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(57)【要約】
　本発明は、ヒアルロン酸合成量が増大した植物細胞および植物、そのような植物を調製
する方法、さらにこれらの植物細胞または植物を用いて、ヒアルロン酸を調製する方法に
関する。ここで、本発明による植物細胞または遺伝子改変型植物は、ヒアルロン酸合成酵
素活性を有し、さらに、野生植物細胞または野生植物と比較して、グルタミン：フルクト
ース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性が増大し、かつＵＤＰ－グル
コースデヒドロゲナーゼ（ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ）活性が増大する。さらに、本発明は、
ヒアルロン酸、ならびにヒアルロン酸を含む食物または食品を調製するためのヒアルロン
酸合成が増大した植物の使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子がそのゲノム中に安定して組み込まれた遺
伝子改変型植物細胞であって、該植物細胞においてさらに、グルタミン：フルクトース６
－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性を有するタンパク質の活性およびＵ
ＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼ（ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ）活性を有するタンパク質の
活性が、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞に比較して増大している、遺伝子改変型植
物細胞。
【請求項２】
　一つの外来核酸分子がそのゲノム中に安定して組み込まれ、または複数の外来核酸分子
がゲノム中に安定して組み込まれた請求項１に記載の遺伝子改変型植物細胞であって、一
個の該外来核酸分子または複数の該外来核酸分子によって、グルタミン：フルクトース６
－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性を有するタンパク質の活性ならびに
ＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼ（ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ）活性を有するタンパク質
の活性が、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞に比較して増大する、遺伝子改変型植物
細胞。
【請求項３】
　請求項２に記載の遺伝子改変型植物細胞であって、第１の外来核酸分子が、グルタミン
：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性を有するタンパク
質をコードし、かつ第２の外来核酸分子が、ＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼ（ＵＤ
Ｐ－Ｇｌｕｃ－ＤＨ）活性を有するタンパク質をコードしている、遺伝子改変型植物細胞
。
【請求項４】
　請求項１、２、または３のいずれか一項に記載の遺伝子改変型植物細胞であって、該細
胞が合成するヒアルロン酸の量が、ヒアルロン酸合成酵素活性を有するが、グルタミン：
フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性が増大されておらず
、かつＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼ活性が増大されていない植物細胞に比較して
増大している、遺伝子改変型植物細胞。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の遺伝子改変型植物細胞を含む植物。
【請求項６】
　請求項５に記載の植物の増殖材料であって、請求項１～４のいずれかに記載の遺伝子改
変植物細胞を含む、材料。
【請求項７】
　請求項５に記載の植物の収穫可能な植物部分であって、請求項１～４のいずれかに記載
の遺伝子改変型植物細胞を含む、植物部分。
【請求項８】
　ヒアルロン酸を合成する植物を調製する方法であって、
ａ）植物細胞を遺伝的に改変すること、ここで、その遺伝子改変は以下の工程ｉ～ｉｉｉ
を含む：
　ｉ）植物細胞にヒアルロン酸合成酵素をコードする外来核酸分子を導入する工程、
　ｉｉ）前記植物細胞に遺伝子改変を導入し、その遺伝子改変によって、グルタミン：フ
ルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性を有するタンパク質の
活性が、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞に比較して増大する工程、
　ｉｉｉ）前記植物細胞に遺伝子改変を導入し、その遺伝子改変によって、グルタミン：
フルクトース６－リン酸ＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼ活性を有するタンパク質の
活性が、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞に比較して増大する工程、
　ここで、工程ｉ～ｉｉｉは任意の順序で独立して行うことができ、あるいは工程ｉ～ｉ
ｉｉの任意の組合せを同時に行うことができ、
ｂ）工程ａ）の植物細胞から植物を再生すること、
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ｃ）適切であれば、工程ｂ）による前記植物を使用してさらに植物を作成すること
を含み、
　ここで、適切であれば、ヒアルロン酸合成酵素をコードする外来核酸分子を有し、対応
する遺伝子非改変型野生植物細胞に比較して増大したグルタミン：フルクトース６－リン
酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性を有するタンパク質の活性を有し、かつ対
応する遺伝子非改変型野生植物細胞に比較して増大したグルタミン：フルクトース６－リ
ン酸ＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼ活性を有するタンパク質の活性を有する植物が
作成されるまで工程ｂ）またはｃ）による植物から植物細胞を単離して工程ａ）～ｃ）を
繰り返す方法。　　
【請求項９】
　ヒアルロン酸を調製する方法であって、請求項１～４のいずれかに記載の遺伝子改変植
物細胞から、請求項５に記載の植物から、請求項６に記載の増殖材料から、請求項７に記
載の収穫可能な植物部分から、または請求項８に記載の方法によって得られる植物からヒ
アルロン酸を抽出する工程を含む方法。
【請求項１０】
　ヒアルロン酸を調製するために、請求項１～４のいずれかに記載の遺伝子改変植物細胞
、請求項５に記載の植物、請求項６に記載の増殖材料、請求項７に記載の収穫可能な植物
部分、または請求項８に記載の方法によって得られる植物の使用。
【請求項１１】
　請求項１～４のいずれかに記載の遺伝子改変型植物細胞を含む組成物。
【請求項１２】
　ヒアルロン酸を含む組成物を調製する方法であって、該方法において請求項１～４のい
ずれかに記載の遺伝子改変植物細胞、請求項５に記載の植物、請求項６に記載の増殖材料
、請求項７に記載の収穫可能な植物部分、または請求項８に記載の方法によって得られる
植物が使用される方法。
【請求項１３】
　請求項１１に記載の組成物を調製するための、請求項１～４のいずれかに記載の遺伝子
改変植物細胞、請求項５に記載の植物、請求項６に記載の増殖材料、請求項７に記載の収
穫可能な植物部分、または請求項８に記載の方法によって得られる植物の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒアルロン酸合成量が増大した植物細胞および植物、そのような植物を調製
する方法、さらに、これらの植物細胞または植物を用いて、ヒアルロン酸を調製する方法
に関する。ここで、本発明による植物細胞または遺伝子改変型植物は、ヒアルロン酸合成
酵素活性を有し、さらに、野生植物細胞または野生植物と比較して、グルタミン：フルク
トース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性が増大し、かつＵＤＰ－グ
ルコースデヒドロゲナーゼ（ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ）活性が増大している。さらに、本発
明は、ヒアルロン酸、ならびにヒアルロン酸を含む食物または食品を調製するためのヒア
ルロン酸合成が増大した植物の使用に関する。
【０００２】
　ヒアルロン酸は、グルクロン酸とＮ－アセチルグルコサミンが交互に連なる分子から構
成される、天然非分枝直鎖ムコ多糖（グルコサミノグルカン）である。ヒアルロン酸の基
本的構築ブロックは、ニ糖類であるグルクロン酸－β－１，３－Ｎ－アセチルグルコサミ
ンから成る。ヒアルロン酸では、これらの繰り返し配列が、β－１，４連鎖を通じて互い
に結合している。
【０００３】
　薬学では、ヒアルロン酸という用語が使用されることが多い。ほとんどの場合、ヒアル
ロン酸はポリアニオンとして存在し、遊離酸として存在しないので、以下、ヒアルロン酸
という用語を好ましく使用するが、それぞれの用語は両分子体を包含すると理解されたい
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。
【０００４】
　ヒアルロン酸には、例えば、高分子電解質特性、粘弾特性、高保水能力、ゲル形成特性
など、珍しい物理化学特性があり、これらの特性はヒアルロン酸の他の特性と共にLapcik
ら，による論評記事（1998, Chemical Reviews 98(8), 2663-2684）に記載されている。
【０００５】
　ヒアルロン酸は、細胞外結合組織成分であり、脊椎動物の体液である。ヒトでは、ヒア
ルロン酸は、全体細胞の細胞膜、特に間葉系細胞によって合成され、体内、特に、結合組
織、細胞外マトリックス、臍帯、滑液、軟骨組織、皮膚および眼の硝子体中に高濃度に偏
在している（Bernhard Gebauer, 1998, Inaugural-Dissertation, Virchow-Klinikum Med
izinische Fakultat Charite der Humboldt Universit6t zu Berlin; Fraserら，1997, J
ournal of Internal Medicine 242, 27-33）。
【０００６】
　近年、ヒアルロン酸は、非脊椎動物生物体（軟体動物）にも見出された（VolpiおよびM
accari, 2003, Biochimie 85, 619-625）。
【０００７】
　さらに、数種の病原性グラム陽性菌（ストレプトコッカスＡ群およびＣ群）およびグラ
ム陰性菌（パスツレラ：Pasteurelle）も、エキソポリサッカライドとしてヒアルロン酸
を合成し、このヒアルロン酸は非免疫原性物質なので、ヒアルロン酸によってこれらの細
菌は彼らの宿主の免疫系による攻撃からを保護される。
【０００８】
　クロレラ属の単細胞緑藻の中にはゾウリムシ類中で内部共生体として存在するものがあ
り、この単細胞緑藻はウイルスに感染されるとその感染ウイルスによってヒアルロン酸を
合成する能力を供与される（Gravesら，1999, Virology 257, 15-23）。しかし、ヒアル
ロン酸を合成する能力は問題の藻類を特徴づける特徴ではない。ヒアルロン酸を合成する
藻類の能力は、感染したウイルスのゲノムにヒアルロン酸合成酵素をコードする配列が含
まれていることによって媒介される（DeAngelis, 1997, Science 278, 1800-1803）。さ
らに、そのウイルスゲノムには、ＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼ（ＵＤＰ－Ｇｌｃ
－ＤＨ）をコードする配列、およびグルタミン：フルクトース６－リン酸アミドトランス
フェラーゼ（ＧＦＡＴ）をコードする配列が含まれている。ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨは、ヒ
アルロン酸合成酵素が基質として使用するＵＤＰ－グルクロン酸の合成を触媒する。ＧＦ
ＡＴは、フルクトース６－リン酸とグルタミンをグルコサミン－６－リン酸に転換するが
、このグルコサミン－６－リン酸は、例えば、細菌におけるヒアルロン酸合成の代謝経路
で重要な代謝産物である。活性タンパク質をコードするこれら藻類遺伝子はどちらも、ウ
イルスのヒアルロン酸合成酵素と同様に、ウイルス感染の初期相で同時に転写される（De
Angelis, 1997, Science 278, 1800-1803、Gravesら，1999, Virology 257, 15-23）。グ
ルタミン：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性を有する
タンパク質の活性は、ウイルス非感染細胞抽出液にも、ウイルス感染細胞にも検出されな
かった（Landsteinら，1998, Virology 250, 388-396）。従って、ウイルス感染クロレラ
細胞中で、ヒアルロン酸を合成するためにＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨとＧＦＡＴが発現する役
割、およびそれらがヒアルロン酸合成に必要であるかどうかは不明である。
【０００９】
　天然植物それ自体は、そのゲノム中に、ヒアルロン酸合成触媒タンパク質をコードする
核酸は持たず、多数の植物炭水化物が記載され特徴づけられているにも関わらず、これま
で非感染天然植物中にはヒアルロン酸またはヒアルロン酸に関連する分子を検出すること
は不可能であった（Gravesら，1999, Virology 257, 15-23）。
【００１０】
　ヒアルロン酸合成を効果的に触媒するのは、単独の膜統合酵素または膜関連酵素である
ヒアルロン酸合成酵素である。これまで研究されてきたヒアルロン酸合成酵素は、クラス
Ｉヒアルロン酸合成酵素とクラスＩＩヒアルロン酸合成酵素という２つの群に分類するこ
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とができる（DeAngelis, 1999, CMLS, Cellular and Molecular Life Sciences 56, 670-
682）。
【００１１】
　脊椎動物のヒアルロン酸合成酵素は、アイソザイムを同定することによってさらに識別
される。様々なアイソザイムは、同定された順にアラビア数字を使用して呼ばれる（例え
ば、ｈｓＨＡＳ１、ｈｓＨＡＳ２、ｈｓＨＡＳ３）。
【００１２】
　合成ヒアルロン酸分子を細胞質膜を横切って細胞周囲の媒体に移送する機序は、まだ十
分には解明されていない。初期の仮説では、細胞膜を越える輸送はヒアルロン酸合成酵素
自体によってもたらされると想定された。しかし、より近年の結果では、細胞質膜を横切
るヒアルロン酸分子の輸送は、この作用を担う輸送タンパク質によるエネルギー依存性の
輸送によって行われることが示されている。したがって、ストレプトコッカス株は、活性
輸送タンパク質の合成を阻害する変異によって作成された。これらの株が合成するヒアル
ロン酸は、対応する野生型細菌株よりも低かった（Ouskovaら，2004, Glycobiology 14(1
0), 931-938）。ヒト線維芽細胞では、公知の輸送タンパク質を特異的に阻害する薬剤を
用いて、ヒアルロン酸産生量およびヒアルロン酸合成酵素活性の両方を低減できることが
実証できた（PrehmおよびSchumacher, 2004, Biochemical Pharmacology 68, 1401-1410
）。ヒアルロン酸を輸送できる輸送タンパク質が植物中に、仮に存在するとして、どのよ
うな量で存在するかは不明である。
【００１３】
　ヒアルロン酸には独特の特性があるので、例えば、薬学、美容業界などの様々な分野、
食物および食餌の製造、技術的応用（例えば滑沢剤として）等において、適用の可能性は
豊かである。現在、ヒアルロン酸が使用されている最も重要な適用例は、医療および美容
分野にある（参照、例えば、Lapcikら，1998, Chemical Reviews 98(8), 2663-2684, Goa
およびBenfield, 1994, Drugs 47(3),536-566）。
【００１４】
　医療分野では、現在、ヒアルロン酸含有製品は、関節症の関節内治療に、および眼手術
に使用される眼薬に使用されている。ヒアルロン酸はまた、競走馬の関節疾患の治療に使
用される。さらに、ヒアルロン酸は数種の鼻科薬剤の成分であり、それら薬剤は例えば点
眼および点鼻の形態で乾燥粘膜を湿潤するのに役立つ。ヒアルロン酸を含む注射液は、鎮
痛薬および抗リウマチ薬として使用される。ヒアルロン酸、または誘導体化させたヒアル
ロン酸を含むパッチは創傷治癒に使用される。皮膚薬として、ヒアルロン酸含有ゲルイン
プラントは、形成外科で皮膚変形を修正するために使用されている。
【００１５】
　薬理学的適用に当たっては、高分子量ヒアルロン酸を使用するのが好ましい。
【００１６】
　美容医薬では、ヒアルロン酸調製物は、最も好適な皮膚充填物質の一つである。ヒアル
ロン酸を注射することによって、限られた期間内、小皺を伸ばし、または唇の容量を増や
すことができる。
【００１７】
　化粧品では、ヒアルロン酸は、その高保水能力の点で保湿剤として、特にスキンクリー
ムおよびローションに使用されることが多い。
【００１８】
　さらに、ヒアルロン酸含有調製物は、いわゆる栄養補助食品（食品サプリメント）とし
て販売されており、これらは、動物（例えば、イヌ、ウマ）での関節症の予防および緩和
にも使用することができる。
【００１９】
　市販を目的として使用されるヒアルロン酸は、現在、動物組織（雄鶏のトサカ）から単
離され、または細菌培養物を使用し発酵により調製される。
【００２０】
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　米国特許第４，１４１，９７３号は、雄鶏のトサカから、または別法として臍帯からヒ
アルロン酸を単離する方法について記載している。動物組織（例えば、雄鶏のトサカ、臍
帯）は、ヒアルロン酸に加えて、さらに硫酸コンドロイチン、デルマタン硫酸、ケラタン
硫酸、ヘパラン硫酸、およびヘパリンなど、ヒアルロン酸に関する別のムコ多糖も含む。
さらに、動物は、ヒアルロン酸に特異的に結合するタンパク質（ヒアルアドヘリン）であ
って、その生物体での最も多様な機能、例えば、肝臓でのヒアルロン酸の分解、細胞移動
のリーディング構造としてのヒアルロン酸の機能、エンドサイトーシスの調節、細胞表面
上へのヒアルロン酸の固定、またはヒアルロン酸網の形成などに必要なタンパク質を含む
（Turley, 1991, Adv Drug Delivery Rev 7, 257 ff.; LaurentおよびFraser, 1992, FAS
EB J. 6, 183 ff.; StamenkovicおよびAruffo, 1993, Methods Enzymol. 245, 195 ff; K
nudsonおよびKnudson, 1993, FASEB 7, 1233 ff.）。
【００２１】
　細菌によるヒアルロン酸産生に使用されるストレプトコッカス株は完全に病原性の細菌
である。培養中にも、これらの細菌は、（発熱性）外毒素および溶血素（ストレプトリシ
ン、特にα－およびβ－溶血素）を産生し培地中に放出する（Kilian, M.: Streptococcu
s and Enterococcus. In: Medical Microbiology. Greenwood, D.; Slack, RCA; Peuther
er, J.F. (Eds.). 第１６章. Churchill Livingstone, Edinburgh, UK: pp. 174-188, 20
02, ISBN 0443070776）。これにより、ストレプトコッカス株を用いて調製されたヒアル
ロン酸の精製単離がより困難になる。特に、医薬的適用については、調製物中に外毒素お
よび溶血素が存在することは問題である。
【００２２】
　米国特許第４，８０１，５３９号は、突然変異させた細菌株ストレプトコッカスズーエ
デミクス（Streptococcus zooedemicus）の発酵によるヒアルロン酸の調製について記載
している。使用された変異誘発細菌株は、もはやβ－溶血素を合成しない。得られた収量
は、培養物１Ｌ当たりヒアルロン酸３．６ｇであった。
【００２３】
　欧州特許第０６９４６１６号は、ストレプトコッカスズーエデミクスまたはストレプト
コッカスエキ（Streptococcus equi）を培養する方法について記載しており、その際、使
用する培養条件下では、ストレプトリシンは合成されず、ヒアルロン酸の合成量が増加す
る。得られた収量は、培養物１Ｌ当たりヒアルロン酸３．５ｇであった。
【００２４】
　培養中、ストレプトコッカス株は、培地中に酵素ヒアルロニダーゼを放出し、その結果
、この産生系でも、精製中にその分子量が減少する。ヒアルロニダーゼ陰性ストレプトコ
ッカス株の使用、または培養中にヒアルロニダーゼの産生を阻害するヒアルロン酸産生法
の使用は、米国特許第４，７８２，０４６号に記載されている。得られた収量は、培養物
１Ｌ当たりヒアルロン酸２．５ｇまでであり、得られた最大平均分子量は３．８×１０６

Ｄａであり、分子量分布は２．４×１０６～４．０×１０６であった。
【００２５】
　米国特許第２００３０１７５９０２号および国際公開公報第０３０５４１６３号は、枯
草菌のストレプトコッカスエキシミリス（Streptococcus equisimilis）のヒアルロン酸
合成酵素の異種発現を利用するヒアルロン酸の調製について記載している。十分な量のヒ
アルロン酸を産生するためには、ヒアルロン酸合成酵素の異種発現に加えて、バシラス細
胞中でのＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼを同時発現させる必要がある。米国特許第
２００３０１７５９０２号および国際公開公報第０３０５４１６３号は、枯草菌を用いる
産生で得られたヒアルロン酸の絶対量については述べていない。得られた最大平均分子量
は約４．２×１０６であった。しかし、この平均分子量は組換えバシラス株についてのみ
得られたが、その際、ａｍｙＱプロモーターの制御下で枯草菌ゲノムに、ストレプトコッ
カスエキシミリスから得たヒアルロン酸合成酵素遺伝子をコードする遺伝子、および枯草
菌から得たＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼをコードする遺伝子を組み込み、同時に
枯草菌内在性（チトクロムＰ４５０オキシダーゼをコードする）ｃｘｐＹ遺伝子を不活化
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させた。
【００２６】
　国際公開公報第０５０１２５２９号は、クロレラに感染するウイルスから得たヒアルロ
ン酸合成酵素をコードする核酸分子を使用する、形質転換した遺伝子導入タバコ植物の調
製について記載している。国際公開公報第０５０１２５２９号では、タバコ植物を形質転
換するために、一方でクロレラウイルス株ＣＶＨ１１のヒアルロン酸合成酵素をコードす
る核酸配列と、他方でクロレラウイルス株ＣＶＫＡ１のヒアルロン酸合成酵素をコードす
る核酸配列を使用した。ヒアルロン酸の合成は、クロレラウイルス株ＣＶＫＡ１から単離
したヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸配列により形質転換した植物でのみ実証する
ことができた。クロレラウイルス株ＣＶＨ１１から単離したヒアルロン酸合成酵素をコー
ドする核酸配列により形質転換したタバコ植物では、対応する遺伝子導入植物でヒアルロ
ン酸の合成を検出することはできなかった。国際公開公報第０５０１２５２９号では、ヒ
アルロン酸を産生する遺伝子導入タバコ植物だけから合成したヒアルロン酸量は、測定し
た容量１ｍＬ当たりヒアルロン酸約４．２μｇと記載されており、これは、問題の実験を
実施するための説明を考慮すると、新鮮植物材料重量１ｇ当たり産生されたヒアルロン酸
は、多くてもおよそ１２μｇの量に相当する。
【００２７】
　ヒアルロン酸合成酵素は、出発物質であるＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンとＵＤＰ
－グルクロン酸のヒアルロン酸合成を触媒する。記載した両出発物質は植物細胞中に存在
する。
【００２８】
　植物細胞では、ＵＤＰ－グルクロン酸は、アスコルビン酸合成の複数の可能な経路の一
経路における代謝産物として（Lorenceら，2004, Plant Physiol 134, 1200-1205）、そ
してペクチンおよびヘミセルロースという細胞壁成分を合成するための中心的な代謝産物
として役立つが、これらの細胞壁成分は植物細胞の小胞体で合成されるものである（Reit
er, 1998, Plant Physiol Biochem 36(1), 167-176）。最も重要であり、最も頻繁に発生
するペクチンモノマーは、Ｄ－ガラクツロン酸であり（2004, H. W. Heldt in "Plant Bi
ochemistry", 第３版, Academic Press, ISBN 0120883910）、これはＵＤＰ－グルクロン
酸を使用して合成される。さらに、とりわけ、ＵＤＰ－グルクロン酸を使用し、ヘミセル
ロースおよびペクチンを合成するための代謝産物であるＵＤＰ－キシロース、ＵＤＰ－ア
ラビノース、ＵＤＰ－ガラクトロン酸、およびＵＤＰ－アピオースを合成することも可能
である（Seitzら，2000, Plant Journal, 21(6), 537-546）。植物細胞では、とりわけ、
ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨによってＵＤＰ－グルコースをＵＤＰ－グルクロン酸に変換する工
程を含むヘキソース－リン酸代謝、あるいはグルクロン酸１－リン酸ウリジリルトランス
フェラーゼによって、グルクロン酸１－リン酸をＵＤＰ－グルクロン酸に変換する工程を
含む酸化的ミオイノシトール代謝によって、ＵＤＰ－グルクロン酸を合成することができ
る。グルクロン酸を合成するための両代謝経路は、シロイヌナズナ植物の異なる組織／発
生段階で、互いに独立して、そして交互に存在すると思われる（Seitzら，2000, Plant J
ournal 21(6), 537-546）。ＵＤＰ－グルクロン酸の合成に向けて記載された２つの代謝
経路（ヘキソースリン酸または酸化的ミオイノシトール代謝）のそれぞれの貢献について
はまだ解明されていない（Karkonen, 2005, Plant Biosystems 139(1), 46-49）。
【００２９】
　酵素ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨは、ＵＤＰ－グルコースのＵＤＰ－グルクロン酸への変換を
触媒する。Samacら（2004, Applied Biochemistry and Biotechnology 113-116, Humana 
Press, Editor Ashok Mulehandani, 1167-1182）は、植物の茎中のペクチン含有量を増大
させるために、アルファルファの師部細胞中で大豆から得たＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨを過剰
発現させることについて記載している。対応する野生植物と比較して、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－
ＤＨ活性は、２００％を超えて増大したが、対応する植物によって産生されるペクチン量
は、その対応する野生植物によって産生されるペクチン量よりも少なかった。問題の遺伝
子導入植物の細胞壁画分中のキシロースおよびラムノースモノマーの量は増大したが、他
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方でその細胞壁画分中のマンノースモノマーの量は低減した。
【００３０】
　アラビドシス（Arabidosis）植物でＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨを構成的に過剰発現させると
、その対応する野生植物と比較して問題の植物の異常な生長をもたらし、萎縮表現型がも
たらされた。対応する植物の細胞壁画分では、その対応する野生植物と比較して、マンノ
ースおよびガラクトースの量が増大し、キシロース、アラビノース、およびウロン酸の量
が減少した（Roman, 2004, "Studies on The Role of UDP-Glc-DH in Polysaccharide Bi
osynthesis", 博士論文, Acta Universitatis Upsaliensis, ISBN 91-554-6088-7, ISSN 
0282-7476）。すなわち、これらの結果は、対応する遺伝子導入植物の細胞壁画分で、マ
ンノース量が減少しキシロース量が増大したことを検出したＳａｍａｃらの結果と少なく
とも部分的に矛盾している（2004, Applied Biochemistry and Biotechnology 113-116, 
Humana Press, Editor Ashok Mulehandani, 1167-1182）。
【００３１】
　植物細胞でのＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンの合成について、国際公開公報第９８
３５０４７号が、代謝産物Ｎ－アセチルグルコサミン、Ｎ－アセチルグルコサミン－６－
リン酸、Ｎ－アセチルグルコサミン１－リン酸の形成を伴う、数段回の連続的酵素触媒反
応工程によって、グルコサミンをＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンに転換する代謝経路
について記載している。代替の代謝経路は、フルクトース６－リン酸とグルタミンからグ
ルコサミン－６－リン酸を得る反応を含み、グルコサミン－６－リン酸は、続いて数段回
の連続的酵素触媒反応工程で、代謝産物であるグルコサミン１－リン酸およびＮ－アセチ
ルグルコサミン１－リン酸を形成しながら、ＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンに転換さ
れる。フルクトース６－リン酸とグルタミンのグルコサミン－６－リン酸への変換は、グ
ルタミン：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性を有する
タンパク質が触媒する（Mayerら，1968, Plant Physiol. 43, 1097-1107）。
【００３２】
　国際公開公報第００１１１９２号は、２－アミノ－無水グルコース分子を有する植物で
、カチオン化澱粉を合成することを目的とし、遺伝子導入コーン植物において、ＧＦＡＴ
酵素活性を有するタンパク質をコードするコーンの核酸分子を胚乳特異的に過剰発現させ
ることについて記載している。記載された代謝経路は、国際公開公報第００１１１９２号
の記載によれば、結果的に２－アミノ－無水グルコースが澱粉中に組み込まれるので、こ
の経路にはとりわけ澱粉合成酵素および／またはグリコーゲン合成酵素によるＵＤＰ－グ
ルコサミンの澱粉中への取り込みが含まれる。遺伝子導入コーンでは色素体シグナルペプ
チドと翻訳的に融合しＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分子が
過剰に発現したので、問題の遺伝子導入コーンの植物胚乳から得た粉末中に検出されるＵ
ＤＰ－グルコサミンの量が増大したと記載されている。シグナルペプチドなしでＧＦＡＴ
（酵素）活性を有するタンパク質が発現した場合には、コーン胚乳組織から得た対応する
粉末中に検出されるグルコサミン１－リン酸の量は増大した。遺伝子導入植物では、カチ
オン化澱粉は検出できなかった。
【００３３】
　細菌株の発酵によるヒアルロン酸の生産は、高価な制御培養条件下で密封した滅菌容器
中で細菌を発酵しなければならないので費用がかかる（参照、例えば、米国特許第４，８
９７，３４９号）。さらに、細菌株の発酵によって産生できるヒアルロン酸量は、いずれ
の場合にもその場の産生施設によって制限される。ここで、物理的法則の結果として発酵
槽は、極端に大きな培養容量では建造できないことも考慮しなければならない。ここでは
、外側から中に供給する物質（例えば、細菌に必須の栄養分供給源、ｐＨ調節試薬、酸素
）と、効率的産生に必要な培地との均質な混合ついて特に説明しているようであるが、こ
れは、仮に可能であったとしても、大型の発酵槽で莫大な技術的費用をかけたときしか確
実に行うことができない。
【００３４】
　動物体からのヒアルロン酸の精製は複雑である。動物組織中にヒアルロン酸に特異的に
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結合する他のムコ多糖およびタンパク質が存在するためである。患者に動物性タンパク質
によって汚染されたヒアルロン酸含有医薬調製物を使用すると、特に、患者が動物性タン
パク質に対してアレルギー性である場合（例えば、ニワトリの卵白）、望ましくない身体
免疫反応が生じる恐れがある（米国特許第４，１４１，９７３号）。さらに、動物組織か
ら得られる満足できる質および純度のヒアルロン酸量（収量）は低く（雄鶏のトサカ：０
．０７９％ｗ／ｗ、欧州特許第０１４４０１９号、米国特許第４，７８２，０４６号）、
従って多量の動物組織を処理する必要がある。動物組織からヒアルロン酸を単離する際の
別の問題は、精製中、動物組織はヒアルロン酸分解酵素（ヒアルロニダーゼ）も含むので
、ヒアルロン酸の分子量が減少することにある。
【００３５】
　記載したヒアルロニダーゼと外毒素に加えて、ストレプトコッカス株が、薬理学的産生
物中に存在すると、患者の健康状態を危険にさらすエンドトキシンも産生される。科学研
究では、市販されているヒアルロン酸含有医薬製品にすら、検出可能な量の細菌性エンド
トキシンが含まれることが示された（Dickら，2003, Eur J Opthalmol. 13(2), 176-184
）。ストレプトコッカス株を用いて産生されたヒアルロン酸の別の欠点は、単離したヒア
ルロン酸の分子量が、雄鶏のトサカから単離したヒアルロン酸の分子量より小さいことで
ある（Lapcikら，1998, Chemical Reviews 98(8), 26632684）。米国特許第２００３０１
３４３９３号は、特別に強化したヒアルロン酸カプセル（スーパーカプセル化）を合成す
るヒアルロン酸を産生するためのストレプトコッカス株の使用について記載している。発
酵後に単離したヒアルロン酸の分子量は９．１×１０６Ｄａであった。しかし、収量は１
Ｌ当たりわずか３５０ｍｇであった。
【００３６】
　細菌による発酵または動物組織からの単離によるヒアルロン酸産生の短所の幾つかは、
遺伝子導入植物を使用してヒアルロン酸を産生することによって回避できるが、遺伝子導
入植物を使用し産生できる現在実現しているヒアルロン酸量は、比較的多量のヒアルロン
酸を産生するためには、培養下、比較的大きな面積が必要である。さらに、ヒアルロン酸
含有量が少ない植物からヒアルロン酸を単離しまたは精製するためには、ヒアルロン酸含
有量が高い植物から単離しまたは精製するよりも、相当に複雑であり費用がかかる。
【００３７】
　ヒアルロン酸は珍しい特性を有するが、それが希少であり高価であるために、仮にあっ
たとしても、工業的適用に使用されることは滅多にない。
【００３８】
　従って、本発明の目的は、十分な量および質でヒアルロン酸を供給することができ、か
つ工業的適用および食物や食餌の分野での適用にさえも、ヒアルロン酸を提供できるよう
にする手段および方法を提供することである。
【００３９】
　この目的は、特許請求の範囲に記載した実施態様によって実現される。
【００４０】
　すなわち、本発明は、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子がゲノム中に安定し
て組み込まれている遺伝子改変型植物細胞または遺伝子改変型植物であって、該植物細胞
または該植物においてさらに、グルタミン：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェ
ラーゼ（ＧＦＡＴ）活性を有するタンパク質の活性ならびにＵＤＰ－グルコースデヒドロ
ゲナーゼ（ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ）活性を有するタンパク質の活性が、対応する遺伝子非
改変型野生植物細胞または遺伝子非改変型野生植物に比較して増大している遺伝子改変型
植物細胞または遺伝子改変型植物に関する。
【００４１】
　ここで、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物の遺
伝子改変とは、遺伝子改変の結果として植物細胞または植物にヒアルロン酸合成酵素をコ
ードする核酸分子が安定に組み込まれ、かつ該遺伝子改変型植物細胞または遺伝子改変型
植物においてＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質の活性ならびにＵＤＰ－Ｇｌｃ－



(10) JP 2009-509557 A 2009.3.12

10

20

30

40

50

ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質の活性が、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞ま
たは遺伝子非改変型野生植物に比較して増大することである。
【００４２】
　本発明において、「野生植物細胞」という用語は、本発明による遺伝子改変型植物細胞
を調製するための出発物質として役立つ植物細胞を意味すると理解され、すなわちそれら
植物細胞の遺伝子情報は、本発明による遺伝子改変型植物細胞の遺伝子情報に対応させる
と、遺伝子改変が導入されその結果としてヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子が
安定に組み込まれ、かつＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活性およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－
ＤＨ活性を有するタンパク質の活性が増大する遺伝子改変点が異なる。
【００４３】
　本発明において、「野生植物」という用語は、本発明による遺伝子改変型植物を調製す
るための出発物質として役立つ植物を意味すると理解され、すなわちそれら植物の遺伝子
情報は、本発明による遺伝子改変型植物の遺伝子情報に対応させると、遺伝子改変が導入
されその結果としてヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子が安定に組み込まれ、か
つＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活性およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタン
パク質の活性が増大する遺伝子改変点が異なる。
【００４４】
　本発明において、「対応する」という用語は、複数の対象を比較する場合、互いに比較
する問題の対象は同じ条件下に置かれたことを意味する。本発明の状況において、野生植
物細胞または野生植物と関連して、「対応する」という用語は、互い比較する植物細胞ま
たは植物が同じ培養条件下で培養されたことを意味し、同じ（培養）齢を有することを意
味する。
【００４５】
　本発明において、「ヒアルロン酸合成酵素」（ＥＣ２．４．１．２１２）という用語は
、基質であるＵＤＰ－グルクロン酸（ＵＤＰ－ＧｌｃＡ）とＮ－アセチルグルコサミン（
ＵＤＰ－ＧｌｃＮＡｃ）からヒアルロン酸を合成するタンパク質を意味すると理解された
い。ヒアルロン酸合成は、以下の反応スキームに従って触媒される。
　　　ｎＵＤＰ－ＧｌｃＡ＋ｎＵＤＰ－ＧｌｃＮＡｃ→β－１，４－［ＧｌｃＡ－β－１
，３－ＧｌｃＮＡｃ］ｎ＋２ｎＵＤＰ
【００４６】
　ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子および対応するタンパク質の配列は、とり
わけ、以下の生物体について記載されている。ウサギ（アナウサギ（Oryctolagus cunicu
lus））ｏｃＨａｓ２（ＥＭＢＬ ＡＢ０５５９７８．１、米国特許第２００３０２３５８
９３号）、ｏｃＨａｓ３（ＥＭＢＬ ＡＢ０５５９７９．１、米国特許第２００３０２３
５８９３号）；ヒヒ（アヌビスヒヒ（Papio anubis））ｐａＨａｓ１（ＥＭＢＬ ＡＹ４
６３６９５．１）；カエル（アフリカツメガエル（Xenopus laevis））ｘｌＨａｓ１（Ｅ
ＭＢＬ Ｍ２２２４９．１、米国特許第２００３０２３５８９３号）、ｘｌＨａｓ２（Ｄ
Ｇ４２）（ＥＭＢＬ ＡＦ１６８４６５．１）、ｘｌＨａｓ３（ＥＭＢＬ ＡＹ３０２２５
２．１）；ヒト（Homo sapiens）ｈｓＨＡＳ１（ＥＭＢＬ Ｄ８４４２４．１、米国特許
第２００３０２３５８９３号）、ｈｓＨＡＳ２（ＥＭＢＬ Ｕ５４８０４．１、米国特許
第２００３０２３５８９３号）、ｈｓＨＡＳ３（ＥＭＢＬ ＡＦ２３２７７２．１、米国
特許第２００３０２３５８９３号）；マウス（Mus musculus）、ｍｍＨａｓ１（ＥＭＢＬ
 Ｄ８２９６４．１、米国特許第２００３０２３５８９３号）、ｍｍＨＡＳ２（ＥＭＢＬ 
Ｕ５２５２４．２、米国特許第２００３０２３５８９３号）、ｍｍＨａｓ３（ＥＭＢＬ 
Ｕ８６４０８．２、米国特許第２００３０２３５８９３号）；ウシ（ボスタウルス（Bos 
taurus））ｂｔＨａｓ２（ＥＭＢＬ ＡＪ００４９５１．１、米国特許第２００３０２３
５８９３号）；ニワトリ（Gallus gallus）ｇｇＨａｓ２（ＥＭＢＬ ＡＦ１０６９４０．
１、米国特許第２００３０２３５８９３号）；ラット（ドブネズミ（Rattus norvegicus
））ｒｎＨａｓ１（ＥＭＢＬ ＡＢ０９７５６８．１、Itanoら，2004, J. Biol. Chem. 2
79(18) 18679-18678）、ｒｎＨａｓ２（ＥＭＢＬ ＡＦ００８２０１．１）；ｒｎＨａｓ
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３（ＮＣＢＩ ＮＭ＿１７２３１９．１、Itanoら，2004, J. Biol. Chem. 279(18) 18679
-18678）、ウマ（Equus caballus）ｅｃＨＡＳ２（ＥＭＢＬ ＡＹ０５６５８２．１、Ｇ
Ｉ：２３４２８４８６）、ブタ（ミニブタ（Sus scrota））ｓｓｃＨＡＳ２（ＮＣＢＩ 
ＮＭ＿２１４０５３．１、Ｇ１：４７５２２９２１）、ｓｓｃＨａｓ３（ＥＭＢＬＡＢ１
５９６７５）、ゼブラフィッシュ（Danio rerio）ｂｒＨａｓ１（ＥＭＢＬ ＡＹ４３７４
０７）、ｂｒＨａｓ２（ＥＭＢＬ ＡＦ１９０７４２．１）ｂｒＨａｓ３（ＥＭＢＬ ＡＦ
１９０７４３．１）；パストツレラムルトシダ（Pasteurella multocida）ｐｍＨａｓ（
ＥＭＢＬ ＡＦ０３６００４．２）；化膿レンサ球菌（Streptococcus ｐｙｏｇｅｎｅｓ
）ｓｐＨａｓ（ＥＭＢＬ、Ｌ２０８５３．１、Ｌ２１１８７．１、米国特許第６，４５５
，３０４号、米国特許第２００３０２３５８９３号）；ストレプトコッカスエキ（Strept
ococcus equis）ｓｅＨａｓ（ＥＭＢＬ ＡＦ３４７０２２．１、ＡＹ１７３０７８．１）
、ストレプトコッカス　ウベリス（Streptococcus uberis）ｓｕＨａｓＡ（ＥＭＢＬ Ａ
Ｊ２４２９４６．２、米国特許第２００３０２３５８９３号）、ストレプトコッカスエキ
シミリス（Streptococcus equisimilis）ｓｅｑＨａｓ（ＥＭＢＬ ＡＦ０２３８７６．１
、米国特許第２００３０２３５８９３号）；スルホロブスソルファタリクス（Sulfolobus
 solfataricus）ｓｓＨＡＳ（米国特許第２００３０２３５８９３号）、スルホロブスト
コダイイ（Sulfolobus tokodaii）ｓｔＨａｓ（ＡＰ０００９８８．１）、ミドリゾウリ
ムシ（Paramecium bursaria）クロレラウイルス１、ｃｖＨＡＳ（ＥＭＢＬ Ｕ４２５８０
．３、１３１３４２５８０、米国特許第２００３０２３５８９３号）。
【００４７】
　本発明において、「ＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼ（ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ）」
（Ｅ．Ｃ．１．１．１．２２）という用語は、ＵＤＰ－グルコース（ＵＤＰ－Ｇｌｃ）と
ＮＡＤ＋からＵＤＰ－グルクロン酸（ＵＤＰ－ＧｌｃＡ）とＮＡＤＨを合成するタンパク
質を意味すると理解されたい。この触媒作用は、以下の反応スキームに従って進行する。
　　　ＵＤＰ－Ｇｌｃ＋２ＮＡＤ＋→ＵＤＰ－ＧｌｃＡ＋２ＮＡＤＨ
【００４８】
　本発明において、「グルタミン：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（
ＧＦＡＴ）」（Ｅ．Ｃ．２．６．１．１６）という用語は、専門書ではグルコサミン合成
酵素とも言い、出発物質であるグルタミンとフルクトース６－リン酸（Ｆｒｕｃ－６－１
３）からグルコサミン－６－リン酸（ＧｌｃＮ－６－Ｐ）を合成するタンパク質を意味す
ると理解されたい。この触媒作用は、以下の反応スキームに従って進行する。
　　　グルタミン＋Ｆｒｕｃ－６－Ｐ→ＧｌｃＮ－６－Ｐ＋グルタマート
【００４９】
　特に、動物体で、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質の異なる２種のイソ形が実
証された（その文献では、それぞれ、ＧＦＡＴ－１およびＧＦＡＴ－２と称した）。Huら
，(2004), J. Biol. Chem. 279(29), 29988-29993は、マウス由来のそれぞれのタンパク
質の差異について記載している。つまり、グルタミン：フルクトース６－リン酸アミドト
ランスフェラーゼ－１（ＧＦＡＴ－１）、グルタミン：フルクトース６－リン酸アミドト
ランスフェラーゼ－２（ＧＦＡＴ－２）の（酵素）活性を有する問題のタンパク質の組織
特異的発現における差異に加えて、ＣＡＭＰ依存性タンパク質キナーゼによるリン酸化に
よって両イソ型を調節できることが示された。問題のアミド酸配列の、保存されたセリン
残基（マウスＧＦＡＴ－１のセリン２０５、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号：ＡＦ３
３４７３６．１）がリン酸化することによって、ＧＦＡＴ（酵素）活性－１を有するタン
パク質の活性は阻害されるが、問題のアミノ酸配の、保存されたセリン残基（マウスＧＦ
ＡＴ－２のセリン２０２、ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号：ＮＭ＿０１３５２９）が
リン酸化することによって、ＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質の活性は増大する。Ｇ
ＦＡＴ－１活性を有するタンパク質とＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質は両方とも、
ＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンにより濃度依存方式で阻害されるが、ＵＤＰ－Ｎ－ア
セチルグルコサミンによる阻害は、ＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質（ＵＤＰ－Ｎ－
アセチルグルコサミンによる最大の活性減少、約１５％）の方が、ＧＦＡＴ－１活性を有
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するタンパク質（ＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンによる最大の活性減少、約５１％ま
たは８０％）に比べて小さい。動物体におけるＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質の阻
害は、高濃度ＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンでは、問題のタンパク質のＯ－グルコー
ス－Ｎ－アセチルグルコサミンの糖鎖形成があるという事実に基づくという示唆がある。
Ｏ－糖鎖形成によるタンパク質活性の調節が植物細胞で行われるどうかは、まだ十分に解
明されていない（HuberおよびHardin, 2004, Current Opinion in Plant Biotechnology 
7, 318-322）。
【００５０】
　本発明において、「グルタミン：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ－
１（ＧＦＡＴ－１）」という用語は、ＧＦＡＴ活性を有し、ＣＡＭＰ依存性タンパク質キ
ナーゼによるリン酸化によって、その活性が阻害されるタンパク質を意味すると理解され
たい。
【００５１】
　本発明において、「グルタミン：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ－
２（ＧＦＡＴ－２）」という用語は、ＧＦＡＴ活性を有し、ＣＡＭＰ依存性タンパク質キ
ナーゼによるリン酸化によって活性化されるタンパク質を意味すると理解されたい。
【００５２】
　本発明において、「グルタミン：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（
ＧＦＡＴ）」という用語は、ＧＦＡＴ活性を有する全てのタンパク質を含む包括的用語と
して使用される。従って、それらだけには限らないが、文献中で、「グルタミン：フルク
トース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ－１（ＧＦＡＴ－１）」または「グルタミン
：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ－２（ＧＦＡＴ－２）」と称するタ
ンパク質もさらに含まれる。
【００５３】
　本発明において、「ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質の活性の増大」という用
語は、細胞中で、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする内在性遺伝子の発現が増
大すること、および／またはＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする転写産物の量
が増大すること、および／またはＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の量が増大すること、
ならびに／あるいは細胞中でＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の酵素活性が増大すること
を意味する。
【００５４】
　本発明において、「ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質の活性の増
大」という用語は、細胞中で、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードす
る内在性遺伝子の発現が増大すること、および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有す
るタンパク質をコードする転写産物の量が増大すること、および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ
－ＤＨ活性を有するタンパク質の量が増大すること、ならびに／あるいは細胞中でＵＤＰ
－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の酵素活性が増大することを意味する。
【００５５】
　本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物は、いずれの
場合にも上記条件の少なくとも一つに合致し、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質
およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質の、タンパク質酵素活性が
増大することを意味する。
【００５６】
　発現の増大は、例えば、ノーザンブロット分析またはＲＴ－ＰＣＲにより、例えば、Ｇ
ＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする転写産物の量、またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ
活性を有するタンパク質をコードする転写産物の量を測定することによって定量できる。
ここで、増大は、好ましくは転写産物の量が、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞また
は遺伝子非改変型野生植物と比較して、少なくとも５０％、特に少なくとも７０％、好ま
しくは少なくとも８５％、特に好ましくは少なくとも１００％増大することを意味する。
ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする転写産物、またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活
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性を有するタンパク質をコードする転写産物の量が増大するとは、ＧＦＡＴ活性を有する
タンパク質をコードする転写産物および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタン
パク質をコードする転写産物を検出可能な量で有しない植物または植物細胞が、本発明に
よる遺伝子改変の後に、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする転写産物および／
またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする転写産物を検出可能な
量で有することをも意味する。
【００５７】
　ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質
の量が増大すると、結果として問題の植物細胞でこれらのタンパク質の活性が増大し、例
えば、免疫学的方法、例えば、ウエスタンブロット分析、ＥＬＩＳＡ（酵素免疫測定法：
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay）またはＲＩＡ（ラジオイムノアッセイ）などによ
ってそのタンパク質の量を定量することができる。特定のタンパク質と特異的に反応する
抗体、すなわち、前記タンパク質と特異的に結合する抗体を調製する方法は当業者には公
知である（例えば、LottspeichおよびZorbas (編), 1998, Bioanalytik [Bioanaysis］, 
Spektrum akad. Verlag, Heidelberg, Berlin, ISBN 3-8274-0041-4参照）。いくつかの
企業（例えばEurogentec社、ベルギー）が、オーダーでそのような抗体の調製サービスを
提供している。ここで、好ましくは、タンパク質量の増大とは、ＧＦＡＴ活性を有するタ
ンパク質および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の量が、対応する
遺伝子非改変型野生植物細胞または遺伝子非改変型野生植物と比較して、少なくとも５０
％、特に少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８５％、特に好ましくは少なくとも１
００％増大することを意味する。ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質および／またはＵＤＰ
－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の量が増大するとは、また、検出可能な量のＧＦ
ＡＴ活性を有するタンパク質および／または検出可能なＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有す
るタンパク質の活性を有しない植物または植物細胞が、本発明による遺伝子改変の後に、
検出可能な量のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質および／または検出可能な量のＵＤＰ－
Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質を有することを意味する。
【００５８】
　植物抽出液中のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活性の増大は、例えば、Samacら，(
2004, Applied Biochemistry and Biotechnology 113-116, Humana Press, Editor Ashok
 Mulehandani, 1167-1182, ISSN 0273-2289)に記載されている、当業者には公知の方法に
よって定量することができる。ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活性量の好ましい定量
法を一般的方法の第６項に示す。
【００５９】
　植物抽出液中のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性の増大は、例えば
、国際公開公報第００１１１９２号に記載されている、当業者には公知の方法を使用し記
載することができる。ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性量の好ましい
定量法を一般的方法の第７項に示す。
【００６０】
　対応する遺伝子非改変型野生植物細胞または遺伝子非改変型野生植物と比較して、ＧＦ
ＡＴ活性を有するタンパク質またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の（酵
素）活性量が増大するとは、好ましくは、そのようなタンパク質の活性が、少なくとも５
０％、好ましくは少なくとも７０％、特に好ましくは少なくとも８５％、特に好ましくは
少なくとも１００％増大することを意味する。ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質および／
またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の（酵素）活性の量が増大するとは
、また、検出可能な量のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質、および／または検出可能なＵ
ＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性を有しない植物または植物細胞が、本
発明による遺伝子改変の後に、検出可能な量のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質、および
／または検出可能な量のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質を有することを意
味する。
【００６１】
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　本発明において、「ゲノム」という用語は、植物細胞中に存在する遺伝物質全体を意味
すると理解されたい。核に加えて、他の区画（例えば、色素体、ミトコンドリア）も遺伝
物質を含むことは当業者には公知である。
【００６２】
　本発明において、「安定して組み込まれている核酸分子」という用語は、植物ゲノムへ
の核酸分子の組込みを意味すると理解されたい。安定して組み込まれている核酸分子は、
対応する組込み部位を複製中、その組込み部位と境界を接する宿主の核酸配列と共に増幅
されることを特徴とし、その結果、複製されたＤＮＡ鎖の組込み部位は、複製マトリック
スとして役立つ読み取り鎖上の核酸配列と同じ核酸配列によって囲まれている。
【００６３】
　植物宿主細胞に核酸分子を安定して組み込む技術は多数入手できる。これらの技術には
、形質転換手段としてアグロバクテリウムツメファシエンス（Agrobacterium tumefacien
s）またはアグロバクテリウムリゾゲネス（Agrobacterium rhizogenes）を使用し、Ｔ－
ＤＮＡによる植物細胞形質転換法、プロトプラスト融合、インジェクション法、ＤＮＡ電
気穿孔法、微粒子銃法によるＤＮＡ導入、およびさらにそれ以上の選択肢が含まれる（"T
ransgenic Plants", Leandro編，Humana Press 2004, ISBN 1-59259-827-7の概説）。
【００６４】
　アグロバクテリウム介在植物細胞形質転換法の使用は詳細に研究され、欧州特許第１２
０５１６号；Hoekema, IN: The Binary Plant Vector System Offsetdrukkerij Kanters 
B.V. Alblasserdam (1985),第５章; Fraleyら，Crit. Rev. Plant Sci. 4, 1-46 and in 
Anら，EMBO J. 4, (1985), 277-287に網羅的に記載されている。ジャガイモの形質転換に
ついては、例えば、Rocha-Sosaら，EMBO J. 8, (1989), 29-33、トマト植物の形質転換に
ついては、例えば、米国特許第５，５６５，３４７号を参照されたい。
【００６５】
　アグロバクテリウム形質転換に基づく、ベクターを使用する単子葉植物の形質転換につ
いても記載されている。（Chanら，Plant Mol. Biol. 22, (1993), 491-506; Hieiら，Pl
ant J. 6, (1994) 271-282; Dengら，Science in China 33, (1990), 28-34; Wilminkら
，Plant Cell Reports 11, (1992), 76-80; Mayら，Bio/Technology 13, (1995), 486-49
2; ConnerおよびDomisse, Int. J. Plant Sci. 153 (1992), 550-555; Ritchieら，Trans
genic Res. 2, (1993), 252-265）。単子葉植物を形質転換する代替系には、微粒子銃手
法を使用する形質転換（WanおよびLemaux, Plant Physiol. 104, (1994), 37-48; Vasil
ら，Bio/Technology 11 (1993), 1553-1558; Ritalaら，Plant Mol. Biol. 24, (1994), 
317-325; Spencerら，Theor. Appl. Genet. 79, (1990), 625-631）、プロトプラスト形
質転換、部分的に透過処理した細胞の電気穿孔法、ガラス繊維を使用するＤＮＡの導入が
ある。特に、コーンの形質転換については、文献に数度記載されている（参照、例えば、
国際公開公報第９５／０６１２８号、欧州特許第０５１３８４９号、欧州特許第０４６５
８７５号、欧州特許第０２９２４３５号；Frommら，Biotechnology 8, (1990), 833-844;
 Gordon-Kammら，Plant Cell 2, (1990), 603-618; Kozielら，Biotechnology 11 (1993)
, 194-200; Morocら，Theor. Appl. Genet. 80, (1990), 721-726）。他の草類、例えば
、アメリカクサキビ（Panicum virgatum）などの形質転換についても記載されている（Ri
chardsら，2001, Plant Cell Reporters 20, 48-54）。
【００６６】
　他の穀物種の好首尾な形質転換についても、例えば、オオムギ（WanおよびLemaux上記
参照；Ritalaら上記参照；Krensら，Nature 296, (1982), 72-74）およびコムギ（Nehra
ら，Plant J. 5, (1994), 285297; Beckerら，1994, Plant Journal 5, 299-307）が記載
されている。上記方法の全てが本発明において適切である。
【００６７】
　従来技術と比較して、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改
変型植物は、ヒアルロン酸合成酵素活性のみを有する植物よりも多量のヒアルロン酸を産
生するという利点がある。ヒアルロン酸含有量が高い植物からヒアルロン酸の単離するこ
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とによって、複雑さが減り、費用効率も高くなるので、これにより、ほとんど費用をかけ
ずにヒアルロン酸を産生できるようになる。さらに、従来技術に記載されている植物と比
較して、本発明による遺伝子改変型植物を使用すると、ヒアルロン酸を産生するのに必要
な培養領域は小さくてよい。これにより、ヒアルロン酸が不足し高価であるために、現在
使用されていない工業への適用にすら、十分な量でヒアルロン酸を提供できるようになる
。ウイルス感染させたクロレラ属植物体は、比較的多量のヒアルロン酸の産生には適切で
はない。ヒアルロン酸の産生では、ウイルス感染藻類は、ヒアルロン酸合成酵素に必要な
遺伝子が、そのゲノムに安定して組み込まれないという欠点があり（Van EttenおよびMei
nts, 1999, Annu. Rev. Microbiol. 53, 447-494）、その結果、ヒアルロン酸を産生する
ためは、ウイルス感染を繰り返さなければならない。従って、所望の質および量のヒアル
ロン酸を継続的に合成する、個々のクロレラ細胞を単離することができない。さらに、ウ
イルス感染クロレラ藻類では、ヒアルロン酸は、限られた時間しか産生されず、ウイルス
による溶解の結果として、藻類は感染からわずか約８時間後に死に至る（Van Ettenら，2
002, Arch Virol 147, 1479-1516）。それに反して、本発明が提供するものは、本発明に
よる遺伝子改変型植物細胞および本発明による遺伝子改変型植物が、無制限に生長増殖し
または性的（sexually）に増殖することができ、かつ継続的にヒアルロン酸を産生すると
いう利点である。
【００６８】
　国際公開公報第０５０１２５２９号に記載されている、ヒアルロン酸合成酵素をコード
する核酸分子を有する遺伝子導入植物は、合成するヒアルロン酸が比較的少量である。そ
れに反して、本発明が提供するものは、本発明による遺伝子改変型植物細胞および本発明
による遺伝子改変型植物が、相当に多量のヒアルロン酸を合成するという利点である。
【００６９】
　従って、本発明は、ヒアルロン酸を合成する、本発明による遺伝子改変型植物細胞また
は本発明による遺伝子改変型植物も提供する。本発明による遺伝子改変型植物細胞または
本発明による遺伝子改変型植物は、植物材料の新鮮重（ＦＷ）１ｇに当たり、ヒアルロン
酸を好ましくは少なくとも１００μｇ、好ましくは少なくとも６００μｇ、特に好ましく
は少なくとも１０００μｇ、特に好ましくは少なくとも１５００μｇを合成する。
【００７０】
　好ましくは、本発明による植物細胞または本発明による植物は、新鮮重１ｇ当たりヒア
ルロン酸を多くても２５０００μｇ、好ましくは新鮮重１ｇ当たりヒアルロン酸を多くて
も２００００μｇ、特に好ましくは新鮮重１ｇ当たりヒアルロン酸を多くても１５０００
μｇ、特に好ましくは新鮮重１ｇ当たりヒアルロン酸を多くても１００００μｇ、主とし
て好ましくは新鮮重１ｇ当たりヒアルロン酸多くても６５００μｇ合成する。
【００７１】
　新鮮重に関して、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型
植物のヒアルロン酸含有量の定量には、一般的方法の第２項に記載する植物材料の検査法
、および一般的方法の第４項に記載するヒアルロン酸量の定量法を使用するのが好ましい
。
【００７２】
　本発明は、植物材料の乾物重（ＤＷ）１ｇ当たり、ヒアルロン酸を少なくとも１０００
μｇ、好ましくは少なくとも２０００μｇ、特に好ましくは少なくとも４０００μｇ、特
に好ましくは少なくとも５０００μｇを合成する、本発明による遺伝子改変型植物細胞ま
たは本発明による遺伝子改変型植物も提供する。乾物重に関して、本発明による遺伝子改
変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物のヒアルロン酸含有量を定量するには
、実施例１３ｋ）に記載した植物材料検査法、および一般的方法の第４項に記載するヒア
ルロン酸量の定量法を使用するのが好ましい。
【００７３】
　ヒアルロン酸は、生長期間を通じて植物組織に蓄積することが観察されている。従って
新鮮重または乾物重に関しては、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による
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遺伝子改変型植物中のヒアルロン酸量は、問題の植物細胞または問題の植物を収穫中、ま
たは収穫する数日（１、２日）前に定量するのが特に好ましい。ここで、さらに加工用に
使用されるヒアルロン酸の量に関しては、特に、植物材料（例えば、塊茎、種子、葉）が
使用される。
【００７４】
　ヒアルロン酸を合成する、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝
子改変型植物は、それらが合成し、その構造が明らかになっているヒアルロン酸を単離す
ることによって同定できる。
【００７５】
　植物組織は、ヒアルロニダーゼを含まないという利点があるので、本発明による遺伝子
改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物中のヒアルロン酸の存在を確認する
には、単純かつ迅速な単離方法を使用することができる。この目的のためには、検査する
植物組織に水を加え、次いで植物組織を機械的に（例えば、ビーズミル、ビーターミル、
ワーリングブレンダー、ジュース抽出器などを用いて）細分する。必要な場合は、続いて
懸濁液にさらに水を加え、次いで細胞片および非水溶性成分を遠心分離しまたは漉して除
去する。次いで、遠心分離後に得られた上清中のヒアルロン酸の存在を、例えば、ヒアル
ロン酸に特異的に結合するタンパク質を使用し実証することができる。ヒアルロン酸に特
異的に結合するタンパク質を用いるヒアルロン酸の検出方法は、例えば、米国特許第５，
０１９，４９８号に記載されている。米国特許第５，０１９，４９８号に記載されている
方法を実施するための試験キットは市販されている（例えば、米国コロラド州Corgenix社
製ヒアルロン酸（ＨＡ）試験キット、製品番号０２９－００１；一般的方法の第４項も参
照のこと）。並行して、得られた遠心分離上清のアリコートを最初にヒアルロニダーゼで
消化し、次いで上記のようにヒアルロン酸に特異的に結合するタンパク質を用いて、ヒア
ルロン酸の存在を確認することもできる。並列バッチ中のヒアルロニダーゼの作用によっ
て、その中に存在するヒアルロン酸は分解されるが、そのために完全消化後には顕著な量
のヒアルロン酸を検出することはもはや不可能である。
【００７６】
　さらに、遠心分離上清中のヒアルロン酸の存在は、他の分析方法、例えば、ＩＲ、ＮＭ
Ｒ、または質量分光法などを使用し確認することもできる。
【００７７】
　既に上述したように、ＵＤＰ－グルクロン酸を合成するために、植物細胞に主として利
用されるのはどちらの代謝経路（ヘキソースリン酸代謝経路または酸化ミオイノシトール
代謝経路）であるか、そして植物組織および／または植物発生期に応じて、両代謝経路に
よってＵＤＰ－グルクロン酸の合成に量的な違いが出るかどうかは解明されていない。さ
らに、遺伝子導入植物中のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨの過剰発現からは、一貫した結果が得ら
れず、そのような手法を採用して細胞壁のペクチン含有量を増大させるという目的を実現
するのは不可能であった。加えて、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性
の調節はＵＤＰ－キシロースによって阻害される。これは、原核生物（Campbellら，1997
, J. Biol. Chem. 272(6), 3416-3422; Schillerら，1973, Biochim. Biophys Acta 293(
1), 1-10）、動物体（Balduiniら，1970, Biochem. J. 120(4), 719-724）、および植物
（Hinterberg, 2002, Plant Physiol. Biochem. 40, 1011-1017）を起源とする関連タン
パク質でどちらも実証された。さらに、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質が
触媒する反応から生じた反応生成物である、グルクロン酸およびＮＡＤＨは、ＧＦＡＴ活
性を有するタンパク質の活性を調節する阻害薬である（Campbellら，1997, J. Biol. Che
m. 272(6), 3416-3422, OrdmanおよびKirkwood, 1977, Biochim Biophys Acta 482(1) 25
-32;TurnerおよびBotha, 2002, Archives of Biochem. Biophys.407, 209-216）。
【００７８】
　色素体シグナルペプチドと翻訳的に融合した、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク
質をコーン中で過剰発現させるとＵＤＰ－グルコサミン含有量が増大し、ＧＦＡＴ（酵素
）活性を有するタンパク質のサイトゾルをコーン中で過剰発現させると、磨砕した胚乳組
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織中のグルコサミン１－リン酸含有量が増大した。しかし、ＵＤＰ－グルコサミンおよび
グルコサミン１－リン酸は、ヒアルロン酸合成酵素によるヒアルロン酸合成の出発物質で
はない。さらに、グルコサミンは、植物細胞に対して細胞毒性作用を有すること（Robert
sら，1971, Plant Physiol. 48, 36-42）、および植物細胞中に比較的高濃度に存在する
場合、それはグルコサミン－６－リン酸に転換されることが知られている。グルコサミン
－６－リン酸も同様に植物細胞に対して有害である（国際公開公報第９８３５０４７号、
米国特許第６，４４４，８７８号）。さらに、ＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンを合成
する、それ以上の代謝経路で形成される代謝産物によって、ＧＦＡＴ活性を有するタンパ
ク質を阻害する方式で調節できることが知られている。真核生物（動物体および植物体）
から単離したＧＦＡＴ活性を有するタンパク質は、例えば、ヒアルロン酸合成酵素の２種
の基質の一種であるＵＤＰ－Ｎ－アセチルグルコサミンによって阻害される（Kornfeld, 
1967, J. Biol. Chem. 242(13), 3135-3141; Graackら，2001, Biochem. J. 360, 401-41
2; Mayerら，1968, Plant Physiol. 43, 1097-1107）。ＧＦＡＴ活性を有する細菌性タン
パク質は、ＧＦＡＴが触媒する反応の直接反応生成物であるグルコサミン－６－リン酸に
よって阻害される（Deng et al., 2005, Metabolic Engineering 7, 201-214）。
【００７９】
　文献には、植物細胞で合成されたヒアルロン酸量を制限しうるいかなる指摘もない。
【００８０】
　従って、驚くべきことに、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子を有し、さらに
ヒアルロン酸合成酵素活性（のみ）を有する遺伝子改変型植物細胞または遺伝子改変型植
物と比較して、ＧＦＡＴ活性が増大しＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性も増大した、遺伝子改変
型植物細胞または遺伝子改変型植物は、顕著に多量のヒアルロン酸を産生することが判明
している。
【００８１】
　好ましい実施態様では、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明に
よる遺伝子改変型植物に関し、その場合、ヒアルロン酸合成酵素活性（のみ）を有する、
遺伝子改変型植物細胞または遺伝子改変型植物と比較して、あるいはヒアルロン酸合成酵
素活性を有するが、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活性が増大しておらず、かつＵＤ
Ｐ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性も増大していない、遺伝子改変型植物細
胞と比較して、または遺伝子改変型植物と比較して、これらはヒアルロン酸量を増大させ
る。
【００８２】
　好ましくは、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物
の植物材料の新鮮重に対するヒアルロン酸産生量は、ヒアルロン酸合成酵素活性（のみ）
を有する、対応する遺伝子改変型植物細胞、または対応する遺伝子改変型植物と比較して
、少なくとも１．５倍、好ましくは少なくとも５倍、特に好ましくは少なくとも７．５倍
、特に好ましくは少なくとも１０倍である。本発明による遺伝子改変型植物細胞または本
発明による遺伝子改変型植物の植物材料の新鮮重に関して、ヒアルロン酸含有量の増大を
定量するためには、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型
植物と、ヒアルロン酸合成酵素活性（のみ）を有する対応する植物細胞または植物とを比
較することが好ましく、その際、植物細胞または植物の同等材料（例えば、葉、塊茎）を
比較すべきであり、この材料を回収した植物細胞または植物は同じ条件下で培養すべきで
あり、匹敵する時齢（発生段階）の植物材料のヒアルロン酸含有量を比較すべきである。
例えば、植物の幼葉と、別の一種または複数の植物の古葉とを比較してはならない。
【００８３】
　本発明において、「ヒアルロン酸合成酵素活性（のみ）を有する植物細胞または植物」
という用語は、遺伝子改変型植物細胞または遺伝子改変型植物を意味すると理解されるが
、ただしその遺伝子改変は、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞または遺伝子非改変型
野生植物と比較すると、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子を含むことに存する
。
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【００８４】
　特に、「ヒアルロン酸合成酵素活性（のみ）を有する植物細胞または植物」は、ヒアル
ロン酸を合成すること、および遺伝子非改変型野生植物細胞または遺伝子非改変型野生植
物中に、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子を導入する以外、追加の遺伝子改変
を含まないことを特徴とする。そのような植物のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活性
は増大せず、かつＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性も増大しないこと
が好ましい。
【００８５】
　植物細胞または植物が産生するヒアルロン酸の量は、例えば、市販の試験キット（例え
ば、米国コロラド州Corgenix社製ヒアルロン酸（ＨＡ）試験キット、製品番号０２９－０
０１）を使用し、既に上記した方法を用いて定量することができる。本発明において、植
物細胞または植物中のヒアルロン酸含有量を定量するのに好ましい方法は、一般的方法の
４に記載する。
【００８６】
　本発明の別の実施態様では、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺
伝子改変型植物は、それぞれ、ヒアルロン酸を合成する、緑色陸生植物の植物細胞または
緑色陸生植物である。
【００８７】
　本発明において、「緑色陸生植物（Embryophyta）」という用語は、Strasburger,『Leh
rbuch der Botanik』（植物学教本）, 第34版, Spektrum Akad. Ved., 1999, (ISBN 3-82
740779-6)に定義されている通りであると理解されたい。
【００８８】
　本発明の好ましい実施態様は、本発明による多細胞植物の遺伝子改変型植物細胞、また
は本発明による多細胞生物の遺伝子改変型植物に関する。従って、本実施態様は、単細胞
植物（原生生物）を起源とするものでも、または原生生物でもない、植物細胞または植物
に関する。
【００８９】
　本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物は、原理的に
は、それぞれ、任意の植物種、すなわち単子葉植物および双子葉植物の植物細胞および植
物であってよい。それらは、作物植物、すなわち、人および動物に食料として与えること
を目的として人が培養する植物、またはバイオマスを生成するための植物、および／また
は技術的工業的用途の物質を調製するための植物（例えば、コーン、イネ、コムギ、アル
ファルファ、ライムギ、カラスムギ、オオムギ、マニオク、ジャガイモ、トマト、アメリ
カクサキビ（Panicum virgatum）、サゴヤシ（sago）、リョクトウ、エンドウマメ、モロ
コシ、ニンジン、ナス、ラディッシュ、アブラナ、大豆、ピーナッツ、キュウリ、カボチ
ャ、メロン、ニラ、ニンニク、キャベツ、ホウレンソウ、サツマイモ、アスパラガス属、
ズッキーニ、レタス、アーティチョーク、スイートコーン、パースニップ、フタナミソウ
、キクイモ、バナナ、サトウダイコン、サトウキビ、ビートの根、ブロッコリー、キャベ
ツ、タマネギ、黄色ビート、タンポポ、イチゴ、リンゴ、アンズ、プラム、モモ、ブドウ
の木、カリフラワー、セロリ、ピーマン、スウェーデンカブ、大黄）であることが好まし
い。特に好ましい植物は、トマトまたはジャガイモ植物である。
【００９０】
　好ましい実施態様では、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明に
よる遺伝子改変型植物に関し、その際、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子は、
ウイルスのヒアルロン酸合成酵素をコードすることを特徴とする。ヒアルロン酸合成酵素
をコードする核酸分子は、藻類に感染するウイルスのヒアルロン酸合成酵素をコードする
のが好ましい。
【００９１】
　藻類に感染するウイルスに関して、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子は、好
ましくはクロレラに感染するウイルスのヒアルロン酸合成酵素をコードし、特に好ましく
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はミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のヒアルロン酸合成酵素、特に好ましくはＨ１
株のミドリゾウリムシのクロレラウイルスのヒアルロン酸合成酵素をコードする。
【００９２】
　さらに好ましい実施態様では、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本
発明による遺伝子改変型植物に関し、その際、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分
子は、ヒアルロン酸合成酵素の起源である生物のヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸
分子のコドンと比較して、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子のコドンが改変さ
れていることを特徴とする。特に好ましくは、ゲノムにそれらのコドンが組み込まれてい
るか、または組み込まれる植物細胞または植物のコドンの使用頻度にコドンが適合するよ
うに、ヒアルロン酸合成酵素のコドンが改変されている。
【００９３】
　遺伝暗号は縮重するので、アミノ酸は、一個または複数のコドンによってコードされて
いてよい。生物ごとにアミノ酸をコードするコドンの使用頻度は異なる。発現させるコー
ディング核酸配列をそのゲノムに組み込もうとする植物細胞または植物において、コーデ
ィング核酸配列のコドンをそのコドンの使用頻度に適合させることは、翻訳されるタンパ
ク質の量の増大、および／または特定の植物細胞または植物中での問題のｍＲＮＡの安定
性に寄与するであろう。問題の植物細胞または植物でのコドンの使用頻度は、当業者なら
ば、可能な限り多くの問題の生物のコーディング核酸配列を検査して、ある種のコドンが
ある種のアミノ酸をコードするのに使用される頻度を求めることによって決定できる。あ
る種の生物のコドンの使用頻度は、当業者には公知であり、コンピュータープログラムを
使用し簡単かつ迅速に決定することができる。適切なコンピュータープログラムは、公的
に利用可能であり、特にインターネット上に無料で提供されている（例えば、http://gcu
a.schoedi.de/; http://www.kazusa.or.jp/codon/; http://www.entelechon.com/eng/cut
analysis.html）。発現させるコーディング核酸配列をそのゲノムに組み込もうとする植
物細胞または植物において、コーディング核酸配列のコドンをそのコドンの使用頻度に適
合させることは、インビトロ変異誘発によって、または好ましくは遺伝子配列を新規に合
成することによって行うことができる。核酸配列を新規に合成する方法は、当業者に公知
である。新規合成は、例えば、個々の核酸オリゴヌクレオチドをまず合成し、これらと、
それに相補的オリゴヌクレオチドとをハイブリダイズし、その結果ＤＮＡ二本鎖が形成さ
れ、次いで所望の核酸配列が得られるように、個々の二本鎖オリゴヌクレオチドを連結す
ることによって実施できる。コドンが使用される頻度をある種の標的生物に適合させる工
程を含む核酸配列の新規合成は、このサービスを提供する企業（例えば、ドイツRegensbu
rg在Entelechon GmbH社）から得ることもできる。
【００９４】
　ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子は、そのアミノ酸配列が、配列番号２で示
されるアミノ酸配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、特に少なくとも
９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９８％同一である
ヒアルロン酸合成酵素をコードすることを特徴とするのが好ましい。特に好ましい実施態
様では、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子は、配列番号２で示されるアミノ酸
配列を有するヒアルロン酸合成酵素をコードすることを特徴とする。
【００９５】
　別の実施態様では、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子は、配列番号１または
配列番号３で示される核酸配列と少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、特に
少なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９８％
同一である。特に好ましい実施態様では、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子は
、配列番号３で示される核酸配列を有することを特徴とする。
【００９６】
　ミドリゾウリムシのクロレラウイルスのヒアルロン酸合成酵素をコードする、合成核酸
分子を含むプラスミドＩＣ３４１－２２２は、ブタペスト条約に従って、ドイツBrunswic
k， Mascheroder Weg 1b，38124在、Deutsche Sammlung von Mikroorganismen and Zellk
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ulturen GmbHに第ＤＳＭ１６６６４号として２００４年８月２５日に寄託された。配列番
号２に示すアミノ酸配列は、プラスミドＩＣ３４１－２２２に組み込まれた核酸配列のコ
ード領域から派生させることができ、かつミドリゾウリムシのクロレラウイルスのヒアル
ロン酸合成酵素をコードする。
【００９７】
　従って、本発明はまた、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子
改変型植物にも関し、その際、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子は、そのアミ
ノ酸配列が、プラスミドＤＳＭ１６６６４に挿入した核酸配列のコード領域から派生させ
ることができるタンパク質をコードし、またはそのアミノ酸配列が、プラスミドＤＳＭ１
６６６４に挿入した核酸配列のコード領域から派生させることができるアミノ酸配列と、
少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、特に少なくとも９０％、特に好ましく
は少なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９８％同一であるタンパク質をコードす
ることを特徴とする。
【００９８】
　本発明はまた、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植
物にも関し、その際、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子は、プラスミドＤＳＭ
１６６６４に組み込まれたヒアルロン酸－合成酵素－核酸コード配列であり、またはプラ
スミドＤＳＭ１６６６４に組み込まれた核酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少な
くとも８０％、特に少なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましく
は少なくとも９８％同一であることを特徴とする。
【００９９】
　さらに、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変
型植物に関し、それらのゲノムに一個の外来核酸分子が安定して組み込まれ、または複数
の外来核酸分子が安定して組み込まれていることを特徴としており、その一個の前記外来
核酸分子または複数の前記外来核酸分子によって、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活
性ならびにＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性が、対応する遺伝子非改
変型野生植物細胞または対応する遺伝子非改変型野生植物に比較して増大する。
【０１００】
　一個の外来核酸分子が本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改
変型植物のゲノム中に組み込まれることによって、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活
性がおよび同時にＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性が、対応する野生
植物細胞または対応する野生植物と比較して増大するとしてよい。しかし、複数の外来核
酸分子の中の一個の外来核酸分子によってＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質
の活性が、および他の一個の外来核酸分子によってＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタ
ンパク質の活性が対応する野生植物細胞またはその対応する野生植物と比較して増大する
としてもよい。複数の外来核酸分子が本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明に
よる遺伝子改変型植物のゲノム中に組み込まれる場合、両外来核酸分子は、一緒に植物細
胞または植物のゲノムの一部位に存在してよく，あるいはそれらは、植物細胞または植物
のゲノムの異なる部位（例えば、異なる染色体または異なる染色体区域）に局在していて
よい。従って、複数の外来核酸分子は、メンデルの法則に従って連結座位または結合した
座位として受け継がれても、またはメンデルの法則に従って独立して別々の座位として受
け継がれてもよい。
【０１０１】
　本発明において、「外来核酸分子」という用語は、その対応する野生植物細胞中で自然
に生起しない分子、または野生植物細胞の実際の空間的配列中で自然に生起しない分子、
または野生植物細胞のゲノム中のある部位に局在しているが、その局在は自然には生起し
ない分子を意味すると理解されたい。外来核酸分子は様々な要素を含む組換え分子であっ
て、ただしそれら要素の組合せまたは特定の空間的配列は植物細胞中で自然には生起しな
いのが好ましい。
【０１０２】
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　本発明において、「組換え核酸分子」という用語は、様々な核酸分子を含有し、それら
核酸分子の組合せは組換え核酸分子中では存在するが自然には存在しない核酸分子を意味
すると理解されたい。すなわち、組換え核酸分子は、ヒアルロン酸合成酵素をコードする
核酸分子、および／または、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子、お
よび／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子に加え
て、さらに記載した核酸分子とは通常組み合わさって存在しない核酸配列を有しうる。ヒ
アルロン酸合成酵素をコードする核酸分子、またはＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコ
ードする核酸分子、および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコー
ドする核酸分子と組み合せて組換え核酸分子上に存在する、記載の追加の核酸配列は任意
の配列であってよい。例えば、それらの配列は、ゲノム植物核酸配列であってよい。記載
した追加の核酸配列は、調節配列（プロモーター、停止シグナル、エンハンサー）である
ことが好ましく、植物組織で活性である調節配列が特に好ましく、植物組織で活性である
組織特異的調節配列が特に好ましい。組換え核酸分子を生起させる方法は、当業者には公
知であり、例えば、連結による核酸分子の結合、遺伝子組換え、または核酸分子の新規合
成などの遺伝子工学的方法を含む（参照、例えば、Sambrokら，Molecular Cloning, A La
boratory Manual, 第３版 (2001) Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring
 Harbour, NY. ISBN: 0879695773, Ausubelら，Short Protocols in Molecular Biology,
 John Wiley & Sons;第５版(2002), ISBN: 0471250929）。
【０１０３】
　遺伝子改変型植物細胞および遺伝子改変型植物であって、それらのゲノムに安定して組
み込まれた一個の外来核酸分子または複数の外来核酸分子によってヒアルロン酸合成酵素
がコードされ、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活性およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性
を有するタンパク質の活性が対応する遺伝子非改変型野生植物細胞または遺伝子非改変型
野生植物と比較して増大している遺伝子改変型植物細胞および遺伝子改変型植物を、それ
ぞれ前記野生植物細胞および前記野生植物から識別するためには、とりわけ、それら遺伝
子改変型植物細胞および遺伝子改変型植物がそれぞれ野生植物細胞および野生植物中では
自然に生起しない一個の外来核酸分子を含んでいるという事実、あるいはそのような外来
核酸分子が本発明による遺伝子改変型植物細胞のゲノム中のまたは本発明による遺伝子改
変型植物のゲノム中のある部位に組み込まれているがそれは野生植物細胞および野生植物
中では、すなわち異なるゲノム環境では生起しないという事実によれば可能である。さら
に、そのような本発明による遺伝子改変型植物細胞および本発明による遺伝子改変型植物
を、それぞれ遺伝子非改変型野生植物細胞および遺伝子非改変型野生植物から識別するた
めには、それら遺伝子改変型植物細胞および遺伝子改変型植物が、野生植物細胞または野
生植物中に自然に存在する分子の複製以外に外来核酸分子の少なくとも一個の複製をゲノ
ム中に安定して組み込んでいるということにおいて可能である。本発明による遺伝子改変
型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物に導入されている外来核酸分子が、野生
植物細胞または野生植物中に既に自然に存在している分子以外の追加複製である場合、そ
れら遺伝子改変型植物細胞および遺伝子改変型植物を、それぞれ野生植物細胞および野生
植物から識別するためには、特に、遺伝子改変型植物細胞および遺伝子改変型植物のゲノ
ム中の諸部位に局在しているその追加複製／それら追加複製は野生植物細胞および野生植
物には存在しないという事実によれば可能である。
【０１０４】
　植物細胞または植物のゲノム中へ核酸分子の安定した組込みは、遺伝子的方法および／
または分子生物学の方法によって実証することができる。植物細胞ゲノムまたは植物ゲノ
ム中への核酸分子の安定した組込みは、前記核酸分子を受け継いだ子孫では、親世代と同
じゲノム環境で安定して組み込まれる核酸分子が存在することを特徴とする。植物細胞ゲ
ノムまたは植物ゲノム中の核酸配列の安定している組込みの存在は、当業者には公知の方
法、とりわけＲＦＬＰ分析（制限酵素切断フラグメント長多型解析：Restdction Fragmen
t Length Polymorphism）（Namら，1989, The Plant Cell 1, 699-705; LeisterおよびDe
an, 1993, The Plant Journal 4 (4), 745-750）のサザンブロット分析を援用して、ＰＣ
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Ｒに基づく方法、例えば、増幅したフラグメントの長さの差の分析（増幅断片長多型（Fr
agment Length Polymorphism）ＡＦＬＰ）（Castiglioniら，1998, Genetics 149, 2039-
2056; Meksemら，2001, Molecular Genetics and Genornics 265, 207-214; Meyerら，19
98, Molecular and General Genetics 259, 150-160）、または制限エンドヌクレアーゼ
を用いて切断した増幅フラグメントの使用（増幅切断多型配列（Cleaved Amplified Poly
morphic Sequences）、ＣＡＰＳ）（KoniecznyおよびAusubel, 1993, The Plant Journal
 4, 403-410; Jarvisら，1994, Plant Molecular Biology 24, 685-687; Bachernら，199
6, The Plant Journal 9 (5), 745-753）によって実証することができる。
【０１０５】
　原理的には、外来核酸分子は、植物細胞または植物中で、ＧＦＡＴ活性を有するタンパ
ク質の活性および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性を増大す
る任意の核酸分子でありうる。
【０１０６】
　本発明において、本発明による遺伝子改変型植物細胞および本発明による遺伝子改変型
植物は、挿入変異誘発の使用によって調製することもできる（概説：Thorneycroftら，20
01, Journal of experimental Botany 52 (361), 1593-1601）。本発明において、挿入変
異誘発は、特に、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードし、かつ／またはＵＤＰ－Ｇ
ｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする遺伝子または遺伝子の近傍に、トランス
ポゾンまたは転移ＤＮＡ（Ｔ－ＤＮＡ）を挿入し、それによって問題の細胞中でＧＦＡＴ
活性を有するタンパク質および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の
活性を増大させることを意味すると理解されたい。
【０１０７】
　トランスポゾンは、細胞中で自然に発生するトランスポゾン（内在性トランスポゾン）
、あるいは前記細胞中には自然に存在しないが、遺伝子工学、例えば、細胞形質転換など
によって細胞に導入されたトランスポゾン（異種トランスポゾン）であってよい。トラン
スポゾンによる遺伝子の発現の変更は当業者には公知である。植物工学でのツールとして
内在性トランスポゾンおよび異種トランスポゾンの使用の概説は、RamachandranおよびSu
ndaresan (2001, Plant Physiology and Biochemistry 39, 234-252)が示している。
【０１０８】
　Ｔ－ＤＮＡ挿入変異誘発は、アグロバクテリウムから得たＴｉプラスミドのある切片（
Ｔ－ＤＮＡ）が植物細胞ゲノムに組み込むことができる、という事実に基づく。植物染色
体への組込み部位は決まっておらず、組込みは任意の位置であってよい。遺伝子機能を表
す染色体切片または切片の近傍中にＴ－ＤＮＡを組込む場合、これにより、結果として遺
伝子の発現は増大し、それによって問題の遺伝子がコードするタンパク質の活性も変化し
うる。
【０１０９】
　ゲノムに挿入する配列（特に、トランスポゾンまたはＴ－ＤＮＡ）は、結果として、Ｇ
ＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする遺伝子、および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－Ｄ
Ｈ活性を有するタンパク質をコードする遺伝子（「活性化タギング」）の調節配列を活性
化させるような配列を含むことを特徴とする。好ましくは、ゲノムに挿入される配列（特
に、トランスポゾンまたはＴ－ＤＮＡ）は、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質および／ま
たはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする植物細胞または植物のゲ
ノム中の内在性核酸分子の近傍に組み込まれることを特徴とする。
【０１１０】
　本発明による遺伝子改変型植物細胞および本発明による遺伝子改変型植物は、例えば、
活性化タギングを使用し生成することができる（参照、例えば、Waldenら，Plant J. (19
91), 281-288; Waldenら，Plant Mol. Biol. 26 (1994), 1521-1528）。この方法は、エ
ンハンサー配列、例えば、カリフラワーモザイクウイルスの３５ＳＲＮＡプロモーターの
エンハンサーまたはオクトピン合成酵素エンハンサーなどによって、内在性プロモーター
を活性化させることを基礎とする。
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【０１１１】
　本発明において、「Ｔ－ＤＮＡ活性化タギング」という用語は、エンハンサー配列を含
み、植物細胞ゲノムに組み込みことによって、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活性お
よび／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質を増大させるＴ－ＤＮＡフラ
グメントを意味すると理解されたい。
【０１１２】
　本発明において、「トランスポゾン活性化タギング」という用語は、エンハンサー配列
を含み、植物細胞ゲノムに組み込むことによって、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質およ
び／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性を増大させるトランスポ
ゾンを意味すると理解されたい。
【０１１３】
　本発明の好ましい実施態様は、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による
遺伝子改変型植物に関し、その際、少なくとも一の外来核酸分子が、ＧＦＡＴ（酵素）活
性を有するタンパク質をコードし、または少なくとも一の外来核酸分子が、ＵＤＰ－Ｇｌ
ｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコードすることを特徴とする。
【０１１４】
　本発明の特に好ましい実施態様は、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明に
よる遺伝子改変型植物に関し、その際、第１の外来核酸分子が、ＧＦＡＴ（酵素）活性を
有するタンパク質をコードし、第２の外来核酸分子が、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活
性を有するタンパク質をコードすることを特徴とする。
【０１１５】
　本発明による、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする外来核酸分子は
、任意の生物を起源としてもよく、好ましくは、前記核酸分子は、細菌、真菌、動物、植
物、またはウイルスを起源とし、特に好ましくは哺乳動物または細菌を起源とし、特に好
ましくはマウスまたは大腸菌（Escherichia coli）を起源とする。
【０１１６】
　動物体を起源とするＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする外来核酸分
子に関しては、ＧＦＡＴ－２（酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分子を使
用するのが好ましく、特に好ましくは、ＧＦＡＴ－２（酵素）活性を有するタンパク質は
マウスを起源とする。
【０１１７】
　ウイルスに関して、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする外来核酸分
子は、好ましくは、藻類に感染するウイルスを起源とし、好ましくはクロレラ属の藻類に
感染するウイルスを起源とし、特に好ましくはミドリゾウリムシのクロレラウイルスを起
源とし、特に好ましくはＨ１株のミドリゾウリムシのクロレラウイルスを起源とする。
【０１１８】
　ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする天然核酸分子の代わりに、本発
明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物に、変異誘発によっ
て生じた核酸分子を導入することも可能であり、その際、前記変異誘発された外来核酸分
子は、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードし、（例えば、グルコサミン代
謝の）代謝産物による阻害が低減されていることを特徴とする。そのような変異誘発され
た核酸分子の調製は、大腸菌から得たＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質を例に、
Dengら，(2005, Metabolic Engineering 7, 201-214；国際公開公報第０４００３１７５
号）が記載している。マウスから得たＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の変異体は、例え
ば、Huら，(2004, J. Biol. Chem. 279 (29), 29988-29993)　が記載している。
【０１１９】
　本発明による、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする外
来核酸分子は、任意の生物を起源としてもよく、好ましくは前記核酸分子は、細菌、真菌
、動物、植物、またはウイルスを起源とし、特に好ましくは細菌、植物、またはウイルス
を起源とし、特に好ましくはウイルスを起源とする。
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【０１２０】
　ウイルスに関しては、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコード
する外来核酸分子は、好ましくは、藻類に感染するウイルスを起源とし、好ましくはクロ
レラ属の藻類に感染するウイルスを起源とし、特に好ましくはミドリゾウリムシのクロレ
ラウイルスを起源とし、特に好ましくはＨ１株のミドリゾウリムシのクロレラウイルスを
起源とする。
【０１２１】
　ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする天然核酸分子の代
わりに、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物に、変
異誘発によって生じた核酸分子を導入することも可能であり、その際、前記変異誘発され
た外来核酸分子は、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコードし、
（例えば、グルクロン酸代謝の）代謝産物による阻害が低減されることを特徴とする。
【０１２２】
　ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子は、当業者には公知であり、文
献に記載されている。すなわち、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子
は、ウイルスからは、例えばクロレラウイルスｋ２（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＢ
１０７９７６．１）について、細菌からは、例えば大腸菌（Escherichia coli）（Dutka-
Malen, 1988, Biochemie 70 (2), 287-290；ＥＭＢＬアクセッション番号：Ｌ１０３２８
．１）について、真菌からは、例えばサッカロミセスセレビシエ（Saccharomyces cerevi
siae）（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＦ３３４７３７．１、Watzeleら，1989, J. Bi
ol. Chem. 264, 8753-8758）、黒色麹菌（Aspergillus niger）（ＥＭＢＬアクセッショ
ン番号：ＡＹ５９４３３２．１）、カンジダアルビカンス（Candida albicans）（ＥＭＢ
Ｌアクセッション番号：Ｘ９４７５３．１）について、昆虫からは、例えばアエデスアエ
ギチ（Aedes aegyti）（Katoら，2002, Insect. Biol. 11 (3), 207, 216；ＥＭＢＬアク
セッション番号：ＡＦ３９９９２２．１）、キイロショウジョウバエ（Drosophila melan
ogaster）（ＧＦＡＴ－１：ＥＭＢＬアクセッション番号：Ｙ１８６２７．１、ＧＦＡＴ
－２：ＮＣＢＩアクセッション番号：ＮＭ＿１４３３６０．２）について、藻類からはボ
ルバリエラボルバセア（Volvariella volvacea）（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＹ６
６１４６６．１）について、脊椎動物からは、例えばヒト（ＧＦＡＴ－１：ＥＭＢＬアク
セッション番号：ＡＦ３３４７３７．１；ＧＦＡＴ－２：ＮＣＢＩアクセッション番号：
Ｂ０００００１２．２、Okiら，1999, Genomics 57 (2), 227-34）、マウス（ＧＦＡＴ－
１：ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＦ３３４７３６．１；ＧＦＡＴ－２：ＥＭＢＬアク
セッション番号：ＡＢ０１６７８０．１）について、または植物からは、例えばシロイヌ
ナズナ（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＰ００１２９７．１；ｃｄｓＮＣＢＩアクセッ
ション番号：ＢＡＢ０３０２７．１）について記載されている。
【０１２３】
　好ましい実施態様では、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞および本発明に
よる遺伝子改変型植物に関し、それらにおいてＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコード
する外来核酸分子は、
ａ）　配列番号８で表されるアミノ酸配列を有するタンパク質、配列番号１０で表される
アミノ酸配列を有するタンパク質、または配列番号１２で表されるアミノ酸配列を有する
タンパク質をコードする核酸分子、
ｂ）　配列番号８、配列番号１０、または配列番号１２で表されるアミノ酸配列と、少な
くとも６０％、好ましくは少なくとも８０％、特に少なくとも９０％、特に好ましくは少
なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９８％同一であるタンパク質をコードする核
酸分子、
ｃ）　配列番号７で示されるヌクレオチド配列またはその配列に相補的な配列、配列番号
９で示されるヌクレオチド配列またはその配列に相補的な配列、配列番号１１で示される
ヌクレオチド配列またはその配列に相補的な配列または配列番号１３で示されるヌクレオ
チド配列またはその配列に相補的な配列を含む核酸分子、
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ｄ）　ａ）またはｃ）に記載した核酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも
８０％、特に少なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少な
くとも９８％同一である核酸分子、
ｅ）　ａ）またはｃ）に記載した核酸配列の少なくとも一つの鎖と、ストリンジェント条
件下でハイブリダイズする核酸分子、
ｆ）　ヌクレオチド配列が、遺伝暗号の変性のために、ａ）またはｃ）に記載した核酸分
子配列と異なる核酸分子、および
ｇ）　ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、またはｆ）に記載した核酸分子のフラグメント、
対立形質変異体、および／または誘導体である核酸分子
からなる群から選択される。
【０１２４】
　ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子は、文献に記載さ
れており、当業者には公知である。すなわち、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパ
ク質をコードする核酸分子は、ウイルスからは、例えば、クロレラウイルス１（ＮＣＢＩ
アクセッション番号：ＮＣ０００８５２．３）について、細菌からは、例えば大腸菌（Ｅ
ＭＢＬアクセッション番号：ＡＦ１７６３５６．１）について、真菌からは、例えば黒色
麹菌（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＹ５９４３３２．１）、クリプトコックスネオフ
ォルマンス（Cryptococcus neoformans）（ＥＭＢＬアクセッション：ＡＦ４０５５４８
．１）について、昆虫からは、例えばキイロショウジョウバエ（Drosophila melanogaste
r）（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＦ００１３１０．１）について、脊椎動物からは
、例えばヒト（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＦ０６１０１６．１）、マウス（ＥＭＢ
Ｌアクセッション番号：ＡＦ０６１０１７．１）、ウシ（Bos taurus）（ＥＭＢＬアクセ
ッション番号：ＡＦ０９５７９２．１）、アフリカツメガエル（Xenopus laevis）（ＥＭ
ＢＬアクセッション番号：ＡＹ７６２６１６．１）について、または植物からは、例えば
ポプラ（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＦ０５３９７３．１）、サトイモ（Colocasia 
esculenta）（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＹ２２２３３５．１）、ズナリエファサ
リナ（Dunaliefａ salina）（ＥＭＢＬアクセッション番号：ＡＹ７９５８９９．１）、
ダイズ（Glycinemax）（ＥＭＢＬアクセッション番号：０５３４１８．１）について記載
されている。
【０１２５】
　さらに好ましい実施態様では、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞および本
発明による遺伝子改変型植物に関し、それらにおけるＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有する
タンパク質をコードする外来核酸分子は、
ａ）　配列番号５で表されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする核酸分子、
ｂ）　配列番号５で表されるアミノ酸配列と、少なくとも６０％、好ましくは少なくとも
８０％、特に少なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少な
くとも９８％同一であるタンパク質をコードする核酸分子、
ｃ）　配列番号４で示されるヌクレオチド配列またはその配列に相補的な配列、あるいは
配列番号６で示されるヌクレオチド配列またはその配列に相補的な配列を含む核酸分子、
ｄ）　ａ）またはｃ）に記載した核酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも
８０％、特に少なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少な
くとも９８％同一である核酸分子、
ｅ）　ａ）またはｃ）に記載した核酸配列の少なくとも一つの鎖と、ストリンジェント条
件下でハイブリダイズする核酸分子、
ｆ）　ヌクレオチド配列が、遺伝暗号の変性のために、ａ）またはｃ）に記載した核酸分
子配列と異なる核酸分子、および
ｇ）　ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、またはｆ）に記載した核酸分子のフラグメント、
対立形質変異体および／または誘導体である核酸分子
からなる群から選択される。
【０１２６】
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　本発明において、「ハイブリダイゼーション」という用語は、従来のハイブリッド形成
条件下での、好ましくはストリンジェント条件下での、例えば、Sambrookら，Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, 第２版， (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, Cold Spring Harbor, NY）に記載されているハイブリダイゼーションを意味する。特
に好ましくは、「ハイブリダイゼーション」は、以下の条件下でのハイブリダイゼーショ
ンを意味する。
　ハイブリダイゼーション緩衝液：
　　２×ＳＳＣ；１０×デンハート液（Ｆｉｋｏｌｌ４００＋ＰＥＧ＋ＢＳＡ；割合１：
１：１）、０．１％ＳＤＳ、５ｍＭ ＥＤＴＡ、５０ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４、２５０μｇ／
ｍｌのニシン精子ＤＮＡ、５０μｇ／ｍｌのＲＮＡ、または２５Ｍリン酸ナトリウム緩衝
液ｐＨ７．２、１ｍＭ ＥＤＴＡ、７％ＳＤＳ
　ハイブリダイゼーション温度：
　　Ｔ＝６５～６８℃
　　洗浄緩衝液：０．１×ＳＳＣ；０．１％ＳＤＳ
　　洗浄温度：Ｔ＝６５～６８℃。
【０１２７】
　ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性またはＧＦＡＴ活性を有するタンパク質コードする核酸分子
とハイブリダイズする核酸分子は、任意の生物を起源としてよく、従って細菌、真菌、動
物、植物、またはウイルスを起源としてよい。
【０１２８】
　ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子とハイブリダイズ
する核酸分子は、好ましくは、藻類に感染するウイルスを起源とし、好ましくはクロレラ
属の藻類に感染するウイルス、特に好ましくはミドリゾウリムシのクロレラウイルス、特
に好ましくはＨ１株のミドリゾウリムシのクロレラウイルスを起源とする。
【０１２９】
　ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子とハイブリダイズする核酸分子
は、特に好ましくは哺乳動物、植物、または細菌を起源とし、特に好ましくはマウスまた
は大腸菌を起源とする。
【０１３０】
　ＧＦＡＴ－１またはＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質をコードする核酸分子とハイ
ブリダイズする核酸分子は、好ましくは、真核生物を起源とし、特に好ましくは動物体を
起源とし、特に好ましくはマウスを起源とする。
【０１３１】
　記載した分子とハイブリダイズする核酸分子は、例えば、ゲノムライブラリーまたはｃ
ＤＮＡライブラリーから単離することができる。そのような核酸分子は、記載した核酸分
子、またはこれらの分子の一部、またはこれらの分子の逆相補鎖を使用し、例えば、標準
的方法によるハイブリダイゼーション（参照、例えば、Sambrookら，1989, Molecular Cl
oning, A Laboratory Manual, 第２版， Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold S
pring Harbor, NY）または増幅ＰＣＲを使用することによって同定し、単離することがで
きる。
【０１３２】
　ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする核酸配列を単離するための
ハイブリダイゼーション試料として、例えば、配列番号４または配列番号６に示すヌクレ
オチド配列、あるいはこれらの配列の一部を厳密に、または本質的に、有する核酸分子を
使用することができる。
【０１３３】
　ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸配列を単離するためのハイブリダイ
ゼーション試料として、例えば、配列番号７、または配列番号９、または配列番号１１、
または配列番号１３に示すヌクレオチド配列、あるいはこれらの配列の一部を厳密に、ま
たは本質的に、有する核酸分子を使用することができる。
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【０１３４】
　ハイブリダイゼーション試料として使用されるフラグメントは、慣用の合成技術を使用
し調製し、その配列が、本発明において記載した核酸分子と本質的に同一である、合成フ
ラグメントまたはオリゴヌクレオチドであってもよい。本発明において記載した核酸配列
とハイブリダイズする遺伝子を一度同定し単離したならば、その配列を決定し、この配列
がコードするタンパク質の特性を分析して、それらが、ＧＦＡＴ、すなわちＧＦＡＴ－１
またはＧＦＡＴ－２活性、あるいはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質かどう
か判定する。ＧＦＡＴ（例えば、Mayerら，1968, Plant Physiol. 43, 1097-1107; Deng
ら，2005, Metabolic Engineering 7, 201-214）、すなわちＧＦＡＴ－１またはＧＦＡＴ
－２（例えば、Huら，2004, J. Biol. Chem. 279 (29), 29988-29993）、あるいはＵＤＰ
－Ｇｌｃ－ＤＨ（例えば、De Lucaら，1976, Connective Tissue Research 4, 247-254; 
Bar-Peledら，2004, Biochem. J. 381, 131-136;TurnerおよびBotha, 2002, Archives Bi
ochem. Biophys. 407, 209-216）の活性を有するタンパク質の活性を、タンパク質が有す
るかどうかを判定する方法は、当業者には公知であり、とりわけ、記載した文献中に記載
されている。
【０１３５】
　本発明において記載した核酸分子とハイブリダイズする分子には、特に、記載した核酸
分子のフラグメント、誘導体、および対立形質変異体が含まれる。本発明において、「誘
導体」という用語は、これらの分子の配列が、上記の核酸分子配列と一個または複数の位
置で異なり、これらの配列と同一性が高いことを意味する。上記の核酸分子との差異は、
例えば、欠失、付加、置換、挿入、または組換えによるものであってよい。
【０１３６】
　本発明において、「同一性」という用語は、核酸分子のコード領域の全体長、またはタ
ンパク質をコードするアミノ酸配列の全体長にわたる配列相同性が、少なくとも６０％、
特に同一性がなくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、特に好ましくは少なくとも
９０％、特に好ましくは少なくとも９５％であることを意味する。本発明において、「同
一性」という用語は、％で表わされ、他のタンパク質／核酸と同一であるアミノ酸／ヌク
レオチド（同一性）の数を意味すると理解されたい。好ましくは、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ
活性を有するタンパク質に関する同一性は、コンピュータープログラムを用いた、配列番
号５で表されるアミノ酸配列と他のタンパク質／核酸との比較によって決定され、ＵＤＰ
－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子に関する同一性は、配列番
号４または配列番号６に示される核酸配列との比較によって決定され、ＧＦＡＴ活性を有
するタンパク質に関する同一性は、配列番号８、または配列番号１０、または配列番号１
２で表されるアミノ酸配列との比較によって決定され、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質
をコードする核酸分子に関する同一性は、配列番号７、または配列番号９、または配列番
号１１、または配列番号１３に示される核酸配列との比較によって決定される。互いに比
較する配列の長さが異なる場合、短い配列と長い配列が共有するアミノ酸数の同一性％を
決定することによって、同一性は決定される。好ましくは、同一性は、公知の公的に入手
できるコンピュータープログラムClustalW（Thompsonら，Nucleic Acids Research 22 (1
994), 4673-4680）を使用し決定される。ClustalWは、Julie Thompson (Thompson EM BL-
Heidelberg.DE)およびToby Gibson (Gibson EMBL-Heidelberg.DE), European Molecular 
Biology Laboratory, Meyerhofstrasse 1, D 69117 Heidelberg, Germanyから公的に入手
できる。ClustalWはまた、様々なインターネットページ、とりわけ、IGBMC (Institut de
 Gdnrstique et de Biologie Mol6culaire et Cellulaire, B.P.163, 67404 Illkirch Ce
dex, France; ftp://ftpigbmc.u-strasbg.fr/pub/およびEBI (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/
software/)、EBI (European Bioinformatics Institute, Wellcome Trust Genome Campus
, Hinxton, Cambridge CB10 1 SD, UK)の全てのミラーインターネットページからもダウ
ンロードすることができる。
【０１３７】
　本発明において記載するタンパク質と他のタンパク質との同一性を決定するには、Clus
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talWコンピュータープログラム、バージョン１．８を使用するのが好ましい。ここで、パ
ラメーターは、以下のようにセットするものとする。ＫＴＵＰＬＥ＝１、ＴＯＰＤＩＡＧ
＝５、ＷＩＮＤＯＷ＝５、ＰＡＩＲＧＡＰ＝３、ＧＡＰＯＰＥＮ＝１０、ＧＡＰＥＸＴＥ
ＮＤ＝０．０５、ＧＡＰＤＩＳＴ＝８、ＭＡＸＤＩＶ＝４０、ＭＡＴＲＩＸ＝ＧＯＮＮＥ
Ｔ、ＥＮＤＧＡＰＳ（ＯＦＦ）、ＮＯＰＧＡＰ、ＮＯＨＧＡＰ。
　例えば、本発明において記載する核酸分子のヌクレオチド配列と、他の核酸分子のヌク
レオチド配列との同一性を決定するには、ClustalWコンピュータープログラム、バージョ
ン１．８を、使用するのが好ましい。ここで、パラメーターは以下のようにセットするも
のとする。
ＫＴＵＰＬＥ＝２、ＴＯＰＤＩＡＧＳ＝４、ＰＡＩＲＧＡＰ＝５、ＤＮＡＭＡＴＲＩＸ：
ＩＵＢ、ＧＡＰＯＰＥＮ＝１０、ＧＡＰＥＸＴ＝５、ＭＡＸＤＩＶ＝４０、ＴＲＡＮＳＩ
ＴＩＯＮＳ：未加重。
【０１３８】
　さらに、同一性は、問題の核酸分子間に、またはそれらがコードするタンパク質間に、
機能性および／または構造上の同等性があることを意味する。上記分子に相同し、これら
の分子の誘導体を表す核酸分子は、一般的に、同じ生物学的機能を有する改変を表すこれ
らの分子の変形である。それらは、天然の変形、例えば、他の種の配列または変異であっ
てよく、その際、これらの変異は自然に生じたものでも、または標的化した変異誘発によ
って導入したものであってもよい。さらに、変形は合成により生まれた配列であってよい
。対立形質変異体は、天然変異体であっても、または合成により生まれた変異体、または
組換えＤＮＡ技術によって生じた変異体であってもよい。誘導体の特殊な形態は、例えば
、遺伝暗号の変性のために、本発明において記載した核酸分子と異なる核酸分子である。
【０１３９】
　ＧＦＡＴまたはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子の
様々な誘導体は、ある種の共通する特性を有する。
　これらの特性は、例えば、生物学的活性または酵素活性、基質特異性、分子量、免疫学
的反応性、立体配座など、さらに物性、例えば、ゲル電気泳動での泳動特性、クロマトグ
ラフィー挙動、沈降係数、溶解性、分光学的特性、安定性、最適ｐＨ、最適温度などであ
りうる。ＧＦＡＴまたはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の好ましい特性は
、当業者には公知であり、既に上に記載し、ここでも同様に当てはまる。
【０１４０】
　さらに好ましい実施態様では、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本
発明による遺伝子改変型植物に関し、それらのＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質
をコードする核酸分子、および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタン
パク質をコードする核酸分子は、前記核酸分子のコドンが、その親生物の、前記ＧＦＡＴ
（酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分子のコドン、または前記ＵＤＰ－Ｇ
ｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分子のコドンとは異なるこ
とを特徴とする。特に好ましくは、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードす
る核酸分子、またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする
核酸分子のコドンは変化し、それによってそのゲノムにコドンが組み込まれた、または組
み込まれる植物細胞または植物のコドンの使用頻度に、それらのコドンは適合されている
。
【０１４１】
　さらに、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変
型植物を提供し、それらにおいて、ヒアルロン酸合成酵素をコードし、かつ／またはＧＦ
ＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードし、かつ／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（
酵素）活性を有するタンパク質をコードする植物細胞または植物のゲノム中に安定して組
み込まれている外来核酸分子は、植物細胞で転写を開始する調節エレメント（プロモータ
ー）に結合している。これらは、同属（homologous）または異種（heterologous）プロモ
ーターであってよい。プロモーターは、構成的、組織特異的、発生特異的、または外部要
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因により調節的でありうる（例えば、化学物質使用後、非生物的要因、例えば、熱および
／または低温、乾燥、疾患などの作用による）。ここで、本発明による遺伝子改変型植物
細胞または本発明による遺伝子改変型植物のゲノム中にその核酸分子が組み込まれる、ヒ
アルロン酸合成酵素をコードする核酸分子、またはＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパ
ク質をコードする核酸分子、またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク
質をコードする核酸分子は、いずれの場合にも同じプロモーターに結合し、またはその個
々の配列を異なるプロモーターと結合することもできる。ここで、任意の組合せの２個ま
たは３個の異なるプロモーターは、いずれの場合にも、本発明による遺伝子改変型植物細
胞または本発明による遺伝子改変型植物中で、ヒアルロン酸合成酵素をコードする適切な
外来核酸分子、またはＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質、またはＵＤＰ－Ｇｌｃ
－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質に結合させることができる。
【０１４２】
　本発明の好ましい実施態様は、本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による
遺伝子改変型植物に関し、それらにおいて、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子
、またはＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分子、またはＵＤＰ
－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分子からなる群から選
択される少なくとも一外来核酸分子、特に好ましくは少なくとも２個の外来核酸分子、特
に好ましくは３個の外来核酸分子は、組織特異的プロモーターに結合される。好ましい組
織特異的プロモーターは、植物の塊茎、果実、または種子細胞、または葉で特異的に転写
を開始するプロモーターである。
【０１４３】
　ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子、またはＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタ
ンパク質をコードする核酸分子、またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタン
パク質をコードする核酸分子を発現させるためには、これらの分子を調節ＤＮＡ配列に結
合するのが好ましく、植物細胞中で確実に転写させる。これらは、特にプロモーターを含
む。一般に、発現には、植物細胞中で活性な任意のプロモーターが適している。
【０１４４】
　ここで、発現が構成的であり、または植物の発達のある時点で、または外部要因によっ
て決定される時間点で、ある種の組織のみで生じるように、プロモーターを選択すること
ができる。植物に関して、そして発現させる核酸分子に関して、プロモーターは同属また
は異種なものであってよい。
【０１４５】
　適切なプロモーターは、例えば、構成的発現には、カリフラワーモザイクウイルスの３
５Ｓ ＲＮＡプロモーター、またはコーンのユビキチンプロモーター、またはケストルム
属（Cestrum）ＹＬＣＶ（黄化葉巻ウイルス、国際公開公報第０１７３０８７号； Stavol
oneら，2003, Plant Mol. Biol. 53, 703-713）；ジャガイモ中での塊茎特異的発現には
パタチンゲン（patatingen）プロモーターＢ３３（Rocha-Sosaら，EMBO J. 8 (1989), 23
-29）；またはトマト用果実特異的プロモーター、例えば、トマトのポリガラクツロナー
ゼプロモーター（Montgomeryら，1993, Plant Cell 5, 1049-1062）またはトマトのＥ８
プロモーター（Methaら，2002, Nature Biotechnol. 20(6), 613-618）またはモモのＡＣ
Ｃオキシダーゼプロモーター（MoonおよびCallahan, 2004, J. Experimental Botany 55 
(402), 1519-1528）など；または光合成的活性組織でのみ確実に発現させるプロモーター
、例えば、ＳＴ－ＬＳ１プロモーター（Stockhausら，Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (
1987), 7943-7947; Stockhausら，EMBO J. 8 (1989), 2445-2451）；または胚乳特異的発
現には、コムギのＨＭＷＧプロモーター、ＵＳＰプロモーター、ファゼオリンプロモータ
ー、コーンのゼイン遺伝子プロモーター（Pedersenら，Cell 29 (1982), 1015-1026; Qua
troccioら，Plant Mol. Biol. 15 (1990), 81-93）、グルテリンプロモーター（Leisyら
，Plant Mol. Biol. 14 (1990), 41-50; Zhengら，Plant J. 4 (1993), 357-366; Yoshih
araら，FEBS Left. 383 (1996), 213-218)、 またはシュルンケン（shrunken）－１プロ
モーター (Werrら，EMBO J. 4 (1985), 1373-1380）、グロブリンプロモーター（Nakase
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ら，1996, Gene 170(2), 223-226）またはプロラミンプロモーター（Qu and Takaiwa, 20
04, Plant Biotechnology Journal 2(2), 113-125）である。しかし、外部要因によって
決定される、ある時点でのみ活性プロモーターを使用することも可能である（参照、例え
ば、国際公開公報第９３０７２７９号）。ここで特に重要なことは、単純な誘発を許すヒ
ートショックタンパク質プロモーターであってもよいことである。さらに、種子特異的プ
ロモーター、例えば、ソラマメおよび他の植物で確実に種子特異的に発現させるソラマメ
（Vicia faba）のＵＳＰプロモーターなどを使用することもできる（Fiedlerら，Plant M
ol. Biol. 22 (1993), 669-679; Baumleinら，Mot. Gen. Genet. 225 (1991), 459-467）
。
【０１４６】
　植物で核酸配列を発現させるのに、藻類に感染するウイルスゲノム中に存在するプロモ
ーターを使用するのも適切である（Mitreら，1994, Biochem. Biophys Res Commun 204(1
), 187-194; MitreおよびHiggins, 1994, Plant Mol Biol 26(1), 85-93, Van Efenら，2
002, Arch Virol 147, 1479-1516）。
【０１４７】
　本発明において、「組織特異性」という用語は、徴候（例えば、転写の開始）をある種
の組織に実質的に限定することを意味すると理解されたい。
【０１４８】
　本発明において、「塊茎、果実、または種子細胞」という用語は、塊茎、果実、または
種子中に存在する全細胞を意味すると理解されたい。
【０１４９】
　本発明において、「同属プロモーター」という用語は、本発明による遺伝子改変型植物
細胞または本発明による遺伝子改変型植物の調製に使用される、植物細胞または植物中に
自然に存在するプロモーター（その植物細胞または植物に関して同属）を意味し、または
そこから配列を単離した生物中で遺伝子発現調節を調節するプロモーター（発現させる核
酸分子に関して同属）を意味すると理解されたい。
【０１５０】
　本発明において、「異種プロモーター」という用語は、本発明による遺伝子改変型植物
細胞または本発明による遺伝子改変型植物の調製に使用される、植物細胞または植物中に
自然には存在しないプロモーター（植物細胞または植物に関して異種）を意味し、または
そこから発現させようとする核酸配列生物中で単離されたプロモーターであって、前記核
酸配列の発現を調節するためには自然に存在しないプロモーター（発現させる核酸分子に
関して異種）を意味すると理解されたい。
【０１５１】
　さらに存在するものは、転写産物にポリ－Ａテイルを付加するのに役立つ停止配列（ポ
リアデニル化シグナル）であってよい。ポリ－Ａテイルは、転写産物を安定させる働きを
すると思われる。そのような要素は、文献に記載されており（参照、Gielenら，EMBO J. 
8 (1989), 23-29）、所望に応じて交換することができる。
【０１５２】
　イントロン配列が、プロモーターとコード領域間に存在することも可能である。そのよ
うなイントロン配列は、植物中で発現を安定させ、かつ発現を増大させうる（Callisら，
1987, Genes Devel. 1, 1183-1200; LuehrsenおよびWalbot, 1991, Mol. Gen. Genet. 22
5, 81-93; Rethmeierら，1997; Plant Journal 12(4), 895-899; RoseおよびBeliakoff, 
2000, Plant Physiol. 122 (2), 535-542; Vasilら，1989, Plant Physiol. 91, 1575-15
79; XUら，2003, Science in China Series C Vol.46 No.6, 561-569）。適切なイントロ
ン配列は、例えば、コーンのｓｈ１遺伝子の第１イントロン、コーンのポリ－ユビキチン
遺伝子１の第１イントロン、イネのＥＰＳＰＳ遺伝子の第１イントロン、またはシロイヌ
ナズナのＰＡＴ１遺伝子の最初の２つのイントロンの一つである。
【０１５３】
　本発明はまた、本発明による遺伝子改変型植物細胞を含む植物にも関する。そのような
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植物は、本発明による遺伝子改変型植物細胞から再生することによって生成しうる。
【０１５４】
　本発明はまた、本発明による遺伝子改変型植物細胞を含む、本発明による遺伝子改変型
植物の加工可能または消費可能部分に関する。
【０１５５】
　本発明において、「加工可能部分」という用語は、食品または食餌の調製に使用される
植物部分、工業的過程に原料源として、医薬生成物を調製するための原料源として、また
は化粧品の調製の原料源として使用される植物部分を意味すると理解されたい。
【０１５６】
　本発明において、「消費可能部分」という用語は、人用食物として提供し、または動物
用食餌として使用される植物部分を意味すると理解されたい。
【０１５７】
　本発明はまた、本発明による遺伝子改変型植物細胞を含む、本発明による遺伝子改変型
植物増殖物質にも関する。
【０１５８】
　ここで、「増殖物質」という用語は、植物生長経路または繁殖経路により子孫を発生さ
せるのに適している植物の成分を含む。植物増殖に適切なものには、例えば、カット物、
カルス培養物、根茎、または塊茎である。他の増殖物質には、例えば、果実、種子、実生
、プロトプラスト、細胞培養物などが含まれる。増殖物質は、塊茎、果実、または種子の
形を取るのが好ましい。
【０１５９】
　別の実施態様では、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物の収穫可能植物部分、例
えば、果実、貯蔵根および他の根、花、芽、新芽、葉、または柄、好ましくは種子、果実
、または塊茎に関し、これらの収穫可能部分は、本発明による遺伝子改変型植物細胞を含
む。
【０１６０】
　好ましくは、本発明は、ヒアルロン酸を含む、本発明による増殖物質または本発明によ
る収穫可能植物部分に関する。特に好ましいものは、ヒアルロン酸を合成する、本発明に
よる増殖物質または本発明による収穫可能植物部分である。
【０１６１】
　本発明において、「ジャガイモ植物」または「ジャガイモ」という用語は、ナス属植物
種、特にナス属の塊茎発生種、特にジャガイモ（Solanum tuberosum）を意味すると理解
されたい。
【０１６２】
　本発明において、「トマト植物」または「トマト」という用語は、トマト属植物種、特
にトマト（Lycopersicon esculentum）を意味すると理解されたい。
【０１６３】
　本発明の別の利点は、本発明による遺伝子改変型植物の収穫可能部分、増殖物質、加工
可能部分、または消費可能部分が、文献に記載されているヒアルロン酸合成遺伝子導入植
物よりも多くヒアルロン酸を含むということである。従って、本発明による遺伝子改変型
植物は、ヒアルロン酸を単離しうる原料としての使用に特に適しているのみならず、食品
／食餌として直接使用し、または予防特性または治療特性を有する食品／食餌（例えば、
骨関節炎予防、米国特許第６，６０７，７４５号）を調製するためにも使用することがで
きる。本発明による遺伝子改変型植物は、文献に記載されている植物よりもヒアルロン酸
含有量が高いので、そのような食品／食餌の調製に必要な本発明による遺伝子改変型植物
の収穫可能部分、増殖物質、加工可能部分、または消費可能部分は少量でよい。本発明に
よる遺伝子改変型植物の消費可能部分が消費される場合、例えば、いわゆる「栄養補助剤
」として直接消費される場合、比較的少量の物質を摂取するだけで正の作用を得ることが
できる。これは、特に、動物の食餌の製造でとりわけ顕著な可能性がある。それは、植物
成分含有量が余りに高い動物の食餌は、様々な動物種の食品として不適切なためである。
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【０１６４】
　ヒアルロン酸は水に結合する能力が高いという点で、さらに、固形の食品／食餌を製造
する場合、本発明による遺伝子改変型植物の収穫可能部分、増殖物質、加工可能部分、ま
たは消費可能部分は、必要になる増粘剤が少ないという利点がある。すなわち、例えば、
ゼリーの製造に必要な糖は減少し、それは健康状態に対する別の正の作用と関連する。食
品／食餌の製造では、粗植物材料を脱水する必要があり、本発明による遺伝子改変型植物
の収穫可能部分、増殖物質、加工可能部分、または消費可能部分を使用する利点は、問題
の植物材料から除去しなければならない水が少なく、結果として製造コストは少なくてす
むこと、より穏やかに製造法（例えば、低温および／または短時間の熱入力）のために、
問題の食品／食餌の栄養価が高いことにある。すなわち、例えば、トマトケチャップの製
造では、所望の粘稠性を得るために導入されるエネルギーが低減される。
【０１６５】
　本発明は、さらに、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する方法であって、
ａ）植物細胞を遺伝子的に改変すること、ただしその遺伝子改変は以下の工程ｉ～ｉｉｉ
を含む：
　ｉ）植物細胞にヒアルロン酸合成酵素をコードする外来核酸分子を導入する工程、
　ｉｉ）前記植物細胞に遺伝子改変を導入し、その遺伝子改変によって、グルタミン：フ
ルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ（ＧＦＡＴ）活性を有するタンパク質の
活性が、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞に比較して増大する工程、
　ｉｉｉ）前記植物細胞に遺伝子改変を導入し、その遺伝子改変によって、グルタミン：
フルクトース６－リン酸ＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナーゼ活性を有するタンパク質の
活性が、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞に比較して増大する工程、
　なお、工程ｉ～ｉｉｉは任意の順序で別個に行うことができ、あるいは工程ｉ～ｉｉｉ
の任意の組合せを同時に行うことができ、
ｂ）工程ａ）の植物細胞から植物を再生すること、
ｃ）適切であれば、工程ｂ）による前記植物を使用してさらに植物を発生させること
を含み、
　なお、適切であれば、工程ｂ）またはｃ）による植物から植物細胞を単離して工程工程
ａ）～ｃ）を繰り返し、最後に再生した植物においてヒアルロン酸合成酵素をコードする
外来核酸分子が存在し、グルタミン：フルクトース６－リン酸アミドトランスフェラーゼ
（ＧＦＡＴ）活性を有するタンパク質の活性が対応する遺伝子非改変型野生植物細胞に比
較して増大し、かつグルタミン：フルクトース６－リン酸ＵＤＰ－グルコースデヒドロゲ
ナーゼ活性を有するタンパク質の活性が対応する遺伝子非改変型野生植物細胞に比較して
増大している方法を提供する。
【０１６６】
　本発明は好ましくは、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する方法であって、
ａ）遺伝子改変が、任意の順序で以下の工程ｉ～ｉｉｉを含み、または工程ｉ～ｉｉｉの
任意の組合せを別個にまたは同時に実施することができる、植物細胞を遺伝子的に改変す
ること、
　ｉ）植物細胞にヒアルロン酸合成酵素をコードする一外来核酸分子を導入する工程
　ｉｉ）前記植物細胞に遺伝子改変を導入する工程であって、結果として該遺伝子改変が
、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞と比較して、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタン
パク質の活性を増大させる工程
　ｉｉｉ）前記植物細胞に遺伝子改変を導入する工程であって、結果として該遺伝子改変
が、対応する遺伝子非改変型野生植物細胞と比較して、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活
性を有するタンパク質の活性を増大させる工程
ｂ）以下の工程に従って、前記遺伝子改変を含む植物細胞から植物を再生すること
　ｉ）　　　ａ）ｉ
　ｉｉ）　　ａ）ｉｉ
　ｉｉｉ）　ａ）ｉｉｉ
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　ｉｖ）　　ａ）ｉおよびａ）ｉｉ、
　ｖ）　　　ａ）ｉおよびａ）ｉｉｉ、
　ｖｉ）　　ａ）ｉｉおよびａ）ｉｉｉ、あるいは
　ｖｉｉ）　ａ）ｉおよびａ）ｉｉおよびａ）ｉｉｉ
ｃ）　以下の工程に従って、植物の植物細胞中に導入すること
　ｉ）　　　ｂ）ｉ工程ａ）ｉｉによる遺伝子改変、
　ｉｉ）　　ｂ）ｉ工程ａ）ｉｉｉによる遺伝子改変、
　ｉｉｉ）　ｂ）ｉ工程ａ）ｉｉによる遺伝子改変と、同時に工程ａ）ｉｉｉによる遺伝
子改変、
　ｉｖ）　　ｂ）ｉｉ工程ａ）ｉによる遺伝子改変、
　ｖ）　　　ｂ）ｉｉ工程ａ）ｉｉｉによる遺伝子改変、
　ｖｉ）　　ｂ）ｉｉ工程ａ）ｉによる遺伝子改変と、同時に工程ａ）ｉｉｉによる遺伝
子改変、
　ｖｉｉ）　ｂ）ｉｉｉ工程ａ）ｉによる遺伝子改変、
　ｖｉｉｉ）ｂ）ｉｉｉ工程ａ）ｉｉによる遺伝子改変、
　ｉｘ）　　ｂ）ｉｉｉ工程ａ）ｉによる遺伝子改変と、同時に工程ａ）ｉｉによる遺伝
子改変、
　ｘ）　　　ｂ）ｉｖ工程ａ）ｉｉｉによる遺伝子改変、
　ｘｉ）　　ｂ）ｖ工程ａ）ｉｉによる遺伝子改変、あるいは
　ｘｉｉ）　ｂ）ｖｉ工程ａ）ｉによる遺伝子改変、および植物の再生
ｄ）　以下の工程による植物の植物細胞中に導入すること
　ｉ）　　　ｃ）ｉ工程ａ）ｉｉｉによる遺伝子改変、
　ｉｉ）　　ｃ）ｉｉ工程ａ）ｉｉによる遺伝子改変、
　ｉｉｉ）　ｃ）ｉｖ工程ａ）ｉｉｉによる遺伝子改変、
　ｉｖ）　　ｃ）ｖ工程ａ）ｉｉによる遺伝子改変、
　ｖ）　　　ｃ）ｖｉｉ工程ａ）ｉｉによる遺伝子改変、
　ｖｉ）　　ｃ）ｖｉｉ工程ａ）ｉによる遺伝子改変、あるいは
　ｖｉｉ）　ｃ）ｉｘ工程ａ）ｉｉによる遺伝子改変、および植物を再生
ｅ）適切であれば、工程ｂ）ｖｉｉ、ｃ）ｉｉｉ、ｃ）ｖｉ、ｃ）ｘ、ｃ）ｘｉ、ｃ）ｘ
ｉｉのいずれかの工程、または工程ｄ）ｉ～ｄ）ｖｉｉのいずれかの工程による植物を用
いてさらに植物を発生させること
を含む方法に関する。
【０１６７】
　工程ａ）に従って植物細胞に導入する遺伝子改変は、原理的には、結果としてＧＦＡＴ
（酵素）活性を有するタンパク質の活性を増大し、かつＵＤＰ－グルコースデヒドロゲナ
ーゼ（酵素）活性を有するタンパク質の活性も増大させる、どんな型の改変であってもよ
い。
【０１６８】
　本発明による方法の工程ｂ）、および適切であれば、工程ｃ）およびｄ）による植物の
再生は、当業者には公知の方法を使用して実施できる（例えば、"Plant Cell Culture Pr
otocols", 1999,R.D. Hall編, Humana Press, ISBN 0-89603-549-2に記載されている）。
【０１６９】
　本発明による方法の植物を（工程（ｃ）または工程ｅ）による過程に応じて）さらに発
生させることは、例えば、植物増殖によって（例えば、カット物、塊茎により、またはカ
ルス培養および未処理植物の再生により）、または生殖増殖を通じて行うことができる。
この意味において、生殖増殖は、一般的に制御された条件下で行われ、すなわち、特異的
特徴を有する選択した植物を互いにハイブリダイズし増幅する。好ましくは、（過程に応
じて、工程ｃ）または工程ｅ）により発生する）それ以上の植物が前記工程で導入した改
変を含むような方式で選択を行う。
【０１７０】
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　ヒアルロン酸を合成する植物を調製する本発明による方法では、本発明による遺伝子改
変型植物細胞を生成するための遺伝子改変は、同時に、または連続的工程で、かつ任意の
組合せで行うことができる。ヒアルロン酸合成酵素をコードする一外来核酸分子が未だ導
入されていない野生植物および野生植物細胞、ならびに対応する遺伝子非改変型野生植物
細胞と比較して、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質の活性を増大する遺伝子改変
が未だ導入されていない野生植物および野生植物細胞、ならびに対応する遺伝子非改変型
野生植物細胞と比較して、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質の活性
を増大する遺伝子改変が未だ導入されていない野生植物および野生植物細胞、あるいは既
に遺伝子改変されている植物細胞または植物、ならびにヒアルロン酸合成酵素をコードす
る核酸分子が既に導入されている植物細胞または植物、および／または対応する遺伝子非
改変型野生植物細胞と比較して、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質の活性を増大
させるための遺伝子改変が既に導入されている植物細胞または植物、および／または対応
する遺伝子非改変型野生植物細胞と比較して、ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質
の活性を増大させるための遺伝子改変が既に導入されている植物細胞または植物を出発点
として使用することができる。ここで、両遺伝子改変が、一緒になって、同じ植物細胞で
結果としてＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素
）活性を有するタンパク質の活性を増大させる場合に限り、結果としてＵＤＰ－Ｇｌｃ－
ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質の活性を増大させる遺伝子改変と同じ方法を、結果
としてＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質の活性を増大させる連続的遺伝子改変に
使用するかどうかは重要でない。植物細胞に、ヒアルロン酸合成酵素をコードする一外来
核酸分子を導入するためにどの方法を使用するかも重要ではない。
【０１７１】
　ヒアルロン酸を合成する植物を調製する本発明による方法の別の実施態様では、遺伝子
改変は、植物細胞ゲノムへの少なくとも一外来核酸分子の導入に存在し、その際、外来核
酸分子の存在または発現が、結果として同じ植物細胞中でＧＦＡＴ（酵素）活性を有する
タンパク質およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質の活性を増大さ
せる。
【０１７２】
　ヒアルロン酸を合成する植物を調製するための本発明による方法の別の実施態様では、
遺伝子改変は、植物細胞ゲノムへの少なくとも一外来核酸分子または複数の外来核酸分子
の導入に存在し、その場合、外来核酸分子は、ヒアルロン酸合成酵素のコード配列および
ＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質のコード配列、およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（
酵素）活性を有するタンパク質のコード配列を含む。
【０１７３】
　遺伝子改変するために植物細胞または植物へ導入する外来核酸分子について既に上記し
たように、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する本発明による方法の工程ａ）で導入さ
れるものは、個々の核酸分子または複数の核酸分子であってよい。すなわち、ヒアルロン
酸合成酵素をコードする外来核酸分子、および／またはＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタ
ンパク質をコードする外来核酸分子、および／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性
を有するタンパク質をコードする外来核酸分子は、一緒になって一個の核酸分子上に存在
してよく、あるいは任意の可能な組合せで、記載した外来核酸分子の２個は、一緒になっ
て一個の核酸分子上に存在し、かつ第３の外来核酸分子は別の核酸分子上に存在してよく
、あるいは記載した外来核酸分子の３個全てが、いずれの場合にも個々の別々の核酸分子
上に存在してもよい。
【０１７４】
　さらに、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する本発明による方法を実施する際、一外
来核酸分子を導入するために、野生植物細胞または野生植物の代わりに、既に、ＧＦＡＴ
（酵素）活性を有するタンパク質の活性が増大し、かつ／またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（
酵素）活性を有するタンパク質の活性も増大しているという点で識別される変異細胞また
は変異体を使用することもできる。既に、その対応する野生植物細胞または野生植物と比
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較して、その変異細胞または変異体のＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質の活性が
増大し、またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質の活性も増大して
いる場合、ヒアルロン酸合成酵素をコードする一外来核酸分子、ならびに結果として対応
する遺伝子非改変型野生植物細胞と比較して、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有す
るタンパク質の活性を増大し、またはＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質の活性を
増大させる遺伝子改変を前記変異細胞または変異体に導入することは、ヒアルロン酸を合
成する植物を調製する本発明による方法を実施するのに十分である。対応する野生植物細
胞または対応する野生植物と比較して、既に、その変異細胞または変異体のＧＦＡＴ（酵
素）活性を有するタンパク質の活性が増大し、かつＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を
有するタンパク質の活性も増大している場合、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する本
発明による方法を実施するために、前記変異細胞または変異体にヒアルロン酸合成酵素を
コードする一外来核酸分子を導入することができる。
【０１７５】
　本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物の調製に変異
体を使用することに関して、上に記載したことは全て、ここでも同様に当てはまる。
【０１７６】
　好ましい実施態様では、本発明は、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する本発明によ
る方法に関し、その際、工程ａ）のヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子は、以下
の核酸分子からなる群から選択される。
　ａ）ウイルスのヒアルロン酸合成酵素をコードすることを特徴とする核酸分子
　ｂ）クロレラ感染型ウイルスのヒアルロン酸合成酵素をコードすることを特徴とする核
酸分子
　ｃ）ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のヒアルロン酸合成酵素をコードすること
を特徴とする核酸分子
　ｄ）Ｈ１株のミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のヒアルロン酸合成酵素コードす
ることを特徴とする核酸分子
　ｅ）ヒアルロン酸合成酵素の親生物のヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子のコ
ドンと比較して、ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子のコドンが改変されている
ことを特徴とする核酸分子
　ｆ）　ヒアルロン酸合成酵素のコドンが改変されている核酸分子であって、すなわち、
ゲノムにヒアルロン酸合成酵素のコドンが組み込まれる、または組み込まれている植物細
胞または植物のコドンの使用頻度に適合することを特徴とする核酸分子
　ｇ）配列番号２で示されるアミノ酸配列を有するヒアルロン酸合成酵素をコードし、ま
たはそのアミノ酸配列が、配列番号２で示されるアミノ酸配列と、少なくとも７０％、好
ましくは少なくとも８０％、特に好ましくは少なくとも９０％、特に好ましくは少なくと
も９５％、最も好ましくは少なくとも９８％同一であるヒアルロン酸合成酵素をコードす
ることを特徴とする核酸分子
　ｈ）　そのアミノ酸配列が、プラスミドＤＳＭ１６６６４に挿入した核酸配列のコード
領域から派生させることができるタンパク質をコードし、またはそのアミノ酸配列が、プ
ラスミドＤＳＭ１６６６４に挿入した核酸配列のコード領域から派生させることができる
アミノ酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、特に好ましくは少な
くとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９８％同一
であるタンパク質をコードすることを特徴とする核酸分子
　ｉ）　配列番号１または配列番号３で示される核酸配列、あるいは配列番号１または配
列番号３で示される核酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、特に
少なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９８％
同一である核酸配列を含む核酸分子
　ｊ）　プラスミドＤＳＭ１６６６４に挿入する核酸配列、またはプラスミドＤＳＭ１６
６６４に挿入する核酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、特に少
なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９８％同
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一である核酸配列を含む核酸分子
　ｋ）　ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸配列が、植物細胞で転写を開始する調節
エレメント（プロモーター）に結合しているヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子
、あるいは
　ｌ）　プロモーターが、組織特異的プロモーターであり、特に好ましくは、植物の塊茎
、果実、または種子細胞で特異的に転写の開始するプロモーターであるｋ）による核酸分
子
【０１７７】
　好ましい実施態様では、本発明は、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する本発明によ
る方法に関し、その際、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子は、以下
の核酸分子からなる群から選択される。
　ａ）　細菌、動物または植物を起源とし、好ましくは大腸菌またはマウスを起源とする
ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質コードすることを特徴とする核酸分子
　ｂ）　クロレラ感染型ウイルスのＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードすることを
特徴とする核酸分子
　ｃ）　ミドリゾウリムシのクロレラウイルスのＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコー
ドすることを特徴とする核酸分子
　ｄ）　その対応する親生物のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子の
コドンと比較して、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子のコドンが改
変されていることを特徴とする核酸分子
　ｅ）　ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質のコドンが改変されている核酸分子であって、
すなわち、ゲノムにＧＦＡＴ活性を有するタンパク質のコドンが組み込まれる、または組
み込まれている植物細胞または植物のコドンの使用頻度に適合することを特徴とする核酸
分子
　ｆ）　配列番号８で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする核酸分子、
または配列番号１０で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質、または配列番号１２で
示されるアミノ酸配列を有するタンパク質
　ｇ）　配列が、配列番号８、または配列番号１０、または配列番号１２で示されるアミ
ノ酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、特に少なくとも９０％、
特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９８％同一であるタンパク
質をコードする核酸分子
　ｈ）　配列番号７で示される核酸配列またはその配列に相補的な配列、あるいは配列番
号９で示される核酸配列またはその配列に相補的な配列、あるいは配列番号１１で示され
る核酸配列またはその配列に相補的な配列、あるいは配列番号１３で示される核酸配列ま
たはその配列に相補的な配列を含む核酸分子
　ｉ）　ｈ）に記載した核酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、
特に少なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ましくは少なくとも９
８％同一である核酸分子
　ｊ）　ｆ）またはｈ）に記載した核酸配列少なくとも一つの鎖とストリンジェント条件
下でハイブリダイズする核酸分子
　ｋ）遺伝暗号の変性のために、ヌクレオチド配列が、ｆ）またはｈ）に記載した核酸分
子配列と異なる核酸分子、ならびに
　ｌ）　ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）、またはｈ）に記載した核酸分子のフラグ
メント、対立形質変異体、および／または誘導体である核酸分子
　ｍ）　ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸配列が、植物細胞で転写を開
始する調節エレメント（プロモーター）に結合しているＧＦＡＴ活性を有するタンパク質
をコードする核酸分子、あるいは
　ｎ）　プロモーターが、組織特異的プロモーターであり、特に好ましくは植物の塊茎、
葉、果実、または種子細胞で特異的に転写を開始するプロモーターである、ｍ）による核
酸分子
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【０１７８】
　好ましい実施態様では、本発明は、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する本発明によ
る方法に関し、その際、外来ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする
核酸分子は、以下の核酸分子からなる群から選択される。
　ａ）　ウイルス、細菌、動物、または植物を起源とするＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有
するタンパク質コードすることを特徴とする核酸分子
　ｂ）　クロレラ感染型ウイルスのＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質コード
することを特徴とする核酸分子
　ｃ）　ミドリゾウリムシのクロレラウイルスのＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタン
パク質コードすることを特徴とする核酸分子
　ｄ）　対応する、親生物ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする核
酸分子のコドンと比較して、ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする
核酸分子のコドンが改変されていることを特徴とする核酸分子
　ｅ）　ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質のコドンが改変されている核酸分
子であって、すなわち、ゲノムにＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質のコドン
が組み込まれる、または組み込まれている植物細胞または植物のコドンの使用頻度に適合
することを特徴とする核酸分子
　ｆ）　配列番号５で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする核酸分子；
　ｇ）　配列が、配列番号５で示されるアミノ酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは
少なくとも８０％、特に少なくとも９０％、特に好ましくは少なくとも９５％、最も好ま
しくは少なくとも９８％同一であるタンパク質をコードする核酸分子
　ｈ）配列番号４で示されるヌクレオチド配列またはその配列に相補的な配列、あるいは
配列番号６で示されるヌクレオチド配列またはその配列に相補的な配列を含む核酸分子
　ｉ）　ｈ）に記載した核酸配列と、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、
特に少なくとも９０％、特に好ましくは９５％、最も好ましくは少なくとも９８％同一で
ある核酸分子
　ｊ）ストリンジェント条件下で、ｆ）またはｈ）に記載されている核酸分子の少なくと
も一つの鎖とハイブリダイズする核酸分子
　ｋ）　ヌクレオチド配列が、遺伝暗号の変性のために、ｆ）またはｈ）に記載した核酸
分子配列と異なる核酸分子、ならびに
　ｌ）　ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）、またはｈ）に記載した核酸分子のフラグ
メント、対立形質変異体、および／または誘導体である核酸分子
　ｍ）　ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質をコードする核酸配列が、植物細
胞で転写を開始する調節エレメント（プロモーター）に結合しているＵＤＰ－Ｇｌｃ－Ｄ
Ｈ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子、あるいは
　ｎ）　プロモーターが、組織特異的プロモーターであり、特に好ましくは植物の塊茎、
葉、果実、または種子細胞中で特異的に転写の開始するプロモーターである）による核酸
分子
【０１７９】
　本発明の好ましい実施態様では、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する方法は、植物
材料の新鮮重（ＦＷ）１ｇに当たり、ヒアルロン酸を少なくとも１００、好ましくは少な
くとも６００、特に好ましくは少なくとも１０００、特に好ましくは少なくとも１５００
μｇ合成する植物の調製法に関する。
【０１８０】
　さらに好ましい実施態様では、ヒアルロン酸を合成する植物を調製する本発明による方
法は、本発明による遺伝子改変型植物の調製に使用される。
【０１８１】
　本発明は、ヒアルロン酸を合成する植物を調製するために、本発明による方法によって
得られる植物も提供する。
【０１８２】
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　さらに、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞、本発明による遺伝子改変型植
物、本発明による増殖物質、本発明による収穫可能植物部分、またはヒアルロン酸を合成
する植物を調製するために、本発明による方法によって得られる植物、またはこれらの植
物部分からヒアルロン酸を抽出する工程を含む、ヒアルロン酸を調製する方法に関する。
【０１８３】
　好ましくは、そのような過程は、さらに、ヒアルロン酸を抽出する前に、培養した本発
明による遺伝子改変型植物細胞、本発明による遺伝子改変型植物、本発明による増殖物質
、本発明による収穫可能植物部分、本発明による加工可能植物部分を収穫する工程、およ
び特に好ましくはさらに、収穫する前に本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明
による遺伝子改変型植物を培養する工程を含む。
【０１８４】
　細菌組織または動物組織とは対照的に、植物組織はヒアルロニダーゼも、いかなるヒア
ルアドヘリンも含まない。従って、既に上記したように、比較的単純な方法を使用し、植
物組織からのヒアルロン酸の抽出することができる。必要な場合は、ヒアルロン酸を含む
植物細胞または組織の上記水性抽出液をさらに、例えば、エタノール沈澱を繰り返すなど
、当業者には公知の方法を使用して精製することができる。好ましいヒアルロン酸精製法
は、一般的方法の第３項に記載されている。
【０１８５】
　本発明による遺伝子改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物から、既に記
載したヒアルロン酸を抽出する方法は、本発明による増殖物質、本発明による収穫可能植
物部分、ヒアルロン酸を合成する植物を調製するために、本発明による方法によって得ら
れた植物またはこれらの植物部分からヒアルロン酸を単離するのにも適切である。
【０１８６】
　本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞、本発明による遺伝子改変型植物、本発
明による増殖物質、本発明による収穫可能植物部分、本発明による加工可能植物部分、ま
たはヒアルロン酸を調製するための本発明による方法によって得られる植物の使用も提供
する。
【０１８７】
　さらに、本発明は、本発明による遺伝子改変型植物細胞を含む組成物にも関する。ここ
で、植物細胞が、未処理か、またはもはや未処理ではないかというのは重要ではない。と
いうのは、植物細胞は例えば、加工によって破壊されているからである。組成物は、食品
または食餌、医薬的または化粧品であることが好ましい。
【０１８８】
　本発明は、好ましくは、本発明による遺伝子改変型植物細胞、本発明による遺伝子改変
型植物、本発明による増殖物質、本発明による収穫可能植物部分、本発明による方法によ
って得られる植物の成分を含み、かつ組換え核酸分子をも含む組成物を提供し、その際、
組換え核酸分子は、ヒアルロン酸合成酵素、およびＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパ
ク質、およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分
子を含むことを特徴とする。
【０１８９】
　植物細胞または植物のゲノム中へ外来核酸分子を安定して組み込むと、植物細胞または
植物のゲノム中へ組み込み後に、結果としてゲノム植物の核酸配列によって外来核酸分子
が側置される。従って、好ましい実施態様では、本発明による組成物は、本発明による組
成物中に存在する組換え核酸分子がゲノム植物核酸配列を側置することを特徴とする。
　ここで、ゲノム植物核酸配列は、本組成物の調製に使用される植物細胞または植物のゲ
ノム中に自然に存在する任意の配列であってよい。
【０１９０】
　本発明による組成物中に存在する組換え核酸分子は、核酸分子上に、ヒアルロン酸合成
酵素、およびＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質、およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（
酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分子が存在し、あるいは別々の組換え核
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酸分子上に記載した核酸分子が存在しうる、個々のまたは様々な組換え核酸分子であって
よい。ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子、またはＧＦＡＴ（酵素）活性を有す
るタンパク質をコードする核酸分子、またはＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有する
タンパク質をコードする核酸分子は、一緒になって一組換え核酸分子上に存在することも
、または任意の可能な組合せで記載した核酸分子の２個が、一緒になって一組換え核酸分
子上に存在し、第３の核酸分子は別の組換え核酸分子上に存在することも、あるいは記載
した３個全ての核酸分子がいずれの場合にも個々の別々の組換え核酸分子上に存在するこ
とも可能である。本発明による組成物中にどのようにヒアルロン酸合成酵素をコードする
核酸分子、またはＧＦＡＴ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分子、また
はＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ（酵素）活性を有するタンパク質をコードする核酸分子が存在す
るかに応じて、これらの側面に同一または異なるゲノム植物核酸配列が配置されてもよい
。
【０１９１】
　本発明による組成物が組換え核酸分子を含むことは、当業者に公知の方法、例えば、ハ
イブリダイゼーションに基づく方法、または好ましくは、ＰＣＲに基づく方法（ポリメラ
ーゼ連鎖反応）を使用して実証することができる。
【０１９２】
　好ましくは、本発明による組成物は、ヒアルロン酸を少なくとも０．００５％、特に少
なくとも０．０１％、特に好ましくは少なくとも０．０５％、特に好ましくは少なくとも
０．１％を含む。
【０１９３】
　好ましくは、本発明による組成物は、ヒアルロン酸を多くても５％、好ましくは多くて
も２％、特に好ましくは多くても１％、特に好ましくは少なくとも０．５％を含む。
【０１９４】
　既に上記したように、食品または食餌を調製するために、本発明による遺伝子改変型植
物細胞、本発明による遺伝子改変型植物、本発明による増殖物質、本発明による収穫可能
植物部分、本発明による加工可能植物部分、本発明による消費可能植物部分、または本発
明による方法によって得られる植物を使用することができる。しかし、ヒアルロン酸を単
離しなくても、工業的適用の原料として使用することも可能である。すなわち、例えば、
土壌の保水力を高めるために、本発明による遺伝子改変型植物または本発明による遺伝子
改変型植物の部分を農業的培養下領域に適用することができる。さらに、本発明による遺
伝子改変型植物または本発明による遺伝子改変型植物細胞は、乾燥剤（例えば、出荷時使
用、湿気感受性品目）または液体吸収剤（例えば、漏水した液体を吸収するためのナプキ
ン）の調製に使用することができる。そのような適用には、本発明による遺伝子改変型植
物全体、本発明による遺伝子改変型植物の部分または細分した（例えば磨砕した）本発明
による遺伝子改変型植物、または本発明による植物部分を適宜使用することができる。磨
砕した植物または植物部分を使用する適用に適切なものは、ヒアルロン酸を含むが、含水
率は非常に低い特に植物部分である。これらは、穀類植物（コーン、イネ、コムギ、ライ
ムギ、カラスムギ、オオムギ、サゴヤシ、またはモロコシ）の穀粒であることが好ましい
。本発明による遺伝子改変型植物細胞および本発明による遺伝子改変型植物は、文献に記
載されている遺伝子導入植物よりもヒアルロン酸含有量が高いので、本発明による遺伝子
改変型植物細胞または本発明による遺伝子改変型植物を使用する際には、これらと比較し
て少ない物質を工業的適用に使用しなければならない。
【０１９５】
　本発明はまた、本発明による組成物を調製する方法であって、本発明による遺伝子改変
型植物細胞、本発明による遺伝子改変型植物、本発明による増殖物質、本発明による収穫
可能植物部分、本発明による加工可能植物部分、本発明による消費可能植物部分、または
ヒアルロン酸を合成する植物を調製するために、本発明による方法によって得られる植物
を使用する方法も提供する。本発明による組成物を調製する方法は、食品または食餌を調
製するための方法、医薬生成物を調製するための方法、または化粧品を調製するための方
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法であることが好ましい。
【０１９６】
　食品または食餌を調製するための方法は、当業者には公知である。工業的領域で本発明
による遺伝子改変型植物または本発明による植物部分を使用する過程もまた、当業者には
公知であり、とりわけ、本発明による遺伝子改変型植物または本発明による植物部分を粉
末する工程または磨砕する工程を含むが、それらの排他的に限定されるものではない。食
品／食餌を調製するため、または工業的領域で使用するために、本発明による対象物を使
用することによって得られる利点の幾つかは既に上に記載している。
【０１９７】
　組成物を調製するための本発明による方法は、ヒアルロン酸を含む組成物を調製する方
法であるのが特に好ましい。
【０１９８】
　本発明による組成物を調製する方法によって得られる組成物は、本発明によって得られ
るものと同様である。
【０１９９】
　本発明はまた、本発明による組成物を調製するための、本発明による遺伝子改変型植物
細胞、本発明による遺伝子改変型植物、本発明による増殖物質、本発明による収穫可能植
物部分、本発明による加工可能植物部分、本発明による消費可能植物部分、またはヒアル
ロン酸を合成する植物を調製するために本発明による方法によって得られる植物の使用に
関する。本発明による遺伝子改変型植物細胞、本発明による遺伝子改変型植物、本発明に
よる増殖物質、本発明による収穫可能植物部分、本発明による加工可能植物部分、本発明
による消費可能植物部分、あるいは食品または食餌を調製するために、医薬を調製するた
めに、または化粧品を調製するために、ヒアルロン酸を合成する植物を調製するための本
発明による方法によって得られる植物を使用するのが好ましい。
【０２００】
配列の説明
配列番号１：ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のヒアルロン酸合成酵素をコードす
る核酸配列。
配列番号２：ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のヒアルロン酸合成酵素のアミノ酸
配列。示したアミノ酸配列は、配列番号１から派生させることができる。
配列番号３：ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のヒアルロン酸合成酵素をコードす
る合成核酸配列。示した配列のコドンの合成は、植物細胞中でのコドンの使用に適合する
ように実施した。示した核酸配列は、配列番号２で示されるアミノ酸配列を有するタンパ
ク質をコードする。
配列番号４：ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有す
るタンパク質をコードする核酸配列
配列番号５：ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有す
るタンパク質のアミノ酸配列。示したアミノ酸配列は、配列番号４から派生させることが
できる。
配列番号６：ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有す
るタンパク質をコードする合成核酸配列。示した配列のコドンの合成は、植物細胞中での
コドンの使用に適合するように実施した。示した核酸配列は、配列番号５で示されるアミ
ノ酸配列を有するタンパク質をコードする。
配列番号７：マウスのＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質をコードする核酸配列。
配列番号８：マウスのＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質のアミノ酸配列。示したアミ
ノ酸配列は、配列番号７から派生させることができる。
配列番号９：マウスのＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質をコードする核酸配列。
配列番号１０：マウスのＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質のアミノ酸配列。示したア
ミノ酸配列は、配列番号９から派生させることができる。
配列番号１１：大腸菌のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸配列。
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配列番号１２：大腸菌のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質のアミノ酸配列。示したアミノ
酸配列は、配列番号１１から派生させることができる。
配列番号１３：大腸菌のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする合成核酸配列。示
した配列のコドンの合成は、植物細胞中でのコドンの使用に適合するように実施した。示
した核酸配列は、配列番号１２で示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする
。
配列番号１４：実施例１でプライマーとして使用される合成オリゴヌクレオチド
配列番号１５：実施例１でプライマーとして使用される合成オリゴヌクレオチド
【０２０１】
　核酸およびアミノ酸配列のアクセッション番号を含むが、それだけには限らない全ての
引用文献を参照として本明細書に援用する。
【０２０２】
一般的方法
　本発明に関連して使用できる方法を以下に記載する。これらの方法は具体的実施態様で
あるが、本発明はこれらの方法だけには限らない。記載の方法を改変し、かつ／または個
々の方法または方法の一部を方法の代替法または代替の一部によって置き換えることによ
っても、同じように発明を実施できることは当業者には公知である。
【０２０３】
１．ジャガイモ植物の形質転換
　アグロバクテリウムを用いてジャガイモ植物を形質転換する、Rocha-Sosaら，(EMBO J.
 8, (1989), 23-29)に記載されている。
【０２０４】
２．植物組織からのヒアルロン酸の単離
　ヒアルロン酸の存在を検出し、植物組織中のヒアルロン酸含有量を定量するために、植
物材料を以下のように処理した。水（脱塩、導電率＝１８ＭΩ）２００μｌを塊茎材料約
０．３ｇに加え、研究室用振動ボールミル（ＭＭ２００、ドイツ、Retsch社製）で混合物
を細分した（３０Ｈｚで３０秒）。次いで、さらに水（脱塩、導電率＝１８ＭΩ）８００
μｌを加え、（例えば、ボルテックスミキサーを使用し）混合物をよく混合した。１６０
００×ｇで５分間遠心分離することによって、細胞残屑および不溶性成分と、上清とを分
離した。
【０２０５】
３．ヒアルロン酸の精製
　塊茎約１００ｇの皮を剥き、約１ｃｍ３大の破片にカットし、水（脱塩、導電率＝１８
ＭΩ）１００ｍｌを加えた後、ワーリングブレンダー中最大速度で約３０秒間細分した。
次いで、茶漉しを使用して細胞残屑を除去した。除去した細胞残屑を水（脱塩、導電率＝
１８ＭΩ）３００ｍｌ中に再懸濁し、再度茶漉しを使用し除去した。得られた２杯の懸濁
液（１００ｍｌ＋３００ｍｌ）を混合し、１３０００×ｇで１５分間遠心分離した。得ら
れた遠心分離上清にＮａＣｌを終濃度が１％に達するまで加えた。ＮａＣｌが溶解後、２
倍量のエタノールを加えることによって析出を行った後、十分に混合し、－２０℃で終夜
インキュベーションした。次いで、混合物を１３０００×ｇで１５分間遠心分離機にかけ
た。この遠心分離後得られた沈殿物を１００ｍｌの緩衝液（５０ｍＭ ＴｒｉｓＨＣｌ、
ｐＨ８．１ｍＭ ＣａＣｌ２）に溶解し、次いでプロテイナーゼＫを加えて終濃度１００
μｇ／ｍｌにし、溶液を４２℃で２時間インキュベートした。この後、９５℃で１０分間
インキュベーションした。再度、この溶液の終濃度が１％になるまでＮａＣｌを加えた。
ＮａＣｌを溶解後、さらに２倍量のエタノールを加えることによって析出を行い、十分混
合し、－２０℃で約９６時間インキュベーションした。この後、１３０００×ｇで１５分
間遠心分離した。この遠心分離後得られた沈殿物を水（脱塩、導電率＝１８ＭΩ）３０ｍ
ｌに溶解し、再度、ＮａＣｌを加えて終濃度１％にした。２倍量のエタノールを加え、十
分混合し、終夜－２０℃でインキュベーションすることによって、さらに沈殿を行った。
さらに１３０００×ｇで１５分間の遠心分離後に得られた沈殿物を水（脱塩、導電率＝１
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８ＭΩ）２０ｍｌに溶解した。
【０２０６】
　遠心分離ろ過することによってさらに精製した。この目的のために、いずれの場合にも
、溶解した沈殿物５ｍｌをメンブレンフィルター（CentriconAmicon、孔径１００００Ｎ
ＭＷＬ、製品番号ＵＣＦ８０１０９６）に通し、その試料を２２００×ｇで遠心分離して
、フィルター上に溶液のわずか約３ｍｌを残した。次いで、さらに２回、いずれの場合に
も、水（脱塩、導電率＝１８ＭΩ）３ｍｌをメンブレン上の溶液に加え、いずれの場合に
も、同一条件下で再遠心分離して、最後にフィルター上に溶液のわずか約３ｍｌを残した
。遠心分離ろ過後、メンブレン上に依然として存在する溶液を除去し、水（脱塩、導電率
＝１８ＭΩ）約１．５ｍｌでメンブレンを繰り返し（３～５回）漱いだ。メンブレン上に
依然として存在する全ての溶液と漱いで得られた溶液を混合し、ＮａＣｌを溶液化した後
、そのＮａＣｌを加えて終濃度１％にし、２倍量のエタノールを加え、その試料を混合し
、－２０℃終夜で寝かせることによって沈殿物を得た。さらに１３０００×ｇで１５分間
の遠心分離後に得られた沈殿物を水（脱塩、導電率＝１８ＭΩ）４ｍｌに溶解し、次いで
凍結乾燥した（０．３７ｍｂａｒの圧力下で２４時間、凍結乾燥装置：ドイツ、Osterode
在、Christh社製Christ Alpha 1-4）。
【０２０７】
４．ヒアルロン酸の検出およびヒアルロン酸含有量の定量
　市販の試験法（米国コロラド州Corgenix社製ヒアルロン酸（ＨＡ）試験キット、製品番
号０２９－００１）を使用し、参照としてこれにより本説明に組み込む、その製造業者の
使用説明書に従ってヒアルロン酸を検出した。試験の原理は、ヒアルロン酸に特異的に結
合するタンパク質（ＨＡＲＰ）の利用能に基づき、ＥＬＩＳＡと同様に実施するが、その
際、色彩反応は検査する試料中のヒアルロン酸含有量を示す。従って、ヒアルロン酸を定
量するためには、測定する試料が所定の限度内になるような濃度で使用すべきである（例
えば、：限度を超過し、または到達していないかに応じて、問題の試料を希釈し、または
植物組織からヒアルロン酸を抽出するための水の使用を削減する）。
【０２０８】
　並行バッチでは、定量する試料のアリコートをまずヒアルロニダーゼ消化にかけ、次い
で市販試験を使用し測定した（米国コロラド州Corgenix社製ヒアルロン酸（ＨＡ）試験キ
ット、製品番号０２９－００１）。ヒアルロニダーゼ消化は、ジャガイモ塊茎抽出液を含
むヒアルロニダーゼ緩衝液（０．１Ｍリン酸カリウム緩衝液、ｐＨ５．３；１５０ｍＭ 
ＮａＣｌ）４００μｌを使用し、ヒアルロニダーゼ（ヒアルロニダーゼＩＩＩ型、Sigma
社製、製品番号Ｈ２２５１）を５μｇ（約３単位）加え、３７℃で３０分間インキュベー
トすることによって実施した。
【０２０９】
　次いで、いずれの場合にも、１：１０希釈して全試料をヒアルロン酸含有量の定量に使
用した。
【０２１０】
５．標準偏差の計算
　記載する標準偏差は下式を使用し算出した。
　　　平方根［ｎΣｘ２－（Σｘ）２／ｎ（ｎ－１）］
［式中、ｘは個々の測定値の値であり、ｎは、問題の準偏差を決定するために使用した全
測定値の合計である］
【０２１１】
６．ＧＦＡＴ活性の定量
　ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質の活性をRachelら，(1996, J. Bacteriol. 178 (8), 
2320-2327)の記載の通りに定量する。
【０２１２】
　タンパク質がＧＦＡＴ活性－１またはＧＦＡＴ－２を有するかどうか識別するために、
Huら，(2004, J. Biol. Chem. 279 (29), 29988-29993)に記載の方法を使用する。
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【０２１３】
７．ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性の定量
　ＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質の活性をSpicedら，(1998, J. Bacterio
l. 273 (39), 25117-25124)に記載の通りに定量する。
【０２１４】
８．トマト植物の形質転換
　米国特許第５，５６５，３４７号に記載の方法を使用し、アグロバクテリウムを用いて
トマト植物を形質転換した。
【０２１５】
実施例
１．植物発現ベクターＩＲ４７－７１の調製
　プラスミドｐＢｉｎＡＲは、バイナリーベクタープラスミドｐＢｉｎ１９（Bevan, 198
4, Nucl Acids Res 12: 8711-8721）の誘導体であり、以下のように構築した。
　フラグメントプラスミドｐＤＨ５１から、カリフラワーモザイクウイルスの３５Ｓプロ
モーターのヌクレオチド６９０９－７４３７を含む５２９長のフラグメントをＥｃｏＲ 
Ｉ／Ｋｐｎ Ｉとして単離し（Pietrzakら，1986 Nucleic Acids Res. 14, 5858）、ｐＵ
Ｃ１８のポリリンカーのＥｃｏＲ ＩとＫｐｎ Ｉ制限部位間に連結した。この方式で、プ
ラスミドｐＵＣ１８－３５Ｓを形成した。制限エンドヌクレアーゼＨｉｎｄ ＩＩＩおよ
びＰｖｕ ＩＩを使用し、ＴｉプラスミドｐＴｉＡＣＨ５（Gielenら，1984, EMBO Journa
l 3, 835-846）（ヌクレオチド１１７４９－１１９３９）のＴ－ＤＮＡのオクトピン合成
酵素遺伝子（遺伝子３）のポリアデニル化シグナル（３’末端）を含む１９２長のフラグ
メントをプラスミドｐＡＧＶ４０（Herrera-Estrellaら，1983 Nature, 303, 209-213）
から単離した。Ｓｐｈ ＩリンカーをＰｖｕ ＩＩ制限部位に付加した後、フラグメントを
ｐＵＣ１８－３５ＳのＳｐｈ ＩとＨｉｎｄ ＩＩＩ制限部位間に連結した。これによりプ
ラスミドｐＡ７が得られた。ここで、ＥｃｏＲ ＩおよびＨｉｎｄ ＩＩＩを使用し、３５
ＳプロモーターとＯｃｓターミネーターを含むポリリンカー全体を取り出し、適切に切断
したベクターｐＢｉｎ１９に連結した。これにより植物発現ベクターｐＢｉｎＡＲが得ら
れた（HofgenおよびWillmitzer, 1990, Plant Science 66, 221-230）。
【０２１６】
　ジャガイモから得たパタチン遺伝子Ｂ３３のプロモーター（Rocha-Sosaら，1989, EMBO
 J. 8, 23-29）は、Ｄｒａ Ｉフラグメント（ヌクレオチド－１５１２－＋１４）として
、Ｔ４－ＤＮＡポリメラーゼを使用し、Ｓｓｔ Ｉにより切断し、平滑末端にしたベクタ
ーｐＵＣ１９に連結した。これによりプラスミドｐＵＣ１９－Ｂ３３が得られた。このプ
ラスミドから、ＥｃｏＲ ＩとＳｍａ Ｉを使用しＢ３３プロモーターを取り出し、適切に
切断したベクターｐＢｉｎＡＲに連結した。これにより植物発現ベクターｐＢｉｎＢ３３
が得られた。
【０２１７】
　それ以上のクローニング工程を促進するために、ＭＣＳ（マルチクローニング部位）を
伸展した。この目的のために、２本の相補的オリゴヌクレオチドを合成し、９５℃で５分
間加熱し、徐々に室温に冷まし、良好に固定化（アニーリング）し、ｐＢｉｎＢ３３のＳ
ａｌ ＩとＫｐｎ Ｉ制限部位間にクローン化した。この目的のために使用したオリゴヌク
レオチドは以下の配列を有する。
【０２１８】
【表１】

得られたプラスミドをＩＲ４７－７１と名付けた。
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【０２１９】
２．植物発現ベクターｐＢｉｎＡＲＨｙｇの調製
　制限エンドヌクレアーゼＥｃｏＲ ＩとＨｉｎｄ ＩＩＩを使用し、３５Ｓプロモーター
、Ｏｃｓターミネーター、および全マルチクローニング部位を含むフラグメントをｐＡ７
から取り出し、同じ制限エンドヌクレアーゼを使用し切断したベクターｐＢＩＢＨｙｇ（
Becker, 1990, Nucleic Acids Res. 18, 203）にクローン化した。得られたプラスミドを
ｐＢｉｎＡＲＨｙｇと名付けた。
【０２２０】
３．クローニングベクターＩＣ３１７－２０４の調製
　制限エンドヌクレアーゼＸｈｏ ＩとＨｉｎｄ ＩＩＩを使用し、ＯＣＳターミネーター
を含む核酸フラグメントをプラスミドＩＲ４７－７１から単離し、同じ制限エンドヌクレ
アーゼにより切断したベクターpBlueScript KS（Stratagene社製、製品番号２１２２０７
）中にクローン化した。得られたプラスミドをＩＣ３０６－２０４と名付けた。
【０２２１】
　制限エンドヌクレアーゼＢａｍ ＨＩとＥｃｏ ＲＩを使用し、Ｂ３３プロモーターを含
む核酸フラグメントをプラスミドＩＲ４７－７１から単離し、同じ制限エンドヌクレアー
ゼにより切断したベクターpBlueScript KS（Stratagene社製、製品番号２１２２０７）中
にクローン化した。得られたプラスミドをＩＣ３１４－２０４と名付けた。
【０２２２】
　制限エンドヌクレアーゼＢａｍ ＨＩを使用し、ＯＣＳターミネーターをＩＣ３０６－
２０４から単離し、同じ制限エンドヌクレアーゼにより切断したプラスミドＩＣ３１４－
２０４中にクローン化した。得られたプラスミドをＩＣ３１７－２０４と名付けた。
【０２２３】
４．核酸分子の合成
ａ）　ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸
分子の合成
　ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸配列
（ＨＡＳ）をMedigenomix GmbH（ドイツ、ミュンヘン在）により合成し、Invitrogen社製
ベクターｐＣＲ２．１（製品番号Ｋ２０００－０１）中にクローン化した。得られたプラ
スミドをＩＣ３２３－２１５と名付けた。ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１から得
たＨＡＳタンパク質をコードする合成核酸配列を配列番号３により示す。ミドリゾウリム
シのクロレラウイルス１から最初に単離した対応する核酸配列を配列番号１により示す。
【０２２４】
ｂ）　ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタン
パク質をコードする核酸分子の合成
　ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１から得たＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタ
ンパク質をコードする核酸配列をEntelechon GmbHにより合成し、Invitrogen社製ベクタ
ーpCR４Topo（製品番号Ｋ４５１０－２０）中にクローン化した。得られたプラスミドを
ＩＣ３３９－２２２と名付けた。ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１から得たＵＤＰ
－Ｇｌｃ－ＤＨタンパク質をコードする合成核酸配列を配列番号６により示す。ミドリゾ
ウリムシのクロレラウイルス１から最初に単離した対応する核酸配列を配列番号４により
示す。
【０２２５】
ｃ）　大腸菌からのＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸分子の合成
　大腸菌のＧＦＡＴ活性を有するタンパク質をコードする核酸配列をEntelechon GmbHに
より合成し、Invitrogen社製ベクターpCR４Topo（製品番号Ｋ４５１０－２０）中にクロ
ーン化した。得られたプラスミドをＩＣ３７３－２５６と名付けた。大腸菌のＧＦＡＴ活
性を有するタンパク質をコードする合成核酸配列を配列番号１３により示す。大腸菌から
最初に単離した対応する核酸配列を配列番号１１により示す。
【０２２６】
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５．更に別の核酸分子の起源
ａ）　マウスから得たＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質をコードする核酸分子
　ＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質をコードする核酸配列をBioCat GmbH, Heidelber
g（Ａｒｔ．Ｎｏ．ＭＭＭ１０１３－６５３４６、ｃＤＮＡクローンＭＧＣ：５８２６２
、ＩＭＡＧＥ：６７４２９８７）から購入した。これは、I.M.A.G.E. Konsortium (http:
//image.llnl.gov)社が製造し、BioCat GmbHが販売しているクローンである。ここで、Ｇ
ＦＡＴ－１活性を有するタンパク質をコードするｃＤＮＡをInvitrogen社製ベクターｐＣ
ＭＶ Ｓｐｏｒｔ６中にクローン化した。得られたプラスミドをＩＣ３６５－２５６と名
付けた。ＩＣ３６５－２５６中に挿入した、マウスから得たＧＦＡＴ－１活性を有するタ
ンパク質をコードする核酸配列は、配列番号７で示される核酸配列と比較して、位置１０
９０でのＴからＣへの塩基交換、および位置２０２７でのＧからＡへの塩基交換を有する
。これらの塩基交換によって、異なる２個の核酸分子がコードするアミノ酸配列のアミド
酸交換が生じることはない。
【０２２７】
　マウスから得たＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質のコーディング核酸配列を配列番
号８に示す。
【０２２８】
　次のクローニング工程を促進するために、制限エンドヌクレアーゼＸｈｏ ＩとＥｃｏ 
ＲＶを使用し、ＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質をコードする配列をＩＣ３６５－２
５６から単離し、両端にさらにＰａｃ Ｉ制限部位を有する、改変したマルチクローニン
グ部位を含むプラスミドpME9（Stratagene社製ベクターpBlueSkript、製品番号２１２２
０７）であって、同じ制限エンドヌクレアーゼにより既に切断したプラスミド中にクロー
ン化した。得られたプラスミドをＩＣ３６７－２５６と名付けた。
【０２２９】
ｂ）　マウスから得たＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質をコードする核酸分子
　マウスから得たＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質をコードする核酸分子をInvitrog
en社から購入した（クローンＩＤ４１６７１８９、ｃＤＮＡクローンＭＧＣ：１８３２４
、ＩＭＡＧＥ：４１６７１８９）。これは、I.M.A.G.E. Konsortium (http://image.llnl
.gov)が製造し、Invitrogen社が販売しているクローンである。ここで、タンパク質をコ
ードするＧＦＡＴ－２活性を有するｃＤＮＡをInvitrogen社製ベクターｐＣＭＶ Ｓｐｏ
ｒｔ６中にクローン化する。プラスミドをＩＣ３６９－２５６と名付けた。マウスから得
たＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質をコードする核酸配列を配列番号９により示す。
【０２３０】
６．ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１のヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸配
列を含む植物発現ベクターＩＣ３４１－２２２の調製
　ＢａｍＨ ＩとＸｈｏ Ｉによる制限消化を利用し、ヒアルロン酸合成酵素のコード配列
を含む核酸分子をプラスミドＩＣ３２３－２１５から単離し、プラスミドＩＲ４７－７１
のＢａｍＨ ＩとＸｈｏ Ｉ制限部位中にクローン化した。得られた植物発現ベクターをＩ
Ｃ３４１－２２２と名付けた。
【０２３１】
７．マウスから得たＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質、およびミドリゾウリムシのク
ロレラウイルス１から得たＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質を含むコーディ
ング核酸配列を含む植物発現ベクターＩＣ３７０－２５６およびＩＣ３７６－２５６の調
製
　ＢａｍＨ ＩとＫｐｎ Ｉによる制限消化を利用し、ミドリゾウリムシのクロレラウイル
ス１のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質のコード配列を含む核酸分子をプラ
スミドＩＣ３３９－２２２から単離し、同じ制限エンドヌクレアーゼにより切断したプラ
スミドｐＡ７中にクローン化した。得られたプラスミドをＩＣ３４２－２２２と名付けた
。
【０２３２】
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　Ｘｂａ ＩとＫｐｎ Ｉを用いる制限消化によって、ミドリゾウリムシのクロレラウイル
ス１のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質のコード配列を含む核酸分子をプラ
スミドＩＣ３４２－２２２から単離し、Ｘｂａ ＩとＫｐｎ Ｉによって既に切断した発現
ベクターｐＢｉｎＡＲ Ｈｙｇ中にクローン化した。得られたプラスミドをＩＣ３４９－
２２２と名付けた。
【０２３３】
　次の工程では、Ｂ３３プロモーターおよびＯＣＳターミネーターを含む核酸フラグメン
トであって、Ｅｃｏ ＩＲを使用する制限消化によってＩＣ３１７－２０４から単離した
フラグメントをＩＣ３４９－２２２のＥｃｏ ＩＲ制限部位中にクローン化した。ここで
、プロモーター（３５ＳおよびＢ３３）同士が、確実に進行方向が向かい合うように準備
する。得られたベクターをＩＣ３５４－２２２と名付けた。
【０２３４】
　次のクローニング工程では、Ｘｈｏ ＩとＥｃｏ ＲＶを用いる制限消化によって、マウ
スから得たＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質のコード配列を含む核酸フラグメントを
ＩＣ３６７－２５６から単離し、Ｘｈｏ ＩとＥｃＩ１３６ ＩＩによって既に切断したプ
ラスミドＩＣ３５４－２２２中にクローン化した。得られた植物発現ベクターをＩＣ３７
０－２５６と名付けた。
【０２３５】
　プラスミドＩＣ３７０－２５６の配列分析後、マウスから得たＧＦＡＴ－１活性を有す
るタンパク質のコーディング核酸配列は、プラスミドＩＣ３６５－２５６に挿入した核酸
配列と比較して２つの位置で改変されていた。配列番号７で示される核酸配列と比較して
、プラスミドＩＣ３７０－２５６に入れたマウスのＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質
をコードする核酸配列は、位置１１６０でＧからＡへ、位置１１９０でＴからＣへ、位置
１２４５でＴからＣへ、および位置２０２７でＧからＡへ塩基交換されていることが判明
した。この改変された核酸配列は、配列番号８で示されるアミノ酸配列に関して、アミノ
酸が位置３０４でＲからＱへ、位置３６６でＣからＲへ改変されているタンパク質をコー
ドする。
【０２３６】
　正確なマウスのＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質をコードする核酸配列を含む植物
発現ベクターを得るためには、Ｘｈｏ ＩとＥｃｏ ＲＶを用いる制限消化によって、マウ
スから得たＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質のコード配列を再度ＩＣ３６５－２５６
から単離し、Ｘｈｏ ＩとＥｃＩ１３６ＩＩによって切断したプラスミドＩＣ３５４－２
２２中にクローン化した。得られた植物発現ベクターをＩＣ３７６－２５６と名付けた。
　プラスミドＩＣ３７６－２５６に入れたマウスのＧＦＡＴ－１活性を有するタンパク質
をコードする核酸配列は、プラスミド３６５－２５６に挿入した、マウスから得たＧＦＡ
Ｔ－１活性を有するタンパク質のコード配列と同一である。この核酸分子がコードするア
ミノ酸配列を配列番号８により示す。
【０２３７】
８．マウスから得たＧＦＡＴ－２活性を有するタンパク質、およびミドリゾウリムシのク
ロレラウイルス１から得たＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質のコーディング
核酸配列を含む植物発現ベクターＩＣ３７２－２５６の調製
　Ｘｈｏ ＩとＥｃｏ ＲＶを用いる制限消化によって、マウスから得たＧＦＡＴ－２活性
を有するタンパク質のコード配列を含む核酸フラグメントをＩＣ３６９－２５６から単離
し、Ｘｈｏ ＩとＥｃＩ１３６ＩＩによって切断したプラスミドＩＣ３５４－２２２中に
クローン化した。得られた植物発現ベクターをＩＣ３７２－２５６と名付けた。
【０２３８】
９．大腸菌から得たＧＦＡＴ活性を有するタンパク質、およびミドリゾウリムシのクロレ
ラウイルス１のＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタンパク質のコーディング核酸配列を
含む植物発現ベクターＩＣ３７５－２７１の調製
　Ｘｈｏ ＩとＥｃｏ ＲＶを用いる制限消化によって、大腸菌から得たＧＦＡＴ活性を有
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するタンパク質のコード配列を含む核酸フラグメントをＩＣ３７３－２５６から単離し、
Ｘｈｏ ＩとＥｃＩ１３６ＩＩによって切断したプラスミドＩＣ３５４－２２２中にクロ
ーン化した。得られた植物発現ベクターをＩＣ３７５－２７１と名付けた。
【０２３９】
１０．ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子を含む植物発現ベクターによるジャガ
イモ植物の形質転換
　一般的方法の第１項に示した方法を使用し、ジャガイモから得たパタチン遺伝子Ｂ３３
のプロモーターの制御下、ミドリゾウリムシのクロレラウイルス１から得たヒアルロン酸
合成酵素のコーディング核酸配列を含む植物発現ベクターＩＣ３４１－２２２を使用し、
ジャガイモ植物を形質転換した（Rocha-Sosaら，1989, EMBO J. 8, 23-29）。プラスミド
ＩＣ３４１－２２２で形質転換して得られた遺伝子導入ジャガイモ植物を３６５ＥＳと名
付けた。
【０２４０】
１１．ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子を含む植物発現ベクターで形質転換し
た遺伝子導入植物の分析
ａ）　検量線の構築
　市販の試験キット（米国コロラド州Corgenix社製ヒアルロン酸（ＨＡ）試験キット、製
品番号０２９－００１）と共に提供された標準液を使用し、製造業者が記載した方法に従
って検量線を構築した。ヒアルロン酸の１６００ｎｇ／ｍｌでの吸光度を定量するために
、製造業者が示唆し提供した標準量を基に、８００ｎｇ／ｍｌのヒアルロン酸を含む量の
２倍を使用した。いずれの場合にも、３個の独立した測定系列を実施し、その対応する平
均を定量した。これにより以下の検量線が得られた。
【０２４１】
【表２】

表１：植物組織中のヒアルロン酸含有量を定量するための検量線を構築する値。ソフトウ
ェア（Microsoft Office Excel 2002, SP2）を用いて、得られた測定値を図に書き入れ、
傾向線の関数の方程式を決定した（参照、図１）。Ｅ４５０ｎｍは、波長４５０ｎｍでの
吸光度を示し、ｓ．ｄ．は個々の値の算出した平均値の標準偏差である。
【０２４２】
ｂ）ジャガイモ塊茎系統３６５ＥＳの分析
　温室で、６ｃｍポットに土を入れ系統３６５ＥＳの個々の植物を栽培した。いずれの場
合にも、一般的方法の第２項に記載する方法に従って、個々の植物のジャガイモ塊茎材料
約０．３ｇを加工した。一般的方法の第４項に記載の方法を使用し、実施例１０ａ）およ
び図１に示す検量線を用いて、それぞれの植物抽出液中に存在するヒアルロン酸量を定量
した。ここで、ヒアルロン酸含有量を定量するために、遠心分離後に得られた上清を１：
１０希釈して使用した。選択した植物について以下の結果が得られた。
【０２４３】
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【表３】

表２：独立した選択した系統３６５ＥＳ遺伝子導入植物によって産生されたヒアルロン酸
量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目は、塊茎材料を収穫した植物をさす
（ここで、「野生型」は、形質転換されていない植物をさすが、形質転換の出発物質とし
て使用される遺伝子型を有する植物をさす）。２欄目は、ヒアルロン酸含有量の定量に使
用される問題の植物の塊茎材料の量を示す。３欄目は、それぞれの植物抽出液の１：１０
希釈で測定した吸光度を含む。４欄目は、以下のように、希釈係数（（３行目の値－０．
１４９）／０．００１８５）×１０を考慮し、回帰直線方程式（参照、図１）を用いて算
出した。５欄目は、使用した新鮮重に基づき、（４行目の値／２行目の値）／１０００に
従って算出したヒアルロン酸量を示す。「ｎ．ｄ．」は未検出を意味する。
【０２４４】
１２．ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質、およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有するタン
パク質のコーディング核酸配列を含む植物発現ベクターによるヒアルロン酸合成植物の形
質転換
　一般的方法の第１項に示した方法を使用し、いずれの場合にも、植物発現ベクターＩＣ
３７０－２５６、ＩＣ３７６－２５６、ＩＣ３７２－２５６、およびＩＣ３７５２７１で
、ジャガイモ植物系統３６５ＥＳ１３および３６５ＥＳ７４を形質転換した。
【０２４５】
　プラスミドＩＣ３７０－２５６で形質転換し、得られた系統３６５ＥＳ１３遺伝子導入
ジャガイモ植物を３９３ＥＳと名付けた。
　プラスミドＩＣ３７０－２５６で形質転換し、得られた系統３６５ＥＳ７４遺伝子導入
ジャガイモ植物を３９４ＥＳと名付けた。
　プラスミドＩＣ３７２－２５６で形質転換し、得られた系統３６５ＥＳ１３遺伝子導入
ジャガイモ植物ｗｈｉｃｈを３９５ＥＳと名付けた。
　プラスミドＩＣ３７２－２５６で形質転換し、得られた系統３６５ＥＳ７４遺伝子導入
ジャガイモ植物を３９６ＥＳと名付けた。
　プラスミドＩＣ３７５－２７１で形質転換し、得られた系統３６５ＥＳ１３遺伝子導入
ジャガイモ植物を４０３ＥＳと名付けた。
　プラスミドＩＣ３７５－２７１で形質転換し、得られた系統３６５ＥＳ７４遺伝子導入
ジャガイモ植物を４０４ＥＳと名付けた。
　プラスミドＩＣ３７６－２５６で形質転換し、得られた系統３６５ＥＳ１３遺伝子導入
ジャガイモ植物を４０８ＥＳと名付けた。
　プラスミドＩＣ３７６－２５６で形質転換し、得られた系統３６５ＥＳ７４遺伝子導入
ジャガイモ植物を４０９ＥＳと名付けた。
【０２４６】
１３．さらに、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有す
るタンパク質のコーディング核酸配列を含む植物発現ベクターで形質転換した遺伝子導入
ヒアルロン酸合成ジャガイモ植物の分析
　温室で、６ｃｍポットに土を入れ、系統３９３ＥＳ、３９４ＥＳ、３９５ＥＳ、３９６
ＥＳ、４０３ＥＳ、４０４ＥＳ、および４０９ＥＳの個々の植物を栽培した。いずれの場
合にも、一般的方法の第２項に記載する方法に従って、個々の植物のジャガイモ塊茎また
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は葉材料約０．３ｇを加工した。一般的方法の第４項に記載の方法を使用し、実施例１０
ａ）により得られた検量線であって、各個体の測定系列について新たに得た検量線を用い
て、それぞれの植物抽出液中に含まれているヒアルロン酸量を定量した。ここで、ヒアル
ロン酸含有量を定量するために、個々の試料の測定した吸光値が検量線の直線範囲である
ように、いずれの場合にも、遠心分離後に得られた上清を水（脱塩、導電率＝１８ＭΩ）
で希釈した。様々なプラスミドにより元の形質転換から発生させた植物についての結果を
以下に示す。
【０２４７】
ａ）系統３９３ＥＳ塊茎の分析
　３９３ＥＳと称する系統の個々の遺伝子導入植物のそれぞれの塊茎について、２個の独
立した試料を採取し、いずれの場合にも、別々にヒアルロン酸含有量を定量した。次いで
、一般的方法の第５項に示す式を使用し、それぞれの塊茎の個々の測定について得られた
値の平均および標準偏差を計算した。野生型と称する植物および３６５ＥＳ１３と称する
植物について、いずれの場合にも、野生型（ジャガイモcv. Desiree）および系統３６５
ＥＳ１３の植物の子孫の、それぞれ異なる１０個の植物の塊茎中のヒアルロン酸量を算出
することによって、記載した平均および標準偏差を計算した。選択した植物について以下
の結果が得られた。
【０２４８】
【表４】

表３：独立して選択した系統３９３ＥＳ遺伝子導入植物の塊茎中に産生されたヒアルロン
酸量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、塊茎材料を収穫した植物名
が含まれる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ１３は
、ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統３９３ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ
３７０－２５６による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題
の塊茎について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準
偏差を示す。
【０２４９】
ｂ）系統３９４ＥＳ塊茎の分析
　３９４ＥＳと称する系統の個々の遺伝子導入植物のそれぞれの塊茎について、２個の独
立した試料を採取し、いずれの場合にも、別々にヒアルロン酸含有量を定量した。次いで
、一般的方法の第５項に示す式を使用し、それぞれの塊茎の個々の測定について得られた
値の平均および標準偏差を計算した。野生型と称する植物および３６５ＥＳと称する植物
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７４の植物の子孫である、それぞれ、１８個の異なる野生植物および２６個の異なる系統
３６５ＥＳ７４植物の塊茎中のヒアルロン酸量を算出することによって、記載した平均お
よび標準偏差を計算した。選択した植物について以下の結果が得られた。
【０２５０】
【表５】

表４：独立して選択した系統３９４ＥＳ遺伝子導入植物の塊茎で産生されたヒアルロン酸
量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、塊茎材料を収穫した植物名が
含まれる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ７４は、
ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統３９４ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ３
７０－２５６による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題の
塊茎について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準偏
差を示す。
【０２５１】
ｃ）　系統３９５ＥＳの塊茎の分析
　３９５ＥＳと称する系統の個々の遺伝子導入植物のそれぞれの塊茎について、可能であ
れば、２個の独立した試料を採取し、いずれの場合にも、別々にヒアルロン酸含有量を定
量した。次いで、一般的方法の第５項に示す式を使用し、それぞれの塊茎の個々の測定に
ついて得られた値の平均および標準偏差を計算した。野生型と称する植物および３６５Ｅ
Ｓと称する植物について、いずれの場合にも、野生型（ジャガイモcv. Desiree）および
系統３６５ＥＳ１３の植物の子孫である、それぞれ、１０個の異なる野生植物および１８
個の異なる系統３６５ＥＳ１３植物の塊茎中のヒアルロン酸量を算出することによって、
記載した平均および標準偏差を計算した。選択した植物について以下の結果が得られた。
【０２５２】
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【表６】

表５：独立して選択した系統３９５ＥＳ遺伝子導入植物の塊茎で産生されたヒアルロン酸
量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、塊茎材料を収穫した植物名が
含まれる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ１３は、
ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統３９５ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ３
７２－２５６による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題の
塊茎について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準偏
差を示す。標準偏差が示されていない植物の場合には、ただ一個の塊茎試料のヒアルロン
酸含有量が定量された。
【０２５３】
ｄ）　系統３９５ＥＳの葉の分析
　３９５ＥＳという名で示す系統の植物の各葉のヒアルロン酸含有量を定量した。野生型
という名で示す植物および３６５ＥＳという名で示す植物について、いずれの場合にも、
野生型（ジャガイモcv. Desiree）および系統３６５ＥＳ１３の植物の子孫である、それ
ぞれ、４個の異なる野生植物および９個の異なる系統３６５ＥＳ１３植物の葉中のヒアル
ロン酸量を算出することによって、記載した平均および標準偏差を計算した。選択した植
物について以下の結果が得られた。
【０２５４】
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【表７】

表６：独立して選択した３９５ＥＳ系統遺伝子導入植物の葉で産生されたヒアルロン酸量
（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、塊茎材料を収穫した植物名が含
まれる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ１３は、ヒ
アルロン酸合成酵素を発現し、系統３９５ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ３７
２－２５６による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題の塊
茎について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準偏差
を示す。標準偏差が示されていない植物の場合には、ただ一枚の葉試料のヒアルロン酸含
有量が定量された。
【０２５５】
ｅ）　系統３９６ＥＳの塊茎の分析
　３９６と称する系統の個々の遺伝子導入植物のそれぞれの塊茎について、２個の独立し
た試料を採取し、いずれの場合にも、別々にヒアルロン酸含有量を定量した。次いで、一
般的方法の第５項に示す式を使用し、それぞれの塊茎の個々の測定について得られた値の
平均および標準偏差を計算した。野生型と称する植物および３６５ＥＳと称する植物につ
いて、いずれの場合にも、野生型（ジャガイモcv. Desiree）および系統３６５ＥＳ７４
の植物の子孫である、それぞれ、１２個の異なる野生植物および１４個の異なる系統３６
５ＥＳ７４植物の塊茎中のヒアルロン酸量を算出することによって、記載した平均および
標準偏差を計算した。選択した植物について以下の結果が得られた。
【０２５６】
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【表８】

表７：独立して選択した系統３９６ＥＳ遺伝子導入植物の塊茎で産生されたヒアルロン酸
量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄行目には、塊茎材料を収穫した植物名
が含まれる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ７４は
、ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統３９６ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ
３７２－２５６による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題
の塊茎について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準
偏差を示す。
【０２５７】
ｆ）　系統３９６ＥＳの葉の分析
　３９６ＥＳという名で示す系統の植物の各葉のヒアルロン酸含有量を定量した。野生型
という名で示す植物および３６５ＥＳという名で示す植物について、いずれの場合にも、
野生型（ジャガイモcv. Desiree）および系統３６５ＥＳ１３の植物の子孫である、それ
ぞれ、４個の異なる野生植物および６個の異なる系統３６５ＥＳ１３植物の葉中のヒアル
ロン酸量を算出することによって、記載した平均および標準偏差を計算した。選択した植
物について以下の結果が得られた。
【０２５８】
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【表９】

表８：独立して選択した３９６ＥＳ系統遺伝子導入植物の葉で産生されたヒアルロン酸量
（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、葉材料を収穫した植物名が含ま
れる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ７４は、ヒア
ルロン酸合成酵素を発現し、系統３９６ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ３７２
－２５６による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題の塊茎
について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準偏差を
示す。標準偏差が示されていない植物の場合には、ただ一枚の葉試料のヒアルロン酸含有
量が定量された。
【０２５９】
ｇ）　系統４０３ＥＳの塊茎の分析
　４０３ＥＳと称する系統の個々の遺伝子導入植物のそれぞれの塊茎について、２個の独
立した試料を採取し、可能ならば、いずれの場合にも、別々にヒアルロン酸含有量を定量
した。次いで、一般的方法の第５項に示す式を使用し、それぞれの塊茎の個々の測定につ
いて得られた値の平均および標準偏差を計算した。野生型と称する植物および３６５ＥＳ
と称する植物について、いずれの場合にも、野生型（ジャガイモcv. Desiree）および系
統３６５ＥＳ１３の植物の子孫である、それぞれ、１０個の異なる野生植物および１０個
の異なる系統３６５ＥＳ１３植物の塊茎中のヒアルロン酸量を算出することによって、記
載した平均および標準偏差を計算した。選択した植物について以下の結果が得られた。
【０２６０】
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【表１０】

表９：独立して選択した系統４０３ＥＳ遺伝子導入植物の塊茎で産生されたヒアルロン酸
量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、塊茎材料を収穫した植物名が
含まれる（ここで、野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ１３は、ヒ
アルロン酸合成酵素を発現し、系統４０３ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ３７
５－２７１による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題の塊
茎について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準偏差
を示す。「ｎ．ｄ．」は、塊茎中でヒアルロン酸を検出できなかったことを意味する。標
準偏差が示されていない植物の場合には、ただ一個の塊茎試料のヒアルロン酸含有量が定
量された。
【０２６１】
ｈ）　系統４０３ＥＳの葉の分析
　４０３ＥＳという名で示す系統の植物の各葉のヒアルロン酸含有量を定量した。野生型
という名で示す植物および３６５ＥＳという名で示す植物について、いずれの場合にも、
野生型（ジャガイモcv. Desiree）および系統３６５ＥＳ１３の植物の子孫である、それ
ぞれ、５個の異なる野生植物および５個の異なる系統３６５ＥＳ１３植物の葉中のヒアル
ロン酸量を算出することによって、記載した平均および標準偏差を計算した。選択した植
物について以下の結果が得られた。
【０２６２】
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【表１１】

表１０：独立して選択した４０３ＥＳ系統遺伝子導入植物の葉で産生されたヒアルロン酸
量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、葉材料を収穫した植物名が含
まれる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ１３は、ヒ
アルロン酸合成酵素を発現し、系統４０３ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ３７
５－２７１による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題の塊
茎について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準偏差
を示す。標準偏差が示されていない植物の場合には、ただ一枚の葉試料のヒアルロン酸含
有量が定量された。
【０２６３】
ｉ）　系統４０４ＥＳの塊茎の分析
　４０４ＥＳと称する系統の個々の遺伝子導入植物のそれぞれの塊茎について、２個の独
立した試料を採取し、可能ならば、いずれの場合にも、別々にヒアルロン酸含有量を定量
した。次いで、一般的方法の第５項に示す式を使用し、それぞれの塊茎の個々の測定につ
いて得られた値の平均および標準偏差を計算した。野生型と称する植物および３６５ＥＳ
と称する植物について、いずれの場合にも、野生型（ジャガイモcv. Desiree）および系
統３６５ＥＳ７４の植物の子孫である、それぞれ、１０個の異なる野生植物および１２個
の異なる系統３６５ＥＳ７４植物の塊茎中のヒアルロン酸量を算出することによって、記
載した平均および標準偏差を計算した。選択した植物について以下の結果が得られた。
【０２６４】
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【表１２】

表１１：独立して選択した系統４０４ＥＳ遺伝子導入植物の塊茎で産生されたヒアルロン
酸量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、塊茎材料を収穫した植物名
が含まれる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ７４は
、ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統４０４ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ
３７５－２７１による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題
の塊茎について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準
偏差を示す。「ｎ．ｄ．」は、塊茎中にヒアルロン酸を検出できなかったことを意味する
。標準偏差が示されていない植物の場合には、ただ一個の塊茎試料のヒアルロン酸含有量
が定量された。
【０２６５】
ｊ）　系統４０４ＥＳの葉の分析
　４０４ＥＳという名で示す系統の植物の各葉のヒアルロン酸含有量を定量した。野生型
という名で示す植物および３６５ＥＳという名で示す植物について、いずれの場合にも、
野生型（ジャガイモcv. Desiree）および系統３６５ＥＳ７４の植物の子孫である、それ
ぞれ、７個の異なる野生植物および９個の異なる系統３６５ＥＳ７４植物の葉中のヒアル
ロン酸量を算出することによって、記載した平均および標準偏差を計算した。選択した植
物について以下の結果が得られた。
【０２６６】
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【表１３】

表１２：独立して選択した４０４ＥＳ系統遺伝子導入植物の葉で産生されたヒアルロン酸
量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、葉材料を収穫した植物名が含
まれる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ７４は、ヒ
アルロン酸合成酵素を発現し、系統４０４ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ３７
５－２７１による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題の葉
ついて定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準偏差を示
す。標準偏差が示されていない植物の場合には、ただ一枚の葉試料のヒアルロン酸含有量
が定量された。
【０２６７】
ｋ）　系統４０９ＥＳの塊茎の分析
　４０９ＥＳと称する系統の個々の遺伝子導入植物のそれぞれの塊茎について、試料を採
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取し、いずれの場合にも、ヒアルロン酸含有量を定量した。野生型と称する植物および３
６５ＥＳと称する植物について、いずれの場合にも、野生型（ジャガイモcv. Desiree）
および系統３６５ＥＳ７４の植物の子孫である、それぞれ、４個の異なる野生植物および
６個の異なる系統３６５ＥＳ７４植物の塊茎中のヒアルロン酸量を算出することによって
、記載した平均および標準偏差を計算した。一般的方法の第５項に示す式を使用し、それ
ぞれの塊茎の個々の測定について得られた値の平均および標準偏差を算出した。選択した
植物について以下の結果が得られた。
【０２６８】
【表１４】

表１３：独立して選択した系統４０９ＥＳ遺伝子導入植物の塊茎で産生されたヒアルロン
酸量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、塊茎材料を収穫した植物名
が含まれる（ここで、「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ７４は
、ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統４０９ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ
３７５－２７１による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題
の塊茎について定量したヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準
偏差を示す。「ｎ．ｄ．」は、塊茎中にヒアルロン酸を検出できなかったことを意味する
。標準偏差が示されていない植物の場合には、ただ一個の塊茎試料のヒアルロン酸含有量
が定量された。
【０２６９】
Ｉ）　系統４０９ＥＳの葉の分析
　４０９ＥＳという名で示す系統の植物の各葉のヒアルロン酸含有量を定量した。野生型
という名で示す植物および３６５ＥＳという名で示す植物について、いずれの場合にも、
野生型（ジャガイモcv. Desiree）および系統３６５ＥＳ７４の植物の子孫である、それ
ぞれ、４個の異なる野生植物および６個の異なる系統３６５ＥＳ７４植物の葉中のヒアル
ロン酸量を算出することによって、記載した平均および標準偏差を計算した。選択した植
物について以下の結果が得られた。
【０２７０】
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【表１５】

表１４：独立して選択した４０９ＥＳ系統遺伝子導入植物の葉で産生されたヒアルロン酸
量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目には、葉材料を収穫した植物名が含
まれる（「野生型」は形質転換されていない植物をさし、３６５ＥＳ７４は、ヒアルロン
酸合成酵素を発現し、系統４０９ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ３７６－２５
６による形質転換の出発物質として使用した植物をさす）。２欄目は、問題の葉について
定量したヒアルロン酸量を示す。３欄目は、決定した平均値の標準偏差を示す。「ｎ．ｄ
．」は、塊茎中でヒアルロン酸が検出できなかったことを意味する。標準偏差が示されて
いない植物の場合には、ただ一枚の葉試料のヒアルロン酸含有量が定量された。
【０２７１】
ｍ）新鮮重に関して、そして乾物重に関してヒアルロン酸含有量を定量
　問題の植物の塊茎を収穫する前に、３９５ＥＳおよび３９６ＥＳ系統の植物の個々の葉
を植物から外し、中央で分割した。それぞれ個々の葉の半分をいずれの場合にも、液体窒
素で凍結し、対応する他方の半分を終夜凍結乾燥した。
【０２７２】
　凍結葉試料の葉材料約０．３ｇまたは凍結乾燥葉試料の葉材料約０．０２ｇを研究室用
振動ボールミル（ＭＭ２００、ドイツ、Retsch社製）（３０ＨＺで３０秒）で細分した。
次いで、水（脱塩、導電率＝１８ＭΩ）３００μｌをそれぞれ個々の細分した試料に加え
、次いでボルテックスミキサーを使用して、十分に混合し、次いで遠心分離（１６０００
×ｇで５分）によって、細胞残屑および不溶性成分と、上清とを分離した。上清を除去し
、各試料を水（脱塩、導電率＝１８ＭΩ）により５００μｌにした。一般的方法の第４項
に記載の方法を使用し、この方式で調製した試料のアリコートを使用してヒアルロン酸含
有量を定量した。一般的方法の第５項に示す式を使用し、平均および標準偏差を算出した
。選択した植物について以下の結果が得られた。
【０２７３】
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【表１６】

表１５：独立して選択した３９５ＥＳおよび３９６ＥＳ系統遺伝子導入植物の葉で産生さ
れたヒアルロン酸量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目は、葉材料を収穫
した植物名である。３６５ＥＳ１３は、ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統３９５ＥＳ
を得るために、植物発現ベクターＩＣ３７２－２５６による形質転換の出発物質として使
用した植物をさす。３６５ＥＳ７４は、ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統３９６ＥＳ
を得るために、植物発現ベクターＩＣ３７２－２５６による形質転換の出発物質として使
用した植物をさす。２欄目は、問題の植物の異なる葉について定量したヒアルロン酸量を
示す。３欄目は、植物の異なる葉で測定したヒアルロン酸量の平均を示す。４欄目は、定
量した平均の標準偏差を示す。
【０２７４】
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【表１７】

表１６：独立して選択した３９５ＥＳおよび３９６ＥＳ系統遺伝子導入植物の葉で産生さ
れたヒアルロン酸量（乾物重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目は、葉材料を収穫
した植物名である。３６５－ＥＳ１３は、ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統３９５Ｅ
Ｓを得るために、植物発現ベクターＩＣ３７２－２５６による形質転換の出発物質として
使用した植物をさす。３６５ＥＳ７４は、ヒアルロン酸合成酵素を発現し、系統３９６Ｅ
Ｓを得るために、植物発現ベクターＩＣ３７２－２５６による形質転換の出発物質として
使用した植物をさす。２欄目は、問題の植物の異なる葉について定量したヒアルロン酸量
を示す。３欄目は、植物の異なる葉で測定したヒアルロン酸量の平均を示す。４欄目は、
定量した平均の標準偏差を示す。
【０２７５】
１４．ヒアルロン酸合成酵素をコードする核酸分子を含む植物発現ベクターによるトマト
植物の形質転換
　一般的方法の第８項に示した方法を使用し、ジャガイモから得たパタチン遺伝子Ｂ３３
のプロモーターの制御下（Rocha-Sosaら，1989, EMBO J. 8, 23-29）、ミドリゾウリムシ
のクロレラウイルス１から得たＨＡＳタンパク質のコーディング核酸配列を含む植物発現
ベクターＩＣ３４１－２２２を使用し、トマト植物をまず形質転換した。プラスミドＩＣ
３４１－２２２で形質転換し、得られた遺伝子導入トマト植物を３６７ＥＳと名付けた。
【０２７６】
　次いで、一般的方法の第８項に示した方法を使用し、３６７ＥＳ２５および３６７ＥＳ
４２系統のトマト植物を植物発現ベクターＩＣ３４１－２２２で形質転換した。プラスミ
ドＩＣ３４１－２２２で形質転換し、得られた系統３６７ＥＳ２５の遺伝子導入トマト植
物を３９９ＥＳと名付けた。プラスミドＩＣ３４１－２２２で形質転換し、得られた系統
３６７ＥＳ４２の遺伝子導入トマト植物を４００ＥＳと名付けた。
【０２７７】
　次いで、一般的方法の第８項に示した方法を使用し、３６７ＥＳ２５系統のトマト植物
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を植物発現ベクターＩＣ３７５－２７１で形質転換した。プラスミドＩＣ３７５－２７１
で形質転換し、得られた系統３６７ＥＳ２５の遺伝子導入トマト植物を４０５ＥＳと名付
けた。
【０２７８】
１５．さらに、ＧＦＡＴ活性を有するタンパク質、およびＵＤＰ－Ｇｌｃ－ＤＨ活性を有
するタンパク質のコーディング核酸配列を含む植物発現ベクターで形質転換した遺伝子導
入ヒアルロン酸合成トマト植物の分析
ａ）　３９９ＥＳおよび４００ＥＳ系統トマト植物の葉
　温室で土壌培養した、選択した異なる３９９ＥＳおよび４００ＥＳ系統トマト植物から
、いずれの場合にも、一葉を収穫し液体窒素により凍結した。ジャガイモ植物の葉につい
て実施例１１ｂ）に記載したように、ヒアルロン酸含有量をさらに検査し定量した。以下
の結果が得られた。
【０２７９】
【表１８】

表１７：独立して選択した３９９ＥＳおよび４００ＥＳ系統遺伝子導入植物の葉で産生さ
れたヒアルロン酸量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目は、葉材料を収穫
した植物をさす。３６７ＥＳ２５および３６７ＥＳ４２は、ヒアルロン酸合成酵素を発現
し、それぞれ、系統３９９ＥＳおよび４００ＥＳを得るために、植物発現ベクターＩＣ３
７２－２５６による形質転換の出発物質として使用した異なる植物を表す。２欄目は、問
題の植物の葉で定量されたヒアルロン酸量の値を示す。野生型は、形質転換されていない
植物をさす。
【０２８０】
ｂ）３９９ＥＳおよび４００ＥＳ系統のトマト植物果
　温室で土壌培養した、選択した異なる３９９ＥＳおよび４００ＥＳ系統トマト植物のう
ち、いずれの場合にも、熟した果実を収穫し、細分し、遠心分離し、遠心分離後上清をろ
過した。ろ液を更に検査しジャガイモ植物の葉について実施例１１ｂ）に記載したように
、ヒアルロン酸含有量の定量を実施した。以下の結果が得られた。
【０２８１】
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【表１９】

表１８：独立して選択した３９９ＥＳおよび４００ＥＳ系統遺伝子導入植物の熟した果実
で産生されたヒアルロン酸量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目は、葉材
料を収穫した植物をさす。３６７ＥＳ２５－１および２６７ＥＳ－２は植物３６７ＥＳ２
５の異なるクローン子孫をさし、３６７ＥＳ４２－１および２６７ＥＳ４２－２は植物３
６７ＥＳ４２の異なるクローン子孫をさす。２欄目は、問題の植物果で定量されたヒアル
ロン酸量の平均を示す。この目的のために、いずれの場合にも、問題の系統の異なる果実
３個（系統３９９ＥＳ－１、４００ＥＳ３）、５個（系統３６７ＥＳ－２５－１、３２５
ＥＳ－２、３６７ＥＳ４２－１、３６７ＥＳ４２－２）または６個（系統３９９ＥＳ－１
１）中のヒアルロン酸含有量を定量した。３欄目は、決定した平均値の標準偏差を示す。
【０２８２】
ｃ）　４０５ＥＳ系統のトマト植物果
　温室で土壌培養した、選択した異なる４０５ＥＳ系統トマト植物のうち、いずれの場合
にも、熟した果実を収穫し、細分し、遠心分離し、遠心分離後上清をろ過した。ジャガイ
モ植物の葉について実施例１１ｂ）に記載したように、ろ液を更に検査しヒアルロン酸含
有量の定量を実施した。以下の結果が得られた。
【０２８３】

【表２０】

表１９：独立して選択した４０５ＥＳ系統遺伝子導入植物の熟した果実で産生されたヒア
ルロン酸量（新鮮重１ｇ当たりのヒアルロン酸μｇ）。１欄目は、葉材料を収穫した植物
をさす。３６７ＥＳ２５－８および３６７ＥＳ２５－９は、異なる植物３６７ＥＳ２５の
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クローン子孫をさす。後尾に足したラテン数字は、それぞれの植物での異なる果実をさす
。（「ｗｔ」は、形質転換されていない植物をさす）２欄目は、問題の植物の異なる果で
測定されたヒアルロン酸量の平均を示す。３欄目は、決定した平均値の標準偏差を示す。
【０２８４】
１６）　結論
　植物の異なる葉のヒアルロン酸含有量を定量したとき、一般的に、同じ植物の幼葉より
も同じ植物の古葉に多くのヒアルロン酸が含まれていることが判明した。従って、葉のヒ
アルロン酸含有量は、葉の時齢と共に増加するように思われ、従ってヒアルロン酸は経時
的に蓄積すると想定できる。この現象から、同じ系統の子孫を独立に測定する毎にヒアル
ロン酸量が異なることが説明できる。
【図面の簡単な説明】
【０２８５】
【図１】植物組織中のヒアルロン酸含有量を算出するために使用する回帰直線の検量線お
よび対応する方程式を示す図である。市販の試験キット（米国コロラド州Corgenix社製ヒ
アルロン酸（ＨＡ）試験キット、製品番号０２９－００１）およびそれと共に提供された
標準液を用いて検量線を確立した。

【図１】
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