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水利用効率改善交雑アスペン 
(AtGolS2、 Populus tremula x P. tremuloides clone T89) 

申 請 の 概 要  



 第一種使用規程承認申請書  

 平成３０年４月１３日 
 文部科学大臣 林 芳正 殿 
 環境大臣   中川 雅治 殿 
 

        氏名  国立大学法人 筑波大学 
申請者      学長  永田 恭介 
        住所  茨城県つくば市天王台 1-1-1 

 

  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 

水利用効率改善交雑アスペン (AtGolS2, Populus tremula x P. tremuloides 
clone T89)  

  

  遺伝子組換え生物等の
第一種使用等の内容 

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   

  遺伝子組換え生物等の
第一種使用等の方法 

所在地 ：茨城県つくば市天王台 1-1-1 
名称  ：筑波大学つくば機能植物イノベーション研究センター 

遺伝子実験センター模擬的環境試験ほ場 II (隔離ほ場) 
使用期間：承認の日から平成 34 年 12 月 31 日まで 
１ 隔離ほ場の施設 
(1)部外者の立入りを防止するために、隔離ほ場を取り囲むように、高さ 230 

cm のフェンス (有刺鉄線 30 cm、メッシュフェンス 180 cm、コンクリ
ート基部 20 cm) を設置している。コンクリート部は地下 68 cm まで及
び、その下層に砕石層 15 cm が設けられている。 

(2)隔離ほ場であること、部外者は立入禁止であること及び管理責任者の氏
名を明示した標識を、見やすい所に掲げている。 

(3)土、遺伝子組換え交雑アスペンの残さ等が付着した隔離ほ場で使用した
機械、器具及び靴等を洗浄するための洗い場を設置しているとともに、
遺伝子組換え交雑アスペンの隔離ほ場の外への流出を防止するために、
排水系統には沈澱槽及び網等を設置している。 

２ 隔離ほ場での作業要領 
(1)遺伝子組換え交雑アスペン及び比較対照の交雑アスペン以外の植物が、

隔離ほ場内の使用区画で生育することを抑制する。 
(2)遺伝子組換え交雑アスペンを隔離ほ場の外に運搬し、又は保管する場合

は、遺伝子組換え交雑アスペンが漏出しない構造の容器に入れる。 

  



 

  遺伝子組換え生物等の
第 一 種 使 用 等 の 方 法 
(つづき) 

(3)(2)により運搬又は保管する場合を除き、遺伝子組換え交雑アスペンの
栽培終了後は、隔離ほ場内において、当該遺伝子組換え交雑アスペン及
び比較対照の交雑アスペンは裁断後、オートクレーブ等で不活化する。 

(4)花粉移動を防止するために、花芽が形成された場合は、これらを速やか
に切除し、オートクレーブにて不活化する。 

(5)意図せずに遺伝子組換え交雑アスペンが隔離ほ場の外に持ち出される
ことを防止するため、隔離ほ場内の使用区画で使用した機械、器具及び
靴等は、作業終了後、隔離ほ場内で洗浄等を行う。 

(6)隔離ほ場が本来有する機能が十分発揮されるように、設備の維持及び管
理を行う。 

(7)(1) から (6) に掲げる事項について第一種使用等を行う者に遵守させ
る。 

(8)生物多様性への影響が生ずるおそれがあると認められるに至った場合
は、別に定める緊急措置計画書に基づき、速やかに対処する。 
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生物多様性影響評価書 
 
第一 生物多様性影響に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 

 宿主は、ヤナギ科 (Salicaceae) ヤマナラシ属 (Populus L.) に属するヨーロッパヤ
マナラシ (Populus tremula L.) とアメリカヤマナラシ (P. tremuloides Michx.) の交
雑種のクローン T89 系統である。ヨーロッパヤマナラシとアメリカヤマナラシによる
交雑種 (以降、交雑アスペン) は、北欧で優れた生育特性を示したことから、1950 年
代にスウェーデンで大規模な育種プログラムが実施され多くの交雑系統が作出された 
[1] [2] [3]。T89 系統は、高い培養特性、特にアグロバクテリウム媒介法による形質
転換効率の高さから研究材料として広く利用されている [4, 5]。 
 ヤマナラシ属の分類については、多くの学説があるが、最新の学説によれば、およ
そ 30 種程度とされる [1] [6]。ヤマナラシ属は 6 種の節 (Abaso 節、Turanga 節、
Leucoides 節、Aigeiros (クロヤマナラシ) 節、Tacamahaca (ドロノキ) 節、Populus 
(ヤマナラシ) 節) に大分され、その利用、分布、経済性などが大きく異なる。本交雑
アスペンの交配親であるヨーロッパヤマナラシとアメリカヤマナラシはいずれもヤマ
ナラシ節に属する。同じ節内での交雑は比較的容易とされる (別紙 2)。一方で、節間
での交雑の難易については、組み合わせによって異なるが困難、あるいは不可能であ
る組み合わせが多いことが知られる [1] (別紙 2)。 

交雑アスペン T89 系統は実験室では世界中で広く利用されるが、大規模な植林に使
用された情報はなく、自然にも自生しない。交雑アスペンの交配親の一方であるヨー
ロッパヤマナラシ (P. tremula) は、ヨーロッパ、北アフリカ、北東アジアに広く分布
する。交雑アスペンの他方の交配親であるアメリカヤマナラシ (P. tremuloides) は北
アメリカのみに分布するが、その分布域は、経度 110°、緯度 47°にわたり、木本植
物の中で 2 番目に広い分布域である [1]。  

日本では、Tacamahaca 節に属するドロノキ (P. suveolens Fich. (旧学名 P. 
maximowiczii A. Henry) と及び Populus 節に P. tremula の亜種であるヤマナラシ (P. 
termula var. sieboldii) と チョウセンヤマナラシ (P. tremula var. davidiana) が自生す
る。ドロノキ及びヤマナラシは、北海道から九州まで全国に分布する。チョウセンヤ
マナラシは、北海道と本州の一部地域 (岩手県早池峰) に分布する [7]。2002 年 3 月
から 2004 年 10 月の期間に実施された筑波大学構内のフロラ調査では、ヤマナラシ 
(P. termula var. sieboldii) 2 標本が採取され、筑波大学構内での自生が確認されている 
[8]。日本に自生するヤマナラシ属の樹木であるヤマナラシ (P. seiboldii Miq.) は、ヨ
ーロッパヤマナラシの亜種 (P. tremula var. sieboldii) として分類された時期もあった
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が、現在は別種と考えられている [1] [6]。 
 
(２) 使用等の歴史及び現状 

 ヤマナラシ属の樹木は、古くから人類によって利用されてきた林木の一つであり、
1 万年以上前の中東ユーフラテス川でヤマナラシ属の樹木を薪として利用した痕跡が
発見されているのをはじめ、ヨーロッパでは、ギリシャ神話にも見られるように古代
から人々の暮らしの中にあった。印象派の巨匠クロード・モネの有名なポプラの連作
で知られるように、ヤマナラシ属の樹木栽培は 18 世紀半ばまでにはヨーロッパの
人々の暮らしに広く浸透していた [6]。 
 また中国では、近年、ヤマナラシ属林木の産業植林及びそれを材料とした木材工業
が急速に成長し、目覚ましく発展を遂げている [9]。 
 FAO が把握するヤマナラシ属林木の植林地の総計は 8,826.6 万ヘクタールで、国別
では、最も広い中国で 757.0 万ヘクタール、次いで 23.6 万でフランス、15.0 万ヘクタ
ールでイラン、12.5 万ヘクタールでトルコ、10.9 万ヘクタールでハンガリー、10.5 万
ヘクタールでスペイン、10.1 万ヘクタールでイタリア、4.9 万ヘクタールでスウェー
デン、4.8 万ヘクタールでルーマニアと続く [6]。 

日本でも明治以降にポプラの植林が導入されて各所に並木として植林されたが、産
業植林は殆ど根付かなかった。林野庁の森林・林業統計要覧 2016 や地方自治体の林
業統計をみても、ヤマナラシ属の樹木の植林地の統計はないが、森林・林業統計要覧
2016 の樹種別人工造林面積の統計では、広葉樹の人工造林面積が 2,637 ヘクタールで
あり、この一部にヤマナラシ属の樹木が含まれていると推察しても諸外国と比較して
小規模である [10]。 

 
(３) 生理学的及び生態学的特性 

イ 基本的特性  
ヤマナラシ属の樹木は、落葉喬木、雌雄異株である。本組換え体の宿主である交雑ア

スペン T89 系統は雄株である。交雑アスペン T89 系統及び他のクローンに関して、わ
が国で生育した際の樹高や直径に関する情報は見つからなかったが、フィンランドに
おける交雑アスペン (P. tremula x P. tremuloides ) 4 系統の生育に関する報告では、植
林 2 年目の樹高及び胸高直径の平均値の範囲は 184.5 ～ 194.2 cm 及び 1.0 ～ 1.4 cm、
5 年目の樹高及び胸高直径の平均値の範囲は 435.4 ～ 512.3 cm 及び 3.6 ～ 4.3 cm で
あり、いずれも交配片親のヨーロッパヤマナラシ (P. tremula ) (2 年目の平均樹高及び
平均胸高直径は 144.7 cm 及び 0.9 cm、5 年目の平均樹高及び平均強行直径は 324.9 cm
及び 3.3 cm) よりも有意に大きかった [3]。同じヤマナラシ節のギンドロは、落葉喬
木、雌雄異株で樹高 25 ～ 30 m になる樹木であり、成長等に優れた選抜クローンの 5
年生の樹高は 6.3 ～ 7.0 m、胸高直径は 6.7 ～ 9.0 cm と報告されている [7]。2007
年 3 月から 2010 年 12 月まで 3 年 9 か月の間、独立行政法人林木育種センター (現 国
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立研究開発法人 森林研究・整備機構 森林総合研究所 林木育種センター) (以下、林木
育種センター) 隔離ほ場 (茨城県日立市十王町伊師 3809 番地 1) で実施された遺伝子
組換えギンドロの第一種使用における非形質転換ギンドロの樹高は約 3.7 m であった
ことが報告されている [11]。 

ほとんどのヤマナラシ属の樹木の開花開始年齢は、10 年から 15 年生以降である。ヒ
ロハヤマナラシ (P. deltoids) は例外的に早熟で 4 年で開花することがある [1]。穂は
暗赤色で長さ 4 ～ 10 cm、雌花穂は黄緑色でやや短く、開花期はつくば地区で 3 月下
旬から 4 月上旬、北海道で 4 月中旬から 5 月で、開花の 1 ヶ月後には果実は熟する [7]。 

 
ロ 生息又は生育可能な環境の条件 

 ヨーロッパハコヤナギ (P. tremula) と アメリカヤマナラシ (P. tremuloides) の交
雑アスペンは北欧で優れた生育特性を示すことが知られるが [1] [2] [3]、わが国での
栽培特性についての情報はないが、同じヤマナラシ節のギンドロ (P. alba) について
は、以前、わが国で実施された第一種使用に先立って収集された生息又は生息可能な
環境情報に関する情報がある [7]。これによると、ギンドロは地中海沿岸のヨーロッ
パから中央アジアを原産とし、適潤性から弱湿性の弱酸性土壌の条件を好むが、-40℃
以下といった極端な低温や夏季の高温高湿に耐えることができないことや、病虫害に
は比較的強いことが報告されている [7]。また、ギンドロは山火事等により森林が損
失を受けた場合に根萌芽による栄養繁殖により一時的に優占樹種となるが、時間の経
過とともに他の樹種が侵入することで個体数は減少する [7]。 
 わが国には、ヨーロッパハコヤナギ (P. tremula) 及び アメリカヤマナラシ (P. 
tremuloides) は自生しないが、ヤマナラシ属植物としては、ドロノキ (P. suveolens 
Fich.)、ヤマナラシ (P. termula var. sieboldii) 及びチョウセンヤマナラシ (P. tremula 
var. davidiana) が自生する [7] [12] [13] [14]。ドロノキは、日当たりのよい谷間や
湿地など、やや湿った土地を好むのに対し、ヤマナラシ及びチョウセンヤマナラシ
は、日当たりの良い乾いた丘陵地や原野を好む [12] [13] [14]。 

 
ハ 捕食性又は寄生性 

該当しない 
 

ニ 繁殖又は増殖の様式 
 交雑アスペン T89 系統に関して、わが国では、実験室以外での繁殖又は増殖した例
は見つからない。交雑アスペン T89 系統の実験室では、挿し木による栄養増殖が一般
的である。また、ヤマナラシ属の樹木は基本的に雌雄異株であり、交雑アスペン T89 系
統は雄株であるため、種子は生産しない一方、交雑アスペンの交雑親の一方であるアメ
リカヤマナラシ (P. tremuloides) では、雌雄株にかかわらず、高地等の特殊な環境下
で、生殖芽が例外的に雄花、雌花、両性花のいずれにも分化し、交配により種子が形成



4 

されることがある [1]。花粉の媒介は主に風による [1]。 
 ヤマナラシ属の樹木は個体あたりの種子生産量が多く、典型的なヒロハヤマナラシ 
(P. deltoids) は 1 季節あたり約 2,800 万粒、ヨーロッパヤマナラシ (P. tremula) は約
5,400 万粒の種子を生産すると推定されている [1]。一方で、種子は休眠せず、典型的
な自然条件下での種子の寿命は約 2 週間から 4 週間とかなり短い [1]。発芽様式は、地
上子葉型 (epigeal 型) である。 

ヤマナラシ属の樹木は、根萌芽による栄養繁殖が一般的で、北米で新たにヤマナラシ
属林木が植林された地域の周囲では、根萌芽によって生じた栄養増殖個体が見つかる
ことは一般的である [1]。ヤマナラシ属の樹木は、切り株や株元、根から非常に旺盛な
萌芽がみられる [1]。また、根萌芽増殖により巨大なクローン群を形成することが知ら
れる [1]。 

一方、折れた枝からの発根・増殖に関しては、北米西部の頻繁に氾濫が起こる河川流
域に分布するバルサムポプラ  (P. balsamifera) やブラックコットンウッド  (P. 
balsamifera subsp. trichocarpa) では川の氾濫による倒木からの増殖を生存戦略として
行っているのではないかという報告もあるが、ヤマナラシ属全体からみれば非常に特
殊なケースである [15]。林木として利用されるヤマナラシ属植物では、折れ落ちた枝
からの増殖に関する報告はない [1]。また、林木育種センターで実施された組換えギン
ドロ (P. alba) の第一種使用においても、実験室における交雑アスペン (P. tremula x 
P. tremuloides) の挿し木からの折れ落ちた枝からの増殖に関する報告はない [11, 16]。
不定根形成では、オーキシンの外生投与及び高温高湿度 (28℃恒温、相対湿度 80%) で
3 週間保持することで行われる [17]。交雑アスペン (P. tremula x P. tremuloides) が
生育可能な地域で折れ落ちた枝がこのような条件におかれることは非常に稀であると
考えられる。 

  
ホ 病原性 

該当しない 
 
ヘ 有害物質の産生性 

藤井は、ヨーロッパクロヤマナラシ (P. nigra) の弱い他感作用を報告している [18]。
Baldwin と Schultz は、カイリョウポプラ (P. x euroamericana) は食害等の傷害に応答
して産生する揮発性のフェノール性化合物は、近傍の無傷の改良ポプラの同化合物産
生を誘導する他感作用の存在を示唆している [19]。ヤマナラシ属の他の種がその他の
種類の多感作用物質や有害物質を産生することは知られていない。 

 
ト その他の情報 

 カルタヘナ議定書の Biosafety Clearing-House に登録された情報によると、これまで
にフィンランドで 2 件、ドイツで 1 件、計 3 件の交雑アスペン T89 の遺伝子組換え体
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の隔離ほ場試験が報告されているが、実施に際して各国の規制当局が行った環境リス
ク評価や試験栽培による環境への影響等の報告はない [20]。これを含めて、400 件以
上のヤマナラシ属の林木を宿主とした遺伝子組換え植物の隔離ほ場試験が実施されて
いるが、試験栽培による環境への影響等の報告はない (別紙 10)。 

わが国でも、交雑アスペンと同じヤマナラシ属ヤマナラシ節のギンドロ (Populus 
alba L.) を宿主とする 2 件の第一種使用が 2007 年 3 月から 2011 年 12 月にかけ、林
木育種センターで実施されているが、試験栽培による環境への影響等の報告はない [7] 
[11] [16]。 

ヤマナラシ属の林木を食害することが知られる国内外の昆虫については別紙 3 に示
す [7]。別紙 3 の表 3-1 に環境省のレッドリスト 2017 に記載された絶滅危惧種は含ま
れていない。 

 
 

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 
 水 利 用 効 率 改 良 遺 伝 子 組 換 え 交 雑 ア ス ペ ン (AtGolS2, Populus tremula x P. 
tremuloides clone T89) (以下、本組換え交雑アスペンとする) 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次項表１に示した通りである。組換え DNA 分子の構
成図は図 2 に示した通りである。 

 
ロ 構成要素の機能 

 本組換え交雑アスペンの作出に用いられた供与核酸の構成要素の機能を次項表１に
示す。本組換えアスペンへ導入された核酸は、形質転換・発現ベクターpH35GS-GolS2
の右側及び左側境界配列 (RB 及び LB) に挟まれる T-DNA 配列であり、以下に記述
する 2 つの発現ユニットを含む (図 2、表 1)。 

 
＜発現ユニット１＞ 

 AtGolS2 遺伝子 (表１対象区分 C) は、ガラクチノール合成酵素をコードするシロ
イヌナズナ (Arabidopsis thaliana) 由来の遺伝子である。ガラクチノール合成酵素は、
UDP-ガラクトースと myo-イノシトールを基質としてガラクチノールを合成する反
応を触媒する酵素である。ガラクチノールは、ラフィノース属オリゴ糖であるラフィ
ノース及びスタキオース合成の基質となる糖アルコールである。ラフィノース属オ
リゴ糖は植物の種子の成熟過程において蓄積がみられ、過剰発現することで種子以
外の器官にも乾燥耐性を付与することが報告されている [21]。ガラクチノール合成
酵素遺伝子は、シロイヌナズナゲノムに 7 つあることが報告されており、AtGolS2 は
乾燥及び低温ストレスに応答して発現が増加することが知られる [21]。ガラクチノ
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ール合成酵素遺伝子はヤマナラシ属植物にも複数存在し、Populus trichocarpa 
(Tacamhaca 節) ではゲノム中に 9 つ存在することが報告されている [22]。35S プ
ロモーター (表１対象区分 A) はカリフラワーモザイクウイルスに由来するプロモ
ーターであり、植物内で構成的発現を起こし、NOS ターミネーター (表１対象区分
E) はアグロバクテリウム Rhizobium radiobacter 由来の遺伝子の転写を終了させる
のに必要な配列である。attB1 及び attB2 は、λファージのクロナーゼに触媒される
λファージ染色体 DNA と大腸菌染色体間での DNA 組み換えにおいてクロナーゼと
特異的に相互作用する DNA 配列で、本組換え体において機能を持たない。 

 
＜発現ユニット２＞ 

 HPT (ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ) 遺伝子 (表１対象区分 G) 
は大腸菌 E. coli 由来の遺伝子で ATP 依存的に抗生物質ハイグロマイシンをリン酸
化することで不活性型とし、宿主生物にハイグロマイシン耐性を付与するもので標
識遺伝子として使われる。NOS プロモーター (表１対象区分 F) 及び RuBisCO 小サ
ブユニット遺伝子 (RbcS-2B) ターミネーター (表１対象区分 H) は遺伝子の転写
を開始及び終了させるのに必要な配列である。 

 
＜その他＞ 

 RB 及び LB (表１対象区分 I 及び J) は、アグロバクテリウム由来の Ti プラスミド
pTiT37、及び、pTiA6 に由来するノパリン型 T-DNA の境界配列を含む DNA 断片
である。右側境界配列は、T-DNA がアグロバクテリウムから植物ゲノムへの T-DNA
の伝達の際、伝達の開始点として、また左側境界配列は終結点として機能する。 

 
ハ 構成要素の核酸供与体 

 本組換え交雑アスペンに導入されたすべての遺伝子及び配列の核酸供与体は表 1
に示す。いずれも研究開発等に係わる遺伝子組換え生物等の第二種使用等に当たっ
て執るべき拡散防止措置等を定める省令 (平成 16 年 1 月 29 日文部科学省・環境省
令第 1 号) 第三条におけるクラス 1 に相当し、生物学的リスクはないと判断される。 

 
表１ 水利用効率改善交雑アスペン(AtGolS2, Populus tremula x P. tremuloides clone T89) 

に導入された pH35GS-GolS2 プラスミドに由来する T-DNA の核酸構成要素 
対 象
区分 

遺伝子の名称等 由来及び機能 
DNA の 種 類 ( ゲ ノ ム
DNA、 cDNA 等) 

同定・未同
定の区別 

発現ユニット 1 

A 35S プロモーター 
カリフラワーモザイクウイル
ス (Cauliflower mosaic virus) 
由来の転写開始因子 

ゲノム DNA 同定済 

B attB1 配列 
λファージと大腸菌間でのク
ロナーゼによる特異的組み換

ゲノム DNA 同定済 
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え配列 

C AtGolS2 遺伝子 
Arabidopsis thaliana 由来の遺伝子
で、ガラクチノール合成酵素をコー
ドする 

ゲノム DNA 同定済 

D attB2 配列 
λファージと大腸菌間でのク
ロナーゼによる特異的組み換
え配列 

ゲノム DNA 同定済 

E NOS ターミネーター 
アグロバクテリウム  (Rhizobium 
radiobacter  LBA4404 株) の Ti プ
ラスミドに由来の転写終結因子 

Ti プラスミド DNA の一
部 

同定済 

発現ユニット 2 

F NOS プロモーター 
アグロバクテリウム  (Rhizobium 
radiobacter  LBA4404 株) の Ti プ
ラスミドに由来の転写開始因子 

Ti プラスミド DNA の一
部 

同定済 

G 
ハイグロマイシンホス
ホトランスフェラーゼ
遺伝子 (HPT) 

大腸菌 (Escherichia coli) 由来でハ
イグロマイシン耐性を付与する遺
伝子である。 

ゲノム DNA 同定済 

H 
RbcS-2B ターミネータ
ー 

シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ  (Arabidopsis 
thaliana) 由来の転写終結因子 ゲノム DNA 同定済 

その他 

I 右側境界配列(RB) 

Ti プラスミド pTiT37 に由来する
ノパリン型 T-DNA の右側境界配
列 (25bp) を含む DNA 断片。右側
境界配列は、T-DNA がアグロバク
テリウムから植物ゲノムへの T-
DNA の伝達の際、伝達の開始点と
して機能する。 

Ti プラスミド DNA の一
部 

同定済 

J 左側境界配列(LB) 

Ti プラスミド pTiA6 に由来する左
側境界配列 (25 bp) を含む DNA
断片。左側境界配列は、T-DNA が
アグロバクテリウムから植物ゲノ
ムへ伝達される際の終結点である。 

Ti プラスミド DNA の一
部 

同定済 

 
(２) ベクターに関する情報 

イ 名称及び由来 
 本組換え交雑アスペンの作出に用いたプラスミドベクターは pH35GS-GolS2 プ
ラスミドである (図 2)。pH35GS-GolS2 プラスミドは、pH35GS プラスミドの模式
図中で GATEWAY と表記する区間を AtGolS2 遺伝子で置き換えたものである (図
1)。pH35GS は pSMAH621 を改変して作られたものであり、pSMAH621 は pBIN19
に由来するバイナリープラスミドベクターである [23]。以上のように、pH35GS-
GolS2 は pBIN19 の派生型であり、プラスミドベクターの性質としては、pBIN19 と
同等である。 

 
ロ 特性 

 pH35GS-GolS2 の基となった pBIN19 は、pBR322 及び pRK2 に由来する 2 種類
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の DNA 複製開始点 (ColE1 ori 及び oriV) を持つ 2 本鎖環状 DNA であり、大腸菌
及びアグロバクテリウムを含む広範囲の細菌を宿主としてカナマイシン耐性を付与
する。pBIN19 は菌体の分裂増殖によって伝達されるが、プラスミドの他への伝達性
は別因子により支配されているため pBIN19 自体の伝達性は無く、感染性も知られ
ていない。プラスミド全体は植物には伝達されないが、右側境界配列 (LB) と左側
境界配列 (RB) に挟まれた領域の DNA (T-DNA 領域) はアグロバクテリウムの感
染により、植物に伝達される。植物に導入された T-DNA は交配によってのみ同種植
物に伝達される。 
 

 
 

図 1 pH35GS ベクターの構造模式図 

 

 
 

図 2 pH35GS-GolS2 プラスミドの構成模式図 
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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 
 アグロバクテリウムの T-DNA 伝達機構により、上記 pH35GS-GolS2 プラスミド
の T-DNA 領域内に含まれる当該組換え核酸を交雑アスペン T89 系統に導入する。
宿主内に移入された本プラスミドベクターの構成要素については表１及び図 2 に示
した。 

 
ロ 宿主内に移入された核酸の移入方法 

プラスミドベクターpH35GS-GolS2 (図 2) を保有するアグロバクテリウム 
(Rhizobium rhizobacter GV3101 (pMP90) 株) を交雑アスペン T89 系統の葉外植
片に感染させることで、アグロバクテリウムの T-DNA 伝達機構により、プラスミド
ベクターpH35GS-GolS2 中の T-DNA が宿主の核へ移入され、宿主の核ゲノム DNA
中に挿入される。 

 
ハ 遺伝子組換え生物等の育成の経過 

 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー pH35GS-GolS2 を 保 有 す る ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム  (R. 
radiobacter GV3101 (pMP90) 株) を交雑アスペン T89 系統の葉外植片に感染させ、
再生個体を得た。感染に用いたアグロバクテリウムは、除菌剤を含む培地で継代培養
することで除菌し、最終的に、すり潰し法及び振盪法によってアグロバクテリウムの
不在を確認した (別紙 4)。得られた再生個体を in vitro で挿し木増殖したクローン苗
を試験に供する。尚、隔離ほ場に移植には、in vitro で増殖した個体を鉢上げし、栽
培室等で馴化した後に特定網室へ移動し、更に 1 カ月程度馴化・栽培を経た樹高 20 
cm 程度の幼木を用いる。本第一種使用には、このようにして得られた遺伝子組換え
体のうち、AtGolS2-5 及び AtGolS2-14 の 2 系統を供する。 
 

ニ 第一種使用等を行う系統について 
 ヨーロッパヤマナラシ (P. tremula L.) とアメリカヤマナラシ (P. tremuloides 
Michx.)による交雑種 (以降、交雑アスペン) は、もともとは北欧で優れた生育特性
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を示したことから 1950 年代にスウェーデンにおいて、複数の交雑種クローンが得ら
れた [1] [2] [3]。その後、T89 系統はこれらの交雑アスペンクローンの中で高い培
養特性、特にアグロバクテリウム媒介法による形質転換効率の高いクローンとして、
評価され、今日研究材料として広く利用されているクローンである [4, 5]。そこで、
本組換え交雑アスペンの作出に当たり、宿主として本 T89 系統を採用した。一方で、
T89 系統に特定された屋外での栽培特性を明示した報告は見つからなかった。わが
国でも、T89 系統は、実験室及び温室試験では多用されるものの、屋外で生育した事
例は見つからなかった。 
 同様に本第一種使用等は本組換え交雑アスペンそのものの将来の実用化を想定し
たものではなく、ヤマナラシ属のモデルである T89 系統を宿主とした組換え植物の
第一種使用する際の栽培評価試験における管理手法及び生物多様性影響評価手法の
構築・評価を目的とし、以後のヤマナラシ属の実用系統を宿主とした組換え体の設
計・開発の際にあたっての基盤的知見の提供を目的とする。また、将来、本組換え体
の特性が発揮されることが期待される海外の地域での特性評価を目的とした圃場試
験等の実施を想定し、生物多様性影響評価も併せて実施する。 

 
(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 

イ 核酸の存在状態 
 無菌培養した本組換え交雑アスペンと非組換え交雑アスペンの葉から、ゲノム
DNA を抽出しサザンハイブリダイゼーションを行い、導入した T-DNA 領域は安定
して交雑アスペンのゲノム DNA 中に組み込まれており、本組換え交雑アスペンゲノ
ムへの挿入コピー数は、2 コピーであると推察される (別紙 5)。一方で、プラスミド
ベクターpH35GS-GolS2 の T-DNA 領域以外の DNA 断片が本組換え交雑アスペン
のゲノム DNA 中に移入されていないことを確認した (別紙 6)。 

 
ロ AtGolS2 遺伝子の発現 

 供与核酸による AtGolS2 遺伝子の過剰発現状態について調べるために、無菌培養
した組換え交雑アスペン及び非形質転換体の葉から全 RNA を抽出し、ノーザンハイ
ブリダイゼーション実験を行った結果、核ゲノムに導入された当該核酸が組換え交
雑アスペンにおいて発現していることが確認された (別紙 7)。 

 
(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 

 上述のようにサザンブロットハイブリダイゼーションによって特異的検出、識別が
可能であり、その検出感度については、約 5 μg のゲノム DNA を用いれば検出可能
である。プローブは、HPT 遺伝子 cDNA の部分配列を DIG ラベルしたものを用い、
化学発光検出する。 
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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 
イ 本組換え交雑アスペンでは宿主と異なり HPT 遺伝子によりハイグロマイシン耐
性が付与されている。さらに本組換え交雑アスペンは、シロイヌナズナ由来の
AtGolS2 遺伝子によってコードされるガラクチノール合成酵素を恒常的に発現して
いる。 

 
ロ HPT については古くから幅広く多様な植物種で使用されており、様々な実験デ
ータや論文等をもとに、ヒトや動物の健康及び生物多様性に対して影響があったとい
う報告はこれまでのところない [24]。 
 
ハ 本申請に先立ち、本組換え交雑アスペンを筑波大学遺伝子実験センターの特定網
室で試験栽培し、形態及び生育の特性等を調査した。 

 
a) 形態及び生育の特性 
 本組換え交雑アスペンと非組換え体の間で顕著な形態及び生育の差異は認めら
れなかった (別紙 8)。 

 
b) 生育初期における低温または高温耐性 
 本組換え体の宿主となる T89 系統を含む交雑アスペン  (P. tremula x P. 
tremuloides) は、日本での栽培の報告がないことから 2015 年春より交雑アスペン
T89 系統を筑波大学遺伝子実験センター隔離ほ場 (模擬的環境試験圃場 I) で栽培
し、生育特性を評価している。これまでに 3 度、交雑アスペン T89 系統苗木を温室
での馴化を経て、隔離ほ場への移植を行ったが、移植直後の気温や降水量の違いに
より、3 回中 2 回は移植直後に頂芽休眠したものの、1 カ月程度で再び成長を開始
し、枯死した個体は殆どなかった (別紙 9) 。 

 
c) 越冬性または越夏性 
 非組換え交雑アスペン T89 系統については、10 月中旬より休眠芽を形成し、11
月下旬から 12 月中旬までにすべての葉を落葉する。すべての個体が越冬し、翌 4 月
下旬から 5 月上旬に休眠覚醒がみられる (別紙 9)。また、春から初夏にかけての葉
の褐変が観察されるが、生存には影響しない。ただ、夏場に熱や乾燥によるストレ
スによる影響が頂芽に生じた場合、頂芽優勢が崩れて樹形が乱れる。別紙 11 に示
すように、ヤマナラシ属の樹木の遺伝子組換え体の野外試験は、多数行われている
が、越冬性や越夏性が宿主と比較して変化したという報告はない。これらのことよ
り、本組換え交雑アスペンは宿主と同等の越冬性及び越夏性を示すと考えられる。 

 
d) 花粉の稔性及び大きさ 
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 本組換え交雑アスペンは花をつけたことがないため、花粉稔性及び大きさに関す
る情報はない。今回、第一種使用等を申請する本組換え交雑アスペンは、栽培予定
期間は 5 年以内とするため、栽培予定期間中に花芽形成して開花することはないと
考えられる。本第一種使用では、花芽形成が認められた場合は花芽を切除すること
とするため、花粉の稔性及び大きさに関する情報は得られない。  

 
e) 種子の生産性、休眠性及び発芽率 
 今回、第一種使用等を申請する本組換え交雑アスペンは雄株であり、種子は得ら
れない。 

 
f) 交雑性 
 ヤマナラシ属ヤマナラシ節の林木が、初めて花芽を付けるまでには 10 年から 15
年を要するとされる [1]。予備試験として当地で栽培している非組換え交雑アスペ
ンについても、移植後 3 年目の初夏までに花芽形成はみられない (別紙 9)。本遺伝
子組換え体についても、特定網室で約 2 年間栽培しているが花芽形成はみられない。
本組換え交雑アスペンの宿主は、そもそも雄株であり種子は得られない。また、本
第一種使用における本組換え交雑アスペンの実質栽培予定期間は 5 年以内であり、
栽培期間中に花芽を形成して花粉を飛散させることはない。加えて、万が一、花芽
形成が認められた場合は花芽を切除するため、交雑は起こらない。 

 
g) 有害物質の産生性 
 本組換え交雑アスペン及び非組換え交雑アスペンを特定網室において、3 カ月以
上ポット栽培した培土を用いて、①希釈平板法による土壌微生物相へのアレロパシ
ー活性の調査 (別紙 12)、及び、②後作残留試験による植物へのアレロパシー活性
の調査 (別紙 13)、晩秋に自然落葉した落ち葉を用いた③サンドイッチ法による植
物へのアレロパシー性の調査 (別紙 14) を行った。その結果、本組換え交雑アスペ
ンのアレロパシー性は、宿主植物である非組換え交雑アスペン T89 系統と比較して
有意な違いはないことから、本組換え交雑アスペンの使用が生物多様性に対して新
たなリスクを与えるものではないと結論した。 

本組換え交雑アスペンは、ガラクチノール合成酵素の機能により環境ストレス耐
性を付与されていることが期待される。ガラクチノール合成酵素は、UDP-ガラク
トースと myo-イノシトールを基質としてガラクチノールを合成する反応を触媒す
る酵素であり、他の代謝系に対して作用する可能性は低いと考えられ、生物多様性
に対して有害性を発揮する物質の産生性への関与は考えにくい [21]。また、HPT
遺伝子によりハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼが発現しているが、両酵
素も様々な実験データや論文等をもとに、ヒトや動物の健康及び生物多様性に対し
て有害物質として作用するという報告はこれまでのところない [24]。 
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交雑アスペンはそもそも非食用であること、また、本実験計画は試験研究を目的
としたごく小規模の試験であること、かつ、本実験計画において本組換え交雑アス
ペ ン は 花 粉 飛 散 す る こ と は な い 。 AtGolS2 が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 
(PROTEIN_ID  BAB78531.1) について、国立医薬品・食品衛生研究所が公開する
アレルゲンデータベース (Allergen Database for Food Safety: 最終更新日 2017 年 2
月 21 日) の既知のアレルゲンタンパク質及びエピトープ検索した。FAO/WHO の
ガイドラインでは、既知のアレルゲン性エピトープと連続する 6 残基以上の一致が
ないことでアレルゲン性の予測はで一致する場合、追加の検証がタンパク質との一
致はなく、また、既知のアレルゲン性エピトープと連続する 6 残基以上で一致する
場合にアレルゲン性を持つ可能性があるとみなすとされているが [25]、AtGolS2 は
既知のアレルゲン性エピトープと連続する 6 残基以上で一致する配列はないことを
確認した。 

 
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 

 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 
 

(２) 使用等の方法 
所在地：茨城県つくば市天王台 1-1-1 (別紙 15) 
名称：筑波大学 T-PIRC 遺伝子実験センター模擬的環境試験ほ場 II (隔離ほ場) 
使用期間：承認の日から平成 34 年 12 月 31 日まで 

 
イ. 隔離ほ場の施設 (別紙 16) 
a）部外者の立入りを防止するために、隔離ほ場を取り囲むように、高さ 230 cm のフ

ェンス (有刺鉄線 30cm、メッシュフェンス 180 cm、コンクリート基部 20 cm) を
設置している。コンクリート部は地下 68 cm まで及び、その下層に砕石層 15 cm が
設けられている。 

b）隔離ほ場であること、部外者は立入禁止であること及び管理責任者の氏名を明示し
た標識を、見やすい所に掲げている。 

c）土、遺伝子組換えアスペンの残さ等が付着した隔離ほ場で使用した機械、器具及び
靴等を洗浄するための洗い場を設置しているとともに、遺伝子組換え交雑アスペン
の隔離ほ場の外への流出を防止するために、排水系統には沈殿槽及び網等を設置し
ている。 

d) 本隔離ほ場では、2008 年以降これまでに 5 件の耐塩性及び耐冷性遺伝子組換えユ
ーカリの第一種使用による隔離ほ場栽培試験を行った実績がある (08-26P-0001 
～ 3、11-26P-0001、13-26P-0013) [26]。 
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ロ. 隔離ほ場での作業要領 
a）遺伝子組換え交雑アスペン及び比較対照の交雑アスペン以外の植物が、隔離ほ場内

の使用区画で生育することを抑制する。 
b）遺伝子組換え交雑アスペンを隔離ほ場の外に運搬し、又は保管する場合は、遺伝子

組換え交雑アスペンが漏出しない構造の容器に入れる。 
c）b）により運搬又は保管する場合を除き、遺伝子組換え交雑アスペンの栽培終了後は、

隔離ほ場内において、当該遺伝子組換え交雑アスペン及び比較対照の交雑アスペン
は裁断後、オートクレーブ等で不活化する。 

d) 花粉移動を防止するために、花芽が形成された場合は、これらを速やかに切除し、
オートクレーブにて不活化する。 

e）意図せずに遺伝子組換え交雑アスペンが隔離ほ場の外に持ち出されることを防止す
るため、隔離ほ場内の使用区画で使用した機械、器具及び靴等は、作業終了後、隔離
ほ場内で洗浄等を行う。 

f）隔離ほ場が本来有する機能が十分発揮されるように、設備の維持及び管理を行う。 
g）a)から f)に掲げる事項について第一種使用等を行う者に遵守させる。 
h）生物多様性への影響を生ずるおそれがあると認められるに至った場合は、別に定め

る緊急措置計画書に基づき、速やかに対処する。 
 

(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 
 隔離ほ場において、本組換え交雑アスペンの性質として、当地における通常栽培管理
条件における生育及び形態特性、越夏性などの評価及び、同条件における生物多様性に
与えうる影響について、非組換え体対照と比較調査する。 

 
(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 
 本申請書に添付した緊急措置計画書を参照。 

 
(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 
 宿主となった非組換え交雑アスペンも含めてわが国での屋外栽培に関する参照可能
な情報は、本実験に先立って申請者が実施を開始した予備試験以外に殆どない。交雑ア
スペンと同じヤマナラシ属ヤマナラシ節のギンドロ (P. alba L.) を宿主とする 2 件の第
一種使用が 2007 年 3 月から 2011 年 12 月にかけ、本第一種使用計画と同じ茨城県内の
林木育種センター隔離ほ場で実施されている [7] [11] [16]。約 4 年間の栽培試験で非組
換え体は平均樹高 3.5 m 以上に生育しているところ、組換え体では平均 2.5 m 以下であ
り 3 割程度生育量が少なかった [11]。また、ギンドロの第一種使用において環境への影
響等の報告はない [7] [11] [16]。 
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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の特定 

ヤマナラシ節の樹種の種子は寿命が短く、発芽に適した土壌においても発芽すること
は稀である [1]。また、きわめて陽性の強い樹種である上に、種子、芽生えはわずかな乾
燥にも弱く、かつ、種子の寿命が短いため、実生による天然更新地は限定される [27]。
ヤマナラシ節の天然更新の多くは栄養繁殖により行われ、遷移の途中相で優占する陽樹
であり、山火事等により主幹が損傷を受けた場合に根萌芽により一斉更新し、優占樹種と
なる。しかし、時間の経過とともに他の樹種が侵入し、個体数は減少する [28] [29]。こ
れらの特性はヤマナラシ節の樹種が典型的なパイオニア植物であることを示している。 

本組換え交雑アスペンは、非組換え交雑アスペンと比べ、ラフィノース属オリゴ糖含量
が増加することで水利用効率の改善が期待される。そもそも、当地を含めわが国のほとん
どの地域は、ヤマナラシ属植物の成木の生育の律速となるような水が制限された環境条
件にはなく、また本使用は本隔離ほ場での栽培試験あることから、自然環境下において本
組換え交雑アスペンの競合における優位性が宿主以上に顕著に高まるとは考えにくい。
一方で、種子や芽生えは僅かな乾燥にも弱いことから、自然環境下において本組換え交雑
アスペンの競合における優位性が高まる可能性がある。通常ヤマナラシ属林木の開花は
10 年から 15 年生以降であり、栽培予定期間は 5 年以内であり、本隔離ほ場栽培中に開花
する可能性は低い。仮に花芽分化した場合はこれらをすみやかに切除するなどして、交雑
防止の措置を行う。したがって、第一種使用規程に従い本組換え交雑アスペンを隔離ほ場
で栽培する限り、本組換え交雑アスペンが隔離ほ場外で繁殖するおそれはない。 

さらに、本組換え交雑アスペンは抗生物質ハイグロマイシン耐性遺伝子を有している
が、ここで付与された抗生物質耐性はこれまでに多数の使用例があり、自然環境下で競合
の優位性に作用したという報告はされていない。 

ヤマナラシ節の樹種の栄養繁殖の能力は旺盛でその様式は、第一の１の (3) のニに示
したように根萌芽である。筑波大学遺伝子実験センターの隔離ほ場で実施した T89 系統
の予備栽培試験においても、植栽 1 年目の地上部伐採による萌芽誘導や、植栽に 2 年目
以降に地下の根から根萌芽を観察している (別紙 10)。本申請においては、１年生の差し
木苗である組換え交雑アスペンは、隔離ほ場の土中に包埋したポット (直径 60 cm 程度、
深さ 60 cm以上、ポット周縁は地上から約10 cm露出するように包埋する) 中で栽培し、
ポット周縁を超えて根が成長しないように定期的に監視・管理する。また、第一種使用が
終了する前年に、栽培終了後には根系含めた植物体は、隔離ほ場の中からすべて取り除く
とともに、除草剤（グルホシネート剤等の非選択性除草剤）で処理し、その後 1 年程度を
かけ、根萌芽が生じないことをモニタリングする。 

一方で、第一の１の (3) のニに示したように、第一種使用する交雑アスペンから折れ
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落ちた枝が不定根を発生することはつくば地区では殆ど無いと考えられる。筑波大学遺
伝子実験センターの隔離ほ場で実施した T89 系統の予備栽培試験においても、栽培 2 年
目の春に 1 年生の非組換え交雑アスペン 3 個体の地上部を伐採し、その一部を地中に包
埋したが、6 ヶ月以上経過しても萌芽は見られなかったことから、掘り返して包埋した枝
の状態を確認したところ、不定根の形成もなく腐朽していた。 

以上から、本組換え交雑アスペンは、非組換え交雑アスペンに比べて競合における優位
性が高まるとは考え難いばかりでなく、本申請においては、隔離ほ場での栽培に限定され
ることから、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。 

 
(2) 影響の具体的内容の評価 

該当しない。 
 

(3) 影響の生じやすさの評価 
該当しない。 

 
(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

本組換え交雑アスペンを第一種使用規程に従って使用等した場合に、競合における優
位性について影響を受ける野生動植物等が特定されなかったことから、生物多様性影響
が生じるおそれはないと判断した。 

 
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 

ヤマナラシ属が日本の自然生態系に対して生物多様性に著しく影響を生じさせるよう
な有害物質を産生しているという報告はされていない。本組換え交雑アスペンに導入し
た遺伝子産物により植物体内での蓄積が期待されるラフィノース属オリゴ糖は有害物質
に該当せず、また、当該遺伝子産物は、他の代謝系に直接影響しないと考えられる。また、
第一の 2 の(6)のハの g に記したとおり、本組換え交雑アスペンと非組換え交雑アスペン
との比較から、サンドイッチ法、後作培養法及び希釈平板法、いずれの手法を用いた場合
も、他の植物に対する有害物質の産生性に有意差が検出されず、栽培土壌中の主要微生物
の集団頻度においても有意差が検出されなかった。 

これらのことより、有害物質の産生性において本組換え交雑アスペンより直接的な影
響を受ける可能性が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 

該当しない。 
 

(3)影響の生じやすさの評価 
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該当しない。 
 

(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、本組換え交雑アスペンを第一種使用規程に従って使用等した場合に、有害物

質の産生性について、生物多様性影響が生じるおそれはないと判断した。 
 

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 

日本国内には、ドロノキ節に属するドロノキ及びヤマナラシ節に属するヤマナラシと
チョウセンヤマナラシが自生する。ヤマナラシは筑波大学構内にも自生が確認されてい
る [8]。交雑アスペンはドロノキ節に属するドロノキとの交雑は難しいが、ヤマナラシ
節に属するヤマナラシ及びチョウセンヤマナラシとは交雑可能である。また、ヤマナラ
シ節内の種間交雑種とも交雑可能であると考えられる。これらのことより本組換え交雑
アスペンが開花樹齢に達するまで屋外で栽培した場合、本組換え交雑アスペンより交雑
性において影響を受ける可能性のある野生動植物としてヤマナラシ、チョウセンヤマナ
ラシ及びヤマナラシ節内の種間交雑種が挙げられる。ただ、ヤマナラシ属の林木の開花
開始年齢は 10 年から 15 年生以降であるため、交配の可能性は極めて低い。 

 
 

(2) 影響の具体的内容の評価 
ヤマナラシ、チョウセンヤマナラシ又はヤマナラシ節内の種間交雑種と交雑アスペ

ンとが交雑した場合の稔性についての報告はないが、これらの種間の交雑は同一節内
の交雑であることから、一定の稔性を有する可能性が高い。このことより、本組換え
交雑アスペンに移入された核酸がヤマナラシ節の種や節内の雑種に伝達されることが
考えられる。 

 
(3) 影響の生じやすさの評価 

 チョウセンヤマナラシの国内の分布域は、北海道と本州の一部 (岩手県早池峰) で
あることより [12, 13]、野生のチョウセンヤマナラシと隔離ほ場で栽培する本組換え
交雑アスペンが交雑することはない。 
 一方、ヤマナラシやヤマナラシ節内の種間交雑による雑種は、当地周辺にも自生が
確認されており [8]、開花期が重複する場合には交雑が否定できない。しかし、ヤマ
ナラシ属の樹木は開花までに10年から15年を要する [1]が、隔離ほ場で栽培する本組
換え交雑アスペンはさし木による1年生であるので、栽培期間内に開花に至る可能性は
殆どないと考えられる。ただ、交雑アスペンについてはわが国での屋外栽培に関する
経験が少ないこと、本組換え交雑アスペンが宿主と比較して開花樹齢が早まらないと
断定することはできないことから、本第一種使用においては、本組換え交雑アスペン
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に花芽形成が認められた場合は花芽を切除するなどし、交雑を防止する措置をとる。 
以上から、本組換え交雑アスペンが野生種と交雑する可能性はない。 

 
(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、本組換え交雑アスペンを第一種使用規程に従って使用等した場合に、交
雑性について、生物多様性影響が生じるおそれはないと判断した。 

 
4. その他の性質 

該当しない。 
 
第三 生物多様性影響の総合的評価 
 
 本組換え交雑アスペンの宿主植物である交雑アスペンを含むヤマナラシ属ヤマナラシ節
の樹木は、典型的なパイオニア植物であり、生態系において他の植物に対して持続的に競
合における優位はない (第一 1(3)ロ、第二 1(1))。本組換え交雑アスペンは、シロイヌナ
ズナ由来のガラクチノール合成酵素を恒常的に発現することで、ガラクチノール及びガラ
クチノールを基質として合成されるラフィノース属オリゴ糖であるラフィノース及びスタ
キオースが細胞内に蓄積することで、非組換え交雑アスペンに比べて乾燥耐性を有するこ
とが期待される (第一 2(1)ロ、第一 2(6)イ)。しかし、つくば地区はそもそも交雑アスペ
ンを含むヤマナラシ属の樹木の生育を制限する乾燥条件になく (第一 1(1)、第一 2(6)
ハ)、乾燥耐性の付与により、競合おける優位性が向上するとは考え難い。また、ヤマナラ
シ節の樹木は、主に根からの萌芽による無性生殖によって増殖するが、ガラクチノール合
成酵素を恒常的に発現が根萌芽形成に影響を与えるとは考え難く、競合おける優位性が向
上するとは考え難い。したがって、つくば地域において、本組換え交雑アスペンはその宿
主植物である交雑アスペンに対して競合における優位性はないと考えられる。  
 本組換え交雑アスペンに導入された、シロイヌナズナ由来のガラクチノール合成酵素は
myo-イノシトールを基質としてガラクチノールを構成する反応を触媒する酵素で、ガラク
チノール及びガラクチノールを基質として合成されるラフィノース属オリゴ糖であるラフ
ィノース及びスタキオースの生合成に関与する (第一 2(1)ロ、第一 2(6)イ)。このため、
その他の代謝系に対して作用する可能性は低いと考えられ、生物多様性に対する有害物質
を産生するとは考えにくい。加えて、本組換え交雑アスペンは、HTP遺伝子によりハイグ
ロマイシンホスホトランスフェラーゼが発現しているが、ハイグロマイシンホスホトラン
スフェラーゼが生物多様性に影響を与える有害物質として作用するという報告はない (第
一2(1)ロ、第一3(6)ロ)。さらに、筑波大学遺伝子実験センター特定網室で栽培した本組換
え交雑アスペンの落葉及び栽培後の培土の他の植物に対するアレロパシー活性の調査した
ところ、本組換え交雑アスペンは宿主植物である交雑アスペンとの間で他の植物に対する
アレロパシー活性に有意な差はなかった (第二 2(1))。同様に、特定網室で栽培した本組
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換え交雑アスペンを栽培した培土中の土壌微生物の数と宿主植物である交雑アスペンを栽
培した培土中の土壌微生物の数の間に有意な違いはなかった (第二 2(1))。さらに、当該
第一種使用は隔離ほ場で行うものであり、隔離ほ場栽培中に有害物質の産生が仮にあって
も、外部生態系への生物多様性への影響が生じるおそれは限定的である。したがって、本
実験計画に基づいて本組換え交雑アスペンの第一種使用をする限り、本組換え交雑アスペ
ンは有害物質産生による生物多様性への影響はないと判断した。 
 本組換え交雑アスペンの宿主植物である交雑アスペンは雄株で種子は作らない (第一 
1(3)イ)。本組換え交雑アスペン及び宿主植物である交雑アスペンの花粉の稔性や種間交雑
に関する事前情報は得られていないが、ヤマナラシ属ヤマナラシ節内では種間交雑が比較
的起こりやすいことが知られることから、本組換え交雑アスペンの花粉は、つくば地区に
自生するヤマナラシ属ヤマナラシ節の樹木の雌花との間で交雑が起こる可能性は否定でき
ない (第一 1(1)、第二 3(1))。一方で、ヤマナラシ属の樹木の開花開始年齢は10年から15
年生以降であり、5年以内の栽培期間となる本実験計画の間には開花が殆どないとかんが
えられる (第二 3(3))。さらに、第一種使用中に万が一花芽が形成された場合には切除す
る(第二 3(3))。したがって、本実験計画に基づいて本組換え交雑アスペンの第一種使用を
する限り、交雑による生物多様性への影響はないと判断した。 
 以上のことから、本組換え交雑アスペンを本実験計画に基づいて実施される隔離ほ場に
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により、わが国の生物多様
性に影響が生じるおそれはないと総合的に結論した。 
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緊急措置計画書 
 

平成 30 年４月１３日 
 

                                             氏名 国立大学法人 筑波大学 
                                             学長 永田 恭介 
                                             住所 茨城県つくば市天王台 1-1-1 

 
 第一種使用規程の承認を申請している水利用効率改善交雑アスペン(AtGolS2, 
Populus tremula x P. tremuloides clone T89) (以下、本 LMO という) の第一種使用等
において、生物多様性への影響が生ずる可能性が示唆された場合、弊学は生物多様性へ
の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、こうした危険度を軽減する方法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
への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。なお、生物多様性への影響が生ずるおそれ
があると認められた場合とは、本 LMO に関して、科学的にわ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とるための実施体制及び責任者は以下に示す通り
とする。 
 

平成 30 年 4 月現在 
筑波大学遺伝子組換え実験安全委員会 委員 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

個人情報のため、公表しません。 
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●実験従事責任者 
 

 
2 第一種使用等の状況の把握の方法 

 第一種使用等の状況は、実験従事者から得られた情報により把握するとともに、筑
波大学遺伝子組換え実験安全委員会の委員による査察を行う。 

 
3 第一種使用等をしている者に緊急措置に従って対処す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 

 実験従事者に直接口頭で伝え、事実を記録する。 
 

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
めの具体的な措置等 

 具体的な措置として、本 LMO の地上部は裁断処理し隔離ほ場内にすき込み、また、
株元は裁断後、すき込み、オートクレーブ等で不活化し、隔離ほ場外への本 LMO の
放出が行われないようにすること、また隔離ほ場周辺をモニタリングすることにより
本 LMO が隔離ほ場外へ放出されていないことを確認すること等、必要な措置を実行
する。 
 

5 文部科学大臣及び環境大臣への連絡体制 
 生物多様性への影響が生じる可能性が示唆された場合、弊学はそのことを直ちに文
部科学省及び環境省に報告する。 

個人情報のため、公表しません。 
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別紙 目録 
 
別紙１ 実験従事者 
別紙 2 ヤマナラシ属の種間交雑に関する情報 
別紙 3 ヤマナラシ属の林木を食害することが知られる国内外の昆虫 
別紙 4 アグロバクテリウム不在の確認 
別紙 5 導入遺伝子の宿主核ゲノムへの組み込みの確認 
別紙 6 ベクター骨格由来の DNA 断片の宿主核ゲノム中での不在の確認 
別紙 7 導入遺伝子の宿主における発現の確認 
別紙 8 本組換え交雑アスペンの特定網室での生育 
別紙 9 非組換え交雑アスペンの隔離ほ場での生育 
別紙 10 非組換え交雑アスペンの予備栽培試験で確認された根萌芽 
別紙 11 世界の組換えヤマナラシ属林木の隔離ほ場試験の実施状況 
別紙 12 本組換え交雑アスペン及び非組換え体間の土壌微生物相へのアレロパシー活性の比較 
別紙 13 本組換え交雑アスペン及び非組換え体間の植物へのアレロパシー活性の比較 (1) 
別紙 14 本組換え交雑アスペン及び非組換え体間の植物へのアレロパシー活性の比較 (2) 
別紙 15 筑波大学周辺地形図 
別紙 16 屋外特定栽培区画 (隔離ほ場) の概略 
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別紙 1: 実験従事者 
 
表 1-1 従事者リスト 

氏  名 所属部局・職名 
宿主の取扱い 
経験の有無 

遺伝子組換え実験従
事者講習会受講の有

無 
(実験責任者) 
    

   

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

個人情報のため、公表しません。 
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別紙 2：ヤマナラシ属の種間交雑に関する情報 

 
図 2-1 ヤマナラシ属の種間及び節間交雑の難易 
OECD コンセンサス文書に掲載の図を改変。本交雑アスペンの交配親 2 種の名称に四角、わが国に自生
する 3 種の名称に下線をそれぞれ付記とともに、現在の通説となっている学名及び和名を付記した。ま
た、節名についても、現在の通説となっている節名を太字で付記した。本図に含まれない Abaso 節につ
いは、他の節と種と地理的に隔離されるため種間雑種はない。 
(本文参照文献[5]より抜粋を改変) 
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別紙 3：ヤマナラシ属林木を摂食する昆虫 
表 3-1 ヤマナラシ属林木を食害することが知られる国内外の昆虫 

 
種名とともに和名を記した種は日本の植林地で観察された種であり、英名を記した種は海外の植林地に
おいて観察された種を示す。 
(本文参照文献[5]より抜粋し改変) 
  

摂食法による分類 目 科 和名又は英名 (学名)
穿孔性害虫 コウチュウ目 (Coleoptera) ゾウムシ科(Curculionidae) ヤナギシリジロゾウムシ(Cryptorhynchus lapathi )

Poplar/willow borer(Cryptorhyuchus lapathi )
カミキリムシ科(Cerambycidae) クワカミキリ(Apriona japonica )

ゴマダラカミキリ(Anoplophora malasiaca )
イタヤカミキリ(Mecynippus publicornis )
ウスバカミキリ(Megopis sinica )
Poplar borer(Saperda calcerata )
(Anoplophora glabripennis )

タマムシ科(Buprestidae) Bronze poplar borer(Agrilus grandulatus lirogus )
チョウ目(Lepidoptera) ハマキガ科(Tortricidae) Cottonwood twig borer(Gypsonoma haimbachiana )

食葉性害虫 チョウ目(Lepidoptera) シャチホコガ科(Notodontidae) セグロシャチホコ(Chlostera anastomosis orientalis )
ツマアカシャチホコ(Chlostera anachoreta )
ナガグリモクメシャチホコ(Harpyia lanigera )
Satin moth(Gluphisia septentrionis )
poplar tent maker(Ichthyura inclusa )

ヒトリガ科(Arctiidae) アメリカシロヒトリ(Hyphantria cunea )
ヤガ科(Noctuidae) ナシケンモン(Apatele rumicis oriens )
メイガ科(Pyralidae) オオキノメイガ(Botyodes principalis )
イラガ科(Limacodidae) ヒロヘリアオイラガ(Latoia lepida )
ドクガ科(Lymantriidae) モンシロドクガ(Euproctis similes )

ヤナギドクガ(Leucoma salicis )
Gypsy moth(Lymantria dispar )

タテハチョウ科(Nymphalidae) Viceroy butterfly larvae(Basilarchia archippus )
Mourningcloak butterfly(Nymphalis antiopa )

ハマキガ科(Tortricidae) Pandemis leafroller(Pandemis pyrusana )
large aspen tortrix(Choristoneura conflictana )

カレハガ科(Lasiocampidae) forest tent caterpillar (Malacosoma disstria )
ホソガ科(Gracillaridae) aspen blotch miner (Phyllocnistis populiella )

ハチ目(Hymenoptera) ハバチ科(Tenthredinidae) ポプラハバチ(Trichiocampus populi )
サクツクリハバチ(Stauronema compressiocornis )
Scented willow sawfly(Nematus salicisodoratus )

コウチュウ目 (Coleoptera) ハムシ科(Chrysomelidae) ヤナギハムシ(Chrysomela vigintipunctata )
ヤナギルリハムシ(Plagiodera versicolora )
ドロノキハムシ(Chrysomela populi )
Phratora leaf Beetle(Phratora californica )
Flea beetle(Altica sp .)
cottonwood leaf beatle(Chrysomela scripta )
leaf beetle(Zeugophora scutellaris )

吸汁性害虫 カメムシ目(Hemiptera) アブラムシ科(Aphididae) ヤナギクロケアブラムシ(Chaitophorus saliniger )
虫えい害虫 ハエ目(Diptera) タマバエ科(Cecidomyiidae) ヤナギシントメタマバエ(Rabdophaga Rosaria )

ヤナギエダタマバエ(Rabdophaga rigidae )
poplar gall midge(Prodiplosis morrisi )

ハチ目(Hymenoptera) ハバチ科(Tenthredinidae) シバヤナギハバチ(Pontania shibayangii )
カワヤナギハバチ(Pontania sp. )
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別紙４：アグロバクテリウム不在の確認 
 

培養室で無菌的に維持・継代培養している組換え交雑アスペン 2 系統 (AtGolS2-5、AtGolS2-14) 及
び非形質転換体 (T89) の各 3 個体から 1 枚ずつ葉を採取し、これらをラインごとに１つにまとめ、以
下の 2 法でアグロバクテリウムの残存がないことを確認した。 
 
方法① (すり潰し法) 

葉をラインごとに 1.5 mL チューブに入れてプラスチックロットを用いてすり潰した後に、500 μL の
YEB 液体培地に懸濁させ、100 μL ずつを 50 μg/mL リファンピシンを含む YEB 寒天培地に塗布し、
28℃で 48 時間培養後のコロニーの不在を確認した (図 4-1 上段、表 4-1 上段)。 
 
方法② (振盪法) 

葉をラインごとに 1.5 mL チューブに入れた後に 1 mL の YEB 液体培地を添加し、28℃ 200 rpm の条
件で 1 時間振盪培養を行った後に、100 μL ずつを 50 μg/mL リファンピシンを含む YEB 寒天培地に
塗布し、28℃で 48 時間培養後のコロニーの不在を確認した (図 4-1 下段、表 4-1 下段)。 
 

 
図 4-1 すり潰し法及び振盪法による培養後のプレートの様子 
 
 
表 4-1 すり潰し法及び振盪法により検出されたアグロバクテリウムのコロニー数 
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別紙 5：導入遺伝子の宿主核ゲノムへの組み込みの確認 
 

導入遺伝子の宿主の核ゲノムへの組み込みをサザンハイブリダイゼーション法によって確認した。培
養室で無菌的に維持・継代培養している組換え交雑アスペン 2 系統 (AtGolS2-5、AtGolS2-14) 及び非
形質転換体 (T89) から抽出したゲノム DNA 20 μg を制限酵素 BamHI または HindIII で一晩切断処理
し、0.7%アガロースゲルで電気泳動展開した後、ナイロンメンブレンへとトランスファーした。AtGolS2
遺伝子の相同遺伝子がポプラゲノム中にも多数存在するため、AtGolS2 プローブを用いた分析では導入
遺伝子の組み込みの確認は困難であるため、プローブとしては組換えポプラ作出に用いた pH35GS ベク
ターの T-DNA 上に座乗するハイグロマイシン耐性遺伝子 (HPT) の配列を用いた。DIG 標識したプロ
ーブは化学発光法により検出した。T-DNA 配列中の BamHI 及び HindIII の制限酵素切断認識サイト及
びプローブの設計位置の模式図は図 5-1 に示す。  

図 5-2 に示すように、BamHI 処理では形質転換 2 系統いずれも 1 本のみのバンドのみ、HindIII 処理
では AtGolS2-5 系統には 2 本のバンド、AtGolS2-14 系統では高分子領域にスメアなバンドが得られた。
BamHI 処理のバンドの濃淡及び HindIII 処理でのバンド数から AtGolS2-5 系統及び AtGolS2-14 系統の
挿入コピー数は、それぞれ 2 コピー及び 1 コピーと推定した。 

 
図 5-1  AtGolS2-5、AtGolS2-14 に挿入された T-DNA 配列中の制限酵素サイトの模式図 

 

 
図 5-2 サザンハイブリダイゼーションの結果  
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別紙 6 ベクター骨格由来の DNA 断片の宿主核ゲノム中での不在の確認 
宿主 DNA 中に Ti プラスミドベクターの T-DNA 以外のベクター骨格が導入されていないことを確認

するため、本組換え体の形質転換に用いた pH35GS-GolS2 ベクターの基となった pH35GS ベクターの配
列情報を基に、左側境界配列 (LB)を基準とし、5,800 bp 付近、8,400 bp 付近、11,600 bp 付近にプライ
マー対を設計し、PCR を実施した (図 6-1)。尚、T-DNA 内部の配列として P35S を増幅するプライマー
対 1)、ポプラゲノム内在性マーカーとして PtKUP1 遺伝子 2)を増幅するプライマー対による PCR を対照
試験として実施した。その結果、T-DNA 領域外側に設計した 3 つのプライマー対による PCR から増幅
が得られず、ポプラゲノム DNA 中に存在しないことが確認された (図 6-2)。 

 

  
図 6-1 プライマー設計位置の模式図 図 6-2 ゲノミック PCR の結果 

 
1) Kuribara H et al. (2002) Novel reference molecules for quantitation of genetically modified maize and 

soybean. J. AOAC Int.85: 1077-1089 
2) Noda Y et al. (2016) Short day length-induced decrease of cesium uptake without altering potassium 

uptake manner in poplar. Scientific Reports 6: 38360  
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別紙 7 導入遺伝子の宿主における発現の確認 
 
 導入遺伝子の宿主における発現を RT-PCR 法によって確認した。培養室で無菌的に維持・継代培養し
ている組換え交雑アスペン 2 系統 (AtGolS2-5、AtGolS2-14) 及び非形質転換体 (T89) の葉から全 RNA 
を抽出した全 RNA はオリゴ dT プライマーを用いて逆転写し、これを鋳型として AtGolS2 遺伝子を特異
的に PCR 増幅した。ポプラ内生 ELF4A 遺伝子は対照として増幅した。 

その結果、図 7-1 のとおり、本実験で使用を予定する組換え交雑アスペン 2 系統 (AtGolS2-5、AtGolS2-
14, 図 7-1 中赤丸で示した) はいずれからも導入遺伝子の異所的発現が確認された 
 

 

 
 

図 7-1 RT-PCR 法による AtGolS2 遺伝子の発現解析の結果 
(Yu, X. et al (2017) Mol. Breeding 37:57 DOI 10.1007/s11032-016-0618-0 から転載) 
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別紙８：本組換え交雑アスペンの特定網室での生育 
 

2015 年 8 月下旬から約 4 カ月間、組換え交雑アスペン 4 系統 (AtGolS2 導入 2 系統、及び AtSRK2C
導入 2 系統) 及び交雑アスペン T89 株、各 8～10 個体を筑波大学遺伝子実験センター特定網室でポット
栽培した (図 8-1)。栽培期間中はおよそ 2 週間毎に樹高を測定した (図 8-2)。2015 年 12 月 22 日時点で
の樹高を AtGolS2 導入 2 系統及び T89 株の間の有意差を一元配置分散分析によって検定した結果、3 系
統間及び AtGolS2 遺伝子導入の有無による有意差は検出されなかった (表 8-1)。その後、栽培した組換
え及び非組換え交雑アスペンの落葉及び栽培後の培土 (根圏土壌) は、生物多様性評価試験に供した。 
 

   
図 8-1 組換え交雑アスペンの特定網室栽培試験の様子 図 8-2 組換え及び非組換え交雑アスペン成育記録 
   (赤い網は落葉を採集するために設置した) 

 
 
 
表 8-1 一元配置分散分析表 

 
2015 年 12 月 22 日時点での樹高を評価した 
  

要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P 値 判定
系統間*1 122.5 2 61.2 1.368 0.265 ns*3

├群間*2 19.8 1 19.8 0.442 0.509 ns*3

└誤差 102.7 1
誤差 2103.8 47 44.8
全変動 2226.2 49
*1 AtGolS2-5系統、AtGolS2-14系統、及び非形質転換T89系統の3系統間で母平均の差を検定
*2 AtGolS2(AtGolS2-5系統及びAtGolS2-14系統)と非形質転換T89系統の2群間で母平均の差を検定
*3 有意水準5%で有意差が検出されなかった
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別紙 9：非組換え交雑アスペンの隔離ほ場での生育 
 

2015 年 5 月 28 日に交雑アスペン T89 株を筑波大学遺伝子実験センター模擬的環境試験圃場に移植
し、交雑アスペン T89 株の当地での生育や植栽管理法に関する情報収集を行った (申請時も試験栽培は
継続中)。図 9-1 に栽培試験中の植物体の様子を、図 9-2 に植栽後 2 年目冬季までの樹高及び基部直径の
推移を示した。 

 
2015 年 6 月 22 日   

移植後、茎頂部の葉に褐変がみられたが、本区画の交雑アスペンは休眠することな
く、生育を続けた。 

2015 年 8 月 18 日   

2015 年 11 月 27 日    

10 月中旬位から休眠芽を形成し、縦方向の成長はほぼないが、11 月下旬でも落葉
の傾向はない (12 月中旬位に落葉した)。植栽から落葉までは、温室で観察されて
いるのとほぼ同様の形態・生育であった。 

 
図 9-1 (次ページに続く) 
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2016 年 2 月 26 日   

2016 年 4 月 8 日          2016 年 4 月 19 日  

 4 月下旬に一斉に休眠から覚醒した。 
2016 年 5 月 23 日   

2016 年 6 月 20 日   

手前の 2 列 6 個体は、挿し木による増殖を検討するため、4 月中旬に地上部を切除
した (挿し木は失敗した)。休眠・休眠覚醒以降は、頂芽優勢が崩れ、腋芽成長がみ
られるようになったため、夏以降に側枝を枝打ちした。 
 
 

図 9-1 (前ベージより続く) 
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図 9-2 植栽 2 年冬季までの当地での交雑アスペンの樹高及び基部直径の推移 
各値及び誤差は、9 個体の平均値及び標準誤差を示す。 
(注：2016 年 4 月に 9 本中 6 本の地上部を切断したため、2016 年 5 月の樹高が下落している。) 
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別紙 10：非組換え交雑アスペンの予備栽培試験で確認された根萌芽 
筑波大学 T-PIRC 遺伝子実験センター隔離ほ場に植栽した非形質転換交雑アスペンに、2 年目春に確

認された根萌芽の様子を示す。 
 

 
図 10-1 交雑アスペン T89 株の根萌芽様子 
桃色の上向き矢印は植栽した個体、青色下向き矢印は桃色矢印で示した個体の根から萌芽したシュート
を示す。 
 
 

 
図 10-2 1 年目の冬季に地上部を撤去した交雑アスペン栽培区画に残存した根から萌芽したシュートの
様子 (図中のコインは百円硬貨) 
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別紙 11：世界の組換えヤマナラシ属林木の隔離ほ場試験の実施状況 
 
表 11-1 組換えヤマナラシ属林木の海外での隔離ほ場試験の実施件数(文献 1)の Table1 を参考に改変） 

国又は地域 
ヤマナラシ属林木の隔離ほ場試験 
(confined field trial) の実施件数 

導入特性の例 

米国 2612) 
害虫抵抗性、除草剤耐性、細胞壁改変、光合成強化、
リグニン含量改変、花成時期改変、根萌芽抑制等 2) 

中国 341) 害虫抵抗性１)等 

カナダ 593) 
除草剤耐性、二次代謝物改変、炭水化物含量改変、
カビ抵抗性等 3) 

EU 454)5) 
バイオマス収量改良、木質改変、ファイトリメディ
エーション等 4) 

日本 26) 高セルロース含量 6) 
 
1) Haggman H et al. (2013) Genetically engineered trees for plantation forests: key considerations for 

environmental risk assessment. Plant Biotechnology J 11: 785–798 
2) https://www.aphis.usda.gov/brs/status/BRS_public_data_file.xlsx (アクセス日２2017/7/10) 
3) http://www.inspection.gc.ca/plants/plants-with-novel-traits/approved-under-review/field-

trials/eng/1313872595333/1313873672306 (アクセス日 2017/7/10) 
4) http://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/gmp_browse.aspx (アクセス日 2017/7/10) 
5) http://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/overview/dbplants.asp (アクセス日 2017/7/10) 
6) https://www.biodic.go.jp/bch/bch_3.html (アクセス日 2017/7/10) 
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別紙 12：本組換え交雑アスペン及び非組換え体間の土壌微生物相へのアレロパシー活性の比較 
 

組換え及び非組換え交雑アスペン間の土壌微生物相へのアレロパシー活性を希釈平板培養法によって
比較した。2015 年 8 月下旬から 2016 年 1 月まで、特定網室でポット栽培した組換え及び非組換え交雑
アスペン T89 株から土壌を採取し、15 mM リン酸バッファーに懸濁し、その上清を希釈した希釈液を
OGYE 培地及び PTYG 培地に塗布し室温暗所でそれぞれ 3 日間及び 7 日間培養し、形成したコロニー数
をカウントし、土壌乾燥重量 1 g 当たりの生菌数を計算により求めた (図 12-1)。一元配置分散分析の結
果、糸状菌、放線菌、細菌の数に AtGolS2 遺伝子導入組換え交雑アスペンと非組換え交雑アスペンの間
に有意な差は示されなかったことから (表 12-1)、AtGolS2 遺伝子導入による交雑アスペンの土壌微生物
相へのアレロパシー活性に影響はないと判断した。 
 
表 12-1 一元配置分散分析表 

 

 
図 12-1 希釈平板培養法の結果 
棒グラフの上部に付記した同じアルファベットは Tukey-HSD 法による多重解析で系統間に有意差が検
出されないことを示す (有意水準 5%)。  

糸状菌
要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P値 判定
系統間*1 1.86E-01 2 9.29E-02 0.850 0.452 ns*3

├群間*2 2.45E-02 1 2.45E-02 0.224 0.644 ns*3

└誤差 1.61E-01 1
誤差 1.31E+00 12 1.09.E-01
全変動 1.50E+00 14
放線菌
要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P値 判定
系統間*1 8.51E-02 2 4.26E-02 1.488 0.265 ns*3

├群間*2 5.46E-02 1 5.46E-02 1.908 0.192 ns*3

└誤差 3.05E-02 1
誤差 3.43E-01 12 2.86.E-02
全変動 4.28E-01 14
放線菌を除く細菌
要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P値 判定
系統間*1 2.28E-02 2 1.14E-02 0.438 0.655 ns*3

├群間*2 1.31E-03 1 1.31E-03 0.050 0.827 ns*3

└誤差 2.15E-02 1
誤差 3.13E-01 12 2.61.E-02
全変動 3.35E-01 14
*1 AtGolS2-5系統、AtGolS2-14系統、及び非形質転換T89系統の3系統間で母平均の差を検定
*2 AtGolS2(AtGolS2-5系統及びAtGolS2-14系統)と非形質転換T89系統の2群間で母平均の差を検定
*3 有意水準5%で有意差が検出されなかった
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別紙 13：本組換え交雑アスペン及び非組換え体間の植物へのアレロパシー活性の比較 
 

本組換え交雑アスペン及び非組換え体からの主として根からの滲出液を介した植物へのアレロパシー
活性を後作残留試験によって比較した。2015 年 8 月下旬から 2016 年 1 月まで、特定網室でポット栽培
した組換え及び非組換え交雑アスペン T89 株から根圏土壌をセルトレイ (セルサイズ 37 mm x 37 mm x 
38 mm) に入れ、そこに検定植物 (レタス) 種子 5 粒をまき、水道水をスプレーし、遮光し、5 日間 25℃
で培養した後の検定植物の発芽率、幼根長、及び、胚軸長を測定した (図 13-1)。一元配置分散分析の結
果、発芽率、幼根長、及び、胚軸長に AtGolS 遺伝子導入組換え交雑アスペンと非組換え交雑アスペン株
の間に有意な差は示されなかったことから (表 13-1)、AtGolS 遺伝子導入による交雑アスペン株の根圏
土壌の他植物へのアレロパシー活性に影響はないと判断した。 
 
表 13-1 一元配置分散分析表 

  

 
図 13-1 後作残留試験の結果 
棒グラフの上部に付記した同じアルファベットは Tukey-HSD 法による多重解析で系統間に有意差が検
出されないことを示す (有意水準 5％)。  

発芽率
要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P 値 判定
系統間*1 5.926 2 2.963 2.667 0.110 ns*3

├群間*2 1.481 1 1.481 1.333 0.271 ns*3

└誤差 4.444 1
誤差 13.333 12 1.111
全変動 19.259 14
幼根長
要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P 値 判定
系統間*1 8.447 2 4.224 1.713 0.222 ns*3

├群間*2 3.151 1 3.151 1.278 0.280 ns*3

└誤差 5.297 1
誤差 29.580 12 2.465
全変動 38.028 14
胚軸長
要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P 値 判定
系統間*1 8.158 2 4.079 1.273 0.315 ns*3

├群間*2 7.780 1 7.780 2.428 0.145 ns*3

└誤差 0.378 1
誤差 38.451 12 3.204
全変動 46.609 14
*1 AtGolS2-5系統、AtGolS2-14系統、及び非形質転換T89系統の3系統間で母平均の差を検定
*2 AtGolS2(AtGolS2-5系統及びAtGolS2-14系統)と非形質転換T89系統の2群間で母平均の差を検定
*3 有意水準5%で有意差が検出されなかった
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別紙 14：本組換え交雑アスペン及び非組換え体間の植物へのアレロパシー活性の比較 (2) 
 

本組換え交雑アスペン及び非組換え体間からの植物へのアレロパシー活性をサンドイッチ法によって
比較した。2015 年 8 月下旬から特定網室でポット栽培した組換え及び非組換え交雑アスペン T89 株から
12 月中旬以降に自然落葉した葉を採取し、6 穴プレートの各穴に秤量した 30 mg の葉を 0.5% (w/v) ア
ガロースゲル 10 mL 中に包埋し、その表面に検定植物 (レタス) 種子 5 粒をまき、遮光し、5 日間 25℃
で培養した後の検定植物の発芽率、幼根長、及び、胚軸長を測定した (図 14-1)。一元配置分散分析の結
果、発芽率、幼根頂、及び、胚軸長に AtGolS2 遺伝子導入組換え交雑アスペンと非組換え交雑アスペン
株の間に有意な差は示されなかったことから (表 14-1)、AtGolS2 遺伝子導入による交雑アスペンの落葉
滲出物に由来する他植物へのアレロパシー活性に影響はないと判断した。 
 
表 14-1 一元配置分散分析表 

  

 
図 14-1 サンドイッチ試験の結果 
棒グラフの上部に付記した同じアルファベットは Tukey-HSD 法による多重解析で系統間に有意差が検
出されないことを示す (有意水準 5％)。  

発芽率
要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P 値 判定
系統間*1 45.926 2 22.963 2.016 0.176 ns*3

├群間*2 5.926 1 5.926 0.520 0.485 ns*3

└誤差 40.000 1
誤差 136.667 12 11.389
全変動 182.593 14
幼根長

要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P 値 判定
系統間*1 156.800 2 78.400 0.203 0.819 ns*3

├群間*2 2.089 1 2.089 0.005 0.943 ns*3

└誤差 154.711 1
誤差 4623.571 12 385.298
全変動 4780.371 14
胚軸長
要因 偏差平方和 自由度 分散 分散比F P 値 判定
系統間*1 438.611 2 219.306 1.454 0.272 ns*3

├群間*2 5.208 1 5.208 0.035 0.856 ns*3

└誤差 433.403 1
誤差 1810.289 12 150.857
全変動 2248.900 14
*1 AtGolS2-5系統、AtGolS2-14系統、及び非形質転換T89系統の3系統間で母平均の差を検定
*2 AtGolS2(AtGolS2-5系統及びAtGolS2-14系統)と非形質転換T89系統の2群間で母平均の差を検定
*3 有意水準5%で有意差が検出されなかった
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別紙 15：筑波大学周辺地形図 
 

 
国土地理院 http://watchizu.gsi.go.jp/より転記を改変。赤線で囲まれた領域が筑波大学 (筑波キャンパス)
を示す。★は植栽試験に用いる隔離ほ場の場所を示す 

  

★ 
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別紙 16：屋外特定栽培区画 (隔離ほ場)の概略 

 
図 16-1 遺伝子実験センター隔離ほ場周辺図 

 

 
図 16-2 隔離ほ場フェンス基礎断面図 
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図 16-3 ほ場の全体図と区画の配置 (区画１～4 を利用して栽培予定) 

 
 

 
図 16-4 模擬的環境試験ほ場 II (隔離ほ場 II) の全景 (2017 年 10 月 16 日撮影) 
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