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(57)【要約】
伝統的な植物育種アプローチにおいては、化学的突然変
異誘発を利用して、植物のゲノム中にランダムに、すな
わち、ヌクレオチド変化の部位を制御する可能性なく、
ヌクレオチド置換を導入する場合がある。ゲノムの複雑
度のために、これが所定のヌクレオチド置換を見出すよ
うになる場合の統計的確率は、極めて低い。しかしなが
ら、本発明は、デジタルポリメラーゼ連鎖反応（ｄＰＣ
Ｒ）、好ましくは液滴ｄＰＣＲ（ｄｄＰＣＲ）の新規な
代替的な使用が、突然変異した遺伝子中の特異的ヌクレ
オチド置換の発見の活用のために開発される方法を実証
している。全体的なプラットフォームは、突然変異誘発
させた生物のライブラリーを用いるスクリーニング法、
デジタルＰＣＲベースのシステム、ならびに同定した突
然変異生物を繁殖及び解析するためのセットアップを含
む。
【選択図】図１Ｃ



(2) JP 2019-524083 A 2019.9.5

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的配列において、対象のヌクレオチド（複数可）［ＮＯＩ（複数可）］中に１つ以上
の所定の突然変異（複数可）を保有している定義済みの種の生物の同定方法であって、
ａ）複数の遺伝子型を表す、前記種の生物、またはその生殖部分のプールを提供する工程
と、
ｂ）前記プールを、生物、またはその生殖部分の１つ以上のサブプールに分割する工程と
、
ｃ）前記サブプール内の各遺伝子型の生物の繁殖のための潜在能力を維持しながら、サブ
プール内の各遺伝子型から、それぞれゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）を含む、ｇＤＮＡ試料を
調製する工程と、
ｄ）それぞれが１つのサブプールからの前記ｇＤＮＡ試料を含む、複数のＰＣＲ増幅を実
施し、これにより前記標的配列（複数可）を増幅させる工程であって、各ＰＣＲ増幅が、
それぞれが前記ｇＤＮＡ試料の一部、各セットが標的配列に隣接するプライマーの１つ以
上のセット（複数可）及びＰＣＲ試薬を含む複数の区画化ＰＣＲ増幅を含む、前記工程と
、
ｅ）前記ＮＯＩ（複数可）において前記突然変異（複数可）を含む１つ以上の標的配列（
複数可）を含むＰＣＲ増幅産物（複数可）を検出し、これにより、前記突然変異（複数可
）を含むサブプール（複数可）を同定する工程と、
ｆ）前記同定したサブプールの前記生物、またはその生殖部分を、二次サブプールに分割
する工程と、
ｇ）二次サブプール内の各遺伝子型の生物の繁殖のための潜在能力を維持しながら、それ
ぞれが前記二次サブプール内の各遺伝子型からのｇＤＮＡを含むｇＤＮＡ試料を調製する
工程と、
ｈ）それぞれが１つの二次サブプールからの前記ｇＤＮＡ試料、各セットが標的配列に隣
接するプライマーの１つ以上のセット（複数可）及びＰＣＲ試薬を含む複数のＰＣＲ増幅
を実施し、これにより前記標的配列（複数可）を増幅する工程と、
ｉ）前記ＮＯＩ（複数可）において前記所定の突然変異（複数可）を含む１つ以上の標的
配列（複数可）を含むＰＣＲ増幅産物を検出し、これにより前記突然変異（複数可）を含
む工程ｉ）下にある二次サブプールを同定する工程と、
ｊ）前記突然変異（複数可）を保有している前記二次サブプール内の生物またはその生殖
部分を同定する工程と、を含む、前記方法。
【請求項２】
　工程ｄ）の前記ＰＣＲ増幅（複数可）が、以下の：
－前記ｇＤＮＡ試料、各セットが標的配列に隣接するプライマーの１つ以上のセット（複
数可）及びＰＣＲ試薬を含む１つ以上のＰＣＲ増幅を準備する工程と、
－前記ＰＣＲ増幅（複数可）を複数の空間的に分離された区画に区分化する工程と、
－ＰＣＲ増幅（複数可）を実施する工程と、
－ＰＣＲ増幅産物を検出する工程と、を含む方法によって実施される、請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
　前記空間的に分離された区画が、水－油エマルジョン液滴などの液滴である、請求項２
に記載の方法。
【請求項４】
　各液滴が、０．１～１０ｎＬの範囲の平均容積を有する、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　各ＰＣＲが、１０００～１００，０００個の範囲の空間的に分離された区画に区画化さ
れる、先行請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＰＣＲ試薬が、１つ以上の突然変異検出プローブを含み、各突然変異検出プローブ
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（複数可）が、検出可能な手段に任意に連結したオリゴヌクレオチドを含み、前記オリゴ
ヌクレオチドが、前記ＮＯＩの所定の突然変異を含む標的配列に同一であるか、または相
補的である、先行請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記ＰＣＲ試薬が、１つ以上の参照検出プローブ（複数可）を含み、各参照検出プロー
ブ（複数可）が、検出可能な手段に任意に連結したオリゴヌクレオチドを含み、前記オリ
ゴヌクレオチドが、参照ＮＯＩを含む標的配列に同一であるか、または相補的である、先
行請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記突然変異体検出プローブ（複数可）が、フルオロフォア及びクエンチャーに連結さ
れており、前記参照検出プローブが、異なるフルオロフォア及びクエンチャーに連結され
ている、請求項５及び６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記ＰＣＲ試薬が、前記参照検出プローブ（複数可）を超えて、少なくとも２倍過剰の
前記突然変異体検出プローブ（複数可）を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　前記生物のプールが、前記種の前記生物、またはその生殖部分を、ランダム突然変異誘
発にかけることによって調製される、先行請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記生物プールが、異なる遺伝子型を有する、少なくとも１０，０００、好ましくは少
なくとも１００，０００、さらにより好ましくは少なくとも５００，０００の生物、また
はその生殖部分を含む、先行請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記方法が、前記プール内の生物、またはその生殖部分の複製の工程を含み、前記生殖
の工程が、前記生物をサブプールに分割する工程ｂ）と同時に、またはそれに続いて実施
されてもよい、先行請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記種が、植物であり、前記方法の工程ａ）及びｂ）が、
－植物の複数の種子を提供する工程と、
－前記種子をランダム突然変異誘発にかけて、これにより、Ｍ０世代の種子を得る工程と
、
－前記Ｍ０世代の種子を成熟植物に生育させて、前記成熟植物から種子を得る工程であっ
て、前記種子がＭ１世代の種子である、前記工程と、
－任意に、先の工程をＸ回繰り返し、Ｍ（１＋Ｘ）世代の種子を含む植物を得る工程と、
－前記成熟植物からＭ１世代またはＭ（１＋Ｘ）のいずれかの種子を得て、これにより種
子のプールを得る工程と、
－様々な工程の前記プールをサブプールに分割する工程であって、所与の成熟植物からの
全ての種子が、同じサブプール中に配置される、前記工程と、を含む、先行請求項のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　少なくとも１００，０００個の、例えば少なくとも５００，０００個の種子が提供され
る、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記種が、単細胞生物であり、前記方法の工程ａ）及びｂ）が、
－複数の単細胞生物を提供する工程と、
－前記生物をランダム突然変異誘発にかける工程と、
－前記突然変異誘発された生物をサブプールに分割する工程と、
－各サブプールを複製の工程にかける工程と、を含む、請求項１～１２のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１６】
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　１つ以上のサブプール（複数可）が、それぞれが少なくとも１０個、好ましくは少なく
とも９０個の二次サブプールに分けられた状態で、前記突然変異を含む、先行請求項のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記種が、単細胞種であり、工程ｆ）が、以下の：
－１つまたはいくつかのＮＯＩ（複数可）において前記突然変異（複数可）を含むサブプ
ールを提供する工程と、
－前記サブプールの前記生物の一部または全てをクローン方式で複製して、クローン培養
を得る工程と、
－複数の前記クローン培養からの生物の分画を組み合わせて、二次サブプールを得る工程
と、を含む、先行請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　各二次サブプールが、１０～１００個のクローン培養の範囲の分画を含む、請求項１７
に記載の方法。
【請求項１９】
　前記種が、植物であり、工程ｆ）及びｇ）が、以下の：
－植物の複数の種子を含むサブプールを提供する工程であって、前記サブプールが、前記
ＮＯＩ（複数可）の１つまたはいくつかの突然変異（複数可）を含む、前記工程と、
－前記サブプールの前記種子を、それぞれが１～１００個の範囲の種子を含む二次サブプ
ールに分割する工程と、
－植物に生育するのに十分に完全な状態で前記種子を保つ方法で、前記二次サブプールの
各種子から試料を得て、各二次サブプールの全ての種子からの全ての試料を組み合わせる
工程と、
－ｇＤＮＡ試料を前記組み合わせた試料から調製する工程と、を含む、請求項１～１４の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記試料が、前記種子に穴をあけて、その後得られた細粉を収集することによって得ら
れる、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　工程ｈ）の前記ＰＣＲ増幅（複数可）が、複数の区画化ＰＣＲ増幅を含む、先行請求項
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　工程ｈ）の前記ＰＣＲ増幅（複数可）が、請求項２～５のいずれか一項に定義されたも
のである、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　前記種が、単細胞種であり、前記生物を同定する工程ｊ）が、
－前記ＮＯＩにおいて前記突然変異を含む二次サブプールを提供する工程と、
－前記サブプールの前記生物の一部または全てを、クローン方式で複製する工程と、
－どのクローン（複数可）が前記ＮＯＩにおいて前記突然変異を含む生物を含むかを決定
する工程と、を含む、先行請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記種が植物であり、前記生物を同定する工程ｊ）が、
－前記ＮＯＩにおいて前記突然変異を含む、生物、またはその生殖部分を含む二次サブプ
ールを提供する工程と、
－前記二次サブプール内の全ての種子を栽培して発芽を可能にし、任意に各種子から植物
を発育させる工程と、
－各発芽した種子から試料を得る工程と、
－前記試料を、前記ＮＯＩにおける前記突然変異の存在について試験し、これにより、前
記ＮＯＩにおいて前記突然変異を保有する植物を同定する工程と、
－任意に前記植物を成熟まで生育させる工程と、を含む、請求項１～１４及び１９～２２
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のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記方法が、前記ＮＯＩ（複数可）において１つ以上の突然変異（複数可）を含むスー
パープールを同定する工程をさらに含み、前記スーパープールが、サブプールの一群であ
る、先行請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記方法が、工程ｃ）の後に実施される以下の：
－各サブプールからの各ｇＤＮＡ試料の分画を得る工程と、
－複数の分画をスーパープール中に組み合わせて、これにより、複数のサブプールからの
ｇＤＮＡ試料を含むｇＤＮＡスーパープールを得る工程であって、各サブプールからのｇ
ＤＮＡが、１つのスーパープール中にのみ存在する、前記工程と、
－それぞれがｇＤＮＡ試料のスーパープールを含む複数のＰＣＲ増幅を実施して、これに
より前記標的配列（複数可）を増幅する工程であって、各ＰＣＲ増幅が、それぞれが前記
ｇＤＮＡ試料の一部、各セットが標的配列に隣接するプライマーの１つ以上のセット（複
数可）及びＰＣＲ試薬を含む複数の区画化ＰＣＲ増幅を含む、前記工程と、
－前記ＮＯＩ（複数可）における前記突然変異（複数可）を含む１つ以上の標的配列（複
数可）を含むＰＣＲ増幅産物（複数可）を検出し、これにより、前記突然変異を含むスー
パープール（複数可）を同定する工程と、をさらに含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記方法が、前記区画化ＰＣＲを実施する前に実施される前記ｇＤＮＡスーパープール
の富化の工程をさらに含む、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記富化の工程が、ｇＤＮＡスーパープールでＰＣＲ増幅を実施することを含み、各Ｐ
ＣＲ増幅が、前記標的配列に隣接するプライマーのセット、ブロッキングプローブ及びＰ
ＣＲ試薬を含み、前記ブロッキングプローブが、前記参照ＮＯＩを含む前記標的配列の増
幅を阻害するように設計されている、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　ＰＣＲ増幅を実施する工程ｄ）が、前記突然変異（複数可）のうちの１つを含むサブプ
ール（複数可）からのｇＤＮＡの試料でのみ実施される、請求項２５～２８のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項３０】
　５～１００個の範囲のスーパープールが調製される、請求項２５～２９のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項３１】
　ｇＤＮＡ試料のスーパープールを含む前記ＰＣＲ増幅（複数可）が、以下の：
－前記ｇＤＮＡ試料、各セットが標的配列に隣接するプライマー（複数可）の１つ以上の
セット（複数可）及びＰＣＲ試薬を含むＰＣＲ増幅を準備する工程と、
－前記ＰＣＲ増幅（複数可）を複数の空間的に分離された区画に区分化する工程であって
、各区画が、０．１～１０ｐＬの範囲の平均容積を有する、前記工程と、
－ＰＣＲ増幅を実施する工程と、
－ＰＣＲ増幅産物を検出する工程と、を含む方法によって実施される、請求項２６～３０
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　各ＰＣＲが、空間的に分離された区画などの少なくとも１，０００，０００個の区画に
区画化される、請求項２５～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記空間的に分離された区画が、水－油エマルジョン液滴などの液滴である、請求項３
１～３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記種が、単細胞生物、例えば酵母である、請求項１～１２、１５～１８、２１～３４
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のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記種が、植物、例えば顕花植物である、請求項１～１４、１４、１７～２０、及び２
３～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　前記種が、穀物、例えばオオムギである、請求項１～１２、１６、１９～２２、及び２
４～３４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記突然変異が、単一ヌクレオチドの置換である、先行請求項のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項３８】
　前記方法が、２つ以上の所定の突然変異の同定する方法である、先行請求項のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記ＰＣＲ試薬が、各所定の突然変異に特異的な、１つの突然変異体検出プローブを含
む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記方法が、標的配列における１つの所定の突然変異を同定する方法であり、前記方法
が、前記標的配列に隣接するプライマーの１つのセットのみを使用する、請求項１～３７
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　前記ＰＣＲ試薬が、１つのみの突然変異検出プローブを含む、請求項４０に記載の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、１つ以上の対象のヌクレオチド（ＮＯＩ）中に、特定の、所定の突然変異（
複数可）を有する生物の調製、選択及び／または繁殖を拡大して取り組むことを実際に可
能にする、高度に加速された方法及びプロセスを提供する。本発明の方法は、例えば、１
つ以上のＮＯＩ（複数可）中に、特定の、所定の突然変異（複数可）を有する植物の調製
のテンポ及び能力を向上させるために有用である。
【背景技術】
【０００２】
　遺伝的に改変された（ＧＭ）生物（ＧＭＯ）を生成するための遺伝的方法は広く利用可
能である。しかしながら、多くの目的、特に食品飲料産業では、ＧＭＯの使用はしばしば
望ましくない。これにより、オオムギなどの穀物を含む作物の伝統的な育種のための改善
された、より正確な方法を提供し、単に新製品の開発及び製造における適用のためのより
良い、特注の原材料を得るための永続的な必要性が残っている。微生物及び動物を含む他
の生物に関しても、同様の欠点が存在する。残念なことに、ゲノムの所定のヌクレオチド
における突然変異の発見に対処するための伝統的な育種アプローチの方法は厄介にも欠如
したままであり、これにより、原料開発の進展が制限される。
【０００３】
　例えば、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９手法（Ｊｉａｎｇら、２０１６）によって、ゲノムの
編集及び生物のゲノム中の標的部位での二本鎖ＤＮＡ切断の導入を可能にする方法が利用
可能である。ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９手法に関連する、２つの異なる重大な問題が残って
いる。
－第１に、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９技術はＧＭベースとみなされ得ることである。これに
より、ゲノムの標的部位における二本鎖ＤＮＡ切断の導入を含む、ゲノム編集について新
しい遺伝的ツールを規制することを当局がどのように規制しようとしているかについて、
基本的な立法情報が欠落している。
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－第２に、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９技術を用いたオフターゲット切断に関係する主要な複
雑性があることである。
【０００４】
　自然界における生殖系列突然変異、例えば、生物における表現型の結果につながるもの
は、遺伝的形質の変化の主な原因と、分子レベルでの有利な効果または破壊的効果による
進化的変化の最終的な原因の両方を表す。突然変異は、
－複製エラーと；
－間違って修復されたか修復されていないＤＮＡ損傷と；
－化学物質、紫外線、電離放射線などの外因性要因によって引き起こされるＤＮＡ損傷と
；
－内因性要因、例えば、反応性酸素種、アルデヒド、または有糸分裂エラーと；
－ＤＮＡ修復またはゲノム編集に関与する酵素と；
－ＤＮＡ断片を挿入するウイルス及び内因性レトロトランスポゾンと、を含む多くの要因
に応答して生じる。
【０００５】
　加えて、突然変異誘発物質への曝露は、多数の体細胞遺伝子突然変異を誘発する可能性
があり、その大部分は顕著な選択的利点がないが、一部は主要な細胞機能を変化させる可
能性があるというのが現在の理解である。さらに、いくつかのゲノム関連特性は、非変異
的な、例えば、細胞の微小環境における後成的な変化及び変更である可能性が高い。
【０００６】
　従来の作物の育種には、ランダム突然変異誘発に続いて所望の形質をスクリーニングす
ることが含まれていた。残念なことに、所定の遺伝子変化、すなわち、例えば、ＧＭベー
スの方法を採用していない穀物などの突然変異誘発された生物の遺伝子または調節要素に
おける特定のヌクレオチド置換を同定するための効率的なスクリーニング法が欠如してい
る。実際、ＧＭ植物は、形質開発そのものに対する直接的なアプローチやより広範な科学
コミュニティによる採用に関して、１０年より長い長期にわたる競争上の優位性を経験し
てきた。しかしながら、上記のように、ＧＭベースの方法はあまり好ましくない可能性が
ある。
【０００７】
　最近開発されたゲノム配列決定技術の結果は、形質の遺伝的構造（及び突然変異誘発の
応答に対応する変化）の理解に革命をもたらした。例えば、大型ハイスループットｇＤＮ
Ａ配列決定の取り組みに支えられた全ゲノム配列決定や新規なコンピューター解析法は、
いくつかの基本的な生物学的疑問に答えること、及び、例えば、単子葉穀物のオオムギを
使用して突然変異体の特徴付けを高速化するために役立つことが大きく期待されている。
【０００８】
　真核生物では、いくつかの突然変異プロセスがゲノム分布にかなりの変動を示すようで
ある（Ｐｌｅａｓａｎｃｅら、２０１０；Ｓｃｈｕｓｔｅｒ－Ｂｏｃｈｌｅｒ及びＬｅｈ
ｎｅｒ、２０１２）。点突然変異の数は、ゲノムに沿って変化し、典型的には、低い遺伝
子発現レベル、抑制されたクロマチン及び遅い複製時間の配列領域においてより高い。こ
の変異のいくつかは、ミスマッチ修復機序の閉鎖クロマチン領域への減少された接近によ
って駆動され得る。
【０００９】
　上記で提供された背景情報を考慮すると、穀物研究の分野の当業者であれば、解析的な
進歩は、具体的には、深い分子生物学に基づく理解と新しい特性を持つ植物の産業応用と
の間の研究開発段階における、新しいフロンティアの閾値に関するオオムギ及び穀物の研
究を行ったことを知るであろう。そうは言ったものの、突然変異体同定のためのゲノム配
列決定技術の進歩にもかかわらず、そのような方法は依然として時間がかかり、論理的に
困難であり、特定の所定の突然変異の同定にはほとんど役に立たない。
【００１０】
　所定の突然変異を有する植物の同定に関してだけでなく、改善を利用するために、２つ
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の追加の特性が注目されている。
－穀物における生殖系列の範囲と体細胞突然変異率の限界決定。
－現在のアプローチは、状況に依存しないｇＤＮＡ配列解析に基づくｇＤＮＡ断片への突
然変異体発見の絞り込みに焦点を当てている［例えば、５，０００～１０，０００の突然
変異体、及び突然変異体と野生型由来のｇＤＮＡ断片との融点差でスクリーニングするこ
とに限定されているＴｉｌｌｉｎｇ方法論（Ｂｏｔｔｉｃｅｌｌａら、２０１１）］。
　今まで、非ＧＭ法を用いて所定の複雑な突然変異を見出すことは非現実的であると考え
られていた。また、このラインに沿って、対象の特定のヌクレオチド置換を強固に同定す
るためにどの試料サイズで作業すべきかについてのヒントはなかった。これは、今、本刊
行物で提供される指針に従うことによって可能になっている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｊｉａｎｇ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．（２０１６）．Ｓｔｒｕｃｔｕｅｓ　ｏ
ｆ　ａ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９　Ｒ－ｌｏｏｐ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｐｒｉｍｅｄ　ｆｏ
ｒ　ＤＮＡ　５　ｃｌｅａｖａｇｅ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　３５１：８６７－８７１．
【非特許文献２】Ｐｌｅａｓａｎｃｅ，ｅｔ　ａｌ．（２０１０）．Ａ　ｃｏｍｐｒｅｈ
ｅｎｓｉｖｅ　ｃａｔａｌｏｇｕｅ　ｏｆ　ｓｏｍａｔｉｃ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｆｒ
ｏｍ　ａ　ｈｕｍａｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｇｅｎｏｍｅ．Ｎａｔｕｒｅ　４６３：１９１－
１９６．
【非特許文献３】Ｓｃｈｕｓｔｅｒ－Ｂｏｃｈｌｅｒ，Ｂ．ａｎｄ　Ｌｅｈｎｅｒ，Ｂ．
（２０１２）．Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ　ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｉｓ　ａ　ｍａｊｏｒ
　ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｎ　ｒｅｇｉｏｎａｌ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｒａｔｅｓ　ｉｎ
　ｈｕｍａｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ．Ｎａｔｕｒｅ　４８８：５０４－５０７．
【非特許文献４】Ｂｏｔｔｉｃｅｌｌａ，Ｅ．，Ｓｅｓｔｉｌｉ，Ｆ．，Ｈｅｒｎａｎｄ
ｅｚ－Ｌｏｐｅｚ，Ａ．，Ｐｈｉｌｌｉｐｓ，Ａ．，＆　Ｌａｆｉａｎｄｒａ，Ｄ．（２
０１１）．Ｈｉｇｈ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｍｅｌｔｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏ
ｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＥＭＳ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
　ｉｎ　ｗｈｅａｔ　Ｓｂｅｌｌａ　ｇｅｎｅｓ．ＢＭＣ　Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
　１１：１５６．
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明は、１つ以上の標的配列（複数可）中の対象のヌクレオチドに所定の突然変異（
複数可）を有する、個々の、伝統的に開発された生物を見出す方法を開示する。該突然変
異は、特異的で有用な形質を付与する遺伝子における突然変異であり得る。
【００１３】
　特に、突然変異構造に関する驚くべき新規の洞察に基づいて、本発明は顕著であるが比
較的単純で新しいゲノムワイドな、突然変異発見における適用のための方法を提供する。
本発明は、１つ以上のＮＯＩ（複数可）中に所定の突然変異を有する生物を同定するため
の方法を提供する。所定の突然変異は、任意の望ましい突然変異であり得る。これにより
、本発明は、特定の突然変異を有する生物の同定を可能にする非ＧＭ法を提供する。これ
は、ＰＣＲ技術、特にデジタルＰＣＲの発明的利用のために可能になる。したがって、本
発明は、突然変異生物の巨大な収集物の解析を可能にする論理的で独創的なシステムと組
み合わせてスクリーニングするための突然変異ＤＮＡコンテキストに対処する新規なアプ
ローチを開示する。
【００１４】
　新規の時間短縮及び処理最小化アクションも稀な突然変異、例えば、オオムギのものを
含む上記の穀物核の閉鎖クロマチン領域に局在すると予想されるものを見出すという困難
な課題に到達するために、開示される。完全なゲノム配列へのアクセスは、本方法のため
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のプライマー及び／またはプローブの設計のために利用され得る。これにより、完全なオ
オムギゲノム配列（Ｅｎｓｅｍｂｌ　Ｐｌａｎｔｓのオオムギゲノムアセンブリ、バージ
ョン０８２２１４ｖ１）は、特定の遺伝子のためのプライマー及びプローブの設計に利用
することができ、所定の突然変異を有する植物を発見する速度を高めるのに非常に適して
いる。
【００１５】
　一実施形態では、本発明は、伝統的または従来の育種の方法により、例えば、遺伝子に
おけるヌクレオチド置換をもたらす突然変異または穀物形質に関連する遺伝子である所定
の突然変異を検索するための方法を提供する。開示された方法を用いて、内因性突然変異
誘発及び誘導突然変異誘発に関係する、根底にある分子機構を解明することを助ける方法
が提示される。
【００１６】
　本発明は、添付の特許請求の範囲において定義される。
【００１７】
　本発明は、標的配列のＮＯＩ（複数可）中に１つ以上の所定の突然変異（複数可）を保
有する定義済みの種の生物を同定する方法を提供し、該方法は、
ａ）複数の遺伝子型を表す、該種、またはその生殖部分の生物のプールを提供する工程と
；
ｂ）該プールを生物の１つ以上のサブプールまたはその生殖部分に分割する工程と；
ｃ）該サブプール内の各遺伝子型の生物の繁殖の可能性を維持しながら、サブプール内の
各遺伝子型からのｇＤＮＡをそれぞれ含むｇＤＮＡ試料を調製する工程と；
ｄ）それぞれが１つのサブプールからのｇＤＮＡ試料を含む複数のＰＣＲ増幅を実施し、
これにより標的配列を増幅させる工程であって、各ＰＣＲ増幅が、それぞれ該ｇＤＮＡ試
料の一部、標的配列に隣接するプライマーの１つのセット、及びＰＣＲ試薬を含む複数の
区画化されたＰＣＲ増幅を含む、工程と；
ｅ）対象のＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含む１つ以上の標的配列を含むＰ
ＣＲ増幅産物（複数可）を検出し、これにより該突然変異を含むサブプール（複数可）を
同定する工程と；
ｆ）該同定されたサブプールの生物、またはその生殖部分を、二次サブプールに分割する
工程と；
ｇ）該二次サブプール内の各遺伝子型の生物の繁殖の可能性を維持しながら、それぞれが
二次サブプール内の各遺伝子型からのｇＤＮＡを含むｇＤＮＡ試料を調製する工程と；
ｈ）それぞれが１つの二次サブプールからのｇＤＮＡ試料、標的配列に隣接するプライマ
ーの１つのセット、及びＰＣＲ試薬を含む、複数のＰＣＲ増幅を実施し、これにより標的
配列を増幅する工程と；
ｉ）ＮＯＩ（複数可）中に所定の突然変異（複数可）を含む標的配列を含むＰＣＲ増幅産
物を検出し、これにより該突然変異を含む工程ｈ）下で二次サブプールを同定する工程と
；
ｊ）該突然変異（複数可）を保有する該二次サブプール内の生物、またはその生殖部分（
複数可）を同定する工程と、を含む。
【００１８】
　本発明はまた、本発明の方法によって同定された生物を提供する。例えば、本発明は、
グルタミンシンターゼをコードするＨｖＧＳ１－３遺伝子に突然変異を有するオオムギ植
物を提供し、該変異遺伝子は、低減された活性を有する変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質を
コードする。
【００１９】
　本発明は、逐次的な方法で、穀物突然変異体穀粒の収集物における特定の所定のヌクレ
オチド突然変異の同定を可能にする５つのワークストリーム（ＷＳ）で本明細書にさらに
図示される。ＷＳ１の詳細は、伝統的に誘発された穀物植物の収集を確立するための手順
を開示し；ＷＳ２の詳細は、複雑な穀物試料の構成方法を詳述し；ＷＳ３は、突然変異体
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を含む穀物試料を同定する方法を強調し；ＷＳ４関連の解析は、個々の変異した穀物を見
つける方法を説明しており；ＷＳ５は、２つの異なるデジタルＰＣＲ器具をどのように組
み合わせて使用すれば、穀粒に由来する非常に多数のｇＤＮＡ試料のスクリーニングが容
易になるかに焦点を当てている。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１Ａ】本出願の全体的な実験概念の例を図示する。
【図１Ｂ】本出願の全体的な実験概念の例を図示する。
【図１Ｃ】本出願の全体的な実験概念の例を図示する。
【図１Ｄ】本出願の全体的な実験概念の例を図示する。
【図２Ａ】図２は、植物種オオムギを例として使用して、本出願の全体的な実験概念の例
を図示する。Ａは、変異されたオオムギ穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるよ
うなＷＳ１）の繁殖に関し；Ｂは、変異された穀粒（本発明の詳細な説明において説明さ
れるようなＷＳ２）の整列したライブラリーを作製する態様を示し；Ｃは、穀粒分画が個
々の対象の穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるようなＷＳ３）を含有するかど
うかを決定する方法に関する要約を提供し；Ｄは、特定の突然変異を有する穀粒（本発明
の詳細な説明において説明されるようなＷＳ４）をどのようにして穀粒混合物を有する試
料において同定するかに焦点を当てており；Ｅは、組み合わされたｇＤＮＡ（本発明の詳
細な説明において説明されるＷＳ５）の試料における変異したＤＮＡの検出に関与するワ
ークフローの図示を提供する。
【図２Ｂ】図２は、植物種オオムギを例として使用して、本出願の全体的な実験概念の例
を図示する。Ａは、変異されたオオムギ穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるよ
うなＷＳ１）の繁殖に関し；Ｂは、変異された穀粒（本発明の詳細な説明において説明さ
れるようなＷＳ２）の整列したライブラリーを作製する態様を示し；Ｃは、穀粒分画が個
々の対象の穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるようなＷＳ３）を含有するかど
うかを決定する方法に関する要約を提供し；Ｄは、特定の突然変異を有する穀粒（本発明
の詳細な説明において説明されるようなＷＳ４）をどのようにして穀粒混合物を有する試
料において同定するかに焦点を当てており；Ｅは、組み合わされたｇＤＮＡ（本発明の詳
細な説明において説明されるＷＳ５）の試料における変異したＤＮＡの検出に関与するワ
ークフローの図示を提供する。
【図２Ｃ】図２は、植物種オオムギを例として使用して、本出願の全体的な実験概念の例
を図示する。Ａは、変異されたオオムギ穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるよ
うなＷＳ１）の繁殖に関し；Ｂは、変異された穀粒（本発明の詳細な説明において説明さ
れるようなＷＳ２）の整列したライブラリーを作製する態様を示し；Ｃは、穀粒分画が個
々の対象の穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるようなＷＳ３）を含有するかど
うかを決定する方法に関する要約を提供し；Ｄは、特定の突然変異を有する穀粒（本発明
の詳細な説明において説明されるようなＷＳ４）をどのようにして穀粒混合物を有する試
料において同定するかに焦点を当てており；Ｅは、組み合わされたｇＤＮＡ（本発明の詳
細な説明において説明されるＷＳ５）の試料における変異したＤＮＡの検出に関与するワ
ークフローの図示を提供する。
【図２Ｄ】図２は、植物種オオムギを例として使用して、本出願の全体的な実験概念の例
を図示する。Ａは、変異されたオオムギ穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるよ
うなＷＳ１）の繁殖に関し；Ｂは、変異された穀粒（本発明の詳細な説明において説明さ
れるようなＷＳ２）の整列したライブラリーを作製する態様を示し；Ｃは、穀粒分画が個
々の対象の穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるようなＷＳ３）を含有するかど
うかを決定する方法に関する要約を提供し；Ｄは、特定の突然変異を有する穀粒（本発明
の詳細な説明において説明されるようなＷＳ４）をどのようにして穀粒混合物を有する試
料において同定するかに焦点を当てており；Ｅは、組み合わされたｇＤＮＡ（本発明の詳
細な説明において説明されるＷＳ５）の試料における変異したＤＮＡの検出に関与するワ
ークフローの図示を提供する。
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【図２Ｅ】図２は、植物種オオムギを例として使用して、本出願の全体的な実験概念の例
を図示する。Ａは、変異されたオオムギ穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるよ
うなＷＳ１）の繁殖に関し；Ｂは、変異された穀粒（本発明の詳細な説明において説明さ
れるようなＷＳ２）の整列したライブラリーを作製する態様を示し；Ｃは、穀粒分画が個
々の対象の穀粒（本発明の詳細な説明において説明されるようなＷＳ３）を含有するかど
うかを決定する方法に関する要約を提供し；Ｄは、特定の突然変異を有する穀粒（本発明
の詳細な説明において説明されるようなＷＳ４）をどのようにして穀粒混合物を有する試
料において同定するかに焦点を当てており；Ｅは、組み合わされたｇＤＮＡ（本発明の詳
細な説明において説明されるＷＳ５）の試料における変異したＤＮＡの検出に関与するワ
ークフローの図示を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
定義
　「対立遺伝子」という用語は、遺伝子の特定のバージョンまたは状態を指す。本明細書
で使用される場合、「変異対立遺伝子」は、ＮＯＩ（複数可）中に１つ以上の所定の突然
変異（複数可）を有する遺伝子を指す。突然変異が遺伝子全体の欠失であるとき、変異対
立遺伝子は該遺伝子を欠く対立遺伝子であり得る。
【００２２】
　数値に関連して本明細書で使用される場合、「およそ」という用語は、±１０％、好ま
しくは±５％、例えば±１％を指す。
【００２３】
　本明細書で使用される場合、「ブロッキングプローブ」という用語は、ＤＮＡポリメラ
ーゼによって３’末端を伸長させることができないオリゴヌクレオチドを指す。ブロッキ
ングプローブは、一般に、ブロッキング剤に結合された参照ＮＯＩを含む、標的配列と同
一または相補的なオリゴヌクレオチドであり、ＤＮＡポリメラーゼによるブロッキングプ
ローブの伸長を阻害する。
【００２４】
　本明細書で使用される場合、「遺伝子型」という用語は、遺伝子の特定の１つのセット
を含む生物を指す。これにより、同一のゲノムを含む２つの生物は同じ遺伝子型のもので
ある。特定の遺伝子に関係する生物の遺伝子型は、該生物によって保有される対立遺伝子
によって決定される。二倍体生物において、所与の遺伝子の遺伝子型は、ＡＡ（ホモ接合
型、優性型）またはＡａ（ヘテロ型）あるいはａａ（ホモ接合性、劣性型）であり得る。
【００２５】
　本明細書で使用される場合、「突然変異体検出プローブ」という用語は、検出可能な手
段に任意に結合されたオリゴヌクレオチドを指し、ここで、オリゴヌクレオチドは、ＮＯ
Ｉの所定の突然変異を含み、標的配列と同一であるか、または相補的である。
【００２６】
　本明細書で使用される場合、「ＰＣＲ」という用語は、ポリメラーゼ連鎖反応を指す。
ＰＣＲは、核酸の増幅のための反応である。本方法は、熱サイクルに依存し、該ＤＮＡの
逐次的な融解及び酵素的な複製を得るための反応の加熱及び冷却を繰り返すサイクルから
なる。第１の工程では、ＤＮＡ二重螺旋を形成する２本鎖は、ＤＮＡ融解としても知られ
るプロセスで、高温で物理的に分離される。第２の工程では、温度を下げてＤＮＡの酵素
的複製を可能にする。ＰＣＲはまた、プライマーのアニーリングを増強するため及び／ま
たは複製のための温度（複数可）を最適化するために、追加の温度でのインキュベーショ
ンを伴い得る。ＰＣＲにおいて、温度は、概して、様々な温度の間で、多数のサイクルに
わたって循環する。
【００２７】
　本明細書で使用される場合、「ＰＣＲ試薬」という用語は、試料及びプライマーの１つ
のセットに加えてＰＣＲに添加される試薬を指す。ＰＣＲ試薬は、少なくともヌクレオチ
ド及び核酸ポリメラーゼを含む。加えて、ＰＣＲ試薬は、塩（複数可）及び緩衝液（複数
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可）などの他の化合物を含み得る。
【００２８】
　「ｄｄＰＣＲ」という用語は、液滴デジタルポリメラーゼ連鎖反応を指す。ｄｄＰＣＲ
では、１回以上のＰＣＲ増幅が行われ、ここでは、標的配列のＰＣＲ増幅が各個々の液滴
で起こり得るように、各反応は複数の水－油エマルジョン液滴に分離される。
【００２９】
　本明細書で使用される場合、「生殖」という用語は、有性生殖及び無性生殖の両方を指
す。これにより、生殖は、クローン様式（「無性生殖」としても知られる）で生物を繁殖
させることができる。生殖はまた、生物の子孫を生成することができ、ここでは、子孫は
親生物からの対立遺伝子（複数可）を含む。これにより、変異対立遺伝子を含む生物の生
殖は、該生物の子孫を生成することを指すことができ、ここで、子孫は変異対立遺伝子を
含む。好ましくは、変異対立遺伝子はＮＯＩ（複数可）中の１つ以上の突然変異（複数可
）を有する。
【００３０】
　本明細書で使用される場合、「生物の生殖部分」という用語は、適切な条件下で生物全
体に成長し得る生物の任意の部分を指す。例として、種が植物である本発明の実施形態で
は、該生物の生殖部分は、例えば、該植物の種子、穀粒または胚子であり得る。種が単細
胞生物である本発明の実施形態では、生殖部分は生物全体、すなわち、１つの細胞である
。
【００３１】
　本明細書で使用される場合、「標的配列に隣接するプライマーのセット」という用語は
、１つのプライマーが標的配列の５’末端と同一の配列（「フォワードプライマー」とも
称される）を含み、１つのプライマーが標的配列の３’末端に相補的な配列（「リバース
プライマー」としても称される）を含むように、標的配列に隣接する２つのプライマーの
１つのセットを指す。「プライマーのセット」は、該標的配列の増幅を可能にする条件下
で、標的配列及びＰＣＲ試薬を含む核酸と共にＰＣＲに添加されたとき、標的配列を増幅
することができる。
【００３２】
　本明細書で使用される場合、「標的配列」という用語は、突然変異を生成または同定す
ることが望ましい任意の核酸配列を指す。さらに、標的配列は、好ましくは、標的配列に
隣接するプライマーを用いてＰＣＲ技術によって増幅することができる核酸配列である。
加えて、標的配列は、概して、１つ以上のＮＯＩ（複数可）を含む。本発明は、該ＮＯＩ
に突然変異を保有する生物（複数可）を産生及び／または同定するための方法を提供する
。標的配列は、例えば、特定の形質に関連する核酸配列であってもよい。
【００３３】
　本明細書で使用される場合、「参照検出プローブ」という用語は、検出可能な手段に任
意に結合されたオリゴヌクレオチドを指し、ここで、オリゴヌクレオチドは、参照ＮＯＩ
を含む標的配列と同一または相補的である。一般に、参照ＮＯＩを含む標的配列は、突然
変異誘発の前の標的配列に対応する。「参照検出プローブ」はまた、「野生型プローブ」
とも称されてもよい。
【００３４】
　本明細書で使用される場合、「ワークストリーム」（ＷＳ）という用語は、方法の１つ
以上の一連の工程に関する。
【００３５】
生物の同定方法
　本発明は、定義済みの種の生物、例えば、標的配列中のＮＯＩ中に突然変異［例えば、
以下の「対象のヌクレオチド（複数可）」のセクションに記載されている突然変異のいず
れか］を保有する、「種」のセクションで以下に記載される種のいずれかを同定するため
の方法に関し、該方法は、
ａ．複数の遺伝子型を表す、特定の定義済みの種の生物、またはその生殖部分のプール、
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例えば、以下の「生物のプール」のセクションで本明細書に記載されるプールのうちのい
ずれかを提供する工程と；
ｂ．該プールを、生物またはその生殖部分の１つ以上のサブプール、例えば、以下の「プ
ールのサブプールへの分割」セクションにおいて本明細書に記載されるサブプールに分割
する工程と；
ｃ．該サブプール内の各遺伝子型の生物の繁殖の可能性を維持しながら、それぞれがサブ
プール内の各遺伝子型からのｇＤＮＡを含む、ｇＤＮＡ試料を調製する工程であって、こ
れが、例えば、以下の「ＤＮＡ試料の調製」のセクションにおいて本明細書に記載される
ように実施されてもよい、工程と；
ｄ．それぞれが１つのサブプールからのｇＤＮＡ試料を含む複数のＰＣＲ増幅を実施し、
これにより標的配列を増幅させる工程であって、各ＰＣＲ増幅が、それぞれ該ｇＤＮＡ試
料の一部、標的配列に隣接するプライマーの１つのセット、及びＰＣＲ試薬を含む複数の
区画化されたＰＣＲ増幅を含み、これが、例えば、以下の「複数の区画化されたＰＣＲ増
幅を含むＰＣＲ増幅」のセクションにおいて本明細書に記載されるように行われてもよい
、工程と；
ｅ．ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含む標的配列を含むＰＣＲ増幅産物（複
数可）を検出し、これにより該突然変異を含むサブプール（複数可）を同定する工程であ
って、これが、例えば、以下の「ＰＣＲ増幅産物（複数可）の検出」のセクションにおい
て本明細書に記載されるように実行されてもよい、工程と；
ｆ．該同定されたサブプールの生物、またはその生殖部分を、二次サブプールに分割する
工程であって、「サブプールの二次サブプールへの分割」のセクションにおいて記載され
る、工程と；
ｇ．該二次サブプール内の各遺伝子型の生物の繁殖の可能性を維持しながら、それぞれが
二次サブプール内の各遺伝子型からのゲノムＤＮＡを含むｇＤＮＡ試料を調製する工程で
あって、これが、例えば、「ＤＮＡ試料の調製」セクションにおいて記載されるように実
施されてもよい、工程と；
ｈ．それぞれが１つの二次サブプールからのｇＤＮＡ試料、標的配列に隣接するプライマ
ーの１つのセット、及びＰＣＲ試薬を含む、複数のＰＣＲ増幅を実施し、これにより標的
配列を増幅する工程であって、これが、例えば、「二次サブプールの同定」のセクション
において記載されるように実施されてもよい、工程と；
ｉ．ＮＯＩ（複数可）中に所定の突然変異（複数可）を含む標的配列を含むＰＣＲ増幅（
複数可）を検出し、これにより該突然変異を含む二次サブプールを同定する工程であって
、これが、例えば、「二次サブプールの同定」のセクションにおいて記載されるように実
施されてもよい、工程と；
ｊ．該突然変異を保有する該二次サブプール内の生物を同定する工程であって、これが、
例えば、「生物の同定」のセクションに記載されるように実施されてもよい、工程と、を
含む。
【００３６】
　工程ａ．は、例えば、本明細書中のＷＳ１に記載されるように調製された生物のプール
を提供することを含んでもよい。
工程ｂ．は、例えば、本明細書のＷＳ２に記載されるように実施されてもよい。
工程ｃ．、ｄ．、及びｅ．は、例えば、本明細書のＷＳ３に記載されるように実施されて
もよい。
工程ｆ．、ｇ．、ｈ．、ｉ．及びｊ．は、例えば、本明細書のＷＳ４に記載されるように
実施されてもよい。
【００３７】
　ＰＣＲ試薬は、一般的には、少なくともヌクレオチド及び核酸ポリメラーゼを含む。加
えて、ＰＣＲ試薬は、好ましくは、１つ以上の検出プローブ、例えば、「ＰＣＲ産物（複
数可）の検出」のセクションで上述したように突然変異検出プローブ及び／または参照検
出プローブもまた含み得る。
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【００３８】
　上記に概説した工程に加えて、本発明の方法は、１つ以上の追加の工程を含み得る。本
方法は、例えば、生物の該プールを、例えば、突然変異誘発によって調製する工程を含み
得る。生物のプールを調製するための方法は、以下の「生物のプール」のセクションに記
載される。
【００３９】
　本方法はまた、該生物、またはその生殖部分の１つ以上を、プール内または生物のサブ
プール、もしくはその生殖部分（複数可）内で生殖する工程を含み得る。該生殖工程は、
単純な生物、例えば、無性的に生殖する単細胞生物の場合では、１つ以上の細胞分裂（複
数可）を含み得る。より複雑な生物、例えば、有性的に生殖する生物の場合、この工程は
、該生物、またはその生殖部分を、１つ以上のサイクルを通して培養することを含んでも
よい。
【００４０】
　以下では、「生物」についてのみ言及する。しかしながら、生物の生殖部分を使用する
方法にも同じ考慮が適用される。生物の培養の各段階は、元の生物と同一ではない子孫を
もたらし得る。例えば、多倍数体生物のランダム突然変異誘発の後、大部分の生物は１つ
の対立遺伝子にのみランダム突然変異を保有し、これによりその突然変異に関して遺伝的
にヘテロ接合性である。概して、子孫生物は、突然変異のない生物、突然変異のために遺
伝的にヘテロ接合性の子孫生物、及び突然変異のために遺伝的にホモ接合性の子孫生物を
含む。これにより、元のプールまたは生物の子孫のプール、またはその生殖部分は、元の
プールと同一ではないが、一般に、元のプールに存在するＮＯＩ（複数可）中に、ヘテロ
接合体及び／またはホモ接合体のいずれかで存在する任意の突然変異を少なくとも表すで
あろう。これにより、該子孫の少なくともいくつかは変異対立遺伝子を含むであろう。同
様に、サブプール、スーパープールまたは二次サブプールの子孫は、元のサブプール、ス
ーパープールまたは二次サブプールと同一でなくてもよいが、一般的に、少なくとも元の
サブプール、スーパープールまたは二次サブプールに存在するＮＯＩ（複数可）中に任意
の突然変異をヘテロ接合性またはホモ接合性の形態のいずれかで表すであろう。
【００４１】
　プールを１つ以上のサブプールに分割する工程ｂ）は、生物またはその生殖部分を生殖
する工程を含み得る。これは、例えば、プールをサブプールに分割することと同時に実行
され得る。あるいは、これは、プールをサブプールに分割した後に実行してもよい。これ
により、本発明の方法は、工程ｂ）に続いて、該サブプール内で生物またはその生殖部分
を生殖する工程を含み得る。
【００４２】
　同様に、本発明の方法は、工程ｆ）に続いて、該二次サブプール内で生物またはその生
殖部分を生殖する工程を含み得る。しかしながら、本発明のいくつかの実施形態、特に、
種が穀物などの植物である本発明の実施形態では、方法は、工程ｆ）とｇ）との間の二次
サブプールの生物またはその生殖部分の生殖工程を含まないことが好ましい場合がある。
【００４３】
　本発明のいくつかの実施形態では、本方法は、ＮＯＩ中に突然変異を含む二次サブプー
ルに含有される、生物またはその生殖部分の生殖工程を含む。該工程は、任意の有用な時
間、例えば、上記に概説したような工程ｉ）とｊ）との間で実施されてもよい。
【００４４】
　本方法はまた、ＮＯＩ中に突然変異を含むサブプールの群を同定する工程を含み得る。
該工程は、任意の有用な時間に実行することができるが、上記の方法の工程ｃ）の後に頻
繁に実行され、例えば、以下の本明細書の「スーパープール」のセクションに記載される
ように実施されてもよい。
【００４５】
　一実施形態では、本発明の方法は、以下に記載されるように、それぞれがいくつかの個
別の「工程」に分割された４～５個の個々のワークストリーム、例えば、ＷＳ１～ＷＳ５
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に要約することができる。ＷＳ１～ＷＳ５を含む、またはさらにはＷＳ１～ＷＳ５からな
る方法は本発明の好ましい実施形態を表すが、本発明はこれらのＷＳを含む方法に限定さ
れない。例えば、本発明の方法は、ＷＳ２～ＷＳ５のみを含み、ＷＳ１を欠いてもよい。
そのような方法は、例えば、図１に図示されている。ＷＳ１～ＷＳ５を含む方法の一例が
図２にさらに図示されており、５つの部分に分割される。
－図２Ａは、種がオオムギである、本発明の実施形態におけるＷＳ１の特定の例に関する
。本図は、本明細書でＷＳ１に詳述されるように、変異オオムギ穀粒の繁殖を図示してい
る。
－図２Ｂは、本明細書でＷＳ２に詳述されるように、変異穀粒の整列されたライブラリー
を作製する態様の例を示す（実施例１及び実施例２を参照されたい）。
－図２Ｃは、本明細書でＷＳ３に詳述されているように、「穀粒総」分画にＮＯＩ中に突
然変異に特徴づけられる穀粒（複数可）が含まれているかどうかを決定する方法の要約の
例を提供する。（実施例３～実施例７を参照されたい）
－図２Ｄは、ＷＳ４の例、すなわち、本明細書で工程４に詳述されるように、図２Ｃを参
照されたいが、ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含有する穀粒を含有すること
が以前に示された該分画を有する「穀物総」分画中のどの穀粒（複数可）がＮＯＩ（複数
可）中に突然変異を有するかを決定する手順を強調する（実施例８～実施例１５を参照さ
れたい）。
－図２Ｅは、区画化ＰＣＲ技術（例えば、ｄｄＰＣＲ）をＮＯＩ中にそれに対応する突然
変異を含む、ｇＤＮＡのそれらの「スーパープール」、すなわち、ｇＤＮＡ試料の組み合
わせアリコート（実施例１７）を決定するために利用する、ＷＳ５における手順の概要の
例を表す。
【００４６】
対象のヌクレオチド（ＮＯＩ）
　本発明は、対象の１つ以上のヌクレオチドにおいて突然変異（複数可）を保有する１つ
以上の生物（複数可）を同定するための方法に関する。特に、本方法は、ＮＯＩ（複数可
）中に１つ以上の所定の突然変異（複数可）を保有する生物（複数可）の同定を可能にす
る。したがって、本方法は、非ＧＭ法になお依拠しながら、特定の突然変異を有する生物
の同定を可能にする。
【００４７】
　突然変異は、任意の突然変異であってもよく、ここで、該１つ以上の対象のＮＯＩ（複
数可）は、参照配列中の対応するＮＯＩ（複数可）とは異なる。しばしば、参照配列は野
生型配列である。しかしながら、参照配列は任意の他の配列であってもよい。
【００４８】
　突然変異は、任意の種類の突然変異、例えば、欠失、挿入、置換または上記の混合であ
り得る。
【００４９】
　ＮＯＩ（複数可）は、単一のヌクレオチドであってもいくつかのヌクレオチドであって
もよく、これによりＮＯＩ（複数可）は少なくとも１個、１個などの、例えば２個、３個
などの、例えば４個、５個などの、例えば６個、例えば７個、例えば８個、９個などの、
例えば１０個、１０～２０個などの、例えば２０～５０個、５０個超などのヌクレオチド
からなっていてもよい。
【００５０】
　本発明の好ましい実施形態では、ＮＯＩは単一ヌクレオチドからなり、この場合、突然
変異は、例えば、単一のヌクレオチドの置換であり得る。そのような突然変異は点突然変
異としても知られている。
【００５１】
　本発明の他の態様では、突然変異は該ＮＯＩの欠失であり得る。他の実施形態では、突
然変異は、対象の２つのヌクレオチド間の１つ以上のヌクレオチドの挿入であり得る。
【００５２】
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　一実施形態では、参照配列は野生型配列、すなわち、最も頻繁な自然発生の配列であり
、これにより、突然変異は該野生型配列と比較した突然変異である。
【００５３】
　一実施形態では、突然変異は、該種内の望ましい形質と関連し得る。種の種類に依存し
て、望ましい特性は多数の異なる形質から選択することができる。種が栽培植物である本
発明の実施形態では、該形質は、例えば、生存率の向上、様々な環境因子に対する耐性の
向上、生育の向上またはより高い収量であり得る。種が食品、飼料または飲料の製造のた
めに使用される植物である本発明の実施形態では、形質は、栄養価の向上、風味特性の向
上、貯蔵特性の向上、または該食品、飼料または飲料の製造のための有用性の向上にも関
係し得る。
【００５４】
　ＮＯＩは、任意の核酸中の任意の標的配列に位置し得る。しばしば、標的配列はｇＤＮ
Ａ配列の一部である。より好ましくは、標的配列はｇＤＮＡ配列の一部である。これによ
り、突然変異は該生物のｇＤＮＡの突然変異であり得る。ＮＯＩは、コード領域及び非コ
ード領域の両方において、ｇＤＮＡの任意の部分に位置し得る。しばしば、ＮＯＩは、遺
伝子の任意の部分、例えば、コード領域（例えば、エキソン内）、イントロンまたは遺伝
子の調節領域、例えば、プロモーター、ターミネーター及び／またはイントロンに位置し
得る。
【００５５】
種
　本発明の方法は、所定の種の生物の同定を含む。種は、多細胞生物及び単細胞生物の両
方を含む、任意の種であり得る。例えば、種は、Ｏｐｅｎ　Ｔｒｅｅ　ｏｆ　Ｌｉｆｅに
含有される種、例えば、２０１５年１０月１２日に製造されたＴｈｅ　Ｏｐｅｎ　Ｔｒｅ
ｅ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ参照分類バージョン２．９ドラフト１２であってもよい。
【００５６】
　種は、細菌などの原核生物であり得る。細菌の例としては、食物の生産に使用されるも
の、例えば、Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、Ａｌａｃｔｏｂａｃ
ｉｌｌｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｂｒａｃｈｙｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ、Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｃｏｒ
ｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ；ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ，Ｇｌｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃ
ｔｅｒ、Ｈａｆｎｉａ、Ｈａｌｏｍｏｎａｓ、Ｋｏｃｕｒｉａ、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌ
ｕｓ、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ、Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ、Ｍａｃｒｏｃｏｃｃｕｓ、Ｍ
ｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ、Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ、Ｐｒ
ｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ、Ｐｒｏｔｅｕｓ、Ｐｓｅｕｄｉｍｏｎａｓ、Ｐｓｙｃ
ｈｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、Ｔｅ
ｔｒａｇｅｎｏｃｏｃｃｕｓ、Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ及びＺｙｍｏｍｏｎａｓからなる群か
ら選択される属の細菌が挙げられる。
【００５７】
　種は、例えば、真菌、藻類、植物及び動物からなる群から選択される真核生物であり得
る。
【００５８】
　一実施形態では、種は真菌からなる群から選択される。したがって、種は、単細胞生物
または多細胞生物であり得る。例えば、種は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ、Ｃａｎｄｉｄａ
、Ｃｙｓｔｏｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ、Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ、Ｄｅｂａｒｙｏ
ｍｙｃｅｓ、Ｆｕｓａｒｉｕｍ、Ｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ、Ｉｓｓａｔｃｈｅｎｋｉａ、Ｋ
ａｚａｃｈｓｔａｎｉａ、Ｋｌｏｅｃｋｅｒａ、Ｋｌｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ、Ｍｕｃｏｒ
、Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｐｉｃｈｉａ、Ｒｈｉｏｚｏｐｕｓ
、Ｒｈｏｄｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ、Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅ
ｓ、Ｔｏｒｕｌａｓｐｏｒａ、Ｔｏｒｕｌｏｐｓｉｓ、Ｔｈｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ、Ｖ
ｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ、Ｙａｒｒｏｗｉａ及びＺｙｇｏｔｏｒｕｌａｓｐｏｒａからな
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る群から選択される属の真菌であり得る。
【００５９】
　特に、種は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｐａｓｔｏｒｉａｎｕｓ、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｂａｙａｎｕｓ及
びＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｕｖａｒｕｍからなる群から選択される酵母などの酵母
であり得る。対象の他の酵母には、Ｂｒｅｔｔａｎｏｍｙｃｅｓ種などが挙げられる。
【００６０】
　本発明の１つの好ましい実施形態では、種は植物である。該植物は、緑色植物、例えば
、顕花植物、針葉樹、裸子植物、シダ、クラブモス、ホーンワート、苔類、コケ及び緑藻
からなる群から選択される植物であり得る。植物は、例えば、単子葉植物または双子葉植
物であり得る。
【００６１】
　特に、植物は栽培植物であり得る。該栽培植物は、ヒトによって栽培された任意の植物
、例えば、食品、飼料の供給源として、または産物の生産のための、または審美的目的の
ための原材料としてのものであり得る。
【００６２】
　本発明の１つの好ましい実施形態では、種は穀物である。本明細書で定義される場合、
「穀物」は、主としてそのデンプン含有種子または穀粒のために栽培されたイネ科（Ｇｒ
ａｍｉｎａｅ）植物ファミリーのメンバーである。穀物には、限定されないが、オオムギ
（Ｈｏｒｄｅｕｍ属）、コムギ（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ属）、コメ（Ｏｒｙｚａ属）、トウモ
ロコシ（Ｚｅａ属）、ライムギ（Ｓｅｃａｌｅ属）、エンバク（Ａｖｅｎａ属）、モロコ
シ（Ｓｏｒｇｈｕｍ）及びコムギ－ライの雑種のトリティカーレが挙げられる。
【００６３】
　植物は、トマトを含む他の栽培植物であり得る。
【００６４】
　上述のように、種は、動物、例えば、ウシ、ニワトリ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ラクダ、
ウマ、シチメンチョウ、アヒル及びウサギからなる群から選択される動物などの家畜であ
り得る。
【００６５】
生物のプール
　本発明の方法は、複数の遺伝子型を表す所与の種の生物のプールを提供することを含む
。該種は、例えば、「種」のセクションで上記に記載された種のいずれかであり得る。
【００６６】
　これにより、生物のプールは、全てが同じ種に属するが、該種の異なる遺伝子型を表す
複数の生物を含む。プールは、各遺伝子型の２つ以上の生物を含み得る。しかしながら、
プールは、異なる遺伝子型の複数の生物を含まなければならない。好ましくは、プールは
、異なる遺伝子型を有する、少なくとも１００個、より好ましくは少なくとも１０００個
、さらにより好ましくは少なくとも５０００個、さらにより好ましくは少なくとも１０，
０００個、さらにより好ましくは少なくとも５０，０００個、さらにより好ましくは少な
くとも１００，０００個、例えば、少なくとも１，０００，０００個などの少なくとも５
００，０００個の生物、またはそれらの生殖部分を含む。
【００６７】
　生物のプールは、プールが理論的には、該生物の全ての遺伝子の全ての可能な突然変異
を含み得るように、異なる遺伝子型を有する十分な数の生物、またはその生殖部分を含む
ことが好ましい。例えば、種がオオムギである本発明の実施形態では、約５００，０００
個のランダムに突然変異誘発されたオオムギ穀粒を含むプールは理論的には（１ｍＭのＮ
ａＮ３で突然変異誘発された１つの穀粒中の約１０，０００個の単一塩基突然変異の仮定
に基づく）該オオムギの全ての遺伝子における可能な全ての突然変異を含むと考えられる
。本発明の方法の効率を向上させるために、プールは、考えられる全ての突然変異を含む
と理論的に予想されるよりも、異なる遺伝子型を有する、少なくとも３×などの、少なく
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とも２×多くの生物、またはその生殖部分を含み得る。これにより、生物のプールは、異
なる遺伝子型を有する、少なくとも１，０００，０００個、例えば少なくとも１，５００
，０００個などの少なくとも５００，０００個の生物またはその生殖部分を含み得る。こ
れは、例えば、問題の種がオオムギである実施形態の場合であり得る。
【００６８】
　いくつかの実施形態では、プールは、３０，０００～５００，０００個の範囲などの異
なる遺伝子型を有する、少なくとも３０，０００個の生物、またはその生殖部分を含み得
る。
【００６９】
　いくつかの実施形態では、生物のプールは、異なる遺伝子型を有する、例えば１，００
０，０００～１００，０００，０００個などの、少なくとも５，０００，０００個の生物
またはその生殖部分を含み得る。これは、例えば、生物が小さな生物、例えば、単細胞生
物である、本発明の実施形態の場合であり得る。
【００７０】
　他の実施形態では、プールは、異なる遺伝子型を有する、１００，０００～５００，０
００個の生物またはその生殖部分を含み得る。これは、例えば、生物が単細胞生物である
、本発明の実施形態の場合であり得る。
【００７１】
　本発明の方法の１つの利点は、該方法が異なる遺伝子型の多数の生物のスクリーニング
を可能にするということである。これにより、生物のプールは、異なる遺伝子型の非常に
多数の生物を含み得る。さらに、本発明の方法は、任意のＮＯＩ中に所定の突然変異を有
する生物を同定することを可能にし得る。任意のＮＯＩ中に突然変異を有する生物を同定
することが可能であるためには、これは生物のプールが前述の多数の異なる遺伝子型など
の多数の異なる遺伝子型を含むことを必要となる可能性がある。
【００７２】
　生物のプールは、任意の有用な方法で得ることができる。
【００７３】
　一実施形態では、生物のプールは、個々の生物を収集することによって得られる。これ
は、例えば、種子バンク（種が植物である場合）、細胞収集物（種が単細胞生物である場
合）、または他の生物収集物から行うことができる。それは、任意の他の方法で、個々の
生物、または該生物の試料を収集することによってもまた達成され得る。
【００７４】
　本発明の好ましい実施形態では、生物のプールは、突然変異誘発、特にランダム突然変
異誘発によって調製される。これにより、生物のプールを得るために、複数の生物を突然
変異誘発にかけることができる。該突然変異誘発は、特に、例えば、以下に記載されるよ
うに実施することができるランダム突然変異誘発であってもよい。
【００７５】
　生物が単細胞生物である本発明の実施形態では、典型的には複数の無傷の生物がランダ
ム突然変異誘発を受ける。
【００７６】
　種が多細胞生物である本発明の実施形態では、該多細胞生物の生殖部分を該ランダム突
然変異誘発にかけることで十分である可能性がある。そのような実施形態では、複数の生
物、または生物の複数の生殖部分、もしくはそれらの混合物のいずれかを、ランダム突然
変異誘発にかける。
【００７７】
　種が植物である本発明の実施形態では、該プールは、複数の遺伝子型を表す複数の種子
を含み得る。これにより、プールは、突然変異誘発にかけられた複数の種子を含み得る。
しかしながら、プールは、突然変異誘発にかけられた種子の子孫も含み得る。
【００７８】
　本明細書では、突然変異誘発にかけられた種子（例えば、穀粒）は、世代Ｍ０として称



(19) JP 2019-524083 A 2019.9.5

10

20

30

40

50

され得る。該種子、例えば、穀粒を播種し、成熟植物に発育させることができ、その種子
（例えば、穀粒）は世代Ｍ１とみなされる。世代Ｍ１の種子を播種し、種子が世代Ｍ２な
どとみなされる成熟植物に成長させることができる。この原理を図２Ａに図示する。
【００７９】
　生物のプールは、種子、例えば、前述の世代のいずれかの穀粒を含み得る。これにより
、プールは、必ずしも予め直接的に突然変異誘発にかけられた種子を必ずしも含有するわ
けではない。生物のプールはまた、世代Ｍ１、Ｍ２またはＭ３の種子、例えば、穀粒を含
み得る。
【００８０】
　該ランダム突然変異誘発は、任意の有用な様式で、例えば、照射または化学的処理によ
って実施されてもよい。照射は、ＵＶ照射、Ｘ線照射または放射性照射であり得る。化学
的突然変異誘発は、任意の突然変異誘発性化学物質、例えば、アジ化ナトリウム（ＮａＮ

３）、Ｎ－エチル－Ｎ－ニトロソ尿素（ＥＮＵ）、メチルニトロソグアニジン（ＭＮＮＧ
）及びエチルメタンスルホネート（ＥＭＳ）などのアルキル化剤、または下記のアルキル
化剤からなる群から選択される化学物質による処理であり得る。ＮａＮ３、ＥＮＵ及びＥ
ＭＳは、ランダムに突然変異体を生成するためにしばしば使用される。ＭＮＮＧ及びＥＭ
Ｓは、突然変異誘発酵母培養物をランダムに調製するために頻繁に使用される。
【００８１】
　植物のｇＤＮＡにランダム突然変異を誘発させるために、穀粒または再生可能な栄養植
物組織は、突然変異原、または突然変異原の混合物で処理することができ、限定されない
が、エチルメタンスルホネート（ＥＭＳ）、ジエチルスルホネート（ＤＥＳ）などのスル
ホン酸塩；硫黄マスタード、例えば、エチル－２－クロロエチルスルフィド；窒素マスタ
ード、例えば、２－クロロエチル－ジメチルアミン、及び；エポキシド、例えば、エチレ
ンオキシドなどのアルキル化剤を含む。他は、エチレンイミン、ヒドロキシルアミン（Ｎ
Ｈ２ＯＨ）、Ｎ－メチル－Ｎ’－ニトロ－Ｎ－ニトロソグアニジン（ＭＮＮＧ）、ＮａＮ

３及びジアゾメタンである。次いで、処理された組織または穀粒を繁殖させて子孫生物を
生成させることができる。そのようなランダム突然変異誘発は、穀物、限定されないが、
コムギ、トウモロコシ、米、モロコシ及びキビを含む作物植物、ならびに限定されないが
、菜種、綿、大豆及び甜菜を含む双子葉作物植物などの植物を用いて使用され得る。
【００８２】
　本発明の方法は、任意の特定のタイプの突然変異誘発に限定されない。これにより、任
意の形態のランダム突突然変異誘発などの、任意の突然変異誘発型を用いることができる
。
【００８３】
　本発明の一実施形態では、生物のプールは、以下の実施例の「ＷＳ１」のセクションに
記載されるように調製され得る。種がオオムギである本発明の実施形態では、生物のプー
ルは、以下のオオムギに関して実施例の「ＷＳ１」のセクションに本明細書で記載される
ように調製され得る。当業者であれば、他の穀物植物を含む、他の顕花植物と共に使用す
るためにＷＳ１に記載される方法を適合させることができるであろう。種が酵母である本
発明の実施形態では、生物のプールは、酵母に関して実施例の「ＷＳ１」のセクションに
記載されるように調製され得る。当業者であれば、他の単細胞生物と共に使用するための
、ＷＳ１に記載される方法を適合させることができるであろう。
【００８４】
生物プールのサブプールへの分割
　本発明の方法は、生物のプールを１つ以上のサブプールに分割する工程を含み、ここで
、各サブプールは、複数の生物、またはその生殖部分を含む。好ましくは、各サブプール
は、複数の遺伝子型を表す複数の生物、またはその生殖部分を含む。
【００８５】
　通常、プールは複数のサブプールに分割され、好ましくは少なくとも５個のサブプール
に、より好ましくは少なくとも１０個のサブプールに、さらにより好ましくは少なくとも
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３０個のサブプールに、さらにより好ましくは少なくとも５０個のサブプールに、さらに
より好ましくは少なくとも７０個のサブプールに、さらにより好ましくは少なくとも９０
個のサブプールに分割される。
【００８６】
　いくつかの実施形態では、プールは、少なくとも１０００個などの、少なくとも５００
個、例えば、少なくとも１５００個のサブプールに分割される。これは、特に、プールが
異なる遺伝子型の多数の生物を含む本発明の実施形態の場合であり得る。
【００８７】
　原則として、サブプールの数の上限はない。しかしながら、典型的には、プールは、最
大５０，０００個、例えば、最大２５，０００個、例えば、最大１０，０００個のサブプ
ールに分割される。
【００８８】
　いくつかの実施形態では、プールは９０～５００個のサブプールの範囲に分割される。
【００８９】
　各サブプールは、好ましくは、複数の遺伝子型を表す複数の生物またはその生殖部分を
含む。好ましくは、各サブプールは、異なる遺伝子型を有する、少なくとも１０個、より
好ましくは少なくとも１００個、さらにより好ましくは少なくとも５００個、さらにより
好ましくは少なくとも１０００個、さらにより好ましくは少なくとも５０００個、さらに
より好ましくは少なくとも１０，０００個、例えば、少なくとも５０，０００個、例えば
、少なくとも１００，０００個の生物、またはそれらの生殖部分を含む。いくつかの実施
形態では、各サブプールは、異なる遺伝子型を有する、３０００～５０００個の範囲など
の２０００～１０，０００個の範囲の生物、またはその生殖部分を含む。
【００９０】
　いくつかの実施形態では、各サブプールは、異なる遺伝子型を表す、１０００～２００
０個の生物、またはその生殖部分を含む。
【００９１】
　サブプールは、任意の望ましい方法で順序付けされ得る。プールが同じ遺伝子型の複数
の生物を含む場合、大部分の生物、または同一の遺伝子型の全ての生物さえも同じサブプ
ール内に含まれることが好ましい。これは、例えば、以下に記載されるように、種に応じ
て多数の方法で保証され得る。生物のプールまたはその生殖部分がランダム突然変異誘発
によって調製される本発明の実施形態では、該プールは、該プールまたはその生殖部分か
らの１つの生物の全ての子孫が１つのサブプール内に含まれるように分割されることが好
ましい場合がある。
【００９２】
　例えば、プールはサブプールに分割することができ、該サブプールは生殖工程を施して
もよい。生殖工程は、単一の生物の子孫、またはその生殖部分が同じサブプールに最後に
は行き着くように、プールをサブプールに分割する工程と同時に実行することもまた可能
である。
【００９３】
　各サブプールが、各遺伝子型の２つ以上の生物、またはその生殖部分を含むこともまた
好ましい。これは異なる方法で保証され得る。例えば、サブプールに、サブプールの各生
物、またはその生殖部分の子孫の形成を可能にする生殖工程を施してもよい。特に、理論
的には、各部分がサブプールの各遺伝子型を表す生物（またはその生殖部分）を含むよう
に、サブプールを２、３、または４個の部分にランダムに分割するために、各サブプール
が各遺伝子型の十分な生物を含むことが好ましい。これにより、各サブプールは、少なく
とも５個、好ましくは少なくとも１０個、さらにより好ましくは少なくとも１５個の各遺
伝子型を表す生物を含むことが好ましい。これは、特に、種が植物、例えば、穀物である
本発明の実施形態の場合であり得る。種が単細胞生物である本発明の実施形態では、各サ
ブプールは、例えば、少なくとも１００個、少なくとも１０００個など、例えば、少なく
とも１０，０００個の各遺伝子型のより多くの生物を含むことが好ましい場合がある。
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【００９４】
　プールをサブプールに分割する方法の一例を、図１Ａに提供する。
【００９５】
　種が単細胞生物であり、プールが複数の単細胞生物を突然変異誘発することによって調
製される本発明の実施形態では、サブプールは、例えば、以下のように作製され得る。
－突然変異誘発後、各単細胞生物は、単細胞生物がクローン培養に発育するように、別々
の方法で繁殖させることができる。これは、固体培地上の各クローンのコロニーを培養す
ることによって、または液体培地を用いて別々の空間、例えば、チューブまたはウェル中
で各クローンを培養することによって行うことができる。サブプールは、複数のクローン
からの単細胞生物を組み合わせることによって形成することができる。
－単細胞生物は突然変異誘発の直後にサブプールに分割されて得、各サブプールは生殖が
可能にされ得る。
【００９６】
　これにより、本方法は、
－複数の単細胞生物（例えば、酵母）を提供する工程と；
－前記生物をランダム突然変異誘発にかける工程と；
－突然変異誘発された生物をサブプールに分割する工程と；
－各サブプールを生殖工程にかける工程と、を含み得る。
【００９７】
　該生殖工程は、該生物の繁殖を可能にする条件下で培養培地中の各サブプールをインキ
ュベートすることを含み得る。例えば、工程は、該生物の繁殖を可能にする温度で、１～
５日間の範囲で、培養培地中でサブプールをインキュベートすることを含み得る。
【００９８】
　種が植物である本発明の実施形態では、１つの特定の植物の全ての種子が１つのサブプ
ール内に含有されるように、サブプールを調製することができる。これにより、本発明の
一実施形態では、本方法は、
－植物の複数の種子、例えば、穀類を提供する工程と；
－該種子を突然変異誘発させ、これによりＭ０世代の種子を得る工程と；
－Ｍ０世代の該種子を成熟植物に成長させて、該成熟植物から種子を得る工程であって、
該種子がＭ１世代の種子である、工程と；
－任意に先の工程をＸ回繰り返して、Ｍ（１＋Ｘ世代）の種子を含む植物を得る工程と；
－該成熟植物からＭ１またはＭ（１＋Ｘ）世代のいずれかの種子を取得し、これにより種
子のプール（例えば、穀粒のプール）を得る工程と；
－該プールをサブプールに分割する工程であって、所与の成熟植物からの全ての種子（例
えば、穀粒）が、同じサブプールに配置される、工程と、を含む。
【００９９】
これらの工程は、例としてオオムギを用いた図２Ａ及び２Ｂに図示されている。本方法は
、図２Ａ及び図２Ｂに図示される工程を含み得る。図２Ａ及び２Ｂに図示される工程は、
任意の顕花植物を使用して実施することができ、これにより、オオムギに限定されない。
また、図２Ａ及び２Ｂに図示される工程は、任意の数の変異植物を用いて行うことができ
る（図に提供される数字は単なる一例に過ぎない）。
【０１００】
　したがって、本方法は、
－複数の植物種子（例えば、穀物粒）を提供する工程と；
－該種子を突然変異誘発させ、これによりＭ０世代の種子を得る工程と；
－任意に、Ｍ０世代の種子を成熟した植物に栽培し、該成熟植物から種子を得る工程であ
って、該種子が、Ｍ１世代の種子である、工程と；
－任意に、先の工程をＸ回繰り返して、Ｍ（１＋Ｘ）世代の種子を含む植物を得る工程と
；
－Ｍ０、Ｍ１またはＭ（１＋Ｘ）世代の種子を別個の畑区画において、成熟植物まで栽培
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する工程であって、該成熟植物の種子が、種子のプールを構成する、工程と；
－該領域を畑サブ区画に分割する工程と；
－１つの畑サブ区画内の全ての植物の全ての種子を収穫し、これにより、「穀粒の合計」
と称されてもよい（図２Ｂを参照）、種子のサブプール（例えば、穀物粒のサブプール）
を得る工程と、を含むことができる。
【０１０１】
　畑区画で種子を栽培する代わりに、これらは、植物をサブグループに分けてサブプール
を得ることができるような任意の有用な方法で栽培されてもよい。例えば、種子は、それ
ぞれが１つ以上の植物を含む別々の容器で栽培することができる。種子は温室内で栽培さ
れてもよい。
【０１０２】
　プールをサブプールに分割する方法の一例は、以下のＷＳ２において本明細書で記載さ
れる。
【０１０３】
サブプールの同定
　本発明の方法は、生物、またはその生殖部分のプールをサブプールに分割する工程を含
む。これは、ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含む、生物、またはその生殖部
分を含むサブプールを同定する工程を伴う。
【０１０４】
該サブプールの同定は、
ａ）それぞれが１つのサブプール内の各遺伝子型からのｇＤＮＡを含むｇＤＮＡ試料を調
製する工程であって、これが、例えば、以下の「ＤＮＡ試料の調製」のセクションにおい
て本明細書に記載されるように実施されてもよい、工程と；
ｂ）それぞれが複数の区画化されたＰＣＲ増幅を含む、複数のＰＣＲ増幅を実施する工程
であって、例えば、以下の「複数の区画化されたＰＣＲ増幅を含むＰＣＲ増幅」のセクシ
ョンにおいて本明細書で記載されるように行われる、工程と；
ｃ）対象のＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含むＰＣＲ増幅産物（複数可）を
検出し、これにより、該サブプール（複数可）を同定する工程であって、例えば、以下の
「ＰＣＲ増幅産物（複数可）の検出」のセクションにおいて本明細書で記載されるように
行われる、工程と、を含むことができる
【０１０５】
　サブプールは、例えば、ＰＣＲ増幅の後またはＰＣＲ増幅中に直接検出され得るＮＯＩ
（複数可）の突然変異（複数可）を含むＰＣＲ増幅産物（複数可）である限り、直接的に
同定され得る。これは、例えば、ＰＣＲ増幅産物（複数可）がＮＯＩ（複数可）中に突然
変異（複数可）を含む標的配列（複数可）を含む限り、ＰＣＲ増幅産物（複数可）が１つ
以上の検出可能なシグナル（複数可）を生じる検出手段を含む場合に行われ得る。そのよ
うな検出手段は、以下の「ＰＣＲ増幅産物の検出」のセクションにおいて本明細書でより
詳細に記載されており、例えば、突然変異検出プローブであり得る。
【０１０６】
　１つ以上の特定の突然変異（複数可）を含むサブプールを同定するための方法の一例を
図１Ｂに図示しており、これは、以下の
－サブプールを提供する工程と；
－該サブプールの一部から試料を調製する工程と；
－該試料からｇＤＮＡ試料を調製する工程と；
－例えば、プレート、例えばマイクロタイタープレートの個々のウェル中のサブプールの
全てからの個々のｇＤＮＡ試料の全てを含むＰＣＲ増幅を準備する工程と；
－ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含むこれら試料を選択する工程と、を強調
している。
【０１０７】
　サブプールを同定する方法のより具体的な例を図２Ｃに示す。この例では、種は穀物植
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物の群に属する。図２Ｃに提供された特定の数字は単なる例であり、当業者であれば、別
の量の穀粒を用いてこの方法を実施できることを理解するであろう。例えば、ＮＯＩ中に
突然変異を含むサブプールの同定は、以下の本明細書中のＷＳ３に概説されるように実施
されてもよい。
【０１０８】
ＤＮＡ試料の調製
　本発明の方法は、ＤＮＡ試料、特にｇＤＮＡ試料を調製する１つ以上の工程を含む。特
に、本方法は、サブプールからｇＤＮＡ試料を調製する１つの工程と、二次サブプールか
らｇＤＮＡ試料を調製する１つの工程とを含み得る。本方法はまた、スーパープールから
ｇＤＮＡ試料を調製する工程を含み得る。
【０１０９】
　一般に、ｇＤＮＡ試料は、理論上ｇＤＮＡ試料がサブプール、二次サブプールまたはス
ーパープール内の各遺伝子型からのｇＤＮＡを含むように、該サブプール、二次サブプー
ルまたはスーパープール内の各遺伝子型の生物の生殖の可能性を維持しながら調製される
。
【０１１０】
　これは異なる方法で確実にされ得る。例えば、各サブプール及びスーパープールが、各
遺伝子型の２個以上の個々の生物、またはその生殖部分を含むことが好ましい場合がある
。特に、理論上の各部分は、サブプールまたはスーパープールの各遺伝子型を表す生物ま
たはその生殖部分を含むように、各サブプールまたはスーパープールが、サブプールまた
はスーパープールを２、３または４個の部分にランダムに分割できるようにするために、
各遺伝子型の十分な生物を含むことが好ましい場合がある。
【０１１１】
　このようにして、サブプールまたはスーパープールからの生物の一部またはその生殖部
分、例えば、１０～９０％の範囲、好ましくは、例えば、各サブプールまたは各スーパー
プールの生物、またはその生殖部分の２５～５０％の範囲などの、１０～５０％の範囲が
ｇＤＮＡ試料を調製するために使用され得る。該生物の一部、またはその生殖部分は、本
明細書では「生物の試料」とも称される。サブプールの生物の残余は、該生物またはその
生殖部分の生殖能を維持する条件下で保存することができる。生物が植物である実施形態
では、該植物の種子を保存することで十分であり得る。種子、例えば、穀粒は、任意の乾
燥した、暗い場所に頻繁に貯蔵され得る。生物が単細胞生物である本発明の実施形態では
、例えば、グリセロールなどの凍結保護物質の存在下で、該生物を凍結することが好まし
い場合がある。
【０１１２】
　同様に、各該二次サブプールは、各遺伝子型の２つ以上の個々の生物またはその生殖部
分を含み得る。これにより、例えば、１０～９０％の範囲の二次サブプールからの生物の
一部またはその生殖部分、好ましくは４０～６０％の範囲、２５～５０％の範囲などの各
二次サブプールの生物またはその生殖部分をｇＤＮＡ試料の調製に用いることができる。
しかしながら、いくつかの実施形態では、特に種がより大きな生物であるとき、二次サブ
プールのｇＤＮＡ試料は、以下に記載されるように、各生物の一部、またはその生殖部分
の一部の試料から調製されることが好ましい場合がある。
【０１１３】
　ｇＤＮＡ試料が、サブプールの、二次サブプールの、またはス―パープールの各生物、
またはその生殖部分から得られた試料から調製され得ることも本発明の範囲内に含まれる
。例えば、各サブプール、スーパープール及び二次サブプールが、各遺伝子型の１つまた
は少数の生物、またはその生殖部分のみを含むことも本発明の範囲内に含まれる。このよ
うな実施形態では、ｇＤＮＡ試料は、各生物またはその生殖部分から得られる試料から調
製することができる。一般に、本発明の実施形態では、各生物から試料を得ることのみが
可能であり、この中で、種はこのような試料を得るために十分な大きさである。これは、
特に、種が動物または顕花植物などの植物である本発明の実施形態に関連し得る。
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【０１１４】
　サブプール及びスーパープールは、好ましくは、本明細書の他の箇所に記載されている
ような各遺伝子型のいくつかの個々の生物またはその生殖部分を含むが、このときは、二
次サブプールは、頻繁に、各遺伝子型のほんの少数の、時には１つだけの、個々の生物、
またはその生殖部分を含んでもよい。これにより、種が植物（例えば、穀物）である本発
明の実施形態では、二次サブプールからのｇＤＮＡ試料は、それぞれ個々の生物の試料を
得て、該試料からｇＤＮＡ試料を調製することによって調製することが好ましい。
【０１１５】
　試料が各生物、またはその生殖部分から得られるとき、生殖の可能性に関して、該生物
、またはその生殖部分を著しく損なわない方法で試料を得ることが好ましい。これにより
、好ましくは、試料は、生殖に必須ではない生物の一部、またはその生殖部分を含むか、
またはそれらからなる。試料は、種に応じて、例えば、生検、切断、穿孔、格子、断裂を
使用することによって、または針を備えた注射器を適用することによって、任意の有用な
様式で得ることができる。
【０１１６】
　一例として、種が穀物であり、サブプール、スーパープールまたは二次サブプールが穀
粒を含む実施形態では、該試料は、生殖に必須ではない穀粒の一部を含むことが好ましい
。試料は、例えば、ナイフ、メス、はさみなどの任意の鋭利な器具を使用して穀粒の部分
（複数可）を切り取ること、穀粒の一部をグレーティングで切り取ることによってなどの
、異なる方法で得ることができ、または穀粒に穴を開けることによって得ることができる
。後者の場合、試料は穿孔後に得られる細粉であり得る。
【０１１７】
　一旦、生物の試料、または生物もしくはその一部から得られる試料のいずれかが利用可
能になると（本明細書では集合的に「試料」とも称される）、ｇＤＮＡ試料は任意の有用
な方法で該試料から調製することができる。該試料が大きな構造、例えば、種子全体を含
有する場合、ｇＤＮＡ試料を調製するための第１の工程は、典型的には、例えば、粉砕ま
たは製粉などの物理的手段によって、該試料の該内容物をより小さな部分に分割すること
を含む。典型的には、ｇＤＮＡ試料を調製する方法は、細胞及び／または組織を、例えば
、界面活性剤によって、酵素（例えば、リチカーゼ）によって、超音波またはそれらの組
み合わせによって破壊し、それによって粗溶解物を生成する工程を含む。該溶解物は、任
意の有用な手段によって、残っている破片から分離され得る。粗溶解物は、ｇＤＮＡ試料
を構成し得る。あるいは、ｇＤＮＡはさらに、例えば、選択的マトリックスへの結合、遠
心分離、勾配遠心分離及び／または沈殿（例えば、塩、アルコールまたは磁気ビーズなど
の沈殿剤を使用すること）によって、該ｇＤＮＡを溶解物の残りから分離することによっ
て精製され得る。そのような分離の前に、例えば、酵素及び／または変性剤の使用によっ
て、タンパク質及び／または核タンパク質を含む溶解物の他の成分は変性または破壊され
得る。他のＲＮＡ含有分子は、例えば、酵素の補助を用いて除去され得る。ｇＤＮＡ試料
を調製するための有用な方法は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ＩＳＢＮ　９７８－
１－９３６１１３－４２－２に記載される。
【０１１８】
複数の区画化されたＰＣＲ増幅を含むＰＣＲ増幅
　本発明の方法は、それぞれが１つのサブプールからのｇＤＮＡ試料を含む複数のＰＣＲ
増幅を実施し、（例えば、上記のセクションに記載されるように調製される）これにより
標的配列を増幅する工程を含む。各ＰＣＲ増幅は、該ｇＤＮＡ試料の一部、標的配列に隣
接する１つ以上のプライマーセット（複数可）、及びＰＣＲ試薬をそれぞれ含む複数の区
画化されたＰＣＲ増幅を含み得る。
【０１１９】
　複数の区画化されたＰＣＲ増幅を含む全ＰＣＲ反応は、多くの異なる方法で調製されて
もよい。一実施形態では、複数の区画化されたＰＣＲ増幅を含むＰＣＲ増幅を、デジタル
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ＰＣＲ（ｄＰＣＲ）増幅として行うことができる。当業者に周知の任意のｄＰＣＲ増幅は
本発明で使用され得る。一般に、複数の区画化されたＰＣＲ増幅を含む少なくとも１つの
ｄＰＣＲ増幅は、調製された各ｇＤＮＡ試料について調製される。これにより、複数の区
画化されたｄＰＣＲ増幅を含む少なくとも１つのｄＰＣＲ増幅は、サブプールごとに調製
される。
【０１２０】
　一般に、区画化されたｄＰＣＲ増幅は、
－ｇＤＮＡ試料、標的配列に隣接するプライマーのセット及びＰＣＲ試薬を含むｄＰＣＲ
増幅を準備する工程と；
－試料中の核酸分子が局在化され、複数の空間的に分離された区画内に濃縮されるように
、該ｄＰＣＲ増幅を分配する工程と；
－ｄＰＣＲ増幅を実施する工程と；
－ｄＰＣＲに基づく増幅産物を検出する工程と、含む方法で調製される。
【０１２１】
　該分離された区画は、ＰＣＲ増幅を実施することができる任意の別個の区画であり得る
。例えば、それはプレートのウェル、例えば、マイクロウェルプレートまたはマイクロタ
イタープレートのウェルであってもよく、それは微小流体チャンバであってもよく、それ
は毛細管であってよく、エマルジョンの分散相であってよく、またはそれは液滴もしくは
小型化チャンバのアレイの小型化チャンバであってもよい。分離された区画はまた、固体
支持体上の別個のスポット、例えば、別個の表面を結合する核酸であってもよい。
【０１２２】
　ｇＤＮＡ試料が、区画化されたｄＰＣＲ増幅のために試料中にランダムに分布されるこ
とが一般的には好ましい。各区画化されたｄＰＣＲ増幅は、標的配列を含む少数の核酸の
みを含むことも好ましい。ランダム分布の性質により、各区画化されたｄＰＣＲ増幅に含
まれる核酸分子の数にいくらかの変化があり得る。一実施形態では、各区画化されたｄＰ
ＣＲ増幅は、平均して、標的配列を含む最大で５個などの、最大で１０個の核酸分子を含
む。
【０１２３】
　本発明の１つの好ましい実施形態では、複数の区画化されたＰＣＲ増幅を含むｄＰＣＲ
増幅は、液滴デジタルポリメラーゼ連鎖反応（ｄｄＰＣＲ）である。ｄｄＰＣＲは、水－
油エマルジョン液滴技術に基づくｄＰＣＲを実施する方法である。ＰＣＲ増幅は複数の微
小液滴に分画され、標的配列のＰＣＲ増幅が個々の液滴で生じる。一般に、ｄｄＰＣＲ技
術は、従来のＰＣＲを実施するために使用されるものと同様のＰＣＲ試薬及びワークフロ
ーを使用する。これにより、ＰＣＲ増幅の分配は、ｄｄＰＣＲ技術の重要な態様である。
【０１２４】
　したがって、区画化されたｄｄＰＣＲ増幅は、例えば、エマルジョン組成物、または２
つ以上の非混和性流体の混合物（例えば、米国特許第７，６２２，２８０号に記載されて
いるか、または以下に本明細書で実施例に記載されるようなもの）を含み得る液滴に含有
され得る。液滴は、国際公開第２０１０／０３６３５２号に記載されるデバイスによって
生成することができる。特に、液滴は、液滴発生器、例えば、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓ、ＵＳＡ（以下、Ｂｉｏ－Ｒａｄと略記する）から入手可能なＱＸ２０
０　Ｄｒｏｐｌｅｔ　Ｇｅｎｅｒａｔｏｒを用いて調製することができる。本明細書で使
用される場合、エマルジョンという用語は、不混和性液体（油と水など）の混合物を指す
ことができる。エマルジョンは、例えば、油液滴における水、例えば、［Ｈｉｎｄｓｏｎ
，ＢＪ　ｅｔ　ａｌ．（２０１１）．Ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ｄｒｏｐｌｅｔ
　ｄｉｇｉｔａｌ　ＰＣＲ　ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ａｂｓｏｌｕｔｅ　ｑｕａｎｔｉｔ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｃｏｐｙ　ｎｕｍｂｅｒ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ　８３：８６
０４－８６１０］に記載されるようなものであってもよい。これにより、エマルジョンは
、連続油相内に水性液滴を含むことができる。エマルジョンは、水中油エマルジョンであ
ってもよく、ここで、液滴は連続水性相中の油滴である。本明細書で使用される液滴は、
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通常、区画間の混合を防止するように設計され、個々の区画の内容物が蒸発することを保
護するだけではなく、他の区画の内容物と混合することから保護される。したがって、各
液滴は、空間的に分離された区画とみなすことができる。
【０１２５】
　ｄｄＰＣＲの各液滴は、任意の有用な体積を有し得る。しかしながら、好ましくは、液
滴は、ｎＬ範囲の体積を有する。したがって、液滴体積は平均して０．１～１０ｎＬの範
囲内であることが好ましい。
【０１２６】
　マイクロチャネルクロスフロー集束または物理的攪拌を使用してエマルジョン液滴を生
成するマイクロ流体法は、単分散または多分散エマルションのいずれかを生成することが
知られている。液滴は単分散液滴とすることができる。また、液滴は、それらのサイズが
液滴の平均サイズの±５％を超えて変化しないように生成することができる。場合によっ
ては、液滴は、液滴のサイズが液滴の平均サイズの±２％だけ変化するように生成される
。
【０１２７】
　より高い機械的安定性は、マイクロ流体操作及び高剪断流体処理（例えば、マイクロ流
体毛細管中または流体経路の弁などの９０°回転を通して）において有用であり得る。熱
処理前後の液滴またはカプセルは、標準的なピペット操作及び遠心分離に対して機械的に
安定であることができる。
【０１２８】
　液滴は、油相を、水性試料を通して流すことによって形成することができる。水相は、
ＰＣＲ増幅、例えば、ｇＤＮＡ試料、標的配列に隣接するプライマーのセット及び以下の
本明細書で「ＰＣＲ試薬」のセクションに記載される任意のＰＣＲ試薬などのＰＣＲ試薬
を含むＰＣＲ増幅における成分を含むか、またはそれからなることができる。
【０１２９】
　油相は、過フッ素化ポリエーテルなどのフッ素化界面活性剤と組み合わせることによっ
て追加的に安定化され得るフッ素化基油を含むことができる。場合によっては、基油は、
ＨＦＥ　７５００、ＦＣ－４０、ＦＣ－４３、ＦＣ－７０、または他の一般的なフッ素化
油の１つ以上とすることができる。場合によっては、陰イオン性界面活性剤は、Ａｍｍｏ
ｎｉｕｍ　Ｋｒｙｔｏｘ（Ｋｒｙｔｏｘ－ＡＭ）、Ｋｒｙｔｏｘ　ＦＳＨのアンモニウム
塩、またはＫｒｙｔｏｘ－ＦＳＨのモルホリノ誘導体である。
【０１３０】
　油相は、蒸気圧、粘度または表面張力などの油特性を調整するための添加剤をさらに含
むことができる。非限定的な例には、ペルフルオロオクタノール及び１Ｈ、１Ｈ、２Ｈ、
２Ｈ－ペルフルオロデカノールが挙げられる。油相は、液滴生成油、例えば、Ｂｉｏ－Ｒ
ａｄから入手可能なＤｒｏｐｌｅｔ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　Ｏｉｌであり得る。
【０１３１】
　エマルジョンは、加熱することにより固体様の界面フィルムを有するマイクロカプセル
に変換することができる液体様の界面フィルムを有する高度に単分散の液滴を生成するよ
うに配合することができ、そのようなマイクロカプセルは、ＰＣＲ増幅のような反応プロ
セスを通してその内容物を保持するバイオリアクターとして挙動することができる。マイ
クロカプセル形態への変換は、加熱の際に起こすことができる。例えば、そのような変換
は、５０、６０、７０、８０、９０、または９５℃を超える温度で起こすことができる。
場合によっては、この加熱はサーモサイクラーを用いて生じる。加熱プロセスの間に、蒸
発を防ぐために流体または鉱物油オーバーレイを使用することができる。
【０１３２】
　場合によっては、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＱＸ１００（商標）Ｄｒｏｐｌｅｔ　Ｇｅｎｅｒａ
ｔｏｒまたはＢｉｏ－Ｒａｄ　ＱＸ２００（商標）Ｄｒｏｐｌｅｔ　Ｇｅｎｅｒａｔｏｒ
などの、市販の液滴発生器を使用して液滴は生成される。ｄｄＰＣＲ及びその後の検出は
、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＱＸ１００またはＱＸ２００（商標）Ｄｒｏｐｌｅｔ　Ｒｅａｄｅｒ
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などの、市販の液滴リーダーを用いて実行され得る。
【０１３３】
　各ＰＣＲ増幅は、任意の適切な数の区画に区画化することができる。しかしながら、好
ましい一実施形態では、各ＰＣＲ増幅は、１０００～１００，０００個の区画（例えば、
液滴）の範囲に区画化される。例えば、各ＰＣＲ増幅は、１０，０００～５０，０００個
の区画（例えば、液滴）の範囲に区画化され得る。例えば、各ＰＣＲ増幅は、１５，００
０～２５，０００個の区画（例えば、液滴）の範囲に区画化され得る。さらに、各ＰＣＲ
増幅は、約２０，０００個の区画（例えば、液滴）に区画化され得る。
【０１３４】
ＰＣＲ試薬
　本方法は、いくつかのＰＣＲ増幅を実施することを包含し、ここで、これらのＰＣＲの
少なくともいくつかは、複数の区画化されたＰＣＲ増幅を含み得る。
【０１３５】
　該ＰＣＲが区画化されたＰＣＲ増幅を含むか否かにかかわらず、ＰＣＲ増幅は一般に、
ｇＤＮＡ試料、標的配列に隣接するプライマーのセット及びＰＣＲ試薬を含むであろう。
該ＰＣＲ試薬は、本明細書中に記載されるＰＣＲ試薬のいずれかであり得る。
【０１３６】
　ＰＣＲ試薬は、一般に、少なくともヌクレオチド及び核酸ポリメラーゼを含む。ヌクレ
オチドはデオキシリボヌクレオチド三リン酸分子であってもよく、好ましくは、ＰＣＲ試
薬は少なくともｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ及びｄＴＴＰを含む。場合によっては、Ｐ
ＣＲ試薬はまたｄＵＴＰも含む。
【０１３７】
　核酸ポリメラーゼは、ヌクレオチドの鋳型依存性重合、すなわち、複製を触媒すること
ができる任意の酵素であり得る。核酸ポリメラーゼはＰＣＲ増幅に使用される温度に耐え
るべきであり、伸長温度で触媒活性を有するべきである。いくつかの熱安定性核酸ポリメ
ラーゼは当業者に既知である。
【０１３８】
　本発明のいくつかの実施形態では、核酸ポリメラーゼは５’－３’ヌクレアーゼ活性を
有し、これによりＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブによる増幅反応に使用することがで
きる。
【０１３９】
　核酸ポリメラーゼは、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉのＤＮＡポリメラーゼＩであ
り得る。核酸ポリメラーゼはまた、５’－３’エキソヌクレアーゼ活性に代わるＤＮＡ合
成依存性鎖を有するＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼであり得る。５’－３’ヌクレアーゼ活
性を有する他のポリメラーゼには、限定されないが、ｒＴｔｈ　ＤＮＡポリメラーゼが挙
げられる。例えば、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから入手したＴａｑ　ＤＮ
Ａポリメラーゼには、Ｃｒｉｍｏｎ　ＬｏｎｇＡｍｐ（登録商標）Ｔａｑ　ＤＮＡポリメ
ラーゼ、Ｃｒｉｍｓｏｎ　Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｈｅｍｏ　ＫｌｅｎＴａｑ（商
標）、またはＬｏｎｇＡｍｐ（登録商標）Ｔａｑを挙げることができる。
【０１４０】
　場合によっては、核酸ポリメラーゼは、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼ、
Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノーフラグメント、Ｔ７　ＤＮＡポリメラー
ゼ、Ｔ４　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｖ
ｅｎｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、バクテリオファージ２９、ＲＥＤＴａｑ（商標）、ゲノム
ＤＮＡポリメラーゼ、またはシーケナーゼとすることができる。ＤＮＡポリメラーゼは、
例えば、米国特許出願公開第２０１２０２５８５０１号に記載されている。
【０１４１】
　加えて、ＰＣＲ試薬は、塩、緩衝液及び検出手段を含み得る。緩衝液は、任意の有用な
緩衝液、例えば、ＴＲＩＳであってもよい。塩は、任意の有用な塩、例えば、塩化カリウ
ム、塩化マグネシウムまたは酢酸マグネシウムもしくは硫酸マグネシウムであってもよい
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。
【０１４２】
　ＰＣＲ試薬は、ＢＳＡ、ウシの皮膚からのゼラチン、β－ラクトグロブリン、カゼイン
、ドライミルク、サケ精子ＤＮＡまたは他の一般的なブロッキング剤などの、非特異的ブ
ロッキング剤を含み得る。
【０１４３】
　ＰＣＲ試薬はまた、生体防腐剤（例えば、ＮａＮ３）、ＰＣＲエンハンサー（例えば、
ベタイン、トレハロースなど）及び阻害剤（例えば、ＲＮａｓｅ阻害剤）も含み得る。他
の添加剤には、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、グリセロール、ベタイン（モノ）－
水和物、トレハロース、７－デアザ－２’－デオキシグアノシン三リン酸（７－デアザ－
２’－ｄＧＴＰ）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ホルムアミド（メタンアミド）、塩
化テトラメチルアンモニウム（ＴＭＡＣ）、他のテトラアルキルアンモニウム誘導体［例
えば、テトラエチルアンモニウムクロリド（ＴＥＡ－Ｃｌ）］；テトラプロピルアンモニ
ウムクロリド（ＴＰｒＡ－Ｃｌ）または非イオン性界面活性剤、例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　
Ｘ－１００、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０（ＮＰ－４０）もしくはＰＲ
ＥＸＣＥＬ－Ｑを挙げることができる。
【０１４４】
　さらに、ＰＣＲ試薬はまた、ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含むＰＣＲ増
幅産物（複数可）の検出のための１つ以上の手段も含み得る。該手段は任意の検出可能な
手段であってもよく、それらは個々の化合物として添加されてもよく、またはプライマー
の１つに会合されていてもよく、または共有結合でさえもされてもよい。検出可能な手段
には、限定されないが、染料、放射性化合物、生物発光化合物及び蛍光化合物が挙げられ
る。好ましい実施形態では、検出手段は、１つ以上のプローブである。これにより、ＰＣ
Ｒ試薬は、１つ以上の検出プローブ、例えば、以下の本明細書で「ＰＣＲ増幅産物（複数
可）の検出」のセクションに記載されるプローブのいずれかを含むことが好ましい。
【０１４５】
標的配列に隣接するプライマー
　本発明の方法は、標的配列に隣接する１つ以上のプライマーセット（複数可）の使用を
含む。標的配列に隣接する別個の「プライマーのセット」は、標的配列の５’末端と同一
の配列を含む１つのプライマー（「フォワードプライマー」とも称される）、及び標的配
列の３’末端に相補的な配列を含む１つのプライマー（「リバースプライマー」とも称さ
れる）を含む。プライマーセットは、該標的配列の増幅を可能にする条件下で、標的配列
及びＰＣＲ試薬を含む核酸と共にＰＣＲに添加されたときに標的配列を増幅することがで
きる。本発明の異なる工程のＰＣＲ増幅のために異なるプライマーのセットが使用される
こともまた可能であるが、同じプライマーセットを本発明による方法の全てのＰＣＲ増幅
に使用され得る。
【０１４６】
　フォワードプライマーは、標的配列の５’末端と同一の配列に加えて、追加の配列を含
み得る。同様に、標的配列の３’末端に相補的な配列に加えて、リバースプライマーは追
加の配列を含み得る。例えば、プライマーは、５’末端に、標的核酸とハイブリダイズし
ないがプライマーまたはＰＣＲ増幅産物の取り扱い、例えば、該産物の検出を容易にする
、追加の核酸配列を含有することができる。
【０１４７】
　フォワードプライマー及びリバースプライマーの長さは、標的配列の配列に応じること
ができる。例えば、プライマーの長さは、プライマーの望ましい融解温度Ｔｍを達成する
ように調節することができる。これにより、フォワードプライマー及びリバースプライマ
ーの長さは、個々に、１０～１００個のヌクレオチドの範囲、例えば１０～５０個のヌク
レオチドの範囲、１５～２０個のヌクレオチドの範囲など、１５～２５個のヌクレオチド
の範囲など、１５～３０個のヌクレオチドの範囲など、１５～４０個のヌクレオチドの範
囲など、１５～４５個のヌクレオチドの範囲など、１５～５０個のヌクレオチドの範囲の
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長さにすることができる。フォワードプライマー及びリバースプライマーのＴｍは、典型
的には４０～７０℃の範囲に調整される。
【０１４８】
　ＰＣＲ増幅の水相中のプライマー濃度は、例えば、０．０５～２．０ｐＭの範囲、０．
１～１．０ｐＭの範囲など、０．２～１．０ｐＭの範囲など、０．３～１．０ｐＭの範囲
など、０．４～１．０ｐＭの範囲など、または０．５～１．０ｐＭの範囲にすることがで
きる。
【０１４９】
　フォワードプライマー及びリバースプライマーは、一般に、オリゴヌクレオチドを含む
か、またはオリゴヌクレオチドからなることさえある。しかしながら、場合によっては、
プライマーはヌクレオチド類似体を含み得る。多数のヌクレオチド類似体は当業者に既知
であり、誘導体を含み、ここで、２’－Ｏ－メチル、２’－デオキシ－２’－フルオロ及
び２’，３’－ジデオキシヌクレオシド誘導体、スレオース、ロックト核酸（ＬＮＡ）、
ＬＮＡ誘導体、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、グリコール核酸（ＧＮＡ）、トレオース核酸（
ＴＮＡ）、ビシクロ糖、またはヘキソース、グリセロール及びグリコール糖、非イオン主
鎖に基づく核酸類似体、もしくはデンドリマー、くし型構造、及びナノ構造などの非線形
トポロジーにおける核酸及びその類似体などの他の糖主鎖に基づく核酸類似体におけるよ
うに、糖は修飾される。
【０１５０】
　プライマーはまた、任意にそれらの末端、糖、または核酸塩基に結合することができる
様々なタグ（例えば、蛍光タグ、官能化タグまたは結合タグ）に連結され得る。
【０１５１】
　プライマーは、限定されないが、適切な配列のクローニング及び当該分野で周知の方法
［Ｎａｒａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：９０（１９７
９）；Ｂｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：１０９（１
９７９）］を用いた直接化学合成を含む様々な方法によって調製することができる。プラ
イマーはまた、商業的供給源から入手することもできる。
【０１５２】
　フォワードプライマー及びリバースプライマーは、同一の融解温度または同様の融解温
度、例えば、±５℃の融解温度を有することができる。プライマーの長さは、所望の融解
温度を有するプライマーセットを作製するために、５’及び／または３’末端（複数可）
で延伸または短縮されることができる。したがって、プライマー対のプライマーの一方は
、他方のプライマーよりも長くすることができる。
【０１５３】
　プライマーは、融解温度に基づいて設計され得る。２５ｂｐより小さいプライマーの融
解温度を決定する式は、Ｗａｌｌａｃｅ則［Ｔｄ＝２ｘ（Ａ＋Ｔ）＋４ｘ（Ｇ＋Ｃ）］と
して知られている。ここで、Ｔｄは、５０％のオリゴヌクレオチド及びその完全なフィル
ター結合補体が二本鎖構造である特定の塩濃度での温度である。典型的には、Ｔｄは０．
９ＭのＮａＣｌ中で決定される。しかしながら、プライマー、例えば、その予測される二
次構造を設計するとき、他の考慮すべきこともまた関連する。プライマーの設計には、い
くつかのコンピュータプログラム及びオンラインサービスが利用可能である。
【０１５４】
　一実施形態では、プライマーのセットは、プライマーがＮＯＩ中に突然変異を含む標的
配列を特異的に増幅することができるが、参照ＮＯＩを含む標的配列を増幅することがで
きないように設計することができる。これは、例えば、突然変異（複数可）を含むＮＯＩ
（複数可）と同一の配列を含むようにフォワードプライマーを設計することによって達成
することができ、及び／または突然変異（複数可）を含むＮＯＩに相補的な１つ以上の配
列を含むようにリバースプライマーを設計することによって行うことができる。
【０１５５】
　他の実施形態では、プライマーのセットは、プライマーが参照ＮＯＩを含む標的配列を
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特異的に増幅することができるが、ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含む標的
配列を増幅することができないように設計することができる。これは、例えば、参照ＮＯ
Ｉと同一の配列を含むようにフォワードプライマーを設計すること、及び／または参照Ｎ
ＯＩに相補的な配列を含むリバースプライマーを設計することによって達成することがで
きる。
【０１５６】
　しかしながら、本発明の好ましい実施形態では、プライマーのセットは、ＮＯＩ（複数
可）中に突然変異（複数可）を含む標的配列及び参照ＮＯＩを含む標的配列の両方を増幅
することができる。
【０１５７】
　本発明の方法は、２つ以上のプライマーのセット、例えば、２つのプライマーのセット
、３つのプライマーのセットなど、例えば、２～１０個のプライマーのセットを有するＰ
ＣＲ増幅を含むことは注目に値する。これにより、各ＰＣＲ増幅は、異なる標的配列に隣
接するいくつかのプライマーセットを含み得る。これは、１回のＰＣＲ増幅の間に２つ以
上の異なる突然変異の検出を可能にする。
【０１５８】
ＰＣＲ産物（複数可）の検出
　本発明の方法は、対象のＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含む標的配列（複
数可）を含むＰＣＲ増幅産物（複数可）を検出する少なくとも２つの工程を含む。ＰＣＲ
増幅産物（複数可）は、任意の有用な手段によって検出され得る。
【０１５９】
　上記のように、該突然変異（複数可）は、１つまたは少数のヌクレオチド（複数可）か
ら多数のヌクレオチド（複数可）までに関与する、置換（複数可）、欠失（複数可）及び
／または挿入（複数可）であり得る。これにより、検出は、ＮＯＩによって特定される特
定の突然変異に適合させ得る。
【０１６０】
　いくつかの実施形態では、プライマーのセットは、プライマーが、ＮＯＩ（複数可）中
の突然変異（複数可）を含む標的配列を特異的に増幅することができるが、参照ＮＯＩを
含む標的配列を増幅することはできないように設計される。他の実施形態では、プライマ
ーのセットは、これらが特異的に参照ＮＯＩを含む標的配列を増幅することができるが、
ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含む標的配列を増幅することができないよう
に設計することができる。そのような実施形態では、検出は、単にＰＣＲ増幅産物の存在
または不在の検出に基づくことができる。これは、特に、突然変異がより多数のＮＯＩの
突然変異である、本発明の実施形態の場合であり得る。
【０１６１】
　好ましい実施形態では、ＰＣＲ増幅産物は、検出プローブ（複数可）の助けを借りて検
出される。これは、特に、突然変異（複数可）が、より少数のＮＯＩ（複数可）の突然変
異、例えば、１つ以上の点突然変異である場合であってもよい。
【０１６２】
　検出プローブは、突然変異を含むＮＯＩと同一の配列を含むオリゴヌクレオチドであり
得る。加えて、該プローブは、通常、ＮＯＩに隣接する標的配列の領域と同一の配列もま
た含む。同様に、検出プローブは、突然変異を含むＮＯＩに相補的な配列を含むオリゴヌ
クレオチドであってもよく、加えて、該プローブは、ＮＯＩに隣接する標的配列の領域に
相補的な配列もまた含んでもよい。ＮＯＩに隣接する該領域は、それぞれ、ＮＯＩ（複数
可）の即時に５’及び／または３’の配列（複数可）であってもよい。そのようなプロー
ブは、好ましくは、ＮＯＩ中に突然変異を含むＰＣＲ増幅産物にアニールするが、参照Ｎ
ＯＩを含むＰＣＲ増幅産物にはアニールしない。そのような検出プローブは、本明細書で
「突然変異体検出プローブ」としても称される。突然変異体検出プローブは、典型的には
１０～３０個の範囲のヌクレオチドを含む。特に、突然変異体検出プローブは、ＮＯＩ中
に突然変異を含む標的配列と同一または相補的な、１０～３０個のヌクレオチドの範囲の
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連続した配列を含み得る。
【０１６３】
　検出プローブはまた、参照ＮＯＩと同一の配列を含むオリゴヌクレオチドであってもよ
い。加えて、該プローブはまた、通常、ＮＯＩに隣接する標的配列の領域と同一の配列も
含む。同様に、検出プローブは、参照ＮＯＩに相補的な配列を含むオリゴヌクレオチドで
あってもよく、加えて、該プローブはまた、ＮＯＩに隣接する標的配列の領域に相補的な
配列も含んでもよい。そのようなプローブは、好ましくは、参照ＮＯＩを含むＰＣＲ増幅
産物にアニールするが、ＮＯＩ中に突然変異を含むこれらの増幅産物にはアニールしない
。そのような検出プローブは、本明細書で「参照検出プローブ」としてもまた呼称される
。参照検出プローブは、典型的には、１０～３０個の範囲のヌクレオチドを含む。特に、
参照検出プローブは、参照ＮＯＩを含む標的配列と同一であるかまたは相補的である１０
～３０個のヌクレオチドの範囲の連続した配列を含み得る。
【０１６４】
　いくつかの実施形態では、ＰＣＲ試薬は、突然変異体検出プローブ及び参照検出プロー
ブからなるプローブのセットを含む。「プローブのセット」は、好ましくは、標的配列、
ＰＣＲ試薬及びプライマーのセットを含む核酸とともにＰＣＲ増幅に添加されたとき、該
標的配列の増幅を可能にする条件下で、ＮＯＩ（複数可）における結合部位（複数可）を
競合することができる。上記のように、検出プローブは典型的にはオリゴヌクレオチドで
ある。特に、それらは、一本鎖ＤＮＡの短いヌクレオチドストレッチであり得る。検出プ
ローブは、限定されないが、レポーター、色素、放射性化合物、生物発光化合物、蛍光化
合物及びフルオロフォア／クエンチャー対を含む、検出可能な手段に関連していてもよく
、または共有結合でさえしていてもよい。
【０１６５】
　いくつかの実施形態では、検出プローブの最も５’側のヌクレオチドはＧではない。こ
れにより、突然変異検出プローブはオリゴヌクレオチドを含んでもよく、ここで、最も５
’側のヌクレオチドはＧではない。同様に、参照検出プローブはオリゴヌクレオチドを含
んでもよく、ここで、最も５’側のヌクレオチドはＧではない。
【０１６６】
　本発明の方法は、突然変異体検出プローブ及び参照検出プローブの両方の使用を含み得
る。このような場合、好ましくは、例えば、プローブのうちの１つが検出可能な手段に会
合しているか、または共有結合しており、一方、他方のプローブが会合または共有結合し
ないように、プローブは差次的に標識されている。両方のプローブが検出可能な手段と会
合しているか、または共有結合していてもよく、該検出可能な手段は異なる。
【０１６７】
　一実施形態では、参照検出プローブは、５’末端で、フルオロフォアで標識され、３’
末端にクエンチャーで標識される。該フルオロフォア及びクエンチャーは、例えば、それ
ぞれＨＥＸ及びＢｌａｃｋ－Ｈｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒであり得る。一実施形態では、
突然変異体検出プローブは、５’末端で、フルオロフォアで標識され、３’末端で、クエ
ンチャーで標識される。該フルオロフォア及びクエンチャーは、例えば、それぞれＦＡＭ
及びＢｌａｃｋ－Ｈｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒであり得る。
【０１６８】
　ＰＣＲ反応は、同様の量の突然変異体検出プローブ及び野生型検出プローブを含み得る
。しかしながら、いくつかの実施形態では、過剰の突然変異体検出プローブを用いること
が好ましい場合がある。これは、特に、スーパープールでのＰＣＲ増幅後のＰＣＲ産物（
複数可）を検出する場合であり得る。そのような場合、ＰＣＲは、参照検出プローブと比
較して少なくとも２倍、より好ましくは少なくとも４倍過剰の突然変異体検出プローブを
含み得る。
【０１６９】
　いくつかの実施形態では、検出プローブは、核酸ポリメラーゼの５’エキソヌクレアー
ゼ活性を利用するＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブ（Ｈｅｉｄら、１９９６）である。
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これが、ＰＣＲ試薬が好ましくは５’エキソヌクレアーゼ活性を有する核酸ポリメラーゼ
（例えば、Ｔａｑポリメラーゼ）を含む理由である。典型的には、ＴａｑＭａｎ（登録商
標）プローブは、上記のような突然変異体検出プローブ、または、上記のような、フルオ
ロフォア／クエンチャー対に共有結合した参照検出プローブのいずれかであり得る。これ
により、プローブは、通常、５’塩基またはその近くにフルオロフォアを含有し得る。加
えて、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブは、３’塩基またはその近くにあり得、該フル
オロフォアの蛍光を消光することができるクエンチャーを含み得る［Ｔｙａｇｉ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１６：４９－５３（１９９８）を
参照されたい］。照射されたとき、励起されたフルオロフォアは、蛍光［フォルスターま
たは蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）］ではなく、近くのクエンチャーにエネルギー
を伝達する。これにより、フルオロフォア及びクエンチャーのすぐ近くは、プローブが無
傷である間に任意の蛍光の放出を防ぐことができる。しかしながら、ＴａｑＭａｎ（登録
商標）プローブが標的配列の内部領域にアニールし、ポリメラーゼがＴａｑＭａｎ（登録
商標）プローブが結合した鋳型を複製するとき、その５’エキソヌクレアーゼ活性はプロ
ーブを切断することができる。この一連の事象は、消光（すなわち、ＦＲＥＴ無し）の機
能性を廃止し、フルオロフォアは、任意の有用な手段によって測定することができる蛍光
を放出し始める。
【０１７０】
　注目すべきことに、上記で強調したように、本発明には、２つ以上の異なる突然変異を
同定するために本方法が使用され得ることもまた含まれる。これは、上記のようなプライ
マーの複数のセットを使用することによって達成され得る。しかしながら、これは、いく
つかの異なる検出プローブを使用することによっても達成され得る。これにより、一実施
形態では、本方法は、標的配列中のＮＯＩ内の２つ以上の異なる突然変異を同定するため
に使用され得る。そのような実施形態では、ＰＣＲ試薬は、参照検出プローブ及びいくつ
かの突然変異検出プローブを含むことができ、ここで、各突然変異検出プローブは、突然
変異の１つと同一または相補的な配列を有するオリゴヌクレオチドを含む。好ましくは、
参照検出プローブ及び突然変異検出プローブは、異なる検出手段に結合される。全ての突
然変異検出プローブは、同じ検出手段、または同様の検出手段または異なる検出手段に結
合されてもよい。
【０１７１】
　場合によっては、検出プローブは分子ビーコン（ＭＢ）、すなわち、自己ハイブリッド
形成法が可能な相補配列（「ステム」としても称される）を含むプローブであり、「ヘア
ピンループ」構造をもたらす。ＭＢのループは、突然変異体または参照ＮＯＩ（複数可）
のいずれかであるＮＯＩ（複数可）に相補的な配列、または同一である配列を含有するこ
とができる。さらに、ＭＢは、典型的には、プローブがそれ自身にハイブリダイズしたと
き、それらが互いに近位になるように、ＭＢのいずれかの末端に位置するフルオロフォア
及びクエンチャーを含む。ＭＢは、上記のような突然変異体検出プローブであっても、ま
たはフルオロフォア／クエンチャー対及びＭＢの相補領域を提供するステム配列（複数可
）に共有結合した上記の参照検出プローブであってもよい。ＭＢを作成し使用する標準的
な方法に関するさらなる詳細は、文献中に十分に確立されており、ＭＢは、多数の市販試
薬源から入手可能である。
【０１７２】
　場合によっては、プライマー／プローブが使用され、場合によっては、プライマー／プ
ローブはＳｃｏｒｐｉｏｎｓ（商標）プローブであり、これは、プローブがフォワードプ
ライマーまたはリバースプライマーのいずれかとして機能する結合したセグメントを有す
ることを除いて、ＭＢに類似のＦＲＥＴベースのステムループ検出機構を提供することが
できる（Ｗｈｉｔｃｏｍｂｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１９
９９，Ａｕｇｕｓｔ　１７（８）：８０４－７；米国特許第６，３２６，１４５号を参照
されたい）。Ｓｃｏｒｐｉｏｎｓ（商標）プローブは、フルオロフォアが消光している非
ハイブリダイズ状態のステムループ構成を維持することができる。Ｓｃｏｒｐｉｏｎｓ（
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商標）プローブは、長い多成分構造、例えば、５’フルオロフォア、次いで、標的特異的
ステムループ部分、次いで、クエンチャー、次いで、ブロッカー［例えば、ヘキセレング
リコール（ＨＥＧ）］、及び最後に３’プライマー配列を有することができる。ブロッカ
ーは、プローブ上への産物の逆方向伸長を防ぐことができる。
【０１７３】
　場合によっては、プライマー／プローブは、増幅中に伸長されるヘアピンプローブに取
り付けられたプライマーを含むＳｕｎｒｉｓｅ（商標）プローブである。この配置は、内
部クエンチャーを５’末端フルオロフォアから分離することができる（Ｎａｚａｒｅｎｋ
ｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９９７，２５：２５１６－２５２
１）。
【０１７４】
　検出プローブは、任意の有用な長さ、例えば、長さが１０～６０個のヌクレオチドの範
囲とすることができる。オリゴヌクレオチドプローブはまた、１０～３０個ヌクレオチド
長の範囲とすることができる。オリゴヌクレオチドプローブの正確な配列及び長さは、そ
れが結合する標的ポリヌクレオチドの性質に部分的に依存することができる。結合位置及
び長さは、特定の状況に対して適切なアニーリング及び溶融特性を達成するように変更す
ることができる。例えば、検出プローブは、フォワードプライマー及び／またはリバース
プライマーと同じ範囲、例えば、±５℃以内などの±１０℃以内の融解温度を有するよう
に設計されてもよい。
【０１７５】
　検出プローブ（複数可）の３’末端ヌクレオチドは、核酸ポリメラーゼによってブロッ
クされるか、または伸長不能にされることができる。そのようなブロッキングは、フルオ
ロフォアまたはクエンチャーのいずれかを通してオリゴヌクレオチドプローブの末端３’
塩基に結合部分によって検出可能な手段を取り付けることによって都合よく実行すること
ができる。
【０１７６】
　以下に例示されるように、フルオロフォア－クエンチャー対を選択するための方法を含
む、有用なフルオロフォア－クエンチャー対を記載している文献には、実用的なガイダン
スが多数存在する。
－Ｃｌｅｇｇ，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．，２１１：３５３－３８８（１９９２）；Ｗ
ｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２１８：１－１３（１９９４）；Ｐｅ
ｓｃｅ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｉｔｏｒｓ，Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓ
ｃｏｐｙ（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７１）；Ｗｈｉｔｅ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ
　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７０）；な
ど；
－文献には、レポーター－クエンチャー対を選択するための、蛍光分子及び発色分子の網
羅的なリスト及びそれらに関連する光学的特性を提供する参考文献、例えば、Ｂｅｒｌｍ
ａｎ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ａ
ｒｏｍａｔｉｃ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７１）；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，Ｃｏｌｏｕｒ　ａｎｄ
　Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７６）；Ｂｉｓｈｏｐ，ｅｄｉｔｏｒ，Ｉ
ｎｄｉｃａｔｏｒｓ（Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，１９７２）；Ｈａ
ｕｇｌａｎｄ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎ
ｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅ
ｕｇｅｎｅ，１９９２）Ｐｒｉｎｇｓｈｅｉｍ，Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐ
ｈｏｓｐｈｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９４９）；などが挙げられる。
－さらに、以下の参考文献に例示されるように、オリゴヌクレオチドに添加することがで
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きる共通の反応基を介した共有結合のためのレポーター分子及びクエンチャー分子を誘導
体化するための文献には広範な指針がある。Ｈａｕｇｌａｎｄ（上記引用）；Ｕｌｌｍａ
ｎら、米国特許第３，９９６，３４５号；Ｋｈａｎｎａら、米国特許第４，３５１，７６
０号；などである。
【０１７７】
　フルオロフォア及びクエンチャーは、例えば、フルオレセイン及びローダミン染料から
選択することができる。これらの染料は、オリゴヌクレオチドへの結合のための適切な結
合方法と組み合わせて、多くの参考文献、例えば、Ｋｈａｎｎａら（上記引用）；Ｍａｒ
ｓｈａｌｌ，Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｊ．，７：２９９－３０３（１９７５）；Ｍ
ｅｎｃｈｅｎら、米国特許第５，１８８，９３４号；Ｍｅｎｃｈｅｎら、欧州特許出願第
８７３１０２５６．０号；及びＢｅｒｇｏｔら、国際出願ＰＣＴ／ＵＳ９０／０５５６５
に記載されている。後者の４つの文献は、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１７８】
　フルオロフォア／クエンチャー対は、例えば、５’末端にＥＤＡＮＳまたはフルオレセ
インなどのフルオロフォアを、例えば、３’末端にＤａｂｃｙｌなどのクエンチャーを使
用することができる。
【０１７９】
　ＰＣＲ増幅産物（複数可）の検出は、所与のｇＤＮＡ試料を含むＰＣＲ増幅で得られた
シグナルを、対照ＰＣＲ増幅で得られたシグナルと比較する工程を含み得る。本シグナル
は、典型的には、突然変異体検出プローブ及び／または野生型検出プローブに関連する検
出可能な手段に関連し得る。これにより、該プローブがフルオロフォアと会合している場
合、シグナルは蛍光であり得る。対照ＰＣＲ増幅は、同じ条件下で実施されるが、ｇＤＮ
Ａ試料を欠くＰＣＲ増幅であってもよく、すなわち、該対照ＰＣＲ増幅はｇＤＮＡ鋳型を
欠いてもよく、参照標的配列、例えば、野生型ｇＤＮＡのみを含む対照ＤＮＡのみを含有
してもよい。いくつかの実施形態では、対照ＰＣＲ増幅からのシグナルよりも強い任意の
シグナルは、陽性シグナル、すなわち、ＮＯＩ中に１つ以上の突然変異を含む標的配列の
存在を示すシグナルと考えられ得る。
【０１８０】
　一実施形態では、所定の閾値を上回る任意のシグナルは、陽性シグナルとみなされ得る
。閾値は、任意の有用な方法、典型的には適切なソフトウェア、例えば、Ｂｉｏｒａｄか
ら入手可能なＱＸ２００（商標）Ｄｒｏｐｌｅｔ　Ｒｅａｄｅｒ及びＱｕａｎｔａｓｏｆ
ｔ（商標）ソフトウェアを使用することによって決定することができる。
【０１８１】
　突然変異検出参照プローブを使用する本発明の実施形態では、突然変異検出プローブか
ら得られたシグナルと参照検出プローブのシグナルとの間の分画存在量を決定し、ＰＣＲ
産物の存在を評価するために使用することができる。分画存在量は、［（「突然変異体検
出プローブ」）のシグナル］を［（「参照検出プローブ」＋「突然変異体検出プローブ」
）のシグナル］で除算したものとして決定することができる。
【０１８２】
　試料は、例えば、対照ＰＣＲ増幅との比較において、
１）分画存在量の増加、及び／または；
２）突然変異体液滴の濃度の増加、及び／または；
３）平均よりも５０％以上のスケールで突然変異体イベントの数の増加
によって特徴付けられるならば、ＮＯＩ中に突然変異を含む標的ＤＮＡを含有すると仮定
され得る。
【０１８３】
　突然変異体液滴は、突然変異体検出プローブから陽性シグナルを与える液滴であり得る
。本明細書では、「突然変異事象」は突然変異体液滴の数に等しい。
【０１８４】
サブプールの二次サブプールへの分割
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　ＮＯＩ中に突然変異を保有する生物、またはその生殖部分を含むサブプールが一旦同定
されると、次いで、本発明の方法は、該サブプールを複数の二次サブプールに分割するス
テップを含む。
【０１８５】
　上記のように、サブプールの一部は、ｇＤＮＡ試料を調製するために使用されている可
能性がある。これにより、サブプールの残余部分のみが二次サブプールに分割するために
利用可能である。サブプールがいくつかの分画に分割され、二次サブプールを調製するた
めに１つの部分のみが使用されることもまた、本発明の範囲内に含まれる。
【０１８６】
　各二次サブプールは、ただ１つの生物またはその生殖部分（複数可）を含み得る。ある
いは、各二次サブプールは、複数の生物またはその生殖部分を含み得る。例えば、各二次
サブプールは、複数の遺伝子型を表す複数の生物またはその生殖部分を含み得る。
【０１８７】
　通常、サブプール、またはその分画は、複数の二次サブプール、好ましくは少なくとも
５個の二次サブプールに、より好ましくは少なくとも１０個の二次サブプールに、さらに
より好ましくは少なくとも３０個の二次サブプールに、さらにより好ましくは少なくとも
５０個の二次サブプールに、さらにより好ましくは少なくとも７０個の二次サブプールに
、さらにより好ましくは少なくとも９０個の二次サブプールに分割される。原則として、
二次サブプールの数に上限はない。
【０１８８】
　しかしながら、プールは、典型的には最大５０，０００個、最大２５，０００個など、
例えば、最大１０，０００個の二次サブプールに分割される。
【０１８９】
　各二次サブプールは、複数の遺伝子型を表す１つ以上の生物、またはその生殖部分を含
み得る。好ましくは、各二次サブプールは、１～１００個の範囲、好ましくは１～５０個
の範囲、さらにより好ましくは１～２０個の範囲で、異なる遺伝子型を有する生物、また
はその生殖部分を含む。
【０１９０】
　二次サブプールは、任意の望ましい方法で順序付けされてもよい。いくつかの実施形態
では、二次サブプールは、限られた数の生物またはその生殖部分のみを含む。
【０１９１】
　他の実施形態では、二次サブプールは、同じ遺伝子型の複数の生物を含む。これは、二
次サブプールを生殖工程にかけることによって確実にすることができる。また、生殖工程
は、単一の生物の子孫、またはその生殖部分が同じ二次サブプールに最後に行き着くこと
を可能にする方法で、サブプールを二次サブプールに分割する工程と同時に実施されるこ
とも可能である。
【０１９２】
　本発明の方法は、二次サブプールからの１つ以上のｇＤＮＡ試料（複数可）の調製を含
む。二次サブプールが各遺伝子型の１つまたは少数の生物、またはその生殖部分のみを含
む本発明の実施形態では、ｇＤＮＡ試料は、典型的には、例えば、上記の「ＤＮＡ試料の
調製」のセクションに記載されるように、各生物の、またはその生殖部分の試料から調製
される。
【０１９３】
　二次サブプールが、複数の各遺伝子型の個々の遺伝子型の生物、またはその生殖部分を
含む実施形態において、ｇＤＮＡ試料は、二次サブプールの一部分から調製され得る。
【０１９４】
　サブプールを二次サブプールに分割する方法の一例は図１Ｃに示され、ここで、該図の
第１の工程は、サブプールを分割すること、及びｇＤＮＡ試料を得ることを示している。
【０１９５】
　種が単細胞生物である本発明の実施形態では、二次サブプールは、例えば以下のように
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して調製されてもよい。
－ＮＯＩ中に突然変異を含むサブプールの同定後、該サブプールの各単細胞生物は、単細
胞生物のそれぞれがクローン性培養物を生じるように、別々の方法で繁殖させることがで
きる。これは、固体培地上の各クローンのコロニーを培養することによって、または液体
培地、例えば、マイクロチューブまたはマイクロタイタープレートのウェル中の別個の空
間で各クローンを培養することによって行うことができる。二次サブプールは、複数のク
ローンからの単細胞生物を組み合わせることによって形成され得る。
－単細胞生物は、対象のサブプールの同定直後に二次サブプールに分割さてもよく、各二
次サブプールは生殖が可能であってもよい。
【０１９６】
　一実施形態では、二次サブプールは、以下の
ｉ）ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含むサブプールを提供する工程と；
ｉｉ）クローン様式で該サブプールのいくつか、または全ての生物を繁殖させて、クロー
ン性培養物を得る工程と；
ｉｉｉ）複数の該クローン性培養物からの生物の分画を組み合わせて、二次サブプールを
得る工程と、によって調製される。
【０１９７】
　上記のように、ｇＤＮＡ試料は、サブプールの生物の一部から調製され得るが、サブプ
ールの残りの生物は保存され得る。生物が単細胞であるとき、該生物は保存のために凍結
され得る。そのような実施形態では、上記の工程ｉ）は、該生物の育成に適した温度での
培地中でのインキュベーションによって生物を蘇生させる工程を含み得る。好ましくは、
該蘇生工程は最小限の生殖のみを含む。
【０１９８】
　上述の工程ｉｉ）は、例えば、生物を固体培地上に、該培地上で互いに生物から空間的
に分離するために十分低い力価でプレーティングすることによって実施されてもよい。
【０１９９】
　上述の工程ｉｉｉ）は、１０～１０００個の範囲、好ましくは１０～５００個の範囲、
より好ましくは１０～１００個の範囲、例えば、３０～７０個の、個々のクローン性培養
物の分画を組み合わせることを含み得る。各二次サブプールの２つのコピーを得ることが
好ましい場合がある。これは、上記のように該分画を組み合わせ、次いで、各二次サブプ
ールを少なくとも２つの部分に分割することによって行うことができる。あるいは、各二
次サブプールの２つのコピーは、最初から、２つの異なる容器内の同じクローン性培養物
の分画を組み合わせることによって調製することができる。典型的には、サブプールの一
方の部分は、ｇＤＮＡ試料を調製するために使用され、他方は保存される（例えば、凍結
保護剤の存在下で凍結される）。ｇＤＮＡ試料の調製前及び／または保存前に、二次サブ
プールに生殖工程、例えば、生物の育成に有用な温度での培養培地中でのインキュベーシ
ョンにかけてもよい。
【０２００】
　種が植物である本発明の実施形態では、二次サブプールは、サブプール内の各種子の試
料を得て、所定数の種子からの試料を組み合わせることによって調製され得る。そのよう
な実施形態では、１つの二次サブプールの種子と該二次サブプールの試料を識別できるよ
うに、二次サブプールを順序付けることが重要である。これにより、本発明の一実施形態
では、本方法は、下記の工程を含む：
－植物の複数の種子、例えば、穀粒を含むサブプールを提供する工程であって、該サブプ
ールがＮＯＩ中に突然変異を含む、工程。
－該サブプールの種子を、それぞれが少なくとも１つの種子、例えば、１～１００個の種
子を含む二次サブプールに分割する工程。
－二次サブプールの各種子から試料を、これらを植物に成長させるために十分に無傷なま
まにする様式で取得し、各二次サブプールの全ての種子からの全ての試料を組み合わせる
工程。
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－該組み合わされた試料からｇＤＮＡ試料を調製する工程。
【０２０１】
　上記で概説した工程は、図２Ｄの上部に、穀粒を例として使用して図示されている。こ
れにより、本方法は、図２Ｄに示す工程を含み得る。また、図２Ｄに図示する工程は、任
意の顕花植物を使用して行うことができ、したがって、穀物に限定されない。さらに、図
２Ｄに図示する工程は、任意の数の変異植物を使用して実施することができる（図２Ｄに
提供された数字は、単に１つの例を表す）。
【０２０２】
　サブプールを二次サブプールに分割する方法の一例は、本明細書で以下のＷＳ４で記載
される。
【０２０３】
二次サブプールの同定
　発明の方法は、ＮＯＩ（複数可）中に１つ以上の突然変異（複数可）を含む、生物のサ
ブプールまたはその生殖部分を二次サブプールに分割し、続いて、ＮＯＩ（複数可）によ
って特定される突然変異（複数可）を含む生物、またはその生殖部分を含む二次サブプー
ルを同定する工程を含む。
【０２０４】
　該二次サブプールの同定は、
ａ）それぞれが１つの二次サブプール内の各遺伝子型からのｇＤＮＡを含む、ｇＤＮＡ試
料を調製する工程であって、これは、例えば、上記「ＤＮＡ試料の調製」のセクションに
おいて本明細書に記載されるように実施されてもよい、工程と；
ｂ）標的配列を増幅するために複数のＰＣＲ増幅を実施する工程と；
ｃ）ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含むＰＣＲ増幅産物（複数可）を検出し
、これにより、該二次サブプール（複数可）を同定する工程であって、これは、例えば、
以下の「ＰＣＲ増幅産物（複数可）の検出」のセクションにおいて本明細書に記載される
ように実施されてもよい、工程と、を含むことができる。
【０２０５】
　上記のＰＣＲ増幅は、標的配列の任意のＰＣＲ増幅であり得る。これにより、該ＰＣＲ
増幅は、従来のＰＣＲ増幅であってもよく、または、本明細書で上記に記載されるような
複数の区画化されたＰＣＲ増幅を含むＰＣＲ増幅であってもよい。
【０２０６】
　該ＰＣＲ増幅のそれぞれは、一般に、１つの二次サブプールのｇＤＮＡ試料、標的配列
に隣接するプライマーのセット、及びＰＣＲ試薬を含む。プライマーは、上記の「標的配
列に隣接するプライマー」のセクションにおいて本明細書に記載されるプライマーのいず
れかであってもよい。ＰＣＲ試薬は、上記の「ＰＣＲ試薬」のセクションにおいて本明細
書に記載されるＰＣＲ試薬のいずれかであってもよい。特に、ＰＣＲ試薬は、ヌクレオチ
ド及び核酸ポリメラーゼを含む。好ましくは、ＰＣＲ試薬はまた、上記の「ＰＣＲ産物（
複数可）の検出」のセクションにおいて本明細書に記載されるように、１つ以上の検出プ
ローブ、例えば、突然変異検出プローブ及び／または参照検出プローブも含む。
【０２０７】
　二次サブプールは、例えば、ＮＯＩ（複数可）中に突然変異を含むＰＣＲ増幅産物（複
数可）がＰＣＲ増幅のプロセスの後またはプロセス間に直接検出することができるならば
、直接的に同定され得る。これは、例えば、ＰＣＲ増幅産物（複数可）がＮＯＩ（複数可
）中に突然変異（複数可）を含む標的配列を含むならば、ＰＣＲ増幅が検出可能なシグナ
ルを生じる検出手段を含む場合に行われ得る。そのような検出手段は、本明細書で以上の
「ＰＣＲ増幅産物（複数可）の検出」のセクションでより詳細に記載されており、例えば
、突然変異検出のためのプローブを含み得る。
【０２０８】
　該突然変異（複数可）を含む二次サブプールを同定する方法の一例が図１Ｃの下部に図
示されており、以下の工程：
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－二次サブプールを提供する工程と；
－該二次サブプールの一部から試料を調製する工程と；
－該試料からｇＤＮＡ試料を調製する工程と；
－全ての二次サブプール、例えば、プレート、例えばマイクロタイタープレートにおける
個々のウェル中からの全ての個々のｇＤＮＡ試料でＰＣＲ増幅を準備する工程と；
－ＮＯＩ（複数可）中に突然変異を含む標的配列の存在を検出する工程と、を示している
。
【０２０９】
　二次サブプールの同定のための方法のより具体的な例を図２Ｄに示す。この例では、対
象の種は穀物植物である。図２Ｄに提供された特定の数字は単なる例であり、当業者であ
れば、本方法が別の数の穀粒を使用して実施できることを理解するであろう。
【０２１０】
　ＮＯＩ特異性突然変異（複数可）を含む二次サブプールの同定は、本明細書で以下のＷ
Ｓ４に概説されるように行うことができることは注目に値する。
【０２１１】
生物の同定
　一旦生物、またはその生殖部分を含む二次サブプールが同定されると、本方法は、ＮＯ
Ｉ（複数可）の突然変異（複数可）を含む生物の同定を含む。
【０２１２】
　これは、種及び二次サブプールに依存して、多くの方法で行うことができる。
【０２１３】
　二次サブプールが１つの生物、またはその生殖部分のみを含む本発明の実施形態では、
関連する二次サブプールが同定されるとすぐに、生物、またはその生殖部分（複数可）が
同定される。
【０２１４】
　二次サブプールが２つ以上の生物、またはその生殖部分（複数可）を含む本発明の実施
形態では、本方法は、典型的には、生物（複数可）を同定する工程を含む。それに先立っ
て、生物またはその生殖部位の同定と同時に、あるいはそれに続いて、ＮＯＩ（複数可）
の突然変異（複数可）を含む二次サブプールを生殖工程にかけてもよい。
【０２１５】
　種が単細胞生物である本発明の実施形態では、該生殖工程は、生物のクローン展開、例
えば、二次サブプールの生物のそれぞれを空間的に分離する様式でクローニングすること
によるものであり得る。これにより、本方法は、
ｉ）ＮＯＩ中に突然変異を含む二次サブプールを提供する工程と；
ｉｉ）該サブプールの生物の一部または全てをクローン様式で生殖する工程と；
ｉｉｉ）ＮＯＩ中に突然変異を含む生物を含むクローンを決定する工程と、含むことがで
きる。
【０２１６】
　上述の工程ｉｉ）は、例えば、固体培地上に生物を、該固体培地上の各生物を空間的に
分離するために十分低い力価でプレーティングすることによって実施されてもよい。
【０２１７】
　上記の工程ｉｉｉ）は、各クローンの分画からｇＤＮＡ試料を調製し、ＰＣＲ増幅、例
えば、本質的に上記「二次サブプールの同定」のセクションにおいて本明細書に記載され
るＰＣＲ増幅を行うことを含む。
【０２１８】
　種が植物であり、二次サブプールが該植物の種子を含む本発明の実施形態では、本方法
は、
Ａ．ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含む、生物、またはその生殖部位を含む
二次サブプールを同定する工程と；
Ｂ．該二次サブプール内の全ての種子を栽培して発芽させ、任意に各種子から植物を発育
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させる工程と；
Ｃ．各発芽した種子から試料を得る工程と；
Ｄ．ＮＯＩ（複数可）中の該突然変異（複数可）の存在について該試料を試験し、これに
よって、ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を保有する１つの植物を同定する工程
であって、該試験が、任意の方法、例えば、該試料からｇＤＮＡ試料を調製し、本明細書
で上記に記載されるようにＰＣＲ増幅を実施することによって実施されてもよい、工程と
、を含むことができる。
【０２１９】
　上記の工程Ｂ．では、該種子は、例えば、発芽され、根、茎及び葉を含む小植物に発達
させることが可能であり得る。そのような実施形態では、工程Ｃ．で得られた試料は、例
えば、該小植物の葉、根または第１の葉の部分などのその部分であり得る。試料が得られ
た後、発芽した種子または小植物は成熟するまで発育させることができる。植物が成熟す
るまで発育させることも本発明の範囲内に含まれるが、この場合、例えば、工程Ｃ．で得
られた試料は、葉、花、根、種子、茎またはそれらの一部であってもよい。
【０２２０】
　ＮＯＩ（複数可）中に１つ以上の突然変異を含む、単一の生物、またはその生殖部位の
同定に続いて、該生物、またはその生殖部分を、一般的には、突然変異を含む複数の生物
を得るために、１つ以上の生殖工程にかける。
【０２２１】
　同定された生物が問題の突然変異に関してヘテロ接合性である本発明の実施形態では、
本方法は、次いで、該生物を該突然変異に関してホモ接合性に育種する工程を含み得る。
【０２２２】
　ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含む生物の同定後、本発明の方法は、ＮＯ
Ｉ（複数可）中の突然変異（複数可）を保存する様式で該生物をさらに育種する工程を含
み得る。そのような育種は、ＮＯＩ（複数可）中の突然変異（複数可）によって付与され
た形質を同一種の他の生物の形質と組み合わせる目的で実施することができる。
【０２２３】
　本方法はまた、ＮＯＩ（複数可）中の突然変異（複数可）の存在を確認する追加の工程
も含んでもよい。例えば、標的配列、または標的配列を含む遺伝子は、その全体が配列決
定され得る。
【０２２４】
　スーパープール
　本発明の一実施形態では、本方法は、ＮＯＩ（複数可）において突然変異（複数可）を
含む、本明細書でスーパープールとも称されるサブプールの群を同定する工程を含む。こ
の方法において、非常に多数の可能性のある生物、またはその生殖部分を、ＮＯＩ（複数
可）における突然変異（複数可）の存在についてスクリーニングすることができる。該工
程は、好ましくは、プールをサブプールに分割し、ｇＤＮＡ試料をサブプールから調製し
た後に、例えば、本発明の方法の工程ｃ）の後に実施される。
【０２２５】
　したがって、本方法は、工程ｃ）の後に実施される以下の工程を含む：
－各サブプールからの各ｇＤＮＡ試料の分画を得る工程と、
－複数のサブプール分画をスーパープール中に組み合わせて、これにより、複数のサブプ
ールのｇＤＮＡを含むスーパープールのｇＤＮＡ試料を得る工程と、
－それぞれがスーパープールのｇＤＮＡ試料を含む複数のＰＣＲ増幅を実施して、これに
より標的配列を増幅する工程であって、各ＰＣＲ増幅が、それぞれが該ｇＤＮＡ試料の一
部、標的配列に隣接するプライマーのセット及びＰＣＲ試薬を含む複数の区画化ＰＣＲ増
幅を含み、該ＰＣＲが、例えば、以下の「スーパープールでのＰＣＲ増幅」のセクション
において本明細書に記載されるように実施することができる、工程と、
－ＮＯＩ（複数可）における突然変異（複数可）を含む標的配列（複数可）を含むＰＣＲ
増幅産物（複数可）を検出し、これにより、該突然変異（複数可）を含むスーパープール
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（複数可）を同定する工程であって、該検出の工程が、例えば、上記の「ＰＣＲ産物の検
出」のセクションにおいて本明細書に記載されるように実施することができる、工程と、
を含むことができる。
【０２２６】
　いくつかの実施形態では、スーパープールのｇＤＮＡ試料を富化することが好ましい場
合がある。これは、ＮＯＩ（複数可）において突然変異（複数可）を含む標的配列（複数
可）の特異的検出の助けとなることができる。富化の工程は、
－上記記載のように、複数のサブプールのｇＤＮＡを含むスーパープールのｇＤＮＡ試料
を提供する工程と、
－それぞれがスーパープールのｇＤＮＡ試料を含むＰＣＲ増幅を実施する工程であって、
各ＰＣＲ増幅が、標的配列に隣接するプライマーのセット、ブロッキングプローブ及びＰ
ＣＲ試薬を含む、工程と、を含むことができる。
【０２２７】
　富化の工程中に実施されるＰＣＲ増幅は、典型的には、従来のＰＣＲ増幅であり、例え
ば、以下の「ＰＣＲ」のセクションにおいて本明細書に記載されるように実施することが
できる。しばしば、このＰＣＲは、比較的少数のサイクル、例えば、１０～３０の範囲の
、例えば、１５～２５のＰＣＲサイクルの範囲を含む。
【０２２８】
　ブロッキングプローブは、典型的には、参照ＮＯＩを含む標的配列の増幅を阻害するよ
うに設計されたプローブである。したがって、ブロッキングプローブは、例えば、
・ＤＮＡポリメラーゼによって３’末端で伸長され得ない；
・ＮＯＩの所定の突然変異を含む標的配列よりも参照ＮＯＩを含む標的配列またはその相
補的配列に優先的に結合する、オリゴヌクレオチドであり得る。
【０２２９】
　ブロッキングプローブは、典型的には、１０～３０の範囲のヌクレオチドを含む。特に
、ブロッキングプローブは、参照ＮＯＩを含む標的配列に同一であるか、または相補的な
１０～３０の範囲のヌクレオチドの連続した配列を含むことができる。さらに、ブロッキ
ングプローブは、典型的には、ＤＮＡポリメラーゼによるプローブの伸長を阻害するブロ
ッキング剤に連結している。
【０２３０】
　該ブロッキング剤は、例えば、ブロッキングプローブの大部分の３’ヌクレオチドに共
有結合する部分であってもよい。実際には、大部分の３’修飾は、伸長を遮断するであろ
う。例えば、該ブロッキング剤は、２’、３’－ジデオキシＣスペーサ、３’ｄｄＣ及び
３’逆向きｄＴからなる群から選択することができる。ブロッキング剤はまた、末端３’
ヒドロキシル基の、例えばアミノ基（例えば、３’アミノ）またはアルキル、例えば３’
Ｃ３スペーサによる修飾であってもよい。ブロッキング剤はまた、３’ヌクレオチドのリ
ン酸化であってもよい。
【０２３１】
　一旦、スーパープールが、ＮＯＩ（複数可）中に１つ以上の突然変異を含むことを同定
したら、工程ｄ）及び相続の工程を実施することができる。しかしながら、工程ｄ）は、
スーパープール内に含まれるサブプールのｇＤＮＡ試料を用いてＰＣＲ増幅を準備するよ
うに制限され得る。
【０２３２】
　スーパープールの同定はまた、工程ｂ）のサブプールの準備の直後に実施されてもよい
。この場合、本方法は、工程ｂ）の後に、以下の：
－サブプールが、各遺伝子型のわずか数種の、例えば１種の生物のみ、またはその生殖部
分を含むならば、このときは、該サブプールが、複製の工程を受けてもよい工程と、
－サブプール内の各遺伝子型を代表する、各サブプールの分画を調製する工程であって、
サブプールの残りの部分もまた、サブプール内の各遺伝子型を代表する、工程と、
－複数の分画をスーパープールに組み合わせて、これにより、複数のサブプールからの生
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物、またはその生殖部分を含むスーパープールを得る工程であって、生物、またはその生
殖部分が、１つのスーパープール内にのみ存在する、工程と、
－それぞれがスーパープール内の各遺伝子型からのｇＤＮＡを含むｇＤＮＡ試料を調製す
る工程であって、これが、例えば、上記「ＤＮＡ試料の調製」のセクションにおいて本明
細書に記載されるように実施されてもよい、工程と；
－それぞれがスーパープールのｇＤＮＡ試料を含む複数のＰＣＲ増幅を実施して、これに
より標的配列を増幅する工程であって、各ＰＣＲ増幅が、それぞれが該ｇＤＮＡ試料の一
部、標的配列に隣接するプライマーのセット及びＰＣＲ試薬を含む複数の区画化ＰＣＲ増
幅を含み、該ＰＣＲが、例えば、以下の「スーパープールでのＰＣＲ増幅」のセクション
において本明細書に記載されるように実施されてもよい、工程と；
－ＮＯＩ（複数可）において突然変異（複数可）を含む標的配列（複数可）を含むＰＣＲ
増幅産物（複数可）を検出し、これにより、該突然変異（複数可）を含むスーパープール
（複数可）を同定する工程と、を含むことができる。
【０２３３】
　このような実施形態では、スーパープールのｇＤＮＡ試料が、該スーパープール内の各
遺伝子型の生物の複製のための潜在能力を維持する方法で調製されることは重要ではない
。これが実現されるのは、典型的には、各スーパープールが多数のサブプールからのＤＮ
Ａを含有し、各サブプールが、サブプール内の各遺伝子型を代表する生物（またはその生
殖部分）を含むためである。
【０２３４】
　一旦、スーパープールが、ＮＯＩ（複数可）中に突然変異（複数可）を含むことを同定
したら、次いで工程ｃ）及び後続の工程を実施することができる。しかしながら、工程ｃ
）は、スーパープール内に含まれるサブプールのｇＤＮＡ試料を調製するように制限され
得る。
【０２３５】
　任意の所望の数のスーパープール、例えば、５～１００の範囲、例えば５～５０の範囲
、例えば５～２０の範囲のスーパープールが調製されてもよい。
【０２３６】
　スーパープールを同定するための方法の一例を図１Ｄに示す。種が穀物である別の例を
図２Ｅに示す。図２Ｅに提供した数は例示にすぎないこと、及び本方法が別の数の穀粒な
どで実施されてもよいことなどが理解される。
【０２３７】
　スーパープールを調製しかつ同定する非限定的な例もまた、以下のＷＳ５で本明細書に
記載されている。
【０２３８】
スーパープールでのＰＣＲ増幅
　本発明の方法は、それぞれが、例えば上記セクションにおいて記載されるように調製さ
れた１つのスーパープールからのｇＤＮＡ試料を含む、複数のＰＣＲ増幅を実施し、これ
により、標的配列を増幅する工程を含み、各ＰＣＲ増幅は、それぞれが該ｇＤＮＡ試料の
一部、標的配列に隣接するプライマーのセット及びＰＣＲ試薬を含む、複数の区画化ＰＣ
Ｒ増幅を含む。
【０２３９】
　一般的に、該ＰＣＲは、上記「複数の区画化ＰＣＲ増幅を含むＰＣＲ増幅」のセクショ
ンにおいて本明細書に記載されるように実施することができるが、好ましくは、以下に記
載される例外を伴う。
－区画化ＰＣＲ増幅は、上記記載のように、液滴中に含まれ得る。スーパープールでのＰ
ＣＲ増幅については、高感度が重要であるが、一方サブプールでのＰＣＲ増幅はより低い
感度を必要とする。大量の試薬が、通常、高感度を用いるＰＣＲ増幅には必要とされるの
に対して、低感度を用いるＰＣＲ増幅は、より少量の試薬を必要とする。これにより、ス
ーパープールでのＰＣＲ増幅が、少なくとも２００，０００個内の、より好ましくは少な
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くとも２５０，０００個の参照ＮＯＩ内の１つまたは数個の突然変異体ＮＯＩ（複数可）
を検出するための感度を有することが好ましい。
－スーパープールでのＰＣＲ増幅については、各液滴が、非常に小さい容積、例えば、ｐ
Ｌサイズの容積を有することが好ましい場合がある。したがって、液滴が、平均で０．１
～１０ｐＬの範囲の容積を有することが好ましい。
－各ＰＣＲ増幅は、任意の好適な数の区画に区画化することができる。しかしながら、１
つの好ましい実施形態では、各ＰＣＲ増幅は、２００，０００～１００，０００，０００
個の範囲の区画（例えば、液滴）に区画化される。例えば、各ＰＣＲ増幅は、５００，０
００～５０，０００，０００個の範囲の区画（例えば、液滴）に区画化されてもよく、例
えば、各ＰＣＲ増幅は、１，０００，０００～１０，０００，０００個の範囲の区画（例
えば、液滴）に区画化されてもよい。各ＰＣＲ増幅が、少なくとも１，０００，０００個
、好ましくは、少なくとも３，０００，０００個、さらにより好ましくは、少なくとも５
，０００，０００個、例えば少なくとも７，０００，０００個の区画（例えば、液滴）に
区画化されることが好ましい場合がある。
－場合によっては、液滴は、ＰＣＲ増幅産物（複数可）を検出するために使用することも
できるシステムである、Ｒａｉｎｄａｎｃｅ　ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓからのＲａｉｎ
Ｄｒｏｐ　Ｄｉｇｉｔａｌ　ＰＣＲシステムなどの市販の液滴発生器を用いて生成される
。
【０２４０】
　一旦区画化ＰＣＲ反応を準備したら、増幅を、以下の「ＰＣＲ」のセクションにおいて
本明細書に記載されるように実施することができる。突然変異体ＮＯＩ（複数可）を含む
標的配列の存在の検出は、上記「ＰＣＲ産物（複数可）の検出」のセクションにおいて本
明細書に記載されるように実施することができる。
【０２４１】
　一実施形態では、「ＰＣＲ産物（複数可）の検出」のセクションにおいて本質的に記載
される参照検出プローブ及び突然変異体検出プローブを用いて、検出が実施されることが
好ましい場合があり、ここでは、過剰の突然変異体検出プローブが使用される。好ましく
は、ＰＣＲ反応は、参照検出プローブと比べて、少なくとも２倍、より好ましくは、少な
くとも４倍過剰の突然変異体検出プローブを含む。参照検出プローブが使用されず、突然
変異体検出プローブのみが使用されることも可能である。
【０２４２】
ＰＣＲ
　本明細書に記載の方法は、区画化ＰＣＲ増幅を含むＰＣＲ増幅、例えば、「複数の区画
化ＰＣＲ増幅を含むＰＣＲ増幅」のセクションにおいて、または「スーパープールでのＰ
ＣＲ増幅」のセクションにおいて記載されるＰＣＲ増幅を実施する多段階の工程を含む。
【０２４３】
　一般的には、本明細書において、ＰＣＲ増幅は、
１）ｇＤＮＡ試料、標的配列に隣接するプライマーのセット、及びＰＣＲ試薬を含むＰＣ
Ｒ増幅を準備する工程と；
２）ＰＣＲ増幅を実施する工程であって、通常、
－ＰＣＲ増幅を変性温度で、例えば８５～１００℃の範囲で、例えば、９０～９８℃の範
囲で、二本鎖ＤＮＡを変性させるのに十分な時間、例えば、１５～３０分の範囲にわたっ
て、例えば、３０秒～５分の範囲でインキュベートする、工程；
－複数のサイクル、例えば、１０～６０サイクルの範囲、例えば２０～４０サイクルの範
囲を実施する工程であって、下記の工程：
－プライマーと標的ＤＮＡとの間のアニーリングを可能にするための、例えば１５秒～２
分の範囲の、例えば３０秒～１分の範囲のアニーリング温度でのインキュベーション（通
常、アニ―リング温度は、プライマーの融解温度と同様であるか、またはこれよりも低く
、例えば、４５～７５℃の範囲の温度であろう。アニーリング温度でのインキュベーショ
ンは、プライマーの伸長を可能にする）と；
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－任意に、核酸ポリメラーゼが活性を有する伸長温度で、例えば、５５～７５℃の範囲の
温度で、１５秒～２分の範囲、例えば３０秒～１分の範囲でのインキュベーションと；
－変性温度での、例えば８５～１００℃の範囲の、または９０～９８℃の範囲の温度での
、１５秒～２分の範囲の、例えば３０秒～１分の範囲でのインキュベーションと；
－ＤＮＡポリメラーゼの伸長温度、例えば、５５～９８℃の範囲での、例えば１５秒～２
０分の範囲の、例えば１～１５分の範囲でのインキュベーションと、を含む、工程、を含
む、工程と、を含む。
【０２４４】
　増幅の工程の前に、例えば、先のリストの工程２）の前に、区画化ＰＣＲ増幅を得るた
めに、ＰＣＲは、複数の空間的に分離された区画に区分化されてもよい。これは、例えば
、液滴を生成することによって、例えば、液滴生成油を添加して、液滴発生器で液滴を調
製することによって達成することができる。
【０２４５】
ＧＳ１－３遺伝子中に突然変異を保有するオオムギ植物
　一実施形態では、本発明は、グルタミンシンセターゼ１をコードする遺伝子、特にアイ
ソフォーム３（ＧＳ１－３）中に突然変異を保有するオオムギ植物に関する。該遺伝子は
また、ＨｖＧＳ１－３遺伝子と称されてもよく、そのタンパク質コード配列は、本明細書
では配列番号１として提供されており、一方コードされたＨｖＧＳ１－３酵素のアミノ酸
配列は、配列番号２として提供されている。
【０２４６】
　好ましくは、該突然変異は、該遺伝子中に、減少した活性を有する突然変異ＨｖＧＳ１
－３酵素をコードする配列を付与する突然変異である。ＨｖＧＳ１－３の活性は、下記の
うちの１つ以上である：
ｉ　アンモニウムの縮合を触媒することと；
ｉｉ　アンモニア及びグルタミン酸のグルタミンへの縮合を触媒することと；
ｉｉｉ　グルタミン酸、ヒドロキシルアミン、及びＡＴＰからのグルタミルヒドロキサメ
ートの合成を触媒すること。
【０２４７】
　特に、ＨｖＧＳ１－３の活性は、ｉｉｉにおいて記載されるようなものである。ここで
は、この活性は、例えば、以下の「組換えＨｖＧＳ１－３のインビトロ活性アッセイ」の
セクションにおいて実施例１９に記載されるように決定することができる。
【０２４８】
　突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質が、野生型タンパク質の活性よりも低い活性を有す
ることが好ましい。しかしながら、この酵素は、好ましくは少なくともいくつかの活性を
保持せねばならない。特に、該突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質は、実施例１９の凡例
で記載されるように決定されるとき、野生型ＨｖＧＳ１－３タンパク質のｋｃａｔ（分－

１）の１～２０％の範囲、例えば２～１０％の範囲のｋｃａｔ（分－１）を有し得る。
【０２４９】
　野生型ＨｖＧＳ１－３酵素は、５つのサブユニットから構成される２つの環からなる十
量体であると考えられている。一実施形態では、突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質は、
２つの環の間の中間相に沿って並ぶアミノ酸残基中に突然変異を含有する。特に、この突
然変異は、配列番号２のアミノ酸残基１４１、２３５、２８５、２８７及び２９０からな
る群から選択されるアミノ酸残基中の突然変異であり得る。
【０２５０】
　このように、オオムギ植物は、ＨｖＧＳ１－３をコードする遺伝子中に突然変異を含む
ことができ、該遺伝子は、前述のアミノ酸残基のうちの１つの突然変異を保有する突然変
異ＨｖＧＳ１－３タンパク質をコードする。
【０２５１】
　特に、突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質は、配列番号２の２８７番のアミノ酸残基中
に突然変異、例えば、Ｇｌｙから任意の他の天然に存在するアミノ酸残基などの任意の他
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のアミノ酸残基への突然変異を有するタンパク質であり得る。この突然変異はまた、配列
番号２のアミノ酸残基２８７の突然変異、すなわち、Ｇｌｙから極性または荷電アミノ酸
残基への、例えば、Ａｒｇ、Ｌｙｓ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ａｓｎ、Ｈｉｓ、Ｓｅｒ
、Ｔｈｒ、Ｔｙｒ、Ｃｙｓ、Ｍｅｔ及びＴｒｐからなる群から選択されるアミノ酸残基へ
の突然変異、または、例えば、Ａｒｇ、Ｌｙｓ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｔｙｒ、Ｐｈｅ、Ｍｅ
ｔ及びＴｒｐからなる群から選択されるアミノ酸残基への突然変異であってもよい。この
突然変異はまた、Ｇｌｙから荷電残基への、例えば、Ａｒｇ、Ｌｙｓ、Ａｓｐ及びＧｌｕ
からなる群から選択されるアミノ酸残基への、配列番号２のアミノ酸残基２８７の突然変
異であってもよい。特に、この突然変異はまた、ＧｌｙからＡｓｐへの、配列番号２のア
ミノ酸残基２８７の突然変異であってもよい。
【０２５２】
　したがって、ＨｖＧＳ１－３遺伝子中の突然変異は、前述の突然変異のうちの１つ以上
をコードするＨｖＧＳ１－３遺伝子をもたらす任意の突然変異であってもよい。一実施形
態では、遺伝子突然変異は、前述のアミノ酸残基のうちの１つをコードするコドンを得る
ために、ヌクレオチド８５９、８６０及び８６１のうちの１つ以上の突然変異であっても
よい。一例では、この突然変異は、ＧからＡへのヌクレオチド８６０の遺伝子突然変異で
ある。
【０２５３】
　一実施形態では、突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質は、配列番号２のアミノ酸残基２
３５番中に突然変異、例えば、Ａｓｐから任意の他のアミノ酸残基への突然変異を保有す
るタンパク質であってもよい。この突然変異はまた、Ａｓｐから正荷電残基への、例えば
、Ａｒｇ及びＬｙｓからなる群から選択されるアミノ酸残基への、配列番号２のアミノ酸
残基２３５の突然変異であってもよい。したがって、ＨｖＧＳ１－３遺伝子における突然
変異は、前述の突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質のいずれかをコードするＨｖＧＳ１－
３遺伝子をもたらす任意の突然変異であってもよい。
【０２５４】
　一実施形態では、突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質は、配列番号２のアミノ酸残基２
８５中に突然変異、例えば、Ｇｌｙから任意の他の天然に存在するアミノ酸などの任意の
他のアミノ酸への突然変異を保有するタンパク質であってもよい。この突然変異はまた、
Ｇｌｙから極性または荷電アミノ酸、例えば、Ａｒｇ、Ｌｙｓ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
、Ａｓｎ、Ｈｉｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｙｒ、Ｃｙｓ、Ｍｅｔ及びＴｒｐからなる群から
選択されるアミノ酸残基への、配列番号２のアミノ酸２８５の突然変異であってもよい。
したがって、ＨｖＧＳ１－３遺伝子における突然変異は、前述の突然変異ＨｖＧＳ１－３
タンパク質をコードするＨｖＧＳ１－３遺伝子をもたらす任意の突然変異であってもよい
。
【０２５５】
　一実施形態では、突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質は、配列番号２のアミノ酸残基２
９０中に突然変異、例えば、Ａｒｇから任意の他のアミノ酸残基への突然変異を保有する
タンパク質であってもよい。この突然変異はまた、Ａｒｇから負荷電アミノ酸残基への、
例えば、Ａｓｐ及びＧｌｕからなる群から選択されるアミノ酸への、配列番号２のアミノ
酸残基２９０の突然変異であってもよい。したがって、ＨｖＧＳ１－３遺伝子における突
然変異は、前述の突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質をコードするＨｖＧＳ１－３遺伝子
をもたらす任意の突然変異であってもよい。
【０２５６】
　一実施形態では、突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質は、配列番号２のアミノ酸残基１
４１中に突然変異、例えば、Ｔｒｐから任意の他のアミノ酸残基への突然変異を保有する
タンパク質であってもよい。この突然変異はまた、ＴｒｐからＴｙｒまたはＴｒｐ以外の
任意の他の天然に存在するアミノ酸への、配列番号２のアミノ酸残基１４１の突然変異で
あってもよい。したがって、ＨｖＧＳ１－３遺伝子における突然変異は、前述の突然変異
ＨｖＧＳ１－３タンパク質のいずれかをコードするＨｖＧＳ１－３遺伝子をもたらす任意
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の突然変異であってもよい。
【０２５７】
　本出願はまた、以下の実施形態に関する。
【０２５８】
　１．ＨｖＧＳ１－３をコードする遺伝子中に突然変異を有するオオムギ植物であって、
前記突然変異遺伝子が、低減した酵素活性を有する突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質を
コードする、前記オオムギ植物。
【０２５９】
　２．前記突然変異ＨｖＧＳ１－３タンパク質が、野生型ＨｖＧＳ１－３のｋｃａｔの１
～２０％の範囲の、グルタミン酸、ヒドロキシルアミン及びＡＴＰからのグルタミルヒド
ロキサメートの合成に関するｋｃａｔ値を有する、実施形態１に記載のオオムギ植物。
【０２６０】
　３．ＨｖＧＳ１－３型が、配列番号２のアミノ酸残基２８７における突然変異を保有す
る、実施形態１～２のいずれか１つに記載のオオムギ植物。
【０２６１】
　４．実施形態１～３のいずれか１つに記載のオオムギ植物から調製される、麦芽。
【０２６２】
　５．実施形態１～３のいずれか１つに記載のオオムギ植物から調製される、飲料。
【０２６３】
　６．飲料の製造方法であって、前記方法が、
ｉ．実施形態１～３のいずれか１つに記載のオオムギ植物の穀粒を提供する工程と、
ｉｉ．任意に、前記穀粒の少なくとも一部を麦芽製造し、これにより麦芽を得る工程と、
ｉｉｉ．前記オオムギ及び／または前記オオムギ麦芽の抽出物を調製する工程と、
ｉｖ．前記抽出物を飲料に加工する工程と、を含む、前記方法。
【０２６４】
　７．前記飲料がビールである、実施形態６に記載の方法。
【０２６５】
ＧＡＳＲ７遺伝子中に突然変異を保有するコムギ植物
　一実施形態では、本発明は、Ａゲノム上のＧＡＳＲ７をコードする遺伝子中に突然変異
を保有するコムギ植物に関する。該遺伝子はまたＴａＧＡＳＲ７－Ａ１とも称され、この
配列は、番号ＮＣＢＩ：ＫＪ００００５２でＧｅｎＢａｎｋにおいて入手可能であり、コ
ード配列は、本明細書で配列番号２５として提供されている。ＧＡＳＲ７のアミノ酸配列
は、配列番号８として提供されている。
【０２６６】
　好ましくは、該突然変異は、該遺伝子中に、低減した活性を有する突然変異ＧＡＳＲ７
酵素をコードする配列を付与する突然変異である。より好ましくは、この突然変異は、Ｇ
ＡＳＲ７機能の全損失に至る突然変異である。ＧＡＳＲ７機能の全損失は、例えば、ＧＡ
ＳＲ７ポリペプチドの不在であり得る。ＧＡＳＲ７機能の損失はまた、増加した穀粒長さ
につながり得る。
【０２６７】
　特に、この突然変異が、ＧＡＳＲ７の短縮型をコードするＧＡＳＲ７遺伝子につながる
突然変異であることが好ましく、ＧＡＳＲ７の該短縮型は、最大で９１個のアミノ酸、例
えば、配列番号８の最大９１個の連続アミノ酸を含む。例えば、コムギ植物は、未成熟終
止コドンに至るＧＡＳＲ７遺伝子中の突然変異、例えば、Ｔｒｐをコードするコドンにお
ける終止コドンの形成をもたらす突然変異を含んでもよい。一実施形態では、コムギ植物
は、配列番号２５のコドン９１（ヌクレオチド２７１～２７３）における、またはより５
’に位置付けられた任意のコドンにおける未成熟終止コドンにつながるＧＡＳＲ７遺伝子
中の突然変異を含んでもよい。
【０２６８】
　一実施形態では、コムギ植物は、配列番号８のアミノ酸残基９１番をコードする位置で
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の未成熟終止コドンにつながるＧＡＳＲ７遺伝子中の突然変異を含んでもよい。
【０２６９】
　本出願はまた、以下の実施形態に関する。
【０２７０】
　８．ＧＡＳＲ７をコードする遺伝子中に突然変異を保有する、コムギ植物。
【０２７１】
　９．前記コムギ植物が、未成熟終止コドンにつながるＧＡＳＲ７をコードする遺伝子中
に突然変異を保有する、実施形態８に記載のコムギ植物。
【０２７２】
植物性産物及びその産生方法
　一実施形態では、本発明は、ＨｖＧＳ１－遺伝子中に突然変異を保有するオオムギ植物
、例えば、上記「ＧＳ１－３遺伝子中に突然変異を保有するオオムギ植物」のセクション
において本明細書に記載のオオムギ植物のいずれかの植物性産物に関する。植物性産物は
、植物それ自体またはその一部であってもよい。例えば、植物性産物は、オオムギ穀粒で
あってもよい。
【０２７３】
　一実施形態では、植物性産物は、麦芽組成物である。麦芽組成物は、麦芽化オオムギ植
物またはその一部を含むか、またはそれらからなることができ、例えば、麦芽化オオムギ
穀粒、すなわち、ＨｖＧＳ１－３遺伝子中に突然変異を保有するオオムギ植物、例えば、
上記「ＧＳ１－３遺伝子中に突然変異を保有するオオムギ植物」のセクションにおいて本
明細書に記載のオオムギ植物のいずれかからのオオムギ穀粒からなることができる。
【０２７４】
　麦芽化オオムギ穀粒は、発芽の工程にかけられ、続いて乾燥の工程にかけられたオオム
ギ穀粒である。麦芽組成物は、加工麦芽を含むか、またはこれからなることができ、例え
ば、これは、「粉砕麦芽」または「細粉」であってもよい。したがって、該麦芽組成物は
、
－穀物粒、例えば、オオムギ穀粒を浸漬する工程と、
－穀物粒を発芽させる工程と、
－該発芽させた穀物粒を、例えば、高温でキルン乾燥することによって、乾燥させる工程
と、を含む方法によって調製することができる。
【０２７５】
　本発明はまた、ＨｖＧＳ１－３遺伝子中に突然変異を保有するオオムギ植物、例えば、
上記「ＧＳ１－３遺伝子中に突然変異を保有するオオムギ植物」のセクションにおいて本
明細書に記載のオオムギ植物のいずれか１つから調製される麦汁に関する。麦汁は、例え
ば、麦芽、麦芽化していないオオムギ穀粒及び／または副原料をマッシュすることによっ
て調製され得る水性オオムギ抽出物である。「副原料」は、例えば、穀物（例えば、オオ
ムギ、小麦、トウモロコシ、またはコメ）が挙げられるが、これらに限定されない麦芽以
外の任意の炭水化物源（全粒、またはひき割り、シロップまたはデンプンのような加工製
品のいずれかとして）を含むと理解される。前述の副原料の全ては、主として、抽出物の
追加の供給源として使用されてもよい（シロップは、通常、マッシング後に投入される）
。マッシングの前に、麦芽は、通常、粉砕される。大きな断片、例えば全粒である副原料
もまた、通常、粉砕される。
【０２７６】
　麦芽化されていないオオムギ穀粒は、麦汁産生に有益な酵素、例えば細胞壁分解するか
、またはデンプンを糖に脱重合することができる酵素を欠如するか、またはほんの限られ
た量のみのその酵素を含有する。したがって、麦芽化されていないオオムギがマッシング
に使用される本発明の実施形態では、１つ以上の好適な、外部醸造酵素がマッシュに添加
されることが好ましい。さらに、穀物麦芽が麦汁産生に使用される本発明の実施形態では
、外部酵素が、マッシング中に添加されてもよい。好適な酵素は、リパーゼ、デンプン分
解酵素（例えば、アミラーゼ）、グルカナーゼ［好ましくは、（１－４）－及び／または
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（１－３，１－４）－β－グルカナーゼ］、及び／またはキシラナーゼ（アラビノキシラ
ナーゼなど）、及び／またはプロテアーゼ、または前述の酵素のうちの１つ以上を含む酵
素混合物、例えば、Ｃｅｒｅｆｌｏ、ＵｌｔｒａｆｌｏまたはＯｎｄｅａ　Ｐｒｏ（Ｎｏ
ｖｏｚｙｍｅｓ）であってもよい。
【０２７７】
　マッシングは、通常、該粉砕麦芽及び／またはオオムギ穀粒、及び任意に副原料を、水
と共に、所定の高温でインキュベートすることによって実施される。通常、マッシングは
、４０～８０℃の範囲の温度で実施される。インキュベーション温度は、一般には、一定
に保たれる（等温マッシング）か、または徐々に上昇されるかのいずれかである。これは
、例えば、逐次的方法で実行されてもよい。糊化温度が、通常の麦芽の糖化で通常観察さ
れるよりも高い場合には、このときは、デンプンは、マッシュへの添加前に、糊化かつ液
化され得る。いずれの場合にも、麦芽／オオムギ／副原料中の可溶性物質は、該液体分画
中に遊離する。その後の濾過は、麦汁と残留固形物粒子との分離を付与し、後者はまた「
ビール粕」と表示される。このようにして得られた麦汁はまた、「第一麦汁」と表示する
ことができる。水などの追加の液体が、「スパージングと示される」プロセス中にビール
粕に添加されてもよい。スパージング及び濾過の後に、「第二麦汁」が得られてもよい。
さらなる麦汁が、この手順を繰り返すことによって調製されてもよい。麦汁の調製のため
に好適な手順の非限定的な例は、Ｂｒｉｇｇｓら（上記）及びＨｏｕｇｈら（上記）によ
って記載されている。
【０２７８】
　マッシング及び／またはスパージング後に、麦汁は、煮沸の工程（任意に追加の成分、
例えば、ホップの存在下で）にかけられ、煮沸麦汁を得ることができる。
【０２７９】
　本発明による麦汁は、第一麦汁、第二麦汁、さらなる麦汁または前述の組み合わせ、な
らびに前述のいずれかの煮沸変形型であり得る。
【０２８０】
　本発明の１つの好ましい実施形態では、植物性産物は、ＨｖＧＳ１－３をコードする遺
伝子中に突然変異を保有するオオムギ植物から調製される飲料、例えば、アルコール性オ
オムギ系飲料及び非アルコール性オオムギ系飲料などのオオムギ系飲料である。アルコー
ル性穀物系飲料は、例えば、ビールまたは蒸留アルコールであってもよい。
【０２８１】
　該ビールは、任意の種類のビール、例えばラガーまたはエールであってもよい。したが
って、ビールは、例えば、アルトビール、アンバー・エール、バーレーワイン、ベルリー
ナー・ヴァイセ、ビエール・ド・ギャルド、ビター、ブロンド・エール、ボック、ブラウ
ン・エール、カルフォルニア・コモン、クリーム・エール、ドルトムンダー・エキスポー
ト、ドッペルボック、デュンケル、デュンケルヴァイツェン、アイスボック、フルーツラ
ンビック、ゴールデン・エール、ゴーゼ、グーズ、ヘーフェヴァイツェン、ヘレス、イン
ディア・ペールエール、ケルシュ、ランビック、ライト・エール、マイボック、モルト・
リカー、マイルド、メルツェンビア、オールド・エール、オード・ブライン、ペール・エ
ール、ピルスナー、ポーター、レッド・エール、ロッゲンビアー、セゾン、スコッチ・エ
ール、スチームビール、スタウト、シュヴァルツビール、ラガー、ヴィットビール、ヴァ
イスビア、及びヴァイツェンボックからなる群から選択されてもよい。
【０２８２】
　該蒸留アルコールは、任意の種類の蒸留アルコールであってもよい。特に、蒸留アルコ
ールは、ＨｖＧＳ１－３遺伝子中に突然変異を保有するオオムギ植物、例えばオオムギ麦
芽などの麦芽化穀物に基づくことができる。このような蒸留アルコールの非限定的な例と
しては、ウィスキー及びウォッカが挙げられる。
【０２８３】
　飲料は、非アルコール性オオムギ系飲料などの非アルコール性飲料、例えば、ノンアル
コールビールまたは非アルコール性麦芽飲料、例えばマルチナであってもよい。
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【０２８４】
　これらの飲料は、例えば、以下で本明細書に記載される方法のいずれかによって調製さ
れてもよい。
【０２８５】
飲料の製造方法
　一実施形態では、本発明は、飲料の製造方法に関する。このような方法は、
－ＨｖＧＳ１－３遺伝子中に突然変異、例えば、上記「ＧＳ１－３遺伝子中に突然変異を
保有するオオムギ植物」のセクションにおいて本明細書で記載された突然変異のいずれか
を保有するオオムギ植物を提供する工程と；
－該植物またはその部分の水性抽出物を調製する工程と；
－任意に、該水性抽出物を飲料にさらに加工する工程と、を含むことができる。
【０２８６】
　したがって、本発明は、一実施形態において、飲料を製造するための方法を提供し、該
方法は、
ａ）ＨｖＧＳ１－３をコードする遺伝子中に突然変異、例えば、上記「ＧＳ１－３遺伝子
中に突然変異を保有するオオムギ植物」のセクションにおいて本明細書で記載された突然
変異のいずれかを保有するオオムギ植物の穀粒を提供する工程と、
ｂ）任意に、該穀粒の少なくとも一部の麦芽組成物を調製して、これにより麦芽組成物を
得る工程と；
ｃ）該オオムギ及び／または麦芽組成物の水性抽出物を調製する工程と；
ｄ）該抽出物を飲料に加工する工程と、を含む。
【０２８７】
　工程ｂ）は、上記「植物性産物及びその製造方法」のセクションにおいて本明細書で記
載されるように実施することができる。そして工程ｃ）は、例えば、麦汁を調製する工程
であってもよく、すなわち、水性抽出物は麦汁であってもよい。該麦汁は、上記「植物性
産物及びその製造方法」のセクションにおいて本明細書で記載された麦汁のいずれかであ
ってもよく、これはまた、そのセクションで記載されたように調製され得る。
【０２８８】
　工程ｄ）は、該水性抽出物を発酵させる工程、例えば、該麦汁を酵母で発酵させる工程
を含んでもよい。工程ｄ）は、
ｄ－ｉ）抽出物を加熱する（例えば、追加の成分（複数可）、例えばホップの存在下で）
工程と；
ｄ－ｉｉ）加熱した抽出物、または加熱した麦汁を、酵母の存在下で発酵させる工程と；
ｄ－ｉｉｉ）任意に、１つ以上の追加の成分（複数可）を添加し、これによりビールを製
造する工程と、を含むことができる。
【０２８９】
　該追加の成分は、例えば、ＣＯ２または芳香化合物であってもよい。
【０２９０】
　ビールを製造するための方法は、当該技術分野において周知であり、したがって、飲料
を製造するための方法は、本発明のオオムギ植物を出発物質として使用することを伴うビ
ールを製造するための任意の従来の方法であり得る。例えば、麦芽製造及び醸造に好適な
方法の例の詳細な説明は、例えば、Ｂｒｉｇｇｓら（１９８１）及びＨｏｕｇｈら（１９
８２）による刊行物で見出すことができる。オオムギ、麦芽及びビール製品の解析のため
の多数の随時更新される方法は、例えば、限定されないが、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ａｓｓｏ
ｃｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｒｅａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｓ（１９９５）、Ａｍｅｒｉｃａ
ｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ｂｒｅｗｉｎｇ　Ｃｈｅｍｉｓｔｓ（１９９２）、Ｅｕｒｏ
ｐｅａｎ　Ｂｒｅｗｅｒｙ　Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎ（１９９８）、及びＩｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ　ｏｆ　Ｂｒｅｗｉｎｇ（１９９７）で利用可能である。多くの特定の手順は、地元の
消費者の好みに関連する最も重要な変更を伴って、所定の醸造所のために使用されること
が理解される。いかなるこのようなビール製造方法も本発明で使用してもよい。
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【０２９１】
　本出願はまた、以下の実施形態に関する。
【０２９２】
　１０．ｆｄｃ１活性の機能の全損をもたらす、ＦＤＣ１遺伝子中に突然変異を保有する
酵母であって、前記突然変異が、Ｔｒｐをコードするコドンにおける終止コドンの形成を
もたらす、前記酵母。
【０２９３】
　１１．前記酵母が、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅであり、前記Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
が、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ　ＳｃｆＤＣ１のＴｒｐ　１５９をコードするコドンにお
ける終止コドンの形成をもたらす突然変異を保有する、実施形態１０に記載の酵母。
【０２９４】
　１２．飲料の製造方法であって、前記方法が、
ｉ．麦汁を提供する工程と、
ｉｉ．前記麦汁を、実施形態１０～１１のいずれか１つに記載の酵母によって発酵させる
工程と、
ｉｉｉ．任意に、前記発酵させた麦汁を飲料に加工する工程と、を含む、前記方法。
【０２９５】
配列表
【表３－１】
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【表３－２】

特に明記しない限り、全てのＧｅｎＢａｎｋ登録番号は、ＧｅｎＢａｎｋデータベースの
２０１６年７月１現在のバージョンに関して与えられるものである。
【０２９６】
実施例
　本発明は、ＷＳの説明及び実施例によって例示され、これらは本発明を限定するものと
して考えられるべきではない。別途指示がない限り、基本的な生化学的手法及び分子生物
学的手法を、核酸、タンパク質（酵素を含む）、及び生物の取り扱いで利用した。
【０２９７】
　以下に記載される全てのワークストリームは、例えば、使用される特定の数の穀粒、特
定の濃度、及びＰＣＲについての特定の条件などを含む。当業者であれば、異なる数の穀
粒、異なる濃度、異なるＰＣＲ条件などの使用に提供される特定の実施例を適応させるこ
とができるであろう。
【０２９８】
ＷＳ１．１：ランダムに突然変異誘発させた穀粒の調製
工程１．１：突然変異誘発の手順
　突然変異を誘発させるために、オオムギ植物から収集した穀粒を、Ｋｌｅｉｎｈｏｆら
（１９７８）及びＫ．Ｂｒｅｄｄａｍらへの米国特許第７，８３８，０５３号によるもの
療法で提供される詳細に従って、ＮａＮ３突然変異原の溶液中でインキュベートした。こ
の手順は、典型的には、タンパク質をコードするＤＮＡのアミノ酸置換または翻訳停止に
ついてのランダムに分布されたコドンを付与する、すなわち、突然変異誘発されたＤＮＡ
によってコードされるタンパク質におけるタンパク質変化及び短縮につながる、オオムギ
穀粒のｇＤＮＡ中に点突然変異を誘発させる。しかしながら、本発明の方法は、非タンパ
ク質コード領域、例えば、プロモーター、ターミネーター及びイントロンのｇＤＮＡにお
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ける点突然変異を有する穀物植物の産生にも有用である。
【０２９９】
　合計で５００ｇの突然変異誘発させた穀粒、Ｍ０世代の全てを、畑の７．５ｍ２の区画
に播種した。一部の例では、Ｍ１世代の穀粒を、畑の区画内で繁殖させて、最終的にＭ２
またはＭ３世代の突然変異体植物を収穫した（図２Ａを参照）。Ｍ３世代の穀粒における
突然変異は、１０，０００個の穀粒当たり０．９～２．３個に相当する頻度で発生すると
予想した（Ｋｌｅｉｎｈｏｆｓら（上記）を参照のこと）。
【０３００】
ＷＳ２：突然変異穀物植物に由来する穀粒の順序付きライブラリーの作製
工程２．１：穀物植物の収穫、穂の脱穀
　畑の各７．５ｍ２の「畑区画」（ＦＰ＃０１、ＦＰ＃０２など、図２Ｂを参照）を、各
々が０．４５ｍ２の大きさで、約３００個の個々の植物を含有する、多数の「畑サブ区画
」（ＦＳＰ＃０１、ＦＳＰ＃０２など、図２Ｂの１で表示された動作）に分割した。１つ
のサブ区画中の全ての穂を、鎌を用いて手作業で収穫し、その後、単一の袋に収集した。
個々の袋の内容物を、別々に脱穀して、それぞれが、約６０００個の穀粒を含む「穀粒の
合計」と表示した袋を得た（ＧＴ＃０１、ＧＴ＃０２など、図２Ｂの２で表示された動作
）。
【０３０１】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程２
に関連するテーマを、下記の実施例に詳説する。
－実施例１：「畑区画」におけるオオムギ植物の生育；
－実施例２：個々の「畑区画」における穀粒の収穫。
【０３０２】
ＷＳ３：ライブラリー試料が突然変異穀粒を含有するかどうかの決定
工程３．１：個々の「穀粒の合計」穀粒プールの２つの分画への分割
　個々の「穀粒の合計」の袋における脱穀した穀粒を、それぞれ、約１５００個の穀粒か
らなる「サブ穀粒の合計」の２つの分画に分割し（ＳＧＴ＃０１、ＳＧＴ＃０２など、図
２Ｃの動作１を参照）、この処理を、以下の工程３．２～工程３．４に詳説する。「サブ
穀粒の合計」分画における穀粒の処理は、広い意味では、該穀粒分画（複数可）のうちの
どれが、対象の突然変異（複数可）を含有するかを決定しようとするものである。明確に
するためではあるが、工程３に関する動作には無関係に、約４５００個の穀粒からなる「
穀粒の合計」分画の残りを、工程４に関する説明で詳説されるように処理した。
【０３０３】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程３
．１に関連するテーマを、下記の実施例で詳説する：
－実施例３：「サブ穀粒の合計」における穀粒の説明。
【０３０４】
工程３．２：「サブ穀粒の合計」の穀粒からの細粉試料の調製
　１５００個の穀粒を含有する各サブ穀粒の合計試料－すなわち、ＳＧＴ＃０１、ＳＧＴ
＃０２などと表示された試料－を、標準的な実験室ミルを用いて、適用間の徹底的なクリ
ーニングを行って粉砕し（図２Ｂ、動作２を参照）、対応する細粉試料を得た－ＳＦＴ＃
０１、ＳＦＴ＃０２など（図２Ｃを参照）。
【０３０５】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程３
．２に関連するテーマを、下記の実施例で詳説する：
－実施例４：「サブ細粉の合計」の試料に由来する穀粒の細粉の作製。
【０３０６】
工程３．３：細粉のアリコートからのｇＤＮＡの調製
　それぞれが２５ｇであり、「サブ細粉試料のアリコート」（ＡＳＦＴ＃０１、ＡＳＦＴ
＃０２など）と表示される個々の「サブ細粉の合計」試料のアリコートを、別々の容器に
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分配した（図２Ｃの動作３を参照）。
【０３０７】
　次いで、ｇＤＮＡを各細粉のアリコートから抽出し（図２Ｃ、動作４を参照）、各抽出
したｇＤＮＡを、試料が、試料の特定の「穀粒の合計」起源を意味する、ｇＤＮＡ（ＧＴ
＃０１）、ｇＤＮＡ（ＧＴ＃０２）などと表示された状態で、マイクロタイタープレート
の１つのウェル内に置いた。あるいは、抽出がマイクロプレートのウェル内で実施されて
もよい。
【０３０８】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程３
．３に関連するテーマを、下記の実施例で詳説する：
－実施例５：２５ｇの細粉のアリコート（ＡＳＦＴ）の調製；
－実施例６：ＡＳＦＴのｇＤＮＡの調製
【０３０９】
　次に、「穀粒の合計」の個々の試料に由来するｇＤＮＡのアリコートを、場合によって
は、２つの陰性対照試料を含む、新しい９６ウェルマイクロタイタープレートに移した（
図２Ｃの動作５を参照）。その後の、例えば実施例７で詳説されるようなｄｄＰＣＲ解析
は、突然変異体植物のｇＤＮＡを含有する試料の同定の助けとなり得る。
【０３１０】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程３
．４に関連するテーマを、下記の実施例セクションで詳説する：
－実施例７：ＡＳＦＴに由来するｇＤＮＡによるｄｄＰＣＲベースの実験。
【０３１１】
ＷＳ４：対象の突然変異によって特徴付けられる個々の穀粒（複数可）の発見
工程４．１：「穀粒ライブラリープール」（ＧＬＰ）の特定
　例えば上記工程３．４において詳説した解析が、解析された９６個の試料－すなわち、
図２ＣでｇＤＮＡ（ＧＴ＃０１）、ｇＤＮＡ（ＧＴ＃０２）などで表示されたもの－のう
ちの１つ以上において突然変異ｇＤＮＡの存在を示すシグナルを生成したと仮定すると、
「穀粒ライブラリープール」（ＧＬＰ＃０１、ＧＬＰ＃０２など、図２Ｄ、動作２）と表
示された、「穀粒の合計」分画の４５００個の穀粒が、対象の同一の突然変異を有する１
つ以上の穀粒を含む可能性が高いと考えられた。本出願では、該ＧＬＰの処理は、「穀粒
の合計」の試料に由来する処理されたアリコートにおいて検出された鋳型分子のものと同
じ突然変異を保有し（図２Ｂ、２Ｃ、及び２Ｄ）、かつ対応するｄｄＰＣＲ解析において
突然変異体シグナルをさらに発生する（図２Ｃ、動作５に示すような）、特異的突然変異
穀粒の発見の最終的な取り組みに関連するであろう。
【０３１２】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程４
．１に関連するテーマを、下記の本公開の実施例セクションで詳説する：
－実施例８：「穀粒ライブラリープール」用の穀粒の収集。
【０３１３】
工程４．２：「穀粒ライブライープール」の「穀粒ライブラリープールの分画」への縮小
　１つの特定のＧＴに由来する約４５００個の穀粒を含有する完全ＧＬＰ試料によって（
そして、図２Ｃ、動作５で示されたようなｇＤＮＡのｄｄＰＣＲベースの解析が、該ＤＮ
ＡがｇＤＮＡ中に突然変異を含有することを示すと仮定すると）、工程３．４の解析によ
って明らかにされたものと同一の特異的遺伝子突然変異をスクリーニングするのに、通常
、１２個未満の穀粒で十分であった。そうした理由から、対象のＧＬＰの約１２００個の
穀粒の試料を調製して（図２Ｄ、動作２）、ＦＧＬＰと略される「穀粒ライブラリープー
ルの分画」を得た。最終的に、各試料が、特定のＦＧＬＰからの１２個の穀粒からなる（
それぞれが二次サブプールを構成する）合計で９６個の試料を単離した。
【０３１４】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程４
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．２に関連するテーマを、下記の本公開の実施例で詳説する：
－実施例９：「穀粒ライブラリープールの分画」の「穀粒ライブラリープール」からの取
得。
【０３１５】
工程４．３：穀粒及び対応する細粉試料の分離
　上記工程４．２に記載の調製した試料中の１２個の穀粒のそれぞれを、胚乳中への細い
穴を穿孔することによって損傷させた。損傷されたが生存能力のある穀粒を深型ウェルの
マイクロタイタープレートの１つのウェルに移し（図２Ｄ、動作３）、同じ穀粒を穿孔す
ることによって遊離した細粉をプールし、第２のマイクロタイタープレートに移した（図
２Ｄ、動作４）。この手順を、残りの９５個の試料について実行し（２つのプレートの同
一の番号付けシステムを保持しながら）、穀粒試料を含む１つのマイクロタイタープレー
ト（「ライブラリープールの分画からの穿孔した穀粒のプール」と表示、ＰＤＧＬＰと略
される、図２Ｄを参照）、及び胚乳細粉試料を含む１つのマイクロタイタープレート（「
穿孔穀粒からの細粉のプール」と表示、ＰＦＧＬＰと略される、図２Ｄ）を得た。
【０３１６】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の本工程
４．３に関連するテーマを、下記の実施例で詳説する：
－実施例１０：オオムギ穀粒の穿孔；
－実施例１１：「穿孔穀粒からの細粉のプール」の作製。
【０３１７】
工程４．４：突然変異体植物の胚乳細粉に由来するｇＤＮＡの調製
　上記工程４．３に記載のように調製されたマイクロタイタープレートの各ウェル中の細
粉を、別個に、ｇＤＮＡの抽出にかけた（図２Ｄ、動作５）。該抽出は、ＮｕｃｌｅｏＳ
ｐｉｎ　９６　Ｐｌａｎｔ　ＩＩキット（Ｍａｃｈｅｒｙ－Ｎａｇｅｌ）によって提供さ
れた推奨に基づいて、半自動化の手順を使用して、マイクロタイタープレートの個々のウ
ェルが、１２個のオオムギ穀粒の細粉に由来するｇＤＮＡを含有する、「ｇＤＮＡのプー
ル」を得た。
【０３１８】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程４
．４に関連するテーマを、下記の本公開の実施例で詳説する：
－実施例１２：穿孔穀粒からの細粉に由来するｇＤＮＡの精製（「ｇＤＮＡのプール」）
。
【０３１９】
工程４．５：突然変異体胚乳からのｇＤＮＡの解析
　標準ｄｄＰＣＲ解析を、対象の特異的突然変異を試験するためにプライマーセットを用
いて、ＱＸ２００液滴リーダー及び液滴発生器の利用のためにＢｉｏ－Ｒａｄによって提
供された推奨に従って、上記工程４．４で記載したように調製されたｇＤＮＡの試料で実
施した。個々のウェルに由来するｇＤＮＡの解析が、その試料中の突然変異ＤＮＡの存在
を示すシグナルを生成したとしたならば（図２Ｄ、動作６を参照）、ｇＤＮＡが起源を有
する穀粒のうちの１つまたは数個が対称の突然変異を含有することになる高い可能性があ
る。
【０３２０】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程４
．５に関連するテーマを、下記の本公開の実施例で詳説する：
－実施例１３：穿孔穀粒からの細粉のｄｄＰＣＲベースのｇＤＮＡ解析。
【０３２１】
工程４．６：対象の突然変異体穀粒の同定
　ＰＦＧＬＰと表示されたマイクロタイタープレートの試料は、細粉を含有したが（工程
４．３を参照）、ＰＤＧＬＰと表示されたプレートの整合するウェルは、１２個の対応の
生きている穀粒を含有した。したがって、次の工程は、対象の１２個の穀粒からなる試料
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を単離し（図２Ｄ、動作７）、続いてこれらを発芽させることであった（図２Ｄ、動作８
）。
【０３２２】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程４
．６のテーマを、下記の本公開の実施例で詳説する：
－実施例１４：可能性のある突然変異体植物の発芽。
【０３２３】
工程４．７：形質の検証
　可能性のある突然変異体が予想した特徴、すなわち、対象の形質を有するかどうかを決
定するために、多くの方法が熟練した研究者に利用可能である。本発明の場合には、ｇＤ
ＮＡを発芽した苗から抽出し、上記工程４．６に記載のように同定かつ繁殖させて、ｄｄ
ＰＣＲ及びＤＮＡ配列決定を利用する複合解析によって、１２個の可能性のある突然変異
体のうちのどれが実際に対象の突然変異を保有するかを確認する（図２Ｄ、動作９を参照
）。
【０３２４】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程４
．７に関連するテーマを、下記の本公開の実施例のセクションで詳説する：
－実施例１５：ｄｄＰＣＲ及びＤＮＡ配列決定を含む解析の詳細。
【０３２５】
ＷＳ５：ｇＤＮＡの「スーパープール」の生成及び使用
工程５．１：突然変異オオムギ穀粒の超高スループット同定
　本発明はまた、低保有率の突然変異の同定法を向上させる、２つの異なるデジタルＰＣ
Ｒ解析プラットフォームの組み合わせ使用も開示する。本明細書では、ＲａｉｎＤａｎｃ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓにより市販されるＲａｉｎＤｒｏｐプラットフォームを、
突然変異植物に由来するｇＤＮＡの複合試料においてＤＮＡ突然変異を見出すために利用
し、一方個々のオオムギ突然変異体に由来するこれらの穀粒抽出物を同定するために、Ｂ
ｉｏ－Ｒａｄが提供する方法を利用した。
【０３２６】
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下の工程４
．７に関連するテーマを、下記の本公開の実施例のセクションで詳説する：
－実施例１６：ｇＤＮＡの「スーパープール」の作製；
－実施例１７：「スーパープール」に由来するｇＤＮＡによるｄｄＰＣＲ。
【０３２７】
　単に簡単な概要を提供するためにまとめると、ＷＳ及び対応する実施例は、いかのよう
にアレンジされる：
ＷＳ２：
－実施例１：「畑区画」におけるオオムギ植物の生育；
－実施例２：個々の「畑区画」における穀粒の収穫。
ＷＳ３：
－実施例３：「サブ穀粒の合計」における穀粒の説明；
－実施例４：「サブ細粉の合計」の試料に由来する穀粒の細粉の作製；
－実施例５：２５ｇの細粉のアリコート（ＡＳＦＴ）の調製；
－実施例６：ＡＳＦＴのｇＤＮＡの調製；
－実施例７：ＡＳＦＴに由来するｇＤＮＡによるｄｄＰＣＲベースの実験。
ＷＳ４：
－実施例８：「穀粒ライブラリープール」用の穀粒の収集；
－実施例９：「穀粒ライブラリープールの分画」の「穀粒ライブラリープール」からの取
得；
－実施例１０：オオムギ穀粒の穿孔；
－実施例１１：「穿孔穀粒からの細粉のプール」の作製；
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－実施例１２：穿孔穀粒からの細粉に由来するｇＤＮＡの精製（「ｇＤＮＡのプール」）
；
－実施例１３：穿孔穀粒からの細粉のｄｄＰＣＲベースのｇＤＮＡ解析；
－実施例１４：可能性のある突然変異体植物の発芽；
－実施例１５：ｄｄＰＣＲベースのスクリーニングを通して同定された突然変異体植物の
詳細。
ＷＳ５：
－実施例１６：ｇＤＮＡの「スーパープール」の作製；
－実施例１７：「スーパープール」に由来するｇＤＮＡによるｄｄＰＣＲ。
【実施例】
【０３２８】
実施例１：「畑区画」におけるオオムギ植物の生育
　オオムギ穀粒を、本明細書で上記ＷＳ１において記載されたように、ＮａＮ３で突然変
異誘発させた。突然変異誘発させたオオムギ穀粒を７．５ｍ２の畑区画において繁殖させ
た。各区画において、２５０ｇの穀粒を播種し、成熟まで生育させた。
【０３２９】
実施例２：個々の「畑区画」における穀粒の収穫
　収穫時に、畑区画を、それぞれがおよそ３００個の植物を含む１５～１７のサブ区画に
分割した。植物は鎌で収穫し、脱穀して、袋詰めした（各サブ区画を個別に）。したがっ
て、１つの「穀粒の合計」袋中の穀粒は、３００個の植物に由来した。
【０３３０】
実施例３：「サブ穀粒の合計」における穀粒の説明
　１つの「穀粒の合計」試料の全ての穀粒を、穀粒試料分取器を用いて、等しいサイズの
４つのランダム化分画に分割した。各分画は、１つの「穀粒の合計」試料の全穀粒量の２
５％を表す。これらの分画のうちの１つは、１つの「サブ穀粒の合計」を構成する。
【０３３１】
実施例４：「サブ細粉の合計」の試料に由来する穀粒の細粉の作製
　１つの「サブ穀粒の合計」試料の全ての穀粒を、穀類製粉機（Ｒｅｔｃｈ，Ｇｒｉｎｄ
ｏＭｉｘ　ＧＭ２００）中に置いた。穀粒を、１０，０００ＲＰＭで３０秒間粉砕した。
得られた細粉（「サブ細粉の合計」；約７５ｇ）を紙袋にいれ、２３℃で保管した。
【０３３２】
実施例５：２５ｇの細粉のアリコート（ＡＳＦＴ）の調製
　１つの「サブ細粉の合計」試料から、２５ｇの細粉のアリコートを秤量した。２５ｇの
細粉のアリコート（ＡＳＦＴ）を、紙袋に移し、２３℃で保管した。
【０３３３】
実施例６：ＡＳＦＴの精製ｇＤＮＡの調製
　１つの２５ｇ細粉のアリコート（ＡＳＴＦ）を、２５０ｍＬのガラス瓶に移し、３０ｍ
ＬのＨ２Ｏ中に再懸濁させて、続いて、１ＭのＮａＯＨでｐＨ８．０に調整した、１．４
ＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのＮａ２ＥＤＴＡ、１００ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌを含有する、
６５℃に加熱した２％臭化セチルトリメチルアンモニウム（ＣＴＡＢ）緩衝液７０ｍＬを
添加した。溶液をオートクレーブにかけた後に、続いて２５０μｌの１０ｍｇ／ｍｌのＲ
Ｎａｓｅ　Ａ及び２５０μｌのプロテイナーゼＫを補充し、これを規則的に混合してイン
キュベートし、ＲＮＡ及びタンパク質を分解させた。５０ｍＬのアリコートを、５０ｍＬ
のファルコンチューブに移し、続いて、４０００ｒｐｍで１０分間の遠心分離によって、
不溶性沈殿物を除去し、その後、２４ｍＬの得られた上清を新しい５０ｍＬチューブに移
した。
【０３３４】
　クロロホルムによる２回の連続する抽出（１回目は１５ｍＬ、２回目は１２．５ｍＬで
）の後に、ｇＤＮＡを含む核酸を含有する１５ｍＬの水相を、０．０４ＭのＮａＣｌ、５
０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌで調製され、１ＭのＮａＯＨでｐＨ８．０に調整した、０．５
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％のＣＴＡＢ緩衝液３０ｍＬを含有する５０ｍＬのチューブに移した。このチューブを６
～８回反転させて、室温で１時間インキュベートし、その後４０００ｒｐｍで１０分間遠
心分離した。水相を廃棄するが、ｇＤＮＡを含有する沈殿物を、１．２ＭのＮａＣｌの１
０ｍＬ中で、８℃で一晩かけてゆっくりと溶解させた。次に、１０ｍＬのクロロホルムを
用いて抽出を行い、その後４０００ｒｐｍで１５分間遠心分離した。水相の９．５ｍＬを
５．５ｍＬのイソプロパノールと合わせて、得られた試料を穏やかに６～８回反転させて
、次いで室温で２０分間インキュベートし、続いて４０００ｒｐｍで１０分間の遠心分離
によって、ｇＤＮＡを沈殿させた。
【０３３５】
　ｇＤＮＡ含有沈殿物を、４０００ｒｐｍで１０分間の遠心分離に先立って、５ｍＬの７
０％エタノールで洗浄し、得られた上清を廃棄し、その一方で沈殿したｇＤＮＡを、室温
で約４０分間乾燥させた。５ｍＬのＨ２Ｏを添加後、６５℃で３０分間インキュベートし
てｇＤＮＡを再懸濁させて、「サブ細粉の合計」に由来するｇＤＮＡの５００μｌを、対
応するマイクロタイタープレートの特定の２ｍＬの深型ウェルに移した。「個々のＳＦＴ
のアリコート」に由来する異なるｇＤＮＡ試料を含む該プレートを「精製ｇＤＮＡ」と表
示し、長期貯蔵または実験解析のいずれかに利用した。
【０３３６】
実施例７：ＡＳＦＴに由来するｇＤＮＡによるｄｄＰＣＲベースの実験
　ｄｄＰＣＲを、液滴デジタルＰＣＲ　ＱＸ２００システム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて
、製造業者によって提供された使用説明書に従って実施した。野生型及び変異対立遺伝子
に対する配列特異的プライマー及びプローブを、Ｂｉｏ－Ｒａｄから購入した。
【０３３７】
　解析の目的のために、別個のＡＳＦＴの精製ｇＤＮＡ（図２Ｃ参照）５μＬ、または酵
母からのｇＤＮＡ（酵母ＷＳ３に記載するように調製）の５μＬを、１１μＬのプローブ
用の２×ｄｄＰＣＲ　Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（Ｎｏ．ｄＵＴＰ；Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、９００ｎ
Ｍの標的特異的ＰＣＲプライマー、２５０ｎＭの、それぞれ６－カルボキシ－フルオレセ
イン－ＦＡＭ及びヘキサクロロフルオレセイン－ＨＥＸプローブで標識された突然変異体
検出プローブ及び参照プローブを含有する１７μＬのＰＣＲ混合物に添加した。突然変異
体検出プローブは、突然変異を含む標的配列に特異的に結合するが、一方参照検出プロー
ブは、野生型配列に特異的に結合する。反応混合物をＡｕｔｏＤＧ液滴発生器（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ）に充填し、製造業者のマニュアルに従って、液滴を発生させた。液滴エマルジョ
ンを、標準ＰＣＲ条件：９５℃で１０分間の変性、９４℃で３０秒間及び５５℃で１分間
の４０サイクルのＰＣＲ、ならびに９８℃で１０分間の最終的伸長を用いて熱サイクルさ
せて、その後、マイクロタイタープレートを８℃で保存した。液滴中のＰＣＲ増幅を、Ｑ
Ｘ２００液滴リーダー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて確認した。解析閾値を、野生型及び鋳
型なしのｄｄＰＣＲの結果を比較することによって決定した。全てのデータを、上記閾値
で評価した。
【０３３８】
　データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔ、バージョンＶ１．７ソフトウェア（Ｂｉｏ－Ｒａｄ
）を用いて解析した。
【０３３９】
実施例８：「穀粒ライブラリープール」用の穀粒の収集
　１つの「穀粒の合計」試料の全ての穀粒を、穀粒試料分取器を用いて、等しいサイズの
４つのランダム化分画に分割した。各分画は、１つの「穀粒の合計」試料の全穀粒量の２
５％を表す。１つの「穀粒ライブラリープール」は、分画のうちの３つのプールされた穀
粒を含有した。
【０３４０】
実施例９：「穀粒ライブラリープールの分画」の「穀粒ライブラリープール」からの取得
　それぞれが１つの「穀粒ライブラリープール」からの１２個の穀粒の９６個の試料を順
次取り出すことによって、「穀粒ライブラリープールの分画」を確立し、１２この穀粒の
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各試料は、二次サブプールを構成する。
【０３４１】
実施例１０：オオムギ穀粒の穿孔
　「穀粒ライブラリープール」からの穀粒を、それぞれが１２個の穀粒からなる、９６個
のアリコートに分離した。各１２個の穀粒アリコートを１枚の秤量紙上に置き、次いで１
対の鉗子で連続的に固定し、それと同時に、１．６ｍｍのドリルを装備した彫刻盤（Ｍａ
ｒａｔｈｏｎ－３、Ｓａｅｙａｎｇ　Ｍｉｃｒｏｔｅｃｈ）を用いて、胚乳への２～３ｍ
ｍの深さの小さな孔を穿孔した。回転運動によって、胚乳からの細粉を穀粒の頂部及び周
囲の秤量紙に移動させた。１２個の穿孔された穀粒試料を、別の２ｍＬのウェルのマイク
ロタイタープレート中に置き、「ライブラリープールの分画からの穿孔オオムギ穀粒のプ
ール」とも表示される穿孔オオムギ穀粒の二次サブプールを得た（図２Ｄ、動作３）。穿
孔穀粒を、さらなる解析まで２０℃で保管した。
【０３４２】
実施例１１：「穿孔穀粒からの細粉のプール」の作製
　それぞれが１２個の穿孔オオムギ穀粒に由来する（実施例１０で詳説）細粉を含む９６
個の細粉試料を、穿孔穀粒のものと一致する試料番号付けシステムを維持しながら、１．
５ｍＬのマイクロタイタープレートの別々のウェルに移した（「穿孔穀粒からの細粉のプ
ール」、図２Ｄ、動作４を参照）。
【０３４３】
実施例１２：穿孔穀粒からの細粉に由来するｇＤＮＡの精製（「ｇＤＮＡのプール」）
　実施例１１で詳説したように作製された、穿孔オオムギ穀粒の細粉プールを、Ｎｕｃｌ
ｅｏＳｐｉｎ　９６　Ｐｌａｎｔ　ＩＩキット（Ｍａｃｈｅｒｅｙ－Ｎａｇｅｌ）の使用
説明書に詳説された半自動化ＤＮＡ抽出手順を用いてｇＤＮＡの抽出にかけた。したがっ
て、マイクロタイタープレートの各ウェルは、１２個の穀粒の細粉からのｇＤＮＡを含有
した（図２Ｄ、動作５）。
【０３４４】
実施例１３：穿孔穀粒からの細粉のｄｄＰＣＲベースのｇＤＮＡ解析
　ＷＳ３の形質（図２Ｃ及び実施例３～７を参照）を、合計で約６０００個の突然変異穀
粒のｇＤＮＡを代表する９６個のｇＤＮＡアリコートの個々の試料（複数可）のうちのど
れが、対象のヌクレオチド突然変異を含有するかを同定するように設計されたが、その次
のＷＳ４に特異的な取り組み（図２Ｄ参照）は、特異的突然変異体穀粒を正確に示すよう
に設計された。
【０３４５】
　図２Ｄの動作６に示すように、主な取り組みは、１２個の別個の穀粒からのｇＤＮＡの
試料のどれが、ｄｄＰＣＲ解析における肯定的な試験結果をもたらすかを決定することで
あった。したがって、実施例７で提供されたものと同一の反応条件及び解析パラメータを
利用して、マイクロタイタープレート中のどのウェルが対象のｇＤＮＡを含有するかを識
別することが可能であった。１つのヘテロ接合体突然変異穀粒を含む試料を、５％（±２
．５％）の分画存在量を有すると定義し、その１０％（±２．５％）がホモ接合の突然変
異体穀粒を含む。
【０３４６】
　上記の解析の取り組みに基づいて、可能性のある細粉プール、したがって対象のヌクレ
オチド突然変異を有する対応する穀粒プールを同定かつ選択することが可能であった。ホ
モ接合突然変異体及びヘテロ接合突然変異体を、大型植木鉢の土壌に移し、これを繁殖用
に温室に移した。全ての陰性の苗を廃棄した。
【０３４７】
実施例１４：可能性のある突然変異体植物の発芽
　１２個のオオムギ穀粒の細粉からのｇＤＮＡの解析が、突然変異体シグナルを生成した
ならば（図２Ｄ、動作６を参照）、「ライブラリープールの分画からの穿孔穀粒のプール
」の対応する穀粒を発芽させた（図２Ｄ、動作７及び８）。
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【０３４８】
実施例１５：ｄｄＰＣＲベースのスクリーニングを通して同定された突然変異体植物の詳
細
　１２個の穿孔穀粒からなる、１つの「ライブラリープールの分画からの穿孔穀粒のプー
ル」の内容物を、９ｍｍのペトリ皿（２ｍＬのＨ２Ｏを添加した濾紙２枚（８．５ｍｍ、
Ｗｈａｔｍａｎ）を備えるように準備）に置いた。１６℃で暗所において９６時間の発芽
期の後に、穀粒を土壌に載置させて、制御された条件下でさらに７日間発育させた。次い
で、２×５ｍｍの組織片を第一葉から取り出し、０．２ｍＬのチューブに置いた。５０μ
Ｌの抽出溶液（Ｓｉｇｍａ）を、各葉に分注して、９５℃で１０分間インキュベートした
。試料を室温まで冷却し、５０μＬの希釈溶液（Ｓｉｇｍａ）と混合した。ｇＤＮＡ試料
を、１０μＬの抽出－希釈－混合物と３０μＬのＨ２Ｏを合わせることによって完成させ
た。
【０３４９】
　解析の目的で、５μＬの精製ｇＤＮＡを、１１μＬのプローブ用の２×ｄｄＰＣＲ　Ｓ
ｕｐｅｒｍｉｘ（Ｎｏ．ｄＵＴＰ、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、９００ｎＭの標的特異的ＰＣＲプ
ライマー、２５０ｎＭの突然変異体特異的（６－カルボキシ－フルオレセイン－ＦＡＭ）
プローブ及び野生型特異的（ヘキサクロロフルオレセイン－ＨＥＸ）プローブを含有する
１７μＬのＰＣＲ混合物に添加した。反応混合物を、ＡｕｔｏＤＧ液滴発生器（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ）に充填し、液滴発生を、製造業者のマニュアルに従って行った。液滴エマルジョ
ンを、標準ＰＣＲ条件：９５℃で１０分間の変性、９４℃で３０秒間及び５５℃で１分間
の４０サイクルのＰＣＲ、ならびに９８℃で１０分間の最終的伸長を用いて熱サイクルさ
せて、その後、マイクロタイタープレートを８℃で保存した。液滴中のＰＣＲ増幅を、Ｑ
Ｘ２００液滴リーダー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて確認した。試験閾値を、野生型及び鋳
型なしのｄｄＰＣＲの結果を比較することによって決定した。得られたデータの全てを、
上記閾値で評価した。データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．
７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて解析した。肯定的なｄｄＰＣＲ事象の総数の５０％が、突
然変異体プローブ（ＦＡＭ）に由来するならば、１つの個々の苗はヘテロ接合突然変異体
とみなされた。肯定的なｄｄＰＣＲ事象の総数の１００％が、突然変異体プローブ（ＦＡ
Ｍ）に由来するならば、１つの個々の苗はホモ接合突然変異体とみなされた。個々の突然
変異体植物を、成熟まで生育させた（図１Ｄ、動作９を参照）。
【０３５０】
実施例１６：ｇＤＮＡの「スーパープール」の作製
　簡単に言うと、１つのライブラリープレートの全ての９４個の「サブプール」の各ｇＤ
ＮＡ抽出物アリコート（例えば、５０μＬ）を、１つの「スーパープール」中にプールし
た。
【０３５１】
　いくつかの実施形態では、ｇＤＮＡのスーパープールを、ｄｄＰＣＲ解析を実施する前
に、さらに富化させる。
【０３５２】
　したがって、例えば、スーパープールからのｇＤＮＡの２μＬを、例えば、１０μｌの
５×Ｑ５反応緩衝液（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）、２００μＭのｄＮＴ
Ｐ、０．０２Ｕ／μｌのＱ５高性能ＤＮＡポリメラーゼ、１００ｎＭの標的特異的フォワ
ードＰＣＲプライマー、１００ｎＭの標的特異的リバースＰＣＲプライマー、１００ｎＭ
のブロッキングプローブ及び水を含む標準ＰＣＲ反応において増幅させてもよい。次いで
、ＰＣＲ混合物を、およそ２０サイクルのＰＣＲについての標準ＰＣＲ条件を用いて熱サ
イクルすることができる。これは、ｇＤＮＡの富化スーパープールの生成につながる。
【０３５３】
実施例１７：「スーパープール」に由来するｇＤＮＡによるｄｄＰＣＲ解析。
　突然変異オオムギ穀粒によるスクリーニングの取り組みにおける改善されたスループッ
トレートを得ることと並行して化学物質使用量を低減させるために、一方がＲａｉｎＤａ
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ｎｃｅ手法（液滴作製でより優れたもの）及び他方がＢｉｏ－Ｒａｄによるもの（同時に
処理される試料の数で際立っているもの）の２つの手法の併用を開発した。大まかに言え
ば、ＲａｉｎＤａｎｃｅ手法は、多数の突然変異体穀粒からｄＤＮＡ鋳型を含有する特定
のさらに複雑な試料を同定するために利用し（本明細書では、以下の「手順Ａ」のセクシ
ョンで詳説される）、一方後続のＢｉｏ－Ｒａｄベースの解析は、対象の突然変異によっ
て特徴付けられる単一の穀粒を同定するために役立った（本明細書では、以下の「手順Ｂ
」で記載される）。
【０３５４】
手順Ａ：ｇＤＮＡの１６個の「スーパープール」を用いたＲａｉｎＤａｎｃｅベースのｄ
ｄＰＣＲ
　最初に、個々の「スーパープール」（例えば、４～８個のスーパープール）について、
ＲａｉｎＤｒｏｐソース機器を用いて、液滴を生成した。ＲａｉｎＤａｎｃｅベースのｄ
ｄＰＣＲに使用されるｇＤＮＡは、組み合わされたｇＤＮＡ抽出物であってもよく、また
は、これは、実施例１６で記載されるように作製されたｇＤＮＡの富化スーパープールで
あってもよい。例えば、１つの「スーパープール」からのｇＤＮＡの２０μＬのアリコー
トまたはｇＤＮＡの富化スーパープールの１０μｌのアリコートを、２５μＬのプローブ
用Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、液滴安定剤（ＲａｉｎＤａｎｃｅ）、９００ｎ
Ｍの標的特異的フォワードプライマー、９００ｎＭの標的特異的リバースプライマー、１
２０～２５０ｎＭの野生型検出プローブ（ＶＩＣ）、２５０～４４０ｎＭの突然変異体検
出プローブ（ＦＡＭ）、及びＨ２Ｏと組み合わせて、総反応物容量を５０μＬに調整した
。４～８個の個々のｇＤＮＡの「スーパープール」を代表する、合計で４～８個の個々の
反応混合物を、８チャネルのソースチップ（ＲａｉｎＤａｎｃｅ）に添加し、ソース機器
（ＲａｉｎＤａｎｃｅ）で処理した。本明細書で上記に記載した手順の全体を、追加の「
スーパープール」に対して繰り返すことができ、８～１６個の試料の総数を後続の解析用
にもたらす。
【０３５５】
　本明細書で上記に記載した反応混合物から発生した液滴を含有する２つの８ウェルのス
トリップを密封し、内容物を、本明細書の実施例９に詳説したように増幅させた。その後
、増幅混合物を検出機器（ＲａｉｎＤａｎｃｅ）に移し、ＲａｉｎＤｒｏｐ　Ａｎａｌｙ
ｓｔデータ解析ソフトウェアを用いて解析した。
【０３５６】
　１６個の「スーパープール」の全体にわたって、突然変異事象の平均シグナルと比べて
、対象の突然変異に関するより高いシグナルを明らかに示したこれらの「スーパープール
」を、可能性のある突然変異体由来ｇＤＮＡを含有するものとして定義した。
【０３５７】
手順Ｂ：「スーパープール」のＢｉｏ－ＲａｄベースのｄｄＰＣＲ解析
　ｄｄＰＣＲ解析を、本明細書の上記手順Ａに詳説された、対象の「スーパープール」を
構成する９６個のｇＤＮＡ試料のそれぞれのアリコートで実施し、突然変異体鋳型の存在
を示した。解析を、ＷＳ３及びＷＳ４について本明細書で上記に記載されたように行った
。
【０３５８】
　特に、データ解析は、所定の対象の突然変異を含む穀粒プールを選択することを目的と
した。閾値のデータベースを、フルプレートについての全てのデータ点のプロットに対し
て個々に定義した。限定されるものではないが、標的濃度のプロット、分画存在量、及び
同定された突然変異事象が挙げられる解析カテゴリを、候補選択に対して個々に評価した
。
【０３５９】
　分画存在量は、［（「参照検出プローブ」＋「突然変異体検出プローブ」）のシグナル
］で除算した［（「突然変異体検出プローブ」）のシグナル］として決定することができ
る。
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【０３６０】
　以下の特性が観察されるならば、試料は、突然変異体ＤＮＡを含有すると仮定された。
－分画存在量の増加、
－突然変異体液滴のレベルの増加、または
－平均よりも５０％以上高いスケールでの突然変異事象の数の増加。
【０３６１】
実施例１８：グルタミンシンセターゼＧＳ１－３に対する遺伝子中に特異的突然変異を有
するオオムギ突然変異体についてのｄｄＰＣＲベースのスクリーニング
　特異的突然変異を保有するオオムギ植物を、本明細書の上記ワークストリーム及び実施
例で記載された方法を用いて同定した。記載されたように、これらの方法は、いかなる突
然変異体の同定にも使用され得る。特異的突然変異、Ｇ→Ａの同定は、オオムギグルタミ
ンシンセターゼ１アイソフォーム３（ＨｖＧＳ１－３）の配列の２８７位におけるＧｌｙ
のＡｓｐ酸残基への置換につながる。
【０３６２】
グルタミンシンセターゼ
　グルタミンシンセターゼ１（ＧＳ１）は、アンモニウムまたはアンモニア及びグルタミ
ン酸のグルタミンへの縮合を触媒することによる、高等植物における窒素同化に関与する
重要な酵素である。窒素を豊富に含む土壌では、窒素の過剰利用可能性が、オオムギにお
ける登熟中の窒素蓄積の増加につながり得るので、麦芽の品質に悪影響を及ぼす。ＧＳ１
中のノックアウト突然変異は、深刻な発育不全をもたらす可能性があり、植物全体の適応
度に対するこの酵素の重要性を強調している（Ｔｏｍｏｙｕｋｉ　Ｙａｍａｄａ及びＭｉ
ｙａｋｏ　Ｋｕｓａｎｏ、２０１４）。ＧＳ１の３つのアイソフォームがオオムギでは既
知である（ＨｖＧＳ１－１、ＨｖＧＳ１－２、ＨｖＧＳ１－３）。３つのオオムギアイソ
フォームのうちで、ＨｖＧＳ１－３が、穀粒発育において主に活性であり、高アンモニウ
ム条件下でアップレギュレートされる。突然変異戦略を、穀粒の窒素蓄積能力をさらに低
下させて、最適な植物発育を維持することを目的として設計した。この突然変異戦略は、
ＧＳ１－３の酵素活性を低下させるアミノ酸置換に焦点を合わせた。好適なアミノ酸置換
を、タンパク質配列中の２８７位に同定した（タンパク質配列番号ＮＣＢＩ：ＡＦＸ６０
８７７．１－本明細書では配列番号２として提供）。コドンＧＧＣ（ヌクレオチド８５９
、８６０、８６１；ＧｅｎＢａｎｋ番号ＮＣＢＩ：ＪＸ８７８４９１．１のＣＤＳ－本明
細書では配列番号１として提供）をＧＡＣに変化させることは、タンパク質配列（タンパ
ク質配列番号、ＮＣＢＩ：ＡＦＸ６０８７７．１）の２８７位においてグリシンからアス
パラギン酸へのアミノ酸交換をもたらす。このアミノ酸変化は、負に荷電したアミノ酸を
タンパク質配列に導入するであろう。ＧＳ１－３は、５つのサブユニットから構成される
２つの環からなる十量体であり、アミノ酸残基２８７が、２つの環の間の中間相に、かつ
活性部位から離れて位置する状態である。したがって、負に荷電したアミノ酸の導入が、
その反応を触媒する全体的な能力に影響を及ぼさないが、その代わりに十量体の組み立て
における構造的変化を通して酵素活性を低下させ得ることを提唱する。
【０３６３】
ｄｄＰＣＲアッセイ
　独特なｄｄＰＣＲアッセイを、具体的には、野生型コード配列（ＧｅｎＢａｎｋ番号Ｎ
ＣＢＩ：ＪＸ８７８４９１．１）におけるヌクレオチド８６０位でのＨｖＧＳ１－３の変
異対立遺伝子と野生型対立遺伝子を識別するように設計した。突然変異体検出プローブは
、ヌクレオチド８６０位でＡ塩基を含有するコード配列に相補的であった。参照検出プロ
ーブは、ヌクレオチド８６０位にＧ塩基を含有するコード配列に相補的であった。２つの
隣接するプライマーを、コード配列中のヌクレオチド８６０を包囲するゲノム配列を増幅
させるように設計した。
以下のプライマー及びプローブを、ＨｖＧＳ１－３遺伝子座に対して特異的に設計した：
－標的特異的フォワードプライマー（配列番号３）：
５’－ＧＴＧＡＴＣＡＡＧＡＧＧＧＣＧＡＴＣＡＡ－３’；
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－標的特異的リバースプライマー（配列番号４）：
５’－ＣＡＡＧＴＣＴＣＡＡＣＴＣＧＣＣＧＴＡＴ－３’；
－突然変異体特異的検出プローブ（配列番号５）：
５’－ＡＡＧＡＣＡＡＣＧＡＧＣＧＣ－３’－６－カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）
で標識付け；
－参照特異的検出プローブ（配列番号６）：
５’－ＡＡＧＧＣＡＡＣＧＡＧＣＧＣ－３’－ヘキサクロロフルオレセイン（ＨＥＸ）で
標識付け。
【０３６４】
　ランダムに突然変異誘発させたオオムギ穀粒のプールを、本明細書の上記のＷＳ１で記
載されるように作製し、続いて、順序付きライブラリーを作製した。
【０３６５】
ライブラリー試料が突然変異穀粒を含有するかどうかの決定（ＷＳ３）
　一般的に、次の工程は、ライブラリーが突然変異穀粒を含有するかどうかを決定する、
特に、下記の詳細で、本明細書の上記ＷＳ３及び実施例７で記載されたように決定するた
めのものであった。
－およそ１２０，０００個の突然変異オオムギ植物を代表する、合計で３７６個のＧＬＰ
（すなわち、３７６個のサブプール）を用いて、スクリーニングを実施した。ｄｄＰＣＲ
を、本質的に実施例７に記載されるように実施した；
－１つの５μＬの、ｇＤＮＡに由来するｇＤＮＡ試料（ＧＴ＃３７７～ＧＴ＃４７０）を
、１７μｌのＰＣＲ反応混合物を含有する各ウェルに添加し、上下にピペッティングする
ことによって、完全に混合した。
【０３６６】
　ＰＣＲ用のマイクロタイタープレートを、液滴解析用のＱＸ２００液滴リーダー（Ｂｉ
ｏ－Ｒａｄ）に装填した。得られたデータを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バー
ジョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて解析した。閾値を、それぞれチャネル１及び
チャネル２の振幅についての増幅用に２７００及び１５００に設定した、２－Ｄプロット
を用いて決定した。分画存在量についての個々の値の比較は、ｇＤＮＡ（ＧＴ＃３８０）
が、突然変異体の検出に関して、任意の他の試料よりも高いシグナルを提供することを示
した。ｇＤＮＡ（ＧＴ＃３８０）の分画存在量は、０．００７７％と比べて０．０８９％
であって、後者は、９４個の試験したｇＤＮＡ試料の全ての平均分画存在量を表している
。
【０３６７】
対象の突然変異によって特徴付けられる個々の穀粒（複数可）の発見（ＷＳ４）
　遺伝子突然変異を保有する個々のオオムギ穀粒を、下記の連続番号が付けられた詳細を
含む、本質的に上記ＷＳ４においてに本明細書に記載されたように同定した。
１．ＨｖＧＳ１－３特異的ｄｄＰＣＲアッセイによるＧＴ＃３７７～ＧＴ＃４７０に由来
するｇＤＮＡの解析に基づいて、ＧＬＰ＃３８０の４５００個の穀粒［陽性試料ｇＤＮＡ
（ＧＴ＃３８０）に一致する］が、対象の遺伝子突然変異を有する１つ以上の穀粒を含む
可能性が高いと考えられた。
２．ＦＧＬＰ＃３８０を、ＧＬＰ＃３８０から９６×１２個の穀粒試料を順次取り出すこ
とによって確立した。各１２個の穀粒のアリコートを、１枚の秤量紙の上に置き、次いで
１対の鉗子で連続的に固定し、それと同時に１．６ｍｍのドリルを装備した彫刻盤（Ｍａ
ｒａｔｈｏｎ－３、Ｓａｅｙａｎｇ　Ｍｉｃｒｏｔｅｃｈ）を用いて、胚乳への２～３ｍ
ｍの深さの小さな孔を穿孔した。回転運動によって、胚乳からの細粉を穀粒の頂部及び周
囲の秤量紙に移動させた。１２個の穿孔された穀粒試料を、別の２ｍＬのウェルのマイク
ロタイタープレート中に置き、穿孔オオムギ穀粒の二次サブプールＰＤＧＬＰ＃３８０を
得た。それぞれが１２個の穿孔オオムギ穀粒に由来する細粉を有する、９６個の細粉試料
を、穿孔穀粒のものと一致する試料番号付けシステムを維持しながら、１．５ｍＬのマイ
クロタイタープレートの別々のウェルに移した（ＰＦＧＬＰ＃３８０）。
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３．次に、ＰＦＧＬＰ＃３８０を、ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ　９６　Ｐｌａｎｔ　ＩＩキッ
ト（Ｍａｃｈｅｒｙ－Ｎａｇｅｌ）の使用説明書に詳説されるような半自動化ＤＮＡ抽出
手順を用いて、ｇＤＮＡの抽出にかけた。したがって、マイクロタイタープレートの各ウ
ェルは、１２個の穀粒の細粉からのｇＤＮＡを含有した。
４．ＰＦＧＬＰ＃３８０に由来するｇＤＮＡを、上記記載のように解析した。データを、
ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて解
析した。閾値を、２Ｄ－プロットを用いて、かつチャネル１の振幅について２７００、チ
ャンネル２の振幅について１５００に設定して決定した。分画存在量についての個々の値
の比較は、ＰＦＧＬＰ＃３８０の試料のいずれも突然変異体穀粒を含有しないことを示し
た。ＧＬＰ＃３８０が突然変異体穀粒を含有する可能性が高いと考えられたため、第２の
ＦＧＬＰ（ＦＧＬＰ＃３８０－２）を確立することによって、追加の試料を調製し解析す
ることを決定した。これは、ＰＤＧＬＰ＃３８０－２及びＰＦＧＬＰ＃３８０－２の作製
をもたらした。ＰＦＧＬＰ＃３８０－２からのｇＤＮＡを、上記記載のように解析した。
データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）
を用いて解析した。閾値を、２Ｄ－プロットを用いて、かつチャネル１の振幅について２
７００、チャンネル２の振幅について１５００に設定して決定した。全てがＰＤＧＬＰ＃
３８０－２の３つの独立したウェルで３つの個々のヘテロ接合突然変異体の存在を示唆す
る、４．０２％、４．１１％及び５．５５％の分画存在量を示したマイクロタイタープレ
ートの３つの個々のウェル（Ｃ０２、Ｆ０４、Ｆ０５）を同定した。
５．ＰＤＧＬＰ＃３８０－２のウェルＣ０２及びＦ０４からの全ての１２個の穀粒を発芽
させた。全ての２４個の苗からの葉材料を採取し、ＲＥＤＥｘｔｒａｃｔ（Ｓｉｇｍａ　
Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いるＤＮＡ抽出にかけた。葉試料に由来するｇＤＮＡを、上記記載
のように解析した。データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．７
、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて解析した。閾値を、２Ｄ－プロットを用いて、かつチャネル
１の振幅について２７００、チャンネル２の振幅について１５００に設定して決定した。
ＰＤＧＬＰ＃３８０－２のウェルＣ０２に由来する１つの苗は、４１％の分画存在量を示
し、ヘテロ接合突然変異体の存在を確認した。ＰＤＧＬＰ＃３８０－２のウェルＦ０４に
由来する１つの苗は、３９．６％の分画存在量を示し、ヘテロ接合突然変異体の存在を確
認した。
６．追加の形質の検証を、同定した突然変異体及び参照試料の両方での直接配列決定法を
用いて実施した。ＲＥＤＥｘｔｒａｃｔ　ＤＮＡ抽出手順（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ
）を用いて、葉材料からＤＮＡを抽出した。配列決定解析については、１μｌの精製ｇＤ
ＮＡ、２０μｌのＲＥＤＥｘｔｒａｃｔ（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）、５００ｎＭの
標的特異的フォワードプライマー、５００ｎＭの標的特異的リバースプライマー及び水を
含有する５０μｌのＰＣＲ反応を準備した。試料を、次のＰＣＲ条件：９４℃で２分間の
変性、９４℃で４５秒間、５８℃で４５秒間、及び７５℃で４５秒間の３８サイクルのＰ
ＣＲ、ならびに７２℃で５分間の最終的伸長を用いて熱サイクルさせて、その後、ＰＣＲ
プレートを８℃で保存した。個々のＰＣＲ産物を、ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ　Ｇｅｌ及びＰ
ＣＲクリーンアップキットを用いて精製した。全ての試料を、標的特異的フォワードプラ
イマー及び標的特異的リバースプライマーを用いて配列決定した。
７．ｄｄＰＣＲ解析において突然変異に対して陽性であると同定された両方の苗は、所定
のゲノム位置における遺伝子型に関してヘテロ接合であった。参照試料は、同じ位置にお
いてホモ接合野生型遺伝子型を示した。
【０３６８】
実施例１９：オオムギグルタミンシンターゼの組換え型の解析
　３つの組換えＨｖＧＳ１－３変異体の合成は、Ｅ．ｃｏｌｉ宿主細胞を利用し、続いて
、親和性精製によって、この酵素を高純度に富化した。次の変異体をＥ．ｃｏｌｉ中で発
現させた。
－Ｑ：野生型参照－配列番号１；
－３８６４：アミノ酸交換Ｇ２８７Ｄを有する配列番号１、すなわち、突然変異体オオム
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ギ植物（実施例１８で記載されたように同定）によって発現される突然変異体タンパク質
に一致する。
－ＬＲ：アミノ酸交換Ｄ３００Ｎを有する配列番号１、すなわち、変化が酵素活性に及ぼ
す影響をほとんど有さないと予想される酵素変異体。
【０３６９】
　酵素の存在下でのグルタミン酸、ヒドロキシルアミン及びＡＴＰからのグルタミルヒド
ロキサメートの合成に従って、３つのＨｖＧＳ１－３変異体の活性を決定した。酵素反応
速度を、グルタミン酸及びヒドロキシルアミンの異なる濃度で、全ての３つのＨｖＧＳ１
－３変異体について決定し、その結果を、それぞれ表１及び表２に示す。
【０３７０】
　ＨｖＧＳ１－３及びＬＲについてのｋｃａｔ及びｋｃａｔ／ＫＭは同様であったが、Ｈ
ｖＧＳ１－３　３８６４は、他の２つの変異体と比べて１桁分または２桁分低い値を一貫
して明示した。反応速度データは、ＨｖＧＳ１－３　３８６４で同定された突然変異、Ｇ
ｌｙ２８７からＡｓｐが、この変異体のいずれかの基質の結合及び利用に深刻な影響を及
ぼすことを示した。ＡＴＰ結合及び利用に関する反応速度値は、ヌクレオチドの高基質濃
度における吸光度の変動の度合いが高いために、決定することができなかった。
【０３７１】
【表１】

【表２】

ＧＳ１－３複合体のオリゴマー化が、Ｑと比べて２つの変異体のいずれかに影響を与えた
かどうかを決定するために、精製ＨｖＧＳ１－３のアリコートを、最初にサイズ排除カラ
ム上を移動させた。全ての３つの変異体は、同じ溶出容量で主ピークを有した。
【０３７２】
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　この実施例で記載された結果を得るために利用された実験を説明する詳細な６工程を以
下に記載する。
【０３７３】
工程１：異種遺伝子発現のためのＨｖＧＳ１－３遺伝子配列の設計
　登録番号ＪＸ８７８４９１．１でＧｅｎＢａｎｋに寄託された、オオムギグルタミンシ
ンセターゼアイソフォームＧＳ１－３（ＨｖＧＳ１－３）のコード配列を、野生型ＨｖＧ
Ｓ１－３（Ｑ）及び突然変異を含有する２つの型（３８６４またはＬＲ）のいずれかを表
す、３つの対応する遺伝子配列（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ，Ｃｈｉｎａ）の合成のための基礎
として用いた。野生型ＧＳ１－３遺伝子及びタンパク質配列を、本明細書では、それぞれ
配列番号１及び配列番号２として提供する。全ての３つの変異体のタンパク質をコードす
るＤＮＡ配列を、ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ（ドイツ）から購入したＥ．ｃｏｌｉ発
現プラスミドｐＥＴ－２８ａ（＋）中に挿入し、続いて、標準的方法を用いて、ＢＬ２１
（ＤＥ３）菌株のＥ．ｃｏｌｉの細胞の形質転換を行った。
【０３７４】
工程２：ＨｖＧＳ１－３の異種発現
　ＨｖＧＳ１－３　Ｑで形質転換されたＥ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞またはｐ
ＥＴ－２８ａ（＋）中のその変異体を用いた。細菌を、３０μｇ／ｍＬのカナマイシンを
含有するＬＢ培地中で、標準的条件下で培養した。２５０μＭのイソプロピルβ－Ｄ－１
チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を添加して、遺伝子
発現を誘導させた。発現は、１２０ｒｐｍで３７℃にて４時間行った。８℃において４，
０００×ｇで１５分間の遠心分離によって、細胞を採取した。上清を廃棄しながら、細胞
ペレットを、１０ｍＬの緩衝液Ａ（２０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０、５００ｍ
ＭのＮａＣｌ、１ｍＭのＭｇＣｌ２）中に再懸濁させた。再懸濁した細胞を、さらに使用
するまで－２０℃に凍結させた。
【０３７５】
工程３：組換え遺伝子発現後のＥ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞の細胞溶解
　形質転換し、凍結させたＥ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）細胞を、先ず解凍し、次い
でＶｉｂｒａ細胞超音波処理装置（Ｓｏｎｉｃｓ　＆　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｉｎｃ．，
ＵＳＡ）を用いて、氷上で３０％の振幅で９０秒間、５秒間のパルス及び５秒間の中断で
破壊させた。超音波処理後、５μｇ／ｍＬのＤＮａｓｅｌ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
）を用いて、ＤＮＡを１０分間分解させた。４℃で１３，０００×ｇにて１０分間の遠心
分離によって、溶解細胞を除去した。上清を０．４５μｍのフィルターを通過させて、新
しいチューブにシリンジで注入した。
【０３７６】
工程４：固定化金属親和性クロマトグラフィーによるＨｖＧＳ１－３の富化
　ニッケル溶液で荷電した１ｍＬの固定化金属親和性クロマトグラフィー（ＩＭＣ）を、
５カラム容量の再蒸留水で洗浄し、同一容量の緩衝液Ａ（この組成は上記に詳説）で平衡
化させた。濾過した可溶性分画を、シリンジを用いて平衡化カラムに手動で注入し、未結
合物質を収集し、４℃に維持した。緩く結合したカラム物質を、５０ｍＭのイミダゾール
を含有する緩衝液Ａ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて、１０カラム容量（ＣＶ）
にわたって洗い流した。ＨｖＧＳ１－３を、４００ｍＭのイミダゾールを含有する緩衝液
Ａを用いて、１０ＣＶにわたって同様な条件下で溶出させて、収集した。溶出タンパク質
溶液を、１０，０００の公称分画分子量を有する再生セルロースから作製された遠心濾過
機ユニット（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｉｒｅｌａｎｄ）上で、緩衝液Ａに対して透析濾過を
４回行った［過剰のイミダゾールを除去するために、８℃で３，０００×ｇ（ＳＬ－１６
Ｒ）にて２０分間の遠心分離により］。
【０３７７】
工程５：組換えＨｖＧＳ１－３インビトロ活性アッセイ
　Ｗｅｌｌｎｅｒ及びＭｅｉｓｔｅｒ（１９６６）によって記載された活性アッセイの改
作を用いて、２つのＨｖＧＳ１－３変異体の活性における変化を（ＨｖＧＳ１－３　Ｑの
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ものと比べて）決定した。５０μＬの反応物は、１００ｍＭのＴｒｉｓ－Ｈｃｌ、ｐＨ８
．０、５０ｍＭのＭｇＣｌ２、２０ｍＭのＡＴＰ、異なる濃度のγ－グルタミン酸ヒドロ
キシルアミン（Ｌ－グルタミン酸を変化させた場合、そうでなければ５０ｍＭ）、異なる
濃度のＬ－グルタミン酸（グルタミン酸ヒドロキシルアミンを変化させた場合、そうでな
ければ５０ｍＭ）を含有した。反応を、３７℃で平衡化させた平底の９６ウェルマイクロ
プレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＵＳＡ）の半分の領域で調整した。精製ＨｖＧＳ１－３を１
または５μｇ／ｍＬの最終濃度で添加することによって、反応を開始させた。３０分後、
３７０ｍＭのＦｅ（ＩＩＩ）Ｃｌ３、２００ｍＭのＴＣＡ、６７０ｍＭのＨＣｌを５０μ
Ｌ添加することによって、反応を停止させた。次いで、容量の微量な差を考慮に入れるた
めに経路補正を用いて、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　３４０ＰＣ３８４マイクロプレートリー
ダー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ，ＵＳＡ）で、Ａ５４０ｎｍを底部から測定
した。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ（バージョン４、ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａ
ｒｅ，ＵＳＡ）を用いて、データをプロットした。
【０３７８】
工程６：サイズ排除クロマトグラフィー
　３つのＨｖＧＳ１－３変異体の等量を、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００（ＧＥ　Ｌｉｆｅ　
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＵＳＡ）を含む１０／３００サイズ排除カラム上に個々に充填し、Ａ
ＫＴＡ　ＦＰＬＣ（ＧＥ　ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ）上の緩衝液Ａ中で平衡化させた。
結合タンパク質の溶出を、０．５ｍＬ／分で行い、タンパク質溶出の後にＡ２８０を測定
した。
【０３７９】
実施例２０：突然変異誘発させた酵母細胞に由来するｇＤＮＡを用いたｄｄＰＣＲ解析
　説明を明確にするために、かつ限定するものではないことを示すために、以下のテーマ
を本実施例で詳説する。
－パート１：ランダムに突然変異誘発させた酵母培養物の調製
－パート２：順序付きライブラリーの作製
－パート３：所定の突然変異を有するｇＤＮＡを含有するウェルの同定
－パート４：所定の突然変異によって特徴付けられた酵母細胞の富化
【０３８０】
ＷＳ１：ランダムに突然変異誘発させた酵母培養物の調製
工程１．１：突然変異誘発の手順
　突然変異を誘発させるために、酵母菌株を、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｙｅａｓｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ｖ．３１３，２００６）に記載
されるプロトコールに従って、ＭＮＮＧ（メチルニトロニトロソグアニジン）による処理
にかける。
【０３８１】
　ＭＮＮＧは、ｇＤＮＡのグアニジンまたはチミンをアルキル化し、その後ｇＤＮＡの複
製時に、そのＧ・Ｃ対がＡ・Ｔへ移行することが知られている突然変異原である。このセ
クションで記載される方法は、定義されたアミノ酸コドンを未成熟終止コドンに変更する
対象の遺伝子における点突然変異を同定することを目的とする。当業者であれば、他の種
類の突然変異の同定に本方法を適応させることができるであろう。したがって、点突然変
異は、短縮され、それに応じて非機能または欠陥タンパク質につながる。終止コドンを作
成するための望ましい点突然変異は、標的化遺伝子／タンパク質の配列に基づいて定義さ
れる。対象の遺伝子の調節領域に影響を与える他の点突然変異も同様に、この方法によっ
て同定可能である。
【０３８２】
　突然変異誘発は、例えば、総細胞数２×１０７を有する酵母培養物で実施する。突然変
異誘発のための酵母細胞のミューテーター状態を決定し、所望の突然変異率を確実にする
ように調整する。突然変異誘発条件は、通常、６０～７０％の生存率を供与するように調
整される。突然変異原の濃度及び暴露時間は、酵母菌株によって変化する。
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【０３８３】
ＷＳ２：順序付きライブラリーの作製
工程２．１．細胞生存性
　生存細胞力価を決定し、全ての突然変異誘発させた酵母細胞を、Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸｐ
ロボットを用いて、ＹＰＤを含む９６ウェルプレート中にアリコートで接種する。３００
０～５０００個の生存単細胞をウェル当たりに接種する。
【０３８４】
ＷＳ３：所定の突然変異を有するｇＤＮＡを含有するウェルの同定
工程３．１：突然変異誘発させた酵母細胞のライブラリーの作製
　工程１．１からの９６ウェルプレート中に接種した突然変異誘発させた酵母細胞は、標
的化突然変異酵母を含有する総ライブラリーとみなされる。酵母細胞を３日間インキュベ
ートして、成長飽和状態にさせる。増殖から３日後に、ｇＤＮＡ単離に使用するために、
Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸｐロボットを用いて、最小成長培地中に再接種することによって、ラ
イブラリーを増幅させる（コピー工程）。９６ウェルプレート内の酵母細胞懸濁液の残り
を、所望の突然変異体酵母を単離するための後工程用途のために、グリセロール（１５％
の最終濃度）と共に－８０℃で保存する。
【０３８５】
工程３．２：酵母からのｇＤＮＡの単離
　ｇＤＮＡを調製するために、酵母細胞をＤＮＡ単離用の９６ウェルプレートに移し、ロ
ボットを用いるＤＮＡ単離の手順にかける（Ｂｉｏｍｅｋ　ＦＸｐ、Ａｇｅｎｃｏｕｎｔ
　ＤＮＡｄｖａｎｃｅキット及びＢｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒからのプロトコール）
。手順は、酵母細胞壁を分解しかつ細胞を破壊するためにリチカーゼ酵素を用いる追加の
工程を伴う、製造業者の使用説明書に従う。プロトコールは、磁気ビーズによるｇＤＮＡ
の沈殿を使用する。９６ウェルプレート中のｇＤＮＡを、所定の突然変異についての陽性
プールを同定するために後工程用途に使用する。ＤＮＡ濃度を、９６ウェルプレートリー
ダーを用いて測定し、これと共にＤＮＡの濃度を２５ｎｇ／５μＬに調整し、これをｄｄ
ＰＣＲに直接使用する。９６ウェルプレート中の元々の濃縮したＤＮＡを後の使用のため
に保存する。
【０３８６】
工程３．３：ｄｄＰＣＲによる試料の解析
　工程２．２にて９６ウェルプレート様式で調製されたｇＤＮＡを定量し、濃度を２５ｎ
ｇ／５μＬに調整する。陽性及び陰性対照ＤＮＡ試料が含まれる。その後ｄｄＰＣＲ解析
を、各ｇＤＮＡ試料で、本質的に実施例７に記載されたように実施する。この段階で、遺
伝子配列中のいくつかの、または全ての可能な位置における異なる点突然変異を認識し、
未成熟終止コドンを作成するプローブのアレイを適用し、突然変異体同定の機会を向上さ
せることができる。本方法は、所望の突然変異に対して陽性のウェル、すなわち、所望の
突然変異を保有する酵母を含むウェルの同定を可能にする。
【０３８７】
ＷＳ４：所定の突然変異によって特徴付けられた酵母細胞の富化
工程４．１：プールされた酵母ライブラリーの作製
　突然変異に対して陽性のウェルを含む９６ウェルプレートを解凍し、陽性ウェルの内容
物を新鮮なＹＰＤブロスに接種（１：１０）し、室温で回転させながら４～６時間インキ
ュベートさせることによって酵母細胞を蘇生させる。酵母細胞のさらなる増殖がないこと
を確実にするために、蘇生させた酵母培養物を、後工程のプレーティングまで冷蔵庫に保
存し、純粋な突然変異体培養物の単離を成功裏に完了する。プレーティング前に、生存酵
母細胞を計数し、１ｍＭのＥＤＴＡを含有するＰＢＳで希釈し、その後、ＹＰＤ寒天を含
むＱｐｉｘ角型皿上でプレーティングし、プレート当たり２０００～３０００個のコロニ
ーを得る。この方法を準備するためのプレートの数は、凍結ストックから蘇生させた後の
生存酵母細胞の力価及び突然変異体同定の進捗に依存する。例えば、１０～１２個のＱｐ
ｉｘプレートは、個々のコロニーを生じる最大５０，０００個の単一細胞で接種すること
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ができる。最大１：５０００の野生型：突然変異体の比を有する、パート３に記載された
陽性プールの同定は、５０，０００個の単一細胞の中で、少なくとも１０個の細胞が標的
化突然変異体であることを示唆している。コロニーの成長を監視して、Ｑｐｉｘロボット
で個々のコロニーを拾い上げることができるのに適切なサイズ及びコロニー間の距離を確
実にする。一旦コロニーを拾い上げる準備ができたら、ＹＰＤ成長させた酵母細胞を有す
る９６ウェルプレートのライブラリーを、以下の方法で作成する：全てのＱｐｉｘプレー
トからのコロニーをランダムに１０個の９６ウェルプレート内に収集し、これにより、各
ウェルが、１：５０に等しい野生型：突然変異体の最小可能性比で５０個のコロニーのプ
ールを含有することになる。これらのプレートをさらに処理して、ｇＤＮＡを単離し、ま
た凍結ストックを作製して、工程３．１（ＷＳ３）に記載されたようにさらなる後工程の
用途のために－８０℃で保存する。
【０３８８】
工程４．２：プールされたライブラリーからの酵母ｇＤＮＡの単離
　ｇＤＮＡを５０個の単離されたコロニーのプールから調製するために、工程３．１で得
られた９６ウェルプレート中の酵母培養物を、新鮮な最小成長培地中に再接種する。一旦
成長が十分になったら、酵母培養物を、工程３．２（ＷＳ３）に記載されたようなロボッ
トを用いるＤＮＡ単離の手順にかける。ＤＮＡ濃度を、９６ウェルプレートリーダーを用
いて測定し、そしてＤＮＡの濃度を２５ｎｇ／５μＬに調整し、アリコートをｄｄＰＣＲ
に直接使用する。９６ウェルプレート様式中の元々の濃縮したｇＤＮＡを保存する。９６
ウェルプレート中のｇＤＮＡを、所定の突然変異を有する陽性プール／ウェルを同定する
ために、後工程用途に使用する。合計で１０個の、ｇＤＮＡを含む９６ウェルプレートを
調製する。
【０３８９】
工程４．３：ｄｄＰＣＲによる試料の解析
　９６ウェルプレート様式で工程３．２において調製されたｇＤＮＡを定量し、濃度を２
５ｎｇ／５μＬに調整する。陽性及び陰性対照ＤＮＡ試料が含まれる。その後ｄｄＰＣＲ
解析を、各ｇＤＮＡ試料で、本質的に実施例７に記載されたように実施する。複数のプロ
ーブが工程３．３で使用されるならば、このときは、この段階で、工程３．３において陽
性プールの肯定的な同定を供与したプローブ（複数可）のみを適用する。本方法は、所定
の突然変異を有する陽性のサブプール（複数可）の同定を可能にする。
【０３９０】
工程４．４：単一コロニー酵母ライブラリーの作製
　工程４．３で同定した、陽性ウェル（複数可）を有する凍結した９６ウェルプレートを
用いて、単一コロニーの成長のためにプレーティングする。陽性ウェルからの酵母培養物
を、新鮮なＹＰＤブロス中に接種し、一晩培養する。１０００個の細胞をＹＰＤ寒天（Ｑ
ｐｉｘ角型皿様式）上にプレーティングし、単一コロニーを得る。成長させたコロニーを
Ｑｐｉｘロボットで、ＹＰＤブロスを成長培地として含む１０個の９６ウェルプレート中
に拾い上げる。これらのプレートをさらに処理して、ｇＤＮＡを単離し、また工程３．１
（ＷＳ３）に記載されたように、さらなる後工程の用途のために凍結ストックを作製する
。
【０３９１】
工程４．５：単一コロニーのライブラリーからのｇＤＮＡの単離
　ｇＤＮＡを、工程４．２に記載されたように調製する。
【０３９２】
工程４．６：ｄｄＰＣＲによる試料の解析
　工程４．５で調製されたｇＤＮＡ、すなわち、９６ウェルプレート様式におけるものを
定量し、濃度を２５ｎｇ／５μＬに調整する。陽性及び陰性の対照ＤＮＡ試料が含まれる
。その後ｄｄＰＣＲ解析を、実施例７に記載されたように実施する。この段階で、工程３
．１において肯定的な同定を供与したプローブ（複数可）のみを適用する。本方法は、所
定の突然変異を有する純粋な酵母培養物の同定を可能にする。本方法は、分離菌株のホモ
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接合またはヘテロ接合状態を決定することを可能にする。
【０３９３】
工程４．７：突然変異体酵母の純粋な培養物の単離
　突然変異体酵母のストックを作製するために、陽性ウェル（複数可）からの酵母懸濁液
を、ＹＰＤ寒天上に広げ、単離されたコロニーの成長を開始させる。３つのコロニーを手
動で拾い上げ、生物学的複製品としてさらに処理する。
【０３９４】
工程４．８：標的遺伝子または対象のｇＤＮＡストレッチの配列決定
　工程４．７（ＷＳ４）からの同定された突然変異を有する酵母突然変異体分離菌株をｇ
ＤＮＡの単離、続いて特異的ＰＣＲ、得られたＤＮＡ断片のクローニング及びＤＮＡ配列
決定の実施のために用いて、突然変異の同一性を確認する。
【０３９５】
工程４．９：突然変異の機能性
　対象のホモ接合突然変異を有する酵母突然変異体を用いて、突然変異が予想した効果を
有することを直接確認する。ヘテロ接合状態が決定され、かつ予想される効果を提供する
ために不十分と判明するならば、このときは、突然変異誘発が繰り返されるか、あるいは
酵母分離菌株が胞子形成、続いて突然変異の分離を受けて、ホモ接合状態及び突然変異体
表現型を確認するかのいずれかが行われる。対象の突然変異を有する酵母分離菌株を適用
された目的に直接使用されるか、またはこれは、所望の表現型を制御するために酵母育種
に使用される。
【０３９６】
実施例２１
　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅにおいては、フェルラ酸デカルボ
キシラーゼＦｄｃ１は、ケイ皮酸またはクマル酸を含む芳香族カルボン酸の脱炭酸に必須
である。脱炭酸反応は、基質をそれらの対応するビニル誘導体に変換し、それらのいくつ
かは風味活性化合物として既知である。例えば、ビール発酵中に、Ｆｄｃ１は、麦汁から
のフェルラ酸を４－ビニルグアイアコールに変換し、４－ビニルグアイアコールは、最終
ビールにおいてチョウジノキに似た香調として顕著になる。これらの香調は、特定のビー
ル、特にドイツの小麦ビールに典型的であるが、ラガービールを含む他のものではフェノ
ール系オフフレーバー（ＰＯＦ）とみなされる。ここでは、遺伝子ＳｃＦＤＣ１中にナン
センス突然変異を保有するＳ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅの同定は、非ＧＭＯ法により、それ
が記載される。同定した酵母はＰＯＦ陰性酵母菌株であると予想される。
【０３９７】
　食品産業においては、選択された生物を改変するための分子遺伝学的手法の使用は望ま
しくなく、人々は古典的なランダム突然変異誘発手法及び対象の菌株を同定するための多
大な時間を要するスクリーニングの使用に頼っている。以下に記載される方法は、ランダ
ムに突然変異誘発させた生物の集団内で選択された対象の突然変異を保有する菌株を同定
するためにそれほど時間を要さない手法を描いている。より具体的には、この実施例では
、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ変種ｄｉａｓｔａｔｉｃｕｓ菌株ＦＳ０１０５におけるＳｃ
ＦＤＣ１遺伝子の＋４７６位におけるＧからＡへの移行をもたらす特異的ナンセンス突然
変異（Ｗ１５９＊）を保有する酵母菌株を記載する。ＳｃＦＤＣ１遺伝子の配列は、番号
ＮＣＢＩ：ＮＭ＿００１１８０８４７でＧｅｎＢａｎｋにおいて入手可能であり、ｃＤＮ
Ａ配列は、本明細書では配列番号２６として提供され、ｆｄｃ１のアミノ酸配列は、配列
番号７として提供されている。
【０３９８】
ＷＳ１：ＦＳ０１０５酵母細胞のランダムに突然変異誘発させた集団の作製
工程１．１：菌株ＦＳ０１０５でのＥＭＳ突然変異誘発
　突然変異を誘発させるために、酵母菌株ＦＳ０１０５を、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｙ
ｅａｓｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ」（ＣＳＨＬ　Ｐｒｅｓｓ，２０００）に記載されるプロト
コールに従って、エチルメタンスルホネート（ＥＭＳ）による処理にかけた。簡単に言う
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と、菌株ＦＳ０１０５をＹＰＤ培地中で一晩、定常期まで増殖させた。細胞を遠心分離に
よって採取し、滅菌蒸留水で１回、０．１Ｍのリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７）で１回
洗浄した。細胞を、最終的に、０．１Ｍのリン酸緩衝液中に、約２×１０８細胞／ｍｌに
再懸濁させた。３０μｌのＥＭＳを、２ｍｌのセーフロック反応チューブ中の１ｍｌの細
胞に添加し、細胞をＥｐｐｅｎｄｏｒｆ　Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒ　ｃｏｍｆｏｒｔ（１
．５ｍｌ）上で、３０℃及び１０００ｒｐｍでおよそ７５分間インキュベートし、通常、
菌株ＦＳ０１０５に対して約６０～８０％の死滅率をもたらした。突然変異誘発を停止さ
せるために、細胞を短時間の遠心分離によってペレット状にして、新しく調製した滅菌５
％チオ硫酸ナトリウム溶液で３回、滅菌蒸留水で１回洗浄した。細胞を、最終的に、１ｍ
ｌのＹＰＤ中に再懸濁させて、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　Ｔｈｅｒｍｏｍｉｘｅｒ　ｃｏｍｆ
ｏｒｔ（１．５ｍｌ）上で３０℃及び１０００ｒｐｍで１時間インキュベートした。この
段階で、細胞を４℃で保存することができるか、または後処理プロセス、例えば、複合培
地にプレーティングすることによって死滅率を決定するために直ちに使用した。
【０３９９】
　文献は、突然変異誘発直後に突然変異誘発させた酵母細胞を選択的圧力下に配置するこ
とが、細胞当たりの突然変異の数の大幅な増加をもたらすことを示唆しており（Ｌａｄａ
ら、２０１３；Ｄｅｎ　Ａｂｔら２０１６）、このことは、対象の突然変異を同定するた
めに、スクリーニングされる酵母細胞の数を大幅に低減することができる。したがって、
プレート当たりおよそ２×１０７個の、生きているが突然変異誘発させた細胞を、２μｇ
／ｍｌの除草剤メトスルフロンメチルを含有するＳＤ培地プレートにプレーし、除草剤耐
性コロニーが選択的プレート上に現れるようになるまで、プレートを３０℃で数日間イン
キュベートした。本発明者らは、全体でおよそ５０，０００個の除草剤耐性コロニーを目
指した。細胞当たりの突然変異の数をさらに増加させるために、本発明者らは、除草剤耐
性細胞を滅菌０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７）でプレートから洗い流し、それ
らをおよそ２×１０８細胞／ｍｌまで希釈し、上記記載の様にＥＭＳ突然変異誘発を繰り
返した。この突然変異誘発及び選択のサイクルを合計で４回繰り返した。
【０４００】
ＷＳ２：ランダムに突然変異誘発させたＦＳ０１０５酵母細胞のランダムライブラリーの
作製
工程２．１：突然変異誘発させたＦＳ０１０５酵母細胞の総ランダムライブラリーの作成
　ＥＭＳ突然変異誘発の第４及び最終のラウンド（工程１．１を参照）の後に、それぞれ
の希釈物を複合培地プレートにプレーティングすることによって、生存細胞力価を決定し
た。その後、およそ１，２００～１，５００の生細胞／プレートを、ＹＰＤプレート上に
広げ、ペトリ皿を３０℃で３日間インキュベートした。９６個の別個のプレートから、３
ｍｌの０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液で細胞を洗い流し、９６個の「ライブラリープー
ル」を形成した。これらのライブラリープールからのおよそ５×１０７個の細胞を、その
後、ＤＮＡ単離に使用し（以下を参照）、一方残りの細胞を遠心沈殿し、４０％のグリセ
ロール／１０％のＹＰ中に再懸濁させて、－８０℃で冷凍し、全体でおよそ１２０，００
０～１５０，０００個のＥＭＳ突然変異誘発させたＦＳ０１０５クローンを含有する９６
個のライブラリープールの「総ランダムライブラリー」を確立した。
【０４０１】
ＷＳ３：ＦＳ０１０５総ランダムライブラリー中に選択されたｓｃｆｄｃ１ナンセンス突
然変異を有するクローンを含有するライブラリープールの同定
工程３．１：ＦＳ０１０５総ランダムライブラリーからの酵母ゲノムＤＮＡ単離
　総ランダムライブラリーの各プールからのゲノムＤＮＡを、ＰｕｒｅＬｉｎｋ（登録商
標）Ｐｒｏ９６ゲノムＤＮＡキット（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）及びＥｖｅｒｙＰｒｅｐ（
商標）Ｕｂｉｖｅｒｓａｌ　Ｖａｃｕｕｍ　Ｍａｎｉｆｏｌｄ（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
を用いて、製造業者の使用説明書に従って単離した。各試料のＤＮＡ濃度を、ＮａｎｏＤ
ｒｏｐ　１０００３．８．１を用いて決定し、ＤＮＡ溶液を、滅菌ＤＮＡｓｅフリー水で
、５ｎｇのＤＮＡ／μｌの最終濃度に調整した。ＤＮＡ試料を、さらに使用するまで、９
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６ウェルＰＣＲプレート中で－２０℃にて保存した。
【０４０２】
工程３．２：ｄｄＰＣＲによるライブラリープールｇＤＮＡ試料の解析
　独特のｄｄＰＣＲアッセイを、具体的には、菌株ＦＳ０１０５の野生型コード配列中の
ヌクレオチド＋４７６位におけるＳｃＦＤＣ１の変異対立遺伝子と野生型対立遺伝子を識
別するために設計した。対応するＴＧＧコドンは、一般的な実験室参照菌株Ｓ２８８Ｃの
ＳｃＦＤＣ１配列とこの位置で同一である（ＧｅｎＢａｎｋ番号ＮＣＢＩ：ＮＭ＿００１
１８０８４７）。突然変異体検出プローブは、ヌクレオチド＋４７６位でＡ塩基を含有す
るコード配列に相補的であった。参照検出プローブは、ヌクレオチド＋４７６位でＧ塩基
を含有するコード配列に相補的であった。２つの隣接するプライマーを、コード配列中の
ヌクレオチド＋４７６を包囲するゲノム配列を増幅するように設計した。アッセイを、突
然変異検出用のＢｉｏＲａｄｓ液滴デジタルＰＣＲアッセイ設計ツールを用いて設計した
。以下のプライマー及びプローブを、特異的ＳｃＦＤＣ１遺伝子座のために開発した。
標的特異的フォワードプライマー（（５’－ＣＡＴＧＴＴＴＣＡＧＡＣＧＧＴＧＧ－３’
）（配列番号１３）
標的特異的リバースプライマー（５’－ＣＡＴＡＣＣＴＣＴＡＧＣＡＡＴＴＧＡＣＣ－３
’）（配列番号１４）
突然変異体検出プローブ（５’－ＡＣＧＴＡＣＧＧＡＡＴＧＴＡＧＡＴＴＣＴ－３’）（
配列番号１５）－６－カルボキシフルオレセイン－ＦＡＭで標識付け
参照検出プローブ（５’－ＡＣＧＴＡＣＧＧＡＡＴＧＴＧＧＡＴＴ－３’）（配列番号１
６）－ヘキサクロロフルオレセイン－ＨＥＸで標識付け。
【０４０３】
　次の工程は、一般的に、ライブラリーが突然変異酵母菌株を含むかどうかを決定するた
めのものである。スクリーニングを、それぞれが１２００～１５００個の突然変異誘発さ
せた酵母コロニーを含み、合計でおよそ１２０，０００～１５０，０００個の突然変異酵
母菌株を代表する合計で９６個の酵母ライブラリープールで実施した。ｄｄＰＣＲを、本
質的に実施例７に記載されるように実施した。突然変異誘発させた酵母菌株の９６個のプ
ールのｇＤＮＡの５μＬのｇＤＮＡ試料を、１７μｌのＰＣＲ反応混合物を含有するマイ
クロタイタープレートの各ウェルに添加し、上下にピペット操作することによって十分に
混合した。
【０４０４】
　ＰＣＲ用のマイクロタイタープレートを、液滴解析のためにＱＸ２００液滴リーダー（
Ｂｉｏ－Ｒａｄ）上に装填した。得られたデータを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア
（バージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて解析した。閾値を、チャネル１及びチ
ャンネル２の振幅について増幅をそれぞれ２７００及び１５００にそれぞれ設定した、２
－Ｄプロットを用いて決定した。分画存在量についての個々の値の比較は、プレート座標
Ｇ０１を有するｇＤＮＡが、突然変異体検出に関してあらゆる他の試料よりも高いシグナ
ルを提供することを示した。ｇＤＮＡプールＧ０１の分画存在量は、０．１９０％であっ
て（０．０３０％と比べて）、後者は９６個の試験したｇＤＮＡ試料の全ての平均分画存
在量を表している。
【０４０５】
ＷＳ４：後続のサブプールを作成することによる選択されたＳｃｆｄｃ１突然変異を保有
する個々の酵母クローンの同定
工程４．１：ＦＳ０１０５総ランダムライブラリーからの１００ｅｒサブプールの作成
　ＳｃＦＤＣ１特異的ｄｄＰＣＲアッセイを用いて解析された９６個のｇＤＮＡライブラ
リープール試料の解析に基づくと、プールＧ０１中の１，２００～１５，００個の酵母菌
株が、対象の遺伝子突然変異を保有する１つ以上の個々のクローンを含有することになる
可能性が高いと考えられた。
【０４０６】
　工程３．２で同定された陽性ライブラリープールＧ０１の細胞力価を、それぞれの希釈
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物をＹＰＤ寒天プレート上にプレーティングすることによって決定した。その後、３ｍｌ
の液体ＹＰＤ培地を含有する１５ｍｌ培養チューブ４８個に、それぞれがライブラリープ
ールＧ０１からのおよそ１００個の細胞で接種した。培養チューブをロータリーインキュ
ベータ上で３０℃にて３日間インキュベートし、ライブラリープールＧ０１からのおよそ
４８００個の個々のクローンを代表する、ライブラリーＧ０１からの１００ｅｒサブプー
ル４８個を得た。
【０４０７】
工程４．２：ＦＳ０１０５の１００ｅｒサブプールからの酵母ゲノムＤＮＡの単離
　ゲノムＤＮＡを、工程３．１に従って、４８個の１００ｅｒサブプール（前の工程を参
照）のそれぞれから単離し、最終濃度を、約５ｎｇのｇＤＮＡ／μｌに再度調整した。
【０４０８】
工程４．３：ｄｄＰＣＲによる１００ｅｒサブプールｇＤＮＡ試料の解析
　それぞれがプールＧ０１からのおよそ１００個のコロニーを含有する、４８個の１００
ｅｒサブプールに由来するｇＤＮＡを、上記記載のように解析した（工程３．２を参照）
。データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ
）を用いて解析した。閾値を、２－Ｄプロットを用いて、かつチャネル１の振幅について
２０００を及びチャンネル２の振幅について２５００を設定して決定した。１００個のコ
ロニーの特定のプール中の少なくとも１つの突然変異コロニーの存在を示す、１％を超え
る分画存在量を示す、マイクロタイタープレート中の４つの個々のウェル（Ｇ０７、Ｃ０
８、Ｃ０９、Ｇ１０）を同定した。
【０４０９】
工程４．４：ＦＳ０１０５総ランダムライブラリーからの１０ｅｒサブプールの作成
　１００ｅｒサブプールＣ０９は、ｄｄＰＣＲ解析において最も高い分画存在量（２．９
９％）を示し、さらなる解析のために選択した。
【０４１０】
　工程４．１と同様に、工程３．２で同定された陽性の１００ｅｒサブプールＣ０９の細
胞力価を、それぞれの希釈物をＹＰＤ寒天プレート上にプレーティングすることによって
決定した。その後、３ｍｌの液体ＹＰＤ培地を含有する１５ｍｌの培養チューブ２４個に
、それぞれが１００ｅｒサブプールＣ０９に由来する、およそ１０個の細胞を接種した。
培養チューブを、ロータリーインキュベータ上で３０℃にて３日間インキュベートし、１
００ｅｒサブプールＧ０１からのおよそ２４０個の個々のクローンを代表する、ライブラ
リーＣ０９からの１００ｅｒサブプール２４個をもたらした。
【０４１１】
工程４．５：ＦＳ０１０５の１００ｅｒサブプールからの酵母ゲノムＤＮＡの単離
　ゲノムＤＮＡを、工程３．１に従って、２４個の１００ｅｒサブプール（工程４．４を
参照）のそれぞれから単離し、最終濃度を、約５ｎｇのｇＤＮＡ／μｌに再度調整した。
【０４１２】
工程４．６：ｄｄＰＣＲによる１０ｅｒサブプールｇＤＮＡ試料の解析
　２４個の１０ｅｒサブプールに由来するｇＤＮＡを、上記記載のように解析した。デー
タを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用
いて上記記載のように解析した（工程３．２参照）。閾値を、２－Ｄプロットを用いて、
かつチャネル１の振幅について１５００を、及びチャンネル２の振幅について２０００を
設定して決定した。３つの個々のプール（Ａ０２、Ｃ０３、及びＤ０３）は、１０％を超
える分画存在量を示し、１０個のコロニーの３つのプールのそれぞれにおける少なくとも
１つの突然変異コロニーの存在を確認した。
【０４１３】
工程４．７：導入された対象の突然変異を保有するＦＳ０１０５の１０ｅｒサブプールか
らの個々のクローンの同定
　ｄｄＰＣＲ解析において最も高い分画存在量を示す１０ｅｒサブプールＤ０３（工程４
．６）を、さらなる解析のために選択した。ｇＤＮＡを、１０ｅｒサブプールＤ０３に由
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来する１６個の個々の酵母コロニーから単離し、上記記載のものと同じ解析にかけた（工
程４．３及び４．６を参照）。データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョ
ンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて解析した。閾値を、２－Ｄプロットを用いて、か
つチャネル１の振幅について２０００を、及びチャンネル２の振幅について２５００を設
定して決定した。２つの個々のプール（Ｃ０２及びＤ０２）は、９９．９％を超える分画
存在量を示し、１６個の試験した個々のコロニーうち、２つの突然変異酵母コロニーの存
在を確認した。
【０４１４】
工程４．８：突然変異体酵母純粋培養の単離
　菌株ＦＳ０１０５は、より大きな細胞凝集体を形成する傾向性を示す。対象の突然変異
体酵母の将来のストックが、単一の細胞に由来し、細胞集塊に由来しないことを保証する
ために、本発明者らはＳｉｎｇｅｒ　ＭＳＭ　４００解剖顕微鏡を用いて、２つの個々の
プールＣ０２及びＤ０２から単一細胞を単離した。そのために、個々のプールからの細胞
懸濁液を、ある特定の細胞集塊の放出を支援するＴＥ緩衝液中で１０００倍希釈し、１０
μｌの希釈物を複合培地寒天プレート上にスポットした。次いで、単一細胞を製造業者の
推奨／マニュアルに従って単離した。
【０４１５】
工程４．９：ＤＮＡ配列解析による選択された対象の突然変異の確認
　工程４．８からの単一細胞分離株に由来するゲノムＤＮＡを、標準酵母ゲノムＤＮＡＳ
調製プロトコールを用いて単離し、標的遺伝子ＳｃＦＤＣ１を網羅する領域を、ＳｃＦＤ
Ｃ１特異的オリゴヌクレオチドを用いる標準ＰＣＲ手法によって増幅させた。得られたＤ
ＮＡ断片を、Ｗｉｚａｒｄ（登録商標）ＳＶ　Ｇｅｌ及びＰＣＲ　Ｃｌｅａｎ－ｕｐシス
テム（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いて浄化し、対照のヌクレオチド（ＳｃＦＤＣ１の＋４７６
）の周りの領域について配列決定した（ＬＧＣ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ）。回収したＤＮＡ配
列の解析は、個々のプールＣ０２及びＤ０３（４．７及び４．８を参照）に由来する単一
細胞のクローンの両方共に、ＳｃＦＤＣ１遺伝子のヌクレオチド＋４７６におけるＧから
Ａへの移行によって生じた、所望のナンセンス突然変異Ｗ１５９＊を含有することを示し
た。
【０４１６】
実施例２２
　特異的突然変異を保有するコムギ植物を、本明細書の上記ワークストリーム及び実施例
に記載される方法を用いて同定した。様々なプールなどの命名を、図２に示した命名を用
いて行った。オオムギは自家受粉の、１４個の染色体を有する二倍体であるのに対し、コ
ムギでは多倍数性が一般的である。本実施例は、本発明の方法が、コムギなどの多倍数体
の生物でも使用することができることを実証している。記載されるように、本方法は、任
意の突然変異体の同定に使用することができる。本実施例は、９１位でのＡ－ゲノム（Ｔ
ａＧＡＳＲ７－Ａ１）上のコムギ遺伝子ＧＡＳＲ７のコドン領域中のアミノ酸トリプトフ
ァンの翻訳終止への交換につながる、特異的突然変異（グアニンからアデニンへ）の同定
を記載する。ＧＡＳＲ７－Ａ１遺伝子の配列は、番号ＮＣＢＩ：ＫＪ００００５２でＧｅ
ｎＢａｎｋにおいて入手可能であり、ｃＤＮＡ配列は、本明細書では配列番号２５として
提供され、ＧＡＳＲ７のアミノ酸配列は、配列番号８として提供される。
【０４１７】
ｄｄＰＣＲアッセイ
　具体的には、野生型コード配列（ＧｅｎＢａｎｋ番号ＮＣＢＩ：ＫＪ００００５２）中
のヌクレオチド２７３位におけるＴａＧＡＳＲ７－Ａ１の変異対立遺伝子と野生型対立遺
伝子を識別する、特異的ｄｄＰＣＲアッセイを設計した。突然変異体検出プローブは、ヌ
クレオチド２７３位にアデニンを含有するコード配列に相補的であった。参照検出プロー
ブは、ヌクレオチド２７３位にグアニンを含有するコード配列に相補的であった。２つの
隣接するプライマーを、コード配列中のヌクレオチド２７３を包囲するゲノム配列を増幅
させるように設計した。以下のプライマー及びプローブを、特異的ＴａＧＡＳＲ７－Ａ１
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遺伝子座のために開発した。
標的特異的フォワードプライマー（５’－ＣＧＣＣＴＧＣＣＣＣＴＧＣＴＡ－３’）（配
列番号９）
標的特異的リバースプライマー（５’－ＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡ
ＡＡＣＣＡＡＧＡＡ－３’）（配列番号１０）
突然変異体検出プローブ（５’－ＣＡＡＣＡＡＣＴＧＡＡＡＧＡＣＣＡ－３’）（配列番
号１１）－６－カルボキシフルオレセイン－ＦＡＭで標識付け
参照検出プローブ（５’－ＣＡＡＣＡＡＣＴＧＧＡＡＧＡＣＣＡ－３’）（配列番号１２
）－フルオロフォアＶＩＣで標識付け。
【０４１８】
　ランダムに突然変異誘発させたコムギ穀粒のプールを、穀粒を０．６％のＥＭＳ中に１
７時間浸漬することによって作製した。その後、穀粒を水で濯ぎ、濾紙の上で４５分間乾
燥させた。突然変異誘発させた穀粒を、乾燥後すぐに植え付けた。
【０４１９】
ＷＳ３：ライブラリー試料が突然変異穀粒を含有するかどうかの決定
　次いで、ライブラリーが突然変異穀粒を含有するかどうかを、本明細書で上記ＷＳ３及
び実施例７に本質的に記載されるように、下記の詳細を伴って決定した。
スクリーニングを、およそ３０，０００個の突然変異コムギ植物を代表する、合計９４個
のＧＬＰ（９４個のサブプール）で実施した。ｄｄＰＣＲを、本質的に実施例７に記載さ
れるように実施した。
ｇＤＮＡ（ＧＴ＃１０００１～ＧＴ＃１００９４）に由来する１つの５μｌのｇＤＮＡ試
料を、１７μｌのＰＣＲ反応混合物を含有する各ウェルに添加し、上下にピペット操作す
ることによって十分に混合した。
ＰＣＲプレートを、液滴解析のためにＱＸ２００液滴リーダー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ）上に装填した。データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バ
ージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて解析した。閾
値を、２－Ｄプロットを用いて、かつチャネル１振幅に３０００を、及びチャンネル２の
振幅について２０００設定して決定した。分画存在量についての個々の値の比較は、ｇＤ
ＮＡ（ＧＴ＃１００７２）が、あらゆる他の試料よりも突然変異体検出に由来する多くの
シグナルを含有することを示した。ｇＤＮＡ（ＧＴ＃１００７２）の分画存在量は、全て
の９４個の試験したｇＤＮＡ試料の平均分画存在量を表す０．０２４％と比べて０．１３
０％であった。
【０４２０】
ＷＳ４：対象の突然変異によって特徴付けられる個々の穀粒（複数可）の発見
　突然変異を保有する個々のコムギ穀粒を、本質的に上記ＷＳ４で本明細書に記載された
ように、下記の詳細を伴って同定した。
ＴａＧＡＳＲ７－Ａ１特異的ｄｄＰＣＲアッセイによるサブプールのｇＤＮＡ（ＧＴ＃１
０００１～ＧＴ＃１００９４）の解析に基づくと、ＧＬＰ＃１００７２の４５００個の穀
粒（陽性試料ｇＤＮＡ（ＧＴ＃１００７２）に一致する）が、対象の同一の突然変異を有
する１つ以上の穀粒を含む可能性が高いと考えられた。
それぞれＧＬＰ＃１００７２からの１０個の穀粒の９６個の試料を順次取り出すことによ
って、ＦＧＬＰ＃１００７２を確立した。各１０個の穀粒アリコートを１枚の秤量紙上に
置き、次いで１対の鉗子で連続的に固定し、それと同時に、１．６ｍｍのドリルを装備し
た彫刻盤（Ｍａｒａｔｈｏｎ－３、Ｓａｅｙａｎｇ　Ｍｉｃｒｏｔｅｃｈ）を用いて、胚
乳への２～３ｍｍの深さの小さな孔を穿孔した。回転運動によって、胚乳からの細粉を穀
粒の頂部及び周囲の秤量紙に移動させた。１０個の穀粒の穿孔された試料を、別の２ｍＬ
のウェルのマイクロタイタープレート中に置き、穿孔された穀粒ＰＤＧＬＰ＃１００７２
の二次サブプールを得た。それぞれが、１０個の穿孔されたコムギ穀粒に由来する細粉を
含む９６個の細粉試料を、穿孔された穀粒のものと一致する試料番号付けシステムを維持
しながら、１．５ｍｌのマイクロタイタープレートの別個のウェルに移した（ＰＦＧＬＰ
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＃１００７２）。
ＰＦＧＬＰ＃１００７２を、ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ　９６　Ｐｌａｎｔ　ＩＩキット（Ｍ
ａｃｈｅｒｅｙ－Ｎａｇｅｌ）の使用説明書に詳説された半自動化ＤＮＡ抽出手順を用い
て、ｇＤＮＡの抽出にかけた。したがって、マイクロタイタープレートの各ウェルは、１
０個の穀粒の細粉からのｇＤＮＡを含有した。
ＰＦＧＬＰ＃１００７２に由来するｇＤＮＡを、上記記載のように解析した。データを、
ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ）を用いて解析した。閾値を、２－Ｄプロットを用いて、かつチャネル１
の振幅について２５００を及びチャンネル２の振幅について１７００を設定して決定した
。マイクロタイタープレートにおける２つの個々のウェル（Ｂ１０及びＧ０５）が、７．
６％及び５．２％の分画存在量を示すことを同定し、全てが、ＰＤＧＬＰ＃１００７２の
２つの独立したウェル中の２つの個々の突然変異体の存在を示した。
ＰＤＧＬＰ＃１００７２のウェルＢ１０からの全ての１０個の穀粒を発芽させた。全ての
１０個の苗からの葉材料を採取し、ＲＥＤＥｘｔｒａｃｔ（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ
）を用いるＤＮＡ抽出にかけた。葉試料に由来するｇＤＮＡを、上記記載のように解析し
た。データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａ
ｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて解析した。閾値を、２Ｄ－プロットを用いて、
かつチャネル１の振幅について２０００を、チャンネル２の振幅について１６００に設定
して決定した。ＰＤＧＬＰ＃１００７２のウェルＣ０３に由来する１つの苗は、９９％の
分画存在量を示し、ヘテロ接合突然変異体の存在を確認した。
追加の形質の検証を、同定した突然変異体及び参照試料の両方での直接配列決定法を用い
て実施した。ＲＥＤＥｘｔｒａｃｔ　ＤＮＡ抽出手順（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）を
用いて、葉材料からＤＮＡを抽出した。配列決定解析については、１μｌの精製ｇＤＮＡ
、２０μｌのＲＥＤＥｘｔｒａｃｔ（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）、５００ｎＭの標的
特異的フォワードプライマー、５００ｎＭの標的特異的リバースプライマー及び水を含有
する５０μｌのＰＣＲ反応を準備した。試料を、次のＰＣＲ条件：９４℃で２分間の変性
、９４℃で４５秒間、５８℃で４５秒間、及び７５℃で４５秒間の３８サイクルのＰＣＲ
、ならびに７２℃で５分間の最終的伸長を用いて熱サイクルさせて、その後、ＰＣＲプレ
ートを８℃で保存した。個々のＰＣＲ産物を、ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ　Ｇｅｌ及びＰＣＲ
クリーンアップキットを用いて精製した。全ての試料を、標的特異的フォワードプライマ
ー及び標的特異的リバースプライマーを用いて配列決定した。
ｄｄＰＣＲ解析において突然変異に対して陽性である苗はまた、所定のゲノム位置におけ
るヘテロ接合突然変異体遺伝子型を示した。参照試料は、同じ位置においてホモ接合野生
型遺伝子型を示した。
【０４２１】
実施例２３
　特異的突然変異を保有するオオムギ植物を、２つの手法（その１つがＲａｉｎＤａｎｃ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓにより提供され、他方がＢｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓにより提供される）の併用によって同定された。大まかに言えば、ＲａｉｎＤ
ａｎｃｅ手法は、多数の突然変異体穀粒からｄＤＮＡ鋳型を含有する特定のさらに複雑な
試料を同定するために利用し、一方後続のＢｉｏ－Ｒａｄベースの解析は、対象の突然変
異によって特徴付けられる単一の穀粒を同定するために役立った。様々なプールなどの命
名は、図２に示した命名を用いて行った。
記載するように、本方法は、任意の突然変異体の同定に使用することができる。本実施例
は、３１位での推定ＢＡＨＤアシルトランスフェラーゼ（ＨｖＢＡＤＨ１）をコードする
オオムギ遺伝子のコドン領域中のアミノ酸トリプトファンの翻訳終止への交換につながる
、特異的突然変異（グアニンからアデニンへ）の同定を記載する。
【０４２２】
ｄｄＰＣＲアッセイ
　具体的には、ヌクレオチド９３位におけるＨｖＢＡＤＨ１の変異対立遺伝子伝子と野生
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型対立遺伝子を識別する、特異的ｄｄＰＣＲアッセイを設計した。野生型コード配列（ｃ
ＤＮＡ配列）は、本明細書では配列番号１７として提供され、突然変異体コード配列は、
本明細書では配列番号１８として提供されている。ＨｖＢＡＤＨ１のアミノ酸配列は、配
列番号１９として提供されている。突然変異体検出プローブは、配列番号１７のヌクレオ
チド９３位にアデニンを含有するコード配列の一部に相補的であった。参照検出プローブ
は、ヌクレオチド９３位にグアニンを含有するコード配列の一部に相補的であった。２つ
の隣接するプライマーを、コード配列中のヌクレオチド９３を包囲するゲノム配列を増幅
させるように設計した。さらに、ＰＣＲ中にＤＮＡポリメラーゼによって参照配列決定の
伸長を防止するブロッキングプローブを、３’スペーサで補充された参照検出プローブの
ヌクレオチド配列を用いて開発した。以下のプライマー及びプローブを、特異的ＨｖＢＡ
ＤＨ１遺伝子座のために開発した。
標的特異的フォワードプライマー（５’－ＣＣＣＧＡＣＣＡＣＡＣＧＣ－３’）（配列番
号２０）
標的特異的リバースプライマー（５’－ＡＣＴＣＣＡＣＣＡＧＧＣＣＧ－３’）（配列番
号２１）
突然変異体検出プローブ（５’－ＣＴＧＧＣＧＴＧＡＧＴＧＧＡＣ－３’）（配列番号２
２）－６－カルボキシフルオレセイン－ＦＡＭで標識付け
参照検出プローブ（５’－ＣＴＧＧＣＧＴＧＧＧＴＧＧＡ－３’）（配列番号２３）－テ
トラクロロフルオレセイン－ＴＥＴで標識付け
ブロッキングプローブ（５’－ＣＴＧＧＣＧＴＧＧＧＴＧＧＡ－３’）（配列番号２４）
－２’３’－ジデオキシＣスペーサで標識付け。
【０４２３】
ｇＤＮＡの「スーパープール」の作製
　簡単に言うと、１つの９６ウェルプレートで表された、全ての９４個の「個々のサブ細
粉合計のアリコート（ＡＳＦＴ）」の各ｇＤＮＡ抽出物５０μＬを、１つの「スーパープ
ール」中にプールした。
【０４２４】
「スーパープール」が突然変異穀粒を含有するかどうかの決定
　次いで、９４個のＡＳＦＴからのＤＮＡを含む「スーパープール」が、突然変異穀粒を
含有するかどうかを、本質的に上記実施例１７で記載されたように、下記の詳細を伴って
決定した。
最初に、スーパープールからのｇＤＮＡの２μｌを、１０μｌの５×Ｑ５反応緩衝液（Ｎ
ｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）、２００μＭのｄＮＴＰ、０．０２Ｕ／μｌの
Ｑ５高性能ＤＮＡポリメラーゼ、１００ｎＭの標的特異的フォワードＰＣＲプライマー、
１００ｎＭの標的特異的リバースＰＣＲプライマー、１００ｎＭのブロッキングプローブ
（２’，３’－ジデオキシＣスペーサ）及び水を含有する５０μｌの富化及びブロッキン
グＰＣＲに添加した。ＰＣＲ混合物を、標準ＰＣＲ条件：９８℃で２分間の変性、９８℃
で１０秒間、５７℃で２０秒間及び７２℃で１０秒間のＰＣＲの２０サイクル、ならびに
７２℃の５分間の最終伸長を用いて熱サイクルし、その後８℃で保存した。
【０４２５】
　第２番目に、４個の個々に富化されブロックされた「スーパープール」についての液滴
を、ＲａｉｎＤｒｏｐソース機器を用いて生成した。各「スーパープール」から富化され
ブロックされたＰＣＲ産物の１０μｌのアリコートを、２５μＬのプローブ用Ｓｕｐｅｒ
ｍｉｘ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、１×液滴安定剤（ＲａｉｎＤａｎｃｅ）、９００ｎＭの標的
特異的フォワードプライマー、９００ｎＭの標的特異的リバースプライマー、１２０ｎＭ
の参照検出プローブ（ＴＥＴ）、４４０ｎＭの突然変異体検出プローブ（ＦＡＭ）、及び
Ｈ２Ｏと個々に組み合わせて、総反応物容量を５０μＬに調整した。４個の個々のｇＤＮ
Ａの「スーパープール」を代表する、合計で４個の個々の反応混合物を、ソースチップ（
ＲａｉｎＤａｎｃｅ）に添加し、ソース機器（ＲａｉｎＤａｎｃｅ）で処理した。
【０４２６】
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　本明細書で上記に記載した、ソース機器（ＲａｉｎＤａｎｃｅ）によって反応混合物か
ら発生した液滴を含有する２つの８ウェルのＰＣＲストリップを密封し、標準ＰＣＲ条件
：９５℃で１０分間の変性、９５℃で１５秒間、５５℃で１分間のＰＣＲの４０サイクル
、及び９８℃の１０分間の最終伸長を用いて熱サイクルし、その後８℃で保存した。その
後、増幅した混合物を、検出機器（ＲａｉｎＤａｎｃｅ）に移し、ＲａｉｎＤｒｏｐ　Ａ
ｎａｌｙｓｔデータ解析ソフトウェアを用いて解析した。
【０４２７】
　４個のスーパープールの平均分画存在量は、０．０１１５％であった。スーパープール
ＳＰ－ｇＤＮＡ＃５は、０．０２２８％の分画存在量を有し、このスーパープールが突然
変異体穀粒からのＤＮＡを含有する高い確率を示した。
【０４２８】
ライブラリー試料が突然変異穀粒を含有するかどうかの決定
　次いで、ＳＰ－ｇＤＮＡ＃０５に一致する９４個のＡＳＦＴのプレートが突然変異穀粒
を含有するかどうかを、本明細書で上記実施例７に本質的に記載されるように、下記の詳
細を伴って決定した。
スクリーニングを、およそ３０，０００個の突然変異オオムギ植物を代表する、合計９４
個のＳＧＴ（サブ穀粒の合計）で実施した。スクリーニングのこの部分に使用されたｇＤ
ＮＡは、ＡＳＦＴから精製されたｇＤＮＡ－すなわち、富化されていないＤＮＡであった
。解析の目的のために、ｇＤＮＡ（ＧＴ＃３７７～ＧＴ＃４７０）に由来する５μｌの精
製ｇＤＮＡを、１１μＬの２×プローブ用ｄｄＰＣＲ　Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（Ｎｏ．ｄＵＴ
Ｐ、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）、９００ｎＭの標的特異的ＰＣＲプラ
イマーのプライマー、２５０ｎＭの突然変異体検出プローブ（６－カルボキシフルオレセ
イン－ＦＡＭ）及び野生型検出プローブ（テトラクロロフルオレセイン－ＴＥＴ）プロー
ブを含有する１７μｌのＰＣＲ混合物に添加した。反応混合物を、ＡｕｔｏＤＧ液滴発生
器（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）上に装填し、製造業者のマニュアルに従って、液滴発生を行った。
液滴エマルジョンを、標準ＰＣＲ条件：９５℃で１０分間の変性、９４℃で３０秒間及び
５５℃で１分間の４０サイクルのＰＣＲ、ならびに９８℃で１０分間の最終的伸長を用い
て熱サイクルさせて、その後、マイクロタイタープレートを８℃で保存した。液滴中のＰ
ＣＲ増幅を、ＱＸ２００液滴リーダー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を
用いて確認した。
【０４２９】
　ＰＣＲプレートを、液滴解析のために、ＱＸ２００液滴リーダー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）上に装填した。データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア
（バージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて解析した
。閾値を、２－Ｄプロットを用いて、かつチャネル１の振幅に２２００を、及びチャンネ
ル２の振幅について２７００設定して決定した。分画存在量についての個々の値の比較は
、ｇＤＮＡ（ＧＴ＃４１６）が、あらゆる他の試料よりも突然変異体検出に由来する多く
のシグナルを含有することを示した。ｇＤＮＡ（ＧＴ＃４１６）の分画存在量は、全ての
９４個の試験したｇＤＮＡ試料の平均分画存在量を表す０．０７３％と比べて０．４％で
あった。
【０４３０】
対象の突然変異によって特徴付けられる個々の穀粒（複数可）の発見
　突然変異を保有する個々のオオムギ穀粒を、本質的に上記実施例９～１５で本明細書に
記載されたように、下記の詳細を伴って同定した。
ＨｖＢＡＤＨ１特異的ｄｄＰＣＲアッセイによるｇＤＮＡ（ＧＴ＃４１６）の解析に基づ
くと、ＧＬＰ＃４１６の４５００個の穀粒（陽性試料ｇＤＮＡ（ＧＴ＃４１６）に一致す
る）が、対象の同一の突然変異を有する１つ以上の穀粒を含む可能性が高いと考えられた
。
それぞれＧＬＰ＃４１６からの１２個の穀粒の９６個の試料を順次取り出すことによって
、ＦＧＬＰ＃４１６を確立した。各１２個の穀粒アリコートを１枚の秤量紙上に置き、次



(77) JP 2019-524083 A 2019.9.5

10

20

30

40

50

いで１対の鉗子で連続的に固定し、それと同時に、１．６ｍｍのドリルを装備した彫刻盤
（Ｍａｒａｔｈｏｎ－３、Ｓａｅｙａｎｇ　Ｍｉｃｒｏｔｅｃｈ）を用いて、胚乳への２
～３ｍｍの深さの小さな孔を穿孔した。回転運動によって、胚乳からの細粉を穀粒の頂部
及び周囲の秤量紙に移動させた。１０個の穀粒の穿孔された試料を、別の２ｍＬのウェル
のマイクロタイタープレート中に置き、穿孔されたオオムギ穀粒ＰＤＧＬＰ＃４１６の二
次サブプールを得た。それぞれが、１２個の穿孔されたオオムギ穀粒に由来する細粉を含
む９６個の細粉試料を、穿孔された穀粒のものと一致する試料番号付けシステムを維持し
ながら、１．５ｍｌのマイクロタイタープレートの別個のウェルに移した（ＰＦＧＬＰ＃
４１６）。
ＰＦＧＬＰ＃４１６を、ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ　９６　Ｐｌａｎｔ　ＩＩキット（Ｍａｃ
ｈｅｒｅｙ－Ｎａｇｅｌ）の使用説明書に詳説された半自動化ＤＮＡ抽出手順を用いて、
ｇＤＮＡの抽出にかけた。したがって、マイクロタイタープレートの各ウェルは、１２個
の穀粒の細粉からのｇＤＮＡを含有した。
ＰＦＧＬＰ＃４１６に由来するＤＮＡを、上記記載（ライブラリー試料が突然変異穀粒を
含有するかどうかの決定）と同じＰＣＲ混合物及びＰＣＲ反応条件を用いて解析した。デ
ータを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．７、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて解析した。閾値を、２－Ｄプロットを用いて、かつチ
ャネル１の振幅について３０００を及びチャンネル２の振幅について２５００を設定して
決定した。マイクロタイタープレートにおける２つの個々のウェル（Ｄ１０及びＦ０２）
が、３．４％及び１３．７％の分画存在量を示すことを同定し、ＰＤＧＬＰ＃４１６の２
つの独立したウェル中の２つの個々の突然変異体の存在を示した。
ＰＤＧＬＰ＃４１６のウェルＦ０２からの全ての１２個の穀粒を発芽させた。全ての１２
個の苗からの葉材料を採取し、ＲＥＤＥｘｔｒａｃｔ（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）を
用いるＤＮＡ抽出にかけた。葉試料に由来するｇＤＮＡを、上記記載（ライブラリー試料
が突然変異穀粒を含有するかどうかの決定）と同じＰＣＲ混合物及びＰＣＲ反応条件を用
いて解析した。データを、ＱｕａｎｔａＳｏｆｔソフトウェア（バージョンｖ１．７、Ｂ
ｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いて解析した。閾値を、２Ｄ－プロット
を用いて、かつチャネル１の振幅について５０００を、チャンネル２の振幅について３２
００に設定して決定した。ＰＤＧＬＰ＃４１６のウェルＦ０２に由来する１つの苗は、３
９％の分画存在量を示し、ヘテロ接合突然変異体の存在を確認した。
【０４３１】
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Ａｎｄｒｅｗ　Ｊ．Ｇｏｏｄａｌｌ，Ｐａｎｋａｊ　Ｋｕｍａｒ　ａｎｄ　Ａｌｙｓｏｎ
　Ｋ．Ｔｏｂｉｎ（２０１３）．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｅｓ　ｏｆ　ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ　ｇｌｕｔａｍｉｎｅ　ｓｙｎ
ｔｈｅｔａｓｅ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｂａｒｌｅｙ（Ｈｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ　
Ｌ．）．Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ．５４：４９２－５０５．
Ｂｏｔｔｉｃｅｌｌａ，Ｅ．，Ｓｅｓｔｉｌｉ，Ｆ．，Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｌｏｐｅｚ
，Ａ．，Ｐｈｉｌｌｉｐｓ，Ａ．，＆　Ｌａｆｉａｎｄｒａ，Ｄ．（２０１１）．Ｈｉｇ
ｈ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｍｅｌｔｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅ
ｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＥＭＳ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｗｈｅａ
ｔ　Ｓｂｅｌｌａ　ｇｅｎｅｓ．ＢＭＣ　Ｐｌａｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　１１：１５６．
Ｉｎｏｕｅ，Ｈ．，Ｎｏｊｉｍａ，Ｈ．ａｎｄ　Ｏｋａｙａｍａ，Ｈ．，（１９９０）．
Ｈｉｇｈ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｓｃｈｅｒ
ｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｗｉｔｈ　ｐｌａｓｍｉｄｓ．Ｇｅｎｅ　９６，２３－２８．
Ｊｉａｎｇ，Ｆ．ｅｔ　ａｌ．（２０１６）．Ｓｔｒｕｃｔｕｅｓ　ｏｆ　ａ　ＣＲＩＳ
ＰＲ－Ｃａｓ９　Ｒ－ｌｏｏｐ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｐｒｉｍｅｄ　ｆｏｒ　ＤＮＡ　５　
ｃｌｅａｖａｇｅ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　３５１：８６７－８７１．
Ｐｌｅａｓａｎｃｅ，ｅｔ　ａｌ．（２０１０）．Ａ　ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　ｃ
ａｔａｌｏｇｕｅ　ｏｆ　ｓｏｍａｔｉｃ　ｍｕｔａｔｉｏｎｓ　ｆｒｏｍ　ａ　ｈｕｍ



(78) JP 2019-524083 A 2019.9.5

10

ａｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｇｅｎｏｍｅ．Ｎａｔｕｒｅ　４６３：１９１－１９６．
Sｃｈｕｓｔｅｒ－Ｂｏｃｈｌｅｒ，Ｂ．ａｎｄ　Ｌｅｈｎｅｒ，Ｂ．（２０１２）．Ｃ
ｈｒｏｍａｔｉｎ　ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｉｓ　ａ　ｍａｊｏｒ　ｉｎｆｌｕｅｎ
ｃｅ　ｏｎ　ｒｅｇｉｏｎａｌ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｒａｔｅｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｃ
ａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ．Ｎａｔｕｒｅ　４８８：５０４－５０７．
Ｙａｍａｙａ，Ｔ．ａｎｄ　Ｋｕｓａｎｏ，Ｍ．（２０１４）．Ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｓｕ
ｐｐｏｒｔｉｎｇ　ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｃｙｔ
ｏｓｏｌｉｃ　ｇｌｕｔａｍｉｎｅ　ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓ　ａｎｄ　ｔｗｏ　ＮＡＤ
Ｈ－ｇｌｕｔａｍａｔｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅｓ　ｉｎ　ｒｉｃｅ．Ｊ．Ｅｘｐ．１５　Ｂ
ｏｔ．６５：５５１９－５５２５．
Ｗｅｌｌｎｅｒ，Ｖ．Ｐ．ａｎｄ　Ｍｅｉｓｔｅｒ，Ａ．（１９６６）．Ｂｉｎｄｉｎｇ
　ｏｆ　Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　Ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ａｎｄ　Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
　Ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｙ　Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ　Ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５：８７２－８７９．

【図１Ａ】 【図１Ｂ】



(79) JP 2019-524083 A 2019.9.5

【図１Ｃ】 【図１Ｄ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】



(80) JP 2019-524083 A 2019.9.5

【図２Ｄ】 【図２Ｅ】

【配列表】
2019524083000001.app



(81) JP 2019-524083 A 2019.9.5

10

20

30

40

【国際調査報告】



(82) JP 2019-524083 A 2019.9.5

10

20

30

40



(83) JP 2019-524083 A 2019.9.5

10

20

30

フロントページの続き

(81)指定国・地域　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,ST,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,
BA,BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DJ,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,G
T,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JO,JP,KE,KG,KH,KN,KP,KR,KW,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX
,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,
TN,TR,TT

（特許庁注：以下のものは登録商標）
１．ＴＲＩＴＯＮ
２．ＴＷＥＥＮ
３．Ｎｏｎｉｄｅｔ

(72)発明者  ヴェント，　トニ
            デンマーク国　１９５３　フレデリクスベア，　サンクト　ニコライ　ヴェイ　３０　エステー．
            　テヴェ．
(72)発明者  オルセン，　オーレ
            デンマーク国　２３００　コペンハーゲン　エス，　ハルムブラズガード　１０２，　２．テヴェ
            ．
(72)発明者  クヌードセン，　セーレン
            デンマーク国　２７６０　モーレウ，　バッケスヴィンゲ　１８
(72)発明者  トムセン，　ハンネ　セシリエ
            デンマーク国　２５００　ヴァルビー，　ボディル　イプセン　ヴェイ　２３
(72)発明者  ストリエベック，　アレクサンダー
            デンマーク国　１９５３　フレデリクスベア　シ，　サンクト　ニコライ　ヴェイ　２２，　３テ
            ホ
(72)発明者  スカッドハウ，　ビルギッテ
            デンマーク国　３４６０　ビアケレズ，　リンデヘイヴェイ　３１ベー
(72)発明者  ラスムーセン，　マグナス　ウォルファルト
            デンマーク国　１６５７　コペンハーゲン　ヴェ，　エスキルズガード　６６，　３．テホ
(72)発明者  カルチョーフィ，　マッシミリアーノ
            デンマーク国　２３００　コペンハーゲン，　ヴェネディグヴェイ　７，　０２　テヴェ．
Ｆターム(参考) 4B063 QA17  QQ05  QQ09  QR08  QR55  QR62  QS25 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	search-report
	overflow

