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「低リグニンアルファルファ KK179 系統」に係る安全性確認  

 

I はじめに 

低リグニンアルファルファ KK179 系統（以下「KK179 アルファルファ」という。）60 

について、平成 26 年 2 月 7 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 65 

飼料名  ：低リグニンアルファルファ KK179 系統 

性 質  ：低リグニン  

申請者  ：日本モンサント株式会社 

開発者  ：Monsanto Company 

 

KK179 アルファルファは、飼料の消化性に対して負の影響を及ぼすリグニンの含量

を減少させるため、アルファルファ由来のカフェオイル CoA-3-O-メチルトランスフェ

ラーゼ遺伝子（以下「CCOMT 遺伝子」という。）の部分的な配列（以下「CCOMT

遺伝子断片」という。）が導入されたアルファルファである。 70 

CCOMT 遺伝子から産生されるカフェオイル CoA-3-O-メチルトランスフェラーゼ

（以下「CCOMT たん白質」という。）は、リグニンの主要なサブユニットであるグ

アヤシルリグニン（以下「G リグニン」という。）の生合成に関わるが、KK179 アル

ファルファでは、CCOMT 遺伝子断片によって生じる RNAi1により、ジーンサイレン

シング2が誘導され、アルファルファ内在性の CCOMT 遺伝子の発現が抑制されている。75 

その結果、KK179 アルファルファでは、同じ生育期の非組換えアルファルファと比較

し、G リグニンの含量が減少し、リグニンの含量が減少している。 

また、KK179 アルファルファの作出過程において、抗生物質ネオマイシン及びカナ

マイシン耐性を付与する Escherichia coli のトランスポゾン Tn5 由来の nptII 遺伝子

が導入され、形質転換体の選抜マーカーとして利用されている。なお、形質転換体の選80 

抜以降の育成過程において、nptII 遺伝子を持たない個体を選抜しているため、KK179

アルファルファに nptII 遺伝子は含まれていない。 

KK179アルファルファと非組換えアルファルファを比較したところ、遺伝

子組換え操作により付与された上の性質を除き、差異は認められなかった。

このため、KK179アルファルファに付与された性質について安全性を評価し85 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
1 RNAi (RNA interference, RNA 干渉) は、真核生物における遺伝子発現調節機構の一つ。 

概要：①二本鎖 RNA(dsRNA)が Dicer と呼ばれる酵素により切断され、21~26 塩基の siRNA 

(small interfering RNA)が形成される。②siRNA 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。③RISC により、siRNA と結合した

mRNA は分解され、たん白質の産生が阻害される (Siomi and Siomi, 2009)。 

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)。 
2 ジーンサイレンシング：遺伝子からたん白質の発現が抑制されること。遺伝子抑制ともいう。 
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たところ、飼料として安全上問題となる点は認められなかった。したがって、

飼料として摂取する家畜等の健康に影響を及ぼすおそれはないと考えられた。  

なお、アルファルファは主にヘイベール及びペレットの形態で飼料として使用されて

いる。 

 90 

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 

（１）遺伝的素材に関する事項 

KK179 アルファルファの宿主は、マメ科 (Fabaceae) Medicago 属に属する

Medicago sativa L.の非組換えアルファルファ R2336 系統である。 95 

KK179 アルファルファには、アルファルファに由来する CCOMT 遺伝子断片が

導入されている。また、KK179 アルファルファを作出する過程で選抜マーカーと

して使用された NPTII たん白質をコードする nptII 遺伝子は、E. coli のトランス

ポゾン Tn5 由来である。ただし、形質転換体の選抜以降の育成過程において、遺

伝的分離により nptII 遺伝子を持たない個体を選抜しているため、KK179 アルフ100 

ァルファは nptII 遺伝子を持たない。 

KK179 アルファルファ中に導入された CCOMT 遺伝子断片の転写産物によって

生じる RNAi により、ジーンサイレンシング が誘導され、アルファルファ内在性

の CCOMT 遺伝子の発現が抑制されている。   

 105 

（２）家畜等の安全な飼養経験に関する事項 

アルファルファは、家畜等の飼料として利用された長い歴史があり (Church, 

1984、Van Keuren and Matches, 1988、Higginbotham et al., 2008)、飼料設計

において重要な役割を果たしている。 

 110 

（３）飼料の構成成分等に関する事項 

KK179 アルファルファ及び非組換えアルファルファの構成成分等の分析値及び

文献値は明らかとなっており、比較が可能である (Tava et al., 1993、Rosenthal 

and Nkomo, 2000、OECD, 2005、参考資料 14,15)。 

 115 

（４）既存種と新品種との使用方法の相違に関する事項 

KK179 アルファルファでは、CCOMT 遺伝子断片による RNAi により、ジーン

サイレンシングが誘導され、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地上部におけるリグニン含量が減少している。この点を除け

ば、KK179 アルファルファは非組換えアルファルファと差異はなく、①収穫時期 120 

(成熟程度)、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

法についても非組換えアルファルファとの相違はない。 

 

（１）～（４）により、KK179 アルファルファの飼料としての安全性評価におい

ては、非組換えアルファルファとの比較が可能であると判断された。 125 
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２ 組換え体の利用目的及び利用方法に関する事項 

リグニンは反すう動物の飼料の消化性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、反す

う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 (Akin, 1988)。130 

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、その価値に影響する。

KK179 アルファルファは、地上部に蓄積されるリグニン含量を同時期に収穫した非

組換えアルファルファと比較して低減させることを目的に作出された。 

一般にアルファルファは生育するに従い、リグニンの蓄積量が増加し、飼料とし

ての品質が低下することが知られている (Reddy et al., 2005、Burns, 2011)。 135 

KK179 アルファルファの地上部におけるリグニン含量は、同様の生産条件下で数

日早く収穫された非組換えアルファルファにおける含量と同等になると予想されるこ

とから、生産者は KK179 アルファルファを非組換えアルファルファと比較して数日

遅らせて収穫することができると期待される。なお、KK179 アルファルファの飼料

としての利用方法については、非組換えアルファルファと相違ない。 140 

 

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、マメ科 (Fabaceae) Medicago 属に属する M. sativa L.の非組換えアル

ファルファ R2336 系統である。 145 

 

（２）遺伝的先祖に関する事項 

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 (OECD, 2005)、農業

の普及につれ、地中海地域、北アフリカ、中東、ヨーロッパのほぼ全域、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 150 

and Bauchan, 1988)。 

アルファルファは、マメ科 Medicago 属に属する亜種 sativa の野生種が栽培化

されたものである。 

 

（３）有害生理活性物質の生産に関する事項 155 

アルファルファは、サポニン、縮合タンニン、フィトエストロゲン等の有害生

理活性物質を含む (OECD, 2005)。 

これらの化合物の中ではサポニンが主たるもので、ソヤサポゲノール類 

(soyasapogenol)、ザンハ酸グリコシド (zanhic acid glycosides) 及びメジカゲン

酸 (medicagenic acid) が量的に最も重要である (Massiot et al., 1988、Massiot 160 

et al., 1991、Oleszek et al., 1992)。サポニンのうち、毒性を示す可能性があるの

はザンハ酸グリコシド及びメジカゲン酸であると考えられており、症状としては

口腔と消化管の炎症、膜透過性の上昇及び急性症例として溶血現象などが挙げら

れる (Oleszek, 1996)。またサポニンは独特の泡立ち特性により反芻胃の鼓脹の原

因にも関与している (Marston et al., 2000)。高濃度の易消化性のたん白質及び炭165 

水化物とマメ科植物のサポニンが同時に反芻胃内に存在した場合、泡を形成し、

発酵ガスを滞留させる原因となる (Tanner et al., 1995)。胃の鼓脹のリスクを抑え
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るため、別の飼料を給餌したうえで放牧に出すなど、多数の方策が採られている 

(Cangiano et al., 2008)。 

縮合タンニンは、飼料に含まれるたん白質に結合能を持つことが知られている170 

が、アルファルファでの含量は極めて少ないと考えられる (Barry and McNabb, 

1999)。 

フィトエストロゲンは、マメ科植物を給餌した家畜の生殖機能に悪影響を及ぼ

すことが知られている。主な症状は不妊であり、牛や羊などの反芻動物が最も影

響を受けやすい (Stob, 1983、Howarth, 1988)。アルファルファ中の含量という点175 

でこの種類の化合物で最も重要な物質はクメストロールである(OECD, 2005)。も

う一つの主要な物質はイソフラボノイドで、アルファルファが生育中に病害スト

レスを受けることにより誘導される (Latunde-Dada and Lucas, 1985)。 

カナバニンは、アルファルファをはじめ、ほとんどのマメ科植物の種子及びス

プラウトに貯蔵される二次代謝産物である。種子及びスプラウトに含まれるカナ180 

バニンは L-カナバニンの形態で存在し、ヒト及び動物で毒性を示す可能性のある

異常型たん白質形成の原因となる L-アルギニンの構造類似体である (Rosenthal 

and Nkomo, 2000)。なお、ヒトにおいて、カナバニンは全身の紅斑性狼瘡を誘発

する可能性があると考えられている (Malinow et al., 1982、Akaogi et al., 2006)。 

 185 

（４）寄生性及び定着性に関する事項 

アルファルファは種子植物であり、アルファルファが家畜等に寄生又は定着す

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 190 

アルファルファに感染する病原体は知られているが (Frate and Davis, 2008、

Westerdahl and Frate, 2008、Undersander et al., 2011)、これらが家畜等に対し

て病原性を示すことは知られていない。 

 

（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 195 

アルファルファは、農業が普及するにつれ、地中海地域、北アフリカ、中東、

ヨーロッパのほぼ全域、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) が、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200 

の記載はない (USDA-AMS, 2011)。 

我が国では、アルファルファは明治初年牧草として導入され、全国に広く野生

化したといわれている (大橋, 1999)。しかし、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 (浅沼ら, 1987、大分県植物誌刊行会, 1989、杉野, 2008、

太田, 2010)。 205 

 

（７）有性生殖周期及び交雑性に関する事項 

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るが、自家不和合性で
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あり、受精及び結実には他殖による交配が必要である。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210 

較して種子数が減少する (Cooper and Brink, 1940、Campbell and He, 1997)。 

なお、わが国においてアルファルファと交雑可能な近縁野生種は知られていな

い。 

 

（８）飼料に利用された歴史に関する事項 215 

アルファルファは、乳牛、肉牛、羊及び山羊といった反すう動物に加え、馬、

豚、鶏及びウサギといった非反すう動物のすぐれた飼料として利用された長い歴

史があり(Church, 1984、Van Keuren and Matches, 1988、Higginbotham et al., 

2008)、飼料設計において重要な役割を果たしている。 

我が国では、2011 年度に、約 14.3 万トンのアルファルファ (ミール、ペレット220 

及びヘイキューブの全てを含む) が配合飼料の原料として用いられており、肉牛用、

乳牛用等の飼料の原料として利用されている (農林水産省生産局畜産部畜産振興課, 

2012)。 

 

（９）飼料の安全な利用に関する事項 225 

アルファルファには、サポニン等の有害生理活性物質が含まれているが、給餌

において適切に管理され、安全に利用されている。 

 

（10）生存及び増殖能力を制限する条件に関する事項 

アルファルファは種子繁殖する植物であり、その生育には排水が良く、肥沃な230 

耕地を好む (鈴木, 1992)。また、雑草との競合に弱いことから、生育初期には雑草

管理の行き届いた清潔な耕地を必要とする (鈴木, 1992)。アルファルファは、除草

剤や耕起等の物理的方法により容易に防除される。 

 

（11）近縁種の有害生理活性物質の生産に関する事項 235 

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. saxitilis の 3 種である (Lesins, 1961、

Lesins, 1962、Lesins, 1970、Quiros and Bauchan, 1988)。これら 3 種の有害生

理活性物質の産生性に関する報告はない。なお、これら 3 種のいずれもわが国に

は自生していない (大橋, 1999)。 240 

 

４ ベクターに関する事項 

（１）名称及び由来に関する事項 

ベクターF は KK179 アルファルファの作出に用いられた導入用プラスミド PV-

MSPQ12633 の中間プラスミドである。なお、ベクターF の構成要素とその由来及245 

び機能は明らかとなっている。 

 

（２）性質に関する事項 

ベクターF の塩基数は 8,412 bp である。また、ベクターF の全塩基配列、制限
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酵素切断部位、構成要素、その由来及び機能は明らかになっており (参考資料 1)、250 

既知の有害なたん白質を産生する塩基配列は含まれていない。 

 

（３）薬剤耐性に関する事項 

ベクターF には、抗生物質スペクチノマイシン及びストレプトマイシン耐性を付

与するトランスポゾン Tn7 由来のアミノグリコシド改変酵素 3''(9)-O-ヌクレオチ255 

ジルトランスフェラーゼ (AAD) の細菌プロモーター及びコード配列である aadA

遺伝子とネオマイシンフォスフォトランスフェラーゼ II をコードし、ネオマイシ

ン及びカナマイシンに対する耐性を付与する nptII 遺伝子が含まれている。両遺伝

子は、E. coli 及び Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens) 中での

選択マーカーとして利用された。 260 

 

（４）伝達性に関する事項 

ベクターF 及びその構築に用いられた中間プラスミドには、プラスミドの伝達を

可能とする配列は含まれていない。 

 265 

（５）宿主依存性に関する事項 

ベクターF には、広宿主域プラスミド RK2 に由来する複製開始領域 oriV と、

pUC プラスミドに由来する複製開始領域 ori-pUC が組み込まれているが、植物や

家畜等で増殖することは出来ない。なお、導入遺伝子の解析の結果、KK179 アル

ファルファには、これらの領域を含む導入用プラスミド PV-MSPQ12633 の外側270 

骨格領域は導入されていないことが確認されている。 

 

（６）発現ベクターの作成方法に関する事項 

KK179アルファルファの作出には、導入用プラスミドPV-MSPQ12633を用いて

いる(参考資料2)。導入用プラスミドは、中間プラスミドB~F及び遺伝子断片A1を275 

用いて作出されており (参考資料3)、CCOMT遺伝子発現抑制カセットを含むT-

DNAI領域及びnptII遺伝子発現カセットを含むT-DNAII領域を有している。 

 

（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 

T-DNAI 及び T-DNAII 領域を含む導入用プラスミド PV-MSPQ12633 が、ア280 

グロバクテリウム法によりアルファルファに導入されている。 

 

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 285 

KK179 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 

(M. sativa L.) に由来する。また、KK179 アルファルファを作出する過程で選

抜マーカーとして使用された nptII 遺伝子は、E. coli のトランスポゾン Tn5 に

由来する。 

 290 



- ９ - 

② 安全性に関する事項 

CCOMT 遺伝子断片の供与体であるアルファルファ (M. sativa L.) は長く飼

料として利用された歴史がある。 

nptII 遺伝子の供与体である E. coli は実験用生物として長年にわたり安全に使

用されているとともに、最も生態が解明されている生物の 1 つであり、その全295 

塩基配列は明らかとなっている (Blattner et al., 1997)。E. coli は、国内外の安

全性ガイドラインにおいて、広範囲の遺伝子クローニングや発現ベクターを普

及する上で安全な生物として分類されており、たん白質生産など多数の商業用

途にも使用されている (Bogosian and Kane, 1991)。 

 300 

（２）遺伝子の挿入方法に関する事項 

非組換えアルファルファ R2336 系統の葉組織と導入用プラスミド PV-

MSPQ12633 を含むアグロバクテリウムを共置培養することにより形質転換を行

った。3 日間の培養後、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

組織培養培地に移し葉組織をカルス育成することにより、形質転換されていない305 

植物細胞及びアグロバクテリウム菌体を除去した。 

その後、カルスから細分化させ、得られた再分化個体 (T0) を雄性不稔の非組換

えアルファルファ Ms208 系統と掛け合わせることにより F1 世代を作出した。F1

世代の個体において、T-DNAI 領域を持ち、T-DNAII 領域を持たない個体をサザ

ンブロット分析及び PCR 分析により選抜した。その中から、形態特性及び導入遺310 

伝子解析の結果に基づき、低リグニンの形質を持つ KK179 アルファルファを最終

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 315 

CCOMT 遺伝子発現抑制カセットは、Pal2 プロモーターによりその発現が制

御されている。Pal2 プロモーターはインゲンマメ (Phaseolus vulgaris) 由来の

フェニルアラニンアンモニアリアーゼ (PAL) をコードする Pal2 遺伝子のプロ

モーターで、植物細胞内で転写を誘導する (Cramer et al., 1989)。導管化を促

す内在性の信号に呼応し、成熟植物内のリグニン沈積部位において特異的に発320 

現する (Leyva et al., 1992、Guo et al., 2001)。 

nptII 遺伝子発現カセットは、35S プロモーターによりその発現が制御されて

いる。35S プロモーターはカリフラワーモザイクウイルス (CaMV) の 35S 

RNA 由来のプロモーター及びリーダー配列で (Odell et al., 1985)、植物細胞内

で転写を誘導する。 325 

 

② ターミネーターに関する事項 

CCOMT 遺伝子発現抑制カセット及び nptII 遺伝子発現カセットのターミネー

ターは、ノパリン合成酵素 (NOS) をコードしている R. radiobacter (A. 

tumefaciens) pTi 由来の nos 遺伝子の 3’末端非翻訳領域であり (Fraley et al., 330 

1983、Bevan, 1984)、CCOMT 遺伝子発現抑制カセット及び nptII 遺伝子発現
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カセットからの mRNA の転写を終結させ、ポリアデニル化を誘導する。 

 

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 PV-MSPQ12633 の各構成要素の機能は既に明らかになっ335 

ており、既知の有害塩基配列は含まない。 

 

（４）性質に関する事項 

導入用プラスミド PV-MSPQ12633 の挿入 DNA の各構成要素、由来及び機能

について表 1 に示した。CCOMT 遺伝子及び nptII 遺伝子の機能については詳細340 

を表外に記載した。 

 

表 1 挿入 DNA の各構成要素、由来及び機能 

構成要素 由来及び機能 

CCOMT 遺伝子発現抑制カセット（T-DNA I） 

Pal2 プロモーター 

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 (PAL) をコードする Pal2 遺伝子のプロモー

ターで、植物細胞内で転写を誘導する (Cramer et al., 1989)。 

CCOMT 遺伝子断片3 

アルファルファ (Medicago sativa L.) 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

コード配列の断片であり (Inoue et al., 1998)、発現抑制カセッ

トの一部を担う。 

CCOMT 遺伝子断片 3 

アルファルファ (Medicago sativa L.) 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

コード配列の断片であり (Inoue et al., 1998)、発現抑制カセッ

トの一部を担う。 

nos ターミネーター 

NOS をコードしている R. radiobacter (A. tumefaciens) pTi 由

来の nos 遺伝子の 3’末端非翻訳領域であり、ポリアデニル化を

誘導する (Fraley et al., 1983、Bevan, 1984)。 

nptII 遺伝子発現カセット（T-DNA II、KK179 アルファルファには存在しない） 

35S プロモーター 

カリフラワーモザイクウイルス (CaMV) の 35S RNA 由来のプ

ロモーター及びリーダー配列 (Odell et al., 1985) で、植物細胞

内で転写を誘導する。 

nptII 遺伝子 
E. coli のトランスポゾン Tn5 由来のネオマイシンフォスフォト

ランスフェラーゼ II (NPT II) をコードする neo 遺伝子のコード

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
3 T-DNAI 領域は 2 つの CCOMT 逆方向反復配列が存在し、1 つめの CCOMT 逆方向反復配列におけ

る 1,654 から 1,953 番目の配列 (センス鎖) は、2 つ目の CCOMT 逆方向反復配列における 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をとる。 
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配列 (Beck et al., 1982b) で、ネオマイシン及びカナマイシン耐

性を付与する (Fraley et al., 1983)。 

nos ターミネーター 

NOS をコードしている R. radiobacter (A. tumefaciens) pTi 由

来の nos 遺伝子の 3’末端非翻訳領域であり、ポリアデニル化を

誘導する (Fraley et al., 1983、Bevan, 1984)。 

  

① CCOMT 遺伝子の機能 345 

非組換えアルファルファ及び KK179 アルファルファにおけるリグニンの生

合成経路を図 1 及び図 2 に記載した。 

リグニンは、分子量の大きい重合性分子で、主に 3 種のリグニンサブユニ

ット（p-ヒドロキシフェニルリグニン（H リグニン）、G リグニン及びシリ

ンギルリグニン（S リグニン））からなる(Boerjan et al., 2003、Vanholme 350 

et al., 2010)。各リグニンの相対比率は、植物の種類や組織により異なるが、

非組換えアルファルファでは、G リグニン及び S リグニンが最大で 95%とな

る。 

CCOMT 遺伝子がコードする CoA-3-O-メチルトランスフェラーゼ

（CCOMT たん白質）は、G リグニンの生合成において、カフェオイル CoA355 

をメチル化してフェルロイル CoA を産生する。また、フェルロイル CoA の

代謝産物である 5-ヒドロキシコニフェリルアルデヒドは S リグニンの生合成

においても前駆物質となるが、CCOMT たん白質の関わる反応経路以外から

も供給されるため、CCOMT たん白質の酵素活性が低下しても S リグニン生

合成は継続される。この生合成は、CCR2 たん白質により、カフェオイル360 

CoA からカフェオイルアルデヒドへの変換を経て行われる(Zhou et al., 2010)。 

KK179 アルファルファでは、CCOMT 遺伝子断片の転写産物によって起こ

る RNAi により、ジーンサイレンシングが誘導され、内在性 CCOMT 遺伝子

の発現を抑制することで、G リグニン含量が減少する(Boerjan et al., 2003)。

この CCOMT 遺伝子発現の抑制による影響は、G リグニンの含量の低下に限365 

定されることが報告されている(Chen et al., 2006)。 

KK179 アルファルファの地上部において、リグニンサブユニット（H リグ

ニン、G リグニン、S リグニン）の組成分析を行った結果、対照の非組換えア

ルファルファと比較して KK179 アルファルファの G リグニン含量及び HGS

リグニン4に占める G リグニン含量の統計学的に有意な減少が確認された(表 1、370 

表 2、参考資料 4)。 

さらに、KK179 アルファルファの地上部における G リグニンが減少したこ

とによるリグニンの減少を確認するため、リグニン含量として酸性デタージ

ェントリグニンを測定した結果、対照の非組換えアルファルファと比較して

リグニン含量の統計学的に有意な減少が確認された(表 3、参考資料 5)。 375 

なお、KK179 アルファルファの地上部のリグニン含量が、同時に栽培され

た非組換え商業品種の分析値から計算された許容区間の範囲内であったこと

については、アルファルファは一般的に自家不和合性であり(Cooper et al., 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
4 HGS リグニンは、H リグニン、G リグニン及び S リグニンを個別に測定し、合計したもの。 
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1940)、複数の系統の多交雑により作出されているため、各個体は多様な表現

形質を示す(Rumbaugh et al., 1988)ことによると考えられた。 380 

 

 

フェニルアラニン ケイヒ酸 p-クマル酸
C4HPAL

p-クマロイルCoA

4CL

p-クマリルアルデヒド

CCR2

CAD1

p-クマリルアルコール

H リグニン

カフェオイルシキミ酸 p-クマロイルシキミ酸
HCTC3H

カフェオイルCoA

HCT

CCOMT

フェルロイルCoA

コニフェリルアルデヒド

コニフェリルアルコール

CCR1

CAD1

G リグニン

5-ヒドロキシコニフェリルアルデヒド

シナピルアルデヒド

シナピルアルコール

F5H

COMT

CAD1

S リグニン

カフェイルアルデヒド
CCR2

コニフェリルアルデヒド

COMT

F5H

 

 

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 

CCR2 はフェルロイル CoA により阻害を受けるため (Zhou et al., 2010)、CCOMT たん白質

によりフェルロイル CoA が生成される非組換えアルファルファでは CCR2 の酵素活性は抑制

される。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。 

 385 

図 1 非組換えアルファルファにおけるリグニンの生合成経路 
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 390 

フェニルアラニン ケイヒ酸 p-クマル酸
C4HPAL

p-クマロイル-CoA

4CL

p-クマリルアルデヒド

CCR2

CAD1

p-クマリルアルコール

H リグニン

カフェオイルシキミ酸 p-クマロイルシキミ酸
HCTC3H

カフェオイルCoA

HCT

CCOMT

フェルロイル-CoA

コニフェリルアルデヒド

コニフェリルアルコール

CCR1

CAD1

G リグニン

カフェイルアルデヒド
CCR2

COMT

コニフェリルアルデヒド

5-ヒドロキシコニフェリルアルデヒド

F5H

シナピルアルデヒド

COMT

CAD1

シナピルアルコール

S リグニン

F5H

 

 

    は、本組換えアルファルファにおいて内在性酵素 (CCOMT たん白質) の産生が抑制され

ることを示す。 

KK179 アルファルファでは、CCOMT 遺伝子断片の転写産物によって生じる RNAi により

CCOMT たん白質の産生が抑制されることから、フェルロイル CoA が減少すると考えられ

る。それによりフェロイル CoA による阻害が軽減することで CCR2 の酵素活性が上昇し、カ

フェオイル CoA を基質としてカフェイルアルデヒドが産生されると予想される(Zhou et al., 

2010)。この経路により、最終産物として S リグニンが産生される。 

 

図 2 KK179 アルファルファにおけるリグニンの生合成経路 

395 
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  表 1  KK179 及び対照の非組換えアルファルファのリグニン含量 

分析成分 (単位)¹ 

KK179アルファルファ 対照品種   商業品種 

平均値 (S.E.)2 平均値 (S.E.) 有意差 (範囲) 

(範囲) (範囲) (p-値)
3
 [99%T.I.]

4
 

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) 

1単位: リグニン (µmol/g 細胞壁残渣)  2S.E.: 標準誤差 3p 値: p<0.05 のとき有意差あり(*) 

499%T.I.: 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 

 400 

 

表 2  KK179 及び対照の非組換えアルファルファのリグニン含量 (HGS リグニン

に占める割合) 

分析成分 (単位)¹ 

KK179アルファルファ 対照品種 有意差 商業品種 

平均値 (S.E.)
2 平均値 (S.E.) (p-値)

3
 99%T.I.

4
 

(範囲) (範囲)   (範囲) 

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) 

1単位: リグニン(%HGS リグニン) 2S.E.: 標準誤差 3p 値: p<0.05 のとき有意差あり(*) 

499%T.I.: 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 405 

 

 

表 3  KK179 及び対照の非組換えアルファルファのリグニン含量 

分析成分 (単位)¹ 

KK179アルファルファ 対照品種 有意差 商業品種 

平均値 (S.E.)
2 平均値 (S.E.) (p-値)

3
 99%T.I.

4
 

(範囲) (範囲)   (範囲) 

リグニン 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) 

1単位: リグニン(%総乾燥重) 2S.E.: 標準誤差 3p 値: p<0.05 のとき有意差あり(*) 

499%T.I.: 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 410 
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② nptII 遺伝子の機能 

ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ II (NPTII たん白質) は形質転換体

の選抜マーカーとしての機能を有する (De Block et al., 1984、Horsch et al., 415 

1984)。NPTII たん白質はアミノグリコシド系抗生物質であるネオマイシン及

びカナマイシンなどを ATP によりリン酸化して不活化する。そのため、

NPTII たん白質を発現する細胞はアミノグリコシドに暴露されても、生存す

ることができる。一般に植物細胞の形質転換効率は低く、成功率は 1 万~10

万分の 1 程度であるが (Fraley et al., 1983、Horsch et al., 1984)、NPTII た420 

ん白質をコードする nptII 遺伝子を CCOMT 遺伝子発現抑制カセットと共に

挿入することにより、形質転換後の選抜を容易にすることができる。 

 

（５）純度に関する事項 

T-DNAI 及び T-DNAII 領域内に目的外の遺伝子の混入ないことは、塩基配列解425 

析により確認されている。 

 

（６）コピー数に関する事項 

KK179 アルファルファに導入された遺伝子のコピー数を決定し、T-DNAI 領域、

T-DNAII 領域及び導入用プラスミド由来の外側骨格配列の有無を確認するため、430 

サザンブロット分析を行った。その結果、KK179 アルファルファはゲノム中の 1

か所に 1 コピーの T-DNAI 領域を持ち、導入用プラスミドの T-DNAII 領域及び外

側骨格配列が存在しないことが確認された (参考資料 6)。 

また、挿入 DNA の構成を確認し、挿入 DNA とその近傍配列の塩基配列を決定

するため、塩基配列解析を行った。その結果、挿入 DNA と導入用プラスミド PV-435 

MSPQ12633 の T-DNAI の各構成要素の塩基配列が同一であることが確認された 

(参考資料 6)。 

さらに、KK179 アルファルファの挿入 DNA の挿入部位の近傍配列を非組換え

アルファルファ中の塩基配列と比較した結果、KK179 アルファルファの挿入

DNA の挿入部位において、アルファルファ内在性配列に 102 bp の欠損が認めら440 

れた。しかし、近傍及び欠損配列の BLASTn 及び BLASTx 解析の結果、挿入

DNA の導入による既知の内在性遺伝子の破壊はないと考えられた (参考資料 7)。 

 

（７）安定性に関する事項 

KK179 アルファルファにおける挿入遺伝子の複数世代にわたる安定性を確認す445 

るため、4 世代の KK179 アルファルファから得られた DNA を用いて、サザンブ

ロット分析を行った。その結果、挿入遺伝子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 (参考資料 8)。 

また、KK179 アルファルファにおいて、導入された CCOMT 遺伝子断片の転写

産物によって生じる RNAi により、複数世代にわたり、安定的にリグニン含量が450 

低下していること確認するため、3 世代の KK179 アルファルファの地上部を用い

て、リグニン含量として酸性デタージェントリグニンの測定を行った。その結果、

複数世代にわたり安定してリグニン含量が低下していることが確認された (参考資
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料 9)。 

さらに、挿入遺伝子の分離様式を確認するために、複数世代にわたる分離比の455 

カイ二乗検定による期待値との比較を実施したところ、挿入遺伝子が、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 10)。 

 

（８）発現部位、発現時期及び発現量に関する事項 

KK179 アルファルファにおいて、内在性の CCOMT 遺伝子の発現が抑制されて460 

いることを確認するため、KK179 アルファルファ及び非組換えアルファルファの

地上部及び根を用いてノーザンブロッド分析により測定した。その結果、KK179

アルファルファにおける CCOMT 遺伝子の発現が抑制されていることが確認され

た(参考資料 11)。 

  465 

（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 PV-MSPQ12633 には、ネオマイシン及びカナマイシンに対

する耐性を付与する nptII 遺伝子 (Fraley et al., 1983) が T-DNAII 領域に存在し

ているが、この T-DNAII 領域は KK179 アルファルファの育種過程において分離

されているため KK179 アルファルファ中に nptII 遺伝子は含まれていない。なお、470 

KK179 アルファルファ中に nptII 遺伝子が導入されていないことは、サザンブロ

ット分析によって確認された(参考資料 6)。 

 

（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

に関する事項 475 

KK179 アルファルファの挿入 DNA とその両近傍配列の境界領域におけるオー

プンリーディングフレーム（ORF）の 形成の有無を確認するため、6 つの読み枠

でストップコドン（TGA、TAG、TAA）からストップコドンまでの連続する 8 ア

ミノ酸以上の ORF 検索を行った結果、10 個の ORF が検出された (参考資料 12)。

これら 10 個の ORF について、既知の毒性たん白質等との相同性検索を行った結480 

果、相同性は認められなかった。 

また、KK179 アルファルファ中の挿入 DNA について、既知の毒性たん白質等

との相同性検索を行った結果、相同性は認められなかった (参考資料 13)。 

 

６ 組換え体に関する事項 485 

（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 

KK179 アルファルファでは、導入された CCOMT 遺伝子断片によって生じる

RNAi により、ジーンサイレンシング  が誘導される。その結果、内在性の

CCOMT 遺伝子の発現が抑制され、地上部におけるリグニン含量が減少する。こ

の点を除けば、KK179 アルファルファは非組換えアルファルファとその形態及び490 

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変わらない。 
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（２）遺伝子産物の毒性に関する事項 

KK179 アルファルファには、CCOMT 遺伝子断片が導入されており、RNAi が495 

起こる際には dsRNA が形成されるが、dsRNA は構造的にリボソームでの翻訳が

阻害されるため、新たなたん白質が産生されることは考えにくく(Kozak, 1989)、

本項に関する検討は必要ないと判断された。なお、ジーンサイレンシングを誘導

させるために転写された RNA は内在性の RNase により分解されることが知られ

ている(Waterhouse et al., 2003,  Baulcombe, 2004)。 500 

 

（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 

CCOMT 遺伝子断片については、たん白質に翻訳されているとは考えにくいた

め、本項に関する検討は必要ないと判断された。 

 505 

（４）遺伝子産物の代謝経路への影響に関する事項 

KK179 アルファルファでは、CCOMT 遺伝子断片によって生じる RNAi により

内在性の CCOMT 遺伝子の発現が抑制される。CCOMT 遺伝子の発現が抑制され

ることにより、CCOMT たん白質の酵素活性が低下し、G リグニン含量が減少す

る。KK179 アルファルファでは、非組換えアルファルファと比較し、G リグニン510 

含量のみが低下し、その他の構成成分の差異は生じていないこと、また、CCOMT

遺伝子はアルファルファに存在する他のメチルトランスフェラーゼの塩基配列との

相同性が低いことから、KK179 アルファルファにおける CCOMT 遺伝子断片の転

写産物によって生じる RNAi は、CCOMT 遺伝子の発現を特異的に抑制している

と考えられ、目的外の代謝経路に影響を及ぼす可能性は低いと考えられた。 515 

 

（５）宿主との差異に関する事項 

KK179 アルファルファ及び非組換えアルファルファとの構成成分の差異を評価

するため、米国の 6 か所のほ場において栽培された KK179 アルファルファ及び対

照の非組換えアルファルファの地上部を用いて、①主要構成成分、②アミノ酸、520 

③ミネラル類、④有害生理活性物質の分析を行った (参考資料 14,15)。また、各ほ

場で 4 品種ずつ合計 14 品種の非組換え商業品種を同時に栽培し、同様に分析を行

った(参考資料 14,15)。 

 

①  主要構成成分 525 

地上部の水分、炭水化物、粗たん白質、灰分、粗脂肪、酸性デタージェント

繊維、酸性デタージェントリグニン及び中性デタージェント繊維について分析

した結果、いずれの成分も対照の非組換えアルファルファと同等又は自社商業

品種の分析値から計算された許容区間の範囲内であった。 

 530 

② アミノ酸 

地上部の各アミノ酸について分析した結果、いずれのアミノ酸も対照の非組

換えアルファルファと同等又は自社商業品種の分析値から計算された許容区間

の範囲内であった。 
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 535 

③ ミネラル 

地上部の各ミネラルについて分析した結果、いずれのミネラルも対照の非組

換えアルファルファと同等又は自社商業品種の分析値から計算された許容区間

の範囲内であった。 

 540 

④ 有害生理活性物質 

地上部の有害生理活性物質として、カナバニン及びサポニン（総バヨゲニン、

総ヘデラゲニン、総メジカゲニック酸、総ソヤサポゲノール B、総ソヤサポゲノ

ール E、総ザンハ酸及び総サポニン)並びにその他の成分として、フェルラ酸、

遊離フェニルアラニン、総ポリフェノール及び p-クマル酸について分析した結545 

果、いずれの有害生理活性物質及びその他の成分も対照の非組換えアルファル

ファと同等又は自社商業品種から得られた分析値の範囲内であった。 

    

以上の結果から、KK179 アルファルファには、非組換えアルファルファと比較

し、意図したリグニン含量の減少を除き、構成成分の差異は生じていないことが確550 

認された。 

 

（６）外界における生存及び増殖能力に関する事項 

2007 年～2012 年の間に、米国の延べ 136 か所で行われたほ場試験において、

KK179 アルファルファの生存及び増殖能力は非組換えアルファルファとの間に相555 

違は認められなかった。 

 

（７）生存及び増殖能力の制限に関する事項 

KK179 アルファルファの生存・増殖能力は非組換えアルファルファとの間に相

違は認められなかった。 560 

 

（８）不活化法に関する事項 

KK179 アルファルファは、物理的防除 (耕転) や化学的防除 (感受性を示す除草

剤の使用) など、アルファルファを枯死させる従来の方法で不活化される。 

 565 

（９）外国における認可等に関する事項 

2011 年 11 月、カナダ保健省 (Health Canada) に食品としての、また、カナダ

食品検査庁 (CFIA) に環境・飼料としての安全性審査の申請が行われた。 

2012 年 11 月、米国農務省 (USDA) に環境としての安全性審査の申請が行われ

た。 570 

2013 年 4 月、オーストラリア・ニュージーランド食品基準機関 (FSANZ) にお

いて食品の輸入のための安全性審査の申請が行われた。 

2013 年 12 月、米国食品医薬局 (FDA) において食品・飼料としての安全性審査

が終了した。 

 575 
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（10）作出、育種及び栽培方法に関する事項 

KK179 アルファルファの栽培方法は非組換えアルファルファとの相違はない。 

 

（11）種子の製法及び管理方法に関する事項 

KK179 アルファルファの種子の製法及び管理方法は非組換えアルファルファと580 

の相違はない。また、KK179 アルファルファの各世代の種子は保管されている。 

 

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。 585 

 

IV 審議結果 

低リグニンアルファルファ KK179 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、飼料として摂取する

家畜等への安全上の問題はないと判断した。 590 
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