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第一種使用規程承認申請書 

 

平成 26 年２月 24 日 

農林水産大臣 林 芳正 殿 

環境大臣  石原 伸晃 殿 5 

 

 

 氏名 日本モンサント株式会社 

申請者 代表取締役社長 山根 精一郎 印 

 住所 東京都中央区銀座四丁目 10 番 10 号 10 

 

 

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。 15 
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遺伝子組換え生物等の

種類の名称 

低リグニンアルファルファ 

(CCOMT, Medicago sativa L.)  

(KK179, OECD UI: MON-ØØ179-5) 

遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の内容 

食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、

保管、運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為 

遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の方法 

－ 
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生物多様性影響評価書 

 

第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報 

 

1 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 5 

 

(1) 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 

 

①  和名、英名及び学名 

 10 

和名：ムラサキウマゴヤシ (別名：アルファルファ)  

英名：alfalfa, lucerne   

学名：Medicago sativa L. 

 

②  宿主の品種名又は系統名 15 

 

遺伝子導入に用いた宿主は従来品種 R2336 系統である。R2336 系統は商

業栽培品種ではなく、栄養繁殖 (挿し芽) によって均一な遺伝子型を保持し

ている育種母本群の 1 系統である。 

 20 

③  国内及び国外の自然環境における自生地域 

 

アルファルファはマメ科 Medicago 属に属する。アルファルファの起源は

イランであると考えられているが、起源に関連する種は中央アジアからシベ

リアに至る範囲で認められる (OECD, 2005)。農業の普及につれ、アルファ25 

ルファは地中海地域、北アフリカ、中東、ヨーロッパのほとんど、シベリア、

北インド及び中国で自生するようになった (Michaud et al., 1988; Quiros and 

Bauchan, 1988)。米国では 1850年よりアルファルファが牧草として移入され、

大規模な栽培が行われており、栽培ほ場からの逃げ出しやほ場内において牧

草の収穫後に再生した個体や種子生産ほ場において収穫を逃れた種子から30 

発芽した個体が存在する。USDA-NRCS によると、米国の全 50 州において

アルファルファの自生が確認されている (USDA-APHIS, 2010)。しかしなが

ら、米国においてアルファルファは雑草とみなされておらず、有害雑草リス

トにはアルファルファの記載はない (USDA-AMS, 2011)。 

 35 

わが国では、アルファルファは明治初年に牧草として導入され、全国に
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広く野生化したといわれている (大橋, 1999)。実際にその生育が観察された

地域としては、北海道旭川市、秋田県、静岡県、三重県、兵庫県神戸市、徳

島県、佐賀県、大分県、岡山県が挙げられる (浅沼ら, 1987; 清水ら, 2001 )。

北海道では、アルファルファは定着しており、植生などへの影響、競合・駆

逐の可能性、在来生物への病気・寄生虫の媒介等の生態系への影響が報告又5 

は懸念されている外来種として報告されている (北海道, 2010 )。また、静岡

県では、1975 年ごろから宅地造成及び道路の新設などの大規模工事にとも

ない、法面緑化の目的で盛んに外国の牧草が使われており、1990 年代には

緑化に使用される外来植物の種子やそれらに混入する種子などからの外来

植物の広がりが問題とされてきた (杉野, 2008 )。しかし、静岡県で観察され10 

たアルファルファは、個体数は少なく、侵入状況が不安定で今後の広がりも

未定である「偶出逸出植物」と分類されている (杉野, 2008 )。三重県では、

港の埠頭、港の緑地公園及び埋立地、紡績工場のごみ捨て場並びに茶畑、果

樹園及び苗木園のための肥料用ロックス (紡績用の原毛に付着したごみや

羊の糞・脂肪) の格納庫付近などでアルファルファの自生が観察されている15 

が、その分布域は局地的で生育量は少ない帰化植物として分類されている 

(太田, 1999; 太田, 2010)。 

また同県鈴鹿市の帰化植物の調査では、1951 年から 1998 年でアルファル

ファは個体数が減少して分布がせばまったと報告されている (太田, 1999)。

神戸港周辺では、フェリーセンター、食品工場及び製粉工場などがある埋立20 

地の幹線道路の中央分離帯、また港の臨港線周辺で生育が観察され、港に限

った調査ではその分布域が広範囲だが分布量は少ない帰化植物として分類

されている(水田, 1998 )。一方で、港周辺以外での生育は観察されていない 

(横山, 1991 )。大分県では、低地の路傍や空き地でアルファルファの生育が

確認されているが、その分布の量は少ない帰化植物として分類されている 25 

(大分県植物誌刊行会, 1989)。また岡山県においては、詳細な生育地域は記

載されていないものの、その分布域は局所的で生育量は少ない種として分類

されている (浅沼ら, 1987)。 

また、わが国においてアルファルファは、日本固有の在来種を駆逐して

生物多様性に影響を及ぼす外来種タンポポ種群 (Taraxacum spp.) やセイタ30 

カアワダチソウ (Solidago altissima) などのような侵略的外来種としては掲

載されていない (日本生態学会(編), 2002 )。 

  

以上のことより、アルファルファの生育は日本各地で報告されており、北

海道では定着しているという報告があるものの、分布域は局所的で生育量は35 

少ないとされている報告が多いことから、その生育地は散発的であり、各集
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団のサイズもそれほど大きなものではないと考えられた。 

 

(2) 使用等の歴史及び現状 

 

①  国内及び国外における第一種使用等の歴史 5 

 

アルファルファは、蛋白質含量が高く、カルシウムなどのミネラルも豊

富で、牛の嗜好性も高いことから、「牧草の女王」と呼ばれている。また、

最も栽培の歴史が古い牧草であり、紀元前 1400～1200 年のトルコの遺跡で

家畜の飼料として利用されていたことが発見されており、紀元前 400 年にギ10 

リシャに、紀元前 200 年にローマに伝播し、中国へは紀元前 126 年にロシア

のトルキスタン地方から伝播したと考えられている。その後、18 世紀まで

にヨーロッパや北アフリカへと普及するとともに、18 世紀以降にヨーロッ

パから南北アメリカ、オーストラリア及びニュージーランドへと伝播した。 

現在最も栽培の多い北アメリカで栽培が本格化したのは、19 世紀の後半15 

になってからである。生育に適した条件である、カリフォルニア周辺を中心

とする西海岸地域で栽培が拡大した。その後、東部への拡大には、耐寒性、

耐湿性、酸性土壌への適応性などの改良に時間を要したが、1958 年には中

部～東部での栽培面積が西海岸地域を上回るまでに拡大した (松村, 2010)。 

わが国へは享保～文久年間 (1716～1861) に中国から入ったといわれる20 

が、実質的な栽培は明治 7 年 (1874) にアメリカから北海道に導入されたの

が始まりで、普及したのは戦後 (1945～)のことである (上野, 1987; 鈴木, 

1992 )。 

 

アルファルファ (M. sativa L.) の属する Medicago 属は 80 以上の種によっ25 

て構成され、他殖性で多年生の種と自殖性で一年生の種が存在する。また、

遺伝的には異数性の種と倍数体の種が存在する (Small and Jomphe, 1989; 

Steele et al., 2010)。 

アルファルファは多年生の種で、複数の亜種で構成されている。これら

の亜種は同じ核型を有し、それぞれで容易に交雑が可能である (Quiros and 30 

Bauchan, 1988)。M. sativa L. に属する亜種としては亜種 sativa、亜種 falcata、

亜種 coerulea 及び亜種 glomerata がある (Michaud et al., 1988; Quiros and 

Bauchan, 1988; USDA-GRIN, 2007)。加えて、上述した亜種の交配により生じ

た交配種である亜種 varia、亜種 hemicycla及び亜種 tunetanaもM. sativa L. 

に属している (Quiros and Bauchan, 1988)。亜種の分類基準は花色、莢の形態35 

による。世界中で広く栽培されるアルファルファはほとんどが 4 倍体の M. 
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sativa L. subsp. sativa (ムラサキウマゴヤシ、紫花アルファルファ) に分類さ

れる。黄花種である 2 倍体若しくは 4 倍体の M. sativa L. subsp. falcata L. (コ

ガネウマゴヤシ、黄花アルファルファ) は耐寒性、耐干性及び耐病性の遺伝

資源として M. sativa L. subsp. sativa の品種改良に利用されている (Quiros 

and Bauchan, 1988)。 5 

 

②  主たる栽培地域、栽培方法、流通実態及び用途 

 

アルファルファは世界中で広く栽培されており、その栽培面積は 3,200 万

ヘクタールである。地域別では、北米で 1,190 万ヘクタール (41%)、ヨーロ10 

ッパで 710 万ヘクタール (25%)、南米で 700 万ヘクタール (23%)、アジアで

220 万ヘクタール (8%) と続き、以下アフリカ (2%)、オセアニア (1%) と

なっている (FAO, 2009)。 

米国のほぼ全ての州で栽培されており、その栽培方法は気候、降水量、

土壌の肥沃度、雑草及び病害、播種時期、用途等により大きく異なる (USDA, 15 

2007; USDA-NASS, 2010)。 

 

現在の北海道での栽培面積は約 12,000ha 程度となっている。本州以南で

の栽培は、酪農家１戸当たりの飼料生産面積が少ないこともあって大きくは

進展せず、種子の需要量から推して合計 2,000ha程度とみられる (松村, 2010)。 20 

わが国でのアルファルファの慣行栽培法は以下のとおりである。播種は

秋播きと春播きがあり、寒冷地である北海道では春播き、暖地である府県で

は秋播きである。播種量は一般的に単播で 1.5～2.5kg/10a、イネ科牧草との

混播で 1.0～1.5kg/10a である。施肥は 10a あたり窒素 5kg、リン酸 20～30kg、

カリ 10kg を基肥としている。アルファルファの栽培においては雑草対策が25 

大きな問題であり、雑草の少ない畑を用い、前作物のうちから除草を徹底す

ることが必要である。刈り取り回数は北海道では年 2～3 回、関東以西では

4～8 回である。刈り取りは従来開花 10%期前とされていたが、最近はそれ

よりも早く刈取る事が推奨されている (鈴木, 1992 )。 

 30 

2012 年のわが国における飼料用栽培種子の輸入量は約 69 トンであり、そ

の内訳は、米国が約 35.5 トン、イタリアが約 33.0 トン、フランスが約 0.8

トンとなっている (財務省, 2013)。また、2012 年のわが国におけるアルファ

ルファミール及びペレットの輸入量は約 10.7 万トンであり、その内訳はカ

ナダが約 5.8 万トン、フランスが約 1.8 万トン、イタリアが約 1.2 万トン、35 

米国が約 1.2 万トン、スペインが約 0.7 万トン、オランダが約 0.1 万トン、
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となっている (財務省, 2013)。 

 

アルファルファの茎葉は蛋白質、ビタミン及びカルシウムに富み、乳牛

用の飼料として乾草、キューブ、ミール (乾草を粉砕したもの) の形で利用

されている (亀岡, 1998 )。 5 

また、アルファルファは、主要な用途ではないが、食料、栄養補助食品

及び薬草療法としてヒトに利用されてきた (Bora and Sharma, 2011)。ヒトに

よる消費量の 95%以上が、スプラウト (発芽もやし) と呼ばれるアルファル

ファの幼苗の形である。北米では、アルファルファやその他の植物種のスプ

ラウトが食品雑貨店と自然･健康食品専門店で入手可能である。これらの食10 

品のヒトによる消費量は 1 回に 8~20 g の範囲のごく少量と想定される 

(OECD, 2005)。 

 

 

(3) 生理学的及び生態学的特性 15 

 

イ 基本的特性 

 

アルファルファは種子繁殖する多年生の双子葉作物であり、葉は茎に互

生し、多くの場合 3 小葉からなる。複葉も一般的であり、最大で 11 葉のも20 

のも存在する (Teuber and Brick, 1988)。草丈は平均で 50～150cm に達し、茎

は多い場合で 50 本以上生じ、これらは株元の株冠 (crown) から直立する 

(Fick et al., 1988)。 

栽培品種により休眠性や越冬性はさまざまである。株の休眠性は短日・

低温条件下でエネルギーが栄養成長へ向かうかわりに株冠や根へ蓄えられ25 

ることによりもたらされる (Sheaffer et al., 1988)。 

休眠性の高い栽培品種は、秋の短日・低温条件下で生育が速やかに休止

する。一方で休眠性を持たない栽培品種は秋でも成長を続ける。耐寒性は低

温耐性と関連しており、植物の越冬性を示唆するものである。秋期における

高い休眠性と耐寒性には強い相関がある (Smith, 1961)。近年開発された品種30 

では休眠性と耐寒性が分離されており、短日・低温条件下でも生長すること

が可能であり、かつ耐寒性を持っているため高い収量が得られている 

(Weishaar et al., 2005)。なお、米国及びカナダにおいては、アルファルファの

商業栽培品種は秋季休眠性 (fall dormancy) 及び耐寒性によって評価されて

いる。秋季休眠性は 1 から 11 までの 11 段階で評価しており、1 は秋季休眠35 

性が強いことを示し、11 は秋季休眠性が弱いことを示す。耐寒性は 1 から 6
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までの 6 段階で評価しており、1 は優れた耐寒性を示し、6 は耐寒性がない

ことを示す (Putnam et al., 2007; Hancock et al., 2009)。 

 

アルファルファは 4 倍体であり、8 つの染色体を 4 セット持っている 

(2n=4x=32)。ほとんどのアルファルファは自家不和合性であり、近交弱勢及5 

び雑種強勢を示す (Cooper and Brink, 1940; Wilsie, 1958; Hill, 1983)。商業品種

の種子はハチを花粉媒介昆虫として必要とする形質を持つ複数の親系統を

自然交配することにより作られる。この方法により作出された品種は合成品

種と呼ばれる。合成品種は、複数の遺伝的優良系統の多交雑により作出して

いるため、合成品種内の個体は異なる遺伝子型を持ち、多様な表現形質を示10 

し、一般的に栽培種は遺伝的に固定されていない (Rumbaught et al., 1988)。 

 

ロ 生息又は生育可能な環境の条件 

 

現在、アルファルファの分布・栽培は亜熱帯から温帯地域にほぼ限定さ15 

れ、北緯 30°～60°、南緯 20°～45°の範囲、平均気温が冬の等温線で-12

～10℃、夏は 16℃～27℃の範囲である (鈴木, 1992 )。アルファルファ主要

栽培地帯の降水量は 250～1,000mm の範囲にある。わが国は緯度・気温から

見てアルファルファの分布範囲に入るが、わが国の平均降水量は 1,000～

2,000mm であり、世界的にみてアルファルファの栽培地帯ではわが国のよう20 

な雨の多い地帯は見当たらない (鈴木, 1992 )。アルファルファは深根性の作

物であるため、湿地など停滞水のあるところには適さず、排水の良い土地を

好む (鈴木, 1992 )。また、アルファルファは雑草との競合に弱いため、雑草

が少ない土地を選択する必要がある。牧草の中では最も肥沃な土壌を好み、

最適土壌 pH は中性に近い 6.5～7.0 であり、酸性土壌を嫌う (上野, 1987; 鈴25 

木, 1992 )。播種適期は、春播きの場合は旬間平均気温 9～11℃で、秋播きの

場合は 20℃前後とされる (鈴木, 1992 )。 

アルファルファの幼苗は雑草との競合に対して極めて影響を受けやすく、

幼苗の生長及び発育に障害をきたす。初期の生長段階における雑草圧は幼苗

を弱体化させ、枯死させることさえある (Canevari et al., 2008)。初期生育の30 

定着期間は雑草防除にとって重要な時期だが、栽培 2 年目以降でも雑草が増

えると収量が減少する (Fischer et al., 1988; Dillehay et al., 2011)。 

また、アルファルファは降水量が極めて少ない地域を起源とすることか

ら耐干性は高いが耐湿性が低く、かつ酸性土壌を嫌うことから、わが国の湿

潤気候と酸性土壌には適さない (上野, 1987; 鈴木, 1992 ; 廣井, 2004 )。 35 

したがって、わが国において、アルファルファを効率的に生産するため
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には、適切なほ場選択、水はけの良い苗床の準備、適切な土壌改良及び施肥、

適切な品種選択等の方法を用いた上で、長期的な雑草防除が必要となる (鈴

木, 1992 ; Canevari et al., 2008; UC-IPM, 2010)。 

 

ハ 捕食性又は寄生性 5 

 

－ 

 

ニ 繁殖又は増殖の様式 

 10 

① 種子の脱粒性、散布様式、休眠性及び寿命 

 

アルファルファの莢は 2~5 回渦巻状に巻いており、一莢あたり 3~5 粒の

種子をもつ (Viands et al., 1988)。莢は硬く、裂莢性の程度は低い (Quiros and 

Bauchan, 1988; Viands et al., 1988)。自然環境下におけるアルファルファの種15 

子散布は限定的である。アルファルファの種子は密度が高く、種皮はなめら

かであるため風で散布されることはない (Van Deynze et al., 2008)。成熟種子

を含むアルファルファが飼料として動物に給与されることにより種子散布

される可能性はあるが、サイロでの貯蔵や動物による消化により腐敗するた

め種子が拡散される可能性は低下する (Van Deynze et al., 2008)。 20 

成熟種子にはしばしば水分吸収を防ぐ不浸透性の種皮が形成され、その

場合は土壌中で数年間生存可能となる (Bass et al., 1988)。 

 

② 栄養繁殖の様式並びに自然条件において植物体を再生しうる組織又は器

官からの出芽特性 25 

 

アルファルファには、ほふく茎・地下茎はほとんど見られず、これらに

よって株が増える事はない (鈴木, 1992 )。アルファルファは株の越冬性を担

う株冠 (crown)を早ければ発芽後 1 週間程度で形成する (Undersander et al., 

2011)。株冠や根に蓄えられた炭水化物が越冬や、翌年の新たな分茎 (shoot) 30 

の再生に利用される (Sheaffer et al., 1988)。 

 

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

アポミクシスを生じる特性を有する場合はその程度 

 35 

アルファルファは自家不和合性であり、受精及び結実には他殖による交
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配が必要である。自家受粉では、花粉の発芽率が低下し、正常な花粉管伸長

が起こらず、胚の生育停止により他家受粉と比較して種子数が減少する 

(Cooper and Brink, 1940; Campbell and He, 1997)。 

 

アルファルファと交雑可能であると考えられる近縁種は、多年生の5 

Medicago属のM. prostrata、M. cancellata及びM. saxatilisの3種である (Lesins, 

1961; Lesins, 1962; Lesins, 1970; Quiros and Bauchan, 1988)。しかし、それら 3

種のいずれもわが国には自生していない (大橋, 1999; 大橋, 2003)。 

わが国に自生する Medicago 属はすべて帰化植物であり、以下の 8 種の自

生が報告されている (表 1, p10)。 10 

 

 

これらの 8 種はいずれも一年生であるが、コメツブウマゴヤシに関して

は文献によって一年生又は多年生との記載もある (Small and Jomphe, 1989)。 

なお、この中で明治以前に持ちこまれた種はウマゴヤシ及びコメツブウ15 

マゴヤシの 2 種であり、その他 6 種は明治以降に持ち込まれた。 

 

表 1 わが国に自生する Medicago 属 (大橋, 1999; 大橋, 2003) 

 

Medicago 属の多年生の種と一年生の種との間には、交雑を妨げる大きな20 

生物学的障壁が存在しており、多年生の Medicago 属のアルファルファと一

年生の Medicago 属との間で自然交雑が起きないことは、多くの研究により

種名 (学名) 主な自生地、採集地 

ウマゴヤシ (M. polymorpha) 全国の海岸や平地の道端に生育 

キレハウマゴヤシ (M. laciniata L. 

別名M. polymorpha L. var. laciniata) 

平地の空き地に生える 

トゲミノウマゴヤシ (M. ciliaris L.  

別名M. polymorpha L. var. ciliaris L.) 

神奈川県藤沢市で採集された 

ウズマキウマゴヤシ (M. orbicularis 

別名M. polymorpha L. var. orbicularis L.) 

海岸近くの空き地に生える 

コメツブウマゴヤシ (M. lupulina) 全国の海岸や平地の道端、芝生に生育す

る 

モンツキウマゴヤシ (M. arabica) 西日本に稀に見られる 

コウマゴヤシ (M. minima) ややまれに本州に生育 

タルウマゴヤシ (M. truncatula) 1995年に始めてわが国で確認された 
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裏付けられている。 

まず、一年生の Medicago 属が自殖性であるのに対し、多年生の Medicago

属は他殖性で、かつ受粉の際にはハチなどの花粉媒介昆虫を必要とする。 

また、アルファルファに関しては、倍数性及び核型が一年生の Medicago

属と違うことが交雑の妨げになっている。アルファルファは 4 倍体で、325 

本の染色体を持っている。しかし、一年生の Medicago 属の中でカギュウソ

ウやM. rugosaは 4倍体で、30本の染色体を持ち、その他の一年生のMedicago

属は全て 2 倍体で、16 又は 14 本の染色体を持っている (Fryer, 1930; 

Fridriksson and Bolton, 1963; Bauchan and J. H. Elgin, 1984; McCoy and Bingham, 

1988; Quiros and Bauchan, 1988)。 10 

さらに、Medicago 属の多年生の種と一年生の種との間の交雑では、受精

前後に異常が起こる。一年生の Medicago 属の M. arabica、M. orbicularis 及

び M. lupulina を用いて、アルファルファとの交雑が試みられたが、受精は

観察されなかった (Oldemeyer, 1956; Fridriksson and Bolton, 1963)。アルファ

ルファとウマゴヤシの間の交雑については、アルファルファの花粉がウマゴ15 

ヤシの柱頭に受粉しても花粉管伸長がみられないことが確認されている(水

上ら, 2005)。カギュウソウ及び M. disciformis の花粉は、アルファルファの柱

頭において、花粉管伸長異常を示した (Sangduen et al., 1983b)。 

アルファルファと M. rigidula 又は M. blancheana の間の交雑では、受精後

に胚の生育停止が観察され (Fridriksson and Bolton, 1963)、アルファルファと20 

カギュウソウ の交雑実験でも受精後の種子形成の失敗が観察されている 

(Oldemeyer, 1956; Fridriksson and Bolton, 1963; Sangduen et al., 1983a; Sangduen 

et al., 1983b)。これら胚の生育停止は、内胚乳胚及び胚の生育の間に不均衡

が生じ、胚への栄養分の供給が限られることにより引き起こされる (Cooper 

and Brink, 1940; Fridriksson and Bolton, 1963; Sangduen et al., 1983a)。 25 

 

多年生のアルファルファと一年生の Medicago 属の交配の唯一の成功例と

して、アルファルファとカギュウソウとの交配が報告されている。しかしな

がら、その雑種は不稔であり、得られた交雑種の染色体数は 30 本から 64 本

と不安定であった。 (Sangduen et al., 1982; Sangduen et al., 1983b)。 30 

また、アルファルファとコメツブウマゴヤシの交雑に関して、交雑種を

得たとする 2 つの報告がある (Southworth, 1928; Fryer, 1930)。このうち、Fryer

は、試験で得られたと考えられていた交雑種子は、実際は各種が自家受粉し

てできた種子の可能性があることを認めていた (Fryer, 1930)。その後の研究

においてアルファルファとコメツブウマゴヤシの交雑が試みられ、全てが失35 

敗に終わっている (Oldemeyer, 1956; Fridriksson and Bolton, 1963)。最近の知
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見として、アイソザイム分析、プラスチド及び染色体ゲノム解析により、ア

ルファルファとコメツブウマゴヤシの間には遺伝的類似性がないことが確

認されている (Steele et al., 2010; Chandra et al., 2011)。これらのことから、ア

ルファルファとコメツブウマゴヤシの交雑種を得たとする 2 つの試験結果

は否定され、アルファルファとコメツブウマゴヤシの間で交雑は起こらない5 

と考えられる。 

 

以上のことから、わが国において、アルファルファの近縁種として 8 種

のMedicago属の自生が確認されているが、このうち7種は一年生のMedicago

属であるために多年生のアルファルファと交雑するとは考えられず、これ以10 

外の 1 種 (コメツブウマゴヤシ) についてもアルファルファとの交雑が生じ

たとの結論には至っていない。よってこれら 8 種の Medicago 属とアルファ

ルファが自然条件下において交雑することはないと考えられた。 

 

④ 花粉の生産量、稔性、形状、媒介方法、飛散距離及び寿命 15 

 

花粉は球状で直径約 32μm であり、1 花あたり約 2,500 粒の花粉が産生さ

れる (Viands et al., 1988)。花の中の花粉の寿命はおよそ 2 週間である 

(Hanson, 1961; Viands et al., 1988)。 

アルファルファは自家不和合性を示す他殖性植物であり、主にハナバチ、20 

ハキリバチやミツバチ等を花粉媒介昆虫として虫媒受粉によって種子形成

される (Lesins and Lesins, 1979; Quiros and Bauchan, 1988; Barnes and Sheaffer, 

1995)。開花始は 5～6 月である。昆虫の訪花・吸蜜行動によって竜骨弁内に

納められた花柱が反転・露出し、柱頭が旗弁や虫体を強く打つ (図 1, p13)。

この刺激で柱頭は受粉能力を持つに至る。これは他家受精を確実にするため25 

の機構で、トリッピングと呼ばれる (Vansell and Todd, 1946; 上野, 1987)。ト

リッピング後、柱頭は花弁にある溝に隠れ、露出されなくなる。したがって、

最初に訪花した昆虫以外による受粉は起こらない (Vansell and Todd, 1946; 

Bohart, 1957)。種子を生産する場合はアルファルファハキリバチなどの受粉

効率の高い昆虫を人為的にほ場に放すことで種子を得ている。なお、アルフ30 

ァルファでは風媒は起こらないとされている (Viands et al., 1988)。 

  



 13 

 

 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

図 1   アルファルファ花きの略図 

図中には a-萼片、b-旗弁、c-翼弁、d-竜骨弁が示してある。この図では花柱は竜骨弁内20 

に納められており、表示されていない (Teuber and Brick, 1988)。



 14 

 

虫媒による花粉の飛散距離に関しては、米国で遺伝子マーカーを利用し

て試験が行われている。大規模ほ場、大規模牧草生産ほ場及び小規模ほ場を

花粉源とし、花粉源からの距離が 0、20、40、60、80、100、200、300、400、

500、750 及び 1000m の地点に種子親を栽培し、GS (グルタミン合成酵素遺5 

伝子) マーカーの有無により花粉の飛散距離を評価した。その結果、大規模

ほ場を花粉源とした場合には、花粉源から 1000m においても交雑が確認さ

れた。また、交雑率は牧草生産ほ場より採種ほ場で高く、小規模ほ場よりは

大規模ほ場の方が高い値であった。また、小規模ほ場では花粉源からの距離

が 200m までで交雑が認められ、200m を超えた場合は交雑は認められなか10 

った (St. Amand et al., 2000)。 

 

商業用の種子生産ほ場と牧草生産ほ場からの花粉の飛散について、評価

が行われている。 

2000年から 2002年に 3つの商業用の種子生産ほ場からの花粉飛散につい15 

て調査が行われた (Fitzpatrick et al., 2003)。花粉源は 2000 年の調査では 1 エ

ーカー (約 0.4ha)、2001 年の調査では 1.6 エーカー (約 0.64ha)、2002 年の調

査では 1エーカー (約 0.4ha) であった。種子親から花粉源までの距離は 500、

1000、1500、2000、2640、3960 及び 5280 フィート (約 150~1600m) であっ

た。調査の結果、花粉源からの距離が 2000 フィート (約 600m) までは交雑20 

が認められたが、3960 フィート (約 1200m)及び 5280 フィート (約 1600m)

における交雑は認められなかった (Fitzpatrick et al., 2003)。 

また、牧草生産ほ場を花粉親、165 フィート (50m) 離れた種子生産ほ場

を種子親とした場合の交雑率についても調査されている  (Teuber et al., 

2007)。花粉源からの距離が 165 フィート (50m) から 615 (190m) フィート25 

まで、50 フィート毎に種子を採種し、交雑率を調査した。その結果、365 フ

ィート (約 110m) の距離における交雑率は 0.1%以下であった (Teuber et al., 

2007)。 

 

St. Amand らは RAPD マーカーを用いた試験で、こぼれ落ちから発生した30 

アルファルファ又は自生アルファルファからの花粉の飛散が最大 230mであ

ったと報告している (St. Amand et al., 2000)。こぼれ落ち種子から生育した植

物は栽培作物と比較して弱いことが考えられる。さらに、こぼれ落ち種子か

ら生育した植物の生育密度は低いことから花粉源としての影響は少ないと

考えられる (Hammon et al., 2006)。 35 

上述したように、これまでにさまざまな条件における花粉の最大飛散距
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離が報告されている。 

 

ホ 病原性 

 

－ 5 

 

ヘ 有害物質の産生性 

 

アルファルファはアルファルファ自体が自家中毒を起こす他感物質を産

生することが知られており、自家中毒の程度は品種により様々である 10 

(Chung and Miller, 1995a; Xuan and Tsuzuki, 2002)。アルファルファの組織を含

む土壌あるいは水溶性抽出物において、アルファルファの発芽率及び根の生

長の低下ならびに根の形態の変化が認められている  (Hegde and Miller, 

1990; Chung and Miller, 1995a)。アルファルファの周辺 20~25cm の範囲では

アルファルファ自体及び他の植物種の成長が抑制される  (Jennings and 15 

Nelson, 2002b)。自家中毒による主な影響は水と栄養素の吸収難を特徴とす

る初期生育阻害による牧草生産量の減少である (Jennings and Nelson, 2002a; 

Undersander et al., 2011)。自家中毒の持続期間は様々であるが、鋤込み後 2

週間 (Tesar, 1993) から 6ヶ月 (Jennings and Nelson, 2002a) との報告がある。

アルファルファを栽培した土地へ再度アルファルファを播種した際の自家20 

中毒の程度には一貫性はなく、環境要因と管理体制が自家中毒の程度に影響

する可能性があるとされている (Seguin et al., 2002)。 

 

また、アルファルファの他感作用については、キュウリ、レタス、ソル

ガム及びオオムギにおいて報告されている (Hegde and Miller, 1990; Ells and 25 

McSay, 1991; Xuan and Tsuzuki, 2002; Ferreira and Reinhardt, 2010)。アルファル

ファの他感作用の強さは組織によって異なり、組織そのものと水溶性抽出物

の間でも異なることが報告されている  (Hegde and Miller, 1990; Ells and 

McSay, 1991; Chung and Miller, 1995b; Chung and Miller, 1995a)。葉、生殖組織

及びそれらの抽出物の他感作用は、根組織、根からの抽出物及び土壌滲出物30 

の他感作用よりも強いことが報告されている (Chung and Miller, 1995b)。 

アルファルファに含まれる複数の水溶性物質が自家中毒及び他感作用に

関係している可能性が示唆されている (Dornbos et al., 1990; Chon et al., 

2006)。そのうちメディカルピン (medicarpin) は成熟したアルファルファ中

で生成される物質であり、アルファルファの株数の減少が認められた土壌中35 

に存在することが確認されている。また、メディカルピンの土壌への添加が
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アルファルファの苗の生育阻害を起こすことが示されており、アルファルフ

ァの自家中毒及び他感作用の原因物質として考えられている (Dornbos et al., 

1990)。また、アルファルファの苗に対する生育阻害効果を調査した試験結

果から、様々なフェノール化合物が自家中毒及び他感作用の原因物質として

挙げられている (Hegde and Miller, 1990)。しかしながら、これまでにアルフ5 

ァルファの自家中毒及び他感作用の原因物質に関する結論は出ていない 

(Dornbos et al., 1990; Chon et al., 2006)。 

 

ト その他の情報 

 10 

－ 

 

2 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 

 

モンサント・カンパニーと Forage Genetics International (FGI) 社はリグニ15 

ン生合成経路の主要な酵素であるカフェオイル CoA 3-O-メチルトランスフ

ェラーゼ (以下「CCOMT 蛋白質」という。) の発現を抑制することにより

植物体中のリグニン含量を低下させた「低リグニンアルファルファ 

(CCOMT, Medicago sativa L. ) (KK179, OECD UI: MON-ØØ179-5) (以下「本組

換えアルファルファ」という。) 」を開発した。 20 

本組換えアルファルファは、アルファルファの内在性遺伝子である

CCOMT 遺伝子の部分的な配列（以下「CCOMT 遺伝子断片」という。）を

逆方向反復の形で導入することにより作出された。この逆方向反復配列の転

写産物は二本鎖 RNA (dsRNA) を形成し、RNA i
1によりアルファルファ内在

性の CCOMT 遺伝子の発現を抑制する。CCOMT 遺伝子の発現が抑制される25 

ことにより植物体中のリグニン含量が減少する (図 4, p28)。 

 

リグニンは反芻動物の飼料の消化率に対して負の影響を及ぼす (Chen et 

al., 2006)。これは、リグニンが細胞壁を構成する炭水化物に結合することに

より、反芻動物の消化管内微生物が炭水化物を分解できなくなるためである 30 

(Akin, 1988)。消化率が低い牧草は飼料としての品質が低いとみなされ、そ

                                                 
1 RNAi は真核生物において遺伝子発現調節のために一般的に起こる機構である。RNAi は、二本鎖 RNA 

(dsRNA) が Dicer と呼ばれる酵素により切断され 21~25 塩基の siRNA が形成されることにより引き起こさ

れる。siRNAはRNAi-induced silencing complex (RISC) と結合した後、標的となる相補的な配列を持つmRNA

と結合する (Siomi and Siomi, 2009)。RISC により、siRNA と結合した mRNA は分解され、タンパク質の産

生が阻害される。RNAi は特異性が高く、遺伝子の発現抑制効果も高いことから、特定の形質の付与や遺伝

子の機能の解析に利用されている(Kusaba, 2004)。 
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の価値に影響する。また、刈り取り時期が適期より遅れた場合、植物体にお

いてリグニンの蓄積が進むため牧草としての品質が低下することになる。 

 

本組換えアルファルファ由来の地上部における総リグニン含量は、同様

の生産条件下で数日早く収穫した従来品種由来の飼料における含量と同等5 

である。したがって、従来品種では目立って飼料品質が低下し始めるような

生育時期になっても、本組換えアルファルファでは飼料品質が低下しないこ

とから、生産者は本組換えアルファルファを従来品種と比較して数日遅らせ

て収穫することができる。このような収穫期間の拡大は、具体的に以下に示

すような利益を生産者にもたらす。 10 

 

 高品質な飼料生産を目的とする場合：一般的な刈り取り時期に収穫する

本組換えアルファルファは、同じ時期に収穫する従来品種と比較して、

リグニン含量が少なく、飼料としての品質は生産者が目標とする品質基

準と同等以上となる可能性が高い。収量は従来品種と同等に維持される。 15 

 高収量を目的とする本組換えアルファルファの場合：生産者は収穫を数

日遅らせることにより、品質を大幅に損なうことなく高い収量を確保す

ることができる。アルファルファの再生生育期には、アルファルファの

乾物重量は 1 日に 1 ヘクタール当たり 225 kg の割合で増加させることが

できる (Undersander et al., 2009)。したがって、収穫のタイミングをわずか20 

に遅らせることによって、収量は大きく増加する。本組換えアルファル

ファは数日遅れて収穫した場合でも、リグニンの蓄積が少ないことから

従来品種を数日早めに収穫した場合と同等の品質が得られる。従来品種

で収穫が同様に数日遅れた場合には、収量は KK179 系統と同等であるが、

リグニン含量が多くなり、飼料としての品質が低下する。 25 

 予期しない収穫の遅れによる品質劣化の軽減：雨などの季節外れの天気

事象や機器の故障などにより、予期しない収穫の遅れが生じる場合があ

る。このような遅れの間にリグニンが蓄積することにより飼料としての

品質が急速に低下して、経済的損失に至る場合が少なくない。本組換え

アルファルファの場合、収穫遅延の間のリグニンの蓄積が少ないことか30 

ら、収穫までの飼料としての品質低下が少なく、収穫の短期遅延にも耐

えられるため、生産者は栽培管理の柔軟性を高めることができる。 

 

 

 35 
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(1) 供与核酸に関する情報 

 

イ 構成及び構成要素の由来 

 

本組換えアルファルファの作出に用いられた供与核酸の構成及び構成要5 

素の由来は図 2 (p19) 及び表 2 (p20~22) に示した。 

 

 

 

ロ 構成要素の機能 10 

 

① 目的遺伝子、発現調節領域、局在化シグナル、選抜マーカーその他の供与

核酸の構成要素それぞれの機能 

 

本組換えアルファルファの作出に用いられた供与核酸の構成要素の機能15 

は表 2 (p20~22)に示したとおりである。
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図 2 本組換えアルファルファの作出に用いられた PV-MSPQ12633 のプラス

ミドマップ2
 

 5 

制限酵素切断部位の相対的位置を酵素名の右に記載した。 

本組換えアルファルファの作出過程で、上図の T-DNAI 領域は持つが、T-DNAII

領域は持たない個体を選抜した。

                                                 
2本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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表 2 供与核酸の構成並びに構成要素の由来及び機能3
  

構成要素 
プラスミド

中の位置 
由来及び機能 

T-DNA I 領域 

B 注 1
-Left Border Region 1-442 

Agrobacterium tumefaciens 由来の DNA 領域で、

T-DNAを伝達する際に利用される左側境界配列

を含む (Barker et al., 1983)。 

Intervening Sequence 443-490 DNA クローニングの際に利用された配列。 

P 注 2
-Pal2  491-1,567 

インゲンマメ (Phaseolus vulgaris) 由来のフェ

ニルアラニンアンモニアリアーゼをコードする

Pal2 遺伝子のプロモーター (Cramer et al., 

1989)。維管束形成を促す内在性のシグナルに呼

応し、成熟植物内のリグニン沈着部位において

特異的に発現する (Leyva et al., 1992; Guo et al., 

2001)。 

Intervening Sequence 1,568-1,584 DNA クローニングの際に利用された配列。 

CCOMT
*
 1,585-2,103 

アルファルファ (Medicago sativa) 由来のカフ

ェオイル CoA 3-O-メチルトランスフェラーゼを

コードする CCOMT 遺伝子の部分配列 (Inoue et 

al., 1998)。遺伝子抑制カセットを構成する。 

Intervening Sequence 2,104-2,110 DNA クローニングの際に利用された配列。 

CCOMT 2,111-2,410 

アルファルファ (M. sativa) 由来のカフェオイ

ル CoA 3-O-メチルトランスフェラーゼをコード

する CCOMT 遺伝子の部分配列 (Inoue et al., 

1998)。遺伝子抑制カセットを構成する。 

Intervening Sequence 2,411-2,418 DNA クローニングの際に利用された配列。 

T 注 3
-nos 2,419-2,671 

A. tumefaciens pTi 由来の NOS をコードしてい

るノパリン合成酵素遺伝子 (nos) の 3'末端非翻

訳領域で、ポリアデニル化を誘導する (Bevan et 

al., 1983; Fraley et al., 1983b)。 

Intervening Sequence 2,672-2,727 DNA クローニングの際に利用された配列。 

B-Right Border Region 2,728-3,084 

A. tumefaciens 由来の DNA 領域で、T-DNA を伝

達する際に利用される右側境界配列を含む

(Depicker et al., 1982; Zambryski et al., 1982)。 

                                                 
3本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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表 1(つづき)  供与核酸の構成並びに構成要素の由来及び機能 

構成要素 
プラスミド

中の位置 
由来及び機能 

 外側骨格領域 (本組換えアルファルファには存在しない) 

Intervening 

Sequence 
3,085-3,199 DNA クローニングの際に利用された配列。 

aadA 3,200-4,088 

トランスポゾン Tn7 の 3" (9) -O-ヌクレオチジルト

ランスフェラーゼ (アミノグリコシド改変酵素) の

細菌プロモーター、コード配列及び 3’末端非翻訳領

域 (Fling et al., 1985)。スペクチノマイシン及びスト

レプトマイシン耐性を付与する。 

Intervening 

Sequence 
4,089-4,618 DNA クローニングの際に利用された配列。 

OR 注 4
-ori-pUC 4,619-5,196 

pUC プラスミドに由来する複製開始領域であり、

Escherichia coliにおいてベクターに自律増殖能を付

与する(Vieira and Messing, 1987)。 

Intervening 

Sequence 
5,197-5,623 DNA クローニングの際に利用された配列。 

CS 注 5
-rop 5,624-5,815 

ColE1 プラスミドに由来するプライマー蛋白質の

リプレッサー (Repressor of primer (rop)) のコード

配列で E. coli 中においてプラスミドのコピー数を

維持する (Giza and Huang, 1989)。 

Intervening 

Sequence 
5,816-6,552 DNA クローニングの際に利用された配列。 

OR-ori V 6,553-6,949 

広宿主域プラスミド RK2 に由来する複製開始領域

であり、Agrobacterium においてベクターに自律増

殖能を付与する (Stalker et al., 1981)。 

Intervening 

Sequence 
6,950-7,035 DNA クローニングの際に利用された配列。 

T-DNA II 領域 (本組換えアルファルファには存在しない) 

B-Left Border 

Region 
7,036-7,477 

A. tumefaciens 由来の DNA 領域で、T-DNA を伝達す

る際に利用される左側境界配列を含む (Barker et 

al., 1983)。 

Intervening 

Sequence 
7,478-7,527 DNA クローニングの際に利用された配列。 

P-35S  7,528-7,851 

カリフラワーモザイクウイルス (CaMV) の 35S プ

ロモーター領域 (Odell et al., 1985)。植物細胞で恒常

的に転写を誘導する。 
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表 1(つづき)  供与核酸の構成並びに構成要素の由来及び機能 

構成要素 
プラスミド

中の位置 
由来及び機能 

T-DNA II 領域 (本組換えアルファルファには存在しない) 

Intervening 

Sequence 
7,852-7,884 DNA クローニングの際に利用された配列。 

CS-nptII 7,885-8,679 

E. coli のトランスポゾン Tn5 に由来し、ネオマイシ

ンフォスフォトランスフェラーゼ IIをコードする遺

伝子 (Beck et al., 1982)。ネオマイシン及びカナマイ

シン耐性を付与する (Fraley et al., 1983a)。 

Intervening 

Sequence 
8,680-8,710 DNA クローニングの際に利用された配列。 

T-nos 8,711-8,963 

A. tumefaciens pTi由来のNOSをコードしているノパ

リン合成酵素 (nos) 遺伝子の 3’末端非翻訳領域で、

ポリアデニル化を誘導する (Fraley et al., 1983a; 

Bevan, 1984)。 

Intervening 

Sequence 
8,964-9,048 DNA クローニングの際に利用された配列。 

B-Right Border 

Region 

 

9,049-9,405 

A. tumefaciens 由来の DNA 領域で、T-DNA を伝達す

る際に利用される右側境界配列を含む配列

(Depicker et al., 1982; Zambryski et al., 1982)。 

外側骨格領域 (本組換えアルファルファには存在しない) 

Intervening 

Sequence 
9,406-10,608 DNA クローニングの際に利用された配列。 

注 1
B, Border (境界配列) 

注 2
P, Promoter (プロモーター) 

注 3
T, Transcription Termination Sequence (翻訳終了配列) 

注 4
OR,

 
Origin of Replication (複製開始領域) 5 

注 5
CS, Coding Sequence (コーディング配列) 

*
 T-DNAI領域には 2つの CCOMT遺伝子断片が存在し、1つ目の CCOMTにおける 1,654

から 1,953 番目の配列 (センス鎖) は、2 つ目の CCOMT における 2,111 から 2,410 番目

の配列 (アンチセンス鎖) の逆相補的配列である。センス鎖とアンチセンス鎖の間の配

列は dsRNA 形成時にループ構造となる。 10 
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② 目的遺伝子及び選抜マーカーの発現により産生される蛋白質の機能及び

当該蛋白質がアレルギー性を有することが明らかとなっている蛋白質と

相同性を有する場合はその旨 

 

本組換えアルファルファに導入されたCCOMT遺伝子断片は、アルファル5 

ファの内在性遺伝子であるCCOMT遺伝子の一部であり (表 2, p20~22)、その

遺伝子断片の逆方向反復配列からの転写産物からdsRNAが産生され、RNAi

により内在性のCCOMT遺伝子の発現が特異的に抑制される。 

RNAのような核酸は動植物中には普遍的に存在している。ヒトや家畜の

遺伝子と高い相同性を有するRNAがイネ子実中には何千と存在することが10 

報告されており、イネ子実中に存在する21bpの短いRNAの一部はヒトの重要

な遺伝子配列と100%の相同性を示している (Ivashuta et al., 2009)。また、多

くの真核生物中ではRNAiを誘導するsiRNAの前駆体であるdsRNAも存在し

ている (Ivashuta et al., 2009; Parrott et al., 2010)。さらに、植物細胞には多数

の内在性dsRNA、miRNA及びsiRNAなどが存在すると同時に、細胞中に蓄積15 

された外来ウイルス由来のdsRNAも存在する  (Gould and Francki, 1981; 

Fukuhara et al., 1993; Cock et al., 1997; Heisel et al., 2008; Ivashuta et al., 2009; 

Jensen et al., 2013; Petrick et al., 2013)。これらのことは脊椎動物が様々なRNA

を安全に食してきた長い歴史があることを示している。 

なお、RNAがアレルギー性や毒性を持つという報告はなく、核酸にはこ20 

れまでに安全に食されてきた長い歴史があり、米国食品医薬品庁 (FDA) に

よりGRAS (generally recognized as safe)
4
 の認定を受けている (FAO-WHO, 

1991; U.S. FDA, 1992)。 
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③ 宿主の持つ代謝系を変化させる場合はその内容 

 

まず、植物体におけるリグニンの組成や役割、さらにアルファルファの

リグニン生合成経路について以下に記載する。 

 30 

植物の細胞壁には、細胞の生長過程において細胞間に形成される一次細

胞壁と、生長の停止後に一次細胞壁の内側に形成される強固な二次細胞壁の

2 種類が存在する。リグニンは、セルロースやヘミセルロースとともに二次

細胞壁の主要構成成分のひとつである。植物体におけるリグニンの機能は細

                                                 
4 FDA により、一般に安全とみなされていると認められた食品。 
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胞壁構造の維持であり、植物内の物質輸送や病害への抵抗性にも関わりがあ

る (Vance et al., 1980)。 

 

リグニンの生合成経路では、主に3種類のリグニンサブユニットが合成さ

れ、これらが重合することによりリグニンが産生される。リグニンサブユニ5 

ットは3種類あり、グアヤシルリグニン (以下、「Gリグニン」という。)、

シリンギルリグニン (以下、「Sリグニン」という。) 及びp-ヒドロキシフェ

ニル (H) リグニン (以下、「Hリグニン」という。) (図 3, p25) である 

(Boerjan et al., 2003; Vanholme et al., 2010)。各リグニンサブユニットのリグニ

ン中における比率は植物の種類や組織により異なる (Boerjan et al., 2003)。ア10 

ルファルファでは、GリグニンとSリグニンのリグニン中における比率は最

大で95%を占めるぼす (Chen et al., 2006)。 

リグニンの生合成経路におけるGリグニン及びSリグニンの産生には、

CCOMT蛋白質  とカフェイン酸  O-メチルトランスフェラーゼ  (以下

「COMT蛋白質」という。) の2つのO-メチルトランスフェラーゼが必要で15 

ある。O-メチルトランスフェラーゼは、フェニルプロパノイド、フラボノイ

ド及びアルカロイドなどの二次代謝産物の酸素原子をメチル化する酵素群

である (Lam et al., 2007)。CCOMT蛋白質は、リグニンの生合成経路でカフ

ェオイルCoAをメチル化してフェルロイルCoAを産生し、COMT蛋白質はカ

フェオイルアルデヒドをメチル化してコニフェリルアルデヒドを、5-ヒドロ20 

キシコニフェリルアルデヒドをメチル化してシナピルアルデヒドをそれぞ

れ産生する (図 3, p25)。アルファルファにおけるリグニン産生に関して、 

COMT蛋白質はSリグニンの形成に特異的に関与しているが、CCOMT蛋白質

はGリグニンの形成にも関与することが知られている (図 3, p25) (Guo et al., 

2001; Zhou et al., 2010)。この2つの酵素のうちCCOMT蛋白質を抑制すること25 

でGリグニンの産生が低下することが報告されている (Guo et al., 2001; Chen 

et al., 2006)。
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図 3 アルファルファにおけるリグニンの生合成経路5
 

PAL: フェニルアラニンアンモニアリアーゼ 

C4H: ケイヒ酸 4-ヒドロキシラーゼ 

4CL: 4-ヒドロキシケイヒ酸：CoA リガーゼ 

HCT: 
ヒドロキシケイヒ酸 CoA：シキミ酸ヒドロキシケイヒ酸トランスフェラー

ゼ 

C3H: p-クマル酸 3-ヒドロキシラーゼ 

CCOMT: カフェオイル CoA 3-O-メチルトランスフェラーゼ 

COMT: カフェイン酸 O-メチルトランスフェラーゼ 

CCR1, CCR2: シンナモイル CoA レダクターゼ 

F5H: フェルラ酸 5-ヒドロキシラーゼ 

CAD1: シンナミルアルコールデヒドロゲナーゼ 

非組換えアルファルファにおいて、カフェオイル CoA から CCOMT 及び CCR1 により触媒され

る経路が抑制された場合、破線で示す経路 (カフェオイル CoA→カフェオイルアルデヒド→コ

ニフェリルアルデヒド)が働く (Zhou et al., 2010)。灰色の網掛けは各リグニン･サブユニットの

生合成段階を示す。 

                                                 
5本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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次に本組換えアルファルファにおける CCOMT 遺伝子断片の働きについ

て記載する。 

 

本組換えアルファルファにおける遺伝子発現抑制カセットは、内在性の5 

CCOMT 遺伝子断片の逆方向反復配列から産生される転写産物が二本鎖

RNA (dsRNA) となるようにデザインされている。この dsRNA の、RNAi 機

能によりアルファルファ内在性 CCOMT 遺伝子由来の mRNA が分解される

ことで、標的である CCOMT 遺伝子の発現が抑制される。 

なお、導入した CCOMT 遺伝子発現抑制カセットは、インゲンマメ 10 

(Phaseolus vulgaris) のフェニルアラニンアンモニアリアーゼ (PAL) 遺伝子

由来の Pal2 プロモーターにより制御されている。PAL 遺伝子は維管束形成

を促す内在性のシグナルに呼応し、植物内のリグニン沈着部位において特異

的に発現する (Leyva et al., 1992; Guo et al., 2001)。したがって、本組換えア

ルファルファの CCOMT 遺伝子断片はリグニン沈着が多く認められる組織15 

において発現する (Leyva et al., 1992; Guo et al., 2001)。 

 

次に本組換えアルファルファにおいて、アルファルファ内在性の CCOMT

遺伝子の発現が抑制されることにより生じる代謝系の変化について記載す

る。 20 

CCOMT遺伝子を欠損させたアルファルファと同属のM. truncatulaにおい

て、CCOMT 蛋白質の酵素活性が低下してもリグニン生合成経路内の別の経

路により S リグニンの生合成が継続されることが報告されている。この生合

成は、CCR2 によるカフェオイル CoA からカフェオイルアルデヒドへの変換

を介して行われる (図 4, p28) (Zhou et al., 2010)。また、RNAi により CCOMT25 

遺伝子の発現を抑制させたアルファルファにおいて、CCOMT 蛋白質の発現

を抑制したことによる効果は G リグニン産生の低下に限定されることが報

告されている (Chen et al., 2006)。この G リグニンの減少により、リグニン

に含まれる G リグニンの相対比率が低下する。G リグニンの減少は、S リグ

ニンの相対比率の増加を招くが、S リグニンの絶対量は増加しないことが確30 

認されている (Chen et al., 2006)。結果として、G リグニンの割合が低下し他

の主要なリグニン・サブユニットである S リグニンの全サブユニットに占め

る割合が増大する。リグニン･サブユニットの割合の変化は S リグニンと G

リグニンの比、すなわち S:G 比の変化として確認することができ、S:G リグ

ニン比の上昇はアルファルファにおける CCOMT 遺伝子の発現を抑制させ35 

た際にみられる特性である (Chen et al., 2006)。 
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実際に本組換えアルファルファにおいて CCOMT 遺伝子発現抑制カセッ

トが CCOMT 遺伝子に特異的に働くことは、S リグニン及び H リグニンを変

化させることなく G リグニンのみが減少することが確認されている (表 3, 

p31 及び表 4, p32)。また、G リグニン含量が減少することにより、総リグニ

ン含量が減少することも確認されている (表 5, p33)。以下にそれぞれの分5 

析結果の詳細を記載した。 
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図 4 本組換えアルファルファにおけるリグニンの生合成経路6
 5 

図中のリグニン生合成経路内の酵素の正式名称は図 3 (p25) に記載した。 

    は、本組換えアルファルファにおいて内在性酵素 (CCOMT 蛋白質) 遺伝子の発現が

抑制されることを示す。 

破線で示す経路は、CCOMT 蛋白質の発現が抑制された系統では働きが弱まる (Zhou et al., 

2010)。 

                                                 
6本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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本組換えアルファルファの地上部におけるリグニン・サブユニットの変化 

(別添資料 1) 

 

本組換えアルファルファ内で CCOMT 遺伝子の発現が抑制されることで G5 

リグニンが減少することを確認するため、リグニン・サブユニットの分析を行

った。2011 年に米国の 6 ヵ所のほ場 (カリフォルニア州、アイオワ州、イリノ

イ州、カンザス州、テキサス州及びウィスコンシン州) で生育した本組換えア

ルファルファ、対照の非組換えアルファルファ (C0-Syn1 世代7
) 及び従来商業

品種の一番刈りからサンプルを採取した (別添資料 1, p12~14)。 10 

採取した地上部について、リグニン･サブユニットである H リグニン、G リ

グニン及び S リグニンカフェイルリグニン (カフェイルアルデヒド由来、図 4, 

p28) 及び 5-ヒドロキシグアヤシルリグニン (5-ヒドロキシコニフェリルアル

デヒド由来、図 4, p28) の分析を行った。カフェイルリグニン及び 5-ヒドロキ

シグアヤシルリグニンはアルファルファにおいて主要なリグニン･サブユニッ15 

トとはみなされていないが、針葉樹において CCOMT 遺伝子の発現を抑制させ

た場合に低下することが報告されているため分析を行った。なお、カフェオイ

ルリグニンと 5-ヒドロキシグアヤシルリグニンの 2 つのリグニン･サブユニッ

トは、全実測値の全てが定量限界値 (LOQ) 未満であったため、統計解析から

除外した。また、µmol/g CWR 単位で表した S リグニン及び G リグニンそれぞ20 

れの値から S:G リグニン比を算出した。また、H リグニン、G リグニン及び S

リグニンの値は、総 HGS リグニンに占める各リグニン･サブユニットの割合と

しても表した。 

分析の結果、G リグニン含量において本組換えアルファルファと対照の非

組換えアルファルファとの間に統計学的有意差が認められた (p<0.05) (表 3, 25 

p31)。本組換えアルファルファのGリグニンの平均値は68.10 µmol/g CWRで、

対照の非組換えアルファルファの平均値の83.72 µmol/g CWRと比較して15.62 

µmol/g CWR (18.66%) 低かった。その一方で、本組換えアルファルファの S リ

グニンと H リグニンの含量は、対照の非組換えアルファルファと比較して統

計学的有意差は認められなかった(表 3, p31)。 30 

また、本組換えアルファルファの G リグニンの H リグニン、G リグニン及

び S リグニンの総和に占める割合は 53.69%で、対照の非組換えアルファルフ

ァ (61.69%) と比較して 8.00%低かった (表 4, p32)。この G リグニン含量の減

少により、S:G 比は予測どおり対照の非組換えアルファルファの 0.58 から 0.80

へ増加した (表 3, p31)。 35 

以上のことから、本組換えアルファルファにおいて、CCOMT 遺伝子の発現

を抑制することにより G リグニンの産生が減少し、対照の非組換えアルファ

ルファと比較して総 HGS リグニンに占める G リグニンの割合が低下し、S:G

比が増加することが確認された。 

 40 

                                                 
7本組換えアルファルファの Syn1 世代と同様の育成方法により非組換えアルファルフ

ァ R2336 系統と Ms208 系統を掛け合わせることにより C0-Syn1 世代を作出した (図 5, 

p33)。 
 



 30 

さらに、G リグニン含量の低下が総リグニン含量に与える影響を調べるため、

総リグニン含量 (酸性デタージェント繊維：ADL
8
) を測定した。2011 年に米

国の 6 ヵ所のほ場で採取された本組換えアルファルファと対照の非組換えア

ルファルファ (C0-Syn1 世代) の一番刈りの地上部を供試した。本組換えアル

ファルファの地上部の分析の結果、総リグニン (ADL) の減少が確認された。5 

本組換えアルファルファにおける総リグニン (ADL) の平均値は乾燥重で

5.39% DW で、対照の非組換えアルファルファの平均値 6.93% DW と比較して

1.53% (p<0.05) 低かった (表 5, p33 及び別添資料 2 の Table 1, p15)。以上のこ

とから、同じ生育段階に収穫した対照の非組換えアルファルファと比較して本

組換えアルファルファの総リグニン (ADL) は有意に低いことが確認された 10 

(別添資料 2)。

                                                 
8酸性デタージェント溶液により抽出された残渣を硫酸で処理することにより得られるリ

グニン(飼料分析基準研究会(編著), 2004)。 
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表 3 本組換えアルファルファ及び対照の非組換えアルファルファのリグニン･サブユニット含量及び S:G 比9
 

分析成分 (単位)¹
, 2

 

本組換えアルファルファ 3
 

平均値 (S.E.)
4
 

(範囲) 

対照品種 5
 

平均値 (S.E.) 

(範囲) 

有意差 

(p 値) 

商業品種 

99%T.I.
6
 

(範囲) 

 

リグニン･サブユニット (µmol/g CWR) 

G リグニン 68.10 (9.48) 83.72 (9.40) 0.027* 8.83, 176.39 

 (21.17~134.96) (33.11~131.40)  (25.34~153.11) 

 

S リグニン 55.96 (8.83) 50.41 (8.78) 0.302 0, 120.96 

 (9.82~87.67) (12.20~91.89)  (5.64~110.93) 

 

H リグニン 5.05 (0.45) 3.88 (0.43) 0.077 1.59, 6.91 

 (2.20~10.84) (0.58~5.49)  (0.29~8.26) 

S リグニンと G リグニンの比較 

S:G 比 0.80 (0.061) 0.58 (0.060) <0.001* 0.21, 0.96 

 (0.43~1.16) (0.35~0.70)  (0.22~0.92) 

     

¹2011 年に米国の 6 ヵ所のほ場 (カリフォルニア州、アイオワ州、イリノイ州、カンザス州、テキサス州及びウィスコンシン州) で生育した本組換え

アルファルファ、対照の非組換えアルファルファ (C0-Syn1 世代) 及び従来商業品種の一番刈りからサンプルを採取した。  

² CWR = Cell Wall Residue (細胞壁残渣); S:G 比 = S リグニン含量を G リグニン含量で割ったもの。 
3通常の刈り取り期である 1~10%開花期 (対照品種及び商業品種と同条件) に収穫した本組換えアルファルファ。 
4平均値 (S.E.) = 最小二乗平均 (標準誤差) 
5対照の非組換えアルファルファとして、非組換えアルファルファ系統である R2336 系統から作出した C0-Syn1 を用いた。 
6
 95%の信頼度で商業品種集団の 99%が含まれるように定めた範囲。下限値の限度は 0 に設定した。 

* 有意差あり (p<0.05)
 

  

                                                 
9本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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表 4 本組換えアルファルファ及び対照の非組換えアルファルファのリグニン･サブユニット含量 (総 HGS リグニンに占める割

合)
10

 

分析成分 (単位)
1, 2

 

本組換えアルファルファ 3
 

平均値 (S.E.)
4
 

(範囲) 

対照品種 5
 

平均値 (S.E.) 

(範囲) 

有意差 

(p 値) 

商業品種 

99%T.I.
6
 

(範囲) 

リグニン･サブユニット (%総 HGS リグニン) 

     

G リグニン 53.69 (1.87) 61.69 (1.87) <0.001* 46.69, 76.44 

 (44.92~63.78) (56.88~70.56)  (50.02~76.69) 

     

S リグニン 42.09 (2.35) 35.24 (2.35) <0.001* 17.39, 53.32 

 (26.98~52.01) (24.60~40.26)  (17.07~46.14) 

     

H リグニン 4.22 (0.54) 3.07 (0.54) 0.001* 0, 6.74 

 (2.04~9.78) (0.34~5.18)  (0.18~6.23) 

     

¹2011 年に米国の 6 ヵ所のほ場 (カリフォルニア州、アイオワ州、イリノイ州、カンザス州、テキサス州及びウィスコンシン州) で生育した本組換え

アルファルファ、対照の非組換えアルファルファ (C0-Syn1 世代) 及び従来商業品種の一番刈りからサンプルを採取した。  

²総 HGS リグニンは H リグニン、G リグニン及び S リグニンを合計したものである (%総 HGS リグニン)。 
3
 通常の刈り取り期である 1~10%開花期 (対照品種及び商業品種と同条件) に収穫した本組換えアルファルファ。 

4
 平均値 (S.E.) = 最小二乗平均 (標準誤差) 

5
 対照の非組換えアルファルファとして、非組換えアルファルファ系統である R2336 系統から作出した C0-Syn1 を用いた。 

6
 95%の信頼度で商業品種集団の 99%が含まれるように定めた範囲。下限値の限度は 0 に設定した。 

* 有意差あり (p<0.05)

                                                 
10本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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表 5 本組換えアルファルファ及び対照の非組換えアルファルファの総リグニン含量11
 

 

分析成分 (単位)
1, 2

 

本組換えアルファルファ 3
 

平均値 (S.E.)
4
 

(範囲) 

対照品種 5
 

平均値 (S.E.) 

(範囲) 

有意差 

(p 値) 

商業品種 

99%T.I.
6
 

(範囲) 

     

総リグニン 7
 (% DW) 5.39 (0.64) 6.93 (0.64) 0.004* 1.39, 12.54 

 (2.73~7.60) (2.23~10.10)  (1.70~10.03) 

 

¹2011 年に米国の 6 ヵ所のほ場 (カリフォルニア州、アイオワ州、イリノイ州、カンザス州、テキサス州及びウィスコンシン州) で生育した本組

換えアルファルファ、対照の非組換えアルファルファ (C0-Syn1 世代) 及び従来商業品種の一番刈りからサンプルを採取した。  

²
 
DW = 乾燥重 5 

3
 通常の刈り取り期である 1~10%開花期に収穫した本組換えアルファルファ。 

4
 平均値 (S.E.) = 最小二乗平均 (標準誤差) 

5
 対照の非組換えアルファルファとして、非組換えアルファルファ系統である R2336 系統から作出した C0-Syn1 を用いた。 

6  
95%の信頼度で商業品種集団の 99%が含まれるように定めた範囲。下限値の限度は 0 に設定した。 

7
 半自動化 ANKOM 法 (Weston et al., 2006) により分析を行った。 10 

*有意差あり (p<0.05) 

 

                                                 
11本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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(2) ベクターに関する情報 

 

イ 名称及び由来 

 5 

本組換えアルファルファの作出に用いられた PV- MSPQ12633 は、E. coli 由

来のプラスミド pBR322 などをもとに構築された。詳細は表 2 (p20) に記載し

た。 

 

ロ 特性 10 

 

① ベクターの塩基数及び塩基配列 

 

本組換えアルファルファの作出に用いられた PV- MSPQ12633 の全塩基数は

10,608bpである。なお、PV- MSPQ12633の塩基配列は別添資料 3に記載した。 15 

 

② 特定の機能を有する塩基配列がある場合は、その機能 

  

E. coli における構築ベクターの選抜マーカー遺伝子として、スペクチノマイ

シンやストレプトマイシンに対する耐性を付与するトランスポゾン Tn7 由来20 

の aadA 遺伝子が T-DNA 領域外に存在している。 

 

③ ベクターの感染性の有無及び感染性を有する場合はその宿主域に関する

情報 

 25 

本ベクターには感染性の知られている配列は含まれていない。 

 

(3) 遺伝子組換え生物等の調製方法 

 

イ 宿主内に移入された核酸全体の構成 30 

 

宿主内に移入された本プラスミド・ベクターの構成要素を表 2 (p20~22) 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

切断部位を図 2 (p19) に示した。 

 35 
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ロ 宿主内に移入された核酸の移入方法 

 

PV-MSPQ12633 をアグロバクテリウム法によって、R2336 系統の葉組織へ

導入した。 

 5 

ハ 遺伝子組換え生物等の育成の経過 

 

① 核酸が移入された細胞の選抜の方法 

 

R2336 系統の葉組織と PV-MSPQ12633 を含む A. tumefaciens ABI 株を共置10 

培養した後、カナマイシン及びチカルシリン・クラブラン酸を添加した組織

培養培地により形質転換された細胞の選抜を行った。 

 

② 核酸の移入方法がアグロバクテリウム法の場合はアグロバクテリウムの

菌体の残存の有無 15 

 

チカルシリン・クラブラン酸を添加した組織培養培地により、形質転換に

用いたアグロバクテリウム菌体を除去した。さらに、本組換えアルファルファ

の Syn1 世代の種子12において、形質転換に用いた PV-MSPQ12633 の外側骨格

領域を標的とした PCR 分析を行ったところ、本組換えアルファルファには20 

PV-MSPQ12633 の外側骨格領域は存在しなかった (別添資料 4) 。このことか

ら、本組換えアルファルファには形質転換に用いたアグロバクテリウム菌体は

残存していないことが確認された(別添資料 4 の Table 1, p10)。 

 

③ 核酸が移入された細胞から、移入された核酸の複製物の存在状態を確認し25 

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 

 

形質転換された再分化個体 (T0) を従来品種 Ms208 系統と交配させ、P0 世

代を作出した。P0 世代において、T-DNAI 領域を有し、T-DNAII 領域を持た30 

ない個体を PCR 及びサザンブロット分析により選抜した。優れた表現型と導

入遺伝子の存在状態などを指標に、最終的に商品化系統として本組換えアル

ファルファを選抜した。 

アルファルファは 4 倍体であり、8 つの染色体を 4 セット持っている

                                                 
12収穫種子をバルクにし、その中からランダムに約 200 粒取り、DNA を抽出し PCR 分析に用いた。 
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(2n=4x=32)。ほとんどのアルファルファは自家不和合性であり、近交弱勢及

び雑種強勢を示す (Cooper and Brink, 1940; Wilsie, 1958; Hill, 1983)。商業品種

の種子はハチを花粉媒介昆虫として必要とする形質を持つ複数の親系統を自

然交配することにより作られる。この方法により作出された品種は合成品種

と呼ばれる。合成品種は、複数の遺伝的優良系統の多交雑により作出してい5 

るため、合成品種内の個体は異なる遺伝子型を持ち、多様な表現形質を示し、

栽培種は一般的に遺伝的に固定されていない (Rumbaught et al., 1988)。本組換

えアルファルファについても、MBC2世代内での任意交雑によりSyn1世代を、

Syn1 世代内での任意交雑により Syn1 Adv 世代を作出した。 

本組換えアルファルファの育成図を 図 5 (p37) に示した。なお、本申請の10 

対象は、P0 世代及び P0 世代から派生する全ての交雑後代系統である。
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【社外秘につき非開示】 
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図 5 本組換えアルファルファの育成図 
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(4) 細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 

 

① 移入された核酸の複製物が存在する場所 

 5 

形質転換された再分化個体 (T0) を従来品種の Ms208 系統と交配させ、P0 世

代を作出した。P0 世代において、T-DNAI 領域を有し、T-DNAII 領域を持たな

い個体を PCR により選抜した。得られた P0 世代に FD4 従来品種個体群を交配

させることにより MBC1 を作出した。導入遺伝子が確認された 20 個体の MBC1

から得られた花粉を用いて FD4従来品種個体群と交配することにより MBC2 を10 

作出した。同様に、導入遺伝子が確認された 24 個体の MBC2 から得られた花粉

を用いて FD4 従来品種個体群と交配することにより MBC3 を作出した。 

さらに、導入遺伝子が確認された 80個体のMBC2を自殖することにより Syn1

を作出した。MBC2、MBC3 及び Syn1 の個体について End point TaqMan PCR に

より導入遺伝子の有無を調べた。 15 

分離比の検定においては、アルファルファが同質 4 倍体であることを考慮し

た。同質 4 倍体では遺伝子が動原体と連鎖する場合にはメンデルの分離法則に

従い染色体型分離することが知られている。一方で、重複還元配偶子の形成や

キアズマの有無により最高均等分離や染色分体分離に従い遺伝子が分離するこ

とも知られている (村松, 1987)。そこで、本組換えアルファルファの導入遺伝子20 

について、1) 染色体型分離、2) 最高均等分離、及び 3) 染色分体分離の 3 つの

遺伝分離に従った場合の分離比について検証した。 

まず初めに、本組換えアルファルファの MBC2 世代から生ずる配偶子の組み

合わせを検討した (表 6, p39)。なお、MBC2 世代では 4 本の染色体のうち 1 本

に導入遺伝子が含まれる個体 (Aaaa) のみを選抜し、後代の育成に使用した。 25 

次に、表 6 (p39) で検討した配偶子からできる Syn1 世代における遺伝子型の

分離比を検討した (表 7, p39)。 

また、Syn1 世代における表現型の分離比の期待値を検討し、実際に本組換え

アルファルファの Syn1 世代を調査した結果と比較した (表 8, p39)。その結果、

本組換えアルファルファの Syn1 世代における表現型の分離比の観測値 (2.93:1) 30 

は、最高均等分離及び染色分体分離による分離比の期待値 (2.41:1 及び 2.48:1) 

とは異なることが確認された。 

一方で、Syn1 世代における表現型の分離比の観測値 (376:128) と染色体型分

離の期待値 (378:126) の間にカイ二乗検定による統計学的有意差は認められな

かった (表 9, p40; 別添資料 5 の Table1, p7)。したがって、本組換えアルファル35 

ファの導入遺伝子は染色体上に存在していると考えられた。 
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表 6 本組換えアルファルファのMBC2世代 (遺伝子型Aaaa) における配偶子

の期待値13
  

 AA Aa aa 

染色体型分離 0 1 1 

最高均等分離 1 10 13 

染色分体分離 1 12 15 

*A は導入遺伝子を持つ導入遺伝子座を示し、a は導入遺伝子を持たない導入遺

伝子座を示す。 5 

 

表 7 本組換えアルファルファの Syn1 世代における遺伝子型の期待値14
 

 AAAA AAAa AAaa Aaaa aaaa 

染色体型分離 0 0 9 18 9 

最高均等分離 1 20 126 260 169 

染色分体分離 1 24 174 360 225 

 

表 8 本組換えアルファルファの Syn1 世代における表現型の期待値及び観測

値15
 10 

 陽性個体数 陰性個体数 陰性を１とする 

分離比 

染色体型分離 (期待値) 378 126 3：1 

最高均等分離 (期待値) 356 148 2.41：1 

染色分体分離 (期待値) 359 145 2.48：1 

Syn1世代における観測値 376 128 2.93：1 

                                                 
13本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
14本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
15本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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表 9 本組換えアルファルファの育成過程における CCOMT 遺伝子断片の分離様式16
 

 

世代 供試個体数1
 

観測値2 
1:1 の分離比の期待値 

χ
 2
 P-値3

 
陽性個体数 陰性個体数 陽性個体数 陰性個体数 

MBC2 261 119 142 130.5 130.5 2.03 0.154 

MBC3 263 132 131 131.5 131.5 <0.01 0.951 

 

世代 供試個体数1
 

観測値2 
3:1 の分離比の期待値 

χ
 2
 P-値3

 
陽性個体数 陰性個体数 陽性個体数 陰性個体数 

Syn1 504 376 128 378 126 0.04 0.837 

 5 
1
MBC2 世代の 261 個体、MBC3 世代の 263 個体及び Syn1 世代の 504 個体は、栽培された親世代のすべての種子をバルクにし、その中

からランダムに選んだ種子を用いて栽培された。 

2 
CCOMT 遺伝子の有無を TaqMan PCR によって調べた。 

3上記 3 世代から得られた分離比をカイ二乗検定で分析した (p<0.05)。 

                                                 
16本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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② 移入された核酸の複製物のコピー数及び移入された核酸の複製物の複数

世代における伝達の安定性 

 

サザンブロット分析による導入遺伝子の解析の結果、本組換えアルファルフ5 

ァの核ゲノム中 1ヵ所に 1コピーの T-DNAI領域が組み込まれており (別添資料 

6 の Figure4~7, p39~42)、複数世代 (P0、MBC1、MBC2 及び Syn1) にわたり安定

して遺伝していることが確認された (別添資料 7 の Figure4, p19)。また、サザン

ブロット分析により T-DNAII 及び外側骨格領域は導入されていないことが確認

されている (別添資料 6 の Figure8~10, p43~45)。なお、本組換えアルファルファ10 

における導入遺伝子の模式図を図 6 (p42)に示した。 
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図 6 本組換えアルファルファの導入遺伝子地図及び挿入されたゲノム近傍配列並びに制限酵素切断部位の模式図17
 

図の上段は本組換えアルファルファの導入遺伝子の模式図であり、導入遺伝子内の構成要素及びサザンブロット分析に用いた制限酵素切断部位を記

載した。図上段の矢印により導入遺伝子の 5’末端及び 3’末端に隣接するゲノム DNA 配列の開始位置を示した。 

図の中段には、T-DNAI プローブの相対サイズ及び位置を示した。図の下段は各制限酵素で切断した後に予想される DNA 断片のサイズを示した。5 

なお、模式図中の構成要素、制限酵素切断部位及び各プローブはおおよその位置を示している。図中の rl は、B-Right Border Region 及び B-Left Border 

Region が本組換えアルファルファにおいて PV-MSPQ12633 と比較して短くなっていることを意味する。 

                                                 
17本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 

Swa I 1017

5'  Flank 3'  Flank 

Dra III 2165 Xba I 2986  
Swa I 4345

1 4885

Probe 1

Probe 2

Probe 3
Probe 4

B
-L

ef
t 

B
o

rd
er

 R
eg

io
n

 r1

P
-P

a
l2

C
C

O
M

T

T
-n

o
s

B
-R

ig
h

t 
B

o
rd

er
 R

eg
io

n
 r1

C
C

O
M

T

Xba I and Swa I
~ 2.0 kb ~ 1.4 kb

Xmn I and Dra III
≥2.2 kb ~ 2.0 kb

Xmn I 4186

Xmn I 4511



 43 

 

③ 染色体上に複数コピーが存在している場合は、それらが隣接しているか離

れているかの別 

 

1 コピーなので該当しない (別添資料 6 の Figure4~7, p39~42)。 5 

 

④ (6)の①において具体的に示される特性について、自然条件の下での個体間

及び世代間での発現の安定性 

 

2010年に米国の 2ヵ所 (アイオア州及びウィスコンシン州) のほ場において、10 

本組換えアルファルファ及び対照の非組換えアルファルファの複数世代 

(MBC1、Syn1 及び Syn1-Adv1) における地上部の総リグニン含量として ADL の

分析を行った。 

その結果、本組換えアルファルファにおいてリグニン含量が減少しているこ

とが確認された (表 10, p44; 別添資料 8 の Table 1, p4)。本組換えアルファルフ15 

ァの各世代(MBC1、Syn1 及び Syn1-Adv1)のリグニン含量は対照の非組換えアル

ファルファと比較してそれぞれ 17.71%、13.27%及び 15.34%減少していた (表 10, 

p44; 別添資料 8 の Table 1, p4)。 

 

また、2013 年に米国 Forage Genetic International (FGI 社) の温室において育成20 

された本組換えアルファルファ及び対照の非組換えアルファルファの複数世代 

(MBC2、Syn1 及び Syn1-Adv1) における CCOMT 遺伝子抑制カセットに由来す

る dsRNA 及び siRNA の転写量をノーザンブロット分析により行った。 

その結果、本組換えアルファルファの各世代において内在性 CCOMT 蛋白質

の RNA 転写量が減少していることが確認され、CCOMT 遺伝子抑制カセットに25 

由来する siRNA が転写されていることが確認された (別添資料 9 の Figure 3 及

び 4, p16~17) 
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表 10 本組換えアルファルファ及び対照の非組換えアルファルファにおける総リグ

ニン含量* (2010 年、米国)
18

 

 

 

 

平均値 (S.E.)
1 

(範囲) 
p 値 4

 

供試世代 2
 

本組換え 

アルファルファ 

対照の非組換え 

アルファルファ 3
 

    

MBC1 4.37 (0.36) 5.31 (0.36) 0.002 

 (3.55 ~ 5.63) (4.42 ~ 7.11)  

    

Syn1 4.02 (0.36) 4.64 (0.36) 0.034 

 (3.30 ~ 4.31) (4.15 ~ 5.39)  

    

Syn1-Adv1 3.91 (0.36) 4.62 (0.36) 0.016 

 (3.61 ~ 4.42) (3.72 ~ 4.89)  

 

 

*総リグニン含量として酸性デタージェントリグニン (ADL) を分析した。 5 
1平均値(S.E.) = 最小二乗平均 (標準誤差) 

2値は%乾燥重で求めた。 

3 対照の非組換えアルファルファとして、R2336 系統から作出した  C0- MBC1、C0-Syn1 及び

C0-Syn1-Adv1 世代を用いた。 

4 分散分析により統計処理を行った (1 サンプル/反復で 6 反復、p<0.05 で有意)。 10 

                                                 
18本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
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⑤ ウイルスの感染その他の経路を経由して移入された核酸が野生動植物等

に伝播されるおそれがある場合は、当該伝達性の有無及び程度 

 

移入された核酸の配列には伝達を可能とする機能はないため、ウイルスの5 

感染その他の経路を経由して野生動植物等に伝達されるおそれはない。 

 

(5) 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼

性 

 10 

 本組換えアルファルファは本組換えアルファルファに存在する特異的

DNA 配列に結合可能なプライマーセットを利用して、End-point TaqMan PCR

法による検出及び識別が可能である (別添資料 10)。検定に用いる DNA の濃

度は、PCR の 1 反応当たり 5～10ng であることが推奨されており、葉の一部 

(リーフディスク) を用いて検定できる。 15 

本法の再現精度については、46 サンプルの本組換えアルファルファ及び

134 サンプルの非組換えアルファルファを用いて確認試験を行った (別添資

料 10 の p6)。 

 

(6) 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 20 

 

① 移入された核酸の複製物の発現により付与された生理学的又は生態学的

特性の具体的な内容 

 

本組換えアルファルファに導入された CCOMT 遺伝子断片はリグニン生合25 

成経路の主要な酵素をコードする CCOMT 遺伝子の発現を抑制する。CCOMT

遺伝子の発現が抑制されることにより、リグニンの三次元網目構造を形成す

る G リグニン、S リグニン及び H リグニンのうち、G リグニンが減少する。 S

リグニン及び H リグニンと重合し、リグニンの三次元網目構造を形成する G

リグニンが減少することにより、アルファルファの総リグニンも減少する。30 

実際に、本組換えアルファルファの地上部の分析の結果、総リグニン (ADL) 

が、対照の非組換えアルファルファと比較して 1.53% (p<0.05) 減少すること

が確認されている (表 5, p33; 別添資料 2)。 
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② 以下に掲げる生理学的又は生態学的特性について、遺伝子組換え農作物と

宿主の属する分類学上の種との間の相違の有無及び相違がある場合はそ

の程度19
 

 5 

2012 年から 2013 年にかけて独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機

構畜産草地研究所に設置された隔離ほ場において本組換えアルファルファの

隔離ほ場試験を行った (以下「本隔離ほ場試験」という。)。試験には本組換

えアルファルファの Syn1 世代を供試した (図 5, p37)。対照の非組換えアルフ

ァルファとしては、R2336 系統を母本とし、本組換えアルファルファの Syn110 

世代と同様の育成方法により作出した C0-Syn1 世代を用いた。 

なお、生育初期における低温又は高温耐性試験 (項目 b,  p47) は米国の人

工気象室で実施した。また、第一の 1-(3)-ニ-④ (p12) に記載したように、ア

ルファルファは自家不和合性を示す他殖性植物であり、主にハナバチ、ハキ

リバチやミツバチ等を花粉媒介昆虫として虫媒受粉によって種子形成される 15 

(Lesins and Lesins, 1979; Quiros and Bauchan, 1988; Barnes and Sheaffer, 1995)。し

かしながら、本組換えアルファルファの隔離ほ場試験では、交雑防止措置と

して開花期間中には形態及び生育特性調査区を防虫網で覆っているため、種

子の生産性、脱粒性、休眠性及び発芽率を評価するための試験 (項目 e、p48) 

のうち、種子の生産量及び脱粒性の調査は米国 (アイダホ州) のほ場で実施し、20 

種子の発芽率の調査は米国の温室で実施した。 

 

a 形態及び生育の特性 

 

形態及び生育の特性を評価するため、7 項目 (萌芽始め (月日)、春季の株25 

数、二番刈り時の最長茎長 (cm)、二番刈り時の地上部の新鮮重 (g)、二番刈

り時の倒伏性、花色、花序軸あたりの花数) について評価を行った。 

春季の株数、最長茎長 (二番刈り) (cm)、地上部の新鮮重 (二番刈り) (g)、

花序軸あたりの花数に関して統計処理を実施し、萌芽始め (月日)及び花色に

関しては統計処理を行わなかった。また、倒伏性 (二番刈り) については本組30 

換えアルファルファと対照の非組換えアルファルファともに全て倒伏したた

め、統計処理を行わなかった。 

その結果、本組換えアルファルファと対照の非組換えアルファルファとの

                                                 
19本項目中の以下に続く a~hに記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式

会社に帰属する。 
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間に差違は認められなかった (別添資料 11 の表 2, p11)。 

 

b 生育初期における低温又は高温耐性 

 

アルファルファは多年生であることから、生育初期における低温耐性及び5 

高温耐性の調査を行った。なお、生育初期における低温又は高温耐性試験は、

2011 年に米国のモンサント・カンパニーの人工気象室において実施した。 

 

生育初期における低温耐性を調査するために、播種後 26 日目の本組換えア

ルファルファ、対照の非組換えアルファルファ、従来商業品種 4 系統の幼苗10 

を 3 段階の温度条件 (昼間/夜間) (適温：28℃/23℃、やや低温：15℃/8℃、低

温：7℃/5℃)に移し 21 日間生育させ、調査を行った。低温処理前、低温処理

後 7 日目、14 日目及び 21 日目に生育段階、草勢及び最長茎長について調査を

行った。 

なお、本試験では、栽培した個体のうち導入遺伝子を有することを確認し15 

た個体のみを調査した。 

調査の結果、統計処理を行った最長茎長について本組換えアルファルファ

と対照の非組換えアルファルファの間に統計学的有意差は認められず、統計

処理を行わなかった生育段階と草勢についても本組換えアルファルファと対

照の非組換えアルファルファの間に違いは認められなかった(別添資料 12 の20 

Table 1~3, p5~7)。 

 

生育初期における高温耐性を調査するために、播種後 26 日目の本組換えア

ルファルファ、対照の非組換えアルファルファ、従来商業品種 4 系統の幼苗

を 3 段階の温度条件 (昼間/夜間) (適温：28℃/23℃、やや高温：35℃/33℃、高25 

温：40℃/38℃) に移し 21 日間生育させ、調査を行った。高温処理前、高温処

理後 7 日目、14 日目及び 21 日目に生育段階、草勢及び最長茎長について調査

を行った。 

なお、本試験では栽培した個体のうち導入遺伝子を有することを確認した

個体のみを調査した。 30 

調査の結果、統計処理を行った最長茎長について本組換えアルファルファ

と対照の非組換えアルファルファの間に統計学的有意差は認められず、統計

処理を行わなかった生育段階と草勢についても本組換えアルファルファと対

照の非組換えアルファルファの間に違いは認められなかった(別添資料 13 の

Table 1~3, p5~7)。 35 
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c 成体の越冬性 

 

成体の越冬性を評価するために、形態及び生育特性調査区において、本組

換えアルファルファ及び対照の非組換えアルファルファの萌芽始め及び春季5 

の株数を比較した。その結果、いずれの項目においても本組換えアルファル

ファ及び対照の非組換えアルファルファとの間に統計学的有意差は認められ

なかった (別添資料 11 の表 2, p11)。 

 

d 花粉の稔性及びサイズ 10 

 

本隔離ほ場で生育した本組換えアルファルファ及び対照の非組換えアルフ

ァルファから採取した花粉を Alexander 溶液で染色し、花粉の稔性（充実度）

及びサイズを測定した。これらの項目について統計処理を行った結果、花粉

の稔性 (充実度) びサイズのいずれにおいても本組換えアルファルファと対15 

照の非組換えアルファルファとの間に統計学的有意差は認められなかった 

(別添資料 11 の図 7 及び表 3, p12)。 

 

e 種子の生産量、脱粒性、休眠性及び発芽率 

 20 

第一の 1-(3)-ニ-④ (p12) に記載したように、アルファルファは自家不和合

性を示す他殖性植物であり、主にハナバチ、ハキリバチやミツバチ等を花粉

媒介昆虫とする虫媒受粉によって種子形成される (Lesins and Lesins, 1979; 

Quiros and Bauchan, 1988; Barnes and Sheaffer, 1995)。しかしながら、本隔離ほ

場試験では、交雑防止措置として開花期間中は形態及び生育特性調査区を防25 

虫網で覆っているため、種子の生産量、脱粒性及び発芽率の調査は、米国の

ほ場及び温室において実施した。 

 

種子の生産量及び脱粒性を調査するために、本組換えアルファルファ20、

対照の非組換えアルファルファ及び従来商業品種 7系統について 2010年に米30 

国の 1 ヵ所のほ場 (アイダホ州) において 7 項目 (苗立ち数、草勢、倒伏性、

50 粒あたりの種子重、一莢あたりの種子数、裂莢数、種子収量) について調

査した。 

                                                 
20本試験で用いた本組換えアルファルファの Syn1 世代には導入遺伝子を持たない個体が理論値で 25%含ま

れる。 



 49 

調査の結果、全ての項目で本組換えアルファルファと対照の非組換えアル

ファルファの間に統計学的有意差は認められなかった  (別添資料  14 の

Table2, p6)。 

 

また、温室で栽培した本組換えアルファルファ、対照の非組換えアルファ5 

ルファ及び従来商業品種4系統より収穫された種子の発芽率の調査を行った。

温室で採種された場合、硬実種子が増加する可能性があることが報告されて

いることから (Bass et al., 1988; Copeland and McDonald, 2001)、その影響を排

除するため種皮に傷を入れない (無処理) 種子に加え、耐水性を持つ収穫種子

の種皮に傷を入れ、吸水を良くした種子についても発芽率を調査した。4 反復10 

各 100 粒ずつ 20℃、暗黒条件下で発芽試験を行い、発芽率を調査した。発芽

種子は正常発芽と異常発芽に分けて測定し、非発芽種子は枯死種子、吸水膨

潤状態種子及び硬実種子に分けて測定した (AOSA, 2010; AOSA/SCST, 2010)。

なお、本試験で用いた本組換えアルファルファの Syn1 世代には導入遺伝子を

持たない個体が理論値で 25%含まれる。 15 

調査の結果、種皮に傷を入れない (無処理) 種子において、正常発芽率で

統計学的有意差が認められ、本組換えアルファルファでは 86.0%、対照の非

組換えアルファルファでは 72.5%であった。また、硬実種子率において統計

学的有意差が認められ、本組換えアルファルファでは 13.0%、対照の非組換

えアルファルファでは 25.3%であった (別添資料 15 の Table 1, p7)。 20 

種皮に傷を入れた種子においては、正常発芽率で統計学的有意差が認めら

れ、本組換えアルファルファでは 93.5%、対照の非組換えアルファルファで

は 89.8%であった (別添資料 15 の Table 1, p7)。 

 

f 交雑率 25 

 

アルファルファと交雑可能であると考えられる近縁種は、多年生の

Medicago属のM. prostrata、M. cancellata及びM. saxatilisの 3種である (Lesins, 

1961; Lesins, 1962; Lesins, 1970; Quiros and Bauchan, 1988)、これらは日本には

存在しない (大橋, 1999; 大橋, 2003)。よって、交雑率の試験は行わなかった。 30 

 

g 有害物質の産生性 

 

本組換えアルファルファから土壌微生物又は他の植物に影響を与える物質

が産生されていないことを確認するため、土壌微生物相試験、鋤込み試験及35 

び後作試験を行った。その結果、いずれの項目においても統計学的有意差は
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認められなかった (別添資料 11 の表 4~表 6, p14)。 

 

h 病害虫に対する抵抗性 

 

本組換えアルファルファに導入された CCOMT 遺伝子断片はリグニン生合5 

成経路の主要な酵素をコードする CCOMT 遺伝子の発現を抑制する。その結

果、本組換えアルファルファではリグニン含量が減少している。植物体中の

リグニン含量が低下することにより植物体の構造が弱くなり、環境からの物

理的ストレスに弱くなっていると考えられる。また、病害や害虫に対する抵

抗性も低下する可能性が考えられる。本組換えアルファルファ植物体中のリ10 

グニン含量の低下により病害等に対する感受性が高まった場合、本組換えア

ルファルファ植物体で病害等が増殖し、他の野生植物の病害等が増加する可

能性が考えられる。 

そこで、本組換えアルファルファ及び対照の非組換えアルファルファにつ

いて、わが国のアルファルファ栽培における主要害虫であるアルファルファ15 

タコゾウムシ (Hypera postica) 及びアブラムシ (Aphididae) 並びに主要な病

害であるアルファルファそばかす病 (Leptosphaerulina briosiana) による植物

体の傷害程度を調査した。その結果、本組換えアルファルファと対照の非組

換えアルファルファとの間に違いは認められなかった (別添資料 11 の表 7, 

p16)。 20 

 

 

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 25 

 

食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬及び廃棄並び

にこれらに付随する行為。 

 

(2) 使用等の方法 30 

 

－ 

 

(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 35 
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－ 

 

(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 

 5 

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 

 10 

－ 
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(6) 国外における使用等に関する情報 

 

本組換えアルファルファの海外の主要栽培予定国及び輸入予定国における申

請状況は以下のとおりである (表 11, p52)。 

 5 

表 11 本組換えアルファルファの海外の主要栽培予定国及び輸入予定国にお

ける申請及び認可状況21
 

2014 年 5 月現在 

機関 安全性審査の種類 申請時期 承認時期 

米国食品医薬品庁 (FDA) 食品・飼料 2012 年 8 月 2013 年 12 月 

米国農務省 (USDA) 環境 2012 年 11 月 審査中 

カナダ保健省 (Health Canada) 食品 2012 年 11 月 審査中 

カナダ食品検査庁 (CFIA) 環境・飼料 2012 年 11 月 審査中 

オーストラリア・ニュージーラン

ド食品基準機関 (FSANZ) 
食品 2013 年 4 月 2014 年 5 月 

韓国食品医薬品安全処 (MFDS) 食品 2013 年 2 月 審査中 

韓国農村振興庁 (RDA) 環境 2013 年 3 月 審査中 

中国農業部 (MOA) 環境・食品・飼料 2015 年前半予22
 ―    1

22
 

 

なお、本組換えアルファルファのわが国における申請状況は以下のとおりで10 

ある (表 12, p52)。 

 

表 12 本組換えアルファルファのわが国における申請及び認可状況23
 

2014 年 5 月現在 

機関 内容 申請時期 承認時期 

厚生労働省 食品24
 2014年2月 ―    22

 

農林水産省 飼料25
 2014年2月22

 ―    22
 

農林水産省・環境省 
環境  (第一種使用規程
26：隔離ほ場) 

2011年9月 2012年9月 

農林水産省・環境省 
環境 (第一種使用規程：

一般使用) 
2014年2月 ― 

                                                 
21本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
22 社外秘につき非開示。 
23本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
24 食品衛生法に基づく。 
25 飼料の安全性の確保及び品質の改善に関する法律に基づく。 
26 遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律に基づく。 
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第二 項目ごとの生物多様性影響の評価27
 

 

1 競合における優位性 

 5 

(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

 

わが国では、アルファルファは明治初年に牧草として導入され、全国の平

地から低山地の道端や草地に広く野生化したといわれている (大橋, 1999)。し

かし、アルファルファの生育は日本各地で報告されているものの (浅沼ら, 10 

1987; 清水ら, 2001 )、分布域は局所的で生育量は少ないとされている報告が

多いことから (浅沼ら, 1987; 大分県植物誌刊行会, 1989; 杉野, 2008 ; 太田, 

2010)、その生育地は点在しており、大きな群落を作るものではないと考えら

れた。また、アルファルファの幼植物は雑草との競合に弱く (Canevari et al., 

2008; UC-IPM, 2010)、植物体の定着と収量は雑草との競合がある場所で生育15 

した場合は著しく低下する (Bagavathiannan et al., 2011)。さらに、アルファル

ファは雑草との競合に弱いことから、播種前から生育時期全般を通じて雑草

防除を必要とする (鈴木, 1992 ; Canevari et al., 2008; UC-IPM, 2010)。また、ア

ルファルファは降水量が極めて少ない地域を起源とすることから耐干性は高

いが耐湿性が低く、かつ酸性土壌を嫌うことから、わが国の湿潤気候と酸性20 

土壌には適さない。 

さらに、わが国においてアルファルファは、日本固有の在来種を駆逐して

生物多様性に影響を及ぼす外来種タンポポ種群 (Taraxacum spp.) やセイタカ

アワダチソウ (Solidago altissima) などのような侵略的外来種としては掲載さ

れていない (日本生態学会(編), 2002 )。 25 

以上のことより、わが国の自然条件下において、アルファルファの生育し

た個体が増加して現在の分布が拡大する可能性は低く、かつ侵略的外来種の

ように優占群落をつくる可能性は低いと考えられる。 

 

競合における優位性に関する項目として、形態及び生育の特性、成体の越30 

冬性、花粉の稔性及びサイズをわが国の隔離ほ場において調査した (第一の

2-(6)-②-a, c 及び d, p46~48)。その結果、統計処理を行った項目において、本

組換えアルファルファと対照の非組換えアルファルファとの間に統計学的有

                                                 
27本項目中で、第一の 2-(6)-①の a~h に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサ

ント株式会社に帰属する。 
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意差は認められなかった。また、統計処理を行わなかった項目においても、

本組換えアルファルファと対照の非組換えアルファルファとの間に違いは認

められなかった。 

また、生育初期における低温又は高温耐性並びに種子の生産量、脱粒性、

休眠性及び発芽率を米国において調査した (第一の 2-(6)-②-b, d 及び e, 5 

p47~49)。その結果、種子の休眠性及び発芽率に関する項目において、種皮に

傷を入れない (無処理) 種子の正常発芽率、種皮に傷を入れない (無処理) 種

子の硬実種子率、種皮に傷を入れた種子の正常発芽率において本組換えアル

ファルファと対照の非組換えアルファルファの間で統計学的有意差が認めら

れた。また、統計処理を行わなかった項目について、本組換えアルファルフ10 

ァと対照の非組換えアルファルファとの間に違いは認められなかった。 

種皮に傷を入れない (無処理) 種子の正常発芽率は、本組換えアルファル

ファでは 86.0%、対照の非組換えアルファルファでは 72.5%であった。 

種皮に傷を入れない (無処理) 種子の硬実種子率は、本組換えアルファル

ファでは 13.0%、対照の非組換えアルファルファでは 25.3%であった。 15 

種皮に傷を入れた種子の正常発芽率は、本組換えアルファルファでは

93.5%、対照の非組換えアルファルファでは 89.8%であった。 

収穫種子の発芽率が上昇することによって、埋土種子が減少すると考えら

れる。埋土種子における休眠性は一年生雑草、多年生雑草が一般的に持つ形

質である (Bostock, 1978; Bowes and Thomas, 1978; Conn and Werdin-Pfisterer, 20 

2010)。休眠により土壌中に埋土種子が長期間存在することは雑草が再定着す

る可能性を高めると考えられる (Bowes and Thomas, 1978)。よって、本組換え

アルファルファと対照の非組換えアルファルファの間で認められた発芽率の

上昇は、種子の休眠性を低下させるものであると考えられる。したがって、

埋土種子の減少が競合において優位に働くとは考えにくい。 25 

一方で、収穫種子の発芽率の上昇により、結実後に発生する個体数が一時

的に増加する可能性が考えられる。しかしながら、形態及び生育の特性、成

体の越冬性、花粉の稔性及びサイズ並びに種子の生産量及び脱粒性に関する

全ての項目において本組換えアルファルファと対照の非組換えアルファルフ

ァとの間に統計学的有意差は認めらなかった (第一の 2-(6)-②- a~e, p46~49)。30 

また、アルファルファの幼植物は雑草との競合に弱いことが知られている 

(Canevari et al., 2008; UC-IPM, 2010)。したがって、発芽した本組換えアルファ

ルファの幼植物の競合における優位性が高まっているとは考えにくい。以上

のことから、収穫種子の発芽率の上昇による発生個体数の一時的な増加が競

合において優位に働くとは考えにくい。 35 

したがって、本組換えアルファルファと対照の非組換えアルファルファの
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間で認められた正常発芽率の増加及び硬実種子率の減少が競合における優位

性を高めるものではないと考えられた。 

 

なお、本組換えアルファルファに導入された CCOMT 遺伝子断片はリグニ

ン生合成経路の主要な酵素をコードする CCOMT 遺伝子の発現を抑制する。5 

その結果、本組換えアルファルファではリグニン含量が減少している。植物

体中のリグニン含量が低下することにより植物体の構造が弱くなり、環境か

らの物理的ストレスに弱くなっていると考えられる。また、病害や害虫に対

する抵抗性も低下する可能性が考えられる。しかしながら、リグニン含量の

低下により起こると考えられるこれらの変化は植物体を弱めるものであるこ10 

とから、本組換えアルファルファの競合における優位性を高めるとは考えに

くい。 

一方で、本組換えアルファルファ植物体中のリグニン含量の低下により病

害等に対する感受性が高まった場合、本組換えアルファルファ植物体で病害

等が増殖し、他の野生植物の病害等が増加する可能性が考えられる。しかし15 

ながら、隔離ほ場試験において病害及び害虫発生状況を調査した結果、本組

換えアルファルファと対照の非組換えアルファルファとの間に病害及び害虫

による傷害程度に違いは認められなかった (第一の 2-(6)-②-h, p50)ことから、

本組換えアルファルファ植物体中のリグニン含量の低下により病害等に対す

る感受性が高まっているとは考えにくい。 20 

 

以上のことから、競合における優位性に起因する生物多様性影響を受ける

可能性のある野生動植物等は特定されなかった。 

 

(2) 影響の具体的内容の評価 25 

 

－ 

 

(3) 影響の生じやすさの評価 

  30 

－ 

 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

 

以上のことから、本組換えアルファルファは、競合における優位性に起因35 

する生物多様性影響を生ずるおそれはないと判断された。 



 56 

 

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 

 5 

アルファルファの他感作用については、キュウリ、レタス、ソルガム及び

オオムギにおいて報告されている (Hegde and Miller, 1990; Ells and McSay, 

1991; Xuan and Tsuzuki, 2002; Ferreira and Reinhardt, 2010)。アルファルファの

他感作用の強さは組織によって異なり、組織そのものと水溶性抽出物の間で

も異なることが報告されている (Hegde and Miller, 1990; Ells and McSay, 1991; 10 

Chung and Miller, 1995b; Chung and Miller, 1995a)。葉、生殖組織及びそれらの

抽出物の他感作用は、根組織、根からの抽出物及び土壌滲出物の他感作用よ

りも強いことが報告されている (Chung and Miller, 1995b)。 

アルファルファに含まれる複数の水溶性物質が他感作用に関係している可

能性が示唆されている (Dornbos et al., 1990; Chon et al., 2006)。そのうちメディ15 

カルピン (medicarpin) は成熟したアルファルファ中で生成される物質であり、

アルファルファの株数の減少が認められた土壌中で存在することが確認され

ている。メディカルピンの土壌への添加がアルファルファの苗の生育阻害を

起こすことが示されており、アルファルファの他感作用の原因物質として提

唱されている (Dornbos et al., 1990)。しかしながら、これまでにアルファルフ20 

ァの他感作用の原因物質に関する結論は出されていない (Dornbos et al., 1990; 

Chon et al., 2006)。 

 

本組換えアルファルファに導入された CCOMT 遺伝子断片は、アルファル

ファの内在性遺伝子である CCOMT 遺伝子の一部であり (表 2, p20~22)、25 

CCOMT 遺伝子断片から dsRNA が産生されることで内在性の CCOMT 遺伝子

の発現が抑制される。 

本組換えアルファルファとは別イベントの CCOMT 蛋白質の発現が抑制さ

れた遺伝子組換えアルファルファを用いて、リグニン生合成経路の中間代謝

産物及び二次代謝産物について調査が行われた研究報告によると、CCOMT 蛋30 

白質の発現の抑制によって細胞壁中に結合するフェノール酸(リグニンと細胞

壁を結び付ける)あるいはポリフェノールの含有量に変化は認められなかった 

(Chen et al., 2003; Chen et al., 2006)。また、CCOMT 蛋白質の発現を抑制した場

合、茎においてカフェオイル-CoA から派生する経路の代謝産物であるカフェ

オイル 3-O-グルコシドが増加していることが確認されている (Chen et al., 35 

2003)。しかしながら、葉ではカフェオイル 3-O-グルコシドは検出されず、総
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ポリフェノールに違いは認められなかったことから、アルファルファにおい

てカフェオイル 3-O-グルコシドは微量成分であると考えられた。さらに、水

溶性フェノール化合物に関する多変量解析の結果から、対照のアルファルフ

ァと CCOMT 蛋白質の発現を抑制したアルファルファの葉の間で水溶性フェ

ノール化合物の含有量には違いが認められなかった (Chen et al., 2003)。よっ5 

て、アルファルファにおいてCCOMT蛋白質の発現が抑制されることにより、

目的以外の代謝経路に何らかの影響を及ぼす可能性は低いと考えられた。 

したがって、CCOMT 遺伝子断片の発現によって、本組換えアルファルフ

ァ中に新たな有害物質が産生されるとは考えにくい。 

 10 

実際に、本組換えアルファルファと対照の非組換えアルファルファとの間

で、有害物質の産生性の有無を土壌微生物相試験、鋤込み試験及び後作試験 

(第一の 2-(6)-②-g, p49) により比較検討した。その結果、調査したいずれの項

目においても、本組換えアルファルファ区と対照の非組換えアルファルファ

区との間に統計学的有意差は認められなかった。 15 

 

以上のことから、有害物質の産生性に起因する生物多様性影響を受ける可能

性のある野生動植物等は特定されなかった。 

 

(2) 影響の具体的内容の評価 20 

  

－ 

 

(3) 影響の生じやすさの評価 

  25 

－ 

 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

 

以上のことから、本組換えアルファルファは、有害物質の産生性に起因する30 

生物多様性影響を生ずるおそれはないと判断された。 

 

3 交雑性 

 

(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 35 
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アルファルファ (M. sativa L.) と自然交雑が可能と考えられる近縁種は多

年生の Medicago 属の M. prostrata、M. cancellata 及び M. saxatilis の 3 種 であ

るが (Michaud et al., 1988; Quiros and Bauchan, 1988; Small and Jomphe, 1989; 

Chandra et al., 2011)、これらは日本には自生していない (大橋, 1999; 大橋, 

2003)。また、わが国に多年生の Medicago 属の植物としてコメツブウマゴヤ5 

シが自生しているが、交雑は起こらないと考えられる。したがって、交雑性

に起因する生物多様性影響を受ける可能性のある野生動植物等は特定されな

かった。 

 

 10 

(2) 影響の具体的内容の評価 

 

－ 

 

(3) 影響の生じやすさの評価 15 

 

－ 

 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

 20 

以上のことから、本組換えアルファルファは、交雑性に起因する生物多様性

影響を生ずるおそれはないと判断された。 

 

4 その他の性質 

 25 

 － 
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第三 生物多様性影響の総合的評価 

 

競合における優位性：わが国では、アルファルファは明治初年に牧草とし

て導入され、全国の平地から低山地の道端や草地に広く野生化している。し5 

かし、アルファルファの生育は日本各地で報告されているものの、分布域は

局所的で生育量は少ないとされている報告が多いことから、その生育地は点

在しており、大きな群落を作るものではないと考えられた。また、アルファ

ルファの幼植物は、その幼植物体が雑草との競合に弱く、播種前から生育時

期全般を通じて雑草防除を必要とし、また、わが国の湿潤気候と酸性土壌に10 

は適さない。 

さらに、わが国においてアルファルファは、日本固有の在来種を駆逐して

生物多様性に影響を及ぼす外来種タンポポ種群 (Taraxacum spp.) やセイタカ

アワダチソウ (Solidago altissima) などのような侵略的外来種としては掲載さ

れていない。 15 

以上のことより、わが国の自然条件下において、アルファルファの生育し

た個体が増加して現在の分布が拡大する可能性は低く、かつ侵略的外来種の

ように優占群落をつくる可能性は低いと考えられた。 

競合における優位性に関する項目として、形態及び生育の特性、成体の越

冬性、花粉の稔性及びサイズをわが国の隔離ほ場において比較検討した。そ20 

の結果、統計処理を行った項目において、本組換えアルファルファと対照の

非組換えアルファルファとの間に統計学的有意差は認められなかった。また、

統計処理を行わなかった項目においても、本組換えアルファルファと対照の

非組換えアルファルファとの間に違いは認められなかった。また、生育初期

における低温及び高温耐性並びに種子の生産量、脱粒性、休眠性及び発芽率25 

を米国において調査した結果、種子の休眠性及び発芽率に関する項目におい

て、無処理種子の正常発芽率、無処理種子の硬実種子率、種皮に傷を入れた

種子の正常発芽率において本組換えアルファルファと対照の非組換えアルフ

ァルファの間で統計学的有意差が認められた。しかしながら、収穫種子の発

芽率が上昇する場合、休眠性の指標となる埋土種子の減少につながるため、30 

本組換えアルファルファと対照の非組換えアルファルファの間で認められた

正常発芽率の増加及び硬実種子率の減少が競合における優位性を高めるもの

ではないと考えられた。 

 

なお、本組換えアルファルファに導入された CCOMT 遺伝子断片はリグニ35 

ン生合成経路の主要な酵素をコードする CCOMT 遺伝子の発現を抑制する。
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その結果本組換えアルファルファではリグニン含量が減少している。植物体

中のリグニン含量が低下することにより植物体の構造が弱くなり、環境から

の物理的ストレスに弱くなっていると考えられる。また、病害に対する抵抗

性も低下する可能性が考えられる。しかしながら、リグニン含量の低下によ

り考えられるこれらの変化は植物体を弱めるものであると考えられることか5 

ら、競合における優位性を高めるとは考えにくい。一方で、本組換えアルフ

ァルファ植物体中のリグニン含量の低下により病害等に対する感受性が高ま

った場合、本組換えアルファルファ植物体で病害等が増殖し、他の野生植物

の病害等が増加する可能性が考えられた。しかしながら、隔離ほ場試験にお

いて、病害及び害虫発生状況を調査した結果、本組換えアルファルファと対10 

照の非組換えアルファルファとの間に病害及び害虫による傷害程度に違いは

認められなかった。よって、本組換えアルファルファ植物体中のリグニン含

量の低下により病害等に対する感受性が高まっているとは考えにくい。 

したがって、本組換えアルファルファは競合における優位性に起因する生

物多様性影響を生ずるおそれはないと判断された。 15 

 

有害物質の産生性： 

本組換えアルファルファに導入された CCOMT 遺伝子断片は、アルファル

ファの内在性遺伝子である CCOMT 遺伝子の一部であり、CCOMT 遺伝子断片

から dsRNAが産生されることで内在性の CCOMT遺伝子の発現が抑制される。 20 

本組換えアルファルファとは別イベントの CCOMT 蛋白質の発現が抑制さ

れた遺伝子組換えアルファルファを用いて、リグニン生合成経路の中間代謝

産物及び二次代謝産物について調査が行われた研究報告から、アルファルフ

ァにおいて CCOMT 蛋白質の発現が抑制されることにより、目的以外の代謝

経路に何らかの影響を及ぼす可能性は低いと判断された。 25 

したがって、CCOMT 遺伝子断片の発現によって、本組換えアルファルフ

ァ中に新たな有害物質が産生されるとは考えにくい。 

本組換えアルファルファと対照の非組換えアルファルファとの間で、有害

物質の産生性の有無を土壌微生物相試験、鋤込み試験及び後作試験により比

較検討した。その結果、調査したいずれの項目においても、本組換えアルフ30 

ァルファ区と対照の非組換えアルファルファ区との間に統計学的有意差は認

められなかった。 

以上のことから、本組換えアルファルファは有害物質の産生性に起因する

生物多様性影響を生ずるおそれはないと判断された。 

 35 

交雑性： 
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アルファルファ (M. sativa L.) と交雑が可能と考えられる近縁種は多年生

のMedicago属のM. prostrata、M. cancellata及びM. saxatilisの 3種 であるが、

これらは日本には自生していない。また、わが国に多年生の Medicago 属の

植物としてコメツブウマゴヤシが自生しているが、交雑は起こらないと考え

られる。 5 

以上のことから、本組換えアルファルファは交雑性に起因する生物多様性

影響を生ずるおそれはないと判断された。 

 

よって、総合的評価として、本組換えアルファルファを第一種使用規程に従

って使用した場合に、わが国の生物多様性に影響を生ずるおそれはないと結10 

論された。 
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緊 急 措 置 計 画 書 

 

平成 26 年２月 24 日 

 

 5 

氏名 日本モンサント株式会社 

 代表取締役社長 山根 精一郎 

住所 東京都中央区銀座四丁目 10 番 10 号 

  

第一種使用規程の承認を申請している低リグニンアルファルファ(CCOMT, 10 

Medicago sativa L.) (KK179, OECD UI: MON-ØØ179-5) (以下「本組換えアルファ

ルファ」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、科学的判断された場合、以下の措置を執ることとする。 

 

 15 

１ 第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者は以下

に示すとおりである。 

 

平成 26 年２月現在 

委員 

     ＊ 

日本モンサント株式会社 代表取締役社長 

東京都中央区銀座四丁目 10 番 10 号 

（電話番号  03-6226-6080） 

 日本モンサント株式会社 農薬規制・環境部 部長 

 日本モンサント株式会社 バイオ規制・環境部 部長 

 日本モンサント株式会社 広報部 部長 

 日本モンサント株式会社 広報部 

＊： 管理責任者 20 
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２ 第一種使用等の状況の把握の方法 

 

弊社は、モンサント・カンパニーと連絡をとり、種子、穀物生産、収穫物の

状況に関し、種子生産、種子供給、販売、穀物取扱業者など使用の可能性があ

る関係各者から可能な限り情報収集を行う。 5 

 

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 

 10 

弊社は、モンサント・カンパニーと連絡をとり、生産農家や穀物取扱業者な

どの取引ルートへ本組換えアルファルファの適切な管理、取扱いなどの生物多

様性影響のリスクとその危機管理計画について情報提供を行う。 

 

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15 

続する 

ための具体的な措置の内容 

 

生物多様性影響を生ずるおそれがあると認められた場合、弊社は、モンサン

ト・カンパニーの協力のもと、本組換えアルファルファが環境中に放出されな20 

いように必要かつ適切な措置をとるとともに、環境中に放出された本組換えア

ルファルファに対し、科学的根拠に基づきリスクの程度に応じて、速やかに機

動的な対応を行う。 

 

５ 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制 25 

 

弊社は、信憑性のある証拠及びデータにより生物多様性影響が生ずる可能性

が示唆された場合、そのことを直ちに農林水産省消費・安全局農産安全管理課

及び環境省自然環境局野生生物課に報告する。 

 30 
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低リグニンアルファルファ(CCOMT, Medicago sativa L) (KK179, OECD UI: 

MON-ØØ179-5)の別添資料リスト 

 

 

別添資料 1 Amended Report for MSL0023982: Composition of Lignin of Forage 

from KK179 Alfalfa Grown in the United States during the 2011 

Growing Season (MSL0024403) (社外秘) 

 

別添資料 2 Analyses of Lignin in Forage from KK179 Alfalfa Grown in the 

United States during the 2011 Growing Season (MSL0024120) (社外

秘) 

 

別添資料 3 Sequence of Genetic Elements in PV-MSPQ12633 (社外秘) 

 

別添資料 4 Summary of PCR analysis to confirm the absence of Agrobacterium 

tumefaciens used to produce KK179 (MSL0025515) (社外秘) 

 

別添資料 5 Heritability of the KK179 insert in the MBC2, MBC3, and Syn1 

Populations (RPN-2010-0705) (社外秘) 

 

別添資料 6 Molecular Characterization of Reduced Lignin Alfalfa KK179 

(MSL0023299) (社外秘) 

  

別添資料 7 Stability of the DNA Insert in KK179 Across Multiple Generations  

(REG-2011-0081) (社外秘) 

 

別添資料 8 Lignin Analysis of Forage from Multiple Generations of KK179 

Alfalfa (RAR-2011-0129) (社外秘) 

 

別添資料 9 Demonstration of the Presence or Absence of CCOMT Transcripts in 

Alfalfa Forage Samples across Multiple Generations of KK179 

(MSL0024762) (社外秘) 

 

別添資料 10 Alfalfa KK179-2 EndPoint TaqMan PCR with PUB Internal Control 

(BQ-QC-10768-01) (社外秘) 
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別添資料 11 低リグニンアルファルファ(CCOMT, Medicago sativa L.) (KK179, 

OECD UI: MON-ØØ179-5) の隔離ほ場における生物多様性影響

評価試験結果報告書 

 

別添資料 12 An Assessment of the Effect of Cold Stress on Biotechnology Derived 

Alfalfa KK179 under Growth Chamber Conditions (PLC-2011-0007) 

(社外秘) 

 

別添資料 13 An Assessment of the Effect of Heat Stress on Biotechnology Derived 

Alfalfa KK179 under Growth Chamber Conditions (PLC-2011-0007) 

(社外秘) 

 

別添資料 14 Phenotypic Evaluation During Seed Production of Biotechnology 

Derived Alfalfa KK179 in a U.S. Field Trial During 2010 

(FGI-10-001) (社外秘) 

 

別添資料 15 Dormancy and Germination Evaluation of Biotechnology Derived 

Alfalfa KK179 Using Seed Produced in a Greenhouse (PLC-10-212) 

(社外秘) 

 

別添資料 16  モニタリング結果報告書（社外秘） 


