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「コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ Event 5307 系統」に係る安全性確認 

 
Ⅰ はじめに 

コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ Event 5307 系統（以下「5307 トウモロコ

シ」という。）について、平成 23 年 7 月 6 日付けで遺伝子組換え飼料としての安全性

確認の申請があったことから、「組換え DNA 技術応用飼料及び飼料添加物の安全性に5 
関する確認の手続」(平成 14 年 11 月 26 日農林水産省告示第 1780 号)に基づき審議を

行った。 
 
Ⅱ 確認対象飼料の概要 

飼料名：コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ Event 5307 系統 10 
性 質：コウチュウ目害虫抵抗性 
申請者：シンジェンタジャパン株式会社 
開発者：Syngenta Seeds, Inc. on behalf of Syngenta Crop Protection AG and its 

affiliates 
 15 

5307 トウモロコシは、グラム陽性土壌細菌である Bacillus thuringiensis 
subsp. tenebrionis の cry3A 遺伝子に由来する改変 cry3A 遺伝子及び B. 
thuringiensis subsp. kurstaki の cry1Ab 遺伝子を基に作製した ecry3.1Ab
遺伝子を導入したトウモロコシである。 ecry3.1Ab 遺伝子によって産生され

る eCry3.1Ab たん白質は、トウモロコシ栽培で発生する Western corn 20 
rootworm 等のコウチュウ目害虫に対して殺虫活性を示す。  

また、 5307 トウモロコシには、形質転換体の選択マーカーとして、

Escherichia coli K-12 株に由来するマンノースリン酸イソメラーゼ遺伝子

(pmi 遺伝子 )が導入されている。pmi 遺伝子によって産生される PMI たん白

質により、マンノースを炭素源として利用可能なフルクトース -6-リン酸に変25 
換できるようになるため、マンノースを組織培養培地に添加することにより、

形質転換体の選抜が可能となる。  
5307 トウモロコシと既存のトウモロコシを比較したところ、遺伝子組換

え操作により付与された上記の性質を除き、差異は認められなかった。その

ため、 5307 トウモロコシに付与された性質について安全性を評価したとこ30 
ろ、飼料としての安全上の問題となる点は認められなかった。したがって、

5307 トウモロコシについては、飼料として摂取する家畜の健康に影響を及

ぼすおそれはないと考えられた。  
なお、一般に、トウモロコシは主にその穀粒が飼料に利用される他、食品

分野及び工業分野から生じる副産物 (コーングルテンミール、コーングルテン35 
フィード及びトウモロコシジスチラーズグレインソリュブル (DDGS)等 )も同

様に飼料として利用されている。  
 
Ⅲ 審議内容 

１ 生産物の既存のものとの同等性に関する事項 40 
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（１）遺伝的素材に関する事項 

宿主に用いられた植物は、イネ科トウモロコシ属のトウモロコシ(Zea mays L.)
でありデント種に属する。 

eCry3.1Ab たん白質をコードする ecry3.1Ab 遺伝子は、グラム陽性土壌細菌で

ある Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis の cry3A 遺伝子に由来する改変45 
cry3A 遺伝子(以下、mcry3A 遺伝子という。)及び Bacillus thuringiensis subsp. 
kurstaki の cry1Ab 遺伝子を基に作製されている。PMI たん白質をコードする

pmi 遺伝子の供与体は、E. coli K-12 株である。 
 

（２）家畜等の安全な飼養経験に関する事項 50 
宿主であるトウモロコシは、世界各国において飼料として長期にわたり利用さ

れている(農学大辞典, 1991、FAO, 2011、財務省, 2011) 。 
 
（３）飼料の構成成分等に関する事項 

5307 トウモロコシ及び非組換えトウモロコシの構成成分等の分析値及び文献値55 
は明らかとなっており、比較が可能である(White and Pollak, 1995、OECD, 
2002、ILSI, 2010、参考資料 21)。 

 
（４）既存種と新品種との使用方法の相違に関する事項 

5307 トウモロコシは、eCry3.1Ab たん白質を発現することによりコウチュウ目60 
害虫に対する抵抗性を付与されている。また、ecry3.1Ab 遺伝子を含む植物体の

選抜を容易にする目的で、マンノースリン酸イソメラーゼ遺伝子である pmi 遺伝

子が導入されている。これらの点を除けば、5307 トウモロコシは既存のトウモロ

コシと同じであり、①収穫時期と貯蔵方法、②家畜等の摂取(可食)部位、③家畜等

の摂取量、④調製及び加工方法について既存のトウモロコシと相違はない。 65 
 

以上（１）～（４）により、5307 トウモロコシの飼料としての安全性評価におい

ては、既存のトウモロコシとの比較が可能であると判断された。 
 
２ 組換え体の利用目的及び利用方法に関する事項 70 

5307 トウモロコシは、eCry3.1Ab たん白質を発現することにより、トウモロコシ

に被害を及ぼす Western corn rootworm 、Northern corn rootworm 及び Mexican 
corn rootworm 等のコウチュウ目害虫に対し効果的な防除を行うことが可能となる。 
飼料としての利用目的や利用方法は、従来のトウモロコシと相違はない。 

 75 
３ 宿主に関する事項 

（１）学名、品種、系統名等の分類学上の位置付けに関する事項 
宿主は、イネ科トウモロコシ(Zea)属のトウモロコシ(Zea mays L.)でありデント

種に属する。 
 80 
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（２）遺伝的先祖に関する事項 

一般には、紀元前 5000 年のメキシコ又はグァテマラが原産地と考えられ、育種

過程において近縁野生種であるブタモロコシから派生したとする説が有力とされ

ている(Galinat, 1988)。 85 
 
（３）有害生理活性物質の生産に関する事項 

トウモロコシには、栄養学的に有害と考えられる量の有害生理活性物質の生産

は知られていない(White and Pollak, 1995)。 
 90 
（４）寄生性及び定着性に関する事項 

トウモロコシは種子植物であり、それを食する家畜等に寄生または定着するこ

とはない。 
 
（５）ウイルス等の病原性の外来因子に汚染されていないことに関する事項 95 

トウモロコシにはウイルス、細菌及び糸状菌による各種病害が知られているが

(OECD, 2003)、これらの外来因子を摂取することによるヒトや家畜への病原性は

知られていない(Martelli, 2001)。 
 
（６）自然環境を反映する実験条件の下での生存及び増殖能力に関する事項 100 

トウモロコシは栽培作物であり、自然環境で生存又は繁殖したという報告は知

られていない。 
 
（７）有性生殖周期及び交雑性に関する事項 

一般に、トウモロコシは春に播種されて秋に収穫される夏作の一年生作物であ105 
る。また、受粉は風媒によって行われ、稔実種子のほとんどは他家受粉による(農
学大辞典, 1991)。 

トウモロコシの近縁種はブタモロコシとトリプサクム属であるが、自然環境下

でトウモロコシと交雑可能なのはブタモロコシのみで、トリプサクム属との交雑

は困難である(OECD, 2003)。なお、ブタモロコシが我が国で自生しているという110 
報告はない。 

 
（８）飼料に利用された歴史に関する事項 

トウモロコシの栽培は、一般的には紀元前 5000 年の中南米から始まったと考え

られ、現在、北緯 55 度から南緯 40 度に至る範囲で世界的に栽培されている(農学115 
大辞典, 1991)。 

我が国へは、初めに 1579 年にポルトガル人により長崎又は四国に導入され、明

治時代に近代的な品種が米国から輸入されるようになって以来、全国的に栽培さ

れるようになったとされている(菊池, 1987)。 
このような栽培の歴史を通じ、トウモロコシは世界的に飼料として利用されて120 

いる。 
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（９）飼料の安全な利用に関する事項 

（８）のとおり、トウモロコシは飼料として安全に利用されている。 
 125 

（10）生存及び増殖能力を制限する条件に関する事項 

トウモロコシの種子は包葉で覆われた雌穂中に形成されるために自然に脱粒す

ることはない(OECD, 2003)。また、トウモロコシは人為的に高度に改良された作

物種であり、自然条件下で独自に自生し、増殖する能力は失われている(OECD, 
2003)。また、物理的防除法(耕転)や化学的防除法(感受性を示す除草剤の使用)によ130 
って、トウモロコシは容易に枯死・不活化される。 

 
（11）近縁種の有害生理活性物質の生産に関する事項 

トウモロコシの近縁種はブタモロコシとトリプサクム属であるが、いずれも有

害生理活性物質の生産は報告されていない(Watson, 1987、Galinat, 1988)。 135 
 

４ ベクターに関する事項 

（１）名称及び由来に関する事項 

5307 トウモロコシの作出に用いた導入用プラスミド pSYN12274 は、Danisco 
Biotechnology 社のバイナリー・ベクターpVictor 由来の pNOV2114 を用いて構築140 
された。 

 
（２）性質に関する事項 

導入用プラスミド pSYN12274 の全塩基数は 11,769 bp であり、その塩基配列は

明らかにされている。既知の有害塩基配列を含まない(参考資料 1)。 145 
 

（３）薬剤耐性に関する事項 

導入用プラスミド pSYN12274 には、抗生物質耐性マーカーとして E. coli Tn7
由来の aadA 遺伝子が含まれている。aadA 遺伝子にコードされるストレプトマイ

シンアデニリルトランスフェラーゼによって、ストレプトマイシン及びスペクチ150 
ノマイシン耐性が付与される(Fling et al., 1985)。なお、aadA 遺伝子は導入用プ

ラスミドの導入遺伝子領域以外の領域(外側骨格領域)に存在するが、この領域は

5307 トウモロコシには含まれていないことが確認されている(５（６）「コピー数

に関する事項」参照)。 
 155 
（４）伝達性に関する事項 

導入用プラスミド pSYN12274 には、伝達を可能とする塩基配列は含まれていな

い。 
 
（５）宿主依存性に関する事項 160 

上記（４）に記載の通り、家畜等が導入用プラスミド pSYN12274 の宿主となる

ことはない。 
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（６）発現ベクターの作成方法に関する事項 

5307 トウモロコシの作出に用いた導入用プラスミド pSYN12274 は基本ベクタ165 
ーpVictor を基に作成した。導入用プラスミド pSYN12274 には、ecry3.1Ab 遺伝

子発現カセット及び pmi 遺伝子発現カセットが挿入されている。 
 

（７）発現ベクターの宿主への挿入方法及び位置に関する事項 

導入用プラスミド pSYN12274 の T-DNA 領域をアグロバクテリウム法により170 
導入している。 

 
５ 挿入遺伝子に関する事項 

（１）供与体に関する事項 

①名称、由来及び分類に関する事項 175 
 a. ecry3.1Ab 遺伝子 

ecry3.1Ab 遺伝子は、B. thuringiensis subsp. tenebrionis の cry3A 遺伝子

を改変した mcry3A 遺伝子及び B. thuringiensis subsp. kurstaki の cry1Ab
遺伝子を基に作製された遺伝子で、トウモロコシのコウチュウ目害虫に殺虫

活性を示す eCry3.1Ab たん白質をコードしている。 180 
ecry3.1Ab 遺伝子の基となった mcry3A 遺伝子は、標的コウチュウ目害虫に

対する殺虫活性を高めるため、Cry3A たん白質のアミノ酸残基のうち、155
番目のバリン、156 番目と 157 番目のセリンを、カテプシン G プロテアーゼ

(キモトリプシン様セリンプロテアーゼ)の認識配列である、アラニン－アラニ

ン－プロリン－フェニルアラニン(AAPF)の 4 アミノ酸に改変し、宿主である185 
トウモロコシでの発現に最適な塩基配列(Murray et al., 1989)に置換・人工合

成した遺伝子である(Chen and Stacy, 2007)。なお、mcry3A 遺伝子は、安全

性確認済みの MIR604 トウモロコシへ導入されており、既に導入遺伝子とし

ての安全性が確認されている。 
cry1Ab 遺伝子は、チョウ目害虫に殺虫活性を示す Cry1Ab たん白質をコー190 

ドしており、宿主であるトウモロコシでの発現に最適な塩基配列(Murray et 
al., 1989)に置換・人工合成された遺伝子である(Koziel et al., 1997)。なお、

cry1Ab 遺伝子は、安全性確認済みの Bt11 トウモロコシへ導入されており、

既に導入遺伝子としての安全性が確認されている。 
 195 
 b. pmi 遺伝子 

pmi 遺伝子は E. coli K-12 株からクローニングされたマンノースリン酸イソ

メラーゼをコードする manA 遺伝子である(Miles and Guest, 1984、Entrez 
Accession Number M15380)。 
 200 

②安全性に関する事項 
ecry3.1Ab 遺伝子の供与体である B. thuringiensis subsp. tenebrionis 及び B. 

thuringiensis subsp. kurstaki に対するヒトの食経験はないが、微生物農薬の有
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効成分として安全に利用されており、ヒトや動物に対する病原性は報告されて

いない。 205 
pmi 遺伝子の供与体である E. coli は自然界や動物の消化器官に広く存在して

いることが知られており、これまで家畜等は飼料を通じて間接的に摂取してい

る。また、pmi 遺伝子の供与体である E. coli K-12 株について、動物に対する毒

性は否定されている(Smith, 1975、Levy et al., 1980、Muhldorfer and Hacker, 
1994、US EPA, 1997)。 210 
 

（２）遺伝子の挿入方法に関する事項 

宿主への導入方法にはアグロバクテリウム法を用いている。先ず、導入用プラ

スミド pSYN12274 を含む Agrobacterium をトウモロコシの未熟胚に接種した。

その後、マンノースを添加した組織培養培地で形質転換体を選抜し、再生個体を215 
得た。なお、トウモロコシ細胞に残存する Agrobacterium の除菌のため、用いた

培地には抗生物質 cefotaxime を添加した。得られた再生個体について PCR 分析

を行い、挿入遺伝子の存在を確認した。遺伝子の導入が確認された個体を用い、

一般的なトウモロコシの育成プロセスに従い、既存の優良トウモロコシ自殖系統

との戻し交配あるいは自殖を行うことで後代を維持しながら、各種分析及び評価220 
を行い、5307 トウモロコシを最終的な商品化系統として選抜した。 

 
（３）構造に関する事項 

① プロモーターに関する事項 
5307 トウモロコシへ導入された ecry3.1Ab 遺伝子は、Cestrum yellow leaf 225 

curling virus 由来の CMP プロモーターによりその発現を制御されている(Hohn 
et al., 2007)。 

また、5307 トウモロコシへ導入された pmi 遺伝子は、トウモロコシの

polyubiquitin 遺伝子由来の第一イントロン領域を含む ZmUbiInt プロモーター

によりその発現が制御されている(Christensen et al., 1992)。 230 
② ターミネーターに関する事項 

ecry3.1Ab 遺伝子及び pmi 遺伝子のターミネーターに用いられた NOS ターミ

ネーターは、Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)の nopaline 
synthase 遺伝子由来のポリアデニル化配列(Depicker et al., 1982)であり、

ecry3.1Ab 遺伝子及び pmi 遺伝子からの mRNA の転写を終結させ、ポリアデニ235 
ル化を誘導する。 
③ 既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 

導入用プラスミド pSYN12274 の各構成要素の機能は既に明らかになっており、

既知の有害塩基配列は含まない。各構成要素の機能は次項のとおり。 
 240 
（４）性質に関する事項 

導入用プラスミド pSYN12274 の挿入遺伝子の各構成要素、由来及び機能につ

いて表 1 に示した。ecry3.1Ab 遺伝子及び pmi 遺伝子については詳細を表外に記

載した。 
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表 1 導入用プラスミド pSYN12274 の各構成 DNA の由来及び機能 
構成 DNA 由来及び機能 
ecry3.1Ab 遺伝子発現カセット 
CMP 
プロモーター 

Cestrum yellow leaf curling virus 由来のプロモーター領域。目的遺伝子を

恒常的に発現させる(Hohn et al., 2007)。 

ecry3.1Ab 遺伝子 
ecry3.1Ab 遺伝子は、トウモロコシのコウチュウ目害虫に殺虫活性を示す

eCry3.1Ab たん白質をコードする遺伝子である。詳細は表外に記載した。 
NOS 
ターミネーター 

R. radiobacter (A. tumefaciens)の nopaline synthase 遺伝子由来の転写終

結を指令するポリアデニル化シグナルを含む配列(Depicker et al., 1982)。 
pmi 遺伝子発現カセット 
ZmUbiInt 
プロモーター 

トウモロコシの polyubiquitin 遺伝子由来の第一イントロン領域を含む単子

葉植物用プロモーター配列 (Christensen et al., 1992)。 

pmi 遺伝子 

E. coli K-12 株由来の manA 遺伝子 (Miles and Guest, 1984、Entrez 
Accession Number M15380)。形質転換体の選抜マーカーであるマンノース

リン酸イソメラーゼ(phosphomannose isomerase)をコードする(Negrotto et 
al., 2000)。 

NOS 
ターミネーター 

R. radiobacter (A. tumefaciens)の nopaline synthase 遺伝子由来の転写終

結を指令するポリアデニル化配列(Depicker et al., 1982)。 

 
① ecry3.1Ab 遺伝子の機能 

ecry3.1Ab 遺伝子は、グラム陽性土壌細菌である B. thuringiensis subsp. 
tenebrionis 由来の cry3A 遺伝子を改変した mcry3A 遺伝子及び B. 250 
thuringiensis subsp. kurstaki 由来の cry1Ab 遺伝子を基に作製された遺伝子

で、mcry3A 遺伝子のドメイン I 領域、ドメイン II 領域及び一部のドメイン

III 領域、並びに cry1Ab 遺伝子のドメイン III 領域及びそれ以降の領域で構成

されている。Cry1 や Cry3 たん白質を含む大部分の Cry たん白質には、

Conserved Block(CB)と呼ばれる、高いアミノ酸配列の相同性を示す領域と、255 
Variable Region(VR)と呼ばれる多様性に富んだ配列の領域とが存在する。CB
構造の保持が Cry の基本的特性の維持には重要と考えられることから、これ

らの構造を保持したまま、mCry3A たん白質及び Cry1Ab たん白質を置換し

てキメラたん白質を作成し、コウチュウ目害虫への殺虫活性を持つ

eCry3.1Ab たん白質を選抜した。eCry3.1Ab たん白質は、CB1 から CB3 が260 
mCry3A たん白質に、CB3 以降が Cry1Ab たん白質に由来する。 

これまでの研究から、既知の Cry たん白質は一部の例外を除き 3 つのドメ

インからなる類似した立体構造を有することが知られている(Li et al., 1991、
Grochulski et al., 1995、de Maagd et al., 2001、Pigott and Ellar, 2007)。
eCry3.1Ab たん白質においては、ドメイン I、II 及びドメイン III の一部(CB3265 
まで)がコウチュウ目害虫に殺虫活性を持つ mCry3A たん白質に由来し、ドメ

イン III の一部以降(CB3 から)がチョウ目害虫に殺虫活性を持つ Cry1Ab たん
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白質に由来しており、これらのドメイン構造も保持されていることから、CB
と VR の位置関係に変わりはなく、従来の Cry たん白質と同様の立体構造及

び基本的特性を持つと考えられる。 270 
一般に Cry たん白質は、特定の昆虫種に対して殺虫活性を示すことが知ら

れている。感受性昆虫種が Cry たん白質を摂取すると、特定の大きさの活性

ポリペプチド(コアたん白質)を生じ、中腸上皮細胞の特異的受容体に結合して

イオンチャネルを形成し、消化器官が損傷を受けて摂食障害を起こし、死に

至ることが知られている(Sacchi et al., 1986、Wolfersberger et al., 1986、275 
Hofmann et al., 1988a and 1988b、Van Rie et al., 1989 and 1990、English 
and Slatin, 1992、Schnepf et al., 1998、Broderick et al., 2006)。 

なお、eCry3.1Ab たん白質の N 末端のアミノ酸配列は、mCry3A たん白質

の N 末端のアミノ酸配列とは異なる。これは、ecry3.1Ab 遺伝子構築の際に

5’末端に付加した 40bp のポリリンカー配列に由来する開始コドンからたん白280 
質の翻訳が始まるためである。mcry3A 遺伝子の最初の 27bp にコードされる

アミノ酸以降は、mCry3A たん白質と一致している。 
eCry3.1Ab たん白質の上流側には、22 個のアミノ酸残基があり、続く 459

残基は mCry3A たん白質のアミノ酸配列と同一であり、その後ろに Cry1Ab
たん白質と同一の 172 アミノ酸が続いている。eCry3.1Ab たん白質の大きさ285 
は 653 アミノ酸残基から成り、約 73.7 kDa である。 

② pmi 遺伝子の機能 
pmi 遺伝子によって産生される 391 のアミノ酸から成る PMI たん白質は、

E. coli のマンノースリン酸イソメラーゼ(phosphomannose isomerase)であり、

5307 トウモロコシ作出において形質転換体の選抜マーカーとして用いられた290 
(Negrotto et al., 2000)。トウモロコシを含む多くの植物細胞は、生育する上

でマンノースを炭素源として利用することはできないが、pmi 遺伝子が導入

されて PMI たん白質を産生する細胞では、マンノースを利用可能なフルクト

ース-6-リン酸に変換して生長することができるので、マンノースを組織培養

培地に添加することによって、形質転換体の選抜が可能となる。 295 
 

（５）純度に関する事項 

導入用プラスミド pSYN12274 は、その T-DNA の外骨格領域に細菌選抜マー

カー遺伝子として aadA 遺伝子を有しており、細菌によるベクターの選抜及び増

殖を通じて純化されている。 300 
 
（６）コピー数に関する事項 

5307トウモロコシにおける導入遺伝子の挿入箇所数、コピー数、導入遺伝子発

現カセットの完全性及び導入遺伝子領域以外の領域(外側骨格領域)の有無を確認す

るため、サザンブロット分析を実施した。その結果、5307トウモロコシ中のゲノ305 
ムDNAの1ヶ所に、ecry3.1Ab 遺伝子発現カセット及びpmi 遺伝子発現カセット

を持つT-DNA領域が 1コピー導入されていることが確認された。また、

pSYN12274の外側骨格領域由来の遺伝子断片が導入されていないことが確認され
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た(参考資料4)。なお、導入遺伝子の塩基配列解析を行った結果、導入用プラスミ

ドpSYN12274のT-DNA領域の各構成要素の塩基配列と一致していることが確認310 
された。なお、CMPプロモーターの49 bp上流の非翻訳領域に1ヶ所の塩基の置換

が認められたが、非翻訳領域であるため、この塩基置換による挿入遺伝子への影

響はないと考えられた(参考資料5)。 
次に、導入遺伝子挿入部位の5’及び3’末端近傍配列解析(各1,000bp)を行った結

果、遺伝子の挿入に伴いトウモロコシ内在性配列に33 bpの欠損があったが、近傍315 
配列はトウモロコシのゲノム配列と一致しており、National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) Non-redundant (nr) protein databaseを対象

に実施したBLASTx解析により挿入部位におけるトウモロコシ内在性の既知の遺

伝子が破壊されていないことが確認された(参考資料6, 7, 8)。 
 320 

（７）安定性に関する事項 

導入遺伝子が複数世代に安定して遺伝しているか確認するため、2 世代の 5307
トウモロコシから得られたゲノム DNA を用いて、サザンブロット分析を実施し

たところ、ecry3.1Ab 遺伝子発現カセット及び pmi 遺伝子発現カセットを持つ T-
DNA 領域のみが複数世代にわたり安定して遺伝していることが確認された(参考325 
資料 3)。 

また、導入遺伝子の分離様式を確認するため、3 世代の 5307 トウモロコシを

用いて PCR 分析により T-DNA 領域の分離比を算出し、カイ二乗検定により期待

値との比較を実施したところ、5307 トウモロコシ中の導入遺伝子がメンデルの法

則に従って後代に遺伝していることが確認された(参考資料 2)。 330 
 

（８）発現部位、発現時期及び発現量に関する事項 

米国の計 4 ヶ所の試験圃場で栽培した 5307 トウモロコシから、異なる生育時期

に葉、根、子実(穀粒)及び全植物体の分析サンプルを調製し、ELISA 法によって

eCry3.1Ab たん白質及び PMI たん白質の発現量を分析した(参考資料 9)。 335 
その結果、いずれの生育時期においても eCry3.1Ab たん白質及び PMI たん白

質が発現していることが確認された。 
 

（９）抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 

導入用プラスミド pSYN12274 の T-DNA 領域の外骨格領域には、本ベクター340 
の細菌中での選抜・維持のために抗生物質耐性マーカー遺伝子(aadA)が組み込ま

れているが、５の（６）「コピー数に関する事項」に記載したとおり、作出され

た 5307 トウモロコシにはこの外骨格領域は存在しないことが確認されている。 
 
（10）外来のオープンリーディングフレームの有無並びにその転写及び発現の可能性に345 

関する事項 

挿入遺伝子及び両近傍配列(近傍配列各 1,000bp 及び挿入配列)の接合部におい

て意図しないオープンリーディングフレーム(ORF)が形成されるかどうかについ

て分析した。ORF は 30 以上の連続するアミノ酸を持ち、終止コドンから終止コ
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ドンまでの領域と定義し、挿入遺伝子と両近傍配列の接合部に対して、センス方350 
向、アンチセンス方向のそれぞれ読み枠をずらした 3 フレームについて Vector 
NTI AdvanceTM (version 10.3.0)を用い検索した。その結果、計 6 個の ORF が検

出されたが、公的に利用できるデータベース(NCBI Entrez® Protein Database)
を対象に、BLASTp により既知のたん白質との相同性を検索したところ、既知の

毒素たん白質との相同性は認められなかった(参考資料 10)。 355 
さらに、両近傍配列(1,000 bp)に既知のたん白質と相同性を持つ領域が存在す

るか、NCBI Non-redudant (nr) protein sequence を対象に、BLASTx により検

索を行ったところ、既知の毒素たん白質等との相同性は見いだされなかった(参考

資料 8)。 
以上のことから 5307 トウモロコシにおいて、遺伝子導入により毒素たん白質360 

等が発現している可能性は極めて低いと考えられる。 
 
６ 組換え体に関する事項 

（１）組換え DNA 操作により新たに獲得された性質に関する事項 

5307 トウモロコシでは、導入された ecry3.1Ab 遺伝子と pmi 遺伝子によって、365 
それぞれ eCry3.1Ab たん白質と PMI たん白質が発現している。eCry3.1Ab たん

白質の発現によりコウチュウ目害虫に対する抵抗性が付与されている。この点を

除けば、5307 トウモロコシは従来のトウモロコシとその形態及び生育特性におい

て相違は認められず、飼料としての利用方法も従来と変わらない。 
 370 
（２）遺伝子産物の毒性に関する事項 

①eCry3.1Ab たん白質 
eCry3.1Abたん白質と既知の毒素たん白質との構造相同性を確認するため、

NCBI Entrez Protein Database (NCBI, 2010)を対象にblastp search program 
(version 2.2.8) (Altschul et al., 1997)を用いて検索を行った。その結果、他のB. 375 
thuringiensis由来のδ-エンドトキシン 1を除き、eCry3.1Abたん白質と有意な構

造相同性を持つ既知の毒素たん白質は見いだされなかった(参考資料 11)。 
また、コウチュウ目昆虫のレセプターに対する結合性試験(Walters et al, 

2010)、コウチュウ目、チョウ目、カメムシ目昆虫に対する殺虫スペクトラムの

調査(参考資料 22)、その他の非標的生物に対する影響評価試験(参考資料 22)及380 
びほ乳動物細胞を用いた細胞毒性試験(参考資料 23)により、eCry3.1Ab たん白

質が特定のコウチュウ目昆虫のみに特異的に作用し、ほ乳動物等の非標的生物

に対して毒性影響を示す可能性は低いことが確認されている。 
 

②PMI たん白質 385 
PMI たん白質と既知の毒素たん白質との構造相同性について、eCry3.1Ab た

ん白質と同様の手法を用いて評価した。その結果、PMI たん白質と有意な構造

相同性を持つ既知の毒素は存在しないことが確認された(参考資料 12)。 
 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
1 δ-エンドトキシン：Cry たん白質あるいは殺虫性結晶たん白質としても知られている。 
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（３）遺伝子産物の物理化学的処理に対する感受性に関する事項 390 
以下の物理化学的処理に対する感受性評価試験には、E. coli 過剰発現系によっ

て産生・純化した eCry3.1Ab たん白質及び PMI たん白質を用いた(参考資料 13, 
17)。なお、試験に用いたたん白質と 5307 トウモロコシによって産生されたたん

白質との同等性は、eCry3.1Ab たん白質については、見かけの分子量、免疫学的

反応、殺虫活性、グリコシル化反応、部分アミノ酸配列及び N 末端アミノ酸配列395 
を評価することにより確認し(参考資料 13)、PMI たん白質については、見かけの

分子量、免疫学的反応及び酵素活性を評価することで確認している(参考資料 14)。 
 
① 人工胃液に対する感受性 

a. eCry3.1Ab たん白質 400 
eCry3.1Ab たん白質の人工胃液(SGF)中での消化性を、SDS-PAGE 分析

及びウエスタンブロット分析により評価した。その結果、反応開始 30 秒後

には完全な eCry3.1Ab たん白質のバンドは検出されなくなった(参考資料

15)。これらの結果から、eCry3.1Ab たん白質は人工胃液中で速やかに分解

されることが示された。 405 
  

b. PMI たん白質 
PMI たん白質の人工胃液(SGF)中での消化性を SDS-PAGE 分析及びウエ

スタンブロット分析により評価した。その結果、反応開始 1 分後には完全な

PMI たん白質のバンドは検出されなくなった(参考資料 16)。これらの結果か410 
ら、PMI たん白質は人工胃液中で速やかに分解されることが示された。 

 
② 人工腸液によるアルカリ処理及び酵素（パンクレアチン）処理 

a. eCry3.1Ab たん白質 
eCry3.1Ab たん白質の人工腸液(SIF)中での消化性を、SDS-PAGE 分析及415 

びウエスタンブロット分析により評価した。その結果、約 74.8 kDa の完全

長 eCry3.1Ab たん白質は、反応開始 1 分後に約 62 kDa、56 kDa 及び 6 
kDa のポリペプチド断片に速やかに分解され、それ以降、約 62 kDa のポリ

ペプチド断片は反応開始 30 分後に、6 kDa ポリペプチド断片は反応開始 60
分後に検出されなくなった。また、約 40 kDa のポリペプチド断片が反応開420 
始 60 分後に、5 kDa のポリペプチド断片が反応開始 5 分後に生じた。56 
kDa、40kDa 及び 5kDa のポリペプチド断片は反応開始 48 時間後でも検出

され、人工腸液中では消化が進まないことが確認された(参考資料 17)。 
 

b. PMI たん白質 425 
PMI たん白質の人工腸液(SIF)中での消化性を SDS-PAGE 分析とウエス

タンブロット分析で評価した。その結果、反応開始 15 分後には完全な PMI
たん白質及びバンドは検出されなくなった(参考資料 18)。これらの結果から、

PMI たん白質は人工腸液中で速やかに分解されることが示された。 
 430 
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③ 加熱処理 
a. eCry3.1Ab たん白質 

加熱処理に対する感受性を ELISA 分析により評価した結果、eCry3.1Ab
たん白質は、65℃、30 分間の処理で免疫反応活性が検出限界値以下になり、

加熱処理に対して安定でないことが示された(参考資料 19)。 435 
 
b. PMI たん白質  

加熱処理感受性を ELISA 分析により評価した結果、PMI たん白質は 95℃、

30 分間の処理で免疫反応活性が定量限界値以下になり、加熱処理に対して

安定でないことが示された(参考資料 20)。 440 
 

（４）遺伝子産物の代謝経路への影響に関する事項 

① eCry3.1Ab たん白質 
eCry3.1Ab たん白質が酵素活性を持つとは考えられておらず、宿主の代謝系

と独立して機能していることから、植物の代謝経路に影響を及ぼす可能性は極445 
めて低いと考えられた。 

 
② PMI たん白質 

pmi 遺伝子によって発現する PMI たん白質は、マンノース-6-リン酸とフル

クト－ス-6-リン酸を可逆的に相互変換する触媒酵素たん白質であり、その反応450 
はマンノース-6-リン酸とフルクトース-6-リン酸に対して特異的で、PMI たん

白質に対する他の天然基質は知られていない(Freeze, 2002)。 
 
以上のことから、eCry3.1Ab たん白質及び PMI たん白質の発現が、宿主植物

の代謝系に影響を及ぼす可能性は極めて低いと考えられた。 455 
  

（５）宿主との差異に関する事項 

2008 年に 6 ヶ所のほ場において 5307 トウモロコシと非組換えトウモロコシの

栽培試験を実施し、収穫された茎葉及び穀粒を用いて各種構成成分の分析を行っ

た(参考資料 21)。 460 
 

① 主要構成成分 
茎葉及び穀粒の主要構成成分(水分、たん白質、総脂質、灰分、炭水化物、酸

性デタージェント繊維及び中性デタージェント繊維、並びに総食物繊維及びデ

ンプン(穀粒のみ))について分析した結果、いずれの成分の分析値も対照の非組465 
換えトウモロコシと同等であった。 

 
② 脂肪酸組成 

穀粒の脂肪酸組成について分析した結果、いずれの成分の分析値も対照の非

組換えトウモロコシと同等又は文献に記載された分析値(ILSI, 2010)の範囲内で470 
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あった。 
 

③ アミノ酸組成 
穀粒のアミノ酸組成について分析した結果、いずれの成分の分析値も対照の

非組換えトウモロコシと同等であった。 475 
 

④ ミネラル類 
茎葉及び穀粒のミネラル類(茎葉：カルシウム及びリン、穀粒：カルシウム、

リン、銅、鉄、マグネシウム、マンガン、カリウム、セレン、ナトリウム及び

亜鉛)について分析した結果、いずれの成分の分析値も対照の非組換えトウモロ480 
コシと同等であった。 

 
⑤ ビタミン類 

穀粒のビタミン類について分析した結果、いずれの成分の分析値も対照の非

組換えトウモロコシと同等又は文献に記載された分析値(ILSI, 2010)の範囲内で485 
あった。 

 
⑥ 有害生理活性物質 

穀粒の有害生理活性物質(フィチン酸、イノシトール、トリプシンインヒビタ

ー及びラフィノース)及びその他の成分(フェルラ酸、p-クマル酸及びフルフラー490 
ル)について分析した結果、いずれの成分の分析値も対照の非組換えトウモロコ

シと同等であった。 
 

（６）外界における生存及び増殖能力に関する事項 

これまでに米国で行われた野外ほ場試験を通じて、5307 トウモロコシの生存・495 
増殖能力(種子休眠性、生育初期の低温耐性、成体の越冬性及び種子の生産量・脱

粒性)は、対照の非組換えトウモロコシと同程度であることが確認されている。 
 
（７）生存及び増殖能力の制限に関する事項 

5307 トウモロコシの生殖・増殖能力について、対照の非組換えトウモロコシと500 
の間で差異は観察されていないことから、生殖・増殖能力の制限要因は従来の非

組換えトウモロコシと同様であると考えられる。 
 
（８）不活化法に関する事項 

5307 トウモロコシも既存の非組換えトウモロコシと同様に、物理的防除(耕転)505 
や化学的防除(感受性を示す除草剤の使用)等、トウモロコシを枯死させる従来の方

法で不活化される。 
 
（９）外国における認可等に関する事項 

2011 年 4 月にカナダ保健省(Health Canada)へ食品としての、またカナダ食品510 
検査庁(CFIA)へ環境・飼料としての安全性審査のための申請を行った。 
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2012 年 2 月に米国食品医薬品庁(FDA)で食品・飼料としての安全性審査が終了

した。 
2012 年 4 月にオーストラリア・ニュージーランド食品基準機関(FSANZ)で食品

としての安全性審査が終了した。 515 
 

（10）作出、育種及び栽培方法に関する事項 

5307 トウモロコシと既存のトウモロコシとの相違は、5307 トウモロコシにコ

ウチュウ目害虫に対する抵抗性が付与されている点のみであり、栽培方法に関し

て既存のトウモロコシとの相違はない。 520 
 
（11）種子の製法及び管理方法に関する事項 

5307 トウモロコシにおける種子の製法及び管理方法については、既存のトウモ

ロコシと相違はない。 
 525 

７ ２から６までに掲げる資料により飼料の安全性に関する知見が得られていない場

合は、次に掲げる試験のうち必要な試験の成績に関する事項 

該当しない。 
 

Ⅳ 審議結果 530 
コウチュウ目害虫抵抗性トウモロコシ Event 5307 系統について、「組換え DNA 技

術応用飼料及び飼料添加物の安全性に関する確認の手続」に基づき審議した結果、同第

3 条第 1 項による確認を行って差し支えないと判断された。 
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