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ぞれへの導入遺伝子の組合せを有するものであって当該トウモロコシから分離した

後代系統のもの（既に第一種使用規程の承認を受けたものを除く。）を含む。）

申請書等の概要

第一種使用規程承認申請書 ......................................................................................... 1 
生物多様性影響評価書の概要 ...................................................................................... 3 
第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報 .................................................. 4 
1 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 ................................................ 4 

(1) 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 ....................................... 4 
(2) 使用等の歴史及び現状 ...................................................................................... 4 
(3) 生理学的及び生態学的特性 .............................................................................. 5 

2 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 ........................................................... 5 
(1) 供与核酸に関する情報 ...................................................................................... 5 
(2) ベクターに関する情報 ...................................................................................... 7 
(3) 遺伝子組換え生物等の調製方法 ....................................................................... 7 
(4) 細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 ....... 9 
(5) 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性 . 10 
(6) 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 ................................................. 11 

3 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報 ......................................................... 15 
(1) 使用等の内容 .................................................................................................. 15 
(2) 使用等の方法 .................................................................................................. 15 
(3) 承認を受けようとする者による第一種使用等の開始後における情報収集の方

法 .................................................................................................................. 15 
(4) 生物多様性影響が生ずるおそれのある場合における生物多様性影響を防止す

るための措置 ................................................................................................ 15 
(5) 実験室等での使用等又は第一種使用等が予定されている環境と類似の環境で

の使用等の結果 ............................................................................................. 15 
(6) 国外における使用等に関する情報 .................................................................. 16 

第二 項目ごとの生物多様性影響の評価 .................................................................. 17 
1 競合における優位性 ............................................................................................ 18 
2 有害物質の産生性 ................................................................................................ 18 
3 交雑性 .................................................................................................................. 18

第三 生物多様性影響の総合的評価 ......................................................................... 19 
参考文献 .................................................................................................................... 20 
資料一覧 .................................................................................................................... 20 

4 その他の性質........................................................................................................ 18



第一種使用規程承認申請書 
 
 

平成 26 年 6 月 20 日 
 
農林水産大臣 林 芳正  殿 
環境大臣   石原 伸晃 殿 
 
 

 氏名   
 デュポン株式会社 

代表取締役社長 田中 能之 
      申請者 

住所   
東京都千代田区永田町二丁目 11 番 1 号 

                     
 

 
 第一種使用規程について承認を受けたいので、遺伝子組換え生物等の使用等の規制

による生物の多様性の確保に関する法律第 4 条第 2 項の規定により、次のとおり申請

します。 
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遺伝子組換え生物等の 
種類の名称 

チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グルホ

シネート及びグリホサート耐性トウモロコシ（改変 cry1F, 
cry34Ab1, cry35Ab1, pat, cry1Ab, 改変 cry3Aa2, 改変 cp4 
epsps, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis）（4114×MON810
× MIR604 × NK603, OECD UI: DP-ØØ4114-3 ×

MON-ØØ81Ø-6×SYN-IR6Ø4-5×MON-ØØ6Ø3-6） 
(4114、MON810、MIR604 及び NK603 それぞれへの導入

遺伝子の組合せを有するものであって当該トウモロコシか

ら分離した後代系統のもの（既に第一種使用規程の承認を受

けたものを除く。）を含む。) 

遺伝子組換え生物等の 
第一種使用等の内容 

食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運

搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為 

遺伝子組換え生物等の 
第一種使用等の方法 

─ 

 
 

 

 2 



3 

生物多様性影響評価書の概要 

遺伝子組換え 

生物等の種類 

の名称 

チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グルホシネート及びグリ

ホサート耐性トウモロコシ (改変 cry1F, cry34Ab1, cry35Ab1, pat, cry1Ab, 

改変 cry3Aa2, 改変 cp4 epsps, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis) (4114×

MON810×MIR604×NK603, OECD UI: DP-ØØ4114-3×MON-ØØ81Ø-6×

SYN-IR6Ø4-5×MON-ØØ6Ø3-6) （4114、MON810、MIR604及び NK603

それぞれへの導入遺伝子の組合せを有するものであって当該トウモロコシか

ら分離した後代系統のもの（既に第一種使用規程の承認を受けたものを除く。）

を含む。） 

申請者 デュポン株式会社 

チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グルホシネート及びグリホサート耐性ト

ウモロコシ (改変 cry1F, cry34Ab1, cry35Ab1, pat, cry1Ab, 改変 cry3Aa2, 改変 cp4 epsps, 

Zea mays subsp. mays (L.) Iltis) (4114×MON810 ×MIR604 × NK603, OECD UI: 

DP-ØØ4114-3×MON-ØØ81Ø-6×SYN-IR6Ø4-5×MON-ØØ6Ø3-6)（以下「本スタック系統ト

ウモロコシ」という。）は、既に承認されている 3系統の遺伝子組換えトウモロコシ及び総合検

討会での審議が終了した 1 系統の遺伝子組換えトウモロコシを、従来の交雑育種法により交配

し作出した品種である。本スタック系統トウモロコシは、一代雑種品種（F1）として商品化さ

れるため、収穫される子実には親系統それぞれの導入遺伝子が含まれる。 

したがって、既に承認又は審議された各親系統の生物多様性影響評価書の概要（日本版バイ

オセーフティクリアリングハウス掲載）等の情報を活用することにより、本スタック系統トウ

モロコシの生物多様性影響評価を的確に行うことができると考えられたため、以下の様式を用

いることとする。 

親系統名 遺伝子組換え生物等の種類の名称 

DP-004114-3 

（以下「4114」と

いう。） 

チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グルホシネート耐性ト

ウモロコシ(改変cry1F, cry34Ab1, cry35Ab1, pat, Zea mays subsp. mays 

(L.) Iltis) (4114, OECD UI: DP-ØØ4114-3) 

生物多様性影響評価書の概要 

MON-00810-6 

（以下「MON810」

という。） 

チョウ目害虫抵抗性トウモロコシ (cry1Ab, Zea mays L.) (MON810, 

OECD UI : MON-ØØ81Ø-6) 

生物多様性影響評価書の概要 

SYN-IR604-5 

（以下「MIR604」

という。） 

コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ(改変 cry3Aa2, Zea mays subsp. 

mays (L.) Iltis) (MIR604, OECD UI : SYN-IR6Ø4-5) 

生物多様性影響評価書の概要 

MON-00603-6 

（以下「NK603」

という。） 

除草剤グリホサート耐性トウモロコシ(cp4 epsps, Zea mays subsp. 

mays (L.) Iltis) (NK603, OECD UI : MON-ØØ6Ø3-6). 

生物多様性影響評価書の概要 



第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報

1 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 

(1) 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 5 

① 和名、英名及び学名

和名 トウモロコシ

英名 corn, maize 
学名 Zea mays subsp. mays (L.) Iltis 

② 宿主の品種名又は系統名10 

本スタック系統トウモロコシの親系統の宿主は、いずれもイネ科（Poaceae）トウ

モロコシ属（Zea）のトウモロコシ（Z. mays）のデント種である。 
親系統名 参照資料名

4114 4114 生物多様性影響評価書の概要 
MON810 MON810 生物多様性影響評価書の概要 
MIR604 MIR604 生物多様性影響評価書の概要 
NK603 NK603 生物多様性影響評価書の概要 

③ 国内及び国外の自然環境における自生地域

参照資料名

トウモロコシの宿主情報（農林水産省, 2014） 
15 

(2) 使用等の歴史及び現状 

① 国内及び国外における第一種使用等の歴史

② 主たる栽培地域、栽培方法、流通実態及び用途

20 
参照資料名

トウモロコシの宿主情報（農林水産省, 2014） 

4 



 
(3) 生理学的及び生態学的特性 

 
イ 基本的特性 
ロ 生息又は生育可能な環境の条件 5 
ハ 捕食性又は寄生性 
ニ 繁殖又は増殖の様式 
① 種子の脱粒性、散布様式、休眠性及び寿命 
② 栄養繁殖の様式並びに自然条件において植物体を再生しうる組織又は器官からの出

芽特性 10 
③ 自殖性、他殖性の程度、自家不和合性の有無、近縁野生種との交雑性及びアポミクシ

スを生ずる特性を有する場合はその程度 
④ 花粉の生産量、稔性、形状、媒介方法、飛散距離及び寿命 
ホ 病原性 
ヘ 有害物質の産生性 15 
ト その他の情報 

 
参照資料名 
トウモロコシの宿主情報（農林水産省, 2014） 

 
 
2 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 20 
 
(1) 供与核酸に関する情報 
 
イ 構成及び構成要素の由来 
ロ 構成要素の機能 25 

 
① 目的遺伝子、発現調節領域、局在化シグナル、選抜マーカーその他の供与核酸の構成

要素それぞれの機能 
 
親系統名 参照資料名 
4114 4114 生物多様性影響評価書の概要 
MON810 MON810 生物多様性影響評価書の概要 
MIR604 MIR604 生物多様性影響評価書の概要 
NK603 NK603 生物多様性影響評価書の概要 

 30 
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② 目的遺伝子及び選抜マーカーの発現により産生される蛋白質の機能及び当該蛋白質がア

レルギー性を有することが明らかとなっている蛋白質と相同性を有する場合はその旨 
 

蛋白質名 親系統名 蛋白質の機能 * 
既知アレルゲン 
との相同性 1) 

参照資料名 

改変 Cry1F 
蛋白質 

4114 チョウ目害虫抵抗性 ☐有 無 
4114生物多様性影響

評価書の概要 
Cry1Ab  
蛋白質 

MON810 チョウ目害虫抵抗性 ☐有 無 
MON810 生物多様

性影響評価書の概要 
Cry34Ab1 
蛋白質 

4114 
コウチュウ目 
害虫抵抗性 2) 

☐有 無 
4114生物多様性影響

評価書の概要 
Cry35Ab1 
蛋白質 

4114 ☐有 無 
4114生物多様性影響

評価書の概要 
改変 Cry3Aa2 
蛋白質 

MIR604 
コウチュウ目 
害虫抵抗性 

☐有 無 
MIR604 生物多様性

影響評価書の概要 
PAT  
蛋白質 

4114 
除草剤グルホシネート

耐性 
☐有 無 

4114生物多様性影響

評価書の概要 
改変CP4 EPSPS 
蛋白質 

NK603 
除草剤グリホサート耐

性 
☐有 無 

NK603 生物多様性

影響評価書の概要 

PMI 
蛋白質 

MIR604 

マンノース 6-リン酸と

フルクトース 6-リン酸

の相互変換を触媒（選

抜マーカー） 

☐有 無 
MIR604 生物多様性

影響評価書の概要 

1) 既知アレルゲンと相同性を有する蛋白質がある場合、その内容 

－ 
2) Cry34Ab1 蛋白質と Cry35Ab1 蛋白質は一体的に働くので（4114 生物多様性影響評価書の概要）、以降、 

これら蛋白質の機能について記述する場合には、「Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質」と記載する。 
* チョウ目害虫抵抗性、コウチュウ目害虫抵抗性、除草剤耐性、その他の機能名を記入 

 5 
③ 宿主の持つ代謝系を変化させる場合はその内容 

 

蛋白質名 
宿主代謝系 
への影響 * 

参照資料名 

改変 Cry1F 蛋白質 ☐有 無 4114 生物多様性影響評価書の概要 
Cry1Ab 蛋白質 ☐有 無 MON810 生物多様性影響評価書の概要 
Cry34Ab1 蛋白質 ☐有 無 4114 生物多様性影響評価書の概要 
Cry35Ab1 蛋白質 ☐有 無 4114 生物多様性影響評価書の概要 
改変 Cry3Aa2 蛋白質 ☐有 無 MIR604 生物多様性影響評価書の概要 
PAT 蛋白質 ☐有 無 4114 生物多様性影響評価書の概要 
改変 CP4 EPSPS 蛋白質 ☐有 無 NK603 生物多様性影響評価書の概要 
PMI 蛋白質 ☐有 無 MIR604 生物多様性影響評価書の概要 
* 特記事項がある場合、その内容 

－ 
 6 



 (2) ベクターに関する情報 
 
イ 名称及び由来 
ロ 特性 
① ベクターの塩基数及び塩基配列 5 
② 特定の機能を有する塩基配列がある場合は、その機能 
③ ベクターの感染性の有無及び感染性を有する場合はその宿主域に関する情報 

 
親系統名 参照資料名 
4114 4114 生物多様性影響評価書の概要 
MON810 MON810 生物多様性影響評価書の概要 
MIR604 MIR604 生物多様性影響評価書の概要 
NK603 NK603 生物多様性影響評価書の概要 

 
 10 
(3) 遺伝子組換え生物等の調製方法 

 
イ 宿主内に移入された核酸全体の構成 
ロ 宿主内に移入された核酸の移入方法 
ハ 遺伝子組換え生物等の育成の経過 15 
① 核酸が移入された細胞の選抜方法 
② 核酸の移入方法がアグロバクテリウム法の場合はアグロバクテリウムの菌体の残存

の有無 
 

親系統名 参照資料名 
4114 4114 生物多様性影響評価書の概要 
MON810 MON810 生物多様性影響評価書の概要 
MIR604 MIR604 生物多様性影響評価書の概要 
NK603 NK603 生物多様性影響評価書の概要 

 20 
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③ 核酸が移入された細胞から、移入された核酸の複製物の存在状態を確認した系統、隔

離ほ場試験に供した系統その他の生物多様性影響評価に必要な情報を収集するため

に用いられた系統までの育成の経過 
 
本スタック系統トウモロコシは、交雑育種法により、4114、MON810、MIR604 及5 

び NK603 を交配して作出された（本スタック系統トウモロコシの育成例の図：社外秘

情報につき非開示）。 
 

表 1 我が国における親系統及び本スタック系統トウモロコシの申請及び承認状況 
（平成 26 年 6 月現在） 10 

1) 食品衛生法（昭和 22 年法律第 233 号）。 
2) 飼料の安全性の確保及び品質の改善に関する法律（昭和 28 年法律第 35 号）。 
3) 遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律（平成 15 年

法律第 97 号）。 
4) 2013 年 12 月 2 日付け生物多様性影響評価検討会総合検討会にて審議。 15 

 
  

系統名 食  品 1) 飼  料 2) 環  境 3) 

4114 
申請 
☐承認 

2013 年 7 月 
申請 
☐承認 

2013 年 7 月 
申請 
☐承認 

2013 年 6 月 4) 

MON810 
☐申請 
承認 

2001 年 3 月 
☐申請 
承認 

2003 年 3 月 
☐申請 
承認 

2004 年 6 月 

MIR604 
☐申請 
承認 

2007 年 8 月 
☐申請 
承認 

2007 年 8 月 
☐申請 
承認 

2007 年 8 月 

NK603 
☐申請 
承認 

2001 年 3 月 
☐申請 
承認 

2003 年 3 月 
☐申請 
承認 

2004 年 11 月 

本ｽﾀｯｸ系統 
ﾄｳﾓﾛｺｼ 

（社外秘情報につき 
非開示） 

（社外秘情報につき 
非開示） 

申請 
☐承認 

2014 年 6 月 
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 (4) 細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 

 
① 移入された核酸の複製物が存在する場所 

 5 
 各親系統の形質はメンデルの法則に矛盾することなく伝達され、移入された核酸

の複製物は、トウモロコシ核ゲノム上に存在することが確認されている。 
 

② 移入された核酸の複製物のコピー数及び移入された核酸の複製物の複数世代におけ

る伝達の安定性 
 

各親系統に移入された核酸について、サザンブロット分析により、1 コピーの複

製物がトウモロコシ核ゲノムに挿入され、後代に安定して伝達されることが確認さ

れている。 
親系統名 参照資料名 
4114 4114 生物多様性影響評価書の概要 
MON810 MON810 生物多様性影響評価書の概要 
MIR604 MIR604 生物多様性影響評価書の概要 
NK603 NK603 生物多様性影響評価書の概要 

 10 
③ 染色体上に複数コピーが存在している場合は、それらが隣接しているか離れているか

の別 
 

― 
 

④ (6)の①において具体的に示される特性について、自然条件の下での個体間及び世代間15 
での発現の安定性 

 
親系統名 確認方法 
4114 ELISA 法による蛋白質の産生の確認。 
MON810 チョウ目害虫抵抗性の生物検定。 
MIR604 コウチュウ目害虫抵抗性の生物検定、ELISA 法による蛋白質

の産生の確認。 
NK603 除草剤グリホサート散布試験。 

 
  

 9 



 
⑤ ウイルスの感染その他の経路を経由して移入された核酸が野生動植物等に伝達され

るおそれのある場合は、当該伝達性の有無及び程度 
 

移入された核酸は伝達を可能とする配列を含まないため、ウイルスの感染その他

の経路を経由して野生動植物等に伝達されるおそれはない。 
親系統名 参照資料名 
4114 4114 生物多様性影響評価書の概要 
MON810 MON810 生物多様性影響評価書の概要 
MIR604 MIR604 生物多様性影響評価書の概要 
NK603 NK603 生物多様性影響評価書の概要 

 5 
 
(5) 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性 

 
本スタック系統トウモロコシの検出及び識別は、1 つの種子又は植物体を以下の

方法で分析することによって行う。 

親系統名 
当該情報 
の有無 

参照資料名 

4114 有 ☐無 4114 生物多様性影響評価書の概要 

MON810 有 ☐無 Quantitative PCR method for detection of maize 
event MON810 * 

MIR604 有 ☐無 Quantitative PCR method for detection of maize 
event MIR604 * 

NK603 有 ☐無 Quantitative PCR method for detection of maize 
event NK603 * 

* European Commission ウェブサイトに公開されているリアルタイム定量 PCR 法

による系統特異的検出方法（Joint Research Centre, 2014） 
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(6) 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 
 

① 移入された核酸の複製物の発現により付与された生理学的又は生態学的特性の具体

的な内容 
 5 

蛋白質名 親系統名 蛋白質の特性 
その他の 

機能 
宿主代謝系 
への影響 

参考資料名 

改変 Cry1F 
蛋白質 

4114 
チョウ目 
害虫抵抗性 

☐有 無 ☐有 無 
4114 生物多様性影

響評価書の概要 
Cry1Ab  
蛋白質 

MON810 
チョウ目 
害虫抵抗性 

☐有 無 ☐有 無 
MON810 生物多様

性影響評価書の概要 
Cry34Ab1 
蛋白質 

4114 
コウチュウ目 
害虫抵抗性 

☐有 無 ☐有 無 
4114 生物多様性影

響評価書の概要 
Cry35Ab1 
蛋白質 

4114 ☐有 無 ☐有 無 
4114 生物多様性影

響評価書の概要 
改変 Cry3Aa2 
蛋白質 

MIR604 
コウチュウ目 
害虫抵抗性 

☐有 無 ☐有 無 
MIR604 生物多様性

影響評価書の概要 
PAT  
蛋白質 

4114 
除草剤グルホシ

ネート耐性 
☐有 無 ☐有 無 

4114 生物多様性影

響評価書の概要 
改変 CP4 EPSPS
蛋白質 

NK603 
除草剤グリホサ

ート耐性 
☐有 無 ☐有 無 

NK603 生物多様性

影響評価書の概要 

PMI 
蛋白質 

MIR604 

マンノース 6-リ
ン酸とフルクト

ース 6-リン酸の

相互変換を触媒

（選抜マーカー） 

☐有 無 ☐有 無 
MIR604 生物多様性

影響評価書の概要 
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○それぞれの親系統由来の発現蛋白質（導入遺伝子）の機能的な相互作用の可能性について 

発現蛋白質 
（導入遺伝子） 

相互作用 
の可能性 

考  察 

害虫抵抗性蛋白質間 ☐有 無 

改変Cry1F蛋白質及びCry1Ab蛋白質はチョウ目

害虫に、Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質及び改変

Cry3Aa2 蛋白質はコウチュウ目害虫に殺虫効果を

示す（第一. 2. (1).ロ.②、6 ページ）。 
本スタック系統トウモロコシに産生される改変

Cry1F蛋白質、Cry1Ab蛋白質、Cry34Ab1/Cry35Ab1
蛋白質及び改変 Cry3Aa2 蛋白質は、標的害虫に対し

て特異的に作用し、独立して殺虫効果を示すと考え

られる。また、本スタック系統トウモロコシに産生

されるこれら害虫抵抗性蛋白質の殺虫効果の特異性

に関与する領域の構造に変化が生じているとは考え

難く、標的害虫に対する効果に変化はないと考えら

れる。このことから、本スタック系統トウモロコシ

において、各親系統が有する殺虫効果が相加的に高

まることはあり得るが、お互いの作用に影響を及ぼ

し合うことによる相乗効果や拮抗作用が生じるとは

考えにくい。 

除草剤耐性蛋白質間 ☐有 無 

PAT 蛋白質及び改変 CP4 EPSPS 蛋白質のいずれ

も酵素活性を有する。PAT 蛋白質の基質は L-グルホ

シネート、改変 CP4 EPSPS 蛋白質の基質はホスホ

エノールピルビン酸（PEP）及びシキミ酸-3-リン酸塩

（S3P）であり、各蛋白質の基質は異なる。しかも、

それぞれの基質と特異的に反応することが知られて

いる。また、関与する代謝経路も互いに独立してい

る（第一. 2. (1).ロ.③、6 ページ）。したがって、両蛋

白質が相互に作用して予期しない代謝物が生じるこ

とは考え難い。 

害虫抵抗性蛋白質と

除草剤耐性蛋白質間 
☐有 無 

害虫抵抗性蛋白質と除草剤耐性蛋白質の作用機作

は独立していることから、相互に影響を及ぼすこと

は考え難い。 
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発現蛋白質

（導入遺伝子）

相互作用

の可能性
考  察

PMI蛋白質と害虫抵

抗性蛋白質及び除草

剤耐性蛋白質間

☐有 無

MIR604 の選抜マーカーである PMI 蛋白質は、酵

素活性を有するが、基質であるマンノース 6-リン酸

及びフルクトース 6-リン酸と特異的に反応する（第

一. 2. (1).ロ.③、6 ページ）。また、害虫抵抗性蛋白質

及び除草剤耐性蛋白質とPMI蛋白質の作用機作は独

立していることから、相互に影響を及ぼすことは考

え難い。

親系統の範囲を超え

た新たな特性が付

与される可能性

☐有 無

考  察

移入されている核酸の発現により産生される蛋白

質の相互作用により、親系統の範囲を超えた新たな

特性が付与される可能性は考え難い。

 13 



 
② 以下に掲げる生理学的又は生態学的特性について、遺伝子組換え農作物と宿主の属す

る分類学上の種との間の相違の有無及び相違がある場合はその程度 
 

各親系統の生物多様性影響評価は終了しており、下記 a~g の生理学的又は生態学

的特性の観点から評価した結果、各親系統はいずれも宿主の属する分類学上の種で

あるトウモロコシの範囲にあると判断されている。 

 5 
a. 形態及び生育の特性 
b. 生育初期における低温耐性 
c. 成体の越冬性 
d. 花粉の稔性及びサイズ 
e. 種子の生産性、脱粒性、休眠性及び発芽率 10 
f. 交雑性 
g. 有害物質の産生性 

 

親系統名 
当該情報 
の有無 

参照資料名 

4114 有 ☐無 4114 生物多様性影響評価書の概要 
MON810 有 ☐無 MON810 生物多様性影響評価書の概要 
MIR604 有 ☐無 MIR604 生物多様性影響評価書の概要 
NK603 有 ☐無 NK603 生物多様性影響評価書の概要 
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3 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報 
 
(1) 使用等の内容 

 
該当内容 

☐ 隔離ほ場における栽培、保管、運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為 

 
食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬及び廃棄並び

にこれらに付随する行為。 

☐ 
食用又は飼料用に供するための使用、加工、保管、運搬及び廃棄並びにこれ

らに付随する行為。 
 5 
(2) 使用等の方法 

 
― 

 
(3) 承認を受けようとする者による第一種使用等の開始後における情報収集の方法 

 10 
― 

 
(4) 生物多様性影響が生ずるおそれのある場合における生物多様性影響を防止するための

措置 
 

緊急措置計画書を参照。 
 15 

(5) 実験室等での使用等又は第一種使用等が予定されている環境と類似の環境での使用等

の結果 
 

― 
 

  20 
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(6) 国外における使用等に関する情報 
 
各親系統及び本スタック系統トウモロコシの国外における申請及び承認状況は、

表 2（16 ページ）のとおりである。 
 5 

表 2 国外における親系統及び本スタック系統トウモロコシの申請及び承認状況 
（平成 26 年 6 月現在） 

申請先 
 
系統名 

米国農務省 
（USDA） 

米国食品医薬品庁

（FDA） 
米国環境保護庁 

（EPA） 
カナダ食品検査庁 

（CFIA） 
無規制栽培 食品、飼料 環境 環境、飼料 

4114 
☐申請 
承認 2013 年 ☐申請 

確認 2013 年 ☐申請 
承認 

2013 年 ☐申請 
承認 2013 年 

MON810 
☐申請 
承認 1996 年 ☐申請 

確認 1996 年 ☐申請 
承認 

1995 年 ☐申請 
承認 1997 年 

MIR604 
☐申請 
承認 2007 年 ☐申請 

確認 2007 年 ☐申請 
承認 

2006 年 ☐申請 
承認 2007 年 

NK603 
☐申請 
承認 2000 年 ☐申請 

確認 2000 年 ☐申請 
承認 

2000 年 ☐申請 
承認 2001 年 

本ｽﾀｯｸ系統 
ﾄｳﾓﾛｺｼ － 2013 年届出済 ☐申請 

承認 
2013 年 ☐申請 

承認 2013 年 

申請先 
 
 
系統名 

カナダ保健省 
（HC） 

欧州食品安全機関

（EFSA） 

ｵｰｽﾄﾗﾘｱ･ﾆｭｰｼﾞｰﾗﾝﾄﾞ 
食品基準機関

（FSANZ） 

 

食品 食品、飼料（輸入） 食品（輸入） 

4114 
☐申請 
承認 2013 年 申請 

☐承認 

(社外秘情

報につき

非開示) 

申請 
☐承認 

(社外秘情

報につき

非開示) 

MON810 
☐申請 
承認 1997 年 ☐申請 

承認 1998 年 ☐申請 
承認 2000 年 

MIR604 
☐申請 
承認 2007 年 ☐申請 

承認 2009 年 ☐申請 
承認 2006 年 

NK603 
☐申請 
承認 2001 年 ☐申請 

承認 2004 年 ☐申請 
承認 2002 年 

本ｽﾀｯｸ系統 
ﾄｳﾓﾛｺｼ － 

(社外秘情報につき

非開示) 
(社外秘情報につき

非開示) 
－：承認済み系統から作出されたスタック系統については、新たな承認及び届出を必要としない。 
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第二 項目ごとの生物多様性影響の評価

本スタック系統トウモロコシは、交雑育種法により 4114、MON810、MIR604 及び

NK603 を交配して作出された。 

親系統に産生される害虫抵抗性蛋白質（改変 Cry1F 蛋白質、Cry1Ab 蛋白質、

Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質及び改変 Cry3Aa2 蛋白質）と比較し、本スタック系統トウ

モロコシに産生されるこれら害虫抵抗性蛋白質の殺虫効果の特異性に関与する領域に変

化が生じているとは考え難く、標的害虫に対する効果に変化はないと考えられる。加えて、

これら害虫抵抗性蛋白質は互いに独立して機能することから相互作用が生じることも考

え難い。また、これら害虫抵抗性蛋白質には酵素活性がないため、宿主の代謝系に影響を

及ぼすことは考え難い。

本スタック系統トウモロコシに産生される除草剤耐性蛋白質（PAT 蛋白質及び改変 CP4 
EPSPS 蛋白質）及び選抜マーカーである PMI 蛋白質は酵素活性を有するが、いずれも高

い基質特異性を有し、関連する代謝経路も互いに独立していることから、宿主の代謝系に

影響を及ぼしたり、予期しない代謝物が生じることは考え難い。

害虫抵抗性蛋白質、除草剤耐性蛋白質及び PMI 蛋白質は作用機作が独立しており、相

互に影響を及ぼすことは考え難い。

以上のことから、各親系統由来の蛋白質により親系統の範囲を超えた新たな特性が付

与される可能性は考え難く、本スタック系統トウモロコシについては、親系統が有する

形質を併せ持つこと以外に評価すべき形質の変化はないと考えられる。

したがって、本スタック系統トウモロコシの生物多様性影響の評価は各親系統の諸形質

を個別に調査した結果に基づいて実施した。以下の「1 競合における優位性」、「2 有害

物質の産生性」、「3 交雑性」の各項目について、資料 1～4（本概要書の 20 ページ）の

とおり、各親系統において第一種使用規程に従って使用した場合に生物多様性影響が生ず

るおそれはないと結論されている。このため、本スタック系統トウモロコシにより、競合

における優位性、有害物質の産生性及び交雑性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれ

はないと判断された。
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1 競合における優位性 

(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 
5 

(2) 影響の具体的内容の評価 

(3) 影響の生じやすさの評価 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 10 

2 有害物質の産生性 

(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 15 

(2) 影響の具体的内容の評価 

(3) 影響の生じやすさの評価 
20 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

3 交雑性 
25 

(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

(2) 影響の具体的内容の評価 

(3) 影響の生じやすさの評価 30 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

35 
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第三 生物多様性影響の総合的評価

親系統に産生される害虫抵抗性蛋白質（改変 Cry1F 蛋白質、Cry1Ab 蛋白質、

Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質及び改変 Cry3Aa2 蛋白質）と比較し、本スタック系統トウモ

ロコシに産生されるこれら害虫抵抗性蛋白質の殺虫効果の特異性に関与する領域に変化

が生じているとは考え難く、標的害虫に対する効果に変化はないと考えられる。加えて、

これら害虫抵抗性蛋白質は互いに独立して機能することから相互作用が生じることも考

え難い。また、これら害虫抵抗性蛋白質には酵素活性がないため、宿主の代謝系に影響を

及ぼすことはないと考えられる。

本スタック系統トウモロコシに産生される除草剤耐性蛋白質（PAT 蛋白質及び改変 CP4 
EPSPS 蛋白質）及び選抜マーカーである PMI 蛋白質は酵素活性を有するが、いずれも高

い基質特異性を有し、関連する代謝経路も互いに独立していることから、宿主の代謝系に

影響を及ぼしたり、予期しない代謝物が生じることは考え難い。

害虫抵抗性蛋白質、除草剤耐性蛋白質及び PMI 蛋白質は作用機作が独立しており、相

互に影響を及ぼすことは考え難い。

以上のことから、各親系統由来の蛋白質により親系統の範囲を超えた新たな特性が付

与される可能性は考え難く、本スタック系統トウモロコシについては、親系統が有する

形質を併せ持つこと以外に評価すべき形質の変化はないと考えられる。

したがって、各親系統の諸形質を個別に調査した結果に基づいて、本スタック系統トウ

モロコシの生物多様性影響の評価を実施した結果、本スタック系統トウモロコシ及び親系

統それぞれへの導入遺伝子の組合せを有するものであって当該トウモロコシから分離し

た後代のスタック系統トウモロコシを第一種使用規程に従って使用した場合に、我が国の

生物多様性に影響が生ずるおそれはないと総合的に判断した。
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第一種使用規程承認申請書 


 
 


平成 25 年 6 月 21 日 
 
農林水産大臣 林 芳正  殿 
環境大臣   石原 伸晃 殿 
 
 


氏名   
デュポン株式会社 
代表取締役社長 田中 能之 


      申請者 
住所   
東京都千代田区永田町二丁目11番1号 


                     
 


 
 第一種使用規程について承認を受けたいので、遺伝子組換え生物等の使用等の規制


による生物の多様性の確保に関する法律第 4 条第 2 項の規定により、次のとおり申請


します。 
 
 


遺伝子組換え生物等の 
種類の名称 


チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グル


ホシネート耐性トウモロコシ (改変 cry1F, cry34Ab1, 
cry35Ab1, pat, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis) (4114, 
OECD UI: DP-ØØ4114-3) 


遺伝子組換え生物等の 
第一種使用等の内容 


食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、


運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為 


遺伝子組換え生物等の 
第一種使用等の方法 ─ 
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生物多様性影響評価書の概要 
 
第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報 
 
1 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 
 5 


(１) 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 
 


① 和名、英名及び学名 
 
和名：トウモロコシ 10 
英名： corn, maize 
学名： Zea mays subsp. mays (L.) Iltis 


 
② 宿主の品種名又は系統名 


 15 
 宿主は、イネ科（Poaceae）トウモロコシ属（Zea）のトウモロコシ（Z. mays）
のデント種で、系統名は PHWWE である。 
 
③ 国内及び国外の自然環境における自生地域 
 20 
トウモロコシの原産地は、メキシコ、中米又は南米等と考えられている（OECD, 


2003）。また、トウモロコシの近縁種であるテオシントはメキシコ及びグァテマラ


に、同じくトウモロコシの近縁種である Tripsacum 属は米国、中米及び南米に自


生している（OECD, 2003）。 
我が国において、自然環境下でトウモロコシ、テオシント及び Tripsacum 属が25 


自生している地域は知られていない。 
 
 


(２) 使用等の歴史及び現状 
 30 


① 国内及び国外における第一種使用等の歴史 
 


トウモロコシは、9000 年前にメキシコ南部で栽培植物化したと考えられている。


その後、コロンブスの新大陸発見を機に、ヨーロッパ、世界へと伝播し、現在で


は広く栽培され、食品、飼料等として利用されている（OECD, 2003）。 35 
 
トウモロコシの栽培には、我が国においても長い栽培の歴史がある。我が国へ


は、天正年間（1580 年頃）にポルトガル人が伝えたのが最初であるとされており、


九州、四国及び本州で栽培されるようになった。明治時代に北海道開拓使によっ


て、デント種及びフリント種が米国より導入され、現在では北海道から九州まで40 
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広く栽培されている（戸澤, 2005）。 
 


② 主たる栽培地域、栽培方法、流通実態及び用途 
 


栽培地域： 5 
我が国における 2012 年の青刈りトウモロコシ（デント種又はフリント種）の栽


培面積は 9 万 2,600ha で、主な栽培地域は北海道である（農林水産省, 2013）。国


外では、主に温暖地域で栽培され（OECD, 2003）、主要生産国は、米国、中国及


びブラジルである（FAO, 2013）。 
 10 


栽培方法： 
米国を代表とする大規模な機械化された近代的方法から、古くから南米アンデ


ス高地等で行われている種子を手で播くような伝統的な方法まで、様々な方法で


栽培されている。我が国では、平均気温が 10～14℃に達する 4 月上中旬～5 月中


下旬に、栽植密度 6,500～9,000 株/10 アール、播種深度約 3cm で播種し、発芽後15 
に中耕、除草及び培土等の管理を行う。子実用トウモロコシは、水分含量が 15～
20%になった時期に収穫するのが望ましく（Iowa State University, 2010）、サイ


レージ用（青刈り）トウモロコシは、黄熟期に茎葉全体を収穫する（菊池, 1987）。 
 


流通実態： 20 
コメ、コムギとともに世界三大穀物の一つとされている。2011 年の世界総生産


量は約 8 億 8,350 万トンであり、最大の生産国は米国で、世界総生産量の 36%を


占めている（FAO, 2013）。デント種が生産の主流である（戸澤, 2005）。 
2012 年に我が国は約 1,490 万トンを輸入しており、その 75%にあたる約 1,110


万トンは米国からである（財務省, 2013）。 25 
 


用途： 
子実は主に飼料として利用され、食品、工業分野では、デンプン、コーングリ


ッツ、コーンオイル及びエタノールの原料として利用される。青刈りした茎葉は


飼料として利用される。なお、スイート種は生食用又は缶詰用に利用される（菊30 
池, 1987）。 


 
 


(３) 生理学的及び生態学的特性 
 35 


イ 基本的特性 
 
― 
 


ロ 生息又は生育可能な環境の条件 40 
 


トウモロコシの発芽最低温度は10～11℃、最適温度は33℃である（中村, 2001）。
トウモロコシは栽培植物化されるようになった後、自然環境で生存する能力を失
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った。種子が越冬し翌年に発芽することもあるが、植物体は自然環境中では定着


しない。成長点が地上に出た5～7葉期に6～8時間以上、0℃以下の外気にさらされ


ると生存できない。また、遅霜により葉やけを起こすが、致命的な損傷には至ら


ない。温帯域で、適度な湿度と霜の降りない日数等の条件が揃えば良く生育する


（OECD, 2003）。 5 
 


ハ 捕食性又は寄生性 
 
― 
 10 


ニ 繁殖又は増殖の様式 
 


① 種子の脱粒性、散布様式、休眠性及び寿命 
 


雌穂は苞皮で覆われているため、種子が自然に雌穂から脱粒し散布される可能15 
性は低く、種子の散布には人間の仲介が必要である（OECD, 2003）。また、種子


の休眠性は極めて低い（CFIA, 2013）。種子の寿命は、水分含量 12%、温度 10℃、


相対湿度 55%以下の条件で 6～8 年である（中村, 2001）。 
 


② 栄養繁殖の様式並びに自然条件において植物体を再生しうる組織又は器官か20 
らの出芽特性 
 


自然条件下で種子以外に植物体を再生しうる組織又は器官は知られていない。 
 


③ 自殖性、他殖性の程度、自家不和合性の有無、近縁野生種との交雑性及びア25 
ポミクシスを生ずる特性を有する場合はその程度 
 


典型的な風媒花で、他殖率は 95～99%である（千藤, 2001）。デント種及びフ


リント種は一般に自家不和合性を有しない（Kermicle, 1997）。交雑可能な近縁野


生種として、テオシント及び Tripsacum 属がある。テオシントはトウモロコシと30 
近接する場合、自然環境下で交雑する。Tripsacum 属はトウモロコシと非常に希


に交雑できるが、雑種は高い確率で生殖不能で、遺伝学的にも不安定である


（OECD, 2003）。なお、テオシント及び Tripsacum 属が我が国において自生する


ことは報告されていない。アポミクシスの特性を有するとの報告はない。 
 35 


④ 花粉の生産量、稔性、形状、媒介方法、飛散距離及び寿命 
  


一雄穂当たりの花粉の生産量は、約 1,800 万粒とされている（OECD, 2003）。
晴天の場合、午前 10 時～11 時頃に花粉の放出が最も盛んとなり、午後になると


激減する（菊池, 1987）。花粉の寿命は通常 10～30 分で、好適条件下では更に長40 
い（CFIA, 2013）。花粉は球形で、直径は約 90～100 μm である（Pleasants et al., 
2001）。受粉は主に風媒によって行われる（OECD, 2003）。 
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我が国において、トウモロコシほ場周辺のヒマワリ（Helianthus annuus）と


イヌホオズキ（Solanum nigrum）葉上に堆積する花粉量を測定した結果、ほ場端


から 1m で約 160 粒/cm2、5m で 20 粒/cm2、10m では 10 粒/cm2 以下であった


（Shirai and Takahashi, 2005）。北米における試験では、トウワタ（Asclepias 
syriaca）葉上に堆積した花粉密度は、ほ場端から 1m で 35.4 粒/cm2、2m で 14.25 
粒/cm2、3m で 5～20 粒/cm2、4～5m で 8.1 粒/cm2、10m は 1 粒/cm2 であった


（Hansen-Jesse and Obrycki, 2000 ; Pleasants et al., 2001）。また、交雑を防止


するために必要な隔離距離は、周囲の林や高層建築物等の遮蔽物の有無によって


異なり、200～400m とされている（千藤, 2001）。 
 10 


ホ 病原性 
 


 ― 
 


ヘ 有害物質の産生性 15 
 


トウモロコシにおいて、野生動植物等の生息又は生育に影響を及ぼすような有


害物質の産生は知られていない。 
 


ト その他の情報 20 
 


― 
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2 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 
 


(１) 供与核酸に関する情報 
 5 


イ 構成及び構成要素の由来 
 
チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グルホシネート耐性トウモ


ロコシ(改変 cry1F, cry34Ab1, cry35Ab1, pat, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis) 
(4114, OECD UI: DP-ØØ4114-3)（以下「本組換えトウモロコシ」という。）にお10 
ける供与核酸の構成及び構成要素の由来を表 1（7ページ）に示した。また、塩基


配列を添付資料 1（社外秘情報につき非開示）に示した。 
 


ロ 構成要素の機能 
 15 
① 目的遺伝子、発現調節領域、局在化シグナル、選抜マーカーその他の供与核


酸の構成要素それぞれの機能 
 


供与核酸の構成要素それぞれの機能を表 1（7ページ）に示した。 
 20 
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表 1 本組換えトウモロコシの作出に用いた供与核酸の構成並びにその構成要素の


由来及び機能 


構成要素 サイズ


（bp）  由 来 及 び 機 能 


Right Border（RB）  25 アグロバクテリウム（Agrobacterium tumefaciens）由来


のTiプラスミド（pTi）のT-DNA領域の右側境界領域。 


     
 


発
現
カ
セ
ッ
ト 


改
変c


ry
1
F 


遺
伝
子 


ubiZM1  
プロモーター 900  


トウモロコシ（Z. mays）由来のポリユビキチン遺伝子の


プロモーター領域 （Christensen et al., 1992）。植物体内


での構成的な発現を誘導する。 


ubiZM1 5’ UTR 83 トウモロコシ（Z. mays）由来のポリユビキチン遺伝子の5’ 
非翻訳領域（UTR）（Christensen et al., 1992）。 


ubiZM1  
イントロン 1,010 トウモロコシ（Z. mays）由来のポリユビキチン遺伝子の


イントロン領域（Christensen et al., 1992）。 


改変cry1F  1,818  


Bacillus thuringiensis var. aizawai由来の改変Cry1F蛋
白質をコードする遺伝子。植物における発現を高めるため塩


基配列が改変され、また、コードする蛋白質の604番目のア


ミノ酸がフェニルアラニンからロイシンに置換されている


（USDA, 2000）。  


ORF25  
ターミネーター 714  


アグロバクテリウム（A.tumefaciens）由来のpTi15955の
ターミネーター領域（Barker et al., 1983）。 転写を停止す


る。 


 
  


 
 


 
 


発
現
カ
セ
ッ
ト 


c
ry
3
4
A
b
1 


遺
伝
子 


ubiZM1  
プロモーター 900  


トウモロコシ（Z. mays）由来のポリユビキチン遺伝子の


プロモーター領域（Christensen et al., 1992）。植物体内で


の構成的な発現を誘導する。 


ubiZM1 5’ UTR 83 トウモロコシ（Z. mays）由来のポリユビキチン遺伝子の5’ 
非翻訳領域（UTR）（Christensen et al., 1992）。 


ubiZM1  
イントロン 1,010 トウモロコシ（Z. mays）由来のポリユビキチン遺伝子の


イントロン領域（Christensen et al., 1992）。 


cry34Ab1  372  
B. thuringiensis PS149B1株由来のCry34Ab1蛋白質をコ


ードする遺伝子（Moellenbeck et al., 2001; Ellis et al., 
2002; Herman et al., 2002）。 


pin II  
ターミネーター


310  
ジャガイモ（Solanum tuberosum）由来のプロテイナー


ゼインヒビターII遺伝子のターミネーター領域（Keil et al., 
1986; An et al., 1989）。転写を停止する。 


 
 
 
 
 


発
現
カ
セ
ッ
ト 


c
ry
3
5
A
b
1 


遺
伝
子 


TA Peroxidase 
プロモーター 1,298  


コムギ（Triticum aestivum）由来のペルオキシダーゼプ


ロモーター領域（Hertig et al., 1991）。植物体内での構成


的な発現を誘導する。 


cry35Ab1  1,152  
B. thuringiensis PS149B1株由来のCry35Ab1蛋白質をコ


ードする遺伝子（Moellenbeck et al., 2001; Ellis et al., 
2002; Herman et al., 2002）。 


pin II  
ターミネーター


310  
ジャガイモ（S. tuberosum）由来のプロテイナーゼインヒ


ビターII遺伝子のターミネーター領域（Keil et al., 1986; An 
et al., 1989）。転写を停止する。 


 
5 







8 


 
表 1 本組換えトウモロコシの作出に用いた供与核酸の構成並びにその構成要素の


由来及び機能（続き） 


構成要素 サイズ


（bp）  由 来 及 び 機 能 


 
 


発
現
カ
セ
ッ
ト 


p
a
t 


遺
伝
子 


CaMV 35S  
プロモーター 530  


カリフラワーモザイクウイルス由来の35Sプロモーター


領域（Franck et al., 1980; Odell et al., 1985; Pietrzak et 
al., 1986）。植物体内での構成的な発現を誘導する。 


pat  552  Streptomyces viridochromogenes由来のPAT蛋白質をコ


ードする遺伝子。 


CaMV 35S  
ターミネーター


192  
カリフラワーモザイクウイルス由来の35Sターミネータ


ー領域（Franck et al., 1980; Pietrzak et al., 1986）。転写


を停止する。 


Left Border（LB） 25 アグロバクテリウム（A.tumefaciens）由来のpTiのT-DNA
領域の左側境界領域。 


 
② 目的遺伝子及び選抜マーカーの発現により産生される蛋白質の機能及び当該5 


蛋白質がアレルギー性を有することが明らかとなっている蛋白質と相同性を


有する場合はその旨 
 


a 目的遺伝子の発現により産生される蛋白質の機能 
 10 


Bt 蛋白質 
  改変 Cry1F 蛋白質、Cry34Ab1 蛋白質及び Cry35Ab1 蛋白質を含む殺虫性結晶


蛋白質（Bt 蛋白質）は、一般にチョウ目及びコウチュウ目等の害虫の中腸細胞で


特異的な受容体に結合して細胞に小孔を形成し、中腸細胞を破壊することで殺虫


活性を示す（Schnepf et al., 1998）。Bt 蛋白質は、殺虫対象の昆虫相に特異性を15 
有する（白井, 2003）。 


  なお、Cry34Ab1 蛋白質及び Cry35Ab1 蛋白質の機能について記述する場合に


は、以降、「Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質」と表記する。 
 


改変 Cry1F 蛋白質： 20 
改変 cry1F 遺伝子は、改変 Cry1F 蛋白質（アミノ酸配列：USDA, 2012）をコ


ードする。改変 cry1F 遺伝子は、植物体内での発現を高めるため、Bacillus 
thuringiensis 由来の遺伝子の GC 含量を高めたものである。また、制限酵素切


断部位Xho Iを追加するために塩基配列を改変したため、コードする蛋白質の604
番目のアミノ酸がフェニルアラニンからロイシンに置き換わった（USDA, 2000）。25 
本蛋白質は、チョウ目害虫であるヨーロッパアワノメイガ（European corn 
borer：Ostrinia nubilalis）等を標的とする。ヨーロッパアワノメイガに対する本


蛋白質の LC50値（半数致死濃度）は 0.58 μg/g であった（添付資料 2；社外秘情


報につき非開示）。 
 30 
他の Bt 蛋白質と同様、改変 Cry1F 蛋白質の殺虫効果も特異性が高く、標的と
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するヨーロッパアワノメイガ等のチョウ目害虫にのみ効果を示す。実際に、コウ


チュウ目、ハチ目、アミメカゲロウ目及びトビムシ目等の昆虫に対する殺虫活性、


並びに哺乳類、鳥類、魚類等の非標的生物に対する毒性を示さない（EPA, 2010a）。 
 


Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質：  5 
cry34Ab1/cry35Ab1 遺伝子は、Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質（アミノ酸配列：


USDA, 2012）をコードする。これら蛋白質は、コウチュウ目害虫であるノーザ


ンコーンルートワーム（Northern corn rootworm: Diabrotica barberi）及びウエ


スタンコーンルートワーム（Western corn rootworm: D. virgifera virgifera）等


を標的とする。Cry34Ab1 蛋白質は、コーンルートワームに対して殺虫活性を有10 
するが、Cry35Ab1 蛋白質は、単独では殺虫活性を示さない。両者を同時に作用


させた場合の殺虫活性は、Cry34Ab1 蛋白質単独の場合に比べ最大で約 8 倍であ


る（Herman et al., 2002）。ノーザンコーンルートワーム及びウエスタンコーン


ルートワームに対する LC50 値は、それぞれ 5.56 μg/cm2 及び 44.5 μg/cm2


（Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質合計）であった（添付資料 3；社外秘情報につき非15 
開示）。 


 
他のBt蛋白質と同様、Cry34Ab1/Cry35Ab1蛋白質の殺虫効果は特異性が高く、


標的とするコーンルートワーム等のコウチュウ目害虫にのみ効果を示す。実際に、


チョウ目、ハチ目、アミメカゲロウ目及びカメムシ目等の昆虫に対する殺虫活性、20 
並びに哺乳類、鳥類、魚類等の非標的生物に対する毒性を示さない（EPA, 2010b）。 
 


PAT 蛋白質 
pat 遺伝子は、PAT 蛋白質（アミノ酸配列：USDA, 2012）をコードする。 
除草剤グルホシネートは、その活性成分である L-グルホシネートによりグルタ25 


ミン合成酵素活性を阻害するため、基質であるアンモニアが植物体内に蓄積し植


物は枯死する。PAT 蛋白質は、L-グルホシネートの遊離アミノ基をアセチル化し、


N-アセチル- L-グルホシネートに変え無毒化することで、植物体にグルホシネート


に対する耐性を付与する（OECD, 2002）。 
 30 


b アレルギー性を有することが明らかとなっている蛋白質との相同性 
 
ネブラスカ大学 Food Allergy Research and Resource Program（FARRP）の既


知アレルゲンデータベース（Release 13‐2013 年 2 月版）を用いて、アミノ酸配


列相同性検索を行った1)。その結果、改変 Cry1F 蛋白質、Cry34Ab1 蛋白質、35 
Cry35Ab1 蛋白質及び PAT 蛋白質と相同性を示す既知及び推定アレルゲンは認め


られなかった（添付資料 4、5 及び 6；社外秘情報につき非開示）。 


                                            
1) 改変 Cry1F 蛋白質、Cry34Ab1 蛋白質及び Cry35Ab1 蛋白質：2013 年 3 月検索。 
 PAT 蛋白質：2013 年 2 月検索。 
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③ 宿主の持つ代謝系を変化させる場合はその内容 


 
Bt 蛋白質 


改変 Cry1F 蛋白質及び Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質はいずれも Bt 蛋白質であ5 
る。Bt 蛋白質は、標的昆虫の中腸細胞にある特異的な受容体に結合して細胞に小


孔を形成し、中腸細胞を破壊することにより殺虫活性を示すと考えられているが


（OECD, 2007; Schnepf et al., 1998）、酵素活性を有するとの報告はない。 
 
PAT 蛋白質 10 


PAT 蛋白質は基質特異性を有し、除草剤グルホシネートの活性成分である L-グ
ルホシネートの遊離アミノ基をアセチル化する反応を触媒するが、他のアミノ酸や


D-グルホシネートを基質としない（OECD, 1999）。 
 
以上より、これら蛋白質が宿主の持つ代謝系を変化させる可能性は低い。 15 
 


 
 (２) ベクターに関する情報 
 
イ 名称及び由来 20 
 
本組換えトウモロコシの作出に用いたベクターはプラスミド PHP27118 であり


（図 1、12ページ）、アグロバクテリウム（Agrobacterium tumefaciens） LBA4404
株由来のプラスミド pSB1（Komari et al., 1996）から作製された。 


 25 
ロ 特性 


 
①  ベクターの塩基数及び塩基配列 
 
プラスミド PHP27118 の塩基数は 54,910 bp であり、T-DNA 領域塩基数は30 


11,978 bp で、その塩基配列は添付資料 1（社外秘情報につき非開示）に示したと


おりである。 
 
② 特定の機能を有する塩基配列がある場合は、その機能 


 35 
プラスミド PHP27118 の外側骨格領域には、選抜マーカーとして抗生物質スペ


クチノマイシン耐性（spc）遺伝子及びテトラサイクリン耐性（tetA）遺伝子が含


まれる。これら遺伝子は、微生物中でベクターを増殖させる際、形質転換プラス


ミドを含む微生物を選抜するために必要なマーカーとして機能する。しかしなが


ら、これら抗生物質耐性遺伝子は、宿主に導入される T-DNA 領域ではなく、外側40 
骨格領域に存在するため、宿主には導入されない。実際、抗生物質耐性遺伝子を


含む外側骨格領域が導入されていないことをサザンブロット分析により確認して


いる（添付資料 7；社外秘情報につき非開示）。 
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③ ベクターの感染性の有無及び感染性を有する場合はその宿主域に関する情報 


 
宿主に導入される T-DNA 領域に感染を可能とする配列は含まれておらず、感染


性はない。 5 
 
 


(３) 遺伝子組換え生物等の調製方法 
 


イ 宿主内に移入された核酸全体の構成 10 
 
本組換えトウモロコシの作出に用いた供与核酸の構成及び制限酵素による切断


部位を図 1（12ページ）に示した。 
   


15 
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PHP27118
54910 bp


virC1


virC2
virG


virB


cry1F


cry34Ab1


cry35Ab1


pat


spc


tetR
tetA


trf Actl


ubiZM1 Intron


Right Border


Left Border


ubiZM1 Promoter


TA Peroxidase Promoter


CaMV 35S Promoter


colE1 ori


Col E1 ori


oriV


ORF25 Terminator


pinII Terminator


CaMV 35S Terminator


ubiZM1 5’UTR


cos


cos


HindIII (78)


Hin dIII (3969)


HindIII (11738)


HindIII (36877)


HindIII (47940)


HindIII (48849)


Hin dIII (49970)


HindIII (51485)


Bcl I (2546)


Bcl I (12212)


Bcl I (18243)


Bcl I (19795)


Bcl I (38557)


Bcl I (40721)


Bcl I (43315)


Bcl I (44899)


Bcl I (47667)


Bcl I (48038)


Bcl I (50460)


ubiZM1 Promoter


ubiZM1 5’UTR


ubiZM1 Intron


pinII Terminator


Bcl I (13742)


oriT


2
3


4


5


 


cry1F


cry34Ab1


cry35Ab1


pat
ubiZM1 Intron


ubiZM1 Intron


Right Border Left Border


ubiZM1 Promoter


ubiZM1 Promoter


TA Peroxidase Promoter


CaMV 35S Promoter


ORF25 Terminator pinII Terminator


CaMV 35S Terminator
ubiZM1 5’UTR


ubiZM1 5’UTR


Bcl I


Hind III


Hind III 


Hind III 


pinII Terminator


PHP27118 T-DNA  
 


上図：プラスミド PHP27118。 5 
下図：本組換えトウモロコシにおける挿入 DNA の模式図。 


点線はトウモロコシの染色体 DNA を示す。 
 
図 1 プラスミド PHP27118 における供与核酸の構成及び制限酵素による切断部位 


, 


改変 cry1F 


cry34Ab1 


cry35Ab1 


改変
cry1F


cry34Ab1 


cry35Ab1 T-DNA
領域


11,978 bp
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ロ 宿主内に移入された核酸の移入方法 


 
宿主内への核酸の移入には、アグロバクテリウム法を用いた。 
 5 


ハ 遺伝子組換え生物等の育成の経過 
 


①  核酸が移入された細胞の選抜方法 
 


核酸が移入された細胞は、除草剤ビアラホスを添加した培地で胚を生育させる10 
ことにより選抜した。なお、PAT 蛋白質を産生する細胞の選抜には除草剤ビアラ


ホス及びグルホシネートのいずれも利用可能であるが、除草剤ビアラホスは、よ


り効果的に目的とする細胞を選抜することができる（Dennehey et al., 1994）。 
 
② 核酸の移入方法がアグロバクテリウム法の場合はアグロバクテリウムの菌体15 


の残存の有無 
 
培地にカルベニシリンを添加し、アグロバクテリウムを除去した。さらに、プ


ラスミドPHP27118の外側骨格領域は本組換えトウモロコシのゲノムには導入さ


れていないことが確認されており（添付資料 7；社外秘情報につき非開示）、ア20 
グロバクテリウムの菌体の残存はないと考えられる。 


 
③ 核酸が移入された細胞から、移入された核酸の複製物の存在状態を確認した


系統、隔離ほ場試験に供した系統その他の生物多様性影響評価に必要な情報


を収集するために用いられた系統までの育成の経過 25 
 


本組換えトウモロコシの育成経過は図 2（13ページ；社外秘情報につき非開示）


のとおりである。なお、承認対象の範囲は、T1 世代以降である。 
 


 30 
 


(社外秘情報につき非開示) 
 


図 2 本組換えトウモロコシの育成経過 
 35 
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  (４) 細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 
 


①  移入された核酸の複製物が存在する場所 
 5 
移入した核酸は、植物染色体に取り込まれると、メンデルの法則に従い分離す


る。各導入遺伝子の分離比を検討するため、2010 年、米国アイオワ州の温室で本


組換えトウモロコシの F1*1、BC2F1*1、BC3F1*1、BC2F1*2及び BC3F1*2世代


（図 2、13ページ；社外秘情報につき非開示）を栽培した（添付資料 8；社外秘


情報につき非開示）。2 葉期の葉からゲノム DNA を抽出し、改変 cry1F 遺伝子、10 
cry34Ab1 遺伝子、cry35Ab1 遺伝子及び pat 遺伝子の遺伝子特異的プライマーご


とに PCR 分析を行った。 
 
その結果、いずれのプライマーにおいても、遺伝子が導入されている個体（陽


性個体）と遺伝子が導入されていない個体（陰性個体）の数が一致し、導入遺伝15 
子が共分離していた。 
全プライマーにおける結果を一括して表 2（14ページ）に記載した。F1*1、


BC2F1*1、BC3F1*1及び BC2F1*2世代の分離比は、期待される分離比 1：1 に適


合した。BC3F1*2世代の 99 個体（サンプル A）では統計学的有意差（P<0.05）
が認められたため、更に 96 個体（サンプル B）及び別ロットの 73 個体（サンプ20 
ル C）について 2011 年に調べた。その結果、サンプル B 及びサンプル C のいず


れにも統計学的有意差（P<0.05）は認められなかったため、サンプル A で認めら


れた有意差は、採取サンプル中に偶発的に陰性個体が多く含まれたために生じた


と考えられた。 
 25 
以上のように、各導入遺伝子はメンデルの法則に矛盾することなく伝達され、


移入された核酸の複製物は、トウモロコシ染色体上に存在することが確認された。 
 


表 2 PCR 分析を指標とした導入遺伝子の分離比 


世 代 個体数
期待値 1) 分析結果 2) 


P 値 
陽性 陰性 陽性 陰性


F1*1 98 49 49 52 46 0.545 
BC2F1*1 100 50 50 48 52 0.689 
BC3F1*1 100 50 50 47 53 0.549 
BC2F1*2 100 50 50 53 47 0.549 
BC3F1*2       
サンプル A 3) 99 49.5 49.5 38 61 0.0208 4) 
サンプル B 3) 96 48 48 49 47 0.838 
サンプル C 5) 73 36.5 36.5 39 34 0.558 


統計解析：カイ二乗検定。 30 
1) 期待される分離比は 1:1。 
2) 陽性個体は 4 種の全プライマーにおいて陽性、陰性個体は全プライマーにおいて陰性。 
3) ロット番号 C10T-31399377。 
4) 統計学的有意差（P<0.05）あり。 
5) ロット番号 C11T-39367876。 35 
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② 移入された核酸の複製物のコピー数及び移入された核酸の複製物の複数世代


における伝達の安定性 
 


本組換えトウモロコシの T1、F1*1、BC3F1*1、BC2F1*2、T2 及び BC3F1*35 
世代（図 2、13ページ；社外秘情報につき非開示）の葉を用いたサザンブロット


分析の結果、各遺伝子発現カセットが 1 コピー移入され、複数世代に安定して伝


達されていることが確認された（添付資料 7 及び 9；社外秘情報につき非開示）。 


 
③ 染色体上に複数コピーが存在している場合は、それらが隣接しているか離れ10 


ているかの別 
 
― 


 
④ (6)の①において具体的に示される特性について、自然条件の下での個体間15 


及び世代間での発現の安定性 
 
2010 年に米国アイオワ州の温室で栽培した本組換えトウモロコシ BC3F1*1 世


代（図 2、13ページ；社外秘情報につき非開示）の 9 葉期の葉、2010 年に北米 5
ヵ所（米国アイオワ州 2 ヵ所、イリノイ州、ネブラスカ州及びカナダ・オンタリ20 
オ州各 1 ヵ所）のほ場で栽培した F1*5世代（図 2、13ページ；社外秘情報につき


非開示）の 9 葉期の葉、根及び絹糸抽出期の花粉を用い、ELISA 法による分析を


行った（添付資料 10 及び 11；社外秘情報につき非開示）。その結果、いずれの個


体にも改変 Cry1F 蛋白質、Cry34Ab1 蛋白質、Cry35Ab1 蛋白質及び PAT 蛋白質


の全てが産生されていることが認められ、発現の安定性が確認された（表 3、1525 
ページ）。 


 
表 3 各蛋白質の産生量 


平均値（最小値－最大値）（ng / mg 乾物重） 


世 代 組織 改変 Cry1F
蛋白質 


Cry34Ab1
蛋白質 


Cry35Ab1 
蛋白質 


PAT 
蛋白質 


BC3F1*1  1) 葉 10 
(9 - 11) 


31 
(26 - 35) 


22 
(20 - 23) 


14 
(14 - 14 ) 


 葉 9.7 
(5.3 - 14) 


26 
(22 - 31) 


33 
(28 - 39) 


9.8 
(4.8 - 15) 


F1*5  2) 根 5.0 
(1.3 - 7.5) 


21 
(13 - 28) 


13 
(7.8 - 19) 


0.65 
(0.39 - 0.90)


 花粉 35 
（19 - 49）


9.2 
（4.7 - 16）


0.34 
（<0.32 3) - 0.53）


<0.28 3) 
（<0.28 3)）


1) 本組換えトウモロコシ（陽性個体）n = 2。 30 
2) 本組換えトウモロコシ（陽性個体）n = 20。 
3) 定量下限値未満。 
 
 


35 
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⑤ ウイルスの感染その他の経路を経由して移入された核酸が野生動植物等に伝


達されるおそれのある場合は、当該伝達性の有無及び程度 
 


移入された核酸は伝達を可能とする配列を含まないため、ウイルスの感染その5 
他の経路を経由して野生動植物等に伝達されるおそれはない。 


 
 


(５) 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性 
 10 


検出及び識別の方法： 
以下のプライマー対を用いるリアルタイム定量 PCR 分析（添付資料 12；社外


秘情報につき非開示）。 
・本組換えトウモロコシ特異的プライマー対：挿入遺伝子及びその 5’側トウモ


ロコシの境界領域を増幅（添付資料 12 の 49 ページ Table 1；社外秘情報に15 
つき非開示） 


・内在性遺伝子プライマー対（対照）：トウモロコシ内在性 hmgA 遺伝子を増幅


（添付資料 12 の 44 ページ Table 3；社外秘情報につき非開示） 
特異的プライマー対を用いた場合の増幅産物のサイズは 90 bp、内在性遺伝子


プライマー対の場合、79 bp。 20 
非組換えトウモロコシ及び本組換えトウモロコシのいずれも、内在性遺伝子プ


ライマー対により増幅産物が確認される。これに対し、特異的プライマー対の場


合は、本組換えトウモロコシのみに増幅産物が確認される。したがって、両プラ


イマー対を用いることにより本組換えトウモロコシを識別することができる。 
 25 


感度（本組換えトウモロコシゲノム DNA  / トウモロコシゲノム DNA ×100）： 
・定量限界：0.08 % 
・検出限界：0.04 % 
 


信頼性： 30 
本組換えトウモロコシを用いた 2 施設（ドイツ Eurofins GeneScan GmbH 及


び米国 Pioneer Hi-Bred International, Inc.）での分析により、再現性が認められ


た（添付資料 12 の 51～72 ページ；社外秘情報につき非開示）。 
 
 35 


(６) 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 
 


① 移入された核酸の複製物の発現により付与された生理学的又は生態学的特性


の具体的な内容 
 40 
本組換えトウモロコシに付与された特性は、改変 cry1F 遺伝子によるチョウ目


害虫抵抗性、cry34Ab1/cry35Ab1 遺伝子によるコウチュウ目害虫抵抗性及び pat
遺伝子による除草剤グルホシネート耐性である。 
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チョウ目害虫抵抗性については、2008 年に米国ネブラスカ州のほ場で F1*6 及


び F1*7世代（図 2、13ページ；社外秘情報につき非開示）を栽培し、ヨーロッパ


アワノメイガによる葉の食害を調査した。コウチュウ目害虫抵抗性については、


2008 年に米国ミネソタ州のほ場で F1*6及び F1*7世代（図 2、13ページ；社外秘


情報につき非開示）を栽培し、ウエスタンコーンルートワームによる根の食害程5 
度を調査した。除草剤グルホシネート耐性については、2010 年に米国アイオワ州


の温室で BC3F1*1 世代（図 2、13ページ；社外秘情報につき非開示）を栽培し、


除草剤散布後の耐性を調査した（添付資料 13；社外秘情報につき非開示）。 
その結果、本組換えトウモロコシがこれら特性を有することが確認された（表 4、


17ページ）。 10 
 


表 4 本組換えトウモロコシに付与された特性の調査結果 


調 査 項 目 非組換え 
トウモロコシ 


本組換え 
トウモロコシ 


ヨーロッパアワノメイガ（チョウ目）に


対する抵抗性 1) 
[ 平均値（最小値－最大値）]


4.4  
(3.0 - 6.0) 


9.0 
(9.0 - 9.0)  


ウエスタンコーンルートワーム 
（コウチュウ目）による根の食害程度 2)


[ 平均値（最小値－最大値）]


1.1  
(0.3 - 2.7) 


0.1  
(0.0 - 0.6) 


除草剤グルホシネート耐性 3) 


[ 耐性個体数 / 供試個体数 ] 0 / 194 47 / 47 


1) 本組換えトウモロコシ（陽性個体）n=48、非組換えトウモロコシ n=48。 
試験条件：5 葉期にヨーロッパアワノメイガ幼虫を 1 株当たり計 300 匹接種。1 反復 1 世代


につき 8 株、3 反復。 15 
評価基準：接種の約 3 週間後に葉の食害を、1（ほとんどの葉に 2.5cm 以上の食害あり）～


9（食害なし又は数枚の葉に針穴程度の食害）の基準で目視判定（添付資料 13
の 4 ページ Table1 参照（社外秘情報につき非開示）; Guthrie et al., 1960）。 


2) 本組換えトウモロコシ（陽性個体）n=30、非組換えトウモロコシ n=30。 
試験条件：2 葉期にウエスタンコーンルートワームの卵を 1 株当たり約 1,000 個接種。1 反20 


復 1 世代につき 5 株、3 反復。 
評価基準：水熟期（子実が白色で膨れた状態の時期）に根を目視判定。各節ごとに、根の


総数及び食害を受けた根数を数え、食害スコア（食害を受けた根数 / 根の総数）


を算出。食害により長さが約 5 cm 未満になった根を、食害を受けた根とした。


複数の節において食害を受けている場合は、それぞれのスコアを加算。食害な25 
しの場合のスコアは 0.00 となり、1、2 又は 3 つ以上の節の全ての根が食害を受


けている場合、それぞれスコアは 1.00、2.00 及び 3.00（上限）となる（添付資


料 13 の 5 ページ Table2 参照（社外秘情報につき非開示）; Oleson et al., 2005）。 
3) 本組換えトウモロコシ（陽性個体）n=47、非組換えトウモロコシ n=194。 


評価基準：播種 13 日後に除草剤グルホシネート 0.45 kg active ingredient (活性主成分: 30 
a.i.)/ha（通常量）を散布、散布 7 日後に耐性の有無を目視判定。 
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② 以下に掲げる生理学的又は生態学的特性について、遺伝子組換え農作物と宿


主の属する分類学上の種との間の相違の有無及び相違がある場合はその程度 
 
次の a～g の項目を指標として、本組換えトウモロコシと宿主の属する分類学上5 


の種との間の相違が認められるか検討するため、2011～2012 年、デュポン株式会


社 宇都宮事業所 隔離ほ場で調査を行った（添付資料 14；社外秘情報につき非開


示）。本組換えトウモロコシとして F1*5世代（図 2、13ページ；社外秘情報につ


き非開示）を、非組換えトウモロコシとして本組換えトウモロコシと同様の遺伝


的背景を有する PHNAR×PHTFE 系統を用いた。 10 
 


a 形態及び生育の特性 
 


発芽率、発芽揃い日、雄穂の抽出期、絹糸の抽出期、葉の着生角度2)、分げつ数、


雌穂の数、着雌穂高、稈長（雄穂の穂首までの長さ）、地上部重、雌穂の長さ、雌15 
穂の直径、粒質及び粒の色について調査した（添付資料 14 の 9～11 ページ；社外


秘情報につき非開示）。 
その結果、発芽揃い日は非組換えトウモロコシより 1 日早かった。また、稈長


に非組換えトウモロコシとの間で統計学的有意差（P<0.05）が認められたが、そ


の他の調査項目に本組換えトウモロコシと非組換えトウモロコシとの間で相違は20 
なかった（表 5、18ページ）。 


 
表 5 形態及び生育特性 


項 目 非組換えトウモロコシ 本組換えトウモロコシ P 値 
平均値 95%信頼区間 平均値 95%信頼区間 


発芽率 1) 98.6 － 99.3 － 0.6859 
発芽揃い日 5 月 16 日 － 5 月 15 日 － － 
雄穂の抽出期 2) 7 月 16 日 － 7 月 16 日 － － 
絹糸の抽出期 2) 7 月 16 日 － 7 月 16 日 － － 
葉の着生角度 2) 3.1 － 3.1 － － 
分げつ数 2) 0.9 0.3 - 1.5 0.9 0.3 - 1.5 0.9295 
雌穂の数 3) 1.7 － 1.8 － 0.5850 
着雌穂高（cm）2) 142.7 134.2 - 151.1 151.9 143.5 - 160.3 0.1040 
稈長（cm）2) 288.2 281.1 - 295.3 298.2 291.2 - 305.3 0.0493 4) 
地上部重（kg） 2) 1.728 1.639 - 1.817 1.687 1.598 - 1.777 0.4017 
雌穂の長さ（cm）2) 22.82 22.13 - 23.51 22.57 21.88 - 23.26 0.5406 
雌穂の直径（cm）2) 5.13 5.05 - 5.21 5.06 4.98 - 5.13 0.1405 
粒質 2) 中間 － 中間 － － 
粒の色 2) 黄白 － 黄白 － － 


1) 各系統計 288 粒播種。統計解析：フィッシャーの直接確率検定。 
2) 各系統計 32 株調査。統計解析：線形混合モデル。 25 
3) 各系統計 32 株調査。統計解析：フィッシャーの直接確率検定。 
4) 統計学的有意差（P<0.05）あり。 


                                            
2) 主茎に対する葉身の角度（3=±25°、5=±50°、7=±75°の 3 区分）。 
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b 生育初期における低温耐性 


    
2011 年 11 月 25 日に、各系統をポットに播種し、ビニールハウス内で 2 週間栽


培後（12 月 9 日；2 葉期）にポットを露地に移した。露地栽培 13 日後（12 月 225 
日）に観察した結果、本組換えトウモロコシ及び非組換えトウモロコシともに枯


死していた（添付資料 14 の 12 ページ；社外秘情報につき非開示）。 
 


c 成体の越冬性 
 10 
5 月に播種した本組換えトウモロコシ及び非組換えトウモロコシについて、成


熟後の 10 月 18 日に観察した結果、いずれも枯死していた（添付資料 14 の 9～11
ページ；社外秘情報につき非開示）。 


 
d 花粉の稔性及びサイズ 15 


 
花粉の充実度（ヨード・ヨードカリ液染色率）及び長径を調査した結果、いず


れも非組換えトウモロコシとの間で統計学的有意差（P<0.05）は認められなかっ


た（表 6、19ページ; 添付資料 14 の 16 ページ（社外秘情報につき非開示））。 
 20 


表 6 花粉調査結果 


項 目 非組換えトウモロコシ 本組換えトウモロコシ P 値 
平均値 95%信頼区間 平均値 95%信頼区間 


充実度（%）1) 99.8 － 99.8 － 1.0000
長径（μm）2) 96.95 91.12 - 102.79 97.07 91.24 - 102.91 0.9704


1) 各系統計 400 粒観察。統計解析：フィッシャーの直接確率検定。 
2) 各系統計 32 粒測定。統計解析：線形混合モデル。 


 
e 種子の生産量、脱粒性、休眠性及び発芽率 25 


 
種子の生産量： 


雌穂の粒列数、一列粒数及び百粒重を調べた結果、非組換えトウモロコシとの


間に統計学的有意差（P<0.05）は認められなかった（表 7、19ページ；添付資料


14 の 9～11 ページ（社外秘情報につき非開示））。 30 
 


表 7 種子の生産量 


項 目 非組換えトウモロコシ 本組換えトウモロコシ P 値 
平均値 95%信頼区間 平均値 95%信頼区間 


雌穂の粒列数 15.8 14.9 - 16.6 15.4 14.5 - 16.2 0.4540
雌穂の一列粒数 47.3 46.2 - 48.5 46.9 45.8 - 48.0 0.5468
百粒重（g） 39.66 38.63 - 40.69 39.16 38.13 - 40.19 0.4180
各系統計 32 株調査。統計解析：線形混合モデル。 


 
35 
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脱粒性： 
収穫時における種子の脱粒は、非組換えトウモロコシと同様に認められなかっ


た（添付資料 14 の 9～11 ページ；社外秘情報につき非開示）。 
 


休眠性及び発芽率： 5 
収穫当日の種子を播種し発芽率を調査した結果、発芽率は高く、非組換えトウ


モロコシとの間に統計学的有意差（P<0.05）は認められなかった（表 8、20ペー


ジ；添付資料 14 の 12 ページ（社外秘情報につき非開示））。 
  


表 8 収穫直後に播種した種子の発芽率 10 


項 目 非組換え 
トウモロコシ 


本組換え 
トウモロコシ P 値 


発芽率（%） 97.8 97.8 1.0000 
各系統計 400 粒播種。 
統計解析：フィッシャーの直接確率検定。 


 
f 交雑率 


 15 
我が国にトウモロコシと交雑可能な近縁野生種が自生しているとの報告はない


ことから、交雑率の調査は行わなかった。 
 


g 有害物質の産生性 
 20 


本組換えトウモロコシと非組換えトウモロコシの有害物質の産生性を比較する


ため、後作試験、鋤込み試験及び土壌微生物相試験により検討した。 
 


後作試験： 
本組換えトウモロコシ及び非組換えトウモロコシを栽培した後の土壌を用いて25 


検定作物のハツカダイコンを栽培し、発芽率及び乾物重を調査した（添付資料 14
の 13 ページ；社外秘情報につき非開示）。 
その結果、いずれにおいても、本組換えトウモロコシ栽培後土壌と非組換えト


ウモロコシ栽培後土壌との間に統計学的有意差（P<0.05）は認められなかった（表 
9、20ページ）。 30 
 


表 9 後作試験におけるハツカダイコンの発芽率及び乾物重 


項  目 
非組換えトウモロコシ 


栽培後土壌 
本組換えトウモロコシ 


栽培後土壌 P 値 
平均値 95%信頼区間 平均値 95%信頼区間 


発芽率（%）1) 99.0 － 99.0 － 1.0000 
乾物重（mg）2) 407.0 175.2 - 638.8 369.5 137.7 - 601.3 0.5750 
1) 各系統計 96 粒播種。統計解析：フィッシャーの直接確率検定。 
2) 各系統計 32 株測定。統計解析：線形混合モデル。 


 35 
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鋤込み試験： 


本組換えトウモロコシ及び非組換えトウモロコシの葉身及び葉鞘を培土に添加


した土壌で検定作物のハツカダイコンを栽培し、発芽率及び乾物重を調査した（添


付資料 14 の 14 ページ；社外秘情報につき非開示）。 5 
その結果、いずれにおいても、本組換えトウモロコシ鋤込み土壌と非組換えト


ウモロコシ鋤込み土壌との間に統計学的有意差（P<0.05）は認められなかった（表 
10、21ページ）。 


 
表 10 鋤込み試験におけるハツカダイコンの発芽率及び乾物重 10 


項 目 
非組換えトウモロコシ 


鋤込み土壌 
本組換えトウモロコシ 


鋤込み土壌 P 値 
平均値 95%信頼区間 平均値 95%信頼区間 


発芽率（%） 1) 94.8 － 92.7 － 0.7670
乾物重（mg）2) 178.2 147.9 - 208.4 172.2 141.9 - 202.4 0.7337


1) 各系統計 96 粒播種。統計解析：フィッシャーの直接確率検定。 
2) 各系統計 32 株測定。統計解析：線形混合モデル。 


 
土壌微生物相試験： 
本組換えトウモロコシ及び非組換えトウモロコシを栽培した後の土壌における15 


微生物数（細菌数、放線菌数及び糸状菌数）を計測した（添付資料 14 の 15 ペー


ジ；社外秘情報につき非開示）。 
その結果、放線菌数に、非組換えトウモロコシ栽培後土壌との間で統計学的有


意差（P<0.05）が認められたが（表 11、22ページ）、最小及び最大値のいずれの


値も、過去の同ほ場において通常の肥培管理を行ったときの放線菌数の変動の範20 
囲内（表 12、22ページ）にあった。また、これまでに承認された同様の遺伝子を


導入した系統3)において、土壌微生物相への影響は認められていない。以上のこと


から、本組換えトウモロコシ及び非組換えトウモロコシ栽培後の放線菌数に認め


られた統計学的有意差は、採取サンプル中の放線菌数の変動が偶発的に小さかっ


たために生じたと考えられた。 25 


                                            
3) ・チョウ目害虫抵抗性及び除草剤グルホシネート耐性トウモロコシ(cry1F,pat, Zea mays subsp. 


mays (L.) Iltis) (B.t. Cry1F maize line 1507, OECD UI: DAS-Ø15Ø7-1)（平成17年3月2日承認） 
・コウチュウ目害虫抵抗性及び除草剤グルホシネート耐性トウモロコシ(cry34Ab1, cry35Ab1, pat, 


Zea mays subsp mays (L.) Iltis) (B.t. Cry34/35Ab1 Event DAS-59122-7, OECD UI: 
DAS-59122-7)（平成 18 年 4 月 10 日承認） 
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表 11 土壌微生物相試験における菌数 


 
項  目 


非組換えトウモロコシ 
栽培後土壌 


本組換えトウモロコシ 
栽培後土壌 P 値 


 平均値 最小値 - 最大値 平均値 最小値 - 最大値 
細菌数 （×105） 969 658 - 1,252 714 346 - 992 0.1111 
放線菌数（×104） 276 246 -  317 238 209 - 260 0.0320 *
糸状菌数（×103） 130 94 - 145 125 101 - 158 0.7858 
4 反復、1 反復は 5 シャーレの平均値。n=20。 
菌数：cfu / 1g 乾土。 
統計解析：線形混合モデル。 5 
* 統計学的有意差（P<0.05）あり。 


 
 


表 12 同隔離ほ場における過去の土壌中放線菌数 
栽培年 最小値 - 最大値 
2007 年 388 -  717 
2011 年 547 - 1,047 
2012 年 12 -   64 


菌数：×104 cfu / 1g 乾土。 10 
各年の作物栽培前における計測値。
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 3 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報 
 


(１) 使用等の内容 
 5 
食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬及び廃棄並びに


これらに付随する行為 
 


(２) 使用等の方法 
 10 
 ― 
 


(３) 承認を受けようとする者による第一種使用等の開始後における情報収集の方法 
 
 ― 15 
 


(４) 生物多様性影響が生ずるおそれのある場合における生物多様性影響を防止す


るための措置 
 
緊急措置計画書を参照。 20 


 
(５) 実験室等での使用等又は第一種使用等が予定されている環境と類似の環境で


の使用等の結果 
 
― 25 
 


(６) 国外における使用等に関する情報 
 
本組換えトウモロコシの国外及び我が国における申請状況は、表 13及び表 14


（24ページ）のとおりである。 30 
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表 13 国外における申請状況 


 申 請 先 申請・承認年月 目  的 


米国 


米国農務省（USDA） 2013 年 6 月承認 栽培 


米国食品医薬品庁（FDA）
2013 年 3 月 


確認終了


食品・飼料として


の利用 


米国環境保護庁（EPA） 2012 年 6 月承認 発現蛋白質の許容


値設定免除 


カナダ カナダ食品検査庁（CFIA） 2013 年 6 月承認 環境安全性、 
飼料としての利用


カナダ保健省（HC） 2013 年 6 月承認 食品としての利用


韓国 韓国農村振興庁（RDA） 2012 年 11 月申請 飼料としての利用


2013 年 8 月現在。 
 
 5 


表 14 我が国における申請状況 
申 請 先 申請・承認年月 目  的 


農林水産省・環境省 2011 年 9 月承認


第一種使用等（隔離ほ場における


栽培、保管、運搬及び廃棄並びに


これらに付随する行為）1) 
厚生労働省 2013 年 7 月申請 食品としての利用 2) 
農林水産省 2013 年 7 月申請 飼料としての利用 3) 
2013 年 8 月現在。 
1) 遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律 


（平成 15 年法律第 97 号）。 
2) 食品衛生法（昭和 22 年法律第 233 号）。 10 
3) 飼料の安全性の確保及び品質の改善に関する法律（昭和 28 年法律第 35 号）。 


 
 
なお、本組換えトウモロコシの導入遺伝子を有するトウモロコシ 1507 系統、


59122 系統及び 1507×59122 系統4)が既に第一種使用等（食用又は飼料用に供す15 
るための使用、栽培、加工、保管、運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為）


の承認を受けている。


                                            
4) ・チョウ目害虫抵抗性及び除草剤グルホシネート耐性トウモロコシ(cry1F,pat, Zea mays subsp. 


mays (L.) Iltis) (B.t. Cry1F maize line 1507, OECD UI: DAS-Ø15Ø7-1)（平成17年3月2日承認） 
・コウチュウ目害虫抵抗性及び除草剤グルホシネート耐性トウモロコシ(cry34Ab1, cry35Ab1, pat, 


Zea mays subsp mays (L.) Iltis) (B.t. Cry34/35Ab1 Event DAS-59122-7, OECD UI: 
DAS-59122-7)（平成18年4月10日承認） 


・チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グルホシネート耐性トウモロコシ


(cry1F,cry34Ab1,cry35Ab1,pat,Zea mays subsp.mays (L.) Iltis) (1507×59122, OECD UI: 
DAS-Ø15Ø7-1×DAS-59122-7)（平成 18 年 4 月 10 日承認） 
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第二 項目ごとの生物多様性影響の評価 


 
宿主であるトウモロコシは、我が国において長年にわたる使用実績がある。し


たがって、本生物多様性影響評価においては、生物多様性影響評価実施要領の別5 
表第三に基づき、本組換えトウモロコシと非組換えトウモロコシとの比較により、


影響が生ずる可能性について考察した。 
 
1 競合における優位性 
 10 


(１) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 
 
従来、トウモロコシが我が国において自生することは報告されていない。 
 
本組換えトウモロコシの競合における優位性に関わる諸特性（形態及び生育の15 


特性、生育初期における低温耐性、成体の越冬性、種子の生産量、脱粒性、休眠


性及び発芽率）について隔離ほ場で調査した結果、発芽揃い日及び稈長を除き、


非組換えトウモロコシとの間で相違は認められなかった（第一.2.(６).②、18ペー


ジ）。発芽揃い日では非組換えトウモロコシに相違が、また稈長では非組換えト


ウモロコシとの間で統計学的有意差が認められたが、発芽揃い日の差は 1 日であ20 
り、稈長の差も 10 cm（割合として 3%）であったため、これらが本組換えトウモ


ロコシを自生させる要因になるとは考え難い。 
 
本組換えトウモロコシにはチョウ目及びコウチュウ目害虫に対する抵抗性が付


与されている。しかしながら、これらの昆虫による食害は、トウモロコシが自然25 
環境下で生育することを困難にしている主な要因ではない。したがって、本特性


の付与が本組換えトウモロコシを自然環境で自生させる要因になるとは考え難い。


また、除草剤グルホシネートに対する耐性も付与されているが、自然環境下では


本除草剤が散布されることは想定され難い。 
したがって、これら付与された特性により、本組換えトウモロコシの競合にお30 


ける優位性が高まるとは考えられない。 
 
以上のことから、競合における優位性による影響を受ける可能性のある野生動


植物等は特定されなかった。 
 35 
(２) 影響の具体的内容の評価 
 
― 


 
(３) 影響の生じやすさの評価 40 


 
― 
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(４) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 


 
以上のことから、本組換えトウモロコシの競合における優位性に起因する生物


多様性影響が生ずるおそれはないと判断された。 5 
 
 


2 有害物質の産生性 
 


 (１) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 10 
 
トウモロコシが野生動植物の生息又は生育に影響を及ぼすような有害物質を産


生するとの報告はない。 
 
隔離ほ場において後作試験、鋤込み試験及び土壌微生物相試験を行った（第15 


一.2.(６).②.g、20ページ）。その結果、後作試験及び鋤込み試験のいずれの調査に


おいても、統計学的有意差は認められなかった。土壌微生物相試験においては糸


状菌数及び細菌数に統計学的有意差が認められなかったが、放線菌数において非


組換えトウモロコシとの間に統計学的有意差が認められた。しかしながら、測定


された放線菌数は最小及び最大値のいずれの値も、過去の同ほ場において通常の20 
肥培管理を行ったときの放線菌数の変動の範囲を超えるものではなかった。また、


これまでに承認された同様の遺伝子を導入した系統において、土壌微生物相への


影響は認められていない。以上のことから、本組換えトウモロコシ及び非組換え


トウモロコシ栽培後の放線菌数に認められた統計学的有意差は、採取サンプル中


の放線菌数の変動が偶発的に小さかったために生じたものと考えられた。したが25 
って、本組換えトウモロコシにおいて有害物質の産生性が高まっているとは考え


難い。 
 
本組換えトウモロコシ中には改変 Cry1F 蛋白質、Cry34Ab1 蛋白質、Cry35Ab1


蛋白質及び PAT 蛋白質が産生される。これら蛋白質と既知アレルゲンとの間でア30 
ミノ酸配列の相同性は認められていない（第一.2.(１).ロ.②.b、9ページ）。 


PAT 蛋白質が野生動植物に対して有害性を示すとの報告はない（ILSI, 2011; 
OECD, 1999）。また、除草剤グルホシネート散布時、本組換えトウモロコシ中の


PAT 蛋白質により N-アセチルグルホシネートが産生されるが、N-アセチルグルホ


シネートの動物に対する毒性はグルホシネートより低いことが確認されている35 
（食品安全委員会, 2012）。さらに、N-アセチルグルホシネートは農薬取締法の


下、グルホシネートの分析対象化合物の一つとして含まれており、トウモロコシ


におけるグルホシネートとしての残留基準値が定められ、既に安全性は評価され


ている（日本食品化学研究振興財団, 2013）。 
 40 
改変 Cry1F 蛋白質及び Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質は、それぞれチョウ目害虫


及びコウチュウ目害虫に対して殺虫活性を有するが、その他の動物種に対しての


毒性を持たない（第一.2.(１).ロ.②.a、8ページ）。 
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チョウ目昆虫のうち、環境省第 4 次レッドリスト（2012）に絶滅危惧種及び準


絶滅危惧種として掲載されているものは 196 種である。このうち、本組換えトウ


モロコシの花粉を幼虫期に摂取して影響を受ける可能性がある種を特定するため、


山本ほか（2003）の評価手法を参考に、農耕地帯周辺で幼虫期に植物を摂取し、


かつ幼虫の活動期がトウモロコシの開花期（5 月下旬から 10 月下旬）と重複する5 
可能性がある種を検討した。その結果、これらの条件を満たすチョウ目昆虫とし


て、30 種が特定された。残りの 166 種中 69 種については生息域又は幼虫の活動


期に関する情報が不足していた。したがって、これらを合わせ、影響を受ける可


能性のあるチョウ目昆虫として 99 種が特定された（添付資料 15）。 
 10 
コウチュウ目昆虫については、山本ほか（2003）の評価手法を参考に、同レッ


ドリスト上の絶滅危惧種及び準絶滅危惧種 275 種のうち、生息域が農耕地帯周辺


で、トウモロコシの花粉又は鋤込んだ植物体を摂取する可能性がある種として 4
種が特定された（添付資料 16）。 


 15 
(２) 影響の具体的内容の評価 


 
改変 Cry1F 蛋白質の標的害虫であるヨーロッパアワノメイガに対する LC50 値


（半数致死濃度）は、0.58 μg/g である（添付資料 2；社外秘情報につき非開示）。


また、Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質の標的害虫であるノーザンコーンルートワー20 
ム及びウエスタンコーンルートワームに対する LC50値は、5.56 μg/cm2及び 44.5 
μg/cm2である（添付資料 3；社外秘情報につき非開示）。 


 
(３) 影響の生じやすさの評価 


 25 
(１)で特定されたチョウ目昆虫 99 種及びコウチュウ目昆虫 4 種が、本組換えト


ウモロコシの花粉又は植物体を摂取することにより影響を受ける可能性について


評価した。 
 
害虫抵抗性トウモロコシの花粉が昆虫（チョウ目オオカバマダラ: Danaus 30 


plexippus）の幼虫に与える影響については、トウモロコシほ場内と同程度の花粉


堆積濃度では死亡等の影響が生ずる可能性があるという報告がある一方、個体群


に対する影響は無視できる程度であるという報告もある（添付資料 17 及び 18）。 
 
花粉の暴露に対する該当チョウ目及びコウチュウ目昆虫の幼虫に影響を与える35 


条件として、本組換えトウモロコシの花粉が飛散により、トウモロコシ栽培ほ場


周辺に分布している当該幼虫の食草である植物体に付着し、それを当該幼虫が摂


食した場合が想定される。 
トウモロコシ栽培ほ場周辺に堆積する花粉量は、ほ場から 10m 離れると低い値


となることが報告されている（<10 粒/cm2；Shirai and Takahashi, 2005；40 
Hansen-Jesse and Obrycki, 2000）。また、栽培後の鋤込みにより、植物体はほ場


及びその周辺の土壌中で分解されるため、本組換えトウモロコシの花粉や植物体


の暴露は、ほ場周辺に限られる。 
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特定された 99 種のチョウ目昆虫のうち小蛾類のツトガ亜科及びミズメイガ亜


科については、トウモロコシ栽培地という限定された環境を主要な生息地とする


種はない。一方、大蛾類のマエアカヒトリについては、トウモロコシを摂食する


が、生息数の増加がみられるにも関わらず、栽培地で近年の加害報告がないこと5 
を考慮すると、トウモロコシを優先的に摂食するものではないと考えられる。し


たがって、影響を受ける可能性は限定的である。その他のチョウ目昆虫の生息地


や食草がトウモロコシの栽培ほ場周辺に限定されることも考え難い。 
 
また、特定された 4 種のコウチュウ目昆虫のうちアオノネクイハムシ、アカガ10 


ネネクイハムシ及びキンイロネクイハムシは生息環境が湿地や池等の水際であり、


オキナワサビカミキリは竹類以外のイネ科から得られた記録がない。したがって、


いずれもトウモロコシ栽培地という限定された環境を主要な生息地とする種では


ないと考えられる。 
 15 
以上のことから、特定されたチョウ目及びコウチュウ目昆虫種がトウモロコシ


栽培ほ場周辺に局所的に生息している可能性は低いと考えられ、個体群レベルで


本組換えトウモロコシによる影響を受ける可能性は低いと考えられた。 
 


(４) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 20 
 
以上のことから、本組換えトウモロコシの有害物質の産生性に起因する生物多


様性影響が生ずるおそれはないと判断された。 
 
 25 


3 交雑性 
 


(１) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 
 


宿主であるトウモロコシが我が国において野生化した事例はなく、また交雑可30 
能な近縁野生種であるテオシント及び Tripsacum 属の自生も報告されていない。


このため、交雑性による影響を受ける可能性のある野生動植物等は特定されなか


った。 
 
(２) 影響の具体的内容の評価 35 
 
― 


 
(３) 影響の生じやすさの評価 


 40 
― 
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(４) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 


 
以上のことから、本組換えトウモロコシの交雑性に起因する生物多様性影響が


生ずるおそれはないと判断された。 5 
 
 


4 その他の性質 
 
― 10 
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第三 生物多様性影響の総合的評価 


 
トウモロコシは、我が国において長年にわたり栽培されてきたが、これまでに


我が国において野生化して野生動植物の生息又は生育に影響を及ぼしたという報5 
告はない。 


 
本組換えトウモロコシの競合における優位性に関わる諸特性（形態及び生育の


特性、生育初期における低温耐性、成体の越冬性、種子の生産量、脱粒性、休眠


性及び発芽率）について評価を行った結果、発芽揃い日は非組換えトウモロコシ10 
より早く、稈長に非組換えトウモロコシとの間で統計学的有意差が認められた。


しかしながら、種子の生産量や休眠性等、その他の調査項目に相違はなく、発芽


揃い日及び稈長に認められた相違も本組換えトウモロコシを自生させる要因にな


るとは考え難い。 
本組換えトウモロコシにはチョウ目及びコウチュウ目害虫に対する抵抗性が付15 


与されている。しかしながら、これらの昆虫による食害は、トウモロコシが我が


国の自然環境下で生育することを困難にしている主な要因ではないため、本特性


の付与が本組換えトウモロコシを自然環境で自生させる要因になるとは考え難い。


また、除草剤グルホシネートに対する耐性も付与されているが、自然環境下では


本除草剤が散布されることは想定され難い。 20 
したがって、本組換えトウモロコシの競合における優位性に起因する生物多様


性影響が生ずるおそれはないと判断された。 
 
従来、トウモロコシが野生動植物の生息又は生育に影響を及ぼすような有害物


質を産生するとの報告はない。 25 
後作試験、鋤込み試験において、統計学的有意差は認められなかった。土壌微


生物相試験の放線菌数において統計学的有意差が認められたが、最小及び最大値


のいずれの値も、過去の同ほ場において通常の肥培管理を行ったときの放線菌数


の変動の範囲を超えるものではなかった。また、これまでに承認された同様の遺


伝子を導入した系統において、土壌微生物相への影響は認められていない。以上30 
のことから、本組換えトウモロコシ及び非組換えトウモロコシ栽培後の放線菌数


に認められた統計学的有意差は、採取サンプル中の放線菌数の変動が偶発的に小


さかったために生じたものと考えられた。したがって、本組換えトウモロコシに


おいて有害物質の産生性が高まっているとは考え難い。 
本 組 換 え ト ウ モ ロ コ シ 中 に 産 生 さ れ る 改 変 Cry1F 蛋 白 質 及 び35 


Cry34Ab1/Cry35Ab1 蛋白質は、チョウ目害虫及びコウチュウ目害虫に対してそ


れぞれ殺虫活性を有するが、その他の動物種に対しては毒性を持たない。また、


PAT 蛋白質について、野生動植物に対する有害性は報告されていない。 
本組換えトウモロコシの花粉又は鋤込んだ植物体を摂取することにより影響を


受ける可能性のある野生動植物等として、チョウ目昆虫 99 種及びコウチュウ目昆40 
虫 4 種が特定された。トウモロコシほ場周辺に堆積する花粉量は、ほ場から 10m
離れると極めて低く（<10 粒/cm2）、また、栽培後の鋤込みにより、植物体はほ場


及びその周辺の土壌中で分解されるため、本組換えトウモロコシの花粉や植物体
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の暴露は、ほ場周辺に限られる。特定された昆虫種がトウモロコシ栽培ほ場周辺


に局所的に生息している可能性は低いと考えられることから、個体群レベルで本


組換えトウモロコシによる影響を受ける可能性は低いと考えられた。 
以上のことから、本組換えトウモロコシの有害物質の産生性に起因する生物多


様性影響が生ずるおそれはないと判断された。 5 
 
我が国にトウモロコシと交雑可能な野生植物はない。したがって、本組換えト


ウモロコシの交雑性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断され


た。 
 10 
総合的評価として、本組換えトウモロコシを第一種使用規程に従って使用した


場合、我が国における生物多様性に影響が生ずるおそれはないと結論された。 
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緊急措置計画書 


 
平成 25 年 6 月 21 日 


 5 
氏名 デュポン株式会社 
   代表取締役社長 田中 能之 
住所 東京都千代田区永田町二丁目 11 番 1 号 
   


 10 
 


 
チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グルホシネート耐性トウモ


ロコシ(改変 cry1F, cry34Ab1, cry35Ab1, pat, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis) 
(4114, OECD UI: DP-ØØ4114-3)（以下「本組換えトウモロコシ」という。）の第15 
一種使用等において、今後、生物多様性影響が生ずるおそれがあると科学的に認


められた場合、当該影響を効果的に防止するため、以下の措置をとることとする。 
 
 


1 第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者 20 
 
弊社内に緊急措置に適切に対応するための危機対策本部を速やかに設置する。


危機対策本部は、社長を本部長、副社長を副本部長とし、各部門の部門長等から


構成される（38ページ）。危機対策本部が、本組換えトウモロコシの開発者である


米国パイオニア・ハイブレッド・インターナショナル社との円滑な連絡を確保す25 
る。 


   
デュポン株式会社危機対策本部 名簿（平成 25 年 2 月現在） 


 
(個人名・所属は個人情報につき非開示) 30 


 
 
 


2 第一種使用等の状況の把握の方法 
 35 
弊社は、本組換えトウモロコシの開発者である米国パイオニア・ハイブレッド・


インターナショナル社と連絡を取り、第一種使用等の状況に関し、可能な限り情


報収集を行う。 
 


40 
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3 第一種使用等をしている者に緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置


の内容を周知するための方法 
 
米国パイオニア・ハイブレッド・インターナショナル社は、米国における本組5 


換えトウモロコシ種子の購入者及び穀物取扱い業者、トウモロコシの栽培者が加


入する団体に対して、広く情報を提供するための連絡体制を保有している。した


がって、今後、科学的根拠に基づき、本組換えトウモロコシが我が国の生物多様


性に影響を与えるおそれがあると認められた場合には、米国パイオニア・ハイブ


レッド・インターナショナル社は、これらの連絡体制を使い、関係各者と連絡を10 
取る。 


 
また必要に応じて、弊社のホームページ等、国内の適切な媒体を通して、本件


について通知する。 
 15 
 


4 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置をとり、その使用等を継続す


るための具体的な措置の内容 
 
本組換えトウモロコシが我が国の生物多様性に影響を与えるおそれがあると科20 


学的に認められた場合、弊社は、米国パイオニア・ハイブレッド・インターナシ


ョナル社とともに、我が国向けに輸出している穀物取扱い業者、種子取扱い業者


及び我が国の栽培者等に対して本件を連絡する等の適切な措置を講ずる。 
 


5 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制 25 
 
科学的根拠に基づき、本組換えトウモロコシが我が国の生物多様性に影響を与


えるおそれがあると認められた場合には、弊社は、速やかに農林水産省消費・安


全局農産安全管理課及び環境省自然環境局野生生物課に連絡するとともに、緊急


措置対応のための体制及び連絡窓口を報告する。 30 
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添付資料 
 
1.～14. (社外秘情報につき非開示) 
 5 
15. 影響を受ける可能性が否定できない絶滅危惧種及び準絶滅危惧種に区分されて


いるチョウ目昆虫 
 
16. 影響を受ける可能性が否定できない絶滅危惧種及び準絶滅危惧種に区分されて


いるコウチュウ目昆虫 10 
 
17. Losey, J.E., Rayor, L.S. and Carter, M.E. (1999). Transgenic pollen harms 


monarch larvae. Nature. 399(6733): 214. 
 
18. Sears, M.K., Hellmich, R.L., Stanley-Horn, D.E., Oberhauser, K.S., Pleasants, 15 


J.M., Mattila, H.R., Siegfried, B.D. and Dively, G.P. (2001). Impact of Bt corn 
pollen on monarch butterfly populations: A risk assessment. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America. 98(21): 
11937-11942. 


 20 







 添付資料 15  
 
 影響を受ける可能性が否定できない絶滅危惧種及び準絶滅危惧種に区分されているチョウ目昆虫 


和名 学名 生息地、生息環境 幼虫の食草 
周年経過 


越冬態 
発生回数 成虫発生期 


影響を受ける可能性があるチョウ目昆虫種 


絶滅危惧 IA 類（CR） 
オオルリシジミ本州亜
種 


Shijimiaeoides 
divinus barine 


半自然草原 マメ科のクララ 年 1 回 九州 5 月上旬～中旬、長野県
伊那地方 6 月上旬頃、佐久地
方や妙高高原 5 月下旬～6 月
上旬、青森県下の産地では 5
月下旬より発生して 6 月上～
中旬頃が最盛期 


蛹 


ウスイロヒョウモンモ
ドキ 


Melitaea protomedia 乾性草原 オミナエシおよびカノコ
ソウ 


年 1 回 低標高地では 6 月中旬から下
旬、高標高地では 7 月上旬か
ら中旬 


幼虫 


ヒョウモンモドキ Melitaea scotosia  湿性草原 キク科のキセルアザミや
タムラソウ 


年 1 回 低標高地では 6 月上旬、低山
帯で 7 月上旬、高原地域では
7 月中～下旬 


幼虫 


ヒメヒカゲ本州中部亜
種 


Coenonympha 
oedippus annulifer  


半自然草原(主に湿性草原) カヤツリグサ科のスゲ類 年 1 回 暖地では 6 月中・下旬から、
寒地では 7 月上・中旬 


幼虫 


絶滅危惧 IB 類（EN） 
ヒメシロチョウ Leptidea amurensis  採草地、農地、河川堤防、人家


周辺、林縁 
マメ科のツルフジバカマ
など 


多化 本州、九州では 4 月中下旬～
5 月、6 月下旬、7 月上旬～下
旬、8 月中旬～9 月の年 3 回、
寒冷地では 5～6 月、7 月の年
2 回発生 


蛹 


ツマグロキチョウ Eurema laeta 
betheseba 


採草地、農地、河川敷、河川堤
防  


マメ科のカワラケツメイ  年 3～4 回 秋型は 9 月下旬頃から、夏型
は 5 月下旬頃から出現 


成虫 
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ヤマキチョウ Gonepteryx rhamni 
maxima 


明るい疎林や林縁部、草原、湿
地。食樹は火山の裾野などの高
原地帯に多い 


クロツバラ  年 1 回 7～8 月 成虫 


ミヤマシジミ Plebejus 
argyrognomon 
praeterinsularis 


採草地、農地、河川敷、河川堤
防 


マメ科のコマツナギ 多化 5 月中旬～11 上旬 卵 


オオルリシジミ九州亜
種 


Shijimiaeoides 
divinus asonis 


半自然草原 マメ科のクララ 年 1 回 九州 5 月上旬～中旬、長野県
伊那地方 6 月上旬頃、佐久地
方や妙高高原 5 月下旬～6 月
上旬、青森県下の産地では 5
月下旬より発生して 6 月上～
中旬頃が最盛期 


蛹 


シルビアシジミ Zizina emelina 河川堤防、農地、採草地 マメ科のミヤコグサ、ヤハ
ズソウ、シロツメクサなど  


多化 4 月下旬～11 月 幼虫 


コヒョウモンモドキ Melitaea ambigua 
niphona 


半自然草原 ゴマノハグサ科のクガイ
ソウ、オオバコなど 


年 1 回 低山帯では 6 月下旬から出現
し、7 月中旬頃が最盛期。標
高 1500m 付近では 7 月中旬
頃から現れ、7 月下旬が最盛
期。 


幼虫 


ヒメヒカゲ本州西部亜
種 


Coenonympha 
oedippus arothius 


半自然草原(主に湿性草原) カヤツリグサ科のスゲ類 暖地では 6月
中・下旬から、
寒地では 7 月
上・中旬より
出現する。 


暖地では 6 月中・下旬から、
寒地では 7 月上・中旬より出
現する。 


幼虫 


チャマダラセセリ Pyrgus maculatus 
maculatus 


山地の広い草原、ところどころ
に二次林があり、近くに耕作地
があるような人為の影響を受
けた環境、人家、畑地など 


バラ科のキジムシロ、ミツ
バチグリなど  


年 1 回 不明 蛹 


ミツモンケンモン Cymatophoropsis 
trimaculata 


中小都市の郊外の田園地帯あ
るいは二次林 


クロウメモドキ科：クロウ
メモドキ、クロツバラ 


不明 不明 不明 


絶滅危惧 II 類（VU） 
ウラギンスジヒョウモ
ン 


Argyronome laodice 
japonica 


採草地、農耕地周辺、河川堤防、
疎林などの草原  


スミレ類 年 1 回 5～10 月 卵 
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ヒョウモンチョウ本州
中部亜種 


Brenthis daphne 
rabdia 


湿潤な草原あるいは渓畔など
の湿地  


ワレモコウ、ナガボノシロ
ワレモコウ 


年 1 回 6 月中旬～8 月下旬 幼虫 


ウラナミジャノメ本土
亜種 


Ypthima 
multistriata 
niphonica 


疎林、草原、湿地  イネ科のシナダレスズメ
ガヤ、イヌビエなど。また
はカヤツリグサ科のショ
ウジョウスゲ。 


年 1 回 7～8 月 幼虫 


ガマヨトウ Capsula aerata 北海道、本州。寄主植物がある
湿地環境に生息する。 


ガマ(ガマ科) 不明 不明 不明 


キスジウスキヨトウ Capsula sparganii 北海道(北方四島を含む)、本州、
四国、九州、対馬、湿地環境に
生息  


ガマ(ガマ科)、ミクリ(ミク
リ科) 


不明 不明 不明 


アサギリヨトウ Sideridis incommoda 静岡県富士宮市朝霞高原のみ  ヨモギ(キク科) 年 1 回 8 月 蛹 


準絶滅危惧（NT） 
カバイロシジミ Glaucopsyche 


lycormas 
北海道、青森県北部の津軽半島
と下北半島の海岸沿い。分布は
狭い地域。 


マメ科のクサフジ、オオバ
クサフジ、ヒロハノクサフ
ジ、クララ、ムラサキツユ
クサ、アカツメクサ 


年 1 回 5 月下旬～9 月上旬 蛹 


ヒョウモンチョウ東北
以北亜種 


Brenthis daphne 
iwatensis 


湿潤な草原あるいは渓畔など
の湿地  


ワレモコウ類、オニシモツ
ケ、エゾノシモツケソウ 


年 1 回 6 月中旬～8 月下旬 幼虫 


カラフトヒョウモン Clossiana iphigenia 札幌市以東の低山地から山地  ミヤマスミレ・エゾノタチ
ツボスミレ・アイヌタチツ
ボスミレなど 


年 1 回 5 月下旬～8 月 幼虫 


シロオビヒメヒカゲ札
幌周辺亜種 


Coenonympha hero 
neoperseis 


北海道南西部の開けた草地  ヒカゲスゲ、ヒメノガリヤ
ス、スズメノカタビラなど 


年 1 回 6 月中・下旬頃 幼虫 
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ギンイチモンジセセリ Leptalina unicolor  山地および平地や丘陵地の草
原  


ススキ、チガヤなど 寒冷地では
年 1 回の発生
(6～7 月)、そ
れ以外の場所
では 2～3 化 


  幼虫 


クワトゲエダシャク Apochima excavata 北海道、本州、九州。桑林。 クワ（クワ科）、ソメイヨ
シノ、リンゴ (バラ科) 


年 1 回 初夏 蛹 


オナガミズアオ Actias gnoma 北海道、本州、四国、九州。落
葉の中で繭を作ることもある 
(冬)。 


ハンノキ、カワラハンノ
キ、ヤシャブシ (カバノキ
科)  


年 1～2 回 初夏～秋 蛹 


マエアカヒトリ Aloa lactinea 本州、四国、九州、屋久島、ト
カラ列島、沖縄島、石垣島、西
表島。畑地および、その周辺の
畦、農道、小川の縁などの草地。 


ネギ (ネギ科)、ダイズ (マ
メ科)、トウモロコシ (イネ
科)、ミソハギ (ミソハギ
科)  


年 2 回 6～7 月 不明 


キシタアツバ Hypena claripennis 宮城県付近を北限。四国、九州、
対馬に至る。人里的な環境を好
む。 


ヤブマオ (イラクサ科)  不明 4～9 月 前蛹 


ハマヤガ Agrotis desertorum 本州(秋田県、新潟県、石川県
の海岸砂浜)  


カワラヨモギ  年 1 回 8 月中旬～9 月中旬 幼虫 


情報不足であったチョウ目昆虫種 


絶滅危惧 IA 類（CR） 
カバシタムクゲエダシ
ャク 


Sebastosema 
bubonaria 


本州。疎林のある河川敷。 不明  不明 3～4 月 不明 


ノシメコヤガ Sinocharis korbae  岩手県盛岡市内。人里的な環
境。 


不明  年 1 回 6～7 月 不明 


絶滅危惧 IB 類（EN） 
ミスジコスカシバ Scalarignathia 


montis 
長野県追分、高ボッチ高原での
み採集されている  


不明 不明 不明 不明 
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ソトオビエダシャク Isturgia arenacearia 河川敷内のマメ科草本の粗生
する乾性草原。マコモ、ヨシな
どが密生した場所にはいない。
本州 (長野県)。 


ツルフジバカマ、クサフ
ジ、ヤハズエンドウなどマ
メ科植物  


年 2 回以上 5～9 月 不明 


チャホシホソバナミシ
ャク 


Brabira kasaii 本州 (青森県)  幼虫は未発見。同属のキリ
バネホソナミシャクはウ
ド (ウコギ科)を食べる。 


不明 不明 不明 


ヒトスジシロナミシャ
ク本州亜種 


Epirrhoe hastulata 
echigoensis 


北海道、本州  ヨーロッパでは、ヤエムグ
ラ属  


不明 不明 不明 


ミスズコヤガ Paraphyllophila 
confusa 


本州、長野長野市、飯綱高原(標
高 1100m 付近）と大町市葛温
泉でしか採集されていない  


産卵管の形状から単子葉
類を食している可能性が
高い  


不明 不明 不明 


ヘリグロヒメヨトウ Condica illustrata 長野県松本盆地周辺の丘陵地、
八坂村、明科町  


キク科  不明 不明 不明 


オガサワラヒゲヨトウ Dasypolia fani 岩手県（盛岡市沼宮内町、浄法
寺町）、宮城県（宮城）、栃木県
藤原町、群馬県沼田市、長野県
松本市など主に内陸盆地  


ヨーロッパの同属種では
大型のセリ科を食す  


不明 不明 不明 


クロコシロヨトウ Leucapamea 
hikosana 


九州 (福岡県英彦山)  不明。同属のコマエアカシ
ロヨトウはスゲ属の一種
（カヤツリグサ科）を食べ
る。 


推定年 2 回 不明 不明 


コンゴウミドリヨトウ Staurophora celsia 岡山県新見市  ヨ ー ロ ッ パ で は
Calamagrostis epigejos
（ノガリヤス属）, ヒロハ
ノコメススキ、ミヤマハル
ガヤ  


推定年 1 回 不明 不明 
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オイワケクロヨトウ Lacanobia aliena 北海道定山渓、青森県手賀町、
長野県菅平高地の草原と関係
すると思われる  


ホースシューヴェッチ（マ
メ科、Hippocrepis comosa 
L.)などの草本類を食べる  


年 1 回 6 月 不明 


ヒメカクモンヤガ Chersotis deplanata 利尻島、本州(関東地方、中部
地方の高原)  


不明  年 1 回 7～8 月 不明 


絶滅危惧 II 類（VU） 
アシナガモモブトスカ
シバ 


Macroscelesia 
longipes 


本州、九州  ウリ科のゴキヅルの実か
ら幼虫、茎から蛹が採取さ
れている  


不明 不明 不明 


ベニモンマダラ道南亜
種 


Zygaena niphona 
hakodatensis 


草原  ツルフジバカマ  年 1 回 初夏 幼虫 


クロフカバシャク Archiearis notha 
okanoi 


丘陵地  ヤマナラシ属、ポプラに依
存  


不明 不明 不明 


アキヨシトガリエダシ
ャク 


Hypoxystis 
pulcheraria 


本州（山口県秋吉台）でのみで
採集されている  


不明。バラ科植物を与えた
が、全く食いつかなかった
という。 


推定年 2 回 不明 不明 


ヒロバカレハ Gastropacha 
quercifolia 


本州 (仙台市、長野、静岡など
の草原)  


ヨーロッパでは、バラ科、
ヤナギ科などの多くの植
物につく  


不明 不明 不明 


スキバホウジャク Hemaris radians 北海道、本州、四国、九州、対
馬、沖縄島、西表島  


オミナエシ、オトコエシ、
スイカズラ  (以上スイカ
ズラ科)、アカネ (アカネ
科)  


不明 5～9 月 不明 


ミヤノスゲドクガ Laelia miyanoi 本州(愛知県、岐阜県)  不明。本属の他の種はイネ
科やカヤツリグサ科など
を食べる。 


不明 6～7 月 不明 


シラユキコヤガ Eulocastra sasakii 本州、秋田県、岐阜県、愛知県、
福井県。小規模な湿地に産す
る。 


幼虫の食草としてヌマガ
ヤが報告されている。 


不明 7 月 不明 


マガリスジコヤガ Protodeltote wiscotti 北海道東部。本州では極めて少
ない。沼沢地で採集される。 


不明  不明 7～8 月 不明 
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ヌマベウスキヨトウ Chilodes pacificus 北海道、本州。ヨシ草原を中心
とした湿地環境に生息。東京荒
川河川敷では 5～6 月に水辺の
ヨシ原に多産する。 


不明。シルクメイトによる
人工飼育に成功している。
生息地からヨシ、マコモな
どイネ科やカヤツリグサ
科の湿地植物に依存して
いると考えられる。 


不明 不明 不明 


キュウシュウスジヨト
ウ 


Doerriesa coenosa 本州(千葉県、三重県)、九州、
対馬。海岸の湿地。 


不明  推定年 2 回 5～8 月 不明 


エゾスジヨトウ Doerriesa striata 北海道、本州。湿地環境。 不明。採集記録などから、
モウセンゴケを伴う傾斜
地の貧栄養湿地が本種の
生息環境と推測される。生
息地からヨシ、マコモなど
イネ科やカヤツリグサ科
の湿地植物に依存してい
ると考えられる。 


推定年 2 回 6～9 月 不明 


オオチャバネヨトウ Nonagria puengeleri 北海道、本州、九州。湿地環境
に生息。 


ガマ(ガマ科)  不明 不明 不明 


ギンモンアカヨトウ Plusilla rosalia 北海道、本州、四国、九州。低
湿地、河川敷、火山草原。低湿
地でよく検出されており、水辺
を好むものと思われる。 


ヤナギタデ(タデ科)  不明 不明 不明 


イチモジヒメヨトウ Xylomoia fusei 本州。沼沢地や河川敷の限られ
た低湿地環境。 


クサヨシ(イネ科)  不明 不明 不明 


クシロモクメヨトウ Xylomoia graminea 北海道、本州(秋田県)。限られ
た低湿地環境。 


ヨーロッパではヨシ(イネ
科)から幼虫が得られてい
る  


不明 不明 不明 


エゾクシヒゲモンヤガ Pseudohermonassa 
velata 


北海道(十勝、釧路支庁管内の
み)(北部、東部の草原)  


不明  不明 7 月 不明 


準絶滅危惧（NT） 
ハイイロボクトウ Phragmataecia 


castaneae 
北海道、本州、四国、九州の平
地  


ヨシ  不明 本州の平地では６～７月に出
現するというが九州では少な
いようである 


不明 
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ヤホシホソマダラ Balataea 
octomaculata 


本州、四国、九州  イネ科：ササ、タケ類、ヌ
マガヤ  


年 1 回 初夏 不明 


ツシマキモンチラシ Eterusia watanabei 対馬、本州  ツバキ科：ヒサカキ  不明 不明 不明 
ルリハダホソクロバ Rhagades pruni 本州、九州、対馬、種子島  ズミ、他にも Prunus を食


べるものと推定される  
不明 7 月 不明 


ベニモンマダラ本土亜
種 


Zygaena niphona 
niphona  


草原  クサフジ  年 1 回 初夏 幼虫 


ゴマフツトガ Chilo pulveratus 本州、四国、九州、沖縄本島に
局地的に分布する。ヨシやスス
キなどの自生する明るい湿地
に見られる。 


幼虫の食草は不明である
が、湿地を好む植物と思わ
れる。 


不明 不明 不明 


モリオカツトガ Chrysoteuchia 
moriokensis 


北海道、本州(東北地方、関東
北部、北陸)の湿地に局地的分
布。高原のヨシなどが生える冷
涼な湿原と考えられる。 


不明。同属のテンスジツト
ガはムギ（イネ科）を食べ
る。 


不明 盛岡で 6 月下旬に比較的多い  不明 


カワゴケミズメイガ Paracymoriza 
vagalis 


本州 (福井県敦賀市、徳之島、
奄美大島)  


カワゴケソウ科：カワゴケ
ソウ属  


不明 不明 不明 


ムナカタミズメイガ Parapoynx 
ussuriensis 


北海道南部、本州  イネ  不明 不明 不明 


シロマダラカバナミシ
ャク 


Eupithecia 
extensaria 


北海道、本州。おもに草原 
草原 


不明。ヨーロッパではヨモ
ギ 属 の １ 種 Artemisia 
maritima の花と実を食べ
る。 


年 1 回 6～7 月 不明 


ヒメスズメ Deilephila 
askoldensis 


北海道、本州、四国、九州。火
山性草原、河川敷。 


カワラマツバ、キバナカワ
ラマツバ (アカネ科)  


不明 5～8 月 不明 


クワヤマエグリシャチ
ホコ 


Ptilodon 
kuwayamae 


日本を中心とした東北アジア
の冷温帯林。北海道、及び本州
中部の高原。 


マメ科ヤマハギの単食性。 
ヤナギ科のヤナギ類でも
飼育できる。 


不明 不明 不明 


カバイロシャチホコ Ramesa tosta 本州、四国、九州。静岡県伊東
市と裾野市が北限。草地の蛾で
まれな種。生育には広い草原が
必要なのであろうか。 


メヒシバ (イネ科)  不明 不明 不明 
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ウスジロドクガ Calliteara virginea 本州。東北地方や本州中部の草
原で採取されるがまれである。 


ハギ類 (マメ科)  不明 4 月下旬～6 月上旬 不明 


トラサンドクガ Kidokuga torasan 本州、四国、九州、対馬。草原
性の蛾。 


クヌギ（ブナ科）で飼育さ
れている  


不明 7～8 月 不明 


スゲドクガ Laelia coenosa 北海道、本州。湿地の蛾。 スゲの 1 種、マツカサスス
キ (以上カヤツリグサ科)、
ヒメガマ (ガマ科)、ヨシ 
(イネ科)  


不明 不明 不明 


シロホソバ Eilema degenerella 北海道、本州、四国、九州  地衣類  不明 6～9 月 不明 
ヤネホソバ Eilema fuscodorsalis 本州（宮崎県以南）、四国、九


州、対馬、屋久島、奄美大島、
西表島  


地衣類、コケ類  年 3 回 不明 不明 


ゴマベニシタヒトリ Phyparia purpurata 本州（群馬県、長野県）。長野
県諏訪湖周辺の山地や浅間山
周辺の高原性草原に産する。 


キンギンボク  (スイカズ
ラ科)、オオバコ (オオバコ
科)、ヤブムグラ (アカネ
科)、ノコギリソウ (キク
科)  


不明 不明 不明 


ミカボコブガ Meganola mikabo 北海道（南西部）、本州（青森
県、秋田県、群馬県、長野県）、
九州 (大分県)  


カシワ (ブナ科)  不明 8 月 不明 


チョウカイシロコブガ Nola umetsui 本州、秋田県にかほ市（鳥海山
麓）でのみ発見されている。ス
スキ草原と低層湿地、ハンノキ
林が混交する環境に生息する。 


不明。本属の他の種ではシ
ソ科、スイカズラ科 (ツマ
グロコブガ)、カヤツリグ
サ科  (クロスジシロコブ
ガ)、マンサク科 (クロフマ
エモンコブガ)、ブナ科、
カバノキ科、バラ科 (カバ
イロコブガ)などが知られ
ている。 


推定年 1 回 7～8 月 不明 
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カギモンハナオイアツ
バ 


Cidariplura signata 本州、四国、九州、屋久島。明
るい雑木林の林縁や河川敷な
どの草地に発生してるが少な
い。 


不明。同属のキスジハナオ
イアツバは藻類を食べる。 


年 1回または
2 回 


不明 不明 


コシロシタバ Catocala actaea クヌギを混ずる暖温帯の落葉 
２次林。東北地方（北限は岩手、
秋田県）関東地方の低地、丘陵
地。西部では、中国地方から九
州北部。 


クヌギなど (ブナ科)  不明 8～9 月 不明 


ミヤマキシタバ Catocala ella 北海道、本州。本州では主に長
野県以東に分布するが、関東地
方の平野部からの記録はない。 


ハンノキ (カバノキ科)  不明 不明 不明 


ヒメシロシタバ Catocala nagioides 北海道、本州、四国、九州、対
馬  


カシワ (ブナ科)  不明 不明 不明 


ウスズミケンモン Acronicta carbonaria 本州、四国、九州。産出は局地
的でまれ。クヌギを主とする二
次林。 


クヌギ (ブナ科)  不明 不明 不明 


クビグロケンモン Acronicta digna 北海道、本州、四国、九州、対
馬  


カキツバタ (アヤメ科)、イ
タドリ (タデ科)  


不明 不明 不明 


ウスジロケンモン Acronicta lutea 北海道、本州 (青森県、岩手県、
秋田県、長野県)  


ワレモコウ (バラ科)  不明 5～6 月 不明 


ツリフネソウトラガ Sarbanissa yunnana 九州 (大分県、熊本県)  ツリフネソウ、キツリフ
ネ、ハガクレツリフネ (ツ
リフネソウ科)  


不明 不明 不明 


アオモンギンセダカモ
クメ 


Cucullia argentea 本州、四国、九州、対馬で記録
されているが、分布は局所的  


カワラヨモギ (キク科)  不明 不明 不明 


ホシヒメセダカモクメ Cucullia fraudatrix 北海道、本州中部に分布。本州
中部では高原地帯や河川敷な
どに生息し、やや局所的。 


ヨモギ、オオヨモギ (キク
科)  


不明 不明 蛹 


ギンモンセダカモクメ Cucullia jankowskii 北海道、本州、九州に分布する
が分布は局所的で河川敷や火
山性草原などに生息  


ヨモギ、オオヨモギ (キク
科)  


不明 不明 不明 


ダイセンセダカモクメ Cucullia 
mandschuriae 


分布はかなり局所的で秋田県
にかほ市冬師、静岡県伊東市大


ノコンギク、ユウガギク 
(キク科)  


不明 不明 不明 
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室山、富士山周辺、奈良県曽繭
村曽繭高原、鳥取県大山、山口
県秋吉台、福岡県、長野県大野
原などの草原が保存された場
所  


アカヘリヤガ Adisura atkinsoni 関東地方以西の本州、四国、九
州  


フヨウ (アオイ科)、フジマ
メ、ノアズキ (マメ科)  


不明 不明 不明 


ギンスジアカヤガ Heliothis bivittata 九州(長崎)  不明 不明 不明 不明 
ウスミミモンキリガ Eupsilia contracta 北海道、本州、四国、九州のハ


ンノキの自生する湿地に分布  
ハンノキ(カバノキ科)  不明 不明 不明 


ヒダカミツボシキリガ Eupsilia hidakaensis 北海道日高地方(新冠町)  シナノキ(アオイ科)  年 1 回 不明 不明 


ミスジキリガ Jodia sericea 北海道、本州、四国、九州  クヌギ、アラカシ、カシワ
(以上ブナ科)  


不明 不明 不明 


アサマウスモンヤガ Xestia descripta 浅間山湯ノ平、長野県川上村、
国師岳、岡谷市高ボッチなどの
草原に局所的に産する稀種。標
高 1900m 付近の高原に生息す
る。 


不明  不明 不明 不明 


 
出典： 


青木 典司ほか 2005 日本産幼虫図鑑 学習研究社 


秋田県 2002 秋田県の絶滅のおそれのある野生生物 2002 秋田県版レッドデータブック 動物編 秋田県環境と文化のむら協会 


石川県 2009 改訂・石川県の絶滅のおそれのある野生生物 いしかわレッドデータブック〈動物編〉2009  


http://www.pref.ishikawa.lg.jp/sizen/reddata/rdb_2009/documents/ikkatu.pdf [Accessed Aug, 2012] 
井上 寛・杉 繁朗・黒子 浩・森内 茂・川辺 湛・大和田 守・1982 日本産蛾類大図鑑 講談社 


環境省 2012 第 4 次レッドリスト昆虫類 http://www.env.go.jp/press/file_view.php?serial=20554&hou_id=15619 [Accessed Aug, 2012]  


環境省 2006 改訂・日本の絶滅のおそれのある野生生物 5 [昆虫類] 環境省自然保護局野生生物課 (編) 自然環境研究センター 


岸田 泰則 2011a. 日本産蛾類標準図鑑 1 学習研究社 
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岸田 泰則 2011b. 日本産蛾類標準図鑑 2 学習研究社 


岐阜県 2010 岐阜県の絶滅のおそれのある野生動物 (動物編)改訂版 6. 昆虫類 http://www.pref.gifu.lg.jp/kankyo/shizen/red-data-dobutsu/konchu-rui/ [Accessed 


Aug, 2012] 
駒井 古実・吉安 裕・那須 義次・斉藤 寿久 2011 日本の鱗翅類－系統と多様性 東海大学出版 


白水 隆 2003 原色日本蝶類幼虫大図鑑 保育社 


白水 隆 2006 日本産蝶類標準図鑑 学習研究社 


手代木 求 1990 日本産蝶類幼虫・成虫図鑑〈1〉 タテハチョウ科 東海大学出版会 


手代木 求 1997 日本産蝶類幼虫・成虫図鑑〈2〉 シジミチョウ科 東海大学出版会 


中村 正直･工藤 広悦･内藤 幸之助, 1996. 葦毛湿原(豊橋市岩崎町)で獲られた蛾類目録(葦毛第 2 湿原(指定外地)の蛾類調査 蛾類通信 189: 223-230 


長野県 2004 長野県版レッドデータブック～長野県の絶滅のおそれのある野生動物～動物編 長野県自然保護研究所  


福田 晴夫・浜 栄一・葛谷 健・高橋 昭・高橋 真弓・田中 蕃・田中 洋・若林 守男・渡辺 康之 1982 原色日本蝶類生態図鑑Ⅰ 保育社. 


福田 晴夫・浜 栄一・葛谷 健・高橋 昭・高橋 真弓・田中 蕃・田中 洋・若林 守男・渡辺 康之 1983 原色日本蝶類生態図鑑Ⅱ 保育社. 


福田 晴夫・浜 栄一・葛谷 健・高橋 昭・高橋 真弓・田中 蕃・田中 洋・若林 守男・渡辺 康之 1984a 原色日本蝶類生態図鑑Ⅲ 保育社. 


福田 晴夫・浜 栄一・葛谷 健・高橋 昭・高橋 真弓・田中 蕃・田中 洋・若林 守男・渡辺 康之 1984b 原色日本蝶類生態図鑑Ⅳ 保育社. 


みんなで作る日本産蛾類図鑑 2012  http://www.jpmoth.org/ [Accessed Aug, 2012] 


安田 守 2010 イモムシハンドブック 文一総合出版 


安田 守 2012 イモムシハンドブック 2 文一総合出版 


矢田 脩 2007 新訂 原色昆虫大図鑑 第Ⅰ巻（蝶・蛾 篇） 北隆館 


矢野 高広 2011 高ボッチ高原のミスジコスカシバ やどりが 230, 6-7 


山口むしの会 http://www.geocities.jp/yamagutimusinokai/topics/2009/090825akiyosidai/090823a.htm [Accessed Aug, 2012] 


山本 光人・中臣 謙太郎・佐藤 力夫・中島 秀雄・大和田 守 1987 日本産蛾類生態図鑑 杉 繁郎 (編) 講談社 


吉松 慎一 1994 ヌマベウスキヨトウの幼生期と人工飼育 蛾類通信 177:22-2 
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 添付資料 16  
 


影響を受ける可能性が否定できない絶滅危惧種及び準絶滅危惧種に区分されているコウチュウ目昆虫 


和名 学名 生息地、生息環境 食餌 


絶滅危惧 IA 類（CR） 
アオノネクイハムシ Donacia frontalis 本州（兵庫県）。発見地の青野ヶ原では絶滅した可能性がある。また、


これ以外の産地も記録されていない。生息環境は丘陵地の湿地。 


カヤツリグサ科ハリイ類 


絶滅危惧 II 類（VU） 
オキナワサビカミキリ Diboma costata 九州、屋久島、種子島、トカラ列島、奄美諸島、沖縄諸島、先島諸島。 イネ科タケ類 
準絶滅危惧（NT） 
アカガネネクイハムシ Donacia 


hirtihumeralis 
本州（青森県、岩手県、栃木県、茨城県）。本州固有種。生息環境は


ため池。 


カヤツリグサ科フトイ 


キンイロネクイハムシ Donacia japana 北海道、本州、九州。生息環境はため池、水路。 ミクリ科ミクリ類。成虫は


スゲ類に訪花する。 


 
出典： 


上野 俊一・野澤 良彦・佐藤 正孝 1984 原色日本甲虫図鑑 (II) 保育社 


大林 延夫・新里 達也 編著 2007 日本産カミキリムシ 東海大学出版会 


環境省自然環境局野生生物課 2006 改訂・日本の絶滅のおそれのある野生生物 -レッドデータブック- 5 昆虫類 自然環境研究センター 


環境省自然環境局野生生物課 改訂レッドリスト 付属説明資料 昆虫類 平成 22 年 3 月 


http://www.biodic.go.jp/rdb/explanatory_pdf/21insect.pdf [Accessed Sep, 2012] 
環境省 生物多様性情報システム 絶滅危惧種情報検索 http://www.biodic.go.jp/rdb/rdb_f.html [Accessed Sep, 2012] 
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小島 圭三・林 匡夫 1969 原色日本昆虫生態図鑑 I 保育社 


島根県 2004 しまねレッドデータブック http://www1.pref.shimane.lg.jp/contents/rdb/rdb2/cnt/cnt99b.html [Accessed Oct, 2012] 


栃木県 2005 レッドデータブックとちぎ http://www.pref.tochigi.lg.jp/shizen/sonota/rdb/index.html [Accessed Sep, 2012] 


中根 猛彦・大林 一夫・野村 鎮・黒沢 良彦 2007 新訂・原色昆虫大図鑑 II (甲虫編) 北隆館 


日外アソシエーツ編 2005 昆虫レファレンス事典 I 日外アソシエーツ 


日外アソシエーツ編 2011 昆虫レファレンス事典 II 日外アソシエーツ 


野尻湖昆虫グループ 1985 アトラス・日本のネクイハムシ－化石同定への手引き－ 野尻湖昆虫グループ 


林 匡夫・木元 新作・森本 桂 1984 原色日本甲虫図鑑 (IV) 保育社 


林 成多 2005 日本産ネクイハムシ図鑑－全種の解説－ 月刊むし 408：2-18 


林 成多 2012 日本のネクイハムシ むし社 
福井県 2002 福井県レッドデータブック（動物編） http://www.erc.pref.fukui.jp/gbank/rdb/rdbindex.html [Accessed Sep, 2012] 
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 第一種使用規程について承認を受けたいので、遺伝子組換え生物等の使用等の規制によ


る生物の多様性の確保に関する法律第4条第2項（同法第9条第4項において準用する場


合を含む。）の規定により、次のとおり申請します。 


 


遺伝子組換え生物等の


種類の名称 


コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ（改変 cry3Aa2, Zea mays


subsp. mays (L.) Iltis） （MIR604, OECD UI: SYN-IR6Ø4-5） 


遺伝子組換え生物等の


第一種使用等の内容 


食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬及


び廃棄並びにこれらに付随する行為 


遺伝子組換え生物等の


第一種使用等の方法 


－ 
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生物多様性影響評価書の概要 


 


第1 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報 


 


1. 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 5 


 


(1) 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 


 


イ、和名、英名及び学名 


和名：イネ科トウモロコシ属トウモロコシ 10 


英名：maize、corn 


学名：Zea mays subsp.mays (L.)Iltis 


 


ロ、宿主の品種又は系統名 


デント種（var. indentata）に属する黄色デント種NP2499/NP2500である。 15 


 


ハ、国内及び国外の自然環境における自生地域 


現在、トウモロコシの原産地についての決定的な説はないが、一般的には紀元前


5000 年頃のメキシコあるいはグアテマラが原産地と考えられている（文献 2）。その


耕種作物的起源について、育種過程でテオシントから派生したとする説が有力とされ20 


ている（文献3）。メキシコのテワカン渓谷を中心に中央アメリカ、ペル－、ボリビア


には近縁野生種テオシントが自生しているが、我が国の自然環境下で近縁野生種が自


生しているという報告はない。 


 


(2) 使用等の歴史及び現状  25 


 


イ、国内及び国外における第一種使用等の歴史 


 トウモロコシに関連する遺物が大量に出土した遺跡としてメキシコのテワカン渓


谷がある。最初にトウモロコシが出現したのは紀元前 6800～5000 年頃であり、原始


的なトウモロコシの穂が出土している。紀元前 5000 年～3000 年頃には本格的な農耕30 


が始まったと考えられており、穂は原始的であるが大きくなっている。紀元前 1500


年～200 年頃には穂は非常に大きくなって、現在のような多条列の立派な栽培型にな


った。南北アメリカ大陸各地へはメキシコ、中央アメリカから伝播した。その伝播の


過程でデント種（var. indentata）、ポップ種（var. evata）、スイート種（var. 


saccharata）、フリント種（var. indurata）等の多数の変異種が生じたと考えられて35 







 ２


いる。コロンブスの大陸発見以降、スペインを通してヨーロッパに導入され、世界に


広まった。現在、トウモロコシを主食としている地域は中南米とアフリカの東南部に


見られるが、その他の地域では主食とされていない。トウモロコシのほとんどは飼料


として使用されている（文献2）。 


 5 


日本へは天正7年（1579年）にポルトガル人によって長崎か、あるいは四国にフリ


ント種が導入されたのが最初であるとされている。さらに、明治時代にデント種とフ


リント種が米国から北海道に入り日本中に伝播して以来、長年にわたり栽培、使用さ


れている。子実用のトウモロコシは、大部分が輸入されており、そのほとんどは飼料


として、残りは食品として食用油、澱粉等に使用されている（文献4）。 10 


 


ロ、主たる栽培地域、栽培方法、流通実態及び用途 


 現在、北緯58度から南緯40度に至る範囲で栽培され、主な生産国は、米国、中国、


メキシコ、ブラジル、アルゼンチン、フランス、ルーマニア、ロシア等で、栽培方法


は栽培規模、地域によって異なっている。米国を初めとする多くの国では生産コスト15 


を引き下げるため、大型機械を使用して大規模栽培を行っている。2003年の全世界で


の生産量は 6 億 99 万トンで、その上位 5 カ国は米国（2 億 2,777 万トン）、中国（1


億2,130万トン）、ブラジル（4,450万トン）、メキシコ（1,928万トン）、そしてフラ


ンス（1,644万トン）である（文献5）。現在、米国は世界第一のトウモロコシ生産国


であり、イリノイ、インディアナ、アイオワ、オハイオ及びミズーリ州のコーンベル20 


トと呼ばれる地域を中心に栽培されている。 


 


日本においては、東北地方や長野では早くから機械化栽培されており、北海道では


戦後すぐに機械化されている。現在、我が国でのトウモロコシの栽培は、青刈りのサ


イレージ用トウモロコシ（デント種）として9万ha、未成熟トウモロコシ（スイート25 


種）として2万8千haで、トウモロコシの種子の生産はほとんど行われていない（文


献12）。 


2004年、日本は1,680万トンのトウモロコシ穀粒を輸入しており、最大の輸入先で


ある米国からの輸入量は1,568万トンであった。飼料用として輸入された穀粒は1,204


万トン(米国からは1,159万トン)であり（農林水産省 農林水産物輸出入概況（200430 


年）、2005 年 5 月 13 日発表）、そのほとんどは配合・混合飼料の原料として利用され


ている。 


 


(3) 生理学的及び生態学的特性 


 35 
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イ、生息又は生育可能な環境の条件 


 栽培可能地域は低温と無霜期間によって設定され、夏の平均気温が 21～27℃で無霜
期間が120～180日の地域が最適であり、夏の平均気温が19℃以下で平均夜温が13℃
以下になる地域では栽培されない（文献 17）。トウモロコシの種子の発芽適温は 33℃
程度で、発芽の最低温度は 10～11℃であり、実際の栽培では 13～14℃以上で播種が5 


行われる（文献 17）。 
 


 トウモロコシは、生育期には十分な降雨を必要とする作物である。米国のコーンベ


ルト地帯では、生育期には月間100mm以上の降雨が望ましいとされている（文献4）。 


 10 


 トウモロコシは、熱帯サバンナ気候地帯が原産地とされているが、過度の高温と低


水分の地帯はトウモロコシの栽培には適さない。すなわち、土壌が水を吸収しやすい


状態であることが重要であり、有機質を含み、十分湿っていて、空気が十分に含まれ


て、トウモロコシの根が良好に土壌に接触できるように十分に細かくなっている状態


が望ましい（文献4）。 15 


 


ロ、繁殖又は増殖の様式 


 


① 種子の脱粒性、散布様式、休眠性及び寿命 


完熟した種子は雌穂の苞皮で覆われており、自然の脱粒性はないことから、自然20 


条件下では広範囲に種子が散布されることはない。 


 種子の休眠性は極めて浅く、収穫時に種子が地上に落下しても、土壌温度が10℃


に達するまで発芽しないため、多くの場合、発芽する前に腐敗し枯死する（文献4）。 


 


② 栄養繁殖の様式並びに自然条件において植物体を再生しうる組織又は器官か25 


らの出芽特性 


 トウモロコシは種子繁殖性で、夏作一年生植物である。トウモロコシには、自然


条件において植物体を再生しうる組織等があるという報告はこれまで行われていな


い。 


 30 


③ 自殖性、他殖性の程度、自家不和合性の有無、近縁野生種との交雑性及びアポ


ミクシスを生ずる特性を有する場合はその程度 


 トウモロコシは他殖率 95％程度であるが、自家和合性のため、自家受粉も行う。


トウモロコシは近縁野生種のテオシントと交雑することが報告されているが、我が


国にはトウモロコシと交雑可能な野生種が自生しているという報告はない（文献4）。35 







 ４


また、トウモロコシはアポミクシスを生ずる特性を有さない。 


 


④ 花粉の生産量、稔性、形状、媒介方法、飛散距離及び寿命 


 トウモロコシは雌雄異花序で、稈の頂部に雄穂を1本、中央側部に雌穂を1～3


本着生する。雄穂には1,200～2,000個の小穂があり、1,600万～3,000万個の花粉5 


粒を形成する（文献9）。 


 


 トウモロコシの花粉の稔性は、花粉の充実度により観察される。トウモロコシは


雄雌同株植物で、典型的な風媒花であり、ほとんどは他家受粉によって作られた種


子により繁殖するが、自家不和合性がないため自家受粉も可能である。その受精能10 


力によって、種子の生産量に影響がある（文献1）。 


 


花粉の形状は楕円～円形で、直径は約100μmである（文献4）。 


 


 雄穂は出穂後 1～5日すると開花し、開花開始後 2日目から 4日目頃が開花15 


盛期となる。同じ時期に播種した同一品種の場合には開花期が長くても 10 日


前後である。雌穂は雄穂の出穂後に絹糸を抽出する。花粉は開葯後、風によっ


て飛散し、大部分はほ場内に落下する。花粉の飛散距離は 300～500m である（文


献 9）。 


 20 


 花粉の寿命は、一般に乾燥条件下では長いとされるが、地面への落下や降雨で不


活性化され、盛夏のほ場条件下では24時間以内である（文献9）。 


 


ハ、有害物質の産生性 


 これまでのところ、トウモロコシによる他の野生動植物等の生育または生息に影響25 


を及ぼす有害物質の産生は知られていない。 


 


ニ、その他の情報 


これまでのところ、運搬等においてこぼれ落ちたトウモロコシが畑以外で生育した


という報告はない。 30 


 


2. 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 


 


(1) 供与核酸に関する情報 


 35 
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イ、構成及び構成要素の由来 


 コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ（改変cry3Aa2 , Zea mays subsp. mays (L.) 


Iltis ）（MIR604, OECD UI: SYN-IR6Ø4-5）（以下、｢本組換え体｣という。）の作出


に用いられた供与核酸の構成及び構成要素の由来は表１に示した。 


 5 


 


表 1 プラスミド pZM26の各構成要素のサイズ、由来及び機能 


遺伝要素 
サイズ 


(Kbp) 
由  来  及  び  機  能 


害虫抵抗性遺伝子カセット 


MTLプロモーター 2.56 


このプロモーターはトウモロコシのmetallothionein 遺


伝子に由来している。Corn Rootwormはトウモロコシの根


を食害するため、MTLプロモーターを使って根で目的遺伝


子の転写（mRNA合成）の開始を規定する。 


 


改変cry3Aa2遺伝子


 


1.80 


この遺伝子は、胞子を形成する一般的なグラム陽性土壌微


生物であるBacillus thuringiensis subsp. tenebrionis


由来のcry3Aa2遺伝子を、遺伝子の発現を高めるように改


変した。この 遺伝子が産生する改変 Cry3Aa2 蛋白質はコ


ウチュウ目昆虫に殺虫活性を持つ。 


Nosターミネーター  0.25 


Agrobacterium tumefaciens のノパリン合成酵素遺伝子の


ターミネーター領域で転写ターミネーター及びmRNAのポ


リアデニル化シグナルを含む。機能はmRNAの転写を終結さ


せ、ポリアデニル化を誘導することである。 


選択マーカー遺伝子カセット 


ZmUbiInt 


プロモーター 
1.99 


このプロモーターはトウモロコシのpolyubiquitin 遺伝


子由来で､単子葉植物の植物体全体で目的遺伝子の転写


（mRNA合成）の開始を規定する。 


pmi遺伝子 1.18 


この遺伝子はPMI蛋白質（Phosphomannose isomerase）を


コードする E. coli 由来の遺伝子で、マンノース 6-リン


酸とフルクトース6-リン酸を可逆的に相互変換する。 


Nosターミネーター  0.25 


Agrobacterium tumefaciensのノパリン合成酵素遺伝子の


ターミネーター領域で転写ターミネーター及び mRNA のポ


リアデニル化シグナルを含む。機能は mRNA の転写を終結


させ、ポリアデニル化を誘導することである。 
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ロ、構成要素の機能 


 


① 目的遺伝子、発現調節領域、局在化シグナル、選抜マーカー、その他の供与核


酸の構成要素それぞれの機能 


 本組換え体の作出に用いられた供与核酸の構成要素の機能は表 1 (５ページ)に示5 


した。 


 


② 目的遺伝子及び選抜マーカーの発現により産生される蛋白質の機能及び当該


蛋白質がアレルギー性（食品としてのアレルギー性を除く）を有することが明


らかとなっている蛋白質と相同性を有する場合はその旨 10 


 


改変Cry3Aa2蛋白質： 


改変cry3Aa2 遺伝子が産生する改変Cry3Aa2蛋白質は、Corn Rootworm等のコウチ


ュウ目昆虫の幼虫に摂取されると、幼虫の消化管内において部分的にしか消化されず


特定のペプチド（コアトキシン）が残る。このペプチドが腸管の特異的受容体に結合15 


して、幼虫の消化管粘膜壁に作用し、その結果、消化プロセスを阻害して殺虫活性を


示す。 


 


Cry3A蛋白質は、コウチュウ目以外の昆虫にはほとんど殺虫活性を示さないことが


知られている（文献6）。さらに、Cry3Aファミリーに属する蛋白質の一つであるCry3Aa220 


蛋白質については、米国のトウモロコシ栽培における主要害虫であるコウチュウ目昆


虫Corn Rootwormに特異的に殺虫活性があることが知られている（文献7）。 


改変cry3Aa2遺伝子は、宿主であるトウモロコシでの発現に最適な塩基配列とする


ため、及びWestern Corn Rootworm（Diabrotica virgifera virgifera）とNorthern Corn 


Rootworm（Diabrotica longicornis barberi ）に対する効果を高めるために一部の25 


塩基配列を変更している。なお、改変Cry3Aa2蛋白質の標的昆虫への殺虫活性を高め


るため、一部のアミノ酸配列をカテプシンGプロテアーゼ(キモトリプシン様セリンプ


ロテアーゼ)の認識配列へと置換しているが、その他のアミノ酸配列はCry3Aa2蛋白質


のアミノ酸配列と同じである。 


 30 


6種のコウチュウ目（Coleoptera ）、6種のチョウ目（Lepidoptera ）、1種のハエ目


（Diptera ）の昆虫に対する改変Cry3Aa2蛋白質の殺虫活性を調査した。それぞれの


一齢幼虫に改変Cry3Aa2蛋白質を人工餌で与えたところ、チョウ目、ハエ目には殺虫


活性は示さなかったものの、コウチュウ目では、調査を行った６種のうち４種


（Western Corn Rootworm（Diabrotica virgifera virgifera ）、Northern Corn Rootworm35 
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（Diabrotica longicornis barberi ）、Colorado Potato Beetle（Leptinotarsa 


decemlineata ）、Banded Cucumber Beetle（Diabrotica balteata ））に殺虫活性を


示した一方、コウチュウ目のSouthern Corn Rootworm (Diabrotica undecimpunctata)


及びCotton Boll Weevil (Anthonomus grandis)には活性を示さなかった。 


 5 


 コウチュウ目昆虫以外にも、ハチ、ミミズ、魚類、鳥類、哺乳類等の非標的生物に


対し改変Cry3Aa2蛋白質が影響を与えるかどうか試験をした結果、影響は見られなか


った。 


 


なお、ヒトを含めた哺乳類は、胃液が強酸性で改変Cry3Aa2蛋白質を消化できるこ10 


と、また、例えこのペプチド（コアトキシン）が残ったとしても当該ペプチドの受容


体が腸管にないことから、生体に影響はないと考えられる。 


 


 アレルギー性情報に関しては、データベース（SWISS-PROT、FFARP、BLASTP 等）を


用いて改変cry3Aa2 遺伝子が産生する改変Cry3Aa2蛋白質と、既知のアレルゲンや毒15 


素との相同性について調査した。その結果、既知のアレルゲン蛋白質に対して構造相


同性は認められなかった。 


 


PMI蛋白質： 


pmi遺伝子はPMI蛋白質（Phosphomannose isomerase）をコードするE.coli由来の20 


遺伝子で、PMI蛋白質はマンノース6-リン酸とフルクトース6-リン酸を可逆的に相互


変換する機能を有する。通常、トウモロコシを含む多くの植物はマンノースを炭素源


として利用できないが、pmi 遺伝子を持つ細胞はマンノースを利用し成長することが


できる。このため、pmi 遺伝子を目的遺伝子のマーカーとして一緒に植物細胞に導入


し、マンノースを含む培地で培養することにより、目的遺伝子がpmi遺伝子とともに25 


細胞内に導入されたことが確認できる（文献8、文献10）。 


PMI 蛋白質は自然界にも広く存在し、植物ではトウモロコシにおける存在は確認さ


れていないが、大豆等では確認されている。 


なお、植物のpmi遺伝子が産生するPMI蛋白質は微生物が産生するPMI蛋白質と同


等であると米国環境保護庁（EPA）より評価され、pmi遺伝子が産生するPMI蛋白質は30 


植物及び微生物いずれの場合であっても EPA の残留基準規制から除外されている


（2005年5月14日）。 


 


アレルギー性情報に関しては、データベース（SWISS-PROT、FFARP、BLASTP 等）を


用いてpmi遺伝子が産生するPMI蛋白質、既知のアレルゲンや毒素との相同性につい35 







 ８


て調査した。その結果、既知のアレルゲン蛋白質に対して構造相同性は認められなか


った。 


 


③ 宿主の持つ代謝系を変化させる場合はその内容 


 改変Cry3Aa2蛋白質は酵素活性を持たず、宿主の代謝系と独立して機能しているこ5 


とから、改変Cry3Aa2蛋白質が宿主の代謝経路に影響を及ぼす可能性は極めて低いと


考えられる。 


 また、pmi遺伝子によって発現するPMI蛋白質は、マンノース6-リン酸とフルクト


－ス6-リン酸を可逆的に相互変換する触媒酵素蛋白質であり、その反応はマンノース


-6-リン酸とフルクトース-6-リン酸に対して特異的で、PMI 蛋白質に対する他の天然10 


基質は知られていない（文献13）。 


  


(2) ベクターに関する情報 


 


イ、名称及び由来 15 


 本組換え体の作出に用いたベクターは、プラスミドpZM26である。このプラスミド


は、大腸菌Escherichia coli由来のpUC19を基に構築された。 


 


ロ、特性 


 ベクターの塩基数は13811bpである。 20 


 ベクター中には、形質転換プラスミドを含む微生物を選抜するための抗生物質耐性


マーカーが含まれ、ストレプトマイシン、エリスロマイシン、スペクチノマイシン耐


性を持つが、挿入遺伝子領域外に位置するために本組換え体にこの遺伝子は移入され


ていない。 
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(3) 遺伝子組換え生物等の調製方法 


 


イ、宿主内に移入された核酸全体の構成 


２つの遺伝子発現カセット（害虫抵抗性遺伝子カセット及び選択マーカー遺伝子カ


セット）が本組換え体に移入されている。 30 


 


ロ、宿主内に移入された核酸の移入方法 


 核酸の宿主への導入は、アグロバクテリウム法により行った。 


 


ハ、遺伝子組換え生物等の育成の経過 35 







 ９


 


① 核酸が移入された細胞の選抜の方法 


 アグロバクテリウム法でプラスミドを導入後、マンノースを唯一の炭素源とする培


地上で培養することにより、PMI蛋白質を発現する個体のみを選抜した。 


 5 


② 核酸の移入方法がアグロバクテリウム法の場合はアグロバクテリウム菌体の残


存の有無 


 遺伝子導入後、培養細胞の培地中に抗生物質セフォタキシンを添加してアグロバク


テリウム菌を除去した。 
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③ 育成の経過及び系統樹 


 アグロバクテリウム法でプラスミドを導入後、pmi遺伝子を有するカルスを選抜し、


改変 Cry3Aa2 蛋白質の発現を確認したもののうち、後代においても安定して改変


Cry3Aa2蛋白質が発現する組換え体を初代MIR604（組換え当代）とし、広範囲の地域


で栽培可能な中生品種であるデント種の優良系統との交配を行った。 15 


なお、2006年5月に、食品としての安全性の確認申請を厚生労働省に、飼料として


の安全性の確認申請を農林水産省に行った。 


 


 


(4) 細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 20 


 


イ、移入された核酸の複製物が存在する場所 


 遺伝分離の試験結果において、導入遺伝子はメンデル遺伝の法則に従って安定して


優性遺伝することが確認されていることから、染色体上に存在していると考えられる。 


 25 


ロ､ 移入された核酸の複製物のコピー数及び移入された核酸の複製物の複数世代に


おける伝達の安定性 


 サザンブロッティングにより挿入遺伝子の存在を調べた。その結果、改変 cry3Aa2


遺伝子及びpmi遺伝子は１コピー存在すること、少なくとも3世代で安定して伝達さ


れていることを確認した。 30 


  


ハ、（6）のイにおいて具体的に示される特性について、自然条件の下での個体間及


び世代間での発現の安定性 


 2002年に米国のミネソタ州とイリノイ州の野外ほ場で、Corn Rootworm（CRW）に対


する抵抗性試験を行なった。CRWが最も発生するトウモロコシの6葉期にWestern Corn 35 







 １０


Rootworm（Diabrotica virgifera virgifera ）の一齢幼虫をトウモロコシの根に放


飼し、トウモロコシの根部の被害度を調査した。その結果、組換え体の根部の被害は


比較的少なかったものの、対照品種の根部被害は甚大であったことより、目的遺伝子


の導入によりコウチュウ目昆虫への抵抗性が付与されていることを確認した。 


 5 


pmi遺伝子の発現については、マンノースを唯一の炭素源とする培地上で培養する


ことによりPMI蛋白質を発現している細胞のみを選抜する、組換え体選別の過程でPMI


蛋白質が安定して発現している事を確認した。 


 


(5) 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 10 


 


イ、移入された核酸の複製物の発現により付与された生理学的又は生態学的特性の


具体的な内容 


 宿主に新たに付与された特性は改変 cry3Aa2 遺伝子の発現により生成された改変


Cry3Aa2蛋白質によるCorn Rootworm（CRW）等のコウチュウ目害虫に対する抵抗性（図15 


1）とpmi遺伝子の発現により生成されたPMI蛋白質である。 


 


図 1 本組換え体と対照となる非組換え体のコウチュウ目害虫による根の食害程度の


比較 
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ロ、 以下に掲げる生理学的又は生態学的特性について、遺伝子組換え農作物と宿主


の属する分類学上の種との間の相違の有無及び相違がある場合はその程度 


 本組換え体については、飼料や食品加工を用途として、デント種との交配により商


業品種を育成している。平成 17 年、独立行政法人農業・生物系特定産業研究機構畜


本組換え体 対照品種 







 １１


産草地研究所にて、本組換え体とその対照となる非組換え体を使用して隔離ほ場試験


を行った。 


 


① 形態及び生育の特性 


形態及び生育の特性として、発芽揃い、発芽率、雄穂抽出期、絹糸抽出期、稈長、5 


草型、分げつ数、着雌穂高、成熟期、雌穂数、有効雌穂数、雌穂長、雌穂径、粒列数、


一列粒数、粒色、百粒重、粒形、収穫期の地上部生体重について、本組換え体と対照


となる非組換え体との比較調査を行った。その結果、全ての調査形質で、本組換え体


と非組換え体との間に差異は認められなかった。 
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② 生育初期における低温又は高温耐性 


本組換え体と対照となる非組換え体において、生育初期における低温耐性について


の試験を実施した。1～2 葉期の幼苗を材料とし、冬季を想定した低温条件下（5℃）


で調査を行った。その結果、低温条件では本組換え体と非組換え体の成長の停止がみ


られた。このことから、低温耐性について本組換え体と非組換え体との間に差はない15 


と判断した。 


 


 また、収穫作業時にほ場でこぼれ落ちた種子が発芽し、越冬する可能性について検


討した。ほ場試験に供試した種子を3葉期まで生育した後、野外条件（夜間最低気温


が－5℃）へと移動した。その結果、本組換え体と対照品種は全て枯死した。 20 


 


以上の結果から、本組換え体と対照となる非組換え体との間に低温耐性に関する相


違は認められなかった。 


 


③ 成体の越冬性 25 


トウモロコシは夏型一年生作物であり、成熟後自然に枯死するために、成熟後さら


に栄養繁殖するという報告や、再度結実して種子を生産するという報告はなされてい


ない。 


 


④ 花粉の稔性及びサイズ 30 


花粉の稔性（充実度）と花粉の大きさをアセトカーミン溶液で染色して観察した結


果、本組換え体と非組換え体との間に差はないと考えられた。 


 


⑤ 種子の生産量、脱粒性、休眠性及び発芽率 


種子の生産量調査として穀粒の収量を比較した。その結果、有効雌穂数、粒列数、35 







 １２


一列粒数、百粒重について本組換え体と対照となる非組換え体との間に相違は見られ


なかったことから種子の生産量についても相違はないものと判断した。 


 


脱粒性については、本組換え体とその対照品種共に、収穫時雌穂は苞皮に覆われて


いたため、自然条件下での脱粒性は見られないと判断した。 5 


 


休眠性については、ほ場試験で採取した本組換え体と非組換え体の種子の発芽率が


共に高く、また両者に差異は認められなかったことから、種子の休眠性は極めて浅い


と判断された。 
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収穫種子の発芽率について、組換え体と非組換え体の間に差は認められなかったこ


とから、種子の発芽率に差はないものと判断された。 


 


⑥ 交雑率 


 我が国にはトウモロコシと交雑可能な近縁野生種が自生しているとの報告は行わ15 


れていないことから、交雑率の試験は行わなかった。 


 


⑦ 有害物質の産生性 


我が国の自然環境下における有害物質の産生性について鋤込みの影響、後作への影


響及び土壌微生物への影響を調べた。 20 


  


鋤込み試験として、収穫期の葉と茎の乾燥粉末を、黒ボク土壌と混合し1/5000aワ


グナーポットに詰め、1 ポット当たりハツカダイコン種子を播種し発芽率を観察した


結果、本組換え体と対照となる非組換え体との間で有意差は見られなかった。また、


発芽後のハツカダイコンの草丈、新鮮重、乾燥重を測定した結果、有意差は見られな25 


かった。 


後作試験として、各試験区の土壌を採取して混和後、1/5000a ワグナーポットに詰


め、1 ポット当たりハツカダイコン種子を播種し発芽率を観察した結果、本組換え体


と対照となる非組換え体との間で有意差は見られなかった。また、発芽後のハツカダ


イコンの草丈、生体重及び乾燥重を測定した結果、有意差は見られなかった。 30 


 本組換え体と対照となる非組換え体の播種時と収穫時に隔離ほ場の土壌を採取し、


土壌中の微生物について、希釈平板法により糸状菌、細菌及び放線菌のコロニー数を


計測した。その結果、本組換え体と対照となる非組換え体との間で有意差は見られな


かった。 


 35 
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3. 遺伝子組換え生物等の使用に関する情報 


 


(1) 使用等の内容 


 食用又は飼料に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬及び廃棄並びにこれら


に付随する行為 5 


 


(2) 生物多様性影響が生ずるおそれのある場合における生物多様性影響を防止するための


措置 


添付の｢緊急措置計画書｣を参照。 
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(3) 国外における使用等に関する情報 


米国では、米国農務省（USDA）の認可を得て、2002年よりほ場試験を開始した。こ


れらの試験の結果、本組換え体は米国における安全性評価試験において、導入遺伝子


が発現しコウチュウ目害虫抵抗性及びPMI蛋白質の産生の特性が付与されたこと以外


に、非組換え体との相違は認められなかった。 15 


2002 年及び 2003 年の環境安全性評価結果に基づき、植物農薬としての認可を米国


環境保護庁（EPA）に2003 年 12月 16日に申請し、2006 年 10月 3日に認可を得た。


また、無規制栽培（商業栽培）認可を米国農務省(USDA)動植物検疫局(APHIS)に 2004


年 4 月 28 日に申請し、食品及び飼料としての認可を米国食品医薬局（FDA）に 2005


年2月23日に申請したところである。 20 
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第２ 項目ごとの生物多様性影響評価 


 


1. 競合における優位性 


 


(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物の特定 5 


宿主の属する分類学上の種であるトウモロコシについては長期の使用経験があり、


我が国の自然環境下で自生したという例は報告されていない。 


 


隔離ほ場試験において本組換え体と対照となる非組換え体の競合における優位性


に関わる諸形質について比較検討を行った結果、全ての調査項目で有意差は見られな10 


かった。 


 


本組換え体では、導入された改変Cry3Aa2 蛋白質の発現により、コウチュウ目昆虫


への抵抗性を付与されており、Corn Rootwormを含めた4種類のコウチュウ目害虫に殺


虫活性を示すことが確認されている。しかし、我が国においてはCorn Rootwormの生15 


息は知られておらず、また、コウチュウ目昆虫による食害は、トウモロコシが我が国


の自然条件下において生育することを困難にさせる主な要因ではないことから、この


形質は競合における優位性を高める主な要因とはならないと考えられる。 


 


さらに、本組換え体では、導入されたpmi遺伝子の発現によりPMI蛋白質を発現しマ20 


ンノースを炭素源として利用することができるが、我が国の自然条件下において、こ


の形質を有することにより競合における優位性が高まるとは考えられない。 


 


以上のことから影響を受ける野生動植物等は特定されなかったため、本組換え体の


競合における優位性に起因して生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断された。 25 


 


(2) 影響の具体的内容の評価 


― 


 


(3) 影響の生じやすさの評価 30 


― 


 


(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 


 以上から、本組換え体について、競合における優位性に起因する生物多様性影響を


生ずるおそれはないと判断された。 35 
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2.有害物質の産生性 


 


(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物の特定 


 宿主の属する分類学上の種であるトウモロコシについては長期の使用経験があり、5 


野生動植物等に対して影響を与える有害物質の産生性は知られていない。 


 


 有害物質の産生性については、植物体の鋤込み試験、後作試験、土壌微生物相の調


査を行った結果、いずれの調査においても本組換え体と対照となる非組換え体との間


で有意差は認められなかった。よって、意図しない有害物質の産生はないと考えられ10 


た。 


 


本組換え体では、導入されたpmi遺伝子の発現によりマンノース6-リン酸とフルク


ト－ス 6-リン酸を相互変換する PMI 蛋白質を発現するが、その反応はマンノース-6-


リン酸とフルクトース-6-リン酸に対して特異的で、PMI蛋白質に対する他の天然基質15 


は知られていない。そのため、PMI 蛋白質の発現が植物の他の代謝経路に影響を及ぼ


し、有害物質を産生するおそれはないと考えられた。 


 


さらに、本組換え体は、導入された改変cry3Aa2遺伝子の発現により、米国におけ


るトウモロコシ栽培の主要害虫であるコウチュウ目昆虫に対して殺虫活性を示す改20 


変 Cry3Aa2 蛋白質を産生する。米国において 500～600μg/ml の改変 Cry3Aa2 蛋白質


を含む寒天でゲル化した食餌と供に 6 種のコウチュウ目（Coleoptera ）、6 種のチョ


ウ目（Lepidoptera ）、1種のハエ目（Diptera ）昆虫を４～5日間生育し、その影響


を観察した結果、４種のコウチュウ目昆虫 Western Corn Rootworm（Diabrotica 


virgifera virgifera ）、Northern Corn Rootworm（Diabrotica longicornis barberi ）、25 


Colorado Potato Beetle（Leptinotarsa decemlineata ）及びBanded Cucumber Beetle


（Diabrotica balteata ）に対する殺虫活性が確認されたが、同じCorn Rootwormで


ある Southern Corn Rootwarm (Diabrotica undecimpunctata)には殺虫活性が見られ


なかった。このことから、改変Cry3Aa2蛋白質の殺虫活性は特異性が高いと考えられ


た。我が国においてはこれらのコウチュウ目昆虫種の生息は確認されていない。しか30 


しながら、我が国に生息するコウチュウ目昆虫の中には、改変Cry3Aa2蛋白質により


何らかの影響を受けるものがいる可能性を完全には否定することができない。そこで


以下の検討を行った。 


 


  35 
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(2) 影響の具体的内容の評価 


(1)で示した殺虫活性が確認されたコウチュウ目昆虫のうち、改変 Cry3Aa2 蛋白質


に最も高い感受性を示した Western Corn Rootworm (Diabrotica virgifera 


virgifera )を、改変 Cry3Aa2 蛋白質を 1.4μg/ml の濃度で含む寒天でゲル化した食5 


餌と共に144時間生育すると、半数のWestern Corn Rootwormが致死したという結果


であった。 


 


(3) 影響の生じやすさの評価 


我が国のコウチュウ目昆虫が本組換え体の産生する改変Cry3Aa2蛋白質に曝露され10 


る経路としては、①植物体が直接食害される場合、②土壌中に鋤込まれた植物体やそ


こから溶出した蛋白質が鋤込まれた植物体と共に摂食される場合、③花粉飛散により


食餌植物と共に摂食される場合の3つが考えられた。 


 


植物体が直接食害される場合、そのようなコウチュウ目昆虫は防除される対象とな15 


るが、絶滅危惧種である場合は検討が必要である。環境省レッドリストの 2000 年改


訂版には、日本で絶滅のおそれがあるコウチュウ目昆虫種は 84 種であり、その絶滅


危惧種 I 類としては 27 種、絶滅危惧種 II 類としては 20 種、準絶滅危惧種としては


37種が記載されている。レッドリストによれば、これら絶滅のおそれのある種とされ


ている種が生息又は生育する場所は、山地・湿地・湿原／塩性湿地・河川／湖沼・干20 


潟／マングロ－ブ林等であった。このことから、レッドリスト記載種のうち、トウモ


ロコシの栽培ほ場周辺に限り生息する可能性のあるコウチュウ目昆虫種は存在しな


いと推測される。よって①、②の経路により個体群で影響を受ける可能性のある種が


存在する可能性は極めて低いと考えられた。また、絶滅のおそれがあるとされている


種以外のコウチュウ目昆虫も同様に、トウモロコシ栽培ほ場やその周辺のみに生育し25 


ているとは考え難い（文献11）。 


 次に、③の経路、すなわち本組換え体の花粉飛散によりコウチュウ目昆虫種が影


響を受ける可能性を検討した。(2)で示したように、改変 Cry3Aa2 蛋白質に最も高い


感受性を示した Western Corn Rootworm (Diabrotica virgifera virgifera )を、改


変Cry3Aa2蛋白質を1.4μg/mlの濃度で含む寒天でゲル化した食餌と共に144時間生30 


育すると、半数の Western Corn Rootworm が致死した。しかし、米国における 2002


年と 2003 年のほ場試験において、ELISA 法により本組換え体の各部位での改変


Cry3Aa2 蛋白質の発現量を調査した結果、花粉での改変 Cry3Aa2 蛋白質の発現は検出


限界（0.01μg/g)以下であった。これらのことから、自然条件下において本組換え体


の花粉がコウチュウ目昆虫に影響を与えるほど堆積するとは考えにくくコウチュウ35 
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目昆虫が花粉飛散により影響を受ける可能性は極めて低いと考えられた。 


 


これまでに、運搬等においてこぼれ落ちたトウモロコシが畑以外の場所で野生化し


たという報告はない。また、たとえ生育したとしても、トウモロコシは高度な栽培管


理を必要とするため、その個体数はほ場で栽培されているトウモロコシと比較すると5 


極めて少ないものと考えられる。そのため、コウチュウ目昆虫がこぼれ落ちにより生


育及び腐植したトウモロコシを摂食することにより影響を受ける可能性は非常に低


いと考えられた。また、前述の通り、本組換えトウモロコシの花粉における改変


Cry3Aa2 蛋白質の発現量は検出限界以下であったことから、コウチュウ目昆虫が花粉


飛散により影響を受ける可能性は極めて低いと考えられた。 10 


 


なお、隔離ほ場試験において落とし穴法により非標的昆虫への影響を観察した結果、


本組換え体と対照の非組換え体との間に相違は見られなかった。 


また、改変 Cry3Aa2 蛋白質を 230μg/g となるように土壌に加え、活性の半減期を


Colorado Potato Beetle (Leptinotarsa decemlineata)の幼虫に対する活性を測定す15 


ることにより調べたところ、7.6日であることが示された。 


Bt蛋白質の土壌中での分解速度については、加えた蛋白質の量に依存する、つまり、


始めに急速に分解が進み、その後少量の蛋白質が長時間土壌に残存するという報告も


なされている。また、Bt蛋白質は土壌構成成分に吸着することにより一部は長時間残


存するとの推測もなされており、土壌の種類により分解速度が異なることが考えられ20 


る。 


Bt蛋白質の土壌中における半減期については、幾つかの方法が知られているが、分


解速度を測定する標準的な方法はない。精製した Bt 蛋白質については、活性の半減


期は数日であるとの報告もあるが、土壌条件によっては、その活性は低下するものの、


数ヶ月間維持されるとの報告もある。 25 


土壌中における植物体内の Bt 蛋白質については、活性の半減期は数日であるとの


報告や数十日であるとの報告があるが、その活性は低下するものの、数ヶ月間維持さ


れたとの報告もある。また、土壌構成成分の影響に加え、植物体の微生物による分解


などの過程を経ることにより、精製した Bt 蛋白質とは異なる土壌環境の影響を受け


ることも考えられる（文献14）。しかし、これまでに組換え植物由来のBt蛋白質が野30 


外において土壌中に残存することにより標的昆虫以外の生物に対する悪影響を実証


した報告はない（文献15）。 


 


本組換え体における改変 Cry3Aa2 蛋白質の量は、発現量が最も高い部位である第 5


葉期の葉において 5.4μg/g であり、一般的にトウモロコシの茎葉の水分含量は 62～35 
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78%と報告されていることから（文献16）、水分含量を78%と仮定すると、乾燥重に対


する当該蛋白質の含量は約24.5μg/gと推定される。したがって本組換え体の茎葉を


鋤き込んだとしても、これ以上の濃度になることは考えられない。一方、活性の半減


期推定に用いた Cry3Aa2 蛋白質の初期濃度は 230μg/g であるにもかかわらず、ほ場


の土壌を用い 25℃条件下では 30 日後には活性が失われたことを示している。このこ5 


とから、我が国に生息するコウチュウ目昆虫種が改変Cry3Aa2蛋白質に曝露されるこ


とにより、個体群で影響を受ける可能性は極めて低いと判断され、有害物質の産生性


に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断された。 


 


(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 10 


 以上のことから、本組換え体はコウチュウ目昆虫に殺虫活性を有する改変 Cry3Aa2


蛋白質を産生するが、この蛋白質に起因して生物多様性影響が生じるおそれはないと


判断された。 


 


3.交雑性 15 


 


(1）影響を受ける可能性のある野生動植物の特定 


 トウモロコシは近縁野生種のテオシントと自然交雑することが報告されているが、 


我が国では交雑可能な近縁野生種は自生しておらず交雑の可能性はない（文献 4）こ


とから、影響を受ける可能性のある野生動植物等は特定されない。 20 


 


 (2）影響の具体的内容の評価 


― 


 


(3）影響の生じやすさの評価 25 


― 


 


(4）生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 


 我が国には交雑可能な近縁野生種は自生していないので、交雑性において影響を受


ける可能性のある野生動植物は特定されず、生物多様性影響を生ずるおそれはないと30 


判断された。 


 


4.その他の性質 


 上記のほかに、生物多様性影響の評価を行うことが適当であると考えられる本組換


え体の性質はないと判断された。 35 
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第3 生物多様性影響の総合的評価 


 


 宿主の属する分類学上の種であるトウモロコシについては長期の使用経験があり、


我が国の自然環境下で自生することは知られていない。 


 5 


競合における優位性に関して、形態及び生育特性について本組換え体と対照となる


非組換え体との間で差異は認められなかった。さらに、収穫種子の発芽率は極めて高


いことから休眠性は極めて浅いと考えられ、生育初期の低温耐性は対照となる非組換


え体と同様に低いことから、本組換え体の競合における優位性が高まることはないと


判断された。本組換え体は導入された改変cry3Aa2 遺伝子の発現により、コウチュウ10 


目昆虫への抵抗性が付与されているものの、我が国においてはCorn Rootwormの生息


は知られておらず、また、コウチュウ目昆虫による食害は、トウモロコシが我が国の


自然条件下において生育することを困難にさせる主な要因ではないことから、この形


質は競合における優位性を高める主な要因とはならないと考えられた。また、本組換


え体では、導入されたpmi遺伝子の発現によりPMI蛋白質を発現するが、自然条件下に15 


おいて、マンノース6-リン酸とフルクト－ス6-リン酸を相互変換する蛋白質を産生す


ることにより競合における優位性が高まるとは考えられない。 


 


 有害物質の産生性に関しては、宿主の属する分類学上の種であるトウモロコシにつ


いては長期の使用経験があり、野生動植物等に対して影響を与える有害物質の産生は20 


知られていない。本組換え体では、コウチュウ目昆虫に対して殺虫活性を示す改変


Cry3Aa2 蛋白質産生性が付与されている。しかし、その殺虫活性は極めて特異性が高


く、米国で行われた6種のコウチュウ目（Coleoptera ）、6種のチョウ目（Lepidoptera ）、


1 種のハエ目（Diptera ）昆虫に対する殺虫活性試験結果からは、コウチュウ目昆虫


の４種Western Corn Rootworm（Diabrotica virgifera virgifera ）、Northern Corn 25 


Rootworm（Diabrotica longicornis barberi ）、Colorado Potato Beetle（Leptinotarsa 


decemlineata ）及び Banded Cucumber Beetle（Diabrotica balteata ）に殺虫活性


が確認されている。我が国ではこれらのコウチュウ目昆虫の生息は確認されていない。


しかしながら、我が国に生息するコウチュウ目昆虫の中には、改変Cry3Aa2蛋白質に


より何らかの影響を受けるものがいる可能性を完全には否定することができない。そ30 


こで以下の検討を行った。 


 コウチュウ目昆虫が本組換え体の産生する改変Cry3Aa2蛋白質に曝露される経路と


しては、植物体を直接食害した場合、土壌中に鋤込まれた植物体やそこから溶出した


蛋白質を鋤込まれた植物体と共に摂食する場合、花粉飛散により食餌植物と共に摂食


する場合が考えられる。上記の経路により、我が国におけるコウチュウ目昆虫が影響35 
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を受ける可能性について、環境省レッドリスト掲載種を例に検討を行った。これらの


種が生息又は生育する場所は、山地・湿地・湿原／塩性湿地・河川／湖沼・干潟／マ


ングロ－ブ林等であることから、トウモロコシの栽培ほ場やその周辺に限り生育し、


個体群で影響を受ける可能性は極めて低いと考えられた。また、絶滅のおそれがある


とされている種以外のコウチュウ目昆虫はトウモロコシの栽培ほ場やその周辺のみ5 


に生育しているとは考え難く、コウチュウ目昆虫種が個体群で影響を受ける可能性は


極めて低いと考えられた。さらに、本組換え体の花粉飛散によりコウチュウ目昆虫種


が影響の受ける可能性を検討した。本組換え体の花粉での改変Cry3Aa2蛋白質の発現


量は、検出限界値以下であることが ELISA 法により確認されている。このことから、


我が国においてコウチュウ目昆虫が花粉における改変Cry3Aa2蛋白質の発現により影10 


響を受ける可能性は、極めて低いと考えられた。 


 


 なお、改変Cry3Aa2蛋白質の土壌中での半減期は約7.6日と短く、土壌中で急速に分


解され、この結果は、改変Cry3Aa2蛋白質が土壌中に放出された場合、1ヶ月で初期濃


度の32分の1に、2ヶ月で500分の1に減少することを示している。また、本組換え体で15 


は、導入されたpmi遺伝子の発現によりマンノース6-リン酸とフルクト－ス6-リン酸


を相互変換するPMI蛋白質を発現するが、その反応はマンノース-6-リン酸とフルクト


ース-6-リン酸に対して特異的で、PMI蛋白質に対する他の天然基質は知られていない。


そのため、PMI蛋白質の発現が植物の他の代謝経路に影響を及ぼし、有害物質を産生


するおそれはないと考えられた。 20 


 


 交雑性に関しては、我が国にはトウモロコシと交雑可能な近縁野生種は自生してい


ることは報告されていないことから、交雑性に起因して生物多様性影響が生ずるおそ


れはないと判断された。 


 25 


 上記の評価結果を踏まえて、本組換え体を第一種使用規程に従って使用した場合に、


我が国において生物多様性影響を生ずるおそれはないと総合的に判断した。 







 


２１  


緊急措置計画書（栽培目的の場合） 


 


                                                   平成18年 4月 26日 


 


氏名 シンジェンタ ジャパン株式会社 


   代表取締役社長 マイケル・ケスター 


住所  東京都中央区晴海一丁目8番10号 


  オフィスタワーＸ 


                                             


 第一種使用規程の承認を申請しているコウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ(改変


cry3Aa2, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis)（MIR604, OECD UI: SYN-IR6Ø4-5）(以下、本


組換え体という。)の第一種使用等において、生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された


場合、弊社は生物多様性影響のリスク評価を実施する。このリスク評価に基づき、生物多


様性に及ぼす影響に応じた管理計画を設定し、こうした危険性を軽減する方法の決定のた


めに関係機関への協力等を必要に応じて行う。更に、特定された危険性の重大性や起こり


うる確率から判断して、生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められた場合は、当該


影響を効果的に防止するため、特定された問題に応じ、以下のことを行う。 


 


１  第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者 


個人名・所属は個人情報につき非開示 


 


２ 第一種使用等の状況の把握の方法 


弊社は種子会社等から、第一種使用等の状況に関し情報収集を行う。 


 


３ 第一種使用等をしている者に緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置の内容を


周知するための方法 


１で示した委員会は、本組換え体の使用に伴い生物多様性影響を生ずるおそれがある


と認めた場合には、さらに緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置の内容を使


用等をしている者に連絡するとともに、弊社のホームページにおいて本件に関するお


知らせを掲載し、問い合わせ専用窓口を設置する。 


 


４ 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置を執ってその使用等を継続するた


めの具体的な措置の内容 


具体的な措置として、特定された問題に応じ、本組換え体の環境放出が行われないよ


うにすること、環境中に放出された本組換え体があった場合はそれらが環境中で生存
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しないようにすること等、必要な措置を実施する。 


 


５ 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制 


本組換え体が我が国において生物多様性影響を及ぼすおそれがあると認められた場


合は、速やかに、農林水産省消費安全局農産安全管理課及び環境省野生生物課に報告


する。 
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緊急措置計画書（食用・飼料に供する場合） 


 


                                                    平成18年 4月 26日 


 


氏名 シンジェンタ ジャパン株式会社 


   代表取締役社長 マイケル・ケスター 


住所  東京都中央区晴海一丁目8番10号 


  オフィスタワーＸ 


                                                


 第一種使用規程の承認を申請しているコウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ(改変


cry3Aa2, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis)（MIR604, OECD UI: SYN-IR6Ø4-5）(以下、本


組換え体という。)の第一種使用等において、生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された


場合、弊社は生物多様性影響のリスク評価を実施する。このリスク評価に基づき、生物多


様性に及ぼす影響に応じた管理計画を設定し、こうした危険性を軽減する方法の決定のた


めに関係機関への協力等を必要に応じて行う。更に、特定された危険性の重大性や起こり


うる確率から判断して、生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められた場合は、当該


影響を効果的に防止するため、特定された問題に応じ、以下のことを行う。 


 


１  第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者 


個人名・所属は個人情報につき非開示 


 


２ 第一種使用等の状況の把握の方法 


弊社は種子会社等から、第一種使用等の状況に関し情報収集を行う。 


 


３ 第一種使用等をしている者に緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置の内容を


周知するための方法 


１で示した委員会は、本組換え体の使用に伴い生物多様性影響を生ずるおそれがある


と認めた場合には、さらに緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置の内容を使


用等をしている者に連絡するとともに、弊社のホームページにおいて本件に関するお


知らせを掲載し、問い合わせ専用窓口を設置する。 


 


４ 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置を執ってその使用等を継続するた


めの具体的な措置の内容 


具体的な措置として、特定された問題に応じ、本組換え体の環境放出が行われないよ


うにすること、環境中に放出された本組換え体があった場合はそれらが環境中で生存
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しないようにすること等、必要な措置を実施する。 


 


５ 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制 


本組換え体が我が国において生物多様性影響を及ぼすおそれがあると認められた場


合は、速やかに、農林水産省消費安全局農産安全管理課及び環境省野生生物課に報告


する。 
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第 一 種 使 用 規 程 承 認 申 請 書


平成 年 月 日16 2 9


農 林 水 産 大 臣 亀 井 善 之 殿


環 境 大 臣 小 池 百 合 子 殿


氏名 日本モンサント株式会社


申請者 代表取締役社長 山根 精一郎 印


4-10-10住所 東京都中央区銀座


8F銀座山王ビル


第一種使用規程について承認を受けたいので、遺伝子組換え生物等の使用等の規制によ


る生物の多様性の確保に関する法律第４条第２項（同法第９条第４項において準用する場


合を含む ）の規定により、次のとおり申請します。。


( , L.)遺伝子組換え生物等の種 チョウ目害虫抵抗性トウモロコシ cry1Ab Zea mays
(MON810, OECD UI:MON-ØØ81Ø-6)類の名称


遺伝子組換え生物等の第 食用、飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運


一種使用等の内容 搬、廃棄及びこれらに付随する行為


遺伝子組換え生物等の第 －


一種使用等の方法
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生物多様性影響評価書の概要


第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報


１ 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報


分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況(1)
トウモロコシの学名は である。原産地については、ほぼ米国の南西Zea mays L.


部、メキシコ、中米あるいは南米にかけての地域と考えられるが、決定的な説は


ない。尚、わが国における自然分布の報告はない。


使用等の歴史及び現状(2)
トウモロコシの栽培起源は、ほぼ米国の南西部、メキシコ、中米あるいは南米


にかけての地域と考えられるが、決定的な説はなく、その最古の栽培起源は今か


ら 年前とされている。日本へは天正年間 年 に長崎か四国に伝来したの9,000 (1579 )
が最初であるとされ、栽培の歴史は長い。現在、飼料としての利用が主流である


が、食用、食用油、澱粉などの食品としての用途も多岐にわたる。現在、トウモ


ロコシは世界で最も広く栽培されている穀物で、米国、中国、ブラジル、アルゼ


ンチン及びヨーロッパ諸国などを中心に、北緯 度から南緯 度に至る範囲で58 40
栽培可能である。


日本は海外から約 万トンのトウモロコシを飼料用、食品用として輸入し1,600
ている。


生理的及び生態学的特性(3)
イ 生息又は生育可能な環境の条件


トウモロコシ種子の発芽適温は ～ ℃、最低発芽温度及び最低生育温度32 36
は ～ ℃であり、実際には ～ ℃以上の時期が播種適期とされ、主に春6 10 13 14
に播種されて秋に収穫される一年生の作物である。


種子の休眠性は極めて低く、収穫時に種子が地上に落下しても、土壌温度が


、 、 。10 ℃に達するまで発芽しないため 多くの場合 発芽する前に腐敗し枯死する


ロ 繁殖又は増殖の様式


トウモロコシは種子繁殖する雌雄同株植物の一年生作物で、自家受粉が可能


であるが、ほとんどは他家受粉で、典型的な風媒花である。トウモロコシの種


子に休眠性があるという報告はない。また、トウモロコシ花粉が飛散する距離


300 500mは、林、山などの遮蔽物の有無、風向きなどで異なるが、およそ ～
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とされている。


トウモロコシの近縁種は 属と 属に分類されるテオシントであTripsacum Zea
るが、トウモロコシと自然交雑可能なのはテオシントのみで、 属とTripsacum
の自然交雑は知られていない。我が国では、テオシント及び 属の野Tripsacum
生種は報告されていない。


ハ 有害物質の産生性


トウモロコシにおいて、他の野生動植物等の生育または生息に影響を及ぼす


有害物質の産生は報告されていない。


ニ その他の情報


これまで、運搬等においてこぼれ落ちたトウモロコシが畑以外で生育したとい


う報告はない。


２ 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報


供与核酸に関する情報(1)
イ 構成及び構成要素の由来


( , L.)(MON810, OECD UIチョウ目害虫抵抗性トウモロコシ cry1Ab Zea mays
以下、本組換えトウモロコシという の作出に用いられた供No.: MON-ØØ81Ø-6)( )


与核酸の構成及び構成要素の由来は、表 に示したとおりである。1


ロ 構成要素の機能


本遺伝子組換えトウモロコシの作出に用いられた供与核酸の構成要素の機能


は表 に示した。1
尚、チョウ目害虫抵抗性を付与するための目的遺伝子である 遺伝子cry1Ab


subsp.は、土壌中に普遍的に存在するグラム陽性菌である Bacillus thuringiensis
に由来し、コードされる 蛋白質は米国のトウモロコシ栽培の主kurstaki Cry1Ab


要チョウ目害虫であるアワノメイガ に対する殺虫活性を有す( )Ostrinia nubilalis
る。アワノメイガの食害部位は植物体地上部全般である。 蛋白質を含Cry1Ab
めた 菌の産生する 蛋白質は、標的昆虫の中腸上皮の特異的受容体と結B.t. B.t.
合して陽イオン選択的小孔を形成し、その結果、消化プロセスを阻害して殺虫


活性を示す。


蛋白質は、チョウ目昆虫にのみ殺虫活性を示し、チョウ目以外の昆Cry1Ab
虫に対しては殺虫活性を持たない。また、この 蛋白質は、米国のトウCry1Ab


Ostriniaモロコシ栽培における重要害虫であるチョウ目の European corn borer (
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) Southwestern corn borer ( ) Southern cornstalk borernubilalis , Diatraea grandiosella ,
( ) Sugarcane cornstalk borer ( ) CornDiatraea crambidoides , Diatraea saccharalis ,
earworm ( ) Fall armyworm ( ) Stalk borerHelicoverpa zea , Spodoptera frugiperda ,
Papaipema nebris O.( )に対して殺虫活性を示すことが知られている これらの内。 、


と同属の は日本のトウモロコシ栽培における主要チョウnubilalis O. furnacalis
目害虫として知られている。


蛋白質が既知の接触アレルゲンと機能上重要なアミノ酸配列を共有Cry1Ab
するかどうかをデータベースを用いて比較したところ、既知アレルゲンと構造


的に関連類似性のある配列を共有していなかった。


ベクターに関する情報(2)
イ 名称及び由来


( )本組換えトウモロコシの作出に用いられたベクターは 大腸菌、 Escherichia coli
由来のプラスミド である。pUC 119


ロ 特性


ベクター全塩基数は、 が 、 が であPV-ZMBK07 7,794 bp PV-ZMGT10 9,427 bp
る。大腸菌における構築ベクターの選抜マーカー遺伝子としてトランスポゾン


由来のカナマイシン／ネオマイシン耐性遺伝子 遺伝子 を持つ。Tn5 ( )nptII


遺伝子組換え生物等の調製方法(3)
イ 宿主内に移入された核酸全体の構成


本組換えトウモロコシの作出には、上記の 遺伝子を持つ 由来のnptII pUC119
([E35S]-[hsp70 intron]-[ ]-[NOS3ベクターを元に、① 遺伝子カセットcry1Ab cry1Ab


’ を連結したプラスミド 、ならびに② 遺伝子カセット]) PV-ZMBK07 CP4 EPSPS
’ と 遺伝子カセット([E35S]-[hsp70 intron]-[CTP2]-[ ]-[NOS 3 ])CP4 EPSPS GOX


([E35S]-[hsp70 intron]-[CTP1]-[ ]-[NOS 3 ]) PV-ZMGT10GOX ’ を連結したプラスミド


を構築し、この つをベクターとして用いた。2


ロ 宿主内に移入された核酸の移入方法


プラスミド 及び の混合物をパーティクルガン法にPV-ZMBK07 PV-ZMGT10
よって、デント種に分類されるトウモロコシ自殖系統 の 世代にA188 X B73 F2
導入した。


ハ 遺伝子組換え生物等の育成の経過


プラスミド を導入したカルスを、 を含む組織培養培地上でしばらDNA 2,4-D
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く生育させた後、グリホサートを含む培地で組換え体を選抜し、選抜されたカ


ルスから再生個体を得て 蛋白質の発現を解析した。 年より系統選Cry1Ab 1992
抜の評価を開始し、 ～ 年にかけてほ場試験を行って、最終的に優良系1993 1995
統として を選抜した。そして、 年に行った米国 ヶ所のほ場試験MON810 1994 6


Cry1Abにおいて、本系統の形態及び生育特性などについて調査を行うとともに、


蛋白質の発現及び挿入遺伝子の分析等を行った。それらの結果に基づいて、米国


で必要な認可を受けて 年から一般商業栽培が始められている。1997
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表 挿入に用いたプラスミド 及び の各構成要素・由来1 PV-ZMBK07 PV-ZMGT10
及び機能


構成要素 由来及び機能


遺伝子カセットcry1Ab
カリフラワーモザイクウイルス の プロモーター及び二重エンハンサーE35S (CaMV) 35S
領域を持つ。全組織中に恒常的に目的遺伝子を発現させる。


Hsp70 (heat shock protein) hsp70トウモロコシの熱ストレス蛋白質 遺伝子のイントロン。


イントロン イントロンは植物における外来遺伝子の発現量を高めるために用いられる。


土壌中に存在する 株の 蛋白質をcry1Ab Bacillus thuringiensis krustakisubsp. HD-1 Cry1Ab
コードする遺伝子。機能の詳細については に記載した。p2


’ 由来のノパリン合成酵素 遺伝子の ’非NOS 3 T-DNA (NOS) 3Agrobacterium tumefaciens
翻訳領域で、 の転写を終結させ、ポリアデニル化を誘導する。mRNA


遺伝子カセット（挿入遺伝子の解析の結果、本組換えトウモロコシ中には挿入されCP4 EPSPS
ていなかった ）。


カリフラワーモザイクウイルス の プロモーター及び二重エンハンサーE35S (CaMV) 35S
領域を持つ。全組織中に恒常的に目的遺伝子を発現させる。


Hsp70 (heat shock protein) Hsp70トウモロコシの熱ストレス蛋白質 遺伝子のイントロン。


イントロン イントロンは植物における外来遺伝子の発現量を高めるために用いられる。


の 遺伝子の葉緑体輸送ペプチド配列の 末端配列。目的蛋白CTP2 NArabidopsis EPSPS
質を細胞質から葉緑体へと輸送する。


由来の、 エノールピルビルシキミ酸 リン酸合成酵素 遺CP4 EPSPS Agrobacterium 5- -3- (EPSPS)
伝子に基づいた合成配列。グリホサートに高い耐性を持つ 蛋白質を発CP4 EPSPS
現する。


’ 由来のノパリン合成酵素 遺伝子の ’非NOS 3 T-DNA (NOS) 3Agrobacterium tumefaciens
翻訳領域で、 の転写を終結させ、ポリアデニル化を誘導する。mRNA


遺伝子カセット（挿入遺伝子の解析の結果、本組換えトウモロコシ中には挿入されていなGOX
かった ）。


カリフラワーモザイクウイルス の プロモーター及び二重エンハンサーE35S (CaMV) 35S
領域を持つ。全組織中に恒常的に目的遺伝子を発現させる。


hsp70 (heat shock protein) Hsp70トウモロコシの熱ストレス蛋白質 遺伝子のイントロン。


イントロン イントロンは植物における外来遺伝子の発現量を高めるために用いられる。


由来の 遺伝子の の葉緑体輸送ペプチド配列のCTP 1 rubisco small subunit 1AA. thaliana
末端。目的蛋白質を細胞質から葉緑体へと輸送する。N


sp. strain LBAA (glyphosate oxidoreductase;GOX Achromobacter のグリホサート分解酵素


に基づいた合成配列。 蛋白質によりグリホサートが分解される。gox) GOX
’ のノパリン合成酵素遺伝子の ’非翻訳領域で、転写タNOS 3 3Agrobacterium tumefaciens


ーミネーター及び のポリアデニル化シグナルを含む。mRNA


外骨格 及び に共通 （挿入遺伝子の解析の結果、本組換えトウモロコ(PV-ZMBK07 PV-ZMGT10 )
シ中には挿入されていなかった ）。


-D- LacZ Xgal -D-LacZ β ガラクトシダーゼ又は 蛋白質の部分的コード配列 基質の がβ。


ガラクトシダーゼによって分解されることにより青色を呈し、大腸菌でのクロー


ニング時の選抜マーカーとして利用される。


大腸菌プラスミド の複製開始領域を含むセグメント。プラスミドの複製を開Ori-pUC pUC
始する。


原核生物のトランスポゾン より分離された遺伝子で、ネオマイシンフォスフNptII Tn5
ォトランスフェラーゼ をコードする。この遺伝子が微生物内で発現されるとカII
ナマイシン耐性が付与され、形質転換の選択マーカーとして働く。
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細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性(4)
サザンブロット分析による挿入遺伝子の解析の結果、本組換えトウモロコシの


ゲノムの ヶ所に コピーの 遺伝子発現に必要な 由来の1 1 PV-ZMBK07cry1Ab
断片が組み込まれていることが確認された。また、挿入遺伝子は安定して後DNA


代に遺伝していることが複数世代におけるサザンブロット分析によって示され


た。チョウ目害虫への抵抗性も複数世代で安定して発現していることが確認され


た。


、 、尚 本組換えトウモロコシのサザンブロット分析による挿入遺伝子解析の結果


トウモロコシのゲノム中に挿入されたのは 由来の 蛋白質発PV-ZMBK07 Cry1Ab
現に必要な領域のみで、 遺伝子や 由来の 遺伝子とnptII CP4 EPSPSPV-ZMGT10


遺伝子の発現カセットは存在しないことが確認された。GOX


宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違(5)
イ この 遺伝子によってコードされる 蛋白質が植物体の各部位でcry1Ab Cry1Ab


発現することによって本組換えトウモロコシには、米国のトウモロコシ栽培


の主要チョウ目害虫であるアワノメイガ に対する抵抗性が付( )Ostrinia nubilalis
与された。


ロ 本組換えトウモロコシに属する系統である 及び 、並MON810AX MON810BX
びにその対照系統として 及び を供試して隔離ほ場試験MON810AC MON810BC
を行った。


① 形態及び生育の特性


本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間で、発芽率、


発芽揃い、雄穂抽出期、絹糸抽出期、開花始、開花終、開花期間、成熟期、


草型、分げつ数、雌穂総数、有効雌穂数、稈長、着雌穂高、雌穂の粒色と粒


形、刈り取り後の生体重の評価を行ったが、稈長を除く全ての項目で対照の


非組換えトウモロコシとの間に統計学的有意差は認められなかった。稈長に


おいて組換えトウモロコシ と対照の非組換えトウモロコシMON810BX
の間で統計学的有意差が認められ、 の稈長の平均値MON810BC MON810BX


は 、 は だった。一方、組換えトウモロコシ248.1cm MON810BC 229.3cm
と対照の非組換えトウモロコシ の間で統計学的有意MON810AX MON810AC


差は認められなかった。


② 生育初期における低温又は高温耐性


本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシの幼苗の低温感受性
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12 14 2 21（最高気温 ～ ℃、最低気温 ℃）を評価したが、すべての展開葉が


日後に萎凋症状を示し、本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコ


シの間で低温耐性に差異は認められなかった。


③ 成体の越冬性又は越夏性


、 、 。トウモロコシは一年生植物であり 結実後 冬季には通常自然に枯死する


再成長して栄養繁殖したり、種子を生産することはないので、本組換えトウ


モロコシでは成体の越冬性試験は行わなかった。


④ 花粉の稔性及び直径


花粉の稔性（充実度）と花粉の大きさを ％ニュートラルレッド溶液及0.1
びヨードヨードカリ溶液で染色し、顕微鏡下で観察をしたが、本組換えトウ


モロコシと対照の非組換えトウモロコシの間に差異は認められなかった。


⑤ 種子の生産性、発芽率、休眠性及び脱粒性


、 、 、 、 、Sib-mating 1 100して収穫した雌穂の雌穂長 雌穂径 粒列数 列粒 粒重


収穫種子の発芽率を調査したが、全ての項目において、本組換えトウモロコ


シと対照の非組換えトウモロコシとの間で統計学的有意差は認められなかっ


た。


⑥ 交雑率


日本には交雑可能な近縁野生種は生育していないため、交雑率の試験は行


わなかった。


⑦ 有害物質の産生性


本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間で、鋤き込み試


験、後作試験、土壌微生物相試験を行ったが、後作試験を除く全ての項目で本


組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間に統計学的有意差は


認められなかった。唯一、後作試験において検定植物 レタス の生育に組換え( )
MON810AX MON810ACトウモロコシ と対照である非組換えトウモロコシ


との間で統計学的有意差が認められた。これはレタスの発芽や生育が不均一で


あったことに起因すると考えられたので、生育の均一性を図るために、播種後


にペーパーマルチを活用し、ポットへの水分補給をポット下部から行い表面潅


水による土壌表面のクラスト化をなくし、試験期間中の適正温度の設定を行っ


た結果、レタスの発芽や生育が均一になった。この試験条件下で再試験を行っ


たところ、 と 間でレタスの生育に統計学的有意差はMON810AX MON810AC
認められなかった。
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３ 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報


使用等の内容(1)
食用、飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬、破棄及びこれらに


付随する行為


生物多様性影響が生ずるおそれのある場合における生物多様性影響を防止するた(2)
めの措置


別添の緊急措置計画書を参照。


国外における使用等に関する情報(3)
米国において ～ 年の間に カ所のほ場試験が行われ、発芽率、草1993 1995 98


勢、草丈、開花期、絹糸抽出期などの形態及び生育特性、収量、チョウ目害虫感


受性を除く病害虫感受性及び越冬性について観察が行われているが、非組換えト


ウモロコシとの差異は報告されていない。


本組換えトウモロコシの国外における商業栽培は、米国、カナダ、アルゼンチ


ン、南アフリカ、フィリピン、ウルグアイ、スペインで行われている。


第二 項目ごとの生物多様性影響の評価


宿主が属する分類学上の種のトウモロコシ は、我が国において長期に( L.)Zea mays
わたる使用等の実績があることから、生物多様性影響評価実施要領の別表第三に基づ


き、宿主と相違が見られた点について考慮することとする。


競合における優位性1
影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定(1)


、 、トウモロコシは 年にわが国に導入されて以来 長期間の使用経験があり1579
これまでにトウモロコシが自然環境下で自生した例は報告されていない。


競合における優位性に関わる諸形質 形態及び生育の特性、生育初期における(
低温耐性、花粉の稔性及び直径、種子の生産性、発芽率、休眠性及び脱粒性を比


較検討した。その結果、稈長を除く全ての項目で対照の非組換えトウモロコシと


の間に統計学的有意差は認められなかった。稈長において組換えトウモロコシ


と対照の非組換えトウモロコシ の間で統計学的有意差がMON810BX MON810BC
認められた。しかし、稈長以外の競合における優位性に関する諸形質では本組換


えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間で統計的有意差が認められ


なかったことから、稈長の違いのみで、競合における優位性が高まるとは考えに


くい。


本組換えトウモロコシはチョウ目害虫抵抗性を有する。そのことによって一時
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的に生存率が高まったとしても、その他の競合における優位性に関わる諸形質は


親系統と対照の非組換えトウモロコシとの間で意味のある差異は認められなかっ


たことから、これらの形質のみで競合における優位性が高まるとは考えられない。


よって、競合における優位性について、影響を受ける可能性のある野生動植物


等は特定されなかった。


影響の具体的内容の評価(2)
――――


影響の生じやすさの評価(3)
――――


生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断(4)
以上から、競合における優位性に関して、生物多様性影響を生じるおそれはな


いと判断された。


有害物質の産生性2
影響を受ける可能性のある動植物等の特定(1)
トウモロコシは日本に導入された 年以来、長期間の使用経験があり、これ1579


までトウモロコシにおいて有害物質の産生性は報告されていない。


本組換えトウモロコシはチョウ目害虫の殺虫成分 蛋白質を産生する性質Cry1Ab
を有しているが、有害物質の産生性に関わる諸形質の有無を鋤き込み試験、後作


試験、土壌微生物相試験により比較検討したが、本組換えトウモロコシと対照の


非組換えトウモロコシとの間で、差異は認められなかった。


本組換えトウモロコシには 蛋白質の発現によってトウモロコシのチョCry1Ab
ウ目害虫であるアワノメイガ に対する抵抗性が付与されている( )Ostrinia nubilalis
ため、影響を受ける野生動植物としては、トウモロコシの植物体を摂食する可能


性のあるチョウ目昆虫が想定されるが、これらはいずれも農業上の害虫とみなさ


れるものであり、ここでは対象としていない。本組換えトウモロコシから飛散し


た花粉が幼虫の食餌植物と共に摂食され、幼虫が影響を受ける可能性のある野生


動植物等として、わが国に生息するチョウ目昆虫があげられた。


「環境省レッドリスト 年改訂版 」を用いて、チョウ目害虫抵抗性トウモ(2000 )
ロコシ栽培の影響を受ける可能性が否定できない絶滅危惧及び準絶滅危惧に区分


されているチョウ目昆虫の特定を行った。 幼虫の活動期 摂食期 と本遺伝子組1) ( )
2) 2換えトウモロコシの開花期の関係 幼虫の食餌植物と花粉の接触の可能性 の、 、


点から絞込みを行い、 ヒメシロチョウ 、ツマグロキチョウ(Leptidea amurensis)
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、シルビアシジミ 、ミヤマシジミ(Eurema laeta betheseba) (Zizina otis emelina)
、ヒョウモンモドキ 、ウスイロヒョウ(Lycaeides argyrognomon) (Melitaea scotosia)


モンモドキ 、コヒョウモンモドキ 、(Melitaea regama) (Mellicta ambigua niphona)
(Coenonympha oedippus arothius Coenonympha oedippusヒメヒカゲ（ 亜種） 及び2


、ウラナミジャノメ 、ミツモンケンモンannulifer) (Ypthima motschulskyi niphonica)
の 種 ２亜種を含む を特定した。(Cymatophoropsis trimaculata) 11 ( )


農業環境技術研究所は、①感受性が高い、②集団飼育しやすい、③採集や継代


飼育が容易、④チョウ目害虫用 トキシンの様々なタイプに対して感受性であるBt
( )こと などの条件を満たすチョウ目昆虫として ヤマトシジミ、 、 Zizeeria maha argia


を生物検定の代表種に選定している。したがって本組換えトウモロコシの花粉の


非標的昆虫への影響評価ではヤマトシジミを代表種として選んだ。


影響の具体的内容の評価(2)
本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシの花粉を生物検定用昆虫


1 2,000ヤマトシジミ 齢幼虫に摂食させて生存率を比較したところ、有意な差が


～ 粒 の花粉密度で認められた。花粉摂食開始 日後の （半数致死濃4,000 /cm 5 LC2
50


2
度）は、花粉中での 蛋白質の発現量がやや高い で 粒Cry1Ab MON810BX 2,300 /cm
であった。


影響の生じやすさの評価(3)
本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシ間で、花粉の量、花粉の


大きさについて比較した結果、統計学的有意差は認められなかった。


ヤマトシジミの生存率に影響の出た花粉密度 ～ 粒 を、ほ場か2,000 4,000 /cm ２


らの距離とトウモロコシ花粉の落下数 最大堆積花粉数 の関係を表す川島らのモ( )
デル式 － ＋ － に入れ、花粉飛散が影響(y=14791exp( 0.158x 0.00275x 0.0000183x )2 3


を与える距離を計算した。なお、このモデル式は通常の気象条件下ではこれ以上


の堆積はないという最大値を示している。その結果、本遺伝子組換えトウモロコ


シの花粉が 粒 の濃度で堆積するのは最大 、 粒 の濃度で堆4,000 /cm 10m 2,000 /cm２ ２


積するのは最大 と推定された。20m
本組換えトウモロコシの影響を受ける可能性のある野生動植物として前述のチ


ョウ目 種 ２亜種を含む が特定された。表 にこれらの幼虫の食餌植物と食餌11 ( ) 2
植物の主な生育場所をまとめた。こうした食餌植物は野原、山地など広範な地域


で生育しており、トウモロコシが栽培される圃場やその近辺を主な生育域として


いない。


これまで、運搬等においてこぼれ落ちたトウモロコシが畑以外で生育したとい


う報告はない。仮に生育したとしても、その個体数は、ほ場で栽培されるトウモ
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ロコシと比較して極めて少ないために、その花粉飛散が非標的チョウ目昆虫に及


ぼす影響は考えにくいと判断された。また、前述のチョウ目昆虫 種（２亜種を11
） 。 、含む はこぼれ落ちが想定される畜舎や道路を主な生息域としていない さらに


今回未調査であるその他のチョウ目昆虫に関しても同様に、これらの昆虫がトウ


モロコシが栽培されているほ場やその近辺のみに生息しているとは考えにくいこ


とから、個体群で影響を受ける可能性は極めて低いと判断された。


尚、本組換えトウモロコシについて、今後の育種により今回試験に用いた系統と


は花粉の飛散時期、飛散量が異なる系統が育成される可能性があるが、ヤマトシジミを用


いた生物検定においては感受性の最も高い生育段階の 齢幼虫を使って試験を行ってお1
り、花粉飛散距離も通常の気象条件下で考えうる最大限の距離を考慮していること


から、品種・系統が異なっても今回想定した影響を大きく超えるようなことはない。


以上のように、今回の評価結果は今後の育種による本組換えトウモロコシの変異の幅も考慮


されたものである。


表２ 非標的昆虫が食餌する植物の生育場所


生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断(4)
本組換えトウモロコシの花粉が影響する範囲は、トウモロコシほ場周辺の ～10


以内と推定された。本来自然生態系に生息している非標的チョウ目昆虫種が20m
トウモロコシほ場の近辺に主に生息していないことから、個体群レベルで花粉に


よる影響を受ける可能性は極めて低いと結論された。以上から、有害物質の産生


性に関して、生物多様性影響を生じるおそれはないと判断された。


３ 交雑性


影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定(1)
トウモロコシの近縁種は 属と 属に分類されるテオシントであるTripsacum Zea


が、トウモロコシと自然交雑可能なのはテオシントのみである。我が国では、テ


食餌植物 食餌植物の主な生育場所


1 ヒメシロチョウ ツルフジバカマ 山野の草原、道ばた、海岸の林縁
2 ツマグロキチョウ カワラケツメイ 川原、土手、道ばたの草地


3 シルビアンシジミ ミヤコグサ、ヤハズソウ、コマツナギ
野原、道ばた、鉄道線路、土手、
海岸


4 ミヤマシジミ コマツナギ 野原、土手、海岸
5 ヒョウモンモドキ タムラソウ、ノアザミ、ノハラアザミ、キセルアザ山野、草原、湿地
6 ウスイロヒョウモンモドキオミナエシ、カノコソウ 山地の草地及び湿地
7 コヒョウモンモドキ クガイソウ 山地の草地
8 ヒメヒカゲ (2亜種） ヒカゲスゲ、ヒメカンスゲ、アオスゲ、ススキ 疎林地、林地、草原、
9 ウラナミジャノメ カヤツリグサ科、イネ科 草地、林地、海岸


10 ミツモンケンモン クロツバラ、クロウメモドキ 山地、高原
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オシント及び 属の野生種は報告されておらず、交雑性について、影響Tripsacum
を受ける可能性のある野生動植物等は特定されなかった。


影響の具体的内容の評価(2)
――――


影響の生じやすさの評価(3)
――――


生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断(4)
以上から、交雑性に関して、生物多様性影響を生じるおそれはないと判断され


た。


４ その他


――――


第三 生物多様性影響の総合的評価


宿主の属する分類学上の種であるトウモロコシは、わが国において長期間の使用


経験がある。また、本組換えトウモロコシと非組換えトウモロコシの競合における


優位性に関わる諸形質には、差異は認められなかった。以上から、競合における優


位性において、生物多様性影響を生ずるおそれはないと判断した。


本組換えトウモロコシと非組換えトウモロコシの有害物質産生性に関わる諸形質


を鋤き込み試験、後作試験、土壌微生物相試験で評価したが、差異は認められなか


った。また、我が国において、本組換えトウモロコシの花粉の飛散による影響の可


能性が特定されたチョウ目昆虫 種 ２亜種を含む への影響を調べたが、本組換え11 ( )
トウモロコシの花粉が影響する範囲は、トウモロコシほ場周辺の 以内と推10-20m
定され、また、本来自然生態系に生息している非標的チョウ目昆虫種がトウモロコ


シほ場近辺に主に生息しているわけではないことから、個体群レベルで花粉による


影響を受ける可能性は極めて低いと結論された。以上から、有害物質の産生性に関


して、生物多様性影響を生じるおそれはないと判断された。


トウモロコシと交雑性のある野生植物はなく、交雑性に関して、生物多様性影響


を生じるおそれはないと判断された。


よって、総合的評価として、本組換えトウモロコシを第一種使用規程に従って使


用した場合に生物多様性影響が生ずるおそれは無いと判断した。
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緊 急 措 置 計 画 書 (栽培目的の場合)


平成 年 月 日16 2 9


氏名 日本モンサント株式会社
代表取締役社長 山根精一郎


4-10-10住所 東京都中央区銀座
銀座山王ビル 階8


cry1Ab Zea第一種使用規程の承認を申請しているチョウ目害虫抵抗性トウモロコシ( ,
)( )(以下、本 という)の第一種使用等におmays L. MON810, OECD UI:MON-ØØ81Ø-6 LMO


いて、生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された場合、弊社は生物多様性影響のリスク
評価を実施する。このリスク評価に基づき、生物多様性に及ぼす影響に応じた管理計画を


、 。 、設定し こうした危険性を軽減する方法の決定への協力などを必要に応じて行う さらに
特定された危険性の重大性や起こりうる確率から判断して、生物多様性影響が生ずるおそ


、 、 、れがあると認められた場合は 当該影響を効果的に防止するため 特定された問題に応じ
以下のことを行う。尚、生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められた場合とは、本


に関して、科学的に我が国の生物多様性に影響を生ずることが立証された場合のこLMO
とである。


１ 第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者は以下に示す通り
である。


個人名・所属は個人情報につき非開示


２ 第一種使用等の状況の把握の方法


弊社は種子会社等から、第一種使用等の状況に関し、可能な限り情報収集を行う。


３ 第一種使用等をしている者に緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置の内容を
周知するための方法


生物多様性影響に関して必要に応じて生産農家や関連団体に情報提供を行い、厳密な使
用方法の周知徹底等に努める。


４ 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置を執ってその使用等を継続するため
の具体的な措置の内容


具体的措置として、特定された問題に応じ、本 の環境放出が行われないようにすLMO
ること、環境中に放出された本 があった場合はそれらが環境中で生存しないようにLMO
すること等、必要な措置を実行する。


５ 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制


生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された場合、弊社はそのことを直ちに農林水産省
や環境省に報告する。
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緊 急 措 置 計 画 書 (食用・飼料用に供する場合)


平成 年 月 日16 2 9


氏名 日本モンサント株式会社
代表取締役社長 山根精一郎


4-10-10住所 東京都中央区銀座
銀座山王ビル 階8


cry1Ab Zea第一種使用規程の承認を申請しているチョウ目害虫抵抗性トウモロコシ( ,
)( )(以下、本 という)の第一種使用等におmays L. MON810, OECD UI:MON-ØØ81Ø-6 LMO


いて、生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された場合、弊社は生物多様性影響のリスク
評価を実施する。このリスク評価に基づき、生物多様性に及ぼす影響に応じた管理計画を


、 。 、設定し こうした危険性を軽減する方法の決定への協力などを必要に応じて行う さらに
特定された危険性の重大性や起こりうる確率から判断して、生物多様性影響が生ずるおそ


、 、 、れがあると認められた場合は 当該影響を効果的に防止するため 特定された問題に応じ
以下のことを行う。尚、生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められた場合とは、本


に関して、科学的に我が国の生物多様性に影響を生ずることが立証された場合のこLMO
とである。弊社は


１ 第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者は以下に示す通り
である。


個人名・所属は個人情報につき非開示


２ 第一種使用等の状況の把握の方法


弊社は種子会社などから、第一種使用等の状況に関し、可能な限り情報収集を行う。


３ 第一種使用等をしている者に緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置の内容を
周知するための方法


生物多様性影響に関して必要に応じて生産国の生産農家や関連団体に情報提供を行い、
厳密な使用方法の周知徹底等に努める。


４ 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置を執ってその使用等を継続するため
の具体的な措置の内容


具体的措置として、特定された問題に応じ、輸入された本 の環境放出が行われなLMO
いようにすること、環境中に放出された本 があった場合はそれらが環境中で生存しLMO
ないようにすること、必要に応じて本 が日本に輸入されないようにすること等、必LMO
要な措置を実行する。


５ 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制


生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された場合、弊社はそのことを直ちに農林水産省
や環境省に報告する。
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除草剤グリホサート耐性トウモロコシ(cp4 epsps, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis)

(NK603, OECD UI: MON-ØØ6Ø3-6)申請書等の概要 
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物多様性影響評価書の概要 


第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報 


１ 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 
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２ 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 
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 (3) 遺伝子組換え生物等の調製方法･･･････････････････････････････････････  6 


 (4) 細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性･･･  8 


 (5) 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性･ 10 
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３ 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報 
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(2) 生物多様性影響が生ずるおそれのある場合における生物多様性影響 
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第二 項目ごとの生物多様性影響の評価 
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第 一 種 使 用 規 程 承 認 申 請 書 
 
 


平成 16 年 4 月 6 日 
 


 
農 林 水 産 大 臣 亀 井 善 之  殿 
環 境 大 臣 小 池 百 合 子  殿 


 
氏名 日本モンサント株式会社 


申請者    代表取締役社長 山根 精一郎  印 
住所 東京都中央区銀座 4-10-10 


銀座山王ビル 8F 
 
 
第一種使用規程について承認を受けたいので、遺伝子組換え生物等の使用等の規制によ


る生物の多様性の確保に関する法律第４条第２項の規定により、次のとおり申請します。 
 


遺伝子組換え生物等の


種類の名称 
除草剤グリホサート耐性トウモロコシ(cp4 epsps, Zea 
mays subsp. mays (L.) Iltis) 
(NK603, OECD UI: MON-ØØ6Ø3-6) 


遺伝子組換え生物等の


第一種使用等の内容 
食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保


管、運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為 
遺伝子組換え生物等の


第一種使用等の方法 
－ 


 


 


 1







生物多様性影響評価書の概要 


 


第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報 


 


1 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 


 


(1) 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 


  イ 一般にトウモロコシの学名は Zea mays L.であるが、近年、トウモロコシの近縁   


種である一年生テオシントが Z. mays に分類された結果、トウモロコシはその亜種と


して Z. mays subsp. mays (L.) Iltis として分類されるようになった。 
 


ロ 宿主はイネ科(Gramineae)トウモロコシ属(Zea)に属するトウモロコシ(Zea mays)で、


デント種に属する。 


 


ハ 原産地については、ほぼ米国の南西部、メキシコ、中米あるいは南米にかけての    


地域と考えられるが、決定的な説はなく、これら複数地域がそれぞれ独立した起原であ


るとする説と、メキシコ南部単独を起源とする説がある。尚、わが国における自然分布


の報告はない。 


 


(2)  使用等の歴史及び現状 


イ  トウモロコシの最古の栽培起源は今から 9,000 年前とされている。その後、原          


住民の手により育種、品種改良が行われ、紀元前 3000 年～1500 年頃には、現代の


栽培型に近いトウモロコシが本格的に栽培されるようになり、南北アメリカ大陸の


各地に伝播し、その伝播の過程でさらにデント、ポップ、スイート種などの多数の


変異種が生じたと考えられている。日本へは天正年間(1579 年)に長崎か四国に伝来


したのが最初であるとされ、栽培の歴史は長い。 


 


ロ  現在、飼料としての利用が主流であるが、食用、食用油、澱粉などの食品として     


の用途も多岐にわたる。現在、トウモロコシは世界で最も広く栽培されている穀物で、


米国、中国、ブラジル、アルゼンチン及びヨーロッパ諸国などを中心に、北緯 58 度


から南緯 40度に至る範囲で栽培可能である。国連食糧農業機関(FAO)の統計情報に基


づくと、2002年における全世界のトウモロコシの栽培面積は約1億4千万haであり、


上位国を挙げると米国が 2,800 万 ha、中国が 2,500 万 ha、ブラジルが 1,200 万 ha、


メキシコが 700 万 ha、インドが 600 万 ha、ナイジェリアが 400 万 ha、南アフリカが


300 万 ha となっている。尚、同統計情報に基づく 2002 年の日本における栽培面積は


約3万 ha であった。 
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日本は海外から約 1,600 万トンのトウモロコシを飼料用、食品用として輸入して     


いる。飼料用は約 1,100 万トン、食品用は約 500 万トンで主な用途は澱粉、異性化糖


である。 


わが国での飼料用トウモロコシの慣行栽培法は以下のとおりである。播種適期は    


寒地から温暖地までは 5月、一部の暖地では4月から 6月までである。適正栽植密度


は 10a あたり 6,000～8,000 本である。雑草防除のため、生育初期に除草剤散布や 2


～3 回の中耕・培土作業を行う。雌穂の抽出より 35～45 日後の黄熟期に地上部を収


穫する。 


尚、国内主要種苗メーカーの品種リストに基づくと、現在、一般に栽培用として     


市販されているトウモロコシのほとんど全ては一代雑種品種(F1)なので、収穫種子が


翌年に栽培用として播種されることは一般的でない。 


 


(3)  生理的及び生態学的特性 


  イ 生息又は生育可能な環境の条件 


    トウモロコシ種子の発芽適温は 32～36℃、最低発芽温度及び最低生育温度は 6     


～10℃であり、実際には 13～14℃以上の時期が播種適期とされ、品種や地域によ


って栽培時期は多少異なるが、主に春に播種されて秋に収穫される一年生の作物で


ある。また、一般に短日植物であり、その感光性は晩生種ほど敏感で、早生品種ほ


ど鈍感である。これら温度条件等の他、デント種の場合は種子重量の70%、スイー


ト種の場合は種子重量の90%の水を吸うと発芽する。また、トウモロコシの栽培に


は腐植に富む壌土が適し、pH5.5～8.0 の範囲で栽培可能である。 


 


現在のトウモロコシは栽培作物として高度に人為的に作られた作物であり、自然


条件下で植物として繁殖し、生存するための能力は失われている。 


 


ロ 繁殖又は増殖の様式 


① 完熟した種子は雌穂の包皮で覆われており、自然の脱粒性はない。トウモロコ


シは長い間栽培植物化されていたために、野生として生き残る能力を失ってお


り、その種子を分散させるためには人間の仲介が必要である。種子の休眠性は極


めて低く、収穫時に種子が地上に落下しても、土壌温度が 10℃に達するまで発


芽しないため、多くの場合、発芽する前に腐敗し枯死する。また、仮に発芽して


も生長点が地上部に出る初期生育時(5～7 葉期)に、0℃以下で 6～8 時間以上の


条件下におかれると生存できない。種子の寿命は常温保存では短く、2年目から


発芽率が低下する。 


 


② トウモロコシは栄養繁殖はせず、種子繁殖する。自然条件において植物体を再


生しうる組織又は器官からの出芽特性があるという報告はこれまでのところな


い。 
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③ トウモロコシは雌雄同株植物の一年生作物で、ほとんどは他家受粉によって作


られた種子により繁殖するが、自家不和合性がないため自家受粉も可能である。


トウモロコシの近縁種は Tripsacum 属と Zea 属に分類されるテオシントである


が、トウモロコシと自然交雑可能なのはテオシントのみで、Tripsacum 属との


自然交雑は知られていない。テオシントはメキシコとグァテマラにのみ自然分


布しており、一方、Tripsacum 属の分布地域は北アメリカ東南部、コロンビア


からボリビアにかけてのアンデス東側の低地、そして、この属の中心地と考え


られるメキシコ、グァテマラの 3 地域に大別されている。我が国では、テオシ


ント及び Tripsacum 属の野生種は報告されていない。 


 


    ④ トウモロコシは典型的な風媒花である。トウモロコシの一本の雄穂には 1,200  


～2,000 個の小穂があり、1,600 万～3,000 万個の花粉粒を形成する。花粉の寿


命は盛夏のほ場条件下では 24 時間以内であるが、環境により 2時間から 8 日ま


での幅がある。花粉は球形で、直径は 90-100μm である。風媒による他家受粉


が主であるが普通のほ場で 1～5%の自家受粉が起きる。雄穂の開花によって飛


散した花粉は、雌穂から抽出した絹糸に付着して発芽し、24 時間以内に受精を


完了する。また、トウモロコシ花粉が飛散する距離は、林、山などの遮蔽物の


有無、風向きなどで異なるが、およそ 300～500m とされている。 


 


ハ 有害物質の産生性 


    トウモロコシにおいて、自然条件下で周囲の野生動植物等の生育または生息に影    


響を及ぼす有害物質の産生は報告されていない。 


 


ニ その他の情報 


    これまで、運搬等においてこぼれ落ちたトウモロコシが畑以外で生育したという    


報告はない。 


 


２ 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 


 


(1) 供与核酸に関する情報 


 


イ 構成及び構成要素の由来 


  除草剤グリホサート耐性トウモロコシ(cp4 epsps, Zea mays subsp. mays (L.)   


Iltis) (NK603, OECD UI: MON-ØØ6Ø3-6) (以下、「本組換えトウモロコシ」という)


の作出に用いられた供与核酸の構成及び構成要素の由来は、表 1 に示したとおりであ


る。 
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ロ 構成要素の機能 


   本遺伝子組換えトウモロコシの作出に用いられた供与核酸の構成要素の機能は表1   


に示した。 


 


① グリホサートは、非選択的な除草剤であるラウンドアップの有効成分で、芳香


族アミノ酸の生合成経路であるシキミ酸合成経路中の酵素の一つである 5-エノ


ールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素(EPSPS)(E.C.2.5.1.19)と特異的に結


合してその活性を阻害する。そのため植物はグリホサートを処理すると EPSPS が


阻害されることにより蛋白質合成に必須の芳香族アミノ酸を合成できなくなり


枯れてしまう。目的遺伝子であるcp4 epsps 遺伝子は除草剤グリホサートに高い


耐性を持つ CP4 EPSPS 蛋白質を発現する。cp4 epsps 遺伝子によって産生される


CP4 EPSPS 蛋白質は、グリホサート存在下でも活性阻害を受けないため、結果と


して本蛋白質を発現する組換え植物ではシキミ酸合成が正常に機能して生育す


ることができる。 


尚、EPSPS は植物や微生物に特有の芳香族アミノ酸を生合成するためのシキミ


酸経路を触媒する酵素の一つであり、植物中では葉緑体または色素体に存在する。


シキミ酸経路は植物の固定する炭素の5分の1に関与すると考えられる重要な代


謝経路である。本経路は、その第一段階に関与する 3-デオキシ-D-アラビノ-ヘ


プ ツロ ソ ン酸 -7- リン 酸 (3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate, 


DAHP)合成酵素によって調節を受けて制御されるが、DAHP からコリスミ酸が生成


されるまでの段階では、中間代謝物質や最終生成物によって阻害されたり抑制さ


れる可能性が極めて低いことが明らかにされている。このことはEPSPS が本経路


における律速酵素ではないことを示唆しており、従って、EPSPS 活性が増大して


も、本経路の最終産物である芳香族アミノ酸の濃度が高まることはないと考えら


れている。実際に、通常の 40 倍の EPSPS を生成する植物細胞において、芳香族


アミノ酸が過剰に合成されないことが報告されており、加えて、モンサント社が


これまでに商品化した除草剤ラウンドアップ耐性作物(ダイズ、ナタネ、ワタ、


トウモロコシ)の食品/飼料安全性の評価の過程で、それら組換え作物種子中のア


ミノ酸組成を調べて、芳香族アミノ酸含量に元の非組換え作物との間で相違のな


いことが確認されている。これらのことはEPSPS が本経路における律速酵素では


ないことを支持している。また、EPSPS はホスホエノールピルビン酸塩(PEP)と


シキミ酸-3-リン酸塩(S3P)から、EPSP と無機リン酸塩(Pi)を生じる可逆反応を


触媒する酵素であり、これらの基質と特異的に反応することが知られている。こ


れら以外に唯一EPSPSと反応することが知られているのはS3Pの類似体であるシ


キミ酸であるが、その反応性は S3P との反応性の 200 万分の 1にすぎず、生体内


で基質として反応するとは考えられない。 
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② CP4 EPSPS 蛋白質が、既知のアレルゲンと機能上重要なアミノ酸配列を共有す


るかどうか、データベースを用いて比較したところ、既知アレルゲンと構造的に


類似性のある配列を有していなかった。 


 


(2) ベクターに関する情報 


 


イ 名称及び由来 


   本組換えトウモロコシの作出に用いられたベクターは、大腸菌(Escherichia     


coli)由来のプラスミド pUC 119 である。 


 


ロ 特性 


   ベクター全塩基数は、9,307 bp である。大腸菌における構築ベクターの選抜マ     


ーカー遺伝子としてトランスポゾン Tn5 由来のカナマイシン／ネオマイシン耐性遺


伝子(nptII 遺伝子)を持つ。本ベクターの感染性は知られていない。 


 


(3) 遺伝子組換え生物等の調製方法 


 


イ 宿主内に移入された核酸全体の構成 


   本組換えトウモロコシの作出には、上記の nptII 遺伝子を持つ pUC119 由来のベ     


ク タ ー を 元 に 、 二 つ の cp4 epsps 遺 伝 子 カ セ ッ ト ([P-ract1]- [ract1 


intron]-[CTP2]-[CP4 EPSPS]-[NOS 3’] 及 び [e35S]-[Zmhsp70]-[CTP2]-[CP4 


EPSPS]-[NOS3’])を連結したプラスミド PV-ZMGT32 を構築し、植物細胞に遺伝子を導


入する際には、この PV-ZMGT32 を制限酵素 MluI で処理し、nptII 遺伝子領域を含む


プラスミド外骨格を除いた直鎖状DNA 断片(PV-ZMGT32L)を用いた。 
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表 1 導入に用いた PV-ZMGT32L の各構成要素・由来及び機能 


 


構成要素 
サイズ 


(Kpb) 
由来及び機能 


cp4 epsps 遺伝子カセット① 


P-ract1 


 


0.9 


 


イネ由来のアクチン 1 遺伝子のプロモーター領域。目的遺伝子を発現


させる。 


ract1 


intron 


0.5 イネ・アクチン遺伝子のイントロン。スプライシングの効率を高める


ことによって、目的遺伝子を発現させる。 


CTP 2 


 


0.2 シロイヌナズナの epsps 遺伝子の中で、EPSPS 蛋白質の N 末端側に存


在する葉緑体輸送ペプチド部分をコードする配列である。目的蛋白質


を細胞質から葉緑体へと輸送する。 


Cp4 


epsps 


1.4 Agrobacterium CP4菌株由来の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸


合成酵素遺伝子。機能の詳細については p4-5 に記載した。 


NOS 3’ 0.3 Agrobacterium tumefaciens T-DNA 由来のノパリン合成酵素(NOS)遺


伝子の 3’非翻訳領域で、mRNA の転写を終結させ、ポリアデニル化を


誘導する。 


cp4 epsps 遺伝子カセット② 


E35S 0.6 カリフラワーモザイクウイルス(CaMV)の 35S プロモーター及び二重エ


ンハンサー領域を持つ。全組織中に恒常的に目的遺伝子を発現させる。


ZmHsp70 


Intron 


0.8 トウモロコシの熱ストレス蛋白質(heat shock protein)遺伝子のイン


トロン。ZmHsp70 イントロンは植物における外来遺伝子の発現量を高


めるために用いられる。 


CTP2 0.22 シロイヌナズナの epsps 遺伝子の中で、EPSPS 蛋白質の N 末端側に存


在する葉緑体輸送ペプチド部分をコードする配列である。目的蛋白質


を細胞質から葉緑体へと輸送する。 


Cp4 


epsps 


1.36 Agrobacterium CP4菌株由来の5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸


合成酵素遺伝子。機能の詳細については p4-5 に記載した。 


NOS 3’ 0.26 Agrobacterium tumefaciens T-DNA 由来のノパリン合成酵素(NOS)遺


伝子の 3’非翻訳領域で、mRNA の転写を終結させ、ポリアデニル化を


誘導する。 
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ロ 宿主内に移入された核酸の移入方法 
   直鎖状 DNA 断片である PV-ZMGT32L をパーティクルガン法によって、デント種に


分類されるトウモロコシ品種AW×CW に導入した。 


 


ハ 遺伝子組換え生物等の育成の経過 


  ① PV-ZMGT32L を導入したカルスを、2,4-D を含む組織培養培地上でしばらく生育


させた後、グリホサートを含む培地で組換え体を選抜し、選抜されたカルスから


再生個体を得て CP4 EPSPS 蛋白質の発現を解析した。 


② 本組換えトウモロコシはパーティクルガン法によって DNA 断片を導入してい


るため、アグロバクテリウムの残存性の確認は行わなかった。 


③ 1997 年より系統選抜の評価を開始し、1997～1999 年にかけて延べ 103 ヶ所の


圃場試験を行って、最終的に優良系統を選抜した。これらの圃場試験において、


本系統の形態及び生育特性などについて調査を行うとともに、CP4 EPSPS 蛋白質


の発現及び挿入遺伝子の分析等を行った。それらの結果に基づいて、米国で必要


な認可を受けて 2001 年から一般商業栽培が始められている。 


   


わが国における認可状況は以下の通りである。 


2001 年 3 月 厚生労働省より「組換え DNA 技術応用食品及び添加物の安全性


審査基準」に基づき、食品利用としての安全性確認を受けた。 


2001 年 3 月 農林水産省より「組換え体利用飼料の安全性評価指針 6の(2)」


に基づき、飼料利用としての安全性認可を受けた。 


2001 年 5 月 農林水産省より「農林水産分野等における組換え体の利用のた


めの指針」に基づき、日本への輸入(加工用及び飼料用としての


利用)及び栽培について、指針への適合性が確認された。 


2002 年 3 月 食品、飼料、環境へ提出した挿入遺伝子に関する追加資料が、


上記の安全性認可の判断を変えるものではないことの確認を受


けた。 


2003 年 3 月 農林水産省より「組換え DNA 技術応用飼料及び飼料添加物の安


全性に関する確認の手続き」に基づき、飼料利用としての安全


性確認を受けた。 
 
(4) 細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 


 


2002 年 3 月に安全性確認が既になされた挿入遺伝子に関する追加資料を含めた、細


胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性は以下の通りで


ある。 


 


サザンブロット分析による挿入遺伝子の解析の結果、本組換えトウモロコシのゲノム   


の 1ヶ所に 1コピーの挿入遺伝子が組み込まれていることが確認され、その 3’末端近
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傍にはP-ract1プロモーターの217bpの断片が挿入遺伝子の3’末端近傍に逆方向で存


在していることが、サザンブロット分析及び3’末端の塩基配列を分析することにより


明らかになった。また、挿入遺伝子は安定して後代に遺伝していることが複数世代にお


けるサザンブロット分析によって示された。さらに、CP4 EPSPS 蛋白質の発現も、複数


世代で安定して発現していることを選抜の過程でグリホサート散布試験により確認し


ている。 


 


なお、この挿入遺伝子の 3’末端近傍の P-ract1 プロモーターの 217bp の断片に関連  


して、この領域で転写産物が作られているかを確認するため strand-specific RT-PCR


を行ったところ、挿入遺伝子の P-ract1 プロモーターまたは E35S プロモーターのいず


れかから始まって NOS 3’ターミネーターをリードスルーしていると考えられる転写産


物が見つかった。しかし、本組換えトウモロコシにおけるCP4 EPSPS 蛋白質のポリクロ


ーナル抗体を用いたウエスタンブロット分析から検出されたのは約46kDa の CP4 EPSPS


蛋白質だけであり、これよりも大きな蛋白質は検出されなかった。ターミネーターのリ


ードスルーは植物中では一般的に起こること、また、転写産物から翻訳されるのは停止


コドンがあるため単一の蛋白質であることが報告されている。よって本組換えトウモロ


コシにおいて CP4 EPSPS 蛋白質のみが認められたのは、本組換えトウモロコシの挿入遺


伝子でターミネーターをリードスルーする転写産物においても、転写終結シグナルの上


流に停止コドンが保存されているためと考えられ、このリードスルーは安全性評価に影


響を与えないと結論された。 


 


また、本組換えトウモロコシの挿入遺伝子において E35S プロモーターで誘導される    


cp4 epsps 遺伝子中のコード領域の 5’末端から 456 番目及び 641 番目の塩基がそれぞ   


れ、植物発現用プラスミド中の塩基と比較してチミン(T)からシトシン(C)に変化してい


た。このうち、456 番目の塩基の変化はアミノ酸の変化には結びつかないが、641 番目


の塩基の変化により E35S プロモーターによって発現する CP4 EPSPS 蛋白質において N


末端から 214 番目のアミノ酸が元の CP4 EPSPS 蛋白質ではロイシンだったのが、プロリ


ンに変わることが判明した(この蛋白質を以下、L214P という)。 


 


L214P に関して、①EPSPS 蛋白質ファミリーの活性に必須の 7 つのアミノ酸は L214P


においても保存されていてN末端から214番目のプロリンはこの7つのアミノ酸残基に


は含まれていないこと、②このアミノ酸の変化は EPSPS 蛋白質の活性部位及び三次元構


造に影響を及ぼさないこと、③L214P 蛋白質と CP4 EPSPS 蛋白質の酵素活性や免疫反応


性が同等であることより、L214P 蛋白質と CP4 EPSPS 蛋白質の構造と機能は同等である


と考えられた。 


 


L214P が既知の接触アレルゲンと機能上重要なアミノ酸配列を共有するかどうか、デ


ータベースを用いて比較したところ、既知アレルゲンと構造的に類似性のある配列を共


有していなかった。 
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この塩基の変化は複数の世代で確認されており、安定して後代に遺伝していることが    


認められた。 


 


(5) 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性 


 


挿入遺伝子及びその周辺の植物ゲノムの DNA 配列をプライマーとして用いることに


より、本組換えトウモロコシを特異的に検出可能である。 


 


(6) 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 


 


イ この cp4 epsps 遺伝子によってコードされる CP4 EPSPS 蛋白質が植物体の各部位


で発現することによって本組換えトウモロコシには、除草剤グリホサートに対する


耐性が付与される。実際に確認したところ、非組換えトウモロコシが除草剤グリホ


サートの影響を受けて枯死したのに対して、組換えトウモロコシは正常に生育し


た。 


 


ロ 本組換えトウモロコシに属する系統である NK603-A 及び NK603-B、並びにその対


照系統として Cont-A 及び Cont-B を供試して隔離ほ場試験を行った。NK603-A 及び


NK603-B は、本組換えトウモロコシの初代（R0）から異なる育種過程によって作出


された F1 ハイブリッドである。対照系統である Cont-A 及び Cont-B は NK603-A 及


び NK603-B と遺伝的な背景が同等となるように交配された非組換えトウモロコシの


F1 ハイブリッドである。 


 


① 形態及び生育の特性 


   本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間で、発芽揃い、発芽    


率、雄穂抽出期、絹糸抽出期、稈長、草姿または草型、分けつ数、着雌穂高、成熟


期、雌穂数、収穫期の植物重の評価を行ったが、全ての項目で統計学的有意差は認


められなかった。 


 


② 生育初期における低温又は高温耐性 


   本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシの幼苗の低温感受性（気温   


4℃）を評価したが、いずれも低温遭遇後14日目にはほぼ完全に枯死し、本組換え


トウモロコシと対照の非組換えトウモロコシの間で低温耐性に差異は認められな


かった。 


 


③ 成体の越冬性又は越夏性 


   トウモロコシは夏型一年生植物であり、結実後、冬季には通常自然に枯死する。


再成長して栄養繁殖したり、種子を生産することはない。実際に隔離ほ場試験の試
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験終了時には結実後の枯死が始まっている事を本組換えトウモロコシ及び対照の


非組換えトウモロコシにおいて観察した。以上のことから、成体の越冬性試験は行


わなかった。 


 


④ 花粉の稔性及びサイズ 


花粉の稔性と花粉の形態をヨウ素ヨウ化カリウム溶液で染色し、顕微鏡下で観察


をしたが、本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシの間に差異は認め


られなかった。 


 


⑤ 種子の生産量、脱粒性、休眠性及び発芽率 


   種子の生産量としては、Sib-mating して収穫した雌穂の雌穂長、雌穂径、粒列


数、1 列粒数、粒色、100 粒重、粒形を調査したが、100 粒重を除く全ての項目に


おいて、本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間で統計学的有


意差は認められなかった。100 粒重において組換えトウモロコシ NK603-B と対照の


非組換えトウモロコシ Cont-B の間で統計学的有意差が認められ、NK603-B の 100


粒重の平均値は 33.6g、Cont-B は 35.1g だった。一方、組換えトウモロコシ NK603-A


と対照の非組換えトウモロコシ Cont-A の間で統計学的有意差は認められなかった。


脱粒性については、組換え体とその対照の非組換え体は共に、収穫時雌穂は苞皮に


覆われており、自然条件での脱粒性は観察されなかった。収穫種子の播種後 10 日


目の発芽率において、組換え体と非組換え体との間で差はなく、種子の休眠性は認


められなかった。 


 


⑥ 交雑率 


   日本には交雑可能な近縁野生種は生育していないため、交雑率の試験は行わなか


った。 


 


⑦ 有害物質の産生性 


   本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間で、土壌微生物相試


験、後作試験、鋤き込み試験を行ったが、全ての項目で本組換えトウモロコシと対


照の非組換えトウモロコシとの間に統計学的有意差は認められなかった。 


 


３ 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報 


 


(1) 使用等の内容 
食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬及び廃棄並びにこれら    


に付随する行為。 
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(2) 生物多様性影響が生ずるおそれのある場合における生物多様性影響を防止するた     


めの措置 


 


申請書に添付した緊急措置計画書を参照。 


 


(3) 国外における使用等に関する情報 


 


米国において 1999 年に 17カ所のほ場試験が行われ、形態及び生育特性、病害虫感受


性、繁殖に関する特性、雑草化に関する特性について観察が行われているが、形態及び


生育特性における 50％絹糸抽出積算日数及び着雌穂高を除くすべての評価項目におい


て対照の非組換えトウモロコシとの間に統計学的有意差は認められなかった。 


 


 


第二 項目ごとの生物多様性影響の評価 


 


1 競合における優位性 


 


(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 


 


トウモロコシは 1579 年にわが国に導入されて以来、長期間の使用経験があり、これ


までトウモロコシが自然環境下で自生した例は報告されていない。 


 


競合における優位性に関わる諸形質(形態及び生育の特性、生育初期における低温耐  


性、花粉の稔性及びサイズ、種子の生産量、発芽率、休眠性及び脱粒性を比較検討した。


その結果、100 粒重を除く全ての項目で対照の非組換えトウモロコシとの間に統計学的


有意差は認められなかった。100 粒重において組換えトウモロコシNK603-B と対照の非


組換えトウモロコシ Cont-B の間で統計学的有意差が認められた。NK603-B の 100 粒重


の平均値は 33.6g、Cont-B は 35.1g だった。一方、組換えトウモロコシ NK603-A と対照


の非組換えトウモロコシ Cont-A の間で統計学的有意差は認められなかった。しかし、


100粒重以外の競合における優位性に関する諸形質では本組換えトウモロコシと対照の


非組換えトウモロコシとの間で統計学的有意差は認められなかったことから、100 粒重


の違いによって競合における優位性が高まるとは考えにくい。 


 


本組換えトウモロコシは除草剤グリホサートに耐性を持つが、グリホサートを散布さ


れることが想定しにくい自然条件下においてグリホサート耐性であることが競合にお


ける優位性を高めるとは考えられない。 


 


以上のことから、競合における優位性に起因する生物多様性影響を受ける可能性のあ


る野生動植物等は特定されなかった。 
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(2) 影響の具体的内容の評価 


 


－ 


 


(3) 影響の生じやすさの評価 


 


－ 


 


(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 


 


以上から、競合における優位性に起因する生物多様性影響を生ずるおそれはないと 


判断された。 


 


2 有害物質の産生性 


 


(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 


 


トウモロコシは 1579 年にわが国に導入されて以来、長期間の使用経験があり、これ


までにトウモロコシにおいて有害物質の産生性は報告されていない。 


 


本組換えトウモロコシは除草剤グリホサートに耐性を持つCP4 EPSPS蛋白質を産生す


る性質を有しているが、本蛋白質が有害物質であるとする報告はない。また、第一の


2-(1)-ロ-①に示したように、CP4 EPSPS 蛋白質は芳香族アミノ酸を生合成するための


シキミ酸経路を触媒する酵素蛋白質であるが、本経路における律速酵素ではなく、EPSPS


活性が増大しても、本経路の最終産物である芳香族アミノ酸の濃度が高まることはない


と考えられている。実際に、モンサント社がこれまでに商品化した除草剤ラウンドアッ


プ耐性作物(ダイズ、ナタネ、ワタ、トウモロコシ)の食品/飼料安全性の評価の過程で、


それら組換え作物種子中のアミノ酸組成を調べて、芳香族アミノ酸含量に元の非組換え


作物との間で相違のないことが確認されている。従って、CP4 EPSPS 蛋白質が原因で、


本組換えトウモロコシ中に有害物質が産生されるとは考えにくいと判断された。 


 


本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間で、有害物質の産生性の


有無を鋤き込み試験、後作試験、土壌微生物相試験により比較検討したが、差異は認め


られなかった。 


 


以上のことから、有害物質の産生性について影響を受ける可能性のある野生動植物等


は特定されなかった。 
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(2) 影響の具体的内容の評価 


 


－ 


 


(3) 影響の生じやすさの評価 


 


－ 


 


(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 


 


以上から、有害物質の産生性に起因する生物多様性影響を生ずるおそれはないと判断    


された。 


 


3 交雑性 


 


(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 


 


トウモロコシの近縁種はTripsacum 属と Zea 属に分類されるテオシントであるが、ト


ウモロコシと自然交雑可能なのはテオシントのみである。我が国では、テオシント及び


Tripsacum 属の野生種は報告されておらず、交雑性に起因して、影響を受ける可能性の


ある野生動植物等は特定されなかった。 


 


(2) 影響の具体的内容の評価 


 


－ 


 


(3) 影響の生じやすさの評価 


 


－ 


 


(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 


 


 以上から、交雑性に起因する生物多様性影響を生ずるおそれはないと判断された。 


 


4 その他 


 


生物多様性影響の評価を行うことが適当であると考えられる本組換えトウモロコシの


性質は、上記の他にはないと判断された。 
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第三 生物多様性影響の総合的評価 


 


宿主のトウモロコシは、わが国において長期間の使用経験がある。また、本組換えトウ


モロコシと対照の非組換えトウモロコシの競合における優位性に関わる諸形質を比較検


討したところ、100 粒重を除くすべての項目で統計学的有意差は認められなかった。100 粒


重において統計学的有意差が認められたものの、それ以外の競合における優位性に関する


諸形質で統計学的有意差は認められなかったことから、100 粒重の違いのみで競合におけ


る優位性が高まるとは考えにくい。以上から、競合における優位性に起因する生物多様性


影響を生ずるおそれはないと判断された。 


 


本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間で有害物質産生性の有無


を鋤き込み試験、後作試験、土壌微生物相試験により比較検討したが、差は認められなか


った。以上から、有害物質の産生性に起因する生物多様性影響を生ずるおそれはないと判


断された。 


 


わが国ではトウモロコシの近縁種であるテオシント及び Tripsacum 属の野生種は報告


されておらず、交雑性に起因する生物多様性影響を生ずるおそれはないと判断された。 


 


よって、総合的評価として、本組換えトウモロコシを第一種使用規程に従って使用した


場合に生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断した。 
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緊 急 措 置 計 画 書 (食用・飼料用に供する栽培目的の場合) 


 


                                                平成16年4月6日 


 


氏名 日本モンサント株式会社 


代表取締役社長 山根精一郎 


                                          住所 東京都中央区銀座4-10-10 


                                                 銀座山王ビル8階 


 


第一種使用規程の承認を申請している除草剤グリホサート耐性トウモロコシ(cp4 epsps, 


Zea mays (L.)Iltis)(NK603, OECD UI:MON-ØØ6Ø3-6)(以下、「本組換えトウモロコシ」とい


う)の第一種使用等において、生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された場合、弊社は生


物多様性影響のリスク評価を実施する。このリスク評価に基づき、生物多様性に及ぼす影響


に応じた管理計画を設定し、こうした危険性を軽減する方法の決定への協力などを必要に応


じて行う。さらに、特定された危険性の重大性や起こりうる確率から判断して、生物多様性


影響が生ずるおそれがあると認められた場合は、当該影響を効果的に防止するため、特定さ


れた問題に応じ、以下のことを行う。尚、生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められ


た場合とは、本組換えトウモロコシに関して、科学的に我が国の生物多様性に影響を生ずる


ことが立証された場合のことである。 


 


１ 第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者は以下に示す通り


である。 


  個人名・所属は個人情報につき非開示 


 


２ 第一種使用等の状況の把握の方法 


 弊社は種子会社等から、第一種使用等の状況に関し、可能な限り情報収集を行う。 


 


３ 第一種使用等をしている者に緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置の内容を


周知するための方法 


生物多様性影響に関して必要に応じて生産農家や関連団体に情報提供を行い、厳密な使


用方法の周知徹底等に努める。 


 


４ 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置を執ってその使用等を継続するため


の具体的な措置の内容 


具体的措置として、特定された問題に応じ、本組換えトウモロコシの環境放出が行われ


ないようにすること、環境中に放出された本組換えトウモロコシがあった場合はそれらが


環境中で生存しないようにすること等、必要な措置を実行する。 


 


５ 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制 


生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された場合、弊社はそのことを直ちに農林水産省


や環境省に報告する。 
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緊 急 措 置 計 画 書（栽培目的の場合） 


 


                                                       平成16年４月６日 


 


                                               氏名 日本モンサント株式会社 


                              代表取締役社長 山根精一郎 


                                               住所 東京都中央区銀座4-10-10 


                                                   銀座山王ビル8階 


 


第一種使用規程の承認を申請している除草剤グリホサート耐性トウモロコシ(cp4 epsps, 


Zea mays (L.)Iltis)(NK603, OECD UI:MON-ØØ6Ø3-6)(以下、「本組換えトウモロコシ」とい


う)の第一種使用等において、生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された場合、弊社は生


物多様性影響のリスク評価を実施する。このリスク評価に基づき、生物多様性に及ぼす影響


に応じた管理計画を設定し、こうした危険性を軽減する方法の決定への協力などを必要に応


じて行う。さらに、特定された危険性の重大性や起こりうる確率から判断して、生物多様性


影響が生ずるおそれがあると認められた場合は、当該影響を効果的に防止するため、特定さ


れた問題に応じ、以下のことを行う。尚、生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められ


た場合とは、本組換えトウモロコシに関して、科学的に我が国の生物多様性に影響を生ずる


ことが立証された場合のことである。 


 


１ 第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者は以下に示す通り


である。 


  個人名・所属は個人情報につき非開示 


 


２ 第一種使用等の状況の把握の方法 


モンサント社はこれまでの種苗会社との関係を最大限活用し、各栽培国での第１種使用


等の状況及び栽培者、更には日本への輸出の状況などの把握に可能な限り努める。 


 


３ 第一種使用等をしている者に緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置の内容を


周知するための方法 


生物多様性影響に関して必要に応じて生産農家や関連団体に情報提供を行い、厳密な使


用方法の周知徹底等に努める。 
 


４ 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置を執ってその使用等を継続するため


の具体的な措置の内容 
具体的措置として、特定された問題に応じ、本組換えトウモロコシの環境放出が行われ


ないようにすること、環境中に放出された本組換えトウモロコシがあった場合はそれらが


環境中で生存しないようにすること等、必要な措置を実行する。 
 
５ 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制 


生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された場合、弊社はそのことを直ちに農林水産省


や環境省に報告する。 
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Executive Summary 
 
The JRC as European Union Reference Laboratory for GM Food and Feed (EURL-GMFF), 
established by Regulation (EC) No 1829/2003, in collaboration with the European Network of 
GMO Laboratories (ENGL), has carried out a collaborative study to assess the performance of a 
quantitative event-specific method to detect and quantify the MIR604 transformation event in 
maize DNA (unique identifier SYN-IR64-5). The collaborative study was conducted according 
to internationally accepted guidelines (1, 2). 
 
In accordance to Regulation (EC) No 1829/2003 of 22 September 2003 on genetically modified 
food and feed and with Regulation (EC) No 641/2004 of 6 April 2004 on detailed rules for the 
implementation of Regulation (EC) No 1829/2003, Syngenta Seeds S.A.S. provided the 
detection method and the samples (genomic DNA extracted from wild-type and 100% maize 
MIR604 event). The JRC prepared the validation samples (calibration samples and blind 
samples at unknown GM percentage [DNA/DNA]). The international collaborative study 
involved fourteen laboratories from ten European Countries. 
 
The results of the international collaborative study met the ENGL performance requirements 
and the scientific understanding about satisfactory method performance. Therefore, the EURL-
GMFF considers the method validated as fit for the purpose of regulatory compliance. 
 
The results of the collaborative study are made publicly available at http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/. 
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Report on Steps 1-3 of the Validation Process 


 
 


Syngenta Seeds S.A.S. submitted the detection method and control samples for maize event 
MIR604 (unique identifier SYN-IR64-5) under Article 5 and 17 of Regulation (EC) No 
1829/2003 of the European Parliament and of the Council “on genetically modified food and 
feed”.  
 
The European Union Reference Laboratory for GM Food and Feed (EURL-GMFF), following 
reception of the documentation and material, including control samples, (step 1 of the 
validation process) carried out the scientific assessment of documentation and data (step 2) 
in accordance with Commission Regulation (EC) No 641/2004 “on detailed rules for the 
implementation of Regulation (EC) No 1829/2003 of the European Parliament and of the 
Council as regards the application for the authorisation of new genetically modified food and 
feed, the notification of existing products and adventitious or technically unavoidable 
presence of genetically modified material which has benefited from a favourable risk 
evaluation” and according to its operational procedures (“Description of the EURL-GMFF 
Validation Process”,  http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm). 
 
The scientific assessment focused on the method performance characteristics assessed 
against the method acceptance criteria set out by the European Network of GMO Laboratories 
and listed in the “Definition of Minimum Performance Requirements for Analytical Methods of 
GMO Testing” (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm) (see Annex 1 for a 
summary of method acceptance criteria and method performance requirements). During step 
2 and step 3 (scientific assessment of documentation and data and experimental testing of 
the samples and methods, respectively) six scientific assessments were performed and 
requests of complementary information addressed to the applicant. Upon reception of 
complementary information, the scientific evaluation of the detection method for event 
MIR604 was positively concluded in August 2006.  
 
Between January 2006 and January 2007, the EURL-GMFF verified experimentally the method 
characteristics (step 3, experimental testing of the samples and methods) by quantifying five 
blind GM levels within the range 0.1%-6.0% on a copy number basis. The experiments were 
performed in repeatability conditions and demonstrated that the PCR efficiency, linearity, 
accuracy and precision of the quantifications were within the limits established by the ENGL 
acceptance criteria. The DNA extraction module of the method was tested on samples of food 
and feed.  
 
A Technical Report summarising the results of tests carried out by the EURL-GMFF (step 3) is 
available on request. 
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1. Introduction 
 
Syngenta Seeds S.A.S. submitted the detection method and control samples for maize event 
MIR604 (unique identifier SYN-IR64-5) in accordance to Articles 5 and 17 of Regulation (EC) 
No 1829/2003 of the European Parliament and of the Council “on genetically modified food and 
feed”.   
 
The Directorate General-Joint Research Centre (JRC, Biotechnology and GMOs Unit of the 
Institute for Health and Consumer Protection) as European Union Reference Laboratory for GM 
Food and Feed [see Regulation (EC) No 1829/2003] organised the international collaborative 
study for the event-specific method for the detection and quantification of MIR604 maize. The 
study involved fourteen laboratories, members of the European Network of GMO Laboratories 
(ENGL). 
 
Upon reception of method, samples and related data (step 1), the JRC carried out the 
assessment of the documentation (step 2) and the in-house evaluation of the method (step 3), 
according to the requirements of Regulation (EC) No 641/2004 and following its operational 
procedures. 
The internal in-house experimental evaluation of the method was carried out in January-
November 2006. 
Following the evaluation of the data and the results of the in-house laboratory tests, the 
international collaborative study was organised (step 4) and took place in December 2006. 
 
A method for DNA extraction from ground maize seeds, submitted by the applicant, was 
evaluated by the EURL-GMFF; laboratory testing of the method was carried out between March 
2006 and January 2007 in order to confirm its performance characteristics. The protocol for 
DNA extraction and a report on method testing is available at http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/ 
 
The operational procedure of the collaborative study included the following module: 
 


 Quantitative real-time PCR (Polymerase Chain Reaction). The methodology is an event-
specific real-time quantitative TaqMan® PCR procedure for the determination of the 
relative content of event MIR604 DNA to total maize DNA. The procedure is a simplex 
system, in which a maize Adh1 (Alcohol dehydrogenase) endogenous assay (reference 
gene) and the target assay (MIR604) are performed in separate wells.  


 
The international collaborative study was carried out in accordance with the following 
internationally accepted guidelines:  
 


 ISO 5725 (1994).  
 The IUPAC “Protocol for the design, conduct and interpretation of method-


performance studies” (Horwitz, 1995). 
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2. List of participating laboratories  
 
As part of the international collaborative study the method was tested in fourteen ENGL 
laboratories to determine its performance. Clear guidance was given to the laboratories with 
regards to the standard operational procedures to follow for the common execution of the 
protocol. The participating laboratories are listed in alphabetical order in Table 1.  
 


 


Table 1. Laboratories participating in the validation of the detection method for 
maize line MIR604. 


Laboratory Country 


AGES – Austrian Agency for Health and Food Safety Austria 


Bayerisches Landesamt für Gesundheit und Lebensmittelsicherheit Germany 


Bundesinstitut für Risikobewertung (BfR) Germany 


Danish Plant Directorate - Laboratory for diagnostics in Plants, Seed and Feed Denmark 


Ente Nazionale Sementi Elette/ Laboratorio Analisi Sementi Italy 


Food and Consumer Product Safety Authority (VWA) Finland 


General Chemical State Laboratory, Food Division,  Ministry of Economy and 


Finance 
Greece 


GIP-GEVES France 


Institute for Agricultural & Fisheries Research (ILVO) Belgium 


Institut Scientifique de Santé Publique Belgium 


Istituto Superiore di Sanita’ – Laboratorio di Chimica dei Cereali Italy 


Istituto Zooprofilattico Sperimentale Lazio e Toscana Italy 


National Institute of Biology Slovenia 


Scottish Agricultural Science Agency 
United 


Kingdom 
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3. Materials 
 
For the validation of the quantitative event-specific method, control samples consisting of:  


i) a DNA stock solution homozygous for the GM-event MIR604 (inbred 
NP2644CRW604) and  


ii) a non-GM DNA stock solution  extracted from a near-isogenic wild-type counterpart 
(NP2391)  


were provided by the applicant in accordance to the provisions of Regulation (EC) No 
1829/2003, Art 2.11 [“control sample defined as the GMO or its genetic material (positive 
sample) and the parental organism or its genetic material that has been used for the purpose 
of the genetic modification (negative sample)].  
 
Samples containing mixtures of 100% MIR604 and non-GM maize genomic DNA at different 
GMO concentrations were prepared by the EURL-GMFF, using the control samples provided, in 
a constant amount of total maize DNA.  
 
Participants received the following materials: 
 


 Five calibration samples (200 µl of DNA solution each) for the preparation of the 
standard curve, denominated from 0405S1 to 0405S5 (below referred as S1 to S5).  


 Twenty unknown DNA samples (100 µl of DNA solution each), denominated from 
0405U1 to 0405U20.  


 Amplification reagent control for use on each PCR plate. 
 Reaction reagents, primers and probes for the Adh1 reference gene and for the 


MIR604 specific systems as follows:  
 


 50x Zm Adh1 Endogenous Assay Stock, 1 vial   130 l  
 50x Event MIR604 Assay Stock, 1 vial    130 l  
 Sigma Jumpstart Ready mix 2x, 1 vial    8 ml 
 Sulforhodamine 1.5 mM, 1 vial    200 l 
 Sterile distilled water, 1 vial     5 ml 


 
Sulforhodamine was provided for equipment calibration purposes. 
 
Table 2 shows the GM contents of the unknown samples (denominated from 0405U1 to 
0405U20) distributed to the study participants.  
 


Table 2.  MIR604 GM contents 


MIR604 GM % 
(GM copy number/maize genome copy number *100)


0.1 
0.4 
0.9 
2.5 
6.0 
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4. Experimental design 


 
Twenty unknown samples (0405U1-0405U20), representing five GM levels, were used in the 
validation study. On each PCR plate, samples were analysed in parallel with both the MIR604 
and Adh1 specific system. In total, two plates were run per participating laboratory, with two 
replicates for each GM level analysed on each run. In total, four replicates for each GM level 
were analysed. PCR analysis was performed in triplicate for all samples. Participating 
laboratories carried out the determination of the GM% according to the instructions provided 
in the protocol and using the electronic tool provided (Excel spreadsheet). 
 


5. Method 


Description of operational steps followed 
For specific detection of event MIR604 genomic DNA, a 76-bp fragment of the recombination 
region of parts of the construct inserted into the plant genome is amplified using two specific 
primers. PCR products are measured during each cycle (real-time) by means of a target-
specific oligonucleotide probe labelled with two fluorescent dyes: FAM is used as the reporter 
dye at its 5 end and TAMRA as a quencher dye at its 3 end. 
 
For relative quantification of event MIR604 DNA, a maize-specific reference system amplifies a 
135-bp fragment of Adh1 (Alcohol dehydrogenase) maize endogenous gene, using two Adh1 
gene-specific primers and an Adh1 gene-specific probe labelled with VIC and TAMRA.  
 
For relative quantification of event MIR604 DNA in a test sample, the normalised Ct values of 
calibration samples are used to calculate, by linear regression, a standard curve (plotting Ct 
values against the logarithm of the amount of MIR604 event DNA). The normalised Ct values 
of the unknown samples are measured and, by means of the regression formula, the relative 
amount of MIR604 event DNA is estimated. 
 
Calibration samples denominated from S1 to S5 were prepared by mixing the appropriate 
amount of MIR604 DNA from the stock solution in control non-GM maize DNA to obtain the 
following relative contents of MIR604: 10%, 5.0%, 1.0%, 0.5% and 0.1%. Total DNA amount 
per reaction was 250 ng, when 5 µl of a DNA solution at the concentration of 50 ng/µl were 
loaded.  
The GM contents of the calibration samples and total DNA quantity used in PCR are provided in 
Table 3 (%GM calculated considering the 1C value for maize genome as 2.725 pg) (3). 


 


Table 3. % GM values of the standard curve samples. 


 
Sample code 


 
S1 S2 S3 S4 


 
S5 


Total amount of DNA in 
reaction (ng/5 µl) 250 250 250 250 250 


% GM (DNA/DNA) 10.0 5.0 1.0 0.5 0.1 
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6. Deviations reported 
 
Six laboratories reported no deviations from the protocol. 
 
Three laboratories could not calibrate the real-time equipment for sulforhodamine and were 
allowed to use the ROX calibration of the instrument to perform the readings while using 
sulforhodamine as passive reference dye. Further to a request from EURL-GMFF, the applicant 
explained that the fluorescence excitation and emission optimal for both ROX (5-Carboxy-X-
rhodamine) and sulforhodamine dyes are determined to be nearly identical. The ROX passive 
reference dye calibration on the ABI Prism® instruments is referred to be sufficient to achieve 
accurate readings using a sulforhodamine fluorophore and ABI Prism® detector set for ROX. 
 
One laboratory inverted the position of the endogenous and event specific assay in one plate. 
The inversion had no consequence since reporter dyes were correctly assigned.  
 
One laboratory received thawed samples but was allowed to perform the experiments. 
 
One laboratory did not centrifuge the plates before loading them into the instrument. 
 
One laboratory used automatic settings in the run analysis for baseline and threshold.  
 
One laboratory ran the samples in twenty microliters, as only a 384-well plate was available; 
however, the final concentrations of the supplied primers/probe, buffer and the DNA amount 
were maintained according to the original protocol. 
 


7. Summary of results 
 


PCR efficiency and linearity 
The values of the slopes [from which the PCR efficiency is calculated using the formula 
((10^(-1/slope))-1)*100] of the standard curve and of the R2 (expressing the linearity of the 
regression) reported by participating laboratories are summarised in Table 4. 
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Table 4. Values of standard curve slope, PCR efficiency and linearity (R2)  


 


LAB PLATE Slope
PCR 


Efficiency 
(%) 


Linearity
(R2) 


1 A -3.41 96.40 1.00 
B -3.49 93.59 1.00 


2 A -3.38 97.48 0.95 
B -3.24 96.42 0.99 


3 A -3.26 97.19 1.00 
B -3.30 98.99 1.00 


4 A -3.34 99.36 1.00 
B -3.32 99.98 1.00 


5 A -3.30 99.17 1.00 
B -3.24 96.67 1.00 


6 A -3.66 87.59 0.99 
B -3.39 97.23 1.00 


7 A -3.35 98.91 1.00 
B -3.42 95.96 1.00 


8 A -3.20 94.63 1.00 
B -3.31 99.36 1.00 


9 A -3.31 99.48 1.00 
B -3.25 96.86 1.00 


10 A -3.36 98.61 1.00 
B -3.28 98.01 1.00 


11 A -3.30 98.99 1.00 
B -3.36 98.44 1.00 


12 A -3.45 95.09 1.00 
B -3.37 98.14 1.00 


13 A -3.29 98.72 1.00 
B -3.21 94.98 1.00 


14 A -3.22 95.38 1.00 
B -3.36 98.40 1.00 


 
 
Mean


 
-3.33 97.14 1.00 


 


The mean PCR efficiency was above 97% and the linearity of the method was 1.00. 
Data reported confirm the appropriate performance characteristics of the method tested. 
 


GMO quantification 
Table 5 shows the mean values of the four replicates for each GM level as calculated and 
provided by all laboratories. Each mean value is the average of three PCR repetitions. 
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Table 5.  GM% mean values determined by laboratories for all unknown samples 


 
Sample GMO content 


(GM% = GM copy number/maize genome copy number *100)


LAB 0.1 0.4 0.9 2.5 6.0 


 REP 1 REP 2 REP 3REP 4 REP 1 REP 2 REP 3REP 4 REP 1REP 2REP 3REP 4 REP 1REP 2REP 3REP 4 REP 1 REP 2 REP 3 REP 4


1 0.11 0.08 0.09 0.08 0.40 0.40 0.46 0.45 0.93 0.87 0.91 0.91 2.47 2.30 2.59 2.28 5.71 5.68 5.59 5.98


2 13.96 0.14 0.07 0.11 0.39 0.45 0.42 0.44 0.67 0.52 0.73 0.62 1.93 1.51 1.69 1.91 4.96 6.10 3.25 3.21


3 0.09 0.09 0.09 0.09 0.38 0.34 0.41 0.39 0.84 0.81 0.85 0.84 2.30 2.47 2.43 2.50 6.22 5.87 5.17 5.65


4 0.12 0.15 0.29 0.15 1.07 0.43 0.50 0.47 1.05 1.12 0.91 1.25 3.40 2.44 2.98 4.22 6.80 8.17 7.86 8.37


5 0.09 0.13 0.10 0.11 0.37 0.38 0.32 0.39 1.02 1.00 1.01 0.96 2.58 2.90 2.79 2.80 6.50 6.20 6.43 5.08


6 0.09 0.07 0.11 0.08 0.49 0.33 0.33 0.39 0.79 0.74 1.12 0.59 2.77 2.88 2.25 4.06 5.93 4.42 6.37 3.61


7 0.10 0.09 0.09 0.11 0.32 0.47 0.43 0.41 0.77 0.93 0.78 0.87 2.37 2.06 1.74 2.11 5.00 6.06 5.10 4.79


8 0.16 0.24 0.09 0.09 0.38 0.72 0.48 0.35 1.41 1.29 0.81 0.79 2.43 2.94 4.45 2.76 7.18 5.71 8.55 5.20


9 0.13 0.14 0.11 0.11 0.45 0.45 0.66 0.48 0.95 1.05 0.87 1.06 2.50 2.50 3.23 2.46 5.29 6.33 10.16 5.94


10 0.09 0.09 0.11 0.11 0.46 0.40 0.41 0.44 0.89 0.93 0.93 0.94 2.43 2.28 2.30 2.41 6.34 6.11 6.25 6.21


11 0.09 0.09 0.09 0.09 0.36 0.37 0.43 0.35 0.90 0.87 0.79 0.78 2.26 2.38 2.23 2.14 4.95 5.46 5.34 5.72


12 0.07 0.07 0.12 0.08 0.32 0.36 0.27 0.45 0.77 0.78 0.77 0.72 2.45 2.30 1.99 1.85 5.50 5.28 4.32 3.79


13 0.08 0.13 0.14 0.12 0.45 0.37 0.50 0.35 0.82 1.04 1.39 1.23 2.37 2.46 2.54 2.69 5.55 5.25 6.53 7.02


14 0.11 0.11 0.10 0.10 0.41 0.41 0.43 0.40 0.82 0.90 0.87 0.86 2.50 2.51 2.33 2.54 5.81 6.25 5.87 6.35


 
 
In Figure 1 the relative deviation from the true value for each GM level tested is shown for 
each laboratory. The coloured bars represent the relative GM quantification obtained by the 
participating laboratories; green bars represent the overall mean.  
 


Figure 1. Relative deviation (%) from the true value of MIR604 for all laboratories 
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As observed in Figure 1, two laboratories overestimated the true value at 0.1% and 0.4% with 
a relative deviation over 20%; the GM level 0.9% was underestimated by 30% by one 
laboratory (which also overestimated of 30% the GM level 2.5% and of more than 25% the GM 
level 6%) and overestimated over 20% by two laboratories. The true GM% value of 2.5% was 
overestimated of 20% or more by three laboratories. Finally, the GM level 6% was more 
generally underestimated, at different degree, by seven laboratories. 
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Overall, the average relative deviation (green bar) was definitely low at all the GM levels, 


indicating an optimal accuracy of the method.  


8. Method performance requirements 
 
Among the performance criteria established by ENGL and adopted by the EURL-GMFF 
(http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm, see also Annex 1), repeatability and 
reproducibility are assessed through an international collaborative trial, carried out with the 
support of ENGL laboratories (see Table 1). Table 6 illustrates the estimation of repeatability 
and reproducibility at various GM levels, according to the range of GM percentages tested 
during the collaborative trial.  
 
The relative reproducibility standard deviation (RSDR), that describes the inter-laboratory 
variation, should be below 33% at the target concentration and over the majority of the 
dynamic range, while it should be below 50% at the lower end of the dynamic range.  
 
As it can be observed in Table 6, the method fully satisfies this requirement at all GM levels 
tested. In fact, the highest value of RSDR (%) is 27% at the 0.1% level, well within the 
acceptance criterion. 


 


Table 6.  Maize MIR604: summary of validation results. 


  Expected value (GMO %) 


Unknown sample GM% 0.1 0.4 0.9 2.5 6.0 


 Laboratories having returned results 14 14 14 14 14 


 Samples per laboratory 4 4 4 4 4 


 Number of outliers 1 1 1 - 1 


 Reason for exclusion !C 1C 1C - 1C 


 Mean value 0.10 0.41 0.89 2.52 5.78 


 Relative repeatability standard deviation, RSDr (%)  24 17 12 16 14 


 Repeatability standard deviation  0.025 0.070 0.111 0.411 0.828 


 Relative reproducibility standard deviation, RSDR (%)  27 18 18 22 20 


 Reproducibility standard deviation  0.027 0.075 0.163 0.550 1.137 


 Bias (absolute value) 0.00 0.01 -0.01 0.02 -0.22 


 Bias (%) 3.6 3.1 -1.0 0.7 -3.6 
C = Cochran’s test; identification and removal of outliers through Cochran and Grubbs tests, according to ISO 5725-2. 


Bias is estimated according to ISO 5725 data analysis protocol. 


 


Table 6 further documents the relative repeatability standard deviation (RSDr), as estimated for 
each GM level. In order to accept methods for collaborative study evaluation, the EURL-GMFF 
requires that RSDr values be below 25%, as indicated by ENGL (Definition of Minimum 
Performance Requirements for Analytical Methods of GMO Testing” [http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm]).  
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As it can be observed from the values reported in Table 6, the method satisfies this 
requirement throughout the whole dynamic range tested.  
 
The trueness of the method is estimated using the measures of the method bias for each GM 
level. According to ENGL method performance requirements, trueness should be  25% across 
the entire dynamic range. In this case the method satisfies this requirement across the entire 
dynamic range tested; in fact, the highest value of bias (%) is -3.6 at the 6.0% level, well 
within the acceptance criterion. 
 


9. Conclusions 
 
The overall method performance has been evaluated with respect to the method acceptance 
criteria and method performance requirements recommended by the ENGL (as detailed under  
http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm). The method acceptance criteria were 
reported by the applicant and used to evaluate the method prior to the international 
collaborative study (see Annex 1 for a summary of method acceptance criteria and method 
performance requirements). 
 
The results obtained during the collaborative study indicate that the analytical module of the 
method submitted by the applicant complies with ENGL performance criteria. The method is 
therefore applicable to the control samples provided (see paragraph 3 “Materials”), in 
accordance with the requirements of Annex I-2.C.2 to Commission Regulation (EC) No 
641/2004. 
 


10. Quality assurance 
 
The EURL-GMFF carries out all operations according to ISO 9001:2000 (certificate number: CH-
32232) and ISO 17025:2005 (certificate number: DAC-PL-0459-06-00) [DNA extraction, 
qualitative and quantitative PCR in the area of Biology (DNA extraction and PCR method 
validation for the detection and identification of GMOs in food and feed materials)]. 
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12. Annex 1: method acceptance criteria and method 
performance requirements as set by the European Network 
of GMO Laboratories (ENGL) 
 


Method Acceptance Criteria should be fulfilled at the moment of submission of a method (Phase 1: 


acceptance for the collaborative study).  


Method Performance Requirements should be fulfilled in a collaborative study in order to consider the 


method as fit for its purpose (Phase 2:  evaluation of the collaborative study results).  


 


 Method Acceptance Criteria 


Applicability  


Definition: The description of analytes, matrices, and concentrations to which a method can be applied.  


Acceptance Criterion: The applicability statement should provide information on the scope of the method 


and include data for the indices listed below for the product/s for which the application is submitted. The 


description should also include warnings to known interferences by other analytes, or inapplicability to 


certain matrices and situations.   


Practicability  


Definition: The ease of operations, the feasibility and efficiency of implementation, the associated unitary 


costs (e.g. Euro/sample) of the method.   


Acceptance Criterion: The practicability statement should provide indication on the required equipment for 


the application of the method with regards to the analysis per se and the sample preparation. An 


indication of costs, timing, practical difficulties and any other factor that could be of importance for the 


operators should be indicated. 


Specificity 


Definition: Property of a method to respond exclusively to the characteristic or analyte of interest. 


Acceptance Criterion: The method should be event-specific and be functional only with the GMO or GM 


based product for which it was developed. This should be demonstrated by empirical results from testing 


the method with non-target transgenic events and non-transgenic material. This testing should include 


closely related events and cases where the limit of the detection is tested. 


Dynamic Range  


Definition: The range of concentrations over which the method performs in a linear manner with an 


acceptable level of accuracy and precision. 
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Acceptance Criterion: The dynamic range of the method should include the 1/10 and at least 5 times the 


target concentration. Target concentration is intended as the threshold relevant for legislative 


requirements. The acceptable level of accuracy and precision are described below. The range of the 


standard curve(s) should allow testing of blind samples throughout the entire dynamic range, including 


the lower (10%) and upper (500%) end. 


Accuracy  


Definition: The closeness of agreement between a test result and the accepted reference value.  


Acceptance Criterion: The accuracy should be within  25% of the accepted reference value over the 


whole dynamic range.  


Amplification Efficiency 


Definition: The rate of amplification that leads to a theoretical slope of –3.32 with an efficiency of 100% 


in each cycle. The efficiency of the reaction can be calculated by the following equation: Efficiency = [10(-


1/slope)] – 1 


Acceptance Criterion: The average value of the slope of the standard curve should be in the range of (- 


3.1 ≥ slope ≥ - 3.6) 


R2 Coefficient 


Definition: The R2 coefficient is the correlation coefficient of a standard curve obtained by linear 


regression analysis. 


Acceptance Criterion: The average value of R2 should be ≥ 0.98. 


Repeatability Standard Deviation (RSDr) 


Definition: The standard deviation of test results obtained under repeatability conditions. Repeatability 


conditions are conditions where test results are obtained with the same method, on identical test items, in 


the same laboratory, by the same operator, using the same equipment within short intervals of time.  


Acceptance Criterion: The relative repeatability standard deviation should be below 25% over the whole 


dynamic range of the method.  


Note: Estimates of repeatability submitted by the applicant should be obtained on a sufficient number of 


test results, at least 15, as indicated in ISO 5725-3 (1994). 


Limit of Quantitation (LOQ) 


Definition: The limit of quantitation is the lowest amount or concentration of analyte in a sample that can 


be reliably quantified with an acceptable level of precision and accuracy.  


Acceptance Criterion: LOQ should be less than 1/10th of the value of the target concentration with an 


RSDr  25%. Target concentration should be intended as the threshold relevant for legislative 


requirements. The acceptable level of accuracy and precision are described below. 


Limit of Detection (LOD) 







CRLVL04/05VR corrected version 1 


EURL-GMFF: Validation Report MIR604   16/16


Definition: The limit of detection is the lowest amount or concentration of analyte in a sample, which can 


be reliably detected, but not necessarily quantified, as demonstrated by single laboratory validation.  


Acceptance Criterion: LOD should be less than 1/20th of the target concentration. Experimentally, 


quantitative methods should detect the presence of the analyte at least 95% of the time at the LOD, 


ensuring  5% false negative results. Target concentration should be intended as the threshold relevant 


for legislative requirements.  


Robustness  


Definition: The robustness of a method is a measure of its capacity to remain unaffected by small, but 


deliberate deviations from the experimental conditions described in the procedure. 


Acceptance Criterion:  The response of an assay with respect to these small variations should not deviate 


more than  30%. Examples of factors that a robustness test could address are:  use of different 


instrument type, operator, brand of reagents, concentration of reagents, and temperature of reaction.  


 


Method Performance Requirements 


Dynamic Range  


Definition: In the collaborative trial the dynamic range is the range of concentrations over which the 


reproducibility and the trueness of the method are evaluated with respect to the requirements specified 


below.  


Acceptance Criterion: The dynamic range of the method should include the 1/10 and at least five times 


the target concentration. Target concentration should be intended as the threshold relevant for legislative 


requirements.  


Reproducibility Standard Deviation (RSDR) 


Definition: The standard deviation of test results obtained under reproducibility conditions. Reproducibility 


conditions are conditions where test results are obtained with the same method, on identical test items, in 


different laboratories, with different operators, using different equipment. Reproducibility standard 


deviation describes the inter-laboratory variation. 


Acceptance Criterion: The relative reproducibility standard deviation should be below 35% at the target 


concentration and over the entire dynamic range. An RSDR < 50 % is acceptable for concentrations below 


0.2%. 


Trueness 


Definition: The closeness of agreement between the average value obtained from a large series of test 


results and an accepted reference value. The measure of trueness is usually expressed in terms of bias.  


Acceptance Criterion: The trueness should be within  25% of the accepted reference value over the 


whole dynamic range. 
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Correction from the previous version: 
 
Corrected version 1 - 30/03/2010  
 
Page 4 §1 :  
… 
For the relative quantification of event GA21 DNA, a maize-specific reference system amplifies a  
136-bp fragment … changed by 


… 


For the relative quantification of event GA21 DNA, a maize-specific reference system amplifies a  


135-bp fragment … 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Address of contact laboratory: 
European Commission, Directorate-General Joint Research Centre 
Institute for Health and Consumer Protection (IHCP)  
Unit for Molecular Biology and Genomics 
European Union Reference Laboratory for GM Food and Feed 
Via Fermi 2749, 21027 Ispra (VA) - Italy 
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1. General information and summary of the methodology 
 
This protocol describes an event-specific real-time quantitative TaqMan® PCR procedure for the 
determination of the relative content of event MIR604 DNA to total maize DNA in a sample.  
 
The PCR assay was optimised for use in real-time PCR instruments for plastic reaction vessels. 
Glass capillaries are not recommended for the buffer composition described in this method. 
 
Template DNA extracted by means of suitable methods should be tested for quality and quantity 
prior to use in the PCR assay. Tests for the presence of PCR inhibitors (e.g. monitor run of diluted 
series, use of DNA spikes) are recommended. 
 
For the specific detection of event MIR604 DNA, a 76-bp fragment of the recombination region 
between the insert and the plant genome (located at the 5’ flanking DNA region) is amplified using 
two specific primers. PCR products are measured at each cycle (real-time) by means of a target-
specific oligonucleotide probe labelled with two fluorescent dyes: FAM as a reporter dye at its 5 
end and TAMRA as a quencher dye at its 3 end.  
 
For the relative quantification of event MIR604 DNA, a maize-specific reference system amplifies a 
135-bp fragment of the maize endogenous Alcohol dehydrogenase gene (Adh1), using a pair of 
specific primers and an Adh1 gene-specific probe labelled with VIC and TAMRA as described above.  
 
The measured fluorescence signal passes a threshold value after a certain number of cycles. This 
threshold cycle is called the “Ct” value. For quantification of the amount of event MIR604 DNA in a 
test sample, the normalised Ct values of the calibration samples are used to calculate by linear 
regression a reference curve Ct-formula. The normalised Ct values of the unknown samples are 
measured and, by means of the regression formula, the relative amount of MIR604 event DNA is 
estimated. 
 
 
2. Validation status and performance characteristics  
 
2.1 General 


The method has been optimised for suitable DNA extracted from maize seeds. 
 
The reproducibility and trueness of the method were tested through an international collaborative 
study using DNA samples at different GMO contents. 
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2.2 Collaborative trial 


The method was validated in an international collaborative study by the Joint Research Centre 
(JRC) of the European Commission. The study was undertaken with 14 laboratories in December 
2006.  
 
Each participant received twenty unknown samples containing MIR604 maize genomic DNA at five 
GM contents, ranging from 0.1 % to 6.0 %.  
 
Each test sample was analysed by PCR in three repetitions. The study was designed as a blind 
quadruplicate collaborative trial; each laboratory received each level of GM MIR604 in four 
unknown samples. Two replicates of each GM level were analysed on the same PCR plate.  
 
A detailed validation report can be found under http://gmo-crl.jrc.it/statusofdoss.htm 
 


2.3 Limit of detection (LOD) 


According to the data provided by the applicant, the relative LOD of the method is < 0.045% in 
250 ng of total maize DNA. The relative LOD was not assessed in collaborative study. 
  


2.4 Limit of quantification (LOQ) 


According to the data provided by the applicant, the relative LOQ of the method is < 0.09% in 250 
ng of total maize DNA. The lowest relative GM content of the target sequence included in the 
international collaborative study was 0.1 %. 
 


2.5 Molecular specificity 


The method exploits a unique DNA sequence in the region of recombination between the insert and 
the plant genome. The sequence is specific to MIR604 event and thus imparts event-specificity to 
the method. 
 
The specificity of the MIR604 assay (forward/reverse oligonucleotide primers and probe) was 
tested in real-time PCR against DNA extracted from samples containing the specific targets of 
maize MON810, Bt11, Bt176, GA21, NK603 and MIR604. 
 
None of the above mentioned GM lines tested, except the positive control MIR604, produced 
amplification signals in replicated samples when 250 ng total DNA per reaction were applied. A 
relatively weak amplification, with Ct values of 39.76 and 39.04 (average of three samples), was 
reported with 100% GA21 DNA at 250 ng and 500 ng per reaction (Ct values for reference system 
of 23.26 and 22.35, respectively). However, no signal was reported when both 50 ng and 1000 ng 
of GA21 DNA per reaction were used (Ct=40 for MIR604 assay and 22.36 and 21.46 for the 
reference assay, respectively). In an additional set of experiments, no amplification signal was 
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obtained with MIR604 assay on GA21 samples (three replicates per concentration level) at 200 and 
400 ng per reaction, while the reference assay showed amplifications in the expected range.  
 
 


3. Procedure 
 


3.1 General instructions and precautions 


 The procedures require sterile conditions working experience. 


 Laboratory organisation, e.g. “flow direction” during PCR-setup, should follow the 
guidelines given by relevant authorities as e.g. ISO, CEN, Codex Alimentarius Commission. 


 
 PCR-reagents should be stored and handled in a separate room where no nucleic acids 


(with exception of PCR primers or probes) or DNA degrading or modifying enzymes have 
been handled previously. All handling of PCR reagents and controls requires dedicated 
equipment – especially pipettes.  


 
 All the equipment used should be sterilised prior to use and any residue of DNA has to be 


removed. All material used (e.g. vials, containers, pipette tips, etc.) must be suitable for 
PCR and molecular biology applications. They must be DNase-free, DNA-free, sterile and 
unable to adsorb protein or DNA. 


 In order to avoid contamination, filter pipette tips protected against aerosol should be 
used. 


 Powder-free gloves should be used and changed frequently.  


 Laboratory benches and equipment should be cleaned periodically with 10% sodium 
hypochloride solution (bleach).  


 Pipettes should be checked regularly for precision and calibrated, if necessary. 
 


 All handling steps - unless specified otherwise - should be carried out at 0 - 4°C. 
 


 In order to avoid repeated freeze/thaw cycles aliquots should be prepared. 
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3.2 Real-time PCR for quantitative analysis of MIR604 maize 


 
3.2.1 General 


The PCR set-up for the taxon specific target sequence (Adh1) and for the GMO (MIR604) target 
sequence should be carried out in separate vials. Multiplex PCR (using differential fluorescent labels 
for the probes) has not been tested or validated. 
 
The use of maximum 250 ng of template DNA per reaction well is recommended. 
 
The method is developed for a total volume of 25 µl per reaction mixture with the reagents as 
listed in Table 1 and Table 2.  
 
3.2.2 Calibration  


The calibration curve consists of five samples containing fixed percentages of MIR604 DNA in a 
total amount of 250 ng maize DNA. The GM content of the standard samples ranges from 10.0% to 
0.1%. 
 
A calibration curve is produced by plotting the Ct-values of calibration samples against the 
logarithm of the respective GM % contents; the slope (a) and the intercept (b) of the calibration 
curve (y = ax + b) are then used to calculate the mean % GM content of the blind samples based 
on their normalised ∆Ct values. 
 
 
3.2.3 Real-time PCR set-up 


1. Thaw, mix gently and centrifuge the required amount of components needed for the run. Keep 
thawed reagents on ice.  


2. In two reaction tubes (one for MIR604 system and one for the Adh1 system) on ice, add the 
following components (Tables 1 and 2) in the order mentioned below (except DNA) to prepare 
the master mixes. 
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Table 1. Amplification reaction mixture in the final volume/concentration per reaction well for the 
maize Adh1 reference system.  
 


Component Final concentration µl/reaction 


Sigma Jumpstart ReadyMix (2x) 


50x Zm Adh1 Endogenous Assay stock 


Nuclease free water 


Template DNA (max 250 ng) 


1x 


1x 


# 


# 


12.5 


0.5 


7 


5 
Total reaction volume: 25  


 


Table 2. Amplification reaction mixture in the final volume/concentration per reaction well for the 
MIR604 specific system. 


 
Component Final concentration µl/reaction 


Sigma Jumpstart ReadyMix (2x) 


50x Event MIR604 Assay Stock 


Nuclease free water 


Template DNA (max 200 ng) 


1x 


1x 


# 


# 


12.5 


0.5 


7 


5 
Total reaction volume:  25 


 


3. Mix gently and centrifuge briefly.  


4. Prepare two reaction tubes (one for the MIR604 and one for the Adh1 master mixes) for each 
DNA sample to be tested (standard curve samples, unknown samples and control samples).  


5. Add to each reaction tube the correct amount of master mix (e.g. 20 x 3 = 60 µl master mix 
for three PCR repetitions). Add to each tube the correct amount of DNA (e.g. 5 x 3 = 15 µl 
DNA for three PCR repetitions). Vortex each tubes for approx. 10 sec. This step is mandatory to 
reduce to a minimum the variability among the repetitions of each sample. 


6. Spin down the tubes in a microcentrifuge. Aliquot 25 µl in each well. Seal the reaction plate 
with optical cover or optical caps. Centrifuge the plate at low speed (e.g. approximately 250 x g 
for 1 minute at 4 °C to room temperature) to spin down the reaction mixture. 


7. Place the plate into the instrument.  


8. Run the PCR with cycling conditions described in Table 3: 
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Table 3. Cycling program for maize MIR604/Adh1 systems 
 


Step Stage T°C 
Time 
(sec) 


Acquisition 
Cycles


1 UNG 50 °C 120 No 1 


2 Initial denaturation 95 °C 600 No 1 


3 Amplification 


Denaturation 95 °C 15 No 


40 Annealing & 
Extension 


60 °C 60 Yes 


 


3.3 Data analysis 


Subsequent to the real-time PCR, analyse the run following the procedure below: 


 


a) Set the threshold: display the amplification curves of one system (e.g. MIR604) in logarithmic 
mode. Locate the threshold line in the area where the amplification profiles are parallel 
(exponential phase of PCR) and where there is no “fork effect” between repetitions of the same 
sample. Press the “update” button to ensure changes affect Ct values. Switch to the linear view 
mode by clicking on the Y axis of the amplification plot, and check that the threshold previously set 
falls within the geometric phase of the curves. 


b) Set the baseline: determine the cycle number at which the threshold line crosses the first 
amplification curve and set the baseline three cycles before that value (e.g. earliest Ct = 25, set the 
baseline crossing at Ct = 25 – 3 = 22). 


c) Save the settings. 


d) Repeat the procedure described in a) and b) on the amplification plots of the other system (e.g. 
Adh1 system).     


e) Save the settings and export all the data into an Excel file for further calculations. 


 


3.4 Calculation of results 


After having defined a threshold value within the logarithmic phase of amplification as described 
above, the instrument’s software calculates the Ct-values for each reaction. 
 
The Reference Ct-curve is generated by plotting the Ct-values measured for the calibration 
points against the logarithm of the GM% content, and by fitting a linear regression line into these 
data.  
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Thereafter, the regression formula is used to estimate the relative amount (%) of MIR604 event in 
the unknown samples of DNA.  
  
4. Materials 
 


4.1 Equipment  


 
 Real-time PCR instrument for plastic reaction vessels (glass capillaries are not 


recommended for the described buffer composition) 
 Plastic reaction vessels suitable for real-time PCR instrument (enabling undisturbed 


fluorescence detection) 
 Software for run analysis (mostly integrated in the software of the real-time PCR 


instrument) 
 Microcentrifuge 
 Micropipettes 
 Vortex  
 Rack for reaction tubes 
 1.5/2.0 ml reaction tubes 


 


4.2 Reagents and solutions 


 Sigma Jumpstart RedTaq PCR master mix (2X). Sigma Aldrich Ltd P-2893 
 Sulforhodamine 101, Sigma Cat No S-7635 
 50x Zm Adh1 Endogenous Assay Stock: 


 For 1ml of 50x Zm Adh1 Endogenous Assay Stock: 
o 15 l of Zm Adh1 primer F (1000 pmol/l) 
o 15 l of Zm Adh1 primer R (1000 pmol/l) 
o 100 l of Zm Adh1 probe (100 pmol/l) 
o 870 l of nuclease-free water 


 
The 1x Zm Adh1 Endogenous Assay Stock contains: 300nM Zm Adh1 primer F, 300nM 
Zm Adh1 primer R and 200nM Zm Adh1 probe. 
Vortex well and store at 4ºC for up to 1 year. 


 
 50x Event MIR604 Assay Stock: 


 For 1ml of 50x Event MIR604 Assay Stock: 
o 30 l of MIR604 primer F (1000 pmol/l) 
o 15 l of MIR604 primer R (1000 pmol/l) 
o 100 l of MIR604 probe (100 pmol/l) 
o 855 l of nuclease-free water 
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The 1x Event MIR604 Assay Stock contains: 600 nM MIR 604 primer F, 300 nM MIR604 
primer R and 200 nM MIR604 probe. 
Vortex well and store at 4ºC for up to 1 year. 


 
 10000x Sulforhodamine 101 stock: 


 
Resuspend 227.5 mg of Sulforhodamine 101 in 250 ml nuclease free water to make a 
1.5 mM stock solution. 
Vortex well and store at -20ºC. 
 


 Sigma Jumpstart ReadyMix 2x: 
 


 For 50 ml: to Sigma Jumpstart RedTaq PCR master mix (2X), add: 
o 550l of 1M MgCl2 


o 10 l 10000x Sulforhodamine 101 
 


Vortex well and store at 4ºC for up to 1 year. 
 


4.3 Primers and Probes 


 


Name Oligonucleotide DNA Sequence (5’ to 3’) 
MIR604 target sequence 


MIR604 primer F 5’ –GCG CAC GCA ATT CAA CAG-3’ 


MIR604 primer R 5’ –GGT CAT AAC GTG ACT CCC TTA ATT CT-3’ 


MIR604 probe FAM 5'- AGG CGG GAA ACG ACA ATC TGA TCA TG-3' TAMRA 


Reference gene Adh1 target sequence 
Zm Adh1 primer F 5’ –CGT CGT TTC CCA TCT CTT CCT CC-3’ 


Zm Adh1 primer R 5’ –CCA CTC CGA GAC CCT CAG TC -3’ 


Zm Adh1 (Probe) VIC 5’ –AAT CAG GGC TCA TTT TCT CGC TCC TCA-3’ TAMRA 
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Note: 


Since 01/12/2009 the term "Community Reference Laboratory (CRL)" is changed into 


"European Union Reference Laboratory (EURL)". 


Since 01/03/2009 the JRC-unit that hosts the EU-RL GMFF is named "Unit for Molecular Biology 


and Genomics" instead of "Biotechnology and GMO Unit". 
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1. Introduction 
 


The purpose of the DNA extraction method described is to serve as a method to provide DNA 


for subsequent PCR based detection methods. The method should yield DNA of sufficient 


quality and quantity and is required to be suitable for routine use in terms of ease of 


operations, sample throughput and costs. This report describes the method and validation 


experiments, including results. 


 


These protocols are recommended to be executed by skilled laboratory personnel as the 


procedures comprise working with hazardous chemicals and materials. It is strongly advised to 


take particular notice of all product safety recommendations and guidelines. 


 


2. Materials (Equipment/Chemicals/Plasticware) 
 


2.1. Equipment 


 


The following equipment is used in the DNA extraction procedure described (equivalents may 


be used): 


 


1. 200 ml mortar and pestle 


2. Sorval RC-3B equipped with a H-6000A rotor for 5000 rpm that is equivalent to 7277g 


3. Microfiltration Centrifugal Device: Pall Nanosep MF 0.2 µm (Pall Corporation P/N 


ODM02C33) 


4. Ultrafiltration Centrifugal Device: Pall Nanosep 30K Omega (Pall Corporation P/N 


OD030C33) 


5. Microcentrifuge with 18.000 x g for Eppendorf tubes 


6. Water bath adjustable to 65 oC ± 1 oC 


7. UV spectrophotometer for DNA quantification 


 


2.2. Chemicals 


 


The following reagents are used in the DNA extraction procedure described (equivalents may 


be used): 


 


1. Na2-EDTA; Titriplex III (Sigma Cat. No. E-7889) 


2. Tris-HCl; Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride (Sigma Cat. No. T-3038) 


3. NaCl; sodium chloride (Sigma Cat. No. S-7653) 


4. CTAB; hexadecyltrimethylammonium bromide (Sigma Cat. No. H-6269) 


5. PVP 40000; polyvinylpyrrolidone (Sigma Cat. No. PVP-40) 


6. RNAse A (Roche Cat. No. 0109-142) 


7. Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1); (Sigma Cat. No. C-0549-1PT) 


8. Ethanol p.a. (Merck Cat. No. 1.00983.1000) 
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The following buffers and solutions are used in the DNA extraction procedure described: 


 


1. Extraction buffer  


• 1.4 M NaCl 


• 2% (w/v) CTAB 


• 0.1 M Tris-Base pH 8.0 


• 0.02 M EDTA pH 8.0 


• 1% (w/v) PVP 40000 


 


2. 10% CTAB Solution 


• 10% (w/v) CTAB in 0.7M NaCl  


 


3. Precipitation Buffer  


• 1% (w/v) CTAB 


• 0.05 M Tris-Base pH 8.0 


• 0.01 M EDTA pH 8.0 


 


4. TE Buffer 


• 0.01 M Tris-Base pH 8.0 


• 0.001 M EDTA pH 8.0 


 


5. RNase A (10 mg/ml) 


 


6. Ethanol 70% 


 


2.3. Plasticware 


 


1. 50 ml conical tubes 


2. 1.5 ml microcentrifuge tube 


3. 2 ml microcentrifuge tube 


4. filter tips 


 


Note: All plasticware has to be sterile and free of DNases, RNases and nucleic acids. 


 


2.4. Abbreviations 


 


EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 


PCR  polymerase chain reaction 


RNase A   ribonuclease A 


TE  tris EDTA 


Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethane 
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3. Description of the methods 
 


Sampling: 


For sampling of seeds and grains of maize, the applicant refers to the technical guidance 


documents and protocols described in Commission Recommendation 2004/787/EC on technical 


guidance for sampling and detection of genetically modified organisms and material produced 


from genetically modified organisms as or in products in the context of Regulation (EC) No 


1830/2003. 


 


Scope and applicability: 


The "CTAB-based protocol" method for DNA extraction described below is suitable for the 


isolation of genomic DNA from maize seed, grain and flour. Application of the method to other 


matrices may require adaptation and needs specific validation. 


 


Principle: 


The basic principle of DNA extraction consists of first releasing the DNA present in the matrix 


into aqueous solution and further purification of the DNA from PCR inhibitors. The "CTAB-based 


protocol" method starts with a lysis step (thermal lysis in the presence of CTAB and EDTA) 


followed by removal of RNA by digestion with RNase A and removal of contaminants such as 


lipophilic molecules and proteins by two extractions with chloroform. Afterwards a crude DNA-


extract is generated using CTAB precipitation buffer (under low salt conditions DNA precipitates 


in the presence of CTAB) and washed in 70% ethanol. The pellet is dissolved in TE-buffer.  


 


 


CTAB-based protocol 


 


1. Transfer 2 grams of grounded seeds into a 50 ml polypropylene tube containing 10 ml 


of extraction buffer, pre-warmed to 65ºC. Invert the tube to mix the contents prior to 


incubating at 65ºC for 10 minutes. Mix gently by inversion 2 times during the 


incubation period. 


2. Spin the 50 ml tubes at approximately 7200 x g for 10 minutes at room temperature, 


22ºC. 


3. Transfer the supernatant, ̴ 7.5 ml, to a clean 15 ml polypropylene tube and extract with 


an equal volume of chloroform: isoamyl alcohol (24:1), by slowly inverting the tube 20 


times.  


4. Collect the upper aqueous phase after centrifugation at approximately 7200 x g for 10 


minutes at room temperature (22ºC) and transfer it, ̴ 7.0 ml, to a clean 15 ml 


polypropylene tube. 


5. Add 10 µl RNase A at 10 mg/ml. Mix gently by inversion and incubate for 30 minutes at 


37ºC. 
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6. Add 1/10th volume, ̴ 700 µl of pre-warmed (55 ºC) 10% CTAB Buffer. Mix well by 


gentle inversion. 


7. Extract with an equal volume of chloroform: isoamyl alcohol (24:1), by inverting the 


tube 20 times. Centrifuge at approximately 7200 x g for 10 minutes at room 


temperature. 


8. Remove the upper aqueous layer into a fresh 50 ml polypropylene tube and add 3 


volumes of precipitation buffer. Mix gently. Let rest at room temperature for 10 


minutes. 


9. Collect DNA by centrifugation at approximately 7200 x g for 15 minutes at room 


temperature. 


10. Discard buffer solution and wash the pellet twice with 70% ethanol. The pellet is 


washed through the addition of 5 ml to the tube containing the DNA precipitate. The 


pellet is roused by agitation and gently swirled about in the ethanol for 10 seconds. 


Centrifuge at approximately 7200 x g for 5 minutes at room temperature. Carefully 


remove ethanol by decanting. The wash is then repeated once. To avoid buffer 


contamination rinse tube containing DNA precipitate well with 70% ethanol during the 


first alcohol wash. 


11. Allow residual alcohol to evaporate then dissolve the DNA pellet in 200 µl TE. 


12. Add 200 µl TE and allow DNA to dissolve overnight at 4 ºC. 


13. Incubate sample at 65 ºC for 15 minutes and mix gently to ensure the pellet is 


completely dissolved. 


14. Spin sample at maximum speed in bench top microfuge for 5 minutes to pellet any 


debris. 


 


Micro and Ultra filtrations to eliminate contaminants and/or concentrate the DNA 


sample 


 


Note: Carefully follow manufacturer’s directions regarding the use of 0.2 µm pore size low 


DNA/protein binding membrane. Use the Pall Nanosep MF 0.2 µm Part No. ODM02C33: 


 


15. Load the DNA sample into reservoir and spin at 14000 rpm until the sample has passed 


completely through the membrane. 


16. Collect DNA sample from filtrate receiver and adjust concentration as needed. 


 


Note: Further purification can be achieved using the Pall Nanosep 30K Omega Part No. 


OD030C33. Carefully follow the manufacturer’s directions regarding the use of this ultrafiltration 


product. Use this to remove small molecular weight contaminants, remove salts, exchange 


buffers or concentrate samples. 


 


17. Load the DNA sample into the reservoir and spin at 5000 x g for up to 20 minutes. 


18. Following the spin, carefully remove the sample retained in the reservoir. 


19. Adjust concentration of DNA solution as needed with TE. 
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4. Testing of the DNA extraction method by the method 
developer  
 


4.1 Summary 


 


4.1.1 Extraction: 


Genomic DNA was extracted from ground maize grain using a CTAB buffer (see extraction 


protocol in section 3 “Description of Methods”). The sample was further purified via two 


chloroform extractions and an RNase step.  The gDNA was then precipitated with a Tris-HCl 


(pH=8.0), EDTA and CTAB buffer, washed in 70% ethanol and then suspended in TE.  The 


DNA solution was then filtered through a Nanosep MF 0.2 µm column and further purified and 


concentrated using a Nanosep 30K Omega column. 


 


4.1.2 Analysis: 


PicoGreen® analysis determined the gDNA to be at a concentration of 284.6 ng/µl.  


Spectrophotometric analysis determined that the gDNA was pure, having no significant protein 


or polysaccharide contamination. 


Gel electrophoresis determined that the gDNA extracted was of a high molecular weight with no 


evidence of degradation. 


Eight extractions (each using two grams of maize grain as starting material) were pooled to 


yield 400 µl of gDNA at 284.6 ng/µl. 


 


4.2. PicoGreen® quantification of gDNA extracted from maize grain 


 


To demonstrate the repeatability of PicoGreen® quantification a standard solution of gDNA at 


120 ng/µl was measured 10 times.  The values were averaged and compared to the expected 


value. Results are reported in Table 1: 


 


Table 1. Repeatability of measurement of DNA concentration using PicoGreen® quantification 


 


Replicate #
Concentration 


(ng/µl)
1 120.3


2 117.0
3 115.4
4 121.4


5 119.6
6 120.5


7 116.9
8 117.2
9 118.9


10 115.9


Average 
Concentration 


(ng/µl)
118.3
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Mean 
Concentration 
(ng/µl) (n=10)


Standard 
Deviation 


(n=10)


Actual 
Concentration 


(ng/µl)


% Difference 
between Actual 
and Measured 


Concentrations


118.3 2.1 120 1.4%  
 


 


The gDNA isolated from maize grains was diluted 1:1000 and quantified using PicoGreen®. The 


concentration of the pooled extracts was measured and the average concentration calculated.  


This estimation of concentration only includes double stranded DNA, and does not include all 


free nucleic acids that may be present in the sample. Results are reported in Table 2: 


 


Table 2: DNA concentration of individual extracted samples and average value as determined 


by PicoGreen® quantification 


 


Replicate #
Concentration 


(ng/µl)
1 272.1


2 282.0
3 302.7


4 298.9
5 275.4


6 286.8
7 278.0
8 297.5


9 287.6


10 264.5


Average 
Concentration 


(ng/µl)
284.6


 
 


4.3 Spectrophotometer analysis of gDNA extracted from maize grains 


 


The DNA was diluted 1:100 and a 250 µl aliquot was analysed using a Thermospectronic 


Genesys 6 spectrophotometer.  The absorbance was measured from 200 nm to 400 nm. 


The absorbance values at 230, 260 and 280 nm are shown in Table 3 with 260/230, 260/280 


ratios.  Ratios determined from specific absorbance provide indications about the purity of the 


genomic DNA preparation.  A ratio of 260/230 that is greater than 1.7 indicates that the sample 


is free from polysaccharide contamination.  A ratio of 260/280 that is greater than 1.7 indicates 


that the sample is free from protein contamination.  
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Table 3. Specrophotometric analysis of DNA extracted from maize grains 


 
Wavelength (nm) Absorbance


230 0.073
260 0.149
280 0.081


260/280 2.0
260/230 2.2  


 


These ratios indicate that the gDNA extracted from maize grain is free from polysaccharide and 


protein contamination. 


 


4.4 Gel analysis of gDNA quality: fragmentation state of DNA 


 


To determine the quality of the gDNA isolated from maize grains, 100, 200 and 300 ng of DNA 


were loaded into lanes 2, 3 and 4, respectively, of a 100 ml 0.8% TAE Agarose gel.  The gel 


was stained by adding 1.5 µg of ethidium bromide directly to the gel which was subjected to 


electrophoresis at 50 volts for 4 hours.  The molecular weight of the gDNA bands are 


determined by comparison to Lane 1 which contains 0.5 µg of Kb DNA Ladder. 


 


Figure 1. Agarose gel electrophoresis of genomic DNA samples extracted from maize grains 


(lanes 2-3-4); lane 1: Kb DNA Ladder. 


 


 


 


 


Gel electrophoresis showed that the DNA extracted was of a high molecular weight with no 


evidence of degradation. 


 


 


Gel Layout: 


 
Lane 1 – 0.5 µg Kb DNA Ladder 


Stratagene (Cat.# 201115) 
 


Lane 2 – 100 ng of Maize  


gDNA extracted from grain 
 


Lane 3 – 200 ng of Maize  
gDNA extracted from grain 


 


Lane 4 – 300 ng of Maize gDNA 
extracted from grain  


 
gDNA extractions performed on July 


18, 2005 
 


  1                 2         3       4 


bp 


8,000 


  12,000 
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4.5 Inhibition Assay 


 


In order to assess the quality of gDNA isolated from grain material intended for use with PCR 


applications, an inhibition study was conducted.   


 


Extracted gDNA was serially diluted fourfold with 0.2X TE Buffer.  The original undiluted sample 


(1:1) and the dilution series (1:4, 1:16, 1:64, 1:256) were analyzed using both the MIR604 


event specific and the endogenous Adh1 assays.  


 


To measure inhibition, the Ct values obtained using the four diluted samples were plotted 


against the natural logarithm of the dilution factor. The Ct Value of the undiluted sample was 


then extrapolated from this plot.  The extrapolated and measured Ct values from the undiluted 


sample were compared.   


 


With both MIR604 event specific and endogenous assays the differences between the 


extrapolated and measured values were <0.5 cycles, indicating no inhibitors were present in 


the gDNA preparation.   


 


Data to support this conclusion are presented below in Table 4, Table 5, Figure 2 and Figure 3. 


 


 


Table 4: Ct Values of undiluted and serial dilution of DNA extracts from maze grain. 


 


Dilution Factor
Average VIC 


Ct Value (n=3)


Standard 
Deviation VIC 


Ct (n=3)
Average FAM 
Ct Value (n=3)


Standard 
Deviation FAM 


Ct (n=3)


1:1 MIR604 grain 24.00 0.03 21.31 0.01


1:4 MIR604 grain 25.85 0.01 23.26 0.13


1:16 MIR604 grain 28.04 0.06 25.33 0.26


1:64 MIR604 grain 29.94 0.04 27.50 0.04


1:256 MIR604 grain 31.98 0.03 29.31 0.05  
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Figure 2: Plot of Ct values vs. natural logarithm of dilution factor. Analysis performed with 


endogenous Adh1 assay (top) and with MIR604 maize specific assay (bottom) 
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Grain gDNA MIR604 assay


y = 1.4663x + 21.266


R2 = 0.9987
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Table 5: Comparison of extrapolated Ct values vs. measured Ct values 
 


DNA extract Assay type R²
Ct 


Extrapolated
Ct Measured ∆Ct


MIR604 grain
Adh 1 


endogenous
0.9993 23.88 24 0.12


MIR604 grain MIR604 es 0.9987 21.26 21.31 0.05
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5. Experimental testing of the DNA extraction method by 
the Community Reference Laboratory for GM Food and Feed 
 


The aim of the experimental testing was to verify that the DNA extraction method provides DNA 


of suitable quantity and quality for the intended purpose.  


 


The DNA extraction method should allow preparation of the analyte in quality and quantity 


appropriate for the analytical method used to quantify the event-specific analyte versus the 


reference analyte. 


 


The CRL-GMFF tested the “Extraction of gDNA from maize grain” method proposed by the 


applicant on samples of food and feed consisting of maize seeds provided by the applicant. 


 


To assess the suitability of the DNA extraction method for real-time PCR analysis, the extracted 


DNA was tested using a qualitative PCR run on the real-time PCR equipment.  


 


5.1 Preparation of samples 


 


About 300 g of maize seed material were ground using a GRINDOMIX GM 200 (Retsch GmbH) 


mixer.  


 


 


5.1 DNA extraction 


 


DNA was extracted following the “Extraction of gDNA from maize grain” method described 


above and in-house validated by the applicant. 


 


The DNA extraction was carried out on 6 test portions (replicates) and repeated over three 


different days, giving a total of 18 DNA extracts. 


 


5.2 DNA concentration and repeatability 


 


Concentration of the DNA extracted was determined by fluorescence detection using the 


PicoGreen® dsDNA Quantitation Kit (Molecular Probes). 


 


Each DNA extract was measured twice, and the two values were averaged. DNA concentration 


was determined on the basis of a five point standard curve ranging from 1 to 500 ng/µl using a 


Biorad VersaFluor fluorometer. 


 


The DNA concentration for all samples is reported in Table 6 below: 


 


Table 6. DNA concentration (ng/µl) of eighteen samples extracted from maize seeds in three 


days: yellow boxes for samples extracted on day 1, green boxes for samples extracted on day 2 


and blue boxes for samples extracted on day 3 
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Sample 
Concentration 


(ng/µµµµl) 


1 273.4 


2 110.5 


3 205.3 


4 230.3 


5 227.5 


6 121.4 


1 191.9 


2 287.3 


3 438.9 


4 166.5 


5 185.2 


6 311.7 


1 243.8 


2 373.3 


3 284.7 


4 261.7 


5 245.9 


6 374.8 


 


DNA concentration (ng/µl): 


 


Overall average of all samples:     251.9 ng/µl 


Standard deviation of all samples   86.4 ng/µl 


Coefficient of variation    34.3 % 


 


5.3 Fragmentation state of DNA 


 


The size of the extracted DNA was evaluated by agarose gel electrophoresis; 8 µl of the DNA 


solution were analysed on a 1.0% agarose gel (Figure 3).  


 


Figure 3. Agarose gel electrophoresis of genomic DNA samples extracted from maize seeds. 


Lanes 2-7: samples extracted on day 1; lanes 8-13: samples extracted on day 2; lanes 14-19: 


samples extracted on day 3. Lanes 1 and 20: Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker. 


 


 


 


 


 


  


 


1     2    3    4    5     6     7    8    9   10   11   12  13   14   15  16  17   18  19   20 


bp 
21,226 
5,148 
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The 18 genomic DNA samples extracted as described above appeared as distinct fluorescent 


banding patterns migrating through the gel corresponding to high molecular weight DNA. DNA 


samples showed limited indications of degradation (‘smearing’). 


 


5.4 Purity / Absence of PCR inhibitors 


To assess the PCR quality of the DNA extracted, the experimental approach previously 


described (see paragraph 4.5) was followed.  


The Ct values obtained for the “undiluted” and diluted samples are reported in Table 7 below: 


 


Table 7. Ct values of undiluted and fourfold serially diluted DNA extracts after amplification of 


maize Alcohol dehydrogenase gene (Adh1)   


 


 


Undiluted 


(40 ng/µl) 
Diluted 


DNA extract 1:1 1:4 1:16 1:64 1:256 


1 22.36 24.20 25.88 27.90 29.80 


2 21.92 23.77 25.71 27.71 29.85 


3 22.60 24.36 26.40 28.43 30.35 


4 22.65 24.65 26.61 28.82 30.45 


5 22.60 24.68 26.74 28.82 30.67 


6 22.75 24.94 26.74 28.79 30.70 


1 21.21 23.70 25.43 27.24 29.53 


2 21.28 23.57 25.57 27.51 29.22 


3 21.77 23.61 25.82 27.69 29.66 


4 21.31 23.07 25.16 27.42 29.26 


5 22.42 24.47 26.34 27.99 30.31 


6 21.72 23.81 25.67 27.60 29.39 


1 21.96 23.78 25.78 27.95 29.58 


2 21.95 24.18 25.98 27.76 29.85 


3 22.03 24.02 26.26 28.33 29.88 


4 22.11 24.06 26.03 28.26 29.94 


5 22.45 24.32 26.09 28.03 30.28 


6 22.55 24.42 26.25 28.29 30.10 


 


The Table 8 below reports the comparison of extrapolated Ct values versus measured Ct values 


for all samples and the values of linearity (R2) and slope of all measurements. 
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Table 8. Comparison of extrapolated Ct values versus measured Ct values (amplification of 
Alcohol dehydrogenase gene, Adh1) 


 


DNA 


extraction 
R2 Slope Ct extrapolated mean Ct measured ∆∆∆∆Ct 


1 0.9984 -3.129 22.23 22.36 0.13 


2 0.9993 -3.357 21.71 21.92 0.21 


3 0.9965 -3.323 22.38 22.60 0.22 


4 0.9945 -3.302 22.69 22.65 0.04 


5 0.9984 -3.333 22.71 22.60 0.11 


6 0.9988 -3.209 22.96 22.75 0.21 


1 0.9929 -3.198 21.67 21.51 0.16 


2 0.9959 -3.138 21.75 21.28 0.46 


3 0.9970 -3.323 21.69 21.77 0.08 


4 0.9978 -3.496 20.98 21.31 0.33 


5 0.9917 -3.185 22.49 22.42 0.06 


6 0.9978 -3.102 21.95 21.72 0.22 


1 0.9963 -3.251 21.88 21.96 0.08 


2 0.9976 -3.105 22.25 21.95 0.30 


3 0.9934 -3.264 22.21 22.03 0.19 


4 0.9859 -3.300 22.10 22.11 0.01 


5 0.9964 -3.288 22.23 22.45 0.22 


6 0.9993 -3.176 22.47 22.55 0.07 


Note: In yellow boxes samples from 1 to 6 extracted on day 1; in green boxes samples from 1-6 extracted 


on day 2; in blue boxes samples from 1-6 extracted on day 3. 


*The expected slope for a PCR with 100% efficiency is -3.32 


**delta Ct = abs (Ct extrapolated - Ct measured) 


 


To measure inhibition, the Ct values of the four diluted samples were plotted against the 


logarithm of the dilution and the Ct value for the “undiluted” sample (40 ng/µl) was 


extrapolated from the equation calculated by linear regression.  


 


Subsequently the extrapolated Ct for the “undiluted” sample was compared with the measured 


Ct. The evaluation is carried out considering that PCR inhibitors are present if the measured Ct 


value for the “undiluted” sample is suppressed by > 0.5 cycles from the calculated Ct value.  


 


All delta Ct values of extrapolated versus measured Ct are < 0.5.  


R2 of linear regression is > 0.99 for all DNA samples, except one (0.9859). 
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6. Conclusion 
 


The data reported confirm that the extraction method, applied to maize grains/seeds provided by 


the applicant, produces DNA of suitable quantity and quality for subsequent PCR based detection 


applications. The method is consequently applicable to samples of maize grains/seeds provided 


as samples of food and feed in accordance with the requirements of Annex I-2.C.2 to 


Commission Regulation (EC) No 641/2004. 


 


 


7. Quality assurance 
 
The CRL-GMFF carries out all its operations according to ISO 9001:2000 (certificate number: CH-


32232) and ISO 17025:2005 (certificate number: DAC-PL-0459-06-00) [DNA extraction, 


qualitative and quantitative PCR in the area of Biology (DNA extraction and PCR method 


validation for the detection and identification of GMOs in food and feed materials)] 
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Executive Summary 
 
The JRC as Community Reference Laboratory for GM Food and Feed (CRL-GMFF) (see 
Regulation EC No 1829/2003), has carried out an in-house verification study to assess the 
performance of the MON810 method to detect and quantify the MON810 transformation event 
in maize DNA (unique identifier MON-∅∅810-6). The method has previously undergone a full 
validation on samples represented by certified reference material. The present verification was 
conducted in order to verify the performance of the validated method on the control samples 
provided by the applicant as requested by Annex I.2.C.2 to Regulation (EC) No 641/2004 
stating that “The method shall be applicable to samples of the food or feed, to the control 
samples and to the reference material, which is referred to in Articles 5(3)(j) and 17(3)(j) of 
Regulation (EC) No 1829/2003.” The study was conducted according to internationally accepted 
guidelines (1,2).  
 
In accordance with Regulation (EC) No 1829/2003 of 22 September 2003 on genetically 
modified food and feed and to Regulation (EC) No 641/2004 of 6 April 2004 on detailed rules 
for the implementation of Regulation (EC) No 1829/2003, the CRL-GMFF carried out a 
verification of the event-specific detection method previously validated by the Federal Institute 
for Risk Assessment (BfR) in collaboration with the American Association of Cereal Chemists 
(AACC), Joint Research Centre (JRC) of the European Commission (EC), Institute for Reference 
Material and Measurement (IRMM), the Institute for Health and Consumer Protection (IHCP) 
and GeneScan, Berlin; Monsanto Company provided the control samples (MON810 maize seeds 
and conventional maize seeds) used in the verification. The JRC prepared the in-house 
verification samples (calibration samples and blind samples at different GM percentages).  
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The results of the in-house verification study were evaluated with reference to ENGL method 
performance requirements (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm) and to the 
results of the full validation (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm). 
 
The results of CRL-GMFF in-house verification study are made publicly available at http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm).  



http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm�

http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm�

http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm�

http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm�









CRLVL25/04VR 


 
CRL-GMFF: validation report maize MON810  4/14 


Report on Steps 1-3 of the Validation Process 
 


 


The method for the event-specific detection of event MON810 in maize was developed and 
optimised by the Federal Institute for Risk Assessment (BfR). Monsanto Company submitted the 
control samples for the maize line containing event MON810 (unique identifier MON-∅∅810-6) 
under Articles 8 and 20 of Regulation (EC) No 1829/2003 of the European Parliament and of the 
Council “on genetically modified food and feed”.  
 
The Community Reference Laboratory for GM Food and Feed (CRL-GMFF), following reception 
of the documentation and material, including control samples, (step 1 of the validation process) 
carried out the scientific assessment of documentation and data (step 2) in accordance with 
Commission Regulation (EC) No 641/2004 “on detailed rules for the implementation of 
Regulation (EC) No 1829/2003 of the European Parliament and of the Council as regards the 
application for the authorisation of new genetically modified food and feed, the notification of 
existing products and adventitious or technically unavoidable presence of genetically modified 
material which has benefited from a favourable risk evaluation” and according to its operational 
procedures (“Description of the CRL-GMFF Validation Process”, http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm). 
 
The scientific assessment focussed on the method performance characteristics assessed against 
the method acceptance criteria set out by the European Network of GMO Laboratories and 
listed in the “Definition of Minimum Performance Requirements for Analytical Methods of GMO 
Testing”, http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/doc/Method%20requirements.pdf) (see Annex 1 for a 
summary of method acceptance criteria and method performance requirements).  
 
The event-specific detection method for the maize line hosting the MON810 event was validated 
using certified reference material prepared by the Institute for Reference Materials and 
Measurements (IRMM). The CRL-GMFF performed an in-house verification of the detection 
method to verify the performance of the validated method on the control samples provided by 
the applicant as requested by Annex I.2.C.2 to Regulation (EC) No 641/2004 “The method shall 
be applicable to samples of the food or feed, to the control samples and to the reference 
material, which is referred to in Articles 5(3)(j) and 17(3)(j) of Regulation (EC) No 1829/2003.” 
 
In May 2009, the CRL-GMFF concluded the experimental verification of the method 
characteristics (step 3, experimental testing of the samples and methods) by quantifying five 
GM-levels within the range 0.10%-5.00% on a DNA mass basis. The experiments were 
performed under repeatability conditions and demonstrated that the PCR efficiency, linearity, 
trueness and repeatability of the quantification were within the limits established by the ENGL.  
 
A Technical Report summarising the results of tests carried out by the CRL-GMFF (step 3) is 
available on request. 
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1. Introduction 
 
Monsanto Company submitted the control samples for maize event MON810 (unique identifier 
MON-∅∅810-6) in accordance with Articles 8 and 20 of Regulation (EC) No 1829/2003 of the 
European Parliament and of the Council “on genetically modified food and feed”.   
 
The Joint Research Centre (JRC, Molecular Biology and Genomics Unit of the Institute for 
Health and Consumer Protection) as Community Reference Laboratory for GM Food and Feed 
(see Regulation EC 1829/2003) carried out an in-house verification of the event-specific 
method for the detection and quantification of event MON810 maize. The method had been 
previously validated by an international collaborative trial (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm) using a calibration sample and unknown samples 
consisting of certified reference material made of mixtures of genetically modified MON810 
maize in conventional maize (w/w) between 0.1% and 5% (JRC, Institute for Reference 
Material and Measurement).  
 
Upon reception of the method, samples and related data (step 1), the CRL-GMFF carried out the 
assessment of the documentation (step 2) and the in-house evaluation of the method (step 3), 
according to the requirements of Regulation (EC) 641/2004 and following its operational 
procedures. The in-house method verification was carried out in May 2009.  
 
The operational procedure of the in-house verification included the following module: 
 


 A method for DNA extraction from MON810 seeds, submitted by the applicant; the 
protocol for DNA extraction is available at http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm. 


 Quantitative real-time PCR (Polymerase Chain Reaction). The methodology consists of 
an event-specific real-time quantitative TaqMan® PCR procedure for the determination 
of the relative content of event MON810 DNA to total maize DNA. The procedure is a 
simplex system, in which a maize hmg (high mobility group) endogenous assay 
(reference gene) and the target assay (MON810) are performed in separate wells.  


 
The study was carried out in accordance with the following internationally accepted guidelines:  
 


 ISO 5725:1994 (1).  
 The IUPAC “Protocol for the design, conduct and interpretation of method-performance 


studies” (2). 
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2. Materials 
 
For the verification of the quantitative event-specific method, control samples consisting of: 
whole maize seed heterozygous for MON810 (Lot Number GLP-0403-14800-S) and whole 
conventional maize seed (Lot Number GLP-0307-14210-S) were provided by the applicant in 
accordance with the provisions of Regulation (EC) No 1829/2003, Art 2.11 [“control sample 
defined as the GMO or its genetic material (positive sample) and the parental organism or its 
genetic material that has been used for the purpose of the genetic modification (negative 
sample)]. Genomic DNA was extracted from the control samples according to the procedure 
described in the Validated Method for MON810 (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm). 
 
Samples containing mixtures of MON810 and non-GM maize genomic DNA at different GMO 
concentrations were prepared by the CRL-GMFF, using the DNA extracted from the control 
samples provided, in a constant amount of total maize DNA.  
 
The PCR protocol (reagents, concentrations, primer/probe sequences, amplification profile) 
followed in the in-house verification are as those already published as validated method for the 
validation of MON810.  
 
Table 1 shows the five GM levels used in the verification of the MON810 detection method. 
 


Table 1. MON810 GM contents 
 


MON810 GM% 
(ng/ng DNA x 100) 


0.10 
0.50 
1.00 
2.00 
5.00 


 


3.  Experimental design 
 
Eight runs using the Mon810 method were carried out. In each run, samples were analysed in 
parallel with both the GM-specific system and the hmg reference system. Five GM-levels per 
run were examined and two replicates for each GM level were analysed. PCR analysis was 
performed in triplicate for all samples. In total, quantification of the five GM levels was 
performed as an average of sixteen replicate samples per GM level. An Excel spreadsheet was 
used for determination of GM%. 
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4. Method 


Description of operational steps followed 
For the specific detection of event MON810, a 92-bp fragment of the integration region of the 
construct inserted into the plant genome is amplified using two specific primers. PCR products 
are measured at each cycle (real-time) by means of a target-specific oligonucleotide probe 
labelled with two fluorescent dyes: FAM is used as the reporter dye at its 5′ end and TAMRA as 
a quencher dye at its 3′ end. 
 
For the relative quantification of maize event MON810, a maize-specific reference system 
amplifies a 79-bp fragment of the maize endogenous gene hmg (high mobility group), using a 
pair of hmg gene-specific primers and an hmg gene-specific probe labelled with FAM and 
TAMRA.  
 
For relative quantification of event MON810 in a DNA test sample, standard curves are 
generated both for the MON810 and the hmg reference systems by plotting the Ct values 
measured for the calibration samples against the logarithm of the DNA copy number and by 
fitting a regression line into these data. Thereafter, the standard curves are used to estimate 
the copy numbers in the unknown sample by interpolation from the standard curves. 
 
For the determination of the amount of MON810 DNA in the unknown sample, the MON810 
quantity is divided by the maize reference gene hmg quantity and multiplied by 100 to obtain 
the percentage value (GM% = GM-specific system/maize reference system x 100). 
 
For detailed information on the preparation of standard curve calibration samples please refer 
to the protocol of the validated method at http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm. 
 


5. Deviations reported 
 
No deviations from the protocol of the two previously validated method were introduced. 
 


6. Summary of results 


PCR efficiency and linearity 


The values of the slopes of the standard curves, from which the PCR efficiency is calculated 
using the formula [10^(-1/slope)-1]*100, and of the R2 (expressing the linearity of the 
regression) are reported in Table 2.  
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Table 2. Values of standard curve slope, PCR efficiency and linearity (R2) for the MON810 
detection method (MON810 assay and endogenous hmg assay) on MON810 control samples 


 
MON810 hmg 


 
 


Run 
 


Slope 


PCR 
Efficiency 


(%) 


 
Linearity 


(R2) 


 
Slope 


PCR 
Efficiency 


(%) 


 
Linearity 


(R2) 


1 -3.218 105 0.985 -3.308 101 0.995 


2 -3.400 97 0.985 -3.252 103 0.997 


3 -3.171 107 0.984 -3.305 101 0.997 


4 -3.316 100 0.985 -3.151 108 0.998 


5 -3.445 95 0.992 -3.240 104 0.997 


6 -3.190 106 0.989 -3.304 101 0.997 


7 -3.504 93 0.981 -3.248 103 0.997 


8 -3.345 99 0.983 -3.199 105 0.996 


Mean -3.324 100 0.985 -3.251 103 0.997 


 
 
The mean PCR efficiency of the GM and of the reference specific system was 100% and 
103%, respectively. The linearity of the method was close to 0.99 for the GM-specific assay 
and to 1 for the reference specific assay. Data reported in Table 2 confirm the appropriate 
performance characteristics of the method tested on control samples. 


 


7. Method performance requirements 
 
The results of the in-house verification study for the MON810 detection method on control 
sample material are reported in Table 3. The results are evaluated with respect to the method 
acceptance criteria, as established by ENGL and adopted by CRL-GMFF (http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm, see also Annex 1). Further, Table 3 details estimates of 
accuracy and precision for each GM level. 
 


Table 3. Trueness (expressed as bias %) and repeatability standard deviation (%) of the 
MON810 detection method on control samples of MON810. 


MON810 


Expected value (GMO %) Unknown 


sample GM% 0.1 0.5 1.0 2.0 5.0 


Mean 0.09 0.46 0.95 1.86 4.60 


SD 0.02 0.10 0.07 0.20 0.51 


RSDr (%) 19.08 22.16 7.50 10.67 11.11 


Bias % -14 -9 -5 -7 -8 
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The trueness of the method is estimated using the measures of the method bias for each GM 
level. According to the ENGL acceptance criteria and method performance requirements, the 
accuracy of the quantification, measured as bias from the accepted value, should be ± 25% 
across the entire dynamic range. As shown in Table 3, the method satisfies the above 
requirement throughout its dynamic range. 
 
Table 3 further documents the relative repeatability standard deviation (RSDr) as estimated for 
each GM level. In order to accept methods for collaborative ring trial evaluation, the CRL-GMFF 
requires that RSDr values be below 25%, as indicated by ENGL (Definition of Minimum 
Performance Requirements for Analytical Methods of GMO Testing” [http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm]). 
 
As can be observed from the values reported in Table 3, the method satisfies this requirement 
across its dynamic range. 
 


8. Comparison of the method performance between the 
verification and the full validation 
 
A synoptic comparison of the method performance as assessed through the ring-trial carried 
out on certified reference material and the present verification on control samples is provided 
in Table 4. 
 
Table 4. Comparison of trueness (bias %) and repeatability standard deviation (%) of the 
MON810 detection method assessed through in-house verification on control samples and full 
validation on certified reference materials (CRM) 


 Trueness and repeatability of MON810 


quantification on MON810 control samples 


 Trueness and repeatability of MON810 


quantification on CRM* 


GM% Bias (%) RSDr (%) GM% Bias (%) RSDr (%) 


0.1 -14 19 0.10 2.3 36 


0.5 -9 22 0.50 -7.7 21 


1.0 -5 7.5 1.00 -17 17 


2.0 -7 11 2.00 -11 16 


5.0 -8 11 5.00 -9.7 29 


* validated method (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm) 


 
In terms of repeatability, when applied to the control samples, the MON810 detection method 
shows lower RSDr (%) for most of the GM levels, compared to the validation results obtained 
on certified reference material. In terms of trueness, the method verification provided 
comparable or lower bias (%) across the GM levels in comparison to the bias (%) obtained in 
the full validation, with the exception of a bias of 14% at the GM level 0.1%. 
 
Therefore, the in-house method verification has demonstrated that the MON810 method can 
be equally applied for the quantification of the MON810 event in control samples. 
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9. Conclusions 
 
The overall method performance of the method for the quantitative detection of event 
MON810 has been evaluated with respect to the method acceptance criteria and the method 
performance requirements recommended by the ENGL (as detailed at http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm), and to the full validation results obtained on certified 
reference materials (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm). 
 
The results of the present verification study indicate that the analytical modules comply with 
the ENGL performance criteria. The method is therefore applicable to the control samples 
provided (see paragraph 3 “Materials”), in accordance with the requirements of Annex I-2.C.2 
to Commission Regulation (EC) No 641/2004. 
 


10. Quality assurance 
 
The CRL-GMFF carries out all operations according to ISO 9001:2000 (certificate number: CH-
32232) and ISO 17025:2005 (certificate number: DAC-PL-0459-06-00) [DNA extraction, 
qualitative and quantitative PCR in the area of Biology (DNA extraction and PCR method 
validation for the detection and identification of GMOs in food and feed materials)] 
 


11. References 
 


1. Horwitz, W., 1995. Protocol for the design, conduct and interpretation of method 
performance studies, Pure and Appl. Chem, 67, 331-343.  


2. International Standard (ISO) 5725, 1994. Accuracy (trueness and precision) of 
measurement methods and results. International Organization for Standardization, 
Genève, Swizerland.  
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12. Annex 1: method acceptance criteria and method 
performance requirements as set by the European Network 
of GMO Laboratories (ENGL) 
 


Method Acceptance Criteria should be fulfilled at the moment of submission of a method (Phase 1: 


acceptance for the collaborative study).  


Method Performance Requirements should be fulfilled in a collaborative study in order to consider the 


method as fit for its purpose (Phase 2:  evaluation of the collaborative study results).  


 


 Method Acceptance Criteria 


Applicability  


Definition: The description of analytes, matrices, and concentrations to which a method can be applied.  


Acceptance Criterion: The applicability statement should provide information on the scope of the method 


and include data for the indices listed below for the product/s for which the application is submitted. The 


description should also include warnings to known interferences by other analytes, or inapplicability to 


certain matrices and situations.   


Practicability  


Definition: The ease of operations, the feasibility and efficiency of implementation, the associated unitary 


costs (e.g. Euro/sample) of the method.   


Acceptance Criterion: The practicability statement should provide indication on the required equipment for 


the application of the method with regards to the analysis per se and the sample preparation. An indication 


of costs, timing, practical difficulties and any other factor that could be of importance for the operators 


should be indicated. 


Specificity 


Definition: Property of a method to respond exclusively to the characteristic or analyte of interest. 


Acceptance Criterion: The method should be event-specific and be functional only with the GMO or GM 


based product for which it was developed. This should be demonstrated by empirical results from testing 


the method with non-target transgenic events and non-transgenic material. This testing should include 


closely related events and cases where the limit of the detection is tested. 


Dynamic Range  


Definition: The range of concentrations over which the method performs in a linear manner with an 


acceptable level of accuracy and precision. 
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Acceptance Criterion: The dynamic range of the method should include the 1/10 and at least 5 times the 


target concentration. Target concentration is intended as the threshold relevant for legislative 


requirements. The acceptable level of accuracy and precision are described below. The range of the 


standard curve(s) should allow testing of blind samples throughout the entire dynamic range, including the 


lower (10%) and upper (500%) end. 


Accuracy  


Definition: The closeness of agreement between a test result and the accepted reference value.  


Acceptance Criterion: The accuracy should be within ± 25% of the accepted reference value over the 


whole dynamic range.  


Amplification Efficiency 


Definition: The rate of amplification that leads to a theoretical slope of –3.32 with an efficiency of 100% in 


each cycle. The efficiency of the reaction can be calculated by the following equation: Efficiency = [10(-


1/slope)] – 1 


Acceptance Criterion: The average value of the slope of the standard curve should be in the range of (- 3.1 


≥ slope ≥ - 3.6) 


R2 Coefficient 


Definition: The R2 coefficient is the correlation coefficient of a standard curve obtained by linear regression 


analysis. 


Acceptance Criterion: The average value of R2 should be ≥ 0.98. 


Repeatability Standard Deviation (RSDr) 


Definition: The standard deviation of test results obtained under repeatability conditions. Repeatability 


conditions are conditions where test results are obtained with the same method, on identical test items, in 


the same laboratory, by the same operator, using the same equipment within short intervals of time.  


Acceptance Criterion: The relative repeatability standard deviation should be below 25% over the whole 


dynamic range of the method.  


Note: Estimates of repeatability submitted by the applicant should be obtained on a sufficient number of 


test results, at least 15, as indicated in ISO 5725-3 (1994). 


Limit of Quantitation (LOQ) 


Definition: The limit of quantitation is the lowest amount or concentration of analyte in a sample that can 


be reliably quantified with an acceptable level of precision and accuracy.  


Acceptance Criterion: LOQ should be less than 1/10th of the value of the target concentration with an RSDr 


≤ 25%. Target concentration should be intended as the threshold relevant for legislative requirements. The 


acceptable level of accuracy and precision are described below. 


Limit of Detection (LOD) 
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Definition: The limit of detection is the lowest amount or concentration of analyte in a sample, which can 


be reliably detected, but not necessarily quantified, as demonstrated by single laboratory validation.  


Acceptance Criterion: LOD should be less than 1/20th of the target concentration. Experimentally, 


quantitative methods should detect the presence of the analyte at least 95% of the time at the LOD, 


ensuring ≤ 5% false negative results. Target concentration should be intended as the threshold relevant 


for legislative requirements.  


Robustness  


Definition: The robustness of a method is a measure of its capacity to remain unaffected by small, but 


deliberate deviations from the experimental conditions described in the procedure. 


Acceptance Criterion:  The response of an assay with respect to these small variations should not deviate 


more than ± 30%. Examples of factors that a robustness test could address are:  use of different 


instrument type, operator, brand of reagents, concentration of reagents, and temperature of reaction.  


 


Method Performance Requirements 


Dynamic Range  


Definition: In the collaborative trial the dynamic range is the range of concentrations over which the 


reproducibility and the trueness of the method are evaluated with respect to the requirements specified 


below.  


Acceptance Criterion: The dynamic range of the method should include the 1/10 and at least five times the 


target concentration. Target concentration should be intended as the threshold relevant for legislative 


requirements.  


Reproducibility Standard Deviation (RSDR) 


Definition: The standard deviation of test results obtained under reproducibility conditions. Reproducibility 


conditions are conditions where test results are obtained with the same method, on identical test items, in 


different laboratories, with different operators, using different equipment. Reproducibility standard 


deviation describes the inter-laboratory variation. 


Acceptance Criterion: The relative reproducibility standard deviation should be below 35% at the target 


concentration and over the entire dynamic range. An RSDR < 50 % is acceptable for concentrations below 


0.2%. 


Trueness 


Definition: The closeness of agreement between the average value obtained from a large series of test 


results and an accepted reference value. The measure of trueness is usually expressed in terms of bias.  


Acceptance Criterion: The trueness should be within ± 25% of the accepted reference value over the whole 


dynamic range. 
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Executive Summary 
 
 
 
An event-specific method for the quantitation of maize MON 810 by means of real-time PCR 
has been validated in a collaborative trial by the Federal Institute for Risk Assessment (BfR) in 
collaboration with the American Association of Cereal Chemists (AACC), Joint Research Centre 
(JRC) of the European Commission (EC), Institute for Reference Material and Measurement 
(IRMM), the Institute for Health and Consumer Protection (IHCP) and GeneScan, Berlin.  
 
The trial involved fifteen laboratories and was conducted according to internationally accepted 
guidelines. 
 
The method is annexed to the standard ISO 21570:2005, “Foodstuffs -- Methods of analysis for 
the detection of genetically modified organisms and derived products -- Quantitative nucleic 
acid based methods”. 
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1. General information 
 
This protocol describes an event-specific detection and quantitative TaqMan® PCR procedure 


for the relative determination of event MON 810 maize in total maize. The real time PCR was 
optimized for block thermal cycler. Template DNA extracted should be tested for quality and 
quantity prior to PCR assay. 
 
For specific detection of event MON 810 maize a 92 bp fragment of the single copy DNA 
integration-border region of the genomic sequence and the inserted sequence element 
originating from CaMV (35S promoter) as a result of in vitro recombination present in the 
genetically modified insect-protected MON 810 ("YieldGuard") maize (Monsanto) is amplified in 
TaqMan® PCR. 


 
For relative quantitation of MON 810 maize, a 79 bp fragment of the taxon specific maize (Zea 
mays) high mobility group protein gene (hmg) gene using a gene specific combination of 
primers and probe is amplified. 
 
The measured fluorescence signal passes a threshold value after a certain number of cycles. 
This threshold cycle is called “Ct-value”. For quantitation of the amount of event MON 810 
maize in a test sample, event MON 810 and hmg Ct values are determined for the sample. A 
standard curve procedure is then used to calculate the relative number of MON 810 specific 
genome copies to total maize genome copies. 
 


2. Validation status  
 
The method was optimized for ground maize seeds (certified reference materials [CRM IRMM-
413]), containing mixtures of genetically modified MON 810 and conventional maize. 
 
The reproducibility and accuracy of the method was tested through a collaborative study 
using samples at different GMO contents. 
 
The method was originally developed for the ABI PRISM® 7700 Sequence Detection System 
(SDS). 
 
This method has been validated in a collaborative study conducted by the Federal Institute 
for Risk assessment (BfR) in collaboration with The American Association of Cereal Chemists 
(AACC), Joint Research Centre (JRC) of the European Commission (EC), Institute for 
Reference Material and Measurement (IRMM) and Institute for Health and Consumer 
Protection (IHCP) and GeneScan. 
 
The operational procedure of the collaborative study comprised the following modules: 
 


- DNA extraction:  GENESpin DNA extraction system (GeneScan) 
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- Quantitative real-time PCR (Polymerase Chain Reaction): for detection of event MON 
810 maize a 92 bp fragment of the single copy DNA integration-border region of the 
genomic sequence and the inserted sequence element originating from CaMV (35S 
promoter) as a result of in vitro recombination present in the genetically modified 
insect-protected MON 810 ("YieldGuard") maize (Monsanto) was amplified in 
TaqMan® PCR 


  
The ring-trial was carried out in accordance with the following internationally accepted 
guidelines: 


- ISO 5725 (1994). 
- The IUPAC “Protocol for the design, conduct and interpretation of method 


performance studies” (Horwitz, 1995). 
 
The study was undertaken with 15 laboratories using either the ABI PRISM® 7700, ABI 
PRISM® 7900 (Applied Biosystems Inc) or the iCycler iQ Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad Laboratories). 
 
Fourteen laboratories from countries all over the world reported results. 
 
For each unknown sample one DNA extraction has been carried out. Each test sample was 
analyzed by real time PCR in 3 repetitions. 
Each participant received 12 unknown samples. The samples consisted of 6 certified 
reference materials (CRM IRMM-413) between <0,02 % and 5 % GM MON 810 in 
conventional maize (w/w). 
 
Each laboratory received each level of GM MON 810 CRM in two separate unknown samples. 
Details of the results of the collaborative study performed in 2003/2004 are shown in table 1. 


 


Table 1: Statistics of the collaborative study for the real time PCR procedure to 
quantify MON 810 specific material. 


Sample Sample 1
<0.02 %


Sample 2
0.1 % 


Sample 3
0.5 % 


Sample 4 
1 % 


Sample 5 
2% 


Sample 6
5 % 


Number of laboratories reported 11 14 14 14 14 14 
Number of outliers 1 1 0 2 0 0 
Number of laboratories retained after 
eliminating outliers 10 13 14 12 14 14 


Mean value (%) 0.028 0.1023 0.4613 0.8327 1.7814 4.5154 
Repeatability standard deviation sr  0.00736 0.03641 0.9606 0.13744 0.28385 1.29374 
Repeatability relative standard 
deviation RSDr (%) 26.27 35.60 20.82 16.51 15.93 28.65 


Repeatability limit r (r = 2,8 x sr)  0.0206 0.1019 0.269 0.3848 0.7948 3.6225 
Reproducibility standard deviation sR 0.02326 0.04646 0.20068 0.26534 0.56609 1.65451 
Reproducibility relative standard 
deviation RSDR (%) 83.03 45.43 43.5 31.86 31.78 36.64 


Reproducibility limit R (R=2,8 x sR) 0.0651 0.1301 0.5619 0.743 1.5851 4.6326 
Bias (%) - 2.3 - 7.74 - 16.73 - 10.93 - 9.69 


a Outliers were identified with the Grubbs and Cochran tests 
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These results are evaluated with respect to the method acceptance criteria and to the method 
performance requirements, as established by ENGL and adopted by CRL. In table 1, estimates 
of both repeatability and reproducibility for each GM level are reported, after identification 
and removal of outliers through Cochran and Grubbs tests, according to ISO 5725-2. 
 
Method bias, which allows estimating trueness, is reported for each GM level in table 1. Bias 
is estimated according to ISO 5725 data analysis protocol. According to ENGL method 
performance requirements, trueness should be �25% throughout the whole dynamic range. 
The method satisfies such requirement for all GM values tested. 
 
The relative reproducibility standard deviation (RSDR), that describes the inter-laboratory 
variation, should be below 33% at the target concentration and over the majority of the 
dynamic range, while it should be below 50% at the lower end of the dynamic range. As it 
can be observed in table 1, the method satisfies this requirement at the target concentration 
(1%) and at GM level of 0.1% and 2%; a minor deviation can be seen at 5% (36.64), while 
the RSDR at GM level 0.5% is 43.5 


 


3. Specificity 
 
Specificity tests prior to the study showed no cross reactivity of the detection systems to the 
following non-target species/samples: soybean DNA. 
 
No cross reactivity has been occurred with the following genetically modified maize: 
Event176, Bt11, T25, GA21 and GTS 40-3-2 soybean. 
 
 


4. Limit of detection (LOD) 
 
According to the method developer, the absolute LOD has been determined to be 5 copies of 
the target sequence 
 
According to the method developer, the relative LOD has been demonstrated to be at least 
0.1 % (w/w). 
 


5. Limit of quantitation (LOQ) 
 
According to the method developer, the absolute limit of quantitation has been determined to 
be 10 copies of the target sequence. 
 
According to the method developer the relative limit of quantitation has been determined to 
be at least 0.1% (equal to the lowest concentration point of the calibration curve used; 
[w/w]). 
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6. Procedure 
 
All handling of reagents and controls should occur in an ISO 17025 environment or 
equivalent. 
 
Further appropriate ISO/EN Norms dealing with the detection and quantitation of GMO 
derived material should be taken into consideration. 
 


7. Primer/probe systems 
 
The following primers and TaqMan® probes were used in the collaborative study (table 2). 
 


Table 2 : Primer and probe sequences 


Name Oligonucleotide DNA sequence Final conc. in PCR
Reference gene target sequence 
ZM1-F 5´-TTg gAC TAg AAA TCT CgT gCT gA-3‘ 300 nmol/l 
ZM1-R 5´-gCT ACA TAg ggA gCC TTg TCC T-3‘ 300 nmol/l 
Probe 
ZM1 


5´-FAM—CAA TCC ACA CAA ACg CAC gCg TA-TAMRA-3‘ 160 nmol/l 


GMO target sequence 
Mail-F1 5´-TCg AAg gAC gAA ggA CTC TAA CgT-3´ 300 nmol/l 
Mail-R1 5´-gCC ACC TTC CTT TTC CAC TAT CTT-3´ 300 nmol/l 
Probe 
Mail-S2 


5´-FAM-AAC ATC CTT TgC CAT TgC CCA gC-TAMRA P-3´ 180 nmol/l 


FAM: 6-carboxylfluorecein, TAMRA: 6-carboxytetramethylrhodamine 


 


8. Sample extraction 
 
For DNA extraction the GENESpin DNA extraction system (GeneScan) was used according to 
the manufacturer’s instruction. 


9. PCR set-up 
 
The PCR set-up for the taxon specific target sequence and for the GMO target sequence 
should be carried out in separate vials. Multiplex PCR (using differential fluorescent labels for 
the probes) has not been tested or validated. 
 
The method is described for a total volume of 25 µl per reaction mixture with the reagents 
listed in Table 3. 
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Table 3: Amplification reaction mixture in the final volume/concentration per 
reaction vial 


Total reaction volume 25 µl 
Template DNA added (2,3 ng to 150 ng maize DNA) 5 µl 
DNA 
polymerase 


AmpliTaq Gold® (Applied Biosystems Inc) 1.25 U 


Decontaminati
on system 


dUTP   
AmpErase uracil N-glycosylase 


400 µmol/l 
0.5 U 


Reaction buffer TaqMan™ buffer A 1 fold 
 MgCl2 6.5 mmol/l 
Primers see Table D.6 see Table 2 
DNTP dATP. dCTP. dGTP 200 µmol/l each 
Probe see Table 2 see Table 2 
 
As a positive control and as calibrant reference material, certified reference materials of 
MON810 (material containing <0.02 % to 5 % of genetically modified maize) produced by 
IRMM, Geel, Belgium (IRMM-413 series) may be used. 
 
A series of 1:4 dilution steps of DNA from 5 % CRM is used to establish the standard curves 
for the MON 810 specific and hmg specific PCR, respectively. 
 


10. Temperature-time-programme  
 
The temperature-time-programme as outlined in Table 4 was optimised for the ABI PRISM® 
7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems Inc). In the validation study it was 
used in combination with the AmpliTaq Gold® DNA polymerase. Table 4 describes the 
reaction conditions. 
 


Table 4: Procedure - Reaction conditions 


 Time (s) Temperature (°C) 
Pre-PCR – decontamination (optional) 120 50 
Pre-PCR – activation of DNA polymerase and 
denaturation of template DNA 


600 95 


PCR (45 cycles)   
 Denaturation 15 95 
 Annealing Elongation 60 60 


 


11. Data analysis 
 
The baseline range is usually set to cycles 3 to 15. If amplifications do not appear before 
cycle 20, the baseline stop can be extended to cycle 20. 
 
After defining a threshold value within the logarithmic phase of amplification (e.g. 0.01 to 0.1 
normalized reporter dye fluorescence [Rn]) the instruments software calculates the Ct values 
for each reaction. The Ct values measured for the calibration points in the taxon specific 
maize or MON 810 specific PCR system, respectively, are plotted against the natural logarithm 
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of the DNA copy numbers introduced into PCR. The copy numbers measured for the unknown 
sample DNA are obtained by interpolation from the standard curves. 
 
A calibration curve is produced by plotting Ct values against the logarithm of the target copy 
number for the calibration points. 
 
For the determination of the amount of MON 810 DNA in the test sample, the MON 810 copy 
number is divided by the number of maize genome equivalents and multiplied by 100 to get 
the percentage value. 
 


12. Conclusions 
 
The overall method performance has been evaluated with respect to the method acceptance 
criteria and method performance requirements recommended by the ENGL (available at 
http://gmo-crl.jrc.it).  
 
The results obtained during the collaborative trial indicate that the method can be considered 
as fit for enforcement purposes with respect to its trueness and inter-laboratory variability, 
taking into account the observations on RSDR reported above. 
 
 


13. References 


ISO 21570:2005, “Foodstuffs -- Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms 


and derived products -- Quantitative nucleic acid based methods”. 
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Abstract 
 
The JRC as Community Reference Laboratory for GM Food and Feed (CRL-GMFF) (see Regulation EC No 
1829/2003), has carried out an in-house verification study to assess the performance of the MON810 method to 
detect and quantify the MON810 transformation event in maize DNA (unique identifier MON-∅∅810-6). The 
method has previously undergone a full validation on samples represented by certified reference material. The 
present verification was conducted in order to verify the performance of the validated method on the control 
samples provided by the applicant as requested by Annex I.2.C.2 to Regulation (EC) No 641/2004 stating that 
“The method shall be applicable to samples of the food or feed, to the control samples and to the reference 
material, which is referred to in Articles 5(3)(j) and 17(3)(j) of Regulation (EC) No 1829/2003.” The study was 
conducted according to internationally accepted guidelines (1,2).  
 
In accordance with Regulation (EC) No 1829/2003 of 22 September 2003 on genetically modified food and feed 
and to Regulation (EC) No 641/2004 of 6 April 2004 on detailed rules for the implementation of Regulation (EC) 
No 1829/2003, the CRL-GMFF carried out a verification of the event-specific detection method previously 
validated by the Federal Institute for Risk Assessment (BfR) in collaboration with the American Association of 
Cereal Chemists (AACC), Joint Research Centre (JRC) of the European Commission (EC), Institute for 
Reference Material and Measurement (IRMM), the Institute for Health and Consumer Protection (IHCP) and 
GeneScan, Berlin; Monsanto Company provided the control samples (MON810 maize seeds and conventional 
maize seeds) used in the verification. The JRC prepared the in-house verification samples (calibration samples 
and blind samples at different GM percentages).  
 
The results of the in-house verification study were evaluated with reference to ENGL method performance 
requirements (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/guidancedocs.htm) and to the results of the full validation 
(http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm). 
 
The results of CRL-GMFF in-house verification study are made publicly available at http://gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/statusofdoss.htm). 
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Execut ive Summary 
 
The JRC as Community Reference Laboratory (CRL) for the GM Food and Feed (see 


Regulation EC 1829/2003), in collaboration with the European Network of GMO Laboratories 


(ENGL), has carried out a collaborative study to assess the performance of a quantitative 


event-specific method to detect and quantify the NK603 transformation event in maize flour. 


The collaborative trial was conducted according to internationally accepted guidelines.  


 


Monsanto Company provided the method-specific reagents (primers, probes, reaction master 


mix), whereas the IRMM/JRC prepared the test samples (GM and non-GM maize flour). The 


trial involved thirteen laboratories from eleven European Countries. Since one laboratory 


reported of not having been able to extract DNA from the maize flour samples, data sets from 


twelve participants were received.   


 


The results of the collaborative trial have met ENGL’s performance requirements and the 


scientific understanding about satisfactory method performance. Therefore, the JRC as 


Community Reference Laboratory considers the method validated as fit for the purpose of 


regulatory compliance.  


 


The results of the collaborative study are publicly available under http:/ /gmo-crl.jrc.it/ . The 


method will also be submitted to CEN, the European Standardisation body, to be considered 


as international standard. 
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1. I nt roduct ion 
The Joint Research Centre (JRC, Biotechnology and GMOs Unit of the Institute of Health and 


Consumer Protection) as Community Reference Laboratory for the GM Food and Feed (see 


Regulation EC 1829/2003) organised the collaborative trial of the event-specific method for 


the detection and quantification of NK603 maize. The study involved thirteen European 


laboratories, members of the European Network of GMO Laboratories (ENGL). 


 


A pre-validation study involving three laboratories was carried out between December 2003 


and January 2004. Following the evaluation of the pre-validation results, the ring trial was 


organized and took place between March and April 2004. 


 


The operational procedure of the collaborative study comprised the following modules: 


 


X DNA extraction: an enhanced CTAB DNA extraction and purification protocol adopted 


from the prEN ISO 21571:20021.  


X Spectrophotometric quantification of the amount of total DNA extracted, adopted 


from prEN ISO 21571:2002. 


X Real-time PCR (Polymerase Chain Reaction) monitor run (inhibition test).  


X Quantitative real-time PCR (Polymerase Chain Reaction). The methodology is an 


event-specific real-time quantitative TaqMan®  PCR procedure for the determination of 


the relative content of event NK603 DNA to total maize DNA. The procedure is a 


simplex system, in which a maize Adh1 endogenous assay (reference gene) and the 


target assay (NK603) are performed in separate wells. The PCR assay has been 


optimised for use in an ABI Prism®  7700 sequence detection system. Although other 


systems may be used, thermal cycling conditions must be verified. 


 


The ring-trial was carried out in accordance with the following internationally accepted 


guidelines:  


X ISO 5725, especially considered in relation to the measure of precision (i.e. 


repeatability and reproducibility) and trueness. 


X The IUPAC “Protocol for the design, conduct and interpretation of method-


performance studies” (Horwitz, 1995). 


 


2. List  of  Part icipant s  
The method was tested in thirteen ENGL laboratories to determine its performance. Each 


laboratory was requested to carefully follow the protocol provided. The participating 


laboratories are listed in Table 1.  


 


 


 


 


                                                 
1 Foodstuffs – Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and derived products – Nucleic 
Acid Extraction. CEN/TC 275/WG11N0031. Draft November 2002.  
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Table 1. ENGL laborator ies part icipat ing in t he validat ion study of  NK603. 


Laboratory Count ry 


Ministère des Classes Moyennes et de l’Agriculture - Centre de  


Recherches Agronomiques (CRA)  
Belgium 


Department of Plantgenetics and Breeding Belgium 


Landesamt für Verbraucherschutrz, Gesundheit und Arbeitsschutz (LVGA) Germany 


Österreichische Agentur für Gesundheit und Ernährungssicherheit  


GmbH, Lebensmitteluntersuchung und Forschung Wien (AGES-LUVIE) 
Austria 


Laboratoire Interrégional de la Direction Générale de la Concurrence, Consommation  


et Répression des Fraudes de Strasbourg 
France 


Research Institute of Crop Production Czech Republic


National Institute of Biology  Slovenia 


National Veterinary Institute Norway 


National Food Administration  Sweden  


Danish Institute for Food and Veterinary Research Denmark 


The Food and Consumer Product Netherlands 


Institute of Public Health Belgium 


Istituto Zooprofilattico Sperimentale Lazio e Toscana I taly 
 


Legend: one of the 13 laboratories did not provide the results for validation on NK603. 
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3. Mat er ials 
Samples of maize flour containing wild type maize and NK603 maize at different 


concentrations were used. The samples used in the study (GM and non-GM maize flour) were 


prepared by the Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM) of the European 


Commission Joint Research Centre. Monsanto Company developed and optimised the method 


and provided the specific reagents.  
 


The participants received the following materials: 


 


X Calibration maize flour sample 1g (4.91% NK603 maize, CRM 415-5). From this 


sample, DNA was extracted, quantified and diluted to generate the standard curve.  


X Unknown samples, represented by 10 unknown maize flour samples (CRM samples) 


labelled from U1 to U10, 1g each.  


X Negative DNA target control (labelled C1): Bt176 maize DNA (200 µl @20ng/µl). 


X Negative DNA target control (labelled C2): one maize flour sample, (CRM 415-0), 


nominal 0% NK603 maize, 1g. In addition to the negative DNA target controls, 


amplification reagent control (nucleic acid free water provided by each trial 


participant) was used on each PCR plate. 


X Reaction reagents, primers and probes for the Adh1 reference gene and for the 


NK603 specific systems as follows:  


̌ 5X TaqMan Universal PCR Master Mix (2X) (ABI, Cat No. 4304437): total 


amount 25 ml. 


 


X Primers and probes (1 tube each) as follows: 


̌ NK603 primer F  300 µl 5` -ATGAATGACCTCGAGTAAGCTTGTTAA -3`  


̌ NK603 primer R  300 µl 5` -AAGAGATAACAGGATCCACTCAAACACT-3`  


̌ NK603 probe PR 200 µl 6-FAM-TGGTACCACGCGACACACTTCCACTC-


TAMRA 


̌ Adh1 primer F  500 µl  5-CCAGCCTCATGGCCAAAG-3`  


̌ Adh1 primer R  500 µl  5-CCTTCTTGGCGGCTTATCTG-3`  


̌ Adh1 probe PR 330 µl  6-FAM-CTTAGGGGCAGACTCCCGTGTTCCCT- TAMRA 


 


 


Table 2 shows the certified value over the dynamic range for the unknown samples.  


 
Table 2.  NK603 cert if ied values. 


NK603 Cert if ied GM 
concent rat ion (w / w )  


0.10 
0.49 
0.98 
1.96 
4.91 
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4. Exper iment al design 
Ten unknown samples, representing five GM levels, were used to extract DNA. The two replicates 


for each GM level were analyzed on two PCR plates. The PCR analysis was triplicated for standard 


curve and control samples, but quadruplicated for unknown samples. Thus, each unknown 


sample was quantified based on four repetitions. Each participating laboratory carried out the 


determination of the GM% according to the instructions provided in the protocol. 


 


5. Methods 


Descr ipt ion of  t he operat ional st eps 


DNA was extracted from the flour samples by using an enhanced CTAB DNA extraction and 


purification protocol adopted from the prEN (ISO 21571:2002)2. Subsequently, purified DNA was 


quantified by means of spectrophotometry in order to determine the amount of DNA to be 


analysed in real-time PCR. The procedure “Basic ultraviolet spectrometric method” was adopted 


from the Annex B “Methods for the quantification of the extracted DNA” of the prEN ISO 


21571:2002. The method has been widely used and ring-tested in the past (Anon, 2002). After 


the DNA quantification, a real-time PCR monitor run was carried out to provide data about 


possible PCR inhibition. 


 


For specific detection of event NK603 genomic DNA, a 108-bp fragment of the region that spans 


the 3’ insert-to-plant junction in maize event NK603 is amplified using two specific primers. PCR 


products are measured during each cycle (real-time) by means of a target-specific oligonucleotide 


probe labelled with two fluorescent dyes: FAM as a reporter dye at its 5| end and TAMRA as a 


quencher dye at its 3| end. 


 


For relative quantification of event NK603 DNA, a maize-specific reference system amplifies a 70-


bp fragment of Adh1, a maize endogenous gene, using a pair of Adh1 gene-specific primers and 


an Adh1 gene-specific probe labelled with FAM and TAMRA.  


 


The measured fluorescence signal passes a threshold value after a certain number of cycles. This 


threshold cycle is called the “Ct” value. For quantification of the amount of event NK603 DNA in a 


test sample, the Ct-values of a certain sample for maize event NK603 and Adh1 are determined. 


Standard curves are then used to calculate relative content of event NK603 DNA to total maize 


DNA. 


 


The first standard curve point S1 was derived from the 4.91% NK603 CRM (IRMM-415-5). This 


corresponds to 5,405 GM copies in 300 ng of DNA when 4 µl per reaction/well are used (75 


ng/µl). Standard curve points S2 – S5 were obtained by serial dilution of the 4.91% standard S1.  


The absolute copy numbers in the calibration curve samples are determined by dividing the 


sample DNA weight (nanograms) by the published average 1C value for maize genomes (2.725 


pg). The copy number values, which were used in the quantification, are provided in Table 3. 
 


                                                 
2 Foodstuffs – Methods of analysis for the detection of genetically modified organisms and derived products – Nucleic 
Acid Extraction. CEN/TC 275/WG11N0031. Draft Novermber 2002.  
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Table 3. Copy number values of  t he st andard curve samples. 


 
 


Sample code 
 


S1 S2 S3 S4 S5 


Maize genome copies 110,092 36,697 12,232 3,058 765 


NK603 GM copies 5,405 1,802 601 150 38 


 


6. Summary of  result s 
Table 4 shows the mean values of both replicates for each GM level as computed by the JRC on 


raw data provided by all laboratories. When raw data were not available, the JRC has taken into 


account the mean value of the replicates provided by the laboratories. Each mean value is the 


average of four PCR repetitions. 


 


Table 4. Replicates’ mean value by laborator ies and by all unknow n samples. 


Cert if ied value (GM cont ent  w / w )  Laborator ies 
0.10%  0.49 0.98 1.96 4.91 


 REP 1 REP 2 REP 1 REP 2 REP 1 REP 2 REP 1 REP 2 REP 1 REP 2 


LAB 1 0.102 0.111 0.410 0.460 0.667 0.924 1.280 1.613 3.117 5.079


LAB 2 0.066 0.191 0.707 0.541 2.089 1.424 1.654 1.674 10.210 6.600


LAB 3 0.700 0.144 1.120 0.880 1.940 1.319 10.270 2.938 21.640 11.421


LAB 4 0.160 0.189 0.894 0.737 1.640 1.935 2.928 3.212 7.937 7.950


LAB 5 0.180 0.193 0.793 0.778 1.257 1.181 1.934 1.898 4.996 5.114


LAB 6*  0.290 0.200 0.970 1.360 1.170 1.600 2.100 2.100 4.190 5.840


LAB 7 0.140 0.107 0.478 0.484 0.919 1.042 1.879 1.966 3.982 4.890


LAB 8 0.211 0.289 1.302 1.363 1.923 1.432 2.369 2.036 5.883 6.146


LAB 9 0.184 0.135 0.646 0.800 1.237 1.168 1.775 1.777 4.648 5.237


LAB 10 0.285 0.254 0.886 0.872 1.709 1.619 3.114 2.627 6.610 7.309


LAB 11 0.138 13.874 0.860 0.648 1.559 1.535 2.885 3.199 6.335 10.227


LAB 12 0.637 0.58 1.041 1.29 1.524 1.660 2.602 2.540 4.434 5.130


*  Raw data were not available for this laboratory. 
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In Figure 1 the deviation from the true value for each GM level tested (expressed as the 


average of the two replicates) is shown for each laboratory. As it can be observed, most of 


the laboratories overestimated the true value of NK603 content over the range of 


concentrations tested; it can be noted that the magnitude of overestimation at each GM level 


and the number of laboratories overestimating tend to decrease towards the upper end of the 


dynamic range.  


Figure 1. Relat ive deviat ion (% )  f rom the t rue value for  all laborator ies and NK603 levels 


 


 


 


 


 


 


7. Method performance requirements 
The results of the collaborative trial are reported in table 5. These are evaluated with respect 


to the method acceptance criteria and to the method performance requirements, as 


established by ENGL and adopted by CRL. In table 5 estimates of both repeatability and 


reproducibility for each GM level are reported, after identification and removal of outliers 


through Cochran and Grubbs tests, according to ISO 5725-2.   


 


Table 5.  NK603 validat ion data. 


 Cert if ied value (GM content  w / w )  


 0.10 0.49 0.98 1.96 4.91 


Laboratories having returned results  12 12 12 12 12 


Samples per laboratory 2 2 2 2 2 


Laboratories excluded  3 0 0 1 1 


Reason 2 C. test  


& 1 G. test 


0 0 1 C.test 1 C. test 


Mean value  0.183 0.847 1.436 2.235 5.994 


Repeatability relative standard deviation (%) 24.249 15.239 17.163 7.694 21.629 


Repeatability standard deviation 0.044 0.129 0.247 0.172 1.296 


Reproducibility relative standard deviation (%) 37.075 34.450 25.425 26.055 31.041 


Reproducibility standard deviation  0.068 0.292 0.365 0.582 1.861 
Bias (absolute value) 0.083 0.357 0.456 0.275 1.084 
Bias (%) 83.00 72.86 46.50 14.03 22.08 


C. test =  Cochran’s test; G. test =  Grubbs’ test
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The relative reproducibility standard deviation (RSDR), that describes the inter-laboratory 


variation, should be below 33% at the target concentration and over the majority of the 


dynamic range, while it should be below 50% at the lower end of the dynamic range. As it 


can be observed in table 5, the method satisfies this requirement at all GM level, with the 


exception of level 0.49 where the RSDR is slightly above the limit (34.450). However, this 


small deviation is not seen as sufficient to consider the method unsatisfactory. 


 


In the same table are also reported the relative repeatability standard deviation (RSDr) values 


estimated from ring trial results for each GM level. In order to accept methods for 


collaborative trial evaluation, the CRL requires that RSDr is below 30%, as indicated by ENGL. 


As it can be observed from the values reported in table 5, the method satisfies this 


requirement throughout the whole dynamic range tested. 


 


In table 5 measures of method bias, which allow estimating trueness, are also shown for 


each GM level. Bias is estimated according to ISO 5725 data analysis protocol. According to 


ENGL method performance requirements, trueness should be ‒25% throughout the whole 


dynamic range. In this case the method satisfies such requirement only for GM values above 


0.98%; the values of bias are high at lower GM values, and tend to decrease towards the 


upper end of the dynamic range tested.  


 


8. Conclusions 
The overall method performance has been evaluated with respect to the method acceptance 


criteria and method performance requirements recommended by the ENGL (available under 


http:/ /gmo-crl.jrc.it). The method acceptance criteria were reported by the applicant and used to 


evaluate the method prior the collaborative study.  


 


The results obtained during the collaborative trial indicate that the method can be considered as 


fit for enforcement purposes with respect to its intra and inter-laboratory variability. The method 


bias, although satisfying performance requirements at higher GM levels, is high at lower GM 


concentrations. Therefore, it is recommended to take into consideration this factor when the 


method is routinely applied. 


 


In conclusion, the method is considered complying with the current labeling requirements in 


Europe.  
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1. General information and summary of the methodology 
 


This protocol describes an event-specific real-time quantitative TaqMan® PCR procedure 


for the determination of the relative content of event NK603 DNA to total maize DNA in a 


sample. The procedure includes the following three modules: 


a) DNA extraction: CTAB DNA extraction and purification protocol  


b) Spectrophotometric quantitation of the amount of total DNA 


c) Quantitative real-time PCR methodology specific for the NK603 event 


 


The PCR assay has been optimised for use in an ABI Prism® 7700 sequence detection 


system. Other systems may be used, but thermal cycling conditions must be verified. The 


use of 200 ng of template DNA per reaction well is recommended.  


 


DNA is extracted by means of a CTAB DNA extraction and purification protocol. For 


references, see Murray and Thompson (1980), Wagner et al. (1987) and Zimmermann et


al. (1998). The protocol has been validated for soybeans (Anon, 1998), potato (Anon, 


1996) and tomato (Anon, 1999). It has been tested for maize in a multi-laboratory pre-


validation. The method was adopted from: Foodstuffs – Methods of analysis for the 


detection of genetically modified organisms and derived products – Nucleic Acid 


Extraction. CEN/TC 275/WG11N0031. Draft November 2002. 


 


 


Subsequently, purified DNA is quantified by means of spectrophotometry in order to 


determine the amount of DNA to be analysed by means of real-time PCR. The procedure 


“Basic ultraviolet spectrometric method” has been adopted from the Annex B “Methods for 


the quantification of the extracted DNA” of the prEN ISO 21571:2002. The method has 


been widely used and ring-tested (Anon. 2002).  


 


For specific detection of event NK603 genomic DNA, a 108-bp fragment of the region that 


spans the 3’ insert-to-plant junction in maize event NK603 is amplified using two specific 


primers. PCR products are measured during each cycle (real-time) by means of a target-


specific oligonucleotide probe labelled with two fluorescent dyes: FAM as a reporter dye at 


its 5| end and TAMRA as a quencher dye at its 3| end.  


 


For relative quantitation of event NK603 DNA, a maize-specific reference system amplifies 


a 70-bp fragment of adh1, a maize endogenous gene, using a pair of adh1 gene-specific 


primers and an adh1 gene-specific probe labelled with FAM and TAMRA as described 


above.  


 


The measured fluorescence signal passes a threshold value after a certain number of 


cycles. This threshold cycle is called the “Ct” value. For quantitation of the amount of 
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event NK603 DNA in a test sample, event NK603 and adh1 Ct values are determined for 


the sample. Standard curves are then used to calculate the relative content of event 


NK603 DNA to total maize DNA.  


 


2. Validation status and performance characteristics  
 


2.1 General 


The method has been optimised for maize seeds, grain and flour containing mixtures of 


genetically modified NK603 and conventional maize. 


 


The reproducibility and trueness of the method was tested through collaborative trial 


using samples of the CRM IRMM-415 series. 


 


2.2 Collaborative trial 


The method was validated in a collaborative trial by the Joint Research Centre (JRC) of the 


European Commission. The study was undertaken with 12 laboratories.  


 


Each participant received ten unknown samples. The samples consist of five reference 


materials (CRM IRMM-415) of dried maize powder containing mixtures of genetically 


modified NK603 maize in conventional maize (w/w) between 0.1 % and 4.91 %.  


 


For each unknown sample one DNA extraction has been carried out. Each test sample was 


analyzed by PCR in four repetitions. The study was designed as a blind duplicate 


collaborative trial. Each laboratory received each level of GM NK603 in two unknown 


samples, and the two replicates for each GM level were analyzed in two PCR plates.  


 


A detailed validation report can be found under http://gmo-crl.jrc.it/statusofdoss.htm 


 


2.3 Limit of detection 


According the method developer, the relative LOD of the method is at least 0.05%. The 


relative LOD was not assessed in a collaborative trail. The lowest relative concentration of 


the target sequence included in collaborative trail was 0.1%. 


 


2.4 Limit of quantitation 


According the method developer, the relative LOQ of the method is 0.1%. The lowest 


relative concentration of the target sequence included in collaborative trail was 0.1%. 
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2.5 Molecular specificity 


The method utilizes the unique DNA sequence at the junction of the insert and the 


genomic DNA flanking the insert. The sequence is specific to NK603 and thus imparts 


specificity to the detection method. 


 


The specificity was experimentally tested against DNA extracted from plant materials 


containing the specific targets of GA21, MON863, MON810 maize, and from conventional 


corn, Roundup Ready¾ soybean, conventional soybean, Roundup Ready¾ canola, 


conventional canola and Roundup Ready¾ wheat. None of the materials yielded detectable 


amplification. 


 


The target sequence is a single copy sequence in the haploid NK603 genome. 


 
 
3. Procedures 
 


3.1 General instructions and precautions 


‚" The procedures require experience of working under sterile conditions. 


‚" Maintain strictly separate working areas for DNA extraction, PCR set-up and 


amplification.  


‚" All the equipment used must be sterilized prior to use and any residue of DNA has to 


be removed.  


‚" In order to avoid contamination, filter pipette tips protected against aerosol should be 


used. 


‚" Use only powder-free gloves and change them frequently.  


‚" Clean lab-benches and equipment periodically with 10% sodium hypochloride solution 


(bleach).  


‚" Pipettes should be checked regularly for precision and calibrated, if necessary. 
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3.2 DNA extraction 


 


a. Moisten 200 mg of sample with 300 µl of sterile deionised water in a 1.5 ml tube.  


b. Mix with a sterile loop until homogeneity is reached. 


c. Add 700 µl of CTAB-buffer pre -warmed to 65°C; mix with a loop or a clean spatula 


d. Add 10 µl of RNase solution; shake. 


e. Incubate at 65° C for 30 min. 


f. Add 10 µl of Proteinase K solution; mix smoothly. 


g. Incubate at 65° C for 30 min. 


h. Centrifuge for 10 min at 12000 g  


i. Transfer supernatant to a 1.5 ml tube, containing 500 µl chloroform; shake for 30 sec. 


j. Centrifuge for 15 min at 12000 g until phase separation occurs. 


k. Transfer the aqueous upper phase into a new 1.5 ml tube containing 500 µl chloroform; 


shake. 


l. Centrifuge for 5 min at 12000 g. 


m. Transfer upper layer to a new 1.5 ml tube. 


n. Add 2 volumes of CTAB precipitation solution, mix by pipetting. 


o. Incubate for 60 min at room temperature. 


p. Centrifuge for 5 min at 13000 rpm; discard the supernatant. 


q. Dissolve precipitate in 350 µl NaCl (1.2 M). 


r. Add 350 µl chloroform and shake for 30 sec. 


s. Centrifuge for 10 min at 12000 g until phase separation occurs. 


t. Transfer upper layer to a new reaction tube. 


u. Add 0.6 volumes of isopropanol, mix smoothly by inversion. Incubate for 20 min at 


room temperature. 


v. Centrifuge for 10 min at 12000 g. Discard the supernatant.  


w. Add 500 µl of 70% ethanol solution and shake carefully. 


x. Centrifuge for 10 min at 12000 g. Discard the supernatant.  


ATTENTION: drain the supernatant carefully. DNA pellets may detach from the bottom of 


the tube at this stage.  


y. Dry pellets and re-dissolve DNA in 100µl sterile, TE buffer. 


 


z. NOTE: for thorough homogenisation of the DNA solution, it is recommended to re-


suspend the sample by gentle agitation at +4°C for 24 h.  


 


The DNA solution may be stored at ~ 4°C for a maximum of one week, or at -20°C for 


long-term storage. 
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3.3 Spectrophotometric measurement of DNA concentration   


 


3.3.1 Measurement of a reference DNA solution  


The correct calibration of the spectrometer can be verified as follows, with the use of a 


reference DNA solution: 


 


a) For blank measurement only dilution buffer is used to fill the measurement vessel. 


 


b) The reference DNA solution (Calf Thymus or Herring Testes DNA or Lambda DNA) is 


filled into the measurement vessel. 


 


Absorption is measured for both blank and reference DNA solutions at n= 260 nm and n= 


320 nm. 


 


3.3.2 Measurement of a test DNA solution of unknown concentration 


a) Blank measurement: mix the dilution buffer with a 2M sodium hydroxide solution, at 


the final NaOH concentration of 0.2M. This solution is used for the blank 


measurement. 


b) Mix the DNA solutions with a 2M sodium hydroxide solution and, if needed, with 


dilution buffer, at the final NaOH concentration of 0.2M.  


c) Measure the absorption after 1 min incubation time for both blank and reference DNA 


solution at n = 260 nm and n = 320 nm. The reading is stable for at least 1 h. 


 


Example for blank measurement: Mix 90 ol dilution buffer and 10 ol of 2M sodium 


hydroxide solution and transfer to a 100 ol measurement vessel. 


 


Example for the test DNA solution: Mix 80 ol of dilution buffer or water, 10 ol of 2M 


sodium hydroxide solution, 10 ol of DNA solution of unknown concentration and transfer 


to a 100 ol measurement vessel. 


 


3.3.3 Evaluation 


The absorption (OD) at 320 nm (background) is subtracted from the absorption at 260 nm 


resulting in the corrected absorption at 260 nm. If the corrected OD at 260 nm equals to 


1, then the estimated DNA concentration is 38 og/ml for single stranded DNA (denatured 


with sodium hydroxide).  
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Reliable measurements require OD values at n=260 nm greater than 0.05.  


The concentration of the double stranded test DNA solution is finally calculated taking into 


consideration the denaturation and the dilution factor applied.  


 


3.4 Real-time PCR for quantitative analysis of NK603 maize 


 


3.4.1 General 


The PCR set-up for the taxon specific target sequence (Adh1) and for the GMO (NK603) 


target sequence should be carried out in separate vials. Multiplex PCR (using differential 


fluorescent labels for the probes) has not been tested or validated. 


 


The use of 200 ng of template DNA per reaction well is recommended. 


 


The method is developed for a total volume of 50 µl per reaction mixture with the 


reagents as listed in Table 1.  


 


3.4.2 Calibration  


Separate calibration curves with each primer/probe system are generated in the same 


analytical amplification run.  


 


The calibration curves consist of five dilutions of DNA extracted from the 4.91 % CRM 


IRMM-415. A series of one to three dilution intervals (one to four for the last two dilutions) 


at a starting concentration of 110,092 maize genome copies may be used (corresponding 


to 300 ng of DNA with one maize genome assumed to correlate to 2.725 pg of haploid 


maize genomic DNA) (Arumuganathan & Earle, 1991).  


 


A calibration curve is produced by plotting Ct-values against the logarithm of the target 


copy number for the calibration points. This can be done e.g. by use of spreadsheet 


software, e.g. Microsoft Excel, or directly by options available with the sequence detection 


system software. 


 


The copy numbers measured for the unknown sample DNA is obtained by interpolation 


from the standard curves.  


 


 


3.4.3 Real-time PCR set-up 


1. Thaw, mix gently and centrifuge the required amount of components needed for the 


run. Keep thawed reagents at 1-4°C on ice.  
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2. In two reaction tubes (one for NK603 system and one for the adh1 system) on ice, 


add the following components (Table 1) in the order mentioned below (except DNA) to 


prepare the master mixes. 


 


 


Table 1. Amplification reaction mixtures in the final volume/concentration per reaction 


well, for NK603 adh1 specific systems.  /


 


Component Final 


concentration 


µl/reaction 


TaqMan® Universal PCR Master Mix (2X) 


Primer NK603-F/adh1-F  


Primer NK603-R/adh1-R 


Probe NK603/adh1 


Nuclease free water 


Template DNA (maximum 300 ng, see 


3.4.1 and 3.4.2) 


1x 


150 nM 


150 nM 


50 nM 


 


 


25 µl 


- 


- 


- 


up to 50 µl 


5 µl 


 


Total reaction volume:  50 µl 


 


3. Mix gently and centrifuge briefly.  


4. Prepare two 1.5 ml reaction tubes (one for the NK603 and one for the adh1 master 


mix) for each DNA sample to be tested (standard curve samples, unknown samples 


and control samples).  


5. Add to each reaction tube the correct amount of master mix (e.g. 45 x 3 = 135 µl 


master mix for three PCR repetitions). Add to each tube the correct amount of DNA 


(e.g. 5 x 3 = 15 µl DNA for three PCR repetitions). Low-speed vortex each tubes at 


least three times for approx 30 sec. This step is mandatory to reduce the variability 


among the repetitions of each sample to a minimum. 


6. Spin down the tubes in a micro-centrifuge. Aliquot 50 µl in each well. Seal the reaction 


plate with optical cover or optical caps. Centrifuge the plate at low speed (e.g. 


approximately 250 x g for 1 minute at 4 °C to room temperature) to spin down the 


reaction mixture. 


7. Place the plate into the instrument.  


8. Run the PCR with cycling conditions described in Table 2: 
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Table 2. Reaction conditions. 


 


Step Stage T°C Time 


(sec) 


Acquisition Cycles


1 UNG pre-PCR decontamination 50 °C 120” No 1x 


2 Activation of DNA polymerase and 


denaturation 


95 oC 600” No 1x 


3 Denaturation 95 oC 15” No 45x 


4 


 


Amplification Annealing & 


Extension 


60 oC 60” Measure  


 


 


3.5 Data analysis 


Subsequent to the real-time PCR, analyse the run following the procedure below: 


 


a) Set the threshold: display the amplification curves of one system (e.g. adh1) in 


logarithmic mode. Locate the threshold line in the area where the amplification profiles are 


parallel (exponential phase of PCR) and where there is no “fork effect” between 


repetitions of the same sample. Press the update button to ensure changes affect Ct 


values. Switch to the linear view mode by clicking on the Y axis of the amplification plot, 


and check that the threshold previously set falls within the geometric phase of the curves. 


 


b) Set the baseline: determine the cycle number at which the threshold line crosses the 


first amplification curve and set the baseline three cycles before that value (e.g. earliest Ct 


= 25, set the baseline crossing at Ct = 25 – 3 = 22). 


 


c) Save the settings 


 


d) Repeat the procedure described in a) and b) on the amplification plots of the other 


system (e.g. NK603 system).     


 


e) Save the settings and export all the data into an Excel file for further calculations. 
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3.6 Calculation of results 


 


After having defined a threshold value within the logarithmic phase of amplification as 


described above, the instruments software calculated the Ct-values for each reaction. 


 


The standard curves are generated both for the adh1 and NK603 specific system by 


plotting the Ct-values measured for the calibration points against the logarithm of the DNA 


copy numbers, and by fitting a linear regression line into these data.  


 


Thereafter, the standard curves are used to estimate the copy numbers in the unknown 


sample DNA by interpolation from the standard curves.  


 


For the determination of the amount of NK603 DNA in the unknown sample, the NK603 


copy number is divided by the copy number of the maize reference gene (adh1) and 


multiplied by 100 to obtain the percentage value (GM% = NK603/adh1 * 100). 


 


  


4. Materials 
 


4.1 Equipment (equivalents may be substituted) 


 


DNA extraction: 


‚" Water bath or heating block 


‚" Microcentrifuge 


‚" Micropipettes 


‚" Vortexer 


‚" 1.5/2.0 ml tubes 


‚" Tips and filter tips for micropipettes 


‚" Rack for reaction tubes 


‚" Vinyl or latex gloves 


‚" Optional: vacuum dryer apt to dry DNA pellets 


 


Spectrophotometry: 


‚" UV spectrophotometer. Single beam, double beam or photodiode array instruments 


are suitable. 


‚" Vortexer 


‚" Measurement vessels. e.g. quartz cuvettes or plastic cuvettes suitable for UV 


detection at a wavelength of 260 nm. The size of the measurement vessels used 


determines the volume for measurement. This should be one of the following: half 
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micro cuvettes (1000 ol), micro cuvettes (400 ol), ultra micro cuvettes (100 ol) 


and quartz capillaries (3 µl to 5 ol). The optical path of standard cuvettes is usually 


1 cm. 


 


Real-time PCR: 


‚" ABI Prism
®


 7700 Sequence Detection System. Applied Biosystems Part No 7700-


01-200/208. 


‚" ABI Prism
®


 7900HT Sequence Detection System. Applied Biosystems Part No 


4329002 or 4329004. 


‚" Software: Sequence Detection System version 1.7 (Applied Biosystems Part No 


4311876) or equivalent versions.  


‚" MicroAmp
®


 optical 96-Well reaction plates. Applied Biosystems Part No N801-


0560). 


‚" MicroAmp® optical adhesive covers.  Applied Biosystems Part No 4311971.  


‚" MicroAmp Optical caps. Applied Biosystems Part No. No 801-0935. 


‚" Microcentrifuge 


‚" Micropipettes 


‚" Vortex  


‚" Rack for reaction tubes 


‚" 1.5/2.0 ml tubes 


 


4.2 Reagents 


  


DNA extraction: 


‚" CTAB: Cetyltrimethylammonium Bromide (Ultrapure grade) 


‚" TRIS: Tris[hydroxymethyl] aminomethane hydrochloride (Molecular Biology grade) 


‚" EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid, disodium salt (titration 99.9%) 


‚" Ethanol (96% at least)  


‚" Isopropanol (99.7% at least)  


‚" Chloroform (99% at least) 


‚" NaCl (99% at least) 


‚" NaOH (98% at least, anhydrous) 


‚" Distilled sterile water 


‚" RNase A solution 10 mg/ml 


‚" Proteinase K solution 20 mg/ml 


 


Spectrophotometry: 


‚" Dilution buffer: TRIS: Tris[hydroxymethyl] aminomethane hydrochloride (Molecular 


Biology grade). 10 mM, pH 9.0.  


‚" NaOH (98% at least, anhydrous)  
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‚" Hydrochloric acid (HCl), l (HCl) = 37 % 


‚" Herring Testes DNA, Calf Thymus DNA, or Lambda DNA 


 
Real-time PCR: 


‚" TaqMan® Universal PCR Master Mix (2X). Applied Biosystems Part No 4304437 


 


 


4.3 Primers and Probes 


 


Name Oligonucleotide DNA Sequence (5’ to 3’) 


GMO target sequence 


NK603 primer F ATGAATGACCTCGAGTAAGCTTGTTAA 


NK603 primer R AAGAGATAACAGGATCCACTCAAACACT 


NK603 probe 6-FAM- TGGTACCACGCGACACACTTCCACTC-TAMRA 


Reference gene target sequence 


Adh1 primer F CCAGCCTCATGGCCAAAG 


Adh1 primer R CCTTCTTGGCGGCTTATCTG 


Adh1 probe 6-FAM-CTTAGGGGCAGACTCCCGTGTTCCCT-TAMRA  


 
 
5. Buffers and Solutions  
The following describes the preparation, storage and stability of the buffers used in this 
procedure. Volume may be scaled as needed. Equivalent reagent may be substituted. 
 


DNA extraction: 


‚" CTAB buffer (1 litre)  


Weight and mix in an appropriate cylinder:  


20 g/l CTAB   20 g 


1.4 M NaCl   82 g 


0.1 M Tris-HCl   15.75 g 


20 mM Na2EDTA  7.5 g 


a. Add 500 ml of sterile distilled water. 


b. Adjust pH to a value of 8.0 with 1M NaOH. 


c. Fill up to 1000 ml and autoclave. 


 


Store at 4° C for up to 6 months. 
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‚" CTAB-precipitation solution (200 ml) 


Weight and mix in an appropriate cylinder:  


5 g/l CTAB   1 g 


0.04 M NaCl   0.5 g 


a. Add 100 ml of distilled water. 


b. Adjust pH to a value of 8.0 with 1 M NaOH. 


c. Fill up to 200 ml and autoclave. 


 


Store at 4° C for up to 6 months. 


 


‚" NaCl 1.2 M (100 ml) 


a. Dissolve 7 g of NaCl in 100 ml sterile distilled water in a cylinder. 


b. Autoclave   


 


Store at room temperature for up to 5 years 


 


‚" Ethanol-solution ~70 % (v/v) (100 ml) 


a. Mix 70 ml of pure ethanol with 30 ml of sterile distilled water 


 


Store at room temperature or at -20° C for up to 5 years 


 


‚" NaOH 1M (50 ml) 


a. Dissolve 2 g of NaOH in 50 ml of sterile water in a cylinder or a 50 ml 


conical tube. 


 


Store at room temperature for up to 6 months 


 


‚" TE buffer, pH 7.0 (Tris/HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0) (250 ml) 


a. Mix 100 ml of nuclease-free water, 2.5 ml of 1M Tris, pH 8.0 and 0.5 ml of 


0.5M EDTA 


b. Adjust pH to 7.0 with HCl 


c. Adjust final volume to 250 ml with nuclease-free water 


d. Filter sterilise 


 


Store at room temperature for up to 5 years 


 


‚" RNAse A 10 mg/ml 


a. Dissolve the RNase A at a final concentration of 10 mg/ml in sterile water. 


b. If indicated by supplier: boil the RNase A solution at 95°C for 15’ to remove 


any residual nuclease activity. 


c. Aliquot solution as appropriate (thawing and re-freezing should be avoided)  
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Store aliquots at -20° C for up to 6 months 


 


‚" Proteinase K 20 mg/ml 


a. Dissolve the Proteinase K at a final concentration of 20 mg/ml in sterile 


distilled water according to the supplier specifications. 


b. Aliquot solution as appropriate (thawing and re-freezing should be avoided)  


 


Store aliquots at -20° C for up to 6 months 


 


Spectrophotometry: 


 


‚" Reference DNA solution 


A DNA 10 mg/ml stock solution is prepared by dissolving 100 mg DNA (from 


Herring Testes or from Calf Thymus or Lambda DNA) in 10 ml dilution buffer 


(TRIS/HCl 10 mM, pH 9.0). At this concentrations DNA dissolves and homogenises 


slowly and the resulting solution is very viscous. The stock solution is further 


diluted with dilution buffer up to the desired working concentration (e.g. 25 


og/ml).  


 


 


‚" NaOH 2M (50 ml) 


a. Dissolve 4 g of NaOH in 50 ml of sterile water in a cylinder or a 50 ml 


conical tube. 


 


Store at room temperature for up to 5 years 
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トウモロコシの宿主情報 


 


１．分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 


（１）和名、英名及び学名 


和名：イネ科 トウモロコシ属 トウモロコシ 


英名：corn, maize 


学名：Zea mays subsp. mays (L.) Iltis 


 


（２）国内及び国外の自然環境における自生地域 


 トウモロコシの野生種と見られる植物は現存せず（山田, 2001）、国外の自然


環境におけるトウモロコシの自生は報告されていない。 


 なお、トウモロコシの起源に関与すると考えられる近縁種として、トウモロコ


シと交雑可能な Zea属のテオシントと Tripsacum属のトリプサクムの存在が知ら


れている（OECD, 2003）。テオシントとトリプサクムはメキシコとグアテマラ等


に広範囲に自生しており、トリプサクムはさらに米国東部、南部から南米でも認


められている（山田, 2001、OECD, 2003）。 


我が国の自然環境下において、トウモロコシ及びその近縁種の自生について


は、これまでのところ報告はない。 


 


 


２．使用等の歴史及び現状 


（１）国内及び国外における第一種使用等の歴史 


 トウモロコシの原産地がアメリカ大陸であることは間違いないが、その栽培起


源地域については諸説あり、米国南西部、メキシコ及び中央アメリカの複数地域


説、メキシコと南米の複数地域説、メキシコとグアテマラの複数地域説及びメキ


シコ南部単独説がある（OECD, 2003）。考古学的検証に基づくと、最初にトウモ


ロコシの利用が始まったのは紀元前 7000～5000年頃であり、紀元前 3400年頃に


は栽培が始まったと考えられている（戸澤, 2005）。また、南北アメリカ大陸の


各地に伝播して栽培される過程で、デント、ポップ、スイート、フリントのよう


な変異種が生じたと考えられる（山田, 2001、戸澤,2005）。1492年のコロンブ


スのアメリカ大陸到達後、コロンブスによってスペインを通じてヨーロッパに導


入され、その後、中東、アフリカ及びアジアの各地域に伝播した。 


 我が国へは 1573～1591 年頃にポルトガル人によって長崎へ伝えられたフリン


ト種が最初とされ、主に関東以南の山間地で栽培が行われていた。また、明治時


代になって北海道へ米国からデント種とフリント種が新たに導入され、全国的に


栽培が普及した（戸澤,2005）。 


 







（２）主たる栽培地域、栽培方法、流通実態及び用途 


・主たる栽培地域 


現在、トウモロコシは、北緯 58 度から南緯 40 度に至る範囲で栽培可能で


あり、米国、中国、ブラジル、アルゼンチン及びヨーロッパ諸国などを中心に、


全世界で広く栽培されている（戸澤,2005、OECD,2003）。 


国連食糧農業機関(FAO)によると、2010 年における全世界のトウモロコシの


栽培面積は約 1 億 6 千万 ha であり、上位国は、米国 3,536万 ha、中国 3,495 万


ha、ブラジル 1,420 万 ha、インド 840 万 ha、メキシコ 692 万 haである（FAO, 


2014）。 


現在、我が国で栽培されているトウモロコシは、統計上、飼料用青刈りデン


トコーンと生食用スイートコーンがあり、2012 年の青刈りデントコーンの作付


面積は約 9 万 2,000haで（農林水産省, 2014a）、2012 年のスイートコーンの


作付面積は約 2 万 4,900ha である（農林水産省, 2013）。 


 


・栽培方法 


 海外では、米国をはじめとする主要栽培国において、大型機械を利用した大


規模栽培が行われている。 


一方、我が国では、飼料用トウモロコシを中心に栽培が行われており、慣行


栽培法は次のとおりである。 


北海道から九州に至る慣行播種期は４月中～下旬から５月中～下旬が最も


多い。適正栽植密度は 10aあたり 6,000～8,000 本である。中耕、除草、土寄


せは一連の作業で行い、生育初期に２～３回行う。収穫期は９月下旬から 10


月下旬で、関東や西南暖地ではやや早く、北海道や東北、東山ではやや遅い（瀧


澤, 2001）。 


なお、国内主要種苗メーカーの品種リストに基づくと、現在、栽培用として


市販されているトウモロコシ種子のほとんどは、海外から輸入された一代雑種


(F1)品種であり、収穫種子を翌年に栽培用として播種することは一般的でな


い。 


 


・流通実態及び用途 


  世界第一のトウモロコシ生産国である米国では、その大部分がアイオワ州、


イリノイ州、ネブラスカ州及びミネソタ州を中心としたコーンベルトと呼ばれ


る地域で栽培されている。2012 年における米国でのトウモロコシの利用用途の


内訳は、48.7%が飼料（9.2%の蒸留粕を含む）、30.8%がエタノール製造、8.4%


が輸出で、残りはコーンシロップ等の食品製造であった（NCGA,2013）。 


我が国では、2013 年に約 1,445 万トンのトウモロコシを輸入している（財


務省, 2014）。輸入トウモロコシのうちの約 950 万トンは飼料用であり、残り


は食品・工業用及び栽培用と考えられる。なお、飼料用トウモロコシの大部分







は、配合・混合飼料の原料として利用されている（配合飼料供給安定機構, 2014）。 


また、飼料用トウモロコシは、発芽可能な状態で輸入されるものが多いが、


加熱・圧ぺんすること等が関税制度の下、義務づけられている（農林水産省, 


2014b）。 


 


 


３．生理学的及び生態学的特性 


（１）生息又は生育可能な環境の条件 


 トウモロコシは、長い年月の間に栽培植物として馴化された結果、自然条件下


における自生能力を失った作物である（OECD, 2003）。 


 トウモロコシ種子の発芽の最低温度は 10～11 ℃、最適温度は 33 ℃とされて


いる。実際に播種されるのは 13～14 ℃以上である（中村, 2001）。 


 品種や地域によって栽培時期は多少異なるが、主に春に播種されて秋に収穫さ


れる一年生の作物である（瀧澤, 2001）。 


 また、トウモロコシはもともと短日植物であり、その感光性（日長反応性）は


晩生種ほど敏感で、早生品種ほど鈍感である（柿本ら, 2001）。 


 これら温度条件等の他、トウモロコシは吸水により種子重が乾燥重の1.6～2.0


倍になったときに幼根（初生根又は種子根）が抽出し、子実発芽となる（戸


澤,2005）。また、トウモロコシの栽培は腐植に富む土壌が適し、pH 5.0～8.0


の範囲で栽培可能である（戸澤， 2005）。 


 


（２）繁殖又は増殖の様式 


・種子の脱粒性、散布様式、休眠性及び寿命 


 完熟した種子は雌穂の苞皮で覆われており、脱粒しない。 


トウモロコシは長い間栽培植物として利用してきた過程で、自然条件下にお


ける自生能力を失っており、その種子を分散させるためには人間の仲介が必要


である（OECD, 2003）。 


種子の休眠性は知られていない。種子の寿命は、主に温度と湿度によって左


右され、低温乾燥下では長く、高温多湿下では短い（戸澤, 2005）。氷点下の


気温は種子の発芽に悪影響を与え、トウモロコシ種子生産に影響を及ぼす主要


な要因となっている。また、45 ℃以上の気温も種子の発芽に悪影響を及ぼす


ことが報告されている（Wych, 1988）。 


さらに、収穫時に雌穂又は種子が地上に落下しても、土壌温度が 10 ℃に達


し、適度な水分条件を伴うまで発芽しないため、その多くが自然状態では腐敗


し枯死する（菊池, 1987、中村, 2001）。また、仮に発芽しても生長点が地上


に出た後は６～８時間以上０ ℃以下の外気にさらされると生存できない


（OECD, 2003）。子実の活力を６～８年保存するには、子実水分 12 %、温度


10 ℃、相対湿度 55 %以内に保つことが必要である（中村, 2001、OECD, 2003）。 







 


・ 栄養繁殖の様式並びに自然条件において植物体を再生しうる組織または器官


からの出芽特性 


 トウモロコシは栄養繁殖せず、種子繁殖する。自然条件において植物体を再


生しうる組織又は器官からの出芽特性があるという報告はこれまでのところ


ない。 


 


・ 自殖性、他殖性の程度、自家不和合性の有無、近縁野生種との交雑性及びア


ポミクシスを生ずる特性を有する場合はその程度 


 トウモロコシは雌雄同株植物の一年生作物で、主として風媒によって受粉す


る作物であり 95～99 %は他家受粉によって作られた種子により繁殖するが、


自家不和合性は知られておらず、自家受粉も可能である（千藤, 2001、OECD, 


2003）。 


トウモロコシと交雑可能なのは、同じ Z. mays 種に含まれトウモロコシの


近縁野生種である一年生のテオシント(Z. mays subsp. mexicana)、及び


Tripsacum 属である。トウモロコシとテオシントは近接している場合に自由に


交雑するが、Tripsacum 属との交雑は非常に稀である（OECD, 2003）。テオシ


ントはメキシコからグアテマラにかけて分布しており、Tripsacum 属の分布地


域は北アメリカ東部、南部から南米となっている（山田, 2001、OECD, 2003）。 


 なお、我が国におけるトウモロコシと交雑可能なテオシント及び Tripsacum 


属の野生種の自生については、これまでのところ報告はない。また、受精を伴


わない繁殖能力を有する種子の生産（アポミクシス）についての報告はない。 


 


・ 花粉の生産量、稔性、形状、媒介方法、飛散距離及び寿命 


トウモロコシは雌雄異花序で、雌花は葉腋について 1～3 本の雌穂を形成し、


雄穂は茎の先端につく（柿本ら, 2001、OECD, 2003）。雄穂は抽出すると３～


５日で開花し、開花始めから終わりまでの期間は盛夏で一般に８～９日である


（中村, 2001）。一方、雌穂の絹糸抽出は雄穂開花のおよそ 1日後に始まり、


抽出始めから抽出揃いまでの期間は５～６日である（中村,2001）。一本の雄


穂には 1,200～2,000 個の小穂があり、一雄穂当たりの花粉の生産量は、約


1,800 万粒とされている（OECD, 2003）。 


 花粉の稔性は花粉の充実度を観察することで推定できる（西尾, 2002）。 


花粉の形状は球形で、直径は 90～120 μm程度である（中村, 2001）。 


 受粉は主に風媒によって行われ、ほとんどの場合は他家受粉である（戸澤, 


2005）。他品種、系統の花粉の混入を防ぐため隔離距離は、林、高層建築物な


どの障害物の有無などにより異なるものの、200～400 m とされている（千藤


2001）。 


 我が国でのトウモロコシほ場周辺におけるヒマワリ（Helianthus annuus）







及びイヌホオズキ（Solanum nigrum ）葉へのトウモロコシの花粉の堆積密度


を調査した研究では、ほ場の縁（0 m）での最大花粉堆積密度はヒマワリの葉


で 81.7 粒/cm2、イヌホオズキの葉では 71.1 粒/cm2 であった（Shirai and 


Takahashi, 2005）。また、ほ場から 5 m 離れた場合の最大堆積密度は、ヒマ


ワリの葉で 19.6 粒/cm2、イヌホオズキの葉では 22.2 粒/cm2、ほ場から 10 m


離れた場合はヒマワリの葉で 10 粒/cm2以内であった（Shirai and Takahashi, 


2005）。 


また、北米でも全 7 ヵ所のトウモロコシ畑周辺で、延べ 1,700 本以上のトウワタ 


(Asclepias syriaca) を用いて花粉堆積密度の調査が行われている  (Pleasants et 


al., 2001)。調査の結果、トウモロコシ畑から 1m、2m、4～5m離れるにつれて、花粉


の平均堆積密度は 35.4 粒/cm2、14.2 粒/cm2、そして 8.1 粒/cm2へと減少していくこ


とが明らかとなっている。 


さらに、カナダのトウモロコシ畑周辺のトウワタの葉上における花粉堆積密度を調


査しており、ほ場の縁から 1m及び 5m離れた地点での平均堆積密度は、それぞれ平均


28粒/cm2及び 1.4粒/cm2であったと報告している (Sears et al., 2000)。 


   花粉の寿命は通常 10～30 分であるが、好適条件下ではさらに長い（CFIA, 


2012）。平均的な花粉は大気中に飛散した２時間後にはその発芽能力を 100 %


失うという報告もある（Luna et al., 2001）。 


 


（３）有害物質の産生性 


 トウモロコシにおいて、自然条件下で周囲の野生動植物等の生育または生息に


影響を及ぼす有害物質の産生は報告されていない。 


 


（４）その他の情報 


 これまで、運搬等においてこぼれ落ちたトウモロコシの、我が国の畑以外での


生育については、熊本県内の港湾で１個体のみ報告されている（農林水産


省,2014b）。 
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生物多様性影響評価検討会での検討の結果 


名称：チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グルホシネート耐性トウモロコ


シ (改変 cry1F, cry34Ab1, cry35Ab1, pat, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis) (4114, 
OECD UI: DP-ØØ4114-3) 


第一種使用等の内容：食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬及び


廃棄並びにこれらに付随する行為 


申請者：デュポン株式会社 


(１)生物多様性影響評価の結果について 


   本組換えトウモロコシは、Agrobacterium tumefaciens LBA4404 株由来のプラスミド
pSB1をもとに構築された PHP27118の T-DNA領域をアグロバクテリウム法により導入し作出
されている。 
本組換えトウモロコシは、Bacillus thuringiensis var. aizawai由来の改変 Cry1F蛋
白質をコードする改変 cry1F遺伝子、B. thuringiensis PS149B1株由来の Cry34Ab1蛋
白質をコードする cry34Ab1遺伝子、B. thuringiensis PS149B1株由来の Cry35Ab1蛋
白質をコードする cry35Ab1遺伝子及び Streptomyces viridochromogenes由来の PAT
蛋白質をコードする pat 遺伝子が染色体上に１コピー組み込まれ、複数世代にわたり安定し
て伝達されていることが遺伝子の分離様式及びサザンブロット分析により確認されている。また、


目的の遺伝子が複数世代にわたり安定して発現していることが ELISA 分析により確認されて
いる。 


 
(ア)競合における優位性 


  宿主が属する生物種であるトウモロコシは、我が国において長年にわたり栽培されてい


るが、我が国において自生しているとの報告はなされていない。 
2011～2012 年に我が国の隔離ほ場において、本組換えトウモロコシの競合における優
位性に関わる諸形質について調査が行われた。その結果、発芽揃い日が非組換えトウモ


ロコシより本組換えトウモロコシで早く、稈長にも統計学的有意差が認められた。しか


しながら、種子の生産量や休眠性等、その他の調査項目では、統計学的有意差は認めら


れず、発芽揃い日及び稈長に認められた相違が本組換えトウモロコシを自生させる要因


になるとは考え難い。 
本組換えトウモロコシには改変 Cry1F蛋白質、Cry34Ab1蛋白質及び Cry35Ab1蛋白
質産生によるチョウ目及びコウチュウ目害虫に対する抵抗性が付与されているが、これ


らの昆虫による食害は、トウモロコシが我が国の自然環境下で生育することを困難にし


ている主要因ではない。このことから、本特性の付与が本組換えトウモロコシを自然環


境で自生させる要因になるとは考え難い。また、PAT蛋白質産生による除草剤グルホシ
ネート耐性も付与されているが、本除草剤が散布されることが想定されない自然環境下


において、これらの除草剤に耐性であることで競合における優位性が高まるとは考え難


い。 
 以上より、本組換えトウモロコシの影響を受ける可能性のある野生動植物等は特定され
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ず、本組換えトウモロコシの競合における優位性に起因する生物多様性影響が生ずるお


それはないとの申請者による結論は妥当であると判断した。 
 
(イ)有害物質の産生性 
宿主が属する生物種であるトウモロコシが、野生動植物等の生息又は生育に影響を及ぼ


すような有害物質を産生するとの報告はない。 
本組換えトウモロコシ中に産生される改変 Cry1F 蛋白質はチョウ目害虫に対し、


Cry34Ab1蛋白質及び Cry35Ab1蛋白質はコウチュウ目害虫に対し殺虫活性を有するが、
その他の野生動植物に対しての毒性は認められていない。また、除草剤グルホシネート


耐性を付与する PAT蛋白質も有害物質としての報告は無い。さらに、これら Bt蛋白質
や PAT蛋白質は、既知アレルゲンと類似の配列を有さないことが確認されている。なお、
PAT 蛋白質の作用により除草剤グルホシネートの代謝産物である N-アセチルグルホシ
ネートが産生されるが、N-アセチルグルホシネートの動物に対する毒性はグルホシネー
トより低いことが確認されている。 


2011～2012 年に我が国の隔離ほ場において、本組換えトウモロコシの有害物質産生性
の有無を後作試験、鋤込み試験及び土壌微生物相試験により検討した。その結果、土壌


微生物相試験において、放線菌数に統計学的有意差が認められたが、最小及び最大値の


いずれの値も過去の同ほ場において通常の肥培管理を行ったときの放線菌数の変動の範


囲を超えるものではなかった。その他の項目については、本組換えトウモロコシ区と対


照の非組換えトウモロコシ区との間で統計学的有意差は認められなかった。 
本組換えトウモロコシの花粉又は植物体を摂取することにより影響を受ける可能性の


ある野生動植物等として、チョウ目昆虫 99種及びコウチュウ目昆虫 4種が特定された。
しかしながら、特定された昆虫種がトウモロコシ栽培ほ場周辺に局所的に生息している


可能性は低いと考えられることから、個体群レベルで本組換えトウモロコシによる影響


を受ける可能性は低いと考えられた。 
以上のことから、本組換えトウモロコシの影響を受ける可能性のある野生動植物等は


特定されず、本組換えトウモロコシの有害物質の産生性に起因する生物多様性影響が生


ずるおそれはないとの申請者による結論は妥当であると判断した。 
 
(ウ)交雑性 
我が国の自然環境中にはトウモロコシと交雑可能な野生植物は生育していないことか


ら、影響を受ける可能性のある野生植物は特定されず、交雑性に起因する生物多様性影


響が生ずるおそれはないとの申請者による結論は妥当であると判断した。 
 
(２)生物多様性影響評価を踏まえた結論 
 以上を踏まえ、本組換えトウモロコシを第一種使用規程に従って使用した場合に、我が国に


おける生物多様性に影響が生ずるおそれはないとした生物多様性影響評価書の結論は妥当


であると判断した。 
 








資料２－２


学識経験者の意見


専門の学識経験者により 「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の、


確保に関する法律」に基づき申請のあった下記の遺伝子組換え生物等に係る第一種使用規


程に従って使用した際の生物多様性影響について検討が行われ、別紙のとおり意見がとり


まとめられました。


記


123.2.2１ 青紫色カーネーション


（ 、 、 （ ）F3'5'H DFR Dianthus caryophyllus L. OECD UI:FLO-4Ø619-7）


２ チョウ目害虫抵抗性トウモロコシ


（ 、 （ ）cry1Ab Zea mays L. MON810,OECD UI:MON-ØØ81Ø-6）


３ コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ


（ 、 （ ）cry3Bb1 Zea mays L. MON863,OECD UI:MON-ØØ863-5）


（別 紙）


１ （略）


２ 名称：チョウ目害虫抵抗性トウモロコシ


( 、 )( ， ： )cry1Ab Zea mays L. MON810 OECD UI MON-ØØ81Ø-6
申請者：日本モンサント㈱


第一種使用等の内容：食用、飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬、


廃棄及びこれらに付随する行為


(1) 生物多様性影響評価の結果について


① 競合における優位性


競合における優位性に関わる諸形質を比較検討した結果、稈長において組換え


トウモロコシと対照の非組換えトウモロコシの間で統計的有意差が認められた。


また、本組換えトウモロコシはチョウ目害虫抵抗性を有する。そのことによっ


て一時的に生存率が高まることが考えられる。しかし、稈長の違いとチョウ目害虫


抵抗性以外の競合における優位性に関わる諸形質で本組換えトウモロコシと対照


の非組換えトウモロコシとの間で意味のある差異は認められなかったことから、


これらの形質だけで競合における優位性が高まるとは考えられない。


上記を踏まえ、競合における優位性に起因する生物多様性影響を生じるおそれ


はないとした生物多様性影響評価書の記述は妥当と考える。


② 有害物質の産生性


有害物質の産生性の有無を鋤き込み試験、後作試験、土壌微生物相試験により







、 、比較検討したが 本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシとの間で


差異は認められなかった。


また、本組換えトウモロコシには 蛋白質の発現によってトウモロコシCry1Ab
のチョウ目害虫であるアワノメイガ( )に対する抵抗性が付与されOstrinia nubilalis
ている。このことから、わが国に生息するチョウ目昆虫が幼虫の時期に、本組換


えトウモロコシから飛散した花粉を食餌植物と共に摂食して影響を受ける可能性


がある。


このため 「環境省レッドリスト( 年改訂版)」から、チョウ目害虫抵抗性、 2000
トウモロコシ栽培の影響を受ける可能性が否定できない絶滅危惧及び準絶滅危惧


に区分されているチョウ目昆虫を、 )幼虫の活動期(摂食期)と本遺伝子組換えト1
ウモロコシの開花期の関係、 )幼虫の食餌植物と花粉の接触の可能性、の 点か2 2
ら絞込みを行い 種(２亜種を含む)が特定された。11


本組換えトウモロコシの花粉により影響を受ける可能性が否定できないチョウ


目昆虫が特定されたことから、その影響の具体的内容を評価した。その実施に当


たっては、農業環境技術研究所が生物検定用の昆虫として選定しているヤマトシ


ジミ( )（①Ｂｔトウモロコシ花粉への感受性が高い、②集団飼Zizeeria maha argia
育しやすい、③採集や継代飼育が容易、④チョウ目害虫用 トキシンの様々なBt
タイプに対して感受性であること、などの条件を満たしている等の理由により選


定）を用いて行った。


本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシの花粉を生物検定用昆虫


1 2,000ヤマトシジミ 齢幼虫に摂食させて生存率を比較したところ、有意な差が


～ 粒 の花粉密度で認められ、花粉摂食開始 日後の （半数致死濃4,000 /cm 5 LC502


度）は 粒 であった。2,300 /cm2


本組換えトウモロコシと対照の非組換えトウモロコシの間で、花粉の量、花粉


の大きさについて比較した結果、統計学的有意差は認められなかった。


ヤマトシジミの生存率に影響の出た花粉密度 ～ 粒 を、ほ場か2,000 4,000 /cm ２


らの距離とトウモロコシ花粉の落下数(最大堆積花粉数)の関係を表す川島らのモ


デル式に入れ、花粉飛散が影響を与える距離を計算した。なお、このモデル式は


通常の気象条件下ではこれ以上の堆積はないという最大値を示している。その結


果、本遺伝子組換えトウモロコシの花粉が 粒 の濃度で堆積するのは最4,000 /cm ２


大 、 粒 の濃度で堆積するのは最大 と推定された。10m 2,000 /cm 20m２


また、本組換えトウモロコシの影響を受ける可能性のあるチョウ目昆虫として


特定された 種(２亜種を含む)の幼虫の食餌植物は、文献情報によると、野原、11
山地など広範な地域で生育しており、トウモロコシが栽培されるほ場やその近辺


を主な生育域としていないことが判明した。


以上の結果から本組換えトウモロコシの花粉による影響の生じやすさについて検


討したところ、組換えトウモロコシの花粉の飛散が影響を与えると推定される範囲


及び特定されたチョウ目昆虫 種（２亜種を含む）の幼虫の食餌植物の生育域か11
らの判断に基づいて、花粉の飛散により種又は個体群の維持に支障を及ぼす可能性


は極めて低いと結論された。


上記を踏まえ、有害物質の産生性に起因する生物多様性影響を生じるおそれは


ないとした生物多様性影響評価書の記述は妥当と考える。


③ 交雑性


トウモロコシの近縁種は 属と 属に分類されるテオシントであるTripsacum Zea







が、トウモロコシと自然交雑可能なのはテオシントのみである。我が国では、テ


オシント及び 属の野生種は報告されていない。Tripsacum
上記を踏まえ、交雑性に起因して生物多様性影響を生じるおそれはないとした


生物多様性影響評価書の記述は妥当と考える。


(2) 生物多様性影響評価書を踏まえた結論


本組換えトウモロコシを第一種使用規程に従って使用した場合に、生物多様性影


響が生じるおそれはないとした生物多様性影響評価書の内容は適正であると判断し


た。


３ （略）


留意事項等


青紫色カーネーション、チョウ目害虫抵抗性トウモロコシ、コウチュウ目害虫抵抗性


トウモロコシの生物多様性影響評価の内容は、適正であると判断した上で、今後の科学


的知見の充実の観点から下記のとおり情報収集等を求めることとした。


１ 申請者に対する要請


① ウイルス由来の配列を含む核酸を導入している場合、導入遺伝子の水平伝達につ


いて必要な知見を得るための情報収集を行っていくこと。


② Ｂｔ遺伝子を導入した害虫抵抗性の組換え体については、植物体の体内で発現し


ているＢｔ蛋白質について、土壌中での残存性、分解速度等についての情報収集を


行い報告すること。


③ 申請者による生物多様性影響を把握するための試験を実施するに当たって、生物


多様性影響の有無を判断するための試験結果が得られるよう試験設計に更に注意す


ること。


２ 今後の課題


、 、遺伝子組換え生物等による生物多様性影響に関しては 科学的知見の充実に向けて


さらなる試験研究が必要である。
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学識経験者意見 


 


 


 専門の学識経験者により、「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の


確保に関する法律」に基づき申請のあった下記の遺伝子組換え生物等に係る第一種使用規


程に従って使用した際の生物多様性影響について検討が行われ、別紙のとおり意見がとり


まとめられました。                             


 


１ チョウ目害虫抵抗性及び除草剤グルホシネート耐性トウモロコシ(cry1Ac,         


bar, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis) (DBT418, OECD UI: DKB-89614-9)  


 


２ コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ(改変 cry3Aa2, Zea mays subsp. mays (L.) 


Iltis)(MIR604, OECD UI: SYN-IR6O4-5) 


 


３ 除草剤グルホシネート耐性及びチョウ目害虫抵抗性ワタ（改変 bar, 改変 cry1Ac, 


cry2Ab, Gossypium hirsutum L.)(LLCotton25×15985, OECD UI：ACS-GMOO1-3×


MON-15985-7) 







 


 


                                    （別紙） 
 


生物多様性影響評価検討会での検討結果 


 


１ （略） 


 
２ 名称：コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ(改変 cry3Aa2, Zea mays subsp. mays 


(L.) Iltis)(MIR604, OECD UI: SYN-IR604-5) 


  第一種使用等の内容：食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬


及び廃棄並びにこれらに付随する行為 


    申請者：シンジェンタ ジャパン（株） 
 


（１）生物多様性影響評価の結果について 


  ア 競合における優位性 


宿主が属する生物種であるトウモロコシ（Zea mays subsp. mays (L.) Iltis）は、
我が国において長期間にわたり栽培等がなされてきたが、自生しているとの報告は


なされていない。 


本組換えトウモロコシには、移入された改変 cry3Aa2 によりコウチュウ目昆虫
への抵抗性が付与されている。しかし、コウチュウ目昆虫による食害はトウモロコ


シが我が国の自然環境下で生育することを困難にさせる主な要因ではないと考え


られる。 


また、移入された pmi遺伝子により PMI蛋白質を発現しマンノースを炭素源と
して利用する機能を持つが、この形質により競合における優位性が高まることは


ないと考えられる。 


さらに、我が国の隔離ほ場において本組換えトウモロコシの競合における優位性


に関わる諸形質が調査されており、非組換えトウモロコシとの有意差は認められて


いない。 


以上より、影響を受ける可能性のある野生動植物等は特定されず、競合における


優位性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないとの申請者による結論は


妥当であると判断した。 


 


    イ  有害物質の産生性 


   (ｱ)  影響を受ける可能性のある野生動植物の特定 
宿主が属する生物種であるトウモロコシについては、野生動植物等に影響を与


える有害物質を産生するとの報告はなされていない。 


本組換えトウモロコシには、移入された pmi 遺伝子により、マンノース 6-リ
ン酸とフルクトース 6-リン酸を相互変換するホスホマンノースイソメラーゼ
（PMI 蛋白質）の産生性が付与されているが、その反応は特異的で、PMI 蛋白
質が反応する他の天然基質は知られていない。このため、PMI 蛋白質が宿主の
他の代謝経路に影響を及ぼし、有害物質を産生するおそれはないと考えられる。 







 


 


また、本組換えトウモロコシの有害物質（根から分泌され他の植物へ影響を与


えるもの、根から分泌され土壌微生物に影響を与えるもの、植物体が内部に有し


枯死した後に他の植物に影響を与えるもの）の産生性が隔離ほ場において調査さ


れているが、非組換えトウモロコシとの間で有意差は認められていない。 一方、


本組換えトウモロコシはコウチュウ目昆虫への殺虫活性を有する改変 Cry3Aa2
蛋白質を産生することから、影響を受ける可能性のある野生動植物種として、我


が国に生息するコウチュウ目昆虫が特定される。 


   (ｲ)  影響の具体的内容の評価 
      改変 Cry3Aa2蛋白質に最も高い感受性を示したWestern Corn Rootwormに、


改変 Cry3Aa2 蛋白質を 1.4µg/ml の濃度で含む、寒天でゲル化した食餌を 144
時間与えた結果、約半数の個体が致死という結果が得られている。 


   (ｳ)  影響の生じやすさの評価 
農業害虫以外のコウチュウ目昆虫への改変 Cry3Aa2 蛋白質の曝露経路として
は、 


a  本組換えトウモロコシが直接食害される場合 
b 土壌中に鋤込まれた植物体やそこから溶出した蛋白質が鋤込まれた植物体と
共に摂食される場合 


c  花粉飛散により食餌植物と共に摂食される場合 
が考えられる。 


しかしながら、我が国に生息するコウチュウ目昆虫のうち防除すべき害虫以


外の種の主な生息地は、トウモロコシほ場及びその周辺ではないことから、上


記 a及び bの経路によりコウチュウ目昆虫が個体群で影響を受ける可能性は極
めて低いと考えられた。 


また、本組換えトウモロコシの花粉中における改変 Cry3Aa2蛋白質の発現量
は、調査に用いた ELISA 法の検出限界(0.01μg/g)以下であり、(ｲ)で述べた
Cry3Aa2蛋白質に最も感受性の高いWestern Corn Rootwormにおける致死濃
度と比較しても、自然条件下において本組換えトウモロコシの花粉がコウチュ


ウ目昆虫に影響を与えるほど堆積するとは考えにくく、cの経路によりコウチュ
ウ目昆虫が影響を受ける可能性は極めて低いと考えられた。 


よって、本組換えトウモロコシが有する改変 Cry3Aa2 蛋白質に起因してわ
が国に生息するコウチュウ目昆虫の種又は個体群の維持に支障を及ぼすおそ


れはないと考えられた。 


また、我が国の隔離ほ場において、落とし穴法により集まった節足動物の個


体数を調べた結果、本組換え体と対照の非組換え体との間に差は認められてい


ない。 


   (ｴ) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 
以上より、有害物質の産生性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはない


との申請者による結論は妥当であると判断した。                           
 


   ウ 交雑性 







 


 


我が国の自然環境中にはトウモロコシと交雑可能な野生植物は生育していないこ


とから、影響を受ける可能性のある野生植物は特定されず、交雑性に起因する生物


多様性影響が生ずるおそれはないとの申請者による結論は妥当であると判断した。 


 


（２）生物多様性影響評価書を踏まえた結論 


以上を踏まえ、本組換えトウモロコシを第一種使用規程に従って使用した場合に、


生物多様性影響が生ずるおそれはないとした生物多様性影響評価書の結論は妥当であ


ると判断した。 


 


 


３ （略） 
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（ ）別添
学識経験者の意見


専門の学識経験者により 「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の、
確保に関する法律」に基づき申請のあった以下の遺伝子組換え生物等に係る第一種使用規
程に従って使用した際の生物多様性影響について検討が行われ、別紙のとおり意見がとり
まとめられました。


（ ( )１ 名称：除草剤グリホサート耐性トウモロコシ cp4 epsps Zea mays mays, subsp. L.
（ ）Iltis NK603, OECD UI:MON-00603-6）


cp4 epsps,２ 名称：除草剤グリホサート耐性及びコウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ（
）（ ）cry3Bb1 Zea mays mays, subsp. L. Iltis MON88017, OECD UI:MON-88017-3( )


（ ）３ 名称：除草剤グリホサート耐性ワタ cp4 epsps Gossypium hirsutum, L.
（ ）1445, OECD UI: MON-01445-2
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（別紙）


（ ( )１ 名称：除草剤グリホサート耐性トウモロコシ cp4 epsps Zea mays mays, subsp. L.
（ ）Iltis NK603, OECD UI:MON-00603-6）


第一種使用等の内容：食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬
及び廃棄並びにこれらに付随する行為


申請者：日本モンサント（株）


(1) 生物多様性影響評価の結果について
① 競合における優位性


宿主が属する生物種であるトウモロコシ（ ( ) ）につZea mays mayssubsp. L. Iltis.
いては、これまで我が国において第一種使用等がなされているが、我が国において
自生化するとの報告はされていない。
本組換えトウモロコシについては、移入された により除草剤であるグcp4 epsps


リホサートへの耐性が付与されているが、グリホサートが自然環境下で選択圧にな
るとは考えにくい。また、我が国の隔離ほ場における調査の結果、 粒重におい100
て非組換えトウモロコシとのわずかな差が認められたことを除き、競合における優
位性に関わる諸形質に有意差はないことが確認されている。これらのことから本組
換えトウモロコシが非組換えトウモロコシよりも競合において優位になるとは考え
にくい。
このことから、影響を受ける可能性のある野生動植物等は特定されず、競合にお


ける優位性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないとの申請者による結論
は妥当であると判断した。


② 有害物質の産生性
宿主が属する生物種であるトウモロコシについては、野生動植物等に影響を与え


る有害物質を産生するとの報告はされていない。
本組換えトウモロコシは、グリホサートへの耐性を有する 蛋白質をCP4 EPSPS


EPSPS産生するが、本蛋白質が有害物質であるとする報告はされていない。また、
蛋白質は芳香族アミノ酸を合成するシキミ酸経路を触媒する酵素であるが、当該経
路の律速要素ではないことが明らかになっており、 を移入された他の遺cp4 epsps
伝子組換えトウモロコシでは芳香族アミノ酸含量に変化がないことが確認されてい
ることから、本組換えトウモロコシにおいて芳香族アミノ酸が過剰に産生されるこ
とはないと考えられる。更に、 蛋白質はホスホエノールピルビン酸及びシEPSPS
キミ酸－３－リン酸と特異的に反応する酵素であることから、 蛋白質CP4 EPSPS
が他の物質の反応を触媒して異なる物質が産生されることはないと考えられる。
また、我が国の隔離ほ場試験において、有害物質の産生性（根から分泌され他の


植物に影響を与えるもの、根から分泌され土壌微生物に影響を与えるもの、植物体
が内部に有し他の植物に影響を与えるもの）を調査しているが、非組換えトウモロ
コシとの有意差は認められていない。
これらのことから、影響を受ける可能性のある野生動植物等は特定されず、有害


物質の産生性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないとの申請者による結
論は妥当であると判断した。


③ 交雑性
我が国の自然環境中にはトウモロコシと交雑可能な野生種は生育していない。こ


のことから、影響を受ける可能性のある野生動植物等は特定されず、交雑性に起因
する生物多様性影響が生ずるおそれはないとの申請者による結論は妥当であると判
断した。


(2) 生物多様性影響評価書を踏まえた結論
本組換えトウモロコシを第一種使用規程に従って使用した場合に生物多様性影響が


生ずるおそれはないとした生物多様性影響評価書の結論は妥当であると判断した。
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２ （略）


３ （略）
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緊 急 措 置 計 画 書 
 


平成 26 年 6 月 20 日 
 


氏名 デュポン株式会社 
   代表取締役社長 田中 能之 
住所 東京都千代田区永田町二丁目 11 番 1 号 
   
 
 


チョウ目及びコウチュウ目害虫抵抗性並びに除草剤グルホシネート及びグリ


ホサート耐性トウモロコシ（改変 cry1F, cry34Ab1, cry35Ab1, pat, cry1Ab, 改
変 cry3Aa2, 改変 cp4 epsps, Zea mays subsp. mays (L.) Iltis）（4114×MON810
×MIR604×NK603, OECD UI: DP-ØØ4114-3×MON-ØØ81Ø-6×
SYN-IR6Ø4-5×MON-ØØ6Ø3-6）（以下「本スタック系統トウモロコシ」とい


う。）及び親系統それぞれへの導入遺伝子の組合せを有するものであって本スタ


ック系統トウモロコシから分離した後代のスタック系統トウモロコシの第一種


使用等において、今後、生物多様性影響が生ずるおそれがあると科学的に認め


られた場合、当該影響を効果的に防止するため、以下の措置をとることとする。 
 
 


1 第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者 
 
弊社内に緊急措置に適切に対応するための危機対策本部を速やかに設置す


る。危機対策本部は、社長を本部長、専務執行役員を副本部長とし、各部門


の部門長等から構成される。危機対策本部が、本スタック系統トウモロコシ


の開発者である米国パイオニア・ハイブレッド・インターナショナル社との


円滑な連絡を確保する。 
 


（個人名・所属は個人情報のため非開示） 
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2 第一種使用等の状況の把握の方法 
 
弊社は、本スタック系統トウモロコシの開発者である米国パイオニア・ハ


イブレッド・インターナショナル社と連絡を取り、第一種使用等の状況につ


いて情報収集を行う。 
 
 


3 第一種使用等をしている者に緊急措置を講ずる必要があること及び緊急


措置の内容を周知するための方法 
 
米国パイオニア・ハイブレッド・インターナショナル社は、米国における


本スタック系統トウモロコシ種子の購入者及び穀物取扱い業者、トウモロコ


シの栽培者が加入する団体に対して、広く情報を提供するための連絡体制を


保有している。したがって、今後、本スタック系統トウモロコシ及び親系統


それぞれへの導入遺伝子の組合せを有するものであって本スタック系統トウ


モロコシから分離した後代のスタック系統トウモロコシが我が国の生物多様


性に影響を与えるおそれがあると科学的に認められた場合、米国パイオニ


ア・ハイブレッド・インターナショナル社は、本連絡体制により、関係各者


と連絡を取る。 
 
また必要に応じて、弊社のホームページ等、国内の適切な媒体を通して、


一般に広く知らせる。 
 


 
4 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置をとり、その使用等を継


続するための具体的な措置の内容 
 
本スタック系統トウモロコシ及び親系統それぞれへの導入遺伝子の組合せ


を有するものであって本スタック系統トウモロコシから分離した後代のスタ


ック系統トウモロコシが我が国の生物多様性に影響を与えるおそれがあると


科学的に認められた場合、弊社は、米国パイオニア・ハイブレッド・インタ


ーナショナル社とともに、我が国向けに輸出している穀物取扱い業者、種子


取扱い業者及び我が国の栽培者等に対して本件を連絡する等の適切な措置を


講ずる。 
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5 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制 
 
本スタック系統トウモロコシ及び親系統それぞれへの導入遺伝子の組合せ


を有するものであって本スタック系統トウモロコシから分離した後代のスタ


ック系統トウモロコシが我が国の生物多様性に影響を与えるおそれがあると


科学的に認められた場合、弊社は、速やかに農林水産省消費・安全局農産安


全管理課及び環境省自然環境局野生生物課に連絡するとともに、緊急措置対


応のための体制及び連絡窓口を報告する。 
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