
(57)【要約】
【課題】本発明は環境ストレス抵抗性調節遺伝子を利用して、植物の環境ストレス抵抗性
を増加させる方法を提供する。
【解決手段】シロイヌナズナ由来の環境ストレス抵抗性調節遺伝子を植物に導入し、植物
の環境ストレス抵抗性を増加させる方法、環境ストレス抵抗性植物の製造方法及び前記方
法により製造された環境ストレス抵抗性植物。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
、 又 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
植 物 に 導 入 す る 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る 方 法
。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 １ で 表 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る も の で あ る 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 環 境 ス ト レ ス が 旱 魃 に よ る ス ト レ ス で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 環 境 ス ト レ ス が 除 草 剤 に よ る ス ト レ ス で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 は 組 換 え ベ ク タ ー を 利 用 し て 行 う 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 組 換 え ベ ク タ ー が pBI111L-AIAで あ る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 組 換 え ベ ク タ ー の 植 物 へ の 導 入 は 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム (Agrobacterium sp.)媒 介
に よ る 方 法 、 粒 子 銃 衝 撃 法 (particle gun bombardment)、 シ リ コ ン 炭 化 物 ウ ィ ス カ ー 法 (S
ilicon carbide whiskers)、 超 音 波 処 理 法 (sonication)、 電 気 穿 孔 法 (electroporation)
及 び Ｐ Ｅ Ｇ (polyethylene glycol)沈 殿 法 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た い ず れ か 一 つ を 用 い る
請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 植 物 は 単 子 葉 植 物 又 は 双 子 葉 植 物 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 単 子 葉 植 物 が 稲 、 小 麦 、 大 麦 、 竹 （ 筍 ） 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 里 芋 、 ア ス パ ラ ガ ス 、 玉
葱 、 ニ ン ニ ク 、 葱 、 ニ ラ 、 ヒ メ ニ ラ 、 長 芋 及 び 生 姜 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 請 求 項 ８ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 双 子 葉 植 物 が シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 茄 子 、 煙 草 、 唐 辛 子 、 ト マ ト 、 牛 蒡 、 春 菊 、 チ サ 、
桔 梗 、 ホ ウ レ ン 草 、 不 断 草 、 サ ツ マ 芋 、 セ ロ リ 、 人 参 、 芹 、 パ セ リ 、 白 菜 、 キ ャ ベ ツ 、 葉
カ ラ シ ナ 、 西 瓜 、 真 桑 瓜 、 キ ュ ウ リ 、 カ ボ チ ャ 、 フ ク ベ 、 苺 、 大 豆 、 緑 豆 、 イ ン ゲ ン 豆 、
及 び 豌 豆 か ら な る 群 か ら 選 ば れ た 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
、 又 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
植 物 に 導 入 す る 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 植 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 １ で 表 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る も の で あ る 請 求 項 １
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 環 境 ス ト レ ス が 旱 魃 に よ る ス ト レ ス で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 環 境 ス ト レ ス が 除 草 剤 に よ る ス ト レ ス で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 植 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 植 物 か ら 由 来 し た 植 物 組 織 又 は 種 子 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 、 組 換 え 細 胞 と 試 験 製 剤 (test sample)を 共 に 培 養 す る 段 階 ； 及 び
　 （ ｂ ） 試 験 製 剤 と 共 に 培 養 さ れ た 組 換 え 細 胞 よ り 発 現 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 水
準 を 測 定 し 、 こ れ を 試 験 製 剤 無 し に 培 養 さ れ た 組 換 え 細 胞 よ り 発 現 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 水 準 と 比 較 す る 段 階 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 に 影 響 を 及 ぼ す
化 合 物 の 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を プ ラ イ マ ー 、 又 は プ ロ ー ブ と し て 用 い て 遺 伝 工 学 的 方 法 で 植 物 体 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性
遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 遺 伝 工 学 的 方 法 が Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 、 蛋 白 質 チ ッ プ 、 重 合 酵 素 連 鎖 反 応 、 ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 酵 素 免 疫 反 応 及 び ２ － Ｄ ゲ ル 分 析 か ら な る 群 よ り 選 ば れ
る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 調 節 遺 伝 子 を 利 用 し て 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 増 加 さ
せ る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 環 境 ス ト レ ス は 植 物 の 成 長 を 阻 害 し 、 多 く の 重 要 な 農 業 分 野 で 収 穫 物 の 生 産 性 を 制 限 す
る 要 素 の 内 の 一 つ と し て 作 用 す る 。 こ の よ う な 環 境 ス ト レ ス の 内 、 代 表 的 な 一 つ の 因 子 と
し て 旱 魃 ス ト レ ス が あ る 。 旱 魃 ス ト レ ス は 植 物 細 胞 内 の 浸 透 圧 不 均 衡 と イ オ ン 不 均 衡 を 発
生 さ せ 、 植 物 の 成 長 と 光 合 成 を 阻 害 す る 。 一 方 、 植 物 は こ の よ う な 旱 魃 ス ト レ ス に 対 す る
防 御 機 構 を 有 し て い て 、 生 育 に 不 適 合 な 環 境 に 置 か れ る と そ れ ら の 形 態 を 調 節 し た り 、 又
は 生 理 的 代 謝 過 程 を 調 節 す る こ と に よ り 、 環 境 に 適 応 し て 生 存 し よ う と す る 傾 向 が あ る 。
前 記 植 物 の 旱 魃 抵 抗 性 機 構 に は Ａ Ｂ Ａ (abscisic acid)依 存 性 信 号 伝 達 経 路 又 は Ａ Ｂ Ａ 非
依 存 性 信 号 伝 達 経 路 が あ る (Finkelstein et al., Plant Cell, 14, S15-S45, 2002; Himm
elbach et al., Curr. Opin. Plant Biol., 6, 470-479, 2003; Kuhn and Schroeder, Cu
rr. Opin. Plant Biol., 6: 463-469, 2003)。 前 記 Ａ Ｂ Ａ は 植 物 の 代 表 的 な 旱 魃 関 連 遺 伝
子 に し て 、 植 物 の 発 芽 (germination)、 栄 養 生 長 (vegetative growth)及 び 孔 辺 細 胞 (guard
 cell)の 開 閉 等 と も 関 連 が あ る と 知 ら れ て い る 。 孔 辺 細 胞 に お い て Ａ Ｂ Ａ の 濃 度 が 増 加 す
る と 細 胞 の 外 に カ リ ウ ム イ オ ン (K + )及 び 塩 素 イ オ ン (Cl - )の よ う な イ オ ン が 排 出 さ れ 、 細
胞 内 の カ ル シ ウ ム イ オ ン (Ca 2 + )が 増 加 す る よ う に な る 。 こ れ に よ り 膨 圧 (tugor pressure)
が 減 少 し な が ら 気 孔 が 閉 ざ さ れ 、 増 産 が 抑 制 さ れ 植 物 体 よ り 水 分 の 損 失 が 最 小 化 さ れ る 。
し か し な が ら 、 旱 魃 が 持 続 し た り そ の 程 度 が 大 き い 場 合 に は 、 植 物 の 発 達 、 成 長 及 び 作 物
の 収 穫 率 が 減 少 す る よ う に な り 、 持 続 的 な 旱 魃 条 件 は 植 物 代 謝 に 変 異 を 誘 発 す る 。 こ の よ
う な 代 謝 変 異 は 結 局 は 植 物 細 胞 を 死 に 至 ら し め る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 っ て 、 こ の よ う 旱 魃 ス ト レ ス に 対 し て 植 物 が 抵 抗 性 を 有 す る よ う に す る 為 に 多 く の 研
究 が 進 め ら れ て き た 。 例 え ば 国 際 公 開 第 2005/048693パ ン フ レ ッ ト に は 植 物 の Cap Binding
 Protein geneの 機 能 を 減 少 さ せ た り 又 は 抑 制 す る こ と に よ り 、 旱 魃 抵 抗 性 が 増 加 さ れ た
植 物 の 製 造 方 法 が 開 示 さ れ て お り 、 国 際 公 開 第 2004/058963パ ン フ レ ッ ト に は Oryzasativa
由 来 の OSISAPI遺 伝 子 で 植 物 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 、 旱 魃 抵 抗 性 が 増 加 さ れ た 植 物 の
製 造 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2006-204299 A 2006.8.10



　 一 方 、 植 物 の 成 長 と 発 達 に お い て 、 主 要 制 限 因 子 の 内 、 さ ら に 他 の 一 つ で あ る 除 草 剤 は
植 物 の 成 長 に 必 要 な 主 要 植 物 酵 素 又 は 蛋 白 質 を 直 接 的 に 阻 害 し 、 植 物 の 成 長 を 抑 制 し た り
又 は 枯 死 さ せ る 作 用 を す る 。 例 え ば 、 除 草 剤 グ リ ホ サ ー ト (glyphosate)は 芳 香 族 ア ミ ノ 酸
(aromatic amino acid)の 合 成 に 必 要 な 酵 素 の 活 性 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 植 物 を 破 壊 す
る (Fillatti et al., Biotechnology, 5: 726-730, 1987)。 更 に 、 ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン (p
hosphinothricin)は グ ル タ ミ ン の 合 成 を 阻 害 し 、 ア ト ラ ジ ン (atrazine)は 光 合 成 機 構 を 阻
害 し 、 パ ラ コ ー ト (paraquat)(1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridylium dichloride)は 光 の 存 在
下 で 活 性 酸 素 種 を 多 量 に 生 成 し 植 物 の 細 胞 損 傷 を 誘 発 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う な 除 草 剤 に 対 す る 植 物 の 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る た め の 方 法 に は 、 主 に 、 微 生 物 よ
り 分 離 し た 除 草 剤 抵 抗 性 遺 伝 子 を 植 物 に 形 質 転 換 す る 方 法 が 用 い ら れ て き た 。 例 え ば 、 ス
ト レ プ ト マ イ セ ス ハ イ グ ロ ス コ ピ ク ス (Streptomyces hygroscopicus)か ら 分 離 さ れ た ホ ス
フ ィ ノ ト リ シ ン 除 草 剤 を 分 解 す る 除 草 剤 抵 抗 性 遺 伝 子 で 馬 鈴 薯 、 小 麦 、 米 、 ト ウ モ ロ コ シ
等 を 形 質 転 換 し て 、 除 草 剤 抵 抗 性 を 付 与 し た こ と が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 方 、 最 近 で は 今 ま で 研 究 し て き た 環 境 ス ト レ ス に 対 す る 防 御 機 構 が 種 特 異 的 で あ っ た
り 、 若 し く は 環 境 特 異 的 な 短 点 を 克 服 し て 、 よ り 広 範 囲 (broad spectrum)の 抵 抗 性 を 誘 導
で き る 防 御 機 構 に 対 す る 研 究 が 進 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Finkelstein et al., Plant Cell, 14, S15-S45, 2002
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Himmelbach et al., Curr. Opin. Plant Biol., 6, 470-479, 2003
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Kuhn and Schroeder, Curr. Opin. Plant Biol., 6: 463-469, 2003
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 ２ ０ ０ ５ ／ ０ ４ ８ ６ ９ ３ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 ２ ０ ０ ４ ／ ０ ５ ８ ９ ６ ３ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Fillatti et al., Biotechnology, 5: 726-730, 1987
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ こ に 、 本 発 明 者 等 は 多 様 な 環 境 ス ト レ ス に 対 す る 植 物 の 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る 方 法 の 研
究 を し て い た 際 、 塩 基 配 列 は 公 知 さ れ て い る も の の 、 そ の 機 能 が 解 明 さ れ て い な い AIA遺
伝 子 を 植 物 に 導 入 す る 場 合 、 旱 魃 及 び 除 草 剤 の よ う な 環 境 ス ト レ ス に 対 す る 植 物 の 抵 抗 性
を 増 加 さ せ る 活 性 を 有 し て い る こ と を 解 明 す る こ と に よ り 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 本 発 明 に お い て 、 新 た に そ の 機 能 を 解 明 し た 環 境 ス ト レ ス 抵 抗
性 調 節 遺 伝 子 を 利 用 し て 、 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る 方 法 を 提 供 す る こ と で
あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 前 記 の よ う な 目 的 を 達 成 す る 為 に 、 本 発 明 は 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 調 節 し 、 配 列
番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配
列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 植 物 に 導
入 す る 段 階 を 含 む 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 調 節 し 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少
な く と も 70%以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 植 物 に 導 入 す る 段 階 を 含 む 環 境 ス
ト レ ス 抵 抗 性 植 物 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 が 増 加 さ れ た 植 物 、 前
記 植 物 か ら 由 来 し た 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 が 増 加 さ れ た 植 物 組 織 又 は 種 子 を 提 供 す る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 の 配 列 相
同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ
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チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 の 配 列 相
同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 し て 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 と 関 連 し た 遺 伝
子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
用 語 の 定 義
　 他 の 定 義 が な い 限 り 、 本 発 明 で 用 い ら れ る す べ て の 技 術 的 及 び 科 学 的 用 語 は 当 業 者 等 に
よ り 通 常 的 に 理 解 さ れ る 同 一 な 意 味 を 有 す る 。 下 記 の 参 考 文 献 は 本 発 明 の 明 細 書 に 用 い ら
れ た 種 々 の 用 語 等 の 一 般 的 な 定 義 を 有 す る 技 術 (skill)の 一 つ を 提 供 す る 。
　 Singleton et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY (2nd ed.,19
94); THE CAMBRIDGE DICTIONARY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY (Walker ed.,1988); 及 び H
ale & Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 用 語 “ 環 境 ス ト レ ス ” と は 、 植 物 の 成 長 又 は 生 産 性 を 低 下 さ せ る 外
部 的 な 要 因 を 言 う 。 好 ま し く は 、 本 発 明 で は 旱 魃 又 は 除 草 剤 に よ る ス ト レ ス を 言 う 。 本 発
明 で 用 い ら れ た 用 語 “ 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 ” と は 、 前 記 の よ う な 環 境 ス ト レ ス に よ る 植 物
の 成 長 低 下 又 は 生 産 性 の 低 下 が 抑 制 さ れ た り 遅 延 さ れ る 形 質 の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 用 語 “ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (polynucleotide)” と は 、 多 数 の 重 合 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド (plurality of polymerized nucleotides)を 含 む 核 酸 分 子 を 言 う 。 例 え ば
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ゲ ノ ム DNA, RNA, cDNA, PCR産 物 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNA、 合 成 DN
A又 は RNA等 の 場 合 も あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ポ リ ペ プ チ ド （ 又 は
蛋 白 質 ） 又 は こ れ の ド メ イ ン 又 は こ れ の 単 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 用 語 “ ポ リ ペ プ チ ド (polypeptide)” は “ ペ プ チ ド (peptide)又 は 蛋
白 質 (protein)” と 互 換 性 が あ る よ う に (interchangeably)用 い ら れ 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 残
基 の 重 合 体 を 言 う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 用 語 “ 過 発 現 ” と は 、 植 物 、 植 物 細 胞 又 は 植 物 組 織 に お い て 、 本 発
明 に 伴 う ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 水 準 が 野 生 型 植 物 に 比 べ て さ ら に 高 い 水 準 で 発 現 さ れ る こ
と を 言 う 。 本 発 明 で 用 い ら れ た 用 語 “ 野 生 型 (wild type)” と は 、 遺 伝 工 学 的 に 変 形 さ れ
な い か 若 し く は 実 験 的 (experimental sense)に 処 理 さ れ て い な い 植 物 細 胞 、 種 子 、 植 物 成
分 (plant component)、 植 物 組 織 、 植 物 器 官 又 は 全 体 の 植 物 （ whole plant)を 言 う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ た 用 語 “ 発 現 ベ ク タ ー ” と は 、 本 発 明 に 伴 う ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が
挿 入 又 は 導 入 で き る 当 分 野 で 公 知 さ れ た プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 又 は そ の 他 の 媒 介 体 を 意 味
す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 用 語 “ 作 動 可 能 に 連 結 (operably linked)” さ れ る と 言 う こ と は 適
切 な 分 子 が 発 現 調 節 配 列 に 結 合 さ れ る 時 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 方 式 で 連
結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 発 現 調 節 配 列 で あ る こ と も あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 用 語 “ 発 現 調 節 配 列 (expression control sequence)” と は 、 特 定
の 宿 主 細 胞 に お い て 、 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 核 酸 配 列 の 発 現 を 調 節 す る DNA配 列 を 意 味 す
る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 者 等 は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ よ り 分 離 さ れ た AP2/ERF系 列 の 機 能 が 、 知 ら れ て い な い R
AP2.12と 呼 ば れ る 公 知 の 遺 伝 子 が 、 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 調 節 す る 機 能 の あ る こ と
を 初 め て 見 出 し た 。 本 発 明 者 等 は 前 記 RAP2.12遺 伝 子 を AIA(ABA Inducible AP2/ERF trans
cription factor)と 新 た に 命 名 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 者 等 は 前 記 AIA遺 伝 子 の 機 能 を 解 明 す る 為 に 、 先 ず 、 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ よ り
分 離 し た 総 RNAを 鋳 型 に し 、 既 知 の 塩 基 配 列 (GenBank accession no:At1g53910)を 基 に デ
ザ イ ン し た プ ラ イ マ ー を 用 い て RT-PCRを 行 う こ と に よ り 、 AIA遺 伝 子 の cDNAを 製 造 し た （
実 施 例 １ 参 照 ） 。 前 記 AIA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号
２ に そ れ ぞ れ 示 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 者 等 は 前 記 AIA遺 伝 子 の 特 性 を 調 査 す る 為 に 、 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ よ り 前 記 遺
伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び RT-PCRを 利 用 し て 分 析 し た （ 実 施 例 ２ 参 照 ）
。 そ の 結 果 、 前 記 遺 伝 子 は 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の す べ て の 器 官 か ら 発 現 さ れ 、 特 に 、 葉
と 根 で 高 く 発 現 さ れ る こ と が 分 か っ た （ 図 １ 参 照 ） 。 さ ら に 、 前 記 遺 伝 子 は 発 芽 初 期 及 び
発 芽 後 期 の シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 葉 と 根 で す べ て 発 現 さ れ る こ と が 分 か っ た 。 従 っ て 、 前 記 遺
伝 子 は 植 物 の 大 部 分 の 組 織 に 存 在 し な が ら 、 植 物 の 生 活 周 期 全 般 に 亙 っ て 特 定 機 能 を 行 う
も の と 推 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ こ に 、 本 発 明 者 等 は 前 記 遺 伝 子 が 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 調 節 す る 活 性 が あ る か
否 か を 調 査 す る た め 下 記 の よ う な 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 例 で は 、 大 部 分 の 旱 魃 抵 抗 性 関 連 遺 伝 子 等 が 植 物 ホ ル モ ン で あ る ABAの
処 理 に よ り 、 誘 導 さ れ る 事 実 か ら シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に ABAを 含 む 種 々 の 植 物 ホ ル モ ン を 処 理
し た 後 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 利 用 し て AIA遺 伝 子 の 発 現 程 度 を 分 析 し た （ 実 施 例 ３ 参 照 ）
。 そ の 結 果 、 前 記 遺 伝 子 は ABAの 処 理 に よ り 誘 導 さ れ る こ と が 確 認 で き た （ 図 ３ 参 照 ） 。
反 面 、 オ キ シ ン 、 ジ ベ レ リ ン 、 ジ ャ ス モ ン 酸 及 び エ テ フ ォ ン の よ う な ホ ル モ ン を 処 理 し た
場 合 に は 、 AIA遺 伝 子 の 発 現 に 大 き な 影 響 を 与 え な か っ た 。 こ れ に よ り 前 記 AIA遺 伝 子 は 植
物 体 の 旱 魃 抵 抗 性 を 調 節 す る 機 能 を 行 う も の と 推 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 記 の よ う な 推 定 を 確 証 す る た め に 、 本 発 明 者 等 は AIA遺 伝 子 を 過 発 現 す る 形 質 転 換 体
と （ 実 施 例 ４ 参 照 ） 、 AIA遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ た 同 形 接 合 突 然 変 異 体 を 製 造 し （ 実 施
例 ５ 参 照 ） 、 こ れ ら の 旱 魃 抵 抗 性 程 度 （ 実 施 例 ６ 参 照 ） を 調 査 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ の 結 果 、 AIA遺 伝 子 が 過 発 現 さ れ た 形 質 転 換 体 の 場 合 、 旱 魃 ス ト レ ス 下 に お い て も 大
部 分 が 生 存 す る も の と し て 現 れ た 反 面 、 野 生 型 と AIA遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ た 突 然 変 異
体 の 場 合 に は 、 80%以 上 が 枯 死 す る も の と 現 れ た （ 図 12参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に は 、 本 発 明 に 伴 う AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 は 、 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ と 突 然
変 異 体 に 比 べ て 時 間 経 過 に 伴 う 水 分 の 損 失 が 少 な い も の と し て 表 れ た （ 図 13参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 従 っ て 、 前 記 AIA遺 伝 子 は 植 物 の 旱 魃 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る 機 能 の あ る こ と が 知 れ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 他 の 実 施 例 で は 、 AIA遺 伝 子 が 植 物 の 除 草 剤 抵 抗 性 と 関 連 が あ る か 否
か を 確 認 す る た め に 、 除 草 剤 の 処 理 に 伴 う AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 の 葉 緑 素 分 解 程 度
を 、 野 生 型 及 び AIA遺 伝 子 発 現 が 抑 制 さ れ た 突 然 変 異 体 の 場 合 と 比 較 し て 調 査 し た （ 実 施
例 ７ 参 照 ） 。 そ の 結 果 、 本 発 明 に 伴 う AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 は 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ
ナ と 、 AIA遺 伝 子 発 現 が 抑 制 さ れ た 突 然 変 異 体 に 比 べ て 除 草 剤 に よ る 葉 緑 素 分 解 が 抑 制 さ
れ る も の と し て 表 れ た （ 図 14及 び 図 15参 照 ） 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 AIA遺 伝 子 は 植 物 の 除 草 剤 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る 機 能 の あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 は 前 記 AIA遺 伝 子 を 利 用 し て 植 物 体 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 AIA遺 伝 子 を 利 用 し て 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 植 物 体 の 製 造 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 前 記 環 境 ス ト レ ス は 旱 魃 ス ト レ ス 又 は 除 草 剤 に よ る ス ト レ ス で あ る こ と が 好 ま し い 。 前
記 除 草 剤 は バ イ ピ リ ジ ウ ム (bipyridium)塩 系 列 の 除 草 剤 で あ る こ と が 好 ま し く 、 こ の よ う
な 系 列 の 除 草 剤 に は パ ラ コ ー ト (paraquat)と ダ イ コ ー ト (diquat)等 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 前 記 に て AIA遺 伝 子 の 範 疇 に は 、 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド 又 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 同 等 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 前 記
“ 機 能 的 同 等 物 ” と は 、 ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 置 換 又 は 欠 失 の 結 果 、 前 記 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 、 好 ま し く は 80%、 さ ら に 好 ま し く は 90%以 上 の 配
列 相 同 性 を 有 す る も の に し て 、 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る 蛋 白 質 と 実 質 的 に 同 質 の 生 理 活 性
を 示 す 蛋 白 質 を 言 う 。 前 記 “ 実 質 的 に 同 質 の 生 理 活 性 ” と は 、 植 物 体 内 で 植 物 の 環 境 ス ト
レ ス 抵 抗 性 を 調 節 す る 活 性 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 植 物 で 過 発 現 さ
れ る と 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 が 増 加 す る 活 性 を 言 う 。 本 発 明 に 用 い ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 配 列 番 号 １ で 表 示 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 好 ま し く は 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 調 節 し 、 配 列 番 号 ２ で 表 示
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列
番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
植 物 に 導 入 す る 段 階 を 含 む 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 増 加 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 調 節 し 、 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表 示
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 植 物 に 導 入 す
る 段 階 を 含 む 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 植 物 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 植 物 へ の 導 入 は 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー
内 に 挿 入 し 、 こ れ を 利 用 し て 植 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 行 え る 。 さ ら に 、 本 発 明
に 伴 う ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 発 現 調 節 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 す る こ と が で き 、 前 記 作 動
可 能 に 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 発 現 調 節 配 列 は 選 別 マ ー カ 及 び 複 製 開 始 点 (rep
lication origin)を 共 に 含 ん で い る 一 つ の 発 現 ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ る こ と も あ り 得 る 。 前
記 発 現 調 節 配 列 は 転 写 を 実 施 す る た め の プ ロ モ ー タ 、 転 写 を 調 節 す る た め の 任 意 の オ ペ レ
ー タ 配 列 、 適 切 な mRNAリ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を コ ー ド す る 配 列 及 び 転 写 並 び に 解 読 の 終 結 を
調 節 す る 配 列 を 含 む 。 前 記 に お い て 、 プ ロ モ ー タ で は 植 物 体 内 に 挿 入 遺 伝 子 を 過 多 発 現 さ
せ 得 る も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い 。 前 記 プ ロ モ ー タ の 例 で は こ れ に 限 定 は さ れ な い も
の の 、 CaMVの 35S RNA及 び 19S RNAプ ロ モ ー タ ； フ ィ ク ワ ト モ ザ イ ク ウ イ ル ス (FMV)よ り 由
来 し た 、 全 長 転 写 プ ロ モ ー タ 及 び TMVの コ ー ト 蛋 白 質 プ ロ モ ー タ が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、
単 子 葉 植 物 や 木 本 植 物 体 で 遺 伝 子 を 過 多 発 現 す る に は 、 ユ ビ キ チ ン (ubiquitin)プ ロ モ ー
タ が 用 い ら れ る 。 植 物 細 胞 内 に 本 発 明 の 遺 伝 子 を 導 入 す る た め の 適 切 な ベ ク タ ー は Tiプ ラ
ス ミ ド 及 び 植 物 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が あ る 。 前 記 適 切 な ベ ク タ ー の 例 で は こ れ に 限 定 は さ れ
な い も の の 、 pPZP, pGA及 び pCAMBIA系 列 と 同 じ バ イ ナ リ ベ ク タ ー を 用 い る の が 好 ま し い 。
当 業 者 で あ れ ば 本 発 明 に 伴 う 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 を 導 入 さ せ る に 適 切 な ベ ク タ ー を 選 択 で き
る 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 例 で は  CaMV 35Sプ ロ モ ー タ と NOSタ ー ミ ネ ー タ が 含 ま れ た PBI121ベ ク タ
ー で GUS遺 伝 子 を 除 去 し た ベ ク タ ー pBI111Lに 、 AIA遺 伝 子 を 挿 入 し て 製 造 し た 組 換 え ベ ク
タ ー pBI111L-AIAが 例 示 さ れ て い る （ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 前 記 組 換 え ベ ク タ ー の 植 物 へ の 導 入 は 当 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 こ れ に 限 定 は さ れ な い も の の 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム (Agrobacterium sp.)媒 介 に よ る
方 法 、 粒 子 銃 衝 撃 法 (particle gun bombardment)、 シ リ コ ン 炭 化 物 ウ ィ ス カ ー (Silicon c
arbide whiskers)、 超 音 波 処 理 (sonication)、 電 気 穿 孔 法 (electroporation)及 び PEG(Pol
yethylen glycol)に よ る 沈 殿 法 を 使 用 で き る 。 本 発 明 の 一 実 施 例 で は ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム
媒 介 に よ る 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー で シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ を 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 前 記 に お い て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 植 物 を 形 質 転 換 し た 後 、 形 質 転 換 さ
れ た 植 物 を 選 別 し て 再 分 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 前 記 形 質 転 換 さ れ た 植 物 の 選 別 及 び 再 分 化 は 、 当 業 界 で 公 知 さ れ た 方 法 に よ り 行 え る 。
例 え ば 、 選 別 マ ー カ ー と し て 抗 生 剤 抵 抗 性 遺 伝 子 を 用 い た 場 合 、 本 発 明 に 伴 う ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 導 入 し た 植 物 を 抗 生 剤 が 含 ま れ た 培 地 で 培 養 し 、 抗 生 剤 抵 抗 性 を 示 す 植 物 の み を
選 択 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 伴 う ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 導 入 さ れ た 植 物 を 選 別 で き る 。 さ
ら に 、 RT-PCR又 は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 と 同 じ 遺 伝 工 学 的 な 方 法 を 通 じ て 、 植 物 内 に 望 む 遺
伝 子 が 挿 入 さ れ た か 否 か を 追 加 し て 確 認 で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 選 別 さ れ た 形 質 転 換 し た 植 物 の 再 分 化 は 、 当 業 界 で 公 知 さ れ た 方 法 に よ り カ ル ス (callu
s)の 誘 導 、 発 根 及 び 土 壌 醇 化 の 過 程 を 通 じ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 方 、 前 記 本 発 明 に 伴 う 方 法 が 適 用 で き る 植 物 に は 、 単 子 葉 植 物 又 は 双 子 葉 植 物 が 含 ま
れ る 。 前 記 単 子 葉 植 物 の 例 で は こ れ に 限 定 は さ れ な い も の の 、 稲 、 小 麦 、 大 麦 、 竹 （ 筍 ）
、 ト ウ モ ロ コ シ 、 里 芋 、 ア ス パ ラ ガ ス 、 玉 葱 、 ニ ン ニ ク 、 葱 、 ニ ラ 、 ヒ メ ニ ラ 、 長 芋 、 及
び 生 姜 が あ る 。 双 子 葉 植 物 の 例 で は こ れ に 限 定 さ れ な い も の の 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 茄 子 、
煙 草 、 唐 辛 子 、 ト マ ト 、 牛 蒡 、 春 菊 、 チ サ 、 桔 梗 、 ホ ウ レ ン 草 、 不 断 草 、 サ ツ マ 芋 、 セ ロ
リ 、 人 参 、 芹 、 パ セ リ 、 白 菜 、 キ ャ ベ ツ 、 葉 か ら し 菜 、 西 瓜 、 真 桑 瓜 、 キ ュ ウ リ 、 カ ボ チ
ャ 、 夕 顔 、 苺 、 大 豆 、 緑 豆 、 イ ン ゲ ン 豆 及 び 豌 豆 が あ る 。 好 ま し く は 前 記 環 境 ス ト レ ス 抵
抗 性 植 物 は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ で あ る こ と も あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 植 物 を 提 供 す る 。
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 に 伴 う 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 植 物 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表
示 さ れ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 植 物 に 導
入 し て 形 質 転 換 し た 後 、 通 常 的 な 方 法 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 植 物 を 選 別 し 、 選 別 さ れ た 植
物 を 再 分 化 す る こ と に よ り 収 得 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は AIA遺 伝 子 が 含 ま れ た 組 換
え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 植 物 の 切 片 体 を 、 当 業 界 で 公 知 さ れ た 適 切 な 培 地 に 置 床 し ，
適 正 条 件 で 培 養 し て カ ル ス (callus)の 形 成 を 誘 導 し 、 新 芽 が 形 成 さ れ る と ホ ル モ ン 無 添 加
培 地 に 移 し て 培 養 す る 。 約 ２ 週 間 後 前 記 新 芽 を 発 根 用 培 地 に 移 し て 根 を 誘 導 す る 。 根 が 誘
導 さ れ た 後 こ れ を 土 壌 に 移 植 し て 醇 化 さ せ る こ と に よ り 、 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 植 物 を 収 得
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 前 記 の 形 質 転 換 さ れ た 植 物 体 よ り 生 産 さ れ る 植 物 組 織 、 又 は 種 子 を 提
供 す る 。 前 記 植 物 組 織 又 は 種 子 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%
以 上 の 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い て 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 形 質 を 有
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す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 の 配 列 相
同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 物 質 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る
。 具 体 的 に 本 発 明 の 同 定 方 法 は 、 (ａ )配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 の
配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 組 換 え 細 胞 と 試 験 製 剤 (test sample)を 共 に 培 養
す る 段 階 ； 及 び （ ｂ ） 試 験 製 剤 と 共 に 培 養 さ れ た 組 換 え 細 胞 よ り 発 現 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 発 現 水 準 を 測 定 し 、 こ れ を 試 験 製 剤 無 し で 培 養 さ れ た 組 換 え 細 胞 よ り 発 現 さ れ る 水
準 と 比 較 す る 段 階 を 含 む 。 前 記 に お い て 、 本 発 明 に 伴 う ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 影 響 を
及 ぼ す と 言 う こ と は 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 促 進 さ せ 、 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗
性 を 増 加 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 試 験 製 剤 が 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 及 ぼ す 影
響 は 当 分 野 で 公 知 さ れ た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 等 を 通 じ て
測 定 で き る 。 本 発 明 で “ 製 剤 (agent)” 又 は “ 試 験 製 剤 ” (test agent)” と は 、 任 意 の 物
質 (substance)、 分 子 (molecule)、 元 素 (element)、 化 合 物 (compound)、 実 在 物 (entity)、
又 は こ れ ら の 組 合 せ を 含 む 。 例 え ば 、 こ れ に 制 限 は さ れ な い も の の 、 蛋 白 質 、 ポ リ ペ プ チ
ド 、 小 有 機 物 質 (small organic molecule)、 多 糖 類 (polysaccharide)、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
等 を 含 む 。 さ ら に 、 自 然 産 物 (natural product)、 合 成 化 合 物 又 は 化 学 化 合 物 又 は ２ 個 以
上 の 物 質 の 組 合 せ で あ る こ と も あ り 得 る 。 別 に 指 定 さ れ な い 限 り 、 製 剤 、 物 質 及 び 化 合 物
は 互 換 性 が あ る よ う に (interchangeably)使 用 で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 伴 う 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70%以 上 の 配
列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 ２ で 表 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 公 知 さ れ た 遺 伝 工 学 的 な 方 法 を 用 い て 植 物 の
環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 と 関 連 し た 形 質 改 善 及 び 他 の 植 物 体 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 調 節 遺 伝 子
の 探 索 に 有 用 に 利 用 で き る 。 好 ま し く は 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 １ で 表 示 さ れ
る AIA遺 伝 子 で あ る こ と も あ り 得 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ と し
て 使 用 し 、 公 知 さ れ た 遺 伝 工 学 的 方 法 で 植 物 体 で 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が で き る 。 前 記 遺 伝 工 学 的 方 法 に は 、 例 え ば 、 こ れ に 限 定 は さ れ な い も の の
、 DNAチ ッ プ 、 蛋 白 質 チ ッ プ 、 重 合 酵 素 連 鎖 反 応 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 サ ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 、 酵 素 免 疫 反 応 及 び 2-Dゲ ル 分 析 等 を 含 む 多 様 な 方 法 を 使 用 で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 下 記 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 し く 説 明 す る 。
　 下 記 実 施 例 は 本 発 明 を 例 示 す る も の に し て 、 本 発 明 の 内 容 が こ れ に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
実 施 例 １ ： AIA遺 伝 子 の cDNA合 成
　 AIA遺 伝 子 の cDNAは 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 葉 か ら 分 離 し た 総 RNAを 鋳 型 に し て RT-PCRを 行 い
製 造 し た 。 前 記 総 RNAの 分 離 は ア ー ル エ ヌ イ ー ジ ー プ ラ ン ト キ ッ ト (RNeasy plant kit, Qi
agen)を 用 い て 行 い 、 プ ラ イ マ ー は 公 知 さ れ た 遺 伝 子 配 列 (GenBank accession no:At1g539
10)を 基 に し て デ ザ イ ン し た 。 よ り 具 体 的 に 、 RT-PCRは 前 記 に て 分 離 し た 総 RNA500ngを 試
料 に し 、 下 記 の プ ラ イ マ ー と ワ ン ー ス テ ッ プ RT-PCRキ ッ ト (Qiagen)を 用 い て 行 い 、 条 件 は
50℃ で 30分 、 95℃ で 15分 間 反 応 さ せ 逆 転 写 し 、 前 記 逆 転 写 結 果 収 得 し た cDNAを 鋳 型 に し て
94℃ で 30秒 、 60℃ で 30秒 及 び 72℃ で １ 分 ず つ 24回 繰 返 す こ と に よ り PCR増 幅 産 物 を 収 得 し
た 。
　 　 正 方 向 プ ラ イ マ ー  : AIA-ap3： 配 列 番 号 ３
　   5′ -ATGTGTGGAGCTATAATATCCGAT- 3′
　 　 逆 方 向 プ ラ イ マ ー  : AIA-jinw： 配 列 番 号 ４
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　 　  5′ -TCAGAAGACTCCTCCAATCATGGAAT- 3′
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 施 例 ２ ： 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ で AIA遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン 分 析
　 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 器 官 別 及 び 発 達 段 階 に 伴 う AIA遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ ト 及 び RT-PCRを 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
〈 2-1〉 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 土 壌 で ４ 週 間 育 て た 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 根 、 ロ ゼ ッ ト 葉 (rosette)、 幹 (stem)、 茎
葉 (cauline)、 花 (flower)及 び シ リ ク (silique)か ら ア ー ル エ ヌ イ ー ジ ー プ ラ ン ト キ ッ ト (R
Neasy plant kit, Qiagen)を 用 い て 総 RNAを 分 離 し た 。 さ ら に 発 芽 後 ４ 日 目 の シ ロ イ ヌ ナ
ズ ナ と 、 ２ 週 経 っ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 根 と 葉 か ら そ れ ぞ れ の 総 RNAを 分 離 し た 。 ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト を 行 う た め に 、 前 記 に て 分 離 し た RNA10μ gず つ を ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー （ ホ ル
ム ア ミ ド 50%、 1× MOPS、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 2,2%)と 混 合 し た 後 、 1%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ア ガ
ロ ー ス ゲ ル (formaldehyde agarose gel)に ロ ー デ ィ ン グ し て 分 離 し 、 20× SSCを 利 用 し て
ナ イ ロ ン 膜 (Hybond N+ membrance)に 移 し た 。 前 記 ナ イ ロ ン 膜 を 軽 く 2× SSCで 洗 浄 し 、 200
mJエ ネ ル ギ ー で 架 橋 さ せ た 。 安 定 化 さ れ た ナ イ ロ ン 膜 を 前 混 成 化 バ ッ フ ァ ー (prehybridiz
ation buffer, 1% BSA, 1mM EDTA(pH8.0)、 0.25M Na 2 HPO 4 (pH7,2)、 7%SDS)で ３ 時 間 処 理
し た 後 、 AIA遺 伝 子 に 特 異 的 に 表 示 さ れ た 探 針 と 65℃ で 一 夜 混 成 化 し た 。 前 記 探 針 は 前 記
実 施 例 １ で 製 造 し た AIA遺 伝 子 の cDNA（ 配 列 番 号 １ ） を 鋳 型 に し て 、 下 記 の プ ラ イ マ ー （
配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ ） を 用 い て AIA遺 伝 子 の 3′ UTR部 分 を PCR増 幅 す る こ と に よ り 製
造 し 、 ［ α - 3 2 P］ dCTPを 用 い て 表 示 し た 。 　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 　 　 正 方 向 プ ラ イ マ ー ： 配 列 番 号 ５
　 　 　  5′ -CGTTGATGCTGGATGTAATGGGTAT-3′
　 　 　 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： 配 列 番 号 ６
　 　 　  5′ -CCTGAGTCGTTACAGCATCTTCGTT-3′
　 混 成 化 が 完 了 し た 後 、 ナ イ ロ ン 膜 を 65℃ で 2× SSCと 、 0.1% SDSで ５ 分 間 洗 浄 し た 後 、 Ｘ
線 フ ィ ル ム に 露 出 さ せ 放 射 線 で 感 光 さ れ た バ ン ド を 検 出 し た 。
　 実 験 の 結 果 、 AIA遺 伝 子 は 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 全 て の 器 官 で 発 現 さ れ る も の と し て
表 れ 、 特 に 根 と 花 に お い て 、 他 の 器 官 に 比 べ て 相 対 的 に 高 く 発 現 す る も の と し て 表 れ た （
図 １ ） 。 さ ら に 、 AIA遺 伝 子 は 発 芽 後 、 ４ 日 経 っ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ と ２ 週 間 経 っ た シ ロ イ
ヌ ナ ズ ナ の 葉 と 根 の 全 て に お い て 発 現 さ れ る も の と し て 表 れ た （ 結 果 未 図 示 ） 。 前 記 実 験
結 果 か ら AIA遺 伝 子 は 植 物 の 全 て の 器 官 に 存 在 し な が ら 、 植 物 の 生 活 周 期 (life cycle)全
般 に 亙 っ て 特 定 の 機 能 を 行 う も の と 推 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
〈 2-2〉 RT-PCR分 析
　 前 記 実 施 例 〈 2-1〉 に お い て ， AIA遺 伝 子 が シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 花 に 高 く 発 現 さ れ た 結 果 を
基 に 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 花 の 発 達 段 階 に 伴 う AIA遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を RT-PCRで 分 析 し
た 。 こ の 為 、 土 壌 で ４ 週 間 育 て た 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 花 か ら 発 達 段 階 別 （ 受 精 前 5～ 6
日 、 受 精 前 2～ 3日 、 受 精 期 、 受 精 後 6～ 8日 及 び 受 精 後 13～ 16日 ） に 実 施 例 １ と 同 一 な 方 法
で 総 RNAを 分 離 し て RT-PCRを 行 っ た 。
　 実 験 の 結 果 、 AIA遺 伝 子 は 受 精 前 に 最 も 高 く 発 現 さ れ る も の と し て 表 れ 、 発 達 段 階 が 進
む に つ れ て そ の 発 現 程 度 が 漸 次 減 少 す る も の と し て 表 れ た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
実 施 例 ３ ： 植 物 ホ ル モ ン の 処 理 に 伴 う シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 内 AIA遺 伝 子 の 発 現 変 化
　 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ を MS培 地 （ MS塩  2.15g, MES 0.5g, ス ク ロ ー ス  10g, 0.7%フ ィ ト ア ガ ー
, pH5.7） で ２ 週 間 育 て た 後 、 植 物 ホ ル モ ン の ABA、 ジ ャ ス モ ン 酸 (jasmonic acid)及 び エ
テ フ ォ ン (ethephon)が そ れ ぞ れ 100μ Mず つ 、 さ ら に 、 オ ー キ シ ン (auxin)、 ジ ベ レ リ ン 酸 (
gibberellic acid;GA)は そ れ ぞ れ 10μ Mが 含 ま れ た 水 溶 液 を ス プ レ ー し た 。 そ の 後 、 時 間
別 （ ス プ レ ー 後 30分 、 ２ 時 間 、 ６ 時 間 、 10時 間 及 び 24時 間 ） に シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 幼 植 物 体
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(seedling)よ り 前 記 実 施 例 〈 2-1〉 と 同 一 な 方 法 で 総 RNAを 分 離 し 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 行
っ た 。 こ の 際 、 ABAに よ り そ の 発 現 量 が 増 加 す る も の と し て 知 ら れ た KIN2遺 伝 子 を 陽 性 対
照 群 と し 用 い た 。
　 実 験 の 結 果 、 ABAを 処 理 し た 場 合 、 ２ 時 間 後 か ら シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 内 AIA遺 伝 子 が 初 期 水 準
に 比 べ て 高 く 発 現 さ れ た も の の 、 ス プ レ ー 後 24時 間 目 に は そ の 発 現 程 度 が 初 期 水 準 程 度 に
減 少 し た (図 ３ ） 。 反 面 、 オ ー キ シ ン 、 ジ ベ レ リ ン 、 ジ ャ ス モ ン 酸 及 び エ テ フ ォ ン の よ う
な ホ ル モ ン を 処 理 し た 場 合 に は 、 AIA遺 伝 子 の 発 現 程 度 が 初 期 水 準 と 大 差 が な か っ た  (結
果 未 図 示 ） 。
　 一 般 的 に 旱 魃 抵 抗 性 関 連 遺 伝 子 等 は ABAの 処 理 に よ り 誘 導 さ れ る も の と 知 ら れ て い る 。
従 っ て 、 前 記 実 験 結 果 か ら AIA遺 伝 子 も 植 物 の 旱 魃 抵 抗 性 と 関 連 が あ る も の と 推 定 さ れ た
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 ４ ： AIA遺 伝 子 を 過 発 現 す る 形 質 転 換 体 の 製 造
　 AIA遺 伝 子 が 植 物 体 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 と 関 連 が あ る か 否 か を 確 認 す る 為 、 AIA遺 伝 子
が 過 発 現 す る 形 質 転 換 体 を 製 造 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
〈 4-1 〉 AIA遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー の 製 造
　 AIA遺 伝 子 を 過 発 現 す る 形 質 転 換 体 を 製 造 す る 為 に 、 前 記 実 施 例 １ の AIA遺 伝 子 の cDNAを
制 限 酵 素 Xba1及 び Xho1で 切 断 し 、 CaMV 35Sプ ロ モ ー タ と NOSタ ー ミ ネ ー タ が 含 ま れ た ベ ク
タ ー で あ る pBI111Lの 同 一 な 場 に 挿 入 し て 組 換 え ベ ク タ ー pBI111L-AIAを 製 造 し た （ 図 ４ ）
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
〈 4-2〉 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 形 質 転 換
　 前 記 実 施 例 〈 4-1〉 の AIA遺 伝 子 を 含 む 、 組 換 え ベ ク タ ー を マ イ ク ロ パ ル サ ー (electropo
rator, Biorad)を 利 用 し た 電 気 穿 孔 法 で ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス C58C1(Ag
robacterium tumefaciens C58C1)に 導 入 し た 。 そ の 後 、 前 記 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム チ ュ メ フ
ァ シ エ ン ス を カ ナ マ イ シ ン (kanamycin)、 ゲ ン タ マ イ シ ン (gentamycine)及 び リ フ ァ ン ピ シ
ン (rifampicin)の 最 終 濃 度 が そ れ ぞ れ 30μ g/ml, 100μ g/ml及 び 100μ g/mlず つ 含 ま れ た YE
P培 地 （ 培 地 １ リ ッ ト ル 当 り 酵 母 抽 出 物 10g、 ペ プ ト ン 10g及 び NaCl5g含 む ） で 培 養 し て 抗
生 剤 抵 抗 性 を 示 す 形 質 転 換 体 を 選 抜 し た 。 選 抜 さ れ た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 菌 株 を 利 用 し て
フ ロ ー ラ ル デ ィ プ 法 (floral dip method)(Clough et al., Plant J., 16(6): 735-743, 1
998)で 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (Arabidopsis thaliana ecotype Col-0)を 形 質 転 換 し た 。 つ
ま り 、 AIA遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 菌 株 を カ ナ マ イ
シ ン 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 及 び リ フ ァ ン ピ シ ン が 含 ま れ た YEP培 地 5mlに 接 種 し て １ 日 間 培 養 し
、 500μ lを 採 り 同 一 な 条 件 の YEP培 地 500mlに 接 種 し 、 600nmで 吸 光 度 が 2.0以 上 に な る よ う
に 培 養 し た 。 培 養 が 完 了 し た 後 、 培 養 液 を 遠 心 分 離 し て 沈 殿 し た 細 胞 を 収 得 し 、 前 記 細 胞
を イ ン フ ィ ル タ レ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (MS塩  2.2g/L, ス ク ロ ー ス  50g/L, MES 0.5g/L, ベ
ン ジ ル ア ミ ノ ヒ ュ リ ン  0.044M及 び Silwet L-77 200μ l/L, pH5.7)に 懸 濁 し た 。 ４ 週 間 育
て た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ を 、 こ の 懸 濁 液 に 5～ 7秒 間 ３ 回 浸 水 さ せ 、 ラ ッ プ で 覆 い 24時 間 培 養 し
た 。 前 記 の よ う な 方 法 で 形 質 転 換 さ れ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ を 継 続 培 養 し て 次 世 代 の 種 子 を 収
穫 し た 。 前 記 に お い て 収 穫 し た 種 子 を カ ナ マ イ シ ン が 含 ま れ た MS培 地 に 播 種 し て ７ 日 間 培
養 す る こ と に よ り 、 カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 を 示 す 植 物 を ９ 個 選 抜 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
〈 4-3〉 形 質 転 換 さ れ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の RT-PCR
　 前 記 実 施 例 〈 4-2〉 で 選 抜 さ れ た ９ 個 の シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ を 土 壌 に 移 し て ４ 週 間 育 て 、 葉 (
rosette)を 採 集 し て 前 記 実 施 例 １ と 同 一 な 方 法 で 総 RNAを 分 離 し た 後 、 RT-PCRを 行 う こ と
に よ り AIA遺 伝 子 の 過 発 現 の 可 否 を 調 査 し た 。
　 実 験 の 結 果 、 ９ 個 の 形 質 転 換 体 の 内 ６ 個 よ り AIA遺 伝 子 の バ ン ド が 現 れ 、 こ の 内 で 11番
目 の 形 質 転 換 体 の バ ン ド の 強 度 が 最 も 大 き い も の と 現 れ た （ 図 ５ ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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〈 4-4〉 形 質 転 換 さ れ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 　 前 記 実 施 例 〈 4-3〉 で AIA
遺 伝 子 の バ ン ド が 検 出 さ れ た ６ 個 の 形 質 転 換 体 か ら ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し 、 こ れ を 利 用 し て
サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 行 う こ と に よ り 、 AIA遺 伝 子 が 前 記 形 質 転 換 体 の ゲ ノ ム 内 に 挿 入 さ れ た
か 否 か を 分 析 し た 。 ゲ ノ ム DNAを 抽 出 す る 為 に ６ 週 経 っ た T1形 質 転 換 体 か ら 葉 と 茎 約 2gを
切 除 し た 後 、 液 体 窒 素 を 利 用 し て 粉 砕 し 、 CTABバ ッ フ ァ ［ 2%(w/v) CTAB(cetyltrimethyla
mmonium bromide), 100mM Tris-HCl, pH8.0、 20mM EDTA, pH8.0、 1.4M NaCl及 び 1%ポ リ ビ
ニ ル ピ ロ リ ジ ン (M.W.40,000)］ 10mlに 入 れ 、 65℃ で ３ 時 間 程 放 置 し た 。 反 応 終 了 後 同 量 の
ク ロ ロ ホ ル ム (chloroform)を 混 合 し 、 3000rpmで 50分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 層 液 を 新 た な チ
ュ ー ブ に 写 し 、 2/3嵩 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル (Iso-propanol)を 添 加 し て 混 合 し 、 12000rpmで 5
分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 層 液 を 除 去 し て 沈 殿 物 を 70%エ タ ノ ー ル を 利 用 し て 洗 浄 し 、 TEバ ッ
フ ァ ー を 利 用 し て １ 次 的 に ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し た 。 さ ら に 、 残 存 す る RNAを 除 去 す る た め に
RNase A(promega, USA)を 最 終 濃 度 10μ g/mlに な る よ う に 添 加 し て 、 37℃ で 30分 間 培 養 し
た 後 、 さ ら に エ タ ノ ー ル 抽 出 法 を 利 用 し て 純 粋 ゲ ノ ム DNAを 抽 出 し た 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト の
為 、 各 形 質 転 換 体 よ り 収 得 し た ゲ ノ ム DNAを 10μ gず つ 採 り 制 限 酵 素 EcoRI と PstIで 24時 間
の 間 切 断 し て 0.7%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ロ ー デ ィ ン グ し た 。 ロ ー デ ィ ン グ が 終 わ っ た ア ガ ロ ー
ス ゲ ル を 変 性 バ ッ フ ァ ー (1.5M NaCl, 0.5N NaOH)300mlに 浸 漬 し 、 30分 間 軽 く 混 合 し 、 バ
ッ フ ァ ー を 捨 て て ２ 次 蒸 留 水 で ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 洗 浄 し た 。 さ ら に 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 中
和 バ ッ フ ァ ー (1M Tris-HCl(pH7.5), 1.5M NaCl)に 30分 間 浸 漬 し 、 前 記 提 示 し た ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト と 同 じ 方 法 で サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 進 め た 。 架 橋 さ れ た ナ イ ロ ン 膜 を サ ザ ン ブ ロ ッ ト
用 前 混 成 化 バ ッ フ ァ ー (1%SDS, 1M NaCl, 10%デ キ ス ト ラ ン ソ ル フ ェ ー ト )を 利 用 し て ３ 時
間 前 処 理 さ せ 、 35S CaMVプ ロ モ ー タ に 特 異 的 な 部 分 を 探 針 と し て 65℃ で １ 夜 混 成 化 し た 。
前 記 探 針 は ベ ク タ ー pBI111Lに 存 在 す る  35S CaMVプ ロ モ ー タ を 鋳 型 に し て 、 下 記 の プ ラ イ
マ ー を 用 い て PCRを 利 用 し て 増 幅 し ［ α - 3 2 P］ dCTPを 用 い て 表 示 し た 。
　 　 　 　 正 方 向 プ ラ イ マ ー ： 配 列 番 号 ７
　 　 　 　  5′ -CTAACTGCATCAAGAACACAGAGAA-3′
　 　 　 　 逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： 配 列 番 号 ８
　 　 　 　  5′ -AGATATCACATCAATCCACTTGCTT-3′
　 混 成 化 が 完 了 し た 後 、 ナ イ ロ ン 膜 を 65℃ で 2× SSCと 0.1%SDSで ５ 分 間 洗 浄 し 、 Ｘ 線 フ ィ
ル ム に 露 出 さ せ 放 射 線 で 感 光 さ れ た バ ン ド を 検 出 し た 。
　 実 験 の 結 果 、 ２ 番 、 ４ 番 及 び 11番 形 質 転 換 体 の 場 合 、 弱 い バ ン ド が し ば し ば 表 れ る も の
の 、 強 い 一 つ の バ ン ド が 表 れ る こ と が 見 ら れ た （ 図 ６ ） 。 従 っ て 、 AIA遺 伝 子 は シ ロ イ ヌ
ナ ズ ナ の ゲ ノ ム で 単 一 コ ピ ー (single-copy)遺 伝 子 と し て 存 在 す る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
実 施 例 ５ ： AIA遺 伝 子 活 性 が 抑 制 さ れ た 突 然 変 異 体 の 製 造
〈 5-1〉 同 型 接 合 突 然 変 異 体 の 製 造
　 AIA遺 伝 子 が 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 と 関 連 が あ る か 否 か を 確 認 す る 為 に 、 AIA遺 伝 子
活 性 が 抑 制 さ れ た 同 型 接 合 突 然 変 異 体 を 製 造 し た 。 こ の 為 、 AIA遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ 部 分
に T-DNAが 挿 入 さ れ た 種 子 (Salk-019187)を ソ ー ク (http://signal.salk.edu-bin/tdnaexpr
ess)か ら 入 手 し た （ 図 ７ ） 。 前 記 種 子 を カ ナ マ イ シ ン が 含 ま れ た MS培 地 に 播 種 し 、 ２ 週 間
後 土 壌 に 移 植 し て さ ら に ２ 週 間 育 て て 葉 よ り ゲ ノ ム DNAを 分 離 し た 。 前 記 ゲ ノ ム DNAの 分 離
は 次 の よ う な 方 法 で 行 っ た 。 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 葉 ２ 枚 を E-チ ュ ー ブ に 入 れ 、 液 体 窒 素 を 入
れ て プ ラ ス チ ッ ク 探 針 を 利 用 し て チ ョ ッ ピ ン グ (chopping)し 、 こ こ に 、 抽 出 バ ッ フ ァ ー ［
100mM Tris-HCl,(pH8.5), 50mM EDTA(pH8.5)及 び 500mM NaCl］ 500μ lと 20%SDS 35μ lを 添
加 し 、 65℃ で ５ 分 間 放 置 し た 。 こ れ に さ ら に 5M KOAc 130μ lを 添 加 し て 氷 に ５ 分 間 放 置 し
、 15000rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 収 得 し た 上 層 液 を 新 た な チ ュ ー ブ に 移 し 、 イ ソ プ ロ パ
ノ ー ル (Iso-propanol) 640μ lと 、 3M NaOAc 60μ lを 添 加 し て -20℃ で 10分 間 培 養 し 、 1500
0rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 DNA沈 殿 物 を 70%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 ２ 次 蒸 留 水 で ゲ ノ ム DN
Aを 抽 出 し た 。 前 記 の よ う な 方 法 で 収 得 し た ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 に し て 下 記 の プ ラ イ マ ー を 用
い て PCR増 幅 し た 後 、 収 得 し た PCR増 幅 産 物 を 電 気 泳 動 す る こ と に よ り 、 T-DNAが 挿 入 さ れ
た 同 型 接 合 突 然 変 異 体 を 選 抜 し た 。 PCR増 幅 の 際 用 い た プ ラ イ マ ー で は T-DNA内 部 位 置 プ ラ
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イ マ ー LB、 周 辺 ゲ ノ ム に 位 置 し た 正 方 向 プ ラ イ マ ー LP及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー RPを 用 い た （
図 7B） 。 前 記 に て PCR増 幅 の 条 件 と し て は 94℃ で 30秒 、 56℃ で 30秒 、 72℃ で 2分 ず つ 35回 繰
返 し た 。 さ ら に 、 同 一 な 条 件 下 で T-DNA内 部 位 置 プ ラ イ マ ー を 除 外 し 、 ゲ ノ ム の 正 方 向 プ
ラ イ マ ー と 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR増 幅 し て こ れ を 電 気 泳 動 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 　 　 　 Ｌ Ｂ プ ラ イ マ ー ： 配 列 番 号 ９
　 　 　 　  5′ -GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT -3′
　 　 　 　 Ｌ Ｐ プ ラ イ マ ー ： 配 列 番 号 10
　 　 　 　  5′ -TGTTAAATATCTGTTCTGCGTTGGC-3′
　 　 　 　 Ｒ Ｐ プ ラ イ マ ー ： 配 列 番 号 11
　 　 　 　  5′ -AACCAATTCAATCGCTCAAAC-3′
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 前 記 の よ う な 方 法 に よ り ３ 種 類 の プ ラ イ マ ー を 全 て 用 い て 電 気 泳 動 す る と 、 野 生 型 の 場
合 に は 900bp大 (LPよ り RPま で )の 一 つ の バ ン ド が 検 出 さ れ る 。 同 型 接 合 突 然 変 異 体 の 場 合
に は 、 410+N bp(N=0～ 300)(RPよ り 300+N個 の 塩 基 と 、 LBよ り ベ ク タ ー の 左 方 境 界 面 の 110
個 の 塩 基 ） 大 の 一 つ の バ ン ド が 検 出 さ れ 、 T-DNAが 挿 入 さ れ た 全 体 ゲ ノ ム の 増 幅 産 物 は そ
の 大 き さ が 大 き 過 ぎ て 電 気 泳 動 の 際 検 出 さ れ な い 。 異 型 接 合 突 然 変 異 体 の 場 合 に は 、 染 色
体 の 一 筋 は 野 生 型 と 同 一 で 残 り の 一 筋 の み に T-DNAが 挿 入 さ れ て い る 為 に 、 900bp大 の 一 つ
の バ ン ト と 410+N bp大 の バ ン ド が 全 て 検 出 さ れ る （ 図 ８ ） 。
　 一 方 、 T-DNA内 部 位 置 プ ラ イ マ ー を 除 外 し て 、 周 辺 ゲ ノ ム に 位 置 し た 正 方 向 及 び 逆 方 向
プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR増 幅 し た 後 、 電 気 泳 動 す る と 野 生 型 の 場 合 に は 900bp大 の 一 つ バ ン
ド が 検 出 さ れ る も の の 、 T-DNAが 挿 入 さ れ た ゲ ノ ム を 有 す る 突 然 変 異 体 の 場 合 に は 、 増 幅
産 物 の 大 き さ が 大 き 過 ぎ て 電 気 泳 動 の 際 検 出 さ れ な い 。
　 前 記 の よ う な 方 法 と 原 理 に よ り 、 ３ 種 類 の プ ラ イ マ ー を 全 て 用 い て PCR増 幅 し て 電 気 泳
動 し た 結 果 、 総 14個 の 植 物 系 統 の 内 12個 の 同 型 接 合 突 然 変 異 体 が 選 抜 さ れ た （ 図 ９ ） 。
　 一 方 、 T-DNA内 部 位 置 プ ラ イ マ ー を 除 外 し 、 周 辺 ゲ ノ ム に 位 置 し た プ ラ イ マ ー の み を 用
い て PCR増 幅 し た 産 物 の 電 気 泳 動 結 果 は 野 生 型 の 場 合 に の み 900bp大 の バ ン ド が 検 出 さ れ た
（ 図 ９ ） 。
　 前 記 に て 選 抜 し た 12個 の 突 然 変 異 体 か ら 次 世 代 の 種 子 を 収 穫 し 、 こ れ を カ ナ マ イ シ ン が
含 ま れ た MS培 地 に 播 種 し て 、 カ ナ マ イ シ ン に 抵 抗 性 を 有 す る 突 然 変 異 体 を 最 終 的 に 選 抜 し
、 こ れ を AIAと 命 名 し た （ 図 10） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
〈 5-2〉 同 型 接 合 突 然 変 異 体 の AIA遺 伝 子 の 発 現 程 度 測 定
　 前 記 〈 5-1〉 で 選 抜 し た 突 然 変 異 体 (AIA)を 土 壌 で ４ 週 間 生 育 さ せ 、 葉 か ら 総  RNAを 分 離
し て 前 記 実 施 例 〈 2-1〉 と 同 一 な 方 法 で ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 行 い 、 AIA遺 伝 子 の 発 現 程 度 を
測 定 し た 。
　 実 験 の 結 果 、 同 型 接 合 突 然 変 異 体  (AIA)の AIA遺 伝 子 の 発 現 程 度 は 野 生 型 に 比 べ て 極 め
て 低 く 表 れ 、 同 型 接 合 突 然 変 異 体 の RNAを 野 生 型 に 比 べ て ４ 倍 高 い 濃 度 で 、 ロ ー デ ィ ン グ
す る 場 合 に 野 生 型 と 似 た 水 準 の 発 現 程 度 を 示 し た （ 図 11） 。 従 っ て 、 前 記 同 型 接 合 突 然 変
異 体 で AIA遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ た こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 ６ ： AIA遺 伝 子 活 性 が 過 発 現 さ れ た 形 質 転 換 体 の 旱 魃 抵 抗 性 調 査 AIA遺 伝 子 が 植 物 の
旱 魃 抵 抗 性 と 関 連 が あ る か 否 か を 確 認 す る 為 に 、 AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 の 旱 魃 ス ト
レ ス に 伴 う 生 育 状 態 及 び 増 産 率 を 野 生 型 及 び AIA遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ た 突 然 変 異 体 の
場 合 と 比 較 調 査 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 〈 6-1〉 旱 魃 ス ト レ ス に 伴 う 生 育 状 態 比 較
　 土 壌 に 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 前 記 実 施 例 〈 4-2〉 の AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 及 び 前
記 実 施 例 〈 5-1〉 の 突 然 変 異 体 を 継 続 培 養 し て 次 世 代 の 種 子 を 収 穫 し た 。 前 記 そ れ ぞ れ の
種 子 を 土 壌 に 100余 個 ず つ 播 種 し 、 長 日 条 件 （ 16時 間 光 /8時 間 暗 ） で 23℃ で ２ 週 間 生 育 さ
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せ た 。 そ の 後 、 10日 間 水 の 供 給 を 中 断 し て 旱 魃 ス ト レ ス を 加 え 、 水 を 再 供 給 し て ２ 日 後 の
生 育 状 態 を 観 察 し た 。
　 実 験 の 結 果 、 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ と 同 型 接 合 突 然 変 異 体 は 80%以 上 が 枯 死 す る も の と
と し て 表 れ た 。 反 面 、 AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 は 大 部 分 が 生 存 す る も の と し て 表 れ た
（ 図 12） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 〈 6-2〉 各 植 物 の 増 産 率 比 較
　 本 発 明 に 伴 う AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 の 旱 魃 抵 抗 性 を よ り 具 体 的 に 調 査 す る 為 に 、
野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 実 施 例 〈 4-2〉 の AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 及 び 実 施 例 〈 5-1〉
の 突 然 変 異 体 を ２ 週 間 生 育 さ せ 、 3,4,5番 目 の 葉 を そ れ ぞ れ 切 断 し て 、 3Mペ ー パ ー の 上 に
、 葉 の 裏 面 (abaxial side)が 上 に く る よ う に し て 、 １ 時 間 間 隔 で ６ 時 間 葉 の 重 さ を 測 定 す
る こ と に よ り 、 時 間 の 経 過 に 伴 う 増 産 率 を 比 較 し た 。
　 実 験 の 結 果 、 AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 は 野 生 型 と 突 然 変 異 体 に 比 べ て 、 水 分 損 失 が
少 な い も の と し て 表 れ た 。 つ ま り 、 ６ 時 間 後 に 前 記 形 質 転 換 体 の 葉 の 重 さ は 初 期 質 量 の 約
70%程 度 を 維 持 す る も の と し て 表 れ た 反 面 、 野 生 型 と 突 然 変 異 体 は 約 50%以 下 に 減 少 す る も
の と し て 表 れ た （ 図 13） 。
　 従 っ て 、 本 発 明 に 伴 う AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 は 、 野 生 型 や AIA遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制
さ れ た 突 然 変 異 体 に 比 べ て 、 増 産 作 用 が 抑 制 さ れ 旱 魃 ス ト レ ス に 対 す る 抵 抗 性 が 増 加 す る
こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
実 施 例 ７ ： AIA遺 伝 子 が 過 発 現 さ れ た 形 質 転 換 体 の 除 草 剤 抵 抗 性 調 査
　 AIA遺 伝 子 が 植 物 の 除 草 剤 抵 抗 性 と 関 連 が あ る か 否 か を 確 認 す る 為 に 、 除 草 剤 の 処 理 に
伴 う AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 の 葉 緑 素 分 解 程 度 を 野 生 型 及 び AIA遺 伝 子 発 現 が 抑 制 さ れ
た 突 然 変 異 体 の 場 合 と 比 較 し て 調 査 し た 。
　 除 草 剤 の パ ラ コ ー ト (Paraquat, methyl viologen)6μ Mを 含 む MS培 地 で ４ 週 間 生 育 さ せ
た 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 、 前 記 実 施 例 〈 4-2〉 の AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換 体 及 び 前 記 実 施
例 〈 5-1〉 の 突 然 変 異 体 の 葉 を 浮 か べ て 、 連 続 光 条 件 で 23℃ で 72時 間 培 養 さ せ た 。 対 照 群
に は メ チ ル ビ オ ロ ー ゲ ン が 含 ま れ て い な い MS培 地 を 用 い た 。 前 記 メ チ ル ビ オ ロ ー ゲ ン は 商
品 名 グ ラ モ ク ソ ン で 良 く 知 ら れ て い る 非 選 択 的 除 草 剤 に し て 、 葉 緑 素 を 有 し て い る 全 て の
植 物 を 枯 死 さ せ る ば か り で な く 、 人 体 に 吸 収 さ れ た 場 合 致 命 的 な 問 題 を 引 起 こ し 得 る 毒 性
物 質 で あ る 。
　 除 草 剤 ス ト レ ス に よ る 葉 緑 素 分 解 程 度 は 下 記 の よ う な 方 法 に よ り 測 定 し た 。 先 ず 、 前 記
で 培 養 が 完 了 し た 各 植 物 体 の 葉 ２ ｇ を 採 集 し 、 0.1g CaCO 3 と 共 に 、 85%の ア セ ト ン を 少 し
ず つ 添 加 し な が ら 擂 り 鉢 で 粉 砕 し 、 3000rpmで ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 層 液 を 分 離 し た 後
公 知 さ れ た 方 法 に よ り 葉 緑 素 を 定 量 し た (Cunniff. P. A. Plant in Official Method of 
Analysis. vol1. 16th ed., pp26-28, 1995)。
　 実 験 の 結 果 、 除 草 剤 を 含 む 培 地 で 培 養 し た 場 合 、 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ と 同 型 接 合 突 然
変 異 体 は 対 照 群 に 比 べ て 、 60%以 上 の 葉 緑 素 が 分 解 さ れ る 反 面 、 AIA遺 伝 子 過 発 現 形 質 転 換
体 は こ れ 等 に 比 べ て 10～ 20%程 度 の 損 失 が 少 な 目 な も の と し て 表 れ た （ 図 14及 び 15図 ） 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 以 上 、 前 記 実 施 例 を 通 じ て 説 明 し た 通 り 、 本 発 明 の 方 法 は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 の 環 境 ス
ト レ ス 抵 抗 性 遺 伝 子 を 植 物 に 導 入 す る こ と に よ り 、 植 物 の 環 境 ス ト レ ス 抵 抗 性 を 増 加 で き
る 効 果 が あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
【 図 １ 】 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 各 器 官 に 伴 う AIA遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト で 分 析 し た 結 果 。
【 図 ２ 】 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 花 の 発 達 段 階 に 伴 う AIA遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を RT-PCR
で 分 析 し た 結 果 （ Ｍ ： 分 子 量 マ ー カ ー ， I： 花 芽 形 成 期 （ 受 精 前  5～ 6日 ） ， II： 受 精 及 び
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開 花 期  I（ 受 精 前  2～ 3日 ） ， III： 受 精 及 び 開 花 期  II（ 受 精 期 ） ， IV： シ リ ク 発 達 期 （
受 精 後  6～ 8日 ） ， V： シ リ ク 完 成 期 （ 受 精 後 13～ 16日 ） ） 。
【 図 ３ 】 植 物 ホ ル モ ン ABAを シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に 処 理 し 、 時 間 の 経 過 に 伴 い AIA遺 伝 子 の 発 現
パ タ ー ン を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 結 果 。
【 図 ４ 】 本 発 明 に 伴 う AIA遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー の 開 裂 地 図 を 示 し た 図 。
【 図 ５ 】 本 発 明 に 伴 う AIA遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ
の RT-PCR分 析 結 果 （ Ｗ ： 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ， Ｍ ： 分 子 量 マ ー カ ー ） 。
【 図 ６ 】 本 発 明 に 伴 う AIA遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ
の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 結 果 （ Ｗ ： 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ） 。
【 図 ７ 】 AIA遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ 部 分 に 挿 入 さ れ る T-DNAの 位 置 を 示 し た 図 。
【 図 ８ 】 AIA遺 伝 子 の 活 性 が 抑 制 さ れ た 同 形 接 合 突 然 変 異 体 の 選 抜 の た め 、 デ ザ イ ン し た
プ ラ イ マ ー 及 び 前 記 プ ラ イ マ ー に よ り 、 増 幅 さ れ る 産 物 の 大 き さ を 示 し た 図 （ Ｗ Ｔ ： 野 生
型 ， Ｈ Ｚ ： 異 型 接 合 突 然 変 異 体 ， Ｈ Ｍ ： 同 型 接 合 突 然 変 異 体 ） 。
【 図 ９ 】 PCRを 利 用 し て AIA遺 伝 子 の 活 性 が 抑 制 さ れ た 同 形 接 合 突 然 変 異 体 を 選 抜 し た 結 果
。 Ａ ： T-DNA内 部 位 置 プ ラ イ マ ー 、 周 辺 ゲ ノ ム に 対 す る 正 方 向 プ ラ イ マ ー 及 び 逆 方 向 プ ラ
イ マ ー を す べ て 用 い て PCR増 幅 し た 結 果 。 Ｂ ： T-DNA内 部 位 置 プ ラ イ マ ー を 除 外 し て 周 辺 ゲ
ノ ム に 対 す る 正 方 向 プ ラ イ マ ー 及 び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の み を 用 い て PCR増 幅 し た 結 果 。
【 図 １ ０ 】 PCRを 利 用 し て 選 抜 し た AIA遺 伝 子 の 活 性 が 抑 制 さ れ た 同 型 接 合 突 然 変 異 体 の 次
世 代 の 種 子 を 、 カ ナ マ イ シ ン が 含 ま れ た MS培 地 で 播 種 し て カ ナ マ イ シ ン に 抵 抗 性 を 有 す る
突 然 変 異 体 を 最 終 的 に 選 抜 し た 結 果 （ Ａ ： 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ， Ｂ ： カ ナ マ イ シ ン に 抵
抗 性 を 有 す る 同 型 接 合 突 然 変 異 体 ， Ｃ ： カ ナ マ イ シ ン に 抵 抗 性 を 有 す る 同 型 接 合 突 然 変 異
体 ， Ｄ ： カ ナ マ イ シ ン に 抵 抗 性 を 有 す る 同 型 接 合 突 然 変 異 体 ） 。
【 図 １ １ 】 本 発 明 の 方 法 に よ り 選 抜 さ れ た 同 型 接 合 突 然 変 異 体 の AIA遺 伝 子 の 発 現 程 度 を
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 結 果 （ Ａ ： 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (RNAロ ー デ ィ ン グ 量 10μ g)
， Ｂ ： 同 型 接 合 突 然 変 異 体 (RNAロ ー デ ィ ン グ 量 10μ g)， Ｃ ： 同 型 接 合 突 然 変 異 体 (RNAロ ー
デ ィ ン グ 量 40μ g)） 。
【 図 １ ２ 】 旱 魃 ス ト レ ス に 伴 う AIA遺 伝 子 の 過 発 現 形 質 転 換 体 、 同 型 接 合 突 然 変 異 体 及 び
野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 生 育 状 態 を 比 較 し た 写 真 （ Ａ ： 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ ， Ｂ ： 同 型
接 合 突 然 変 異 体 ， Ｃ ： 過 発 現 形 質 転 換 体 １ ， Ｄ ： 過 発 現 形 質 転 換 体 ２ ） 。
【 図 １ ３ 】 AIA遺 伝 子 の 過 発 現 形 質 転 換 体 、 同 型 接 合 突 然 変 異 体 及 び 野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ
ナ の 時 間 の 経 過 に 伴 う 葉 の 重 さ を 測 定 し た 結 果 。
【 図 １ ４ 】 除 草 剤 の 処 理 に 伴 う AIA遺 伝 子 の 過 発 現 形 質 転 換 体 、 同 型 接 合 突 然 変 異 体 及 び
野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 葉 緑 素 分 解 程 度 を 比 較 し た 写 真 。
【 図 １ ５ 】 除 草 剤 の 処 理 に 伴 う AIA遺 伝 子 の 過 発 現 形 質 転 換 体 、 同 型 接 合 突 然 変 異 体 及 び
野 生 型 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 葉 緑 素 を 定 量 し た 結 果 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】

【 配 列 表 】
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