
(57)【要約】
　【課題】　　植物を使うことによって無菌操作などの煩雑な操作を必要とせず、センサ
ーとしての感度が高いエストロゲン様物質の検出法を提供する。
　【解決手段】　　エフェクター１配列、エフェクター２配列、標的 DNA及びレポーター
遺伝子を導入することにより形質転換された植物であって、該エフェクター１配列が
プロモーター、核局在化シグナル及び標的 DNAへの結合ポリペプチドをコードする領域と
エストロゲン様物質の核内受容体のリガンド結合ポリペプチドをコードする領域からなる
キメラ遺伝子を有し、該エフェクター２配列がプロモータ、核局在化シグナル及び転写コ
アクチベータの核内受容体相互作用部位と転写活性化領域をコードするポリヌクレオチド
領域からなるキメラ遺伝子を有し、該レポーター遺伝子が該標的 DNAの下流に位置するこ
とを特徴とする形質転換植物である。この形質転換植物をエストロゲン様物質と接触させ
、この植物におけるレポータ遺伝子の発現を検出する。
　【選択図】　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
エ フ ェ ク タ ー １ 配 列 、 エ フ ェ ク タ ー ２ 配 列 、 標 的 DNA及 び レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 導 入 す る こ
と に よ り 形 質 転 換 さ れ た 植 物 で あ っ て 、 該 エ フ ェ ク タ ー １ 配 列 が プ ロ モ ー タ ー 、 核 局 在 化
シ グ ナ ル 及 び 標 的 DNAへ の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 と エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 の 核
内 受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 と か ら な る キ メ ラ 遺 伝 子 を 有 し 、
該 エ フ ェ ク タ ー ２ 配 列 が プ ロ モ ー タ 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル 及 び 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ の 核 内 受
容 体 相 互 作 用 領 域 と 転 写 活 性 化 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 と か ら な る キ メ ラ
遺 伝 子 を 有 し 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 該 標 的 DNAの 下 流 に 位 置 す る こ と を 特 徴 と す る 形 質
転 換 植 物 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 植 物 を エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 と 接 触 さ せ 、 該 植 物 に お け る 前 記 レ ポ ー タ 遺
伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と か ら 成 る エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 の 検 出 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 形 質 転 換 植 物 を 利 用 し て エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 （ エ ス ト ロ ゲ ン を 含 む ） を 検
出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 内 分 泌 撹 乱 化 学 物 質 、 通 称 「 環 境 ホ ル モ ン 」 は 、 環 境 中 で 分 解 さ れ に く い 性 質 を 持 つ も
の が 多 く 、 長 期 に わ た り 環 境 中 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 環 境 ホ ル モ ン の 多 く は 核
内 受 容 体 に 作 用 し 、 生 体 内 で 行 わ れ て い る 本 来 の 内 分 泌 系 の 情 報 伝 達 を 撹 乱 す る た め 、 生
物 の 機 能 、 特 に 生 殖 機 能 に 重 大 な 影 響 を 与 え る こ と が 示 唆 さ れ て お り 、 生 態 系 へ の 影 響 も
危 惧 さ れ て い る 。
　 動 物 の 内 分 泌 系 で 運 ば れ る ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン は 、 一 般 に 標 的 細 胞 内 で 核 内 受 容 体 と 結
合 し 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 制 御 を 行 う こ と が 知 ら れ て い る 。 核 内 受 容 体 は 大 き な 遺 伝 子 フ ァ
ミ リ ー を 形 成 し て お り 、 保 存 さ れ た ド メ イ ン 構 造 （ A/B, C, D, and E)を 持 っ て い る 。 C 
ド メ イ ン は DNAへ の 結 合 に 、 E ド メ イ ン は ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン （ リ ガ ン ド ） と の 結 合 に 関
わ っ て お り 、 E ド メ イ ン に 存 在 す る AF-2 (Activation Function 2) は リ ガ ン ド 依 存 的 に
転 写 活 性 化 を 起 こ す の に 必 要 で あ る 。 核 内 受 容 体 へ の リ ガ ン ド の 結 合 に よ り 、 AF-2と p160
 フ ァ ミ リ ー 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ ー と の 相 互 作 用 が 促 進 さ れ 、 リ ガ ン ド 依 存 的 に 標 的 遺 伝
子 の 転 写 が 活 性 化 さ れ る 。 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 は 核 内 受 容 体 フ ァ ミ リ ー に 属 し て お り 、 エ
ス ト ロ ゲ ン と の 結 合 に よ り 活 性 化 さ れ 、 標 的 遺 伝 子 の 転 写 を 活 性 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の よ う な 核 内 受 容 体 と レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 さ せ た 細 胞 等 を 利 用 し て エ ス ト ロ ゲ ン
様 物 質 を 検 出 す る バ イ オ セ ン サ ー の 開 発 は 広 く 行 わ れ て い る （ 特 許 文 献 １ 等 ） 。 こ れ ら は
通 常 エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 が 核 内 受 容 体 と 結 合 す る こ と に よ り レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 促
す こ と に 基 づ い て い る が 、 エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 が 核 内 受 容 体 と 結 合 し た 後 か ら レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 を 発 現 さ せ る ま で の 機 構 に つ い て は 様 々 な 仕 組 み が 提 案 さ れ て い る 。
　 例 え ば 、 酵 母 を 利 用 し て 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 部 位 と コ ア ク チ ベ ー タ ー
と の 間 の リ ガ ン ド 依 存 的 な 相 互 作 用 を 利 用 し た ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 法 を 用 い た エ ス ト ロ ゲ ン
様 物 質 検 出 法 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 し か し 、 こ の 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 法
は 無 菌 操 作 が 必 要 で あ り 、 抽 出 に 用 い る 有 機 溶 媒 自 体 に よ る 環 境 の 二 次 汚 染 が 懸 念 さ れ る
。
　 ま た 、 無 菌 操 作 の 要 ら な い 植 物 （ シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ） に 、 DNA結 合 部 位 、 転 写 活 性 化 部 位
及 び 核 内 受 容 体 を 組 み 合 わ せ た キ メ ラ 転 写 因 子 を 導 入 し た シ ス テ ム も 考 案 さ れ て い る （ 非
特 許 文 献 ２ ） 。 こ れ は 仕 組 み が シ ン プ ル で あ り 好 ま し い が 、 バ イ オ セ ン サ ー と し て の 感 度
の 低 い こ と が 欠 点 で あ る 。
　 更 に 、 リ ガ ン ド 依 存 性 転 写 因 子 、 コ ア ク チ ベ ー タ 及 び レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 導 入 し た 形 質
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転 換 体 に よ り 、 エ ス ト ロ ゲ ン を 検 知 す る 方 法 も 提 案 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2002-330759
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2002-247986
【 非 特 許 文 献 １ 】 Toxicology and Applied Pharmacology 154, 76-83 (1999)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 The Plant Journal (2000) 24(2), 265-273
【 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 、 エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 を 安 価 で 簡 便 に 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 植 物 を 使 う こ と
に よ っ て 無 菌 操 作 な ど の 煩 雑 な 操 作 を 必 要 と せ ず 、 セ ン サ ー と し て の 感 度 が 高 い 検 出 法 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 ６ 】
　 従 来 法 、 例 え ば 、 特 許 文 献 ２ の 方 法 の よ う に 、 コ ア ク チ ベ ー タ ー を そ の ま ま 植 物 中 で 発
現 さ せ た だ け で は 、 強 い 転 写 活 性 化 は 見 ら れ な い 。 ま た 非 特 許 文 献 ２ の 方 法 の よ う に グ ル
コ コ ル チ コ イ ド 受 容 体 や エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 を そ の ま ま 用 い た だ け で は 、 こ れ ら は 通 常 核
外 に 常 駐 し て リ ガ ン ド と 結 合 す る こ と に よ り 核 内 に 移 行 す る た め 、 セ ン サ ー と し て の 感 度
が 悪 い 。
　 し か る に 、 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 核 内 受 容 体 と DNA結 合 部 位 を 備 え た エ フ ェ ク タ ー
１ に 加 え 、 コ ア ク チ ベ ー タ ー を 改 変 し て 転 写 活 性 化 ド メ イ ン を 連 結 し た エ フ ェ ク タ ー ２ を
新 た に 導 入 す る こ と に よ り 、 本 来 エ フ ェ ク タ ー １ の 産 物 が 相 互 作 用 す る コ ア ク チ ベ ー タ ー
と の リ ガ ン ド 依 存 的 な 相 互 作 用 （ 低 濃 度 の リ ガ ン ド の 存 在 下 で 起 こ る 現 象 ） を 利 用 し て リ
ガ ン ド を 検 出 で き る よ う に な り 、 セ ン サ ー と し て の 感 度 を 格 段 に 向 上 さ せ る こ と が で き る
こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 エ フ ェ ク タ ー １ 配 列 、 エ フ ェ ク タ ー ２ 配 列 、 標 的 DNA及 び レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に よ り 形 質 転 換 さ れ た 植 物 で あ っ て 、 該 エ フ ェ ク タ ー １ 配 列 が プ ロ
モ ー タ ー 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル 及 び 標 的 DNAへ の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 と エ ス
ト ロ ゲ ン 様 物 質 の 核 内 受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 と か ら な る キ
メ ラ 遺 伝 子 を 有 し 、 該 エ フ ェ ク タ ー ２ 配 列 が プ ロ モ ー タ 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル 及 び 転 写 コ ア
ク チ ベ ー タ の 核 内 受 容 体 相 互 作 用 領 域 と 転 写 活 性 化 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 領
域 と か ら な る キ メ ラ 遺 伝 子 を 有 し 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 該 標 的 DNAの 下 流 に 位 置 す る こ
と を 特 徴 と す る 形 質 転 換 植 物 で あ る 。
　 ま た 本 発 明 は 、 こ の 形 質 転 換 植 物 を エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 と 接 触 さ せ 、 こ の 植 物 に お け る
前 記 レ ポ ー タ 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と か ら 成 る エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 の 検 出 方 法 で あ る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 形 質 転 換 植 物 を 用 い て エ ス ト ロ ゲ ン 活 性 を 持 つ 物 質 を 検 出 す る 様 子 を
図 ２ に 示 す 。 形 質 転 換 植 物 に 組 み 込 ま れ た 遺 伝 子 は 、 常 時 植 物 細 胞 内 で 発 現 さ れ て い る キ
メ ラ エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 と キ メ ラ 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ ー の ２ 種 の エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 と 、
エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 産 物 間 の リ ガ ン ド 依 存 的 な 相 互 作 用 に よ っ て 転 写 が 活 性 化 さ れ る レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ ） か ら 構 成 さ れ て い る 。 こ れ を エ ス ト ロ ゲ
ン 様 物 質 （ リ ガ ン ド ） に よ り 生 産 さ れ る 形 質 転 換 植 物 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 測
定 す る こ と に よ り 、 試 料 中 に エ ス ト ロ ゲ ン 活 性 を 有 す る 物 質 を 高 感 度 で 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 「 エ フ ェ ク タ ー １ 配 列 」 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル 及 び 標 的 DNAへ の 結 合 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 と エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 の 核 内 受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 領 域 か ら な る キ メ ラ 遺 伝 子 か ら 成 る 。 エ フ ェ ク タ ー １ 配 列 は こ れ ら の 他
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適 宜 、 真 核 生 物 由 来 の 他 の 核 内 受 容 体 の 全 部 又 は 一 部 分 を コ ー ド す る 領 域 等 を 有 し て い て
も よ い 。
　 「 プ ロ モ ー タ 」 と し て は 、 35Sプ ロ モ ー タ ー の よ う な 植 物 ウ ィ ル ス 由 来 の も の 、 ノ パ リ
ン シ ン タ ー ゼ プ ロ モ ー タ の よ う な 植 物 関 連 細 菌 由 来 の も の 、 そ の 他 植 物 細 胞 内 で 機 能 す る
天 然 あ る い は 合 成 さ れ た プ ロ モ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 「 核 局 在 化 シ グ ナ ル 」 と し て は 、 SV40ウ ィ ル ス の T抗 原 の 核 移 行 シ グ ナ ル の よ う に 直 接
核 へ の 輸 送 に 関 わ る 蛋 白 質 に 認 識 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 及 び 核 移 行 シ グ ナ ル を 有 す る
蛋 白 質 を 介 し て 間 接 的 に 輸 送 さ れ る の に 必 要 な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 「 標 的 DNAへ の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 」 は 標 的 DNAへ 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド
領 域 で あ り 、 「 標 的 DNA」 と し て 、 様 々 な 4塩 基 以 上 の 長 さ の 直 鎖 状 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
が 挙 げ ら れ る 。 標 的 DNAへ の 結 合 領 域 は こ の 標 的 DNAの 配 列 を 認 識 し て 特 異 的 に 結 合 す る ポ
リ ペ プ チ ド 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に お い て 「 エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 」 は エ ス ト ロ ゲ ン 及 び い わ ゆ る エ ス ト ロ ゲ ン 様 物
質 の 双 方 を 含 み 、 こ の よ う な 化 合 物 と し て 表 1（ 明 細 書 末 尾 ） に 記 載 の 化 合 物 （ Nishihara
 et. al., J Health Science, 46(4):282-298, 2000） が 挙 げ ら れ る 。
　 「 エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 の 核 内 受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 」 と
は 、 真 核 生 物 由 来 の エ ス ト ロ ゲ ン に 結 合 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 領 域 で あ る
。
　 「 標 的 DNAへ の 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 と エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 の 核 内 受 容 体
の リ ガ ン ド 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 と か ら な る キ メ ラ 遺 伝 子 」 は 、 こ れ ら を 含
む ポ リ ペ プ チ ド 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 し て 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 エ フ ェ ク タ ー ２ 配 列 」 は 、 プ ロ モ ー タ 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル 及 び 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ の
核 内 受 容 体 相 互 作 用 部 位 と 転 写 活 性 化 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 か ら な る キ
メ ラ 遺 伝 子 か ら 成 る 。 エ フ ェ ク タ ー ２ 配 列 は こ れ ら の 他 適 宜 転 写 不 活 性 化 領 域 を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 等 を 有 し て い て も よ い 。
「 プ ロ モ ー タ 」 及 び 「 核 局 在 化 シ グ ナ ル 」 は 上 記 エ フ ェ ク タ ー １ 配 列 で 定 義 し た 範 囲 か ら
選 択 で き 、 上 記 エ フ ェ ク タ ー １ 配 列 で 用 い た も の と 同 じ で あ っ て も 異 な っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ 」 と し て は 、 CBP/p300, p160フ ァ ミ リ ー 蛋 白 質 （ TIF2, SRC1, AC
TR, TRAP220, TIP60） 等 を 含 む 真 核 生 物 由 来 の 核 内 受 容 体 と 相 互 作 用 し て 転 写 活 性 を 上 昇
さ せ る 機 能 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 「 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ の 核 内 受 容 体 相 互 作 用 領 域 」 と は 、 NIDと 呼 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド
領 域 で  LXXLL(L=leusine) モ チ ー フ を 持 っ て い る ポ リ ペ プ チ ド 領 域 で あ る 。
　 「 転 写 活 性 化 領 域 」 と は 、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 を 直 鎖 状 に 多 く 含 む ポ リ ペ プ チ ド 領 域 、 グ ル
タ ミ ン を 直 鎖 状 に 多 く 含 む ポ リ ペ プ チ ド 領 域 な ど の よ う に 、 基 本 的 転 写 因 子 ・ 転 写 装 置 と
相 互 作 用 し て 転 写 を 活 性 化 す る ポ リ ペ プ チ ド 領 域 で あ る 。
　 「 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ の 核 内 受 容 体 相 互 作 用 領 域 と 転 写 活 性 化 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 領 域 と か ら な る キ メ ラ 遺 伝 子 」 は こ れ ら を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 領 域 を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 し て 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 標 的 DNA」 と は 、 DNA結 合 性 タ ン パ ク 質 が 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の こ と で あ り 、 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ２ 単 位 以 上 連 結 し た も の を 用 い て も よ い 。
上 記 の DNA配 列 を そ の ま ま 用 い る よ り も 、 複 数 単 位 直 列 に 配 置 し た ほ う が キ メ ラ エ ス ト ロ
ゲ ン 受 容 体 が こ の DNA 配 列 に 結 合 す る 頻 度 が 高 く な り エ ス ト ロ ゲ ン の 検 出 感 度 が 上 昇 す る
。
　 「 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 」 と し て は 、 蛍 光 蛋 白 質 、 測 定 可 能 な 活 性 を 有 す る 酵 素 、 活 性 検 出
可 能 な 酵 素 以 外 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 な ど が 挙 げ ら れ る 。
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　 こ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 標 的 DNAの 下 流 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 領 域 に は 、 こ れ ら 標 的 DNA及 び レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 他 、 植 物 の 中
で の 発 現 を 安 定 化 さ せ る た め の S/MII 配 列 （ 核 ス キ ャ ッ フ ォ ー ル ド に 結 合 性 を 有 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。 ） や 、 植 物 で の タ ン パ ク 質 合 成 を 増 や す た め の オ メ ガ 配 列 （ 翻 訳 活 性
を 上 昇 さ せ る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA上 の 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） 、 TATA BO
X等 を 連 結 し て も よ い 。 こ れ ら 以 外 に 、 適 宜 必 要 に 応 じ て 、 転 写 活 性 や 翻 訳 活 性 に 影 響 を
与 え る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 等 を 連 結 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 形 質 転 換 す る 植 物 と し て 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 タ バ コ 、 ト マ ト 、 キ ン ギ ョ ソ ウ 、
ジ ャ ガ イ モ 、 マ メ 科 植 物 等 の 双 子 葉 植 物 、 及 び ト ウ モ ロ コ シ 、 イ ネ 、 コ ム ギ 等 の 単 子 葉 植
物 を 用 い る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の よ う に 植 物 を 検 出 に 用 い る と さ ま ざ ま な 利 点 が あ る 。 植 物 の 場 合 、 根 か ら 直 接
環 境 中 の 化 学 物 質 を 吸 収 で き る の で 、 化 学 物 質 を 試 料 か ら 抽 出 精 製 す る 必 要 が な く 、 ま た
、 無 菌 操 作 が 必 要 な い 。 さ ら に 、 種 子 は 長 期 間 、 安 定 に 保 存 が で き 、 保 管 の た め の 特 別 な
装 置 も い ら な い の で 、 他 の バ イ オ ア ッ セ イ 法 と 比 べ て セ ン サ ー の 保 存 に コ ス ト が か か ら な
い 。 ま た 、 例 え ば 、 1シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 個 体 か ら 約 2000粒 の 種 子 が 得 ら れ る た め 、 大 量 生 産
に よ る 測 定 の 低 コ ス ト 化 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ れ ら 植 物 に 、 上 記 エ フ ェ ク タ ー １ 配 列 、 エ フ ェ ク タ ー ２ 配 列 、 標 的 DNA及 び レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 を 導 入 す る 。 こ の よ う な 方 法 と し て 、 土 壌 細 菌 （ ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム な ど ） を 介
し た フ ラ ワ ー デ ィ ッ ピ ン グ 法 、 エ レ ク ト ロ ポ ア レ ー シ ョ ン 法 、 マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル
ボ ン バ ー ド メ ン ト 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 形 質 転 換 植 物 と エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 と を 接 触 さ せ る 方 法 と し て は 、 エ ス ト ロ ゲ ン を 含 む
水 ・ 土 ・ 寒 天 培 地 な ど に 播 種 し 接 触 さ せ る 。 又 は エ ス ト ロ ゲ ン を 含 ま な い 水 ・ 土 ・ 寒 天 培
地 な ど に 播 種 し て 生 育 さ せ た 個 体 を 、 エ ス ト ロ ゲ ン を 含 む 水 ・ 土 ・ 寒 天 培 地 な ど に 移 植 し
て 接 触 さ せ る 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 検 出 方 法 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 種 類 に よ り 異 な る 。 例 え ば 、 レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 と し て 蛍 光 蛋 白 質 を 用 い た 場 合 に は 、 蛍 光 顕 微 鏡 ・ 蛍 光 比 色 計 に よ る 検 出 方
法 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て 測 定 可 能 な 活 性 を 有 す る 酵 素 を 用 い た 場 合 に は 、 酵 素 活 性 測
定 に よ る 方 法 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て 活 性 検 出 可 能 な 酵 素 以 外 の 蛋 白 質 を 用 い た 場 合 に
は 活 性 発 現 に よ る 植 物 生 理 機 能 ・ 形 態 変 化 の 観 察 に よ る 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。

　 以 下 、 実 施 例 に て 本 発 明 を 例 証 す る が 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 実 施 例 で は 図 １ に 示 す よ う な 遺 伝 子 を 組 み 込 ん で 形 質 転 換 植 物 を 形 成 し た 。
　 植 物 内 で 強 力 に 下 流 の 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ
ク ウ ィ ル ス （ CaMV ) 35Sプ ロ モ ー タ ー に よ り 、 hERα  LBDと LexA DBDを 含 む キ メ ラ エ ス ト
ロ ゲ ン 受 容 体 、 及 び TIF2 NIDと VP16 ADを 含 む キ メ ラ 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ ー が 形 質 転 換 シ
ロ イ ヌ ナ ズ ナ 個 体 内 で 常 時 過 剰 に 発 現 し て い る 。 こ の ２ つ の キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 SV40ウ
ィ ル ス 由 来 T抗 原 の 核 移 行 シ グ ナ ル を 含 ん で お り 、 常 時 核 内 に 局 在 し て い る 。 核 内 に お い
て 、 キ メ ラ エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で あ る GUS遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る Lex
A タ ン パ ク 質 の 標 的 配 列 （ OLexA ） に 結 合 し て い る 。 エ ス ト ロ ゲ ン が キ メ ラ エ ス ト ロ ゲ ン
受 容 体 の hERα  LBD部 分 と 結 合 す る こ と に よ り 、 hERα  LBDの 立 体 構 造 の 変 化 が 起 こ り 、 キ
メ ラ 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ ー の TIF2 NID部 分 と の 相 互 作 用 が 起 こ る 。 こ の 相 互 作 用 に よ り TI
F 2 NIDに 融 合 し た 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 由 来 VP16 ADの 転 写 活 性 化 シ グ ナ ル が 植 物 の 転 写
装 置 に 伝 わ り 、 エ ス ト ロ ゲ ン 依 存 的 に GUS遺 伝 子 の 転 写 及 び 翻 訳 が 引 き 起 こ さ れ る 。 形 質
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転 換 植 物 に お け る GUSタ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と で エ ス ト ロ ゲ ン を 検 出 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま ず 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に 導 入 す る 遺 伝 子 を 構 築 し た 。
　 キ メ ラ エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 を コ ー ド す る エ フ ェ ク タ ー １ 遺 伝 子 は カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク
ウ ィ ル ス の 35Sプ ロ モ ー タ ー （ P35S)の 下 流 に 、 SV40ウ ィ ル ス の T-抗 原 の 核 局 在 シ グ ナ ル （
NLS)・ LexA DNA結 合 性 ド メ イ ン （ LexA DBD)・ ヒ ト エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 α の リ ガ ン ド 結 合
ド メ イ ン (hERα  LBD)を 連 結 し た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 及 び ア グ ロ バ ク テ リ ウ
ム の ノ パ リ ン 合 成 酵 素 遺 伝 子 の タ ー ミ ネ ー タ ー (TNOS)を 連 結 し た 。
　 エ フ ェ ク タ ー １ 遺 伝 子 を 構 築 す る た め に 、 P35Sか ら NLSま で を コ ー ド す る 断 片 （ P35S-NL
S)、 LexA DBDを コ ー ド す る 断 片 、 hERα  LBDを コ ー ド す る 断 片 、 TNOSの 断 片 を PCR反 応 に よ
り そ れ ぞ れ 増 幅 し 調 製 し た 。
　 P35S-NLS 断 片 は  35S-NLS-GFP(静 岡 県 立 大 学 食 品 栄 養 科 学 部 、 静 岡 市 谷 田 ５ ２ 番 １ 号 、
丹 羽 康 夫 氏 よ り 分 与 し て い た だ い た 。 Curr Biol, 6: 325-30 (1996))を 鋳 型 、 5'-GGAAGCT
TGCATGCTGCAGG-3'（ 配 列 番 号 １ ） 及 び 5'-GGGCTAGCGACCTTTCTCTTCTTCTT-3'（ 配 列 番 号 ２ ）
を プ ラ イ マ ー と し て PCR反 応 を 行 い 、 5' 側 に HindIII部 位 、 3' 側 に NheI部 位 が 来 る よ う に
調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 LexA DBD 断 片 は 大 腸 菌 の ゲ ノ ム を 鋳 型 と し 、 5'-GGGCTAGCATGAAAGCGTTAACGGCC-3'（ 配
列 番 号 ３ ） 及 び 5'-GGGCCGGCCTGGTTCACCGGCAGCCAC-3'（ 配 列 番 号 ４ ） を プ ラ イ マ ー と し て P
CR反 応 を 行 い 、 大 腸 菌 の リ プ レ ッ サ ー で あ る LexA（ 配 列 番 号 ５ ， ６ ） の 1～ 87番 目 の 87ア
ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 領 域 の 5' 側 に NheI部 位 、 3' 側 に FseI部 位 が 来 る よ う に 調 製 し た 。
　 hERα  LBD 断 片 は 、 hER(GenBank: NM_0000125)の 281～ 323番 目 の 43ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す
る  N 末 端 側 断 片 と 、 324～ 595番 目 の 272ア ミ ノ 酸 と 終 止 コ ド ン を コ ー ド す る C末 端 側 断 片
に 分 け て 増 幅 し た 。
　 両 断 片 と も ヒ ト 卵 巣  cDNA ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し 、 N末 端 側 断 片 は 5'-GGGGCCGGCCGTCT
GCTGGAGACATGAGA-3'（ 配 列 番 号 ７ ） 及 び 5'-GGGCTCAGCATCCAACAAGGCACTGAC-3'（ 配 列 番 号
８ ） を プ ラ イ マ ー と し て PCR反 応 を 行 い 、 5' 側 に FseI部 位 、 3' 側 に Bpu1102I部 位 が 来 る
よ う に 調 製 し た 。
　 C 末 端 側 断 片 は 内 部 の HindIII部 位 を 塩 基 置 換 に よ り 破 壊 し 、 5'-GGGCTGAGCCCCCCATACTC
TATTCCGAGTATGATCCTACCAGACCCTTCAGTGAGGCTT-3'（ 配 列 番 号 ９ ） 及 び 5'-GGGCGGCCGCTCAGAC
TGTGGCAGGGAA-3'（ 配 列 番 号 １ ０ ） を プ ラ イ マ ー と し て PCR反 応 を 行 い 、 5' 側 に Bpu1102I
部 位 、 3' 側 に NotI部 位 が 来 る よ う に 調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 TNOS 断 片 は  pBI221(CLONTECH, Palo Alto , CA , USA)を 鋳 型 と し 、 5'-GGGCGGCCGCGAA
TTTCCCCGATCGTTC-3'（ 配 列 番 号 １ １ ） 及 び 5'-GGGAATTCACTAGTCCGATCTAGTAACATAGA-3'（ 配
列 番 号 １ ２ ） を プ ラ イ マ ー と し て PCR反 応 を 行 い 、 5' 側 に NotI部 位 、 3' 側 に EcoRI部 位 が
来 る よ う に 調 製 し た 。
　 上 記 の 4つ の 断 片 を pBI221 (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, USA)の HindIII
・ EcoRI部 位 に 挿 入 す る こ と に よ り エ フ ェ ク タ ー  1プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 キ メ ラ コ ア ク チ ベ ー タ ー を コ ー ド す る エ フ ェ ク タ ー ２ 遺 伝 子 は P35Sの 下 流 に 、 T抗 原 の
核 局 在 シ グ ナ ル (NLS)・ ヒ ト 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ ー の 一 部 （ hTIF2 NID)（ human transcrip
tional intermediately factor 2 nuclear receptor interaction domain)・ 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ ィ ル ス の VP16の 転 写 活 性 化 ド メ イ ン （ VP16 AD)を 連 結 し た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
遺 伝 子 及 び TNOSを 連 結 し た 。
　 エ フ ェ ク タ ー 2遺 伝 子 を 構 築 す る た め に 、 P35Sか ら NLSま で を コ ー ド す る 断 片 、 hTIF2 NI
Dを コ ー ド す る 断 片 、 VP16 ADを コ ー ド す る 断 片 を PCRに よ り そ れ ぞ れ 増 幅 し 調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 P35S-NLS 断 片 は  35S-NLS-GFPを 鋳 型 と し 、 5'-GGAAGCTTGCATGCTGCAGG-3'（ 配 列 番 号 １
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３ ） 及 び 5'-GGGGGGGGATCCGACCTTTCTCTTCTTC-3'（ 配 列 番 号 １ ４ ） を プ ラ イ マ ー と し て PCR
反 応 を 行 い 、 5' 側 に HindIII部 位 、 3' 側 に BamHI部 位 が 来 る よ う に 調 製 し た 。
　 hTIF2 NID断 片 は ヒ ト 肝 臓 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し 、 5'-GGGGATCCGAGAGAGCTGACGGGC
AG-3'（ 配 列 番 号 １ ５ ） 及 び 5'-GGTCATGAAGTGCTCTGTGAAATTCG-3'（ 配 列 番 号 １ ６ ） を プ ラ
イ マ ー と し て PCR反 応 を 行 い 、 hTIF2の 624番 目 か ら 869番 目 ま で の 246ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す
る 領 域 を 、 5' 側 に BamHI部 位 、 3' 側 に BspHI部 位 が 来 る よ う に 調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 VP16 AD断 片 は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス の 転 写 因 子 VP16遺 伝 子 (GenBank M15621, Clontech
, Palo Alto, CA, USA)を 鋳 型 と し 、 5'-GGCCATGGGCCCCCCCGACCGATGTCAGCCTGGGGGACGGCTGC
ACTTAGACGGCGAGGACGTGGCGATGGCGCACGCCGACGCGCT-3'（ 配 列 番 号 １ ７ ） 及 び 5'-CCGAGCTCCTA
CCCACCGTACTCGTC-3'（ 配 列 番 号 １ ８ ） を プ ラ イ マ ー と し て PCR反 応 を 行 い 、 VP16の 413番 目
か ら 490番 目 ま で の 78ア ミ ノ 酸 と 終 止 コ ド ン を コ ー ド す る 領 域 を 、 5' 側 に NcoI部 位 、 3' 
側 に SacI部 位 が 来 る よ う に 調 製 し た 。 こ の と き 、 内 部 の SalI部 位 を 塩 基 置 換 に よ り 破 壊 し
た 。
　 上 記 の 3つ の 断 片 を pBI221の HindIII-SacI部 位 に 連 続 し て 挿 入 す る こ と に よ り 、 エ フ ェ
ク タ ー  2プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ を コ ー ド す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は  LexA 蛋 白 質 の 標 的 DNA 配 列 （ 8 回
繰 り 返 し た 配 列 ） に P35Sの TATA配 列 を 連 結 し た キ メ ラ プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 、 翻 訳 増 幅 配
列 (Ω 配 列 )、 大 腸 菌 の グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 全 長 及 び TNOSを 連 結 し て あ
る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 構 築 す る た め に 、 LexAの 標 的 配 列 の オ ク タ マ ー 断 片 、 P35Sの TATA
ボ ッ ク ス か ら Ω 配 列 ま で の TATA-Ω 断 片 、 HindIII-BamHIリ ン カ ー を 調 製 し た 。
　 LexAの 標 的 配 列 は 、 5'-GATCCATACTGTATGAGCATACAGTATACTGTATGAGCATACAGTA-3'（ 配 列 番
号 １ ９ ） と 5'-GATCTACTGTATGCTCATACAGTATACTGTATGCTCATACAGTATG-3'（ 配 列 番 号 ２ ０ ） を
ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 BamHIと BglIIの 制 限 酵 素 部 位 に は さ ま れ た LexAの 標 的 配 列 の ダ イ マ ー
断 片 を 調 製 し た 。
　 こ れ を 4コ ピ ー 縦 列 に つ な ぎ 、 LexAの 標 的 配 列 の オ ク タ マ ー 断 片 を 、 5' 側 に BamHI部 位
、 3' 側 に BglII部 位 が 来 る よ う に 調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 TATA-Ω 断 片 は 、 35S-NLS-GFPを 鋳 型 と し 、 5'-GGAGACTCGCATGCGCAAGACCCTTCCTC-3'（ 配
列 番 号 ２ １ ） 及 び 5'-CCCGGGACTAGTTGTAATTGTAAATAGTAA-3'（ 配 列 番 号 ２ ２ ） を プ ラ イ マ ー
と し て PCRを 行 い 、 5' 側 に BglII部 位 、 3' 側 に SmaI部 位 が 来 る よ う に 調 製 し た 。
　 HindIII-BamHI リ ン カ ー は 、 一 本 鎖 オ リ ゴ DNA 5'-AGCTTGGACTAGAGCTTG-3'（ 配 列 番 号 ２
３ ） と 5'-GATCCAAGCTCTAGTCCA-3'（ 配 列 番 号 ２ ４ ） を 二 本 鎖 に ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 調 製 し
た 。 上 記 の 3つ の 断 片 を pBI221(BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, USA)の HindII
I-SmaI部 位 に 連 続 し て 挿 入 す る こ と に よ り 、 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 形 質 転 換 植 物 に お け る 、 こ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 安 定 化 さ せ る た め に タ バ コ （ Ni
cotiana tabacum） の Matrix attachment regionで あ る Scaffold/Matrix attachment regi
ons II(S/M II)を LexAの 標 的 配 列 の オ ク タ マ ー 断 片 の 5' 側 に 導 入 す る た め に 、 タ バ コ ゲ
ノ ム DNAを 鋳 型 と し 、 5'-GAATTCGAGTCCAAAATGTTGGCATTTAG-3'（ 配 列 番 号 ２ ５ ） 及 び 5'-GAA
TTCAAGCTTTTCGAAATCAACGTTTGT-3'（ 配 列 番 号 ２ ６ ） を プ ラ イ マ ー と し て PCR反 応 を 行 い 、 S
/M IIの 5' 側 に EcoRI部 位 , 3' 側 に HindIII及 び EcoRI部 位 が 来 る よ う に DNA断 片 を 調 製 し
た 。
　 こ の 断 片 を  pGEM-T vector(Promega Corp., Madison, WI, USA)に 挿 入 す る こ と に よ り
、 S/M IIプ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 作 製 し た 各 プ ラ ス ミ ド を 制 限 酵 素 処 理 す る こ と で 得 ら れ た エ フ ェ ク タ ー  1 断 片 （ Hind 
III - EcoRI 断 片 ） 、 エ フ ェ ク タ ー  2断 片 （ Hind III - EcoRI 断 片 ） 、 S/M II断 片 （ Eco
RI - Hind III 断 片 ） を 、 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド の Hind III部 位 に 挿 入 す る こ と に よ り 、
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二 つ の エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 と 一 つ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド （ 以 下 「 ツ ー エ フ
ェ ク タ ー プ ラ ス ミ ド 」 と い う 。 ） を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 次 に 上 記 で 作 製 し た ツ ー エ フ ェ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を 用 い て シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ へ の 遺 伝 子 導
入 を し た 。 こ の 形 質 転 換 植 物 作 製 に お い て シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の Columbia 株 （ 野 生 種 ） を 用
い た 。
　 ツ ー エ フ ェ ク タ ー プ ラ ス ミ ド を エ レ ク ト ロ ポ ア レ ー シ ョ ン 法 で ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム  C58
 株 に 導 入 後 、 こ の ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に 感 染 さ せ る こ と に よ り 、 形 質
転 換 を 行 っ た 。 形 質 転 換 処 理 を し た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ か ら 得 ら れ た 種 子 （ T1 種 子 ） を  1 % 
sucrose, 0.8 % 植 物 用 寒 天 、 50μ g/ml カ ナ マ イ シ ン 、 100μ g/ml ク ラ フ ォ ラ ン を 含 む  M
S 寒 天 培 地 に 播 種 し 、 導 入 遺 伝 子 を 持 つ 形 質 転 換 植 物 体 の 選 抜 を 行 っ た 。 カ ナ マ イ シ ン 耐
性 を 持 つ T1個 体 か ら T2種 子 得 た 。 ま た 、 T2個 体 か ら T3種 子 を 得 た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 実 施 例 で は 、 実 施 例 １ で 得 た 形 質 転 換 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に お け る GUS遺 伝 子 の エ ス ト ロ
ゲ ン 濃 度 依 存 的 な 発 現 誘 導 を 調 べ た 。
　 T3の 種 子 を 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル （ WAKO Pure Chemical Inds.） を 含 む  MS 寒 天 培 地
に 播 種 し た 。 １ 週 間 生 育 さ せ た 形 質 転 換 個 体 を 用 い て 、 GUS遺 伝 子 の 発 現 の 様 子 を GUS活 性
染 色 法 及 び GUS活 性 測 定 法 に よ り 調 べ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 エ ス ト ロ ゲ ン に よ る 形 質 転 換 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 誘 導 は 以 下
の 方 法 で 行 っ た 。 エ ス ト ロ ゲ ン （ 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル ） を 含 MS寒 天 培 地 （ DMSO, WAKO 
Pure Chemical Inds.） に 溶 解 し た 状 態 で MS寒 天 培 地 に 10000分 の 1量 添 加 し た ) 上 に 形 質
転 換 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 種 子 を 播 種 し 、 ３ 日 間 ４ ℃ 暗 所 に 置 い た 。 そ の 後 、 22℃ 、 明 所 に お
い て 、 所 定 日 数 だ け 発 芽 ・ 生 育 さ せ 、 そ の 期 間 、 形 質 転 換 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ は 連 続 的 に エ ス
ト ロ ゲ ン に 曝 露 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 GUS活 性 染 色 法 は 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。 エ ス ト ロ ゲ ン に 曝 露 さ れ た 形 質 転 換 シ ロ イ ヌ ナ
ズ ナ の GUS染 色 を 行 っ た 。 植 物 体 を 染 色 液 （ 2 mM  5-ブ ロ モ -ク ロ ロ -イ ン ド リ ル -β -D-グ
ル ク ロ ニ ド （ X-Gluc)、 50 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ pH 7.0)、 10 mM EDTA、 0.1% 
Triton X-100, 0.5 mMフ ェ リ シ ア ニ ド 、 0.5 mM フ ェ ロ シ ア ニ ド )に 浸 し 、 15分 間 デ シ ケ ー
タ ー の 中 で 減 圧 処 理 を 行 っ た 。 そ の 後 、 37℃ で 3時 間 静 置 し 、 植 物 体 を 70% エ タ ノ ー ル に
浸 し て 葉 緑 素 を 取 り 除 き 、 観 察 を 行 っ た 。 そ の 結 果 を 図 ３ に 示 す 。
　 GUS染 色 法 は 、 植 物 体 全 体 を 用 い て 行 わ れ 、 GUSタ ン パ ク 質 が 基 質 で あ る X-Glucを 分 解 し
て 得 ら れ る イ ン デ ィ ゴ ブ ル ー の 発 色 が 、 0.05 nM以 上 の エ ス ト ロ ゲ ン 濃 度 で 形 質 転 換 個 体
の 根 の 部 分 に 観 察 さ れ た 。 GUS染 色 が 観 察 さ れ た 部 分 は 直 接 寒 天 培 地 に 接 触 し て い た 部 位
で あ り 、 培 地 か ら 植 物 体 内 に エ ス ト ロ ゲ ン が 拡 散 に よ っ て 浸 透 し た 結 果 で あ る と 思 わ れ る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 GUS活 性 測 定 法 は 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。 エ ス ト ロ ゲ ン に 曝 露 さ れ た 形 質 転 換 シ ロ イ ヌ ナ
ズ ナ か ら 抽 出 し た タ ン パ ク 質 中 の GUS活 性 を 測 定 し た 。 処 理 し た 植 物 体 20個 体 を 液 体 窒 素
中 で 凍 ら せ た 後 、 ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て パ ウ ダ ー 状 に し た 。 そ こ に 抽 出 バ ッ フ ァ ー （ 50
 mM NaH 2 PO 4 、 10 mM EDTA、 0.1% Triton X-100、 0.1% N-ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン ナ ト リ ウ
ム 、 10 mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル )を 加 え て 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 抽 出 し た 。 GUS活 性 の
測 定 に は  4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル -β -D-グ ル ク ロ ニ ド (4-MUG)を 基 質 と し て 用 い た 。 終
濃 度 1 mMと な る よ う に 4-MUGを 加 え た 抽 出 バ ッ フ ァ ー に 抽 出 し た タ ン パ ク 質 液 を 加 え て 、 3
7℃ で 1 時 間 反 応 さ せ た 。 １ 時 間 後 に 0.2 M Na 2 CO 3 を 加 え て 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 。 GUSの
触 媒 作 用 に よ り 4-MUGか ら 遊 離 し た 4-MUの 濃 度 を 蛍 光 分 光 光 度 計 （ 日 立  F-4500） を 用 い て
測 定 し た （ 波 長 365 nmの 光 で 励 起 し て 放 出 さ れ る 455 nmの 波 長 を 測 定 ） 。 ま た 、 溶 液 中 の
タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し 、 蛍 光 分 光 光 度 計 で の 測 定 で 得 ら れ た 値 を 溶 液 中 に 含 ま れ る 全 タ
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ン パ ク 質 量 に よ っ て 補 正 し て デ ー タ を 標 準 化 し た 。 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 形 質 転 換 植 物 は 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル 0.05 nMか ら 0.8 nM ま で の 間 で GUS遺 伝 子 の 発 現
上 昇 を 示 し 、 5 nM以 上 の 濃 度 で は GUS遺 伝 子 の 発 現 の 減 少 が 見 ら れ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 実 施 例 で は 、 形 質 転 換 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ エ ス ト ロ ゲ ン 曝 露 日 数 に お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の 活 性 の 変 化 を 調 べ た 。 エ ス ト ロ ゲ ン に よ る 形 質 転 換 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に お け る レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 発 現 誘 導 は 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 行 っ た 。
　 T3 種 子 を 1 nMの 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル を 含 む MS 寒 天 培 地 に 播 種 し 、 3～ 14日 間 生 育 さ
せ た 。 生 育 さ せ た 形 質 転 換 個 体 を 回 収 し 、 GUS遺 伝 子 の 発 現 の 様 子 を GUS活 性 測 定 法 に よ り
調 べ た 。 そ の 結 果 を 図 ５ に 示 す 。
　 GUS遺 伝 子 の 活 性 は 曝 露 日 数 を 経 る ご と に 減 少 し て い く 様 子 が 見 ら れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 実 施 例 で は 、 形 質 転 換 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の エ ス ト ロ ゲ ン ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 示 す 物 質 へ の
応 答 を 調 べ た 。 エ ス ト ロ ゲ ン に よ る 形 質 転 換 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に お け る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発
現 誘 導 は 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 で 行 っ た 。
　 形 質 転 換 後 ２ 世 代 目 (T2)種 子 を 異 な る 濃 度 の エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 で あ る ジ エ チ ル ス チ ル
ベ ス テ ロ ー ル （ DES)（ ICN Biomedicals Inc. (CT, USA)） 、 p-n-ノ ニ ル フ ェ ノ ー ル （ NP)
（ WAKO Pure Chemical Inds.） 、 ビ ス フ ェ ノ ー ル  A (BPA)（ WAKO Pure Chemical Inds.）
、 ゲ ニ ス テ イ ン （ EXTRASYNTHESE S. A. (Genay, France)） を 含 む MS 寒 天 培 地 に 播 種 し 、
１ 週 間 生 育 さ せ た 。 形 質 転 換 個 体 に お け る 、 GUS遺 伝 子 の 発 現 の 様 子 を GUS活 性 測 定 法 に よ
り 調 べ た 。 そ の 結 果 を 図 ６ （ Ａ ） ～ （ Ｄ ） に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 DES は  0.1 nMか ら 応 答 を 示 す 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 得 ら れ た 。 ま た 、 NP は  1000 nM よ
り 、 BPA は 100 nM よ り 、 ゲ ニ ス テ イ ン は 1 nM よ り そ れ ぞ れ GUS遺 伝 子 の 発 現 の 上 昇 が 見
ら れ た 。 ま た 、 GUS遺 伝 子 発 現 の た め の 各 々 の ア ゴ ニ ス ト の 至 適 濃 度 は 、 DES 10 nM, BPA 
100 nM, ゲ ニ ス テ イ ン  10 nMで あ っ た 。 NP は 1000 nMか ら GUS遺 伝 子 発 現 の 上 昇 が 見 ら れ
た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 形 質 転 換 植 物 の 種 子 を エ ス ト ロ ゲ ン 用 物 質 を 含 む 水 の 中 に 入 れ 、 光 照 射 下 で 発
芽 ・ 育 成 さ せ る と 、 エ ス ト ロ ゲ ン を 含 む 寒 天 培 地 で 行 っ た 場 合 と 同 等 の 感 度 を 示 す 。 こ の
こ と か ら 、 被 検 試 料 が 水 溶 液 の 場 合 、 試 料 中 に 種 子 を 入 れ る だ け と い う 非 常 に 簡 単 な 操 作
で エ ス ト ロ ゲ ン 濃 度 の 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 コ ア ク チ ベ ー タ ー は 多 く の 核 内 受
容 体 と 相 互 作 用 す る こ と が で き る の で 、 用 い る 受 容 体 を 変 え る こ と で 他 の 多 く の 環 境 ホ ル
モ ン 検 出 系 の 開 発 に 対 応 す る こ と が で き る 。 実 際 の 環 境 中 に 存 在 す る 環 境 ホ ル モ ン の 濃 度
は 非 常 に 低 濃 度 で あ り 、 本 発 明 の 検 出 方 法 は 検 出 感 度 が 高 い た め 、 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ シ
ス テ ム の 構 築 が 可 能 と な っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 表 １ 」
1,1,1,2-Tetrachloroethane, 1,2,3-Trichlorobenzene, 1,2,3-Trichloroethane, 1,2,3-
Trimethylbenzene, 1,2,4,5-Tetramethylbenzene, 1,2,4-Trichlorobenzene, 1,2,4-Trim
ethylbenzene, 1,2-Dibromoethane, 1,2-Dichlorobenzene, 1,2-Diethylbenzene, 1,2-Di
methylnaphthalene, 1,2-Dinitrobenzene, 1,2-Epoxyethlbenzene, 1,3,5-Triethyltolue
ne, 1,3,5-Trimethylbenzene, 1,3,5-Triphenylcyclohexane, 1,3-Dichloro-2-propanol,
 1,3-Dichloropropene,mixture, 1,3-Diphenylpropane, 1,4-Dichlorobenzene, 1,4-Diet
hylbenzene, 1,4-Dioxane, 1,6-Dinitropyrene, 1,8-Dimethylnaphthalene, 1,8-Dinitro
pyrene, 1.2-Dibromo-3-chloropropane, 10-Hydroxy benzo[a]pyrene, 11-Hydroxy benzo
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[a]pyrene, 12-Hydroxy benzo[a]pyrene, 17a-Estradiol, 17a-Ethynylestradiol, 1a-Ph
enyl-4a-(1'phenylethyl)tetralin, 1a-Phenyl-4e-(1'phenylethyl)tetralin, 1-Butanol
, 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene, 1-Chloro-2-nitrobenzene, 1e-Phenyl-4a-(1'phenylet
hyl)tetralin, 1e-Phenyl-4e-(1'phenylethyl)tetralin, 1e-Phenyl-4e-(1'-phenylethyl
)tetralin, 1-Hydroxy pyrene, 1-Methylnaphthalene, 1-Nitropyrene, 1-Nonanol, 1-Tr
idecanol, 2,2',2''-Nitrilotriethanol, 2,2-Bis(3,5-dibromo-4-hydroxyphenyl) propa
ne, 2,2'-Dihydroxybiphenyl, 2,4,5-Trichlorophenol, 2,4,5-Trichlorophenoxyacetic 
acid, 2,4,6-Triphenyl-10hexene, 2,4-Diaminotoluene, 2,4-Diaminotoluene, 2,4-Dich
loroaniline, 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-Dinitroaniline, 2,4-Diphenyl-bu
tane, 2,5-Dichloroaniline, 2,6-Dimethylnaphtalene, 2^Aminoethanol, 2-Aminoanthra
cene, 2-Aminoanthraquinone, 2-Aminotoluene, 2-Butoxyethyl phthalate, 2-Chloro-1,
1,2-trifluoroethyl ethyl ether, 2-Ethoxyethanol, 2-Ethyltoluene, 2-Hydroxy enzo[
a]pyrene, 2-Hydroxy fluorine, 2-Hydroxydibenzofuran, 2-Hydroxyethyl methacrylate
 2-Mercaptobenzothiazole, 2-Mercaptoimidazoline, 2-Methyl-1-propanol, 2-Methylph
enol, 2-Methylpyridine, 2-Nitrofluorene, 2-Nitrophenel, 2-Phenylene diamine, 2-s
ec-Butylphenol, 2-tert-Butylphenol, 3,3',4,4',5-Pentachlorobiphenyl(PCB 126), 3,
4-Dichlorophenol, 3,8-Dihydroxy-2,8-dichlorodibenzofuran, 3-Aminophenol, 3-Ethyl
toluene, 3-Methylcholanthrene(MC), 3-Nitrofluoranthene, 3-Nitrophenol, 3-tert-Bu
tylphenol, 4-(branched)-Nonylphenol, 4,4'-Dihydroxybenzophenone, 4,4'-dihydroxyb
iphenyl, 4,4'-Thiobiphenyl, 4-Acryloyloxyethyl trimeritic acid, 4-Acryloyloxyeth
yl trimeritic acid , nhydrate, 4-Amino butylbenzoate, 4-Aminobenzoic acid, 4-Ami
nobenzoic acid diglucoside, 4-Bromophenol, 4-Chloro-3,5-xylenol, 4-Chloro-3-meth
ylphenol, 4-Chloroaniline, 4-Chlorophenol, 4-Choronitrobenzene, 4-Chorortoluene,
 4-Ethylphenol, 4-Hydroxy benzo[a]pyrene, 4-Hydroxy-2',3,5,5'-tetrachlorobipheny
l, 4-Hydroxy-2',4',6'-trichlorobiphenyl, 4-Hydroxy-4'-monochlorobiphenyl, 4-Hydr
oxyacetophenone, 4-Hydroxybenzaldehyde, 4-Hydroxybenzoic acidm, 4-Hydroxybipheny
l, 4-Hydroxy-tamoxifen, 4-iso-Propyl-3-methylphenol, 4-Methacryloyloxyethl trime
ritic acid, 4-Methacryloyloxyethl trimeritic acid anhydrate, 4-Methylphenol, 4-n
-Butylphenol, 4-n-Heptylphenol, 4-n-Hexylphenol, 4-Nitroquinoline-N-oxide, 4-Nit
rotoluene, 4-n-Nonylphenol, 4-n-Octylphenol, 4-Nonylphenol polyethyoxylate(10), 
4-Nonylphenol polyethyoxylate(15), 4-Nonylphenol polyethyoxylate(2), 4-Nonylphen
ol, olyethyoxylate(23), 4-Nonylphenol polyethyoxylate(5), 4-n-Pentylphenol, 4-n-
Propylphenol, 4-sec-Butylphenol, 4-tert-Butylbenzoic acid, 4-tert-Butylphenol, 4
-tert-Octylphenol, 4-tert-Octylphenol, 4-tert-Octylphenol polyethoxylate(10), 4-
tert-Octylphenol, polyethoxylate(15), 4-tert-Octylphenol polyethoxylate(2), 4-te
rt-Octylphenol, polyethoxylate(23), 4-tert-Octylphenol polyethoxylate(5), 4-tert
-Pentylphenol, 4-Toluenesulfonamide, 5-Hydroxy benso[a]pyrene, 6-Hydroxy benso[a
]pyrene, 6-Hydroxy-3,4-dichlorodibenzofuran, 7-Hydroxy benzo[a]pyrene, 7-Hydroxy
-1,2,3,6,8-pentachlorodibenzofuran, 7-Hydroxy-3,4-dichlorodibenzofuran, 8-Hydrox
y enzo[a]pyrene, 8-Hydroxy-2,3,4-trichlorodibenzofuran, 8-Hydroxy-2-menochlorodi
benzofuran, 8-Hydroxy-3,4,6-trichlorodibenzofuran, 8-Hydroxy-3-monochlorodibenzo
furan, 8-Hydrozy-3,4-dichlorodibensofuran, 9-Hydroxy benso[a]pyrene, 9-Hydroxy f
luorine, 9-Hydroxy-2,6-dichlorodibenzofuran, 9-Hydroxy-3,4-dichlorodibenzofuran,
 Acephate, Acetaldehyde, Acetamide, Acetyleugenol, Acylamide, Adipic acid, Aflat
oxin B1, a-Hexachlorocyclohexane, Alachlor, Aldicarb, Aldrin, a-Methylstyrene, A
mitrole, Aniline, Anthracene, Antimony(III) chloride, Apigenin, Aplysiaterpenoid
 A, Atrazine, Benz[a]antharacene, Benzaldehyde, Benzalkonium chloride, Benzo[a]p
yrene, Benzo[b]fluoranthene, Benzo[e]pyrene, Benzo[g,h,i]perylen, Benzo[k]fluora
nthene, Benzoepinesulfate, Benzoic acid, Benzophenone, Benzylalcohol, Benzylbuty
l phthalate, b-Estradiol-17-acetate, b-Hexachlorocyclohexane, Bifenox, Biochanin
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 A, Biphenyl, Bis(2-chloroethyl)ether, Bis(4-hydroxypheny)methane, Bis(4-hydroxy
phenyl)sulfone, Bisphenol A, Bisphenol-Abischloroformate, Bisphenol-A-diglycidyl
, ether, Bisphenol-A-dimethacrylate, Bisphenol-A-ehoxylate, Bisphenol-A-ehoxylat
e diacrylate, Bisphenol-A-proxylate, Bisphenolo-A-bischloroformate, Bisphenolo-A
-diglycidyl ether, Bisphenolo-A-dimethacrylate, Bisphenolo-A-ethoxylate, Bisphen
olo-A-ethoxylate diacrylate, Bisphenolo-A-proxylate, Boric acid, BPMC, Bromobuti
de, Bromodichloromethane, Bromoform, b-Sitosterol, Butylated hydroxyanisole, But
ylated hydroxytoluene, Cadmium chloride, Campharquinone, Captans, Caravacrol, Ca
rbaryl, Carbendazim, Carbofuran, Catechol, Chinomethionat, Chlorhexidine glucona
te, Chlornitrofen, Chlorobenside, Chlorobenze, Chlorobenzilate, Chlorodibromomet
hane, Chloropropham, Chlorothalonil, Chlorpyrifos-methyl, cis-1,2-Diphenylcyclob
utane, cis-Stilbene, Clomiphene, compound, Copper(II) sulfate, Coumaric, acid, C
oumestrin, Coumestrol, Cucumechinoside D, Cumene, Cyanazin, Cyclohexanol, Cycloh
exanone, Cyclohexylamine, Cyclosporin A, Cyfluthrin, Cyhalothrin, Cypermetrin, D
aidzein, Daidzin, Dethyl adipate, Dexamethasone, Di-2-ethylhexyl adipate, Di-2-e
thylhexyl phathalate, Diazinon, Dibenz[a,h]anthracene, Dibenzyl ether, Dibutyl a
dipate, Dibutyl phthalate, Dichlorvos, Dicloran, dicyclohexyl phthalate, Dicyclo
hexylamine, Dicyclopentadiene, Didecyldimethylammmonium , hloride, Dieldrin, Die
thoxyleneglycol dimethacrylate, Diethyl phthalate, Diethyl sulfate, Diethylbenze
ne, mixture, Diethylene glycol, Diethylstilbesterol, Diflubenzuron, Diheptyl, ph
thalate, Dihidroglycitein, Dihydrogenistein, Dihydrotestosterone, Di-iso-butyl a
dipate, Di-iso-butylphathalate, Di-iso-decyl phathalate, Di-iso-nonyl phthalate,
 Di-iso-octyl, phthalate, Di-iso-propyl adipate, Di-iso-prppyl phthalate, Dimepi
perate, Dimethoate, Dimethyl adipate, Dimethyl phthalate, Di-n-butyl phthalate, 
Di-n-hexyl phthalate, Di-n-pentyl phthalate, Di-n-propyl phthalate, Diphenyl car
bonate, Diphenylamine, Diphenylmethane, Dipropyl phthalate, Dodecyl polyethoxyla
te(15), Dodecyl polyethoxylate(3), Dodecyl polyethoxylate(5), Dodecyl polyethoxy
late(9), Endosulfan(a-Benzoepin), Endosulfan(b-Benzoepin), Endosulfan(Benzoepin)
, Endrin, Epichlorohydrin, EPN, Equol, Esprocarb, Estriol, Estrone, Ethanolamine
, Ethyl 4-hydroxybenzoate, Ethyl benzene, Ethyl parathion, Ethylcarbamate, Ethyl
ene glycol, Ethylene glycol monoethyl ether, Ethylenediaminetetraacettic acid 2N
a, Eugenol, Fenbutatin oxide, Fenitrothion, Fenobcarb, Fenvalerate, Feruic acid,
 Flavone, Fluazifop-butyl, Flucythrinate, Fluvalinate, Formaldehyde, Genistein, 
Genistin, g-Hexachlorocyclohexane, Glutaraldehyde, Glycitein, Glycitin, Glycyrrh
izic acid 2K, Glyoxal, Heptachlor epoxide, Hexachloro-1,3-butadiene, Hexachlorop
hene, Hinokitiol, Hinokitiol acetylglucoside, Hinokitiol glucoside, Hippuric aci
d Na, Hydroquinone, Hydroxy-flutamide, Hydroxylamine sulfate, Hydroxy-tetrachlor
obiphenyl, Hydroxy-trichlorobiphenyl, IBP, Iprodione, Isoeugenol, Isophorone, Is
oprothiolane, Isoxathion, Kaempferol, Kelthane, Kojic acid, Lead nitrate, Linuro
n, Malaoxon, Malathion, Maneb, Manzeb, Marthasteroside A1, Mefenacet, Melanine, 
MelQx, Menadione, Mercury(II) sulfate, Merhyl methacrylate, Metamitron, Methidat
hion, Methomyl, Methoxychlor, Methyl, 4-hydroxybenzoate, Methylmercury chloride,
 Metribzin, Microcystin RR, Molinate, Monochloroacetic acid, Monoethoxyleneglyco
l dimethacrylate, Morpholine, N,N-Dimethylaniline, N,N-Dimethylformamide, Naphta
halene, Naringenin, n-Butyl acrylate, n-Butylbenzene, n-Decyl alcohol, Nebron, N
eophethylglycol dimethacrylate, N-Ethylaniline, Nichel(II) chloride, Nitrilotria
cetic acid, Nitrofen, n-Methyl 4-hydroxybenzoate, N-Nirtosodiethylamine, N-Nitro
sodimethylamine, N-Nitrosodiphenylamine, Nonoxynol iodide, N-Phenyl-1-naphthylam
ine, N-Phenyl-2-naphthylamine, n-propyl 4-hydroxybenzoate, o,p'-DDD, o,p'-DDE, o
,p'-DDT, o-Tolidine, p,p'-DDD, p,p'-DDE, p,p'-DDT, Paraquat, Pendimethalin, Pent
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achloronitrobenzene, Pentachlorophenol, Permethrin, Phenol, Phenthoate, Phenylhy
drazine, Phloretin, PhlP, Phosalone, Polyalkilpolyaminoethylglycine HCl, Potassi
um cyanide, Pottasium dichromate(IV), Pretiachlor, Primiphos-methyl, Procymidone
, Propanil, Propazin, Propoxur, Propyzamide, Pyrene, Quercetin, Quinolin, Resorc
inol, Simazine, Simetryne, Sodium arsenite, Sodium lairyl sulfate, Sodium molybd
ate, Sodium selenate, Styrene, Tamoxifen, Tefluthrin, Terephtalicacid, Teststero
ne, Tetrabromobisphenol A, Tetrachlorobisphenol A, Tetrachloroethylene, Tetrachl
orofthalide, Tetrachlorovinphos, Tetraethylenepentamine, Thallium(I) chloride, T
hiabendazole, Thiobencarb, Thiophanate-methyl, Thiourea, Thiram, Thymol, Toluene
, Toxaphene, trans-1,2-Diphenylcyclobutane, trans-Stilbene, Triadimefon, Triadim
enol, Tributyl phiosphate, Tributyltin(IV) chloride, Triethoxyleneglycol dimetha
crylate, Triethylamine, Triethylenetetraamine, Trifluralin, Triforine, Trimethyl
propane triacrylate, Trimethylpropane trimethacrylate, Triphenyltin(IV) chloride
, Tris(2-chloroethyl) phosphate, Tris(butoxyethyl) phosphate, Trp-P-2, Tyramine,
 Tyrosine, Urethane dimethacrylate, Vinclozolin, Vinylacetic acid, Xylylcarb, Zi
neb, Ziram
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 図 １ 】 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に 導 入 し た 遺 伝 子 の 構 造 を 示 す 図 で あ る 。 NPT II: ネ オ マ イ シ ン
リ ン 酸 基 転 移 酵 素 コ ー ド 遺 伝 子 、 NLS: SV40ウ ィ ル ス 由 来 T 抗 原 の 核 局 在 シ グ ナ ル 、 LexA 
DBD: 大 腸 菌 由 来 Lex A タ ン パ ク 質 の DNA 結 合 部 位 , hERα  LBD: ヒ ト 由 来 エ ス ト ロ ゲ ン 受
容 体 の リ ガ ン ド 結 合 部 位 、 TIF2: ヒ ト 由 来 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ ー TIF 2 コ ー ド 遺 伝 子 、 VP
16 AD: 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス の VP16 タ ン パ ク 質 の 転 写 活 性 化 領 域 、 GUS: 大 腸 菌 由 来 ?-
グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 、 Pnos: 土 壌 細 菌 由 来 の ノ パ リ ン 合 成 酵 素 の プ ロ モ ー
タ ー 、 P35S: カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ ィ ル ス の 35S RNAプ ロ モ ー タ ー 、 Tnos: 土 壌 細 菌 由
来 の 転 写 終 結 配 列 、 O L e x A  * 8: 連 続 し た 8個 の LexA タ ン パ ク 質 の DNA 標 的 配 列 、 S/M2:タ
バ コ 由 来 の 核 マ ト リ ッ ク ス 相 互 作 用 DNA 領 域  II, ?:翻 訳 活 性 化 DNA 配 列
【 図 ２ 】 植 物 ツ ー エ フ ェ ク タ ー シ ス テ ム に よ る エ ス ト ロ ゲ ン 検 出 の 分 子 メ カ ニ ズ ム を 示 す
図 で あ る 。 常 時 核 内 に 発 現 す る hERα  LBDと LexA DBDを 含 む キ メ ラ エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 が
、 レ ポ ー タ ー で あ る GUS遺 伝 子 の 上 流 に あ る OLex Aに 結 合 し て い る 。 エ ス ト ロ ゲ ン の hERα
 LBD へ の 結 合 に よ り 、 TIF2と VP16 ADを 含 む キ メ ラ 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ ー と の リ ガ ン ド 依
存 的 な 相 互 作 用 が 起 こ る 。 こ れ に よ り VP16 ADの 転 写 活 性 化 シ グ ナ ル が 植 物 の 転 写 装 置 に
伝 わ り 、 GUS遺 伝 子 の 転 写 、 翻 訳 が 引 き 起 こ さ れ る 。 GUSタ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る
こ と で エ ス ト ロ ゲ ン を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 図 ３ 】 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル  濃 度 依 存 的 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 示 す 図 で あ る
。 図 中 の 横 棒 は 1 mmを 示 す 。
【 図 ４ 】 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル  濃 度 依 存 的 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 示 す 図 で あ る
。 縦 軸 は GUS比 活 性 (pmols 4-MU h - 1  mg protein - 1  )を 示 す 。 誤 差 は 独 立 し た 実 験 を ３ 回
行 っ て 算 出 し た 。
【 図 ５ 】 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル 曝 露 日 数 に 依 存 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 量 の 変 動 を
示 す 図 で あ る 。 縦 軸 は GUS比 活 性 (pmols 4-MU h - 1  mg protein - 1  )を 示 す 。 誤 差 は 独 立 し
た 実 験 を ３ 回 行 っ て 算 出 し た 。
【 図 ６ 】 さ ま ざ ま な エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 に 対 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 応 答 性 を 示 す 図 で あ
る 。 エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 と し て (A)ジ エ チ ル ス チ ル ベ ス テ ロ ー ル (DES)、 (B)ゲ ニ ス テ イ ン
、 (C)ビ ス フ ェ ノ ー ル  A(BPA)、 (D)p-n-ノ ニ ル フ ェ ノ ー ル (NP)を 用 い た 。 縦 軸 は GUS比 活 性
(pmols 4-MU h - 1  mg protein - 1  )を 示 す 。 誤 差 は 独 立 し た 実 験 を ３ 回 行 っ て 算 出 し た 。

10

20

30

40

(12) JP 2006-14672 A 2006.1.19



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 6月 27日 (2005.6.27)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
【 図 １ 】 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に 導 入 し た 遺 伝 子 の 構 造 を 示 す 図 で あ る 。 NPT II: ネ オ マ イ シ ン
リ ン 酸 基 転 移 酵 素 コ ー ド 遺 伝 子 、 NLS: SV40ウ ィ ル ス 由 来 T 抗 原 の 核 局 在 シ グ ナ ル 、 LexA 
DBD: 大 腸 菌 由 来 Lex A タ ン パ ク 質 の DNA 結 合 部 位 , hERα  LBD: ヒ ト 由 来 エ ス ト ロ ゲ ン 受
容 体 の リ ガ ン ド 結 合 部 位 、 TIF2: ヒ ト 由 来 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ ー TIF 2 コ ー ド 遺 伝 子 、 VP
16 AD: 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス の VP16 タ ン パ ク 質 の 転 写 活 性 化 領 域 、 GUS: 大 腸 菌 由 来 -
グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 、 Pnos: 土 壌 細 菌 由 来 の ノ パ リ ン 合 成 酵 素 の プ ロ モ ー
タ ー 、 P35S: カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ ィ ル ス の 35S RNAプ ロ モ ー タ ー 、 Tnos: 土 壌 細 菌 由
来 の 転 写 終 結 配 列 、 O L e x A  * 8: 連 続 し た 8個 の LexA タ ン パ ク 質 の DNA 標 的 配 列 、 S/M2:タ
バ コ 由 来 の 核 マ ト リ ッ ク ス 相 互 作 用 DNA 領 域  II, :翻 訳 活 性 化 DNA 配 列
【 図 ２ 】 植 物 ツ ー エ フ ェ ク タ ー シ ス テ ム に よ る エ ス ト ロ ゲ ン 検 出 の 分 子 メ カ ニ ズ ム を 示 す
図 で あ る 。 常 時 核 内 に 発 現 す る hERα  LBDと LexA DBDを 含 む キ メ ラ エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 が
、 レ ポ ー タ ー で あ る GUS遺 伝 子 の 上 流 に あ る OLex Aに 結 合 し て い る 。 エ ス ト ロ ゲ ン の hERα
 LBD へ の 結 合 に よ り 、 TIF2と VP16 ADを 含 む キ メ ラ 転 写 コ ア ク チ ベ ー タ ー と の リ ガ ン ド 依
存 的 な 相 互 作 用 が 起 こ る 。 こ れ に よ り VP16 ADの 転 写 活 性 化 シ グ ナ ル が 植 物 の 転 写 装 置 に
伝 わ り 、 GUS遺 伝 子 の 転 写 、 翻 訳 が 引 き 起 こ さ れ る 。 GUSタ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る
こ と で エ ス ト ロ ゲ ン を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 図 ３ 】 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル  濃 度 依 存 的 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 示 す 図 で あ る
。 図 中 の 横 棒 は 1 mmを 示 す 。
【 図 ４ 】 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル  濃 度 依 存 的 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 示 す 図 で あ る
。 縦 軸 は GUS比 活 性 (pmols 4-MU h - 1  mg protein - 1  )を 示 す 。 誤 差 は 独 立 し た 実 験 を ３ 回
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行 っ て 算 出 し た 。
【 図 ５ 】 17β -エ ス ト ラ ジ オ ー ル 曝 露 日 数 に 依 存 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 量 の 変 動 を
示 す 図 で あ る 。 縦 軸 は GUS比 活 性 (pmols 4-MU h - 1  mg protein - 1  )を 示 す 。 誤 差 は 独 立 し
た 実 験 を ３ 回 行 っ て 算 出 し た 。
【 図 ６ 】 さ ま ざ ま な エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 に 対 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 応 答 性 を 示 す 図 で あ
る 。 エ ス ト ロ ゲ ン 様 物 質 と し て (A)ジ エ チ ル ス チ ル ベ ス テ ロ ー ル (DES)、 (B)ゲ ニ ス テ イ ン
、 (C)ビ ス フ ェ ノ ー ル  A(BPA)、 (D)p-n-ノ ニ ル フ ェ ノ ー ル (NP)を 用 い た 。 縦 軸 は GUS比 活 性
(pmols 4-MU h - 1  mg protein - 1  )を 示 す 。 誤 差 は 独 立 し た 実 験 を ３ 回 行 っ て 算 出 し た 。
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