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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）配列番号１に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポリヌクレ
オチド；または
　（ｂ）配列番号２に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメント
をコードするポリヌクレオチド
に相補的な、少なくとも１５の連続するヌクレオチド長の核酸配列を含む核酸分子であっ
て、該イネのプロラミンポリペプチドの発現を減少させるアンチセンス活性によって該核
酸分子を含まない該イネと比較して該イネにおける種子タンパク質の総量を減少させる活
性を有する核酸分子。
【請求項２】
前記相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長は、少なくとも５０の連続するヌ
クレオチド長である、請求項１に記載の核酸分子。
【請求項３】
　（ａ）配列番号１に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポリヌクレ
オチド；または
　（ｂ）配列番号２に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメント
をコードするポリヌクレオチド
に由来する、少なくとも１５の連続するヌクレオチド長の核酸配列を含む核酸分子であっ
て、該イネのプロラミンポリペプチドの発現を減少させるアンチセンス活性によって該核
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酸分子を含まない該イネと比較して該イネにおける種子タンパク質の総量を減少させる活
性を有する核酸分子。
【請求項４】
　（Ａ）（ａ）配列番号１に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポリ
ヌクレオチド；または
　（ｂ）配列番号２に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメント
をコードするポリヌクレオチド
に由来する、少なくとも１５の連続するヌクレオチド長の核酸配列を含む核酸配列Ａ；お
よび
　（Ｂ）（ａ）配列番号１に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポリ
ヌクレオチド；または
　（ｂ）配列番号２に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメント
をコードするポリヌクレオチド
に相補的な、少なくとも１５の連続するヌクレオチド長の核酸配列を含む核酸配列Ｂ、
を含む因子であって、該イネのプロラミンポリペプチドの発現を減少させることによって
該因子を含まない該イネと比較して該イネにおける種子タンパク質の総量を減少させるＲ
ＮＡｉを引き起こす因子。
【請求項５】
前記核酸配列Ａと前記核酸配列Ｂとは、互いに実質的に相補的である部分を含む、請求項
４に記載の因子。
【請求項６】
前記核酸配列Ａと前記核酸配列Ｂとは、互いに実質的に相補的である、請求項４に記載の
因子。
【請求項７】
さらに、スペーサー配列を含む、請求項４に記載の因子。
【請求項８】
前記スペーサー配列は、イントロン配列を含む、請求項４に記載の因子。
【請求項９】
前記スペーサー配列は、前記核酸配列Ａと前記核酸配列Ｂとの間に含まれる、請求項８に
記載の因子。
【請求項１０】
　（ａ）配列番号１に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポリヌクレ
オチド；または
　（ｂ）配列番号２に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメント
をコードするポリヌクレオチド
に相補的な、少なくとも１５の連続するヌクレオチド長の核酸配列を含む核酸配列Ｂを含
む核酸カセットであって、該イネのプロラミンポリペプチドの発現を減少させるアンチセ
ンス活性によって該核酸カセットを含まない該イネと比較して該イネにおける種子タンパ
ク質の総量を減少させる活性を有する核酸分子を含む、核酸カセット。
【請求項１１】
外来遺伝子をコードする核酸配列をさらに含む、請求項１０に記載の核酸カセット。
【請求項１２】
　（ａ）配列番号１に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポリヌクレ
オチド；または
　（ｂ）配列番号２に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメント
をコードするポリヌクレオチド
に由来する、少なくとも１５の連続するヌクレオチド長の核酸配列を含む核酸配列Ａをさ
らに含む、請求項１０に記載の核酸カセット。
【請求項１３】
さらに、スペーサー配列を含む、請求項１２に記載の核酸カセット。
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【請求項１４】
前記スペーサー配列は、イントロン配列を含む、請求項１３に記載の核酸カセット。
【請求項１５】
前記スペーサー配列は、前記核酸配列Ａと、前記核酸配列Ｂとの間に含まれる、請求項１
３に記載の核酸カセット。
【請求項１６】
さらに、シグナル配列を含む、請求項１２に記載の核酸カセット。
【請求項１７】
前記シグナル配列は、前記外来遺伝子の上流に配置される、請求項１６に記載の核酸カセ
ット。
【請求項１８】
前記シグナル配列は、貯蔵タンパク質のシグナル配列である、請求項１６に記載の核酸カ
セット。
【請求項１９】
前記シグナル配列は、プロラミンシグナル配列である、請求項１６に記載の核酸カセット
。
【請求項２０】
さらに、プロモーター配列を含む、請求項１１に記載の核酸カセット。
【請求項２１】
前記プロモーター配列は、前記外来遺伝子および前記核酸配列Ｂの両方に作動可能に連結
される、請求項２０に記載の核酸カセット。
【請求項２２】
前記外来遺伝子および前記核酸配列Ｂの両方に、独立して別個のプロモーター配列が作動
可能に連結される、請求項１１に記載の核酸カセット。
【請求項２３】
前記外来遺伝子に作動可能に連結されるプロモーター配列（プロモーター配列Ａ）と、前
記核酸配列Ｂに作動可能に連結されるプロモーター配列（プロモーター配列Ｂ）とは互い
に異なる、請求項２２に記載の核酸カセット。
【請求項２４】
前記プロモーター配列Ｂは、種子に高いレベルで発現されるプロモーター配列である、請
求項２３に記載の核酸カセット。
【請求項２５】
前記プロモーター配列Ｂは、貯蔵タンパク質プロモーターに由来する、請求項２３に記載
の核酸カセット。
【請求項２６】
前記プロモーター配列Ｂは、貯蔵タンパク質プロモーターに由来し、前記プロモーター配
列Ａとは異なる、請求項２３に記載の核酸カセット。
【請求項２７】
前記プロモーター配列Ｂは、ポリユビキチンプロモーター、２６ｋグロブリンプロモータ
ー、グルテリンＡプロモーター、グルテリンＢプロモーター、１６ｋＤａプロラミンプロ
モーター、１３ｋＤａプロラミンプロモーターおよび１０ｋＤａプロラミンプロモーター
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２３に記載の核酸カセット。
【請求項２８】
前記プロモーター配列Ａは、貯蔵タンパク質プロモーターに由来する、請求項２３に記載
の核酸カセット。
【請求項２９】
前記プロモーター配列Ａは、前記核酸配列Ｂに天然に付随するプロモーター配列である、
請求項２３に記載の核酸カセット。
【請求項３０】
前記プロモーター配列Ａは、２６Ｋグロブリンプロモーター、グルテリンＡプロモーター
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、グルテリンＢプロモーター、１６ｋＤａプロラミンプロモーター、１０ｋＤａプロラミ
ンプロモーターおよび１３ｋＤａプロラミン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２３に記載の核酸カセット。
【請求項３１】
前記プロモーター配列Ａは、プロラミンプロモーターである、請求項２３に記載の核酸カ
セット。
【請求項３２】
前記プロモーター配列Ａは、プロラミンプロモーターに由来し、前記プロモーター配列Ｂ
は、該プロラミンプロモーター以外のプロモーターに由来する、請求項２３に記載の核酸
カセット。
【請求項３３】
前記外来遺伝子と前記プロモーター配列との間にインフレームでシグナル配列を含む、請
求項２１に記載の核酸カセット。
【請求項３４】
さらに、ターミネーター配列を含む、請求項１２に記載の核酸カセット。
【請求項３５】
前記ターミネーター配列は、１０ｋＤａプロラミンのターミネーター配列である、請求項
３４に記載の核酸カセット。
【請求項３６】
さらに外来遺伝子を含み、そして該外来遺伝子は、前記核酸配列Ａおよび前記核酸配列Ｂ
よりも上流に存在する、請求項１２に記載の核酸カセット。
【請求項３７】
前記核酸配列Ａと前記核酸配列Ｂとの間にスペーサー配列を含む、請求項３６に記載の核
酸カセット。
【請求項３８】
前記核酸配列Ａと前記核酸配列Ｂとの間にイントロン配列を含む、請求項３６に記載の核
酸カセット。
【請求項３９】
核酸カセットを製造するための方法であって、該核酸カセットは、イネのプロラミンポリ
ペプチドの発現を減少させるアンチセンス活性によって該核酸カセットを含まない該イネ
と比較して該イネにおける種子タンパク質の総量を減少させる活性を有し、
　Ａ）（ａ）配列番号１に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポリヌ
クレオチド；または
　（ｂ）配列番号２に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメント
をコードするポリヌクレオチド
に相補的な、少なくとも１５の連続するヌクレオチド長の核酸配列を含む核酸配列Ｂと、
　（ａ）配列番号１に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポリヌクレ
オチド；または
　（ｂ）配列番号２に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメント
をコードするポリヌクレオチド
に由来する、少なくとも１５の連続するヌクレオチド長の核酸配列を含む核酸配列Ａと
を含むセットの上流に作動可能にプロモーター配列Ｂを有し、
　外来遺伝子が該プロモーター配列Ｂよりも上流または下流に配置され、
　該外来遺伝子には作動可能にプロモーター配列Ａが連結されている、核酸カセットを提
供する工程、
　Ｂ）該核酸カセットを用いて植物を形質転換する工程；および
　Ｃ）該形質転換された植物について、プロラミンの発現量が一部減少しているものを選
択する工程、
を包含する、方法。
【請求項４０】
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請求項１に記載の核酸分子を含む、ベクター。
【請求項４１】
プロモーター活性を有する配列をさらに含む、請求項４０に記載のベクター。
【請求項４２】
前記プロモーター活性を有する配列は、貯蔵タンパク質のプロモーターである、請求項４
１に記載のベクター。
【請求項４３】
前記プロモーター活性を有する配列は、前記プロラミンのプロモーターである、請求項４
０に記載のベクター。
【請求項４４】
ターミネーターをさらに含む、請求項４０に記載のベクター。
【請求項４５】
選択マーカーをコードする配列をさらに含む、請求項４０に記載のベクター。
【請求項４６】
請求項１に記載の核酸分子とは異なる外来遺伝子をコードする配列をさらに含む、請求項
４０に記載のベクター。
【請求項４７】
請求項１に記載の核酸分子を含む、プロラミンポリペプチドの発現が減少されたイネ細胞
。
【請求項４８】
請求項１に記載の核酸分子とは異なる外来遺伝子をコードする核酸分子をさらに含む、請
求項４７に記載の細胞。
【請求項４９】
ジャポニカ種のイネ細胞である、請求項４７に記載の細胞。
【請求項５０】
２対の染色体の両方に、請求項１に記載の前記核酸分子が導入された、請求項４７に記載
の細胞。
【請求項５１】
前記イネは低グルテリン含量イネである、請求項４７～５０のいずれか１項に記載の細胞
。
【請求項５２】
前記低グルテリン含量イネはＬＧＣ－１である、請求項５１に記載の細胞。
【請求項５３】
請求項４７～５２のいずれか１項に記載の細胞を含む、イネ組織。
【請求項５４】
請求項１に記載の核酸分子を含む、プロラミンポリペプチドの発現が減少されたイネ植物
体。
【請求項５５】
請求項１に記載の核酸分子とは異なる外来遺伝子をコードする核酸分子をさらに含む、請
求項５４に記載の植物体。
【請求項５６】
ジャポニカ種のイネ植物体である、請求項５４に記載の植物体。
【請求項５７】
２対の染色体の両方に、請求項１に記載の前記核酸分子が導入された、請求項５４に記載
の植物体。
【請求項５８】
低グルテリン含量イネである、請求項５４～５７のいずれか１項に記載の植物体。
【請求項５９】
前記低グルテリン含量イネはＬＧＣ－１である、請求項５８に記載の植物体。
【請求項６０】
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請求項５４～５９のいずれか１項に記載の植物体から生産された、イネ種子。
【請求項６１】
請求項５５に記載の植物体、または請求項５５に記載の植物体から生産されたイネ種子か
ら生産された、前記外来遺伝子の遺伝子産物を含む、組成物。
【請求項６２】
イネ植物において種子中のタンパク質の発現量を減少させる方法であって、
　Ａ）請求項１に記載の核酸分子を提供する工程；
　Ｂ）該核酸分子を該イネ植物の細胞に導入する工程；
　Ｃ）該イネ細胞を再分化させてトランスジェニックイネ植物を作出する工程；および
　Ｄ）該トランスジェニックイネ植物から種子を得る工程、
を包含する、方法。
【請求項６３】
前記導入する工程は、アグロバクテリウム法による、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
さらに、
　Ｅ）前記核酸分子が導入されたイネ植物の細胞を選択する工程、
を包含する、請求項６２に記載の方法。
【請求項６５】
前記選択する工程は、抗生物質に対する耐性を判定することによって行われる、請求項６
４に記載の方法。
【請求項６６】
前記イネ植物は低グルテリン含量イネである、請求項６２～６５のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項６７】
前記低グルテリン含量イネはＬＧＣ－１である、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
イネ植物種子中で外来遺伝子を発現させる方法であって、
　Ａ）請求項１に記載の核酸分子を提供する工程；
　Ｂ）該外来遺伝子をコードする核酸分子を提供する工程；
　Ｃ）該請求項１に記載の核酸分子および該外来遺伝子をコードする核酸分子を該イネ植
物の細胞に導入する工程；
　Ｄ）該細胞を再分化させてトランスジェニックイネ植物を作出する工程；ならびに
　Ｅ）該トランスジェニックイネ植物から種子を得る工程、
を包含する、方法。
【請求項６９】
前記導入する工程は、アグロバクテリウム法による、請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
さらに、
　Ｆ）前記核酸分子が導入されたイネ植物の細胞を選択する工程、
を包含する、請求項６８に記載の方法。
【請求項７１】
前記選択する工程は、抗生物質に対する耐性を判定することによって行われる、請求項７
０に記載の方法。
【請求項７２】
さらに
　Ｇ）前記種子から前記外来遺伝子の遺伝子産物を分離する工程、
を包含する、請求項６８に記載の方法。
【請求項７３】
前記イネ植物は、低グルテリン含量イネである、請求項６８～７２のいずれか１項に記載
の方法。
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【請求項７４】
前記低グルテリン含量イネはＬＧＣ－１である、請求項７３に記載の方法。
【請求項７５】
請求項６８～７４のいずれか１項に記載の方法によって生産された、前記外来遺伝子の遺
伝子産物を含む、組成物。
【請求項７６】
イネ植物において種子中のタンパク質の発現量を減少させるための、請求項１に記載の核
酸分子の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
　本発明は、植物の機能改良に関する。より詳細には、本発明は、貯蔵タンパク質の発現
を低減させる方法および外来タンパク質を効率よく発現させる方法ならびにそれらに使用
するアンチセンス構築物、ＲＮＡｉ構築物、組成物、装置などに関する。別の局面では、
本発明は、ネイティブのタンパク質に代えて目的のタンパク質を置き換えて発現させる方
法に関する。
【背景技術】
　イネなどの穀物を含む植物の機能改良は、植物の遺伝子操作技術の進歩とともに、顕著
な進展を見せている。当初は病虫害抵抗性や除草剤耐性など、主に農家を対象とした栽培
面における改良が進められたが、最近ではむしろ、消費者にアピールできる要素の大きい
食用部分の形質変換に力が入れられるように変わってきている。様々な生理機能ペプチド
や抗体のような外来機能性タンパク質を植物に発現させる研究は世界中で行われており、
特に種子については、長期に安定して保存できることから、そのような外来機能性タンパ
ク質の生産装置として注目されており（特開２００２－５８４９２号公報、Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｒｅｅｄｉｎｇ　９：１４９－１５８（２００２））、同時に種子に発現させ
るためのプロモーターの研究もされている（Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．３
９：８８５－８８９（１９９８））。
　イネなどの穀物種子では、種子中のタンパク質含量は数％～１０％とされており、その
大部分は貯蔵タンパク質という形態で存在している。貯蔵タンパク質は、発芽の際に窒素
栄養源となるもので、それ以外の生理機能は有さないとされている。一般にタンパク質は
、その溶解性に基づいて、グルテリン、プロラミン、グロブリン、アルブミンの４つに大
別されるが、貯蔵タンパク質のタイプには植物種ごとに特徴がある。マメ科種子において
はグロブリンが主要貯蔵タンパク質であることが多い一方、穀類などの単子葉植物では、
一部例外を除いてプロラミンが主要貯蔵タンパク質である（Ｊ．Ｅｘｐ．Ｂｏｔａｎｙ　
５３：９４７－９５８（２００２））。
　イネは、穀類の中では例外的にグルテリンが主要な貯蔵タンパク質で、種子タンパクの
６０～７０％を占める。グルテリン遺伝子群は、ハプロイドゲノムあたり約１０個の遺伝
子より構成されており、これらの遺伝子群はコード領域においてアミノ酸レベルで６０～
６５％の相同性を示す２つサブファミリーＧｌｕＡおよびＧｌｕＢに分類される。また、
それぞれのサブファミリーにはアミノ酸レベルで８０％以上の相同性を示す５個程度の遺
伝子が含まれている。グルテリンは、進化的にはマメの貯蔵タンパク質グロブリンと類縁
関係を持っており、アミノ酸組成は比較的必須アミノ酸に富んでいて栄養価が高い。いっ
ぽうプロラミンは、イネ種子タンパク質の２０～３０％を占め、グルテリンに次ぐ含有量
を持つ。特徴としては、グルタミンを多量に含み、またプロリンも比較的多く含まれる一
方、必須アミノ酸であるリジンは極めて少なく、栄養価が低い。プロラミンはゲノム中に
、少しずつアミノ酸配列が異なっている類似した構造の遺伝子が複数存在することが知ら
れており、その総数は２５～１００の間であると推定されている。このほかの貯蔵タンパ
クとしては、分子量２６ＫＤａのグロブリンが数％を占めている。種子中においては、貯
蔵タンパク質は、プロテインボディと呼ばれる顆粒状の細胞内構造に蓄積される。種子を
タンパク質の製造工場とするなら、プロテインボディはタンパク質の倉庫の役割を果たす
。イネでは、由来・外観が全く異なる２種のプロテインボディを胚乳中に共存させている
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点でも特徴的であり、それぞれプロテインボディ１（プロラミンが蓄積）、プロテインボ
ディ２（グルテリンとグロブリンが蓄積）と呼ばれる（Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓ
ｉｏｌ．２８：１５１７－１５２７（１９８７）；Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．８８：
６４９－６５５（１９８８）；Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１６：１０３
－１１３（１９９９）；醸協（１９９３）４１４－４２０；稲学大成第３巻３２－３９（
１９９０）および稲学大成第３巻３１７－３２５（１９９０））。
　貯蔵タンパク質を改変する試みは、いろいろな作物でなされており、主に栄養価の改善
、加工特性の改善をめざしたものである。イネの場合は、日本酒醸造や米加工食品の原料
として低タンパクであることが好まれるため、放射線照射または変異原処理したイネ変異
体プールより、主要な種子貯蔵タンパク質の含量や組成が低減した変異系統の探索が精力
的に行われている（Ｉｉｄａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｔｈｅｏｒ．Ａｐｐｌ．Ｇ
ｅｎｅｔ．９４，１７７－１８３；Ｉｉｄａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｔｈｅｏｒ
．Ａｐｐｌ．Ｇｅｎｅｔ．８７，３７４－３７８；Ｃｒｏｐ　Ｓｃｉ．３９：８２５－８
３１（１９９９）；育種学研究４（別１）６６（２００２）；育種学雑誌４７（別２）６
３２（１９９７）；育種学雑誌４７（別２）１７６（１９９７）；育種学雑誌４５（別２
）５０２（１９９５）；および育種学雑誌４５（別１）５０８（１９９５））。これまで
のところ、特定のグルテリンおよびグルテリン含有量が減少した変異イネは研究が進んで
おり、これはグルテリンがイネの主要な貯蔵タンパクであり、ターゲットとして有力であ
ることにも起因している。代表的な低グルテリンイネ系統としては、突然変異によるＬＧ
Ｃ－１と、アンチセンス法による組換え低グルテリンイネ系統（特許３１４９９５１号公
報；育種学研究３：１３９－１４９（２００１）およびＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｒｅｅｄ
ｉｎｇ　８：２７３－２８４（２００１））が知られている。このうちＬＧＣ－１につい
ては、変異の原因遺伝子は１遺伝子で優性遺伝することが明らかにされ、最近単離された
（Ｔｈｅ　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　１５，１４５５－１４６７，（２００３））。その構
造は、本来は向かいあわせに２つのグルテリン遺伝子（ＧｌｕＢ４とＧｌｕＢ５）が転写
されるゲノム領域のうち、２つの遺伝子に挟まれた両者のターミネーター領域が欠落して
いた。これにより、ＧｌｕＢ４プロモーターによる転写は、本来の終結点を超えてＧｌｕ
Ｂ５遺伝子までをアンチセンス方向に転写し、その結果ＧｌｕＢ４とＧｌｕＢ５の相同領
域が２本鎖ＲＮＡを形成することで、ＲＮＡｉ現象による貯蔵タンパク質グルテリン全般
の発現抑制が起きていた。突然変異はそのまま交配育種に利用できることから、自身や他
のイネと交配した後代の系統が品種登録にまで至っている（農業技術５５（１０）、２６
－２９（２０００）および育種学研究４：３３－４２（２００２））。ただし、ＬＧＣ－
１遺伝子はグルテリン発現抑制のための最適構造をとっているとは言いがたく、そのため
にＬＧＣ－１においても、なお原品種の３０～５０％に及ぶグルテリンが残っている。な
お本発明においても貯蔵タンパク質の発現抑制のためにＲＮＡｉ現象を利用しているが、
最適な構造の構築遺伝子を用いることにより、発現抑制の効率を大きく上昇させ、技術的
に大きな進歩をもたらしていることに意義がある。また低グルテリンイネ系統に共通する
問題点としては、確かにグルテリンは原品種より大きく減少しているが、その反動として
プロラミンの著しい増大が見られる。これは一般に種子内のタンパク質を一定に保とうと
する調節機構が働いており、グルテリンが足りないことを感知してプロラミン合成を増大
させるためである。その意味では。低グルテリン系統は、貯蔵タンパク組成を改変した米
であっても、低タンパク質化には十分成功していない。
　いっぽう、プロラミンについては、栄養価に乏しく、消化性が悪く、米の加工特性や米
飯の味を低下させるとされていることから、低下させることが望まれている。既にいくつ
かの変異イネが知られているものの（Ｉｉｄａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｔｈｅｏ
ｒ．Ａｐｐｌ．Ｇｅｎｅｔ．９４，１７７－１８３；Ｉｉｄａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．（１９
９３）Ｔｈｅｏｒ．Ａｐｐｌ．Ｇｅｎｅｔ．８７，３７４－３７８；育種学研究４（別１
）６６（２００２）；育種学雑誌４７（別２）６３２（１９９７）；育種学雑誌４７（別
２）１７６（１９９７）；育種学雑誌４５（別２）５０２（１９９５）；および育種学雑
誌４５（別１）５０８（１９９５）１５～１９）、プロラミン低下の度合いが小さい、あ
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るいは別の変異が同時に起こって稔実しなかったなどの理由から、有望系統の選抜は遅れ
ている。このため、プロラミンが著しく増大するという、一連のグルテリン低減系統の問
題点を解決する目処はたっていない。このように、低プロラミンイネの開発は今後の課題
として残っている。
　冒頭に述べた通り、種子を有用タンパク質の製造装置（バイオリアクター）として利用
する研究が注目を集めている。種子は食品として長く食べてきた歴史もあるため、有害物
質の混入のリスクが小さいメリットがあり、また特別な精製操作なしに、そのまま食べら
れる点も大きい。このような場合に貯蔵タンパク質が減少した種子を使えば、余剰のアミ
ノ酸が効率良く外来タンパク質合成にまわるため、発現が増大する可能性がある。貯蔵タ
ンパク質を減少させ、その分を有用タンパク質におきかえたとしても、窒素源としての機
能は果たし得るので、種子生理的にも問題はおきにくいと考えられる。また、イネの場合
、グルテリンとプロラミンは厳密にわけられて別々の顆粒に集積することから、そのしく
みをうまく使って、プロテインボディに集積させることでより発現量を高めたり、有用タ
ンパク質を精製しやすくすることも考えられている。例えば、貯蔵タンパク質プロラミン
のシグナル配列は、同一種はもとより、イネ科種子、例えばコムギ、オオムギ、トウモロ
コシの貯蔵タンパク質でもホモロジーが高いことから、これらの配列を用いてプロテイン
ボデイ１にタンパク質を集積させることができる可能性がある。
　しかし、機能性作物の創出をめざして種子に外来タンパク質を発現させた既存の成果（
特開２００２－１７１８７号公報；特開平７－２１３１８５号公報；および特表２００１
－５１８３０５号公報、育種学研究５（別２）２９４（２００３））においては、多くの
場合は通常の品種が発現に用いられている。その場合、種子内のアミノ酸プールの大部分
がイネの貯蔵タンパク質合成に消費され、有用タンパク質生産のために使える量は非常に
限定されてしまう。結果として、有用タンパク質発現レベルが限定され、機能改変の効率
は良くない。また、貯蔵タンパク質変異イネを外来タンパク質発現に使った例（特開２０
０２－５８４９２号公報）においても、グルテリン低減イネは種子タンパク質総量として
はオリジナルとほぼ同等のため、やはり有用タンパク質と貯蔵タンパク質で種子内のアミ
ノ酸プールの競合の問題は解決されていない。このように既存の技術においては、外来タ
ンパク質の効率的な発現系を用いているとは言えない。
　低タンパク質イネがあれば、何らかの形で米のタンパク質を除去して用いる場合にも、
少ない労力でタンパク質を除けることから有用である。一般的な食用米や米加工食品原料
としても、低タンパク質であることが好ましい（「種子のバイオサイエンス」種子生理生
化学研究会編　学会出版センター２．イネ　２５１－２５７（１９９５）；「種子のバイ
オサイエンス」種子生理生化学研究会編　学会出版センター４．コメの加工製品　３５９
－３６５（１９９５）および「種子のバイオサイエンス」種子生理生化学研究会編　学会
出版センター５．日本酒・清酒　３６６－３７１（１９９５））が、近年ニーズが増して
いる領域には、アレルゲン低減米の材料が考えられる。なんらかのアレルギーを持つ人々
は日本人の約１／３にのぼるといわれ、その中で従来はあまりアレルギーが問題となって
いなかった米についても、アレルギー患者が増大しつつある。このような場合、栄養的に
は代替食品を摂取することですむものの、食べ慣れた米が突然食べられなくなることは、
精神的な苦痛がはるかに大きい。そこで、米アレルギー患者向けに、アレルゲンを低減化
した加工米のニーズが高まっている。米においてアレルゲンとなっているのはグロブリン
タンパク質が主であり、例えば特開平２－１６７０４０号公報ではアレルゲン除去に米に
タンパク質分解酵素を作用させ、グロブリンタンパク質の分解除去を試みている。また、
特許第３０５５７２９号公報では、低タンパク質米を原材料にアルカリ洗浄でアレルゲン
を溶解除去する方法が述べられている。いずれもタンパク質を除去することに主眼がある
ことから、低タンパク質米のほうがタンパク質抽出除去効率がよくなるはずであるが、実
際に用いているイネ系統は通常の系統か、貯蔵タンパクの組成が変化しているが低タンパ
クにはなっていない系統であり、効率的ではない。また特許第３０５５７２９号公報では
、既存のいろいろな変異イネを試しているだけで、戦略的に機能性作物を開発しているわ
けではない。さらに、その結果好ましいとされた低グルテリンまたは低プロラミンの特性
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は、現在の品種では両立しておらず、単独品種で広い分子量の範囲に分布するアレルゲン
の包括的な除去には成功していない。
　以上のことから、米および米加工品の高度利用、機能性植物・種子の作出などの分野に
おいて、低タンパク質の種子の提供、および種子における外来タンパク質の発現を向上さ
せることに対する需要は高い。
　本発明は、種子のタンパク質含量を減少させる方法およびそのために必要な技術の開発
、そのような方法によって開発された植物およびその種子、ならびにそのような植物およ
び種子の利用法を提供することを課題とする。
【発明の開示】
　本発明者らは、ある種のプロラミンをコードする遺伝子配列の少なくとも一部（少なく
とも１５塩基あれば十分）に対して相補的なアンチセンス分子が、プロラミン多重遺伝子
群の発現全体を顕著に減少させその結果として、種子のタンパク質含量を減少させ得るこ
とを見出したことによって、上記課題を解決した。
　従って、本発明は、以下を提供する。
　１．　プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に相補的な少なくとも１５の連続
するヌクレオチド長を有する核酸配列または上記相補的な少なくとも１５の連続するヌク
レオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列を含む、核酸分
子。
　２．　上記プロラミンポリペプチドをコードする遺伝子配列に相補的な少なくとも１５
の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列を含む、項目１に記載の核酸分子。
　３．　上記プロラミンは、イネのものである、項目１に記載の核酸分子。
　４．　上記プロラミンは、ジャポニカ種のイネのものである、項目１に記載の核酸分子
。
　５．　上記相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長は、少なくとも５０の連
続するヌクレオチド長である、項目１に記載の核酸分子。
　６．　上記相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列は、上
記プロラミンポリペプチドをコードする全長配列の相補配列を含む、項目１に記載の核酸
分子。
　７．　上記相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列は、上
記プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列の５’末端のものである、項目１に記載
の核酸分子。
　８．　上記相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長は、５０ヌクレオチド以
下のヌクレオチド長である、項目１に記載の核酸分子。
　９．　上記相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長は、３０ヌクレオチド以
下のヌクレオチド長である、項目１に記載の核酸分子。
　１０．　上記相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長は、配列番号９８～１
０１からなる群より選択される１つのアミノ酸をコードする核酸配列のうち少なくとも１
５ヌクレオチド長を有する配列を含む、項目１に記載の核酸分子。
　１１．　上記プロラミンは、１３ｋＤａプロラミンである、項目１に記載の核酸分子。
　１２．　（ａ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、
２３、２５、２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３および４５からな
る群より選択される配列番号に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポ
リヌクレオチド；
　（ｂ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、
２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４および４６からなる群よ
り選択される配列番号に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメン
トをコードするポリヌクレオチド；
　（ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、
２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４および４６からなる群よ
り選択される配列番号に示されるアミノ酸配列において、１もしくは数個のアミノ酸が、
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置換、付加および欠失からなる群より選択される少なくとも１つの変異を有する改変体ポ
リペプチドであって、生物学的活性を有する改変体ポリペプチドをコードする、ポリヌク
レオチド；
　（ｄ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２
５、２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３および４５からなる群より
選択される配列番号に示される核酸配列からなるＤＮＡの対立遺伝子変異体である、ポリ
ヌクレオチド；
　（ｅ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、
２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４および４６からなる群よ
り選択される配列番号に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドの種相同体またはオ
ルソログをコードする、ポリヌクレオチド；
　（ｆ）（ａ）～（ｅ）のいずれか１つのポリヌクレオチドにストリンジェント条件下で
ハイブリダイズし、かつ生物学的活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド；または
　（ｇ）（ａ）～（ｅ）のいずれか１つのポリヌクレオチドまたはその相補配列に対する
同一性が少なくとも７０％である塩基配列からなり、かつ生物学的活性を有するポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチド、
に相補的な、少なくとも１５の連続するヌクレオチド長の核酸配列を含む、項目１に記載
の核酸分子。
　１３．　アンチセンス活性を有する、項目１に記載の核酸分子。
　１４．　上記アンチセンス活性は、上記プロラミンポリペプチドの発現を減少させるも
のである、項目１３に記載の核酸分子。
　１５．　プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に由来する少なくとも１５の連
続するヌクレオチド長を有する核酸配列または上記相補的な少なくとも１５の連続するヌ
クレオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列を含む、核酸
分子
　１６．
　（Ａ）プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に由来する少なくとも１５の連続
するヌクレオチド長を有する核酸配列または上記相補的な少なくとも１５の連続するヌク
レオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列を含む核酸配列
Ａ；および
　（Ｂ）プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に相補的な少なくとも１５の連続
するヌクレオチド長を有する核酸配列または上記相補的な少なくとも１５の連続するヌク
レオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列を含む核酸配列
Ｂ、
を含む、核酸分子。
　１７．　上記核酸配列Ａと上記核酸配列Ｂとは、互いに実質的に相補的である部分を含
む、項目１６に記載の核酸分子。
　１８．　上記核酸配列Ａと上記核酸配列Ｂとは、互いに実質的に相補的である、項目１
６に記載の核酸分子。
　１９．　さらに、スペーサー配列を含む、項目１６に記載の核酸分子。
　２０．　上記スペーサー配列は、イントロン配列を含む、項目１９に記載の核酸分子。
　２１．　上記スペーサー配列は、上記核酸配列Ａと上記核酸配列Ｂとの間に含まれる、
項目１９に記載の核酸分子。
　２２．　プロラミンポリペプチドをコードする遺伝子配列に対してＲＮＡｉを引き起こ
す、因子。
　２３．　プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に相補的な少なくとも１５の連
続するヌクレオチド長を有する核酸配列または上記相補的な少なくとも１５の連続するヌ
クレオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列Ｂを含む、核
酸カセット。



(12) JP 4644777 B2 2011.3.2

10

20

30

40

50

　２４．　外来遺伝子をコードする核酸配列をさらに含む、項目２３に記載の核酸カセッ
ト。
　２５．　プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に由来する少なくとも１５の連
続するヌクレオチド長を有する核酸配列または上記相補的な少なくとも１５の連続するヌ
クレオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列を含む核酸配
列Ａをさらに含む、項目２３に記載の核酸カセット。
　２６．　さらに、スペーサー配列を含む、項目２５に記載の核酸カセット。
　２７．　上記スペーサー配列は、イントロン配列を含む、項目２６に記載の核酸カセッ
ト。
　２８．　上記スペーサー配列は、上記核酸配列Ａと、上記核酸配列Ｂとの間に含まれる
、項目２６に記載の核酸カセット。
　２９．　さらに、シグナル配列を含む、項目２５に記載の核酸カセット。
　３０．　上記シグナル配列は、上記外来遺伝子の上流に配置される、項目２９に記載の
核酸カセット。
　３１．　上記シグナル配列は、貯蔵タンパク質のシグナル配列である、項目２９に記載
の核酸カセット。
　３２．　上記シグナル配列は、プロラミンシグナル配列である、項目２９に記載の核酸
カセット。
　３３．　さらに、プロモーター配列を含む、項目２４に記載の核酸カセット。
　３４．　上記プロモーター配列は、上記外来遺伝子および上記核酸配列Ｂの両方に作動
可能に連結される、項目３３に記載の核酸カセット。
　３５．　上記外来遺伝子および上記核酸配列Ｂの両方に、独立して別個のプロモーター
配列が作動可能に連結される、項目２４に記載の核酸カセット。
　３６．　上記外来遺伝子に作動可能に連結されるプロモーター配列（プロモーター配列
Ａ）と、上記核酸配列Ｂに作動可能に連結されるプロモーター配列（プロモーター配列Ｂ
）とは互いに異なる、項目３５に記載の核酸カセット。
　３７．　上記プロモーター配列Ｂは、種子に遺伝子を発現させうるプロモーター配列で
ある、項目３６に記載の核酸カセット。
　３８．　上記プロモーター配列Ｂは、貯蔵タンパク質プロモーターに由来する、項目３
６に記載の核酸カセット。
　３９．　上記プロモーター配列Ｂは、貯蔵タンパク質プロモーターに由来し、上記プロ
モーター配列Ａとは異なる、項目３６に記載の核酸カセット。
　４０．　上記プロモーター配列Ｂは、ポリユビキチンプロモーター、２６ｋグロブリン
プロモーター、グルテリンＡプロモーター、グルテリンＢプロモーター、１６ｋＤａプロ
ラミンプロモーター、１３ｋＤａプロラミンプロモーターおよび１０ｋＤａプロラミンプ
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３６に記載の核酸カ
セット。
　４１．　上記プロモーター配列Ａは、貯蔵タンパク質プロモーターに由来する、項目３
６に記載の核酸カセット。
　４２．　上記プロモーター配列Ａは、上記核酸配列Ｂに天然に付随するプロモーター配
列である、項目３６に記載の核酸カセット。
　４３．　上記プロモーター配列Ａは、２６ｋＤａグロブリンプロモーター、グルテリン
Ａプロモーター、グルテリンＢプロモーター、１６ｋＤａプロラミンプロモーター、１０
ｋＤａプロラミンプロモーターおよび１３ｋＤａプロラミン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３６に記載の核酸カセット。
　４４．　上記プロモーター配列Ａは、プロラミンプロモーターである、項目３６に記載
の核酸カセット。
　４５．　上記プロモーター配列Ａは、プロラミンプロモーターに由来し、上記プロモー
ター配列Ｂは、上記プロラミンプロモーター以外のプロモーターに由来する、項目３６に
記載の核酸カセット。



(13) JP 4644777 B2 2011.3.2

10

20

30

40

50

　４６．　上記外来遺伝子と上記プロモーター配列との間にインフレームでシグナル配列
を含む、項目３３に記載の核酸カセット。
　４７．　さらに、ターミネーター配列を含む、項目２５に記載の核酸カセット。
　４８．　上記ターミネーター配列は、１０ｋＤａプロラミンのターミネーター配列であ
る、項目４７に記載の核酸カセット。
　４９．　さらに外来遺伝子を含み、そして上記外来遺伝子は、上記核酸配列Ａおよび上
記核酸配列Ｂよりも上流に存在する、項目２５に記載の核酸カセット。
　５０．　上記核酸配列Ａと上記核酸配列Ｂとの間にスペーサー配列を含む、項目４９に
記載の核酸カセット。
　５１．　上記核酸配列Ａと上記核酸配列Ｂとの間にイントロン配列を含む、項目４９に
記載の核酸カセット。
　５２．　核酸カセットを製造するための方法であって、
　Ａ）プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に相補的な少なくとも１５の連続す
るヌクレオチド長を有する核酸配列または上記相補的な少なくとも１５の連続するヌクレ
オチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列Ｂと、プロラミン
ポリペプチドをコードする核酸配列に由来する少なくとも１５の連続するヌクレオチド長
を有する核酸配列または上記相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する
核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列を含む核酸配列Ａと含むセットの上
流に作動可能にプロモーター配列Ｂを有し、
　外来遺伝子が上記プロモーター配列Ｂよりも上流または下流に配置され、
　上記外来遺伝子には作動可能にプロモーター配列Ａが連結されている、核酸カセットを
提供する工程、
　Ｂ）上記核酸カセットを用いて植物を形質転換する工程；および
　Ｃ）上記形質転換された植物について、プロラミンの発現量が一部減少しているものを
選択する工程、
を包含する、方法。
　５３．　項目１に記載の核酸分子を含む、ベクター。
　５４．　プロモーター活性を有する配列をさらに含む、項目５３に記載のベクター。
　５５．　上記プロモーター活性を有する配列は、貯蔵タンパク質のプロモーターである
、項目５４に記載のベクター。
　５６．　上記プロモーター活性を有する配列は、上記プロラミンのプロモーターである
、項目５３に記載のベクター。
　５７．　ターミネーターをさらに含む、項目５３に記載のベクター。
　５８．　選択マーカーをコードする配列をさらに含む、項目５３に記載のベクター。
　５９．　項目１に記載の核酸分子とは異なる外来遺伝子をコードする配列をさらに含む
、項目５３に記載のベクター。
　６０．　項目１に記載の核酸分子を含む、植物細胞。
　６１．　項目１に記載の核酸分子とは異なる外来遺伝子をコードする核酸分子をさらに
含む、項目６０に記載の植物細胞。
　６２．　上記プロラミンが由来する植物種と、上記植物の種とは、同種のものである、
項目６０に記載の植物細胞。
　６３．　上記プロラミンが由来する植物種と、上記植物の種とは、同一品種のものであ
る、項目６０に記載の植物細胞。
　６４．　上記プロラミンが由来する植物種および上記植物の種は、イネである、項目６
０に記載の植物細胞。
　６５．　上記プロラミンが由来する植物種および上記植物の種は、ジャポニカ種のイネ
である、項目６０に記載の植物細胞。
　６６．　２対の染色体の両方に、項目１に記載の上記核酸分子が導入された、項目６０
に記載の植物細胞。
　６７．　項目６０に記載の植物細胞を含む、植物組織。
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　６８．　項目１に記載の核酸分子を含む、植物体。
　６９．　項目１に記載の核酸分子とは異なる外来遺伝子をコードする核酸分子をさらに
含む、項目６８に記載の植物体。
　７０．　上記プロラミンが由来する植物種と、上記植物の種とは、同種のものである、
項目６８に記載の植物体。
　７１．　上記プロラミンが由来する植物種と、上記植物の種とは、同一品種のものであ
る、項目６８に記載の植物体。
　７２．　上記プロラミンが由来する植物種および上記植物の種は、イネである、項目６
８に記載の植物体。
　７３．　上記プロラミンが由来する植物種および上記植物の種は、ジャポニカ種のイネ
である、項目６８に記載の植物体。
　７４．　２対の染色体の両方に、項目１に記載の上記核酸分子が導入された、項目６８
に記載の植物体。
　７５．　項目６８に記載の植物体から生産された、種子。
　７６．　項目６９に記載の植物体から生産された、種子。
　７７．　項目６８に記載の植物体、または項目７５に記載の種子から生産された、デン
プン調製物。
　７８．　項目６９に記載の植物体、または項目７６に記載の種子から生産された、上記
外来遺伝子の遺伝子産物を含む、組成物。
　７９．　植物において種子中のタンパク質の発現量を減少させる方法であって、
　Ａ）項目１に記載の核酸分子を提供する工程；
　Ｂ）上記核酸分子を上記植物の細胞に導入する工程；
　Ｃ）上記細胞を再分化させてトランスジェニック植物を作出する工程；および
　Ｄ）上記トランスジェニック植物から種子を得る工程、
を包含する、方法。
　８０．　上記導入する工程は、アグロバクテリウム法による、項目７９に記載の方法。
　８１．　さらに、
　Ｅ）上記核酸分子が導入された植物の細胞を選択する工程、
を包含する、項目７９に記載の方法。
　８２．　上記選択する工程は、抗生物質に対する耐性を判定することによって行われる
、項目８１に記載の方法。
　８３．　植物種子中で外来遺伝子を発現させる方法であって、
　Ａ）項目１に記載の核酸分子を提供する工程；
　Ｂ）上記外来遺伝子をコードする核酸分子を提供する工程；
　Ｃ）上記項目１に記載の核酸分子および上記外来遺伝子をコードする核酸分子を上記植
物の細胞に導入する工程；
　Ｄ）上記細胞を再分化させてトランスジェニック植物を作出する工程；ならびに
　Ｅ）上記トランスジェニック植物から種子を得る工程、
を包含する、方法。
　８４．　上記導入する工程は、アグロバクテリウム法による、項目８３に記載の方法。
　８５．　さらに、
　Ｆ）上記核酸分子が導入された植物の細胞を選択する工程、
を包含する、項目８３に記載の方法。
　８６．　上記選択する工程は、抗生物質に対する耐性を判定することによって行われる
、項目８５に記載の方法。
　８７．　さらに
　Ｇ）上記種子から上記外来遺伝子の遺伝子産物を分離する工程、
を包含する、項目８３に記載の方法。
　８８．　項目８３に記載の方法によって生産された、上記外来遺伝子の遺伝子産物を含
む、組成物。
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　８９．　植物において種子中のタンパク質の発現量を減少させるための、項目１に記載
の核酸分子の使用。
　９０．　植物の種子中で外来遺伝子を発現させるための、項目１に記載の核酸分子の使
用。
　９１．　上記種子中における上記植物の天然のタンパク質発現が低減している、項目９
０に記載の使用。
　以下に、本発明の好ましい実施形態を示すが、当業者は本発明の説明および当該分野に
おける周知慣用技術からその実施形態などを適宜実施することができ、本発明が奏する作
用および効果を容易に理解することが認識されるべきである。
【図面の簡単な説明】
　図１は、本発明におけるプロラミンアンチセンス遺伝子カセット、有用遺伝子発現カセ
ットおよびそれらを用いたベクターの構築を容易ならしめるための、既存のベクターおよ
びプロモーターの改変バージョンを示したものである。これらを利用することにより、迅
速な発現カセット、発現ベクターの構築が可能となる。さらに複数の発現カセットを同時
に導入するような、複雑な構造の構築遺伝子も迅速かつ容易に構築できる。
　図２は、実際に構築して導入した、プロラミンアンチセンス遺伝子ベクターの構造の概
略を示した図である。
　図３は本発明の種子であるＬＰ１３Ｋ系統（１３ｋＤａプロラミンアンチセンス遺伝子
カセットを導入した系統）における種子タンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥによる電気泳動法
により分析した結果である。タンパク質の検出はクマシーブリリアントブルー染色により
行った。電気泳動写真の横には、主要な貯蔵タンパク質に相当するバンドとして，Ａ：１
０ｋＤａプロラミン、Ｂ：１３ｋＤａプロラミン、Ｃ：１６ｋＤａプロラミン、Ｄ：グル
テリン塩基性サブユニット、Ｅ：２６ｋＤａグロブリン、Ｆ：グルテリン酸性サブユニッ
トを表記し、また縦に示した数字は分子量の目安である。これらの表記は以降の図にも共
通してもちいる。ＬＰ１３Ｋ系統であるレーン４、５、６においては、他のレーンと比較
して、１３ｋＤａプロラミンに相当するＢのバンドの濃度が著しく低下しており、１３ｋ
Ｄａプロラミン含量が減少していることが明示されている。
　図４は様々な構造の１３ｋＤａプロラミンアンチセンス遺伝子カセットを導入した種子
のタンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分析した結果である。ハイグロマイシン抵抗性（
図中にＲで表記）のレーンでは例外なく１３ｋＤａプロラミンに相当するＢのバンドの濃
度が著しく低下している。
　図５は、様々な構造のプロラミンアンチセンス遺伝子発現カセットを導入したイネのう
ち、抑制効果が顕著である系統について、種子をランダムに選び、プロラミン低減形質を
抗１３ｋＤａプロラミン（日本晴）抗体を用いたウェスタンブロット解析により調査した
ものである。図中ａ）では、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ後にクマシーブリリアントブルー染色を行
った（種子抽出タンパク質１５μｌを使用した）。ｂ）では、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ後にＰＶ
ＤＦ膜に転写し、抗１３ｋＤａプロラミン（日本晴）ポリクローナル抗体でウェスタン解
析を行った（種子抽出タンパク質０．５μｌを使用した）。レーン下にバンドの吸光度の
相対比率を示した。
　図６（ａおよびｂ）はＬＰ１３Ｋの胚乳表層細胞を透過電顕で観察した映像を示す。ａ
では観察像そのままを提示しており、ｂではそれにプロテインボディのタイプを重ねて表
示している。プロテインボディ１は、グレーの球形をした顆粒である（プロラミンが蓄積
する）。ｂ）では、黒三角で示す。プロテインボディ２は、色が黒く（濃く）見えるやや
大きめの顆粒である（グルテリンおよびグロブリンが蓄積する）。ｂ）では、白三角で示
す。
　通常品種における観察像（ｂ２）と比較して、ＬＰ１３Ｋ（ｂ１）ではプロラミンが蓄
積するはずのプロテインボディ１の数が大きく減少している。ＬＧＣ－１（ｂ３）におい
ては逆にプロテインボディ２の数が大きく減少する一方でプロテインボディ１の数は大き
く増加している。このように、プロラミンを制御することでプロテインボディ形成を制御
し得ること、かつ表層細胞の内部の状態を大きく変えることができることが示された。
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　図７は、様々な品種の種子タンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果と、抗１３ｋＤａプロ
ラミンポリクローナル抗体によるウエスタン解析の結果を示す。ジャポニカ、インディカ
いずれの品種においても、抗体に良く反応する１３ｋＤａプロラミンが検出されており、
構造が高度に保存されていることを示している。
　図８は、本発明を有用タンパク質発現システムとしての応用の可能性を検証するために
用いた発現ベクター構造の例を示したものである。
　図９（Ａ－Ｂ）は、代表的なプロラミンの配列の比較図である。
　図１０は実施例８における実験例および電気泳動の結果を示す。
　図１１は、実施例１１の、ＧＦＰをモデルタンパク質としたイネ種子での外来遺伝子発
現実験に用いた構築遺伝子の構造を示す。１３ｋＤａプロラミン発現抑制カセットを同時
に導入すること、すなわち貯蔵タンパク質を低減させることがＧＦＰの発現を増強するこ
とが示された。
　図１２は、実施例１１の結果を踏まえて、実施例１２で用いた構築遺伝子の構造を示す
。
　図１３は、図１２における遺伝子５および６を導入したイネ種子のタンパク質の電気泳
動の結果およびＧＦＰ量の定量結果を示す。本発明の技術を用いることで、従来の予想を
大きく上回るレベルでのＧＦＰの発現に成功し、種子タンパク質の電気泳動パターンが一
般品種のものと大きく異なる、新規なイネ種子の創出に成功したことを明示している。
　図１４は、図１２の構築遺伝子において、予想した通りにシグナル配列が切除され、設
計通りに正しいＧＦＰタンパク質が発現されていることを、タンパク質のＮ末端シーケン
スにより直接確認した結果である。本発明の構築遺伝子の構造の優秀性を証明している。
　図１５は、実施例１３において、本発明の技術を用いて実際の有用タンパク質であるシ
スタチンの生産を行った例である。予想通り、既存の成果を大きく上回るレベルでのシス
タチン発現が達成された。
　図１６は、本発明の過程で解明された、イネ種子における貯蔵タンパク質組成の調節様
式をまとめたものである。これにより、本発明の基礎理論となる、貯蔵タンパク質に使わ
れるアミノ酸を効率的に外来タンパク質に転用する方法が明らかになった。
　図１７は、全ての結果を総括し、種子における効率的な外来タンパク質発現に、普遍的
に有用な構築遺伝子の概念を提示したものである。
　　　　　　　　　　　　　　　　　配列表の説明
配列番号１：１３ｋＤａプロラミン（ＲＭ９）の核酸配列
配列番号２：１３ｋＤａプロラミン（ＲＭ９）のアミノ酸配列
配列番号３：１３ｋＤａプロラミン（ＲＭ１）の核酸配列
配列番号４：１３ｋＤａプロラミン（ＲＭ１）のアミノ酸配列
配列番号５～３０：代表的な１３ｋＤａプロラミンの配列
配列番号３１～３２：代表的な１６ｋＤａプロラミンの配列
配列番号３３～４６：代表的な１０ｋＤａプロラミンの配列
配列番号４７：イネ１０ｋＤａプロラミン遺伝子に由来するプロモーター配列
配列番号４８：イネグルテリンＢ１遺伝子に由来するプロモーター配列
配列番号４９：ＣａＭＶ３５Ｓ遺伝子に由来するプロモーター配列
配列番号５０：１３ｋＤａプロラミンをコードするｃＤＮＡ全長（配列番号１）のアンチ
センス
配列番号５１：１３ｋＤａプロラミンをコードするｃＤＮＡのＮ末端の６７ｂｐのアンチ
センス配列
配列番号５２：１３ｋＤａプロラミンをコードするｃＤＮＡのＮ末端の１５ｂｐのアンチ
センス配列
配列番号５３：ネガティブコントロール配列
配列番号５４：ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ
配列番号５５：Ｎｏｓターミネーター
配列番号５６：改変遺伝子ｍＨＰＴアミノ酸配列
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配列番号５７：ＣａＭＶ３５Ｓプロモーターおよびｎｏｓターミネーターと制限酵素で切
断されないように連結した選抜マーカー発現カセット
配列番号５８：ｍＲＵｂｉＰプロモーターの配列
配列番号５９：ＧＵＳ遺伝子断片
配列番号６０：１３ｋＤａプロラミンプロモーター配列
配列番号６１：１０ｋＤａプロラミンターミネーター配列
配列番号６２：グルテリンＡ３プロモーター配列
配列番号６３～７２：アンチセンスの他の例示配列
配列番号７３～８４：アンチセンスの例示配列の対応アミノ酸配列
配列番号８５～８８：プロラミンの特徴モチーフ
配列番号８９：ＲＭ４アミノ酸配列
配列番号９０：ＲＭ５アミノ酸配列
配列番号９１：ＲＭ７アミノ酸配列
配列番号９２：ＲＭ１０アミノ酸配列
配列番号９３：ＲＭ１６アミノ酸配列
配列番号９４：ＲＭ４核酸配列
配列番号９５：ＲＭ５核酸配列
配列番号９６：ＲＭ７核酸配列
配列番号９７：イネアスパラギン酸プロテアーゼ遺伝子イントロン配列
配列番号９８：１３ｋＤａプロラミンのコンセンサス配列例１
配列番号９９：１３ｋＤａプロラミンのコンセンサス配列例２
配列番号１００：１３ｋＤａプロラミンのコンセンサス配列例３
配列番号１０１：１３ｋＤａプロラミンのコンセンサス配列例４
配列番号１０２：１３ｋＤａプロラミンのコンセンサス配列例１のコード核酸配列
配列番号１０３：１３ｋＤａプロラミンのコンセンサス配列例２のコード核酸配列
配列番号１０４：１３ｋＤａプロラミンのコンセンサス配列例３のコード核酸配列
配列番号１０５：１３ｋＤａプロラミンのコンセンサス配列例４のコード核酸配列
配列番号１０６：１６ｋＤａプロラミンプロモーター配列
配列番号１０７：２６ｋＤａグロブリンプロモーター配列
配列番号１０８：１０ｋＤａプロラミンシグナル配列（核酸）
配列番号１０９：１０ｋＤａプロラミンシグナル配列（アミノ酸）
配列番号１１０：１３ｋＤａプロラミンシグナル配列（核酸）
配列番号１１１：１３ｋＤａプロラミンシグナル配列（アミノ酸）
配列番号１１２：１６ｋＤａプロラミンシグナル配列（核酸）
配列番号１１３：１６ｋＤａプロラミンシグナル配列（アミノ酸）
配列番号１１４：グルテリンＢ１シグナル配列（核酸）
配列番号１１５：グルテリンＢ１シグナル配列（アミノ酸）
配列番号１１６：２６ｋＤａグロブリンシグナル配列（核酸）
配列番号１１７：２６ｋＤａグロブリンシグナル配列（アミノ酸）
配列番号１１８：実施例１１における決定配列。
【発明を実施するための最良の形態】
　以下に本発明の好ましい形態を説明する。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、独語の場合の
「ｅｉｎ」、「ｄｅｒ」、「ｄａｓ」、「ｄｉｅ」などおよびその格変化形、仏語の場合
の「ｕｎ」、「ｕｎｅ」、「ｌｅ」、「ｌａ」など、スペイン語における「ｕｎ」、「ｕ
ｎａ」、「ｅｌ」、「ｌａ」など、他の言語における対応する冠詞、形容詞など）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。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、当該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
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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。
　以下に本明細書において特に使用される用語の定義を列挙する。
　（用語）
　本明細書において「種子タンパク質」は、作物の種子に蓄積するタンパク質をさす。溶
媒に対する溶解性の違いで呼び分けることが多く、水溶性のアルブミン、塩水溶液可溶性
のグロブリン、含水アルコールに可溶のプロラミン、希酸または希アルカリに可溶なグル
テリンに大別される。
　本明細書において「プロラミン」は５０～９０％程度の含水アルコールに可溶であるタ
ンパク質の総称であり、穀類種子は、このプロラミンタイプのタンパク質が主要な貯蔵タ
ンパク質であることに特徴がある。穀類ごとに独特の呼び名があり、代表的なものとして
は、コムギグルテニン、オオムギホルディン、トウモロコシゼイン、オートムギアベニン
などがあげられるが、イネの場合は単にプロラミンと呼ばれる。ただしイネの場合は、グ
ルテリンが種子タンパク質の６０～７０％をしめる主要タンパク質で、プロラミンはそれ
に次いで含有量が２０～３０％、グロブリンが数％とされている。プロラミンの分子量は
植物種ごとに異なっていることが多いが、共通する特徴としては、それらのアミノ酸配列
がグルタミンに富み、それが連続する（例えばＧｌｎ－Ｇｌｎ、Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ
など）領域または一定アミノ酸ごとに出現する（例えばＧｌｎ－Ｘａａ－Ｇｌｎ－Ｘａａ
－Ｇｌｎ））領域があることがあげられる。また、グルタミン以外にプロリンおよびシス
テインなどを含めた数アミノ酸以上よりなるモチーフ（例えばＧｌｕ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－
Ａｒｇ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ（配列番号８５）、あるいはＣｙｓ－
Ｇｌｎ－Ｖａｌ－Ｍｅｔ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ（
配列番号８６）およびその１または数個の置換、付加もしくは欠失を含む配列）が、プロ
ラミン遺伝子のアミノ酸配列に共通的に保存されていることも特徴である。ＳＳ結合に関
与するＣｙｓ残基の位置もよく保存されている。さらに、これらのモチーフは同一植物内
のプロラミン遺伝子に限らず、異なる植物種間でも保存されている場合が多いことから、
進化的には共通祖先を持つプロラミン遺伝子スーパーファミリーを形成するとされている
（Ｓｈｅｗｒｙ，ＰＥ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　７，９４５－９５６，１
９９５）。他の貯蔵タンパク質の場合と同様に、プロラミン遺伝子はゲノム中に多コピー
存在し、多重遺伝子族（マルチジーン）であることが知られている。それぞれの遺伝子か
ら作られた、アミノ酸配列が少しずつ異なるタンパク質が混合して種子に存在している。
　イネプロラミンは、５５～６０％の１－プロパノールにより効率良く抽出される（Ｓｕ
ｇｉｍｏｔｏ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｇｒｉｃ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．５０，２４０９－
２４１０，１９８６）。また、ゲノミックサザン分析、ｃＤＮＡクローニングや等電点電
気泳動により、遺伝子の数は２５～１００と推定されている。これらはいくつかのサブフ
ァミリーに分類することができ、研究者によって、また実験に使われた品種によって分類
方法とタンパクの呼称は様々にあるが、もっとも一般的な分類としては、１次元のＳＤＳ
電気泳動における分子量によるものがあげられる。その場合は、１０ＫＤａ、１３ＫＤａ
（インディカ種では１４ＫＤａと記述される場合があり、本明細書において１３ＫＤａプ
ロラミンというときはこの１４ＫＤａも含む）、１６ＫＤａ（インディカ種では１８ＫＤ
ａと記述される場合がある。本明細書において１６ＫＤａプロラミンというときはこの１
８ＫＤａも含む）などのものが存在する。それぞれのプロラミンのバンドは、１次元のＳ
ＤＳ電気泳動では１本であっても、その中には多数の種類のタンパク質が混合しており、
１０ＫＤａについては１種以上、１６ＫＤａについては３種以上、もっとも多重度の高い
１３ＫＤａについては確認されただけで１２種類、実際はそれ以上あることがわかってい
る。１３ＫＤａプロラミンについて、タンパク質スポットとｃＤＮＡの対応関係から詳細
に分類した研究（Ｍｉｔｓｕｋａｗａ，Ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
．１６，１０３－１１３，１９９９）では、ＳＳ結合を還元するかしないかで溶解性が変
化する性質、アミノ酸配列の相同性とシステイン残基の数によりタイプを４つに分類した
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例がある。このほか、コムギの分類例にならって、イオウ含有量（主にシステイン残基の
含有量）によりｓｕｌｐｈｕｒ－ｒｉｃｈタイプ、ｓｕｌｐｈｕｒ－ｐｏｏｒタイプとい
う分類の例もあり、ｓｕｌｐｈｕｒ－ｐｏｏｒタイプにはシステインが含まれていない。
プロラミンはいずれもタンパク質のＮ末端がブロックされているため、プロテイン配列に
よる解析が困難であることから、タンパク質・ｃＤＮＡいずれのレベルでも未同定である
プロラミンや、ｃＤＮＡとの対応関係が不明確であるプロラミンが、依然として多数存在
すると考えられる。しかし、どのような分類法・呼称をとるとしても、そのタンパク質が
プロラミンに属するものかどうかは、１）含水アルコールに溶解する、２）グルタミンに
富むアミノ酸配列（少なくとも１０％以上）または、リジンが極めて少ない（３％以下）
か、１つもない、３）１～数アミノ酸ごとにグルタミン残基が出現する、またはグルタミ
ンが２個以上連続して出現する場所が複数存在する４）グルタミンを核として、プロリン
、システインなどのアミノ酸を含む配列モチーフ（Ｇｌｕ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－Ａｒｇ－Ｇ
ｌｎ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ（配列番号８５）、あるいはＣｙｓ－Ｇｌｎ－Ｖ
ａｌ－Ｍｅｔ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ（配列番号８
６）またはそれと５０％以上の相同性を有するモチーフ）が、保存されているといった共
通事項があり、当業者には容易に判別し得る。４）について例をあげるなら、Ｇｌｎ－Ｇ
ｌｎ－Ｃｙｓ－Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ（配列番号８７）というモチーフは、イネプロラ
ミンにもコムギグルテニンにも高度に保存されているし、またＧｌｕ－Ｐｈｅ－Ｖａｌ－
Ａｒｇ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ（配列番号８８）はイネプロラミンとトウモロコシグリアジン、
オートムギアベニンなどに保存されている。このように、分子量の違いやタンパク質全体
の相同性が低い場合があても、穀物プロラミンは祖先遺伝子を同じくするプロラミン遺伝
子スーパーファミリーとして認識されている（Ｓｈｅｗｒｙ，ＰＥ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｌ
ａｎｔ　Ｃｅｌｌ　７，９４５－９５６，１９９５）。イネプロラミンこれまでに論文と
して報告されたものでは、ｃＤＮＡレベルではλＲＭ１、λＲＭ２、λＲＭ４、λＲＭ７
、λＲＭ９、１ｐＳ１８、ｐＳ２３、ｐＸ２４、ｐＰｒｏｌ７、ｐＰｒｏｌ１４、ｐＰｒ
ｏｌ１７、λＲＰ１６、λＲＰ１０といったものがあるが、それに限定されない。そのよ
うなプロラミンとしては、例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１
７、１９、２１、２３、２５、２７、２９（１３ｋＤａプロラミン）、３１（１６ｋＤａ
プロラミン）、３３、３５、３７、３９、４１、４３および４５（１０ｋＤａプロラミン
）からなる群より選択される配列番号に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を
有するポリヌクレオチド、ならびに配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、
１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０（１３ｋＤａプロラミン）、３２（１６ｋＤ
ａプロラミン）、３４、３６、３８、４０、４２、４４および４６（１０ｋＤａプロラミ
ン）からなる群より選択される配列番号に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまた
はそのフラグメントをコードするポリヌクレオチドが挙げられるがそれに限定されない。
そのようなプロラミンの遺伝子は、Ｇｅｎｂａｎｋ、ＮＣＢＩ、ＥＢＭＬ、ＤＤＢＪなど
のような遺伝子バンクにおいて登録されているプロラミン遺伝子であれば、上記以外のも
のでも使用することができる。
　本明細書において「１３ＫＤａプロラミン」は、一般にジャポニカイネにおいてＳＤＳ
電気泳動法において分子量が１３ＫＤａ付近にくるプロラミンを示し、イネに最も多く含
まれるプロラミンである。その遺伝子もゲノムにもっとも多数存在し、ｃＤＮＡクローニ
ングや等電点電気泳動などで解析された結果、少しずつアミノ酸配列の異なる遺伝子が最
低でも１２以上あることが確認されており、実際はさらに数が多いと推定されている。代
表的なものとして配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、
２３、２５、２７または２９に示される核酸配列および配列番号２、４、６、８、１０、
１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８または３０に示されるアミノ酸
配列を含むプロラミン、ならびにそれに対応した他植物のプロラミン遺伝子スーパーファ
ミリーのものもあげられるが、それに限定されない。
　本明細書において「貯蔵タンパク質」とは、植物の種子において特に高度に蓄積し、酵
素活性など植物内で他の生理機能を有さないタンパク質をいい、通常はプロテインボディ
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に集積される。
　本明細書において「プロテインボディ」は、貯蔵タンパク質を集積する顆粒状の細胞内
構造をいう。通常は１つの植物に１種類存在することが多いが、イネとオートムギでは、
外観、形態が明確に異なる２種類のプロテインボディが形成される。イネの場合は、プロ
ラミンが蓄積するプロテインボディタイプ１と、グルテリンおよびグロブリンが蓄積する
プロテインボディタイプ２がある。両者は外観、形態、サイズ、由来などがはっきりと異
なっており、プロテインボディと貯蔵タンパク質の対応関係は厳密に制御されている。
　本発明において有用なプロラミン保存配列としては、以下のようなものが挙げられる。
本発明では、このような保存配列をコードするアンチセンス配列が好ましい配列として例
示され得る。

　本発明では、上記配列のうち、少なくとも５アミノ酸をコードする配列に対してアンチ
センスである配列を実際のプロラミン遺伝子発現の抑制に用いることができることが示さ
れている。
　本明細書において使用される用語「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」は、本明細書において同じ意味で使用され、任意の長さのアミノ
酸のポリマーをいう。このポリマーは、直鎖であっても分岐していてもよく、環状であっ
てもよい。アミノ酸は、天然のものであっても非天然のものであってもよく、改変された
アミノ酸であってもよい。この用語はまた、複数のポリペプチド鎖の複合体へとアセンブ
ルされ得る。この用語はまた、天然または人工的に改変されたアミノ酸ポリマーも包含す
る。そのような改変としては、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化、脂質化、
アセチル化、リン酸化または任意の他の操作もしくは改変（例えば、標識成分との結合体
化）。この定義にはまた、例えば、アミノ酸の１または２以上のアナログを含むポリペプ
チド（例えば、非天然のアミノ酸などを含む）、ペプチド様化合物（例えば、ペプトイド
）および当該分野において公知の他の改変が包含される。
　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
マーをいう。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
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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ー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
ロアミデー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
ー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チアゾールウラシルで置換
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中のリボースが２’－Ｏ－プロピ
ルリボー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ー
スが２’－メトキシエトキシリボー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））。
　用語「核酸分子」はまた、本明細書において、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。
　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。
　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）。
　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。
　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
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「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。
　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
ハイブリダイゼー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。
　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、配列分析用ツールであ
るＢＬＡＳＴを用いてデフォルトパラメータを用いて算出される。
　本明細書において「外来遺伝子」とは、ある植物において、その植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、その植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植物は、天然では発現しない遺伝子産物を発現し得る。
　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。
　本明細書において「外来遺伝子」は、植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、
例えば、医薬活性のあるペプチド（例えば、サイトカイン類（インターロイキン類、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、インターフェロン類、血小板
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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。
　本明細書において「糖鎖」とは、単位糖（単糖および／またはその誘導体）が１つ以上
連なってできた化合物をいう。単位糖が２つ以上連なる場合は、各々の単位糖同士の間は
、通常、グリコシド結合による脱水縮合によって結合する。このような糖鎖としては、例
えば、生体中に含有される多糖類（グルコース、ガラクトース、マンノース、フコース、
キシロース、Ｎ－アセチルグルコサミン、Ｎ－アセチルガラクトサミン、シアル酸ならび
にそれらの複合体および誘導体）の他、分解された多糖、糖タンパク質、プロテオグリカ
ン、グリコサミノグリカン、糖脂質などの複合生体分子から分解または誘導された糖鎖な
ど広範囲なものが挙げられるがそれらに限定されない。したがって、本明細書では、糖鎖
は、「多糖（ポリサッカリド）」、「糖質」、「炭水化物」と互換可能に使用され得る。
また、特に言及しない場合、本明細書において「糖鎖」は、糖鎖および糖鎖含有物質の両
方を包含することがある。
　本明細書において「単糖」とは、これより簡単な分子に加水分解されず、少なくとも１
つの水酸基および少なくとも１つのアルデヒド基またはケトン基を含む、ポリヒドロキシ
アルデヒドまたはポリヒドロキシケトンならびにその誘導体をいう。通常単糖は、一般式
ＣｎＨ２ｎＯｎで表されるがそれらに限定されず、フコース（デオキシヘキソース）、Ｎ
－アセチルグルコサミンなども含まれる。ここで、上の式において、ｎ＝２、３、４、５
、６、７、８、９および１０であるものを、それぞれジオース、トリオース、テトロース
、ペントース、ヘキソース、ヘプトース、オクトース、ノノースおよびデコースという。
一般に鎖式多価アルコールのアルデヒドまたはケトンに相当するもので、前者をアルドー
ス，後者をケトースという。本明細書において特に言及するときは、単糖の誘導体は、置
換されていない単糖上の一つ以上の水酸基が別の置換基に置換され、結果生じる物質をい
う。そのような単糖の誘導体としては、カルボキシル基を有する糖（例えば、Ｃ－１位が
酸化されてカルボン酸となったアルドン酸（例えば、Ｄ－グルコースが酸化されたＤ－グ
ルコン酸）、末端のＣ原子がカルボン酸となったウロン酸（Ｄ－グルコースが酸化された
Ｄ－グルクロン酸）、アミノ基またはアミノ基の誘導体（例えば、アセチル化されたアミ
ノ基）を有する糖（例えば、Ｎ－アセチル－Ｄ－グルコサミン、Ｎ－アセチル－Ｄ－ガラ
クトサミンなど）、アミノ基およびカルボキシル基を両方とも有する糖（例えば、Ｎ－ア
セチルノイラミン酸（シアル酸）、Ｎ－アセチルムラミン酸など）、デオキシ化された糖
（例えば、２－デオキシ－Ｄ－リボース）、硫酸基を含む硫酸化糖、リン酸基を含むリン
酸化糖などがあるがそれらに限定されない。本明細書では、単糖という場合は、上記誘導
体も包含する。あるいは、ヘミアセタール構造を形成した糖において、アルコールと反応
してアセタール構造のグリコシドもまた、単糖の範囲内にある。
　本明細書においてアスパラギン結合型糖鎖構造の表示は、高橋らの命名法（ｈｔｔｐ：
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／／ｗｗｗ．ｇａｋ．ｃｏ．ｊｐ；本明細書においてアスパラギン結合型糖鎖構造の表示
は、高橋らの命名法（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇａｋ．ｃｏ．ｊｐ；高橋禮子編著、生化
学実験法２３、糖蛋白質糖鎖研究法、学会出版センター、１９８９年；Ｔａｋａｈａｓｈ
ｉ　Ｎ，Ｔｏｍｉｙａ　Ｎ：Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｎ－ｌｉｎｋｅｄ　ｏｌｉｇｏｓ
ａｃｃｈａｒｉｄｅｓ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｌｙｃｏａｍｉｄａｓｅ　Ａ
：ｉｎ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　ｅｎｄｏｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｓ　ａｎｄ　ｇｌｙ
ｃｏａｍｉｄａｓｅｓ　（Ｔａｋａｈａｓｈｉ　Ｎ，Ｍｕｒａｍａｔｓｕ　Ｔ　ｅｄｓ．
）．ｐｐ．２０９－２４１，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，ＦＬ，１９９
２に準ずる。これは、１）Ｎ－アセチルラクトサミン型（コンプレックス型）糖鎖の場合
には、（Ａ）分岐の数を３桁の数字の最初の数で示す。（Ｂ）還元末端のＮ－アセチルグ
ルコサミンにα１，６結合にてフコースが結合しているときは１を、結合していないとき
には０を３桁の数字の真ん中に入れる。（Ｃ）コア構造５糖のβマンノースにＮ－アセチ
ルグルコサミンがβ１，４で結合しているときは１を、結合していないときには０を３桁
の数字の最後に入れる。３桁の数字の後に．を置きその右側には固有番号をつける。２）
高マンノース型（ハイマンノース型）糖鎖は最初にＭを、次にマンノース残基の数を入れ
る。その後に．を置きその右側には固有記号をつける。還元末端のＮ－アセチルグルコサ
ミンにα１，６結合にてフコースが結合しているときはＭの後にＦを入れる。３）混成型
（ハイブリッド型）糖鎖は最初にＨを、次にマンノース残基数を入れる。その後に．を置
きその右側には固有記号をつける。還元末端のＮ－アセチルグルコサミンにα１，６結合
にてフコースが結合しているときはＨの後にＦを入れる。４）還元末端のＮ－アセチルグ
ルコサミンにα１，３結合にてフコースが結合しているときはＦを、コア構造５糖のβマ
ンノースにキシロースがβ１，２で結合しているときはＸを全体の後に入れる。その両方
を有するときにはＦＸの順に入れる。５）Ｎ－アセチルガラクトサミンをガラクトースの
代わりに有する場合は、ガラクトースとして記号をつけた後に、Ｎ－アセチルがラクトサ
ミンの数が１ならａ、２ならｂ、３ならｃ・・・と数に対応した小文字アルファベットを
最後につける。６）コア構造５糖のようにＮ－アセチルラクトサミン型と高マンノース型
若しくは混合型の何れにも分類できる場合はＮ－アセチルラクトサミン型の命名を優先す
る。７）シアル酸を有する場合には、シアル酸の残基数を書き、次にシアル酸の分子種が
Ｎ－アセチルノイラミンサンの場合にはＡを、さらに固有番号のセットを、上記糖鎖構造
の前につけて－で結ぶ。そのような表示方法の例としては、ガラクトースβ１，４－Ｎ－
アセチルグルコサミンβ１，２－マンノースα１，３－（マンノースα１，３－（マンノ
ースα１，６－）マンノースα１，６－）マンノースβ１，４－Ｎ－アセチルグルコサミ
ンβ１，４－Ｎ－アセチルグルコサミンをＨ５．１２などと呼ぶ方式が挙げられるがそれ
らに限定されない。
　本明細書において本発明によって作製されたタンパク質は、植物における翻訳後修飾を
受け特定の糖鎖が結合する。このような糖鎖は、動物への利用が目的の場合、同一である
ことが好ましく、植物における修飾が同一であれば、問題なく使用することができ、実質
的に同一であれば問題はない。また、糖鎖の修飾様式が異なっている場合であっても、動
物において有効に作用し、好ましくは副作用がなければ問題なく利用することができる。
修飾様式を変更したい場合は、酵素学的などの手法を用いて修飾を変更することができる
。
　発現されるべき外来遺伝子はまた、上述の天然型の外来遺伝子と相同性のあるものが使
用され得る。そのような相同性を有する外来遺伝子としては、例えば、Ｂｌａｓｔのデフ
ォルトパラメータを用いて比較した場合に、比較対照の外来遺伝子に対して、少なくとも
約３０％、約３５％、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、約６５％、
約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、約９９％の同一性また
は類似性を有する核酸配列を含む核酸分子または少なくとも約３０％、約３５％、約４０
％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、約６５％、約７０％、約７５％、約８０
％、約８５％、約９０％、約９５％、約９９％の同一性または類似性を有するアミノ酸配
列を有するポリペプチド分子が挙げられるが挙げられるがそれらに限定されない。
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　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。
　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％、さらに好ましくはほぼ１００％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５
０％、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％、さ
らに好ましくは約１００％以上、さらに好ましくは約２００％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。
　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
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。
　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。
　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
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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。
　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。例えば、
イネプロラミンに対応するコムギ遺伝子は、コムギグルテニンであり得る。そのような対
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（
例えば、イネのプロラミンなどの遺伝子）の配列をクエリ配列として用いてその生物（例
えばコムギ、トウモロコシなど）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。
　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、ホスホロチオエート、ホスホ
ルアミデート、メチルホスホネート、キラルメチルホスホネート、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。
　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。
　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ー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。
　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
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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。
　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
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。
　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ベース程度）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。
　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「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
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
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％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。
　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、２３ｂｐなど）のペアが挙げられるがそれ
らに限定されない。
　本明細書において、「アンチセンス遺伝子」とは、アンチセンス活性をもたらしうる遺
伝子ないしは構築物（発現カセット）を示す。同様に「ＲＮＡｉ遺伝子」は、ＲＮＡｉを
引き起こす遺伝子ないしは構築物（発現カセット）を示す。「発現抑制遺伝子」は、「ア
ンチセンス遺伝子」と「ＲＮＡｉ遺伝子」両者の総称として用いる。
　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
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。
　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。
　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、レセプター、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。
　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。
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　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。
　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、次の各グループ内での置換：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。
　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ーを例にとると、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
ー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。
　「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
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、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Ｇ
ＣＵ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；Ｍａｒｋ　Ｚｏｌｌ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｃｈａｅｌ　Ｓｍｉｔｈ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏ
ｇｙ，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。
　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。
　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ーであり得る。
　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。
　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
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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。
　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、ハイブリダイゼーション法など
を組み合わせてもよい。
　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。
　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。
　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。
　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」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ものをいう。そのようなベクターと
しては、原核生物細胞、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
等の宿主細胞において自律複製が可能であるか、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。本明細書においてベクターは、発現ベクター、組換えベクターなどであり得る。
　本明細書においてベクターとしては、遺伝子実験に用いられる一般的なバクテリア（代
表的なものとして大腸菌Ｋ１２株由来の大腸菌株）で複製可能かつ単離精製可能な物があ
げられる。これは植物に導入する目的遺伝子を構築するために必要である。具体的には、
例えば大腸菌のｐＢＲ３２２プラスミドやｐＵＣ１８、ｐＵＣ１９、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉ
ｐｔ、ｐＧＥＭ－Ｔといった市販構築プラスミドがある。エレクトロポレーション法、ポ
リエチレングリコール法、パーティクルガン法といった直接的に遺伝子断片を植物細胞に
導入して形質転換する場合には、このような市販されている一般的なプラスミドを用いて
導入する遺伝子の構築を行えばよい。また、ベクターの特殊な例として、アグロバクテリ
ウムを介した遺伝子導入法を用いて植物細胞を形質転換する場合は、大腸菌とアグロバク
テリウム双方の複製開始点、および植物に導入され得る境界領域を示すＴ－ＤＮＡ由来の
境界配列（Ｌｅｆｔ　ｂｏｒｄｅｒおよびＲｉｇｈｔ　Ｂｏｒｄｅｒ）に相当するヌクレ
オチド配列を有する「バイナリーベクター」と呼ばれるプラスミドを用いる必要がある。
例えばｐＢＩ１０１（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ社より市販）、ｐＢＩＮ（Ｂｅｖａｎ，Ｎ．，Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１２，８７１１－８７２１，１９８４）、
ｐＢＩＮＰｌｕｓ（ｖａｎ　Ｅｎｇｅｌｅｎ，ＦＡ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒａｎｅｇｅｎｉ
ｃ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　４，２８８－２９０、１９９５）、ｐＴＮまたはｐＴＨ（Ｆｕｋ
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ｕｏｋａ　Ｈ　ｅｔ．ａｌ．，Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　１９，２０００
）、ｐＰＺＰ（Ｈａｊｄｕｋｉｅｗｉｃｚ　Ｐ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　２５，９８９－９９４，１９９４）などがあげられるがそれ
らに限定されない。このほか、植物に利用され得るベクターとしては、タバコモザイクウ
イルスベクターも例示されるが、このタイプのベクターは目的遺伝子を植物染色体に導入
するわけではないので、遺伝子導入した植物を種子を介して増殖させること必要がない場
合に用途が限定されるが、本発明に使用し得る。
　本明細書において「発現カセット」は、ある構造遺伝子、およびその発現を調節するプ
ロモーター配列や種々の調節エレメント、およびｍＲＮＡ転写を終結させるターミネータ
ー配列を、宿主の細胞中で構造遺伝子が動作し得る状態で連結してある人工構築遺伝子の
１単位を示す。代表的なものとしては、遺伝子導入された宿主細胞のみを選択するための
選択マーカー（例えばハイグロマイシン耐性遺伝子）発現カセット、あるいは宿主細胞内
に発現させたい有用タンパク質遺伝子の発現カセットといったものが例示される。準備す
るべき発現カセットの種類・構造と数については、生物・宿主細胞・目的に応じて使い分
けられるべきであり、その組み合わせは当業者には周知である。
　本明細書において「発現ベクター」は、上記の「発現カセット」を１つ以上含み得る「
ベクター」として定義される。植物に導入を行うべき目的遺伝子発現カセットごとに別々
のベクター上に配置しても良いし、１つのベクター上に全ての発現カセットを連結しても
良い。本発明に用いる植物用の発現ベクターは、バイナリーベクタータイプであり得る。
さらにはこのベクターには導入する目的遺伝子発現カセットと同時に、宿主植物に適した
選択マーカー（例えばハイグロマイシン耐性遺伝子）発現カセットを含み得る。
　本明細書において使用される選択マーカーとしては、例えばハイグロマイシンホスホト
ランスフェラーゼ、変異型アセト酪酸シンターゼなどがあげられるがそれらに限定されな
い。選択マーカー発現カセットに利用し得るプロモーターとしては、ＣａＭＶ３５Ｓプロ
モーターおよびその改変プロモーター、ユビキチンプロモーターなど、ターミネーターと
してはＮｏｓターミネーター、Ｔｍｌターミネーター、１０ｋＤａプロラミンターミネー
ター、１３ｋＤａプロラミンターミネーター、１６ｋＤａプロラミンターミネーターが挙
げられるがそれらに限定されない。
　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、ＣａＭＶ３５Ｓターミネーター、ノパリン合成
酵素遺伝子のターミネーター（Ｔｎｏｓ）、タバコＰＲ１ａ遺伝子のターミネーターが挙
げられるが、これに限定されない。本発明では、植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。
　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、プロモータ領域を
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、貯蔵タンパ
ク質（例えば、プロラミン）に由来するものが使用され得るが、それに限定されない。１
つの好ましい実施形態では、１６ｋＤａプロラミンに由来するプロモーター、１３ｋＤａ
プロラミンに由来するプロモーター、１０ｋＤａプロラミンに由来するプロモーターが使
用され得る。ターミネーターの選択は発現強度に影響を及ぼす場合があるが、一般にはこ
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れまでの使用実績を踏まえて、用いるプロモーターが異なっても、ＮＯＳターミネーター
を使う場合がほとんどであった。しかし、１つの好ましい実施形態では、本発明はプロラ
ミン（特に１０ｋＤａプロラミン）に由来するターミネーターを用いている。このターミ
ネーターは塩基配列の長さが短く、マルチクローニング部位に存在するような制限酵素サ
イトがなく、様々な貯蔵タンパク質プロモーター、ユビキチンプロモーター、アクチンプ
ロモーター、ＣａＭＶ３５Ｓプロモーターと組み合わせて用いることができることが示さ
れており、ＮＯＳターミネーターに代替しうる新たな植物（イネ）由来の汎用的ターミネ
ーターが得られた点に留意すべきである。
　本明細書において、遺伝子の発現について用いられる場合、一般に、「部位特異性」と
は、生物（例えば、植物）の部位（例えば、植物の場合、プロテインボディー、根、茎、
幹、葉、花、種子、胚乳、胚芽、胚、果実など）におけるその遺伝子の発現の特異性をい
う。「時期特異性」とは、生物（たとえば、植物）の発達段階（例えば、植物であれば生
長段階（例えば、プロテインボディの形成の特定の時期、発芽後の芽生えの日数））に応
じたその遺伝子の発現の特異性をいう。そのような特異性は、適切なプロモーターを選択
することによって、所望の生物に導入することができる。
　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。具体的には、本明細書の実施例と同様の条件でノーザンブロ
ット分析したとき、例えば、任意の時点で（例えば、２点以上（例えば、５日目および１
５日目））の同一または対応する部位のいずれにおいても発現がみられるとき、本発明の
定義上、発現が構成的であるという。構成的プロモーターは、通常の生育環境にある生物
の恒常性維持に役割を果たしていると考えられる。本発明のプロモーターの発現が「スト
レス（または刺激）応答性」であるとは、少なくとも１つのストレス（または刺激）が生
物体に与えられたとき、その発現量が変化する性質をいう。特に、発現量が増加する性質
を「ストレス（または刺激）誘導性」といい、発現量が減少する性質を「ストレス（また
は刺激）減少性」という。「ストレス（または刺激）減少性」の発現は、正常時において
、発現が見られることを前提としているので、「構成的」な発現と重複する概念である。
これらの性質は、生物の任意の部分からＲＮＡを抽出してノーザンブロット分析で発現量
を分析することまたは発現されたタンパク質をウェスタンブロットにより定量することに
より決定することができる。ストレス（または刺激）誘導性のプロモーターを本発明のポ
リペプチドをコードする核酸とともに組み込んだベクターで形質転換された植物または植
物の部分（特定の細胞、組織など）は、そのプロモーターの誘導活性をもつ刺激因子を用
いることにより、ある条件下でのみ貯蔵タンパク質の低減およびそれに伴う目的のタンパ
ク質の発現を行うことができる。
　本明細書において「エンハンサー」とは、目的遺伝子の発現効率を高めるために用いら
れ得る。植物において使用する場合、エンハンサーとしては、例えば、ＣａＭＶ３５Ｓプ
ロモーター内の上流側の配列を含むエンハンサー領域が好ましい。エンハンサーは複数個
用いられ得るが１個用いられてもよいし、用いなくともよい。
　本明細書において「サイレンサー」とは、遺伝子発現を抑制し静止する機能を有する配
列をいう。本発明では、サイレンサーとしてはその機能を有する限り、どのようなものを
用いてもよく、サイレンサーを用いなくてもよい。
　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
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。
　本明細書において、核酸分子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、Ａ
ｕｓｕｂｅｌ　Ｆ．Ａ．ら編（１９８８）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
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　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｗｉｌｅｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ；Ｓａｍ
ｂｒｏｏｋ　Ｊら（１９８７）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄ．およびその３ｒｄ　ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　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他の周知慣用技術を用いて確認することができる。
　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、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、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，８４，１９２
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。
　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、種々なソー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。
　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
ー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
クターを直接細胞に導入する方法としては、エレクトロポレーション法（Ｓｈｉｍａｍｏ
ｔｏら（１９８９）、Ｎａｔｕｒｅ、３３８：２７４－２７６；およびＲｈｏｄｅｓら（
１９８９）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４０：２０４－２０７を参照のこと）、パーティクルガ
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ール（ＰＥＧ）法（Ｄａｔｔａら（１
９９０）、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　８：７３６－７４０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。
　植物発現ベクターを導入された細胞は、まずハイグロマイシン耐性、カナマイシン耐性
などの薬剤耐性で選択される。次いで、当該分野で周知の方法により、植物組織、植物器
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官および／または植物体に再分化され得る。さらに、植物体から種子が取得され得る。導
入した遺伝子の発現は、ノーザンブロット法またはＰＣＲ法により、検出し得る。必要に
応じて、遺伝子産物たるタンパク質の発現を、例えば、ウェスタンブロット法により確認
し得る。
　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）Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　
Ｅｄ．およびその第３版，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　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。
　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。
　形質転換を行う方法において、物理的手法には、ポリエチレングリコール法（ＰＥＧ法
）、電子穿孔（エレクトロポレーション）法、マイクロインジェクション法、パーティク
ルガン法がある。これらの方法は、単子葉、双子葉の両植物体に適用できる点で有用性が
高い。しかし、ポリエチレングリコール法とエレクトロポレーション法では、細胞壁が障
害となるため、プロトプラストを用いなければならない上、導入された遺伝子の植物細胞
の染色体ＤＮＡへの組込み頻度が低いことが問題である。また、プロトプラストを用いず
に、カルスや組織を用いたマイクロインジェクション法では、針の太さや組織の固定等に
関して困難が多い。組織を用いたパーティクルガン法でも、変異がキメラの形で出現して
くる等の問題がある。また、これら物理的手法では、一般に、導入された外来遺伝子が核
ゲノムに不完全な状態で多コピーの遺伝子として組込まれやすい。外来遺伝子が多コピー
導入されると、その遺伝子が不活化されやすいことが知られている。
　他方、生物を利用して単離遺伝子を導入する方法には、アグロバクテリウム法、ウイル
スベクター法、および近年開発されている、花粉をベクターとして用いる方法がある。こ
れらの方法は、プロトプラストを用いず植物のカルス、組織または植物体を用いて遺伝子
導入を行うため、培養が長期間に及ぶことがなく、またソマクローナル変異等の障害を受
けにくいという長所を有している。これらのうち花粉をベクターとして用いる方法は、ま
だ実験例も少なく、植物の形質転換法としては未知数の部分が多い。ウイルスベクター法
は、ウイルスに感染した植物体全体に導入すべき遺伝子が広がるという利点はあるものの
、各細胞内で増幅されて発現されるだけで、次世代に伝えられるという保証がないという
点、および長いＤＮＡ断片を導入できないという点に問題がある。アグロバクテリウム法
は、約２０ｋｂｐ以上のＤＮＡを大きな再編成なしに染色体に導入できること、導入され
る遺伝子のコピー数が、数コピーと少ないこと、および再現性が高いこと等、多くの利点
がある。イネ科植物等の単子葉植物にとってアグロバクテリウムは宿主範囲外であるため
、イネ科植物への外来遺伝子導入は、従来は、先に述べたような物理的手法により行われ
てきた。しかしながら、近年、単子葉植物でもイネ等、培養系が確立されている植物にお
いては、アグロバクテリウム法が適用されるようになっており、むしろ現在ではアグロバ
クテリウム法が好んで用いられている。
　アグロバクテリウム法による外来遺伝子の導入では、ＴｉプラスミドＶｉｒ領域に植物
が合成するアセトシリンゴン等の低分子フェノール化合物が作用すると、Ｔｉプラスミド
からＴ－ＤＮＡ領域が切り出され、幾つかの過程を経て植物細胞の核染色体ＤＮＡに組み
込まれる。双子葉植物では、植物自身がそのようなフェノール化合物の合成機構を備えて
いるため、リーフディスク法等により容易に外来遺伝子を導入することができ、再現性も
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高い。これに対し、単子葉植物では、そのようなフェノール化合物を植物自身が合成しな
いため、アグロバクテリウムによる形質転換植物の作出は困難であった。しかし、アグロ
バクテリウムの感染時にアセトシリンゴンを添加することで、単子葉植物への外来遺伝子
導入も現在では可能となっている。
　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。
　植物細胞としては、本明細書において以下に記載されるものが挙げられ、イネ、ポテト
、タバコ、トウモロコシ、アブラナ、大豆、トマト、ニンジン、小麦、大麦、ライ麦、ア
ルファルファ、亜麻のほか、木本植物（例えば、ポプラ）の細胞などを挙げることができ
る。より好ましくは、植物細胞は、イネであり得る。イネとしては、ジャポニカ種、イン
ディカ種のものが挙げられるがそれらに限定されない。一つの好ましい実施形態では、イ
ネは、ジャポニカ種のものであり得る。本明細書において、イネの品種としては、例えば
日本晴、ニホンマサリ、金南風、農林２２号、中生旭、コシヒカリ、あきたこまち、どん
とこい、ヒノヒカリ、マンゲツモチ、カグラモチ、ハクチョウモチ、ＬＧＣ－１、春陽、
豊雪わい性、Ｔｅｔｅｐ、Ｂａｓｍａｔｉ、ＩＲ８、ヒョクモチ、ヒメノモチ、こがねも
ち、風の子もちなどが挙げられるがそれらに限定されない。別の好ましい実施形態では、
イネは、インディカ種のものであり得る。インディカ種の品種としては、Ｔｅｔｅｐ、Ｂ
ａｓｍａｔｉ、ＩＲ８、湖南早などが挙げられるがそれらに限定されない。植物細胞への
組換えベクターの導入方法としては、植物細胞にＤＮＡを導入する方法であれば、本明細
書において他の場所で詳述したように、いずれも用いることができ、例えば、アグロバク
テリウム（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）（特開昭５９－１４０８８５、特開昭６０－７
００８０、ＷＯ９４／００９７７）、エレクトロポレーション法（特開昭６０－２５１８
８７）、パーティクルガン（遺伝子銃）を用いる方法（特許第２６０６８５６、特許第２
５１７８１３）等が例示される。
　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、コムギ、トウモロコシ、オオムギ、ソルガムなどのイネ科に属
する単子葉植物が挙げられる。より好ましくは、植物は、イネであり得る。イネとしては
、ジャポニカ種、インディカ種のものが挙げられるがそれらに限定されない。より好まし
くは、イネは、ジャポニカ種のものであり得る。本明細書において、イネの品種としては
、例えば日本晴、ニホンマサリ、金南風、農林２２号、中生旭、コシヒカリ、あきたこま
ち、どんとこい、ヒノヒカリ、マンゲツモチ、カグラモチ、ハクチョウモチ、ＬＧＣ－１
、春陽、豊雪わい性、Ｔｅｔｅｐ、Ｂａｓｍａｔｉ、ＩＲ８、ヒョクモチ、ヒメノモチ、
こがねもち、風の子もちなどが挙げられるがそれらに限定されない。インディカ種の品種
としては、Ｔｅｔｅｐ、Ｂａｓｍａｔｉ、ＩＲ８、湖南早、Ｋａｓａｌａｔｈなどが挙げ
られるがそれらに限定されない。もっとも好ましくは、例えばＬＧＣ－１のような他の貯
蔵タンパク質（例えば、グルテリン、グロブリンなど）の発現が低減されるように改変さ
れたイネが本発明において使用される。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
。
　イネ科の植物の例としては、Ｏｒｙｚａ、Ｈｏｒｄｅｎｕｍ、Ｓｅｃａｌｅ、Ｓｃｃｃ
ｈａｒｕｍ、Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａ、またはＺｅａに属する植物が挙げられ、例えば、
イネ、オオムギ、ライムギ、ヒエ、モロコシ、トウモロコシなどを含む。
　本発明の生産方法に用いられる植物は、好ましくは単子葉植物であり、より好ましくは
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、イネ科植物である。さらに好ましくは、イネであり得る。さらにより好ましくは、本発
明の生産方法に用いられる植物は、日本晴、どんとこい、ＬＧＣ－１、豊雪わい性品種、
Ｔｅｔｅｐ、Ｂａｓｍａｔｉ、コシヒカリ、五百万石、コガネモチ、Ｋａｓａｌａｔｈで
あり得る。日本晴はゲノム配列が公開されているので、遺伝子が導入されている染色体位
置を容易に把握できることから好ましい。どんとこいは食味がよくコシヒカリより背が低
くて作りやすいことから好ましい。ＬＧＣ－１はプロラミンアンチセンスがより効果的に
でることから好ましい。豊雪わい性は植物体が非常に小さい（２０ｃｍくらい）ものの種
子は正常な大きさなのでインキュベーター内で生産できることから好ましい。コシヒカリ
は、日本の主力品種で低タンパク化により食味等の品質が上昇するから好ましい。五百万
石は酒米として低タンパクなものが求められるため好ましい。コガネモチはモチ菓子など
の米加工品用として低タンパクなものが求められるため好ましい。Ｔｅｔｅｐ、Ｂａｓｍ
ａｔｉ、Ｋａｓａｌａｔｈは、本州北陸地方以南の温帯地域において普通に栽培して種子
を得ることができることから、ある実施形態において好ましい。
　本明細書において、生物の「組織」とは、細胞の集団であって、その集団において一定
の同様の作用を有するものをいう。従って、組織は、器官の一部であり得る。器官内では
、同じ働きを有する細胞を有することが多いが、微妙に異なる働きを有するものが混在す
ることもあることから、本明細書において組織は、一定の特性を共有する限り、種々の細
胞を混在して有していてもよい。
　本明細書において、「器官」とは、１つ独立した形態をもち、１種以上の組織が組み合
わさって特定の機能を営む構造体を形成したものをいう。植物では、カルス、根、茎、幹
、葉、花、種子、胚芽、胚、果実、胚乳などが挙げられるがそれらに限定されない。
　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
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
。
　本発明の遺伝子構築物、因子（ａｇｅｎｔ）、組成物および方法は、単子葉植物だけで
なく双子葉植物および動物を含む他の生物において機能することが企図される。
　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（イネなど）を含む）をいう。
　本明細書では、植物の栽培は当該分野において公知の任意の方法により行うことができ
る。植物の栽培方法は、例えば、モデル植物の実験プロトコール－イネ・シロイヌナズナ
編－」：細胞工学別冊植物細胞工学シリーズ４；イネの栽培法（奥野員敏）ｐｐ．２８－
３２、およびアラビドプシスの栽培法（丹羽康夫）ｐｐ．３３－４０（監修　島本功、岡
田清孝）に例示されており、当業者であれば容易に実施することができることから本明細
書では詳述する必要はない。例えば、シロイヌナズナの栽培は土耕、ロックウール耕、水
耕いずれでも行うことができる。白色蛍光灯（６０００ルクス程度）の下、恒明条件で栽
培すれば播種後４週間程度で最初の花が咲き、開花後１６日程度で種子が完熟する。１さ
やで４０～５０粒の種子が得られ、播種後２～３ケ月で枯死するまでの間に１００００粒
程度の種子が得られる。種子の休眠期間は短く、完熟種子は１週間程度乾燥させれば吸水
後２～３日で発芽する。ただし、吸水・播種後２～４日間４℃で低温処理を行うと発芽が
斉一化される。イネの栽培は主に土耕で行い、１００００ルクス以上の光条件下で生育さ
せる。播種後４０日程度以後に短日条件とすることで出穂が誘導され、出穂誘導後３０日
程度で開花し、開花後４０日程度で完熟種子が得られる。
　植物細胞、植物組織および植物体の培養、分化および再生のためには、当該分野で公知
の手法および培地が用いられる。このような培地には、例えば、Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ－Ｓ
ｋｏｏｇ（ＭＳ）培地、ＧａＭｂｏｒｇ　Ｂ５（Ｂ）培地、Ｗｈｉｔｅ培地、Ｎｉｔｓｃ
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ｈ＆Ｎｉｔｓｃｈ（Ｎｉｔｓｃｈ）培地などが含まれるが、これらに限定されるわけでは
ない。これらの培地は、通常、植物生長調節物質（植物ホルモン）などが適当量添加され
て用いられる。
　本明細書において、植物の場合、その植物を「再分化」するとは、個体の一部分から個
体全体が復元される現象を意味する。例えば、再分化により、細胞（葉、根など）のよう
な組織片から器官または植物体が形成される。
　形質転換体を植物体へと再分化する方法は当該分野において周知である。そのような方
法としては、Ｒｏｇｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇ
ｙ　１１８：６２７－６４０（１９８６）；Ｔａｂａｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｌａｎｔ　
Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．，２８：７３－８２（１９８７）；Ｓｈａｗ，Ｐｌａｎｔ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐｒｏａｃｈ．Ｉ
ＲＬ　ｐｒｅｓｓ（１９８８）；Ｓｈｉｍａｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３
３８：２７４（１９８９）；Ｍａｌｉｇａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｌ
ａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｃｏｕｒｓ
ｅ．Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（１９
９５）などに記載されるものが挙げられるがそれらに限定されない。従って、当業者は、
上記周知方法を目的とするトランスジェニック植物に応じて適宜使用して、再分化させる
ことができる。このようにして得られたトランスジェニック植物には、目的の遺伝子が導
入されており、そのような遺伝子の導入は、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他の周知慣用技術を用いて確認することができ
る。
　本発明による貯蔵タンパク質などの発現調節の解析は、ＤＮＡアレイを用いた遺伝子解
析方法によっても行われ得る。ＤＮＡアレイについては、（秀潤社編、細胞工学別冊「Ｄ
ＮＡマイクロアレイと最新ＰＣＲ法」）に広く概説されている。また、ＤＮＡアレイを用
いた植物の解析についても最近行われるようになっている（Ｓｃｈｅｎｋ　ＰＭら（２０
００）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９７：１１６５５－１１６６
０）。
　ＤＮＡアレイ技術において利用される微細加工については、例えば、Ｃａｍｐｂｅｌｌ
，Ｓ．Ａ．（１９９６）．Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　
ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ　Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎ
ｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ｚａｕｔ，Ｐ．Ｖ．（１９９６）．Ｍｉｃｒｏｍｉｃｒ
ｏａｒｒａｙ　Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ：ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅｔｏ　Ｓ
ｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ　Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，Ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ　Ｓｅ
ｒｖｉｃｅｓ；Ｍａｄｏｕ，Ｍ．Ｊ．（１９９７）．Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ　ｏｆ　
Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ，ＣＲＣ　１５　Ｐｒｅｓｓ；Ｒａｉ－Ｃｈｏｕｄｈ
ｕｒｙ，Ｐ．（１９９７）．Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｌｉｔｈｏｇｒａｐｈ
ｙ，Ｍｉｃｒｏｍａｃｈｉｎｉｎｇ，＆Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ：Ｍｉｃｒｏ
ｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙ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。
　本発明による貯蔵タンパク質遺伝子およびその下流遺伝子などの発現の調節はまた、デ
ィファレンシャルディスプレイ（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｄｉｓｐｌａｙ）技術を用
いた遺伝子解析でも解析することができる。
　本明細書において「ディファレンシャルディスプレイ（技術）」とは、発現変動する遺
伝子を検出または同定するための方法である。この方法では、２つ以上のサンプルからｃ
ＤＮＡをそれぞれ作製し、任意のプライマーセットを用いてＰＣＲにより増幅し、その後
、生成された複数のＰＣＲ産物をゲル電気泳動により分離し、パターン化した後、各バン
ドの相対的なシグナル強度変化をもとに、発現変動遺伝子がクローニングされる。
　本発明では、本発明の開示をもとに、コンピュータモデリングによる薬物が提供される
ことも企図される。
　本発明は、他の実施形態において、本発明のアンチセンス構築物に対する調節活性につ
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いての有効性のスクリーニングの道具として、コンピュータによる定量的構造活性相関（
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｒｅｌａｔｉｏｎ
ｓｈｉｐ＝ＱＳＡＲ）モデル化技術を使用して得られる化合物を包含する。ここで、コン
ピューター技術は、いくつかのコンピュータによって作成した基質鋳型、ファーマコフォ
ア、ならびに本発明の活性部位の相同モデルの作製などを包含する。一般に、インビトロ
で得られたデータから、ある物質に対する相互作用物質の通常の特性基をモデル化するこ
とに対する方法は、最近ＣＡＴＡＬＹＳＴＴＭファーマコフォア法（Ｅｋｉｎｓ　ｅｔ　
ａｌ．、Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｅｔｉｃｓ，９：４７７～４８９，１９９９；Ｅｋｉｎ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．＆Ｅｘｐ．Ｔｈｅｒ．，２８８：２１～２
９，１９９９；Ｅｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．＆　Ｅｘｐ．Ｔｈ
ｅｒ．，２９０：４２９～４３８，１９９９；Ｅｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｊ．Ｐｈａｒ
ｍａｃｏｌ．＆　Ｅｘｐ．Ｔｈｅｒ．，２９１：４２４～４３３，１９９９）および比較
分子電界分析（ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｆｉｅｌｄ　ａｎａｌｙ
ｓｉｓ；ＣｏＭＦＡ）（Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．、Ｄｒｕｇ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ　
＆　Ｄｉｓｐｏｓｉｔｉｏｎ，２４：１～６，１９９６）などを使用して示されている。
本発明において、コンピュータモデリングは、分子モデル化ソフトウェア（例えば、ＣＡ
ＴＡＬＹＳＴＴＭバージョン４（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ，Ｉｎｃ
．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）など）を使用して行われ得る。
　他の局面において、本発明は、本発明のアンチセンス構築物を含む組成物を提供する。
そのような組成物は、農業用組成物であり得る。そのような農業用組成物は、日本の農林
水産省または他の国における監督官庁が規定した規則にのっとった形式で提供される。そ
のような農業用組成物はまた、倫理的な問題も解決した形で提供される。
　本発明が農業用組成物として処方される場合、そのような組成物には、農学的に受容可
能なキャリアが含有され得る。そのようなキャリアとしては、当該分野において公知の任
意の物質が挙げられる。
　そのような適切な農学的に受容可能な因子としては、以下が挙げられるがそれらに限定
されない：抗酸化剤、保存剤、着色料、風味料、希釈剤、乳化剤、懸濁化剤、溶媒、フィ
ラー、増量剤、緩衝剤、送達ビヒクル、希釈剤、賦形剤および／または農学的アジュバン
ト。代表的には、本発明の農薬組成物は、本発明の因子を、１つ以上の生理的に受容可能
なキャリア、賦形剤または希釈剤とともに組成物の形態で投与され得る。農薬組成物の場
合は、そのようなキャリアは農薬投与に適切な水などであり得る。
　例示の適切なキャリアとしては、中性緩衝化生理食塩水、または血清アルブミンと混合
された生理食塩水が挙げられる。好ましくは、その生成物は、適切な賦形剤（例えば、ス
クロース）を用いて凍結乾燥剤として処方される。他の標準的なキャリア、希釈剤および
賦形剤は所望に応じて含まれ得る。他の例示的な組成物は、ｐＨ７．０－８．５のＴｒｉ
ｓ緩衝剤またはｐＨ４．０－５．５の酢酸緩衝剤を含み、これらは、さらに、ソルビトー
ルまたはその適切な代替物を含み得る。その溶液のｐＨはまた、種々のｐＨにおいて、本
発明の因子の相対的溶解度に基づいて選択されるべきである。
　組成物における溶媒は、水性または非水性のいずれかの性質を有し得る。さらに、その
ビヒクルは、処方物の、ｐＨ、容量オスモル濃度、粘性、明澄性、色、滅菌性、安定性、
等張性、崩壊速度、または臭いを改変または維持するための他の処方物材料を含み得る。
同様に、本発明の組成物は、有効成分の放出速度を改変または維持するため、または有効
成分の吸収もしくは透過を促進するための他の処方物材料を含み得る。
　　　　　　　　　　　　本発明を実施するための最良の形態
　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
きでないことが理解される。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。
　１つの局面において、本発明は、プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列のアン
チセンス分子を提供する。詳細には、本発明は、プロラミンポリペプチドをコードする核



(40) JP 4644777 B2 2011.3.2

10

20

30

40

50

酸配列のに相補的な少なくとも１０ヌクレオチド長、より好ましくは１５ヌクレオチド長
の連続する核酸配列または該核酸配列に対して少なくとも約７０％、好ましくは少なくと
も約８０％、さらに好ましくは約９０％相同な核酸配列を含む、核酸分子を提供する。そ
のような配列は、１つ以上のヌクレオチドの置換、付加または欠失を含んでいてもよい。
このような改変型配列は、アンチセンス活性を発揮できる限り、これらの数値よりも低い
ものであってもよい。そのような核酸分子を提供することによって、植物の種子において
貯蔵する貯蔵タンパク質を含む、多重遺伝子族であるプロラミン遺伝子群全体の発現を抑
制し、かつ他の貯蔵タンパク質の発現に中立であったことにより、種子タンパク質の低減
化を実現し得ることが予想外に発見された。理論に束縛されることを希望しないが、一般
には、ある種子タンパク質の発現が減少した場合には、ホメオスタシスの維持機構により
他のタンパク質の発現が増大してその分を補うことで、種子タンパク質総量は変化しない
というのが定説であり、事実グルテリン発現が抑制された系統では、その分がプロラミン
に配分されて発現が著しく増大し、結果として種子タンパク質総量はほとんど変化してい
ないことが確かめられている。しかし、本発明においては、低グルテリンである系統でプ
ロラミンの発現抑制を行っても、やはり低グルテリンの特徴は保持され、かつグロブリン
が著しく増大することもなかったことから、予想外の驚くべき成果と言える。
　別の実施形態において、アンチセンス分子は、単純に逆向きの部分配列を持つものであ
ってもよいが、ＲＮＡｉの現象を利用して同一の逆向きの部分配列を２つ利用したヘアピ
ン様ＲＮＡ構造を用いてもよい。このような配列は、完全同一であってもよく、一部が一
致しないものであってもよい。好ましくは、アンチセンス分子の発現を促進するために、
１０ｋＤａプロラミンプロモーター、１３ｋＤａプロラミンプロモーター、グルテリンＢ
１プロモーター、ユビキチンプロモーターなどが使用される。また、アンチセンス分子の
発現の制御を行うために、Ｎｏｓターミネーター、１３ｋＤａプロラミンターミネーター
、１０ｋＤａプロラミンターミネーターなどが使用され得る。
　上記核酸分子は、１つの実施形態において、アンチセンス活性を有する。具体的には、
そのようなアンチセンス活性は、例えば、プロラミンのｍＲＮＡの発現量の減少、プロラ
ミンポリペプチドの発現量の減少などが挙げられるがそれらに限定されない。本発明では
、本発明の核酸分子を植物に提供することによって、プロラミンのポリペプチドの発現量
が減ったのみならず、種子中に発現されるタンパク質の量も減少することが予想外に発見
された。そのような事象は従来見出されておらず、しかも示唆さえされていなかったこと
であり、本発明は顕著な効果を奏するといえる。
　１つの実施形態において、上記プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に相補的
な少なくとも１５ヌクレオチド長の連続的な核酸配列を含む。より好ましくは、そのよう
な核酸配列は、少なくとも２０ヌクレオチド長の連続的な、少なくとも２５ヌクレオチド
長の連続的な、少なくとも３０ヌクレオチド長の連続的な、少なくとも４０ヌクレオチド
長の連続的な、少なくとも５０ヌクレオチド長の連続的な、少なくとも６０ヌクレオチド
長の連続的な、少なくとも７０ヌクレオチド長の連続的な、少なくとも８０ヌクレオチド
長の連続的な、少なくとも９０ヌクレオチド長の連続的な、少なくとも１００ヌクレオチ
ド長の連続的な、核酸配列であってもよい。より好ましくは、そのような核酸配列は、プ
ロラミンポリペプチドをコードする全長配列の相補配列を含むであってもよい。アンチセ
ンス活性を発揮するには、通常１５ヌクレオチド長の連続的な相補核酸配列を提供するこ
とで十分であり得るが、より確実にアンチセンス活性を発揮させるためには、より長い配
列、例えば、少なくとも２０ヌクレオチド長の、または少なくとも３０ヌクレオチド長の
連続的な核酸配列を提供することが好ましい。
　本発明の核酸分子に含まれる上記核酸配列は、別の実施形態において、プロラミンポリ
ペプチドをコードする核酸配列の５’末端に相補的な核酸配列であり得る。プロラミンは
、５’末端に相同性の高い配列が多いからである。また、そのような５’末端の配列に相
補的な核酸配列を提供することによって、遺伝子の転写および／または翻訳が反応初期か
ら阻害されることから、そうでない配列を提供するよりも効率よく遺伝子の発現を阻害す
ることができるが、本発明では、アンチセンス効果を有する限り、目的とするポリペプチ
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ドをコードする核酸配列の５’末端の配列に相補的な核酸配列以外の配列を使用してもよ
い。
　本発明の核酸分子に含まれる上記核酸配列は、プロラミンに由来するものであればどの
ようなものでも使用することができるが、イネ１３ｋＤａプロラミンまたはそれに対応す
る他の種のオルソログに由来するものを使用することが好ましい。本発明において使用さ
れるプロラミンは、イネのものであり得る。好ましくは、上記プロラミンは、ジャポニカ
種のイネのものであり得る。さらにより好ましくは、上記プロラミンは、ジャポニカ種の
イネ１３ｋＤａプロラミンである。最も好ましくは、上記プロラミンはＲＭ９またはＲＭ
１のプロラミンである。なお、１３ｋＤａプロラミンが好ましい理由としては、イネ種子
に含まれるプロラミンのうち、１３ｋＤａプロラミンに相当するタンパク質の含量が最も
多いため、発現を低減できた場合の効果がより高いからである。
　別の好ましい実施形態において、本発明の核酸分子は、
　（ａ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２
５、２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３および４５からなる群より
選択される配列番号に示される核酸配列またはそのフラグメント配列を有するポリヌクレ
オチド；
　（ｂ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、
２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４および４６からなる群よ
り選択される配列番号に示されるアミノ配列を有するポリペプチドまたはそのフラグメン
トをコードするポリヌクレオチド；
　（ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、
２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４および４６からなる群よ
り選択される配列番号に示されるアミノ酸配列において、１もしくは数個のアミノ酸が、
置換、付加および欠失からなる群より選択される少なくとも１つの変異を有する改変体ポ
リペプチドであって、生物学的活性を有する改変体ポリペプチドをコードする、ポリヌク
レオチド；
　（ｄ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３、２
５、２７、２９、３１、３３、３５、３７、３９、４１、４３および４５からなる群より
選択される配列番号に示される核酸配列からなるＤＮＡの対立遺伝子変異体である、ポリ
ヌクレオチド；
　（ｅ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、
２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４および４６からなる群よ
り選択される配列番号に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドの種相同体またはオ
ルソログをコードする、ポリヌクレオチド；
　（ｆ）（ａ）～（ｅ）のいずれか１つのポリヌクレオチドにストリンジェント条件下で
ハイブリダイズし、かつ生物学的活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド；または
　（ｇ）（ａ）～（ｅ）のいずれか１つのポリヌクレオチドまたはその相補配列に対する
同一性が少なくとも７０％である塩基配列からなり、かつ生物学的活性を有するポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチド、
に相補的な、少なくとも１５ヌクレオチド長の連続する核酸配列を含み得る。より好まし
くは、この核酸配列は、少なくとも２０ヌクレオチド長、より好ましくは、少なくとも３
０ヌクレオチド長、最も好ましくは少なくとも５０ヌクレオチド長の連続する相補部分を
含み得る。
　好ましい実施形態では、上記配列は、配列番号１または３、ならびに配列番号２または
４であり得る（それぞれＲＭ９およびＲＭ１に対応する）。
　別の局面において、本発明は、プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に由来す
る少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列または該相補的な少なくと
も１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核
酸配列を含む、核酸分子を提供する。このような配列は、センス配列であり、ＲＮＡｉの
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一部を担う因子としても有用である。そのような配列は、１５ヌクレオチド長もの短さで
発現抑制効果を発揮することができる。
　別の局面において、本発明は、（Ａ）プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に
由来する少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列または該相補的な少
なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相
同な核酸配列を含む核酸配列Ａ；および（Ｂ）プロラミンポリペプチドをコードする核酸
配列に相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列または該相補
的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７
０％相同な核酸配列を含む核酸配列Ｂ、を含む、核酸分子を提供する。このような核酸分
子は、本明細書では、ＲＮＡｉ核酸分子とも称する。ここで、核酸配列Ａおよび核酸配列
Ｂは、それぞれセンス配列およびアンチセンス配列と呼ぶことができる。このような二種
類の配列を有する核酸分子は、ＲＮＡｉを引き起こす因子として作用し、その結果、ター
ゲットとなるプロラミンの発現を全般的に抑制し、ひいては、種子タンパク質の発現量を
減少させた。このようなことは、他の種子タンパク質では起こらなかったことから、プロ
ラミンの発現を抑えることによる効果は予想外であるということができる。なぜなら、従
来されているグルテリンでは、発現を抑えたとしても他の種子タンパク質または他のタン
パク質の種子中での発現が増加し、総タンパク質量としては変化がないからである。従っ
て、本発明がもたらす効果は、当業者に予想外の効果であったといえる。本発明のＲＮＡ
ｉ核酸分子は、アンチセンスおよびセンスにあたる配列が、ターゲットとなるプロラミン
配列に対して１５ｂｐ、好ましくは２３ｂｐほどの短さであっても効果が奏される。
　好ましい実施形態では、本発明のＲＮＡｉ核酸分子に含まれる核酸配列Ａと核酸配列Ｂ
とは、互いに実質的に相補的である部分を含む。このように相補的である部分をＡとＢと
が含むことによって、ＲＮＡｉの効果が発揮されやすくなるからである。より好ましくは
、この核酸配列Ａと核酸配列Ｂとは、互いに実質的に相補的であり、さらに好ましくは完
全に相補的である。理論に束縛されることは望まないが、ＲＮＡｉの効果は相補性が実質
的に完全であることによってより高まるからである。
　１つの実施形態において、本発明のＲＮＡｉ核酸分子は、スペーサー配列を含み、好ま
しくは、本発明のＲＮＡｉ核酸分子において、核酸配列Ａと核酸配列Ｂとの間には、スペ
ーサー配列が挿入されていることが好ましい。理論に束縛されることは望まないが、ＲＮ
Ａｉの効果はスペーサー配列の適切な配置によってより高まるからである。
　好ましい実施形態では、このスペーサー配列は、イントロン配列であることが好ましい
。イントロン配列としては、例えば、γグロビン、βアクチンのイントロン配列が挙げら
れるがそれらに限定されない。理論に束縛されることを好まないが、植物においては遺伝
子のコード領域中にイントロンを挿入することにで発現が増強されることが知られており
、またプレｍＲＮＡのイントロン部分が切り出される際に、立体構造的に２本鎖ＲＮＡの
形成が促進されると考えられているからである。
　別の局面において、本発明は、プロラミンポリペプチドをコードする遺伝子配列に対し
てＲＮＡｉを引き起こす、因子を提供する。本発明のプロラミンに対するＲＮＡｉは、他
のＲＮＡｉに比較して、種子タンパク質の顕著な減少および／または外来タンパク質の顕
著な強制発現といった効果を奏する。ＲＮＡｉ因子としては、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡと
いった形式も可能であるが、本発明では、核酸構築物中に相補鎖が含まれている形式が好
ましい。理論に束縛されることを望まないが、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡよりも核酸構築物
中に相補鎖を含んでいる形式のほうが、植物においては汎用的とされているからである。
　別の局面において、本発明は、プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に相補的
な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列または該相補的な少なくと
も１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核
酸配列Ｂを含む、核酸カセットを提供する。このような核酸カセットは、アンチセンスカ
セットとして利用可能である。
　１つの好ましい実施形態において、本発明の核酸カセットは、外来遺伝子をコードする
核酸配列をさらに含む。
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　外来遺伝子は、本発明の核酸カセットを用いて植物などを改変する場合にプロラミンま
たは種子タンパク質に代わって発現されることが企図される遺伝子であれば、どのような
ものであっても使用することができる。
　そのような外来遺伝子としては、例えば、マーカー（蛍光物質、燐光物質など）、医薬
活性のあるペプチド（例えば、サイトカイン類（インターロイキン類、ケモカイン類、Ｇ
Ｍ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳＦ、ｍｕｌｔｉ－ＣＳＦ（ＩＬ－３）、ＥＰＯ、ＬＩ
Ｆ、ＳＣＦのような造血因子、ＴＮＦ、インターフェロン類、ＰＤＧＦ、ＥＧＦ、ＦＧＦ
、ＨＧＦ、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（例えば抗細菌、防虫、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酵素、酵素反応を調
節するインヒビター、レセプター、レセプターリガンド、人工タンパク質、栄養学的に意
義のある物質（例えば、カゼイン、マメ類のアルブミン、グロブリン、ビタミン類・糖・
脂質の合成酵素）、加工特性に関与するタンパク質（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、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群、呈味タンパク
質群および味覚成分合成に関与するタンパク質群、または他の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。
　好ましい実施形態において、本発明の核酸カセットは、プロラミンポリペプチドをコー
ドする核酸配列に由来する少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列ま
たは該相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有する核酸配列に対して少な
くとも約７０％相同な核酸配列を含む核酸配列Ａをさらに含む。このような２種類の核酸
配列Ａおよび核酸配列Ｂを有することによって、本発明の核酸カセットは、ＲＮＡｉ作用
を発揮することができる。
　本発明の核酸カセットは、核酸配列Ａおよび核酸配列Ｂに加えて、スペーサー配列を含
んでいてもよい。理論に束縛されることを望まないが、スペーサー配列を含ませることに
よって、ＲＮＡｉ作用は増強されるからである。そのようなスペーサー配列の選定は、当
業者が、適宜選択することができるが、好ましくは、イントロン配列を用いることができ
る。このようなスペーサー配列、好ましくはイントロン配列は、核酸配列Ａと、核酸配列
Ｂとの間に含まれることが有利である。理論に束縛されることを望まないが、イントロン
配列の適切な配置は、細胞内でプレｍＲＮＡのイントロン部分が切り出される際に、ＲＮ
Ａｉ作用をもたらす分子構造へより効率的に変換されると考えられているからである。
　別の好ましい実施形態において、本発明の核酸カセットは、シグナル配列を含んでいて
もよい。このようなシグナル配列は、外来遺伝子の上流に配置され、好ましくはインフレ
ームに配置される。このような配置は、さらに好ましくは外来遺伝子の翻訳開始部位の直
前であることが有利である。シグナル配列を含ませることによって、所望の部位での外来
遺伝子の発現をより効率的に実現することができるからである。
　好ましい実施形態において、本発明において用いられるシグナル配列は、貯蔵タンパク
質のシグナル配列であることが有利である。貯蔵タンパク質は、シグナル配列の効果によ
り小胞体内に輸送され、そこから適宜プロテインボディに運ばれて安定かつ大量に集積す
る。よってこのプロセスを模倣することにより、貯蔵タンパク質シグナル配列の下流に配
置される外来遺伝子がコードするタンパク質は、種子により効率的に集積されるからであ
る。
　より好ましくは、このシグナル配列は、プロラミンシグナル配列であることが有利であ
る。本明細書の実施例を通して、外来遺伝子の発現にはプロラミンプロモーターを用いる
ことがより効果的であることがわかったため、それと組み合わせて用いるにはプロラミン
シグナル配列がよりふさわしい。プロラミンシグナル配列としては、例えば１０ｋＤａプ
ロラミン、１３ｋＤａプロラミン、１６ｋＤａプロラミンのシグナル配列があげられるが
、それらに限定されない。
　このようなシグナル配列の配置は、当該分野において周知の技術を用いて実現すること
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ができる。例えば、シグナル配列の配列が公知の場合には、そのような配列が含まれるよ
うにＰＣＲ反応を行ったり、すでにそのシグナル配列を含む核酸分子を有している場合に
は、目的となる配列を切り出し、所望の位置に接続することによって所望の位置への配置
を行うことができることが理解される。
　別の実施形態において、本発明の核酸ベクターは、プロモーター配列をさらに含む。こ
のようなプロモーター配列を有することによって、本発明のプロラミン抑制効果をより効
率よくすることができ、および／または外来遺伝子の発現をより効率よくあるいは所望の
特異性をもって実現することができる。プロモーターの配置もまた、当該分野において周
知の技術を用いて当業者が任意に行うことができる。
　好ましくは、プロモーター配列は、外来遺伝子および前記核酸配列Ｂの両方に作動可能
に連結される。両方の遺伝子（外来遺伝子およびアンチセンス遺伝子）の発現を駆動する
または誘導・増強することができるからである。好ましくは、外来遺伝子および核酸配列
Ｂの両方に、独立して別個のプロモーター配列が作動可能に連結されることが有利である
。このような独立の別個のプロモーターを含ませることによって、別々の発現制御を行う
ことができるからである。
　より好ましい実施形態では、本発明の核酸カセットにおいて使用される外来遺伝子に作
動可能に連結されるプロモーター配列（プロモーター配列Ａ）と、核酸配列Ｂに作動可能
に連結されるプロモーター配列（プロモーター配列Ｂ）とは互いに異なることが有利であ
る。このような構成にすることによって、１つのプロモーターの遺伝子発現能力が、プロ
ラミンの発現抑制と外来遺伝子の高発現に分散されて効率が落ちるリスクを回避すること
ができる。さらに、プロラミンの発現制御を行いそれを確認した後に外来遺伝子の発現を
駆動することが可能になるなど、制御のやり方のバリエーションを増やし、より効率的な
外来遺伝子発現系を構築できるからである。
　別の実施形態において、本発明において用いられるプロモーター配列Ｂは、種子に発現
されるプロモーター配列であり、より好ましくは種子に高いレベルで発現されるプロモー
ター配列である。発現レベルが高いプロモーターのほうが、より効率的・効果的にプロラ
ミンの発現を抑制できると考えられる。このような種子で高いレベルで発現されるプロモ
ーターとしては、例えば貯蔵タンパク質群（例えばグルテリン、グロブリン、プロラミン
）プロモーターや、細胞の生命活動に必須な遺伝子（ポリユビキチン、アクチンなど）プ
ロモーターに由来する。貯蔵タンパク質の１種であるプロラミンの効率的な抑制を実現す
るには、プロラミン自身のプロモーターの利用は必須の条件ではなく、上記のような特定
のプロモーターを用いることによっても達成できることが、本発明において初めて予想外
に示されたからである。
　より好ましい実施形態では、本発明のプロモーター配列Ｂは、貯蔵タンパク質プロモー
ターに由来し、前記プロモーター配列Ａとは異なることがさらに有利である。理論に束縛
されることを望まないが、このような構成をとることによって、本発明の核酸カセットは
、外来遺伝子とプロラミン抑制を効率よく制御することができ、発現を最大にすることが
可能となる。
　本発明において用いられ得るプロモーター配列Ｂとしては、ポリユビキチンプロモータ
ー、２６ｋＤａグロブリンプロモーター、グルテリンＡプロモーター、グルテリンＢプロ
モーター、１６ｋＤａプロラミンプロモーター、１３ｋＤａプロラミンプロモーターおよ
び１０ｋＤａプロラミンプロモーターならびにこれらの改変体または融合物などが挙げら
れるがそれらに限定されない。
　別の実施形態において、本発明において用いられるプロモーター配列Ａは、貯蔵タンパ
ク質プロモーターに由来する。貯蔵タンパク質プロモーターは発現の特異性が種子に限定
され、かつ発現レベルは高い。よって、外来遺伝子に接続されるプロモーターとして、特
定の貯蔵タンパク質プロモーター（例えば、グルテリン、グロブリン、プロラミン）を用
いることによって、植物体の他の部位に外来タンパク質が無駄に発現されてエネルギーを
消耗させるリスクを回避しつつ、種子内で効率的かつ高度に発現させることができる。さ
らには、外来遺伝子に接続されるプロモーターとしては、抑制の標的となる貯蔵タンパク
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質（例えば１３ｋＤａプロラミン）と同じ種類の貯蔵タンパク質に由来するプロモーター
（例えば、配列番号６０）を使用することが好ましい。理由としては、発現抑制を打破す
るために標的となる貯蔵タンパク質のｍＲＮＡレベルを上昇させる場合があり、その波及
効果を外来遺伝子の発現に利用できるからである。従ってプロモーター配列Ａは核酸配列
Ｂに天然に附随するプロモーターでありうる。好ましくは、プロモーターとしては、１３
ｋＤａプロラミンないしは１０ｋＤａプロラミンに由来するプロモーターを用いることが
できる。理論に束縛されることを望まないが、１３ｋＤａプロラミンは多重遺伝子族であ
るもののプロラミンの中で最も含有量が多いこと、また低グルテリン系統などのタンパク
質変異イネにおいて、最も顕著に発現が上昇する特徴がある。一方、１０ｋＤａプロラミ
ンは単一遺伝子で電気泳動パターンで存在が確認できるほど、定常状態での高い発現量が
保証されており、また低グルテリン系統などのタンパク質変異イネにおいて、発現が上昇
する特徴がある。これらのことから、いずれもプロモーター活性は非常に高いと考えられ
、より有用である。１３ｋＤａプロラミンと１０ｋＤａプロラミンのいずれのプロモータ
ーが有利であるかについては、導入する原品種の特徴および発現させる外来遺伝子の特徴
により判断するべきである。
　本発明において用いられる外来遺伝子に接続されるプロモーター配列Ａとしては、２６
Ｋグロブリンプロモーター、グルテリンＡプロモーター、グルテリンＢプロモーター、１
６ｋＤａプロラミンプロモーター、１０ｋＤａプロラミンプロモーターおよび１３ｋＤａ
プロラミンプロモーターなどが挙げられるがそれらに限定されない。好ましくは、プロモ
ーター配列Ａとして、プロラミンプロモーター、より好ましくは、１３ｋＤａプロラミン
プロモーターないしは１０ｋＤａプロラミンプロモーターを用いることができる。
　１つの実施形態において、本発明の核酸カセットにおいて、プロモーター配列Ａは、プ
ロラミンプロモーターに由来し、プロモーター配列Ｂは、該プロラミンプロモーター以外
のプロモーターに由来する。このような組み合わせの例示としては、１３ｋＤａプロモー
ターと１０ｋＤａプロモーターとが挙げられるがそれらに限定されない。
　１つの好ましい実施形態において、本発明の核酸カセットでは、外来遺伝子とプロモー
ター配列との間にインフレームでシグナル配列を含む。
　別の好ましい実施形態において、本発明の核酸カセットは、ターミネーター配列を含む
。ターミネーターの適切な配置によって発現を適切に制御することができる。ターミネー
ター配列は、１０ｋＤａプロラミンのターミネーター配列であることが好ましい。１０ｋ
Ｄａプロラミンのターミネーター配列は、これまで利用された実績はなかったが、様々な
プロモーターとの組み合わせで遺伝子発現制御に汎用的に利用できることが、本発明によ
り初めて示されたことは格別の成果である。植物（イネ）由来の配列で、本発明を適用す
る主な対象器官である種子に発現している遺伝子由来であることから、バクテリア由来の
ＮＯＳターミネーターよりもより好ましいと言える。
　１つの実施形態において、本発明の核酸カセットに含まれる外来遺伝子を含み、そして
この外来遺伝子は、核酸配列Ａおよび核酸配列Ｂよりも上流に存在することが好ましい。
理論に束縛されることを望まないが、このような配置を採ることによって、プロラミンの
抑制を確認した後に外来遺伝子の発現を行うことができることなどの利点が考えられるが
それらに限定されない。
　従って、本発明において好ましい実施形態では、本発明の核酸カセットは、核酸配列Ａ
と核酸配列Ｂとの間にスペーサー配列、好ましくはイントロン配列を含むことが有利であ
る。ＲＮＡｉ効果が促進されるからである。
　１つの局面において、本発明は、核酸カセットを製造するための方法を提供する。この
方法は、Ａ）プロラミンポリペプチドをコードする核酸配列に相補的な少なくとも１５の
連続するヌクレオチド長を有する核酸配列または該相補的な少なくとも１５の連続するヌ
クレオチド長を有する核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列Ｂと、プロラ
ミンポリペプチドをコードする核酸配列に由来する少なくとも１５の連続するヌクレオチ
ド長を有する核酸配列または該相補的な少なくとも１５の連続するヌクレオチド長を有す
る核酸配列に対して少なくとも約７０％相同な核酸配列を含む核酸配列Ａと含むセットの
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上流に作動可能にプロモーター配列Ｂを有し、外来遺伝子が該プロモーター配列Ｂよりも
上流または下流（好ましくは、上流であるがそれに限定されない）に配置され、該外来遺
伝子には作動可能にプロモーター配列Ａが連結されている、核酸カセットを提供する工程
；Ｂ）該核酸カセットを用いて植物を形質転換する工程；およびＣ）該形質転換された植
物について、プロラミンの発現量が一部減少しているものを選択する工程、を包含する。
　このような製造法では、プロラミンの発現量をより効率的に減少させる活性を持つもの
を優先的に選択していることから、本発明の核酸カセットの製造効率と本発明を利用する
利便性が格段に上がる。
　別の局面において、本発明は、本発明の核酸分子を含むベクターを提供する。従って、
本発明のベクターは、上述の核酸カセットを含むベクター形態として提供され得る。
　好ましくは、このベクターは、プロモーター配列などの調節配列（エレメント）を含み
得る。調節配列としては、例えば、エンハンサー、プロモーター、転写終止配列、翻訳終
止配列、転写起点、イントロン配列などが挙げられるがそれらに限定されない。好ましく
は、このベクターは、プロモーター活性を有する配列をさらに含む。
　このプロモーター活性を有する配列は、好ましくは貯蔵タンパク質のプロモーターであ
り得る。貯蔵タンパク質のプロモーターであれば、種子中での転写促進活性が期待される
からである。本発明では、貯蔵タンパク質のタイプによらず、どの貯蔵タンパク質にプロ
モーター由来の配列であっても、プロラミンのアンチセンス配列の活性発現に有用である
ことが判明した。同時に、プロラミンのプロモーター由来の配列は、他の貯蔵タンパク質
由来のものよりも、アンチセンス配列の活性発現により有用であることも示された。この
ようなことは本発明において初めて証明された格別の成果である。
　より好ましくは、上記プロモーター活性を有する配列は、作動可能に連結されるアンチ
センス配列が由来する構造遺伝子のプロモーターであり得る。
　好ましい実施形態では、プロモーターは、アンチセンス配列が由来する植物と同じ植物
種起源であり得る。同じ植物種起源のものを使用する方が、より良好に機能することが期
待されるからである。
　本発明のベクターは、好ましくは、ターミネーターをさらに含み得る。本発明のベクタ
ーは別の実施形態において、選択マーカーをさらに含み得る。このような選択マーカーは
、どのようなものでもよいが、簡便を考えると、抗生物質耐性付与遺伝子（例えば、ハイ
グロマイシンホスホトランスフェラーゼなど）が好ましい。選択マーカーを含むベクター
を使用する場合、本発明のアンチセンス構築物を用いて形質転換した植物細胞を選択する
ことが極めて容易になるが、この選択マーカーは必ずしも必要というわけではない。
　別の実施形態において、本発明のベクターは、アンチセンス配列とは異なる外来遺伝子
（例えば、ＧＦＰ遺伝子のようなマーカー遺伝子または有用遺伝子）をコードする配列を
含み得る。このような外来遺伝子は、構造遺伝子であり得る。このような外来遺伝子は、
大量に発現することが望まれるタンパク質であり得る。そのようなタンパク質としては、
例えば、医薬活性のあるペプチド（例えば、サイトカイン類（インターロイキン類、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（ＴＮＦ）、インターフェロン
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
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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。
　このような外来遺伝子は、プロモーターに作動可能に連結されていることが好ましい。
この場合、そのようなプロモーターは、どのようなものでも使用することができるが、好
ましくは、貯蔵タンパク質に由来するものが好ましい。より好ましくは、そのようなプロ
モーターとしては、プロラミンに由来するもの（１０ｋＤａプロラミンプロモーター、１
３ｋＤａプロラミンプロモーター、１６ｋＤａプロラミンプロモーターなど）が用いられ
る。
　別の局面において、本発明は、本発明の核酸分子を含む植物細胞を提供する。あるいは
、本発明はまた、本発明のベクターで形質転換した植物細胞を提供する。このような植物
細胞は、本発明のベクターで一過的に形質導入されていてもよく、恒久的に形質転換され
ていてもよい。本発明の植物細胞はまた、本発明のアンチセンス構築物とは異なる外来遺
伝子をコードする核酸分子を含み得る。そのような外来遺伝子の例示は、上述したとおり
である。
　好ましくは、本発明において利用されるプロラミンが由来する植物種と、本発明の植物
細胞の植物種とは、同種であっても異種であってもよい。好ましくは、両者の植物種は同
種であり得る。この両者の植物の品種は、同一品種であっても異なる品種であってもよい
。好ましくは、両者の植物品種は、同一品種であり得る。好ましくは、本発明のプロラミ
ンが由来する植物種および／または植物細胞の植物種は、イネであり得る。より好ましく
は本発明のプロラミンが由来する植物種および／または植物細胞の植物種は、ジャポニカ
種またはインディカ種のイネであり得る。
　好ましい実施形態において、本発明の植物細胞には、本発明の核酸分子は、両側の染色
体に導入され得るが、一対のみに導入されたものもまた有用であり得る。
　別の局面において、本発明は、本発明の植物細胞を含む植物組織を提供する。本発明は
また、本発明の核酸分子を含む、植物組織も提供する。そのような植物細胞または核酸分
子は、上述の好ましい形態であり得る。
　したがって、本発明は、本発明のポリヌクレオチドまたはベクターを含む植物組織（ま
たは生体の部分、部位など）を提供する。そのような植物の組織としては、例えば、種子
またはそれに由来する部分が挙げられる。従って、プロテインボディを形成しうる組織で
あればどのような組織でも使用され得る。好ましくは、本発明の組識は、本発明のポリヌ
クレオチドまたはベクターで形質されたものであり得る。本発明の組織は、本発明のポリ
ヌクレオチドまたはベクターで一過的に形質転換されていても恒常的に形質転換されてい
てもよい。そのような形質転換によって導入された本発明のポリヌクレオチドは、構成的
にまたは特異的に発現され得る。
　別の局面において、本発明は、本発明の核酸分子を含む植物体を提供する。このような
植物体を提供することによって、低タンパク質含有種子を生産することができる。この植
物体は、好ましくはイネであり得る。この植物体は、本発明のアンチセンス構築物とは異
なる外来遺伝子をコードする核酸分子をさらに含み得る。そのような植物は、本明細書に
おいてトランスジェニック植物ともいい、本発明の植物細胞または組織から当該分野にお
いて周知の技術を用いて再分化（再生）させることによって得ることができる。
　一旦所望のポリヌクレオチド（例えば、本発明のポリヌクレオチドまたはベクター）で
形質転換された細胞（例えば、植物細胞）が得られたなら、一定の割合以上でそのような
形質転換細胞から所望のポリヌクレオチドを含むトランスジェニック生物（例えば、植物
）が得られることは、当該分野において周知である。従って、形質転換することができる
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生物の細胞が利用可能な生物であれば、どのような生物でも本発明のポリヌクレオチドま
たはベクターを含むトランスジェニック生物を生産することができる。
　そのようなトランスジェニック生物を作製する方法は、当該分野において周知である。
本発明の生物が植物である場合、トランスジェニック植物は、例えば、本発明のポリヌク
レオチドまたはベクターで形質転換された細胞を増殖させ、組織または器官とし、それを
再分化させることによって植物体とすることができる。そのような組織または器官は、ど
のようなものでもよく、例えば、カルス、根、茎などが挙げられるがそれらに限定されな
い。植物はどのような器官であっても、基本的に全能性を有していることから、本発明の
ポリヌクレオチドまたはベクターを含む器官または組織であれば、どのような組織または
器官であっても植物体の再分化に利用することができる。本発明が木本植物の場合、本明
細書において記載されるもののようなプロトコルを利用してトランスジェニック植物を作
出することができる。
　本発明の植物体において、プロラミンが由来する植物の種と、その植物体の種とは同種
であっても異種であってもよい。好ましくは、その両方の種は同種であり得る。この場合
、その両方の種は、同一品種であっても異なる品種であってもよい。好ましくは、両方の
種は、同一品種であり得る。
　好ましい実施形態では、本発明の植物体の植物種および／またはプロラミンが由来する
植物種は、イネであり得る。より好ましくは、この両方の植物種は、ジャポニカ種のイネ
であり得る。このイネは、好ましくは、ＬＧＣ－１であってもよい。
　好ましい実施形態において、本発明の植物体には、本発明の核酸分子は、両側の染色体
に導入され得るが、一対のみに導入されたものもまた有用であり得る。
　別の局面において、本発明は、本発明の植物体から生産された種子を提供する。この場
合、本発明の植物体が本発明のアンチセンス構築物を含む場合、その種子におけるタンパ
ク質含有量（特に、プロラミン）は顕著に低減している。したがって、そのような種子を
食用に用いる場合、低タンパク質が好ましい用途において特に本発明の種子が有用である
ことが理解される。本発明の植物体がさらに外来遺伝子をコードする核酸分子を含む場合
、そのような外来遺伝子がコードするポリペプチドの発現が顕著であることが認められる
。したがって、本発明の種子は、有用タンパク質の生産装置（バイオリアクター）として
利用され得る。
　本発明はまた、本発明の種子から調製されたデンプン調製物を提供する。このようなデ
ンプン調製物は、プロラミンなどの貯蔵タンパク質を含むタンパク質含有量が顕著に減少
している。したがって、そのようなデンプン調製物は、低タンパク質が好ましい用途にお
いて利用され得る。
　また、本発明のデンプン調製物は、本発明の種子を生産する植物が外来遺伝子をコード
する核酸分子を含む場合、その外来遺伝子がコードするポリペプチドを含む。そのような
ポリペプチドは有用タンパク質であり得ることから、このようなデンプン調製物は、その
ような有用タンパク質の原料として、または、そのような有用タンパク質ないしは有用タ
ンパク質の機能に由来する２次代謝産物が添加された食品を提供するために好ましい。
　本発明は、本発明の植物体または本発明の種子から生産された外来遺伝子の遺伝子産物
を含む組成物を提供する。そのような外来遺伝子の遺伝子産物は、本発明のシステムを用
いることによって効率よく食用部分の中に生産されることから、食用として、栄養補助物
、農薬、化粧品、医薬としてまたは他の用途として用いるのに非常に好ましい。
　別の局面において、本発明は、植物において種子中のタンパク質の発現量を減少させる
方法を提供する。この方法は、Ａ）本発明の核酸分子を提供する工程；Ｂ）上記核酸分子
を上記植物の細胞に導入する工程；Ｃ）上記細胞を再分化させてトランスジェニック植物
を作出する工程；およびＤ）上記トランスジェニック植物から種子を得る工程、を包含す
る。ここで、本発明の核酸分子を提供する技術は、当該分野において周知であり、どのよ
うな技術を用いても本発明の核酸分子を提供することができることが理解される。核酸分
子を植物の細胞に導入する技術もまた、当該分野において周知であり、そのような技術は
、本発明において引用した文献などに十分記載されている。核酸分子の植物の細胞への導
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入は、一過的であっても恒常的であってもよい。一過性または恒常性の遺伝子導入の技術
はそれぞれ当該分野において周知である。本発明において用いられる細胞を分化させてト
ランスジェニック植物を作出する技術もまた当該分野において周知であり、そのような技
術は、本発明において引用した文献などに十分記載されていることが理解される。トラン
スジェニック植物から種子を得る技術もまた、当該分野において周知であり、そのような
技術は、本発明において引用した文献などに記載されている。
　したがって、このように、本発明の種子中のタンパク質の発現量を減少させる方法は周
知の技術を用いて実施することができる。
　本発明において用いる遺伝子導入技術は、当該分野において公知の技術であればどのよ
うな技術であっても使用することができる。好ましい実施形態において、本発明において
用いる遺伝子導入工程は、アグロバクテリウム法を用いる。
　好ましい実施形態において、本発明の植物において種子中のタンパク質の発現量を減少
させる方法はさらに、Ｅ）本発明の核酸分子が導入された植物の細胞を選択する工程、を
包含する。この工程を包含することにより、より効率よく、遺伝子導入植物を生育するこ
とができるが、本発明の実施においては必ずしも選択することが必要というわけではない
。そのような選択方法は、導入された核酸分子の特性によって変動し、例えば、抗生物質
（例えば、ハイグロマイシン、カナマイシンなど）に対する耐性遺伝子が導入された場合
は、その特定の抗生物質を用いて目的の細胞を選択することができる。あるいは、標識遺
伝子（例えば、緑色蛍光遺伝子など）を用いれば、そのような標識を目安に目的の細胞を
選択することができる。
　別の局面において、本発明は、植物種子中で外来遺伝子を発現させる方法を提供する。
この方法は、Ａ）本発明の核酸分子を提供する工程；Ｂ）上記外来遺伝子をコードする核
酸分子を提供する工程；Ｃ）上記請求項１に記載の核酸分子および上記外来遺伝子をコー
ドする核酸分子を上記植物の細胞に導入する工程；Ｄ）上記細胞を再分化させてトランス
ジェニック植物を作出する工程；ならびにＥ）上記トランスジェニック植物から種子を得
る工程、を包含する。ここで、本発明の核酸分子および外来遺伝子をコードする核酸分子
を提供する技術は、当該分野において周知であり、どのような技術を用いても本発明の核
酸分子を提供することができることが理解される。これらの２つの核酸分子は、一緒に提
供されてもよく、別々に提供されてもよい。好ましくは、同一のベクター中に両者が提供
され得る。同一のベクター中に両者が提供されることにより、一度にその核酸分子を植物
の細胞に導入することができる。
　核酸分子を植物の細胞に導入する技術もまた、当該分野において周知であり、そのよう
な技術は、本発明において引用した文献などに十分記載されている。核酸分子の植物の細
胞への導入は、一過的であっても恒常的であってもよい。一過性または恒常性の遺伝子導
入の技術はそれぞれ当該分野において周知である。本発明において用いられる細胞を分化
させてトランスジェニック植物を作出する技術もまた当該分野において周知であり、その
ような技術は、本発明において引用した文献などに十分記載されていることが理解される
。トランスジェニック植物から種子を得る技術もまた、当該分野において周知であり、そ
のような技術は、本発明において引用した文献などに記載されている。
　本発明の外来遺伝子の発現方法において用いる遺伝子導入技術は、当該分野において公
知の技術であればどのような技術であっても使用することができる。好ましい実施形態に
おいて、本発明において用いる遺伝子導入工程は、アグロバクテリウム法を用いる。本発
明のアンチセンス構築物と、外来遺伝子をコードする核酸分子とが別々に提供され細胞に
導入される場合、細胞への導入は、それぞれ同一の方法で行われてもよく、異なる方法で
行われてもよい。
　好ましい実施形態において、本発明の植物において種子中のタンパク質の発現量を減少
させる方法はさらに、Ｆ）本発明の核酸分子が導入された植物の細胞を選択する工程、を
包含する。この工程を包含することにより、より効率よく、遺伝子導入植物を生育するこ
とができるが、本発明の実施においては必ずしも選択することが必要というわけではない
。そのような選択方法は、導入された核酸分子の特性によって変動し、例えば、抗生物質



(50) JP 4644777 B2 2011.3.2

10

20

30

40

50

（例えば、ハイグロマイシン、カナマイシンなど）に対する耐性遺伝子が導入された場合
は、その特定の抗生物質を用いて目的の細胞を選択することができる。あるいは、標識遺
伝子（例えば、緑色蛍光遺伝子など）を用いれば、そのような標識を目安に目的の細胞を
選択することができる。あるいは、外来遺伝子そのものが表現型に識別可能な差異を生じ
させる場合は、そのような差異を目安に遺伝子導入細胞を選択してもよい。そのような識
別可能な差異としては、例えば、色素の発現の有無などがあるがそれに限定されない。
　本発明の外来遺伝子の発現方法はまた、好ましくはさらに、Ｇ）上記種子から上記外来
遺伝子の遺伝子産物を分離する工程、を包含する。
　そのような遺伝子産物の分離技術は当該分野において周知であり、遺伝子産物（例えば
、タンパク質またはｍＲＮＡなど）を分離することができる技術であれば、どのような技
術を用いてもよい。したがって、本発明の形質転換体の培養物から、本発明の外来遺伝子
の遺伝子産物のようなポリペプチドを単離または精製するためには、当該分野で周知慣用
の通常のタンパク質の単離または精製法を用いることができる。例えば、本発明のポリペ
プチドが本発明の形質転換体の細胞外に本発明のポリペプチドが分泌される場合には、そ
の培養物を遠心分離等の手法により処理し、可溶性画分を取得する。その可溶性画分から
、溶媒抽出法、硫安等による塩析法脱塩法、有機溶媒による沈澱法、ジエチルアミノエチ
ル（ＤＥＡＥ）－セファロース、ＤＩＡＩＯＮ　ＨＰＡ－７５（三菱化学）等レジンを用
いた陰イオン交換クロマトグラフィー法、Ｓ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ（Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａ）等のレジンを用いた陽イオン交換クロマトグラフィー法、ブチルセファロース、
フェニルセファロース等のレジンを用いた疎水性クロマトグラフィー法、分子篩を用いた
ゲルろ過法、アフィニティークロマトグラフィー法、クロマトフォーカシング法、等電点
電気泳動等の電気泳動法等の手法を用い、精製標品を得ることができる。
　本発明の外来遺伝子の遺伝子産物のようなポリペプチドが本発明の形質転換体の細胞内
に溶解状態で蓄積する場合には、培養物を遠心分離することにより、培養物中の細胞を集
め、その細胞を洗浄した後に、超音波破砕機、フレンチプレス、マントンガウリンホモジ
ナイザー、ダイノミル等により細胞を破砕し、無細胞抽出液を得る。その無細胞抽出液を
遠心分離することにより得られた上清から、溶媒抽出法、硫安等による塩析法脱塩法、有
機溶媒による沈澱法、ジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）－セファロース（Ｓｅｐｈａｒ
ｏｓｅ）、ＤＩＡＩＯＮ　ＨＰＡ－７５（三菱化学）等レジンを用いた陰イオン交換クロ
マトグラフィー法、Ｓ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　ＦＦ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）等のレジンを
用いた陽イオン交換クロマトグラフィー法、ブチルセファロース、フェニルセファロース
等のレジンを用いた疎水性クロマトグラフィー法、分子篩を用いたゲルろ過法、アフィニ
ティークロマトグラフィー法、クロマトフォーカシング法、等電点電気泳動等の電気泳動
法等の手法を用いることによって、精製標品を得ることができる。
　また、本発明の外来遺伝子の遺伝子産物のようなポリペプチドが細胞内に不溶体を形成
して発現した場合は、同様に細胞を回収後破砕し、遠心分離を行うことにより得られた沈
澱画分より、通常の方法によりそのポリペプチドを回収後、そのポリペプチドの不溶体を
ポリペプチド変性剤で可溶化する。この可溶化液を、ポリペプチド変性剤を含まないある
いはポリペプチド変性剤の濃度がポリペプチドが変性しない程度に希薄な溶液に希釈、あ
るいは透析し、本発明のポリペプチドを正常な立体構造に構成させた後、上記と同様の単
離精製法により精製標品を得ることができる。また、細胞内の特定のオルガネラ、例えば
、プロテインボディに蓄積され得る場合には、そのオルガネラを分離後、タンパク質を精
製することもできる。
　通常のタンパク質の精製方法（Ｊ．Ｅｖａｎ．Ｓａｄｌｅｒら：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ
　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，８３，４５８）に準じて精製できる。例えば、本発明の外来遺
伝子の遺伝子産物のようなポリペプチドを他のタンパク質との融合タンパク質として生産
し、融合したタンパク質に親和性をもつ物質を用いたアフィニティークロマトグラフィー
を利用して精製することもできる［山川彰夫，実験医学（Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ），１３，４６９－４７４（１９９５）］。例えば、Ｌｏｗｅらの方法（
Ｌａｒｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，８６
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，８２２７（１９８９）、Ｋｕｋｏｗｓｋａ－Ｌａｔａｌｌｏ　ＪＦ、Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅ
ｖ．，４，１２８８（１９９０））に記載の方法に準じて、本発明のポリペプチドをプロ
テインＡとの融合タンパク質として生産し、イムノグロブリンＧを用いるアフィニティー
クロマトグラフィーにより精製することができる。
　また、本発明のポリペプチドをＦＬＡＧペプチドとの融合タンパク質として生産し、抗
ＦＬＡＧ抗体を用いるアフィニティークロマトグラフィーにより精製することができる（
Ｌａｒｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，８６
，８２２７（１９８９）、Ｋｕｋｏｗｓｋａ－Ｌａｔａｌｌｏ　ＪＦ、Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅ
ｖ．，４，１２８８（１９９０））。
　さらに、本発明のポリペプチド自身に対する抗体を用いたアフィニティークロマトグラ
フィーで精製することもできる。本発明のポリペプチドは、公知の方法［Ｊ．Ｂｉｏｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　ＮＭＲ，６，１２９－１３４、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４２，１１６２－１
１６４、Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１１０，１６６－１６８（１９９１）］に準じて、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏ転写・翻訳系を用いてを生産することができる。
　本発明は、本発明の方法によって生産された、外来遺伝子の遺伝子産物を含む組成物を
提供する。そのような組成物が含む遺伝子産物は、使用される外来遺伝子に応じて変動す
るが、好ましくはタンパク質であり得る。
　別の局面において、本発明は、植物において種子中のタンパク質の発現量を減少させる
ための、本発明の核酸分子の使用に関する。
　他の局面において、本発明は、植物の種子中で外来遺伝子を発現させるための、本発明
の核酸分子の使用に関する。ここで、外来遺伝子が発現される植物の種子において、植物
の天然のタンパク質発現が低減していることが好ましい。天然のタンパク質発現が低減す
ることによって、目的とする外来遺伝子の遺伝子産物（特に、タンパク質）の発現は、顕
著に効率的となる。
　これらの各々の使用において、その各要素について本明細書において詳細に説明した好
ましい実施形態は、そのまま適用することができることが理解される。
　以下に、実施例に基づいて本発明を説明するが、以下の実施例は、例示の目的のみに提
供される。従って、本発明の範囲は、上記発明の詳細な説明にも下記実施例にも限定され
るものではなく、特許請求の範囲によってのみ限定される。
【実施例】
　（実施例１：アンチセンス構築物の作製）
　本実施例では、本発明の例示として以下に示すアンチセンス配列を以下に示すプロモー
ター配列と組み合わせたアンチセンス構築物を構築した。以後、特に断わりのない限り、
プロラミンを低減させる目的のアンチセンス構築物を「ＬＰ遺伝子ないしはＬＰカセット
」、それを導入した組換えイネ系統を「ＬＰ系統」、もっとも含有量の多い１３ｋＤａプ
ロラミンが低下した系統を「ＬＰ１３Ｋ系統」と総称する。導入する品種については、日
本晴をＨ、ＬＧＣ－１をＬＧ、その他の品種はそのまま表記する。例えば、「Ｈ－ＬＰ１
３Ｋ」とは、「ＬＰ遺伝子を導入してプロラミンが低減した日本晴」を示す。
　プロモーター配列：
　Ａ）イネ１０ｋＤａプロラミン遺伝子に由来する配列（配列番号４７）
　Ｂ）イネグルテリンＢ１遺伝子に由来する配列（配列番号４８）
　Ｃ）ＣａＭＶ３５Ｓ遺伝子に由来する配列（配列番号４９）
　アンチセンス配列：
　Ａ）１３ｋＤａプロラミンをコードするｃＤＮＡ全長（配列番号１）のアンチセンス（
配列番号５０）
　Ｂ）１３ｋＤａプロラミンをコードするｃＤＮＡのＮ末端の６７ｂｐのアンチセンス（
配列番号５１）
　Ｃ）１３ｋＤａプロラミンをコードするｃＤＮＡのＮ末端の１５ｂｐのアンチセンス（
配列番号５２）
　Ｄ）コントロール配列（配列番号５３）
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　アンチセンス構築物の構築は以下のようにして行った。
　上述の組み合わせの配列および形質転換のイネの選抜用として、ハイグロマイシンに対
する抵抗性を付与するカセットとして、ＣａＭＶ３５Ｓプロモーター（配列番号４９）、
ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ（配列番号５４）およびＮｏｓターミネータ
ー（配列番号５５）を含むものを使用した。
　以後の発現ベクター構築には、大腸菌ＪＭ１０９を用いて、分子生物学実験における常
法に従って行った。
　一連の遺伝子構築操作に先立って、構築過程の効率化のために、構築過程の効率化のた
めの改変ベクターの作製をおこなった。図１に示したものは、バイナリーベクターｐＰＺ
Ｐ２０２（Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　２５，９８９－９９４，
１９９４）、構築用サポートプラスミドとしてｐＵＣ１９を用いた例であるが、他のバイ
ナリーベクターやプラスミドを同様に改変しても良い。過程を概説すると、オリジナルで
ある２つのベクターｐＵＣ１９およびバイナリーベクターｐＰＺＰ２０２（Ｐｌａｎｔ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　２５，９８９－９９４，１９９４）をベースに、
当該分野において公知の（Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　４，ｐ２８８－２
９０，１９９５）の方法を参考にして８塩基認識部位ＡｓｃＩおよびＰａｃＩを導入した
改変ベクターｐＵＣ１９８ＡＰ、ｐＵＣ１９８ＡＡ、ｐＵＣ１９８ＰＰおよびｐＰＺＰ２
０２８を構築した。同様の手法で、ＡｓｃＩおよびそれと連結可能な６塩基認識酵素であ
るＭｌｕＩのサイトを１つずつ持つｐＵＣ１９８ＡＭも作製した。また、選抜マーカー遺
伝子であるＨＰＴ遺伝子は、内部にあるＥｃｏＲＩ、ＰｓｔＩ、ＮｃｏＩ部位を部位指定
変換で消去した改変遺伝子ｍＨＰＴを作製し（アミノ酸配列番号５６）、それをＣａＭＶ
３５Ｓプロモーターおよびｎｏｓターミネーターと制限酵素で切断されないように連結し
た選抜マーカー発現カセット（塩基配列番号５７）として構築した。これを、やはり制限
酵素で切断されないようにｐＰＺＰ２０２８に組み込んでｐＺＨ２Ｂを構築した。また、
イネポリユビキチンプロモーター断片についても、配列中に存在するＸｂａＩ、ＥｃｏＲ
Ｉ、ＰａｃＩ、ＰｓｔＩ、ＸｈｏＩを、やはり部位指定変換で消去した改変イネポリユビ
キチンプロモーター（ｍＲＵｂｉＰ、配列番号５８）を構築しておいた。以降の実施例は
、これらのプラスミドを用いて行った。
　具体的な発現ベクターの構造の例を図２に示した。まずｐＺＨ２ＢベクターのＳａｃＩ
－ＥｃｏＲＩにターミネーターを連結し、次にＨｉｎｄＩＩＩ－ＸｂａＩにプロモーター
を連結した。アンチセンス用遺伝子フラグメントは、ＸｂａＩ－ＳａｃＩ部位の間に連結
した。ＲＮＡｉタイプの２本鎖ＲＮＡ発現ベクターについては、ＳａｃＩ－ＥｃｏＲＩに
ｎｏｓターミネーター、ＨｉｎｄＩＩＩ－ＸｂａＩに改変イネポリユビキチンプロモータ
ーを連結した後、図２に示した制限酵素部位（５’側にＸｂａＩとＢｇｌＩＩ、３’にＳ
ｐｅＩとＢａｍＨＩ）を両側に付加したＧＵＳ遺伝子断片（配列番号５９）またはイネア
スパラギン酸プロテアーゼ遺伝子イントロン配列（配列番号９７）をＸｂａＩ－ＢａｍＨ
Ｉに連結することで、基本となるＲＮＡｉ発現ベクターを構築した。あとは、抑制をかけ
る適当なプロラミン遺伝子断片を１種類選び、ＸｂａＩまたはＢｇｌＩＩに１つ、Ｓｐｅ
ＩまたはＢａｍＨＩに１つ、向きが逆になるように連結して完成させた。
　目的としたアンチセンス発現ベクターが構築されているかどうかは、各断片を増幅する
ＰＣＲプライマーを用いたＰＣＲ、および／またはＤＮＡ配列決定を行うことで確認した
。
　ベクターは、以下の実施例において使用するまで、－２０℃で保存した。
　（実施例２：アンチセンス構築物を用いたイネの形質転換）
　実施例１において生産したアンチセンス構築物を含むベクターを用いて、イネ２品種（
日本晴およびＬＧＣ－１）を形質転換し、トランスジェニックイネを生産した。日本晴は
、イネとして代表的な品種として使用した。ＬＧＣ－１は、ニホンマサリの放射線変異に
よるイネで、種子中のグルテリン量が大きく低下し、プロラミンが増加していることから
、本発明のプロラミンへの影響をより明確に確認するために使用した。
　その具体的な手順は以下のとおりである。
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　図２に示したそれぞれのアンチセンスプロラミン遺伝子発現ベクターは、まずアグロバ
クテリウムＥＨＡ１０１にエレクトロポレーションで導入し、ベクターを保持した菌を１
００ｍｇ／Ｌのスペクチノマイシンを含むＬＢ寒天培地で選抜した。アグロバクテリウム
感染までは、Ｒａｉｎｅｒｉらの方法（Ｒａｉｎｅｒｉ　ＤＭ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　８，３３－３８，１９９０）を一部改変して実施し、感染以降の培養操作と培
地については、Ｔｏｋｉらの方法（Ｔｏｋｉ．Ｓ．，Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｒｅｐｏｒｔｅｒ　１５，１５９－１６４，１９９７）に従って行った
。Ｔｏｋｉらの方法で形質転換イネが得られない品種については、Ｆｕｋｕｏｋａらの方
法（Ｆｕｋｕｏｋａ　Ｈ．ｅｔ　ａｌ．，Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　１９
，８１５－８２０，２０００）に記された培地組成に従って行った。
　手順を簡単に記述するが、特に断りがないかぎり、イネ細胞は２８℃にて培養した。ま
た、培地の支持体は０．４％濃度のゲルライト（和光純薬）を用いた。籾をはずしたイネ
の種子を７０％エタノールにつけ、続いて有効塩素濃度２％程度の次亜塩素酸に浸せきす
ることで殺菌し、十分な滅菌水で洗浄の後、２ｍｇ／Ｌの２．４－Ｄを含むカルス誘導培
地（ＫＮＯ３　２８３０ｍｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４　４６０ｍｇ，ＣａＣｌ２・２Ｈ
２Ｏ　１６６ｍｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　１８５ｍｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４　４００
ｍｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　２７．８ｍｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ－２Ｎａ　３７．３ｍｇ
／Ｌ，ＭｎＳＯ４・４Ｈ２Ｏ　４．４ｍｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　１．５ｍｇ／Ｌ
，ＫＩ　０．８ｍｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３　１．６ｍｇ／Ｌ，ニコチン酸０．５ｍｇ／Ｌ、チ
アミン塩酸１．０ｍｇ／Ｌ、ピリドキシン塩酸０．５ｍｇ／Ｌ、グリシン２ｍｇ／Ｌ、ミ
オイノシトール１００ｍｇ／Ｌ、プロリン２．８８ｇ／Ｌ、カザミノ酸３００ｍｇ／Ｌ、
ショ糖３０ｇ／Ｌ、ｐＨ＝５．８）に置床し培養した。５日後、置床した種子をそのまま
回収し、導入目的遺伝子を保持したアグロバクテリウムをＡＡＭ培地（ＭｎＳＯ４・４Ｈ

２Ｏ　１０ｍｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３　３ｍｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　２ｍｇ／Ｌ，Ｎ
ａ２ＭｏＯ４・５Ｈ２Ｏ　０．２５ｍｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４・５Ｈ２Ｏ　０．０２５ｍｇ／
Ｌ，ＣｏＣｌ２・６Ｈ２Ｏ　０．０２５ｍｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２・２Ｈ２Ｏ　１５０ｍｇ／
Ｌ，ＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　２５０ｍｇ／Ｌ，Ｆｅ－ＥＤＴＡ　４０ｍｇ／Ｌ，ＮａＨ２

ＰＯ４・２Ｈ２Ｏ　１５０ｍｇ／Ｌ，ニコチン酸１ｍｇ／Ｌ、チアミン塩酸１０ｍｇ／Ｌ
、ピリドキシン塩酸１ｍｇ／Ｌ、ミオイノシトール１００ｍｇ／Ｌ、Ｌ－アルギニン１７
４ｍｇ／Ｌ、グリシン７．５ｍｇ／Ｌ、ｐＨ＝５．２）にけん濁した菌液（濃度はＯＤ６
００＝０．０３程度にあわせる）に２分間つけこみ、滅菌ペーパータオル上で水気をきっ
て、２ｍｇ／Ｌの２．４－Ｄを含む共存培養培地（ＫＮＯ３　２８３０ｍｇ／Ｌ，（ＮＨ

４）２ＳＯ４　４６０ｍｇ，ＣａＣｌ２・２Ｈ２Ｏ　１６６ｍｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４・７Ｈ

２Ｏ　１８５ｍｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４　４００ｍｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　２７．
８ｍｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ－２Ｎａ　３７．３ｍｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４・４Ｈ２Ｏ　４．４ｍｇ
／Ｌ，ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　１．５ｍｇ／Ｌ，ＫＩ　０．８ｍｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３　１
．６ｍｇ／Ｌ，ニコチン酸０．５ｍｇ／Ｌ、チアミン塩酸１．０ｍｇ／Ｌ、ピリドキシン
塩酸０．５ｍｇ／Ｌ、グリシン２ｍｇ／Ｌ、ミオイノシトール１００ｍｇ／Ｌ、グルコー
ス１０ｇ／Ｌ、カザミノ酸３００ｍｇ／Ｌ、ショ糖３０ｇ／Ｌ、ｐＨ＝５．２）へならべ
た。２５℃暗所で３日間培養した後、十分な滅菌水で種子を洗浄し、最後に５００ｍｇ／
Ｌのカルベニシリンを含む滅菌水に５分間つけた。このようにしてアグロバクテリウムを
完全に除去した種子は、ハイグロマイシン５０ｍｇ／Ｌの濃度で含む選抜培地（ＫＮＯ３

　２８３０ｍｇ／Ｌ，（ＮＨ４）２ＳＯ４　４６０ｍｇ，ＣａＣｌ２・２Ｈ２Ｏ　１６６
ｍｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　１８５ｍｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４　４００ｍｇ／Ｌ，Ｆ
ｅＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　２７．８ｍｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ－２Ｎａ　３７．３ｍｇ／Ｌ，ＭｎＳ
Ｏ４・４Ｈ２Ｏ　４．４ｍｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　１．５ｍｇ／Ｌ，ＫＩ　０．
８ｍｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３　１．６ｍｇ／Ｌ，ニコチン酸０．５ｍｇ／Ｌ、チアミン塩酸１
．０ｍｇ／Ｌ、ピリドキシン塩酸０．５ｍｇ／Ｌ、グリシン２ｍｇ／Ｌ、ミオイノシトー
ル１００ｍｇ／Ｌ、プロリン２．８８ｇ／Ｌ、カザミノ酸３００ｍｇ／Ｌ、ショ糖３０ｇ
／Ｌ、ｐＨ＝５．８）で２週間培養した。その後、胚乳と芽をはずした細胞塊を、やはり
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ハイグロマイシン５０ｍｇ／Ｌの濃度で含み、かつホルモンとしてカイネチン２ｍｇ／Ｌ
，ＮＡＡ　０．０２ｍｇ／Ｌを含む再分化培地（ＮＨ４ＮＯ３　１６５０ｍｇ／Ｌ，ＫＮ
Ｏ３　１９００ｍｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２・２Ｈ２Ｏ　４４０ｍｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４・７Ｈ２

Ｏ　３７０ｍｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４　１７００ｍｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　２７．
８ｍｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ－２Ｎａ　３７．３ｍｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４・４Ｈ２Ｏ　２２．３ｍ
ｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　８．６ｍｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４・５Ｈ２Ｏ　０．０２５ｍ
ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４・２Ｈ２Ｏ　０．２５ｍｇ／Ｌ，ＣｏＣｌ２・６Ｈ２Ｏ　０．０
２５ｍｇ／Ｌ，ＫＩ　０．８３ｍｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３　６．２ｍｇ／Ｌ，ニコチン酸０．
５ｍｇ／Ｌ、チアミン塩酸０．１ｍｇ／Ｌ、ピリドキシン塩酸０．５ｍｇ／Ｌ、グリシン
２ｍｇ／Ｌ、ミオイノシトール１００ｍｇ／Ｌ，カザミノ酸２ｇ／Ｌ、ショ糖３０ｇ／Ｌ
、ソルビトール３０ｇ／Ｌ、ｐＨ＝５．８）におきかえ、同じ培地に１週間ごとに３回う
えつぎを行った。途中、緑化してシュートを生じた細胞集団１つにつき、生長の旺盛なシ
ュートを２本選んでハイグロマイシン５０ｍｇ／Ｌを含むホルモンフリー培地（ＮＨ４Ｎ
Ｏ３　１６５０ｍｇ／Ｌ，ＫＮＯ３　１９００ｍｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２・２Ｈ２Ｏ　４４０
ｍｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　３７０ｍｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４　１７０ｍｇ／Ｌ，Ｆ
ｅＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　２７．８ｍｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ－２Ｎａ　３７．３ｍｇ／Ｌ，ＭｎＳ
Ｏ４・４Ｈ２Ｏ　２２．３ｍｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　８．６ｍｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ

４・５Ｈ２Ｏ　０．０２５ｍｇ／Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４・２Ｈ２Ｏ　０．２５ｍｇ／Ｌ，Ｃ
ｏＣｌ２・６Ｈ２Ｏ　０．０２５ｍｇ／Ｌ，ＫＩ　０．８３ｍｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３　６．
２ｍｇ／Ｌ，ニコチン酸０．５ｍｇ／Ｌ、チアミン塩酸０．１ｍｇ／Ｌ、ピリドキシン塩
酸０．５ｍｇ／Ｌ、グリシン２ｍｇ／Ｌ、ショ糖３０ｇ／Ｌ、ｐＨ＝５．８）にうつしか
えた。約１ヶ月後、２本のうち十分に育ったほうのシュートを鉢に植え、隔離温室または
陽光定温器内で育成して種子を収穫した。別々の細胞集団より再分化したシュートは、独
立の組換え系統として扱った。
　このようにして得た形質転換体は、このベクター中にコードされるハイグロマイシン遺
伝子によりハイグロマイシンに対する抵抗性を付与されていた。
　（実施例３：形質転換体の生育）
　市販の培養土（微意量栄養素入りのホーネンス培養土）をビニールポット（直径１５ｃ
ｍ）に入れ、ホルモンフリー培地にうつして１ヶ月経過したイネ植物体を移植した。通常
は、それを隔離温室で天然光の下でおいて種子を実らせた。場合によっては、人工気象器
（日本医化ＦＨ３０１など）内で、１６時間明期（１５０００ルクス以上、３０℃）－８
時間暗期（２５℃）のサイクルで２ヶ月、続いて１２時間明期（１５０００ルクス以上、
３０℃）－１２時間暗期２５℃）のサイクルで２ヶ月～３ヶ月おいて種子を実らせた。
　（実施例４：組換え当代の種子タンパク質の電気泳動による分析）
　実施例３において収穫した種子を用いて、種子内に存在するタンパク質の状態について
解析した。その詳細な手順を以下に示す。
　当該分野において周知の技法である、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ方を用いて、１８％濃度のアク
リルアミドゲルにより種子タンパク質の組成を解析した。独立な１つの組換えイネ系統あ
たり、種子を任意に１２粒選んで１粒ずつ番号をつけ、対応関係がわかるように２分割し
、胚のついた半分をハイグロマイシン５０ｍｇ／Ｌを含むホルモンフリー培地に播種した
。のこり半粒は、折りたたんだアルミホイルにはさんでハンマーでたたいて良く粉砕し、
種子タンパク質抽出バッファー（２５ｍＭトリス、ｐＨ６．８、８Ｍ尿素、５％の２－メ
ルカプトエタノール、４％ＳＤＳを含む）を２００マイクロリットル入れてボルテックス
を１分かけてタンパク質を抽出した。遠心操作後の上清を８マイクロリットルとりわけ、
色素溶液（２５ｍＭトリス、ｐＨ６．８で１０％グリセロール、０．０２５％ブロムフェ
ノルブルー、５％２－メルカプトエタノールを含む）２マイクロリットルと混合した後に
ゲルで電気泳動し、クマシーブリリアントブルーで検出した。タンパク質量の簡易的定量
としては、上記ゲルのバンドの濃度をＯｎｅＤ／ＺｅｒｏＤ　Ｓｃａｎ（Ａｎａｌｙｓｉ
ｓｔｉｃｓ　Ｉｎｃ．）により測定した。
　（系統選抜）
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　上記の分析で１３ＫＤａプロラミンがおおむね５０％以下になっている系統を選抜した
。種子を次世代の種子を収穫し、再びハイグロマイシンを含むホルモンフリー培地（ＮＨ

４ＮＯ３　１６５０ｍｇ／Ｌ，ＫＮＯ３　１９００ｍｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２・２Ｈ２Ｏ　４
４０ｍｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　３７０ｍｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４　１７０ｍｇ／Ｌ
，ＦｅＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　２７．８ｍｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ－２Ｎａ　３７．３ｍｇ／Ｌ，Ｍ
ｎＳＯ４・４Ｈ２Ｏ　２２．３ｍｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ　８．６ｍｇ／Ｌ，Ｃｕ
ＳＯ４・５Ｈ２Ｏ　０．０２５ｍｇ／Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４・２Ｈ２Ｏ　０．２５ｍｇ／Ｌ
，ＣｏＣｌ２・６Ｈ２Ｏ　０．０２５ｍｇ／Ｌ，ＫＩ　０．８３ｍｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３　
６．２ｍｇ／Ｌ，ニコチン酸０．５ｍｇ／Ｌ、チアミン塩酸０．１ｍｇ／Ｌ、ピリドキシ
ン塩酸０．５ｍｇ／Ｌ、グリシン２ｍｇ／Ｌ、ショ糖３０ｇ／Ｌ、ｐＨ＝５．８）への播
種と電気泳動による確認を行った。これを３世代分繰り返し、ランダムに選んだ１０粒す
べての種子が同じように１３ＫＤａプロラミンが５０％以下になった系統を詳細に調べた
。種子５粒を乳鉢で粉砕して１５ｍｌのチューブに入れ、５ｍｌのジエチルエーテルを加
えて激しく攪拌して脱脂を行い、遠心後にエーテルを除去し、残った種子粉末をドラフト
内で乾燥させた。次に、５ｍｌの２５ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ６．８）を加えて激しく攪
拌して水溶性タンパク質を抽出し、再度遠心して種子粉末を回収した。ここに種子タンパ
ク質抽出バッファーを２．５ｍｌを加えて激しく攪拌して、遠心処理後の液層を種子タン
パク質抽出液とした。
　以上の結果を図３に示す。主要な貯蔵タンパク質は、ゲル写真右に提示してある。レー
ン１、２および７にあるような一般品種（日本晴、ニホンマサリ）ではグルテリン（Ｄと
Ｆ）がもっとも多く、次いで１３ＫＤａプロラミン（Ｂ）が多い。これらにプロラミンア
ンチセンス遺伝子を導入すると、レーン４、５にあるように１３ＫＤａプロラミン（Ｂ）
が著しく減少し、また１０ＫＤａや１６ＫＤａプロラミンもやや減少した。グルテリンや
グロブリンの発現に変化はなかった。
　また、レーン３、８にあるように、ニホンマサリの放射線突然変異で低グルテリン含量
イネ（ＬＧＣ－１）では、その反動としてプロラミン（Ａ～Ｃ）およびグロブリン（Ｅ）
が著しく増大して、グルテリン含量の低下の大部分を相殺している。しかし、これにプロ
ラミンアンチセンス遺伝子を導入すると、レーン６にあるように、プロラミン（Ａ～Ｃ）
の含量は著しく減退し、一方で低グルテリン含量の特徴が保持され、かつグロブリンも増
えていなかった。このようにして、本発明の遺伝子はいずれの品種に導入しても、プロラ
ミンを低下させ、おおむねその分だけ種子タンパク質が減少することがわかり、低タンパ
ク質米の作出に非常に有効であることがわかった。
　また、図４においていろいろな構築遺伝子を導入した系統の種子を分析した結果を示し
たが、ハイグロマイシン耐性の形質を持った種子では、プロラミン低減がおきていること
がわかり、プロラミン低減の効果は導入遺伝子に由来することを確認した。
　（デンシトメータによる測定）
　次に、タンパク質量を相対的に数値化して比較するために、ＳＤＳ－ＰＡＧＥのゲルを
デンシトメータにより測定した。上記の抽出液を適量（例えば５μｌ、１５μｌ、３０μ
ｌ）用いてＳＤＳ－ＰＡＧＥを行い、同様にバンドの濃度を定量してタンパク量を推定し
た。また、電気泳動後にＰＶＤＦ膜に転写し、それにウエスタンブロットキット（Ｂｉｏ
Ｒａｄ社など）に従って、抗１３ＫＤａポリクローナル抗体を用いて１３ＫＤａプロラミ
ンを検出した。検出したバンドについては、ＳＤＳ－ＰＡＧＥと同様に濃度を定量してタ
ンパク量を推定した。デンシドメータの結果を下の表に示したが、貯蔵タンパク質の吸光
値の合計は、プロラミンアンチセンス遺伝子を導入した系統が明らかに少なく。低タンパ
ク化が達成できていることを示している。また、図５にウエスタンブロットの結果を示す
が、原品種に比較して、１３ＫＤａプロラミンを認識するバンドの吸光値は１０％～２８
％まで低下しており、ＳＤＳ－ＰＡＧＥでの測定結果より、さらにプロラミンが低減して
いる可能性も示唆された。
　デンシトメータで測定した主要な貯蔵タンパク質のバンド濃度結果を以下の表に示す。
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　上記表からも明らかなように、本発明のアンチセンス構築物は、プロラミンの発現を減
少させたのみならず、他の貯蔵タンパク質に対しても抑制または中立の効果をもっていた
。この結果は、低グルテリン植物においてプロラミンが増加し、結果として種子タンパク
質の総量がほとんど変化していなかったこととは全く異なるものである。このようなこと
は予想外の結果である。
　（窒素量測定）
　粗タンパク質含量がどのように変化しているかを、玄米窒素含有量を測定して検証した
。簡潔に述べると以下のとおりである。方法は、窒素量の化学分析の常法であるケルダー
ル法を用いた。種子１０粒を専用試験管に入れ、そこに分解促進剤と水２ｍＬ、硫酸５ｍ
Ｌを加えて３７０℃で加熱分解し、手で持てるくらいに冷えた後に試験管標線まで静かに
蒸留水を注いで希釈した。この状態で、種子の窒素はアンモニア－アンモニウムとなって
硫酸の中に保持されている。この分解液１０ｍＬに、等量の３０％水酸化ナトリウムを添
加し、水蒸気蒸留して発生したアンモニアを、飽和ホウ酸溶液にトラップした。このホウ
酸溶液にｐＨ指示薬を入れ、塩酸で滴定して中和点より、アンモニア量を定量し、そこか
ら窒素量を算出した。その結果を以下の表に示す。

　２つの隔離温室でイネを栽培して分析を行った。温室ごとの環境の差が窒素含有量に影
響することは広く知られており、日本晴の窒素含有量も２つの温室で違う値を示している
。しかし、ＬＰ遺伝子を導入した系統では、いずれにおいても原品種より低い窒素含有量
を示しており、粗タンパク質含量が減少していることがわかる。それが貯蔵タンパク質の
減少に由来することは明白である。
　上述の表からも明らかなように、本発明のアンチセンス構築物は、種子タンパク質の窒
素含有量すなわち、種子タンパク質量を有意に減少させたことが分かり、すなわち、低タ
ンパク質化を達成しているといえる。
　（結果）
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　以上をまとめると、本発明の上記構築物を用いると、１３ｋプロラミンの発現量は顕著
に減少した。他のプロラミン（１０ｋ、１６ｋ）もまた、同等であるか若干の減少を示し
た。グルテリンおよびグロブリンの発現は、本発明の上記構築物を導入する前の原品種と
同等であった。従って、この結果から、本発明の構築物は、種子タンパク質の総発現量を
顕著に減少させるといえる。
　（実施例５：独立な系統より得られた種子の電気泳動パターン）
　次に、１穂に実った種子について、複数の種子を抽出し、実施例４に記載のように電気
泳動により解析した。結果を図４に示したが、これによれば、ハイグロマイシン耐性の形
質を示す種子では、プロラミン低下の形質が見られたことから、本発明のアンチセンス構
築物が片方の染色体にさえ挿入されていれば、プロラミン抑制に充分であることが示され
たことになる。
　（実施例６：アンチセンス効果）
　次に、本発明のアンチセンス構築物のアンチセンス効果を確認するために、独立して組
換えイネを複数作出し、分析を行った。その手順および結果を以下に示す。
　本発明のプロラミンアンチセンス遺伝子の構造と、それがもたらすプロラミン低減効果
の関係について、いろいろな種類の構築遺伝子について組換えイネを作出した。それぞれ
について１０以上の独立な系統の種子を、系統選抜の方法に従って１０粒ずつ分析して以
下のように結果をまとめた。

　これらの形質転換イネを、１）１３ｋＤａプロラミン量が低下した種子を１粒以上つけ
た系統数、２）１３ｋＤａプロラミン量が非形質転換体の５０％以下になった種子をつけ
た系統の数、３）ハイグロマイシン抵抗性を示した種子のすべてにおいて１３ｋＤａプロ
ラミン量が低下していたものについて解析した。
　１）１３ｋＤａプロラミン量が低下した種子を１粒以上つけた系統数は、１３ｋＤａプ
ロラミンの発現量が２０％減少した種子を計数した。
　２）１３ｋＤａプロラミン量が非形質転換体の５０％以下になった種子については、非
形質転換体の種子抽出物と比較対照の種子抽出物とを電気泳動のゲル上での比較によって
行った。
　３）ハイグロマイシン抵抗性については、ハイグロマイシン含有培地において生存する
個体を選択した。プロラミン量の低下については、１）と同様の判断基準を採用した。
　実際の比較は、電気泳動後のゲルをゲルリーダーで読み取り、その指数の絶対値に関し
て、非形質転換体を１００％とすることによって比較対照のものの値を算出した。
　以下に結果を示す。
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　上記項目１および２の結果は、構築物に１３ＫＤａプロラミンの発現を抑制する力がど
のくらいあるかをはかる指標であり、それぞれの項目で数字が大きい程、効率的であるこ
とを示す。本発明のアンチセンス構築物は、対象となる１３ＫＤａプロラミンの発現を効
率良く抑制している様子がうかがえるが、構築物の構造（特にプロモーター）によって、
効率に差が有ることも示している。項目３の結果では、ハイグロマイシン抵抗性とアンチ
センスの表現形が完全には一致しないケースが出ていることをしめす。このことは、２対
ある染色体のいずれか一つに導入遺伝子が入っただけでは１３ｋＤａプロラミンの抑制効
果を十分に発揮できない場合があることを示す。従って、本発明では、２ついある染色体
の両方に導入遺伝子が入ることが好ましくあり得る。一般に組換えイネにおいては、導入
された遺伝子はランダムに染色体に組みこまれ、その入った位置などによって発現の程度
に差が出てくることがよく知られている。同じ遺伝子を導入した１００の個体を作っても
、導入遺伝子が良く発現する個体から全く発現しない個体まで、発現程度がばらつくこと
は、当業者においては常識のことである。また、遺伝子の発現があまりない個体において
は、片方の染色体に組み込まれた個体と両方の染色体に組み込まれた個体と、また導入遺
伝子が１つ入った個体と２つ入った個体で表現型に差が出る場合があることもしられてい
る。本来は、図４にのせたように片方の染色体に１つのアンチセンス構築物が挿入されて
いれば、アンチセンス効果を発揮し得るのであるが、例えば、染色体上の挿入位置が悪い
場合には、アンチセンス構築物の個数により表現型にばらつきがでてくることは十分にあ
り得るのである。
　以上のように、１、２およびこの項目３で示された数字が大きい程、高い確率で安定し
てアンチセンス効果を発揮し得る優れた構築物ということができる。その意味では、１０
ＫＤａプロラミンプロモーターが、他のプロモーターと比較してアンチセンス効果が強く
出ている系統が得られやすく、またアンチセンスに使う遺伝子断片を短くした場合（６７
～１５ｂｐ）にも効果を発揮することがわかった。従って本発明は非常に有用性が高いこ
とを示す。



(59) JP 4644777 B2 2011.3.2

10

20

30

40

50

　（実施例７：ＲＮＡｉタイプ発現カセットを用いたアンチセンス）
　アンチセンス遺伝子の別の形態として、標的遺伝子に相補的な２つのフラグメントを用
いたＲＮＡｉタイプのＬＰ遺伝子を導入して、効果を同様に検証した。既存の文献である
Ｎａｔｕｒｅ　４０７：３１９－３２０（２０００）を参考にし、構築した遺伝子の構造
は図２に示した。それらのうち、表３、４では用いていなかったイネポリユビキチンプロ
モーターを用いて構築した表５に示した分を比較した。表６にその結果を示したが、方法
については表４に準じている。

　結果をみると、ＲＮＡｉタイプのＬＰ遺伝子は、解析した系統数と１）と３）の数字が
一致しており、遺伝子が導入されていれば確実にプロラミンを低減できることを示してい
る。スペーサー配列としてＧＵＳ断片とアスパラギン酸プロテアーゼイントロンを比較す
ると、アスパラギン酸プロテアーゼイントロンのほうが２）の数字が高く、アンチセンス
効果が顕著に現れる確率がより高いことを示している。また４５ｂｐ、２３ｂｐといった
短いフラグメントを用いた場合も、アンチセンス効果が顕著に現れる系統が得られること
がわかる。フラグメントさらに短くした場合（１５ｂｐ）でもアンチセンス効果が発揮さ
れた。
　また、プロラミン抑制用フラグメントとして、１６ｋＤａプロラミンに由来する配列（
配列番号３１、３２）用いた場合、出現する確率が低いものの、１６ｋＤａプロラミンと
１３ｋＤａプロラミンが同時に抑制された系統が得られた。１６ｋＤａプロラミンと１３
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ｋＤａプロラミンは局部的にはアミノ酸配列の共通性が高い部分があり、その部分が双方
にアンチセンス作用をおこしたものと考えられる。このことと前章の結果も考えあわせる
と、多重遺伝子族の発現を包括的に抑制する際には、アミノ酸配列の局所的な共通性が重
要であることを示しており、本発明の構築物は他の作物の貯蔵タンパク質抑制にも有効で
ありうることを示唆している。
　なお、実際のＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果のいくつかは図１０に示した。
　一般に、ＲＮＡｉタイプのアンチセンス遺伝子は、１つの逆向きフラグメントを用いた
アンチセンス遺伝子よりも、標的遺伝子の発現を効率良くかつ強力に抑制することが良く
知られている。表４および６を比較すると、プロラミン抑制においても同様の傾向が見ら
れており、特にプロラミンが顕著に低下した系統を得られる確率はＲＮＡｉタイプのアン
チセンス遺伝子の場合のほうが明らかに高い。しかし、１つの逆向きフラグメントでも顕
著にプロラミンが低下した系統を得ることは十分に可能であることも示されており、いず
れの構造のアンチセンス遺伝子も有用性が高い点に変わりはないと結論できる。
　（実施例８：透過電顕写真によるプロテインボディでの観察）
　次に、実施例６で作出された種子におけるプロテインボディを観察した。プロテインボ
ディの観察は、以下の手順で行った。
　開花した籾にマーキングし、７日、１０日、１４日、２１日後にサンプリングした。す
ぐに種子の上下にカミソリで切れ目を入れた後、３％グルタルアルデヒド溶液に入れ、氷
上、減圧条件下で１５分、その後４℃で１２時間以上おいて、固定処理を行った。種子を
３分割し、ＬＲ－Ｗｈｉｔｅ樹脂（応研商事より販売）に包埋し固化させた後に、ダイヤ
モンドナイフを用いて９０ｎｍの切片を切り出した。以下、通常の透過型電顕サンプル処
理方法に従って切片を処理し、胚乳表層の細胞について日本電子の透過型電顕を用いて観
察した。
　開花後１４日目の種子の観察結果を図６に示す。６ａにおいては、観察写真をそのまま
のせた。やや薄いグレーで滑らかな球形をしているのは、プロラミンが蓄積するプロテイ
ンボディ１、それより濃い色で大型でややいびつな形をしたのがグルテリンとグロブリン
が蓄積するプロテインボディ２である。タンパク質顆粒がぎっしりつまっている様子がよ
く見える。６ｂには、６ａと同じ写真にプロテインボディのタイプをマーキングして表示
した。同一面積の視野で観察すると、ＬＰ１３Ｋ系統（６ｂ－１）では、一般品種（６ｂ
－２）と比較して、明らかにプロテインボディ１の数が少ないことが見て取れる。このこ
とは、プロテインボディ１の形成には１３ＫＤａプロラミンが重要な役割を果たしており
、その発現を制御することでプロテインボディ形成数を制御できることを示している。一
方、低グルテリンかつ高プロラミンの特徴を持つＬＧＣ－１（６ｂ－３）においては、プ
ロテインボデイ２の数とサイズは大きく減少する一方で、プロテインボディ１の数は大き
く増加しており、グルテリンの減少分がプロラミンに分配されている様子がよく見て取れ
る。ＬＧ－ＬＰ１３Ｋ（ＬＧＣ－１にプロラミンアンチセンス遺伝子を導入）した系統で
は、２つのプロテインボディが共に減少している様子が観察された。糠層ほどではないと
しても、胚乳細胞の表層はタンパク質に非常に富み、食用・加工用いずれにおいてもでき
るだけ除去する方が好ましいことが知られているが、プロラミンアンチセンス遺伝子の効
果で表層のタンパク質がを大きく減少させていれば、そのような過程を簡略化しても同等
の品質の製品が得られるメリットがある。また、種子のホメオスタシスの仕組みにより、
低下したタンパク質を別のもので補おうとするはずであり、そこに有用タンパク質の遺伝
子を強制発現させてやれば、優先的にアミノ酸が分配されて、おそらくはこの表層細胞内
に蓄積すると期待される。
　（実施例９：他のアンチセンス構築物の作製）
　次に、他のプロラミン遺伝子のアンチセンスおよびプロモーターならびに必要に応じて
シグナル配列でも同様の効果が出ることを確認した。この実施例で作製したプロモーター
配列およびアンチセンスの配列は、配列番号６３～７２（アンチセンス）、１０２～１０
５（アンチセンス）、４７および５８（プロモーター）、１０６～１０７（プロモーター
）、１０８～１１３（シグナル配列）に示されている。
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　この配列を用いて、実施例１～８に示される手順にしたがって、効果の解析を行ったと
ころ、これらのアンチセンス配列についても同様のプロラミンおよび種子タンパク質抑制
効果があることが観察された。
　このことは、アンチセンス効果が、そのプロラミンのみならず、他にもあることを示す
。
　次に、実施例６および７に記載のように、アンチセンス効果についてさらなる分析を行
ったところ、同様に、アンチセンス効果があったこと、および特にＲＮＡｉ型で試みた場
合は１５ｂｐのペアまたは２０ｂｐのペアのような短い配列でも効果があったことが実証
された。
　（実施例１０：他の品種における効果）
　この実施例では、本発明のアンチセンス構築物を用いて、他の品種でも同様の効果が得
られるかを検証した。対象にはこれまでの実施例で使用していないジャポニカ（一般飯用
米、モチ米、酒米、わい性などの形態変異イネ）、またはインディカ種である、Ｔｅ　Ｔ
ｅｐ、Ｂａｓｍａｔｉ、ＩＲ８、湖南早、およびカサラスを選んだ。形質転換以降の操作
は、すべて実施例２～４と同様に行った。図７はこれらの品種のうちのいくつかについて
、種子タンパク質の電気泳動パターンと、日本晴のプロラミンをウサギに免疫して得られ
た抗１３ＫＤａプロラミンポリクローナル抗体を用いてウエスタン解析を行った結果であ
る。一見してわかるとおり、どの品種においても電気泳動パターンは極めて類似しており
、抗体とも非常によく反応していることから、プロラミン遺伝子が品種間でも高度に保存
されていることを明示している。
　本発明のアンチセンスプロラミン（ＬＰ）遺伝子を導入したところ、全ての品種におい
てプロラミン発現の顕著な低下が観察された。いくつかのＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果を図１
０に示したが、いずれにおいてもＬＰ遺伝子を導入したイネでは、現品種より著しくプロ
ラミンに相当するタンパク質バンドが薄くなっており、プロラミンタンパク質含量の低下
を反映している。このような結果から、交配・遺伝子導入を問わず、本発明の構築物を含
むイネは、プロラミンが低減し、低タンパク化すると結論され、イネ全般において本発明
の有用性が証明された。なお、図７においてモチ品種のバンドが他の品種と比較して簿く
なっているのは、これらのデンプンが抽出操作中に著しく膨張して、タンパク質の回収効
率を大きく低下させるためであり、含まれるタンパク質が少ないわけではない。
　（実施例１１：低プロラミンイネを用いた外来遺伝子の発現例）
　上記実施例で得られた一連のＬＰ１３Ｋの種子および原品種の双方に、有用タンパク質
発現カセットを導入して比較するやり方もできるが、いろいろな品種で効果を検証したい
場合は、いちいちその品種でＬＰ１３Ｋタイプを作っておく必要があり、効率が良くない
。本実施例のように、事前に構築しておいた図１のプラスミドの特性を最大限に生かすほ
うが効率的で優れている。
　本実施例では、図８に例示したとおり、ｐＵＣ１９８ＡＭまたはｐＵＣ１９８ＡＡで導
入する有用タンパク質発現カセットを構築し、それをバイナリーベクターのＡｓｃＩサイ
トに挿入する方法を用いた。これにより、同一プラスミド上に連結された有用タンパク質
発現カセットとプロラミンアンチセンスカセットが、確実に同時にイネに導入される。特
にｐＵＣ１９８ＡＭで構築した有用タンパク質発現カセットを挿入した場合は、挿入カセ
ットのターミネーター側のＭｌｕＩとベクターのＡｓｃＩが連結されて部位が消滅する一
方で、プロモーター側のＡｓｃＩは生き残るため、そのＡｓｃＩにさらに追加して発現カ
セットを挿入することができる。
　以下、有用タンパク質発現用の構築遺伝子のシリーズを作製して、プロラミン低減種子
（低タンパク質種子）のバイオリアクターとしての有用性を検証した。
　図１１に示したような遺伝子１～４を構築して日本晴に導入し、ＧＦＰの発光を観察す
るとともに、実施例２～４および７と同様にして、ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウエスタン解
析を行った。発光強度は、ライカ製顕微鏡の蛍光観察システムを用いて、輝度を比較して
行った。遺伝子１と２を比較した場合、ＬＰカセットが入っている２のほうが、明らかに
強い発光が観察された。また遺伝子３のように、遺伝子２のＬＰカセットの部分をＧＵＳ
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と入れ換えてみたところ、遺伝子１と同レベルの発光強度であったことから、発光の増強
効果はＬＰカセットに由来すると判断された。また、遺伝子２のＧＦＰ部分をＧＵＳと入
れ換えた４では、全く蛍光は観察されず、発光はあくまでＧＦＰに由来するものと判断さ
れた。抗ＧＦＰ抗体を用いたウエスタン解析では、ＧＦＰ発現量は遺伝子２の場合は１の
場合の２倍以上と見積もられた。以上の結果から、プロラミン低減種子では外来タンパク
質の発現が増大することが明示された。しかし、いずれの遺伝子を導入した場合も、ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥ上でＧＦＰタンパク質を判別するのは困難であり、バイオリアクターとして
のポテンシャルは十分に発揮されていない。
　そこで、図１２のように１０ｋＤａプロラミンのシグナル配列をＧＦＰの前に挿入した
構造を持つ遺伝子５、６を構築して同様の解析を行った。その結果、それらの種子のＧＦ
Ｐ発光強度は、それによる発現量比較が困難なレベルまで増大した。図１３ＡのＳＤＳ－
ＰＡＧＥに示したように、遺伝子５を導入したイネ（レーン２）では、ＧＦＰと推定され
る原品種にない明確なバンドが検出されるレベルに達した。また遺伝子５の場合に比較し
て、ＬＰカセットが入っている遺伝子６（レーン３）の場合は、さらに発現量が１．２倍
以上に上昇し、１粒当たり５０μｇ以上蓄積していると見積もられた。このように、シグ
ナル配列を併用することで、プロラミン低減種子のバイオリアクターとしての有用性は一
層明確に示されたと言える。
　図１３で見られた原品種にない明確なバンドが、確かにＧＦＰであることは、抗ＧＦＰ
抗体によるウエスタン解析で確認した。また正しい構造のタンパク質ができているかどう
かを、アミノ酸配列で検証した。図１４Ａにおいて、導入したＧＦＰ遺伝子の構造は、１
０ｋＤａプロラミンシグナル配列の後に連結配列を挟んでＧＦＰ遺伝子本体があり、推定
されるアミノ酸配列は塩基配列に下に示してある。図１４Ｂにおいて、原品種（レーン１
）と比較して、遺伝子６を導入した組換えイネ（レーン２）ではプロラミンの位置のバン
ド濃度（＊）が減少し、ボックスでかこった位置に明確なバンドが出現している。このバ
ンドをＰＶＤＦ膜に写し取り、Ｎ末端配列を決定したところ、ＳｅｒＡｒｇＡｌａＭｅｔ
ＶａｌＳｅｒＬｙｓＧｌｙ（配列番号１１８）の配列が得られ、推定アミノ酸配列のうち
、連結部分以降の配列と１００％一致する。このように、１０ｋＤａプロラミンシグナル
配列だけが計画通り切除されて、正常にＧＦＰタンパク質が発現されており、本発明にお
ける導入遺伝子の構造が目的に極めて合致していることが証明された。
　より有用性を高めるために、遺伝子６をＬＧＣ－１に導入して効果を検証した。その結
果図１３Ｂのように、日本晴に導入した場合（レーン３）よりもＬＧＣ－１に導入した場
合（レーン５）のほうがＧＦＰの発現量の増大が観察され、しかもよりプロラミンがより
減少している系統（レーン６）のほうがさらにＧＦＰの発現量が高くなった。
　レーン３の場合において、ＧＦＰは１粒当たり１５０μｇ以上蓄積していると見積もら
れ、外来タンパク質が種子胚乳にもっとも多量に存在するタンパク質となった。レーン１
の日本晴のＳＤＳ－ＰＡＧＥパターンと比較して、別の植物のものと見まごうほど隔絶し
ており、従来の予想を遥かに超える画期的な発明であることが十分に理解される。本発明
の使用により、既存の米とは全く違う特性をもつ組換えイネ品種の創出研究が大きく加速
されることが理解される。
　（実施例１２：低プロラミンイネを用いた有用外来遺伝子の発現例－シスタチンの場合
）
　この実施例では、シスタチンを用いて外来遺伝子の発現を試みた。
　これまでＧＦＰを用いて検討してきた系を、実際の有用タンパク質生産に適用したのが
図１５の例である。ここで使われたシスタチンは、システインプロテアーゼを特異的に阻
害する機能がある。システインプロテアーゼは、鞘翅目・半翅目害虫の消化酵素や、ある
いは様々なウイルスの増殖に必須の因子として重要な働きをしている。よって作物中のシ
スタチンを増強してそれらのシステインプロテアーゼの働きを抑えれば、害虫抵抗性やウ
イルス抵抗性が付与出来ることになる。
　シスタチンは、もともと作物の食べる部分に含まれているので長い食経験があり、利用
するリスクが極めて低いと考えられる。よって薬剤処理が困難な食べる部分に発現させる
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利用法も十分にありうる。例えば米で発現させた場合は、貯穀害虫であるコクゾウや登熟
中の籾に被害を与えるカメムシの防除に役立ち、同時に消化管から感染するウイルスを抑
える機能性米としての利用もできるのである。
　このように有効利用が非常に期待されるシスタチン遺伝子であるが、従来実用化の目処
はたっていなかった。その最大の原因は、作物に高いレベルで蓄積させることができてい
ないことにある。作物本来のシスタチン含有量は非常に低いレベルであることが知られて
おり、発現を低く抑えるなんらかの調節機構があるか、またはタンパク質の安定性が低い
（分解されやすい）可能性が指摘されている。米に発現させてコクゾウ抵抗性を付与でき
たとの報告もあるが、発現レベルは低くわずかな発育遅延を達成できたのみで、到底実用
に耐えるレベルではない。
　そこで本発明をトウモロコシシスタチンに応用し、シスタチン蓄積米の作出と評価を試
みた。遺伝子５および６のＧＦＰ部分をそれぞれトウモロコシシスタチン遺伝子に交換し
た遺伝子７および８を構築して日本晴に導入した。本実施例は、種子からのタンパク質の
抽出法の部分を除いて、実施例２～４に準じて行った。変更点としては、評価に用いる種
子タンパク質抽出液は、種子を粉砕後に２００ｍＭの塩化ナトリウムを含むｐＨ６．０の
リン酸バッファーで抽出後、上清を沸騰水中で１分処理して調製した。
　その結果を図１５に示した。発現量の大小については、ＧＦＰで観察されたものと全く
同じパターンを示し、プロラミンプロモーター＋シグナル配列＋シスタチン遺伝子をプロ
ラミンアンチセンスカセットと連結して（遺伝子８）同時に導入した系統が、もっとも多
くシスタチンを蓄積していた。特に、プロラミンアンチセンスカセットをつけた場合の増
強効果は、ＧＦＰの場合よりもずっと大きく出ている。シスタチンを植物種子に導入して
、ＳＤＳ－ＰＡＧＥでタンパク質を検出した例は初めてであり、本発明の有用性をより明
確に示した例と言える。
　（実施例１３：本発明の遺伝子構築物の他の貯蔵タンパク質への適用）
　本発明で用いたＲＮＡｉタイプの発現抑制カセットを用いて、実施例７および９に従っ
てグルテリンおよびグロブリンに対するＲＮＡｉ遺伝子を構築して導入し、実施例２～４
に従って分析評価した。その結果、グルテリン、グロブリンいずれも顕著に発現が抑制さ
れた。この結果と図１に示したベクターシステムを組み合わせ、グルテリン、グロブリン
、プロラミンぞれぞれの発現抑制カセットと外来遺伝子発現カセットを全て連結したベク
ターを構築して導入たところ、様々な品種においても全ての貯蔵タンパク質を抑制しつつ
、外来タンパク質を効率的に発現させることができた。同様に、グルテリン、グロブリン
、プロラミンの３つの遺伝子フラグメントをあらかじめ連結した人工フラグメントをＲＮ
Ａｉタイプの発現抑制カセットに用いた場合も（図１７に例示）、全ての貯蔵タンパク質
を抑制しつつ、外来タンパク質を効率的に発現させることができた。
　また、有用タンパク質をイネ種子に発現させるプロモーターとして、グルテリンＢ１プ
ロモーターやグロブリンプロモーターがしばしば用いられ、またこれらのシグナル配列が
発現を増大させるのに有効であることが報告されている。遺伝子５および６の有用タンパ
ク質カセット部分について、プロモーター（配列番号４７、４８、６０、６２、１０６、
１０７）やシグナル配列（配列番号１０８～１１７）をいろいろな組み合わせで置き換え
て検討したところ、やはり遺伝子６タイプのほうが５タイプより発現が増強された。この
場合はプロラミンが減少して生じた細胞内の空間がうまく利用された結果と考えられた。
　以上のように、本発明の遺伝子構築物とその構造は、種子のバイオリアクター化を図る
目的に汎用的に用いることができることが示され、従来にはない格別の成果が得られたと
言える。
　本発明の過程において明らかになった、イネ種子における貯蔵タンパク質組成の調節様
式では（図１６）、ホメオスタシスにより種子タンパク生産力の余剰分の大部分は、最終
的にプロラミンの生産に振り向けられる。また、プロラミンは種子登熟の後半でも良く発
現される特性は良く知られている。以上のことを考慮すると、有用タンパク質をプロラミ
ンプロモーターで発現させる本発明の構造物は、全てのイネ種子貯蔵タンパク質量をでき
るだけ抑えつつ、余剰生産力を効率的に有用タンパク質発現に転用する目的に、より一層



(64) JP 4644777 B2 2011.3.2

10

合致していることが理解される。しかも本実施例においては、図１４のように実際に発現
されたタンパク質のＮ末端シーケンスの確認までしており、そこまで検証した例は既報に
はない。これらの結果を総括するなら、遺伝子６の構造は、現在ある中で最も優れている
イネ種子用の有用タンパク質発現カセットの１つである。
　本発明の技術的思想は、他の作物種子、とりわけ単子葉作物種子において、十分な普遍
性および敷衍性を持つものであることは、当該業者であれば容易に理解できる。すなわち
、遺伝子組換えないしは突然変異によってある種子貯蔵タンパク質Ａを抑制しつつ、その
貯蔵タンパク質Ａの遺伝子プロモーターないしはその代用となるプロモーター＋シグナル
配列＋有用タンパク質という構築遺伝子を導入することで、有用タンパク質を大量に蓄積
した、画期的新作物を創出しうるのである。以下の表および図１７に総括したように、本
発明は、これまで漠然と想像されていた作物種子のバイオリアクター化技術について、具
体的な導入遺伝子の構造にまで実証例を示した格別の成果である。
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　（実施例１４：米を用いた調理・加工食品への本発明の利用）
　米の加工食品製造において重要な作業過程は、精米後（ないしは粉砕して米穀粉にした
後）に水に十分に浸漬して吸水させ、加熱によりデンプンを十分に糊化させるところにあ
る。一般に、タンパク質（とりわけプロラミン）の多い米では、吸水が悪くでんぷんの糊
化が不十分となり、加熱後の米の膨化やねばり、餅生地の膨潤性・伸展性が劣り、製品の
品質低下を招くことが知られている。そこで上記の点について、これまでの実施例で得ら
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れた低タンパク米（日本晴およびコガネモチにプロラミンアンチセンス遺伝子を導入した
もの）と原品種と比較したところ、低プロラミン米では浸漬時間を短縮しても、ねばりや
膨潤性が原品種と同等ないしは勝る炊飯米、蒸し米、生地が得られた。この結果から、レ
トルト米飯などの外食産業向け大量炊飯の場合や、せんベい・あられ・だんごといった加
工食品に、本発明が有用であることが示された。
　（実施例１５：日本酒醸造における本発明の利用）
　米の別の利用場面としては、日本酒の醸造があげられる。そこで、これまでの実施例で
得られた低タンパク米の中からＬＧ－ＬＰ１３Ｋ（ＬＧＣ－１にプロラミンアンチセンス
遺伝子を導入したもの）を用いて、日本酒の醸造試験を試みた。ＬＧＣ－１は酒造用の米
ではないが、一般食用品種でも日本酒製造は十分可能であり、ＬＧＣ－１自体は醸造米と
しては、通常の品種と同等であることが確かめられている。
　日本酒醸造においては、原料米のタンパク質は、様々な雑味や好ましくないにおいのも
とになるため、できるだけ低い方が望ましいとされている。粒の外側の糠層は油脂、ミネ
ラル、タンパク質に極めて富んでおり、ここを削り落とす操作をとう精（あるいは精米）
と呼ぶ。どのくらいとう精したかを示すのに、とう精前と後の重量比によるとう精歩合と
いう指標が用いられるが、白米を炊飯して食する場合のとう精歩合は９０％程度である。
しかし、図６の電顕写真で分かる通り、白米表層細胞はタンパク質に富むため、日本酒醸
造の場合はさらに表面を削ってとう精歩合７０％以下のものを使うのが一般的であり、品
評会用の最高級のものでは３０％以下までというレベルで削り込みを行う。
　本発明の種子を用いると、原料のとう精歩合が高いままでも低タンパク質であり得るの
で、そのような過程を簡略化できる原料米として有用である。また洗米においても、もと
もとのタンパク質が少ないため、この過程も簡略化できる。タンパク質が少ないほうが、
デンプンの膨潤糊化が良いため、この部分でも利用するメリットがある。
　精米過程を簡略化したＬＧ－ＬＰ１３Ｋと、通常のように精米したＬＧＣ－１で比較し
たところ、風味に顕著な差は見られなかったことから、本発明の低タンパク質植物は、食
品産業においても有用性が示された。
　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。
【発明の効果】
　本発明におけるプロラミン発現抑制遺伝子により、種子中の総タンパク質含量が減少し
たイネおよびその種子が得られた。一義的な効果としては、栄養価に乏しいプロラミンが
減少した分だけ、相対的にアミノ酸栄養価は高まり、タンパク源としての米の機能を強化
し得る。また特に日本においては、低タンパク質な米が求められる場面が多いことから、
一般食用、米加工品，日本酒醸造、腎臓病等アミノ酸摂取の絶対量が制限される疾病の治
療食といった用途に有用である。さらには、外来有用タンパク質を効率的に発現できるバ
イオリアクターとしても高いポテンシャルを持つ。このように、本発明は従来の技術では
達成できなかった、多方面にインパクトをもたらす格別の成果である。
【産業上の利用可能性】
　栄養価に乏しいプロラミンが減少した分だけ、相対的にアミノ酸栄養価は高まり、タン
パク源としての機能が強化された米を提供出来るという利点がある。あるいは、低タンパ
ク質な米が求められる場面において、一般食用、米加工品、日本酒醸造、腎臓病等アミノ
酸摂取の絶対量が制限される疾病の治療食といった用途に有用である。さらには、外来有
用タンパク質を効率的に発現できるバイオリアクターとしても高いポテンシャルをもち、
外来有用タンパク質の機能に由来する新規作物（新規な形質を持つ米）の創出を通して、
米の産業的用途の拡大に大きく貢献できる。このように、本発明は従来の技術では達成で
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