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 第一種使用規程承認申請書  

 平成２３年 ４月２６日

 文部科学大臣 高木 義明 殿 

 環境大臣   松本  龍 殿 

 

    氏名  国立大学法人 筑波大学 

申請者      学長  山田 信博 

    住所  茨城県つくば市天王台 1-1-1 

 

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

性の確保に関する法律第 4条第 2 項の規定により、次のとおり申請します。 
 

  遺伝子組換え生物等の

種類の名称 

 耐冷性ユーカリ(des9, Eucalyptus globulus Labill.)  

  遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の内容 

  隔離ほ場における栽培、保管、運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為  

  遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の方法 

所在地：茨城県つくば市天王台 1-1-1 

名称：筑波大学遺伝子実験センター模擬的環境試験ほ場 II（隔離ほ場） 

使用期間：承認の日から平成 25 年 9月 30 日まで 

１ 隔離ほ場の施設 

(1)部外者の立入りを防止するために、隔離ほ場を取り囲むように、高さ

230 cm のフェンス（有刺鉄線 30 cm、メッシュフェンス 180 cm、コンク

リート基部 20 cm）を設置している。コンクリート部は地下 68 cm まで

及び、その下層に砕石層 15 cm が設けられている。 

(2)隔離ほ場であること、部外者は立入禁止であること及び管理責任者の氏

名を明示した標識を、見やすい所に掲げている。 

(3)土、遺伝子組換えユーカリの残渣等が付着した隔離ほ場で使用した機

械、器具及び靴等を洗浄するための洗い場を設置しているとともに、遺

伝子組換えユーカリの隔離ほ場の外への流出を防止するために、排水系

統には沈澱槽及び網等を設置している。 

２ 隔離ほ場での作業要領 

(1)遺伝子組換えユーカリ及び比較対照のユーカリ以外の植物が、隔離ほ場

内の使用区画で生育することを抑制する。 

(2)遺伝子組換えユーカリを隔離ほ場の外に運搬し、又は保管する場合は、

遺伝子組換えユーカリが漏出しない構造の容器に入れる。 

(3)(2)により運搬又は保管する場合を除き、遺伝子組換えユーカリの栽培

終了後は、隔離ほ場内において、当該遺伝子組換えユーカリ及び比較対

照のユーカリの地上部は裁断処理し隔離ほ場内に鋤き込み、また、株元

は裁断後、鋤き込み、オートクレーブ等で不活化する。 

(4)花粉移動を防止するために、花芽が形成された場合は、これらをすみや

かに切除し、オートクレーブにて不活化する。 

(5)意図せずに遺伝子組換えユーカリが隔離ほ場の外に持ち出されること

を防止するため、隔離ほ場内の使用区画で使用した機械、器具及び靴等

は、作業終了後、隔離ほ場内で洗浄等を行う。 

(6)隔離ほ場が本来有する機能が十分発揮されるように、設備の維持及び管

理を行う。 

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

(8)生物多様性への影響が生ずるおそれがあると認められるに至った場合

は、別に定める緊急措置計画書に基づき、速やかに対処する。 
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生物多様性影響評価書 

 

第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報 

 

１．宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 

（１） 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況  

 宿主は、フトモモ科(Myrtaceae)ユーカリ属(Eucalyptus)シムファイオマイルタス亜属

（Symphyomyrtus）に属するユーカリ・グロビュラス(Eucalyptus globulus Labill.)、オー

ストラリア名はタスマニア・ブルー・ガム(文献１)である(以下宿主種を示すときは E. 

globulus、ユーカリ属全般を示すときはユーカリ属植物と称す)。２倍体植物（染色体数は

2n=44、文献２）であり、E. globulus の全ゲノムサイズは 530Mbp と概算されている（文献

３）。1777 年 Cook の第３回航海の際に、多くの植物が採取され、標本として英国に送られた

ため、ユーカリ属植物が広く紹介された。当時ロンドンに滞在していたフランスの植物学者

C.L.B.L’Heritier は、翌年この標本をもとに、フトモモ科（Myrtaceae）にユーカリ属

(Eucalyptus)を設け、種名を与えた(文献４)。 

 E. globulus はヨーロッパ・アフリカ・南アメリカなど世界各地に植林されているが、そ

の自然分布域はオーストラリアのタスマニア島周辺及びオーストラリア本土ビクトリア州南

部の一部に限定されている(文献１)。ユーカリ属植物の中には、E. globulus に形態的・遺

伝的によく似た３つの種があり、それぞれ E. bicostata、 E. pseudoglobulus 及び E. 

maidenii と称される（文献１）。これらは主に本土ビクトリア州に分布し、E. globulus の亜

種として扱われることもある（文献１）。 

 ユーカリ属植物は、少なくとも約 600 種以上であると報告されている。その大半はオース

トラリア本土及びタスマニア島に自生し、ごく少数の種が本土北部に隣接するアジア太平洋

地域の特定諸島に自生している(文献４)。 

  

（２） 使用等の歴史及び現状 

 ユーカリ属植物のうち数種は商業利用されており、19 世紀以降、ヨーロッパ、インド、ア

フリカ、アメリカ、最近では東南アジアでも多く植林されている。建材、パルプ材、あるい

はユーカリオイルの材料などとして 19 世紀から盛んに海外で栽培されている(文献５、６)。

ユーカリ属植物の中で、E. globulus は旧世界に最初に導入された種で、もっとも多く植林

されている。特に、スペイン及びポルトガルで盛んに植林されており、1973 年の植林地の総

面積は、全世界で 80 万ヘクタール以上にも及び、植林面積は増加していると考えられている

（文献６）。 

 葉から抽出された精油は、0.8％程度の濃度で、ダニ類(Pyroglyphidae)への防除効果があ

ることが知られている(文献７)。また、精油には、テルペノイドを主体とする芳香性物質が

含まれ、アロマセラピーなどの民間療法に幅広く用いられている(文献８)。 

 ユーカリ属植物は日本原産の種ではなく、日本国内への導入は明治時代に始まった。宿主

植物である E. globulus と交雑が可能なユーカリ属植物の自然分布、及び近縁野生種の存在

は報告されていない(文献４、５)。記念植樹として植えられることが多く、主に緑化木とし

て栽培管理されている。茨城、群馬、石川県を北限とし、関東以南の温暖地、特に静岡、兵

庫、高知、福岡の県に多い(文献５)。鹿児島市では E. camaldulensis と E. robusta を街路
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樹として栽培している。また、原産地オーストラリアでは、ユーカリ属植物の地上部（葉）

は、野生コアラの常食食料であることは公知であるが、数多くある種のうち数十種ほどがそ

れに該当する(文献５、６)。本試験に用いる E. globulus もコアラの食草となるユーカリ属

植物の一種である。コアラを飼育している動物園では、新鮮なユーカリ属植物を供給するた

め、園内で栽培を行う場合もある。鹿児島市平川動物園では、コアラ飼料用に E. botryoides, 

E. camaldulensis, E. globulus, E. microcorys, E. moluccana, E. propinqua, E. punctata, 

E. robusta, E. rudis, E. saligna, E. tereticornis, E. viminalis が栽培されている。

一方、沖縄や奄美大島の諸島などで茶やあめなどの原料として利用されており、沖縄では、

E. camaldulensis と E. robusta, E. viminalis などの栽培が知られている。 

 

（３） 生理学的及び生態学的特性 

イ 基本的特性  

 ユーカリ属植物は、生態学的には常緑広葉樹に属する(文献４)。雌雄同花で花色は白、赤、

ピンク、オレンジとさまざまであるが、E. globulus は白色の花をつける(文献１)。ユーカ

リ属植物の多くは腋生散形花序であるが、E. globulus は例外的に腋生単花である（文献４）。

E. globulus の日本における開花時期、結実時期については詳細に調べられた報告はない。

オーストラリア自生地では雨季である６月から 12 月くらいまで開花が認められる。種子は

開花から成熟まで約 11 ヶ月を要する。幼木は、対生の幼型葉を持つが、成木は互生葉の成

型葉となり、高さ 60m にまで成長する（文献１）。パルプ用の植林地では、８〜12 年で収穫

されている(文献６)。一方、他の有用種である E. camaldulensis では、成木は高さ 20〜50m、

胸高直径 90〜210cm（文献 9）にまで成長する。材は光沢のある赤色で耐久性があり、パル

プ用にはおよそ 5〜8年で収穫できる(文献６)。海外の原生地や適正栽培地では、樹高 40m、

樹幅 15m 及び胸高直径２mの大木も存在する(文献 10)。日本では、街路樹等、公園緑地に樹

高 10m 程度のものが見られる(文献４)。つくば地区における E. globulus の屋外栽培試験よ

り、早いものでも植栽後 1年以上経過しないと成型葉が形成されない。また、非組換えユー

カリ５個体について、植栽後５年目になり初めて１個体に花芽形成が認められたが、他の個

体には認められておらず、成木となるまで時間を要する。 

 

ロ 生息又は生育可能な環境の条件 

 ユーカリ属植物は、平均気温 25℃を最適とし 15〜29℃で生育、種によっては、氷点下で

も生存できるが低温では生育が阻害されるなど生育には適していない(文献５)。乾燥、季節

的冠水、多少の塩類土壌にも耐え、潜伏芽更新も可能であるため、世界に広く植林されてい

る(文献４)。降雨量は、年 500〜1,000mm が適しており、生育期には相当量の降雨を必要と

する(文献４)。 

 E. globulus の自生地は、夏に涼しく、冬に比較的暖かく、寒暖の差が少ない。最暖月の

平均最高気温は 18～23℃、最寒月の平均最低気温は４℃である。栽培適地は、やや重く水

はけのよい土壌、または適度の湿りをもった深い良質の土壌である（文献５）。潜伏芽更新

も可能であり、世界に広く植林されている(文献６)。降雨量は、年 650〜1,400mm が適して

いる(文献５)。つくば地区の冬期間の気温は E. globulus の自生地よりも低く、過去 10 シ

ーズンの最寒月の平均最低気温は-2.7℃である。別紙２につくば地区での冬期間の気温推移

を示す。つくば地区での非組換え体を用いた屋外植栽試験では、E. globulus の越冬性は低

く、特に 1m 程度までの幼木は寒さに弱く(別紙３図 1)、前年までに成長した地上部の半数

が枯死した。こうした結果を踏まえ、2008 年 3 月に植栽された耐塩性遺伝子組換えユーカ
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リ(E. globulus)においては、植栽初年と次年の冬期間にハウスで保護するなどの保温を行

い生存させた(別紙４図１、２)。2005 年 10 月に植栽された耐塩性遺伝子組換えユーカリ(E. 

camaldulensis)においては、幼苗期に冬期を迎えたため、ハウスで覆った畑の苗に苗帽子を

掛け、2 重の保護を行った（別紙４図３）。また、他の特性として、生育には充分な日照が

必要であるため、成育の遅れた幼苗が周辺草本に埋もれると成育出来ないことも明らかとな

っている。前述の耐塩性遺伝子組換えユーカリ(E. globulus)の隔離ほ場栽培では、実験区

の日照が妨げられないように実験区外周に緩衝木として植栽されている非組換え体につい

て、毎年 5月に枝打ちと樹高１ｍ での断幹を行い、実験区の日の当たりを確保している。 

 

ハ 捕食性又は寄生性 

該当しない 

 

ニ 繁殖又は増殖の様式 

 E. globulus は、適した条件下において、実生による繁殖と樹皮下に保持している潜伏芽

からの更新が可能である（文献３）。植林地では潜伏芽を利用して収穫後の再利用を行うこ

ともある（文献 11）。自殖、他殖共に可能である。種子が完熟した後、果実が乾燥し破裂す

ることによって種子を放出する。火災などによって、種子が一斉放出される場合もある。個

体によっては、自家不和合性を持つ（文献 12）。主に双翅目の昆虫により花粉が媒介され、

その種類は多岐に渡る(文献２、13)。例としては、ハナアブ (Eristalis tenax)、ミツバチ

類 (Apis 属)、Ichneumonid wasps (Gotra 属)、クロバエ類 (Calliphoridae)、マガタマハ

リバエ (Epicampocera succincta)、ノコギリハリバエ(Compsilura concinnata)、Syrphid 

flies (Syrphus rectus, Allograpta obliqua)、及び Eupeodes americanus などである。ま

た、E. globulus の場合、自生地においては、鳥類によっても送粉される（文献 13）。主な

媒介鳥はオウムの仲間である Swift Parrot (Lathamus discolor) やミツスイ科の New 

Holland honeyeater (Phylidonyris novaehollandiae) などである。一方、日本における媒

介昆虫類、及び鳥類については、調査されていない。 

 挿木による増殖は非常に難しいとされている。発根技術は特許申請されるほど困難であり、

組織培養も容易ではない。実験室内で行った挿木実験によると、試験管で発芽させた 60 日

目の E. globulus から得た挿穂の発根率は 35%であり、また 100 日目の個体から得た挿穂の

発根率は 15 %であった（文献 14）。これらの挿穂には発根させるために植物ホルモン処理が

なされているために、実際には自然条件下での挿穂発根率は極めて低いと考えられる。共台

による接木は可能であるが、コストがかかるため大量生産には向かない(文献５)。また、切

り株などからの潜伏芽による更新も可能である（文献 15）。E. globulus は、日陰において

は生育が阻害されるため、自然条件においては、野火等によって日照が改善された場所にお

いて、実生及び潜伏芽によって更新される（文献 16）。また、E. globulus において、匍匐

根が形成されるという報告はないが、根茎は形成される（文献６）。 

 

ホ 病原性 

該当しない 

 

ヘ 有害物質の産生性 

 ユーカリ属植物の中にはアレロパシー物質を持つものがある。E. globulus にも土壌微生

物に対する増殖阻害影響が認められる (文献 17)。また、栽培作物に対しても発芽阻害性が
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認められるが、その他の植林種（E. camaldulensis 及び E. saligna）と比べると、相対的

に低いアレロパシー活性を示す（文献 18）。E. globulus におけるアレロパシー物質成分の

同定に関する詳細な情報はないが、E. camaldulensis の場合では、1,8-cineole, α-pinene, 

β-pinene 及びα-phellandrene のモノテルペノイドがアレロパシー物質の主成分であり、

その他 gallic acid, ferulic acid などが同定されている(文献４)。一方、文献 19 による

と、非組換えである E. globulus においては、乾燥地上部の 50%エタノール粗抽出物をマウ

ス腹腔内への注射した場合、LD50 は、562.0mg/kg であった。これは毒物又は劇物に相当す

るものではない。 

 

ト その他の情報 

１）ユーカリ属植物を摂食する昆虫等について 

 オーストラリアにおける摂食昆虫としては、コガネムシ類、ハムシ類、ゾウムシ類、ハ

バチ類のような葉を食するもの、キジラミ類、ヨコバイ類やカタカイガラムシ類のような

樹液を吸う昆虫、ならびにカミキリムシ類や大型のボクトウガ類のような、その幼虫が樹

木の木質部に穴を開けるいわゆる木食い虫が挙げられる(文献５)。 

 日本では、名古屋市において温室栽培のユーカリ属植物を加害している鱗翅類の調査か

ら、ハマキガ科のチャノコカクモンハマキ、ホソバチビヒメハマキとバンジロウツノエグ

リヒメハマキが確認された（文献 20）。また、沖縄県名護市の栽培ほ場では、ハマキガ科

のバンジロウツノエグリヒメハマキ、シャクガ科のオオトビスジエダシャクとミカンコエ

ダシャク、ドクガ科のコシロモンドクガとマイマイガ沖縄亜種が確認された（文献 20）。

つくば地区における摂食昆虫類については、E. camaldulensis、及び、E. globulus の屋

外栽培による調査が行われた。E. camaldulensis はヨモギエダシャクやナシケンモン、ミ

ノガ等の鱗翅目や直翅目の食害を受けたが、顕著な被害は栽培初年度でその後はほとんど

発生が認められなくなった。時折、キジラミ類の発生も認められたが、一過的なものであ

った。一方、E. globulus では顕著な害虫類の発生が認められていない。 

 

２）その他 

 ユーカリ属植物のいくつかの種は、薬用植物としても原産地や海外の発展途上国で伝承

的利用が行われている。葉からの粗抽出液をノミや家庭害虫の殺虫剤として用いる場合も

ある(文献７)。 
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２．遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 

（１） 供与核酸に関する情報 

イ 構成及び構成要素の由来 

 耐冷性ユーカリ（des9, Eucalyptus globulus Labill.）(以下、本組換えユーカリとする)

の作出に用いられた供与核酸の構成及び構成要素の由来は次項表１に示した通りである。組

換え DNA 分子の構成図は図１に示した通りである。 

 

ロ 構成要素の機能 

 本組換えユーカリの作出に用いられた供与核酸の構成要素の機能は次項表１に示した通

りである。 

＜発現ユニット１＞ 

 目的遺伝子である des9 遺伝子（表１対象区分 C）は、Δ９デサチュラーゼをコードする

ラン藻 Anacystis nidulans 由来の遺伝子であり、膜脂質に結合した脂肪酸のΔ９位を不

飽和化する酵素をコードする遺伝子である(文献 22)。Δ９デサチュラーゼは脂肪酸のカル

ボキシル基側から数えて 9番目の位置にある炭素間結合を不飽和化 (二重結合化) する酵

素であり、炭素鎖 16 のパルミチン酸の場合、本酵素の働きによりパルミトレイン酸となる。

パルミチン酸の融点が 63.1℃であるのに対して、パルミトレイン酸は-0.5℃であり、著し

く融点が低下する。このように脂肪酸の融点が低下し、低温においても膜脂質の流動性が

維持され耐冷性が付与されるものと考えられている。本遺伝子にはエンドウ Rubisco-S の

葉緑体移行シグナルが連結されており、翻訳産物は、脂肪酸の不飽和化反応がなされる葉

緑体へ移行する。いくつかの細菌や植物では、当該遺伝子の導入により耐冷性が付与され

たという報告もある（文献 22）。また、MC8 プロモーターはレンゲ萎縮ウイルスに由来する

プロモーターであり、植物内で構成的発現を起こし、NOS ターミネーターは遺伝子の転写

を終了させるのに必要なユニットである。 

＜発現ユニット２＞ 

 GUS（βグルクロニダーゼ）遺伝子（表１対象区分 G）は pGW23 ベクターの構成要素であ

る(図 1A)。GUS 遺伝子は標識遺伝子として使われており、大腸菌由来の GUS を発現する。

カタラーゼイントロンは、GUS 遺伝子を植物体内のみで発現させるために GUS 遺伝子配列

に挿入されている(文献 23)。GST プロモーター及び NOS ターミネーターは遺伝子の転写を

開始及び終了させる。 

＜発現ユニット３＞ 

 NPTII（ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ）遺伝子（表１対象区分 L）は pGW23 ベ

クターの構成要素である(図 1A)。これは標識遺伝子として使われており、カナマイシン耐

性遺伝子である。NOS プロモーター及び NOS ターミネーターは遺伝子の転写を開始及び終

了させる。 

＜その他＞ 

 R タンパクの認識配列（RS、表１対象区分 N）は組換え反応を起こす領域で、R タンパク

の発現によって RS 領域に挟まれた遺伝子は欠損する。 

 右側及び左側境界配列(RB 及び LB、表１対象区分 O, P)は、Ti プラスミド pTiT37、及び、

pTiA6 に由来するノパリン型 T-DNA の境界配列を含む DNA 断片である。右側境界配列は、

T-DNA がアグロバクテリウム (学名：Rhizobium radiobacter 以下同様) から植物ゲノム

への T-DNA の伝達の際、伝達の開始点として、また左側境界配列は終結点として機能する。 

 上記のすべての遺伝子及び配列について、病原性を発揮すると言う報告はない。
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表１ 形質転換・発現ベクター pGW23MC8des9 の各構成要素 

pGW23MC8des9 プラスミドは、図１及び図２に示すように、３つの発現ユニットから構成されてい

る。その構成を以下に示す。 

対象

区分 
遺伝子の名称等 由来及び機能 

DNA の種類 

（ゲノム DNA, cDNA 等） 

同定・未同

定の区別 

発現ユニット 1 

A MC8 プロモーター 
レンゲ萎縮ウィルス（Milk vetch dwarf virus）

由来のプロモーター 
ゲノム DNA 同定済 

B 葉緑体移行シグナル Pisum sativum の RuBisCO small subunit 由来 ゲノム DNA 同定済 

C 
Δ９デサチュラーゼ遺

伝子(des9) 

Anacystis nidulans 由来の遺伝子で、脂質に結合

した脂肪酸のΔ９位を不飽和化する。 
ゲノム DNA 同定済 

D NOS ターミネーター Rhizobium radiobacter (LBA4404 株) Ti ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ DNA の一部 同定済 

発現ユニット 2 

E GST プロモーター トウモロコシ（Zea mays） ゲノム DNA 同定済 

F カタラーゼ Intron ヒマ (Ricinus communis) ゲノム DNA 同定済 

G GUS 遺伝子 
大腸菌（Escherichia coli）由来でβ‐グルクロニ

ダーゼを発現する。 
ゲノム DNA 同定済 

J NOS ターミネーター Rhizobium radiobacter (LBA4404 株) Ti ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ DNA の一部 同定済 

発現ユニット 3 

K NOS プロモーター Rhizobium radiobacter (LBA4404 株) Ti ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ DNA の一部 同定済 

L 
ﾈｵﾏｲｼﾝﾎｽﾎﾄﾗﾝｽﾌｪﾗｰｾﾞ

遺伝子（NPTII） 

大腸菌（Escherichia coli）由来でカナマイシン耐

性を付与する遺伝子である。 
ゲノム DNA 同定済 

M NOS ターミネーター Rhizobium radiobacter (LBA4404 株) Ti プラスミド DNA の一部 同定済 

その他 

N 
R タンパクの認識配列

RS 

醤油酵母(Zygosaccharomyces rouxii) 由来で、組

換え反応を起こし、RS に挟まれた領域は、Rタンパ

クの発現によって欠失する。 

2μﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ DNA の一部 同定済 

O 右側境界配列(RB) 

Ti プラスミド pTiT37 に由来するノパリン型 T-DNA

の右側境界配列(25bp)を含む DNA 断片。右側境界配

列は、T-DNA がアグロバクテリウムから植物ゲノム

への T-DNA の伝達の際、伝達の開始点として機能す

る。 

Ti ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ DNA の一部 同定済 

Ｐ 左側境界配列(LB) 

Ti プラスミド pTiA6 に由来する左側境界配列(25 

bp)を含む DNA 断片。左側境界配列は、T-DNA がア

グロバクテリウムから植物ゲノムへ伝達される際

の終結点である。 

Ti ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ DNA の一部 同定済 
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（２） ベクターに関する情報 

イ 名称及び由来 

 本組換えユーカリの作出に用いたプラスミドベクターは pGW23MC8des9 (図 2) であるが、

図１A の pGW23 を図 1B で置き換えたものである。pGW23 は pBI121 を改変して作られたもの

であり、pBI121 の由来は pBR322 を改変した pBIN19 となる(文献 21)。pBIN19 は RK2 系プラ

スミドである。以上のように、pGW23MC8des9 は pBIN19 の派生型であり、プラスミドベクタ

ーの性質としては、pBIN19 と同等である。 

 

ロ 特性 

 ベクターpGW23MC8des9の塩基数は19,811bpであり、図２に示すような構成となっている。

本ベクターの基となった pBIN19 は、DNA 複製開始点 ColE1 ori と oriV を持つ 2本鎖環状 DNA

であり、大腸菌とアグロバクテリウムを含む広範囲の細菌を宿主としてカナマイシン耐性を

付与する。pBIN19 は、菌体の分裂増殖によって伝達されるが、プラスミドの他への伝達性

は別因子により支配されているため pBIN19 自体の伝達性は無く、感染性も知られていない。

プラスミド全体は植物には伝達されないが、右側境界配列(LB)と左側境界配列(RB)に挟まれ

た領域の DNA（T-DNA 領域）はアグロバクテリウムの感染により、植物に伝達される。植物

に導入された T-DNA は交配によってのみ同種植物に伝達される。 

 

（３） 遺伝子組換え生物等の調製方法 

イ 宿主内に移入された核酸全体の構成 

 アグロバクテリウムの T-DNA 伝達機構により、上記 pGW23 の T-DNA 領域内に含まれる当該

組換え核酸を E. globulus に導入する。宿主内に移入された本プラスミドベクターの構成要

素については表１及び図１に示した。 

 

ロ 宿主内に移入された核酸の移入方法 

 プラスミドベクターpGW23MC8des9（図 2）中の T-DNA 領域をアグロバクテリウム法により

E. globulus に導入する。 

 

ハ 遺伝子組換え生物等の育成の経過 

 プラスミドベクターpGW23MC8des9 を保有するアグロバクテリウムを E. globulus の実生

胚軸に感染させ、再生個体を得る。得られた再生個体を挿し木で増殖、クローンとして試験

に用いる。カルベニシリン（50μg/mL）を含有させた培地で培養することで除菌を行い、そ

の後、無菌苗をカルベニシリンなどの抗生物質を含まない MS 培地に移植し、アグロバクテ

リウムの増殖がないことを確認した系統のみを特定網室において馴化栽培後に隔離ほ場に

移植する。Agrobacterium の残存性については農業環境研究所報告第 8 号の方法に従い実施

する。培養室で無菌的に発根させた組換えユーカリより、茎葉を採取し、振とう法により YEB

＋Km (50 μg/ ml) 培地上に微生物を分離し、Agrobacterium の有無を確認する。なお、移

植をするのは、樹高 10cm 程度の幼木である。 

 

ニ 本組換え生物の使用はイ〜ハの手順により得られた系統について、優れた耐冷性を有す

る系統を選抜するため、複数系統を隔離ほ場で栽培するものである。最大 10 系統、100 個

体を計画している。各植栽個体は系統別に判別できように管理する。以下(4)～(6)の情報は、

すべての系統に関してではなく、先行して得た系統について示しているが、この際、花芽を
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付けずにユーカリを栽培すること（(6)e、3.(2)ロ d）参照）、隔離ほ場を用いる(3.(2)参照)

ことから、生物多様性影響のおそれがないと評価することは可能であると考えられる。 

 

ホ 筑波大学隔離ほ場における、これまでに行われたユーカリ幼苗の植栽において、野生生

物等による引き抜き、持ち出し等はなかった。仮に引き抜きが行われたとしても、細根等に

ダメージを受け、秋冬期の低温、冬期間の乾燥もあり再定植は困難であると考えられる。 

 

 

（４） 細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 

イ 核酸の存在状態 

 発根個体の葉の一部を採取し FAST DNA KIT(Q-BIO)によりゲノム DNA を抽出した。閉鎖系

温室で生育させた本組換えユーカリと非組換えユーカリの葉から、ゲノム DNA を抽出しサザ

ンハイブリダイゼーションを行った。先行して得られた再分化個体について結果を示す(別

紙５)。 

 サザンハイブリダイゼーション法は、葉から抽出したゲノム DNA を制限酵素 EcoRI で切断

し、0.8 ％アガロースで電気泳動し、ナイロンフィルター Hybond N+（Amersham Pharmacia 

Biotech 社）にブロッティングして行った。プローブは、des9 cDNA 遺伝子を DIG ラベルし

たものを用い、化学発光検出した。別紙５図 1 に先行して得られた再分化個体の結果を示

す。多くの再生個体で導入遺伝子は染色体に安定に組込まれたことが確認された。 

 

ロ des9 遺伝子の発現 

 本組換えユーカリにおける導入遺伝子の発現を確認するため、閉鎖系温室で生育させた本

組換えユーカリと非組換えユーカリを用い、当該遺伝子の発現の確認をノーザンハイブリダ

イゼーション法により行った。 

 ノーザンハイブリダイゼーション法は、葉から抽出した 20 μg の全 RNA を変性 1.2 % ア

ガロースで電気泳動後、ナイロンフィルター Hybond N+（Amersham Pharmacia Biotech 社）

にブロッティングして行った。プローブは、des9 cDNA 遺伝子を DIG ラベルしたものを用い、

化学発光検出した。別紙６図 1 に先行して得られた再分化個体についての結果を示す。一

部の系統で発現の認められないものもあるが、多くの系統で導入遺伝子が発現している事が

明らかとなった。 

 一方、非組換えユーカリではほとんど検出されないパルミトイル酸が多数の組換えユーカ

リより検出された(別紙７)。 

 

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

 本組換えユーカリに導入されている遺伝子配列に基づいて設計したプライマー対を用い、

PCR を行うことで、導入遺伝子を特異的に検出することが可能であり、その感度については、

約 50ng のゲノム DNA を反応に供すれば、本法により検出可能であることを確認した。また、

サザンブロットハイブリダイゼーションによる特異的な検出、識別が可能であり、その検出

感度については、約５μgのゲノム DNA を用いれば検出可能である。プローブは、des9 cDNA

遺伝子の部分配列を DIG ラベルしたものを用い、化学発光検出する。 

 

（６） 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 

イ 本組換えユーカリでは宿主と異なり GUS 遺伝子によりβ-グルクロニターゼを発現し、
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NPTII 遺伝子によりカナマイシン耐性が付与されている。さらに、des9 遺伝子によってコー

ドされるΔ９デサチュラーゼは本組換えユーカリで恒常的に発現している。 

 

ロ GUS 及び NPTII については古くから幅広く多様な植物種で使用され、生物多様性への影

響のおそれのないことは公知である(文献 24)。 

 

ハ 特定網室での栽培について平成 17 年に機関承認を受けた後、先行して得られた系統につ

いて形態及び生育の特性等を調査した。 

 

a) 形態及び生育の特性 

 先行して得られた系統について、ほとんどの本組換えユーカリと非組換えユーカリの間

で顕著な差異は認められなかったが、一部には成育が著しく抑制されるものがみとめられ

た（別紙８）。一方、葉型などの外観に特記すべき差異は認められなかった。 

 

b) 生育初期における低温または高温耐性 

 非組換えユーカリ苗木については、2004 年秋に幼木を温室から隔離ほ場に植え替えたと

ころ、半数は越冬したが、2年目の冬に地上部が枯死した（樹高 80cm 程度：別紙３、図１）。

発芽苗について、日本においては、冬期以前に発芽したものの多くは冬期の低温で枯死す

る。また関東以北では、霜柱等の凍害も有り、発芽苗が越冬することはほとんどないこと

が公知として認められている。また、春期に発芽した苗についても、別紙３図 1 の更新萌

芽 (5〜10 cm 程度) と同様の成長が想定され、競合性が低いものと考えられる。 

 一方、本組換えユーカリについて、外植片や発根苗を用いた低温処理後の回復試験では

耐冷性に優れた系統は認められていない。特定網室における耐冷性評価試験（冬期間に非

暖房、窓開放）を試みたが、非組換え体に比べて成長性の良い個体は認められていない。

しかし、当該実験の温度が耐性評価に必要な低温域となっていない可能性があるため、冬

期間に本隔離ほ場栽培試験において低温耐性の評価を行う予定である。昨冬季の最寒日は

最低気温は-7.3℃を記録し、また、最低気温-5℃を下回る日が通算 19 日あったが、網室内

の気温が-2℃を下回ることがなかった。 

 

c) 成体の越冬性または越夏性 

 非組換えユーカリについては、別紙３図１及び図２に示すように、１年目のクローン苗

木は、越冬したが、2年目に地上部が枯死した。 

 本組換えユーカリにおける成体の越冬性試験は行っていないが、冬期間に本隔離ほ場栽

培試験において行う予定である。なお、本組換えユーカリは樹高 10cm 程度の幼木を用いる

ため、2 年間の使用期間中に成木となる可能性は低い。 

 

d) 花粉の稔性及び大きさ 

 特定網室で 2年間栽培した本組換えユーカリでは花芽形成が認められなかった。 

 

e) 種子の生産性、休眠性及び発芽率 

 原産地では、E. globulus の開花樹齢は遺伝型によって異なり、3～4 年で花芽を形成す

るものから７年ほどかかるものまである。E. globulus の場合、自生地における花粉媒体

は、昆虫類が主体であるが、鳥類の報告もある。他殖率は樹幹の高さによって異なり、54%
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から 78%と報告されている(文献 12)。日本においては、E. globulus を好んで訪花する昆

虫は特定されていない。一方、本組換えユーカリについて、花芽の形成が認められていな

いため、評価出来ていない。なお、本組換えユーカリは樹高 10cm 程度の幼木を用いるため、

2 年間の使用期間中に成木となる可能性は低い。 

 

f) 交雑性 

 E. globulus の花粉移動距離は今のところ報告されていない。E. globulus と同じ節に属

する E. nitens については、植林地周辺に自生する他のユーカリ種との自然交雑頻度から

花粉移動距離について 310m の移動が報告されている（文献 25）。また、節の異なる E. 

regnans では、対象木と交雑した花粉の 50%以上が、40m 以上離れた花粉親からのものであ

ったことが分かっている(文献 26)。さらに、花粉が長距離を移動した例として、オースト

ラリアのユーカリ林(E. macrorhyncha)において、最大５km 離れたところで、E. regnans

との雑種樹木が生育していることが報告されている。これは蜜を摂取する鳥類による花粉

移動と考えられている（文献 6）。 

 文献 27 によると、ユーカリ属には 13 の亜属があり、E. globulus は亜属 Symphyomytus

の Maidenaria 節に属する。Symphyomytus には 474 種が属し、植林に利用されるユーカリ

種の多くは、この亜属に属している。節内の種間交雑は比較的容易である（文献 28）。E. 

globulus が属する Maidenaria 節には、他に E. nitens や E. dunnii などがある。通常オ

ーストラリア自生地では、交雑できる種同士は、同じ集団を形成しなかったり、開花時期

が異なったりするため、容易に雑種は形成されない(文献 6)。しかし、E. nitens のように、

自生地以外でも広く植林されている種は、その地に自生するユーカリ種と自然交雑しうる

ことが報告されている。たとえばタスマニア島に自生する E. globulus と移入植林種であ

る E. nitens の開花期は重なっており（文献 29）、E. globulus が花粉親となる場合は、雑

種が形成されうると報告されている（文献 30）。また、オーストラリア・タスマニア島の

E. nitens 植林における開放受粉によると、在来ユーカリ種との雑種種子の平均形成率は

0.4 %程度と報告されている(文献 25)。 

 しかしながら、分類学的距離が遠い種の間における雑種形成は困難である（文献 28）。

自然での近縁種間交雑の例は報告されているが、一般的に亜属内であっても分類節が異な

ると雑種弱性や致死性が認められている。例えば、日本でも公園などで鑑賞栽培がみられ

る E. camaldulensis と E. globulus は違う分類節に属するため自然交雑は非常に起こりに

くいことが認知されている（文献 31）。これは花器の構造、生理的様態及び遺伝的因子に

起因する（文献 12）。さらに、人工交配実験で得られた両種の雑種は、強い他殖弱勢を起

こし、適応度が著しく損なわれることが知られている（文献 31）。 

 本邦においては、宿主植物である E. globulus と交雑が可能な Eucalyptus 属植物の自然

分布は報告されていないことから、本組換えユーカリと交雑可能な Eucalyptus 属野生集団

は存在しない。野生集団ではないが、隣接する区画に第一種使用中の E. globulus 

(08-26-P0001〜3)、及び、非組換えユーカリが植栽されている(別紙９)。それ以外につい

ては、E.globulus と同じ節に属する E.nites での花粉移動距離に関する報告事例 310 m の

範囲内は筑波大学の敷地内と県道でありユーカリの植栽がないことを確認している。本試

験においてはユーカリに開花させない（花芽の切除）ことが第一種使用規程に記載されて

いるため、交雑するおそれは無い。また、本組換えユーカリ自体の性質については、開花

していないため、交雑性や導入遺伝子の拡散に関する試験は行われていない。なお、本組

換えユーカリは樹高 10cm 程度の幼木を用いるため、2年間の使用期間中に成木となる可能
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性は低い。 

 

g) 有害物質の産生性 

 これまでにユーカリ属植物が、日本における自然生態系に対して生物多様性に著しく影

響を生じさせるような有害物質を産生させる報告はされていない。一方、ユーカリ属植物

は、一般的にアレロパシー性を示し、E. globulus もその例外ではない。E. globulus のア

レロパシー性は、他の植林に用いられているユーカリ種と比べると相対的に低いことが知

られている（文献 18）。 

 一方、本組換えユーカリは、耐冷性をΔ９デサチュラーゼの機能により付与されている

が、本酵素は有害物質に該当しない。また、GUS 遺伝子によりβ-グルクロニターゼが、NPTII

遺伝子によりネオマイシンホスホトランスフェラーゼが発現しているが両酵素も有害物質

に該当しない。 
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３．遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報 

（１） 使用等の内容 

 隔離ほ場における栽培、保管、運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為 

 

（２） 使用等の方法 

所在地：茨城県つくば市天王台 1-1-1 (別紙 10) 

名称：筑波大学遺伝子実験センター模擬的環境試験ほ場 II（隔離ほ場） 

使用期間：承認の日から平成 25 年 9 月 30 日まで 

 

イ. 隔離ほ場の施設：別紙 11 

a）部外者の立入りを防止するために、隔離ほ場を取り囲むように、高さ 230cm のフェンス

（有刺鉄線 30cm、メッシュフェンス 180cm、コンクリート基部 20cm）を設置している。

コンクリート部は地下 68cm まで及び、その下層に砕石層 15cm が設けられている。 

b）隔離ほ場であること、部外者は立入禁止であること及び管理責任者の氏名を明示した標

識を、見やすい所に掲げている。 

c）土、遺伝子組換えユーカリの残渣等が付着した隔離ほ場で使用した機械、器具及び靴等

を洗浄するための洗い場を設置しているとともに、遺伝子組換えユーカリの隔離ほ場の

外への流出を防止するために、排水系統には沈殿槽及び網等を設置している。 

 

ロ. 隔離ほ場での作業要領 

a）遺伝子組換えユーカリ及び比較対照のユーカリ以外の植物が、隔離ほ場内の使用区画で

生育することを抑制する。 

b）遺伝子組換えユーカリを隔離ほ場の外に運搬し、又は保管する場合は、遺伝子組換えユ

ーカリが漏出しない構造の容器に入れる。 

c）b）により運搬又は保管する場合を除き、遺伝子組換えユーカリの栽培終了後は、隔離ほ

場内において、当該遺伝子組換えユーカリ及び比較対照のユーカリの地上部は裁断処理し

隔離ほ場内に鋤き込み、また、株元は裁断後、鋤き込み、オートクレーブ等で不活化する。 

d) 花粉移動を防止するために、花芽が形成された場合は、これらをすみやかに切除し、オ

ートクレーブにて不活化する。 

e）意図せずに遺伝子組換えユーカリが隔離ほ場の外に持ち出されることを防止するため、隔離

ほ場内の使用区画で使用した機械、器具及び靴等は、作業終了後、隔離ほ場内で洗浄等を

行う。 

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

g）a)から f)に掲げる事項について第一種使用等を行う者に遵守させる。 

h）生物多様性への影響を生ずるおそれがあると認められるに至った場合は、別に定める緊

急措置計画書に基づき、速やかに対処する。 

 

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

 隔離ほ場において、本組換えユーカリの性質として、冬期間の生育、越冬性、生理的特性

などを評価し、耐冷性系統の選抜を行う。選抜系統については導入遺伝子の安定性、発現性、

脂肪酸等の解析を計画している。 

 

（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 
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 本申請書に添付した緊急措置計画書を参照 

 

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

の結果 

 先行して得られた一部の系統について特定網室で形質評価を行った。ほとんどの系統にお

いて、本組換えユーカリと非組換えユーカリの間で顕著な差異は認められなかったが、一部

には成育が著しく抑制されるものが認められた（別紙８）。一方、葉型などの外観に特記すべ

き差異は認められなかった。 

（６）花芽の管理について 

 E. globulus は直径 1.5cm 程の円錐形の花芽を付け、開花まで１年程度掛かる。植栽後１

年での成長は２ｍ程度と予想され、充分目視で花芽を見つけることが可能である。ほ場内で

の作業で毎月最低２回の目視を行うとともに、日常的にほ場外から確認を行う。 
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第二  項目ごとの生物多様性影響の評価 

１．競合における優位性 

（１） 影響を受ける可能性のある野生動植物の特定 

 別紙３図 1 に挙げるように、非組換えユーカリ（E. globulus）の苗木 (約 80cm 高で越冬) 

の多くは越冬出来ず、翌春に萌芽更新により現れた植物体が成長を開始する。周辺の草本植

物の成長が著しく、萌芽個体は成長初期段階に限れば成長は劣るため（別紙３図２）、競合性

が低いと考えられる。 

 低温にさらされる冬期間の生存性は高まるが、春季に発芽するものは周辺草本の生育が著

しく、それらに日照が妨げられ生育出来ないと考えられるため、通年での優位性が高まるも

のではない。また、本組換えユーカリについては隔離ほ場での管理された栽培が行われるた

め、申請書の隔離ほ場内の施設や作業要領に記載されているように、管理された人工的な条

件である隔離ほ場での野生動植物への影響のおそれはないと判断された。 

 

（２） 影響の具体的内容の評価 

 該当しない 

 

（３） 影響の生じやすさの評価 

 該当しない 

 

（４） 生物多様性影響が生じるおそれの有無の判断 

 以上の事から本組換えユーカリは、栽培予定地の自然条件下で生育した場合の特性は耐冷

性が強化されている事が想定されるが、それ以外は非組換えユーカリとの間に大きな相違は

ないと考えられ、限定された環境で一定の作業要領を備えた隔離ほ場で使用する範囲内では、

競合に関する優位性に関して、影響を受ける可能性のある野生動植物等は特定されず、生物

多様性への影響が生ずるおそれはないと判断された。 

 

２．有害物質の産生性 

（１） 影響を受ける可能性のある野生動植物の特定 

 これまでにユーカリ属植物が、日本における自然生態系に対して生物多様性に著しく影響

を生じさせるような有害物質を産生させる報告はされていない。一方、ユーカリ属植物は、

一般的にアレロパシー性を示し、E. globulus もその例外ではない。E. globulus のアレロパ

シー性は、他の植林に用いられているユーカリ種と比べると相対的に低いことが知られてい

る（文献 18）。 

 オーストラリアにおける摂食昆虫としては、コガネムシ類、ハムシ類、ゾウムシ類、ハバ

チ類のような葉を食するもの、キジラミ類、ヨコバイ類やカタカイガラムシ類のような樹液

を吸う昆虫、ならびにカミキリムシ類や大型のボクトウガ類のような、その幼虫が樹木の木

質部に穴を開けるいわゆる木食い虫が挙げられる(文献３)。 

 日本では、名古屋市において温室栽培のユーカリ属植物を加害している鱗翅類の調査から、

ハマキガ科のチャノコカクモンハマキ、ホソバチビヒメハマキとバンジロウツノエグリヒメ

ハマキが確認された（文献 19）。 

 一方、本組換えユーカリは、耐冷性をΔ９デサチュラーゼの機能により付与されているが、

当該酵素は有害物質に該当しない。また、当該酵素により増加すると考えられるパルミトレ

イン酸は、マカダミアナッツ、牛肉などさまざまな食品に含まれており、有害物質には該当
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しない。一方、GUS 遺伝子によりβ-グルクロニターゼが、NPTII 遺伝子によりネオマイシン

ホスホトランスフェラーゼが発現しているが両酵素も有害物質に該当しないので、上記鱗翅

目は影響を受けないと考えられる。 

 さらに、当該第一種使用は、限定された環境で一定の作業要領を備えた隔離ほ場で行うも

のであり、かつ隔離ほ場自体が大学の敷地内の施設等で囲まれているため (別紙 10、11)、

ここから外部生態系への生物多様性への影響が生じるおそれはないと判断された。 

 

（２） 影響の具体的内容の評価 

 該当しない 

 

（３） 影響の生じやすさの評価 

 該当しない 

 

（４） 生物多様性影響が生じるおそれの有無の判断 

 以上から、本組換えユーカリは、栽培予定地の自然条件下で生育した場合の特性は明らか

にされていないものの、筑波大学における諸情報収集及び実験等により、非組換えユーカリ

との間に大きな相違はないと考えられた。限定された環境で一定の作業要領を備えた隔離ほ

場における栽培、保管、運搬、廃棄及びこれらに付随する行為の範囲内では、在来生態系の

生物多様性への影響を生じるおそれがないと判断された。 

 

３．交雑性 

（１） 影響を受ける可能性のある野生動植物の特定 

 本隔離ほ場栽培試験において、当該遺伝子組換えユーカリの花芽は切除される。また、本

邦においては、E. globulus を含め本組換えユーカリと交雑が可能な Eucalyptus 属植物の自

然分布は報告されていない。従って、本組換えユーカリによる交雑によって、生物多様性へ

の影響を生じるおそれのある野生動植物等は特定されなかった。 

 また、ユーカリ属植物は根茎を形成する場合があるが、隔離ほ場を取り囲むフェンス基部

のコンクリート部は地下 68cm まで及び、その下層に砕石層 15cm が設けられているため、根

茎のほ場外への伸長はない。 

 

（２） 影響の具体的内容の評価 

 該当しない 

 

（３） 影響の生じやすさの評価 

 該当しない 

 

（４） 生物多様性が生じるおそれの有無の判断 

 以上のことから、本組換えユーカリは、交雑性に関して、生物多様性への影響が生ずるお

それはないと判断された。 

 

４．その他の性質 

 該当しない 
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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に関わる形質について、宿主植物はつくば地区における屋外栽培試験によ

り競合の優位性が低いことが明らかとなっている（第一、１、(3)、ロ、及び、第二、１、（１））。

本組換えユーカリは耐冷性を有すると考えられるが、低温環境下に置かれない限り耐冷性による

競合における優位性はないと考えられる。また、試験期間が２年であり、当該組換え体が成木と

なる可能性は極めて低いこと、花芽形成後開花まで1年程度掛かること (第一、１、(3)、イ)か

ら、期間内に花芽が形成されることはない。仮に花芽が形成された場合でも花芽の切除を行うた

め、種子が形成されることはなく、導入遺伝子を有する種子が漏出するおそれはない。一方、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、花芽の切除等、適切な措置を講じ

ることから、本組換えユーカリの競合における優位性には影響しないと判断する。以上から、限

定された環境で一定の作業要領を備えた隔離ほ場における栽培、保管、運搬及び廃棄並びにこれ

らに付随する行為により、競合における優位性に関して、生物多様性への影響を生じるおそれは

ないと判断された。 

 有害物質の産生に関して、本組換えユーカリは、耐冷性をΔ９デサチュラーゼの機能により付

与されているが、当該酵素は有害物質に該当しない。また、GUS 遺伝子によりβ-グルクロニター

ゼが、NPTII 遺伝子によりネオマイシンホスホトランスフェラーゼが発現しているが両酵素も有

害物質に該当しない (第一、２、ハ、（６）、ｇ))。当該第一種使用は、隔離ほ場で行うものであ

り、栽培のために環境が制御された人工的な場所である。また隔離ほ場自体が、大学の敷地内の

施設等で囲まれているため、隔離ほ場栽培中にも有害物質の産生が仮にあっても、外部生態系へ

の生物多様性への影響が生じるおそれはないと判断された。 

 交雑性について本邦においては、E. globulus を含め本組換えユーカリと交雑が可能な

Eucalyptus 属植物の自然分布は報告されていない。また、試験期間が 2年であり、当該組換え体

が成木となる可能性は極めて低いこと、花芽形成後開花まで1年程度掛かること (第一、１、(3)、

イ)から、期間内に花芽が形成されることはない。仮に花芽が形成された場合、花芽の切除を行

う。従って、本組換えユーカリが交雑して、生物多様性への影響を生じるおそれはないと判断さ

れた。 

 以上のことから、本組換えユーカリは、限定された環境で一定の作業要領を備えた隔離ほ場に

おける栽培、保管、運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為により、我が国の生物多様性に影

響が生じるおそれがないと結論された。 
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緊急措置計画書 

 

平成 23 年 4 月 26 日 

 

                                             氏名 国立大学法人 筑波大学 

                                             学長 山田 信博 

                                             住所 茨城県つくば市天王台 1-1-1 

 

 第一種使用規程の承認を申請している耐冷性ユーカリ(des9, Eucalyptus globulus Labill.) 

（以下、本 LMO という）の第一種使用等において、生物多様性への影響が生ずる可能性が示唆さ

れた場合、弊学は生物多様性への影響のリスク評価を実施する。このリスク評価に基づき、生物

多様性に及ぼす影響に応じた管理計画を設定し、こうした危険度を軽減する方法への協力などを

必要に応じて行う。さらに、特定された危険性の重大性や起こりうる確率から判断して、生物多

様性への影響が生ずるおそれがあると認められた場合は、当該影響を効果的に防止するため、特

定された問題に応じ、以下のことを行う。なお、生物多様性への影響が生ずるおそれがあると認

められた場合とは、本 LMO に関して、科学的に我国の生物多様性に影響を生ずることが立証され

た場合のことである。 

 

1 第一種使用等における緊急措置をとるための実施体制及び責任者は以下に示す通りとする。 

平成 23 年４月現在 

筑波大学遺伝子組換え実験安全委員会 委員 

  

 

 

 

 

（個人情報につき、公開しません） 

●実験従事責任者 

 

2 第一種使用等の状況の把握の方法 

 第一種使用等の状況は、筑波大学遺伝子実験センター実験従事者から得られた情報により把

握するとともに、筑波大学遺伝子組換え実験安全委員会の委員による査察を行う。 

 

3 第一種使用等をしている者に緊急措置に従って対処する必要があること及び緊急措置の内容

を周知するための方法 
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 実験従事者に直接口頭で伝え、事実を記録する。 

 

4 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置を執ってその使用等を継続するための具体

的な措置等 

 具体的な措置として、本 LMO の地上部は裁断処理し隔離ほ場内に鋤き込み、また、株元は裁

断後、鋤き込み、オートクレーブ等で不活化し、隔離ほ場外への本 LMO の放出が行われないよ

うにすること、また隔離ほ場周辺をモニタリングすることにより本 LMO が隔離ほ場外へ放出さ

れていないことを確認すること等、必要な措置を実行する。 

 

5 文部科学大臣及び環境大臣への連絡体制 

 生物多様性への影響が生じる可能性が示唆された場合、弊学はそのことを直ちに文部科学省

及び環境省に報告する。 
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別紙 目録 

 

別紙 1 実験従事者 

別紙 2 つくば地区における冬期の気温 

別紙 3 隔離ほ場での非組換えユーカリ（E. globulus）の生育状況と植生との競合の有無 

別紙 4 冬期の幼苗管理 

別紙 5 宿主内における供与 DNA の存在状態 

別紙 6 供与 DNA 由来遺伝子の発現形式 

別紙 7 組換えユーカリ（E. globulus）のパルミトレイン酸含量 

別紙 8 成長性 

別紙 9 実験ほ場配置 

別紙 10 筑波大学周辺地形図 

別紙 11 屋外特定区画概略図 
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別紙 1 実験従事者 

氏  名 所属部局・職名 
病原性微生物取

扱い経験の有無

宿主の取扱い 

経験の有無 

遺伝子組換え実

験経験の有無 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（個人情報につき、公開しません） 
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別紙 2 つくば地区における冬期の気温 

 

表１． つくば地区の冬期における最低気温 

  シーズン    ‘00-01 ‘01-02 ‘02-03 ‘03-04 ‘04-05 ‘05-06 ‘06-07 ‘07-08 ‘08-09 ‘09-10 

   冬日 (日)       87      76      90      85      79     93      64      83      64     64 

最寒月平均 (℃)   -4.0     -2.3    -3.0     -2.9    -2.8    -3.8     -1.2     -2.9    -1.1    

-2.6 

  最低気温 (℃)   -9.4     -6.5    -8.6     -7.0    -6.8    -7.5     -5.3     -7.3    -5.9    

-6.8 

最低気温[隔] (℃)   **       **     **      **      **      **      -7      -10     -6      -8 

 

 

過去 10シーズンのつくば市館野 (AMEDASポイント) における冬日の日数 (冬日)、最寒月の平均最低気温(最

寒月平均)、シーズン最低気温（最低気温）および、過去 4シーズンにおける筑波大学隔離ほ場内でのシーズ

ン最低気温 (最低気温[隔]) を示す。つくば市舘野での冬日はシーズンあたり 60 日以上 (10 シーズン平均

78.5 日)あり、シーズン最低気温も-5℃を下回る (10 シーズン平均-7.1℃)。また、最寒月の平均最低気温も

氷点下 (10 シーズン平均-2.7℃)であった。さらに、過去 4 シーズンの筑波大学隔離ほ場におけるシーズン

最低気温は舘野より低い値を示した。 
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別紙 3 隔離ほ場での非組換え E. globulus の生育状況と植生との競合の有無 

 

 

図 1 非組換えユーカリ（E. globulus）の隔離ほ場での生育状況。植栽後２年目（平成 17年 4 月）に撮影。

地上部 (約 80cm) は越冬できず、樹皮下に形成されている潜伏芽から更新された萌芽（矢印）からが見られ

る。萌芽の大きさは 5〜10 cm 程度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 非組換えユーカリ（E. globulus）（矢印）の隔離ほ場における２年目夏の生育状況（平成 17 年）。矢

印２は前年に地上部が枯死したもの。更新した萌芽は植物体は周辺草本植物に埋もれるように生存している

（矢印 1）。また、成育の後れた幼苗は周辺草本に埋もれ秋までに枯死した。 

 

 

 

２

１ 
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別紙 4 つくば地区で必要な冬期の幼苗管理 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．冬期の幼苗管理Ⅰ (植栽時の様子) 

  2008 年 3 月に植栽された耐塩性遺伝子組換えユーカリ（E. globulus）の寒さ対策。幼苗をビニールハ

ウスで覆い、寒さや霜の害を防いだ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．冬期の幼苗管理Ⅱ (植栽後 9ヶ月目の様子) 

  2008 年５月にハウスからビニールを取り除き (左図) 栽培を行った後、12月に寒さ対策のため再びビニ

ールでハウスを覆う(右図)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．冬期の幼苗管理Ⅲ 

  2005 年 10 月に植栽された耐塩性遺伝子組換えユーカリ（E. camaldulensis）の寒さ対策。幼苗でフル

シーズンの冬期を過ごすためハウス内の苗に苗帽子を掛け 2重に保護した。 



 

別紙 5 宿

 

培養室で生育

ゼーション

ルターHybon

列を DIG ラベ

くの再生個体

 

      

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

宿主内における

育させた組換

を行った。ゲ

nd N+（Amers

ベルしたもの

体で導入遺伝

 Ｍ  １ 

     

図 1 

図２ 

る供与 DNA の

換えユーカリ

ゲノム DNA は

sham Pharmac

のを用い、化

伝子は染色体

 ２  ３  ４

     

 

サザンハイブ

T-DNA 領域内

の存在状態 

と非組換えユ

は制限酵素 Eco

cia Biotech

化学発光検出

体に安定に組込

  ５  ６  

      

ブリダイゼー

内の導入遺伝

6 

ユーカリの葉

coRI で切断し

社）にブロ

した。図 1 に

込まれたこと

７  ８  ９  

    

ーション 

伝子カセット

葉から、ゲノ

し、0.8％アガ

ッティングし

に先行して得

とが確認され

10  11  12

ト図 

ム DNA を抽出

ガロースで電気

した。プロー

得られた再分化

れた。 

  13 

Ｍ 

La

La

La

La

La

La

La

La

La

La

La

La

La

出しサザンハ

気泳動し、ナ

ーブは、des9 

化個体の結果

   : マーカ

ne 1: 組換え

ne 2: 組換え

ne 3: 組換え

ne 4: 組換え

ne 5: 組換え

ne 6: 組換え

ne 7: 組換え

ne 8: 組換え

ne 9: 組換え

ne10: 組換え

ne11: 組換え

ne12: 非組換

ne13: pGW23M

ハイブリダイ

ナイロンフィ

cDNA 部分配

果を示す。多

ー 

体 130-24 

体 134-7 

体 140-14 

体 144-11 

体 144-13 

体 150-6 

体 158-2 

体 202-1 

体 202-20 

体 203-19 

体 204-10 

え体 

C8des9 

配

多



 

des9 

rRNA 

des9 

rRNA 

別紙 6 供

 

 

 des9 遺伝子

閉鎖系栽培室

ンハイブリ

ルターHybon

列を DIG ラベ

たもの。図

もあるが、多

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

供与 DNA 由来遺

子の発現 

室で生育させ

ダイゼーショ

nd N+（Amers

ベルしたもの

1 に先行して

多くの系統で

 

 

1 2

9 1

遺伝子の発現

せた若い苗木

ョンを行った

sham Pharmac

のを用い、化

て得られた再

で導入遺伝子

図 1 

3 2 

10 11 

現形式 

木の組換えユー

た。全 RNA 20

cia Biotech

学発光検出し

再分化個体に

子が発現してい

des9 遺伝子

54 

12 1

7 

ーカリと非組

0 μg を変性

社）にブロ

した。内部標

ついての結果

いる事が明ら

子の発現 

5 6

3 14

組換えユーカ

性 1.2 ％アガ

ッティングし

標準として rRN

果を示す。一

らかとなった

7 8

15 16

リの葉から、

ガロースで電気

した。プロー

NA 像はエチジ

一部の系統で発

。 

L
L
L
L
L
L
L
L

L
L
L
L
L
L
L
L

6 

全 RNA を抽

気泳動し、ナ

ーブは、des9 

ジウムブロマ

発現の認めら

Lane 1: 組換え

Lane 2: 組換え

Lane 3: 組換え

Lane 4: 組換え

Lane 5: 組換え

Lane 6: 組換え

Lane 7: 組換え

Lane 8: 非組換

Lane 9: 組換え

Lane 10: 組換え

Lane 11: 組換え

Lane 12: 組換え

Lane 13: 組換え

Lane 14: 組換え

Lane 15: 組換え

Lane 16: 非組換

抽出しノーザ

ナイロンフィ

cDNA 部分配

マイド染色し

られないもの

え体 204-10 
え体 201-1 
え体 202-20 
え体 156-17 
え体 208-2 
え体 208-8 
え体 215-2 
換え体 

え体 158-2 
え体 203-19 
え体 144-11 
え体 144-13 
え体 156-11 
え体 156-15 
え体 130-24 
換え体 

ザ

配

し

の



 

別紙 7 組

 

無菌培養

ルムにより抽

さらに TMS

（DB17-ms）

よび検出時

モル数とし

 

組換えユーカリ

しているユー

抽出した脂肪

化した。内

GC(Agilent

間から同定し

て各脂肪酸量

リ（E. globu

ーカリの葉を

肪酸（水/メタ

内部標準とし

 6890)-MS（

し、各化合物

量を算出した

bulus）のパル

をサンプリン

タノール/クロ

て、monadec

（LECO Peggas

物固有のフラグ

た。先行して得

8 

ルミトレイン

グして秤量し

ロロホルム分

canoic acid 

sus）を使用

グメント m/z

得られた系統

ン酸含量 

した。これら

画したクロロ

methylester

した。脂肪酸

z でのエリア

統のパルミト

らの葉からメタ

ロホルム層）

r を用いた。

酸と内部標準

ア値を求めて、

レイン酸の含

タノールおよ

をメチルエス

分析にはキ

準物質を MS ス

、サンプル重

含有量を図に

よびクロロホ

ステル化し、

キャピラリー

スペクトルお

重量あたりの

に示す。 

ー

お

の



 

別紙８ 特

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 樹高及

特定網室で生

統、No.1 (

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 樹高及

特定網室で

No.1、No.4

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 樹高及

特定網室で生

個体を用い

 

特定網室におけ

及び基底直径

生育させた組

15 個体)を用

及び基底直径

生育させた組

の各３個体を

及び基底直径

生育させた組

て、生育調査

ける遺伝子組

径の推移 （

組換えユーカ

用いて、生育調

径の推移 （

組換えユーカ

を用いて、生

径の推移 （

組換えユーカ

査を行った。

 

組換えユーカ

（2006 年 12 月

カリ２系統、1

調査を行った

（2008 年 12 月

カリ４系統、2

生育調査を行

（2009 年 3 月

カリ３系統、1

 

9 

リの成長性

月〜2008 年 7

144-13 (4 個

た。 

月〜2010 年 2

202-1、203-

行った。 

月〜2009 年 9

158-2、215-2

7 月） 

個体)、202-20

2 月） 

19、204-10、

月） 

2、非組換え

0 (13 個体)、

211-16 非組

ユーカリ２系

、非組換えユ

組換えユーカ

系統、No.1、

ユーカリ１系

カリ２系統、

No.4 の各５
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別紙 9 実験ほ場配置 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１.ほ場の全体図と区画の配置 

  区画１〜６を利用して栽培予定。 
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別紙 10 筑波大学周辺地形図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

国土地理院 http://watchizu.gsi.go.jp/より転記。★は植栽試験に用いる隔離ほ場の場所を示す。 

 

   



 

別紙 11 屋

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

屋外特定区画概

iii)

概略 

 模擬的環境境試験ほ場 II

12 

 (隔離ほ場 III) の全景(2010 年９月９日) 




