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第一種使用規程承認申請書 

                                                                                            

                                                             平成 25 年 4 月 1 日  

                                                                                            

文部科学大臣 下村 博文 殿          

環境大臣   石原 伸晃 殿                                                                                            

 

                 氏名 独立行政法人 農業・食品産業技術総合研究機構

 申請者             理事長 堀江 武  

住所 茨城県つくば市観音台３－１－１ 

                                                                                            

                                                                                            

 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 

カルビンサイクル強化イネ（FBP/SBPase発現イネ） 

（Oryza sativa L.）（NICS12-OSMR-RbcAcFBP/SBP) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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：茨城県つくば市観音台３－１－１ 

名称：独立行政法人 農業・食品産業技術総合研究機構 

作物研究所 高機能隔離圃場 

使用期間：承認日～平成29年３月31日まで 

 

１ 隔離ほ場の施設 

（１） 部外者の立入りの防止のため、隔離ほ場を取り囲む高さ  

1.8 mの金属製フェンスを設置する。 

（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正面入口の見やすい場

所に掲示する。 

（３） 隔離ほ場で使用した機械、機具及び靴等を洗浄するための

洗い場を設置すると共に、本遺伝子組換えイネの隔離ほ場

外への流出を防止するための設備を有する排水系を設置

する。 

（４） 野生動物等の摂食を防止するため、遅くとも出穂期までに

は、防鳥網を本遺伝子組換えイネの栽培水田を取り囲むよ

うに設置する。 

（５） 栽培は慣行法に準じ、気象等に対応して防風網の設置を行

う場合がある。 



 

 

 

２ 隔離ほ場での作業要領 

（１） 本遺伝子組換えイネ及び比較対照の非遺伝子組換えイネ

以外の植物が隔離ほ場内の使用区画で生育することを、除

草管理等により最小限に抑制する。 

（２） 本遺伝子組換えイネ及び比較対照の非遺伝子組換えイネ

を隔離ほ場外に運搬又は保管する場合には、第二種使用等

として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）第

 12 条又は第 13 条で定める拡散防止措置を実施する。 

（３） 本遺伝子組換えイネの栽培終了後、当該イネ及び比較対照

の非遺伝子組換えイネは、隔離ほ場内において乾燥、脱穀

する。 

（４） 栽培終了後、保管しない種子（もみ）は焼却処理により確

実に不活化を行う。また、刈り取られた稲わらを含む地上

部はオートクレーブ又は焼却炉にて不活化する。刈り取ら

れない残りのイネ残さ及びひこばえは、ほ場内に全てすき

込み又は埋設等により不活化する。 

（５） 隔離ほ場内で使用した機械、機具及び靴等は作業終了後、

隔離ほ場内で洗浄すること等により、意図せずに本遺伝子

組換えイネが隔離ほ場外に持ち出されることを防止する。 

（６） 隔離ほ場が本来有する機能が十分発揮されるよう、施設の

維持及び管理を行う。 

（７） （１）から（６）に掲げる事項を第一種使用等をする者に

遵守させる。 

（８） 本遺伝子組換えイネによる生物多様性影響が生ずるおそ

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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第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報  

１．宿主また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 

 ① 和名、英名及び学名 

   イネ、rice、Oryza sativa L.１) 5 

  

② 宿主の品種名又は系統名 

   水稲品種「モミロマン」  

 

 ③ 国内及び国外の自然環境における自生地域 10 

   国内において宿主植物種Oryza sativa及び近縁野生種の自生は基本的

に見られない。近縁野生種は世界中の熱帯・亜熱帯に分布し、様々な環境、

特に生育地の多様な水条件に適応分化している。遺伝的多様性の中核地域

は、インド東北部のアッサム地方、ラオス、中国雲南省南端のシーサンパ

ンナ・タイ族自治州、ミャンマーと北部タイの範囲であると考えられてい15 

る。これらの地域はいずれも山岳地帯、丘陵地帯であり複雑な地形を有す

る地域である１）。 

   なお、ほ場及び畦畔には栽培に伴って雑草イネが発生する場合がある

が、その生育域は我が国においては主に農耕地及びその近傍に限られてい

る。南アジア及び東南アジアの雑草イネの特性として栽培種イネと野生種20 

イネの交雑のみでなく、栽培種イネどうしの交雑でも生じたことが示され

ていること２),３ )、我が国には野生種イネ（O. nivara、O. rufipogon 等）

が自生していないことなどから、我が国における雑草イネは栽培種イネに

由来するものであり、栽培種イネ間の交雑により雑草性の形質が出てきた

ものと考えられる。 25 

 

（２）使用等の歴史及び現状 

 ① 国内及び国外における栽培の歴史 

   O. sativaは、紀元前１万５千年から１万年の間に栽培化されたと考え
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られ、栽培の起源はインド説、中国説、アッサム・雲南説がある１)。 

     日本へは縄文時代晩期に中国から直接ないしは朝鮮半島を経由して伝

来したと推定されている４)。我が国の農耕の歴史とともに存在し、現在も

最も重要な作物として広く栽培されている。 

 5 

 ② 主たる栽培地域、栽培方法、流通実態及び用途 

   イネは非常に広範な地域で栽培されており、北はロシアと中国国境のア

ムール川の河畔（北緯53度）から南はアルゼンチン中央部（南緯40度）に

わたる種々の気候条件下で栽培されている４)。栽培面積は約1億500万 ha、

玄米の総生産量は5億トンを越える。生産量はアジア(90 ％以上)、中南米、10 

アフリカ、北米、旧ソ連、ヨーロッパの順となっている。我が国でも栽培

地は北緯44度にまでおよび、また世界で最も生産力が高い生産地域になっ

ている。我が国では通常、春に播種して秋に収穫する。この期間内で、田

植え可能となる最低気温が13 ℃、登熟が停止する最低気温は15 ℃と見な

されている５)。 15 

   栽培方法によってイネは陸稲と水稲に分けられる。陸稲は畑に直接播種

し、畑状態で栽培する。水稲は水田へ直接播種する直播栽培もあるが、苗

を移植する栽培法が一般的である。  

我が国でのコメの流通実態は、約800万トンが国内で生産され、ほとん

どが国内消費向けに流通している。輸入は77万トン程度である。流通量の20 

約92 ％が主に食用として消費され、残りが加工用、種子用、飼料用に使

用されている。 

 

（３）生理学的及び生態学的特性 

 イ 基本特性 25 

   本来は多年性であるが栽培上は一年生作物として扱われる。部分他殖性

の風媒花であり、通常の環境では開花と同時に高率で自家受粉が行われ

る。イネは茎、葉、根、穂の各器官で構成されている。根は種子根と冠根

に区別される。冠根は地上部の節部から発生する。茎は地上部の骨格をな
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すもので、ところどころ節で区切られ、伸長した節間は中空である。葉は

葉身と葉鞘からなる。穂は茎の最上節につく。穂は総状花序型の分枝を呈

す 6)。  

 

ロ 生息又は生息可能な環境の条件 5 

イネの生育時期別の限界温度、最適温度を表１に示す。 

イネの生育最低温度は10～12 ℃、通常の栽培可能温度は20℃以上で、

開花結実には22 ℃を必要とする。逆に34 ℃以上では高温障害が発生す

る。水稲は湛水条件(水田)で栽培する。元来が水生植物であるイネは要求

水量の大きな植物であり、灌水がなく土壌水分が表層土で10 %以下、下層10 

土で12%以下で干ばつ害が発生する。 

 

表１ イネの生育時期別の限界温度、最適温度（単位：℃） 

 

ハ 捕食性又は寄生性 15 

   捕食性、並びに寄生性は認められていない。 

 

 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 

イネは種子繁殖であり、熱帯に分布するインド型イネは比較的脱粒し20 

やすいが日本で栽培される日本型イネでは、一般に脱粒性は低い６ )。  

イネの休眠性には品種間差があり、一般に日本型イネ品種では秋に収

生育時期 
  限界温度   

生育時期 
  限界温度  

低 高 最適 低 高 最適 

発 芽 

出芽・苗立ち 

活 着 

葉の伸長 

分げつ 

10 

12～13 

16 

7～12 

9～16 

45 

35 

35 

45 

33 

20～35 

25～30 

25～28 

31 

25～31 

幼穂分化 

幼穂形成 

開 花 

登 熟 

15 

15～20 

22 

12～18 

－ 

38 

35 

30 

－ 

－ 

30～33 

20～25 
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穫して室温に保管した場合、翌春には休眠は失われる。種子の寿命に関

しては、低温・低湿条件下では長期間の保存が可能であり、室温下でも

種子水分を9.7 %以下にすることで95%以上の発芽率を5年間、維持する

ことができる７ )。一方、土壌中に種子が埋蔵された場合、赤米が3年以

上の寿命があるのに対し、一般の白色米の種子では一部に翌年発芽する5 

ものもあるが、大部分の種子が発芽能を失う６)。 

 

  ② 栄養繁殖の様式（ひこばえ、塊茎、塊根、葡萄枝等）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 

イネは一年生の種子繁殖植物であるが、適切な水分や温度条件では種10 

子収穫後も栄養体を維持できる。これは、“ひこばえ”と呼ばれる新し

い分けつが節から発生し生長するものであるが、我が国の露地栽培にお

いては温暖地域（沖縄等）以外、通常冬の低温のため枯死し、越冬する

ことはない。 

 15 

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性質を有する場合にはその程度 

    イネは自殖性が非常に高い作物である。他殖性の程度を示す情報とし

て、開花期間の重複する糯品種と粳品種とを用いた花粉飛散による交雑

試験の結果、隔離距離が4.5 ｍの場合は交雑率が0.6%以下、10mでは20 

0.04%以下であることが報告されている８)。しかし、北海道立農業試験

場のデータでは、種子親の低温による雄性不稔化処理、強風、大面積の

花粉源等の条件が重なった特殊な状況では、600 m程度の長距離交雑も

起こりうることが報告されている。国外では、栽培イネと交雑可能な近

縁野生種であるO.nivara、O.rufipogon 等が自生している地域もある25 

が、それらが我が国に自生しているという報告はない。また、自家不和

合性及びアポミクシスについての報告はない。 
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  ④ 花粉の生産量、稔性、形状、媒介方法、飛散距離及び寿命 

    イネの穎花は、１葯当たり1000個以上の花粉が詰まった6本の葯を持

つ。花粉の稔性はほぼ100 %、形状は球形で、葯内では粘質で花粉塊を

なしているが、葯が開裂し始めると花粉表面が乾き、粘着性が失われ、

飛散しやすくなる。基本的に自家受粉作物で、受粉形式は風媒であり、5 

葯は開花(穎)直前には開裂するため、花粉の多くは自花の雌蕊にかか

る。すなわち、開花前に自花の葯から受粉してしまうため、他家(花)

からの風媒による受粉は栽培品種においては極めて少数(１%以下)であ

る 10)。花粉の飛散による交雑距離としては、上記の様に特殊な条件下で

は600 mまで交雑が認められた例もあるが、多くの報告では10 m程度と10 

されている。花粉の寿命は一般に3～5分 11)、最大で10分程度とされる。 

 

ホ 病原性 

    病原性は認められていない。 

 15 

ヘ 有害物質の産生性 

    レタスを用いたプラントボックス法によってイネのアレロパシー（他

感物質を産生することによる周囲の野生植物の生育抑制）能について検

討した藤井らの報告によると、水稲の中には、アレロパシーを示すもの

が存在している。この性質は品種間差が大きく、特にジャワ型の在来品20 

種と赤米において強い活性を示すものがあるが、概して日本の栽培品種

のアレロパシー活性は低い 12)。他感物質の残存期間は長くて数ヶ月程度

と考えられている。  

 

ト その他の情報 25 

    障害不稔が発生すると玄米の蛋白質含量が高くなる 13。 
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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 

 イ 構成及び構成要素の由来 

本組換えイネ（カルビンサイクル強化イネ（FBP/SBPase発現イネ）（O. 

sativa L.；NICS12-OSMR-RbcAcFBP/ SBP)の作出に用いられた、供与核酸5 

の発現カセットの構成及び構成要素の由来を表２に示した。 

    

表２  供与核酸のサイズと機能 

構成要素  
サイズ 

(kb) 
由来(核酸供与体)及び機能 

発現カセット 1 

ｲﾈ由来ﾙﾋﾞｽｺｱｸﾁﾍﾞｰｽ

ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ(Prbcac) 

 

2.0 kb 

 

イネ由来。ﾙﾋﾞｽｺｱｸﾁﾍﾞｰｽをコードする遺伝子のプロ

モーター。イネの緑色組織で高発現を規定する。 

ｲﾈ由来ｱﾝﾄﾗﾆﾙ酸合成

酵素αｻﾌﾞﾕﾆｯﾄ 1 葉

緑体移行ｼｸﾞﾅﾙ配列

(TP-asa1) 

 0.17 kb 
イネ由来。アントラニル酸合成酵素αｻﾌﾞﾕﾆｯﾄ 1 遺

伝子内の葉緑体移行シグナル配列。 

ﾗ ﾝ 藻 由 来 FBP/ 

SBPase 遺伝子 

(目的遺伝子:FBP/SBP) 

2.0 kb 

ラン藻(Cynechococcus PCC7942)由来。フルクトー

ス-1,6-ビスホスファターゼ及びセドヘプツロース

-1,7-ビスホスファターゼの 2 つの酵素をコードす

る遺伝子。 

Nos ﾀｰﾐﾈｰﾀｰ(nosT) 0.29 kb 
Rhizobium radiobacter 由来。ノパリン合成酵素遺

伝子のターミネーター配列。転写終結を規定する。 

発現カセット２ 

ｶﾘﾌﾗﾜｰﾓｻﾞｲｸｳｲﾙｽ  

35S ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ(P35S) 
0.8 kb 

カリフラワーモザイクウイルス由来。  

35S プロモーター。 

HPT 遺伝子(HPT) 1.1 kb 
大腸菌由来。抗生物質ハイグロマイシンに耐性を示

す。遺伝子組換えイネの選抜マーカー 

Nos ﾀｰﾐﾈｰﾀｰ(nosT) 0.29 kb 
Rhizobium radiobacter 由来。ノパリン合成酵素遺

伝子のターミネーター配列。転写終結を規定する。 

 

ロ 核酸供与体の性状 10 

・イネ：第一章１．宿主または宿主の属する分類学上の種に関する情報を参照 

・ラン藻：シアノバクテリア（藍色細菌）とも呼ばれる真正細菌の1群であり、

光合成によって酸素を生み出すという特徴を持つ。単細胞で浮遊する

もの、少数細胞の集団を作るもの、糸状に細胞が並んだ構造を持つも
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のなどがある。 

・Rhizobium radiobacter：グラム陰性菌に属する土壌細菌であり、リゾビウ

ム属(Rhizobium) の内、植物に対する病原性を持つものをアグロバク

テ リ ウ ム と 総 称 す る 。 特 に そ の 中 で 根 頭 癌 腫 病 に 関 連 す る

Agrobacterium tumefaciensを指すことが多い。 5 

・カリフラワーモザイクウィルス：植物に感染するウイルスで、カリモウイル

ス科カリモウイルス属に属す。ゲノムは環状二本鎖DNAであるが、逆

転写酵素を持ち増殖過程でRNAを介して複製する（パラレトロウイル

ス）。 

・大腸菌：グラム陰性の桿菌で通性嫌気性菌に属し、環境中に存在するバクテ10 

リアの主要な種の一つである。この菌は腸内細菌でもあり、温血動物

（鳥類、哺乳類）の消化管内、特に大腸に生息する。 

 

 ハ ラン藻由来 FBP/SBPase 遺伝子について  

光合成反応はいくつかの酵素によって構成されているが、なかでも葉緑体15 

においてカルビンサイクルの 1 酵素として働くフルクトース-1,6-ビスホス

ファターゼ（FBPase：フルクトース-1,6-二リン酸の 1 位リン酸エステルを

加水分解して、フルクトース-6-リン酸と無機リン酸を生じる酵素）と、セ

ドヘプツロース-1,7-ビスホスファターゼ（SBPase：セドヘプツロース-1,7-

ビスリン酸のリン酸を加水分解して、セドヘプツロース-7-リン酸を生じる20 

酵素）は、他の酵素と比較して比活性が低いことが明らかになっている（図

1）。そのため、これらの酵素が光合成の律速因子の可能性がある。ラン藻

（Synechococcus sp. PCC 7942）由来 FBP/SBPase は、FBPase、SBPase の両

方の活性を有し、光による活性調節を受けない特徴を有する。また本酵素は、

片方の基質のみが存在する場合より両基質が同時に存在する方が、活性が高25 

くなるという、異種基質間での相乗的なアロステリック効果を有する。結晶

構造の非対称単位は、ホモ四量体で構成されている。  

本組換えイネは、律速因子の可能性がある FBPase 及び SBPase 遺伝子を過

剰発現させることにより、これらの酵素量及び酵素活性を上昇させ、結果と
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してカルビンサイクルがより円滑に回ることによる光合成活性の上昇を想

定したものである。またイネ科由来や同種由来の遺伝子を用いることによ

る、フィードバック制御やレドックス制御による影響を回避するために、本

研究ではラン藻由来の遺伝子に着目した。  

 5 

ニ 構成要素の機能  

本遺伝子組換えイネは、表２に示した発現カセット１より、ラン藻由来の

FBP/SBPase 遺伝子は緑色組織で高発現する。ルビスコアクチベース（RbcAc）

プロモーターはイネに由来する緑色組織高発現プロモーターであり、他のプ

ロモーターと比較して緑色組織で高い活性を有する。本組換えイネでは特定10 

網室において、ノーザンブロット解析による FBP/SBPase 遺伝子の発現上昇、

ウェスタンブロット解析による FBP/SBPase タンパク質量の上昇及び、

FBPase の活性上昇が見られている。また、表２に示した発現カセット２よ

り、大腸菌由来 HPT 遺伝子を植物体全体で発現することにより抗生物質で

あるハイグロマイシンに耐性を示す。 15 

 

ホ 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とそれぞれの機能 
 

a. 発現カセット 1（目的遺伝子発現カセット） 20 

ｱ) イネ由来ルビスコアクチベースプロモーター配列(Prbcac) 

本プロモーターは FBP/SBPase の発現調節を担うプロモーターであ

る。発現は緑色組織で高い。 

 

ｲ) イネ由来アントラニル酸合成酵素αｻﾌﾞﾕﾆｯﾄ1葉緑体移行シグナル配列25 

(TP-asa1 ) 

  翻訳されたFBP/SBPaseを葉緑体内へ移行させる為のトランジットペ

プチド配列をコードする。 

 

ｳ) ラン藻由来 FBP/SBPase 遺伝子(FBP/SBP) 30 

目的遺伝子であるラン藻由来 FBP/SBPase 遺伝子は、カルビンサイク
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ル内または細胞質で機能するフルクトース-1,6-ビスホスファターゼ

及びカルビンサイクル内でのみで機能するセドヘプツロース-1,7-ビ

スホスファターゼの両酵素を産生する。 

 

ｴ) nos ターミネーター（nosT） 5 

ノパリン合成酵素遺伝子ターミネーター配列(nosT)は、Rhizobium 

radiobacter のノパリン合成酵素に由来するターミネーター配列であ

り、構造遺伝子である HPT の 3'末端に接続して、転写を終結する機能

を担う配列である。 

 10 

b. 発現カセット 2（選抜マーカー遺伝子発現カセット） 

ｱ) カリフラワーモザイクウイルス 35S プロモーター（P35S）  

カリフラワーモザイクウイルス由来。35S プロモーター。目的遺伝子

を構成的に強力に発現させる。  

 15 

ｲ) HPT 遺伝子（HPT）  

大腸菌由来。抗生物質ハイグロマイシンに対する耐性を付与する。遺

伝子組換えイネの選抜マーカーとして用いる。  

 

ｳ) nos ターミネーター（nosT） 20 

ノパリン合成酵素遺伝子ターミネーター配列(nosT)は、Rhizobium 

radiobacter のノパリン合成酵素に由来するターミネーター配列であ

り、構造遺伝子である HPT の 3'末端に接続して、転写を終結する機能

を担う配列である。 

 25 

 

 

 

 

 30 
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図１ カルビンサイクル及び糖代謝、デンプン代謝図 
 

  赤い矢印が、カルビンサイクル内の FBPase 及び SBPase が関わる代謝部位。 

本遺伝子組換えイネは、ラン藻由来 FBP/SBPase 遺伝子を導入することにより、

この赤い矢印部分の発現を強化している。 20 
黒い矢印は、個々の糖およびデンプンの代謝を示している。 

薄いピンクの矢印は、植物の葉（ソース器官）から穂、種子（シンク器官）への、

糖の流れを示している。 
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SBPase： セドヘプツロース-1,7-ビスホスファターゼ
（Sed 1,7-P2 → Sed 7-P + Pi）
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（２）ベクターに関する情報  

 イ 名称及び由来 

  Prbcac::FBP/SBPase/Hm（由来の詳細は、次項（ロ）に記載） 

 

ロ 特性 5 

  ①ベクターの塩基数及び塩基配列 

 

   図２ 本遺伝子組換えイネ作出に用いた形質転換用ベクターの 

発現カセットの構造(5.6kb) 
 10 

RB : T-DNA領域ライトボーダー 

LB : T-DNA領域レフトボーダー  

 

Prbcac:イネ由来ルビスコアクチベースプロモーター (2.0 kb) 

TP-asa1: イネ由来アントラニル酸合成酵素αｻﾌﾞﾕﾆｯﾄ1 15 

葉緑体移行シグナル配列(168bp) 

FBP/SBP: ラン藻由来 FBP/SBPase 遺伝子(1.1kb) 

nosT : アグロバクテリウム由来 nosターミネーター(0.3 kb)  

 

P35S : CaMV35Sプロモーター (0.5 kb) 20 

HPT : ハイグロマイシン耐性遺伝子(1.2 kb)  

nosT : アグロバクテリウム由来 nosターミネーター(0.3 kb) 

 

本ベクターの基となったp8C-Hmは、pIG121-HmベクターのNPTII及びGUS

発現カセット領域に対して、6つの制限酵素サイトを含むポリリンカー領25 

域を置換したベクターである。したがってベクターバックボーン領域の由

来はpBR322 を原体としたpBIN19プラスミドである。pBIN19は、DNA 複製

開始点ori 配列を持つ2 本鎖環状DNAであり、微生物においてカナマイシ

ン耐性を発現し、アグロバクテリウム及び大腸菌に伝達される。 

ベクターを有するアグロバクテリウムの感染により、基本的には右側境30 

界配列(RB)と左側境界配列(LB) に挟まれた領域のDNA（T-DNA 領域）が宿

LB 
p35S HPT nosT  Prbcac TP-asa1 fbp/sbp nosT          

RB 
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主植物の染色体に伝達される。T-DNA領域外には植物で機能する発現カセ

ットは存在しない。植物に移入された核酸は交配によってのみ伝達され

る。宿主である細菌に哺乳動物等に対する病原性を付与することは知られ

ていない。 

 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 

バイナリーベクターの構成要素は表２に記載した。また、ベクター内で

の供与核酸の構成要素の位置は図２に示した。 

 10 

ロ 宿主内に移入された核酸の移入方法 

 アグロバクテリウム法によった。 

 

ハ 遺伝子組換え生物等の育成の経過 

プラスミドを保持したアグロバクテリウムをイネ種子胚盤由来のカ15 

ルスに感染させ、ハイグロマイシン（40μg/ml）を含む選抜培地で耐性

遺伝子が移入された細胞を選抜し、再分化させることにより、遺伝子組

換えイネ再分化当代（T0）を得た。この T0 個体群を閉鎖系隔離温室で栽

培、自殖種子（T1 系統群）を得た。これらの種子から発芽、成長した個

体を隔離温室または特定網室で栽培し、自殖後代の種子を得た。  20 

得られた T1 あるいはそれ以降の後代については、特定網室での栽培を

行うための機関内承認申請の際に、それぞれの系統の種子から発芽した

植物体について、アグロバクテリウムの残存性確認作業を行っているた

め、アグロバクテリウムが残存していることはない。具体的には、後代

種子から発芽した植物体を種子ごと乳鉢ですり潰し、滅菌水を 1ml 加え25 

けん濁した後、上澄み 100ul をカナマイシン、ハイグロマイシン、クロ

ラムフェニコールを含む LB 培地に塗布した。28 度で 3 日間培養後、ア

グロバクテリウム由来のコロニーの有無を調査し、残存性がないことを

確認している。  
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本隔離ほ場栽培では、これらアグロバクテリウムが残存していないこ

とを確認した系統の、T2 世代以降の種子を使用する。 

 

ニ 第一種使用等を行う系統について  

本申請は、上記の手順によって得られた複数の系統を隔離ほ場で栽培し、5 

以下のような項目について解析することを目的としている。 

 

１．隔離ほ場に展開した本遺伝子組換えイネの緑葉におけるFBP/SBPase遺伝子

の転写レベル、翻訳レベルの発現量、FBPase及びSBPase酵素活性レベル及

び光合成活性レベルの調査。 10 
 

２．隔離ほ場に展開した本遺伝子組換えイネ系統の草丈、稈長、有効分げつ数

などの生育調査。 

 

３．収穫後の乾物重量、一穂籾数、種子稔実率、1000粒重等の収量性調査。 15 
 

 

 

本遺伝子組換えイネでは、最大20程度の系統選抜を目的とした栽培を計画し

ている。栽培個体については系統・世代が判別できる管理を行う。  20 

以降記載する(4)～(6)の情報は、本申請で使用する全ての系統のものではな

く、先行して得られた系統の一部について示しているが、以下の理由から、生

物多様性影響を生じさせるおそれがないと評価することは可能であると考え

られる。 

 25 

・交雑可能な野生植物が我が国には存在しないこと。  

・本遺伝子組換えイネの栽培が管理された極めて限られた枠水田で行われ、隔

離距離の確保や持ち出しを防止する施設・措置などにより、本遺伝子組換え

イネの隔離ほ場からの散逸防止策を講じていること。  

・本遺伝子組換えイネに導入した発現カセットは、選抜マーカーとして多くの30 

遺伝子組換え植物での使用実績のあるハイグロマイシン抵抗性遺伝子、及び

緑色組織のカルビンサイクル内で働くことが知られている FBPase及び
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SBPaseの2つの酵素タンパク質をコードする遺伝子を発現させるものである

こと。  

 

（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. 移入された核酸の複製物が存在する場所 5 

   ゲノム DNA を用いた PCR 解析により、移入した核酸は染色体上に挿入さ

れていることが示唆された。図 3 は HPT 配列を利用した PCR 増幅により導

入遺伝子の有無を確認した結果である。導入遺伝子がオルガネラゲノム上

に挿入されている場合には自殖後代（T1 世代等）のすべての個体が導入遺

伝子を持つはずであるが、図 3 に示す様に、自殖後代で導入遺伝子を持つ10 

個体ともたない個体が分離して出現したことから、移入した核酸が宿主の

染色体上に存在していると判断された。 

加えて、サザンブロットハイブリダイゼーション解析の結果、系統ごと

に異なるサイズの移入核酸のバンドが検出されており(図４)、これは、核

酸が移入された宿主ゲノムの位置が系統ごとに異なることから、核酸の移15 

入部位での、プローブ部位の外側に存在する制限酵素認識部位までの距離

が様々であることを反映したものである。これは、アグロバクテリウム法

により移入された T-DNA が宿主染色体の任意の位置に移入された場合の

典型的なパターンである。 

 20 

 

 

 

 

 25 

図３ 先行系統（10-60-2）の T1 世代の種子 24 粒から発芽した個体に 

おける、移入遺伝子の有無。HPT 遺伝子配列を利用した PCR 増幅により、

導入遺伝子の有無を確認した。 
 

 以上から、移入された核酸の複製物は宿主染色体ゲノム上にあると推察30 

される。また、今後得られる系統についても、移入された核酸の複製物は

M 1    2   3   4    5   6    7   8    9  10 11 12  13 14 15 16 17 18 19  20  21 22 23 24  

10- 60-2 (T1)

増幅箇所：導入コンストラクトの

HPT 遺伝子領域(約1.0kb)

M ： サイズマーカー

1-24： 10-60-2
のT1世代の個体

M 1    2   3   4    5   6    7   8    9  10 11 12  13 14 15 16 17 18 19  20  21 22 23 24  

10- 60-2 (T1)

増幅箇所：導入コンストラクトの

HPT 遺伝子領域(約1.0kb)

M ： サイズマーカー

1-24： 10-60-2
のT1世代の個体








































