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第一種使用規程承認申請書 
 

平成 23 年 10 月 13 日 
農林水産大臣 鹿野 道彦 殿 
環境大臣  細野 豪志 殿 
 
 

 氏名 日本モンサント株式会社 
申請者 代表取締役社長 山根 精一郎 印 

 住所 東京都中央区銀座四丁目 10 番 10 号 
 
 
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。 
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遺伝子組換え生物

等の種類の名称 
除草剤ジカンバ耐性ダイズ 
(改変 dmo, Glycine max (L.) Merr.)  
(MON87708, OECD UI : MON-877Ø8-9) 

遺伝子組換え生物

等の第一種使用等

の内容 

食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、

運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為 

遺伝子組換え生物

等の第一種使用等

の方法 

－ 
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生物多様性影響評価書 
 
第一 生物多様性影響の評価に当たり収集した情報 
 

1 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 5 
 
(1) 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 
 

①  和名、英名及び学名 
 10 

和名：ダイズ 
英名：soybean 
学名：Glycine max (L.) Merr. 

 
②  宿主の品種名又は系統名 15 

 
遺伝子導入に用いた宿主の品種名は A3525 である。 

 
③  国内及び国外の自然環境における自生地域 

 20 
ダイズはマメ科 Glycine 属 Soja 亜属に属する。Soja 亜属には栽培種であるダ

イズのほかに、野生種として G. soja (和名: ツルマメ) や G. gracilis も含まれる 
(OECD, 2000)。細胞学的、形態学的及び分子生物学的知見から、栽培種であるダ

イズ (G. max) は野生種である G. soja が祖先と考えられており、一方、G. gracilis
は G. soja から G. max への分化における中間種あるいは G. soja と G. max の雑25 
種であるという報告があるが (OECD, 2000)、確認はされていない。これらの野

生種のうち、わが国に分布しているのはツルマメのみであり G. gracilis の分布は

認められていない (日本雑草学会, 1991; 沼田ら, 1975)。なお、ツルマメは中国、

韓国、日本、台湾及びロシアに分布しており (OECD, 2000)、わが国においては

北海道、本州、四国、九州に分布し、主に河川敷や前植生が撹乱された工場跡30 
地や畑の周辺、その他、日当たりの良い野原や道端に自生している (浅野, 1995; 
高橋ら, 1996; 沼田ら, 1975; 大橋, 1999)。 

なお、ダイズは夏型一年生の栽培種であり、自生しているという報告はない

(OECD, 2000)。 
 35 
(2) 使用等の歴史及び現状 
 

①  国内及び国外における第一種使用等の歴史 
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ダイズの起源地域は中国東北部で、紀元前 1100 年頃にこの地域で栽培化され

たと推定され、その後、中国南部、東南アジア、朝鮮及び日本へ栽培が広がっ

たと考えられる (昆野, 1987)。わが国へは弥生時代に渡来、栽培が始まったと考

えられている (山内ら, 1992)。 
 5 

②  主たる栽培地域、栽培方法、流通実態及び用途 
 

国際連合食糧農業機関 (FAO) の統計情報によると、2009 年の全世界におけ

るダイズの栽培面積は約 9,937 万 ha であり、上位国を挙げると米国が約 3,091
万 ha、ブラジルが約 2,175 万 ha、アルゼンチンが約 1,677 万 ha、インドが約 97910 
万 ha となっている。なお、同統計情報に基づく 2009年のわが国における栽培面積

は約 14.5万 haであった (FAOSTAT, http://faostat.fao.org/site/567/Default.aspx#ancor)。 
 

2010 年のわが国におけるダイズの輸入量は約 346 万トンであり、そのうち

の約 71%が米国から輸入されている (財務省貿易統計、http://www.customs.go. 15 
jp/toukei/srch/index.htm)。2009 年におけるダイズの国内生産量は約 23 万トンであ

り、国内消費仕向量[1] は約 367 万トンであった。国内消費仕向量の用途別内訳

は、飼料用が約 11.5 万トン、種子用が約 0.7 万トン、加工用 (ダイズ油・脱脂ダ

イズ・味噌・醤油用) が約 265.5 万トン、減耗量[2] が約 6.8 万トン、食品用[3] が
約 82.3万トンとなっている (農林水産省「平成 21年度食料需給表」、http://www. 20 
maff.go.jp/j/zyukyu/fbs/pdf/fbs-fy21d.pdf)。 
 

わが国におけるダイズの利用方法は多岐に渡り、味噌、醤油、豆腐、納豆、

ゆば、きな粉、煮豆、もやしとして食されるほか、分離蛋白、濃縮蛋白等は食

品添加物として、搾油は食用植物油として、脱脂ダイズは家畜用飼料として利25 
用されている (御子柴, 1995)。 

 
わが国でのダイズの慣行栽培法は以下のとおりである。播種適期は北海道地

方で 5 月下旬、東北地方南部、北陸・東山地方で 6 月上旬、関東地方で 6 月中

旬、東海地方以西中国地方までは 6 月下旬、九州地方で 4 月上旬から下旬 (夏ダ30 
イズ) 及び 7 月上旬から 8 月上旬 (秋ダイズ) となる。播種密度は、品種や栽培

条件によって異なるが、早生品種・寒地・遅播きの場合などでは密植が行われ

る。雑草の防除については、生育期間中に除草を早めに行い、初期の雑草を抑

えれば、やがてダイズの茎葉が繁茂してくるので、雑草は比較的発生し難くな

                                                   
[1] 国内生産量＋輸入量－輸出量－在庫の増加量 (又は＋在庫の減少量) から算出される。2009
年は、輸出量は約 0 万トン、在庫は約 5 万トン減であったため、23＋339－0＋5＝367 (万トン) が
国内消費仕向量となる。 
[2] 食料が生産された農場等の段階から、輸送、貯蔵を経て家庭の台所等に届く段階までに失わ

れる全ての数量。 
[3] 国内消費仕向量－(飼料用＋種子用＋加工用＋減耗量) から算出される。 
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る。また病害虫の防除は、ダイズの栽培で最も大切な作業の一つであり、生育

初期の害虫に対しては早めに薬剤散布を行う。収穫は、抜き取るか地ぎわから

刈り取り、これを地干し、又は掛け干しして乾燥し脱粒機で脱粒する方法と、

コンバインで刈り取り・脱粒を一緒に行う方法とがある (栗原ら, 2000)。 
 5 
(3) 生理学的及び生態学的特性 
 
イ 基本的特性 

 
ダイズは種子繁殖する一年生の双子葉作物であり、子葉は対生し、次に卵形10 

の初生葉が子葉と直角に対生して、それ以降は 3 片の小葉からなる複葉を生じ

る (OECD, 2000)。茎は主茎と分枝に分けられ、主茎節の複葉の葉腋から分枝が

伸長し、また、根は一般に空中窒素固定能を有する根粒菌の寄生によって根粒

を着生する (後藤, 1995)。花には 1本の雌ずいがあり、その基部の子房に 1~5 個

の胚珠を内蔵しており、子房は受粉後に肥大して莢を形成する (後藤, 1995)。ま15 
た、ダイズの花芽分化には日長と温度が大きく影響し、ある時間以上の暗期が

花芽分化に必要で、温度は 15 C 以上を必要として 25 C 前後までは高いほど促

進的に働き、短日高温では促進効果が大きいが、長日高温では促進効果がない

か、かえって遅れることがある (昆野, 1987)。 
 20 
ロ 生息又は生育可能な環境の条件 

 
ダイズ種子の発芽適温は 30~35 C、最低発芽温度及び最低生育温度は 2~4 C

であり、10 C 以下での発芽は極めて悪い (昆野, 1987)。ダイズの栽培適地は、

生育期間中 18~28 C 程度、多照で適度の降雨のあることが望ましいとされてい25 
るが、今日のダイズ品種では日長感応性が細かく分化して各種の気候に対する

適応性が高くなっており、赤道直下のインドネシアから北緯 60 のスウェーデン

でも栽培可能である (昆野, 1987)。 
遺伝子導入に用いた宿主である A3525 は、米国において、およそ北緯 38 か

ら 40 の栽培地域に適した品種 (Maturity Group III) に分類される (Graphic Maps, 30 
2008; Wiebold, 2002)。この栽培地域において、Maturity Group III に分類される品

種は 5 月上旬から 6 月中旬の間に播種される。また、７月中旬から 8 月上旬ま

でが開花期に当たり (Schapaugh, 1997)、開花が始まる最も早い時期の日長時間

は約 15 時間である (Lammi, 2008)。 
なお、わが国において、ダイズが雑草化した事例はこれまで報告されていな35 

い。 
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ハ 捕食性又は寄生性 

 
－ 

 5 
ニ 繁殖又は増殖の様式 

 
① 種子の脱粒性、散布様式、休眠性及び寿命 

 
ダイズの種子は裂莢した際に地表に落下する。わが国で栽培されるダイズの10 

裂莢性には品種間差があるが、ダイズが大規模に栽培され、収穫が機械化され

ている米国などでは、ほとんどの品種が難裂莢性であり裂莢性の程度は低い。

今回、遺伝子導入に用いた宿主である A3525 もまた難裂莢性であることが認め

られている。ダイズの種子休眠性については知られていない。また、種子の発

芽能力に関しては、常温で貯蔵した場合に通常約 3 年で失われる (昆野, 1995)。 15 
 

② 栄養繁殖の様式並びに自然条件において植物体を再生しうる組織又は器

官からの出芽特性 
 

ダイズは塊茎や地下茎などによる栄養繁殖を行わず、種子繁殖する。自然条20 
件下において植物体を再生しうる組織又は器官からの出芽特性があるという報

告はこれまでのところない。 
 

③ 自殖性、他殖性の程度、自家不和合性の有無、近縁野生種との交雑性及び

アポミクシスを生じる特性を有する場合はその程度 25 
 

ダイズ (2n=40) と交雑可能な近縁野生種としてわが国に分布しているのは G. 
soja (和名: ツルマメ、2n=40) のみである (日本雑草学会, 1991; 沼田ら, 1975; 
(OECD, 2000)。ツルマメは北海道、本州、四国、九州に分布するツル性の一年生

植物で、主に河川敷や前植生が撹乱された工場跡地や畑の周辺、その他、日当30 
たりの良い野原や道端に自生している (浅野, 1995; 高橋ら, 1996; 沼田ら, 1975; 
大橋, 1999)。 

 
なお、1950 年代にダイズとツルマメの形態的中間型を示す個体としてオオバ

ツルマメがわが国で確認されており (島本ら, 1997; 阿部ら, 2001)、その形態が35 
ダイズに近かったことから、通常のツルマメと比べて、ダイズと交雑する可能

性が高いことが予想された。しかし、過去 10 年以上にわたり日本各地より 800
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近い集団からツルマメの収集を行った中にオオバツルマメのような形態的中間

型を示す個体は見つかっていないという報告があることから (阿部ら, 2001)、仮

にこのような形態的中間型の個体がわが国で自生していたとしても、その生育

する範囲はかなり限られていることが予想される。 
ダイズとツルマメの自殖性及び他殖性の程度に関して、ダイズとツルマメは、5 

通常開花前に開葯し、受粉が完了する。さらに、開花期の後半は、ほとんどの

花が開花しない閉花受粉であるため (阿部ら, 2001)、どちらも典型的な自殖性植

物であると考えられている。これまでに、通常のほ場条件でダイズ同士におけ

る他家受粉率は平均で 3.62% (Beard and Knowles, 1971)、ツルマメ同士における

他家受粉率は平均で 2.3% (Kiang et al., 1992) と報告されている。 10 
 

しかし、ダイズの他家受粉率は、条件によっては上昇することもある。例え

ば、ダイズ間の他家受粉率については、ダイズの開花期にミツバチの巣箱をダ

イズほ場の中心に設置した場合、平均で 2.96~7.26%となり、局所的には 19.5%
に達したと報告されている (Abrams et al., 1978)。またツルマメ間の他家受粉率15 
に関しても、秋田県雄物川流域で約 13%という高い他家受粉率を示す集団が発

見されたとの報告がある (Fujita et al., 1997)。この集団から採取されたツルマメ

の 1 胚珠当たりの花粉数は平均で 600~700 粒で、この数は典型的な自家受粉植

物と他家受粉植物の 1 胚珠当たりの平均的な花粉数 (Cruden, 1977) の間に位置

していた。この高い他家受粉率の原因が、雄物川流域特有の環境条件によるも20 
のなのか、あるいは集団内の遺伝的特性によるものなのかは明らかにされてい

ない。なお、雄物川流域のツルマメの集団は、護岸工事などによる環境の撹乱

が行われておらず、集団サイズが大きく、訪花昆虫にとっては非常に魅力的な

食料供給源であり、このツルマメの集団の周辺では花粉を媒介する昆虫である

ミツバチやクマバチなどが頻繁に観察されていた。このことから、このツルマ25 
メ集団の周りの環境には、他家受粉を引き起こす要因が通常よりも多く存在し

ていたと考えられる (Fujita et al., 1997)。 
 

ダイズとツルマメは、上述したようにいずれも閉花受粉を行う自殖性植物で

ある。さらに、吉村ら (2006) はツルマメとダイズの開花時期は異なるため、一30 
般にダイズとツルマメとの自然交雑は起こりにくいと述べている。吉村 (2008) 
は、関東地方では両者の開花には一ヶ月ほどの差がみられるとしている。また、

Nakayama and Yamaguchi (2002) は、ダイズとツルマメの間の交雑率を調査する

目的で、丹波黒を用いた交雑試験を行っている。その理由として、奥原早生や

鶴の子大豆といった品種ではダイズとツルマメの開花期が全く重ならないか重35 
なるとしても数日であるが、丹波黒はダイズ品種の中で開花期が遅いため、ダ

イズとツルマメの開花期が 2 週間程度重複したと報告している。こうした条件

下で丹波黒とツルマメ (Gls/93-J-01) をそれぞれ 30 個体ずつ交互に植えて、その
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自然交雑率を調査した。自然交雑実験終了後に結実したツルマメから採種され

た 686 個の種子を生育し、調査した結果、ダイズとツルマメの雑種であると判

断された植物体が 5 個体認められたことから、その交雑率は 0.73%と報告してい

る (Nakayama and Yamaguchi, 2002)。 
また、除草剤グリホサート耐性の遺伝子組換えダイズとツルマメを隣接して5 

栽培し、ツルマメ個体の収穫種子 32,502 粒を調査したところ、ダイズと自然交

雑した交雑種子は 1 粒であり、この交雑種子はダイズの播種時期をずらして両

種の開花最盛期を最も近くした群の 11,860 粒の中から見つかったと報告されて

いる (Mizuguti et al., 2009)。 
 10 

④ 花粉の生産量、稔性、形状、媒介方法、飛散距離及び寿命 
 
ダイズの花には 1 花当たり 10 本の雄ずいがあり、各雄ずいは 1つの葯を持つ

(後藤, 1995)。1 葯当たりの花粉数は 374~760 粒 (Palmer et al., 1978)、約 230~540
粒 (Koti et al., 2004) との報告がある。花粉の寿命は短く、その発芽能力は湿度15 
が一定でない条件下では約 8時間で失われることが報告されている (Abel, 1970)。
花粉の直径は 15~25 μm である (Palmer, 2000)。また、花粉の飛散距離に関して

は、農業環境技術研究所が 2001 年から 2004 年の 4 年間に行った除草剤グリホ

サート耐性の遺伝子組換えダイズを用いた非組換えダイズとの交雑試験では、

交雑が観測された最長距離での交雑率は花粉親からの距離が 2001 年は 7.0 m で20 
交雑率 0.040%、2002 年は 2.8 m で 0.08%、2003 年は 0.7~10.5 m まで調査したが

交雑は認められず、2004年は 3.5 m で 0.022% であった (Yoshimura et al., 2006)。
また、訪花昆虫の種類は、主にアザミウマ類、カメムシ目の昆虫が観察された

と報告している。 
 25 
ホ 病原性 

 
－ 

 
ヘ 有害物質の産生性 30 

 
ダイズにおいて、自然条件下で野生動植物等の生育又は生息に影響を及ぼす

有害物質の産生性は報告されていない。 
 

ト その他の情報 35 
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これまで、運搬等においてこぼれ落ちたダイズが雑草化したという報告はな

い。 
 

2 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 
 5 

モンサント・カンパニーは、除草剤ジカンバ  (3,6-dichloro-2-methoxybenzoic 
acid: 3,6-ジクロロ-2-メトキシ安息香酸) に対する耐性が付与されたジカンバ耐

性 ダ イ ズ  ( 改 変 dmo, Glycine max (L.) Merr.)(MON87708, OECD UI: 
MON-877Ø8-9) (以下、「本組換えダイズ」という。) を作出した。 

従来のダイズでは、除草剤ジカンバの散布は播種前における雑草茎葉処理及10 
び収穫前処理 (ダイズの乾燥と雑草防除により収穫作業を容易にする目的) に
限られていた。しかし、本組換えダイズは除草剤ジカンバに対して抵抗性を持

つためジカンバの散布適期幅が広がり、播種前から生殖初期 (R1 期: 開花始) ま
での生育期における処理が可能となる。なお、本組換えダイズが商品化された

際に予定されている本組換えダイズに対する除草剤ジカンバの使用体系を表 1 15 
(p9) に示した。 

 
 

表 1 本組換えダイズに対する除草剤ジカンバの使用体系1 

 
発芽前処理 

茎葉処理 
ダイズ 3 葉期 ダイズ 6葉期 ダイズ開花初期 

最大使用体系 1.12 kg 
a.e./ha2) 0.56 kg a.e./ha 散布しない 0.56 kg a.e./ha 

通常の雑草種 
に対する 

推奨使用体系 
0.56 kg a.e./ha 0.28 kg a.e./ha 散布しない 散布しない 

難防除雑草種 
に対する 

推奨使用体系1) 
0.56 kg a.e./ha 0.28 kg a.e./ha 0.28 kg a.e./ha 散布しない 

1) 雑草の発生時期が遅い場合を含む。 20 
2)a.e.; acid equivalent (酸換算)。除草剤製剤の有効成分は塩の形か、有効成分そのものの形で含む。

有効成分が塩の形で存在する場合、活性成分は酸であり、塩基部分は製剤によって異なる。除草

剤の散布量として製剤中の有効成分の塩の量を示した場合、塩基部分が異なる製剤の間では正確

な活性成分量の比較ができないため、活性成分としての酸換算量を記載単位として用いた。 
 25 

                                                   
1本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
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除草剤ジカンバは 95 種以上の一年生及び二年生雑草を効果的に防除し、100
種を超える多年生の広葉及び木本の植物種の生育を抑制する。また、除草剤ジ

カンバは除草剤グリホサートでは防除が難しいシロザ (Chenopodium album) や
アメリカツノクサネム (Sesbania exaltata) などの広葉雑草も効果的に防除でき

る。さらに、除草剤ジカンバはブタクサ (Ambrosia artemisiifolia) やオオホナガ5 
アオゲイトウ (Amaranthus palmeri) など除草剤グリホサートに抵抗性を持つ雑

草も含めたジカンバ以外の除草剤に抵抗性を持つ広葉雑草を効果的に防除でき

る。 
 
 10 
(1) 供与核酸に関する情報 
 
イ 構成及び構成要素の由来 

 
本組換えダイズ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図 15 

1 (p12) 及び表 2 (p13~15) に示した。 
なお、本組換えダイズに導入された Stenotrophomonas maltophilia DI-6 株由来

の dmo 遺伝子から発現するジカンバモノオキシゲナーゼ  (dicamba 
mono-oxygenase: 以下、「DMO 蛋白質」とする。) は、クローニングの過程で

制限酵素切断部位を挿入したことにより、S. maltophilia DI-6 株由来の野生型20 
DMO 蛋白質のアミノ酸配列 (Herman et al., 2005) と比較して、N 末端配列から 1
番目のメチオニンの直後にアラニンが挿入されている (Behrens et al., 2007)。ま

た、DI-6 株由来の野生型 DMO 蛋白質のアミノ酸配列の b2番目のアミノ酸 (本組

換えダイズで発現している改変 DMO蛋白質では c3番目) がトリプトファンから

システインへ置換されている。このアミノ酸置換は野生型 dmo 遺伝子を PCR に25 
よって増幅した際に非意図的に生じたものである (Behrens et al., 2007)。よって、

本組換えダイズに導入された dmo 遺伝子を「改変 dmo 遺伝子」とする。なお、

本組換えダイズに導入された改変 dmo 遺伝子発現カセットから発現される前駆

蛋白質のプロセシングにより、本組換えダイズ中では 2 種類の改変 DMO 蛋白質

が発現している。詳細は第一の 2 (1) ロ ②及び図 5 (p19及び p24) に後述する。30 
本組換えダイズ中で発現している 2種類の改変 DMO蛋白質の推定アミノ酸配列

を別添資料 1 に示す。 
また、本組換えダイズに導入された cp4 epsps 遺伝子がコードする CP4 EPSPS

蛋白質は、クローニングの過程で制限酵素切断部位を挿入したことにより、

Agrobacterium sp. CP4 株由来の CP4 EPSPS 蛋白質のアミノ酸配列と比較して、N35 
末端配列から 2 番目のセリンがロイシンに改変されている。したがって、本組

換えダイズに導入された cp4 epsps 遺伝子を「改変 cp4 epsps 遺伝子」とする。た

                                                   
2社外秘につき非開示 
3社外秘につき非開示 
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だし、本組換えダイズは、R1 世代において除草剤グリホサートを通常の散布量

よりも低薬量で散布し、除草剤による傷害を受けた個体、つまり遺伝的分離に

より改変 cp4 epsps 遺伝子を持たない個体を選抜した (図 9, p33)。 
 
ロ 構成要素の機能 5 

 
① 目的遺伝子、発現調節領域、局在化シグナル、選抜マーカーその他の供与

核酸の構成要素それぞれの機能 
 

本組換えダイズ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図 10 
1 (p12) 及び表 2 (p13~15) に示した。 
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図 1 PV-GMHT4355 のプラスミドマップ4 

本組換えダイズの育成過程で、上図の T-DNA I領域は持つが、T-DNA II領域は持たない個

体を選抜した。 5 
 
 

                                                   
4本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
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表 2 供与核酸の構成並びに構成要素の由来及び機能5 

構成要素 由来及び機能 
T-DNA I 

B 注 1-Right Border Region 

Agrobacterium tumefaciens 由来の DNA 領域

で、T-DNA を伝達する際に利用される右側

境界配列を含む配列 (Depicker et al., 1982; 
Zambryski et al., 1982)。 

Intervening sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

P 注 2-PC1SV 

Peanut chlorotic streak caulimovirus (PC1SV) 
の全ゲノムの転写によって生じる完全長転

写物 (Full-Length Transcript, FLt) の転写を

誘導するプロモーター (Maiti and Shepherd, 
1998)。植物細胞内での恒常的な転写を誘導

する。 
Intervening sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

L 注 3-TEV 
Tobacco Etch virus (TEV) 由来の 5’末端非翻

訳領域 (Niepel and Gallie, 1999)。遺伝子発

現の調節に関与する。 
Intervening sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

TS 注 4-RbcS 

Pisum sativum (エンドウ ) のリブロース

-1,5-二リン酸カルボキシラーゼ小サブユニ

ット遺伝子 (RbcS) に由来し、輸送ペプチ

ドから成熟蛋白質の N 末端から 24 アミノ

酸までをコードする配列  (Fluhr et al., 
1986)。改変 DMO 前駆蛋白質を葉緑体へ輸

送する。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

CS 注 5-改変 dmo 
S. maltophilia 由来のジカンバモノオキシゲ

ナーゼのコード配列 (Herman et al., 2005; 
Wang et al., 1997)。 

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

T 注 6-E9 

P. sativum (エンドウ) のリブロース-1,5-二
リン酸カルボキシラーゼ小サブユニットを

コードする RbcS2 遺伝子に由来する 3’末端

非翻訳領域。mRNA のポリアデニル化を誘

導する (Coruzzi et al., 1984)。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

B-Left Border Region 
A. tumefaciens 由来の DNA 領域で、T-DNA
を伝達する際に利用される左側境界配列を

含む (Barker et al., 1983)。 

                                                   
5本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 



 14

 
表 2 (続き) 供与核酸の構成並びに構成要素の由来及び機能  

構成要素 由来及び機能 
プラスミド外側骨格配列 (本組換えダイズには存在しない) 

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

OR 注 7-ori V 

広宿主域プラスミドRK2に由来する複製開

始領域。Agrobacterium 中においてベクター

に自律増殖能を付与する  (Stalker et al., 
1981)。 

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

CS-rop  

ColE1 プラスミドに由来するプライマー蛋

白質のリプレッサーのコード配列。E. coli
中においてプラスミドのコピー数を維持す

る (Giza and Huang, 1989)。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

OR-ori-pBR322 
pBR322 由来の複製開始領域。E. coli 中にお

いてベクターに自律増殖能を付与する

(Sutcliffe, 1979)。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

aadA 

トランスポゾン Tn7 由来の 3′′ (9)-O-ヌクレ

オチジルトランスフェラーゼ (アミノグリ

コシド改変酵素) の細菌プロモーター及び

コード配列並びに 3’末端非翻訳領域 (Fling 
et al., 1985)。スペクチノマイシン及びスト

レプトマイシン耐性を付与する。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

T-DNA II (本組換えダイズには存在しない) 

B-Left Border Region 
A. tumefaciens 由来の DNA 領域で、T-DNA
を伝達する際に利用される左側境界配列を

含む (Barker et al., 1983)。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

T-E9 

P. sativum (エンドウ) のリブロース-1,5-二
リン酸カルボキシラーゼ小サブユニットを

コードする RbcS2 遺伝子に由来する 3’末端

非翻訳領域。mRNA のポリアデニル化を誘

導する (Coruzzi et al., 1984)。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

CS-改変 cp4 epsps 

Agrobacterium CP4株の 5-エノールピルビル

シキミ酸-3-リン酸合成酵素  (CP4 EPSPS) 
をコードする aroA (epsps)遺伝子のコード

配列  (Barry et al., 1997; Padgette et al., 
1996)。 
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表 2 (続き) 供与核酸の構成並びに構成要素の由来及び機能 

構成要素 由来及び機能 

TS-CTP2 

Arabidopsis thaliana (シロイヌナズナ) の 5-
エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵

素  (EPSPS) 遺伝子(ShkG)の葉緑体輸送ペ

プチドをコードする配列 (Herrmann, 1995; 
Klee et al., 1987)。改変 CP4 EPSPS 蛋白質を

葉緑体へと輸送する。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

L-DnaK 
 

Petunia hybrid (ペチュニア) の Hsp70 遺伝

子に由来する 5’末端非翻訳領域リーダー配

列 (Rensing and Maier, 1994)。遺伝子の発現

の調節に関与する。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

P-FMV 
Figwort mosaic virus (FMV) 35S RNA のプロ

モーター (Rogers, 2000)。植物細胞内での転

写を誘導する。 
Intervening Sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

B-Right Border Region 

A. tumefaciens 由来の DNA 領域で、T-DNA
を伝達する際に利用される右側境界配列を

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

プラスミド外側骨格配列 (本組換えダイズには存在しない) 
Intervening sequence DNA クローニングの際に利用された配列。 

注 1 B -border (境界配列) 
注 2 P-promoter (プロモーター) 
注 3 L-leader (リーダー配列) 5 
注 4 TS-targeting sequence (ターゲティング配列) 
注 5 CS-coding sequence (コード配列) 
注 6 T-3' non-translated transcriptional termination sequence and polyadenylation signal sequences (3’
末端非翻訳転写終結配列及びポリアデニル化シグナル配列) 
注 7 OR-origin of replication (複製開始領域) 10 
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② 目的遺伝子及び選抜マーカーの発現により産生される蛋白質の機能及び

当該蛋白質がアレルギー性を有することが明らかとなっている蛋白質と

相同性を有する場合はその旨 
 
【改変 dmo 遺伝子】 5 
 

本組換えダイズは、S. maltophilia 由来の改変dmo遺伝子が導入されており改

変DMO蛋白質を発現している。改変DMO蛋白質は、本組換えダイズに除草剤ジ

カンバ  (3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid: 3,6-ジクロロ-2-メトキシ安息香酸) 
耐性を付与している。S. maltophilia は湿潤環境や土壌及び植物に偏在するグラ10 
ム陰性細菌であり  (Denton and Kerr, 1998)、DI-6株は土壌より単離された 
(Krueger et al., 1989)。 
 

DMO蛋白質はジカンバから除草活性のないDCSA (3,6-dichlorosalicylic acid; 
3,6-ジクロロサリチル酸) とホルムアルデヒド (HCHO) への脱メチル反応を触15 
媒する酵素で (Chakraborty et al., 2005)、この働きにより植物にジカンバ耐性を付

与する (図 2, p17)。実際に、本組換えダイズの作出に用いられたものとまった

く同じ改変dmo遺伝子発現カセット  ([P-PCISV]-[L-TEV]-[TS-RbcS]-[CS-改変

dmo]-[T-E9]) をダイズ、トマト、シロイヌナズナ並びにタバコに対し導入した

ところこれらの植物に除草剤ジカンバ耐性が付与されたことが報告されている 20 
(Behrens et al., 2007)。 

 
DMO 蛋白質は Rieske 型非ヘム鉄オキシゲナーゼ (Rieske-type non-heme iron 

oxygenase) の一種であり、還元酵素、フェレドキシンとともに三成分酸化還元

系を構成する。これら 3 つの蛋白質は他の多くのオキシゲナーゼと同様に酸化25 
還元系において共役的に働き、ニコチンアミド・アデニン・ジヌクレオチド 
(NADH) から酸素へ電子を運び、電子アクセプター基質 (この場合は除草剤ジカ

ンバ) の脱メチル反応を触媒する (Behrens et al., 2007)。この酸化還元系を図 2 
(p17) に示した。 

30 
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図 2 DMO 蛋白質の三成分酸化還元系6 

図は NADH から DMO 蛋白質までの電子伝達系であり、ジカンバの脱メチル反応により5 
DCSA が生成される。 

 
 
DMO 蛋白質の結晶構造は、C 末端側にヒスチジンタグが付加された DMO 蛋

白質7 を用いて解析されている (D'Ordine et al., 2009; Dumitru et al., 2009)。DMO10 
蛋白質の結晶構造は 3つの DMO蛋白質単量体からなる三量体であることが明ら

かとなっている (図 3, p18)。それぞれの単量体は Rieske [2Fe-2S] クラスターを

含む Rieske [2Fe-2S] クラスタードメインと非ヘム鉄センターを含む非ヘム鉄セ

ンタードメインを有している (D'Ordine et al., 2009; Dumitru et al., 2009)。これら

のドメインは全ての Rieske 型モノオキシゲナーゼに共通して存在し、電子伝達15 
に関与する主要なドメインであることが知られている (Ferraro et al., 2005)。 

NADH から運ばれた電子は、ダイズ内在性の還元酵素とフェレドキシンを介

して末端 DMO 蛋白質へ伝達される (図 2, p17)。この電子が酸素を還元的に活

性化し、ジカンバの脱メチル反応を触媒する。電子伝達は隣接する単量体の間

で起こるため、DMO 蛋白質は単量体同士の間隔と配置が正しくなるよう三量体20 
を形成する必要がある (D'Ordine et al., 2009)。単量体内では Rieske [2Fe-2S] クラ

スタードメインと非ヘム鉄センタードメインの距離が離れているため、電子伝

達が起こらない (D'Ordine et al., 2009; Dumitru et al., 2009)。 
 

                                                   
6本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する。 
7結晶構造解析に供試された DMO蛋白質は、C 末端側にヒスチジンタグが付加されていること、

及びクローニングの過程で制限酵素切断部位を挿入したために N末端側から 2 番目の位置にア

ラニンが挿入されていることを除けば、野生型 DMO 蛋白質と同じ配列である。 

 
Reductase
(oxidized)

Flavin

Reductase
(reduced)

Ferredoxin
(reduced)
[2Fe-2S]

Ferredoxin
(oxidized)

NADH
+
H+

NAD+

Oxygenase
(oxidized)
[2Fe-2S]

Fe+2

Oxygenase
(reduced)

O2
O OH

OCH3

Cl

Cl

O OH

OH

Cl

Cl

3,6 DCSA

Dicamba

+
O

HH

Dicamba
Mono-Oxygenase

Dicamba
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図 3 DMO 蛋白質の結晶構造8 

DMO 蛋白質の結晶構造かつ活性型である三量体の模式図 (D'Ordine et al., 2009)。非ヘム鉄

センターを含む非ヘム鉄センタードメイン、N 末端と C 末端、Rieske[2Fe-2S]クラスターを5 
含む Rieske [2Fe-2S] クラスタードメインなどの特徴的な構造を単量体 A に記した。単量体

A と単量体 C が形成する触媒部位は青い丸で囲っている。また、単量体 C の Rieske [2Fe-2S] 
クラスターも矢印で記した。電子移動は隣接する単量体間で起こるため、単量体 C の Rieske 
[2Fe-2S] クラスタードメインと単量体 A の非ヘム鉄センタードメインとの間で電子移動が

起こる。赤い点線は、隣接している非ヘム鉄センタードメインと Rieske [2Fe-2S] クラスタ10 
ードメインの各サブユニット間で電子移動が起こる接合部分を表しており、単量体同士の

境界線上を示している。なお、結晶構造解析に供試された DMO 蛋白質は野生型 DMO 蛋白

質や改変 DMO 蛋白質ではなく、C 末端側にヒスチジンタグが付加されており、N 末端側か

ら 2 番目の位置にアラニンが挿入されている (アミノ酸配列の改変については図 5 (p24) 
を参照)【社外秘につき非開示】 15 

 

 
  

                                                   
8本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 

単量体  C 

単量体 B 

単量体 A 

Rieske[2Fe-2S]クラスター 

非ヘム鉄センター 

position a 

C N 

触媒部位 

Rieske[2Fe-2S]クラスター 

position 2  
(単量体の N 末端側) 
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本組換えダイズ中での改変 DMO 蛋白質の発現様式について詳述すると、本

組換えダイズには、改変 dmo 遺伝子発現カセットが導入されており、このカセ

ットから前駆蛋白質 (以下、「改変 MON87708 DMO 前駆蛋白質」とする。) が
発現する。改変 MON87708 DMO 前駆蛋白質は、改変 DMO 蛋白質の N 末端側

に 84 個のアミノ酸が付加しているプロセシング前の蛋白質である。N 末端側の5 
84 個のアミノ酸からなるペプチドのうち、57 個のアミノ酸はエンドウのリブロ

ース-1,5-二リン酸カルボキシラーゼ小サブユニットの chloroplast transit peptide 
(葉緑体輸送ペプチド。以下、「CTP」とする。) 由来であり、24 個のアミノ酸

は葉緑体への輸送の効率を高めるエンドウのリブロース-1,5-二リン酸カルボキ

シラーゼ小サブユニット (以下、「RbcS」とする。) の N 末端から 24 個のアミ10 
ノ酸から構成されている (Behrens et al., 2007; Comai et al., 1988)。残りの 3 個の

アミノ酸は intervening sequence によってコードされており、クローニングの際

に用いられた (表 2, p13~15)。 
本組換えダイズの種子からの抽出物をウエスタンブロット分析により解析し

たところ、2 本の免疫反応性のあるバンドが検出された。これらのバンドについ15 
てさらなる分析を行ったところ、図 4 (p20) に示すように改変 MON87708 DMO
前駆蛋白質から輸送ペプチドが切り離された完全長蛋白質と、本来であれば切

り離されるはずの輸送ペプチドが残った蛋白質の 2 つの形態の蛋白質が存在す

ることが明らかになった。 
N 末端側のアミノ酸配列の解析により、検出された 2 本のバンドのうち低分20 

子量のバンドの蛋白質は CTP、RbcS の 24 個のアミノ酸及び intervening sequence
にコードされる 3 個のアミノ酸が切り離されたものであることが分かった (図 
4, p20)。CTP、RbcS 及び intervening sequence に加え、メチオニンアミノペプチ

ダーゼによる N 末端プロセシングによって改変 DMO 蛋白質のメチオニン残基

が取り除かれているが、これはあらゆる生物に共通して起こるものである 25 
(Arfin and Bradshaw, 1988; Bradshaw et al., 1998)。この蛋白質は分子量 39.8 kDa の
339 個のアミノ酸からなる 1 本鎖ポリペプチドである。以下、この形態の蛋白質

を「改変 MON87708 DMO 蛋白質」とする (図 4, p20)。 
一方、高分子量 (約 42 kDa) の蛋白質は、RbcS 及び intervening sequence に由

来する 27 個のアミノ酸が切り離されずに N 末端に残った改変 MON87708 DMO30 
蛋白質である。改変 MON87708 DMO 蛋白質では N 末端のメチオニンがプロセ

シングされるが、この形態の蛋白質ではプロセシングされていないため、結果

として 367 個のアミノ酸ポリペプチドとなる (図 4, p20)。以下、この形態の蛋

白質を「改変 MON87708 DMO+27 蛋白質」とする。 
なお、CTP が切断される部位を予測する目的で開発されたアルゴリズム 35 

(Emanuelsson et al., 1999) を用いて改変 MON87708 DMO 前駆蛋白質のアミノ酸

配列の解析を行ったところ、CTP の切り離しが可能な部位は 2 ヵ所存在してお

り、1 ヵ所の切断部位で切断された場合には 84 個のアミノ酸が切り離された改

変 MON87708 DMO 蛋白質となり、もう 1 ヵ所の切断部位で切断された場合には

27個のアミノ酸が連結された改変 MON87708 DMO+27蛋白質となるという結果40 



 20

が得られた。つまり、本組換えダイズ中に存在する改変 DMO 蛋白質は 2 つの形

態を持つことが示唆された。 
 

 
 5 

図 4 改変 MON87708 DMO 前駆蛋白質のプロセシング9 

本組換えダイズで産生される改変 MON87708 DMO 前駆蛋白質には、葉緑体輸送ペプチド 
(CTP) の 57 個のアミノ酸、リブロース-1,5-二リン酸カルボキシラーゼ小サブユニット 
(RbcS) の N 末端側から 24 個のアミノ酸及び intervening sequence (IS) にコードされる 3 個

のアミノ酸が付加されている。MATF10 は N 末端側のアミノ酸配列を表す。葉緑体での前10 
駆蛋白質のプロセシングにより、CTP、RbcS、IS 及び N 末側端のメチオニン (M) が切り離

され、改変 MON87708 DMO 蛋白質となる (339 アミノ酸)。また、CTP だけが切り離される

別のプロセシングが起き改変 MON87708 DMO+27 蛋白質となった場合、そのアミノ酸数は、

改変 MON87708 DMO 蛋白質に N 末端側がメチオニンアミノペプチダーゼによるプロセシ

ングを受けないため残ったメチオニン (M)(1 個のアミノ酸) と RbcS 及び IS のうちの 27 個15 
のアミノ酸を足した 367 アミノ酸となる。 
 

 
以上の結果から、本組換えダイズには、27 個のアミノ酸が付加されておらず

N末端のメチオニンが取り除かれた DMO蛋白質 (改変 MON87708 DMO蛋白質) 20 
と、27個のアミノ酸が付加され、N末端のメチオニンが取り除かれていないDMO
蛋白質 (改変 MON87708 DMO+27 蛋白質) とが存在していることが示された。

                                                   
9本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
10社外秘につき非開示 
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以降、この評価書において改変 DMO 蛋白質とは、改変 MON87708 DMO 蛋白質

と改変 MON87708 DMO+27 蛋白質の両方を指すこととする。 
 
前述 (p17) したように、本組換えダイズが除草剤ジカンバに対して耐性を持

つためには、本組換えダイズ内で発現する改変 DMO 蛋白質が本組換えダイズ内5 
で三量体を形成する必要がある。本組換えダイズが除草剤ジカンバに対する耐

性を持つこと、及び本組換えダイズから精製された改変 DMO 蛋白質にジカンバ

に対する脱メチル化酵素活性が確認されていること (別添資料 2-C の Figure 2, 
p6) から、本組換えダイズ内においても DMO 蛋白質三量体が形成され、機能し

ていると考えられた。以降、本組換えダイズ中に含まれる単量体である改変10 
MON87708 DMO 蛋白質、単量体である改変 MON87708 DMO+27 蛋白質及びこ

れら単量体の組合わせにより形成される三量体を総称して「改変 MON87708 
DMO」とする。 

 
改変 MON87708 DMO が既知のアレルゲンと機能上重要なアミノ酸配列を共15 

有するかどうか、改変 MON87708 DMO+27 蛋白質のアミノ酸配列 (別添資料 1) 
についてアレルゲンデータベース (AD_201011) を用いて FASTA 型アルゴリズ

ムによって比較したが、既知アレルゲンと構造的に類似性のある配列は認めら

れなかった。改変 MON87708 DMO 蛋白質のアミノ酸配列は改変 MON87708 
DMO+27 蛋白質のアミノ酸配列に含まれるため、改変 MON87708 DMO 蛋白質20 
についても既知アレルゲンと構造的に類似性のある配列は認められないと考え

られた。 
 
③ 宿主の持つ代謝系を変化させる場合はその内容 

 25 
改変 MON87708 DMO が発現することにより宿主の持つ代謝系が変化するか

を検討した。 
 

一般的に酵素の基質特異性は、酵素触媒反応に必要な構造の有無によって定

まる。DMO 蛋白質のジカンバへの特異性は触媒部位で起こる特定の相互作用に30 
よるものである (D'Ordine et al., 2009; Dumitru et al., 2009)。DMO 蛋白質によるジ

カンバ代謝の際の結晶構造解析の結果によると、ジカンバのカルボキシル基と

塩素原子が DMO 蛋白質の触媒部位に位置するアミノ酸と作用する (Dumitru et 
al., 2009)。カルボキシル基は DMO 蛋白質の触媒部位において、アミノ酸と 6 つ

                                                   
11AD_2010: Food Allergy Research and Resource Program Database (FARRP) 
(http://www.allergenonline. com) から得られた配列をもとに作成されたデータベースで 1,471配列

が含まれる。 
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の水素結合を形成している。この水素結合は、酵素と基質の結合に重要な役割

を果たしている。一方、ジカンバのクロロ基は基質を正しい位置に安定させる

役割を持つ。これらの相互作用は DMO 蛋白質結晶解析において DMO 蛋白質の

触媒部位にジカンバが存在するときに確認されている。したがって、ジカンバ

のベンゼン環だけでなく、これらの化学基も、触媒作用に必要な基質の正しい5 
配置に非常に重要な役割を果たすことが示されている  (D'Ordine et al., 2009; 
Dumitru et al., 2009)。なお、D'Ordine et al. (2009) 及び Dumitru et al. (2009) にお

いて解析が行われた DMO 蛋白質は、野生型 DMO 蛋白質の N 末端側から 2 番目

にアラニンが挿入され、C 末端側にヒスチジンタグが付加されたものである (以
下、「C 末端 his-DMO 蛋白質」とする。)(図 5, p24)。 10 

 
上述の DMO 蛋白質の触媒部位に関する研究から、構造的にジカンバに類似

した化合物 (メトキシ基を含むフェニルカルボン酸) は DMO 蛋白質の基質とな

る可能性がある。改変 MON87708 DMO の基質特異性の確認のため、米国におい

て、1) 各種除草剤と DMO 蛋白質との基質反応性試験 (試験 A~C)、2) ダイズ内15 
在性化合物と DMO 蛋白質との基質反応性試験 (試験 D) を行った (表 3, p23)。 

 
なお、試験ごとに供試材料が異なることから、まず以下の I で供試材料につ

いて記述した。次に II では試験結果の概要について記載し、 III では改変

MON87708 DMO の基質特異性、及び改変 MON87708 DMO が発現することによ20 
り宿主の持つ代謝系が変化するかどうかについて考察した。 
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表 3 改変 MON87708 DMO の基質特異性に関する試験12 

目的 試

験 
試験内容 供試材料 参照図表 

各
種
除
草
剤
とD

M
O

蛋
白
質
と
の 

基
質
反
応
性
試
験 

A  各種除草剤散布試験 
(in vivo) 

本組換えダイズ及び対

照の非組換えダイズ
A3525 

本評価書の表 4 (p29) 
本評価書の図 6 (p25) 
本評価書の表 5 (p30) 
別添資料  2-A の Table 3 
(p12) 

B 2,4-Dの DMO蛋白質

による代謝試験  (in 
vitro) 

N 末端 his-野生型 DMO
蛋白質  (大腸菌で産

生・精製) 
 

別添資料  2-A の Figure 3  
(p16) 

C  
 

DMO 蛋白質の結晶

に対する 2,4-D の結

合性試験 (in vitro) 

C 末端 his-DMO 蛋白質 
(大腸菌で産生・精製) 
 

本評価書の図 7 (p27) 
 

ダ
イ
ズ
内
在
性
化
合
物
と 

D
M

O

蛋
白
質
と
の
基
質
反
応

性
試
験 

D  ダイズ内在性化合物

の DMO 蛋白質によ

る代謝試験 (in vitro) 

N 末端 his-野生型 DMO 
蛋白質  (大腸菌で産

生・精製) 
改変 MON87708 DMO 
(本組換えダイズの種子

から抽出・精製) 
 

本評価書の図 8 (p28) 
別添資料 2-Bの Figure 1, p4
別添資料 2-B の Figure 3~5 
(p10~12) 
別添資料2-Cの Figure 3 (p7) 

 
 
I. 供試材料について 

 5 
試験 A (in vivo) には本組換えダイズと対照の非組換えダイズ A3525 を供試し

た。試験 B~D (in vitro) の試験に供試した DMO 蛋白質は 3 種類存在する。この

うち、B・D の試験に供試した DMO 蛋白質は、S. maltophilia DI-6 株由来の野生

型 DMO 蛋白質の N末端側にヒスチジンタグが付加されたものである (以下、「N
末端 his-野生型 DMO 蛋白質」とする。)(図 5, p24)。一方、C の試験に供試した10 
C 末端 his-DMO 蛋白質は野生型 DMO 蛋白質の N 末端側から 2 番目にアラニン

が挿入され、C 末端側にヒスチジンタグが付加されたものである (図 5, p24)。
したがって、in vitro の試験に供試した DMO 蛋白質 2 種と、本組換えダイズ中

で発現している改変 DMO 蛋白質との違いは、ヒスチジンタグの有無と、アミノ

酸配列の N 末端側から 2 番目のアラニンの有無と、c13番目のアミノ酸がトリプ15 

                                                   
12本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
13社外秘につき非開示 
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トファンかシステインかの違いのみである (図 5, p24)。2 番目及び c14番目のア

ミノ酸やヒスチジンタグの位置は DMO 蛋白質の触媒部位から立体構造的に離

れており (図 3, p18)、またヒスチジンタグは一般的に蛋白質の構造には影響し

ないといわれていることから (Carson et al., 2007)、これらのアミノ酸配列の違い

は DMO 蛋白質の基質特異性や in vitro での試験結果には影響しないと考えられ5 
た。なお、試験 D には、基質特異性の解析に用いた DMO 蛋白質と同様の特異

性を改変 MON87708 DMO が持つかを評価するために、本組換えダイズの種子か

ら抽出した改変 MON87708 DMO も供試した。 
 
 10 
 
 

【社外秘につき非開示】 
 

 15 
 
 
 
図 5 野生型 DMO 蛋白質、改変 MON87708 DMO 蛋白質及び改変 MON87708 

DMO+27 蛋白質と、試験 A~D に供試した DMO 蛋白質とのアミノ酸配列20 
の比較 

 
 
 
 25 

【社外秘につき非開示】 
 
 
 
 30 
  

                                                   
14社外秘につき非開示 
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II.  試験の結果 
II-1. 各種除草剤と DMO 蛋白質との基質反応性試験 (試験 A~D) 
 

A. 各種除草剤散布試験 (in vivo) 
本組換えダイズ及び対照の非組換えダイズ品種 A3525 を供試し、作用機作の5 

異なる 8 グループ 20 種の除草剤の散布試験を行った (表 4, p29)。米国の温室に

おいて栽培した発芽前又は 2-3 葉期のダイズ各系統 10 個体に対し、各除草剤を

2 段階の散布薬量で散布し、散布後 20 日目から 21 日目の間に除草剤による傷害

程度を調査して除草剤耐性を評価した。 
その結果、本組換えダイズは供試した除草剤 20 種のうち、除草剤ジカンバに10 

対し強い耐性を示した。さらに、同じ人工オーキシン型除草剤である 2,4-ジクロ

ロフェノキシ酢酸 (2,4-D)、2-メチル-4-クロロフェノキシ酢酸 (MCPA) 及び 2,4-
ジクロロフェノキシ酪酸 (2,4-DB)(図 6, p25) に対して弱い耐性を示した (別添

資料 2-A の Table 3, p 12; 表 5, p30)。それ以外の除草剤に対しては、本組換え

ダイズと対照の非組換えダイズとの間で除草剤による傷害程度に差は認められ15 
なかった。 

以上のことから、改変 MON87708 DMO は除草剤ジカンバを代謝することが

確認された。また、2,4-D、MCPA 及び 2,4-DB を代謝している可能性が示唆され

た。 
 20 
 

 
図 6 ジカンバ及び本組換えダイズが弱い耐性を示したオーキシン型除草剤15 

赤い矢印は DMO 蛋白質により取り除かれるメチル基を示す。 

 25 
B. 2,4-D の DMO 蛋白質による代謝試験 (in vitro) 

試験 A において本組換えダイズが弱い耐性を示した人工オーキシン型除草剤

3 種のうち、最もジカンバと化学構造が類似している 2,4-D を用いて、DMO 蛋

白質がジカンバ以外の除草剤を代謝するかを評価した。DMO 蛋白質はジカンバ

の酸化的 O-脱メチル化反応を触媒するので、もし DMO 蛋白質が 2,4-D に対し30 
て活性があるなら酸化的 O-脱アルキル化反応を触媒し、2,4-ジクロロフェノール 

                                                   
15本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
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(2,4-DCP) が生成されると考えられた。そこで、2,4-D を N 末端 his-野生型 DMO
蛋白質と反応させ、2,4-DCP やその他の化合物が生成されるかどうか、LC/UV
分析及び LC/MS 分析を行った。 

その結果、いずれの分析においても 2,4-D の減少は見られず、また 2,4-DCP
やその他の化合物も検出されなかった (別添資料 2-A の Figure 3, p16)。 5 

したがって、N 末端 his-野生型 DMO 蛋白質は 2,4-D を代謝しないと考えられ

た。また、試験 A において本組換えダイズが 2,4-D に弱い耐性を示したにも関

わらず、N 末端 his-野生型 DMO 蛋白質は 2,4-D を代謝しないことから、2,4-D が

DMO 蛋白質の触媒部位に結合し、それによって植物体に作用する 2,4-D の除草

剤成分が減少する可能性が考えられたので、次に試験 C を行った。 10 
 
C. DMO 蛋白質の結晶に対する 2,4-D との結合性試験 (in vitro) 

DMO 蛋白質が 2,4-D と結合するかを評価するために、ジカンバ及び 2,4-D の

溶液に C 末端 his-DMO 蛋白質の結晶を浸漬し構造解析を行った。 
 その結果、2,4-D は C 末端 his-DMO 蛋白質に低い親和性を示し結合したが、15 
触媒部位での配置がジカンバとは異なっていた (図 7, p27)。前述したように、

ジカンバのカルボキシル基と塩素原子 (クロロ基) の両方が DMO 蛋白質の触媒

部位にあるアミノ酸と相互作用し、基質であるジカンバが DMO 蛋白質の触媒部

位に位置するようはたらく (D'Ordine et al., 2009; Dumitru et al., 2009)。2,4-D はク

ロロ基を有するため C 末端 his-DMO 蛋白質に結合できるが、クロロ基の位置が20 
ジカンバとは異なるために活性部位に正しく結合できず、結果として 2,4-D は C
末端 his-DMO 蛋白質に代謝されないと考えられた。2,4-D が試験に供試されたの

は、本組換えダイズが弱い耐性を示した 3種類の人工オーキシン型除草剤 (2,4-D, 
2,4-DB, MCPA) の中で最も構造的にジカンバに類似していたからである (図 6, 
p25)。2,4-DB 及び MCPA では DMO 蛋白質との代謝試験及び結合性試験を行わ25 
なかったが、これらの化合物は構造的に 2,4-D と酷似しているため、DMO 蛋白

質と結合することはあっても DMO 蛋白質によって代謝される可能性は低いと

考えられる。 
よって、本組換えダイズが 2,4-D、MCPA 及び 2,4-DB に対して弱い耐性を示

した理由は、改変 MON87708 DMO がこれらの除草剤成分を代謝したからではな30 
く、これらの除草剤成分が改変 MON87708 DMO に結合することで植物体に作用

する除草剤の有効成分が減少したためと考えられた。 
以上のことから、DMO 蛋白質は基質のジカンバに対して高い特異性をもち、

他の構造が類似している除草剤を代謝して新たな代謝産物を産生することはな

いことが確認された。 35 
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図 7 C 末端 his-DMO 蛋白質の触媒部位におけるジカンバと 2,4-D の配置16 

緑色はジカンバ分子、青色は 2,4-D 分子を示す。なお、ジカンバと 2,4-D は同時には結合し

ない。 

 5 
 

II-2. ダイズ内在性化合物と DMO 蛋白質との基質反応性試験 (試験 D) 
 
D. ダイズ内在性化合物の DMO 蛋白質による代謝試験 (in vitro) 

上述 (p21~22) したように、DMO 蛋白質の基質になり得る化合物は構造的に10 
ジカンバに類似した化合物 (メトキシ基を含むフェニルカルボン酸) のみであ

ると考えられた。また、試験 C の結果から、クロロ基も基質として重要である

と考えられた。ダイズは多くのフェノール化合物を含んでいるが (Janas et al., 
2000; Kim et al., 2006)、ダイズ中の塩化芳香族化合物は知られていない。さらに、

塩化芳香族化合物は植物及び他の真核生物においてもその存在は限定的である15 
(Gribble, 1998; 2004; Wishart, 2010; Wishart et al., 2009)。よって、ダイズ内在性化

合物のうち構造的にジカンバに類似し、かつメトキシ及びフェニルカルボキシ

ル部分を有する化合物として特定することができた 5 種 (o-アニス酸、 バニリ

ン酸、シリング酸、フェルラ酸及びシナピン酸) を供試し、DMO 蛋白質による

代謝試験を行った (別添資料 2-B の Figure 1, p4; 図 8, p28)。 20 
上記の内在性化合物をそれぞれ N 末端 his-野生型 DMO 蛋白質を含む反応溶

液と N末端 his-野生型 DMO蛋白質を含まない反応溶液に添加してインキュベー

トした後、反応溶液の LC/UV 分析及び LC/MS 分析を行い、添加した化合物が
                                                   
16本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
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減少するか、又は DMO 蛋白質により他の化合物が生成されるかどうかを調査し

た。その結果、いずれの分析においてもジカンバは減少したが 5 種の内在性化

合物の減少は見られず、その他の化合物も検出されなかった (別添資料 2-B の

Figure 3~5, p10~12)。 
なお、本組換えダイズの種子から改変 MON87708 DMO を抽出し、最もジカ5 

ンバと構造的類似性を有する内在性化合物である o-アニス酸と反応させた。そ

の結果、o-アニス酸は改変 MON87708 DMO により代謝されなかった (別添資料 
2-C の Figure 3, p7)。この結果より改変 MON87708 DMO においても、触媒部位

に基質が正しく配置されるためにはクロロ基が必要であることが確認された。

また、供試された DMO 蛋白質におけるアミノ酸配列のわずかな違いは、改変部10 
位が DMO 蛋白質の触媒部位から離れているため、基質特異性に影響しないと考

えられた (図 3, p18)。 
以上の結果から、改変 MON87708 DMO がダイズ内在性化合物を代謝し、新

たな代謝産物を産生することはないと考えられた。 
 15 
 

 
 
図 8 DMO 蛋白質を用いて in vitro で供試したジカンバ及び潜在的な内在性基

質17 20 

赤い矢印は DMO 蛋白質により取り除かれるメチル基を示す。 

 
 
III. 改変 MON87708 DMO の基質特異性及び改変 MON87708 DMO の宿主の持つ

代謝系への影響の考察 25 
 

以上の各種除草剤と DMO 蛋白質及び改変 MON87708 DMO との基質反応性

試験 (試験 A~C)、及びダイズ内在性化合物と DMO 蛋白質及び改変 MON87708 
DMO との基質反応性試験 (試験 D) の結果から、改変 MON87708 DMO が除草

剤ジカンバ以外の化合物を代謝し、宿主であるダイズの代謝系に何らかの影響30 
を及ぼす可能性は極めて低いと判断された。 
 
 

                                                   
17本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
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表 4 本組換えダイズに対する各種除草剤散布試験に供試した除草剤18 

除草剤活性成分 除草剤の種類 (作用機作)1 
ジカンバ フェノキシカルボン酸系 (人工オーキシン) 

2,4-D フェノキシカルボン酸系 (人工オーキシン) 
2,4-DB フェノキシカルボン酸系 (人工オーキシン) 
MCPA フェノキシカルボン酸系 (人工オーキシン) 

トリクロピル フェノキシカルボン酸系 (人工オーキシン) 
クロピラリド フェノキシカルボン酸系 (人工オーキシン) 
ピクロラム フェノキシカルボン酸系 (人工オーキシン) 

アラクロール クロロアセトアミド系 (超長鎖脂肪酸合成阻害) 
アセトクロール クロロアセトアミド系 (超長鎖脂肪酸合成阻害) 
アトラジン トリアジン系 (光化学系 II 阻害) 
リニュロン ウレア系 (光化学系 II 阻害) 

オキシフルオルフェ

ン 
ジフェニルエーテル系  
(プロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ阻害) 

ラクトフェン ジフェニルエーテル系  
(プロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ阻害) 

クロリムロン スルホニルウレア系 (アセト乳酸合成酵素阻害) 
クロロスルフロン スルホニルウレア系 (アセト乳酸合成酵素阻害) 
ハロスルフロン スルホニルウレア系 (アセト乳酸合成酵素阻害) 
イマザピル イミダゾリノン系 (アセト乳酸合成酵素阻害) 

トリフルラリン ジニトロアニリン系 (紡錘体微小管形成阻害) 
パラコート ビピリジリウム系 (光化学系 I 電子転換) 

グリホサート 
グリシン系  
(5-エノールピルビルシキミ酸-3-リン酸合成酵素阻害) 

1 (HRAC, 2009)  
 

 
 5 

                                                   
18本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
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表 5 ジカンバ、2,4-D、MCPA 及び 2,4-DB の散布試験結果 
 
 

 5 
 

 

 

 

【社外秘につき非開示】 10 
 

 

 

 

 15 
 

 

 

 
 20 
 
 
(2) ベクターに関する情報 
 
イ 名称及び由来 25 

 
本組換えダイズの作出に用いられたベクターPV-GMHT4355 は、E. coli 由来の

プラスミド pBR322 (Sutcliffe, 1979) などをもとに構築された。 
 
ロ 特性 30 

 
① ベクターの塩基数及び塩基配列 

 
本組換えダイズの作出に用いられた PV-GMHT4355 の全塩基数は 11,352bp で

ある。 35 
 

② 特定の機能を有する塩基配列がある場合は、その機能 
 

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

シンやストレプトマイシンに対する耐性を付与するトランスポゾン Tn7 由来の40 
aadA 遺伝子が T-DNA 領域外に存在している。 
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③ ベクターの感染性の有無及び感染性を有する場合はその宿主域に関する

情報 
 

本ベクターの感染性は知られていない。 
 5 
(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 

 
宿主内に移入された本プラスミド・ベクターの構成要素は表 2 (p13~15) に記10 

載した。また、ベクター内での供与核酸の構成要素の位置と制限酵素による切

断部位に関しては、図 1 (p12) に示した。 
 
ロ 宿主内に移入された核酸の移入方法 

 15 
プラスミド・ベクターPV-GMHT4355 をアグロバクテリウム法によって、非

組換えダイズ品種 A3525 の胚から切り取った分裂組織に導入した。 
 

ハ 遺伝子組換え生物等の育成の経過 
 20 

① 核酸が移入された細胞の選抜の方法 
 

非組換えダイズ品種 A3525 の胚から採取した分裂組織とプラスミド・ベクタ

ーPV-GMHT4355 を含む A. tumefaciens ABI 株を共置培養した後、グリホサート

を添加した組織培養培地により形質転換された細胞の選抜を行った。 25 
 

② 核酸の移入方法がアグロバクテリウム法の場合はアグロバクテリウムの

菌体の残存の有無 
 

カルベニシリン、セフォタキシム及びチカルシリン・クラブラン酸を添加し30 
た組織培養培地により、形質転換に用いたアグロバクテリウム菌体を除去した。

さらに、本組換えダイズのR3世代において、形質転換に用いたプラスミド・ベ

クターPV-GMHT4355の外側骨格領域を標的としたPCR分析を行ったところ、本

組換えダイズにはプラスミド・ベクターの外側骨格領域は存在しなかった (別添

資料 3)。このことから、本組換えダイズには形質転換に用いたアグロバクテリ35 
ウム菌体は残存しないことが確認された。 
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③ 核酸が移入された細胞から、移入された核酸の複製物の存在状態を確認し

た系統、隔離ほ場試験に供した系統その他の生物多様性影響評価に必要な

情報を収集するために用いられた系統までの育成の経過 
 5 

形質転換された再分化個体 (R0) を自殖し、その後代である R1世代において

通常の散布量よりも低薬量で除草剤グリホサート散布を行い改変 cp4 epsps 遺伝

子の有無に関するスクリーニングを行った。ここでグリホサートによって傷害

を受けた個体のみを T-DNA II (改変 cp4 epsps 遺伝子発現カセットを含む領域) 
を持たない個体として選抜した。ここで選抜した T-DNA II を持たない R1 個体10 
において、さらにインベーダー分析19 及びサザンブロット分析により、T-DNA I 
(改変 dmo 遺伝子発現カセットを含む領域) を 1 コピーのみホモで有する個体を

選抜した。選抜された個体の後代を導入遺伝子解析及び形態特性調査の対象と

した。その結果、最終的に商品化系統として本組換えダイズを選抜した。 
 15 

本組換えダイズの育成図を図 9 (p33) に示した。なお、第一種使用規程の承

認対象の範囲は、本組換えダイズの R3 及び R3 世代から派生する全ての後代交

配種である。 

                                                   
19インベーダー分析は、遺伝的変異の検出や遺伝子の定量的な分析を行うためのシグナル増幅技

術である。インベーダー分析は Invader®法と呼ばれる切断過程に基づいて検出が行われ、PCR に

よる遺伝子増幅を必要としない。この切断過程では、構造を特異的に認識する Cleavase®と呼ば

れる酵素によって標的遺伝子配列が切断される。標的遺伝子配列が切断されると蛍光が生じ、こ

れを検出する。なお、Invader®及び Cleavase®は、Third Wave Technologies 社の登録商標である。 
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図 9 本組換えダイズの育成図 
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(4) 細胞内に移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 
 

① 移入された核酸の複製物が存在する場所 
 
本組換えダイズの導入遺伝子が染色体上に存在するかどうかを確認するため、5 

ホモ接合性の本組換えダイズのR4世代と改変dmo遺伝子発現カセットを持たな

いダイズ品種とを従来の方法で交配し、ヘテロ接合性の F1 世代を作出した。こ

の F1 世代を自殖し、F2 世代を作出した。次に F2 世代の個体についてインベー

ダー分析により改変 dmo 遺伝子発現カセットの有無を調べ、ヘテロ接合性の F2
個体を選抜して自殖し、F3 世代を作出した。その後、ヘテロ接合性の F3 個体を10 
選抜して自殖し、F4 世代を作出した。このようにして作出した F3 及び F4 世代

を用いて、インベーダー分析によって本組換えダイズ中の改変 dmo 遺伝子発現

カセットの分離比の検定を接合性に基づいて行った (表 6, p35; 別添資料 4)。
この場合の改変 dmo 遺伝子発現カセットの分離比は、メンデルの法則に従い

1:2:1 (ホモ接合性＋＋: ヘテロ接合性＋－: ホモ接合性－－) と予想された。 15 
その結果、F3 及び F4 世代では分離比の実測値と期待値との間に、カイ二乗

検定による統計学的有意差は認められなかった。したがって本組換えダイズの

導入遺伝子は染色体上に存在し、メンデルの法則に従って後代に遺伝している

と考えられた。 
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表 6 本組換えダイズの育成過程における改変 dmo 遺伝子の分離様式20 

世代 1 

 
供試 

個体数 2 

実測値 1:2:1 の分離比の期待値 
陽性・ホモ 
個体数 

陽性・ヘテロ 
個体数 

陰性・ホモ

個体数 
陽性・ホモ 
個体数 

陽性・ヘテロ 
個体数 

陰性・ホモ 
個体数 χ 2 p 値 3 

F3 118 29 52 37 29.5 59 29.5 2.7 0.253 
F4 343 83 171 89 85.75 171.5 85.75 0.2 0.899 

 

1 F3 及び F4 世代は、改変 dmo 遺伝子発現カセットをヘテロで持つそれぞれの親世代 (F2 及び F3 世代) を自殖することにより得られた。 
F3, F4 世代の個体はそれぞれ 2 個体の親世代から得られた。 5 
2 改変 dmo 遺伝子発現カセットの有無をインベーダー分析によって調べた。 
3 F3 及び F4 世代から得られた分離比をカイ二乗検定で分析した (p≤0.05)。 

                                                   
20本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
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② 移入された核酸の複製物のコピー数及び移入された核酸の複製物の複数

世代における伝達の安定性 
 
サザンブロット分析による導入遺伝子の解析の結果、本組換えダイズのゲノ

ム中 1ヵ所に 1コピーの T-DNA I領域が組み込まれており (別添資料 5の Figure 5 
3~5, p36~38)、複数世代 (R2~R6 世代) にわたり安定して後代に遺伝しているこ

とが確認された (別添資料 5 の Figure 15, p50)。また、外側骨格領域及び T-DNA 
II領域は導入されていないことが確認された (別添資料 5の Figure 6~9, p39~42)。 

なお、本組換えダイズにおける導入遺伝子の模式図を図 10 (p37) に示した。 
 10 
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図 10 本組換えダイズの導入遺伝子地図21 

図の上段は本組換えダイズ中の導入遺伝子及び近傍配列の模式図である。この地図には導入遺伝子内の構成要素及びサザンブロット分析に用い

た制限酵素切断部位を地図と相対的な位置とともに記載した。図の中段には、別添資料 5 の Figure 1 (p34) に示した T-DNA Iプローブの相対サ

イズ及び位置を示した。図の下段は各制限酵素で切断した後に予想される DNA 断片のサイズを示した。矢印 (  ) により導入遺伝子末端と導5 
入遺伝子の 5’末端及び 3’末端に隣接するゲノム DNA 配列の開始位置を示した。また、矢印 (→) により、本組換えダイズ中の構成要素の配列

の方向を示した。

                                                   
21本図に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
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③ 染色体上に複数コピーが存在している場合は、それらが隣接しているか離

れているかの別 
 

1 コピーなので該当しない (別添資料 5 の Figure 3~5, p36~38)。 
 5 

④ (6)の①において具体的に示される特性について、自然条件の下での個体間

及び世代間での発現の安定性 
 

ウエスタンブロット分析により、本組換えダイズの複数世代 (R2~R6世代) に
わたり改変 MON87708 DMO が安定して発現していることが確認された (別添10 
資料 6 の Figure 2, p17)。 

 
また、2008 年に米国の 5 ヵ所 (アイオワ州 1 ヵ所、イリノイ州 2 ヵ所、イン

ディアナ州 1 ヵ所、ペンシルバニア州 1ヵ所) のほ場において、3 反復で育成し

た本組換えダイズの葉 (over-season leaf: OSL 1~4)、根、地上部及び種子での改変15 
MON87708 DMO の発現量を ELISA 法により測定した (別添資料 7 の Table 1, 
p16)。全てのほ場の各反復から葉 (over-season leaf: OSL 1~4)、根、地上部及び種

子を採取した。葉のサンプリングは異なる生育ステージで 4 回行った (OSL-1: 
3-4 葉期、OSL-2: 5-8 葉期、OSL-3: 開花期-12 葉期、OSL-4: 子実肥大初期-16 葉

期)。 20 
なお、この試験で用いた ELISA 法は改変 MON87708 DMO、すなわち改変

MON87708 DMO 蛋白質、改変 MON87708 DMO+27 蛋白質及びこれらの組合せ

により形成される三量体の全てを検出するため、ここでの発現量は改変

MON87708 DMO の合計で表されている。 
ELISA 法による測定の結果、本組換えダイズの葉、根、地上部及び種子にお25 

ける改変 MON87708 DMO の発現が確かめられた (表 7, p39) 。 
 
以上の結果から、本組換えダイズに導入された改変 dmo 遺伝子は、複数の世

代に安定して遺伝しており、また、それら後代で改変 MON87708 DMO が発現し

ていることが示された。 30 
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表 7 本組換えダイズの葉、根、地上部及び種子における改変 MON87708 DMO
の発現量 (2008 年、米国)22 

組織の 
種類 8 

改変
MON87708 

DMO1 
平均値 (SD)2 
(μg/g 新鮮重)3  

範囲 4 

(μg/g 新鮮
重) 

改変
MON87708 

DMO 
平均値 (SD) 
(μg/g 乾燥重)5  

範囲 
(μg/g 乾燥

重) 

LOQ/LOD 
(μg/g 新鮮

重)6,7 

      
OSL-1 3.1 (1.9) 0.87 – 6.8 17 (7.7) 6.2 – 29 0.63/0.20 

      
OSL-2 5.2 (2.6) 1.4 – 9.8 31 (13) 12 – 54 0.63/0.20 

      
OSL-3 6.0 (2.2) 3.5 – 11 44 (14) 25 – 71 0.63/0.20 

      
OSL-4 16 (12) 4.6 – 43 69 (46) 23 – 180 0.63/0.20 

      
根 1.9 (0.73) 1.2 – 3.6 6.1 (2.1) 3.9 – 11 0.031/0.015 
      

地上部 12 (2.5) 7.0 – 17 53 (18) 25 – 84 0.63/0.10 
      

種子 43 (7.7) 31 – 55 47 (8.7) 34 – 59 1.3/0.21 
      

1改変 MON87708 DMO の合計を表す (つまり、2 種類のプロセシングされた蛋白質の形態

とこれらの組合わせにより形成される三量体)。 
2平均値及び標準偏差 (SD) を算出した (n=15)(1 サンプル/反復、3 反復/ほ場で 5 ほ場)。 5 
3蛋白質発現量を新鮮重ベースで組織重量 (g) 当たりの蛋白質重量 (μg) で表した。 
4最小値及び最大値は、各組織ごとに算出した。 
5蛋白質発現量を μg/g 乾燥重で表した。乾燥重は、μg/g 新鮮重を水分分析データから得た

乾燥重変換係数で割って算出した。 
6定量限界 (LOQ) は E. coli 産生の標準 DMO 蛋白質の最も低い濃度に基づき計算された。10 
“ng/ml” は各希釈係数及び組織に対する緩衝液の比率を用いて“μg/g 新鮮重”に変換された。  
7検出限界 (LOD) は対照の非組換えダイズの各組織ごとに測定した平均値に標準偏差の3
倍を加えたものである。検出限界値の“ng/ml” は各希釈係数及び組織に対する緩衝液の比率

を用いて“μg/g 新鮮重”に変換された。 
8 各組織は以下の生育段階で採取した。 15 
OSL-1: V3-V4 (3葉期~4葉期) OSL-2: V5-V8 (5葉期~8葉期) 
OSL-3: R2-V12 (開花期~12葉期) OSL-4: R5-V16 (子実肥大初期~16葉期) 
根: R6 (子実肥大期) 地上部: R6 (子実肥大期) 
種子: R8 (成熟期) 
  20 

                                                   
22本表に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式会社に帰属する 
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⑤ ウイルスの感染その他の経路を経由して移入された核酸が野生動植物等

に伝播されるおそれがある場合は、当該伝達性の有無及び程度 
 

移入された核酸の配列には伝達を可能とする配列を含まないため、ウイルス5 
の感染その他の経路を経由して野生動植物等に伝達されるおそれはない。 
 
(5) 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性 
 

本組換えダイズは、本組換えダイズに特異的に結合可能なプライマーセット10 
を利用して、End-Point TaqMan PCR 法による検出及び識別が可能である (別添資

料 8)。検定に用いる DNA の濃度は、PCR の 1反応当たり 5~10ng であることが

推奨されており、種子 1 粒を用いて検定できる。 
本法の再現精度については 46 粒の本組換えダイズ及び 92 粒の非組換えダイ

ズを用いて確認試験を行った (別添資料 8)。 15 
 
(6) 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 
 

① 移入された核酸の複製物の発現により付与された生理学的又は生態学的

特性の具体的な内容 20 
 

本組換えダイズへ導入された改変dmo遺伝子は改変MON87708 DMOを発現す

ることにより、除草剤ジカンバに対する耐性を付与する。 
 

② 以下に掲げる生理学的又は生態学的特性について、遺伝子組換え農作物と25 
宿主の属する分類学上の種との間の相違の有無及び相違がある場合はそ

の程度23 
 

2010 年から 2011 年にかけて日本モンサント株式会社河内研究農場の隔離ほ

場において本組換えダイズの隔離ほ場試験を行った。試験には本組換えダイズ30 
の R6 世代を供試した (図 9, p33)。対照の非組換えダイズとしては、本組換えダ

イズの遺伝子導入母本である A3525 を用いた。 
 
 

                                                   
23本項目中の以下に続く a~gに記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサント株式

会社に帰属する 
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a 形態及び生育の特性 
 

形態及び生育に関する特性を比較するため、種苗登録のための種苗特性分類

表調査項目を参考に、19項目 (発芽始め、発芽期、発芽揃い、発芽個体数、発芽

率、小葉の形、毛茸の多少、開花始め、開花終わり、伸育型、成熟期、主茎長、5 
主茎節数、分枝数、最下着莢節位高、収穫期の地上部重、収穫種子の形状 (粒色、

粒揃い及び粒形)) について評価を行った。統計処理を発芽率、主茎長、主茎節

数、分枝数、最下着莢節位高、収穫期の地上部重に関して行い、発芽始め、発

芽期、発芽揃い、発芽個体数、小葉の形、毛茸の多少、開花始め、開花終わり、

伸育型、成熟期、収穫種子の形状 (粒色、粒揃い及び粒形) に関しては統計処理10 
を行わなかった。その結果、発芽率において本組換えダイズと対照の非組換え

ダイズとの間に統計学的有意差が見られた。また、発芽揃いにおいて本組換え

ダイズと対照の非組換えダイズとの間に違いが認められた (別添資料 9の表3, 
p12)。 

 15 
発芽率は、本組換えダイズでは99.2%、対照の非組換えダイズでは100%であ

った。発芽揃いについては、本組換えダイズでは6月22日、対照の非組換えダイ

ズでは6月23日であり、差は1日であった (別添資料 9の 表3, p12)。 
 

b 生育初期における低温又は高温耐性 20 
 

生育初期における低温耐性試験は、2008 年に米国の温室において、播種後 21
日目の本組換えダイズ、対照の非組換えダイズ A3525 及び従来商業品種 6 品種

の幼苗を日中 15 C/夜間 8 C に設定した人工気象室で 23 日間栽培したのち、草

勢、主茎長、生育ステージ、生体重及び乾燥重について比較した。その結果、25 
統計処理を行った項目 (草勢、主茎長、生体重及び乾燥重) について本組換えダ

イズと対照の非組換えダイズの間で統計学的有意差は認められず、統計処理を

行わなかった項目  (生育ステージ) についても本組換えダイズと対照の非組換

えダイズの間で違いは認められなかった (別添資料 10 の Table 4, p21)。 
 30 

c 成体の越冬性又は越夏性 
 

本隔離ほ場で生育した本組換えダイズ及び対照の非組換えダイズを成熟期の

後も引き続き生育させ、わが国の冬期における生育状況を観察した。2011 年 1
月 5 日に越冬性試験区において供試個体の観察を行ったが、本組換えダイズ及35 
び対照の非組換えダイズのいずれも枯死していた (別添資料 9 の図 7, p15)。 
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d 花粉の稔性及びサイズ 

 
本隔離ほ場で生育した本組換えダイズ及び対照の非組換えダイズから採取し

た花粉をヨウ素ヨードカリ溶液で染色し、花粉の稔性及びサイズを比較した。5 
その結果、本組換えダイズ及び対照の非組換えダイズの花粉稔性に違いは認め

られなかった。また、花粉の形態やサイズにも違いは認められなかった (別添資

料 9 の 図 8, p16)。 
また 2008年に米国のイリノイ州のほ場で栽培された本組換えダイズと対照の

非組換えダイズから花粉を採取し、その稔性率及びサイズを調査した。その結10 
果、花粉の稔性率及びサイズに統計学的有意差は認められなかった (別添資料 
11 の Table 2, p15 及び Figure 1, p16) 。 
 

e 種子の生産量、脱粒性、休眠性及び発芽率 
 15 

本隔離ほ場で生育した本組換えダイズ及び対照の非組換えダイズについて、

種子の生産量に関する項目 (一株当たりの稔実莢数、一株当たりの粗粒重、一株

当たりの精粒重、百粒重) を調査した。これらの項目について統計処理を行った

結果、一株当たりの粗粒重及び百粒重において、本組換えダイズと対照の非組

換えダイズとの間に統計学的有意差が認められた (別添資料 9 の表 4, p18)。一20 
株当たりの粗粒重は、本組換えダイズでは 54.7 g、対照の非組換えダイズでは

51.0 g であり、本組換えダイズのほうが高かった。百粒重は本組換えダイズで

は 20.6 g、対照の非組換えダイズでは 19.6 g であり、本組換えダイズのほうが

高かった (別添資料 9 の表 4, p18)。 
 25 

裂莢性については、本隔離ほ場で生育した本組換えダイズ及び対照の非組換

えダイズを成熟期に収穫し、植物体をビニールハウス内で自然乾燥させた後に

裂莢の程度を観察した。その結果、本組換えダイズ及び対照の非組換えダイズ

のいずれも難裂莢性であり、種子の裂莢性に違いは認められなかった (別添資料 
9 の表 4, p18)。 30 

 
休眠性及び発芽率については、本隔離ほ場で生育した本組換えダイズと対照

の非組換えダイズの収穫直後の種子をシャーレに置床して、25ºC でインキュベ

ートし、発芽個体数を経時的に調査した。その結果、本組換えダイズと対照の

非組換えダイズの発芽率はそれぞれ 98.5%、98.0% と高く、統計学的有意差は認35 
められず、本組換えダイズと対照の非組換えダイズにおいて休眠性は認められ

なかった (別添資料 9 の表 4, p18)。 
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f 交雑率 

 
本組換えダイズと対照の非組換えダイズの間の交雑率を調査するために、本

組換えダイズを花粉親とし、対照の非組換えダイズの収穫種子における交雑体5 
の発生頻度を調査した。なお、交雑体の判定については花粉親にあたる本組換

えダイズの除草剤ジカンバ耐性を指標とした。 
本隔離ほ場試験の形態・生育特性調査区で栽培された対照の非組換えダイズ

区の本組換えダイズに隣接する条 (両端各 3 株を除く) から種子を採種した。こ

れらの非組換えダイズは、南東又は北西に隣接する本組換えダイズとは 1.65m10 
の距離があった (別添資料 9 の図 3, p6)。なお、このプロットでは開花期に防虫

網をかけていなかった。収穫種子から無作為に選出した 500 粒を温室において

ポットに播種し、本葉第 2~3 葉期に生長した時点で、除草剤ジカンバを薬量 0.56 
kg a.e./ha 24 の濃度で散布した。除草剤散布後 22 日目に生存個体数を確認した。 

本試験に供試した 500 粒のうち、除草剤ジカンバ散布から 22 日後の生存個体15 
数は 0 個体であり、本調査において本組換えダイズと対照の非組換えダイズと

の間に交雑は認められなかった (別添資料 9, p19)。 
 

g 有害物質の産生性 
 20 

本組換えダイズから土壌微生物又は他の植物に影響を与える物質が産生され

ていないことを確認するため、土壌微生物相試験、鋤込み試験及び後作試験を

行った。その結果、土壌微生物の菌数、ハツカダイコンの発芽率及び乾燥重に

おいて本組換えダイズ区と対照の非組換えダイズ区との間に統計学的有意差は

認められなかった (別添資料 9 の表 6~表 8, p20)。 25 
また、除草剤ジカンバ散布下における本組換えダイズの有害物質の産生性を

調査するため、3 葉期に除草剤ジカンバを 0.56 kg a.e./ha の濃度で散布した本組

換えダイズを供試して土壌微生物相試験、鋤込み試験及び後作試験を行った。

その結果、本組換えダイズの除草剤ジカンバ散布区及び対照のジカンバ無散布

区の間で、土壌微生物の菌数、ハツカダイコンの発芽率及び乾燥重において統30 
計学的有意差は認められなかった (別添資料 9 の表 9~表 11, p27)。 
 
 
 

                                                   
24散布濃度は、本組換えダイズが商品化された際に予定されている本組換えダイズに対する除草

剤ジカンバの使用体系のうち、茎葉処理 1 回の最大使用量である 0.56 kg a.e./ha とした。 
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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 
 

食用又は飼料用に供するための使用、栽培、加工、保管、運搬及び廃棄並び5 
にこれらに付随する行為。 
 
(2) 使用等の方法 

 
－ 10 

 
(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 
 

－ 15 
 

(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 
 

申請書に添付した緊急措置計画書を参照。 20 
 
(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 
 

－ 25 
 

(6) 国外における使用等に関する情報 
 

本組換えダイズの海外の主要栽培予定国及び輸入予定国における申請状況は

以下のとおりである(表 8, p 45)。 30 
 
  



 45

 
表 8 本組換えダイズの国外の主要栽培予定国及び輸入予定国における申請

及び認可状況 

 
 5 
 
 
 
 

【社外秘につき非開示】 10 
 

 
 
 
 15 
 
 

なお、本組換えダイズのわが国における申請状況は以下のとおりである (表 
9, p45)。 

 20 
 

表 9 本組換えダイズのわが国における申請及び認可状況 

 
申請時期 承認時期 機関 内容 

2009 年 6 月 2010 年 6 月 農林水産省・環境省 環境 (第一種使用規程：隔離

ほ場) 
2012 年 1 月 ― 厚生労働省 食品 
2012 年 1 月 ― 農林水産省 飼料 

2011 年 10 月 ― 
農林水産省・環境省 環境 (第一種使用規程：一般

使用) 
 
 25 
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第二 項目ごとの生物多様性影響の評価25 
 

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等の特定 5 
 

ダイズがこれまで北米において栽培以外で見られたという報告はない 
(OECD, 2000)。わが国においても、ダイズは弥生時代から栽培されていると考え

られ、イネ・ムギとともに最も長い使用経験があるが、これまでダイズがわが

国の自然条件下で雑草化した例は報告されていない。 10 
 

競合における優位性に関わる諸形質のうち形態及び生育の特性、成体の越冬

性、花粉の稔性及びサイズ、種子の生産量、脱粒性、休眠性及び発芽率 (第一の

2-(6)-②-a~e, p41~42) を本隔離ほ場試験において調査した結果、発芽率、一株当

たりの粗粒重及び百粒重において本組換えダイズと対照の非組換えダイズとの15 
間に統計学的有意差が見られた。また、統計処理を行わなかった項目では、発

芽揃いにおいて本組換えダイズと対照の非組換えダイズとの間に違いが認めら

れた。また、生育初期における低温耐性及び花粉の稔性及びサイズを米国にお

いて調査した結果、統計処理を行った項目では本組換えダイズと対照の非組換

えダイズとの間に統計学的有意差は認められず、統計処理を行わなかった項目20 
についても本組換えダイズと対照の非組換えダイズとの間で違いは認められな

かった (第一の 2-(6)-②-b, p41)。 
 

発芽率は、本組換えダイズでは 99.2%、対照の非組換えダイズでは 100%であ

った。いずれも極めて高い発芽率を示しており、本試験で認められた発芽率の25 
差が競合における優位性を高めることはないと考えられた。 

発芽揃いについては、本組換えダイズが 6 月 22 日、対照の非組換えダイズが

6 月 23 日であり、本組換えダイズが 1 日早かった。しかし、その差はわずかで

あり、また発芽始めに違いは認められなかった。よって、この差異により競合

における優位性が高まることはないと考えられる。 30 
一株当たりの粗粒重の平均値は、本組換えダイズでは 54.7 g、対照の非組換え

ダイズでは 51.0 g であり、本組換えダイズのほうが高かった。しかし、本組換

えダイズの一株当たりの粗粒重の平均値は、本隔離ほ場で 2006 年~2009 年に行

われた栽培試験における従来ダイズの一株当たりの粗粒重の範囲  (29.8~57.8 
g)26 に収まっていた。百粒重の平均値は、本組換えダイズでは 20.6 g、対照の非35 

                                                   
25本項目中で、第一の 2-(6)-②の a~g に記載された情報に係る権利及び内容の責任は日本モンサ

ント株式会社に帰属する 
26過去に実施した組換えダイズ [MON89788 系統 (2006 年)、MON87769 系統 (2008 年)、
MON87701 系統 (2009 年)、MON87705 系統 (2009 年)] の隔離ほ場試験において、対照として用

いられた非組換えダイズの調査結果に基づく平均値の最小値と最大値を示した。 
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組換えダイズでは 19.6 g であり、本組換えダイズのほうが高かった。しかし、

本組換えダイズの百粒重の平均値は、本隔離ほ場で 2006 年~2009 年に行われた

栽培試験における従来ダイズの百粒重の範囲 (18.5~24.9 g)27 に収まっていた。

また、これまでに報告されている従来ダイズの百粒重の範囲内  (12.5~21.8 
g)(Csanádi et al., 2001; De Bruin and Pedersen, 2009) であった。これらのことから、5 
本試験において認められた一株当たりの粗粒重及び百粒重の差異により競合に

おける優位性が高まることはないと考えられる。 
 

本組換えダイズには改変 MON87708 DMO の発現により除草剤ジカンバ耐性

が付与されているが、ジカンバを散布されることが想定しにくい自然条件下に10 
おいてジカンバ耐性であることが競合における優位性を高めるとは考えにくい。 

 
以上のことから、競合における優位性に起因する影響を受ける可能性のある

野生動植物等は特定されなかった。 
 15 
(2) 影響の具体的内容の評価 
 

－ 
 
(3) 影響の生じやすさの評価 20 

 
－ 

 
(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 
 25 

以上のことから、本組換えダイズは、競合における優位性に起因する生物多

様性影響を生ずるおそれはないと判断された。 
 

2 有害物質の産生性 
 30 
(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 
 

ダイズは弥生時代からわが国で栽培されていると考えられており、イネ・ム

ギとともに最も長い使用経験があるが、これまでにダイズにおいて有害物質の

産生性は報告されていない。 35 

                                                   
27過去に実施した組換えダイズ [MON89788 系統 (2006 年)、MON87769 系統 (2008 年)、
MON87701 系統 (2009 年)、MON87705 系統 (2009 年)] の隔離ほ場試験において、対照として用

いられた非組換えダイズの調査結果に基づく平均値の最小値と最大値を示した。 
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本組換えダイズと対照の非組換えダイズとの間で、有害物質の産生性の有無

を土壌微生物相試験、鋤込み試験及び後作試験 (第一の 2-(6)-②-g, p43) により

比較検討したが、統計学的有意差は認められなかった。 
 5 

本組換えダイズ中では除草剤ジカンバ耐性を付与する改変 MON87708 DMO
蛋白質及び改変 MON87708 DMO+27 蛋白質が発現しているが、DMO 蛋白質は

有害物質としては知られていない。また、両蛋白質は既知アレルゲンと構造的

に類似性のある配列を有しないことが確認された (第一の 2-(1)-ロ-②, p16~21)。
さらに、第一の 2-(1)-ロ-③ (p21~30) に示したように、改変 MON87708 DMO はジカ10 
ンバに対し基質特異性を有し、ジカンバと構造的に類似するダイズ内在性物質

を基質とすることがないため、宿主の代謝系に作用して有害物質を産生するこ

とはないと考えられた。したがって、改変 MON87708 DMO が原因で、本組換え

ダイズ中に有害物質が産生されるとは考えにくいと判断された。 
 15 

本組換えダイズに除草剤ジカンバを散布した際には、図 2 (p17) に示したよ

うに改変 MON87708 DMO の作用によって除草剤ジカンバの脱メチル反応が触

媒され、3,6-DCSA とホルムアルデヒドと水が産生される。このため、本組換え

ダイズに除草剤ジカンバを散布した際に生じるホルムアルデヒド及び DCSA に

より野生動植物等に影響が及ぶ可能性について、本隔離ほ場試験の結果とこれ20 
までの知見とから以下に考察した。 

 
まず、本隔離ほ場試験において、除草剤ジカンバ散布下における本組換えダ

イズの有害物質の産生性を評価するため、除草剤ジカンバを散布した本組換え

ダイズを供試し、土壌微生物相試験、鋤込み試験及び後作試験を行った。その25 
結果、本組換えダイズの除草剤ジカンバ散布区及び対照のジカンバ無散布区の

間で、土壌微生物の菌数、ハツカダイコンの発芽率及び乾燥重において統計学

的有意差は認められなかった (別添資料 9 の表 9~表 11, p27)。 
 
次に、本組換えダイズに除草剤ジカンバを散布した場合に産生されるホルム30 

アルデヒド及び DCSA が野生動植物等に影響を与えるかについて以下に考察し

た。 
 
ホルムアルデヒドは粘膜に対し刺激性のある有害物質として知られている 

(IPCS, 1989)。ホルムアルデヒドは自然のプロセス及び人為的発生の結果として、35 
環境中に広く存在している。自然の発生源としては主として大気中における炭

化水素の酸化が挙げられる。人為的発生源としては、ホルムアルデヒドは工業

的に大量に生産・使用されているほか、自動車排気ガスや木材の燃焼が挙げら

れる。通常人為的発生源から離れた大気中には 0.1~2.7µg/m3、人間が活動してい

る場所では 7~12µg/m3 のホルムアルデヒドが含まれる (IPCS, 1989)。ホルムアル40 
デヒドは土壌若しくは水中では微生物によって迅速に分解され、大気中におい
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ては速やかに拡散し、また酸化的光分解で分解されるため、環境中には蓄積し

ないと考えられている (IPCS, 1989)。また、ホルムアルデヒドはほとんど全ての

生物種において 1炭素化合物の代謝過程の中間体として生体内に存在している。

実際に、ホルムアルデヒドは多くの植物種で検出されており、その濃度は最大

で 713 mg/kg との報告もある (Adrian-Romero et al., 1999)。食品でも同様にホル5 
ムアルデヒド濃度の報告があり、果物や野菜といった生鮮食品では 1~98 mg/kg
程度含まれていると報告されている (IPCS, 1989; Trézl et al., 1997)。 

上述したように、ホルムアルデヒドはほとんど全ての生物種において生体内

に存在していることから、ほとんどの生物はホルムアルデヒドを代謝する能力

を持つと考えられる。植物におけるホルムアルデヒド代謝能については、Giese et 10 
al. (1994) がオリヅルランの植物組織から得た抽出物を用いてホルムアルデヒド

を代謝する酵素であるホルムアルデヒドデヒドロゲナーゼ活性を測定している。

その結果、Km 値は 30µM (約 0.9mg/kg) であり、オリヅルランは 1 時間の間に生

鮮組織 1g当たり 12.8µg (12.8mg/時間/kg) のホルムアルデヒドを代謝する能力を

有することが明らかとなった (Giese et al., 1994)。コムギ、トウモロコシ、スギ15 
ナの抽出物においてもホルムアルデヒドデヒドロゲナーゼの酵素活性はオリヅ

ルランと同等と考えられる (Giese et al., 1994)。また、ダイズにおいても、振盪

培養組織を用いた試験でホルムアルデヒドが代謝され、有機酸やアミノ酸とし

て同化されることが確認されている (Giese et al., 1994)。したがって本組換えダ

イズに除草剤ジカンバを散布し、本組換えダイズ体内で仮にホルムアルデヒド20 
が産生されたとしても植物体内で代謝され、植物体外には放出されないと考え

られる。 
仮に本組換えダイズの開花初期に 0.56 kg a.e./ha の除草剤ジカンバを散布した

場合に、本組換えダイズ植物体において生成されるホルムアルデヒド量の最大

値を以下の仮定に基づき試算した。 25 
仮定 1. ダイズの群落により畦間は完全に覆われている状態であり、散布したジ

カンバの全量がダイズ植物体に付着する。 
仮定 2. ダイズに付着したジカンバの 50%量が、瞬間的にダイズ植物体に吸収

され、ホルムアルデヒドに分解される。 
仮定 3. ジカンバ由来のホルムアルデヒドは生成されている間に代謝によって減30 

少しない。 
仮定 4. ダイズの栽植密度は 100,000 本/エーカー (247,105 本/ha)、ダイズ 1 植

物体当たりの重量は 30g とした。 
以上の条件での本組換えダイズの植物体中におけるホルムアルデヒド濃度の最大

値は、ダイズ植物体 1 kg 当たり 5.13mg と試算された28。しかし、この値は上述した数35 
種の植物種での最大濃度 (713 mg/kg)(Adrian-Romero et al., 1999) と比較して低

く、また生鮮食品で報告されている濃度 (1~98mg/kg)(IPCS, 1989; Trézl et al., 

                                                   
28 計算式は以下のとおりである。 
560(g a.e./ha)×0.5÷221.04 (ジカンバの分子量) ×30.03 (ホルムアルデヒドの分子量)÷247105.4 本

/ha÷0.030 kg/本 × 1000 mg/g  = 5.13 mg/kg 
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1997) の範囲内であった。除草剤ジカンバ散布によって本組換えダイズで産生さ

れるレベルのホルムアルデヒドを含む植物体は野生条件下でも存在しており、

野生動物が摂食したとしても影響は無いと考えられる。 
以上をまとめると、ホルムアルデヒドは環境中に広く存在し、土壌若しくは

水中では微生物によって迅速に分解され、大気中においては酸化的光分解で分5 
解されるため、環境中には蓄積しないと考えられる。また、本組換えダイズに

除草剤ジカンバ散布を行った場合に、植物体内でホルムアルデヒドが産生され

たとしても、植物体内で吸収、代謝されるため植物体外に放出されるとは考え

にくい。除草剤ジカンバ散布時の本組換えダイズ中のホルムアルデヒド濃度を

仮に計算したところ、数種の植物種や生鮮食品で報告されているホルムアルデ10 
ヒド濃度よりも低かった。よって、本組換えダイズの栽培時に、本組換えダイ

ズに対して除草剤ジカンバを散布し、本組換えダイズ中でホルムアルデヒドが

仮に産生されたとしても、野生動植物が影響を受けることはないと考えられた。 
 
DCSA は除草剤ジカンバがダイズや土壌、家畜で代謝されて生じる代謝産物15 

として知られている。米国環境保護庁 (EPA) による除草剤ジカンバの RED29 
(Reregistration Eligibility Decision、農薬再登録確認書) のリスク評価過程におい

て、DCSA の安全性も既に評価されており、その結果、安全であると判断されて

いる (U.S. EPA, 2009)。また、DCSA の毒性はジカンバと同等かそれより低いこ

とが FAO/WHO JMPR で認められている (FAO, 2011)。 20 
 
よって、改変 MON87708 DMO と除草剤ジカンバの反応により産生される

DCSA とホルムアルデヒドのいずれも、野生動植物等に影響を与えるものではな

いと考えられた。以上のことから、有害物質の産生性に起因する生物多様性影

響を受ける可能性のある野生動植物等は特定されなかった。 25 
 
(2) 影響の具体的内容の評価 
 

－ 
 30 
(3) 影響の生じやすさの評価 
 

－ 
 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 35 
 

以上のことから、本組換えダイズは有害物質の産生性に起因する生物多様性

影響を生ずるおそれはないと判断された。 
                                                   
29農薬再登録確認書：EPA は連邦殺虫剤殺菌剤殺鼠剤法 (FIFRA) のもと、1984 年 11 月以前に登録

された農薬について安全性の再評価を続けている。再評価された後に農薬再登録確認書が発行され

る。 
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3 交雑性 

 
(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 
 5 

第一の 1-(3)-ニ-③ (p6~8) に記載したように、ダイズと交雑可能な近縁野生種

としてわが国に分布しているのはツルマメのみである (日本雑草学会, 1991; 沼
田ら, 1997; (OECD, 2000)。したがって、交雑性に起因して影響を受ける可能性の

ある野生動植物等としてツルマメが特定された。 
 10 
(2) 影響の具体的内容の評価 

 
ダイズとその近縁野生種であるツルマメとの間では低い確率で交雑が生じ、

雑種が形成される (OECD, 2000)。したがって、本組換えダイズに関しても、ツ

ルマメと交雑した場合は雑種が形成されると考えられる。また、当該雑種から15 
ツルマメへの戻し交配を経て、本組換えダイズ由来の改変 dmo 遺伝子がツルマ

メの集団中に浸透していく可能性も否定できない。 
 
(3) 影響の生じやすさの評価 
 20 
本組換えダイズがわが国で第一種使用規程に従って使用された場合、本組換

えダイズとツルマメが交雑する可能性があることは否定できない。しかし、ダ

イズとツルマメは、通常開花前に開葯して受粉が完了する上に、開花期の後半

にはほとんどの花が開花することなく蕾のまま受精する閉花受精を行うため 
(阿部ら, 2001)、どちらも典型的な自殖性植物であると考えられている。さらに、25 
吉村ら (2006) はツルマメとダイズの開花時期は異なるため、一般にダイズとツ

ルマメとの自然交雑は起こりにくいと述べている。吉村 (2008) は、関東地方で

は両者の開花には一ヵ月ほどの差がみられるとしている。実際、日本固有の栽

培品種でありツルマメと開花期が重複する丹波黒とツルマメをそれぞれ 30個体

ずつ交互に植えて、その自然交雑率を調べた結果、得られた 686 個体のツルマ30 
メの後代の中にダイズとツルマメの雑種であると判断された後代が 5 個体確認

されており、その交雑率は 0.73%と報告されている (Nakayama and Yamaguchi, 
2002)。 

また、農業環境技術研究所において 2005 年に、除草剤グリホサート耐性遺伝

子組換えダイズとツルマメを 5 cm 離して栽培し、ツルマメ個体の収穫種子35 
32,502 粒を調査したところ、ダイズと自然交雑した交雑種子数は 1 粒であり、

この交雑種子はダイズの播種時期をずらして両種の開花最盛期を最も近くした

群の 11,860 粒の中から見つかったと報告されている (Mizuguti et al., 2009)。さら

に、農業環境技術研究所は 2006 年及び 2007 年に、上述の 5 cm 離して栽培する
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試験区に加え、遺伝子組換えダイズから 2、4、6、8 及び 10 m 離してツルマメ

を栽培する試験区を設定し、その自然交雑率を調査している。その結果、ダイ

ズとツルマメを 5 cm 離して栽培した試験区におけるダイズと自然交雑した交雑

種子数は、2006 年の試験では 44,348 粒中 0 粒であり、ダイズとツルマメの開花

期間の重複が 2006 年の試験よりより長くなった 2007 年の試験では 25,741 粒中5 
35 粒であった。一方で、2 m から 10 m 離して栽培した試験区におけるダイズと

自然交雑した交雑種子数は、2006 年の試験では 68,121 粒中 0 粒であり、ダイズ

とツルマメの開花期間の重複が 2006 年の試験より長くなった 2007 年の試験で

は 66,671 粒中 3 粒であった。なお、2007 年の試験において見られた 3 粒の交雑

個体については、2、4、6 m の区でそれぞれ 1 個体ずつ得られたと報告されてい10 
る (吉村, 2008)。 

よって、一般的にダイズとツルマメ集団が隣接して生育し、かつ開花期が重

なり合う場合は交雑し得るが、そのような特殊な条件の場合でも、ダイズとツ

ルマメが交雑する可能性は極めて低いと考えられた。 
 15 

本組換えダイズとツルマメとの交雑性に関する試験は行っていない。しかし

ながら、本隔離ほ場試験において本組換えダイズと対照の非組換えダイズとを

隣接した試験区で栽培し、本組換えダイズを花粉親としたときの自然交雑率を

調査したところ、交雑は認められず (第一の 2-(6)-②-f, p43)、本調査における交

雑 率 は こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る ダ イ ズ 品 種 間 の 自 然 交 雑 率 20 
(0.03~6.32%)(Abud et al., 2003; Ahrent and Caviness, 1994; Beard and Knowles, 1971; 
Caviness, 1966; Cutler, 1934; Garber and Odland, 1926; Ray et al., 2003; Weber and 
Hanson, 1961; Woodworth, 1922) を超えるものではないと考えられた。また、本

組換えダイズと対照の非組換えダイズとの間で生殖に関わる形質を比較した場

合、花粉の稔性及びサイズ (第一の 2-(6)-②-d, p42) において違いは認められな25 
かった。一方、種子の生産性 (第一の 2-(6)-②-e, p42) において一株当たりの粗

粒重及び百粒重の 2 項目で有意差が認められた。しかし、統計学的有意差が認

められた一株当たりの粗粒重及び百粒重について、本組換えダイズの平均値は

これまでに本隔離ほ場で試験栽培された従来ダイズの一株当たりの粗粒重の範

囲 (29.8~57.8g) 及び百粒重の範囲 (18.5~24.9g) 内であった。このことから、本30 
組換えダイズの生殖特性は従来ダイズの変動の範囲内であり、本組換えダイズ

の生殖特性にはツルマメとの交雑性に影響を与えるような違いはないと考えら

れる。 
したがって、本組換えダイズとツルマメとの交雑性は従来ダイズとツルマメ

との交雑率と同様に極めて低いと考えられた。 35 
 
以上のことから、本組換えダイズがわが国で自生するツルマメと交雑する可

能性は極めて低いと判断された。 
仮に本組換えダイズとツルマメが自然交雑した場合でも、本組換えダイズ由

来の改変 dmo 遺伝子がツルマメ集団中に遺伝子浸透していくには、F1 雑種やそ40 
の雑種後代が自然環境中で生存し、ツルマメと交雑を繰り返す必要がある。 
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従来ダイズとツルマメの雑種形成及びその後のダイズからツルマメへの遺伝

子浸透に関しては、経時的な調査も含め、研究が行われている。2003 年から 2006
年にかけてツルマメと従来ダイズの雑種が、どの程度自生地において形成され

ているかを確認するために、日本各地のダイズ畑周辺で栽培ダイズとツルマメ5 
との中間型が探索されている。その結果、調査した 58 地点 (秋田県 8 地点、茨

城県 7 地点、愛知県 4 地点、広島県 6 地点、佐賀県 33 地点) のうち秋田県の 1
地点及び佐賀県の 5 地点から形態的にダイズとツルマメの中間的な特徴を持つ

17 個体の中間体が発見され、その後、マイクロサテライトマーカーにより、こ

れらの中間体は全てダイズとツルマメの自然交雑に由来することが明らかとな10 
った (Kuroda et al., 2010)。 

しかし、これら発見された中間体が同じ集団内で生存し続けるかどうかの追

跡調査を中間体の見つかった秋田県 1 地点、佐賀県 5 地点について行ったとこ

ろ、佐賀県の 1 地点を除いて翌年には中間体は確認されなかった。佐賀県の 1
地点では、翌年に 1 個体の雑種後代を確認したものの、翌々年は確認されなか15 
った (Kuroda et al., 2010)。 

さらに、ダイズからツルマメへの自然交雑の有無を DNA レベルで明らかにす

るために、F1 雑種及び雑種後代が発見された地点を含めて、秋田県、茨城県、

佐賀県の 14 地点の種子 1,344 サンプルをマイクロサテライトマーカーで解析し

た結果、従来ダイズ由来の遺伝子のツルマメ集団中への浸透は確認されなかっ20 
た (Kuroda et al., 2008)。同様に Stewart et al. (2003) も「ダイズにおいて作物から

野生種への遺伝子浸透に関する分子学的事実はない」と述べている。 
このようにダイズとツルマメの雑種の生存が制限される理由として、雑種自

体の競合性の低下が考えられる。ダイズは人為的な栽培環境に適応進化してお

り、自然環境に適応したツルマメとは遺伝的、形態的、生理学的及び生態的特25 
性に大きな違いがある。したがって、雑種及び雑種後代が栽培作物であるダイ

ズの遺伝子をある割合で有することにより、自然環境に適応するのに不利にな

っている可能性がある。 
実際に、人為的に交配して得た従来ダイズとツルマメの雑種を親系統ととも

に播種した後で、それらの定着の様子を 3 年間追跡調査した結果、雑種系統の30 
定着率は親系統であるツルマメと比較して明らかに劣っていたことが示されて

いる (Oka, 1983)。さらに、従来ダイズとツルマメの雑種においては、休眠性、

倒伏性、裂莢性はツルマメに比べ低下していることが報告されている (Chen and 
Nelson, 2004; Oka, 1983)。 

Kuroda は 2003 年~2006 年に行った中間体の調査の結果、雑種後代は速やかに35 
自然環境から消失していたと報告している。さらに、従来ダイズ由来の遺伝子

のツルマメ集団中への浸透が確認されなかった理由として、1) 硬実種子の割合

が少ないため冬季に吸水した結果、種子が腐るあるいは発芽しても寒さにより

枯死する、2) 種子が越冬しても発芽後に他の植物との競合に勝てず、淘汰され

たこと、の 2 つを挙げている (Kuroda et al., 2010)。 40 
以上の文献報告より、仮に交雑が起こって雑種ができたとしてもその雑種及
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びその雑種後代は、ダイズの遺伝子をある割合で有すことにより、自然環境へ

の適応にツルマメと比べ不利となり、淘汰されることが考えられる。したがっ

て、雑種及びその雑種後代がツルマメとの交雑を繰り返すことにより、ツルマ

メにダイズの遺伝子が浸透する可能性は極めて低いと考察された。 
 5 
本組換えダイズにおいて、競合における優位性に関わる形質に違いは認めら

れなかった。したがって、仮に本組換えダイズがツルマメと交雑したとしても

その雑種や後代が自然環境への適応においてツルマメと比べ不利となる点に違

いはないと考えられる。したがって、雑種及びその雑種後代がツルマメとの交

雑を繰り返すことにより、ツルマメに本組換えダイズの遺伝子が浸透する可能10 
性は、従来ダイズと同様に極めて低いと考察された。 

 
このことから、仮に本組換えダイズとツルマメの雑種が形成され、その雑種

が改変 MON87708 DMO によりジカンバ耐性を付与されたとしても、ジカンバを

散布されることが想定しにくい自然条件下において、ジカンバ耐性であること15 
が競合における優位性を高めるとは考えにくい。したがって、形成された雑種

の競合性がツルマメより高まるとは考えにくく、本組換えダイズ由来の改変 dmo
遺伝子が、ツルマメ集団中に遺伝子浸透していく可能性は極めて低いと考えら

れた。 
 20 
以上をまとめると、本組換えダイズとツルマメは、それぞれの集団が隣接し

て生育し、かつ開花期が重なり合うような特殊な条件であっても交雑率は極め

て低いと推定される。さらに、仮に交雑したとしてもその雑種がわが国の自然

条件に適応していく可能性は極めて低く、本組換えダイズ由来の改変 dmo 遺伝

子がツルマメ集団中へ浸透していく可能性も極めて低いと考えられた。したが25 
って、交雑性に起因する生物多様性影響を生ずるおそれはないと判断された。 

 
(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 
 

以上のことから、本組換えダイズは交雑性に起因する生物多様性影響を生ず30 
るおそれはないと判断された。 
 

4 その他の性質 
 

－  35 
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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：ダイズは弥生時代からわが国で栽培されていると考え

られており、イネ・ムギとともに最も長い使用経験があるが、これまでダイズ

がわが国の自然条件下で雑草化した例は報告されていない。本組換えダイズと5 
対照の非組換えダイズとの間で競合における優位性に関わる諸形質のうち形態

及び生育の特性、成体の越冬性、花粉の稔性及びサイズ、種子の生産量、脱粒

性、休眠性及び発芽率を本隔離ほ場試験において比較検討した結果、発芽率、

一株当たりの粗粒重及び百粒重において本組換えダイズと対照の非組換えダイ

ズとの間に統計学的有意差が見られた。また、統計処理を行わなかった項目で10 
は、発芽揃いにおいて本組換えダイズと対照の非組換えダイズとの間に違いが

認められた。また、生育初期における低温耐性及び花粉の稔性及びサイズを米

国において調査した結果、統計処理を行った項目では本組換えダイズと対照の

非組換えダイズとの間に統計学的有意差は認められず、統計処理を行わなかっ

た項目についても本組換えダイズと対照の非組換えダイズとの間で違いは認め15 
られなかった。 

検討の結果、発芽率については統計学的有意差はあったが、本組換えダイズ、

対照の非組換えダイズのいずれも極めて高い発芽率を示していることから、こ

の差が競合における優位性を高めることはないと判断された。発芽揃いについ

ては、本組換えダイズのほうが対照の非組換えダイズに比べ 1 日早かったが、20 
発芽揃いの 1 日の差によって競合における優位性が高まることはないと判断さ

れた。また、一株当たりの粗粒重については、本組換えダイズのほうが対照の

非組換えダイズに比べ重かったが、本組換えダイズの一株当たりの粗粒重の平

均値は、本隔離ほ場で 2006 年~2009 年に行われた栽培試験における従来ダイズ

の一株当たりの粗粒重の範囲 (29.8~57.8 g) に収まっていた。百粒重については、25 
本組換えダイズのほうが対照の非組換えダイズに比べ重かったが、本組換えダ

イズの百粒重の平均値は、本隔離ほ場で 2006 年~2009 年に行われた栽培試験に

おける従来ダイズの百粒重の範囲 (18.5~24.9 g) に収まっていた。また、これま

でに報告されている従来ダイズの百粒重の範囲内 (12.5~21.8 g) であった。この

ことから、本試験において認められた一株当たりの粗粒重及び百粒重の差異に30 
より競合における優位性が高まることはないと判断された。よって、上述した

項目において認められた有意差及び違いにより、競合における優位性が高まる

ことはないと判断された。 
本組換えダイズには改変 MON87708 DMO の発現による除草剤ジカンバ耐性

が付与されているが、ジカンバを散布されることが想定しにくい自然条件下に35 
おいて、ジカンバ耐性であることが競合における優位性を高めるとは考えられ

ない。 
したがって、本組換えダイズは競合における優位性に起因する生物多様性影

響を生ずるおそれはないと判断された。 
 40 
有害物質の産生性：ダイズに関して、これまでに有害物質の産生性は報告さ

れていない。本組換えダイズと対照の非組換えダイズとの間で、有害物質の産
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生性の有無を土壌微生物相試験、鋤込み試験及び後作試験により比較検討した

が、統計学的有意差は認められなかった。 
本組換えダイズ中では除草剤ジカンバ耐性を付与する改変 MON87708 DMO

が発現しているが、DMO 蛋白質が有害物質であるとする報告はなく、既知アレ

ルゲンと構造的に類似性のある配列を有しないことが確認されている。また、5 
改変 MON87708 DMO はジカンバに対して基質特異性を有するため、宿主の代謝

系に作用して有害物質を産生することはないと考えられた。 
本組換えダイズに対し除草剤ジカンバを散布した際には、改変 MON87708 

DMO によって除草剤ジカンバの脱メチル反応が触媒され、ホルムアルデヒドと

3,6-DCSA が生じる。除草剤ジカンバ散布下における本組換えダイズの有害物質10 
の産生性を評価したところ、土壌微生物相試験、鋤込み試験及び後作試験にお

いて、除草剤ジカンバ散布区、無散布区との間で統計学的有意差は認められな

かった。 
また、ホルムアルデヒドは植物において日常的に産生されているものである。

本組換えダイズで除草剤ジカンバの散布によって生じるホルムアルデヒドの量15 
は、植物種あるいは生鮮食品 (野菜・果物を含む) に含まれるホルムアルデヒド

の量の範囲を超えるものではなかったことから、野生動植物等が影響を受ける

ことは無いと考えられた。 
DCSA は EPA による除草剤ジカンバの RED のリスク評価過程において安全

性が既に評価されており、またその毒性はジカンバと同等かそれより低いこと20 
が FAO/WHO JMPR で認められている。よって、DMO 蛋白質と除草剤ジカンバ

の反応により産生される DCSA とホルムアルデヒドのいずれも、野生動植物に

影響を与えるものではないと考えられた。 
これらのことから、本組換えダイズは除草剤ジカンバ散布下においても野生

動植物に影響を与えるものではないと結論された。 25 
 

したがって、本組換えダイズは有害物質の産生性に起因する生物多様性影響

を生ずるおそれはないと判断された。 
 
交雑性：交雑に起因して影響を受ける可能性のある野生動植物等としてツル30 

マメが特定された。従来の知見よりダイズとツルマメの開花期は重なりにくく、

その交雑率も低いことが知られている。また、本組換えダイズの種子の生産量 
(収量)、花粉の稔性及びサイズなど生殖に関わる形質の調査結果から、本組換え

ダイズの交雑性は従来ダイズと同様に低いと推測された。さらに、仮に、本組

換えダイズとツルマメが交雑した場合であっても本組換えダイズとツルマメの35 
雑種がツルマメの集団中に優占的に浸透していく可能性は極めて低いと考えら

れた。 
以上のことから、本組換えダイズは、交雑性に起因する生物多様性影響を生

ずるおそれはないと判断された。 
 40 
よって、総合的評価として、本組換えダイズを第一種使用規程に従って使用

した場合に、わが国の生物多様性に影響を生ずるおそれはないと判断された。 
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緊 急 措 置 計 画 書 
 

平成23年10月３日 5 
 

氏名 日本モンサント株式会社 

代表取締役社長  山根  精一郎 

住所 東京都中央区銀座四丁目10番10号 

 10 
 

 

 第一種使用規程の承認を申請している除草剤ジカンバ耐性ダイズ (改変 dmo, 
Glycine max (L.) Merr.) (MON87708, OECD UI : MON-877Ø8-9) (以下、「本組換え

体」という。)の第一種使用等において、生物多様性影響が生ずるおそれがあると、科15 
学的根拠に基づき立証された場合、以下の措置を執ることとする。 
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１ 第一種使用等における緊急措置を講ずるための実施体制及び責任者 

 

平成23年10月現在 
社内委員 

＊ 
日本モンサント株式会社 代表取締役社長 
東京都中央区銀座四丁目 10 番 10 号 
（電話番号  03-6226-6080） 

 日本モンサント株式会社 農薬規制・環境部 部長 

 日本モンサント株式会社 河内研究農場 農場長 

 日本モンサント株式会社 バイオ規制・環境部 部長 

 
日本モンサント株式会社 バイオ規制・環境部 
油糧作物担当課長 

 日本モンサント株式会社 バイオ規制・環境部 

 日本モンサント株式会社 バイオ規制・環境部 

 日本モンサント株式会社 バイオ規制・環境部 

 日本モンサント株式会社 バイオ規制・環境部 

＊： 管理責任者 

 5 
 

 

 

２ 第一種使用等の状況の把握の方法 

 10 
弊社は、モンサント・カンパニーと連絡をとり、種子、穀物生産、収穫物の状況に関

し、種子製造、種子供給、販売、穀物取扱業者など使用の可能性がある関係各者

から可能な限り情報収集を行う。 

 

 15 
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３ 第一種使用等をしている者に緊急措置を講ずる必要があること及び緊急措置の内

容を周知するための方法 

 

弊社は、モンサント・カンパニーと連絡をとり、生産農家や穀物取扱業者などの取

引ルートへ本組換え体の適切な管理、取扱いなどの生物多様性影響のリスクとその5 
危機管理計画について情報提供を行う。 

 

 

４ 遺伝子組換え生物等を不活化し又は拡散防止措置を執ってその使用等を継続す

るための具体的な措置の内容 10 
 

生物多様性影響を生ずるおそれがあると認められた場合、弊社は、モンサント・カ

ンパニーの協力のもと、本組換え体が環境中に放出されないように必要かつ適切な

措置をとるとともに、環境中に放出された本組換え体は、環境中で生存しないように

不活化する。 15 
 

 

５ 農林水産大臣及び環境大臣への連絡体制 

 

弊社は、信憑性のある証拠及びデータにより生物多様性影響が生ずる可能性が20 
示唆された場合、そのことを直ちに農林水産省消費・安全局農産安全管理課及び

環境省自然環境局野生生物課に報告する。 
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除草剤ジカンバ耐性ダイズ (改変 dmo, Glycine max (L.) Merr.)(MON87708, 

OECD UI : MON-877Ø8-9) の別添資料リスト 

 
別添資料 1 本組換えダイズの作出に用いられた改変 dmo 遺伝子から推定し5 

た改変 MON87708 DMO+27 のアミノ酸配列 (社外秘) 

 

別添資料 2-A Specificity of Dicamba Mono-Oxygenase (DMO) When Different 
Herbicides are Applied to MON 87708 and Conventional Soybean 
(RAR-09-500)(社外秘) 10 

 
別添資料 2-B Specificity of Dicamba Mono-Oxygenase for Potential Endogenous 

Substrates (RPN-10-365)(社外秘) 

 
別添資料 2-C Specificity of Dicamba Mono-Oxygenase (DMO) Enzyme from 15 

MON 87708 Using o-Anisic Acid as a Substrate (RPN-10-499)(社外

秘) 

 

別添資料 3 Summary of PCR Analysis to Confirm the Absence of Agrobacterium 
Used To Produce Dicamba-Tolerant Soybean MON 87708 (社外秘) 20 

 
別添資料 4 Revised Summary: Heritability and Stability of the dmo Expression 

Cassette in Dicamba-Tolerant Soybean MON 87708 Across Multiple 
Generations (RPN-08-505)(社外秘) 

 25 

別添資料 5 Amended Report for MSL0022670: Molecular Analysis of 
Dicamba-Tolerant Soybean MON 87708 (MSL0023278)(社外秘) 

 

別添資料 6 Western Blot Analysis of DMO Protein in Dicamba-Tolerant Soybean 
MON 87708 Leaf Across Multiple Generations Produced in the 30 
Greenhouse During 2007 and 2008 (MSL0021459)(社外秘) 

 

別添資料 7 Assessment of Total DMO Protein Levels in Soybean Tissues 
Collected from MON 87708 Produced in United States Field Trials 
During 2008 (MSL0022510)(社外秘) 35 

 
別添資料 8 A) Soybean GM_A92205 EndPoint TaqMan PCR with PUB Internal 

Control for Single Seed (BQ-QC-10711-01)(社外秘) 
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B) Supplemental File for BQ-QC-10711-01 Soybean GM_A92205 
EndPoint TaqMan PCR with PUB Internal Control for Single Seed (社
外秘) 

 

別添資料 9 除草剤ジカンバ耐性ダイズ  (改変 dmo, Glycine max (L.) 5 
Merr.)(MON87708, OECD UI: MON-877Ø8-9) の隔離ほ場におけ
る生物多様性影響評価試験結果報告書 (社外秘) 

 
別添資料 10 An Assessment of the Effect of Cold Stress on the Growth of 

Dicamba-Tolerant Soybean MON 87708 under Growth Chamber 10 
Conditions (MSL0021852)(社外秘) 

 

別添資料 11 Viability and Morphology Evaluation of Pollen from 
Dicamba-Tolerant Soybean MON 87708 Produced in a U.S. Field 
Trial During 2008 (MSL0021880)(社外秘) 15 

 

別添資料 12 モニタリング結果報告書 (社外秘) 

 




