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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）配列番号１または配列番号３の配列からなるポリヌクレオチド；
　（ｂ）アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）を用いて、イノシトールリン酸種をアデノシン二
リン酸（ＡＤＰ）とリン酸化されたイノシトールリン酸とに変換するためのポリペプチド
をコードする、配列番号１と少なくとも９０％の配列同一性を有するポリヌクレオチド、
ここで、この配列同一性％は配列番号１の全コード領域に基づくものであり、ＧＡＰ１０
分析によりデフォルトパラメーターを用いて決定される；
　（ｃ）配列番号２を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；
　（ｄ）アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）を用いて、イノシトールリン酸種をアデノシン二
リン酸（ＡＤＰ）とリン酸化されたイノシトールリン酸とに変換するためのポリペプチド
をコードする、配列番号１および３の各々で示される核酸分子を増幅するためのプライマ
ーを用いてトウモロコシ核酸から増幅される核酸の配列を含むポリヌクレオチド、ここで
、増幅された核酸分子はスプライシング後に、翻訳される；および
　（ｅ）アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）を用いて、イノシトールリン酸種をアデノシン二
リン酸（ＡＤＰ）とリン酸化されたイノシトールリン酸とに変換するためのポリペプチド
をコードする、高ストリンジェント条件下で配列番号１のポリヌクレオチドと選択的にハ
イブリダイズするポリヌクレオチド、ここで、このハイブリダイゼーション条件は０．１
×ＳＳＣ中、６０℃での洗浄工程を含む；
からなる群から選択されるメンバーを含んでなる、単離されたポリヌクレオチド。
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【請求項２】
　ポリヌクレオチドがＤＮＡである、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項３】
　ポリヌクレオチドがＲＮＡである、請求項１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項４】
　ポリヌクレオチドが植物ポリヌクレオチドである、請求項１に記載のポリヌクレオチド
。
【請求項５】
　（ａ）アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）を用いて、イノシトールリン酸種をアデノシン二
リン酸（ＡＤＰ）とリン酸化されたイノシトールリン酸とに変換するための、配列番号２
の全長に対して少なくとも９０％の配列同一性を有するポリペプチド、ここで、この配列
同一性％は全配列長に基づくものであり、ＧＡＰ１０分析によりデフォルトパラメーター
を用いて決定される；
　（ｂ）アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）を用いて、イノシトールリン酸種をアデノシン二
リン酸（ＡＤＰ）とリン酸化されたイノシトールリン酸とに変換するための、請求項１の
核酸によりコードされているポリペプチド；
　（ｃ）配列番号１の核酸によりコードされているポリペプチド；および
　（ｄ）配列番号２で示される配列を有するポリペプチド
からなる群から選択されるメンバーを含んでなる、単離されたタンパク質。
【請求項６】
　前記イノシトールリン酸種が、イノシトール三リン酸、イノシトールテトラキスリン酸
およびイノシトールペンタキスリン酸からなる群から選択される、請求項１～４のいずれ
か１項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項７】
　配列番号２で示されるトウモロコシ由来のイノシトール(insositol)ポリリン酸２－キ
ナーゼをコードする遺伝子に損傷を含む植物組織を同定する方法であって、
　（ａ）植物組織に対して突然変異誘発を行うこと；
　（ｂ）突然変異誘発を受けた植物組織またはその後代からＤＮＡサンプルを得ること；
および
　（ｃ）ＤＮＡサンプルを、当該イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝
子の野生型植物核酸に対する損傷をアッセイすること
を含み、
　当該損傷は、当該イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子の野生型植
物核酸に対する、当該サンプル中のＤＮＡの核酸配列の欠失、逆位、挿入、重複、転換、
転位および再配列から選ばれる核酸の変化であり、ＤＮＡサンプル中のイノシトールポリ
リン酸２－キナーゼはその機能を失っていることを意味する、方法。
【請求項８】
　突然変異誘発が高速中性子突然変異誘発であり、植物組織がトウモロコシ組織である、
請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　配列番号２で示されるトウモロコシ由来のイノシトールポリリン酸２－キナーゼをコー
ドする遺伝子に人工的に誘発された損傷を含む、トウモロコシ種子であって、当該人工的
に誘発された損傷は、当該イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子の野
生型植物核酸に対する、当該サンプル中のＤＮＡの核酸配列の欠失、逆位、挿入、重複、
転換、転位および再配列から選ばれる核酸の変化であり、ＤＮＡサンプル中のイノシトー
ルポリリン酸２－キナーゼはその機能を失っていることを意味する、トウモロコシ種子。
【請求項１０】
　前記損傷が前記イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子の活性に影響
を及ぼし、人工的に誘発された損傷が遺伝子ノックアウトである、請求項９に記載のトウ
モロコシ種子。
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【請求項１１】
　請求項９に記載の種子を生育させることにより産生される、トウモロコシ植物またはそ
の一部。
【請求項１２】
　前記植物が雄穂を除去（detassel）されている、請求項１１に記載のトウモロコシ植物
。
【請求項１３】
　請求項１１に記載の植物から産生された再分化可能な細胞の組織培養物。
【請求項１４】
　前記組織培養物の細胞が、葉、花粉、胚、根、根端、葯、絹糸、花、穀粒、雌穂、穂軸
、皮および茎からなる群から選択される組織に由来するものである、請求項１３に記載の
組織培養物。
【請求項１５】
　動物飼料中のフィチン酸レベルを低減する方法であって、配列番号２で示されるトウモ
ロコシ由来のイノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子に請求項７で定義
された損傷を含むトウモロコシから動物飼料を生産することを含み、その動物飼料が低い
フィチン酸塩レベルを有する、方法。
【請求項１６】
　動物性排泄物中のリンレベルを低減する方法であって、配列番号２で示されるトウモロ
コシ由来のイノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子に請求項７で定義さ
れた損傷を含むトウモロコシから動物飼料を調製することを含む、方法。
【請求項１７】
　イノシトールポリリン酸２－キナーゼ活性が変更されており、その種の親生殖質よりも
低いフィチン酸含量を特徴とする、トウモロコシの非致死的突然変異種子であって、当該
イノシトールポリリン酸２－キナーゼは、配列番号２で示されるトウモロコシ由来のイノ
シトールポリリン酸２－キナーゼである、非致死的突然変異種子。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の種子を含んでなる、動物飼料。
【請求項１９】
　免疫原として配列番号２で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドに特異的に結合
する精製抗体。
【請求項２０】
　好適な容器手段中に、請求項１９に記載の抗体と免疫検出試薬とを含んでなる、免疫検
出キット。
【請求項２１】
　検出可能な標識と作動可能なように結合されている、請求項１９に記載の精製抗体。
【請求項２２】
　（ａ）（１）配列番号２で示されるトウモロコシ由来のイノシトール(insositol)ポリ
リン酸２－キナーゼをコードするＤＮＡ分子鎖の対応する部分と実質的に相補的なアンチ
センスヌクレオチド配列（ここで、これらのアンチセンスヌクレオチド配列は高ストリン
ジェント条件下で配列番号１とハイブリダイズする）または（２）イノシトールポリリン
酸２－キナーゼをコードするＤＮＡ分子によりコードされるＲＮＡ配列の対応する部分と
実質的に相補的なアンチセンスヌクレオチド配列、および
　（ｂ）そのアンチセンスヌクレオチド配列が、それが形質転換された植物細胞内で発現
されるように、アンチセンスヌクレオチド配列と作動可能なように連結された調節配列と
を含んでなる、植物細胞の形質転換用ベクター。
【請求項２３】
　請求項２２に記載のベクターで形質転換された細菌細胞。
【請求項２４】
　請求項２２に記載のベクターで形質転換された植物細胞。
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【請求項２５】
　請求項２２に記載のベクターで形質転換された植物細胞から産生された植物またはその
後代。
【請求項２６】
　配列番号２で示されるトウモロコシ由来のイノシトールポリリン酸２－キナーゼをコー
ドする遺伝子の、遺伝子ノックアウトによりもたらされるフィチン酸を減少させる所望の
形質を有するトウモロコシ突然変異植物を作出する方法であって、
　（ａ）トウモロコシ植物花粉またはトウモロコシ植物種子を収集すること；
　（ｂ）その植物花粉または植物種子収集物を、ＵＶ、γ線、Ｘ線および高速中性子から
なる群から選択される照射線により処理すること；および
　（ｃ）所望の形質を有するトウモロコシ突然変異植物を選択すること
　を含む、方法。
【請求項２７】
　照射線が高速中性子であり、突然変異の供給源として照射花粉が使用される、請求項２
６に記載の方法。
【請求項２８】
　０．１×ＳＳＣ中、６０℃での洗浄工程を含む高ストリンジェント条件下で配列番号１
または配列番号３をコードする核酸分子とハイブリダイズする、イノシトールポリリン酸
２－キナーゼをコードする、単離されたポリヌクレオチド。
【請求項２９】
　配列番号１または配列番号３と少なくとも９０％の配列同一性を有するイノシトールポ
リリン酸２－キナーゼをコードする、単離されたポリヌクレオチド。
【請求項３０】
　配列番号２をコードする、単離されたポリヌクレオチド。
【請求項３１】
　配列番号１および配列番号３から選択される配列を含んでなる、単離されたポリヌクレ
オチド。
【請求項３２】
　請求項２９に記載のポリヌクレオチドによりコードされる、単離されたタンパク質。
【請求項３３】
　請求項３０に記載のポリヌクレオチドによりコードされる、単離されたタンパク質。
【請求項３４】
　配列番号２を含んでなる、単離されたタンパク質。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２００４年９月９日付で出願された米国仮出願第６０／６０８，２４４号の利
益を主張するものである。
【０００２】
　本発明は、植物分子生物学の分野に関する。詳しくは、本発明は、植物におけるフィチ
ン酸生合成経路に関与する酵素イノシトールポリリン酸２－キナーゼ（ＩＰＰ２－Ｋ）を
コードする遺伝子の同定および使用、ならびに植物種子およびそのような種子を含有する
食品または飼料中のフィチン酸レベルを低減するため、かつ／または非フィチン酸リンの
レベルを増大させるためのこれらの遺伝子およびその突然変異体の使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　動物栄養中のリンの役割については十分に認知されている。動物体内のリンの８０％は
、動物の構造を形作っている骨に見られる。動物内のリンの２０％は軟組織に見出すこと
ができ、そこでリンはＤＮＡ、ＲＮＡ、リン脂質および数種のビタミンＢの合成および活
性を含む無数の生化学反応に関与している。
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【０００４】
　リンは動物の健康に重要なものであるが、飼料中の全てのリンが生体利用可能なわけで
はない。一般にフィチン酸として知られている、ミオイノシトール１、２、３、４、５、
６－ヘキサ－キス－リン酸は、多くの植物種子および根や塊茎などの栄養組織に豊富な分
子である。フィチン酸塩は、種子中でのリンの主要な貯蔵形態であり、一般に、種子の総
リン（Ｐ）の６５％～８０％を占める。非反芻動物が種子ベースの食餌を摂取すると、摂
取されたフィチン酸は消化管内で栄養的に重要な数種のミネラルとの塩を形成する。これ
らの塩が排泄されてしまうと、リンおよびミネラル双方の保持と利用（すなわち、バイオ
アベイラビリティ）が低下する。その結果、このような種子を摂取したヒトも動物もミネ
ラル欠乏になる。さらに、動物性排泄物中のフィチン酸結合リンは地表水および地下水の
汚染の原因ともなる。
【０００５】
　種子のフィチン酸含有が食餌、リンおよびミネラルの保持、ならびに環境にもたらす悪
影響を軽減するためにいくつかのアプローチが提案されている。アプローチには、収穫後
の介入による食餌中のフィチン酸の低減、および種子のフィチン酸含量の遺伝的低減が含
まれる。フィチン酸の少ない種子は、米国特許第５，６８９，０５４号（トウモロコシ）
および米国特許第６，１１１，１６８号（ダイズ）で特許請求されている。ミオイノシト
ール１－リン酸シンターゼの操作によるフィチン酸塩レベルの変更が、ＷＯ００／７３４
７３、ＷＯ９９／０５２９８、米国特許第６，１９７，５６１号および米国特許第６，２
９１，２２４号で記載されている。オノニトールへのイノシトールメチルトランスフェラ
ーゼのフィチン酸塩レベルのシャンティングによるフィチン酸塩レベルの変更が、ＷＯ９
９／３７７８６に記載されている。米国特許第６，１９７，５６１号は、ホスファチジル
イノシトール－３－キナーゼ、ミオイノシトール１，３，４－三リン酸５／６－キナーゼ
、ミオイノシトールモノホスファターゼ－３、イノシトールポリリン酸５－ホスファター
ゼ、Ｄ－ミオイノシトール－３－リン酸シンターゼ、Ｄ－ミオイノシトール三リン酸３－
キナーゼ、ミオイノシトールトランスポーター、トウモロコシフィターゼ、ホスファチジ
ルイノシトールトランスファータンパク質、ホスファチジロ(phosphatidylo)イノシトー
ル－４－リン酸－５－キナーゼ、ホスファチジルイノシトール特異的ホスホリパーゼ、ミ
オイノシトールモノホスファターゼ－１、ホスファチジルイノシトール４－キナーゼ、ホ
スファチジルイノシトール（４，５）ビス－リン酸５－ホスファターゼ、ホスファチジル
イノシトールシンターゼをはじめとする、いくつかのさらなる酵素の変更によりフィチン
酸塩レベルを変化させることを提案している。また、フィチン酸塩を分解し得る酵素フィ
ターゼの植物／種子発現も、米国特許第６，３９９，８６１号、米国特許第６，３０３，
７６６号、米国特許第５，９９４，６２８号、米国特許第５，７１４，４７４号および米
国特許第５，５４３，５７６号に開示されている。米国特許出願第２００３／０００９０
１１号（ＷＯ０２／０５９３２４）には、イノシトールポリリン酸キナーゼ遺伝子と、フ
ィチン酸塩レベルを調節するための使用が開示され、さらに、他のイノシトールポリリン
酸キナーゼ遺伝子を同定するためのコンセンサス配列が提案されている。米国特許出願第
２００３／００７９２４７号（ＷＯ０３／０２７２４３）には、１，３，４－トリスリン
酸５／６キナーゼ遺伝子ファミリーとして記載されている、さらなるイノシトールポリリ
ン酸キナーゼ遺伝子が開示されている。上記米国特許第５，６８９，０５４号に記載され
ているｌｐａ２突然変異体は、この遺伝子ファミリーのメンバーに突然変異を含む（また
、Plant Physiol. 2003 Feb;131(2):507-15も参照）。
【０００６】
　これらのアプローチにも関わらず、植物、特に、トウモロコシの栄養素含量を、フィチ
ン酸のレベルを低減し、非フィチン酸リンのレベルを増大させることによって改良する必
要がなお存在している。
【発明の開示】
【０００７】
　ＩＰＰ２－Ｋ酵素は、フィチン酸の形成をもたらす複数の工程を触媒する。この酵素は



(6) JP 5390096 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

例えばＡＴＰ＋イノシトール１，４，５，６－テトラキスリン酸→ＡＤＰ＋イノシトール
ペンタキスリン酸、およびＡＴＰ＋イノシトール１，３，４，５，６－ペンタキスリン酸
→ＡＤＰ＋イノシトール１，２，３，４，５，６－ヘキサンリン酸の反応を触媒する。さ
らにこの酵素は、ＡＴＰ＋イノシトール１，４，６－三リン酸→ＡＤＰ＋イノシトール１
，２，６－三リン酸の反応を触媒する。発達中の植物種子でこのＩＰＰ２－Ｋ酵素の活性
が低いとフィチン酸合成が妨げられ、それにより、種子中のフィチン酸レベルが低くなり
、その種子を摂取した動物にとってリンが代謝上より利用しやすくなる。本発明は、この
ＩＰＰ２－Ｋ酵素の全部または一部をコードする核酸配列と、植物細胞におけるフィチン
酸生合成経路を操作するための手段を提供することにより、リン酸塩のバイオアベイラビ
リティを改良する必要に取り組むものである。
【０００８】
　本発明によれば、（ａ）配列番号１を含むポリヌクレオチド；（ｂ）配列番号１と少な
くとも６５％の配列同一性を含むポリヌクレオチド、ここで、この配列同一性％はその全
コード領域に基づくものであり、ＧＡＰ１０分析によりデフォルトパラメーターを用いて
決定される；（ｃ）配列番号１と少なくとも４６％の配列同一性を含むポリヌクレオチド
、ここで、この配列同一性％はその全コード領域に基づくものであり、ＧＡＰ１０分析に
よりデフォルトパラメーターを用いて決定されたものである；（ｄ）配列番号２を含むポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチド；（ｅ）配列番号１および３に基づくプライマ
ーを用いて植物核酸から増幅される核酸の配列を含むポリヌクレオチド；（ｆ）ストリン
ジェント条件下で配列番号１のポリヌクレオチドと選択的にハイブリダイズするポリヌク
レオチド、ここで、このハイブリダイゼーション条件は０．１×ＳＳＣ中、６０℃での洗
浄工程を含む；（ｇ）トウモロコシイノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードするポ
リヌクレオチド；（ｈ）植物イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードするポリヌク
レオチド；および（ｉ）（ａ）～（ｈ）のポリヌクレオチドと相補的なポリヌクレオチド
からなる群から選択されるメンバーを含んでなる単離されたポリヌクレオチドが提供され
る。
【０００９】
　本発明はまた、（ａ）配列番号２の少なくとも２５個の隣接するアミノ酸を含むポリペ
プチド；（ｂ）配列番号２の全長に対して少なくとも４５％の配列同一性を含むポリペプ
チド、ここで、この配列同一性％は全配列長に基づくものであり、ＧＡＰ１０分析により
デフォルトパラメーターを用いて決定される；（ｃ）請求項１の核酸によりコードされて
いるポリペプチド；（ｄ）配列番号１の核酸によりコードされているポリペプチド；およ
び（ｅ）配列番号２で示される配列を有するポリペプチドからなる群から選択されるメン
バーを含んでなる単離されたタンパク質に関する。
【００１０】
　本発明のさらなる側面は、配列番号２と少なくとも６５％の配列同一性を有するアミノ
酸配列を含み、かつ、イノシトールポリリン酸２－キナーゼ活性を有する、単離された植
物ポリペプチドである。
【００１１】
　本発明のさらに別の側面は、植物組織中のイノシトールポリリン酸２－キナーゼ活性レ
ベルを妨げる方法であり、その方法は、（ａ）植物組織に対して突然変異誘発を行うこと
；（ｂ）突然変異誘発を受けた植物組織またはその後代からＤＮＡサンプルを得ること；
（ｃ）ＤＮＡサンプルを、イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子の損
傷に関してアッセイすることを含む。
【００１２】
　さらに、本発明は、イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子に人工的
に誘発された損傷を含む、トウモロコシ種子に関する。
【００１３】
　さらに、本発明は、イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子に人工的
に誘発された損傷を含む、カノーラ(Brassica napus)種子に関する。
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【００１４】
　さらに別の実施態様において、本発明は、動物飼料中のフィチン酸レベルを低減する方
法を対象とし、その方法は、イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子に
損傷を含む植物から動物飼料を生産することを含み、その動物飼料の利用可能なフィチン
酸塩レベルが低い。
【００１５】
　本発明はまた、動物性排泄物中のリンレベルを低減する方法に関し、その方法は、イノ
シトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子に損傷を含む植物から動物飼料を調
製することを含む。
【００１６】
　さらに、本発明は、イノシトールポリリン酸２－キナーゼ活性が変更されており、その
種の親生殖質よりも低いフィチン酸含量を特徴とする、穀類植物種の非致死的突然変異種
子を包含する。
【００１７】
　さらに、本発明は、配列番号２を含んでなるポリペプチドを免疫原として使用すること
により産生された精製抗体に関する。
【００１８】
　また、本発明は、（ａ）（１）イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードするＤＮ
Ａ分子の一本鎖の対応する部分と実質的に相補的なアンチセンスヌクレオチド配列（ここ
で、このイノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードするＤＮＡ分子は低ストリンジェ
ンシー条件下で配列番号１とハイブリダイズする）、（２）イノシトールポリリン酸２－
キナーゼをコードするＤＮＡ分子によりコードされるＲＮＡ配列の対応する部分と実質的
に相補的なアンチセンスヌクレオチド配列と、（ｂ）そのアンチセンスヌクレオチド配列
がそれが形質転換された植物細胞内で発現されるように、アンチセンスヌクレオチド配列
と作動可能なように連結された調節配列とを含んでなる、植物細胞の形質転換用ベクター
に関する。
【００１９】
　本発明はさらに、植物イノシトールポリリン酸２－キナーゼ遺伝子のＲＮＡ転写物の対
応する部分と実質的に相補的なＲＮＡ分子をコードするアンチセンスオリゴヌクレオチド
またはアンチセンスポリヌクレオチド（該植物遺伝子は低ストリンジェンシー条件下で配
列番号１とハイブリダイズする）に関することも述べておかなければならない。
【００２０】
　本発明のさらに別の側面は、ノックアウトされた遺伝子に連関している所望の形質を有
する突然変異植物を作出する方法であり、その方法は、植物種子を収集すること；その植
物種子収集物を、ＥＭＳなどの化学的突然変異誘発物質、またはＵＶ、γ線、Ｘ線および
高速中性子からなる群から選択される照射線により処理すること；および（ｃ）所望の形
質を有する突然変異植物を選択することを含む。
【００２１】
　本発明のもう１つの側面は、ＤＡＸＤＷＸＹＸＸＥＧＸＸＮＬＸＬＸＹＸＧＳＳＰ、Ｖ
ＥＩＫＸＫＣＧＦＬＸＸＳＸＸＩＸＸＸＮＸＸＫＸＸＸＸＲＸＸＭＸＱＸＣＫＸＸＸＸＸ
ＩＳＸＸＳＥＹＸＰＬＤＬＦＳＧＳＫＸＸＸＸＸＡＩＫＸＸＸＸＴＰＱＮＸＸＸＸＸＸＧ
ＳＬＸＸＧＧ、ＩＳＸＸＳＥＹＸＰＬＤＬＦＳＧＳＫ、ＬＸＸＬＬＸＸＱＫＬＤＸＸＩＥ
ＧＸＩＨＸＹＹ、及びＬＩＸＸＴＡＸＤＣＳＸＭＩＳＦからなる群から選択される少なく
とも１つのモチーフを含んでなる、単離された植物イノシトールポリリン酸２－キナーゼ
タンパク質である。
【００２２】
　　配列番号１は、ＤＡＳ５ＸＨ７５１種子における、トウモロコシＩＰＰ２－Ｋをコー
ドするｃＤＮＡのヌクレオチド配列である。
【００２３】
　　配列番号２は、配列番号１のヌクレオチド配列に由来するＩＰＰ２－Ｋの推定アミノ
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酸配列である。
【００２４】
　　配列番号３は、トウモロコシ近交系５ＸＨ７５１のＩＰＰ２－Ｋをコードするゲノム
ＤＮＡのヌクレオチド配列である。
【００２５】
　ここで、本発明の理解を助けるために定義を示す。単位、接頭辞、および記号はＳＩ認
証形式で表すことができる。特に断りのない限り、それぞれ、核酸は左から右へ、５’か
ら３’方向に記載され、アミノ酸配列は左から右へ、アミノ末端からカルボキシ末端の方
向に記載される。本明細書に挙げられている数的範囲は、その範囲を定義している数字も
含み、定義された範囲内の各整数を含む。本明細書においてアミノ酸は、一般に知られて
いる三文字記号か、IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission. Nucleotidesによ
り奨励されている一文字記号のいずれかにより示すことができ、同様に、一般に受け入れ
られている一文字記号により示すこともできる。本明細書で用いるソフトウエア用語、電
気用語、および電子工学用語は、The New IEEE Standard Dictionary of Electrical and
 Electronics（１９９３年、第５版）で定義されている通りである。以下で定義する用語
は本明細書全体を見れば、より詳しく定義される。
【００２６】
　「アンチセンスＲＮＡ」とは、標的一次転写物またはｍＲＮＡの全部または一部と相補
的であり、かつ、標的遺伝子の発現を遮断するＲＮＡ転写物を指す（引用文献により本明
細書中に組み込まれる米国特許第５，１０７，０６５号）。アンチセンスＲＮＡのこの相
補性は、特異的遺伝子転写物の任意の部分、すなわち、５’非コード配列、３’非コード
配列、イントロン、またはコード配列とのものであってもよい。「機能的ＲＮＡ」とは、
センスＲＮＡ、アンチセンスＲＮＡ、リボザイムＲＮＡ、ＲＮＡｉ、または翻訳されなく
てもよいが、細胞プロセスに作用を有する他のＲＮＡを指す。
【００２７】
　「相補的ＤＮＡ」（ｃＤＮＡ）とは、ｍＲＮＡ鋳型から逆転写酵素により形成され得る
一本鎖ＤＮＡ分子を指す。一般に、ｍＲＮＡの一部に相補的なプライマーは、逆転写の誘
導に用いられる。また、当業者は、ｍＲＮＡ分子に由来する二本鎖ＤＮＡ分子を指して「
ｃＤＮＡ」の用語も用いる。
【００２８】
　「コンティグ」とは、１つの隣接するヌクレオチド配列を形成するための、重複する核
酸配列の集合体を指す。例えば、いくつかのＤＮＡ配列を比較およびアラインして、共通
または重複する領域を特定することができる。次に、これらの個々の配列を、１つの隣接
するヌクレオチド配列へと組み立てることができる。
【００２９】
　「発現」とは、本発明の核酸断片に由来するセンス（ｍＲＮＡ）またはアンチセンスＲ
ＮＡの転写と安定な蓄積を指す。発現とはまた、ｍＲＮＡのポリペプチドへの翻訳も指す
。「アンチセンス阻害」とは、標的タンパク質の発現を抑制し得るアンチセンスＲＮＡ転
写物の産生を指す。「過剰発現」とは、正常な生物または非形質転換生物での産生レベル
を超える、トランスジェニック生物における、ある遺伝子産物の産生を指す。「同時抑制
」とは、同一または実質的に同等の外来または内因性遺伝子（引用文献により本明細書中
に組み込まれる米国特許第５，２３１，０２０号）の発現を抑制し得るセンスＲＮＡ転写
物の産生を指す。
【００３０】
　ジンクフィンガー（ＺＦ）認識モチーフを用いるＤＮＡ結合タンパク質は、特定のＤＮ
Ａ配列を認識および改変するか、または発現を変化させるようにデザインすることができ
る。このような操作型ジンクフィンガー（ＺＦ）を用い、それらをヌクレアーゼと作動可
能なように連結させれば（ＺＦＮ）、その天然環境で遺伝子を直接変化させることができ
る。ＺＦ結合により媒介される部位選択的または部位特異的ヌクレアーゼ切断は、発現ま
たは活性に変化をもたらし得る。標的遺伝子における変化としては、相同組換えによる、
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デザインされたＤＮＡとの置換、挿入または欠失からの遺伝子破壊が挙げられる。ＺＦＮ
を媒介とするゲノム変化の例は、Biol Chem. 1999 Jul-Aug;380(7-8):841-848; Molecula
r and Cellular Biology 21(1): 289-297, 2001; Genetics 161: 1169-1175, 2002に見ら
れる。これに対し、ＺＦは、遺伝子とトランスで相互作用する転写因子として機能するよ
うにデザインされた場合、発現および活性を間接的に調節することができる。このような
ＺＦＰは転写を増強または低下させるよう操作することができる（参照文献）。ＺＦＰ発
現の調節は構成型、組織特異的、時間特異的または誘導型であり得る。ＺＦＰが媒介する
発現変化は、Proc. Nat. Acad. Sci. 99(20): 13290-13295, 2002; Proc. Nat. Acad. Sc
i. 99(20): 13296-13301, 2002; Plant Cell Physiol. 43(12): 1465-1472, 2002; Curr.
 Opin. Plant Biol. 6: 163-168, 2003の総説に見られる。
【００３１】
　「遺伝子」とは、コード配列の前の調節配列（５’非コード配列）およびコード配列の
後の調節配列（３’非コード配列）を含む特定のタンパク質を発現する核酸断片を指す。
「天然遺伝子」とは、その固有の調節配列を伴って自然界に見られる遺伝子を指す。「キ
メラ遺伝子」とは、自然界に一緒に見られることのない調節配列とコード配列とを含む、
天然遺伝子ではない任意の遺伝子を指す。よって、キメラ遺伝子は、異なる供給源に由来
する調節配列とコード配列とを含むか、または同じ供給源に由来するが、自然界で見られ
るものとは違った様式で配列されている調節配列とコード配列とを含み得る。「内在遺伝
子」とは、生物のゲノムにおいてその本来の場所にある天然遺伝子を指す。内在遺伝子の
付加的コピーを宿主生物の種々の染色体座に再導入することで、関連性の変化および発現
レベルの変化をもたらすことができる。「外来」遺伝子とは、その宿主生物には本来見ら
れないが、遺伝子導入により宿主生物に導入される遺伝子を指す。非天然生物に挿入され
た天然遺伝子、またはキメラ遺伝子を含み得る。「導入遺伝子」とは、形質転換法によっ
てゲノムに導入された遺伝子である。
【００３２】
　「ゲノムＤＮＡ」とは染色体ＤＮＡを指し、イントロンを含み得る。イントロンとは介
在配列である。介在配列は、遺伝子内のＤＮＡの非コード配列であり、この配列は核内で
ヘテロ核ＲＮＡ（ｈｎＲＮＡ）へと転写された後、ＲＮＡスプライシングにより除去され
て成熟ｍＲＮＡをもたらし、この成熟ｍＲＮＡが次に細胞質内で翻訳される。イントロン
末端のこの領域は一般に自己相補的であり、ｈｎＲＮＡでは自然にヘアピン構造が形成さ
れる。
【００３３】
　「イノシトールポリリン酸２－キナーゼポリヌクレオチド」または「ＩＰＰ２－Ｋポリ
ヌクレオチド」とは、少なくともイノシトールポリリン酸２－キナーゼ活性を備えたポリ
ペプチドをコードするポリヌクレオチド、または宿主細胞内でＩＰＰ２－Ｋ　ｍＲＮＡま
たはタンパク質の発現を調節し得るポリヌクレオチドを指す。またこの用語には、上述の
活性のいずれか１つを備えた断片、変異体、ホモログ、対立遺伝子または前駆体（例えば
、プレタンパク質またはプロタンパク質）が含まれる。
【００３４】
　「ＩＰＰ２－Ｋ」とは、核酸もしくはポリペプチドに関するイノシトールポリリン酸２
－キナーゼ、またはその関連の機能活性を指す。本発明のＩＰＰ２－Ｋ酵素は広範な基質
特異性を有し、リン酸供与体としてアデノシン三リン酸（ＡＴＰ）を用い、限定されるも
のではないが、イノシトール三リン酸、イノシトールテトラキスリン酸およびイノシトー
ルペンタキスリン酸をはじめとする数種のイノシトールリン酸種をリン酸化し、アデノシ
ン二リン酸（ＡＤＰ）とリン酸化されたイノシトールリン酸を生じる。
【００３５】
　「単離」とは、（１）天然環境で見られる場合に、本来、その材料に付随している、ま
たはその材料と相互作用する成分を実質的に、または本質的に含まないか、あるいは（２
）その材料がその天然環境にあっても、意図的な人的介入により組成が変更されている、
かつ／または細胞内の、その材料本来の場所以外の場所に存在している、核酸またはタン
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パク質などの材料を指す。
【００３６】
　「損傷」とは、野生型植物核酸に対する核酸の任意の分子変化を指す。例えば、損傷は
、核酸配列の欠失、逆位、挿入、重複、転換、転位または再配列であり得る。
【００３７】
　「モチーフ」とは、より長い配列の一部を含む核酸またはアミノ酸の保存されている配
列の短い領域を指す。
【００３８】
　「非反芻動物」とは、食道、噴門、胃底および幽門領域に分かれている単純な胃を有す
る動物を意味する。非反芻動物とはさらに、機能的な第一胃を持たない動物種も意味する
。第一胃とは、飼料／食品が浸り、消化管を通過する前に微生物による消化を受ける消化
系の一区画である。この現象は非反芻動物には見られない。非反芻動物には、限定される
ものではないが、ヒト、ブタ、アヒル、ネコおよびイヌが含まれる。
【００３９】
　「フィチン酸」とは、ミオイノシトール四リン酸、ミオイノシトール五リン酸、ミオイ
ノシトール六リン酸およびそれらの誘導体（５－ピロリン酸－イノシトール（１，３，４
，６）テトラキスリン酸、５－ピロリン酸－イノシトール（１，２，３，４，６）ペンタ
キスリン酸および５，６－ビス－ピロリン酸－イノシトール（１，２，３，４）テトラキ
スリン酸など）を指す。陽イオンを伴う塩として、フィチン酸は「フィチン酸塩」となる
。
【００４０】
　「植物」とは、植物、ならびに、限定されるものではないが、葉、茎、根、花、花粉、
および種子などの植物細胞および植物組織をはじめとする植物部分を含む。本発明で使用
可能な植物種は一般に、幅広く、被子植物（単子葉植物および双子葉植物）、裸子植物、
シダ類および多細胞藻類をはじめとする、突然変異誘発を受けやすい高等植物および下等
植物種である。
【００４１】
　「ポリヌクレオチド」とは任意の核酸を指し、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌ
クレオチド塩基の一本鎖または多鎖ポリマーを含む。核酸にはまた、断片および修飾ヌク
レオチドも含まれる。よって、本明細書において、「核酸」および「ポリヌクレオチド」
は互換的に用いられる。
【００４２】
　「プロモーター」とは一般に、ＲＮＡを生成するために構造遺伝子を転写させるＤＮＡ
配列を指す。一般に、プロモーターは、遺伝子の５００塩基対上流の領域に転写開始部位
に近接して存在する。プロモーターが誘導プロモーターであれば、外因性のまたは内因性
の誘導因子に応答して転写速度を上昇または低下させる。これに対し、プロモーターが構
成プロモーターであれば、誘導因子により転写速度が調節される程度はより低い。
【００４３】
　「転写調節領域」および「調節領域」とは、遺伝子転写を調節するＤＮＡの節を指す。
調節領域は、限定されるものではないが、プロモーター、エンハンサーおよびホルモン応
答エレメントをはじめとする、種々のシス作用エレメントを含み得る。また、イントロン
および５’ＵＴＲも転写に影響を及ぼすことが分かっているので、転写調節領域はこのよ
うな配列を含み得る。
【００４４】
　「実質的に同等」とは、１以上のヌクレオチド塩基の変化が１以上のアミノ酸核酸の置
換をもたらすが、そのＤＮＡ配列によりコードされるタンパク質の特性には影響を及ぼさ
ない核酸断片を指す。
【００４５】
　「実質的に同等」とはまた、１以上のヌクレオチド塩基の変化がその核酸断片の、アン
チセンスまたは同時抑制技術により遺伝子発現の変化を媒介する能力には影響を及ぼさな
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い核酸断片も指す。「実質的に同等」とはまた、アンチセンスもしくは同時抑制技術によ
る遺伝子発現の変化またはその結果生じるタンパク質分子の機能的特性の変化を媒介する
能力とともに、生じる転写物の機能的特性に実質的に影響を及ぼさない１以上のヌクレオ
チドの欠失または挿入などの、本発明の核酸断片の修飾も指す。よって、本発明は、具体
例としての配列より多くのものを包含すると理解される。
【００４６】
　例えば、遺伝子発現のアンチセンス抑制および同時抑制は、遺伝子の全コード領域より
短い核酸断片を用い、かつ、抑制される遺伝子と１００％の配列同一性を持つことのない
核酸断片により達成され得ることは当技術分野で周知である。さらに、ある位置に化学的
に等価なアミノ酸の生成をもたらすが、コードされるタンパク質の機能的特性には作用し
ない遺伝子の変化が当技術分野で周知である。例えば、疎水性アミノ酸であるアミノ酸ア
ラニンのコドンは、グリシンなどの別の疎水性のより低い残基、またはバリン、ロイシン
もしくはイソロイシンなどの疎水性のより高い残基をコードするコドンにより置換可能で
ある。同様に、ある負電荷残基の別のものへの置換（例えば、アスパラギン酸とグルタミ
ン酸の置換）、またはある正電荷残基の別のものへの置換（例えば、リシンとアルギニン
の置換）もまた、機能的に等価な産物を生成するものと予想することができる。タンパク
質分子のＮ末端およびＣ末端部分に変化をもたらすヌクレオチド変異はそのタンパク質の
活性を変化させるとは考えられない。提案される改変も各々、コードされる産物の生物活
性の保持が特定される限り、十分、当業者の範囲内である。
【００４７】
　さらに、実質的に同等な核酸断片もまた、ストリンジェント条件（０．１×ＳＳＣ、０
．１％ＳＤＳ、６５℃）下で、本明細書に開示される核酸断片とハイブリダイズするそれ
らの能力を特徴とする。
【００４８】
　本発明の実質的に同等な核酸断片はまた、当業者が一般に用いるアルゴリズムにより決
定されるような、それらがコードするアミノ酸配列の、本明細書で開示されるアミノ酸配
列の類似性％も特徴とし得る。そのヌクレオチド配列が、本明細書に示されるアミノ酸配
列と８０％類似しているアミノ酸配列をコードする核酸断片が好ましい。より好ましい核
酸断片は、本明細書で示されるアミノ酸配列と９０％類似しているアミノ酸配列をコード
する。本明細書で示されるアミノ酸配列と９０％類似しているアミノ酸をコードする核酸
断片が最も好ましい。配列のアライメントおよび類似性％の算出は、ＧＣＧパッケージ(G
enetics Computer Group, Madison, WI)からのプログラムを用いて行うことができる。配
列のマルチプルアライメントは、アライメントのＣｌｕｓｔａｌ法(Higgins, D. G. and 
Sharp, P. M. (1989) CABIOS. 5:151-153)をデフォルトパラメーター（ギャップペナルテ
ィ＝１０、ギャップレングスペナルティ＝１０）を用いて行った（以下、Ｃｌｕｓｔａｌ
アルゴリズム）。Ｃｌｕｓｔａｌ法を用いたペアワイズアライメントのデフォルトパラメ
ーターは、Ｋタプル１、ギャップペナルティ＝３、ウィンドウ＝５およびダイアゴナルセ
ーブド＝５であった。
【００４９】
　アミノ酸またはヌクレオチド配列の「実質的部分」とは、当業者の手作業による配列評
価か、またはＢＬＡＳＴ(Basic Local Alignment Search Tool; Altschul, S. F., et al
., (1993) J. Mol. Biol. 215:403-410; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)などのアルゴリ
ズムを用いたコンピューター自動配列比較および同定により、ポリペプチドまたは遺伝子
の推定を与えるのに十分な、あるポリペプチドのアミノ酸配列、またはある遺伝子のヌク
レオチド配列を指す。一般に、あるポリペプチドまたは核酸配列を既知のタンパク質また
は遺伝子と相同であると推定するには、１０以上の隣接するアミノ酸または３０以上のヌ
クレオチドが必要である。さらに、ヌクレオチド配列に関しては、遺伝子同定（例えば、
サザンハイブリダイゼーション）および単離（例えば、細菌コロニーまたはバクテリオフ
ァージプラークのin situハイブリダイゼーション）の配列依存的方法において、２０～
３０の隣接するヌクレオチドを含んでなる遺伝子特異的オリゴヌクレオチドプローブを用
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い得る。さらに、１２～１５塩基の短いオリゴヌクレオチドをＰＣＲにおいて増幅プライ
マーとして用い、それらのプライマーを含んでなる特定の核酸断片を得ることができる。
よって、ヌクレオチド配列の「実質的部分」は、その配列を含んでなる核酸断片の特異的
同定および／または単離を与えるのに十分な配列を含む。本明細書では、１以上の特定の
タンパク質をコードする部分的または完全なアミノ酸およびヌクレオチド配列を教示する
。本明細書に報告するような配列の利点をもって、今や、当業者は、当業者に公知の目的
のため、開示される配列の全部または実質的部分を使用することができる。よって、本発
明は、付属の配列表に示されている完全配列、ならびに上記で定義したような配列の実質
的部分を含む。
【００５０】
　「変異体」とは、実質的に同等な配列を指す。一般に、本発明の核酸配列変異体は、天
然ヌクレオチド配列と少なくとも４６％、４８％、５０％、５２％、５３％、５５％、６
０％、６５％、７０％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８５％、８
６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９
６％、９７％、９８％または９９％の配列同一性を有する。ここで、この％配列同一性は
全配列に対するものであり、ＧＡＰ１０分析によりデフォルトパラメーターを用いて決定
される。一般に、本発明のポリペプチド配列変異体は天然タンパク質と少なくとも約６０
％、６５％、７０％、７５％、７６％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２
％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２
％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％の配列同一性有す
る。ここで、この％配列同一性は全配列に対するものであり、ＧＡＰ１０分析によりデフ
ォルトパラメーターを用いて決定される。ＧＡＰはNeedleman and Wunsch (J. Mol. Biol
. 48:443-453, 1970)のアルゴリズムを用いて、一致の数を最大にし、かつ、ギャップの
数を最小にする、２つの完全配列のアライメントを見つけるものである。
【００５１】
　「変異体」はまた、本発明の範囲内に含まれ、場合により本発明の生物機能に必要なモ
チーフと類似性が高いアミノ酸配列を含む実質的に同等な配列も指す。一般に、本発明の
ポリペプチド配列変異体は、定義されたモチーフにおいて保存されているアミノ酸残基と
少なくとも８５％、９０％または９５％の配列同一性を有する。
【００５２】
　本明細書で用いる標準的な組換えＤＮＡ技術および分子クローニング技術は当技術分野
で周知のものであり、Sambrook, J. & Russell, D.W., Molecular Cloning: A Laborator
y Manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, NY 2001 (以下
、「Sambrook」)にさらに詳しく記載されている。
【００５３】
　本発明に含まれる変異体は、コードされている配列の１つのアミノ酸または低いパーセ
ンテージのアミノ酸を変更、付加、または欠失させる、その核酸またはポリペプチド配列
に対する個々の置換、欠失または付加を含み得る。「保存的修飾変異体」とは、あるアミ
ノ酸と化学的に同等なアミノ酸との置換をもたらす変異である。核酸が合成により調製ま
たは変更される場合、意図する宿主の既知のコドン選択性を利用することができる。
【００５４】
　本発明の核酸断片を用いれば、同じ植物種または他の植物種から、相同なタンパク質を
コードするｃＤＮＡおよび遺伝子を単離することができる。配列依存的プロトコールを用
いた相同遺伝子の単離は、当技術分野で周知である。配列依存的プロトコールの例は、限
定されるものではないが、核酸ハイブリダイゼーション法、核酸増幅技術の様々な使用（
例えば、ポリメラーゼ連鎖反応、リガーゼ連鎖反応）によって例示されるような、ＤＮＡ
およびＲＮＡ増幅法が挙げられる。
【００５５】
　例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡのいずれかとしての、他のイノシトール三リン酸
キナーゼ、イノシトールテトラキスリン酸キナーゼ、イノシトールペンタキスリン酸キナ
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ーゼ、またはイノシトールポリリン酸２－キナーゼ遺伝子をコードする遺伝子は、当業者
に周知の方法論を用い、本核酸断片の全部または一部をＤＮＡハイブリダイゼーションプ
ローブとして用いて、所望のいずれかの植物からライブラリーをスクリーニングすること
により、直接単離することができる。本核酸配列に基づく特異的オリゴヌクレオチドプロ
ーブは、当技術分野で公知の方法(Sambrook)によりデザインおよび合成することができる
。さらにまた、全配列を用い、ランダムプライマーＤＮＡ標識、ニックトランスレーショ
ン、もしくは末端標識技術などの当業者に公知の方法によりＤＮＡプローブを、または利
用可能なin vitro転写系を用いてＲＮＡプローブを直接合成することもできる。
【００５６】
　さらに、本配列の一部または全部を増幅するために特異的プライマーをデザインおよび
使用することもできる。得られる増幅産物は増幅反応中に標識することもできるし、また
は増幅反応後に標識することもでき、これらをプローブとして用い、適当なストリンジェ
ンシー条件下で、全長ｃＤＮＡまたはゲノム断片を単離する。
【００５７】
　さらに、本核酸断片の２つのショートセグメントをポリメラーゼ連鎖反応プロトコール
で用い、ＤＮＡまたはＲＮＡ由来の相同遺伝子をコードするより長い核酸断片を増幅する
こともできる。また、ポリメラーゼ連鎖反応は、一方のプライマーの配列が本核酸断片に
由来し、他方のプライマーの配列が、植物遺伝子をコードするｍＲＮＡ前駆体のポリアデ
ニル酸トラクトから３’末端を利用する、クローニングされた核酸断片のライブラリーに
対して行ってもよい。あるいは、第二のプライマー配列はクローニングベクターに由来す
る配列に基づくものであってもよい。例えば、当業者ならば、ＲＡＣＥプロトコール(Fro
hman et al, (1988) PNAS USA 85:8998)に従い、ＰＣＲを用いて、転写物のある一点と３
’または５’末端の間の領域のコピーを増幅することにより、ｃＤＮＡを作製することが
できる。本配列から３’方向および５’方向のプライマーをデザインすることができる。
市販の３’ＲＡＣＥまたは５’ＲＡＣＥ系(Invitrogen, Carlsbad CA)を用い、特異的３
’または５’ｃＤＮＡ断片を単離することができる(Ohara et al., (1989) PNAS USA 86:
5673; Loh et al., (1989) Science 243:217)。３’および５’ＲＡＣＥ法によって生じ
る産物を組合せ、全長ｃＤＮＡを作出することができる(Frohman, M. A. and Martin, G.
 R., (1989) Techniques 1 :165)。
【００５８】
　本ヌクレオチドおよび推定アミノ酸配列が利用できれば、ｃＤＮＡ発現ライブラリーの
免疫学的スクリーニングの助けとなる。本アミノ酸配列の一部に相当する合成ペプチドを
合成することもできる。これらのペプチドを用いて動物を免疫すれば、それらのアミノ酸
配列を含んでなるペプチドまたはタンパク質に対して特異性を有するポリクローナル抗体
またはモノクローナル抗体を作製することができる。次に、これらの抗体を用いてｃＤＮ
Ａ発現ライブラリーをスクリーニングすることができ、対象とする全長ｃＤＮＡクローン
を単離することができる(Lerner, R. A. (1984) Adv. Immunol. 36:1 ; Sambrook)。
【００５９】
　本発明の核酸断片を用いれば、開示されるイノシトールポリリン酸２－キナーゼ酵素が
通常よりも低いレベルで存在するトランスジェニック植物を作出することができる。
【００６０】
　いくつかの適用に関しては、植物においてイノシトールポリリン酸２－キナーゼをコー
ドする遺伝子の発現を低下または消失させることが望ましい。これを達成するには、イノ
シトールポリリン酸２－キナーゼをコードする遺伝子または遺伝子断片を植物のプロモー
ター配列に連結することにより、本フィチン酸生合成酵素の同時抑制のためにデザインさ
れたキメラ遺伝子を構築することができる。あるいは、植物プロモーター配列に逆向きに
遺伝子または遺伝子断片を作動可能なように連結することにより、本核酸断片の全部また
は一部に対するアンチセンスＲＮＡを発現するようにデザインしたキメラ遺伝子を構築す
ることもできる。この同時抑制またはアンチセンスキメラ遺伝子のいずれかを、対応する
内在遺伝子の発現が低下または消失される形質転換によって植物に導入することができる
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。
【００６１】
　遺伝子ノックダウンを達成するための別法としては、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）および転
写後遺伝子サイレンシング（ＰＴＧＳ）の使用を含む[Fraser et al. (2000), Nature, 4
08,325-330; Gonczy et al (2000), Nature, 408(331-336)]。これらの生物の細胞に二本
鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）を導入すると、相同な遺伝子転写物の配列特異的分解が起こる。
長い二本鎖ＲＮＡ分子は、内在性のリボヌクレアーゼDicerの作用により、小さな２１～
２３ヌクレオチド干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）へと減少される(Bernstein et al. (2001), 
Nature, 409,363-366; Grishok et al. (2000), Science, 287 (5462), 2494-7; Zamore 
et al. (2000), Cell, 101(1), 25-33; Knight, S. W. and B. L. Bass. (2001), Scienc
e, 293(5538), 2269-2271)。
【００６２】
　本イノシトールポリリン酸２－キナーゼ（またはその一部）は、異種宿主細胞、特に微
生物宿主の細胞で産生させることもでき、これを用いて当業者に周知の方法によってこれ
らのタンパク質に対する抗体を作製することができる。これらの抗体は、細胞内にてin s
ituで、または細胞抽出物にてin vitroでイノシトールポリリン酸２－キナーゼを検出す
るのに有用である。本イノシトールポリリン酸２－キナーゼの産生のために好ましい異種
宿主細胞は微生物宿主である。微生物発現系および外来タンパク質の高レベル発現をもた
らす調節配列を含む発現ベクターは当業者に周知のものである。これらのいずれかを用い
、本イノシトールポリリン酸２－キナーゼを産生するためのキメラ遺伝子を構築すること
ができる。次に、このキメラ遺伝子を形質転換により適当な微生物に導入し、コードされ
ているフィチン酸生合成酵素の高レベル発現をもたらすことができる。
【００６３】
　本発明の単離された核酸は、（ａ）標準的な組換え法、（ｂ）合成技術、またはその組
合せを用いて作出することができる。いくつかの実施態様では、本発明のポリヌクレオチ
ドは単子葉植物または双子葉植物からクローニング、増幅、またはそうでなければ構築す
ることができる。単子葉植物の典型例としては、トウモロコシ、ソルガム、オオムギ、コ
ムギ、雑穀、イネ、またはシバがある。典型的な双子葉植物としては、ダイズ、ベニバナ
、ヒマワリ、カノーラ、アルファルファ、バレイショ、またはカッサバが挙げられる。
【００６４】
　本発明に含まれる機能的断片を、ストリンジェント条件下で選択的にハイブリダイズす
るプライマーを用いて得ることができる。プライマーは一般に少なくとも１２塩基長であ
り、２００塩基といった大きなものであってもよいが、１５～７５塩基が一般的であり、
１５～５０塩基の場合が多い。機能的断片は、制限分析、サザン分析、プライマー伸張分
析、ＰＣＲおよびＤＮＡ配列分析などの様々な技術を用いて同定することができる。
【００６５】
　本発明は、同一のアミノ酸配列をコードする複数のポリヌクレオチドを含む。遺伝コー
ドの縮重は、例えば、本発明のポリヌクレオチドの対立遺伝子変異体と選択的にハイブリ
ダイズさせて、それを検出するのに使用可能な「サイレント変異」を可能にする。さらに
、本発明は、対立遺伝子変異体を含んでなる単離された核酸を含む。本明細書において「
対立遺伝子」とは、同じ遺伝子の関連核酸を指す。
【００６６】
　本発明に含まれる核酸の変異体は、例えば、オリゴヌクレオチド指定突然変異誘発、リ
ンカー走査突然変異誘発、ポリメラーゼ連鎖反応を用いた突然変異誘発などにより得るこ
とができる。例えば、Current Protocols in Molecular Biology, Brent et al, Eds., W
iley and Sons, New York (2003) （以下、Brent）。また、一般に、McPherson (ed.), D
IRECTED MUTAGENESIS: A Practical Approach, (IRL Press, 1991)も参照。このように本
発明はまた、本発明の配列と実質的な配列類似性を有するヌクレオチド配列を含んでなる
ＤＮＡ分子も包含する。
【００６７】
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　特定の核酸配列に関し、保存的修飾変異体とは、同一のアミノ酸配列またはそのアミノ
酸配列の保存的修飾変異体をコードする核酸を指す。遺伝コードの縮重のため、機能的に
同一な核酸は所与のタンパク質のいずれかをコードする。例えば、コドンＧＣＡ、ＧＣＣ
、ＧＣＧおよびＧＣＵは全て、アミノ酸アラニンをコードする。よって、あるコドンによ
ってアラニンが指定されている場所はどこでも、コードされているポリペプチドを変化さ
せずに、記載されている対応コドンのいずれに変更することもできる。このような核酸変
異は「サイレント変異」であり、保存的修飾変異体の一種である。ポリペプチドをコード
する本明細書のどの核酸配列も、遺伝コードを参照し、その核酸の可能性のある全てのサ
イレント変異を表す。当業者ならば、核酸の各コドン（通常、メチオニンに対する唯一の
コドンであるＡＵＧ、および通常、トリプトファンに対する唯一のコドンであるＵＧＧは
除き）は、機能的に同一の分子をもたらすように修飾することができることを認識してい
る。よって、本発明のポリペプチドをコードする核酸の各サイレント変異は、記載されて
いる各ポリペプチド配列に内包され、本特許請求発明の範囲内にある。
【００６８】
　アミノ酸配列に関して、当業者であれば、コードされている配列の１つのアミノ酸また
は低いパーセンテージのアミノ酸を変更、付加、または欠失させる、核酸、ペプチド、ポ
リペプチド、またはタンパク質配列に対する個々の置換、欠失または付加は、その変更が
あるアミノ酸と化学的に同等なアミノ酸との置換をもたらす「保存的修飾変異体」である
ことを認識している。１～５０からなる整数群から選択される任意の数のアミノ酸残基は
、このように変更することができる。よって、例えば、１、２、３、１４、２５、３７、
４５または５０の変更を行うことができる。保存的修飾変異体は一般に、それらが由来す
る非修飾ポリペプチド配列と同等の生物活性をもたらす。例えば、基質特異性、酵素活性
、またはリガンド／受容体結合は、一般に、その天然基質に対する天然タンパク質の少な
くとも２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、または９０％である
。機能的に同等なアミノ酸をもたらす保存的置換は当技術分野で周知である。
【００６９】
　例えば、次の６つの群は各々、互いに保存的置換となるアミノ酸を含んでいる。
　１）アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）；
　２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
　３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
　４）アルギニン（Ｒ）、リシン（Ｋ）；
　５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；および
　６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）。
【００７０】
　また、(Creighton (1984) Proteins W. H. Freeman and Company)も参照。その他、例
えば、ＧＣＧパッケージ、ＢＬＡＳＴ、またはＣＬＵＳＴＡＬのような配列比較プログラ
ムのスコアリングマトリックスなど、当技術分野で公知の、許容される保存的置換も使用
可能である。
【００７１】
　本特許請求発明はまた、目的の特徴を得るために本発明のポリヌクレオチドの配列シャ
ッフリングにより生じる「シャッフレット」も含む。配列シャッフリングについては、Ｐ
ＣＴ公開番号９６／１９２５６に記載されている。また、Zhang, J. H., et al, Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 94:4504-4509 (1997)も参照。
【００７２】
　本発明はまた、異種コード配列の転写または翻訳の調節のための５’および／または３
’ＵＴＲ領域も含む。ポジティブ配列モチーフとして、翻訳開始コンセンサス配列(Kozak
, Nucleic Acids Res. 15:8125 (1987))および７－メチルグアノシンキャップ構造(Drumm
ond et al, Nucleic Acids Res. 13:7375 (1985))を含む。ネガティブエレメントとして
は、安定な分子内５’ＵＴＲステム－ループ(Muesing et al. Cell 48:691 (1987))およ
びＡＵＧ配列または５’ＵＴＲの適当なＡＵＧで始まるショートオープンリーディングフ
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レーム(Kozak, 前掲, Rao et al, Mol. Cell. Biol. 8:284 (1988))がある。
【００７３】
　さらに、本発明のポリヌクレオチドのポリペプチドコードセグメントを、コドン利用を
変更するように修飾することもできる。変更されたコドン利用を用いれば、翻訳効率を変
更することができる。本発明のポリヌクレオチドのコード領域におけるコドン利用は、GC
G, the University of Wisconsin Genetics Computer Group (Devereaux et al, Nucleic
 Acids Res. 12:387-395 (1984)から入手可能な「Codon Preference」などの市販のソフ
トウエアパッケージを用いて統計学的に解析することができる。
【００７４】
　例えば、本発明の核酸またはそれらのアンチセンス対応物は、目的の植物において発現
を増強させるために至適化することができる。例えば、Perlak et al (1991) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 88:3324-3328;およびMurray et al (1989) Nucleic Acids Res. 17:47
7-498参照、なおその開示は引用文献により本明細書中に組み込まれる。このようにこれ
らのポリヌクレオチドを、植物が好むコドンを用いて合成することができる。
【００７５】
　本発明は、特許請求される配列の少なくとも２０の隣接する塩基を含む単離された核酸
を含んでなる部分配列を提供する。例えば、単離された核酸としては、特許請求される配
列の少なくとも２５、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、２００、３
００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１，０００、１，５００また
は２，０００の隣接するヌクレオチドを含んでなるものが挙げられる。単離された核酸の
部分配列を用い、核酸と結合し、それを挿入し、切断し、かつ／または架橋する部分配列
化合物へ導入することにより遺伝子発現を調節または検出することができる。
【００７６】
　本特許請求発明の核酸は、便宜には、ポリヌクレオチドの単離を助けるために核酸に挿
入された１以上のエンドヌクレアーゼ制限部位を含んでなる多重クローニング部位を含ん
でもよい。また、翻訳された本発明のポリヌクレオチドの単離を助けるために翻訳可能な
配列を挿入してもよい。例えば、ヘキサヒスチジンマーカー配列、またはＧＳＴ融合配列
は、本特許請求発明のタンパク質を精製する便宜な手段を提供する。
【００７７】
　本特許請求発明のポリヌクレオチドは、本発明のポリヌクレオチドのクローニングおよ
び／または発現用のベクター、アダプター、プロモーター、輸送ペプチドまたはリンカー
と結合させることができる。このようなクローニングおよび／または発現配列に付加的な
配列を付加して、クローニングおよび／または発現におけるそれらの機能を至適化するこ
と、そのポリペプチドの単離を助けること、またはそのポリヌクレオチドの細胞への導入
を改善することができる。クローニングベクター、発現ベクター、アダプター、およびリ
ンカーの使用は周知であり、当技術分野で十分に記載されている。このような核酸につい
ての記載は、例えば、Stratagene Cloning Systems, Catalogs 2004 (La Jolla, Calif.)
;およびAmersham BioSciences, Inc, Catalog 2004 (Piscataway, NJ.)参照。
【００７８】
　ＲＮＡ、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、またはそのハイブリッドなどの本発明の単離された
核酸組成物は、当業者に公知のいくつかのクローニング法を用いて植物生物源から得るこ
とができる。いくつかの実施態様では、ストリンジェント条件下で本発明のポリヌクレオ
チドと選択的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプローブを用い、ｃＤＮＡまたは
ゲノムＤＮＡライブラリーにおいて目的の配列を同定する。
【００７９】
　全ＲＮＡおよびｍＲＮＡ単離プロトコールの例は、Plant Molecular Biology: A Labor
atory Manual, Clark, Ed., Springer-Verlag, Berlin (1997);およびBrentに記載されて
いる。全ＲＮＡおよびｍＲＮＡ単離キットは、Stratagene (La Jolla, Calif)、Clontech
 (Palo Alto, Calif)、Amersham Biosciences (Piscataway, NJ.)、および5’-3’ (Paol
i, Pa.)などの業者から市販されている。また、米国特許第５，６１４，３９１号および
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同第５，４５９，２５３号も参照。
【００８０】
　典型的なｃＤＮＡ合成プロトコールは当業者に周知であり、Plant Molecular Biology:
 A Laboratory Manual, Clark, Ed., Springer-Verlag, Berlin (1997);およびBrentなど
の標準的な参照文献に記載されている。ｃＤＮＡ合成キットは、StratageneまたはPharma
ciaなどの様々な業者から入手可能である。
【００８１】
　純度９０％を超える全長ｃＤＮＡライブラリーを構築する方法の例としては、Carninci
 et al., Genomics 37:327-336 (1996)に記載されている。全長ライブラリーを作製する
他の方法も当業者に公知である。例えば、Edery et al., Mol. Cell Biol. 15(6):3363-3
371 (1995)；およびＰＣＴ特許出願ＷＯ９６／３４９８１参照。
【００８２】
　各クローンがより均等に提示されるライブラリーを作出するために、ｃＤＮＡライブラ
リーをノーマライズするのが便宜である場合が多い。ｃＤＮＡライブラリーをノーマライ
ズするいくつかのアプローチが当業者で知られている。ノーマライズされたライブラリー
の構築については、Ko, Nucl. Acids. Res. 18(19):5705-5711 (1990); Patanjali et al
, Proc. Natl. Acad. U.S.A. 88:1943-1947 (1991);米国特許第５，４８２，６８５号お
よび同第５，６３７，６８５;ならびにSoares et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:9
228-9232 (1994)に記載されている。
【００８３】
　サブトラクションｃＤＮＡライブラリーは、存在量の少ないｃＤＮＡ種の産生を高める
もう１つの手段である。Foote et al., Plant Molecular Biology: A Laboratory Manual
, Clark, Ed., Springer-Verlag, Berlin (1997); Kho and Zarbl, Technique 3(2):58-6
3 (1991); Sive and St. John, Nucl. Acids Res. 16(22):10937 (1988); Brent;およびS
waroop et al., Nucl. Acids Res. 19(8):1954 (1991)参照。ｃＤＮＡサブトラクション
キットも市販されている。例えば、PCR-Select (Clontech)参照。
【００８４】
　ゲノムライブラリーを構築するためには、ランダムフラグメンテーションによりゲノム
ＤＮＡの大セグメントを生じさせる。適当な分子生物学的技術の例および解説の例は、Sa
mbrook, and Methods in Enzymology, Vol. 152: Guide to Molecular Cloning Techniqu
es, Berger and Kimmel, Eds., San Diego: Academic Press, Inc. (1987), Brent; Plan
t Molecular Biology: A Laboratory Manual, Clark, Ed., Springer-Verlag, Berlin (1
997)に示されている。また、ゲノムライブラリーの構築用のキットも市販されている。
【００８５】
　ｃＤＮＡまたはゲノムライブラリーは、当業者に公知の方法で直接ＰＣＲを用いて、ま
たは本明細書で開示されているものなどの本発明の核酸配列を基づいたプローブを用いて
スクリーニングすることができる。プローブを用いてゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡ配列と
ハイブリダイズさせ、同じ、または異なる植物種において相同なポリヌクレオチドを単離
することができる。当業者ならば、アッセイには種々のストリンジェンシー程度のハイブ
リダイゼーションを使用できること、およびハイブリダイゼーションまたは洗浄のいずれ
かがストリンジェントであればよいことが分かるであろう。ストリンジェンシーの程度は
、温度、イオン強度、ｐＨおよびホルムアミドなどの部分変性溶媒の存在により制御する
ことができる。
【００８６】
　一般に、ストリンジェントハイブリダイゼーション条件は、ｐＨ７．０～８．３で、塩
濃度が約１．５Ｍ　Ｎａイオンよりも低い、一般にＮａイオン（または他の塩）濃度が約
０．０１～１．０Ｍであり、温度が短いプローブ（例えば、１０～５０ヌクレオチド）で
は少なくとも約３０℃、長いプローブ（例えば、５０ヌクレオチドより長い）では少なく
とも約６０℃というものである。また、ストリンジェント条件は、ホルムアミドなどの脱
安定化剤の添加によって達成することができる。
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【００８７】
　低ストリンジェンシー条件の例としては、３７℃での３０～３５％ホルムアミド、１Ｍ
　ＮａＣｌ、１％ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）のバッファー溶液を用いたハイブリ
ダイゼーションおよび５０℃での１×～２×ＳＳＣ（２Ｏ×ＳＳＣ＝３．０Ｍ　ＮａＣｌ
／０．３Ｍクエン酸三ナトリウム中での洗浄を含む。中ストリンジェンシー条件の例とし
ては、３７℃、４０～４５％ホルムアミド、１Ｍ　ＮａＣｌ、１％ＳＤＳ中でのハイブリ
ダイゼーション、および５５℃、０．５×～１×ＳＳＣ中での洗浄を含む。高ストリンジ
ェンシー条件の例としては、３７℃、５０％ホルムアミド、１Ｍ　ＮａＣｌ、１％ＳＤＳ
中でのハイブリダイゼーション、および６０℃、０．１×ＳＳＣ中での洗浄を含む。一般
に、ハイブリダイゼーション時間は４～１６時間である。
【００８８】
　核酸のハイブリダイゼーションの包括的な指針は、Tijssen, Laboratory Techniques i
n Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acids, Part I,　
Chapter 2 ”Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic 
acid probe assays”, Elsevier, N. Y. (1993);およびBrentに示されている。多くの場
合、ｃＤＮＡライブラリーは、比較的存在度の低いｃＤＮＡの提示を高めるようにノーマ
ライズされる。
【００８９】
　本発明の核酸は、増幅技術を用い、植物核酸サンプルなどの核酸サンプルから増幅させ
ることができる。例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技術を用い、本発明のポリヌ
クレオチドおよび関連のポリヌクレオチドの配列を、ゲノムＤＮＡライブラリー、ｃＤＮ
Ａライブラリー、または一般にイントロンプロセシングの任意の段階の核転写物から構築
されるライブラリーから直接増幅させることができる。ライブラリーは、雌穂、実生、葉
、茎、根、花粉、または種子などの様々な植物組織から作製することができる。ＰＣＲお
よびその他のin vitro増幅法はまた、例えば、発現させるタンパク質をコードする核酸配
列をクローニングし、サンプル中で目的ｍＲＮＡの存在を検出するため、または核酸配列
決定のため、またはその他の目的でプローブとして用いるための核酸を作製するのにも有
用であり得る。
【００９０】
　in vitro増幅法に有用な技術の例は、Berger, Sambrook、およびBrent、ならびにMulli
s et al., 米国特許第４，６８３，２０２号（１９８７）；およびPCR Protocols A Guid
e to Methods and Applications, Innis et al., Eds., Academic Press Inc., San Dieg
o, Calif. (1990)に示されている。ゲノムＰＣＲ増幅用の市販キットは当技術分野で公知
である。例えば、Advantage-GC Genomic PCR Kit (Clontech)参照。長いＰＣＲ産物の収
率を高めるためには、Ｔ４遺伝子３２タンパク質(Boehringer Mannheim)を使用すること
ができる。ＰＣＲに基づくスクリーニング法も記載されている。Wilfinger et al.は、最
初の工程で最長のｃＤＮＡを同定する、ＰＣＲに基づく方法を記載しており、これにより
、不完全なクローンを検討から除外することができる(BioTechniques, 22(3):481-486 (1
997))。
【００９１】
　あるいは、本発明の配列を用い、他の生物、特に他の植物、より詳しくは他の単子葉植
物において対応する配列を単離することもできる。このように、ＰＣＲ、ハイブリダイゼ
ーションなどの方法を用い、本発明の配列と実質的な配列類似性を有する配列を同定する
ことができる。例えば、Sambrook, and Innis et al. (1990), PCR Protocols: A Guide 
to Methods and Applications (Academic Press, New York)。本明細書に示されている本
発明の全コード配列またはその断片との配列同一性に基づいて単離されたコード配列も本
発明に包含される。
【００９２】
　本発明の単離された核酸はまた、Narang et al., Meth. Enzymol. 68:90-99 (1979)の
ホスホトリエステル法；Brown et al., Meth. Enzymol. 68:109-151 (1979)のホスホジエ



(19) JP 5390096 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

ステル法；Beaucage et al., Tetra. Lett. 22:1859-1862 (1981)のジエチルホスホルア
ミダイト法；例えば、Needham-VanDevanter et al., Nucleic Acids Res. 12:6159-6168 
(1984)に記載のような自動合成装置を用いる、Beaucage and Caruthers, Tetra. Lett. 2
2(20): 1859-1862 (1981)により記載されている固相ホスホルアミダイトトリエステル法
；および米国特許第４，４５８，０６６号の固相支持体法といった方法による直接化学合
成で作製することもできる。化学合成では一般に、一本鎖オリゴヌクレオチドが生成する
。これは、相補的配列とのハイブリダイゼーションにより、またはその一本鎖を鋳型とし
て用いたＤＮＡポリメラーゼでの重合により二本鎖ＤＮＡへと変換することができる。当
業者ならば、ＤＮＡの化学合成が約１００塩基の配列に制限されるが、短い配列の連結に
より、より長い配列が得られることを認識している。
【００９３】
　本発明の核酸断片の全部または実質的部分はまた、それらが一部をなす遺伝子を遺伝的
かつ物理的にマッピングするためのプローブとして、また、それらの遺伝子に連関してい
る形質のマーカーとして使用することもできる。このような情報は、植物育種において目
的の表現型を有する系統を発達させるために有用であり得る。例えば、本核酸断片は、re
striction fragment length polymorphism (RFLP)マーカーとして使用することができる
。制限消化した植物ゲノムＤＮＡのサザンブロット(Sambrook)を、本発明の核酸断片でプ
ローブすることができる。得られた結合パターンに対し、次に、遺伝地図を構築するため
のMapMaker (Lander et at., (1987) Genomics 1:174-181)などのコンピュータープログ
ラムを用いて遺伝解析を行うことができる。さらに、本発明の核酸断片を用い、所定の遺
伝交雑の親と後代に当たる個体組の、制限エンドヌクレアーゼ処理ゲノムＤＮＡを含むサ
ザンブロットをプローブするために使用することができる。ＤＮＡ多型の分離が注目され
、この集団で従前に得られた遺伝地図において本核酸配列の位置を算出するのに用いられ
る(Botstein, D. et al., (1980) Am. J. Hum. Genet. 32:314-331)。
【００９４】
　遺伝地図に用いるための植物遺伝子由来のプローブの作製と使用については、R. Berna
tzky, R. and Tanksley, S. D. (1986) Plant Mol. Biol. Reporter 4(1):37-41に記載さ
れている。多くの刊行物が、上記で概略を示した方法論またはその変形形態を用いた特異
的ｃＤＮＡクローンの遺伝マッピングについて記載している。例えば、Ｆ２交雑集団、戻
し交雑集団、無作為交雑集団、同種同系に近い集団、およびその他の個体組をマッピング
に用いることができる。このような方法論は当業者に周知である。
【００９５】
　本核酸配列に由来する核酸プローブはまた、物理マッピング（すなわち、物理地図上に
配列を配置すること；Hoheisel, J. D., et al., In: Nonmammalian Genomic Analysis: 
A Practical Guide, Academic press 1996, pp. 319-346およびその中に引用されている
参照文献参照）に使用することもできる。
【００９６】
　もう１つの実施態様では、本核酸配列に由来する核酸プローブを、直接蛍光in situハ
イブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）マッピング(Trask, B. J. (1991) Trends Genet. 7:1
49-154)に用いることができる。ＦＩＳＨマッピングの現行法では大きなクローン（数ｋ
ｂ～数百ｋｂ；Laan, M. et al. (1995) Genome Research 5:13-20）を用いることが好ま
しいが、感度を高めれば、より短いプローブを用いてＦＩＳＨマッピングを行うことがで
きる。
【００９７】
　本核酸配列を用い、核酸増幅に基づく、様々な遺伝マッピングおよび物理マッピングを
行うことができる。例としては、対立遺伝子特異的増幅(Kazazian, H. H. (1989) J. Lab
. Clin. Med. 114(2):95-96)、ＰＣＲにより増幅された断片の多型(CAPS; Sheffield, V.
 C. et al. (1993) Genomics 16:325-332)、対立遺伝子特異的連結(Landegren, U. et al
. (1988) Science 241:1077-1080)、ヌクレオチド伸張反応(Sokolov, B. P. (1990) Nucl
eic Acid Res. 18:3671)、放射線ハイブリッドマッピング(Walter, M. A. et al. (1997)
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 Nature Genetics 7:22-28)およびＨａｐｐｙマッピング(Dear, P. H. and Cook, P. R. 
(1989) Nucleic Acid Res. 17:6795-6807)が挙げられる。これらの方法のため、核酸断片
の配列を用い、増幅反応またはプライマー伸張反応で用いるためのプライマー対をデザイ
ンおよび作製する。このようなプライマーのデザインは当業者に周知である。ＰＣＲに基
づく遺伝マッピングを用いた方法では、そのマッピング交雑の両親間の、本核酸配列に相
当する領域のＤＮＡ配列の違いを同定する必要がある場合がある。しかしながら、これは
、マッピング法には一般に必要でない。
【００９８】
　ターゲッティング遺伝子破壊プロトコールによるか、または全ての可能性のある遺伝子
に突然変異を有する集団に含まれるこれら遺伝子の特定の突然変異体を同定することによ
り、本ｃＤＮＡクローンに対して機能欠失型突然変異表現型を同定することができる(Bal
linger and Benzer, (1989) Proc. Natl. Acad. Sci USA 86:9402; Koes et al., (1995)
 Proc. Natl. Acad. Sci USA 92:8149; Bensen et al., (1995) Plant Cell 7:75)。前記
のアプローチはいくつかの方法で達成することができる。一つ目として、本核酸断片のシ
ョートセグメントを、Mutatorトランスポゾンまたは他のいくつかの突然変異誘発ＤＮＡ
エレメントが導入されている植物の集団から調製したＤＮＡに対して、突然変異タグ配列
プライマーと組み合わせたポリメラーゼ連鎖反応プロトコールにおいて用いることができ
る（Bensen, 前掲参照）。これらのプライマーを用いて特異的ＤＮＡ断片が増幅されると
いうことは、イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードする植物遺伝子内またはその
近傍に突然変異タグエレメントが挿入されていることを示す。あるいは、本核酸断片は、
制限酵素部位に固定される合成アダプターのためのものなど、任意のゲノム部位プライマ
ーと組み合わせて突然変異タグ配列プライマーを用いて突然変異集団から作製されたＰＣ
Ｒ増幅産物に対してハイブリダイゼーションプローブとして用いることもできる。三つ目
として、ＴＩＬＬＩＮＧとして知られる方法であるが、ミスマッチ部位で切断可能な一本
鎖エンドヌクレアーゼを用い、特定の遺伝子内に突然変異をマッピングすることもできる
(Till et al.(2004) Nucleic Acids Res. 32:2632-41)。最後に、米国特許出願第２００
５００５３９７５号に記載され、また、本実施例に示されるように、当業者に公知のＰＣ
Ｒ法を用い、欠失を同定することができる。各方法では、イノシトールポリリン酸２－キ
ナーゼをコードする内在遺伝子に突然変異を含む植物を同定および取得することができる
。次に、この突然変異植物を用い、その遺伝子産物の本来の機能を決定または確認するこ
とができる。
【００９９】
　本発明のタンパク質としては、開示されている配列を有するタンパク質、また同様に、
開示されているポリヌクレオチドによりコードされているタンパク質を含む。さらに、本
発明のタンパク質としては、その天然タンパク質の１以上の部位における１以上のアミノ
酸の欠失、付加または置換により、天然タンパク質から誘導されたタンパク質も含む。こ
のような変異体は例えば、遺伝子多型から、または人為的操作から生じたものであり得る
。このような操作法は一般に、当技術分野で公知である。
【０１００】
　例えば、ポリペプチドのアミノ酸配列変異体は、対象とする天然タンパク質をコードす
るクローニングされたＤＮＡ配列における突然変異により作出することができる。突然変
異誘発およびヌクレオチド配列変更のための方法は当技術分野で周知である。例えば、Wa
lker and Gaastra, eds. (1983) Techniques in Molecular Biology (MacMillan Publish
ing Company, New York); Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492; Kun
kel et al. (1987) Methods Enzymol. 154:367-382; Sambrook ;米国特許第４，８７３，
１９２号；およびその中に引用されている参照文献を参照（引用文献により本明細書中に
組み込まれる）。対象とするタンパク質の生物活性に影響を及ぼさない適当なアミノ酸置
換についての指針は当業者ならば容易に理解することができる。あるアミノ酸と、類似の
特性を有する別のアミノ酸との交換などの保存的置換が好ましいと考えられる。
【０１０１】
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　対象とするタンパク質の変異体を構築する上では、それらの変異体をコードするヌクレ
オチド配列に対して、一般に、変異体が所望の活性を保持し続けるような修飾を行うこと
ができる。本発明の単離されたタンパク質としては、本発明の核酸のいずれか１つにより
コードされている少なくとも２５の隣接するアミノ酸を含んでなるポリペプチド、または
その保存的修飾変異体であるポリペプチドを含む。本発明のタンパク質またはその変異体
は、本発明のポリペプチド由来の、任意の数の隣接するアミノ酸残基を含むことができ、
その数は２５～本発明の全長ポリペプチドの残基数からなる整数群から選択される。場合
により、この隣接するアミノ酸の部分配列は、少なくとも２５、３０、４０、５０、６０
、７０、８０、９０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５
０、または５００アミノ酸長である。
【０１０２】
　本発明は触媒的に活性なポリペプチド（すなわち、酵素）を含む。触媒的に活性なポリ
ペプチドは一般に、天然（非合成）型の内在ポリペプチドの少なくとも約２０％、３０％
、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または９５％の比活性を有する。
さらに、基質特異性（Ｋcat／Ｋm）は、各活性に関して、場合により、天然（非合成）型
の内在ポリペプチドと実質的に同等であり得る。一般に、Ｋmは、ある基質に関して、天
然（非合成）型の内在ポリペプチドの少なくとも約１０％、２０％、３０％、４０％、５
０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または９５％である。酵素活性および基質特異
性（Ｋcat／Ｋm）のアッセイおよび定量測定法は当業者に周知である。例えば、Segel, B
iochemical Calculations, 2nd ed., John Wiley and Sons, New York (1976)参照。
【０１０３】
　本発明は、本タンパク質に対して行い得る修飾を含む。特に、その遺伝子の活性を低下
させることが望まれる場合がある。ターゲッティング分子のクローニング、発現または融
合タンパク質への組み込みを助けるために、他の修飾を行うこともできる。このような修
飾は当業者に周知であり、例えば、開始部位を提供するためにアミノ末端に付加されたメ
チオニン、または便宜な配置の制限部位もしくは終結コドンを作出するため、または精製
のためにいずれかの末端に置かれた付加的アミノ酸またはペプチド（例えば、ポリＨｉｓ
、ＧＳＴなど）が挙げられる。
【０１０４】
　本発明のタンパク質は、ひと度発現されれば、それらの細胞を溶解し、その溶解物に標
準的なタンパク質単離技術を適用することにより、単離することができる。この精製法の
モニタリングは、ウエスタンブロット法またはラジオイムノアッセイまたは他の標準的な
イムノアッセイ法を用いて行うことができる。また、発現したタンパク質を細胞から培地
中へ分泌させる発現カセットも利用可能である。これらの場合、発現したタンパク質は、
標準的なタンパク質精製技術を用いて細胞増殖培地から精製することができる。
【０１０５】
　本発明のタンパク質はまた、無細胞合成法を用いて構築することもできる。約５０アミ
ノ酸長よりも小さいタンパク質の固相合成は、不溶性の支持体にその配列のＣ末端アミノ
酸を付着させた後、その配列の残りのアミノ酸を順次付加することにより行うことができ
る。固相合成技術は、Barany and Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis, pp. 3-
284 in The Peptids: Analysis, Synthesis, Biology. Vol. 2: Special Methods in Pep
tide Synthesis, Part A.; Merrifield et al, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2156 (1963)
、およびStewart et al., Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd ed., Pierce Chem. Co.
, Rockford, III. (1984)に記載されている。より長いタンパク質は、短い断片のアミノ
末端とカルボキシ末端を縮合させることにより合成することができる。カルボキシ末端の
活性化による（例えば、カップリング試薬Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミドの
使用による）ペプチド結合の形成法は当業者に公知である。
【０１０６】
　本発明のタンパク質は、組換え型であれ合成型であれ、洗剤による可溶化、硫酸アンモ
ニウムなどの物質による選択的沈殿、カラムクロマトグラフィー、免疫精製法その他を含
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む、当技術分野で周知の標準的な技術により、実質的に純粋となるよう精製することがで
きる。例えば、R. Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer
-Verlag: New York (1982); Deutscher, Guide to Pritein Purification, Academic Pre
ss (1990)参照。例えば、本明細書に記載のように、これらのタンパク質に対して抗体を
作製してもよい。大腸菌(E. coli)からの精製は、米国特許第４，５１１，５０３号に記
載の手順に従って行うことができる。
【０１０７】
　本発明のタンパク質を検出する手段は、本発明の重要な側面ではない。これらのタンパ
ク質は、十分認知されているいくつかの免疫結合アッセイのいずれかを用いて検出および
／または定量することができる（例えば、米国特許第４，３６６，２４１号、同第４，３
７６，１１０号、同第４，５１７，２８８号、および同第４，８３７，１６８号参照）。
また、一般的なイムノアッセイの総説として、Methods in Cell Biology, Vol. 37: Anti
bodies in Cell Biology, Asai, Ed., Academic Press, Inc. New York (1993); Basic a
nd Clinical Immunology 7th Edition, Stites & Terr, Eds. (1991)も参照。さらに、本
発明のイムノアッセイは、例えば、Enzyme Immunoassay, Maggio, Ed., CRC Press, Boca
 Raton, FIa. (1980); Tijan, Practice and Theory of Enzyme Immunoassays, Laborato
ry Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science Publishers
 B. V., Amsterdam (1985); Harlow and Lane, 前掲; Immunoassay: A Practical Guide,
 Chan, Ed., Academic Press, Orlando, Fla. (1987); Principles and Practice of Imm
unoassays, Price and Newman Eds., Stockton Press, NY (1991);および Non-isotopic 
Immunoassays, Ngo, Ed., Plenum Press, NY (1988)の総説など、いくつかの構成のいず
れで行ってもよい。
【０１０８】
　典型的な方法としては、ウエスタンブロット（イムノブロット）分析、生化学分析法（
電気泳動、キャピラリー電気泳動、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、薄層クロ
マトグラフィー（ＴＬＣ）、高拡散クロマトグラフィーなど）、および液体またはゲル沈
降素反応、免疫拡散法（一元または二元）、免疫電気泳動、ラジオイムノアッセイ（ＲＩ
Ａ）、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光アッセイなどの種々の免疫学
的方法などが挙げられる。
【０１０９】
　非放射性標識は間接的手段により結合させる場合が多い。一般に、リガンド分子（例え
ば、ビオチン）をこの分子に共有結合させる。次に、このリガンドは抗リガンド分子（例
えば、ストレプトアビジン）と結合するが、この抗リガンド分子はそれ自体検出可能であ
るか、または、検出可能な酵素、蛍光化合物もしくは化学発光化合物などのシグナル系と
共有結合させる。いくつかのリガンドと抗リガンドが使用可能である。リガンドが天然の
抗リガンド、例えば、ビオチン、チロキシン、およびコルチゾールを有する場合、標識し
た天然抗リガンドとともに使用することができる。あるいは、ハプテン化合物または抗原
化合物を抗体と組み合わせて使用してもよい。
【０１１０】
　また、これらの分子は、例えば、酵素または蛍光団とのコンジュゲーションにより、シ
グナル生成化合物と直接コンジュゲートさせることができる。標識として対象となる酵素
としては、主としてヒドロラーゼ、特に、ホスファターゼ、エステラーゼおよびグリコシ
ダーゼ、またはオキシドレダクターゼ、特に、ペルオキシダーゼがある。蛍光化合物とし
ては、フルオレセインおよびその誘導体、ローダミンおよびその誘導体、ダンシル、ウン
ベリフェロンなどが挙げられる。化学発光化合物としては、ルシフェリン、および０．２
，３－ジヒドロフタラジンジオン、例えば、ルミノールが挙げられる。使用可能な種々の
標識系またはシグナル生成系についての総説としては、引用文献により本明細書中に組み
込まれる米国特許第４，３９１，９０４号を参照。
【０１１１】
　アッセイ形式によっては、標識された成分の使用の必要がないものもある。例えば、凝



(23) JP 5390096 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

集アッセイを用い、標的抗体の存在を検出することができる。この場合、抗原コーティン
グ粒子が、標的抗体を含むサンプルにより凝集を生じる。この形式では、標識が必要な成
分はなく、標的抗体の存在は単に目視により検出される。
【０１１２】
　本発明のタンパク質は、本発明の触媒的に活性なポリペプチドと結合し、かつ／または
その酵素活性を増加または低下させる（すなわち、調節する）化合物（例えば、基質）を
同定するために使用することができる。この方法は、本発明のポリペプチドを、結合能ま
たは酵素活性調節能を判定する化合物と接触させることを含む。用いるポリペプチドは、
本発明の天然型、全長ポリペプチド（例えば、酵素）の比活性の少なくとも２０％、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％または９５％を有する。酵素動態
を測定する方法は当技術分野で公知である。例えば、Segel, Biochemical Calculations,
 2nd ed., John Wiley and Sons, New York (1976)参照。
【０１１３】
　天然（全長）型および組換え型または合成型双方の個体変異体、対立遺伝子変異体、系
統変異体、または種変異体およびその断片を含む本発明のタンパク質に対して抗体を作製
することができる。さらに、天然型構造または非天然型構造いずれかのこれらのタンパク
質に対して抗体を作製することもできる。また、抗イディオタイプ抗体も生成可能である
。多くの抗体作製法が当業者に公知である。
【０１１４】
　マウス、齧歯類、霊長類、ヒトなどの種々の哺乳類宿主からモノクローナル抗体を作製
することが望ましい場合もある。このようなモノクローナル抗体の作製技術の記載は、例
えば、Basic and Clinical Immunology, 4th ed., Stites et al., Eds., Lange Medical
 Publications, Los Altos, Calif.,およびその中で引用されている参照文献; Harlow an
d Lane, 前掲; Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 2nd ed., A
cademic Press, New York, N.Y. (1986);およびKohler and Milstein, Nature 256:495-4
97 (1975)に見出せる。
【０１１５】
　他の好適な技術としては、ファージまたは類似のベクター中での組換え抗体のライブラ
リーの選択を含む（例えば、Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989);およびWard e
t al., Nature 341:544-546 (1989);およびVaughan et al., Nature Biotechnology 14:3
09-314 (1996)参照）。あるいは、非再配列ヒト重鎖および軽鎖Ｉｇ座のフラグメントを
含んでなるトランスジェニックマウス（すなわち、ミニローカストランスジェニックマウ
ス）から高結合力ヒトモノクローナル抗体を得ることもできる。Fishwild et al., Natur
e Biotech. 14:845-851 (1996)。また、組換え免疫グロブリンを作製することもできる。
Cabilly, 米国特許第４，８１６，５６７号；およびQueen et al., Proc. Natl. Acad. S
ci. U.S.A. 86:10029-10033 (1989)参照。
【０１１６】
　本発明の抗体は、本発明のタンパク質を単離する際のアフィニティークロマトグラフィ
ーのため、または正常タンパク質もしくは異常タンパク質などの特定の発現産物に関して
発現ライブラリーをスクリーニングするため、または個々の抗原の存在に関連する種々の
病態を検出もしくは診断するのに有用な抗イディオタイプ抗体を作製するために使用する
ことができる。
【０１１７】
　多くの場合、本発明のタンパク質および抗体は、検出可能なシグナルを提供する物質と
共有結合または非共有結合させることにより標識することができる。多様な標識およびコ
ンジュゲーション技術が知られており、科学文献および特許文献の双方で十分に報告され
ている。好適な標識としては、放射性ヌクレオチド、酵素、基質、補因子、阻害剤、蛍光
部分、化学発光部分、磁気粒子などが挙げられる。
【０１１８】
　本発明はさらに、植物またはその一部において、本特許請求発明のポリペプチドの濃度
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または組成を調節する（すなわち、低下させる）方法も提供する。調節は、植物体内で、
その濃度または組成（本特許請求発明のポリペプチドの比率）を増加または低下させるこ
とにより行うことができる。
【０１１９】
　本方法は、（１）イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードするＤＮＡ分子の一本
鎖の対応する部分（ここで、このイノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードするＤＮ
Ａ分子は、低ストリンジェンシー条件下で配列番号１とハイブリダイズする）、または（
２）イノシトールポリリン酸２－キナーゼをコードするＤＮＡ分子にコードされるＲＮＡ
配列の対応する部分と実質的に相補的なアンチセンスヌクレオチド配列と、（ｂ）そのア
ンチセンスヌクレオチド配列が、それが形質転換された植物細胞内で発現されるように、
アンチセンスヌクレオチド配列と作動可能なように連結された調節配列とを含んでなる発
現カセットを用いて植物細胞を形質転換することを含む。
【０１２０】
　いくつかの実施態様では、植物体内の本発明のポリペプチドの含量および／または組成
は、in vivoまたはin vitroで、遺伝子発現をダウンレギュレーションするように本発明
の非単離遺伝子のプロモーターを変更することにより低下させることができる。いくつか
の実施態様では、本発明の天然遺伝子のコード領域を、コードされている酵素の活性を低
下させるように置換、付加、挿入、または欠失により変更することができる。例えば、Km
iec, 米国特許第５，５６５，３５０号; Zarling et al., ＰＣＴ／ＵＳ９３／０３８６
８参照。タンパク質のダウンレギュレーションの一つの方法としては、タンパク質分解に
対して標的を与えるＰＥＳＴ配列の使用を含む。
【０１２１】
　いくつかの実施態様では、プロモーター配列を含んでなる単離された核酸（例えば、ベ
クター）を植物細胞にトランスフェクトする。次に、本発明のポリヌクレオチドと作動可
能なように連結されたプロモーターを含んでなる植物細胞を、限定されるものではないが
、サザンブロット、ＤＮＡ配列決定、またはプロモーターおよび遺伝子に特異的なプライ
マーを用い、それから産生されたアンプリコンを検出するＰＣＲ分析など、当業者に公知
の手段によって選択する。上記実施態様によって変更または修飾された植物または植物部
分を、その植物体内の本発明のポリペプチドの濃度および／または組成を低下させるのに
十分な期間、植物生育条件下で生育させる。植物生育条件は当技術分野で公知である。
【０１２２】
　一般に、ポリペプチド含量は、上述の発現カセットを欠いた天然型対照植物、植物部分
、または細胞よりも少なくとも５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％
、７０％、８０％、または９０％増大または低下する。本発明における調節は、目的の発
達段階まで植物を生育させる過程で、および／または生育させた後に起こり得る。時間的
な、および／または特定の組織での核酸発現の調節は、例えば、上記で詳細に述べたアン
チセンス配向で本発明のポリヌクレオチドと作動可能なように連結された適当なプロモー
ターを用いることで制御することができる。本発明のポリヌクレオチドの発現誘導はまた
、有効量の誘導化合物を外から投与することによっても制御することができる。誘導プロ
モーターおよびこれらのプロモーターからの発現を活性化する誘導化合物は当技術分野で
周知である。ある実施態様では、本発明のポリペプチドは、単子葉植物または双子葉植物
、例えば、トウモロコシ、ダイズ、ヒマワリ、ベニバナ、ソルガム、カノーラ、コムギ、
アルファルファ、イネ、オオムギおよび雑穀において調節される。
【０１２３】
　形質転換法は本発明にとって重要ではなく、現在、種々の形質転換法が利用できる。作
物または他の宿主細胞を形質転換するために利用できる新しい方法ほど、直接的な適用が
可能となっている。よって、生物において表現型変化を達成するために配列の転写および
／または翻訳を得ることを目的に、宿主細胞のゲノムにそのＤＮＡ配列を挿入する多様な
方法が開発されている。従って、効率的な形質転換／トランスフェクションが得られる方
法を用いればよい。
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【０１２４】
　本発明の目的のポリヌクレオチドをコードするＤＮＡ配列、例えば、全長タンパク質を
コードするｃＤＮＡまたはゲノム配列を用い、目的の植物に導入することができる発現カ
セットを構築することができる。本発明の単離された核酸は、当技術分野で公知の技術に
従って植物に導入することができる。一般に、上記のような、植物細胞の形質転換に好適
な発現カセットが作製される。
【０１２５】
　多様な高等植物種を形質転換する技術が周知であり、技術文献、科学文献および特許文
献に記載されている。例えば、Weising et al., Ann. Rev. Genet. 22:421-477 (1988)参
照。例えば、植物細胞プロトプラストまたはエンブリオジェニックカルスのエレクトロポ
レーション、ＰＥＧポレーション、粒子衝撃、ケイ素繊維送達、またはマイクロインジェ
クションなどの技術を用い、植物細胞のゲノムＤＮＡにＤＮＡ構築物を直接導入すること
ができる。例えば、Tomes et al., Direct DNA Transfer into Intact Plant Cells Via 
Microprojectile Bombardment, pp.197-213 in Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
, Fundamental Methods, Eds. O. L. Gamborg and G. C. Phillips, Springer-Verlag Be
rlin Heidelberg New York, 1995参照。あるいは、これらのＤＮＡ構築物は好適なＴ－Ｄ
ＮＡフランキング領域と組み合わせ、従来のアグロバクテリウム・ツメファシエンス(Agr
obacterium tumefaciens)宿主ベクターに導入することもできる。アグロバクテリウム・
ツメファシエンス宿主の病原性機能は、細胞がこの細菌に感染した際に、植物細胞ＤＮＡ
への構築物および隣接するマーカーの挿入を命令する。米国特許第５，５９１，６１６号
参照。
【０１２６】
　ポリエチレングリコール沈殿を用いるＤＮＡ構築物の導入については、Paszkowski et 
al., Embo J. 3:2717-2722 (1984)に記載されている。エレクトロポレーション技術につ
いては、Fromm et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:5824 (1985)に記載されてい
る。弾道形質転換技術については、Klein et al, Nature 327:70-73 (1987)に記載されて
いる。
【０１２７】
　アグロバクテリウム・ツメファシエンスを媒介とする形質転換技術は科学文献に十分な
記載がある。例えば、Horsch et al, Science 233:496-498 (1984)、およびFraley et al
., Proc. Natl. Acad. Sci. 80:4803 (1983)参照。例えば、トウモロコシのアグロバクテ
リウム形質転換は、米国特許第５，９８１，８４０号に記載されている。ダイズのアグロ
バクテリウム形質転換は、米国特許第５，５６３，０５５号に記載されている。
【０１２８】
　他の形質転換法としては、（１）アグロバクテリウム・リゾゲネス(Agrobacterium rhi
zogenes)を媒介とする形質転換（例えば、Lichtenstein and Fuller In: Genetic Engine
ering, Vol. 6, P. W. J. Rigby, Ed., London, Academic Press, 1987;およびLichtenst
ein, C. P. and Draper, J. In: DNA Cloning, Vol. 11, D. M. Glover, Ed., Oxford, I
RI Press, 1985)参照。国際出願ＰＣＴ／ＵＳ８７／０２５１２（１９８８年４月７日公
開のＷＯ８８／０２４０５）は、Ａ．リゾゲネスＡ４およびそのＲｉプラスミドを、Ａ．
ツメファシエンスベクターｐＡＲＣ８またはｐＡＲＣ１６とともに使用することを記載し
ている）、（２）リポソームを媒介とするＤＮＡ取り込み（例えば、Freeman et al, Pla
nt Cell Physiol. 25:1353 (1984)参照）、および（３）ボルテックス法（例えば、Kindl
e, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1228 (1990)参照）が挙げられる。
【０１２９】
　ＤＮＡはまた、Zhou et al., Methods in Enzymology 101:433 (1983); D. Hess, Inte
rn Rev. Cytol., 107:367 (1987); Luo et al, Plant Mol. Biol. Reporter 6:165 (1988
)により記載されているように、花粉への直接的ＤＮＡ移入により植物に導入することも
できる。ポリヌクレオチドをコードするポリペプチドの発現は、Pena et al, Nature 325
:274 (1987)により記載されているような植物の生殖器官へのＤＮＡの注入により得るこ
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とができる。ＤＮＡはまた、未熟胚の細胞に直接注入することもでき、Neuhaus et al, T
heor. Appl. Genet. 75:30 (1987);およびBenbrook et al, in Proceedings Bio Expo 19
86, Butterworth, Stoneham, Mass., pp. 27-54 (1986)に記載のような乾燥胚の再水和。
【０１３０】
　動物および下等真核生物（例えば、酵母）宿主細胞は、種々の手段による形質転換に対
して有能であるか、または有能であるようにする。動物細胞にＤＮＡを導入するいくつか
の周知な方法がある。これらには、リン酸カルシウム沈殿法、レシピエント細胞とそのＤ
ＮＡを含有する細菌プロトプラストとの融合、レシピエント細胞の、そのＤＮＡを含有す
るリポソームでの処理、ＤＥＡＥデキストラン、エレクトロポレーション、バイオリステ
ィック法、およびＤＮＡの細胞への直接マイクロインジェクションが挙げられる。トラン
スフェクトされた細胞は、当技術分野で周知の手段により培養する。Kuchler, R. J., Bi
ochemical Methods in Cell Culture and Virology, Dowden, Hutchinson and Ross, Inc
. (1977)。
【０１３１】
　上記の形質転換技術のいずれかにより誘導された形質転換植物細胞を培養すれば、形質
転換遺伝子型を有する完全な植物体を再分化させることができる。このような再分化技術
は多くの場合、組織培養増殖培地中の特定の植物ホルモンの操作に頼るものであり、一般
には、本発明のポリヌクレオチドとともに導入された殺生物剤および／または除草剤マー
カーに頼る。トウモロコシの形質転換および再分化については、Gordon-Kamm et al., Th
e Plant Cell 2:603-618 (1990)を参照。
【０１３２】
　植物発現ベクターで形質転換された植物細胞は、標準的な植物組織培養技術に従い、例
えば、単細胞、カルス組織またはリーフディスクから再分化させることができる。当技術
分野では、ほとんどどの植物の種々の細胞、組織および器官でも上手く培養し、完全な植
物体を再分化させることができることが周知である。培養プロトプラストからの植物再分
化については、Evans et al., Protoplasts Isolation and Culture, Handbook of Plant
 ell Culture, Macmillan Publishing Company, New York, pp.124-176 (1983);およびBi
nding, Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, CRC Press, Boca Raton, pp. 21-
73 (1985)に記載されている。
【０１３３】
　アグロバクテリウムにより導入された外来遺伝子を含有する植物の再分化は、Horsch e
t al., Science, 227:1229-1231 (1985)およびFraley et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U
.S.A. 80:4803 (1983)により記載されているようにして行うことができる。この手順では
一般に、２～４週間以内にシュートが発生し、これらの形質転換体のシュートを次に、選
択剤と細菌の増殖を防ぐための抗生物質を含有する適当な発根培地に移す。本発明のトラ
ンスジェニック植物は稔性である場合も不稔性である場合もある。
【０１３４】
　再分化はまた、植物カルス、外植体、器官、またはその一部から得ることができる。こ
のような再分化技術は一般に、Klee et al., Ann. Rev. Plant Phys. 38:467-486 (1987)
に記載されている。単一の植物プロトプラストまたは種々の外植体からの植物体の再分化
は当技術分野で周知である。例えば、Methods for Plant Molecular Biology, A. Weissb
ach and H. Weissbach, eds., Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (1988)参照。
トウモロコシの細胞培養および再分化については一般に、The Maize Handbook, Freeling
 and Walbot, Eds., Springer, New York (1994); Corn and Corn Improvement, 3rd edi
tion, Sprague and Dudley Eds., American Society of Agronomy, Madison, Wis. (1988
)を参照。
【０１３５】
　当業者ならば、発現カセットがトランスジェニック植物に安定的に組み込まれ、機能し
得ることが確認された後は、それを有性交雑により他の植物に導入することができること
を認識している。交配させる種に応じて、いくつかの標準的な育種技術のいずれかを用い
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ることができる。
【０１３６】
　栄養繁殖作物では、成熟したトランスジェニック植物を、挿し穂、アポミクト種子の産
生、または多数の同一植物を産生するための組織培養技術により繁殖させることができる
。望ましいトランスジェニック体の選択を行い、新品種を取得し、商業用に栄養繁殖させ
る。種子繁殖作物では、成熟したトランスジェニック植物を自殖させて同形接合性近交系
植物を産生することができる。近交系植物は、新たに導入された異種核酸を含む種子を産
生する。これらの種子を生育させ、選択された表現型を表す植物を産生することができる
。
【０１３７】
　花、種子、葉、枝、果実などの、再分化植物から得られる部分も、これらの部分が本発
明の単離された核酸を含む細胞を含んでいる限り、本発明に含まれる。再分化植物の後代
および変異体、ならびに突然変異体も、これらの部分が導入された核酸配列を含んでいる
限り、本発明の範囲内に含まれる。
【０１３８】
　選択マーカーを発現するトランスジェニック植物は、例えば、標準的な免疫ブロットお
よびＤＮＡ検出技術により、本発明の核酸の伝達に関してスクリーニングすることができ
る。また、トランスジェニック系統は一般に、異種核酸の発現レベルについて評価される
。まず、発現陽性植物を同定および定量するためにＲＮＡレベルで発現を判定することが
できる。ＲＮＡ分析の標準的技術が使用可能であり、異種ＲＮＡ鋳型だけを増幅するよう
にデザインしたオリゴヌクレオチドプライマーを用いるＰＣＲ増幅アッセイ、および異種
核酸特異的プローブを用いる溶液ハイブリダイゼーションアッセイを含む。これらのＲＮ
Ａ陽性植物は次に、本発明の特異的反応性抗体を用いるウエスタン免疫ブロット分析によ
りタンパク質発現に関して分析することができる。さらに、異種核酸特異的ポリヌクレオ
チドプローブおよび抗体を用いて、それぞれ、標準的なプロトコールに従う、in situハ
イブリダイゼーションおよび免疫細胞化学を行って、トランスジェニック組織内での発現
部位を特定することができる。一般に、いくつかのトランスジェニック系統を、通常、組
み込まれた核酸に関してスクリーニングし、最も適当な発現プロフィールを有する植物を
同定および選択する。
【０１３９】
　本発明のトランスジェニック植物は、付加された異種核酸に関して同形接合性であり得
、すなわち、２つの付加された核酸配列を含む（１つの遺伝子は染色体対の各染色体上の
同じ遺伝子座にある）トランスジェニック植物である。同形接合性トランスジェニック植
物は、付加された単一の異種核酸を含む異系接合性トランスジェニック植物を有性交配（
自殖）させ、産生された種子のうちいくつかを播種し、産生された植物を、本発明のポリ
ヌクレオチドの発現が対照植物（すなわち、天然、非トランスジェニック）に対して変更
されているかどうかを分析することにより、得ることができる。また、親植物との戻し交
雑および非トランスジェニック植物との他殖も考えられる。あるいは、アポミクシスによ
り、異系接合性トランスジェニック植物の繁殖を行うこともできる。
【０１４０】
　本発明は、本発明のポリヌクレオチドを含む植物を遺伝子型分析の方法を提供する。遺
伝子型分析は、染色体対のホモログを識別する手段を提供し、植物集団において分離した
ものを区別するために使用することができる。分子マーカー法は、系統発生研究、作物品
種間の遺伝的関係の同定、交雑雑種または体細胞雑種の同定、一遺伝子性形質に影響を及
ぼす染色体セグメントの限局化、地図に基づくクローニング、および量的遺伝の研究に使
用することができる。例えば、Plant Molecular Biology： A Laboratory Manual, Chapt
er 7, Clark, Ed., Springer-Verlag, Berlin (1997)参照。分子マーカー法については、
一般に、The DNA Revolution by Andrew H. Paterson 1996 (Chapter 2) in: Genome Map
ping in Plants (ed. Andrew H. Paterson) by Academic Press/R. G. Landis Company, 
Austin, Tex., pp.7-21を参照。



(28) JP 5390096 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

【０１４１】
　本発明の遺伝子型分析の特定の方法は、限定されるものではないが、増幅断片長多型（
amplification fragment length polymorphisms, AFLP)など、任意の数の分子マーカー分
析技術を用いてもよい。ＡＦＬＰはヌクレオチド配列変異性により生じるＤＮＡ　ＰＣＲ
－増幅断片間の対立遺伝子的な違いのある産物である。よって、本発明はさらに、本発明
の遺伝子または核酸の分離、ならびにこれらの遺伝子または核酸と遺伝的に連関した染色
体配列を、ＡＦＬＰ分析などの技術を用いて追跡する手段を提供する。
【０１４２】
　本発明の方法において使用可能な植物としては、単子葉植物および双子葉植物が挙げら
れる。好ましい植物としては、トウモロコシ、コムギ、イネ、オオムギ、エンバク、ソル
ガム、雑穀、ライムギ、ダイズ、ヒマワリ、ベニバナ、アルファルファ、カノーラ(Brass
ica napus)、ワタ、またはシバが挙げられる。
【０１４３】
　形質転換された植物細胞、植物部分または植物組織から再分化した植物に由来する種子
、再分化した形質転換植物に由来する後代は、そのまま飼料または食品として使用しても
よいし、あるいはさらなる加工を行ってもよい。
【０１４４】
　以下、本発明を、下記に詳述する実施例によりさらに説明する。しかしながら、これら
の実施例および記載に示されるもの以上に、本発明の基本的課題に沿った多くの拡張、変
形および改変が存在し、それらも本発明の精神および範囲内にあると考えられる。
【実施例】
【０１４５】
　以下、本発明を下記の実施例でさらに定義する。ここで、特に断りのない限り、全ての
部およびパーセンテージは重量に対するものであり、温度はセ氏である。これらの実施例
は本発明の好ましい実施態様を示すものであり、単に例示であると考えるべきである。上
記の記述およびこれらの実施例から、当業者ならば、本発明の本質的な特徴を把握するこ
とができ、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、種々の用途や条件に適合させ
るために本発明の種々の変更および改変を行うことができる。
【０１４６】
　実施例１．候補ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子の同定
　ヒトおよび酵母由来の、予測されるイノシトールペンタキスリン酸－キナーゼ（Ｉｎ５
－Ｋ）遺伝子のＤＮＡ配列については、Verbsky, J.W. et al. (2002) J. Biol. Chem. 2
77: 31857-31862（以下、「Verbsky」）に記載されている。類似した、推定トウモロコシ
ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子配列の断片については、ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎ
ｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）をはじめとする公開データベースで同定した。トウ
モロコシ配列断片は、ヒトおよび酵母配列とアラインし、ＢＬＡＳＴアルゴリズムによる
ＮＣＢＩデータベース検索にも使用した (Altschul, S.F. et al. (1991) J. Mol Biol. 
215:403-10)。シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)由来（ＡＴ５ｇ４２８１０、ＡＴ
ｌｇ２２１００、ＡＴｌｇ５８９３６）およびその他の種由来のいくつかの配列について
は、限定されるものではないが、ＢＭ５２０１７１、ＢＥ５５６０９４、ＢＧ８８２４２
９（グリシンマックス）；Ｃ７３０３９、ＡＡ７５０６１４、ＡＬ６０６６０８．３、Ａ
ＡＡＡ０１００３４８３、ＡＰ００８２１０、ＡＫ１０２８４２、ＸＭ４７４２１４（オ
リザ・サティバ(oryza sativa)）；ＢＨ６４７７６０、ＢＨ７２４８５６（ブラシカ・オ
レラシア(Brassica oleracea)）；ＴＣ２３８２１８（トリチカム・アエスチバム(Tritic
um aestivum)由来のＥＳＴ　ＣＡ７３２９８４、ＢＱ５７９３６４、ＢＥ４３０８８１、
ＣＤ８７６０８０、ＢＥ４９８０２８、ＣＡ７１４６６４、ＢＥ４９８１２７、ＢＪ２３
３６３５、ＢＥ４９６９９８、ＣＡ６０４５８８、ＢＪ２１２９０５、ＢＪ２２０３８１
、ＢＥ４４５４７８、ＣＡ７００１７２、ＣＡ６１３７０２を含んでなるＴＩＧＲコンテ
ィグ）、ＴＣ９７０８５（ソルガム・ビカラー(Sorghum bicolor)由来のＣＤ２３３８７
９、ＢＧ０５４１７９、ＢＥ５９４５６９、ＣＤ２０７１５２を含んでなるＴＩＧＲコン
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ティグ）、ＢＮ４５０５３Ｋ０４、ＢＮ２５０６８Ｅ０１、Ｂｒａｓｓｉｃａ＿ｎａｐｕ
ｓｔｕｃ０４－０２－０５＿２９１２、ＴＣ１９４１（ブラシカ・ナプス(Brassica napu
s)由来のＣＤ８３２４８３、ＣＤ８２７６６３、ＣＤ８３７８０９およびＣＤ８３２２８
４を含んでなるＴＩＧＲコンティグ）を含むパブリックドメインで同定した。
【０１４７】
　加えて、配列類似性レベルが低く、機能的に異なると予測される配列については、公開
データベースおよび公開特許出願（Shi, J. et al　ＷＯ２００３０２７２４３）で同定
した。これらの配列は、類似度に基づいて、本明細書において特許請求するＩＰＰ２－Ｋ
に類似したものと区別し得る。これらの配列間の類似性および系統発生関係を図１Ａおよ
び１Ｂに示す。
【０１４８】
　さらに、Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩのマルチプル配列アライメントアプリケーションを使用
して、トウモロコシ、シロイヌナズナおよびイネ由来の推定ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子の予測さ
れるアミノ酸配列のアライメントを作成した。このようなアライメントの結果より、アミ
ノ酸配列の同一性に基づいて、図２に示すようなコンセンサス配列として表される保存領
域を定義した。５つのコンセンサス配列を決定して、ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子特有のモチーフ
を定義した。当業者ならば、データベース検索（例えば、ＧｅｎｅＢａｎｋ）にこれらの
モチーフを用いて、様々な植物種由来のさらなる推定ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子を同定し得る：
　１：ＤＡＸＤＷＸＹＸＸＥＧＸＸＮＬＸＬＸＹＸＧＳＳＰ
　２：ＶＥＩＫＸＫＣＧＦＬＸＸＳＸＸＩＸＸＸＮＸＸＫＸＸＸＸＲＸＸＭＸＱＸＣＫＸ
ＸＸＸＸＩＳＸＸＳＥＹＸＰＬＤＬＦＳＧＳＫＸＸＸＸＸＡＩＫＸＸＸＸＴＰＱＮＸＸＸ
ＸＸＸＧＳＬＸＸＧＧ
　３：ＩＳＸＸＳＥＹＸＰＬＤＬＦＳＧＳＫ
　４：ＬＸＸＬＬＸＸＱＫＬＤＸＸＩＥＧＸＩＨＸＹＹ
　５：ＬＩＸＸＴＡＸＤＣＳＸＭＩＳＦ
【０１４９】
　実施例２：全長ｃＤＮＡ配列の単離
　公開トウモロコシ配列データベース(www.maizegdb.org)検索により、発現配列タグ（Ｅ
ＳＴ）ＢＧ８４２３０５、ＡＷ０６６３７４およびＢＥ６３９２６０を隣接する配列（コ
ンティグ）ＺＭｔｕｃ０２－１２－２３．４５３６の断片であると同定した。このコンテ
ィグの長さは１．７ｋｂである。このコンティグの翻訳タンパク質配列には、Verbskyに
より記載されているようにヒトイノシトールペンタキスリン酸キナーゼ（Ｉｎ５－Ｋ）遺
伝子で確認される、保存されているＡ、Ｂ、ＣおよびＤボックスに極めて類似性の高い配
列が含まれる。ＲＴ－ＰＣＲアプローチを利用して、この実施例に記載したトウモロコシ
ＩＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡクローンを得た。
【０１５０】
　受粉後９日目（ＤＡＰ）にＴＲＩｚｏｌ試薬(Invitrogen, Carlsbad, CA)とＭＡＣＳキ
ット(Miltenyi Biotec, Auburn, CA)の組合せを用いてトウモロコシ（ＤＡＳ　５ＸＨ７
５１）種子からポリ（Ａ）+テールを有するｍＲＮＡを単離した。このｍＲＮＡにおいて
、ＺＭｔｕｃ０２－１２－０３．４５３６に由来する遺伝子特異的プライマー（５’－Ｔ
ＣＧ　ＧＡＡ　ＡＴＴ　ＡＣＴ　ＧＴＧ　ＡＣＡ　ＡＧＣ－３’）および製造業者により
推奨されているＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔａｓｅ　ＩＩ酵素(Invitrogen)を用いて、逆転写
反応を行って、ｃＤＮＡを生成した。ＩＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡの増幅は、ＺＭｔｕｃ０２
－１２－２３．４５３６に由来する異なる遺伝子特異的プライマー（５’－ＧＡＡ　ＴＣ
Ｇ　ＧＣＡ　ＣＧＡ　ＧＧＣ　ＡＧＣ　ＡＧＣ　ＧＧＣ　ＡＧＣ－３’および５’－ＴＧ
Ａ　ＣＡＡ　ＧＣＣ　ＡＣＧ　ＧＴＧ　ＴＡＴ　ＧＣＡ－３’）を用いて行った。増幅し
たｃＤＮＡは、製造業者推奨のとおりＴＡクローニングキット(Invitrogen)を用いてベク
タープラスミド　ベクターｐＣＲ２．１にクローニングした。このトウモロコシＩＰＰ２
－Ｋ　ｃＤＮＡクローン（１．６ｋｂ長）をｚｍＩＰ５Ｋ－１と表した。
【０１５１】
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　ＩＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡの５’－および３’－非翻訳領域（ＵＴＲ）に対応する配列を
得るために、InvitrogenのＧｅｎｅＲａｃｅｒ（商標）キットを用いてｃＤＮＡ末端迅速
増幅（ＲＡＣＥ）試験を行った。５’－ＲＡＣＥでは、製造業者の説明のとおり、９ＤＡ
Ｐ時点の種子のｍＲＮＡを子ウシ腸ホスファターゼおよびタバコ酸性ピロホスファターゼ
で処理した。キットの使用説明書のとおり、キットに同梱されているＲＮＡオリゴヌクレ
オチド（ＲＮＡアンカー）を上記ｍＲＮＡに連結した。もう１つのＩＰＰ２－Ｋ遺伝子特
異的プライマー（５’－ＧＣＡ　ＡＴＡ　ＧＣＡ　ＡＡＴ　ＴＧＡ　ＧＡＴ　ＡＣＡ　Ｔ
ＴＣ　ＡＴＡ　Ｃ－３’）により逆転写を誘導した。続いて、推定トウモロコシＩＰＰ２
－ＫキナーゼｃＤＮＡの５’末端を、ＲＮＡアンカーの配列に由来するプライマーおよび
異なる遺伝子特異的プライマー（５’－ＴＴＣ　ＣＡＧ　ＧＣＧ　ＴＴＡ　ＡＧＧ　ＧＴ
Ｃ　ＧＡＧ　ＣＣＴ－３’）を用いて増幅した。得られたアンプリコンをプラスミドベク
ターｐＣＲ２．１にクローニングし、配列決定した。
【０１５２】
　３’－ＵＴＲ配列を得るために、ＧｅｎｅＲａｃｅｒ（商標）キットによりオリゴ－ｄ
（Ｔ）プライマーおよび３’末端のＲＮＡアンカーに由来するプライマーを用いて９ＤＡ
Ｐ－種子のｍＲＮＡの逆転写を誘導した。次いで、ｚｍＩＰ５Ｋ－１に由来する遺伝子特
異的プライマー（５’－ＣＧＴ　ＧＴＴ　ＴＣＴ　ＡＧＧ　ＧＡＴ　ＴＴＴ　ＣＴＧ　Ｇ
ＡＧ　ＣＴＴ－３’）を用いて、オリゴ－ｄ（Ｔ）プライマーにフランキングする３’－
ＲＮＡアンカー配列から推定ＩＰＰ２－Ｋ転写物の３’末端を増幅した。ＰＣＲ産物をｐ
ＣＲ２．１にクローニングし、配列決定した。続いて、５’－ＲＡＣＥ試験および３’－
ＲＡＣＥ試験の両方で得られたクローンの配列データを用いて、ＵＴＲに対応するＩＰＰ
２－Ｋ特異的ＰＣＲプライマー（５’－ＣＴＴ　ＣＡＧ　ＴＣＣ　ＣＴＴ　ＴＣＣ　ＣＣ
Ｇ　ＧＧＣ　Ｔ－３’および５’－ＴＴＴ　ＴＴＴ　ＴＴＴ　ＴＴＴ　ＧＧＡ　ＧＧＡ　
ＴＧＡ　ＡＡＧ　ＴＴＴ　ＣＡＣ　ＣＡＡ　ＡＣＡ　ＴＴＴ　ＣＴ－３’）を設計した。
それらのプライマーを用いて、９ＤＡＰ種子のｍＲＮＡのＲＴ－ＰＣＲ増幅をプラチナＴ
ａｑ　ＤＮＡポリメラーゼハイフィデリティ(Invitrogen)を使用して行い、推定全長ＩＰ
Ｐ２－Ｋ　ｃＤＮＡを得た。次いで、得られたＰＣＲ産物をｐＣＲ２．１にクローニング
し、４つの独立したクローンを配列決定した。全長ＩＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡを代表するク
ローンのヌクレオチド配列を（配列番号１）として示し、このｃＤＮＡによってコードさ
れるタンパク質の予測されるアミノ酸配列を（配列番号２）として示す。
【０１５３】
　実施例３：ゲノムＤＮＡ配列の同定
　単離推定トウモロコシＩＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡの配列をクエリとして用い、トウモロコ
シゲノムデータベース(www.maizegdb.org)をＢＬＡＳＴにより検索し、機能が知られてい
ないさらなる重複類似配列断片を同定した。これらの配列をＺＭＧＳＳｔｕｃ２８４０３
．１、ＺＭＧＳＳｔｕｃ　０３－０４－２９．４７６１を含むコンティグ／シングレット
に構築した。
【０１５４】
　標準的なプロトコール(Sambrook)を用いてゲノムサザンブロットを行った。消化なし、
またはＢａｍＨ　Ｉ、ＥｃｏＲ　Ｉ、Ｈｉｎｄ　ＩＩＩおよびＮｏｔ　Ｉ酵素で単独に消
化したトウモロコシ（ＤＡＳ　５ＸＨ７５１）ゲノムＤＮＡを解析した。ｇＤＮＡ断片を
０．８％アガロースでの電気泳動により分離し、ナイロン膜に移し、ストリンジェント条
件（０．２×ＳＳＣ、６０℃）下で32Ｐ－ｄＣＴＰで標識した１．６ｋｂトウモロコシＩ
ＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡ（ｚｍＩＰ５Ｋ－ｌ）プローブ（Prime-It II標識キット, Stratag
ene, La Jolla, CA）２５ｎｇとハイブリダイズさせた。２個または３個の遺伝子に対応
するバンドが可能性あるＩＰＰ２－Ｋ候補として同定され、これにより、その遺伝子が小
さな遺伝子ファミリーとして存在することが示唆される。
【０１５５】
　実施例４．λファージライブラリーからのＩＰＰ２－Ｋゲノムクローンの単離
　トウモロコシ（ＤＡＳ５ＸＨ７５１）のゲノムＤＮＡを、液体窒素中で摩砕して微粉末
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にした３週齢の葉組織から単離した。ｇＤＮＡは、Sambrookにより記載のとおり、標準的
な臭化セチルトリメチルアンモニウムに基づく方法（ＣＴＡＢ）を用いて、１００ｍＭ　
Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．５、０．７Ｍ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１％ＣＴＡＢ、１％
β－メルカプトエタノールからなるバッファーで抽出した。得られたＤＮＡをＢａｍＵ　
Ｉ制限酵素で消化し、製造業者推奨のとおりクレノウ酵素 (Stratagene, La Jolla, CA)
を用いてその末端を平滑末端とした。平滑末端とした後、そのＤＮＡを抽出し、沈殿させ
、製造業者により記載されたプロトコールに従って（ただし、連結バッファーおよびリガ
ーゼ酵素はPromega (Madison, WI)の提供品）、Ｘｈｏ　Ｉで前消化したλバクテリオフ
ァージベクター (Lambda FixII, Stratagene)に連結した。StratageneのＧｉｇａｐａｃ
ｋキットを用い、製造業者推奨のとおり連結ミックスをＧｉｇａｐａｃｋ　III　ＸＬパ
ックの抽出物に添加し、Sambrookにより記載された標準的な方法を用いてパッケージング
されたライブラリーをＬＢ培地にプレーティングした。得られたトウモロコシゲノムライ
ブラリーのファージ力価は、３．６×１０6ＰＦＵであった。通常の増幅を行った後、こ
のライブラリーの最終力価は３．６×１０10ＰＦＵ／ｍｌとなった。
【０１５６】
　λライブラリースクリーニング法は、Sambrookの方法から派生したものである。トウモ
ロコシＤＡＳ５ＸＨ７５１ゲノムライブラリーを高密度でプレーティングし、ナイロン膜
に移した。その膜をストリンジェント条件（６５℃にて１×ＳＳＣで２回洗浄、０．２×
ＳＳＣで２回洗浄）下で上記のように標識した１．６ｋｂ　ＩＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡクロ
ーン（ｚｍＩＰ５Ｋ－１）断片からなるプローブとハイブリダイズさせた。陽性プラーク
を単離し、それらの陽性プラークに対してさらに２ラウンドのスクリーニングを行い、い
くつかの推定陽性λクローンを得た。クローニングした断片をＤＮＡ塩基配列決定するこ
とにより、ゲノムＩＰＰ２－Ｋ遺伝子に由来するこれらの配列の同一性を確認した。これ
らの配列を下記ＢＡＣクローンとともに使用して、（配列番号３）として示される隣接す
るゲノム配列を作製した。
【０１５７】
　実施例５：ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子を含むＢＡＣクローンの単離および特性決定
　トウモロコシ（ＤＡＳ近交系５ＸＨ７５１）のゲノムＤＮＡの細菌人工染色体（ＢＡＣ
）ライブラリーを、Zhang (2002)により記載された方法に従って調製した。
【０１５８】
　葉組織を２週齢の幼植物組織から収集し、液体窒素で冷凍した。冷凍組織を液体窒素中
で摩砕して微粉末にし、０．１５％β－メルカプトエタノールおよび０．５％Ｔｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００を加えた１×ＨＢ（１０×ストック：０．１Ｍ　Ｔｒｉｚｍａ　ｂａｓｅ
、０．８Ｍ　ＫＣｌ、０．１Ｍ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭスペルミジン、１０ｍＭスペルミン
、ｐＨ９．４～９．５）に移し、氷上で１０分間回転させ、チーズクロス２枚とミラクロ
ス１枚で濾過した。そのホモジネートをペレット化し、氷冷洗浄バッファー（０．０１Ｍ
　Ｔｒｉｚｍａ　ｂａｓｅ、０．０８Ｍ　ＫＣｌ、０．０１Ｍ　ＥＤＴＡ、１ｍＭスペル
ミジン、１ｍＭスペルミン、２％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、０．０１５％β－メルカプ
トエタノール、ｐＨ９．４～９．５）で洗浄した。この核ペレットを洗浄バッファーに再
懸濁し、１，８００×ｇ、４℃にて１５分間、３回、遠心分離することにより再びペレッ
ト化した。ペレット化した核を１×ＨＢ　１ｍｌに再懸濁し、計数した。核濃度を１×Ｈ
Ｂで５×１０7核／ｍｌに調整した。無傷の核を、Zhang (2002)に記載のとおりアガロー
スプラグに埋め込み、０．５Ｍ　ＥＤＴＡ、ｐＨ９．０～９．３で５０℃にて１時間洗浄
し、０．０５Ｍ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０で氷上で１時間洗浄し、０．０５Ｍ　ＥＤＴＡ、
ｐＨ８．０中、４℃にて保存した。プラグ中のメガ塩基対ＤＮＡのさらなる精製は、核－
プラグを１０～２０容量の０．１ｍＭフッ化フェニルメチルスルホニル（ＰＭＳＦ）を加
えた氷冷ＴＥ（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ　ｐＨ８．
０）で１時間、３回、洗浄することにより行った。ＤＮＡは、１０～２０容量の氷冷ＴＥ
で１時間、３回、さらに洗浄した。
【０１５９】
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　埋め込まれた核中のゲノムＤＮＡを、Zhang (2002)に記載のとおりアガロースプラグ中
で直接制限酵素　ＥｃｏＲｌで消化した。消化後、１／１０容量の０．５Ｍ　ＥＤＴＡ、
ｐＨ８．０を加えて反応を停止させた。Zhang (2002)によるＢＡＣベクターでの連結に先
立ち、消化したＤＮＡにおいてパルスフィールドゲル電気泳動、続いてアガロースプラグ
におけるサイズ選択を行った。
【０１６０】
　Zhang (2002)に記載のとおり、ＢＡＣベクターｐＥＣＢＡＣｌ　ＤＮＡを制限酵素Ｅｃ
ｏＲＩで消化した。線状化したベクターＤＮＡをＣＩＡＰ酵素(Invitrogen)で脱リン酸化
し、この４００ｕｌ反応を０．５Ｍ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０　４μｌ、１０％ＳＤＳ　２
０μｌおよび冷却したＴＥ中の１ｍｇ／ｍｌプロテイナーゼＫ　４０μｌを加えて停止さ
せた。１／１０容量の３Ｍ　ＮａＡＣ、ｐＨ７．０および２容量の１００％エタノールを
加え、－８０℃にて１０分間インキュベートした後、１０，０００ｒｐｍにて１５分間遠
心分離を行うことによりＤＮＡを沈降させた。洗浄し、再懸濁した後、ＤＮＡ濃度を１０
ｎｇ／μｌに調整し、ベクターを－２０℃にて保存した。
【０１６１】
　メガ塩基対ゲノムＤＮＡのＢＡＣベクターｐＥＣＢＡＣｌへの連結は、以下のように行
った：アガロースプラグから溶出したゲノムＤＮＡを氷冷０．５×ＴＥ　１リットルで氷
上で１時間、透析した（２回）。回収したＤＮＡの濃度を１％アガロースゲル上で推定し
た。Zhang (2002)に記載の標準的な方法に従い、ベクター：ＤＮＡ分子量比１：４にてＴ
４　ＤＮＡリガーゼ酵素を用いて連結反応を行った。連結反応物を１６℃にて８～１２時
間インキュベートした。
【０１６２】
　連結混合物のコンピテント大腸菌細胞（ＤＨＢｌＯＢ, Invitrogen）への形質転換を、
電圧ブースターおよび０．１５ｃｍギャップ　Ｃｅｌｌ　Ｐｏｒａｔｏｒ　キュベットを
備えたＣｅｌｌ　Ｐｏｒａｔｏｒ　システム(Labrepco, Horsham PA)を用いたエレクトロ
ポレーションにより行った。エレクトロポレーション設定はキャパシタンス３３０ｕＦ、
抵抗４Ｋオームであった。エレクトロポレーション後、細胞をＳＯＣ培地～１ｍｌ中で３
７℃にて振盪しながら回復させ、遠心分離によりペレット化し、プレーティングまで寒剤
（２．５ｗ／ｖ　ＬＢブロス顆粒、１３ｍＭ　ＫＨ2ＰＯ4、３６ｍＭ　Ｋ2ＨＰＯ4、１．
７ｍＭクエン酸ナトリウム、６．８ｍＭ（ＮＨ4）2ＳＯ4、４．４％ｗ／ｖグリセロール
）中で保存した。培養物を、１．５％バクトアガー、９０ｕｇ／ｍｌ　Ｘ－ｇａｌ、９０
ｕｇ／ｍｌ　ＩＰＴＧおよび１２．５ｕｇ／ｍｌクロラムフェニコールを加えたＬＢ培地
上にまばらに細菌コロニーが生じる密度でプレーティングした。各コロニーを、Ｑ－ボッ
トロボット(Genetix, Boston MA)採取ルーチンを利用して採取し、３００　３８４ウェル
プレートにアレイした。近交系品種ＤＡＳ　５ＸＨ７５１に由来するこのトウモロコシＢ
ＡＣライブラリーの力価試験では、このライブラリーにおよそ１１５，０００クローン（
平均インサートサイズは１３０ｋｂゲノム断片である）が含まれていることが示された。
【０１６３】
　アレイするトウモロコシ５ＸＨ７５１　ＢＡＣライブラリーを、Ｑ－ボットロボット(G
enetix、, Boston MA)スポッティングルーチンを利用して、４×４グリッドの入った２２
ｃｍ2ナイロン膜上にスポットした。Sambrookのとおり（ただし、ハイブリダイゼーショ
ンの前にさらなる溶解工程を追加した）、フィルターをＬＢアガロース上で３７℃にて一
晩増殖させた後、変性させ、固定し、乾燥させた。そのフィルターをストリンジェント条
件（６５℃にて１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳで２回洗浄、０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤ
Ｓで２回洗浄）下で、ＩＰＰ２－Ｋ特異的プライマー（ＩＰ５Ｋ－ＰＦ３：５’－ＡＧＴ
ＣＣＣＴＴＴＣＣＣＣＧＧＧＣＴＧＴＧＧＴＡＣ－３’およびＩＰ５Ｋ－ＰＲ１：５’－
ＴＴＡＡＧＴＴＧＴＴＣＴＧＡＧＧＡＧＴＴＧＡＧＡＡＡＡＧＧＧＡ－３’）を用いたｃ
ＤＮＡクローン（ｚｍＩＰ５Ｋ－ｌ）のＰＣＲにより作製された９１６ｂｐ　ＩＰＰ２－
Ｋ断片（ｚｍＩＰ５Ｋ－ｌ）からなるプローブとハイブリダイズさせた。プローブをInvi
trogenのランダムプライマー標識キットを用いてγ32－Ｐ　ｄＣＴＰで放射性標識した。
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陽性クローンの可視化は、ストレージフォスファスクリーンを用いた１６時間露光でのフ
ォスファイメージング、その後の、Incogen (Williamsburg, VA)高密度フィルターリーダ
ーソフトウエアを実行するＳｔｏｒｍ　フォスファイメージャー(Molecular Dynamics, M
ountain View CA)解析により行った。陽性クローン培養物をライブラリープレートアレイ
から回収し、ＬＢ培地中で３７℃にて一晩増殖させた。製造業者の使用説明書のとおりQi
agen (Valencia CA)ラージコンストラクトキットを用いて単離クローンからＢＡＣ　ＤＮ
Ａを抽出した。ＩＰＰ２－Ｋのコード領域に特異的なＰＣＲプライマー（ＩＰ５－ＩＰＦ
：５’－ＣＧＣＧＧＡＴＧＣＣＡＡＧＧＡＣＴＧＧＧＴＴＴＡＣＡＡＧＧＧ－３’および
ＩＰ５－ＩＰＲ：５’－ＴＴＡＣＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣ
－３’）を用いて、推定陽性クローンを増幅し、ＢＡＣにおけるＩＰＰ２－Ｋ遺伝子の存
在を確認した。ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子を含むＢＡＣクローンをＮｏｔＩで制限し、それらに
対してパルスフィールドゲル電気泳動を行い、解析した。インサートサイズを、ＩＰＰ２
－Ｋ遺伝子を含むトウモロコシ染色体のゲノム領域に相当するおよそ１８０ｋｂ長である
と推定した。ＩＰＰ２－Ｋを含むＢＡＣクローンの配列決定は、ＢＡＣ　ＤＮＡの直接配
列決定を通じて、またはＢＡＣのショットガン－サブクローニング後、プラスミド配列決
定およびコンティグ構築(Lark Technologies, Houston TX)を行うことにより行った。複
数のＢＡＣ配列ランを作製し、上記λファージクローン配列とアラインして、（配列番号
３）と表される隣接するゲノム配列を得た。トウモロコシＤＡＳ　５ＸＨ７５１のＩＰＰ
２－Ｋ遺伝子を含むゲノム遺伝子座の構造を図３に示す。
【０１６４】
　実施例６：in vitroにおけるＩＰＰ２－Ｋ活性の特性化
　製造業者推奨のとおり、１．３２ｋｂの予測されるオープンリーディングフレーム（Ｏ
ＲＦ）に対応するトウモロコシＩＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡクローンの断片をｐＧＥＸ－２Ｔ
プラスミド発現ベクター(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)にクローニング
し、大腸菌細胞（ＢＬ２１（ＤＥ３）　ｐＬｙｓＳ）で発現させた。このベクターは、Ｇ
ＳＴ（グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ）ペプチドの発現タンパク質Ｎ末端へのイ
ンフレーム融合物を作製するように設計した。
【０１６５】
　標準的な抽出溶解バッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、１５０ｍＭ
　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＤＴＴ、１ｍＭ　ＰＭＳＦ、１ｍｇ／ｍｌリ
ゾチーム、後に０．４％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００の添加を行った）により、大腸菌細胞
から全タンパク質を抽出した。得られた大腸菌溶解物を、氷上でＢｒａｎｓｏｎ　Ｓｏｎ
ｉｆｉｅｒ　４５０(Branson Ultrasonic Corporation, Danbury CT)を出力設定２０％お
よびデューティサイクル５０％で各３０秒、４サイクル間用いて超音波処理した。細菌発
現タンパク質をグルタチオン－アガロースカラムに通し、バッファーＡ（５０ｍＭ　Ｔｒ
ｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＤＴ
Ｔ、１ｍＭ　ＰＭＳＦおよび０．４％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）で３回、バッファーＢ
（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．０）で３回洗浄し、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣ
ｌ中の１０ｍＭグルタチオンで溶出した。Bio-Rad (Hercules CA)タンパク質アッセイ試
薬によって判定したタンパク質含有画分０．５ｍｌをプールし、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより
解析した(Sambrook)。異種発現した精製タンパク質は、Shevchenko, A. et al. (1996) A
nal. Chem. 68:850-858により記載されたペプチド断片フィンガープリント法を用いてト
ウモロコシＩＰＰ２－Ｋと同一であることが確認された。
【０１６６】
　異種発現したトウモロコシＩＰＰ２－Ｋタンパク質の、複数のイノシトール－リン酸種
（イノシトールテトラキスリン酸（ＩＰ４）およびイノシトールペンタキスリン酸（ＩＰ
５）を含む）をリン酸化する能力を、32Ｐ標識イノシトールリン酸を従来の薄層クロマト
グラフィーを用いて分離した後、オートラジオグラフィーにより確認した（図４）。２０
ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）、６ｍＭ　ＭｇＣｌ2、１０ｍＭ　ＬｉＣｌ、１ｍＭ　
ＤＴＴ、４０ｎｇ／μｌイノシトールリン酸基質、４０μＭ　ＡＴＰおよび５μＣｉのγ
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－32Ｐ標識ＡＴＰ（３０００Ｃｉ／ｍｍｏｌ）を含む反応バッファーにより精製タンパク
質のトウモロコシＩＰＰ２－Ｋ活性測定を行った。反応混合物をＰＥＩセルロースＴＬＣ
プレート上にスポットし、１．０Ｎ　ＨＣｌで展開した。これらのキナーゼ活性測定の結
果により、トウモロコシＩＰＰ２－Ｋ酵素はイノシトール１，３，４，５，６ペンタキス
リン酸（ＩＰ５）の変換に触媒作用を及ぼして、イノシトール環の２位の位置でのリン酸
化反応を介してイノシトール１，２，３，４，５，６ヘキサキスリン酸（フィチン酸）を
生成させることができるということが示された（図４）。さらに、このトウモロコシ酵素
は、イノシトール１，４，５，６テトラＩリン酸（ＩＰ４）をリン酸化して、ＩＰ５を産
生することもできた。さらに観察された酵素活性としては、イノシトール１，４，６－三
リン酸（ＩＰ３）を放射活性物質で標識したＩＰ３生成物へと変換する能力が含まれた。
これらの結果に基づけば、このトウモロコシ酵素はイノシトールポリリン酸キナーゼであ
る。
【０１６７】
　上記ＴＬＣアッセイで観察されたＩＰＰ２－Ｋのイノシトール１，４，６－三リン酸キ
ナーゼ活性の異性体特異性をさらに特徴付けるために、ＮＭＲに基づくアプローチを利用
して、基質変換を調べた。この実施例では、Ｄ2Ｏ中の５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ＤＣｌ、ｐ
Ｈ７．５、１０ｍＭ　ＬｉＣｌ、６ｍＭ　ＭｇＣｌ2、１ｍＭ　ＤＴＴ、１ｍＭイノシト
ール、１，４，６－三リン酸および１ｍＭ　ＡＴＰを含む溶液６００ｕｌを５ｍｍ　ＮＭ
Ｒチューブに入れ、Ｂｒｕｋｅｒ　ＤＲＸ－６００　ＮＭＲでのプロトンＮＭＲにより分
析した。Liu el. al (2001)の方法に従ってＲＥＣＵＲ－ＴＯＣＳＹパルス系列を用いて
データを収集し、下部にある基質ピークを維持しながら４．８ｐｐｍにある広い残留水ピ
ークを排除した。出発材料を特性決定した後、精製した異種発現トウモロコシＩＰＰ２－
Ｋ酵素４５ｕｇをチューブに加え、従来どおりプロトンＮＭＲを用いて反応をモニタリン
グした。全てのスペクトルを室温にてプロトン共鳴周波数６００ＭＨｚで得た。データポ
イント３２Ｋ、パルス幅３０度および緩和遅延２秒で合計１２８回の走査を用いた。デー
タ収集および加工を標準的なＢｒｕｋｅｒソフトウエアＸＷＩＮ－ＮＭＲを用いて行った
。酵素の存在下における３７℃でのインキュベーションの０分および１２０分の時点を示
すスペクトルを図５に示す。開始時点と終了時点のスペクトルを比較することにより、Ｉ
ＰＰ２－Ｋ酵素の存在下において、イノシトール１，４，６－三リン酸がイノシトール１
，２，６－三リン酸へと変換されることが示される（図５）。この結果より、ＩＰＰ２－
Ｋは、ＴＬＣアッセイで観察されたようにイノシトール１，４，６－三リン酸の脱リン酸
化およびリン酸化の両方に触媒作用を及ぼし得る；さらに、ＩＰＰ２－Ｋのキナーゼ活性
はイノシトール－２位の位置におけるリン酸化に特異的であり、このことより、ＩＰＰ２
－Ｋ遺伝子によってコードされる酵素はイノシトールポリリン酸－２キナーゼであるとい
うことが確認される。
【０１６８】
　実施例７．in vivoにおけるＩＰＰ２－Ｋ活性の特性化
　トウモロコシＤＡＳ　５ＸＨ７５１から単離されたＩＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡによってコ
ードされるタンパク質の機能性は、遺伝的相補性試験により試験し得る。一例を挙げれば
、ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子に変化を有する双子葉植物(dicotyledenous plant)シロイヌナズナ
の変異体は、フィチン酸蓄積減少の表現型を示し得る。例えば、あるものは、トウモロコ
シＩＰＰ２－Ｋ　ｃＤＮＡ配列をクエリとして使用して、ＴＡＩＲデータベース(www.ara
bidopsis.org)を検索することにより、予測されるＩＰＰ２－Ｋ遺伝子にＴ－ＤＮＡ挿入
物を含むものであるとして記載された、公開されているシロイヌナズナ系統を同定するこ
とができる。そのようなＴ－ＤＮＡ挿入物を含む系統は、分断されたＩＰＰ２－Ｋ遺伝子
の発現の低下またはノックアウトを示し、その結果として、酵素活性が低下または消失し
ている場合がある。それらの系統の自家受粉後代の種子に対しては、米国特許第００６１
１１１６８Ａ号におけるRaboyにより記載されているｃｈｅｌａｔｉｎｇ　ａｓｓａｙを
用いてフィチン酸含量分析を行うことができる。トウモロコシＩＰＰ２－Ｋ遺伝子と相同
のシロイヌナズナＩＰＰ２－Ｋ遺伝子の破壊と、結果として起こるＩＰＰ２－Ｋ活性の消
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失により、フィチン酸蓄積の減少がもたらされ得ることが予測される。そのような植物を
、機能的トウモロコシＩＰＰ２－Ｋ遺伝子を発現するように、Weigel, D.& Glazebrook, 
J. (2002) Arabidopsis A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, NY)に記載のとおり、遺伝的形質転換により操作する場合、これら
の突然変異系統では、フィチン酸蓄積が正常なレベル、正常に近いレベルまたは増加した
レベルに回復し得ることが予測される。
【０１６９】
　上記のシロイヌナズナ試験に類似したもう１つの例において、当業者ならば、ＩＰＰ２
－Ｋ遺伝子が破壊されている、公開遺伝子コレクション、(http://www.uniformmu.org；
またはhttp://w3.aces.uiuc.edu/maize-coop/)などのトウモロコシの変異体を同定するこ
とができる。例えば、トウモロコシのいくつかの変異体は、ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子にＭｕ転
移因子が挿入されて存在することから、ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子が破壊されている可能性があ
る。これらの変異体はフィチン酸蓄積レベルの低下を示し得ることが予測される。そのよ
うな変異体は遺伝的形質転換によって機能的トウモロコシ遺伝子を発現させることにより
補完することができる。そのような植物を、トウモロコシＩＰＰ２－Ｋ遺伝子を発現する
ように遺伝的形質転換により操作すると、これらの突然変異系統ではフィチン酸蓄積が正
常なレベルまたは正常に近いレベルに回復することが予測される。
【０１７０】
　前掲の例において、当業者ならば、ＮＭＲ解析を利用して、遺伝子操作した植物に存在
するイノシトールリン酸代謝産物の量および種類を決定することができる。ＩＰＰ２－Ｋ
遺伝子発現が変化したためにフィチン酸蓄積減少を示す植物では、フィチン酸前駆体（例
えば、ＩＰ５、ＩＰ４など）の量および／または種類も変化したと予測される。例えば、
そのような変異体からの植物抽出物をリンＮＭＲを用いて解析して、フィチン酸減少によ
るフィチン酸前駆体の蓄積への影響を判定してもよい。この例を示すために、近交系ＤＡ
Ｓ　５ＸＨ７５１の成熟トウモロコシ種子に存在するイノシトールリン酸分子の測定を行
った。この例では、乾燥させた成熟トウモロコシ種子のトウモロコシ粉１０ｇを０．５Ｎ
　ＨＣｌで抽出し、濾過し、濃縮乾固し、８０％メタノールで洗浄した。このメタノール
スラリーを黒色タールになるまで濃縮し、３０ｍｇ／ｍｌ　ＥＤＴＡを含むＤ2Ｏ溶液に
溶かした。溶液のｐＨをＮａＯＨを用いて、＞１２に調整した。濾過せずに、続いて、リ
ンＮＭＲ解析を行った。５－ｍｍ　１Ｈ／１３Ｃ／１９Ｆ／３１Ｐプローブを装備したＢ
ｒｕｋｅｒ　ＤＲＸ－４００　ＮＭＲ分光計において、４００．１３ＭＨｚにてリンＮＭ
Ｒスペクトルを得た。全てのスペクトルを室温にてプロトンデカップリングにより得た。
データポイント６４Ｋ、パルス幅３０度および緩和遅延２秒を用いて、合計トランジエン
ト２３Ｋを得、合計取得時間は１６時間であった。３２Ｋポイントのスペクトルの未加工
データを０で埋め、１．０Ｈｚ指数荷重関数を用いて加工した。得られたスペクトルを図
６に示す。非突然変異トウモロコシでは、図６に見られるように、イノシトールヘキサキ
スリン酸（フィチン酸）が主要なイノシトールリン酸種であり、イノシトールペンタキス
リン酸およびテトラキスリン酸が少量存在していることが予測される。
【０１７１】
　実施例８：高速中性子（ＦＮ）照射を用いたトウモロコシ種子の突然変異誘発
　細胞のＦＮ衝撃の方法論および一般的な遺伝的影響については、van Harten (1998)に
より十分に記載されており、Li, X. et al. (2001) Plant J. 27: 235-242により記載さ
れているように、シロイヌナズナ植物へのこの方法の利用では好結果が得られている。Ｆ
Ｎは、一般に、概算サイズ範囲が数百塩基対～数千塩基対以上の欠失を生み出すと予想す
ることができる。ＦＮ照射の有効性は、処置を受ける生体物質の種類および量に依存する
。この実施例では、ハンガリー、ブダペストにある原子力研究所(the Atomic Energy Res
earch Institute in Budapest, Hungary)において高速中性子ビーム源を用いて照射を行
った。トウモロコシ種子サンプルを突然変異誘発する一試験では、照射前に、収穫後約４
０％の水分まで乾燥させたバルク種子を、研究室の乾燥炉で８０℃にて１４時間処置する
前後に質量を測定することによって水含量について分析した。計器ビーム較正に従って、
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サンプルの水の重量％に基づき、実際に算出されるビーム露光時間を調整した。これらの
サンプルでは、２Ｙ／Ｃｄ回転幾何学のＢＲＲのＢＩＦにおける照射幾何学を適用した。
照射はＵ－２３５、Ｔｈ－２３２核分裂電離箱およびによりモニタリングした。種子の各
袋に各１１４５秒間、照射を行い、２Ｙ／Ｃｄでの実際の平均カーマ率１２．７１ｍＧｙ
／ｓ＋３％を得た。複数のトウモロコシ種子サンプルを高速中性子の目的の線量範囲１１
～２０Ｇｙ（１１、１３、１５、１７、２０Ｇｙ）で処置した。得られたＭ１種子を播種
し、標準的な中西部の現場条件下で生育させ、開放受粉させ、各Ｍ１雌穂を個別に収穫し
て、Ｍ２系統を得た。各成熟雌穂を収集し、乾燥させ、皮を剥き、Ｍ２系統特異的識別子
を表示した個々の包装材にパッケージングした。
【０１７２】
　実施例９：突然変異誘発した種子からのゲノムＤＮＡの単離
　Invitrogen (Carlsbad, CA)のＣｈａｒｇｅ－Ｓｗｉｔｃｈ技術（ＣＳＴ）による方法
に以下の変更を加え、９６ウェル形式で、乾燥させたトウモロコシ種子全体から、ゲノム
ＤＮＡを単離した。ゲノムＤＮＡの抽出のため、各Ｍ２系統の種子サンプルを包装材から
それぞれ取り出した。各系統から６個の種子を２４ウェル深型ウェルプレート(CoStar Sc
ientific, Cambridge MA)の各ウェルに入れ（１ウェルにつき１系統）、一晩吸水させ、
続いて凍結乾燥チャンバー(Virtis, Gardiner NY)で真空下、少なくとも４８時間凍結乾
燥させた。タングステンカーバイドビーズ(Small Parts, Inc., Miami Lakes FL)と組み
合わせて、Ｇｅｎｏｇｒｉｎｄｅｒ (Spex Certiprep, Metuchen NJ)を最大設定で用いて
、乾燥させた種子を摩砕して粉末にし、０．２５％ＳＤＳ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ　ｐＨ８
．０、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０からなる水性バッファーに再懸濁した。遠心分離
後、抽出物上清を新しいプレートに移し、１ウェルにつき６サンプルの組合せ（Ｍ２ファ
ミリー）にプールした。氷上でＮａＣｌを終濃度７５０ｍＭ、ＫＯＡｃを１．２Ｍまで添
加した後、短時間遠心分離することにより、溶液からタンパク質を沈殿させた。その上清
にＰＥＧ８０００を終濃度８％まで添加し、混合し、遠心分離して、ｇＤＮＡをペレット
化した。ペレットをＣＳＴ (Invitrogen)消化ミックスに再懸濁し、製造業者のプロトコ
ールどおりにＢｉｏｍｅｋ　ＦＸロボット液体処理システム(Beckman-Couter, Inc., Ful
lerton CA)を用いて、ｇＤＮＡを抽出した。溶出後、ＤＮＡサンプルを複数の密閉プレー
トに等分し、湿度容器に入れて－８０℃または４℃のいずれかで保存した。
【０１７３】
　実施例１０：ＰＣＲに基づく欠失変異体スクリーニング
　標的遺伝子における欠失についてスクリーニングするために、ＰＣＲに基づく方法を適
用することができる。そのようないくつかの方法の例については、米国特許出願第２００
５００５３９７５号に記載されている。例えば、目的の遺伝子にフランキングするゲノム
配列に対応するオリゴヌクレオチドプライマーは、遺伝子座の配列データに基づいて設計
することができる。ＤＮＡサンプルに対して、製造業者推奨のとおり(Takara-Bio, Inc.,
 Shiga, Japan)ロングＰＣＲに最適化した市販の方法および酵素（ＬＡ－Ｔａｑ）を用い
たＰＣＲ増幅を行い得る。欠失の検出をルーチンのアガロースゲル電気泳動(Sambrook)に
より行って、ＰＣＲ産物バンドを可視化することができる。この方法の有用性を示すため
に、トウモロコシＡｄｈ－１遺伝子座にフランキングするゲノムＤＮＡ配列に対応するオ
リゴヌクレオチドプライマーを公開情報に基づいて設計した。これらのプライマーを用い
て、次の条件下でトウモロコシゲノムＤＮＡを増幅した：１×ＬＡ－Ｔａｑバッファー、
１．６ｍＭ　ｄＮＴＰｓ、０．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２％ＤＭＳＯおよびＬＡ－Ｔａｑ酵
素を含む反応混合物をｇＤＮＡ鋳型（１～３０ｎｇ）および０．４μＭオリゴヌクレオチ
ドプライマー（プライマーＡｄｈ１６ｓ：５’－ＧＴＣＴＧＡＣＡＡＣＧＣＣＴＧＡＧＡ
ＴＴＧＡＡＴＣＧＡＡＧＡＣＣ－３’、プライマーＡｄｈ２１ａ：５’－ＣＡＧＣＴＡＣ
ＣＡＣＴＴＧＣＧＣＴＴＧＡＧＧＧＡＴＴＴＧＡＡ－３’）に加えた。このＰＣＲ反応物
を自動サーモサイクラー(MJ Research, Waltham, MA)で次の温度管理下で増幅した：ステ
ップ１：９４℃、１分間；ステップ２：９８℃、１０秒間；ステップ３：７０℃、１５分
間；ステップ４：ステップ２＆３をさらに３１サイクル繰り返す；ステップ５：７２℃、
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１０分間；およびステップ６：貯蔵のため４℃に維持。
【０１７４】
　得られたＰＣＲ産物を従来のアガロースゲル電気泳動を用いて解析した。このようにし
て作製されたアンプリコンは全Ａｄｈ－１遺伝子と数ｋｂのフランキング配列という、合
計１２．３ｋｂのＤＮＡ配列を含んでいた。そのような反応に使用される鋳型ｇＤＮＡが
その１２．３ｋｂスパン内に欠失を含む場合では、より小さなＰＣＲ産物を検出する可能
性があり、このことにより起源生殖質における突然変異が示される。本発明者らはこの方
法を他のいくつかの対象遺伝子にも適用した。これらの例にて示されるように、当業者な
らば、対照と比べてサイズが小さいアンプリコンを示すＰＣＲ反応物を検出することがで
きる。これらの反応に使用されるＤＮＡ鋳型の種子起源は、推定欠失突然変異と言うこと
ができ、この推定欠失突然変異に対して解析を繰り返すことができる。一度、欠失が確認
されたら、そのファミリーの突然変異トウモロコシを生育させ、自家受粉させて、同形接
合体生殖質を作出することができる。そのような生殖質の種子のフィチン酸レベルは、Ra
boy前掲により記載されているようなフィチン酸検出のための従来のアッセイを用いて１
０～２０個のＭ３種子で測定することができる。フィチン酸が減少している種子を再び生
育させ、動物飼育試験または他の用途での栄養価が強化されているかどうか試験すること
ができる。
【０１７５】
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【表１】

【０１７６】
　本願に引用されている刊行物、特許、特許出願およびコンピュータープログラムは、個
々の刊行物または特許出願が引用文献により組み込まれることが個々に明示される場合と
同様に、引用文献により本明細書中に組み込まれる。
【０１７７】
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【表２】

【０１７８】
【表３】

【０１７９】
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【表４】
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【表５】
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【表６】
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【表７】

【図面の簡単な説明】
【０１８０】
【図１Ａ】本明細書で特許請求されるトウモロコシＩＰＰ２－Ｋと他のトウモロコシイノ
シトールキナーゼの類似性を示す。配列類似性の程度が低いことは、トウモロコシＩＰＰ
２－Ｋが新規なイノシトールリン酸キナーゼであることを示唆する。
【図１Ｂ】トウモロコシＩＰＰ２－Ｋタンパク質配列とトウモロコシおよび多種由来イノ
シトールリン酸キナーゼの間の系統発生的関係を示す。広範な種（ヒト～アラビドプシス
(Arabidopsis)）の推定ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子が近縁である。これに対し、他のイノシトー
ルリン酸キナーゼは、系統発生樹の異なる３つのブランチに分類される。
【図２】推定植物ＩＰＰ２－Ｋ遺伝子から予測されるアミノ酸配列の比較を示す。
【図３】トウモロコシ近交系ＤＡＳ　５ＸＨ７５１のＩＰＰ２－Ｋの遺伝子組成を示す。
【図４】放射性標識基質とＴＬＣを用いて検出する場合の、３２Ｐ－γＡＴＰ、ＩＰ４お
よびＩＰ５基質を用いたトウモロコシＩＰＰ２－Ｋのin vitroキナーゼ活性を示す。ＩＰ
Ｐ２－Ｋは、イノシトール１，４，５，６－テトラキスリン酸をイノシトールペンタキス
リン酸に変換し、イノシトール１，３，４，５，６－ペンタキスリン酸をフィチン酸塩（
イノシトールヘキサキスリン酸）に変換する。
【図５】1Ｈ－ＮＭＲにより検出する場合の、ＩＰＰ２－Ｋ酵素とＡＴＰの存在下でのイ
ノシトール１，４，６－三リン酸からイノシトール１，２，６－三リン酸へのin vitro変
換を示す。
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【図６】トウモロコシ近交系ＤＡＳ５ＸＨ７５１からの種子抽出物のリン－ＮＭＲスペク
トルを示すが、これはイノシトールリン酸種の存在を示唆している。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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