
遺伝子組換え食品等専門調査会における審議結果について 

 

 

１．審議結果 

厚生労働大臣から食品安全委員会に意見を求められた低リグニンアルファ

ルファ KK179 系統に係る食品健康影響評価（平成 26 年 2 月 19 日付け厚生労働

省発食安 0219 第 3 号）については、平成 26 年 12 月 11 日に開催された第 133

回遺伝子組換え食品等専門調査会において審議され、審議結果（案）が取りま

とめられた。 

審議結果（案）については、幅広く国民に意見・情報を募った後に、食品安

全委員会に報告することとなった。 

 

２．低リグニンアルファルファ KK179 系統に係る食品健康影響評価についての意

見・情報の募集について 

上記品目に関する「審議結果（案）」を食品安全委員会ホームページ等に公

開し、意見・情報を募集する。 

 

１）募集期間 

   平成 27 年 3 月 3 日（火）開催の食品安全委員会（第 551 回会合）の翌日

の平成 27 年 3 月 4 日（水）から平成 27 年 4 月 2 日（木）までの 30 日間。 

 

２）受付体制 

   電子メール(ホームページ上)、ファックス及び郵送 

 

３）意見・情報提供等への対応 

   いただいた意見・情報等をとりまとめ、遺伝子組換え食品等専門調査会の

座長の指示のもと、必要に応じて専門調査会を開催し、審議結果をとりまと

め、食品安全委員会に報告する。 
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要  約  

 

「低リグニンアルファルファ KK179 系統」について、申請者提出の資料を用いて

食品健康影響評価を実施した。 

 

本系統は、アルファルファ由来のカフェオイル CoA 3-О-メチルトランスフェラーゼ

（CCOMT タンパク質）をコードする CCOMT 遺伝子の一部の領域からなる遺伝子断

片を逆方向反復配列に導入することで、転写産物による RNAi が誘導され、内在性の

CCOMT 遺伝子の発現が抑制される。その結果、地上部におけるリグニン含量が低下

するとされている。なお、本系統の作出過程において、選択マーカーとして利用する

ために Escherichia coli のトランスポゾン Tn5 に由来する nptII 遺伝子が導入された

が、交配による遺伝的分離を利用して本遺伝子を持たない個体が選抜されている。 
 
「遺伝子組換え食品（種子植物）の安全性評価基準」（平成 16 年 1 月 29 日食品安

全委員会決定）に基づき、挿入遺伝子の安全性、遺伝子の導入後の塩基配列等の解析、

交配後の世代における挿入遺伝子の安定性、植物の代謝経路への影響、植物の栄養成

分及び有害成分等の比較の結果等について確認した結果、非組換えアルファルファと

比較して新たに安全性を損なうおそれのある要因は認められなかった。 
 

したがって、「低リグニンアルファルファ KK179 系統」については、ヒトの健康

を損なうおそれはないと判断した。
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Ⅰ．評価対象食品の概要 

名 称：低リグニンアルファルファ KK179 系統 
性 質：リグニン含量の低減 

申請者：日本モンサント株式会社 
開発者：Monsanto Company（米国）、Forage Genetics International LLC（米

国） 
 

「低リグニンアルファルファ KK179 系統」（以下「アルファルファ KK179」と

いう。）は、アルファルファ由来のカフェオイル CoA 3-О-メチルトランスフェラー

ゼ（CCOMT タンパク質）をコードする CCOMT 遺伝子の一部の領域からなる遺伝

子断片を逆方向反復配列に導入することで、転写産物による RNAi が誘導され、内

在性の CCOMT 遺伝子の発現が抑制される。その結果、地上部におけるリグニン含

量が低下するとされている。 
なお、本系統の作出過程において、選択マーカーとして利用するために

Escherichia coli のトランスポゾン Tn5 に由来する nptII 遺伝子が導入されたが、

交配による遺伝的分離を利用して本遺伝子を持たない個体が選抜されている。 
 

Ⅱ．食品健康影響評価 

第１．安全性評価において比較対象として用いる宿主等の性質及び組換え体との相違

に関する事項 

１．宿主及び導入 DNAに関する事項 
（１）宿主の種名及び由来 

宿主は、マメ科 Medicago 属に属するアルファルファ（Medicago sativa L.）
の従来品種 R2336 系統である。 

 
（２）DNA 供与体の種名及び由来 

CCOMT 遺伝子断片の供与体は、アルファルファ（M. sativa L.）であり、

nptII 遺伝子の供与体は Escherichia coli のトランスポゾン Tn5 である。 
 
（３）挿入 DNA の性質及び導入方法 

CCOMT 遺伝子は、リグニン生合成経路の主要な酵素である CCOMT タンパ

ク質をコードする。CCOMT 遺伝子断片を逆方向反復配列となるように導入す

ることで、転写産物による RNAi が誘導され、内在性の CCOMT 遺伝子の発現

が抑制される。その結果、地上部におけるリグニン含量が減少する。 
nptII 遺伝子は、形質転換体を選択するためのマーカーとして用いられ、ネ

オマイシン及びカナマイシン耐性を付与する NPTII タンパク質を発現する。な

お、交配による遺伝的分離を利用して nptII 遺伝子を持たない個体を選抜した

ため、アルファルファ KK179 は、nptII 遺伝子を有していない。 
CCOMT 遺伝子断片及び nptII 遺伝子は、アグロバクテリウム法を用いて宿

主に導入された。 
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２．宿主の食経験に関する事項 

アルファルファは、古くから牧草として栽培されてきたものであり、食用とし

ては、播種後３～７日後の幼苗がスプラウトとして食される。また、アルファル

ファは、栄養補助食品等の原料としても利用されている。 
 

３．宿主由来の食品の構成成分等に関する事項 

（１）宿主の可食部分の主要栄養素等（タンパク質、脂質等）の種類及びその量の

概要 
アルファルファの主要栄養組成（対乾燥重量）は、タンパク質 15.3～25.8％、

総脂質 1.3～3.2％、灰分 8.4～15.3％である（参照 1）。 
また、スプラウトの主要栄養組成（対乾燥重量）は、タンパク質 45.0％、総

脂質 7.8％、灰分 4.5％である（参照 1）。 
 

（２）宿主に含まれる毒性物質・栄養阻害物質等の種類及びその量の概要 
アルファルファの有害生理活性物質（対乾燥重量）は、サポニン 1.6～2.4％

（参照 2）、クメステロール（フィトエストロゲンの一種）3.0～104.4 ppm（参

照 1）及びカナバニン 1.3～2.4％（参照 3）である。 
また、スプラウトの有害生理活性物質（対乾燥重量）は、サポニン 87 mg/g

及びカナバニン 1.3～2.7％である（参照 3）。 
 
４．宿主と組換え体との食品としての利用方法及びその相違に関する事項 

（１）収穫時期（成熟程度）と貯蔵方法 
アルファルファ KK179 の収穫時期及び貯蔵方法は、従来のアルファルファ

と変わらない。 
 

（２）摂取（可食）部位 
アルファルファ KK179 の可食部位は、従来のアルファルファと変わらない。 

 
（３）摂取量 

アルファルファ KK179 の摂取量は、従来のアルファルファと変わらない。 
 

（４）調理及び加工方法 
アルファルファ KK179 の調理及び加工方法は、従来のアルファルファと変

わらない。 
 
５．宿主以外のものを比較対象に追加して用いる場合、その根拠及び食品としての

性質に関する事項 

宿主と従来品種以外のものは比較対象としていない。 
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６．安全性評価において検討が必要とされる相違点に関する事項 

アルファルファ KK179 は、CCOMT 遺伝子断片を逆方向反復配列に導入する

ことで、転写産物による RNAi が誘導され、内在性の CCOMT 遺伝子の発現が抑

制される。その結果、地上部におけるリグニン含量が減少することが宿主との相

違点である。 
 

以上、１～６により、アルファルファ KK179 の安全性評価においては、既存の

アルファルファとの比較が可能であると判断した。 
 
第２．組換え体の利用目的及び利用方法に関する事項 

一般に、アルファルファは生育に従い総リグニンの蓄積量が増加する。リグニン

は反芻動物の飼料の消化率に対して負の影響を及ぼすものであり、収穫時期が遅れ

ることにより総リグニン量が増加するため、飼料としての品質が低下することが知

られている。アルファルファ KK179 は、リグニンの含量を低減させることで、飼

料の品質を低下させることなく収穫期間を拡大することができるとされている。 
 

第３．宿主に関する事項 

１．分類学上の位置付け等（学名、品種名及び系統名等）に関する事項 
宿主は、マメ科 Medicago 属に属するアルファルファ（Medicago sativa L.）

の R2336 系統である。 
 
２．遺伝的先祖並びに育種開発の経緯に関する事項 

アルファルファの起源はイランと考えられ、飼料として生産される植物として

は最も古い歴史がある。飼料としての重要性から世界中で生産されている（参照

4）。 

アルファルファが属する Medicago 属は 80 種以上の種からなり、現在、商業栽

培が行われているアルファルファは、Medicago sativa L. subsp. sativa（紫花ア

ルファルファ）及び Medicago sativa L. subsp. falcuta （黄花アルファルファ）

の２つの亜種とこれらの交雑種である。栽培種の多くは、 M. sativa 
L.subsp.sativa に属する。 

 
３．有害生理活性物質の生産に関する事項 

アルファルファは、サポニン、フィトエストロゲン、カナバニンといった有害

物質を産生することが報告されている（参照 1）。 

サポニンのうち、毒性を示す可能性があるのは、ザンハ酸及びメジカゲン酸で

あると考えられており、口腔及び消化管の炎症、膜透過性の上昇及び溶血などを

引き起こす可能性がある（参照 5）。また、サポニンの特性である泡立ち（参照

6）により、反芻胃の鼓脹をもたらす。 

クメステロール、イソフラボノイドなどのフィトエストロゲンは、反芻動物等

の生殖機能に影響を及ぼすとの報告がある（参照 7、8）。 
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カナバニンは、多く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

産物であり、L-カナバニンとして存在する。カナバニンは、全身性紅斑性狼瘡を

誘発する可能性があるとの報告がある（参照 9、10）。 

縮合タンニンは、飼料に含まれるタンパク質に結合能を持つものであるが、ア

ルファルファでの含量は一般的な牧草と比較して少ない（参照 1）。 

なお、アルファルファの通常の食品としての摂取量において、これらの有害生

理活性物質がヒトに対して影響を及ぼすとの報告はないとしている。 

 
４．アレルギー誘発性に関する事項 

これまでに、ヒトにおけるアルファルファに対するアレルギー誘発性の報告は

ない（参照 11）。 
 
５．病原性の外来因子（ウイルス等）に汚染されていないことに関する事項 

他の植物と同様に、アルファルファの病害は多く知られているが、それらがヒ

ト、家畜等に対し病原性を持つとの報告はない。 
 

６．安全な摂取に関する事項 

食用としては、スプラウトとして食されるほか、栄養補助食品等として利用さ

れている。なお、アルファルファ消費量の 95％以上がスプラウトである。 
 

７．近縁の植物種に関する事項 

アルファルファの近縁種において、有害生理活性物質の産生に関する報告はな

い。 
 
第４．ベクターに関する事項 

１．名称及び由来に関する事項 

導入用プラスミド PV-MSPQ12633 の構築には、ベクターF が用いられた。 
 
２．性質に関する事項 

（１）DNA の塩基数及びその塩基配列を示す事項 
ベクターF の塩基数及び塩基配列は明らかになっている。 

 
（２）制限酵素による切断地図に関する事項 

ベクターF の制限酵素による切断地図は明らかになっている。 
 

（３）既知の有害塩基配列を含まないことに関する事項 
ベクターF の塩基配列は明らかになっており、既知の有害塩基配列は含まれ

ていない。 
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（４）薬剤耐性遺伝子に関する事項 
ベクターF には、ストレプトマイシン及びスペクチノマイシン耐性を付与す

る aadA 遺伝子並びにネオマイシン及びカナマイシン耐性を付与する nptII 遺

伝子が含まれている。 
 

（５）伝達性に関する事項 
ベクターF には、伝達を可能とする塩基配列は含まれていない。 

 
第５．挿入 DNA、遺伝子産物、並びに発現ベクターの構築に関する事項 

１．挿入 DNAの供与体に関する事項 
（１）名称、由来及び分類に関する事項 

CCOMT 遺伝子断片の由来はアルファルファ（M. sativa L.）であり、nptII
遺伝子の由来は E. coli のトランスポゾン Tn5 である。 
 

（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は、食用として利用され

ている。また、nptII 遺伝子の供与体である E. coli は、研究用及び商業用に広

く使用されている。 
 

２．挿入 DNA又は遺伝子（抗生物質耐性マーカー遺伝子を含む。）及びその遺伝子

産物の性質に関する事項 

（１）挿入遺伝子のクローニング若しくは合成方法に関する事項 
CCOMT 遺伝子の逆位方向反復配列からなる遺伝子断片は、アルファルファ

の CCOMT 遺伝子の一部の領域の塩基配列を基にして構築された。 
nptII 遺伝子は、選抜マーカーとして導入用プラスミドの T-DNAII 領域にク

ローニングされた。 
挿入 DNA の構成要素は表１、表２のとおりである。 

 
（２）塩基数及び塩基配列と制限酵素による切断地図に関する事項 

挿入DNAの塩基数、塩基配列及び制限酵素による切断地図は明らかになって

いる。 
 
（３）挿入遺伝子の機能に関する事項 

・CCOMT 遺伝子断片 
CCOMT 遺伝子は、リグニンの生合成経路においてカフェオイル CoA をフ

ェルロイルCoAにメチル化する酵素であるCCOMTタンパク質をコードする。 
CCOMT 遺伝子の逆方向反復配列からなる CCOMT 遺伝子発現抑制カセッ

トを導入し、その転写産物である二本鎖 RNA が、RNAi 機構を介したジーン

サイレンシングにより内在性 CCOMT 遺伝子の発現を抑制する（参照 12）。

CCOMT タンパク質は、リグニン・サブユニット（主に、グアヤシルリグニン
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（G リグニン）、シリンギルリグニン（S リグニン）及び p-ヒドロキシフェニ

ルリグニン（H リグニン）の 3 種）のうち、G リグニンの生合成に関与する主

要酵素であり（参照 13）、CCOMT 遺伝子の発現を抑制することで G リグニ

ン含量が減少するとしている。 
CCOMT 遺伝子発現抑制カセットは、インゲンマメ（Phaseolus vulgaris）

のフェニルアラニンアンモニアリアーゼ（PAL）遺伝子由来の Pal2 プロモー

ターにより制御されており、PAL 遺伝子は植物のリグニン沈積部位で特異的に

発現する（参照 13、14）。 
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し、総リグ

ニン含量が減少する。一方、S リグニン量は有意には増加しないことから、全

サブニットに占める S リグニンの割合が増加し、S リグニン:G リグニン比が上

昇することとなる（参照 15）。 
アルファルファ KK179 のリグニン・サブユニットの分析を行った結果、対

照の非組換えアルファルファと比較して、G リグニン含量は統計学的有意に減

少した。また、S リグニン含量は有意には増加しておらず、S リグニン:G リグ

ニン比の上昇が確認された（参照 16）。さらに、総リグニン含量（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、統計学的有意に減少していることが確認された（参照 17）。 
・nptII 遺伝子 

nptII 遺伝子が NPTII タンパク質を発現することで、アミノグリコシド系抗

生物質であるネオマイシン、カナマイシン等に対して耐性を持ち、選抜マーカ

ーとして機能する。EFSA（欧州食品安全機関）は、遺伝子組換え作物中の nptII
遺伝子が、ヒト及び家畜等の健康に影響を及ぼす可能性は極めて低いとしてい

る（参照 18）。 
 
（４）抗生物質耐性マーカー遺伝子に関する事項 

導入用プラスミド PV-MSPQ12633 の T-DNAII 領域にはカナマイシン耐性

を付与する nptII 遺伝子を有するが、アルファルファ KK179 には導入されて

いないことがサザンブロット分析により確認されている。 
 

３．挿入遺伝子及び薬剤耐性遺伝子の発現に関わる領域に関する事項 

（１）プロモーターに関する事項 
CCOMT 遺伝子発現抑制カセットのプロモーターは、インゲンマメ（P. 

vulgaris）のフェニルアラニンアンモニアリアーゼ（PAL）遺伝子由来の Pal2
プロモーターである（参照 13、14）。 

nptII 遺伝子のプロモーターは、カリフラワーモザイクウイルス（CaMV）

由来の 35S RNA プロモーターである（参照 19）。 
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（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 遺伝子のターミネーターは、

Rhizobium radiobacter（Agrobacterium tumefaciens）のノパリン合成酵素

（nos）遺伝子の 3’非翻訳領域配列である（参照 20、21）。 
 

（３）その他 
その他の挿入遺伝子の発現制御に関わる塩基配列は挿入されていない。 

 
４．ベクターへの挿入 DNAの組込方法に関する事項 

Segment A1、中間ベクターB～F を用いて、CCOMT 遺伝子発現抑制カセット

及び nptII 遺伝子発現カセットを含む導入用プラスミド PV-MSPQ12633 が構築

された。 
 
５．構築された発現ベクターに関する事項 

（１）塩基数及び塩基配列と制限酵素による切断地図に関する事項 
導入用プラスミド PV-MSPQ12633 の塩基数、塩基配列及び制限酵素による

切断地図は明らかになっている。 
 

（２）原則として、最終的に宿主に導入されると考えられる発現ベクター内の配列

には、目的以外のタンパク質を組換え体内で発現するオープンリーディングフ

レームが含まれていないこと 
宿主に導入される導入用プラスミド PV-MSPQ12633 内の領域には、目的以

外のタンパク質を発現するオープンリーディングフレーム（ORF）は含まれて

いない（参照 22、23）。 
 

（３）宿主に対して用いる導入方法において、意図する挿入領域が発現ベクター上

で明らかであること 
導入用プラスミド PV-MSPQ12633 の意図する挿入領域は、T-DNA I 領域及

び T-DNAII 領域のそれぞれの右側境界領域（RB）から左側境界領域（LB）ま

での領域である。 
 

（４）導入しようとする発現ベクターは、目的外の遺伝子の混入がないよう純化さ

れていること 
導入用プラスミド PV-MSPQ12633 は、抗生物質耐性マーカーによる選抜及

び塩基配列の解析を通じて純化されている。 
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 表１ アルファルファ KK179 への挿入 DNA① 
構成 DNA 由来及び機能 
LB T-DNA を伝達する際に利用される左側境界配列を含む R. 

radiobacter（A. tumefaciens）由来の DNA 領域 
（CCOMT 遺伝子発現抑制カセット） 
Pal2 プロモー

ター 
プロモーター領域 
インゲンマメ（P. vulgaris）のフェニルアラニンアンモニアリ

アーゼ（PAL）遺伝子由来のプロモーター 
CCOMT 断片 アルファルファ（M. sativa L.）のカフェオイル CoA 3-О-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（アンチセンス） 
CCOMT 断片 アルファルファ（M. sativa L.）のカフェオイル CoA 3-О-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（センス） 
nos ターミネー

ター 
ターミネーター領域 
R. radiobacter（A. tumefaciens）pTi 由来のノパリン合成酵素

（nos）の 3’非翻訳領域 
RB T-DNA を伝達する際に利用される右側境界配列を含む R. 

radiobacter（A. tumefaciens）由来の DNA 領域 
 
 表２ アルファルファ KK179 への挿入 DNA②（アルファルファ KK179 には存在

しない） 
構成 DNA 由来及び機能 
LB T-DNA を伝達する際に利用される左側境界配列を含む R. 

radiobacter（A. tumefaciens）由来の DNA 領域 
（nptⅡ遺伝子発現カセット） 

35S プロモータ

ー 
プロモーター領域 
カリフラワーモザイクウイルス（CaMV）由来の 35S RNA プロ

モーター 
nptII 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（NPTII）をコードする neo 遺伝子のコー

ド配列。ネオマイシン及びカナマイシン耐性を付与する。 
nos ターミネー

ター 
ターミネーター領域 
R. radiobacter（A. tumefaciens）pTi 由来のノパリン合成酵素

（nos）の 3’非翻訳領域 
RB T-DNA を伝達する際に利用される右側境界配列を含む R. 

radiobacter（A. tumefaciens）由来の DNA 領域 
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６．DNAの宿主への導入方法及び交配に関する事項 

アグロバクテリウム法によって導入用プラスミド PV-MSPQ12633 を宿主に導

入した後、カナマイシンを含む培地で選抜することによって、再生個体が得られ

た。得られた再生個体について、雄性不稔の系統と掛け合わせて F1 を作出した。

F1 世代から、サザンブロット分析及び PCR 分析により T-DNAⅡ領域を有さな

い個体を選抜し、形態特性及び導入遺伝子解析の結果に基づき、アルファルファ

KK179 を得た。 
なお、アルファルファは 4 倍体であり、商業品種は、複数の遺伝的系統の多交

雑により作出されるため、異なる遺伝子型を持つ多様な表現形質を示す個体群で

ある。アルファルファ KK179 も同様で、遺伝的に均一でない個体群である。 
 

第６．組換え体に関する事項 

１．遺伝子導入に関する事項 

（１）コピー数及び挿入近傍配列に関する事項 
アルファルファ KK179 のゲノム中に、CCOMT 遺伝子発現抑制カセット構

成要素を含む T-DNA I 領域が１コピー挿入されていることがサザンブロット

分析で確認された（参照 24）。 
また、T-DNA II 領域及び導入用プラスミド PV- MSPQ12633 の外骨格領域

は、アルファルファ KK179 のゲノム中に検出されないことがサザンブロット

分析で確認された（参照 24）。 
アルファルファ KK179 の挿入 DNA の塩基配列を決定し、導入用プラスミ

ド PV- MSPQ12633 の T-DNA 領域と比較した結果、塩基配列は一致していた。

（参照 24）。 
アルファルファ KK179 の挿入 DNA の近傍配列が宿主ゲノム由来であるこ

とを確認するために、近傍配列に特異的なプライマーを用いて PCR 分析を行

った結果、アルファルファ KK179 及び非組換え体から、同じ長さの PCR 産物

が増幅された。アルファルファは 4 倍体であり、アルファルファ KK179 の PCR
産物は導入遺伝子を持たない対立遺伝子から増幅されたものと考えられた。ま

た、導入遺伝子の 5’及び 3’近傍領域において増幅された PCR 産物の塩基配

列を決定し、アルファルファ KK179 の挿入 DNA 近傍配列と宿主ゲノムを比

較した結果、DNA 挿入に伴う 102 bp の欠損、5’及び 3’近傍配列領域それぞれ

一か所の一塩基多型によるヘテロ変異を除き、塩基配列は一致していた。した

がって、近傍配列は宿主ゲノム由来であることが確認された（参照 24）。 
アルファルファ KK179 のゲノムに DNA を挿入することによって宿主の内

在性遺伝子が損なわれていないことを確認するために、5’末端近傍配列（1,047 
bp）、欠失した 102 bp 及び 3’末端近傍配列（1,256 bp）について、公的に利

用できるデータベース（GenBank）aを用いてblastn及びblastx検索を行った。

a EST_2012, NT_2012, NR_20112：EST データベース（71,454,007 配列)、塩基配列データベー

ス（15,512,049 配列）及びタンパク質データベース（16,826,875 配列）を含む。 
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EST_2012 及び NT_2012 を用いた blastn 検索の結果、95%以上の相同性を示

す配列がそれぞれ一個確認されたが、導入遺伝子挿入部位の 3’末端側の約 1.1 
kb 下流及び 5’末端側の約 629 bp 上流の短い配列であり、遺伝子挿入部位に

おける既知の内在性遺伝子の存在を示唆するものではないと判断された。

NR_2012 を用いた blastx 検索の結果、相同性の高い配列が 876 個確認された

が、そのうちの多くは停止コドン及びフレームシフト変異を有する配列であっ

た。11 個の停止コドンを有さない配列は、ギャップを有する短い断片であり、

コットンウッド、イネ及びトウモロコシの予想タンパク質又は機能未知タンパ

ク質であった。したがって、アルファルファの既知の内在性遺伝子は損なわれ

ていないと考えられた（参照 25）。 
 
図１ アルファルファ KK179 に挿入された DNA（模式図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）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 
アルファルファ KK179 の挿入 DNA 領域と 5’末端近傍配列（1,047 bp）及び

3’末端近傍配列（1,256 bp）の接合部において意図しない ORF が生じていない

ことを確認するために、六つの読み枠において、ORF 検索を行った。その結果、

終止コドンから終止コドンまでの連続する 8アミノ酸以上のORFが 10個見い

だされた。10 個の ORF と既知の毒性タンパク質及びアレルゲンとの相同性の

有無を確認するために、毒性タンパク質データベース（TOX_2012b）、タンパ

ク質データベース（PRT_2012c）及びアレルゲンデータベース（AD_2012d）

を用いて FASTA 検索を行った結果、相同性を示す既知の毒性タンパク質やア

レルゲンは見いだされなかった。さらに、抗原決定基の有無を確認するために、

b TOX_2012：GenBank (GenBank protein database, 187.0 版、2011 年 12 月 18 日)に登録されて

いるタンパク質配列から構成されるタンパク質データベース(PROTEIN) から検索して集めた 12,866 配

列のサブセット。 
c PRT_2012：GenBank (GenBank protein database, 187.0 版、2011 年 12 月 18 日)に登録されて

いるタンパク質配列から構成されるデータベース（24,731,719 配列）。 
d AD_2012：Food Allergy Research and Resource Program Database (FARRP_2012)から得ら

れた配列をもとに作成されたデータベース（1,603 配列）。 
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AD_2012 を用いて相同性検索を行った結果、連続する 8 アミノ酸配列が既知

のアレルゲンと一致する配列は見いだされなかった（参照 23）。 
さらに、アルファルファ KK179 の挿入 DNA 領域において、六つのフレー

ムから産生されるタンパク質について相同性検索を行った結果、既知のアレル

ゲン、毒素及び生理活性のあるタンパク質と相同性のある目的以外のタンパク

質は見いだされなかった（参照 22）。 
 

２．遺伝子産物の組換え体内における発現部位、発現時期及び発現量に関する事項 

・CCOMT 遺伝子転写産物 
アルファルファ KK179 の地上部及び根における CCOMT 遺伝子の発現が抑

制されていることを確認するためにノーザンブロット分析を行った結果、非組

換えアルファルファと比較して CCOMT 遺伝子の RNA の蓄積が抑制されてい

ることが確認された（参照 26）。 

 

３．遺伝子産物（タンパク質）が一日蛋白摂取量の有意な量を占めるか否かに関す

る事項 

アルファルファ KK179 に導入された CCOMT 遺伝子発現抑制カセットにより、

タンパク質が産生されることはないと考えられる。 
 

４．遺伝子産物（タンパク質）のアレルギー誘発性に関する事項 
   アルファルファ KK179 に導入された CCOMT 遺伝子発現抑制カセットにより、

タンパク質が産生されることはないと考えられる。なお、挿入遺伝子の供与体で

あるアルファルファについては、アレルギー誘発性の報告はない。 
 
５．組換え体に導入された遺伝子の安定性に関する事項 

アルファルファ KK179 に挿入された遺伝子の後代における安定性を確認する

ために、４世代のアルファルファKK179についてサザンブロット分析を行った。

その結果、各世代において共通のバンドが検出され、挿入遺伝子が世代間で安定

していることが確認された（参照 27）。 
また、導入遺伝子の分離様式を確認するために、3 世代のアルファルファ

KK179 について挿入遺伝子の期待分離比と実測値を比較した。その結果、導入遺

伝子は、メンデルの分離の法則に基づいて後代に遺伝していることが示された（参

照 28）。 
 

６．遺伝子産物（タンパク質）の代謝経路への影響に関する事項 

CCOMT 遺伝子は、リグニンの生合成経路においてカフェオイル CoA をフェ

ルロイル CoA にメチル化する酵素である CCOMT タンパク質をコードする。

CCOMT 遺伝子断片の逆方向反復配列からなる CCOMT 遺伝子発現抑制カセッ

トを導入し、その転写産物である二本鎖 RNA が、RNAi 機構を介してジーンサ

イレンシングを誘導して内在性 CCOMT 遺伝子の発現を抑制する（参照 12）。
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その結果、G リグニンの生合成経路が阻害され、G リグニン含量が低下し、総リ

グニン含量が低下することとなる。 
CCOMT 遺伝子発現抑制カセットの導入によって、標的以外の遺伝子を非特異

的に抑制する可能性を検討するため、ゲノム解析が終了している Medicago 属の

タルウマゴヤシ（Medicago trancatula）のトランスクリプトームデータベース

を用いてバイオインフォマティクス解析を行った。その結果、21 塩基以上の配列

でアルファルファ KK179 の CCOMT 遺伝子断片との相同性が 100%である配列

が 3 個確認され、それらはタルウマゴヤシの CCOMT 遺伝子の配列と一致してい

た。したがって、アルファルファ KK179 に導入された CCOMT 遺伝子発現抑制

カセットは、標的である CCOMT 遺伝子の発現を特異的に抑制していると考えら

れた（参照 29）。 

 
７．宿主との差異に関する事項 

米国のほ場で栽培されたアルファルファ KK179 と対照の非組換えアルファル

ファのそれぞれ地上部及びスプラウトについて、主要構成成分、アミノ酸組成、

ミネラル類、二次代謝産物及び有害生理活性物質の分析を行い、統計学的有意差

について検討が行われた。更に、スプラウトについては、ビタミンの分析が行わ

れた。なお、商業品種も含め実測値の過半数が定量限界値未満であった項目につ

いては、統計解析を行っていない（参照 30、31、32、33）。 
（１）主要構成成分 

地上部並びにスプラウトの水分、タンパク質、灰分、炭水化物、酸性デター

ジェントリグニン、酸性デタージェント繊維、中性デタージェント繊維及び地

上部の総脂質について分析を行った結果、対照に用いた非組換えアルファルフ

ァとの間に統計学的有意差が認められないか、統計学的有意差が認められた場

合であってもその平均値は一般の商業品種の分析結果に基づく許容区間の範囲

内であった。なお、スプラウトの総脂質については、実測値の過半数が定量限

界値未満であった。 
 

（２）アミノ酸組成 
地上部及びスプラウトのアミノ酸 18 種類について分析を行った結果、対照

に用いた非組換えアルファルファとの間に統計学的有意差が認められないか、

統計学的有意差が認められた場合であってもその平均値は一般の商業品種の分

析結果に基づく許容区間の範囲内であった。 
 

（３）ミネラル類 
地上部及びスプラウトのカルシウム、銅等の主要なミネラル 9 種類の分析を

行った結果、対照に用いた非組換えアルファルファとの間に統計学的有意差は

認められなかった。 
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（４）二次代謝産物 
地上部のフェルラ酸、遊離フェニルアラニン、総ポリフェノール及び ρ-クマ

ル酸について分析を行った結果、対照に用いた非組換えアルファルファとの間

に統計学的有意差が認められないか、統計学的有意差が認められた場合であっ

てもその平均値は一般の商業品種の分析結果に基づく許容区間の範囲内であっ

た。なお、地上部のシナピン酸及びスプラウトの総ポリフェノールについては、

実測値の過半数が検出限界値未満であった。 
 

（５）有害生理活性物質 
地上部並びにスプラウトのカナバニン及びサポニン（総バヨゲニン、総ヘデ

ラゲニン、総メジカゲン酸、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）について分析を行った結果、対照に用いた非組換

えアルファルファとの間に統計学的有意差は認められないか、統計学的有意差

が認められた場合であってもその平均値は一般の商業品種の分析結果に基づく

許容区間の範囲内であった。なお、地上部並びにスプラウトのダイゼイン、グ

リシテイン、ゲニステイン、クメステロール、フォルモノネチン及びビオカイ

ニン A については、実測値の過半数が検出限界値未満であった。 
 

（６）ビタミン 
    スプラウトの葉酸及びビタミン C について分析を行った結果、対照に用いた

非組換えアルファルファとの間に統計学的有意差は認められなかった。 
 
８．諸外国における認可、食用等に関する事項 

米国においては、米国食品医薬品庁（FDA）に対する食品・飼料としての安全

性審査の申請が行われ、米国農務省（USDA）に対する無規制栽培の承認申請が

行われ、それぞれ 2013 年 12 月及び 2014 年 11 月に承認を得た。 
カナダにおいては、カナダ保健省（Health Canada）に対する食品として、カ

ナダ食品検査庁（CFIA）に対する環境・飼料としての安全性審査の申請が行わ

れ、2014 年 10 月に承認を得た。 
オーストラリア及びニュージーランドにおいては、オーストラリア・ニュージ

ーランド食品基準機関（FSANZ）に対する食品としての安全性審査の申請が行わ

れ、2014 年 5 月に承認を得た。 
 
９．栽培方法に関する事項 

アルファルファ KK179 の栽培方法については、従来のアルファルファと同じ

である。 
 
10．種子の製法及び管理方法に関する事項 

アルファルファ KK179 の種子の製法及び管理方法については、従来のアルフ

ァルファと同じである。 
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第７．第２から第６までの事項により安全性の知見が得られていない場合に必要な事

項 
  第２から第６までの事項により、安全性の知見が得られている。 
  
Ⅲ．食品健康影響評価結果 

「低リグニンアルファルファ KK179 系統」については、「遺伝子組換え食品（種

子植物）の安全性評価基準」（平成 16 年 1 月 29 日食品安全委員会決定）に基づき

評価した結果、ヒトの健康を損なうおそれはないと判断した。 
  なお、アルファルファ KK179 は、宿主の代謝系が改変され、特定の成分の含量

を変化させる形質が付与されていることから、アルファルファ KK179 を用いた掛

け合わせ品種は、安全性評価が必要である。 
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