
(57)【要約】
　【課題】　本発明は、植物における胚軸伸長を抑制する遺伝子、オーキシン系除草剤あ
るいは単にオーキシンの感受性に関わる遺伝子を同定することを目的とする。本発明はま
た、そのような遺伝子の発現をモジュレートし、植物における胚軸伸長やオーキシン系除
草剤あるいは単にオーキシンの感受性を制御することもまた目的とする。
　【解決手段】　本発明において、植物細胞に対してオーキシンあるいはオーキシン系除
草剤への感受性を賦与する活性を有するタンパク質、 SMAP1および SMAP2を同定し、それら
のタンパク質をコードする核酸を特定することにより、そして、植物細胞中でのオーキシ
ンあるいはオーキシン系除草剤への感受性を賦与された、遺伝子改変植物体あるいは遺伝
子改変植物細胞を提供することにより、上記課題を解決することができることを明らかに
した。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は こ れ ら の 配 列 に 類 似 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の
感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る 、 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 植 物 の 胚 軸 伸 長 を 抑 制 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 SEQ ID NO: 1ま た は SEQ ID NO: 3で 示 さ れ る 塩 基 配 列 ま た は こ れ ら の 配 列 に 類 似 す る 塩
基 配 列 か ら な る 塩 基 配 列 か ら な り 、 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除
草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は こ れ ら の 配 列 に 類 似 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の
感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を
有 す る 前 記 タ ン パ ク 質 が 、 植 物 の 胚 軸 伸 長 を 抑 制 す る 、 請 求 項 4ま た は 5に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
　 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来 で あ る 、 請 求 項 4～ 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
　 植 物 細 胞 中 で の オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 さ れ た 、 遺 伝
子 改 変 植 物 体 あ る い は 遺 伝 子 改 変 植 物 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
　 改 変 さ れ た 遺 伝 子 が 、 SMAP1（ SEQ ID NO: 1） ま た は SMAP2（ SEQ ID NO: 2） で あ る 、 請
求 項 8に 記 載 の 遺 伝 子 改 変 植 物 体 あ る い は 遺 伝 子 改 変 植 物 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 を 抑 制 す る 遺 伝 子 、 オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 あ る い は 単 に
オ ー キ シ ン の 感 受 性 に 関 わ る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 そ の よ う な
植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 を 抑 制 す る 遺 伝 子 、 オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 あ る い は 単 に オ ー キ シ ン の
感 受 性 に 関 わ る 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 や オ ー
キ シ ン 系 除 草 剤 あ る い は 単 に オ ー キ シ ン の 感 受 性 を 制 御 す る こ と に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 植 物 ホ ル モ ン で あ る オ ー キ シ ン は 、 植 物 の 胚 発 生 や 胚 軸 伸 長 か ら 老 化 ま で の あ ら ゆ る 場
面 で の 生 長 制 御 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 過 去 10年 に わ た り 、 生 化 学 的 手 法 と オ ー キ
シ ン に 対 す る 応 答 が 変 化 し た 変 異 体 を 解 析 す る 遺 伝 学 的 手 法 と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り
、 オ ー キ シ ン の 作 用 機 序 が 明 ら か に さ れ て き た （ 非 特 許 文 献 1； 非 特 許 文 献 2； 非 特 許 文 献
3； 非 特 許 文 献 4） 。 オ ー キ シ ン シ グ ナ ル 伝 達 の メ カ ニ ズ ム は 、 ユ ビ キ チ ン -介 在 性 タ ン パ
ク 質 分 解 に 依 存 す る こ と が 見 い だ さ れ 、 多 数 の 関 連 す る タ ン パ ク 質 や そ の 相 互 作 用 が 明 ら
か に さ れ て き た 。 概 説 す る と 、 オ ー キ シ ン は 、 SCF T I R 1 と 呼 ば れ る 複 数 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら
成 る E3ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ の 構 成 要 素 で あ る TIR1（ transport inhibitor response 1） タ
ン パ ク 質 と 直 接 的 に 結 合 す る ； オ ー キ シ ン 結 合 が 、 SCF  T I R 1 お よ び AUX（ オ ー キ シ ン ） /IA
A（ イ ン ド ー ル -3-酢 酸 ） タ ン パ ク 質 と 総 称 さ れ る 多 数 の 分 子 か ら な る 制 御 タ ン パ ク 質 の フ
ァ ミ リ ー の 構 成 分 子 と の 相 互 作 用 を 促 進 す る 。 SCF T I R 1 は 、 AUX/IAAタ ン パ ク 質 を ユ ビ キ チ
ン 化 し 、 そ の 速 や か な 分 解 を 誘 導 す る 。 AUX/IAAタ ン パ ク 質 の 分 解 ・ 消 失 に よ り 、 オ ー キ
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シ ン 依 存 性 の 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 転 写 因 子 で あ る 1ま た は 複 数 の オ ー キ シ ン -反 応 因 子 （
ARFタ ン パ ク 質 ） が 、 AUX/IAAタ ン パ ク 質 に よ る 阻 害 か ら 解 放 さ れ て 、 放 出 さ れ る 。 そ の 結
果 、 オ ー キ シ ン 依 存 性 の 遺 伝 子 発 現 の カ ス ケ ー ド が 活 性 化 し 、 オ ー キ シ ン 応 答 が 引 き 起 こ
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ら の 研 究 に よ り 、 オ ー キ シ ン シ グ ナ ル 伝 達 が 解 明 さ れ た が 、 多 数 の 領 域 が 未 だ 闇 に
包 ま れ て い る 。 例 え ば 、 オ ー キ シ ン に 対 す る 初 期 段 階 の 特 定 の 反 応 は 、 ヘ テ ロ -三 量 体 G-
タ ン パ ク 質 に よ り 媒 介 さ れ る こ と が 報 告 さ れ た が （ 非 特 許 文 献 5； 非 特 許 文 献 6） 、 こ れ ら
が SCF T I R 1 -複 合 体 経 路 と ど の よ う に 関 連 し て い る の か に つ い て は 明 ら か に は な っ て い な い
。 さ ら に 、 植 物 は 、 外 来 性 オ ー キ シ ン に 対 し て 数 桁 の 広 い 濃 度 範 囲 に わ た っ て 反 応 す る が
、 SCF T I R 1 -複 合 体 経 路 が ど の よ う に し て そ の よ う な 広 い 濃 度 範 囲 に 適 応 す る か は 明 ら か に
な っ て い な い 。 ま た さ ら に 、 オ ー キ シ ン の 極 性 移 動 プ ロ セ ス は 、 単 純 に 周 辺 の 濃 度 に よ る
制 御 よ り も 、 オ ー キ シ ン 作 用 と よ り 深 く 関 連 し て い る よ う で あ る が 、 こ の 関 連 性 の 詳 細 は
、 未 だ 明 ら か に な っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ の よ う な 研 究 の 進 展 の 多 く は 、 遺 伝 的 ア プ ロ ー チ に よ る 、 オ ー キ シ ン に 対 す る 反 応 の
変 化 を 伴 う 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り も た ら さ れ た ； し か し な が ら 、 オ ー キ シ ン は 植
物 の 胚 発 生 や 生 育 に は 不 可 欠 な 物 質 で あ る こ と を 考 慮 す る と 、 オ ー キ シ ン を 用 い て 変 異 体
の 幼 苗 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に は 、 限 界 が あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の 問 題 を 解 決 す る た め 、 遺 伝 学 的 ア プ ロ ー チ と 化 学 遺 伝 学 的 ア プ ロ ー チ と を 組 み 合 わ
せ た ア プ ロ ー チ が と ら れ 、 オ ー キ シ ン の 詳 細 な 作 用 機 構 を 明 ら か に す る た め の オ ー キ シ ン
の 情 報 伝 達 経 路 を 阻 害 す る 化 学 物 質 の 同 定 が 進 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 PCIB（ p-ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ イ ソ 酪 酸 ） は 、 合 成 オ ー キ シ ン ま た は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 と
し て 知 ら れ る 2,4-D（ 2,4-ジ ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ 酢 酸 ） と 構 造 上 類 似 し た 化 合 物 で あ り （ 非
特 許 文 献 7） 、 い く つ か の オ ー キ シ ン -誘 導 性 生 理 学 的 反 応 を 競 合 的 に 阻 害 す る こ と が 示 さ
れ た （ 非 特 許 文 献 8； 非 特 許 文 献 9； 非 特 許 文 献 10） 。 古 く か ら オ ー キ シ ン の 生 理 作 用 を 競
争 的 に 阻 害 す る こ と で 知 ら れ て い た が 、 最 近 に な っ て オ ー キ シ ン に よ る 遺 伝 子 発 現 誘 導 や
AUX/IAAタ ン パ ク 質 の 分 解 の 阻 害 な ど も 軽 減 す る 作 用 を も つ こ と も 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 と し て 知 ら れ る 2,4-D（ 2,4-ジ ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ 酢 酸 ） は 、
数 十 年 間 に わ た り 、 主 と し て そ の 安 定 性 が 高 い と い う 理 由 か ら 、 実 験 や 変 異 体 ス ク リ ー ニ
ン グ に お い て 、 オ ー キ シ ン の 外 来 性 供 給 源 と し て 使 用 さ れ て き た 。 2,4-Dお よ び IAAは 、 共
通 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 共 有 し て い る こ と が 、 一 般 的 に 受 け 入 れ ら れ て き た （ 例 え ば 、 非
特 許 文 献 12） 。 2,4-Dと IAAと の あ い だ で 認 識 さ れ て い る 相 違 点 は 、 輸 送 に お い て 、 2,4-D
は IAAよ り も ゆ っ く り と 流 出 す る こ と が 示 唆 さ れ る 点 、 そ し て 代 謝 に お い て 、 2,4-Dの 分 解
速 度 が IAAよ り も 遅 い た め 2,4-Dが 細 胞 内 に 蓄 積 さ れ る と 考 え ら れ る 点 で あ る （ 非 特 許 文 献
13； 非 特 許 文 献 14； 非 特 許 文 献 15； 非 特 許 文 献 16； 非 特 許 文 献 17） 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Dharmasiri N, Estelle M (2004) Trends in Plant Science 9: 302-30
8
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Dharmasiri N, et al., (2005) Nature 435: 441-445
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Kepinski S, and Leyser O (2005) Nature 435: 446-451
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Woodward AW, and Bartel B (2005) Ann Bot 95: 707-735
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Ullah H, et al., (2001) Science 292: 2066-2069
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Ullah H, et al., (2003) Plant Cell 15: 393-409
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Jonsson A (1961) In Encyclopedia of plant physiology, (W Ruhland
, ed, Ed Vol 14. Springer, Berlin, pp 959-1006
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Aberg B (1950) Physiol Plant 3: 447-461
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Aberg B (1951) Physiol Plant 4: 627-640
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【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Burstrom H (1950) Physiol. Plant. 3: 277-292
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Oono Y, et al., (2003) Plant Physiol. 133: 1135-1147
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Taiz L, and Zeiger E (2002) In. Sinauer Associates, Inc, Sunde
rland MA, pp 423 - 460
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Delbarre et al., (1996) Planta 198: 532-541
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Sterling and Hall, (1997) In Herbicide activity: toxicology, b
iochemistry and molecular biology, (RM Roe, JD Burton, RJ Kuhr, eds). IOS Press,
 Amsterdam, pp 111-141
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Jackson et al., (2002) The Plant Journal 32: 573-583
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Staswick et al., (2005) Plant Cell 17: 616-627
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Campanoni and Nick, (2005) Plant Physiol. 137: 939-948
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 を 抑 制 す る 遺 伝 子 、 オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 あ る い は 単 に
オ ー キ シ ン の 感 受 性 に 関 わ る 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と を 目 的 と す る 。 本 発 明 は ま た 、 そ の よ
う な 植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 を 抑 制 す る 遺 伝 子 、 オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 あ る い は 単 に オ ー キ シ
ン の 感 受 性 に 関 わ る 遺 伝 子 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 や オ ー キ シ ン
系 除 草 剤 あ る い は 単 に オ ー キ シ ン の 感 受 性 を 制 御 す る こ と も ま た 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 放 射 線 照 射 に よ り 作 成 さ れ た aar1変 異 株 の 原 因 遺 伝 子 を 解 析 し 、
そ し て aar1変 異 株 の 性 質 を 解 明 す る こ と に よ り 、 上 記 課 題 に つ い て 種 々 検 討 し た 。 そ の 結
果 、 SMAP1遺 伝 子 お よ び SMAP2遺 伝 子 と 命 名 し た 新 規 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ れ ぞ れ
の 遺 伝 子 の DNA塩 基 配 列 の 解 析 お よ び そ の SMAP1遺 伝 子 の DNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 の 解 析 を 行 う こ と に よ り 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン
系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 有 す る 核
酸 を 提 供 す る 。 上 述 す る 本 発 明 の 核 酸 に は 、 SEQ ID NO: 1ま た は SEQ ID NO: 3で 示 さ れ る
塩 基 配 列 ま た は こ れ ら の 配 列 に 類 似 す る 塩 基 配 列 か ら な る 塩 基 配 列 か ら な り 、 植 物 細 胞 に
対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 が 含 ま れ る （ 図 1） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 上 述 し た よ う な 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ 、 植
物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す
る タ ン パ ク 質 も ま た 、 提 供 す る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ
る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 上
述 す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に は 、 SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 ま た は こ れ ら の 配 列 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ
る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る 、 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る （
図 1） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 別 の 態 様 に お い て 、 上 述 し た 核 酸 の い ず れ か を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー ； 植 物
細 胞 中 で の オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 さ れ た 、 遺 伝 子 改 変
植 物 体 あ る い は 遺 伝 子 改 変 植 物 細 胞 ； も ま た 提 供 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ り 、 植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 を 抑 制 す る 遺 伝 子 、 オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 あ る い は
単 に オ ー キ シ ン の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 SMAP1お よ び SMAP2、 お よ び
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そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 に よ り 、 SMAP1ま た は SMAP2の 発 現 を モ ジ ュ
レ ー ト し 、 植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 や 、 オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 の 感 受 性 を
制 御 す る こ と も で き る 。
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis thaliana） の 乾 燥 種 子 に 対 し て イ
オ ン ビ ー ム を 照 射 す る こ と に よ り 得 ら れ た 、 aar1変 異 株 と し て 定 義 さ れ る シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ
の 変 異 株 の 原 因 遺 伝 子 を 同 定 し 、 そ し て aar1変 異 株 の 性 質 を 解 明 し た 。 本 発 明 に お い て 解
析 の 対 象 と し た aar1変 異 株 は 、 明 条 件 下 に お い て も 暗 条 件 下 に お い て も 、 野 生 型 よ り も 長
い 胚 軸 を 有 す る こ と を 特 徴 と し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 そ の た め 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は ま ず 、 原 因 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 研 究 を 行 っ た 。 そ の
結 果 、 aar1変 異 株 に お い て は 、 4番 染 色 体 の T6G15遺 伝 子 座 上 の 9692～ 53586 ntの あ い だ に
欠 損 領 域 が 存 在 し 、 こ の 領 域 に aar1変 異 株 の 原 因 遺 伝 子 と し て 推 定 さ れ る 遺 伝 子 が 存 在 す
る こ と が 推 定 さ れ た （ こ の 領 域 に は 、 8つ の 注 釈 付 き 遺 伝 子 が 含 有 さ れ る ） 。 さ ら に 、 PCI
Bに 対 し て 耐 性 で あ る ET-202変 異 体 （ 本 明 細 書 中 で は aar1-2変 異 体 と も 呼 ぶ ） に お い て 解
析 を 行 っ た と こ ろ 、 aar1-1変 異 体 で 欠 損 し て い た 8個 の 遺 伝 子 の う ち 、 4個 の 遺 伝 子 （ オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ） を 含 む 約 27 Kbが 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン に よ り 破 壊 さ れ 欠 失 し て
い る こ と が 明 ら か に な っ た
　 さ ら に 原 因 遺 伝 子 を 特 定 す る た め 、 aar1変 異 株 に お い て 相 補 性 試 験 を 行 っ た と こ ろ 、 At
4g13520（ 4番 染 色 体 の T6G15遺 伝 子 座 上 の 48928-49367 nt） を 含 有 す る 断 片 を 導 入 し た aar
1-1形 質 転 換 体 の み が 、 野 生 型 と 同 様 の 表 現 型 （ 例 え ば 、 根 の 生 長 に お け る PCIB感 受 性 お
よ び 2,4-D感 受 性 の 回 復 や 、 aar1-1系 統 よ り も 短 い 胚 軸 長 ） を 示 す こ と が 明 ら か に な っ た
。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の 実 験 結 果 を 裏 付 け る た め 、 RNAiベ ク タ ー 中 に 組 み 込 ん だ 目 的 と す る DNA断 片 を ア グ
ロ バ ク テ リ ウ ム を 介 し て 野 生 型 へ 導 入 す る こ と に よ り 、 RNAi解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 At
4g13520に 対 す る 二 本 鎖 RNA構 築 物 を 発 現 す る RNAi個 体 の み が 、 aar1-1変 異 体 と 同 様 の 表 現
型 （ す な わ ち 、 2,4-Dと PCIB感 受 性 の 低 下 、 お よ び 胚 軸 が 長 く な る こ と ） を 有 す る こ と が
明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の よ う に し て 、 推 定 等 電 点 3.3（ pK 3.3） の 低 分 子 タ ン パ ク 質 （ 62ア ミ ノ 酸 、 予 測 分
子 量 6.9 kDa） を コ ー ド す る At4g13520（ 4番 染 色 体 の T6G15遺 伝 子 座 上 の 48928-49367 nt）
遺 伝 子 が 、 aar1変 異 の 原 因 遺 伝 子 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 こ
の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の こ と を 、 低 分 子 酸 性 タ ン パ ク 質 1（ all cidi
c rotein 1； SMAP1） と 命 名 し た （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 SEQ ID NO: 1、 ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 SEQ ID NO: 2） （ 図 1） 。 ま た 、 解 析 の 結 果 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ に は 類 似 す る 遺 伝 子 も 含
ま れ 、 そ の 分 子 の こ と を 、 SMAP2と 命 名 し た （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 SEQ ID NO: 3、 ア ミ
ノ 酸 配 列 は 、 SEQ ID NO: 4） （ 図 1） 。 SMAP1と SMAP2は 、 ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル で 62％ の 同
一 性 を 有 し 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 43％ の 同 一 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 述 し た SMAP1遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ESTsの BLAST検 索 の 結 果 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ F/D） を 多 く 含 ん だ 非 常 に 保 存 さ れ た C-末 端 ド メ イ ン を 有 す る SMA
P1の 推 定 ホ モ ロ グ の 存 在 が 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ハ エ 、 魚 （ フ グ 、 ダ ニ オ な ど ） 、 お よ び コ メ
の デ ー タ ベ ー ス に お い て 確 認 さ れ た が 、 酵 母 お よ び 原 核 生 物 ゲ ノ ム 中 に は 、 存 在 し な か っ
た 。 SMAP1の ヒ ト 推 定 ホ モ ロ グ 、 SMAP1の マ ウ ス 推 定 ホ モ ロ グ 、 SMAP1の ハ エ 推 定 ホ モ ロ グ
、 SMAP1の 魚 推 定 ホ モ ロ グ 、 お よ び SMAP1の コ メ 推 定 ホ モ ロ グ と の ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル で の
配 列 同 一 性 は 、 そ れ ぞ れ 56％ 、 57％ 、 58％ 、 58％ 、 53％ で あ り 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で の 配 列
同 一 性 は 、 そ れ ぞ れ 41％ 、 40％ 、 31％ 、 40％ 、 23％ で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 以 上 の 結 果 か ら 、 本 発 明 は 、 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤
へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と が で き 、 こ こ で 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 に は 、 SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は こ れ ら の 配
列 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 上 述 す る 本
発 明 の タ ン パ ク 質 に は 、
　 （ 1） SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 ；
　 （ 2） SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1も し く は 複 数
個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 ； も し く
は
　 （ 3） SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 間 で 少 な く と も 80
％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ こ で 、 「 SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 」 と い う 場 合 、 上 述 の （ 2） ま た は （ 3） の タ ン パ ク 質 の こ と を い
う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を
賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る こ と が で き 、 こ こ で 本 発 明
の 核 酸 に は 、
　 SEQ ID NO: 1ま た は SEQ ID NO: 3で 示 さ れ る 塩 基 配 列 ま た は こ れ ら の 配 列 に 類 似 す る 塩
基 配 列 を 含 む 核 酸 ； ま た は
　 SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は こ れ ら の 配 列 に 類 似 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ；
が 含 ま れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 上 述 す る 本 発 明 の 核 酸 に は 、
　 （ i） SEQ ID NO: 1ま た は SEQ ID NO: 3で 示 さ れ る 塩 基 配 列 ；
　 （ ii） SEQ ID NO: 1ま た は SEQ ID NO: 3で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 縮 重 の 関 係 に あ る 塩 基 配
列 か ら な る 核 酸 ；
　 （ iii） SEQ ID NO: 1ま た は SEQ ID NO: 3で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お い て 1も し く は 複 数 個
の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 ；
　 （ iv） SEQ ID NO: 1ま た は SEQ ID NO: 3で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 相 補 的 な 塩 基 配 列 と の 間
で 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 ； も
し く は
　 （ v） SEQ ID NO: 1ま た は SEQ ID NO: 3で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と の 間 で 少 な く と も 60％ 、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く
と も 95％ の 塩 基 配 列 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 ；
　 （ a） SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 核 酸 ；
　 （ b） SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1も し く は 複 数
個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 核 酸 ； も し く は
　 （ c） SEQ ID NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 間 で 少 な く と も 80
％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同
性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 述 し た （ i） ～ （ iv） に 記 載 す る 核 酸 ま た は （ a） ～ （ c） に 記 載 す る 核 酸 は 、 植 物 細
胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る 、
上 述 し た （ 1） ～ （ 3） の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 こ こ で 、 「 SEQ ID NO: 1ま た は SEQ ID NO: 3で 示 さ れ る 塩 基 配 列 に 類 似 す る 塩 基 配 列 を
含 む 核 酸 」 と い う 場 合 、 上 述 の （ ii） ～ （ v） に 記 載 さ れ る 核 酸 の こ と を い い 、 「 SEQ ID 
NO: 2ま た は SEQ ID NO: 4で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 」 と い う 場 合 、 上 述 の （ b） ま た は （ c） に 記 載 さ れ る 核 酸 の こ と
を い う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 「 オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 」 と い う 場 合 、 2,4-ジ ク ロ ロ フ
ェ ノ キ シ 酢 酸 （ 2,4-D） 、 p-ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ イ ソ 酪 酸 （ PCIB） 、 な ど が 含 ま れ る が 、 こ
れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 「 オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る
活 性 」 と い う 場 合 、 2,4-Dと PCIBへ の 感 受 性 が 低 下 す る こ と 、 お よ び 胚 軸 が 長 く な る こ と
に 関 わ る 活 性 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 「 1も し く は 数 個 」 と は 、 好 ま し く は 1～ 20個 、 よ り 好 ま し く は 1～ 10個
、 最 も 好 ま し く は 1～ 5個 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 お い て 塩 基 の 「 欠 失 」 、 「 置 換 」 、 「 付 加 」 を 有 す る 核 酸 は 、 SMAP1遺 伝
子 の 塩 基 配 列 （ SEQ ID NO: 1） ま た は SMAP2遺 伝 子 の 塩 基 配 列 （ SEQ ID NO: 3） に つ い て
生 じ 、 か つ SMAP1タ ン パ ク 質 （ SEQ ID NO: 2） ま た は SMAP2タ ン パ ク 質 （ SEQ ID NO: 4） と
同 様 の 性 質 、 す な わ ち 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受
性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 一 方 、 ア ミ ノ 酸 の 「 欠 失 」 、 「 置 換 」 、 「 付 加 」 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 SMAP1タ ン パ
ク 質 （ SEQ ID NO: 2） ま た は SMAP2タ ン パ ク 質 （ SEQ ID NO: 4） と 同 様 の 性 質 を 有 す る タ
ン パ ク 質 を い う 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 の 「 置 換 」 の 場 合 に は 、 同 様 の 性 質 を 有 す る ア ミ ノ 酸
同 士 の 置 換 、 例 え ば あ る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 か ら 別 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 、 あ る 親 水 性 ア
ミ ノ 酸 か ら 別 の 親 水 性 ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 、 あ る 酸 性 ア ミ ノ 酸 か ら 別 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 へ の 置
換 、 あ る い は あ る 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 か ら 別 の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 へ の 置 換 、 な ど の 置 換 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 上 述 の よ う な 「 欠 失 」 、 「 置 換 」 、 「 付 加 」 を 有 す る 塩 基 配 列 、 ま た は 上 述 の よ う な 「
欠 失 」 、 「 置 換 」 、 「 付 加 」 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 作 成 す る た め に は 、 イ オ ン ビ ー ム 照 射
や 変 異 原 処 理 な ど の 細 胞 レ ベ ル で の 変 異 生 成 処 理 の 他 、 部 位 特 異 的 変 異 生 成 （ Site Direc
ted Mutagenesis） や PCR増 幅 ミ ス を 用 い た ラ ン ダ ム 変 異 生 成 （ Random Mutagenesis） 、 カ
セ ッ ト 導 入 変 異 生 成 （ Cassette Mutagenesis） な ど の 遺 伝 子 工 学 的 変 異 生 成 処 理 な ど の 、
本 発 明 の 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 様 々 な 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す
る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 に は 、 SMAP1遺 伝 子 の 塩 基 配 列 （ SEQ ID 
NO: 1） ま た は SMAP2遺 伝 子 の 塩 基 配 列 （ SEQ ID NO: 3） と 相 補 的 な 塩 基 配 列 と の 間 で 、 高
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 塩 基 配 列 を 含 む DNAを 有 し 、 か
つ 植 物 細 胞 に 対 し て オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 へ の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を
有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 目 的 の 塩 基 配 列 が 、 SMAP1遺 伝 子 を
コ ー ド す る 塩 基 配 列 （ 例 え ば 、 SEQ ID NO: 1） ま た は SMAP2遺 伝 子 を コ ー ド す る 塩 基 配 列
（ 例 え ば 、 SEQ ID NO: 3） も し く は こ れ と 縮 重 の 関 係 に あ る 塩 基 配 列 と の 間 で 、 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で あ る 条 件 を い う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 条 件 は 、 温 度 、 イ オ ン 濃 度 な ど の 条 件 を 考 慮 し て 決 定 さ れ る が 、 一 般 的
に は 温 度 が 高 い ほ ど 、 ま た イ オ ン 濃 度 が 低 い ほ ど ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 程 度 が 高 く な る こ と
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が 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 設 定 は 、 当 業 者 で あ れ ば 、 例 え ば
、 Sambrookお よ び Russel（ Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition (200
1)） の 記 載 に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 利 用 す る こ と が で き る 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 具 体 的 な 例 と し て は
、 例 え ば 、 6× SSC、 5× Denhardt's、 0.1％ SDS、 25℃ な い し 68℃ な ど の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 を 使 用 す る こ と が 考 え ら れ る 。 こ の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 と し
て は 、 よ り 好 ま し く は 45℃ な い し 68℃ （ ホ ル ム ア ミ ド 無 し ） ま た は 25℃ な い し 50℃ （ 50％
ホ ル ム ア ミ ド ） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に お い て ア ミ ノ 酸 あ る い は 塩 基 配 列 の 配 列 相 同 性 は 、 視 覚 的 検 査 お よ び 数 学 的 計
算 に よ り 決 定 し て も よ い 。 あ る い は 、 2つ の タ ン パ ク 質 配 列 の 配 列 相 同 性 は 、 Needlemanお
よ び Wunsch（ J. Mol Biol., 48: 443－ 453, 1970） の ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ き 、 そ し て ウ ィ
ス コ ン シ ン 大 学 遺 伝 学 コ ン ピ ュ ー タ ー グ ル ー プ （ UWGCG） よ り 入 手 可 能 な GAPコ ン ピ ュ ー タ
ー プ ロ グ ラ ム を 用 い 配 列 情 報 を 比 較 す る こ と に よ り 、 決 定 し て も よ い 。 GAPプ ロ グ ラ ム の
好 ま し い デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー に は ： （ 1） Henikoffお よ び Henikoff（ Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 89: 10915-10919, 1992） に 記 載 さ れ る よ う な 、 ス コ ア リ ン グ ・ マ ト リ ッ ク
ス 、 blosum62； （ 2） 12の ギ ャ ッ プ 加 重 ； （ 3） 4の ギ ャ ッ プ 長 加 重 ； お よ び （ 4） 末 端 ギ ャ
ッ プ に 対 す る ペ ナ ル テ ィ な し 、 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に お い て ア ミ ノ 酸 あ る い は 塩 基 配 列 の 配 列 相 同 性 解 析 に は 、 当 業 者 に 用 い ら れ る
、 配 列 比 較 の 他 の プ ロ グ ラ ム も ま た 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば Altschulら （ Nucl. Acid
s. Res. 25., p. 3389-3402, 1997） に 記 載 さ れ て い る BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い て 配 列 情 報
と 比 較 し 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 具 体 的 に は 、 塩 基 配 列 解 析 の 場 合 、 Nucleotide BLA
ST（ BLASTN） プ ロ グ ラ ム で 、 Query塩 基 配 列 を 入 力 し て 、 GenBank、 EMBL、 DDBJな ど の 塩 基
配 列 デ ー タ ベ ー ス と 照 合 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 配 列 解 析 の 場 合 、 Protein BL
AST（ BLASTP） プ ロ グ ラ ム で 、 Queryア ミ ノ 酸 配 列 を 入 力 し て 、 GenBank CDS、 PDB、 SwissP
rot、 PIRな ど の ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 照 合 す る こ と が で き る 。 当 該 プ ロ グ ラ ム は 、
イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で National Center for Biotechnology Information（ NCBI） 、 あ る い
は DNA Data Bank of Japan（ DDBJ） の ウ ェ ブ サ イ ト か ら 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 BLAS
Tプ ロ グ ラ ム に よ る 相 同 性 検 索 の 各 種 条 件 （ パ ラ メ ー タ ー ） は 同 サ イ ト に 詳 し く 記 載 さ れ
て お り 、 一 部 の 設 定 を 適 宜 変 更 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 検 索 は 通 常 デ フ ォ ル ト 値 を 用 い
て 行 う 。 当 業 者 に 用 い ら れ る 、 配 列 比 較 の 他 の プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば ClustalW ver. 1.7（ T
hompson, J.D., et al., (1994)、 上 述 ） も ま た 、 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 述 し た （ i） ～ （ iv） に 記 載 す る 核 酸 ま た は （ a） ～ （ c） に 記 載 す る
核 酸 を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー も ま た 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 組 換 え ベ ク タ ー
は 、 適 切 な ベ ク タ ー 中 に 本 発 明 の 前 述 し た （ i） ～ （ iv） に 記 載 す る 核 酸 ま た は （ a） ～ （
c） に 記 載 す る 核 酸 を 発 現 可 能 に 連 結 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て
使 用 す る こ と が で き る ベ ク タ ー と し て は 、 植 物 宿 主 細 胞 中 で 複 製 可 能 な も の で あ れ ば ど の
よ う な も の を 使 用 し て も よ く 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド DNA、 フ ァ ー ジ DNAな ど を 使 用 す る こ と
が で き る 。 プ ラ ス ミ ド DNAと し て は 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば 、 Ti
プ ラ ス ミ ド 、 Riプ ラ ス ミ ド な ど ） 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば pUC19、 pBR322な ど
） 、 枯 草 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば pAMα 1な ど ） 、 酵 母 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば pGIL
DA、 YACな ど ） な ど を 使 用 す る こ と が で き 、 フ ァ ー ジ DNAと し て は 、 λ フ ァ ー ジ （ λ EMBL、
λ ZAP、 λ gt10な ど ） な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー に 前 述 し た （ i）
～ （ iv） に 記 載 す る 核 酸 ま た は （ a） ～ （ c） に 記 載 す る 核 酸 を 挿 入 す る た め に は 、 ベ ク タ
ー を 適 当 な 制 限 酵 素 で 切 断 し 、 そ の 制 限 酵 素 と 同 じ 切 断 末 端 を 生 じ る 制 限 酵 素 に よ り 処 理
し た 前 述 し た （ i） ～ （ iv） に 記 載 す る 核 酸 ま た は （ a） ～ （ c） に 記 載 す る 核 酸 を 、 ベ ク
タ ー の 切 断 部 分 に 挿 入 す る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ の ベ ク タ ー 中 に は 、 （ i） ～ （ iv） に 記 載 す る 核 酸 ま た は （ a） ～ （ c） に 記 載 す る 核
酸 に 加 え て 、 こ の 核 酸 の 発 現 を 制 御 す る た め の 配 列 、 ベ ク タ ー の ゲ ノ ム 中 へ の 取 り 込 み を
促 進 す る た め の 配 列 （ 例 え ば T-DNA配 列 な ど ） 、 お よ び ／ ま た は 選 択 マ ー カ ー （ 例 え ば 、
ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝
子 な ど ） の 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。 上 述 の 核 酸 の 発 現 を 制 御 す る た め の 配 列 と し て は 、
例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 、 ポ リ （ A） 付 加 シ グ ナ ル
な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ こ で プ ロ モ ー タ ー は 、 植 物 で 一 般 に 多 用 さ れ る カ リ フ ラ
ワ ー モ ザ イ ク ウ ィ ル ス 由 来 の 35Sプ ロ モ ー タ ー 以 外 に 、 当 業 者 で あ れ ば 、 ベ ク タ ー を 形 質
転 換 す る 植 物 で の 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き 、 例 え ば 植 物 が シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の
花 の 場 合 に は シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 花 で 高 発 現 す る 内 在 性 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 前 述 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む 形 質 転 換 体 植 物 細 胞 も ま た 、 提 供 す る
こ と が で き る 。 本 発 明 の 形 質 転 換 体 植 物 細 胞 は 、 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー を 宿 主 と な る 植
物 細 胞 中 に 導 入 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 形 質 転 換 さ せ る 植 物 細
胞 は 、 植 物 体 の う ち い ず れ の 部 分 に 由 来 す る 細 胞 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 葉 、 花 弁 、 茎
、 根 、 種 子 な ど の 他 、 培 養 植 物 細 胞 で あ っ て も よ い 。 植 物 細 胞 の 由 来 と な る 植 物 に は 特 に
限 定 は な い が 、 例 え ば ア ブ ラ ナ 科 、 イ ネ 科 、 マ メ 科 な ど の 植 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 植 物 細 胞 に 対 す る 前 述 の 組 換 え ベ ク タ ー の 形 質 転 換 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 形
質 転 換 法 、 例 え ば ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン
法 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 （ PEG法 ） な ど を 使 用 す る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 を 用 い る 場 合 は 、 構 築 し た 植 物 用 発 現 ベ ク タ ー を 適 当 な ア グ ロ バ
ク テ リ ウ ム 、 例 え ば Agrobacterium tumefaciensに 導 入 し 、 こ の 株 を バ キ ュ ー ム イ ン フ ィ
ル ト レ ー シ ョ ン 法 （ Bechtold et al. (1993) C. R. Acad. Sci. Ser. III Sci. Vie, 316
, 1194-1199） 、 フ ロ ー ラ ル ・ デ ィ ッ プ 法 （ Clough, S.J., and Bent, A.F. (1998). Plan
t J. 16, 735-743） ま た は リ ー フ デ ィ ス ク 法 （ Gartland K.M.A. and Davey M.R. ed (199
5) Method in Molecular Biology, vol.44） な ど に 従 っ て 宿 主 植 物 あ る い は 宿 主 の 無 菌 培
養 片 に 感 染 さ せ 、 形 質 転 換 植 物 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 を 用 い る 場 合 は 、 パ ル ス コ ン ト ロ ー ラ ー を 備 え た エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン 装 置 に よ り 、 電 圧 500～ 600 V、 1000μ F、 20 msecの 条 件 で 処 理 し 、 遺 伝 子 を
宿 主 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 を 用 い る 場 合 は 、 植 物 体 、 植 物 器 官 、 植 物 組 織 自 体 を そ の ま
ま 使 用 し て も よ く 、 切 片 を 調 製 し た 後 に 使 用 し て も よ く 、 プ ロ ト プ ラ ス ト を 調 製 し て 使 用
し て も よ い 。 こ の よ う に 調 製 し た 試 料 を 遺 伝 子 導 入 装 置 （ 例 え ば BIOLISTIC POS 1000/He;
 BioRadな ど ） を 用 い て 処 理 す る こ と が で き る 。 処 理 条 件 は 植 物 ま た は 試 料 に よ り 異 な る
が 、 通 常 は 1000～ 1100 psi程 度 の 圧 力 、 5～ 10 cm程 度 の 距 離 で 行 う 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 （ PEG法 ） を 用 い る 場 合 は 、 主 に 、 培 養 細 胞 か ら プ ロ ト プ ラ
ス ト を 調 整 し 、 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 の 存 在 下 の も と PEGを 加 え て DNA細 胞 に 取 り 込 ま せ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 植 物 細 胞 中 に 目 的 と す る （ i） ～ （ iv） に 記 載 す る 核 酸 ま た は （ a） ～ （ c） に 記 載 す る
核 酸 が 形 質 転 換 さ れ た か ど う か に つ い て は 、 PCR法 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、
ノ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 な ど に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば PCR法 に よ
り 確 認 す る 場 合 、 形 質 転 換 体 植 物 細 胞 か ら DNAを 調 製 し 、 も し く は mRNAを 採 取 し た 後 cDNA
を 調 製 し 、 当 該 DNAも し く は cDNAを 鋳 型 と し て 用 い て 、 所 望 の 核 酸 を 特 異 的 に 増 幅 さ せ る
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こ と が で き る 様 に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 PCR法 を 行 う こ と に よ り 確 認 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 に お い て は さ ら に 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 植 物 細 胞 を 培 養 し 、 再 分 化 ・ 育 成 す
る こ と に よ り 、 （ i） ～ （ iv） に 記 載 す る 核 酸 ま た は （ a） ～ （ c） に 記 載 す る 核 酸 を 含 む
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 作 出 す る こ と が で き る 。 植 物 細 胞 を 植 物 体 に 再 分 化 さ せ る 際 に
は 、 培 地 か ら 植 物 ホ ル モ ン を 取 り 除 く か 、 ま た は 適 当 な 濃 度 の 植 物 ホ ル モ ン 、 例 え ば オ ー
キ シ ン 、 サ イ ト カ イ ニ ン 、 ジ ベ レ リ ン 、 ア ブ シ ジ ン 酸 な ど を 単 独 で も し く は 組 み 合 わ せ て
投 与 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 を 生 長 さ せ る 際 に は 、 圃 場 お よ び 温 室 内 で の 土 壌 栽 培 、 温 室 内
で の 水 耕 栽 培 、 人 工 培 養 器 な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る た め 、 以 下 に 実 施 例 を 記 載 す る 。 本 発 明 の 範 囲 が こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　
　 本 実 施 例 に お い て は 、 p-ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ イ ソ 酪 酸 （ PCIB） が 、 オ ー キ シ ン シ グ ナ ル 伝
達 経 路 と 相 互 作 用 す る 活 性 （ Oono Y, et al., (2003) Plant Physiol. 133: 1135-1147）
に 基 づ き 、 PCIB-依 存 性 の 根 の 生 長 阻 害 に 対 し て 耐 性 で あ る 変 異 体 に つ い て 、 ス ク リ ー ニ
ン グ し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 イ オ ン ビ ー ム 照 射 し た シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 種 子 約 6700を 生 長 さ せ 自 家 受 粉 後 得 ら れ た M2種 子
約 30000個 を 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） 中 に 溶 解 し た 20μ M PCIB（ Sigma Chemical 
Co., St. Louis, MO, USA） を 含 有 す る 培 地 上 で 発 芽 ・ 育 成 し 、 2週 間 の 連 続 明 期 の 下 で 生
長 さ せ た 。 具 体 的 に は 、 表 面 を 滅 菌 し た 種 子 を 、 方 形 プ レ ー ト （ D210-16, Simport, Queb
ec, Canada） 中 、 20μ M PCIBを 添 加 し た 生 長 培 地 （ 1/2に 薄 め た Murashigeと Skoogの 塩 （ p
H 5.8） 、 1％ ［ w/v］ ス ク ロ ー ス 、 お よ び 1％ ［ w/v］ Bactoア ガ ー を 含 む も の ） ま た は PCIB
を 添 加 し な い 生 長 培 地 上 に 静 置 し 、 暗 所 に て 4℃ で 冷 却 処 理 し た 後 2日 ～ 4日 保 存 し た 後 に
、 プ レ ー ト を 、 蛍 光 灯 （ FL 40SSW-37-B, Hitachi, Tokyo, Japan） に よ り 供 給 さ れ る 20～
30μ mol m - 2  s - 1 の 強 度 の 連 続 照 明 下 、 23℃ の 恒 温 室 に 移 し て 、 鉛 直 方 向 に 生 長 さ せ た 。
幼 苗 の 根 お よ び 胚 軸 の 長 さ は 、 特 に 示 さ な い 限 り は 、 発 芽 後 10日 後 に 測 定 し た 。 暗 処 理 の
た め に は 、 栽 培 箱 内 で 種 子 を 8時 間 照 射 し 、 そ し て 暗 所 に 移 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 2週 間 後 に 、 よ り 長 い 根 を 有 す る 幼 苗 を 変 異 体 候 補 と し て 取 り 出 し 、 こ の 変 異 体 候 補 を
さ ら に 育 成 し 、 種 子 を 収 穫 し 、 そ し て 数 世 代 の 自 家 受 粉 の 後 、 こ の 形 質 が 安 定 に 遺 伝 す る
か ど う か を 確 認 す る こ と に よ り 、 変 異 体 を 確 立 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は こ の 変 異 体 の う ち の ひ と つ 、 1（ aar1-1） と 名 付 け た 一 つ の
系 統 の 解 析 に 焦 点 を 当 て る 。 こ の 変 異 体 を コ ロ ン ビ ア 株 （ 野 生 型 ） と 戻 し 交 配 す る と 、 次
世 代 の 個 体 （ F1世 代 ） は 全 て が 野 生 型 PCIB感 受 性 を 示 し 、 そ し て そ の 後 代 で あ る F2後 代 は
、 PCIB感 受 性 植 物 と PCIB耐 性 植 物 が ほ ぼ 3： 1の 比 で 分 離 し た 。 こ の こ と か ら 、 aar1-1は 、
単 一 の 劣 性 変 異 に よ り 引 き 起 こ さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 2に お い て 、 野 生 型 （ WT） お よ び aar1-1の 幼 苗 表 現 型 を 示 す 。 こ の 図 1に お い て 、 （ A
） は 、 11日 齢 の 光 条 件 下 で 生 長 さ せ た 幼 苗 の 結 果 を 、 （ B） は 7日 齢 の 暗 条 件 下 で 生 長 さ せ
た 幼 苗 の 結 果 を 、 （ C） は 20μ M PCIBに 曝 露 さ せ た 、 10日 齢 の 光 条 件 下 で 生 長 さ せ た 幼 苗
の 結 果 を 、 そ し て （ D） は 40 nM 2,4-Dに 曝 露 さ せ た 、 10日 齢 の 光 条 件 下 で 生 長 さ せ た 幼 苗
の 結 果 を そ れ ぞ れ 示 す 。 そ し て 、 ス ケ ー ル バ ー = 1 cmを 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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実 施 例 1： 変 異 体 の 作 成 お よ び 同 定

抗 オ ー キ シ ン 耐 性



　 aar1-1幼 苗 の 形 態 学 的 特 徴 は 、 変 異 体 が 、 明 条 件 下 に お い て も 暗 条 件 下 に お い て も 、 野
生 型 よ り も 長 い 胚 軸 を 有 す る こ と （ 図 2、 表 1） 以 外 は 、 野 生 型 と 同 様 で あ っ た 。 胚 軸 長 の
差 異 は 明 条 件 下 に お け る 方 が 大 き か っ た 。 成 熟 し た 植 物 に お い て は 、 aar1-1は 野 生 型 と 外
見 上 識 別 で き ず 、 薹 立 ち の 時 期 、 花 序 茎 の 数 、 第 1花 序 の 長 さ 、 そ し て 開 花 期 を 含 む 、 い
く つ か の パ ラ メ ー タ を 測 定 す る こ と に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　
　 本 実 施 例 に お い て は 、 オ ー キ シ ン お よ び そ の 他 の 化 合 物 に 対 す る aar1-1の 反 応 の 特 徴 を
明 ら か に す る た め 、 共 試 す る 化 合 物 を 添 加 し た 生 長 培 地 上 で 種 子 を 発 芽 さ せ 、 根 の 長 さ を
測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 aar1-1変 異 体 の オ ー キ シ ン （ IAA） 、 1-ナ フ タ レ ン 酢 酸 （ NAA） 、 イ ン ド ー ル 酪 酸 （ IBA
） 2,4-ジ ク ロ ロ フ ェ ノ キ シ 酢 酸 （ 2,4-D） （ い ず れ も Sigma Chemical Co., St. Louis, MO
, USA） を は じ め と す る 植 物 生 長 調 節 物 質 に 対 す る 反 応 を 調 べ る た め に 、 aar1-1変 異 体 の
種 子 を 、 上 記 各 種 生 長 調 節 物 質 を 含 む 生 長 培 地 で 発 芽 さ せ 、 10日 後 に 根 の 長 さ を 測 定 し た
。 よ り 具 体 的 に は 、 表 面 を 滅 菌 し た 種 子 を 、 DMSO中 に 溶 解 し た 生 長 制 御 因 子 （ IAA、 NAA、
IBA、 2,4-D） を 添 加 し た 生 長 培 地 （ 1/2 MS培 地 （ pH 5.8） 、 1％ ［ w/v］ ス ク ロ ー ス 、 お よ
び 1％ ［ w/v］ Bactoア ガ ー ） ま た は 生 長 制 御 因 子 を 添 加 し な い 生 長 培 地 の 表 面 に 静 置 し 、
鉛 直 方 向 に 生 長 さ せ た 。 幼 苗 の 根 お よ び 胚 軸 の 長 さ は 、 特 に 示 さ な い 限 り は 、 発 芽 後 10日
後 に 測 定 し た 。 側 根 の 数 を 、 実 体 顕 微 鏡 （ MZFLIII; Leica, Wetzlar, Germany） の 下 で 計
測 し た 。 発 芽 の 研 究 の た め 、 植 物 を 冷 却 処 理 後 4日 間 生 長 さ せ 、 そ し て 小 根 の 発 生 お よ び
子 葉 の 伸 展 に よ り （ Brady SM, et al., (2003) The Plant Journal 34: 67-75） 、 発 芽 を
陽 性 と 判 断 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 aar1-1変 異 体 は 、 IAA、 NAA、 お よ び IBAに 対 し て 野 生 型 と 同 様 に 反 応 し た 。 し か し な が
ら 、 2,4-Dに 対 し て は 、 感 受 性 が 低 か っ た 。 さ ら に 、 aar1-1は 、 オ ー キ シ ン 輸 送 阻 害 剤 で
あ る ト リ ヨ ー ド 安 息 香 酸 （ TIBA） や ナ フ チ ル フ サ ラ ミ ッ ク 酸 （ naphthylpthalamic acid；
NPA） に 対 し て 野 生 型 と 同 様 に 反 応 し た 。 こ の こ と か ら 、 aar1-1に お い て は オ ー キ シ ン 輸
送 は 攪 乱 さ れ て い な い こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 aar1-1の 根 は 、 エ チ レ ン 、 サ イ ト カ イ ニ ン 、 お よ び ジ ャ ス モ ン 酸 メ チ ル に 対 し
て 野 生 型 と 同 様 の 反 応 を 示 し 、 こ の こ と か ら 、 aar1-1生 長 表 現 型 が 、 そ れ ほ ど 多 面 的 で は
な い こ と が 示 さ れ た （ 図 3） 。 こ の 図 3に お い て 、 Aは 、 幼 苗 を 、 連 続 光 条 件 下 で 10日 後 に
ア ッ セ イ し た 結 果 を 示 す 。 バ ー は 、 平 均 ± SDを 示 す （ n＝ 10～ 14） 。 B～ Dは 、 添 加 物 な し
で 生 長 さ せ た 5日 齢 の 幼 苗 を 、 指 定 の 化 合 物 を 含 む 培 地 上 に 移 し 、 さ ら に 5日 間 伸 長 さ せ た
根 の 長 さ を 測 定 し た 結 果 を 示 す 。 バ ー は 、 平 均 ± SDを 示 す （ Bに つ い て n＝ 7～ 8、 Cお よ び D
に つ い て n＝ 11～ 12） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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実 施 例 2： aar1-1変 異 体 に お け る 根 の 伸 長 、 側 根 誘 導 、 発 芽 反 応 に お け る 2,4-D耐 性



　 オ ー キ シ ン に 対 す る aar1-1の 根 の 異 な る 反 応 が 、 実 在 す る 変 異 体 の あ い だ で は 例 外 的 で
あ る た め 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 根 の 伸 長 お よ び 側 根 の 形 成 に つ い て の 用 量 -反 応 ア ッ セ
イ を 行 っ た 。 変 異 体 は 、 伸 長 お よ び 側 根 形 成 に お い て 2,4-Dに 対 し て 強 力 な 耐 性 を 示 し た
が 、 IAAお よ び NAAに 対 し て は 野 生 型 の 反 応 を 示 し た （ 図 4） 。 こ の 図 4に お い て は 、 PCIB、
IAA、 NAA、 お よ び 2,4-Dの 濃 度 と 比 較 し た 、 根 の 伸 長 （ 左 パ ネ ル ） お よ び 側 根 の 生 成 （ 右
パ ネ ル ） を 示 す 。 符 号 は 、 平 均 ± SEを 示 す 。 デ ー タ は 、 処 置 あ た り 10～ 12個 体 の 幼 苗 を 用
い て 、 2～ 5回 の 独 立 し た 実 験 の も の で あ る 。 PCIBに 対 し て 、 aar1-1に お け る 根 の 伸 長 は 耐
性 で あ っ た が 、 側 根 形 成 は 野 生 型 と 同 様 に 反 応 し た 。 図 4の 実 験 は 、 添 加 培 地 上 に 種 子 を
播 く こ と に よ り 行 っ た の で 観 察 さ れ た 遺 伝 子 型 間 の 相 違 が 、 発 芽 お よ び 伸 長 の い ず れ か ま
た は 両 方 に お け る 相 違 を 反 映 し て い る 可 能 性 が あ っ た 。 し か し な が ら 、 上 述 の 4種 類 の 化
合 物 上 に 幼 苗 を 移 植 し 、 5日 後 に 反 応 を 測 定 し た と こ ろ 、 連 続 的 処 理 に 完 全 に 合 致 す る 結
果 が 得 ら れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 用 量 -反 応 デ ー タ は 、 根 の 生 長 お よ び 側 根 形 成 に 関 し て
、 aar1-1は 、 IAAお よ び NAAに 対 し て は 野 生 型 と 同 様 に 反 応 す る が 、 2,4-Dに 対 し て は 耐 性
で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 そ の 他 の 反 応 を 調 べ る た め 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 種 子 発 芽 に お け る オ ー キ シ ン と ア ブ
シ ジ ン 酸 の あ い だ で の 最 近 報 告 さ れ た 相 乗 作 用 （ Brady SM, et al., (2003) The Plant J
ournal 34: 67-75） を 調 べ た （ 図 5） 。 こ の 図 5に お い て は 、 1μ Mオ ー キ シ ン （ IAA） 、 30 
nM 2,4-Dお よ び 10μ Mア ブ シ ジ ン 酸 （ IBA） の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に て 、 外 来 性 ア ブ シ ジ
ン 酸 の 濃 度 を 増 加 さ せ る こ と に 対 す る 、 野 生 型 種 子 （ 上 パ ネ ル ） お よ び aar1-1種 子 （ 下 パ
ネ ル ） の 発 芽 を 示 す 。 下 パ ネ ル に お け る 点 線 は 、 オ ー キ シ ン の 非 存 在 下 で の 野 生 型 の 発 芽
率 を 示 す 。 実 験 は 、 3～ 6回 繰 り 返 し た 。 200個 の 種 子 を 、 各 実 験 に お い て 測 定 し た 。 符 号
は 、 平 均 ± SDを 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 そ の 結 果 、 オ ー キ シ ン が 存 在 し な い 場 合 、 aar1-1種 子 の 発 芽 は 、 野 生 型 の 感 受 性 と 比 較
し て 、 ア ブ シ ジ ン 酸 に 対 し て よ り 感 受 性 が 高 か っ た （ 図 5） 。 予 想 さ れ る よ う に 、 IAA、 2,
4-D、 ま た は IBAの い ず れ か で 種 子 を 処 理 す る と 、 野 生 型 種 子 の ア ブ シ ジ ン 酸 に 対 す る 感 受
性 が 高 ま っ た ； し か し な が ら 、 aar1-1に お い て は 、 IAAは 、 野 生 型 に お け る 場 合 と 同 様 に
効 果 的 に 、 ア ブ シ ジ ン 酸 に 対 す る 感 受 性 を 高 め た が 、 2,4-Dは 有 効 で は な か っ た 。 こ の こ
と は 、 こ の 変 異 体 が 、 合 成 オ ー キ シ ン に 対 し て 特 異 的 に 耐 性 で あ る と い う 認 識 を 裏 付 け る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　
　 本 実 施 例 に お い て は 、 本 発 明 の aar1-1変 異 体 が 2,4-Dに 対 し て 特 異 的 に 耐 性 で あ る こ と
か ら 、 こ の 変 異 の 分 子 生 物 学 的 な 因 果 関 係 を 理 解 す る た め 、 は じ め に DR5： GUS染 色 （ Ulma
sov T, et al., (1997) Plant Cell 9: 1963-1971） を 調 べ る こ と に よ り 、 オ ー キ シ ン -誘
導 性 遺 伝 子 発 現 に つ い て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 DR5:GUSを 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 （ DR5： GUS形 質 転 換 体 ） は 、 Jane Murfett氏
お よ び Tom Guilfoyle氏 （ University of Missouri, Columbia） か ら 入 手 し た 。 DR5::GUS
形 質 転 換 体 は オ ー キ シ ン 依 存 的 遺 伝 子 発 現 の マ ー カ ー 系 統 で あ り 、 オ ー キ シ ン 存 在 下 で GU
S遺 伝 子 の 発 現 が 誘 導 さ れ 、 GUS活 性 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 DR5： GUS形 質 転 換 体 を 、 aar1-1変 異 体 に 交 配 し て 、 aar1-1お よ び
DR5： GUS遺 伝 子 の 両 方 に つ い て ホ モ 接 合 性 で あ る 植 物 に お い て 、 オ ー キ シ ン 添 加 時 に お け
る GUS発 現 パ タ ー ン を 、 5～ 7日 間 垂 直 に お い て 育 成 し た 幼 苗 を 1％ の Sucroseを 含 む 1/2MS培
地 に 植 物 生 長 物 質 添 加 （ ま た は 添 加 せ ず ） し て 暗 黒 下 で 培 養 し 、 GUS染 色 緩 衝 液 で 洗 浄 し
た 後 、 1 mMの 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル β -D-GlcA（ X-gluc） を 含 む 染 色 緩 衝 液 に 1
8時 間 、 37℃ 、 暗 黒 条 件 で 処 理 す る こ と に よ り 、 組 織 化 学 的 解 析 に よ り 調 べ た （ 図 6） 。 幼
苗 は 、 液 体 中 の オ ー キ シ ン に 対 し て 6時 間 曝 露 し た 。 GUSの 染 色 パ タ ー ン は デ ジ タ ル カ メ ラ
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を 装 着 し た 実 体 顕 微 鏡 下 で お こ な っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 IAAは 、 両 方 の 遺 伝 子 型 に お い て 同 様 に 、 DR5： GUS発 現 を 誘 導 し た が 、 一 方 2,4-Dは 、 野
生 型 と 比 較 し て 、 aar1-1に お い て 、 全 て の 濃 度 に お い て 効 果 が 低 か っ た 。 同 様 に 、 本 発 明
の 発 明 者 ら は 、 別 の オ ー キ シ ン -感 受 性 レ ポ ー タ ー （ BA： GUS） の 発 現 に 関 し て 、 aar1-1に
お け る 2,4-D反 応 性 の 特 異 的 低 下 を 観 察 し た （ Oono Y, et al., (1998) Plant Cell 10: 1
649-1662） 。 そ れ ぞ れ の レ ポ ー タ ー に 関 し て 、 反 応 パ タ ー ン は 、 3回 の 独 立 し た 交 配 か ら
得 ら れ た 系 統 に お い て 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 IAAお よ び 2,4-Dの 遺 伝 子 発 現 に 対 す る 作 用 を 直 接 的 に 解 析 す る た め 、 リ ア ル タ イ ム RT-P
CRを 使 用 し て 、 定 常 レ ベ ル の 内 在 性 オ ー キ シ ン -反 応 性 遺 伝 子 、 IAA11（ AUX/IAAフ ァ ミ リ
ー の 構 成 分 子 ） の 転 写 物 を 定 量 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 具 体 的 に は 、 リ ア ル タ イ ム RT-PCRは 、 連 続 光 下 で 7日 目 の 垂 直 に 育 成 し た 幼 苗 を 根 と 胚
軸 の 境 界 領 域 で 切 断 し 、 根 の 部 分 を 1％ の ス ク ロ ー ス と 種 々 の 濃 度 の IAAま た は 2,4-Dを 含
む 1/2MS培 地 中 で 2時 間 処 理 し 、 水 で 洗 浄 し 液 体 窒 素 に よ り 素 早 く 凍 結 し た サ ン プ ル か ら 、
QIAGEN社 の RNeasy Plant mini kitに よ り 抽 出 し 、 DNAaseに よ り 処 理 し た 全 RNAを 鋳 型 と し
て 使 用 し 、 プ ラ イ マ ー と し て フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 5'-ggtcttacgttgagccttgg-3'（ SEQ ID
 NO: 5） 、 お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 5'-gtggctgaagccttagcttg-3'（ SEQ ID NO: 6） を 使
用 し て 、 Rosche社 の Light Cyclerを 用 い 、 Light Cycler-RNA Master SYBR Green I Kitを
用 い て お こ な っ た 。 リ ア ル タ イ ム RT-PCRの 反 応 条 件 は 、 61℃ ・ 20分 、 95℃ ・ 30秒 で 処 理 し
た 後 （ 95℃ ・ １ 秒 、 55℃ ・ 5秒 、 72℃ ・ 13秒 ） を 45サ イ ク ル お こ な っ た 。 PCR増 幅 の 特 異 性
は 溶 解 曲 線 の 解 析 と ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 検 定 し た 。 特 異 的 mRNAの 相 対 量 は 濃 度 と サ
イ ズ の 明 ら か な cDNA標 品 を 用 い て EF1α の mRNA量 で 標 準 化 し 、 計 測 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 結 果 を 図 7に お い て 示 す 。 こ の 図 7は 、 野 生 型 お よ び aar1-1に お け る 、 IAA11遺 伝 子 の 発
現 の リ ア ル タ イ ム PCR解 析 を 示 す 。 7日 齢 幼 苗 由 来 の 根 は 、 IAAま た は 2,4-Dを 含 む 液 体 ま た
は 含 ま な い 液 体 中 で 、 2時 間 処 置 し た 。 IAA11転 写 物 の コ ピ ー 数 は 、 EF1α 転 写 物 の コ ピ ー
数 に 対 し て 正 規 化 す る こ と に よ り 計 算 し た 。 結 果 は 、 2,4-Dお よ び IAAに 関 し て そ れ ぞ れ 5
回 お よ び 4回 の 独 立 し た 実 験 に 基 づ い て 、 EF1α コ ピ ー 数 に 対 す る IAA11の 平 均 比 ± SDと し
て 示 す （ 非 処 置 の 野 生 型 比 率 を 1と し た ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 IAA11発 現 を 誘 導 す る こ と に 関 し て 、 IAAに つ い て の 遺 伝 子 型 間 の 差 異 は 顕 著 で は な か っ
た ； 一 方 、 2,4-Dは 、 野 生 型 と 比 較 し て 、 aar1-1に お い て 、 顕 著 に 効 果 が 低 か っ た （ p＜ 0.
02） （ 図 7） 。 aar1-1に お い て は 、 IAA11メ ッ セ ー ジ の 蓄 積 を 誘 導 す る 際 だ け で な く 、 DR5-
駆 動 性 お よ び BA-駆 動 性 GUS発 現 を 刺 激 す る 際 に も 、 2,4-Dの 効 率 が 低 下 す る こ と は 、 AAR1
が 、 2,4-Dを 特 異 的 に 認 識 す る 反 応 経 路 の 構 成 要 素 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 aar1-1変 異 体 に お け る オ ー キ シ ン シ グ ナ ル 伝 達 の 状 態 に 関 し て さ ら な る 知 見 を 得 る た め
、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 HS： AXR3NT-GUS構 築 物 を 利 用 し た 。 HS:AXR3NT-GUS構 築 物 を 有 す
る 系 統 は 、 Stefan Kepinski氏 お よ び Ottoline Leyser氏 （ York University） か ら 入 手 し
た 。 HS:AXR3NT-GUS形 質 転 換 体 は 、 オ ー キ シ ン 添 加 に よ り GUSタ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 タ ン パ
ク 質 が 分 解 さ れ 、 GUS活 性 が 低 下 す る マ ー カ ー 系 統 で あ る 。 こ の 構 築 物 は 、 AUX/IAAタ ン パ
ク 質 （ AXR3） の 安 定 性 を 直 接 的 に 可 視 化 す る こ と が で き る （ Gray WM, et al., (2001) Na
ture 414: 271-276） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 HS： AXR3NT-GUS構 築 物 を 、 HS： AXR3NT-GUS形 質 転 換 体 を aar1-1変
異 体 に 交 配 す る こ と に よ り aar1-1変 異 体 中 に 導 入 し 、 aar1-1お よ び HS： AXR3NT-GUS遺 伝 子
の 両 方 に つ い て の ホ モ 接 合 体 系 統 に お い て 、 オ ー キ シ ン 添 加 時 に お け る GUS活 性 の レ ベ ル
を 組 織 化 学 的 に 観 察 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 安 定 性 を 評 価 し た （ 図 8） 。 組 織 化 学 的
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解 析 は 、 本 実 施 例 に 上 述 し た よ う に 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 結 果 を 図 8に 示 す 。 こ の 図 8は 、 野 生 型 遺 伝 子 型 お よ び aar1-1遺 伝 子 型 に お け る AUX/IAA
タ ン パ ク 質 の 安 定 性 を 示 す 。 野 生 型 系 統 お よ び HS:AXR3NT-GUSを 発 現 す る aar1-1系 統 を 、 3
7℃ に て 120分 間 、 添 加 物 な し の 液 体 生 長 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 23℃ に て 30分 間 、 新
鮮 な 培 地 に 移 し 、 図 に 示 し た よ う に 添 加 物 を 加 え た 生 長 培 地 中 で 120分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 そ し て そ の 後 、 X-glucに て 2時 間 染 色 し た 。 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ が 遺 伝 子 型 に も 添
加 物 に も 感 受 性 で は な い と い う こ と が 、 HS:GUSを 発 現 す る 系 統 を 用 い て 繰 り 返 し 実 験 を す
る こ と に よ り 確 認 さ れ た 。 幼 苗 は 、 写 真 用 に 透 明 化 に し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 aar1-1の 根 に お い て 、 IAAは 、 野 生 型 と 同 様 に 効 果 的 に 、 AUX/IAAレ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質
の 分 解 を 促 進 し た ； し か し な が ら 、 0.1μ M 2,4-Dで は 、 野 生 型 に お け る 効 果 と 比 較 し て 、
aar1-1に お い て 効 果 が 低 か っ た 。 高 い 濃 度 に お い て 、 2,4-Dは 、 aar1-1に お け る レ ポ ー タ
ー タ ン パ ク 質 の 分 解 を 促 進 す る 際 に は 、 IAAと 同 様 に 効 果 的 で あ っ た 。 こ の こ と は 、 生 長
と 遺 伝 子 発 現 の 両 方 に 関 す る 本 発 明 の 発 明 者 ら の 知 見 と 一 致 し て お り 、 aar1-1が 高 い 濃 度
の 2,4-Dに は 反 応 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。 PCIBに 関 し て 、 野 生 型 に お い て は
、 低 濃 度 で は AUX/IAAタ ン パ ク 質 の 分 解 を 促 進 し 、 高 濃 度 で は そ の 安 定 性 を 向 上 さ せ た ；
対 照 的 に 、 aar1-1に お い て は 、 PCIBは ど の よ う な 濃 度 で も 、 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 に 影 響 を
及 ぼ す こ と は で き な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 aar1-1の PCIBお よ び 2,4-Dの 両 方 に 対 す
る 耐 性 は 、 AUX/IAAタ ン パ ク 質 分 解 の 上 流 が 変 化 し た こ と に よ る も の で あ る こ と が 示 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 aar1-1の 2,4-Dに 対 す る 特 異 性 は 、 輸 送 ま た は 代 謝 に 関 す る も の で あ る こ と が 可 能 性 と
し て 考 え ら れ た 。 そ の た め 、 本 実 施 例 に お い て は 、 こ れ ら の 可 能 性 を 調 べ る こ と を 目 的 と
し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ れ ら の 可 能 性 を 調 べ る た め 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は ま ず 、 根 端 の 先 端 3 mmに お け る 放 射
性 標 識 2,4-Dの 1時 間 の 蓄 積 を 比 較 し た 。 取 り 込 み ア ッ セ イ は 、 文 献 （ Rahman et al., (20
01)） に 記 載 さ れ る 様 に 行 っ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 先 端 3 mmの 根 端 を 処 置 当 た り 10個 切
り 出 し 、 そ し て 1μ M [ 1 4 C] 2,4-D（ 2.035 MBqμ mol - 1 ） 中 で 1時 間 、 ほ ぼ 飽 和 水 蒸 気 条 件
下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 最 後 に 、 根 端 を 洗 浄 し 、 5 mLの 液 体 シ ン
チ レ ー シ ョ ン 液 （ Scintisol EX-H） 中 に 一 晩 浸 漬 し 、 そ し て そ の 放 射 活 性 を 、 シ ン チ レ ー
シ ョ ン カ ウ ン タ ー （ Model LS6500, Beckman Instruments, Fullerton, CA） を 使 用 し て 測
定 し た 。 代 謝 ア ッ セ イ に 関 し て 、 5日 齢 の 幼 苗 を 、 1μ M [ 1 4 C] 2,4-D（ 2.035 MBqμ mol - 1

） 中 で 8時 間 ま た は 24時 間 処 置 し 、 そ し て そ の 後 、 根 を 切 り 出 し 、 蒸 留 水 で 2回 洗 浄 し 、 そ
し て 使 用 す る ま で -80℃ で 保 存 し た 。 根 を 、 80％ メ タ ノ ー ル で 処 理 し 、 そ し て 抽 出 物 を TLC
（ TLCア ル ミ ニ ウ ム シ ー ト シ リ カ ゲ ル 60； Merck, City, Country） に か け て 、 そ し て ク ロ
ロ ホ ル ム ： エ チ ル 酢 酸 ： 蟻 酸 （ 5： 4： 1） に よ り 展 開 し た 。 TLCの 展 開 後 、 分 離 さ れ た R f ゾ
ー ン を 15分 割 に 切 り 出 し 、 そ し て 放 射 性 活 性 を 調 べ る た め に 計 数 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 2,4-Dの 取 り 込 み ・ 蓄 積 は 、 野 生 型 と aar1-1変 異 体 の 間 に 顕 著 な 違 い は み ら れ な か っ た
。 （ 表 2） 。 こ れ は 、 こ の 変 異 体 の 2,4-Dに 対 す る 選 択 的 耐 性 が 輸 送 と 関 連 し て い る と い う
考 え と 一 致 し な か っ た 。 本 発 明 の 発 明 者 ら は 次 に 、 標 識 2,4-D中 で 8時 間 ま た は 24時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 の 根 抽 出 物 を の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 解 析 し 、 代 謝 を し ら べ た （ 図
9） 。 こ の 図 9に お い て は 、 野 生 型 お よ び aar1-1に お け る 2,4-Dの 代 謝 を 示 す 。 幼 苗 を 放 射
性 標 識 し た 2,4-D中 で 、 8時 間 ま た は 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 抽 出 物 を ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に 供 し た 。 画 分 Cが 、 2,4-Dを 含 有 す る と 報 告 さ れ て い る 。 一 方 画 分 Aと 画 分 Bは 、
そ れ ぞ れ グ ル コ シ ネ ー ト お よ び ア ミ ノ 酸 複 合 体 を 含 有 す る （ Riov J, et al., (1979) Phy
siol. Plant. 46: 133-138） 。 棒 グ ラ フ は 、 4回 の 実 験 の 繰 り 返 し か ら 得 ら れ た 平 均 ± SD
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を 示 す 。 3つ の 分 離 さ れ た 画 分 の い ず れ に お い て も 、 放 射 性 活 性 量 は 変 化 せ ず 、 大 半 が 代
謝 さ れ ず に 残 っ て い た （ 画 分 C） 。 こ の こ と か ら 、 2,4-Dの 代 謝 は 、 aar1-1に お い て 変 化 し
て い な い こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
　
　 本 実 施 例 に お い て は 、 aar1-1変 異 体 の 原 因 遺 伝 子 の マ ッ ピ ン グ を 行 い 、 原 因 遺 伝 子 と PC
IBや 2,4-Dに 対 す る 応 答 性 と の 関 連 性 を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し て 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 マ ッ ピ ン グ は 、 ホ モ 接 合 体 の aar1-1を 、 Landsberg erectaと 交 配 さ せ る こ と に よ り 、 そ
し て PCIB耐 性 に 基 づ い て F2に お け る 個 々 の 変 異 体 植 物 を 特 定 し 、 SSLPマ ー カ ー ま た は CAPS
マ ー カ ー の 連 鎖 を ス コ ア 化 す る こ と に よ り 行 な っ た 。 開 発 さ れ た 新 規 な SSLP/CAPSマ ー カ
ー を 、 表 3に 列 挙 し 、 そ し て Arabidopsis Information Resource（ http://www.arabidopsi
s.org/） に 寄 託 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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【 表 ３ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
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【 表 ３ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
　 マ ッ ピ ン グ の 結 果 、 AAR1遺 伝 子 は 、 AGI（ Release 5.0） 座 標 に お け る 7790 k～ 7950 kに
ま た が る 、 4番 染 色 体 の T9E8-2-2と F18A5-0-1の あ い だ に 位 置 し て い る こ と が 示 さ れ た （ 図
10A） 。 650個 の 染 色 体 の 中 で は 、 T9E8-3マ ー カ ー と F18A5-0-1マ ー カ ー と の あ い だ で 、 組
換 え は 見 い だ さ れ な か っ た 。 野 生 型 ゲ ノ ム DNAお よ び aar1-1ゲ ノ ム DNAの 両 方 か ら 増 幅 す る
こ と が で き る ロ ン グ PCR生 成 物 の 位 置 は 、 濃 い 黒 線 に よ り 示 し 、 そ し て aar1-1に お い て 増
幅 が 起 こ ら な か っ た 生 成 物 の 位 置 を 、 薄 い 黒 線 に よ り 示 す 。 ゲ ノ ム 両 方 か ら 増 幅 さ れ た 正
常 な PCR生 成 物 の 位 置 お よ び aar1-1か ら は 増 幅 さ れ な か っ た 正 常 な PCR生 成 物 の 位 置 を 、 そ
れ ぞ れ 黒 丸 お よ び 白 丸 で 示 し た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 上 記 表 3に 示 し 、 そ し て 正 確 な 生 成 物
位 置 は 、 上 部 右 箱 囲 み 中 に 示 す 。 aar1-1に お い て 欠 失 し た 44 kbpの ゲ ノ ム DNA領 域 は 、 969
2～ 53586の 箱 囲 み に よ り 示 さ れ る 。 欠 失 領 域 に 由 来 す る 670 bpの 断 片 が 、 2番 染 色 体 の T17
M13に 見 い だ さ れ た （ 図 10A下 右 箱 囲 み 中 12408～ 13077の 枠 で 示 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ま た 、 図 10Bは 、 PCR解 析 お よ び TAIL-PCR解 析 に よ り 、 26 kbpゲ ノ ム DNAが 、 aar1-2に お
い て 破 壊 さ れ て い る こ と を 示 す 。 こ の 結 果 お よ び PCR生 成 物 の 位 置 は 、 右 側 箱 囲 み 中 に 示
さ れ る 。 欠 損 し た DNAの か わ り に 、 左 側 境 界 配 列 （ LB） を 有 す る Ds断 片 （ GUSお よ び NPT II
） が 、 こ の 領 域 中 に 挿 入 さ れ て い る 。 推 定 無 傷 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 黒 線 で 示
さ れ 、 破 壊 さ れ た も の は 淡 色 線 で 示 さ れ る （ AT4g13490、 AT4g13500、 AT4g13510、 お よ び A
T4g13520） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 TAIL-PCRお よ び 塩 基 配 列 解 析 の 結 果 を 、 図 11に 示 す 。 図 11は 、 aar1遺 伝 子 座 の マ ッ プ お
よ び 相 補 性 試 験 の た め に 使 用 し た 構 築 物 の マ ッ プ を 示 す 。 図 11Aに お い て は 、 aar1-1に お
い て 欠 損 し た 領 域 を 、 枠 に よ り 示 し た （ 一 番 上 の 線 ） 。 aar1-2に お け る エ ン ハ ン サ ー ト ラ
ッ プ 挿 入 物 の 構 造 を 示 す （ 2番 目 の 線 ） 。 注 釈 付 き オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ エ ク
ソ ン お よ び イ ン ト ロ ン 両 方 と も ） を 、 黒 枠 で 示 す （ 3番 目 の 線 ） 。 TAIL-PCRお よ び 塩 基 配
列 解 析 の 結 果 、 T6G15上 の 9692～ 53586 ntの あ い だ に 欠 損 領 域 が あ る こ と を 示 し た （ 図 11A
お よ び 図 10） 。 こ の 領 域 に は 、 8つ の 注 釈 付 き 遺 伝 子 が 含 有 さ れ る が 、 本 発 明 の 発 明 者 ら

10

20

30

40

50

(17) JP 2008-5726 A 2008.1.17



が 知 る 限 り で は 、 こ れ ら の い ず れ も 、 オ ー キ シ ン 反 応 に 関 与 す る も の で は な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 aar1-1表 現 型 の 原 因 と な る 遺 伝 子 を 具 体 的 に 特 定 す る た め 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 シ ロ
イ ヌ ナ ズ ナ の 種 子 ス ト ッ ク セ ン タ ー よ り 当 該 領 域 が 破 壊 さ れ た 系 統 を と り よ せ 、 PCIBを 含
む 培 地 で テ ス ト し 、 こ れ ら の 遺 伝 子 座 に 関 し て 利 用 可 能 な 挿 入 変 異 を 調 べ た 。 以 下 の 実 験
で ETを 頭 文 字 に も つ 系 統 は 、 ColdSpring Harbor Laboratoryか ら 提 供 を う け た も の で シ ロ
イ ヌ ナ ズ ナ の Landsberg系 統 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 PCIBに 対 し て 耐 性 で あ る エ ン ハ ン サ ト ラ ッ プ 集 団 に 由 来 す る ET-202が （ 表 4） 、 長 い 胚
軸 と 2,4-D-耐 性 の 根 の 生 長 を 有 す る こ と を 見 い だ し た 。 こ れ ら の 観 察 さ れ た 形 質 （ 胚 軸 長
が 長 い 形 質 、 2,4-D耐 性 の 形 質 ） は 、 aar1-1変 異 体 と 同 様 の 形 質 で あ っ た 。 こ の 系 統 に お
け る PCIB-耐 性 表 現 型 は 、 野 生 型 に 対 し て 劣 勢 で あ り 、 そ し て aar1-1変 異 体 と の 交 配 に 由
来 す る 全 て の F1後 代 は 、 PCIB耐 性 で あ っ た 。 こ の こ と か ら 、 ET-202に お け る こ の 変 異 が 、
aar1-1変 異 と 同 じ 遺 伝 子 座 の も の 、 す な わ ち aar1-1に 対 立 す る も の で あ る こ と が 示 唆 さ れ
た 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 ET-202の こ と を aar1-2と 名 付 け た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の aar1-2変 異 体 に お い て 当 該 領 域 の DNA配 列 を TAIL-PCRお よ び 配 列 決 定 に よ り 調 べ た
と こ ろ 、 aar1-2変 異 体 に お い て は 、 aar1-1変 異 体 で 欠 損 し て い た 8個 の 遺 伝 子 の う ち 、 4個
の 遺 伝 子 （ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ） を 含 む 約 27 Kbが 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン に よ り 破
壊 さ れ 欠 失 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 11A） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 aar1の 表 現 型 に お け る こ れ ら の 破 壊 さ れ た 遺 伝 子 の 関 連 性 を 調 べ る た め 、 本 発 明 の 発 明
者 ら は 、 T6G15 BACク ロ ー ン よ り 適 当 な 制 限 酵 素 で 切 断 し た 断 片 を 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム
を 介 し た 形 質 転 換 に よ り aar1-1変 異 体 に 導 入 す る 相 補 性 試 験 を お こ な っ た 。 具 体 的 に は 、
相 補 性 試 験 の た め 、 T6G15 BAC DNAを 適 切 な 制 限 酵 素 に よ り 消 化 し 、 そ の 結 果 得 ら れ た DNA
フ ラ グ メ ン ト を 、 pPZP121（ Hajdukiewicz P, et al., (1994) Plant Molecular Biology 
25: 989-994） 、 pBIN19（ Bevan M (1984) Nucl. Acids. Res. 12: 8711-8721） ま た は SLJ
755I5（ http://www.jic.bbsrc.ac.uk/sainsbury-lab/jj/plasmid-list/plasmid.htm） の
い ず れ か の バ イ ナ リ ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 aar1-1植 物 は 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム
媒 介 性 形 質 転 換 法 （ Clough SJ, and Bent AF (1998) The Plant Journal 16: 735-743）
を 介 し て 、 得 ら れ た 構 築 物 で 形 質 転 換 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 相 補 性 試 験 の 結 果 を 図 11Bお よ び 図 12に 示 す 。 図 11Bは 、 ゲ ノ ム の こ の 領 域 の 制 限 酵 素 部
位 （ 縦 線 ） を 示 す （ パ ネ ル Aお よ び パ ネ ル Bは 、 同 一 ス ケ ー ル に し て 並 べ た も の で あ る ） 。
aar1-1中 に 導 入 し た DNA断 片 を 、 灰 色 で 示 す 箱 囲 み （ 相 補 し た も の ） お よ び 白 色 の 箱 囲 み
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（ 相 補 し な か っ た も の ） で 示 し 、 ア ッ セ イ し た 独 立 し た T1系 統 数 に 対 す る PCIB感 受 性 T2幼
苗 が 分 離 し た T1系 統 の 数 を 、 箱 の 中 に 示 し た 。 下 か ら 2段 の 2つ の 箱 囲 み は 、 図 12に お け る
系 統 を 作 製 す る た め に 使 用 し た 3.7 Kbp Bam HI／ Sac I（ B/S） 断 片 お よ び 4.0 Kbp Xba I
／ Bam HI（ X/B） 断 片 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ま た 、 図 12は 、 aar1-1表 現 型 の 相 補 性 試 験 の 結 果 を 示 す 。 デ ー タ は 、 野 生 型 、 aar1-1、
お よ び At4g13520（ B/S） を 含 有 す る ゲ ノ ム 断 片 ま た は 隣 接 す る 断 片 （ X/B） に よ り aar1-1
を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 作 製 さ れ た い く つ か の 独 立 し た ホ モ 接 合 体 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
系 統 を 比 較 し て い る 。 図 12A～ Bは 、 （ A） 20μ M PCIBま た は （ B） 40 nM 2,4-Dに 対 す る 根
の 伸 長 の 耐 性 を 示 す 。 根 の 長 さ は 10日 後 に 測 定 し 、 非 処 置 野 生 型 に 対 す る 値 と し て 表 し た
。 バ ー は 、 少 な く と も 6株 の 幼 苗 （ A） ま た は 15株 の 幼 苗 （ B） に 関 す る 平 均 ± SDを 示 す 。
図 12Cは 、 胚 軸 の 長 さ を 示 す 。 デ ー タ は 、 光 条 件 下 で 鉛 直 方 向 に 生 長 さ せ た 非 処 置 5日 齢 幼
苗 の 胚 軸 の 長 さ （ 平 均 ± SD（ n≧ 9） ） を 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 図 11Bお よ び 図 12に お い て 示 さ れ る よ う に 、 At4g13520を 含 有 す る 断 片 （ 例 え ば 、 “ B/S
” 断 片 ） を 導 入 し た 形 質 転 換 さ れ た aar1- 1形 質 転 換 体 の み が 、 野 生 型 に 見 ら れ る よ う な
根 の 生 長 に お け る PCIB感 受 性 お よ び 2,4-D感 受 性 の 両 方 を 回 復 し 、 ま た 胚 軸 長 に つ い て も
、 野 生 型 ほ ど 短 く は な か っ た が 、 よ り aar1-1系 統 よ り も 短 い 胚 軸 を 有 し て い た 。 一 方 隣 接
す る 遺 伝 子 を 含 有 す る が At4g13520を 含 ま な い 断 片 （ 例 え ば 、 “ X/B” 断 片 ） を 導 入 し た 場
合 は 、 こ の よ う な 相 補 は み ら れ ず 、 感 受 性 を 回 復 す る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ れ ら の 相 補 性 試 験 に よ り 、 At4g13520が 2,4-Dお よ び PCIBに 対 す る 感 受 性 を 回 復 さ せ る
こ と が 示 さ れ る が 、 い く つ か の 遺 伝 子 が 、 aar1の 両 ア リ ル に お い て 欠 損 し て い る 可 能 性 が
残 さ れ て い た 。 そ こ で 、 At4g13520の み が 欠 損 し た 場 合 の 結 果 を 解 析 す る た め 、 本 発 明 の
発 明 者 ら は 、 RNA干 渉 （ RNAi） 法 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 RNAi解 析 は 、 RNAiベ ク タ ー 中 に 組 み 込 ん だ 目 的 と す る DNA断 片 を ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム を
介 し て 野 生 型 へ 導 入 す る こ と に よ り 行 っ た 。 具 体 的 に は 、 ま ず 、 T6G15 BAC DNAか ら At4g1
3490、 Atg13500、 At4g13510、 At4g13520、 At4g13530遺 伝 子 を 含 む DNA断 片 を そ れ ぞ れ を 鋳
型 と し て 用 い 、 表 5に 記 載 す る プ ラ イ マ ー を 使 用 し て PCRを 行 っ た 。 PCRの 反 応 条 件 は 、 95
℃ ・ 2分 、 （ 95℃ ・ 30秒 、 55℃ ・ 30秒 、 72℃ ・ 1分 ） × 40サ イ ク ル 、 72℃ ・ 10分 で あ っ た 。
増 幅 し た フ ラ グ メ ン ト を 、 キ ッ ト （ pENTR Directional TOPO-Cloning Kit; Invitrogen, 
Carlsbad CA） に よ り pENTR/D-TOPOク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 後 、
ゲ ー ト ウ ェ イ バ イ ナ リ RNAiベ ク タ ー 、 pB7GWIWG2（ II） 中 に 、 LR反 応 （ Karimi M, et al.,
 (2002) Trends in Plant Science 7: 193-195） に よ り フ ラ グ メ ン ト を 組 み 込 ん だ （ http
://www.psb.ugent.be/gateway/） 。 野 生 型 植 物 を 、 得 ら れ た 構 築 物 に よ り 、 ア グ ロ バ ク テ
リ ウ ム 媒 介 性 形 質 転 換 を 通 じ て 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 At4g13520に 対 す る 二 本 鎖 RNA構 築 物 を 発 現 す る RNAi個 体 は 、 2,4-Dと PCIB感 受 性 が 低 下
し て お り 、 さ ら に 胚 軸 が 長 く な る 幼 苗 を 分 離 し た 。 一 方 、 At4g13520以 外 の 欠 失 領 域 に 存
在 す る 遺 伝 子 に 対 す る 二 本 鎖 RNA構 築 物 を 発 現 す る RNAi系 統 （ す な わ ち 、 At4g13490、 At4g
13500、 At4g13510、 お よ び At4g13530） は 、 こ の よ う な 変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 At4g13510お よ び At4g13520を 標 的 と す る 構 築 物 に つ い て の ホ モ 接 合 体 系 統 （ そ れ ぞ れ 、
510i系 統 お よ び 520i系 統 ） に お い て 、 At4g13510お よ び At4g13520の mRNA転 写 量 を RT-PCRに
よ り 調 べ た 。 具 体 的 に は 、 転 写 物 量 を RT-PCRに よ り 推 定 す る た め 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit（ Roche Diagnostics Corporation, Ind
ianapolis IN, USA） を 使 用 し た 。 そ れ ぞ れ の 系 統 由 来 の cDNAを 、 オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー を
使 用 し て 、 20μ l反 応 混 合 物 中 、 0.5μ gの 全 RNAか ら 調 製 し た 。 PCR工 程 の た め に 使 用 さ れ
た プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 表 6中 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 RNAi実 験 に 関 連 す る 実 験 の 結 果 を 図 13に 示 す 。 図 13Aは 、 At4g13520転 写 物 お よ び EF1α A
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4転 写 物 の 半 定 量 的 RT-PCRを 示 す 。 増 幅 が 飽 和 し て い な い こ と を 示 す た め 、 対 照 DNAを 時 に
増 幅 さ せ た （ At4g13520に 関 し て は 、 1x= 0.001 pg/μ lの T6G15 BAC DNAか ら pKS中 に サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し た 7.38 Kb Sac I断 片 ； EF1α に 関 し て は 、 1x = 0.1 pg/μ lの 増 幅 cDNA断
片 ） 。 図 13Bお よ び 図 13Cは 、 （ B） 20μ M PCIBま た は （ C） 30 nM 2,4-Dに 対 す る 根 の 伸 長
の 耐 性 を 示 す 。 根 の 長 さ を 10日 後 に 測 定 し 、 そ し て 非 処 置 野 生 型 に 対 す る 値 と し て 表 し た
。 バ ー は 、 少 な く と も 9株 の 幼 苗 （ B） ま た は 12株 の 幼 苗 （ C） の 平 均 ± SDを 示 す 。 図 13Dは
、 側 根 の 誘 導 を 示 す 。 デ ー タ は 、 5日 齢 の と き に DMSOま た は 2,4-Dに 移 し 、 さ ら に 5日 間 生
長 さ せ た も の で あ る 、 選 択 し た 系 統 に つ い て の 側 根 発 生 数 の 平 均 ± SD（ n≧ 12） を 示 す 。
図 13Cお よ び 図 13Dに お い て 、 デ ー タ は 比 較 の た め ベ ク タ ー の み 〔 pB7GWIWG2（ II） 、 系 統 F
〕 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 に つ い て の デ ー タ も 示 す 。 図 13Eは 、 胚 軸 の 長 さ を 示 す
。 デ ー タ は 、 光 条 件 下 で 生 長 さ せ た 非 処 置 5日 齢 幼 苗 の 胚 軸 の 長 さ （ 平 均 ± SD（ n≧ 11） ）
を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 そ の 結 果 、 At4g13520 mRNAレ ベ ル が 、 520i系 統 に お い て は 減 少 し 、 あ る 場 合 に は 検 出 で
き な い レ ベ ル に ま で 減 少 し た が 、 510i系 統 に お い て は 減 少 し な か っ た （ 図 13A） 。 520i系
統 の ほ と ん ど は 、 aar1-1と は 区 別 す る こ と が で き な い PCIBお よ び 2,4-Dに 対 す る 耐 性 を 示
し た が 、 510i系 統 で は 全 く 示 さ な か っ た （ 図 13B～ D） 。 520i系 統 は 、 野 生 型 よ り も 長 い 胚
軸 を 生 じ さ せ た （ 図 13E） 。 こ の こ と か ら 、 At4g13520の メ ッ セ ー ジ は 、 胚 軸 の 長 さ を 短 く
す る こ と が で き る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 相 補 性 試 験 お よ び aar1-2の 単 離 と あ わ せ て 、 RNAiの 結 果 は 、 At4g13520が PCIBお よ び 2,4
-Dに 対 す る 感 受 性 を 賦 与 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　
　 本 実 施 例 に お い て は 、 実 施 例 5に お い て 特 定 し た At4g13520が コ ー ド す る 遺 伝 子 を 特 定 す
る こ と を 目 的 と し て 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 At4g13520は 、 推 定 等 電 点 3.3（ pK 3.3） の 低 分 子 タ ン パ ク 質 （ 62ア ミ ノ 酸 、 予 測 分 子 量
6.9 kDa） を コ ー ド す る こ と が 明 ら か に な っ た （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 SEQ ID NO: 1、 ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 SEQ ID NO: 2） ； し た が っ て 、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 こ の タ ン パ ク 質 の こ
と を 、 低 分 子 酸 性 タ ン パ ク 質 1（ all cidic rotein 1； SMAP1） と 命 名 し た 。 シ ロ イ ヌ
ナ ズ ナ ゲ ノ ム は 、 類 似 す る 遺 伝 子 At3g24280が 含 ま れ 、 こ れ の こ と を 本 発 明 の 発 明 者 ら は
、 SMAP2と 命 名 し た （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 SEQ ID NO: 3、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 SEQ ID NO: 
4） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ れ ら の 推 定 SMAP1ホ モ ロ グ の ア ラ イ ン メ ン ト を 、 図 14に 示 す 。 図 14に お い て は 、 A. th
aliana SMAP1配 列 を 最 上 部 に 示 し 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 を 濃 色 で 示 し 、 そ し て 類 似 す る ア ミ ノ
酸 を 淡 色 で 示 す 。 配 列 は 、 Genbankか ら 得 た ： 〔 A. thaliana SMAP1、 NP_567406； A. thal
iana SMAP2、 NP_189071； Tetraodon species、 CAF94193； Homo sapiens、 AAL96264； Mus 
musculus、 BAE31120； Xenopus laevis、 NP_001005143； Danio rerio、 AAH62283； Strongy
locentrotus purpuratus、 XP_787254； Drosophila melonogaster、 NP_652383； そ し て Ory
za sativa、 XP_483827〕 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ れ ら の 2つ の 分 子 、 SMAP1と SMAP2は 、 ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル で 62％ の 同 一 性 を 有 し 、 ア
ミ ノ 酸 レ ベ ル で 43％ の 同 一 性 を 有 す る 。 ESTsの BLAST検 索 の 結 果 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ
び ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ F/D） を 多 く 含 ん だ 非 常 に 保 存 さ れ た C-末 端 ド メ イ ン を 有 す る SMAP1の
推 定 ホ モ ロ グ の 存 在 が 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ハ エ 、 魚 （ ダ ニ オ ） 、 お よ び コ メ の デ ー タ ベ ー ス
に お い て 確 認 さ れ た が 、 酵 母 お よ び 原 核 生 物 ゲ ノ ム 中 に は 、 存 在 し な か っ た （ 図 14） 。 SM
AP1配 列 は 、 認 識 で き る シ グ ナ ル 配 列 を 何 も 含 有 し て お ら ず 、 こ の こ と は 、 そ の タ ン パ ク
質 が 細 胞 質 中 で 機 能 す る こ と を 示 唆 す る 。 本 発 明 の 発 明 者 ら が 知 る 限 り 、 こ の タ ン パ ク 質
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フ ァ ミ リ ー の 機 能 は 、 ど の 生 物 に お い て も 未 だ 示 さ れ て お ら ず 、 BLAST並 び に タ ン パ ク 質
構 造 ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ け ば 、 SMAP1は 、 認 識 可 能 な ド メ イ ン を 含 有 し な い ； 以 上 の 結 果
、 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 胚 軸 伸 長 お よ び 2,4-D反 応 性 へ の 関 与 が 、 新 た な 遺 伝 子 フ ァ ミ リ
ー の 最 初 の 構 成 分 子 と し て の SMAP1の 機 能 を 定 義 づ け る も の で あ る こ と を 提 案 す る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 を 抑 制 す る 遺 伝 子 、 オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 あ る い は
単 に オ ー キ シ ン の 感 受 性 を 賦 与 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 SMAP1お よ び SMAP2、 お よ び
そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 に よ り 、 SMAP1ま た は SMAP2の 発 現 を モ ジ ュ
レ ー ト し 、 植 物 に お け る 胚 軸 伸 長 や 、 オ ー キ シ ン あ る い は オ ー キ シ ン 系 除 草 剤 の 感 受 性 を
制 御 す る こ と も で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ６ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 本 発 明 に お い て 新 た に 取 得 さ れ た SMAP1（ 図 1A） お よ び SMAP2（ 図 1B） の
塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 野 生 型 （ WT） お よ び aar1-1の 幼 苗 表 現 型 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 ホ ル モ ン お よ び そ の 他 の 生 長 制 御 因 子 の 、 野 生 型 の 根 の 生 長 お よ び aar1-
1の 根 の 生 長 に 対 す る 作 用 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 PCIB、 IAA、 NAA、 お よ び 2,4-Dの 濃 度 と 比 較 し た 、 根 の 伸 長 （ 左 パ ネ ル ）
お よ び 側 根 の 生 成 （ 右 パ ネ ル ） を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 1μ Mオ ー キ シ ン （ IAA） 、 30 nM 2,4-Dお よ び 10μ Mア ブ シ ジ ン 酸 （ IBA）
の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に て 、 外 来 性 ア ブ シ ジ ン 酸 の 濃 度 を 増 加 さ せ る こ と に 対 す る 、 野
生 型 種 子 （ 上 パ ネ ル ） お よ び aar1-1種 子 （ 下 パ ネ ル ） の 発 芽 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 IAAお よ び 2,4-Dに 対 す る 、 野 生 型 お よ び aar1-1に お け る DR5:GUS発 現 の 結
果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 野 生 型 お よ び aar1-1に お け る 、 IAA11遺 伝 子 の 発 現 の リ ア ル タ イ ム PCR解
析 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 野 生 型 遺 伝 子 型 お よ び aar1-1遺 伝 子 型 に お け る AUX/IAAタ ン パ ク 質 の 安 定
性 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 野 生 型 お よ び aar1-1に お け る 2,4-Dの 代 謝 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 aar1-1お よ び aar1-2の ポ ジ シ ョ ナ ル マ ッ ピ ン グ の 工 程 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 aar1遺 伝 子 座 の マ ッ プ お よ び 相 補 性 試 験 の た め に 使 用 し た 構 築 物 の マ
ッ プ を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 aar1-1表 現 型 の 相 補 性 試 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ３ － １ 】 図 13-1は 、 RNAi実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ３ － ２ 】 図 13-2は 、 RNAi実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 SMAP1お よ び SMAP2と 推 定 SMAP1ホ モ ロ グ と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
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【 図 ９ 】 【 図 １ ２ 】
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