
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　目的遺伝子を維管束で特異的に発現させるプロモーター活性を有する DNA、該 D
NAを含有し、目的遺伝子を維管束で特異的に発現させることを可能にした組換えプラスミ
ド、該組換えベクターを導入した形質転換植物体を提供すること。
【解決手段】イネ由来の特定の塩基配列からなる DNA、および該 DNA塩基配列において、１
若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなり、かつ目的遺伝子
を維管束で特異的に発現させるプロモーター活性を有する DNA。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 又 は （ ｃ ） に 示 す 、 プ ロ モ ー タ ー と し て 機 能 し う る DNA。
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNA
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換
若 し く は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ
ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る DNA
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 の 一 部 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ 目 的 遺 伝 子 を
維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る DNA
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す
る DNA。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の DNAを 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の DNAと 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ベ
ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ３ 又 は ４ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 導 入 し た 形 質 転 換 植 物 体 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 及 び そ の 使 用 に 関 す
る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 植 物 細 胞 内 で 機 能 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 発 現 さ せ た い 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 を 連 結 さ せ た 融 合 遺 伝 子 を 植 物 細 胞 に 導 入 し 、 得 ら れ た 植 物 細 胞 を 通 常 の 植 物 組
織 培 養 技 術 に よ り 再 生 さ せ る 方 法 に よ っ て 、 所 望 の 形 質 を 有 す る 改 良 植 物 体 を 作 出 す る こ
と が 行 わ れ て い る 。 植 物 で 一 般 に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 カ リ フ ラ ワ
ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス (CaMV)35S RNA遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム Tiプ ラ ス
ミ ド 由 来 ノ パ リ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー （ Pnos)、 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 ユ ビ キ チ ン
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 イ ネ 由 来 の ア ク チ ン 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー な ど が 知 ら れ て い る 。
こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー は 、 植 物 細 胞 内 で 目 的 と す る タ ン パ ク 質 を 構 成 的 （ constitutive)
に 発 現 さ せ る こ と が 知 ら れ て お り 、 汎 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 植 物 を 改 良 す る 場 合 、 例 え ば 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 局 所 的 に 発 現 さ せ る こ
と に よ り 効 果 的 な 改 良 が 行 え る こ と が あ り 、 こ の よ う な 改 良 に よ り 新 し い タ イ プ の 高 機 能
性 植 物 を 開 発 す る 一 環 と し て 、 組 織 特 異 的 な 発 現 を も た ら す 植 物 プ ロ モ ー タ ー の 探 索 が 望
ま れ て い る 。
　 こ れ ま で に 、 植 物 に お い て 目 的 タ ン パ ク 質 を 組 織 特 異 的 に 発 現 さ せ る こ と の で き る プ ロ
モ ー タ ー と し て は 、 イ ネ を 例 に す る と 、 葯 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー RA8（ 特 許 文 献 １ ） 、 葯 又
は 花 粉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー CatA（ 特 許 文 献 ２ ） 、 雄 ず い 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー T72, T23, T4
2, T155, E1（ 特 許 文 献 ３ ） 、 花 器 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー RPC213（ 特 許 文 献 ４ ） 、 葉 肉 細 胞
特 異 的 プ ロ モ ー タ ー rbcS（ 非 特 許 文 献 １ ） 、 胚 乳 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー GluB-1、 GluA-2（ 非
特 許 文 献 ２ 、 ３ ） 、 カ ル ス 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー PRO3（ 特 許 文 献 ５ ） 等 が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 植 物 は 光 合 成 に よ っ て 葉 に お い て 糖 （ 炭 水 化 物 ） を 生 産 し 、 ま た 根 か ら 水 分 や 窒 素 源 等
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の 養 分 を 吸 収 す る 。 植 物 は こ れ ら の 物 質 を 材 料 あ る い は エ ネ ル ギ ー 源 に 用 い て 新 し い 器 官
を 次 々 と 作 っ て 成 長 し 、 成 熟 期 に 入 る と 次 の 世 代 の 繁 殖 に 備 え て 貯 蔵 器 官 に 再 配 分 し て 種
々 の 貯 蔵 物 質 と し て 貯 蔵 す る 。 こ の よ う に 、 同 化 ・ 吸 収 し た 物 質 の 輸 送 （ 転 流 ） 、 再 配 分
に よ る 貯 蔵 は 、 光 合 成 と 共 に 植 物 の 成 長 や 生 命 活 動 維 持 の 基 盤 と な る 機 能 で あ る 。 維 管 束
は 、 根 、 茎 、 葉 を 貫 通 す る 植 物 体 の 連 続 し た 構 造 で あ り 、 同 化 ・ 吸 収 し た 物 質 の 通 路 と し
て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 一 方 、 植 物 病 理 学 的 な 見 地 か ら も 維 管 束 系 は 重 要 で あ る 。 す な わ ち 、 植 物 病 原 細 菌 （ イ
ネ 白 葉 枯 れ 病 菌 、 ナ ス 科 植 物 青 枯 れ 病 菌 、 ト マ ト か い よ う 病 菌 な ど ） は 植 物 の 葉 や 根 の 傷
口 か ら 侵 入 し た 後 、 維 管 束 系 に 到 達 し 、 そ の 導 管 内 な ど で 増 殖 し 、 発 病 さ せ 、 や が て 植 物
を 枯 ら し て し ま う 。 ま た 、 植 物 の 生 育 は 、 乾 燥 、 高 塩 濃 度 、 低 温 と い っ た よ う な 環 境 ス ト
レ ス の 影 響 を 顕 著 に 受 け る 。 環 境 ス ト レ ス は 、 植 物 に 様 々 な 生 化 学 的 及 び 生 理 学 的 な 応 答
を 引 き 起 こ す 。 植 物 は 、 こ れ ら の 環 境 ス ト レ ス 条 件 下 で 生 き 抜 く た め に 、 環 境 ス ト レ ス に
対 す る 応 答 性 及 び 順 応 性 を 獲 得 す る 。 環 境 ス ト レ ス に 応 答 し て 根 な ど の 維 管 束 に 発 現 す る
遺 伝 子 も 知 ら れ て お り 、 そ の よ う な ス ト レ ス 誘 導 性 遺 伝 子 の 機 能 解 析 や 発 現 制 御 は 、 環 境
ス ト レ ス 抵 抗 性 が 強 化 さ れ た 植 物 の 作 出 を 図 る 上 で 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 植 物 に お け る 物 質 輸 送 ・ 分 配 の 制 御 、 植 物 に お け る 物 質 輸 送 ・ 分 配 機 構 の 解 明
、 有 用 物 質 の 生 産 性 向 上 、 病 害 や 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 の 付 与 、 植 物 の 生 長 制 御 等 の た め に
、 維 管 束 に 特 異 的 発 現 を も た ら す プ ロ モ ー タ ー の 新 規 開 発 ・ 実 用 化 が 強 く 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 2002-528125号
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 WO00/58454
【 特 許 文 献 ３ 】 特 表 平 06-504910号
【 特 許 文 献 ４ 】 国 際 公 開 WO99/43818
【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 2003-265182号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Plant Physiol. 102, 991-1000 (1993)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Plant Mol. Biol. 30, 1207-1221 (1996)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Plant J. 4, 357-366 (1993)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 活 性
を 有 す る DNA、 該 DNAを 含 有 す る 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る こ と を 可 能 に し た 組
換 え プ ラ ス ミ ド 、 該 組 換 え ベ ク タ ー を 導 入 し た 形 質 転 換 植 物 体 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す
る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 、 イ ネ ゲ ノ ム 配 列 情 報 、 イ ネ ESTの 出 現 頻 度 情 報
、 イ ネ 完 全 長 cDNA配 列 情 報 等 （ http://www.dna.affrc.go.jp/） を 参 考 に し つ つ 鋭 意 研 究
を 重 ね た 結 果 、 種 々 の 組 織 に 特 異 的 な 発 現 パ タ ー ン を 有 す る と 期 待 さ れ る イ ネ 遺 伝 子 を 約
100種 選 定 し 、 選 定 さ れ た 各 遺 伝 子 の ５ ’ 上 流 域 を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） で 増 幅 し
た 断 片 の 中 か ら 、 維 管 束 に お い て 特 異 的 に 目 的 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 活 性
を 有 す る DNA断 片 を 得 る こ と に 成 功 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 以 下 の 発 明 を 包 含 す る 。
(1) 以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 又 は （ ｃ ） に 示 す 、 プ ロ モ ー タ ー と し て 機 能 し う る DNA。
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNA
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換
若 し く は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ
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ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る DNA
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 の 一 部 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ 目 的 遺 伝 子 を
維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る DNA
(2) (1)に 記 載 の DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る
DNA。
(3) (1)又 は (2)に 記 載 の DNAを 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 。
(4) (1)又 は (2)に 記 載 の DNAと 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ベ ク
タ ー 。
(5) (3)又 は (4)に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 導 入 し た 形 質 転 換 植 物 体 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る
DNAが 提 供 さ れ る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る DNAを 利 用 す れ ば 、 維 管 束 に お け る 水 、
栄 養 塩 、 糖 の 輸 送 （ 転 流 ） や 吸 収 の 制 御 、 光 合 成 産 物 の 貯 蔵 器 官 で あ る 果 実 や 塊 茎 、 塊 根
、 種 子 な ど の 肥 大 （ 成 長 ） の 促 進 、 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 遺 伝 子 の 発 現 に よ る 環 境 ス ト レ ス
抵 抗 性 の 付 与 ・ 向 上 、 耐 病 虫 害 性 遺 伝 子 の 発 現 に よ る 耐 病 虫 害 性 の 付 与 ・ 向 上 な ど が 可 能
と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
１ ． プ ロ モ ー タ ー 及 び そ の 単 離
　 本 発 明 に 係 る プ ロ モ ー タ ー と し て 機 能 し う る DNA（ 以 下 、 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と い う ） は
、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNAで あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の DNAは 、 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 以 下 、 「 目 的 遺 伝 子 」 と い う ）
の 翻 訳 開 始 点 の ５ ’ 側 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 該 目 的 遺 伝 子 の 維 管 束 に お け る 発 現 を 誘 導
し 、 又 は 該 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 に お い て 高 レ ベ ル で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の DNAに は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 に お い て １ 以 上 の 塩 基 が 置 換 、 欠
失 、 付 加 又 は 挿 入 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ
る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る DNAも 含 ま れ る 。 こ こ で 、 置 換 、 欠 失 、 付 加 又 は 挿 入 さ れ て
も よ い 塩 基 の 数 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は １ 個 ～ 数 個 で あ る 。 例 え ば 、 配 列 番 号
１ に 示 す 塩 基 配 列 の １ ～ １ ０ 個 、 好 ま し く は １ ～ ５ 個 の 塩 基 が 欠 失 し て も よ く 、 配 列 番 号
１ に 示 す 塩 基 配 列 に １ ～ １ ０ 個 、 好 ま し く は １ ～ ５ 個 の 塩 基 が 付 加 し て も よ く 、 あ る い は
、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 の １ ～ １ ０ 個 、 好 ま し く は １ ～ ５ 個 の 塩 基 が 他 の 塩 基 に 置 換
し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の DNAに は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 の 一 部 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 か
つ 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る DNAも 含 ま れ る 。
　 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNAに お け る プ ロ モ ー タ ー 活 性 に 必 須 な 部 分 は 、 該 D
NAの 様 々 な 欠 失 体 、 例 え ば 、 ５ ’ 上 流 側 か ら 様 々 な 長 さ に 欠 損 さ せ た DNA断 片 を ベ ー タ グ
ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ GUS） 遺 伝 子 等 の リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 融 合 さ せ た プ ラ ス ミ ド を 宿 主 に 導
入 し 、 プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て 特 定 で き 、 そ の よ う な 活 性 部 分 の 特 定 の
た め の 手 法 は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の よ う な 変 異 体 DNAは 、 目 的 遺 伝 子 を 維 管 束 で 特 異 的 に 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 活 性
（ 以 下 、 「 維 管 束 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 活 性 」 と い う ） を 有 し て い れ ば よ く 、 そ の 活 性 の 大
き さ は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNAの 維 管 束 特 異 的 プ ロ
モ ー タ ー 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る こ と が 好 ま し い 。 「 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る
DNAの 維 管 束 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る 」 と は 、 該 プ ロ モ ー タ ー 活 性 を

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-224118 A 2005.8.25



利 用 し た 実 際 の 使 用 態 様 に お い て 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNAと 、 同 一 の 条
件 で ほ ぼ 同 様 の 利 用 が 可 能 な 程 度 の 活 性 が 維 持 さ れ て い る こ と を い う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 「 維 管 束 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 活 性 」 と は 、 維 管 束 に お い て 、 同 じ 植 物 体
の 他 の 組 織 又 は 器 官 の 少 な く と も １ 種 に お け る よ り も 目 的 遺 伝 子 を 優 先 的 か つ 高 度 に 発 現
さ せ る 活 性 を い う 。
　 ま た 、 上 記 「 維 管 束 」 と は 、 一 般 的 に は 、 根 、 茎 、 葉 を 貫 通 す る 植 物 体 の 連 続 し た 構 造
を い い 、 本 発 明 の 「 維 管 束 」 に は 、 根 な ど の 植 物 体 地 下 部 組 織 の 維 管 束 系 、 茎 や 葉 脈 な ど
の 地 上 部 組 織 （ シ ュ ー ト ） の 維 管 束 系 の 両 方 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 の よ う な 変 異 体 DNAを 取 得 す る た め の 遺 伝 子 変 異 導 入 は 、 Kunkel法 又 は  Gapped dup
lex法 等 の 公 知 手 法 又 は こ れ に 準 ず る 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き 、 例 え ば 部 位 特 異 的 突
然 変 異 誘 発 法 を 利 用 し た 変 異 導 入 用 キ ッ ト （ 例 え ば Mutant-K(TAKARA社 製 ） や Mutant-G(TA
KARA社 製 ） )、 TAKARA社 の LA PCR in vitro Mutagenesis シ リ ー ズ キ ッ ト を 利 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 、 当 業 者 で あ れ ば 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 の 全 部 又 は 一 部 か ら な る DNAを 用
い て 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNAと 同 様 の 機 能 、 す な わ ち 、 維 管 束 特 異 的 プ
ロ モ ー タ ー 活 性 を 有 す る 他 の 塩 基 配 列 か ら な る DNAを 種 々 の 生 物 か ら 新 た に 取 得 し 、 利 用
す る こ と も 容 易 で あ る 。 こ の よ う な 他 の 塩 基 配 列 か ら な る DNAの 取 得 は 、 例 え ば 、 配 列 番
号 １ に 示 す 塩 基 配 列 の 全 部 又 は 一 部 か ら な る DNAと 相 補 的 な 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 該 塩 基 配 列 の 一 部
を プ ラ イ マ ー と し て 用 い る PCR等 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 こ こ で 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 と は 、 い わ ゆ る 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成 さ れ 、 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド が 形 成
さ れ な い 条 件 を い う 。 例 え ば 、 相 同 性 が 高 い 核 酸 、 す な わ ち 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 と
90％ 以 上 、 好 ま し く は 95%以 上 の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 か ら な る DNAの 相 補 鎖 が ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し 、 そ れ よ り 相 同 性 が 低 い 核 酸 の 相 補 鎖 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 条 件 が 挙 げ ら れ る
。 よ り 具 体 的 に は 、 ナ ト リ ウ ム 濃 度 が 10～ 300mM、 好 ま し く は 15～ 75mMで あ り 、 温 度 が 25
℃ ～ 70℃ 、 好 ま し く は 42℃ ～ 55℃ で の 条 件 を い う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 上 記 の よ う に 取 得 し た 変 異 体 DNAや ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 得 ら れ る ホ モ ロ グ が
プ ロ モ ー タ ー と し て の 活 性 を 有 す る か 否 か は 、 種 々 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 、 例 え ば ベ ー タ グ
ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ GUS） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ LUC） 、 Green fluorescent protein（ GFP） 、
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ CAT） 、 ベ ー タ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ L
acZ） 、 ノ パ リ ン 合 成 酵 素 （ NOS） 、 オ ク ト ピ ン 合 成 酵 素 （ OCS） 等 の 遺 伝 子 を 上 記 プ ロ モ
ー タ ー の 下 流 域 に 連 結 し た ベ ク タ ー を 作 製 し 、 該 ベ ク タ ー を 用 い て 従 来 か ら 周 知 慣 用 さ れ
て い る 種 々 の 形 質 転 換 法 （ 後 述 ） に よ り 植 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 挿 入 し た 後 、 該 レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 の 発 現 を 測 定 す る こ と に よ り 確 認 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 例 え ば 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が GUSの 場 合 に は 、 宿 主 細 胞 内 で の プ ロ モ ー タ ー 活 性 は 、 (ｉ
)ヒ ス ト ケ ミ カ ル な GUS染 色 に よ る 方 法 （ EMBO J. 6, 3901-3907 (1987） )に よ り 、 及 び ／
又 は (ii)蛍 光 基 質 を 用 い る Castle＆ Morrisの 方 法 （ Plant Molecular Biology Manual, B5
, 1-16 (1994); S.B.Gelvin & R.A.Schilperoort, Kluwer Academic Publishers） に 従 っ
て GUS活 性 を 測 定 し 、 さ ら に Bradfordの 方 法 （ Anal. Biochem. 72, 248-254（ 1976)） に 従
っ て タ ン パ ク 質 量 を 測 定 し て 、 GUS活 性 を タ ン パ ク 量 当 た り に 換 算 す る （ nmole 4-MU/min/
mg proteinと し て 算 出 す る ） こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の プ ロ モ ー タ ー は 、 イ ネ (日 本 晴 )の 第 1番 染 色 体 ゲ ノ ム に 存 在 し 、 配 列 番 号 ３ に
示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る MYB様 転 写 因 子 を コ ー ド す る イ ネ 遺 伝 子 〔 DDBJ（ http://www.dd
bj.nig.ac.jp） :ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AP003452〕 の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） に 基 づ き 、 該
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遺 伝 子 （ 以 下 、 本 明 細 書 に お い て 「 イ ネ MYB遺 伝 子 」 と い う ） の ５ ’ 上 流 ゲ ノ ム 領 域 （ あ
る い は 配 列 ） を 単 離 す る こ と に よ っ て 取 得 で き る 。 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 単 離 す る 方 法 と し
て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 イ ン バ ー ス PCR、 ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す
る 方 法 等 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 イ ン バ ー ス PCRに よ る 場 合 は 、 上 記 の イ ネ MYB遺 伝 子 の 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ い て 一 対 の プ
ラ イ マ ー を 合 成 し 、 こ れ ら 一 対 の プ ラ イ マ ー と 所 定 の 制 限 酵 素 で 処 理 し た 後 に セ ル フ ラ イ
ゲ ー シ ョ ン さ せ た ゲ ノ ム DNA断 片 と を 用 い て PCRを 行 う こ と に よ っ て 、 イ ネ MYB遺 伝 子 の 上
流 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 イ ネ MYB遺 伝 子 の 上 流 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ し 塩
基 配 列 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 イ ネ MYB遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 単 離 、 及 び 塩 基 配
列 （ 配 列 番 号 １ ） の 決 定 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る 場 合 に は 、 イ ネ MYB遺 伝 子 を 含 む cDNAを プ ロ
ー ブ と し て 、 定 法 に 従 っ て 調 製 し た ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら イ ネ MYB遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ
ム DNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 そ の 後 、 ス ク リ ー ニ ン グ し た ゲ ノ ム DNAの 塩 基 配 列 を 決 定 す
る こ と に よ っ て イ ネ MYB遺 伝 子 の 上 流 領 域 に 存 在 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 特 定 す る こ と が
で き 、 さ ら に 、 該 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の み を PCR等 に よ っ て 増 幅 し て ク ロ ー ニ ン グ す る こ と
に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 い っ た ん 本 発 明 の プ ロ モ ー タ ー の 塩 基 配 列 が 確 定 さ れ る と 、 そ の 後 は 化 学 合 成 に よ っ て
、 あ る い は そ の 塩 基 配 列 の 一 部 か ら な る DNAを プ ラ イ マ ー と し て 合 成 し 、 イ ネ の 全 DNAを 鋳
型 と し て 用 い て 、 該 プ ラ イ マ ー を 用 い る PCRに よ っ て 容 易 に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 単 離 し た プ ロ モ ー タ ー 領 域 （ 配 列 番 号 １ ） の 一 部 を 用 い て プ ロ モ ー タ ー 活 性 を
測 定 す る こ と に よ っ て 、 単 離 し た プ ロ モ ー タ ー 領 域 （ 配 列 番 号 １ ） に お い て 、 プ ロ モ ー タ
ー 活 性 に 寄 与 し て い る 領 域 を 特 定 す る こ と が で き る 。 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 一 部 は 、 該 プ ロ
モ ー タ ー 領 域 の 一 部 を PCRに よ っ て 増 幅 す る 方 法 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 所 定 の 制 限 酵 素 で
処 理 し て 断 片 化 す る 方 法 等 を 適 宜 使 用 し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 得 ら れ た プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 一 部 は 、 発 現 量 を 定 量 で き る 遺 伝 子 の 上 流 に 組 み 込 み 、 該
遺 伝 子 の 発 現 量 を 定 量 す る こ と に よ っ て プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 。 す な
わ ち 、 得 ら れ た プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 一 部 及 び 所 定 の 遺 伝 子 を 組 み 込 ん で な る 組 換 え ベ ク タ
ー を 構 築 し 、 該 組 換 え ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 に お け る 該 遺 伝 子 の 発 現 量 を 定
量 す る こ と に よ っ て 、 得 ら れ た プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 一 部 に お け る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 測 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
２ . 組 換 え ベ ク タ ー
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー は 、 上 記 １ ． の プ ロ モ ー タ ー に 目 的 遺 伝 子 を 連 結 し た 遺 伝 子 を
適 当 な ベ ク タ ー に 導 入 す る こ と に よ り 構 築 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 ベ ク タ ー と し て は
、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 し て 植 物 に 目 的 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と が で き る 、 pBI系 、 pPZP
系 （ Hajdukiewicz P, Svab Z, Maliga P.: The small, versatile pPZP family of Agrob
acterium binary vectors for plant transformation., Plant Mol Biol., 25: 989-94, 
1994） 、 pCAMBIA系 （ http://www.cambia.org/main/r_et_camvec.htm） 、 pSMA系 の ベ ク タ
ー な ど が 好 適 に 用 い ら れ る 。 特 に pBI系 の バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー 又 は 中 間 ベ ク タ ー 系 が 好 適
に 用 い ら れ 、 例 え ば 、 pBI121、 pBI101、 pBI101.2、 pBI101.3等 が 挙 げ ら れ る 。 バ イ ナ リ ー
ベ ク タ ー と は 大 腸 菌 （ Escherichia coli） 及 び ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム に お い て 複 製 可 能 な シ
ャ ト ル ベ ク タ ー で 、 バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー を 保 持 す る ア グ ロ バ ク テ リ ム を 植 物 に 感 染 さ せ る
と 、 ベ ク タ ー 上 に あ る LB配 列 と RB配 列 よ り 成 る ボ ー ダ ー 配 列 で 囲 ま れ た 部 分 の DNAを 植 物
核 DNAに 組 み 込 む こ と が 可 能 で あ る （ EMBO Journal, 10(3), 697-704 (1991)） 。 一 方 、 pU
C系 の ベ ク タ ー は 、 植 物 に 遺 伝 子 を 直 接 導 入 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 pUC18、 pUC19、 pUC
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9等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ CaMV)、 イ ン ゲ ン マ メ モ ザ イ ク
ウ イ ル ス （ BGMV)、 タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ TMV） 等 の 植 物 ウ イ ル ス ベ ク タ ー も 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ベ ク タ ー に 目 的 遺 伝 子 を 挿 入 す る に は 、 ま ず 、 精 製 さ れ た DNAを 適 当 な 制 限 酵 素 で 切 断
し 、 適 当 な ベ ク タ ー  DNAの 制 限 酵 素 部 位 又 は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 挿 入 し て ベ ク タ
ー に 連 結 す る 方 法 な ど が 採 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 目 的 遺 伝 子 と し て は 、 対 象 と な る 植 物 に お け る 内 因 性 遺 伝 子 、 ま た は 外 来 遺 伝 子 で あ っ
て 、 そ の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 が 維 管 束 に お い て 所 望 さ れ る 任 意 の 遺 伝 子 を い う 。 か か る 遺 伝
子 と し て は 、 糖 、 窒 素 源 、 イ オ ン な ど の ト ラ ン ス ポ ー タ ー 遺 伝 子 、 有 用 物 質 （ 医 薬 、 色 素
、 芳 香 成 分 な ど ） 生 産 遺 伝 子 、 植 物 生 長 制 御 （ 促 進 /抑 制 ） 遺 伝 子 、 糖 代 謝 関 連 遺 伝 子 、
耐 病 虫 害 性 〔 昆 虫 食 害 抵 抗 性 、 カ ビ （ 菌 類 ） 及 び 細 菌 病 抵 抗 性 、 ウ イ ル ス （ 病 ） 抵 抗 性 な
ど 〕 遺 伝 子 、 環 境 ス ト レ ス （ 低 温 、 高 温 、 乾 燥 、 塩 、 光 障 害 、 紫 外 線 ） 抵 抗 性 遺 伝 子 等 が
挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 上 記 の 目 的 遺 伝 子 は 、 そ の 遺 伝 子 の 機 能 が 発 揮 さ れ る よ う に ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ る こ
と が 必 要 で あ る 。 そ こ で 、 ベ ク タ ー に は 、 目 的 遺 伝 子 の 上 流 、 内 部 、 あ る い は 下 流 に 、 本
発 明 の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 イ ン ト ロ ン 、 ポ リ A付 加 シ グ ナ ル 、 5'-UTR配 列 、 選
抜 マ ー カ ー 遺 伝 子 な ど を 連 結 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 エ ン ハ ン サ ー と し て は 、 例 え ば 、 目 的 遺 伝 子 の 発 現 効 率 を 高 め る た め に 用 い ら れ 、 CaMV
35Sプ ロ モ ー タ ー 内 の 上 流 側 の 配 列 を 含 む エ ン ハ ン サ ー 領 域 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 タ ー ミ ネ ー タ ー と し て は 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー に よ り 転 写 さ れ た 遺 伝 子 の 転 写 を 終 結 で き
る 配 列 で あ れ ば よ く 、 例 え ば 、 ノ パ リ ン 合 成 酵 素 （ NOS)遺 伝 子 の タ ー ミ ネ ー タ ー 、 オ ク ト
ピ ン 合 成 酵 素 (OCS)遺 伝 子 の タ ー ミ ネ ー タ ー 、 CaMV 35S タ ー ミ ネ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 選 抜 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て は 、 例 え ば 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 カ ナ マ イ シ ン 耐
性 遺 伝 子 、 ビ ア ラ ホ ス 耐 性 遺 伝 子 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン S耐 性 遺 伝 子 、 ア セ ト 乳 酸 合 成 酵 素
（ Acetolactate synthase） 遺 伝 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 選 抜 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 上 記 の よ う に 目 的 遺 伝 子 と と も に 同 一 の プ ラ ス ミ ド に 連
結 さ せ て 組 換 え ベ ク タ ー を 調 製 し て も よ い が 、 あ る い は 、 選 抜 マ ー カ ー 遺 伝 子 を プ ラ ス ミ
ド に 連 結 し て 得 ら れ る 組 換 え ベ ク タ ー と 、 目 的 遺 伝 子 を プ ラ ス ミ ド に 連 結 し て 得 ら れ る 組
換 え ベ ク タ ー と を 別 々 に 調 製 し て も よ い 。 別 々 に 調 製 し た 場 合 は 、 各 ベ ク タ ー を 宿 主 に コ
ト ラ ン ス フ ェ ク ト （ 共 導 入 ） す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
３ ． 形 質 転 換 植 物 体
　 上 記 ２ ． で 調 製 し た 組 換 え ベ ク タ ー を 用 い て 、 対 象 植 物 を 形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 植 物 体
を 調 製 す る こ と が で き る 。
　 形 質 転 換 植 物 体 を 調 製 す る 際 に は 、 既 に 報 告 さ れ 、 確 立 さ れ て い る 種 々 の 方 法 を 適 宜 利
用 す る こ と が で き 、 そ の 好 ま し い 例 と し て 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 、 Ｐ Ｅ Ｇ － リ ン 酸 カ ル
シ ウ ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 、 マ イ ク ロ イ
ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 を 用 い る 場 合 は 、 プ ロ ト プ ラ ス
ト を 用 い る 場 合 、 組 織 片 を 用 い る 場 合 、 及 び 植 物 体 そ の も の を 用 い る 場 合 （ in planta法
） が あ る 。 プ ロ ト プ ラ ス ト を 用 い る 場 合 は 、 Tiプ ラ ス ミ ド を も つ ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム と 共
存 培 養 す る 方 法 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 化 し た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム と 融 合 す る 方 法 （ ス フ ェ ロ
プ ラ ス ト 法 ） 、 組 織 片 を 用 い る 場 合 は 、 対 象 植 物 の 無 菌 培 養 葉 片 （ リ ー フ デ ィ ス ク ） に 感
染 さ せ る 方 法 や カ ル ス に 感 染 さ せ る 等 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 種 子 あ る い は 植 物 体
を 用 い る in planta法 を 適 用 す る 場 合 、 す な わ ち 植 物 ホ ル モ ン 添 加 の 組 織 培 養 を 介 さ な い
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系 で は 、 吸 水 種 子 、 幼 植 物 （ 幼 苗 ） 、 鉢 植 え 植 物 な ど へ の ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム の 直 接 処 理
等 に て 実 施 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 遺 伝 子 が 植 物 体 に 組 み 込 ま れ た か 否 か の 確 認 は 、 PCR法 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 法 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 等 に よ り 行 う こ
と が で き る 。 例 え ば 、 形 質 転 換 植 物 体 か ら DNAを 調 製 し 、 DNA特 異 的 プ ラ イ マ ー を 設 計 し て
PCRを 行 う 。 PCRを 行 っ た 後 は 、 増 幅 産 物 に つ い て ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 、 ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 又 は キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 等 を 行 い 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 、 SYBR Green液
等 に よ り 染 色 し 、 そ し て 増 幅 産 物 を 1本 の バ ン ド と し て 検 出 す る こ と に よ り 、 形 質 転 換 さ
れ た こ と を 確 認 す る こ と が で き る 。 ま た 、 予 め 蛍 光 色 素 等 に よ り 標 識 し た プ ラ イ マ ー を 用
い て PCRを 行 い 、 増 幅 産 物 を 検 出 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 等 の 固 相
に 増 幅 産 物 を 結 合 さ せ 、 蛍 光 又 は 酵 素 反 応 等 に よ り 増 幅 産 物 を 確 認 す る 方 法 で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 形 質 転 換 に 用 い ら れ る 植 物 と し て は 、 イ ネ 、 ム ギ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ネ ギ
、 ユ リ 、 ラ ン 等 の 単 子 葉 植 物 、 ダ イ ズ 、 ナ タ ネ 、 ト マ ト 、 バ レ イ シ ョ 、 キ ク 、 バ ラ 、 カ ー
ネ ー シ ョ ン 、 ペ チ ュ ニ ア 、 カ ス ミ ソ ウ 、 シ ク ラ メ ン 等 の 双 子 葉 植 物 な ど の 植 物 が 挙 げ ら れ
、 特 に 限 定 は さ れ な い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の DNAが 単 離 さ れ た イ ネ 科 の 植 物 、 例 え ば 、
イ ネ 、 オ オ ム ギ 、 コ ム ギ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 サ ト ウ キ ビ 、 シ バ 、 ソ ル ガ ム 、 ア ワ 、 及 び ヒ エ
な ど の 植 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 形 質 転 換 の 対 象 と す る 植 物 材 料 と し て は 、 例 え ば 、 根 、 茎 、 葉 、 種 子
、 胚 、 胚 珠 、 子 房 、 茎 頂 （ 植 物 の 芽 の 先 端 の 生 長 点 ） 、 葯 、 花 粉 等 の 植 物 組 織 や そ の 切 片
、 未 分 化 の カ ル ス 、 そ れ を 酵 素 処 置 し て 細 胞 壁 を 除 い た プ ロ プ ラ ス ト 等 の 植 物 培 養 細 胞 が
挙 げ ら れ る 。 ま た in planta法 適 用 の 場 合 、 吸 水 種 子 や 植 物 体 全 体 を 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お い て 形 質 転 換 植 物 体 と は 、 植 物 体 全 体 、 植 物 器 官 （ 例 え ば 根 、 茎 、 葉
、 花 弁 、 種 子 、 種 子 、 実 等 ） 、 植 物 組 織 (例 え ば 表 皮 、 師 部 、 柔 組 織 、 木 部 、 維 管 束 等 )、
植 物 培 養 細 胞 の い ず れ を も 意 味 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 植 物 培 養 細 胞 を 対 象 と す る 場 合 に お い て 、 得 ら れ た 形 質 転 換 細 胞 か ら 形 質 転 換 体 を 再 生
さ せ る た め に は 既 知 の 組 織 培 養 法 に よ り 器 官 又 は 個 体 を 再 生 さ せ れ ば よ い 。 こ の よ う な 操
作 は 、 植 物 細 胞 か ら 植 物 体 へ の 再 生 方 法 と し て 一 般 的 に 知 ら れ て い る 方 法 に よ り 、 当 業 者
で あ れ ば 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 植 物 細 胞 か ら 植 物 体 へ の 再 生 に つ い て は 、 例 え ば 、 以
下 の よ う に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま ず 、 形 質 転 換 の 対 象 と す る 植 物 材 料 し て 植 物 組 織 又 は プ ロ ト プ ラ ス ト を 用 い た 場 合 、
こ れ ら を 無 機 要 素 、 ビ タ ミ ン 、 炭 素 源 、 エ ネ ル ギ ー 源 と し て の 糖 類 、 植 物 生 長 調 節 物 質 （
オ ー キ シ ン 、 サ イ ト カ イ ニ ン 等 の 植 物 ホ ル モ ン ） 等 を 加 え て 滅 菌 し た カ ル ス 形 成 用 培 地 中
で 培 養 し 、 不 定 形 に 増 殖 す る 脱 分 化 し た カ ル ス を 形 成 さ せ る （ 以 下 「 カ ル ス 誘 導 」 と い う
） 。 こ の よ う に 形 成 さ れ た カ ル ス を オ ー キ シ ン 等 の 植 物 生 長 調 節 物 質 を 含 む 新 し い 培 地 に
移 し か え て 更 に 増 殖 （ 継 代 培 養 ） さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 カ ル ス 誘 導 は 寒 天 等 の 固 型 培 地 で 行 い 、 継 代 培 養 は 例 え ば 液 体 培 養 で 行 う と 、 そ れ ぞ れ
の 培 養 を 効 率 良 く か つ 大 量 に 行 う こ と が で き る 。 次 に 、 上 記 の 継 代 培 養 に よ り 増 殖 し た カ
ル ス を 適 当 な 条 件 下 で 培 養 す る こ と に よ り 器 官 の 再 分 化 を 誘 導 し （ 以 下 、 「 再 分 化 誘 導 」
と い う ） 、 最 終 的 に 完 全 な 植 物 体 を 再 生 さ せ る 。 再 分 化 誘 導 は 、 培 地 に お け る オ ー キ シ ン
や サ イ ト カ イ ニ ン 等 の 植 物 生 長 調 節 物 質 、 炭 素 源 等 の 各 種 成 分 の 種 類 や 量 、 光 、 温 度 等 を
適 切 に 設 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 か か る 再 分 化 誘 導 に よ り 、 不 定 胚 、 不 定 根
、 不 定 芽 、 不 定 茎 葉 等 が 形 成 さ れ 、 更 に 完 全 な 植 物 体 へ と 育 成 さ せ る 。 あ る い は 、 完 全 な
植 物 体 に な る 前 の 状 態 （ 例 え ば カ プ セ ル 化 さ れ た 人 工 種 子 、 乾 燥 胚 、 凍 結 乾 燥 細 胞 及 び 組
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織 等 ） で 貯 蔵 等 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 形 質 転 換 植 物 体 は 、 形 質 転 換 処 理 を 施 し た 再 分 化 当 代 で あ る 「 T1世 代 」 の ほ か
、 そ の 植 物 の 種 子 か ら 得 ら れ た 後 代 で あ る 「 T2世 代 」 、 薬 剤 選 抜 あ る い は サ ザ ン 法 等 に よ
る 解 析 に よ り ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ る こ と が 判 明 し た 「 T2世 代 」 植 物 の 花 を 自 家 受 粉 し
て 得 ら れ る 次 世 代 （ T3世 代 ） な ど の 後 代 植 物 を も 含 む 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ っ て 本 発 明 を 更 に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 を 限
定 す る も の で な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ 実 施 例 １ ） 　 イ ネ MYB遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 単 離 及 び 形 質 転 換 用 ベ ク タ ー へ の 導 入
（ １ ） プ ロ モ ー タ ー の 単 離 　
　 配 列 番 号 ２ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る イ ネ MYB遺 伝 子 （ DDBJ（ http://www.ddbj.nig.ac.jp
） :ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AP003452） の 5’ 上 流 域 に 位 置 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 単 離 を ゲ ノ
ミ ッ ク PCR法 に て 行 っ た 。 イ ネ （ 品 種 ： 日 本 晴 ） 幼 植 物 体 の 緑 葉 よ り DNeasy Plant Mini K
it（ キ ア ゲ ン 社 ） を 使 っ て 抽 出 し た ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 と し 、 DDBJ（ http://www.ddbj.nig.a
c.jp： ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AP003452） に 登 録 さ れ て い る イ ネ ゲ ノ ム 配 列 情 報 か ら 設 計 さ れ
た プ ラ イ マ ー MYB-5［ 5’ - TGC CTGACCATGATTTAGTACAG -3’ （ 下 線 部 は HindIII制 限
酵 素 認 識 部 位 ） ： 配 列 番 号 ４ ］ と MYB-3 [5’ - ATGC CGCCGGCCTCGTACCAAT -3’ （ 下
線 部 は 、 NcoI制 限 酵 素 認 識 部 位 ） ： 配 列 番 号 ５ ]を プ ラ イ マ ー と し て 用 い 、 PCRを 行 っ た 。
MYB遺 伝 子 の ゲ ノ ム 配 列 の 情 報 か ら 予 測 さ れ る 翻 訳 開 始 コ ド ン ATGの Aの 位 置 を +1、 ひ と つ
前 の 塩 基 の 位 置 を -1と す る と 、 プ ラ イ マ ー は 、 MYB遺 伝 子 の -2143位 か ら -3位 に 位 置 す る 21
41塩 基 対 ［ 配 列 番 号 １ に お い て 7位 （ 1-6位 は HindIII認 識 配 列 ） の 塩 基 か ら 2147位 （ 2148-
2153位 は NcoI認 識 配 列 ） ま で の 塩 基 に 対 応 ］ の 配 列 を 増 幅 す る よ う に 設 計 し た 。 ま た 、 プ
ラ イ マ ー は 増 幅 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た め 、 増 幅 断 片 の 5’ 末 端 （ MYB-5） 及 び
3’ 末 端 （ MYB-3） に 、 そ れ ぞ れ 唯 一 の HindIII及 び NcoI制 限 酵 素 認 識 部 位 を 導 入 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 PCR後 、 増 幅 断 片 （ 約 2.1kb） を Ex Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Takara） を 用 い て dATP存 在 下 で 72
℃ 、 5分 間 処 理 し て 末 端 に Aを 付 加 し 、 Promega社 の pGEM-T easy vector systemを 用 い て pG
EM-T easyベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 ク ロ ー ニ ン グ 後 、 イ ン サ ー ト の 塩 基 配 列 を 解 読 し 、 上 記 の 登 録 イ ネ ゲ ノ ム 配 列 情 報 と 同
一 で あ る こ と を 確 認 し た 。 配 列 番 号 １ に そ の 塩 基 配 列 を 示 す 。 な お 、 配 列 番 号 １ の 塩 基 配
列 に お い て 1位 ～ 6位 ま で の 塩 基 配 列 、 2148位 ～ 2153位 ま で の 塩 基 配 列 が ク ロ ー ニ ン グ に 用
い た 制 限 酵 素 部 位 で あ る 。
　 以 上 の イ ネ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ 手 順 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ ２ ） 植 物 形 質 転 換 用 バ イ ナ リ ー Tiプ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の 構 築
　 上 記 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 を イ ネ に 導 入 す る た め に 、 植 物 形 質 転 換 用 バ イ ナ リ ー Tiプ ラ ス
ミ ド ベ ク タ ー pSMAHdN627-M2GUSを 構 築 し た （ 図 ２ ） 。 図 ２ に 示 す よ う に 、 本 バ イ ナ リ ー ベ
ク タ ー に は 、 T-DNA上 に 植 物 用 選 抜 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム Tiプ ラ ス
ミ ド 由 来 Nos（ ノ パ リ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 ） プ ロ モ ー タ ー ： ： 大 腸 菌 由 来 HPT（ ハ イ グ ロ マ シ
ン 耐 性 ） 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 ： ： Tiプ ラ ス ミ ド 由 来 TiaaM（ ト リ プ ト フ ァ ン モ ノ オ キ シ ゲ
ナ ー ゼ 遺 伝 子 ） タ ー ミ ネ ー タ ー を 配 置 し 、 形 質 転 換 さ れ た 植 物 体 が ハ イ グ ロ マ イ シ ン B耐
性 を 示 す よ う に し た 。 ま た 、 そ の 隣 接 部 位 に ベ ー タ グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ GUS） 遺 伝 子 の コ
ー ド 領 域 ： ： Tiプ ラ ス ミ ド 由 来 Nosタ ー ミ ネ ー タ ー か ら 構 成 さ れ る キ メ ラ 遺 伝 子 を 配 置 し
、 GUS遺 伝 子 の 5’ 上 流 側 に プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 挿 入 で き る よ う に マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位
を 設 け た 。 ま た 、 left border（ LB） 配 列 と right border（ RB） の 配 列 の 外 側 に は 、 微 生
物 細 胞 で 機 能 し 得 る ス ペ ク チ ノ マ イ シ ン 耐 性 （ Sp R ） 遺 伝 子 、 大 腸 菌 で 機 能 す る pBR322由
来 （ ColE1型 ） 複 製 開 始 領 域 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 細 胞 内 に お い て プ ラ ス ミ ド が 安 定 に 保
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持 さ れ る た め の 配 列 Sta、 及 び 複 製 開 始 領 域 Repを 設 け た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ ３ ） バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー へ の プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 導 入
　 pGEM-T easyベ ク タ ー を HindIII及 び NcoIで 二 重 消 化 す る こ と に よ り 、 イ ネ MYB遺 伝 子 の
プ ロ モ ー タ ー 断 片 を 切 り 出 し 、 （ ２ ） で 構 築 し た pSMAHdN627-M2GUSベ ク タ ー の 対 応 す る 部
位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を pSMAHdN627-MYBGUSと 命 名 し 、 バ イ オ ラ ッ
ド 社 の E. coliパ ル サ ー を 用 い た エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ 0.2 cmキ ュ ベ ッ ト 、 パ ル ス
条 件 ： 2.4kV/cm、 25μ F、 200Ω ） に よ り 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム EHA105系 統 に 導 入 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
（ 実 施 例 ２ ） 　 イ ネ 形 質 転 換
　 イ ネ の 形 質 転 換 は 超 迅 速 形 質 転 換 法 （ WO 01/06844 A1 (2001)参 照 ） に よ り 行 っ た 。 イ
ネ （ 品 種 ： 日 本 晴 ） 種 子 を 、 70 ％ エ タ ノ ー ル 、 続 い て 次 亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム で 殺 菌 し 、
滅 菌 蒸 留 水 で す す い で 水 を 切 っ た 後 、 胚 が 上 向 き に な る よ う N6D寒 天 培 地 〔 N6 salts 及 び
vitamins (Chu C.C., C.S.Wang, C.C.Sun, C. Hsu, K.C. Yin, C.Y. Chu, Establishment
 of an efficient medium for anther culture of rice through comparative experimen
ts on the nitrogen sources, Sci. Sinica, 18, 659-668 (1975))、 30 g/L シ ョ 糖 、  0.
3 g/L カ ザ ミ ノ 酸 、 2.8 g/L プ ロ リ ン 、 2 mg/L 2,4-D, 2 g/L ゲ ル ラ イ ト 、 pH5.7〕 に 置
床 し 、 30℃ か つ 明 条 件 下 で 5日 間 培 養 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 一 方 、 イ ネ MYB遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 断 片 を 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド pSMAHdN627-MYBGUSを 保 持
す る ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム EHA105系 統 を 、 25 mg/Lク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 25 mg/Lリ フ ァ ン
ピ シ ン 、 及 び 100 mg/Lス ペ ク チ ノ マ イ シ ン を 含 む LB寒 天 培 地 に て 28 ℃ で 3日 間 培 養 し た 。
続 い て 増 殖 し た 菌 体 を ミ ク ロ ス パ ー テ ル で 少 量 か き と り 、 20 mg/Lア セ ト シ リ ン ゴ ン を 含
む AAM液 体 培 地  〔 Hiei, Y., Ohta, S., Komari, T., Kumashiro, T., Efficient transfo
rmation of rice (Oryza sativa L.) mediated by Agrobacterium and sequence analysi
s of the boundaries of the T-DNA, Plant J., 6, 271-282 (1994)〕 に 懸 濁 し た 。 こ の
ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 懸 濁 液 に 、 N6D培 地 で 5日 間 培 養 し た イ ネ 発 芽 種 子 を 浸 し 、 菌 液 を よ く
切 っ た あ と 、 20 mg/Lア セ ト シ リ ン ゴ ン を 含 む AAM寒 天 培 地 に 置 床 し 、 25℃ の 暗 条 件 下 で 3
日 間 培 養 し た （ 共 存 培 養 ） 。 共 存 培 養 後 の イ ネ 発 芽 種 子 を 滅 菌 水 、 続 い て 500 mg/Lカ ル ベ
ニ シ リ ン を 含 む 滅 菌 水 で 洗 浄 し 、 滅 菌 ろ 紙 上 で 余 分 な 水 分 を 切 っ た 後 に シ ュ ー ト 基 部 を 四
分 割 し 、 500 mg/Lカ ル ベ ニ シ リ ン 及 び 30 mg/Lハ イ グ ロ マ イ シ ン Bを 含 む N6D寒 天 培 地 に 置
床 し 、 30℃ の 明 条 件 下 で 14日 間 培 養 し た 。 そ の 後 、 成 長 し て き た シ ュ ー ト 基 部 を 、 組 換 え
体 再 分 化 及 び 選 択 培 地 〔 植 物 体 再 分 化 培 地 ： MS salts及 び vitamins (Murashige, T., Sko
og, F., A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cult
ures, Physiol. Plant, 15, 473-497 (1962))、  30 g/l シ ョ 糖 、 30 g/l ソ ル ビ ト ー ル 、
2 g/l カ ザ ミ ノ 酸 、 0.02 mg/l　 NAA、 2 mg/l カ イ ネ チ ン 、 2 g/l ゲ ル ラ イ ト 、 pH 5.8〕
に 、 300 mg/Lカ ル ベ ニ シ リ ン  + 30 mg/Lハ イ グ ロ マ イ シ ン Bを 添 加 し た も の ；  Toki, S., 
1997, Rapid and Efficient Agrobacterium-mediated transfomation of rice, Plant Mo
l Biol. Rep., 15: 16-21参 照 〕 に 移 し 、 30℃ か つ 明 条 件 下 で 14日 間 培 養 し 、 さ ら に こ の
操 作 を も う 一 度 繰 り 返 し 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 を 有 す る 植 物 体 を 再 分 化 さ せ た 。 こ の よ
う に し て 得 ら れ た 再 分 化 個 体 を MSホ ル モ ン フ リ ー 寒 天 培 地 〔 MS salts 及 び vitamins（ Mur
ashige, T.ら 、 前 掲 ） 、 30g/l シ ョ 糖 、 4 g/l ゲ ル ラ イ ト 、 pH5.8〕 に 移 植 し 、 30℃ 、 明
条 件 下 で 1～ 2週 間 生 育 さ せ 、 シ ュ ー ト （ 地 上 部 ） の 伸 長 、 及 び 発 根 と そ の 伸 長 を 促 し た 。
シ ャ ー レ （ 直 径 9 cm） 内 で 形 質 転 換 体 の シ ュ ー ト 及 び 根 の 長 さ が 約 10 cmあ る い は そ れ 以
上 の 長 さ に 到 達 し た 際 、 培 養 土 に 移 植 し 、 遺 伝 子 組 換 え 体 育 成 用 グ ロ ー ス チ ャ ン バ ー に て
明 期 14時 間 （ 30℃ ） - 暗 期 10時 間 （ 25℃ ） の サ イ ク ル で さ ら に 生 育 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
（ 実 施 例 ３ ） 　 植 物 組 織 切 片 の 作 製 と GUS染 色 に よ る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 の 観 察
　 イ ネ に 導 入 し た イ ネ MYB遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 観 察 す る た め 、 GUS酵 素 活 性 の 組 織
化 学 的 染 色 を 実 施 し た 。 実 験 に 用 い た 植 物 組 織 材 料 の う ち 、 カ ル ス 、 花 器 官 、 根 に つ い て
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は イ ネ 個 体 あ る い は カ ル ス （ 培 養 細 胞 ） か ら 切 り 取 っ た 材 料 を そ の ま ま 反 応 液 に 浸 漬 し た
。 葉 身 に つ い て は 展 開 葉 を 5～ 10 mmの 幅 で 切 り 取 り ５ ％ の 寒 天 に 包 埋 し 、 マ イ ク ロ ス ラ イ
サ ー （ 堂 阪 イ ー エ ム 、 DTK1000） を 用 い て 80μ mの 厚 さ の 切 片 を 作 製 し た 〔 植 物 細 胞 工 学  
第 4巻 281-285頁 (1992)〕 。 稈 基 部 に つ い て は 、 根 を 切 り 取 っ た 稈 （ か ん ： イ ネ 科 植 物 の 茎
を 表 す 用 語 ） の 根 元 か ら 5-10 mmの 組 織 を 切 り 取 り 、 ま た 茎 頂 に つ い て は 前 出 の 稈 基 部 の
直 上 部 分 を 10 mmほ ど 切 り 取 り 、 葉 身 と 同 様 の 方 法 で 80μ mの 厚 さ の 切 片 を 作 製 し た 。 こ う
し て 作 製 し た 植 物 材 料 を GUS活 性 測 定 用 の 反 応 液 〔 50 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH 
7.0)、 1 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β -D-glucuronide (X-Gluc)、 5%(v/v) メ タ ノ
ー ル 、 10μ g/mlシ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 、 1 mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 〕 に 浸 漬 し 、 37℃ で 穏 や か に
振 盪 し な が ら 24時 間 置 い た 。 そ の 後 、 100％ エ タ ノ ー ル で 反 応 液 を 置 換 し て 反 応 を 停 止 し
、 さ ら に 24時 間 静 置 す る こ と に よ り 緑 色 組 織 の 細 胞 よ り 葉 緑 素 を 除 去 し た 。 次 に エ タ ノ ー
ル を 純 水 で 置 換 し た 後 、 実 体 顕 微 鏡 あ る い は 光 学 顕 微 鏡 で 染 色 パ タ ー ン を 観 察 し た 。
　 そ の 結 果 、 稈 基 部 、 葉 身 、 根 に お い て 維 管 束 で 活 性 が 観 察 さ れ た 。 カ ル ス 、 頴 花 （ 葯 、
中 心 柱 の 子 房 の 部 分 ） に お い て も 活 性 が 観 察 さ れ た 。 （ 図 ３ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の イ ネ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の ク ロ ー ニ ン グ 手 順 を 示 す 。
【 図 ２ 】 植 物 形 質 転 換 用 バ イ ナ リ ー Tiプ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ： pSMAHdN627-M2GUSの 構 造 を 示
す 。
【 図 ３ 】 イ ネ MYB遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー を 導 入 し た 植 物 か ら 調 製 し た 各 植 物 材 料 に お け る GUS
染 色 結 果 を 示 す 。
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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