
(57)【要約】
【課題】　本発明は、植物のペルオキシソームの機能に着目して、植物の発芽のみが抑制
され、発芽後は正常に生育することができる植物の発芽抑制方法、及び発芽のみが抑制さ
れた新規な植物を提供する。
【解決手段】　本発明は、タンパク質輸送因子Ｐｅｘ７ｐをコードする遺伝子を欠損させ
た植物、その作出方法に関する。また、本発明は、植物のタンパク質輸送因子Ｐｅｘ７ｐ
をコードする遺伝子を欠損させて、ショ糖の存在しない培地での植物の発芽を抑制する方
法に関する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ た 植 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 遺 伝 子 の 欠 損 が 、 遺 伝 子 の 発 現 の 阻 害 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 植 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 遺 伝 子 の 欠 損 が 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に よ る も の で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 植 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 植 物 が 、 高 等 植 物 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 植 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 植 物 が 、 植 物 の 種 子 で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 植 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 植 物 の タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ て 、 発 芽 時 の 生 育
に シ ョ 糖 を 必 要 と す る が 、 生 育 に 必 要 な 他 の 機 能 は 備 え て い る 植 物 を 作 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ る 方 法 が 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に
よ る も の で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Ｐ Ｎ Ａ ｉ 法 が 、 ヘ ア ピ ン ル ー プ 型 の ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 に よ る も の で
あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 植 物 の タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ て 、 シ ョ 糖 の 存 在
し な い 培 地 で の 植 物 の 発 芽 を 抑 制 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 遺 伝 子 の 欠 損 が 、 遺 伝 子 の 発 現 の 阻 害 で あ る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 即 ち 遺 伝 子 を
欠 損 さ せ る こ と に よ る 植 物 の 発 芽 を 抑 制 す る 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 遺
伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ た 形 質 転 換 植 物 に 関 し 、 本 発 明 の 形 質 転 換 植 物 は 、 脂 肪 酸 分 解 能 を
失 っ て い る た め に 発 芽 時 に シ ョ 糖 を 要 求 す る が 、 そ の 余 の 機 能 に 異 常 は な く 、 発 芽 後 は 正
常 に 生 長 す る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 真 核 細 胞 で は 、 さ ま ざ ま な 代 謝 機 能 が 生 体 膜 に よ っ て 区 画 化 さ れ た オ ル ガ ネ ラ （ 細 胞 内
小 器 官 ） に 存 在 す る 。 個 体 が 成 長 す る う え で 、 各 種 の オ ル ガ ネ ラ が 固 有 の 機 能 を 果 た し つ
つ 、 協 調 的 に 働 く こ と が 必 要 不 可 欠 で あ る 。 こ れ ら の オ ル ガ ネ ラ は 決 し て 静 的 な 状 態 の ま
ま 細 胞 内 に 存 在 し て い る の で は な く 、 細 胞 の 成 長 ・ 分 化 に 伴 い 生 成 、 変 換 、 消 失 す る な ど
き わ め て 動 的 な 状 態 に あ る 。 そ し て 、 多 種 多 様 に 分 化 し た 真 核 細 胞 か ら な る 高 等 動 植 物 で
は 、 個 々 に 分 化 し た 細 胞 内 に 存 在 す る オ ル ガ ネ ラ が 動 的 に 変 化 し 、 そ れ ぞ れ 特 殊 化 し た 機
能 を も ち あ わ せ て い る 。 逆 に み れ ば 、 こ れ は オ ル ガ ネ ラ の 機 能 分 化 こ そ が 真 核 細 胞 の 多 様
化 を 可 能 に し て い る と い え る 。 こ の 事 実 は 、 動 植 物 が 示 す さ ま ざ ま な 生 理 現 象 を 解 明 し て
い く う え で 、 オ ル ガ ネ ラ レ ベ ル で の 解 析 が 重 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ペ ル オ キ シ ソ ー ム は 、 真 核 細 胞 に 普 遍 的 に 存 在 す る 直 径 ０ ． ５ ～ １ ． ０ μ ｍ ほ ど の オ ル
ガ ネ ラ で あ る 。 １ ９ ５ ０ 年 代 に マ ウ ス の 肝 臓 組 織 で 発 見 さ れ て 以 来 、 機 能 を も た な い オ ル
ガ ネ ラ と 考 え ら れ て き た 。 し か し な が ら 、 高 等 植 物 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム が 脂 質 代 謝 に 関 与
す る と い う 証 明 が な さ れ 、 さ ら に そ の 後 の 研 究 に よ っ て こ の 機 能 が 生 物 界 全 般 の ペ ル オ キ
シ ソ ー ム に 普 遍 化 さ れ る こ と に よ り 、 一 躍 注 目 さ れ る オ ル ガ ネ ラ と な り つ つ あ る 。
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　 高 等 植 物 細 胞 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム は 、 そ れ ぞ れ の 機 能 に よ り 少 な く と も 次 に 示 す （ １ ）
～ （ ３ ） の ３ 種 類 に 細 分 さ れ る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
（ １ ） 黄 化 子 葉 な ど に 観 察 さ れ る グ リ オ キ シ ソ ー ム 。
（ ２ ） 光 合 成 器 官 に 存 在 す る 緑 葉 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 。
（ ３ ） 根 な ど の 器 官 に み ら れ る 特 殊 化 し て い な い ペ ル オ キ シ ソ ー ム 。
　 こ れ ら の 分 化 し た ペ ル オ キ シ ソ ー ム は 高 等 植 物 の さ ま ざ ま な 器 官 に お い て 、 そ れ ぞ れ の
代 謝 系 に 必 要 な 特 異 的 な 酵 素 群 を 内 包 し て い る 。
　 グ リ オ キ シ ソ ー ム は 主 に 脂 肪 性 種 子 の 発 芽 段 階 に お け る 胚 乳 や 子 葉 の よ う な 貯 蔵 器 官 細
胞 に 存 在 し て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 こ の グ リ オ キ シ ソ ー ム は 脂 肪 酸 β 酸 化 と グ リ オ
キ シ ル 酸 回 路 の 酵 素 群 を 有 し て お り 、 貯 蔵 脂 肪 か ら シ ョ 糖 へ の 変 換 過 程 に お い て 中 心 的 な
役 割 を 担 っ て い る 。 対 照 的 に 、 緑 葉 ペ ル オ キ シ ソ ー ム は 光 合 成 器 官 の 細 胞 に 広 く 分 布 し て
い る 。 こ の 緑 葉 ペ ル オ キ シ ソ ー ム に は い く つ か の グ リ コ ー ル 酸 経 路 の 諸 酵 素 が 含 ま れ て お
り 、 緑 葉 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 、 葉 緑 体 、 ミ ト コ ン ド リ ア 間 に お け る 酵 素 反 応 に よ っ て 光 呼 吸
系 を 成 立 さ せ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ 参 照 ） 。 一 方 、 特 殊 化 し て い な い ペ ル オ キ シ ソ ー ム に
関 す る 報 告 は あ ま り 多 く は な く 、 今 の と こ ろ 際 だ っ た 生 理 的 機 能 は 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 グ リ オ キ シ ソ ー ム 、 緑 葉 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 、 特 殊 化 し て い な い ペ ル オ
キ シ ソ ー ム は 、 個 体 の 成 長 な ど の 環 境 変 化 に 応 じ て そ の 機 能 を 他 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム に 転
換 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。 こ の 現 象 は 植 物 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 固
有 の も の で あ り 、 酵 母 や 哺 乳 類 な ど の ペ ル オ キ シ ソ ー ム で は み ら れ な い 。 黄 化 子 葉 の グ リ
オ キ シ ソ ー ム は 、 光 照 射 に よ り 子 葉 が 緑 化 し て い く 過 程 で 、 直 接 緑 葉 ペ ル オ キ シ ソ ー ム へ
と 変 化 す る 。 こ の 過 程 に お い て イ ソ ク エ ン 酸 リ ア ー ゼ や リ ン ゴ 酸 合 成 酵 素 の よ う な 脂 質 代
謝 酵 素 は 特 異 的 に 分 解 さ れ る 。 そ し て 、 グ リ コ ー ル 酸 酸 化 酵 素 や ヒ ド ロ キ シ ピ ル ビ ン 酸 還
元 酵 素 な ど の 光 呼 吸 酵 素 が 新 規 に 合 成 さ れ 、 そ れ ら が ペ ル オ キ シ ソ ー ム に 輸 送 さ れ る こ と
に よ り 、 グ リ オ キ シ ソ ー ム か ら 緑 葉 ペ ル オ キ シ ソ ー ム へ の 機 能 転 換 が 完 了 す る 。 さ ら に 、
興 味 深 い こ と に 、 こ の 植 物 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 転 換 は 可 逆 的 で あ り 、 老 化 段 階 に あ る
子 葉 細 胞 で は 緑 葉 ペ ル オ キ シ ソ ー ム か ら グ リ オ キ シ ソ ー ム へ の 逆 の 機 能 転 換 が 観 察 さ れ て
い る 。 こ の よ う な 植 物 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 可 逆 的 な 分 化 は 、 こ れ を 支 え る ペ ル オ キ シ ソ ー
ム へ の タ ン パ ク 質 輸 送 系 が た い へ ん 柔 軟 に 機 能 し て い る こ と を 想 像 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う に 植 物 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム は 、 そ の 成 長 過 程 に お い て 可 逆 的 に 機 能 転 換 す る こ
と が 知 ら れ て い る オ ル ガ ネ ラ で あ る が 、 こ の よ う な 機 能 転 換 に 関 与 し て い る 物 質 や ペ ル オ
キ シ ソ ー ム の 機 能 に 関 与 し て い る タ ン パ ク 質 に つ い て は 十 分 解 明 さ れ て い な い 。
　 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 の 転 換 の 過 程 や 、 そ れ ぞ れ の 機 能 を 発 現 し て い る 場 合 の 当 該 機
能 に 関 与 し て い る タ ン パ ク 質 類 を 解 明 す る た め に 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 の 欠 損 し た 変
異 体 が 製 造 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 者 ら は 植 物 細 胞 に お け る ペ ル オ キ シ ソ ー ム 機 能 制 御 に 関 連 し た 遺 伝 子 を
同 定 す る た め 、 脂 肪 性 種 子 植 物 の シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis thaliana） を 用 い て ペ ル
オ キ シ ソ ー ム 機 能 を 欠 損 し た 突 然 変 異 体 の 製 造 を 行 っ て い る 。 例 え ば 、 グ リ オ キ シ ソ ー ム
の 形 態 が 大 き く 変 化 し た 変 異 体 を 製 造 し て き た （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
　 ま た 、 こ の よ う な 突 然 変 異 体 と し て グ リ オ キ シ ソ ー ム の 脂 肪 酸 β 酸 化 系 を 欠 損 し た シ ロ
イ ヌ ナ ズ ナ 突 然 変 異 体 （ ｐ ｅ ｄ １ ～ ３ ） を 開 発 し て き た （ 非 特 許 文 献 ４ 参 照 ） 。 こ の 変 異
体 ｐ ｅ ｄ は 、 ２ ， ４ － ジ ク ロ ロ フ エ ノ キ シ 酪 酸 （ 2,4-dichlorophenoxy-butyric acid； ２
， ４ － Ｄ Ｂ ） に 対 し て 耐 性 を 示 す 。 野 生 型 で は 、 ２ ， ４ － Ｄ Ｂ の 酪 酸 鎖 は 脂 肪 酸 β 酸 化 系
に 基 質 と し て 認 識 さ れ 、 切 断 さ れ 、 そ の 結 果 と し て 、 除 草 剤 で あ る ２ ， ４ － ジ ク ロ ロ フ エ
ノ キ シ 酢 酸 （ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid； ２ ， ４ － Ｄ ） に 代 謝 さ れ 、 死 滅 す る 。 し
か し な が ら 、 こ の 変 異 体 で は 脂 肪 酸 β 酸 化 系 が 欠 損 し て い る た め こ の 変 換 が 行 わ れ ず 、 結
果 と し て 変 異 個 体 は 生 き 残 る 。
　 本 発 明 者 ら は 、 こ の 選 抜 方 法 に よ り 、 独 立 し た ３ つ の 突 然 変 異 体 ｐ ｅ ｄ １ ～ ３ の 単 離 に
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成 功 し た 。 こ れ ら の 変 異 体 を 、 そ れ ぞ れ ｐ ｅ ｄ １ ～ ３ （ peroxisome defective;ped） と 命
名 し た 。 ｐ ｅ ｄ １ は 、 脂 肪 酸 β 酸 化 酵 素 の １ 種 で あ る チ オ ラ ー ゼ （ thiolase） を 欠 損 す る
も の で あ っ た が 、 ｐ ｅ ｄ ２ は 脂 肪 酸 β 酸 化 系 の 欠 損 だ け で な く 、 光 呼 吸 活 性 の 低 下 も 招 い
て い た （ 非 特 許 文 献 ５ 参 照 ） 。 こ の た め に 、 発 芽 時 に シ ョ 糖 を 要 求 す る だ け で な く 、 発 芽
後 も 酸 素 の 存 在 す る 大 気 中 で は 成 長 が 抑 制 さ れ る 結 果 と な っ て い た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 形 態 の 変 異 を 解 明 す る た め に 、 緑 色 蛍 光 タ
ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） が ペ ル オ キ シ ソ ー ム に 蓄 積 さ れ る シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis thal
iana） の 変 異 体 を 開 発 し て き た 。 即 ち 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） の Ｃ 末 端 側 に ペ ル
オ キ シ ソ ー ム へ の 移 行 シ グ ナ ル 配 列 （ Ｐ Ｔ Ｓ １ ） を 有 す る 、 Ｄ Ｌ Ｋ Ａ Ｌ Ｅ Ｌ Ｐ Ｖ Ｓ Ｋ Ｌ か
ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 付 加 し た タ ン パ ク 質 が 発 現 す る よ う に 遺 伝 子 を 改 変 し た 変 異 体 を 製
造 し て き た （ 非 特 許 文 献 ６ 及 び ７ 参 照 ） 。
　 こ の 変 異 体 は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） を 発 現 す る が 、 当 該 タ ン パ ク 質 に は Ｃ 末
端 に ペ ル オ キ シ ソ ー ム 移 行 シ グ ナ ル 配 列 が 付 加 さ れ て い る た め に 、 発 現 し た Ｇ Ｆ Ｐ は ペ ル
オ キ シ ソ ー ム に 蓄 積 さ れ 、 そ の 結 果 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 形 態 を 緑 色 の 蛍 光 に よ り 確 認 す る
こ と が で き る も の で あ る 。 同 時 に 、 付 加 し た ペ ル オ キ シ ソ ー ム 移 行 シ グ ナ ル 配 列 が ペ ル オ
キ シ ソ ー ム へ の タ ン パ ク 質 の 移 行 を お こ な う も の で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 一 方 、 生 物 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム に お け る タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 と し て 、 こ れ ま で に Ｐ ｅ ｘ
１ ｐ ～ Ｐ ｅ ｘ ２ ５ ｐ が 報 告 さ れ て き て お り 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に お い て は Ｐ ｅ ｘ １ ｐ ～ Ｐ ｅ
ｘ ７ ｐ 、 Ｐ ｅ ｘ １ ０ ｐ ～ Ｐ ｅ ｘ １ ４ ｐ 、 Ｐ ｅ ｘ １ ６ ｐ 、 Ｐ ｅ ｘ １ ７ ｐ 、 及 び Ｐ ｅ ｘ １ ９ ｐ
の １ ５ 種 類 が 同 定 さ れ て き て い る 。 ヒ ト に お い て は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 （ ） の 欠 損 は 、 先 天 性 の 異 常 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る 。 一 方 、 シ ロ
イ ヌ ナ ズ ナ で は 、 、 、 又 は の 欠 損 は 致 命 的 で あ る が 、

及 び ポ イ ン ト ミ ュ ー テ ー シ ョ ン に よ っ て は 致 命 的 な こ と に は な ら な い こ と
が 知 ら れ て い る 。 そ し て 、 こ の う ち 、 Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ 、 及 び Ｐ ｅ ｘ １ ４ ｐ に つ い
て は そ れ ら の 相 互 の 結 合 関 係 が 明 ら か に さ れ て き た （ 非 特 許 文 献 ８ 参 照 ） が 、 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 輸 送 因 子 の 詳 細 な 機 能 に つ い て は 未 だ 解 明 さ れ て い な い 。
　 こ の よ う に 、 植 物 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム は 、 非 常 に 複 雑 な 機 能 転 換 の 過 程 や 、 脂 質 の 分 解
や タ ン パ ク 質 の 蓄 積 や 光 合 成 に も 関 与 な ど の 種 々 の 重 要 な 機 能 を 果 た し て い る オ ル ガ ネ ラ
で あ り 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 を 解 明 す る こ と は 脂 質 の 分 解 な ど の 単 一 の 機 能 の 応 用 だ
け で な く 、 植 物 の 生 育 の 制 御 の た め に も 必 要 な こ と で あ り 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 の 解
析 の た め の 各 種 の 変 異 体 の 製 造 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 と こ ろ で 、 近 年 に な っ て 、 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 手 法 の ひ と つ と し て Ｒ Ｎ Ａ ｉ
（ RNA interference） 法 が 開 発 さ れ て き た 。 Ｒ Ｎ Ａ ｉ は 、 も と も と ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 導 入 に
よ り 、 そ れ と 相 同 な Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 が 強 力 に 抑 制 さ れ る と い う 生 命 現 象 と し て １ ９ ９ ８ 年 に
発 見 さ れ た も の で あ り 、 こ の 現 象 を 利 用 し て ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ dsRNA） の 導 入 に よ り 標 的 と
す る 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 願 ２ ０ ０ ３ － ６ ９ ２ ７ １ 号
【 非 特 許 文 献 １ 】 ベ ア バ ー ズ 　 エ イ チ ら 、 ア ヌ ア ル 　 レ ビ ュ ー 　 プ ラ ン ト 　 フ ィ ジ オ ロ ジ
ー 、 ３ ０ 巻 、 １ ５ ９ － １ ９ ３ 頁 　 （ １ ９ ７ ９ 年 ） （ Beavers, H.: Annu. Rev. Plant Phys
iol. 30, 159-193 (1979)）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ニ シ ム ラ 　 エ ム ら 、 セ ル 　 ス ト ラ ク チ ャ ー 　 フ ァ ン ク シ ョ ン 、 ２ １ 巻 、
３ ８ ７ － ３ ９ ３ 頁 　 （ １ ９ ９ ６ 年 ） （  Nishimura, M. et al.: Cell Struct. Funct. 21,
 387-393 (1996)）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 ト ル バ ー ト 　 エ ヌ 　 イ ー 、 エ ヌ ワ イ 　 ア カ デ ミ ッ ク 　 サ イ エ ン ス 、 ３ ８
６ 巻 、 ２ ５ ４ － ２ ６ ８ 頁 　 （ １ ９ ８ ２ 年 ） （ Tolbert, N.E.: Ann. NY Acad. Sci. 386, 2
54-268 (1982)）
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【 非 特 許 文 献 ４ 】 ハ ヤ シ 　 エ ム ら 、 プ ラ ン ト セ ル 、 １ ０ 巻 、 １ ８ ３ － １ ９ ５ 頁 　 （ １ ９ ９
８ 年 ） （  Hayashi M., et al.: Plant Cell 10, 183-195 (1998)）
【 非 特 許 文 献 ５ 】 ハ ヤ シ 　 エ ム ら 、 エ ム ボ 　 ジ ャ ー ナ ル 、 １ ９ 巻 、 ５ ７ ０ １ － ５ ７ １ ０ 頁
　 （ ２ ０ ０ ２ 年 ） （ Hayashi, M., et al., (2000) EMBO J., 19, 5701-5710）
【 非 特 許 文 献 ６ 】 マ ノ 、 エ ス 、 及 び ハ ヤ シ 、 エ ム ら 、 １ ９ ９ ９ 年 、 プ ラ ン ト 　 ジ ェ ー 、 １
７ 巻 、 ３ ０ ９ － ３ ２ ０ 頁 （ Mano,S., Hayashi,M., et al., (1999) Plant J., 17, 309-32
0）
【 非 特 許 文 献 ７ 】 マ ノ 、 エ ス 、 及 び ナ カ モ リ 、 シ ー ら 、 ２ ０ ０ ２ 年 、 プ ラ ン ト 　 セ ル 　 フ
ィ ジ オ ロ 、 ４ ３ 巻 、 ３ ３ １ － ３ ４ １ 頁 （ Mano,S., Nakamori,C., et al., (2002) Plant C
ell Physiol., 43, 331-341）
【 非 特 許 文 献 ８ 】 ニ ト 　 ケ ー ら 、 プ ラ ン ト セ ル フ ィ ジ オ ロ ジ ー 、 ４ ３ 巻 、 ３ ５ ５ － ３ ６ ６
頁 　 （ ２ ０ ０ ２ 年 ） （ Nito, K., et al., (2002) Plant Cell Physiol, 43, 355-366）
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 植 物 細 胞 に お け る ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 転 換 に 関 与 し て い る 物 質 や ペ
ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 に 関 与 し て い る タ ン パ ク 質 を 解 明 す る こ と を 目 的 と し て 、 ペ ル オ キ
シ ソ ー ム の 機 能 に 関 連 す る 新 規 な 変 異 体 を 提 供 す る も の で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 植 物 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 に 着 目 し て 、 植 物 の 発 芽 の み が 抑 制 さ
れ 、 発 芽 後 は 正 常 に 生 育 す る こ と が で き る 植 物 の 発 芽 抑 制 方 法 、 及 び 発 芽 の み が 抑 制 さ れ
た 新 規 な 植 物 を 提 供 す る こ と を 目 的 と し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 転 換 に 関 与 し て い る 物 質 や ペ ル オ キ シ ソ ー ム の
機 能 に 関 与 し て い る タ ン パ ク 質 を 解 明 す る た め に 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム に お け る タ ン パ ク 質
輸 送 因 子 で あ る 各 種 の Ｐ ｅ ｘ の 機 能 を 検 討 し て き た 。 そ の 中 で Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ 及 び Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ
に 着 目 し て 、 そ れ ら の 機 能 を 解 明 す る た め に こ れ ら の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子
で あ る 及 び の 欠 損 株 を 製 造 し た 。 ま た 、 Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ の Ｃ 末 端 の ７ １ ア ミ
ノ 酸 を 欠 損 さ せ た 、 Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ の １ 番 目 の メ チ オ ニ ン （ Met） か ら ６ ５ ７ 番 目 の チ ロ シ ン
（ Tyr） ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ Ｍ － ６ ５ ７ Ｙ ） を 過 剰 発 現 さ せ る た め の Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ を
構 築 す る こ と に よ り 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 機 能 を 種 々 の 観 点 か ら 検 討 し て き た 。 そ の 結
果 、 驚 く べ き こ と に 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ は 植 物 の 光 呼 吸 の 機 能 に 影 響 を 与 え る こ と な く 、 植 物 の
発 芽 時 の 生 育 に お け る 脂 肪 酸 の 代 謝 の み に 影 響 を 与 え る 因 子 で あ る こ と を 見 出 し た 。 し た
が っ て 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る の み を 欠 損 さ せ る こ と に よ り 、 通
常 の 培 地 で は 発 芽 す る こ と が で き な い が 、 シ ョ 糖 を 含 有 す る 培 地 で は 発 芽 す る こ と が で き
、 そ の 後 は 正 常 に 生 育 す る こ と が で き る 植 物 、 形 質 転 換 植 物 を 創 製 す る こ と に 成 功 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ た 植 物
に 関 す る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 植 物 の タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ
て 、 シ ョ 糖 の 存 在 し な い 培 地 で の 植 物 の 発 芽 を 抑 制 す る 方 法 に 関 す る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 植 物 の タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 損 さ
せ て 、 発 芽 時 の 生 育 に シ ョ 糖 を 必 要 と す る が 、 生 育 に 必 要 な 他 の 機 能 は 備 え て い る 植 物 を
作 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 植 物 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム に お け る タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 機 能 を 欠
損 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 形 質 転 換 植 物 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 発 明 に お け る Ｐ ｅ ｘ ７
ｐ の 機 能 を 欠 損 さ せ る 手 法 と し て は 、 当 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ る 方
法 が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 に お け る 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ る 手 法 と し て は 、 当 該 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 で き る 方 法
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で あ れ ば 特 に 制 限 は な く 、 ジ ー ン タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 法 な ど に よ り 、 ゲ ノ ム 中 の 当 該 遺 伝 子
の 転 写 又 は 正 常 な 発 現 を 阻 害 す る こ と に よ っ て も よ い し 、 ま た 、 ア ン チ セ ン ス や Ｒ Ｎ Ａ ｉ
法 に よ り そ の 発 現 を 阻 害 す る だ け で も よ い 。
　 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 と し て は 、 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 導 入 し て も よ い が 、 ヘ ア ピ ン ル ー
プ 型 の ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ が 細 胞 内 で 生 成 さ れ る よ う に 、 当 該 Ｒ Ｎ Ａ へ の 転 写 が 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ を
細 胞 内 又 は ゲ ノ ム 中 へ 導 入 し て も よ い 。
　 当 該 ヘ ア ピ ン ル ー プ 型 の Ｒ Ｎ Ａ と し て は 、 標 的 と な る の Ｒ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 の 全
部 ま た は 一 部 の 塩 基 配 列 部 分 が ２ 本 鎖 に な る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 末 端 が ス ペ ー サ
ー 配 列 、 例 え ば バ ー 遺 伝 子 な ど の 塩 基 配 列 で 結 合 さ れ て い る も の が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う
な 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 て き と う な プ ロ モ ー タ ー に 結 合 し て ゲ ノ ム 中 に 挿 入 す る こ
と に よ り 、 当 該 遺 伝 子 が Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 さ れ 、 当 該 ス ペ ー サ ー 部 分 の 両 端 に は 互 い に 相 補 的
な 配 列 が 結 合 さ れ て い る こ と か ら 、 転 写 後 に は 、 ス ペ ー サ ー 配 列 部 分 で 折 れ 曲 が り 、 ２ 本
鎖 の Ｒ Ｎ Ａ 部 分 を 有 す る ヘ ア ピ ン ル ー プ 型 の Ｒ Ｎ Ａ が 生 成 さ れ る こ と に な る 。
　 当 該 ヘ ア ピ ン ル ー プ 型 の Ｒ Ｎ Ａ に お け る ２ 本 鎖 部 分 の 塩 基 配 列 は 、 の 発 現 を 抑
制 す る こ と が で き る 十 分 な 長 さ を 有 し て い る な ら ば 、 の 全 長 で あ る 必 要 は な く 、
部 分 長 で よ い 。 ス ペ ー サ ー 配 列 も 特 に 制 限 は な く 、 ヘ ア ピ ン ル ー プ に お け る ル ー プ を 形 成
す る に 十 分 な 長 さ が あ れ ば よ い 。
　 当 該 Ｒ Ｎ Ａ を 転 写 さ せ る プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 常 に 転 写 活 性 を 有 す る も の で あ っ て も
よ い し 、 特 定 の 条 件 下 の み で 転 写 活 性 を 有 す る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に お け る 植 物 と し て は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム を 含 有 す る 植 物 で あ っ て 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ
が 機 能 し て い る も の で あ れ ば 特 に 制 限 は な い が 、 穀 物 植 物 な ど の 食 糧 用 植 物 、 花 な ど の 観
賞 用 植 物 な ど の 高 等 植 物 が 実 用 性 の 観 点 か ら 好 ま し い 。
　 本 発 明 の 形 質 転 換 植 物 は 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 機 能 の 欠 損 に よ り 発 芽 時 に シ ョ 糖 を 必 要 す る こ
と を 特 徴 と す る も の で あ り 、 シ ョ 糖 を 含 有 す る 培 地 で 発 芽 さ せ た 後 は 、 生 育 に 必 要 な 他 の
機 能 は 備 え て い る こ と か ら 通 常 の 培 地 で 正 常 に 生 育 さ せ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 穂
の 形 質 転 換 植 物 は 、 苗 と し て 製 造 す る こ と が で き る が 、 当 該 植 物 か ら 得 ら れ る 種 子 は 、 シ
ョ 糖 を 含 有 す る 培 地 で な い と 発 芽 す る こ と は で き ず 、 当 該 種 子 は 通 常 の 培 地 、 例 え ば 耕 作
地 で は 発 芽 さ せ る こ と が で き な い の で 、 種 子 を 採 取 し て も 次 世 代 の 生 育 が で き な い と い う
特 異 的 な 性 質 を 有 す る も の で あ る 。
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 植 物 の 消 費 者 は 常 に 苗 の 供 給 を 受 け な け れ ば 、 仮 に 当 該 植 物 の 種
子 を 採 取 し た と し て も 本 発 明 の 植 物 を 発 芽 ・ 生 育 さ せ る こ と は で き な い こ と に な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 植 物 の タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 有 す る 新 た な 機 能 を 見 出 し た
も の で あ る 。 植 物 の タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ は 、 輸 送 シ グ ナ ル 配 列 と し て Ｐ Ｔ Ｓ ２
を 含 有 す る タ ン パ ク 質 の み を 介 在 し て い る こ と を 見 出 し た 。 し た が っ て 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 欠
損 は Ｐ Ｔ Ｓ ２ － 依 存 性 タ ン パ ク 質 の み の 機 能 を 低 下 さ せ る こ と に な る 。 そ し て 、 こ れ ら の
Ｐ Ｔ Ｓ ２ － 依 存 性 タ ン パ ク 質 は 、 脂 肪 酸 β 酸 化 に 関 与 す る 酵 素 が 包 含 さ れ て い る が 、 光 呼
吸 に 関 与 す る 酵 素 は 深 く 関 与 し て お ら ず 、 そ の 結 果 と し て 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 欠 損 さ せ る こ と に よ り 、 シ ョ 糖 の 存 在 し な い 培 地 で の 植 物 の 発 芽 を 抑 制 す る こ と が で
き る 方 法 を 見 出 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 に よ る 知 見 を 確 認 す る た め の 詳 細 な 説 明 を 行 う が 、 本 発 明 は こ れ ら の 具
体 的 な 事 項 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 本 発 明 の 技 術 的 な 内 容 を 具 体 的 に 説 明 す る た め の
事 項 に 過 ぎ な い 。
　 及 び の 遺 伝 子 転 写 産 物 の 発 現 を 阻 害 す る た め に 、 ２ 本 鎖 の Ｒ Ｎ Ａ ｉ （
Ｒ Ｎ Ａ  interference） （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） を 用 い た 。 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 導
入 す る た め に 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ と 命 名 し た ２ 種 類 の 人 工 遺 伝 子 を 構 築 し た 。 こ
れ ら の 人 工 遺 伝 子 は 、 標 的 遺 伝 子 に 特 異 的 な 配 列 の ２ 本 鎖 の Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る よ う に レ ビ
ン ら の 方 法 （ Levin, J.Z., et al., (2000) Plant Molecular Biology, 44, 759-775.）
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Ｐ Ｅ Ｘ ７

Ｐ Ｅ Ｘ ７
Ｐ Ｅ Ｘ ７
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に 準 じ て 作 成 し た 。 構 築 さ れ た 人 工 遺 伝 子 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ の 概 要 を 図 １ に 示 す
。 図 １ は 、 Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ の 構 築 の 概 要 も 示 し て い る 。
　 こ れ ら の 遺 伝 子 は 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 一 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る セ ン ス 鎖 と
ア ン チ セ ン ス 鎖 か ら な る 同 じ 配 列 を 含 ん で お り 、 こ れ ら の 配 列 は バ ー 遺 伝 子 （ bar gene）
に よ り 相 互 に 結 合 し て ２ 本 鎖 を 形 成 す る 。 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ の
２ ８ 番 目 の ロ イ シ ン （ Leu） か ら ２ ０ ７ 番 目 の グ ル タ ミ ン （ Gln） ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ２

８ Ｌ － ２ ０ ７ Ｑ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 の 方 向 （
図 １ 中 の 四 角 枠 の 矢 印 は そ の 方 向 を 示 し て い る 。 ） で 、 ５ ５ ０ － ｂ ｐ の バ ー 遺 伝 子 （ 図 １
中 で は 中 央 の 四 角 枠 で 示 さ れ て い る 。 ） に 結 合 さ れ て い る 。 同 様 に 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ は 、 シ ロ
イ ヌ ナ ズ ナ の Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の ５ ０ 番 目 の グ リ シ ン （ Gly） か ら ２ ３ ９ 番 目 の バ リ ン （ Val） ま
で の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ５ ０ Ｇ － ２ ３ ９ Ｖ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト が 使 用 さ れ て い
る （ 図 １ 中 で は 斜 線 入 り の 四 角 枠 で 示 さ れ て い る 。 ） 。
　 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス の ３ ５ Ｓ プ ロ モ ー タ ー （ 図
１ 中 で は 、 ３ ５ Ｓ Ｐ と 記 入 さ れ た 大 き な 矢 印 枠 で 示 さ れ て い る 。 ） の 下 流 に イ ン サ ー ト さ
れ て い る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 末 端 に は 、 ノ パ リ ン シ ン タ ー ゼ （ nopaline synthase） （ 図
１ 中 で は 、 ｎ ｏ ｓ Ｔ と 記 入 さ れ た 四 角 枠 で 示 さ れ て い る 。 ） が 結 合 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ の Ｃ 末 端 の ７ １ ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ た 、 Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ の １ 番 目 の メ チ オ
ニ ン （ Met） か ら ６ ５ ７ 番 目 の チ ロ シ ン （ Tyr） ま で の ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ Ｍ － ６ ５ ７ Ｙ ） を
過 剰 発 現 さ せ る た め の Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ を 構 築 し た 。 こ の 概 要 を 図 １ の 下 段 に 示 す 。 図 １ 中 の
Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ の 欄 の ３ ５ Ｓ Ｐ と 記 入 さ れ た 大 き な 矢 印 枠 は カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス
の ３ ５ Ｓ プ ロ モ ー タ ー を 示 し 、 黒 抜 き の 四 角 枠 は １ Ｍ － ６ ５ ７ Ｙ を コ ー ド す る 遺 伝 子 部 分
を 示 し 、 ３ ５ Ｓ Ｔ と 記 入 さ れ た 四 角 枠 は ３ ５ Ｓ タ ー ミ ネ ー タ ー を 示 す 。
　 こ れ ら の 人 工 遺 伝 子 を 、 植 物 を 選 択 す る と き の マ ー カ ー と な る ハ イ グ ロ マ イ シ ン （ hygr
omycin） 耐 性 遺 伝 子 を 含 有 し て い る Ｔ ｉ ベ ク タ ー に イ ン サ ー ト し た 。 そ し て 、 ア グ ロ バ ク
テ リ ウ ム に よ る 形 質 転 換 法 に よ り 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 形 質 転 換 植 物 で あ る ２ 種 類 の 、 即 ち
Ａ ｔ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ａ ｔ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ん だ 。 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ
Ｓ １ は 、 そ の Ｃ 末 端 に ヒ ド ロ キ シ ピ ル ビ ン 酸 還 元 酵 素 の Ｃ 末 端 側 の １ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
有 す る Ｇ Ｆ Ｐ － 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る も の で あ り 、 ま た Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ は そ の Ｎ 末
端 に ク エ ン 酸 生 成 酵 素 の Ｎ 末 端 側 の ４ ９ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す る Ｇ Ｆ Ｐ － 融 合 タ ン パ ク 質
を 発 現 す る （ Mano, S., et al., (2002) Plant Cell Physiol, 43, 331-341） 。 な お 、 Ａ
ｔ は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ で あ る こ と を 示 し て い る 。 こ の た め に 、 こ れ ら の 形 質 転 換 体 の 親 の 代
は ペ ル オ キ シ ソ ー ム に よ る 緑 色 の 蛍 光 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 最 初 の 形 質 転 換 体 を Ｔ ０ 植 物 と す る 。 カ ナ マ イ シ ン 及 び ハ イ グ ロ マ イ シ ン の 両 方 の 耐 性
を 示 す 子 孫 の Ｔ １ は 、 そ れ ぞ れ ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ －
Ｇ Ｆ Ｐ 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７
／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 及 び Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ と し て 表 記 す る 。 こ れ ら を 各
種 の 分 析 に 使 用 し た 。 子 孫 の Ｔ １ は 外 来 遺 伝 子 の ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る か ら 、 以 下 に 記 述 す
る 全 て の 表 現 型 は 優 性 で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 子 孫 の Ｔ １ に お け る 外 来 遺 伝 子 の 作 用 効 果 を 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 で 試 験 し た 。 形 質 転 換 植
物 及 び そ の 親 の 植 物 の 葉 か ら サ ン プ ル を 抽 出 し 、 全 タ ン パ ク 質 の 量 が １ ０ μ ｇ に な る よ う
に し て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 っ た 。 免 疫 ブ ロ ッ ト は 各 々 の タ ン パ ク 質 の 抗 体 を 用 い て 行 っ
た 。 結 果 を 図 ２ に 図 面 に 代 わ る 写 真 で 示 す 。 図 ２ の コ ン ト ロ ー ル （ cont） は 親 の 植 物 （ Ａ
ｔ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ａ ｔ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ ） の 場 合 を 示 し 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ
及 び Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ は 、 そ れ ぞ れ 、 前 記 で 構 築 し た 人 工 遺 伝 子 で 形 質 転 換 し た 植 物 の 場 合 を
示 し 、 そ れ ぞ れ の １ 及 び ２ は 親 の 植 物 、 即 ち １ は 親 の 植 物 が Ａ ｔ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ で あ る
場 合 を 、 ２ は 親 の 植 物 が Ａ ｔ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ で あ る 場 合 を 示 し て い る 。 図 ２ 中 の 矢 印 は
そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 を 示 し 、 黒 三 角 印 は Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ を 示 す 。
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　 こ の 結 果 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 及 び ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ は 、 い
ず れ も Ａ ｔ Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ の 量 が 極 度 に 減 少 し て い る が 、 Ａ ｔ Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 量 の 変 化 は ほ と ん
ど 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ に 対 し て ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ
Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ は 、 い ず れ も Ａ ｔ Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 量 が 極 度 に 減 少 し て い る が 、 Ａ ｔ Ｐ ｅ ｘ ５
ｐ の 量 の 変 化 は ほ と ん ど 観 察 さ れ な か っ た 。 一 方 、 Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 及
び Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ は 、 Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 量
に 相 応 す る 箇 所 に バ ン ド が 現 れ て お り 、 Ａ ｔ Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 量 の 変 化 は ほ と ん ど 観 察 さ れ な
か っ た 。
　 こ の よ う に 、 本 発 明 で 使 用 し た Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 に よ り 、 遺 伝 子 特 異 的 に 標 的 遺 伝 子 の Ｐ ｅ ｘ
５ ｐ や Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 形 質 転 換 植 物 で あ る ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ
に お け る Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の 非 細 胞 膜 （ subcellular） へ の 局 在 化
を 共 焦 点 レ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 顕 微 鏡 を 用 い て 分 析 し た 。 結 果 を 図 ３ に 図 面 に 代 わ る 写 真
で 示 す 。 図 ３ の 左 側 の 欄 の 写 真 は 葉 の 表 皮 細 胞 か ら の も の で あ り 、 右 側 の 欄 の 写 真 は 根 か
ら の も の で あ る 。 図 ３ の Ｐ Ｔ Ｓ １ と 示 さ れ て い る 上 段 は ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ か
ら の も の で あ り 、 Ｐ Ｔ Ｓ ２ と 示 さ れ て い る 中 段 は ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ か ら の も
で あ り 、 ｃ ｏ ｎ ｔ と 示 さ れ て い る 下 段 の 左 側 は 野 生 型 に Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ を 発 現 さ せ る よ
う に し た 親 の 形 質 転 換 体 の 葉 の 表 皮 細 胞 か ら の も の で あ り 、 そ の 右 側 は 野 生 型 に Ｐ Ｔ Ｓ ２
－ Ｇ Ｆ Ｐ を 発 現 さ せ る よ う に し た 親 の 形 質 転 換 体 の 根 の 細 胞 か ら の も の で あ る 。 黒 三 角 印
は ペ ル オ キ シ ソ ー ム で 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示 し 、 矢 印 は 細 胞 質 ゾ ル に お い て 検 出 さ れ た 蛍 光
を 示 す 。 こ れ ら の 写 真 の 拡 大 率 は 同 じ で あ り 、 図 ３ 右 下 に 示 す バ ー は ２ ０ μ ｍ を 示 す 。
　 こ の 結 果 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ の 葉 及 び 根 の 細 胞 は 、 周 辺 部 の み に 緑 色 の 蛍
光 が 観 察 さ れ （ 図 ３ の 上 段 参 照 ） 、 中 央 の 液 胞 の 周 囲 の 細 胞 質 ゾ ル で も 同 時 に 起 こ っ て い
る 。 同 様 な 蛍 光 イ メ ー ジ は 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン ／ カ ナ マ イ シ ン 耐 性 を 示 す ２ ０ の Ｔ １ 世 代
の 中 か ら ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ と し て 独 立 し て 単 離 さ れ た １ ９ の 形 質 転 換 体 に お
い て も 観 察 さ れ た 。 細 胞 質 ゾ ル の 蛍 光 は 、 ４ ２ の Ｔ １ 世 代 の 中 か ら ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２
－ Ｇ Ｆ Ｐ と し て 独 立 し て 単 離 さ れ た ３ ５ の 形 質 転 換 体 に お い て も 観 察 さ れ た （ 図 ３ の 中 段
参 照 ） 。 細 胞 質 ゾ ル に 蛍 光 を 示 す Ｔ １ 世 代 は Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ の 量 が 減 少 し て い る （ 図 ２ 参 照 ）
。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ が 細 胞 内 か ら 消 失 す れ ば 、 Ｐ Ｔ Ｓ １ － 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － 含
有 タ ン パ ク 質 の 両 者 の 細 胞 内 輸 送 の 能 力 が 阻 害 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 同 様 に 、 形 質 転 換 植 物 で あ る ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２
－ Ｇ Ｆ Ｐ の 葉 及 び 根 の 細 胞 に お け る Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の 非 細 胞 膜 （
subcellular） へ の 局 在 化 を 共 焦 点 レ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 顕 微 鏡 を 用 い て 分 析 し た 。 結 果
を 図 ４ に 図 面 に 代 わ る 写 真 で 示 す 。 図 ４ の 左 側 の 欄 の 写 真 は 葉 の 表 皮 細 胞 か ら の も の で あ
り 、 右 側 の 欄 の 写 真 は 根 か ら の も の で あ る 。 図 ４ の Ｐ Ｔ Ｓ １ と 示 さ れ て い る 上 段 は ｐ ｅ ｘ
７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ か ら の も の で あ り 、 Ｐ Ｔ Ｓ ２ と 示 さ れ て い る 下 段 は ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／
Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ か ら の も で あ る 。 黒 三 角 印 は ペ ル オ キ シ ソ ー ム で 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示 し
、 矢 印 は 細 胞 質 ゾ ル に お い て 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示 す 。 こ れ ら の 写 真 の 拡 大 率 は 同 じ で あ り
、 図 ４ 右 下 に 示 す バ ー は ２ ０ μ ｍ を 示 す 。
　 こ の 結 果 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ と し て 独 立 し て 単 離 さ れ た ５ ５ 全 て の 形 質 転
換 体 は 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 量 が 減 少 し て い る （ 図 ２ 参 照 ） に も か か わ ら ず 、 こ れ ら の 親 の 植 物
と 同 様 に ペ ル オ キ シ ソ ー ム に 対 応 す る 箇 所 に 蛍 光 を 観 察 す る こ と が で き た （ 図 ４ の 上 段 参
照 ） 。 一 方 、 ３ ４ の Ｔ １ 世 代 の 中 か ら ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ と し て 独 立 し て 単 離
さ れ た ３ ２ の 形 質 転 換 体 の 細 胞 は 、 細 胞 質 ゾ ル の み に 緑 色 の 蛍 光 を 観 察 す る こ と が で き た
（ 図 ３ の 下 段 参 照 ） 。 細 胞 質 ゾ ル に 蛍 光 を 示 す Ｔ １ 世 代 は Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 量 が 減 少 し て い る
（ 図 ２ 参 照 ） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ が 細 胞 内 か ら 消 失 す れ ば 、 Ｐ Ｔ Ｓ ２ － 含 有
タ ン パ ク 質 の み の 細 胞 内 輸 送 の 能 力 が 阻 害 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
　 こ の よ う な 蛍 光 タ ン パ ク 質 に よ る イ メ ー ジ ン グ に よ り 、 Ｐ Ｔ Ｓ １ － 依 存 性 タ ン パ ク 質 は
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Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ に よ っ て の み 介 在 さ れ る が 、 Ｐ Ｔ Ｓ ２ － 依 存 性 タ ン パ ク 質 は Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ 及 び Ｐ
ｅ ｘ ７ ｐ の 両 者 に よ っ て 介 在 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 に お け る Ｔ Ｐ Ｒ （ tetratricopeptide 
repeat） モ チ ー フ を 有 し て い る （ Brickner, D.G., et al., (1998) Plant Physiol., 118
, 330） 。 Ｔ Ｐ Ｒ モ チ ー フ は Ｐ Ｔ Ｓ － １ に 作 用 す る の に 必 要 な モ チ ー フ で あ り （ Brocard, 
C., et al., (1994) Biochemical and Biophysical Research Communications, 204, 101
6-1022.） 、 ７ 個 の 双 頭 の 共 通 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な っ て い る 。 Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ 遺 伝 子 の 産 物
で あ る Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ｐ は 、 こ の Ｔ Ｐ Ｒ モ チ ー フ の 最 後 の 繰 り 返 し 部 分 を 欠 損 し て い る 。
　 こ の Ｐ ｅ ｘ ５ Δ ７ ｐ の 、 Ｐ Ｔ Ｓ － １ タ ン パ ク 質 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ 、 及 び Ｐ ｅ ｘ １ ４ ｐ と の 結
合 活 性 を ニ ト ら が 報 告 し た 方 法 （ Nito, K., et al., (2002) Plant Cell Physiol, 43, 3
55-366.） に 準 じ た 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 分 析 法 に よ り 分 析 し た 。 各 々 の タ ン パ ク 質 を Ｇ
ａ ｌ ４ － Ａ Ｄ 又 は Ｇ ａ ｌ ４ － Ｂ Ｄ と 融 合 さ せ 、 酵 母 の 試 験 株 Ｐ Ｊ ６ ９ － ４ Ａ （ James, P.,
 et al., (1996) Genetics, 144, 1425-1436.） で 発 現 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 を
Ｈ Ｉ Ｓ ３ 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し た Ｇ ａ ｌ ４ 依 存 性 の 転 写 活 性
に よ り 測 定 し た 。 こ の 結 果 を 図 ５ に 図 面 に 代 わ る 写 真 で 示 す 。 形 質 転 換 体 を ヒ ス チ ジ ン を
含 ま な い 培 地 （ － Ｈ ｉ ｓ ） で 培 養 し て 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 定 量 し た 。 図 ５ 中 の
Ｂ Ｄ は Ｇ ａ ｌ ４ － Ｂ Ｄ と の 融 合 を 示 し 、 Ａ Ｄ は Ｇ ａ ｌ ４ － Ａ Ｄ と 融 合 を 示 し 、 － Ｈ ｉ ｓ は
ヒ ス チ ジ ン を 含 ま な い 培 地 で の 培 養 結 果 を 示 し 、 β － gal activityは β － ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 活 性 （ Ｕ ／ ｍ ｇ タ ン パ ク 質 ） を 示 す 。
　 こ の 結 果 、 Ｈ Ｉ Ｓ ３ 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ か ら な る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 顕 著 な 転 写
活 性 が 見 ら れ な か っ た こ と か ら 、 Ｐ ｅ ｘ ５ Δ ７ ｐ は Ｐ Ｔ Ｓ － １ を 含 有 す る タ ン パ ク 質 と 結
合 で き な い こ と が 判 明 し た 。 し か し な が ら 、 Ｐ ｅ ｘ ５ Δ ７ ｐ と Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ と の 結 合 活 性 は
、 Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ と Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ と の 結 合 活 性 と 同 じ で あ っ た 。 一 方 、 Ｐ ｅ ｘ １ ４ ｐ は 弱 い な が
ら も Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ よ り も Ｐ ｅ ｘ ５ Δ ７ ｐ と の 結 合 活 性 が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 形 質 転 換 植 物 で あ る Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｐ Ｔ Ｓ
２ － Ｇ Ｆ Ｐ の 葉 及 び 根 の 細 胞 に お け る Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の 非 細 胞 膜
（ subcellular） へ の 局 在 化 を 共 焦 点 レ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 顕 微 鏡 を 用 い て 分 析 し た 。 結
果 を 図 ６ に 図 面 に 代 わ る 写 真 で 示 す 。 図 ６ の 左 側 の 欄 の 写 真 は 葉 の 表 皮 細 胞 か ら の も の で
あ り 、 右 側 の 欄 の 写 真 は 根 か ら の も の で あ る 。 図 ６ の Ｐ Ｔ Ｓ １ と 示 さ れ て い る 上 段 は Ｐ Ｅ
Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ か ら の も の で あ り 、 Ｐ Ｔ Ｓ ２ と 示 さ れ て い る 下 段 は Ｐ Ｅ Ｘ ５
Δ ７ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ か ら の も で あ る 。 黒 三 角 印 は ペ ル オ キ シ ソ ー ム で 検 出 さ れ た 蛍 光
を 示 し 、 矢 印 は 細 胞 質 ゾ ル に お い て 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示 す 。 こ れ ら の 写 真 の 拡 大 率 は 同 じ
で あ り 、 図 ６ 右 下 に 示 す バ ー は ２ ０ μ ｍ を 示 す 。
　 こ の 結 果 、 Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の 両
者 の 葉 及 び 根 の 細 胞 は 細 胞 質 ゾ ル の み に 緑 色 の 蛍 光 を 有 し て い た （ 図 ６ の 上 段 参 照 ） 。 同
様 な 蛍 光 イ メ ー ジ は 、 １ ０ の Ｔ １ 世 代 の 中 か ら Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ と し て 独
立 し て 単 離 さ れ た ５ の 形 質 転 換 体 に お い て も 観 察 さ れ 、 ８ Ｔ １ 世 代 の 中 か ら Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７
／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ と し て 独 立 し て 単 離 さ れ た ６ の 形 質 転 換 体 に お い て も 観 察 さ れ た 。 こ
れ ら の デ ー タ は 、 Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ の 遺 伝 子 産 物 が 細 胞 内 で 過 剰 発 現 す れ ば 、 Ｐ Ｔ Ｓ １ － 及 び
Ｐ Ｔ Ｓ ２ － 含 有 タ ン パ ク 質 の 両 者 の 細 胞 内 輸 送 の 能 力 が 減 少 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 グ リ オ キ シ ソ ー ム の 脂 肪 酸 β 酸 化 機 能 を 欠 失 し た 植 物 は ２ ， ４ －
ジ ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ 酪 酸 （ ２ ， ４ － Ｄ Ｂ ） に 対 し て 耐 性 と な り 、 発 芽 の 生 育 に シ ョ 糖 を 必
要 と す る こ と を 報 告 し て き た （ Hayashi, M., et al., (1998) Plant Cell, 10, 183-195
） 。 グ リ オ キ シ ソ ー ム の 機 能 を 解 析 す る た め に 、 細 胞 質 ゾ ル に 蛍 光 を 発 す る Ｔ １ 植 物 の 子
孫 で あ る Ｔ ２ 植 物 を 用 い て 、 ２ ， ４ － Ｄ Ｂ を 含 有 す る 培 地 で の 生 育 試 験 を 行 っ た 。 ｐ ｅ ｘ
５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ
Ｓ １ 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 並 び に 、 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ
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Ｐ の Ｔ ２ 世 代 の 種 子 を ２ ， ４ － Ｄ Ｂ を ０ ． ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ 含 有 す る 培 地 （ ２ ， ４ － Ｄ Ｂ ） 、
シ ョ 糖 を 含 有 し な い 培 地 （ － sucrose） 、 及 び 通 常 の 培 地 （ Ｇ Ｍ ） で そ れ ぞ れ １ ０ 日 間 生
育 さ せ た 。 発 芽 後 は 、 培 地 か ら 寒 天 プ レ ー ト に 移 植 し た 。
　 結 果 を 図 ７ に 図 面 に 代 わ る 写 真 で 示 す 。 図 ７ 中 の ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ は そ れ ぞ れ の
変 異 体 を 示 し 、 contは 、 コ ン ト ロ ー ル と し て の 親 株 か ら の Ｇ Ｆ Ｐ 植 物 の 場 合 を 示 し 、 そ れ
ぞ れ の １ 及 び ２ は Ｐ Ｔ Ｓ １ に つ い と Ｐ Ｔ Ｓ ２ に つ い て を 示 す 。 図 ７ の 上 段 は ２ ， ４ － Ｄ Ｂ
を ０ ． ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ 含 有 す る 培 地 （ ２ ， ４ － Ｄ Ｂ ） の 場 合 を 示 し 、 中 段 は シ ョ 糖 を 含 有 し
な い 培 地 （ － sucrose） の 場 合 を 示 し 、 下 段 は 通 常 の 培 地 （ Ｇ Ｍ ） の 場 合 を そ れ ぞ れ 示 す
。
　 こ の 結 果 、 ２ ， ４ － Ｄ Ｂ に 耐 性 を 示 す Ｔ ２ の 実 生 は 、 そ の ７ １ ％ が 発 芽 後 に 伸 長 し た 根
を 有 し て い た 。 一 方 、 こ れ ら の 変 異 体 の 親 株 か ら の も の は （ 図 ７ 中 の cont） 、 そ の 親 株 と
同 様 に 強 い 生 育 阻 害 を 示 し 、 実 生 は 休 眠 状 態 で あ っ た （ 図 ７ の 上 段 参 照 ） 。 加 え て 、 Ｔ ２

の 実 生 の ほ と ん ど は 、 発 芽 後 の 生 育 に シ ョ 糖 を 必 要 と し 、 シ ョ 糖 の 欠 如 し た 条 件 下 で は 正
常 に 生 育 す る こ と が で き な か っ た （ 図 ７ の 中 段 参 照 ） 。 発 芽 時 に ２ ， ４ － Ｄ Ｂ 耐 性 を 示 し
、 か つ シ ョ 糖 を 必 要 と す る 全 て の も の は 、 細 胞 質 ゾ ル に 緑 色 の 蛍 光 を 示 し 、 ハ イ グ ロ マ イ
シ ン 及 び カ ナ マ イ シ ン の 両 者 に 耐 性 が あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 次 に 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ に よ る 形 質 転 換 体 に お け る 光 呼 吸 活 性 に つ い て 検 討 し
た 。
　 ま ず 、 光 を 照 射 し な が ら 、 野 生 型 （ cont） 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ （ pex5i）
及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ （ pex7i） を 、 通 常 の 大 気 下 （ ３ ６ Ｐ ａ Ｃ Ｏ ２ ） 、 又
は １ ０ ０ ０ Ｐ ａ Ｃ Ｏ ２ を 含 有 す る 大 気 下 で 、 ８ 週 間 生 育 さ せ た 。 そ の 結 果 を 図 ８ に 図 面 に
代 わ る 写 真 で 示 す 。 図 ８ の 左 側 か ら 、 通 常 大 気 下 で の 野 生 型 （ air cont） 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／
Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ の Ｃ Ｏ ２ 存 在 下 （ CO2 pex5i） 、 同 通 常 の 大 気 下 （ air pex5i） 、 ｐ ｅ ｘ
７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の Ｃ Ｏ ２ 存 在 下 （ CO2 pex7i） 、 同 通 常 の 大 気 下 （ air pex7i） を
そ れ ぞ れ 示 し て い る 。
　 こ の 結 果 、 通 常 の 大 気 下 で ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ （ 図 ８ の 中 央 ） 及 び ｐ ｅ ｘ ５
ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ （ 図 で は 示 さ れ て い な い 。 ） を 生 育 さ せ た 場 合 に は 、 野 生 型 （ 図 ８
の 左 端 ） に 比 べ て 葉 が 黄 緑 色 と な り 、 矮 小 形 の 形 態 と な っ た 。 こ の フ ェ ノ タ イ プ は 、 こ の
植 物 を Ｃ Ｏ ２ の 条 件 で 生 育 さ せ た 場 合 に は 回 復 し た （ 図 ８ の CO2 pex5i参 照 ） 。 お な じ よ
う な フ ェ ノ タ イ プ は 、 遺 伝 子 が 欠 損 し 、 光 呼 吸 能 が 減 少 し た ｐ ｅ ｄ ２ で も 観 察
さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ５ 参 照 ） 。 こ れ に 対 し て 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ （ 図 ８
の 右 端 ） 及 び ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ （ 図 で は 示 さ れ て い な い 。 ） は 、 通 常 の 大 気
下 で あ っ て も 正 常 に 生 育 す る こ と が で き た 。 こ れ ら の こ と か ら 、 光 呼 吸 能 に お い て は 、 Ｐ
ｅ ｘ ５ ｐ の み が 影 響 し て お り 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ は 影 響 を 与 え な い こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 次 に 、 こ れ ら の 植 物 の 光 化 学 系 II（ Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ ） に お け る 最 大 量 子 収 量 を 測 定 し た 。 こ
の 最 大 量 子 収 量 は 、 最 大 蛍 光 （ Ｆ ｍ ） に 対 す る 暗 所 に 適 応 し た ク ロ ロ フ ィ ル の 蛍 光 の 変 化
量 （ Ｆ ｖ ） の 比 （ Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ ） と し て 評 価 す る こ と が で き る （ Franklin, L.A., et al., 
(1992) Planta, 187, 399-408.； Krause, G.H., (1988) Physiologia Plantarum, 74, 56
6-574.） 。 そ こ で 、 細 胞 質 ゾ ル に お い て 緑 色 の 蛍 光 を 有 す る ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ
１ 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ と 、 野 生 型 の 暗 所 に 適 応 し た 葉 の Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ を 比 較
し た 。 光 化 学 系 IIで 安 定 電 子 受 容 体 と し て 働 い て い る Ｑ Ａ と Ｑ Ｂ キ ノ ン が 過 剰 に 還 元 を 受
け 光 合 成 電 子 伝 達 反 応 が 停 止 す る 原 因 で あ る と 考 え ら れ て い る 強 光 阻 害 と い う 現 象 を 減 少
さ せ る た め に 、 ま ず 、 弱 い 光 （ ５ ０ μ Ｅ ｍ － ２ ・ ｓ ｅ ｃ － １ ） を 照 射 し な が ら 、 １ ０ ０ ０
Ｐ ａ の Ｃ Ｏ ２ を 含 有 す る 大 気 下 で ３ 週 間 、 こ れ ら の 植 物 を 生 育 さ せ た 。 こ の 条 件 下 で は 全
て の 植 物 は 正 常 に 生 育 し た 。 そ し て 、 こ の 条 件 下 で の Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 は 約 ０ ． ８ で あ る と
推 定 さ れ た 。 そ の 後 、 こ れ ら の 植 物 を 通 常 の 大 気 下 （ ３ ６ Ｐ ａ Ｃ Ｏ ２ ） で 、 強 い 光 （ ４ ５
０ μ Ｅ ｍ － ２ ・ ｓ ｅ ｃ － １ ） を 照 射 し た 。 こ の よ う な 条 件 下 で は 、 リ ブ ロ ー ス － １ ， ５ －
二 燐 酸 （ Ｒ ｕ Ｂ Ｐ ） と Ｃ Ｏ ２ か ら ２ 分 子 の グ リ セ リ ン 酸 － ３ － 燐 酸 （ Ｐ Ｇ Ａ ） を 生 成 す る
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反 応 と ， Ｒ ｕ Ｂ Ｐ と Ｏ ２ か ら Ｐ Ｇ Ａ と グ リ コ ー ル 酸 燐 酸 を 生 成 す る 反 応 と を 触 媒 す る 酵 素
で あ る リ ブ ロ ー ス － １ ， ５ － 二 燐 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ／ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ （ Ｒ ｕ Ｂ ｉ ｓ Ｃ Ｏ
） は 、 光 合 成 に お け る 炭 酸 固 定 に お い て 必 要 と さ れ る カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 活 性 に 加 え て オ キ
シ ゲ ナ ー ゼ と し て 作 用 す る 。 オ キ シ ゲ ナ ー ゼ の 反 応 に よ る 副 産 物 で あ る ホ ス ホ グ リ コ レ ー
ト は 光 呼 吸 の 酵 素 に よ り 代 謝 さ れ 、 最 終 的 に は カ ル ビ ン － ベ ン ソ ン サ イ ク ル （ Calvin-Ben
son cycle） に 戻 さ れ る 。 そ れ 故 に 、 野 生 型 の 植 物 に お け る Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 は 、 強 い 光 の
照 射 を 受 け た 後 も 変 化 す る こ と は な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／
Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 及 び ｐ ｅ ｄ ２ 変 異 体 を 、 弱 い 光 （ ５ ０ μ Ｅ ｍ － ２ ・ ｓ ｅ ｃ － １ ） を 照
射 し な が ら 、 １ ０ ０ ０ Ｐ ａ の Ｃ Ｏ ２ を 含 有 す る 大 気 下 で ４ 週 間 生 育 さ せ た 。 こ れ ら の 植 物
に 、 通 常 の 大 気 下 （ ３ ６ Ｐ ａ Ｃ Ｏ ２ ） で 、 ４ 時 間 強 い 光 （ ４ ５ ０ μ Ｅ ｍ － ２ ・ ｓ ｅ ｃ － １

） を 照 射 し た 。 ０ 時 間 照 射 及 び ４ 時 間 照 射 の そ れ ぞ れ の 植 物 の 葉 に お け る 光 化 学 系 II（ Ｆ
ｖ ／ Ｆ ｍ ） の 最 大 量 子 収 量 を 、 こ れ ら の 植 物 を ３ ０ 分 間 暗 所 に 放 置 し た 後 に 測 定 し た 。 こ
の 結 果 を 図 ９ に グ ラ フ で 示 す 。 図 ９ の 左 側 （ ０ ｈ ） は 、 ０ 時 間 照 射 の 場 合 を 示 し 、 右 側 （
４ ｈ ） は ４ 時 間 照 射 の 場 合 を 示 し 、 そ れ ぞ れ の 場 合 の 左 側 か ら 、 野 生 型 と し て の 親 株 の Ｇ
Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 変 異 株 の ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 野 生 型 と し て の 親 株 の Ｐ Ｔ Ｓ
２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 変 異 株 の ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 及 び 変 異 株 の ｐ ｅ ｄ ２ を そ れ ぞ れ
示 す 。 図 ９ の 縦 軸 は 、 Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 は 、 各 植 物 に つ
い て ６ 枚 の 葉 か ら の 測 定 値 の 平 均 を 示 す 。 棒 グ ラ フ 中 の バ ー は 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の 結 果 、 野 生 型 で は 予 想 ど お り 強 い 光 を 照 射 し た と き も Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 は ほ と ん ど 変
化 が 見 ら れ な か っ た し 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ に つ い て も Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 の 顕 著
な 減 少 は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ９ 参 照 ） 。 こ れ に 対 し て 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １
の Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 に つ い て は 、 顕 著 な 減 少 が 観 察 さ れ た 。 こ の よ う な 減 少 は 、 Ｐ Ｅ Ｘ １ ４
オ ル ソ ロ グ が 欠 損 し て い る ｐ ｅ ｄ ２ に つ い て も 同 様 に 観 察 さ れ た （ 図 ９ 参 照 ） 。
　 観 察 さ れ た Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 の 減 少 は 、 光 反 応 と カ ル ビ ン － ベ ン ソ ン サ イ ク ル の 不 均 衡 と
対 応 し て い る こ と か ら 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ は 、 光 呼 吸 の 不 全 に よ り 低 Ｃ Ｏ ２

／ 強 力 な 光 の 条 件 下 で は カ ル ビ ン － ベ ン ソ ン サ イ ク ル の 活 性 を 十 分 に 維 持 す る こ と が で き
な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ の 両 変 異 体 は 、 い ず れ も グ リ オ キ シ ソ ー ム
の 機 能 は 欠 如 し て い る こ と を 示 し て い る 。 表 現 型 の 分 離 は 、 Ｔ ２ の 個 体 群 に お け る 遺 伝 子
操 作 に よ る 遺 伝 子 型 が ヘ テ ロ で あ っ た た め と 考 え ら れ る 。 し か し 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン ／ カ
ナ マ イ シ ン 耐 性 は 全 て の 子 孫 が 受 け 継 い だ に も か か わ ら ず 、 Ｔ ２ の 多 く は 細 胞 質 ゾ ル に お
け る 蛍 光 を 失 い 、 そ し て 成 長 と 共 に ペ ル オ キ シ ソ ー ム に お け る 蛍 光 を 回 復 し 、 Ｔ ３ 世 代 の
極 少 数 の み が 細 胞 質 ゾ ル に お け る 蛍 光 を 示 し た だ け で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 高 等 植 物 に お い て は 、 細 胞 質 ア コ ニ タ ー ゼ （ cytosolic aconitase） を 除 く グ リ オ キ シ
レ ー ト サ イ ク ル 、 及 び 脂 肪 酸 ベ ー タ 酸 化 の 関 連 す る 全 て の 酵 素 は 、 グ リ オ キ シ ソ ー ム に 局
在 化 し て い る 。 こ れ ら の 酵 素 の 中 の 、 短 鎖 ア シ ル Ｃ ｏ Ａ オ キ シ ダ ー ゼ 、 中 長 鎖 ア シ ル Ｃ ｏ
Ａ オ キ シ ダ ー ゼ 、 多 機 能 酵 素 （ multifunctional enzyme） 、 リ ン ゴ 酸 合 成 酵 素 、 及 び イ ソ
ク エ ン 酸 リ ア ー ゼ は Ｐ Ｔ Ｓ １ を 含 有 す る タ ン パ ク 質 で あ り 、 中 鎖 ア シ ル Ｃ ｏ Ａ オ キ シ ダ ー
ゼ 、 長 鎖 ア シ ル Ｃ ｏ Ａ オ キ シ ダ ー ゼ 、 ３ － ケ ト ア シ ル Ｃ ｏ Ａ チ オ ラ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 脱 水 素
酵 素 、 及 び ク エ ン 酸 合 成 酵 素 は Ｐ Ｔ Ｓ ２ を 含 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 し た が っ て 、 Ｐ ｅ
ｘ ５ ｐ の 欠 損 は 、 こ れ ら の 全 て の 酵 素 の グ リ オ キ シ ソ ー ム へ の 輸 送 が 阻 害 さ れ る こ と に な
る 。 こ の 結 果 、 グ リ オ キ シ ソ ー ム の 機 能 が 低 下 し 、 ２ ， ４ － Ｄ Ｂ に 対 す る 耐 性 が 獲 得 さ れ
る こ と に な る 。 そ し て 、 発 芽 に 際 し て は シ ョ 糖 を 必 要 と し て く る 。 加 え て 、 Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ の
欠 損 は 、 葉 に お け る ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 を も 低 下 さ せ る （ 図 ８ 及 び ９ 参 照 ） 。 光 合 成
器 官 に お け る 葉 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム は 光 呼 吸 に 関 連 す る 酵 素 を 含 有 し て お り 、 こ れ ら の 酵
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素 は Ｐ Ｔ Ｓ １ を 含 有 す る タ ン パ ク 質 で あ り 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム へ の 輸 送 に は Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ が
介 在 し て い る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ れ に 対 し て 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 欠 損 は 、 グ リ オ キ シ ソ ー ム の 機 能 を 低 下 さ せ る が 、 葉 の ペ
ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 に は 大 き な 影 響 を 与 え な い こ と が わ か っ た （ 図 ７ ～ ９ 参 照 ） 。 即 ち
、 葉 の ペ ル オ キ シ ソ ー ム の 機 能 は Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ が 介 在 す る Ｐ Ｔ Ｓ １ － を 含 有 す る タ ン パ ク 質
に よ っ て 主 と し て 機 能 し て お り 、 こ れ が Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 欠 損 に よ っ て も 光 呼 吸 の 活 性 に 影 響
を 与 え な い 原 因 で あ る と 考 え ら れ る 。 た だ ひ と つ の 例 外 は 、 リ ン ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 で あ り 、
こ の 酵 素 は Ｐ Ｔ Ｓ ２ を 含 有 し て お り 、 こ の 酵 素 は ヒ ド ロ キ シ ピ ル ビ ン 酸 還 元 酵 素 に よ っ て
触 媒 さ れ る 反 応 に 必 要 な Ｎ Ａ Ｄ Ｈ を 供 給 し て い る 。 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 欠 損 は 、 ペ ル オ キ シ ソ ー
ム に お け る こ の 酵 素 の 機 能 も 低 下 さ せ る と 考 え ら れ る が 、 本 発 明 者 ら の 観 察 で は （ 図 ７ ～
９ 参 照 ） で は 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｈ の 低 下 は 観 察 さ れ て い な い 。 こ れ は 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｈ の 供 給 が リ ン ゴ 酸
脱 水 素 酵 の み に よ り な さ れ る の で は な く 、 他 の 供 給 経 路 が 存 在 し て い る と 考 え ら れ る 。
　 こ れ ら に 結 果 か ら 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の み の 欠 損 は 、 グ リ オ キ シ ソ ー ム の 機 能 を 低 下 さ せ る が
、 植 物 の そ の 他 の 機 能 の 低 下 を 招 か な い と い う こ と に な る 。 即 ち 、 よ り 端 的 に は 、 Ｐ ｅ ｘ
７ ｐ の み の 欠 損 は 、 発 芽 時 に シ ョ 糖 を 必 要 と す る こ と 以 外 の 植 物 の 機 能 の 低 下 を 招 か な い
と い う こ と に な る 。 こ の こ と は 、 本 発 明 に よ り 初 め て 明 ら か に し た も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 植 物 に お け る ペ ル オ キ シ ソ ー ム の タ ン パ ク 質 輸 送 因 子 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の 有 す る 新
た な 機 能 を 明 ら か に す る も の で あ り 、 当 該 機 能 を 応 用 し た 新 規 か つ 有 用 な 形 質 転 換 植 物 を
提 供 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 形 質 転 換 植 物 は 、 発 芽 後 は 通 常 の 培 地 で 正 常 に 生 育 す る こ
と が で き る が 、 発 芽 時 の み に シ ョ 糖 を 要 求 す る と い う 特 異 的 な 性 質 を 有 す る も の で あ る 。
こ の よ う な 性 質 は 、 通 常 の 消 費 者 に お い て は 種 子 か ら 発 芽 さ せ る こ と が 困 難 で あ り 、 常 に
苗 の 供 給 を 必 要 と さ れ る も の で あ り 、 植 物 が 生 育 し て 仮 に 種 子 が 採 取 さ れ て も 、 消 費 者 は
苗 の 供 給 を 必 要 と し 、 種 子 産 業 に お け る 新 た な 植 物 の 供 給 手 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に よ り 何
ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis thaliana） の 野 生 型 は コ ロ ン ビ ア （ Columbia） の 生 態 種
を 用 い た 。
　 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ を 発 現 す る 形 質 転 換 体 の 構 築 、 並 び に ｐ ｅ ｄ ２
変 異 体 の 特 性 に つ い て は 非 特 許 文 献 ５ 及 び ７ を 参 照 さ れ た い 。
　 す べ て の 種 子 は 表 面 を ０ ． ０ ２ ％ の ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ を 含 む ２ ％ Ｎ ａ Ｃ ｌ Ｏ で 殺 菌 し
、 抗 生 物 質 の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で 生 育 培 地 （ ２ ． ３ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ム ラ シ ゲ 及 び ス コ グ 塩 （
Murashige and Skoog salts） （ 和 光 純 薬 、 大 阪 、 日 本 ） 、 １ ％ シ ョ 糖 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ
Ｌ ミ オ イ ノ シ ト ー ル 、 １ μ ／ ｍ Ｌ チ ア ミ ン 塩 酸 塩 、 ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ピ リ ド キ シ ム 、 ０ ．
５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ニ コ チ ン 酸 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ メ ス － Ｋ Ｏ Ｈ （ Mes-KOH） 、 ｐ Ｈ ５ ． ７ 、 及
び ０ ． ８ ％ 寒 天 ） で 生 育 し た 。 た だ し 、 実 験 の 内 容 に よ っ て 、 前 記 生 育 培 地 に さ ら に ０ ．
２ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の ２ ， ４ － ジ ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ 酪 酸 を 添 加 し た り 、 シ ョ 糖 を 取 り 除 い た 生 育
培 地 と し た 。 発 芽 後 は 、 パ ー ラ イ ト と バ ー ミ ュ キ ュ ラ イ ト の １ ： １ の 混 合 物 を 用 い て 生 育
さ せ た 。 生 育 の 条 件 は 、 ２ ２ ℃ で 、 通 常 の 大 気 下 又 は １ ０ ０ ０ Ｐ ａ の Ｃ Ｏ ２ を 含 有 す る 大
気 下 で 、 １ ６ 時 間 光 を 照 射 し （ １ ０ ０ μ Ｅ ｍ － ２ ｓ － １ ） 、 ８ 時 間 暗 く す る と い う サ イ ク
ル で あ っ た 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ の 構 築
　 セ ン ス 側 の 配 列 を 、 両 端 に Ｓ ｐ ｅ Ｉ 及 び Ｓ ａ ｃ Ｉ サ イ ト が 導 入 で き る よ う に Ｐ Ｃ Ｒ で 増
幅 し た 、 一 方 、 ア ン チ セ ン ス 側 は 両 端 が Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 及 び Ｘ ｈ ｏ Ｉ サ イ ト に な る よ う に 増 幅
し た 。 セ ン ス 側 及 び ア ン チ セ ン ス 側 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を そ れ ぞ れ 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ
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ｉ ｐ ｔ Ｋ Ｓ － （ ス ト ラ タ ジ ー ン 、 La Jolla,CA,USA） の Ｓ ｐ ｅ Ｉ － Ｓ ａ ｃ Ｉ サ イ ト Ｂ ａ ｍ
Ｈ Ｉ － Ｘ ｈ ｏ Ｉ サ イ ト に 挿 入 し た 。 バ ー 遺 伝 子 （ bar gene） を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｒ
Ｋ ２ ２ に お け る バ ー 遺 伝 子 （ bar gene） を コ ー ド し て い る Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ － Ｂ ｇ ｌ IIフ ラ グ メ
ン ト を 、 前 記 の プ ラ ス ミ ド の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ サ イ ト に リ ン カ ー と し て 挿 入 し た 。
　 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド か ら 人 工 的 な 部 分 （ artificial genes） を 切 り 取 り 、 ｐ Ｂ Ｉ １ ２ １
－ Ｈ ｍ － リ ン カ ー の Ｘ ｈ ｏ Ｉ － Ｓ ａ ｃ Ｉ サ イ ト に 挿 入 し た 。 こ の ｐ Ｂ Ｉ １ ２ １ － Ｈ ｍ － リ
ン カ ー は 、 Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 を Ｘ ｂ ａ Ｉ 、 Ｘ ｈ ｏ Ｉ 、 Ｓ ｍ ａ Ｉ 、 Ｓ ｐ ｅ Ｉ 、 Ｋ ｐ ｎ Ｉ 及 び Ｓ ａ
ｃ Ｉ サ イ ト を 含 有 す る リ ン カ ー 配 列 で 置 換 し た ｐ Ｂ Ｉ １ ２ １ の Ｔ ｉ ベ ク タ ー か ら 構 築 さ れ
た も の で あ る 。 こ れ は 、 植 物 を 選 択 す る と き の マ ー カ ー と な る ハ イ グ ロ マ イ シ ン （ hygrom
ycin） 耐 性 遺 伝 子 を 含 有 し て い る 。
　 こ れ ら の 概 要 を 図 １ に 模 式 的 に 示 す 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ の 構 築
　 Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ の １ 番 目 の メ チ オ ニ ン か ら ６ ５ ７ 番 目 の チ ロ シ ン （ １ Ｍ － ６ ５ ７ Ｙ ） を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ｐ Ｄ Ｏ Ｎ Ｒ ２ ２ １ （ イ
ン ビ ト ロ ジ ェ ン 、 Carlsbad,CA,USA） に 挿 入 し 、 こ れ を メ ー カ ー （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 、 Car
lsbad,CA,USA） の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 Ｂ Ｐ 及 び Ｌ Ｒ ク ロ ナ ー ゼ を 用 い て ｐ Ｇ Ｗ Ｂ ２ の Ｔ
ｉ ベ ク タ ー に 転 換 し た 。
　 こ れ ら の 概 要 を 図 １ に 模 式 的 に 示 す 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ア グ ロ バ ク テ リ ア に よ る 形 質 転 換
　 実 施 例 １ で 製 造 し た ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 又 は ｐ ｅ ｘ ７ ｉ を そ れ ぞ れ 含 有 す る ベ ク タ ー を そ れ ぞ れ
、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 を 有 し 、 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ を 発 現 し て い る 形 質
転 換 イ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaci
ens） （ Ｃ ５ ８ Ｃ １ Ｒ ｉ ｆ 株 Ｒ ） を 用 い て 、 ベ ク ト ー ル ド ら （ Bechtold, N., et al., (19
93) C. R. Acad. Sci., 316, 1194-1199） に 記 載 の 真 空 浸 透 法 に よ り 導 入 し た 。 こ れ ら の
ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 体 を 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の カ ナ マ イ シ ン 及 び ２ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ
の ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 含 有 す る ム ラ シ ゲ ／ ス コ グ （ Murashige／ Skoog） プ レ ー ト で 選 別 し
た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 試 料 の 調 製 及 び Ｐ ｅ ｘ ５ ｐ 又 は Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ に 対 す る 抗 体 を 用 い た 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 法 は
、 ニ ト ら の 方 法 （ Nito, K., et al., (2002) Plant Cell Physiol, 43, 355-366） に 準 じ
て 行 っ た 。
　 粗 抽 出 物 は 、 細 胞 質 に 緑 色 の 蛍 光 を 有 す る Ｔ １ 植 物 の ３ 週 齢 の 葉 か ら 調 製 し た 。 免 疫 ブ
ロ ッ テ ィ ン グ に は １ ０ μ ｇ の タ ン パ ク 質 を 用 い た 。
　 結 果 を 図 ２ に 示 す 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ に よ る 蛍 光 の 分 析
　 根 の 細 胞 を 分 析 す る た め に 、 生 育 培 地 で 生 育 し て い る Ｔ １ 植 物 の １ ０ 日 齢 の 根 か ら 標 本
を 作 製 し た 。 ま た 、 葉 の 細 胞 を 分 析 す る た め に 、 Ｔ １ 植 物 の ３ 週 齢 の 葉 か ら 標 本 を 作 製 し
た 。 こ れ ら の 標 本 の 蛍 光 イ メ ー ジ 像 を 、 ア ル ゴ ン レ ー ザ ー 及 び Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ フ ィ ル タ ー セ ッ ト
を 有 す る Ｌ Ｓ Ｍ ５ １ ０ レ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 共 焦 点 顕 微 鏡 （ 励 起 波 長 ； ４ ６ ５ － ５ ０ ５ ｎ
ｍ 、 発 光 波 長 ； ５ ０ ５ － ５ ５ ０ ｎ ｍ ） （ カ ー ル ツ ワ イ ス 、 ド イ ツ ） を 用 い て 測 定 し た 。
　 結 果 を 図 ３ 、 図 ４ 、 図 ６ に そ れ ぞ れ 示 す 。
【 実 施 例 ６ 】
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 酵 母 の ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に よ る 分 析
　 Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ の 酵 母 に よ る ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に よ る 分 析 を 、 既 に 報 告 さ れ た 方
法 に 準 じ て 行 っ た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｄ Ｏ Ｎ Ｒ 中 の Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ
グ メ ン ト を 、 酵 母 の ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ａ Ｄ － Ｇ Ｗ に 転 換 し た 。 こ の ベ ク タ ー
は 、 ｐ Ｇ Ａ Ｄ － Ｃ １ （ James, P., et al., (1996) Genetics, 144, 1425-1436） の マ ル チ
ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト を ゲ イ ト ウ エ イ コ ン バ ー ジ ョ ン カ セ ッ ト （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 、 La Jol
la,CA,USA） で 置 換 し て 構 築 し た 。 他 の ベ ク タ ー の 構 築 は 、 ニ ト ら の 方 法 （ Nito, K., et 
al., (2002) Plant Cell Physiol, 43, 355-366） に 準 じ て 行 っ た 。
　 形 質 転 換 体 を ヒ ス チ ジ ン を 含 有 し な い ５ ０ ｍ Ｍ の ３ － ア ミ ノ ト リ ア ゾ ー ル を 含 有 す る 合
成 培 地 で 生 育 し 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 活 性 を 定 量 し た 。
　 結 果 を 図 ５ に 示 す 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 光 化 学 系 II（ Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ ） に お け る 最 大 量 子 収 量 の 測 定
　 光 阻 害 の 効 果 を 減 少 さ せ る た め に 、 植 物 を ４ 週 間 １ ０ ０ ０ Ｐ ａ の Ｃ Ｏ ２ を 含 む 大 気 中 で
、 光 を 少 な く し た 条 件 （ ５ ０ μ Ｅ ｍ － ２ ｓ － １ ） で 生 育 さ せ た 。 こ れ ら の 植 物 に 、 通 常 の
大 気 下 （ ３ ６ Ｐ ａ Ｃ Ｏ ２ ） で 、 強 力 な 光 （ ４ ５ ０ μ Ｅ ｍ － ２ ｓ － １ ） を 、 そ れ ぞ れ ０ 、 ３
０ 、 ６ ０ 、 １ ２ ０ 分 間 、 照 射 し た 。 光 の 照 射 後 、 植 物 を ３ ０ 分 間 暗 所 に 置 い た 。 最 大 蛍 光
（ Ｆ ｍ ） と 変 化 し た 蛍 光 （ Ｆ ｖ ） の 比 （ Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ ） を 、 暗 所 に 適 応 し た 葉 の 上 側 の 表 面
か ら の ク ロ ロ フ ィ ル の 蛍 光 発 色 を 、 パ ル ス 増 幅 調 節 型 蛍 光 計 （ pulse amplitude modulati
on fluorometer） （ Mini-PAM;H.Walz, Effeltrich, Germany） を 用 い て 測 定 し た 結 果 か ら
計 算 し た 。
　 結 果 を 図 ９ に グ ラ フ 化 し て 示 す 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は 、 植 物 の Ｐ Ｅ Ｘ ７ 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と か ら な る 植 物 の 発 芽 の み を 抑 制
す る 方 法 、 及 び 植 物 の Ｐ Ｅ Ｘ ７ 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ 発 芽 の み が 抑 制 さ れ た 形 質 転 換 植
物 を 提 供 す る も の で あ り 、 本 発 明 の 形 質 転 換 植 物 は 、 植 物 の 通 常 の 栽 培 条 件 下 で は 発 芽 す
る こ と が で き ず 、 発 芽 に シ ョ 糖 を 必 要 と す る こ と か ら 、 消 費 者 は 栽 培 に 当 た っ て は 発 芽 後
の 苗 を 入 手 し な け れ ば な ら ず 、 本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 農 業 分 野 、 特 に 種 子 産 業 、 に お い て
新 た な 植 物 の 供 給 形 態 を 提 供 す る も の で あ り 、 産 業 上 有 用 な も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 に よ り 構 築 さ れ た 人 工 遺 伝 子 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ 、 及 び Ｐ Ｅ
Ｘ ５ Δ ７ の 概 要 を 模 式 的 に 示 し た も の で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 本 発 明 に よ り Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 の た め に 導 入 し た 外 来 遺 伝 子 の 作 用 効 果 を 免 疫
ブ ロ ッ ト 分 析 で 試 験 し た Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ の 結 果 を 示 す 図 面 に 代 わ る 写 真 で あ る 。 図 ２ の
コ ン ト ロ ー ル （ cont） は 親 の 植 物 （ Ａ ｔ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ａ ｔ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ ） の
場 合 を 示 し 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ 及 び Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ は 、 そ れ ぞ れ 、 前 記 で 構 築 し た 人
工 遺 伝 子 で 形 質 転 換 し た 植 物 の 場 合 を 示 し 、 そ れ ぞ れ の １ 及 び ２ は 親 の 植 物 、 即 ち １ は 親
の 植 物 が Ａ ｔ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ で あ る 場 合 を 、 ２ は 親 の 植 物 が Ａ ｔ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ で あ
る 場 合 を 示 し て い る 。 図 ２ 中 の 矢 印 は そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 を 示 し 、 黒 三 角 印 は Ｐ Ｅ Ｘ ５
Δ ７ を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 本 発 明 の 形 質 転 換 植 物 で あ る ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び ｐ ｅ ｘ
５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ に お け る Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の 膜 へ の 局 在 化
を 共 焦 点 エ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 顕 微 鏡 を 用 い て 分 析 し た 結 果 を 示 す 図 面 に 代 わ る 写 真 で あ
る 。 図 ３ の 左 側 の 欄 の 写 真 は 葉 の 表 皮 細 胞 か ら の も の で あ り 、 右 側 の 欄 の 写 真 は 根 か ら の
も の で あ る 。 図 ３ の Ｐ Ｔ Ｓ １ と 示 さ れ て い る 上 段 は ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ か ら の
も の で あ り 、 Ｐ Ｔ Ｓ ２ と 示 さ れ て い る 中 段 は ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ か ら の も で あ
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り 、 ｃ ｏ ｎ ｔ と 示 さ れ て い る 下 段 の 左 側 は 野 生 型 に Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ を 発 現 さ せ る よ う に
し た 親 の 形 質 転 換 体 の 葉 の 表 皮 細 胞 か ら の も の で あ り 、 そ の 右 側 は 野 生 型 に Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ
Ｆ Ｐ を 発 現 さ せ る よ う に し た 親 の 形 質 転 換 体 の 根 の 細 胞 か ら の も の で あ る 。 黒 三 角 印 は ペ
ル オ キ シ ソ ー ム で 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示 し 、 矢 印 は 細 胞 質 ゾ ル に お い て 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示
す 。 こ れ ら の 写 真 の 拡 大 率 は 同 じ で あ り 、 図 ３ 右 下 に 示 す バ ー は ２ ０ μ ｍ を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 本 発 明 の 形 質 転 換 植 物 で あ る ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び ｐ ｅ ｘ
７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の 葉 及 び 根 の 細 胞 に お け る Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ
Ｐ の 局 在 化 を 共 焦 点 エ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 顕 微 鏡 を 用 い て 分 析 し た 結 果 を 示 す 図 面 に 代 わ
る 写 真 で あ る 。 図 ４ の 左 側 の 欄 の 写 真 は 葉 の 表 皮 細 胞 か ら の も の で あ り 、 右 側 の 欄 の 写 真
は 根 か ら の も の で あ る 。 図 ４ の Ｐ Ｔ Ｓ １ と 示 さ れ て い る 上 段 は ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ
Ｓ １ か ら の も の で あ り 、 Ｐ Ｔ Ｓ ２ と 示 さ れ て い る 下 段 は ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ か
ら の も で あ る 。 黒 三 角 印 は ペ ル オ キ シ ソ ー ム で 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示 し 、 矢 印 は 細 胞 質 ゾ ル
に お い て 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示 す 。 こ れ ら の 写 真 の 拡 大 率 は 同 じ で あ り 、 図 ４ 右 下 に 示 す バ
ー は ２ ０ μ ｍ を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 本 発 明 で 製 造 し た Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ｐ の Ｐ Ｔ Ｓ － １ タ ン パ ク 質 、 Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ
、 及 び Ｐ ｅ ｘ １ ４ ｐ と の 結 合 活 性 を 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 分 析 法 に よ り 分 析 し た 結 果 を 示
す 図 面 に 代 わ る 写 真 で あ る 。 図 ５ 中 の Ｂ Ｄ は Ｇ ａ ｌ ４ － Ｂ Ｄ と の 融 合 を 示 し 、 Ａ Ｄ は Ｇ ａ
ｌ ４ － Ａ Ｄ と 融 合 を 示 し 、 － Ｈ ｉ ｓ は ヒ ス チ ジ ン を 含 ま な い 培 地 で の 培 養 結 果 を 示 し 、 β
－ gal activityは β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 （ Ｕ ／ ｍ ｇ タ ン パ ク 質 ） を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 本 発 明 の 形 質 転 換 植 物 で あ る Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｅ
Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の 葉 及 び 根 の 細 胞 に お け る Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ －
Ｇ Ｆ Ｐ の 局 在 化 を 共 焦 点 エ ー ザ ー ス キ ャ ニ ン グ 顕 微 鏡 を 用 い て 分 析 し た 結 果 を 示 す 図 面 に
代 わ る 写 真 で あ る 。 図 ６ の 左 側 の 欄 の 写 真 は 葉 の 表 皮 細 胞 か ら の も の で あ り 、 右 側 の 欄 の
写 真 は 根 か ら の も の で あ る 。 図 ６ の Ｐ Ｔ Ｓ １ と 示 さ れ て い る 上 段 は Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｇ Ｆ Ｐ
－ Ｐ Ｔ Ｓ １ か ら の も の で あ り 、 Ｐ Ｔ Ｓ ２ と 示 さ れ て い る 下 段 は Ｐ Ｅ Ｘ ５ Δ ７ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ －
Ｇ Ｆ Ｐ か ら の も で あ る 。 黒 三 角 印 は ペ ル オ キ シ ソ ー ム で 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示 し 、 矢 印 は 細
胞 質 ゾ ル に お い て 検 出 さ れ た 蛍 光 を 示 す 。 こ れ ら の 写 真 の 拡 大 率 は 同 じ で あ り 、 図 ６ 右 下
に 示 す バ ー は ２ ０ μ ｍ を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 ｐ
ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 並 び に 、 Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ
Ｓ １ 及 び Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の Ｔ ２ 世 代 の 種 子 を 、 そ れ ぞ れ １ ０ 日 間 生 育 さ せ た 結 果 を 示 す
図 面 に 代 わ る 写 真 で あ る 。 図 ７ 中 の ｐ ｅ ｘ ５ ｉ 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ は そ れ ぞ れ の 変 異 体 を 示 し 、
contは 、 コ ン ト ロ ー ル と し て の 親 株 か ら の Ｇ Ｆ Ｐ 植 物 の 場 合 を 示 し 、 そ れ ぞ れ の １ 及 び ２
は Ｐ Ｔ Ｓ １ に つ い と Ｐ Ｔ Ｓ ２ に つ い て を 示 す 。 図 ７ の 上 段 は ２ ， ４ － Ｄ Ｂ を ０ ． ２ μ ｇ ／
ｍ ｌ 含 有 す る 培 地 （ ２ ， ４ － Ｄ Ｂ ） の 場 合 を 示 し 、 中 段 は シ ョ 糖 を 含 有 し な い 培 地 （ － su
crose） の 場 合 を 示 し 、 下 段 は 通 常 の 培 地 （ Ｇ Ｍ ） の 場 合 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 光 を 照 射 し な が ら 、 野 生 型 （ cont） 、 本 発 明 の ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ
Ｔ Ｓ １ （ pex5i） 及 び 本 発 明 の ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ （ pex7i） を 、 通 常 の 大 気 下
（ ３ ６ Ｐ ａ Ｃ Ｏ ２ ） 、 又 は １ ０ ０ ０ Ｐ ａ Ｃ Ｏ ２ を 含 有 す る 大 気 下 で 、 ８ 週 間 生 育 さ せ た 結
果 を 示 す 図 面 に 代 わ る 写 真 で あ る 。 図 ８ の 左 側 か ら 、 通 常 大 気 下 で の 野 生 型 （ air cont）
、 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ の Ｃ Ｏ ２ 存 在 下 （ CO2 pex5i） 、 同 通 常 の 大 気 下 （ air p
ex5i） 、 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ の Ｃ Ｏ ２ 存 在 下 （ CO2 pex7i） 、 同 通 常 の 大 気 下
（ air pex7i） を そ れ ぞ れ 示 し て い る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 細 胞 質 ゾ ル に お い て 緑 色 の 蛍 光 を 有 す る ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １
及 び ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ と 、 野 生 型 の 暗 所 に 適 応 し た 葉 の Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ を 比 較 し
た 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 ９ の 左 側 （ ０ ｈ ） は 、 ０ 時 間 照 射 の 場 合 を 示 し 、 右 側 （ ４
ｈ ） は ４ 時 間 照 射 の 場 合 を 示 し 、 そ れ ぞ れ の 場 合 の 左 側 か ら 、 野 生 型 と し て の 親 株 の Ｇ Ｆ
Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 変 異 株 の ｐ ｅ ｘ ５ ｉ ／ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｐ Ｔ Ｓ １ 、 野 生 型 と し て の 親 株 の Ｐ Ｔ Ｓ ２
－ Ｇ Ｆ Ｐ 、 変 異 株 の ｐ ｅ ｘ ７ ｉ ／ Ｐ Ｔ Ｓ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ 、 及 び 変 異 株 の ｐ ｅ ｄ ２ を そ れ ぞ れ 示
す 。 図 ９ の 縦 軸 は 、 Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 を 示 す 。 そ れ ぞ れ の Ｆ ｖ ／ Ｆ ｍ の 値 は 、 各 植 物 に つ い
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て ６ 枚 の 葉 か ら の 測 定 値 の 平 均 を 示 す 。 棒 グ ラ フ 中 の バ ー は 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 　 　 配 列 番 号 １ ： 　 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の の 塩 基 配 列
　 　 　 配 列 番 号 ２ ： 　 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の Ｐ ｅ ｘ ７ ｐ の ア ミ ノ 酸 配 列
　 　 　 配 列 番 号 ３ ： 　 ｐ ｅ ｘ ５ ｉ を 導 入 し た 遺 伝 子 の 塩 基 配 列
　 　 　 配 列 番 号 ４ ： 　 ｐ ｅ ｘ ７ ｉ を 導 入 し た 遺 伝 子 の 塩 基 配 列

【 図 １ 】

【 図 ９ 】

(16) JP 2005-295819 A 2005.10.27

Ｐ Ｅ Ｘ ７



【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 配 列 表 】
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