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(57)【要約】
　タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含み、サ
イレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチ
ドを含まない植物ＲＮＡウイルスベクターと、ＮＳｓタ
ンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なくとも
導入されている形質転換植物であって、上記植物ＲＮＡ
ウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドのうち、
ウイルスの複製酵素をコードするポリヌクレオチドの少
なくとも一つ、および上記ＮＳｓタンパク質をコードす
るポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレオチドの上流に
発現誘導型のプロモーターを備える。これにより、サイ
レンシングサプレッサーを有さない植物ＲＮＡウイルス
ベクターを用いた増幅系においても、サイレンシングお
よび生育異常を起こすことなく、効率的に外来タンパク
質を生産可能な形質転換植物、形質転換細胞、タンパク
質生産キットおよびタンパク質の生産方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含み、サイレンシングサプレッ
サーをコードするポリヌクレオチドを含まない植物ＲＮＡウイルスベクターと、
　ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なくとも導入されている形質転
換植物であって、
　上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドのうち、少なくとも一つ
は、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備えており、
　上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレオチドの上流
に発現誘導型のプロモーターを備えるものであることを特徴とする植物。
【請求項２】
　上記植物ＲＮＡウイルスがブロムモザイクウイルスであることを特徴とする請求の範囲
第１項に記載の植物。
【請求項３】
　上記プロモーターが、ステロイドホルモンによって誘導されることを特徴とする請求の
範囲第１項または第２項に記載の植物。
【請求項４】
　上記ステロイドホルモンはデキサメタゾンであることを特徴とする請求の範囲第３項に
記載の植物。
【請求項５】
　上記植物は、マメ科、セリ科、アブラナ科、ウリ科、ナス科およびイネ科よりなる群よ
り選ばれる科に属することを特徴とする請求の範囲第１項から第４項のいずれか1項に記
載の植物。
【請求項６】
　上記植物はベンサミアーナ植物であることを特徴とする請求の範囲第５項に記載の植物
。
【請求項７】
　発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含み、サイレンシングサプレッ
サーをコードするポリヌクレオチドを含まない植物ＲＮＡウイルスベクターと、
　ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なくとも導入されている形質転
換細胞であって、
　上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドのうち、少なくとも一つ
は、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備えており、
　上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレオチドの上流
に発現誘導型のプロモーターを備えるものであることを特徴とする形質転換細胞。
【請求項８】
　上記植物ＲＮＡウイルスがブロムモザイクウイルスであることを特徴とする請求の範囲
第７項に記載の形質転換細胞。
【請求項９】
　上記プロモーターが、ステロイドホルモンによって誘導されることを特徴とする請求の
範囲第７項または第８項に記載の形質転換細胞。
【請求項１０】
　上記ステロイドホルモンはデキサメタゾンであることを特徴とする請求の範囲第９項に
記載の形質転換細胞。
【請求項１１】
　発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含み、サイレンシングサプレッ
サーをコードするポリヌクレオチドを含まない植物ＲＮＡウイルスベクターと、
　ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとを少なくとも含むタンパク質生産キ
ットであって、
　上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドのうち、少なくとも一つ
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は、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備えており、
　上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレオチドの上流
に発現誘導型のプロモーターを備えるものであることを特徴とするタンパク質生産キット
。
【請求項１２】
　上記植物ＲＮＡウイルスがブロムモザイクウイルスであることを特徴とする請求の範囲
第１１項に記載のタンパク質生産キット。
【請求項１３】
　上記タンパク質生産キットであって、さらに、ステロイドホルモンを含むことを特徴と
する請求の範囲第１１項または第１２項に記載のタンパク質生産キット。
【請求項１４】
　上記ステロイドホルモンはデキサメタゾンであることを特徴とする請求の範囲第１３項
に記載のタンパク質生産キット。
【請求項１５】
　発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含み、サイレンシングサプレッ
サーをコードするポリヌクレオチドを含まない植物ＲＮＡウイルスベクターをコードする
ポリヌクレオチドを植物に導入する工程と、
　ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドを植物に導入する工程と、
　上記植物を転写誘導する工程と、を少なくとも含むタンパク質の生産方法であって、
　上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドのうち、少なくとも一つ
は、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備え、
　上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレオチドの上流
に、発現誘導型のプロモーターを備えることを特徴とするタンパク質の生産方法。
【請求項１６】
　上記植物ＲＮＡウイルスがブロムモザイクウイルスであることを特徴とする請求の範囲
第１５項に記載のタンパク質の生産方法。
【請求項１７】
　上記転写誘導はステロイドホルモンによって行われることを特徴とする請求の範囲第１
５項または第１６項に記載のタンパク質の生産方法。
【請求項１８】
　上記植物は、マメ科、セリ科、アブラナ科、ウリ科、ナス科およびイネ科よりなる群よ
り選ばれる科に属することを特徴とする請求の範囲第１５項から第１７項のいずれか１項
に記載のタンパク質の生産方法。
【請求項１９】
　上記植物は、ベンサミアーナ植物であることを特徴とする請求の範囲第１８項に記載の
タンパク質の生産方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、形質転換植物、形質転換細胞、タンパク質生産キットおよびタンパク質の生
産方法に関するものであり、より具体的には、通常はサイレンシングサプレッサーをコー
ドするポリヌクレオチドの発現を抑制しておき、ウイルスベクターの誘導発現が行われて
いる場合に、上記ポリヌクレオチドを誘導発現させることができるため、生育阻害を起こ
すことなくサイレンシング反応を抑制でき、効率よく外来タンパク質を生産可能な形質転
換植物、形質転換細胞、タンパク質生産キットおよびタンパク質の生産方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　１９９０年代初頭より、植物細胞における外来有用タンパク質の生産、いわゆる分子農
場の概念が提唱され、その実現のため数多くの研究がなされている。その中で、ウイルス
ベクターを利用した方法は、植物ウイルスの持つ際立った増殖力を利用できることから、
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最も有力な手段の一つとされてきた。
【０００３】
　例えば、植物ウイルスのＲＮＡ複製酵素遺伝子のｃＤＮＡ，および外被タンパク質遺伝
子と外来遺伝子を置き換えた組換えウイルスゲノムＲＮＡｃＤＮＡとをそれぞれ別個に植
物ゲノムに導入し、外来遺伝子を発現させる方法等が知られている（特許文献１）。
【０００４】
　しかしながら、細胞は、その活動に不適切なＲＮＡを効率よく排除するために、特定の
配列を持つＲＮＡを選択的に分解する反応系である転写後型ジーンサイレンシング（PTGS
；posttranscriptional gene silencing）を起動する。その結果、サイレンシングサプレ
ッサーを持たないウイルスをベクターとして用いた誘導ウイルスベクター形質転換植物に
おいては、感染後期になると、サイレンシング反応によってウイルスベクターＲＮＡの蓄
積が低下し、外来タンパク質の発現が妨げられる（非特許文献１）。なお、ここで「サイ
レンシング」とは植物が有する機構の一つで、ウイルスＲＮＡまたはｍＲＮＡが配列特異
的に分解されることにより、ウイルスの複製または特定の遺伝子の発現が抑制される現象
を意味する。
【０００５】
　これを避けるために、サイレンシングサプレッサーの遺伝子をウイルスベクターとは別
に導入し、発現させることにより、サイレンシング反応を抑制することが考えられている
（例えば、非特許文献２）。
【０００６】
　なお、本明細書において「サイレンシングサプレッサー」とは、その働きによりサイレ
ンシング機構を抑制するタンパク質を意味し、具体的にはサイレンシング反応が誘導され
た植物に導入した場合にサイレンシング反応を抑制し、その結果遺伝子発現の抑制を解除
する活性を有するタンパク質を意味する。あるタンパク質におけるサイレンシングサプレ
ッサー活性の有無は、ＧＦＰを発現する植物で、目的の蛋白質とサイレンシング誘導配列
を同時に発現させるアグロバクテリウムコインフィルトレーションアッセイ法により調べ
ることができる(Voinnetら, 2000, Cell 103, 157-167.)。それによりサイレンシング抑
制活性を有するとされたものについては、サイレンシングサプレッサーであると定義され
る。
【０００７】
　しかしながら、サイレンシングサプレッサーを恒常的に発現する植物は、その生育が異
常になる場合が多く、外来タンパク質の発現改善を目的としたサイレンシング反応の抑制
に利用できないという問題がある（非特許文献３）。これに対し、サイレンシングサプレ
ッサーとして、ある特定の部位に変異を導入したタバコエッチウイルス（ＴＥＶ）のＨＣ
－Ｐｒｏ変異体を用いることにより、ジャガイモウイルスＸ（ＰＶＸ）をベクターとして
用いた増幅系において、ＨＣ－Ｐｒｏを恒常的に発現させても植物の生育異常が発生しな
いという研究が報告されている（非特許文献３）。
【特許文献１】日本国公開特許公報「特開平６－４６８７４号公報（公開日：平成６年２
月２２日）」
【非特許文献１】飯　哲夫、「ジーンサイレンシングとサプレッサー」、化学と生物　41
　(2003) 390-397.
【非特許文献２】Olivier Voinnet et al. Plant J., 33, 949-956, 2003.
【非特許文献３】Allison C. Mallory et al. Nature Biotech., 20, 622-625, 2002
【発明の開示】
【０００８】
　このように、サイレンシングサプレッサーを恒常的に発現する植物は、その生育が異常
になる場合が多い。また、上述のように、ある特定の部位に変異を導入したＨＣ－Ｐｒｏ
変異体は、ＰＶＸベクターを用いた増幅系ベンサミアーナ植物に導入した場合には、恒常
的に発現させても生育異常が発生しないことが報告されている。
【０００９】
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　しかしながら、ここに挙げられているのはＰＶＸの例のみであり、他の全てのウイルス
ベクターについても上記変異体が効果を示すかどうかは明らかではない。また、特定の場
合において、Ｈｃ－Ｐｒｏが効果を示さないことが報告されており（Simmons and Vander
Gheynst, 2007, Biotechnology Letters, 29, 641-645）、この場合には上記Ｈｃ－Ｐｒ
ｏ変異体は利用できない。さらに、サイレンシングサプレッサーの作用機作は、いくつか
異なるものが知られており、このことは、サイレンシングサプレッサーを持つ植物ウイル
スの増殖メカニズムの多様性を反映していると考えられる。すなわち、遺伝子発現に用い
るウイルスベクターの種類によって、それぞれサイレンシング反応の抑制に好適なサイレ
ンシングサプレッサーは異なると考えられる。
【００１０】
　しかしながら、Ｈｃ－Ｐｒｏ以外のサイレンシングサプレッサー、特にＨｃ－Ｐｒｏと
配列相同性が低いサイレンシングサプレッサーやＨｃ－Ｐｒｏと作用機作が異なるサイレ
ンシングサプレッサーを用いて、非特許文献３に記載されているような、その発現によっ
て生育阻害を生じないサイレンシングサプレッサー変異体を作製することは、一般に植物
の正常な生育にはマイクロＲＮＡによって誘導されるサイレンシング反応が関与している
ことを考慮すると、かなりの試行錯誤を伴うか、あるいは実現困難であると考えられる。
【００１１】
　ここで、ブロムモザイクウイルス（brome mosaic virus, ＢＭＶ）、cucumber mosaic 
virus（ＣＭＶ）、alfalfa mosaic virus（ＡｌＭＶ）のような、ウイルスゲノムが３本
のＲＮＡ鎖に分かれている植物ＲＮＡウイルスは、次の（１）～（３）のような利点を備
えているため、ベクターとして非常に有用である。（１）ゲノムサイズが短いため、遺伝
子操作が容易である。（２）ゲノムサイズが短いため、イントロンがない場合に、ゲノム
サイズが長い遺伝子よりも転写効率がよい。（３）複製酵素と外来タンパク質遺伝子が分
離しているため、交配によって容易に様々な外来遺伝子を発現可能な形質転換植物が作製
できる。
【００１２】
　とりわけＢＭＶは植物ＲＮＡウイルスのなかで基礎的な研究が最も進んでいるため、ベ
クター改良に必要な複製メカニズム等に関する知見が集積していること（KAO & SIVAKUMA
RAN, 2001，Mol. Plant Pathol. 1, 91-97）、増殖能力が他のウイルスに比して非常に大
きいこと、コムギやオオムギなどのイネ科植物において利用できること、等の利点を有し
ている。しかしながら、上記植物ＲＮＡウイルスのうち、既知のサイレンシングサプレッ
サーを持たないものについては、ウイルスベクターとして用いても、サイレンシング反応
により、形質転換体において目的の遺伝子の発現が低下してしまうという問題点がある。
したがって、上記植物ＲＮＡウイルスを用いた増幅系において、サイレンシング反応を抑
制しつつ、植物の生育異常を抑制する必要がある。
【００１３】
　一方、非特許文献３に記載された技術は、上述のように、ＨＣ－Ｐｒｏ変異体が全ての
場合において適用できるとは限らないため、上記植物ＲＮＡウイルスベクターを用いた増
幅系に適用できるとは限らないという問題点がある。また、上記植物ＲＮＡウイルスベク
ターを用いた増幅系に適用できない場合は、上記（１）～（３）のような、ＢＭＶ等の植
物ＲＮＡウイルスの特徴を十分に生かすこともできないという問題点もある。
【００１４】
　本発明は、上記従来の課題に鑑みなされたものであり、その目的は、サイレンシングサ
プレッサーを有さない植物ＲＮＡウイルスベクターを用いた増幅系においても、サイレン
シングおよび生育異常を起こすことなく、効率的に外来タンパク質を生産可能な形質転換
植物、形質転換細胞、タンパク質生産キットおよびタンパク質の生産方法を提供すること
にある。
【００１５】
　本発明者は、上記の課題を解決するために、鋭意検討を重ねた結果、通常はサイレンシ
ングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドの発現を抑制しておき、ウイルスベクタ
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ーの誘導発現が行われている場合に、上記ポリヌクレオチドを誘導発現することにより、
植物ＲＮＡウイルスベクターを用いた増幅系においても、サイレンシングおよび生育異常
を起こすことなく、効率的に外来タンパク質を生産できることを発見し、本発明を完成さ
せるに至った。
【００１６】
　すなわち本発明は、以下の発明を包含する。
【００１７】
　本発明に係る形質転換植物は、発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含み、サイレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドを含まない植物ＲＮＡ
ウイルスベクターと、ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なくとも導
入されている形質転換植物であって、上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌ
クレオチドのうち、少なくとも一つは、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロ
モーターを備えており、上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポ
リヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備えるものであることを特徴として
いる。
【００１８】
　上記構成によれば、ウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドのうち、少なくとも
一つと、サイレンシングサプレッサーであるＮＳｓタンパク質とが、恒常的な発現ではな
く、いずれも誘導発現される。それゆえ、通常は、サイレンシングサプレッサーであるＮ
Ｓｓタンパク質の遺伝子発現を抑制しておき、ウイルスベクターの誘導発現が行われてい
る場合に、ＮＳｓタンパク質を誘導発現させることができる。
【００１９】
　そのため、サイレンシングサプレッサーを持たないウイルスベクターを用いて形質転換
を行った植物でも、サイレンシング反応を抑制し、感染後期におけるウイルスベクターＲ
ＮＡの蓄積量を増やすことができるとともに、生育異常を回避することができる。したが
って、形質転換植物において、外来タンパク質の発現量を効率的に増加させることができ
る。
【００２０】
　また、ＢＭＶ等の植物ＲＮＡウイルスベクターを用いた増幅系でもサイレンシングが起
こらないので、背景技術の項に記載した（１）～（３）のような植物ＲＮＡウイルスベク
ターの特徴を十分に発揮させることができる。したがって、外来遺伝子に基づくタンパク
質を効率的に生産することができる。
【００２１】
　また、本発明に係る形質転換植物は、上記植物ＲＮＡウイルスがブロムモザイクウイル
スであることが好ましい。ＢＭＶは、既知のサイレンシングサプレッサーを有さない。ま
た、（１）感染植物細胞内における増殖量が多いこと、（２）ゲノムが分割されていると
いう特徴から、複製酵素のみが複製に必要であり、ＲＮＡ３の産物である３ａタンパク質
およびＲＮＡ４の産物である外被タンパク質ともウイルス複製に関与しないことから、外
被タンパク質遺伝子への外来遺伝子の置き換えによってウイルス複製の制御機構が影響を
受けにくい、等の利点を持っている。
【００２２】
　また、形質転換植物で誘導発現することにより、サイレンシングが誘導されるまでの時
期においては、効率よく複製し、外来遺伝子を発現できることがわかっている（誘導ｍＲ
ＮＡ増殖システム）（Mori et al. (2001) Plant J. 27(1), 79-86）。
【００２３】
　したがって、ＢＭＶベクターは、ウイルスベクターが誘導発現されているときにＮＳｓ
タンパク質を誘導発現し、外来タンパク質を高効率で生産するという、本発明のメカニズ
ムに好適なベクターであるといえる。上記構成によれば、外来タンパク質をより効率よく
生産することができる。
【００２４】
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　また、本発明に係る形質転換植物は、上記プロモーターが、ステロイドホルモンによっ
て誘導されることが好ましく、上記ステロイドホルモンはデキサメタゾンであることが好
ましい。
【００２５】
　ステロイドホルモンは、標的細胞内で、ステロイドホルモンと特異的な強い結合を示す
細胞質受容体と複合体を形成し、種々の遺伝子の転写制御を行うことが知られている。ま
た、デキサメタゾンは、最も強力な作用を持つグルココルチコイドの一つであることが知
られている。したがって、上記構成によれば、ウイルスベクターおよびＮＳｓタンパク質
の誘導発現をより好適に行うことができる。
【００２６】
　また、本発明に係る形質転換植物は、マメ科、セリ科、アブラナ科、ウリ科、ナス科お
よびイネ科よりなる群より選ばれる科に属することが好ましく、ベンサミアーナ植物であ
ることが特に好ましい。
【００２７】
　特許文献１に記載されているように、上記植物は、植物ＲＮＡウイルスの宿主として好
適に用いられることが知られている。また、ベンサミアーナ植物を用いた系では、後述す
る実施例に示すように、ＢＭＶベクターとＮＳｓタンパク質の両方を好適に誘導発現する
ことに成功している。したがって、これらの植物は、本発明を適用し、外来タンパク質を
生産させる上で有用であるということができる。
【００２８】
　本発明に係る形質転換細胞は、発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含み、サイレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドを含まない植物ＲＮＡ
ウイルスベクターと、ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なくとも導
入されている形質転換細胞であって、上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌ
クレオチドのうち、少なくとも一つは、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロ
モーターを備えており、上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポ
リヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備えるものであることを特徴として
いる。
【００２９】
　上記構成によれば、形質転換細胞においては、通常はサイレンシングサプレッサーであ
るＮＳｓタンパク質の遺伝子発現が抑制されており、ウイルスベクターが誘導発現されて
いる場合にＮＳｓタンパク質が誘導発現される。したがって、例えば、上記形質転換細胞
を培養することにより、サイレンシング反応が抑制され、かつ、生育異常を起こすことの
ない植物体を得ることができ、外来タンパク質を効率的に生産することができる。
【００３０】
　また、本発明に係る形質転換細胞では、上記植物ＲＮＡウイルスがブロムモザイクウイ
ルスであることが好ましい。上述のように、ＢＭＶウイルスベクターは、外来タンパク質
の生産に好適であるといえるため、上記構成によれば、外来タンパク質をより効率よく生
産することができる。
【００３１】
　また、本発明に係る形質転換細胞では、上記プロモーターが、ステロイドホルモンによ
って誘導されることが好ましく、上記ステロイドホルモンはデキサメタゾンであることが
特に好ましい。上述のように、ステロイドホルモンは、種々の遺伝子の転写制御を行うこ
とができるため、上記構成によれば、ウイルスベクターおよびＮＳｓタンパク質の誘導発
現を好適に行うことができる。
【００３２】
　また、デキサメタゾンは、最も強力な作用を持つグルココルチコイドの一つであるため
、上記構成によれば、ウイルスベクターおよびＮＳｓタンパク質の誘導発現をより好適に
行うことができる。
【００３３】
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　本発明に係るタンパク質生産キットは、発現させるタンパク質をコードするポリヌクレ
オチドを含み、サイレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドを含まない植
物ＲＮＡウイルスベクターと、ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとを少な
くとも含むタンパク質生産キットであって、上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれる
ポリヌクレオチドのうち、少なくとも一つは、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型
のプロモーターを備えており、上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、
当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備えるものであることを特徴
としている。
【００３４】
　上記キットは、上記植物ＲＮＡウイルスベクターと、上記ＮＳｓタンパク質をコードす
るポリヌクレオチドとを少なくとも含むので、形質転換細胞や形質転換植物体等の形質転
換体において、通常はサイレンシングサプレッサーであるＮＳｓタンパク質の遺伝子発現
が抑制されており、ウイルスベクターが誘導発現されている場合にＮＳｓタンパク質が誘
導発現されるという状態にすることができる。したがって、ステロイドホルモン等の誘導
物質を用いれば、サイレンシング反応を抑制でき、かつ、生育異常を起こさず、任意の有
用タンパク質を生産可能な植物を簡易に作製することができる。
【００３５】
　本発明に係るタンパク質生産キットでは、上記植物ＲＮＡウイルスがブロムモザイクウ
イルスであることが好ましい。上述のように、ＢＭＶベクターは、外来タンパク質の生産
に好適であるため、上記キットを用いれば、生育異常を起こさず、サイレンシング反応を
抑制でき、任意の有用タンパク質を生産可能な植物をより簡易に作製することができる。
【００３６】
　本発明に係るタンパク質生産キットは、さらに、ステロイドホルモンを含むことが好ま
しく、上記ステロイドホルモンはデキサメタゾンであることが好ましい。上記構成によれ
ば、ステロイドホルモンの転写誘導作用により、ウイルスベクターおよびＮＳｓタンパク
質の誘導発現を好適に行うことができる。
【００３７】
　本発明に係るタンパク質の生産方法は、発現させるタンパク質をコードするポリヌクレ
オチドを含み、サイレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドを含まない植
物ＲＮＡウイルスベクターを植物に導入する工程と、ＮＳｓタンパク質をコードするポリ
ヌクレオチドを植物に導入する工程と、上記植物を転写誘導する工程と、を少なくとも含
むタンパク質の生産方法であって、上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌク
レオチドのうち、少なくとも一つは、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモ
ーターを備え、上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレ
オチドの上流に、発現誘導型のプロモーターを備えることを特徴としている。
【００３８】
　上記構成によれば、通常はサイレンシングサプレッサーであるＮＳｓタンパク質の遺伝
子発現を抑制しておき、ウイルスベクターの誘導発現が行われている場合にＮＳｓタンパ
ク質を誘導発現させることができ、ＮＳｓタンパク質の発現時期を最適化することができ
るので、サイレンシング反応を抑制し、感染後期におけるウイルスベクターＲＮＡの蓄積
量を増やすことができるとともに、植物の生育異常を回避することができる。したがって
、外来タンパク質の発現量を効率的に増加させることができる。
【００３９】
　本発明に係るタンパク質の生産方法は、上記植物ＲＮＡウイルスがブロムモザイクウイ
ルスであることが好ましい。
【００４０】
　本発明に係るタンパク質の生産方法では、上記転写誘導はステロイドホルモンによって
行われることが好ましい。
【００４１】
　本発明に係るタンパク質の生産方法では、上記植物は、マメ科、セリ科、アブラナ科、
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ウリ科、ナス科およびイネ科よりなる群より選ばれる科に属することが好ましい。
【００４２】
　本発明に係るタンパク質の生産方法では、上記植物は、ベンサミアーナ植物であること
が好ましい。
【００４３】
　本発明の他の目的、特徴、および優れた点は、以下に示す記載によって十分分かるであ
ろう。また、本発明の利点は、添付図面を参照した次の説明によって明白になるであろう
。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】本実施例においてベンサミアーナ植物に導入されている遺伝子の概念図を示すも
のである。
【図２】GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-２ｂ植物と、GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-ＮＳｓ植物におけるノー
ザンブロッティングの結果を示すものである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４５】
　本発明の実施の一形態について説明すれば、以下のとおりである。なお、本発明はこれ
に限定されるものではない。
【００４６】
　（１．本発明に係る形質転換植物）
　本発明に係る形質転換植物は、発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含み、サイレンシングサプレッサーポリヌクレオチドを含まない植物ＲＮＡウイルスベク
ターと、ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なくとも導入されている
形質転換植物であって、上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドの
うち、少なくとも一つは、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備
えており、上記サイレンシングサプレッサーポリヌクレオチドは、上記ＮＳｓタンパク質
をコードするポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレオチドの上流に、発現誘導型のプロモ
ーターを備える。
【００４７】
　なお、本明細書中で使用される場合、用語「ポリヌクレオチド」は「核酸」または「核
酸分子」と交換可能に使用され、ヌクレオチドの重合体が意図される。
【００４８】
　（１－１．植物ＲＮＡウイルス）
　本発明において、利用される植物ＲＮＡウイルスは、サイレンシングサプレッサーを含
まない植物ウイルスであり、好ましくはウイルスゲノムが複数本の（＋）鎖ＲＮＡから構
成されるものである。より好ましくは、ＢＭＶ、ＡｌＭＶ、 cowpea chlorotic mottle v
irus（ＣＣＭＶ）であり、特に好ましくはＢＭＶである。なお、上記ＣＣＭＶは、ＢＭＶ
と極めて近縁なブロモウイルス属のウイルスであり、特にマメ科でよく増えるという特徴
を有する。
【００４９】
　本明細書において、「植物ＲＮＡウイルスベクター」とは、複製可能なウイルスＲＮＡ
を転写可能に含むｃＤＮＡであって、外来遺伝子を発現可能に含むもの、またはこれから
転写されたＲＮＡをいう。上記ｃＤＮＡは複数であってもよく、上記ｃＤＮＡが複数であ
る場合、それぞれのｃＤＮＡは、別々のウイルスゲノムに由来していてもよい。例えば、
BMVはウイルスゲノムがＲＮＡ１，ＲＮＡ２，ＲＮＡ３という３本のＲＮＡ鎖に分かれて
いるが、この場合、植物ＲＮＡウイルスベクターとは、ＲＮＡ１，ＲＮＡ２，ＲＮＡ３を
転写可能に含むｃＤＮＡであって、外来遺伝子を発現可能に含むもの、または当該ｃＤＮ
Ａから転写されたＲＮＡ、となる。
【００５０】
　また、例えばＣＭＶのように、元来サイレンシングサプレッサーを有しているウイルス
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であっても、サイレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドを除去すれば使
用可能である。当該除去を行う方法としては、特に限定されるものではないが、ＰＣＲ法
等を使用してウイルスｃＤＮＡのサイレンシングサプレッサー遺伝子に変異を導入するこ
とにより不活化する方法等が挙げられる。
【００５１】
　本発明は、サイレンシングサプレッサーを持たないウイルスをベクターとして用いた形
質転換体において、サイレンシングを回避するとともに、植物の生育異常を回避し、その
結果、形質転換体における外来タンパク質の生産向上を図ることを目的としている。
【００５２】
　これらのウイルスのＲＮＡ複製酵素遺伝子を含むｃＤＮＡは植物ゲノムに導入されるか
、もしくはin vitroで合成されたＲＮＡとして接種される。ＢＭＶ、ＣＭＶ、ＡｌＭＶ、
ＣＣＭＶの場合、ゲノムは３種類のＲＮＡに分かれており、本発明において最も扱いやす
いウイルスである。これら以外のウイルスでも、サイレンシングサプレッサーを含まず、
ＲＮＡ複製酵素遺伝子と外被タンパク質遺伝子を、それぞれを単独で発現できる状態で植
物ゲノムに組み込むことができるものであれば、本発明において利用可能である。
【００５３】
　ＢＭＶ、ＣＭＶ，ＡｌＭＶ、ＣＣＭＶを例にとれば、本発明において、植物ゲノムに導
入されるべく改造される部分は、ＲＮＡ１、２及び３であり、改造されたＲＮＡ３のうち
所望の外来遺伝子によって置き換えられるのは３’末端側の外被蛋白質遺伝子部分である
。ウイルスゲノムが導入される植物としては、ベンサミアーナ、タバコ、ダイズ、インゲ
ン、キュウリ、ジャガイモ、イネ、コムギ、オオムギ、トウモロコシ、シロイヌナズナ、
ミヤコグサなどがあげられるが、これらに限られるわけではない。
【００５４】
　上記した植物ウイルスは、それぞれの宿主となる植物が異なる。例えば、ＢＭＶはイネ
科に属する多くの植物を宿主とするが、タバコ植物へのウイルス粒子又はウイルスＲＮＡ
の接種では、ＢＭＶは植物体中で増殖しないために、タバコはＢＭＶの宿主と考えられて
いない。しかし、ＢＭＶ粒子又はＲＮＡをタバコプロトプラストに接種すると、細胞中で
ウイルスＲＮＡが複製され外被蛋白質の生産がおこることが報告されている（Ｍａｅｋａ
ｗａら、（１９８５）Ａｎｎ．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈ．Ｓｏｃ．Ｊａｐａｎ ５１：２２７
－２３０）。
【００５５】
　このことは、ウイルス遺伝子を植物細胞中で発現できれば、従来のウイルスと宿主の関
係に捕らわれる必要はないことを示唆している。従って、本発明において、ウイルス遺伝
子を植物ゲノムに導入する場合にも、従来のウイルスと宿主の概念に捕らわれずに本発明
を適用する植物を選ぶことができる。また、植物細胞とはカルスおよびプロトプラストを
含む概念である。
【００５６】
　（１－２．植物ＲＮＡウイルスベクターの構築）
　ウイルスＲＮＡは、ＲＮＡ抽出法として公知の方法、例えばグアニジン法、熱フェノー
ル法、ラウリル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）フェノール法等を用い、ウイルス粒子から抽出
することができる。ＢＭＶ、ＣＭＶ、ＡｌＭＶ、ＣＣＭＶの場合、ゲノムが数種類のＲＮ
Ａからなるため、アガロースゲル電気泳動でＲＮＡ１、２及び３として分画精製する。そ
れぞれのＲＮＡの相補性ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）の構築は、常法の遺伝子操作技術を利用して
行うことができる（Ａｈｌｑｕｉｓｔら、（１９８４）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１７２：
３６９－３８３；Ｍｏｒｉら、（１９９１）Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．７２：２４３－２
４６）。
【００５７】
　本発明において、ＲＮＡ複製酵素遺伝子を含むゲノムＲＮＡ、例えばＢＭＶ、ＣＭＶ、
ＡｌＭＶ、ＣＣＭＶの場合、ＲＮＡ１及び２は、ｉ）植物で機能するプロモーター、ｉｉ
）ＲＮＡ１又は２のｃＤＮＡ、ｉｉｉ）植物で機能するターミネーターからなるＤＮＡ分
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子、あるいは、ｉ）植物で機能するプロモーター、ｉｉ）１ａ蛋白質又は２ａ蛋白質遺伝
子をコードする配列、ｉｉｉ）植物で機能するターミネーターからなるＤＮＡ分子として
、それぞれ植物ゲノムに導入される。
【００５８】
　そのようなＤＮＡ分子が導入された形質転換植物細胞では、ＲＮＡ１及びＲＮＡ２、あ
るいは１ａ蛋白質又は２ａ蛋白質のｍＲＮＡが転写され、１ａ及び２ａ蛋白質が生産され
る。ＲＮＡ３のｃＤＮＡの外被蛋白質遺伝子領域は所望の外来遺伝子と組換えられ組換え
体ＲＮＡ３ｃＤＮＡが構築された後、ｉ）植物で機能するプロモーター、ｉｉ）組換え体
ＲＮＡ３ｃＤＮＡ、ｉｉｉ）植物で機能するターミネーターからなるＤＮＡ分子として、
上述の１ａ及び２ａ蛋白質が生産される植物のゲノムに導入される。
【００５９】
　ｉ）植物で機能するプロモーター、ｉｉ）植物ウイルスのＲＮＡ複製酵素遺伝子、又は
それを含むウイルスＲＮＡのｃＤＮＡ、例えばＲＮＡ１、２又は組換え体ウイルスゲノム
ＲＮＡのｃＤＮＡ、例えばＲＮＡ３のｃＤＮＡ、ｉｉｉ）植物で機能するターミネーター
からなるＤＮＡ分子を植物ゲノムに導入するために使用される植物ＲＮＡウイルスベクタ
ーとしては、ＲＮＡを遺伝子とするウイルス由来のウイルスベクターであり、発現させる
タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含み、サイレンシングサプレッサーをコード
するポリヌクレオチドを含まないウイルスベクターであれば特に限定されるものではない
が、植物細胞のゲノムに組み込まれる性質を有し、植物体内におけるタンパク質生産に好
適であるため、Ｔｉプラスミドベクターを特に好適に用いることができる。
【００６０】
　例えば、Mori et al. (2001) Plant J. 27(1), 79-86に記載されているベクター；ＲＮ
Ａ１のｃＤＮＡ形質転換用ＴｉプラスミドベクターであるpTA7001BB1、ＲＮＡ２のｃＤＮ
Ａ形質転換用ＴｉプラスミドベクターであるpBICBPB2R、ＲＮＡ３の形質転換用Ｔｉプラ
スミドベクターであるpBICHGCP2IFNR、pBICHGCP2smGFPR等を用いることができる。
【００６１】
　またMori et al. (1992) J. Gen. Virol. 73, 169-172.に記載されているベクター；Ｒ
ＮＡ１のｃＤＮＡ形質転換用ＴｉプラスミドベクターであるpBICBR1，pBICBR1(-3)、ＲＮ
Ａ２のｃＤＮＡ形質転換用ＴｉプラスミドベクターであるpBICBR2，pBICBR2(-3)、Mori e
t al. (1993) ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ． 336(1), 171-174.に記載されているベクター；ＲＮ
Ａ３の形質転換用ＴｉプラスミドベクターであるｐＢＩＣＢＰＣＰ２ＩＦＮ等を用いるこ
とができる。また、上記ベクターは、リボザイム配列を有していてもよい。
【００６２】
　上記リボザイム配列としては、任意のタンパク質をコードする遺伝子を挿入したウイル
スベクターのｃＤＮＡから転写されたウイルスＲＮＡの３’末端に付加された余分な配列
を切断できるものであればよく、特に限定されるものではない。例えば、肝炎デルタウイ
ルスのリボザイム配列またはサテライトタバコリングスポットウイルスのリボザイム配列
を用いることができる。
【００６３】
　上記「発現させるタンパク質」とは、本発明に係る形質転換植物、または、後述する本
発明に係る形質転換細胞において生産させることを意図する任意のタンパク質を意味する
。生産させる任意のタンパク質は特に限定されるものではなく、外来の有用タンパク質で
あってもよく、当該植物が本来有するタンパク質であってもよい。例えば、医薬品として
利用可能なヒトのタンパク質等が好適である。
【００６４】
　所望の外来遺伝子によって置き換え可能な部分は、１ａ蛋白質、２ａ蛋白質、３ａ蛋白
質および外被蛋白質遺伝子の１番目の翻訳開始コドン、あるいは外被蛋白質遺伝子の１番
目以降にある翻訳開始コドン、例えば２番目、３番目など、からの部分である。所望の外
来遺伝子をこれらの部位に導入するためには、置き換えられる遺伝子の翻訳開始コドン（
ＡＴＧ）および外来遺伝子の翻訳開始コドンにＫｕｎｋｅｌらの方法（Ｋｕｎｋｅｌら、



(12) JP WO2008/117811 A1 2008.10.2

10

20

30

40

50

（１９８７）Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎＥｎｚｙｍｏｌｏｇｙ １５４：３６７－３８２）によ
ってＮｓｉＩ切断部位を導入しておき、ＮｓｉＩで切断後Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼで一本
鎖部分を取り除き平滑末端化した後結合することによって、翻訳の読み枠を変えることな
く（インフレームに）外来遺伝子の置き換えが行える。
【００６５】
　さらに、外被タンパク質遺伝子の翻訳開始コドンに変異を導入したうえで、それより下
流の部分に所望の外来タンパク質遺伝子を翻訳可能に導入してもよく、外被タンパク質遺
伝子の翻訳開始コドンよりも上流に所望の外来タンパク質遺伝子を翻訳可能に導入しても
良い。
【００６６】
　上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドのうち、少なくとも一つ
は、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備えていることが必要で
ある。これにより、後述するＮＳｓタンパク質の発現と同時に上記ウイルスベクター発現
させ、複製させることが可能となる。
【００６７】
　ここで、発現誘導型のプロモーターとは、転写因子が転写誘導物質あるいは熱などの特
定の刺激によって活性化された場合にのみ、プロモーターの下流に連結されたポリヌクレ
オチドの転写が開始される場合のプロモーターをいい、恒常発現型のプロモーターとは、
転写因子を転写誘導物質あるいは熱などの特定の刺激で活性化しなくても、プロモーター
の下流に連結されたポリヌクレオチドの転写が開始される場合のプロモーターをいう。
【００６８】
　「上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドのうち、少なくとも一
つ」とは、上述のＢＭＶのように、ウイルスゲノムが数本の（＋）鎖ＲＮＡから構成され
るものである場合、ウイルスをコードするポリヌクレオチドのうちいずれか一つ以上が、
上流に発現誘導型のプロモーターを備えていればよいことを意味する。これにより、デキ
サメタゾンなどの転写誘導物質あるいは熱などの特定の刺激で処理した場合のみ、プロモ
ーターが誘導されてウイルスの複製酵素が形成され、外来タンパク質のｍＲＮＡが増幅さ
れる。
【００６９】
　例えば、後述する実施例では、ＢＭＶ　ＲＮＡ１のｃＤＮＡの上流に6XUASGal4が連結
され、ＢＭＶ　ＲＮＡ２のｃＤＮＡ、および、ＢＭＶ　ＲＮＡ３のｃＤＮＡ上の外被タン
パク質遺伝子がＧＦＰ遺伝子に置換されたｃＤＮＡの上流に、恒常発現型のプロモーター
であるカリフラワーモザイクウイルス（ＣａＭＶ）３５Ｓプロモーターが連結されている
。このように、植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌクレオチドであって、発現
誘導型プロモーターを備えていないポリヌクレオチドは、上流に恒常発現型のプロモータ
ーを備えていることが好ましい。
【００７０】
　ただし、誘導の形態としてはこれに限られるものではない。例えば、ＲＮＡ１とＲＮＡ
２のｃＤＮＡの上流に恒常発現型のプロモーターが連結され、外来遺伝子を導入したＲＮ
Ａ３のｃＤＮＡの上流に誘導発現型のプロモーターが連結されている誘導の形態も可能で
ある。
【００７１】
　発現誘導型のプロモーターとしては、特に限定されるものではなく、従来公知のプロモ
ーターを使用すればよい。例えば、ステロイドホルモンで転写誘導可能なプロモーター、
グルココルチコイドで転写誘導可能なプロモーター、熱刺激で転写誘導可能なプロモータ
ー、メタロチオネインプロモーター等を好適に用いることができる。具体的には、デキサ
メタゾンで転写誘導可能なプロモーターである6XUASGal4、エクジソンで転写誘導可能な
プロモーターであるＧＲＥ、エストロジェンで転写誘導可能なプロモーターとしてOLexA-
46、熱刺激で転写誘導可能なヒートショックプロモーターとしてシロイヌナズナＨＳＰ１
８．２プロモーター等を用いることができる。
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【００７２】
　恒常発現型のプロモーターも、特に限定されるものではなく、従来公知のプロモーター
を使用することができる。例えば、ＣａＭＶ　３５Ｓプロモーターや、イネアクチン１プ
ロモーター等を用いることができる。
【００７３】
　上記転写誘導可能なプロモーターを用いて転写を制御する場合、転写誘導物質あるいは
熱などの刺激により活性化される転写因子が必要である。当該転写因子としては、用いる
プロモーターに適したものを選択して使用すればよい。例えば、プロモーターとして6XUA
SGal4を用いる場合には、転写因子としてはGVGが選択され、エストロジェンで転写誘導可
能なプロモーターであるOLexA-46を用いる場合には、転写因子としてはＸＶＥが選択され
、エクジソンで転写誘導可能なプロモーターとしてＧＲＥを用いる場合には、転写因子と
してはエクジソンレセプターGR Act and DBDとヘルペスウイルストランスアクチベーショ
ンドメインHecR LBDのキメラタンパク質が選択される。ＨＳＰ１８．２プロモーターを用
いる場合等は、内在性の転写因子が利用できる。
【００７４】
　転写因子をコードする遺伝子は、植物に広く使用されている恒常発現型のプロモーター
、例えばＣａＭＶ　３５Ｓプロモーターの下流に配置することが好ましい。また、転写誘
導可能なプロモーターを用いて転写を制御する場合は、転写因子を不活性化しておくこと
が好ましい。これによって、転写因子は、恒常的に発現するが、通常は不活性な状態で存
在し、ステロイドホルモン等の転写誘導物質や、熱などの刺激で処理した場合にのみ活性
化されて、プロモーター下流の遺伝子が転写されることになる。
【００７５】
　転写誘導物質としては、特に限定されるものではない。例えば、ステロイドホルモン等
を用いることができる。ステロイドホルモンとしては、特に限定されるものではなく、ア
ンドロゲン、エストロゲン、ゲスターゲン、コルチコイドの何れであってもよい。エスト
ロゲンとしては、エストラジオールであることが好ましく、特に本発明に係る形質転換細
胞においては、後述するデキサメタゾンによる誘導の他に、エストラジオールによる誘導
も効果的である。
【００７６】
　コルチコイドとしては、ミネラルコルチコイドであってもグルココルチコイドであって
もよいが、グルココルチコイドであることが好ましい。グルココルチコイドは、細胞内で
グルココルチコイドレセプターと結合し、種々の遺伝子の転写制御を行うことが知られて
いるため、ウイルスベクターおよびＮＳｓタンパク質の誘導発現を好適に行うことができ
る。
【００７７】
　グルココルチコイドとしては、特に限定されるものではなく、コルチゾール、コルチコ
ステロン、コルチゾン、デキサメタゾン、プレドニソロン等を用いることができる。中で
も、グルココルチコイド中、最も強力な転写誘導物質であり、最も効率的に転写因子を活
性化することができるため、デキサメタゾンであることが特に好ましい。ミネラルコルチ
コイドとしては、特に限定されるものではないが、アルドステロン、９α－フルオロコル
チゾール等を用いることができる。
【００７８】
　また、転写誘導物質として、例えば、カドミウム、亜鉛、銅、水銀、金、銀、ビスマス
、これらの金属のイオンを用いることもできる。
【００７９】
　転写誘導物質による処理の方法は特に限定されるものではなく、例えば、形質転換植物
の植物体に転写誘導物質を塗布する方法や、形質転換細胞の培養系に転写誘導物質を添加
する方法などを挙げることができる。また、熱刺激による遺伝子誘導の方法も特に限定さ
れるものではなく、例えば４２℃の温室に２時間静置する方法などを挙げることができる
。
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【００８０】
　上記不活性化の方法としては、特に限定されるものではないが、例えば、転写因子をコ
ードする遺伝子を転写、翻訳後、転写因子中の転写誘導物質結合ドメインにヒートショッ
クプロテイン等を結合させ、転写因子とヒートショックプロテイン等との相互作用をさせ
る方法を挙げることができる(Mori et al., Plant J. 27(1), 79-86, 2001)。
【００８１】
　アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａ
ｃｉｅｎｓ）を用いた植物形質転換法としては、リーフディスク法（Ｈｏｒｓｃｈら、（
１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ ２２７：１２２９－１２３１）を利用することができる。
【００８２】
　Ｔｉプラスミドにはｖｉｒ領域があり、この領域の働きによって、Ｔｉプラスミド中の
Ｔ－ＤＮＡ領域をＡ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓの宿主細胞ゲノム中に導入できる（Ｎｅｓ
ｔｅｒら、（１９８４）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ．３５：３８７－
４１３）。
【００８３】
　Ｔｉプラスミドを用いた遺伝子導入法としては、現在バイナリーベクター法（以下「ア
グロバクテリウム法」とも記載する）が広く用いられている。これは、Ｔｉプラスミドを
Ｔ－ＤＮＡの欠失したｖｉｒ領域を持つＴｉプラスミドとＴ－ＤＮＡを含むバイナリーベ
クターとに分割して用いるものである。バイナリーベクターとはＡ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅ
ｎｓでも大腸菌でも増殖できるベクターである。プロモーター、ウイルスＲＮＡのｃＤＮ
Ａ、ターミネーターで構成されるＤＮＡは、バイナリーベクター中のＴ－ＤＮＡ領域に組
み込まれ、形質転換用ベクターが構築される。
【００８４】
　このような形質転換用ベクターをＴ－ＤＮＡの欠失したｖｉｒ領域を持つＴｉプラスミ
ドを保持するＡ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ細胞中に導入し、該Ａ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎ
ｓを宿主植物に接種すれば、ｖｉｒ領域の働きによって、該組み合わせの構成からなるＤ
ＮＡを含むＴ－ＤＮＡ領域を宿主ゲノム中に導入しうる。その他の公知の遺伝子導入法、
すなわちプロトプラストへのエレクトロポーレーション（ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏ
ｎ）法、リポゾーム融合、マイクロインジェクション、植物組織へのパーティクルガン（
ｐａｒｔｉｃｌｅ ｇｕｎ）あるいはそれらに準じた方法等によっても、上記構成からな
るＤＮＡを植物細胞に導入できる。
【００８５】
　上記植物細胞（形質転換細胞）の選抜には、カナマイシン、ハイグロマイシン、ホスホ
ノトリシン等の薬剤を用いることができる。形質転換細胞は、適宜の培地で培養してカル
ス形成、カルス増殖、さらに必要に応じて不定胚分化または器官分化を行い、ついで植物
ホルモンを添加した植物体再分化用培地で植物体に再生させることができる。
【００８６】
　双子葉植物に本発明を使用する場合には、対象の植物は、マメ科（アルファルファ、ダ
イズ、クローバー、インゲン、ミヤコグサなど）、セリ科（ニンジン、セロリなど）、ア
ブラナ科（キャベツ、ダイコン、ナタネ、シロイヌナズナなど）、ナス科（ジャガイモ、
タバコ、トマトなど）がある。ナス科の植物の場合は、ベンサミアーナ植物（Nicotiana 
benthamiana）を特に好適に用いることができる。
【００８７】
　単子葉植物に使用する場合には、対象の植物としては、イネ科（イネ、コムギ、オオム
ギ、トウモロコシなど）がある。
【００８８】
　（１－３．ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチド）
　本発明に係る形質転換植物は、ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドが導入
されていることを要する。ＮＳｓタンパク質とは、Tomato spotted wilt virus（以下「
ＴＳＷＶ」と記載する）の一本鎖ＲＮＡのうちＳ　ＲＮＡ（２．９ｋｂ）がコードするタ
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ンパク質であり、サイレンシングサプレッサーとして機能することが知られている（Atsu
shi Takeda et al., FEBS Letters, 532, 75-79, 2002）。本発明者らは、上記植物ＲＮ
Ａウイルスベクターと、当該ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なく
とも導入されている形質転換植物において、上記植物ＲＮＡウイルスベクターが誘導発現
されている場合にＮＳｓタンパク質を誘導発現させることにより、サイレンシングを抑制
すると共に、植物の生育異常を回避でき、植物ＲＮＡウイルスベクター中の外来タンパク
質を効率よく生産することができることを見出した。
【００８９】
　ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、公知の遺伝子配列に基づき、従来
公知の方法を用いて合成することができ、従来公知の方法を用いて上記ポリヌクレオチド
を含むＴｉプラスミド等のベクターを構築し、当該ベクターを、バイナリーベクター法等
の上述の方法を用いて植物細胞に導入できる。
【００９０】
　上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレオチドの上流
に発現誘導型のプロモーターを備えるものであることが必要である。上記発現誘導型のプ
ロモーターとしては、（１－２）で説明したものと同様のプロモーターを用いることがで
きる。
【００９１】
　この場合、発現誘導型のプロモーターによって上記ポリヌクレオチドの転写が制御され
るので、転写誘導物質や熱などの刺激により活性化される転写因子が必要である。当該転
写因子としては、用いるプロモーターに適したものを選択して使用すればよい。例えば、
プロモーターとして6XUASGal4を用いる場合には、転写因子としてはＧＶＧが選択され、
エクジソンで転写誘導可能なプロモーターとしてＧＲＥを用いる場合には、転写因子とし
てはエクジソンレセプターGR Act and DBDとヘルペスウイルストランスアクチベーション
ドメインHecR LBDのキメラタンパク質が選択される。ＨＳＰ１８．２プロモーターを用い
る場合等は、内在性の転写因子が利用できる。
【００９２】
　転写因子をコードする遺伝子は、植物に広く使用されている恒常発現型のプロモーター
、例えばＣａＭＶ　３５Ｓプロモーターの下流に配置することが好ましい。好適な転写誘
導物質については（１－２）と同様である。
【００９３】
　（１－４．本発明に係る形質転換植物、形質転換細胞およびタンパク質生産方法）
　本発明に係る形質転換植物は、（１－２）で説明した植物ＲＮＡウイルスベクターと、
（１－３）で説明したＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なくとも導
入されている。上記導入は、上述の公知の遺伝子導入法を用いることによって行うことが
できる。上記導入は、植物個体に直接行ってもよいし、植物細胞、植物の断片等に導入し
、導入された植物細胞や植物の断片を、（１－２）に記載した方法によって植物体に再生
してもよい。植物としては、上述のように、双子葉植物であっても単子葉植物であっても
よく、マメ科、セリ科、アブラナ科、ウリ科、ナス科およびイネ科よりなる群より選ばれ
る科に属することが好ましく、ベンサミアーナ植物であることが特に好ましい。
【００９４】
　本発明に係る形質転換細胞は、発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含み、サイレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドを含まない植物ＲＮＡ
ウイルスベクターと、ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なくとも導
入されている形質転換細胞であって、上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌ
クレオチドのうち、ウイルスの複製酵素をコードするポリヌクレオチドの少なくとも一つ
は、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備えており、上記ＮＳｓ
タンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型
のプロモーターを備えるものであるが、当該形質転換細胞は、（１－２）で説明した植物
ＲＮＡウイルスベクターと、（１－３）で説明したＮＳｓタンパク質をコードするポリヌ
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クレオチドとを、上述の公知の遺伝子導入法を用いて植物細胞に導入することによって得
ることができる。
【００９５】
　ＢＭＶ等のようにウイルスゲノムが分節ゲノムである場合、分節ゲノムごとに構築した
ウイルスベクターをそれぞれ別個の植物に導入し、誘導発現後、導入されたｃＤＮＡの発
現量が高い個体を選抜し、当該個体を交配することによって、全ての分節ゲノムが導入さ
れた形質転換植物を得ることができる。さらに、当該形質転換植物を、ＮＳｓタンパク質
をコードするポリヌクレオチドを導入し、誘導発現させた植物と交配させることにより、
植物ＲＮＡウイルスを誘導発現し、かつ、ＮＳｓタンパク質を誘導発現させた植物である
、本発明に係る形質転換植物を得ることができる。
【００９６】
　ただし、本発明に係る形質転換植物を得る方法は、これに限られるものではなく、例え
ば、上記分節ゲノムごとに構築したウイルスベクターと、ＮＳｓタンパク質をコードする
ポリヌクレオチドとを同一の植物に導入し、誘導発現させることによって得ることも可能
である。
【００９７】
　本発明に係るタンパク質生産方法は、発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオ
チドを含み、サイレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドを含まない植物
ＲＮＡウイルスベクターを植物に導入する工程と、ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌ
クレオチドを植物に導入する工程と、上記植物を転写誘導する工程と、を少なくとも含む
タンパク質の生産方法であって、上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌクレ
オチドのうち、ウイルスの複製酵素をコードするポリヌクレオチドの少なくとも一つは、
当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備え、上記ＮＳｓタンパク質
をコードするポリヌクレオチドは、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモー
ターを備えるものである。
【００９８】
　上記植物ＲＮＡウイルスベクターを植物に導入する工程と、ＮＳｓタンパク質をコード
するポリヌクレオチドを植物に導入する工程は、上述のように公知の遺伝子導入法を用い
て行うことができる。
【００９９】
　上記植物を転写誘導する工程を行う方法としては、特に限定されるものではなく、上記
植物ＲＮＡウイルスベクターと、ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが導
入された植物体に転写誘導物質の溶液を塗布する方法、転写誘導物質の溶液を噴霧する方
法、上記植物体を転写誘導物質の溶液に浸漬する方法等を用いることができる。熱などの
転写誘導刺激により処理する工程を行う方法としては、特に限定されるものではなく、例
えば４２℃の温室に２時間静置する方法などを挙げることができる。
【０１００】
　上記植物を転写誘導する工程によって、ウイルスベクターの誘導発現とＮＳｓタンパク
質をコードするポリヌクレオチドの誘導発現とが行われる。すなわち、通常はサイレンシ
ングサプレッサーであるＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドの誘導発現を抑
制しておき、ウイルスベクターの誘導発現が行われている場合に上記ポリヌクレオチドを
誘導発現することができる。その結果、サイレンシング反応を抑制できるため、感染後期
におけるウイルスベクターＲＮＡの蓄積量を増やし、外来タンパク質の発現量を増やすこ
とができ、しかも植物の生育阻害を回避することができる。
【０１０１】
　なお、「ウイルスベクターの誘導発現が行われている場合に上記ポリヌクレオチドを誘
導発現する」とは、ウイルスベクターの誘導発現とＮＳｓタンパク質の誘導発現とが同時
に起こっている時間が存在することを意味する。ウイルスベクターの誘導発現と、ＮＳｓ
タンパク質の誘導発現とを同時に開始してもよいが、必ずしもそれに限られるものではな
い。例えば、ウイルスベクター用の誘導発現型のプロモーターと、ＮＳｓタンパク質用の
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誘導発現型プロモーターの種類を変えれば、ウイルスベクターの誘導発現開始時期とNSｓ
タンパク質の誘導発現開始時期とをずらすことができる。
【０１０２】
　上記転写誘導物質としては、（１－２）で説明した転写誘導物質と同様のものを用いる
ことができる。中でもステロイドホルモンが好ましく、ステロイドホルモンの中ではグル
ココルチコイドがより好ましく、デキサメタゾンであることが特に好ましい。
【０１０３】
　以上の工程を少なくとも含むことによって、本発明に係るタンパク質の生産方法では、
上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれる目的の有用タンパク質を生産することができ
る。
【０１０４】
　（１－５．本発明に係るタンパク質生産キット）
　（１－２）で説明した植物ＲＮＡウイルスベクターおよび（１－３）で説明したＮＳｓ
タンパク質をコードするポリヌクレオチドは、有用な任意のタンパク質を生産する細胞ま
たは植物を作製するために利用できるものである。したがって、上記植物ＲＮＡウイルス
ベクターおよびＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチド、並びに細胞の形質転換
に必要な試薬、器具等をキット化しておけば、利用者は上記植物ＲＮＡウイルスベクター
およびＮＳｓタンパク質を導入した形質転換植物または形質転換細胞を簡便に作製するこ
とが可能となる。
【０１０５】
　本発明に係る形質転換用キットは、少なくとも上記植物ＲＮＡウイルスベクターおよび
ＮＳｓタンパク質を含むものであればよく、他にどのような構成を有していてもよい。上
記植物ＲＮＡウイルスベクターおよびＮＳｓタンパク質以外のキット構成としては、例え
ば、細胞、培地、制限酵素、修飾酵素類、転写誘導用化学物質（ステロイドホルモン等）
、培養フラスコ、アグロバクテリウム（植物細胞の場合）等を挙げることができる。
【０１０６】
　（２．本発明の有用性）
　非特許文献３に記載されているように、ＰＶＸベクターを用いた増幅系において特定の
部位に変異を導入したＨＣ－Ｐｒｏ変異体を恒常的に発現させた場合、ベンサミアーナ植
物の生育異常は起こらないことが示されている。
【０１０７】
　したがって、ＢＭＶ等のサイレンシングサプレッサーを持たないウイルスベクターを用
いた増幅系でＨＣ－Ｐｒｏ以外のサイレンシングサプレッサーを用いてサイレンシングを
抑制しつつ有用タンパク質を生産することを考える場合、当業者は、通常、非特許文献３
に記載されている技術、すなわち生育阻害を起こさないサイレンシングサプレッサー変異
体を作製し、恒常的に発現させる技術の利用を想起すると考えられ、本発明を用いること
を想起するとは考えにくい。したがって、非特許文献３に記載された技術に基づいて本発
明に想到することは当業者といえども容易ではないと考えられる。
【０１０８】
　また、本発明は、サイレンシングサプレッサーを有さないウイルスをベクターとして用
いた形質転換植物においても、サイレンシング反応および植物の生育阻害を回避しつつ、
有用外来タンパク質の生産性を向上させることができる。さらに、比較的容易に外来遺伝
子を含むウイルスベクターを導入した形質転換植物を作製することができるという、ＢＭ
Ｖ等のウイルスベクターが有する利点を十分に生かすことができるものである。このよう
に、本発明は、非特許文献３に記載された技術の問題点を解決したものであり、非常に有
用であるといえる。
【０１０９】
　また、本発明者らは、Mori, M., Fujihara, N., Mise, K. and Furusawa, I. (2001) I
nducible high-level mRNA amplification system by viral replicase in transgenic p
lants. Plant J 27(1), 79-86.に記載されているように、ＢＭＶを用いた高効率ｍＲＮＡ
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誘導増幅系を開発しているが、当該増幅系では、ＢＭＶがサイレンシングサプレッサーを
持たないため、増幅の後半にｍＲＮＡの分解が顕著に認められるという問題点があった。
当該問題点を解決するために、ＢＭＶの代わりに、サイレンシングサプレッサーを持ち、
かつ、かつ複製能力の高い一本鎖プラス鎖ＲＮＡウイルスであるトマトモザイクウイルス
（以下適宜「ＴｏＭＶ」と略記する。）を用いて高効率ｍＲＮＡ誘導増幅系の構築も行い
、当該増幅系において有用タンパク質の生産効率を向上させることができることを確認し
ている（特開２００５－１１０５９４号公報）。
【０１１０】
　そのため、有用タンパク質を生産する場合、当業者は通常、サイレンシングサプレッサ
ーの形質転換が不要である上記ＴｏＭＶベクターを用いた増幅系を用いるものと考えられ
、サイレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドを形質転換によって導入す
る必要がある本発明を用いることは通常想起しないと考えられる。
【０１１１】
　一方、本発明は、ＢＭＶなどのウイルスベクターを用いた増幅系においてサイレンシン
グおよび植物の生育異常を解消したことにより、当該増幅系を用いたタンパク質の効率的
な生産を可能にした。したがって、本発明は、非常に有用性の高いものであるといえる。
【０１１２】
　なお、本明細書中に記載された学術文献および特許文献の全てが、本明細書中において
参考として援用される。
【０１１３】
　本発明は上述した各実施形態に限定されるものではなく、請求項に示した範囲で種々の
変更が可能であり、異なる実施形態にそれぞれ開示された技術的手段を適宜組み合わせて
得られる実施形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。
【実施例】
【０１１４】
　以下、実施例により本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれに限定されるもの
ではない。
【０１１５】
　（１）サプレッサー誘導発現用Tiプラスミドベクター作出
　デキサメタゾン（ＤＥＸ）特異的遺伝子発現形質転換植物の作出には、Ｔｉプラスミド
pTA7001(McNellisら, 1998, Plant J., 14, 247－257)を用いた。
【０１１６】
　また、pTA7001を鋳型とし、プライマー5’-CGACTCTAGAGGATCCGGGTGACAG-3’（配列番号
１）および5’CCGCTCGAGAGGCCTCTCCAAA-‘3 （配列番号２）を用いたＰＣＲにより増幅し
たＤＮＡ断片をXbaIとXhoIで部分切断し、pTA7001のXbaI／XhoIサイトへ挿入することに
より、pTA7001の6xUASgal4プロモーター下流のXhoI切断サイトをStuI切断サイトに置換し
たプラスミドpTA7001(Stu)を作出した。
【０１１７】
　5’端側にStuIサイト、3’端側にEcoRIを付加したＴＳＷＶのＮＳｓ遺伝子をＰＣＲ法
によって合成し、得られたＤＮＡ断片をStuIおよびEcoRIで切断処理し、T4 DNAポリメラ
ーゼで末端を平滑化後pTA7001(Stu)の6xUASgal4プロモーター下流に位置するStuIサイト
に挿入し、ＴｉプラスミドベクターpTA7001-ＮＳｓを作出した。同様に、トマトブッシー
スタントウイルス(TBSV) のP19遺伝子（GenBank AJ288943）を、その5’端側および3’端
側に導入されたBamHIサイトで切断し、末端を平滑化後、pTA7001(Stu)のStuIサイトに挿
入し、Ｔｉプラスミドベクター pTA7001-P19を作出した。
【０１１８】
　また、キュウリモザイクウイルス（CMV）２ｂ遺伝子(GenBank D12538: nt. 2420-2752)
は、５’端側に導入されたBamHIサイトで切断し、末端平滑化後さらに3’端側に導入され
たAvrIIサイトで切断した。得られた２ｂ遺伝子を含む断片を、pTA7001の6xUASgal4プロ
モーター下流に位置するXhoI／SpeIサイトに挿入し、Ｔｉプラスミドベクター pTA7001-2
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bを作出した。
【０１１９】
　(２)ブロムモザイクウイルスベクター誘導発現用Ｔｉプラスミドベクター作出
　6xUASgal4プロモーター下流に連結したBMV RNA1ｃDNAの形質転換用ＴｉプラスミドpTA7
001と、３５Ｓプロモーターの下流に連結したBMV RNA２ｃDNAの形質転換用Ｔｉプラスミ
ドpBICBPB2Rは、（Mori et al., Plant J. 27(1), 79-86, 2001）に記載されているもの
を用いた。上記6xUASgal4プロモーターの上流には、転写因子としてＧＶＧが連結されて
おり、ＧＶＧは３５Ｓプロモーターの下流に連結されている。
【０１２０】
　ＴｉプラスミドpBICHGCP2smGFPRはpBICHGCP2IFNR（Mori et al., Plant J. 27(1), 79-
86, 2001）に含まれるＢＭＶ　ＲＮＡ３ベクターのヒトガンマインターフェロン遺伝子を
soluble-modified GFP遺伝子（GenBank: U70495）と置換することにより作出したもので
あり、ＢＭＶ　ＲＮＡ３ｃＤＮＡ上の外被タンパク質遺伝子がＧＦＰ遺伝子に置換されて
おり、さらにｃＤＮＡの３’末端には、リボザイム配列が付加されている。
【０１２１】
　図１は、本実施例においてベンサミアーナ植物に導入されている遺伝子の概念図を示す
ものである。図１の（ａ）～（ｃ）に示すように、転写因子ＧＶＧ，ＢＭＶ　ＲＮＡ２お
よびＢＭＶ　ＲＮＡ３をコードするポリヌクレオチドは、恒常発現型のプロモーターの下
流に連結されており、図１の（ｄ）、（ｅ）に示すように、ＢＭＶ　ＲＮＡ１およびＮＳ
ｓをコードするポリヌクレオチドは、発現誘導型のプロモーターの下流に連結されている
。
【０１２２】
　（３）サプレッサー遺伝子の形質転換と誘導発現の確認
　ＴｉプラスミドベクターpTA7001-ＮＳｓ、pTA7001-Ｐ１９およびpTA7001-２ｂを用い、
アグロバクテリウム法によって、6xUASgal4プロモーター下流に連結したＮＳｓ、Ｐ１９
または２ｂ遺伝子を導入した形質転換ベンサミアーナ植物を作出した。再分化したハイグ
ロマイシン耐性植物の種子を播種し、４週間後、展開葉にＤＥＸ（30μｇ／ｍｌになるよ
うエタノールに溶解したもの）を適量塗布した（ＤＥＸ処理）。処理１日後に全ＲＮＡを
抽出してノーザンブロッティングを行い、ＤＥＸ特異的にＮＳｓ、Ｐ１９または２ｂ遺伝
子が発現している形質転換植物を選抜した（夫々の植物を、ＧＶＧ－ＮＳｓ植物、ＧＶＧ
－Ｐ１９植物、ＧＶＧ－２ｂ植物と称する）。
【０１２３】
　（４）ＤＥＸ処理によりブロムモザイクＲＮＡ１を誘導発現する植物
　pBICBPB2R、pTA7001BB1、pBICHGCP2smGFPRを用い、それぞれアグロバクテリウム法によ
りベンサミアーナ植物を形質転換し、6XUASGAL4プロモーター下流に連結したBMV RNA1 cD
NAを導入したＧＶＧ１植物、３５Ｓプロモーター下流に連結したBMV RNA2 cDNAを導入し
た３５Ｓ２植物、３５Sプロモーター下流に連結した外被タンパク質遺伝子がＧＦＰ遺伝
子と置換されたBMV RNA3 cDNAを導入した３５ＳＧＲ植物を得た。
【０１２４】
　それぞれ導入したｃＤＮＡの発現量（ＧＶＧ１植物についてはＤＥＸ処理後に誘導され
る発現量）の高い個体を選抜し、これらを交配することにより、上記３種類のｃＤＮＡ遺
伝子が全て導入された形質転換ベンサミアーナ植物（GVG１ｘB2ｘGR植物）を得た。播種
４週間後の展開葉にＤＥＸ処理を行ったところ、処理後２日目には、ＤＥＸ特異的なＧＦ
Ｐ蛍光が蛍光実体型顕微鏡による観察によって認められ、ノーザンブロッティングにおい
て、ＢＭＶのゲノムＲＮＡおよびサブゲノムＲＮＡの蓄積が認められた。しかしながら、
処理後８日目にはＧＦＰ蛍光は消失し、ＢＭＶサブゲノムＲＮＡの蓄積は低下した。
【０１２５】
　（５）交配
　GVG１ｘB2ｘGR植物と、ＧＶＧ－ＮＳｓ植物、ＧＶＧ－Ｐ１９植物、およびＧＶＧ－２
ｂ植物をそれぞれ交配することにより、ブロムモザイクウイルスベクターを誘導発現し、



(20) JP WO2008/117811 A1 2008.10.2

10

20

30

40

さらにサプレッサー遺伝子を誘導発現する形質転換植物（GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-ＮＳｓ植
物、GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-P19植物、GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-２ｂ植物）を作出した。
【０１２６】
　図２は、GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-２ｂ植物と、GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-ＮＳｓ植物におけるノ
ーザンブロッティングの結果を示すものである。得られた植物の播種４週間後の展開葉に
DEX処理を行ったところ、GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-ＮＳｓ植物では、処理２日後にウイルスベ
クターＲＮＡの蓄積が認められた。また処理８日後においてもウイルスベクターＲＮＡの
高い蓄積が認められ、さらにＧＦＰ蛍光が観察された。処理後８日目のウイルスベクター
ＲＮＡの蓄積量と、ＮＳｓ遺伝子の発現量には相関が認められたことから、誘導発現した
ＮＳｓ遺伝子が処理後長期間経過後のウイルスベクターＲＮＡの高い蓄積量に関与してい
ることが明らかとなった。
【０１２７】
　一方、GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-P19植物は、ＤＥＸ処理後に処理葉が壊死し、ウイルスベク
ターＲＮＡおよびＧＦＰを検出することが困難であった。また、GVG１ｘB2ｘGRｘGVG-２
ｂ植物の場合は、処理後２日目にはウイルスベクターＲＮＡの蓄積が認められたが、処理
後８日目にはウイルスベクターＲＮＡの量は低下した。このとき、ＧＦＰ蛍光は認められ
なかった。
【０１２８】
　以上の結果から、ＮＳｓ遺伝子には、他のサプレッサー遺伝子とは異なり、ＢＭＶウイ
ルスベクター誘導発現植物において、感染後期におけるウイルスベクターＲＮＡと、外来
タンパク質の蓄積量を増大させる効果があることが明らかとなった。
【０１２９】
　本発明に係る形質転換植物は、発現させるタンパク質をコードするポリヌクレオチドを
含み、サイレンシングサプレッサーをコードするポリヌクレオチドを含まない植物ＲＮＡ
ウイルスベクターと、ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドとが少なくとも導
入されている形質転換植物であって、上記植物ＲＮＡウイルスベクターに含まれるポリヌ
クレオチドのうち、少なくとも一つは、当該ポリヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロ
モーターを備えており、上記ＮＳｓタンパク質をコードするポリヌクレオチドは、当該ポ
リヌクレオチドの上流に発現誘導型のプロモーターを備えるものであるという構成である
。
【０１３０】
　したがって、ＮＳｓタンパク質の発現時期が最適化され、サイレンシング反応を抑制す
ることができ、感染後期におけるウイルスベクターＲＮＡの蓄積量を増やすことができる
とともに、生育異常を回避することができる。それゆえ、本発明は、外来タンパク質の発
現量を効率的に増加させることができるという効果を奏する。
【０１３１】
　発明の詳細な説明の項においてなされた具体的な実施形態または実施例は、あくまでも
、本発明の技術内容を明らかにするものであって、そのような具体例にのみ限定して狭義
に解釈されるべきものではなく、本発明の精神と次に記載する請求の範囲内において、い
ろいろと変更して実施することができるものである。
【産業上の利用可能性】
【０１３２】
　本発明は、サイレンシングサプレッサーを有さない植物ＲＮＡウイルスベクターを用い
た増幅系においても、サイレンシングおよび生育異常を起こすことなく、効率的に外来タ
ンパク質を生産可能な形質転換植物、形質転換細胞、タンパク質生産キットおよびタンパ
ク質の生産方法を提供するものである。したがって、生産された有用タンパク質の用途に
より、医薬品産業や食品産業等に利用可能である。また、広く農業の発展にも大いに貢献
できるものである。
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