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「p-ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ阻害型除草剤及び除草剤グルホシネ

ート耐性ダイズ SYHT0H2 系統」に係る安全性確認  
 1 
I はじめに 2 

p-ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ阻害型除草剤及び除草剤グルホ3 
シネート耐性ダイズ SYHT0H2 系統（以下「SYHT0H2 ダイズ」という。）について、4 
平成 25 年 8 月 5 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5 
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6 
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。 7 

 8 
II 確認対象飼料の概要 9 

飼料名  ：p-ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ阻害型除草剤

及び除草剤グルホシネート耐性ダイズ SYHT0H2 系統  
性 質  ：p-ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ阻害型除草剤

及び除草剤グルホシネート耐性  
申請者  ：シンジェンタジャパン株式会社、バイエルクロップサイエンス株式会社 
開発者  ：Syngenta Seeds, Inc. on behalf of Syngenta Crop Protection AG and its affiliates  
 Bayer CropScience 
 10 

SYHT0H2ダイズは、エンバク (Avena sativa L.) に由来するp-ヒドロキシフェニル11 
ピルビン酸ジオキシゲナーゼ遺伝子（以下、「avhppd-03 遺伝子」という。）及12 
びStreptomyces viridochromogenes に由来する2つのホスフィノスリシンアセチルト13 
ランスフェラーゼ遺伝子（以下、「pat 遺伝子」という。） (pat-03-01 遺伝子及び14 
pat-03-02 遺伝子) を導入したダイズである。 15 

p-ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ  (以下「HPPD」とい16 
う。 ) 阻害型除草剤は、植物細胞内に存在するHPPDたん白質の機能を阻害17 
することで除草活性を示すが、avhppd-03 遺伝子によって産生されるp-ヒド18 
ロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ  (以下「AvHPPD-03たん白質」19 
という。 ) は、HPPD阻害型除草剤存在下でも活性を示すため、植物にHPPD阻20 
害型除草剤に対する耐性を付与する。 21 

pat-03-01 遺伝子及びpat-03-02 遺伝子によって産生されるホスフィノスリシンアセ22 
チルトランスフェラーゼ（以下、「PATたん白質」という。）は、除草剤グルホシネ23 
ートを除草活性のない化合物に変換することより、植物に除草剤グルホシネートに対す24 
る耐性を付与する。 25 

SYHT0H2ダイズと既存のダイズを比較したところ、遺伝子組換え操作に26 
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。このため、遺27 
伝子組換え操作により付与された性質について安全性を評価したところ、飼28 
料 と し て 安 全 上 の 問 題 と な る 点 は 認 め ら れ な か っ た 。 し た が っ て 、29 
SYHT0H2ダイズは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30 
はないと考えられた。  31 

なお、ダイズは主に大豆油かすの形態で家畜等の飼料として使用されている。 32 
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III 審議内容 33 
１ 生産物の既存のものとの同等性に関する事項 34 
（１）遺伝的素材に関する事項 35 

SYHT0H2 ダイズの宿主は、マメ科 Glycine 属 Soja 亜属に属する Glycine max 36 
(L.) Merr. の商業品種 Jack である。 37 

SYHT0H2 ダイズにはエンバク (A. sativa L.) に由来する avhppd-03 遺伝子38 
並びに S. viridochromogenes に由来する pat-03-01 遺伝子及び pat-03-02 遺伝39 
子が導入されている。 40 

avhppd-03 遺伝子は、AvHPPD-03 たん白質を発現することにより、41 
SYHT0H2 ダイズに HPPD 阻害型除草剤に対する耐性を付与する。  42 

pat-03-01 遺伝子及び pat-03-02 遺伝子は、PAT たん白質を発現することによ43 
り、除草剤グルホシネートに対する耐性を付与する。 44 

 45 
（２）家畜等の安全な飼養経験に関する事項 46 

ダイズは、優れたたん白質の供給源であり、主に大豆油かすの形態で鶏用、豚47 
用、牛用飼料の原料として用いられている。 48 

 49 
（３）飼料の構成成分等に関する事項 50 

SYHT0H2 ダイズ及び非組換えダイズの構成成分等の分析値及び文献値は明ら51 
かとなっており、比較が可能である (ILSI, 2010、ILSI, 2014、参考資料 19)。 52 

 53 
（４）既存種と新品種との使用方法の相違に関する事項 54 

SYHT0H2 ダイズは、AvHPPD-03 たん白質及び PAT たん白質を発現する55 
ことにより、HPPD 阻害型除草剤及び除草剤グルホシネートに対する耐性が付与56 
されている。この点を除けば、SYHT0H2 ダイズは非組換え体のダイズと差異は57 
なく、①収穫時期 (成熟程度)、②家畜等の摂取 (可食) 部位、③家畜等の摂取量、58 
④調製及び加工方法についても非組換え体ダイズと変わりはない。 59 

 60 
以上（１）～（４）により、SYHT0H2 ダイズの飼料としての安全性評価におい61 

ては、非組換えダイズとの比較が可能であると判断された。 62 
 63 

２ 組換え体の利用目的及び利用方法に関する事項 64 
SYHT0H2 ダイズは、AvHPPD-03 たん白質及び PAT たん白質が発現することに65 

より、播種前又は栽培期間中に HPPD 阻害型除草剤を、また、栽培期間中に除草剤66 
グルホシネートを雑草防除に使用できることから、ダイズ生産者へ雑草防除における67 
新たな選択肢を提供することができる。 68 

HPPD 阻害型除草剤は、植物の HPPD たん白質の酵素活性を阻害することで植物69 
を枯死させる除草剤である。SYHT0H2 ダイズで使用される HPPD 阻害型除草剤と70 
して、メソトリオン及びイソキサフルトールが米国等においてダイズへの使用が登録71 
されている。 72 

 73 
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３ 宿主に関する事項 74 
（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 75 

SYHT0H2 ダイズの宿主は、マメ科 Glycine 属 Soja 亜属に属する Glycine max 76 
(L.) Merr.の商業品種 Jack である。 77 

 78 
（２）遺伝的先祖に関する事項 79 

ダイズの原産地は中国である。中国北方説、揚子江流域及び江南地方説、中国80 
南西部の照葉樹林地帯説等など最初に栽培化された場所には諸説ある(鵜飼, 2010)81 
が、最も古い栽培作物の一つと見なされている。細胞学的、形態学的及び分子生82 
物学的な知見から、ツルマメ(Glycine soja) がダイズの祖先野生種であると考えら83 
れている (OECD, 2000)。 84 

 85 
（３）有害生理活性物質の生産に関する事項 86 

ダイズに含まれる有害生理活性物質として、トリプシンインヒビター、レクチ87 
ン、ラフィノース、スタキオース及びフィチン酸が知られている (OECD, 2012)。 88 

トリプシンインヒビターは、たん白質分解酵素阻害物質であり、消化酵素のト89 
リプシンやキモトリプシンの活性を阻害し、結果として摂取したたん白質の消化90 
が妨げられ、動物の成長を減少させる。 91 

レクチンは糖結合性たん白質で、赤血球凝集素として作用することが知られて92 
いる。 93 

トリプシンインヒビター及びレクチンは加熱処理によって急速に分解される 94 
(OECD, 2012)。 95 

 96 
（４）寄生性及び定着性に関する事項 97 

ダイズは種子植物であり、ダイズが家畜等に寄生又は定着することはない。 98 
 99 

（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 100 
ダイズには、ウイルス、細菌及び糸状菌等の微生物により各種の病害が発生す101 

る。可食部である種子でも同様の微生物により、数種類の病害 (ダイズモザイクウ102 
イルス病、茎疫病及び紫斑病等) が発生する (OECD, 2000)。しかし、これらの病103 
原体の家畜等に対する病原性は報告されていない。 104 

 105 
（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 106 

ダイズは栽培作物であり、雑草化する能力は極めて低い (OECD, 2000)。 107 
 108 
（７）有性生殖周期及び交雑性に関する事項 109 

ダイズは一年生の自殖性植物である (OECD, 2000)。ダイズと交雑可能な近縁野110 
生種として、我が国にはツルマメが自生しているが、ダイズは自植率が高く、ま111 
た一般的にダイズとツルマメの開花期が重なりにくいため、ツルマメとダイズと112 
の間の自然交雑率は極めて低いことが報告されている  (Nakayama and 113 
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Yamaguchi, 2002、Mizuguti et al., 2009、Mizuguti et al., 2010)。 114 
 115 

（８）飼料に利用された歴史に関する事項 116 
ダイズの飼料としての利用形態は、大豆油かす、大豆皮、きな粉及びエクスト117 

ルーダー処理大豆等が挙げられる。ダイズ由来の飼料原料として最も多く使用さ118 
れているのは大豆油かすであり、各家畜等の飼料に広く使用されている。 119 

 120 
（９）飼料の安全な利用に関する事項 121 

ダイズ種子にはトリプシンインヒビター及びレクチン等の有害生理活性物質が122 
含まれているが、これらは加工段階で適切な加熱処理を施すことにより、不活性123 
化することができるため、ダイズは飼料として安全に使用されている。 124 

 125 
（10）生存及び増殖能力を制限する条件に関する事項産に関する事項 126 

ダイズ種子は休眠性を示すことはほとんどなく、一般に湿度や気温の変動する127 
自然条件下では、発芽能力が急速に低下すると考えられため、ほ場に種子が残っ128 
ていたとしても、次の生育期まで越冬する可能性は低い。また、物理的防除法129 
（耕転）や化学的防除法（感受性を示す除草剤の使用）により、容易に枯死・不130 
活化できる。 131 

 132 
（11）近縁種の有害生理活性物質の生産に関する事項 133 

ダイズの近縁種として知られているツルマメ  (G. soja) 及び G. gracilis 134 
Skvortz(OECD, 2000)は、ダイズと同じ Glycine 属植物種であることから、ダイ135 
ズと同様の有害生理活性物質を含有すると考えられる。 136 

ツルマメについては、トリプシンインヒビターを含有することが確認されてい137 
る (Natarajan et al., 2007)。 138 

 139 
４ ベクターに関する事項 140 
（１）名称及び由来に関する事項 141 

SYHT0H2 ダイズの作出に用いられた導入プラスミド pSYN15954 は、プラス142 
ミド pNOV2114 を基に作製された。 143 

 144 
（２）性質に関する事項 145 

プラスミド pNOV2114 の塩基数は 5,760 bp である。また、プラスミド146 
pNOV2114 の全塩基配列、制限酵素切断部位、構成要素、その由来及び機能は明147 
らかになっており、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148 
（参考資料１）。 149 

 150 
（３）薬剤耐性に関する事項 151 

プラスミド pNOV2114 には、アミノグリコシドアデニルトランスフェラーゼを152 
コードし、ストレプトマイシン及びスペクチノマイシンの耐性を付与する153 
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Escherichia coli Tn7 由来の spec (aadA)遺伝子が含まれている。 154 
なお、SYHT0H2 ダイズ中に spec (aadA)遺伝子が導入されていないことは、サ155 

ザンブロット分析によって確認されている (参考資料 5)。 156 
 157 
（４）伝達性に関する事項 158 

プラスミド pNOV2114 には、プラスミドの伝達を可能とする配列を含まれてい159 
ない。 160 

 161 
（５）宿主依存性に関する事項 162 

プラスミド pNOV2114 に含まれるすべての遺伝子の性質は明らかにされており、163 
植物・家畜等で増殖を可能とする配列は含まれていない。 164 

 165 
（６）発現ベクターの作成方法に関する事項 166 

avhppd-03 遺伝子、pat-03-01 遺伝子及び pat-03-02 遺伝子を、プラスミド167 
pNOV2114 を基に構築した中間プラスミドに組み込み、導入用プラスミド168 
pSYN15954 を作製している (参考資料 2)。 169 

 170 
（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 171 

SYHT0H2 ダイズは導入用プラスミド pSYN15954 の T-DNA 領域をアグロバク172 
テリウム法により、宿主であるダイズのゲノム中へ導入することで作出された。 173 

 174 
５ 挿入遺伝子に関する事項 175 
（１）供与体に関する事項 176 

① 名称、由来及び分類に関する事項 177 
SYHT0H2 ダイズに導入された avhppd-03 遺伝子はエンバク (A. sativa L.)に178 

由来する。また、pat-03-01 遺伝子及び pat-03-02 遺伝子は、S. 179 
viridochromogenes Tü494 株に由来する。 180 

 181 
② 安全性に関する事項 182 

avhppd-03 遺伝子の供与体であるエンバクは、飼料やオートミールの原料等183 
として用いられる穀物で、動物やヒトは食経験を有している。pat-03-01 遺伝子184 
及び pat-03-02 遺伝子の供与体である S.viridochromogenes は腐生性の土壌微185 
生物であり、動物やヒトに対する病原菌ではないと考えられている (OECD, 186 
1999)。 187 
 188 

（２）遺伝子の挿入方法に関する事項 189 
挿入 DNA の宿主への導入は、導入用プラスミド pSYN15954 を用い、アグロバ190 

クテリウム法により行った。宿主であるダイズ品種 Jack の未熟種子を滅菌・洗浄191 
して得られた外植片に、導入用プラスミド pSYN15954 を含むアグロバクテリウム192 
を接種し、4 日間共存培養した。共存培養後、アグロバクテリウムの除菌のための193 
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抗生物質 (チカルシリン、セフォタキシム及びバンコマイシン) を含む再分化培地194 
へと移行し、7 日間培養した。その後、抗生物質に加えて、グルホシネートを含む195 
培地へと移行することで、PAT たん白質を発現する形質転換体を選抜し、再分化196 
させた。 197 

再分化した植物体のうち、avhppd-03 遺伝子及び 2 つの pat 遺伝子が存在し、198 
外側骨格配列の spec (aadA) 遺伝子が存在しないことを PCR 分析で確認した植物199 
体を温室で栽培した。これらの植物体 (T0 世代) について、除草剤メソトリオン200 
及びグルホシネート耐性、農業形質に関する調査を行い、SYHT0H2 ダイズを選201 
抜した。さらに、一般的なダイズの育成プロセスに従い、自殖あるいは既存の優202 
良ダイズ系統との戻し交配を行うことで後代を維持することで、SYHT0H2 ダイ203 
ズを育成した。 204 

 205 
（３）構造に関する事項 206 

① プロモーターに関する事項 207 
SYHT0H2 ダイズに導入された avhppd-03 遺伝子は Cestrum yellow leaf 208 

curling virus 由来の TATA box 配列(Stavolone et al.2003)と、Cauliflower 209 
mosaic virus(CaMV)由来の 35S プロモーターの 3’末端領域から TATA box まで210 
の配列(Ow et al.1987)を組み合わせて合成したプロモーターにより発現が制御211 
されている。 212 

pat-03-01 遺伝子は CaMV 由来の 35S プロモーター(Ow et al.1987)により発213 
現が制御されている。 214 

pat-03-02 遺伝子は Cestrum yellow leaf curling virus 由来の CMP プロモー215 
ター(Stavolone et al.、2003)により発現が制御されている。 216 
 217 

② ターミネーターに関する事項 218 
avhppd-03 遺伝子、pat-03-01 遺伝子及び pat-03-02 遺伝子にはいずれも219 

Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)nopaline synthase 遺伝子220 
由来の NOS ターミネーターによるポリアデニル化により転写が終結する。 221 

 222 
③ 既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 223 

導入用プラスミド pSYN15954 の各構成要素の機能は既に明らかになっており、224 
既知の有害塩基配列は含まない。 225 

 226 
（４）性質に関する事項 227 

導入用プラスミド pSYN15954 の各構成要素、由来及び機能について表 1 に示228 
した。avhppd-03 遺伝子、pat-03-01 遺伝子及び pat-03-02 遺伝子については詳229 
細を表外に記載した。 230 

 231 
 232 
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表 1 挿入遺伝子の各構成要素、由来及び機能 233 
構成要素 由来及び機能 

avhppd-03 遺伝子発現カセット 

FMV エンハンサー 
Figwort mosaic virus (FMV) 由来のエンハンサー領域 (Maiti et 
al., 1997) で、転写活性を高める。  

35S エンハンサー 
Cauliflower mosaic virus (CaMV) 由来の 35S エンハンサー領域

(Ow et al., 1987) で、転写活性を高める。 

SMP プロモーター 

Cestrum yellow leaf curling virus 由 来 の TATA box 配 列

(Stavolone et al., 2003) 及び Cauliflower mosaic virus (CaMV)由
来の 35S プロモーターの 3’末端領域から TATA box までの配列 
(Ow et al., 1987) から成る合成プロモーター。目的遺伝子を恒常的

に転写させる。 

TMV エンハンサー 
Tobacco mosaic virus (TMV) 由来の 5’非コード領域リーダー配列  
(Gallie et al., 1987)。植物での翻訳活性を高める (Gallie, 2002)。 

avhppd-03 遺伝子 
エンバク (A. sativa L.) 由来の AvHPPD-03 たん白質をコードする

遺伝子。ダイズでの発現を高めるためにコドンを最適化して人工的

に合成している。 

NOS ターミネーター 

R. radiobacter (A. tumefaciens) のノパリン合成酵素遺伝子由来の

タ ーミ ネー ター 配列  (Accession Number V00087.1 (NCBI, 
2012))。ポリアデニル化により mRNA の転写を終結させる

(Depicker et al., 1982)。 
pat-03-01 遺伝子発現カセット 

35S プロモーター 
Cauliflower mosaic virus (CaMV) 由来のプロモーター領域 (Ow et 
al., 1987)。目的遺伝子を恒常的に転写させる。 

pat-03-01 遺伝子 
S. viridochromogenes strain Tü494 由来の PAT たん白質をコード

する遺伝子 (Wohlleben et al., 1988) 。植物での発現を高めるため

にコドンを最適化して人工的に合成している。 

NOS ターミネーター 

R. radiobacter (A. tumefaciens) のノパリン合成酵素遺伝子由来の

タ ーミ ネー ター 配列  (Accession Number V00087.1 (NCBI, 
2012))。ポリアデニル化により mRNA の転写を終結させる

(Depicker et al., 1982)。 
pat-03-02 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及びリーダ

ー配列 (Stavolone et al., 2003)。目的遺伝子を恒常的に転写させ

る。 

TMV エンハンサー 
Tobacco mosaic virus (TMV) 由来の 5’非コード領域リーダー配列  
(Gallie et al., 1987)。植物での翻訳活性を高める (Gallie, 2002)。 

pat-03-02 遺伝子 
S. viridochromogenes strain Tü494 由来の PAT たん白質をコード

する遺伝子 (Wohlleben et al., 1988) 。植物での発現を高め、pat-
03-01 遺伝子と同じ制限酵素認識部位を持たないよう、コドンを最
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適化して人工的に合成している。 

NOS ターミネーター 

R. radiobacter (A. tumefaciens) のノパリン合成酵素遺伝子由来の

タ ーミ ネー ター 配列  (Accession Number V00087.1 (NCBI, 
2012))。ポリアデニル化により mRNA の転写を終結させる

(Depicker et al., 1982)。 
 234 

【 挿入遺伝子の機能 】 235 
①  avhppd-03 遺伝子の機能 236 

avhppd-03 遺伝子によって発現する AvHPPD-03 たん白質は、由来するエン237 
バク内在の HPPD たん白質から１アミノ酸を欠失させているが、この欠失部位238 
は酵素の活性部位ではないことから、エンバク内在性の HPPD たん白質と同等239 
である(参考資料 28)。 240 

AvHPPD-03 たん白質は、ダイズ内在性の HPPD たん白質に比べてメソトリ241 
オンに対する親和性が低く、メソトリオン存在下でも酵素活性を示す。このこ242 
とから、AvHPPD-03 たん白質が、活性を阻害されるダイズ内在性 HPPD たん243 
白質に代わってホモゲンチジン酸（HGA）生成を触媒することで、植物体にメ244 
ソトリオン等の HPPD 阻害型除草剤への耐性を付与すると考えられる。 245 

HPPD たん白質は、図 1 に示すように、植物のチロシン代謝経路におけるフ246 
マル酸、アセト酢酸、プラストキノン及びビタミン E の生成に必要な芳香族前247 
駆体である HGA 生成を触媒する酵素である (Arias-Barrau et al., 2004、248 
Moran, 2005、DellaPenna and Pogson, 2006、Zbierzak et al., 2010)。HPPD249 
阻害型除草剤に、HPPD たん白質の酵素活性を阻害された植物は HGA を生産250 
できなくなり、光合成や抗酸化システムに関わるプラストキノンやビタミン E251 
が不足し、結果として葉緑体の分解を伴った白化症状を示して枯死する。 252 
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 253 
図 1 チロシン代謝経路における HPPD たん白質の役割 254 

反応生成物略語の名称： 255 
HPP=4-hydroxyphenylpyruvate、PDP=phytyldiphosphate、 256 
MSBQ=2-methyl-6-solanyl-1,4-benzoquinone、MPBQ=2-methyl-6-phytyl-1,4-benzoquinone、 257 
DMPBQ=2,3-dimethyl-5-phytyl-1,4-benzoquinone、 258 
MGGBQ=2-methyl-6-geranylgeranyl-1,4-benzoquinone、 259 
DMGGBQ=2,3-dimethyl-5-gernaylgeranyl-1,4-benzoquinone 260 
反応酵素略語(白抜き英文字)の名称： 261 
TYRA=chorismate mutase-prephenate dehydrogenase、 262 
TAM=L-tyrosine aminotransferase、HPPD=p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase、 263 
HST=homogentisate solanyltransferase、MPBQ MT=MPBQ methyltransferase、 264 
HmgA=homogentisate dioxygenase、HmgB=fumarylacetoacetate hydrolase、 265 
HmgC=maleylacetoacetate isomerase、HPT=homogentisate phytyltransferase、 266 
HGGT=homogentisate geranylgeranyl transferase、TC=tocopherol cyclase、 267 
TMT=tocopherol methyltransferase 268 

 269 
 270 

② pat-03-01 遺伝子及び pat-03-02 遺伝子の機能 271 
pat-03-01 遺伝子及び pat-03-02 遺伝子は、植物における発現を高めるため、272 

また、同じ制限酵素認識部位を持たないようにするため、野生型 pat 遺伝子 273 
(Wohlleben et al., 1988) のコドンを最適化してそれぞれ人工的に合成している274 
が、コードする PAT たん白質のアミノ酸配列に変更はないため、pat-03-01 遺275 
伝子と pat-03-02 遺伝子のアミノ酸配列は同一である (参考資料 3)。 276 

PAT たん白質は、除草剤グルホシネートをアセチル化して無毒性の N-アセチ277 
ル-L-グルホシネートへと代謝し、グルホシネートのグルタミン合成酵素への阻278 
害作用を不活性化することで、植物に除草剤グルホシネートに対する耐性を付279 
与する(OECD, 1999)。なお、グルタミン合成酵素は、植物の窒素代謝の過程に280 
おいて大量に発生する有毒なアンモニアを無毒化する役割を果たしており、グ281 
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ルタミン合成酵素が阻害されると、大量の有毒なアンモニアが細胞内に蓄積し、282 
植物細胞死を引き起こす。 283 

 284 
（５）純度に関する事項 285 

導入用プラスミド pSYN15954 の塩基配列は明らかにされており、目的外の遺伝286 
子の混入はない。 287 

 288 
（６）コピー数に関する事項 289 

SYHT0H2 ダイズの挿入 DNA について、その構成を確認し、導入用プラスミド290 
pSYN15954 の T-DNA 領域と比較するため、塩基配列解析を行った (参考資料 4)。291 
その結果、SYHT0H2 ダイズには、導入用プラスミド pSYN15954 の 2 つの T-292 
DNA 断片が、44 bp の DNA 配列を挟んで逆方向に挿入されていた(図 2)。なお、293 
この 44 bp の DNA 配列は、avhppd-03 遺伝子の配列と類似していた。 294 

2 つの T-DNA 断片のうち、5’末端側のコピーには、右側境界領域、avhppd-295 
03 遺伝子発現カセット全体、pat-03-01 遺伝子発現カセットの 35S プロモーター296 
の一部及び左側境界領域が存在しなかった。一方、3’末端側のコピーには、右側297 
境界領域、avhppd-03 遺伝子発現カセットの FMV エンハンサー全体と 35S エン298 
ハンサーの一部及び左側境界領域が存在しなかった。さらに、3’末端側のコピー299 
の 35S プロモーター領域内部には、17 bp の DNA 配列が挿入されていたが、この300 
配列の最後の 15 bp は、17 bp の DNA 配列上流に存在する DNA 配列の複製配列301 
であった。 302 

 303 
 avhppd-03 (1320 bp) 

pat-03-01 (552 bp) pat-03-01 (552 bp) 

pat-03-02 (552 bp) pat-03-02 (552 bp) 
TMV enhancer (68 bp) 

TMV enhancer (68 bp) 

TMV enhancer (68 bp) 

35S enhancer (277 bp) 
44 bp sequence (44 bp)  17 bp insertion (17 bp)  

CMP promoter (654 bp) CMP promoter (654 bp) 

SMP promoter (39 bp) 

35S promoter (538 bp) 35S promoter (300 bp) 

NOS terminator (253 bp) 

NOS terminator (253 bp) 

NOS terminator (253 bp) NOS terminator (253 bp) 

NOS terminator (253 bp) 

 304 
図 2 SYHT0H2 ダイズの挿入遺伝子模式図 305 

 306 
 307 

また、SYHT0H2 ダイズに挿入された遺伝子のコピー数及び導入用プラスミド308 
pSYN15954 由来の外側骨格配列の有無を確認するため、サザンブロット分析を行309 
った。その結果、SYHT0H2 ダイズは、塩基配列を決定した挿入 DNA のみが組み310 
込まれており、これ以外に導入用プラスミド pSYN15954 の T-DNA 領域及び外側311 
骨格配列が存在しないことが確認された (参考資料 5)。 312 

さらに、挿入 DNA の近傍配列の塩基配列を決定し、宿主であるダイズゲノム配313 

5’ 3’ 
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列と比較した (参考資料 6、7)。その結果、近傍配列はダイズゲノム由来であるこ314 
とが確認された。一方で、導入遺伝子領域の 3’末端において 7 bp の DNA 断片315 
が新たに挿入されていること、ダイズゲノム配列から 15 bp が欠失していること316 
が明らかになった。 317 

挿入 DNA が導入されることで、ダイズ内在性の遺伝子が損なわれていないかを318 
確認するため、5’及び 3’末端両近傍配列 (各 1000bp)において NCBI Non-319 
redundant (nr)protein datebase1に対する BLASTx による検索(参考資料 8)及び２320 
つの塩基配列データベース（NCBI nr/nt datebase2及び PlantGDB Viridiplantae 321 
EST datebase3）を用いた blastn 検索(参考資料 24)を行った結果、挿入 DNA の322 
導入による既知の内在性遺伝子の破壊はないことが確認された。 323 

 324 
（７）安定性に関する事項 325 

SYHT0H2 ダイズの導入遺伝子の安定性を確認するため、2 世代の SYHT0H2326 
ダイズから得られた DNA を用いて、サザンブロット分析を実施したところ、導入327 
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 10)。 328 

また、SYHT0H2 ダイズにおける導入遺伝子の分離様式を確認するため、複数329 
世代にわたる導入遺伝子の分離比のカイ 2 乗検定による統計解析を行った。その330 
結果、分離比の観測値と期待値との間にカイ 2 乗検定による統計学的な有意差は331 
認められなかったことから、SYHT0H2 ダイズの導入遺伝子はメンデルの法則に332 
従って後代に遺伝していると考えられた (参考資料 9)。 333 

 334 
（８）発現部位、発現時期及び発現量に関する事項 335 

SYHT0H2 ダイズにおける AvHPPD-03 たん白質及び PAT たん白質の発現量を336 
ELISA 法により測定した (参考資料 11)。試験にはアルゼンチンの 4 ヶ所のほ場か337 
ら異なる生育時期に採取した SYHT0H2 ダイズの葉、根、地上部及び種子を供試338 
した。測定の結果、全ての組織において AvHPPD-03 たん白質及び PAT たん白質339 
の発現が確認された。 340 

 341 
（９）抗生物質耐性マーカー遺伝子の安全性に関する事項 342 

導入用プラスミド pSYN15954 の外側骨格配列には、抗生物質ストレプトマイシ343 
ン及びスペクチノマイシン耐性を付与する spec (aadA) 遺伝子が含まれているが、344 
SYHT0H2 ダイズ中に spec (aadA) 遺伝子が導入されていないことは、サザンブ345 
ロット分析によって確認されている (参考資料 5)。 346 

 347 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
1 NCBI による、重複のないタンパク質配列データベース。検索には 2012 年 2 月 22 日に更新され

たバージョンを使用。 
2 NCBI による、重複のない塩基配列データベース。検索には 2012 年 3 月 14 日に更新されたバー

ジョンを使用。 
3 PlantGBD によって構築された Viridiplantae(緑色植物亜界)の EST(発現配列タグ)データベース(植
物の発現配列データベース)。検索には 2012 年 1 月 26 日に更新されたバージョンを使用。 
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（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348 
に関する事項 349 

SYHT0H2 ダイズの導入遺伝子及び導入遺伝子とその近傍配列との接合部につ350 
いて意図しないオープンリーディングフレーム(ORF)が形成されるか分析を行った。351 
30 アミノ酸以上からなる ORF の存在を 6 つの読み枠でストップコドン (TGA、352 
TAG、TAA) からストップコドンで検索を行った結果、導入遺伝子では 160 個、353 
両近傍配列との接合部では 8 個の ORF が検出された。これら 168 個の ORF につ354 
いて、既知の毒素たん白質 4及びアレルゲン 5との相同性の有無を確認したが、相同性355 
は認められなかった (参考資料 12、13)。 356 

 357 
６ 組換え体に関する事項 358 
（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 359 

SYHT0H2 ダイズは、avhppd-03 遺伝子が導入されており、AvHPPD-03 たん360 
白質が発現することにより HPPD 阻害型除草剤に対する耐性が付与されている。361 
また、pat-03-01 遺伝子及び pat-03-02 遺伝子が導入されており、PAT たん白質362 
が発現することにより除草剤グルホシネート耐性が付与されている。これらの点363 
を除けば、SYHT0H2 ダイズは非組換え体ダイズとその形態及び生育特性におい364 
て差異は認められず、飼料としての利用方法も非組換え体ダイズと変わらない。 365 

 366 
（２）遺伝子産物の毒性に関する事項 367 

① AvHPPD-03 たん白質 368 
AvHPPD-03 たん白質が既知の毒素たん白質と相同性を有するか確認するため、369 

ORF 検索時と同様に検索を行った結果、AvHPPD-03 たん白質と既知の毒素た370 
ん白質との間に相同性は確認されなかった (参考資料 14)。 371 

 372 
②  PAT たん白質 373 

PAT たん白質が既知の毒素たん白質と相同性を有するか確認するため、5 つ374 
のデータベース 6及び毒素たん白質データベース 7を用いて FASTA 検索を行っ375 
た結果、既知の毒素たん白質との間に相同性は確認されなかった (参考資料 15)。 376 
 377 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
4NCBI Entrez® Protein Database (NCBI、2012)からキーワード検索で抽出された配列を元に構築さ

れた毒性タンパク質データベースを対象に、blastp program(version 2.2.19)(Altschul et al., 1997)を
用いて実施。 
5 Food Allergy Research abd Resource Program(FARRP) AllergeOnline datebase(version 12)(FARRP、
2012)に登録されたタンパク質のアミノ酸配列に登録されたタンパク質のアミノ酸配列と FASTA 検索アル

ゴリズム(Version 3.45)(Pearson and Lipman、1988)を用いて実施。 
6 Uniprot_Swissprot (version 2012.01)、Uniprot_TrEMBL (version 2012.01)、PDB (version 2011.11)、
DAD (version 57) 及び GenPept (version 185) 
7 Uniprot_Swissprot 及び GenPept 両データベースからキーワード検索で抽出された配列と、Animal 
Toxin Database に由来する配列を元に構築されたデータベース(version 1.1)。 
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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 378 
① AvHPPD-03 たん白質 379 

AvHPPD-03 たん白質の物理化学的処理に対する感受性を調べるため、E. coli 380 
によって発現させた AvHPPD-03 たん白質を供試し、以下のア～ウを検討した。381 
なお、E. coli を用いて産生した AvHPPD-03 たん白質と SYHT0H2 ダイズで産382 
生される AvHPPD-03 たん白質は、分子量（SDS-PAGE 分析）と免疫学的反応383 
（ウエスタンブロット分析）、酵素活性、グリコシル化反応、部分アミノ酸配384 
列及び N 末端アミノ酸配列の評価により同等性が確認されている (参考資料 385 
16)。 386 
 387 
ア 人工胃液による酸処理及び酵素 (ペプシン) 処理 388 

AvHPPD-03 たん白質の人工胃液中での消化性を、SDS-PAGE 分析及びウ389 
エスタンブロット分析により評価した。その結果、人工胃液中で反応開始 1390 
分後には AvHPPD-03 たん白質のバンドは検出されなくなった。このことか391 
ら、AvHPPD-03 たん白質は人工胃液中で 1 分以内に速やかに消化されること392 
が確認された (参考資料 18)。 393 

 394 
イ 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 395 

AvHPPD-03 たん白質の人工腸液中での消化性を、SDS-PAGE 分析及びウ396 
エスタンブロット分析により評価した。その結果、SDS-PAGE 分析では、反397 
応開始 1 分後には AvHPPD-03 たん白質のバンドは検出されなくなった。ウ398 
エスタンブロット分析では、反応開始 1 分後には AvHPPD-03 たん白質のバ399 
ンドは検出されなくなったが、AvHPPD-03 たん白質の分解産物と見られる 3400 
本の薄いバンド (約 28、20、13kDa) が検出された。しかし、これら 3 本の401 
バンドも反応開始 5 分後には検出されなくなったことから、AvHPPD-03 たん402 
白質は、人工腸液中で速やかに消化されると考えられた (参考資料 21)。 403 
 404 

ウ 加熱処理 405 
AvHPPD-03 たん白質の加熱処理に対する安定性を、ELISA 分析により評406 

価した。その結果、AvHPPD-03 たん白質の免疫反応性は、65℃の加熱処理407 
で 96.9%失われ、95℃の加熱処理では定量限界値以下となったことから、408 
AvHPPD-03 たん白質は熱に不安定であると考えられた (参考資料 20)。 409 

 410 
③  PAT たん白質 411 

PAT たん白質の物理化学的処理に対する感受性についてはこれまでに、以下412 
のア～ウのとおり報告されている。なお、試験で用いられた E. coli を用いて産413 
生した PAT たん白質と SYHT0H2 ダイズで産生される PAT たん白質は、見か414 
けの分子量と免疫学的反応、酵素活性、グリコシル化反応、部分アミノ酸配列415 
及び N 末端アミノ酸配列の評価により同等性が確認されている (参考資料 17)。 416 
 417 
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ア 人工胃液による酸処理及び酵素 (ペプシン) 処理 418 
PAT たん白質は人工胃液中で 30 秒以内に消化されることが SDS-PAGE 分419 

析によって確認されている (Hérouet et al., 2005)。 420 
 421 
イ 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 422 

PAT たん白質は人工腸液中で 30 秒以内に消化されることが SDS-PAGE 及423 
びウエスタンブロット分析によって確認されている (Hérouet et al., 2005)。 424 
 425 

ウ 加熱処理 426 
PAT たん白質を用いた加熱処理による変性試験において、SDS-PAGE 分析427 

の結果、分子量は 90℃、60 分の加熱処理でも変化がなかったことが報告され428 
ているが (Hérouet et al,. 2005)、酵素活性は 55℃、10 分の加熱処理により429 
失われることが確認されている (Wehrman et al., 1996)。 430 

 431 
（４）遺伝子産物の代謝経路への影響に関する事項 432 

① AvHPPD-03 たん白質 433 
AvHPPD-03 たん白質は、HPPD 阻害型除草剤によって阻害される宿主の内434 

在性 HPPD たん白質に代わり、チロシン代謝経路 (図 1、p12) における p-ヒド435 
ロキシフェニルピルビン酸（HPP）からホモゲンチジン酸への反応を触媒する436 
酵素である。 437 

AvHPPD-03 たん白質の基質特異性を確認することを目的として、植物体内に438 
存在することが知られている HPPD たん白質の基質となりうる成分のうち４種439 
の HPP 類縁体（フェニルピルビン酸(PP)、α-ケトイソカプロン酸(KIC)、α-ケ440 
ト -γ -メチルチオ酪酸 (KMTB)、3,4-ジヒドロキシフェニルピルビン酸 (3,4-441 
dHPP)）と AvHPPD-03 たん白質との反応活性を比較した(参考資料 25)。その442 
結果、これら４物質は、HPP と比較して AvHPPD-03 たん白質との反応活性が443 
極めて低いことから、植物体内の HPP 存在下で AvHPPD-03 たん白質の基質と444 
なりうる可能性は極めて低く、AvHPPD-03 たん白質は HPP に高い基質特異性445 
を有していることを確認した。 446 
また、AvHPPD-03 たん白質発現による代謝産物への影響を検討した。これま447 

での研究から、チロシン代謝経路において、HPPD たん白質を単独で過剰発現448 
させただけでは、下流の最終代謝産物であるトコフェロール量やプラストキノ449 
ン量が増加しない又は著しくは増加しないことが報告されている(Tsegaye et al., 450 
2002、Falk et al., 2003、Rippert et al., 2004、Karunanandaa et al., 2005)。451 
一方、トコフェロール量の増加は、HPPD たん白質の下流代謝酵素であるホモ452 
ゲンチジン酸フィチルトランスフェラーゼ (HPT) やトコフェロールサイクラー453 
ゼ(TC)の過剰発現によって著しく増加することが示されている(Collakova and 454 
DellaPenna, 2003、Kanwischer et al., 2005、Lee et al., 2007)。加えて、植物455 
において HGA 生成の上流に位置するチロシンの生合成は、チロシンによるフィ456 
ードバック阻害によって調節されている(Rippert and Matringe, 2002)。これら457 
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のことから、HPPD タンパク質を過剰に発現させたとしても、宿主の代謝経路458 
に影響を及ぼす可能性は低いと考えられる。この傾向が SYHT0H2 ダイズでも459 
同様に見られるかを SYHT0H2 ダイズ及び非組換えダイズ種子の HGA の分析460 
の比較（参考資料 26）、SYHT0H2 ダイズと非組換えダイズの構成成分分析に461 
よるビタミン E の分析の比較、AvHPPD-03 たん白質を発現する遺伝子組換え462 
ダイズ種子と非組換えダイズ種子のフマル酸の分析の比較（Clarke et al.、2013463 
の Supplemental Material）により検討したところ、非組換えダイズと比較し464 
て同様であることを確認した。これらの結果より、AvHPPD-03 たん白質の発現465 
が宿主の代謝経路に影響を及ぼす可能性は低いと考えられる。 466 

 467 
④  PAT たん白質 468 

PAT たん白質は、グルホシネートをアセチル化することで、植物に対して毒469 
性のない N-アセチル-L-グルホシネートへと代謝する酵素である。PAT たん白質470 
は、L-アミノ酸に分類されるグルホシネートに高い基質特異性を示すが、他の471 
各種アミノ酸をアセチル化することはない (Thompson et al., 1987)。また、過472 
剰の各種アミノ酸の存在下でも、PAT たん白質によるグルホシネートへのアセ473 
チル基転移反応が阻害されることはない (Wehrmann et al., 1996)。以上のこと474 
から、PAT たん白質は高い基質特異性を有し、宿主の代謝経路に影響を与える475 
可能性は低いと考えられる。 476 

 477 
（５）宿主との差異に関する事項 478 

SYHT0H2 ダイズ及び対照の非組換えダイズとの構成成分の同等性を評価する479 
ため、米国の 8 ヵ所のほ場において栽培した SYHT0H2 ダイズ及び対照の非組換480 
えダイズの茎葉及び種子について、①主要構成成分、②脂肪酸、③アミノ酸、④481 
ミネラル、⑤ビタミン及び⑥有害生理活性物質の分析を行った (参考資料 22)。ま482 
た、同じ 8 ヶ所のほ場において、参考品種として、6 種の従来商業品種を同時に栽483 
培し、同様に分析を行った。SYHT0H2 ダイズに関しては、除草剤散布区及び除484 
草剤（メソトリオン及びグルホシネート）散布区を設定した。 485 

 486 
① 主要構成成分 487 

茎葉及び種子中の水分、粗たん白質、粗脂肪、灰分、炭水化物、酸性デター488 
ジェント繊維 (ADF) 及び中性デタージェント繊維 (NDF) について分析した結489 
果、いずれの成分も対照の非組換えダイズと同等又は従来商業品種の分析値若490 
しくは文献に記載された分析値 (ILSI, 2010)の範囲内であった。 491 

 492 
② 脂肪酸 493 

種子中の脂肪酸組成について分析した結果、いずれの脂肪酸も対照の非組換494 
えダイズと同等又は従来商業品種の分析値若しくは文献に記載された分析値 495 
(ILSI, 2010)の範囲内であった。 496 

 497 
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③ アミノ酸 498 
種子中のアミノ酸組成について分析した結果、いずれのアミノ酸も対照の非499 

組換えダイズと同等又は従来商業品種の分析値若しくは文献に記載された分析500 
値 (ILSI, 2010) の範囲内であった。 501 

 502 
④ ミネラル 503 

種子中のミネラル類について分析した結果、いずれのミネラルも対照の非組504 
換えダイズと同等又は従来商業品種の分析値若しくは文献に記載された分析値 505 
(ILSI, 2010) の範囲内であった。 506 

 507 
⑤ ビタミン 508 

種子中のビタミン類について分析した結果、いずれのビタミンも対照の非組509 
換えダイズと同等又は従来商業品種の分析値若しくは文献に記載された分析値 510 
(ILSI, 2010、ILSI, 2014) の範囲内であった。 511 

 512 
⑥ 有害生理活性物質 513 

有害生理活性物質として、レクチン、フィチン酸、ラフィノース、スタキオ514 
ース、トリプシンインヒビター及びイソフラボン (ダイゼイン、ゲニステイン及515 
びグリシテイン) について分析した結果、いずれの有害生理活性物質も対照の非516 
組換えダイズとの間に差異は認められなかった。 517 

 518 
（６）外界における生存及び増殖能力に関する事項 519 

これまでに米国で行われたほ場試験の結果、SYHT0H2 ダイズの外界における520 
生存及び増殖能力は、従来の非組換えダイズと同等であることが確認されている。 521 

 522 
（７）生存及び増殖能力の制限に関する事項 523 

SYHT0H2 ダイズの生存・増殖能力は非組換えダイズと同等であり、生存・増524 
殖能力の制限要因にも両者の間に変化はないと考えられる。 525 

 526 
（８）不活化法に関する事項 527 

SYHT0H2 ダイズは、物理的防除 (耕転) や化学的防除 (感受性を示す除草剤の528 
使用) 等、ダイズを枯死させる従来の方法で不活化される。 529 

 530 
（９）外国における認可等に関する事項 531 
   2014 年 2 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532 

いて食品としての安全性確認が終了した 533 
2014 年 3,7 月 米国食品医薬局 (FDA) において食品・飼料としての安全性確認534 

が終了した。 535 
2014 年 5,6 月 カナダ保健省 (Health Canada) において食品としての、また、536 

カナダ食品検査庁 (CFIA) において環境・飼料に対する安全性537 
審査が終了した。 538 
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 539 
（10）作出、育種及び栽培方法に関する事項 540 

SYHT0H2 ダイズの栽培方法は、生育期の雑草防除に HPPD 阻害型除草剤及び541 
除草剤グルホシネートを使用できることを除き、非組換え体のダイズと同様であ542 
る。 543 

また、SYHT0H2 ダイズへの使用が想定される HPPD 阻害型除草剤であるメソ544 
トリオン又はイソキサフルトール及び除草剤グルホシネートについて、各薬剤及545 
びそれらの代謝物の残留濃度と残留基準値内最大値を元にした家畜等への健康影546 
響を検討した。その結果、SYHT0H2 ダイズへの残留及びこれらの摂取が家畜の547 
健康に及ぼす影響を検討した結果、安全上の問題は認められなかった (EPA, 2001、548 
参考資料 22、23、27)。 549 

 550 
（11）種子の製法及び管理方法に関する事項 551 

SYHT0H2 ダイズの種子の製法及び管理方法は非遺伝子組換えダイズと同様で552 
ある。 553 

 554 
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555 
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 556 

該当しない。 557 
 558 

IV 審議結果 559 
p-ヒドロキシフェニルピルビン酸ジオキシゲナーゼ阻害型除草剤及び除草剤グルホシ560 

ネート耐性ダイズ SYHT0H2 系統について、「組換え DNA 技術応用飼料及び飼料添561 
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562 
認を行って差し支えないと判断された。 563 
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