
(57)【要約】
　 MIR604という新規の形質転換トウモロコシ系統が開示される。本発明は、トウモロコシ
のゲノムに挿入された形質転換体コンストラクトの、また挿入部位に隣接するゲノム配列
の、 MIR604系統を生じさせる結果となった DNA配列に関する。本発明はさらに、 MIR604の D
NA配列の存在を検出するための検定方法に、 MIR604の遺伝子型を含むトウモロコシの植物
体及び種子に、また MIR604遺伝子型を含むトウモロコシ植物体を自己又は他品種トウモロ
コシと交配させることによってトウモロコシ植物体を生産する方法に、それぞれ関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る MIR604系 統 ト ウ
モ ロ コ シ の 少 な く と も 1つ の ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 由 来 す る 異 種 イ ン サ ー ト DNA配 列 の 少 な く と も 10連 続 ヌ ク レ
オ チ ド と MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 由 来 す る 該 イ ン サ ー ト DNA配 列 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ
シ 植 物 体 ゲ ノ ム DNAの 少 な く と も 10連 続 ヌ ク レ オ チ ド と を 含 む 単 離 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 由 来 す る 異 種 イ ン サ ー ト DNA配 列 の 少 な く と も 20連 続 ヌ ク レ
オ チ ド と MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 由 来 す る 該 イ ン サ ー ト DNA配 列 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ
シ 植 物 体 ゲ ノ ム DNAの 少 な く と も 20連 続 ヌ ク レ オ チ ド と を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載 の 単 離 核 酸
分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 由 来 す る 異 種 イ ン サ ー ト DNA配 列 の 少 な く と も 50連 続 ヌ ク レ
オ チ ド と MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 由 来 す る 該 イ ン サ ー ト DNA配 列 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ
シ 植 物 体 ゲ ノ ム DNAの 少 な く と も 50連 続 ヌ ク レ オ チ ド と を 含 む 請 求 項 2に 記 載 の 単 離 核 酸 分
子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 約 11～ 約 20連 続
ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 む MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ 中 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 異 種
DNA分 子 を 連 結 す る 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ア ン プ リ コ ン 。
【 請 求 項 ８ 】
　 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ DNAを 検 出 す る た め の 、 配 列 番 号 3に 示 さ れ る 位 置
1～ 801又 は そ の 相 補 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も 10連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー 配 列 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 7～ 配 列 番 号 15及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 、 請 求 項 8に 記 載 の プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 4に 示 さ れ る 位 置 507～ 1570又 は そ の 相 補 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も 10連 続 ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 39～ 配 列 番 号 46及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 、 請 求 項 10に 記 載 の プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 特 徴 的 な ア ン プ リ コ ン を 産 生 す る た め の 、 サ ン プ ル 中 の MIR6
04系 統 ト ウ モ ロ コ シ DNA鋳 型 の 存 在 下 で 一 緒 に 機 能 す る 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と
第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 で あ っ て 、 該 第 1
プ ラ イ マ ー 配 列 は MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 異 種
DNA配 列 の 挿 入 部 位 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム 又 は そ の 相 補 配 列 で あ り 、 そ し
て 該 第 2プ ラ イ マ ー 配 列 は MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入 さ
れ た 異 種 DNA配 列 又 は そ の 相 補 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー 対 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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　 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 3に 示 さ れ る 位 置 1～ 801に 由 来 す る 少 な く と
も 10連 続 ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ の 相 補 配 列 を 含 む 、 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 7～ 配 列 番 号 15か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び こ れ ら の 相 補 配 列 を 含 む 、 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ
イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 4に 示 さ れ る 位 置 507～ 1570に 由 来 す る 少 な
く と も 10連 続 ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ の 相 補 配 列 を 含 む 、 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 39～ 配 列 番 号 46か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は こ れ ら の 相 補 配 列 を 含 む 、 請 求 項 15に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 59、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61
、 配 列 番 号 62、 若 し く は 配 列 番 号 63の 少 な く と も 10連 続 ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ れ ら の 相 補
配 列 を 含 む 、 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 16～ 38か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 又 は そ の 相 補 配 列 を 含 む 、 請 求 項 17に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 15に 示 さ れ 、 そ し て 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー が 配 列 番 号 28に 示 さ れ る 、 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 45に 示 さ れ 、 そ し て 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー が 配 列 番 号 27に 示 さ れ る 、 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 サ ン プ ル 中 の DNA 配 列 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 次 の 工 程 を 含 む 方 法 : 
　 (a)　 該 サ ン プ ル を 、 MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 DNAと 共 に 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 し た と
き に MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 特 徴 的 な ア ン プ リ コ ン を 生 成 す る よ う な プ ラ イ マ ー 対 と 、
接 触 さ せ る 工 程 ; 
　 (b)　 核 酸 増 幅 反 応 を 行 い 、 以 っ て 該 ア ン プ リ コ ン を 生 成 さ せ る 工 程 ; 及 び
　 (c)　 該 ア ン プ リ コ ン を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ア ン プ リ コ ン が 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び こ れ ら の 相 補 配 列 を 含 む 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 に 対 応 す る DNAの 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 次 の 工 程 を 含
む 方 法 :
　 (a)　 該 サ ン プ ル を 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ 由 来 ゲ ノ
ム DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 対 照 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 の DNAと は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い プ ロ ー ブ と 、 接 触 さ せ る 工 程 ; 
　 (b)　 該 サ ン プ ル 及 び プ ロ ー ブ を 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に 置 く 工 程 ; 及 び
　 (c)　 該 プ ロ ー ブ の 該 DNAに 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 核 酸 の 存 在 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ
て 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 又 は そ れ ら の 相 補 配 列 で あ る 十 分 な
鎖 長 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 少 な く と も 1つ の DNA分 子 を 、 MIR604系 統 の 特 異 的 な DNAプ
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ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 次 の
工 程 を 含 む 方 法 : 
　 (a)　 MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ 組 織 の サ ン プ ル か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る 工 程 ; 
　 (b)　 該 抽 出 タ ン パ ク 質 を 、 MIR604系 統 に よ っ て 産 生 さ れ る 殺 虫 タ ン パ ク 質 又 は 選 択 マ
ー カ ー タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 で あ る 抗 体 を 含 む 免 疫 学 的 方 法 の 使 用 に よ り 検 定 す る 工
程 ; 及 び
　 (c)　 該 抗 体 の 該 殺 虫 タ ン パ ク 質 又 は 選 択 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 検 出 す る 工 程
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は こ れ
ら の 相 補 配 列 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 26に 記 載 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 で あ っ て 、 該 植 物 体 の ゲ ノ ム DNAの 制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ KpnIに よ る 消 化 の 結 果 と し て 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に cry3A055特 異 的
プ ロ ー ブ を 使 用 す る と 単 一 cry3A055ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ン ド が 得 ら れ る こ と を 特 徴
と す る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 プ ロ ー ブ が 配 列 番 号 56～ 配 列 番 号 59に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 27に 記
載 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 26に 記 載 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 で あ っ て 、 該 植 物 体 の ゲ ノ ム DNAの 制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ KpnIに よ る 消 化 の 結 果 と し て 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に pmi特 異 的 プ ロ
ー ブ を 使 用 す る と 単 一 pmiハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ン ド が 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る ト
ウ モ ロ コ シ 植 物 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 プ ロ ー ブ が 配 列 番 号 62に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 29に 記 載 の ト ウ モ ロ
コ シ 植 物 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 MIR604系 統 に 由 来 す る 、 請 求 項 26に 記 載 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ DNAの 存 在 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て
、 配 列 番 号 3の ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 位 置 792～ ヌ ク レ オ チ ド 位 置 811か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ の 相 補 配 列 で あ る 少 な く と も 11連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 1プ
ロ ー ブ 分 子 、 及 び 配 列 番 号 4の ほ ぼ ヌ ク レ オ チ ド 位 置 497～ ヌ ク レ オ チ ド 位 置 516か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ の 相 補 配 列 で あ る 少 な く と も 約 11連 続 ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 第 2プ ロ ー ブ 分 子 を 含 み 、 該 分 子 は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 下 で 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 特 徴 と す る キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ DNAの 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 次 の 工
程 を 含 む 方 法 :
　 (a)　 該 サ ン プ ル を 、 MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 由 来 す る DNA鋳 型 の 存 在 下 の 核 酸 増 幅 反
応 に お い て 該 系 統 ト ウ モ ロ コ シ に 特 徴 的 な ア ン プ リ コ ン を 生 成 さ せ る よ う な 機 能 を 一 緒 に
果 た す 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 及 び 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 、 接 触 さ せ
る 工 程 ; 
　 (b)　 核 酸 増 幅 反 応 を 行 い 、 以 っ て 該 ア ン プ リ コ ン を 生 成 さ せ る 工 程 ; 及 び
　 (c)　 該 ア ン プ リ コ ン を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
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　 ア ン プ リ コ ン は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 及 び こ れ ら の 相 補 配 列
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 を 含 む 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ア ン プ リ コ ン が 配 列 番 号 1を 含 み 、 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 7～ 配 列
番 号 15及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 そ し て 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ
イ マ ー が 配 列 番 号 16～ 配 列 番 号 38及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ア ン プ リ コ ン が 配 列 番 号 2を 含 み 、 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 39～ 配 列
番 号 46及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 そ し て 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ
イ マ ー が 配 列 番 号 16～ 配 列 番 号 38及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求
項 33に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の DNAを 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 次 の 工 程 を
含 む 方 法 :
　 (a)　 DNAを 含 む サ ン プ ル を 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄
条 件 下 で MIR604系 統 DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 MIR604以 外 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 に 由
来 す る DNAと は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 、 接 触 さ せ る 工 程 ; 
　 (b)　 該 サ ン プ ル 及 び プ ロ ー ブ を 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び
洗 浄 条 件 下 に 置 く 工 程 ; 及 び
　 (c)　 該 プ ロ ー ブ の 該 MIR604系 統 DNAに 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 植 物 体 、 組 織 又 は 種 子 に 由 来 す る 生 物 サ ン プ ル で あ っ て 、 該
サ ン プ ル は 配 列 番 号 1と 配 列 番 号 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ の 相
補 配 列 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 そ し て 該 配 列 は 核 酸 増 幅 法 又 は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 該 サ ン プ ル か ら 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 特 徴 と す る 生 物 サ ン
プ ル 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 サ ン プ ル が ト ウ モ ロ コ シ 粉 、 挽 き 割 り ト ウ モ ロ コ シ 、 ト ウ モ ロ コ シ シ ロ ッ プ 、 ト ウ モ ロ
コ シ 油 、 ト ウ モ ロ コ シ で ん ぷ ん 、 及 び ト ウ モ ロ コ シ 副 産 物 を 含 め る よ う に 全 粒 又 は 部 分 加
工 し た シ リ ア ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 38に 記 載 の 生 物 サ ン プ ル 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 植 物 体 、 組 織 又 は 種 子 に 由 来 す る 抽 出 物 で あ っ て 、 配 列 番 号
1と 配 列 番 号 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 相 同 的 又 は 相 補 的 で あ
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 抽 出 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 配 列 は 核 酸 増 幅 法 又 は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 抽 出 物 か ら 検 出 す る こ と が
可 能 で あ る 、 請 求 項 40に 記 載 の 抽 出 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 サ ン プ ル が ト ウ モ ロ コ シ 粉 、 挽 き 割 り ト ウ モ ロ コ シ 、 ト ウ モ ロ コ シ シ ロ ッ プ 、 ト ウ モ ロ
コ シ 油 、 ト ウ モ ロ コ シ で ん ぷ ん 、 及 び ト ウ モ ロ コ シ 副 産 物 を 含 め る よ う に 全 粒 又 は 部 分 加
工 し た シ リ ア ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 41に 記 載 の 抽 出 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 少 な く と も コ ー ン ル ー ト ワ ー ム に 対 し て 抵 抗 性 で あ る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 生 産 す る た
め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は
　 (a)　 ど ち ら か が MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の DNAを 含 む 第 1親 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 と 第 2親
ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 有 性 交 配 し て 、 複 数 の 第 1世 代 子 孫 植 物 体 を 生 産 す る 工 程 ; 
　 (b)　 少 な く と も コ ー ン ル ー ト ワ ー ム の 虫 害 に 対 し て 抵 抗 性 で あ る 第 1世 代 子 孫 植 物 体 を
選 定 す る 工 程 ; 
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　 (c)　 第 1世 代 子 孫 植 物 体 を 自 家 受 粉 さ せ て 、 複 数 の 第 2世 代 子 孫 植 物 体 を 生 産 す る 工 程 ;
　 (d)　 第 2世 代 子 孫 植 物 体 か ら 少 な く と も コ ー ン ル ー ト ワ ー ム の 虫 害 に 対 し て 抵 抗 性 で あ
る 植 物 体 を 選 定 す る 工 程 ;
を 含 み 、 こ こ で 第 2世 代 子 孫 植 物 体 は 配 列 番 号 1と 配 列 番 号 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 一 般 に 植 物 分 子 生 物 学 、 植 物 形 質 転 換 及 び 植 物 育 種 の 分 野 に 関 す る 。 本 発 明 は
特 に 、 新 規 な 形 質 転 換 体 遺 伝 子 型 を 含 む 昆 虫 抵 抗 性 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 、 及 び サ
ン プ ル 及 び そ の 組 成 物 中 の 該 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 DNAの 存 在 を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 植 物 の 有 害 生 物 は 世 界 の 主 要 な 農 作 物 に 大 き な 被 害 を 及 ぼ し て い る 。 哺 乳 動 物 以 外 の 害
虫 等 の 有 害 生 物 に よ る 農 作 物 の 被 害 額 は 米 国 だ け で 毎 年 80億 ド ル 程 度 に の ぼ る 。 ト ウ モ ロ
コ シ の 害 虫 で 最 大 の 被 害 を 及 ぼ し て い る の は コ ー ン ル ー ト ワ ー ム (corn rootworm)と さ れ
る 。 コ ー ン ル ー ト ワ ー ム に は ウ ェ ス タ ン コ ー ン ル ー ト ワ ー ム （ western corn rootworm） (
Diabrotica virgifera virgifera)、 ノ ー ザ ン コ ー ン ル ー ト ワ ー ム （ northern corn rootw
orm） (D. longicornis barberi)、 サ ザ ン コ ー ン ル ー ト ワ ー ム （ southern corn rootworm
） (D. undecimpunctata howardi)及 び メ キ シ カ ン コ ー ン ル ー ト ワ ー ム （ Mexican corn roo
tworm） (D. virgifera zeae)な ど の 種 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 コ ー ン ル ー ト ワ ー ム の 主 な 防 除 法 は 化 学 農 薬 の 集 中 散 布 で あ る 。 コ ー ン ル ー ト ワ ー ム 対
策 と し て は そ れ で 十 分 で あ っ て も 、 農 薬 の 使 用 は 有 益 な 生 物 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 場 合 も あ る
。 化 学 農 薬 の 広 範 な 使 用 に 伴 う も う 1つ の 問 題 は 耐 性 種 害 虫 の 出 現 で あ る 。 こ れ は 種 々 の
耐 性 管 理 基 準 に よ り 部 分 的 に 緩 和 さ れ て き た が 、 代 わ っ て 害 虫 防 除 対 策 の 必 要 性 は 増 す 一
方 で あ る 。 そ う し た 代 替 策 の 1つ と し て 殺 虫 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 外 来 遺 伝 子 を 形 質 転
換 植 物 の 中 で 発 現 さ せ る と い う 方 法 が あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 特 定 の 害 虫 を 効 率 的 に 防 除
す る 手 段 と な る に 至 っ た し 、 ま た 殺 虫 毒 素 を 発 現 す る 形 質 転 換 植 物 は す で に 商 業 化 さ れ 、
農 家 の 農 薬 使 用 の 低 減 を 可 能 に し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 植 物 中 で の 外 来 遺 伝 子 の 発 現 は 外 来 遺 伝 子 の 染 色 体 上 の 位 置 に よ る 影 響 を 受 け る が 、 そ
れ は お そ ら く ク ロ マ チ ン 構 造 に よ る か 、 又 は 統 合 部 位 と の 転 写 調 節 エ レ メ ン ト の 近 接 性 に
よ る (例 え ば 、 Weising et al., 1988, “ Foreign Genes in Plants(植 物 体 内 の 外 来 遺 伝
子 )”  Ann. Rev. Genet. 22:421-477を 参 照 )。 そ こ で 、 何 百 も の 異 な る 形 質 転 換 系 統 を 生
産 し 、 そ れ ら 系 統 か ら 所 期 の 導 入 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 及 び パ タ ー ン を 示 す 単 一 系 統 を 商 業 目
的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る の が 普 通 で あ る 。 所 期 の 導 入 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 及 び パ タ ー ン を 示
す 系 統 は 、 通 常 の 育 種 法 を 用 い た 有 性 異 系 交 配 に よ り 該 導 入 遺 伝 子 を 他 の 遺 伝 的 環 境 へ と
移 入 す る う え で 有 用 で あ る 。 そ う し た 交 配 種 の 子 孫 は 元 の 形 質 転 換 体 の 導 入 遺 伝 子 発 現 特
性 を 維 持 す る 。 こ の や り 方 は 、 現 地 の 栽 培 条 件 に よ く 適 応 し た 多 数 の 品 種 で 、 信 頼 性 の 高
い 遺 伝 子 発 現 を 確 実 な も の に す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 特 定 の 系 統 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き れ ば 、 あ る 有 性 交 配 種 の 子 孫 が 注 目 の 導 入 遺 伝
子 を 含 む か ど う か を 判 定 す る の に 有 利 で あ ろ う 。 加 え て 、 特 定 の 系 統 を 検 出 す る 方 法 は 遺
伝 子 組 み 換 え 作 物 に 由 来 す る 食 品 の 市 販 前 承 認 や 表 示 な ど に 関 す る 規 制 の 遵 守 に も 役 立 と
う 。 導 入 遺 伝 子 の 存 在 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る サ ー マ ル サ イ ク ラ ー 増
幅 (PCR)法 又 は 核 酸 プ ロ ー ブ を 使 用 す る DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 な ど を 非 限 定 的 に 含
む 任 意 周 知 の 核 酸 検 出 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 一 般 に こ れ ら の 検 出 法 は 、 多 様 な
植 物 品 種 の 形 質 転 換 に 使 用 さ れ た 特 定 DNAコ ン ス ト ラ ク ト の 検 出 に 使 用 す る 試 薬 及 び 方 法
を 使 い 易 く し 統 一 す る た め に 、 よ く 使 用 さ れ る 遺 伝 子 エ レ メ ン ト 例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 タ
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ー ミ ネ ー タ ー 、 及 び マ ー カ ー 遺 伝 子 に 重 点 を 置 く の が 普 通 で あ る 。 と い う の は 、 多 く の DN
Aコ ン ス ト ラ ク ト で は コ ー ド 配 列 領 域 は 置 き 換 え 可 能 だ か ら で あ る 。 そ の た め 、 そ う し た
方 法 は コ ー ド 配 列 だ け が 異 な る よ う な コ ン ス ト ラ ク ト 同 士 の 区 別 に は 役 立 た な い か も し れ
な い 。 そ の う え 、 そ う し た 方 法 は 異 系 統 間 の 区 別 に も 、 特 に 同 じ DNAコ ン ス ト ラ ク ト を 使
用 し て 生 産 さ れ る 系 統 間 の 区 別 に は 、 挿 入 異 種 DNAに 隣 接 す る 染 色 体 DNA (隣 接 DNA)の 配 列
が 判 明 し な い 限 り 、 役 立 た な い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 害 虫 （ Diabrotica spp.） の 防 除 に 有 効 で あ る Cry3A055殺 虫 毒 素 を コ ー ド す
る cry3A055遺 伝 子 (参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 国 際 公 開 第 WO 03/018810号 (2003年
3月 6日 公 開 )パ ン フ レ ッ ト で 開 示 さ れ て い る )を そ の ゲ ノ ム に 組 み 込 ん だ 昆 虫 抵 抗 性 形 質 転
換 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 を 包 含 す る 。 該 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 は 、 該 植 物 体 が 炭 素 源 と し
て マ ン ノ ー ス を 利 用 す る こ と を 可 能 に す る 、 選 択 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 、 ホ ス ホ マ ン
ノ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 酵 素 (PMI)を コ ー ド す る pmi遺 伝 子 (参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ
る 米 国 特 許 第 5,767,378号 明 細 書 で 開 示 さ れ て い る )を も そ の ゲ ノ ム に 組 み 込 ん で い る 。 本
発 明 は さ ら に 、 該 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 に 特 有 で あ り 、 か つ 生 物 サ ン プ ル 中 の 該 形 質
転 換 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 の 特 定 及 び 該 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 に 由 来 す る 核 酸 の 検 出 に 有
用 で あ る 新 規 の 単 離 核 酸 配 列 、 な ら び に 生 物 サ ン プ ル 中 の こ れ ら の 核 酸 の 検 出 に 使 用 さ れ
る 必 要 試 薬 を 含 め た キ ッ ト を 包 含 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
概 要
　 本 発 明 は MIR604と い う 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 に 関 す る が 、 該 MIR604系 統 は 該 MIR604
系 統 と そ の 子 孫 に 昆 虫 抵 抗 性 と マ ン ノ ー ス を 炭 素 源 と し て の 利 用 す る 能 力 と を そ れ ぞ れ 付
与 す る cry3A055遺 伝 子 と pmi遺 伝 子 と を 含 む 新 規 な 形 質 転 換 体 遺 伝 子 型 を 含 む 。 本 発 明 は
ま た 、 本 発 明 の 遺 伝 子 型 を 含 む 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 、 本 発 明 の 遺 伝 子 型 を 含 む 形
質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 に 由 来 す る 種 子 、 及 び 本 発 明 の 遺 伝 子 型 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 自
殖 系 統 を そ れ 自 身 又 は 遺 伝 子 型 が 異 な る 別 の ト ウ モ ロ コ シ 系 統 と 交 配 す る こ と に よ り 本 発
明 の 遺 伝 子 型 を 含 む 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 形
質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 は 、 対 応 す る 非 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 の 形 態 特 性 や 生 理
特 性 を ほ ぼ す べ て 、 本 発 明 の 新 規 な 遺 伝 子 型 に よ っ て 該 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 に 付 与 さ れ る
そ う し た 特 性 と は 別 に 、 有 し て も よ い 。 本 発 明 は ま た 、 MIR604系 統 に 由 来 す る 核 酸 の 存 在
を 、 ト ウ モ ロ コ シ の ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ て MIR604系 統 を 生 じ さ せ る 結 果 と な っ た 組 み 換 え 体
発 現 カ セ ッ ト の DNA配 列 と カ セ ッ ト 挿 入 部 位 に 隣 接 す る ゲ ノ ム 配 列 の DNA配 列 と に 基 づ い て
、 検 出 す る た め の 組 成 物 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 MIR604系 統 に つ い て は 、 Cry3A055、 PMI両
タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル の 分 析 と コ ー ン ル ー ト ワ ー ム に 対 す る 効 果 の 試 験 と に よ り 、 さ ら
に 特 性 解 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 あ る 観 点 に 従 い 、 本 発 明 は MIR604系 統 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 異 種 DN
A配 列 の 少 な く と も 10連 続 ヌ ク レ オ チ ド と MIR604系 統 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入
さ れ た 異 種 DNA配 列 の 挿 入 部 位 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム の 少 な く と も 10連 続
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 こ の 態 様 に よ る 単 離 核 酸 分 子 は 、 MIR604系
統 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 異 種 DNA配 列 の 少 な く と も 20又 は 少 な く と も 5
0連 続 ヌ ク レ オ チ ド と MIR604系 統 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 異 種 DNA配 列 の
挿 入 部 位 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム の 少 な く と も 20又 は 少 な く と も 50連 続 ヌ ク
レ オ チ ド と を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 観 点 に 従 い 、 本 発 明 は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る MIR604系 統 の 少 な く と も 1つ の ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む 単 離 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 は 、 ト ウ モ ロ コ シ ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た
発 現 カ セ ッ ト を 含 む 異 種 DNAと 挿 入 部 位 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ シ ゲ ノ ム に 由 来 す る DNAと の
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間 の ジ ャ ン ク シ ョ ン に ま た が り 、 ま た MIR604系 統 の 特 徴 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 観 点 に 従 い 、 本 発 明 は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 約 11～ 約 20連 続 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 む MIR604系 統 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ
ノ ム に 異 種 DNA分 子 を 連 結 す る 単 離 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 観 点 に 従 い 、 本 発 明 は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4及 び こ れ ら の
相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 に 従 い 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む ア ン プ リ コ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 観 点 に 従 い 、 MIR604系 統 を 検 出 す る た め の 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー が 提
供 さ れ る 。 そ う し た 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 3 (こ こ で は 仮 に 5'側 隣 接 配 列 と 呼 ぶ )
の ヌ ク レ オ チ ド 1～ 801又 は そ の 相 補 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も 10～ 15連 続 ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 単 離 核 酸 配 列 を 含 む 。 本 態 様 の 一 実 施 形 態 で は 、 該 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 7
、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号
14、 配 列 番 号 15及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 で は 、 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 4 (こ こ で は 仮 に 3'側 隣 接 配 列
と 呼 ぶ )の ヌ ク レ オ チ ド 507～ 1570又 は そ の 相 補 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も 10～ 15連 続 ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 単 離 核 酸 配 列 を 含 む 。 本 態 様 の 一 実 施 形 態 で は 、 該 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー は
配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号
45、 配 列 番 号 46及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 例 え ば 核 酸 増 幅 な ど に 有 効 で あ る プ ラ イ マ ー 対 が 提 供 さ れ る 。
そ う し た プ ラ イ マ ー 対 は 前 記 ゲ ノ ム 隣 接 配 列 (配 列 番 号 3又 は 配 列 番 号 4)の う ち い ず れ か 1
つ 又 は そ の 相 補 配 列 で あ る 鎖 長 10～ 15連 続 ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第
1プ ラ イ マ ー と MIR604系 統 ゲ ノ ム 中 に 挿 入 さ れ る 異 種 DNAの 鎖 長 10～ 15連 続 ヌ ク レ オ チ ド 以
上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 2プ ラ イ マ ー と を 含 む 。 該 第 2プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 3の
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 802～ 1310及 び 配 列 番 号 4の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 1～ 506で 示 す 該 植 物 体 ゲ ノ
ム 隣 接 DNA配 列 に 隣 接 す る イ ン サ ー ト 配 列 で あ る か 又 は そ の 相 補 配 列 で あ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 に 従 い 、 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 に 対 応 す る DNAの 存 在 を 検 出 す
る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 そ う し た 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む : (a)DNAを 含 む 該 サ ン プ ル を 、 MIR6
04系 統 由 来 ゲ ノ ム DNAと 共 に 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 し た と き に MIR604系 統 の 特 徴 で あ る ア ン
プ リ コ ン を 生 成 す る よ う な プ ラ イ マ ー 対 と 、 接 触 さ せ る 工 程 ; (b)核 酸 増 幅 反 応 を 行 い 、
以 っ て 該 ア ン プ リ コ ン を 生 成 さ せ る 工 程 ; 及 び (c)該 ア ン プ リ コ ン を 検 出 す る 工 程 。 本 態
様 の 一 実 施 形 態 で は 、 該 ア ン プ リ コ ン は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4及
び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 観 点 に 従 い 、 本 発 明 は 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 に 対 応 す る DNAの 存 在 を 検 出 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 そ う し た 方 法 は 次 の 工 程 を 含 む : (a)DNAを 含 む 該 サ ン プ ル を 、 高 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で MIR604系 統 由 来 ゲ ノ ム DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 対 照 ト ウ モ ロ
コ シ 植 物 体 の DNAと は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い プ ロ ー ブ と 、
接 触 さ せ る 工 程 ; (b)該 サ ン プ ル 及 び プ ロ ー ブ を 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に 置 く 工 程 ;
 及 び (c)該 プ ロ ー ブ と 該 DNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 工 程 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 に 従 い 、 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 核 酸 を 検 出 す る た め の キ ッ ト が
提 供 さ れ る 。 該 キ ッ ト は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4又 は そ れ ら の 相
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補 配 列 で あ る 十 分 な 鎖 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 少 な く と も 1つ の DNA配 列 を 含 む が 、 該
DNA配 列 は MIR604系 統 由 来 の 単 離 DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て
有 用 で あ り 、 か つ サ ン プ ル 中 の 核 酸 配 列 の 増 幅 又 は 該 核 酸 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン と そ れ に 続 く 該 標 的 配 列 の 増 幅 又 は 該 標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 後 は
、 MIR604系 統 由 来 の 核 酸 配 列 が 該 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る こ と の 特 徴 と な る 。 概 キ ッ ト は 更
に 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は 増 幅 法 を 行 う た め に 必 要 な ほ か の 材 料 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 を 検 出 す る た め の 、 次 の 工 程
を 含 む 方 法 を 提 供 す る : (a) MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ 組 織 サ ン プ ル か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出
す る 工 程 ; (b) MIR604系 統 に よ っ て 産 生 さ れ る 殺 虫 タ ン パ ク 質 又 は 選 択 マ ー カ ー タ ン パ ク
質 に 対 し て 特 異 的 で あ る 抗 体 の 使 用 を 含 む 免 疫 学 的 方 法 に よ り 該 抽 出 タ ン パ ク 質 を 検 定 す
る 工 程 ; 及 び (c)該 抗 体 の 該 殺 虫 タ ン パ ク 質 又 は 選 択 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 検 出
す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 植 物 体 、 組 織 又 は 種 子 に 由 来 す
る 生 物 サ ン プ ル を 提 供 す る が 、 該 サ ン プ ル は 配 列 番 号 1と 配 列 番 号 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 配 列 又 は そ の 相 補 配 列 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と し 、 ま た 該 配 列 は
核 酸 増 幅 法 又 は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り サ ン プ ル か ら 検 出 可 能 で あ る こ と を
特 徴 と す る 。 本 態 様 の 一 実 施 形 態 で は 、 該 サ ン プ ル は ト ウ モ ロ コ シ 粉 、 挽 き 割 り ト ウ モ ロ
コ シ 、 ト ウ モ ロ コ シ シ ロ ッ プ 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ト ウ モ ロ コ シ で ん ぷ ん 、 及 び ト ウ モ ロ コ
シ 副 産 物 を 含 め る よ う に 全 粒 又 は 部 分 加 工 し た シ リ ア ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 植 物 体 、 組 織 又 は 種 子 に 由 来 す
る 抽 出 物 で あ っ て 、 配 列 番 号 1と 配 列 番 号 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 又 は そ の 相 補 配
列 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 抽 出 物 を 提 供 す る 。 本 態 様 の 一 実 施 形 態 で は 、 該 配 列 は
核 酸 増 幅 法 又 は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 該 抽 出 物 か ら 検 出 可 能 で あ る 。 本 態
様 の 一 実 施 形 態 で は 、 該 サ ン プ ル は ト ウ モ ロ コ シ 粉 、 挽 き 割 り ト ウ モ ロ コ シ 、 ト ウ モ ロ コ
シ シ ロ ッ プ 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ト ウ モ ロ コ シ で ん ぷ ん 、 及 び ト ウ モ ロ コ シ 副 産 物 を 含 め る
よ う に 全 粒 又 は 部 分 加 工 し た シ リ ア ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 に 従 い 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 及 び 種 子 が 提 供
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 観 点 に 従 い 、 本 発 明 は 少 な く と も コ ー ン ル ー ト ワ ー ム の 虫 害 に 対 し て 抵 抗 性 で あ る
ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 生 産 す る た め の 、 次 の 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る : (a)ど ち ら か が M
IR604系 統 DNAを 含 む 第 1親 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 と 第 2親 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 有 性 交 配 し て
、 複 数 の 第 1世 代 子 孫 植 物 体 を 生 産 す る 工 程 ; (b) 少 な く と も コ ー ン ル ー ト ワ ー ム の 虫 害
に 対 し て 抵 抗 性 で あ る 第 1世 代 子 孫 植 物 体 を 選 定 す る 工 程 ; (c)第 1世 代 子 孫 植 物 体 を 自 家
受 粉 さ せ て 、 複 数 の 第 2世 代 子 孫 植 物 体 を 生 産 す る 工 程 ; (d) 第 2世 代 子 孫 植 物 体 か ら 少 な
く と も コ ー ン ル ー ト ワ ー ム の 虫 害 に 対 し て 抵 抗 性 で あ る 植 物 体 を 選 定 す る 工 程 。 た だ し 、
第 2世 代 子 孫 植 物 体 は 配 列 番 号 1と 配 列 番 号 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 別 の 観 点 に 従 い 、 本 発 明 は ト ウ モ ロ コ シ の 種 子 を 生 産 す る た め の 、 第 1親 ト ウ モ
ロ コ シ 植 物 体 を 第 2親 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 と 交 配 す る 工 程 及 び そ の 結 果 と し て の 第 1世 代 ト
ウ モ ロ コ シ の 種 子 を 収 穫 す る 工 程 と を 含 む 方 法 で あ っ て 、 該 第 1又 は 第 2親 ト ウ モ ロ コ シ 植
物 体 は 本 発 明 の 自 殖 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 で あ る こ と を 特 徴 と 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 観 点 に 従 い 、 本 発 明 は 雑 種 ト ウ モ ロ コ シ の 種 子 を 生 産 す る た め の 、 次 の 工 程 を 含 む
方 法 を 提 供 す る : (a)本 発 明 の 第 1自 殖 系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 種 子 及 び 異 な る 遺 伝 子 型 の 第 2
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自 殖 系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 種 子 を ま く 工 程 ; (b)該 播 種 に 由 来 す る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 開
花 期 ま で 栽 培 す る 工 程 ; (c)一 方 の 自 殖 系 統 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 の 花 を 除 雄 処 理 す る 工
程 ; (d)他 方 の 自 殖 系 統 を 自 然 に 受 粉 さ せ る 工 程 ; 及 び (e)そ れ に よ っ て 生 産 さ れ る 種 子 を
収 穫 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 態 様 は 、 前 記 態 様 を 含 め て 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 に よ り さ ら に 明 ら か と な
ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 下 、 本 発 明 を さ ら に 明 確 に し 、 ま た 本 発 明 実 施 の た め の 指 針 を 当 業 者 に 示 す べ く 、 用
語 の 意 味 と 種 々 の 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 こ こ で 使 用 す る 用 語 は 特 に 断 ら な い 限 り 、 当 業
者 に よ り 慣 用 に 従 っ て 理 解 さ れ る も の と す る 。 一 般 的 な 分 子 生 物 学 用 語 の 意 味 は Rieger e
t al., Glossary of Genetics: Classical and Molecular, 5t h  edition, Springer-Verl
ag: New York, 1994に も 求 め ら れ よ う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 増 幅 (し た 、 さ れ た )」 は 、 少 な く と も 1の 核 酸 分 子 を 鋳 型
と し て 使 用 し て 核 酸 分 子 又 は そ の 相 補 配 列 の 複 数 コ ピ ー が 作 製 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 増
幅 法 に は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)法 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 (LCR)法 、 核 酸 配 列 に 基 づ く 増
幅 法 (NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario)、 Q-Beta Replicase法 、 転 写 に 基 づ く 増 幅
法 (TAS)、 及 び 鎖 置 換 型 合 成 法 (SDA)な ど が あ る 。 例 え ば Diagnostic Molecular Microbiol
ogy: Principles and Applications, D.H. Persing et al., Ed., American Society for
 Microbiology, Washington, D.C. (1993)を 参 照 。 増 幅 産 物 は ア ン プ リ コ ン と い う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 コ ー ド 配 列 」 は 、 mRNA、 rRNA、 tRNA、 snRNA、 セ ン ス RNA、 ア ン チ セ ン ス RNAな ど の RNA
へ と 転 写 さ れ る 核 酸 配 列 で あ る 。 該 RNAは 次 い で 生 体 内 で タ ン パ ク 質 を 産 生 す る た め に 翻
訳 さ れ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 検 出 キ ッ ト 」 は 、 MIR604植 物 体 由 来 DNAの サ ン プ ル 中 の 存 在 又
は 不 存 在 の 検 出 に 使 用 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 標 的 DN
A配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 本 発 明 の 核 酸 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー 、 そ れ に 核 酸
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は 増 幅 法 を 実 現 可 能 に す る た め の 他 資 材 を 含 む キ ッ ト を い う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 形 質 転 換 「 系 統 (event)」 と い う 用 語 は こ こ で は 、 単 一 植 物 細 胞 の 、 異 種 DNA(例 え ば 注
目 の 遺 伝 子 を 入 れ た 発 現 カ セ ッ ト )に よ る 形 質 転 換 及 び 再 生 に よ っ て 生 産 さ れ る 組 み 換 え
植 物 体 を い う 。 用 語 「 系 統 」 は 、 該 異 種 DNAを 含 む 原 初 の 形 質 転 換 体 及 び /又 は そ の 子 孫 を
い う 。 用 語 「 系 統 」 は ま た 、 該 形 質 転 換 体 と 別 の ト ウ モ ロ コ シ 系 統 の 間 で の 有 性 異 系 交 配
に よ っ て 生 産 さ れ る 子 孫 を い う 。 反 復 親 と の 繰 り 返 し 戻 し 交 配 の 後 で も 、 挿 入 DNA及 び 親
の 形 質 転 換 体 に 由 来 す る 隣 接 DNAは 交 配 種 の 子 孫 に 、 染 色 体 位 置 を 変 え ず に 、 受 け 継 が れ
る 。 通 常 、 植 物 体 組 織 の 形 質 転 換 は 、 植 物 細 胞 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ る DNAコ ン ス ト ラ ク ト の
位 置 の 違 い を 反 映 し て 、 複 数 の 系 統 を 生 み 出 す 。 特 定 の 系 統 が 、 導 入 遺 伝 子 の 発 現 又 は 他
の 望 ま し い 特 性 に 基 づ い て 、 選 択 さ れ る 。 従 っ て 「 系 統 MIR604」 、 「 MIR604」 又 は 「 MIR6
04系 統 」 は こ こ で は 原 初 の MIR604形 質 転 換 体 及 び /又 は 該 MIR604形 質 転 換 体 の 子 孫 を 意 味
す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 発 現 カ セ ッ ト 」 は こ こ で は 、 適 正 宿 主 細 胞 中 で 特 定 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 導 く こ
と が で き る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 終 止 シ グ ナ ル に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 該 関 心 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 核 酸 分 子 を 意 味 す る 。 発 現 カ セ ッ ト は 該
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 適 正 な 翻 訳 に 必 要 と さ れ る 配 列 を も 含 む の が 普 通 で あ る 。 ま た 、 関 心
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 直 接 発 現 に は 必 要 と さ れ な い が 、 該 カ セ ッ ト を 発 現 ベ ク タ ー か ら 取 り
出 す の に 好 都 合 な 制 限 部 位 と の 関 係 で 存 在 す る よ う な 配 列 を 含 ん で も よ い 。 関 心 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む 発 現 カ セ ッ ト は キ メ ラ 型 で も よ い 。 こ れ は そ の 構 成 要 素 の う ち の 少 な く と
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も 1つ が そ れ 以 外 の 構 成 要 素 の う ち の 少 な く と も 1つ に 対 し て 異 種 で あ る こ と を 意 味 す る 。
発 現 カ セ ッ ト は ま た 、 天 然 に も 存 在 す る が 、 異 種 発 現 に 役 立 つ よ う な 組 み 換 え 体 と し て 得
ら れ た も の で も よ い 。 し か し 一 般 に 、 発 現 カ セ ッ ト は 宿 主 に 対 し て 異 種 で あ る 。 す な わ ち
、 発 現 カ セ ッ ト の 特 定 核 酸 配 列 は 宿 主 細 胞 中 に 天 然 に は 存 在 し な い の で 、 技 術 上 周 知 の 組
み 換 え 法 に よ り 宿 主 細 胞 に 、 又 は 宿 主 細 胞 の 先 祖 に 、 導 入 し て お か な け れ ば な ら な い 。 発
現 カ セ ッ ト 中 の 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 は 、 構 成 的 プ ロ モ ー タ ー の 、 又 は 宿 主 細 胞 が 特
定 の 外 部 刺 激 を 受 け る と き に 限 っ て 転 写 を 開 始 さ せ る よ う な 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー の 、 調 節
を 受 け る よ う に し て も よ い 。 植 物 な ど の よ う な 多 細 胞 生 物 の 場 合 に は 、 該 プ ロ モ ー タ ー は
特 定 の 組 織 、 又 は 器 官 又 は 発 生 段 階 に 対 し て 特 異 的 で も よ い 。 発 現 カ セ ッ ト 又 は そ の 断 片
は 、 植 物 体 に 導 入 さ れ た 後 は 、 「 イ ン サ ー ト 配 列 」 ま た 「 挿 入 配 列 」 と 呼 ぶ こ と も で き る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 遺 伝 子 」 は ゲ ノ ム 内 に 位 置 す る 特 定 領 域 で あ っ て 、 前 記 の コ ー ド 核 酸 配 列 と は 別 に 他
の (主 と し て 調 節 的 な 、 コ ー ド 領 域 の 発 現 す な わ ち 転 写 と 翻 訳 の 調 節 に 与 る )核 酸 配 列 を も
含 む 特 定 領 域 で あ る 。 遺 伝 子 は ま た 、 他 の 5'側 及 び 3'側 非 翻 訳 領 域 及 び 終 止 配 列 を 含 ん で
も よ い 。 存 在 し て も よ い さ ら な る エ レ メ ン ト は 例 え ば イ ン ト ロ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 注 目 の 遺 伝 子 」 は 、 植 物 に 移 入 さ れ た と き に 望 ま し い 特 性 例 え ば 抗 生 物 質 抵 抗 性 、 ウ
イ ル ス 抵 抗 性 、 昆 虫 抵 抗 性 、 病 害 抵 抗 性 、 又 は 他 病 虫 害 抵 抗 性 、 栄 養 価 向 上 、 工 業 的 方 法
の 性 能 向 上 、 又 は 他 の 繁 殖 機 能 の 変 化 な ど を 該 植 物 に 付 与 す る 任 意 の 遺 伝 子 を い う 。 「 注
目 の 遺 伝 子 」 は ま た 、 商 業 的 に 価 値 の あ る 酵 素 又 は 代 謝 産 物 を 植 物 に 産 生 さ せ る た め に 該
植 物 に 移 入 さ れ る 遺 伝 子 で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 遺 伝 子 型 」 は こ こ で は 、 親 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 か ら 子 孫 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 に 受 け 継
が れ る が 、 そ の す べ て が 発 現 す る と は 限 ら な い 遺 伝 物 質 で あ る 。 MIR604遺 伝 子 型 は 植 物 体
ゲ ノ ム へ と 導 入 さ れ る 異 種 遺 伝 物 質 及 び イ ン サ ー ト 配 列 に 隣 接 す る 遺 伝 物 質 を い う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 異 種 」 核 酸 配 列 は 、 天 然 で は 導 入 先 の 宿 主 細 胞 と は 関 連 が な い 核 酸 配 列 例 え ば 天 然 に
存 在 す る 核 酸 配 列 の 非 天 然 に 存 在 す る 複 数 コ ピ ー な ど で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 相 同 」 核 酸 配 列 は 、 天 然 で 導 入 先 の 宿 主 細 胞 と 関 連 が あ る 核 酸 配 列 を い う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 作 動 可 能 に 連 結 し た 」 は 、 単 一 核 酸 断 片 上 の 核 酸 配 列 間 の 、 一 配 列 の 機 能 が 他 配 列 の
機 能 に 影 響 す る よ う な 関 連 性 を い う 。 例 え ば プ ロ モ ー タ ー は 、 コ ー ド 配 列 又 は 機 能 的 RNA
の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ し う る (す な わ ち コ ー ド 配 列 又 は 機 能 的 RNAが 該 プ ロ モ ー タ ー の 転 写 調
節 を 受 け る )と き 、 該 コ ー ド 配 列 又 は 機 能 的 RNAと 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 セ ン ス 鎖 又 は
ア ン チ セ ン ス 鎖 の コ ー ド 配 列 は 調 節 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 プ ラ イ マ ー 」 は こ こ で は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 相 補 的 な 標 的 DNA鎖
と ア ニ ー ル さ せ て 、 該 プ ラ イ マ ー と 該 標 的 DNA鎖 の 間 に ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し 、 次 い で ポ
リ メ ラ ー ゼ 例 え ば DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 標 的 DNA鎖 に 沿 っ て 伸 長 さ せ る 単 離 核 酸 を い う 。
核 酸 分 子 の (例 え ば PCR法 又 は 他 の 通 常 の 核 酸 増 幅 法 に よ る )増 幅 に は プ ラ イ マ ー 対 又 は セ
ッ ト を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 通 常 の 検 出 可 能 な 標 識 又 は レ ポ ー タ ー 分 子 例 え ば 放 射 性 同 位 体 、 リ ガ
ン ド 、 化 学 発 光 物 質 、 又 は 酵 素 な ど の 結 合 相 手 と な る 単 離 核 酸 で あ る 。 そ う し た プ ロ ー ブ
は 標 的 核 酸 鎖 に 対 し て 、 本 発 明 の 場 合 に は ト ウ モ ロ コ シ MIR604系 統 由 来 の ゲ ノ ム DNA鎖 に
対 し て 、 相 補 的 で あ る 。 MIR604系 統 の ゲ ノ ム DNAは ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 、 該 系 統 由 来 DNAを
含 む サ ン プ ル の い ず れ に 由 来 し て も よ い 。 本 発 明 の プ ロ ー ブ は デ オ キ シ リ ボ 核 酸 又 は リ ボ
核 酸 だ け で な く 、 標 的 DNA配 列 と 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ア ミ ド 又 は 他 プ ロ ー ブ 物 質 を も 含
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み 、 ま た 該 標 的 DNA配 列 の 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ は 一 般 に 鎖 長 が 10～ 15ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 範 囲 で あ る 。 プ ラ イ マ
ー と プ ロ ー ブ は ま た 、 鎖 長 が 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド 以 上 、 少 な く と も 25ヌ ク レ オ チ ド
以 上 、 又 は 少 な く と も 30ヌ ク レ オ チ ド 以 上 で も よ い 。 そ う し た プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ は 高
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 標 的 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 発 明 の プ ラ イ マ
ー と プ ロ ー ブ は 標 的 配 列 に 対 し て 完 全 な 配 列 相 補 性 を 有 し て も よ い 。 た だ し 、 標 的 配 列 と
は 異 な る が 標 識 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 能 を 維 持 し て い る プ ロ ー ブ を 常 法 で 設 計
し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 又 は 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」
は 、 プ ロ ー ブ が 標 的 配 列 に 対 し て 、 他 配 列 に 対 す る よ り も 検 出 可 能 に 強 く ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る よ う な 条 件 を 含 む 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 標 的 配 列 次 第 で あ り 、 ま た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 構 造 に よ っ て も 異 な ろ う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び /又 は 洗 浄 の ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー を 調 節 す る こ と に よ り 、 プ ロ ー ブ に 対 し て 100%相 補 的 で あ る 標 的 配 列 を 特 定 す る
こ と が で き る (相 同 プ ロ ー ビ ン グ )。 あ る い は ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 調 節 し て 、 若 干 の
配 列 ミ ス マ ッ チ ン グ を 許 容 し 、 よ り 低 い 類 似 性 の 度 合 い で も 検 出 さ れ る よ う に す る こ と も
で き る 。 よ り 長 い 配 列 は よ り 高 い 温 度 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 幅 広 い 手 引 き は Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry a
nd Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, Part 1, Chapter 2 
“ Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe
 assays” , Elsevier: New York; Current Protocols in Molecular Biology, Chapter 2
, Ausubel et al., Eds., Greene Publishing and Wiley-Interscience: New York (1995
); 及 び Sambrook et al. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (5t h  Ed. Co
ld Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY)な ど に 求 め ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 特 異 性 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 の 関 数 で あ り 、 決 定 的 な 因 子 は 最 終 洗 浄 液 の
イ オ ン 強 度 と 温 度 で あ る 。 一 般 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び
洗 浄 条 件 は 規 定 イ オ ン 強 度 及 び pHで の 特 異 的 配 列 の 熱 融 解 点 (T m )を 約 5℃ 下 回 る よ う に す
る 。 こ の T m は (規 定 イ オ ン 強 度 及 び pHの 下 で )標 的 配 列 の 50%が 完 全 マ ッ チ 配 列 と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 一 般 に 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で は 、 プ ロ ー ブ は そ の 標 的
配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 他 配 列 と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 サ ザ ン 又 は ノ ー ザ ン 法 で フ ィ ル タ ー 上 に 100を 超 え る 相 補 的 残 基 を 有 す る 相 補 的 核 酸 間
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 す る 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
の 例 は 「 50%ホ ル ム ア ミ ド +ヘ パ リ ン 1mg、 42℃ で の 終 夜 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 で あ
る 。 超 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 条 件 の 例 は 「 0.15M NaCl洗 浄 72℃ 、 約 15分 間 」 で あ る 。
高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 条 件 の 例 は 「 0.2× SSC洗 浄 65℃ 、 約 15分 間 」 で あ る (SSCバ ッ フ
ァ ー に つ い て は 例 え ば 後 掲 Sambrookを 参 照 )。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 に 関 す る 例 示 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に は 7%SDS、 0.25M NaPO 4 、 pH 7.2
、 67℃ で の 終 夜 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と そ れ に 続 く 5%SDS、 0.20M NaPO 4 、 pH 7.2、 65
℃ で の 2回 各 30分 間 の 洗 浄 及 び 1%SDS、 0.20M NaPO 4 、 pH 7.2、 65℃ で の 2回 各 30分 間 の 洗 浄
な ど が あ る 。 例 示 的 な 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 は 例 え ば 100ヌ ク レ オ チ ド 超 の 2本 鎖 の 場
合 で 1× SSC洗 浄 45℃ 、 15分 間 で あ る 。 例 示 的 な 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 は 例 え ば 100ヌ
ク レ オ チ ド 超 の 2本 鎖 の 場 合 で 4～ 6× SSC洗 浄 40℃ 、 15分 間 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 約 10～ 50ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ な ら 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 一 般 に 、 約 1.0M未
満 の Naイ オ ン 濃 度 一 般 に 約 0.01～ 1.0M Naイ オ ン 濃 度 の 塩 (又 は 他 の 塩 )を pH 7.0～ 8.3で 使
用 し 、 又 は 温 度 は 一 般 に 少 な く と も 約 30℃ で あ る 。 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 不 安 定 化 剤 を 添 加
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す れ ば 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 の 実 現 も 可 能 で あ る 。 一 般 に 、 特 定 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 試 験 で 非 関 連 プ ロ ー ブ の 場 合 に 観 測 さ れ る SN比 の 2倍 (以 上 )の 値 は 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 を 意 味 す る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
な い 核 酸 で も 、 そ れ ら が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 が 実 質 的 に 同 じ な ら 、 や は り 実 質 的 に は 同
じ で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 核 酸 の コ ピ ー が 遺 伝 暗 号 に よ っ て 許 容 さ れ る 最 大 コ ド ン 縮 重 を
使 用 し て 作 製 さ れ る と き に 起 こ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 以 下 は 、 本 発 明 の 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 じ で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 使 用 し て も よ い 例 示 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン /洗 浄 条 件 の セ ッ
ト で あ る 。 好 ま し く は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン : 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 0.5M 
NaPO 4 、 1mM EDTA、 50℃ ; 洗 浄 : 2× SSC、 0.1%SDS、 50℃ で あ り 、 よ り 望 ま し く は ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン : 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA、 50℃ ; 洗 浄 :
 1× SSC、 0.1%SDS、 50℃ で あ り 、 さ ら に 望 ま し く は 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 0.5
M NaPO 4 、 1mM EDTA、 50℃ ; 洗 浄 : 0.5× SSC、 0.1%SDS、 50℃ で あ り 、 好 ま し く は 7%ド デ シ
ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA、 50℃ ; 洗 浄 : 0.1× SSC、 0.1%SDS、 50℃
で あ り 、 よ り 好 ま し く は 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA、 50℃ ;
 洗 浄 : 0.1× SSC、 0.1%SDS、 65℃ で あ る 。 本 発 明 の 配 列 は 以 上 い ず れ の 条 件 を 使 用 し て 検
出 し て も よ い 。 本 発 明 を 明 確 に す る と い う 説 明 目 的 で は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 使
用 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 形 質 転 換 」 は 異 種 核 酸 を 宿 主 細 胞 又 は 生 物 に 導 入 す る こ と を い う 。 特 に 、 形 質 転 換 は
DNA分 子 の 、 関 心 生 物 ゲ ノ ム へ の 安 定 的 な 組 み 込 み を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 形 質 転 換 (し た )/ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク /組 み 換 え (た )」 は 異 種 核 酸 分 子 が 導 入 さ れ た 細
菌 又 は 植 物 な ど の よ う な 宿 主 生 物 に つ い て い う 。 該 核 酸 分 子 は 該 宿 主 に 安 定 的 に 組 み 込 ま
れ て も よ い し 、 染 色 体 外 分 子 と し て 存 在 し て も よ い 。 そ う し た 染 色 体 外 分 子 は 自 己 複 製 す
る 分 子 で も よ い 。 形 質 転 換 し た 細 胞 、 組 織 又 は 植 物 体 は 形 質 転 換 の 最 終 生 産 物 だ け で な く
、 そ の 形 質 転 換 子 孫 を も 包 摂 す る も の と す る 。 「 非 形 質 転 換 /非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク /非 組
み 換 え 」 宿 主 は 、 該 異 種 核 酸 分 子 を 含 ん で い な い 野 生 型 の 生 物 例 え ば 細 菌 又 は 植 物 を い う
。 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 」 は こ こ で は 、 周 知 の 遺 伝 子 操 作 又 は 遺 伝 子 挿 入 手 法 に よ り 、 注
目 の 遺 伝 子 に 相 当 す る 核 酸 配 列 を 植 物 ゲ ノ ム に 、 ま た 一 般 に 細 胞 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 又 は
他 の 含 染 色 体 オ ル ガ ネ ラ の 染 色 体 に 、 天 然 植 物 体 又 は 植 物 細 胞 中 に 通 常 存 在 す る も の と 比
べ て 、 異 な る 遺 伝 子 座 に 、 又 は よ り 多 数 の コ ピ ー で 、 組 み 込 ん で あ る 植 物 体 、 植 物 細 胞 、
又 は 多 数 の 構 造 化 又 は 非 構 造 化 植 物 細 胞 を い う 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は 、 天 然 に 起 こ
る 突 然 変 異 に で は な く 、 そ う し た 核 酸 配 列 の 操 作 及 び 挿 入 に 由 来 し 、 天 然 に は 存 在 し な い
植 物 又 は 天 然 に は 存 在 し な い 遺 伝 子 型 を も つ 植 物 を 生 産 す る 。 植 物 体 又 は 植 物 細 胞 の 形 質
転 換 手 法 は 技 術 上 周 知 で あ り 、 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ
ョ ン 法 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 、 遺 伝 子 銃 法 な ど が あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 DNA塩 基 及 び ア ミ ノ 酸 の 命 名 法 は 、 本 明 細 書 で は 37 C.F.R. § 1.822に 定 め る も の を 使 用
す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 昆 虫 防 除 タ ン パ ク 質 Cry3A055と 植 物 体 に よ る 炭 素 源 と し て の マ ン ノ ー ス の 利
用 を 可 能 に す る ホ ス ホ マ ン ノ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 酵 素 (PMI)と を 産 生 す る 遺 伝 子 改 良 系 統 の
ト ウ モ ロ コ シ に 関 す る 。 本 発 明 は 特 に 、 新 規 な 遺 伝 型 を 含 む 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 MI
R604に 、 ま た 生 物 サ ン プ ル 中 の 該 系 統 由 来 核 酸 を 検 出 す る た め の 組 成 物 及 び 方 法 に 、 関 す
る 。 本 発 明 は さ ら に 、 MIR604遺 伝 子 型 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 、 該 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体
に 由 来 す る 形 質 転 換 種 子 、 及 び MIR604遺 伝 子 型 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 自 殖 系 統 を そ れ 自 身 又
は 遺 伝 子 型 が 異 な る 別 の ト ウ モ ロ コ シ 系 統 と 交 配 す る こ と に よ り MIR604遺 伝 子 型 を 含 む ト
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ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の MIR604遺 伝 子 型 を 含 む ト ウ モ ロ コ
シ 植 物 体 は Diabrotica virgifera virgifera (western corn rootworm)や D. virgifera z
eae (Mexican corn rootworm)、 D. longicornis barberi (northern corn rootworm)な ど
の コ ー ン ル ー ト ワ ー ム を 含 む 鞘 翅 目 (coleopteran)害 虫 の 防 除 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の MIR
604遺 伝 子 型 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 は ま た 、 マ ン ノ ー ス を 炭 素 源 と し て 利 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は ト ウ モ ロ コ シ 系 統 MIR604の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入
さ れ た 異 種 DNA配 列 の 少 な く と も 10以 上 (例 え ば 15、 20、 25又 は 50)の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド と
ト ウ モ ロ コ シ 系 統 MIR604の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 異 種 DNA配 列 の 挿 入 部
位 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム DNAの 少 な く と も 10以 上 (例 え ば 15、 20、 25又 は 50
)の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド と を 含 む 単 離 核 酸 分 子 を 包 摂 す る 。 ま た 、 MIR604系 統 由 来 の 連 続 イ
ン サ ー ト 配 列 の 10以 上 の ヌ ク レ オ チ ド と 該 イ ン サ ー ト 配 列 に 隣 接 す る MIR604系 統 由 来 の 隣
接 DNAの 少 な く と も 1つ の ヌ ク レ オ チ ド と を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 包 摂 す る 。 そ う し た ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は MIR604系 統 の 特 徴 で あ る 。 MIR604系 統 由 来 の ゲ ノ ム DNAの 核 酸 増 幅 で は
、 そ う し た 特 徴 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン プ リ コ ン が 生 産 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る MIR604系 統 の 少 な く と も 1つ の ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 単 離 核 酸 分 子 で あ っ て 、 ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 は 、 ト ウ モ ロ コ シ ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た
発 現 カ セ ッ ト を 含 む 異 種 DNAと 挿 入 部 位 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ シ ゲ ノ ム に 由 来 す る DNAと の
間 の ジ ャ ン ク シ ョ ン に ま た が り 、 ま た MIR604系 統 の 特 徴 で あ る こ と を 特 徴 と す る 単 離 核 酸
分 子 を 包 摂 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 約 11～ 約 20連 続 ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 む MIR604系 統 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体
ゲ ノ ム に 異 種 DNA分 子 を 連 結 す る 単 離 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4及 び こ れ ら
の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 を 包 摂 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4及 び こ れ ら の
相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ア ン プ リ コ ン が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は MIR604系 統 を 検 出 す る た め の 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー を 包 摂 す
る 。 そ う し た 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 3 (こ こ で は 仮 に 5'側 隣 接 配 列 と 呼 ぶ )の ヌ ク
レ オ チ ド 1～ 801又 は そ の 相 補 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も 10～ 15連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単
離 核 酸 配 列 を 含 む 。 本 実 施 形 態 の 一 観 点 に 従 い 、 該 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 7、 配
列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、
配 列 番 号 15及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 4 (こ こ で は 仮 に 3'側 隣 接 配 列 と 呼 ぶ )の ヌ ク レ オ
チ ド 507～ 1570又 は そ の 相 補 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も 10～ 15連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 隣
接 配 列 プ ラ イ マ ー を 包 摂 す る 。 本 実 施 形 態 の 一 観 点 に 従 い 、 該 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー は 配 列
番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号 44、 配 列 番 号 45、
配 列 番 号 46及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は サ ン プ ル 中 の ト ウ モ ロ コ シ MIR604系 統 DNA鋳 型 の 存
在 下 に 一 緒 に 働 い て ト ウ モ ロ コ シ MIR604系 統 の 特 徴 で あ る ア ン プ リ コ ン を 産 生 す る 第 1ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
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プ ラ イ マ ー 対 で あ っ て 、 該 第 1プ ラ イ マ ー 配 列 は ト ウ モ ロ コ シ MIR604系 統 の ト ウ モ ロ コ シ
植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 異 種 DNA配 列 の 挿 入 部 位 に 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム
又 は そ の 相 補 配 列 で あ り 、 ま た 該 第 2プ ラ イ マ ー 配 列 は ト ウ モ ロ コ シ MIR604系 統 の ト ウ モ
ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 異 種 DNA配 列 又 は そ の 相 補 配 列 で あ る こ と を 特 徴 と す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 を 包 摂 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 実 施 形 態 の 一 観 点 に 従 い 、 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 3の 位 置 1～ 801
又 は そ の 相 補 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も 10連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 実 施 形 態 の さ ら な
る 観 点 に 従 い 、 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配
列 番 号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12、 配 列 番 号 13、 配 列 番 号 14、 配 列 番 号 15又 は そ れ ら の
相 補 配 列 に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 本 実 施 形 態 の 別 の 観 点 に 従 い 、 第 1ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 4の 位 置 507～ 1570又 は そ の 相 補 配 列 に 由 来 す る 少 な く (
と も )10連 続 ヌ ク レ オ チ ド (を 含 む )。 本 実 施 形 態 の 別 の 観 点 に 従 い 、 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、 配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43、 配 列 番 号
44、 配 列 番 号 45、 配 列 番 号 46又 は そ れ ら の 相 補 配 列 に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
本 実 施 形 態 の さ ら に 別 の 観 点 に 従 い 、 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 57、 配
列 番 号 58、 配 列 番 号 59、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63又 は そ れ ら の
相 補 配 列 に 示 さ れ る 少 な く と も 10連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 本 実 施 形 態 の さ ら に な お 別 の
観 点 に 従 い 、 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 配 列 番 号 16～ 38又 は そ の 相 補 配 列 に 示 さ
れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 実 施 形 態 の 別 の 観 点 に 従 い 、 配 列 番 号 15に 示 さ れ る 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
及 び 配 列 番 号 28に 示 さ れ る 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 実 施 例 4に 記 載 の よ う に 、
サ ン プ ル 中 の ト ウ モ ロ コ シ MIR604系 統 DNA鋳 型 の 存 在 下 に 一 緒 に 働 い て 、 ト ウ モ ロ コ シ MIR
604系 統 の 特 徴 で あ る ア ン プ リ コ ン を 産 生 す る 。 本 実 施 形 態 の 別 の 観 点 に 従 い 、 配 列 番 号 4
5に 示 さ れ る 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 及 び 配 列 番 号 27に 示 さ れ る 第 2ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー は 、 実 施 例 4に 記 載 の よ う に 、 サ ン プ ル 中 の ト ウ モ ロ コ シ MIR604系 統 DNA鋳
型 の 存 在 下 に 一 緒 に 働 い て 、 ト ウ モ ロ コ シ MIR604系 統 の 特 徴 で あ る ア ン プ リ コ ン を 産 生 す
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 も ち ろ ん 、 挿 入 異 種 DNA配 列 の い ず れ か の 末 端 に 隣 接 す る ゲ ノ ム 配 列 の さ ら に 中 へ と 追
加 配 列 を 、 MIR604系 統 の 特 徴 で あ る 配 列 の 増 幅 の た め に そ う し た プ ラ イ マ ー 対 に 使 用 し う
る プ ラ イ マ ー 配 列 用 と し て 、 求 め る こ と は 技 術 上 十 分 に 可 能 で あ る 。 本 明 細 書 で は 、 「 挿
入 異 種 DNA配 列 の い ず れ か の 末 端 に 隣 接 す る ゲ ノ ム 配 列 の さ ら に 中 へ と 」 は 特 に 、 挿 入 異
種 DNA配 列 の 両 末 端 す な わ ち 該 挿 入 DNA配 列 が 天 然 ゲ ノ ム DNA配 列 に 隣 接 す る 部 位 か ら 、 該
異 種 DNA配 列 の 挿 入 先 と な る 特 定 染 色 体 の ゲ ノ ム DNAの 中 へ の 、 連 続 的 な 移 動 を い う 。 イ ン
サ ー ト 配 列 と 部 分 的 に 対 応 す る 又 は 部 分 的 に 相 補 的 で あ る プ ラ イ マ ー 配 列 は 好 ま し く は 、
新 生 鎖 DNA又 は RNAの 、 最 寄 り の 隣 接 配 列 ジ ャ ン ク シ ョ ン 方 向 へ の 転 写 伸 長 を プ ラ イ ミ ン グ
す る 。 従 っ て 、 ゲ ノ ム 隣 接 配 列 と 部 分 的 に 対 応 す る 又 は 部 分 的 に 相 補 的 で あ る プ ラ イ マ ー
配 列 は 新 生 鎖 DNA又 は RNAの 、 最 寄 り の 隣 接 配 列 ジ ャ ン ク シ ョ ン 方 向 へ の 転 写 伸 長 を プ ラ イ
ミ ン グ す る は ず で あ る 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 該 植 物 体 の 染 色 体 に 挿 入 さ れ る 異 種 DNA配 列 で
も ゲ ノ ム 隣 接 配 列 で も (又 は そ れ ら の 相 補 配 列 で も )よ い 。 プ ラ イ マ ー 配 列 を 挿 入 異 種 DNA
配 列 内 の 記 載 の 配 列 、 配 列 番 号 3又 は 配 列 番 号 4に 示 さ れ る 配 列 の い ず れ (又 は そ れ ら の 相
補 配 列 )と す る の が 有 利 か は 、 ゲ ノ ム DNA配 列 と 挿 入 異 種 DNA配 列 の 間 の ジ ャ ン ク シ ョ ン を
含 む 特 定 隣 接 配 列 増 幅 用 の ネ ス ト 化 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 使 用 に よ っ て 得 ら れ る 所 期 産 生 物
の 性 格 次 第 で あ り 、 当 業 者 に は 容 易 に 見 分 け ら れ よ う 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 に 対 応 す る DNAの 存 在 を 検 出
す る た め の 、 次 の 工 程 を 含 む 方 法 を 包 摂 す る : (a)DNAを 含 む 該 サ ン プ ル を 、 MIR604系 統 由
来 ゲ ノ ム DNAと 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 対 照 ト ウ モ ロ コ シ 植
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物 体 の DNAと は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い プ ロ ー ブ と 、 接 触 さ
せ る 工 程 ; (b)該 サ ン プ ル 及 び プ ロ ー ブ を 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に 置 く 工 程 ; 及 び (
c)該 プ ロ ー ブ と 該 DNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 工 程 。 本 実 施 形 態 の 一 観 点 に
従 い 、 該 ア ン プ リ コ ン は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4及 び こ れ ら の 相 補
配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 に 対 応 す る DNAの 存 在 を 検 出
す る た め の 、 次 の 工 程 を 含 む 方 法 を 包 摂 す る : (a)DNAを 含 む 該 サ ン プ ル を 、 高 ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー 条 件 下 で MIR604系 統 由 来 ゲ ノ ム DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 対 照 ト ウ モ ロ コ シ 植
物 体 の DNAと は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い プ ロ ー ブ と 、 接 触 さ
せ る 工 程 ; (b)該 サ ン プ ル 及 び プ ロ ー ブ を 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に 置 く 工 程 ; 及 び (
c)該 プ ロ ー ブ と 該 DNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 工 程 。 検 出 に は 、 蛍 光 法 、 化
学 発 光 法 、 放 射 線 法 、 免 疫 法 な ど を 非 限 定 的 に 含 む 技 術 上 周 知 の 任 意 の 手 段 を 用 い て よ い
。 ト ウ モ ロ コ シ MIR604系 統 の 特 徴 で あ る ア ン プ リ コ ン の 生 成 を 目 的 と し た 特 定 配 列 の 増 幅
の 手 段 と し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 の 使 用 を 意 図 す る 場 合 に は 、 技 術 上 周 知 の 任 意 の
手 段 に よ る 該 ア ン プ リ コ ン の 生 成 及 び 検 出 の 目 的 は 、 使 用 プ ロ ー ブ 又 は プ ラ イ マ ー の 数 に
応 じ た 単 数 又 は 複 数 の 標 的 配 列 と の 所 期 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 指 し 示 す こ と に あ る
。 用 語 「 生 物 サ ン プ ル 」 は 、 挿 入 異 種 DNA配 列 の 両 末 端 の う ち の 一 方 又 は 他 方 が 該 異 種 DNA
配 列 の 挿 入 先 の 染 色 体 内 の ゲ ノ ム DNA配 列 と 接 触 す る い ず れ か の 側 の 部 位 (本 明 細 書 で は ジ
ャ ン ク シ ョ ン 配 列 と も い う )の 5～ 10連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 核 酸 を 含 む か 又 は 含 む と
疑 わ れ る サ ン プ ル を 包 含 す る 。 加 え て 、 該 ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 は 最 低 2つ の ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 。 す な わ ち 挿 入 異 種 DNA配 列 内 の 第 1ヌ ク レ オ チ ド と 、 そ れ に 隣 接 し 共 有 結 合 し て い
る 隣 接 ゲ ノ ム DNA内 の 第 1ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 核 酸 の 存 在 を 検 出 す る た め の
キ ッ ト を 包 摂 す る 。 該 キ ッ ト は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3及 び 配 列 番 号 4か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 同 又 は 相 補 配 列 で あ る 十 分 な 鎖 長 の 連 続 ヌ ク レ
オ チ ド か ら な る 少 な く と も 1つ の 核 酸 分 子 と 該 核 酸 分 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は 増
幅 を 可 能 に す る た め に 必 要 な 他 の 資 材 と を 含 む が 、 該 核 酸 分 子 は MIR604系 統 特 異 的 な DNA
プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 機 能 す る 。 検 出 に は TAQMAN(Perkin Elmer)法 、 熱 増 幅 法 、
リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 、 サ ザ ン 法 、 ELISA法 、 比 色 法 、 蛍 光 法 な ど 種 々 の 方 法 を 使 用 す る こ
と が で き る 。 本 発 明 は 特 に 、 MIR604系 統 由 来 の ゲ ノ ム 核 酸 を 含 む サ ン プ ル 中 の 標 的 配 列 の
、 す な わ ち MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 の ゲ ノ ム DNAと イ ン サ ー ト DNAと の 少 な く と も 一
方 の ジ ャ ン ク シ ョ ン の 、 存 在 を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 該 キ ッ ト は 、 標 的 部 位
に 又 は 標 的 部 位 の 実 質 的 に 近 傍 に 結 合 し う る 少 な く と も 1つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 該 標 的
部 位 へ の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 を 検 出 す る た め の 少 な く と も 1つ の 手 段 か ら な る 。 該
検 出 手 段 は 蛍 光 法 、 化 学 発 光 法 、 比 色 法 、 同 位 体 法 の い ず れ に よ る も の で も よ い し 、 ま た
少 な く と も 免 疫 法 と 組 み 合 わ せ た も の で よ い 。 サ ン プ ル 中 の 標 的 部 位 の 、 す な わ ち MIR604
系 統 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 の ゲ ノ ム DNAと イ ン サ ー ト DNAと の 少 な く と も 一 方 の ジ ャ ン ク シ ョ
ン の 、 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る キ ッ ト も ま た 見 込 ま れ る が 、 検 出 に は 2つ 以 上 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 標 的 配 列 に 隣 接 す る 、 ま た 標 的 配 列 か ら 約 100塩 基 対 の 範 囲
内 の 、 又 は 約 200塩 基 対 の 範 囲 内 の 、 又 は 約 500塩 基 対 の 範 囲 内 の 、 又 は 約 1000塩 基 対 の 範
囲 内 の 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ と 一 緒 に 結 合 す る こ と が で き 、 ま た 互 い の 方 向 へ 伸 長 さ せ て
、 少 な く と も 該 標 的 部 位 を 含 む ア ン プ リ コ ン を 形 成 さ せ る こ と が で き る 2つ 以 上 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 生 物 サ ン プ ル 中 の MIR604系 統 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の
、 次 の 工 程 を 含 む 方 法 を 包 摂 す る : (a) MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ 組 織 サ ン プ ル か ら タ ン パ
ク 質 を 抽 出 す る 工 程 ; (b) MIR604系 統 に よ っ て 産 生 さ れ る 殺 虫 タ ン パ ク 質 又 は 選 択 マ ー カ
ー タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 で あ る 抗 体 の 使 用 を 含 む 免 疫 学 的 方 法 に よ り 該 抽 出 タ ン パ ク
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質 を 検 定 す る 工 程 ; 及 び (c)該 抗 体 の 該 殺 虫 タ ン パ ク 質 又 は 選 択 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 へ の
結 合 を 検 出 す る 工 程 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 MIR604形 質 転 換 系 統 の 遺 伝 子 型 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 又
は そ の 部 分 を 包 摂 す る が 、 該 遺 伝 子 型 は 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、
又 は そ れ ら の 相 補 配 列 に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。 本 実 施 形 態
の 一 観 点 に 従 い 、 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 は 自 殖 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 CG5NA58、 CG5NA58A、 CG3ND
97、 CG5NA01、 CG5NF22、 CG4NU15、 CG00685、 CG00526、 CG00716、 NP904、 NP948、 NP934、 N
P982、 NP991、 NP993、 NP2010、 NP2013、 NP2015、 NP2017、 NP2029、 NP2031、 NP2034、 NP20
45、 NP2052、 NP2138、 NP2151、 NP2166、 NP2161、 NP2171、 NP2174、 NP2208、 NP2213、 NP22
22、 NP2275、 NP2276、 NP2316、 BCTT609、 AF031、 H8431、 894、 BUTT201、 R327H、 2044BT及
び 2070BTに 由 来 す る 。 し か し 、 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う が 、 MIR604遺 伝 子 型 は ト ウ モ ロ コ
シ と の 交 配 が 可 能 な 任 意 の 植 物 種 例 え ば 野 生 種 ト ウ モ ロ コ シ へ と 移 入 す る こ と が で き る の
で 、 本 実 施 形 態 の 好 ま し い 自 殖 系 統 は 限 定 的 で は な い も の と す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 一 緒 に 結 合 さ れ て 連 続 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 形 成 す る 第 1 DN
A配 列 及 び 第 2 DNA配 列 を 少 な く と も 含 む ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 包 摂 す る が 、 該 第 1 DNA配
列 は ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 内 に あ っ て 、 配 列 番 号 3の ヌ ク レ オ チ ド 792～ 811、 配 列 番 号 4の ヌ
ク レ オ チ ド 497～ 516、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 及 び こ れ ら の 相 補 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ 、 該 第 2 DNA配 列 は 配 列 番 号 57、 配 列 番 号 58、 配 列 番 号 59、 配 列 番 号 60、 配 列 番 号 61
、 配 列 番 号 62、 配 列 番 号 63又 は そ れ ら の 相 補 配 列 に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 異 種 挿 入 DNA配 列 内 に あ り 、 ま た 該 第 1 DNA配 列 及 び 第 2 DNA配 列 は 生 物 サ
ン プ ル 中 の ト ウ モ ロ コ シ 系 統 MIR604核 酸 配 列 の 存 在 を 検 出 す る た め の ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ
マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。 本 実 施 形 態 の 一 観 点 に 従 い 、 ヌ ク
レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 該 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 か ら 抽 出 さ れ る 鋳 型 DNAを 増 幅 す る た め の DNA
増 幅 法 に 使 用 さ れ 、 ま た 該 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 は 、 配 列 番 号 1又 は 配 列 番 号 2を 含 む DNA配
列 に 対 応 す る ア ン プ リ コ ン の 生 成 に よ り 、 他 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 か ら 識 別 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 は 、 該 植 物 体 の ゲ ノ ム DNAの 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ KpnI
に よ る 消 化 に よ り 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に cry3A055特 異 的 プ ロ ー ブ を 使 用 す る と
単 一 cry3A055ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ン ド が 得 ら れ る 結 果 と な る こ と を さ ら な る 特 徴 と
す る 。 本 明 細 書 で 例 示 す る の は 、 配 列 番 号 56又 は 配 列 番 号 59に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む cry3A055プ ロ ー ブ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 は 、 該 植 物 体 の ゲ ノ ム DNAの 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ KpnI
に よ る 消 化 に よ り 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 に pmi特 異 的 プ ロ ー ブ を 使 用 す る と 単 一 p
miハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ン ド が 得 ら れ る 結 果 と な る こ と を さ ら な る 特 徴 と す る 。 本 明
細 書 で 例 示 す る の は 、 配 列 番 号 62に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む pmiプ ロ ー ブ で あ る
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は MIR604遺 伝 子 型 に よ り 昆 虫 抵 抗 性 又 は マ ン ノ ー ス 利 用 能 が 付
与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 提 供 す る 。 本 実 施 形 態 の 一 観 点 に 従 い 、
ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 に 昆 虫 抵 抗 性 を 付 与 す る 該 遺 伝 子 型 は cry3A055遺 伝 子 を 含 む 。 本 実 施
形 態 の 別 の 観 点 に 従 い 、 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 に マ ン ノ ー ス 利 用 能 を 付 与 す る 該 遺 伝 子 型 は
pmi遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 植 物 体 、 組 織 又 は 種 子 に 由 来 す る
生 物 サ ン プ ル で あ っ て 、 配 列 番 号 1と 配 列 番 号 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 又 は そ の 相
補 配 列 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む サ ン プ ル を 提 供 す る が 、 該 サ ン プ ル 中 の 該 配 列 は 核
酸 増 幅 法 又 は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 該 検 出 可 能 で あ る 。 本 実 施 形 態 の 一 観
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点 に 従 い 、 該 サ ン プ ル は ト ウ モ ロ コ シ 粉 、 ト ウ モ ロ コ シ シ ロ ッ プ 、 ト ウ モ ロ コ シ 油 、 ト ウ
モ ロ コ シ で ん ぷ ん 、 及 び ト ウ モ ロ コ シ 副 産 物 を 含 め る よ う に 全 粒 又 は 部 分 加 工 し た シ リ ア
ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は MIR604系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 植 物 体 、 組 織 又 は 種 子 に 由 来 す
る 抽 出 物 で あ っ て 、 配 列 番 号 1と 配 列 番 号 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 又 は そ の 相 補 配
列 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 抽 出 物 を 提 供 す る 。 本 実 施 形 態 の 一 観 点 に 従 い 、 該 抽 出
物 中 の 該 配 列 は 核 酸 増 幅 法 又 は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 検 出 可 能 で あ る 。 本
実 施 形 態 の 別 の 観 点 に 従 い 、 該 サ ン プ ル は ト ウ モ ロ コ シ 粉 、 ト ウ モ ロ コ シ シ ロ ッ プ 、 ト ウ
モ ロ コ シ 油 、 ト ウ モ ロ コ シ で ん ぷ ん 、 及 び ト ウ モ ロ コ シ 副 産 物 を 含 め る よ う に 全 粒 又 は 部
分 加 工 し た シ リ ア ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 少 な く と も コ ー ン ル ー ト ワ ー ム の 虫 害 に 対 し て 抵 抗
性 で あ る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 生 産 す る た め の 、 次 の 工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る : (a)ど
ち ら か が MIR604系 統 DNAを 含 む 第 1親 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 と 第 2親 ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 有
性 交 配 し て 、 複 数 の 第 1世 代 子 孫 植 物 体 を 生 産 す る 工 程 ; (b) 少 な く と も コ ー ン ル ー ト ワ
ー ム の 虫 害 に 対 し て 抵 抗 性 で あ る 第 1世 代 子 孫 植 物 体 を 選 定 す る 工 程 ; (c)第 1世 代 子 孫 植
物 体 を 自 家 受 粉 さ せ て 、 複 数 の 第 2世 代 子 孫 植 物 体 を 生 産 す る 工 程 ; 及 び (d) 第 2世 代 子 孫
植 物 体 か ら 少 な く と も コ ー ン ル ー ト ワ ー ム の 虫 害 に 対 し て 抵 抗 性 で あ る 植 物 体 を 選 定 す る
工 程 。 た だ し 、 第 2世 代 子 孫 植 物 体 は 配 列 番 号 1と 配 列 番 号 2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 雑 種 ト ウ モ ロ コ シ の 種 子 を 生 産 す る た め の 、 次 の 工
程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る : (a) 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3及 び 配 列 番 号 4か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 第 1自 殖 系 統 ト ウ モ ロ コ シ の 種 子 及 び 異 な る 遺
伝 子 型 の 第 2自 殖 系 統 の 種 子 を ま く 工 程 ; (b)該 播 種 に 由 来 す る ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 を 開 花
期 ま で 栽 培 す る 工 程 ; (c)一 方 の 自 殖 系 統 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 の 花 を 除 雄 処 理 す る 工 程 ;
 (d) 2つ の 異 な る 自 殖 系 統 を 有 性 交 配 す る 工 程 ; 及 び (e)そ れ に よ っ て 生 産 さ れ る 雑 種 の
種 子 を 収 穫 す る 工 程 。 本 実 施 形 態 の 一 観 点 に 従 い 、 第 1自 殖 系 統 ト ウ モ ロ コ シ は 雌 性 親 と
な る 。 本 実 施 形 態 の 別 の 観 点 に 従 い 、 第 1自 殖 系 統 ト ウ モ ロ コ シ は 雄 性 親 と な る 。 本 発 明
は ま た 、 体 化 さ れ た 方 法 に よ っ て 生 産 さ れ る 雑 種 の 種 子 、 及 び 該 種 子 か ら 生 育 さ せ た 雑 種
の 植 物 体 を 包 摂 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う が 、 本 発 明 の 形 質 転 換 遺 伝 子 型 は 異 な る 形 質 転 換 遺 伝 子 型 を 含
む 他 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 へ と 育 種 に よ り 移 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 形 質 転 換
遺 伝 子 型 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 自 殖 系 統 は 技 術 上 周 知 の 鱗 翅 目 昆 虫 (lepidopteran)抵 抗 性 Bt
11系 統 の 形 質 転 換 遺 伝 子 型 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 自 殖 系 統 と 交 配 す れ ば 、 本 発 明 の 形 質 転 換
遺 伝 子 型 と Bt11形 質 転 換 遺 伝 子 型 の 両 方 を 含 む ト ウ モ ロ コ シ 種 子 を 生 産 す る こ と が で き る
。 本 発 明 の 形 質 転 換 遺 伝 子 型 と の 交 配 が 可 能 な 他 の 形 質 転 換 系 統 の 例 は グ リ ホ サ ー ト 耐 性
系 統 GA21及 び NK603、 グ リ ホ サ ー ト 耐 性 /鱗 翅 目 昆 虫 抵 抗 性 MON802系 統 、 鱗 翅 目 昆 虫 抵 抗 性
DBT418系 統 、 鱗 翅 目 昆 虫 抵 抗 性 系 統 DAS-06275-8、 雄 性 不 稔 系 統 MS3、 ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン
耐 性 系 統 B16、 鱗 翅 目 昆 虫 抵 抗 性 系 統 MON80100、 ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン 耐 性 系 統 T14及 び T25
、 鱗 翅 目 昆 虫 抵 抗 性 系 統 176、 鱗 翅 目 昆 虫 抵 抗 性 系 統 MON863な ど で あ り 、 い ず れ も 技 術 上
周 知 で あ る 。 本 発 明 の 形 質 転 換 遺 伝 子 型 と は 他 の 組 み 合 わ せ も 可 能 で あ り 、 従 っ て こ れ ら
の 例 は 限 定 的 と は み な さ れ な い も の と す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 や は り 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う が 、 本 発 明 の 形 質 転 換 遺 伝 子 型 を 含 む 形 質 転 換 ト ウ モ ロ
コ シ 種 子 は 殺 虫 剤 な ど の 多 様 な 種 子 処 理 農 薬 で 処 理 し て 、 Cry3A055タ ン パ ク 質 の 殺 虫 活 性
の 増 強 又 は 相 乗 化 を 図 る こ と が で き る 。 例 え ば 本 発 明 の 形 質 転 換 ト ウ モ ロ コ シ 種 子 は 市 販
殺 虫 剤 Cruiser（ 登 録 商 標 ） で 処 理 す る こ と が で き る 。 そ う し た 組 み 合 わ せ は 発 現 タ ン パ
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ク 質 及 び 農 薬 の 活 性 ス ペ ク ト ル を 拡 大 し 、 効 果 を 強 め る た め に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
育 種
　 本 発 明 の 形 質 転 換 遺 伝 子 型 は 技 術 上 周 知 の 育 種 手 法 を 用 い て 任 意 の ト ウ モ ロ コ シ 自 殖 又
は 雑 種 系 統 に 移 入 す る こ と が で き る 。 植 物 育 種 の 目 標 は 種 々 の 望 ま し い 遺 伝 形 質 を 兼 ね 備
え た 単 一 種 又 は 雑 種 を つ く る こ と に あ る 。 畑 作 物 で は 、 そ う し た 形 質 の 例 は 病 害 虫 抵 抗 性
、 殺 虫 剤 耐 性 、 耐 暑 ・ 耐 乾 性 、 作 物 の 成 熟 所 要 期 間 の 短 縮 、 高 収 量 、 高 実 用 品 質 な ど で あ
る 。 多 数 の 作 物 が 機 械 収 穫 と な っ て い る た め 、 発 芽 と 苗 立 ち (stand establishment)、 成
長 率 、 成 熟 度 、 草 丈 及 び 着 雌 穂 高 な ど の よ う な 植 物 特 性 の 一 様 性 が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 畑 作 物 の 育 種 は 該 植 物 の 受 粉 方 法 を 利 用 す る 手 法 で 行 わ れ る 。 植 物 の 自 家 受 粉 で は 、 あ
る 花 の 花 粉 は 同 じ 植 物 の 同 じ 花 又 は 別 の 花 に 移 送 さ れ る 。 植 物 の 他 家 受 粉 で は 、 花 粉 は 異
な る 植 物 の 花 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 何 世 代 に も わ た り 自 家 受 粉 と タ イ プ 選 抜 を 経 て き た 植 物 は 、 ほ ぼ す べ て の 遺 伝 子 座 で 同
型 接 合 と な り 、 ま た 均 一 集 団 の 育 種 系 統 子 孫 を 生 み 出 す 。 2つ の 異 な る 同 型 接 合 系 統 間 の
交 配 は 多 数 の 遺 伝 子 座 で 異 型 接 合 で あ る 均 一 集 団 の 雑 種 植 物 を 生 み 出 す 。 各 々 が 多 数 の 遺
伝 子 座 で 異 型 接 合 で あ る 2植 物 体 の 交 配 は 、 遺 伝 的 に 異 な る 、 従 っ て 均 一 で は な い 雑 種 植
物 集 団 を 生 み 出 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ト ウ モ ロ コ シ の 育 種 は 自 家 受 粉 法 、 他 家 受 粉 法 の い ず れ で も 行 え る 。 ト ウ モ ロ コ シ は 同
じ 植 物 体 の 雄 穂 と 雌 穂 に そ れ ぞ れ 雄 花 と 雌 花 を 別 個 に つ け る 。 ト ウ モ ロ コ シ で は 花 粉 が 雄
穂 か ら 雌 穂 頂 よ り 伸 び た 絹 糸 へ と 風 で 運 ば れ 、 自 然 受 粉 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 雄 性 稔 性 を 調 節 す る 信 頼 性 の 高 い 方 法 は 植 物 育 種 の 改 善 に 資 す る 。 こ れ は 特 に 、 あ る 種
の 雄 性 不 稔 系 に 依 存 す る ト ウ モ ロ コ シ 雑 種 の 開 発 に つ い て 言 え る 。 育 種 家 に は 雄 性 稔 性 調
節 の た め の 方 法 と し て い く つ か の 選 択 肢 が 、 例 え ば 手 作 業 又 は 機 械 に よ る 除 雄 (又 は 雄 穂
除 去 )、 細 胞 質 雄 性 不 稔 、 遺 伝 子 雄 性 不 稔 、 除 雄 剤 な ど が 、 与 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 雑 種 ト ウ モ ロ コ シ の 採 種 は 一 般 に 、 雄 性 不 稔 系 に よ り 、 手 作 業 又 は 機 械 に よ る 雄 穂 除 去
を 取 り 入 れ て 行 う 。 畑 に 2種 類 の 自 殖 系 統 ト ウ モ ロ コ シ を 別 々 の 畝 に 交 互 に 植 え 、 一 方 の
自 殖 系 統 (雌 株 )か ら 、 花 粉 を 生 じ る 雄 穂 を 除 去 す る 。 異 種 ト ウ モ ロ コ シ 花 粉 源 か ら の 隔 離
が 十 分 で あ れ ば 、 こ の 雄 穂 除 去 し た 自 殖 系 統 の 雌 穂 は 他 方 の 自 殖 系 統 (雄 株 )だ け か ら 受 粉
す る こ と に な り 、 得 ら れ る 種 子 は 雑 種 と な り 、 雑 種 植 物 体 を 形 成 す る こ と に な ろ う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 雄 穂 除 去 作 業 は 、 骨 が 折 れ る う え に 信 頼 性 が 低 い 場 合 も あ る が 、 遺 伝 子 雄 性 不 稔 を 付 与
す る 技 術 上 周 知 の 様 々 な 方 法 を 使 用 す れ ば 、 避 け る こ と が で き る 。 そ う し た 方 法 は そ れ ぞ
れ 一 長 一 短 が あ る が 、 使 用 す る ア プ ロ ー チ も 多 様 で あ る 。 例 え ば 、 雄 性 組 織 特 異 的 プ ロ モ
ー タ ー に 関 連 す る 細 胞 毒 性 物 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 植 物 体 へ の 導 入 、 又 は 稔 性 に 不 可 欠
の 遺 伝 子 が 特 定 さ れ 、 そ の 遺 伝 子 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 鎖 が 植 物 体 に 挿 入 さ れ て い る ア ン
チ セ ン ス 系 な ど で あ る (Fabinjanski et al. EPO 89/3010153.8公 開 番 号 第 329,308号 明 細
書 、 及 び 国 際 公 開 第 WO 90/08828号 と し て 公 開 さ れ て い る PCT出 願 第 PCT/CA90/00037号 明 細
書 を 参 照 )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ト ウ モ ロ コ シ 自 殖 系 統 の 開 発
　 雄 性 自 殖 系 統 の 使 用 は ト ウ モ ロ コ シ 雑 種 生 産 の 一 因 子 に す ぎ な い 。 技 術 上 周 知 の 、 ま た
ト ウ モ ロ コ シ 育 種 プ ロ グ ラ ム で も 使 用 さ れ て い る 、 植 物 育 種 技 法 の 非 限 定 的 な 例 は 循 環 選
抜 、 戻 し 交 配 、 系 統 育 種 、 制 限 断 片 長 多 型 利 用 の 選 抜 、 遺 伝 子 マ ー カ ー 利 用 の 選 抜 及 び 形
質 転 換 な ど で あ る 。 ト ウ モ ロ コ シ 育 種 プ ロ グ ラ ム で の 雑 種 開 発 で は 一 般 に 、 同 型 接 合 自 殖
系 統 の 開 発 、 該 系 統 の 交 配 、 及 び 交 配 種 の 評 価 が 必 要 と な る 。 系 統 育 種 法 及 び 循 環 選 抜 育
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種 法 は 育 種 集 団 か ら の 自 殖 系 統 の 開 発 に 使 用 さ れ る 。 ト ウ モ ロ コ シ 育 種 プ ロ グ ラ ム で は 、
複 数 の 自 殖 系 統 又 は 他 の 多 様 な 生 殖 質 に 由 来 す る 遺 伝 的 背 景 を 育 種 プ ー ル へ と 集 中 し 、 そ
こ か ら 自 殖 と 所 期 遺 伝 子 型 の 選 抜 に よ り 新 し い 自 殖 系 統 を 開 発 す る 。 新 自 殖 系 統 を 他 自 殖
系 統 と 交 配 し 、 得 ら れ る 雑 種 に つ い て 評 価 し 市 販 可 能 性 を 有 す る も の を 特 定 す る 。 ト ウ モ
ロ コ シ 育 種 プ ロ グ ラ ム で 行 わ れ る よ う な 植 物 育 種 と 雑 種 開 発 は 資 金 も 時 間 も か か る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 系 統 育 種 は 、 各 々 他 に は な い か 又 は 互 い に 他 を 補 い 合 う よ う な 単 数 又 は 複 数 の 望 ま し い
特 性 を 有 す る 2遺 伝 子 型 の 交 配 か ら 始 ま る 。 親 の 2元 種 が 望 ま し い 特 性 の す べ て を 与 え て は
く れ な い 場 合 に は 、 他 の 元 種 を 育 種 集 団 に 追 加 す る こ と が で き る 。 系 統 育 種 法 で は 、 優 れ
た 株 を 代 々 自 殖 し 、 選 別 す る 。 そ の 間 に 自 家 受 粉 と 選 別 の 結 果 と し て 異 型 接 合 状 態 が 同 型
接 合 系 統 に 取 っ て 代 わ ら れ る 。 一 般 に 系 統 育 種 法 で は 、 F 1 → F 2 ; F 2 → F 3 ; F 3 → F 4 ; F 4 → F 5
;・ ・ ・ と い う よ う に 5代 以 上 に わ た り 自 殖 と 選 抜 を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 循 環 選 抜 育 種 、 例 え ば 戻 し 交 配 法 は 自 殖 系 統 及 び そ う し た 自 殖 系 統 に 由 来 す る 雑 種 の 改
良 に 使 用 す る こ と が で き る 。 戻 し 交 配 法 を 使 用 す れ ば 、 あ る 自 殖 系 統 又 は 元 種 か ら 特 定 の
望 ま し い 形 質 を 、 そ う し た 形 質 を 欠 く 自 殖 系 統 に 移 入 す る こ と が で き る 。 こ れ は 例 え ば ま
ず 、 優 れ た 自 殖 系 統 (繰 り 返 し 親 )を 、 問 題 の 形 質 に 対 応 す る 適 正 遺 伝 子 を も つ 供 与 自 殖 系
統 (非 繰 り 返 し 親 )と 交 配 す る こ と に よ っ て 実 現 す る こ と が で き る 。 次 に 、 こ の 交 配 の 子 孫
を 優 れ た 繰 り 返 し 親 と 戻 し 交 配 し て 、 非 繰 り 返 し 親 か ら 移 入 さ れ た 望 ま し い 形 質 を も つ 子
孫 を 選 抜 す る 。 望 ま し い 形 質 を も つ 子 孫 の 選 抜 を 伴 う 戻 し 交 配 世 代 を 5代 以 上 経 た 後 は 、
子 孫 は 移 入 形 質 を 調 節 す る 遺 伝 子 座 が 同 型 接 合 と な っ て い よ う が 、 実 質 的 に す べ て の 他 遺
伝 子 に つ い て は 繰 り 返 し 親 と 同 様 で あ ろ う 。 次 に 最 終 戻 し 交 配 世 代 の 自 殖 に よ り 、 移 入 遺
伝 子 に 関 し て 純 粋 交 配 の 子 孫 が 得 ら れ る 。 移 入 形 質 を も つ 自 殖 系 統 か ら 開 発 さ れ た 雑 種 は
本 質 的 に 、 移 入 形 質 を も た な い 同 じ 自 殖 系 統 か ら 開 発 さ れ た 雑 種 と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 エ リ ー ト 自 殖 系 統 す な わ ち 純 粋 交 配 の 同 型 接 合 自 殖 系 統 も ま た 、 そ こ か ら 他 の 自 殖 系 統
を 開 発 す る た め の 育 種 又 は 元 種 集 団 向 け の 出 発 素 材 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 エ リ ー
ト 自 殖 系 統 か ら 派 生 す る こ れ ら の 自 殖 系 統 は 前 述 の 系 統 育 種 法 及 び 循 環 選 抜 育 種 法 を 使 用
し て 開 発 す る こ と が で き る 。 例 え ば ト ウ モ ロ コ シ 育 種 プ ロ グ ラ ム で 戻 し 交 配 育 種 法 を 使 用
し て こ れ ら の 派 生 系 統 を 創 出 す る と き は 、 エ リ ー ト 自 殖 系 統 を 親 系 統 又 は 出 発 素 材 又 は 元
種 集 団 と し て 使 用 し 、 ま た 供 与 親 又 は 繰 り 返 し 親 に 仕 立 て る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
ト ウ モ ロ コ シ 雑 種 の 開 発
　 互 い に 他 を 補 い 合 う 遺 伝 子 型 を 有 す る 2自 殖 系 統 の 交 配 か ら 単 交 配 雑 種 ト ウ モ ロ コ シ が
得 ら れ る 。 こ の 一 代 雑 種 は F 1 と い う 。 ト ウ モ ロ コ シ 育 種 プ ロ グ ラ ム で の 商 業 用 雑 種 の 開 発
で は F 1 植 物 体 だ け を 追 求 す る 。 好 ま し い F 1 雑 種 は 自 殖 系 統 の 両 親 よ り も 強 勢 で あ る 。 こ の
雑 種 強 勢 又 は ヘ テ ロ ー シ ス は 栄 養 成 長 や 収 量 の 増 進 な ど を 含 む 多 数 の 多 遺 伝 子 性 形 質 と し
て 現 れ う る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ト ウ モ ロ コ シ 育 種 プ ロ グ ラ ム で の 雑 種 の 開 発 は 次 の 3工 程 を 含 む : (1)種 々 の 生 殖 質 プ ー
ル か ら 初 育 種 交 配 用 の 植 物 体 を 選 択 す る ; (2)育 種 交 配 に 由 来 す る 被 選 抜 植 物 体 の 数 世 代
に わ た る 自 殖 に よ り 、 互 い に 異 な る が 繁 殖 能 力 が あ り 一 様 性 も 高 い 一 連 の 自 殖 系 統 を 生 産
す る ; 及 び (3)被 選 抜 自 殖 系 統 を 異 な る 自 殖 系 統 と 交 配 し て 一 代 雑 種 (F 1 )を 生 産 す る 。 ト
ウ モ ロ コ シ は 自 殖 を 重 ね る と 系 統 の 強 勢 が 弱 ま る 。 2つ の 異 な る 自 殖 系 統 を 交 配 し て 一 代
雑 種 (F 1 )を 生 み 出 す と 強 勢 が 回 復 す る 。 自 殖 系 統 の 同 型 接 合 性 と 異 型 接 合 性 の 重 要 な 帰 結
は 、 確 定 し た 自 殖 系 統 ペ ア の 間 の 雑 種 は い つ で も 同 じ だ と い う こ と で あ る 。 優 れ た 雑 種 を
与 え る 自 殖 系 統 が ひ と た び 特 定 さ れ た ら 、 そ の 雑 種 の 種 子 は 、 親 の 自 殖 系 統 の 同 質 性 が 維
持 さ れ る 限 り 、 い つ ま で も 再 生 産 可 能 で あ る 。 F 1 雑 種 が 示 す 雑 種 強 勢 は 次 代 (F 2 )で か な り
失 わ れ る 。 従 っ て 、 雑 種 か ら の 種 子 は 種 苗 に は 使 用 し な い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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　 雑 種 採 種 で は 雌 性 親 が つ く る 花 粉 を 除 去 又 は 不 活 化 す る 必 要 が あ る 。 花 粉 の 除 去 又 は 不
活 化 が 不 完 全 だ と 自 家 受 粉 の 可 能 性 が 残 る 。 こ の 自 家 受 粉 種 子 は 不 本 意 に も 雑 種 種 子 と 一
緒 に 収 穫 さ れ 、 包 装 さ れ る お そ れ が あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 い っ た ん 種 を 播 い て し ま え ば 、 自 家 受 粉 株 の 特 定 と 選 抜 が 可 能 に な る 。 そ う し た 自 家 受
粉 株 は 、 雑 種 の 生 産 に 使 用 し た 雌 性 自 殖 系 統 と 遺 伝 的 に 等 価 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う が 、 以 上 は 本 発 明 の 形 質 転 換 遺 伝 子 型 を 他 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 に
移 入 す る こ と に よ り 本 発 明 の 自 殖 系 統 を 生 産 す る 多 様 な 方 法 の 一 端 に す ぎ な い 。 可 能 な 方
法 は 他 に も あ り 、 以 上 は ほ ん の 一 例 に す ぎ な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 以 下 、 詳 細 な 実 施 例 を 以 っ て 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 。 以 下 の 実 施 例 は も っ ぱ ら 説 明 が
目 的 で あ り 、 特 に 断 ら な い 限 り 限 定 を 意 図 す る も の で は な い 。 こ こ で 使 用 す る 標 準 的 な 組
み 換 え DNA及 び 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 技 法 は 技 術 上 周 知 で あ り 、 ま た Ausubel(ed.), Current P
rotocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc. (1994); J. Sambrook, et
 al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3d Ed., Cold Spring Harbor, NY: Co
ld Spring Harbor Laboratory Press (2001); 及 び T.J. Silhavy, M.L. Berman, and L.W
. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Sp
ring Harbor, NY (1984)な ど で も 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 １ 　 形 質 転 換 と Ｍ Ｉ Ｒ ６ ０ ４ 系 統 の 選 抜
　 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を 用 い た ト ウ モ ロ コ シ (Zea mays)自 殖 系 統 A188の 形 質 転 換 に よ り MI
R604系 統 を 生 産 し た 。 Ｉ 型 の 不 定 胚 形 成 カ ル ス を 、 参 照 に よ り こ こ に 開 示 さ れ る Negrotto
 et al. (Plant Cell Reports 19: 798-803, 2000)に 記 載 の 要 領 に 従 い 、 プ ラ ス ミ ド pZM2
6(図 1)の DNA断 片 を 使 用 し て 、 形 質 転 換 し た 。 pZM26は タ ン デ ム 発 現 カ セ ッ ト を 備 え た 核 酸
配 列 を 含 む 。 第 1発 現 カ セ ッ ト は MTLプ ロ モ ー タ ー 配 列 (米 国 特 許 第 6,018,099号 明 細 書 )を c
ry3A055コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て な る が 、 該 コ ー ド 配 列 は さ ら に ノ パ リ ン 合 成 酵
素 (NOS)3'末 端 転 写 終 結 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て あ る 。 第 2発 現 カ セ
ッ ト は ト ウ モ ロ コ シ ・ ユ ビ キ チ ン プ ロ モ ー タ ー (ZmUbiInt)(Christensen et al. 1992 PMB
 18: 673)を pmiコ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て な る が 、 該 コ ー ド 配 列 は さ ら に ノ パ リ ン
合 成 酵 素 (NOS)3'末 端 転 写 終 結 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 出 穂 後 8～ 12日 の 雌 穂 か ら 未 熟 胚 を 摘 出 し 、 新 鮮 培 地 で 洗 い 、 形 質 転 換 に 備 え た 。 胚 を
、 形 質 転 換 ベ ク タ ー pZM26を 導 入 し た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 細 胞 の 懸 濁 液 と 混 合 し 、 30秒 間
ボ ル テ ッ ク ス し 、 さ ら に 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 過 剰 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 液 を 吸 引 し
た 後 、 胚 を 、 非 選 択 培 地 を 入 れ た プ レ ー ト に 移 し た 。 胚 と 残 留 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム の 同 時
培 養 を 22℃ 、 暗 所 で 2～ 3日 間 行 っ た 。 胚 を 、 チ カ ル シ ノ マ イ シ ン (100mg/ml)+硝 酸 銀 (1.6m
g/L)添 加 培 地 に 移 し 、 暗 所 で 10日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 不 定 胚 形 成 カ ル ス を 発 生 さ せ る
胚 を マ ン ノ ー ス 添 加 細 胞 培 地 に 移 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 再 生 幼 植 物 体 を 対 象 に 、 pmi、 cry3A055両 遺 伝 子 の 存 在 な ら び に 抗 生 物 質 ス ペ ク チ ノ マ
イ シ ン (spec)抵 抗 性 遺 伝 子 の 不 存 在 に つ い て TAQMAN（ 登 録 商 標 ）  PCR法 (実 施 例 2を 参 照 )
で 試 験 し た 。 両 導 入 遺 伝 子 に つ い て 陽 性 、 spec遺 伝 子 に つ い て 陰 性 の 結 果 が 出 た 植 物 体 を
、 さ ら な る 繁 殖 を 図 る た め に 温 室 に 移 し た 。 コ ー ン ル ー ト ワ ー ム に 対 す る 昆 虫 使 用 の 生 物
検 定 に よ り 、 試 験 結 果 が 陽 性 の 系 統 を 特 定 し 、 選 別 し た 。 殺 虫 性 系 統 の コ ピ ー 数 を TAQMAN
法 に よ り 解 析 し た 。 単 一 コ ピ ー の 導 入 遺 伝 子 、 ELISA法 で 判 明 し た 優 れ た タ ン パ ク 質 発 現
性 、 及 び コ ー ン ル ー ト ワ ー ム に 対 す る 優 れ た 殺 虫 活 性 な ど を 有 す る こ と か ら 、 MIR604系 統
を さ ら な る 分 析 対 象 と し て 選 抜 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 形 質 転 換 体 (T 0 ) MIR604の 自 殖 系 統 CG00526と の 戻 し 交 配 か ら T 1 集 団 が 生 ま れ た 。 T 1 植 物
体 の 自 家 受 粉 か ら T 2 世 代 が 生 ま れ 、 こ の 過 程 の 反 復 に よ り T 3 世 代 が 生 ま れ た 。 T 3 植 物 体 の
後 代 検 定 に よ り 同 型 接 合 (転 換 )系 統 を 特 定 し た 。 MIR604転 換 CG0056自 殖 系 統 を 他 の エ リ ー
ト 自 殖 系 統 と 交 配 し て 、 さ ら な る 研 究 に 利 用 す る 雑 種 を 創 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
実 施 例 ２ 　 Ｔ Ａ Ｑ Ｍ Ａ Ｎ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る Ｍ Ｉ Ｒ ６ ０ ４ の 検 出
　 TAQMAN法 を 、 参 照 に よ り こ こ に 開 示 さ れ る Ingham et al. (Biotechniques, 31:132-140
, 2001)に 記 載 の 要 領 に 従 っ て 行 っ た 。 要 す る に Puregene（ 登 録 商 標 ） ゲ ノ ム DNA抽 出 キ ッ
ト (Gentra Systems, Minneapolis, MN)を 使 用 し 、 形 質 転 換 体 及 び 非 形 質 転 換 体 の ト ウ モ
ロ コ シ 葉 か ら ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し た 。 抽 出 操 作 は 、 す べ て の 工 程 を 1.2mlの 96穴 プ レ ー ト 中
で 実 行 し た 以 外 、 メ ー カ ー の 説 明 書 に 従 っ た 。 乾 燥 DNAペ レ ッ ト を TEバ ッ フ ァ ー (10mM Tri
s-HCl, pH 8.0, 1mM EDTA)中 に 再 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 TAQMAN反 応 は 96穴 プ レ ー ト 中 で 行 っ た 。 内 在 性 対 照 ト ウ モ ロ コ シ 遺 伝 子 用 に 、 Zea mays
ア ル コ ー ル 脱 水 素 酵 素 (adh)遺 伝 子 (Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF044295)に 対 し て 特 異 的
な プ ラ イ マ ー と プ ロ ー ブ を 設 計 し た 。 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う が 、 他 の ト ウ モ ロ コ シ 遺 伝
子 を 内 在 性 対 照 と し て 使 用 し て も よ い 。 反 応 は 多 重 化 し 、 cry3A055と adh又 は pmiと adhが
同 時 に 増 幅 さ れ る よ う に し た 。 各 サ ン プ ル に つ き 、 マ ス タ ー ミ ッ ク ス を 生 成 し た 。 要 領 は
次 の と お り : 20μ Lの 抽 出 ゲ ノ ム DNAを 35μ L 2× TAQMAN Universal PCR Master Mix (Appl
ied Biosystems)と 混 合 し 、 プ ラ イ マ ー 類 (終 濃 度 各 900nM)、 プ ロ ー ブ 類 (終 濃 度 各 100nM)
及 び 水 を 添 加 し て 終 容 量 を 70μ Lと す る 。 こ の ミ ッ ク ス を 96穴 増 幅 プ レ ー ト に 3 replicate
× 20μ Lと し て 分 注 し 、 透 明 熱 シ ー ル 性 フ ィ ル ム (Marsh Bio Products)で シ ー ル し た 。 PCR
は ABI Prism 7700を 使 用 し て 、 次 の 増 幅 条 件 で 行 っ た : 2分 50℃ 及 び 10分 95℃ 、 次 い で 35
サ イ ク ル × 15秒 95℃ 、 及 び 1分 60℃ 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 TAQMAN法 に よ り 、 MIR604系 統 が cry3A055遺 伝 子 1コ ピ ー と pmi遺 伝 子 1コ ピ ー を も つ こ と
が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
使 用 し た 好 適 な プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ 配 列 の 組 み 合 わ せ 例 は 次 の と お り で あ る :
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 ３ 　 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る Ｍ Ｉ Ｒ ６ ０ ４ の 検 出
　 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に 使 用 す る ゲ ノ ム DNAは 、 戻 し 交 配 6(BC6)世 代 の MIR604で あ る 10個 の
植 物 体 の 葉 組 織 プ ー ル か ら 抽 出 し た 。 抽 出 は 参 照 に よ り こ こ に 開 示 さ れ る Thomas et al. 
(Theor. Appl. Genet. 86:173-180, 1993)の 方 法 に 依 拠 し た 。 DNA抽 出 に 使 用 し て 植 物 体
は す べ て 、 (実 施 例 2の 要 領 で )TAQMAN PCR法 に よ り 個 別 に 分 析 し て cry3A055遺 伝 子 と pmi遺
伝 子 の 存 在 を 確 認 し た 。 陰 性 対 照 の 分 離 個 体 に 関 し て は 、 BC4世 代 の MIR604系 統 で あ る 5個
の 植 物 体 の 葉 組 織 プ ー ル か ら DNAを 抽 出 し た 。 こ れ ら 陰 性 対 照 の 分 離 個 体 を TAQMAN PCR法
で 個 別 に 分 析 し た 。 結 果 は cry3A055遺 伝 子 と pmi遺 伝 子 の 存 在 に 関 し て は 陰 性 で あ っ た が
、 内 部 対 照 の 内 在 性 ト ウ モ ロ コ シ 遺 伝 子 adhに 関 し て は 当 然 な が ら 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 通 常 の 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い て サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 プ ラ ス ミ ド pZM26由 来
の MIR604 T-DNAイ ン サ ー ト 内 に 単 一 認 識 部 位 を も つ KpnI制 限 酵 素 で ゲ ノ ム DNA(7.5μ g)を
消 化 し た (図 1)。 こ の 方 法 に よ り 、 MIR604に 組 み 込 ま れ た 各 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 使 用 さ
れ る 特 異 的 プ ロ ー ブ に 対 応 す る エ レ メ ン ト の コ ピ ー 数 の 決 定 が 可 能 に な り 、 MIR604に 存 在
す る エ レ メ ン ト ・ コ ピ ー あ た り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ン ド が 1つ 形 成 さ れ る と い う 結
果 に な る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 と Nytran（ 登 録 商 標 ） 膜
へ の ア ル カ リ 転 写 の 後 に 、 エ レ メ ン ト 特 異 的 な 完 全 長 PCR生 成 プ ロ ー ブ を 使 用 し て 行 う 。 c
ry3A055及 び pmiサ ザ ン ブ ロ ッ ト に 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ は そ れ ぞ れ 配 列 番 号 58及 び 配 列 番 号
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61に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 プ ロ ー ブ は 3 2 Pで 標 識 し た が 、 標 識 は ラ ン ダ ム プ
ラ イ ミ ン グ 法 で 、 Rediprime T M IIシ ス テ ム (Amersham Biosciences, Cat. No. RPN1633)を
用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 次 の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 使 用 し た : 65℃ 予 熱 100μ g
/ml 子 牛 胸 腺 DNA (Invitrogen)添 加 PerfectHyb (Sigma)に 、 100～ 200万 cpm/mlを 添 加 す る
。 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 前 記 と 同 じ 溶 液 中 、 同 じ 温 度 で 、 終 夜 又 は 少 な く と も 1
時 間 、 行 う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 65℃ で 3時 間 行 い 、 続 い て 2× SSC、 0.1%SDS中 、 65
℃ で 20分 間 の 洗 浄 × 2と 0.1× SSC、 0.1%SDS中 、 65℃ で 20分 間 の 洗 浄 × 2を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 各 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に は 次 の 3サ ン プ ル を 含 め た : (1)エ レ メ ン ト 特 異 的 プ ロ ー ブ と ク
ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 可 能 性 の あ る 内 在 性 Zea mays配 列 が あ れ ば そ れ を 特 定 す る た め に
使 用 す る 陰 性 対 照 の (非 形 質 転 換 )分 離 個 体 に 由 来 す る DNA; (2)プ ロ ー ブ 長 か ら し て コ ピ ー
数 1に 等 し い 量 の KpnI消 化 pZM26を 導 入 し た 陰 性 対 照 の 分 離 個 体 に 由 来 す る DNA; 及 び (3)ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の 陽 性 対 照 と し て の 、 ま た 実 験 の 感 度 を 証 明 す る た め の 、 プ ロ ー
ブ 長 か ら し て コ ピ ー 数 1に 等 し い KpnI消 化 pZM26プ ラ ス ミ ド 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン デ ー タ か ら 、 MIR604は 単 一 コ ピ ー の cry3A055及 び pmi遺 伝 子 を
含 み 、 ま た pMZ26中 に 存 在 す る ベ ク タ ー バ ッ ク ボ ー ン 配 列 を 一 切 含 ま な い と い う TAQMAN PC
R分 析 結 果 を 支 持 す る 補 強 証 拠 が 得 ら れ る 。 cry3A055、 pmi両 プ ロ ー ブ に 関 し て 予 想 さ れ た
よ う に 、 KpnI消 化 物 は 適 正 サ イ ズ の 単 一 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ン ド を も た ら し 、 MIR6
04系 統 に は 各 遺 伝 子 の 単 一 コ ピ ー が 存 在 す る こ と を 示 し た 。 加 え て バ ッ ク ボ ー ン プ ロ ー ブ
に 関 し て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 欠 落 は 、 形 質 転 換 時 に MIR604に 導 入 さ れ る pZM26
ベ ク タ ー バ ッ ク ボ ー ン 配 列 が 一 切 存 在 し な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 ４ 　 Ｔ － Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト 配 列
　 MIR604系 統 中 に 存 在 す る 全 導 入 遺 伝 子 DNAイ ン サ ー ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 し て 、
該 イ ン サ ー ト の 総 合 的 な 完 全 性 、 諸 機 能 エ レ メ ン ト の 連 続 性 を 示 す と 同 時 に 個 別 の 塩 基 対
変 化 が あ れ ば そ れ を 示 す よ う に し た 。 MIR604イ ン サ ー ト は BC5世 代 に 由 来 す る DNAか ら 2つ
の 個 別 重 複 断 片 と し て PCR増 幅 し た 。 各 断 片 の 増 幅 で は 、 MIR604イ ン サ ー ト に 隣 接 す る 植
物 体 ゲ ノ ム 配 列 と 相 同 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー × 1と cry3A055遺 伝 子 と 相 同 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー × 1を 使 用 し た 。 5'側 断 片 を 生 成 す る た め に 、 5'側 隣 接 配 列 と 相
同 で あ る 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 5'S1(配 列 番 号 15)を cry3A055遺 伝 子 内 の 挿 入 DNA
と 相 同 で あ る 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 5'AS1(配 列 番 号 28)と 連 結 し た 。 3'側 断 片 を
生 成 す る た め に 、 3'側 隣 接 配 列 と 相 同 で あ る 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 9268AS(配 列
番 号 45)を cry3A055遺 伝 子 内 の 挿 入 DNAと 相 同 で あ る 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 5161S
(配 列 番 号 27)と 連 結 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 PCR増 幅 は Expand High Fidelity PCRシ ス テ ム (Roche, Cat. No. 1732650)と 次 の 増 幅 条
件 を 用 い て 行 っ た : 94℃ -2分 × 1サ イ ク ル 、 次 い で (94℃ -15秒 、 55～ 65℃ -30秒 、 68℃ -5分
)× 10サ イ ク ル 、 次 い で (94℃ -15秒 、 55～ 65℃ -30秒 、 72℃ -5分 +5秒 /サ イ ク ル )× 20、 次 い
で 72℃ -7分 × 1サ イ ク ル 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 配 列 番 号 15と 配 列 番 号 28を 使 用 し た PCR増 幅 に 由 来 す る ア ン プ リ コ ン は 5'側 ジ ャ ン ク シ
ョ ン 配 列 (配 列 番 号 1)を 含 ん だ 。 配 列 番 号 45と 配 列 番 号 27を 使 用 し た PCR増 幅 に 由 来 す る ア
ン プ リ コ ン は 3'側 ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 (配 列 番 号 2)を 含 ん だ 。 各 配 列 決 定 用 断 片 を 個 別 に
、 pCR（ 登 録 商 標 ） -XL-TOPOベ ク タ ー (Invitrogen, Cat. No. K4700-20)中 に ク ロ ー ニ ン グ
し 、 各 断 片 に つ き 3つ の 異 な る ク ロ ー ン を 特 定 し 配 列 決 定 し た 。 配 列 決 定 は ABI3730XLア ナ
ラ イ ザ ー に よ り 、 ABI BigDye（ 登 録 商 標 ） 1.1又 は BigDye 3.1 dGTP(GCリ ッ チ 鋳 型 用 )試 薬
キ ッ ト を 使 用 し て 行 っ た 。 使 用 し た 配 列 決 定 ソ フ ト ウ ェ ア は ワ シ ン ト ン 大 学 で 開 発 さ れ た
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Phred、 Phrap及 び Consedパ ッ ケ ー ジ で あ り 、 そ の エ ラ ー 率 は 10,000塩 基 に つ き 1塩 基 未 満
で あ る (Ewing and Green, 1988)。 6個 の 個 別 ク ロ ー ン (各 配 列 決 定 用 断 片 に つ き 3個 )か ら
の 配 列 デ ー タ を 組 み 合 わ せ て MIR604イ ン サ ー ト の 1つ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 生 成 さ せ る こ
と に よ り 、 最 終 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 決 定 し た 。 MIR604イ ン サ ー ト と pZM26プ ラ ス ミ ド の 間
の 個 別 塩 基 対 の 不 一 致 が あ れ ば 、 そ れ を さ ら に 検 証 す る た め に 、 当 初 コ ン セ ン サ ス 配 列 中
に 塩 基 対 不 一 致 が 見 ら れ た 領 域 に 特 異 的 な 小 (約 300～ 500 bp)PCR産 物 を 、 前 記 と 同 じ 要 領
で 増 幅 し た 。 MIR604イ ン サ ー ト 中 の す べ て の 推 定 塩 基 対 不 一 致 に つ い て 、 PCR産 物 直 接 配
列 分 析 に よ り 問 題 の す べ て の 塩 基 対 で 単 一 の 明 確 な ピ ー ク が 現 れ る 結 果 と な っ た 。 こ れ は
MIR604イ ン サ ー ト に そ う し た 不 一 致 が 存 在 す る こ と を 示 唆 す る 。 ClustalWプ ロ グ ラ ム を 使
用 し て 次 の 条 件 で ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た : ス コ ア マ ト リ ッ ク ス blosum55、 ギ ャ ッ プ 開 始
ペ ナ ル テ ィ 15、 ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ 6.66 (Thompson et al, 1994, Nucleic Acids Re
search, 22, 4673-4680)。
【 ０ １ １ １ 】
　 MIR604 T-DNAイ ン サ ー ト に 関 す る コ ン セ ン サ ス 配 列 デ ー タ に よ れ ば 、 該 配 列 の 総 合 的 完
全 性 と 該 配 列 内 の 諸 機 能 エ レ メ ン ト の 連 続 性 は pZM26で 意 図 さ れ た と お り に 維 持 さ れ て い
る 。 配 列 分 析 で 明 ら か に な っ た 。 配 列 分 析 に よ れ ば 、 MIR604系 統 を 生 み 出 す 結 果 と な っ た
形 質 転 換 過 程 で T-DNAイ ン サ ー ト の 右 境 界 (RB)端 (配 列 番 号 57)と 左 境 界 (LB)端 (配 列 番 号 62
)に 若 干 の 欠 失 が 起 き て い る 。 T-DNAイ ン サ ー ト の RB部 分 は 44bpが 、 ま た T-DNAイ ン サ ー ト
の LB部 分 は 43bpが 、 そ れ ぞ れ 欠 失 し た 。 こ れ ら の 欠 失 は T-DNAイ ン サ ー ト の 有 効 性 に は 影
響 が な い し 、 ま た こ の 現 象 は 以 前 に も ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム の 形 質 転 換 で 観 測 さ れ て い る (T
inland & Hohn, 1995, Genetic Engineering, 17:209-229)。 加 え て 、 MIR604 T-DNAイ ン
サ ー ト で は 3つ の 塩 基 対 変 化 が 認 め ら れ た 。 1つ の 不 一 致 は MTLプ ロ モ ー タ ー 内 で 、 す な わ
ち タ ン パ ク 質 を コ ー ド し な い 調 節 領 域 内 で 起 き た 。 残 り 2つ の 不 一 致 は pmiコ ー ド 配 列 内 で
起 き 、 2つ の ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ た 。 す な わ ち 位 置 61の バ リ ン は ア ラ ニ ン へ と 置 換 し (V61A
)、 ま た 位 置 210の グ ル タ ミ ン は ヒ ス チ ジ ン へ と 置 換 し た (Q210H)。 ア ラ ニ ン か ら バ リ ン へ
の 置 換 は ど ち ら も 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 な の で 、 同 類 置 換 と な る 。 グ ル タ ミ ン か ら ヒ ス チ ジ ン へ
の 置 換 は 酸 性 残 基 か ら 塩 基 性 残 基 へ の 置 換 と な る 。
【 ０ １ １ ２ 】
実 施 例 ５ 　 隣 接 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 分 析
　 MIR604系 統 の ト ウ モ ロ コ シ 植 物 体 ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 異 種 DNAに 隣 接 す る ト ウ モ ロ コ シ
ゲ ノ ム DNA配 列 を 、 OmniPlex T M 技 術 を 用 い て 、 参 照 に よ り こ こ に 開 示 さ れ る Kamberov et a
l (Proceedings of SPIE, Tools for Molecular Analysis and High-Throughput Screeni
ng, 4261: 1-12, 2002)に 記 載 の 要 領 に ほ ぼ 従 っ て 、 獲 得 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 標 準 PCR手 法 を 用 い て 5'側 及 び 3'側 隣 接 配 列 及 び ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 を 確 認 し た 。 5'側
隣 接 配 列 及 び ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 の 確 認 に は 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番
号 10、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 12又 は 配 列 番 号 13に 示 さ れ る 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー と 配 列 番 号 16又 は 配 列 番 号 17に 示 さ れ る 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ
を 使 用 し た 。 3'側 隣 接 配 列 及 び ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 の 確 認 に は 配 列 番 号 39、 配 列 番 号 40、
配 列 番 号 41、 配 列 番 号 42、 配 列 番 号 43又 は 配 列 番 号 44に 示 さ れ る 第 1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー と 配 列 番 号 31、 配 列 番 号 32、 配 列 番 号 33、 配 列 番 号 34、 配 列 番 号 35又 は 配 列 番 号
36に 示 さ れ る 第 2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ を 使 用 し た 。 当 業 者 に は 自 明
で あ ろ う が 、 隣 接 及 び ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 の 確 認 に は 他 の プ ラ イ マ ー 配 列 を 使 用 す る こ と
も で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 MIR604イ ン サ ー ト は 右 境 界 (5'側 )隣 接 配 列 と し て 配 列 番 号 5に 示 す ト ウ モ ロ コ シ ゲ ノ ム
配 列 を 有 し 、 ま た 左 境 界 (3'側 )隣 接 配 列 と し て 配 列 番 号 6に 示 す ト ウ モ ロ コ シ ゲ ノ ム 配 列
を 有 す る 。 5'側 ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 は 配 列 番 号 1に 示 す 。 3'側 ジ ャ ン ク シ ョ ン 配 列 は 配 列
番 号 2に 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
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実 施 例 ６ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る Ｍ Ｉ Ｒ ６ ０ ４ タ ン パ ク 質 の 検 出
　 Cry3A055タ ン パ ク 質 (殺 虫 活 性 成 分 )と ホ ス ホ マ ン ノ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ (PMI)(選 択 マ ー カ
ー )タ ン パ ク 質 の MIR604植 物 体 で の 発 現 範 囲 を 解 析 す る た め に 、 2つ の 雑 種 (MIR604-B及 び M
IR604-C)と 1つ の 自 殖 系 統 (MIR604-A)で 、 4生 育 段 階 (whorl、 開 花 、 種 子 成 熟 、 老 化 )に あ
る い く つ か の 植 物 体 組 織 及 び 全 植 物 体 の Cry3A055、 PMI両 タ ン パ ク 質 濃 度 を ELISA法 で 測 定
し た 。 両 雑 種 は MIR604系 統 の 導 入 遺 伝 子 に 関 し て は 半 接 合 で あ り 、 ま た 自 殖 系 統 は 該 導 入
遺 伝 子 に 関 し て は 同 型 接 合 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 全 植 物 体 及 び 個 別 部 分 (花 粉 を 除 く )を 、 コ ー ヒ ー 豆 挽 き 器 、 ミ キ サ ー 、 Grindomix T M グ
ラ イ ン ダ ー (Brinkmann Instruments; Westbury, NY, USA)、 乳 鉢 と 乳 棒 又 は ひ き 臼 、 も し
く は こ れ ら の 道 具 の 組 み 合 わ せ を 使 用 し て 微 粉 化 し た 。 す べ て の 処 理 は ド ラ イ ア イ ス 又 は
液 体 窒 素 の 存 在 下 に 行 っ た 。 サ ン プ ル を 混 合 し て 一 様 化 し た 。 全 植 物 組 織 サ ン プ ル 又 は 代
表 的 な サ ブ サ ン プ ル は 、 十 分 な サ ン プ ル サ イ ズ が 予 備 植 物 組 織 サ ン プ ル の ア ー カ イ ブ 保 存
用 に 確 保 さ れ る よ う に し た う え で 、 分 析 用 に 残 し た 。 各 サ ン プ ル の 乾 物 重 を 求 め 、 処 理 済
み サ ン プ ル を 凍 結 乾 燥 時 ま で 、 お よ そ マ イ ナ ス 80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 新 鮮 な 組 織 (花 粉 と サ イ レ ー ジ を 除 く )及 び 全 植 物 体 サ ン プ ル を 抽 出 し た 。 各 分 析 サ ン プ
ル に つ き 、 粉 末 化 し た 新 鮮 素 材 の 分 割 量 1.0gを と り 15mlポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に 入 れ 、
3ml抽 出 バ ッ フ ァ ー [50mM CAPS, 0.1M NaCl, 2mM EDTA, 1mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 1mMの 4-
(1-ア ミ ノ エ チ ル )ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド HCl、 1mMロ イ ペ プ チ ン 、 pH 10]中 に 懸 濁
さ せ 、 Autogizer（ 登 録 商 標 ） ホ モ ジ ナ イ ザ ー (Tomtek; Hamden, CT, USA)を 使 用 し て 抽 出
し た 。 10,000× g、 4℃ で 15分 間 の 遠 心 後 、 上 清 の Cry3A055及 び PMI分 析 を ELISA法 で 行 っ た
。 Hill and Straka (1988)に 記 載 の 要 領 に よ る ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 処 理 後 、 BCA T M  タ ン パ
ク 質 検 定 試 薬 (Pierce; Rockford,IL, USA)を 使 用 し て 抽 出 物 中 の 全 タ ン パ ク 質 を 定 量 し た
。
【 ０ １ １ ８ 】
　 花 粉 抽 出 物 の 調 製 で は 、 花 粉 を 抽 出 バ ッ フ ァ ー 中 に 1:30(w/v)懸 濁 さ せ た 。 氷 上 に 30分
置 い た 後 、 花 粉 懸 濁 液 を 約 15,000psiの フ レ ン チ プ レ ス (French pressure cell)に 3回 通 し
て 破 砕 し 、 次 い で 14,000× g、 4℃ で 5分 間 遠 心 し た 。 後 述 の よ う に 上 清 を 対 象 に ELISA法 に
よ る Cry3A055及 び PMI分 析 を 行 っ た 。 全 タ ン パ ク 質 を 前 述 の よ う に 定 量 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 サ イ レ ー ジ 抽 出 物 の 調 製 で は 、 サ イ レ ー ジ を 2× 抽 出 バ ッ フ ァ ー 中 に 1:25(w/v)懸 濁 さ せ
た 。 氷 上 に 30分 置 い た 後 、 サ イ レ ー ジ 懸 濁 液 を 、 Brinkmann Polytron（ 登 録 商 標 ） ホ モ ジ
ナ イ ザ ー (Brinkmann; Westbury, NY, USA)を 使 用 し て 抽 出 し た 。 10,000× g、 4℃ で 15分 間
の 遠 心 後 、 上 清 の Cry3A055及 び PMI分 析 を ELISA法 で 行 っ た 。 全 タ ン パ ク 質 を 前 述 の よ う に
定 量 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
Cry3A055の 定 量
　 前 述 の 要 領 で 調 製 し た 抽 出 物 に つ い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ウ サ ギ 抗 Cry3A055ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 と ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ヤ ギ 抗 Btt(Bacillus thuringiensis subsp. tenebrioni
s)ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て ELISA法 (Tijssen, 1985)で Cry3A055の 定 量 分 析 を 行 っ た
。 使 用 し た ダ ブ ル サ ン ド イ ッ チ ELISA法 の 定 量 下 限 を 、 標 準 曲 線 の 直 線 部 分 上 に あ る 純 粋
な 比 較 タ ン パ ク 質 の 最 低 濃 度 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 干 渉 な し に 分 析 し う る 対 照 抽 出 物 量 の 上
限 、 及 び 分 割 量 で 表 さ れ る サ ン プ ル の 対 応 重 量 を 基 に 推 定 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 分 析 対 象 の 、 花 粉 を 除 く す べ て の MIR604由 来 植 物 組 織 で 定 量 可 能 レ ベ ル の Cry3A055タ ン
パ ク 質 を 検 出 し た 。 ほ と ん ど の 場 合 、 結 果 は 5 replicate組 織 サ ン プ ル の 平 均 と し て 表 す
。 サ イ レ ー ジ は 1サ ン プ ル を 分 析 し た 。 従 っ て 、 平 均 は 計 算 で き な か っ た 。 対 照 サ ン プ ル
の レ ベ ル は す べ て の 生 育 段 階 及 び 組 織 で 定 量 下 限 を 下 回 っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
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　 全 生 育 段 階 を 通 じ て 、 葉 、 根 、 全 植 物 体 で 測 定 さ れ た 平 均 Cry3A055レ ベ ル の 範 囲 は そ れ
ぞ れ 、 お よ そ 3～ 23 μ g/g-生 体 重 (4～ 94 μ g/g-乾 物 重 )、 2～ 14 μ g/g-生 体 重 (7～ 62 μ g
/g-乾 物 重 )及 び 0.9～ 11 μ g/g-生 体 重 (3～ 28 μ g/g-乾 物 重 )で あ っ た 。 種 子 成 熟 期 と 老 化
期 の 穀 粒 で 測 定 さ れ た 平 均 Cry3A055レ ベ ル の 範 囲 は お よ そ 0.6～ 1.4 μ g/g-生 体 重 (0.8～ 2
.0 μ g/g-乾 物 重 )で あ っ た 。 開 花 期 の 絹 糸 組 織 で 測 定 さ れ た 平 均 Cry3A055レ ベ ル は 定 量 下
限 (LOQ)を 下 回 り 、 <0.1 μ g/g-生 体 重 (<1.0 μ g/g-乾 物 重 )と な っ た 。 種 子 成 熟 期 の 絹 糸
組 織 で 測 定 さ れ た 平 均 Cry3A055レ ベ ル の 範 囲 は お よ そ 0.6～ 1.9 μ g/g-生 体 重 (1～ 3 μ g/g
-乾 物 重 )で あ っ た 。 花 粉 で は 自 殖 系 統 MIR604-A、 雑 種 MIR604-B及 び MIR604-Cの い ず れ か ら
も Cry3A055タ ン パ ク 質 は 検 出 不 能 で あ っ た [検 出 限 界 (LOD)=0.07 μ g/g-生 体 重 (0.15 μ g/
g-乾 物 重 )]。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 Cry3A055レ ベ ル は 雑 種 間 で は 各 生 育 段 階 の 各 組 織 タ イ プ に 関 し て 総 じ て 差 が な か っ た 。
自 殖 系 統 で は 、 Cry3A055の 発 現 レ ベ ル は 総 じ て 、 雑 種 の whorl期 及 び 開 花 期 の 葉 、 根 及 び
全 植 物 体 の レ ベ ル よ り も 、 ま た 種 子 成 熟 期 の 根 の レ ベ ル よ り も 、 高 か っ た 。 サ イ レ ー ジ 組
織 で 測 定 さ れ た Cry3A055レ ベ ル は 15、 29及 び 75日 貯 蔵 の 平 均 で 2.5 μ g/g-生 体 重 (7.3 μ g
/g-乾 物 重 )で あ っ た 。 一 方 、 サ イ ロ 貯 蔵 前 (0日 サ イ レ ー ジ 前 )の 切 断 材 料 で 測 定 さ れ た Cry
3A055レ ベ ル は 約 8 μ g/g-生 体 重 (20 μ g/g-乾 物 重 )で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
PMIの 定 量
　 前 述 の 要 領 で 調 製 し た 抽 出 物 に つ い て 、 PMI特 異 的 な Protein A精 製 ウ サ ギ 抗 Cry3A055ポ
リ ク ロ ー ナ ル ・ ウ サ ギ 抗 体 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ヤ ギ 抗 体 を 使 用 し て ELISA法 (Tijssen,
 1985)で PMIの 定 量 分 析 を 行 っ た 。 使 用 し た ダ ブ ル サ ン ド イ ッ チ ELISA法 の 定 量 下 限 を 、 標
準 曲 線 の 直 線 部 分 上 に あ る 純 粋 な 比 較 タ ン パ ク 質 の 最 低 濃 度 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 干 渉 な し
に 分 析 し う る 対 照 抽 出 物 量 の 上 限 、 及 び 分 割 量 で 表 さ れ る サ ン プ ル の 対 応 重 量 を 基 に 推 定
し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 分 析 対 象 の ほ と ん ど の MIR604由 来 植 物 組 織 で 低 レ ベ ル な が ら PMIタ ン パ ク 質 を 検 出 し た
。 ほ と ん ど の 場 合 、 結 果 は 5 replicate組 織 サ ン プ ル の 平 均 と し て 表 す 。 サ イ レ ー ジ は 1 r
eplicateを 分 析 し た 。 従 っ て 、 平 均 は 計 算 で き な か っ た 。 対 照 サ ン プ ル の レ ベ ル は す べ て
の 生 育 段 階 及 び 組 織 で 定 量 下 限 を 下 回 っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 全 生 育 段 階 を 通 じ て 、 葉 、 根 、 全 植 物 体 で 測 定 さ れ た 平 均 PMIレ ベ ル の 範 囲 は そ れ ぞ れ
、 検 出 不 能 (ND)～ 約 0.4 μ g/g-生 体 重 (ND～ 2.1 μ g/g-乾 物 重 )、 LOQ未 満 (<0.03 μ g/g-生
体 重 )～ 約 0.2 μ g/g-生 体 重 (<0.1～ 1.0 μ g/g-乾 物 重 )、 LOQ未 満 (<0.02 μ g/g-生 体 重 )～
約 0.3 μ g/g-生 体 重 (<0.04～ 2 μ g/g-乾 物 重 )で あ っ た 。 種 子 成 熟 期 と 老 化 期 の 穀 粒 で 測
定 さ れ た 平 均 PMIレ ベ ル の 範 囲 は LOQ未 満 (<0.06 μ g/g-生 体 重 )～ 約 0.4 μ g/g-生 体 重 (<0.
07～ 0.5 μ g/g-乾 物 重 )で あ っ た 。 開 花 期 と 種 子 成 熟 期 の 絹 糸 組 織 で 測 定 さ れ た 平 均 PMIレ
ベ ル は LOQ未 満 (<0.1 μ g/g-生 体 重 )～ 約 0.8 μ g/g-生 体 重 (<0.2～ 6.8 μ g/g-乾 物 重 )と な
っ た 。 花 粉 の PMIの 範 囲 は お よ そ 1.9～ 2.6 μ g/g-生 体 重 (3.9～ 5.2 μ g/g-乾 物 重 )で あ っ
た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 PMIレ ベ ル は 自 殖 系 統 及 び 雑 種 遺 伝 子 型 の 間 で は 各 生 育 段 階 の 各 組 織 タ イ プ に 関 し て 総
じ て 差 が な か っ た 。 PMIは サ イ レ ー ジ 組 織 で は (15、 29及 び 75日 の )ど の サ ン プ リ ン グ 時 点
で も 検 出 不 能 で あ っ た 。 一 方 、 サ イ ロ 貯 蔵 前 (0日 サ イ レ ー ジ 前 )の 切 断 材 料 で 測 定 さ れ た P
MIレ ベ ル は 約 0.3 μ g/g-生 体 重 (0.7 μ g/g-乾 物 重 )で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
単 位 面 積 (エ ー カ ー 及 び ヘ ク タ ー ル )あ た り の 推 定 全 Cry3A055タ ン パ ク 質 レ ベ ル
　 自 殖 系 統 (MIR604-A)と 両 雑 種 (MIR604-B、 MIR604-C)で は 、 植 物 体 は 種 子 成 熟 期 に 最 高 バ
イ オ マ ス 量 に 到 達 し た 。 植 物 体 は や は り 種 子 成 熟 期 に エ ー カ ー あ た り (及 び haあ た り )最 高
推 定 平 均 Cry3A055レ ベ ル に 到 達 し 、 そ の 値 は MIR604-A、 MIR604-B及 び MIR604-Cで そ れ ぞ れ
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約 78、 141及 び 240 g-Cry3A055/エ ー カ ー (193、 348及 び 592 g/ha)と 推 定 さ れ た 。 生 育 期 間
及 び 遺 伝 子 型 を 通 じ て 、 MIR604由 来 植 物 体 の 平 均 Cry3A055レ ベ ル は 、 栽 殖 密 度 を 26,500本
/エ ー カ ー (65,500本 /ha)と 仮 定 す る と 、 老 化 期 の 約 8 g-Cry3A055/エ ー カ ー (21 g/ha)か ら
種 子 成 熟 期 の 約 240 g-Cry3A055/エ ー カ ー (592 g/ha)ま で の 範 囲 と 推 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
実 施 例 ７ 　 Ｍ Ｉ Ｒ ６ ０ ４ の 圃 場 で の 効 果
ウ ェ ス タ ン コ ー ン ル ー ト ワ ー ム 及 び ノ ー ザ ン コ ー ン ル ー ト ワ ー ム (Western 及 び  Northern
 Corn Rootworm)
　 ウ ェ ス タ ン 及 び ノ ー ザ ン コ ー ン ル ー ト ワ ー ム に 対 す る MIR604植 物 体 の 効 果 を 米 国 内 12か
所 で 試 験 し た 。 MIR604の 試 験 で は 殺 虫 種 子 処 理 剤 Cruiser（ 登 録 商 標 ） と の 併 用 も 行 っ た
。 対 照 群 は 2つ の 異 な る 使 用 量 の Cruiser（ 登 録 商 標 ） で 処 理 し た 種 子 と 無 処 理 の 照 合 基 準
(check)か ら な る 。 試 験 処 理 は 4反 復 乱 塊 法 で 行 い 、 試 験 区 は 17.5～ 20フ ィ ー ト 畝 × 2(中 心
間 間 隔 30イ ン チ )と し た 。 10植 物 体 /処 理 を 無 作 為 に 選 択 し 、 0～ 3ス ケ ー ル を 用 い て 効 果 を
評 点 を 出 し た : 0 = 食 害 な し (食 害 最 低 点 ); 1 = 1つ の 節 根 又 は 全 節 根 に 相 当 す る 部 分 が
茎 (土 壌 面 は 第 7節 根 )か ら 約 2イ ン チ 以 内 ま で 食 い 尽 く さ れ る ; 2 = 2つ の 完 全 節 根 が 食 い
尽 く さ れ る ; 3 = 3つ 以 上 の 節 根 が 食 い 尽 く さ れ る (食 害 最 高 点 )。 完 全 節 根 に 満 た な い 食
害 は 百 分 率 で 、 例 え ば 1.50(= 1節 根 +1/2節 根 の 食 害 )、 0.25(= 1/4節 根 の 食 害 )と し て 、 表
し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 表 1に 掲 載 の 結 果 は 、 MIR604の 2兄 弟 血 統 3-11及 び 3-12の 根 に 対 す る 食 害 が Cruiser（ 登
録 商 標 ） 処 理 又 は 無 処 理 の 対 照 根 に 対 す る 食 害 よ り も 有 意 に 少 な か っ た こ と を 示 す 。 MIR6
04-3-11及 び MIR604-3-12は 根 へ の 食 害 が そ れ ぞ れ 0.44、 0.42で あ っ た 。 そ れ に 対 し て 、 0.
25及 び 1.25 mgA/種 子 Cruiser処 理 体 で は こ れ が そ れ ぞ れ 1.6及 び 0.9で あ っ た し 、 ま た 対 照
系 統 で は 2.14で あ っ た 。 種 子 を Cruiser処 理 し た MIR604植 物 体 は 食 害 評 点 が 低 く な る 傾 向
に あ り 、 Cruiser処 理 が Cry3A055タ ン パ ク 質 を 増 強 す る か 、 又 は Cruiserと Cry3A055の 間 に
相 乗 効 果 が あ り う る こ と を 示 唆 し た 。 こ れ は 1.0及 び 1.25 mgA/MIR604種 子 処 理 で 特 に 明 白
で あ り 、 そ れ ぞ れ の 食 害 評 点 は 0.33、 0.29で あ っ た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
　 MIR604に つ い て 、 そ の 効 果 を 市 販 の 畝 間 散 布 標 準 粒 状 殺 虫 剤 と 比 較 し た 。 試 験 計 画 は 前
記 の と お り で あ っ た 。 表 2に 掲 載 の 結 果 は 、 コ ー ン ル ー ト ワ ー ム 食 害 の 防 除 と い う 点 で の M
IR604の 効 果 が 市 販 標 準 品 に 匹 敵 す る こ と を 示 す 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
メ キ シ カ ン コ ー ン ル ー ト ワ ー ム (Mexican Corn Rootworm)
　 メ キ シ カ ン コ ー ン ル ー ト ワ ー ム に 対 す る MIR604植 物 体 の 効 果 を テ キ サ ス 州 内 の 2か 所 で
評 価 し た 。 試 験 計 画 は ほ ぼ 前 記 の と お り で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 表 3に 掲 載 の 結 果 で は MIR604の 両 兄 弟 血 統 に 対 す る 食 害 が 無 処 理 の 照 合 基 準 に 対 す る 食
害 よ り も 少 な か っ た 。 MIR604種 子 を Cruiserで 処 理 す る と コ ー ン ル ー ト ワ ー ム (Mexican Co
rn Rootworm)防 除 効 果 が 高 ま っ た 。 明 確 な 使 用 量 応 答 関 係 が 明 ら か で あ っ た 。 表 4に 掲 載
の 結 果 は 、 MIR604の コ ー ン ル ー ト ワ ー ム (Mexican Corn Rootworm)防 除 効 果 が 市 販 標 準 殺
虫 剤 に 匹 敵 す る こ と を 示 す 。
【 表 ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に 掲 げ た 諸 々 の 出 版 物 及 び 特 許 出 願 は 本 発 明 が 関 与 す る 技 術 分 野 の 当 業 者 の 技
術 レ ベ ル を 示 す 。 そ う し た 諸 々 の 出 版 物 及 び 特 許 出 願 は 参 照 に よ り こ こ に 開 示 さ れ る が 、
そ の 効 果 は 、 各 個 別 出 版 物 及 び 特 許 出 願 が 個 別 具 体 的 に 参 照 に よ り 開 示 さ れ る 旨 を 明 示 し
た 場 合 と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 以 上 、 理 解 を 明 確 に す る た め 例 示 と 実 施 例 を 以 っ て 本 発 明 を や や 詳 し く 説 明 し た が 、 あ
る 種 の 変 動 や 態 様 変 更 が 本 発 明 の 範 囲 内 で 可 能 で あ る こ と は 言 う ま で も な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ６ 】
【 図 １ 】 植 物 発 現 ベ ク タ ー pZM26を 示 す 。 マ ッ プ で は サ ザ ン 分 析 に 使 用 さ れ る KpnI制 限 部
位 を 特 定 し て い る 。
【 図 ２ 】 ト ウ モ ロ コ シ 系 統 MIR604ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た 異 種 核 酸 配 列 を 含 む 遺 伝 子 エ レ メ ン
ト の 構 成 を 示 す グ ラ フ ィ カ ル マ ッ プ で あ り 、 該 挿 入 核 酸 配 列 が そ の 両 末 端 に 隣 接 す る ト ウ
モ ロ コ シ ゲ ノ ム DNA配 列 に 連 結 さ れ る 相 対 位 置 を 示 す 。 1=5'側 隣 接 植 物 体 ゲ ノ ム (配 列 番 号
2); 2=右 境 界 領 域 (配 列 番 号 57); 3=MTLプ ロ モ ー タ ー (配 列 番 号 58); 4=cry3A055遺 伝 子 (配
列 番 号 59);　 　  5=NOSタ ー ミ ネ ー タ ー (配 列 番 号 60); 6=ZmUbINTプ ロ モ ー タ ー (配 列 番 号 61
); 7=pmi遺 伝 子 (配 列 番 号 62); 8= NOSタ ー ミ ネ ー タ ー (配 列 番 号 60); 9=左 境 界 領 域 (配 列
番 号 63); 10=3'側 隣 接 植 物 ゲ ノ ム (配 列 番 号 6)。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ １ ３ ７ 】
　 配 列 番 号 1は 5'ゲ ノ ム -イ ン サ ー ト ジ ャ ン ク シ ョ ン で あ る 。
　 配 列 番 号 2は 3'イ ン サ ー ト -ゲ ノ ム ジ ャ ン ク シ ョ ン で あ る 。
　 配 列 番 号 3は 5'ゲ ノ ム +イ ン サ ー ト 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 4は 3'イ ン サ ー ト +ゲ ノ ム 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 5は イ ン サ ー ト 5'側 隣 接 ト ウ モ ロ コ シ ゲ ノ ム で あ る 。
　 配 列 番 号 6は イ ン サ ー ト 3'側 隣 接 ト ウ モ ロ コ シ ゲ ノ ム で あ る 。
　 配 列 番 号 7～ 15は 本 発 明 に 有 用 な 5'側 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー で あ る 。
　 配 列 番 号 16～ 20は 本 発 明 に 有 用 な MTLプ ロ モ ー タ ー 配 列 プ ラ イ マ ー で あ る 。
　 配 列 番 号 21～ 28は 本 発 明 に 有 用 な cry3A055配 列 プ ラ イ マ ー で あ る 。
　 配 列 番 号 29～ 30は 本 発 明 に 有 用 な ZmUbiInt配 列 プ ラ イ マ ー で あ る 。
　 配 列 番 号 31～ 37は 本 発 明 に 有 用 な pmi配 列 プ ラ イ マ ー で あ る 。
　 配 列 番 号 38は 本 発 明 に 有 用 な NOS配 列 プ ラ イ マ ー で あ る 。
　 配 列 番 号 39～ 46は 本 発 明 に 有 用 な 3'側 隣 接 配 列 プ ラ イ マ ー で あ る 。
　 配 列 番 号 47～ 49は cry3A055 TAQMANプ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ で あ る 。
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　 配 列 番 号 50～ 52は pmi TAQMANプ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ で あ る 。
　 配 列 番 号 53～ 55は ZmADH TAQMANプ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ で あ る 。
　 配 列 番 号 56は 本 発 明 に 有 用 な MIR604プ ロ ー ブ で あ る 。
　 配 列 番 号 57は 右 境 界 領 域 の 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 58は MTLプ ロ モ ー タ ー の 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 59は cry3A055遺 伝 子 の 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 60は NOSタ ー ミ ネ ー タ ー の 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 61は ZmUbIntプ ロ モ ー タ ー の 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 62は pmi遺 伝 子 の 配 列 で あ る 。
　 配 列 番 号 63は 左 境 界 領 域 の 配 列 で あ る 。 10
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 3月 28日 (2007.3.28)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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