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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　スイカ緑斑モザイクウイルス１２９Ｋタンパク質をコードする配列番号１に示す核酸配
列またはそのフラグメントであって、該フラグメントは少なくとも配列番号３に示す配列
またはそれに対応する配列を含む、核酸配列またはフラグメント
を含む、ジーンサイレンシングを抑制するための組成物。
【請求項２】
前記核酸配列またはフラグメントは、配列番号３に示す核酸配列からなる、請求項１に記
載の組成物。
【請求項３】
前記核酸配列またはフラグメントは、配列番号１の全長よりも短い、請求項１に記載の組
成物。
【請求項４】
さらに、プロモーター配列を含む、請求項１～３のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項５】
前記プロモーター配列は、３５Ｓプロモーター、ユビキチンのプロモーターからなる群よ
り選択されるプロモーターに由来する、請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
さらに、ターミネーター配列を含む、請求項１～５のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項７】
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前記ターミネーター配列は、Ｎｏｓターミネーター、３５Ｓのターミネーターからなる群
より選択されるターミネーターに由来する、請求項６に記載の組成物。
【請求項８】
３５Ｓプロモーター配列およびＮｏｓターミネーター配列をさらに含む、請求項１～３の
いずれか１項に記載の組成物。
【請求項９】
スイカ緑斑モザイクウイルス１２９Ｋタンパク質をコードする配列番号１に示す核酸配列
またはそのフラグメントであって、該フラグメントは少なくとも配列番号３に示す配列ま
たはそれに対応する配列を含む、核酸配列またはフラグメントを含む、ジーンサイレンシ
ングを抑制するためのベクター。
【請求項１０】
プロモーター配列をさらに含む、請求項９に記載のベクター。
【請求項１１】
ターミネーター配列をさらに含む、請求項９または１０に記載のベクター。
【請求項１２】
遺伝子導入を行なって生じたジーンサイレンシングを抑制する方法であって、該方法は、
以下：
ａ）請求項１～８のいずれか１項に記載の組成物または請求項９～１１のいずれか１項に
記載のベクターを提供する工程；および
ｂ）該組成物またはベクターを用いて該ジーンサイレンシングが起こった植物を形質転換
する工程
を包含する、方法。
【請求項１３】
遺伝子導入を行なって生じたジーンサイレンシングを抑制するためのキットであって、該
キットは、
　請求項１～８のいずれか１項に記載の組成物または請求項９～１１のいずれか１項に記
載のベクター；
　該組成物またはベクターを、該ジーンサイレンシングが起こった植物に導入するための
手段、
を備える、キット。
【請求項１４】
植物において外来遺伝子のポリペプチドを生産する方法であって、該生産時に該植物にお
いてジーンサイレンシングが生じ、該方法は、
　ａ）該外来遺伝子をコードする核酸分子を該植物に導入する工程；
　ｂ）請求項１～８のいずれか１項に記載の組成物または請求項９～１１のいずれか１項
に記載のベクターを提供する工程；
　ｃ）該組成物またはベクターを用いて該植物を形質転換する工程；および
　ｄ）該植物を該ポリペプチドが発現する条件下におく工程、
を包含する、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ジーンサイレンシング（特に、植物のジーンサイレンシング）の技術に関す
る。詳細には、本発明は、ジーンサイレンシングを抑制する技術に関する。
【背景技術】
【０００２】
　外来遺伝子を真核生物へ導入することにより、有用タンパク質や物質を大量に得る技術
において、ＲＮＡサイレンシングが起こり障害となっている。このため、遺伝子導入した
生物においてサイレンシングが起きた場合、サイレンシング抑制タンパク質を用いること
があり、現在でも、一部利用されている（非特許文献１および非特許文献２）。
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【０００３】
　従来、サイレンシング抑制の技術では、完全長のタンパク質を用いており、短い部分だ
けを用いるということはなかった。例えば、完全長のサイレンシング抑制タンパク質とし
て、タバモウイルスに属するトマトモザイクウイルス（ＴｏＭＶ）およびタバコモザイク
ウイルス（ＴＭＶ）が使用されてきた（非特許文献３および非特許文献４）。
【０００４】
　しかし、完全長のタンパク質をサイレンシング抑制技術に用いると、コードする遺伝子
領域が長くなるので、発現ベクターの構築に時間を要するという問題があった。
【非特許文献１】竹田篤史、三瀬和之、奧野哲郎「植物ウイルスとＲＮＡｉ」、化学と生
物．４３（７）；４６８－４７５，２００５
【非特許文献２】Ｖｏｉｎｎｅｔ　Ｏ，Ｒｉｖａｓ　Ｓ，Ｍｅｓｔｒｅ　Ｐ，Ｂａｕｌｃ
ｏｍｂｅ　Ｄ．「Ａｎ　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｔｒａｎｓｉｅｎｔ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　ｓｙｓｔｅｍ　ｉｎ　ｐｌａｎｔｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｐ１９　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ｔ
ｏｍａｔｏ　ｂｕｓｈｙ　ｓｔｕｎｔ　ｖｉｒｕｓ」、Ｐｌａｎｔ　Ｊ．２００３　Ｍａ
ｒ；３３（５）：９４９－５６
【非特許文献３】Ｋｕｂｏｔａ　ｅｔ　ａｌ．「Ｔｏｍａｔｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕ
ｓ　ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ　ｖｉｒｕｓ－ｔ
ａｒｇｅｔｅｄ　ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉ
ｎｇ」、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２００３　Ｏｃｔ；７７（２０）：
１１０１６－２６
【非特許文献４】Ｄｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．「Ｔｈｅ　Ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖ
ｉｒｕｓ　１２６－ｋＤａ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｖｉｒ
ｕｓ　Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｍｏｖｅｍｅｎｔ　Ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ　Ｒ
ＮＡ　Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ」、ＭＰＭＩ　Ｖｏｌ．１７、Ｎｏ．６，２００４、５８３－
５９２
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　上記のように、従来は、サイレンシングを抑制するために、完全長のサイレンシング抑
制タンパク質が用いられていた。この方法は、サイレンシング抑制タンパク質をコードす
る遺伝子領域が長くなり、発現ベクターの構築に時間を要し、効率のよい方法ではない。
外来遺伝子を真核生物へ導入することにより、有用タンパク質や物質を大量に得る技術に
おいて、ＲＮＡサイレンシングが起こり障害となり、このためこの抑制タンパク質が用い
られることがあった。しかし、サイレンシング抑制タンパク質は完全長のタンパク質が用
いられためコードする遺伝子領域が長くなり、発現ベクターの構築に時間を要した。これ
を解決する方法を見出すことを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭＶ　ＳＨ株）（Ｕｇａｋｉ　ｅ
ｔ　ａｌ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１９９１，７２
：１４８７－１４９５）の完全長の１２９Ｋタンパク質ではなく，メチルトランスフェラ
ーゼドメインをもつ短いタンパク質のみを発現するだけで、サイレンシングを抑制（遺伝
子の高発現）することができることを見出したことによって上記課題を解決した。このよ
うに、サイレンシング抑制タンパク質のコードする遺伝子領域を短くし、効率よく発現ベ
クターを構築する方法を見出すことによって上記課題を解決した。
【０００７】
　したがって、本発明はまた、遺伝子導入により生物において有用タンパク質あるいは有
用物質を大量に生産することにおいて障害となる遺伝子のサイレンシングを抑制する技術
を提供する。
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【０００８】
　このように、サイレンシング抑制タンパク質の一部部分を用いても、サイレンシングは
抑制されることが判明したので、遺伝子導入により生物において有用タンパク質あるいは
有用物質を大量に生産することにおいて障害となる遺伝子のサイレンシングを抑制するこ
とに役立つ。
【０００９】
　上記目的を達成するために、本発明は、例えば、以下の手段を提供する。
（項目１）
（ａ）スイカ緑斑モザイクウイルス１２９Ｋタンパク質をコードする配列番号１に示す核
酸配列またはそれに対応するタンパク質をコードする核酸配列のフラグメントであって、
少なくとも配列番号１の１位～９１２位に示す配列またはそれに対応する配列を含む、核
酸配列；
（ｂ）（ａ）の配列に対して１または数個の置換、付加または欠失を含む核酸配列；また
は
（ｃ）（ａ）の配列を有する核酸に対してストリンジェントな条件下でハイブリダイズす
る核酸配列
を含み、かつ、発現されるとジーンサイレンシングを抑制する機能を有する産物をコード
する核酸。
（項目２）
前記フラグメントが１４４０ヌクレオチドより長い場合、前記配列番号１の１４３８位～
１４４０位のヌクレオチドがコードするアミノ酸またはそれに対応するがグルタミンであ
る、項目１に記載の核酸。
（項目３）
前記対応するタンパク質が、配列番号１０～２３のいずれか１つに示すアミノ酸配列から
なる、項目１に記載の核酸。
（項目４）
配列番号３に示す核酸配列を含む、項目１に記載の核酸。
（項目５）
配列番号３に示す核酸配列からなる、項目１に記載の核酸。
（項目６）
前記核酸は、スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭＶ）の１２９Ｋタンパク質の完全長
（配列番号１）よりも短い、項目１に記載の核酸。
（項目７）
項目１に記載の核酸を含む、単離された核酸構築物。
（項目８）
さらに、プロモーター配列を含む、項目７に記載の核酸構築物。
（項目９）
前記プロモーター配列は、３５Ｓプロモーター、ユビキチンのプロモーターからなる群よ
り選択されるプロモーターに由来する、項目８に記載の核酸構築物。
（項目１０）
さらに、ターミネーター配列を含む、項目７に記載の核酸構築物。
（項目１１）
前記ターミネーター配列は、Ｎｏｓターミネーター、３５Ｓのターミネーターからなる群
より選択されるターミネーターに由来する、項目１０に記載の核酸構築物。
（項目１２）
３５Ｓプロモーター配列およびＮｏｓターミネーター配列をさらに含む、項目７に記載の
核酸構築物。
（項目１３）
核酸構築物を製造するための方法であって、
　Ａ）項目１に記載の核酸にプロモーターを作動可能に連結させた核酸構築物を提供する
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工程；
　Ｂ）該核酸構築物を用いて生物を形質転換する工程；および
　Ｃ）該形質転換された生物について、ジーンサイレンシングが抑制されたものを選択す
る工程
を包含する、方法。
（項目１４）
項目１に記載の核酸を含むベクター。
（項目１５）
プロモーター配列をさらに含む、項目１４に記載のベクター。
（項目１６）
ターミネーター配列をさらに含む、項目１４に記載のベクター。
（項目１７）
項目１に記載の核酸を含む、生物。
（項目１８）
前記生物が、植物である、項目１７に記載の生物。
（項目１９）
遺伝子導入を行なって生じたジーンサイレンシングを抑制する方法であって、該方法は、
以下：
ａ）項目１に記載の核酸を含む核酸構築物を提供する工程；および
ｂ）該核酸構築物を用いて該ジーンサイレンシングが起こった生物を形質転換する工程
を包含する、方法。
（項目２０）
遺伝子導入を行なって生じたジーンサイレンシングを抑制するためのキットであって、該
キットは、
　項目１に記載の核酸；
　該核酸を、該ジーンサイレンシングが起こった生物に導入するための手段、
を備える、キット。
（項目２１）
生物において外来遺伝子のポリペプチドを生産する方法であって、該生産時に該生物にお
いてジーンサイレンシングが生じ、該方法は、
　ａ）該外来遺伝子をコードする核酸分子を該生物に導入する工程；
　ｂ）項目１に記載の核酸を含む核酸構築物を提供する工程；
　ｃ）該核酸構築物を用いて該生物を形質転換する工程；および
　ｄ）該生物を該ポリペプチドが発現する条件下におく工程、
を包含する、方法。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明により、完全長の１２９Ｋタンパク質ではなく，メチルトランスフェラーゼドメ
インをもつ短いタンパク質のみを発現するだけで、サイレンシングを抑制（すなわち、遺
伝子の高発現）することが可能となった。
【００１１】
　本発明はまた、遺伝子導入により生物において有用タンパク質あるいは有用物質を大量
に生産することにおいて障害となる遺伝子のサイレンシングを抑制することを達成した。
それにより、サイレンシングされてしまう遺伝子を恒常的に発現している生物により、所
望のタンパク質や、物質を大量に発現させることにもつながる技術が提供される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　以下、本発明を最良の形態を示しながら説明する。本明細書の全体にわたり、単数形の
表現は、特に言及しない限り、その複数形の概念をも含むことが理解されるべきである。
従って、単数形の冠詞（例えば、英語の場合は「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」など）は、
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特に言及しない限り、その複数形の概念をも含むことが理解されるべきである。また、本
明細書において使用される用語は、特に言及しない限り、当上記分野で通常用いられる意
味で用いられることが理解されるべきである。したがって、他に定義されない限り、本明
細書中で使用される全ての専門用語および科学技術用語は、本発明の属する分野の当業者
によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。矛盾する場合、本明細書（定義を含
めて）が優先する。
【００１３】
　以下に本明細書において特に使用される用語の定義を適宜説明する。
【００１４】
　本明細書において使用される用語「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」およ
び「核酸」は、本明細書において同じ意味で使用され、任意の長さのヌクレオチドのポリ
マ－をいう。この用語はまた、「誘導体オリゴヌクレオチド」または「誘導体ポリヌクレ
オチド」を含む。「誘導体オリゴヌクレオチド」または「誘導体ポリヌクレオチド」とは
、ヌクレオチドの誘導体を含むか、またはヌクレオチド間の結合が通常とは異なるオリゴ
ヌクレオチドまたはポリヌクレオチドをいい、互換的に使用される。そのようなオリゴヌ
クレオチドとして具体的には、例えば、２’－Ｏ－メチル－リボヌクレオチド、オリゴヌ
クレオチド中のリン酸ジエステル結合がホスホロチオエ－ト結合に変換された誘導体オリ
ゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のリン酸ジエステル結合がＮ３’－Ｐ５’ホスホ
ロアミデ－ト結合に変換された誘導体オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のリボ
－スとリン酸ジエステル結合とがペプチド核酸結合に変換された誘導体オリゴヌクレオチ
ド、オリゴヌクレオチド中のウラシルがＣ－５プロピニルウラシルで置換された誘導体オ
リゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のウラシルがＣ－５チアゾ－ルウラシルで置換
された誘導体オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のシトシンがＣ－５プロピニル
シトシンで置換された誘導体オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のシトシンがフ
ェノキサジン修飾シトシン（ｐｈｅｎｏｘａｚｉｎｅ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｃｙｔｏｓｉ
ｎｅ）で置換された誘導体オリゴヌクレオチド、ＤＮＡ中のリボ－スが２’－Ｏ－プロピ
ルリボ－スで置換された誘導体オリゴヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチド中のリボ－
スが２’－メトキシエトキシリボ－スで置換された誘導体オリゴヌクレオチドなどが例示
される。他にそうではないと示されなければ、特定の核酸配列はまた、明示的に示された
配列と同様に、その保存的に改変された改変体（例えば、縮重コドン置換体）および相補
配列を包含することが企図される。具体的には、縮重コドン置換体は、１またはそれ以上
の選択された（または、すべての）コドンの３番目の位置が混合塩基および／またはデオ
キシイノシン残基で置換された配列を作成することにより達成され得る（Ｂａｔｚｅｒら
、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１９：５０８１（１９９１）；Ｏｈｔｓｕｋａら
、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６０：２６０５－２６０８（１９８５）；Ｒｏｓｓｏｌｉ
ｎｉら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　８：９１－９８（１９９４））。
【００１５】
　本明細書において「核酸分子」はまた、核酸、オリゴヌクレオチド、およびポリヌクレ
オチドと互換可能に使用され、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡなどを含む。本明細書
では、核酸および核酸分子は、用語「遺伝子」の概念に含まれ得る。ある遺伝子配列をコ
ードする核酸分子はまた、「スプライス変異体（改変体）」を包含する。同様に、核酸に
よりコードされた特定のタンパク質は、その核酸のスプライス改変体によりコードされる
任意のタンパク質を包含する。その名が示唆するように「スプライス変異体」は、遺伝子
のオルタナティブスプライシングの産物である。転写後、最初の核酸転写物は、異なる（
別の）核酸スプライス産物が異なるポリペプチドをコードするようにスプライスされ得る
。スプライス変異体の産生機構は変化するが、エキソンのオルタナティブスプライシング
を含む。読み過し転写により同じ核酸に由来する別のポリペプチドもまた、この定義に包
含される。スプライシング反応の任意の産物（組換え形態のスプライス産物を含む）がこ
の定義に含まれる。
【００１６】
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　本明細書において「単離された」生物学的因子（例えば、核酸またはタンパク質など）
とは、その生物学的因子が天然に存在する生物体の細胞内の他の生物学的因子（例えば、
核酸である場合、核酸以外の因子および目的とする核酸以外の核酸配列を含む核酸；タン
パク質である場合、タンパク質以外の因子および目的とするタンパク質以外のアミノ酸配
列を含むタンパク質など）から実質的に分離または精製されたものをいう。「単離された
」核酸およびタンパク質には、標準的な精製方法によって精製された核酸およびタンパク
質が含まれる。したがって、単離された核酸およびタンパク質は、化学的に合成した核酸
およびタンパク質を包含する。
【００１７】
　本明細書において「精製された」生物学的因子（例えば、核酸またはタンパク質など）
とは、その生物学的因子に天然に随伴する因子の少なくとも一部が除去されたものをいう
。したがって、通常、精製された生物学的因子におけるその生物学的因子の純度は、その
生物学的因子が通常存在する状態よりも高い（すなわち濃縮されている）。
【００１８】
　本明細書において、「遺伝子」とは、遺伝形質を規定する因子をいう。通常染色体上に
一定の順序に配列しているが染色体外のものも遺伝形質を規定する限り遺伝子の範疇に入
る。タンパク質の一次構造を規定する構造遺伝子といい、その発現を左右する調節遺伝子
という。
【００１９】
　本明細書では、「遺伝子」は、「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」および
「核酸」ならびに／または「タンパク質」「ポリペプチド」、「オリゴペプチド」および
「ペプチド」をさすことがある。本明細書においてはまた、「遺伝子産物」とは、遺伝子
によって発現された「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」および「核酸」なら
びに／または「タンパク質」「ポリペプチド」、「オリゴペプチド」および「ペプチド」
をさす。当業者であれば、遺伝子産物が何たるかはその状況に応じて理解することができ
る。
【００２０】
　本明細書において遺伝子（例えば、核酸配列、アミノ酸配列など）の「相同性」とは、
２以上の遺伝子配列の、互いに対する同一性の程度をいう。従って、ある２つの遺伝子の
相同性が高いほど、それらの配列の同一性または類似性は高い。２種類の遺伝子が相同性
を有するか否かは、配列の直接の比較、または核酸の場合ストリンジェントな条件下での
ハイブリダイゼ－ション法によって調べられ得る。２つの遺伝子配列を直接比較する場合
、その遺伝子配列間でＤＮＡ配列が、代表的には少なくとも５０％同一である場合、好ま
しくは少なくとも７０％同一である場合、より好ましくは少なくとも８０％、９０％、９
５％、９６％、９７％、９８％または９９％同一である場合、それらの遺伝子は相同性を
有する。本明細書において、遺伝子（例えば、核酸配列、アミノ酸配列など）の「類似性
」とは、上記相同性において、保存的置換をポジティブ（同一）とみなした場合の、２以
上の遺伝子配列の、互いに対する同一性の程度をいう。従って、保存的置換がある場合は
、その保存的置換の存在に応じて同一性と類似性とは異なる。また、保存的置換がない場
合は、同一性と類似性とは同じ数値を示す。
【００２１】
　本明細書において「ストリンジェントなハイブリダイズ条件」とは、当該分野で慣用さ
れる周知の条件をいう。本発明のポリヌクレオチド中から選択されたポリヌクレオチドを
プローブとして、コロニー・ハイブリダイゼーション法、プラーク・ハイブリダイゼーシ
ョン法あるいはサザンブロットハイブリダイゼーション法等を用いることにより、そのよ
うなポリヌクレオチドを得ることができる。具体的には、ストリンジェントな条件でハイ
ブリダイズするポリヌクレオチドは、コロニーあるいはプラーク由来のＤＮＡを固定化し
たフィルターを用いて、０．７～１．０ＭのＮａＣｌ存在下、６５℃でハイブリダイゼー
ションを行った後、０．１～２倍濃度のＳＳＣ（ｓａｌｉｎｅ－ｓｏｄｉｕｍ　ｃｉｔｒ
ａｔｅ）溶液（１倍濃度のＳＳＣ溶液の組成は、１５０ｍＭ　塩化ナトリウム、１５ｍＭ
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　クエン酸ナトリウムである）を用い、６５℃条件下でフィルターを洗浄することにより
同定できるポリヌクレオチドを意味する。ハイブリダイゼーションは、Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　２ｎｄ　ｅｄ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　１－３８、ＤＮＡ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ　１：Ｃｏｒｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏ
ａｃｈ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ（１９９５）等の実験書に記載されている方法に準じて行うことができる。ここで、
ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする配列からは、好ましくは、Ａ配列のみま
たはＴ配列のみを含む配列が除外される。「ハイブリダイズ可能なポリヌクレオチド」と
は、上記ハイブリダイズ条件下で別のポリヌクレオチドにハイブリダイズすることができ
るポリヌクレオチドをいう。ハイブリダイズ可能なポリヌクレオチドとして具体的には、
本発明で具体的に示されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードするＤＮＡの塩基
配列と少なくとも６０％以上の相同性を有するポリヌクレオチド、好ましくは８０％以上
の相同性を有するポリヌクレオチド、さらに好ましくは９５％以上の相同性を有するポリ
ヌクレオチドを挙げることができる。
【００２２】
　本明細書では塩基配列の類似性、同一性および相同性の比較は、配列分析用ツ－ルであ
るＮＣＢＩのＢＬＡＳＴ　２．２．９（２００４．５．１２　発行）を用いてデフォルト
パラメ－タを用いて算出される。本明細書における同一性の値は通常は上記ＢＬＡＳＴを
用い、デフォルトの条件でアラインした際の値をいう。ただし、パラメーターの変更によ
り、より高い値が出る場合は、最も高い値を同一性の値とする。複数の領域で同一性が評
価される場合はそのうちの最も高い値を同一性の値とする。
【００２３】
　本明細書において「外来遺伝子」とは、ある生物において、その生物には天然には存在
しない遺伝子をいう。そのような外来遺伝子は、その生物に天然に存在する遺伝子を改変
したものであってもよく、天然において他の植物に存在する遺伝子であってもよく、人工
的に合成した遺伝子であってもよく、それらの複合体（例えば、融合体）であってもよい
。そのような外来遺伝子を含む生物は、天然では発現しない遺伝子産物を発現し得る。
【００２４】
　人工的に合成した遺伝子を作製するためのＤＮＡ合成技術および核酸化学については、
例えば、Ｇａｉｔ，Ｍ．Ｊ．（１９８５）．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔ
ｈｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬＰｒｅｓｓ；Ｇａｉｔ
，Ｍ．Ｊ．（１９９０）．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ　
Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ；Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，Ｆ．
（１９９１）．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ：Ａ　
Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ；Ａｄａｍｓ，Ｒ．Ｌ．ｅｔ
ａｌ．（１９９２）．Ｔｈｅ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ，Ｃｈａｐｍａｎ＆Ｈａｌｌ；Ｓｈａｂａｒｏｖａ，Ｚ．ｅｔ　ａｌ．（
１９９４）．Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，Ｗｅｉｎｈｅｉｍ；Ｂｌａｃｋｂｕｒｎ，Ｇ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（
１９９６）．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｇ
．Ｔ．（Ｉ９９６）．Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓなどに記載されており、これらは本明細書において関連する部分が参考
として援用される。
【００２５】
　本明細書において「外来遺伝子」は、生物において発現し得るものであれば、どのよう
なものでもよい。従って、１つの実施形態において「外来遺伝子」は、大量に発現される
ことが企図される有用なタンパク質をコードするものであれば、どのようなものでもよく
、そのようなものもまた、本発明の範囲内に含まれる。そのような外来遺伝子としては、
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例えば、医薬活性のあるペプチド（例えば、サイトカイン類（インタ－ロイキン類、ケモ
カイン類、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、マクロファージコ
ロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ）、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、ｍｕｌｔｉ－
ＣＳＦ（ＩＬ－３）、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、白血病抑制因子（ＬＩＦ）、ｃ－ｋ
ｉｔリガンド（ＳＣＦ）のような造血因子、腫瘍壊死因子、インタ－フェロン類、血小板
由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、
肝実質細胞増殖因子（ＨＧＦ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）など）、ホルモン類（イ
ンスリン、成長ホルモン、甲状腺ホルモンなど））、ワクチン抗原、血液製剤、農業生産
上有用なペプチド、例えば抗菌タンパク質、生理作用・薬理作用を持つ二次代謝産物を合
成する様々な酵素や加水分解酵素、酵素反応を調節するインヒビター、血圧効果作用を持
つとされるダイズグリシニン、あるいは消化管内で酵素分解を受けることで生理活性ペプ
チドが切り出されるようにデザインされた人工タンパク質といったものがあげられるがそ
れらに限定されない。また栄養学的に意義のある物質としては、カゼイン、マメ類のアル
ブミンやグロブリン、あるいはビタミン類・糖・脂質の合成酵素などがあげられるがそれ
らに限定されない。さらに様々な加工食品の原料として加工特性に関与するタンパク質と
して、例えばコムギグルテニン（製パン）、ダイズグロブリン群（豆腐）、ミルクカゼイ
ン群（チーズ）など、また食品の嗜好性や機能性を強化するタンパク質、例えばシクロデ
キストリンやオリゴ糖、γアミノ酢酸などの特殊な糖・アミノ酸類の合成酵素群、外観を
良くする色素合成酵素や味覚成分合成に関与するタンパク質群、あるいは、消化管内で酵
素消化を受けることにより、生理作用をもつペプチド（例えば血圧効果作用をもつ、アン
ジオテンシン変換酵素阻害ペプチドなど）が切り出されるようにデザインされた人工タン
パク質などがあげられるがこれらに限定されない。
【００２６】
　本明細書において遺伝子、ポリヌクレオチド、ポリペプチドなどの「発現」とは、その
遺伝子などがインビボで一定の作用を受けて、別の形態になることをいう。好ましくは、
遺伝子、ポリヌクレオチドなどが、転写および翻訳されて、ポリペプチドの形態になるこ
とをいうが、転写されてｍＲＮＡが作製されることもまた発現の一形態であり得る。より
好ましくは、そのようなポリペプチドの形態は、翻訳後プロセシングを受けたものであり
得る。
【００２７】
　従って、本明細書において遺伝子、ポリヌクレオチド、ポリペプチドなどの「発現」の
「減少」とは、本発明の因子を作用させたときに、作用させないときよりも、発現の量が
有意に減少することをいう。好ましくは、発現の減少は、ポリペプチドの発現量の減少を
含む。より特定すると、発現の量が減少するとは、因子の作用前に比べて作用後の発現量
が少なくとも約１０％減少していることをいい、より好ましくは少なくとも約２０％、さ
らに好ましくは少なくとも約３０％、さらに好ましくは少なくとも約４０％、さらに好ま
しくは少なくとも約５０％、さらに好ましくは少なくとも約７５％、さらに好ましくは少
なくとも約９０％、減少していることをいう。本明細書において遺伝子、ポリヌクレオチ
ド、ポリペプチドなどの「発現」の「増加」とは、本発明の因子を作用させたときに、作
用させないときよりも、発現の量が有意に増加することをいう。好ましくは、発現の増加
は、ポリペプチドの発現量の増加を含む。より特定すると、発現の量が増加するとは、因
子の作用前に比べて作用後の発現量が少なくとも約１０％増加していることをいい、より
好ましくは少なくとも約２０％、さらに好ましくは少なくとも約３０％、さらに好ましく
は少なくとも約４０％、さらに好ましくは少なくとも約５０％、さらに好ましくは少なく
とも約７５％、さらに好ましくは少なくとも約９０％、増加していること、あるいは、作
用前には発現していなかったものが発現するようになることをいう。
【００２８】
　本明細書において、「アミノ酸」は、天然のものでも非天然のものでもよい。「誘導体
アミノ酸」または「アミノ酸アナログ」とは、天然に存在するアミノ酸とは異なるがもと
のアミノ酸と同様の機能を有するものをいう。そのような誘導体アミノ酸およびアミノ酸
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アナログは、当該分野において周知である。用語「天然のアミノ酸」とは、天然のアミノ
酸のＬ－異性体を意味する。天然のアミノ酸は、グリシン、アラニン、バリン、ロイシン
、イソロイシン、セリン、メチオニン、トレオニン、フェニルアラニン、チロシン、トリ
プトファン、システイン、プロリン、ヒスチジン、アスパラギン酸、アスパラギン、グル
タミン酸、グルタミン、γ－カルボキシグルタミン酸、アルギニン、オルニチン、および
リジンである。特に示されない限り、本明細書でいう全てのアミノ酸はＬ体であるが、Ｄ
体のアミノ酸を用いた形態もまた本発明の範囲内にある。用語「非天然アミノ酸」とは、
タンパク質中で通常は天然に見出されないアミノ酸を意味する。非天然アミノ酸の例とし
て、ノルロイシン、パラ－ニトロフェニルアラニン、ホモフェニルアラニン、パラ－フル
オロフェニルアラニン、３－アミノ－２－ベンジルプロピオン酸、ホモアルギニンのＤ体
またはＬ体およびＤ－フェニルアラニンが挙げられる。「アミノ酸アナログ」とは、アミ
ノ酸ではないが、アミノ酸の物性および／または機能に類似する分子をいう。アミノ酸ア
ナログとしては、例えば、エチオニン、カナバニン、２－メチルグルタミンなどが挙げら
れる。アミノ酸模倣物とは、アミノ酸の一般的な化学構造とは異なる構造を有するが、天
然に存在するアミノ酸と同様な様式で機能する化合物をいう。
【００２９】
　アミノ酸は、その一般に公知の３文字記号か、またはＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎにより推奨される１文
字記号のいずれかにより、本明細書中で言及され得る。ヌクレオチドも同様に、一般に認
知された１文字コードにより言及され得る。
【００３０】
　本明細書において「対応する」アミノ酸または核酸とは、あるポリペプチド分子または
ポリヌクレオチド分子において、比較の基準となるポリペプチドまたはポリヌクレオチド
における所定のアミノ酸またはヌクレオチドと同様の作用を有するか、または有すること
が予測されるアミノ酸またはヌクレオチドをいい、特に酵素分子にあっては、活性部位中
の同様の位置に存在し触媒活性に同様の寄与をするアミノ酸をいう。例えば、アンチセン
ス分子であれば、そのアンチセンス分子の特定の部分に対応するオルソログにおける同様
の部分であり得る。このような「対応する」アミノ酸または核酸は、一定範囲にわたる領
域またはドメインであってもよい。従って、そのような場合、本明細書において「対応す
る」領域またはドメインと称される。
【００３１】
　本明細書において、「対応する」遺伝子（例えば、ポリペプチド分子またはポリヌクレ
オチド分子）とは、ある種において比較の基準となる種における所定の遺伝子と同様の作
用を有するか、または有することが予想される、別の種における遺伝子をいい、しばしば
特定のアミノ酸配列が高度に保存されている領域が共通して見られる。このような特徴は
、それらが進化的には同一祖先を有するものであり、ある遺伝子の対応する遺伝子は、そ
の遺伝子のオルソログであり得る。対応する遺伝子は、同族遺伝子を包含する。対応する
遺伝子は、当該分野において周知の技術を用いて同定することができる。したがって、例
えば、ある生物における対応する遺伝子は、対応する遺伝子の基準となる遺伝子の配列を
クエリ配列として用いてその生物の配列データベースを検索することによって見出すこと
ができる。
【００３２】
　本発明において、スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭＶ）の１２９Ｋタンパク質の
完全長のうちメチルトランスフェラーゼに対応する遺伝子としては、図５のようなものを
挙げることができる。図５では、Ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ　Ｋｏｒｅ
ａｎ株（ＴＭＶ－ＫＲ）、Ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ　Ｒａｋｋｙｏ株
（ＴＭＶ－ＲＡＫ）、Ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（ＴＭＶ）、Ｔｏｍａ
ｔｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（ＴＯＭＶ）、Ｐｅｐｐｅｒ　ｍｉｌｄ　ｍｏｔｔｌｅ
　ｖｉｒｕｓ（ＰＭＭＶ）、Ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｉｌｄ　ｇｒｅｅｎ　ｍｏｓａｉｃ　ｖ
ｉｒｕｓ（ＴＭＧＭＶ）、Ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ　Ｏｂ株（ＴＭＶ
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－ＯＢ）、Ｏｄｏｎｔｏｇｌｏｓｓｕｍ　ｒｉｎｇｓｐｏｔ　ｖｉｒｕｓ（ＯＲＳＶ）、
Ｔｕｒｎｉｐ　ｖｅｉｎ　ｃｌｅａｒｉｎｇ　ｖｉｒｕｓ（ＴＶＣＶ）、ｃｒｉｃｉｆｅ
ｒ　Ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（ＣＲ－ＴＭＶ）、Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｒ
ａｐｅ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（ＣＲＭＶ）、Ｔｏｂａｃｃｏ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉ
ｒｕｓ　ｃｇ株（ＴＭＶ－ＣＧ）、Ｃｕｃｕｍｂｅｒ　ｇｒｅｅｎ　ｍｏｔｔｌｅ　ｍｏ
ｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（ＣＧＭＭＶ）、Ｓｕｎ－ｈｅｍｐ　ｍｏｓａｉｃ　ｖｉｒｕｓ（
ＳＨＭＶ）が示されている。
【００３３】
　本明細書において「ヌクレオチド」は、天然のものでも非天然のものでもよい。「誘導
体ヌクレオチド」または「ヌクレオチドアナログ」とは、天然に存在するヌクレオチドと
は異なるがもとのヌクレオチドと同様の機能を有するものをいう。そのような誘導体ヌク
レオチドおよびヌクレオチドアナログは、当該分野において周知である。そのような誘導
体ヌクレオチドおよびヌクレオチドアナログの例としては、ホスホロチオエ－ト、ホスホ
ルアミデ－ト、メチルホスホネ－ト、キラルメチルホスホネ－ト、２－Ｏ－メチルリボヌ
クレオチド、ペプチド－核酸（ＰＮＡ）が含まれるが、これらに限定されない。
【００３４】
　本明細書において、「フラグメント」とは、全長のポリペプチドまたはポリヌクレオチ
ド（長さがｎ）に対して、１～ｎ－１までの配列長さを有するポリペプチドまたはポリヌ
クレオチドをいう。フラグメントの長さは、その目的に応じて、適宜変更することができ
、例えば、その長さの下限としては、ポリペプチドの場合、３、４、５、６、７、８、９
、１０、１５，２０、２５、３０、４０、５０およびそれ以上のアミノ酸が挙げられ、こ
この具体的に列挙していない整数で表される長さ（例えば、１１など）もまた、下限とし
て適切であり得る。また、ポリヌクレオチドの場合、５、６、７、８、９、１０、１５，
２０、２５、３０、４０、５０、７５、１００およびそれ以上のヌクレオチドが挙げられ
、ここの具体的に列挙していない整数で表される長さ（例えば、１１など）もまた、下限
として適切であり得る。本明細書において、ポリペプチドおよびポリヌクレオチドの長さ
は、上述のようにそれぞれアミノ酸または核酸の個数で表すことができるが、上述の個数
は絶対的なものではなく、同じ機能を有する限り、上限または下限としての上述の個数は
、その個数の上下数個（または例えば上下１０％）のものも含むことが意図される。その
ような意図を表現するために、本明細書では、個数の前に「約」を付けて表現することが
ある。しかし、本明細書では、「約」のあるなしはその数値の解釈に影響を与えないこと
が理解されるべきである。
【００３５】
　本明細書において「生物学的活性」とは、ある因子（例えば、ポリペプチドまたはタン
パク質）が、生体内において有し得る活性のことをいい、種々の機能を発揮する活性が包
含される。例えば、ある因子がアンチセンス分子である場合、その生物学的活性は、対象
となる核酸分子への結合、それによる発現抑制などを包含する。例えば、ある因子が酵素
である場合、その生物学的活性は、その酵素活性を包含する。別の例では、ある因子がリ
ガンドである場合、そのリガンドが対応するレセプタ－への結合を包含する。そのような
生物学的活性は、当該分野において周知の技術によって測定することができる。
【００３６】
　本明細書において「アンチセンス活性」とは、標的となる遺伝子の発現を特異的に抑制
または減少させることができる活性をいう。より具体的には細胞内に導入したあるヌクレ
オチド配列に依存して、その配列と相補的なヌクレオチド配列領域をもつ遺伝子のｍＲＮ
Ａ量を特異的に低下させることで、タンパク発現量を減少させ得る活性をいう。手法とし
ては、標的となる遺伝子からつくられるｍＲＮＡに相補的なＲＮＡ分子を直接的に細胞に
導入する方法と、細胞内に目的遺伝子と相補的なＲＮＡを発現させ得る構築ベクターを導
入する方法に大別されるが、植物においては、後者のほうが一般的である。
【００３７】
　アンチセンス活性は、通常、目的とする遺伝子の核酸配列と相補的な、少なくとも８の
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連続するヌクレオチド長の核酸配列によって達成される。そのような核酸配列は、好まし
くは、少なくとも９の連続するヌクレオチド長の、より好ましく１０の連続するヌクレオ
チド長の、さらに好ましくは１１の連続するヌクレオチド長の、１２の連続するヌクレオ
チド長の、１３の連続するヌクレオチド長の、１４の連続するヌクレオチド長の、１５の
連続するヌクレオチド長の、２０の連続するヌクレオチド長の、２５の連続するヌクレオ
チド長の、３０の連続するヌクレオチド長の、４０の連続するヌクレオチド長の、５０の
連続するヌクレオチド長の、核酸配列であり得る。そのような核酸配列には、上述の配列
に対して、少なくとも７０％相同な、より好ましくは、少なくとも８０％相同な、さらに
好ましくは、９０％相同な、９５％相同な核酸配列が含まれる。そのようなアンチセンス
活性は、目的とする遺伝子の核酸配列の５’末端の配列に対して相補的であることが好ま
しい。そのようなアンチセンスの核酸配列には、上述の配列に対して、１つまたは数個あ
るいは１つ以上のヌクレオチドの置換、付加および／または欠失を有するものもまた含ま
れる。したがって、本明細書において、「アンチセンス活性」には、遺伝子の発現量の減
少が含まれるがそれらに限定されない。
【００３８】
　一般的なアンチセンス技術については、教科書に記載されている（Ｍｕｒｒａｙ，ＪＡ
Ｈ　ｅｄｓ．，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ＲＮＡ　ａｎｄ　ＤＮＡ，Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ　
Ｉｎｃ，１９９２）。さらに最新の研究でＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（ＲＮＡｉ
）と呼ばれる現象が明らかになり、アンチセンス技術の発展をもたらした。ＲＮＡｉは、
標的遺伝子に相同な配列をもつ短い長さの２本鎖ＲＮＡ（２０ベ－ス程度）を細胞内に導
入すると、そのＲＮＡ配列に相同な標的遺伝子のｍＲＮＡが特異的に分解されて発現レベ
ルが低下する現象である。当初線虫において発見されたこの現象は、植物を含めて生物に
普遍的な現象であることがわかってきて、アンチセンス技術で標的遺伝子の発現が抑制さ
れる分子レベルのメカニズムは、このＲＮＡｉと同様のプロセスを経ることが解明された
。従来は、標的遺伝子のヌクレオチド配列に相補的である１つのＤＮＡ配列を適当なプロ
モーターに連結して、その制御下に人工ｍＲＮＡを発現させるような発現ベクターを構築
して、細胞内に導入することが行われた。最近の知見においては、細胞内に２本鎖ＲＮＡ
を構成できるようにデザインされた発現ベクターが用いられる。基本構造はある標的遺伝
子に相補的な１種のＤＮＡ配列をプロモーター下に１つを連結し、それと同じ物をさらに
逆向きにもう１つ連結してつくられる。この構築遺伝子から転写された１本鎖のｍＲＮＡ
では、逆向きにつながれた１種類のヌクレオチド配列部分が相補的な関係にあるため対合
してヘアピン様の二次構造を持つ２本鎖ＲＮＡ状態をとり、これがＲＮＡｉのメカニズム
に従って標的遺伝子のｍＲＮＡ分解を引き起こすわけである。植物においてはシロイヌナ
ズナで用いられた例が報告されている（Ｓｍｉｔｈ，ＮＡ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ
　４０７．３１９－３２０，２０００）。またＲＮＡｉ全般については、最近の総説にま
とめられている（森田と吉田、蛋白質・核酸・酵素４７、１９３９－１９４５、２００２
）。これらの文献に記載された内容は、本明細書おいてその全体を参考として援用する。
【００３９】
　本明細書において「ＲＮＡｉ」とは、ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅの略称で、二
本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡともいう）のようなＲＮＡｉを引き起こす因子を細胞に導入する
ことにより、相同なｍＲＮＡが特異的に分解され、遺伝子産物の合成が抑制される現象お
よびそれに用いられる技術をいう。本明細書においてＲＮＡｉはまた、場合によっては、
ＲＮＡｉを引き起こす因子と同義に用いられ得る。本明細書において、「転写後型遺伝子
発現抑制（Ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ｇｅｎｅ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
；ＰＴＧＳ）」もまた、「ＲＮＡｉ」と交換可能に使用され得る。本明細書において「ジ
ーンサイレンシング」、「ＲＮＡサイレンシング」もまた、「ＲＮＡｉ」を交換可能に使
用され得る。
【００４０】
　本明細書において「ＲＮＡｉを引き起こす因子」とは、ＲＮＡｉを引き起こすことがで
きるような任意の因子をいう。本明細書において「遺伝子」に対して「ＲＮＡｉを引き起
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こす因子」とは、その遺伝子に関するＲＮＡｉを引き起こし、ＲＮＡｉがもたらす効果（
例えば、その遺伝子の発現抑制など）が達成されることをいう。そのようなＲＮＡｉを引
き起こす因子としては、例えば、標的遺伝子の核酸配列の一部に対して少なくとも約７０
％の相同性を有する配列またはストリンジェントな条件下でハイブリダイズする配列を含
む、少なくとも１０ヌクレオチド長の二本鎖部分を含むＲＮＡまたはその改変体が挙げら
れるがそれに限定されない。ここで、この因子は、好ましくは、３’突出末端を含み、よ
り好ましくは、３’突出末端は、２ヌクレオチド長以上のＤＮＡ（例えば、２～４ヌクレ
オチド長のＤＮＡであり得る。
【００４１】
　あるいは、本発明において用いられるＲＮＡｉとしては、例えば、短い逆向きの相補的
配列（例えば、１５ｂｐ以上であり、例えば、２４ｂｐなど）のペアが挙げられるがそれ
らに限定されない。
【００４２】
　理論に束縛されないが、ＲＮＡｉが働く機構として考えられるものの一つとして、ｄｓ
ＲＮＡのようなＲＮＡｉを引き起こす分子が細胞に導入されると、比較的長い（例えば、
４０塩基対以上）ＲＮＡの場合、ヘリカーゼドメインを持つダイサー（Ｄｉｃｅｒ）と呼
ばれるＲＮａｓｅＩＩＩ様のヌクレアーゼがＡＴＰ存在下で、その分子を３’末端から約
２０塩基対ずつ切り出し、短鎖ｄｓＲＮＡ（ｓｉＲＮＡとも呼ばれる）を生じる。本明細
書において「ｓｉＲＮＡ」とは、ｓｈｏｒｔ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡの略称で
あり、人工的に化学合成されるかまたは生化学的に合成されたものか、あるいは生物体内
で合成されたものか、あるいは約４０塩基以上の二本鎖ＲＮＡが体内で分解されてできた
１０塩基対以上の短鎖二本鎖ＲＮＡをいい、通常、５’－リン酸、３’－ＯＨの構造を有
しており、３’末端は約２塩基突出している。このｓｉＲＮＡに特異的なタンパク質が結
合して、ＲＩＳＣ（ＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ－ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ－ｃｏｍｐｌｅｘ）が
形成される。この複合体は、ｓｉＲＮＡと同じ配列を有するｍＲＮＡを認識して結合し、
ＲＮａｓｅＩＩＩ様の酵素活性によってｓｉＲＮＡの中央部でｍＲＮＡを切断する。ｓｉ
ＲＮＡの配列と標的として切断するｍＲＮＡの配列の関係については、１００％一致する
ことが好ましい。しかし、ｓｉＲＮＡの中央から外れた位置についての塩基の変異につい
ては、完全にＲＮＡｉによる切断活性がなくなるのではなく、部分的な活性が残存する。
他方、ｓｉＲＮＡの中央部の塩基の変異は影響が大きく、ＲＮＡｉによるｍＲＮＡの切断
活性が極度に低下する。このような性質を利用して、変異をもつｍＲＮＡについては、そ
の変異を中央に配したｓｉＲＮＡを合成し、細胞内に導入することで特異的に変異を含む
ｍＲＮＡだけを分解することができる。従って、本発明では、ｓｉＲＮＡそのものを、Ｒ
ＮＡｉを引き起こす因子として用いることができるし、ｓｉＲＮＡを生成するような因子
（例えば、代表的に約４０塩基以上のｄｓＲＮＡ）をそのような因子として用いることが
できる。
【００４３】
　また、理論に束縛されることを希望しないが、ｓｉＲＮＡは、上記経路とは別に、ｓｉ
ＲＮＡのアンチセンス鎖がｍＲＮＡに結合してＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ（ＲｄＲ
Ｐ）のプライマーとして作用し、ｄｓＲＮＡが合成され、このｄｓＲＮＡが再びダイサー
の基質となり、新たなｓｉＲＮＡを生じて作用を増幅することも企図される。従って、本
発明では、ｓｉＲＮＡ自体およびｓｉＲＮＡが生じるような因子もまた、有用である。実
際に、昆虫などでは、例えば３５分子のｄｓＲＮＡ分子が、１，０００コピー以上ある細
胞内のｍＲＮＡをほぼ完全に分解することから、ｓｉＲＮＡ自体およびｓｉＲＮＡが生じ
るような因子が有用であることが理解される。
【００４４】
　本発明においてｓｉＲＮＡと呼ばれる、約２０塩基前後（例えば、代表的には約２１～
２３塩基長）またはそれ未満の長さの二本鎖ＲＮＡを用いることができる。このようなｓ
ｉＲＮＡは、細胞に発現させることにより遺伝子発現を抑制し、そのｓｉＲＮＡの標的と
なる病原遺伝子の発現を抑えることから、疾患の治療、予防、予後などに使用することが



(14) JP 5266489 B2 2013.8.21

10

20

30

40

50

できる。
【００４５】
　本発明において用いられるｓｉＲＮＡは、ＲＮＡｉを引き起こすことができる限り、ど
のような形態を採っていてもよい。
【００４６】
　別の実施形態において、本発明のＲＮＡｉを引き起こす因子は、３’末端に突出部を有
する短いヘアピン構造（ｓｈＲＮＡ；ｓｈｏｒｔ　ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ）であり得る
。本明細書において「ｓｈＲＮＡ」とは、一本鎖ＲＮＡで部分的に回文状の塩基配列を含
むことにより、分子内で二本鎖構造をとり、ヘアピンのような構造となる約２０塩基対以
上の分子をいう。そのようなｓｈＲＮＡは、人工的に化学合成される。あるいは、そのよ
うなｓｈＲＮＡは、センス鎖およびアンチセンス鎖のＤＮＡ配列を逆向きに連結したヘア
ピン構造のＤＮＡをＴ７　ＲＮＡポリメラーゼによりインビトロでＲＮＡを合成すること
によって生成することができる。理論に束縛されることは希望しないが、そのようなｓｈ
ＲＮＡは、細胞内に導入された後、細胞内で約２０塩基（代表的には例えば、２１塩基、
２２塩基、２３塩基）の長さに分解され、ｓｉＲＮＡと同様にＲＮＡｉを引き起こし、本
発明の処置効果があることが理解されるべきである。このような効果は、昆虫、植物、動
物（哺乳動物を含む）など広汎な生物において発揮されることが理解されるべきである。
このように、ｓｈＲＮＡは、ｓｉＲＮＡと同様にＲＮＡｉを引き起こすことから、本発明
の有効成分として用いることができる。ｓｈＲＮＡはまた、好ましくは、３’突出末端を
有し得る。二本鎖部分の長さは特に限定されないが、好ましくは約１０ヌクレオチド長以
上、より好ましくは約２０ヌクレオチド長以上であり得る。ここで、３’突出末端は、好
ましくはＤＮＡであり得、より好ましくは少なくとも２ヌクレオチド長以上のＤＮＡであ
り得、さらに好ましくは２～４ヌクレオチド長のＤＮＡであり得る。　本発明において用
いられるＲＮＡｉを引き起こす因子は、人工的に合成した（例えば、化学的または生化学
的）ものでも、天然に存在するものでも用いることができ、この両者の間で本発明の効果
に本質的な違いは生じない。化学的に合成したものでは、液体クロマトグラフィーなどに
より精製をすることが好ましい。
【００４７】
　本発明において用いられるＲＮＡｉを引き起こす因子は、インビトロで合成することも
できる。この合成系において、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼおよびＴ７プロモーターを用い
て、鋳型ＤＮＡからアンチセンスおよびセンスのＲＮＡを合成する。これらをインビトロ
でアニーリングした後、細胞に導入すると、上述のような機構を通じてＲＮＡｉが引き起
こされ、本発明の効果が達成される。ここでは、例えば、リン酸カルシウム法でそのよう
なＲＮＡを細胞内に導入することができる。
【００４８】
　本発明のＲＮＡｉを引き起こす因子としてはまた、ｍＲＮＡとハイブリダイズし得る一
本鎖、あるいはそれらのすべての類似の核酸アナログのような因子も挙げられる。そのよ
うな因子もまた、本発明の処置方法および組成物において有用である。
【００４９】
　本明細書では、「ジーンサイレンシングの抑制」とは、ジーンサイレンシングまたはＲ
ＮＡｉを抑制することをいう。その結果、ジーンサイレンシングまたはＲＮＡｉによって
発現が抑制されていたタンパク質（または他の遺伝子発現産物）の発現が亢進され、好ま
しくはもとの（正常な）発現レベルにもどる。
【００５０】
　本明細書において「サイレンシング抑制タンパク質」とは、ＲＮＡｉを抑制するタンパ
ク質をいう。
【００５１】
　本明細書において「１２９Ｋタンパク質」とは、スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭ
ＭＶ）の複製酵素であり、メチルトランスフェラーゼ領域（ＭＴ）およびヘリガーゼ領域
から構成される３４３５ｂｐのドメインである。スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭ



(15) JP 5266489 B2 2013.8.21

10

20

30

40

50

Ｖ）のメチルトランスフェラーゼ（ＭＴ）領域は、１８９９ｂｐである。
【００５２】
　本発明では、この中で、（ａ）スイカ緑斑モザイクウイルス１２９Ｋタンパク質をコー
ドする配列番号１に示す核酸配列またはそれに対応するタンパク質をコードする核酸配列
のフラグメントであって、少なくとも配列番号１の１位～９１２位に示す配列またはそれ
に対応する配列を含む領域が非常に重要であることが理解される。したがって、スイカ緑
斑モザイクウイルス１２９Ｋタンパク質をコードする配列番号１に示す核酸配列またはそ
れに対応するタンパク質をコードする核酸配列のフラグメントであって、少なくとも配列
番号１の１位～９１２位に示す配列またはそれに対応する配列を含む領域を含み、発現さ
れると、ジーンサイレンシングを抑制する機能を有するものが、有用であることが判明し
た。
【００５３】
　本発明の核酸には、（ｂ）上記（ａ）の配列に対して１または数個の置換、付加または
欠失を含む核酸配列；または（ｃ）上記（ａ）の配列を有する核酸に対してストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズする核酸配列を含み、かつ、発現されるとジーンサイレン
シングを抑制する機能を有する産物をコードする核酸も含まれ得る。
【００５４】
　本発明では、メチルトランスフェラーゼは、前記フラグメントが１４４０ヌクレオチド
より長い場合、前記配列番号１の１４３８位～１４４０位のヌクレオチドがコードするア
ミノ酸またはそれに対応するがグルタミンである。前記対応するタンパク質が、配列番号
１０～２３のいずれか１つに示すアミノ酸配列からなるメチルトランスフェラーゼも本発
明において試用され得る。本発明においてメチルトランスフェラーゼは、例えば、配列番
号３に示す核酸配列を含むものであってもよく、配列番号３に示す核酸配列からなるもの
であってもよい。
【００５５】
　本発明では、メチルトランスフェラーゼとして、例えば、Ｓｈｉｎｔａｋｕ，Ｍ．Ｈ.
ら（Ｖｉｒｏｇｙ　２２１：２１８－２２５、１９９６）により報告されているＭ株（Ｍ
ＩＣ）のｃＤＮＡに部位特異的に変異を導入することにより作製された変異体も使用され
得る（ＭＰＭＩ　Ｖｏｌ．１７、Ｎｏ．６、５８３－５９２、２００４を参照のこと。）
。これらは、下記表を参考して作製され得る。
【００５６】
【表Ａ】

【００５７】
　本明細書において、外来遺伝子のポリペプチドを生産する方法としては、例えば、遺伝
子操作手法を利用して、そのポリペプチドをコードする遺伝子を適切な発現ベクターに組
み込み、これを用いて発現宿主を形質転換し、この形質転換細胞の培養上清から組換えポ
リペプチドを得ることができる。上記宿主細胞は、外来遺伝子の少なくとも１つの生理活
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性を保持するポリペプチドを発現するものであれば、特に限定されず、従来から遺伝子操
作において利用される各種の宿主細胞（例えば、植物細胞のほか、大腸菌、酵母、動物細
胞など）を用いることが可能である。このようにして得られた細胞に由来するポリペプチ
ドは、天然型のポリペプチドと実質的に同一の作用を有する限り、アミノ酸配列中の１以
上のアミノ酸が置換、付加および／または欠失していてもよく、糖鎖が置換、付加および
／または欠失していてもよい。
【００５８】
　あるアミノ酸は、相互作用結合能力の明らかな低下または消失なしに、例えば、カチオ
ン性領域または基質分子の結合部位のようなタンパク質構造において他のアミノ酸に置換
され得る。あるタンパク質の生物学的機能を規定するのは、タンパク質の相互作用能力お
よび性質である。従って、特定のアミノ酸の置換がアミノ酸配列において、またはそのＤ
ＮＡコード配列のレベルにおいて行われ得、置換後もなお、もとの性質を維持するタンパ
ク質が生じ得る。従って、生物学的有用性の明らかな損失なしに、種々の改変が、本明細
書において開示されたペプチドまたはこのペプチドをコードする対応するＤＮＡにおいて
行われ得る。
【００５９】
　上記のような改変を設計する際に、アミノ酸の疎水性指数が考慮され得る。タンパク質
における相互作用的な生物学的機能を与える際の疎水性アミノ酸指数の重要性は、一般に
当該分野で認められている（Ｋｙｔｅ．ＪおよびＤｏｏｌｉｔｔｌｅ，Ｒ．Ｆ．Ｊ．Ｍｏ
ｌ．Ｂｉｏｌ．１５７（１）：１０５－１３２，１９８２）。アミノ酸の疎水的性質は、
生成したタンパク質の二次構造に寄与し、次いでそのタンパク質と他の分子（例えば、酵
素、基質、レセプタ－、ＤＮＡ、抗体、抗原など）との相互作用を規定する。各アミノ酸
は、それらの疎水性および電荷の性質に基づく疎水性指数を割り当てられる。それらは：
イソロイシン（＋４．５）；バリン（＋４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニルアラ
ニン（＋２．８）；システイン／シスチン（＋２．５）；メチオニン（＋１．９）；アラ
ニン（＋１．８）；グリシン（－０．４）；スレオニン（－０．７）；セリン（－０．８
）；トリプトファン（－０．９）；チロシン（－１．３）；プロリン（－１．６）；ヒス
チジン（－３．２）；グルタミン酸（－３．５）；グルタミン（－３．５）；アスパラギ
ン酸（－３．５）；アスパラギン（－３．５）；リジン（－３．９）；およびアルギニン
（－４．５））である。
【００６０】
　あるアミノ酸を、同様の疎水性指数を有する他のアミノ酸により置換して、そして依然
として同様の生物学的機能を有するタンパク質（例えば、酵素活性において等価なタンパ
ク質）を生じさせ得ることが当該分野で周知である。このようなアミノ酸置換において、
疎水性指数が±２以内であることが好ましく、±１以内であることがより好ましく、およ
び±０．５以内であることがさらにより好ましい。疎水性に基づくこのようなアミノ酸の
置換は効率的であることが当該分野において理解される。
【００６１】
　タンパク質の改変においては、親水性指数もまた、考慮され得る。米国特許第４，５５
４，１０１号に記載されるように、以下の親水性指数がアミノ酸残基に割り当てられてい
る：アルギニン（＋３．０）；リジン（＋３．０）；アスパラギン酸（＋３．０±１）；
グルタミン酸（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；アスパラギン（＋０．２）；グル
タミン（＋０．２）；グリシン（０）；スレオニン（－０．４）；プロリン（－０．５±
１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）；システイン（－１．０）；メチ
オニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（－１．８）；イソロイシン（－１
．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニン（－２．５）；およびトリプトファン
（－３．４）。アミノ酸が同様の親水性指数を有しかつ依然として生物学的等価体を与え
得る別のものに置換され得ることが理解される。このようなアミノ酸置換において、親水
性指数が±２以内であることが好ましく、±１以内であることがより好ましく、および±
０．５以内であることがさらにより好ましい。



(17) JP 5266489 B2 2013.8.21

10

20

30

40

50

【００６２】
　本発明において、「保存的置換」とは、アミノ酸置換において、元のアミノ酸と置換さ
れるアミノ酸との親水性指数または／および疎水性指数が上記のように類似している置換
をいう。保存的置換の例としては、例えば、親水性指数または疎水性指数が、±２以内の
もの同士、好ましくは±１以内のもの同士、より好ましくは±０．５以内のもの同士のも
のが挙げられるがそれらに限定されない。従って、保存的置換の例は、当業者に周知であ
り、例えば、次の各グル－プ内での置換：アルギニンおよびリジン；グルタミン酸および
アスパラギン酸；セリンおよびスレオニン；グルタミンおよびアスパラギン；ならびにバ
リン、ロイシン、およびイソロイシン、などが挙げられるがこれらに限定されない。
【００６３】
　本明細書において、「改変体」とは、もとのポリペプチドまたはポリヌクレオチドなど
の物質に対して、一部が変更されているものをいう。そのような改変体としては、置換改
変体、付加改変体、欠失改変体、短縮（ｔｒｕｎｃａｔｅｄ）改変体、対立遺伝子変異体
などが挙げられる。対立遺伝子（ａｌｌｅｌｅ）とは、同一遺伝子座に属し、互いに区別
される遺伝的改変体のことをいう。従って、「対立遺伝子変異体」とは、ある遺伝子に対
して、対立遺伝子の関係にある改変体をいう。そのような対立遺伝子変異体は、通常その
対応する対立遺伝子と同一または非常に類似性の高い配列を有し、通常はほぼ同一の生物
学的活性を有するが、まれに異なる生物学的活性を有することもある。「種相同体または
ホモログ（ｈｏｍｏｌｏｇ）」とは、ある種の中で、ある遺伝子とアミノ酸レベルまたは
ヌクレオチドレベルで、相同性（好ましくは、６０％以上の相同性、より好ましくは、８
０％以上、８５％以上、９０％以上、９５％以上の相同性）を有するものをいう。そのよ
うな種相同体を取得する方法は、本明細書の記載から明らかである。「オルソログ（ｏｒ
ｔｈｏｌｏｇ）」とは、オルソロガス遺伝子（ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ　ｇｅｎｅ）とも
いい、二つの遺伝子がある共通祖先からの種分化に由来する遺伝子をいう。例えば、多重
遺伝子構造をもつヘモグロビン遺伝子ファミリ－を例にとると、ヒトおよびマウスのαヘ
モグロビン遺伝子はオルソログであるが，ヒトのαヘモグロビン遺伝子およびβヘモグロ
ビン遺伝子はパラログ（遺伝子重複で生じた遺伝子）である。また、システインプロテア
ーゼインヒビターである、ヒトのシスタチンＡと、イネのオリザシスタチンとを比較する
と、標的となるプロテアーゼとの相互作用に重要と考えられる３箇所の短いアミノ酸モチ
－フが保存されているだけで、他の部分のアミノ酸の共通性は非常に低い。しかし、両者
はともにシスタチン遺伝子スーパーファミリーに属し、共通祖先遺伝子を持つとされてい
ることから、単に全体的なアミノ酸の相同性に限らず、局所的に高い相同性を持つアミノ
酸配列が共通して存在する場合も、オルソログたり得る。このように、オルソログは、通
常別の種においてもとの種と同様の機能を果たしていることがあり得ることから、本発明
のオルソログもまた、本発明において有用であり得る。本発明においてターゲットとなる
プロラミンは、数多くのメンバーを有するファミリーを形成し、そのようなものは、保存
的に改変された改変体ということもできる。
【００６４】
　本明細書において「保存的（に改変された）改変体」は、アミノ酸配列および核酸配列
の両方に適用される。特定の核酸配列に関して、保存的に改変された改変体とは、同一の
または本質的に同一のアミノ酸配列をコードする核酸をいい、核酸がアミノ酸配列をコー
ドしない場合には、本質的に同一な配列をいう。遺伝コードの縮重のため、多数の機能的
に同一な核酸が任意の所定のタンパク質をコードする。例えば、コドンＧＣＡ、ＧＣＣ、
ＧＣＧ、およびＧＣＵはすべて、アミノ酸アラニンをコードする。したがって、アラニン
がコドンにより特定される全ての位置で、そのコドンは、コードされたポリペプチドを変
更することなく、記載された対応するコドンの任意のものに変更され得る。このような核
酸の変動は、保存的に改変された変異の１つの種である「サイレント改変（変異）」であ
る。ポリペプチドをコードする本明細書中のすべての核酸配列はまた、その核酸の可能な
すべてのサイレント変異を記載する。当該分野において、核酸中の各コドン（通常メチオ
ニンのための唯一のコドンであるＡＵＧ、および通常トリプトファンのための唯一のコド
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ンであるＴＧＧを除く）が、機能的に同一な分子を産生するために改変され得ることが理
解される。したがって、ポリペプチドをコードする核酸の各サイレント変異は、記載され
た各配列において暗黙に含まれる。好ましくは、そのような改変は、ポリペプチドの高次
構造に多大な影響を与えるアミノ酸であるシステインの置換を回避するようになされ得る
。このような塩基配列の改変法としては、制限酵素などによる切断、ＤＮＡポリメラーゼ
、Ｋｌｅｎｏｗフラグメント、ＤＮＡリガーゼなどによる処理等による連結等の処理、合
成オリゴヌクレオチドなどを用いた部位特異的塩基置換法（特定部位指向突然変異法；Ｍ
ａｒｋ　Ｚｏｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｃｈａｅｌ　Ｓｍｉｔｈ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１００，４６８－５００（１９８３））が挙げられるが、この他
にも通常分子生物学の分野で用いられる方法によって改変を行うこともできる。
【００６５】
　本明細書中において、機能的に等価なポリペプチドを作製するために、アミノ酸の置換
のほかに、アミノ酸の付加、欠失、または修飾もまた行うことができる。アミノ酸の置換
とは、もとのペプチドを１つ以上、例えば、１～１０個、好ましくは１～５個、より好ま
しくは１～３個のアミノ酸で置換することをいう。アミノ酸の付加とは、もとのペプチド
鎖に１つ以上、例えば、１～１０個、好ましくは１～５個、より好ましくは１～３個のア
ミノ酸を付加することをいう。アミノ酸の欠失とは、もとのペプチドから１つ以上、例え
ば、１～１０個、好ましくは１～５個、より好ましくは１～３個のアミノ酸を欠失させる
ことをいう。アミノ酸修飾は、アミド化、カルボキシル化、硫酸化、ハロゲン化、アルキ
ル化、グリコシル化、リン酸化、水酸化、アシル化（例えば、アセチル化）などを含むが
、これらに限定されない。置換、または付加されるアミノ酸は、天然のアミノ酸であって
もよく、非天然のアミノ酸、またはアミノ酸アナログでもよい。天然のアミノ酸が好まし
い。
【００６６】
　本明細書において使用される用語「ペプチドアナログ」または「ペプチド誘導体」とは
、ペプチドとは異なる化合物であるが、ペプチドと少なくとも１つの化学的機能または生
物学的機能が等価であるものをいう。したがって、ペプチドアナログには、もとのペプチ
ドに対して、１つ以上のアミノ酸アナログまたはアミノ酸誘導体が付加または置換されて
いるものが含まれる。ペプチドアナログは、その機能が、もとのペプチドの機能（例えば
、ｐＫａ値が類似していること、官能基が類似していること、他の分子との結合様式が類
似していること、水溶性が類似していることなど）と実質的に同様であるように、このよ
うな付加または置換がされている。そのようなペプチドアナログは、当該分野において周
知の技術を用いて作製することができる。したがって、ペプチドアナログは、アミノ酸ア
ナログを含むポリマ－であり得る。
【００６７】
　本明細書において、「ポリヌクレオチドアナログ」、「核酸アナログ」は、交換可能に
用いられ、ポリヌクレオチドまたは核酸とは異なる化合物であるが、ポリヌクレオチドま
たは核酸と少なくとも１つの化学的機能または生物学的機能が等価であるものをいう。し
たがって、ポリヌクレオチドアナログまたは核酸アナログには、もとのペプチドに対して
、１つ以上のヌクレオチドアナログまたはヌクレオチド誘導体が付加または置換されてい
るものが含まれる。
【００６８】
　本明細書において使用される核酸分子は、発現されるポリペプチドが天然型のポリペプ
チドと実質的に同一の活性を有する限り、上述のようにその核酸の配列の一部が欠失また
は他の塩基により置換されていてもよく、あるいは他の核酸配列が一部挿入されていても
よい。あるいは、５’末端および／または３’末端に他の核酸が結合していてもよい。ま
た、ポリペプチドをコードする遺伝子をストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、
そのポリペプチドと実質的に同一の機能を有するポリペプチドをコードする核酸分子でも
よい。このような遺伝子は、当該分野において公知であり、本発明において利用すること
ができる。
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【００６９】
　このような核酸は、周知のＰＣＲ法により得ることができ、化学的に合成することもで
きる。これらの方法に、例えば、部位特異的変位誘発法、ハイブリダイゼ－ション法など
を組み合わせてもよい。
【００７０】
　本明細書において、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドの「置換、付加および／また
は欠失」とは、もとのポリペプチドまたはポリヌクレオチドに対して、それぞれアミノ酸
もしくはその代替物、またはヌクレオチドもしくはその代替物が、置き換わること、付け
加わることまたは取り除かれることをいう。このような置換、付加または欠失の技術は、
当該分野において周知であり、そのような技術の例としては、部位特異的変異誘発技術な
どが挙げられる。置換、付加または欠失は、１つ以上であれば任意の数でよく、そのよう
な数は、その置換、付加または欠失を有する改変体において目的とする機能（例えば、ホ
ルモン、サイトカインの情報伝達機能など）が保持される限り、多くすることができる。
例えば、そのような数は、１または数個であり得、そして好ましくは、全体の長さの２０
％以内、１０％以内、または１００個以下、５０個以下、２５個以下などであり得る。
【００７１】
　本明細書において、遺伝子が「特異的に発現する」とは、その遺伝子が、植物の特定の
部位または時期において他の部位または時期とは異なる（好ましくは高い）レベルで発現
されることをいう。特異的に発現するとは、ある部位（特異的部位）にのみ発現してもよ
く、それ以外の部位においても発現していてもよい。好ましくは特異的に発現するとは、
ある部位においてのみ発現することをいう。
【００７２】
　本明細書において、遺伝子が「特異的に抑制される」とは、その遺伝子が、植物の特定
の部位または時期において他の部位または時期とは異なる（好ましくは高い）レベルで抑
制されることをいう。特異的に発現するとは、ある部位（特異的部位）にのみ抑制されて
もよく、それ以外の部位においても抑制されていてもよい。好ましくは特異的に抑制され
るとは、ある部位においてのみ抑制されることをいう。
【００７３】
　本明細書において、「遺伝子構築物」、「核酸構築物」または「遺伝子カセット」とは
、交換可能に用いられ、遺伝子をコードする核酸分子（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ）と、こ
れに必要に応じて作動可能に（すなわち、その核酸の発現を制御し得るように）連結され
た制御配列（例えば、プロモーター）とを含む核酸配列、ならびに、必要に応じて制御配
列（例えば、プロモーター）と、これに作動可能に（すなわち、インフレームに）連結さ
れた異種遺伝子とを含む核酸分子をいう。このカセットまたは構築物は、必要に応じて他
の調節エレメントと組み合わせて使用することもまた、本発明の範囲に含まれる。好まし
い発現カセットは、特定の制限酵素で切断され、容易に回収され得る遺伝子カセットまた
は核酸構築物である。
【００７４】
　そのような遺伝子構築物またはベクターの導入方法としては、細胞にＤＮＡなどの核酸
分子を導入する方法であればいずれも用いることができ、例えば、トランスフェクション
、形質導入、形質転換などが挙げられる（例えば、エレクトロポレーション法、パーティ
クルガン（遺伝子銃）を用いる方法など）。そのような核酸分子の導入技術は、当該分野
において周知であり、かつ、慣用されるものであり、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ　Ｆ．Ａ．
ら編（１９８８）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｗｉｌｅｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ；Ｓａｍｂｒｏｏｋ　Ｊら（１９
８７）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
，２ｎｄ　Ｅｄ．およびその第三版，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ、別冊実験医
学「遺伝子導入＆発現解析実験法」羊土社、１９９７などに記載される。遺伝子の導入は
、ノーザンブロット、ウェスタンブロット分析のような本明細書に記載される方法または
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他の周知慣用技術を用いて確認することができる。
【００７５】
　本明細書において遺伝子について言及する場合、「ベクター」または「組み換えベクタ
ー」とは、目的のポリヌクレオチド配列を目的の細胞へと移入させることができるベクタ
ーをいう。そのようなベクターとしては、原核細胞、酵母、動物細胞、植物細胞、昆虫細
胞、動物個体および植物個体などの宿主細胞において自立複製が可能、または染色体中へ
の組込みが可能で、本発明のポリヌクレオチドの転写に適した位置にプロモーターを含有
しているものが例示される。本発明において使用され得るベクターとしては、例えば、ｐ
ＢＩ２２１、ｐＢＩ１２１等が挙げられるが、これらに限定されない。本発明では、目的
のポリヌクレオチド配列を目的の細胞へと移入させることができさえすれば、どのような
ベクターでも使用され得る。
【００７６】
　また、ベクターの導入方法としては、細胞にＤＮＡなどの核酸分子を導入する上述のよ
うな方法であればいずれも用いることができ、例えば、トランスフェクション、形質導入
、形質転換など（例えば、リン酸カルシウム法、リポソーム法、ＤＥＡＥデキストラン法
、エレクトロポレーション法［Ｍｅｔｈｏｄｓ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．，１９４，１８２（１
９９０）］、パーティクルガン（遺伝子銃）を用いる方法など）、リポフェクション法、
スフェロプラスト法［Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８４，１９２９
（１９７８）］、酢酸リチウム法［Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，１５３，１６３（１９８
３）］、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７５，１９２９（１９７８）
記載の方法が挙げられる。
【００７７】
　本明細書において「ターミネーター」とは、遺伝子のタンパク質をコードする領域の下
流に位置し、ＤＮＡがｍＲＮＡに転写される際の転写の終結、ポリＡ配列の付加に関与す
る配列である。ターミネーターとしては、ＮＯＳターミネーター、３５Ｓターミネーター
等が挙げられるが、これに限定されない。本発明では、生物においてターミネーターの活
性を示すものであれば、どのような配列でも使用することができる。
【００７８】
　本明細書において「プロモーター」とは、遺伝子の転写の開始部位を決定し、またその
頻度を直接的に調節するＤＮＡ上の領域をいい、ＲＮＡポリメラーゼが結合して転写を始
める塩基配列である。プロモーターの領域は、通常、推定タンパク質コード領域の第１エ
キソンの上流約２ｋｂｐ以内の領域に見出されることが多いので、ＤＮＡ解析用ソフトウ
エアを用いてゲノム塩基配列中のタンパク質コード領域を予測すれば、プロモ－タ領域を
推定することはできる。推定プロモーター領域は、構造遺伝子ごとに変動するが、通常構
造遺伝子の上流にあるが、これらに限定されず、構造遺伝子の中または下流にも存在し得
る。好ましくは、推定プロモーター領域は、第一エキソン翻訳開始点から上流約２ｋｂｐ
以内に存在するがそれに限定されず、それ以外にもプロモーターは存在する。好ましくは
、本発明では、特異的に発現させるプロモーターが使用され得る。そのような特異的プロ
モーターとしては、貯蔵タンパク質における特異的な発現を駆動するプロモーターが好ま
しいがそれに限定されない。より好ましくは、本発明では、プロモーターは、３５Ｓプロ
モーター、トウモロコシ等のユビキチンのプロモーター等が使用され得るが、それに限定
されない。
【００７９】
　本明細書において、本発明のプロモーターの発現が「構成的」であるとは、生物のすべ
ての組織において、その生物の生長の幼若期または成熟期のいずれにあってもほぼ一定の
量で発現される性質をいう。
【００８０】
　本明細書において「作動可能に連結された（る）」とは、所望の配列の発現（作動）が
ある転写翻訳調節配列（例えば、プロモーター、エンハンサーなど）または翻訳調節配列
の制御下に配置されることをいう。プロモーターが遺伝子に作動可能に連結されるために
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は、通常、その遺伝子のすぐ上流にプロモーターが配置されるが、必ずしも隣接して配置
される必要はない。
【００８１】
　本明細書において、核酸を細胞に導入する技術は、どのような技術でもよく、例えば、
形質転換、形質導入、トランスフェクションなどが挙げられる。そのような核酸の導入技
術は、当該分野において周知であり、かつ、慣用されるものであり、例えば、Ａｕｓｕｂ
ｅｌ　Ｆ．Ａ．ら編（１９８８）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｗｉｌｅｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ；Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋ　Ｊら（１９８７）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄ．およびその３ｒｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ
ｏｒ，ＮＹ、別冊実験医学「遺伝子導入＆発現解析実験法」羊土社、１９９７などに記載
される。遺伝子の導入は、ノ－ザンブロット、ウェスタンブロット分析のような本明細書
に記載される方法または他の周知慣用技術を用いて確認することができる。
【００８２】
　また、ベクターの導入方法としては、細胞にＤＮＡを導入する上述のような方法であれ
ばいずれも用いることができ、例えば、トランスフェクション、形質導入、形質転換など
（例えば、パ－ティクルガン（遺伝子銃）、リン酸カルシウム法、リポソ－ム法、ＤＥＡ
Ｅデキストラン法、エレクトロポレ－ション法を用いる方法など）、リポフェクション法
、スフェロプラスト法［Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８４，１９２
９（１９７８）］、酢酸リチウム法［Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．，１５３，１６３（１９
８３）］、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７５，１９２９（１９７８
）記載の方法が挙げられる。
【００８３】
　本明細書において「遺伝子導入試薬」とは、遺伝子導入方法において、導入効率を促進
するために用いられる試薬をいう。そのような遺伝子導入試薬としては、例えば、カチオ
ン性高分子、カチオン性脂質、ポリアミン系試薬、ポリイミン系試薬、リン酸カルシウム
などが挙げられるがそれらに限定されない。トランスフェクションの際に利用される試薬
の具体例としては、種々なソ－スから市販されている試薬が挙げられ、例えば、Ｅｆｆｅ
ｃｔｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（ｃａｔ．ｎｏ．３０１４２５
，Ｑｉａｇｅｎ，ＣＡ），ＴｒａｎｓＦａｓｔＴＭ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａ
ｇｅｎｔ（Ｅ２４３１，Ｐｒｏｍｅｇａ，ＷＩ），ＴｆｘＴＭ－２０　Ｒｅａｇｅｎｔ（
Ｅ２３９１，Ｐｒｏｍｅｇａ，ＷＩ），ＳｕｐｅｒＦｅｃｔ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
　Ｒｅａｇｅｎｔ（３０１３０５，Ｑｉａｇｅｎ，ＣＡ），ＰｏｌｙＦｅｃｔ　Ｔｒａｎ
ｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（３０１１０５，Ｑｉａｇｅｎ，ＣＡ），Ｌｉｐｏｆ
ｅｃｔＡＭＩＮＥ　２０００　Ｒｅａｇｅｎｔ（１１６６８－０１９，Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ　ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＣＡ），ＪｅｔＰＥＩ（×４）ｃｏｎｃ．（１０１－３
０，Ｐｏｌｙｐｌｕｓ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，Ｆｒａｎｃｅ）およびＥｘＧｅｎ　
５００（Ｒ０５１１，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ　Ｉｎｃ．，ＭＤ）などが挙げられるがそれら
に限定されない。
【００８４】
　本発明を植物において利用する場合、植物細胞への植物発現ベクターの導入には、当業
者に周知の方法、例えば、アグロバクテリウムを介する方法および直接細胞に導入する方
法、が用いられ得る。アグロバクテリウムを介する方法としては、例えば、Ｎａｇｅｌら
の方法（Ｎａｇｅｌら（１９９０）、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｌｅｔｔ．，６７，３２５）
が用いられ得る。この方法は、まず、例えば植物に適切な発現ベクターでエレクトロポレ
－ションによってアグロバクテリウムを形質転換し、次いで、形質転換されたアグロバク
テリウムをＧｅｌｖｉｎら（Ｇｅｌｖｉｎら編（１９９４）、Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｋｌｕｗｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ））に記載の方法で植物細胞に導入する方法である。植物発現ベ
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クターを直接細胞に導入する方法としては、パ－ティクルガン法（Ｃｈｒｉｓｔｏｕら（
１９９１）、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：９５７－９６２を参照のこと）ならび
にポリエチレングリコ－ル（ＰＥＧ）法（Ｄａｔｔａら（１９９０）、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　８：７３６－７４０を参照のこと）、エレクトロポレ－ション法（Ｓｈｉ
ｍａｍｏｔｏら（１９８９）、Ｎａｔｕｒｅ、３３８：２７４－２７６；およびＲｈｏｄ
ｅｓら（１９８９）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４０：２０４－２０７を参照のこと）が挙げら
れる。これらの方法は、当該分野において周知であり、形質転換する植物に適した方法が
、当業者により適宜選択され得る。
【００８５】
　本発明は、植物において特に有用であることが示されているが、他の生物においても利
用することができる。本発明において使用される分子生物学技術は、当該分野において周
知であり、かつ、慣用されるものであり、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ　Ｆ．Ａ．ら編（１９
８８）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ、Ｗｉｌｅｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ；Ｓａｍｂｒｏｏｋ　Ｊら　（１９８７）Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ
　Ｅｄ．およびその第３版，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ、別冊実験医学「遺伝
子導入＆発現解析実験法」羊土社、１９９７などに記載される。
【００８６】
　本明細書において「形質転換体」とは、形質転換によって作製された細胞などの生命体
の全部または一部をいう。形質転換体としては、原核細胞、酵母、動物細胞、植物細胞、
昆虫細胞等が例示される。形質転換体は、その対象に依存して、形質転換細胞、形質転換
組織、形質転換宿主などともいわれ、本明細書においてそれらの形態をすべて包含するが
、特定の文脈において特定の形態を指し得る。
【００８７】
　形質転換を行う方法において、物理的手法には、パ－ティクルガン法、ポリエチレング
リコ－ル法（ＰＥＧ法）、電子穿孔（エレクトロポレ－ション）法、マイクロインジェク
ション法がある。
【００８８】
　本発明において、形質転換体では、目的とする核酸分子（導入遺伝子）は、染色体に導
入されていても導入されていなくてもよい。好ましくは、目的とする核酸分子（導入遺伝
子）は、染色体に導入されており、より好ましくは、２つの染色体の両方に導入されてい
る。
【００８９】
　本明細書において「植物」とは、植物界に属する生物の総称であり、クロロフィル、か
たい細胞壁、豊富な永続性の胚的組織の存在，および運動する能力がない生物により特徴
付けられる。代表的には、植物は、細胞壁の形成・クロロフィルによる同化作用をもつ顕
花植物をいう。「植物」は、単子葉植物および双子葉植物のいずれも含む。好ましい植物
としては、例えば、イネ、タマネギ、タバコ、トマト、メロン、スイカ等が挙げられる。
好ましい植物は作物に限られず、花、樹木、芝生、雑草なども含まれる。特に他で示さな
い限り、植物は、植物体、植物器官、植物組織、植物細胞、および種子のいずれをも意味
する。植物器官の例としては、根、葉、茎、および花などが挙げられる。植物細胞の例と
しては、カルスおよび懸濁培養細胞が挙げられる。
【００９０】
　本明細書において「生物体」（または、植物の場合「植物体」）とは、当該分野におけ
る最も広義に用いられ、生命現象を営むもの（または植物）をいい、代表的には、細胞構
造、増殖（自己再生産）、成長、調節性、物質代謝、修復能力など種々の特性を有し、通
常、核酸のつかさどる遺伝と、タンパク質のつかさどる代謝の関与する増殖を基本的な属
性として有する。生物には、原核生物、真核生物（植物、動物など）などが包含される。
好ましくは、本発明では、生物は、植物であり得る。本明細書では、好ましくは、そのよ
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うな植物体は稔性であり得る。より好ましくは、そのような植物体は、種子を生産し得る
。
【００９１】
　本明細書において、「トランスジェニック」とは、特定の遺伝子がある生物に組み込む
ことまたは組み込まれた生物（例えば、植物（イネ、タマネギなど）を含む）をいう。
【００９２】
　（好ましい実施形態の説明）
　以下に本発明の好ましい実施形態を説明する。以下に提供される実施形態は、本発明の
よりよい理解のために提供されるものであり、本発明の範囲は以下の記載に限定されるべ
きでない。従って、当業者は、本明細書中の記載を参酌して、本発明の範囲内で適宜改変
を行うことができることは明らかである。
【００９３】
　（核酸）
　１つの局面において、本発明は、（ａ）スイカ緑斑モザイクウイルス１２９Ｋタンパク
質をコードする配列番号１に示す核酸配列またはそれに対応するタンパク質をコードする
核酸配列のフラグメントであって、少なくとも配列番号１の１位～９１２位に示す配列ま
たはそれに対応する配列を含む、核酸配列；（ｂ）（ａ）の配列に対して１または数個の
置換、付加または欠失を含む核酸配列；または（ｃ）（ａ）の配列を有する核酸に対して
ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸配列を含み、かつ、発現されるとジ
ーンサイレンシングを抑制する機能を有する、核酸（ジーンサイレンシング抑制核酸とも
いう）に関する。ここでいうジーンサイレンシングは、どのような遺伝子（ＲＮＡ）も対
象にできる（タンパク質をコードしていようと、マイクロＲＮＡやｔＲＮＡのようにコー
ドしていまいと、転写される限り対象にできる）。なぜなら、このような抑制タンパク質
がなぜサイレンシングを抑制するかについては、ＲＮＡ単独あるいはＲＮＡとそれに結合
しているタンパク質との複合体（リボタンパク質）に作用（結合）し、ＲＮＡ分解の過程
が阻害されると考えられるからである。
【００９４】
　１つの実施形態において、本発明の核酸は、前記フラグメントが１４４０ヌクレオチド
より長い場合、前記配列番号１の１４３８位～１４４０位のヌクレオチドがコードするア
ミノ酸またはそれに対応するがグルタミンである。
【００９５】
　他の実施形態において、本発明の核酸は、前記対応するタンパク質が、配列番号１０～
２３のいずれか１つに示すアミノ酸配列からなる。
【００９６】
　好ましくは、本発明は、配列番号３に示す核酸配列を含むか、配列番号３に示す核酸配
列からなる核酸を提供する。この核酸は、スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭＶ）の
１２９Ｋタンパク質の完全長よりも短いという特徴を有する。
【００９７】
　（核酸構築物）
　他の局面において、本発明は、本発明のジーンサイレンシング抑制核酸（好ましくは、
少なくとも配列番号３に示す核酸配列）を含む、単離された核酸構築物を提供する。
【００９８】
　１つの実施形態において、本発明の核酸構築物は、プロモーター配列をさらに含み得る
。例えば、このプロモーター配列としては、３５Ｓプロモーター、トウモロコシ等のユビ
キチンのプロモーター等が挙げられるが、これらに限定されない。本発明において使用さ
れ得るプロモーター配列は、本発明の核酸の転写の開始部位を決定し、またその頻度を直
接的に調節しうるものであれば、どのようなものでもよい。本発明の核酸構築物は、本発
明の核酸とプロモーター配列との間にスペーサー配列を含んでいても、いなくてもよい。
【００９９】
　他の実施形態において、本発明の核酸構築物は、ターミネーター配列をさらに含み得る
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。例えば、このターミネーター配列としては、Ｎｏｓターミネーター、３５Ｓターミネー
ター等が挙げられるが、これらに限定されない。本発明において使用され得るターミネー
ター配列は、本発明の核酸の転写を終結しうるものであれば、どのようなものでもよい。
本発明の核酸構築物は、本発明の核酸とプロモーター配列との間にスペーサー配列を含ん
でいても、いなくてもよい。
【０１００】
　好ましい実施形態において、本発明の核酸構築物は、３５Ｓプロモーター配列およびＮ
ｏｓターミネーター配列をさらに含み得る。
【０１０１】
　（核酸構築物の製造方法）
　別の局面において、本発明は、核酸構築物を製造するための方法を提供する。この方法
は、以下：Ａ）少なくとも本発明のジーンサイレンシング抑制核酸（好ましくは、少なく
とも配列番号３に示す核酸配列）にプロモーターを作動可能に連結させた核酸構築物を提
供する工程；Ｂ）該核酸構築物を用いて生物を形質転換する工程；およびＣ）該形質転換
された生物について、ジーンサイレンシングが抑制されたものを選択する工程を包含する
。ここで核酸および核酸構築物は、上述の（核酸）および（核酸構築物）に記載される任
意の形態が使用され得る。
【０１０２】
　（ベクター）
　別の局面において、本発明は、少なくとも本発明のジーンサイレンシング抑制核酸（好
ましくは、少なくとも配列番号３に示す核酸配列）を含むベクターを提供する。
【０１０３】
　１つの実施形態において、本発明のベクターは、プロモーター配列をさらに含み得る。
好ましくは、このプロモーター配列としては、３５Ｓプロモーター、トウモロコシ等のユ
ビキチンのプロモーター等に由来する配列が挙げられるが、これらに限定されない。本発
明のベクターにおいて使用され得るプロモーター配列は、本発明の核酸の転写の開始部位
を決定し、またその頻度を直接的に調節しうるものであれば、どのようなものでもよい。
本発明のベクターは、本発明の核酸とプロモーター配列との間にスペーサー配列を含んで
いても、いなくてもよい。
【０１０４】
　別の実施形態において、本発明のベクターは、ターミネーターをさらに含み得る。例え
ば、このターミネーター配列としては、Ｎｏｓターミネーター、３５Ｓターミネーター等
が挙げられるが、これらに限定されない。本発明のベクターにおいて使用され得るターミ
ネーター配列は、本発明の核酸の転写を終結しうるものであれば、どのようなものでもよ
い。本発明のベクターは、本発明の核酸とプロモーター配列との間にスペーサー配列を含
んでいても、いなくてもよい。
【０１０５】
　好ましい実施形態において、本発明のベクター配列は、３５Ｓプロモーター配列および
Ｎｏｓターミネーター配列の両方を含み得る。ここで核酸および核酸構築物は、上述の（
核酸）および（核酸構築物）に記載される任意の形態が使用され得る。
【０１０６】
　（形質転換体）
　別の局面において、本発明は、少なくとも本発明のジーンサイレンシング抑制核酸（好
ましくは、少なくとも配列番号３に示す核酸配列）を含む生物を提供する。本発明におい
て提供される生物は、植物（例えば、イネ、タマネギ、タバコ、トマト、メロン、スイカ
等）、菌類（例えば、アカパンカビ、酵母等）、動物（例えば、ダニ、線虫、ショウジョ
ウバエ、マウス等）であり得る。
【０１０７】
　現在、ＲＮＡｉサプレッサーとして、Ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ（ジャガイモＹウイルス（Ｐ
ｏｔａｔｏ　ｖｉｒｕｓ　Ｙ；ＰＶＹ）またはＴｏｂａｃｃｏ　ｅｔｃｈ　ｖｉｒｕｓ（
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ＴＥＶ）に代表されるグループの属名）のゲノムにあるＨＣ－Ｐｒｏ（ｈｅｌｐｅｒ　ｃ
ｏｍｐｏｎｅｎｔ－ｐｒｏｔｅａｓｅ）という遺伝子産物；Ｔｏｍｂｕｓｖｉｒｕｓ（ｔ
ｏｍａｔｏ　ｂｕｓｈｙ　ｓｔｕｎｔ　ｖｉｒｕｓ（ＴＢＳＶ）、Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ　
ｒｉｎｇｓｐｏｔ　ｖｉｒｕｓ（ＣｙｍＲＳＶ）またはＣａｒｎａｔｉｏｎ　Ｉｔａｌｉ
ａｎ　ｒｉｎｇｓｐｏｔ　ｖｉｒｕｓ（ＣＩＲＶ））のゲノムにあるＰ１９という遺伝子
産物が同定されている（例えば、竹田篤史、三瀬和之、奧野哲郎「植物ウイルスとＲＮＡ
ｉ」、化学と生物．４３（７）；４６８－４７５，２００５を参照のこと。）。Ｐｏｔｙ
ｖｉｒｕｓのＨＣ－Ｐｃｏは、二本鎖ＲＮＡ切断、ＲＩＳＣへのｓｉＲＮＡおよびｍｉＲ
ＮＡの取り込みを阻害をする可能性がある。このＨＣ－Ｐｃｏは、植物だけでなく、ショ
ウジョウバエにおけるＲＮＡｉを抑制する（Ｂ．Ｒｅａｖｙら、ＢＭＣ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ，４，１８，２００４）。ＴｏｍｂｕｓｖｉｒｕｓのＰ１９は、分子間で二量体を
形成し、２１ｎｔの二本鎖ｓｉＲＮＡに特異的に結合することでｓｉＲＮＡのＲＩＳＣへ
の取り込みを阻害しＲＮＡｉを抑制する。また、Ｐ１９は、ショウジョウバエ、ヒト細胞
においてもＲＮＡｉを抑制する（Ｌ．Ｌａｋａｔｏｓら、ＥＭＢＯ　Ｊ．，２３，８７６
，２００４およびＰ．Ｄｕｎｏｙｅｒら、Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ，１６，１２３５，２０
０４）。
【０１０８】
　このように、ＲＮＡｉを抑制する機構は、菌類、イネ、タマネギのような植物だけでな
く、ショウジョウバエやヒトのような動物にも共通の機構として存在することが理解され
る。従って、本発明のジーンサイレンシング抑制核酸（好ましくは、少なくとも配列番号
３に示す核酸配列）を用いて、菌類、動物を形質転換すれば、植物と同様に、ジーンサイ
レンシング抑制核酸を含む生物を作製することが可能である。
【０１０９】
　好ましい実施形態において、本発明において提供される生物は、植物である。この植物
は、例えば、イネ、タマネギ、タバコ、トマト、メロン、スイカ等が挙げられるが、これ
らに限定されない。好ましくは、イネ、タマネギである。ここで核酸および核酸構築物は
、上述の（核酸）および（核酸構築物）に記載される任意の形態が使用され得る。
【０１１０】
　（遺伝子導入を行なって生じたジーンサイレンシングを抑制する方法）
　別の局面において、本発明は、ジーンサイレンシングにより発現が抑制されたタンパク
質を発現させる方法を提供する。この方法は、以下：ａ）本発明のジーンサイレンシング
抑制核酸（好ましくは、少なくとも配列番号３に示す核酸配列）を含む核酸構築物を提供
する工程；およびｂ）該核酸構築物を用いて該ジーンサイレンシングが起こった生物を形
質転換する工程を包含する。ここで核酸および核酸構築物は、上述の（核酸）および（核
酸構築物）に記載される任意の形態が使用され得る。
【０１１１】
　（キット）
　別の局面において、本発明は、遺伝子導入を行なって生じたジーンサイレンシングを抑
制するためのキットを提供する。このキットは、少なくとも本発明のジーンサイレンシン
グ抑制核酸（好ましくは、少なくとも配列番号３に示す核酸配列）；該核酸を、該ジーン
サイレンシングが起こった生物に導入するための手段を備える。ここで核酸および核酸構
築物は、上述の（核酸）および（核酸構築物）に記載される任意の形態が使用され得る。
例えば、ジーンサイレンシングにより発現が抑制されてしまうタンパク質としては、ＧＦ
Ｐタンパク質の発現によって抑制される種々のタンパク質、βーグルクロニダーゼ（ＧＵ
Ｓ）遺伝子等が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１２】
　核酸をジーンサイレンシングが起こった生物に導入するための手段としては、任意の遺
伝子導入手段が考えられ、例えば、ベクター、プラスミド、遺伝子銃を考慮することがで
きる。
【０１１３】
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　（生物において外来遺伝子のポリペプチドを生産する方法）
　別の局面において、本発明は、生物において外来遺伝子のポリペプチドを生産する方法
を提供する。この方法では、該生産時に該生物においてジーンサイレンシングが生じ、該
方法は、ａ）該外来遺伝子をコードする核酸分子を該生物に導入する工程；ｂ）本発明の
ジーンサイレンシング抑制核酸（好ましくは、少なくとも配列番号３に示す核酸配列）を
含む核酸構築物を提供する工程；ｃ）該核酸構築物を用いて該生物を形質転換する工程；
およびｄ）該生物を該ポリペプチドが発現する条件下におく工程を包含する。ここで核酸
および核酸構築物は、上述の（核酸）および（核酸構築物）に記載される任意の形態が使
用され得る。外来遺伝子を用いてポリペプチドを発現させて大量に生産する場合、頻繁に
ジーンサイレンシングが起こり正常な成育が起こらなくなることがある。本発明は、この
ような場合に、使用可能である。
【０１１４】
　例えば、この方法は、生物において外来遺伝子のポリペプチドを生産させるときに生じ
るジーンサイレンシングを解消することができるので、必要な遺伝子がサイレンシングさ
れるという不都合を解消すること、または所望の外来遺伝子がより効率よく生産されるよ
うになることといった用途に使用され得る。例えば、本方法は、注射のいらない植物ワク
チンの生産（例えば、バナナにコレラ、肝炎ウイルスなどの抗原をコードする遺伝子を導
入してワクチンを生産すること）、所望の物質を多く含んだ植物の生産（例えば、栄養状
態の改善を目的として、高リジン、高βカロチンのコメ、高鉄分のコメを生産すること）
（Ｅｄｉｂｌｅ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ；Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　２０００；Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｍａｇａｚｉｎｅ；ｂｙ　Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｈ．Ｒ．Ｌａｎｇ
ｒｉｄｇｅ，ｓｉｄｅ　ｂａｒ　ｂｙ　Ｒｉｃｋｉ　Ｒｕｓｔｉｎｇ；６　Ｐａｇｅ（ｓ
）；Ｙｅ　ｅｔ　ａｌ．２０００．Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｐｒｏｖｉｔａｍ
ｉｎ　Ａ（ｂｅｔａ－ｃａｒｏｔｅｎｅ）ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｐａｔｈｗａｙ　
ｉｎｔｏ（ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ－ｆｒｅｅ）ｒｉｃｅ　ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ．Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２８７（５４５１）：３０３－３０５　ＰＭＩＤ　１０６３４７８４；Ｊｏｕｒ
ｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ
，Ｖｏｌ．２１，Ｎｏ．９０００３，１８４Ｓ－１９０Ｓ（２００２）；およびＦｉｇｈ
ｔｉｎｇ　Ｉｒｏｎ　Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ　Ａｎｅｍｉａ　ｗｉｔｈ　Ｉｒｏｎ－Ｒｉ
ｃｈ　Ｒｉｃｅ　Ｐａｏｌａ　Ｌｕｃｃａ，Ｒｉｃｈａｒｄ　Ｈｕｒｒｅｌｌ　ａｎｄ　
Ｉｎｇｏ　Ｐｏｔｒｙｋｕｓを参照のこと。）などにおいて生じるジーンサイレンシング
を抑制するために使用され得る。
【０１１５】
　本明細書において引用された、科学文献、特許、特許出願などの参考文献は、その全体
が、各々具体的に記載されたのと同じ程度に本明細書において参考として援用される。
【０１１６】
　以上、本発明を、理解の容易のために好ましい実施形態を示して説明してきた。以下に
、実施例に基づいて本発明を説明するが、上述の説明および以下の実施例は、例示の目的
のみに提供され、本発明を限定する目的で提供したのではない。従って、本発明の範囲は
、本明細書に具体的に記載された実施形態にも実施例にも限定されず、特許請求の範囲に
よってのみ限定される。
【実施例】
【０１１７】
　以下、実施例により、本発明の構成をより詳細に説明するが、本発明はこれに限定され
るものではない。以下の実施例において用いられる試薬、支持体などは、例外を除き、Ｓ
ｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＵＳＡ）、和光純薬、ＢＩＯ－ＲＡＤなどから市販される
ものを用いた。
【０１１８】
　（実施例１）
　（１．クローニング）



(27) JP 5266489 B2 2013.8.21

10

20

30

　（１．１　ＰＣＲ増幅）
　ＣＧＭＭＶの異なるフラグメントを、表１に示すそれぞれのプライマー対で増幅した。
ＰＣＲ反応混合物を、表２に示すように調製した。ＰＣＲサイクル手順を、表３のとおり
ｉＣｙｃｌｅｒ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ（ＢＩＯ－ＲＡＤ　Ｃｏ．，ＬＴＤ、＃
１７０－８７２０ＪＡ）で実施した。ＰＣＲ増幅した生成物をＢａｍＨＩおよびＳａｃＩ
で消化し、ＱＩＡＥＸ　ＩＩキット（Ｑｉａｇｅｎ（キアゲン）＃２００２１）により抽
出し、そしてＳｔｒａｔａＰｒｅｐ（登録商標）ＰＣＲ精製キット（Ｓｔｒａｔａｇｅｎ
ｅ（ストラタジーン）＃４００７７１）により精製した。
【０１１９】
【表１】

【０１２０】
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【表２】

【０１２１】
【表３】

【０１２２】
　（１．２ＰＣＲフラグメントについてのアガロースゲル抽出）
　標的のＰＣＲフラグメントを増幅した後、以下の手順に従って、ＱＩＡＥＸ　ＩＩアガ
ロースゲル抽出キット（Ｑｉａｇｅｎ（キアゲン）＃２００２１）により抽出した。
【０１２３】
　（ｉ）１％　Ｓｅｐｌａｑｕｅアガロースゲルに消化した生成物（５０μｌ）を泳動し
た（図１上）。その後、清潔な鋭いメスを用いてアガロースゲルからＤＮＡバンドを切り
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出した。余分なアガロースを取り除くことにより、ゲルスライスのサイズを最小化した。
１．５ｍｌの遠心チューブを、アガロースを２５０ｍｇまで処理するために使用した。
【０１２４】
　（ｉｉ）無色のチューブにゲルスライスを入れ重量を量った。ＤＮＡフラグメント１０
０ｂｐ－４ｋｂあたりのゲル１容量に対して、３容量の緩衝液ＱＸ１を加えた；別の方法
では、以下の表４に従った。例えば、各ゲル１００ｍｇに対して３００μｌの緩衝液ＱＸ
１を加えた。
【０１２５】
　（ｉｉｉ）３０秒間、ボルテックスによりＱＩＡＥＸ　ＩＩを再懸濁した。以下の表５
に従って、サンプルにＱＩＡＥＸ　ＩＩを加えて混合した。
【０１２６】
　（ｉｖ）アガロースを溶解するために、５０℃で１０分間インキュベートし、そしてＤ
ＮＡを結合させた。チューブを反転させ、そして軽くはじいて混合した。懸濁液中のＱＩ
ＡＥＸ　ＩＩを各２分間、維持した。この混合物の色が黄色であることを確認した。この
混合物の色がオレンジ色または紫色であれば、３Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．０）（１０
μｌ）を加え、混合した。混合物の色は、黄色に変わった。次いで、インキュベーション
を、少なくともさらに５分間、継続すべきであった。
【０１２７】
　（ｖ）サンプルを３０秒間遠心分離にかけ、ピペットで上清を注意深く取り除いた。
【０１２８】
　（ｖｉ）緩衝液ＱＸ１（５００μｌ）でペレットを洗浄した。チューブを反転させ、軽
くはじくことにより、このペレットを再懸濁した。サンプルを３０秒間の遠心分離にかけ
、すべての微量な上清を取り除いた。この洗浄工程により、残りのアガロース汚染を取り
除いた。
【０１２９】
　（ｖｉｉ）緩衝液ＰＥ（５００μｌ）でペレットを２回洗浄した。チューブを反転させ
、軽くはじくことにより、ペレットを再懸濁した。サンプルを３０秒間の遠心分離にかけ
、すべての微量な上清を取り除いた。この洗浄工程により、残りの塩汚染を取り除いた。
【０１３０】
　（ｖｉｉｉ）１０～１５分またはペレットが白色になるまで、ペレットを、空気乾燥さ
せた。３０μｌのＱＩＡＥＸ　ＩＩ懸濁液を用いた場合、ペレットの空気乾燥は約３０分
間であった。過乾燥させる可能性があるので、真空乾燥はしなかった。ＱＩＡＥＸ　ＩＩ
ペレットを過乾燥すると、溶出効率が低下し得る。
【０１３１】
　（ｉｘ）ＤＮＡを溶出させるために、２０　μｌの１０　ｍＭ　Ｔｒｉｓ・Ｃｌ（ｐＨ
　８．５）またはＨ２Ｏを加え、チューブを反転させ、軽くはじくことによりペレットを
再懸濁させた。以下の表６に従ってインキュベートした。
【０１３２】
　（ｘ）３０秒間、遠心分離した。上清を、ピペットで清潔なチューブに注意深く移した
。この上清は、精製したＤＮＡを含んでいた。
【０１３３】
　（ｘｉ）工程（ｉｘ）および（ｘ）を繰り返し、溶出物を合わせた。精製したＤＮＡを
－２０°Ｃで保存した。
【０１３４】
　（表４　異なるフラグメントに対して緩衝液ＱＸ１を加えた容量）
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【表４】

【０１３５】
　（表５　異なるフラグメントに対してＱＩＡＥＸ　ＩＩを加えた容量）

【表５】

【０１３６】
　（表６　異なるフラグメントについてのインキュベート時間）

【表６】

【０１３７】
　（１．３　ＰＣＲフラグメントの精製）
　ＰＣＲフラグメントを抽出した後、以下のプロトコルに従って、ＳｔｒａｔａＰｒｅｐ
（登録商標）ＰＣＲ精製キットＰＣＲ精製キット（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ（ストラタジー
ン）＃４００７７１）により精製した。
【０１３８】
　（ｉ）ＰＣＲ産物を含む遠心チューブに、ＰＣＲ産物の水性部分と等容量のＤＮＡ結合
溶液を加え、２つの成分を混合した。
【０１３９】
　（ｉｉ）ピペットを用いて、ＰＣＲ産物－ＤＮＡ結合溶液の混合物を、２ｍｌレセプタ
クルチューブに配置したマイクロスピンカップに移した。（ピペットチップでファイバー
マトリクスを損傷しないように注意した。）マイクロスピンカップ上で、２ｍｌレセプタ
クルチューブのキャップを閉める。
【０１４０】
　（ｉｉｉ）マイクロ遠心機で３０秒間、最大速度でチューブを回転させた。
【０１４１】
　（ｉｖ）２ｍｌレセプタクルチューブのキャップを開け、マイクロスピンカップを取り
出して保持し、そしてＤＮＡ結合溶液を捨てた。
【０１４２】
　（ｖ）１００％エタノール（４０ｍｌ）を加えることにより、洗浄緩衝液１を調製した
。エタノールを添加した後、容器のラベルのボックスに印を付けた。
【０１４３】
　（ｖｉ）２ｍｌレセプタクルチューブのキャップを開け、７５０μｌの洗浄緩衝液をマ
イクロスピンカップに加えた。さらに、レセプタクルチューブのキャップを閉めた。
【０１４４】
　（ｖｉｉ）マイクロ遠心機上で、３０秒間、最大速度で回転させた。２ｍｌレセプタク
ルチューブのキャップを開け、マイクロスピンカップを取り出して保持し、そして洗浄緩
衝液を捨てた。
【０１４５】
　（ｖｉｉｉ）マイクロスピンカップに２ｍｌレセプタクルチューブをもどし、マイクロ
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スピンカップ上でレセプタクルチューブのキャップを閉めた。
【０１４６】
　（ｉｘ）マイクロ遠心機内のチューブを、３０秒間、最大速度で回転させた。遠心機か
ら取り出し、マイクロスピンカップからすべての洗浄緩衝液を確実に除去した。
【０１４７】
　（ｘ）清潔な１．５ｍｌマイクロ遠心チューブにマイクロスピンカップを移し、２ｍｌ
レセプタクルチューブを捨てた。
【０１４８】
　（ｘｉ）マイクロスピンカップの底にある、ファイバーマトリクスの最上部に直接、溶
出緩衝液（５０μｌ）を加えた。ピペットチップがファイバーマトリクスと接触しないよ
うにした。
【０１４９】
　（ｘｉｉ）室温で５分間、チューブをインキュベートした。
【０１５０】
　（ｘｉｉｉ）マイクロスピンカップ上で、１．５ｍｌマイクロ遠心チューブのキャップ
を閉め、マイクロ遠心機内のチューブを最大速度で３０秒間回転させた。
【０１５１】
　（ｘｉｖ）マイクロ遠心チューブの蓋を開け、マイクロスピンカップを捨てた。精製し
たＰＣＲ産物を－２０°Ｃで保存した。
【０１５２】
　（１．４　クローニングベクターの調製）
　プラスミドｐＢＩ２２１を、表７に示すように、ＢａｍＨＩおよびＳａｃＩでクローニ
ングベクターのために消化した。消化したベクターを、表８に示すように脱リン酸化した
。
【０１５３】
【表７】

【０１５４】
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【表８】

【０１５５】
　ＣＧＭＭＶメチルトランスフェラーゼドメインおよび１２９ｋドメイン、各々のコード
領域を含むプラスミドの模式図を図１（下段）に示す。
【０１５６】
　（１．５　クローニングベクターについてのアガロースゲル抽出）
　クレーニングベクターを脱リン酸化した後、上記のプロトコルに従って、ＱＩＡＥＸ　
ＩＩアガロースゲル抽出キット（Ｑｉａｇｅｎ（キアゲン）＃２００２１）により精製し
た。
【０１５７】
　（１．６　プラスミドベクターへのＰＣＲフラグメントのクローニング）
　ＰＣＲフラグメントおよびクローニングベクターを精製した後、以下のプロトコルに従
って、標的プラスミドを構築するために、プラスミドベクターにＰＣＲフラグメントをク
ローニングした。
【０１５８】
　（ｉ）上記のプラスミドベクターＤＮＡと、挿入すべきＰＣＲ　ＤＮＡフラグメントを
総量１０μｌで合わせた（推薦されるＤＮＡ量は、ベクター：挿入物＝１：１－１０であ
る。）。
【０１５９】
　（ｉｉ）ＤＮＡ溶液に１０μｌのｌｉｇａｔｉｏｎ　ｈｉｇｈ（ＴｏＹｏＢｏ　Ｃｏ．
，　ＬＴＤ（ＬＧＫ－１０１）を加え、完全に混合した。
【０１６０】
　（ｉｉｉ）４℃で一晩、インキュベートした。
【０１６１】
　（ｉｖ）ライゲーション反応混合物は、以下のように、Ｅ．ｃｏｌｉコンピテントな細
胞での形質転換に直接使用され得る。
【０１６２】
　（１．７　形質転換）
　ライゲーション直後に形質転換を実施する場合、以下のプロトコルを実施した。
【０１６３】
　（ｉ）各ライゲーション反応ごとに、氷上で、１００μｌのコンピテントな細胞（ＤＨ
５α）の入ったチューブを１つ溶かした。
【０１６４】
　（ｉｉ）溶かしたコンピテントな細胞のチューブに、１０μｌのライゲーション反応混
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合物を添加した。穏やかに混合した（ピペッティングによっては混合しない。）
　（ｉｉｉ）氷上で３０～６０分間、形質転換混合物をインキュベートした。インキュベ
ートの間、４２℃までＳＯＣ培地を予め温めた。
【０１６５】
　（ｉｖ）４２℃で、３０～９０秒間、形質転換混合物に熱ショックを与えた。
【０１６６】
　（ｖ）５～１５分間、氷上で、形質転換混合物をインキュベートした。
【０１６７】
　（ｖｉ）形質転換反応混合物に、予め温めたＳＯＣ培地（４００μｌ）を添加した。コ
ンピテントな細胞を、３７℃で１時間、攪拌して回復させた（通気を良くするために、シ
ェイカーの水平方向に細胞のチューブを置いた。）。
【０１６８】
　（ｖｉｉ）増殖期間の間、コロニースクリーニングのためにＬＢ-抗生物質プレートを
準備した。
【０１６９】
　（ｖｉｉｉ）５０～１００μｌの形質転換混合物を、ＬＢ－抗生物質プレート上にのせ
た。このプレートを、３７℃で一晩インキュベートした。
【０１７０】
　（ｉｘ）プラスミドＤＮＡ分析のために、コロニーを選択した。
【０１７１】
　（ｘ）選択したコロニーから、以下の標準的な手順を用いてミニプレップＤＮＡを調製
した。
【０１７２】
　（２．プラスミドミニプレップ）
　形質転換を実施した後、コロニーを、以下のプロトコルのとおり、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｑ
ｕａｎｔｕｍ　Ｐｒｅｐ（登録商標）キット（カタログ番号７３２－６１００、バイオラ
ド）により、ミニプレップした。
【０１７３】
　（ｉ）プラスミドを含む細胞のオーバーナイト培地（１～２ｍｌ）を、マイクロ遠心チ
ューブに移した。３０秒間の遠心分離により、細胞をペレット状にした。アスピレーショ
ンまたはピペッティングにより、すべての上清を除去した。
【０１７４】
　（ｉｉ）２００μｌの細胞再懸濁溶液を加え、細胞ペレットが完全に再懸濁するまで、
ボルテックスするか、ピペットで上下させた。
【０１７５】
　（ｉｉｉ）２５０μｌの細胞溶解溶液を加え、約１０分間、キャップしたチューブを穏
やかに反転させることにより混合した（ボルテックスはしなかった。）。細胞溶解が生じ
ると、この溶液は、粘性になり、わずかに澄んだ。
【０１７６】
　（ｉｖ）２５０μｌの中和溶液を加え、約１０分間、キャップをしたチューブを穏やか
に反転させることにより混合した（ボルテックスはしなかった。）。目に見える沈殿が形
成された。
【０１７７】
　（ｖ）マイクロ遠心機に５分間かけて、細胞デブリをペレット状にした。緻密な白色デ
ブリのペレットが、チューブの側面または底に沿って形成された。この工程の上清（透明
溶解液）は、プラスミドＤＮＡを含んだ。
【０１７８】
　（ｖｉ）工程（ｖ）の遠心工程を待つ間、キットに備えられていた２ｍｌ洗浄チューブ
の１つにＳｐｉｎ　Ｆｉｌｔｅｒを入れた。ボトルの振蘯および反転を繰り返すことによ
りＱｕａｎｔｕｍ　Ｐｒｅｐマトリクスを混合し、そして確実に、完全に懸濁させた。
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　（ｖｉｉ）Ｓｐｉｎ　Ｆｉｌｔｅｒに工程（ｖ）からの透明溶解液（上清）を移し、２
００μｌの完全に懸濁したマトリクスを添加し、ピペットで溶液を上下させて混合した。
複数のサンプルがある場合、最初に溶解物を移し、次いでマトリクスを添加して混合した
。マトリクスがすべてのサンプルに添加して混合が完了してから、３０秒間遠心分離した
。
【０１８０】
　（ｖｉｉｉ）２ｍｌチューブからＳｐｉｎ　Ｆｉｌｔｅｒを取り出し、チューブの底に
ある濾液を捨て、そして同じチューブにフィルタを入れた。５００μｌの洗浄緩衝液を添
加し、３０秒間、遠心分離することによりマトリクスを洗浄した。
【０１８１】
　（ｉｘ）２ｍｌチューブからＳｐｉｎ　Ｆｉｌｔｅｒを取り出し、チューブの底にある
濾液を捨て、同じチューブにフィルタを入れた。５００μｌの洗浄緩衝液を添加し、まる
２分間の遠心分離によりマトリクスを洗浄し、残りの微量のエタノールを除去した。
【０１８２】
　（ｘ）Ｓｐｉｎ　Ｆｉｌｔｅｒを取り除き、マイクロ遠心チューブを捨てた。キットに
備えられていた１．５ｍｌの回収チューブの１つ、または他の任意の標準的な１．５ｍｌ
　マイクロ遠心チューブ（Ｓｐｉｎ　Ｆｉｌｔｅｒに適応するもの）にフィルタを入れた
。１００μｌの脱イオン化Ｈ２ＯまたはＴＥ（１０　ｍＭ　トリス塩酸緩衝液および１　
ｍＭ　エチレンジアミン４酢酸、ｐＨ８．０）を添加した。最大速度で１分間、遠心分離
することによりＤＮＡを溶出した。
【０１８３】
　（ｘｉ）Ｓｐｉｎ　Ｆｉｌｔｅｒを捨て、溶出したＤＮＡを－２０°Ｃで保存した。
【０１８４】
　（３．配列決定による構築したプラスミドの確認）
　プラスミドＤＮＡをミニプレップにより抽出した後、以下のプロトコルに従う配列決定
により確認した。
【０１８５】
　（ｉ）以下の表９のとおりに反応混合物を調製した。
【０１８６】
　（ｉｉ）ＰＣＲサイクル手順を、以下の表１０に示すように、ｉＣｙｃｌｅｒ　Ｔｈｅ
ｒｍａｌ　Ｃｙｃｌｅｒ（ＢＩＯ－ＲＡＤ　Ｃｏ．，　ＬＴＤ、＃１７０－８７２０ＪＡ
）で実施した。
　（表９　配列決定のためのＰＣＲ反応混合物）
【０１８７】
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【表９】

　（表１０　配列決定のためのＰＣＲサイクル手順）
【０１８８】
【表１０】

【０１８９】
　配列決定反応の間に、伸長産物の精製のためのＣｅｎｔｒｉ・Ｓｅｐカラム（Ｐｒｉｎ
ｃｅｔｏｎ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ，Ｉｎｃ．＃ＣＳ－９０１）を、以下の手順に従が
って調製した。
【０１９０】
　（ｉ）カラムの水和
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　（ｉｉ）ドライゲルをスピンカラムの底に確実に沈めるために、カラムを穏やかに叩い
た。
【０１９１】
　（ｉｉｉ）カラムのキャップをはずし、試薬グレードの水または緩衝液（０．８ｍｌ）
を添加して、カラムを再構成した。カラムを単独で立たせられるように、適切な位置にカ
ラムエンドストッパーを残した。カラムキャップを交換し、カラムを振蘯および反転させ
るか、短時間、ボルテックスすることにより、ゲルを水和させた。乾燥ゲルのすべてを水
和することが重要であった。
【０１９２】
　（ｉｖ）カラムを使用する前に、少なくとも室温で３０分間、水和させた。再構成した
カラムは、７日間、４℃で冷蔵保存され得る。より長い保存は、１０ｍＭアジ化ナトリウ
ム（ＮａＮ３）中で達成され得る。この手順を続ける前に、冷蔵保存したカラムを室温ま
で温めた。
【０１９３】
　（ｖ）カラムを反転させ、カラムを軽く叩くことにより、カラムゲルから気泡を取り除
き、カラムの反対端にゲルをスラリー状にした。マイクロチューブのラックにカラムを立
たせて、ゲルを沈降させた。
【０１９４】
　（ｖｉ）ゲルを沈降させ、気泡を除いた後、まず、上端のカラムキャップをはずし、次
いで底のカラムエンドストッパーをはずした。
【０１９５】
　（ｖｉｉ）過剰な流体を洗浄チューブ（２ｍｌ）に排出させた。流体がカラムの端を通
ってすぐに流れでなかったときは、２ｍｌのラテックスピペットバルブを使用して、カラ
ムの上端に空気の圧力を穏やかにかけて、流体がカラムフィルタを通り始めるようにした
。カラムはそのままで排出を終了した。約２００～２５０μｌがカラムから排出された。
この流体を捨てた。
【０１９６】
　（ｖｉｉｉ）７５０×ｇで２分間、可変速度の遠心分離機において、カラムを回転させ
、チューブを洗浄し、介在する流体を除去した。
【０１９７】
　（ｉｘ）約３００μｌの流体を除去した。カラム端に液滴があるときには、拭い取り、
乾燥させた。洗浄チューブおよび介在した流体を捨てた。ゲル物質を過剰に乾燥させるこ
とはなかった。数分間以内にサンプルを処理した。
【０１９８】
　（ｘ）カラムを光に向けて立たせたままにした。２０μｌの完成したＤｙｅＤｅｏｘｙ
ＴＭターミネーター反応混合物を、ゲル上端に移した。カラム上端にあるゲルベッド中央
に、ゲル表面を乱すことなく、サンプルを注意深く置いた。カラム側面と反応混合物また
はサンプルピペットチップとは接触させなかった。なぜなら、精製効率を低下させ、過剰
な色素が原因となり分析を台無しにする可能性があるからである。
【０１９９】
　（ｘｉ）サンプル回収チューブ（１．５ｍｌ）にカラムを入れ、ローターにその両方を
配置した。適切な方向を維持した。カラム内のゲル溶媒の最高点は、常にローター外側に
向けた位置にした。カラムおよび回収チューブを、７５０×ｇで２分間、回転させた。精
製したサンプルを、サンプル回収チューブの底に集めた。スピンカラムを捨て、ＡＢＩサ
ンプル調製手順を進めた。
【０２００】
　（ｘｉｉ）サンプルを、減圧遠心分離で乾燥させた。加熱はしなかった。配列決定する
ＰＣＲ産物を、Ｃｅｎｔｒｉ・Ｓｅｐカラムにより精製し、配列決定サンプルを、以下の
表１１に示す作業に従って再懸濁した。
【０２０１】
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【表１１】

【０２０２】
　（４．プラスミドミディプレップ）
　以下のプロトコルに従って衝突実験を行うために、構築したプラスミドＤＮＡを配列決
定により確認した後、確認されたプラスミドをＢｉｏ－Ｒａｄ　Ｑｕａｎｔｕｍ　Ｐｒｅ
ｐ（登録商標）キット（カタログ番号７３２－６１２０）により抽出した。
【０２０３】
　（ｉ）２５０ｍｌエルレンマイヤーフラスコ中で、液体培地５０ｍｌにプラスミド含有
菌を接種し、ロータリーシェイカー中で３００ｒｐｍ、３７℃で一晩（１５～１８時間）
インキュベートさせた。
【０２０４】
　（ｉｉ）一晩後の培養液４０ｍｌを５０ｍｌのスクリューキャップ遠心チューブへ移し
た。５，０００ｒｐｍ（約３，０００×ｇ）で5分間遠心分離を行うことによって、細胞
をスピンダウンさせ、上清を廃棄した。
【０２０５】
　（ｉｉｉ）細胞再懸濁液５ｍｌを細胞ペレットに加え、細胞をボルテックスしてペレッ
トを再懸濁した。確実に細胞ペレットが完全に再懸濁されるようにした。
【０２０６】
　（ｉｖ）細胞溶解液５ｍｌを加え、チューブを６～８回反転することにより混合した。
ボルテックスによって染色体ＤＮＡの切断が生じ得、その結果としてプラスミドＤＮＡの
汚染が生じ得るためボルテックスは行わなかった。溶液が粘着性を帯び、幾分透明になっ
たことを確認した。
【０２０７】
　（ｖ）中和液５ｍｌを加えてチューブをキャップし、チューブを６～８回反転すること
により混合した。溶液は濁り、凝集性の白い沈殿を生じたことを確認した。
【０２０８】
　（ｖｉ）８，０００ｒｐｍ（７５００×ｇ）で１０分間遠心し、新しいチューブに上清
を注意深く注いだ。沈殿物は全く移さないように努めたが、少量の残骸はプラスミドの精
製には影響しない。
【０２０９】
　（ｖｉｉ）活発に振動させることによりＱｕａｎｔｕｍ　Ｐｒｅｐマトリクスを再懸濁
した。工程３．９．６で得た透明な溶解液にＱｕａｎｔｕｍ　Ｐｒｅｐマトリクス１．０
ｍｌを加えた。１５～３０秒間静かに振り混ぜて混合した。８，０００ｒｐｍで２分間遠
心し、マトリクスをペレットした。
【０２１０】
　（ｖｉｉｉ）ペレットしたマトリクスから注意深く上清を取り除いた。
【０２１１】
　（ｉｘ）マトリクスに、洗浄緩衝液１０ｍｌを加えた。振動させることにより洗浄緩衝
液中でマトリクスを再懸濁した。
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【０２１２】
　（ｘ）８，０００ｒｐｍで２分間遠心し、ペレットしたマトリクスから洗浄緩衝液を注
意深く注いだ。洗浄緩衝液６００μｌをマトリクスに加え、再懸濁した。
【０２１３】
　（ｘｉ）バッグからスピンカラムを取り除き、先端のタブを取り外した。２ｍｌの回収
チューブの内側にスピンカラムを置き、先の工程で得た再懸濁マトリクスをスピンカラム
へ移した。小さな鋭い物でスピンカラムキャップ内に穴をあけそのスピンカラムキャップ
でカラムをキャップした。マイクロ遠心機中で、１２～１４，０００×ｇで３０秒間回転
させた。マイクロ遠心チューブからスピンカラムを取り外し、チューブの底の洗浄緩衝液
を廃棄して同一チューブ内のフィルターに置いた。
【０２１４】
　（ｘｉｉ）洗浄緩衝液５００μｌを加え、マイクロ遠心機中で、１２～１４，０００×
ｇで３０秒間回転させた。スピンカラムを取り外して洗浄緩衝液を廃棄した。
【０２１５】
　（ｘｉｉｉ）再びチューブ内にスピンカラムを置き、最速でさらに２分間回転させ、残
留した洗浄緩衝液をすべて取り除いた。
【０２１６】
　（ｘｉｖ）スピンカラムを清潔な２ｍｌマイクロ遠心チューブに移した。水またはＴＥ
６００μｌをマトリクスに加えた。マイクロ遠心機中で２分間回転させ、マトリクスを含
むスピンカラムを廃棄した。プラスミドＤＮＡを－２０℃で保存した。
【０２１７】
　（５．プラスミドマキシプレップ）
　その間に、確認されたプラスミドを以下のプロトコルのようにＢｉｏ－Ｒａｄ　Ｑｕａ
ｎｔｕｍ（登録商標）キット(カタログ番号７３２－６１３０)により抽出してあることが
必要である。
【０２１８】
　（ｉ）（２５０～５００ｍｌ遠心ボトル中で）５，０００×ｇで５分間遠心することに
より、培養液の密度に応じて（上記を参照のこと）細胞１００～５００ｍｌを得た。上清
を廃棄した。
【０２１９】
　（ｉｉ）細胞再懸濁液１５ｍｌを細胞ペレットに加えた。細胞をボルテックスするか、
またはピペットで上下させペレットを再懸濁した。細胞が完全に再懸濁されていることを
確認した。
【０２２０】
　（ｉｉｉ）細胞溶解液２３μｌを加え、遠心ボトルを振り混ぜることにより混合した。
ボルテックスによって染色体ＤＮＡの切断が生じ得、その結果としてプラスミドＤＮＡの
汚染が生じ得るためボルテックスは行わなかった。数分後、溶液が粘着性を帯び、幾分透
明になったことを確認した。次の工程に移るまでに５分以上インキュベートさせなかった
。
【０２２１】
　（ｉｖ）中和液１５ｍｌを加え、遠心ボトルを振り混ぜることにより混合した。溶液が
濁り、凝集性の白い沈殿を生じたことを確認した。すぐに工程５へ移った。次の工程に移
るまでに１０分以上静置しなかった。
【０２２２】
　（ｖ）８～１０，０００×ｇで２０分間遠心し、プラスミドＤＮＡを含む上清（透明に
した細胞溶解物）を新しい遠心ボトルに注いだ。ペレットが遠心ボトルの壁部にうまく付
着していない場合には、チーズクロスまたはミラクロスを通じて濾過した。沈殿物は全く
移さないように努めたが、少量の残骸が浮いていてもその後の精製工程には影響しない。
【０２２３】
　（ｖｉ）活発にＱｕａｎｔｕｍ　Ｐｒｅｐマトリクスを振動させることによりマトリク
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スを再懸濁した。完全に再懸濁したＱｕａｎｔｕｍ　Ｐｒｅｐマトリクス１０ｍｌを、工
程（ｖ）で得た透明にした細胞溶解物に加えた。
【０２２４】
　（ｖｉｉ）１５～３０秒間静かに振り混ぜて混合した。３，０００×ｇで５分間遠心し
、マトリクスをペレットした。
【０２２５】
　（ｖｉｉｉ）ペレットしたマトリクスから上清を取り除いた。
ペレットしたマトリクスに洗浄緩衝液２５ｍｌを加えた。振動させることにより洗浄緩衝
液中でマトリクスを再懸濁した。
【０２２６】
　（ｉｘ）洗浄緩衝液２５ｍｌをペレットしたマトリクスに加え、振動させることにより
洗浄緩衝液中でマトリクスを再懸濁した。３，０００×ｇで３～５分間遠心した。
【０２２７】
　（ｘ）５０ｍｌのスクリューキャップ遠心チューブにスピンバスケットを挿入した。
【０２２８】
　（ｘｉ）ペレットしたマトリクスから上清を取り除いた。洗浄緩衝液１５ｍｌをペレッ
トに加えた。マトリクスを再懸濁し、次いで、工程１０で得たスピンバスケットに懸濁液
を移した。チューブの蓋は交換しなかった。スピンバスケット／チューブをスインギング
バケットローター中で４，０００ｒｐｍ（３，０００×ｇ）で５分間遠心した。
【０２２９】
　（ｘｉｉ）バスケットを取り外し、チューブから濾液を注出した。バスケットを再びチ
ューブ内に置き、洗浄緩衝液１０ｍｌをバスケット内のマトリクスに加えた。再び４，０
００ｒｐｍ（３，０００×ｇ）で５分間遠心した。
【０２３０】
　（ｘｉｉｉ）バスケットを取り外し、新しい無菌５０ｍｌ遠心チューブ（提供による）
に置いた。滅菌水またはＴＥ５ｍｌを加えた。４，０００ｒｐｍ（３，０００×ｇ）で５
分間遠心した。この段階でのＤＮＡは使用可能な状態のものである。さらなる純度または
濃度を所望する場合は、以下に説明するようにエタノールでサンプルを沈殿させてもよい
。
【０２３１】
　（ｘｉｖ）５Ｍ　ＮａＣｌ１／１８容量および冷却した９５～１００％エタノール２容
量を加えることにより沈殿させた。
【０２３２】
　（ｘｖ）４，０００×ｇで、または１０～２０分以上遠心することによりペレット状に
した。
【０２３３】
　（ｘｖｉ）７０％エタノール１０ｍｌを加えることによりペレットを洗浄し、次いで、
４，０００×ｇで、または１０分以上遠心した。ペレットを乾燥させ（空気乾燥または減
圧）てから適量のＴＥまたは滅菌水中でペレットを再懸濁した。ペレットを乾燥させすぎ
るとＤＮＡの再懸濁が困難になり得るため、乾燥させすぎないようにした。
【０２３４】
　（実施例２．粒子衝突手順）
　（１プラスミドＤＮＡをコーティングする金粒子の作製）
　初めに、ＧＦＰサイレンシングシステム用のプラスミドＤＮＡをコーティングする金粒
子を以下の表１２の作業に従って作製した。
【０２３５】
　詳細には、強毒系統（ＣＧＭＭＶ－ＳＨ）系統および弱毒系統（ＣＧＭＭＶ－ＳＨ３３
ｂ）の１２９Ｋタンパク質遺伝子領域およびそのＮ末端側メチルトランスフェラーゼ領域
（ＭＴ）を、それぞれ、発現ベクターｐＢＩ２２１のＧＵＳ（βグルクロニダーゼ）遺伝
子と交換した。得られたプラスミドを、ＧＦＰ等のレポーター遺伝子のパーティクルガン
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によるＲＮＡサイレンシング誘導実験に供試した。
【０２３６】
【表１２】

【０２３７】
　（２　衝突条件）
　上記の混合物プラスミドを、パーティクルインフローガン（ＩＤＥＲＡ　ＧＩＥ－ＩＩ
Ｉ、ＴＡＮＡＫＡ　Ｃｏｍｐａｎｙ（日本））により、ヘリウムガスの圧力３．５７ｋｇ
／ｃｍ２（イネの場合６．６ｋｇ／ｃｍ２）、圧力４６０ｍｍＨｇ（イネの場合２３５ｍ
ｍＨＧ）（２０μｌ／ショット）でタマネギの表皮（または新芽（ｙｏｕｎｇ　ｌｅａｆ
）へ衝突させた。
【０２３８】
　（３　蛍光発現細胞の検出）
　分析のため、衝突後３６時間の１ショット毎の蛍光発現細胞を計算した。ＧＦＰおよび
ＤｓＲｅｄ発現細胞の蛍光画像を、ＩＸ７０蛍光顕微鏡（オリンパス、東京、日本）のも
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）によりキャプチャーした。４７５ｎｍの励起フィルターと、５０５ｎｍのダイクロイッ
クミラーと、５３５ｎｍの発光フィルターからなるフィルターセットを用いてＧＦＰ蛍光
を視覚化した。また、５４０ｎｍの励起フィルターと、５７０ｎｍのダイクロイックミラ
ーと、５７５ｎｍの発光フィルターからなるフィルターセットを用いてＤｓＲｅｄ蛍光を
視覚化した。
【０２３９】
　その結果、強毒系統ＳＨの１２９Ｋタンパク質の完全長、Ｎ末端側にあるメチルトラン
スフェラーゼドメイン部分を発現するプラスミドは、ＧＦＰ遺伝子でみたサイレンシング
を抑制した。しかしメチルトランスフェラーゼドメインのＮ末端側の一部だけでは抑制し
なかった（表１３および１４、図２および図３を参照のこと）。
【０２４０】
　弱毒系統ＳＨ３３ｂの１２９Ｋタンパク質の完全長、Ｎ末端側にあるメチルトランスフ
ェラーゼドメイン部分及びメチルトランスフェラーゼドメインのＮ末端側の一部を発現す
るプラスミドはサイレンシングを抑制しなかった。ＳＨとＳＨ３３ｂのＮ末端側にあるメ
チルトランスフェラーゼドメイン部分におけるアミノ酸は、一箇所だけ異なっている。従
って、本置換はサイレンシング抑制に影響していると考えられた（表１３および１４、図
２および図３を参照のこと）。
【０２４１】
　これらの結果は、サイレンシング抑制機能はタマネギとイネでの実験で同様の結果であ
った。
【０２４２】
【表１３】

【０２４３】
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【表１４】

【０２４４】
　（実施例３．他のメチルトランスフェラーゼドメインを用いた核酸構築物の作製および
形質転換）
　図５に示すメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列をコードする核酸を用いて、実施
例１に記載したのと同様の方法によりプラスミドを作製する。
【０２４５】
　作製したプラスミドを、実施例２に記載した粒子衝突手順と同様の方法を使用して、Ｒ
ＮＡサイレンシング誘導実験に供する。得られたプラスミドを、パーティクルインフロー
ガン（ＩＤＥＲＡ　ＧＩＥ－ＩＩＩ、ＴＡＮＡＫＡ　Ｃｏｍｐａｎｙ（日本））を用いて
、ヘリウムガスの圧力３．５７ｋｇ／ｃｍ２（イネの場合６．６ｋｇ／ｃｍ２）、圧力４
６０ｍｍＨｇ（イネの場合２３５ｍｍＨＧ）（２０μｌ／ショット）でタマネギの表皮（
または新芽（ｙｏｕｎｇ　ｌｅａｆ）へ衝突させる。
【０２４６】
　次に、ＩＸ７０蛍光顕微鏡（オリンパス、東京、日本）により分析する。その結果、図
５に示すメチルトランスフェラーゼ部分を発現するプラスミドでも、イネ、タマネギにお
いてサイレンシングを抑制することが確認される。
【０２４７】
　（実施例４．植物、動物および菌類におけるサイレンシング抑制効果）
　実施例２および３と同じ方法を用いて、配列番号３および図５に示すメチルトランスフ
ェラーゼ部分を発現するプラスミドを構築する。得られたプラスミドを、種々の生物に導
入する。用いた生物は、植物（タバコ、トマト、メロン、スイカ）、動物（ダニ、線虫、
ショウジョウバエ、マウス）、菌類（アカパンカビ、酵母）に導入する。その結果を、蛍
光顕微鏡にて観察し、サイレンシングが抑制されていることを確認する。
【０２４８】
　以上のように、本発明の好ましい実施形態を用いて本発明を例示してきたが、本発明は
、この実施形態に限定して解釈されるべきものではない。本発明は、特許請求の範囲によ
ってのみその範囲が解釈されるべきであることが理解される。当業者は、本発明の具体的
な好ましい実施形態の記載から、本発明の記載および技術常識に基づいて等価な範囲を実
施することができることが理解される。本明細書において引用した特許、特許出願および
文献は、その内容自体が具体的に本明細書に記載されているのと同様にその内容が本明細
書に対する参考として援用されるべきであることが理解される。
【産業上の利用可能性】
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【０２４９】
　本発明をサイレンシング抑制技術に用いることにより、遺伝子導入により生物において
有用タンパク質あるいは有用物質を大量に生産すること可能となり、食品、医薬品、農芸
化学分野等種々の分野における応用が期待される。
【図面の簡単な説明】
【０２５０】
【図１】図１（上段）は、ＣＧＭＭＶの異なるフラグメントのＰＣＲ生成物を示す。ＭＴ
　Ｄｏｍａｉｎ：ＣＧＭＭＶのメチルトランスフェラーゼドメインのＰＣＲ生成物。１２
９Ｋ　Ｄｏｍａｉｎ：ＣＧＭＭＶの１２９ｋタンパク質ドメインのＰＣＲ生成物。図１（
下段）は、ＣＧＭＭＶメチルトランスフェラーゼドメインおよび１２９ｋドメイン、各々
のコード領域を含むプラスミドの模式図を示す。
【図２】図２は、プラスミドの異なる混合物での同時粒子衝突の３６時間後、タマネギ表
皮におけるＧＦＰとＤｓＲｅｄ（コントロール）の結果を示す蛍光写真である。ＤｅＲｅ
ｄは、すべてプラスミドにおいて発現しているが、ＧＦＰは、（ｉ），（ｉｉｉ）および
（ｖ）のみ発現した。（ｉｉ），（ｉｖ）および（ｖｉ）では、サイレンスが生じたため
、発現は認められなかった。
【図３】図３は、プラスミドの異なる混合物での同時粒子衝突の３６時間後、イネ表皮に
おけるＧＦＰとＤｓＲｅｄ（コントロール）の結果を示す蛍光写真である。ＤｅＲｅｄは
、すべてプラスミドにおいて発現しているが、ＧＦＰは、（ｉ），（ｉｉｉ）および（ｖ
）のみ発現した。（ｉｉ），（ｉｖ）および（ｖｉ）では、サイレンスが生じたため、発
現は認められなかった。
【図４】図４は、ＣＧＭＭＶの遺伝子地図と実験に用いた遺伝子領域の簡略図を示す。
【図５－１】図５は、ＴＭＶ－ＫＲ、ＴＭＶ－ＲＡＫ、ＴＭＶ、ＴＯＭＶ、ＰＭＭＶ、Ｔ
ＭＧＭＶ、ＴＭＶ－ＯＢ、ＯＲＳＶ、ＴＶＣＶ、ＣＲ－ＴＭＶ、ＣＲＭＶ、ＴＭＶ－ＣＧ
、ＣＧＭＭＶ、ＳＨＭＶのメチルトランスフェラーゼのアラインメントである。
【図５－２】図５は、ＴＭＶ－ＫＲ、ＴＭＶ－ＲＡＫ、ＴＭＶ、ＴＯＭＶ、ＰＭＭＶ、Ｔ
ＭＧＭＶ、ＴＭＶ－ＯＢ、ＯＲＳＶ、ＴＶＣＶ、ＣＲ－ＴＭＶ、ＣＲＭＶ、ＴＭＶ－ＣＧ
、ＣＧＭＭＶ、ＳＨＭＶのメチルトランスフェラーゼのアラインメントである。
【図５－３】図５は、ＴＭＶ－ＫＲ、ＴＭＶ－ＲＡＫ、ＴＭＶ、ＴＯＭＶ、ＰＭＭＶ、Ｔ
ＭＧＭＶ、ＴＭＶ－ＯＢ、ＯＲＳＶ、ＴＶＣＶ、ＣＲ－ＴＭＶ、ＣＲＭＶ、ＴＭＶ－ＣＧ
、ＣＧＭＭＶ、ＳＨＭＶのメチルトランスフェラーゼのアラインメントである。
【図５－４】図５は、ＴＭＶ－ＫＲ、ＴＭＶ－ＲＡＫ、ＴＭＶ、ＴＯＭＶ、ＰＭＭＶ、Ｔ
ＭＧＭＶ、ＴＭＶ－ＯＢ、ＯＲＳＶ、ＴＶＣＶ、ＣＲ－ＴＭＶ、ＣＲＭＶ、ＴＭＶ－ＣＧ
、ＣＧＭＭＶ、ＳＨＭＶのメチルトランスフェラーゼのアラインメントである。
【図５－５】図５は、ＴＭＶ－ＫＲ、ＴＭＶ－ＲＡＫ、ＴＭＶ、ＴＯＭＶ、ＰＭＭＶ、Ｔ
ＭＧＭＶ、ＴＭＶ－ＯＢ、ＯＲＳＶ、ＴＶＣＶ、ＣＲ－ＴＭＶ、ＣＲＭＶ、ＴＭＶ－ＣＧ
、ＣＧＭＭＶ、ＳＨＭＶのメチルトランスフェラーゼのアラインメントである。
【図５－６】図５は、ＴＭＶ－ＫＲ、ＴＭＶ－ＲＡＫ、ＴＭＶ、ＴＯＭＶ、ＰＭＭＶ、Ｔ
ＭＧＭＶ、ＴＭＶ－ＯＢ、ＯＲＳＶ、ＴＶＣＶ、ＣＲ－ＴＭＶ、ＣＲＭＶ、ＴＭＶ－ＣＧ
、ＣＧＭＭＶ、ＳＨＭＶのメチルトランスフェラーゼのアラインメントである。
【図５－７】図５は、ＴＭＶ－ＫＲ、ＴＭＶ－ＲＡＫ、ＴＭＶ、ＴＯＭＶ、ＰＭＭＶ、Ｔ
ＭＧＭＶ、ＴＭＶ－ＯＢ、ＯＲＳＶ、ＴＶＣＶ、ＣＲ－ＴＭＶ、ＣＲＭＶ、ＴＭＶ－ＣＧ
、ＣＧＭＭＶ、ＳＨＭＶのメチルトランスフェラーゼのアラインメントである。
【配列表フリーテキスト】
【０２５１】
　配列番号１は、スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭＶ）の１２９Ｋタンパク質の完
全長の核酸配列の例である。
【０２５２】
　配列番号２は、スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭＶ）の１２９Ｋタンパク質の完
全長のアミノ酸配列の例である。
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【０２５３】
　配列番号３は、スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭＶ）のメチルトランスフェラー
ゼドメインの核酸配列の例である。
【０２５４】
　配列番号４は、スイカ緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭＶ）のメチルトランスフェラー
ゼドメインのアミノ酸配列の例である。
【０２５５】
　配列番号５は、実施例１において使用したＣＧＭＭＶフラグメントについてのＰＣＲ増
幅配列（ＳＨ－ＭＴ－５’Ｓ）を示す。
【０２５６】
　配列番号６は、実施例１において使用したＣＧＭＭＶフラグメントについてのＰＣＲ増
幅配列（ＳＨ－ＭＴ－３’Ｓ）を示す。
【０２５７】
　配列番号７は、実施例１において使用したＣＧＭＭＶフラグメントについてのＰＣＲ増
幅配列（ＳＨ－５’）を示す。
【０２５８】
　配列番号８は、実施例１において使用したＣＧＭＭＶフラグメントについてのＰＣＲ増
幅配列（ＳＨ－ＭＴ－３’）を示す
　配列番号９は、実施例１において使用したＣＧＭＭＶフラグメントについてのＰＣＲ増
幅配列（ＳＨ－１２９Ｋ－３’）を示す。
【０２５９】
　配列番号１０は、ＴＭＶ－ＫＲのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である
。
【０２６０】
　配列番号１１は、ＴＭＶ－ＲＡＫのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例であ
る。
【０２６１】
　配列番号１２は、ＴＭＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である。
【０２６２】
　配列番号１３は、ＴＯＭＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である。
【０２６３】
　配列番号１４は、ＰＭＭＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である。
【０２６４】
　配列番号１５は、ＴＭＧＭＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である。
【０２６５】
　配列番号１６は、ＴＭＶ－ＯＢのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である
。
【０２６６】
　配列番号１７は、ＯＲＳＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である。
【０２６７】
　配列番号１８は、ＴＶＣＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である。
【０２６８】
　配列番号１９は、ＣＲ－ＴＭＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である
。
【０２６９】
　配列番号２０は、ＣＲＭＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である。
【０２７０】
　配列番号２１は、ＴＭＶ－ＣＧのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である
。
【０２７１】



(45) JP 5266489 B2 2013.8.21

　配列番号２２は、ＣＧＭＭＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である。
【０２７２】
　配列番号２３は、ＳＨＭＶのメチルトランスフェラーゼのアミノ酸配列の例である。

【図５－１】 【図５－２】
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【図５－３】 【図５－４】

【図５－５】 【図５－６】
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【図５－７】
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】

【配列表】
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