
様式第１（第７条関係） 
 第一種使用規程承認申請書  

 令和３年 11 月 19 日 
 文部科学大臣 末松 信介   殿 
 環境大臣     山口 壯   殿 
 

氏名   国立大学法人 東北大学 
申請者             総長 大野 英男    印  
 

住所   宮城県仙台市青葉区片平二丁目１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 

 
Rubisco 過剰生産イネ (RBCS2-sense, Oryza sativa L.) (Sr26-8) 

 

  

  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：宮城県大崎市鳴子温泉字蓬田 232 番３号 
名  称：東北大学大学院農学研究科附属複合生態フィールド教育研究センター

隔離ほ場 
使用期間：承認日から令和７年３月 31 日まで 
１ 隔離ほ場の施設 

(1) 隔離ほ場施設（東西約 56ｍ×南北約 95ｍ）内の砂質水田（東西 25ｍ×南北

20ｍ）を使用する。本隔離ほ場の排水は、施設内周辺の排水パイプに回収さ

れ、ため池に入り、循環する設備となっている。なお、排水路を通して循環

される水の一部は、この隔離ほ場の土質は火山灰土壌であるため排水性が良

く、結果として浸透する。しかし、浸透であるため、種子の隔離ほ場外への

流出はない。また、二重の安全のために、隔離ほ場の周囲（フェンスの内側）

に、深さ 30cm の堀を築き、時間雨量 300mm 程度でも、種子が隔離ほ場外に

流れることはない設計となっている。 
(2) 部外者の立入りを防止するために、隔離ほ場全体の外側に、メッシュフェ

ンス（高さ 185cm の５cm メッシュのフェンスを 50cm 四方のブロック塊支

柱に埋め込む。）を設置している。 
(3) 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

を記載した標識を見やすい所に掲げている。 
(4) 花粉の飛散を防止するために、隔離ほ場から東側の一般農家ほ場と西側の

研究ほ場側は高さ 20ｍ以上の樹木（防風林）で覆われている。また花粉の飛

散や小動物による種子の隔離ほ場外への流出を防ぐために、イネの最終葉で

ある止葉の出現した時から収穫時までは、防雀網（２cm メッシュ）を、栽培

しているイネを覆うように設置する。 
(5) 本隔離ほ場には、使用した機械、器具、靴等に付着した土を洗浄するため

の洗場を設置している。 
(6) 本隔離ほ場は、直近の一般農家水田からおよそ 400ｍ、また直近の東北大学

大学院農学研究科附属複合生態フィールド教育研究センターの実験ほ場（水

田）からおよそ 200ｍ離れた場所に位置する。 
２ 隔離ほ場の作業要領 

本遺伝子組換えイネ及び比較対象のイネ品種以外の交配可能な植物が隔

離ほ場内の栽培実験区画で生育することを最小限に抑える。 
 

  

   



 
 
 

  
遺伝子組換え生

物等の第一種使

用等の方法 

 
(2) 本遺伝子組換えイネを隔離ほ場外に運搬する場合は、当該イネが漏出しない

ような構造の容器等に納めてから運搬する。本遺伝子組換えイネを保管する

場合には、当該イネが漏出しないような構造の容器内に納め、保管する。 
(3) 隔離ほ場内の栽培実験区画で栽培したイネの残さ及び発生した植物は、試験

終了後速やかに隔離ほ場内に鋤き込むことにより確実に不活化する。種子は

漏出しないような容器に納め、オートクレーブにより不活化する。 
(4) 隔離ほ場で使用した機械、器具又は隔離ほ場で作業した者の靴等は、作業終

了後隔離ほ場内で洗浄し、隔離ほ場内の植物残さ、土等を外に持ち出さない

等により、意図せずに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。 
(5) 隔離ほ場の設備が本来有する機能を発揮するよう維持及び管理を行う。 
(6) (1)から(5)に掲げる事項を、使用等をする者に遵守させる。 
(7) 使用する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に基づき、速やかに対処する。 
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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 

(1)  分類学上の位置付けおよび自然環境における分布状況 

ア 宿主の属する分類学上の種の和名、英名および学名 

和名: イネ, 英名: rice, 学名: Oryza sativa L.  

 

イ 宿主の品種名または系統名(別添 1) 

品種名: 能登ひかり(ノトヒカリ) 

登録年月日: 1986 年 11 月 21 日 

登録番号: 第 1199 号 

農林登録番号: なし 

地方番号: 石川 8 号 

 

ウ 国内及び国外の自然環境における自生地域 

イネ(Oryza sativa)の近縁野生種は、生育地の水条件に適応しなが

ら、世界中の熱帯及び亜熱帯に分布し、生育している (星川、1989; 

佐藤、2008)。特に、ラオスからインドの北東地域を東西とし、さら

に、ミャンマーから中国雲南省を南北とした地域は、多様なイネ

(Oryza sativa)近縁野生種が自生している。しかし、日本では、宿主

植物のイネ(Oryza sativa)及びその近縁野生種が自生していない 

(松尾、1989; 高橋、1988; 佐藤、2008)。 

 

(2)  使用等の歴史及び現状 

ア 国内及び国外における使用等の歴史 
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イネ(Oryza sativa)の祖先種は O. nivara と O. rufipogon で、イ

ンド、バングラディシュからミャンマー、タイ北部、中国雲南省に

かけた一帯が起源とされている (佐藤、2008)。その後、12,800 年前

から 11,500 年前のヤンガー・ドリアス期という汎ユーラシア規模で

起こった寒冷期の間に、イネの栽培化が進んだと考えられている 

(宮本、2009)。 

日本へは、縄文時代晩期(紀元前 1,300年から紀元前 800年頃)に、

1)中国華北地方より朝鮮半島経由 (岡崎、2002)、2)中国華北より山

東半島、黄海経由 (岡崎、2002)、3)揚子江下流域より東シナ海経由

(岡崎、2002)、4)中国華南地方より台湾、南西諸島経由などの経路(佐

藤、1996)で、伝来したと推定されている。さらに、近年のプラント・

オパール分析により、縄文時代晩期より早い段階の中期～後期に、

既に、日本に伝来したとする説もある (佐藤、2008)。福岡平野の板

付遺跡や菜畑遺跡は、日本最古の水田址遺跡とされており、紀元前

1,000 年頃のものと考えられている。紀元前 300 年以降の弥生時代

中期までには、東日本一帯から東北地方にまで広がったとされてい

る (蓬原、1990)。稲作に代表される農耕は、日本の歴史、伝統・文

化、及び生活習慣・風俗に大きな影響を与えると共に、現在におい

ても、日本人の主食として、イネは全国的に栽培されている。 

 

イ 主たる栽培地域、栽培方法、流通実態、及び用途 

(ｱ)  栽培地域 

北は日本の北海道や中国の東北地域から、南はオーストラリア南

部までが、イネの栽培地域となっている。しかし、その栽培の中心
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はアジアのモンスーン地帯であり、全世界のイネ栽培地の約 9 割を

占めている。2014 年の統計によれば、世界におけるイネの栽培面積

は、約 1 億 6 千万 ha、玄米の総生産量は、約 5 億トンである(United 

States Departments of Agriculture  ｢World Market and Trade｣; 

http://www.fas.usda.gov/data/search?f%5B0%5D=field_report_ty

pe%3AWorld%20Production%2C%20Markets%2C%20and%20Tr

ade%20Reports)。 

(ｲ)  栽培方法 

イネ(Oryza sativa)は、日本型、インド型、及びジャワ型の 3 型に

分類される (星川、1989)。日本では、日本型イネが主たる栽培品種

である。北海道から九州及び沖縄まで南北に気候変化の大きい日本

では、常に品種改良が進められ、各地に適した多くの品種が栽培さ

れている。水資源に恵まれた日本においては、水田に苗を移植する

(田植え)栽培方法が一般的である (星川、1989)。しかし、近年、農

作業の効率化及び経費削減を目指し、湛水した水田のみならず、乾

田に対しての直接播種する方法(直播)も普及してきている (姫田、

1999)。一部の二期作を行う地域を除き、日本では、通常、春に播種

して秋に収穫を行う。田植えが可能となる平均気温の最低は 13℃で

ある (星川、1989)。 

(ｳ)  流通実態 

米の流通経路としては、JA(農業協同組合)や集荷業者が、生産者

(農家及び農業生産法人)が収穫した米を集荷し、流通経路に賦与す

るのが、一般的である。この集荷の段階で、JA などでは、 農産物

検査員が米の品質等の検査を行う。集荷された米は、卸業者によっ
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て精米され、量販店や生協などを通じ、消費者へと供給される。し

かし、近年、米価下落による生産者の収入の減少、または、消費者

の食に対する安全、安心を求める意識の高まりにより、JA や集荷業

者を介さず生産者と消費者の直接取引も増えてきている。米の消費

量については、加工・外食が全体の 53％と高い水準を占める実態に

あるのが、近年の傾向である。 

(ｴ)  用途 

日本の米生産量は、平成 26 年度産で約 840 万トン (農林水産省 

作況調査: 

http://www.maff.go.jp/j/tokei/kouhyou/sakumotu/sakkyou_kome/i

ndex.html#r)で、主食用米の他に、米粉用、餌米用、加工用米、及

び備蓄米として使用されている。一方、国家貿易によって輸入して

いる米(MA 米)は、平成 25 年度で 77 万トンである (農林水産省 米

に関するマンスリーレポート: 

http://www.maff.go.jp/j/seisan/keikaku/soukatu/mr.html)。主に、

MA 米は低価格のため、国産米では価格面で対応しがたい加工食品

の原材料への使用や、飼料用米、または、海外への食料援助等に活

用されている(農林水産省 加工原材料用に係る政府所有ミニマム・

ア ク セ ス 米 及 び 政 府 所 有 備 蓄 用 精 米 の 販 売 に つ い て : 

http://www.maff.go.jp/j/seisan/syoryu/hanbai/kakou-ma-

teirei.html)。 

 

(3)  生理学的及び生態学的特性  

ア 基本特性 
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イネは一年生で、種子で繁殖する中空の茎を持つ木本的植物であ

る。葉は平行脈を持ち、細長く、薄いものが多い。ススキのように

根出葉が多いものもあれば、ヨシのように茎葉が多いものもある。

葉の基部が茎に巻き付いて葉鞘を形成する。茎には節があり、節ご

とに葉が付き、根が円周上に出現する。茎は中空であることが多く、

節がしきりとなっている。茎は木質化して堅くなるが、形成層が存

在しないため、成長し太くなることはない。イネは、風によって花

粉媒介を行うため、花は花弁を失い、雄しべは長く、毛が生えてい

ることが多い。また、花序が変形した小穂と呼ばれる偽花を一単位

とし、通常栽培条件下では 100～150 の小穂が集合して一穂を形成

する。小穂内の子房が成熟した果実を穎果と呼び、これがさらに外

穎と内穎に包まれた状態となっている (星川、1989)。 

 

イ 生息又は生息可能な環境の条件 

通常の栽培可能温度は、20℃以上で、イネは湛水条件(水田)で栽培

される。生育最低温度は 10～12℃、開花結実には 23℃を必要とす

る。栽培地域、品種、栽培管理等によって異なるが、出穂、開花か

ら登熟期前半で平均気温より高い日が続くと障害が発生する。また、

逆に、この時期に低温が続くと、不稔率が高まる。元来、水生植物

であるイネは要求水量が大きな作物であり、土壌水分が表面層で水

分 10%以下、下層土で 12%以下では干ばつ害が発生する (松木、

1940)。 

 

ウ 捕食性又は寄生性 



9 
 

    イネに捕食性、並びに寄生性はない。 

 

エ 繁殖又は増殖の様式 

(ｱ)  種子の脱粒性、散布様式、休眠性及び寿命 

イネは種子繁殖性である。種子の散布は、籾の老化が進み枝梗か

ら種子が脱落することで行われる。熱帯に分布するインド型イネと

は異なり、日本型の脱粒性は極めて低い (松尾、1990b)。休眠性は

品種間差が大きいが、一般的に日本型イネは、秋に収穫して室温に

保管した場合、翌春には休眠は失われる (松尾、1990b)。しかし、

種子の発芽力(寿命)は、低温・低湿条件下では長期間の維持が可能で

ある (松尾、1990b)。また、室温条件下でも種子水分を 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(松尾、

1990b)。しかし、一般の日本型イネ品種の白色米種子を土壌中に埋

蔵した場合、収穫年の最初の冬の間に大部分の種子は発芽能を失っ

てしまう (松尾、1990b)。 

(ｲ)  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ため、通常の栽培環境下にお

いては、収穫後、個体は枯死する。特に、日本では、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。しか

し､人為的に適切な水分や温度条件が管理された場合は、種子収穫後

も個体を維持することができる。例えば､節から発生する分枝を植え

替えることによって株を増やすこともできる (松尾、1989)。また､

刈株から「ひこばえ」と呼ばれる新しい分げつが発生し成長する場
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合もあるが、通常は冬を迎え低温に晒されることにより枯死に至る。 

(ｳ)  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 

イネの自殖性は高度で、日本型イネの他殖率は 0.6～3.9%程度で

ある(Consensus Document on the Biology of Oryza sativa (Rice), 

No.14, 1999: http://www.oecd.org/env/ehs/biotrack/46815658.pdf)｡

他殖性の程度を示す他の情報として､開花期間の重複する 2 品種(花

粉親、種子親）を用いた花粉飛散による交雑試験が行われている。

農林水産技術会議の報告によると、東北農業研究センター及び九州

沖縄農業研究センターによる試験の結果、隔離距離が 4.5 m の場合

は交雑率が 0.6%以下、10 m では 0.04%以下) (農林水産技術会議、

2003)、また平成 16 年度に実施された調査では、風下側に 25.5 m 離

れた位置での交雑が認められ (農林水産技術会議、2008)、「第 1 種

使用規程承認組換え作物栽培実験指針」においてイネの隔離距離は

30 m と定められた。一方、平成 18～19 年度の北海道立農業試験場

においては､他殖する確率を高めるために､種子親を冷水処理により

不稔(不稔率 40～50%)を生じさせ特殊な条件下で交雑試験を行った｡

その結果、特殊な環境下では、花粉親から 237 m 離れた位置におけ

る交雑率が 0.024% (平成 19 年度試験)、また、花粉親から 600 m

離れた位置での交雑率 0.028%が確認された。しかし、これらの交雑

率は極めて低い値であった。イネの自家不和合性及びアポミクシス

は報告されていない。また、国外では、栽培イネと交雑可能な近縁

野生種(野生イネ：AA ゲノムを有する O.rufipogon、O.nivara 等)が

自生している地域もあるが、それら野生イネが日本で自生している
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という報告はない (松尾、1989; 高橋、1988; 佐藤、2008)。 

(ｴ)  花粉の生産量､稔性、形状、媒介方法、飛散距離及び寿命 

イネの受粉形式は風媒であり､葯は開花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の確率は栽培

品種においては極めて低く、1%以下である (松尾、1990a)。頴花に

は 6本の葯があり、各葯には 1,000個以上の花粉が含まれている (松

尾、1990a)。稔性はほぼ 100%で、形状は球形、葯内では粘質で花粉

塊をなしている。しかし、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。花粉の寿命は、一般に 3～5 分、

最大で 10 分程度とされている。 

 

オ 病原性 

認められていない。 

 

カ 有害物質の産生性 

近年、イネにおいてアレロパシー作用(植物が放出する化学物質が

他の生物に阻害的、または促進的作用を及ぼす現象)が、特に、雑草

の生育抑制に関わる知見として報告されている。しかしながら、一

般に、イネのアレロパシー活性は、近代の栽培種においては低く、

野生種やインド・フィリピン・バングラデシュ起源の栽培種では、

活性が高いことが報告されている (Dilday et al., 1994)。また日本

型イネでは、赤米系統の一部(阿波赤米)で、アレロパシー活性(阻害

活性)が、レタスに対して高いこと (Fujii et al., 1994)､また、国際イ
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ネ研究所(IRRI)の研究によれば、イネ 115 系統のうちの 67 系統で

雑草抑制効果があることが報告されている  (Olofsdotter et al., 

1999)。このようなアレロパシー作用を有する物質を｢他感物質｣とい

うが、他感物質の候補として、フェノール物質、フタル酸類、ヒド

ロキサム酸類、さらにはモミラクトンなどが挙げられている。また、

他感物質の土壌中での残存期間は、長くて数ケ月程度と考えられて

いる。また病原体の感染に対する植物の抵抗反応として、ファイト

アレキシンと総称される低分子抗菌物質の生産が知られている。イ

ネにおいては、15 種類のファイトアレキシンが単離、同定されてい

る(Otomo et al., 2004)。しかし､アレロパシー作用や病原体に対する

植物の抵抗反応は、元来イネのみならず、植物が生存戦略のために

獲得した性質であると考えられている｡ 

 

キ その他の情報 

なし。 

 

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 

ア 構成及び構成要素の由来 

RBCS2 (Rubisco small subunit2) (RAP-DB code: 

Os12g0274700) (RAP-DB: http://rapdb.dna.affrc.go.jp/)構造遺伝子

を順鎖 (センス )方向に過剰発現させた｢Rubisco 過剰生産イネ 

(RBCS2-sense, Oryza sativa L.) (Sr26-8)｣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を表 1 に示した。 
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表 1 供与核酸のサイズ、構成要素、由来及び機能 

 

イ 構成要素の機能 

現在、過去 80 万年以上におよぶ大気 CO2 濃度の推移が明らかと

なっている。この期間、数回の氷河期と間氷期が繰り返され、氷河

期には CO2濃度が約 200 ppm、一方、間氷期には約 280 ppm で、

ほぼ規則正しく推移してきた。現在は、間氷期にあたり、産業革命

前の 1 万年間の CO2濃度は、従前通り、約 280 ppm であった。し

かし、産業革命以降、化石燃料の消費と森林破壊により、CO2 濃度

は急激な上昇を示し、現在は 400 ppm になっており、21 世紀中に

は、600 ppm に達するとの予測もある。CO2は地表から長波放射を

吸収し、地表に向けて再放出する｢温室効果ガス｣であることより、

CO2 濃度の上昇が地球の温暖化をもたらしていることに間違いはな

い。地球の温暖化は、海水面の上昇、砂漠の拡大、さらに、気象・
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気候の劇的変化をもたらす。また、植物にとっても CO2濃度の上昇

は、大きな問題となりうる。光合成の基質となる CO2が上昇するこ

とは、光合成や成長にとって有利に働くようにも見える。しかし、

実際は、現在の 2 倍の CO2濃度で植物を栽培しても、イネの乾物生

産は 10 から 20％上昇する程度で、むしろ、高 CO2環境下では、長

期的には光合成速度や成長速度の低下が観察される場合もある。こ

れは、現生の多くの植物が、長期間に渡りほぼ 200 ppm～280 ppm

だった CO2濃度に適応してきたためとも考えられる。 

今後、各国の政治的排出削減努力は続くと思われるが、一方、大

気 CO2 濃度の上昇は避けられないと考えられる。この現状を鑑み、

高 CO2濃度下濃度条件においても健全に育ち、かつ、高 CO2により

適応的な植物を創出することが、将来予測される世界的な食糧危機

やエネルギー不足を解決し、大気 CO2濃度上昇を抑制する有効な方

法の一つであると考えている。そこで申請者らは、植物にとって現

在の大気 CO2 環境下では CO2 固定の律速となるものの、高 CO2 環

境下ではその量が過剰となる酵素、Rubisco に着目し、この酵素の

量を特異的に増加させたイネを作出し、異なる CO2環境下における

この組換えイネの適応性の観察を行った。 

そもそも、Rubisco は、RbcL(Rubisco large subunit)が 8 つ、RBCS

が 8 つの計 16 量体よりなり、RbcL 遺伝子は葉緑体ゲノムに、一方、

RBCS 遺伝子は核ゲノムに、それぞれコードされている。イネでは

葉緑体の遺伝子を操作する形質転換技術は確立されていないため、

人為的に RbcL 遺伝子の発現を調節することは困難である。そのた

め、RBCS 遺伝子の発現を増加させることにより、Rubisco 酵素が
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増加したイネを作出することとした。 

始めに、RBCS2 のプロモーター下流に RBCS2 構造遺伝子を順鎖

(センス)方向に接続した配置で、バイナリーベクターpBI101Hm 

(Kojima et al., 2000)のマルチクローニングサイトに組み込み、

RBCS2 プロモーター::RBCS2::NosT の配列を構築した。バイナリ

ーベクターpBI101 には、ハイグロマイシン耐性遺伝子(HPT)が組み

込まれている。遺伝子の導入(組換え)は、アグロバクテリウム法を介

して行った。遺伝子が導入された植物個体は、ハイグロマイシンを

利用して選別し、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 を得た (Suzuki 

et al., 2007)。解析の結果、バックグラウンドである非組換えイネ（ノ

トヒカリ）と比較して、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 は、Rubisco

含量、及び活性の増加が確認されている。 

(ｱ)  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 

組換え RBCS センスイネ Sr26-8 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。 

ｱ) イネ RBCS2 センス発現カセット (Suzuki et al., 2007) 

(表 1) 

i. RBCS2 プロモーター 

キヌヒカリ由来の RBCS2 コーディング領域の上流、約 2.8 

kbp 由来の RBCS2 の推定プロモーター領域。イネの光合成器

官において極めて高い遺伝子の発現活性を示す。 

ii. RBCS2 構造遺伝子 

日本晴れ由来の RBCS2 の構造遺伝子。5 種類の RBCS 族の
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中で、発現量が高い遺伝子である。 

iii. ノパリン合成酵素ターミネーター (NosT) 

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

3'非翻訳領域で、転写ターミネーターおよび mRNA のポリアデ

ニル化シグナルを含む。 

ｲ) ハイグロマイシン耐性カセット (表 1) 

i. CaMV35S プロモーター 

カリフラワーモザイクウイルス(CaMV)由来の 35S プロモー

ターで､DNA を鋳型に mRNA 合成を開始する DNA 上の特定の

塩基配列である。植物の様々な器官、組織で発現させる特徴を有

する。しかし、イネの花粉においては発現しないことが報告され

ている。 

ii.  ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子 (HPT

遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子) 

大腸菌 K-12 株由来の遺伝子で、産出されたハイグロマイシン

ホスホトランスフェラーゼ(HPT)は、ハイグロマイシンをリン酸

化し､不活性化させることにより､ハイグロマイシンに対する耐

性を付与する｡この機能を利用し、ハイグロマイシンホスホトラ

ンスフェラーゼ遺伝子(HPT 遺伝子)は、通称、ハイグロマイシ

ン耐性遺伝子と呼ばれ、選抜マーカー遺伝子として汎用されて

いる。 

iii. ノパリン合成酵素ターミネーター (NosT) 

Agrobacterium tumefaciens 由来のノパリン合成酵素遺伝子，

非翻訳領域で､転写ターミネーターおよび mRNA のポリアデニ
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ル化シグナルを含み、mRNA 合成を終結させるのに必要な塩基

配列である。 

ｳ) カナマイシン耐性カセット (表 1) 

i. ノパリン合成酵素プロモーター 

Agrobacterium tumefaciens に由来し、植物中で NPT II 遺

伝子の転写を開始させる、ノパリン合成酵素遺伝子プロモータ

ー 

ii. ネオマイシンリン酸基転移酵素遺伝子 (NPT II 遺伝子、

カナマイシン耐性遺伝子) 

NPT II 遺伝子が産生するネオマイシンリン酸基転移酵素

(NPT II)は、ATP の存在下でネオマイシンやカナマイシン等の

アミノグリコシド系抗生物質のアミノヘキソース部分の 3’-水

酸基をリン酸化する。ネオマイシンやカナマイシンがリン酸化

されると細菌リボゾームへの取り込みと結合が抑制され、それ

により、細胞が耐性を示す。これにより、ネオマイシンやカナマ

イシンを含む培地上で形質転換細胞を選抜することができる。

NPT II蛋白質はネオマイシンやカナマイシン等のアミノグリコ

シド系抗生物質に対してのみ特異的にリン酸化反応を触媒する。 

iii. ノパリン合成酵素ターミネーター (NosT) 

Agrobacterium tumefaciens 由来のノパリン合成酵素遺伝子，

非翻訳領域で､転写ターミネーターおよび mRNA のポリアデニ

ル化シグナルを含み、mRNA 合成を終結させるのに必要な塩基

配列である。 

  



19 
 

(ｲ) 目的遺伝子及び選抜マーカーの発現により産出されるタンパ

ク質の機能及び当該タンパク質がアレルギー性（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タンパク質と

相同性を有する場合はその旨 

ｱ)  RBCS2 遺伝子 

RBCS2 遺伝子及び Rubisco タンパク質は、イネのみならず高

等植物が本来もっている遺伝子及び酵素である。しかも、導入し

た RBCS2 遺伝子は、イネ日本晴れ由来のものである。また、

Rubisco タンパク質が、アレルギー性をもつという報告はない。

さらに、RBCS 及び RbcL のアミノ酸配列をもとに、既知のア

レルゲンタンパク質や既知の毒性タンパク質との相同性検索

（アレルゲンデータベース: Allergen Database for Food Safety, 

http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/）を利用し、アレルゲン性の予

測を行ったところ、既知のアレルゲンタンパク質や毒性タンパ

ク質との相同性は認められなかった。したがって、Rubisco タン

パク質が、アレルギー性または毒性を示す可能性は、極めて低い

と考えられる。 

ｲ) ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子

(HPT 遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子) 

 ハイグロマイシン耐性酵素(HPT)がアレルギー性をもつとい

う報告はない。また、HPT のアミノ酸配列をもとに、既知のア

レルゲンタンパク質や毒性タンパク質との相同性検索（アレル

ゲンデータベース : Allergen Database for Food Safety, 

http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/）を行ったところ、既知のアレ
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ルゲンタンパク質や毒性タンパク質との相同性は認められなか

った。したがって、HPT が、アレルギー性または毒性を示す可

能性は、極めて低いと考えられる。 

ｳ)  ネオマイシンリン酸基転移酵素遺伝子 (NPT II 遺伝子、

カナマイシン耐性遺伝子) 

 ネオマイシンリン酸基転移酵素(NPT II)が、アレルギー性を

もつという報告はない。また、NPT IIのアミノ酸配列をもとに、

既知のアレルゲンタンパク質や毒性タンパク質との相同性検索

（アレルゲンデータベース: Allergen Database for Food Safety, 

http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/）を行ったところ、既知のアレ

ルゲンタンパク質や毒性タンパク質との相同性は認められなか

った。したがって、NPT II が、アレルギー性または毒性を示す

可能性は、極めて低いと考えられる。 

 

(ｳ) 宿主の持つ代謝系を変化させる場合はその内容 

Rubisco は生理学的に以下の反応を触媒する。 

 D-リブロース 1,5-二リン酸 + CO2 + H2O → 

 2×3-ホスホグリセリン酸 

この反応の補因子としてマグネシウムイオンを要求する。この反

応はカルビン - ベンソン回路におけるカルボキシレーション反応

過程であり、本代謝系に回路固有な反応である。カルビン-ベンソン

回路における他の反応はD-リブロース1,5-ビスリン酸の再生系を除

くとほとんどは、ペントースリン酸経路に見られる。したがってカ

ルビン-ベンソン回路は Rubisco のカルボキシレーション反応とそ
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の基質再生系によって調節されている。 

よって、非組換えイネと比較して、センス RBCS2 遺伝子が導入

され Rubisco 酵素が増加した本組換えイネでは、炭素代謝系を中心

に、代謝系に大きな変化が生じると予想された。実際、代謝産物の

一斉解析の結果より、本形質転換体では、カルビン-ベンソン回路の

中間代謝産物である 3-ホスホグリセリン酸及びセドヘプツロース-

7-リン酸量が増加していた (Suzuki et al., 2012a, 別添補足資料)。

一方で、ハイグロマイシン耐性酵素およびカナマイシン耐性酵素の

発現に関しては、基本的な代謝系に影響を及ぼすという報告はない。 

 

(2)  ベクターに関する情報 

ア 名称および由来 

 バイナリーベクターには、pBI101 (図 1A, Clontech, Palo Alto, 

CA,USA)に、CaMV35S プロモーター(CaMV35S)::ハイグロマイシ

ン耐性遺伝子(HPT)::ノパリン合成酵素ターミネーター(NosT)カセ

ットが組み込まれた pIG121Hm (図 1B, Kojima et al., 2000)を使用

した。この pIG121Hm は、基本的に植物の遺伝子組換え(形質転換)

用 の ベ ク タ ー で 、 大 腸 菌 RK2 株 及 び Agrobacterium 

tumefaciensC58 株由来である。 

 

イ 特性 

(ｱ)  ベクターの塩基数及び基本構造 

pBI101 の基本構造と、pIG121Hm のマルチクローニングサイト

近辺の基本構造を図 1 に示した。 
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図 1 pBI101 の基本構造 (A)と pIG121Hm のマルチクローニングサイト近辺の基本構造 (B) 

B: BamH I 切断部位; CaMV35S: カリフラワーモザイクウイルス由来の 35S プロモーター; E: EcoR I 切断部位; H: 

Hind III 切断部位; HPT : ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子; LB: レフトボーダー; NosP: ノパ

リン合成酵素プロモーター; NosT : ノパリン合成酵素遺伝子の 3’非翻訳領域の転写ターミネーター; NPT II: カナ

マイシン耐性遺伝子; RB: ライトボーダー; S: Sal I 切断部位; Sc: Sac I 切断部位; Xb: Xba I 切断部位 

 

(ｲ)  特定の機能を有する塩基配列 

 pIG121Hm の骨格部分(図 1B)にはハイグロマイシン耐性を示す

ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子(HPT 遺伝子、

ハイグロマイシン耐性遺伝子)、カリフラワーモザイクウイルス

(CaMV)由来の 35S プロモーター(CaMV35S)、ノパリン合成酵素遺

伝子の 3’非翻訳領域の転写ターミネーターである NosT が組み込

まれている。また、pBI101 由来の CaMV35S::GUS::NosT カセット

が存在する。目的遺伝子を pIG121Hm に導入する際には、Hind III、

Xba I、Sac I を使用することができる(図 1B)。大腸菌の複製開始領

域である ori、アグロバクテリウムの複製開始領域である Rep 及び

安定化領域である Sta が、ベクター上に存在する。 

 pBI121Hm の Hind III と Sac I 制限酵素部位を利用して、予め構

築した RBCS2 プロモーター ::RBCS2 カセットを組み込み、

pBI121Hm内にRBCS2プロモーター::RBCS2::NosTカセットを構

築した。 

 

(3)  組換え植物の調製方法 

ア 宿主内に移入された核酸全体の構成 
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 宿主内に移入される核酸は、図 2 に示したように、RB – NosP – 

NPTII – NosT – RBCS2 プロモーター – センス RBCS2 – NosT – 

CaMV35S – HPT – NosT – LB の約 8 kbp である。RBCS2 遺伝子

過剰発現カセットと共に、ハイグロマイシン耐性遺伝子も同時に移

入されるため、組換えイネは、ハイグロマイシンによる選抜が可能

となる。 

 
図 2 宿主内に移入される核酸 

CaMV35S: カリフラワーモザイクウイルス由来の 35S プロモーター; HPT: ハイグロマイシンホスホトランスフェラ

ーゼ遺伝子; LB: レフトボーダー; NPT II: カナマイシン耐性遺伝子; NosP: ノパリン合成酵素プロモーター; NosT:: ノ

パリン合成酵素遺伝子の 3’非翻訳領域の転写ターミネーター; RB: ライトボーダー;  

 

イ 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り行った。 

 

ウ 遺伝子組換え生物等の育成の経過 

(ｱ)  核酸が移入された細胞の選抜の方法 

宿主内に移入された本プラスミドベクターの構成要素は表 1 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と制限酵

素による切断部位に関しては図 1 に示した。ベクターpIG121Hm の

マルチクローニングサイトの Hind III と Sac I サイトに、RBCS2
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プロモーター::RBCS2 カセットを挿入した。構築したバイナリーベ

クター(HPT 遺伝子を含む) (図 2)を導入したアグロバクテリウム

(EHA101 株：カナマイシン耐性)を、イネ(品種：ノトヒカリ)種子カ

ルスに感染させ、ハイグロマイシン(50 mg/L)を含む選抜培地で核酸

が移入された細胞を選抜した。 

(ｲ)  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性 (別添 2)  

種子カルスに感染させたアグロバクテリウムは、ハイグロマイシ

ン耐性遺伝子を含むプラスミドを有しているため、カナマイシンお

よびハイグロマイシン含有の培地で選抜したものを用いた。したが

って、アグロバクテリウムの残存性試験は､組換えイネ Sr26-8 (T 3)

および非組換えイネの種子を乳鉢と乳棒で破砕し、滅菌水に懸濁後、

組換えに用いたプラスミドを持つアグロバクテリウムのみ生育でき

る LB 培地(ハイグロマイシン､カナマイシン含有：EHA101 株のみ

でカナマイシン耐性を有する)に塗布して、25℃で培養することで行

った。培養 2 日後、観察によりアグロバクテリウムの残存性を調査

した結果、アグロバクテリウムの増殖は観察されなかった。このこ

とから、組換え後代に、遺伝子導入に用いたアグロバクテリウムは

残存していないと判断した。 

(ｳ)  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 

平成 10 年度から遺伝子導入実験を開始し、閉鎖系実験室におけ
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る組換えイネの選抜、ならびに特性解析を行ってきた。そして、

Rubisco タンパク質含量が最も増加した組換え RBCS2 センスイネ

Sr26-8 を選抜し、本系統を自殖により世代を進めた。選抜方法とし

ては、上記「核酸が移入された細胞の選抜方法｣の項で選抜したカル

スから再分化させた幼植物(T 0、当代)を閉鎖系温室に移植して自殖

により種子を得た(T 1)。T 0 の植物は、導入した遺伝子が相同染色

体の片方に挿入されたヘミ型(+/-)である。したがって、自殖により

得られた T 1 の種子の遺伝子型は、導入遺伝子が両方の染色体に挿

入されているホモ導入型、ヘミ型、両方の染色体に外来遺伝子が挿

入されていない野生型に分離する。この分離世代の選抜は、T 1 種

子から生育させた T 1 植物を用い、サザンハイブリダイゼーション

解析により行った。元来非組換えイネのノトヒカリが有している

RBCS 遺伝子のシグナル強度（仮に A とする）と、導入された遺伝

子のシグナル強度（仮に B とする）を比較 (B/A) し、ヘミ型である

T 0 植物のシグナル強度比を 1 とする。従って、T 1 植物のシグナル

強度比は、ホモ導入型は 2，ヘミ型は 1，野生型は 0 となる。このこ

とを利用して、ホモ導入型個体の選抜を行った｡T 1 植物をさらに自

殖させることにより T 2 種子を得た(図 3)｡さらに自殖を繰り返し、

T 3 種子を得た。T 3 植物にノトヒカリを 2 回戻し交配し（BC1及び

BC2）、自殖により BC2F1種子を得た。BC2F1植物に対し上記の方法

でホモ導入型個体の選抜を行い、自殖させることで BC2F2種子を得

た｡ 

平成 17 年度から閉鎖系温室において、生物多様性影響評価に必

要な情報を収集するための解析を行った。まず､T 3 および BC2F2植
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物を用いて、遺伝子の存在をサザンハイブリダイゼーションで確認

した。 

また､T 3 および BC2F2 植物を用いて、遺伝子の存在状態（安定

性：遺伝子ならびにタンパク質の発現量等）を調べた。また BC2F2

種子を用いて、アグロバクテリウムの残存性、組換えイネの有害物

質生産の有無（栽培後の跡地土壌での残留効果、土壌微生物相に与

える影響の有無､植物遺体のすき込みによる環境への影響の有無)を

調べた。隔離ほ場での試験は BC2F2 世代を用いて行う｡イネ育成の

経過、ならびに世代と実施した試験の概略を次に示す。 

 

T 0→(自殖)→T 1→(自殖)→T 2→(自殖)→T 3 

T 3→（戻し交配）→BC1→（戻し交配）→BC2→(自殖)→BC2F1→(自殖)→BC2F2 

図 3 組換えイネ育成経過 

 

(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 (別添 3) 

ア 移入された核酸の複製物が存在する場所 

 遺伝子を導入した植物 (T 0)から自殖により得た T 1 植物 46 個

体を対象に、導入した遺伝子の遺伝子型(ホモ導入型、ヘミ型、野

生型)の割合をサザンハイブリダイゼーション法によって調べた｡そ

の結果、ホモ導入型、ヘミ型、野生型に持つ個体は、12:21:10 と

なり、χ二乗検定(5％水準)の結果より 1:2:1 に分離していた。した

がって、移入した核酸は染色体上であると判断した。 

 



28 
 

イ 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 (別添 3 図 1) 

閉鎖系温室で栽培した組換え RBCS センスイネ Sr26-8 の T 3 世

代及び BC2F2世代の植物体からゲノム DNA を抽出し､PCR による

導入遺伝子の検出を行った。RBCS2 センス遺伝子を検出するため

に、RBCS2 遺伝子のプロモーター内の forward プライマー (5'-

CGCCGCATACTCCATCATGT-3') および NosT 内の reverse プラ

イマー (5'-TCAATCTTAAGAAACTTTATTGCC-3') を用いた。ハ

イグロマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子 (HPT 遺伝子、

ハイグロマイシン耐性遺伝子) を検出するために、HPT 遺伝子内

の forward プライマー (5'-GGTTTCTACAAAGATCGTTATGTTT-

3') 及び reverse プライマー (5'-

TGCGTCGCATCGACCCTGCGCCCAA-3') を用いた。ネオマイシ

ンリン酸基転移酵素遺伝子 (NPT II 遺伝子、カナマイシン耐性遺

伝子) を検出するために、NPT II 遺伝子内の forward プライマー 

(5'-GCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCG-3') および reverse プ

ライマー (5'-CTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCG-3') を用い

た。また、PCR のポジティブコントロールとして、イネのアクチ

ン遺伝子(GenBank accession. AB047313)を検出するために、アク

チン遺伝子内の forward プライマー(5’-

CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA-3’)および reverse プライ

マー(5’-CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA-3’)を用いた。そ

の結果、いずれのプライマー対及びいずれの世代においても、目的

とするそれぞれ 1,223 bp、720 bp、780 bp 及び 235 bp の DNA 増
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幅断片が得られた。 

引き続き、Prior et al., (2006) らの方法に従い、RBCS2 センス

イネより抽出したゲノムに対して、定量的リアルタイム PCR によ

る導入遺伝子のコピー数の確認を行った。導入したセンス RBCS2

遺伝子のみを検出するために、RBCS2 プロモーターとベクターに

用いた pIG121Hm との連結部分の配列に対する forward プライマ

ー (5’-GCGGGAGCCTGTGTGCAGAG-3’)と RBCS2 プロモーター

内部配列に対して設計した reverse プライマー (5’-

GCCGACGAATTTATCAGATATG-3’)を用いた。また、内生のコン

トロール遺伝子として、イネのゲノム中にホモ型の 1 遺伝子として

の存在が明らかとなっている細胞質型グルタチオン還元酵素遺伝子 

(GR; GenBank accession. AB009592)を用いた(Prior et al., 

2006)。センス RBCS2 と GR 遺伝子由来のシグナル比率がいずれ

の世代においても 8:1 であったことから、導入遺伝子のコピー数は

すべてヘミ型とした場合 16 コピーであることが示された。先に述

べたように、T 1 世代におけるホモ型、ヘミ型、野生型の分離比が

1: 2: 1 となったことや、T 3 世代及び BC2F2世代において導入遺伝

子のコピー数が変化していないことから、RBCS2 センス遺伝子は

ホモ型の 8 コピーで存在していると推測される。これらの結果か

ら、導入された遺伝子が、組換えイネのゲノム DNA 中に、安定し

て存在し、さらに次世代へ継代されていることが考えられる。 

さらに、遺伝子発現の安定性を調べる目的で、定量的リアルタイ

ム PCR 解析を行った。その結果、非組換えイネ(ノトヒカリ)と比

較して、RBCS センスイネ Sr26-8 では、RBCS 遺伝子族の内、導
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入した遺伝子である RBCS2 の発現が、抽出中の 12 葉身におい

て、約 7 倍に増加していた。さらに、12 葉身においては、Rubisco

を構成するもう一つのサブユニットである大サブユニットをコード

する RbcL 遺伝子の発現も増加した。なお、RbcL の発現が RBCS

に応じて変動しているのは RBCS タンパク質が、RbcL の発現変動

を直接的ないし間接的に調節しているためである (Suzuki and 

Makino, 2012b)。 

 

ウ 染色体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 

 導入した NPT II、RBCS2 及び HPT 遺伝子については、8 つの

｢センス RBCS2 過剰発現カセット｣が、組換え RBCS センスイネ

Sr26-8 に導入されていることが推測されている(別添 3)。導入され

た遺伝子が互いに、また、本来の RBCS 遺伝子と隣接しているか､

離れているかは、導入された遺伝子の発現に大きな影響を及ぼさな

いと考えられるため、その確認は行っていない｡ 

 

エ 自然条件の下での個体間及び世代間での発現の安定性 (別添 3 

図 2) 

 遺伝子発現の安定性を調べる目的で、定量的リアルタイム PCR

解析を行った。その結果、非組換えイネ(ノトヒカリ)と比較して、

組換え RBCS センスイネ Sr26-8 では、RBCS 遺伝子族の内、導入

した遺伝子である RBCS2 の発現が、抽出中の 12 葉身において、

約 7 倍増加していた。さらに、12 葉身においては、RbcL 遺伝子の
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発現も増加した。 

 

オ 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 

該当するウイルスの存在は報告されていない 

 

(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 

 導入遺伝子のうち､選抜マーカーのハイグロマイシンホスホトラ

ンスフェラーゼ遺伝子(HPT 遺伝子)はハイグロマイシン抵抗性を与

える。この抵抗性はカルスだけでなく、発芽種子においても認めら

れることを確認しているため、ハイグロマイシン含有の培地で種子

を発芽させることで、識別が可能である。組換えイネには導入遺伝

子であるセンス RBCS2 遺伝子と HPT 遺伝子が同時に組み込まれ

ている。そのため、HPT 遺伝子を検出することで、内在性の

RBCS2 遺伝子とは区別して検出及び識別することが可能である。

本方法による感度・信頼性に関しては、本組換えイネ Sr26-8 と非

組換えイネ・ノトヒカリから DNA を抽出し、HPT 遺伝子を特異

的に増幅するプライマーを用いて検出した場合、ほぼ 100%に近い

感度での検出が可能であり、信頼性も高い。さらに導入した

RBCS2 遺伝子は、イントロン配列を持たない cDNA 配列を用いて

いる。そのため、RBCS2 タンパク質をコードする領域の遺伝子内

でイントロン箇所を挟んで設計したオリゴプライマーを用いた

PCR 法により、イントロン配列をもつ内在性の RBCS2 遺伝子と
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導入した RBCS2 遺伝子は PCR 産物のサイズが異なることで、区

別して検出することが可能である。 

 

(6) 組換え植物と、宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 

ア 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 

 導入したセンス RBCS2 遺伝子は、RBCS2 プロモーターに連結

し発現させているため、本来発現すべき器官、組織で発現している

と考えられる。結果、非組換えイネと比較して組換え RBCS セン

スイネ Sr26-8 は、低 CO2分圧及び通常 CO2分圧条件下におい

て、それぞれ約 32%、15％の個体乾燥重の増加が起きている(別添 

4)。よって、ほ場試験においても、通常 CO2分圧条件下で栽培し

た時の結果と類似するように、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 に

は、1 割程度の個体乾燥重の増加が顕れるのではないかと推測して

いる。導入遺伝子のうち､HPT 遺伝子はハイグロマイシン抵抗性を

付与する｡この HPT 遺伝子により組換えイネの選抜及び確認がで

きる。 

 

イ 生理学的又は生態学的特性について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 

 

(ｱ)  形態及び生育の特性 (別添 4) 

異なる CO2濃度下で栽培した非組換えイネ(ノトヒカリ)及び組換

え RBCS センスイネ Sr26-8 の、それぞれ T 3 世代における個体乾
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物重および窒素含量の測定を行った。調査は、屋内型人工気象室の

CO2分圧を低分圧(28 Pa)、現在の大気中の分圧(40 Pa)、高分圧

(120 Pa) の 3 段階に設定し、生育調査を行った。サンプリング

は、播種後 63 日目に行った。その結果、組換え RBCS センスイネ

Sr26-8 においては、低、及び現在大気中 CO2濃度において、個体

乾物重量の増加が観察された。 

(ｲ)  跡地土壌での残留効果 (別添 5) 

残土を市販のアラシステム(ビーエム科学)のポットに取り、レタ

ス種子を 20 粒播種。各系統 4 ポットとした。栽培は人工気象室内

で行い、条件は光強度 300 µmol m-2 s-1、昼温/夜温 24℃/20℃、日

長 14 時間とした。適宜 1/1000 濃度のハイポネックスを与えた。

サンプリングは 20 日後に行った。地上部及び根の乾燥重、長さの

ポット平均と標準誤差を算出した。別添 5、表 1 に 20 日間栽培後

のレタスの地上部及び根の乾燥重、また、地上部及び根の長さを示

した。非組換え体と比較して組換え RBCS センスイネ Sr26-8 栽培

跡地で栽培したレタスの地上部及び根の乾燥重、並びに地上部及び

根の長さには、有意な差は観察されなかった。 

(ｳ)  土壌微生物相検定 (別添 6) 

本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 の土壌微生物相への影響を検

定するため、希釈平板培養法を行い非組換えイネ(ノトヒカリ)と比

較、検討した。細菌等および放線菌の数の測定のため、完熟期に培

土を個体に近接したところから採種し、約 2.5 g を個体滅菌水 50 

mL に懸濁。細菌等数の測定では、さらに滅菌水で 100 希釈した液

200 µL を YG 培地に塗布した。糸状菌数の測定では、さらに滅菌
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水で 10 希釈した液 200 µL をローズベンガル培地に塗布した。放

線菌数の測定のため、同様に採取した土を乾燥し、1 g を SDS-

Yeast extract 法 (生物工学会誌 第 90 巻 第 8 号 493–498．

2012) に供した。同法にて処理した液 200 µL を HV 培地に塗布し

た。植物栽培土壌の微生物数の測定を行った結果を表 1 に示した。

全ての調査項目において、非組換え体栽培土壌中の微生物数と組換

え RBCS センスイネ Sr26-8 の栽培土壌中の微生物数に、有意な差

は認められなかった。 

(ｴ)  植物遺体のすき込み試験 (別添 7) 

本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 の遺体による他の植物への影

響を非組み換えイネ(ノトヒカリ)と比較し、検討を行った。各系統

の植物体を 4 個体粉砕し、培土(メトロミックス 250; HYPONex 

(http://www.hyponex-pro.com/SHOP/4977517018636.html)に

0.5% (w/w)の割合でそれぞれ混合した。混合した土をアラシステム

のポットに取り、レタス種子を 20 粒播種。各系統 4 ポットとし

た。栽培は人工気象室内で行った（光強度 300 µmol m-2 s-1、昼音/

夜温 24℃/20℃、日長 14 時間）。適宜 1/1000 濃度のハイポネック

スを与えた。サンプリングは 2 週間後に行った。地上部及び根の乾

燥重、長さはポット平均を算出し、さらに 4 ポットの平均と標準誤

差を算出した。別添 7、表 1 に 20 日間栽培後のレタスの地上部及

び根の乾燥重、また、地上部及び根の長さを示した。これらの調査

項目に対して、粉砕した組換え RBCS センスイネ Sr26-8 を鋤込ん

だ土壌のいずれでも非組換えイネを鋤込んだ土壌との間で統計的に

有意な差は認められなかった(t 検定、5%水準: p > 0.05)。 
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(ｵ)  花粉の形態および稔性の検定 (別添 8)    

本組換えイネ Sr26-8、ならびに非組換えイネから花粉を採取し､

顕微鏡で観察した｡花粉の形状､サイズに相違は認められなかった

(別添 8 図 1)。次に花粉をヨード・ヨードカリ溶液でデンプンを

染色し､その稔性を確認したところ､稔性率は組換えイネ Sr26-8 で

96%､非組換えイネ(ノトヒカリ)で 98%と統計的に有意な差異は認

められなかった。また、収穫時における穂の不稔率は本組換えイネ

Sr26-8 及び非組換えイネともに 4%前後であった。したがって、組

換えイネ Sr26-8 と非組換えイネの花粉の稔性率に相違はないと判

断した。 

(ｶ)  生育初期における低温耐性試験 (別添 9)    

生育初期における低温耐性試験を行うため、本組換えイネ Sr26-

8、及び非組換えイネの種子を 32℃で 36 時間催芽した後、培土(メ

トロミックス 250)をポットに取り、各系統の種子をそれぞれ 10 粒

ずつ播種した。各系統 1 ポットずつ、以下の 3 つの区に設定し、適

宜 1/1000 濃度のハイポネックスを与え培養を行った。  

(栽培区 1) 昼温/夜温 24℃/20℃設定の人工気象室で 21 日間培養 

(24℃区)  

（栽培区 2) 昼温/夜温 24℃/20℃設定の人工気象室で 7 日間栽培し

たのち、4℃設定の人工気象室で 14 日間培養 (24/4℃区)   

(栽培区 3) 昼温/夜温 4℃設定の人工気象室で、21 日間培養 (4℃

区) 

その結果､写真からも明らかなように(別添 9 表 1)、2)の 24/4℃

区では、組換え、非組換えイネのどれも、4℃設定の人工気象器に
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入れた時の草丈から、草丈の伸長は認められず、生育は著しく抑制

された。なお、14 日間の低温処理終了後、1)の 24℃区設定の人工

気象器で栽培した植物体を、4℃の人工気象室に移したところ、全

ての植物体は枯死にいたった。また、3) 4℃区の区では、組換え、

非組換えイネともに、地上へ出芽することはなかった。また、処理

3)において、21 日間の低温処理後、昼温/夜温 24℃/20℃設定の人

工気象器に植物体を移した場合、7 日間経過しても地上へ出芽しな

かった。したがって、組換え及び非組換えイネともに、低温に対す

る感受性に差異は認められず、低温耐性に関して組換えイネと非組

換えイネの間には差異地上部の長さはポット平均を算出し、さらに

3 ポットの平均と標準誤差を算出した。4℃区では生育は見られな

かった。 

(ｷ)  成体の越冬性又は越夏性 (別添 10) 

イネは熱帯地域では多年生植物であるが、我が国の栽培地帯で

は、結実後、冬季には通常自然に枯死する。今回の申請に関わる試

験地がある東北地方では、イネは夏型一年生作物であり、成熟後自

然に枯死し、成熟後さらなる栄養繁殖や、再度結実して種子を生産

することはない。ここでは越冬性の検討のみ行った。組換え RBCS

センスイネ Sr26-8 と非組換えイネ(ノトヒカリ)の株を使用し、｢ひ

こばえ発生」等の有無を調べた。非組換えイネ及び組換えイネの全

ての株は、枯死し、｢ひこばえ｣の発生は認められなかった。従っ

て、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 においても、非組換えイネと

同等に、通常自然下においての越冬性はないものと考えている。特

に、栽培予定の東北大学大学院農学研究科付属複合生態フィールド
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教育研究センター・隔離ほ場がある大崎市鳴子川渡の冬期 4 ヶ月の

平均気温は、12 月 1.8℃、1 月 －1.0℃、2 月 －0.6℃、3 月 

2.3℃と、本実験環境における 4℃を大きく下回っている。従っ

て、隔離ほ場において栽培を行ったとしても、本組換えイネの株に

よる越冬性はないものと判断している。 

(ｸ)  種子の特性（脱粒性、稔実率、穎果重量及び発芽率）(別添

11) 

非組換えイネ(ノトヒカリ)と比較して、本組換え RBCS センスイ

ネ Sr26-8 の種子特性について、脱粒性、稔実率、一粒当たりの穎

果重量及び発芽率について調べた。成熟期の穂を握って脱粒性を調

査したが､組換えイネ Sr26-8､非組換えイネどちらも難で､相違は認

められなかった｡稔実率は、組換えイネ Sr26-8、非組換えイネとも

に 90%～95%であり、両者に有意な差はなかった。一方、稔実し

た穎果の種子重量に関しても、組換えイネ Sr26-8 と非組換えイネ

の間に、有意差は観察されなかった(別添 11 図 1)。さらに、発芽

率は、組換えイネ Sr26-8、非組換えイネともに、92%以上であ

り、大きな差はなかった(別添 11 図 2)。 

(ｹ)  交雑率 

我が国にイネと交雑可能な近縁の野生種は自生していないことか

ら、調査は行っていない。 

 

ウ 有害物質の産生性 

(ｱ)  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 (別添 7) 
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組換えイネ Sr26-8､ならびに非組換えイネについて植物体を粉砕

し､土壌と混合し､レタスを栽培した(すき込み試験)。20 日後のレタ

スの幼根長、幼伸長、新鮮重、乾物重に有意な差は認められなかっ

た。 

(ｲ)  根から分泌され､土壌微生物に影響を与えるもの (別添 6) 

組換えイネ Sr26-8 を栽培した土壌における土壌微生物相(細菌

類､放線菌､糸状菌)について調査した｡対照として、非組換えイネを

同一条件で栽培した土壌を用いた｡土壌中に認められた細菌類､放線

菌､糸状菌では統計的に有意な差は認められなかった。 

RBCS2 遺伝子の過剰発現により Rubisco 量が増加した組換えイ

ネ Sr26-8 において、光合成産物及び糖代謝産物含量の変化が明ら

かになっている (Suzuki et al., 2012a)。しかし、(ｱ)と(ｲ)の結果に

示された通り、レタスの成長及び土壌微生物の生息数は、非組換え

イネの実験結果と比較して、それぞれに有意差はなかった。さら

に、これまで、光合成産物、糖、及びデンプン代謝産物がアレロパ

シー物質などとの関連性を持つとの報告はない。以上のことより、

組換えイネ Sr26-8 の体内において、ハイグロマイシン耐性および

カナマイシン耐性酵素の産出を含む代謝産物量の変化が、他の野生

の動植物種等に影響を与える有害物質の産出を引き起こしていると

は、非常に考えにくい。 

 

3. 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報 

恒常的に本酵素の発現が増強された本組換えイネ Sr26-8 を、親

株であるノトヒカリと共に野外環境(隔離ほ場)で栽培する。そし
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て、ほ場での生育及び収量の比較調査を行うことで、今日の大気

CO2濃度と Rubisco 量の変化が、イネのバイオマス生産と収量に

及ぼす影響を直接的に評価する。  

同時に、今後の大気 CO2濃度の上昇予測から作物生産の動向を

的確に予測する。すなわち「野外環境において大気 CO2濃度と

Rubisco 量がイネの生育に与える影響評価試験」を目的として行

う。また、生物多様性影響評価に資するデータも収集する。 

 

(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 (別添 12 参照)  

ア 試験ほ場：宮城県大崎市鳴子温泉字蓬田 232-3 

 

イ 名称：東北大学大学院農学研究科附属複合生態フィールド教育研

究センター隔離ほ場 

 

ウ 使用期間：承認日から令和 7 年 3 月 31 日まで 

 

エ 隔離ほ場の施設 (別添 12 図) 

(ｱ)  隔離ほ場施設(東西約 56 m×南北約 95 m)内の砂質水田(東西

25 m×南北 20 m)を使用する。本隔離ほ場の排水は、施設内周辺の

排水パイプに回収され、ため池に入り、循環する設備となっている｡
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なお、排水路を通して循環される水の一部は、この隔離ほ場の土質

は火山灰土壌であるため排水性が良く、結果として浸透する。しか

し、浸透であるため、種子の隔離ほ場外への流出はない。また、二

重の安全のために、隔離ほ場の周囲(フェンスの内側)に、深さ 30 cm

の掘りを築き、時間雨量 300 mm 程度でも、種子が隔離ほ場外に流

れることはない設計となっている。 

(ｲ)  部外者の立入りを防止するために、隔離ほ場全体の外側に、メ

ッシュフェンス(高さ 185 cm の 5 cm メッシュのフェンスを 50 cm

四方のブロック塊支柱に埋め込む)を設置している。 

(ｳ)  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

責任者の氏名を記載した標識を見やすい所に掲げている。 

(ｴ)  花粉の飛散を防止するために、隔離ほ場から東側の一般農家

ほ場と西側の研究ほ場側は高さ 20 m 以上の樹木(防風林)で覆われ

ている。また花粉の飛散や小動物による種子の隔離ほ場外への流出

を防ぐために、イネの最終葉である止葉の出現した時から収穫時ま

では、防雀網(20 mm メッシュ)を栽培しているイネを覆うように設

置する。 

(ｵ)  本隔離ほ場には、使用した機械、器具、靴などに付着した土

を洗浄するための洗場を設置している。 

(ｶ)  本隔離ほ場は、直近の一般農家水田からおよそ 400 m、また

直近の東北大学大学院農学研究科附属複合生態フィールド教育研究

センターの実験ほ場(水田)からおよそ 200 m 離れた場所に位置す

る。 

(ｷ)  本組換えイネ Sr26-8、および非組換えイネ・ノトヒカリは、
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5 月下旬に実験ほ場(砂質水田)に移植を行う。出穂期、収穫期は年毎

の天候に大きく左右されるが、出穂期は 8 月上旬、収穫期は 9 月下

旬～10 月上旬が想定される。なお、周辺ほ場では、主に「ひとめぼ

れ」が栽培されており、移植時期はおおよそ 5 月上旬～中旬、開花

時期は 8 月上旬から中旬、収穫時期は 9 月下旬が予測される。 

 

オ 作業要領 

以下の作業は、組換えイネの隔離ほ場外への漏出を予防するため

に実施する。 

(ｱ)  承認された組換えイネ及び比較対象のイネ品種以外の交配可

能な植物が、隔離ほ場内の栽培実験区画で生育することを最小限に

抑えるために、慣行法による除草剤処理と中耕除草を行う。 

(ｲ)  組換えイネを隔離ほ場外に運搬する場合は､組換えイネが漏

出しないような構造の容器等に納めてから運搬する｡組換えイネを

保管する場合には､組換えイネが漏出しないような構造の容器内に

納め､保管する。 

(ｳ)  隔離ほ場内の栽培実験区画で栽培した試験終了後のイネの残

渣及び発生した植物は､試験終了後速やかに隔離ほ場内に鋤き込む

ことにより確実に不活化する｡種子は漏出しないような容器に納め､

オートクレーブにより不活化する。なお、焼却によるイネの不活化

の選択もあるが、焼却はダイオキシン発生等の問題も生じるため、

本隔離ほ場では焼却炉は使用しない。 

(ｴ)  隔離ほ場で使用した機械､器具又は隔離ほ場で作業した者の

靴等は､作業終了後隔離ほ場内で洗浄し､隔離ほ場内の植物残渣､土
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等を外に持ち出さない等により､意図せずに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。 

(ｵ)  隔離ほ場の設備が本来有する機能を発揮するよう維持､管理

を行う。 

(ｶ)  (ア)から(オ)に掲げる事項を、使用等をする者に遵守させる。 

(ｷ)  使用する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に基づ

き､速やかに対処する。 

 

カ 隔離ほ場の地図及び隔離ほ場内における試験区の配置図 

別添 12 を参照のこと 

 

(3) 承認をう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 

 花粉飛散の恐れまたはその可能性が発生したと判断された場合の

み以下に述べる実験を行う。隔離ほ場内の栽培箇所(防雀網内)､周

囲のフェンス内側(防雀網外)、最も近い研究ほ場、一般ほ場に花粉

トラップ板を開花時に設置し､花粉を採取する｡採取した花粉を

Single Pollen Genotyping 法(花粉数粒からの遺伝子型決定法)によ

り、組換えイネの花粉が飛散しているか否かを判別する。本方法に

より、交雑の可能性を判別する。また、栽培区画内(防雀網内)に親

株のノトヒカリを生育検定用とは別に移植・栽培し、交雑の有無を

確認する。確認方法は、組換えイネには、導入遺伝子である

RBCS2 遺伝子にハイグロマイシン耐性遺伝子(HPT 遺伝子)が連結
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された状態で導入されているため、実った種子を収穫し、約 1 万粒

に対して薬剤耐性(ハイグロマイシン耐性)の有無を確認する。な

お、以上の花粉の飛散のモニタリング調査を行った場合はその結果

を、本学環境・安全委員会遺伝子組換え実験安全専門委員会の特定

事業組織である遺伝子実験センターのホームページ

(http://www.cgr.tohoku.ac.jp/)において公開する。 

 

(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 

別紙の｢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

似している環境での使用等の結果。 

平成 15 年度以降、閉鎖系温室または閉鎖系人工気象室におい

て、本組換えイネ Sr26-8 では、成熟葉において Rubisco 量が野生

型の 1.2 から 1.3 倍程度に増加した。しかし、個葉光合成速度は大

きく増加することはなかった。一方、個体の窒素吸収が促進される

ことで生育が、1 割から 3 割ほど改善された。また、本組換えイネ

を利用した代謝産物の一斉解析から、カルビン-ベンソン回路の中

間代謝産物である 3-ホスホグリセリン酸及びセドヘプツロース-7-

リン酸量が増加することが明らかとなっている (Suzuki et al., 

2007, Suzuki et al., 2009, Suzuki et al., 2012a, Suzuki et al., 

2012b, Sudo et al., 2014)。 
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(6) 国外における使用等に関する情報 

国外における使用の実績はない。 

 

第 2 項目ごとの生物多様性影響の評価 

宿主である日本型イネ栽培種は、わが国における農耕の歴史ととも

に存在し､現在も最重要作物として広く栽培されている。これまでの経

験から通常の使用法の範囲で取り扱う限り、自然生態系において野生

化､雑草化する恐れは極めて少ないと考えられる。ここでは、生物多様

性影響評価実施要領別表第三に基づき、組換えイネと宿主または宿主

の属する分類学上の種との相違点を考慮して生物多様性影響評価を行

う。 

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 

       なし 

理由： 

野生植物と栄養分、日照、生育場所等の資源を巡って競合し、そ

れらの生育に支障を及ぼす性質として、本組換えイネ Sr26-8 の形

態、及び生育特性､生育初期の低温耐性､生態の越冬性、花粉の特

性､について調査した。その結果、本組換えイネ Sr26-8 を通常大気

CO2分圧で生育させた場合、非組換えイネ(ノトヒカリ)と比較し

て、個体乾燥重と個体当たりの全窒素含量が増加していた。しか

し、その他の調査項目、生育初期の低温耐性､生態の越冬性、花粉

の特性等には、有意な違いは見られなかった。 

よって、自然条件下においては、非組換えイネよりも、組換えイ
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ネ Sr26-8 は、生育の優越性を期待している。しかし、その割合、

非組換えイネと比較し、個体乾燥重、個体当たりの窒素含量に関し

ては、10%強の増加であり（別添 4、図 1）、現在栽培されているイ

ネ品種間に見られる生産性の差異に比較すれば、小さなものであり

問題のあるレベルではない。このように、組換えイネ Sr26-8 の表

現型が、ことさら自然環境下での競合で優位に働くとは考えがた

い。 

また、本組換えイネが耐性となる薬剤は、自然環境下の土壌に高

濃度で存在することはないため、本組換えイネが獲得する薬剤耐性

が自然環境下での競合に有意に働くとは考え難い。 

さらにイネは我が国において長年の使用経験がある農作物であ

り、自然条件下で自生することはあまり知られていないこと、これ

までの知見では競合における優位性が高まるような知見は得られて

いないことから、本組換えイネ Sr26-8 を第一種使用規程に従って

使用する場合、本組換えイネ Sr26-8 が隔離ほ場外部へ意図せずに

持ち出されることを防止する限りにおいては、本組換えイネ Sr26-

8 と競合する可能性のある野生動植物は特定されない。 

 

(2) 影響の具体的内容の評価 

なし 

理由： 

競合における優位性に関して影響を受ける可能性のある野生植物

等は特定されない。 
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(3) 影響の生じやすさの評価 

なし 

理由： 

競合における優位性に関して影響を受ける可能性のある野生植物

等は特定されない。 

 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

 影響を受ける可能性のある野生動植物が特定されなかったことか

ら、本組換えイネ Sr26-8 を第一種使用規程に従って使用する場

合、本組換えイネ Sr26-8 がほ場外部へ意図せずに持ち出されるこ

とを防止する限りにおいては、競合における優位性についての生物

多様性影響が生じるおそれはないと判断する。 

 

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 

   なし 

理由： 

本組換えイネ Sr26-8 は､RBCS2 遺伝子センス方向に高発現さ

せ、Rubisco 酵素を増加させた形質転換イネである。有害物質の産

生性に関しては、イネ Rubisco タンパク質をイネの生体内で増加さ

せていること、また、Rubisco タンパク質自体の毒性またはアレル

ギー性に関する報告がないこと、さらには､Rubisco タンパク質の

アミノ酸配列をもとに、既知のアレルゲンタンパク質や毒性タンパ

ク質との相同性検索（アレルゲンデータベース:Allergen Database 
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for Food Safety, http://allergen.nihs.go.jp/ADFS/）を行った科学

的知見からも、有害性を予測することはできなかった。また､栽培

終了時の土壌微生物相の調査､植物遺体のすき込み実験、栽培跡地

土壌での残留効果検定において、本組換えイネ Sr26-8 と非組換え

イネの間に統計的有意差は認められなかった。さらに、本組換えイ

ネを用いた代謝産物の一斉解析の結果から、野生型と比較して、光

合成産物関連の代謝産物量の変化は観察されるものの、有害性を示

す産物の増加といったことは、本組換えイネ Sr26-8 では見出され

ていない (Suzuki et al., 2012a)。 

本組換えイネ Sr26-8 は、移入された選抜マーカーとしてハイグ

ロマイシン耐性およびカナマイシン耐性遺伝子を発現し、酵素タン

パク質を生産するが、本酵素は植物、酵母やヒト培養細胞の遺伝子

組換え(形質転換)の選択マーカーとして使用されており、生物多様

性に影響を与える有害物質であるという報告はない。 

上記を踏まえ､本組換えイネ Sr26-8 を第一種使用規程に従って使

用する場合、本組換えイネ Sr26-8 がほ場外部へ意図せずに持ち出

されることを防止する限りにおいては、有害物質の産生性において

影響をう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 

なし 

理由： 

有害物質の産生性に関して影響を受ける可能性のある野生植物

等が特定されない。 
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(3) 影響の生じやすさの評価 

なし 

理由： 

有害物質の産生性に関して影響を受ける可能性のある野生植物

等が特定されない。 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

 影響を受ける可能性のある野生動植物が特定されなかったことか

ら、本組換えイネ Sr26-8 を第一種使用規程に従って使用する場

合、本組換えイネ Sr26-8 がほ場外部へ意図せずに持ち出されるこ

とを防止する限りにおいては、有害物質の産生性についての生物多

様性影響が生じるおそれはないと判断する。 

 

3. 交雑性 

(1) 影響をうける可能性のある野生動植物等の特定 

なし  

理由： 

野生イネである O. nivara、O. rufipogon 等の植物は、栽培イネ

種(O. sativa)の近縁野生植物であり、国外のイネ栽培地近辺の自生

地においては栽培種イネと交雑することが知られているが、これら

の植物は我が国に自生しているという報告はない。したがって、本

組換えイネ Sr26-8 を第一種使用規程に従って使用する場合、本組

換えイネ Sr26-8 がほ場外部へ意図せずに持ち出されることを防止

する限りにおいては、交雑性に関して影響をうける可能性のある野
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生植物は特定されなかった。 

 

(2) 影響の具体的内容の評価 

なし 

理由： 

交雑性に関して影響を受ける可能性のある野生植物は特定され

ない。 

 

(3) 影響の生じやすさの評価 

なし 

理由： 

交雑性に関して影響を受ける可能性のある野生植物は特定されな

い。 

 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

影響を受ける可能性のある野生動植物が特定されなかったことか

ら、本組換えイネ Sr26-8 を第一種使用規程に従って使用する場

合、本組換えイネ Sr26-8 がほ場外部へ意図せずに持ち出されるこ

とを防止する限りにおいては、交雑性についての生物多様性影響が

生じるおそれはないと判断する。 

 

4. その他 

上記の他に生物多様性影響の評価を行うことが適切と考えられる

本遺伝子組換えイネ Sr26-8 の性質はないと考えられる。 
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第 3 生物多様性影響の総合的評価 

競合における優位性について、本組換えイネ Sr26-8 は、2 種類の抗

生物質耐性遺伝子を有しているが、付与された抗生物質耐性が自然環

境下での競合において優位に作用することはない。また閉鎖系の栽培

において、通常栽培条件下で、非組換えイネと比較し、本組換えイネ

Sr26-8 の個体乾燥重の 10%程度の増加が認められた。しかしながら、

乾燥重の 10%ほど増減は、イネの個体差及び品種間差においても観察

される範囲である。このことより、この観察された乾燥重の増加が、

競合性に有意に働くとは考えにくい。また、種子の脱粒性は、非組換

えイネと同等に「難」であることより、競合における優位とはなりに

くい。仮に、想定外の理由により競合において優位に生育した場合で

も、本隔離ほ場の立地条件、出穂期における防雀網の設置等、適切な

措置を講じることより、本組換えイネ Sr26-8 が、隔離ほ場外に、非人

為的に移行することはあり得ない。 

イネは我が国において長年の使用経験がある農作物であり、自然条

件下で自生することはあまり知られていないこと、これまでの知見で

は競合における優位性が高まるような知見は得られていないことも踏

まえ、本組換えイネ Sr26-8 を第一種使用規程に従って使用する場合、

本組換えイネ Sr26-8 が隔離ほ場外部へ意図せずに持ち出されることを

防止する限りにおいては、本組換えイネ Sr26-8 と競合する可能性のあ

る野生動植物は特定されない。 

有害物質の産生性について、非組換えイネ・ノトヒカリの有害物質

産生についての報告はない。また本組換えイネ Sr26-8 に順方向で導入
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した RBCS2 遺伝子、およびハイグロマイシン耐性とカナマイシン耐性

の遺伝子産物は有害物質には該当しない。さらに、イネ Sr26-8 は、

Rubisco 量が増加していることから、光合成及び糖代謝産物量に大きな

変化が生じている(Suzuki et al., 2012a, 別添補足資料)。しかし、栽培

土壌の土壌微生物相、植物遺体のすき込み試験、栽培跡地土壌での残

留効果検定を実施した結果、本組換えイネ Sr26-8 は宿主品種ノトヒカ

リとの間に有害物質生産性に差異が認められなかったことから、影響

を受ける可能性のある野生動植物を特定することができない。 

交雑性について､宿主の属する分類学上の種であるイネと交雑可能な

近縁野生種は、我が国には存在しないことから、影響を受ける可能性

のある野生動植物は特定されなかった。 

上記を総合的に評価し､本組換えイネ Sr26-8 を第一種使用規程に従

って使用等し、本組換えイネ Sr26-8 がほ場外部へ意図せずに持ち出さ

れることを防止する限りにおいては、生物多様性への影響が生ずるお

それはないと評価した。  
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別添 1 
 

基本的特性 
 
登録番号: 第 1199 号 
登録年月日: 1986 年 11 月 21 日 
地方番号: 石川 8 号 
品種名: 能登ひかり(ノトヒカリ) 
 

 
 
 
能登ひかり(ノトヒカリ)の系譜 
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別添 2 
組換えイネ中のアグロバクテリウムの残存性 

【目的】 
組換えイネ中にアグロバクテリウムが残存しているかを検定する。 

【実験方法】 
本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 の種子(T 3)、及び非組換えイネ(ノトヒカリ)の種

子を、それぞれ 6 粒、使用した。種子 6 粒を乳棒と乳鉢で粉末にし、蒸留水 1 mL に懸

濁した。それぞれ系統毎に、サンプル試験を行った。この溶液 0.2 mL をハイグロマイ

シン(50 µg/mL)、カナマイシン(50 µg/mL)を含む LB 培地に塗布し、25℃で培養した。

培養 2 日後、目視観察によりアグロバクテリウムの残存性を確認した。培地上の対照区

は、組換えイネ作製にもちいたアグロバクテリウムを塗布し、培養した。 
【結果】 

本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 の種子では、アグロバクテリウムの発生は全く観

察されなかった。よって、本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 の後代には、アグロバク

テリウムは残存していないと判断した。 
 

 
図 1 本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 におけるアグロバクテリウム残存試験 

A; 本組換えイネ作製に用いたアグロバクテリウムを塗布して培養したプレート 

B; 本組換えイネの種子磨砕物を懸濁した液を塗布して培養したプレート 

  

A B 
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別添 3 
導入遺伝子の安定性と Rubisco 遺伝子の発現解析 

【目的】 
世代を経た本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71

の導入遺伝子の安定性と発現の安定性を検定する。 
【実験方法】 

本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 の T 3 と BC2F2世代の種子、RBCS アンチセンス

イネ AS-71 の T 3 と T 4 世代、及び非組換えイネの種子を発芽させた後、HCl で pH5.5
に調整した水道水に浮かべたサランネット上に播種し、閉鎖系温室内で、2 週間の栽培

を行った。播種後、2 週間目の各組換えイネと非組換えイネの地上部からゲノミック

DNA を抽出した。まずこれに対し、PCR にて導入遺伝子の確認を行った。RBCS セン

スイネでは RBCS2 センス遺伝子、ハイグロマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子 
(HPT 遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子) 及びネオマイシンリン酸基転移酵素遺伝子 
(NPT II 遺伝子、カナマイシン耐性遺伝子) に由来する DNA 断片を増幅した。RBCS ア

ンチセンスイネでは RBCS2 アンチセンス遺伝子及びホスヒノスリシンアセチルトラン

スフェラーゼ遺伝子 (bar 遺伝子、ビアラホス耐性遺伝子) に由来する DNA 断片を増

幅した。また、PCR のポジティブコントロールとして、イネのアクチン遺伝子

(GenBank accession. AB047313)の増幅を行った。 
さらに、定量的リアルタイム PCR 法により導入遺伝子のコピー数を確認した。この

ため、RBCS センスイネでは RBCS2 プロモーターとバックボーンとなるベクターとの

連結部分の配列を増幅した。RBCS アンチセンスイネでは、RBCS2 アンチセンス遺伝

子に連結したノパリン合成酵素遺伝子のターミネーター(NosT)とバックボーンとなるベ

クターとの連結部分の配列及び bar 遺伝子に連結した NosT とバックボーンとなるベク

ターとの連結部分の配列を増幅した。いずれの場合にも、内生のコントロール遺伝子と

して、イネのゲノム中にホモ型の 1 遺伝子としての存在が明らかとなっている細胞質型

グルタチオン還元酵素遺伝子 (GR; GenBank accession. AB009592)を同時に増幅し、こ

れらの間のシグナル強度比から導入遺伝子のコピー数を算出した。なお、RBCS アンチ

センスイネでは 2 種の導入遺伝子に対し NosT を共通して増幅しているが、バックボー

ンとなるベクターが異なるため、それぞれに特異的な増幅が可能である。 
また、定量的リアルタイム PCR 法により、組換えイネ及び非組換えイネの葉身の

RBCS 及び RbcL 遺伝子の発現様式の検証を行った。第 12 葉身の全体が 2/3 抽出した

時、第 12 葉身から第 8 葉身までをサンプリングした。バーは平均 ± 標準誤差 (n = 
3)。統計処理は葉位別に Tukey の HSD 検定にて行った。異なるアルファベット間では

有意差がある (p < 0.05)。 
【結果】 

閉鎖系温室で栽培した RBCS センスイネ Sr26-8 の T 3 との BC2F2世代、及び RBCS
アンチセンスイネ AS-71 の T 3 と T 4 世代から抽出したゲノミック DNA に対する PCR
により導入遺伝子の検出を行った。RBCS センスイネでは、いずれの世代においても、
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RBCS2 センス遺伝子、HPT 遺伝子、NPTII 遺伝子及びアクチン遺伝子で想定されるそ

れぞれ 1,223 bp、720 bp、780 bp 及び 235 bp の DNA 増幅断片が得られた。同様に

RBCS アンチセンスイネでも、RBCS2 アンチセンス遺伝子及び bar 遺伝子で想定される

それぞれ 1,108 bp 及び 459 bp の DNA 増幅断片が得られた (図 1)。このことから、

RBCS センスイネ及び RBCS アンチセンスイネのいずれの世代においても導入遺伝子は

継代されていることが示された。定量的リアルタイム PCR 法を用いて導入遺伝子のコピ

ー数の判定を行った結果、RBCS センスイネでは得られたシグナル強度がいずれの世代

でも対照遺伝子の 8 倍であったため、導入遺伝子は全てヘミ型とした場合は 16 コピーで

あったことが示された。T 1 世代におけるホモ型、ヘミ型、野生型の分離比が 1: 2: 1 と

なったことや、T 3 世代及び BC2F2世代におけるコピー数に変化がないことから、導入

した RBCS2 センス遺伝子はホモ型の 8 コピーとして存在していると考えられる。同様

の解析を RBCS アンチセンスイネで行ったところ、RBCS2 アンチセンス遺伝子及び bar
遺伝子はともに全てヘミ型とした場合は世代を問わず 44 コピーが存在しており、世代を

経ても変化はなかった。RBCS センスイネと同様の理由から、RBCS2 アンチセンス遺伝

子及び bar 遺伝子はホモ型の 22 コピーとして存在していると予測される。これらのこと

から、導入したそれぞれの遺伝子が、組換えイネのゲノム DNA 中で安定して存在する

とともに、さらに、次世代へ継代されていることが考えられる。 
さらに、遺伝子発現の安定性を調べる目的で、定量的リアルタイム PCR 解析を行っ

た。その結果、非組換えイネ(ノトヒカリ)と比較して、組換え RBCS センスイネ Sr26-8
では、RBCS 遺伝子族の内、導入した遺伝子である RBCS2 の発現が、抽出中の 12 葉身

において、約 7 倍増加していた。他の RBCS 遺伝子族の遺伝子発現には、RBCS3 で統

計的な有意差はみられたものの、大きな変化はみとめられなかった。さらに、12 葉身に

おいては、Rubisco の大サブユニットをコードする RbcL 遺伝子の発現も増加した。 
一方で、RBCS アンチセンスイネ AS-71 の抽出中の 12 葉身では、RBCS 遺伝子の

RBCS3、RBCS4、RBCS5 遺伝子と共に、RbcL 遺伝子が有意に発現減少した。この結

果は、RBCS2 - 5 遺伝子のホモロジーが高く、コード領域では約 9 割となっている。そ

のため、RBCS2 をアンチセンス方向で発現させると、他分子種の mRNA 量も同時に減

少したと考えられる。また、RbcL の発現が RBCS に応じて変動しているのは RBCS タ

ンパク質が、RbcL 遺伝子の発現変動を直接的ないし間接的に調節しているためである 
(Suzuki and Makino, 2012)。 
第 10 - 8 葉では、RBCS4 mRNA 量が増加した。この結果については、現在まで、そ

の要因は不明のままである。ただし、RBCS4 mRNA の増加により、第 10 - 8 葉での全

RBCS 量が野生型を大きく上回ることはなかった。また、葉位別の RBCS mRNA の量

の変化に見られるように、Rubisco の生合成は若い葉で活発である。この結果において

も、第 12 葉で Rubisco の生合成は最も活発である。したがって、第 10 - 8 葉での

RBCS4 の発現変化が、Rubisco 量にと大きな影響を及ぼしているとは考えていない。 
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図 1 PCR による組換えイネの導入遺伝子の確認 

A; RBCS2 センス遺伝子、B; RBCS2 アンチセンス遺伝子、C; ハイグロマイシン耐性遺伝子、D; カナマイシン耐性遺伝子、

E; ビアラホス耐性遺伝子、F; アクチン遺伝子に由来する DNA 断片をそれぞれ増幅するプライマー対を用い、非組換えイネ(ノ

トヒカリ) (wild type)、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 の T 3 及び BC2F2世代、組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71 の T 3 及

び T 4 世代から抽出したゲノム DNA に対して PCR を行った。 
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図 2 定量的リアルタイム PCR を用いた、組換えイネ葉身の Rubisco 遺伝子族の発現解析 

11 葉完全展開時の組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び非組換えイネ（ノトヒカリ）の

a; OsRBCS2 (RBCS2)遺伝子、b; OsRBCS3 (RBCS3)遺伝子、c; OsRBCS4 (RBCS4)遺伝子、d; OsRBCS5 (RBCS5)遺伝子、e; 全

OsRBCS (RBCS)遺伝子、及び、f; rbcL (RbcL)遺伝子の発現解析を定量的リアルタイム PCR 法にて行った。 
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別添 4 
異なる CO2環境下の組換え及び非組換えイネの成長解析 

【目的】 
CO2濃度を変化させた環境下における組換え RBCS センスイネ Sr26-8、RBCS アンチ

センスイネ AS-71 及びと非組換えイネの成長解析を行い、生育の比較調査を行う。 
【実験方法】 

異なる CO2濃度下で栽培した非組換えイネ(ノトヒカリ)、組換え RBCS センスイネ

Sr26-8、及び組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71 の、それぞれ T 3 世代における個体

乾物重および窒素含量の測定を行った。調査は、屋内型人工気象室の CO2分圧を低分圧 
(28 Pa)、現在の大気中の分圧 (40 Pa)、高分圧 (120 Pa) の 3 段階に設定し、生育調査

を行った。サンプリングは、播種後 63 日目に行った。バーは平均 ± 標準誤差 (n = 
3)。統計処理は CO2濃度別に Tukey の HSD 検定にて行った。異なるアルファベット間

では有意差がある (p < 0.05)。 
【結果】 

大気 CO2濃度に関わらず非組換えイネ(ノトヒカリ)と比較して、組換え RBCS アンチ

センスイネ AS-71 の個体乾物重、及び個体当たりの全窒素含量の減少が観察された。一

方、組換え RBCS センス Sr26-8 においては、低、及び現在大気中 CO2濃度において、

個体乾物重量の増加が観察された。しかし、高 CO2濃度においては、非組換えイネと

Sr26-8 の個体乾物重に有意な差は認められなかった。また、個体当たりの全窒素含量に

関しては、低 CO2濃度においてのみ、非組換えイネと比較し、Sr26-8 において増加が観

察された。 

 
図 1 異なる CO2濃度において栽培した時の本組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71、及び RBCS センスイネ Sr26-8 の生育と 

全窒素含量解析 

28 Pa (Low CO2)、40 Pa (Normal CO2)、及び 120 Pa (Elevated CO2)の CO2濃度条件下において栽培した非組換えイネ(Wild-

type)、組換え RBCS センスイネ Sr26-8(Sense-RBCS)、及び RBCS アンチセンスイネ AS-71(Anti-RBCS)の個体乾物材料(A)と個体

当たりの全窒素含量(B)を測定した。 
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別添 5 
跡地土壌での残留効果 

【目的】 
  本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 の栽培残渣

の他の植物への影響を非組換えイネ(ノトヒカリ)の場合と比較し、検討を行う。 
【実験方法】 
  本組換え RBCS センスイネ Sr26-8、RBCS アンチセンスイネ AS-71 及び非組換えイ

ネ(ノトヒカリ)を 1/5000a ワグネルポットで 3 か月間栽培した各 4 個体分の栽培直後の

土壌に用いた。これらの土壌をアラシステム(ビーエム科学株式会

社;http://www.bmbio.com)のポットに詰め、供試植物として他感物質に感受性の高いレ

タス(Lactuca sativa L.)を栽培した。栽培は人工気象室内で行い、条件は光強度 300 
µmol m-2 s-1、昼温/夜温 24℃/20℃、日長 14 時間とした。20 日間の栽培を行い、各ポッ

トに、地上部及び根の乾燥重及び長さの平均値と標準誤差を算出した。 
【結果】 
  表 1 に 20 日間栽培後のレタスの地上部及び根の乾燥重、また、地上部及び根の長さ

を示した。非組換え体と比較して、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 と RBCS アンチセ

ンスイネ AS-71 栽培跡地で栽培したレタス地上部及び根の長さには、有意な差は観察さ

れなかった。しかし、AS-71 栽培跡地のレタス根の乾燥重の増加が観察された(t 検定、

5%水準: p > 0.05)。組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71 を通常条件で栽培すると、バ

イオマスが非組換えイネの約 20%となることが明らかとなっている(別添 4 および

Makino et al., 2000)。従って、非組換えイネと比較して AS-71 の栽培跡には、消費され

なかった肥料、栄養素が、多く残されていたと推測できる。多量に残された栄養素のた

め、レタスの乾燥重が増加したと考えられる。一方、組換え RBCS センスイネ Sr26-8
に関しては、非組換えイネと比較して、地上部及び根の乾燥重または長さともに有意な

差は観察されなかった(t 検定、5%水準: p > 0.05)。 
 
表 1 非組換えイネ(ノトヒカリ)、及び 2 系統の組換えイネを栽培した残土を利用してレタスを栽培した時の、レタスの個体乾燥重、地

上部及び根の長さ 

 
* 数値は平均値±標準誤差 

n（供試サンプル数）= 4 
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別添 6 
土壌微生物相検定 

【目的】 
  本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 の土壌微生物

相への影響を検定するため、希釈平板培養法を行い非組換えイネ(ノトヒカリ)と比較、

検討した。 
【実験方法】 
土壌サンプリング 

  本組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71 及び RBCS センスイネ Sr26-8 と非組換えイ

ネ(ノトヒカリ)を 1/5000 a ワグネルポットで栽培し、栽培開始 3 ヶ月後に 1 ポットにつ

き 8 カ所、深さ 5 cm の地点から土壌を採取混合し試料とした。採取した土壌、約 2.5 g
を 50 mL の滅菌水に懸濁させた。100 倍希釈した懸濁液 200 µL を YG 培地に塗布し細

菌数の、また、10 倍希釈した懸濁液 200 µL をローズベンガル培地に塗布し糸状菌数の

測定に供した。また、放線菌数の測定のためには、同様に採取した土壌を乾燥させた

後、1 g を SDS-Yeast extract 法 (生物工学会誌 第 90 巻 第 8 号 493–498．2012)
にて処理し、処理後の懸濁液 200 µL を HV 培地に塗布した。 

土壌微生物のカウント 
  土壌微生物の内、細菌類、放線菌、糸状菌について以下の 3 種の非選択、選択培地を

用いて希釈平板法で微生物数の測定を行った。測定は肉眼あるいは顕微鏡下で計数し

た。計測後、平均値と生土重量/乾土重量を元に乾土当たりのコロニー形成数(cfu)を計算

した。 
 YG 培地 (酵母エキス 1.0 g/L、グルコース 1.0 g/L、K2HPO4 0.3 g/L、KH2PO4 

0.2 g/L、MgSO4-7H2O 0.2 g/L、pH 6.8) 
 HV 培地 (フミン酸 1.0 g/L、Na2HPO4 0.5 g/L、KCl 1.7 g/L、MgSO4-7H2O 0.05 

g/L、FeSO4-7H2O 0.01 g/L、CaCO3 0.02 g/L、チアミン-HCl 0.5 mg/L、リボフラ

ビン 0.5 mg/L、ナイアシン 0.5 mg/L、ピリドキシン-HCl 0.5mg/L、パントテン酸

Ca 0.5 mg/L、イノシトール 0.5 mg/L、p-アミノ安息香酸 0.5 mg/L、ビオチン 
0.25 mg/L、シクロヘキシミド 50.0 mg/L、pH 7.2) 

 ローズベンガル培地 (K2HPO4 1.0 g/L、MgSO4-7H2O 0.5 g/L、ペプトン 5.0 g/L、
グルコース 10.0 g/L、ローズベンガル 0.033 g/L、pH6.8) 

【結果】 
 植物栽培土壌の微生物数の測定を行った結果を表 1 に示した。全ての調査項目におい

て、非組換え体栽培土壌中の微生物数と組換え RBCS センスイネ Sr26-8 または RBCS
アンチセンスイネ AS-71 栽培土壌中の微生物数には、有意な差は認められなかった。 
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表 1 植物栽培土壌中の微生物数 

 

 

 

数値は平均値±標準誤差 
n（供試サンプル数）= 5 

 
  



13 
 

別添 7 
植物遺体のすきこみ試験 

【目的】 
  本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 の遺体によ

る他の植物への影響を非組み換えイネ(ノトヒカリ)遺体の場合と比較し、検討を行う。 
【実験方法】 
土壌サンプリング 

  本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 と非組換え

イネ(ノトヒカリ)の植物体を各 4 個体粉砕した。粉砕試料を、メトロミックス 250 (培
土: 株式会社ハイポネックス; http://www.hyponex-
pro.com/SHOP/4977517018636.html)に、0.5% (w/v)に混合した。混合した土をアラシ

ステム(ビーエム科学株式会社; 
http://www.bmbio.com/product_detail.php?itemid=927)のポットに詰め、供試植物とし

て他感物質に感受性の高いレタス(Lactuca sativa L.)を栽培した。系統毎に 4 ポットと

し、レタスの種子 20 粒を播種した。栽培は人工気象室内で行い、条件は光強度 300 
µmol m-2 s-1、昼温/夜温 24℃/20℃、日長 14 時間とした。適宜 1/1000 濃度のハイポネッ

クス(株式会社ハイポネックス;  
http://www.hyponex.co.jp/products/fertilizer/pr_fer_dr01.html)を与えた。20 日間の栽

培を行い、各ポットに、地上部及び根の乾燥重及び長さの平均値と標準誤差を算出し

た。 
【結果】 
  表 1 に 20 日間栽培後のレタスの地上部及び根の乾燥重、また、地上部及び根の長さ

を示した。これらの調査項目に対して、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 と RBCS アン

チセンスイネ AS-71 を鋤込んだ土壌のいずれでも非組換えイネを鋤込んだ土壌との間で

統計的な(t 検定、5%水準: p > 0.05)に有意な差は認められなかった。 
 

表 1 植物遺体のすきこみ土壌で栽培したレタス生育状況 

 
数値は平均値±標準誤差 

n（供試サンプル数）= 4 
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別添 8 
花粉の形態および稔性の検定 

【目的】 
  本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 と非組換え

イネ(ノトヒカリ)から葯を採取し、花粉を顕微鏡で観察し、形状、粘性を調べる。 
【実験方法】 
  開花直前の組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 と
非組換えイネ(ノトヒカリ)から葯を採取し、花粉を顕微鏡で観察した。また、花粉をヨ

ード・ヨードカリ溶液で染色し、その稔性率を測定した。 
【結果】 

組換えイネと非組換えイネの花粉の顕微鏡写真を図 1 に示した。花粉の形状に、組換

え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 と非組換えイネとの

差異は観察されなかった。 
花粉をヨード・ヨードカリ溶液でデンプンを染色し､その稔性を確認したところ､稔性

率は組換えイネ Sr26-8 と AS-71 で 96%､非組換えイネ・ノトヒカリで 98%と統計的に

有意な差異は認められなかった(t 検定、5%水準: p > 0.05)。また、収穫時における穂の

不稔率は本組換えイネ Sr26-8 と AS-71､非組換えイネともに 4%前後であった。したが

って、組換えイネ Sr26-8 と AS-71 と非組換えイネの花粉の稔性率に相違はないと判断

した。 
 

図 1 非組換えイネ(ノトヒカリ)、組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71 及び RBCS センスイネ Sr26-8 の花粉の形状と稔性 

花粉が黒く染まっているのは、デンプンが蓄積しているためで、稔性があることを示している。 

 
 

 

 

n（供試サンプル数）= 5 
 
  

非組換えイネ(ノトヒカリ) RBCS センスイネ Sr26-8 RBCS アンチセンスイネ AS-71 
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別添 9 
初期生育における低温耐性試験 

【目的】 
  本組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 が低温耐性

を獲得し、収穫前に脱粒した種子が冬に発芽し、生育しうるかどうか検定する。 
【実験方法】 

生育初期における低温耐性試験を行うため、本形質転換イネ RBCS センスイネ Sr26-
8、RBCS アンチセンスイネ AS-71、ならびに非形質転換イネの種子を 32℃で 36 時間催

芽した後、作物育成培土(メトロミックス 250)をポットに取り、各系統の種子をそれぞれ

10 粒ずつ播種した。各系統 1 ポットずつ、以下の 3 つの区に設定し、適宜 1/1000 濃度

のハイポネックスを与え培養を行った。      
  

1) 昼温/夜温 24℃/20℃設定の人工気象室で 21 日間培養 (24℃区)  
2) 昼温/夜温 24℃/20℃設定の人工気象室で 10 日間栽培したのち、4℃設定の人工気象

室で 11 日間培養 (24/4℃区)      
3) 昼温/夜温 4℃設定の人工気象室で、21 日間培養 (4℃区)  

【結果】 
その結果､写真からも明らかなように(別添 9: 表 1)、2)の 24/4℃区では、組換え、非

組換えイネのどれも、4℃設定の人工気象機に入れた時の草丈 3.49～3.95 cm から、草丈

の伸長は認められず、生育は著しく抑制された。なお、14 日間の低温処理終了後、1)の
24℃区設定の人工気象器で栽培した植物体を、4℃の人工気象室に移したところ、全ての

植物体は枯死にいたった。また、3) 4℃区の区では、組換え、非組換えイネともに、地上

へ出芽することはなかった。また、処理 3)において、21 日間の低温処理後、昼温/夜温

24℃/20℃設定の人工気象器に植物体を移した場合、7 日間経過しても地上へ出芽しなか

った。したがって、組換え・非組換えイネともに、低温に対する感受性に差異は認めら

れず、低温耐性に関して組換えイネと非組換えイネの間には差異地上部の長さはポット

平均を算出し、さらに 3 ポットの平均と標準誤差を算出した。4℃区では生育は見られな

かった。 
 

表 1 植物体を各処理毎に 21 日間栽培した後の、各植物体の草丈(cm) 

 
数値は平均値±標準誤差、＊: 測定不能 (not detected) 

* 
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n（供試サンプル数）= 7～8 

 
図 1 各処理区で 21 日間培養した後の各区のイネの生育状況 
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別添 10 
組換えイネの越冬性 

【目的】 
  組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 と非組換えイ

ネ(ノトヒカリ)の株を使用し、｢ひこばえ｣等による越冬性の有無を検証する。 
【実験方法】 

非組換えイネ(ノトヒカリ)、RBCS センスイネ Sr26-8、RBCS アンチセンスイネ AS-
71 における完熟期個体の低温下での再生育試験を行った。個体は株元から 10 cm 程度残

し切除し、切除後の株を人工気象室内(4℃)で、4 か月間栽培を継続した。4 ヶ月の栽培

期間において、肥料の追加はせず、水は 10 日に一回の割合で、土壌が乾かない程度に与

えた。 
【実験方法】 

非組換えイネ及び組換えイネの全ての株は、枯死し、｢ひこばえ｣の発生は認められな

かった。従って、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 
においても、非組換えイネと同等に、通常自然下においての越冬性はないものと考えて

いる。特に、栽培予定の東北大学大学院農学研究科付属複合生態フィールド教育研究セ

ンター・隔離ほ場がある大崎市鳴子川渡の冬期 4 ヶ月の平均気温は、12 月 1.8℃、1 月 

-1.0℃、2 月 -0.6℃、3 月 2.3℃と、本実験環境における 4℃を大きく下回っている。

従って、隔離ほ場において栽培を行ったとしても、本組換えイネの株による越冬性はな

いものと判断している。 

 
図 1 低温処理前後の切り株の状況 

 
表 1 東北大学大学院農学研究科付属複合生態フィールド教育センターが立地する宮城県大崎市鳴子川渡地区の気温及び降水量 
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別添 11 
種子の特性（脱粒性、稔実率、穎果重量、及び発芽試験） 

【目的】 
  組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 と非組換えイ

ネ(ノトヒカリ)の脱粒性、稔実率、穎果重量及び発芽率についての種子の特性を比較す

る。 
【実験方法】 
本組換え RBCS センスイネ Sr26-8、RBCS アンチセンスイネ AS-71 及び非組換えイネ

を閉鎖系温室内で、約 4 ヶ月間、赤玉土壌を容積 20 L のバットに入れ、てまいらず(コー

プケミカル株式会社; http://www.co-op.co.jp/business/recommended.html)と窒素 4 g を肥

料として、登熟完了まで栽培した。種子収穫後、登熟歩合、穎果重量、及び発芽試験を行

った。 
【結果】 
成熟期の穂を握って脱粒性を調査したが､組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71 及び

RBCS センスイネ Sr26-8､非組換えイネともども難で､相違は認められなかった｡稔実率

は、組換えイネ Sr26-8、非組換えイネともに 90%～95%であり、両者に有意な差はなかっ

たが、組換えイネ AS-71 の稔実率は、85%～90%と非組換えイネと比較し、低下が見られ

た。このことは、組換えイネ AS-71 は、炭素固定の律速となる Rubisco が減少した個体で

あるため、非組換えイネと比較して個葉の光合成能力が、低下している。不十分な炭素固

定が、稔実率を低下させる原因であると考えている。一方、稔実した穎果の種子重量(モミ

重を含む)に関しても、組換えイネ Sr28-6 及び AS-71 と非組換えイネの間に、有意差は観

察されなかった(図 1)。さらに、発芽率は、組換えイネ Sr28-6 及び AS-71 、非組換えイネ

ともに、92%以上であり、 大きな差は見

出されなかった(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 非組換えイネ、組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71 及び RBCS センスイネ Sr26-8 の穎果重量 
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図 2 非組換えイネ、組換え RBCS アンチセンスイネ AS-71 及び RBCS センスイネ Sr26-8 の発芽試験 
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別添 12 
東北大学大学院農学研究科付属複合生態フィールド教育研究センター・隔離ほ場所在地 

 

図 2 農場施設所在地(2) 

http://www.agri.tohoku.ac.jp/noujou/access.html 

 
図 1 農場施設所在地(1) 

 

 

図 3 東北大学大学院農学研究センター付属複合フィールド教育 

研究センター周辺 

隔離ほ場の試験区から、最も近い一般農家ほ場(イネ栽培水田)ま

での距離は、約 400 m、また、最も近いセンター内の研究ほ場は約

200 m である。赤線は付属複合生態フィールド教育研究センターの

敷地を示す。 

 
 
                           

                    図 4 組換え植物隔離ほ場の概略と栽培予定試験区 
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図 5 隔離ほ場施設内の様子 
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補足資料 
1) 非組換えイネ(白)、組換え RBCS センスイネ Sr26-8(黒) 及び RBCS アンチセンスイネ

AS-71(灰色)の第 11 完全展開葉におけるカルビンサイクル関連代謝産物含量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Data are presented as means ± SE (n = 5). Abbreviations: RuBP, ribulose 1,5-bisphosphate; 3-PGA, 3-

phosphoglycerate; G3P, glyceraldehyde 3-phosphate; DHAP, dihydroxyacetone phosphate; FBP, fructose 1,6-

bisphosphate; F6P, fructose 6-phosphate; S7P, sedoheptulose 7-phosphate; X5P, xylulose 5-phosphate; R5P, 

ribose 5-phosphate; Ru5P, ribulose 5-phosphate. 

 
2) 非組換えイネ、組換え RBCS センスイネ Sr26-8 及び RBCS アンチセンスイネ AS-71 

の第 11 完全展開葉におけるデンプン及び糖含量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1500 µmol quanta m-2 s-1の光条件の下、CO2分圧 40 Pa、温度 25℃で栽培した非組換えイネ、組

換え RBCS アンチセンスイネ AS-71 及び RBCS センスイネ Sr26-8 を、1)及び 2)の測定に供し

た。 
引用文献 Suzuki et al. (2012) Plant, Cell and Environment 35, 1369–1379 

 



緊 急 措 置 計 画 書 
令和３年 11 月 19 日 

氏名 国立大学法人 東北大学 
  総長  大野 英男 

住所 宮城県仙台市青葉区片平二丁目１番１号 
 

第一種使用規程の承認を申請しているRubisco過剰生産イネ (RBCS2-sense, Oryza sativa L.) (Sr26-8) (以下、

組換えイネという)の第一種使用等において、生物多様性影響が生ずるおそれがあると認められた場合に当該影

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個人名・所属 
 

業務管理責任者  
金山 喜則 東北大学遺伝子組換え実験安全専門委員 

業務管理主任者 
石山 敬貴 東北大学大学院農学研究科 助教 

隔離ほ場管理者 
      東北大学大学院農学研究科附属複合生態フィールド教育研究センター環境農林科技術職員 

業務従事者 
石田 宏幸 東北大学大学院農学研究科 准教授 

業務従事者 
鈴木 雄二 岩手大学農学部 准教授 

  業務従事者    
                   日本学術振興会 外国人特別研究員 

 
2  第一種使用等の状況の把握の方法 

(1) 第一種使用等の状況は、業務従事者から得られた情報より把握するとともに、東北大学遺伝子組換え実

験安全専門委員会の委員による視察を行う。なお、本委員会を構成する委員は、以下の通りである。 
教育学研究科 准教授 川﨑 聡大、理学研究科 教授 上田 実、医学系研究科 教授 片桐 秀樹、医学

系研究科 教授 大和田 祐二、歯学研究科 教授 山田 聡、薬学研究科 准教授 平塚 真弘、 工学研究科 
教授 魚住 信之、農学研究科 教授 金山 喜則、情報科学研究科 教授 中尾 光之、生命科学研究科 准教

授 菅野 明、環境科学研究科 教授 上髙原 理暢、医工学研究科 准教授 村山 和隆、加齢医学研究所 
教授 堀内 久德、流体科学研究所 教授 太田 信、多元物質科学研究所 准教授 鎌形 清人、病院 教授 
青木 洋子、学際科学フロンティア研究所 教授 津田 健治、東北メディカル・メガバンク機構 准教授 
田口 恵子、動物・遺伝子実験支援センター 准教授 小林 孝安、以上 19 人。 
(2) 種子については管理を徹底し、部外者が入手できないようにするとともに、その情報を整理して記録す

る。 
(3) さらに、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には、得られた情報を整理し、記録す

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 

直ちに隔離ほ場で試験に従事している者および隔離ほ場のある自治体に連絡、周知徹底する。また、広く



周知するため、ホームページ等でお知らせを掲載する。 
 
4  遺伝子組換え生物等を不活化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 

(1)  本組換えイネの栽培種子はオートクレーブにより不活化する。 
(2)  隔離ほ場で栽培されている本組換えイネは隔離ほ場への鋤き込み、もしくは焼却処理によって確実に

不活化する。 
(3)  栽培種子を保存する必要があるときには密閉容器に入れ、当該容器の見やすい箇所に遺伝子組換えイ

ネであることを表示の上、遺伝子組換え生物以外の生物等と明確に区別して保管し、保管場所の見やすい

箇所に遺伝子組換えイネを保管している旨の表示を行う。 
 
5  文部科学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おそれがあると認められた場合は、速やかに、文部科学省ライフサイエンス課及

び環境省野生生物課に連絡するとともに、緊急措置対応のための施設内・研究科内における組織体制および

連絡窓口を報告する。 




