）でのＤＡＳ－５９１３２　ＺＦＮ（２５７１６／２５７１７
）結合配列をモニタリングするために設計した。増幅のために、ＬＩＧＨＴＣＹＣＬＥＲ
（登録商標）４８０　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｍａｓｔｅｒ　ミックス（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）を、１０μＬの容量の、０．
４μＭの各プライマーおよび０．２μＭの各プローブ（表１）を含有するマルチプレック
ス反応物中、１×最終濃度で調製した。５５℃で３０秒間の伸長を用い、蛍光獲得を伴う
２段階増幅反応を実施した。破壊アッセイの分析は、標的対参照比を使用して実施した。
【０２０２】
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【表１】

【０２０３】
　高精度形質転換から生じた８５４種の事象を、破壊アッセイを用いてスクリーニングし
、標的対参照シグナルの大幅な低下をベースとして、破壊されたとスコア化した。結果は
、アッセイした８５４種の事象のうち６３種が、ＤＡＳ－５９１３２遺伝子座で破壊され
たシグナルを有していたと示し、ターゲッティングされた遺伝子挿入を示した（図２）。
破壊アッセイが提供する破壊された遺伝子座の定量的測定にもかかわらず、このアッセイ
は、ターゲッティングされた挿入を、エラープローン切断修復に起因する切断部位での突
然変異から解決できない。すべての事象の堅固かつ正確な評価を確実にするために、並行
して、事象をスクリーニングするための第２のイン－アウトＰＣＲアッセイの開発を進展
させた。
【０２０４】
　ＤＡＳ－５９１３２遺伝子座イン－アウトＰＣＲアッセイ：破壊アッセイによってスク
リーニングされた事象をまた、ＤＡＳ－５９１３２遺伝子座で遺伝子座特異的エンドポイ
ントＰＣＲアッセイによってスクリーニングした。１種のオリゴヌクレオチドプライマー
を、ＺＦＮ切断部位の外側の標的ゲノムＤＮＡの領域とアニーリングするよう設計し、第
２のオリゴヌクレオチドプライマーを、ドナーＤＮＡの導入遺伝子領域のみとアニーリン
グするよう設計する。プライマーを、ＤＡＳ－５９１３２遺伝子座の標的部位の５’およ
び３’挿入ＤＮＡ接合部領域を分析するよう設計する。形質転換から生じた事象の多くは
、ランダム挿入であり、そしてドナー配列が、標的配列と近接していないので、イン－ア
ウトＰＣＲの際は増幅されない（図３Ａ）。プライマーを、ドナーＤＮＡおよびターゲッ
ティングされた領域中に挿入されたゲノムＤＮＡの領域のみを増幅するよう設計するので
、増幅は、ターゲッティングされた導入遺伝子事象の結果である（図３Ｂ）。プライマー
を標的配列および挿入されたドナー配列の両方をターゲッティングするよう設計し、５’
および３’接合部の両方が分析されるので、「イン－アウト」ＰＣＲと呼ばれるこのＰＣ
Ｒ分析によって、ターゲッティングされた遺伝子挿入の全体像が得られることが確実とな
る。ＰＣＲ後、増幅されたサンプルを電気泳動によって分析すると、ＤＡＳ－５９１３２
遺伝子座中の標的部位に導入遺伝子組込みを有するサンプルは、２ｋｂおよび１．５ｋｂ
の２種のバンドの増幅をもたらす。これは、導入遺伝子の５’および３’接合部での組み
込まれた標的配列を示す。
【０２０５】
　イン－アウトＰＣＲ増幅反応を、Ｔａｋａｒａ　Ｅｘ　Ｔａｑ　ＨＳキット（商標）（
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ
、ＣＡ）を使用して実施した。各ＰＣＲ反応は、１×Ｅｘ　Ｔａｑバッファー、２００ｎ
Ｍのフォワードおよびリバースプライマー、１０～２０ｎｇのゲノムＤＮＡ鋳型および０
．０５ユニット／μＬの最終濃度のＥｘ　Ｔａｑ　ＨＳポリメラーゼを含有する、１５ま
たは２０μＬの最終容量で実施した。リアルタイムイン－アウトＰＣＲのために、Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ（Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）製のＳＹＴＯ１３（登録商標）色素
を、４μＭまたは２．６７μＭの最終濃度でＰＣＲ反応混合物中に含めた。最初に、ＳＹ
ＴＯ１３（登録商標）緑色蛍光色素を、これまでに、全体的なアッセイ感度を増大し、ポ
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リメラーゼ活性の低い阻害を示すと示されているので、製造業者によって推奨される濃度
によって使用した。この色素は、より強力なシグナルおよびより一貫した結果をもたらし
たが、ハイスループット系には、依然として制限があった。プライマー二量体形成または
非特異的プライマーアニーリング（不純プライマーから）が偽陽性シグナルを生成してい
たので、バックグラウンド蛍光は、問題のあるものであり続けた。そのようなものとして
、アッセイにおいて使用される濃度は、１０μＭから４μＭまたは２．６７μＭへとより
低下させた。色素の濃度の低下は、信頼できる検出およびＰＣＲアッセイの定量化を提供
するシグネチャープロファイルをもたらした。
【０２０６】
　リアルタイムイン－アウトＰＣＲを、ＡＢＩ　ＶＩＩＡ７　ＰＣＲ　ＳＹＳＴＥＭ（商
標）（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｃａｒｌｓｂａ
ｄ、ＣＡ）で実施した。最初の変性後、増幅プログラムは、９８℃で１０秒間、６６℃で
３０秒間および６８℃で２分間の４０サイクルを含有し、融解温度分析プログラムの前に
蛍光獲得を伴っていた。増幅ステップの後、反応を、６５℃で３０秒間および７２℃で１
０分間維持し、最後に、４℃で保持した。直接蛍光シグナルおよび融解温度プロファイル
の両方を、サンプル分析のために使用した。リアルタイム系で同定された陽性サンプルを
、標準ゲルシフトアッセイを使用してさらに確認した。
【０２０７】
【表２】

【０２０８】
　ターゲッティングされた挿入ＰＣＲアンプリコンを偽陽性と区別しようとして、プロト
コールを、生成したあらゆるＰＣＲ産物にシグネチャープロファイルを割り当てるよう設
計した。ＰＣＲアンプリコンの融解温度プロファイルを、陽性対照と比較し、曲線をマッ
チングすることによって陽性イン－アウトＰＣＲ産物を同定した（図４Ａおよび４Ｂ）。
３’および５’末端の両方の融解温度プロファイルを含むシグネチャープロファイルを使
用してイン－アウトＰＣＲ分析を相互に関連付けることは、ゲノム遺伝子座内のターゲッ
ティングされたドナーＤＮＡポリヌクレオチド挿入事象の同定に大きな信頼を生じさせる
新規分析方法論である。
【０２０９】
　破壊アッセイおよびＤＡＳ－５９１３２遺伝子座イン－アウトＰＣＲアッセイの結果を
、サザンブロッティングおよびシークエンシング（次世代シークエンシングの標準）によ
ってさらに確認した。
【０２１０】
　新規アッセイは、トウモロコシにおけるＺＦＮ切断部位のターゲッティングされたドナ
ーＤＮＡポリヌクレオチド挿入事象を同定するための堅固な分析プロセスをもたらした。
内因性ゲノム遺伝子座は、成功裏にターゲッティングされ、ターゲッティングされた事象
は、新規アッセイを使用して効率的に同定された。合計８５４種のサンプルを、開示され
たアッセイを使用する分析に付した。推定事象のすべてで破壊アッセイを実施し、事象の
うち６３が破壊を示した。イン－アウトＰＣＲをすべての事象で実施し、８の陽性事象を
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同定した。結果として、ターゲッティングされた挿入であると確認された合計８の事象が
あった（図５）。
【実施例２】
【０２１１】
トウモロコシ植物におけるターゲッティングされた遺伝子座の分析
　トウモロコシトランスジェニックＢ１０４胚を作製し、これでは、ＤＡＳ－５９１３２
遺伝子座が、ジンクフィンガーヌクレアーゼ構築物、ｐＤＡＢ１０５９０６およびドナー
構築物、ｐＤＡＢ１０４１７９によってターゲッティングされた。これらの構築物は、そ
の全文が参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願公開第２０１１／０１９１８９
９号の実施例７に記載されるような、微粒子銃形質転換法を使用して植物組織中に形質転
換された。推定上形質転換された胚を、除草剤ホスフィノトリシンの選択によって同定し
た。
【０２１２】
　推定上同定されたトランスジェニック胚を、破壊アッセイを使用して分析し、ターゲッ
ティングされたゲノム遺伝子座内に挿入されたドナーＤＮＡポリヌクレオチドの存在を含
有する事象を同定した。ＺＦＮ破壊アッセイを、上記のプロトコールおよび試薬を使用し
て完了した。ターゲッティングまたは破壊されなかった事象では、０．４～０．６の範囲
の標的対参照比が観察され、破壊またはターゲッティングされたサンプルについては、０
．２～０．３５の範囲（プレート間変動）が報告された（図６）。アンプリコンを生成し
なかったターゲッティングされた事象は、グラフに表わされるように、より少ない量の増
幅産物をもたらした。
【０２１３】
　次に、遺伝子座特異的イン－アウトＰＣＲを、上記のプロトコールおよび試薬を使用し
て完了した。イン－アウトＰＣＲの結果は、ＤＡＳ－５９１３２遺伝子座内の導入遺伝子
挿入を含有していた特定の事象を同定した。
【０２１４】
　合計１，２２３のサンプル事象を、分析に付した。あらゆる事象で破壊アッセイを完了
し、事象のうち、破壊を示す８５を同定した。イン－アウトＰＣＲを、全１，２２３のサ
ンプルの事象で完了し、陽性である１１の事象および２の部分陽性事象を同定した。サザ
ンブロッティングおよびシークエンシングを完了して、同定された事象が、ＤＡＳ－５９
１３２ゲノム遺伝子座内に全導入遺伝子挿入部分を含むことを確認した。
【実施例３】
【０２１５】
トウモロコシ植物中のターゲッティングされる遺伝子座の分析
　トウモロコシトランスジェニックＢ１０４胚を作製し、これでは、遺伝子操作されたラ
ンディングパッド遺伝子座（その全文が参照により本明細書に組み込まれる米国特許出願
公開第２０１１／０１９１８９９号）は、ジンクフィンガーヌクレアーゼによってターゲ
ッティングされ、ドナー構築物は、微粒子銃を使用して植物組織に形質転換された。遺伝
子操作されたランディングパッド遺伝子座内にドナー構築物をターゲッティングするため
に、複数の形質転換を完了した。形質転換の第１のシリーズを、ｐＤＡＢ１０９７１４ド
ナー構築物およびｐＤＡＢ１０５９４１ジンクフィンガーヌクレアーゼ構築物を使用して
完了した。形質転換の第２のシリーズを、ｐＤＡＢ１０９７１５ドナー構築物およびｐＤ
ＡＢ１０５９４３ジンクフィンガーヌクレアーゼ構築物を使用して完了した。形質転換の
第３のシリーズを、ｐＤＡＢ１０９７１６ドナー構築物およびｐＤＡＢ１０５９４２ジン
クフィンガーヌクレアーゼ構築物を使用して完了した。最終シリーズの形質転換を、ｐＤ
ＡＢ１０９７１７ドナー構築物およびｐＤＡＢ１０５９４５ジンクフィンガーヌクレアー
ゼ構築物を使用して完了した。推定上形質転換された胚を、除草剤ホスフィノトリシンの
選択によって同定した。
【０２１６】
　ＥＬＰ遺伝子座破壊アッセイ：プライマーを、ＺＦＮ認識部位を含有する内因性標的領
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域を増幅するよう設計し、サンプルを、ｑＰＣＲによって分析されるよう設定した。ター
ゲッティングされない事象を示す無傷の領域の増幅は、検出可能なｑＰＣＲシグナルとし
て測定される１９３塩基対アンプリコンをもたらした。それぞれのＥＬＰ事象内のドナー
分子のターゲッティングされた組込みの成功は、検出可能なｑＰＣＲシグナルの破壊をも
たらし、対照と比較して、より低い全体的なシグナルとして示される。
【０２１７】
　ＥＬＰ遺伝子座破壊アッセイを、ＬＩＧＨＴＣＹＣＬＥＲ（登録商標）４８０系（Ｒｏ
ｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）を使用す
るリアルタイムＰＣＲによって実施した。アッセイは、ＬＩＧＨＴＣＹＣＬＥＲ（登録商
標）Ｐｒｏｂｅ　Ｄｅｓｉｇｎソフトウェア２．０を使用して、ＥＬＰ遺伝子座および内
部参照遺伝子ＩＶＦでのＥＬＰ　ＺＦＮ結合配列をモニタリングするために設計した。増
幅のために、ＬＩＧＨＴＣＹＣＬＥＲ（登録商標）４８０　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｍａｓｔｅｒ
ミックス（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、
ＩＮ）を、１０μＬの容量の、０．４μＭの各プライマーおよび０．２μＭの各プローブ
（表３）を含有するマルチプレックス反応物中、１×最終濃度で調製した。５５℃で３０
秒間の伸長を用い、蛍光獲得を伴う２段階増幅反応を実施した。破壊アッセイの分析は、
標的対参照比を使用して実施した。
【０２１８】
【表３】

【０２１９】
　高精度の形質転換から生じた１７３８の事象を、破壊アッセイを用いてスクリーニング
し、標的対参照シグナルの大幅な低下をベースとして破壊されたとスコア化した。結果は
、アッセイされた１７３８の事象のうち１５８が、ＥＬＰ遺伝子座で破壊されたシグナル
を有しており、ターゲッティングされた遺伝子挿入を示すことを示した。（図７）。破壊
アッセイが提供する破壊された遺伝子座の定量的測定にもかかわらず、このアッセイは、
ターゲッティングされる挿入を、エラープローン切断修復に起因する切断部位での突然変
異から解決しない。したがって、すべての事象の堅固かつ正確な評価を確実にするために
、並行して、事象をスクリーニングする第２のイン－アウトＰＣＲアッセイの開発を進展
させた。
【０２２０】
　ＥＬＰ遺伝子座イン－アウトＰＣＲアッセイ：破壊アッセイによってスクリーニングさ
れた事象をまた、ＥＬＰ遺伝子座での新規に開発した遺伝子座特異的エンドポイントＰＣ
Ｒアッセイによってスクリーニングした。１種のプライマーを、ＺＦＮ切断部位の外側の
標的ゲノムＤＮＡの領域とアニーリングするよう設計し、第２のプライマーを、ドナーＤ
ＮＡの導入遺伝子領域とのみアニーリングするよう設計した。プライマーを、ＥＬＰ遺伝
子座での標的部位の５’および３’領域を分析するよう設計した。プライマーを、ドナー
ＤＮＡの領域およびターゲッティングされた領域中に挿入されたゲノムＤＮＡのみを増幅
するよう設計したので、増幅は、ターゲッティングされた導入遺伝子事象の結果であり、
５’および３’接合部の両方を分析した。



(56) JP 6473419 B2 2019.2.20

10

20

30

40

50

【０２２１】
　イン－アウトＰＣＲ増幅反応を、ＴＡＫＡＲＡ　ＥＸ　ＴＡＱ　ＨＳ　ＫＩＴ（商標）
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅ
ｗ、ＣＡ）を使用して実施した。各ＰＣＲ反応を、１×Ｅｘ　Ｔａｑバッファー、２００
　ｎＭのフォワードおよびリバースプライマー、１０～２０ｎｇのゲノムＤＮＡ鋳型およ
び０．０５ユニット／μＬの最終濃度のＥｘ　Ｔａｑ　ＨＳポリメラーゼを含有する、１
５または２０μＬの最終容量で実施した。リアルタイムイン－アウトＰＣＲのために、Ｓ
ＹＴＯ１３（登録商標）色素（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）を、４
μＭまたは２．６７μＭの最終濃度でＰＣＲ反応混合物中に含めた。
【０２２２】
　リアルタイムイン－アウトＰＣＲを、ＡＢＩ　ＶＩＩＡ７　ＰＣＲ　ＳＹＳＴＥＭ（商
標）（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｃａｒｌｓｂａ
ｄ、ＣＡ）で実施した。最初の変性後、増幅プログラムは、９８℃で１０秒間、６６℃で
３０秒間および６８℃で２分間の４０サイクルを含有し、融解温度分析プログラムの前に
蛍光獲得を伴っていた。その後、反応を、６５℃で３０秒間および７２℃で１０分間維持
し、最後に、４℃で保持した。直接蛍光シグナルおよび融解温度プロファイルの両方を、
サンプル分析のために使用した。リアルタイム系で同定された陽性サンプルを、標準ゲル
シフトアッセイを使用してさらに確認した。
【０２２３】
【表４】

【０２２４】
　ＰＣＲアンプリコンを偽陽性から同定しようとして、プロトコールを、生成したあらゆ
るＰＣＲ産物にシグネチャープロファイルを割り当てるよう設計した。ＰＣＲアンプリコ
ンの融解温度プロファイルを、陽性対照と比較し、曲線をマッチングすることによって陽
性イン－アウトＰＣＲ産物を同定した。３’および５’末端の両方の融解温度プロファイ
ルを含むシグネチャープロファイルを使用してイン－アウトＰＣＲ分析を相互に関連付け
ることは、ターゲッティングされた導入遺伝子挿入事象の同定に大きな信頼を生じさせる
分析方法論である。
【０２２５】
　合計１７３８種のＰＡＴ陽性サンプルを、このプロジェクトに付した。破壊アッセイお
よびイン－アウトＰＣＲを、すべての事象で実施した。結果は、１５８／１７３８の事象
が、破壊について陽性であり、これらの事象のうち４６／１７３８が、３’および５’両
方のイン－アウトＰＣＲ増幅反応について陽性であると示した。
【実施例４】
【０２２６】
　トウモロコシ植物におけるターゲッティングされる遺伝子座の分析
　トウモロコシ（Zea mays）栽培品種Ｂ１０４植物を、米国特許出願公開第２０１１／０
１９１８９９号にこれまでに記載されるような遺伝子操作されたランディングパッド遺伝
子構築物（ｐＤＡＢ１０５８１７またはｐＤＡＢ１０５８１８）を用いて形質転換した。
形質転換されたトウモロコシ植物が得られ、ＥＬＰを含有すると確認された。４種のＥＬ
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８［１］－２６９．Ｓｘ００１．Ｓｘ００８、１０５８１８［１］－２７１．Ｓｘ００１
．Ｓｘ００５および１０５８１８［２］－３８８．Ｓｘ００１．Ｓｘ００８を、トウモロ
コシ（Zea mays）栽培種Ｂ１０４と交雑して、ヘミ接合体として製造した。得られた後代
植物を、ｅＺＦＮ１をコードするｅＺＦＮプラスミドｐＤＡＢ１０５９４１および対応す
るドナープラスミドｐＤＡＢ１０４１８２またはｅＺＦＮ８をコードするｅＺＦＮ　ｐＤ
ＡＢ１０５９４８およびドナーｐＤＡＢ１０４１８３を用いて同時形質転換した。形質転
換を、製造業者の仕様書によってＰＤＳ－１０００（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を使用して１回撃
たれた、単離された胚の衝撃によって完了した。合計２０，８９６個の胚（各標的株につ
き約５０００個の胚）が衝撃を受け、ビアラホス耐性について選択された。１２，４０４
個が、ｐＤＡＢ１０５９４１およびその対応するドナーで同時衝撃を受け、８，４９２個
の胚が、ｐＤＡＢ１０５９４８およびその対応するドナーで同時衝撃を受けた。
【０２２７】
　衝撃後、胚を培地中で培養し、植物体に成長させた。トランスジェニック事象を、ｐａ
ｔ導入遺伝子の存在をスクリーニングし、検出するために開発されたｑＰＣＲによって同
定した。既知コピー数標準の標的／参照値（１コピー：ヘミ、２コピー：ホモ）に対する
、未知サンプルの標的／参照（インベルターゼ）値（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　４８０（
商標）によるアウトプット）の比較によってコピー数を決定した。合計６１４の再生した
植物が生き残り、３５４（または５８％）の植物を、ｐａｔ遺伝子の存在について陽性と
同定し、さらなる分析のために保持した。
【０２２８】
　ＥＬＰ遺伝子座破壊アッセイ：ＺＦＮ破壊アッセイを、組み込まれたＥＬＰ中の変化を
モニタリングするよう設計した。ターゲッティングされないＥＬＰでは、ＰＣＲプライマ
ーＭＡＳ６２１およびＭＡＳ６２２（表５）は、ｅＺＦＮ結合部位を包含する２１４ｂｐ
の産物を増幅した。ＥＬＰ遺伝子座でのｅＺＦＮ結合部位への組込み（またはその修飾）
は、低伸長時間を用いるｑＰＣＲを使用する増幅を破壊し、ｑＰＣＲ反応において生成さ
れる、シグナルなしまたは大幅に低いシグナルのいずれかをもたらした。インベルターゼ
遺伝子の増幅のための対照ｑＰＣＲ反応もまた、内部対照参照として含められた。
【０２２９】
　増幅のために、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）４８０　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｍａｓｔ
ｅｒ　ｍｉｘ　（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌ
ｉｓ、ＩＮ）を、１０μＬの容量の、０．４μＭの各プライマーおよび０．２μＭの各プ
ローブを含有するマルチプレックス反応物中、１×最終濃度で調製した。３段階増幅反応
を、変性のための９５℃で１０秒、アニーリングのための６０℃で３５秒および蛍光獲得
を伴う７２℃で１秒を用いて実施した。ＦＡＭ蛍光部分を、４６５／５１０ｎｍの光学濃
度で励起し、ＨＥＸを５３３／５８０ｎｍで励起した。コピー数を、既知単一コピーヘミ
接合体の標的／参照値に対する、未知サンプルの標的／参照（インベルターゼ）値（Ｌｉ
ｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　４８０（商標）によるアウトプット）の比較によって決定した。
【０２３０】
　ランダム挿入事象を、ＥＬＰによってターゲッティングされた事象から区別するために
、ｐａｔ　ｑＰＣＲスクリーニングによって同定された３５４サンプルを、破壊アッセイ
を使用してさらに分析した。ＥＬＰ破壊アッセイを、ｅＺＦＮ切断部位中の大きな挿入／
欠失をモニタリングするよう設計した。ターゲッティングされないＥＬＰでは、ｅＺＦＮ
結合部位を包含する２１４ｂｐのＰＣＲ産物を増幅し、強力な蛍光シグナルを生成した。
ｅＺＦＮ結合部位への組込み（またはその修飾）は、増幅を破壊し、ＰＣＲ反応によって
生成される、シグナルなしまたは大幅に低いレベルの蛍光シグナルをもたらした。３５４
のｐａｔ陽性事象のうち、約８％（２８事象）が破壊されると思われ（図８ｂ）、ターゲ
ッティングの可能性を示した。
【０２３１】
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【表５】

【０２３２】
　イン－アウトＰＣＲ：破壊アッセイは、ＥＬＰのｅＺＦＮ結合領域中の変化を同定した
。プライマー結合部位中の任意の変動または遺伝子座中のランダム挿入は、ＺＦＮ切断に
よって引き起こされる遺伝子座の破壊の有望なしるしである。次いで、イン－アウトＰＣ
Ｒを使用して、ＥＬＰ遺伝子座内のドナー挿入の存在を確認した。標的遺伝子座およびド
ナーを含む接合部配列の両末端。１種のプライマーを、標的ライン中に存在する予め組み
込まれたＥＬＰ領域とのみアニーリングするよう設計し、第２のプライマーを、ドナー構
築物内に存在するドナーＤＮＡ配列とのみアニーリングするよう設計した。ＰＣＲによる
増幅は、ＥＬＰゲノム遺伝子座内のドナーのターゲッティングの結果を示した。ランダム
挿入から生じた任意の事象は、ＰＣＲ増幅をもたらさない。
【０２３３】
　ドナー／ＥＬＰ５’接合部イン－アウトＰＣＲのために、フォワードプライマーを、ド
ナー挿入部分のＯｓＡｃｔ１領域（５ＯｓＦ３、配列番号２３ＡＴＴＴＣＡＣＴＴＴＧＧ
ＧＣＣＡＣＣＴＴ）と結合するよう設計し、リバースプライマー（５Ｒ３、配列番号２４
ＡＧＧＣＴＣＣＧＴＴＴＡＡＡＣＴＴＧＣＴＧ）を、ＥＬＰ左アーム中の標的ラインに独
特な１９３ｂｐの配列と結合するよう設計した。３’ドナー／ＥＬＰ遺伝子座接合部イン
－アウトＰＣＲのために、フォワードプライマー（３ＰＡＦ１、配列番号２５ＡＴＧＧＴ
ＧＧＡＴＧＧＣＡＴＧＡＴＧＴＴ）を、ドナー挿入部分のＰＡＴｖ６領域と結合するよう
設計し、リバースプライマー（３Ｒ１、配列番号２６ＴＧＧＡＧＧＴＴＧＡＣＣＡＴＧＣ
ＴＡＧＧ）を、ＥＬＰ右アーム中の標的ラインに独特な１９２ｂｐ配列と結合するよう設
計した。増幅は、フォワードおよびリバースプライマーが、互いに近接した配列と結合し
た場合にのみ、結果として生じた。ドナー配列のランダム組込みは、上記のＰＣＲプライ
マーを使用して検出可能ではなかった。イン－アウトＰＣＲ検出のスループットを増大す
るために、融解曲線分析を、緑色蛍光核酸株、ＳＹＴＯ１３（登録商標）を用いて完了し
た。ＰＣＲ増幅を、０．７５ユニットのＴａＫａＲａ　Ｅｘ　Ｔａｑ（商標）ＤＮＡポリ
メラーゼ（Ｔａｋａｒａ　Ｂｉｏ　Ｉｎｃ．、Ｓｈｉｇａ、Ｊａｐａｎ）、２００ｎＭの
ｄＮＴＰ、各２００ｎＭのフォワードおよびリバースプライマー、２．６７μＭのＳＹＴ
Ｏ１３（登録商標）および１０ｎｇのゲノムＤＮＡを含有する１５μｌの反応物中で、Ｌ
ｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　４８０（商標）リアルタイムＰＣＲ系で実施した。９５℃で２分
の変性サイクル、次いで、９８℃で２０秒、６０℃で３０秒および６８℃で９０秒の３０
サイクルを用いて増幅を開始し、それに、９７℃で、０．１１℃／ｓの勾配速度を用いる
融解曲線分析を続けた。
【０２３４】
　ＰＣＲ反応の結果は、５’および３’のそれぞれの両端に位置する末端両方の分析をも
たらした。ドナーによってターゲッティングされるＥＬＰ遺伝子座事象は、５’イン－ア
ウトＰＣＲ反応のための１．１ｋｂの断片および３’イン－アウトＰＣＲ反応のための１
．４ｋｂの断片をもたらす。ＰＣＲ反応の結果を、アンプリコンの長さおよび組成に応じ
て種々のグラフ結果を生じる融解曲線分析によって決定した（図９）。短いＰＣＲアンプ
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リコンは、普通、グラフによって示されると、平らなラインとして現れ、低レベルの蛍光
シグナルを生じる単一ピーク融解温度（Ｔｍ）曲線を示す。しかし、長いアンプリコン（
すなわち、１～２ｋｂの断片）については、Ｔｍプロファイルは、より複雑であるようで
あり、複数のピークをもたらし（アンプリコンの局所部分配列に応じて）、高レベルの蛍
光シグナルを生成する。５つの事象を、５’および３’ＰＣＲ反応の両方について陽性で
あると同定した。４つの標的株の各々は、ＥＬＰゲノム遺伝子座内に挿入されたドナーを
含む事象を生成した。イン－アウトＰＣＲ陽性のすべてをゲルに流し、これでは、それら
は、予想されるように、ＰＣＲアンプリコンの１つのバンドのみを示した。
【０２３５】
　分子的確認：さらなる分子検出法を完了して、破壊アッセイおよびイン－アウトＰＣＲ
反応の結果が偽陽性ではなかったことを確認した。５’および３’ドナー挿入部分／ＥＬ
Ｐゲノム遺伝子座接合部のサザンブロット分析およびシークエンシングを完了した。結果
から、破壊アッセイおよびイン－アウトＰＣＲ分析によって同定された事象は、ＥＬＰゲ
ノム遺伝子座内にドナー挿入部分を含有していることが確認された。
【実施例５】
【０２３６】
トウモロコシ植物中の破壊された遺伝子座の分析
　標的株植物のゲノム遺伝子座へのＺＦＮの送達を、米国特許出願公開第２０１１０１９
１８７７号に先に開示されるような植物交雑戦略によって導入した。トウモロコシ（Zea 
mays）栽培種Ｂ１０４において、別個の標的および切り取り植物事象を作製した。標的植
物の５種の株を、構築物ｐＤＡＢ１０５８１６、ｐＤＡＢ１０５８１７、ｐＤＡＢ１０５
８１８、ｐＤＡＢ１０５８２０およびｐＤＡＢ１０５８２１を用いる形質転換から製造し
た。これらの構築物は、大量の導入遺伝子、ａａｄ－１選択マーカー遺伝子ならびにｅＺ
Ｆ１およびｅＺＦ８結合部位を含有するＥＬＰを含有していた。次いで、切り取り植物の
２種の株を、構築物ｐＤＡＢ１０５８２８およびｐＤＡＢ１０５８２５を用いる形質転換
から製造した。ｐＤＡＢ１０５８２８構築物は、トウモロコシ（Zea mays）ユビキチン１
プロモーターによって駆動され、トウモロコシ（Zea mays）Ｐｅｒ５　３’ＵＴＲによっ
て終結されるＺＦＮ８を含有していた。ｐＤＡＢ１０５８２５構築物は、トウモロコシ（
Zea mays）ユビキチン１プロモーターによって駆動され、トウモロコシ（Zea mays）Ｐｅ
ｒ５　３’ＵＴＲによって終結されるＺＦＮ１を含有していた。両切り取り構築物はまた
、ｐａｔ選択マーカーも含有していた。トランスジェニック植物を製造し、分子的確認ア
ッセイによって確認した。植物を自家受粉させて、ホモ接合性後代を製造した。得られた
ホモ接合性標的および切り取り事象を交雑し、後代を製造した。後代をアッセイして、親
の切り取り事象によって提供されるＺＦＮ導入遺伝子が、もう一方の親の標的事象によっ
て提供されるＥＬＰ標的遺伝子座を切断したかどうかを調べた。すべての交雑の大部分は
、雌として標的株を用い、雄として切り取り株を用いて行った。１種の対照交雑のみは、
雌として切り取り株を用い、雄として標的株を用いて行った。標的および切り取り植物を
交雑して、後代を製造し、それらを、発達のＶ３段階で、Ａｓｓｕｒｅ　ＩＩ（商標）（
ｑｕｉｚａｌｏｆｏｐ）（１８４ｇａｅ／ｈａ＋１％ＣＯＣ）およびＩｇｎｉｔｅ（商標
）２８０ＳＬ（グルホシネート）（４８０ｇａｅ／ｈａ）を適用することによってスクリ
ーニングした。生存後代はどれも、ｑＰＣＲ法によるａａｄ－１導入遺伝子の存在につい
てのスクリーニングを伴うさらなる分子的分析のために選択した。参照遺伝子としてイン
ベルターゼを利用するｑＰＣＲアッセイを使用して、ａａｄ－１遺伝子座の存在について
合計１９０２のサンプルの遺伝子型を同定した。ａａｄ－１標的対参照比を算出し、既知
標準に対して正規化し、これでは、２、１または０の比が、それぞれ、ホモ接合性、ヘミ
接合性またはヌル状態を示した。１８２２の植物を、ａａｄ－１ヘミ接合と確認した。
【０２３７】
　ＺＦＮ破壊アッセイ：ＰＣＲベースの破壊アッセイを、ＥＬＰ標的ゲノム遺伝子座のＺ
ＦＮ切断活性の間接測定のために設計した。アッセイを、蛍光標識したプローブが、ＺＦ
Ｎ機能の完全性に必要なスペーサーの頂部にあるように設計した（図１０）。ｅＺＦＮ１
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破壊アッセイは、全ｅＺＦＮ１結合部位配列に広がる６９ｂｐの断片の検出をもたらした
。ｅＺＦＮ８破壊アッセイは、ＺＦＮ８結合部位配列のそれぞれの両端に位置する１０９
ｂｐの断片の検出をもたらした。両アッセイは、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（
Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）によって合成されたＭＧＢプローブを利用する。ＺＦ
Ｎが、ＥＬＰゲノム遺伝子座を切断した場合には、切断は、ＮＨＥＪによって修復され、
これは、ゲノム配列内へのＩｎＤｅｌの組込みをもたらし、それによって、ＰＣＲプライ
マーの設計に使用したゲノム配列を修飾した。結果として、ＥＬＰゲノム遺伝子座内のＺ
ＦＮ結合配列にわたってアンプリコンを増幅し、検出するよう設計された任意のＰＣＲ増
幅反応は、蛍光シグナルを製造しない（ゲノム配列が欠失または再編成されず、プライマ
ーがこれらのゲノム配列と結合できないので）。
【０２３８】
　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）４８０系（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）を使用するリアルタイムまたはｑＰＣＲを
用いて、Ｂｉ－ｐｌｅｘアッセイを実施した。対照反応を、内因性参照遺伝子として使用
されるインベルターゼを用いて完了した。増幅のために、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録
商標）４８０　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｍａｓｔｅｒミックス（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）を、１０μＬの容量の、０．４μＭの
各プライマーおよび０．２μＭの各プローブ（表６）を含有するマルチプレックス反応物
中、１×最終濃度で調製した。３段階増幅反応を、変性のための９５℃で１０秒、アニー
リングのための６０℃で３５秒および蛍光獲得のための７２℃で１秒を用いて実施した。
破壊アッセイの分析は、標的対参照比を使用して実施し、既知ホモ接合体に対して正規化
した。ＰＣＲアッセイの結果が図１１として提供されている。
【０２３９】
【表６】

【０２４０】
　ＥＬＰゲノム遺伝子座のｅＺＦＮ切断率を調べるために、植物交雑から得たＦ１葉サン
プルを、まず、接合性について分析し、次いで、無傷のｅＺＦＮ結合部位を検出するｑＰ
ＣＲアッセイを使用してＥＬＰ破壊について試験した。ＥＬＰゲノム遺伝子座が、ｅＺＦ
結合部位でのＤＳＢ修復の際にＩｎＤｅｌｓを受けた場合には、ｑＰＣＲアッセイにおい
て、検出可能なシグナルの喪失または減少があった。正規化したＥＬＰ比を、その姉妹株
と比較した。比が０～０．０５の間であった場合には、それらを、ＺＦＮで切断されてい
る（不完全修復を有する）と考え、比が０．０５～０．４の間であった場合には、それら
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を、ＥＬＰのすべてではないコピーが、ＺＦＮで切断されたことを示すキメラと名付け、
比が０．４を超える場合には、それらは、ＺＦＮで切断されていないと同定した（切断さ
れたが、完全修復された場合もある）。切断およびキメラスコアリングの両方を一緒にす
ると、破壊アッセイを用いて検出されたｅＺＦＮ１活性は、４６．６％（１１２５の植物
事象のうち５２４）であり、ｅＺＦＮ８の活性は、７０．２％（６９７の植物事象のうち
４８９）であった（表７）。チューキー・クレーマー（Ｔｕｋｅｙ　Ｋｒａｍｅｒ）検定
は、切断頻度について交雑の間で有意差を示した。Ｌ２ＢＧおよび切り取り株の組合せは
、切断の成功に不可欠であるとわかった（ｐ＜０．０００１）。
【０２４１】
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【表７】

【０２４２】
　ＺＦＮ切断の配列分析：ｑＰＣＲベースのＥＬＰ破壊データを確認するために、後代交
雑から得た代表的なサンプルおよび親の標的株によって表される２種の陰性対照を、ＮＧ
Ｓアンプリコンディープシークエンシングのために選択した。高品質読み取りを、ＥＬＰ
構築物から得た参照配列に対してアラインし、挿入および／または欠失（ＩｎＤｅｌ）を
同定した。予測されるように、２種の親株は、参照配列と比較した場合に、ＺＦＮ切断部
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位に極めて少ないパーセンテージ（＜０．１％）のｉｎｄｅｌを有しているが、ＰＣＲ増
幅および／またはシークエンシングエラーによる可能性が最も高い（図１２）。ｑＰＣＲ
およびシークエンシングデータ間に相関があった。ｑＰＣＲデータをベースとして１００
％の切断効率を示す４種の交雑は、シークエンシングを用いると９１％以上修飾されたＥ
ＬＰを有していた。要約すると、ＮＧＳディープアンプリコンシークエンシングデータは
、ｑＰＣＲデータと一致し、破壊アッセイ法が高度に高感度であるとわかった。さらに、
ＥＬＰ破壊アッセイは、植物体においてＺＦＮ（または任意のその他の部位特異的ヌクレ
アーゼ）切断活性を推定するための有効なアッセイであると実証された。
【０２４３】
　本発明の態様は、特定の実施形態において説明されてきたが、それらは、本開示の精神
および範囲内でさらに変更されてもよい。したがって、本出願は、その一般原理を用いた
本発明の実施形態の任意のバリエーション、用途、または適応をカバーすることを意図し
ている。さらに、本出願は、これらの実施形態が関与し、添付の特許請求の範囲の限定に
含まれる当該技術分野における公知または慣行に含まれるように本開示からのこのような
逸脱をカバーすることを意図している。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図４Ａ】 【図４Ｂ】

【図５】 【図６】

【図７】
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【図８】 【図９】

【図１０】

【図１１】

【図１２－１】

【図１２－２】
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【図１２－３】 【図１２－４】

【図１２－５】 【図１２－６】
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