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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　タバコモザイクウイルスまたはトマトモザイクウイルスの塩基配列を含むポリヌクレオ
チドであって、
　該タバコモザイクウイルスまたはトマトモザイクウイルスの塩基配列は、タバコモザイ
クウイルスまたはトマトモザイクウイルスの複製タンパク質をコードする第１の塩基配列
およびタバコモザイクウイルスまたはトマトモザイクウイルスの移行タンパク質をコード
する第２の塩基配列を含み、第２の塩基配列は第１の塩基配列の下流に位置し、かつ発現
させるべきポリペプチドをコードする外来塩基配列を連結するための連結部位を、第２の
塩基配列の下流に有しており、
第２の塩基配列は、タバコモザイクウイルスまたはトマトモザイクウイルス由来のネイテ
ィブな配列に対してさらなる塩基配列が挿入、置換または付加されており、
第２の塩基配列に挿入、置換または付加される上記塩基配列は、イントロン以外の配列で
あり、その塩基長が１００塩基長以上の配列である
ことを特徴とするポリヌクレオチド。
【請求項２】
　第２の塩基配列は、配列番号２０に示される塩基配列の第１７位～第７９５位のいずれ
かの位置に、さらなる塩基配列が挿入されていることを特徴とする請求項１に記載のポリ
ヌクレオチド。
【請求項３】
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　前記複製タンパク質が、以下のポリペプチド：
・配列番号１および２に示される、各アミノ酸配列からなるポリペプチド；あるいは
・配列番号１および２に示されるアミノ酸配列の少なくとも一方のアミノ酸配列の１また
は数個のアミノ酸が欠失、置換または付加された、各アミノ酸配列からなるポリペプチド
であることを特徴とする請求項１又は２に記載のポリヌクレオチド。
【請求項４】
　前記移行タンパク質が、以下のポリペプチド：
・配列番号３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド；あるいは
・配列番号３に示されるアミノ酸配列の１または数個のアミノ酸が欠失、置換または付加
されたアミノ酸配列からなるポリペプチド
であることを特徴とする請求項１～３のいずれか１項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項５】
　第２の塩基配列からなるポリヌクレオチドが、以下のポリヌクレオチド：
・配列番号４～１７のいずれか１つに示される塩基配列からなるポリヌクレオチド；
・配列番号４～１７のいずれか１つに示される塩基配列の１または数個の塩基が欠失、置
換または付加された塩基配列からなるポリヌクレオチド；
・配列番号４～１７のいずれか１つに示される塩基配列と相補的な塩基配列からなるポリ
ヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド；ある
いは
・配列番号４～１７のいずれか１つに示される塩基配列と少なくとも８０％同一であるポ
リヌクレオチド
であることを特徴とする請求項１～４のいずれか１項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを含んでいることを特徴とする
ベクター。
【請求項７】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを含んでいることを特徴とする
植物。
【請求項８】
　請求項６に記載のベクターを含んでいることを特徴とする植物。
【請求項９】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを含んでいることを特徴とする
形質転換体。
【請求項１０】
　請求項６に記載のベクターを含んでいることを特徴とする形質転換体。
【請求項１１】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを用いて植物を形質転換または
トランスフェクトする工程を包含することを特徴とするポリペプチド生産方法。
【請求項１２】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを用いて細胞を形質転換する工
程を包含することを特徴とするポリペプチド生産方法。
【請求項１３】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のポリヌクレオチドを備えていることを特徴とする
ポリペプチド生産用キット。
【請求項１４】
　請求項６に記載のベクターを用いて植物を形質転換またはトランスフェクトする工程を
包含することを特徴とするポリペプチド生産方法。
【請求項１５】
　請求項６に記載のベクターを用いて細胞を形質転換する工程を包含することを特徴とす
るポリペプチド生産方法。
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【請求項１６】
　請求項６に記載のベクターを備えていることを特徴とするポリペプチド生産用キット。
【請求項１７】
　請求項７または８に記載の植物を用いる工程を包含することを特徴とするポリペプチド
生産方法。
【請求項１８】
　請求項９または１０に記載の形質転換体を用いる工程を包含することを特徴とするポリ
ペプチド生産方法。
【請求項１９】
　請求項７または８に記載の植物を備えていることを特徴とするポリペプチド生産用キッ
ト。
【請求項２０】
　請求項９または１０に記載の形質転換体を備えていることを特徴とするポリペプチド生
産用キット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ウイルスの塩基配列からなるポリヌクレオチドを用いて、タンパク質を生産
する技術に関するものであり、より詳細には、ウイルスの改変された塩基配列を含むポリ
ヌクレオチド、当該ポリヌクレオチドを含むベクター、当該ベクターが導入された植物ま
たは形質転換体、ならびに当該ポリヌクレオチド、当該ベクター、当該植物または当該形
質転換体を用いたタンパク質生産方法およびタンパク質生産用キットに関するものである
。
【背景技術】
【０００２】
　植物において、有用タンパク質を生産する方法としては、植物細胞に外来遺伝子を導入
した形質転換植物を用いる方法、およびウイルスベクターを植物細胞に感染させる方法が
挙げられる。ウイルスベクターを用いる方法は、形質転換植物を用いる方法に比して発現
効率が高いという利点を有している。
【０００３】
　非特許文献１には、ウイルスベクターを組み込んだ２つ以上のアグロバクテリウムを植
物細胞に感染させ、植物細胞中において外来遺伝子を発現させる方法が開示されている。
この方法によれば、有用タンパク質をコードする種々の遺伝子の組み合わせを試験する際
に、複数の遺伝子毎にコンストラクトを作製する必要がないため、多くのタンパク質の機
能等を解析するのに有効である。また、非特許文献１に記載のウイルスベクターは、発現
速度が速くかつ安価に構築可能であり、従来の遺伝子組換え工程を省略可能であるという
利点も有している。
【０００４】
　植物において生産される有用タンパク質は、食糧のみならず医薬品等にも用いられるた
め、高効率に大量生産することが望まれており、本発明者らは、ウイルスベクターを用い
たタンパク質生産系を構築している（特許文献１～３）。
【０００５】
　ウイルスベクターを用いた他のタンパク質生産系として、転写産物の生成効率を向上さ
せることによって、有用タンパク質の生産量を増加させる方法が特許文献４に開示されて
いる。特許文献４には、ウイルスベクターの複製配列にイントロン配列を挿入し、得られ
たウイルスベクターを宿主細胞に導入することによって、目的のタンパク質を発現させる
方法が開示されている。この方法によれば、ウイルスベクターの複製配列のうち、アデノ
シン（Ａ）、ならびにチミジン（Ｔ）またはウラシル（Ｕ）を多く含むイントロン様領域
を除去、または植物細胞由来のイントロンで置換することによって、植物細胞内での転写
産物の分解を抑制し生成効率を向上させるため、目的とするタンパク質の生産量を増加さ
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せることが可能である。
【０００６】
　一方、宿主細胞に導入された、ポティウイルスの塩基配列を含むベクターの複製効率を
向上させる方法が、非特許文献２および３に記載されている。非特許文献２および３に記
載の方法では、ポティウイルスの塩基配列にイントロン配列を挿入し、当該変異配列を含
むベクターを大腸菌に導入している。当該ベクターが導入された大腸菌内においては、イ
ントロンの挿入によって、ポティウイルスの塩基配列のコードするウイルスのタンパク質
の発現が抑制されるため、大腸菌に対するウイルスの毒性が抑えられ、大腸菌の生育状態
が向上する。その結果、大腸菌内のベクターの複製効率を向上し得る。
【特許文献１】日本国公開特許公報「特開２００５－１０２６５２号公報（公開日：２０
０５年４月２１日）」
【特許文献２】日本国公開特許公報「特開２００５－２４５２２８号公報（公開日：２０
０５年９月１５日）」
【特許文献３】日本国公開特許公報「特開２００５－１１０５９４号公報（公開日：２０
０５年４月２８日）」
【特許文献４】ＷＯ２００５／０４９８３９号公報（２００５年２月６日公開）
【非特許文献１】Ｓ．Ｍａｒｉｌｌｏｎｎｅｔら、ＰＮＡＳ，１０１（１８）：６８５２
－６８５７（２００４）
【非特許文献２】Ｉ．Ｅ．Ｊｏｈａｎｓｅｎ、ＰＮＡＳ．ＵＳＡ，９３：１２４００－１
２４０５（１９９６）
【非特許文献３】Ｓ．Ｊ．Ｙａｎｇら、Ａｒｃｈ　Ｖｉｒｏｌ，１４３：２４４３－２４
５１（１９９８）
【発明の開示】
【０００７】
　ウイルスのＤＮＡ配列を含むベクターを大腸菌、アグロバクテリウム等の宿主細胞に導
入した場合、宿主細胞の生育が低下し、全く生育しなくなるか、生育したとしても増殖効
率が非常に悪い。その結果、得られるベクターの収量が減少し、当該ベクターを用いて、
目的とする有用タンパク質を効率よく生産することができないという問題がある。
【０００８】
　上述した従来のタンパク質生産方法によれば、宿主細胞内における転写活性を向上させ
る、または転写産物の生成量を増加させることによって、目的とする有用タンパク質の生
産量を増加させることが可能である。しかしながら、ウイルスの塩基配列を含むベクター
が導入された宿主細胞の生育状態については考慮されていない。このため、宿主細胞の生
育低下によって、ウイルスの塩基配列を含むベクターの収量が低下する。それゆえ、当該
ベクターを用いた遺伝子組換え操作を効率よく行うことが困難である。すなわち、当該ベ
クターをタンパク質の生産に用いる場合、ベクター収量の低下によって、当該ベクターを
用いた有用タンパク質の生産量が減少してしまう。
【０００９】
　また、非特許文献２および３に記載の方法は、宿主細胞の生育状態を改善させるもので
あるが、ウイルス配列中にイントロンを挿入することによってウイルスタンパク質の発現
を抑制している。したがって、転写産物の各分子からイントロン配列が切り出される必要
があるため、ベクターに含まれるウイルスの増殖能が低下し、当該ベクターを利用した効
率の良い有用タンパク質の生産に適用することができない。
【００１０】
　本発明は、上記の問題点に鑑みてなされたものであり、その目的は、ウイルスの塩基配
列からなるポリヌクレオチドを用いて、当該ポリヌクレオチドを含むベクターが導入され
た宿主細胞の生育状態を改善させることによって、細胞内におけるベクターの複製効率を
向上させ、かつ当該ベクターを用いたタンパク質の生産効率を向上させるための技術を提
供することにある。
【００１１】
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　本発明者らは、宿主細胞の生育状態を低下させることがなく、かつウイルスベクターの
複製能力を失うことがない、ウイルスの塩基配列を含むベクターを構築することを目的と
し、その必要条件を検討した。その結果、トマトモザイクウイルスの塩基配列の特定領域
を改変することによって、当該ウイルスの塩基配列を含むベクターが導入された宿主細胞
の生育状態が低下せず、その結果として、細胞内におけるベクターの収量が増加すること
を見出し、本発明を完成させるに至った。
【００１２】
　すなわち、本発明は、ウイルスの塩基配列を含むポリヌクレオチドであって、該ウイル
スの塩基配列は、ウイルスの複製タンパク質をコードする第１の塩基配列およびウイルス
の移行タンパク質をコードする第２の塩基配列を含み、第２の塩基配列は第１の塩基配列
の下流に位置し、かつ発現させるべきポリペプチドをコードする外来塩基配列を連結する
ための連結部位を、第２の塩基配列の下流に有しており、第２の塩基配列は、ウイルス由
来のネイティブな配列に対してさらなる塩基配列が挿入、置換または付加されていること
を特徴とする。
【００１３】
　上記ウイルスは、トバモウイルス属に属するウイルスであることが好ましい。また、上
記ウイルスは、タバコモザイクウイルスまたはトマトモザイクウイルスであることが好ま
しい。
【００１４】
　上記複製タンパク質が、以下のポリペプチド：・配列番号１および２に示される、各ア
ミノ酸配列からなるポリペプチド；あるいは・配列番号１および２に示されるアミノ酸配
列の少なくとも一方のアミノ酸配列の１または数個のアミノ酸が欠失、置換または付加さ
れた、各アミノ酸配列からなるポリペプチドであることが好ましい。
【００１５】
　また、上記移行タンパク質が、以下のポリペプチド：配列番号３に示されるアミノ酸配
列からなるポリペプチド；あるいは配列番号３に示されるアミノ酸配列の１または数個の
アミノ酸が欠失、置換または付加されたアミノ酸配列からなるポリペプチドであることが
好ましい。
【００１６】
　第２の塩基配列からなるポリヌクレオチドが、以下のポリヌクレオチド：配列番号４～
１７のいずれか１つに示される塩基配列からなるポリヌクレオチド；あるいは配列番号４
～１７のいずれか１つに示される塩基配列の１または数個の塩基が欠失、置換または付加
された塩基配列からなるポリヌクレオチド；配列番号４～１７のいずれか１つに示される
塩基配列と相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズするポリヌクレオチド；または配列番号４～１７のいずれか１つに示される
塩基配列と少なくとも８０％同一であるポリヌクレオチドであることが好ましい。
【００１７】
　また第２の塩基配列に挿入、置換または付加される塩基配列の塩基長が、１００塩基長
以上であることが好ましい。さらに第２の塩基配列は、配列番号２０に示される塩基配列
の第１７位～第７９５位のいずれかの位置に、さらなる塩基配列が挿入されていることが
好ましい。
【００１８】
　本発明に係るベクターは、上記ポリヌクレオチドのいずれか１つを含んでいることを特
徴としている。
【００１９】
　本発明に係る植物は、上記ポリヌクレオチドのいずれか１つを含んでいることを特徴と
している。
【００２０】
　本発明に係る植物は、上記ベクターを含んでいることを特徴としている。
【００２１】
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　本発明に係る形質転換体は、上記ポリヌクレオチドのいずれか１つを含んでいることを
特徴としている。
【００２２】
　本発明に係る形質転換体は、上記ベクターを含んでいることを特徴としている。
【００２３】
　本発明に係るポリペプチド生産方法は、上記ポリヌクレオチドを用いて植物を形質転換
またはトランスフェクトする工程を包含することを特徴としている。
【００２４】
　本発明に係るポリペプチド生産方法は、上記ポリヌクレオチドを用いて細胞を形質転換
する工程を包含することを特徴としている。
【００２５】
　本発明に係るポリペプチド生産用キットは、上記ポリヌクレオチドを備えていることを
特徴としている。
【００２６】
　本発明に係るポリペプチド生産方法は、上記ベクターを用いて植物を形質転換またはト
ランスフェクトする工程を包含することを特徴としている。
【００２７】
　本発明に係るポリペプチド生産方法は、上記ベクターを用いて細胞を形質転換する工程
を包含することを特徴としている。
【００２８】
　本発明に係るポリペプチド生産用キットは、上記ベクターを備えていることを特徴とし
ている。
【００２９】
　本発明に係るポリペプチド生産方法は、上記植物を用いる工程を包含することを特徴と
している。
【００３０】
　本発明に係るポリペプチド生産方法は、上記形質転換体を用いる工程を包含することを
特徴としている。
【００３１】
　本発明に係るポリペプチド生産用キットは、上記植物を備えていることを特徴としてい
る。
【００３２】
　本発明に係るポリペプチド生産用キットは、上記形質転換体を備えていることを特徴と
している。
【００３３】
　本発明の他の目的、特徴、および優れた点は、以下に示す記載によって十分分かるであ
ろう。また、本発明の利点は、添付図面を参照した次の説明で明白になるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】図１は、本発明に係るウイルスの塩基配列を含むポリヌクレオチドの構造を示す
模式図である。
【図２Ａ】図２Ａは、本発明の実施例において構築したプラスミドコンストラクトの構造
を示す模式図である。
【図２Ｂ】図２Ｂは、本発明の実施例において構築したプラスミドコンストラクトの構造
を示す模式図である。
【図３】図３は、本発明の実施例において、プラスミドコンストラクトを保持する大腸菌
のコロニーの直径を示すグラフである。
【図４】図４は、本発明の実施例において構築したプラスミドコンストラクトの構造を示
す模式図である。
【発明を実施するための最良の形態】
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【００３５】
　ウイルスの塩基配列を含むベクターを宿主細胞内に導入したとき、宿主細胞の生育状態
が低下することによってベクターの増殖効率が低下する。その結果、該ベクターを用いた
、外来遺伝子がコードするタンパク質の生産量が低下する。
【００３６】
　本発明者らは、ウイルスの塩基配列を含み、宿主細胞の生育状態を低下させることがな
いベクターを構築することによって、効率的なタンパク質生産系を構築することを目的と
し、その必要条件を検討した。
〔１：ウイルスの塩基配列を含むポリヌクレオチド、および当該ポリヌクレオチドを含む
ベクター〕
　本発明は、ウイルスの複製タンパク質をコードする第１の塩基配列およびウイルスの移
行タンパク質をコードする第２の塩基配列を含むウイルスの塩基配列を含むポリヌクレオ
チドを提供する。
【００３７】
　本発明に係るウイルスの塩基配列を含むポリヌクレオチドは、ウイルスベクターとして
機能し得るポリヌクレオチドであることが意図される。本明細書中において使用される場
合、「ウイルスベクター」は、ウイルスゲノム由来配列を含むポリヌクレオチドであって
、外来遺伝子を発現可能に含むものが意図され、ウイルス由来ＲＮＡ配列を含むＲＮＡ、
またはウイルス由来ＲＮＡのｃＤＮＡ配列を含むＤＮＡであって、外来遺伝子を発現可能
に含むもの、またはこれから転写されたＲＮＡであることが好ましい。
【００３８】
　本発明に係るポリヌクレオチドは、第１の塩基配列の下流に第２の塩基配列を有してい
る。本発明に係るポリヌクレオチドは、ウイルス由来のネイティブな塩基配列の一部また
は全部を含み、細胞に任意のタンパク質を生産させるために使用し得る。
【００３９】
　本明細書中で使用される場合、「ウイルスの塩基配列」は、野生型ウイルスのゲノム塩
基配列であることが意図され、ＲＮＡウイルスのゲノムＲＮＡ、または当該ゲノムＲＮＡ
から得られるｃＤＮＡであることが好ましい。
【００４０】
　本明細書中で使用される場合、「ウイルスの複製タンパク質」は、ウイルス由来のタン
パク質であって、ウイルスの複製に関与するタンパク質が意図され、単に「複製タンパク
質」と称する場合もある。ウイルスの複製に関与するタンパク質は、ウイルスが感染した
細胞内において、ウイルスを複製するタンパク質が意図され、例えば、従来公知の複製タ
ンパク質が挙げられ、具体的には、ＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ（ＲＮＡ　ｄｅｐｅ
ｎｄｅｎｔ　ＲＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ：ＲｄＲＰ）、ＲＮＡ複製酵素、タバコモザ
イクウイルス１３０Ｋタンパク質、タバコモザイクウイルス１８０Ｋタンパク質、トマト
モザイクウイルス１３０Ｋタンパク質、トマトモザイクウイルス１８０Ｋタンパク質等を
挙げることができる。
【００４１】
　ウイルスの複製タンパク質をコードする塩基配列は、ウイルス由来のネイティブな塩基
配列であることが好ましいが、ウイルス由来のネイティブな配列が変異したものであって
、複製機能活性を有するタンパク質をコードする塩基配列であり得る。本明細書中で使用
される場合、「複製機能活性」は、ウイルスが感染した細胞内において、ウイルスを複製
する機能活性が意図される。
【００４２】
　本明細書中で使用される場合、「ウイルスの移行タンパク質」は、ウイルス由来のタン
パク質であって、ウイルスの細胞間移行に関与するタンパク質が意図され、単に「移行タ
ンパク質」と称する場合もある。ウイルスの細胞間移行に関与するタンパク質は、ウイル
スが感染した細胞に隣接する細胞に、ウイルスを移行することによるウイルスの感染拡大
に寄与するタンパク質が意図され、例えば、従来公知の移行タンパク質が挙げられ、具体
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的には、タバコモザイクウイルス３０Ｋタンパク質、トマトモザイクウイルス３０Ｋタン
パク質等を挙げることができる。
【００４３】
　ウイルスの移行タンパク質をコードする塩基配列は、ウイルス由来のネイティブな塩基
配列であることが好ましいが、ウイルス由来のネイティブな配列が変異したものであって
、移行機能活性を有するタンパク質をコードする塩基配列であり得る。また、ウイルス由
来のネイティブな配列が変異したものであって、変異により移行機能活性を喪失したタン
パク質をコードする塩基配列であってもよい。本明細書中で使用される場合、「移行機能
活性」は、ウイルスが感染した細胞に隣接する細胞に、ウイルスを移行する機能活性が意
図される。
【００４４】
　上記ウイルスは、トバモウイルス属に属するウイルスであることが好ましいが、これに
限定されない。また、上記ウイルスとしては、タバコモザイクウイルス（ＴＭＶ）、タバ
コモザイクウイルス普通系（ＴＭＶ－ＯＭ）、タバコモザイクウイルスＣｇ系（ＴＭＶ－
Ｃｇ）、トマトモザイクウイルス（ＴｏＭＶ）、およびＳｕｎｎ－ｈｅｍｐモザイクウイ
ルス（ＳＨＭＶ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４５】
　ウイルスの複製タンパク質および移行タンパク質について、トマトモザイクウイルスを
例に挙げて説明する。トマトモザイクウイルスは、トバモウイルス属に属するウイルスで
ある。
【００４６】
　トマトモザイクウイルスの複製タンパク質を構成するポリペプチドは、配列番号１およ
び２に示される、各アミノ酸配列として提供され、これらのポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチドを構成する塩基配列は、配列番号１８および１９に示される、各塩基配列
として提供される。
【００４７】
　１つの局面において、トマトモザイクウイルスの複製タンパク質は、配列番号１および
２に示される、各アミノ酸配列からなるポリペプチド、あるいはこれらのポリペプチドを
コードする各アミノ酸配列の少なくとも一方が変異したアミノ酸配列からなり、かつウイ
ルスゲノムを複製する機能活性を有するポリペプチドであり得る。
【００４８】
　他の局面において、トマトモザイクウイルスの複製タンパク質は、配列番号１８および
１９に示される、各塩基配列からなるポリヌクレオチド、あるいはこれらのポリヌクレオ
チドの少なくとも一方が変異した塩基配列によってコードされるポリペプチドであって、
ウイルスゲノムを複製する機能活性を有するポリペプチドであり得る。
【００４９】
　すなわち、トマトモザイクウイルスの複製タンパク質は、配列番号１に示されるアミノ
酸配列からなる１３０Ｋタンパク質（１２６Ｋタンパク質と称されることもある）、およ
び配列番号２に示されるアミノ酸配列からなる１８０Ｋタンパク質（１８３Ｋタンパク質
と称されることもある）の２つのタンパク質によって構成される。この１３０Ｋタンパク
質は、配列番号３５に示されるトマトモザイクウイルスのゲノム配列の直接翻訳産物であ
り、配列番号１８に示される塩基配列からなるポリヌクレオチドによってコードされてい
る。１８０Ｋタンパク質は、配列番号３５に示されるトマトモザイクウイルスのゲノム配
列のリードスルー翻訳産物であり、配列番号１９に示される塩基配列からなるポリヌクレ
オチドによってコードされている。
【００５０】
　トマトモザイクウイルスの移行タンパク質を構成するポリペプチドは、配列番号３に示
されるアミノ酸配列として提供され、当該ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを
構成する塩基配列は、配列番号２０に示される塩基配列として提供される。
【００５１】
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　１つの局面において、トマトモザイクウイルスの移行タンパク質は、配列番号３に示さ
れるアミノ酸配列からなるポリペプチド、または当該ポリペプチドの変異体でありかつ細
胞間においてウイルスゲノムを移行する機能活性を有するポリペプチドであり得る。また
、当該ポリペプチドの変異体であって、変異により移行機能活性を喪失したポリペプチド
であってもよい。
【００５２】
　他の局面において、トマトモザイクウイルスの移行タンパク質は、配列番号２０に示さ
れる塩基配列からなるポリヌクレオチド、または当該ポリヌクレオチドの変異体によって
コードされるポリペプチドであって、ウイルスゲノムを細胞間において移行する機能活性
を有するポリペプチドであり得る。また、当該ポリヌクレオチドの変異体によってコード
されるポリペプチドであって、変異により移行機能活性を喪失したポリペプチドであって
もよい。
【００５３】
　本明細書中においてタンパク質またはポリペプチドに関して用いられる場合、用語「変
異体」は、具体的なアミノ酸配列が異なっていても、野生型ポリペプチドの有する活性を
保持するポリペプチドが意図される。すなわち、本明細書中において使用される場合、ポ
リペプチドの変異体は、特定のアミノ酸配列において、１個もしくは数個のアミノ酸が欠
失、置換または付加されたアミノ酸配列を含む変異体であり得る。
【００５４】
　ポリペプチドのアミノ酸配列におけるいくつかのアミノ酸が、このポリペプチドの構造
または機能に有意に影響することなく容易に改変し得ることは、当該分野において周知で
ある。さらに人為的に改変させるだけではなく、天然のタンパク質において、当該タンパ
ク質の構造または機能を有意に変化させない変異体が存在することもまた周知である。当
業者は、周知技術を使用してポリペプチドのアミノ酸配列において１または数個のアミノ
酸を容易に変異させることができる。
【００５５】
　このように、ウイルスの複製タンパク質および移行タンパク質を具体的に説明するため
に、トマトモザイクウイルスを例に挙げて説明したが、本発明において、上記ウイルスが
トマトモザイクウイルスに限定されないことを、本明細書を読んだ当業者は容易に理解す
る。
【００５６】
　なお、本明細書中で使用される場合、用語「タンパク質」は、「ペプチド」または「ポ
リペプチド」と交換可能に使用される。また、用語「塩基配列」は、「核酸配列」または
「ヌクレオチド配列」と交換可能に使用され、デオキシリボヌクレオチド（Ａ、Ｇ、Ｃお
よびＴと省略される）、またはリボヌクレオチド（Ａ、Ｇ、ＣおよびＵと省略される）の
配列として示される。
【００５７】
　本発明に係るポリヌクレオチドは、発現させるべきポリペプチドをコードする外来塩基
配列を連結するための連結部位を、第２の塩基配列の下流に有しており、第２の塩基配列
は、ウイルス由来のネイティブな配列に対してさらなる塩基配列が挿入、置換または付加
されていることを特徴としている。すなわち、第１の塩基配列の下流であって、外来塩基
配列を連結するための連結部位の上流に位置する、ウイルスの移行タンパク質をコードす
る第２の塩基配列にさらなる塩基配列が挿入、置換または付加されている。
【００５８】
　本発明に係るポリヌクレオチドにおいて、第２の塩基配列は、配列番号４～１７に示さ
れるポリヌクレオチド、または当該ポリヌクレオチドの変異体として提供される。
【００５９】
　本明細書中において遺伝子またはポリヌクレオチドに関して用いられる場合、用語「変
異体」は、具体的な塩基配列が異なっても、野生型ポリヌクレオチドがコードするポリペ
プチドの有する活性を保持したポリペプチドをコードするポリヌクレオチドが意図される
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。すなわち、本明細書中において使用される場合、ポリヌクレオチドの変異体は、（Ｉ）
特定の塩基配列において、１個もしくは数個の塩基が欠失、置換または付加された塩基配
列からなるポリヌクレオチド；（ＩＩ）特定の塩基配列またはその相補配列からなるポリ
ヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド；また
は（ＩＩＩ）特定の塩基配列と少なくとも８０％同一な塩基配列からなるポリヌクレオチ
ド、であることが意図される。
【００６０】
　ハイブリダイゼーションは、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　第３版，Ｊ．ＳａｍｂｒｏｏｋおよびＤ．Ｗ．Ｒｕｓｓｌｌ
編，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＮＹ（２００１）
」（本明細書中に参考として援用される）に記載されている方法のような周知の方法で行
うことができる。
【００６２】
　本発明に係るポリヌクレオチドにおいて、発現させるべきポリペプチドをコードする外
来塩基配列を連結するための連結部位は、第１の塩基配列の下流に存在する第２の塩基配
列の、さらに下流に位置している。そして、上記連結部位に外来塩基配列を連結し、外来
塩基配列を含むポリヌクレオチドを用いて細胞を形質転換することによって、外来塩基配
列がコードするポリペプチドを細胞内にて発現させることが可能である。なお、本発明に
係るポリヌクレオチドに連結される外来塩基配列は、上記連結部位において、第２の塩基
配列に隣接して配置される必要はない。
【００６３】
　また、本発明に係るポリヌクレオチドが有する外来塩基配列を連結するための連結部位
は、具体的なカセットとして本発明のポリヌクレオチドの塩基配列中に存在している必要
はなく、本発明に係るポリヌクレオチドの塩基配列に、外来塩基配列を挿入かつ連結し得
る構成であればよい。本発明に係るポリヌクレオチドは、上記連結部位に連結した外来塩
基配列からなる遺伝子を増幅し、当該遺伝子産物の生産を可能にするものである。
【００６４】
　本発明に係るポリヌクレオチドにおいて、第２の塩基配列は、ウイルス由来のネイティ
ブな配列に対してさらなる塩基配列が挿入、置換または付加されていることを特徴として
いる。本明細書中で使用される場合、「ウイルス由来のネイティブな配列」は、野生型ウ
イルス固有の配列であることが意図され、野生型ウイルスから得られる配列に変異が加え
られていない、天然の配列であり得る。
【００６５】
　また、本発明に係る第２の塩基配列は、ウイルス由来のネイティブな塩基配列の変異体
であって、移行機能活性を有するポリペプチドをコードする塩基配列に対して、さらなる
塩基配列が挿入、置換または付加されていてもよい。さらに、本発明に係る第２の塩基配
列は、ウイルス由来のネイティブな塩基配列の変異体であって、変異により移行機能活性
を喪失したポリペプチドをコードする塩基配列に対して、さらなる塩基配列が挿入、置換
または付加されていてもよい。
【００６６】
　本発明に係るポリヌクレオチドにおいて、第２の塩基配列に対して挿入、置換または付
加されるさらなる塩基配列は、一定の塩基長からなる塩基配列であればよく、その配列ま
たは由来は問わない。本明細書中で使用される場合、第２の塩基配列に対して挿入、置換
または付加されるさらなる塩基配列は、単に「挿入配列」と称する場合もある。後述する
本発明の一実施例においては、挿入配列として大腸菌トランスポゾンＩＳ２由来配列およ
びＧＵＳ遺伝子の逆相補鎖由来配列を採用したが、好適に用いることができた。
【００６７】
　一実施形態において、本発明に係るポリヌクレオチドにおいて使用される挿入配列は、
１００塩基以上であり得、１００～１６０９塩基であることが好ましく、３００～１６０
９塩基であることがより好ましい。本発明に係るポリヌクレオチドの第２の塩基配列に対
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して、１００塩基長以上の挿入配列を挿入、置換または付加することによって、後述する
実施例に示すように、当該ポリヌクレオチドが導入された宿主細胞の生育状態をさらに改
善することができる。これにより、細胞内におけるベクターの複製効率が向上し、ベクタ
ーの収量をさらに増加させることが可能である。
【００６８】
　本発明に係るポリヌクレオチドにおいて使用される第２の塩基配列は、ウイルス由来の
ネイティブな配列中のいずれかの位置に上記挿入配列が挿入されていればよい。好ましい
挿入位置は、第１の塩基配列のＣ末端領域と、連結部位に連結される外来塩基配列の開始
コドン領域との間に存在する、第２の塩基配列領域であり、より好ましくは、第１の塩基
配列の終止コドンと外被タンパク質をコードする塩基配列のサブゲノムプロモーターの間
であるが、これに限定されない。また第２の塩基配列は、ウイルス由来のネイティブな配
列に上記挿入配列が付加されていてもよく、ウイルス由来のネイティブな配列の一部が、
挿入配列によって置換された配列であってよい。さらに第２の塩基配列は、ウイルス由来
のネイティブな配列の一部を除去し、配列が除去された部位に挿入配列が挿入された配列
であってもよい。
【００６９】
　すなわち本発明に係る第２の塩基配列は、ウイルスゲノムの細胞間移行に関する機能を
保持したタンパク質をコードする配列に対して、上述したような変異が加えられた配列が
意図される。
【００７０】
　一実施形態において、本発明に係るポリヌクレオチドにおいて使用される第２の塩基配
列の任意の位置に挿入配列が挿入され得る。挿入配列の挿入位置は特に限定されないが、
配列番号２０に示される塩基配列の第１７位～第７９５位のいずれかの位置であることが
好ましく、第１７位～第６２０位のいずれかの位置であることがより好ましい。
【００７１】
　また、本発明に係るポリヌクレオチドにおいて使用される第２の塩基配列は、配列番号
２０に示される塩基配列の５’または３’末端に上記挿入配列が付加された配列であって
もよく、配列番号２０に示される塩基配列の一部が、上記挿入配列によって置換された配
列であってもよい。
【００７２】
　本発明はさらに、任意のポリペプチドを生産するためのベクターを提供する。本発明に
係るベクターは、ウイルスの複製タンパク質をコードする第１の塩基配列およびウイルス
の移行タンパク質をコードする第２の塩基配列を含むウイルスの塩基配列を含み、第２の
塩基配列は第１の塩基配列の下流に位置しており、かつ発現させるべきポリペプチドをコ
ードする外来塩基配列を連結するための連結部位を、第２の塩基配列の下流に有しており
、第２の塩基配列は、ウイルス由来のネイティブな配列に対してさらなる塩基配列が挿入
、置換または付加されているポリヌクレオチドを含み、本ベクターを組み込む宿主細胞内
において当該ポリヌクレオチドを発現させることが可能なベクターであり得る。
【００７３】
　ウイルスの塩基配列を含むベクターは変異が生じやすく、構築するのが非常に困難であ
り、発現させるべき外来遺伝子との組み合わせによっては、ベクターを構築するのが不可
能であった。本発明のポリヌクレオチドを用いれば、これまで作製することができなかっ
た外来遺伝子を含むベクターであっても、構築することが可能であった。このことから、
本発明のポリヌクレオチドを用いて構築したベクターは、変異の発生が抑制され、安定し
ていると推測される。
【００７４】
　また、本発明に係るベクターは、導入された宿主細胞の生育状態を改善し、宿主細胞内
における複製効率を向上させることが可能である。このため、複製されたベクターを用い
て外来遺伝子がコードする有用タンパク質を効率よく生産することが可能である。
【００７５】
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　本発明に係るポリヌクレオチドを含むベクターとしては、例えば、導入したポリヌクレ
オチドを発現させることが可能な適当なｐＢＲ系、ｐＵＣ系等の発現ベクター（ファージ
ベクター或いはプラスミドベクター等）を使用することが可能であり、の本発明に係るベ
クターを組み込む宿主細胞中において上記ポリヌクレオチドを発現することが可能なベク
ターを適宜選択し得る。また、植物細胞のゲノムに組み込まれる性質を有するベクターと
して、ｐＢＩ系、ｐＣＡＭＢＩＡ系等のベクタ―を使用することが可能であり、例えば、
のＴｉプラスミドベクターを使用してもよい。
【００７６】
　なお、本発明に係るポリヌクレオチドおよびベクターの構築方法は特に限定されるもの
ではなく、公知の遺伝子工学的手法を用いればよい。
【００７７】
　本発明のポリヌクレオチドを用いて構築したベクターは、外来遺伝子がコードするタン
パク質の生産に好適に使用し得る。すなわち、本発明に係るポリヌクレオチドを含むベク
ターを用いて宿主細胞を形質転換することによって、宿主細胞の生育状態を低下させるこ
となく、効率よくベクターを複製し得、複製されたベクターを用いて、外来遺伝子がコー
ドするタンパク質を効率よく生産することが可能である。
【００７８】
　なお、本発明に係るポリヌクレオチドまたはベクターに含まれる連結部位に連結される
外来遺伝子の種類は特に限定されず、例えばＧＦＰ遺伝子、ヒト由来ガンマインターフェ
ロン遺伝子、アルファインターフェロン遺伝子、カルモジュリン遺伝子、ミオシンフォス
ファターゼ阻害タンパク質（ＣＰＩ－１７）機能ドメイン遺伝子（アミノ酸残基２２から
１２０）、一本鎖抗体遺伝子等を連結することが可能である。本発明に係るポリヌクレオ
チドまたはベクターを用いれば、これらの遺伝子を含むベクターを容易に作製し、効率よ
くベクターを複製し得、複製されたベクターを用いて、これらの遺伝子がコードするタン
パク質を効率よく生産することが可能である。
【００７９】
　〔２．ウイルスの塩基配列を含む植物〕
　本発明はさらに、ウイルスの塩基配列を含む植物を提供する。本明細書中で使用される
場合、用語「植物」は、植物細胞および植物個体を含むことが意図され、例えばアラビド
プシス、タバコ、ベンサミアーナ等の植物、タバコＢＹ２細胞、アラビドプシスｍｍ２ｄ
細胞等の植物細胞であり得る。
【００８０】
　本発明に係る植物は、ウイルスの複製タンパク質をコードする第１の塩基配列およびウ
イルスの移行タンパク質をコードする第２の塩基配列が導入されており、第２の塩基配列
は第１の塩基配列の下流に位置し、かつ発現させるべきポリペプチドをコードする外来塩
基配列を連結するための連結部位を、第２の塩基配列の下流に有しており、第２の塩基配
列は、ウイルス由来のネイティブな配列に対してさらなる塩基配列が挿入、置換または付
加されていることを特徴としており、上記ポリペプチドを効率よく発現し得る。
【００８１】
　一実施形態において、本発明に係る植物は、ウイルスの複製タンパク質をコードする第
１の塩基配列およびウイルスの移行タンパク質をコードする第２の塩基配列を含むウイル
スの塩基配列を含むポリヌクレオチドであって、第２の塩基配列は第１の塩基配列の下流
に位置し、かつ発現させるべきポリペプチドをコードする外来塩基配列を連結するための
連結部位を、第２の塩基配列の下流に有しており、第２の塩基配列は、ウイルス由来のネ
イティブな配列に対してさらなる塩基配列が挿入または付加されているポリヌクレオチド
、または当該ポリヌクレオチドを含んでいるベクターを生物中に取り込ませることによっ
て取得され得る。
【００８２】
　１つの局面において、本発明に係る植物は、本発明に係るポリヌクレオチド、または本
発明に係るポリヌクレオチドを含むベクターを用いて植物または植物細胞を形質転換する
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ことによって取得され得る。例えば、本発明に係るポリヌクレオチドを、エレクトロポレ
ーション等によって植物細胞に導入することによって、本発明に係る植物を取得すること
が可能である。
【００８３】
　他の局面において、本発明に係る植物は、本発明に係るポリヌクレオチド、または本発
明に係るポリヌクレオチドを含むベクターを、植物または植物細胞にトランスフェクトす
ることによって取得され得る。例えば本発明に係るポリヌクレオチドを、植物または植物
細胞に感染させることによって、本発明に係る植物を取得することが可能である。また、
本発明に係るポリヌクレオチドにプロモーターを付加したｃＤＮＡが組み込まれたプラス
ミドを植物細胞にトランスフェクトし、細胞内においてｃＤＮＡを転写させることによっ
ても、本発明に係る植物を取得し得る。さらに、本発明に係るポリヌクレオチドのｃＤＮ
Ａを植物細胞にトランスフェクトし、細胞内においてｃＤＮＡを転写させることによって
も、本発明に係る植物を作製することが可能である。
【００８４】
　また、本発明に係る植物は、例えば、本発明に係るポリヌクレオチドを含むプラスミド
ベクターが導入されたアグロバクテリウムを植物細胞に感染させることによっても、取得
することが可能である。さらに、アグロバクテリウムを利用した、アグロインフィルトレ
ーション法によっても、本発明に係る植物を作製することが可能である。具体的には、本
発明に係るポリヌクレオチドを含むアグロバクテリウムを培養した培養液を、植物体の細
胞間隙に浸潤させることによって、植物体に対して局所的に本発明に係るポリヌクレオチ
ドを導入する。
【００８５】
　すなわち、本発明に係る植物は、本発明に係るポリヌクレオチドまたはベクターを用い
て形質転換された形質転換植物であってもよく、本発明に係るポリヌクレオチドまたはベ
クターに感染した感染植物であってもよい。本発明に係る植物が、形質転換植物である場
合、本発明に係るポリヌクレオチドが、植物のゲノムに組み込まれていない状態で一過性
の発現をする、一過性形質転換体であってもよく、植物内に取り込まれた本発明に係るポ
リヌクレオチドが、植物細胞のゲノムに組み込まれ安定的に発現しつづける、安定形質転
換体であってもよい。また、形質転換植物は、導入された本発明に係るポリヌクレオチド
を恒常的に発現するものであってもよく、ステロイドホルモン等によって誘導的に発現す
るものであってもよい。本発明に係る植物が、感染植物である場合、植物全体が本発明に
係るポリヌクレオチドに感染していてもよく、局所的に感染していてもよい。
【００８６】
　このように、本発明に係る植物を用いれば、植物内に本発明に係るポリヌクレオチドを
含んでいるため、本発明のポリヌクレオチドまたはベクターに任意の外来遺伝子が組み込
まれたとき、当該遺伝子がコードするタンパク質を効率よく生産することができる。
【００８７】
　〔３．ウイルスの塩基配列を含む形質転換体〕
　本発明はさらに、ウイルスの塩基配列を含む形質転換体を提供する。用語「形質転換体
」は、細胞、組織または器官だけでなく、生物個体をも含むことが意図されるが、細胞（
特に、原核生物細胞、菌類など）であることが好ましい。本発明に係る形質転換体は、例
えば、大腸菌、アグロバクテリウム、酵母等であり得る。
【００８８】
　本発明に係る形質転換体は、ウイルスの複製タンパク質をコードする第１の塩基配列お
よびウイルスの移行タンパク質をコードする第２の塩基配列が導入されており、第２の塩
基配列は第１の塩基配列の下流に位置し、かつ発現させるべきポリペプチドをコードする
外来塩基配列を連結するための連結部位を、第２の塩基配列の下流に有しており、第２の
塩基配列は、ウイルス由来のネイティブな配列に対してさらなる塩基配列が挿入、置換ま
たは付加されているポリヌクレオチドを含むことを特徴としており、上記ポリペプチドの
効率よい発現に利用し得る。
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【００８９】
　一実施形態において、本発明に係る形質転換体は、ウイルスの複製タンパク質をコード
する第１の塩基配列およびウイルスの移行タンパク質をコードする第２の塩基配列を含む
ウイルスの塩基配列を含むポリヌクレオチドであって、第２の塩基配列は第１の塩基配列
の下流に位置し、かつ発現させるべきポリペプチドをコードする外来塩基配列を連結する
ための連結部位を、第２の塩基配列の下流に有しており、第２の塩基配列は、ウイルス由
来のネイティブな配列に対してさらなる塩基配列が挿入または付加されているポリヌクレ
オチド、または当該ポリヌクレオチドを含んでいるベクターを生物中に取り込ませること
によって取得され得る。
【００９０】
　１つの局面において、本発明に係る形質転換体は、本発明に係るポリヌクレオチド、ま
たは本発明に係るポリヌクレオチドを含むベクターを用いて、生物体を形質転換すること
によって取得され得る。例えば、本発明に係るポリヌクレオチドが組み込まれたプラスミ
ドを塩化カルシウム法等によって大腸菌に導入することによって、本発明に係る形質転換
体を取得し得る。
【００９１】
　このように、本発明に係る形質転換体を用いれば、例えば宿主内に導入された本発明に
係るベクターの収量が向上するため、当該ベクターに任意の外来遺伝子が組み込まれたと
き、当該遺伝子がコードするタンパク質を生産するためのベクターを容易にかつ効率よく
生産することができる。また、例えば形質転換体の生育が改善されるため、本発明にかか
るベクターに任意の外来遺伝子が組み込まれたとき、上記形質転換体を用いて当該遺伝子
がコードするタンパク質を効率よく生産することができる。
【００９２】
　〔４．細胞に任意のポリペプチドを生産させるための方法およびキット〕
　本発明は、上記ポリヌクレオチド、ベクター、植物または形質転換体を用いるポリペプ
チドの生産方法、上記ポリヌクレオチド、ベクター、植物または形質転換体を備えている
ポリペプチド生産用キットもまた提供する。
【００９３】
　本発明に係るポリペプチド生産方法は、上述したポリヌクレオチド、ベクター、植物ま
たは形質転換体を用いることを特徴としている。また、本発明に係るポリペプチド生産用
キットは、上述したポリヌクレオチド、ベクター、植物または形質転換体を備えているこ
とを特徴としている。なお、本明細書中で使用される場合、「キット」は各種成分の少な
くとも１つが別物質（例えば、容器）中に含有されている状態であることが意図される。
【００９４】
　本発明は、任意のポリペプチドを効率よく生産する方法およびキットを提供する。本発
明に係る細胞に任意のポリペプチドを生産させる方法を用いれば、ウイルスの塩基配列が
導入された細胞であっても、その生育状態が低下しないため、ポリペプチドを効率よく生
産し得る。
【００９５】
　一実施形態において、本発明に係るポリペプチドの生産方法は、本発明に係るポリヌク
レオチド、または当該ポリヌクレオチドを含むベクターを用いることを特徴としており、
本発明に係るポリヌクレオチドまたはベクターを用いて、植物体および植物細胞を含む生
物体を形質転換またはトランスフェクトする工程を包含する。上記の工程により形質転換
またはトランスフェクトされた生物体内において、本発明に係るポリヌクレオチドまたは
ベクターに含まれる外来塩基配列がコードするポリペプチドが発現される。
【００９６】
　他の実施形態において、本発明に係るポリペプチド生産方法は、本発明に係る植物また
は形質転換体を用いることを特徴としており、本発明に係る植物または形質転換体を、ポ
リペプチドを発現し得る条件下で生育または培養する工程を包含する。上記の工程により
植物または形質転換体内において、これらの生物体内に含まれる外来塩基配列がコードす
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るポリペプチドが発現される。
【００９７】
　上述したように、本発明に係るポリペプチド生産方法を用いれば、任意のポリペプチド
を生産させる生物体の生育状態を低下させることがないため、ポリペプチドを効率よく生
産し得る。
【００９８】
　本発明に係るポリヌクレオチドまたはベクターを宿主に導入する方法としては、特に限
定されず、アグロバクテリウム法、電気穿孔法、リン酸カルシウム法、リポソーム法、Ｄ
ＥＡＥデキストラン法等の従来公知の方法を好適に用いることができる。また、本発明に
係るベクターを用いて形質転換またはトランスフェクトされる生物体の種類は特に限定さ
れるものではなく、動物由来細胞であっても、植物由来細胞であってもよい。また、枯草
菌、大腸菌、菌類、酵母等の微生物を宿主として用いてもよい。
【００９９】
　本発明に係るポリヌクレオチドまたはベクターを、植物体または植物由来細胞に導入す
るときの導入方法もまた特に限定されないが、アグロバクテリウム法、アグロインフィル
トレーション法、ポリエチレングリコール法、電気穿孔法、パーティクルガン法等を好適
に用いることができる。
【０１００】
　本発明に係るポリペプチド生産用キットは、本発明に係るポリヌクレオチド、ベクター
、植物または形質転換体を備えていることを特徴としている。好ましい実施形態において
、本発明に係るポリヌクレオチドまたはベクターを備えたポリペプチド生産用キットは、
形質転換またはトランスフェクトすべき植物体または生物体をさらに備えていることが好
ましい。これにより、本発明に係るポリヌクレオチドまたはベクターを用いて細胞を形質
転換またはトランスフェクトし、導入された植物体内または生物体内において本発明に係
るポリヌクレオチドまたはベクターに含まれる外来塩基配列がコードするポリペプチドを
発現することが可能である。
【０１０１】
　なお、細胞に任意のポリペプチドを生産させる方法およびキットは、上述した態様に限
定される必要はなく、上述した以外のポリペプチド生産方法およびポリペプチド生産用キ
ットの具体的な態様を、本明細書を読んだ当業者は容易に理解する。
【０１０２】
　以下に、本発明を実施例によってさらに詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例に
限定されるものではなく、請求項および上記実施形態に示した範囲で種々の変更が可能で
あり、異なる実施形態にそれぞれ開示された技術的手段を適宜組み合わせて得られる実施
形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。
【実施例】
【０１０３】
　［実施例１：ＧＦＰ生産用プラスミドの構築］
　トマトモザイクウイルスの複製タンパク質をコードする遺伝子からなる塩基配列と、目
的の外来タンパク質をコードする遺伝子からなる塩基配列との間に位置する、移行タンパ
ク質をコードする遺伝子からなる塩基配列（配列番号２０）に種々の塩基配列（配列番号
２１～３４）を挿入したトマトモザイクウイルスのｃＤＮＡを合成した。合成したｃＤＮ
Ａを用いて、プラスミドコンストラクトを構築した（図１）。
【０１０４】
　移行タンパク質をコードする遺伝子からなる塩基配列中における、挿入塩基配列を挿入
、置換または付加した位置を図２Ａおよび図２Ｂに示す。図２Ａおよび図２Ｂにおいて、
Ａ～Ｆは挿入塩基配列の挿入位置を示し、各アルファベットの下に記載された数字は、ト
マトモザイクウイルスのネイティブな配列中の位置を示している。なお、番号１６のコン
ストラクト（piLrcG11erG3SRz）は、Ｂ－Ｄ間の塩基配列を配列番号３３に示される配列
で置換したものであり、番号１７のコンストラクト（piLrcG12erG3SRz）は、Ｂ－Ｄ間の
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塩基配列を配列番号３４に示される配列で置換したものである。
【０１０５】
　本実施例においては、表１に示す番号４および５のコンストラクト（piLIS2erG3SRzお
よびpiLIS2(-SpeI)erG3SRz）には、挿入配列として大腸菌トランスポゾンＩＳ２由来配列
を挿入し、他のコンストラクトには、ＧＵＳ遺伝子の逆相補鎖由来配列を挿入した。また
、本実施例においては、目的の外来タンパク質をコードする遺伝子として、ＧＦＰタンパ
ク質をコードする遺伝子を用いた。
【０１０６】
　上記のように構築した各プラスミドコンストラクトを用いて大腸菌を形質転換し、出現
したコロニーのうち、任意のコロニーを選択用の抗生物質を含む３ｍｌのＬＢ培地に植菌
し、３７℃で２０時間振盪培養した。培養液１．５ｍｌからアルカリＳＤＳ法でプラスミ
ドを精製した。精製したプラスミドを、ＤＮＡ定量キット（Ｑｕａｎｔ－ｉＴ　ｄｓＤＮ
Ａ　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ，ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いて定量した。
【０１０７】
　上記のように構築した各プラスミドコンストラクトの細胞内における収量を、挿入配列
を挿入していないプラスミドコンストラクトの収量と比較し、その相対値を表１および表
２に示す。
【０１０８】
【表１】

【０１０９】
【表２】

【０１１０】
　表１および表２に示すように、配列番号２１～３４の塩基配列をそれぞれ挿入した番号
４～１７の塩基配列を含むプラスミドコンストラクトは、挿入配列を挿入していないネイ
ティブな塩基配列を含むプラスミドコンストラクト（番号１）と比較して、プラスミドコ
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ンストラクトの収量が２．２～１７．２倍に増加した。なお、移行タンパク質をコードす
る遺伝子がフレームシフトしたプラスミドコンストラクト（番号２）、および移行タンパ
ク質をコードする遺伝子が欠失したプラスミドコンストラクト（番号３）においては、プ
ラスミドコンストラクトの収量が増加しなかった。
【０１１１】
　［実施例２：宿主微生物細胞の生育改善］
　実施例１において構築した各プラスミドコンストラクトを用いて、大腸菌ＪＭ１０９株
（東洋紡製）を形質転換し、カルベニシリン１００μｇ／ｍｌを含むＬＢ寒天培地上にお
いて３７℃で１８時間培養した。出現したコロニーのうち、他のコロニーの影響をうける
ことなく生育しているもの５つを無作為に選択し、その長径を測定した。
【０１１２】
　実施例１において構築した各プラスミドコンストラクトのうち、挿入配列を含むプラス
ミドを保持するコロニーの長径と、挿入配列を含まないプラスミドを保持するコロニーの
長径とを比較し、その相対値を表３および図３に示す。
【０１１３】
【表３】

【０１１４】
　表３に示すように、挿入配列を含むプラスミドコンストラクト（番号４、８、１２～１
６）を保持する大腸菌のコロニーの長径は、挿入配列を有さないプラスミドコンストラク
ト（番号１および３）に比して、１．１４～１．８９倍大きく、ウイルスの塩基配列を含
むプラスミドコンストラクトが導入された大腸菌の生育が改善されたことが分かる（図３
）。
【０１１５】
　［実施例３：外来タンパク質生産用プラスミドの構築］
　実施例３においては、外来タンパク質をコードする遺伝子としてヒト由来ガンマインタ
ーフェロン（ｈＩＦＮγ）遺伝子を用いて、プラスミドコンストラクトを構築した。
【０１１６】
　実施例１において構築した、表１に示す番号１（piLerG3SRz）、番号３（piLΔMPerG3S
Rz）、番号４（piLIS2erG3SRz）、番号６（piLrcG1erG3SRz）、および番号８（piLrcG3er
G3SRz）の各プラスミドコンストラクトのＧＦＰ遺伝子の５’側のＡａｔＩＩ認識部位お
よび3’末端側のＢｓｔＥＩＩサイトを用いて、ＧＦＰ遺伝子とＰＣＲ法により増幅した
ｈＩＦＮγ遺伝子を正確に置換したプラスミドコンストラクト、番号１’（piLhIFNγSRz
）、番号３’（piLΔMPhIFNγSRz）、番号４’（piLIS2hIFNγSRz）、番号６’（piLrG1h
IFNγSRz）、および番号８’（piLrG3hIFNγSRz）を構築した。
【０１１７】
　上記のように構築したプラスミドコンストラクトについて、実施例１と同様に細胞内に
おけるプラスミドコンストラクトの収量を定量した。挿入塩基配列を挿入していないプラ
スミドコンストラクト（番号１’および３’）と比較して、挿入塩基配列を挿入したプラ
スミドコンストラクト（番号４’、６’、および８’）は、プラスミドコンストラクトの



(18) JP 5070283 B2 2012.11.7

10

20

30

40

50

収量が著しく多かった。
【０１１８】
　同様に、外来タンパク質をコードする遺伝子として、アルファインターフェロン遺伝子
、ミオシンフォスファターゼ阻害タンパク質（ＣＰＩ－１７）機能ドメイン遺伝子（アミ
ノ酸残基２２から１２０）、一本鎖抗体遺伝子、またはカルモジュリン遺伝子を上記実施
例と同様に用いて、図２Ａの番号４に示すように変異させたウイルスゲノムＲＮＡのｃＤ
ＮＡを導入したプラスミドコンストラクトも容易に作製することが可能であった。また、
プラスミドの収量および安定性も良好であった。
【０１１９】
　［実施例４：バイナリプラスミドの構築］
　さらに、ｈＩＦＮγ遺伝子を含むウイルスの塩基配列を、ウイルス配列誘導発現用バイ
ナリプラスミドに導入するために、上述したように構築した各プラスミドコンストラクト
を、ＳｐｅＩおよびＡｖｒＩＩで切断し、ｐＢＩＣＥＲ８－ＴｏＭＶ５’－Ｓｐｅ（Ｄｏ
ｈｉら．，　２００６，Archives of Virlogy, １５１：　１０７５－１０８４）のＳｐ
ｅＩ認識部位に連結した。番号１’および番号３’のプラスミドコンストラクトに由来す
る遺伝子断片を挿入したバイナリプラスミドは得られなかった。しかしながら、番号４’
、番号６’、および番号８’のプラスミドコンストラクト由来の遺伝子断片を挿入したバ
イナリプラスミドは、容易に得ることができた。このことから、ウイルスの移行タンパク
質をコードする塩基配列に挿入配列を挿入、置換または付加することによって、作製が困
難な外来遺伝子を含むプラスミドコンストラクトを作製することが可能になった。
【０１２０】
　同様に、外来タンパク質をコードする遺伝子として、アルファインターフェロン遺伝子
、ＣＰＩ－１７タンパク質機能ドメイン遺伝子、一本鎖抗体遺伝子、またはカルモジュリ
ン遺伝子を上記実施例と同様に用いて、図２Ａの番号４に示すように変異させたウイルス
ゲノムＲＮＡのｃＤＮＡを導入したバイナリプラスミドについても、容易に作製すること
ができた。また、プラスミドの収量や安定性も良好であった。
【０１２１】
　［実施例５：プロトプラストにおけるタンパク質の発現］
　Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼを用いて試験管内で合成したウイルスゲノムＲＮＡに、図２Ａ
および図２Ｂの番号４～１５に示すように、挿入配列を挿入、置換または付加し、ウイル
スゲノムＲＮＡの変異体を生成した。生成したウイルスゲノムＲＮＡをタバコＢＹ２細胞
から調整したプロトプラストに、エレクトロポレーション法により接種した（実験手法に
ついては、Ｗａｔａｎａｂｅら、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ,２１９：６５－６９、参照
のこと）。得られたプロトプラストの形質転換体を、２６℃で２４時間培養した後、サン
プリングした。
【０１２２】
　上記プロトプラストにおいて、ＧＦＰ遺伝子を外来遺伝子として組み込んだときのウイ
ルスゲノムＲＮＡの増殖をノーザンブロット法により確認した。番号４～１５のウイルス
ゲノムＲＮＡを含むプロトプラストにおいて、ウイルスゲノムＲＮＡの増殖が確認された
。また、番号４～９、１２～１５の挿入配列を有するウイルスゲノムＲＮＡを含むプロト
プラストでは、サブゲノムＧＦＰメッセンジャーＲＮＡの増殖が確認された。一方、番号
１０および１１のウイルスゲノムＲＮＡを含むプロトプラストにおいては、サブゲノムＧ
ＦＰメッセンジャーＲＮＡの蓄積は検出できなかった。
【０１２３】
　また、上記プロトプラストにおいて、ＧＦＰ遺伝子の発現を蛍光顕微鏡観察により確認
した。番号４～９、１２～１５のウイルスゲノムＲＮＡを含むプロトプラストにおいては
、ＧＦＰ遺伝子の発現が確認されたが、番号１０および番号１１のウイルスゲノムＲＮＡ
を含むプロトプラストにおいては、ＧＦＰ遺伝子の発現が確認されなかった。
【０１２４】
　番号１０および１１の挿入配列を有するウイルスゲノムＲＮＡを含むプロトプラストに
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おいて、サブゲノムＧＦＰメッセンジャーＲＮＡが蓄積しなかったのは、挿入配列の挿入
または付加によって、ウイルスサブゲノムＲＮＡプロモーター領域が改変されたためであ
ると考えられる。したがって、これらのウイルスゲノムＲＮＡについても、さらにネイテ
ィブなサブゲノムＲＮＡプロモーター配列を付加することによって、ＧＦＰ遺伝子を発現
し得ると考えられる。
【０１２５】
　さらに、上記プロトプラストにおいて、ｈＩＦＮγ遺伝子を外来遺伝子として組み込ん
だときのウイルスゲノムＲＮＡの増殖能をノーザンブロット法により確認し、ｈＩＦＮγ
遺伝子の発現をウエスタンブロット法により確認した。番号６、７、および１２～１４の
挿入配列を有するウイルスゲノムＲＮＡを含むプロトプラストにおいて、ウイルスゲノム
ＲＮＡおよびサブゲノムｈＩＦＮγメッセンジャーＲＮＡの増殖が確認され、また、ｈＩ
ＦＮγタンパク質が検出されたことから、ｈＩＦＮγ遺伝子の発現も確認された。
【０１２６】
　同様に、外来タンパク質をコードする遺伝子として、アルファインターフェロン遺伝子
、ＣＰＩ－１７タンパク質機能ドメイン遺伝子、一本鎖抗体遺伝子、またはカルモジュリ
ン遺伝子を上記実施例と同様に用いて、図２Ａの番号４に示すように変異させたウイルス
ゲノムＲＮＡのｃＤＮＡを導入したウイルスゲノム変異体についても、プロトプラストに
おいてゲノムＲＮＡおよびサブゲノムメッセンジャーＲＮＡの増殖が確認できた。
【０１２７】
　［実施例６：タバコＢＹ２細胞におけるタンパク質の発現］
　外来遺伝子としてＧＦＰ遺伝子およびｈＩＦＮγ遺伝子を組み込んだ、図２Ａの番号４
に示すように変異させたウイルスゲノムＲＮＡのｃＤＮＡを用いて、アグロバクテリウム
法によりエストロジェンで活性化する転写因子ＸＶＥを発現するタバコＢＹ２細胞（Ｄｏ
ｈｉら、Ａｒｃｈｉｖｅｓ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ,１５１，１０７５－１０８４）を
形質転換した。形質転換タバコＢＹ２細胞を含む培地にエストロジェンを添加し、３日後
にサンプリングした（実験手法については、Ｄｏｈｉら、Ａｒｃｈｉｖｅｓ　ｏｆ　Ｖｉ
ｒｏｌｏｇｙ,１５１，１０７５－１０８４、参照のこと）。
【０１２８】
　ＧＦＰ遺伝子を含む形質転換タバコＢＹ２細胞において、ウイルスゲノムＲＮＡおよび
サブゲノムＧＦＰメッセンジャーＲＮＡの増殖が確認され（ノーザンブロット法）、ＧＦ
Ｐ遺伝子の発現が確認された（蛍光顕微鏡観察およびＳＤＳ－ＰＡＧＥ）。
【０１２９】
　また、ｈＩＦＮγ遺伝子を含む形質転換タバコＢＹ２細胞においても、ウイルスゲノム
ＲＮＡおよびサブゲノムｈＩＦＮγメッセンジャーＲＮＡの増殖が確認され（ノーザンブ
ロット法）、ｈＩＦＮγタンパク質の蓄積が確認された（ウエスタンブロット法）。
【０１３０】
　また、外来タンパク質をコードする遺伝子として、ＣＰＩ－１７タンパク質機能ドメイ
ン遺伝子または一本鎖抗体遺伝子を上記実施例と同様に用いて、図２Ａの番号４に示すよ
うに変異させたウイルスゲノムＲＮＡのｃＤＮＡを導入した形質転換タバコＢＹ２細胞に
おいても、それぞれウイルスゲノムＲＮＡおよびサブゲノムメッセンジャーＲＮＡの増殖
が確認され、さらにタンパク質の蓄積が確認された。
【０１３１】
　［実施例７：挿入配列の塩基長の検討］
　トマトモザイクウイルスの移行タンパク質をコードする遺伝子からなる塩基配列（配列
番号２０）において、ウイルスの５’末端から５１６６塩基の位置に、塩基長が３００、
１００、５０、２０塩基対の塩基配列（配列番号３６～３９）をそれぞれ挿入した改変ト
マトモザイクウイルスのｃＤＮＡを合成した。合成したｃＤＮＡにより、プラスミドベク
ターpiL.erG3SRz(Avr)のコードする改変トマトモザイクウイルスのｃＤＮＡを置換し、プ
ラスミドコンストラクトを構築した（図４）。図４において、挿入配列を挿入していない
プラスミドコンストラクトをpiL.erG3SRz(Avr)、３００塩基長、１００塩基長、５０塩基
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長、２０塩基長の挿入配列が挿入されたプラスミドコンストラクトをそれぞれ、piL.erG3
(C0.3)SRz(Avr)、piL.erG3(C0.1)SRz(Avr)、piL.erG3(C0.05)SRz(Avr)、piL.erG3(C0.02)
SRz(Avr)で示した。
【０１３２】
　構築した各プラスミドコンストラクトを用いて、大腸菌ＪＭ１０９株（東洋紡製）を形
質転換し、カルベニシリン１００μｇ／ｍｌを含むＬＢ寒天培地上において３７℃で２６
時間培養した。出現したコロニーのうち、他のコロニーの影響をうけることなく生育して
いるもの５つを無作為に選択し、その直径を測定した。
【０１３３】
　挿入配列を含むプラスミドを保持する大腸菌のコロニーの直径と、挿入配列を含まない
プラスミドを保持する大腸菌のコロニーの直径とを比較し、その相対値および標準誤差を
表４に示す（ｎ＝５）。表４において「＊」は、ｔ検定の結果、挿入配列を有さないpiL.
erG3SRz(Avr)に対して有意差があることを示している。
【０１３４】

【表４】

【０１３５】
　表４に示すように、３００塩基長の挿入配列が挿入されたpiL.erG3(C0.3)SRz(Avr)、ま
たは１００塩基長の挿入配列が挿入されたpiL.erG3(C0.1)SRz(Avr)を保持する大腸菌のコ
ロニー直径は、挿入配列が挿入されていないpiL.erG3SRz(Avr)を保持する大腸菌のコロニ
ー直径よりも有意に大きく、大腸菌の生育の改善が認められた。一方、５０塩基長の挿入
配列が挿入されたpiL.erG3(C0.05)SRz(Avr)、または１０塩基長の挿入配列が挿入されたp
iL.erG3(C0.02)SRz(Avr)を保持する大腸菌のコロニー直径は、挿入配列が挿入されていな
いpiL.erG3SRz(Avr)を保持する大腸菌のコロニー直径よりも大きくなったが、その差は有
意な差ではなかった。
【０１３６】
　また、各プラスミドコンストラクトを用いて大腸菌ＪＭ１０９株を形質転換し、出現し
たコロニーのうち、任意のコロニーを選択用の抗生物質を含む３ｍｌのＬＢ培地に植菌し
、３７℃で２４時間振盪培養した。培養液１．５ｍｌからアルカリＳＤＳ法でプラスミド
を精製した。精製したプラスミドを、ＤＮＡ定量キット（Ｑｕａｎｔ－ｉＴ　ｄｓＤＮＡ
　Ａｓｓａｙ　Ｋｉｔ，ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いて定量した。挿入配列が挿入さ
れた各プラスミドコンストラクトの収量を、挿入配列が挿入されていないプラスミドコン
ストラクトの収量と比較し、その相対値および標準誤差を表４に示す（ｎ＝３）。
【０１３７】
　表４に示すように、３００塩基長の挿入配列が挿入されたpiL.erG3(C0.3)SRz(Avr)、お
よび１００塩基長の挿入配列が挿入されたpiL.erG3(C0.1)SRz(Avr)の収量は、挿入配列が
挿入されていないpiL.erG3SRz(Avr)の収量よりも有意に大きく、プラスミドが安定化して
いることが認められた。一方、５０塩基長の挿入配列が挿入されたpiL.erG3(C0.05)SRz(A
vr)、および１０塩基長の挿入配列が挿入されたpiL.erG3(C0.02)SRz(Avr)の収量は、挿入
配列が挿入されていないpiL.erG3SRz(Avr)の収量よりも大きくなったが、その差は有意な
差ではなかった。
【０１３８】
　本発明を用いれば、ウイルスの塩基配列を含むポリヌクレオチドを含むベクターを構築
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し、当該ベクターが導入された宿主細胞の生育状態を改善することによって、細胞内にお
けるベクターの複製効率を向上させることが可能である。その結果、効率よく複製された
ベクターを用いて、有用タンパク質を効率よく生産し得る。
【０１３９】
　発明の詳細な説明の項においてなされた具体的な実施形態または実施例は、あくまでも
、本発明の技術内容を明らかにするものであって、そのような具体例にのみ限定して狭義
に解釈されるべきものではなく、本発明の精神と次に記載する請求の範囲内で、いろいろ
と変更して実施することができるものである。
【産業上の利用可能性】
【０１４０】
　本発明を用いれば、任意のタンパク質を効率よく生産することが可能となり、得られた
タンパク質は、植物バイオ産業、医薬品産業、食品産業等の広範な分野において有効に利
用し得る。

【図１】 【図２Ａ】
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