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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　葉緑体移行シグナルと連結されてなる配列番号３で示される塩基配列でコードされるア
ミノ酸配列にて特定される5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素の酵素活性を
有し、該酵素活性によって、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵
素活性を阻害する量の除草剤に対して耐性を示す植物であって、
かつ、葉緑体移行シグナルを欠失した植物由来のマグネシウムケラターゼのプロトポルフ
ィリンIX結合サブユニットタンパク質をコードする遺伝子が導入されてなり該遺伝子を発
現する植物。
【請求項２】
　遺伝子が、植物細胞で機能可能なプロモーターおよび植物細胞で機能可能なターミネー
ターと機能可能な形で結合されてなる遺伝子である請求項１記載の植物。
【請求項３】
　葉緑体移行シグナルを欠失したマグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サ
ブユニットタンパク質が、タバコ由来である請求項１または２記載の植物。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれかに記載の植物を増殖させることを特徴とする除草剤耐性植物の
製造方法。
【請求項５】
　請求項１～３のいずれかに記載の植物の栽培域に除草剤を散布する雑草防除方法。
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【請求項６】
　請求項１～３のいずれかに記載の植物の栽培域に除草剤を散布する除草剤耐性植物の選
抜方法。
【請求項７】
　請求項１～３のいずれかに記載の植物の細胞の培養域に除草剤を添加する除草剤耐性植
物細胞の選抜方法。
【請求項８】
　葉緑体移行シグナルと連結されてなる配列番号３で示される塩基配列でコードされるア
ミノ酸配列にて特定される5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素の酵素活性を
有し、該酵素活性によって、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵
素活性を阻害する量の除草剤に対して耐性を示す植物の細胞に、
葉緑体移行シグナルを欠失した植物由来のマグネシウムケラターゼのプロトポルフィリン
IX結合サブユニットタンパク質をコードする遺伝子を導入し発現させる工程を含むことを
特徴とする除草剤耐性植物の作製方法。

【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明が属する技術分野】
本発明は、除草剤耐性植物に関する。
【０００２】
【従来の技術】
雑草防除は作物の収量向上や高品質化を図るうえで重要な作業であり、雑草防除作業の効
率化の為に主として除草剤が使用されている。防除の対象となる雑草は種類も多く、発生
も長期間にわたるため、必要に応じて、異なる除草作用機構で作用する複数の化合物が雑
草防除に用いられることがある。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】
このような除草剤の使用場面において、作物と近縁の雑草とを明確に区別して、雑草のみ
を選択的に防除することは困難な場合があることから、異なる除草作用機構で作用する複
数の化合物に対して耐性を示す作物の開発が切望されている。
【０００４】
【課題を解決するための手段】
このような状況下、本発明者らは鋭意検討を行った結果、ある種のタンパク質を植物の細
胞で産生させることにより、グリフォセートおよびその塩に対する耐性とプロトポルフィ
リノーゲンIXオキシダーゼ阻害型除草剤に対する耐性とを有する植物を作出することが可
能であることを見出し本発明に至った。
即ち、本発明は、
１）下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性を有し、該酵素活性によって
、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を阻害する量の除草
剤に対して耐性を示す植物であって、
(1)植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性とは実質的に異なる
5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性。
(2)植物の天然のグリフォセートオキシドリダクターゼ活性とは実質的に異なるグリフォ
セートオキシドリダクターゼ活性。
かつ、下記(3)、(4)および(5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子が導入され
てなり該遺伝子を発現する植物（以下、本発明植物１と記す。）、
(3)プロトポルフィリノーゲンIXオキシダーゼ阻害型除草剤の殺草活性に関わる物質に特
異的に結合する。
(4)当該タンパク質が特異的に結合する物質に対する変性能を実質的に持たない。
(5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
２）タンパク質が、プロトポルフィリノーゲンIXオキシダーゼ阻害型除草剤に有効成分と
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して含まれる物質に特異的に結合する性質を有するタンパク質である前項１）記載の植物
、
３）タンパク質が、植物細胞内でプロトポルフィリノーゲンIXオキシダーゼ阻害型除草剤
の雑草防除活性発現に関わる植物細胞内因性物質に特異的に結合する性質を有するタンパ
ク質である前項１）記載の植物、
４）タンパク質が、プロトポルフィリンIXに特異的に結合する性質を有するタンパク質で
ある前項１）または３）記載の植物、
５）タンパク質が、マグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サブユニットタ
ンパク質であるか、または該タンパク質の改変タンパク質であってプロトポルフィリンIX
に特異的に結合する性質を有するタンパク質である前項１）、３）または４）記載の植物
、
６）タンパク質が、プロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合する性質を有するタンパ
ク質である前項１）または３）記載の植物、
７）タンパク質が、プロトポルフィリノーゲンIXオキシダーゼの改変タンパク質であって
、プロトポルフィリノーゲンIXに対する酸化能を持たずプロトポルフィリノーゲンIXに特
異的に結合する性質を有するタンパク質である前項１）、３）または６）記載の植物、
８）タンパク質が、プロトポルフィリノーゲンIXオキシダーゼの改変タンパク質であって
、プロトポルフィリノーゲンIXに対する酸化能を持たずプロトポルフィリノーゲンIXオキ
シダーゼ阻害型除草剤に有効成分として含まれる物質に特異的に結合する性質を有するタ
ンパク質である前項１）、２）または６）記載の植物、
９）下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性を有し、該酵素活性によって
、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を阻害する量の除草
剤に対して耐性を示す植物であって、
(1)植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性とは実質的に異なる
5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性。
(2)植物の天然のグリフォセートオキシドリダクターゼ活性とは実質的に異なるグリフォ
セートオキシドリダクターゼ活性。
かつ、下記(3)、(4)および(5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子が導入され
てなり該遺伝子を発現する植物（以下、本発明植物２と記す。）、
(3)プロトポルフィリンIXに特異的に結合する。
(4)プロトポルフィリノーゲンIXに対する変性能を持たない。
(5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
１０）タンパク質がフェロケラターゼであるか、または該タンパク質の改変タンパク質で
あってプロトポルフィリンIXに特異的に結合する性質を有するタンパク質である前項９）
記載の植物、
１１）下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性を有し、該酵素活性によっ
て、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を阻害する量の除
草剤に対して耐性を示す植物であって、
(1)植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性とは実質的に異なる
5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性。
(2)植物の天然のグリフォセートオキシドリダクターゼ活性とは実質的に異なるグリフォ
セートオキシドリダクターゼ活性。
かつ、下記(3)、(4)および(5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子が導入され
てなり該遺伝子を発現する植物（以下、本発明植物３と記す。）、
(3)プロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合する。
(4)コプロポルフィリノーゲンIIIに対する変性能を持つ。
(5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
１２）タンパク質がコプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼであるか、または該タン
パク質の改変タンパク質であってプロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合する性質を
有するタンパク質である前項１１）記載の植物、
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１３）前項１）～１２）のいずれかに記載の植物を増殖させることを特徴とする除草剤耐
性植物の製造方法、
１４）前項１）～１２）のいずれかに記載の植物の栽培域に除草剤を散布する雑草防除方
法、
１５）前項１）～１２）のいずれかに記載の植物の栽培域に除草剤を散布する除草剤耐性
植物の選抜方法、
１６）前項１）～１２）のいずれかに記載の植物の細胞の培養域に除草剤を添加する除草
剤耐性植物細胞の選抜方法、
１７）下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上のタンパク質をコードする遺伝子を植
物細胞に導入し発現させる工程と、
(1)5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を実質的に有するタンパク質。
(2)グリフォセートオキシドリダクターゼ活性を実質的に有するタンパク質。
下記(3)、(4)および(5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を植物細胞に導入
し発現させる工程とを含むことを特徴とする除草剤耐性植物の作製方法、
(3)プロトポルフィリノーゲンIXオキシダーゼ阻害型除草剤の殺草活性に関わる物質に特
異的に結合する。
(4)当該タンパク質が特異的に結合する物質に対する変性能を実質的に持たない。
(5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
１８）下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性を有し、該酵素活性によっ
て、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を阻害する量の除
草剤に対して耐性を示す植物の細胞に、
(1)植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性とは実質的に異なる
5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性。
(2)植物の天然のグリフォセートオキシドリダクターゼ活性とは実質的に異なるグリフォ
セートオキシドリダクターゼ活性。
下記(3)、(4)および(5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を植物細胞に導入
し発現させる工程を含むことを特徴とする除草剤耐性植物の作製方法、
(3)プロトポルフィリノーゲンIXオキシダーゼ阻害型除草剤の殺草活性に関わる物質に特
異的に結合する。
(4)当該タンパク質が特異的に結合する物質に対する変性能を実質的に持たない。
(5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
１９）下記(1)、(2)および(3)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子が導入され
てなり該遺伝子を発現する植物細胞に、
(1)プロトポルフィリノーゲンIXオキシダーゼ阻害型除草剤の殺草活性に関わる物質に特
異的に結合する。
(2)当該タンパク質が特異的に結合する物質に対する変性能を実質的に持たない。
(3)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
下記(4)および(5)のうちから選ばれる１以上のタンパク質をコードする遺伝子を導入し発
現させる工程を含むことを特徴とする除草剤耐性植物の作製方法、
(4)5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を実質的に有するタンパク質。
(5)グリフォセートオキシドリダクターゼ活性を実質的に有するタンパク質。
２０）下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上のタンパク質をコードする遺伝子を植
物細胞に導入し発現させる工程と、
(1)5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を実質的に有するタンパク質。
(2)グリフォセートオキシドリダクターゼ活性を実質的に有するタンパク質。
下記(3)、(4)および(5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を植物細胞に導入
し発現させる工程とを含むことを特徴とする除草剤耐性植物の作製方法、
(3)プロトポルフィリンIXに特異的に結合する。
(4)プロトポルフィリノーゲンIXに対する変性能を持たない。
(5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
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２１）下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性を有し、該酵素活性によっ
て、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を阻害する量の除
草剤に対して耐性を示す植物の細胞に、
(1)植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性とは実質的に異なる
5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性。
(2)植物の天然のグリフォセートオキシドリダクターゼ活性とは実質的に異なるグリフォ
セートオキシドリダクターゼ活性。
下記(3)、(4)および(5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を植物細胞に導入
し発現させる工程を含むことを特徴とする除草剤耐性植物の作製方法、
(3)プロトポルフィリンIXに特異的に結合する。
(4)プロトポルフィリノーゲンIXに対する変性能を持たない。
(5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
２２）下記(1)、(2)および(3)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子が導入され
てなり該遺伝子を発現する植物細胞に、
(1)プロトポルフィリンIXに特異的に結合する。
(2)プロトポルフィリノーゲンIXに対する変性能を持たない。
(3)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
下記(4)および(5)のうちから選ばれる１以上のタンパク質をコードする遺伝子を導入し発
現させる工程を含むことを特徴とする除草剤耐性植物の作製方法、
(4)5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を実質的に有するタンパク質。
(5)グリフォセートオキシドリダクターゼ活性を実質的に有するタンパク質。
２３）下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上のタンパク質をコードする遺伝子を植
物細胞に導入し発現させる工程と、
(1)5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を実質的に有するタンパク質。
(2)グリフォセートオキシドリダクターゼ活性を実質的に有するタンパク質。
下記(3)、(4)および(5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を植物細胞に導入
し発現させる工程とを含むことを特徴とする除草剤耐性植物の作製方法、
(3)プロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合する。
(4)コプロポルフィリノーゲンIIIに対する変性能を持つ。
(5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
２４）下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性を有し、該酵素活性によっ
て、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を阻害する量の除
草剤に対して耐性を示す植物の細胞に、
(1)植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性とは実質的に異なる
5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性。
(2)植物の天然のグリフォセートオキシドリダクターゼ活性とは実質的に異なるグリフォ
セートオキシドリダクターゼ活性。
下記(3)、(4)および(5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を植物細胞に導入
し発現させる工程を含むことを特徴とする除草剤耐性植物の作製方法、
(3)プロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合する。
(4)コプロポルフィリノーゲンIIIに対する変性能を持つ。
(5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
２５）下記(1)、(2)および(3)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子が導入され
てなり該遺伝子を発現する植物細胞に、
(1)プロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合する。
(2)コプロポルフィリノーゲンIIIに対する変性能を持つ。
(3)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
下記(4)および(5)のうちから選ばれる１以上のタンパク質をコードする遺伝子を導入し発
現させる工程を含むことを特徴とする除草剤耐性植物の作製方法、
(4)5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素活性を実質的に有するタンパク質。
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(5)グリフォセートオキシドリダクターゼ活性を実質的に有するタンパク質。
を提供するものである。
【０００５】
【発明の実施の形態】
以下、さらに詳細に本発明を説明する。
プロトポルフィリノーゲンIXオキシダーゼ阻害型除草剤とは、プロトポルフィリノーゲン
IXオキシダーゼ(protoporphyrinogen IX oxidase; EC 1.3.3.4。以下、ＰＰＯと記す。)
の活性を阻害する化合物（以下、ＰＰＯ阻害型除草性化合物と記す。）を有効成分として
含む除草剤を意味する。
【０００６】
本発明において、PPO阻害型除草剤の殺草活性に関わる物質（以下、本物質と記す。）と
は、PPO阻害型除草性化合物、および、PPO阻害型除草剤が植物に施用された際に植物細胞
内で該除草剤の殺草活性発現に関わる植物細胞内因性物質を意味する。
PPO阻害型除草剤に有効成分として含まれる化合物としては、Duke, S.O., Rebeiz, C.A. 
ACS Symposium Series 559, Porphyric Pesticides, Chemistry, Toxicology, and Pharm
aceutical Applications. American Chemical Society, Washington DC (1994)等に記載
の化合物等があげられる。
ＰＰＯ阻害型除草性化合物は多くの異なる構造の分子種を包含し[Duke et al., Weed Sci
. 39: p465(1991); Nandihalli et al.、Pesticide Biochem. Physiol. 43: p193(1992);
 Matringe et al., FEBS Lett. 245: p35(1989); Yanase, Andoh, Pesticide Biochem. P
hysiol. 35: p70(1989)]、具体的には、ジフェニルエーテル〔例えばクロルメトキシニル
、ビフェノックス、クロルニトロフェン(CNP)、アシフルオルフェン{5-[2-クロロ-4-(ト
リフルオロメチル)フェノキシ]-2-ニトロ安息香酸}、アシフルオルフェンのエチルエステ
ル、アシフルオルフェン-ソディウム、オキシフルオルフェン[2-クロロ-1-(3-エトキシ-4
-ニトロフェノキシ)-4-トリフルオロメチルベンゼン]、オキサジアゾール〔例えばオキサ
ジアゾン｛3-[2,4-ジクロロ-5-(1-メチルエトキシ)フェニル]-5-(1,1-ジメチルエチル)-1
,3,4-オキサジアゾール-2 (3H)-オン）}〕、環状イミド〔例えば S-23142[N-(4-クロロ-2
-フルオロ-5-プロパギルオキシフェニル)-3,4,5,6-テトラヒドロフタルイミド]、クロロ
フタリム［N-(4-クロロフェニル)-3,4,5,6-テトラヒドロフタルイミド］〕、フェニルピ
ラゾール〔例えば TNPP-エチル{エチル 2-[1-(2,3,4-トリクロロフェニル)-4-ニトロピラ
ゾリル-5-オキシ]プロピオネート}〕、ピリジン誘導体〔例えば LS82-556［N3-(1-フェニ
ルエチル)-2,6-ジメチル-5-プロピオニルニコチンアミド］〕、フェノピレート、フェノ
ピレートの O-フェニルピロリジノカルバメート類似体、フェノピレートのピペリジノカ
ルバメート類似体等である。
【０００７】
特に重要なジフェニルエーテルとしては、下記　化１記載の構造式１～７で示される化合
物等があげられる［構造式４: Maigrot et al.、Brighton Crop Protection Conference-
Weeds:47-51(1989) 参照； 構造式５: Hayashi et al.、Brighton Crop Protection Conf
erence-Weeds: 53-58(1989) 参照； 構造式６: ビフェノックス、Dest et al.、Proc. No
rtheast Weed Sci. Conf. 27:31(1973) 参照］。
【化１】
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さらに、その他の特に重要なＰＰＯ阻害型除草性化合物として、下記　化２記載の一般式
で示される化合物等をあげることができ、より具体的には、下記　化７～化１０記載の構
造式８～３７で示される化合物などがあげられる。
【化２】
Ｊ－Ｇ
ここで、Ｇとしては下記　化３記載のＧ－１～９で示される基があげられ、Ｊとしては下
記　化４～６記載のＪ－１～３０で示される基があげられる。
【化３】
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【０００９】
ここで、式 J-5、J-6、J-12 および J-24 における破線は、左側の環が一重結合のみを含
むことまたは環内のひとつの結合が炭素原子間の二重結合であることを表し、
X は酸素原子または硫黄原子を表し、
Y は酸素原子または硫黄原子を表し、
R1 は水素原子またはハロゲン原子を表し、
R2 は水素原子、C1-C8 アルキル基、C1-C8 ハロアルキル基、ハロゲン原子、水酸基、-OR
27 基、-SH 基、-S(O)pR27 基、-COR27 基、-CO2R

27 基、-C(O)SR27 基、-C(O)NR29R30 
基、-CHO 基、-CR27=NOR36 基、-CH=CR37CO2R

27 基、-CH2CHR
37CO2R

27 基、-CO2N=CR
31R3

2 基、ニトロ基、シアノ基、-NHSO2R
33 基、-NHSO2NHR

33 基、-NR27R38 基、-NH2 基、ま
たは、1つ以上の同種もしくは異種の C1-C4アルキル基で置換されていてもよいフェニル
基を表し、
p は 0、1 または 2 を表し、
R3 は C1-C2 アルキル基、C1-C2 ハロアルキル基、-OCH3 基、-SCH3 基、-OCHF2基、ハロ
ゲン原子、シアノ基、またはニトロ基を表し、
R4 は水素原子、C1-C3 アルキル基、C1-C3 ハロアルキル基、またはハロゲン原子を表し
、
R5 は水素原子、C1-C3 アルキル基、ハロゲン原子、C1-C3 ハロアルキル基、シクロプロ
ピル基、ビニル基、C2 アルキニル基、シアノ基、-C(O)R38 基、-CO2R

38 基、-C(O)NR38R
39 基、-CR34R35CN 基、-CR34R35C(O)R38 基、-CR34R35CO2R

38基、-CR34R35C(O)NR38R39 
基、-CHR34OH 基、-CHR34OC(O)R38 基、または -OCHR34OC(O)NR38R39 基を表すか、ある
いは、G が G-2 もしくは G-6 の場合に R4 とR5とはこれらが結合している炭素原子とで
 C=O 基を表していてもよく、
R6 は C1-C6 アルキル基、C1-C6 ハロアルキル基、C2-C6 アルコキシアルキル基、C3-C6 
アルケニル基、または C3-C6 アルキニル基を表し、
X1 は直接結合、酸素原子、硫黄原子、-NH基、-N(C1-C3 アルキル)基、-N(C1-C3
ハロアルキル)基、または -N(アリル)基を表し、
R7 は水素原子、C1-C6 アルキル基、C1-C6 ハロアルキル基、ハロゲン原子、-S(O)2(C1-C
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6アルキル)基、または -C(=O)R40 基を表し、
R8 は水素原子、C1-C8 アルキル基、C3-C8 シクロアルキル基、C3-C8 アルケニル基、C3-
C8 アルキニル基、C1-C8 ハロアルキル基、C2-C8 アルコキシアルキル基、C3-C8 アルコ
キシアルコキシアルキル基、C3-C8 ハロアルキニル基、C3-C8 ハロアルケニル基、C1-C8 
アルキルスルホニル基、C1-C8 ハロアルキルスルホニル基、C3-C8 アルコキシカルボニル
アルキル基、-S(O)2NH(C1-C8 アルキル)基、-C(O)R41 基、またはフェニル環上で R42 で
置換されていてもよいベンジル基を表し、
n および m はそれぞれ独立して 0、1、2 または 3 であり、かつ m + n が 2 または 3 
を表し、
Z は -CR9R10 基、酸素原子、硫黄原子、-S(O) 基、-S(O)2 基、または -N(C1-C4 アルキ
ル)基を表し、
それぞれの R9 は独立して水素原子、C1-C3 アルキル基、ハロゲン原子、ヒドロキシ基、
C1-C6 アルコキシ基、C1-C6 ハロアルキル基、C1-C6 ハロアルコキシ基、C2-C6 アルキル
カルボニルオキシ基、または C2-C6 ハロアルキルカルボニルオキシ基を表し、
それぞれの R10 は独立して水素原子、C1-C3 アルキル基、ヒドロキシ基、またはハロゲ
ン原子を表し、
R11 および R12 はそれぞれ独立して水素原子、ハロゲン原子、C1-C6 アルキル基、C3-C6
 アルケニル基、または C1-C6 ハロアルキル基を表し、
R13 は水素原子、C1-C6 アルキル基、C1-C6 ハロアルキル基、C3-C6 アルケニル基、C3-C

6 ハロアルケニル基、C3-C6 アルキニル基、C3-C6 ハロアルキニル基、HC(=0)基、(C1-C4
 アルキル)C(=O) 基、または -NH2 基を表し、
R14 は C1-C6 アルキル基、C1-C6 アルキルチオ基、C1-C6 ハロアルキル基、または -N(C
H3)2 基を表し、
W は窒素原子または -CR15 基を表し、
R15 は水素原子、C1-C6 アルキル基、ハロゲン原子、または、C1-C6 アルキル基、1 ない
し 2 個のハロゲン原子、C1-C6 アルコキシ基もしくは -CF3 基で置換されていてもよい
フェニル基を表し、
それぞれの Q は独立して酸素原子または硫黄原子を表し、
Q1 は酸素原子または硫黄原子を表し、
Z1 は -CR16R17 基、酸素原子、硫黄原子、-S(O) 基、-S(O)2 基、または -N(C1-C4 アル
キル)基を表し、
それぞれの R16 は独立して水素原子、ハロゲン原子、ヒドロキシ基、C1-C6 アルコキシ
基、C1-C6 ハロアルキル基、C1-C6 ハロアルコキシ基、C2-C6 アルキルカルボニルオキシ
基、または C2-C6 ハロアルキルカルボニルオキシ基を表し、
それぞれの R17 は独立して水素原子、ヒドロキシ基、または ハロゲン原子を表し、
R18 は C1-C6 アルキル基、ハロゲン原子、または C1-C6 ハロアルキル基を表し、
R19 および R20 はそれぞれ独立して水素原子、C1-C6 アルキル基、または C1-C6 ハロア
ルキル基を表し、
Z2 は酸素原子、硫黄原子、-NR9 基、または-CR9R10 基を表し、
R21 および R22 はそれぞれ独立して C1-C6 アルキル基、C1-C6 ハロアルキル基、C3-C6 
アルケニル基、C3-C6 ハロアルケニル基、C3-C6 アルキニル基、または C3-C6 ハロアル
キニル基を表し、
R23 は水素原子、ハロゲン原子、またはシアノ基を表し、
R24 は C1-C6 アルキルスルフォニル基、C1-C6 アルキル基、C1-C6 ハロアルキル基、C3-
C6 アルケニル基、C3-C6 アルキニル基、C1-C6 アルコキシ基、C1-C6 ハロアルコキシ基
、またはハロゲン原子を表し、
R25 は C1-C6 アルキル基、C1-C6 ハロアルキル基、C3-C6 アルケニル基、または C3-C6 
アルキニル基を表し、
R26 は C1-C6 アルキル基、C1-C6 ハロアルキル基、または、環上で C1-C6 アルキル基、
1 ないし 2 個のハロゲン原子、1 ないし 2 個のニトロ基、C1-C6 アルコキシ基、および
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 CF3 基からなるグループの中から選択される置換基で置換されていてもよいフェニル基
を表し、
W1 は窒素原子または CH 基を表し、
T は下記の一般式T-1、T-2、またはT-3 のいずれかの基を表し、

（式中、E1、E2、E3、E4、E5、E6、E7、E8、E9、E10、E11、およびE12 はそれぞれ水素原
子または C1-C3 アルキル基を表す。）
R27 は C1-C8 アルキル基、C3-C8 シクロアルキル基、C3-C8 アルケニル基、C3-C8 アル
キニル基、C1-C8 ハロアルキル基、C2-C8 アルコキシアルキル基、C2-C8アルキルチオア
ルキル基、C2-C8 アルキルスルフィニルアルキル基、C2-C8 アルキルスルフォニルアルキ
ル基、C1-C8 アルキルスルフォニル基、
フェニル環上でハロゲン原子および C1-C4 アルキル基からなるグループの中から選択さ
れる少なくともひとつの置換基で置換されていてもよいフェニルスルフォニル基、
C4-C8 アルコキシアルコキシアルキル基、C4-C8 シクロアルキルアルキル基、C6-C8 シク
ロアルコキシアルキル基、C4-C8 アルケニルオキシアルキル基、C4-C8 アルキニルオキシ
アルキル基、C3-C8 ハロアルコキシアルキル基、C4-C8 ハロアルケニルオキシアルキル基
、C4-C8 ハロアルキニルオキシアルキル基、C6-C8 シクロアルキルチオアルキル基、C4-C

8 アルケニルチオアルキル基、C4-C8 アルキニルチオアルキル基、
環上でハロゲン原子、C1-C3 アルキル基および C1-C3 ハロアルキル基からなるグループ
の中から選択される少なくともひとつの置換基で置換されていてもよいフェノキシ基で置
換された C1-C4 アルキル基、環上でハロゲン原子、C1-C3 アルキル基および C1-C3 ハロ
アルキル基からなるグループの中から選択される少なくともひとつの置換基で置換されて
いてもよいベンジルオキシ基で置換された C1-C4 アルキル基、
C4-C8トリアルキルシリルアルキル基、C3-C8 シアノアルキル基、C3-C8 ハロシクロアル
キル基、C3-C8 ハロアルケニル基、C5-C8 アルコキシアルキニル基、C5-C8 ハロアルコキ
シアルキニル基、C5-C8 アルキルチオアルケニル基、C3-C8 ハロアルキニル基、C5-C8 ア
ルコキシアルキニル基、C5-C8 ハロアルコキシアルキニル基、C5-C8 アルキルチオアルキ
ニル基、C2-C8 アルキルカルボニル基、
環上でハロゲン原子、C1-C3 アルキル基および C1-C3 ハロアルキル基からなるグループ
の中から選択される少なくともひとつの置換基で置換されていてもよいベンジル基、
-CHR34COR28 基、-CHR34COOR28 基、-CHR34P(O)(OR28)2 基、-CHR34P(S)(OR28)2基、-CHR
34C(O)NR29R30 基、または -CHR34C(O)NH2 基を表し、
R28 は C1-C6 アルキル基、C2-C6 アルケニル基、C3-C6 アルキニル基、またはテトラヒ
ドロフラニル基を表し、
R29 および R31 は独立して水素原子、または C1-C4 アルキル基を表し、
R30 および R32 は独立して C1-C4 アルキル基、または環上でハロゲン原子、C1-C3 アル
キル基および C1-C3 ハロアルキル基からなるグループの中から選択される少なくともひ
とつの置換基で置換されていてもよいフェニル基を表し、
あるいは、
R29と R30とで -(CH2)5-、-(CH2)4-、または -CH2CH2OCH2CH2- を表していてもよく、こ
のようにして形成されるそれぞれの環では、 C1-C3 アルキル基、フェニル基およびベン
ジル基からなるグループの中から選択される置換基で置換されていてもよい、
あるいは、
R31と R32とはこれらが結合している炭素原子とで C3-C8 シクロアルキル基を表していて



(14) JP 4821038 B2 2011.11.24

10

20

もよく、
R33 は C1-C4 アルキル基、C1-C4 ハロアルキル基、または C3-C6 アルケニル基を表し、
R34 および R35 は独立して水素原子または C1-C4 アルキル基を表し、
R36 は水素原子、C1-C6 アルキル基、C3-C6 アルケニル基、または C3-C6 アルキニル基
を表し、
R37 は水素原子、C1-C4 アルキル基、またはハロゲン原子を表し、
R38 は水素原子、C1-C6 アルキル基、C3-C6 シクロアルキル基、C3-C6 アルケニル基、C3
-C6 アルキニル基、C2-C6 アルコキシアルキル基、C1-C6 ハロアルキル基、環上でハロゲ
ン原子、C1-C4 アルキル基および C1-C4 アルコキシ基からなるグループの中から選択さ
れる少なくともひとつの置換基で置換されていてもよいフェニル基、-CH2CO2(C1-C4 アル
キル)基、または -CH(CH3)CO2(C1-C4 アルキル)基を表し、
R39 は水素原子、C1-C2 アルキル基、または C(O)O(C1-C4 アルキル)基を表し、R40 は水
素原子、C1-C6 アルキル基、C1-C6 アルコキシ基、または NH(C1-C6 アルキル)基を表し
、
R41 は C1-C6 アルキル基、C1-C6 ハロアルキル基、C1-C6 アルコキシ基、NH(C1-C6 アル
キル)基、R42 基で置換されていてもよいフェニル基、ベンジル基、または C2-C8 ジアル
キルアミノ基を表し、
R42 は C1-C6 アルキル基、1 ないし 2 個のハロゲン原子、C1-C6 アルコキシ基、または
 CF3 基を表す。
【００１０】
【化７】
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【００１１】
さらに、ＰＰＯ阻害型除草性化合物として、下記　化１１記載の一般式で示される N-置
換ピラゾール（国際特許公開 WO 94/08999、WO 93/10100 および Schering に対する米国
特許第5405829参照）等があげられる。
【化１１】

ここで、R43 は C1-C4 アルキル基を表し、
R44 は C1-C4 アルキル基、 C1-C4 アルキルチオ基、 C1-C4 アルコキシ基、 C1-C4ハロ
アルキル基、 C1-C4 ハロアルキルチオ基、または C1-C4 ハロアルコキシ基を表し、
あるいは、
R43 とR44とで-(CH2)3- または -(CH2)4- を表していてもよく、
R45 は水素原子またはハロゲン原子を表し、
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R46 は水素原子または C1-C4 アルキル基を表し、
R47 は水素原子、ニトロ基、シアノ基、-COOR49 基、-C(=X)NR50R51 基、または -C(=X2)
R52 基を表し、
R48 は水素原子、ハロゲン原子、シアノ基、ハロゲン原子および水酸基からなるグループ
の中から選択される少なくともひとつの置換基で置換されていてもよい C1-C4 アルキル
基、 C1-C4 アルコキシ基、環上でハロゲン原子、ニトロ基、シアノ基、 C1-C4 アルキル
基、 C1-C4 アルコキシ基およびハロ-C1-C4 アルキル基からなるグループの中から選択さ
れる少なくともひとつの置換基で置換されていてもよいフェニル基、ピローリル基、 C2-
C8 アルキル基、 C3-C8 アルケニル基、 C3-C8 アルキニル基、 C3-C8 アルコキシ基、（
該C2-C8 アルキル基、該 C3-C8 アルケニル基、 該C3-C8 アルキニル基および 該C3-C8 
アルコキシ基には少なくともひとつ以上の酸素原子が挿入されていてもよい）、または以
下に示す基を表し、

R49 R50 およびR51 は同じであっても異なってもよく、水素原子または C1-C4 アルキル
基を表し、
あるいは、
R50 とR51とはこれらが結合する窒素原子とで5員もしくは6員の飽和した環を形成してい
てもよい、
R52 は水素原子、 C1-C4 アルキル基、または少なくとも1つ以上のハロゲン原子で置換さ
れた C1-C4 アルキル基を表し、
R53 は水素原子、 C1-C4 アルキル基、 C2-C6 アルケニル基、 C3-C6 アルキニル基、フ
ェニル基（該 C1-C4 アルキル基、該 C2-C6 アルケニル基、該C3-C6 アルキニル基、およ
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び該フェニル基はハロゲン原子で置換されていてもよい）、 C3-C8 シクロアルキル基、
シアノメチル基、または R63CO-基を表し、
R54 は水素原子、ハロゲン原子で置換されていてもよい C1-C6 アルキル基、ハロゲン原
子で置換されていてもよい C2-C6 アルケニル基、ハロゲン原子で置換されていてもよい 
C3-C6 アルキニル基、ハロゲン原子で置換されていてもよいフェニル基、 C3-C8 シクロ
アルキル基、シアノメチル基、 C1-C4 アルコキシ C1-C6 アルキル基、 ジ C1-C4 アルキ
ルアミノ C1-C4 アルキル基、テトラヒドロフルフリルメチル基、 C3-C6 アルキニルオキ
シ C1-C4 アルキル基、ベンジル基、環上でハロゲン原子、ニトロ基、シアノ基、 C1-C4 
アルキル基、 C1-C4 アルコキシ基およびハロ C1-C4 アルキル基からなるグループの中か
ら選択される置換基で置換されていてもよいベンジル基、-C(=X2)R63基、-(CH2)a-(O)d-R
70 基、-(CH2)a-O-(CH2)b-R

70 基、または-(CH2)a-X
2-R76基を表し、

あるいは、
R53 とR54とはこれらが結合している窒素原子とで、3員、5員もしくは6員の飽和した環ま
たは5員もしくは6員の芳香環（該飽和した環および該芳香環においては1つの炭素原子が1
つの酸素原子で置換されていてもよい）を形成していてもよい、
R55 は水素原子、 C1-C4 アルキル基、 C2-C6 アルケニル基、または C3-C6 アルキニル
基を表し、あるいはR55 とR56 とで-(CH2)e-基を形成していてもよい、
R56 とR57 はそれぞれ C1-C4 アルキル基、 C2-C6 アルケニル基、 C3-C6 アルキニル基
もしくはフェニル基（該C1-C4 アルキル基、 該C2-C6 アルケニル基、 該C3-C6 アルキニ
ル基および該フェニル基はハロゲン原子で置換されていてもよい）、 水素原子、 C3-C6 
シクロアルキル基、-X2R60 基、または-NR61R62基を表し、
R58 は水素原子、 C1-C6 アルキル基、 C2-C6 アルケニル基、 C3-C6 アルキニル基、 C1
-C4 アルキルカルボニル基、シアノ C1-C3 アルキル基、 C1-C4 アルコキシカルボニル C

1-C4 アルキル基、ジ C1-C4 アルコキシカルボニル C1-C4 アルキル基、ベンジル基、 C1
-C4アルコキシ- C1-C4アルキニル基、-(CH2)a-R

75基、-(CH2)a-X
2-R72基、-(CH2)a-X

2-(C
H2)b-R

72基、または-(CH2)a-X
2-(CH2)b-X

2-(CH2)c-R
72基を表し、

R59 は水素原子、 C1-C4 アルキル基、 C2-C6 アルケニル基、 C3-C6 アルキニル基、シ
アノ C1-C3 アルキル基、 C1-C4 アルキルカルボニル C1-C3 アルキル基、またはフェニ
ル基を表し、
R60 は少なくとも1つのハロゲン原子で置換されていてもよい C1-C4 アルキル基を表し、
R61 とR62 は同じであっても異なってもよく、水素原子、または C1-C4 アルキル基を表
し、
R63 は少なくとも1つ以上のハロゲン原子で置換されていてもよい C1-C4 アルキル基、 C

1-C4 アルコキシ C1-C4 アルキル基、 C1-C4 アルキルチオ C1-C4 アルキル基、 C3-C6 
シクロアルキル基、環上でハロゲン原子、ニトロ基、シアノ基、 C1-C4 アルキル基、 C1
-C4 アルコキシ基およびハロ C1-C4 アルキル基からなるグループの中から選択されるひ
とつの置換基で置換されていてもよいフェニル基、-NR73R74基、または-(CH2)a-(O)d-R

75

基を表し、
R64 は C1-C4 アルコキシカルボニル基、またはカルボキシル基を表し、
R65 はクロロメチル基、シアノメチル基、少なくとも1つ以上の酸素原子が挿入されてい
てもよい C3-C6 シクロアルキル基、または C1-C4 アルコキシカルボニル C1-C4 アルキ
ル基を表し、
R66 は水酸基、または-NR67R68を表し、
A は -NR67R68、または -S(O)f-R

69基を表し、
R67 とR68 は同じであっても異なってもよく、水素原子、または C1-C4 アルキル基を表
し、
R69 は C1-C4 アルキル基、または C1-C4 ハロアルキル基を表し、
R70 は水素原子、水酸基、ハロゲン原子、少なくとも1つ以上の C1-C4 アルコキシ基で置
換されていてもよい C1-C4 アルキル基、少なくとも1つ以上の酸素原子が挿入されていて
もよい C3-C6シクロアルキル基、1もしくは2個のメチル基で置換されていてもよい C3-C6
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シクロアルキル基、フリル基、チエニル基、または -C(=O)R71基を表し、
R71 とR72 は同じであっても異なってもよく、 C1-C4 アルキル基、または C1-C4 アルコ
キシ基を表し、
R73 とR74 は同じであっても異なってもよく、 C1-C4 アルキル基、またはフェニル基を
表し、
R75 は少なくとも1つ以上の酸素原子が挿入されていてもよい C3-C6シクロアルキル基、1
または2個のメチル基で置換されていてもよい C3-C6シクロアルキル基、フリル基、チエ
ニル基、または -C(=O)R71基を表し、
R76 は C1-C4 アルキル基を表し、
a、b、およびc はそれぞれ独立して1、2、または3を表し、
d は0または1を表し、
e は2または3を表し、
f は1または2を表し、
X2 は酸素原子または硫黄原子を表す。
【００１２】
その他の N-置換ピラゾールとして、下記　化１２記載の構造式３８で示されるニピラク
ロフェン{"The Pesticide Manual"，9th ed.、C. R. Worthing 編、British Crop Protec
tion Council，Surrey (1991) の 621 頁参照}、および 3-置換-2-アリール-4,5,6,7-テ
トラヒドロインダゾール{Lyga et al., Pesticide Sci. 42: p29(1994)}をあげられる。
【化１２】

【００１３】
ＰＰＯ阻害型除草剤が植物に施用された際に植物細胞内で該除草剤の殺草活性発現に関わ
る植物細胞内因性物質としては、例えば、PPO阻害型除草剤の有効成分が作用する標的酵
素の基質または該基質の前駆体もしくは代謝物であって、植物細胞内で蓄積すると細胞の
機能傷害を惹起する物質、あるいは、このような物質により植物細胞内で生成する物質で
あって細胞の機能傷害を惹起する物質等があげられる。より具体的には、ＰＰＯ阻害型除
草性化合物で植物を処理すると、該植物の細胞内にＰＰＯの基質であるプロトポルフィリ
ノーゲンIXが蓄積し、これが細胞内で代謝されてプロトポルフィリンIXを生じ、さらに、
プロトポルフィリンIXと光の存在下に細胞内で活性酸素が生成し、その結果、細胞機能が
傷害を受けることが知られており（宮本純之編、1993年、新しい農薬の科学 第3章 3.3節
、p106、広川書店 東京）、この系におけるプロトポルフィリノーゲンIX、プロトポルフ
ィリンIXおよび活性酸素をあげることができる。
【００１４】
一方、グリフォセートとは、Ｎ-（ホスホノメチル）グリシンの一般名である。グリフォ
セートは、一般に、アンモニウム塩、ナトリウム塩、イソプロピルアミン塩、トリメシウ
ム塩、カリウム塩等の各種塩類の形で除草剤の有効成分として利用されている。かかるグ
リフォセートおよびその塩（以下、一括してグリフォセート化合物という。）はアミノ酸
生合成を阻害する活性を有し、具体的には、5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成
酵素(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase。以下、EPSPSと記す。)の活性を阻
害する。本発明において、グリフォセート耐性とは、上記のようなグリフォセート化合物
に対する耐性を意味する。
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【００１５】
本発明植物１は、下記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性を有し、該酵素
活性によって、植物の天然のEPSPS活性を阻害する量の除草剤に対して耐性を示す。
(1)植物の天然のEPSPS活性とは実質的に異なるEPSPS活性。
(2)植物の天然のグリフォセートオキシドリダクターゼ(glyphosate oxidoreductase；以
下、GOXと記す。)活性とは実質的に異なるGOX活性。
本発明において、「植物の天然のEPSPS活性」とは、直接、間接を問わず人為的操作を受
けていない状態の植物が天然に有するEPSPS活性を意味する。また、「GOX活性」とは、グ
リフォセートをアミノメチルフォスフォネート（aminomethyl phosphonate）とグリオキ
シレート（glyoxylate）とに変換する活性を意味する。そして、「植物の天然のGOX活性
」とは、直接、間接を問わず人為的操作を受けていない状態の天然の植物が示すGOX活性
を意味する。本発明植物１は、上記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性、
即ち、(1)の活性もしくは(2)の活性、または(1)および(2)の活性を有することにより、植
物の天然のEPSPS活性を阻害する量の除草剤に対して耐性を示す。ここで、「植物の天然
のEPSPS活性を阻害する量の除草剤に対する耐性を示す。」とは、天然のEPSPS活性を阻害
することにより通常の植物の生育に影響を及ぼし除草剤としての機能を果たしうる量の除
草剤によって受ける生育阻害が、天然の同種の植物よりも小さいことを意味し、例えば、
前記の量の除草剤によっても生育が実質的に影響されない状態をあげることができる。ま
た、上記(1)および(2)における「実質的に異なる」とは、天然のEPSPS活性を阻害する量
の除草剤に対する植物の耐性に何らかの寄与をし得る程度に異なることを意味する。
上記の(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性を植物に付与する方法としては
、例えば、天然の野生型EPSPSをコードする遺伝子を植物の細胞において高発現させる方
法、野生型EPSPSよりもグリフォセート耐性の高い変異型EPSPSをコードする遺伝子を植物
の細胞で発現させる方法、植物のEPSPSよりもグリフォセート耐性の高いバクテリア由来
のEPSPSをコードする遺伝子を植物の細胞で発現させる方法、葉緑体移行シグナル配列と
連結されてなるEPSPSをコードする遺伝子を植物の細胞で発現させる方法、葉緑体移行シ
グナル配列と連結されてなるGOXをコードする遺伝子を植物の細胞で発現させる方法、ま
たは、EPSPSをコードする遺伝子とGOXをコードする遺伝子とを植物の細胞で発現させる方
法等をあげることができる。
より具体的には例えば、EPSPS本来のプロモーターに比して植物体内でのプロモーター活
性が強いカリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモーター（以下、CaMV35Sと記す。）の
下流にペチュニア(Mitchell diploid petunia)のEPSPSをコードする遺伝子が連結されて
なるキメラ遺伝子を栽培植物に導入する方法[EP218571]や、アミノ酸置換によってグリフ
ォセート耐性が高められたEPSPSをコードする遺伝子を栽培植物に導入する方法[Hinchee,
M.A.W. et al., BIO/TECHNOLOGY, 6: p915 (1988)、EP389066、EP409815、WO9206201、US
5312910など]や、植物のEPSPSよりもグリフォセート耐性が高いアグロバクテリウム(Agro
bacterium tumefaciens sp.strain CP4)のEPSPS(class II)をコードする遺伝子が、ペチ
ュニア(Petunia hybrida)のEPSPSの葉緑体移行シグナル配列をコードする塩基配列の下流
に連結されてなるキメラ遺伝子を、CaMV35Sの下流に連結して栽培植物に導入する方法[WO
9204449、US5633435など]や、２連のCaMV35S配列の下流に、ヒマワリのリブロース－1,5
－ビスフォスフェートカルボキシダーゼ（以下、ルビスコと記す。)小サブユニットの葉
緑体移行シグナル配列をコードする塩基配列、トウモロコシのルビスコ小サブユニットの
N末端側22アミノ酸をコードする塩基配列、トウモロコシのルビスコ小サブユニットの葉
緑体移行シグナル配列をコードする塩基配列、およびサルモネラ菌(Salmonella typhymur
ium)のEPSPSをコードする遺伝子が連結されてなるキメラ遺伝子を栽培植物に導入する方
法[EP508909]や、シロイヌナズナのルビスコの葉緑体移行シグナル配列をコードする塩基
配列に、グリフォセート分解酵素であるGOXをコードする遺伝子が連結されてなるキメラ
遺伝子を、アルコールによって発現誘導がかかる真菌類(Aspergillus nidulans)由来のア
ルコールデヒドロゲナーゼＡのプロモーターの下流に連結して栽培植物に導入する方法[W
O9706269]や、アグロバクテリウム(Agrobacterium tumefaciens sp.strain CP4)のEPSPS(
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class II)をコードする遺伝子が、ペチュニア(Petunia hybrida)のEPSPSの葉緑体移行シ
グナル配列をコードする塩基配列の下流に連結されてなるキメラ遺伝子を、タバコモザイ
クウイルスのオメガ配列によってプロモーター活性が高められたCaMV35Sの下流に連結し
て、前記GOXとともに栽培植物に導入する方法[WO9706269]などをあげることができる。
【００１６】
上記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素活性を植物に付与する上述のような方
法に使用され得る遺伝子は、いずれも「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」または
「GOX活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子である。「EPSPS活性を実質
的に有するタンパク質」をコードする遺伝子としては、例えば、ペチュニア　Petunia x 
hybrida(Genebank accession M37029)、トマト　Tomato (strain VF36) pistil(Genebank
 accession M21071)、シロイヌナズナ　Arabidopsis thaliana(Genebank accession X066
13)、ダイズ、トウモロコシ　Zea mays.(Genebank accession X63374)、大腸菌(Genebank
 accession X00557)、アグロバクテリウム等由来のEPSPS遺伝子をあげることができる。
このような塩基配列既知の遺伝子は、目的の遺伝子を持つ生物のゲノムDNAまたはcDNAを
鋳型にして、その遺伝子にコードされるタンパク質のアミノ末端付近に相当する塩基配列
およびカルボキシ末端付近に相当する塩基配列をもとに作製したプライマーを用いてPCR
を行うことにより増幅しこれを単離することができる。また、上記以外の生物から、EPSP
Sをコードする遺伝子を取得することもできる。まず、目的とする生物からmRNAを調製し
、該mRNAを鋳型として逆転写酵素を用いてcDNAを合成し、これをZAPIIなどのファージベ
クターまたはpUCなどのプラスミドベクターに組み込んでcDNAライブラリーを作製する。
このcDNAライブラリーを鋳型にして、上記のような塩基配列既知の遺伝子間で良好に保存
された塩基配列に基づき設計し合成されたプライマーを用いてPCRを行うことによって、E
PSPS遺伝子の少なくとも一部を含むDNA断片を増幅することができる。このDNA断片をプロ
ーブにしてcDNAライブラリーをスクリーニングし、陽性クローンを選抜する。選抜したク
ローンの有するDNAの塩基配列を決定することによって、目的とするEPSPSの遺伝子である
ことを確認することができる。
変異によりグリフォセート耐性が高まったEPSPSをコードする遺伝子を取得するには、例
えば、EPSPSをコードする遺伝子に塩基の置換変異を導入し、得られた改変遺伝子を、芳
香族アミノ酸を含まないMOPS最小栄養培地で増殖が阻害されるEPSPS遺伝子(aroA遺伝子座
)欠損突然変異系統大腸菌に導入する。改変遺伝子の導入された該大腸菌を、変異の無いE
PSPS遺伝子を導入した前記大腸菌の生育を阻害する程度の濃度のグリフォセート存在下に
培養し、生育可能なクローンを選抜することにより、変異によりグリフォセート耐性が高
まったEPSPSをコードする遺伝子を得ることができる。さらに、このようにして得られた
改変遺伝子を大腸菌等の宿主細胞で発現させて該遺伝子のコードするタンパク質を調製し
、得られたタンパク質の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成能を、例えば、EP409
815等に記載の方法に準じて測定することにより、グリフォセート耐性が高く、かつ5-エ
ノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成能の高いタンパク質の遺伝子を選抜することもで
きる。
【００１７】
「GOX活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子としては、例えば、Pseudom
onas sp.strains LBAA、Pseudomonas sp.strains LBr、アグロバクテリウム　Agrobacter
ium sp.strain T10等由来の遺伝子をあげることができる。このような塩基配列既知の遺
伝子は、目的の遺伝子を持つ生物のゲノムDNAまたはcDNAを鋳型にして、その遺伝子にコ
ードされるタンパク質のアミノ末端付近に相当する塩基配列およびカルボキシ末端付近に
相当する塩基配列をもとに作製したプライマーを用いてPCRを行うことにより増幅しこれ
を単離することができる。また、上記以外の生物から、GOXをコードする遺伝子を取得す
ることもできる。まず、目的とする生物からmRNAを調製し、該mRNAを鋳型として逆転写酵
素を用いてcDNAを合成し、これをZAPIIなどのファージベクターまたはpUCなどのプラスミ
ドベクターに組み込んでcDNAライブラリーを作製する。このcDNAライブラリーを鋳型にし
て、上記のような塩基配列既知の遺伝子間で良好に保存された塩基配列に基づき設計し合
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成されたプライマーを用いてPCRを行うことによって、GOXをコードする遺伝子の少なくと
も一部を含むDNA断片を増幅することができる。このDNA断片をプローブにしてcDNAライブ
ラリーをスクリーニングし、陽性クローンを選抜する。選抜したクローンの有するDNAの
塩基配列を決定することによって、目的とするGOXの遺伝子であることを確認することが
できる。
GOXをコードする遺伝子を取得するか、または該遺伝子がコードするGOXのグリフォセート
分解能を確認するには、例えば、Pseudomonas sp.strains LBAAのコスミドベクターcDNA
ライブラリーまたはGOXをコードする遺伝子を、りん酸化合物を唯一の窒素源とするMOPS
最小栄養培地で増殖することが出来る突然変異系統大腸菌(E.coli SR2000 Mpu+)に導入す
る。遺伝子導入された該大腸菌を、GOXをコードする遺伝子を導入していない前記大腸菌
の生育を阻害する程度の濃度のグリフォセートを唯一の窒素源とする条件下に培養して、
生育可能なクローンを選抜することにより、GOXをコードする遺伝子を得ることができる
。また、このようにして生育可能な大腸菌においては、該大腸菌に導入された遺伝子のコ
ードするタンパク質が、グリフォセートをアミノメチルフォスフェートに分解し、このり
ん酸化合物を唯一の窒素源として該大腸菌が生育していると考えられる。実際に、該大腸
菌を、放射性3-14Cで標識したグリフォセートを添加した培地で培養し、培養後の大腸菌
および培地の成分をHPLCで解析することにより、放射性3-14Cで標識されたグリフォセー
トが大腸菌に取り込まれ分解されていることを確認することができる。
【００１８】
本発明植物１は、また、下記の(1-3)、(1-4)および(1-5)の性質を有するタンパク質をコ
ードする遺伝子が導入されてなり該遺伝子を発現する。
(1-3)本物質に特異的に結合する。
(1-4)当該タンパク質が特異的に結合する物質に対する変性能を実質的に持たない。
(1-5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
本発明において、タンパク質が物質に「特異的に結合する」とは、例えば、酵素と基質、
または、酵素と阻害剤もしくは活性調節因子との間の酵素化学的結合、受容体とリガンド
との間の受容体化学的結合等において示されるような親和性と特異性に基いて、タンパク
質が物質に結合することを意味する。
「当該タンパク質が特異的に結合する物質に対する変性能を実質的に持たない」とは、該
物質との酵素化学的な反応性が不活性である{但し、上記の性質(1)でいう本物質との特異
的結合性を除く}ことを意味し、例えば、該物質を、該物質を示す化学構造式とは異なる
化学構造式で示される物質に変換する酵素化学的反応を触媒する能力を実質的に持たない
場合をあげることができる。「変性能を実質的に持たない」タンパク質は、例えば、該タ
ンパク質をコードする遺伝子を、当該変性能を有するタンパク質をコードする遺伝子が欠
失し通常の条件では生育できなくなった微生物に、発現可能な状態で導入した場合に、該
微生物の生育が相補されないことを指標に選択してもよい。
本発明において、「免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない
」とは、免疫グロブリンの可変領域に特有の立体構造を形成しないことを意味する。ここ
で、「免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域」とは、免疫グロブリン分子を構
成するH鎖およびL鎖の可変領域のうち、超可変領域（hypervariable region）を除いた残
りの領域であって、アミノ酸配列の保存性が比較的高く、可変領域の高度に保存された立
体構造の保持に働く領域である。可変領域が前記の立体構造をとることにより、H鎖およ
びL鎖のそれぞれ３ヶ所に散在する超可変領域が該立体構造上の１か所にまとまり、抗原
結合部位が形成される[Alberts, B., et al. ed. (1983) Molecular Biology of the Cel
l p979, Garland Publishing, Inc. New York]。「免疫グロブリンの可変領域のフレーム
ワーク領域を実質的に含まない」タンパク質は、例えば、該タンパク質のアミノ酸配列に
基づいて選び出すことができ、このようなタンパク質として具体的には例えば、免疫グロ
ブリンの可変領域のフレームワーク領域の既知のアミノ酸配列と約６０％以上の相同性を
示す約３０アミノ酸以上からなるアミノ酸配列を含まないタンパク質をあげることができ
る。また、上記のフレームワーク領域を含むか否かは、例えば、該タンパク質をコードす
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る遺伝子を鋳型にして、免疫グロブリンのH鎖もしくはL鎖由来の可変領域をコードする塩
基配列を有するＤＮＡを増幅可能なプライマー、具体的には例えば、Clackson, T. et al
., Nature 352; p624(1991)に記載されるプライマーVH1BACKとVH1FOR-2、もしくは、VK2B
ACKとVK4FOR、または、組換え抗体遺伝子のクローニングのための市販のキット、例えばR
ecombinant Phage Antibody System(Pharmacia Biotech社製)に含まれるプライマーHeavy
 primers mixもしくはLight primer mixなどを用いてＰＣＲを行い、特定の長さのＤＮＡ
の増幅の有無を分析することによって確認することもできる。
【００１９】
本発明植物１においてその遺伝子が発現することにより産生される上記(1-3)、(1-4)およ
び(1-5)の性質を有するタンパク質としては、天然に存在するタンパク質であってもよく
、天然のタンパク質にアミノ酸置換、付加、欠失等が導入されてなるタンパク質であって
もよく、ランダムなアミノ酸配列を有する人為的に作出されたタンパク質の中から本物質
との結合性を指標に選抜されたタンパク質であってもよい。尚、本発明において、「タン
パク質」とは、２個以上のアミノ酸がペプチド結合によって結合した物質をいい、例えば
、４～１００個程度のアミノ酸がペプチド結合によって結合してなる物質も含まれる。
上記の性質(1-3)、(1-4)および(1-5)を有するタンパク質の具体例として、下記のような
タンパク質をあげることができる。
プロトポルフィリンIXに特異的に結合するタンパク質として、例えば、マグネシウムケラ
ターゼ(magnesium protoporphyrin IX chelatase)のプロトポルフィリンIX結合サブユニ
ットタンパク質、または該タンパク質の改変タンパク質であってプロトポルフィリンIXに
特異的に結合するタンパク質をあげることができ、より具体的には、該サブユニットタン
パク質からオルガネラ移行シグナル配列が除去されたタンパク質等があげられる。
また、フェロケラターゼ(protoheme ferrolyase; EC 4.9.9.1)の改変タンパク質であって
、プロトポルフィリンIXに対する変性能を持たずプロトポルフィリンIXに特異的に結合す
るタンパク質をあげることもでき、より具体的には、フェロケラターゼにおいて鉄イオン
との結合部位と推定される領域が改変されてなりプロトポルフィリンIXに対する変性能を
持たないタンパク質等をあげることができる。
さらに、コバルトケラターゼ(cobaltochelatase)の基質結合サブユニットタンパク質、ま
たは該タンパク質の改変タンパク質であってプロトポルフィリンIXに特異的に結合するタ
ンパク質をあげることもできる。
プロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合するタンパク質としては、ＰＰＯの改変タン
パク質であって、プロトポルフィリノーゲンIXを酸化する能力を持たずプロトポルフィリ
ノーゲンIXに特異的に結合するタンパク質をあげることができ、より具体的には、ＰＰＯ
においてFAD結合部位と推定される領域(アミノ酸配列GXGXXGを有する領域であって、ここ
でXは任意のアミノ酸を示す。例えば、シロイヌナズナ葉緑体局在型ＰＰＯのアミノ末端
から63～68番目のアミノ酸からなり、アミノ酸配列GGGISGを有する領域)が欠失したタン
パク質等をあげることができる。
また、プロトポルフィリノーゲンIXに結合するタンパク質としては、コプロポルフィリノ
ーゲンIIIオキシダーゼ(coproporphyrinogen III oxidase; EC 1.3.3.3)の改変タンパク
質であって、プロトポルフィリノーゲンIXおよびコプロポルフィリノーゲンIIIを酸化す
る能力を持たずプロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合するタンパク質をあげること
もできる。
上記のようなタンパク質が、細胞内で本物質と結合することにより、該物質によって惹起
される細胞機能傷害が防がれ、除草剤耐性が発現され得る。かかるタンパク質をコードす
る遺伝子は、例えば次のようにして得ることができる。
【００２０】
マグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サブユニットタンパク質をコードす
る遺伝子としては、光合成細菌Rhodobacter capsulatus (Genebank accession M74001)、
シロイヌナズナ(Genebank accession Z68495)、オオムギ(Genebank accession U96216)、
キンギョソウ(Genebank accession X73144)、Synechocystis P.C.C.6803(Genebank acces
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sion U29131)等由来の遺伝子の塩基配列が知られている。このような塩基配列既知の遺伝
子は、目的の遺伝子を持つ生物のゲノムDNAまたはcDNAを鋳型にして、その遺伝子にコー
ドされるタンパク質のアミノ末端付近に相当する塩基配列およびカルボキシ末端付近に相
当する塩基配列をもとに作製したプライマーを用いてPCRを行うことにより増幅しこれを
単離することができる。また、上記以外の光合成生物から、マグネシウムケラターゼのプ
ロトポルフィリンIX結合サブユニットタンパク質をコードする遺伝子を取得することもで
きる。まず、目的とする光合成生物からmRNAを調製し、該mRNAを鋳型として逆転写酵素を
用いてcDNAを合成し、これをZAPIIなどのファージベクターまたはpUCなどのプラスミドベ
クターに組み込んでcDNAライブラリーを作製する。このcDNAライブラリーを鋳型にして、
上記のような塩基配列既知の遺伝子間で良好に保存された塩基配列に基づき設計し合成さ
れたプライマーを用いてPCRを行うことによって、マグネシウムケラターゼのプロトポル
フィリンIX結合サブユニットタンパク質遺伝子の少なくとも一部を含むDNA断片を増幅す
ることができる。このDNA断片をプローブにしてcDNAライブラリーをスクリーニングし、
陽性クローンを選抜する。選抜したクローンの有するDNAの塩基配列を決定することによ
って、目的とするマグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サブユニットタン
パク質の遺伝子であることを確認することができる。
マグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サブユニットタンパク質の改変タン
パク質であってプロトポルフィリンIXに特異的に結合するタンパク質をコードする遺伝子
を取得するには、例えば、該サブニユットタンパク質の遺伝子に塩基の置換、欠失、付加
等の変異を導入し、該遺伝子をGibson, L.C.D. et al., Proc. Acad. Sci. USA, 92; p19
41(1995)に記載の方法に準じて大腸菌BL21(DE3)株に導入して形質転換株を取得し、導入
した遺伝子が高発現する条件で該形質転換株を培養する。培養菌体が赤色化し、プロトポ
ルフィリンIXの蓄積を示す蛍光吸収（励起波長405nm、蛍光波長630nm）が観察される株を
選抜することにより、該サブユニットタンパク質の改変タンパク質であってプロトポルフ
ィリンIXに特異的に結合するタンパク質をコードする遺伝子を得ることができる。
【００２１】
フェロケラターゼをコードする遺伝子としては、これまでに大腸菌Esherichia coli (Gen
ebank accession D90259)、枯草菌Bacillus subtilis (Genebank accession M97208)、Br
adyrhizobium japonicum (Genebank accession M92427)、酵母Saccharomyces cerevisiae
 (Genebank accession J05395)、マウス(Genebank accession J05697)、ヒト(Genebank a
ccession D00726)、オオムギ(Genebank accession D26105)、キュウリ(Genebank accessi
on D26106)等由来の遺伝子の塩基配列が知られている。このような塩基配列既知の遺伝子
は、目的の遺伝子を持つ生物のゲノムDNAもしくはcDNAを鋳型にして、その遺伝子にコー
ドされるタンパク質のアミノ末端付近に相当する塩基配列およびカルボキシ末端付近に相
当する塩基配列をもとに作製したプライマーを用いてPCRを行うことにより、増幅し単離
することができる。また、塩基配列の知られていないフェロケラターゼ遺伝子を取得する
には、まず、目的とする生物からmRNAを調製し、該mRNAを鋳型として逆転写酵素を用いて
cDNAを合成し、これをZAPIIなどのファージベクターまたはpUCなどのプラスミドベクター
に組み込んでcDNAライブラリーを作製する。このcDNAライブラリーを、Miyamoto,K.,et a
l. Plant Physiol., 105; p769 (1994)に記載の大腸菌のフェロケラターゼ欠失変異株VS2
00に導入し相補試験を行うことによって、該cDNAライブラリーから目的の生物由来のフェ
ロケラターゼ遺伝子を有するクローンを選抜することができる。また、前記cDNAライブラ
リーを鋳型にして、上記のような塩基配列既知の遺伝子間で良好に保存された塩基配列に
基づき作製されたプライマーを用いてPCRを行うことによってDNA断片を増幅し、該DNA断
片をプローブにして前記cDNAライブラリーをスクリーニングし、陽性クローンを選抜して
もよい。このようにして選抜されたクローンの有するDNAの塩基配列を決定することによ
って、目的とするフェロケラターゼ遺伝子であることを確認することができる。
フェロケラターゼの改変タンパク質であってプロトポルフィリンIXに対する変性能を持た
ずプロトポルフィリンIXに特異的に結合するタンパク質、例えば、フェロケラターゼにお
いて鉄イオンとの結合部位と推定される領域が改変されてなりプロトポルフィリンIXに対
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する変性能を持たないタンパク質をコードする遺伝子を取得するには、該領域付近のアミ
ノ酸配列をコードする塩基配列に基づき、該領域に変異を導入するためのプライマーを作
製し、この変異導入プライマーを用いて、市販の部位特異的変異導入キット(Mutan-Super
 Express Km、宝酒造製)を用いたPCRを行うことにより、上記領域の変異体をコードする
遺伝子を調製することができる。具体的には、野生型のフェロケラターゼ遺伝子をプラス
ミドベクターpKF19kのクローニング部位に挿入し、得られたプラスミドのDNAを鋳型に、
前述の変異導入プライマーとpKF19kのカナマイシン耐性遺伝子上にあるアンバー変異を復
帰させるための選抜プライマーとを用いてPCRを行う。該PCRで増幅された遺伝子を大腸菌
MV1184株（サプレッサーフリー）に導入し、遺伝子導入株をカナマイシン耐性で選抜する
ことにより、目的の領域を構成するアミノ酸に相当する塩基配列が改変されたフェロケラ
ターゼ遺伝子を持つ大腸菌を単離することができる。該大腸菌の有するプラスミドDNAの
塩基配列を解析することによって、単離した遺伝子が目的とする改変タンパク質をコード
する遺伝子であることを確認することができる。
【００２２】
ＰＰＯ遺伝子は、これまでに大腸菌Esherichia coli (Genebank accession X68660)、枯
草菌Bacillus subtilis (Genebank accession M97208)、Haemophilus influnzae (Geneba
nk accession L42023)、マウス(Genebank accession D45185)、ヒト(Genebank accession
 D38537)、シロイヌナズナ(Genebank accession D83139)、タバコ(Genebank accession Y
13465, Y13466)等由来の遺伝子の塩基配列が知られている。このような塩基配列既知の遺
伝子は、目的の遺伝子を持つ生物のゲノムDNAもしくはcDNAを鋳型にして、その遺伝子に
コードされるタンパク質のアミノ末端付近に相当する塩基配列およびカルボキシ末端付近
に相当する塩基配列をもとに作製したプライマーを用いてPCRを行うことにより増幅し、
これを単離することができる。また、塩基配列の知られていないＰＰＯ遺伝子を取得する
には、まず、目的の遺伝子を持つ生物から前述の方法でcDNAライブラリーを作製する。こ
のcDNAライブラリーを、Narita,S., et al., Gene, 182; p169 (1996)等に記載の大腸菌
のＰＰＯ欠失変異株VSR800に導入し相補試験を行うことによって、該cDNAライブラリーか
ら目的の生物由来のＰＰＯ遺伝子を有するクローンを選抜することができる。また、前記
cDNAライブラリーを鋳型にして、上記のような塩基配列既知の遺伝子間で良好に保存され
た塩基配列に基づき作製されたプライマーを用いてPCRを行うことによってDNA断片を増幅
し、該DNA断片をプローブにして前記cDNAライブラリーをスクリーニングし、陽性クロー
ンを選抜してもよい。選抜されたクローンの有する塩基配列を決定することによって、目
的とするＰＰＯ遺伝子であることを確認することができる。
ＰＰＯの改変タンパク質であって、プロトポルフィリノーゲンIXを酸化する能力を持たず
プロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合するタンパク質の遺伝子を取得するには、例
えば、ＰＰＯ遺伝子に塩基の置換、欠失、付加等の変異を導入し、該改変遺伝子をＰＰＯ
阻害型除草剤処理によって光依存的に増殖が阻害される上述の大腸菌に導入する。該大腸
菌をヘミン、アミノレブリン酸およびＰＰＯ阻害型除草剤存在下に培養して明所でも生育
可能なクローンを選抜することにより、プロトポルフィリノーゲンIX結合能を有するタン
パク質をコードする遺伝子を選抜することができる。このようにして選抜された改変遺伝
子を大腸菌等の宿主細胞で発現させて該遺伝子のコードするタンパク質を調製し、得られ
たタンパク質のプロトポルフィリノーゲンIXに対する酸化能を、例えば、Jacob,N.J.and 
Jacobs,J.M.(1982) Enzyme, 28, 206-219等に記載の方法に準じて測定することにより、
プロトポルフィリノーゲンIXに対する酸化能を持たないタンパク質の遺伝子を選抜するこ
とができる。より具体的には、上記改変遺伝子を大腸菌用の発現ベクターに挿入して、Ya
mamoto,F.et al., Japanese J. Genet.,63; p237(1988)等に記載されている大腸菌BT3株
のような、ＰＰＯ遺伝子(hemG遺伝子座)欠損突然変異系統大腸菌に導入し、該大腸菌に導
入したベクター上の選抜マーカーに対応する細胞生育阻害剤に加えヘミンおよびアミノレ
ブリン酸を含む培地で該大腸菌を培養して形質転換株を取得し、該形質転換株から上記改
変遺伝子のコードするタンパク質を調製してもよい。また、該形質転換株をヘミンおよび
アミノレブリン酸を実質的に含まない培地で培養し、生育しない株を確認することにより
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、該形質転換株からその宿主細胞のＰＰＯ遺伝子欠損を相補しない遺伝子を得ることがで
き、かかる方法をプロトポルフィリノーゲンIXに対する酸化能を持たないタンパク質をコ
ードする遺伝子の選抜に利用してもよい。
また、ＰＰＯにおいてFADとの結合部位と推定される領域(アミノ酸配列GXGXXGを有する領
域であって、ここでＸは任意のアミノ酸を示す。)を欠失したタンパク質をコードする遺
伝子を取得するには、まず、該領域付近のアミノ酸配列をコードする塩基配列に基づき、
該領域の欠失変異を導入するためのプライマーを作製する。この変異導入プライマーを用
いて、前述のように市販の部位特異的変異導入キット(Mutan-Super Express Km、宝酒造
製)を用いてPCRを行い該領域の欠失変異体をコードする遺伝子を調製することができる。
【００２３】
コプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼをコードする遺伝子としては、これまでに大
腸菌Esherichia coli (Genebank accession X75413)、Salmonella typhimurium (Geneban
k accession L19503)、酵母Saccharomyces cerevisiae (Genebank accession J03873)、
マウス(Genebank accession D16333)、ヒト(Genebank accession D16611)、ダイズ(Geneb
ank accession X71083)、オオムギ(Genebank accession X82830)、タバコ(Genebank acce
ssion X82831)等由来の遺伝子の塩基配列が知られている。このような塩基配列既知の遺
伝子は、目的の遺伝子を持つ生物のゲノムDNAもしくはcDNAを鋳型にして、その遺伝子に
コードされるタンパク質のアミノ末端付近に相当する塩基配列およびカルボキシ末端付近
に相当する塩基配列をもとに作製したプライマーを用いてPCRを行うことにより、増幅し
単離することができる。また、塩基配列の知られていないコプロポルフィリノーゲンIII
オキシダーゼ遺伝子を取得するには、まず、目的とする生物からmRNAを調製し、該mRNAを
鋳型として逆転写酵素を用いてcDNAを合成し、これをSikorski, R.S. et al. Genetics, 
122; p19 (1989)に記載のpRS313などのプラスミドベクターに組み込んでcDNAライブラリ
ーを作製する。このcDNAライブラリーを、Troup, B. et al. J. Bacteriol., 176; p673 
(1994)に記載の酵母コプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼ欠失変異株HEM13に導入し
て相補試験を行い、生育可能なクローンを選抜することによって、該cDNAライブラリーか
ら目的の生物由来のコプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼ遺伝子を有するクローン
を選抜することができる。また、前記cDNAライブラリーを鋳型にして、上記のような塩基
配列既知の遺伝子間で良好に保存された塩基配列に基づき作製されたプライマーを用いて
PCRを行うことによってDNA断片を増幅し、該DNA断片をプローブにして前記cDNAライブラ
リーをスクリーニングし、陽性クローンを選抜してもよい。このようにして選抜されたク
ローンの有するDNAの塩基配列を決定することによって、目的とするコプロポルフィリノ
ーゲンIIIオキシダーゼ遺伝子であることを確認することができる。
コプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼの改変タンパク質であって、プロトポルフィ
リノーゲンIXおよびコプロポルフィリノーゲンIIIに対する酸化能を持たずプロトポルフ
ィリノーゲンIXに特異的に結合するタンパク質の遺伝子を取得するには、例えば、コプロ
ポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼ遺伝子に塩基の置換、欠失、付加等の変異を導入し
、該改変遺伝子をＰＰＯ阻害型除草剤処理によって光依存的に増殖が阻害される上述の大
腸菌に導入する。該大腸菌をヘミン、アミノレブリン酸およびＰＰＯ阻害型除草剤存在下
に培養して明所でも生育可能なクローンを選抜することにより、プロトポルフィリノーゲ
ンIX結合能を有するタンパク質をコードする遺伝子を選抜することができる。このように
して選抜された改変遺伝子を、例えば、大腸菌等の宿主細胞で発現させて該遺伝子のコー
ドするタンパク質を調製し、得られたタンパク質のプロトポルフィリノーゲンIXに対する
酸化能を、例えば、Jacob,N.J.and Jacobs,J.M.(1982) Enzyme, 28, 206-219等に記載の
方法に準じて測定することにより、プロトポルフィリノーゲンIXに対する酸化能を持たな
いタンパク質の遺伝子を選抜することができる。さらに、前記のようにして大腸菌から調
製されたタンパク質について、コプロポルフィリノーゲンIIIをプロトポルフィリノーゲ
ンIXに変換する能力(コプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼ活性)を、例えば、Yoshi
naga, T.,Sano,S., J. Biol. Chem., 255; p4722(1980)等に記載の方法に準じて測定する
ことにより、コプロポルフィリノーゲンIIIに対する酸化能を持たないタンパク質の遺伝
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子を選抜することができる。
【００２４】
本物質に特異的に結合可能なタンパク質の遺伝子は、例えば、Sugimoto,N., Nakano,S., 
Chem. Lett., p939(1997)等に記載のように、コンビナトリアルケミストリー法を用いて
合成されたペプチドライブラリーから本物質に対して結合性を示すペプチドを選抜し、選
抜されたペプチドのアミノ酸配列をペプチドシークエンサーで解析し、該アミノ酸配列を
コードする塩基配列を含む遺伝子を設計してこれをDNA合成装置等で合成することによっ
ても、取得することができる。
また、ファージディスプレー法を用いて、本物質に対して結合性を有するタンパク質を提
示するファージクローンをファージライブラリーから選抜し取得することもできる。具体
的には、例えば、M13ファージ遺伝子のコートタンパク質pIIIをコードする領域の上流側
に、ランダムなアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする塩基配列を挿入することに
よって、M13ファージ粒子表面にランダムなアミノ酸配列を有するタンパク質が提示され
たファージライブラリーを構築する。一方、ビオチン標識化した本物質を、アビジンもし
くはストレプトアビジンでコートしたプレートに結合させることにより、本物質でコート
された支持体を作製する。前述のファージライブラリーをこの本物質でコートされたプレ
ート上でスクリーニングすると、本物質に結合性のある目的のタンパク質を提示したファ
ージを単離することができ、単離されたファージから目的のタンパク質の遺伝子を取得す
ることができる。
【００２５】
本発明植物１は、例えば、上記ような「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」および
「GOX活性を実質的に有するタンパク質」のうちから選ばれる１以上のタンパク質をコー
ドする遺伝子を植物細胞に導入し発現させる工程と、上述の(1-3)、(1-4)および(1-5)の
性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を植物細胞に導入し発現させる工程とを含む
方法により作製することができる。具体的には例えば、「EPSPS活性を実質的に有するタ
ンパク質」をコードする遺伝子および／または「GOX活性を実質的に有するタンパク質」
をコードする遺伝子と、(1-3)、(1-4)および(1-5)の性質を有するタンパク質をコードす
る遺伝子とを同時に植物細胞へ導入し、得られた細胞からこれらの遺伝子を発現する本発
明植物１を作出してもよい。「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺
伝子および／または「GOX活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子を導入
した植物細胞に、(1-3)、(1-4)および(1-5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝
子を導入し、得られた細胞からこれらの遺伝子を発現する本発明植物１を作出してもよい
。(1-3)、(1-4)および(1-5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を導入した植
物細胞に、「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子および／また
は「GOX活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子を導入し、得られた細胞
からこれらの遺伝子を発現する本発明植物１を作出してもよい。また、「EPSPS活性を実
質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子および／または「GOX活性を実質的に有す
るタンパク質」をコードする遺伝子、ならびに、(1-3)、(1-4)および(1-5)の性質を有す
るタンパク質をコードする遺伝子を、それぞれ植物細胞に導入して各々の遺伝子を発現す
る植物を作出し、得られた植物を交配することにより、これらの遺伝子を発現する本発明
植物１を作製してもよい。さらに、上述の(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素
活性を有し、該酵素活性によって、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸
合成酵素活性を阻害する量の除草剤に対して耐性を示す植物の細胞に、(1-3)、(1-4)およ
び(1-5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を導入し、得られた細胞から該遺
伝子を発現する本発明植物１を作出してもよく、また、(1-3)、(1-4)および(1-5)の性質
を有するタンパク質をコードする遺伝子が導入され該遺伝子を発現する植物細胞に、「「
EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子および／または「GOX活性を
実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子を導入し、得られた細胞からこれらの遺
伝子を発現する本発明植物１を作出してもよい。尚、いずれの場合も、「EPSPS活性を実
質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子、「GOX活性を実質的に有するタンパク質
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」をコードする遺伝子、(1-3)、(1-4)および(1-5)の性質を有するタンパク質をコードす
る遺伝子のうちの任意の遺伝子について、２種類以上の遺伝子を植物細胞に導入してもよ
い。
【００２６】
本発明植物２は、本発明植物１と同様に上記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵
素活性を有し、該酵素活性によって、植物の天然のEPSPS活性を阻害する量の除草剤に対
して耐性を示す植物であって、かつ、下記の(2-3)、(2-4)および(2-5)の性質を有するタ
ンパク質をコードする遺伝子が導入されてなり該遺伝子を発現する植物である。
(2-3)プロトポルフィリンIXに特異的に結合する。
(2-4)プロトポルフィリノーゲンIXに対する変性能を持たない。
(2-5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
ここで、「プロトポルフィリンIXに特異的に結合する」とは、前述のごとく、例えば、酵
素と基質、または、酵素と阻害剤もしくは活性調節因子との間の酵素化学的結合、受容体
とリガンドとの間の受容体化学的結合等において示されるような親和性と特異性に基いて
、当該タンパク質がプロトポルフィリンIXに結合することを意味する。
また、「プロトポルフィリノーゲンIXに対する変性能を持たない」とは、プロトポルフィ
リノーゲンIXとの酵素化学的な反応性が不活性であることを意味し、例えば、プロトポル
フィリノーゲンIXを、その化学構造式とは異なる化学構造式で示される物質に変換する酵
素化学的反応を触媒する能力を実質的に持たない場合をあげることができる。
「免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない」とは、前述のと
おり、免疫グロブリンの可変領域に特有の立体構造を形成しないことを意味する。
本発明植物２において、その遺伝子が発現することにより産生される上記(2-3)、(2-4)お
よび(2-5)の性質を有するタンパク質としては、天然に存在するタンパク質であってもよ
く、天然のタンパク質にアミノ酸置換、付加、欠失等が導入されてなるタンパク質であっ
てもよく、ランダムなアミノ酸配列を有する人為的に作出されたタンパク質の中から本物
質との結合性を指標に選抜されたタンパク質であってもよい。
このようなタンパク質の具体例としては、例えば、マグネシウムケラターゼ、および、マ
グネシウムケラターゼの改変タンパク質であってプロトポルフィリンIXに特異的に結合し
プロトポルフィリノーゲンIXを変性する能力を持たないタンパク質をあげることができる
。
また、フェロケラターゼ、および、フェロケラターゼの改変タンパク質であって、プロト
ポルフィリンIXに特異的に結合しプロトポルフィリノーゲンIXを変性する能力を持たない
タンパク質をあげることもできる。
【００２７】
上記のタンパク質をコードする遺伝子は、例えば、以下のようにして取得することができ
る。
マグネシウムケラターゼは、プロトポルフィリンIXにマグネシウムイオンを配位しマグネ
シウムポルフィリンIXを生成する能力を有し、プロトポルフィリンIX結合サブユニットタ
ンパク質、Ｉサブユニットタンパク質およびＤサブユニットタンパク質で構成される。マ
グネシウムケラターゼを植物で発現させるには、これらの３つのサブユニットタンパク質
をコードする遺伝子を取得する。
マグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サブユニットタンパク質をコードす
る遺伝子は、前記の方法で取得することができる。
マグネシウムケラターゼのＩサブユニットタンパク質をコードする遺伝子として、光合成
細菌Rhodobacter sphaerides (Genebank accession AF017642)、光合成細菌Rhodobacter 
capsulatus (Genebank accession Z11165)、シロイヌナズナ(Genebank accession D49426
)、オオムギ(Genebank accession U26545)、ダイズ(Genebank accession D45857)、タバ
コ(Genebank accession AF14053)、Synechocystis P.C.C.6803(Genebank accession U351
44)等由来の遺伝子が知られている。このような公知の遺伝子(塩基配列が公知)は、目的
の遺伝子を持つ生物のゲノムDNAまたはcDNAを鋳型にして、その遺伝子にコードされるタ
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ンパク質のアミノ末端付近に相当する塩基配列およびカルボキシ末端付近に相当する塩基
配列をもとに作製したプライマーを用いてPCRを行うことにより増幅しこれを単離するこ
とができる。また、上記以外の光合成生物から、マグネシウムケラターゼＩサブユニット
タンパク質をコードする遺伝子を取得することもできる。まず、目的とする光合成生物か
らmRNAを調製し、該mRNAを鋳型として逆転写酵素を用いてcDNAを合成し、これをZAPIIな
どのファージベクターまたはpUCなどのプラスミドベクターに組み込んでcDNAライブラリ
ーを作製する。このcDNAライブラリーを鋳型にして、上記のような公知の遺伝子との間で
良好に保存された塩基配列に基づき設計し合成されたプライマーを用いてPCRを行うこと
によって、マグネシウムケラターゼのIサブユニットタンパク質の遺伝子の少なくとも一
部を含むDNAを増幅することができる。このDNAをプローブにしてcDNAライブラリーをスク
リーニングし、陽性クローンを選抜する。選抜したクローンの有するDNAの塩基配列を決
定することによって、目的とするマグネシウムケラターゼのＩサブユニットタンパク質の
遺伝子であることを確認することができる。
また、マグネシウムケラターゼのＤサブユニットタンパク質をコードする遺伝子として、
光合成細菌Rhodobacter sphaerides (Genebank accession AJ001690)、光合成細菌Rhodob
acter capsulatus (Genebank accession Z11165)、エンドウ(Genebank accession AF0143
99)、タバコ(Genebank accession Y10022)、Synechocystis P.C.C.6803(Genebank access
ion X96599)等由来の遺伝子が知られている。マグネシウムケラターゼDサブユニットタン
パク質をコードする遺伝子は、前記のマグネシウムケラターゼＩサブユニットタンパク質
をコードする遺伝子を取得する方法と同様の方法で取得することができる。
これらの3つのサブユニットタンパク質からなるマグネシウムケラターゼの活性の検出は
、例えば、Gibson, L.C.D. et al., Proc. Acad. Sci. USA, 92; p1941(1995)等に記載の
方法に準じて実施することができる。
フェロケラターゼをコードする遺伝子は前述の方法で取得することができる。フェロケラ
ターゼの活性の検出は、例えば、Porra, R.J., Anal. Biochem., 68; p289(1975)等に記
載の方法に準じて実施することができる。
【００２８】
本発明植物２は、例えば、上記ような「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」および
「GOX活性を実質的に有するタンパク質」のうちから選ばれる１以上のタンパク質をコー
ドする遺伝子を植物細胞に導入し発現させる工程と、上述の(2-3)、(2-4)および(2-5)の
性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を植物細胞に導入し発現させる工程とを含む
方法により作製することができる。具体的には例えば、「EPSPS活性を実質的に有するタ
ンパク質」をコードする遺伝子および／または「GOX活性を実質的に有するタンパク質」
をコードする遺伝子と、(2-3)、(2-4)および(2-5)の性質を有するタンパク質をコードす
る遺伝子とを同時に植物細胞へ導入し、得られた細胞からこれらの遺伝子を発現する本発
明植物２を作出してもよい。「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺
伝子および／または「GOX活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子を導入
した植物細胞に、(2-3)、(2-4)および(2-5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝
子を導入し、得られた細胞からこれらの遺伝子を発現する本発明植物２を作出してもよい
。(2-3)、(2-4)および(2-5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を導入した植
物細胞に、「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子および／また
は「GOX活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子を導入し、得られた細胞
からこれらの遺伝子を発現する本発明植物２を作出してもよい。また、「EPSPS活性を実
質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子および／または「GOX活性を実質的に有す
るタンパク質」をコードする遺伝子、ならびに、(2-3)、(2-4)および(2-5)の性質を有す
るタンパク質をコードする遺伝子を、それぞれ植物細胞に導入して各々の遺伝子を発現す
る植物を作出し、得られた植物を交配することにより、これらの遺伝子を発現する本発明
植物２を作製してもよい。さらに、上述の(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素
活性を有し、該酵素活性によって、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸
合成酵素活性を阻害する量の除草剤に対して耐性を示す植物の細胞に、(2-3)、(2-4)およ
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び(2-5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を導入し、得られた細胞から該遺
伝子を発現する本発明植物２を作出してもよく、また、(2-3)、(2-4)および(2-5)の性質
を有するタンパク質をコードする遺伝子が導入され該遺伝子を発現する植物細胞に、「「
EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子および／または「GOX活性を
実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子を導入し、得られた細胞からこれらの遺
伝子を発現する本発明植物２を作出してもよい。尚、いずれの場合も、「EPSPS活性を実
質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子、「GOX活性を実質的に有するタンパク質
」をコードする遺伝子、(2-3)、(2-4)および(2-5)の性質を有するタンパク質をコードす
る遺伝子のうちの任意の遺伝子について、２種類以上の遺伝子を植物細胞に導入してもよ
い。
【００２９】
本発明植物３は、本発明植物１と同様に上記(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵
素活性を有し、該酵素活性によって、植物の天然のEPSPS活性を阻害する量の除草剤に対
して耐性を示す植物であって、かつ、下記の(3-3)、(3-4)および(3-5)の性質を有するタ
ンパク質をコードする遺伝子が導入されてなり該遺伝子を発現する植物である。
(3-3)プロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合する。
(3-4)コプロポルフィリノーゲンIIIに対する変性能を持つ。
(3-5)免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない。
「プロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合する」とは、前述のごとく、例えば、酵素
と基質、または、酵素と阻害剤もしくは活性調節因子との間の酵素化学的結合、受容体と
リガンドとの間の受容体化学的結合等において示されるような親和性と特異性に基いて、
当該タンパク質がプロトポルフィリノーゲンIXに結合することを意味する。
「コプロポルフィリノーゲンIIIに対する変性能を持つ」とは、コプロポルフィリノーゲ
ンIIIに対して酵素化学的な反応性があることを意味し、例えば、コプロポルフィリノー
ゲンIIIを、その化学構造式とは異なる化学構造式で示される物質に変換する酵素化学的
反応を触媒する能力を実質的に持つ場合をあげることができる。具体的には例えば、コプ
ロポルフィリノーゲンIIIをプロトポルフィリノーゲンIXに変換する能力(コプロポルフィ
リノーゲンIIIオキシダーゼ活性)をあげることができ、該変換能力は、例えば、Yoshinag
a, T.,Sano,S., J. Biol. Chem., 255; p4722(1980)等に記載の方法に準じて測定するこ
とができる。
「免疫グロブリンの可変領域のフレームワーク領域を実質的に含まない」とは、前述のと
おり、免疫グロブリンの可変領域に特有の立体構造を形成しないことを意味する。
本発明植物３において、その遺伝子が発現することにより産生される上記(3-3)、(3-4)お
よび(3-5)の性質を有するタンパク質としては、天然に存在するタンパク質であってもよ
く、天然のタンパク質にアミノ酸置換、付加、欠失等が導入されてなるタンパク質であっ
てもよく、ランダムなアミノ酸配列を有する人為的に作出されたタンパク質の中から本物
質との結合性を指標に選抜されたタンパク質であってもよい。
このようなタンパク質としては、具体的には、コプロポルフィリノーゲンIIIオキシダー
ゼ、および、コプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼの改変タンパク質であってコプ
ロポルフィリノーゲンIIIを酸化してプロトポルフィリノーゲンIXを生成する能力を持つ
タンパク質などがあげられる。コプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼをコードする
遺伝子は、例えば、前述の方法で取得することができる。
【００３０】
本発明植物３は、例えば、上記ような「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」および
「GOX活性を実質的に有するタンパク質」のうちから選ばれる１以上のタンパク質をコー
ドする遺伝子を植物細胞に導入し発現させる工程と、上述の(3-3)、(3-4)および(3-5)の
性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を植物細胞に導入し発現させる工程とを含む
方法により作製することができる。具体的には例えば、「EPSPS活性を実質的に有するタ
ンパク質」をコードする遺伝子および／または「GOX活性を実質的に有するタンパク質」
をコードする遺伝子と、(3-3)、(3-4)および(3-5)の性質を有するタンパク質をコードす
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る遺伝子とを同時に植物細胞へ導入し、得られた細胞からこれらの遺伝子を発現する本発
明植物３を作出してもよい。「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺
伝子および／または「GOX活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子を導入
した植物細胞に、(3-3)、(3-4)および(3-5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝
子を導入し、得られた細胞からこれらの遺伝子を発現する本発明植物３を作出してもよい
。(3-3)、(3-4)および(3-5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を導入した植
物細胞に、「EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子および／また
は「GOX活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子を導入し、得られた細胞
からこれらの遺伝子を発現する本発明植物３を作出してもよい。また、「EPSPS活性を実
質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子および／または「GOX活性を実質的に有す
るタンパク質」をコードする遺伝子、ならびに、(3-3)、(3-4)および(3-5)の性質を有す
るタンパク質をコードする遺伝子を、それぞれ植物細胞に導入して各々の遺伝子を発現す
る植物を作出し、得られた植物を交配することにより、これらの遺伝子を発現する本発明
植物３を作製してもよい。さらに、上述の(1)および(2)のうちから選ばれる１以上の酵素
活性を有し、該酵素活性によって、植物の天然の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸
合成酵素活性を阻害する量の除草剤に対して耐性を示す植物の細胞に、(3-3)、(3-4)およ
び(3-5)の性質を有するタンパク質をコードする遺伝子を導入し、得られた細胞から該遺
伝子を発現する本発明植物３を作出してもよく、また、(3-3)、(3-4)および(3-5)の性質
を有するタンパク質をコードする遺伝子が導入され該遺伝子を発現する植物細胞に、「「
EPSPS活性を実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子および／または「GOX活性を
実質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子を導入し、得られた細胞からこれらの遺
伝子を発現する本発明植物３を作出してもよい。尚、いずれの場合も、「EPSPS活性を実
質的に有するタンパク質」をコードする遺伝子、「GOX活性を実質的に有するタンパク質
」をコードする遺伝子、(3-3)、(3-4)および(3-5)の性質を有するタンパク質をコードす
る遺伝子のうちの任意の遺伝子について、２種類以上の遺伝子を植物細胞に導入してもよ
い。
【００３１】
本発明植物１～３を作製するに際し、遺伝子を植物の細胞に導入する方法としては、アグ
ロバクテリウム感染方法(特公平2-58917および特開昭60-70080)、プロトプラストへのエ
レクトロポレーション方法(特開昭60-251887および特開平5-68575)、またはパーティクル
ガン方法(特表平5-508316および特開昭63-258525)などの公知の手段を用いることができ
る。細胞に導入する遺伝子は、細胞生育阻害剤耐性を該細胞に付与し得る遺伝子などの選
抜マーカー遺伝子を有するベクターに組み込んでおくとよい。
目的とする遺伝子を植物の細胞で発現させるには、相同組換え[Fraley,R.T. et al., Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA, 80; p4803 (1983)]によって該遺伝子を植物の染色体に導入し
該遺伝子を発現する細胞を選抜してもよいし、該遺伝子をあらかじめ、植物細胞で機能可
能なプロモーターおよび植物細胞で機能可能なターミネーターと機能可能な形で結合させ
て、これを細胞に導入してもよい。ここで、「機能可能な形で」とは、本タンパク質をコ
ードする遺伝子が、導入される植物の細胞において前記プロモーターおよびターミネータ
ーの制御下に発現するように、これらのプロモーターおよびターミネーターと結合された
状態にあることを意味する。
植物細胞で機能可能なプロモーターとしては、例えば、ノパリン合成酵素遺伝子プロモー
ター、オクトピン合成酵素遺伝子プロモーター等のT-DNA由来の構成型プロモーター、カ
リフラワーモザイクウィルス由来の19Sプロモーターもしくは35Sプロモーター等の植物ウ
ィルス由来のプロモーター、フェニルアラニンアンモニアリアーゼ遺伝子プロモーター、
カルコンシンターゼ遺伝子プロモーター、Pathogenesis-related protein遺伝子プロモー
ター等の誘導型プロモーターなどを挙げることができる。さらに、これらに限定されない
他の植物プロモーターを用いてもよい。
また、植物細胞で機能可能なターミネーターとしては、例えば、ノパリン合成酵素遺伝子
ターミネーターなどT-DNA由来のターミネーター、ニンニクウィルスGV1,GV2のターミネー
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ターなどの植物ウィルス由来のターミネーターなどを挙げることができる。さらに、これ
らに限定されない他の植物ターミネーターを用いるてもよい。
【００３２】
かかる遺伝子を導入する細胞としては、植物組織、植物個体、培養細胞、種子などを用い
ることができる。また、かかる遺伝子を導入する植物種としては、例えば、タバコ、ワタ
、ナタネ、テンサイ、シロイヌナズナ、カノーラ、アマ、ヒマワリ、バレイショ、アルフ
ァルファ、レタス、バナナ、ダイズ、エンドウ、その他のマメ類、マツ、ポプラ、リンゴ
、ブドウ、オレンジ、レモン、その他の柑橘類、アーモンド、クルミ、その他のナッツ類
等の双子葉植物、トウモロコシ、イネ、コムギ、オオムギ、ライムギ、エンバク、ソルガ
ム、オートムギ、サトウキビ、芝類等の単子葉植物をあげることができる。
導入された遺伝子を発現する形質転換植物細胞は、該遺伝子が導入された細胞を、該遺伝
子に座上・連結させた選抜マーカー遺伝子に対応する選抜用培地、例えば細胞生育阻害剤
を含む培地等で培養し、該培地において増殖可能なクローンを単離することによって取得
することができる。また、前記形質転換植物細胞は、遺伝子が導入された細胞を、耐性付
与対象の除草剤またはその有効成分を含む培地で培養し増殖可能なクローンを単離するこ
とによっても選抜することができる。このようにして得られた形質転換植物細胞から、例
えば、植物遺伝子操作マニュアル：トランスジェニック植物の作り方（内宮著、講談社サ
イエンティフィック1990年）、27-55頁などに記載されている植物細胞培養方法により植
物体を再生させることによって、導入された遺伝子を発現する植物を得ることができる。
より具体的には、例えば、モデル植物の実験プロトコール イネ・シロイヌナズナ編（島
本功、岡田清孝監修、秀潤社1996年）、第4章に記載の方法によって、導入された遺伝子
を発現するイネやシロイヌナズナを得ることができる。また、特開平3-291501に記載され
ている方法で、パーティクルガンを用いて遺伝子をダイズ不定胚に導入し、導入された遺
伝子を発現するダイズを得ることができる。同様に、Fromm,M.E.,et al. Bio/Technology
, 8; p838 (1990)に記載されている方法に準じて、パーティクルガンを用いて遺伝子をト
ウモロコシ不定胚に導入し、導入された遺伝子を発現するトウモロコシを得ることができ
、宅見ら著、育種学会雑誌、1995年、第44巻、別冊1号、57頁に記載されている通常の方
法に準じて、パーティクルガンを用いて無菌培養したコムギ未熟胚盤に遺伝子を導入し、
導入された遺伝子を発現するコムギを得ることができる。同様に、萩尾ら著、育種学会雑
誌、1995年、第44巻、別冊1号、67頁に記載されている通常の方法に準じて、パーティク
ルガンを用いて無菌培養したオオムギ未熟胚盤に遺伝子を導入し、導入された遺伝子を発
現するオオムギを得ることができる。
【００３３】
導入された遺伝子を発現する植物の除草剤耐性を確認するには、例えば、該植物の栽培域
に評価の対象とする除草剤を散布し、該植物の生育度を測定するとよい。より定量的に確
認するには、例えば、ＰＰＯ阻害型除草剤に対する耐性を確認する場合には、該植物の葉
片を様々な濃度のＰＰＯ阻害型除草剤を含む水溶液中に浸すか、または、該植物の葉片に
除草剤水溶液を噴霧し寒天培地上で明所室温で放置し、数日後、該葉片からMacknney, G.
, J. Bol. Chem.,140; p315(1941)に記載の方法に準じてクロロフィルを抽出してクロロ
フィル含量を測定するとよい。
【００３４】
本発明植物１～３は、グリフォセート化合物およびPPO阻害型除草性化合物の両方に対し
て耐性を示すため、これらの化合物を有効成分として含む除草剤が散布された場合にも良
好に生育することができる。従って、本発明の方法によって目的の栽培植物にグリフォセ
ート化合物に対する耐性およびPPO阻害型除草性化合物に対する耐性を付与し、該植物を
栽培してその栽培域に前記のグリフォセート性化合物およびPPO阻害型除草性化合物を有
効成分として含む除草剤を散布することにより、効率よく雑草を取り除くことができ、雑
草防除作業の省力化、該栽培植物の収量の向上、高品質化などが可能となる。
【００３５】
【実施例】
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以下、実施例および参考例により本発明をより詳細に説明するが、本発明はこれらに限定
されるものではない。
参考例１　グリフォセート耐性遺伝子の単離
グリフォセート耐性ダイズ(Glycine max)を播種後、２７℃で３０日間栽培し、発芽個体
の第一葉を採取した。採取した緑葉を液体窒素で凍結させ、これを乳鉢と乳棒で磨砕し、
該磨砕物から、ゲノムDNA抽出試薬ISOPLANT(ニッポンジーン社製)を用いて付属のマニュ
アルに従ってゲノムDNAを抽出した。得られたゲノムDNAを鋳型にして、配列番号１で示さ
れる塩基配列からなるオリゴヌクレオチドおよび配列番号２で示される塩基配列からなる
オリゴヌクレオチドをプライマーに使ってPCRを行い、ペチュニア(Petunia hybrida)のEP
SPSの葉緑体トランジットペプチド（以下、CTPと記す。）配列をコードする塩基配列とア
グロバクテリウム(Agrobacterium sp. Strain CP4)のEPSPS遺伝子とを含むDNA断片(以下
、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と記す。)を増幅した。なお、該オリゴヌクレオチドはDNA合成
装置（PEアプライドバイオシステムズ社：Model 394 DNA/RNA Synthesizer）を用いて合
成し、オリゴヌクレオチド精製用カートリッジ（PEアプライドバイオシステムズ社：OPC 
カートリッジ）で精製した。また、ＰＣＲは、94℃にて5分間次いで55℃にて2分間さらに
72℃にて3分間の保温を1回行った後、94℃にて1分間次いで55℃にて2分間さらに72℃にて
3分間の保温１サイクルとしてこれを38回実施し、最後に94℃にて1分間次いで55℃にて2
分間さらに72℃にて10分間の保温を1回行った。増幅されたDNA断片をプラスミドpCR2.1(I
nvitrogen社製)のPCR産物クローニング部位に連結することにより、プラスミドpCREPSPS(
図１)を得た。次いで、該プラスミドを大腸菌JM109株のコンピテントセル(宝酒造社製)に
導入し、アンピシリン耐性株を選抜した。さらに、選抜されたアンピシリン耐性株に含ま
れるプラスミドの塩基配列をThermo Sequence II Dye Terminator kit(アマシャムファル
マシアバイオテク社製)およびDNAシークエンサー373S(PEアプライドバイオシステムズ社
製)を用いて決定した。その結果、配列番号３で示される塩基配列が明らかとなり、プラ
スミドpCREPSPSは本CTP-CP4 EPSPS遺伝子を含むことが確認された。
【００３６】
参考例２　タバコマグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サブユニットの改
変タンパク質をコードする遺伝子の取得
タバコ（Nicotiana tabacum cv. SR1）の葉部組織から、RNeasy Plant Kit(QIAGEN社製)
を用いて付属のマニュアルにしたがって操作を行ない、全 RNA を調製した。さらに、RNA
 LA PCR Kit (AMV) Ver 1.1（宝酒造社製）を用いて付属のマニュアルに従って操作を行
ない、葉緑体移行シグナルを欠失したタバコマグネシウムケラターゼのプロトポルフィリ
ンIX結合サブユニットタンパク質(以下、本改変タバコケラターゼサブユニットと記す。)
をコードする遺伝子を含むDNA断片を取得した。まず、プライマーとして前記キットに含
まれるOligo dT-Adaptor Primerを用い、タバコ全RNAを鋳型として使用し、前記キットに
含まれる逆転写酵素を添加して1st strand cDNAを合成した。続いて、該1st strand cDNA
を鋳型として、前記キットに含まれるLA Taq polymeraseを用いてPCRを行い、本改変タバ
コケラターゼサブユニットをコードする遺伝子を含むDNA断片を増幅した。ここでＰＣＲ
のプライマーとしては、配列番号４で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドプラ
イマー、および配列番号５で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドプライマーを
用いた。該オリゴヌクレオチドはDNA合成装置（PEアプライドバイオシステムズ社：Model
 394 DNA/RNA Synthesizer）を用いて合成し、オリゴヌクレオチド精製用カートリッジ（
PEアプライドバイオシステムズ社：OPC カートリッジ）で精製した。また、ＰＣＲは、94
℃にて2分間の保温を1回行い、続いて、94℃にて30秒間次いで50℃にて30秒間さらに72℃
にて7分間の保温を１サイクルとしてこれを30サイクル実施した。前記ＰＣＲ反応で増幅
されたＤＮＡ断片についてTA Cloning Kit（Invitrogen社製）を用いて付属のマニュアル
に従って操作を行ない、該DNA断片をpCR2.1プラスミドのPCR産物クローニング部位にクロ
ーニングした。得られたプラスミドのＤＮＡを制限酵素KpnIで消化した後、アガロースゲ
ル電気泳動で分析し、8.0kbのＤＮＡ断片が検出されたプラスミドをpTCHLHと名付けた。
該プラスミドは、本改変タバコケラターゼサブユニットをコードする遺伝子がlacプロモ
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ーターの制御下でセンスの方向に発現可能な形で挿入された構造を有する。さらに、この
プラスミドpTCHLHを制限酵素KpnIで消化した後、自己環化させ、約60塩基からなるDNA断
片がプラスミドpTCHLHから除去された構造を有するプラスミドpTCHLH1(図２)を得た。
【００３７】
参考例３　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子のタバコへの導入
本CTP-CP4 EPSPS遺伝子をアグロバクテリウム法で植物へ導入するためのプラスミドを構
築した。まず、pNG01[Shiota et al.(1994)Plant Physiol 106:17-23](図３)を制限酵素H
indIIIで消化した後、DNA Polymerase Iを用いて2本鎖DNAのギャップにヌクレオチドを付
加してDNAの末端を平滑化した後、T4 DNA ligaseを用いて自己環化させてpNG04(図４)を
得た。pNG04をXbaIで消化し、ノパリン合成酵素遺伝子のターミネーターとその下流に位
置するカリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモーターとを含むDNA断片を得て、これを
プラスミドpUC19(宝酒造社製)のXbaI切断部位に挿入することでpNT35S(図５)を得た。次
に参考例１において調製されたプラスミドpCREPSPSをHindIIIとSalIで消化して、得られ
た本CTP-CP4 EPSPS遺伝子を含むDNA断片をpNT35SのHindIII切断部位とSalI切断部位との
間に挿入することにより、プラスミドpCENS(図６)を得た。このプラスミドpCENSを制限酵
素HindIIIで消化した後、DNA Polymerase Iを用いて2本鎖DNAのギャップにヌクレオチド
を付加しDNA末端を平滑化し、仔牛小腸由来のAlkaline phosphataseで処理して該DNAの5'
末端を脱りん酸化し、りん酸化KpnIリンカー(宝酒造製4668A)を挿入して環化させ、プラ
スミドpCENSK(図７)を得た。一方、バイナリーベクターpBI121(Clontech社製)を制限酵素
SmaIで消化し、そこへKpnIリンカー(宝酒造製)を挿入することにより、pBI121のSmaI認識
部位が除去されKpnI認識部位が付加されたプラスミドpBI121Kを作製した。該プラスミドp
BI121KのＤＮＡを制限酵素SacIで消化した後、DNA polymerase Iを用いて2本鎖ＤＮＡの3
'突出末端を消化して該ＤＮＡの末端を平滑化した。次に仔牛小腸由来のAlkaline phosph
ataseで該ＤＮＡの5'末端を脱りん酸化し、りん酸化SalIリンカー(宝酒造製4680P)を挿入
して環化させ、プラスミドpBI121KSを構築した。該バイナリーベクターpBI121KSを制限酵
素KpnIとSalIとで消化することによりβ-glucuronidase遺伝子を除去し、これに換えて前
記のプラスミドpCENSKを制限酵素KpnIとSalIで消化して得られる本CTP-CP4 EPSPS遺伝子
を含むDNA断片を挿入し、カリフラワーモザイクウイルス35Sプロモーターの下流に本CTP-
CP4 EPSPS遺伝子が結合されてなるプラスミドpBICE(図８)を作製した。また、バイナリー
ベクターpBI121(Clontech社製)を制限酵素BamHIとSacIで消化することによりβ-glucuron
idase遺伝子を除去し、得られたＤＮＡ断片の末端をT4 DNA polymeraseを用いて平滑化し
た後、T4 DNA ligaseを用いて自己環化させプラスミドpNO(図９)を構築した。該プラスミ
ドは本CTP-CP4 EPSPS遺伝子発現プラスミドpBICEのベクターコントロールとして用いた。
該プラスミドpBICEおよびpNOをそれぞれ、Agrobacterium tumefaciens LBA4404（Clontec
h社製）に導入し、これを300μg/mlストレプトマイシン、100μg/mlリファンピシン、25
μg/mlカナマイシンを含むLB培地(0.5% Yeast extract, 1.0% Bacto tryptone, 0.5% NaC
l)で培養して形質転換体を選抜することによって、pBICEを持つアグロバクテリウム株お
よびpNOを持つアグロバクテリウム株を単離した。
次いで、植物遺伝子操作マニュアル(内宮博文著、講談社サイエンティフィック、1992年)
に記載されている方法に準じて、タバコへの遺伝子導入を行った。プラスミドpBICEを持
つアグロバクテリウム株をLB培地(0.5% Yeast extract, 1.0% Bacto tryptone, 0.5% NaC
l)中で28℃にて終夜培養し、該培養液に無菌培養したタバコ(Nicotiana tabacum cv. SR1
)の葉片を浸漬した。該タバコ葉片を、Murashige-Skoog培地[Murashige T. and Skoog F.
, Physiol. Plant. (1962) 15, p473に記載。以下、MS培地と記す。]に0.8%寒天、0.1mg/
lナフタレン酢酸および1.0mg/lベンジルアミノプリンを添加した培地上で室温にて2日間
培養した。次に、該タバコ葉片を滅菌水で洗浄した後、0.8%寒天、0.1mg/lナフタレン酢
酸、1.0mg/lベンジルアミノプリン、および、500μg/mlセフォタキシムを添加したMS培地
上で7日間培養した。次いで、該タバコ葉片を0.8%寒天、0.1mg/lナフタレン酢酸、1.0mg/
lベンジルアミノプリン、500μg/mlセフォタキシム、および、100μg/mlカナマイシンを
添加したMS培地(以下、選抜用MS培地と記す。)上に移植し培養した。該培養は、前記タバ
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コ葉片を1ヶ月後毎に新鮮な選抜用MS培地に移植しながら継続的に４ヶ月間実施した。こ
の間に、該タバコ葉片から出現した茎葉分化したシュートを、0.8%寒天、300μg/mlセフ
ォタキシム、および、50μg/mlカナマイシンを添加したMS培地に移植して発根させ再生個
体を得た。該再生個体を0.8%寒天、および、50μg/mlカナマイシンを添加したMS培地に移
植して培養し、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子が導入されたタバコ個体を取得した。また、同様
にして、pNOを持つアグロバクテリウム株をタバコの葉片に感染させ、該タバコ葉片から
再生個体を得て、タバコ個体（以下、コントロール組換えタバコと記す。）を取得した。
【００３８】
実施例１　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変タバコケラターゼサブユニットをコード
する遺伝子のタバコへの導入
本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変タバコケラターゼサブユニットをコードする遺伝子
をアグロバクテリウム法で植物へ導入するためのプラスミドを構築した。まず、参考例２
で作製されたプラスミドpTCHLH1を制限酵素KpnIとSalIとで消化することにより、本改変
タバコケラターゼサブユニットをコードする遺伝子を含むＤＮＡ断片を調製した。一方、
参考例３で作製されたバイナリーベクターpBI121KSを制限酵素KpnIとSalIとで消化するこ
とによりβ-glucuronidase遺伝子を除去し、これに替えて、前記の本改変タバコケラター
ゼサブユニットをコードする遺伝子を含むＤＮＡ断片を挿入し、該遺伝子が35Sプロモー
ターの下流に結合されてなるプラスミドpBITCHLH（図１０）を作製した。次に、参考例３
において調製されたプラスミドpCENSKを制限酵素KpnIで消化し、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子
と、該遺伝子の下流に位置するノパリン合成酵素をコードする遺伝子のターミネーターと
、さらにその下流に位置するカリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモーターとを含むD
NA断片を得て、これを前記のプラスミドpBITCHLHのKpnI切断部位に挿入することで、本CT
P-CP4 EPSPS遺伝子および本改変タバコケラターゼサブユニットをコードする遺伝子がそ
れぞれカリフラワーモザイクウイルス35Sプロモーターの下流に結合されてなるプラスミ
ドpBICETCH(図１１)を作製した。
該プラスミドpBICETCHを、Agrobacterium tumefaciens LBA4404に導入し、これを300μg/
mlストレプトマイシン、100μg/mlリファンピシン、25μg/mlカナマイシンを含むLB培地
で培養して形質転換体を選抜することによって、pBICETCHを持つアグロバクテリウム株を
単離した。
該アグロバクテリウム株を無菌培養したタバコの葉片に感染させ、参考例３記載の方法と
同様の操作で、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変タバコケラターゼサブユニットをコ
ードする遺伝子が導入されたタバコを取得した。
【００３９】
試験例１　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子が導入されたタバコ、ならびに本CTP-CP4 EPSPS遺伝子
および本改変タバコケラターゼサブユニットをコードする遺伝子が導入されたタバコの除
草剤耐性試験
参考例３で得られた本CTP-CP4 EPSPS遺伝子が導入されたタバコ２個体（個体名；CE-1、C
E-2）の葉およびコントロール組換えタバコの葉、ならびに実施例１で得られた本CTP-CP4
 EPSPS遺伝子と本改変タバコケラターゼサブユニットをコードする遺伝子とが導入された
タバコ２個体（個体名；CETCH-1、CETCH-2）の葉を採取して、これらをそれぞれ主葉脈に
沿って左右均等に２分割し、一方の葉片に前記　構造式８で示されるＰＰＯ阻害型除草性
化合物を0.3ppmの濃度で含む水溶液を全面に塗布した。尚、他方の葉片には前記の除草性
化合物の塗布を行なわなかった。これらの葉片を、0.8%寒天を含むMS培地上に置き、明所
、室温にて7日間放置した。次いで、各葉片を、それぞれ乳鉢と乳棒とを用いて5mlの80%
アセトン水溶液中で磨砕してクロロフィルを抽出した。抽出液を80%アセトン水溶液で10
倍に希釈した後、750nm、663nm、645nmにおける吸光度を測定し、Macknney G., J. Biol.
 Chem. (1941) 140, p315記載の方法によって総クロロフィル含量を算出した。結果を表
１に示す。表中、ＰＰＯ阻害型除草性化合物に対する耐性度は、ＰＰＯ阻害型除草性化合
物処理した葉片の総クロロフィル含量の、未処理の葉片の総クロロフィル含量に対する百
分率で表した。
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【００４０】
【表１】

また、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子が導入されたタバコ２個体（個体名；CE-1、CE-2）、本CTP
-CP4 EPSPS遺伝子と本改変タバコケラターゼサブユニットをコードする遺伝子とが導入さ
れたタバコ２個体（個体名；CETCH-1、CETCH-2）、およびコントロール組換えタバコを、
グリホサート（イソプロピルアンモニウム N-（ホスホノメチル）グリシナート）を100pp
mの濃度で含む水溶液で同様に処理し、当該グリフォセート化合物に対する耐性度を測定
した。結果を表２に示す。表中、グリフォセート化合物に対する耐性度は、グリフォセー
ト化合物で処理した葉片の総クロロフィル含量の、未処理の葉片の総クロロフィル含量に
対する百分率で表した。
【００４１】
【表２】

【００４２】
参考例４　hemG遺伝子欠失大腸菌におけるダイズ由来ＰＰＯ遺伝子の発現
ダイズ(Glycine max var. Williams82)を播種後、25℃で20日間栽培し、緑葉を採取した
。採取した緑葉5gを液体窒素で凍結させ、これを乳鉢と乳棒で磨砕し、該磨砕物から、RN
A抽出試薬ISOGEN(ニッポンジーン社製)を用いて付属のマニュアルにしたがってRNAを抽出
した。得られたRNA抽出液からエタノール沈殿で全RNAを回収し、これをpoly(A)RNA分画キ
ットBIOMAG mRNA Purification Kit(パーセプティブバイオシステム社製)を用いて付属の
マニュアルに準じて分画し、poly(A)RNA画分を回収した。このpoly(A)RNA画分1μgを鋳型
に用いてMarathon cDNA amplification kit(Clontech社製)に含まれるcDNA合成試薬を用
い付属のマニュアルに従ってcDNAを合成した。得られたcDNAを鋳型にして、配列番号６で
示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドおよび配列番号７で示される塩基配列から
なるオリゴヌクレオチドをプライマーに使ってPCRを行い、葉緑体型ＰＰＯ遺伝子を含むD
NA断片を増幅した。なお、該オリゴヌクレオチドはDNA合成装置（PEアプライドバイオシ
ステムズ社：Model 394 DNA/RNA Synthesizer）を用いて合成し、オリゴヌクレオチド精
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製用カートリッジ（PEアプライドバイオシステムズ社：OPC カートリッジ）で精製した。
また、ＰＣＲは、94℃にて1分間次いで65℃にて5分間の保温を1回行った後、94℃にて15
秒間次いで65℃にて5分間の保温を１サイクルとしてこれを29回実施した。PCR反応後、反
応液をMicroSpin S-400HR(ファルマシアバイオテク社製)で濾過することによって、増幅
されたDNA断片を精製し、該DNA断片を、制限酵素SalIで切断されたプラスミドpCR2.1(Inv
itrogen社製)と連結することにより、プラスミドpSPPO-Pを得た。次いで、該プラスミド
を大腸菌INVαF'株のコンピテントセル(Invitrogen社製)に導入し、アンピシリン耐性株
を選抜した。さらに、選抜されたアンピシリン耐性株に含まれるプラスミドの塩基配列を
Dye terminator cycle sequencing kit(PEアプライドバイオシステムズ社製)およびDNAシ
ークエンサー373S(PEアプライドバイオシステムズ社製)を用いて決定した。その結果、配
列番号８で示される塩基配列が明らかとなり、プラスミドpSPPO-Pはダイズの葉緑体型Ｐ
ＰＯ遺伝子を含むことが確認された。
このプラスミドpSPPO-Pを制限酵素PshBIで消化し、得られたＤＮＡ断片の末端をT4 DNA p
olymeraseを用いて平滑化した後、さらにSphIで消化し、ダイズの葉緑体型ＰＰＯ遺伝子
とlacプロモーターとを含むDNA断片を単離した。次に、プラスミドpACYC184（ニッポンジ
ーン社製）を制限酵素NruIとSphIで消化し、410bpの断片を除去してこれに替えて前記DNA
断片を挿入することにより、プラスミドpACYCSP（図１２）を得た。次いで、該プラスミ
ドpACYCSPを、Yamamoto,F.et al., Japanese J. Genet.,63; p237(1988)等に記載されて
いるＰＰＯ遺伝子(hemG遺伝子座)欠損突然変異系統大腸菌BT3株にHanahan,D.J., Mol. Bi
ol., 166; p557(1983)に記載の方法に従って導入し、これを15μg/mlクロランフェニコー
ル、10μg/mlカナマイシンを含むYPT培地(5g/l酵母エキス, 5g/lトリプトン, 5g/lペプト
ン, 10g/l NaCl, pH7.0)で培養することにより、クロランフェニコールおよびカナマイシ
ンに耐性であり、hemG遺伝子欠失がダイズ由来のＰＰＯ遺伝子で相補された大腸菌BT3/pA
CYCSP株を選抜した。
【００４３】
参考例５　ダイズＰＰＯの改変タンパク質であってプロトポルフィリノーゲンIXに対する
酸化能を持たずプロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合するタンパク質をコードする
遺伝子の取得
配列番号９で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドおよび配列番号10で示される
塩基配列からなるオリゴヌクレオチドをプライマーに用い、参考例４で作製されたプラス
ミドpSPPO-Pを鋳型にしてＰＣＲを行い、葉緑体移行シグナルとＦＡＤ結合配列を欠失し
たダイズＰＰＯ（以下、本改変ダイズＰＰＯと記す。）をコードするＤＮＡ断片を増幅し
た。なお、前記オリゴヌクレオチドはDNA合成装置（PEアプライドバイオシステムズ社：M
odel 394 DNA/RNA Synthesizer）を用いて合成し、オリゴヌクレオチド精製用カートリッ
ジ（PEアプライドバイオシステムズ社：OPC カートリッジ）で精製した。また、ＰＣＲは
、94℃にて1分間次いで55℃にて２分間さらに72℃にて3分間の保温を１サイクルとしてこ
れを30回実施した。増幅したＤＮＡ断片を、制限酵素NcoIとSalIで消化し、プラスミドpT
V118N(宝酒造社製)のNcoI切断部位とSalI切断部位の間に挿入することにより、プラスミ
ドpTVGMP（図１３）を構築した。
該プラスミドpTVGMPをＰＰＯ遺伝子欠失突然変異系統大腸菌BT3株にHanahan,D.J., Mol. 
Biol.,166; p557(1983)に記載の方法に従って導入し、これを100μg/mlアンピシリン、10
μg/mlカナマイシンを含むYPT培地(5g/l酵母エキス, 5g/lトリプトン, 5g/lペプトン, 10
g/l NaCl, pH7.0)で培養したところ、生育相補されたクローンは全く得られなかった。
【００４４】
実施例２　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変ダイズＰＰＯをコードする遺伝子のタバ
コへの導入
本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変ダイズＰＰＯをコードする遺伝子をアグロバクテリ
ウム法で植物へ導入するためのプラスミドを構築した。参考例５記載の方法と同様に、配
列番号１１で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドプライマーおよび配列番号１
２で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドプライマーを用いて、参考例４で作製
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されたプラスミドpSPPO-Pを鋳型にしてＰＣＲを実施することにより、本改変ダイズＰＰ
Ｏをコードする遺伝子を含むＤＮＡ断片を増幅した。次いで、参考例３で作製されたプラ
スミドpBI121Kを制限酵素KpnIとSacIとで消化することによりβ-glucuronidase遺伝子を
除去し、これに替えて、前記の本改変ダイズＰＰＯをコードする遺伝子を含むＤＮＡ断片
を制限酵素KpnIとSacIとで消化して得られるＤＮＡ断片を挿入し、該遺伝子が35Sプロモ
ーターの下流に結合されてなるプラスミドpBIGMP（図１４）を作製した。
次に、参考例３において調製されたプラスミドpCENSKを制限酵素KpnIで消化し、本CTP-CP
4 EPSPS遺伝子、その下流に位置するノパリン合成酵素をコードする遺伝子のターミネー
ター、およびさらにその下流に位置するカリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモータ
ーを含むDNA断片を得て、これを前記のプラスミドpBIGMPのKpnI切断部位に挿入すること
で、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変ダイズＰＰＯをコードする遺伝子がそれぞれカ
リフラワーモザイクウイルス35Sプロモーターの下流に結合されてなるプラスミドpBICEGM
P(図１５)を作製する。
該プラスミドpBICEGMPを、Agrobacterium tumefaciens LBA4404に導入し、これを300μg/
mlストレプトマイシン、100μg/mlリファンピシン、25μg/mlカナマイシンを含むLB培地
で培養して形質転換体を選抜することによって、pBICEGMPを持つアグロバクテリウム株を
単離する。
該アグロバクテリウム株を無菌培養したタバコの葉片に感染させ、参考例３記載の方法と
同様の操作で、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変ダイズＰＰＯをコードする遺伝子が
導入されたタバコを取得する。
【００４５】
試験例２　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変ダイズＰＰＯをコードする遺伝子の導入
されたタバコの除草剤耐性試験
実施例２で得られる本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本改変ダイズＰＰＯをコードする遺伝子と
が導入されたタバコ、およびコントロール組換えタバコについて、試験例１と同様の操作
で試験することにより、前記　構造式８で示されるＰＰＯ阻害型除草性化合物に対する耐
性度を定量的に確認する。
また、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本改変ダイズＰＰＯをコードする遺伝子とが導入された
タバコおよびコントロール組換えタバコを、試験例１と同様の操作で試験することにより
、グリフォセート化合物に対する耐性度を定量的に確認する。
【００４６】
参考例６　コナミドリムシＰＰＯ遺伝子の取得
コナミドリムシ（Chlamydomonas reinhardtii）CC407 株を、Chlamydomonas Genetics Ce
nter (address:　DCMB Group, Department of Botany, Box 91000, Duke University, Du
rham, NC 27708-1000, USA)より入手し、200μE/m2/秒の光合成活性照明下、7mM NH4Cl、
0.4mM MgSO4・7H2O、0.34mM CaCl2・2H2O、25mM リン酸カリウム、0.5mM トリス（pH 7.5
）、1ml/L ハトナー微量要素、および 1ml/L 氷酢酸からなる TAP 液体培地（E. H. Harr
is、The Chlamydomonas Sourcebook、Academic Press、San Diego、1989年、576-577頁）
中で５日間培養し、初期定常増殖期の細胞を含む培養液 200ml（1.0x106 cells/ml）を得
た。
この細胞から、ISOGEN（日本ジーン社製）を用いて付属のマニュアルにしたがって操作を
行ない、全 RNA を調製した。さらに、BioMag mRNA Purification Kit（パーセプティブ
バイオシステム社）を用いて付属のマニュアルに従って操作を行ない、poly(A)RNA を分
画した。得られた poly(A)RNA から、Marathon cDNA Amplification Kit（Clontech 社製
）を用いて付属のマニュアルに従って操作を行ないｃＤＮＡを合成し、ＰＣＲの鋳型とし
た。
ＰＣＲのプライマーとして、配列番号１３で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチ
ドおよび配列番号１４で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドを調製した。これ
らのオリゴヌクレオチドはDNA合成装置（PEアプライドバイオシステムズ社：Model 394 D
NA/RNA Synthesizer）を用いて合成し、オリゴヌクレオチド精製用カートリッジ（PEアプ
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ライドバイオシステムズ社：OPC カートリッジ）で精製した。
ＰＣＲは、Advantage cDNA PCR Kit（Clontech 社製）を用いて付属のマニュアルに従っ
て反応液を調製し、94℃にて1分間次いで65℃にて5分間の保温を1回行った後、94℃にて1
5秒間次いで65℃にて5分間の保温を１サイクルとしてこれを29回実施した。ＰＣＲ反応後
、反応液をMicroSpin S-400HR(ファルマシアバイオテク社製)で濾過することによって、
増幅されたＤＮＡ断片を精製した。TA Cloning Kit（Invitrogen社製）を用いて付属のマ
ニュアルに従って操作を行ない、該増幅ＤＮＡ断片をpCR2.1プラスミドのPCR産物クロー
ニング部位にクローニングし、プラスミドpCPPOを構築した。
得られた組換えプラスミドpCPPOが有するＤＮＡ断片の塩基配列をDye terminator cycle 
sequencing kit（PEアプライドバイオシステムズ社製）およびDNAシークエンサー373S（P
Eアプライドバイオシステムズ社製）を用い決定した。その結果、配列番号１５で示され
る塩基配列が明らかとなり、pCPPOはコナミドリムシのＰＰＯの完全長ｃＤＮＡを含むプ
ラスミドであることが判明した。
【００４７】
参考例７　コナミドリムシＰＰＯの改変タンパク質であってプロトポルフィリノーゲンIX
に対する酸化能を持たずプロトポルフィリノーゲンIXに特異的に結合するタンパク質をコ
ードする遺伝子の取得
配列番号１６で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドおよび配列番号１７で示さ
れる塩基配列からなるオリゴヌクレオチドをプライマーに用い、参考例６で作製されたプ
ラスミドpCPPOを鋳型にしてＰＣＲを行い、葉緑体移行シグナルとＦＡＤ結合配列を欠失
したコナミドリムシのＰＰＯ（以下、本改変コナミドリムシＰＰＯと記す。）をコードす
るＤＮＡ断片を増幅した。なお、オリゴヌクレオチドはDNA合成装置（PEアプライドバイ
オシステムズ社：Model 394 DNA/RNA Synthesizer）を用いて合成し、オリゴヌクレオチ
ド精製用カートリッジ（PEアプライドバイオシステムズ社：OPC カートリッジ）で精製し
た。また、ＰＣＲは、94℃にて1分間次いで55℃にて２分間さらに72℃にて3分間の保温を
１サイクルとしてこれを30回実施した。増幅したＤＮＡ断片を、制限酵素BamHIとSacIで
消化し、これをプラスミドpTV119N(宝酒造社製)のBamHI切断部位とSacI切断部位の間に挿
入することにより、プラスミドpTVCRP（図１６）を構築した。
該プラスミドpTVCRPをＰＰＯ遺伝子欠失突然変異系統大腸菌BT3株にHanahan,D.J., Mol. 
Biol., 166; p557(1983)に記載の方法に従って導入し、これを100μg/mlアンピシリン、1
0μg/mlカナマイシンを含むYPT培地(5g/l酵母エキス, 5g/lトリプトン, 5g/lペプトン, 1
0g/l NaCl, pH7.0)で培養したところ、生育相補されたクローンは全く得られなかった。
【００４８】
実施例３　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変コナミドリムシＰＰＯをコードする遺伝
子のタバコへの導入
本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本改変コナミドリムシＰＰＯをコードする遺伝子とをアグロバ
クテリウム法で植物へ導入するためのプラスミドを構築した。参考例７で作製されたプラ
スミドpTVCRPを制限酵素BamHIとSacIとで消化することにより、本改変コナミドリムシＰ
ＰＯをコードする遺伝子を含むＤＮＡ断片を調製した。バイナリーベクターpBI121(Clont
ech社製)を制限酵素BamHIとSacIとで消化することによりβ-glucuronidase遺伝子を除去
し、これに替えて、前記の本改変コナミドリムシＰＰＯをコードする遺伝子を含むＤＮＡ
断片を挿入し、該遺伝子が35Sプロモーターの下流に結合されてなるプラスミドpBICRP（
図１７）を作製した。
次いで、該プラスミドpBICRPを制限酵素BamHIで消化した後、DNA Polymerase Iを用いて2
本鎖DNAのギャップにヌクレオチドを付加しDNA末端を平滑化し、仔牛小腸由来のAlkaline
 phosphataseで処理して該DNAの5'末端を脱りん酸化し、りん酸化KpnIリンカー(宝酒造製
4668A)を挿入して環化させ、プラスミドpBICRPKを得る。次に、参考例３において調製さ
れたプラスミドpCENSKを制限酵素KpnIで消化し、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子、その下流に位
置するノパリン合成酵素をコードする遺伝子のターミネーター、およびさらにその下流に
位置するカリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモーターを含むDNA断片を得て、これを
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前記のプラスミドpBICRPKのKpnI切断部位に挿入することで、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子およ
び本改変ダイズＰＰＯをコードする遺伝子がそれぞれカリフラワーモザイクウイルス35S
プロモーターの下流に結合されてなるプラスミドpBICECRP(図１８)を作製する。
該プラスミドpBICECRPを、Agrobacterium tumefaciens LBA4404に導入し、これを300μg/
mlストレプトマイシン、100μg/mlリファンピシン、25μg/mlカナマイシンを含むLB培地
で培養して形質転換体を選抜することによって、pBICECRPを持つアグロバクテリウム株を
単離する。
該アグロバクテリウム株を無菌培養したタバコの葉片に感染させ、参考例３記載の方法と
同様の操作で、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変コナミドリムシＰＰＯをコードする
遺伝子が導入されたタバコを取得する。
【００４９】
試験例３　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本改変コナミドリムシＰＰＯをコードする遺伝
子の導入されたタバコの除草剤耐性試験
実施例３で得られる本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本改変コナミドリムシＰＰＯをコードする
遺伝子とが導入されたタバコ、よびコントロール組換えタバコについて、試験例１と同様
の操作で試験することにより、前記　構造式８で示されるＰＰＯ阻害型除草性化合物に対
する耐性度を定量的に確認する。
また、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本改変コナミドリムシＰＰＯをコードする遺伝子とが導
入されたタバコおよびコントロール組換えタバコを、試験例１と同様の操作で試験するこ
とにより、グリフォセート化合物に対する耐性度を定量的に確認する。
【００５０】
参考例８　シロイヌナズナの葉緑体局在型フェロケラターゼをコードする遺伝子の取得
シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana WS）の葉部組織から、RNeasy Plant Kit(QIAGEN
社製)を用いて付属のマニュアルに従って操作を行ない、全 RNA を調製した。さらに、RN
A LA PCR Kit (AMV) Ver 1.1（宝酒造社製）を用いて付属のマニュアルに従って操作を行
ない、葉緑体局在型フェロケラターゼ(以下、本シロイヌナズナフェロケラターゼと記す
。)をコードする遺伝子を含むDNA断片を取得した。まず、プライマーとして前記キットに
含まれるOligo dT-Adaptor Primerを用い、シロイヌナズナ全RNAを鋳型として用いて、前
記キットに含まれる逆転写酵素を添加して1st strand cDNAを合成した。続いて、該1st s
trand cDNAを鋳型として、前記キットに含まれるLA Taq polymeraseを用いてPCRを行い、
本シロイヌナズナフェロケラターゼをコードする遺伝子を含むDNA断片を増幅した。ここ
でＰＣＲのプライマーとしては、配列番号１８で示される塩基配列からなるオリゴヌクレ
オチドプライマー、および配列番号１９で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチド
プライマーを用いた。該オリゴヌクレオチドはDNA合成装置（PEアプライドバイオシステ
ムズ社：Model 394 DNA/RNA Synthesizer）を用いて合成し、オリゴヌクレオチド精製用
カートリッジ（PEアプライドバイオシステムズ社：OPC カートリッジ）で精製した。また
、ＰＣＲは、94℃にて2分間の保温を1回行い、続いて、94℃にて30秒間次いで55℃にて30
秒間さらに72℃にて3分間の保温を１サイクルとしてこれを30サイクル実施した。前記の
ＰＣＲ反応後、該ＰＣＲ反応で増幅されたＤＮＡ断片についてTA Cloning Kit（Invitrog
en社製）を用いて付属のマニュアルに従って操作を行ない、該ＤＮＡ断片をpCR2.1プラス
ミドのPCR産物クローニング部位にクローニングしてプラスミドpCRATF(図１９)と名付け
た。該プラスミドは、本シロイヌナズナフェロケラターゼをコードする遺伝子がlacプロ
モーターの制御下でセンス方向に発現可能な形で挿入された構造を有する。次いで、該プ
ラスミドを大腸菌JM109株のコンピテントセル(宝酒造社製)に導入し、アンピシリン耐性
株を選抜した。さらに、選抜されたアンピシリン耐性株に含まれるプラスミドの塩基配列
をThermo Sequence II Dye Terminator kit(アマシャムファルマシアバイオテク社製)お
よびDNAシークエンサー373S(PEアプライドバイオシステムズ社製)を用いて決定した。そ
の結果、配列番号２０で示される塩基配列が明らかとなり、プラスミドpCRATFは本シロイ
ヌナズナフェロケラターゼをコードする遺伝子を含むことが確認された。
【００５１】
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実施例４　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本シロイヌナズナフェロケラターゼをコードす
る遺伝子のタバコへの導入
本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本シロイヌナズナフェロケラターゼをコードする遺伝子とをア
グロバクテリウム法で植物へ導入するためのプラスミドを構築した。まず、参考例８で作
製されたプラスミドpCRATFを制限酵素SacIで消化することにより、本シロイヌナズナフェ
ロケラターゼをコードする遺伝子を含むＤＮＡ断片を調製した。このＤＮＡ断片をバイナ
リーベクターpBI121(Clontech社製)の制限酵素SacI切断部位に挿入することでプラスミド
pBIATFGUSを得た。このプラスミドを制限酵素BamHIで消化することによりβ-glucuronida
se遺伝子を除去し、自己環化させることで、該遺伝子が35Sプロモーターの下流に結合さ
れてなるプラスミドpBIATF（図２０）を作製した。
次いで、該プラスミドpBIATFを制限酵素BamHIで消化した後、DNA Polymerase Iを用いて2
本鎖DNAのギャップにヌクレオチドを付加しDNA末端を平滑化し、仔牛小腸由来のAlkaline
 phosphataseで処理して該DNAの5'末端を脱りん酸化し、りん酸化KpnIリンカー(宝酒造製
4668A)を挿入して環化させ、プラスミドpBIATFKを得る。次に、参考例３において調製さ
れたプラスミドpCENSKを制限酵素KpnIで消化し、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子、その下流に位
置するノパリン合成酵素をコードする遺伝子のターミネーター、およびさらにその下流に
位置するカリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモーターを含むDNA断片を得て、これを
前記のプラスミドpBIATFKのKpnI切断部位に挿入することで、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子およ
び本シロイヌナズナフェロケラターゼをコードする遺伝子がそれぞれカリフラワーモザイ
クウイルス35Sプロモーターの下流に結合されてなるプラスミドpBICEATF(図２１)を作製
する。
該プラスミドpBICEATFを、Agrobacterium tumefaciens LBA4404に導入し、これを300μg/
mlストレプトマイシン、100μg/mlリファンピシン、25μg/mlカナマイシンを含むLB培地
で培養して形質転換体を選抜することによって、pBICEATFを持つアグロバクテリウム株を
単離する。
該アグロバクテリウム株を無菌培養したタバコの葉片に感染させ、参考例３記載の方法と
同様の操作で、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本シロイヌナズナフェロケラターゼをコー
ドする遺伝子が導入されたタバコを取得する。
【００５２】
試験例４　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本シロイヌナズナフェロケラターゼをコードす
る遺伝子の導入されたタバコの除草剤耐性試験
実施例４で得られる本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本シロイヌナズナフェロケラターゼをコー
ドする遺伝子とが導入されたタバコ、およびコントロール組換えタバコについて、試験例
１と同様の操作で試験することにより、前記　構造式８で示されるＰＰＯ阻害型除草性化
合物に対する耐性度を定量的に確認する。
また、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本シロイヌナズナフェロケラターゼをコードする遺伝子
とが導入されたタバコおよびコントロール組換えタバコを、試験例１と同様の操作で試験
することにより、グリフォセート化合物に対する耐性度を定量的に確認する。
【００５３】
参考例９　ダイズのコプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼをコードする遺伝子の単
離
ダイズ(Glycine max cv. Jack)を播種後、25℃で20日間栽培し、緑葉を採取した。採取し
た緑葉5gを液体窒素で凍結させ、これを乳鉢と乳棒で磨砕し、該磨砕物から、RNA抽出試
薬ISOGEN(ニッポンジーン社製)を用いて付属のマニュアルにしたがって全 RNA を調製し
た。さらに、RNA LA PCR Kit (AMV) Ver 1.1（宝酒造社製）を用いて付属のマニュアルに
従って操作を行ない、コプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼ(以下、本ダイズCPOXと
記す。)をコードする遺伝子を含むDNA断片を取得した。まず、プライマーとして前記キッ
トに含まれるOligo dT-Adaptor Primerを用い、ダイズ全RNAを鋳型として使用して、前記
キットに含まれる逆転写酵素を添加して1st strand cDNAを合成した。続いて、該1st str
and cDNAを鋳型として、前記キットに含まれるLA Taq polymeraseを用いてPCRを行い、本
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ダイズCPOXをコードする遺伝子を含むDNA断片を増幅した。ここでＰＣＲのプライマーと
しては、配列番号２１で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドプライマー、およ
び配列番号２２で示される塩基配列からなるオリゴヌクレオチドプライマーを用いた。該
オリゴヌクレオチドはDNA合成装置（PEアプライドバイオシステムズ社：Model 394 DNA/R
NA Synthesizer）を用いて合成し、オリゴヌクレオチド精製用カートリッジ（PEアプライ
ドバイオシステムズ社：OPC カートリッジ）で精製した。また、ＰＣＲは、94℃にて2分
間の保温を1回行い、続いて、94℃にて30秒間次いで55℃にて30秒間さらに72℃にて3分間
の保温を１サイクルとしてこれを30サイクル実施した。前記のＰＣＲ反応後、該ＰＣＲ反
応で増幅されたＤＮＡ断片についてTA Cloning Kit（Invitrogen社製）を用いて付属のマ
ニュアルに従って操作を行ない、該ＤＮＡ断片をpCR2.1プラスミドのPCR産物クローニン
グ部位にクローニングしてプラスミドpCRSCPOX(図２２)と名付けた。該プラスミドは、本
ダイズCPOXをコードする遺伝子がlacプロモーターの下流にアンチセンス方向に挿入され
た構造を有する。次いで、該プラスミドを大腸菌JM109株のコンピテントセル(宝酒造社製
)に導入し、アンピシリン耐性株を選抜した。さらに、選抜されたアンピシリン耐性株に
含まれるプラスミドの塩基配列をThermo Sequence II Dye Terminator kit(アマシャムフ
ァルマシアバイオテク社製)およびDNAシークエンサー373S(PEアプライドバイオシステム
ズ社製)を用いて決定した。その結果、配列番号２３で示される塩基配列が明らかとなり
、プラスミドpCRSCPOXは本ダイズCPOX遺伝子を含むことが確認された。
【００５４】
実施例５　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本ダイズCPOXをコードする遺伝子のタバコへの
導入
本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本ダイズCPOXをコードする遺伝子をアグロバクテリウム法
で植物へ導入するためのプラスミドを構築した。まず、参考例９で作製されたプラスミド
pCRSCPOXを制限酵素BamHIで消化することにより、本ダイズCPOXをコードする遺伝子を含
むＤＮＡ断片を調製した。このＤＮＡ断片を参考例３で作製されたバイナリーベクターpB
I121KSの制限酵素BamHI切断部位に挿入することでプラスミドpBISCPOXGUSを得た。このプ
ラスミドを制限酵素SalIで消化することによりβ-glucuronidase遺伝子を除去し、自己環
化させることで、該遺伝子が35Sプロモーターの下流に結合されてなるプラスミドpBISCPO
X（図２３）を作製した。
次いで、該プラスミドpBISCPOXを制限酵素BamHIで消化した後、DNA Polymerase Iを用い
て2本鎖DNAのギャップにヌクレオチドを付加しDNA末端を平滑化し、仔牛小腸由来のAlkal
ine phosphataseで処理して該DNAの5'末端を脱りん酸化し、りん酸化KpnIリンカー(宝酒
造製4668A)を挿入して環化させ、プラスミドpBISCPOXKを得る。次に、参考例３において
調製されたプラスミドpCENSKを制限酵素KpnIで消化し、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子、その下
流に位置するノパリン合成酵素をコードする遺伝子のターミネーター、およびさらにその
下流に位置するカリフラワーモザイクウイルスの35Sプロモーターを含むDNA断片を得て、
これを前記のプラスミドpBISCPOXKのKpnI切断部位に挿入することで、本CTP-CP4 EPSPS遺
伝子および本ダイズCPOXをコードする遺伝子がそれぞれカリフラワーモザイクウイルス35
Sプロモーターの下流に結合されてなるプラスミドpBICESCPOX(図２４)を作製する。
該プラスミドpBICESCPOXを、Agrobacterium tumefaciens LBA4404に導入し、これを300μ
g/mlストレプトマイシン、100μg/mlリファンピシン、25μg/mlカナマイシンを含むLB培
地で培養して形質転換体を選抜することによって、pBICESCPOXを持つアグロバクテリウム
株を単離する。
該アグロバクテリウム株を無菌培養したタバコの葉片に感染させ、参考例３記載の方法と
同様の操作で、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本ダイズCPOXをコードする遺伝子とが導入され
たタバコを取得する。
【００５５】
試験例５　本CTP-CP4 EPSPS遺伝子および本ダイズCPOXをコードする遺伝子の導入された
タバコの除草剤耐性試験
実施例５で得られる本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本ダイズCPOXをコードする遺伝子とが導入
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されたタバコ、およびコントロール組換えタバコについて、試験例１と同様の操作で試験
することにより、前記　構造式８で示されるＰＰＯ阻害型除草性化合物に対する耐性度を
定量的に確認する。
また、本CTP-CP4 EPSPS遺伝子と本ダイズCPOXをコードする遺伝子とが導入されたタバコ
およびコントロール組換えタバコを、試験例１と同様の操作で試験することにより、グリ
フォセート化合物に対する耐性度を定量的に確認する。
【００５６】
【発明の効果】
本発明により、グリフォセート化合物に対する耐性およびＰＰＯ阻害型除草性化合物に対
する耐性が付与された植物が提供可能となる。
【００５７】
[配列表フリーテキスト]
配列番号１
ペチュニア由来のEPSPS遺伝子の葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下
流にアグロバクテリウム由来のEPSPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子を有するＤＮＡ断
片を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２
ペチュニア由来のEPSPS遺伝子の葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下
流にアグロバクテリウム由来のEPSPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子を有するＤＮＡ断
片を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４
タバコ由来のchlH遺伝子の部分塩基配列を有するＤＮＡ断片を増幅するために設計された
オリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５
タバコ由来のchlH遺伝子の部分塩基配列を有するＤＮＡ断片を増幅するために設計された
オリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６
ダイズ由来のPPO遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７
ダイズ由来のPPO遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９
ダイズ由来のPPO遺伝子の部分塩基配列を有するＤＮＡ断片を増幅するために設計された
オリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０
ダイズ由来のPPO遺伝子の部分塩基配列を有するＤＮＡ断片を増幅するために設計された
オリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１１
ダイズ由来のPPO遺伝子の部分塩基配列を有するＤＮＡ断片を増幅するために設計された
オリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１２
ダイズ由来のPPO遺伝子の部分塩基配列を有するＤＮＡ断片を増幅するために設計された
オリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１３
コナミドリムシ由来のPPO遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチドプライ
マー
配列番号１４
コナミドリムシ由来のPPO遺伝子を増幅するために設計されたオリゴヌクレオチドプライ
マー
配列番号１６
コナミドリムシ由来のPPO遺伝子の部分塩基配列を有するＤＮＡ断片を増幅するために設
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配列番号１７
コナミドリムシ由来のPPO遺伝子の部分塩基配列を有するＤＮＡ断片を増幅するために設
計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８
シロイヌナズナ由来の葉緑体局在型フェロケラターゼ遺伝子を増幅するために設計された
オリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９
シロイヌナズナ由来の葉緑体局在型フェロケラターゼ遺伝子を増幅するために設計された
オリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２１
ダイズ由来のコプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼ遺伝子を増幅するために設計さ
れたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２２
ダイズ由来のコプロポルフィリノーゲンIIIオキシダーゼ遺伝子を増幅するために設計さ
れたオリゴヌクレオチドプライマー
【００５８】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】プラスミドpCREPSPSの制限酵素地図を示す。CTP-EPSPSはペチュニア由来のEPSPS
の葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下流にアグロバクテリウム由来の
EPSPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子であり、lac proはラクトースオペロンのプロモー
ター配列を意味する。また、Amprはアンピシリン耐性遺伝子、Kmrはカナマイシン耐性遺
伝子、oriは複製開始点を表す。
【図２】プラスミドpTCHLH1の制限酵素地図を示す。TCHLHは葉緑体移行シグナルを欠失し
たタバコマグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サブユニット遺伝子であり
、lac proはラクトースオペロンのプロモーター配列を意味する。また、Amprはアンピシ
リン耐性遺伝子、Kmrはカナマイシン耐性遺伝子、oriは複製開始点を表す。
【図３】プラスミドpNG01の制限酵素地図を示す。NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモ
ーター配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワ
ーモザイクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝
子、GUSはβ-glucuronidase遺伝子、RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図４】プラスミドpNG04の制限酵素地図を示す。NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモ
ーター配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワ
ーモザイクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝
子、GUSはβ-glucuronidase遺伝子、RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図５】プラスミドpNT35Sの制限酵素地図を示す。NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミ
ネーター配列を、35Sはカリフラワーモザイクウィルスの35Sプロモーターを、lac proは
ラクトースオペロンのプロモーター配列を意味する。また、Amprはアンピシリン耐性遺伝
子、oriは複製開始点を表す。
【図６】プラスミドpCENSの制限酵素地図を示す。CTP-EPSPSはペチュニア由来のEPSPSの
葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下流にアグロバクテリウム由来のEP
SPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子であり、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネー
ター配列を、35Sはカリフラワーモザイクウィルスの35Sプロモーターを、lac proはラク
トースオペロンのプロモーター配列を意味する。また、Amprはアンピシリン耐性遺伝子、
oriは複製開始点を表す。
【図７】プラスミドpCENSKの制限酵素地図を示す。CTP-EPSPSはペチュニア由来のEPSPSの
葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下流にアグロバクテリウム由来のEP
SPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子であり、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネー
ター配列を、35Sはカリフラワーモザイクウィルスの35Sプロモーターを、lac proはラク
トースオペロンのプロモーター配列を意味する。また、Amprはアンピシリン耐性遺伝子、
oriは複製開始点を表す。
【図８】プラスミドpBICEの制限酵素地図を示す。CTP-EPSPSはペチュニア由来のEPSPSの
葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下流にアグロバクテリウム由来のEP
SPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子であり、NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモータ
ー配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワーモ
ザイクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝子、
RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図９】プラスミドpNOの制限酵素地図を示す。NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモー
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ター配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワー
モザイクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝子
、RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図１０】プラスミドpBITCHLHの制限酵素地図を示す。TCHLHは葉緑体移行シグナルを欠
失したタバコマグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サブユニット遺伝子で
あり、NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモーター配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子
のターミネーター配列を、35Sはカリフラワーモザイクウィルスの35Sプロモーターを意味
する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝子、RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図１１】プラスミドpBICETCHの制限酵素地図を示す。CTP-EPSPSはペチュニア由来のEPS
PSの葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下流にアグロバクテリウム由来
のEPSPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子であり、TCHLHは葉緑体移行シグナルを欠失した
タバコマグネシウムケラターゼのプロトポルフィリンIX結合サブユニット遺伝子である。
NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモーター配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のター
ミネーター配列を、35Sはカリフラワーモザイクウィルスの35Sプロモーターを意味する。
また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝子、RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図１２】プラスミドpACYCSPの制限酵素地図を示す。PPOはダイズのプロトポルフィリノ
ーゲンIXオキシダーゼ遺伝子であり、lac proラクトースオペロンのプロモーター配列を
意味する。また、Cmrはクロランフェニコール耐性遺伝子、oriは複製開始点を表す。
【図１３】プラスミドpTVGMPの制限酵素地図を示す。GMPは葉緑体移行シグナルとＦＡＤ
結合配列を欠失したダイズＰＰＯ遺伝子であり、lac proはラクトースオペロンのプロモ
ーター配列を意味する。また、Amprはアンピシリン耐性遺伝子、oriは複製開始点を表す
。
【図１４】プラスミドpBIGMPの制限酵素地図を示す。GMPは葉緑体移行シグナルとＦＡＤ
結合配列とを欠失したダイズＰＰＯ遺伝子であり、NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモ
ーター配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワ
ーモザイクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝
子、RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図１５】プラスミドpBICEGMPの制限酵素地図を示す。CTP-EPSPSはペチュニア由来のEPS
PSの葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下流にアグロバクテリウム由来
のEPSPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子であり、GMPは葉緑体移行シグナルとＦＡＤ結合
配列とを欠失したダイズＰＰＯ遺伝子である。NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモータ
ー配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワーモ
ザイクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝子、
RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図１６】プラスミドpTVCRPの制限酵素地図を示す。CRPは葉緑体移行シグナルとＦＡＤ
結合配列とを欠失したコナミドリムシＰＰＯ遺伝子であり、lac proはラクトースオペロ
ンのプロモーター配列を意味する。また、Amprはアンピシリン耐性遺伝子、oriは複製開
始点を表す。
【図１７】プラスミドpBICRPの制限酵素地図を示す。CRPは葉緑体移行シグナルとＦＡＤ
結合配列とを欠失したコナミドリムシＰＰＯ遺伝子であり、NPはノパリン合成酵素遺伝子
のプロモーター配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカ
リフラワーモザイクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン
耐性遺伝子、RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図１８】プラスミドpBICECRPの制限酵素地図を示す。CTP-EPSPSはペチュニア由来のEPS
PSの葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下流にアグロバクテリウム由来
のEPSPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子であり、CRPは葉緑体移行シグナルとＦＡＤ結合
配列とを欠失したコナミドリムシＰＰＯ遺伝子である。NPはノパリン合成酵素遺伝子のプ
ロモーター配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフ
ラワーモザイクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性
遺伝子、RB及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。



(75) JP 4821038 B2 2011.11.24

10

20

30

【図１９】プラスミドpCRATFの制限酵素地図を示す。ATFは葉緑体局在型のシロイヌナズ
ナフェロケラターゼ遺伝子であり、lac proはラクトースオペロンのプロモーター配列を
意味する。また、Amprはアンピシリン耐性遺伝子、Kmrはカナマイシン耐性遺伝子、oriは
複製開始点を表す。
【図２０】プラスミドpBIATFの制限酵素地図を示す。ATFは葉緑体局在型のシロイヌナズ
ナフェロケラターゼ遺伝子であり、NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモーター配列を、
NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワーモザイクウィ
ルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝子、RB及びLBは
T-DNAの左右境界配列を表す。
【図２１】プラスミドpBICEATFの制限酵素地図を示す。CTP-EPSPSはペチュニア由来のEPS
PSの葉緑体トランジットペプチドをコードする塩基配列の下流にアグロバクテリウム由来
のEPSPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子であり、ATFは葉緑体局在型のシロイヌナズナフ
ェロケラターゼ遺伝子である。NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモーター配列を、NTは
ノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワーモザイクウィルス
の35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝子、RB及びLBはT-DN
Aの左右境界配列を表す。
【図２２】プラスミドpCRSCPOXの制限酵素地図を示す。SCPOXはダイズのコプロポルフィ
リノーゲンIIIオキシダーゼ遺伝子であり、lac proはラクトースオペロンのプロモーター
配列を意味する。また、Amprはアンピシリン耐性遺伝子、Kmrはカナマイシン耐性遺伝子
、oriは複製開始点を表す。
【図２３】プラスミドpBISCPOXの制限酵素地図を示す。SCPOXはダイズのコプロポルフィ
リノーゲンIIIオキシダーゼ遺伝子であり、NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモーター
配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワーモザ
イクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝子、RB
及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
【図２４】プラスミドpBICESCPOXの制限酵素地図を示す。CTP-EPSPSはペチュニア由来のE
PSPSの葉緑体トランジットペプチドをコードする部分塩基配列の下流にアグロバクテリウ
ム由来のEPSPS遺伝子が結合されたキメラ遺伝子であり、SCPOXはダイズのコプロポルフィ
リノーゲンIIIオキシダーゼ遺伝子である。NPはノパリン合成酵素遺伝子のプロモーター
配列を、NTはノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター配列を、35Sはカリフラワーモザ
イクウィルスの35Sプロモーターを意味する。また、NPTIIはカナマイシン耐性遺伝子、RB
及びLBはT-DNAの左右境界配列を表す。
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