
(57)【要約】
【課題】　ジンクフィンガー型転写因子遺伝子を利用して、植物の乾燥耐性を向上させる
ことを課題とする。
【解決手段】　 ZPT2-3の機能を調べるため、 CaMV 35Sプロモーターの制御下で ZPT2-3遺伝
子を過剰発現する形質転換ペチュニアを作製し、乾燥ストレス処理に対する耐性の有無を
検討した結果、驚くべきことに、形質転換ペチュニアが、野生型と比較して、乾燥に対し
て顕著な耐性を示すことが明らかとなった。さらに、形質転換ペチュニアには生育や形態
上の異常は認められなかったことから、 ZPT2-3遺伝子の過剰発現が植物の生育等に悪影響
を及ぼさないことも明らかとなった。
【選択図】　なし 10

JP 2005-73669 A 2005.3.24



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 の （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の DNAま た は 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 含 む
、 植 物 の 乾 燥 耐 性 を 高 め る た め の 薬 剤 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む DNA
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失
、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
【 請 求 項 ２ 】
下 記 の （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の DNAま た は 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー が 導 入
さ れ た 形 質 転 換 植 物 細 胞 で あ っ て 、 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 を 再 生 し う る 形 質 転 換 植
物 細 胞 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む DNA
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失
、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 形 質 転 換 植 物 細 胞 か ら 再 生 さ れ た 、 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の 植 物 体 の 子 孫 ま た は ク ロ ー ン で あ る 、 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 ３ ま た は ４ に 記 載 の 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 の 繁 殖 材 料 。
【 請 求 項 ６ 】
乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
（ Ｉ ） 下 記 の （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の DNAま た は 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー
を 植 物 細 胞 に 導 入 す る 工 程 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む DNA
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失
、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA 
（ Ｉ Ｉ ） 　 工 程 （ Ｉ ） に お い て ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 植 物 細 胞 か ら 植 物 体 を 再 生
す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 の 作 出 に お け る 、 ZPT2-3ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 型 転 写
因 子 の 利 用 に 関 し 、 主 と し て 植 物 育 種 の 分 野 に 属 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 乾 燥 に 対 す る 植 物 の 耐 性 は 、 様 々 な 作 物 や 園 芸 植 物 に お い て 栽 培 の 省 力 化 や 栽 培 可 能 な
地 域 の 拡 大 に 関 わ る 重 要 な 要 素 で あ る 。 遺 伝 子 組 換 え に よ る 乾 燥 耐 性 の 改 良 に よ っ て 、 乾
燥 し た 地 域 に お け る 作 物 栽 培 の 困 難 さ が 克 服 で き れ ば 、 世 界 的 な 食 糧 不 足 へ の 対 応 策 の 一
つ と し て の 可 能 性 が 期 待 さ れ る 。 こ れ ま で 、 遺 伝 子 組 換 え に よ っ て 乾 燥 耐 性 が 改 善 さ れ る
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実 験 例 の 報 告 と し て 、 ト レ ハ ロ ー ス 合 成 を 高 め た も の （ 非 特 許 文 献 ２ ； Garg et al., （ 2
002） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 15898-15903） や パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を 導 入
し た も の （ 非 特 許 文 献 ６ ； Llorente et al., （ 2002） Plant J. 32, 13-24.） な ど が あ る
。 ま た 転 写 因 子 の 遺 伝 子 を 用 い て 乾 燥 耐 性 を 高 め た 例 と し て AP2ド メ イ ン を も つ DREBの 遺
伝 子 を 導 入 し た 例 が あ る （ 非 特 許 文 献 ４ ； Kasuga et al., （ 1999） Nat Biotechnol 17, 
287-291.） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ZPT2-3(EPF2-7か ら 改 名 )は ペ チ ュ ニ ア の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 型 転 写 因 子 で あ る 。 本 発 明 者
ら は 以 前 、 ペ チ ュ ニ ア か ら そ の 遺 伝 子 を 単 離 し 、 花 器 官 に 特 異 的 に 発 現 す る こ と を 見 出 し
て い た が 、 そ の 機 能 に つ い て は 不 明 で あ っ た （ 非 特 許 文 献 ７ ； Takatsuji et al., （ 1994
） Plant Cell 6, 947-958.） 。 最 近 、 ZPT2-3遺 伝 子 が 傷 害 、 低 温 、 重 金 属 処 理 に よ っ て 発
現 誘 導 を 受 け る こ と 、 こ の 発 現 誘 導 に は ジ ャ ス モ ン 酸 を 介 し た シ グ ナ リ ン グ 経 路 が 関 与 し
て い る こ と を 明 ら か に し た 。 一 方 、 こ の 遺 伝 子 は 、 成 葉 に お い て は 、 乾 燥 処 理 や 高 塩 濃 度
に 対 し て は 発 現 応 答 を 示 さ な い こ と も わ か っ た （ 日 本 植 物 生 理 学 会 2001年 度 年 会 講 演 要 旨
集 、 第 25回 日 本 分 子 生 物 学 会 年 会 ） 。 構 造 が 類 似 し て い る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 遺 伝 子 と し て
、 凍 結 耐 性 を 与 え る 大 豆 の SCOF-1（ 非 特 許 文 献 ５ ； Kim et al., （ 2001） Plant J. 25, 2
47-259.） や 強 光 耐 性 を 与 え る ア ラ ビ ド プ シ ス の RHL41（ 非 特 許 文 献 ３ ； Iida et al., （ 2
000） Plant J. 24, 191-203.） 、 ア ル フ ァ ル フ ァ の 根 粒 形 成 に 関 与 し て い る Mszpt2-1（ 非
特 許 文 献 １ ； Frugier et al.,（ 2000） organogenesis. Genes Dev. 14, 475-482.） が 知
ら れ て い る が 、 植 物 に 導 入 し て 乾 燥 耐 性 を 付 与 す る 作 用 を 示 す ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 遺 伝 子 は
こ れ ま で 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Frugier et al.,（ 2000） organogenesis. Genes Dev. 14, 475-482.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Garg et al., （ 2002） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 15898-15903.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Iida et al., （ 2000） Plant J. 24, 191-203.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Kasuga et al., （ 1999） Nat Biotechnol 17, 287-291.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Kim et al., （ 2001） Plant J. 25, 247-259.
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Llorente et al., （ 2002） Plant J. 32, 13-24.
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Takatsuji et al., （ 1994） Plant Cell 6, 947-958.
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Takatsuji et al., （ 1992） EMBO J. 11, 241-249.
【 非 特 許 文 献 ９ 】 日 本 植 物 生 理 学 会 2001年 度 年 会 お よ び 第 41回 シ ン ポ ジ ウ ム 講 演 要 旨 集 p.
174
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 第 25回 日 本 分 子 生 物 学 会 年 会 プ ロ グ ラ ム ・ 講 演 要 旨 集 　 p.809
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 こ の よ う な 状 況 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 そ の 目 的 は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ
ー 型 転 写 因 子 遺 伝 子 を 利 用 し て 、 植 物 の 乾 燥 耐 性 を 向 上 さ せ る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ZPT2-3の 機 能 を 調 べ る た め 、 CaMV 35Sプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で ZPT2-3遺
伝 子 を 過 剰 発 現 す る 形 質 転 換 ペ チ ュ ニ ア を 作 製 し 、 乾 燥 ス ト レ ス 処 理 に 対 す る 耐 性 の 有 無
を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 驚 く べ き こ と に 、 形 質 転 換 ペ チ ュ ニ ア が 、 野 生 型 と 比 較 し て 、 乾
燥 に 対 し て 顕 著 な 耐 性 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に 、 形 質 転 換 ペ チ ュ ニ ア に は 生
育 や 形 態 上 の 異 常 は 認 め ら れ な か っ た こ と か ら 、 ZPT2-3遺 伝 子 の 過 剰 発 現 が 植 物 の 生 育 等
に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い こ と も 明 ら か と な っ た 。 す な わ ち 、 本 発 明 者 ら は ZPT2-3遺 伝 子 を 植
物 に お い て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 効 率 よ く 、 植 物 の 乾 燥 ス ト レ ス 耐 性 を 高 め る こ と が 可
能 で あ る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 植 物 の 乾 燥 耐 性 を 高 め る た め の 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 型 転 写 因 子 を コ
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ー ド す る 遺 伝 子 の 利 用 に 関 す る も の で あ り 、 よ り 具 体 的 に は 、 以 下 に 記 載 の 発 明 を 提 供 す
る も の で あ る 。
（ １ ） 下 記 の （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の DNAま た は 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー
を 含 む 、 植 物 の 乾 燥 耐 性 を 高 め る た め の 薬 剤
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む DNA
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失
、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
（ ２ ） 下 記 の （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の DNAま た は 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー
が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 植 物 細 胞 で あ っ て 、 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 を 再 生 し う る 形 質
転 換 植 物 細 胞
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む DNA
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失
、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
（ ３ ） （ ２ ） に 記 載 の 形 質 転 換 植 物 細 胞 か ら 再 生 さ れ た 、 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体
（ ４ ） （ ３ ） に 記 載 の 植 物 体 の 子 孫 ま た は ク ロ ー ン で あ る 、 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体
（ ５ ） （ ３ ） ま た は （ ４ ） に 記 載 の 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 の 繁 殖 材 料
（ ６ ） 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
（ Ｉ ） 下 記 の （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の DNAま た は 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー
を 植 物 細 胞 に 導 入 す る 工 程 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む DNA
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： ３ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失
、 付 加 、 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA 
（ Ｉ Ｉ ） 　 工 程 （ Ｉ ） に お い て ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 植 物 細 胞 か ら 植 物 体 を 再 生
す る 工 程 、 を 含 む 方 法
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 型 転 写 因 子 遺 伝 子 の 導 入 に よ り 植 物 の 乾 燥 耐 性 を 高 め る こ と が 可 能 と
な っ た 。 乾 燥 耐 性 の 増 大 に よ っ て 、 作 物 や 園 芸 植 物 の 栽 培 の 省 力 化 が 期 待 で き る 。 ま た 、
作 物 の 栽 培 地 域 の 拡 大 が 可 能 と な り 、 食 料 不 足 問 題 の 対 応 手 段 を 提 供 し う る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 型 転 写 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 利 用 し た 植 物 の 乾 燥 耐 性
を 高 め る た め の 薬 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 「 植 物 の 乾 燥 耐 性 を 高 め る 」 と は 、 対 象 植 物 の 乾 燥 に 対 す る 耐 性 を 野 生
型 の 植 物 と 比 較 し て 向 上 さ せ る こ と を い う 。 あ る 遺 伝 子 を 含 む 薬 剤 が 植 物 に 乾 燥 耐 性 を 誘
導 す る か 否 か は 、 実 施 例 ５ に 示 し た よ う に 、 該 薬 剤 に 含 ま れ る 遺 伝 子 が 発 現 し て い る 植 物
と 野 生 型 の 植 物 を 栽 培 し た 後 、 水 や り を 一 定 期 間 停 止 し 、 再 度 水 や り を 開 始 し た 後 の 生 存
率 を 調 べ る こ と に よ り 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 の 有 効 成 分 と し て の 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 型 転 写 因 子 の 遺 伝 子 の 好 適 な 例 と
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し て は 、 ペ チ ュ ニ ア 由 来 の ZPT2-3タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： 3） を コ ー ド す る DNAを 挙 げ る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む DNAは
、 本 発 明 に お い て 特 に 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に お け る 植 物 に 乾 燥 耐 性 を 付 与 す る 薬 剤 に 用 い る DNAの 形 態 に 特 に 制 限 は な く 、 c
DNAで あ っ て も ゲ ノ ム DNAで あ っ て も よ い 。 ゲ ノ ム DNAお よ び cDNAの 調 製 は 、 当 業 者 に と っ
て 常 套 手 段 を 利 用 し て 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ゲ ノ ム DNAは ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 型
遺 伝 子 の 公 知 の 塩 基 配 列 情 報 か ら 適 当 な プ ラ イ マ ー 対 を 設 計 し て 、 目 的 の 植 物 か ら 調 製 し
た ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に PCRを 行 い 、 得 ら れ る 増 幅 DNA断 片 を プ ロ ー ブ と し て ゲ ノ ミ ッ ク ラ イ
ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 同 様 に プ ラ イ
マ ー 対 を 設 計 し て 、 目 的 の 植 物 か ら 調 製 し た cDNAま た は mRNAを 鋳 型 に PCRを 行 い 、 得 ら れ
る 増 幅 DNA断 片 を プ ロ ー ブ と し て 用 い て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ
り 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 型 転 写 因 子 を コ ー ド す る cDNAを 調 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 市 販
の DNA合 成 機 を 用 い れ ば 、 目 的 の DNAを 合 成 に よ り 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 薬 剤 の 有 効 成 分 と し て は 、 植 物 の 乾 燥 耐 性 を 高 め る 機 能 を 有 し て い る 限 り 、 ペ
チ ュ ニ ア 由 来 の ZPT2-3タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： 3） に 構 造 的 に 類 似 し た タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る DNA（ 例 え ば 、 変 異 体 、 誘 導 体 、 ア レ ル 、 バ リ ア ン ト お よ び ホ モ ロ グ ） を 用 い る こ
と も で き る 。 こ の よ う な DNAに は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 3に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １
若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 付 加 お よ び /ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 改 変 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 調 製 す る た め の 当 業 者 に よ く
知 ら れ た 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 site-directed mutagenesis法 （ Kramer, W.& Fritz,H.-
J. (1987) Oligonucleotide-directed construction of mutagenesis via gapped duplex
 DNA.Methods in Enzymology, 154: 350-367） が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 塩 基 配 列 の 変 異 に よ
り コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 異 す る こ と は 、 自 然 界 に お い て も 生 じ 得 る 。
こ の よ う に 天 然 型 の ZPT2-3タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ） に お い
て 1も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 も し く は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る DNAで あ っ て も 、 天 然 型 の タ ン パ ク 質 と 同 等 の 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 限 り 、 本 発 明 の DNAに 含 ま れ る 。 改 変 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 数 は 、 改 変 後 の タ ン
パ ク 質 が 、 植 物 の 乾 燥 耐 性 を 高 め る 機 能 を 有 し て い る 限 り 、 特 に 制 限 は な い が 、 一 般 的 に
は 、 50ア ミ ノ 酸 以 内 、 好 ま し く は 30ア ミ ノ 酸 以 内 、 よ り 好 ま し く は 10ア ミ ノ 酸 以 内 （ 例 え
ば 、 5ア ミ ノ 酸 以 内 、 3ア ミ ノ 酸 以 内 ） で あ る 。 ア ミ ノ 酸 の 改 変 は 、 好 ま し く は 保 存 的 置 換
で あ る 。 改 変 前 と 改 変 後 の 各 ア ミ ノ 酸 に つ い て の hydropathic index（ Kyte and Doolitte
,(1982) J Mol Biol. 1982 May 5;157(1):105-32） や Hydrophilicity value（ 米 国 特 許 第
4,554,101号 ） の 数 値 は 、 ± 2以 内 が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は ± １ 以 内 で あ り 、 最 も 好
ま し く は ± 0.5以 内 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 た と え 、 塩 基 配 列 が 変 異 し た 場 合 で も 、 そ れ が タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ 酸 の 変 異 を
伴 わ な い 場 合 （ 縮 重 変 異 ） も あ り 、 こ の よ う な 縮 重 変 異 体 も 本 発 明 の DNAに 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ペ チ ュ ニ ア 由 来 の ZPT2-3タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： ３ ） に 構 造 的 に 類 似 し た タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る DNAと し て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 （ Southern, E.M. (1975) Journal
 of Molecular Biology, 98, 503） や ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 技 術 （ Saiki, R. K. 
et al. (1985) Science, 230, 1350-1354、 Saiki, R. K. et al. (1988) Science, 239, 
487-491） を 利 用 し て 調 製 し た も の を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 即 ち 、 本 発 明 の DNAに は 、
配 列 番 号 ： １ ま た は ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る DNAが 含 ま れ る 。 こ の よ う な DNAを 単 離 す る た め に は 、 好 ま し く は ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 行 な う 。 本 発 明 に お い て 「 ス ト リ ン ジ ェ
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ン ト な 条 件 」 と は 、 6M尿 素 、 0.4%SDS、 0.5xSSCの 条 件 ま た は こ れ と 同 等 の ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 指 す が 、 特 に こ れ ら の 条 件 に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 高 い 条 件 、 例 え ば 、 6M尿 素 、 0.4%SDS、 0.1xSSCの 条 件 を 用
い れ ば 、 よ り 相 同 性 の 高 い DNAの 単 離 を 期 待 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 影 響 す る 要 素 と し て は 温 度 や 塩 濃 度 な ど 複 数 の 要 素 が 考 え ら れ る
が 、 当 業 者 で あ れ ば こ れ ら 要 素 を 適 宜 選 択 す る こ と で 最 適 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 実 現 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ に よ り 単 離 さ れ た DNAは 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル に お い て 、 ペ チ ュ ニ
ア 由 来 の ZPT2-3タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： 3） と 高 い 相 同 性 を 有 す る と 考 え
ら れ る 。 高 い 相 同 性 と は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 全 体 で 、 少 な く と も 50％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は
70％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 90％ 以 上 （ 例 え ば 、 95%,96%,97%,98%,99%以 上 ） の 配 列 の 同
一 性 を 指 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 や 塩 基 配 列 の 同 一 性 は 、 カ ー リ ン お よ び ア ル チ ュ ー ル に よ る ア
ル ゴ リ ズ ム BLAST（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-2268, 1990、 Proc Natl Acad S
ci USA 90: 5873, 1993） を 用 い て 決 定 で き る 。 BLASTの ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ い た BLASTNや
BLASTXと 呼 ば れ る プ ロ グ ラ ム が 開 発 さ れ て い る （ Altschul SF, et al: J Mol Biol 215: 
403, 1990） 。 BLASTNを 用 い て 塩 基 配 列 を 解 析 す る 場 合 は 、 パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば score
＝ 100、 wordlength＝ 12と す る 。 ま た 、 BLASTXを 用 い て ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 す る 場 合 は 、
パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば score＝ 50、 wordlength＝ 3と す る 。 BLASTと Gapped BLASTプ ロ グ
ラ ム を 用 い る 場 合 は 、 各 プ ロ グ ラ ム の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い る 。 こ れ ら の 解 析 方
法 の 具 体 的 な 手 法 は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 DNAを 挿 入 す る ベ ク タ ー と し て は 、 植 物 細 胞 内 で 挿 入 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が 可
能 な も の で あ れ ば 特 に 制 限 は な い 。 例 え ば 、 植 物 細 胞 内 で の 恒 常 的 な 遺 伝 子 発 現 を 行 う た
め の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス の 35Sプ ロ モ ー タ ー ） を 有 す
る ベ ク タ ー や 外 的 な 刺 激 に よ り 誘 導 的 に 活 性 化 さ れ る プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ベ ク タ ー を 用
い る こ と も 可 能 で あ る 。 上 記 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 法 、 電 気 穿 孔 法 （ エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン ） 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 す る 方 法 、
パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 等 の 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 植 物 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る
。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 す る 方 法 に お い て は 、 例 え ば Nagelら の 方 法 （ Microbiol.Lett.
,67:325(1990)） に し た が っ て 、 上 記 DNAが 挿 入 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム
に 導 入 し 、 こ の ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 直 接 感 染 法 や リ ー フ デ ィ ス ク 法 で 植 物 細 胞 に 感 染 さ
せ る こ と に よ り 、 上 記 DNAを 植 物 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に お け る 「 薬 剤 」 は 、 上 記 DNAや 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 自 体 で あ っ て も よ く
、 ま た 、 こ れ ら が 植 物 細 胞 へ の 導 入 の た め の 他 の 成 分 と 混 合 さ れ て い る も の で あ っ て も よ
い 。 例 え ば 、 上 記 DNA， 上 記 DNAを 挿 入 し た ベ ク タ ー 、 上 記 DNAが 導 入 さ れ た ア グ ロ バ ク テ
リ ウ ム 、 こ れ ら を 含 む 生 化 学 的 試 薬 や 溶 液 は 、 本 発 明 に お け る 薬 剤 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 DNAや ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質 転 換 植 物 細 胞 で あ っ て 、 乾 燥 耐 性 が 高
め ら れ た 植 物 体 を 再 生 し う る 形 質 転 換 植 物 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 に お け る 形 質 転 換 植 物
細 胞 は 、 上 記 DNAや ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 植 物 の 細 胞 ま た は 細 胞 の 集 合 で あ っ て 植 物 体 を
再 生 し う る も の で あ れ ば 、 そ の 形 態 を 問 わ な い 。 例 え ば 、 懸 濁 培 養 細 胞 、 プ ロ ト プ ラ ス ト
、 葉 の 切 片 、 カ ル ス な ど は 本 発 明 に お け る 植 物 細 胞 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 形 質 転 換 細 胞 か ら 再 生 さ れ た 、 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 を 提 供 す る
。 本 発 明 に お け る 「 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 」 と は 、 野 生 型 の 植 物 体 と 比 較 し て 乾 燥
に 対 す る 耐 性 が 人 為 的 に 向 上 さ れ て い る 植 物 体 を い う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 上 記 DNAが 導 入 さ れ た 細 胞 か ら 再 生 さ れ た 植 物 体 の み な ら ず 、 そ の 子 孫
あ る い は ク ロ ー ン を も 提 供 す る 。 一 旦 、 ゲ ノ ム 内 に 上 記 DNAや ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た 形 質
転 換 植 物 体 が 得 ら れ れ ば 、 該 植 物 体 か ら 有 性 生 殖 ま た は 無 性 生 殖 に よ り 子 孫 あ る い は ク ロ
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ー ン を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 該 植 物 体 や そ の 子 孫 あ る い は ク ロ ー ン か ら 繁 殖 材 料
（ 例 え ば 、 種 子 、 果 実 、 切 穂 、 塊 茎 、 塊 根 、 株 、 カ ル ス 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 等 ） を 得 て 、 そ
れ ら を 基 に 該 植 物 体 を 量 産 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 乾 燥 耐 性 が 高 め ら れ た 植 物 体 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 製 造 方 法 は 、 上
記 DNAや ベ ク タ ー を 植 物 細 胞 に 導 入 す る 工 程 お よ び 上 記 DNAや ベ ク タ ー を 導 入 さ れ た 細 胞 か
ら 植 物 体 を 再 生 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 形 質 転 換 植 物 細 胞 か ら 植 物 体 を 再 生 す る 工 程 は 、 植 物 の 種 類 に 応 じ て 当 業 者 に 公 知 の 方
法 で 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ペ チ ュ ニ ア に お い て は 、 オ ー キ シ ン （ IAA： indole 
acetic acid） お よ び サ イ ト カ イ ニ ン （ BAP:benzylaminopurine） を 含 む 培 地 上 で シ ュ ー ト
を 再 生 さ せ た 後 、 IBA（ indole butyric acid） を 含 む 培 地 上 で 発 根 さ せ て 生 育 さ せ る (van
 der Meer, I.M. (1999), Methods Mol Biol 111, 327-334.)。 ト レ ニ ア 、 タ バ コ 、 ガ ー
ベ ラ で も 類 似 の 方 法 で 植 物 体 を 再 生 さ せ る こ と が で き る (Elomaa, P., Mehto, M., Kotila
inen, M., Helariutta, Y., Nevalainen, L., and Teeri, T. H. (1998), Plant J 16, 9
3-109.)。 そ の 他 の 植 物 の 植 物 体 の 再 生 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 イ ネ で あ れ ば Fujimuraら
（ Plant Tissue Culture Lett. 2:74 (1995)） の 方 法 が 挙 げ ら れ 、 ト ウ モ ロ コ シ で あ れ ば
Shillitoら （ Bio/Technology 7:581 (1989)） の 方 法 や Gorden-Kammら （ Plant Cell 2:603
(1990)） の 方 法 が 挙 げ ら れ 、 ジ ャ ガ イ モ で あ れ ば Visserら （ Theor.Appl.Genet 78:594 (1
989)） の 方 法 が 挙 げ ら れ 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ で あ れ ば Akamaら （ Plant Cell Reports12:7-11
 (1992)） の 方 法 が 挙 げ ら れ 、 ユ ー カ リ で あ れ ば 土 肥 ら （ 特 開 平 8-89113号 公 報 ） の 方 法 が
挙 げ ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
［ 実 施 例 １ ］ ZPT2-3遺 伝 子 の 単 離 お よ び 発 現
　 ZPT2-3遺 伝 子 （ EPF2-7か ら 改 名 ） は 、 す で に 単 離 し て い た 別 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 遺 伝 子
EPF1（ Takatsuji et al., （ 1992） EMBO J. 11, 241-249.） の cDNAを プ ロ ー ブ と し て ペ チ
ュ ニ ア の ゲ ノ ム DNAの ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 単 離 し た （ Takatsuji
 et al., （ 1994） Plant Cell 6, 947-958.） 。 単 離 し た 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ：
１ に 示 す 。 本 遺 伝 子 の 発 現 は 、 傷 、 低 温 、 重 金 属 （ Cd, Ni, Cu, Zn） に よ っ て 誘 導 を 受 け
る こ と が 判 明 し て い る 。 一 方 、 乾 燥 お よ び 塩 処 理 に 対 し て は 、 成 葉 を 用 い て 実 験 し た 限 り
は 、 発 現 誘 導 が 認 め ら れ な か っ た 。
［ 実 施 例 ２ ］ ZPT2-3を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 植 物 発 現 ベ ク タ ー の 構 築
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ZPT2-3遺 伝 子 を 植 物 で 構 成 的 に 発 現 さ せ る た め の ベ ク タ ー は 以 下 の よ う な 手 順 で 作 製 し
た 。 ZPT2-3遺 伝 子 の 全 長 コ ー ド 領 域 を 含 む DNAを 作 製 す る に は 、 ベ ク タ ー pBluescript（ ス
ト ラ タ ジ ー ン か ら 購 入 ） 中 に 翻 訳 開 始 点 周 辺 配 列 が 欠 損 し た ZPT2-3遺 伝 子 の 配 列 を 含 む プ
ラ ス ミ ド 中 の XbaI-EcoRIサ イ ト （ ZPT2-3配 列 の 5’ 側 ） に 、 上 記 欠 損 部 分 の 配 列 を コ ー ド
す る 相 補 的 オ リ ゴ DNA(top鎖 ： 5’ -CTAGAGGATCCAACAATGGCACTTGAAGCATTG-3’ ／ 配 列 番 号 ：
4　 お よ び bottom鎖 ： AATTCAATGCTTCAAGTGCCATTGTTGGATCCT／ 配 列 番 号 ： 5　 を ア ニ ー ル し
た も の )を 挿 入 し た （ pBS-ZPT2-7F） 。 次 に 、 pBS-ZPT2-7Fを XhoIで 切 断 、 T4　 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ で 末 端 平 滑 化 、 XbaI切 断 し て 得 た DNA断 片 を pBI121（ ク ロ ン テ ッ ク か ら 購 入 ） の 35Sプ
ロ モ ー タ ー と Nosタ ー ミ ネ ー タ ー の 間 の XbaI-SacI(blunt)サ イ ト に 挿 入 し た 。 構 築 さ れ た Z
PT2-3遺 伝 子 高 発 現 ベ ク タ ー （ pBI121-35S::ZPT2-3） は 、 図 １ に 示 す よ う に 、 CaMV35Sプ ロ
モ ー タ ー 領 域 （ P35S, 0.8 kb） 、 本 発 明 の ZPT2-3 cDNAを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ Z
PT2-3, 0.8 kb） お よ び ノ パ リ ン 合 成 酵 素 の タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 （ Tnos; 0.3 kb） を 含 む
。 ZPT2-3 cDNAの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： 2に 示 す 。
［ 実 施 例 ３ ］ 各 融 合 遺 伝 子 の ペ チ ュ ニ ア 細 胞 へ の 導 入
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 （ １ ） ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス LBA4404株 （ Clontechか ら 購 入 ） を 250
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g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン と 50g/mlの リ フ ァ ン ピ シ ン を 含 む Ｌ 培 地 中 、 28℃ で 培 養 し た 。
Nagelら (1990) (Microbiol. Lett., 67:325) の 方 法 に 従 っ て 、 細 胞 懸 濁 液 を 調 製 し 、 実
施 例 2で 構 築 し た プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 、 上 記 菌 株 に 導 入
し た 。
（ ２ ） 各 融 合 遺 伝 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ペ チ ュ ニ ア 細 胞 へ の 導 入
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス LBA4404株 を YEB培 地 （
DNA Cloning第 2巻 、 78頁 ） で 振 と う 培 養 （ 28℃ 、 200rpm)し た 後 、 滅 菌 水 で 20倍 に 希 釈 し
、 ペ チ ュ ニ ア （ Surfinia)の 葉 片 と 共 存 培 養 し た 。 2か ら 3日 後 、 抗 生 物 質 を 含 む 培 地 で 上
記 細 菌 を 除 去 し 、 2週 間 ご と に 選 択 培 地 で 継 代 し 、 上 記 2種 類 の 融 合 遺 伝 子 と 共 に 導 入 さ れ
た pBINPLUS由 来 の NPTII遺 伝 子 発 現 に よ る カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 の 有 無 で 形 質 転 換 さ れ た ペ
チ ュ ニ ア 細 胞 を 選 抜 し 、 常 法 に よ り カ ル ス を 誘 導 し た 後 、 植 物 体 に 再 分 化 し た （ Jorgense
n et al., (1996) Plant Mol. Biol. 31, 957-973.） 。
［ 実 施 例 ４ ］ ZPT2-3形 質 転 換 体 に お け る ZPT2-3遺 伝 子 の 発 現
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ZPT2-3遺 伝 子 を 導 入 ・ 発 現 さ せ た 形 質 転 換 体 19系 統 お よ び 野 生 型 の ペ チ ュ ニ ア か ら 全 RN
Aを 抽 出 し 、 10μ gず つ を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 Genescreenplusフ ィ ル タ ー に ブ ロ ッ テ ィ
ン グ し た 。 DIG RNAラ ベ リ ン グ キ ッ ト (Boeringer Manheim)で 標 識 し た ZPT2-3ア ン チ セ ン ス
RNAを 用 い 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 結 果 を 図 2に 示 す 。 こ の 結 果 か ら 、 形 質 転 換
体 系 統 #5,6,14,22,24,33,34,35,36の ９ 系 統 が 導 入 ZPT2-3遺 伝 子 を 高 レ ベ ル で 発 現 し て い
る こ と が 示 さ れ た 。
［ 実 施 例 ５ ］ ZPT2-3形 質 転 換 体 に お け る 乾 燥 耐 性
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 導 入 ZPT2-3遺 伝 子 が 高 レ ベ ル で 発 現 し て い る 系 統 の う ち 2系 統 （ #34と #35、 図 ２ a） と 非
形 質 転 換 体 （ wild type） と を 、 パ ー ラ イ ト ： バ ー ミ キ ュ ラ イ ト （ １ ： １ ） の 人 工 土 壌 で
発 芽 後 4週 間 ま で 通 常 に 栽 培 し た 後 、 30日 間 、 水 や り を 停 止 し て 乾 燥 さ せ る 処 理 を 行 っ た
。 こ の 時 点 で い ず れ の 植 物 も し お れ た 状 態 に な る 。 こ の 後 、 再 度 水 や り を 開 始 し 、 1週 間
後 の 生 存 率 を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 図 2bの よ う に 、 非 形 質 転 換 体 は 回 復 せ ず に そ の ま ま 枯 死
す る が 、 2系 統 の 形 質 転 換 体 の 大 部 分 は 回 復 し 、 再 び 正 常 な 生 育 を 示 す よ う に な っ た 。 表 1
に は 、 同 様 の 実 験 を 2回 行 っ た 時 の 生 存 率 の 結 果 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ZPT2-3遺 伝 子 を 35Sプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 恒 常 的 に 発 現 さ せ る こ
と に よ っ て 、 形 質 転 換 ペ チ ュ ニ ア が 乾 燥 に 対 す る 耐 性 を 獲 得 す る こ と が 示 さ れ た 。 な お 、
こ れ ら の 形 質 転 換 体 は 生 育 や 形 態 上 の 異 常 は 認 め ら れ な い こ と か ら 、 ZPT2-3遺 伝 子 の 過 剰
発 現 は 植 物 の 生 育 等 に ほ と ん ど 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ３ ２ 】
【 図 １ 】 ZPT-3の 発 現 ベ ク タ ー の 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ZPT2-3遺 伝 子 の 過 剰 発 現 に よ り 乾 燥 耐 性 が 高 ま っ た こ と を 示 す 写 真 で あ る 。 （ ａ
） 野 生 型 （ WT） お よ び 35S::ZPT2-3形 質 転 換 ペ チ ュ ニ ア （ ＃ 1～ ＃ 36） に お け る ZPT－ 3遺 伝
子 の 発 現 を 示 す 。 標 識 ZPT2-3ア ン チ セ ン ス RNAを 用 い 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た
。 形 質 転 換 体 の う ち #5,6,14,22,24,33,34,35,36の 9系 統 が 導 入 ZPT2-3遺 伝 子 を 高 レ ベ ル で
発 現 し て い る 。 （ ｂ ） 2週 間 水 や り を 停 止 し た 後 、 1週 間 水 や り を し た 後 の 植 物 を 示 す 。 野
生 型 は 回 復 せ ず に そ の ま ま 枯 死 す る が 、 形 質 転 換 体 は 回 復 し 、 再 び 正 常 な 生 育 を 示 し た 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 配 列 表 】
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