
(57)【要約】
非植物毒性物質と反応して植物毒性物質を生成する 1つ以上の酵素をコードするポリヌク
レオチドで、植物材料を形質転換し、そしてこうして形質転換された材料を植物中に再生
させる工程を含む雄不稔性又は雌不稔性植物の製造方法であって、前記非植物毒性物質が
、雄性又は雌性配偶子の形成時及び /又は成熟時まで該植物に適用され、これにより該非
植物毒性物質が、前記配偶子の形成を選択的に妨げるか、或いは前記配偶子を選択的に無
機能性にする植物毒性物質の生成を可能にし、該酵素が、雄性又は雌性の生殖構造内で優
先的に発現される形式のものにおいて、 (i)　該非植物毒性物質が、葉緑素非含有組織に
対して直接的な植物毒性の非ホスホネート除草剤のエステル誘導体、 D-アルファアミノ酸
、非タンパク質 D-アルファアミノ酸のペプチド誘導体、アリールオキシフェノキシプロピ
オネートの S-鏡像異性体、及びアリールオキシフェノキシプロピオネートのエステル誘導
体の S-鏡像異性体から成る群から選択されており、そして (ii)該酵素が、カルボキシルエ
ステラーゼ、 D-アミノ酸オキシダーゼ、 D-アミノ酸デヒドロゲナーゼ、 D-アミノ酸ラセマ
ーゼ、 2-アリールプロピオニル -CoAエピメラーゼ、アルファ -メチルアシル -CoAラセマー
ゼ、チオエステラーゼ及びアシル -CoAシンテターゼから成る群から選択されていることを
特徴とする、雄性不稔性又は雌性不稔性植物の製造方法が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 非 植 物 毒 性 物 質 と 反 応 し て 植 物 毒 性 物 質 を 生 成 す る 1つ 以 上 の 酵 素 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド で 、 植 物 材 料 を 形 質 転 換 し 、 そ し て こ う し て 形 質 転 換 さ れ た 材 料 を 植 物 中 に 再
生 さ せ る 工 程 を 含 む 雄 不 稔 性 又 は 雌 不 稔 性 植 物 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 前 記 非 植 物 毒 性 物 質
が 、 雄 性 又 は 雌 性 配 偶 子 の 形 成 時 及 び /又 は 成 熟 時 ま で 該 植 物 に 適 用 さ れ 、 こ れ に よ り 該
非 植 物 毒 性 物 質 が 、 前 記 配 偶 子 の 形 成 を 選 択 的 に 妨 げ る か 、 或 い は 前 記 配 偶 子 を 選 択 的 に
無 機 能 性 に す る 植 物 毒 性 物 質 の 生 成 を 可 能 に し 、 該 酵 素 が 、 雄 性 又 は 雌 性 の 生 殖 構 造 内 で
優 先 的 に 発 現 さ れ る 形 式 の も の に お い て 、
　 (i)　 該 非 植 物 毒 性 物 質 が 、 葉 緑 素 非 含 有 組 織 に 対 し て 直 接 的 に 植 物 毒 性 の 非 ホ ス ホ ネ
ー ト 除 草 剤 の エ ス テ ル 誘 導 体 、 D-ア ル フ ァ ア ミ ノ 酸 、 非 タ ン パ ク 質 D-ア ル フ ァ ア ミ ノ 酸 の
ペ プ チ ド 誘 導 体 、 ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ ー ト の S-鏡 像 異 性 体 、 及 び ア リ ー
ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ ー ト の エ ス テ ル 誘 導 体 の S-鏡 像 異 性 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択
さ れ 、 そ し て (ii)該 酵 素 が 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 D-ア
ミ ノ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 D-ア ミ ノ 酸 ラ セ マ ー ゼ 、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ
ー ゼ 、 ア ル フ ァ -メ チ ル ア シ ル -CoAラ セ マ ー ゼ 、 チ オ エ ス テ ラ ー ゼ 及 び ア シ ル -CoAシ ン テ
タ ー ゼ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 雄 性 不 稔 性 又 は 雌 性 不 稔 性 植 物 の 製
造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 非 植 物 毒 性 物 質 が 、 毒 性 緩 和 剤 、 殺 配 偶 子 剤 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ 誘 発 剤 、 シ ト ク ロ ム P450誘 発 剤 、 除 草 剤 、 肥 料 、 抗 線 虫 剤 、 共 力 剤 、 殺 虫 剤 、 殺 菌 剤 、
ホ ル モ ン 、 植 物 成 長 調 整 剤 及 び シ ト ク ロ ム P450阻 害 剤 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 1つ 以 上
の 更 な る 物 質 と と も に 、 混 合 物 で 適 用 さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 非 植 物 毒 性 物 質 が 葉 に 適 用 さ れ 、 そ し て 篩 移 動 性 で あ り 且 つ 代 謝 的 に 安 定 な 酸 化 さ
れ 得 る 該 酵 素 の 基 質 で あ り 、 該 酵 素 が 、 該 非 植 物 毒 性 物 質 か ら の 直 接 的 又 は 間 接 的 生 成 物
と し て 、 該 植 物 毒 性 生 成 物 を 提 供 す る 、 請 求 項 1又 は 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 植 物 毒 性 生 成 物 が 、 過 酸 化 物 及 び /又 は 超 酸 化 物 ア ニ オ ン の 形 で 生 成 さ れ た 間 接 的 生
成 物 で あ る 、 請 求 項 1か ら 3ま で の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 非 植 物 毒 性 物 質 が 、 D-ア ラ ニ ン 、 D-バ リ ン 、 D-メ チ オ ニ ン 、 D-セ リ ン 、 D-ロ イ シ ン 及
び D-イ ソ ロ イ シ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た D-ア ル フ ァ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 前 記 酵 素 が D-ア
ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 又 は 、 前 記 ア ミ ノ 酸 を 酸 化 し て 2-ケ ト 酸 に す る と 同 時 に 、 酸 素 を 還
元 し て 過 酸 化 物 ア ニ オ ン に す る オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 3又 は 4に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 非 植 物 毒 性 物 質 が 、 D-ア ス パ ル テ ー ト 又 は D-グ ル タ メ ー ト で あ り 、 前 記 酵 素 は 、 D-ア
ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 又 は 、 前 記 ア ミ ノ 酸 を 酸 化 し て 2-ケ ト 酸 に す る と 同 時 に 、 酸 素 を 還
元 し て 過 酸 化 物 ア ニ オ ン に す る オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 3又 は 4に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 酵 素 が 、 野 生 型 配 列 と 比 較 す る と 位 置 213及 び /又 は 238に 置 換 を 含 む 、 ロ ド ト ル ラ
・ グ ラ シ リ ス (Rhodotorula gracilis)か ら 得 る こ と が で き る 突 然 変 異 型 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ
ダ ー ゼ 、 又 は 、 D-ア ス パ ラ ギ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 1か ら 6ま で の い ず れ か 1項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ロ ド ト ル ラ か ら 得 る こ と が で き る 該 オ キ シ ダ ー ゼ が 、 Arg, Lys, Ser, Cys, Asn及 び Ala
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 、 位 置 213に 有 し 、 且 つ /又 は 、 His, Ser, Cys, Asn
及 び Alaか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 、 位 置 238に 有 す る 、 請 求 項 1か ら 7ま で の い
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ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 酵 素 の 標 的 が 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 以 外 の も の で あ る 、 請 求 項 3か ら 8ま で の い ず れ か 1
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 酵 素 が カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ で あ り 、 該 非 植 物 毒 性 物 質 が 、 イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ
又 は フ ラ ム プ ロ プ の エ ス テ ル で あ る 、 請 求 項 1又 は 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 非 植 物 毒 性 物 質 が 、 イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ メ チ ル 、 フ ラ ム プ ロ プ メ チ ル 又 は フ ラ ム プ ロ
プ イ ソ プ ロ ピ ル で あ り 、 そ し て 該 植 物 が 、 小 麦 、 又 は イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ メ チ ル 、 フ ラ ム
プ ロ プ メ チ ル 又 は フ ラ ム プ ロ プ イ ソ プ ロ ピ ル に 対 し て そ れ 自 体 同 様 に 実 質 的 に 不 感 受 性 の
植 物 で あ る 、 請 求 項 1か ら 10ま で の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 酵 素 が 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 D-ア ミ ノ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 又 は D-ア ミ ノ 酸 ラ セ
マ ー ゼ で あ り 、 そ し て 該 非 植 物 毒 性 物 質 は 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の D鏡 像 異 性 体 又 は ビ
ア ラ フ ォ ス の D鏡 像 異 性 体 で あ る 、 請 求 項 1又 は 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 非 植 物 毒 性 物 質 が 、 植 物 毒 性 物 質 を 含 有 す る 混 合 物 中 に 含 ま れ 、 そ し て 該 酵 素 が D-ア
ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 又 は 、 ア ミ ノ 酸 を 酸 化 し て 2-ケ ト 酸 に す る と 同 時 に 、 酸 素 を 還 元 し
て 過 酸 化 物 ア ニ オ ン に す る こ と が で き る オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 1又 は 2に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 酵 素 が 、 野 生 型 配 列 と 比 較 す る と 位 置 213及 び /又 は 238に 置 換 を 含 む 、 ロ ド ト ル ラ ・
グ ラ シ リ ス か ら 得 る こ と が で き る 突 然 変 異 型 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 又 は 、 D-ア ス パ ラ
ギ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 1か ら 13ま で の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ロ ド ト ル ラ か ら 得 る こ と が で き る 該 オ キ シ ダ ー ゼ が 、 Arg, Lys, Ser, Cys, Asn及 び Ala
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 、 位 置 213に 有 し 、 且 つ /又 は 、 His, Ser, Cys, Asn
及 び Alaか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 、 位 置 238に 有 す る 、 請 求 項 1か ら 14ま で の
い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 該 混 合 物 が D及 び L両 方 の ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 含 み 、 該 植 物 材 料 が 実 質 的 に 、 無 機 能
性 に さ れ る 配 偶 子 以 外 の 配 偶 子 を 生 成 す る 葉 緑 素 含 有 組 織 及 び 花 組 織 内 に の み 、 PAT遺 伝
子 を 発 現 さ せ る 、 請 求 項 13か ら 15ま で の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 酵 素 が 、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ 、 ア ル フ ァ -メ チ ル ア シ ル -CoAラ
セ マ ー ゼ 、 チ オ エ ス テ ラ ー ゼ 及 び ア シ ル -CoAシ ン テ タ ー ゼ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ 、 該 非
植 物 毒 性 物 質 が 、 ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ ー ト の S鏡 像 異 性 体 又 は ア リ ー ル
オ キ シ フ ェ ノ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ン 酸 エ ス テ ル の S鏡 像 異 性 体 で あ る 、 請 求 項 1又 は 2
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ ー ト の S鏡 像 異 性 体 が 、 S-フ ル ア ジ フ ォ プ (Fl
uazifop)、 S-キ ザ ロ フ ォ プ (Quizalofop)、 S-プ ロ パ キ ザ フ ォ プ (Propaquizafop)、 S-ハ ロ
キ シ フ ォ プ (Haloxyfop)、 S-フ ェ ノ キ サ プ ロ プ (Fenoxaprop)、 S-ジ ク ロ フ ォ プ (Diclofop)
、 S-シ ハ ロ フ ォ プ (Cyhalofop)、 S-ク ロ ジ ナ フ ォ プ (Clodinafop)か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
て い る 、 請 求 項 1か ら 17ま で の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 鏡 像 異 性 的 に 純 粋 な D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン (D-PPT)を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)　 PPTを 選 択 的 に N-ア シ ル 化 す る こ と が で き る 酵 素 を 含 有 す る 細 胞 を 準 備 し ；
　 (b)　 D-L PPTを 含 有 す る 培 地 内 に 前 記 細 胞 を 成 長 さ せ る こ と に よ り 、 順 化 培 地 を 生 成 し
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；
　 (c)　 (b)の 該 順 化 培 地 か ら 該 細 胞 を 分 離 し ；
　 (d)　 任 意 に は 、 種 々 の pHで 、 非 水 性 の 非 混 和 性 溶 剤 を 用 い て 該 順 化 培 地 を 抽 出 す る こ
と に よ り 、 PPTよ り も 高 水 溶 性 の 分 子 を 含 有 す る 画 分 か ら 、 PPT含 有 画 分 を 分 離 し ；
　 (e)　 任 意 に は 、 該 順 化 培 地 又 は 工 程 (d)の PPT含 有 抽 出 培 地 に 、 カ チ オ ン 交 換 樹 脂 の プ
ロ ト ン 化 形 を 、 該 培 地 か ら PTT以 外 の カ チ オ ン の 相 当 の 比 率 を 吸 収 す る の に 十 分 な 量 及 び p
Hで 混 和 し ；
　 (f)　 該 順 化 培 地 、 抽 出 培 地 又 は 工 程 (e)の 結 果 生 じ る 培 地 に 、 カ チ オ ン 交 換 樹 脂 の プ ロ
ト ン 化 形 を 、 培 地 中 の PPTの 大 部 分 に 結 合 す る の に 十 分 な 量 及 び pHで 混 和 し ；
　 (g)　 該 PPTが 結 合 さ れ た 、 工 程 (f)か ら 生 じ た カ チ オ ン 交 換 樹 脂 を 収 集 し 、 そ し て 、 十
分 な pH及 び イ オ ン 強 度 を 有 す る 溶 離 培 地 を 用 い て 、 し か も 該 培 地 の pHが こ う し て 溶 離 さ れ
る PPTを ラ セ ミ 化 す る ほ ど に は 低 く な い こ と を 条 件 と し て 、 該 カ チ オ ン 交 換 樹 脂 か ら PPTを
選 択 的 に 溶 離 す る
工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 鏡 像 異 性 的 に 純 粋 な D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン (D-PPT)を 製
造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 D-PPTで あ っ て 、 98.5%以 上 の 鏡 像 異 性 的 過 剰 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 D-PPT。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 作 物 に お け る 雑 種 強 勢 が 、 収 穫 高 改 善 に 対 し て 著 し い 効 果 を 及 ぼ す こ と が で き る 。 一 般
に 、 雑 種 は 、 非 雑 種 系 統 と 比 較 し て 収 穫 高 を 増 大 さ せ る 。 雑 種 は 通 常 、 成 長 因 子 、 例 え ば
水 や 肥 料 に 関 し て よ り 大 き な 収 益 単 位 を も た ら す 。 雑 種 は し ば し ば 優 れ た 応 力 耐 性 、 生 成
物 の 均 一 性 、 及 び 成 熟 性 を 提 供 し 、 さ ら に 、 他 の 方 法 で は 組 み 合 わ せ が 難 し い 場 合 が あ る
特 性 又 は 形 質 を 組 み 合 わ せ る た め の シ ン プ ル な 育 種 の 機 会 を 与 え る 。 植 物 に お け る 雑 種 の
成 長 力 は 一 般 に 、 商 業 的 な 開 発 を 保 証 す る の に 十 分 な 規 模 を 有 す る 。 商 業 的 な 雑 種 は 、 ト
ウ モ ロ コ シ 、 モ ロ コ シ 、 甜 菜 、 ヒ マ ワ リ 及 び カ ノ ー ラ を 含 む 多 く の 農 作 物 に お い て 幅 広 く
使 用 さ れ る 。 し か し 、 主 と し て 経 済 的 な 雑 種 種 子 製 造 法 が な い こ と か ら 、 小 麦 、 大 麦 及 び
稲 は 依 然 と し て 主 に 同 系 繁 殖 体 と し て 成 長 さ せ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 伝 統 的 に 、 雑 種 種 子 製 造 は 、 雌 性 及 び 雄 性 の 親 系 列 の 個 別 ブ ロ ッ ク を 、 間 隔 を 置 い て 植
え 付 け る と 共 に 、 雌 性 親 か ら の 種 子 だ け を 収 穫 す る こ と を 伴 う 。 こ の 種 子 が 雑 種 で あ る こ
と を 保 証 す る た め に 、 系 列 を 雄 不 稔 性 に す る こ と に よ り 、 雌 性 親 系 列 の 自 家 受 粉 を 最 小 化
し な け れ ば な ら な い 。 雌 性 親 系 列 を 雄 不 稔 性 に す る 方 法 は 、 機 械 的 、 化 学 的 及 び 遺 伝 学 的
方 法 を 含 む 。 雌 雄 同 株 、 例 え ば ト ウ モ ロ コ シ の 場 合 、 雄 不 稔 性 は 、 雄 性 花 房 を 除 去 す る こ
と に よ り 、 機 械 的 に 容 易 に 達 成 す る こ と が で き る 。 し か し 、 大 抵 の 農 作 物 は 雌 雄 異 体 で あ
り 、 そ し て 同 じ 花 内 に 雄 性 及 び 雌 性 器 官 を 有 す る こ と は 、 こ の よ う な 物 理 的 除 雄 を 非 実 用
的 に し て し ま う 。 従 っ て 、 遺 伝 学 的 ア プ ロ ー チ が 使 用 さ れ る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 発 生 す る 遺 伝 的 雄 不 稔 性 の 形 質 は 、 通 常 の 場 合 、 核 遺 伝 子 に よ っ て 制 御 さ れ る 。 こ れ ら
の 核 遺 伝 子 に お い て 、 不 稔 性 表 現 型 に 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 は 、 稔 性 に 関 連 す る 対 応 対 立 遺
伝 子 に 対 し て 、 一 般 に 劣 性 発 現 さ れ る 。 遺 伝 的 雄 不 稔 性 が 発 生 す る 場 合 、 こ れ は 通 常 、 雄
不 稔 性 が 発 現 さ れ る よ う に ホ モ 接 合 型 で な け れ ば な ら な い 単 一 劣 性 遺 伝 子 と 関 連 す る 。 こ
の よ う な 遺 伝 的 雄 不 稔 性 形 質 を 実 際 に 利 用 す る た め に 、 育 種 家 は 普 通 、 雄 不 稔 性 植 物 と 雄
稔 性 植 物 と に 分 離 さ れ る 、 表 現 型 で 見 て 均 一 な 雌 系 列 を 開 発 す る 。 雄 稔 性 植 物 は 一 旦 同 定
さ れ る と 、 間 引 く 必 要 が あ る 。 こ れ は 大 き な 労 働 力 を 要 す る 。 親 系 列 を 維 持 す る こ と に 伴
う 問 題 が 常 に 存 在 す る 。 そ れ と い う の も 、 雄 稔 性 植 物 は 、 個 体 群 の 維 持 に と っ て 重 要 な た
め 、 個 体 群 か ら 排 除 す る こ と が で き な い か ら で あ る 。 天 然 型 雄 不 稔 性 対 立 遺 伝 子 の 存 在 に
依 存 す る の で は な く 、 分 子 生 物 学 的 な 方 法 を 利 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 生 存 能 力
の あ る 花 粉 の 形 成 に 必 要 な キ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 低 減 又 は 排 除 す る ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 又 は
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リ ボ ザ イ ム 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 植 物 を 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 り 出 す こ と が で き る 。 こ の よ う
な 植 物 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 列 は 雄 不 稔 性 で あ り 、 雄 稔 性 植 物 由 来 の 花 粉 を 使 用 し て 交 雑
す る こ と に よ り 、 雑 種 種 子 の 製 造 の た め に 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 系 列 に 伴 う 主 な 問 題 は
、 こ れ ら の 系 列 が 、 後 続 の 世 代 に お い て は 、 同 質 遺 伝 子 型 の 稔 性 系 列 と の 交 雑 を 介 し て 、
へ テ ロ 接 合 状 態 で し か 維 持 す る こ と が で き な い こ と で あ る 。 こ の こ と は 、 収 穫 高 が 重 大 で
あ る 雑 種 種 子 生 成 に お い て 問 題 に な る お そ れ が あ る 。 除 草 剤 耐 性 を 雄 不 稔 性 に 連 関 さ せ る
こ と に よ り 、 雄 稔 性 植 物 を 選 択 的 に 間 引 き す る こ と が 可 能 で は あ る も の の 、 こ れ も 依 然 と
し て 、 植 物 を 最 初 に 極 め て 高 密 度 で 植 え る こ と を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 商 業 的 な 雑 種 生 成 の た め に 細 胞 質 雄 不 稔 性 を 利 用 す る た め に は 、 安 定 的 な 雄 不 稔 性 細 胞
質 及 び 花 粉 源 が 必 要 と な る 。 雄 不 稔 性 の 細 胞 質 遺 伝 系 は 、 雑 種 生 成 の た め の 3つ の 系 列 タ
イ プ 、 す な わ ち A系 列 (細 胞 質 雄 不 稔 性 )、 B系 列 (雄 稔 性 維 持 体 )及 び R系 列 (回 復 遺 伝 子 を 有
す る 雄 稔 性 )の 存 在 を 必 要 と す る 。 こ の 系 を 用 い て 生 成 さ れ た 3元 交 雑 は 、 4つ の 系 列 、 す
な わ ち 1つ の 同 系 繁 殖 体 及 び 他 方 の 2つ の 雄 稔 性 同 系 繁 殖 体 の A系 列 及 び B系 列 を 維 持 す る こ
と を 伴 う 。 雄 不 稔 性 細 胞 質 の 単 一 の 源 に 依 存 す る と 、 育 種 の フ レ キ シ ビ リ テ ィ が 最 小 限 に
抑 え ら れ 、 そ し て 、 特 定 の 疾 患 に 大 き な 規 模 で 罹 り や す い 子 孫 が 生 じ る お そ れ が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 雑 種 種 子 は 、 生 存 能 力 の あ る 花 粉 の 形 成 を 阻 害 す る 化 学 物 質 を 使 用 す る こ と に よ り 、 生
成 す る こ と も で き る 。 殺 配 偶 子 剤 と も 呼 ば れ る こ れ ら の 化 学 物 質 を 使 用 す る こ と に よ り 、
一 時 的 な 雄 不 稔 性 を 付 与 す る 。 し か し 殺 配 偶 子 剤 の 費 用 、 登 録 可 能 性 、 及 び 信 頼 性 が こ れ
ら の 使 用 を 制 限 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 伝 統 的 な 雑 種 種 子 生 成 系 が 不 足 し て い る こ と に よ り 、 雄 性 及 び 雌 性 の 親 系 統 か ら 成 る 個
別 の 列 又 は ブ ロ ッ ク を 植 え る こ と が 必 要 で あ る 。 こ の 場 合 、 効 率 の 低 い 受 粉 は 、 風 に 乗 っ
て 遠 く へ 移 動 し な い 少 量 の 花 粉 を 放 出 す る 農 作 物 種 、 例 え ば 小 麦 の 特 に 重 大 な 問 題 で あ る
。 こ の よ う な 農 作 物 の 場 合 、 雑 種 生 成 田 畑 の 3分 の 2も が 、 雄 性 花 粉 供 与 体 植 物 専 用 に 使 用
さ れ る 必 要 が あ り 、 従 っ て 雑 種 種 子 生 成 は 不 経 済 に な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 小 麦 及 び そ の 他 の 農 作 物 に お い て よ り 経 済 的 に 種 子 を 生 成 す る た め に は 、 雄 性 植 物 と 雌
性 植 物 と を 互 い に よ り 近 接 す る よ う に 動 か し 、 こ れ に よ り 一 層 効 率 的 な 花 粉 移 動 を 実 現 す
る 必 要 が あ る 。 こ の こ と は よ り 効 率 的 に は 、 同 じ 列 内 で 互 い に 数 セ ン チ メ ー ト ル 以 内 に 雄
及 び 雌 を 間 作 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 こ の よ う な 系 の 場 合 、 (雄 不 稔 性 )雌 性 親 か ら の み
種 子 を 収 穫 す る こ と は 、 非 実 用 的 で あ る 。 雄 性 親 を 起 源 と す る 非 雑 種 種 子 に よ る 汚 染 は 、
植 え 付 け 混 合 物 中 の で き る 限 り 低 い パ ー セ ン テ ー ジ の こ の よ う な 雄 性 親 植 物 を 使 用 す る こ
と に よ り 、 且 つ /又 は 、 雌 不 稔 性 の 雄 性 植 物 を 使 用 す る こ と に よ り 最 小 化 す る こ と が で き
る 。 優 性 雌 不 稔 性 系 列 を 構 成 す る 方 法 は 、 欧 州 特 許 出 願 公 開 第 412,006号 明 細 書 (1990)； G
oldman 他 (1994) EMBO. J., 13, 2976-2984)に 記 載 さ れ て い る が 、 し か し 、 雄 不 稔 性 系 列
と 同 様 に 、 こ の 系 統 も ヘ テ ロ 接 合 型 と し て 維 持 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 シ ン プ ル で 経 済 的 な 雑 種 種 子 生 成 方 法 が 依 然 と し て 必 要 で あ る 。 具 体 的 に は 、
効 率 的 に 雑 種 種 子 を 生 成 す る た め に 、 純 粋 な ホ モ 接 合 型 系 列 と し て 容 易 に 維 持 す る こ と が
で き 、 且 つ 、 効 率 的 な 雑 種 種 子 生 成 に 有 用 で あ る 雄 不 稔 性 の 雌 性 親 系 列 、 及 び 雌 不 稔 性 の
雄 性 親 系 列 の 両 方 を 提 供 す る こ と が 依 然 と し て 必 要 で あ る 。 こ の こ と を 達 成 す る た め に 当
業 者 に よ っ て 記 載 さ れ た 方 法 は 、 雄 性 及 び 雌 性 親 系 列 か ら 雑 種 種 子 を 生 成 す る 方 法 で あ っ
て 、 こ れ ら の 親 系 列 の 1つ 以 上 が 、 花 組 織 に 優 先 的 に 発 現 さ れ る ヘ テ ロ 接 合 型 キ メ ラ 遺 伝
子 を 含 み 、 こ の キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 非 植 物 毒 性 物 質 の 外 生 的 な 適 用 に 応 じ て 、 系 列 を 条 件 付
き で 不 稔 性 に し 、 こ の 非 植 物 毒 性 物 質 は 、 酵 素 に よ っ て 特 異 的 且 つ 局 所 的 に 細 胞 毒 素 に 変
換 す る こ と が で き 、 こ の 酵 素 は ヘ テ ロ 接 合 型 キ メ ラ 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 そ し て 雄
性 又 は 雌 性 の 生 殖 構 造 内 で 優 先 的 に 発 現 さ れ る 、 雑 種 種 子 を 生 成 す る 方 法 を 含 む 。 非 植 物
毒 性 物 質 は 、 プ ロ 除 草 剤 で あ る 。 こ の よ う な 条 件 付 き 不 稔 性 の 親 系 列 を 有 す る こ と の 利 点
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は 、 親 系 列 が 不 稔 性 の 形 質 に 関 し て ホ モ 接 合 型 と し て 維 持 さ れ る こ と を 可 能 に す る こ と で
あ る 。 稔 性 は 、 非 植 物 毒 性 物 質 の 外 性 的 適 用 時 に の み 妨 害 さ れ る 。 条 件 付 き 雄 不 稔 性 系 の
こ の よ う な 一 例 の 場 合 、 デ ア セ チ ラ ー ゼ 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 雄 性 花 組 織 の タ ペ ー
ト 細 胞 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ 、 こ の 組 織 内 で 酵 素 は 、 外 生 的 に 適 用 さ れ た プ ロ 除 草 剤 N-ア
セ チ ル Lホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 植 物 毒 素 Lホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に 変 換 し 、 ひ い て は 生 存
能 力 を 有 す る 花 粉 の 形 成 を 妨 げ る 。 別 の 類 似 の 例 の 場 合 、 (i)タ ペ ー ト 組 織 に お け る 細 菌
性 シ ト ク ロ ム の 優 先 的 発 現 が 、 プ ロ 除 草 剤 P7402の ス ル ホ ニ ル 尿 素 へ の 変 換 を 触 媒 し 、 ス
ル ホ ニ ル 尿 素 は 、 生 存 能 力 を 有 す る 花 粉 の 生 成 を 妨 げ 、 ま た 、 (ii)タ ペ ー ト 組 織 に お け る
ホ ス ホ ン 酸 モ ノ エ ス テ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ の 優 先 的 発 現 が 、 グ リ セ リ ル グ リ ホ サ ー ト ・ プ ロ 除
草 剤 の 植 物 毒 素 グ リ ホ サ ー ト へ の 変 換 を 触 媒 し 、 植 物 毒 素 グ リ ホ サ ー ト も や は り 、 生 存 能
力 を 有 す る 花 粉 の 生 成 を 妨 げ る 。 国 際 公 開 第 98/03838号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ た 条 件 付
き 雌 不 稔 性 系 の 例 の 場 合 、 プ ロ 除 草 剤 を 植 物 毒 性 に 変 換 す る こ と が で き る 酵 素 が 、 雌 性 の
生 殖 構 造 内 で 優 先 的 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 条 件 付 き 不 稔 性 で あ る 雄 性 及 び 雌 性 の 親 系 列 を 形 成 す る こ れ ら の 方 法 が 存 在 す る の に か
か わ ら ず 、 雑 種 種 子 製 造 が 、 小 麦 の よ う な 農 作 物 に お い て 日 常 行 わ れ て い る と 言 う に は ほ
ど 遠 い 。 本 発 明 は 特 に 、 条 件 付 き 雄 不 稔 性 で あ る 雌 性 親 系 列 、 及 び 、 条 件 付 き 雌 不 稔 性 で
あ る 雄 性 親 系 列 を 生 成 す る こ と に 関 し て 、 従 来 技 術 を 改 善 す る こ と に 関 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 農 作 物 雑 種 種 子 の 生 成 方 法 を 改 善 す る こ と に 関 す る 。 具 体 的 に は 本 発 明 は 、
雄 性 及 び 雌 性 の 親 系 統 か ら 雑 種 種 子 を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、 親 系 統 の う ち の 1つ 以 上 が
、 農 作 物 に 対 し て 非 植 物 毒 性 で あ り プ ロ 除 草 剤 を 含 む 物 質 の 外 生 的 適 用 に 応 じ て 条 件 付 き
で 雌 不 稔 性 又 は 雄 不 稔 性 で あ る 雑 種 種 子 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 自 家
稔 性 が 条 件 付 き 不 稔 性 親 系 統 に お い て 最 小 化 又 は 防 止 さ れ る 時 点 及 び 十 分 な 量 で 、 前 記 非
植 物 毒 性 物 質 が 適 用 さ れ る 、 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 i)非 植 物 毒 性 物 質 と 好 ま し く
は プ ロ 除 草 剤 の 形 で 反 応 し て 植 物 毒 性 物 質 を 生 成 す る こ と が で き る 1つ 又 は 2つ 以 上 の 酵 素
を 単 独 で 又 は 一 緒 に コ ー ド す る 1つ 又 は 2つ 以 上 の キ メ ラ 遺 伝 子 で 、 植 物 材 料 を 形 質 転 換 す
る こ と に よ り 、 条 件 付 き で 雄 不 稔 性 又 は 雌 不 稔 性 の 植 物 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る 。 酵 素 は
、 1つ 又 は 2つ 以 上 の プ ロ モ ー タ ー の 操 作 可 能 な 制 御 下 で 発 現 さ れ 、 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー
は 、 条 件 付 き 雄 不 稔 性 植 物 の 場 合 、 酵 素 を 雄 性 生 殖 構 造 内 で 優 先 的 に 発 現 さ せ る か 、 又 は
条 件 付 き 雌 不 稔 性 植 物 の 場 合 、 前 記 酵 素 を 雌 性 生 殖 構 造 内 で 優 先 的 に 発 現 さ せ る 。 植 物 材
料 は 、 条 件 付 き で 雄 不 稔 性 又 は 雌 不 稔 性 で あ る 、 形 態 学 的 に 正 常 な 稔 性 植 物 中 に 再 生 さ れ
る 。 本 発 明 は ま た 、 条 件 付 き 雌 不 稔 性 植 物 と 組 み 合 わ せ て 条 件 付 き 雄 不 稔 性 植 物 を 使 用 し
、 こ れ に よ り 雑 種 種 子 を よ り 効 率 的 に 生 成 す る こ と 、 或 る 特 定 の プ ロ 除 草 剤 を 非 植 物 毒 性
物 質 と し て 使 用 す る こ と 、 及 び キ メ ラ 遺 伝 子 の 使 用 に よ り 、 本 発 明 に 有 用 な 雑 種 種 子 、 キ
メ ラ 遺 伝 子 及 び 酵 素 を よ り 効 率 的 に 生 成 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 条 件 付 き 雄 不 稔
性 植 物 、 条 件 付 き 雌 不 稔 性 植 物 、 こ れ ら の 植 物 の 種 子 、 及 び こ の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た
雑 種 種 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 雑 種 種 子 の 形 成 方 法 が 適 用 さ れ
る 作 物 は 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 稲 、 モ ロ コ シ 、 小 麦 、 雑 穀 、 オ ー ツ 麦 、 カ ノ ー ラ 及 び 大 麦 で あ
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 非 植 物 毒 性 物 質 と 反 応 し て 植 物 毒 性 物 質 を 生 成 す る 1つ 以 上 の 酵 素 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 、 植 物 材 料 を 形 質 転 換 し 、 そ し て こ う し て 形 質 転 換 さ れ た
材 料 を 植 物 中 に 再 生 さ せ る 工 程 を 含 む 雄 不 稔 性 又 は 雌 不 稔 性 植 物 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 前
記 非 植 物 毒 性 物 質 が 、 雄 性 又 は 雌 性 配 偶 子 の 形 成 時 及 び /又 は 成 熟 時 ま で 該 植 物 に 適 用 さ
れ 、 こ れ に よ り 該 非 植 物 毒 性 物 質 が 、 前 記 配 偶 子 の 形 成 を 選 択 的 に 妨 げ る か 、 或 い は 前 記
配 偶 子 を 選 択 的 に 無 機 能 性 に す る 植 物 毒 性 物 質 の 生 成 を 可 能 に し 、 該 酵 素 が 、 雄 性 又 は 雌
性 の 生 殖 構 造 内 で 優 先 的 に 発 現 さ れ る 形 式 の も の に お い て 、 (i)　 該 非 植 物 毒 性 物 質 が 、
葉 緑 素 非 含 有 組 織 に 対 し て 直 接 的 な 植 物 毒 性 の 非 ホ ス ホ ネ ー ト 除 草 剤 の エ ス テ ル 誘 導 体 、
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D-ア ル フ ァ ア ミ ノ 酸 、 非 タ ン パ ク 質 D-ア ル フ ァ ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 誘 導 体 、 ア リ ー ル オ キ
シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ ー ト の S-鏡 像 異 性 体 、 及 び ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ
ー ト の エ ス テ ル 誘 導 体 の S-鏡 像 異 性 体 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ て お り 、 そ し て (ii)該 酵 素
が 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 D-ア ミ ノ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
、 D-ア ミ ノ 酸 ラ セ マ ー ゼ 、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ 、 ア ル フ ァ -メ チ ル
ア シ ル -CoAラ セ マ ー ゼ 、 チ オ エ ス テ ラ ー ゼ 及 び ア シ ル -CoAシ ン テ タ ー ゼ か ら 成 る 群 か ら 選
択 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 雄 性 不 稔 性 又 は 雌 性 不 稔 性 植 物 の 製 造 方 法 が 提 供 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 雑 種 種 子 の 収 穫 高 を 最 大 化 し 、 ひ い て は い か な る 農 作 物 損 傷 を も 最 小 化 す る こ と が 所 望
の 目 的 で あ る の で 、 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 非 植 物 毒 性 物 質 は 、 農 作 物 に 対 し て 比 較 的
非 植 物 毒 性 で あ る 化 合 物 の 中 か ら 選 択 さ れ た プ ロ 除 草 剤 で あ る 。 花 組 織 に 対 す る 効 果 を 可
能 に す る た め に 、 プ ロ 除 草 剤 が 「 葉 緑 素 非 含 有 (非 グ リ ー ン )」 組 織 に お い て 効 果 的 な 植 物
毒 素 の 前 駆 体 で あ る こ と も 望 ま し い 。 従 っ て 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 プ ロ 除
草 剤 は 、 光 合 成 又 は 光 合 成 色 素 の 生 成 に 主 要 作 用 部 位 を 有 す る 植 物 毒 素 前 駆 体 で は な く 、
む し ろ 葉 緑 素 非 含 有 組 織 に 対 し て 直 接 的 に 植 物 毒 性 を 有 す る 植 物 毒 素 前 駆 体 で あ る プ ロ 除
草 剤 か ら 選 択 さ れ る 。 雑 種 種 子 の 製 造 コ ス ト を 最 小 限 に 抑 え る こ と も 所 望 の 目 的 で あ る 。
従 っ て 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 プ ロ 除 草 剤 は 、 農 作 物 に お い て 使 用 す る た め の し か る べ
き 行 政 当 局 か ら の 認 可 が 既 に お り て い る か 、 申 請 中 で あ る 化 学 物 質 の 中 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 用 語 ： 定 義
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 遺 伝 子 」 は 、 い く つ か の 作 用 連 関 さ れ た DNA断 片 、 例 え ば プ
ロ モ ー タ 及 び 5'調 節 領 域 、 コ ー ド 配 列 、 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 含 む 未 翻 訳 3'領 域 、 を
含 む 任 意 の DNA配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 遺 伝 子 配 列 又 は DNA配 列 に 言 及 す る 場 合 、 「 キ メ ラ 」 と は 、 本 質 的 に は コ ー ド 配 列 が プ
ロ モ ー タ ー と 、 又 は 遺 伝 子 内 の DNAの そ の 他 の 1つ 以 上 の 調 節 領 域 と 関 連 し て い な い と い う
事 実 を 意 味 す る の に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 キ メ ラ 遺 伝 子 」 と は 、 本 質 的 に は コ ー ド 配 列 が 、 プ ロ モ ー タ
ー と 、 又 は 遺 伝 子 内 の DNAの そ の 他 の 1つ 以 上 の 調 節 領 域 と 関 連 し て い な い 遺 伝 子 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 発 現 カ セ ッ ト 」 と は 、 1つ 又 は 2つ 以 上 の 制 限 部 位 、 又 は 、 1
つ の DNA座 か ら の 正 確 な 切 除 及 び 別 の DNA座 内 へ の 正 確 な 挿 入 を 容 易 に す る そ の 他 の 部 位 に
よ っ て フ ラ ン キ ン グ さ れ た キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む 転 移 可 能 な DNA領 域 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 非 植 物 毒 性 物 質 」 は 、 本 発 明 の 関 連 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 が 適 用 さ れ る 任 意 の 特
定 の 作 物 の 植 物 、 細 胞 又 は 組 織 に 対 し て 比 較 的 非 植 物 毒 性 で あ る 物 質 で あ る 。 非 植 物 毒 性
物 質 は 、 全 て の 植 物 の 全 て の 植 物 組 織 に お い て 非 植 物 毒 性 で あ る 必 要 は な い 。 非 植 物 毒 性
物 質 は 、 植 物 組 織 に 対 し て 直 接 的 な 毒 性 効 果 を さ ほ ど 有 さ な い 物 質 で は あ る が 、 し か し 活
性 植 物 毒 素 の 前 駆 体 で あ る プ ロ 除 草 剤 を 含 む 。 感 受 性 植 物 種 に お い て は 、 こ の よ う な プ ロ
除 草 剤 は 、 植 物 中 で プ ロ 除 草 剤 を 植 物 毒 素 に 変 換 す る 外 生 的 酵 素 の 作 用 に よ っ て 、 除 草 剤
と し て 間 接 的 に 作 用 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 植 物 毒 素 」 は 、 本 発 明 の 関 連 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 が 適 用 さ れ る 特 定 の 作 物 の 植 物
、 植 物 組 織 及 び 植 物 細 胞 に 対 し て 毒 性 で あ る 物 質 で あ る 。 こ の よ う な 植 物 毒 素 は 、 全 て の
植 物 種 の 全 て の 植 物 組 織 に 対 し て 植 物 毒 性 で あ る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 雌 性 生 殖 構 造 」 は 、 雌 性 配 偶 子 、 及 び 雌 性 配 偶 子 の 生 成 、 成 熟 及 び 生 存 性 に 関 し て 特
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化 さ れ た 植 物 部 分 を 意 味 す る 。 通 常 、 雌 性 生 殖 構 造 は 、 心 皮 又 は 雌 器 (「 雌 し べ 」 )を 含 む
植 物 部 分 を 含 む 。 植 物 の 心 皮 の 一 例 と し て は 、 柱 頭 、 花 柱 、 子 房 、 及 び 柱 頭 、 花 柱 及 び 子
房 に よ っ て 構 成 さ れ た 細 胞 又 は 組 織 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 雄 性 生 殖 構 造 」 は 、 雄 性 配 偶 子 、 及 び 雄 性 配 偶 子 の 生 成 、 成 熟 及 び 生 存 性 に 関 し て 特
化 さ れ た 植 物 部 分 を 意 味 す る 。 雌 性 生 殖 構 造 は 、 例 え ば 小 胞 子 、 雄 し べ 、 タ ペ ー ト 組 織 、
葯 及 び 花 粉 を 含 む 植 物 部 分 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 雌 不 稔 性 植 物 」 は 、 機 能 性 又 は 生 存 能 力 を 有 す る 花 粉 の 受 粉
時 に 、 生 存 能 力 を 有 す る 種 子 の 形 成 を 支 援 す る こ と が で き な い 植 物 で あ る 。 こ の よ う な 雌
不 稔 性 は 、 育 種 選 択 又 は 組 換 え 遺 伝 子 の 存 在 の 結 果 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 「 条 件 付 き
雌 不 稔 性 植 物 」 と は 、 通 常 の 成 長 条 件 下 で 雌 稔 性 で あ り 、 且 つ 特 定 条 件 下 で 雌 不 稔 性 と な
り 得 る 植 物 で あ る 。 本 発 明 の 関 連 に お い て 、 前 記 条 件 は 、 プ ロ 除 草 剤 又 は そ の 他 の 非 植 物
毒 性 物 質 の 外 生 的 適 用 を 含 む 。 本 発 明 の 関 連 に お い て 、 こ の よ う な 「 雌 不 稔 性 植 物 」 又 は
「 条 件 付 き 雌 不 稔 性 植 物 」 は 、 雄 稔 性 を 残 し て お り 、 生 存 能 力 の あ る 花 粉 を 依 然 と し て 生
成 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 雄 不 稔 性 植 物 」 は 、 生 存 能 力 を 有 す る 花 粉 の 形 成 を 支 援 す る
こ と が で き な い 植 物 で あ る 。 こ の よ う な 雄 不 稔 性 は 、 育 種 選 択 又 は 組 換 え 遺 伝 子 の 存 在 の
結 果 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 「 条 件 付 き 雌 不 稔 性 植 物 」 と は 、 通 常 の 成 長 条 件 下 で 雄 稔
性 で あ り 、 且 つ 特 定 条 件 下 で 雄 不 稔 性 と な り 得 る 植 物 で あ る 。 例 え ば 、 こ れ ら の 条 件 は 、
物 理 的 除 雄 又 は 特 異 的 な 化 学 的 殺 配 偶 子 剤 を 含 ん で よ い 。 本 発 明 の 関 連 に お い て 、 前 記 条
件 は 具 体 的 に は 、 プ ロ 除 草 剤 又 は そ の 他 の 非 植 物 毒 性 物 質 の 外 生 的 適 用 を 含 む 。 本 発 明 の
関 連 に お い て 、 こ の よ う な 「 雌 不 稔 性 植 物 」 又 は 「 条 件 付 き 雌 不 稔 性 植 物 」 は 、 雌 稔 性 を
残 し て お り 、 機 能 性 又 は 生 存 能 力 を 有 す る 花 粉 の 受 粉 時 に 、 生 存 能 力 の あ る 種 子 を 依 然 と
し て 生 成 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 プ ロ モ ー タ ー 領 域 」 は 、 少 な く と も 機 能 性 プ ロ モ ー タ ー 、 及
び 任 意 に は 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 含 む そ の 関 連 上 流 調 節 配 列 の い く つ か 又 は 全 て 、 及 び /
又 は 、 プ ロ モ ー タ に 対 し て 内 生 的 な 遺 伝 子 の 5'未 翻 訳 領 域 の い く つ か 又 は 全 て を 含 む 関 連
下 流 配 列 を 含 む DNA領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 間 作 」 と は 、 雄 稔 性 植 物 に よ る 雄 不 稔 性 植 物 又 は 条 件 付 き 雄
不 稔 性 植 物 の 十 分 な 他 花 受 粉 を 保 証 す る 、 田 畑 に お け る 種 子 又 は 植 物 の 植 え 付 け 法 を 意 味
す る 。 こ の こ と は 、 雌 性 及 び 雄 性 の 親 種 子 を 植 え 付 け る 前 に 異 な る ブ レ ン ド (80/20; 90/1
0;な ど )で ラ ン ダ ム に 混 合 す る こ と に よ っ て 、 又 は 特 定 の フ ィ ー ル ド ・ パ タ ー ン で 植 え 付
け る こ と に よ っ て 異 な る 種 子 を 交 互 に 配 置 す る こ と に よ り 、 達 成 す る こ と が で き る 。 異 な
る 植 物 か ら 個 別 に 収 穫 す る こ と が 必 要 と な る 場 合 、 交 互 の ブ ロ ッ ク 又 は 列 で 植 え 付 け を 行
う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 」 は 、 EC 3.1nと し て 適 正 に 分 類
さ れ た 酵 素 だ け を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 に お い て 、 前 記 非 植 物 毒 性 物 質 は 、 ア ミ ノ 酸 、 毒 性 緩 和 剤 、 殺 配 偶 子
剤 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 誘 発 剤 、 シ ト ク ロ ム P450誘 発 剤 、 肥 料 、 除 草 剤
、 抗 線 虫 剤 、 共 力 剤 、 殺 虫 剤 、 殺 菌 剤 、 ホ ル モ ン 、 植 物 成 長 調 整 剤 及 び シ ト ク ロ ム P450阻
害 剤 か ら 成 る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 1つ 以 上 の 更 な る 物 質 と と も に 、 混 合 物 で 適 用
さ れ て よ い 。 具 体 的 な 実 施 態 様 の 場 合 、 前 記 非 植 物 毒 性 物 質 は 、 ピ ペ ロ ニ ル ブ ト キ シ ド 又
は マ ラ チ オ ン と の 混 合 物 の 形 態 で 適 用 す る こ と が で き る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 の 場 合 、 前 記
非 植 物 毒 性 物 質 は 、 こ の 非 植 物 毒 性 物 質 を 前 駆 体 と す る 同 じ 植 物 毒 性 物 質 と の 混 合 物 の 形
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態 で 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 酵 素 は 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ で あ っ て よ く 、 該 非 植 物
毒 性 物 質 は 、 イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ (imazamethabenz)又 は フ ラ ム プ ロ プ (flamprop)の エ ス テ
ル で あ っ て よ い 。 具 体 的 に 小 麦 に 関 連 す る 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 形 態 の 場 合 、 非 植 物 毒 性
物 質 は 、 イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ メ チ ル 、 フ ラ ム プ ロ プ メ チ ル 又 は フ ラ ム プ ロ プ イ ソ プ ロ ピ ル
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た プ ロ 除 草 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 前 記 酵 素 は 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 D-ア ミ ノ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 又 は D-ア ミ ノ 酸 ラ
セ マ ー ゼ で あ り 、 そ し て 該 非 植 物 毒 性 物 質 は 、 Dア ミ ノ 酸 で あ っ て よ く 、 そ し て 具 体 的 に
は 該 非 植 物 毒 性 物 質 は 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の D鏡 像 異 性 体 又 は ビ ア ラ フ ォ ス の D鏡 像 異
性 体 で あ っ て よ く 、 又 は D-ア ラ ニ ン 、 Dセ リ ン 、 Dイ ソ ロ イ シ ン 、 Dメ チ オ ニ ン 、 Dロ イ シ ン
又 は Dバ リ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ て よ い 。 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 「 Dア ミ ノ 酸 オ キ シ
ダ ー ゼ 」 は 、 D-ア ミ ノ 酸 を 酸 化 し て 2ケ ト 酸 を 生 成 す る こ と が で き る 任 意 の 酵 素 を 意 味 し
、 そ し て 、 「 D-ア ス パ ラ ギ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 」 と し て 知 ら れ て い る 、 ア ス パ ル テ ー ト に 対
し て 特 異 性 を 有 す る 酵 素 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 或 い は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 酵 素 は 、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ
ラ ー ゼ 、 ア ル フ ァ -メ チ ル ア シ ル -CoAラ セ マ ー ゼ 、 チ オ エ ス テ ラ ー ゼ 及 び ア シ ル -CoAシ ン
テ タ ー ゼ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ て よ く 、 非 植 物 毒 性 物 質 は 、 ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ
プ ロ ピ オ ネ ー ト の S鏡 像 異 性 体 又 は ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ン 酸 エ
ス テ ル の S鏡 像 異 性 体 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 単 独 又 は 他 と の 組 み 合 わ せ で 、 非 植 物 毒 性 物 質 と 反 応 し て 植 物 毒 性 物 質 を 生 成 す る こ と
が で き る 酵 素 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 下 記 酵 素 の う ち の 1つ 又 は 2つ 以 上 を コ ー ド す
る DNAコ ー ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 の 中 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
　 (1)加 水 分 解 反 応 ：
　 　 　  イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ メ チ ル → イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ +メ タ ノ ー ル
　 　 　  を 触 媒 す る こ と が で き る カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ
　 (2)加 水 分 解 反 応 ：
　 　 　  フ ラ ム プ ロ プ メ チ ル → フ ラ ム プ ロ プ +メ タ ノ ー ル 及 び /又 は ；
　 　 　  フ ラ ム プ ロ プ イ ソ プ ロ ピ ル → フ ラ ム プ ロ プ +イ ソ プ ロ パ ノ ー ル
　 　 　  を 触 媒 す る こ と が で き る カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ
　 (3)酸 化 ：
　 　 　  D-ア ミ ノ 酸  + O 2  + H 2 O→ NH 3  + H 2 O 2  + 2-オ キ ソ 酸
　 　 　  及 び 特 定 の 実 施 態 様 の 場 合 、 具 体 的 に は 反 応 ：
　 　 　  D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン + O 2  + H 2 O→ NH 3  + H 2 O 2  + 2-オ キ ソ -4-メ チ ル ホ ス フ ィ
ノ ブ チ レ ー ト
　 　 　  を 触 媒 す る こ と が で き る D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ
　 (4)酸 化 ：
　 　 　  D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン + 電 子 受 容 体  + H 2 O→ NH 3  + 2e-還 元 型 電 子 受 容 体 + 2-オ
キ ソ -4-メ チ ル ホ ス フ ィ ノ ブ チ レ ー ト
　 　 　  を 触 媒 す る こ と が で き る D-ア ミ ノ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 。 D-ア ミ ノ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ は 、 膜 関 連 酵 素 で あ っ て よ い 。 膜 関 連 酵 素 は 電 子 受 容 体 を 介 し て 、 電 子 を 膜 結 合 型 電
子 伝 達 連 鎖 に カ ッ プ リ ン グ す る 。 こ の 膜 結 合 型 電 子 伝 達 連 鎖 か ら の 最 終 的 な 電 子 レ シ ピ エ
ン ト は 、 例 え ば NAD + 又 は O 2 で あ っ て よ い 。
　 (5)相 互 変 換 ：
　 　 　  D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン <>L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン
　 　 　  を 触 媒 す る こ と が で き る ア ミ ノ 酸 ラ セ マ ー ゼ
　 (6)反 応 ：
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　 　 　  S-フ ル ア ジ フ ォ プ (Fluazifop)-CoA →  R-フ ル ア ジ フ ォ プ -CoA及 び /又 は
　 　 　  S-キ ザ ロ フ ォ プ (Quizalofop)-CoA →  R-キ ザ ロ フ ォ プ -CoA及 び /又 は
　 　 　  S-プ ロ パ キ ザ フ ォ プ (Propaquizafop)-CoA →  R-プ ロ パ キ ザ フ ォ プ -CoA及 び /又 は
　 　 　  S-ハ ロ キ シ フ ォ プ (Haloxyfop)-CoA →  R-ハ ロ キ シ フ ォ プ -CoA及 び /又 は
　 　 　  S-フ ェ ノ キ サ プ ロ プ (Fenoxaprop)-CoA →  R-フ ェ ノ キ サ プ ロ プ -CoA及 び /又 は
　 　 　  S-ジ ク ロ フ ォ プ (Diclofop)-CoA →  R-ジ ク ロ フ ォ プ -CoA及 び /又 は
　 　 　  S-シ ハ ロ フ ォ プ (Cyhalofop)-CoA →  R-シ ハ ロ フ ォ プ -CoA及 び /又 は
　 　 　  S-ク ロ ジ ナ フ ォ プ (Clodinafop)-CoA →  R-ク ロ ジ ナ フ ォ プ -CoA及 び /又 は
　 　 　  の う ち の 1つ 又 は 2つ 以 上 を 触 媒 す る こ と が で き る 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ
ピ メ ラ ー ゼ 又 は ア ル フ ァ -メ チ ル ア シ ル -CoAラ セ マ ー ゼ
　 (7)加 水 分 解 反 応 ：
　 　 　  R-フ ル ア ジ フ ォ プ -CoA →  R-フ ル ア ジ フ ォ プ +CoA及 び /又 は
　 　 　  R-キ ザ ロ フ ォ プ -CoA →  R-キ ザ ロ フ ォ プ +CoA及 び /又 は
　 　 　  R-プ ロ パ キ ザ フ ォ プ -CoA →  R-プ ロ パ キ ザ フ ォ プ +CoA及 び /又 は
　 　 　  R-ハ ロ キ シ フ ォ プ -CoA →  R-ハ ロ キ シ フ ォ プ +CoA及 び /又 は
　 　 　  R-フ ェ ノ キ サ プ ロ プ -CoA →  R-フ ェ ノ キ サ プ ロ プ +CoA及 び /又 は
　 　 　  R-ジ ク ロ フ ォ プ -CoA →  R-ジ ク ロ フ ォ プ +CoA及 び /又 は
　 　 　  R-シ ハ ロ フ ォ プ -CoA →  R-シ ハ ロ フ ォ プ +CoA及 び /又 は
　 　 　  R-ク ロ ジ ナ フ ォ プ -CoA →  R-ク ロ ジ ナ フ ォ プ +CoA
　 　 　  を 触 媒 す る こ と が で き る チ オ エ ス テ ラ ー ゼ
　 (8)反 応 ：
　 　 　  S-フ ル ア ジ フ ォ プ +CoA+ATP →  S-フ ル ア ジ フ ォ プ -CoA+PPi+AMP及 び /又 は
　 　 　  S-キ ザ ロ フ ォ プ +CoA+ATP →  S-キ ザ ロ フ ォ プ -CoA+PPi+AMP及 び /又 は
　 　 　  S-プ ロ パ キ ザ フ ォ プ +CoA+ATP →  S-プ ロ パ キ ザ フ ォ プ -CoA+PPi+AMP及 び /又 は
　 　 　  S-ハ ロ キ シ フ ォ プ +CoA+ATP →  S-ハ ロ キ シ フ ォ プ -CoA+PPi+AMP及 び /又 は
　 　 　  S-フ ェ ノ キ サ プ ロ プ +CoA+ATP →  S-フ ェ ノ キ サ プ ロ プ -CoA+PPi+AMP及 び /又 は
　 　 　  S-ジ ク ロ フ ォ プ +CoA+ATP →  S-ジ ク ロ フ ォ プ -CoA+PPi+AMP及 び /又 は
　 　 　  S-シ ハ ロ フ ォ プ +CoA+ATP →  S-シ ハ ロ フ ォ プ -CoA+PPi+AMP及 び /又 は
　 　 　  S-ク ロ ジ ナ フ ォ プ +CoA+ATP →  S-ク ロ ジ ナ フ ォ プ -CoA+PPi+AMP
　 　 　  を 触 媒 す る こ と が で き る ア シ ル -CoAシ ン テ タ ー ゼ
【 ０ ０ ３ １ 】
　 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 酵 素 は 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ B(EC 3.1.1.1)型 酵 素 、
特 に 、 Anthrobacter sp、 Bacillus sp、 ブ タ 肝 臓 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス  sp.(Saccharomyces s
p)又 は シ ネ コ シ ス チ ス  sp.(Synechocystis sp)に 由 来 す る 酵 素 か ら 選 択 す る こ と が で き る
。 好 ま し い こ の よ う な 酵 素 は 、 Swissprot受 入 番 号 Q01470, P37967, Q29550(成 熟 ペ プ チ ド
配 列 60-1703), P40363又 は SEQ ID NO:2(本 出 願 )を 有 す る タ ン パ ク 質 の 中 か ら 選 択 す る こ
と が で き る 。 そ し て カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 酵 素 を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 EMBL受 入 M94
965, BS06089, SSCE, Z34288及 び SEQ ID NO:1(本 出 願 )内 に 含 ま れ る DNA配 列 か ら 選 択 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 の 実 施 に 適 し た 別 の カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 酵 素 及 び DNAコ ー ド
配 列 は 、 最 小 培 地 に お い て 、 イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ に よ る 成 長 阻 害 に 対 す る 感 受 性 と 同 様 の
、 イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ メ チ ル に よ る 成 長 阻 害 に 対 す る 感 受 性 を 示 す こ と が 見 出 さ れ る 植 物
及 び 微 生 物 の 中 か ら 選 択 さ れ る 。 こ の よ う な 有 機 体 の DNAラ イ ブ ラ リ か ら 得 ら れ た 候 補 エ
ス テ ラ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 好 適 な DNAプ ロ ー ブ を 用 い て 同 定 さ れ 、 そ し て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に
よ っ て 分 離 さ れ る 。 或 い は 、 好 適 な 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ 、 イ ム ア ザ メ タ ベ
ン ズ メ チ ル 感 受 性 表 現 型 へ の 形 質 転 換 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 好 適 な イ ム ア
ザ メ タ ベ ン ズ メ チ ル 不 感 受 性 の 宿 主 有 機 体 に お け る 発 現 ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 さ れ る 。 同 様
に 、 大 腸 菌 (E.coli)に お け る 発 現 に 基 づ い て 、 そ し て 、 所 望 の フ ラ ム プ ロ プ ・ エ ス テ ル 又
は イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ ・ エ ス テ ル エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 の in vitro又 は in vivoア ッ セ イ に 基
づ い て 、 標 的 酵 素 、 例 え ば ア セ ト ヒ ド ロ キ シ 酸 シ ン タ ー ゼ の 阻 害 に よ っ て 、 且 つ /又 は HPL
C/UVに よ っ て 、 且 つ /又 は 誘 導 体 化 及 び GC MSに よ っ て イ ム ア ザ ピ ル (imazapyr)又 は フ ラ ム
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プ ロ プ を 検 出 す る こ と を 含 む 一 般 的 な 方 法 を 介 し て 、 好 適 な 改 善 さ れ た 遺 伝 子 及 び 酵 素 が
選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ (DAMOX)酵 素 は 、 ロ ド ス ポ リ ジ ウ ム  sp.(Rhodosporidium sp.)(
ロ ド ト ル ル ラ  sp.(Rhodotorula sp.))、 ト リ ゴ ノ プ シ ス  sp.(Trigonopsis sp), ブ タ 、 フ
ザ リ ウ ム  sp.(Fusarium sp), カ ン ジ ダ  sp.(Candida sp), シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス  sp.(Schi
zosasaccharomyces sp)及 び ベ ル チ シ リ ウ ム  sp.(Verticillium sp)に よ っ て 生 成 さ れ た 酵
素 の 中 か ら 選 択 す る こ と が で き 、 そ し て 、 Swissprot受 入 番 号 P80324, Q99042, P00371, P
24552又 は SPTREMBL番 号 Q9HGY及 び Q9Y7N4に 対 応 す る 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 か ら 選 択 す る
こ と が で き る 。 Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 EMBL受 入 A56901, RGU600
66, Z50019, SSDA04, D00809, AB042032, RCDAAOX, A81420及 び SOCC1450内 に 含 ま れ る 配
列 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ は 遍 在 す る フ ラ ボ 酵 素 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 非 植 物 毒 性 物 質 が D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又 は D-ビ ア ラ フ ォ ス 又 は D-ア ス パ ル テ ー ト 又
は D-グ ル タ メ ー ト で あ る 場 合 、 特 に 好 ま し い D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ は 、 ロ ド ト ル ラ ・ グ
ラ シ リ ス (Rhodotorula gracilis)突 然 変 異 体 か ら 得 ら れ る か 、 或 い は D-ア ス パ ラ ギ ン 酸 オ
キ シ ダ ー ゼ で あ る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 体 は 、 非 植 物 毒 性 物 質 が 何 で あ ろ う と 、 野 生 型 配
列 と 比 較 し て 、 位 置 213及 び /又 は 238に 単 一 及 び 二 重 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 ん で よ い 。 好 ま
し く は 、 位 置 213で 、 野 生 型 メ チ オ ニ ン は Arg, Lys, Ser, Cys, Asn又 は Alaに よ っ て 置 換
さ れ て お り 、 そ し て 位 置 238で は 、 野 生 型 Tyrは His, Ser, Gys, Asn又 は Alaに よ っ て 置 換
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 し か し 、 酵 素 は 、 前 段 落 に お い て 述 べ た 位 置 に 加 え て 、 又 は こ れ ら の 位 置 以 外 で 置 換 を
含 ん で よ い 。 具 体 的 に は 、 野 生 型 配 列 に お け る 位 置 58の Pheは 、 His, Ser, Lys, Ala, Arg
及 び Aspか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て よ く 、 そ し て 好 ま し く は 、 His
, Ser又 は Alaに よ っ て 置 換 さ れ る 。 こ れ に 加 え て 、 又 は こ れ と は 別 に 、 野 生 型 配 列 に お け
る 位 置 213の Metは 、 His, Ser, Lys, Ala, Arg及 び Aspか ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 残 基 に よ
っ て 置 換 さ れ て よ く 、 そ し て 好 ま し く は 、 Ser又 は Alaに よ っ て 置 換 さ れ る 。 こ れ に 加 え て
、 又 は こ れ と は 別 に 、 野 生 型 配 列 に お け る 位 置 223の Tyrは 、 His, Ser, Ala, Arg及 び Asp
か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て よ い 。 こ れ に 加 え て 、 又 は こ れ と は 別
に 、 野 生 型 配 列 に お け る 位 置 238の Tyrは 、 His, Ser, Lys, Ala, Arg及 び Aspか ら 成 る 群 か
ら 選 択 さ れ た 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 酵 素 の 特 に 具 体 的 な 突 然 変 異 形 は 、 上 述 の 突 然 変 異 形 の 2つ 以 上 を 含 む 。 こ の よ う な 二
重 突 然 変 異 体 の 第 1の 実 施 態 様 は 、 (野 生 型 配 列 に お け る Pheで は な く )位 置 58に Hisを 有 し
、 そ し て (Metで は な く )位 置 213に Serを 有 し て い る 。 こ の よ う な 二 重 突 然 変 異 体 の 第 2実 施
態 様 は 、 (野 生 型 配 列 に お け る Pheで は な く )位 置 58に Serを 有 し 、 (野 生 型 配 列 の Metで は な
く )位 置 213に Argを 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 非 植 物 毒 性 物 質 が Dホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又 は D-ビ ア ラ フ ォ ス 以 外 の D-ア ミ ノ 酸 で あ る
場 合 、 酵 素 は D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 。 Dア ミ ノ 酸 は 好 ま し く は 内 生 的 植 物 代 謝 体
で は な く 、 篩 移 動 性 で あ り 且 つ 植 物 中 で 代 謝 的 に 安 定 な (好 ま し く は 約 1週 間 よ り も 長 く 植
物 中 で t・ 1/2を 有 す る )ア ミ ノ 酸 で あ る よ う に 、 そ し て 前 記 オ キ シ ダ ー ゼ の 効 率 的 な 基 質
で あ る よ う に 選 択 さ れ る 。 酵 素 に よ る D-ア ミ ノ 酸 の 酸 化 は 、 酸 素 の 還 元 に よ る 植 物 毒 性 過
酸 化 物 及 び /又 は 超 酸 化 物 ア ニ オ ン の 形 成 を 伴 う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 の 標 的 は 、 ペ ロ キ シ ソ ー ム 以 外 の 亜 細 胞 位
置 で あ る 。 こ の こ と は 、 例 え ば 、 3つ の C末 端 ア ミ ノ 酸 (例 え ば ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス  D
ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 場 合 に は SKL)が 抹 消 又 は 修 飾 さ れ る よ う に 、 遺 伝 子 を 修 飾 す る こ
と に よ っ て 、 及 び /又 は 、 葉 緑 体 又 は ミ ト コ ン ド リ ア ・ ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド を N末 端 に
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加 え る よ う に 配 列 を 付 加 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 当 業 者 に よ く 知 ら れ 、 本 発 明 の 開 示 に よ っ て 補 わ れ た 突 然 変 異 及 び 選 択 的 な 手 順 に よ っ
て 、 更 な る 好 適 な Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を 好 ま し く は 真 菌 源 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 別 の 好 適 な Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ (又 は 同 様 に 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン ラ セ マ ー ゼ )酵
素 、 及 び 本 発 明 の 作 業 に 好 適 な DNAコ ー ド 配 列 は 、 任 意 に は 突 然 変 異 生 成 さ れ た 有 機 体 で
あ っ て 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ (又 は ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン ラ セ マ ー ゼ )が 誘 発 さ れ る (
例 え ば D-ア ラ ニ ン 上 の 成 長 )条 件 下 で 、 N-限 定 培 地 上 の 成 長 が 、 D-ホ ス ヒ ノ ス ラ イ シ ン の
存 在 に お い て 選 択 的 に 阻 害 さ れ る こ と が 見 出 さ れ る 有 機 体 の 中 か ら 選 択 さ れ る 。 こ の 場 合
、 本 発 明 に 適 し た D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 (確 立 さ れ た D-ア ミ ノ 酸 オ
キ シ ダ ー ゼ ・ コ ン セ ン サ ス 配 列 、 例 え ば PROSITE, PS0067に 基 づ く )好 適 な 縮 重 DNAプ ロ ー
ブ で こ の よ う な 有 機 体 の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ を プ ロ ー ブ す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 或 い は 、
好 適 な 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 最 小 培 地 上 の ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に よ る 成 長 阻 害 に
対 す る 感 受 性 が 高 め ら れ た 表 現 型 に 形 質 転 換 す る た め の 好 適 な 宿 主 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 又
は 酵 母 (好 適 な 宿 主 菌 株 は 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に 対 す る 内 生 的 オ キ シ ダ ー ゼ 又 は デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 欠 い て い る )に お い て 、 遺 伝 子 発 現 ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 こ の 方 法 は 、 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 ク ロ ー ン が 、 こ れ ら の 内 生
的 Lト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ 活 性 及 び ヘ テ ロ 接 合 型 オ キ シ ダ ー ゼ の 複 合 作 用 を 介 し て D-PPTか ら
L-PPTを 生 成 す る 能 力 に 依 存 す る 。 或 い は 、 改 善 さ れ た 好 適 な 遺 伝 子 は 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス
ラ イ シ ン を 酸 化 す る 所 期 能 力 に 関 し て 、 発 現 さ れ た 酵 素 を in vitroア ッ セ イ す る こ と に 基
づ い て 選 択 さ れ る 。 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 を 直 接 的 に ア ッ セ イ す る 方 法 、 例 え ば
過 酸 化 物 の 検 出 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 (Enzyme Microb. Techno., (2000), 27(8), 605-611)
、 酸 素 電 極 を 用 い た 酸 素 の 消 耗 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 、 又 は ア ン モ ニ ア の 直 接 検 出 に 基 づ く
ア ッ セ イ 法 が 数 多 く 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 実 施 態 様 の 場 合 、 好 ま し く は 真 菌 に 由 来 す る DAMOX遺 伝 子 が 、 選 択 が 行 わ れ る
宿 主 有 機 体 (例 え ば 酵 母 )内 で 発 現 す る こ と が で き る プ ロ モ ー タ ー の 操 作 可 能 な 制 御 下 で 、
シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 次 い で こ の 遺 伝 子 に 突 然 変 異 が 生 成 さ れ る
。 こ の 突 然 変 異 生 成 は 、 例 え ば Mn2+-毒 化 PCRに よ っ て ； 又 は 例 え ば DNA修 復 /編 集 プ ロ セ ス
に 欠 陥 の あ る 菌 株 、 例 え ば 大 腸 菌 菌 株 XL1レ ッ ド 中 の プ ラ ス ミ ド DNA複 製 に よ っ て ； 又 は X
線 、 UV光 、 化 学 的 突 然 変 異 原 の 付 加 を 用 い て 突 然 変 異 生 成 さ れ た 宿 主 菌 株 に お け る プ ラ ス
ミ ド DNA複 製 に よ っ て 行 わ れ 、 そ し て こ の 遺 伝 子 は 、 宿 主 有 機 体 (好 ま し く は 酵 母 )内 に 形
質 転 換 さ れ る 。 D-PPTを 酸 化 す る 高 め ら れ た 能 力 の 所 期 特 性 を 有 す る DAMOXを コ ー ド す る 所
期 DNAは 、 例 え ば 下 記 の こ と を 介 し て 選 択 さ れ る (シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー 上 に 存 在 す る 選 択 マ
ー カ ー に 基 づ い て 形 質 転 換 物 を 選 択 す る 任 意 の 最 初 の 選 択 工 程 に 続 い て 行 わ れ る 。 こ の 最
初 の 選 択 工 程 は 、 例 え ば 、 原 栄 養 体 の 復 元 又 は ヒ グ ロ マ イ シ ン な ど の 存 在 に お け る 成 長 を
介 し た 選 択 を 可 能 に す る 。 )：
　 a)　 単 独 窒 素 源 と し て D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン と 化 学 的 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 を 活 用 す る
能 力 を 有 す る 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 選 択 。 例 え ば 、 D-PPT(及 び そ の エ ス テ ル )の 類 似 体 上
で 成 長 す る こ と が で き る 形 質 転 換 酵 母 コ ロ ニ ー が 選 択 さ れ る 。 こ の D-PPTで は 、 ホ ス フ ィ
ン 酸 部 分 が 、 カ ル ボ ン 酸 塩 (す な わ ち D-グ ル タ メ ー ト )、 ス ル ホ ン 酸 塩 、 ホ ス ホ ン 酸 塩 、 ス
ル ホ ン 、 又 は ス ル ホ キ シ ド 部 分 (又 は こ れ ら の エ ス テ ル )な ど と 単 独 N源 と し て 置 換 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 b)　 D-PPT自 体 を 単 独 N源 と し て 活 用 す る こ と が で き る 形 質 転 換 細 胞 の 選 択 。 こ の 選 択 を
行 う た め に 、 宿 主 細 胞 は ま た 、 グ ル タ ミ ン シ ン テ タ ー ゼ に 対 す る L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン
の 阻 害 効 果 を 打 ち 消 す こ と が で き る 遺 伝 子 で 形 質 転 換 さ れ な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 シ
ャ ト ル ベ ク タ ー は 、 L-PPTを 不 活 性 化 す る 酵 素 、 例 え ば PATを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 ん で も
よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 突 然 変 異 及 び 選 択 の サ イ ク ル を 反 復 す る こ と が で き る 。 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を さ ら
に ク ロ ー ニ ン グ し 、 発 現 さ せ 、 部 分 精 製 し 、 そ し て 動 力 学 的 に 特 徴 付 け す る こ と に よ り 、
最 も 好 適 な 特 性 (例 え ば 酵 素 安 定 性 、 D-PPTを 酸 化 す る た め の 高 い kcat/Km値 、 任 意 の 内 生
的 植 物 基 質 の 最 小 限 の 酸 化 、 pH最 適 値 な ど )を 有 す る 遺 伝 子 及 び DAMOXを 同 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 非 植 物 毒 性 物 質 が D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン (PPT)で あ る 場 合 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン (
PPT)は D及 び L PPTの 混 合 物 か ら 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 形 質 転 換 さ れ 誘 導 さ れ た 大 腸 菌
細 胞 (任 意 に は 、 N-ア セ チ ル PPTデ ア セ チ ラ ー ゼ 活 性 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ レ ベ ル を 最 小 化
す る た め の arg E突 然 変 異 体 )の 培 地 (好 ま し く は 最 小 培 地 )に DL PPTを 加 え 、 こ れ に よ り PA
T遺 伝 子 (CoAか ら L-PPTに ア セ チ ル 基 を 転 移 さ せ る 酵 素 を コ ー ド す る )を 高 レ ベ ル で 発 現 さ
せ る こ と が で き る 。 L成 分 が ほ と ん ど 全 て N-ア セ チ ル 化 さ れ (例 え ば 31-P NMRを 用 い て 、 変
換 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 判 定 さ れ る )の に 十 分 な 時 間 を 置 い た 後 、 連 続 的 な 工 程 、 例
え ば 高 pH及 び 低 pHの 溶 剤 抽 出 工 程 、 ア ニ オ ン 及 び カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 工 程 、 キ
ラ ル カ チ オ ン 、 例 え ば キ ン コ シ ン に よ る 選 択 的 結 晶 化 工 程 、 又 は 当 業 者 に 知 ら れ た そ の 他
の 手 順 、 例 え ば 相 系 と し て 2つ の 不 混 和 性 水 性 相 を 使 用 し た 液 /液 抽 出 工 程 (米 国 特 許 第 5,1
53,355号 明 細 書 参 照 )に よ っ て 、 細 胞 遊 離 培 地 か ら D-PPTを 回 収 し て 精 製 す る 。 後 期 工 程 は
、 カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で あ る こ と が 典 型 的 で あ り 、 こ の カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ に お い て 、 D-PPTが ア ン モ ニ ウ ム 塩 と し て 回 収 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 或 い は 、 D-PPTは 、 酵 素 的 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 DL PPT + 2ケ ト
グ ル タ ル 酸 塩 が 、 (I)L-ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (例 え ば 大 腸 菌 由 来 )と (II)グ ル タ ミ ン
酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ と の 複 合 作 用 に よ っ て 、 主 と し て D PPTと 2-オ キ ソ PPT(及 び そ の 脱
カ ル ボ キ シ ル 化 生 成 物 )と GABAと の 混 合 物 に 変 換 さ れ る 。 所 期 の 純 粋 D PPTは 、 当 業 者 に 知
ら れ た 上 述 の 方 法 を 用 い て 反 応 混 合 物 か ら 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 D-PPTを 得 る こ と が で で き る 1つ の 酵 素 的 方 法 の 場 合 、 DL PPT + 2ケ ト グ ル タ ル 酸 塩 +NAD
が 、 (I)L-ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と (II)グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ と の 複 合 作 用
に よ っ て 、 主 と し て D PPTと 2-オ キ ソ PPT(及 び そ の 脱 カ ル ボ キ シ ル 化 生 成 物 )NADHと ア ン モ
ニ ア と の 混 合 物 に 変 換 さ れ る 。 所 期 の 純 粋 D PPTは 、 反 応 混 合 物 か ら 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 D-PPT、 DL PPTの さ ら に 別 の 形 成 方 法 の 場 合 、 残 留 ア ミ ノ 酸 だ け が 所 期 D形 と な る よ う に
、 DL PPTが Lア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ で 処 理 さ れ る 。 こ の D-PPTは 次 い で 反 応 混 合 物 か ら 精 製
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 別 の 方 法 は (I)(無 水 酢 酸 又 は そ の 他 の ア セ チ ル 化 試 薬 及 び 当 業 者 に よ く 知 ら れ た
方 法 を 用 い て )DL PPTか ら N-ア セ チ ル DL PPTへ 変 換 す る こ と 、 及 び (II)Nア セ チ ル D-PPTが
脱 ア セ チ ル 化 さ れ る よ う に D-ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ に よ っ て N-ア セ チ ル DL PPTを 処 理 す る こ と
を 伴 う 。 結 果 と し て 生 じ た D-PPTは 、 反 応 混 合 物 か ら 精 製 さ れ る 。 例 え ば 、 Dowexア ニ オ ン
交 換 樹 脂 と の 結 合 及 び 40mMギ 酸 に よ る 溶 離 に よ っ て 、 D-PPTが N-ア セ チ ル -L-PPTか ら 分 離
さ れ る 。 好 適 な ロ ー デ ィ ン グ 条 件 下 で 、 こ の 酸 は 、 N-ア セ チ ル -L-PPTを カ ラ ム に 結 合 さ せ
た ま ま で 、 D-PPTを 溶 離 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に 別 の 方 法 は 、 所 期 D-PPTだ け が 非 ア セ チ ル 化 形 と し て 残 さ れ る よ う に 、 非 水 性 溶
剤 中 の L-ア ミ ノ ア シ ラ ー ゼ 及 び ア シ ル 化 剤 で DL PPTを 処 理 す る こ と を 伴 う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 純 粋 D-PPTの さ ら に 別 の 調 製 方 法 は 、 キ ラ ル 塩 基 、 例 え ば キ ン コ シ ン 、 及 び 純 粋 D-PPTを
有 す る キ ラ ル 塩 基 の 種 結 晶 の 添 加 を 用 い て 、 DL PPTか ら 鏡 像 選 択 的 に 結 晶 化 す る こ と を 伴
う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 DL-PPTか ら 純 粋 D-PPTを 調 製 す る さ ら に 別 の 方 法 は 、 キ ラ ル 塩 基 カ ラ ム を 使 用 し た 直 接
的 な キ ラ ル ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 純 粋 D-PPTの 生 成 方 法 の 詳 細 を 、 下 記 実 施 例 の 1つ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ 又 は ア ル フ ァ -メ チ ル ア シ ル -CoAラ セ マ ー ゼ (
EC 5.1.99.4)酵 素 は 、 ラ ッ ト 肝 臓 、 ア ク レ モ ニ ウ ム  sp.(Acremomium sp)又 は ニ ュ ー ロ ス
ポ ラ ・ ク ラ ッ サ (Neurospora crassa)に よ っ て 生 成 さ れ た も の の 中 か ら 選 択 す る こ と が で
き る 。 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ 又 は ア ル フ ァ -メ チ ル ア シ ル -CoAラ セ マ
ー ゼ (EC 5.1.99.4)酵 素 は 、 GENESEQP Derwent デ ー タ ベ ー ス の AAR49827、 Swissprotの P70
473、 又 は SEQ ID NO:4(本 出 願 )に 対 応 す る 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 か ら 選 択 す る こ と が で
き 、 そ し て 、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ 又 は ア ル フ ァ -メ チ ル ア シ ル -CoA
ラ セ マ ー ゼ (EC 5.1.99.4)酵 素 は 、 GENESEQN Derwent デ ー タ ベ ー ス 受 入 AAQ44447、 EMBL受
入 RN2ARYLCO及 び RNU89905及 び SEQ ID NO:3(本 出 願 )内 に 含 ま れ る 配 列 か ら 選 択 さ れ た DNA
コ ー ド 配 列 に よ っ て コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 に 使 用 す る た め の ア シ ル CoAシ ン テ タ ー ゼ は 、 ブ ラ シ ッ カ ・ ナ プ ス (Brassica nap
us)、 ラ ッ ト 肝 臓 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス  sp.(Saccaromyces sp)又 は ア ラ ビ ド シ ス (Arabidopsis
)に よ っ て 生 成 さ れ た も の か ら 選 択 さ れ た 「 長 鎖 」 ア シ ル CoAシ ン テ タ ー ゼ (EC6.2.1.3)で
あ っ て よ い 。 前 記 シ ン テ タ ー ゼ は 、 SRTREMBL配 列 Q96338、 Swissprot P18163、 Swissprot 
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P39518、 SRTREMBL配 列 Q9C5U7又 は STREMBL Q9TOAOに 対 応 す る 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 か ら
選 択 す る こ と が で き 、 そ し て 、 ア シ ル CoAシ ン テ タ ー ゼ を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 EMBL受 入
BNAMPBP2, J05439, X77783及 び AB030317内 に 含 ま れ る 配 列 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ア シ ル CoAシ ン テ タ ー ゼ 、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ 及 び チ オ エ ス テ ラ
ー ゼ 酵 素 、 及 び /又 は 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る の に 適 し た こ れ ら の 酵 素 を コ ー ド す る DNA配
列 は 、 S-ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ ー ト を R-ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ
オ ネ ー ト に 変 換 す る 源 有 機 体 の 能 力 、 及 び /又 は 、 S-イ ブ プ ロ フ ェ ン を R-イ ブ プ ロ フ ェ ン
に 変 換 す る 源 有 機 体 の 能 力 に 基 づ い て 選 択 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 有 機 体 は 、 例 え
ば 土 壌 試 料 か ら 得 る こ と が で き 、 こ の よ う な キ ラ ル 反 転 を 細 胞 培 養 及 び 微 生 物 ブ イ ヨ ン 中
で ア ッ セ イ し て 検 出 す る 方 法 は 、 よ く 知 ら れ て い る (Menzel-Solglowek他 (1990)J.Chromat
ogr., 532, 295-303; Bewick(1986)Pestic. Sci., 17, 349-356)。 従 っ て 、 ア シ ル CoAシ
ン テ タ ー ゼ 、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ 及 び /又 は チ オ エ ス テ ラ ー ゼ 酵 素
、 及 び 任 意 に は 、 こ れ ら を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 ア ル ト ロ バ ク タ ー ・ シ ン プ レ ッ ク ス (Ar
throbacter simplex) NCIB 8929; ア ル ト ロ バ ク タ ー ・ ロ ゼ オ パ ラ フ ィ ネ ウ ス (Arthrobact
er roseoparaffineus) ATCC 15584; バ チ ル ス ・ サ ブ チ リ ス (Bacillus subtilis) ATCC 15
841; ボ ト リ チ ス ・ シ ネ ラ エ ア (Botrytis cinerea) CM1 124882; ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ブ
タ ニ カ ム (Brevibacterium butanicum) ATCC 15841; ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ヘ ア リ ィ (Brev
ibacterium healii) ATCC 15527; ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ ケ ト グ ル タ ミ カ ム (Brevibacteri
um ketoglutamicum) ATCC 21004; ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ラ フ ィ ノ リ チ ウ ム (Brevibacte
rium paraffinolyticum) ATCC 21195; コ ネ リ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ァ シ カ ン ス (Corynebacter
ium fascians); コ ネ リ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ィ ジ コ エ ン セ (Corynebacterium fijikoense) AT
CC 21496; メ タ ノ モ ナ ス ・ メ タ ノ リ カ (Methanomonas methanolica) NRRL B-5758; ミ ク ロ
コ ッ カ ス ・ ロ セ ウ ス (Micrococcus roseus); ミ ク ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ウ ラ ム (Mycobacteri
um aurum) NCTC 1043; マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ペ ト ロ テ フ ィ リ ウ ム (Mycobacterium petrot
eophilum) ATCC 21497; マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ェ レ イ (Mycobacterium phlei) NCTC 102
66; マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ス メ グ マ チ ス (Mycobacterium smegmatis) ATCC 19420; ノ カ ル
ジ ダ ・ オ パ カ (Nocardia opaca) NCIB 9409; ノ カ ル ジ オ プ シ ス ・ ア ス テ ロ イ ド (Nocardiop
sis asteroids) ATCC 21943; シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ジ ミ ム タ (Psuedomonas dimimuta) NCIB 9
393; シ ュ ー ド モ ナ ス ・ レ モ イ グ ネ イ (Psuedomonas lemoignei) NCIB 9947; ロ ド コ ッ カ ス
・ ロ ド ク ロ ウ ス (Rhodococcus rhodocrous) ATCC 13808; ロ ド コ ッ カ ス ・ ロ ド ク ロ ウ ス (Rh
odococcus rhodocrous) ATCC 21197; ロ ド コ ッ カ ス  sp.(Rhodococcus sp) ATCC 21499;及
び ロ ド コ ッ カ ス  sp.(Rhodococcus sp) ATCC 31337を 起 源 と し て よ い 。 当 業 者 に よ く 知 ら
れ た 方 法 を 用 い て 、 DNAコ ー ド 配 列 を 含 む 改 善 さ れ た 候 補 遺 伝 子 は 、 容 易 に ク ロ ー ニ ン グ
さ れ 、 そ し て 他 の ア シ ル CoAシ ン テ タ ー ゼ 、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ 及
び チ オ エ ス テ ラ ー ゼ 酵 素 の 既 知 の 配 列 に 基 づ い た 好 適 に 変 性 さ れ た プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ
と に よ り 、 こ れ ら の 有 機 体 の 好 適 な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択 さ れ る 。 或 い は 、 ま た こ れ
に 加 え て 、 ク ロ ー ン が キ ラ ル 反 転 全 体 を 行 う 能 力 に 関 し て 、 又 は 、 個 々 の ア シ ル CoAシ ン
テ タ ー ゼ (ミ ク ロ ソ ー ム 画 分 を 使 用 )、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ 又 は チ オ
エ ス テ ラ ー ゼ の 部 分 反 応 の そ れ ぞ れ を 触 媒 す る 能 力 に 関 し て 、 in vitro又 は 全 体 的 な 有 機
体 培 養 ア ッ セ イ を 用 い て 好 適 な 宿 主 に お け る 発 現 ラ イ ブ ラ リ を 調 製 し 、 そ し て ラ イ ブ ラ リ
を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に 基 づ い て 、 好 適 な 遺 伝 子 が 選 択 さ れ る 。 こ れ ら の 活 性 の in v
itroア ッ セ イ の た め の 好 適 な 方 法 は 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン に 関 す る 文 献 に 記 載 さ れ た も の と 類
似 し て い る か 又 は 同 一 で あ る (例 え ば Shieh及 び Chen(1993)JBC, 268, 3487-3493)。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る た め の 酵 素 は 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン ラ セ マ ー ゼ で あ っ
て よ い 。 こ れ に 対 応 す る DNAコ ー ド 配 列 は 、 グ ル タ ミ ン 酸 ラ セ マ ー ゼ 遺 伝 子 の 突 然 変 異 生
成 及 び /又 は 組 換 え シ ャ フ リ ン グ 、 そ し て こ れ に 続 く 、 選 択 と 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン ラ
セ マ ー ゼ 活 性 レ ベ ル を 高 め る た め の さ ら な る 進 化 と か ら 成 る 反 復 ラ ウ ン ド に よ っ て 生 成 さ
れ る 。 グ ル タ ミ ン 酸 ラ セ マ ー ゼ は 、 細 菌 の 中 で 遍 在 性 で あ り 、 2つ の タ イ プ 、 す な わ ち 、
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補 因 子 と し て ピ リ ド キ サ ル リ ン 酸 に 依 存 す る タ イ プ と 、 補 因 子 と は 無 関 係 で あ っ て 2つ の
活 性 部 位 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 有 す る タ イ プ と を 有 す る 。 本 発 明 の 1実 施 態 様 の 場 合 、 ペ ジ
オ コ ッ カ ス ・ ペ ン ト サ セ ウ ス (Pediococcus pentosaceus), ラ ク ト コ ッ カ ス ・ ラ ク チ ス (La
ctococcus lactis), ラ ク ト バ チ ル ス ・ ブ レ ビ ス (Lactobacillus brevis), ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ ヘ モ リ チ カ ス (Staphylococcus hemolyticus)及 び バ チ ル ス ・ ス フ ァ エ リ チ カ ス (B
acillus sphaericus)の グ ル タ ミ ン 酸 ラ セ マ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 が 、 突 然 変 異 及 び /又 は
組 換 え 群 シ ャ フ リ ン グ に 関 し て 選 択 さ れ る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 の 場 合 、 シ ャ フ リ ン グ に 関
し て 選 択 さ れ た 遺 伝 子 は 、 (Swissprot)配 列 O82826, P94556及 び 031332に 対 応 す る 配 列 を
有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 本 発 明 の 実 施 に 適 し た 遺 伝 子 は 、 好 適 な 宿 主 細 胞 、 例 え
ば 大 腸 菌 又 は 酵 母 に お い て 発 現 ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 選 択 さ れ る 。
好 適 な 宿 主 細 胞 の コ ロ ニ ー は 、 最 小 培 地 に お け る D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に よ る 成 長 阻 害
に 対 す る 高 め ら れ た 感 受 性 を 示 す 。 L-PPTは グ ル タ ミ ン シ ン テ タ ー ゼ を 阻 害 す る の に 対 し
て 、 D-PPTは こ れ を 阻 害 し な い 。 D-PPTを L-PPTに 変 換 し た グ ル タ ミ ン ラ セ マ ー ゼ 突 然 変 異
ク ロ ー ン は 、 グ ル タ ミ ン を 補 充 し な い 限 り 、 最 小 培 地 上 で 成 長 す る こ と は な い 。 好 適 な 宿
主 菌 株 に お い て 、 内 生 的 な D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 又 は D-ア ミ ノ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 活
性 は 発 現 さ れ る こ と は な く 、 或 い は 、 基 質 と し て D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 包 含 す る こ と
も な い 。 或 い は 、 コ ー ド さ れ た 酵 素 が D及 び Lホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 相 互 変 換 す る 能 力 の
in vitro又 は in vivoア ッ セ イ に 基 づ い て 、 好 適 な 遺 伝 子 を 選 択 す る こ と も で き る 。 好 適
な こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 ア ル フ ァ ・ プ ロ ト ン の 交 換 に 基 づ い て 、 又 は D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ
イ シ ン か ら の L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 形 成 を 検 出 す る た め の バ イ オ ア ッ セ イ を 利 用 す る か
、 又 は 例 え ば 、 好 適 な D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ と の カ ッ プ リ ン グ に よ る 、 L-ホ ス フ ィ ノ ス
ラ イ シ ン か ら D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン へ の 変 換 を 検 出 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に 使 用 さ れ る 酵 素 を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 任 意 に は さ ら に 突 然 変 異 さ せ 、 そ し
て 、 有 用 性 が 改 善 さ れ た さ ら に 有 用 な 酵 素 を 生 成 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 所 期
の 基 質 に 対 す る 触 媒 活 性 (kcat/Km)、 温 度 安 定 性 及 び pH最 適 条 件 を 含 む 酵 素 の 多 く の 特 性
が 改 善 さ れ る 。 こ の よ う に 改 善 さ れ た 変 異 形 の 生 成 、 ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 選 択 の 方 法 は よ
く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 突 然 変 異 生 成 プ ロ セ ス (例 え ば 変 異 性 DNA複 製 を 有 す る 細 菌 又 は
酵 母 菌 株 、 例 え ば 大 腸 菌  XL1レ ッ ド に DNAを 通 す こ と に よ る プ ロ セ ス 、 UV、 化 学 物 質 又 は
標 的 オ リ ゴ ヌ ク レ チ ド PCR突 然 変 異 生 成 に よ る プ ロ セ ス )に よ っ て 、 好 適 な 変 異 形 DNA配 列
が 生 成 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 こ の よ う な 遺 伝 子 は 、 例 え ば 国 際 公 開 第 00/61740号 パ ン フ レ
ッ ト 、 第 28-41頁 に 要 約 さ れ て い る よ う な DNAシ ャ フ リ ン グ 又 は 「 性 PCR」 の 数 多 く の 別 の
プ ロ セ ス の い ず れ か に よ っ て 生 成 さ れ る 。 前 記 パ ン フ レ ッ ト を 参 考 の た め 本 明 細 書 中 に 引
用 す る 。 改 善 さ れ た こ の よ う な 遺 伝 子 を 選 択 す る の に 適 し た 多 く の 方 法 が あ る 。 遺 伝 子 は
好 適 な 宿 主 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 又 は 酵 母 に お い て 好 適 に 発 現 さ せ る こ と が で き 、 そ し て 例
え ば 本 明 細 書 中 に 記 載 し た よ う な 好 適 な ア ッ セ イ を 用 い て 、 改 善 に 関 し て 選 択 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 非 植 物 毒 性 物 質 を 植 物 毒 性 物 質 に 単 独 で 又 は 組 み 合 わ せ で 変 換 す る こ と が で き る 、 本 発
明 に お い て 使 用 す る た め の 酵 素 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ 前 記 酵 素 の う ち の
1つ を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 雄 性 又 は 雌 性 の 生 殖 構 造
に 優 先 的 に 発 現 を 導 く 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 作 用 連 関 さ れ て い る 。 こ の 発 現 特 異 性 は 、 発
現 さ れ た 酵 素 の 効 果 が 、 生 存 能 力 の あ る 種 子 の 形 成 に 必 要 な 組 織 及 び 細 胞 の 局 所 内 部 に だ
け 発 揮 さ れ 、 そ し て 好 適 な 非 植 物 毒 性 物 質 、 多 く の 場 合 プ ロ 除 草 剤 の 存 在 に お い て 、 稔 性
に 対 す る そ の 効 果 を 超 え る ほ ど 植 物 に 対 し て 有 害 性 を も た ら す こ と に は な ら な い こ と を 保
証 す る 。 プ ロ モ ー タ 領 域 に 加 え て 、 本 発 明 に よ る キ メ ラ 遺 伝 子 は ま た 、 3'転 写 タ ー ミ ネ ー
タ ー 配 列 を 含 む 。 3'転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 は 、 転 写 及 び 正 し い mRNAポ リ ア デ ニ ル 化 の 終
結 を 担 う 。 こ の よ う な 多 く の 3'転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 本 発 明
の キ メ ラ 遺 伝 子 に お け る 使 用 に 適 し て い る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 の 場 合 、 3'転 写 タ ー ミ ネ ー
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タ ー 配 列 は 、 CMV 35Sタ ー ミ ネ ー タ ー 、 tmlタ ー ミ ネ ー タ ー 、 ノ パ リ ン ・ シ ン タ ー ゼ (nos)
タ ー ミ ネ ー タ ー 及 び エ ン ド ウ 豆  rbcS E0タ ー ミ ネ ー タ ー か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 前 記 キ メ ラ 遺 伝 子 の 或 る 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 使 用 す る の に 適 し た 5'プ ロ モ ー タ ー 領
域 は 、 雌 性 花 組 織 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 5'領 域 を 含 む 。 或 る 特 定 の 実 施 態 様 の
場 合 、 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 タ バ コ の stig 1プ ロ モ ー タ ー (Goldman他 (1994)EMBO J., 1
3, 2976-2984)、 修 飾 S13プ ロ モ ー タ ー (Dzelkans他 (1993)Plant Cell. 5, 8555)、 AGL5プ
ロ モ ー タ ー (Savidge他 (1995)Plant Cell, 7, 721-733)及 び ト ウ モ ロ コ シ 心 皮 特 異 的 ZAG2
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 5'(Thiessen他 (1995)Gene, 156, 155-166)か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ
る 。 任 意 に は 、 雌 性 生 殖 構 造 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ る こ と が 当 業 者 に 知 ら れ て い る cDNA配
列 に 対 応 す る ゲ ノ ム DNAの コ ー ド 配 列 の 上 流 領 域 か ら 、 更 な る 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 が
得 ら れ る 。 或 る 特 定 の 実 施 態 様 の 場 合 、 こ の よ う な プ ロ ー ブ cDNAは 、 Arabidopsis Fbp7及
び Fbp11遺 伝 子 (Angenent他 (1995)Plant Cell, 7, 1569-1582)及 び ラ ン 特 異 的 cDNA O40, 0
108, 039, 0126及 び O141(Nadeau他 、 (1996)Plant Cell, 8, 213-239)か ら 成 る 群 か ら 選 択
さ れ る 。 具 体 的 な 実 施 態 様 の 場 合 、 雌 性 生 殖 構 造 内 で の 優 先 的 な 発 現 と 関 連 す る ゲ ノ ム DN
Aを 含 む 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 受 入 番 号 NRRL B-21920を 有 す る ゲ ノ ム DNAク ロ ー ン pSH64
、 受 入 番 号 NRRL B-21655を 有 す る cDNA p26-A4と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ゲ ノ ム ・ ク ロ ー ン p
CIB 10302、 及 び 受 入 番 号 NRRL B-21919を 有 す る cDNAク ロ ー ン P19-QAと ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
す る ゲ ノ ム DNAク ロ ー ン X2-1か ら 成 る 群 内 に 含 ま れ る DNA領 域 か ら 選 択 さ れ る 。 更 な る 具 体
的 な 実 施 態 様 に お い て 、 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 国 際 公 開 第 98/39462号 パ ン フ レ ッ
ト に 記 載 さ れ た SEQ ID NO:11、 SEQ ID NO:12の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 1390、 及 び SEQ ID NO:4の
ヌ ク レ オ チ ド 1～ 1093を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 の キ メ ラ 遺 伝 子 に お い て 使 用
す る の に 適 し た 別 の 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 分 離 さ れ
、 そ し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 例 え ば 雌 性 生 殖 構 造 内 に 発 現 さ れ た 新 規 の 転 写 物 は 、 組 織
、 例 え ば ト ウ モ ロ コ シ の 毛 又 は 小 麦 の 雌 し べ か ら RNAを 分 離 し 、 続 い て 、 示 差 表 示 、 PCR選
択 cDNA減 算 及 び 減 算 cDNAラ イ ブ ラ リ 構 成 の よ う な 技 術 を 用 い て 示 差 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う
こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。 cDNAク ロ ー ン は 雌 性 組 織 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ 、 植 物 の そ の 他
の 部 分 、 例 え ば 葉 、 根 及 び 雄 穂 内 に は 発 現 さ れ な い 。 発 現 の 組 織 特 異 性 は 任 意 に は 、 ノ ー
ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て さ ら に 確 認 さ れ る 。 cDNAク ロ ー ン は 、 ゲ ノ ム ・ ラ イ ブ ラ リ
・ ス ク リ ー ニ ン グ の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 。 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び 任 意 に は
、 組 織 優 先 発 現 と 関 連 す る 3'未 翻 訳 DNA領 域 は 、 ゲ ノ ム DNAク ロ ー ン か ら 得 ら れ 、 雌 性 生 殖
構 造 内 で の 優 先 的 な 発 現 の た め に 、 キ メ ラ 遺 伝 子 の 構 成 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 記 キ メ ラ 遺 伝 子 の 別 の 実 施 態 様 で 使 用 す る の に 適 し た 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 雄 性 花
組 織 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 5'領 域 を 含 む 。 こ れ ら の 領 域 は 、 花 粉 、 タ ペ ー ト 組
織 、 又 は 葯 内 の そ の 他 の 組 織 に お い て 発 現 す る た め の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 。 具 体 的 な
実 施 態 様 の 場 合 、 こ れ ら の 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 LAT52プ ロ モ ー タ ー (Twell他 、 (1989)D
ew., 109, 705-713)、 ト マ ト A127プ ロ モ ー タ ー (Dotson他 、 (1996)Plant J., 10, 383-392
)、 ト ウ モ ロ コ シ Zmgプ ロ モ ー タ ー (Hamilton他 (1989)Sex. Plant Reprod. 2, 208-212)、
ト ウ モ ロ コ シ CDPKプ ロ モ ー タ ー (Guerro他 (1990)Mol. Gen. Genet., 224, 161-168)、 及 び
、 米 国 特 許 第 5477002号 明 細 書 に 開 示 さ れ た 葯 特 異 的 ant32及 び ant43Dプ ロ モ ー タ ー か ら 成
る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 前 記 明 細 書 全 体 を 参 考 の た め 本 明 細 書 中 に 引 用 す る 。 或 る 特 定 の 別
の 実 施 態 様 の 場 合 、 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 の タ ペ ー ト 組 織 特 異 的 プ ロ
モ ー タ ー CN55(国 際 公 開 第 92/13956号 パ ン フ レ ッ ト に 開 示 さ れ た 「 Pca55」 )、 稲 由 来 の タ
ペ ー ト 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー E1(米 国 特 許 第 5639948号 明 細 書 に 記 載 )、 稲 由 来 の タ ペ ー
ト 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー T72(米 国 特 許 第 5639948号 明 細 書 に 記 載 )、 稲 由 来 の RA8葯 特 異
的 プ ロ モ ー タ ー (EMBL/Genbank受 入 番 号 AF042275;Jean Js他 (1999)PMB, 39, 35-44)、 葯 特
異 的 Tap1プ ロ モ ー タ ー (Spena他 (1992)Theor Appl Genet 84, 520-527)及 び ト ウ モ ロ コ シ
由 来 の ZmC5-花 粉 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (EMBL/Genbank受 入 番 号 Y13285; Wakeley他 (1998)PMB
, 37, 187-192)か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 任 意 に は 、 雄 性 生 殖 構 造 内 に 優 先 的 に 発 現 さ
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れ る こ と が 当 業 者 に 知 ら れ て い る cDNA配 列 に 対 応 す る ゲ ノ ム DNAの コ ー ド 配 列 の 上 流 領 域
か ら 、 別 の 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 得 ら れ る 。 或 る 特 定 の 実 施 態 様 の 場 合 、 こ の よ う な
プ ロ ー ブ cDNAは 、 ラ ン 花 粉 管 特 異 的 シ ト ク ロ ム P450遺 伝 子 (Nadeau他 、 (1996)Plant Cell,
 8, 213-239)、 ア ラ ビ ド シ ス の Bcp1遺 伝 子 (Xu他 (1995)P.N.A.S., 92, 2106-2110)、 及 び
ト ウ モ ロ コ シ の 雄 花 特 異 的 MFS14遺 伝 子 (Wright S Y他 (1993)Plant J3, 41-49)か ら 成 る 群
か ら 選 択 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 別 の 実 施 態 様 の 場 合 、 本 発 明 の キ メ ラ 遺 伝 子 に お
い て 使 用 す る の に 適 し た 別 の 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 に よ っ て
分 離 さ れ 、 そ し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 例 え ば 雄 性 生 殖 構 造 内 に 発 現 さ れ た 新 規 の 転 写 物
は 、 組 織 、 例 え ば 雄 穂 、 花 粉 管 、 葯 、 又 は タ ペ ー ト 組 織 か ら RNAを 分 離 し 、 続 い て 、 示 差
表 示 、 PCR選 択 cDNA減 算 及 び 減 算 cDNAラ イ ブ ラ リ 構 成 の よ う な 技 術 を 用 い て 示 差 ス ク リ ー
ニ ン グ を 行 う こ と に よ っ て 同 定 さ れ る 。 cDNAク ロ ー ン は 雄 性 組 織 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ 、
植 物 の そ の 他 の 部 分 、 例 え ば 葉 、 根 及 び 柱 頭 内 で は 分 離 さ れ な い 。 発 現 の 組 織 特 異 性 は 任
意 に は 、 ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て さ ら に 確 認 さ れ る 。 cDNAク ロ ー ン は 、 ゲ ノ ム
・ ラ イ ブ ラ リ ・ ス ク リ ー ニ ン グ の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 。 5'プ ロ モ ー タ ー 領 域
、 及 び 、 組 織 優 先 発 現 と 関 連 す る 3'未 翻 訳 DNA領 域 は 、 ゲ ノ ム DNAク ロ ー ン か ら 得 ら れ 、 雄
性 生 殖 構 造 内 で の 優 先 的 な 発 現 の た め に 、 キ メ ラ 遺 伝 子 の 構 成 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ 遺 伝 子 に お い て 有 用 な 別 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 稲 の Osmads13遺 伝 子 、
稲 の 葯 の OSG遺 伝 子 、 及 び 稲 の YY2遺 伝 子 の 上 流 領 域 を 含 む 。 一 般 に は 、 雄 性 及 び 雌 性 の 生
殖 構 造 に お け る 発 現 が 高 収 量 で 、 早 期 に 、 持 続 的 に 、 且 つ 優 先 的 に 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー
領 域 が 、 最 も 好 適 な も の と し て 選 択 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー は さ ら に 、 相 互 の 組 み 合 わ せ 、
及 び 別 の エ ン ハ ン サ ー 領 域 と の キ メ ラ の 組 み 合 わ せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 任 意 に 、 非 植 物 毒 性 物 質 の 植 物 毒 素 へ の 変 換 に 関 与 す る 酵 素 を コ ー ド
す る DNA配 列 の 直 前 の 領 域 を 含 む 。 こ の 領 域 は 、 前 記 酵 素 の 標 的 を 亜 細 胞 小 器 官 、 例 え ば
葉 緑 体 、 ペ ロ キ シ ソ ー ム (植 物 性 毒 素 が 過 酸 化 物 又 は 超 酸 化 物 ア ニ オ ン で あ る 場 合 を 除 く )
又 は ミ ト コ ン ド リ ア に す る こ と が で き る ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド し 、 そ し て 前 記 標 的 形 成 タ
ン パ ク 質 は 、 (i)葉 緑 体 ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド 又 は (ii)葉 緑 体 タ ン パ ク 質 -葉 緑 体 ト ラ ン
ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド の 葉 緑 体 ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド -N-末 端 部 分 の 配 列 を 有 し て い て よ い
。 こ の こ と は 、 例 え ば 前 記 DNA配 列 が 、 D-ア ミ ノ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 酵 素 を コ ー ド し 、 こ
の 酵 素 が 膜 電 子 伝 達 連 鎖 を 含 む ミ ト コ ン ド リ ア 又 は 葉 緑 体 の よ う な 区 画 に お い て 最 良 の 機
能 を 果 た す こ と が 予 期 さ れ る 場 合 、 又 は 、 例 え ば DNA配 列 が 、 所 期 形 質 転 換 全 体 に お け る
部 分 的 な 工 程 だ け を 触 媒 す る 酵 素 を コ ー ド す る 場 合 、 及 び 、 全 反 応 が 、 区 画 化 さ れ た 代 謝
体 及 び 内 生 的 活 性 と の 組 み 合 わ せ を 必 要 と す る 場 合 に 特 に 有 利 で あ る 。 具 体 的 に は 、 ミ ト
コ ン ド リ ア を 標 的 に す る た め に 、 酵 素 コ ー ド DNA領 域 の 直 前 の 前 記 DNA領 域 は 、 ミ ト コ ン ド
リ ア ・ ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 。 或 る 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 ト ラ ン
ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ニ コ チ ニ ア ・ プ ラ ム バ ジ ニ ホ リ ア (Nicotinia plumbaginifolia
) ミ ト コ ン ド リ ア  ATPシ ン タ ー ゼ の ベ ー タ -サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ミ ト コ ン ド リ ア ATPシ ン タ ー ゼ
、 ミ ト コ ン ド リ ア 特 異 的 NAD依 存 性 イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 呼 吸 鎖 複 合 体 Iの NADP
H結 合 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 及 び 酵 母 ミ ト コ ン ド リ ア ・ ト リ プ ト フ ァ ニ ル -tRNA-シ ン テ タ ー ゼ (国
際 公 開 61/21513号 パ ン フ レ ッ ト )の 内 生 的 ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド 配 列 か ら 成 る 群 か ら 選
択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 非 植 物 毒 性 物 質 か ら 植 物 毒 素 を 生
成 す る こ と に 関 与 す る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 を コ ー ド す る 1つ 又 は 2つ 以 上 の キ メ ラ 遺 伝 子 を
含 む こ と が で き る 。 任 意 に は 、 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 更 な る 遺 伝 子 及 び キ メ ラ 遺
伝 子 、 例 え ば キ メ ラ ・ マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む 。 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る キ メ ラ ・ マ ー カ ー
遺 伝 子 は 、 植 物 細 胞 中 で 活 性 で あ る プ ロ モ ー タ の 発 現 制 御 下 の マ ー カ ー DNAを 含 む 。 マ ー
カ ー DNAは 、 植 物 中 で 発 現 さ れ る と 、 RNA、 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 植 物
組 織 又 は 植 物 細 胞 は 、 こ の よ う な 植 物 材 料 が 、 こ の マ ー カ ー DNAを 発 現 さ せ な い 植 物 材 料
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と 区 別 さ れ る こ と を 可 能 に す る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 例 は 、 特 異 的 な 色 を 細 胞 に 提 供 す る 遺
伝 子 、 例 え ば A1遺 伝 子 (Meyer他 、 (1987)Nature 330, 667)、 又 は 、 抗 生 物 質 を 用 い て さ も
な け れ ば 死 に 至 ら し め る 選 択 に 対 し て 植 物 細 胞 を 耐 性 に す る 遺 伝 子 (例 え ば ゲ ン タ マ イ シ
ン に 対 す る 耐 性 を コ ー ド す る aac(6')遺 伝 子 、 国 際 公 開 第 94/01560号 パ ン フ レ ッ ト 、 又 は
ヒ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 提 供 す る ヒ グ ロ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ )、 又
は 除 草 剤 を 用 い て さ も な け れ ば 死 に 至 ら し め る 選 択 に 対 し て 植 物 細 胞 を 耐 性 に す る 遺 伝 子
{例 え ば グ リ ホ サ ー ト の 場 合 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5510471号 明 細 書 又 は 国 際 公 開 第 00/66748
号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ て い る よ う な EPSPS遺 伝 子 、 フ ェ ン メ ジ フ ァ ム の 場 合 、 例 え ば p
mph遺 伝 子 、 米 国 特 許 第 5347047号 明 細 書 ;同 第 5543306号 明 細 書 、 ブ ロ モ キ シ ニ ル の 場 合 、
例 え ば 米 国 特 許 第 4810648号 明 細 書 に 記 載 さ れ た 遺 伝 子 、 ス ル ホ ニ ル 尿 素 の 場 合 、 例 え ば
欧 州 特 許 第 0360750号 明 細 書 に 記 載 さ れ た 遺 伝 子 、 ダ ラ ポ ン の 場 合 、 国 際 公 開 第 99/48023
号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ た 遺 伝 子 、 シ ア ナ ミ ド の 場 合 、 国 際 公 開 第 98/48023号 パ ン フ レ
ッ ト ;同 第 98/56238号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ た 遺 伝 子 }、 及 び グ ル タ ミ ン ・ シ ン テ タ ー ゼ
阻 害 物 質 に 対 す る 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 {例 え ば L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 場 合 、 例 え
ば 欧 州 特 許 第 0242246号 明 細 書 及 び 同 第 02257542号 明 細 書 に 記 載 さ れ た N-ア セ チ ル -ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 )で あ る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 除 草 剤 耐 性 遺 伝 子 を 含 む 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 前 記 除 草 剤 は 、 作 物 中 の 雑 草 防 除 に 有 用 な 除
草 剤 で あ り 、 そ し て 、 除 草 剤 耐 性 遺 伝 子 は 、 前 記 除 草 剤 の フ ィ ー ル ド ・ レ ー ト に 対 す る 強
固 な 耐 性 を 提 供 す る の に 十 分 に 発 現 さ れ る 。 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 除 草 剤 は グ リ
ホ サ ー ト で あ り 、 そ し て 除 草 剤 耐 性 遺 伝 子 は EPSPシ ン タ ー ゼ で あ る 。 し か し 、 マ ー カ ー 遺
伝 子 は 、 正 の 選 択 を 可 能 に す る 遺 伝 子 で あ っ て よ く 、 こ の 場 合 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 特 定
の 培 地 の 関 連 に お い て 、 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 に 好 都 合 な 代 謝 上 の 利 点 を 提 供 す る 。 米
国 特 許 第 5767378号 明 細 書 に は 、 多 数 の 好 適 な 正 の 選 択 系 及 び 遺 伝 子 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 除 草 剤 耐 性 遺 伝 子 を 含 む 場 合 、 除 草 剤 は 外 生 的 に 十 分 な 密
度 で 間 作 さ れ た 作 物 に 適 用 さ れ 、 こ れ に よ り 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 自 家 稔 性 親 植 物 を 起
源 と す る 非 雑 種 種 子 の 生 成 を 排 除 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 の 場 合 、 除 草 剤 は グ リ ホ サ ー ト
、 又 は 農 学 的 に 有 用 な そ の 塩 で あ り 、 前 記 除 草 剤 耐 性 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 国 際 公 開 第 00/6
6748号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ た グ リ ホ サ ー ト 耐 性 付 与 遺 伝 子 の 中 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 存 在 す る 場 合 、 前 記 マ ー カ ー の 除 去 手 段 を 提 供 す る こ と も で き る 。 こ
の こ と は 例 え ば 、 特 性 を 組 み 合 わ せ る こ と が 決 定 さ れ た 場 合 に 望 ま し い 。 加 え て 、 本 発 明
の プ ロ 除 草 剤 依 存 性 の 条 件 付 き 稔 性 メ カ ニ ズ ム の 操 作 を 妨 害 す る お そ れ が あ る 除 草 剤 耐 性
マ ー カ ー 遺 伝 子 を 除 去 す る こ と も 望 ま し い 。 例 え ば 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン ・ プ ロ 除 草
剤 の 外 生 的 適 用 に 依 存 す る 条 件 付 き の 雄 性 又 は 雌 性 不 稔 性 を 提 供 す る の に 有 用 な キ メ ラ 遺
伝 子 を も 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン Nア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ (PAT)除 草 剤 耐 性 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 除 去 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 PAT遺 伝 子 の 存
在 は 潜 在 的 に 、 Lホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 植 物 毒 素 を 不 活 性 化 す る こ と に よ り 、 申 し 分 の な
い 条 件 付 き 不 稔 性 を 妨 害 す る お そ れ が あ る 。 こ う し て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 任 意 に は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 を フ ラ ン キ ン グ し て 、 配 列 が 「 蹴 り 出 さ れ る 」 の を
可 能 に す る 位 置 で 、 特 異 的 リ コ ン ビ ナ ー ゼ に 対 応 す る 特 異 的 認 識 部 位 を 含 む こ と が で き る
。 こ の よ う に フ ラ ン キ ン グ さ れ た マ ー カ ー 遺 伝 子 を 担 持 す る 植 物 を 、 対 応 す る 特 異 的 リ コ
ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 担 持 す る 植 物 と 交 雑 す る こ と に よ っ て 、 マ ー カ ー が 特 異
的 に 切 除 さ れ た 子 孫 植 物 が 得 ら れ る 。 こ の よ う な 部 位 特 異 的 相 同 組 換 え 系 は 、 flp/frt系 (
Lyznik他 (1996)、 Nucleic Acids Res. 24, 3784-3789)及 び Cre/Lox系 (Bayley, C.C.他 (19
92)PMB, 18, 353-361)で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 任 意 に は 、 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 未
翻 訳 領 域 5'内 に 位 置 す る 1つ 又 は 2つ 以 上 の 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー を 含 ん で よ い 。 こ の よ う な 好
適 な 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー 、 例 え ば TMVに 由 来 す る オ メ ガ 配 列 及 び オ メ ガ ・ プ ラ イ ム 配 列 、 及
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び タ バ コ ・ エ ッ チ ・ ウ ィ ル ス に 由 来 す る 配 列 の 同 一 性 、 及 び 、 所 望 通 り に タ ン パ ク 質 発 現
量 を 増 大 さ せ る よ う に 、 こ の よ う な 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー を い か に し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 内 に
導 入 す る こ と が で き る か は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 。 更 な る 例 と し て は 、 ト ウ モ ロ コ シ
白 化 斑 点 ウ ィ ル ス 及 び ア ル フ ァ ル フ ァ ・ モ ザ イ ク ・ ウ ィ ル ス に 由 来 す る 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー
が 挙 げ ら れ る (Gallie他 、 (1987)Nucl. Acids Res., 15, 8693-8711; Skuzeski他 (1990)PM
B., 15, 65-79)。 キ メ ラ 遺 伝 子 及 び キ メ ラ ・ マ ー カ ー 遺 伝 子 か ら の タ ン パ ク 質 の 発 現 を さ
ら に 最 適 化 す る た め に 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は さ ら に 、 エ ン ハ ン サ ー 、 骨 格 付 着 領 域 (S
ARS又 は MARS)及 び イ ン ト ロ ン の よ う な 要 素 を 含 む こ と も で き る 。 種 々 の イ ン ト ロ ン 配 列 、
例 え ば ト ウ モ ロ コ シ adh1イ ン ト ロ ン 1は 、 遺 伝 子 の 5'未 翻 訳 領 域 内 に 含 ま れ る と 、 発 現 を
増 強 さ せ る こ と が 判 っ て お り 、 そ し て 任 意 に は 、 本 発 明 の キ メ ラ 遺 伝 子 内 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 所 望 の 雄 /雌 不 稔 性 特 性 を 示 す よ う に 、 本 発 明 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 植 物 は 、 下 記 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 領 域 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 形 質 転 換 さ れ て い て も よ い 。 こ れ ら の
タ ン パ ク 質 は 、 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 植 物 材 料 に 、 下 記 農 学 的 に 望 ま し い 形 質
： 昆 虫 、 菌 類 、 ウ ィ ル ス 、 細 菌 、 線 虫 、 応 力 、 乾 燥 及 び 除 草 剤 に 対 す る 耐 性 、 の 1つ 以 上
を 付 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 除 草 剤 耐 性 付 与 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 下 記 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 群 か ら 選 択 す る こ と が
で き る ： グ リ ホ サ ー ト オ キ シ ダ ー ゼ (GOX)、 EPSPシ ン タ ー ゼ 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン ア セ
チ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (PAT)、 ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ピ ル ベ ー ト ・ ジ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ (HP
PD)、 グ ル タ シ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)、 シ ト ク ロ ム P450、 ア セ チ ル -CoAカ ル ボ キ
シ ラ ー ゼ (ACCア ー ゼ )、 ア セ ト ラ ク テ ー ト ・ シ ン タ ー ゼ (ALS)、 プ ロ ト プ ロ フ ィ リ ノ ゲ ン ・
オ キ シ ダ ー ゼ (PPO)、 ジ ヒ ド ロ プ テ ロ エ ー ト ・ シ ン タ ー ゼ 、 ポ リ ア ミ ン 運 搬 体 タ ン パ ク 質
、 超 酸 化 物 ジ ス ム タ ー ゼ (SOD)、 ブ ロ モ キ シ ニ ル ・ ニ ト リ ラ ー ゼ 、 フ ィ ト エ ン ・ デ サ チ ュ
ラ ー ゼ (PBS)、 ア ル カ リ ゲ ネ ス ・ エ ウ ト ロ フ ィ ス (Alcaligenes eutrophus)か ら 得 ら れ る tf
dA遺 伝 子 の 生 成 物 、 及 び 前 記 タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 生 成 さ れ た 、 又 は そ の 他 の 方 法 で 修 飾
さ れ た 既 知 の 変 異 形 を コ ー ド す る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 当 業 者 に は 明 ら か な よ う
に 、 非 植 物 毒 性 物 質 を 変 換 す る た め に 使 用 す る 酵 素 の 性 質 を 考 慮 し て 、 こ の よ う な 遺 伝 子
、 及 び こ れ ら を 発 現 さ せ る プ ロ モ ー タ ー を 注 意 深 く 閉 鎖 す る こ と が 必 要 で あ る 。 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド が 多 重 の 除 草 剤 耐 性 を 提 供 す る 場 合 、 こ の よ う な 除 草 剤 は 、 ジ ニ ト ロ ア ニ リ ン 除
草 剤 、 ト リ ア ゾ ロ ピ リ ミ ジ ン 、 ウ ラ シ ル 、 フ ェ ニ ル 尿 素 、 ト リ ケ ト ン 、 イ ソ キ サ ゾ ー ル 、
ア セ ト ア ニ リ ド 、 オ キ サ ジ ア ゾ ー ル 、 ト リ ア ジ ノ ン 、 ス ル ホ ン ア ニ リ ド 、 ア ミ ド 、 ア ニ リ
ド 、 イ ソ キ サ フ ル ト ー ル 、 フ ル オ ロ ク ロ リ ド ン 、 ノ ル フ ル ラ ゾ ン 、 及 び ト リ ア ゾ リ ノ ン 型
除 草 剤 か ら 成 る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き 、 そ し て 、
出 芽 後 除 草 剤 は 、 グ リ ホ サ ー ト 及 び そ の 塩 、 グ ル フ ォ シ ネ ー ト 、 ア ス ラ ム 、 ベ ン タ ゾ ン 、
ビ ア ラ ホ ス 、 ブ ロ マ シ ル 、 セ ト キ シ ジ ム 又 は 別 の シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン 、 ジ カ ン バ 、 フ ォ
サ ミ ン 、 フ ル ポ キ サ ム 、 フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ ー ト 、 キ ザ ロ フ ォ プ 又 は 別 の ア リ ー ル オ キ
シ -フ ェ ノ キ シ プ ロ パ ノ エ ー ト 、 ピ ク ロ ラ ム 、 フ ル オ ル メ ト ロ ン 、 ブ タ フ ェ ナ シ ル 、 ア ト
ラ ジ ン 又 は 別 の ト リ ア ジ ン 、 メ ト リ ブ ジ ン 、 ク ロ リ ム ロ ン 、 ク ロ ル ス ル フ ロ ン 、 フ ル メ ト
ス ラ ム 、 ハ ロ ス ル フ ロ ン 、 ス ル ホ メ ト ロ ン 、 イ ム ア ザ キ ン 、 イ ム ア ゼ サ ピ ル 、 イ ソ キ サ ベ
ン 、 イ ム ア ザ モ ク ス 、 メ ト ス ラ ム 、 ピ リ ス ロ バ ク 、 リ ム ス ル フ ロ ン 、 ベ ン ス ル フ ロ ン 、 ニ
コ ス ル フ ロ ン 、 フ ォ メ サ フ ェ ン 、 フ ル ロ グ リ コ フ ェ ン 、 KIH9201、 ET715、 カ ル フ ェ ン ト ラ
ゾ ン 、 メ ソ ト リ オ ン 、 ス ル コ ト リ オ ン 、 パ ラ コ ー ト 、 ダ イ コ ー ト 、 ブ ロ モ キ シ ニ ル 及 び フ
ェ ノ キ サ プ ロ プ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 殺 虫 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 場 合 、 こ れ ら の タ ン パ
ク 質 は 、 「 VIP」 と し て 知 ら れ て い る よ う な 分 泌 型 Bt毒 素 を 含 む 結 晶 毒 素 ； プ ロ テ ア ー ゼ
阻 害 剤 、 レ ク チ ン 及 び ゼ ン ホ ル ブ ダ ス (Xenhorabdus)/ホ ト ラ ブ ダ ス (Photorhabdus)毒 素 か
ら 成 る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 菌 耐 性 付 与 遺 伝 子 は 、 既 知 の AFP、 デ フ ェ ン シ ン 、
キ チ ナ ー ゼ 、 グ ル カ ナ ー ゼ 、 及 び Avr-Cf9を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 す る こ
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と が で き る 。 特 に 好 ま し い 殺 虫 性 タ ン パ ク 質 は 、 cryIAc、 cryIAb、 cry3A、 Vip 1A, Vip 1
B、 Vip 3A、 Vip 3B、 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 及 び ス ノ ー ド ロ ッ プ ・ レ ク チ ン で
あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 細 菌 耐 性 付 与 遺 伝 子 を 含 む 場 合 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 セ ク ロ ピ
ン 及 び テ チ プ レ シ ン 及 び こ れ ら の 類 似 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 す る こ と
が で き る 。 ウ ィ ル ス 耐 性 付 与 遺 伝 子 は 、 ウ ィ ル ス ・ コ ー ト ・ タ ン パ ク 質 、 運 動 タ ン パ ク 質
、 ウ ィ ル ス ・ レ プ リ カ ー ゼ 、 及 び ウ ィ ル ス 耐 性 を 提 供 す る こ と が 知 ら れ て い る ア ン チ セ ン
ス 配 列 及 び リ ボ ザ イ ム 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら 成 る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き ； こ れ
に 対 し て 、 応 力 、 塩 及 び 干 ば つ に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 は 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ 及 び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 既 知 の CBF1調 節 配 列 を 構 成 す
る 配 列 、 及 び ト レ ハ ロ ー ス の 蓄 積 を 可 能 に す る こ と が 知 ら れ て い る 遺 伝 子 か ら 選 択 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に 基 づ い て 使 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 「 修 飾 」 さ れ て い て よ く 、 こ れ に よ り
、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 形 成 さ れ る タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 発 現 が 増 強 さ れ
る 。 そ の 理 由 は 、 mRNA不 安 定 性 モ チ ー フ 及 び /又 は 偶 発 的 ス プ ラ イ ス 領 域 を 除 去 す る こ と
が で き る こ と に あ り 、 或 い は 、 作 物 に と っ て 好 ま し い コ ド ン を 使 用 す る こ と に よ り 、 植 物
中 の こ う し て 修 飾 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 が 、 有 機 体 内 の 未 修 飾 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 (こ の よ う な 未 修 飾 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 は 内 生 的 で あ る )の 発 現
に よ っ て 得 ら れ る も の と ほ ぼ 同 様 の 活 性 /機 能 を 有 す る 実 質 的 に 同 様 の タ ン パ ク 質 を 産 出
す る こ と に あ る 。 修 飾 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 前 記 植 物 内 部 に 内 生 的 に 含 有 さ れ 、 実 質 的 に
同 じ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の 同 一 度 は 、 修 飾 配 列 と 内 生 的 配 列
と の 間 の 共 抑 制 を 防 止 す る よ う に な っ て い て よ い 。 こ の 場 合 、 配 列 間 の 同 一 度 は 、 約 70%
未 満 で あ る こ と が 好 ま し い 。 加 え て 、 翻 訳 開 始 位 置 の 周 囲 の 配 列 は 、 「 Kozackに と っ て 好
ま し い 」 よ う に 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ れ が 意 味 す る と こ ろ は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 形 態 学 的 に 正 常 な 条 件 付 き 稔 性 の 植 物 全 体 で あ っ て 、 本 発 明 に 基 づ い
て 核 酸 で 形 質 転 換 さ れ て お り 、 且 つ 従 っ て こ の よ う な 形 質 を 提 供 す る 材 料 か ら 再 生 さ れ て
い る 植 物 を 交 雑 し た 結 果 得 ら れ る 植 物 全 体 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 そ の 結 果 得 ら れ た 植 物
、 こ れ ら の 種 子 、 及 び 部 分 の 子 孫 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 植 物 は 、 農 作 物 、 果 物 、 野 菜 、 例 え ば カ ノ ー ラ 、 ヒ マ ワ リ 、 タ バ コ 、 甜 菜 、 綿
、 ト ウ モ ロ コ シ 、 小 麦 、 大 麦 、 稲 、 モ ロ コ シ 、 飼 料 ビ ー ト 、 ト マ ト 、 マ ン ゴ ー 、 モ モ 、 リ
ン ゴ 、 西 洋 ナ シ 、 イ チ ゴ 、 バ ナ ナ 、 メ ロ ン 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ニ ン ジ ン 、 レ タ ス 、 キ ャ ベ ツ 、
タ マ ネ ギ 、 大 豆 種 、 サ ト ウ キ ビ 、 エ ン ド ウ 豆 、 ソ ラ マ メ 、 ポ プ ラ 、 ブ ド ウ 、 柑 橘 類 、 ア ル
フ ァ ル フ ァ 、 ラ イ 麦 、 カ ラ ス ム ギ 、 芝 草 及 び 飼 草 、 亜 麻 及 び 脂 肪 種 子 、 及 び 既 に 具 体 的 に
述 べ ら れ て い な い の で あ れ ば ナ ッ ツ を 生 成 す る 植 物 、 こ れ ら の 子 孫 、 種 子 、 及 び 部 分 か ら
成 る 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 特 に 好 ま し い こ の よ う な 植 物 は 、 小 麦 、 大 麦 、 カ ラ ス ム ギ 、 稲 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 雑 穀 及
び モ ロ コ シ を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、
　 (i)　 プ ロ 除 草 剤 又 は 他 の 非 植 物 毒 性 物 質 の 外 生 的 な 適 用 に 応 じ て 条 件 付 き の 雄 不 稔 性
を 付 与 す る 遺 伝 子 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ベ ク タ ー で 、 植 物 材 料 を 形 質 転 換 し ；
　 (ii)　 こ う し て 形 質 転 換 さ れ た 材 料 を 選 択 し ； そ し て 、
　 (iii)　 こ う し て 選 択 さ れ た 材 料 を 、 形 態 学 的 に 正 常 な 条 件 付 き 雄 不 稔 性 植 物 全 体 中 に
再 生 し 、
　 (iv)　 ホ モ 接 合 型 の 条 件 付 き 雄 不 稔 性 の 雌 性 親 系 列 を 育 種 し 、
　 (v)　 (i)と 同 じ プ ロ 除 草 剤 又 は 非 植 物 毒 性 物 質 の 外 生 的 適 用 に 応 じ て 条 件 付 き の 雌 不 稔
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性 を 付 与 す る 遺 伝 子 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ベ ク タ ー で 、 植 物 材 料 を 形 質 転 換 し ；
　 (vi)　 こ う し て 形 質 転 換 さ れ た 材 料 を 選 択 し ； そ し て 、
　 (vii)　 こ う し て 選 択 さ れ た 材 料 を 、 形 態 学 的 に 正 常 な 条 件 付 き 雌 不 稔 性 植 物 全 体 中 に
再 生 し 、
　 (viii)　 ホ モ 接 合 型 の 条 件 付 き 雌 不 稔 性 の 雄 性 親 系 列 を 育 種 し 、
　 (ix)　 前 記 条 件 付 き 不 稔 性 雄 性 及 び 雌 性 の 親 系 列 を 、 効 率 的 な 受 粉 を 保 証 す る よ う な 比
で 間 作 し 、
　 (x)　 自 家 受 粉 を 最 小 限 に 抑 え る よ う な 用 量 及 び 発 育 段 階 で 、 該 間 作 さ れ た 親 系 列 に 、
前 記 プ ロ 除 草 剤 又 は 他 の 非 植 物 毒 性 物 質 を 適 用 し 、
　 (xi)　 該 間 作 さ れ た 親 系 列 か ら 、 雑 種 小 麦 種 子 を 収 穫 す る
工 程 を 含 む 雑 種 小 麦 種 子 を 製 造 す る 好 ま し い 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 方 法 の 変 化 実 施 態 様 を 提 供 す る 。 こ の 変 化 実 施 態 様 の 場 合 、 雄 性 親
は 、 任 意 の 手 段 に よ っ て 雌 不 稔 性 で あ り 、 雌 性 親 は 、 任 意 の 手 段 に よ っ て 雄 不 稔 性 で あ り
、 雄 性 及 び 雌 性 の 親 系 列 は 、 適 用 さ れ る 両 方 の 相 異 な る プ ロ 除 草 剤 の 適 用 に 応 じ て 条 件 付
き で 不 稔 性 で あ り 、 そ し て 作 物 は 小 麦 以 外 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 生 成 さ れ た 植 物 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 、 又 は こ
れ ら を コ ー ド す る DNA配 列 の 検 出 手 段 を 含 む 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、 ひ い て は 、 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 及 び DNA配 列 を 含 有 す る 組 織 又 は 試 料 を 同 定 す る の に 適 し た 診 断 キ ッ ト を 含 む 。 D
NA配 列 は 、 本 明 細 書 に 開 示 又 は 記 載 し た 酵 素 コ ー ド 配 列 か ら 容 易 に 誘 導 す る こ と が で き る
プ ラ イ マ ー に 基 づ い て 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る PCR増 幅 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
酵 素 そ れ 自 体 は 、 例 え ば 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体
は 、 酵 素 が 含 有 す る 抗 原 領 域 を 診 断 的 に 識 別 す る た め に 、 こ れ ら の 酵 素 に 抗 し て 生 じ さ せ
ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 鏡 像 異 性 体 的 に 純 粋 な D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン (D-PPT)を 製 造 す る 方 法
で あ っ て 、
　 (a)　 PPTを 選 択 的 に N-ア シ ル 化 す る こ と が で き る 酵 素 を 含 有 す る 細 胞 を 準 備 し ；
　 (b)　 D-L PPTを 含 有 す る 培 地 内 に 前 記 細 胞 を 成 長 さ せ る こ と に よ り 、 順 化 培 地 を 生 成 し
；
　 (c)　 (b)の 該 順 化 培 地 か ら 該 細 胞 を 分 離 し ；
　 (d)　 任 意 に は 、 種 々 の pHで 、 非 水 性 の 非 混 和 性 溶 剤 を 用 い て 該 順 化 培 地 を 抽 出 す る こ
と に よ り 、 PPTよ り も 高 水 溶 性 の 分 子 を 含 有 す る 画 分 か ら 、 PPT含 有 画 分 を 分 離 し ；
　 (e)　 任 意 に は 、 該 順 化 培 地 又 は 工 程 (d)の PPT含 有 抽 出 培 地 に 、 カ チ オ ン 交 換 樹 脂 の プ
ロ ト ン 化 形 を 、 該 培 地 か ら PTT以 外 の カ チ オ ン の 相 当 の 比 率 を 吸 収 す る の に 十 分 な 量 及 び p
Hで 混 和 し ；
　 (f)　 該 順 化 培 地 、 抽 出 培 地 又 は 工 程 (e)の 結 果 生 じ る 培 地 に 、 カ チ オ ン 交 換 樹 脂 の プ ロ
ト ン 化 形 を 、 培 地 中 の PPTの 大 部 分 に 結 合 す る の に 十 分 な 量 及 び pHで 混 和 し ；
　 (g)　 該 PPTが 結 合 さ れ た 、 工 程 (f)か ら 生 じ た カ チ オ ン 交 換 樹 脂 を 収 集 し 、 そ し て 、 十
分 な pH及 び イ オ ン 強 度 を 有 す る 溶 離 培 地 を 用 い て 、 し か も 該 培 地 の pHが こ う し て 溶 離 さ れ
る PPTを ラ セ ミ 化 す る ほ ど に は 低 く な い こ と を 条 件 と し て 、 該 カ チ オ ン 交 換 樹 脂 か ら PPTを
選 択 的 に 溶 離 す る
工 程 を 含 む 、 鏡 像 異 性 的 に 純 粋 な D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン (D-PPT)を 製 造 す る 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 植 物 材 料 の 形 質 転 換 に 関 し て は 、 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 特 定 の タ イ プ の 標 的 材 料
(例 え ば 胚 形 成 細 胞 浮 遊 培 養 又 は 脱 分 化 未 熟 胚 )及 び 特 定 の 形 質 転 換 法 (例 え ば ア グ ロ バ ク
テ リ ウ ム (Agrobacterium)又 は 粒 子 ボ ン バ ー ド を 利 用 )が 下 記 実 施 例 に お い て 特 定 さ れ て い
る が 、 本 発 明 は 特 定 の 実 施 態 様 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 こ の よ う な 標 的 材 料 及 び 方 法
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は 相 互 に 交 換 可 能 に 利 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 全 体 を 通 し て 使 用 さ れ る 「
植 物 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 浮 遊 培 養 を 含 む 分 離 細 胞 、 並 び に 、 無 傷 又 は 部 分 的 に 無 傷 の 組
織 内 の 細 胞 、 例 え ば 胚 、 胚 盤 、 小 胞 子 、 小 胞 子 由 来 の 胚 又 は 植 物 器 官 由 来 の 体 細 胞 を 意 味
す る 。 同 様 に 、 特 定 の 実 施 例 が ト ウ モ ロ コ シ 及 び 小 麦 に 限 定 さ れ て は い る が 、 本 発 明 は 、
好 適 な 植 物 細 胞 形 質 転 換 法 を 利 用 し て 形 質 転 換 す る こ と が で き る 広 範 囲 の 農 作 物 に 、 等 し
く 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 リ ス ト 及 び 図 面 と の 関 連 に お い て 、 下 記 実 施 例 か ら 明 ら か に な る
。
　 SEQ ID NO:1は 、 エ ス テ ラ ー ゼ Bの 活 性 を 有 す る 酵 素 (SEQ ID NO:2と 表 す )を コ ー ド す る
、 シ ネ コ シ ス チ ス  sp.(Synechocystis sp.)か ら 分 離 さ れ た DNA配 列 を 示 す 。
　 SEQ ID NO:3は 、 ア シ ル -メ チ ル ア シ ル -CoAラ セ マ ー ゼ 配 列 の 活 性 を 有 す る 酵 素 (SEQ ID 
NO:4と 表 す )を コ ー ド す る 、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ ・ ク ラ ッ サ か ら 分 離 さ れ た DNA配 列 を 示 す 。
　 SEQ ID NO:5及 び 6は 、 TA29プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 得 る た め に 使 用 さ れ る PCRプ ラ イ マ ー を
表 す 。
　 SEQ ID NO:7は 、 Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 を 有 す る 酵 素 を コ ー ド す る 、 ロ ド ト ル ラ
・ グ ラ シ リ ス か ら 分 離 さ れ た DNA配 列 を 示 す 。
　 SEQ ID NO:8及 び 9は 、 変 異 形 D-ア ミ ノ オ キ シ ダ ー ゼ を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ る 変 性 オ
リ ゴ を 表 す 。
　 SEQ ID NO:10及 び 11は 、 変 異 形 D-ア ミ ノ オ キ シ ダ ー ゼ を 提 供 す る た め に 、 別 の ア ミ ノ 酸
を 置 換 す る こ と が で き る モ チ ー フ を 表 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 十 分 に 確 立 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、 一 般 的 な 分 子 生 物 法 を 実 施 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 お お む ね 下 記 実 施 例 は そ れ ぞ れ 、 本 発 明 の 多 数 の 例 証 を 含 む 。 「 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
領 域 」 と い う 用 語 が 使 用 さ れ る 場 合 、 こ れ は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー の 上 流 の 配 列
、 及 び 任 意 に は 、 mRNAの 5'未 翻 訳 リ ー ダ ー 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 の 全 て 又 は 一 部 を 含
む DNA配 列 を 意 味 す る た め に 採 用 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又 は D-ア ラ ニ ン 又 は D-ロ イ シ ン 又 は D-メ チ オ ニ ン 又 は
D-ア ス パ ラ ギ ン 又 は D-ア ス パ ル テ ー ト 又 は D-グ ル タ メ ー ト の 外 生 的 適 用 に 応 じ て 、 条 件 付
き で 雌 不 稔 性 で あ る タ バ コ 植 物
　 EMBL配 列 Z50019内 の D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 配 列 Q99042(Swissprot)を コ
ー ド す る DNA配 列 を 、 ト リ ゴ ノ プ シ ス ・ バ リ ア ブ リ ス (Trigonopsis variablis) mRNAか ら R
T-PCRに よ っ て 得 る か 、 又 は 、 合 成 的 に 得 る 。 或 い は 、 EMBL配 列 A56901内 の D-ア ミ ノ 酸 オ
キ シ ダ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 配 列 P80324(Swissprot)を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 ロ ド ス ポ リ ジ ウ
ム ・ ト ル ル ロ イ デ ス (Rhodosporidium tolruloides)(ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス )mRNAか ら RT
-PCRに よ っ て 得 る か 、 又 は 、 例 え ば SEQ ID NO:7と し て 合 成 的 に 得 る (こ れ に よ り 、 ど の 内
部 制 限 部 位 が 存 在 す る か 制 御 す る の が 容 易 に な り 、 フ ラ ン キ ン グ 部 位 の 形 成 に よ り ク ロ ー
ニ ン グ が 容 易 に な る )。 SEQ ID NO:7は 、 植 物 (こ の 場 合 、 小 麦 )コ ド ン 使 用 の 原 因 と な る よ
う に 、 そ し て 発 現 に 対 し て 潜 在 的 に 不 都 合 な DNA構 成 要 件 を 最 小 化 す る よ う に 構 成 さ れ て
い る 。 或 い は DNA配 列 (例 え ば EMBL受 入 X95310由 来 )は 、 「 D-ア ス パ ラ ギ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ
」 、 例 え ば P31228を コ ー ド し 、 そ し て こ の 場 合 に も 、 コ ド ン 使 用 の 原 因 と な る よ う に 、 ま
た 発 現 に 対 し て 不 都 合 な DNA構 成 要 件 を 最 小 化 す る よ う に 合 成 さ れ る 。 或 い は 、 得 ら れ た D
-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 は 、 実 施 例 2に お け る も の と 同 じ で あ る 。 フ ラ ン キ ン
グ PCRプ ラ イ マ ー 及 び 合 成 DNA配 列 を 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め の 有 用 な 固 有 制 限 部 位 を 配 置 す
る よ う に 構 成 す る 。 好 ま し く は 、 ま た オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 が 、 交 絡 す る 内 部 部 位 を
含 有 し な い 場 合 に は 、 Nco 1又 は Nde 1部 位 を 5'末 端 に 配 置 し 、 こ れ に よ り 、 5'で ORFに 加
え ら れ た 配 列 、 例 え ば 葉 緑 体 ト ラ ン ジ ッ ト ・ タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 と の イ ン フ レ ー ム 融 合
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の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る 。 こ の 実 施 例 の い く つ か の 変 更 形 の 場 合 、 末 端 3ア ミ ノ 酸 が
切 断 さ れ 、 ひ い て は 、 コ ー ド さ れ た 酵 素 が も は や ペ ル オ キ シ ソ ー ム を 標 的 と し な い よ う に
、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ (い く つ か の 変 更 形 で は 「 Dア ス パ ラ ギ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 」 と 呼
ぶ )遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ の 方 法 の 付 加 的 な 一 連 の 変 更 形 で は 、 遺 伝 子 を PCRに よ
っ て 遺 伝 子 工 学 的 に 作 り 出 し 、 位 置 213及 び 238に お い て 別 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ロ ド ト ル ラ
・ グ ラ シ リ ス  Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る 。 ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス  Dア ミ ノ 酸
オ キ シ ダ ー ゼ は 具 体 的 に は 、 位 置 213に お い て メ チ オ ニ ン を 置 換 す る ア ル ギ ニ ン 、 セ リ ン
、 シ ス テ イ ン 、 リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は ア ラ ニ ン を 有 し 、 且 つ /又 は 、 位 置 238に お い て
チ ロ シ ン を 置 換 す る ヒ ス チ ジ ン 、 セ リ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は ア ラ ニ ン を 有 す
る 。 「 213」 位 置 の メ チ オ ニ ン は 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 配 列 モ チ ー フ RCTMDSSに お い て Mと 称
さ れ る 。 位 置 238の チ ロ シ ン は 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 配 列 モ チ ー フ GGTYGVG内 で 「 Y」 と 称 さ
れ る 。 ロ ド ト ル ラ 又 は 「 D-ア ス パ ラ ギ ン 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 」 に 由 来 す る Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ
ー ゼ の こ れ ら の 変 異 形 は 、 D-ア ス パ ル テ ー ト 、 D-グ ル タ メ ー ト 又 は D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ
ン の 適 用 時 に 雌 不 稔 性 を 条 件 付 き に し た い 場 合 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ATG翻 訳 開 始 部 位 介 在 配 列 の 上 流 に 制 限 部 位 を 配 置 し て 、 こ れ に よ り 、 Kozakに 基 づ く よ
う な 植 物 翻 訳 コ ン セ ン サ ス 配 列 に 一 致 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 「 デ ル タ S13プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 雌 花 部 分 に お け る 優 先 的 な 発 現 を 得 る の に 有 用 な プ ロ
モ ー タ ー 領 域 で あ る 。 こ れ は 、 CMV35Sコ ア ・ プ ロ モ ー タ ー の -46～ +8に 融 合 さ れ た 、 SLG13
の 領 域 -339～ -79を 含 む (Dzelkalns他 (1993)Plant Cell, 5,833-863)。 こ の S13プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を ブ ル ー ス ク リ プ ト sk内 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 次 い で こ の プ ラ ス ミ ド を さ ら に 制 限 し
、 そ し て 、 nos3'転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 及 び ア ミ ノ 酸 コ ー ド 配 列 の 一 方 又 は 他 方 を 含 む
制 限 フ ラ グ メ ン ト と 連 結 し 、 こ れ に よ り ブ ル ー ス ク リ プ ト skプ ラ ス ミ ド 内 に 「 デ ル タ S13-
D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ -Nos タ ー ミ ネ ー タ ー 」 発 現 カ セ ッ ト を 形 成 す る 。 次 い で こ れ を
例 え ば EcoR1フ ラ グ メ ン ト と し て 好 適 に 制 限 し 、 こ の よ う な も の と し て 、 ベ ク タ ー 、 例 え
ば ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 用 い た 形 質 転 換 に 使 用 す る た め の pBIN19(Bevan(1984)Nucleic Ac
ids Res.)又 は pCIB200又 は pCIB2001(国 際 公 開 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト )内 の 好 適 な 部 位 中
に 連 結 し て 戻 す 。 国 際 公 開 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 pCIB2001は
、 下 記 固 有 ポ リ リ ン カ ー 制 限 部 位 ： EcoR1, Sst1, Kpn1, BglII, Xba1及 び SalIを 含 有 す る
。 pCIB2001は ポ リ リ ン カ ー 内 に 、 MluI, BclI, AvrII, ApaI, HpaI及 び StuIを 含 む 更 な る
固 有 制 限 部 位 を 付 加 す る 挿 入 部 分 を 含 有 す る 。 pCIB200及 び pCIB2001は ま た 、 カ ナ マ イ シ
ン に お い て 植 物 及 び 細 菌 を 選 択 す る た め の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 左 右 T-DNA境 界 、 大 腸 菌
と そ の 他 の 宿 主 と の 間 の 動 態 化 の た め の RK2由 来 trfA機 能 、 及 び RK2に 由 来 す る oriT及 び or
iV機 能 を 提 供 す る 。 或 い は 、 広 い 宿 主 範 囲 の プ ラ ス ミ ド pRK252に 由 来 す る 配 列 を 組 み 込 ん
だ バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー pCIB10を 使 用 す る (Rothstein他 (1987)Gene 53, 153-161)か 、 又 は
、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 及 び ヒ グ ロ マ イ シ ン ・ ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 双 方
を 組 み 込 ん だ そ の 誘 導 体 の 1つ 、 例 え ば pCIB715を 使 用 す る (Gritz他 (1983)Gene 25,179-18
8)。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 或 い は 、 約 1.6kb Stig1プ ロ モ ー タ ー 領 域 (EMBL受 入 X77823)を 使 用 す る 。 例 え ば 、 Goldm
an他 (1994)EMBO J., 13, 2976-2984に 記 載 さ れ て い る stig1-GUS構 造 内 の GUS遺 伝 子 の コ ー
ド 領 域 を 、 好 適 な 制 限 酵 素 を 使 用 し て 、 P80324コ ー ド 配 列 又 は Q99042コ ー ド 配 列 を コ ー ド
す る DNA配 列 と 置 換 し 、 そ し て 、 結 果 と し て 生 じ た stig1-D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 発 現 構
造 を 好 適 な ベ ク タ ー 、 例 え ば pCIB200中 に 、 好 適 な マ ー カ ー 遺 伝 子 に 隣 接 し た 3'タ ー ミ ネ
ー タ ー の 上 流 位 置 で 、 そ し て T-DNA境 界 配 列 の 間 で ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 の 具 体 例 に お い て 、 バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー 内 の T-DNA挿 入 体 を 図 1に 従 っ て 構 成 す る 。 st
ig1プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 操 作 可 能 な 制 御 下 で ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス  Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ
ー ゼ を コ ー ド す る 合 成 DNA配 列 (SEQ ID NO:7)と 、 エ ン ド ウ 豆 プ ラ ス ト シ ア ニ ン ・ プ ロ モ ー
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タ ー 領 域 の 操 作 可 能 な 制 御 下 で L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン N-ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (P
AT)を コ ー ド す る DNA配 列 (A02774)と を 含 む 構 造 を 、 バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー の LB/npt II遺 伝
子 と T-DNAの RBと の 間 の 部 位 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 手 短 に い え ば 、 Stig1プ ロ モ ー タ ー の
背 後 で 、 ま た nos タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 (EMBL内 に 含 ま れ る ： ATU237588)の 前 面 で 、 NcoI/Ps
tIフ ラ グ メ ン ト と し て 、 SEQ ID NO:7を プ ラ ス ミ ド pFse4-Stig1nos(国 際 公 開 99/42598号 パ
ン フ レ ッ ト )中 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 エ ン ド ウ 豆 プ ラ ス ト シ ア ニ ン ・ プ ロ モ ー タ ー 領 域 (EM
BL受 入 番 号 X16082)を エ ン ド ウ 豆 ゲ ノ ム DNAか ら PCRに よ っ て 獲 得 し 、 そ し て PAT遺 伝 子 /nos
 タ ー ミ ネ ー タ ー の 前 面 で ク ロ ー ニ ン グ す る 。 そ の 結 果 と し て 得 ら れ た PC-PAT-nosカ セ ッ
ト を 、 Stig1-RGDAMOX-nosの 背 後 で 、 NotIフ ラ グ メ ン ト と し て ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て こ
の 2遺 伝 子 構 造 全 体 を バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー (pVB6, Bin19誘 導 体 )に 、 FesIフ ラ グ メ ン ト と し
て 移 す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の 方 法 の 別 の 変 化 形 の 場 合 、 構 造 は 、 図 2に 概 略 的 に 示 さ れ た も の に 従 っ て 使 用 さ れ
る 。 任 意 に は 特 定 部 位 の 突 然 変 異 生 成 に よ り M213R形 を コ ー ド す る ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ
ス  Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 SEQ ID NO:7を 、 3'末 端 で 3つ の コ ド ン に よ っ て 切
断 し 、 そ し て 5'末 端 で ク ロ ー ニ ン グ し て 、 葉 緑 体 ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領
域 の す ぐ 下 流 側 に こ れ を 配 置 し 、 こ れ に よ り 、 葉 緑 体 ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド /D-ア ミ ノ
酸 オ キ シ ダ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 葉 緑 体 ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド ・ コ ー ド 配
列 は 、 EPSPシ ン タ ー ゼ の 小 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ア ラ ビ ド シ ス 遺 伝 子 か ら 誘 導 す る (K
lee他 ,1987, Mol. Gen. Genet., 210, 437)。 任 意 に は 、 こ れ を 修 飾 し て 、 CTPプ ロ セ ッ シ
ン グ 部 位 に Sph1部 位 を 含 む よ う に し 、 こ れ に よ り 、 こ の 位 置 の Glu-Lysを Cys-Met(国 際 公
開 第 92/044490号 パ ン フ レ ッ ト の 図 9の SEQ)で 置 換 す る 。 相 応 に 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ
・ コ ー ド 配 列 の N末 端 で 、 SPh1部 位 を 遺 伝 子 工 学 的 に 作 り 出 す こ と が で き る (メ チ オ ニ ン に
続 く ア ミ ノ 酸 を leuに 変 換 )。 或 い は 、 葉 緑 体 ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド ・ コ ー ド 配 列 を 、 Pe
tunia遺 伝 子 コ ー ド EPSPシ ン タ ー ゼ か ら 誘 導 す る (国 際 公 開 92/044490号 パ ン フ レ ッ ト の 図 1
1)。 或 い は 、 葉 緑 体 コ ー ド 配 列 は 、 Rubiscoの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 由 来
す る 配 列 、 及 び 、 い わ ゆ る 「 最 適 化 さ れ た 」 キ メ ラ ・ ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド 配 列 (FR267
3643)を 含 め た 、 極 め て 多 く の 可 能 性 の い ず れ か 1つ で あ る 。 全 て の 事 例 に お い て 、 サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ に 依 存 す る の で は な く 、 葉 緑 体 ト ラ ン ジ ッ ト ・ ペ プ チ ド /ロ ド ト ル ラ  D-ア ミ ノ
酸 オ キ シ ダ ー ゼ 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 所 期 DNA配 列 全 体 は 、 合 成 に よ り 単 純 に 得
る こ と が で き る 。 こ の 配 列 を 、 stig1プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 下 流 部 位 、 及 び (例 え ば nos)タ ー
ミ ネ ー タ ー 配 列 の 上 流 部 位 中 に 、 好 適 な ベ ク タ ー 内 で ク ロ ー ニ ン グ す る (例 え ば 、 stig1を
含 有 す る ベ ク タ ー に お け る GUSコ ー ド 配 列 の 置 換 → GUS構 造 、 Goldman他 (1994), EMBO J., 
13, 2976-2984に 記 載 )。 次 い で 、 遺 伝 子 発 現 構 造 全 体 を 、 PBV6ベ ク タ ー の T-DNAの 左 右 の
境 界 の 間 で 好 適 な 部 位 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 タ バ コ ・ リ ー フ デ ィ ス ク を 、 Horsch他 (1985), Science, 227, 1229-1231に 記 載 さ れ て
い る も の と 同 様 の 方 法 を 用 い て 、 組 換 え バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー で 形 質 転 換 す る 。 こ の 方 法 の
多 く の 変 更 形 を 用 い る こ と が で き る 。 バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー は 、 例 え ば 形 質 転 換 の 凍 解 法 を
用 い て 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス (Agrobacterium tumefaciens) 菌 株 LB
A 4404中 に 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 タ バ コ の 形 質 転 換 及 び 植 物 全 体 の 再 生 を 、 Draper
他 (Plant Genetid Transformation, Blackwell Sci. Pub. 1989)に よ っ て 記 載 さ れ た プ ロ
ト コ ル に 従 っ て 、 ニ コ チ ニ ア ・ タ バ カ ム  var. サ ム ス ン (Nicotina tabacum var. Samsun)
 を 用 い て 実 施 す る 。 カ ナ マ イ シ ン 又 は そ の 他 の 好 適 な 抗 生 物 質 を 含 有 す る MS-培 地 上 で 、
形 質 転 換 事 象 を 選 択 す る 。 一 体 的 な 導 入 遺 伝 子 の 存 在 を PCRに よ っ て 確 認 す る 。 植 物 は 再
生 さ れ 、 そ し て 、 成 熟 に 達 し 、 自 家 受 粉 し て 種 子 を 生 成 す る の を 可 能 に す る 。 ノ ー ザ ン 及
び /又 は ウ ェ ス タ ン 分 析 を 用 い て 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 の 組 織 特 異 的 発 現 を 確
認 す る 。 植 物 は 自 家 稔 性 で あ る が 、 し か し 、 条 件 付 き 雌 不 稔 性 の 条 件 を 有 す る 。 T1世 代 の
種 子 を 所 定 の 間 隔 を 置 い て 植 え る 。 苗 木 が 十 分 な サ イ ズ ま で 成 長 し た ら 、 こ れ ら を 導 入 遺
伝 子 の 存 在 に 関 し て 、 PCRに よ っ て 試 験 す る 。 PCR陽 性 植 物 を 温 室 に 移 す 。 こ れ ら の 植 物 は
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、 外 生 的 に 適 用 さ れ た プ ロ 除 草 剤 の 不 存 在 に お い て 、 完 全 に 稔 性 で あ る 。 こ れ ら の (推 定
上 の )条 件 付 き 不 稔 性 植 物 を 、 種 々 の 量 及 び 種 々 の 成 長 段 階 で D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又
は D-ア ラ ニ ン 又 は D-ロ イ シ ン 又 は D-ア ス パ ラ ギ ン 又 は D-メ チ オ ニ ン 又 は D-ア ス パ ル テ ー ト
又 は D-グ ル タ メ ー ト で 処 理 す る 。 こ の よ う な 処 理 は 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 に 関
し て PCR陽 性 と し て 確 認 さ れ た T1植 物 上 で 行 う か 、 又 は 同 様 に 、 こ の よ う な 処 理 は 、 To世
代 の 植 物 上 で 直 接 的 に 行 う (こ れ ら の 植 物 は 栄 養 的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る の で 、 そ れ ぞ れ
の 事 象 の 未 処 理 ク ロ ー ン は 種 子 生 成 に 際 し て は 除 外 す る こ と が で き る )。 次 い で 観 察 さ れ
た 稔 性 を 、 最 も 明 白 な 条 件 付 き 不 稔 性 表 現 型 を 示 す 好 適 な 植 物 系 列 を 選 択 す る た め の ベ ー
ス と し て 使 用 す る 。 例 え ば こ れ ら の ア ミ ノ 酸 は 純 粋 D鏡 像 異 性 体 、 又 は DLラ セ ミ 化 合 物 で
あ る 。 例 え ば こ れ ら の ア ミ ノ 酸 は 、 花 形 成 初 期 前 又 は 花 形 成 初 期 中 に 、 通 常 0.25～ 20kg/h
aの 率 で 、 葉 へ の 噴 霧 と し て 適 用 さ れ る 。 葉 へ の 適 用 に 続 い て 、 葉 上 の 溶 液 か ら 晶 出 す る
こ と が で き る ア ミ ノ 酸 を 、 噴 霧 ミ ス ト と し て 水 を さ ら に 適 用 す る こ と に よ り 、 葉 の 摂 取 の
た め に 再 溶 解 し 再 動 態 化 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 は 、 例 え ば 根 の 浸 漬 液 と し て も 適 用
さ れ 、 そ し て 任 意 に は 、 出 現 し つ つ あ る 小 花 の 芽 内 に 直 接 的 に 流 入 さ れ る 、 10～ 200mMの
約 50μ l溶 液 と し て 適 用 さ れ る 。 処 理 さ れ た 植 物 か ら 花 粉 を 捕 集 し 、 生 存 可 能 性 を 試 験 す
る 。 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又 は D-ア ラ ニ ン 又 は D-ロ イ シ ン 又 は D-ア ス パ ラ ギ ン 又 は D-メ
チ オ ニ ン 又 は D-ア ス パ ル テ ー ト 又 は D-グ ル タ メ ー ト に よ る 処 理 後 に 、 種 子 を 比 較 的 僅 か し
か 生 成 し な い か 、 又 は 全 く 生 成 し な い が 、 し か し 、 そ れ に も か か わ ら ず 、 同 じ 処 理 条 件 下
で 、 正 常 レ ベ ル に 近 い 生 存 能 力 の あ る 花 粉 を 生 成 す る 植 物 を 得 る 。 対 照 植 物 は ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 及 び 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ り 、 同 一 条 件 下 、 及 び 同 一 の 物 理 的 処 理 方 式 下 で
成 長 さ せ る が 、 た だ し 、 処 理 溶 液 は 水 又 は 等 濃 度 の 純 粋 L-ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ の 方 法 の 1つ の 変 更 形 の 場 合 、 適 用 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 ラ セ ミ DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ
ン で あ る 。 こ の 場 合 、 形 質 転 換 に 使 用 さ れ る DNA構 造 は 、 組 織 特 異 的 雌 性 花 プ ロ モ ー タ ー
領 域 、 例 え ば 「 stig 1」 の 操 作 可 能 な 発 現 制 御 下 で D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る
DNA配 列 に 加 え て 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 例 え ば プ シ ウ ム ・ サ チ バ ム (Pisum sativum) プ ラ
ス ト シ ア ニ ン 遺 伝 子 (EMBL受 入 番 号 X16082)の プ ラ ス ト シ ア ニ ン 遺 伝 子 の 翻 訳 開 始 領 域 5'の
操 作 可 能 な 制 御 下 で 、 「 PAT」 遺 伝 子 を コ ー ド す る DNA配 列 (EMBL:A02774)を も 含 む 。 例 え
ば 、 こ の 構 造 は 図 1に 示 し た も の と 同 じ で あ る が 、 但 し こ の 場 合 に は 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ
ダ ー ゼ を コ ー ド す る DNA配 列 が 、 部 位 特 異 性 突 然 変 異 生 成 さ れ て お り 、 従 っ て 酵 素 の M213R
形 が コ ー ド さ れ る 。 プ ラ ス ト シ ア ニ ン ・ プ ロ モ ー タ ー 領 域 は 、 植 物 の 葉 緑 素 含 有 組 織 内 で
の 優 先 的 な 発 現 を 可 能 に す る 。 予 期 せ ぬ こ と に 、 例 え ば 35Sプ ロ モ ー タ ー 領 域 と は 異 な っ
て 、 植 物 の 或 る 特 定 の 組 織 に の み 、 と り わ け 葉 緑 素 含 有 組 織 の み に 実 質 的 に 発 現 さ れ る こ
の よ う な プ ロ モ ー タ ー が 、 そ れ に も か か わ ら ず 、 PAT遺 伝 子 と の 組 み 合 わ せ で 使 用 さ れ る
と 、 2kg/haを 超 え る 率 で あ っ て も 、 除 草 剤 DL PPTに 対 す る 実 質 的 に 完 全 な 生 殖 耐 性 を 提 供
す る こ と が 見 出 さ れ る 。 さ ら に 、 好 適 な ヘ テ ロ 接 合 型 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 又 は 、 花
組 織 に お い て 同 時 発 現 さ れ る Dか ら Lへ の 同 様 の 変 換 活 性 が 存 在 し な い 場 合 、 こ の プ ロ モ ー
タ ー 領 域 の 制 御 下 で 発 現 さ せ る と 、 重 要 な 花 組 織 の 多 く に お け る PAT発 現 レ ベ ル は 低 い か
又 は 存 在 し な い に も か か わ ら ず 、 プ ラ ス ト シ ア ニ ン /PAT遺 伝 子 の 組 み 合 わ せ は 、 収 穫 高 を
有 意 に 損 失 さ せ る こ と な し に 、 事 実 上 完 全 な 生 殖 耐 性 を 提 供 す る 。 こ う し て こ の 実 施 例 の
こ の よ う な 変 更 形 の 場 合 、 非 植 物 毒 性 物 質 Dホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン は 、 そ の 最 も 低 廉 で 最
も 容 易 に 利 用 可 能 な 形 で 、 商 業 的 な 除 草 剤 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン ・ ラ セ ミ 化 合 物 と し て
適 用 さ れ る 。 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 切 な 噴 霧 タ イ ミ ン グ 、 及 び 250g/ha～ 5kg/haの
率 で 、 処 理 済 植 物 は 肉 眼 に 見 え る よ う な 損 傷 を 受 け な い が 、 し か し 、 正 常 又 は 正 常 に 近 い
雄 稔 性 を 残 し つ つ 、 条 件 付 き 雌 不 稔 性 に さ せ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又 は D-ア ラ ニ ン 又 は D-ロ イ シ ン 又 は D-メ チ オ ニ ン 又 は
D-ア ス パ ラ ギ ン 又 は D-ア ス パ ル テ ー ト 又 は D-グ ル タ メ ー ト の 外 生 的 適 用 に 応 じ て 、 条 件 付
き で 雄 不 稔 性 で あ る タ バ コ 植 物
　 EMBL配 列 AB042032内 の D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 配 列 Q9HGY3(Sptrembl)を コ
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実 施 例 2:



ー ド す る DNA配 列 を 、 カ ン ジ ダ ・ ボ ン ジ ィ (Candida boidini) mRNAか ら RT-PCRに よ っ て 得
る か 、 又 は 、 合 成 的 に 得 る 。 或 い は 、 EMBL配 列 D00809内 の D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ タ ン
パ ク 質 配 列 P24552(Swissprot)を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 フ ザ リ ウ ム ・ ソ ラ ニ (Fusarium so
lani) mRNAか ら RT-PCRに よ っ て 得 る か 、 又 は 、 例 え ば 合 成 的 に 得 る 。 フ ラ ン キ ン グ PCRプ
ラ イ マ ー 又 は 合 成 DNA配 列 を 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め の 有 用 な 固 有 制 限 部 位 を 配 置 す る よ う
に 構 成 す る 。 好 ま し く は 、 ま た オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 が 、 交 絡 す る 内 部 部 位 を 含 有 し
な い 場 合 に は 、 Nco 1又 は Nde 1部 位 を 5'末 端 に 配 置 し 、 こ れ に よ り 、 5'で ORFに 加 え ら れ
た 配 列 と の イ ン フ レ ー ム 融 合 の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る 。 或 い は 、 ATG翻 訳 開 始 部 位 介
在 配 列 の 上 流 に 制 限 部 位 を 配 置 し て 、 こ れ に よ り 、 Kozakに 基 づ く よ う な 植 物 翻 訳 コ ン セ
ン サ ス 配 列 に 一 致 さ せ る こ と が で き る 。 或 い は 、 得 ら れ た D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー
ド 配 列 は 、 実 施 例 1と 同 じ で あ る 。 や は り こ の 場 合 に も 、 D-ア ス パ ル テ ー ト 、 D-グ ル タ メ
ー ト 又 は D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 用 に 応 じ て 不 稔 性 を 形 成 し よ う と す る 前 の 実 施 例 と
同 じ く 、 、 好 ま し く は D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ は 、 ア ミ ノ 酸 位 置 213及 び /又 は 238に お い
て 変 異 形 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 プ ラ イ マ ー 5'-AACTGCAGCTTTTTGGTTAGCGAATGC-3'(SEQ ID NO:5)及 び 5'-CAGACTAGTTTTAGC
TAATTTCTTTAAGTAAAAAC-3'(SEQ ID NO:6)を 使 用 し た PCRに よ っ て 、 タ バ コ ・ ゲ ノ ム DNAか ら
、 TA29プ ロ モ ー タ ー 領 域 (Kriete他 (1996)Plant J., 9, 808-818)を 、 ク ロ ー ニ ン グ す る 。
一 連 の 制 限 工 程 及 び サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 工 程 を 通 し て 、 こ う し て 得 ら れ た PCRフ ラ グ メ ン ト
を 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 領 域 の 上 流 に 配 置 し 、 そ し て nos転 写 タ ー ミ ネ ー タ
ー を コ ー ド 領 域 の 3'に 付 加 す る 。 そ の 結 果 得 ら れ た TA29-D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ -nosタ
ー ミ ネ ー タ ー 発 現 カ セ ッ ト を 次 い で ク ロ ー ニ ン グ し 、 好 適 な 制 限 フ ラ グ メ ン ト と し て 獲 得
し 、 そ し て 実 施 例 1に お け る よ う な バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 実 施 例 1に
お け る よ う に 、 D-ア ス パ ル テ ー ト 、 D-グ ル タ メ ー ト 又 は D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 用 に
応 じ て 、 不 稔 性 を 条 件 付 き に し よ う と す る 場 合 、 ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス  Dア ミ ノ 酸 オ キ
シ ダ ー ゼ の 変 異 形 を 、 位 置 213及 び /又 は 238に お け る 突 然 変 異 と 共 に 使 用 す る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 或 い は 、 上 述 の D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 領 域 を 、 好 適 な 制 限 フ ラ グ メ ン ト
(例 え ば BamH1, Bgl/II、 こ の 場 合 、 コ ー ド 配 列 の 合 成 変 異 形 は 、 内 部 制 限 部 位 を 除 去 す る
よ う に 構 成 さ れ る )と し て ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 、 例 え ば セ ン ス 形 態 の バ イ ナ リ ・ ベ ク
タ ー pROK1(Baulcombe他 (1986)Nature, 321, 446-449)の BamH1部 位 内 に 挿 入 す る こ と に よ
り 、 CaMv35Sプ ロ モ ー タ ー 及 び ノ パ リ ン ・ シ ン タ ー ゼ (nos)タ ー ミ ネ ー タ ー の 領 域 に 融 合 す
る 。 35Sプ ロ モ ー タ ー 領 域 を 担 持 す る EcoR1-BamR1フ ラ グ メ ン ト を 次 い で 切 除 し 、 TA29sプ
ロ モ ー タ ー 領 域 フ ラ グ メ ン ト (-810～ +54)を 担 持 す る pAP30(Kriete他 (1996)The Plant Jou
rnal 9, 809-818)に 由 来 す る EcoR1-BamH1フ ラ グ メ ン ト と 置 換 す る 。 そ の 結 果 得 ら れ る ベ
ク タ ー を 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 配 列 に 従 っ て 、 pGKTA29_Q99042, pGKTA29_P80324, pG
KTA29_Q9HGY3及 び pGKTA29_P24552な ど と 呼 ぶ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 タ バ コ 植 物 材 料 を 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 し て ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し 、 そ し て 前 の 実
施 例 に 記 載 さ れ て い る の と 同 様 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 再 生 す る 。 生 成 さ れ た 植 物
は 、 自 家 稔 性 で あ る が 、 し か し 、 条 件 付 き 雄 不 稔 性 の 条 件 を 有 す る 。 T1世 代 の 種 子 を 所 定
の 間 隔 を 置 い て 土 壌 中 に 植 え る 。 苗 木 が 十 分 な サ イ ズ ま で 成 長 し た ら 、 こ れ ら を 導 入 遺 伝
子 の 存 在 に 関 し て 、 PCRに よ っ て 試 験 す る 。 PCR陽 性 植 物 を 温 室 に 移 す 。 こ れ ら の 植 物 は 、
外 生 的 に 適 用 さ れ た プ ロ 除 草 剤 の 不 存 在 に お い て 、 完 全 に 稔 性 で あ る 。 こ れ ら の 推 定 上 の
条 件 付 き 不 稔 性 T1植 物 、 或 い は T0「 事 象 」 の 苗 木 (形 質 転 換 か ら の 直 接 的 な 再 生 物 )を 、 種
々 の 量 及 び 種 々 の 成 長 段 階 で D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又 は D-ア ラ ニ ン 又 は D-ロ イ シ ン 又 は
D-メ チ オ ニ ン 又 は D-ア ス パ ラ ギ ン 又 は 又 は D-ア ス パ ル テ ー ト 又 は D-グ ル タ メ ー ト で 処 理 す
る 。 T0植 物 が 処 理 さ れ る 場 合 、 こ れ ら の 植 物 は 栄 養 的 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る の で 、 こ れ ら
の 事 象 の 未 処 理 同 胞 は 種 子 生 成 に 際 し て は 除 外 さ れ る 。 次 い で 、 観 察 さ れ た 稔 性 を 、 最 も
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明 白 な 条 件 付 き 不 稔 性 表 現 型 を 示 す 好 適 な 植 物 系 列 を 選 択 す る た め の ベ ー ス と し て 使 用 す
る 。 例 え ば こ れ ら の ア ミ ノ 酸 は 純 粋 D鏡 像 異 性 体 、 又 は DLラ セ ミ 化 合 物 で あ る 。 例 え ば こ
れ ら の ア ミ ノ 酸 は 、 花 形 成 初 期 前 又 は の 花 形 成 初 期 中 に 、 通 常 0.25～ 20kg/haの 率 で 、 葉
へ の 噴 霧 と し て 適 用 さ れ る 。 葉 へ の 適 用 に 続 い て 、 葉 上 の 溶 液 か ら 晶 出 す る こ と が で き る
ア ミ ノ 酸 を 、 噴 霧 ミ ス ト と し て 水 を さ ら に 適 用 す る こ と に よ り 、 葉 の 摂 取 の た め に 再 溶 解
し 再 動 態 化 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 は 、 例 え ば 根 の 浸 漬 液 と し て も 適 用 さ れ 、 そ し て
任 意 に は 、 出 現 し つ つ あ る 小 花 の 芽 内 に 直 接 的 に 、 10-200mM溶 液 と し て 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 処 理 さ れ た 植 物 か ら 花 粉 を 捕 集 し 、 生 存 可 能 性 を 試 験 す る 。 花 粉 を 全 く 又 は 比 較 的 僅 か
し か 生 じ さ せ な い 植 物 及 び /又 は 生 存 能 力 の な い 花 粉 を 生 じ さ せ る 植 物 を 獲 得 す る 。 処 理
済 植 物 の い く つ か か ら 捕 集 さ れ た 花 粉 を 試 験 し 、 奇 形 で 生 存 能 力 が な い こ と を 見 出 す 。 し
か し 、 こ の よ う な 不 稔 性 植 物 は 、 雌 稔 性 の ま ま で あ り 、 そ し て 、 他 の 未 処 理 の 非 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク な 又 は 条 件 付 き 雌 不 稔 性 の タ バ コ 植 物 か ら 捕 集 さ れ た 花 粉 を 受 粉 す る と 、 (雑
種 )種 子 を 生 成 す る 。 対 照 植 物 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 及 び 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク で あ り 、
同 一 条 件 下 、 及 び 同 一 の 物 理 的 処 理 方 式 下 で 成 長 さ せ る が 、 た だ し 、 処 理 溶 液 は 水 又 は 等
濃 度 の 純 粋 L-ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 実 施 例 1と 同 様 に 、 こ の 実 施 例 の 1変 更 形 の 場 合 、 適 用 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 ラ セ ミ DLホ ス
フ ィ ノ ス ラ イ シ ン で あ る 。 こ の 場 合 、 形 質 転 換 に 使 用 さ れ る DNA構 造 は 、 組 織 特 異 的 雌 性
花 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 例 え ば 「 TA29」 の 操 作 可 能 な 発 現 制 御 下 で D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ
を コ ー ド す る DNA配 列 に 加 え て 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 例 え ば プ シ ウ ム ・ サ チ バ ム 遺 伝 子 に
由 来 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域 (こ の 場 合 、 プ シ ウ ム ・ サ チ バ ム  プ ラ ス ト シ ア ニ ン 遺 伝 子 に 由
来 す る 領 域 )の 操 作 可 能 な 制 御 下 で 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン N-ア セ チ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ 遺 伝 子 、 例 え ば 「 PAT」 遺 伝 子 を コ ー ド す る DNA配 列 を も 含 む 。 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ
ン の 適 切 な 噴 霧 タ イ ミ ン グ 、 及 び 250g/ha～ 5kg/haの 率 で 、 処 理 済 植 物 は 肉 眼 に 見 え る よ
う な 損 傷 を 受 け な い が 、 し か し 、 正 常 又 は 正 常 に 近 い 雌 稔 性 を 残 し つ つ 、 条 件 付 き 雄 不 稔
性 に さ せ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 雄 性 生 殖 構 造 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ 、 イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ メ チ ル 又 は フ ラ ム プ
ロ プ Mメ チ ル 又 は フ ラ ム プ ロ プ Mイ ソ プ ロ ピ ル を 加 水 分 解 し て 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ の カ ル ボ
ン 酸 に す る こ と が で き る 酵 素 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子
　 EMBL配 列 M94965内 の カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 配 列 Q01470(Swissprot)を
コ ー ド す る DNA配 列 を 、 ア ル ト ロ バ ク タ ー ・ オ キ シ ダ ン ス (Anthrobacter oxydans)の ゲ ノ
ム DNAか ら PCRに よ っ て 得 る か 、 又 は 、 合 成 的 に 得 る 。 或 い は 、 EMBL配 列 BS06089内 の カ ル
ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 配 列 P37967(Swissprot)を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 バ チ
ル ス ・ サ ブ チ リ ス ゲ ノ ム DNAか ら PCRに よ っ て 得 る か 、 又 は 、 例 え ば 合 成 的 に 得 る 。 或 い は
、 EMBL配 列 Z34288内 の カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 配 列 P40363(Swissprot)を
コ ー ド す る DNA配 列 を 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ ジ ア エ (Saccaromyces cervisiae) mRNAか
ら RT-PCRに よ っ て 得 る か 、 又 は 、 例 え ば 合 成 的 に 得 る 。 フ ラ ン キ ン グ PCRプ ラ イ マ ー 又 は
合 成 DNA配 列 を 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め の 有 用 な 固 有 制 限 部 位 を 配 置 す る よ う に 構 成 す る 。
好 ま し く は 、 ま た カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 が 、 交 絡 す る 内 部 部 位 を 含 有 し
な い 場 合 に は 、 Nco 1又 は Nde 1部 位 を 5'末 端 に 配 置 し 、 こ れ に よ り 、 5'で ORFに 加 え ら れ
た 配 列 と の イ ン フ レ ー ム 融 合 の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る 。 或 い は 、 ATG翻 訳 開 始 部 位 介
在 配 列 の 上 流 に 制 限 部 位 を 配 置 し て 、 こ れ に よ り 、 Kozakに 基 づ く よ う な 植 物 翻 訳 コ ン セ
ン サ ス 配 列 に 一 致 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 プ ラ ス ミ ド pGK73は 、 TA29sプ ロ モ ー タ ー 領 域 EcoR1-BamH1フ ラ グ メ ン ト -810～ +54(Kriet
e他 (1996), 9, 809-818)を 担 持 す る 。 こ の 制 限 フ ラ グ メ ン ト 又 は 類 似 の 好 適 な PCR生 成 フ
ラ グ メ ン ト を 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ Q01470又 は P37967を コ ー ド す る DNA配 列 の 上 流
の 位 置 で 、 好 ま し く は イ ン フ レ ー ム 融 合 と し て 、 ブ ル ー ス ク リ プ ト sk内 に ク ロ ー ニ ン グ す
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実 施 例 3:



る 。 好 適 な 一 連 の 制 限 工 程 、 連 結 工 程 及 び サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 工 程 を 用 い て 、 nos転 写 タ ー
ミ ネ ー タ ー を コ ー ド 領 域 の 3'に 付 加 し 、 こ れ に よ り 、 コ ー ド 配 列 に 従 っ て 、 ブ ル ー ス ク リ
プ ト skプ ラ ス ミ ド 、 pBLTA_Q01470, pBLTA_P37967及 び pBLTA_P40363内 に TA29型 カ ル ボ キ ス
ル エ ス テ ラ ー ゼ -nosの 別 の 発 現 カ セ ッ ト を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 別 の 実 施 例 の 場 合 、 米 国 特 許 第 5470359号 明 細 書 の 葯 特 異 性 SGB6プ ロ モ ー タ ー 領 域 SEQ I
D NO:1を 使 用 す る 。 例 え ば 、 pSGB6g1(米 国 特 許 第 5470359号 明 細 書 )に 由 来 す る 3kbゲ ノ ム E
coR1-Nhe1サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 型 フ ラ グ メ ン ト を さ ら に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、
ブ ル ー ス ク リ プ ト ks内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 1558bpの ApaII/Xba1平 滑 フ ラ グ メ ン ト を SmaI
部 位 に 配 置 す る 。 前 述 の も の と 同 様 に 、 更 な る 制 限 工 程 及 び ク ロ ー ニ ン グ 工 程 を 通 し て 、
こ の フ ラ グ メ ン ト を 、 P37967, Q01470又 は P40363 DNAコ ー ド 配 列 の 上 流 に イ ン フ レ ー ム 融
合 す る 。 こ こ で も や は り 、 nosタ ー ミ ネ ー タ ー を コ ー ド 領 域 の 3'に 付 加 し 、 こ れ に よ り 、
別 の SGB6-カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ -nos発 現 カ セ ッ ト を 含 む 別 の ブ ル ー ス ク リ プ ト skプ
ラ ス ミ ド 、 pBLB6_Q01470、 pBLB6_P37967及 び pBLB6_P40363を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 類 似 の 一 連 の 実 施 例 に お い て 、 稲 由 来 の RA8葯 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 領 域 (EMBL/gengank受
入 AF042275; Jean Js他 (1999)PMB, 39, 35-44)を 同 様 に 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ ・ コ
ー ド DNA配 列 及 び nos3'タ ー ミ ネ ー タ ー の 一 方 又 は 他 方 の 上 流 の イ ン フ レ ー ム 部 位 で 融 合 し
、 こ れ に よ り 、 一 連 の ブ ル ー ス ク リ プ ト skベ ク タ ー 、 pBLRA8_Q01470, pBLRA8_P37967及 び
pBLRA8_P40363に お け る 別 の RA8-カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ -nos発 現 カ セ ッ ト を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 雌 性 生 殖 構 造 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 及 び /又 は D-ア
ラ ニ ン 及 び /又 は D-ロ イ シ ン 及 び /又 は D-メ チ オ ニ ン 及 び /又 は D-ア ス パ ラ ギ ン 及 び /又 は D-
ア ス パ ル テ ー ト 及 び /又 は D-グ ル タ メ ー ト を 酸 化 す る こ と が で き る 酵 素 を コ ー ド す る キ メ
ラ 遺 伝 子
　 実 施 例 1及 び 2に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る DNA配 列 を 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ゲ ノ ム ・ ク ロ ー ン pSH64は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 1998年 2月 27日 付 け で NRRLで 寄 託
さ れ 、 番 号 NRRL B-21920を 割 り 当 て ら れ た 。 こ の ク ロ ー ン は 、 シ ル ク 特 異 的 cDNAク ロ ー ン
B200i4-2(国 際 公 開 第 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト )と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ゲ ノ ム ・ ク ロ ー ン
と し て 検 出 さ れ た 。 雌 性 生 殖 構 造 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ た キ メ ラ 遺 伝 子 を 下 記 の よ う に 構
成 す る 。 5'か ら 3'へ 、 国 際 公 開 第 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト の SEQ ID NO:11の ヌ ク レ オ チ ド
1-3790と 、 BamH1部 位 と 、 国 際 公 開 第 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト の SEQ ID NO:11の ヌ ク レ オ
チ ド 4427-6397を 含 む B200i3'未 翻 訳 タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 と を 含 む 「 空 」 発 現 カ セ ッ ト を 有
す る pSH70と 類 似 す る ブ ル ー ス ク リ プ ト ks誘 導 型 プ ラ ス ミ ド を 、 国 際 公 開 第 98/39462号 パ
ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ て い る よ う に 構 成 す る 。 部 分 BamH1消 化 に よ っ て 、 又 は 更 な る サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ 工 程 、 PCR工 程 及 び 連 結 工 程 に よ っ て 、 別 の D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー
ド 配 列 を 、 こ れ ら が B200iプ ロ モ ー タ ー 領 域 の 3'及 び B200iタ ー ミ ネ ー タ ー の 5'に 接 す る よ
う に 、 BamH1部 位 の 位 置 又 は BamH1部 位 に 隣 接 す る 位 置 内 に 連 結 す る 。 こ う し て 、 別 の B200
i-D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ -B200i発 現 カ セ ッ ト を コ ー ド す る 一 連 の ブ ル ー ス ク リ プ ト ・ ベ
ク タ ー pBLB200_Q99042, pBLB200_P80324, pBLB200_Q9HGY3及 び pBLB200_P24552を 形 成 す る
。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 或 い は 、 国 際 公 開 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 P19遺 伝 子 の 5'プ
ロ モ ー タ ー 領 域 の Pst I/Nco Iフ ラ グ メ ン ト を 、 ゲ ノ ム ・ ク ロ ー ン X2-1か ら 切 除 す る 。 ゲ
ノ ム ・ ク ロ ー ン X2-1は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 1998年 2月 27日 付 け で NRRLで 寄 託 さ れ
、 番 号 NRRL B-21919を 割 り 当 て ら れ た も の で あ る 。 国 際 公 開 第 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト の
SEQ ID NO:14の ヌ ク レ オ チ ド 1088の NcoI部 位 は 、 P19遺 伝 子 の ATG翻 訳 開 始 と 対 応 す る 。 適
切 な サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 工 程 、 制 限 工 程 、 連 結 工 程 及 び PCR工 程 を 用 い て 、 こ の フ ラ グ メ ン
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ト を 連 結 す る こ と に よ り 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る DNA配 列 及 び nosタ ー ミ ネ
ー タ ー 配 列 の 一 方 又 は 他 方 と の イ ン フ レ ー ム 融 合 を 形 成 す る 。 こ う し て 、 別 の P19-D-ア ミ
ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ -nos発 現 カ セ ッ ト を コ ー ド す る 一 連 の ブ ル ー ス ク リ プ ト ・ ベ ク タ ー pBLP
19_Q99042, pBLP19_P80324, pBLP19_Q9HGY3及 び pBLP19_P24552な ど を 形 成 す る 。 或 い は 、
同 様 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 、 P19プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 代 わ り に P26遺 伝 子 の 5'プ ロ モ ー タ
ー 領 域 (国 際 公 開 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト の SEQ ID NO:2の ヌ ク レ オ チ ド 1-3987の い く つ か
又 は 全 て を 含 む )を 有 す る 同 様 の プ ラ ス ミ ド を 得 る 。 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 1998年 2月
27日 付 け で Agricultural Research Service特 許 培 養 コ レ ク シ ョ ン 、 (NRRL)受 入 番 号 NRRL 
B-21655で 寄 託 さ れ た ゲ ノ ム P26-A4ク ロ ー ン pCIB10302を 、 国 際 公 開 98/39462号 パ ン フ レ ッ
ト に 記 載 さ れ て い る よ う に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ う し て 、 別 の P19-D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ
ダ ー ゼ -nos発 現 カ セ ッ ト を コ ー ド す る 一 連 の ブ ル ー ス ク リ プ ト ・ ベ ク タ ー pBLP26_Q99042,
 pBLP26_P80324, pBLP26_Q9HGY3及 び pBLP26_P24552な ど を 形 成 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 雄 性 生 殖 構 造 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 及 び /又 は D-ア
ラ ニ ン 及 び /又 は D-ロ イ シ ン 及 び /又 は D-メ チ オ ニ ン 及 び /又 は D-ア ス パ ラ ギ ン 及 び /又 は D-
ア ス パ ル テ ー ト 及 び /又 は D-グ ル タ メ ー ト を 酸 化 す る こ と が で き る 酵 素 を コ ー ド す る キ メ
ラ 遺 伝 子
　 実 施 例 1及 び 2に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る DNA配 列 を 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド pGK73は 、 TA29sプ ロ モ ー タ ー 領 域 EcoR1-BamH1フ ラ グ メ ン ト -810～ +54(Kriet
e他 (1996), 9, 809-818)を 担 持 す る 。 こ の 制 限 フ ラ グ メ ン ト 又 は 類 似 の 好 適 な PCR生 成 フ
ラ グ メ ン ト を 、 Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る DNA配 列 の 上 流 の 位 置 で 、 好 ま し く は
イ ン フ レ ー ム 融 合 と し て 、 ブ ル ー ス ク リ プ ト sk内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 好 適 な 一 連 の 制 限
工 程 、 連 結 工 程 及 び サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 工 程 を 用 い て 、 nos転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー を コ ー ド 領
域 の 3'に 付 加 し 、 こ う し て 、 コ ー ド 配 列 に 従 っ て 、 ブ ル ー ス ク リ プ ト skプ ラ ス ミ ド 内 に TA
29型 ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ -nosの 別 の 発 現 カ セ ッ ト を 生 成 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 別 の 実 施 例 の 場 合 、 米 国 特 許 第 5470359号 明 細 書 の 葯 特 異 性 SGB6プ ロ モ ー タ ー 領 域 SEQ I
D NO:1を 使 用 す る 。 例 え ば 、 pSGB6g1(米 国 特 許 第 5470359号 明 細 書 )に 由 来 す る 3kbゲ ノ ム E
coR1-Nhe1サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 型 フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る pSGBNE1を さ ら に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
す る こ と に よ り 、 ブ ル ー ス ク リ プ ト ks内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 1558bpの ApaII/Xba1平 滑 フ
ラ グ メ ン ト を SmaI部 位 に 配 置 す る 。 前 述 の も の と 同 様 に 、 更 な る 制 限 工 程 及 び ク ロ ー ニ ン
グ 工 程 を 通 し て 、 こ の フ ラ グ メ ン ト を 、 Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 の 上 流 に イ
ン フ レ ー ム 融 合 す る 。 こ こ で も や は り 、 nosタ ー ミ ネ ー タ ー を コ ー ド 領 域 の 3'に 付 加 し 、
こ う し て 、 別 の SGB6- Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ -nos発 現 カ セ ッ ト を 含 む 別 の ブ ル ー ス ク リ
プ ト skプ ラ ス ミ ド を 形 成 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 類 似 の 一 連 の 実 施 例 に お い て 、 稲 由 来 の RA8葯 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 領 域 (EMBL/gengank受
入 AF042275; Jean Js他 (1999)PMB, 39, 35-44)を 同 様 に 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー
ド DNA配 列 及 び nos3'タ ー ミ ネ ー タ ー の 一 方 又 は 他 方 の 上 流 の イ ン フ レ ー ム 部 位 で 融 合 し 、
こ れ に よ り 、 一 連 の ブ ル ー ス ク リ プ ト skベ ク タ ー に お け る 別 の RA8-D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー
ゼ -nos発 現 カ セ ッ ト を 含 む 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 (a)DL ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 用 に 応 じ て 条 件 付 き 雄 不 稔 性 で あ る 雌 性 同 系
繁 殖 親 系 列 、 及 び 、 (b)DL ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 用 に 応 じ て 条 件 付 き 雌 不 稔 性 で あ る
相 補 的 雄 性 同 系 繁 殖 親 系 列 を 提 供 す る 方 法 に お い て 有 用 な 相 補 的 構 造 対
　 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 用 に 応 じ て 条 件 付 き 雄 不 稔 性 で あ る 雌 性 同 系 繁 殖 親 の 穀 物
又 は 稲 植 物 を 提 供 す る の に 適 し た 第 1の DNA構 造 は 、 3つ の 遺 伝 子 A),B)及 び C)を 含 む 。 A)は
、 大 麦 プ ラ ス ト シ ア ニ ン 遺 伝 子 (EMBL:Z28347)に 由 来 す る 約 1kbプ ロ モ ー タ ー 領 域 の 操 作 可
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能 な 制 御 下 で L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を N-ア セ チ ル 化 す る こ と が で き る PAT酵 素 を コ ー ド
す る DNA配 列 と 、 好 適 な タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 、 例 え ば nos又 は 35S遺 伝 子 に 由 来 す る タ ー ミ
ネ ー タ ー 領 域 と か ら 成 り 、 B)は 、 最 初 の 配 列 と 類 似 し て い る が し か し 、 こ こ で は 組 織 特 異
的 な 雌 性 花 プ ロ モ ー タ ー 領 域 (例 え ば 実 施 例 4に 記 載 さ れ た P19又 は P26)の 操 作 可 能 な 制 御
下 に あ る PATコ ー ド 配 列 と 、 好 適 な タ ー ミ ネ ー タ ー と か ら 成 り 、 そ し て C)は 、 実 施 例 1, 2,
 12及 び 13に 記 載 さ れ た 好 適 な DAMOXで あ っ て 、 例 え ば 組 織 特 異 的 な 雄 性 花 プ ロ モ ー タ ー 領
域 (例 え ば 実 施 例 5に 記 載 さ れ て い る SGB6又 は RA8)の 操 作 可 能 な 制 御 下 で 、 位 置 213に お い
て メ チ オ ニ ン を 置 換 す る ア ル ギ ニ ン 、 セ リ ン 、 シ ス テ イ ン 、 リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は ア
ラ ニ ン を 有 し 、 且 つ /又 は 、 位 置 238に お い て チ ロ シ ン を 置 換 す る ヒ ス チ ジ ン 、 セ リ ン 、 シ
ス テ イ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は ア ラ ニ ン を 有 す る ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス  Dア ミ ノ 酸 オ キ シ
ダ ー ゼ の 突 然 変 異 形 を コ ー ド す る 好 適 な DAMOXと 、 好 適 な タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 と か ら 成 る
。 こ の 構 造 を 、 前 述 の 実 施 例 に よ っ て 情 報 提 供 さ れ た 、 当 業 者 に は 標 準 的 な 方 法 を 用 い て
集 成 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 DL ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 用 に 応 じ て 条 件 付 き 雌 不 稔 性 で あ る 雄 性 同 系 繁 殖 親 の 穀
物 又 は 稲 植 物 を 提 供 す る の に 適 し た 第 2の DNA構 造 は 、 3つ の 遺 伝 子 A), D)及 び F)を 含 む 。 A
)は 、 大 麦 プ ラ ス ト シ ア ニ ン 遺 伝 子 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 操 作 可 能 な 制 御 下 で L-
ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を N-ア セ チ ル 化 す る こ と が で き る PAT酵 素 を コ ー ド す る DNA配 列 と 、
好 適 な タ ー ミ ネ ー タ ー 、 例 え ば nos又 は 35S遺 伝 子 に 由 来 す る タ ー ミ ネ ー タ ー と か ら 成 り 、
D)は 、 最 初 の 配 列 と 類 似 し て い る が し か し こ の 場 合 、 こ こ で は 同 じ 組 織 に 対 し て 特 異 的 な
雌 性 花 プ ロ モ ー タ ー 領 域 (例 え ば 実 施 例 5に 記 載 さ れ た SGB6又 は RA8)の 操 作 可 能 な 制 御 下 に
あ る PATコ ー ド 配 列 と 、 好 適 な タ ー ミ ネ ー タ ー と か ら 成 り 、 F)は 、 実 施 例 1, 2, 12及 び 13
に 記 載 さ れ て い る よ う な 好 適 な DAMOX、 例 え ば 構 造 1に お い て 使 用 さ れ る よ う な 、 同 じ 組 織
に 対 し て 特 異 的 な 雌 性 花 プ ロ モ ー タ ー 領 域 (例 え ば 実 施 例 4に 記 載 さ れ て い る P19又 は P26)
の 操 作 可 能 な 制 御 下 で 、 位 置 213に お い て メ チ オ ニ ン を 置 換 す る ア ル ギ ニ ン 、 セ リ ン 、 シ
ス テ イ ン 、 リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は ア ラ ニ ン を 有 し 、 且 つ /又 は 、 位 置 238に お い て チ ロ
シ ン を 置 換 す る ヒ ス チ ジ ン 、 セ リ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は ア ラ ニ ン を 有 す る ロ
ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス  Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 突 然 変 異 形 を コ ー ド す る 好 適 な DAMOXと
、 好 適 な タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 と か ら 成 る 。 こ の 構 造 を 、 前 述 の 実 施 例 に よ っ て 情 報 提 供 さ
れ た 、 当 業 者 に は 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 集 成 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 こ の 実 施 例 の DNA構 造 対 は 例 え ば 下 記 要 素 を 含 有 す る ：
構 造 1
A=大 麦 プ ラ ス ト シ ア ニ ン ・ プ ロ モ ー タ ー 領 域 → PATコ ー ド 配 列 、 Nosタ ー ミ ネ ー タ ー ；
B=P19プ ロ モ ー タ ー 領 域 → PATコ ー ド 配 列 、 35Sタ ー ミ ネ ー タ ー ；
C=RA8プ ロ モ ー タ ー 領 域 → ロ ド ト ル ラ  D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ (M213R突 然 変 異 体 )コ ー ド
配 列 、 Nosタ ー ミ ネ ー タ ー ；
構 造 2
A=大 麦 プ ラ ス ト シ ア ニ ン ・ プ ロ モ ー タ ー 領 域 → PATコ ー ド 配 列 、 Nosタ ー ミ ネ ー タ ー ；
D=RA8プ ロ モ ー タ ー 領 域 → PATコ ー ド 配 列 、 35Sタ ー ミ ネ ー タ ー ；
F=P19プ ロ モ ー タ ー 領 域 → ロ ド ト ル ラ  D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ (M213R突 然 変 異 体 )コ ー ド
配 列 、 Nosタ ー ミ ネ ー タ ー
【 ０ １ １ ０ 】
　 小 麦 の 形 質 転 換 の た め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ ベ ク タ ー
　 実 施 例 3,4,5及 び 6に は 、 通 常 ブ ル ー ス ク リ プ ト sk中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 発 現 カ セ ッ ト
に お け る 種 々 の キ メ ラ 遺 伝 子 の 構 成 が 記 載 さ れ て い る (例 え ば pBLRA8_Q01470, pBLRA8_P37
967, pBLRA8_P40363, pBLB200_Q99042, pBLB200_P80324, pBLB200_Q9HGY3及 び pBLB200_P2
4552な ど )。 任 意 に は 、 こ れ ら の ベ ク タ ー を 、 同 時 ボ ン バ ー ド さ れ た 選 択 マ ー カ ー 、 例 え
ば 国 際 公 開 第 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ て い る よ う な pSOG35(DHFR/メ ト ト レ キ サ
ー ト )又 は pUbi-Hyg(ヒ グ ロ マ イ シ ン ・ ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ /ヒ グ ロ マ イ シ ン )と 共 に
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使 用 す る た め に 、 直 接 DNE形 質 転 換 用 に 大 量 に 調 製 す る 。 好 ま し く は 、 大 量 に 調 製 し た 後
、 好 適 な 制 限 酵 素 を 使 用 し て ベ ク タ ー を 線 状 化 し 、 こ れ に よ り ブ ル ー ス ク リ プ ト の ア ン ピ
シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 除 去 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 任 意 に は 、 同 時 ボ ン バ ー ド を 利 用 す る の で は な く 、 前 記 ブ ル ー ス ク リ プ ト ・ ベ ク タ ー を
標 準 的 な 方 法 に よ っ て 遺 伝 子 工 学 的 に 作 り 出 し 、 こ れ に よ り 、 ブ ル ー ス ク リ プ ト ・ ベ ク タ
ー が さ ら に 、 植 物 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 例 え ば カ ナ マ イ シ ン 耐 性 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 、
メ ト ト レ キ サ ー ト 耐 性 又 は グ リ ホ サ ー ト 耐 性 を 含 み 、 直 接 的 に 使 用 さ れ る よ う に す る 。 前
記 例 の い く つ か に お い て 、 PAT遺 伝 子 は ベ ク タ ー の 構 成 と 一 体 的 で あ り 、 そ し て こ れ ら の
場 合 、 形 質 転 換 後 の 何 ら か の 段 階 で 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 任 意 に は 選 択 の た め に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 或 い は 、 発 現 カ セ ッ ト を 好 適 な 制 限 フ ラ グ メ ン ト 内 で 切 り 取 り 、 pIGPD9に 由 来 す る ベ ク
タ ー (国 際 公 開 第 00/66748号 パ ン フ レ ッ ト の 図 12に 記 載 )内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ の ベ ク
タ ー を 形 質 転 換 の た め に 使 用 す る こ と に よ り 、 抗 生 物 質 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 植 物 に 転 移 す る
の を 回 避 す る 。 そ れ と い う の も 、 細 菌 中 の ベ ク タ ー の 維 持 は 、 栄 養 要 求 性 his B 大 腸 菌 突
然 変 異 体 の 相 補 性 に 依 存 す る か ら で あ る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 IGPD(hisB生 成 物 )を 発 現 さ せ
る 遺 伝 子 を 含 み 、 そ し て さ ら に 、 植 物 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 例 え ば 国 際 公 開 第 00/66748号
パ ン フ レ ッ ト の pZEN16i及 び pZEN18iに お け る よ う な XmaI部 位 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た EPSP
S遺 伝 子 を 含 む よ う に 、 遺 伝 子 工 学 的 に 作 り 出 さ れ る 。 或 い は 、 マ ン ノ ー ス 又 は キ シ ロ ー
ス 上 で 正 の 選 択 を 可 能 に す る マ ー カ ー を 使 用 す る (米 国 特 許 第 5767378号 明 細 書 )。
【 ０ １ １ ３ 】
　 pIGPD9ベ ク タ ー を 使 用 す る 具 体 例 に お い て 、 小 麦 の 形 質 転 換 の た め の プ ラ ス ミ ド を 構 成
す る 。 説 明 に 役 立 つ 例 は 、 pZEN18_BLB200_Q99042及 び pZEN18_BLRA8_Q01470で あ る 。 こ れ
ら は 、 pZEN18 EPSPS遺 伝 子 (国 際 公 開 第 00/66748号 パ ン フ レ ッ ト )と 、 こ の 場 合 、 そ れ ぞ れ
B200i-(Q99042)D-ア ミ ノ 酸 オ キ ダ ー ゼ -B200i発 現 カ セ ッ ト 又 は RA8-(Q01470)カ ル ボ キ シ ル
エ ス テ ラ ー ゼ -nos発 現 カ セ ッ ト と を 含 む pIGPD9由 来 ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 植 物 形 質 転 換 に 用 い る た め の 大 規 模 な DNA調 製 を 、 製 造 元 に よ っ て 提 供 さ れ た プ ロ ト コ
ル を 用 い て 、 Maxi-prep手 順 (Qiagen)に よ っ て 達 成 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 雄 性 又 は 雄 性 の 生 殖 構 造 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 及 び
/又 は D-ア ラ ニ ン 及 び /又 は D-ロ イ シ ン 及 び /又 は D-メ チ オ ニ ン 及 び /又 は D-ア ス パ ラ ギ ン 及
び /又 は D-ア ス パ ル テ ー ト 及 び /又 は D-グ ル タ メ ー ト を 酸 化 す る こ と が で き る 酵 素 を コ ー ド
す る キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 、 小 麦 の 形 質 転 換 /再 生
　 一 例 に お い て 、 遺 伝 子 型 UC703の 未 成 熟 胚 (0.75～ 1.0mm長 さ )を 、 3mg/lの 2,4-D及 び 3%ス
ク ロ ー ス を 含 有 す る MS培 地 上 で 平 板 培 養 す る 。 約 4時 間 後 、 15%マ ル ト ー ス 、 3%ス ク ロ ー ス
及 び 3mg/lの 2,4-Dを 含 有 す る MS培 地 上 に 、 同 じ 成 分 を 含 有 す る ア ガ ロ ー ス の 、 ろ 紙 で 支 持
さ れ た ス ラ ブ を 被 せ た 状 態 で 、 胚 を 平 板 培 養 す る 。 こ れ ら の 胚 を 、 ボ ン バ ー ド 前 の 2～ 3時
間 に わ た っ て 原 形 質 分 離 さ せ て お く 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 実 施 例 7及 び 前 記 実 施 例 に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 さ れ た DNAを 、 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 、
マ イ ク ロ メ ー ト ル ・ サ イ ズ の 金 粒 子 上 に 析 出 す る 。 バ ー ス ト 圧 力 1100psiを 用 い て 、 DuPon
t Biolistics ヘ リ ウ ム 装 置 で 、 1標 的 当 た り 16個 の 胚 を 有 す る 4つ の 標 的 プ レ ー ト を 2回 撃
つ 。 キ ャ リ ヤ 段 と 標 的 と の 間 に 80メ ッ シ ュ ・ ス ク リ ー ン を 配 置 し た 状 態 で プ レ ー ト を 撃 つ
。 ボ ン バ ー ド 後 、 標 的 を 24時 間 に わ た っ て 25℃ で 暗 所 に 置 い た あ と 、 胚 を 有 す る ス ラ ブ を
、 3%ス ク ロ ー ス 及 び 3mg/lの 2,4-Dを 含 有 す る MS培 地 の プ レ ー ト 上 に 載 せ る 。 さ ら に 48時 間
後 、 個 々 の 胚 を ス ラ ブ か ら 取 り 出 し 、 そ し て 同 じ 組 成 物 の 新 鮮 培 地 上 に 直 接 的 に 置 く 。 遺
伝 子 送 達 の 約 6週 間 後 、 組 織 を 3mg/lの 2,4-D、 3%ス ク ロ ー ス 及 び 0.2ng/lの メ ト ト レ キ サ ー
ト を 含 有 す る MS培 地 上 に 置 く 。 次 い で 、 1mg/lの ゼ ア チ ン リ ボ シ ド と 1mg/lの メ ト ト レ キ サ
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ー ト と を 含 有 す る MS培 地 か ら 成 る 再 生 培 地 上 に 、 組 織 を 置 く 。 2週 間 後 、 再 生 し つ つ あ る
小 植 物 を 、 2%ス ク ロ ー ス 、 1mg/lの ナ フ チ ル 酢 酸 及 び 4mg/lの メ ト ト レ キ サ ー ト を 含 有 す る
半 強 度 の 滅 菌 容 器 内 に 入 れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 こ の 実 施 例 の 特 定 の 変 更 形 に お い て 、 雄 性 生 殖 構 造 内 で 優 先 的 に 発 現 さ れ る キ メ ラ 遺 伝
子 を 含 む ベ ク タ ー を 、 別 の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 と 共 に 同 時 ボ ン バ ー ド す る 。 こ う し て 例 え
ば 、 RA8プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 操 作 可 能 な 制 御 下 で 実 施 例 3と 同 様 に 形 成 さ れ た プ ラ ス ミ ド の
DNA(し か し こ こ で は 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 配 列 で は な く 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ
を 発 現 さ せ る )、 例 え ば pBLRA8_P24552を 調 製 し 、 pUbiHyg(ト ウ モ ロ コ シ ・ ポ リ ユ ビ キ チ ン
・ プ ロ モ ー タ ー の 操 作 可 能 な 制 御 下 で ヒ グ ロ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド
す る プ ラ ス ミ ド )と 共 に 金 粒 子 上 に コ ー テ ィ ン グ す る 。 こ の 場 合 、 形 質 転 換 及 び 再 生 を 上
述 の よ う に 行 う が 、 但 し こ こ で は 、 ボ ン バ ー ド 後 、 再 生 培 地 は 2～ 10mg/lの 増 大 し た 濃 度
の ヒ グ ロ マ イ シ ン を 含 有 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 別 の 例 に お い て 、 小 麦 を pZEN18_BLB200_Q99042で 形 質 転 換 し 、 グ リ ホ サ ー ト を 用 い て 選
択 し 、 そ し て 国 際 公 開 第 00/66748号 パ ン フ レ ッ ト の 実 施 例 15に 記 載 さ れ て い る よ う に 再 生
す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 形 質 転 換 か ら 誘 導 さ れ た 植 物 の 葉 組 織 か ら 、 DNAを 抽 出 し 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 及 び Dア
ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 存 在 に 関 し て PCRを 実 施 す る 。 PCR陽 性 植 物 を 繁
殖 さ せ る 。 開 花 中 、 雌 し べ 及 び 葯 を 捕 集 し 、 そ し て RNAを 調 製 す る 。 DNA発 現 を ノ ー ザ ン 分
析 に よ っ て 確 認 す る 。 加 え て 、 大 腸 菌 中 の pETベ ク タ ー を 使 用 し て 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ
ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 さ せ 、 そ し て 部 分 精 製 す る 。 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 バ ン ド
を SDSゲ ル か ら 切 り 出 し 、 そ し て 、 こ れ ら の バ ン ド を 使 用 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成
す る 。 こ れ ら の 抗 体 を 使 用 し て 、 花 組 織 及 び そ の 他 の 組 織 に お け る 発 現 を ウ ェ ス タ ン 分 析
に よ っ て 検 出 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 雑 種 穀 物 を 効 率 的 に 生 成 す る 方 法 (こ の 方 法 に お い て 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ
ン が 雑 草 防 除 の た め に 、 そ し て 同 時 に 化 学 的 な 雑 種 形 成 剤 と し て 適 用 さ れ 、 そ し て こ う し
て 生 成 さ れ た 雑 種 種 子 が DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 用 に 対 し て 、 栄 養 上 及 び 生 殖 上 実 質
的 に 耐 性 で あ る )
　 化 学 的 な 雑 種 形 成 剤 は 高 価 で あ る 。 比 較 的 低 廉 な 物 質 、 例 え ば 商 業 的 な 除 草 剤 を 、 化 学
的 な 雑 種 形 成 剤 と し て 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。 こ の こ と は ま た 、 さ ら な る 効 率 を 達 成 す
る 。 そ れ と い う の は 、 雑 草 防 除 を 化 学 的 雑 種 形 成 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 し か し 、
こ の 提 案 が 実 現 さ れ る た め に は 、 克 服 す べ き 多 く の 問 題 が あ る 。 ま ず 、 雄 性 及 び 雌 性 の 親
系 列 は さ ら に 、 ど れ が 当 該 除 草 剤 に 耐 性 で あ る か が 確 立 さ れ る 必 要 が あ る 。 除 草 剤 の 適 用
に 応 じ た 所 期 「 条 件 付 き 」 稔 性 を 達 成 す る た め に は 、 除 草 剤 に 対 す る 耐 性 が 全 て の 組 織 に
及 ぶ こ と が な い が 、 し か し 組 織 特 異 的 に 発 現 さ れ 、 こ れ に よ り 、 必 要 と な る 花 組 織 の う ち
の そ れ ぞ れ 1つ が 選 択 的 に 感 受 性 の ま ま で あ る よ う に 、 2つ の 系 列 を 遺 伝 子 工 学 的 に 作 り 出
す こ と が 必 要 で あ る 。 こ の よ う に 、 一 方 の 系 列 (雌 性 親 系 列 )に お い て 、 植 物 及 び 雌 性 組 織
の 大 部 分 を 耐 性 に し な け れ ば な ら ず 、 こ れ に 対 し て 、 雄 性 花 組 織 の 何 ら か の 重 要 部 分 は 適
用 に 対 し て 感 受 性 を 有 し た ま ま で な け れ ば な ら な い 。 他 方 (雄 性 親 系 列 )に お い て 、 そ の 逆
が 必 要 と な り 、 こ の 場 合 、 組 織 を 形 成 す る 雌 性 配 偶 子 の 何 ら か の 重 要 部 分 だ け が 感 受 性 を
有 し た ま ま で な る こ と が 必 要 で あ る 。 こ の こ と を 達 成 で き る と し て も 、 雑 種 種 子 及 び F1世
代 に 関 し て 、 克 服 す べ き 更 な る 問 題 が 残 っ て い る 。 作 物 の こ の 世 代 が 除 草 剤 に 耐 性 を 付 与
す る こ と が で き る 2つ 以 上 の 遺 伝 子 を 必 然 的 に 含 有 す る な ら ば 、 こ の 同 じ 除 草 剤 を 作 物 中
の 雑 草 防 除 の た め に も 使 用 で き る こ と が 望 ま し い 。 し か し 、 除 草 剤 と 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ
ー タ ー 領 域 と 、 F1世 代 に お い て 同 じ 除 草 剤 の こ の よ う な 使 用 を 可 能 に す る 耐 性 遺 伝 子 と の
組 み 合 わ せ を 考 え 出 す の は 極 め て 難 し い 。 雑 種 作 物 は 栄 養 耐 性 を 示 す が 、 F1世 代 へ の 除 草
剤 適 用 後 に は 穀 粒 収 量 が 殆 ど 又 は 全 く 生 じ な い 。 例 え ば 、 除 草 剤 グ リ ホ セ ー ト の 場 合 、 耐
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実 施 例 9:



性 の 通 常 の メ カ ニ ズ ム は 、 EPSPシ ン タ ー ゼ の 耐 性 形 の 発 現 で あ る 。 雄 し べ 又 は 柱 頭 の 発 育
の 臨 界 期 以 外 の 全 て の 組 織 及 び 全 て の 時 点 で 、 R-EMSPSの 十 分 な 発 現 を 可 能 に す る プ ロ モ
ー タ ー 領 域 又 は 複 数 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 組 み 合 わ せ を 同 定 す る こ と は 難 し い 。 こ の こ と
に 関 す る 最 も 簡 単 な 方 法 は 、 ア ン チ セ ン ス 又 は 類 似 の ア プ ロ ー チ を 用 い る こ と で あ る 。 こ
の 場 合 、 R-EPSPSの 発 現 は 、 組 織 非 特 異 的 /構 成 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 推 進 さ れ 、 そ し て 、
例 え ば ア ン チ セ ン ス EPSPS遺 伝 子 の 発 現 に よ っ て 、 局 所 的 且 つ 一 時 的 に の み 雄 し べ 内 で 抑
制 さ れ る (例 え ば 国 際 公 開 99/46396号 パ ン フ レ ッ ト 参 照 )。 し か し こ の 場 合 、 雄 し べ (又 は
柱 頭 )に お け る 発 現 の 抑 制 は 、 優 性 遺 伝 子 に よ っ て 推 進 さ れ る 。 こ の よ う な い か な る メ カ
ニ ズ ム の 場 合 に も 、 F1世 代 に 除 草 剤 を 適 用 す る と 、 雄 性 及 び 雌 性 の 条 件 付 き 不 稔 性 優 性 遺
伝 子 の 付 加 的 な 効 果 に 起 因 し て 、 不 稔 性 無 収 穫 作 物 が 生 じ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 低 廉 な 商 業 的 除 草 剤 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 、 雑 種 穀 物 を 生 成 す る 上 で 雑
草 防 除 剤 及 び 雑 草 形 成 剤 の 双 方 と し て 使 用 す る こ と を 可 能 に す る 問 題 克 服 法 を 提 供 す る 。
こ の 方 法 が 結 果 と し て 提 供 す る 雑 種 穀 物 又 は 雑 種 稲 に お い て 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン (
又 は Lホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン )を 実 質 的 な 収 穫 損 失 な し に 、 雑 草 防 除 の た め に 安 全 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の 利 点 と し て 、 後 続 の 作 物 中 で 自 生 植 物 と し て 後 か ら 生 じ る こ
と が で き る 、 F1世 代 に 由 来 す る 自 家 受 粉 種 子 を 管 理 し や す く な る 。 そ れ と い う の も 、 こ れ
ら の 自 生 植 物 自 体 は 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 量 を 制 御 し て 噴 霧 す る と 、 一 般 に 不 稔 性 に
な る か ら で あ る 。 同 じ こ と が 、 F1植 物 が 雑 草 (例 え ば 赤 米 (red rice))又 は 他 の 穀 物 と 異 系
交 配 し た 場 合 の 花 粉 の 子 孫 に も あ て は ま る 。 本 発 明 は 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 配 合 物 の
非 植 物 毒 性 成 分 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 活 性 L形 に 変 換 す る 遺 伝 子 お よ び 酵 素 を 提 供 す
る 。 L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を N-ア セ チ ル L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に 変 換 す る PAT遺 伝 子
が 既 知 で あ り 、 こ れ は 、 作 物 中 の DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 提 供 す る た め に
商 業 的 に 使 用 さ れ る 。 こ の 実 施 例 に 関 連 す る 別 の 重 要 な 観 察 に よ れ ば 、 驚 く べ き こ と に 、
大 麦 プ ラ ス ト シ ア ニ ン ・ プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 操 作 可 能 な 発 現 制 御 下 で PAT遺 伝 子 を 含 有 す
る 小 麦 が 、 2kg/ha以 上 の 率 上 昇 で DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 用 に 対 し て 実 質 的 に 生 殖 耐
性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ う し て 、 本 発 明 の 植 物 を 提 供 す る た め に 用 い ら れ る 実 施
例 6に 記 載 さ れ た 構 造 の 重 要 な 構 成 要 件 は 、 耐 性 形 質 を 提 供 す る PAT遺 伝 子 が 、 実 質 的 に 葉
緑 素 含 有 組 織 に し か 発 現 を 可 能 に し な い プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 操 作 可 能 な 制 御 下 で 発 現 さ れ
る こ と で あ る 。 こ の よ う な 有 用 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 特 徴 は 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 葉 に 適
用 さ れ た DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン か ら 葉 緑 素 非 含 有 花 組 織 す べ て を 十 分 に 保 護 す る と 同 時
に 、 花 組 織 自 体 に お い て 最 小 限 レ ベ ル し か PATを 発 現 さ せ ず 、 条 件 付 き 不 稔 性 の 標 的 に さ
れ た 部 分 に は 特 に 低 レ ベ ル し か PATを 発 現 さ せ な い よ う に 、 PATを 発 現 さ せ る こ と で あ る 。
大 麦 プ ラ ス ト シ ア ニ ン ・ プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 操 作 可 能 な 制 御 下 で PATが 発 現 さ れ る こ と に
よ り 、 こ の 条 件 は 満 た さ れ る と 考 え ら れ る 。 そ れ と い う の も 、 噴 霧 さ れ 、 葉 を 介 し て 進 入
す る L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 実 質 的 に 全 て が 妨 害 さ れ 、 発 育 中 の 花 組 織 に 転 移 さ れ る 前
に 非 植 物 毒 性 N-ア セ チ ル -N-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に 変 換 さ れ る か ら で あ る 。 従 っ て 、 本
発 明 の 場 合 、 親 系 列 に 組 織 選 択 的 不 稔 性 効 果 を 及 ぼ す Lホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン は 、 篩 移 動
性 の 非 植 物 毒 性 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン か ら Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を 介 し て 、 一 時 的 且
つ 局 所 的 に の み 発 生 さ せ ら れ る 。 PATの 発 現 を 推 進 す る 花 制 御 要 素 を 、 構 造 の 相 補 対 (実 施
例 6)に お け る D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 発 現 を 推 進 す る 花 制 御 要 素 に 正 確 に 適 合 さ せ る こ
と に よ り 、 F1雑 種 に お い て 、 標 的 花 組 織 に お け る L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 一 時 バ ー ス ト
が 、 同 時 に 且 つ 同 じ 局 所 組 織 で PAT発 現 を 対 応 バ ー ス ト さ せ る こ と に よ り 中 和 さ れ る こ と
が 保 証 さ れ る 。 こ の よ う に 、 除 草 剤 の 適 用 が 、 雑 種 に 不 稔 性 効 果 を 誘 発 す る こ と は な い 。
し か し 更 な る 世 代 に お い て 、 雑 種 の 花 対 応 PAT及 び D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ は 分 離 さ れ 、
ひ い て は 、 そ の 結 果 生 じ た 植 物 は 、 制 御 量 の DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 適 用 時 に 、 ま た し
て も 雄 又 は 雌 不 稔 性 に な る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 実 施 例 7及 び 8に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 、 実 施 例 6に 記 載 さ れ た 構 造 を 、 小 麦 中 に 形 質
転 換 す る か 、 又 は 選 択 さ れ て 小 植 物 中 に 再 生 さ れ た (標 準 的 な 超 バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー 法 を
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用 い て )稲 中 に 形 質 転 換 す る 。 T0形 質 転 換 物 事 象 を (未 処 理 系 列 を 維 持 す る た め の 若 木 の ク
ロ ー ン 繁 殖 を 用 い て )選 択 し 、 そ し て 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 適 用 に 応 じ て 条 件 付 き 雌
不 稔 性 で あ る 雄 性 同 系 繁 殖 親 系 列 と し て 、 又 は 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 適 用 に 応 じ て 条
件 付 き で 雄 不 稔 性 で あ る 雌 性 同 系 繁 殖 親 系 列 と し て 、 育 種 に 適 し た 事 象 を 、 事 実 上 実 施 例
1及 び 2に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 選 択 す る 。 最 良 の 系 列 は 、 最 良 の 除 草 剤 耐 性 、 最 小 収 穫 損
失 、 最 も 明 白 な 条 件 付 き 不 稔 性 表 現 型 な ど を 示 す 。 別 の 雄 性 親 系 列 及 び 雌 性 親 系 列 を 選 択
し 、 そ し て 任 意 に は 戻 し 交 配 し て 、 多 数 の 世 代 に 好 適 な 選 良 系 列 を 形 成 す る 。 こ れ ら の 最
終 的 に 選 択 さ れ た 事 象 に お け る 遺 伝 子 挿 入 体 を 、 条 件 付 き 稔 性 及 び 除 草 剤 耐 性 形 質 の 継 承
遺 伝 特 性 、 及 び 発 現 さ れ た 遺 伝 子 生 成 物 の 特 性 と 同 様 に 、 十 分 に 特 徴 付 け す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ う し て 選 択 さ れ た 雌 性 及 び 雄 性 の 親 系 列 を 次 い で 、 フ ィ ー ル ド 内 で 好 適 な 比 率 で 一 緒
に 間 作 し 、 そ し て こ れ に 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 好 適 な 率 0.05～ 5kg/haで 、 ま た 雑 種
種 子 の 生 成 を 最 適 化 す る た め に 選 択 さ れ た 早 咲 き 期 間 ま で の タ イ ミ ン グ で 噴 霧 す る 。 こ う
し て 生 成 さ れ た 種 子 の 利 点 は 、 種 子 の 活 力 か ら 利 益 を 得 る だ け で な く 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ
イ シ ン を 含 有 す る 除 草 剤 配 合 物 に 対 し て 耐 性 で あ る 植 物 を 発 生 さ せ 、 ひ い て は こ の DLホ ス
フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 雑 草 防 除 の た め に 使 用 で き る こ と で あ る 。 雑 種 種 子 の 利 点 は ま た 、 こ
れ ら が 発 現 さ せ る 除 草 剤 耐 性 が 、 将 来 の 自 家 受 粉 世 代 又 は 異 系 交 配 に よ っ て 形 成 さ れ る 近
親 関 係 の 雑 草 に は 不 完 全 に し か 伝 わ ら な い こ と で あ る 。 こ の よ う に 、 例 え ば 本 発 明 か ら 得
ら れ る 雑 種 稲 は 、 有 意 な 収 穫 損 失 な し に 、 雑 草 防 除 剤 と し て DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 使
用 し て 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 し か し 、 赤 米 雌 性 親 と 異 系 交 配 し た 雑 種 稲 に 由 来 す る 花
粉 の 子 孫 と し て 生 じ た 赤 米 植 物 の 将 来 世 代 は 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に よ る 処 理 に 対 し
て 栄 養 耐 性 と な る が し か し 、 (花 組 織 内 の D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 発 現 に よ り )自 家 稔 性
を 低 減 し て お り 、 わ ず か な 穀 粒 し か 生 成 し な い 。 従 っ て 、 本 発 明 の 雑 種 稲 に よ っ て 、 DLホ
ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン は 、 異 系 交 配 に よ り 生 じ た 密 接 な 近 親 関 係 に あ る 赤 米 中 に 除 草 剤 耐 性
形 質 が 形 成 さ れ る 結 果 と し て の 、 赤 米 に よ る 将 来 の 穀 粒 汚 染 リ ス ク が 大 幅 に 低 減 し た 状 態
で 、 雑 草 防 除 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 雑 種 作 物 か ら 生 じ る 稲 又 は 小 麦 の
第 2世 代 自 生 植 物 の 大 部 分 は 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に よ る 噴 霧 後 に 穀 粒 を 生 成 す る こ
と は な い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 雄 性 生 殖 構 造 内 に 優 先 的 に 発 現 さ れ 、 イ ム ア ザ メ タ ベ ン ズ メ チ ル 又 は フ ラ ム
プ ロ プ メ チ ル 又 は フ ラ ム プ ロ プ イ ソ プ ロ ピ ル を 加 水 分 解 し て 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ の 酸 に す
る こ と が で き る 酵 素 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 、 ト ウ モ ロ
コ シ の 形 質 転 換 /生 成
　 RA8-カ ル ボ キ シ エ ス テ ラ ー ゼ -nos発 現 カ セ ッ ト を 、 上 述 の 一 連 の ブ ル ー ス ク リ プ ト skベ
ク タ ー 、 pBLRA8_Q01470, pBLRA8_P37967及 び pBLRA8_P40363中 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 任 意
に は 、 こ れ ら を 、 選 択 マ ー カ ー を 含 む DNA、 例 え ば pUbiHyg又 は pSOG35と 同 時 ボ ン バ ー ド し
、 選 択 し 、 そ し て 、 例 え ば 国 際 公 開 第 98/39462号 パ ン フ レ ッ ト の 実 施 例 11に 上 述 し た よ う
な ヒ グ ロ マ イ シ ン 又 は メ ト ト レ キ サ ー ト を 使 用 し て 再 生 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 或 い は 、 pZEN18_BLRA8_Q01470を 直 接 的 に ボ ン バ ー ド す る か 、 又 は 炭 化 ケ イ 素 ホ イ ス カ
ー 上 で ト ウ モ ロ コ シ 細 胞 中 に 移 し 、 そ し て ト ウ モ ロ コ シ 植 物 を 選 択 し 、 そ し て 、 例 え ば 国
際 公 開 第 00/66748号 パ ン フ レ ッ ト の 実 施 例 12及 び 13に 記 載 さ れ て い る よ う に グ リ ホ サ ー ト
上 で 再 生 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 或 い は 、 超 バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー を 含 有 す る ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス (A
grobacterium tumefaciens)を 使 用 し て 、 ト ウ モ ロ コ シ 形 質 転 換 を 実 施 す る 。 例 え ば 、 pZE
N18発 現 カ セ ッ ト 及 び BLRA8_Q01470キ メ ラ 遺 伝 子 を pZEN18_BLRA8_Q1470か ら 切 り 取 り 、 そ
し て 国 際 公 開 第 00/66748号 パ ン フ レ ッ ト に 記 載 さ れ た も の と 類 似 の 一 連 の 工 程 に お い て 、
一 連 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 及 び 相 同 組 換 え に よ っ て 、 pSB1由 来 の 超 バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー の 左
右 T-DNA境 界 間 の 位 置 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 未 成 熟 胚 に 由 来 す る 植 物 材 料 に 、 グ リ ホ サ
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ー ト ・ マ ー カ ー 遺 伝 子 と 本 発 明 の キ メ ラ 遺 伝 子 と を 含 む 超 バ イ ナ リ ・ ベ ク タ ー を 含 有 す る
Agrobacteriumを 感 染 さ せ る 。 植 物 を 選 択 し 、 そ し て 、 国 際 公 開 第 00/66748号 パ ン フ レ ッ
ト に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 グ リ ホ サ ー ト を 使 用 し て 再 生 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 形 質 転 換 か ら 誘 導 さ れ た 植 物 の 葉 組 織 か ら 、 DNAを 抽 出 し 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 及 び カ
ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 存 在 に 関 し て PCRを 実 施 す る 。 PCR陽 性 植 物
を 繁 殖 さ せ る 。 開 花 中 、 雌 し べ 及 び 葯 を 捕 集 し 、 そ し て RNAを 調 製 す る 。 DNA発 現 を ノ ー ザ
ン 分 析 に よ っ て 確 認 す る 。 加 え て 、 大 腸 菌 中 の pETベ ク タ ー を 使 用 し て 、 カ ル ボ キ シ ル エ
ス テ ラ ー ゼ 遺 伝 子 を 発 現 さ せ 、 そ し て 部 分 精 製 す る 。 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質
バ ン ド を SDSゲ ル か ら 切 り 出 し 、 そ し て 、 こ れ ら の バ ン ド を 使 用 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 生 成 す る 。 こ れ ら の 抗 体 を 使 用 し て 、 花 組 織 及 び そ の 他 の 組 織 に お け る 発 現 を ウ ェ ス タ
ン 分 析 に よ っ て 検 出 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 S-フ ル ア ジ フ ォ プ 酸 に よ る 成 長 阻 害 に 対 し て 高 め ら れ た 感 受 性 を 示 す 表 現 型
へ の 、 ト ウ モ ロ コ シ 細 胞 の 形 質 転 換
　 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 配 列 を コ ー ド す る DNA配 列 AAR49
827(GENESEQN Derwent デ ー タ ベ ー ス 受 入 AA4447の DNA配 列 内 に 含 ま れ る GENESEQP Derwent
 デ ー タ ベ ー ス )、 又 は 、 P70473(EMBL受 入 RN2ARYLCOの DNA配 列 内 に 含 ま れ る Swissprot)を
、 RT-PCR又 は 合 成 的 に 獲 得 し 、 こ れ に よ り 植 物 組 織 内 の 発 現 を 最 適 化 す る 。 フ ラ ン キ ン グ
PCRプ ラ イ マ ー 及 び 合 成 DNA配 列 を 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め の 固 有 制 限 部 位 を 配 置 す る よ う に
構 成 す る 。 好 ま し く は 、 ま た エ ピ メ ラ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 が 、 交 絡 す る 内 部 部 位 を 含 有 し な
い 場 合 に は 、 Nco 1又 は Nde 1部 位 を 5'末 端 に 配 置 し 、 こ れ に よ り 、 5'で ORFに 加 え ら れ た
配 列 と の イ ン フ レ ー ム 融 合 の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る 。 或 い は 、 ATG翻 訳 開 始 部 位 介 在
配 列 の 上 流 に 制 限 部 位 を 配 置 し て 、 こ れ に よ り 、 Kozakに 基 づ く よ う な 植 物 翻 訳 コ ン セ ン
サ ス 配 列 に 一 致 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 そ れ ぞ れ EMBL受 入 J05439又 は X77783の DNA配 列 内 に 含 ま れ る 、 「 長 鎖 」 ア シ ル CoAシ ン テ
タ ー ゼ ・ タ ン パ ク 質 配 列 P18163又 は P39518(Swissprot)を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 RT-PCR又
は 合 成 的 に 得 る 。 フ ラ ン キ ン グ PCRプ ラ イ マ ー 及 び 合 成 DNA配 列 を 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め の
有 用 な 固 有 制 限 部 位 を 配 置 す る よ う に 構 成 す る 。 好 ま し く は 、 ま た エ ピ メ ラ ー ゼ ・ コ ー ド
配 列 が 、 交 絡 す る 内 部 部 位 を 含 有 し な い 場 合 に は 、 Nco 1又 は Nde 1部 位 を 5'末 端 に 配 置 し
、 こ れ に よ り 、 5'で ORFに 加 え ら れ た 配 列 と の イ ン フ レ ー ム 融 合 の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に
す る 。 或 い は 、 ATG翻 訳 開 始 部 位 介 在 配 列 の 上 流 に 制 限 部 位 を 配 置 し て 、 こ れ に よ り 、 Koz
akに 基 づ く よ う な 植 物 翻 訳 コ ン セ ン サ ス 配 列 に 一 致 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 実 施 例 1及 び 2と 同 様 に 、 上 記 コ ー ド 配 列 を 最 初 に uPC19内 又 は ブ ル ー ス ク リ プ ト sk内 に
ク ロ ー ニ ン グ す る 。 次 い で 、 好 ま し く は コ ー ド 配 列 の 5'末 端 で Nco 1部 位 を 用 い て 、 好 適
な 制 限 酵 素 で コ ー ド 配 列 を 切 り 取 っ て pMJB1内 に 挿 入 し 、 こ れ に よ り 、 別 の イ ン フ レ ー ム
融 合 発 現 カ セ ッ ト を 形 成 す る 。 こ れ ら の カ セ ッ ト は 、 5'か ら 3'に 向 か っ て 、 CaMV35Sプ ロ
モ ー タ ー 、 TMV翻 訳 エ ン ハ ン サ ー 、 ア シ ル CoAシ ン テ タ ー ゼ 又 は エ ピ メ ラ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列
-nosタ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 。 pMJB1は 、 植 物 操 作 性 二 重 増 強 型 CaMV35Sプ ロ モ ー タ ー ;TMVオ
メ ガ ・ エ ン ハ ン サ ー 及 び nosタ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 含 有 す る pUC19誘 導 型 プ ラ ス ミ ド で あ る
。 pMJB1の 概 略 は 、 国 際 公 開 第 98/20144号 パ ン フ レ ッ ト の 図 2に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 こ う し て pMJB1誘 導 体 、 す な わ ち 、 別 の エ ピ メ ラ ー ゼ 発 現 カ セ ッ ト を 含 む pMJ35S_AAR498
27な ど 、 及 び 別 の ア シ ル CoAシ ン テ タ ー ゼ 発 現 カ セ ッ ト を 含 む pMJ35S_P18163な ど が 形 成 さ
れ る 。 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 、 こ れ ら は 任 意 に は さ ら に ベ ク タ ー 内 、 例 え ば 植 物 選 択 マ ー
カ ー 遺 伝 子 を 含 む pUbiHyg内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 或 い は 、 2つ の 構 造 、 つ ま り 一 方 は 、 「 長 鎖 」 ア シ ル CoAシ ン テ タ ー ゼ の 発 現 の た め の 構
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造 、 そ し て 他 方 は 、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ の 発 現 の た め の 構 造 を 、 図
3A及 び 図 3Bの 概 略 的 な 構 成 に 基 づ い て 形 成 す る 。 図 3Aに お い て 、 DNA構 造 は 、 5'か ら 3'に
向 か っ て 、 ト ウ モ ロ コ シ ・ ポ リ ユ ビ キ チ ン ・ プ ロ モ ー タ ー 領 域 (EMBL:ZM29159)、 ア シ ル Co
Aシ ン テ タ ー ゼ を コ ー ド す る DNA配 列 (ELBL:J05439)、 nosタ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 、 CMV35Sプ ロ
モ ー タ ー 領 域 、 ト ウ モ ロ コ シ ADHイ ン ト ロ ン を 含 む 5'未 翻 訳 リ ー ダ ー 配 列 を コ ー ド す る 領
域 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン ・ ア セ チ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る DNA配 列 、 及 び n
osタ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 。 通 常 通 り 、 DNA構 造 全 体 を 、 大 腸 菌 複 製 起 源 と ア ン ピ リ シ ン 耐
性 遺 伝 子 と を 含 む ベ ク タ ー (例 え ば pUC誘 導 体 )内 の 好 適 な 部 位 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 構
造 3Bも 同 じ で あ る が 、 但 し こ の 場 合 に は 、 ア シ ル CoAシ ン テ タ ー ゼ を コ ー ド す る DNA配 列 が
、 2-ア リ ー ル プ ロ ピ オ ニ ル -CoAエ ピ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る DNA配 列 (EMBL:Y08172)と 置 換 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ れ ら の ベ ク タ ー を 、 ホ イ ス カ ー を 使 用 し て 、 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 細 胞 培 養 中 に 形 質 転 換
す る 。 例 え ば 、 事 実 上 Frame 他 (1994), Plant J., 6, 941-948に よ っ て 記 載 さ れ た よ う な
方 法 を 用 い て 、 DNAが コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 炭 化 ケ イ 素 ホ イ ス カ ー と 細 胞 と を 接 触 さ せ
る こ と に よ り 、 BMS細 胞 の 細 胞 懸 濁 液 を 形 質 転 換 す る 。 こ の よ う に 生 成 さ れ た 形 質 転 換 カ
ル ス を 、 広 範 囲 の 濃 度 の 選 択 剤 を 含 有 す る 培 地 内 で の 示 差 成 長 に 基 づ い て 選 択 す る 。 こ の
選 択 剤 は 、 形 質 転 換 に 使 用 さ れ る DNAに 応 じ て 、 例 え ば 、 グ リ ホ セ ー ト 、 ヒ グ ロ マ イ シ ン
、 L-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又 は カ ナ マ イ シ ン で あ っ て よ い 。 図 3A及 び 3Bに 示 さ れ た 構 造 の
場 合 、 選 択 は 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又 は そ の 誘 導 体 上 で 実 施 さ れ る 。 繁 殖 さ せ ら れ 、
選 択 剤 中 で 成 長 を 続 け る カ ル ス と し て 、 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 系 列 を 選 択 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 例 え ば 、 炭 化 ケ イ 素 ホ イ ス カ ー を 使 用 し た 形 質 転 換 に 続 い て 、 1mg/L Bialaphosが 補 充
さ れ た MS培 地 上 で 、 BMSを 成 長 さ せ る 。 2週 間 後 に 、 5mg/L Bialaphosが 補 充 さ れ た MS系 培
地 に 、 こ れ ら の 細 胞 を 移 し 、 こ こ で 、 細 胞 は 6～ 8週 間 に わ た っ て 留 ま る 。 耐 性 カ ル ス を 形
成 し 、 2mg/L Bialaphosが 補 充 さ れ た MS培 地 に 移 す 。 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た カ ル ス を 、
液 状 MS系 培 地 内 に 移 し 、 こ こ で こ れ ら の カ ル ス を 2週 間 に わ た っ て 成 長 さ せ て お く 。 こ の
期 間 終 了 後 に 、 細 胞 を ぺ レ ッ ト 化 し 、 1:10の 希 釈 率 の 培 地 内 に 再 懸 濁 さ せ る 。 次 い で こ れ
ら を 6ウ ェ ル ・ ア ッ セ イ ・ プ レ ー ト 内 に 均 一 に 分 配 し 、 2.5ppm及 び 10ppmの R又 は S フ ル ア
ジ フ ォ プ に 暴 露 す る 。 R又 は S フ ル ア ジ フ ォ プ の 存 在 に お け る 4日 間 経 過 後 、 0.1mlの 沈 澱
容 積 の 細 胞 を ウ ェ ル か ら 取 り 出 し 、 新 鮮 な 液 状 MS培 地 で 洗 浄 し 、 そ し て 固 形 MS系 培 地 上 に
平 板 培 養 す る 。 細 胞 が 活 性 成 長 し 分 裂 す る 能 力 に 対 し て 、 7日 後 に 得 点 を つ け た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 形 質 転 換 系 列 を 、 S-フ ル ア ジ フ ォ プ 、 S-フ ル ア ジ フ ォ プ ブ チ ル 又 は 類 似 の S-ア リ ー ル オ
キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ ー ト 及 び 誘 導 体 に 対 す る 感 受 性 に 関 し て 、 形 質 転 換 さ れ て い な
い 系 列 と 比 較 す る 。 BMS細 胞 内 で 発 現 さ れ る と 、 比 較 的 高 濃 度 の S-フ ル ア ジ フ ォ プ 、 S-フ
ル ア ジ フ ォ プ ブ チ ル に よ る 成 長 阻 害 に 対 し て の み 感 受 性 を 有 す る も の か ら 、 極 め て 低 濃 度
(2分 の 1～ 3分 の 1以 下 )に 対 し て 感 受 性 を 有 す る も の へ 、 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 細 胞 の 表 現
型 を 転 換 す る 酵 素 又 は 酵 素 複 合 体 を コ ー ド す る 配 列 と し て 、 本 発 明 の 方 法 に お け る 使 用 に
好 ま し い 酵 素 を コ ー ド す る DNAコ ー ド 配 列 を 選 択 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 他 の 実 施 例 に お い て 記 載 さ れ て い る よ う に 、 こ う し て 選 択 さ れ た DNAコ ー ド 配 列 を 使 用
し て 、 S-フ ル ア ジ フ ォ プ 又 は S-フ ル ア ジ フ ォ プ エ ス テ ル の 外 生 的 適 用 に 応 じ て 雄 又 は 雌 不
稔 性 で あ る 小 麦 植 物 系 列 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 酸 化 す る D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る 遺
伝 子 を 生 成 す る た め の 特 定 部 位 突 然 変 異 形 成
　 こ の 実 施 例 は 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 酸 化 す る 改 善 さ れ た 能 力 を 有 す る R.グ ラ シ リ
ス  D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 変 異 形 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 生 成 に 関 す る 。 本 発 明 の 好 ま し
い 実 施 態 様 に お い て 、 他 の 実 施 例 に お い て 説 明 し た よ う に こ れ ら の 遺 伝 子 を 使 用 し 、 D-ホ
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ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 適 用 時 に 不 稔 性 を 条 件 付 き に す る 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 こ れ ら の 遺
伝 子 は 、 位 置 「 213」 及 び /又 は 位 置 「 238」 に 単 独 の ア ミ ノ 酸 変 化 を 有 す る 酵 素 を コ ー ド
す る 。 「 213」 位 置 に お け る メ チ オ ニ ン を 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 配 列 モ チ ー フ RCTMDSSに お け
る Mと 称 す る 。 「 238」 位 置 に お け る チ ロ シ ン を 、 天 然 型 タ ン パ ク 質 配 列 モ チ ー フ GGTYGVG
内 の 「 Y」 と 称 す る 。 こ れ ら の 位 置 の 一 方 又 は 両 方 に お け る ア ミ ノ 酸 変 化 を 有 す る 一 連 の D
-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 変 異 形 を コ ー ド す る 一 連 の 遺 伝 子 を 提 供 す る た め の ア プ ロ ー チ は
、 当 業 者 に 数 多 く 知 ら れ て い る 。 突 然 変 異 発 生 の た め の DNA鋳 型 は ま た 、 用 途 に 応 じ て 選
択 さ れ る 。 こ の よ う に 例 え ば 、 植 物 内 の 発 現 の た め に 突 然 変 異 遺 伝 子 を 意 図 す る 場 合 に は
、 R.グ ラ シ リ ス  Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 、 例 え ば SEQ ID NO:7を コ ー ド す る 合 成 DNAが 、 好
適 な 開 始 点 と な る 。 他 方 に お い て 、 更 な る 突 然 変 異 生 成 ラ ウ ン ド 及 び 酵 母 に 基 づ く 選 択 系
の 改 善 の た め の 開 始 点 と し て 、 突 然 変 異 を す ぐ に 用 い た い 場 合 に は 、 (任 意 に は S. セ レ ビ
ジ ア エ に お け る 発 現 の た め に 改 善 さ れ た )天 然 型 DNA配 列 が よ り 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 R.グ ラ シ リ ス  D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 好 適 な 変 異 形 を 提 供 す る た め の 好 ま し い 方 法
は 、 Strategenes Quickchange 突 然 変 異 生 成 キ ッ ト を 用 い て 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使
用 す る こ と で あ る 。 製 造 者 の 指 示 書 に 従 っ て 方 法 を 実 施 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 例 え ば (D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る R.グ ラ シ リ ス  DNA配 列 が 突 然 変 異 生 成 の
た め の 鋳 型 DNAで あ る 場 合 )、 「 ト ッ プ 」 (RGMUTTOP)及 び 「 ボ ト ム 」 (RGMUTBOT)変 性 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 対 が 、 50-250ヌ ク レ オ チ ド 長 を 有 し 、 内 部 に 下 記 配 列 領 域 を 含 む よ う に 構 成
さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
RGMUTTOPは 内 部 に 配 列 (SEQ ID NO:8)
【 ０ １ ４ ０ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
を 含 む 。
RGMUTBOTは 内 部 に 配 列 (SEQ ID NO:9)
【 ０ １ ４ ２ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ３ 】
を 含 む 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 加 え て 、 こ れ ら 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド RGMUTTOP及 び RGMUTBOTは そ れ ぞ れ の 末 端 に 、 2
つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 互 い に ア ニ ー ル さ れ る と 、 好 適 な 固 有 制 限 部 位 対 に お け る 鋳 型
DNAの 切 り 出 し 時 に 形 成 さ れ た 末 端 と 正 確 に 適 合 す る 5'及 び 3'末 端 を 構 成 す る 配 列 を 含 む (
す な わ ち 、 ア ニ ー ル さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る
鋳 型 DNAか ら 切 り 出 さ れ た 固 有 制 限 フ ラ グ メ ン ト を 置 換 す る こ と が で き る よ う に 構 成 さ れ
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る )。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 0.5～ 1.0μ gの 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 0.5mlの Eppendorf遠 心 分 離 管 に 移 し 、 好 適 な
温 度 (計 算 さ れ た 融 点 に 応 じ て 、 例 え ば 94℃ )で 5分 間 に わ た っ て 加 熱 し 、 そ し て 室 温 ま で
冷 却 す る こ と に よ り ゆ っ く り と ア ニ ー ル す る 。 次 い で 鋳 型 DNA(例 え ば pYEA6/CT酵 母 シ ャ ト
ル ・ ベ ク タ ー )を 2つ の 制 限 酵 素 で 切 り 出 し (置 換 さ れ る べ き 2つ の コ ド ン を 含 む 領 域 に 跨 が
り 、 そ し て ア ニ ー ル さ れ た DNAの 末 端 を 特 徴 付 け す る 、 鋳 型 DNA内 の 2つ の 固 有 制 限 部 位 に
従 う )、 ゲ ル 精 製 し 、 ア ニ ー ル さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 連 結 し 、 そ し て 例 え ば 実 施 例 1
3に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 酵 母 内 に 形 質 転 換 し 、 こ れ に よ り 、 突 然 変 異 生 成 に よ っ て 形
成 さ れ た D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を 酵 母 内 に 発 現 さ せ る 。 次 い で 、 上 述 の よ う に 、 単 独 窒
素 源 と し て の Dホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 類 似 体 (例 え ば D-ホ モ シ ス テ イ ン 酸 )又 は D-ホ ス フ
ィ ノ ス ラ イ シ ン (PAT遺 伝 子 が 同 時 発 現 さ れ る 場 合 )上 で 最 良 の 成 長 を も た ら す 酵 母 ク ロ ー
ン を 、 所 期 特 性 を 有 す る 変 異 形 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 を 含 有 す る ク ロ ー ン
と し て 選 択 す る 。 或 い は 、 酵 母 以 外 の 何 ら か の 微 生 物 内 で 、 そ し て 大 腸 菌 溶 原 中 の pETベ
ク タ ー の t7プ ロ モ ー タ ー 発 現 制 御 下 で 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を 発 現 さ せ る 。 こ の 場 合
に は 、 形 質 転 換 に 続 い て 、 個 々 の コ ロ ニ ー を 採 取 し 、 複 製 平 板 培 養 し 、 成 長 さ せ 、 誘 導 し
、 溶 解 し 、 そ し て 、 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 (例 え ば 過 酸 化 物 発 生 に 対 す る 蛍 光 分 析 ス ク リ
ー ン 、 又 は ア ン モ ニ ア 発 生 に 対 す る 比 色 分 析 ア ッ セ イ )を 用 い て 、 Dホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン
に 対 す る 所 期 基 質 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ う し て 選 択 さ れ た 酵 母 又 は そ の 他
の 微 生 物 ク ロ ー ン を 成 長 さ せ 、 DNAを 調 製 し 、 そ し て 、 PCRの プ ル ー フ リ ー デ ィ ン グ 及 び In
vitrogens Zero Blunt TOPOキ ッ ト を 使 用 し た pCRBlunt II内 へ の ク ロ ー ニ ン グ を 介 し て 、
完 全 長 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ DNA配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る 。 選 択 さ れ た ク ロ ー ン を 特 徴
付 け す る D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 を 決 定 す る 。 こ れ ら の D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ
ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 を 、 pETベ ク タ ー (例 え ば Novagen pET 24a)内 で の 発 現 の た め に さ ら に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 大 腸 菌  BL21 DE3中 に 形 質 転 換 す る 。 細 胞 を 、 発 酵 槽 内 の 100μ
g/mlカ ナ マ イ シ ン を 含 有 す る LCM50培 地 上 で 成 長 さ せ 、 IPTGで 誘 導 し 、 破 壊 し 、 抽 出 物 を
部 分 精 製 し 、 そ し て D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 に 関 し て ア ッ セ イ す る (下 記 の 通 り )。 許
容 可 能 な 安 定 性 と 、 pH7.0の D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に 対 し て 純 粋 タ ン パ ク 質 1mg当 た り 最
高 の 活 性 (kcat/Km)と を も た ら す D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 を コ ー ド す る D-ア ミ ノ 酸 オ
キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を 選 択 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 加 え て 、 具 体 的 に 標 的 を 絞 っ た D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 を コ ー ド す る 一 連 の 具 体 的
な DNA配 列 が 生 成 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 位 置 213に お い て メ チ オ ニ ン を 置 換 す る ア ル ギ ニ ン
、 セ リ ン 、 シ ス テ イ ン 、 リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は ア ラ ニ ン を 有 し 、 且 つ /又 は 、 位 置 238
に お い て チ ロ シ ン を 置 換 す る ヒ ス チ ジ ン 、 セ リ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 又 は ア ラ ニ
ン を 有 す る ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス  Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 生 成 さ
れ る 。 上 述 の も の と 同 じ 方 法 を 用 い る が 、 但 し こ こ で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 で
は な く 、 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 を 、 そ れ ぞ れ 単 一 又 は 二 重 の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ さ
せ る よ う に 構 成 し 、 こ れ ら を 使 用 す る 。 結 果 と し て 生 じ た 突 然 変 異 形 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ
ー ゼ 配 列 を 、 Novagen pET24Aに お け る T7プ ロ モ ー タ ー の 背 後 で の (標 識 付 け さ れ て い な い )
発 現 の た め に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 大 腸 菌  BL21 DE3中 に 形 質 転 換 す る 。 細 胞 を 、 1.0L
発 酵 槽 内 で 100μ g/mlカ ナ マ イ シ ン を 補 充 さ れ た LCM50培 地 中 で 成 長 さ せ 、 1mM IPTGで 発 現
の た め に 誘 導 し 、 そ し て 低 速 遠 心 分 離 に よ っ て 採 取 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 LCM50培 地 は 1リ ッ ト ル 中 に 下 記 の も の を 含 む ：
　 KH 2 PO 4 (3g), Na 2 HPO 4 (6g), NaCl(0.5g), カ ゼ イ ン 加 水 分 解 物 (Oxoid)(2g), (NH 4 ) 2 SO 4 (
10g), 酵 母 抽 出 物 (Difco)(10g), グ リ セ ロ ー ル (35g)(こ れ ら の 成 分 を 溶 液 中 に 形 成 し 、 そ
し て オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 す る )。 下 記 付 加 的 な 成 分 : MgSO 4 (246.5mg/ml溶 液 2.5ml)、 チ ア
ミ ン .HCl(8mg/ml溶 液 1ml)、 CaCl 2 .2H 2 O(147g/l溶 液 0.2ml)、 *FeSO 4 .7H 2 O/ク エ ン 酸 ス ト ッ
ク (2ml)、 **微 量 元 素 溶 液 (5ml)を 溶 液 と し て ろ 過 滅 菌 し 、 こ れ ら を 培 地 に 添 加 し 、 そ し て
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1リ ッ ト ル ま で 形 成 す る 。
*100ml当 た り の FeSO 4 .7H 2 O/ク エ ン 酸 ス ト ッ ク は 、 FeSO 4 .7H 2 O(0.415mg)、 ク エ ン 酸 (0.202
mg)か ら 成 る 。
**1 ml当 た り の 微 量 元 素 溶 液 組 成 物 は 、 AlCl 3 .6H 2 O(20mg)、 CoCl 2 .6H 2 O(8mg), KCo(SO 4 ) 2
12H 2 O(2mg), CuCl 2 .H 2 O(2mg), H 3 BO 3 (1mg), KI(20mg), MnSO4 .H 2 O(0.8mg), Na 2 MoO 4 .2H 2 O
(4mg), ZnSO 4 .7H 2 O(4mg)で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 湿 潤 重 量 約 7gの 細 胞 を 水 中 で 洗 浄 す る 。 細 胞 を 2mM EDTA, 2mM DTT及 び 0.01mM FADを 含
有 す る pH7の 等 容 積 の 50mM/Mops/KOH緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 さ せ る 。 ガ ラ ス ・ ホ モ ジ ネ イ ザ ー を
使 用 し て 、 細 胞 を 均 一 に 懸 濁 さ せ 、 次 い で Constant Systems(BudBrooke Rd, Warwick U.K
.)Basc Z細 胞 破 壊 器 の ワ ン シ ョ ッ ト ・ ヘ ッ ド を 使 用 し て 、 13500psiで 破 壊 す る 。 粗 抽 出 物
を 1時 間 に わ た っ て 30,000gavで 低 温 (約 4℃ )遠 心 分 離 さ せ て お き 、 ぺ レ ッ ト を 廃 棄 す る 。
抽 出 物 タ ン パ ク 質 の い く ら か を 、 ク ー マ シ ー ・ ブ ル ー で 染 色 さ れ た SDS PAGEゲ ル 上 で 走 行
さ せ 、 そ し て 、 「 空 」 pETベ ク タ ー だ け を 含 有 す る 細 胞 の 同 様 に 調 製 さ れ た 抽 出 物 と 並 行
し て 比 較 す る こ と に よ り 、 抽 出 物 中 の 総 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 2～ 50%が Dア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ
ー ゼ で あ る こ と を 評 価 す る 。 抽 出 物 タ ン パ ク 質 の い く ら か を 、 0.01mM FADを 含 有 す る pH7.
0の 50mM/Mops/KOH緩 衝 液 中 に 交 換 す る 。 こ れ を 標 準 酸 素 電 極 セ ル (ゼ ロ 濃 度 の 酸 素 と 飽 和
濃 度 の 酸 素 と の 間 で 25℃ で 校 正 す る )内 で 同 じ 緩 衝 液 で 希 釈 す る 。 任 意 に は 、 Dア ミ ノ 酸 オ
キ シ ダ ー ゼ を 、 イ オ ン 交 換 、 フ ェ ニ ル セ フ ァ ロ ー ス 、 分 別 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 澱 及 び ゲ ル
ろ 過 を 用 い て さ ら に 精 製 す る 。 希 釈 さ れ た 酵 素 に 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の ア ン モ ニ ウ
ム 塩 の 200mM溶 液 を 添 加 す る こ と に よ り 、 ア ッ セ イ を 25℃ で 開 始 す る 。 酸 素 電 極 セ ル に お
け る 最 終 反 応 容 積 は 2mlで あ る 。 酸 素 消 費 速 度 (ベ ー ス ラ イ ン に お け る ド リ フ ト を 差 し 引 い
た 後 )を 測 定 す る 。 R. gracilis Dア ミ ノ 酸 の M213R(メ チ オ ニ ン に 対 す る ア ル ギ ニ ン 置 換 )
突 然 変 異 形 は 、 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 約 14nmol/分 /mgの 粗 抽 出 物 タ ン パ ク 質 の 速 度 で
酸 化 す る (各 抽 出 物 中 の D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 評 価 さ れ た 純 度 は 、 総 タ ン パ ク 質 の 35+
/-15%で あ る )。 対 照 試 験 に お い て 、 純 粋 L形 は 全 く 酸 化 さ れ ず 、 そ し て 、 純 粋 D形 は DLが 酸
化 さ れ る 速 度 の 最 大 2倍 で 酸 化 さ れ る 。 類 似 条 件 下 で は 、 天 然 型 (突 然 変 異 さ れ て い な い )R
.グ ラ シ リ ス  D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ は 、 DL又 は Dホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 酸 化 す る 有 意
な 能 力 (<0.4nmol/分 /mg)を 示 さ な い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 酸 化 に 対 し て 改 善 さ れ た 特 異 性 (Kcat/Km)を 有 す る
酵 素 を コ ー ド す る D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を 生 成 す る た め の 突 然 変 異 及 び 選 択
　 天 然 型 ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス  D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 を 、 GAL1プ ロ モ
ー タ ー の 下 流 の HindIII/PmeIフ ラ グ メ ン ト と し て 、 Invitrogenの pYES6/CTシ ャ ト ル ・ ベ ク
タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 同 様 に 、 天 然 型 ロ ド ト ル ラ  D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー
ド 配 列 を 、 ADHI構 成 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 の XbaIフ ラ グ メ ン ト と し て 、 pAUR123タ ン パ ク 質
発 現 シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー (Panvera)内 に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー の 構 成 を 大
腸 菌 内 で 行 い 、 こ れ に 続 い て 、 S288C サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ ジ ア エ 中 に 形 質 転 換 す る 。
適 切 な 場 合 に は 、 PAT遺 伝 子 を 使 用 し て 、 そ れ ぞ れ pYES6/CT/pAUR123上 の ブ ラ ス チ シ ジ ン
又 は オ ー レ オ バ シ ジ ン 抗 生 物 質 を 置 換 し 、 そ し て 抗 生 物 質 で は な く DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ
ン を 使 用 す る こ と に よ り 、 選 択 を 維 持 す る 。 加 え て 、 ロ ド ト ル ラ  D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー
ゼ の M213R又 は M213S遺 伝 子 、 又 は M213S, Y238S突 然 変 異 形 を 、 野 生 型 コ ー ド 配 列 の 代 わ り
に ク ロ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 種 々 の 突 然 変 異 生 成 法 を 用 い て 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 更 な る 突 然 変 異 形 を 形 成 す
る 。 例 え ば 、 Mn2+-D-毒 化 PCRに よ っ て 、 ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 の 多 数 の 変 異
形 を 生 成 し 、 2つ の シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー の GAL1又 は ADH1プ ロ モ ー タ ー の 前 面 に 、 混 合 さ れ
た 個 体 群 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 酵 母 中 に 形 質 転 換 し 、 そ し て 、 単 独 窒 素 源 と し て の D-ホ モ シ
ス テ イ ン 酸 上 で 成 長 す る 能 力 を 酵 母 に 付 与 す る と い う 新 し い 配 列 の 能 力 に 基 づ い て 、 選 択
を 行 う 。 或 い は 、 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 上 に 直 接 的 に 突 然 変 異 及 び 選 択 を 行 う 。 例 え ば 、 化
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学 的 な 突 然 変 異 原 、 例 え ば 10～ 50mM D-ホ モ シ ス テ イ ン 酸 又 は (PAT遺 伝 子 が 発 現 さ れ る 場
合 )20～ 100mM DL-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン を 含 有 す る 窒 素 制 限 培 地 中 の EMSの 存 在 に お い て
、 発 酵 槽 内 で 上 述 の プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 を 成 長 さ せ 、 そ し て D-ア ミ ノ 酸 オ キ
シ ダ ー ゼ 発 現 (例 え ば 炭 素 源 と し て の ガ ラ ク ト ー ス 上 で 成 長 さ せ る )の た め に 誘 導 す る 。 連
続 的 な 継 代 培 養 後 、 単 独 N源 と し て の D-ホ モ シ ス テ イ ン 酸 又 は ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 上 で
成 長 す る 継 代 培 養 を 同 定 し 、 平 板 培 養 し 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 を サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ し 、 配 列 決 定 し 、 そ し て 更 な る 特 徴 付 け の た め に 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 別 の 好 ま し い 方 法 に お い て 、 増 幅 を 用 い て 、 ま た 大 腸 菌 菌 株 SL1-redに 通 す こ と に よ っ
て 、 2つ の シ ャ ト ル ・ ベ ク タ ー 上 で 突 然 変 異 生 成 を 実 施 す る 。 こ の 菌 株 は 、 3つ の 主 要 な DN
A修 復 経 路 、 mut S, mut D及 び mut Tが 欠 失 し て い る 。 そ の 結 果 、 DNA複 製 中 に 突 然 変 異 率
が 約 5000倍 増 大 す る 。 Stratageneに よ る プ ロ ト コ ル を 使 用 す る 。 例 え ば 、 10ngの シ ャ ト ル
・ ベ ク タ ー を 大 腸 菌 菌 株 SL1-red中 に 形 質 転 換 し 、 細 胞 を 成 長 さ せ 、 そ し て 次 い で 、 ア ン
ピ リ シ ン を 含 有 す る L-ブ イ ヨ ン 寒 天 上 に 24時 間 に わ た っ て 平 板 培 養 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 プ レ ー ト か ら コ ロ ニ ー を L-ブ イ ヨ ン 中 に す く い 取 る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ の プ レ ー ト か
ら 200個 を 上 回 る 形 質 転 換 物 コ ロ ニ ー ・ ロ ッ ト を プ ー ル し 、 1～ 2週 間 に わ た っ て L-ブ イ ヨ
ン /ア ン ピ リ シ ン 中 で 37℃ で 連 続 的 に 継 代 培 養 し 、 こ れ に よ り 多 数 の 細 胞 分 裂 が 生 じ た 。
多 数 の プ レ ー ト か ら 出 発 し て 、 同 様 の 手 順 を 実 施 す る 。 一 晩 成 長 さ せ た 細 胞 か ら 、 シ ャ ト
ル ・ ベ ク タ ー DNAの ミ ニ プ レ ッ プ を 調 製 し 、 そ し て 酵 母 内 に 戻 し て 形 質 転 換 す る 。 形 質 転
換 さ れ た 酵 母 を 成 長 さ せ 、 改 善 さ れ た D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る コ ロ ニ ー を 上 述
の よ う に 選 択 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 或 い は 、 D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ の 発 現 及 び 選 択 を 、 酵 母 以 外 の 何 ら か の 微 生 物 内 で 、
そ し て 大 腸 菌 溶 原 中 の pETベ ク タ ー の t7プ ロ モ ー タ ー 発 現 制 御 下 で 実 施 す る 。 こ の 場 合 、 D
-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 (任 意 に は Mn2+-D-毒 化 PCRに よ っ て 突 然 変 異 生 成 さ れ
る )を 、 pETベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 大 腸 菌  XL 1red中 に 形 質 転 換 し 、 そ し て 多 数 の
世 代 に わ た る 継 代 後 、 大 腸 菌 溶 原 、 例 え ば 大 腸 菌  BL212 DE3中 に 戻 し て 形 質 転 換 す る 。 次
い で 個 々 の コ ロ ニ ー を 採 取 し 、 複 製 平 板 培 養 し 、 成 長 さ せ 、 IPTGで 誘 導 し 、 溶 解 し 、 そ し
て 、 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 (例 え ば 過 酸 化 物 発 生 に 対 す る 蛍 光 分 析 ス ク リ ー ン 、 又 は ア ン
モ ニ ア 発 生 に 対 す る 比 色 分 析 ア ッ セ イ )を 用 い て 、 Dホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン に 対 す る 所 期 基
質 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 或 い は 、 ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス に お い て 直 接 的 に 、 突 然 変 異 を 生 成 し 、 改 善 さ れ た D-
ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 の た め の 選 択 を 行 う 。 単 独 窒 素 源 と し て D-ア ラ ニ ン 又
は D-グ ル タ メ ー ト を 有 す る 最 小 培 地 内 で R.グ ラ シ リ ス を 成 長 さ せ 、 EMSに よ る 連 続 的 な 突
然 変 異 生 成 ラ ウ ン ド を 施 し 、 そ し て 、 緊 縮 度 を 増 大 し た 培 地 中 へ の 継 代 培 養 を 介 し て 選 択
す る 。 こ の 培 地 で は 、 単 独 窒 素 源 が D-グ ル タ メ ー ト か ら D-ホ モ シ ス テ イ ン 酸 に シ フ ト さ れ
る 。 こ の 実 施 例 の 変 更 形 に お い て 、 ロ ド ト ル ラ ・ グ ラ シ リ ス を 、 こ れ が PATを 発 現 さ せ る
よ う に (ガ ラ ク ト ー ス 上 で 又 は 構 成 的 に 成 長 さ せ ら れ る 場 合 )、 上 記 酵 母 ベ ク タ ー の 1つ で
形 質 転 換 し 、 そ し て 、 単 独 窒 素 源 と し て の DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 又 は Dホ ス フ ィ ノ ス ラ
イ シ ン 上 で 、 緊 縮 選 択 の 最 終 段 を 行 う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 任 意 に は 、 酵 母 の 選 択 の た め に 使 用 さ れ る 培 地 は 、 低 濃 度 の 溶 剤 (例 え ば 0.1% DMSO)を
含 有 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 鏡 像 異 性 的 に 純 粋 な 形 の D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 生 成
　 T7プ ロ モ ー タ ー の 背 後 の (標 識 付 け さ れ て い な い )発 現 に 関 し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た PAT
コ ー ド 配 列 (A02774)を 有 す る Novage pET 24Aで 、 大 腸 菌  BL21 DE3コ ド ン 及 び RILを 形 質 転
換 す る 。 カ ナ マ イ シ ン を 含 有 す る LCM50培 地 の 発 酵 槽 内 で 約 40 OD 6 0 0 n m の 密 度 ま で 、 こ れ
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ら の 細 胞 を 成 長 さ せ 、 0.2M IPTGで 誘 導 し 、 低 速 遠 心 分 離 に よ っ て 採 取 し 、 そ し て D/Lホ ス
フ ィ ノ ス ラ イ シ ン (PPT)の ア ン モ ニ ウ ム 塩 9.91gを 含 有 す る 最 小 培 地 内 に 素 早 く 移 す 。
【 ０ １ ５ ７ 】
最 小 培 地 (1リ ッ ト ル 中 )は 次 の 通 り で あ る ：
Na 2 HPO 4 (6g), KH 2 PO 4 (3g), NaCl(1g), NH 4 Cl(1g)を 水 中 に 溶 解 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し
、 そ し て 下 記 溶 液 を ろ 過 滅 菌 後 に 添 加 し た ：
CaCl 2  (14.7g/lで 1ml)、 MgSO 4 (246.5g/lで 1ml)、 チ ア ミ ン .HCl(1mg/mlで 5ml)、 グ ル コ ー
ス (別 個 に オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 さ れ た 20%溶 液 30ml)、 DMSO 0.5ml。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 発 酵 の 詳 細 は 下 記 の 通 り で あ る 。 10リ ッ ト ル の 発 酵 槽 の LCM 50培 地 に 、 大 腸 菌  BL21 DE
3コ ド ン 及 び PAT遺 伝 子 を 含 有 す る RILか ら 成 る LBブ イ ヨ ン で 成 長 さ せ た 接 種 材 料 (200ml)を
接 種 し 、 そ し て 30℃ 、 200rpm撹 拌 速 度 、 pH6.5、 酸 素 濃 度 50%で 維 持 し 、 空 気 飽 和 さ せ る 。
約 12時 間 後 、 培 養 は 、 約 30の OD 6 0 0 n m ま で 成 長 す る 。 次 い で 、 0.2mM IPTGを 添 加 す る こ と
に よ っ て 、 培 養 を PAT発 現 の た め に 誘 導 す る 。 1.5時 間 後 、 培 養 は 典 型 的 に は さ ら に 約 40の
OD 6 0 0 n m ま で 成 長 し 、 そ の 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ っ て 採 取 し 、 そ し て 8リ ッ ト ル の 最 小 培
地 内 で 洗 浄 す る 。 細 胞 を 再 度 回 転 さ せ 、 D/Lホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 商 業 的 に 入 手 可 能 な
ア ン モ ニ ウ ム 塩 9.91g及 び さ ら に 0.2M IPTGを 含 有 す る 最 小 培 地 中 で 、 発 酵 槽 の 最 終 容 積 10
リ ッ ト ル ま で 再 懸 濁 す る 。 温 度 を 37℃ ま で 上 昇 さ せ 、 プ ロ ト ン 及 び リ ン NMRに よ っ て 、 発
酵 槽 の 試 料 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 a)グ ル コ ー ス レ ベ ル が 実 質 的 に 低 下 し 、 補 充 が 必
要 に な る 時 、 及 び b)ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン か ら n-ア セ チ ル ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン へ の 変 換
の 規 模 、 を 見 極 め る 。 約 12時 間 の 経 過 に 伴 っ て 、 約 500gの グ ル コ ー ス を 発 酵 槽 に 添 加 す る
。 n-ア セ チ ル ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 形 成 は 、 数 時 間 後 に 始 ま り 、 約 20時 間 後 ま で に L-PP
T(D/Lの 46.5%)か ら N-ア セ チ ル -L-PPへ の 93%を 上 回 る 変 換 に 達 す る こ と が 観 察 さ れ る 。 発
酵 培 地 を そ の 後 ま も な く 採 取 す る と と も に 、 細 胞 を 低 速 遠 心 分 離 に よ っ て 取 り 出 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て 、 D-PPTを 発 酵 培 地 か ら 精 製 す る 。 発 酵 培 地 約 9.5
 L)を 4℃ で 保 存 す る 。 こ れ を H + 形 の Dowex 50W-X8 200-400メ ッ シ ュ ・ カ チ オ ン 交 換 樹 脂 (H
Clで 前 調 製 )900mlと 混 合 し 、 こ れ に よ り 樹 脂 上 の 上 澄 み の pHが 約 3.0に 低 下 す る よ う に す
る 。 Dowex樹 脂 を 重 力 下 で 沈 澱 さ せ て お き 、 そ し て 上 澄 み を 、 2Lの 水 で す す い だ Dowex樹 脂
と 共 に デ カ ン ト し 、 次 い で 遠 心 分 離 に よ り 浄 化 す る 。 洗 浄 さ れ た Dowexを 廃 棄 し (最 終 的 に
は 再 循 環 さ せ る )、 浄 化 さ れ た 上 澄 み を 次 い で 、 酢 酸 エ チ ル (上 澄 み 容 積 の 1/4)及 び 水 性 画
分 (約 12L)を 保 持 す る 分 離 用 漏 斗 を 介 し て 抽 出 す る 。 次 い で H + 形 Dowex 50W-X8を さ ら に 2.3
 L添 加 し 、 約 12Lと 共 に 撹 拌 す る 。 次 い で 樹 脂 を 沈 澱 さ せ て お く 。 樹 脂 上 方 の 上 澄 み の pH
は 、 こ の 段 階 で pH 1.6で あ る 。 上 澄 み を デ カ ン ト し て 廃 棄 し 、 そ し て 樹 脂 を 約 12リ ッ ト ル
の 水 で 洗 浄 し 、 そ し て 再 び 沈 澱 さ せ て お く 。 再 び 上 澄 み を 廃 棄 し 、 樹 脂 を 焼 結 Buchner漏
斗 ろ 紙 上 に 注 ぎ 、 そ し て さ ら に 約 4.5Lの 水 で す す ぐ (こ れ に よ り 残 留 N-ア セ チ ル -ホ ス フ ィ
ノ ス ラ イ シ ン の 殆 ど を 除 去 す る )。 主 要 な D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 含 有 画 分 を 、 15Lの 0.4M
 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム で 樹 脂 か ら 溶 離 し 、 続 い て 1.4Lの 水 で 樹 脂 を す す ぐ 。 こ の D-ホ ス フ
ィ ノ ス ラ イ シ ン 含 有 画 分 の pHは 約 11.4で あ る 。 任 意 に は 例 え ば 0.13モ ル の 酢 酸 及 び 約 600m
Lの H + 形 カ チ オ ン 交 換 樹 脂 を 添 加 す る こ と に よ り 、 こ の pHを 約 pH10ま で 低 下 さ せ る 。 添 加
す る 場 合 、 樹 脂 を 沈 澱 さ せ て お く 。 次 い で 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン (上 澄 み )画 分 を 、 OH
形 の Dowex IX8-400メ ッ シ ュ ・ ア ニ オ ン 交 換 樹 脂 の 565ml(5 x 28 cm)カ ラ ム (NaOHで 前 平 衡
さ せ 、 そ し て 水 で 洗 浄 す る )に ロ ー デ ィ ン グ す る 。 17カ ラ ム 床 容 積 に わ た っ て 、 カ ラ ム に
、 0M～ 0.32Mの 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 勾 配 を つ け る 。 55mlの 画 分 を 全 体 を 通 し て 捕 集 す る 。 こ
れ ら の 画 分 を 215nmの UVに よ っ て 、 そ し て ま た プ ロ ト ン 及 び 31P NMRに よ っ て モ ニ タ ー す る
。 こ の 分 析 が 示 す よ う に 、 高 純 度 の ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン が 画 分 39と 78と の 間 で 溶 離 さ れ
る 。 N-ア セ チ ル ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン が 、 未 結 合 材 料 と し て 勾 配 の 早 期 に 溶 離 さ れ 、 い く
ら か の グ ル タ メ ー ト が 画 分 79～ 90で 遅 く 溶 離 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 画 分 63～ 78(6～ 7.6床 容 積 に 対 応 )は 、 高 純 度 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 大 部 分 を 構 成 す る
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。 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 画 分 を 凍 結 乾 燥 さ せ る 。 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 画 分 を 、 プ ロ ト ン
及 び リ ン NMRに よ っ て 純 粋 で あ る こ と が 見 出 さ れ る (ア セ テ ー ト か ら 離 反 し た 他 の 可 視 ピ ー
ク は な い 。 有 機 材 料 の >95%は ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン で あ る )。 但 し 、 計 算 さ れ た 乾 燥 重 量
と 観 察 さ れ た 乾 燥 重 量 と の 間 の 差 異 に 基 づ い て 、 典 型 的 に は 、 無 機 塩 の い く ら か の 残 留 物
(例 え ば 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム )が 、 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 試 料 中 に 残 っ て い る こ と が 見 出 さ れ
る 。 実 用 的 な 目 的 で は 、 D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン が (例 え ば 植 物 上 の 噴 霧 の た め に )使 用 さ
れ る 場 合 、 無 機 物 質 を 不 活 性 と 考 え 、 計 量 さ れ た 乾 燥 試 料 か ら D-ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン 溶
液 を 形 成 す る と き に 、 計 算 さ れ た 濃 度 の 調 節 を 考 慮 に 入 れ れ ば よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 上 記 方 法 に 従 っ て 分 離 さ れ た ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン が 、 実 質 的 に 鏡 像 異 性 的 に 純 粋 な D-
ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン で あ る こ と が 予 期 さ れ る 。 こ の こ と を 、 Hori他 (2002) J.Chrom.B 7
76, 191～ 198の 蛍 光 HPLC分 析 法 に 従 っ て 検 証 す る 。 例 え ば 、 商 業 的 な DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ
シ ン (0.01～ 10μ g/ml)又 は 試 料 50μ lを 、 0.1Mホ ウ 酸 緩 衝 液 pH8.5中 に 溶 解 し 、 そ し て 200
μ lの 同 じ ホ ウ 酸 緩 衝 液 と 混 合 す る 。 次 い で 18mM FLEC((+)-1-(9-フ ル オ レ ニ ル )エ チ ル ク
ロ ロ ホ ル メ ー ト )を 添 加 し 、 そ し て 混 合 物 を さ ら に 30分 間 に わ た っ て 、 40℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 500μ lの 酢 酸 エ チ ル と 共 に 3分 間 に わ た っ て 震 盪 す る こ と に よ り 、 過 剰 な FLEC
を 除 去 す る 。 100μ lの 底 部 水 性 層 を HPCL分 析 の た め に 取 り 出 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 Inertsil ODS2(15 x 4.6)5μ M部 分 HPLCカ ラ ム を 、 77% 10mM水 性 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム (pH5.
0):23%ア セ ト ニ ト リ ル で 、 流 量 0.8ml/分 で 平 衡 さ せ る 。 カ ラ ム 上 に 2μ l試 料 を 注 入 し 、 そ
し て 、 60分 間 に わ た っ て 定 組 成 で 走 行 さ せ 、 そ し て 、 励 起 260nm及 び 発 光 波 長 305nmの 蛍 光
検 出 を 用 い て モ ニ タ ー す る 。 ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の D及 び L異 性 体 が 明 ら か に 分 離 さ れ 、
そ れ ぞ れ 12.4分 目 及 び 13.4分 目 で 溶 離 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 こ の 方 法 に 従 っ て 分 離 さ れ
た Dホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 試 料 を 走 行 さ せ 、 99%よ り も 良 好 な 鏡 像 異 性 過 剰 で あ る こ と が
評 価 さ れ る 。 こ の こ と は 、 既 知 量 の 商 業 的 DLホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン で ス パ イ ク し 、 そ し て
、 右 手 に お け る 増 加 が い か に 少 な い か を 観 察 す る こ と に も と づ い て 評 価 さ れ る 。 試 料 に よ
っ て も た ら さ れ た 明 ら か に 単 独 の 12.4分 ピ ー ク の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対 し て 、 13.4分 ピ ー
ク が 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 加 え て 、 HPLC法 を 用 い て 、 ピ ー ク 積 分 及 び 標 準 曲 線 と の 比 較 に 基 づ い て 、 ホ ス フ ィ ノ ス
ラ イ シ ン の 量 を 評 価 す る 。 加 え て ホ ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン の 総 量 を 、 NMR信 号 を 積 分 す る こ
と に よ り 評 価 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 全 体 的 に 見 て 、 約 9.91gの DLラ セ ミ 化 合 物 で 始 ま っ て 、 >99%の 鏡 像 異 性 的 過 剰 で 純 粋 Dホ
ス フ ィ ノ ス ラ イ シ ン ア ン モ ニ ウ ム 塩 が 約 1.9g(収 率 38%)生 成 さ れ る 。 試 料 の 乾 燥 重 量 50～ 7
0%は 、 残 存 す る 無 機 塩 を 含 む 。 任 意 に は 、 こ れ ら の 無 機 塩 は 、 更 な る イ オ ン 交 換 工 程 及 び
凍 結 乾 燥 工 程 (揮 発 性 塩 へ の 交 換 に 続 く )に よ っ て 除 去 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 鏡 像 異 性 的 に 純 粋 な S-フ ル ア ジ フ ォ プ 及 び S-フ ル ア ジ フ ォ プ ブ チ ル の 生 成
　 文 献 (例 え ば D. Cartwright, 「 Proceedings of the Brighton Crop Protection Confer
ence-Weeds(1989)」 2, 707-716及 び そ の 引 用 文 献 )中 に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 R-フ ル ア
ジ フ ォ プ に 関 し て よ く 知 ら れ て い る の と 同 様 の 方 法 を 用 い て 、 S-フ ル ア ジ フ ォ プ 酸 及 び そ
の エ ス テ ル を 生 成 す る 。 同 様 に 、 RSラ セ ミ 化 合 物 の 製 造 方 法 も 良 く 知 ら れ て い る 。 任 意 に
は 、 RSラ セ ミ 化 合 物 か ら 調 製 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 分 離 を 介 し て 、 純 粋 S-フ ル ア ジ フ ォ プ を 生
成 す る (例 え ば Bewick(1986)Pesticide Sci., 17,349-356に よ っ て 記 載 さ れ て い る )。 Bewi
ckに よ っ て 記 載 さ れ た HPLC法 に よ っ て 、 フ ル ア ジ フ ォ プ ブ チ ル の RS混 合 物 か ら 、 97%よ り
も 良 好 な 鏡 像 異 性 的 過 剰 で S鏡 像 異 性 体 を 分 離 す る 。 或 い は 、 好 適 な シ ク ロ デ キ ス ト リ ン
・ カ ラ ム 下 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ (Journal of Chromatography(1993), 634(2), 197-204)に
よ っ て 、 又 は 、 そ の 他 の カ ラ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 法 (Biomedical Chromatography (1998
), 12(6), 309-316; Journal of Chromatography, A(2001), 937(1-2), 135-138)を 用 い
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実 施 例 15:



る こ と に よ り 、 酸 の RS混 合 物 か ら S フ ル ア ジ フ ォ プ を 直 接 的 に 分 離 す る 。 Chimiques Des 
Pays-Bas(1991)119(05), 185-188に は 、 鏡 像 異 性 的 に 純 粋 な Sア リ ー ル フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ
オ ン 酸 及 び こ れ ら の エ ス テ ル を 分 離 す る た め の 一 般 的 な 調 製 上 有 用 な 別 の 方 法 が 記 載 さ れ
て い る 。 こ の 場 合 、 カ ル ボ キ シ エ ス テ ラ ー ゼ NP酵 素 を 生 成 し 、 ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ
プ ロ ピ オ ネ ー ト の ラ セ ミ エ ス テ ル の 鏡 像 選 択 的 加 水 分 解 の た め に 使 用 す る (そ の 結 果 生 じ
る 酸 は 、 残 留 エ ス テ ル か ら 容 易 に 分 離 可 能 で あ る )。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 好 ま し い 方 法 の 場 合 、 直 接 的 な 合 成 方 法 に よ っ て 、 鏡 像 異 性 的 に 純 粋 な S-フ ル ア ジ フ ォ
プ を 生 成 す る 。 第 1工 程 に お い て 、 中 間 体 4-(5-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -オ イ リ ジ ン -2-イ ル オ
キ シ )-フ ェ ノ ー ル を 合 成 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　
　 乾 燥 DMF(200ml)中 の 炭 酸 カ リ ウ ム (13.81g, 99mmol)の 懸 濁 液 に 、 ヒ ド ロ キ ノ ン (10.0g, 
91mmol)を 添 加 し 、 そ し て 混 合 物 を 30分 間 に わ た っ て 撹 拌 す る 。 2-ク ロ ロ -5-ト リ フ ル オ ロ
メ チ ル ピ リ ジ ン (16.49g, 91mmol)を 添 加 し 、 そ し て 混 合 物 を 90℃ ま で 16時 間 に わ た っ て 加
熱 す る 。 反 応 混 合 物 を 水 中 に 注 ぎ 、 希 釈 HClで 酸 性 化 し 、 次 い で 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 す る 。
合 体 さ れ た 有 機 層 を 水 で 洗 浄 し 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 上 で 乾 燥 さ せ 、 濾 過 し 、 そ し て 減 圧 下
で 溶 剤 を 除 去 す る 。 溶 離 液 と し て 10-20%の 酢 酸 エ チ ル /ヘ キ サ ン を 使 用 し て 、 シ リ カ ゲ ル
上 の カ ラ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ は 、 例 え ば 約 10.22gの 4-(5-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -オ イ リ ジ
ン -2-イ ル オ キ シ )-フ ェ ノ ー ル を 約 44%収 率 で 産 出 す る 。
　 δ H(400MHz; CDCl 3 ) 8.45, s, 1H; 7.9, dd, 1H; 7.0, m, 1H; 7.0, d, 2H;6.8, d, 2H
; 5.75, s, 1H。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 更 な る 工 程 で 、 中 間 体 (R)-2-ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ オ ン 酸 ベ ン ジ ル エ ス テ ル を 合 成 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　
　 窒 素 下 の 0℃ の DMF中 の ナ ト リ ウ ム D-ラ ク テ ー ト の 懸 濁 液 に 、 臭 化 ベ ン ジ ル を 液 滴 状 に 添
加 す る 。 混 合 物 を 16時 間 に わ た っ て 0℃ で 撹 拌 す る 。 次 い で 溶 剤 を 減 圧 下 で 除 去 し 、 そ し
て ジ エ チ ル エ ー テ ル と 水 と の 間 で 残 留 物 を 分 配 す る 。 層 を 分 離 し 、 そ し て 有 機 相 を 飽 和 型
重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 次 い で 、 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 上 で 乾 燥 さ せ 、 ろ 過 し
、 そ し て 減 圧 下 で 溶 剤 を 除 去 す る こ と に よ り 、 (R)-2-ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ オ ン 酸 ベ ン ジ ル エ
ス テ ル を 無 色 油 と し て 提 供 す る 。 例 え ば 2.81gが 収 率 88%で 形 成 さ れ る 。
　 δ H(400MHz; CDCl 3 ) 7.4, m, 5H; 5.23, s, 2H; 4.35, q, 1H; 2.85, d, 1H;1.45, d, 
3H。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 更 な る 工 程 で 、 中 間 体 (S)-2-[4-(5-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -ピ リ ジ ン -2-イ ル オ キ シ )-フ ェ
ノ キ シ ]-プ ロ ピ オ ン 酸 ベ ン ジ ル エ ス テ ル を 合 成 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　

　 窒 素 下 の 0℃ の 乾 燥 THF(100ml)中 の 4-(5-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -オ イ リ ジ ン -2-イ ル オ キ シ
)-フ ェ ノ ー ル (2.90g, 11.4mmol)及 び (R)-2-ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ オ ン 酸 ベ ン ジ ル エ ス テ ル の
溶 液 に 、 ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン を 添 加 し 、 続 い て 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ゾ ジ カ ル ボ キ シ レ
ー ト (3.36ml, 17mmol)を 液 滴 状 に 添 加 す る 。 そ の 結 果 生 じ た 黄 色 の 混 合 物 を 1時 間 に わ た
っ て 撹 拌 し 、 続 い て 、 16時 間 に わ た っ て 静 止 さ せ て お く 。 反 応 混 合 物 を 水 と 酢 酸 エ チ ル と
の 間 で 分 配 し 、 そ し て 層 を 分 離 す る 。 水 性 物 質 を さ ら に 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し 、 そ し て 合 体
さ れ た 有 機 層 を 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 上 で 乾 燥 さ せ 、 濾 過 し 、 そ し て 減 圧 下 で 溶 剤 を 除 去 す る
。 溶 離 液 と し て 10%の 酢 酸 エ チ ル /ヘ キ サ ン を 使 用 し て 、 シ リ カ ゲ ル 上 の カ ラ ム ・ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ は 、 (S)-2-[4-(5-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -ピ リ ジ ン -2-イ ル オ キ シ )-フ ェ ノ キ シ ]-プ
ロ ピ オ ン 酸 ベ ン ジ ル エ ス テ ル を 無 色 油 と し て 産 出 す る 。 一 例 で は 、 69%の 収 率 を 示 す 3.25g
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が 、 >99%eeで 形 成 さ れ る (nmrに よ っ て 測 定 )。
　 δ H(400MHz; CDCl 3 ) 8.42, s, 1H; 7.89, dd, 1H;7.35, m, 5H; 7.25, d, 2H;6.95, d,
 1H;6.9, d, 2H;5.22, s, 2H;4.78, q, 1H;1.65, d, 3H。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 最 終 工 程 に お い て S酸 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　

　 酢 酸 エ チ ル (20ml)中 の (S)-2-[4-(5-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -ピ リ ジ ン -2-イ ル オ キ シ )-フ ェ
ノ キ シ ]-プ ロ ピ オ ン 酸 ベ ン ジ ル エ ス テ ル (3.12g)と Pd/C(5%, 0.1g)と の 混 合 物 を 、 2.5bar
の 水 素 雰 囲 気 下 で 2.5時 間 に わ た っ て 撹 拌 す る 。 反 応 混 合 物 を セ ラ イ ト を 通 し て ろ 過 し 、
そ し て 減 圧 下 で 溶 剤 を 除 去 す る 。 溶 離 液 と し て 25%の 酢 酸 エ チ ル /ヘ キ サ ン 1%酢 酸 を 使 用 し
て 、 シ リ カ ゲ ル 上 の カ ラ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ は 、 (S)-2-[4-(5-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -ピ
リ ジ ン -s-イ ル オ キ シ )-フ ェ ノ キ シ ]-プ ロ ピ オ ン 酸 を 無 色 油 と し て 提 供 し た 。 例 え ば 99%の
収 率 を 示 す 2.41gが 、 99%ee+/-0.5%で 形 成 さ れ る (nmrに よ っ て 測 定 )。
　 DH(400MHz; CDCl 3 ) 8.42, s, 1H; 7.9, dd, 1H; 7.1, m, 2H; 6.9, m, 3H;4.8, q, 1H;
 1.7, d, 3H。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 上 述 の も の と 類 似 の 方 法 を 用 い て 、 そ の 他 の ア リ ー ル オ キ シ フ ェ ノ キ シ プ ロ ピ オ ネ ー ト
除 草 剤 (例 え ば 、 フ ェ ノ キ サ プ ロ プ , ハ ロ キ シ フ ォ プ , フ ル ア ジ フ ォ プ 及 び キ ザ ロ フ ォ プ
及 び こ れ ら の エ ス テ ル )の S-鏡 像 異 性 体 が 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 を 例 証 し て き た が 、 当 業 者 に 明 ら か な よ う に 、 上 記 実 施 例 は 本 発 明 の 範 囲 を 限 定
す る も の で は な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ６ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 stig 1プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 操 作 可 能 な 制 御 下 に お け る 、 ロ ド ト ル ラ  D-ア
ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ を 有 す る タ バ コ 形 質 転 換 の た め の 構 造 を 示 す 概 略 図 で あ る 。 図 示 の 成
分 は LB(左 境 界 配 列 )、 AOPR1(AoPR1プ ロ モ ー タ ー )、 PSTIG1(EMBL受 入 番 号 X77823)、 RGDAO(
OPT)(SEQ ID NO:7)、 PC PROMOTER(EMBL受 入 番 号 X16082)、 PAT(EMBL受 入 番 号 A02774)、 NOS
(EMBL受 入 番 号 ATU237588か ら 得 ら れ た nosタ ー ミ ネ ー タ ー )及 び RB(右 境 界 配 列 )で あ る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 ロ ド ト ル ラ  D-ア ミ ノ 酸 オ キ シ ダ ー ゼ ・ コ ー ド 配 列 が 、 3'末 端 で 3つ の コ
ド ン に よ っ て 切 断 さ れ 、 そ し て 5'末 端 (RGDAO(OPT)-SKL)で 、 最 適 化 さ れ た ト ラ ン ジ ッ ト ・
ペ プ チ ド (FR2673643)を コ ー ド す る 領 域 に 融 合 さ れ た 、 タ バ コ 形 質 転 換 の た め の 構 造 を 概
略 的 に 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ａ 】 図 3aは 、 プ ラ ス ミ ド Ubi-CoAシ ン テ タ ー ゼ の マ ッ プ を 示 し 、 PUB11-01-01は EMBL
受 入 番 号 SM29159を 有 し 、 そ し て CoAシ ン テ タ ー ゼ は 番 号 J05439を 有 す る 。
【 図 ３ ｂ 】 図 3bは 、 プ ラ ス ミ ド Ubi-エ ピ メ ラ ー ゼ の マ ッ プ を 示 し 、 エ ピ メ ラ ー ゼ は EMBL受
入 番 号 Y0817Zを 有 す る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ ａ 】

【 図 ３ ｂ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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