
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】

【請求項２】
の上流あるいは下流において植物内で発現する構造遺伝子のターミネー

ターをさらに含むことを特徴とする、請求項１に記載のキメラ遺伝子。
【請求項３】

直列に反復して有することを特徴とする、請求項 に
記載のキメラ遺伝子。
【請求項４】

上流あるいは下流に 構造遺伝子に由来するプロモータ
ーをさらに含む、請求項 記載のキメラ遺伝子。
【請求項５】
構造遺伝子が除草剤耐性遺伝子である請求項 のいずれか一項に記載のキメラ遺伝子
。
【請求項６】
構造遺伝子が、除草剤耐性遺伝子の翻訳産物の細胞分画内蓄積を可能にするトランジット
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転写方向に、プロモーター、蛋白質をコードする構造遺伝子及びターミネーターを含み、
該プロモータならびに該ターミネーターがシロイヌナズナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔ
ｈａｌｉａｎａ）のＨ４Ａ７４８ヒストン遺伝子由来のプロモーターならびにターミネー
ターであることを特徴とするキメラ遺伝子。

該ターミネーター

該プロモーターの二以上を １または２

該プロモーターの 植物内で発現する
１～３の何れかに一項に

１～４



ペプチドをコードするＤＮＡに融合されていることを特徴とする、請求項 に記載のキメ
ラ遺伝子。
【請求項７】
構造遺伝子が、除草剤耐性遺伝子の翻訳産物のプラスチド分画内蓄積を可能とするトラン
ジットペプチドをコードするＤＮＡに融合されていることを特徴とする、請求項 記載の
キメラ遺伝子。
【請求項８】
トランジットペプチドが、転写方向に、少なくとも一つの植物のプラスチド局在性酵素に
由来するトランジットペプチド、植物のプラスチド局在性酵素の成熟Ｎ末端の一部、およ
び植物のプラスチド局在性酵素の第二のトランジットペプチドを含むことを特徴とする、
請求項 に記載のキメラ遺伝子。
【請求項９】
除草剤耐性遺伝子が、ＥＰＳＰＳを標的とする除草剤に対して耐性を付与する酵素をコー
ドすることを特徴とする、請求項 に記載のキメラ遺伝子。
【請求項１０】
除草剤がグリホセートである請求項 に記載のキメラ遺伝子。
【請求項１１】
請求項１ のいずれか一項に記載のキメラ遺伝子を含むことを特徴とする、植物の形
質転換用ベクター。
【請求項１２】
請求項 に記載のベクターを含むことを特徴とするアグロバクテリウム種の株。
【請求項１３】
請求項１から のいずれか一項に記載のキメラ遺伝子を含むことを特徴とする形質転換
植物細胞。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】
本発明は、植物の被転写遺伝子から単離されたターミネーター領域及びそれらを含む新規
キメラ遺伝子の使用、並びに植物の形質転換における該キメラ遺伝子の使用に係わる。
【０００２】
１つまたは幾つかの遺伝子エレメントの発現に関連する多数の表現型特性を植物ゲノムに
組込み、かかるトランスジェニック植物に有利な農業特性を与えることができる。狭義に
は、作物の病原性物質に対する耐性、殺草性植物防疫生成物に対する耐性、食品または医
薬的重要性を有する物質の生産が挙げられる。かかる種々の特性をコードする遺伝子エレ
メントの単離及び特性分析にほかに、適当な発現が保証される必要がある。この適当な発
現は質的にも量的にも優れたレベルにある必要がある。質的レベルでは、例えば空間的に
は特定の組織における優先的発現、時間的には誘導性発現が考慮され、量的レベルでは、
導入された遺伝子の発現産物の蓄積量が考慮される。この適当な発現は、特に量的及び質
的要素に関しては、トランス遺伝子に関連する調節遺伝子エレメントの存在に多分に依存
する。この適当な調節を与える始原エレメントのなかで、同種または異種の、単一または
組合わせたプロモーター領域の使用が科学文献に広範に記載されている。トランス遺伝子
の下流のターミネーター領域は、トランス遺伝子の発現の質または量におけるそれらの役
割について前提要件なしに、トランス遺伝子転写プロセスを停止することができる境界を
置くためのみに使用される。
【０００３】
本発明は、植物の被転写遺伝子から単離されたターミネーター領域及びそれらを含む新規
キメラ遺伝子の使用、並びに植物の形質転換における該キメラ遺伝子の使用に係わる。特
に本発明は、同じ植物被転写遺伝子から単離されたターミネーター領域及びプロモーター
の同時使用に係わる。かかる遺伝子調節エレメントの制御下で、量及び質が共に適当なト
ランス遺伝子の発現が可能になる。本発明の使用により得られるこの適当な発現は、作物
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の病原性物質に対する耐性、殺草性植物防疫生成物に対する耐性、及び食品及び医薬的に
重要な物質の生産のごとき特性に係わり得る。特に、植物の急成長領域におけるキメラ遺
伝子の発現産物の量的及び質的に優先的な発現によって、トランスジェニック植物に高い
除草剤耐性を付与し得る。この除草剤耐性遺伝子の特異的且つ適当な発現は、Ａｒａｂｉ
ｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ由来のＨ４Ａ７４８ヒストン遺伝子のプロモーター及び
ターミネーター領域調節エレメントを同時使用することにより得られる。かかる発現パタ
ーンは、高い除草剤耐性を与えるために使用される調節エレメントを用い、上述のごとき
問題の全ての特性に対して得ることができる。本発明は更に、かかる遺伝子によって形質
転換された植物細胞、かかる細胞から再生された形質転換植物、及び、かかる形質転換植
物を使用する交雑から誘導される植物にも係わる。
【０００４】
作物保護に使用される植物防疫生成物のなかで浸透性（ｓｙｓｔｅｍｉｃ）生成物は、施
用後植物中に輸送され、一部は急成長部分、特に茎及び根端に蓄積し、除草剤の場合には
、感受性植物を壊滅するほど劣化させる原因となり得ることを特徴とする。この種の挙動
を示す幾つかの除草剤においては、主たる作用態様は公知であり、標的植物の適正な発育
に必要な化合物の生合成経路に関与すると特性分析されている酵素の失活が原因となる。
かかる生成物の標的酵素は種々の細胞内分画に存在し得るが、公知の生成物の作用の態様
を観察すると、最も多くはプラスチド分画内に存在することが判る。
【０００５】
上記種類の除草剤に属し、その主標的が既知である生成物に感受性の植物の耐性は、遺伝
子の発現産物が除草剤によって阻害される特性に関して突然変異したまたはしていない任
意系統起源の、標的酵素をコードする遺伝子をゲノム中に安定導入することにより得られ
る。別の方法は、除草剤を、植物発育に対して不活性及び無毒性の化合物に変換（ｍｅｔ
ａｂｏｌｉｚｅ）し得る酵素をコードする任意系統起源の遺伝子を、感受性植物のゲノム
中に安定導入することからなる。後者の場合、除草剤の標的を特性分析することは不要で
ある。
【０００６】
処理した植物における上記種類の生成物の分布及び蓄積の態様を鑑み、かかる生成物が蓄
積する植物の急成長領域において優先的に発現及び蓄積するように、かかる遺伝子の翻訳
産物を発現し得ることが有利である。更に、かかる生成物の標的が細胞質以外の細胞分画
中に局在する場合には、耐性付与タンパク質を適当な分画、特にプラスチド分画に割り当
て得るようなポリペプチド配列を含む前駆体の形態で、遺伝子の翻訳産物を発現し得るこ
とが有利である。
【０００７】
上記方法を示す例として、ホスホノメチルグリシン系の広域スペクトルの浸透性除草剤で
あるグリホセート（ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ）、スルホセート（ｓｕｌｐｈｏｓａｔｅ）ま
たはホサメチン（ｆｏｓａｍｅｔｉｎ）を挙げることができる。これらは実質的に、５－
エノールピルビルシキメート－３－ホスフェートシンターゼ（ＥＰＳＰＳ，ＥＣ２．５．
１．１９）のＰＥＰ（ホスホエノールピルベート）に対する競合阻害剤として作用する。
植物に施用後、これらは植物中に輸送され、急成長部分、特に幹及び根端に蓄積し、感受
性植物を壊滅するほど劣化させる原因となる。
【０００８】
上記生成物の主標的であるＥＰＳＰＳは、プラスチド分画中に局在する芳香族アミノ酸生
合成経路の酵素である。この酵素は１つ以上の核遺伝子によってコードされ、細胞質前駆
体の形態で合成され、次いでプラスチド中に輸送され、そこに成熟形態で蓄積される。
【０００９】
グリホセート及び該系の生成物に対する植物の耐性は、遺伝子産物のグリホセート阻害特
性に関して突然変異しているまたはしていない植物または細菌起源のＥＰＳＰＳ遺伝子を
ゲノム中に安定導入することにより得られる。グリホセートの作用態様を鑑み、プラスチ
ド中、更に生成物が蓄積する植物の急成長領域中に高度に蓄積し得るようこの遺伝子の翻
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訳産物を発現し得ることが有利である。
【００１０】
例えば米国特許第４，５３５，０６０号によれば、酵素をプラスチド分画中に局在した後
、この酵素を競合阻害物質（グリホセート）に対してより耐性にする少なくとも１つの突
然変異を有するＥＰＳＰＳをコードする遺伝子を、植物のゲノム中に導入することにより
、上記タイプの除草剤、特にＮ－ホスホノメチルグリシンまたはグリホセートに対する耐
性を植物に与えられることが知られている。しかしながらかかる方法は、農業条件下でか
かる生成物を用いて処理したとき、かかる植物を使用することにおいてより高い信頼性を
与えるように改善される必要がある。
【００１１】
本明細書において“植物”とは、光合成し得る任意の分化多細胞有機体を意味し、“植物
細胞”とは、植物から誘導されるもので、カルスのごとき未分化組織、或いは胚もしくは
植物部分、植物または種子のごとき分化組織を構成し得る任意の細胞を意味すると理解さ
れたい。“ターミネーター領域”なる用語は、コーディング部分の下流に位置し、被転写
遺伝子の構造部分に対応する可変長の単離ＤＮＡ配列を意味すると理解されたい。除草剤
耐性遺伝子とは、除草剤による阻害特性に関して１つ以上の突然変異を有するか又は有さ
ない除草剤の標的酵素、または植物に対して不活性または無毒性の化合物に除草剤を変換
し得る酵素をコードする任意系統起源の任意の遺伝子を意味すると理解されたい。植物の
急成長領域とは、実質的な細胞複製部位である領域、特に頂端領域を意味すると理解され
たい。
【００１２】
本発明は、除草剤耐性遺伝子を含む新規キメラ遺伝子によって形質転換された細胞を再生
することにより、処理された植物の急成長領域に蓄積する除草剤に対し特に高い耐性を有
する形質転換植物を生産することに係わる。更に本発明は、ホスホノメチルグリシン系除
草剤耐性遺伝子を含む新規キメラ遺伝子によって形質転換された細胞を再生することによ
り、前記除草剤に対して高い耐性を有する形質転換植物を生産することにも係わる。本発
明は、上記新規のキメラ遺伝子、植物の急成長部分における優れた耐性の故により耐性の
ある形質転換植物、かかる形質転換植物を使用する交雑から誘導される植物にも係わる。
本発明は更に、上記キメラ遺伝子を構築するための新規のターミネーター領域にも係わる
。
【００１３】
特に本発明は、ＥＰＳＰＳを標的とする除草剤に対する特に高い耐性を植物に与えるため
のキメラ遺伝子であって、転写方向で、プロモーター領域、トランジットペプチド領域、
ホスホノメチルグリシン系生成物に対する耐性のための酵素をコードする配列、及びター
ミネーター領域を含み、前記ターミネーター領域が、それが誘導された遺伝子の当初向き
に対して任意の向きの、植物ヒストン遺伝子のターミネーター領域のフラグメントからな
り、前記除草剤が蓄積する領域における除草剤耐性のためのタンパク質の優先的な発現及
び蓄積を可能にすることを特徴とするキメラ遺伝子を提供する。
【００１４】
本発明のターミネーター領域が誘導されるヒストン遺伝子は、コムギ、トウモロコシまた
はコメのごとき単子葉植物、好ましくは、アルファルファ、ヒマワリ、ダイズ、アブラナ
のごとき双子葉植物、より好ましくはＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａから得
られるものである。Ｈ３型または好ましくはＨ４型ヒストン遺伝子を使用するのが好まし
い。
【００１５】
トランジットペプチド領域は、転写方向で、プラスチド局在酵素をコードする植物遺伝子
由来の少なくとも１つのトランジットペプチド、プラスチド局在酵素をコードする植物遺
伝子のＮ末端成熟部分の配列の一部、更に、プラスチド局在酵素をコードする植物遺伝子
由来の第２のトランジットペプチド、好ましくは欧州特許 ５０８　９０９号に記載
のリブロース－１，５－ビスホスフェートカルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ（ＲｕＢｉ

10

20

30

40

50

(4) JP 3628723 B2 2005.3.16

公開第



ｓＣｏ）小サブユニット遺伝子を含む。この特徴的な領域の役割は、成熟ポリペプチドを
プラスチド分画中に最大効率で、好ましくは天然形態で放出することである。
【００１６】
本発明のキメラ遺伝子に使用し得るコーディング配列は、任意系統起源の除草剤耐性遺伝
子に由来する。この配列は特に、ある程度のグリホセート耐性を有する突然変異ＥＰＳＰ
Ｓのものとし得る。
【００１７】
欧州特許 ５０７　６９８号に記載のプロモーター領域は、単独もしくは重複形態の
、または植物において天然に発現される遺伝子と組合わせた任意起源のものとし得る。植
物において天然に発現される遺伝子としては、例えば細菌起源のもの（ノパリンシンター
ゼ遺伝子）、ウイルス起源のもの（例えばカリフラワーモザイクウイルスの３５Ｓ転写物
）、好ましくは植物起源のもの（例えばリブロース－１，５－ビスホスフェートカルボキ
シラーゼ／オキシゲナーゼ小サブユニット、好ましくは植物ヒストン遺伝子、好ましくは
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）が挙げられる。Ｈ３型または好ましくはＨ
４型ヒストン遺伝子を使用するのが好ましい。
【００１８】
本発明のキメラ遺伝子は、上述の必須部分に加え、プロモーター領域とコーディング領域
の間、及びコーディング領域とターミネーター領域との間に非翻訳中間領域（リンカー）
を含み得、この非翻訳領域は任意の系統起源のものとし得る。
【００１９】
【実施例】

本発明のキメラ遺伝子を以下のエレメントから出発して構築した。
【００２０】
１）ヒストン遺伝子プロモーター：該プロモーターを、Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａ
ｌｉａｎａ，Ｓｔｒａｓｂｏｕｒｇ種のＨ４Ａ７４８ヒストンクローン（Ｍ．Ｅ．Ｃｈａ
ｂｏｕｔｅ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｔｒａｓｂｏｕｒｇ，ｔｈｅｓｉｓ，１９
８７　及び　Ｍ．Ｅ．Ｃｈａｂｏｕｔｅ　ら，（１９８７）　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．８，１７９－１９１）から単離した。単離するために使用したＡｖａＩ部位間に約
９００ｂｐを含むこのプロモーターを、クレノウポリメラーゼを使用してＳａｌＩ及びＡ
ｖａＩ突出末端を充填した後、カタログ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　＃２７－４９４９－０１
）において入手可能なｐＵＣＩ８のＳａｌＩ部位中にサブクローニングした。ｐＵＣＩ８
ポリリンカーのＨｉｎｄＩＩＩ部位に近いほうにプロモーターの５’末端を有し、ｐＵＣ
　Ｉ８ポリリンカーのＸｂａＩ部位に近いほうにプロモーターの３’末端を有する、得ら
れたサブクローンの１つをあとで使用し、ｐｒｏｍ．Ｈ４Ａ７４８／ＡｖａＩ／ＳａｌＩ
－ｐＵＣＩ８と命名した。
【００２１】
２）トランジットペプチド領域：使用した２つのトランジットペプチド及び成熟タンパク
質エレメントは、組立てと一緒に記載されている（Ｍ．Ｌｅｂｒｕｎら，欧州特許
５０８　９０９号）。この領域は約３５０ｂｐからなり、最適化トランジットペプチド（
Ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ　Ｔｒａｎｓｉｔ　Ｐｅｐｔｉｄｅ，ＯＴＰ）と命名した。
【００２２】
３）除草剤耐性ＣＴ７遺伝子：これは、Ｓｔａｌｋｅｒら（１９８５）　Ｊ．Ｂｉｏｌ．
Ｃｈｅｍ．，２６０，４７２４－４７２８によって単離されたＳａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔ
ｈｙｐｈｙｍｕｒｉｕｍ由来のＥＰＳＰＳの突然変異ＣＴ７遺伝子（Ｐｒｏ１０１からＳ
ｅｒまで）から誘導した。Ｃａｌｇｅｎｅによって与えられるクローンｐＧＭ３４－２を
ＸｂａＩを用いて直線化し、Ｖｉｇｎａ　ｒａｄｉａｔａヌクレアーゼを用いて処理した
。ＳａｍＩで再度切断した後、２つのブラント末端を連結した。得られたクローンは翻訳
イニシエーターＡＴＧ上にＮｃｏＩ部位を有すると共に、終結コドンの１７ｂｐ下流にＳ
ａｌＩ部位を有した。このクローンをｐＲＰＡ－ＢＬ－１０４と命名した。
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【００２３】
４）ＯＴＰ／ＣＴ７融合：ＣＴ７遺伝子と読取り枠内で融合された最適化トランジットペ
プチド（ＯＴＰ）を含む発現カセット（Ｂ．Ｌｅｒｏｕｘら，欧州特許 ５０７　６
９８号）をベクターｐＢＳ II　ＳＫ（－）（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅカタログ＃２１２２０
６）中にクローニングした。この５’－ＯＴＰ／ＣＴ７－３’カセットは５’末端にＸｂ
ａＩ、３’末端にＳｓｔＩ部位を含んでいた。
【００２４】
５）ＧＵＳレポーター遺伝子：これは、カタログ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ＃６０１７－１）に
おいて入手可能なプラスミドｐＢＩ１０１－Ｉ中に存在するβ－グルクロニダーゼ（ＧＵ
Ｓ）をコードする遺伝子である。
【００２５】
６）ヒストンターミネーター領域：これは、Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ
由来のＨ４Ａ７４８ヒストン遺伝子（Ｍ．Ｅ．Ｃｈａｂｏｕｔｅ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
　ｏｆ　Ｓｔｒａｓｂｏｕｒｇ，ｔｈｅｓｉｓ，１９８７　及び　Ｍ．Ｅ．Ｃｈａｂｏｕ
ｔｅ　ら，（１９８７）　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．８，１７９－１９１）から単
離した。６６１ｂｐのＳａｕ３ＡＩフラグメントを単離し、クレノウポリメラーゼで処理
することによりブラント末端化し、カタログ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ＃２１２２０７）に
おいて入手可能なファージミド（ｐｈａｇｅｍｉｄｅ）ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ（登録商
標）ＩＩ　ＫＳ（＋）のＳｍａＩ部位中にサブクローニングした。このフラグメントの配
列は後述の“配列表”に示す。Ｓ１マッピングによると、単離されたフラグメントは、２
００ｂｐの５’末端領域内に元の転写方向で、該遺伝子の転写から誘導されるｍＲＮＡの
ポリアデニル化部位の前に存在するものに対応する配列を含むことが判った。６６１ｂｐ
の配列の１６５位にあるヌクレオチドＡが転写物中に存在するポリアデニル化末端の付加
部位に対応する（Ｃｈａｂｏｕｔｅ　Ｍ．Ｅ．ら，（１９８８）　Ｇｅｎｅ，７１，２１
７－２２３）。２つのサブクローンを保存し、このうちの一方は、ＳｓｔＩ－ＥｃｏＲＩ
フラグメントの形態の挿入物をＨ４Ａ７４８遺伝子の元の転写方向の向きで有しており、
ｔ－ｄｉｒｅｃｔＨ４Ａ７４８／Ｓａｕ３ＡＩ／ＳａｍＩ－ｐＫＳと命名し、他方は、Ｓ
ｓｔＩ－ＥｃｏＲＩフラグメントの形態の挿入物を逆方向に有しており、ｔ－ｉｎｖｅｒ
ｓｅＨ４Ａ７４８／Ｓａｕ３ＡＩ／ＳｍａＩ－ｐＫＳと命名した。
【００２６】
遺伝子の元の転写方向におけるＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ　Ｈ４Ａ７４
８ヒストンの６６１ｂｐターミネーター領域の配列：
【００２７】
【表１】
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【００２８】
７）ターミネーター領域“ｎｏｓ”：これは、カタログ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ＃６０１７－
Ｉ）において入手可能なプラスミドｐＢＩ１０１－１中に存在するｐＴｉ３７のノパリン
シンターゼ（ｎｏｓ）遺伝子（Ｂｅｖａｎ　Ｍ．ら，（１９８３）　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ
ｓ．Ｒｅｓ．，１１，３６９－３８５）のターミネーター領域のシグナルを含むフラグメ
ントである。
【００２９】
上記全てのエレメントの組立ては、カタログ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ＃６０１７－１）におい
て入手可能なＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ，ｐＢＩ　１０１－
１による植物の形質転換のための二成分ベクターの骨格構造に基づき、下記の方法におい
て実施した。
【００３０】

：
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ由来のＨ４Ａ７４８ヒストンプロモーターを
、プラスミドｐｒｏｍ．Ｈ４Ａ７４８／ＡｖａＩ／ＳａｌＩ－ｐＵＣ１８から約９００ｂ
ｐのＨｉｎｄＩＩＩ／ＸｂａＩフラグメントの形態で切り出し　た。このフラグメントを
、ＨｉｎｄＩＩＩ／ＸｂａＩで消化したプラスミドｐＢＩ　１０１－１中に連結すること
により挿入した。得られた組換えプラスミドは、キメラ遺伝子の転写方向で、Ｈ４Ａ７４
８プロモーター／ＧＵＳ／ｎｏｓターミネーター領域を含み、ｐＲＡ－１と命名した。
【００３１】

：
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ由来のＨ４Ａ７４８ターミネーター領域をプ
ラスミドｔ－ｄｉｒｅｃｔＨ４Ａ７４８／Ｓａｕ３ＡＩ／ＳｍａＩ－ｐＫＳから約６７０
ｂｐのＳｓｔＩ／ＥｃｏＲＩフラグメントの形態で切り出した。このフラグメントを、プ
ラスミドｐＲＡ－１をＳｓｔＩ／ＥｃｏＲＩで消化した後にｎｏｓターミネーター領域と
置換すべく、連結することにより挿入した。得られた組換えプラスミドは、キメラ遺伝子
の転写方向で、Ｈ４Ａ７４８プロモーター／ＧＵＳ／順方向のＨ４Ａ７４８ターミネータ
ー領域を含み、ｐＲＡ－２と命名した。
【００３２】

：
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ由来のＨ４Ａ７４８ターミネーター領域を、
プラスミドｔ－ｉｎｖｅｒｓｅＨ４Ａ７４８／Ｓａｕ３ＡＩ／ＳｍａＩ－ｐＫＳから約６
７０ｂｐのＳｓｔＩ／ＥｃｏＲＩフラグメントの形態で切り出した。このフラグメントを
、プラスミドｐＲＡ－１をＳｓｔＩ／ＥｃｏＲＩで消化した後にｎｏｓターミネーター領
域と置換すべく、連結することにより挿入した。得られた組換えプラスミドは、キメラ遺
伝子の転写方向で、Ｈ４Ａ７４８プロモーター／ＧＵＳ／逆方向のＨ４Ａ７４８ターミネ
ーター領域を含み、ｐＲＡ－３と命名した。
【００３３】

：
ＯＴＰ／ＣＴ７を含む約１．７５ｋｂｐのＸｂａＩ／ＳｓｔＩフラグメントを、プラスミ
ドｐＲＡ－１をＸｂａＩ／ＳｓｔＩで消化した後にＧＵＳ遺伝子と置換すべく、連結する
ことにより挿入した。得られた組換えプラスミドは、キメラ遺伝子の転写方向で、Ｈ４Ａ
７４８プロモーター／ＯＴＰ／ＣＴ７／ｎｏｓターミネーター領域を含み、ｐＲＰＡ－Ｒ
Ｄ－１４６と命名した。
【００３４】

：
ＯＴＰ／ＣＴ７を含む約１．７５ｋｂｐのＸｂａＩ／ＳｓｔＩフラグメントを、プラスミ
ドｐＲＡ－２をＸｂａＩ／ＳｓｔＩで消化した後にＧＵＳ遺伝子と置換すべく、連結する
ことにより挿入した。得られた組換えプラスミドは、キメラ遺伝子の転写方向で、Ｈ４Ａ
７４８プロモーター／ＯＴＰ／ＣＴ７／順方向のＨ４Ａ７４８ターミネーター領域を含み
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、ｐＲＰＡ－ＲＤ－１４７と命名した。
【００３５】

：
ＯＴＰ／ＣＴ７を含む約１．７５ｋｂｐのＸｂａＩ／ＳｓｔＩフラグメントを、プラスミ
ドｐＲＡ－３をＸｂａＩ／ＳｓｔＩで消化した後にＧＵＳ遺伝子と置換すべく、連結する
ことにより挿入した。得られた組換えプラスミドは、キメラ遺伝子の転写方向で、Ｈ４Ａ
７４８プロモーター／ＯＴＰ／ＣＴ７／逆方向のＨ４Ａ７４８ターミネーター領域を含み
、ｐＲＰＡ－ＲＤ－１４８と命名した。
【００３６】

１）形質転換及び再生
Ｂｅｖａｎ　Ｍ．（１９８４）　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１２，８７１１－８
７２１によって記載されている方法に従い、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ　ＨＢ１０
１において“ヘルパー”プラスミドｐＲＫ２０１３によって三系交雑（ｔｒｉｐａｒｅｎ
ｔａｌ　ｃｒｏｓｓｉｎｇ）することにより、カタログ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ＃６０２７－
１）において入手可能なＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ　ＬＢＡ
　４４０４の非腫瘍原性株中にベクターを導入した。
【００３７】
Ｖａｌｖｅｋｅｎｓ　Ｄ．ら，（１９８８）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
ＵＳＡ，８５，５５３６－５５４０に記載の方法に従い、Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈ
ａｌｉａｎａ　Ｌ．－生態型Ｃ２４由来の外植根から出発する形質転換方法を実施した。
簡単に述べると、２，４－Ｄ及びカイネチンを補充したＧａｍｂｏｒｇＢ５培地において
カルスの形成を誘導するステップ；２ｉＰ及びＩＡＡを補充したＧａｍｂｏｒｇＢ５培地
において芽を形成するステップ；及び、ホルモン非含有ＭＳにおいて発根及び種子形成す
るステップの３つのステップが必要である。
【００３８】
２）植物におけるＧＵＳ活性の測定
ａ－組織化学的観察
種々のトランスジェニック植物器官中でのＧＵＳ活性の解明（Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ　Ｒ．
Ａ．ら，（１９８７）　ＥＭＢＯ　Ｊ．，６，３９０１－３９０７）から、構築物ｐＲＡ
－２及び３を用いた場合は分裂組織領域において優先的発現が保存されていることが判っ
た。更に、構築物ｐＲＡ－２によると、構築物ｐＲＡ－１を用いては見られない活性が、
成体組織（葉、根、穂）において認められ得る。
【００３９】
ｂ－蛍光測定
構築物ｐＲＡ－１、２及び３の各々に対して個々の形質転換事象に対応する１２植物由来
のロゼット（Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ　Ｒ．Ａ．ら，（１９８７）　ＥＭＢＯ　Ｊ．，６，３
９０１－３９０７）の花芽及び葉の抽出物において蛍光測定することにより、ＧＵＳ活性
を測定した。
【００４０】
累積平均結果（ｐｍｏｌ　ＭＵ／分．ｍｇ　ｐｒｏｔ．）を以下に示す。
【００４１】
　
　
　
　
　
　
上記測定値から、順方向または逆方向のＨ４Ａ７４８ターミネーター領域は、特に植物の
急成長領域においてキメラ遺伝子の発現の活性の上昇を誘導することが明らかに判る。
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【００４２】

１）形質転換及び再生
Ｂｅｖａｎ　Ｍ．（１９８４）　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１２，８７１１－８
７２１に記載されている方法に従い、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＨＢ１０１に
おいて“ヘルパー”プラスミドｐＲＫ２０１３によって三系交雑することにより、カタロ
グ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ＃６０２７－１）において入手可能なＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ　ＬＢＡ　４４０４の非腫瘍原性株中にベクターを導入した。
【００４３】
外植タバコ葉から出発する形質転換方法は、Ｈｏｒｓｈ　Ｒ．ら，（１９８５）　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２２７，１２２９－１２３１に記載の方法に基づいていた。外植葉からのＰＢ
Ｄ６タバコ（供給源ＳＥＩＴＡ－フランス）の再生は、３０ｇ／ｌのサッカロースと２０
０μｇ／ｍｌのカナマイシンを含むＭｕｒａｓｈｉｇｅ及びＳｋｏｏｇ（ＭＳ）基礎培地
において次の３つの連続ステップにおいて実施した。第１に、０．０５ｍｇのナフチル酢
酸（ＮＡＡ）及び２ｍｇ／ｌのベンジルアミノプリン（ＢＡＰ）を含む３０ｇのサッカロ
ースを補充したＭＳ培地において苗条を１５日間誘導した。この間に形成された苗条を、
次に、３０ｇ／ｌのサッカロースは補充したがホルモンは含まないＭＳ培地において１０
日間培養することにより発育させた。発育した苗条を採集し、塩、ビタミン及び糖の含有
量が半分でありホルモンは含まない、半分に希釈したＭＳ発根培地において培養した。約
１５日後、発根した苗条を土壌に植付けた。
【００４４】
２）グリホセートに対する耐性の測定
構築物ｐＲＰＡ－ＲＤ－Ａ、Ｂ及びＣの各々に対して２０の形質転換植物を再生し、温室
内に移した。温室内でこれらの植物を、５葉期に、１ヘクタール当たり０．８ｋｇのグリ
ホセート活性物質に対応するＲｏｕｎｄＵｐの水性懸濁液を用いて処理した。処理の３週
間後に認められる植物毒性値を実測し、これを結果とした。かかる条件下で、上記構築物
によって形質転換された植物は平均して容認可能な耐性（ｐＲＰＡ－ＲＤ－１４６）また
は場合によっては優れた耐性（ｐＲＰＡ－ＲＤ－１４７及び１４８）を示すが、非形質転
換対照植物は完全に壊滅することが判った。これらの結果から、本発明のキメラ遺伝子を
使用することにより、グリホセートに対する耐性をコードする同じ遺伝子において改善が
あったことは明らかである。
【００４５】
本発明の形質転換植物は、導入されたキメラ遺伝子の発現に対応する表現型を有する系統
及びハイブリッドを生産するための親として使用し得る。
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