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第 章 序論I

－ 遺伝子組換え技術の概要I 1

遺伝子組換え技術は， 年米国の と により大腸菌の1973 S. N. Cohen H. W. Boyer

形質転換 が成功して以来急速に進展し，現在までに多種多様な遺伝子組換え生1)

物が育成されている．この技術は植物育種にも利用され，細胞融合技術とともにニュ

ーバイオテクノロジーといわれている．オールドバイオテクノロジーに分類される胚培

養，葯培養・花粉培養，プロトプラスト培養および細胞選抜・ソマクローナル変異選抜

とともに重要な技術となっている ．高等植物への の導入技術としては，主とし
2) DNA

て アグロバクテリウム法， プロトプラスト法， パーティクルガン法があり，これ(1) (2) (3)

らの方法により農作物の細胞の核内に有用遺伝子が導入される ．3)

アグロバクテリウム法(1)

は土壌中にいる細菌で，こRhizobium radiobacter Agrobacterium tumefaciens( )

れに感染した植物は根元に腫瘍であるこぶ状の塊 クラウンゴール や無数の根( )

などが生じ， の生存に必要なアミノ酸であるオパインを作る．このA. tumefaciens

とき， の持つ 領域が切り離され，植物ゲノムのなかに組A. tumefaciens T-DNA

み込まれるという現象が起こっている．この 領域にある腫瘍などを形成T-DNA

させる遺伝子を除去後，目的とした遺伝子を導入して植物に感染させ，形質転

換が行われる方法である．当初は双子葉植物のみに適用可能であったが，最

近では主要穀物であるイネ・トウモロコシ・コムギといった単子葉植物においても

可能になっている．

プロトプラスト法(2)

植物体の細胞壁を溶解させ遺伝子を入れやすいように細胞をバラバラにした

プロトプラストとした後，有用遺伝子を電気パルス・薬剤処理等を用いて植物細

胞に導入し植物体に再生させることで組換え体を作出する方法である．

パーティクルガン法(3)
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金やタングステンなどの微粒子に有用遺伝子を組み込んだ を付着させ，DNA

高圧ガスや火薬などを使って植物細胞に打ち込むことによって遺伝子を細胞に

導入する方法である．

このように外部から有用遺伝子を導入することにより，これまで 年以上もかかって10

いた植物の品種改良が，半分以下の期間で確実にできるようになった．

－ 遺伝子組換え技術の安全性I 2

遺伝子組換え技術に対する安全性に関する懸念は，既にこの技術の開発・研究

当初から研究者によって出され，安全性に関する議論が始まった ．懸念は，遺伝
4, 5)

子組換え技術の利用によって予想もつかない危険な性質を示す生物が生まれるの

ではないかというものであり， 年には米国スタンフォード大の らにより組1974 P. Berg

換え 研究の一時中止が呼びかけられた．これに応えるため， 年には，米DNA 1975

国カリフォルニアにあるアシロマで遺伝子操作をめぐる規則問題に関する会議が開

かれ，米国，英国，日本を含む世界の主要な研究者等が集まり，遺伝子操作の潜在

的な危険性について論議された．この会議において，生物学的および物理的に封じ

(National Institute of込めて実験を行うことが合意され，翌年には米国立衛生研究所

が，組換え 実験を危険度により分類し，想定されるリスクに応じたHealth; NIH) DNA6)

封じ込めを規定した実験指針を制定した．その後， ～ 年にかけて先進諸1976 1979

国で 指針にならった同様の自主管理型指針が策定された． の指針は，組NIH NIH

換え 実験の科学的知見が十分でなかった時のものであるため慎重なものであDNA

ったが，知見の蓄積とともに順次緩和された．一方で，組換え 技術の進展に伴DNA

い，組換え体を産業利用するための国際的な規制の検討が，経済協力開発機構

を中心に開始され，重要な勧告がなされた．その後，食品としての安全性評(OECD)7)

価は，食糧農業機構 と世界保険機構 による専門家会合での検討を通(FAO) (WHO)8) 9)

して， 委員会 の特別会合による国際規格の策定に進み，環境安全性にCODEX 10)

ついては，生物多様性条約の下で検討が進んだ．国際的に広く用いられている主な
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(1) (Substantial Equivalence) (2) (The概念は， 実質的同等性 ， ファミリアリティの原則

である．Principle of Familiarity)

11)(1) 実質的同等性

組換え体の食品としての安全性を評価する場合，食品あるいは食品の原料と

して用いられている既存の生物を比較の基準として使用できるという考え方であ

る．導入された遺伝子の特性がよく分かっていて，元の食品と実質的に同程度

に無害であるという科学的な確信が持てる場合には，その組換え体の安全性に

ついては，元の食品と同等と考えられる．

12)(2) ファミリアリティの原則

組換え体の環境に対する安全性評価を行う上で，元の作物や導入される遺

伝子についての既往の科学的情報やこれまでの育種に関する情報等，作物に

対する過去の経験に関する十分な情報（ファミリアリティ）に応じて，適切な安全

確保を図るという考え方である．

これらの概念において，重要な点は，プロセスではなくプロダクトによる評価であり，

遺伝子組換え技術が使われたかで判断するのではなく，作られた組換え体の性質に

より判断することである．そして，これらに基づく安全性評価が各国の政府によって実

施されている．以上のように，遺伝子組換え技術の安全性は，当初から慎重なアプロ

ーチがなされ，安全性を巡る議論は，技術自体の安全性から組換え体の食品として

の安全性評価や環境に対する安全性評価と多岐にわたるようになり，現在も続けら

れている．

－ 農作物の商業栽培の現状I 3 GM

遺伝子組換え技術を利用した 農作物の食品としての(Genetically Modified; GM)

Flavr商品化は，米カルジーン社が開発した日持ち延長の形質を導入したトマト「

」が 年に の承認を得て市場に初めて出荷されて以降行われ，そのSavr 1994 FDATM

後 年からダイズ，トウモロコシ，ワタ，ナタネ等の 農作物の商業栽培が，本1996 GM
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格的に行われるようになった． 年における世界の 農作物の栽培面積は，2004 GM

17 8,100 ha 1996米国，アルゼンチン，カナダ等 カ国で， 万 となっている．これは，

年の 万 に比べ 倍以上の伸びである ．これらの 農作物の栽培，流通，170 ha 47 GM13)

加工利用については，各国がその安全性を審査し，従来品種と同様に利用すること

を判断したものである． 年 月 日現在，日本において食品としての安全性2005 12 15

審査が終了した 農作物は， 件 Ⅰ となっており ，食品としての商品GM 73 (Table -1) 14)

化が可能となっている．この 件は， 系統の 農作物と， 種の 系統同73 57 GM 16 GM

士の掛け合わせ交配種からなっている．ここでいう「系統」とは，最初に遺伝子組換え

DNA体として作出された際に付けられる個体番号である．先に示した高等植物への

の導入法において，いずれの方法を用いても， が導入される宿主植物のゲノDNA

ム上での位置はランダムに決定される．そのため，同じ組換え遺伝子を同じ植物培

養組織に導入しても，染色体のどの部位に何カ所挿入されるか コピー数 は特定で( )

きないため，多くの組換え体 クローン が分離取得される．特性評価，安全性評価は，( )

その個体 系統 毎に増殖・実施される．そして，安全性が確認された 農作物は，( ) GM

一般に系統名 等 または商品名で呼ばれている．一度安(Event176, Bt11, MON810 )

全性が確認された系統の後代は，改めて安全性確認の必要はなく，開発者は様々

な気候で栽培するため，この系統を片親として従来品種との交雑を行って実際に栽

培する品種を育成し商品化している．これにより一系統の 農作物から多数の品GM

GM 40-3-2 ( Roundup Ready種が開発されることとなり，現実に， ダイズ 系統 商品名：

には，米国内で 品種以上の種子が販売され，広く栽培されている．Soy; RRS) 1,000

－ 食品等に対する日本の施策と必要とされる検知技術I 4 GM

我が国では， の利用に際して，事前に環境GMO (Genetically Modified Organism)

に対する安全性評価や，食品または飼料としての安全性の確認など，利用目的や利

用形態によって様々な制度・法律が定められ，規制が行われている．
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15, 16)1) GM 食品の表示制度

米国，カナダ，オーストラリア等において 農作物の商業栽培が進み，また，日GM

本は，ダイズ，トウモロコシ等をこれらの国々からの輸入に依存しているため，すでに

年頃から我が国において安全性審査の終了した 農作物も食品として利用1996 GM

されている．しかし，消費者は，偏ったイメージ先行の情報が原因と思われる遺伝子

組換え技術の実用化に対する不安を示し， 食品の安全性の厳密な確認や選択GM

できる表示などを求め，百万人を超える署名や 件を超える日本の地方議会か1,000

らの意見書の議決が，農林水産省，厚生労働省に寄せられ，政治的な問題となった．

そのため 年から 年にかけて，農林水産省は，消費者，生産・流通関係者，1997 1999

学識経験者からなる「食品表示問題懇談会」を開催し，遺伝子組換え食品のあり方

が検討された．その報告をふまえ，社会的混乱を解決する一つの手段として，安全

性審査の終了した 農作物とそれを原料にした食品 食品 に対する表示制GM (GM )

度が，「農林物資の規格化及び品質表示の適正化に関する法律 法 」の下で，(JAS )

消費者の商品選択に資するために 年 月から実施されることとなった ．当初，2001 4 17)

「既存の食品以上のリスクはないものと判断されたもののみが流通を許可されることか

ら， 食品であることを表示することは食品安全性の観点からは不要である」としたGM

厚生労働省においても，「食品衛生法」の下で同じ内容の表示制度が，安全性に関

わる情報提供として 年 月から実施されることとなった ．表示は，遺伝子組2001 4 18, 19)

換え体を使用しているもの，使用していないもの，使用／不使用の有無を確認してい

ない不分別のものの 種類に分類し，使用と不分別については義務表示，不使用に3

ついては任意となっている．義務表示の対象食品は，安全性が確認されたダイズ，ト

ウモロコシ，ジャガイモ，ナタネ，ワタ，アルファルファの 農作物 種とダイズ，トGM 6

31 (Tableウモロコシ，ジャガイモ，アルファルファの加工食品 品目が指定されている

Ⅰ ．安全性が確認された テンサイについては，テンサイ自体が植物防疫上の-2) GM

理由から輸入されないことと， テンサイの加工食品の流通実体がないため，義務GM

表示対象外になっている．指定食品の判断基準は，組換え体由来の やタンパDNA

ク質が食品中から検知できるかにあるため，植物油や醤油，糖類などは義務表示の
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対象外となっている．また，高オレイン酸ダイズといった栄養素や用途などを変更した

食品については，表示義務の対象となっている． 食品の表示制度の概要がGM GM

明らかになると，消費者の関心の高さから小売業者が組換え体を原料とする食品の

販売に消極的になり，その結果，国内の食品企業の多くは，非組換え 原料(non-GM)

の調達を行っている． であることの検証は，分別生産流通管理 ハンドリンnon-GM (IP

グ により行われる． ハンドリングとは，生産，流通，加; Identity Preserved Handling) IP

工の各段階において と を分けて管理し，それを書類によって証明するGM non-GM

ことである．しかし， ハンドリングを行っても， への の意図せざる混入IP non-GM GM

は避けられない．米国の農家は，一軒で一作物を百ヘクタール規模で栽培している

GMが，使用する品種はリスク分散のために複数採用している．商品化が認可された

系統由来の後代品種の種子は，安全性評価が終了し，他の品種と同様のルートで

販売されているので，畑では多くの場合， 品種と 品種が混在して栽培GM non-GM

されている．ダイズ，トウモロコシといった穀物は品種ごとではなく，食用油，飼料等の

目的別に流通されるため， ハンドリングを行わない場合は，農作物は既に収穫段IP

階から と が混在している． ハンドリングを行う場合， 品種のGM non-GM IP non-GM

みを流通するシステムを新しく構築することはコスト的に困難であるため， ハンドリIP

ングを行わない場合と同じ設備を掃除して使用することになる．しかし，いくら掃除を

しても絶対に が混ざらないようにすることは困難である．そのため農林水産省，GM

厚生労働省では， ハンドリングを行った 農作物への 農産物の非意IP non-GM GM

図的な混入許容値を，ダイズおよびトウモロコシについては，最大 としている ．5 % 19, 20)

ハンドリングを行えば，科学的な検証は必要とされていないが，行政は，偽装表示IP

の横行を防止し，適切な表示を監視するための検知技術を必要とし，また食品企業

においても品質保証のために，検知技術の開発が求められた．

食品としての安全性審査未了の 食品に対する規制2) GM

食品の食品としての安全性の確保については， 年より旧厚生省（現 厚GM 1991

生労働省）が，法律に基づかない任意の仕組みである「安全性評価指針」により個別
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に行っていた．しかし， 食品の開発や実用化が，国際的に急速に広がっており，GM

また今後さらに新しい食品の開発が進むことも予想されるため， 年 月から食2001 4

品衛生法において安全性審査が義務化された．これにより， Ⅰ に示す安全Table -1

性審査が終了し食品用として商品化が可能な 件の 農作物以外の 農作73 GM GM

物を由来とする 食品が，日本国内で流通することのないように輸入，販売などがGM

法的に禁止されることとなった ．そのため海外において安全性審査が終了し栽培21, 22)

されていても，日本で審査中の 農作物を含む食品が市場に出回らないようにすGM

るための検査法が必要とされた．

作物の環境影響とカルタヘナ法3) GM

GM GM作物の環境影響も，社会，消費者にとって関心の高い事項となっている．

作物を栽培することによる環境への影響は， 年より任意のシステムである農林1989

水産省の定めるガイドライン「農林水産分野等における組換え体利用のための指

針 」に基づいて，農林水産省が評価を実施してきた．一方で， 農作物を含む
23) GM

遺伝子組換え生物と分類学上の科を超えた細胞融合により作出される生物であるモ

ダンバイオテクノロジーを用いて改変された生物 の(Living Modified Organism; LMO)

利用が，生物多様性への保全とその持続可能な利用に及ぼす悪影響を防止するた

め， に関する国際的枠組みとして「生物の多様性に関する条約のバイオセーLMO

フティに関するカルタヘナ議定書 」が， 年に生物多様性条約の臨時締約国
24, 25) 2000

会議において採択された．日本は， 年 月に加盟し，その国内法である「遺2003 11

伝子組換え生物等の使用等による生物の多様性の確保に関する法律 カルタヘナ(

法 」が 年 月から施行されている．これにより， 作物を栽培することによ) 2004 2 GM26)

る環境への影響評価は，農林水産省・環境省で審査されることが義務化され，「農林

水産分野等における組換え体利用のための指針」は廃止された．カルタヘナ法には，

次の から が規定されている ．(1) (3) 25, 27)

主務大臣 環境大臣，財務大臣，文部科学大臣，厚生労働大臣，農林水産(1) (

大臣，経済産業大臣 が， 生物等の使用等による生物多様性影響を防止) GM
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するための施策の実施に関する基本的な事項等を定め，公表すること．

生物等の使用等に先立ち使用形態に応じた措置を実施すること．これに(2) GM

は，栽培や輸入・流通等，環境中への拡散を防止しないで行う使用等である第

一種使用等と，施設・設備内での使用等，環境中への拡散を防止しつつ行う使

用等である第二種使用等がある．第一種使用等では，新規の組み換えた生物

等を使用する者は，事前に第一種使用規定 その遺伝子組換え農作物の種類(

やその使用方法等を記載したもの を定め，生物多様性影響評価書等を添付し，)

主務大臣の承認を受けること．第二種使用等では，拡散防止措置が主務省令

で定められている場合は当該措置をとり，定められていない場合は，あらかじめ

主務大臣の確認を受け，その指示に基づく拡散防止措置をとること．

未承認の 生物等の輸入の有無を検査するための仕組み，輸出の際の(3) GM

相手国への情報提供，科学的知見の充実のための措置，国民の意見の聴取，

違反者への措置命令，罰則等所用の規定の整備をすること．

本法により，海外において環境への安全性が確認され栽培が行われている 農GM

作物についても，我が国での自然環境下で生育した場合の生物多様性影響が明ら

かでない場合には，我が国で隔離ほ場試験等を行い，生物多様性影響評価に必要

なデータを収集することが必要とされている．これにより，食品目的で輸入された種子

が運搬中にこぼれ落ちて発芽したような場合であっても，生物多様性影響が明らか

でない場合には，監視が必要とされることとなり，導入されている 構造が未知のDNA

場合であっても 作物の有無を検査するための検知技術が必要となる．GM

必要とされる検知技術4)

以上のように，食品としての安全性審査の終了した 食品に対しては， のGM GM

表示制度を施行し，食品としての安全性審査未了のものに対しては，その輸入や流

通の禁止を行い，環境に対して悪影響を及ぼす可能性のある 作物に対しては，GM

環境への拡散を防止している．これらの施策は，遺伝子組換え技術の実用化に対す

る不安・懸念を払拭し，社会的受容を進めることにある．これらの施策が適切・的確に



- 9 -

行われることの検証には， ハンドリングといった書類，また資料や記録類を一つ一IP

つ検証していく方法 社会的検証法という と科学的な検証法がある．遺伝子組換え( )

体の検知技術の開発は，科学的な検証を可能とするものである．

－ 遺伝子組換え体の検知技術I 5

遺伝子組換え体の検知は，新しく導入された組換え 配列を検知する方法と，DNA

それから合成されたタンパク質を検知する方法があり，それらが検知されると，試料

中に組換え体を含むと判断される．

導入された組換え 配列から合成されるタンパク質を検知する方法1) DNA

タンパク質の検知法としては，対象となるタンパク質に特異的に反応する抗体を用

いる 法， 法，(1) Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) (2) Western blotting

ラテラルフロー イムノクロマト 法がある．(3) ( )

法は，抗原抗体反応と酵素基質反応を利用した検知法である．組換(1) ELISA

え体の検知にはサンドイッチ式 法が利用されており，これは測定対象のELISA

タンパク質と反応する抗体が固定されているプレートにタンパク質を反応後，タ

ンパク質と特異的に反応し，かつペルオキシダーゼなどの酵素を化学的に結合

させた二次抗体で定量的に検知する方法である．

法は， 電気泳動や等電点電気泳動，二次元電気泳動(2) Western blotting SDS

後のゲルからタンパク質を電気的にメンブランに移動・固定化後，目的タンパク

質に対する抗体と反応させて検知する方法である．

ラテラルフロー法は，抗体を含ませた試験紙に作物の抽出液をつけて定性的(3)

に検知する方法である．

ラテラルフロー法は簡便な操作であるので，原料ダイズ・トウモロコシと一部のダイズ

加工食品からの組換え体の定性的検知に既に使用されている． 法についてELISA

も，原料ダイズ・トウモロコシと一部のダイズ加工食品からの組換え体の定性・定量的
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検知に使用されている．しかしながら，検知対象のタンパク質自体が高温，酸等によ

り変質して高次構造が変化すると，抗体との特異性がなくなるため，多くの加工食品

において組換え遺伝子由来のタンパク質を検知することができなくなると考えられる．

また，同じタンパク質を発現する害虫抵抗性トウモロコシなどでは，組換え系統により

タンパク質の発現量が異なるうえ，可食部においては組換え遺伝子由来のタンパク

質の発現が抑えられている系統も開発されている．

新しく導入された 配列を検知する方法2) DNA

DNA (Polymerase新しく導入された 配列を検知する方法は，ポリメラーゼ連鎖反応

法を利用するのが一般的である． は比較的熱に安定であChain Reaction; PCR) DNA

DNAるため，組換えタンパクを検知するよりも適応範囲が広いと考えられ，世界的に

を用いた分析法が主流となっている．導入 配列の検知部位による 法の特DNA PCR

異性の違いは，近年， らによりまとめられ ， スクリーニング検知法，Holst-Jensen (1)28-30)

構造遺伝子検知法， コンストラクト 遺伝子構成 特異的検知法， 系統特異(2) (3) ( ) (4)

的検知法，の つに分類されている．4

(1) cauliflower mosaic virus 35S (P-35S)スクリーニング検知法は， プロモーター

のような多くの に導入されているプロモーター，ターミネーター領域を標GMO

的とした による検知である．広範な を一度に検知でき，汎用に優れPCR GMO

る．

構造遺伝子検知法は， に導入された構造遺伝子を標的とした に(2) GMO PCR

よる検知である．構造遺伝子は 作物中でのタンパク質発現量を向上させるGM

ために，供与生物が本来もつ 配列を改変している場合がある．そのため，DNA

適当な領域を標的とすることで供与生物と 作物の区別が期待でき，また，GM

標的とした構造遺伝子をもつ をスクリーニング的に検知することが可能とGMO

なる．

コンストラクト特異的検知法は，宿主植物に導入された発現カセットのうち，プ(3)

ライマー，エンハンサー，構造遺伝子，ターミネーター領域等が連結している部
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分を標的とした 法である．そのため標的としたコンストラクトが，複数の系統PCR

の に導入されていなければ，対象とした系統のみを検知することが可能とGMO

なる．

系統特異的検知法は，宿主植物のゲノム と発現カセットとの境界領域(4) DNA

を標的とした 法である．先に述べたように高等植物への の導入技術PCR DNA

において，発現カセットが導入される宿主植物のゲノム上での位置は，ランダム

に決定される．そのため，ゲノムサイズを考慮したとき宿主植物のゲノム とDNA

発現カセットとの境界領域は の系統に特異的であるため，この領域を標GMO

的とした場合，対象とした系統の のみを検知することが可能である．系統GMO

特異的検知法について，宿主植物のゲノム と発現カセットとの境界領域DNA

の 情報については，安全性審査に諮られる際に必要とされていないため，DNA

この領域を標的とした検知技術を開発するためには， 独自に解析を行う必要が

ある．

－ 本研究の目的I 6

本研究では， による 農作物の検知技術の開発を行った．これまでに記PCR GM

述した消費者の遺伝子組換え技術の実用化に対する不安・懸念・要望と，行政の

食品等に関する施策および必要とされる 検知技術の関係を Ⅰ にGM GMO Fig. -1

示す．消費者の遺伝子組換え技術の実用化に対する不安等が，行政に届けられ，

行政は の実用化に理解を促すための施策を行っている． 食品の選択でGMO GM

きる表示の要望には， 法および食品衛生法により，食品としての安全性審査のJAS

終了した 食品に対する表示制度が施行されている． 食品の安全性に対すGM GM

る不安には，食品衛生法により，食品としての安全性の確認と審査未了の 食品GM

に対する流通等の禁止が行われている．環境影響に対する懸念には，生物多様性

に悪影響を及ぼす可能性のある 作物の環境への拡散防止が策定されている．GM

これらの施策に対して，食品としての安全性審査の終了した 食品に対する表示GM



- 12 -

制度に対しては， ハンドリングが適切に行われていることを確認するため，農産物IP

および食品からの 定量技術の開発が必要とされる．また，未承認 食品にGMO GM

対する流通等の禁止については， の高感度定性技術の開発が必要とされ，カGMO

ルタヘナ法に対しては，導入 構造の推定法の開発が必要とされる．本研究にDNA

おいて，第Ⅱ章から第Ⅳ章では，食品としての安全性審査が終了している 農作GM

物について検討を行い，農産物・食品からの ダイズ・ トウモロコシの定性検GM GM

GM 40-3-2 ( :知技術の開発を行うことを目標とした．第Ⅱ章では， ダイズ 系統 商品名

を検知対象にした． は， 農作物の中で最も広くRoundup Ready Soy , RRS) RRS GM®

栽培されており，また多くのダイズ加工食品が 表示対象品目となっている．特に，GM

我が国にはダイズを原料とする加工食品が多いことから， の検知技術開発は，RRS

行政・食品企業からの要請の高いものであった．それ故，ダイズ種子およびダイズ加

工食品からの の検知技術の開発を目的とした．第Ⅲ章では，食品としての安全RRS

性審査が終了している トウモロコシ 系統 社が開発した 系GM 4 (Syngenta Seeds Bt11

Event176 Monsanto MON810 Bayer統 お よ び 系 統 ， 社 が 開 発 し た 系 統 ，

社が開発した 系統 を対象とした． トウモロコシは，世界ではCropScience T25 ) GM

ダイズに次いで広く栽培されており， 年のアメリカ合衆国においては，全トGM 2005

ウモロコシ栽培面積の約 が 品種となっている ．国内で消費するトウモロコ52 % GM 31)

シの大部分をアメリカ合衆国からの輸入に頼っている我が国において， トウモロGM

コシの検知技術の開発の要望は，行政・食品企業にとってダイズに次いで高く，多く

の加工食品が 表示の対象品目となっている．それ故， トウモロコシを検知GM GM

する技術の開発を行うことを目的とした．さらに， トウモロコシの簡便な検知をめGM

1 3 (Bt11,ざし，スクリーニング法と 本のチューブで 系統の組換えトウモロコシ

を判別する 法の検討を行った．加えて第Ⅳ章でEvent176, MON810) Multiplex PCR

は，新しく食品としての安全性審査が終了した トウモロコシ 系統を対象にGM GA21

加え，第Ⅲ章で検知を行った 系統の トウモロコシとともに， 法4 GM Multiplex PCR

を用いた 系統 トウモロコシの簡便な検知・鑑別法の開発を目的とした． ト5 GM GM

ウモロコシの定量は，各 トウモロコシ系統の定量値を合算することにより算出されGM
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る．そのため， トウモロコシ系統の検知・鑑別技術は必要であり，簡便化を検討GM

した．第Ⅴ章では，カルタヘナ法に対応するための検討を行った． ダイズ・トウモGM

ロコシに導入されている組換え の部品 プロモーター，構造遺伝子，ターミネーDNA (

ター領域等，以下「 セグメント」という が多くの組換え体の形質転換に使用されDNA )

ている点に注目し， セグメントを検知することにより，導入 構造の推定をDNA DNA

可能にする技術開発を目的とした．第Ⅵ章では，食品としての安全性審査が未了の

農作物について検討を行った．安全性審査未了の トウモロコシ 系GM GM CBH351

統 商品名：スターリンク の流通が危惧されたため，この定性検知法の開発を行う( )TM

ことを目的とした．
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現在Table I-1 GM我が国で食品用として商品化が可能な 農作物の現状 14) 2005. 12.15.
農作物の種類計 件 開発者・申請者等 国 他の商品化GM 73 ( )

可能な国

除草剤の影響を受けないダイズ 種 米国 等(1 ) Monsanto (USA) , EU
除草剤の影響を受けないダイズ 種 ドイツ 米国 ｶﾅﾀﾞ等(2 ) Bayer CropScience ( ) ,
オレイン酸高生産ダイズ 種 米国 ｶﾅﾀﾞ(1 ) Dupont (USA) ,

Bayer CropScience ( ) , ,除草剤の影響を受けないトウモロコ ドイツ 米国 ｶﾅﾀﾞ

シ 種 一部 等(5 ) Monsanto (USA) EU ( )
( Syngenta Seeds AG ( ) , ,害虫 ガの仲間又は甲虫類のいずれか スイス 米国 ｶﾅﾀﾞ

一方，またはその両方 に強いトウモロ 一部 等) Monsanto (USA) EU ( )
a)

コシ 種(4 )
害虫 ガの仲間又は甲虫類のいずれか スイス 米国 ｶﾅﾀﾞ等( Syngenta Seeds AG ( ) ,

) Monsanto (USA)一方，またはその両方 に強いおよび

Dow AgroSciences LLC (USA)除草剤の影響を受けないトウモロコシ

(16 ) Optimum Quality Grains LLC種
b)

(USA)
Dupont (USA)

害虫 甲虫類 に強いジャガイモ 種 米国 ｶﾅﾀﾞ等( ) (2 ) Monsanto (USA) ,
害虫 甲虫類 に強いおよびウイルスに 米国 ｶﾅﾀﾞ等( ) Monsanto (USA) ,

(6 )強いジャガイモ 種

除草剤の影響を受けないテンサイ ドイツ 米国 一Bayer CropScience ( ) , EU (
種 部 等(3 ) Monsanto (USA) )

除草剤の影響を受けないナタネ ドイツ 米国 ｶﾅﾀﾞ等Bayer CropScience ( ) ,
(13 ) Monsanto (USA)種

Bayer CropScience ( ) , , EU除草剤の影響を受けない雄性不稔ナ ドイツ ｶﾅﾀﾞ 米国

タネ 種 等(1 )
Bayer CropScience ( ) , , EU除草剤の影響を受けない稔性回復ナ ドイツ ｶﾅﾀﾞ 米国

タネ 種 等(1 )
除草剤の影響を受けないワタ 種 米国 ｵｰｽﾄﾗﾘｱ(6 ) Monsanto (USA) ,

等Stoneville Pedigreed Seed (USA)
Bayer CropScience ( )ドイツ

害虫 ガの仲間 に強いワタ 種 米国 ｵｰｽﾄﾗﾘｱ( ) (3 ) Monsanto (USA) ,
等

害虫 ガの仲間 に強いおよび除草剤 米国等( ) Dow AgroSciences LLC (USA)
の影響を受けないワタ 種 米国 ｵｰｽﾄﾗﾘｱ(6 ) Monsanto (USA) ,c)

等

除草剤の影響を受けないアルファルフ 米国 ｶﾅﾀﾞMonsanto (USA) ,
d)

ァ 種(3 )

種は既に安全性審査済みの害虫 ガの仲間 に強いトウモロコシと害虫 甲虫類 に強いトウモロコシの交配種a) 1 ( ) ( )
種は既に安全性審査済みの害虫 ガの仲間 に強いトウモロコシと除草剤の影響を受けないトウモロコシの交配b) 3 ( )

種， 種は既に安全性審査済みの害虫 甲虫類 に強いトウモロコシと除草剤の影響を受けないトウモロコシの交1 ( )
配種， 種は既に安全性審査済みの害虫 甲虫類 に強いおよび除草剤の影響を受けないトウモロコシと害虫 ガ1 ( ) (
の仲間 に強いトウモロコシの交配種， 種は既に安全性審査済みの害虫 ガの仲間 に強いおよび除草剤の影響) 1 ( )
を受けないトウモロコシと除草剤の影響を受けないトウモロコシの交配種， 種は既に安全性審査済みの害虫 ガ1 (
の仲間 に強いトウモロコシと害虫 甲虫類 に強いトウモロコシおよび除草剤の影響を受けないトウモロコシの交配) ( )
種， 種は既に安全性審査済みの害虫 ガの仲間 に強いおよび除草剤の影響を受けないトウモロコシと害虫 甲1 ( ) (
虫類 に強いトウモロコシおよび除草剤の影響を受けないトウモロコシの交配種， 種は既に安全性審査済みの害) 1
虫 甲虫類 に強いおよび除草剤の影響を受けないトウモロコシと除草剤の影響を受けないトウモロコシの交配種，( )
1 ( ) ( )種は既に安全性審査済みの害虫 甲虫類 に強いおよび除草剤の影響を受けないトウモロコシと害虫 ガの仲間

に強いおよび除草剤の影響を受けないトウモロコシおよび除草剤の影響を受けないトウモロコシの交配種

種は既に安全性審査済みの害虫 ガの仲間 に強いワタと除草剤の影響を受けないワタの交配種c) 4 ( )
種は既に安全性審査済みの除草剤の影響を受けないアルファルファの交配種d) 1
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17)Table I-2 GM 食品の表示内容と実施方法

食品の分類 品 目 表示方法
( )ダイズの例

従来のものと組成，栄養，用途等 指定加工食品 ・遺伝子組換え< >
が同等である遺伝子組換え農産 豆腐類及び油揚げ類 農産物を原材料(1)
物が存在する作目 大豆，トウモロ 凍豆腐，おから及びゆば とする場合( (2)
コシ，ジャガイモ，菜種，綿実 に 納豆 →「大豆 遺伝子) (3) (
係る農産物およびこれを原材料と 豆乳類 組換え 」，「大豆(4) )
する加工食品であって，加工工程 みそ 遺伝子組換え(5) (
後も組み換えられた 又はこ 大豆煮豆 のものを分別 」DNA (6) )
れによって生じたタンパク質が存 大豆缶詰及び大豆瓶詰 等の義務表示(7)
在するもの きな粉(8)

大豆いり豆 ・遺伝子組換えが(9)
から までに掲げるものを主な 不分別の農産物を(10) (1) (9)

原材料とするもの 原材料とする場合

大豆調理用を主な原材料とする →「大豆遺伝子組(11) ( ) (
もの 換え不分別」)
大豆粉を主な原材料とするもの 等の義務表示(12)
大豆たんぱくを主な原材料とする(13)
もの ・生産・流通段階を

枝豆を主な原材料とするもの 通じて分別された(14)
大豆もやしを主な原材料とするもの 非組換え農産物を(15)
コーンスナック菓子 原材料とする場合(16)
コーンスターチ →「大豆遺伝子組(17) (
ポップコーン 換えでない 」，「大(18) )
冷凍とうもろこし 豆遺伝子組換えで(19) (
とうもろこし缶詰及びとうもろこし瓶詰 ないものを分別」(20) )
コーンフラワーを主な原材料とする 等の任意表示又は(21)
もの 表示不要

コーングリッツを主な原材料とする(22)
( )ものコーンフレークを除く．

とうもろこし調理用を主な原材料(23) ( )
とするもの

から までに掲げるものを主(24) (16) (20)
な原材料とするもの

ポテトスナック菓子(25)
乾燥ばれいしょ(26)
冷凍ばれいしょ(27)
ばれいしょでん粉(28)

から までに掲げるものを主(29) (25) (28)
な原材料とするもの

ばれいしょ調理用を主な原材料(30) ( )
とするもの

アルファルファを主な原材料とする(31)
もの

組換え 技術を用いて生産された 高オレイン酸生産大豆を主な原材料とすDNA
( )ことにより組成，栄養素価等が通常の農 る食品脱脂されたものをのぞく

産物と著しく異なる農産物
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環境に対して悪影響を及
ぼす可能性のあるGM作

物の環境への拡散防止

・ GM食品の安全性の慎重な確認と選択できる表示
・ 環境影響に対する懸念

遺伝子組換え技術の実用化に対する不安・懸念・要望

食品としての 安全性審査
の終了したGM食品に対す

る表示制度の施行

JAS法 a) ・食品衛生法

食品としての 安全性審査
未了のGM食品に対する

流通等の禁止

食品衛生法 カルタヘナ法 b)

GMOの実用化に理解を

促すための施策群

第Ⅱ章 ダイズおよびダイズ加工食品
からの GMダイズ40-3-2 系統の

定性検知技術の開発

第Ⅲ章 4系統のGMトウモロコシ(Bt11, 
Event176, MON810, T25)の定性

検知技術の開発

第Ⅳ章 5系統のGMトウモロコシ(Bt11, 
Event176, MON810, T25, GA21)
のMultiplex PCRによる簡便な鑑

別技術の開発

第Ⅵ章 食品としての安全性審査未了の
GMトウモロコシCBH351系統の
検知技術の開発

第Ⅴ章 GM作物に導入されている
DNA構造を推定するための
DNAセグメントの検知技術の

開発

まず、GMO定性技術を開発する。

導入DNA構造の

推定法の開発

施策群を支える検知技術

高感度な定性
検知技術の開発

農産物・食品からの
GMO定量技術の開発

農産物・食品からの
定性検知技術の開発

環境に対して悪影響を及
ぼす可能性のあるGM作

物の環境への拡散防止

・ GM食品の安全性の慎重な確認と選択できる表示
・ 環境影響に対する懸念

遺伝子組換え技術の実用化に対する不安・懸念・要望

食品としての 安全性審査
の終了したGM食品に対す

る表示制度の施行

JAS法 a) ・食品衛生法

食品としての 安全性審査
未了のGM食品に対する

流通等の禁止

食品衛生法 カルタヘナ法 b)

GMOの実用化に理解を

促すための施策群

第Ⅱ章 ダイズおよびダイズ加工食品
からの GMダイズ40-3-2 系統の

定性検知技術の開発

第Ⅲ章 4系統のGMトウモロコシ(Bt11, 
Event176, MON810, T25)の定性

検知技術の開発

第Ⅳ章 5系統のGMトウモロコシ(Bt11, 
Event176, MON810, T25, GA21)
のMultiplex PCRによる簡便な鑑

別技術の開発

第Ⅵ章 食品としての安全性審査未了の
GMトウモロコシCBH351系統の
検知技術の開発

第Ⅴ章 GM作物に導入されている
DNA構造を推定するための
DNAセグメントの検知技術の

開発

まず、GMO定性技術を開発する。

導入DNA構造の

推定法の開発

施策群を支える検知技術

高感度な定性
検知技術の開発

農産物・食品からの
GMO定量技術の開発

農産物・食品からの
定性検知技術の開発

a) 農林物資の規格化及び品質表示の適正化に関する法律
b) 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

Ⅰ 遺伝子組換え技術の実用化に対する消費者の不安・懸念・要望と，行政のFig. -1
食品等に関する施策，および必要とされる 検知技術の関係GM GMO
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第Ⅱ章 ダイズおよびダイズ加工食品からの ダイズ 系統の定性検知GM 40-3-2

32)
技術の開発

Ⅱ－１ 緒言

現在，我が国において食品としての安全性が確認されている ダイズは 系統GM 4

glyphosate 40-3-2 ( : Roundup Ready Soy,あるが，除草剤 耐性ダイズ 系統 商品名

の 系統が最も広く流通している．除草剤 は選択性の低い農薬であRRS) 1 glyphosate

り，植物の芳香族アミノ酸合成経路であるシキミ酸経路に関与する酵素の一つ， エ5-

-3- (EPSPS; 5-enolpyruvylshikimate-ノ ー ル ピ ル ビ ル シ キ ミ 酸 リ ン 酸 合 成 酵 素

と特異的に結合することで活性を阻害する．これにより植物は，3-phosphate synthase)

RRS glyphosate芳香族アミノ酸を合成できなくなり枯死する． には，反応速度論的に

から阻害を受けない 由来の 遺伝子が導入されていAgrobacterium cp4-epspssp. CP4

glyphosate EPSPS CP4 EPSPSる．そのため により不活化されるダイズの の代わりに

が働き，芳香族アミノ酸が合成され生育が可能となる ． は，生産者にとって雑
33) RRS

草の管理が容易であり，商業栽培されている 農作物のなかでも代表的なもののGM

一つとなっている．食品としての安全性審査については，アメリカ合衆国， ，日本，EU

韓国，アルゼンチン，ブラジル等多くの国で終了し，日本にも輸入されている．

の検知技術は，早くから検討されており，本章での研究を開始するまでにダイRRS

ズの種子 ，葉 を対象とした組換え 配列の検知法が報告されていた．しかし
33) 34) DNA

ながら，ダイズを原料とした加工食品が多い我が国において，より幅広い食品を対象

とした検知技術の開発が必要であった．

本章は，まずダイズ種子から に適した の抽出法の検討を行った．そのPCR DNA

後，ダイズから を検知する プライマーおよび 条件を検討し，プライマRRS PCR PCR

ーの特異性および検知感度を調べた．さらに，ダイズの加工食品として豆腐および

納豆について検知に及ぼす加工工程の影響を調べることとした．
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Ⅱ－２ 実験方法

Ⅱ－２－１ 材料および試薬

材料1)

( ) 2 -20ダイズ ：次の 品種の乾燥種子を米国より直接入手し，使用までGlycine max

℃で保存した．

glyphosate 40-3-2 Roundup・モンサント社が開発した除草剤 耐性 系統ダイズ

Ready Soy (RRS) Variety63639-58RR Stein3264

・非組換えダイズ品種 ダイズ オハイオ州の非組換え品種保証書付き(non-GM )

豆腐： ， ダイズ，および ダイズに を ， ， ，RRS non-GM non-GM RRS 0 0.01 0.1

， 含むよう混合したダイズより作製した．作製法を次に示すとともに，0.5 5 % (w/w)

Ⅱ に示す．ダイズ を， ℃で 時間水に浸漬した．水 を加え，Fig. -1 25 g 4 17 50 mL

家庭用ミキサー 三洋電気㈱製 で 秒間粉砕し， 容ビーカーに( SM-KM30) 30 500 mL

入れた．ミキサーに残ったダイズは， の水で洗浄し，先のダイズ粉砕液の入100 mL

95 5 PO-20ったビーカーに加えた．これを， ℃で 分加熱した後，粉砕液をテトロン
®

東レ社製 で圧搾ろ過した．ろ液を豆乳濃度計 アタゴ社製 でダイズ固形分( ) ( SM-20E)

になるように水を加えた後， ℃以下に冷却した．得られた豆乳 につ10 % 10 100 mL

き 硫酸カルシウム懸濁水溶液を 加え，スターラーで 分間攪拌し0.15 g/mL 2 mL 15

た． ℃の水浴上で 分間保温し，凝固した豆腐を冷水にさらした．作製後，80 40

を抽出するまで， ℃で保存した．DNA -20

丸大豆納豆，丸大豆用蒸煮ダイズ，挽割り納豆，挽割り納豆用蒸煮ダイズ：タカノ

フーズ 株 において作製した．作製法を次に示すとともに， Ⅱ に示す．丸大( ) Fig. -2

豆納豆および丸大豆用蒸煮ダイズは， ， ダイズを使用し，挽割り納豆RRS non-GM

および挽割り納豆用蒸煮ダイズは， ダイズを使用した．丸大豆納豆は，ダイnon-GM
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ズ種子をそのまま使用し，挽割り納豆は， ～ 分割して使用した．このダイズを丸2 4

大豆納豆は室温で 時間，挽割り納豆は室温で 時間水に浸漬した．そして，丸17 4

大豆納豆は ℃で 分，挽割り納豆は ℃で 分蒸煮した．この一部を蒸煮131 25 115 17

ダイズとしてサンプリングし，残りに納豆菌を接種して発酵させた．発酵条件は，丸大

豆納豆，挽割り納豆ともに ℃，湿度 で 時間とした．作製後， を抽出38 85 % 16 DNA

するまで， ℃で保存した．-20

(7 ) (6 ) (9 ) (2 ) (3市販豆腐：茨城県 件 ，千葉県 件 ，東京都 件 ，神奈川県 件 ，新潟県

件 ，広島県 件 ，愛媛県 件 ，山口県 件 ，福岡県 件 内の食料品店，または) (7 ) (1 ) (1 ) (3 )

生協 件 から，計 件を購入した．(2 ) 41

試薬2)

・リボヌクレアーゼ ： 社製クロマトグラフ精製品A (RNase A) Sigma

・トリス ヒドロキシメチル アミノメタン ： 社製試薬( ) (Tris) Sigma

・セチルトリメチルアンモニウムブロミド ： 社製試薬(CTAB) Sigma

・エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム塩 ：同仁化学社製試薬(EDTA)

・アガロース：宝酒造㈱製 「 」LO3 TAKARA

DNA λDNA・ マーカー：宝酒造㈱製，またはニューイングランドバイオラブ社製

， ラダー， ラダーHindIII Digest 1 kbp 100 bp

・ ポリメラーゼ：宝酒造㈱製 ポリメラーゼDNA Takara Taq

・ 緩衝液： ポリメラーゼ添付品PCR DNA

I RV cII・制限酵素：宝酒造㈱製 ， およびSph Eco Hin

H buffer・制限酵素反応緩衝液：制限酵素添付の

・ ： 社製試薬PicoGreen Molecular Probes®

・サケ精子 ： 社製試薬DNA Sigma

・硫酸カルシウム：赤穂化成㈱製豆腐用凝固剤「パール」

・オリゴヌクレオチドプライマー：北海道システム・サイエンス㈱に合成委託したゲル
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ろ過精製品

・水： 超純水製造装置 ミリポア社製 により精製したものMilli-Q ( )®

他の試薬は，すべて特級品を用いた．

試薬の調製3)

/ / (PCI)・フェノール クロロホルム イソアミルアルコール混液

/ (CIA)・クロロホルム イソアミルアルコール混液

・ 緩衝液CTAB

・ 緩衝液TE

・ 緩衝液TAE

・ 平板培地LB/ Amp

・ 液体培地LB/ Amp

・ 培地SOC

以上の調製法を次に示す．

/ / (PCI) 1 mol/L Tris/ HCl (pH・フェノール クロロホルム イソアミルアルコール混液 ：

を飽和させたフェノール，クロロホルムおよびイソアミルアルコールをそれぞれ8.0)

の比率で混合した．25 : 24 : 1

・クロロホルム イソアミルアルコール混液 ：クロロホルムとイソアミルアルコー/ (CIA)

ルを の比率で混合した．24 : 1

CTAB CTAB 4 g 1 mol/L Tris/ HCl (pH 8.0) 20 mL 0.5 mol/L・ 緩衝液： ， ，

， 水溶液 を水で に定容し，EDTA (pH 8.0) 8 mL 5 mol/L NaCl 56 mL 200 mL

オートクレーブした．

TE 10 mmol/L Tris 1 mmol/L EDTA HCl・ 緩衝液：終濃度 ， になるように調製し，

で に調製した．pH 8.0

・ 緩衝液： ，氷酢酸 および を水TAE Tris 4.84 g 1.14 mL 0.5 mol/L EDTA 2 mL

で に定容した．1 L
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LB/ Amp LB/ Amp 10 g/L 5・ 平板培地および 液体培地：終濃度 バクトトリプトン，

g/L 5 g/L NaCl NaOH pH 7.0バクト酵母エキストラクト， になるように調製し， で

に調整した． 平板培地作製時は を になるように添加し，LB/ Amp Agar 15 g/L

LB/ Amp 100液体培地作製時はそのままオートクレーブした．冷却後，最終濃度

となるようにアンピシリンを添加した．µg/mL

・ 培地： バクトトリプトン， バクト酵母エキストラクト， を適SOC 20 g 5 g 0.5 g NaCl

当量の水に溶解後， 溶液 添加し， に調整して水250 mmol/L KCl 10 mL pH 7.0

で に定容した．オートクレーブし，冷却後，ろ過滅菌した を1 L 1 mol/L Glucose

加えた．その後，オートクレーブした を 添加した．20 mL 2 mol/L MgCl 5 mL2

装置4)

使用した機器および装置を Ⅱ に示した．Table -1

Ⅱ－２－２ 方法

の抽出方法1) DNA

(1) CTAB DNA (CTAB )を用いる 溶液の調製法 法

( )前処理

乾燥ダイズは，家庭用ミルで目視により粒径 程度に粉砕して 計1 mm 50 mg

るか， 時間水に浸漬したのち 容チューブに 計量した．17 1.5 mL 100 mg

豆腐は， 容チューブに 計り， で 分間遠心し，上1.5 mL 300 mg 3,400 5× g

清みを捨てた．

丸大豆納豆および挽割り納豆は，滅菌水で粘りが取れるまで洗浄したものと，

洗浄しないものを，それぞれ 容チューブに 計量した．1.5 mL 100 mg

丸大豆用蒸煮ダイズおよび挽割り納豆用蒸煮ダイズは， 容チューブ1.5 mL

に 計量した．100 mg

(DNA )抽出
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と の を用いる方法をもとに， ら の報告をMurray Thompson CTAB Pietsch35) 36)

参考にして，改変して行った．抽出法を次に示すとともに， Ⅱ に示す．Fig. -3

試料を計り採った 容チューブに 緩衝液を 入れ，マイク1.5 mL CTAB 600 µL

ロチューブミキサー 社製 でホモゲナイズし， ℃(KONTES PELLET PESTLE) 55

30 500 µL PCI 13,500で 分間静置した． の を加え，試験管ミキサーで懸濁し，

で 分間遠心した後，上層を新しいチューブに取り， の を加× g 15 500 µL CIA

え，試験管ミキサーで懸濁し， で 分間遠心した．上層を新しいチ13,500 15× g

ューブに取り，等容のイソプロパノールを加え，混和して で 分間13,500 10× g

500 µL 70 % 13,500 1遠心した．上清を捨てた後， の エタノールを加え， で× g

分間遠心後，再度上清を捨て，沈殿を乾燥した．沈殿に の 緩衝液を50 µL TE

RNase A (5 mg/mL) 5 µL 37 30加えて試験管ミキサーで溶解し， を 加え， ℃で

分間静置した． の 緩衝液を加え混合した後， のクロロホ200 µL CTAB 250 µL

ルムを加え，試験管ミキサーで懸濁し， で 分間遠心した．上層を13,500 15× g

新しいチューブに取り， のイソプロパノールを加え， で 分200 µL 13,500 10× g

間遠心し，上清を捨てた後，真空乾燥した．沈殿に の 緩衝液を加え50 µL TE

溶解したものを 溶液とした．DNA

市販のゲノム 抽出キットによる 溶液の調製法(2) DNA DNA

( )前処理

乾燥ダイズは，家庭用ミルで目視により粒径 程度に粉砕し，抽出に供1 mm

した．

(DNA )抽出

ISOGEN ISOPLANT ( ) Wizard DNA Clean up® ® ®
および ニッポンジーン社製 ，

社製 ， 社System (Promega ) Wizard genomic DNA Purification System (Promega®

製 ， 社製 ， 社製 を用いて，) GNOME (BIO101 ) Nucleon Phytopure (Amersham )® ®

キット添付のプロトコールに従って を抽出した．DNA



- 23 -

抽出した の純度の検定法2) DNA

抽出した の純度は，アガロースゲル電気泳動結果ならびに， ， およDNA 230 260

280 nm (Beckmanび の吸光度測定結果より検定した．吸光度の測定は，分光光度計

社製 を用いた． 吸光度比から夾雑物， 吸DU-70) 260 nm/ 230 nm 260 nm/ 280 nm

光度比からタンパク質の残存量を推定した．また，ゲル電気泳動から，抽出した

の低分子化および の残存がないことを確認した．DNA RNA

抽出した 量の定量法3) DNA

吸光度からの抽出した 量の定量法(1) 260 nm DNA

抽出した の 吸光度から， として算出し，DNA 260 nm 1 O.D. = 50 mg/mL260

用 溶液は の濃度に調製し， ℃で保存した．PCR DNA 100 ng/µL -20

を用いた抽出した 量の定量法(2) PicoGreen DNA®

溶液， 緩衝液および 溶液を混合し，励起波長 ，DNA TE PicoGreen 485 nm

520 nm DNA DNA TE蛍光波長 により 量を測定した．検量線は，サケ精子 を

緩衝液に溶解し， の終濃度が ， ， ， となるように調DNA 0.1 0.3 0.5 1.0 µg/mL

製した溶液から作成した．

プライマーの設計4) PCR

検知用プライマーを設計するため，まず公開されている安全性評価資料から，RRS

RRS DNA RRS cauliflower mosaic virusに導入されている の構造を調べた． には，

35S promoter (P-35S) DNA 2 35S由来の 断片を，高発現のため 回反復して含む

， 由 来 プ ラスチ ド移行 配列 配 列 ，promoter (E-35S) (CTP4 )Petunia hybrida

由来 遺伝子Agrobacterium sp. CP4 5-enolpyruvylshikimate- 3-phosphate synthase

， 由来 が導入されて( ) nopaline synthase terminator (NOS ter)cp4-epsps A. tumefaciens

いる ． ， の塩基配列情報 と，スイスの公定法で使用されている
37) 38) 39)P-35S cp4-epsps

Meyer 1 (Table -2プライマーの情報 および， ら の報告から 組のプライマー対 Ⅱ
33) 40)

の と を設計した． により増幅した 分子の塩基配列CaM03-5' EPSPS01-3') PCR DNA
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を シーケンサーにより決定した．そのシークエンス結果と前述の情報から，DNA

検知用として から 側 種類 Ⅱ の ， ，RRS E-35S 5' 3 (Table -2 CaM01-5' CaM02-5'

， 側 種類 同 ， ， 配列から 側 種類 同CaM03-5') 3' 2 ( CaM01-3' CaM02-3') CTP 5' 2 (

， ， から 側 種類 同 ， のプラCTP01-5' CTP n-5') 3' 2 ( EPSPS01-3' EPSPS n-3')cp4-epsps

イマーを設計した．また，調製したダイズ が に十分な程度に精製されておDNA PCR

りかつ，分解を受けていないことを確認するために，ダイズゲノムに内在的に含まれ

( 1) 4 (Table -2 Le1 01-5' Le1るレクチン遺伝子 検知用の 種類のプライマー Ⅱ の ，Le

， ， を， の塩基配列情報 および ら の報告からn-5' Le1 01-3' Le1 n-3') 1 MeyerLe 41, 42) 40)

設計した．作製したプライマーのリストを Ⅱ に，各プライマー対の増幅部位とTable -2

予想される 断片長を Ⅱ に示した．DNA Fig. -4

条件5) PCR

は，サーマルサイクラー 社製 または 社製PCR (ASTEC PC701 Applied Biosystems

を用いて行った．GeneAmp PCR System 9700)

通常の 条件(1) PCR

PCR 1 × PCR 230 µmol/L dNTP 1.75 mmol/L反応液の組成は， 緩衝液， ，

，各 プライマー， ポリメラーゼおよびMgCl 1.0 µmol/L 5'-, 3'- 1.25 units DNA2

鋳型 を含み，全量を とした．ただし，丸大豆納豆およびその250 ng DNA 25 µL

蒸煮ダイズ，市販豆腐から抽出した を鋳型とした場合のプライマーは，プDNA

ライマー対 と を各 ， 本のチューブに同時に加えた条件No.3 No.6 1.0 µmol/L 1

で行った． 温度条件は，プレインキュベーション ℃で 分の後，熱変成PCR 94 3

℃で 秒，アニーリング ℃で 分，伸長反応 ℃で 秒を１サイクル96 30 62 1 74 30

として， サイクル行った．45

条件(2) nested PCR

PCR 1 × PCR 230 µmol/L dNTP 1.75最初の 反応液の組成は， 緩衝液， ，

，各 プライマー， ポリメラーゼmmol/L MgCl 1.0 µmol/L 5'-, 3'- 1.25 units DNA2

および 鋳型 を含み，全量を とした．プライマー対は， 検250 ng DNA 25 µL 1Le
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知のためのには ，組換え 配列検知のためには を用いた．最初No.6 DNA No.3

の の温度条件は，プレインキュベーション ℃で 分の後，熱変成 ℃PCR 94 3 96

で 秒，アニーリング ℃で 分，伸長反応 ℃で 秒を１サイクルとして，30 62 1 74 30

20 nested PCR 1 × PCR 230 µmol/Lサイクル行った． 溶液の組成は， 緩衝液，

dNTP 1.75 mmol/L MgCl 1.0 µmol/L 5'-, 3'- 0.675 units DNA， ，各 プライマー，2

ポリメラーゼおよび 後の溶液 を含み，全量を とした．プラ1st PCR 0.5 µL 25 µL

イマー対は， 検知のためには を用い，組換え 配列検知のためLe1 No.7 DNA

には を用いた． 温度条件は，プレインキュベーション ℃で 分のNo.5 PCR 94 3

後，熱変成 ℃で 秒，アニーリングおよび伸長反応 ℃で 分を サイク97 5 65 1 1

ルとして， サイクル行った後，最後の伸長反応として ℃で 分行った．35 74 3

シークエンス方法6)

プライマー対 を用いた 産物のシークエンスを行った．反応後の 溶No.3 PCR PCR

PCR RECOCHIP液を電気泳動し，アガロースゲルから 産物を回収した．回収には，

宝酒造㈱製 を用いた．回収した産物は，エタノール沈殿を行い，水に溶解した．次( )

に，ライゲーションを行った．ベクタープラスミドには， ベクター プロメガ社pGEM-T (

製 を用い，ライゲーションは， 宝酒造㈱製 をプロトコール) DNA Ligation Kit Ver. 2 ( )

どおりに用いた．静置時間は， ℃で， 時間とした．大腸菌への形質転換は，ヒ16 2

ートショック法にて行った． コンピテントセル プロメガJM109 (DH5α) High Efficiency (

社製 に，ライゲーション反応後の 溶液を加え，氷上で 分間インキュベートし) DNA 40

た． その後， ℃で 秒間インキュベートし，ヒートショックを与えた．これを氷上42 45

に戻し 分間静置した． 培地を添加し， ℃， 時間程度，振とう培養した．1.5 SOC 37 1

これを， を および を を塗布した100 mg/mL X-gal 100 µL 200 mmol/L IPTG 50 µL

平板培地に撒き， ℃で一晩培養した．インサート確認およびコロニーのLB/ Amp 37

単離を行った．インサートの有無は，インサートの挿入された白色コロニーと，挿入さ

PCRれなかった青色コロニーにより識別できる．そのため，白色コロニーを選択し，

を行った． 産物をゲル電気泳動して，インサートのサイズを確認した．同時に，PCR
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選択コロニーを 培地に撒くことにより単離した． の反応液の組成は，LB/ Amp PCR

緩衝液， ， ，各 プラ1 × PCR 230 µmol/L dNTP 1.75 mmol/L MgCl 1.0 µmol/L 5'-, 3'-2

イマー， ポリメラーゼを含み，全量 とした．この液に選択コロニ0.5 units DNA 10 µL

ーを少量懸濁した． 温度条件は，プレインキュベーション ℃， 分の後，熱PCR 94 2

変成 ℃， 秒，アニーリング ℃， 分，伸長反応 ℃， 分を１サイクルとし94 30 60 1 72 1

45 LB/ Amp 2 mLて， サイクル行った．目的の断片長を持つクローンを， 液体培地

中で， ℃で一晩振とう培養した．培養した大腸菌からのプラスミド の調製は，37 DNA

-SDS DNA dRhodamine Terminatorアルカリ 法によった ．抽出したプラスミド は，
43)

社製 をプロトコールどおりCycle Sequencing Reaction Standards (Applied Biosystems )

M13 (-21) M13に使用し，サイクルシークエンスを行った．プライマーは， または

を用い，両端からシークエンス反応を行った． 温度条件は，プレインキReverse PCR

ュベーション ℃で 分の後，熱変成 ℃で 秒，アニーリング ℃で 秒，94 2 96 10 50 20

伸長反応 ℃で 分を１サイクルとして サイクル行った．過剰なダイターミネータ60 4 25

の除去は， スピンカラム 社製 をプロトコールどおりにCentri-sep (Applied Biosystems )

DNA DNA (Applied使用し行った．調製したサンプルの 塩基配列は， シーケンサー

社製 により解析した．Biosystems ABI Prism 310)

産物の制限酵素消化の方法7) PCR

制限酵素 ， および は バッファー要求性であるため，Sph Eco EcoI RV T14I High

PCR PCR 5 µL溶液の持ち越しの塩を除くことなく制限酵素消化を行った． 溶液は，

を制限酵素処理に使用し， ℃で 分間消化した．消化後，反応液全量を電気37 30

泳動し，写真撮影を行った．

アガロースゲル電気泳動法および泳動像の撮影方法8)

( Mupid II) 100 mL電気泳動は，ゲル電気泳動装置 ㈱アドバンス製 を使用した．
®

当たり のエチジウムブロマイドを含むアガロースゲルを使用し， 緩衝液中50 µg TAE

で 定電圧により行った．アガロースゲルの濃度は，抽出したゲノム 溶液100 V DNA
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を泳動する場合には ， 溶液または 産物の制限酵素消化後の反応0.8 % PCR PCR

3 % UV (VILBER液を泳動する場合には とした．電気泳動後のゲルに， 照射装置

社製 により の紫外線照射し，高感度モノクロ カメLOURMAT Fluo-Link) 312 nm CCD

ラ アトー㈱製 ，画像撮影装置 アトー㈱製 およびビデオプリンター( type DX) ( AE6915)

三菱電気㈱製 を用いて， を可視化，ゲル写真撮影を行った．( SCT-CP1000) DNA

Ⅱ－３ 結果

ダイズ種子からの 抽出における 法と市販キットを用いた方法の比較1) DNA CTAB

法および主な 抽出キットを用いて抽出した のゲル電気泳動写CTAB DNA DNA

真を Ⅱ に示す． 法により抽出した は， 付近にバンドが見Fig. -5 CTAB DNA 23 kbp

RNA Wizard DNA Cleanられ，スメアーが見られるものの の残存は見られなかった．

up System 0.5 kbp Nucleonでは， 付近を中心としたスメアーが見られた．また，

では， 以下の低分子にバンドが見られ，かつ抽出された 量Phytopure 0.5 kbp DNA®

が少量であった． では 法を用いて抽出した 溶液と同様に，ISOPLANT CTAB DNA

低分子側にスメアーは見られず，抽出 の大きさからみると，良好な が抽DNA DNA

出されているものと考えられたが， によるダイズ内在性遺伝子 の検知がでPCR 1Le

DNA PCRきなかった．本章において使用した 抽出キットにおいて，ダイズ種子から

により の検知が可能な 溶液が調製できるキットはなかった．また，同一のキLe1 DNA

ットを使用して を抽出した場合において， に吸収極大のある 溶DNA 260 nm DNA

液が得られる場合と得られない場合があり，再現性に問題があるキットがあった．

に適した 溶液を得るためには，プロトコールを改変する必要があり，十分PCR DNA

な純度の が調製できない場合は，エタノールまたはイソプロパノール処理の前DNA

PCI PCR DNAに 処理を行うか，全体の抽出作業を繰り返し行うことにより， に適した

溶液が得られる場合があった． を用いる方法で調製した 溶液は，吸光CTAB DNA

260 nm/ 230 nm > 2 260 nm/ 280 nm 1.8 2.0 PCR度比が， および ＝ ～ であれば，

による の検知に支障がなかった．そのため，以降の の抽出は， 法Le1 DNA CTAB
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で行うこととした．しかし， 法を用いて抽出した 溶液は，同一試料から調CTAB DNA

製を行った場合においても，その吸光度，吸光度比にはばらつきがみられ，吸光度

から の厳密な定量と純度検定を行うことは困難であった．また，二本鎖 にDNA DNA

特異的な蛍光色素である を用いて，ダイズ種子から抽出した 溶液PicoGreen DNA®

の定量を行ったところ， により測定した結果は，同一 溶液を吸光度PicoGreen DNA®

から算出した 濃度より， 倍高い値となった ．このため，ダDNA 2-3 (DATA not shown)

イズ種子から抽出した の による定量は困難と判断した．DNA PicoGreen®

シークエンスの結果と組換え 配列検知用プライマーの設計2) DNA DNA

Ⅱ に に導入されている遺伝子構造を示した．プライマー対 を用Fig. -4 RRS No.3

いた 産物のシークエンス結果を， Ⅱ に示す． ， およびPCR Fig. -6 P-35S CTP438) 44)

に関する情報との相同性からシークエンスを解析し， の開始コcp4-epsps cp4-epsps39)

ドンのアデニンを１として番号付けした． ～ ， ～ ，E-35S: -304 -245 bp CTP4: -225 -5 bp

～ と判断した．また，この結果と安全性評価資料と矛盾はなかっcp4-epsps: 6 209 bp

Meyer CaM01-3' CaM02-3' CTP01-5' CTP n-5'た．この結果と ら の報告を基に ， ， ，
40)

および のプライマーの設計を行った．EPSPS n-3'

ダイズ種子における組換え 配列検知の特異性と感度3) DNA

ダイズから抽出した 溶液に から抽出した 溶液を ，non-GM DNA RRS DNA 0.01

， ， ， ， となるように加え，プライマー対 から を用いて0.05 0.1 0.5 1 5 % No.1 No.4

を行い，組換え 配列検知の特異性と感度を検討した．各プライマーによるPCR DNA

産物の電気泳動写真を Ⅱ に示す．プライマー対 および ではPCR Fig. -7 No.2 No.3

予想されたバンドのみが増幅され， まで検知可能であった．プライマー対0.05 %

と を使用した場合は，非特異的バンドが増幅され， 程度まで検知可No.1 No.4 0.1 %

能であった．プライマー対 は， 混合率に関係なく非特異的バンドが見られ，No.1 RRS

プライマー対 では， 混合率に高いもののみに非特異的バンドが見られたNo.4 RRS

ため，低い混合率での の検知を目的とする場合には，プライマー対 の利RRS No.4
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用は可能であると判断した．なお，全ての 溶液から がプライマー対 をDNA 1 No.6Le

用いて検知された．プライマー対 ， ， および を用いた 産No.2 No.3 No.4 No.6 PCR

物を，制限酵素 ， および ， で処理したEco Sph EcoRV (No.2) I (No.3 No.4) T22I (No.6)

DNA (DATA not shown) non-GMところ，特異的な断片長の に切断された ．さらに，

ダイズに を ， ， ， ， ， となるように混合したダイズ粉末試RRS 0.01 0.05 0.1 0.5 1 5 %

料から を抽出し， を行った．非特異的バンドが多く増幅されたプライマーDNA PCR

No.1 No.2 No.3 No.4 (DATA対 は用いず，プライマー対 ， および を用いて検討した

not shown) non-GM DNA RRS．この場合の検知感度は， ダイズから抽出した 溶液に

から抽出した 溶液を混合した場合と同様に，プライマー対 と では，DNA No.2 No.3

予想されたバンドのみが増幅され， まで検知可能であった．また，プライマー0.05 %

対 では， において非特異的バンドが認められたが まで検知可能でNo.4 RRS 0.05 %

あった．

豆腐からの の検知感度4) RRS

ダイズに を ， ， ， 含むダイズ試料から作製した豆腐non-GM RRS 0.01 0.1 0.5 5 %

DNA DNA 1 kbpから を抽出した．豆腐から抽出した を電気泳動した結果，すべて

付近を中心にスメアーとなっていた ．この 溶液からプライマ(DATA not shown) DNA

ー対 を用いて組換え 配列の検知を行った．結果を Ⅱ に示す．No.3 DNA Fig. -8

を 含む豆腐まで，組換え 配列を検知することが可能であった．なお，RRS 0.5 % DNA

プライマー対 を用いて の検知を行ったところ，全てのサンプルから検知さNo.6 1Le

れ，豆腐において， を行える長さのダイズゲノム が残存していることが示さPCR DNA

れた．

丸大豆納豆，挽割り納豆とそれらの蒸煮ダイズにおけるダイズ内在性遺伝子5)

および組換え 配列検知Le1 DNA

丸大豆納豆用の蒸煮処理したダイズおよび丸大豆納豆から抽出した の電気DNA

泳動写真を Ⅱ に示す．蒸煮処理した段階で 以下の位置に不鮮明なFig. -9A 100 bp
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バンドが見られ，豆腐よりもさらに分解を受けていた．水で洗浄処理しなかった納豆

から抽出した は，大きな分子量まで広がっていた．一方，水で洗浄処理した納DNA

豆から抽出した は，蒸煮処理したダイズと同じ位置に不鮮明なバンドが見られDNA

た．これらの 溶液から， および組換え 配列の検知を行ったところ，DNA 1 DNALe

Ⅱ に示すように， と組換え 配列ともに検知できなかった．Fig. -10A 1 DNALe

一方，挽割り納豆用の蒸煮処理したダイズおよび挽割り納豆から抽出した のDNA

電気泳動写真を Ⅱ に示す．挽割り納豆用の蒸煮処理したダイズから抽出しFig. -9B

た は， から 付近まで広がるスメアーとなった．水で洗浄処理してDNA 100 bp 1 kbp

いない挽割り納豆から抽出した は，丸大豆納豆から抽出した と同様に，DNA DNA

大きな分子量まで広がっていた．水で洗浄処理した挽割り納豆から抽出した は，DNA

挽割り納豆用に蒸煮処理したダイズと同様であった． 検知のためのプライマーLe1

対 を用いて を行ったところ，蒸煮処理したダイズから調製した 溶液No.6 PCR DNA

については の検知が可能であった．しかしながら，発酵後の挽割り納豆から調Le1

製した 溶液については， を検知することができなかった Ⅱ ．DNA 1 (Fig. -10B)Le

さらに，丸大豆納豆および挽割り納豆とそれらの蒸煮ダイズから抽出した をDNA

鋳型 として， を行った．丸大豆納豆およびその蒸煮ダイズからは，DNA nested PCR

および組換え 配列ともに検知できなかった．しかし，挽割り納豆およびそのLe1 DNA

蒸煮ダイズから の検知を行ったところ，挽割り納豆およびその蒸煮ダイズともにLe1

検知可能であった ．(DATA not shown)

市販豆腐からの の検知6) RRS

41 DNA 1 DNA市販されている豆腐 件から抽出した 溶液から， および組換えLe

配列の検知を行った．結果を Ⅱ に示す．これら市販豆腐の中には， おTable -3 1Le

DNA 3 nestedよび組換え 配列ともに検知できないものが 件あった．しかしながら

を行うことにより，これらの 件すべてから が検知でき，そのうちの 件からPCR 3 1 1Le

組換え 配列が検知された． Ⅱ に，通常の により検知できなかっDNA Fig. -11 PCR

た市販豆腐 および の による結果を示す．市販豆腐 および から1 2 nested PCR 1 2
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1 2 DNA nestedLe を検知し，市販豆腐 からはさらに組換え 配列を検知している．

により，本章において購入した全ての豆腐から を検知することができた．まPCR 1Le

た，商品に特別の表示がない豆腐においては 件中 件から，また，国産ダイズ28 24

使用等の表示がある豆腐からも 件中 件から組換え 配列が検知された．こ13 3 DNA

れらの組換え 配列を検知した豆腐に， が入っていると考えられた．DNA RRS

Ⅱ－４ 考察

法により可能なダイズ種子からの に適した 抽出1) CTAB PCR DNA

植物体は，その種類や部位によりポリフェノール類，多糖類といった を阻害PCR

する物質を含むため， に適した 抽出法の検討はきわめて重要である．PCR DNA

法による の抽出は，本検討を行った 年当時の市販 抽出キッCTAB DNA 1998 DNA

トに比べ手順が多いものの植物体からの一般的な抽出法である．一方の市販の抽出

キットは，一般に茎葉から を抽出するように設計されている．そのため，使用しDNA

た 抽出キットの中には，ダイズ種子から に適した 溶液が調製できるDNA PCR DNA

ものはなかったと考えられた．これは，茎葉に比べダイズ種子中には，タンパク質，多

糖類等が多く含まれ，それらが抽出 溶液中に残存するため が阻害されたDNA PCR

PCR DNA RNAと推察された．以上から，ダイズ種子からの 用の 溶液の調製には，

の残存していない長鎖 が多量に抽出でき， による の検知が可能なDNA PCR 1Le

の抽出が可能である を用いる方法が適していると考えられる．しかし，DNA CTAB

法はクロロホルム，フェノールといった環境や，実験従事者に対し有害な有機CTAB

溶媒を使用すること，実験操作に熟練が必要とされることから，これらを解決する抽

出法の探索が必要になる．

と に特異的なプライマーと明らかになった検知感度2) RRS P-35S

に特異的なプライマーおよび に特異的なプライマーの設計に成功し，RRS P-35S

PCR DNAその検知感度を明らかにした．このプライマーを用いて得られた 産物の
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シークエンスには，制限酵素サイトがある．そのため，制限酵素処理により組換え体

の検知を確実とすることが可能であり，信頼性の高い検知結果を得ることができると

考えられる． に特異的なプライマーの設計の成功の一つには， 生物種由来RRS 2

の 配列の連結部分を含むように 検知用プライマーを設計したことによる．DNA RRS

には，様々な生物由来の が連結されて導入されている． 生物由来のGMO DNA 1

配列部分のみを検知するプライマーを用いて組換え体の検知を行った場合，DNA

当該生物が混入すると偽陽性となる．これを防止するために，増幅される 配列DNA

が検知対象 農作物に特異的となるようにプライマーの設計をする必要がある．こGM

のため， 生物種由来の 配列の連結部分を含むようにプライマーを設計した．2 DNA

また，現在多くの組換え体において， が導入されているため，この部分を検知P-35S

することは，今後の組換え体のスクリーニング検知を考える上で，有用であると考えら

0.05 % DNA DNAれた．これらの検知感度は 程度であり，この 量は，ダイズのゲノム

として に相当する．これは，我が国における ダイズに が非125 pg/ tube non-GM RRS

意図的に混入する際の許容値となる に比べ，十分な検知感度となっている．5 %

高度に加工された食品からは困難な の検知3) RRS

ダイズ，豆腐，丸大豆納豆とその蒸煮ダイズおよび，挽割り納豆とその蒸煮ダイズ

から抽出した の電気泳動結果から，ダイズ，豆腐，挽割り納豆とその蒸煮ダイDNA

ズ，丸大豆納豆とその蒸煮ダイズの順にダイズ は高温処理により低分子量までDNA

分解されたものと考えられた．この を用いた では，ダイズ，豆腐からは１回DNA PCR

PCR 1 nested PCRの で の検知は可能であり，挽割り納豆とその蒸煮ダイズからはLe

1 nestedで の検知は可能であった．しかし，丸大豆納豆とその蒸煮ダイズからは，Le

を行っても， の検知はできなかった．このことから の分解程度は加工PCR 1 DNALe

温度に影響を受け，高温処理される食品については が分解されるため，組換DNA

え 配列の検知は難しくなると考えられた．ダイズにおける検知感度と豆腐におDNA

ける検知感度を比較したところ，豆腐の検知感度はダイズの検知感度に比べて一桁

低く，豆腐に含まれている が加工工程で分解していることを反映している．さらDNA
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に，納豆の場合では，発酵工程でさらに の分解が進み，検知がきわめて難しくDNA

なると考えられた．他の食品においても，加熱，発酵といった加工工程によって，組

換え 配列の検知が困難になる場合が少なくないことを示している．DNA

開発した 検知技術の実際の検査における実用性4) RRS

市販豆腐からの組換え 配列の検知を行った結果，本法は，実際の検査におDNA

いて十分に実用的であった．充填豆腐は，絹・木綿豆腐に比べて加熱工程が苛酷で

ある ため充填豆腐からの および組換え 配列の検知は困難であると想定
44) Le1 DNA

されたが，充填豆腐については，すべてのサンプルから の検知が可能であった．Le1

PCR nested絹・木綿豆腐については，１回の で検知ができなかったものがあったが，

を行うことにより の検知が可能となった．製造工程が不明のためその原因をPCR 1Le

特定することはできないものの，このように市販の豆腐間で による遺伝子の検知PCR

に差が認められたのは，製造業者の豆腐製造工程の違いによる の分解程度のDNA

DNA PCR差や調製した 溶液中に残った夾雑物の差が原因と推察された．通常の

および を行うことにより，すべての豆腐サンプルから の検知が可能とnested PCR 1Le

なり，これは市販品の調査を行うのに充分な検知法であると考えられた．当該市販豆

腐は， 食品の表示の義務化前のサンプルであるが，現在 ダイズの表示GM non-GM

は， ハンドリングされたものに限られており，良好な ハンドリングにおけるIP IP

ダイズへの ダイズの意図せざる混入は 以下とされている．よって本non-GM GM 5 %

法は， ダイズ表示品の検査を行うのに十分な検知感度であると考えられた．non-GM

今後の検知技術の開発において考慮すべき点5)

今後，様々な農作物において遺伝子組換え技術の利用が見込まれている．新規

の農産物を対象とした検知技術の開発において考慮すべき点として，次のことが明ら

かになった．まず， に適した 抽出法の検討は，検知技術の開発においてPCR DNA

重要である． 抽出法の採用に関しては， の残存していない長鎖 がDNA RNA DNA

抽出できる，比較的多量の が抽出できる， による対象農作物の内在性遺DNA PCR
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伝子の検知が可能である，の 点を満たすことが必要である．また，本章での研究か3

DNAら，特異性と検知感度はプライマー配列に依存することが明らかであり，組換え

配列検知には，プライマーの設計が最も重要であるといえる．そのため，今後プライ

マーの設計を行う際には，序論に表したように，スクリーニング検知法やコンストラクト

特異的検知法といった， の増幅部位について検討するとともに，実際にプライPCR

マーを作製し，その検知感度，特異性について検討し，最も検知に適したものを選

択する必要がある．さらに， 産物の制限酵素処理により組換え体の検知を確実PCR

とするため， 産物内に制限酵素サイトがあることが望ましいと考えられる．また，PCR

において， ～ の増幅産物の により，高度に加工されたnested PCR 100 200 bp PCR

挽割り納豆等からでも および組換え 配列の検知が可能であったことから，Le1 DNA

検知対象を加工食品とする場合には，短い 増幅長であることが望ましいと考えPCR

られる．但し， 程度にプライマーダイマーが出現する場合があることを考慮し，70 bp

増幅産物の長さは， ～ 程度であることが望ましいと考えられる．同PCR 100 200 bp

時に，良好な結果を得るための ポリメラーゼの選択と 条件の設定が必要DNA PCR

であることが示唆される．さらに，洗浄しない丸大豆納豆および挽割り納豆から抽出

された に見られる大きい分子量のバンドは納豆菌に由来すると考えられるため，DNA

実際の検査においては，納豆の粘りがとれるまで十分に水洗したのち を抽出DNA

する必要があると考えられる．このことは，加工食品からの組換え体の検知は，加工

食品の特性に応じた前処理方法の検討が必要であることを示している．
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豆腐の作製フロー図Fig. II-1

ダイズ 25 g

水に4℃で17時間浸漬した後，
水50 mLを加え，ミキサーで30秒間粉砕．

ダイズ固形分10 %になるよう
に水を加え，10℃以下に冷却．

得られた豆乳100 mLにつき，0.30 g 
CaSO4を加え，スターラーで15分間攪拌．

80℃水浴上で40分間保温．

水100 mL 加え，95℃で5分間

加熱した後，圧搾ろ過．

凝固した豆腐を冷水にさらす．
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丸大豆納豆および挽割り納豆の作製フロー図Fig. II-2

ダイズ

水に浸漬．
丸大豆納豆条件：室温，17時間
挽割り納豆条件 ：室温， 4時間

蒸煮．
丸大豆納豆条件：131℃，25分
挽割り納豆条件 ：115℃，17分

納豆菌接種および発酵．
丸大豆納豆および挽割り納豆条件：
38℃，湿度85 %，16時間
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Ⅱ 使用した機器および装置Table -1
機器・装置 製造元および型式

SM-KM30家庭用ミル付きミキサー 三洋電気㈱製

SM-20E豆乳濃度計 アタゴ社製

KONTES PELLET PESTLEマイクロチューブミキサー 社製

S-5N試験管ミキサー 大洋科学工業㈱社製

ZYMOSTAT AB1750インキュベーター アトー㈱製

himac CT13遠心機 日立製作所㈱製

Mupid IIゲル電気泳動装置 ㈱アドバンス製
®

AE6915画像撮影装置 アトー社製

SCT-CP1000ビデオプリンター 三菱電気㈱製

CCD type DX高感度モノクロ カメラ アトー㈱製

UV VILBER LOURMAT Fluo-Link照射装置 社製

サーマルサイクラー 社製 またはASTEC PC701
Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700社

Beckman DU-70分光光度計 社製

DNA Applied Biosystems ABI Prism 310シーケンサー 社製

Cyto Fluor 2300蛍光測定装置 ミリポアリミテッド㈱製
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試料

CTAB緩衝液600 μL加え，ホモゲナイズ後，55℃で30分静置．

上層を取り，等容のイソプロパノールを加え，
混和後13,500 x gで10分間遠心．

上清を捨て，70 % EtOH 500 μLを加え，13,500 
x gで1分遠心．再度，上清を捨て，沈殿を乾燥．

沈殿にTE緩衝液50 μLを加え溶解．
5 mg/mL RNaseAを5 μL加え，37℃で30分静置．

PCI  500 μL加えて混合し，13,500 x gで15分遠心．上層を取り，
CIA 500 μLを加えて混合し，13,500 x gで15分遠心．

CTAB 緩衝液200 μLとクロロホルム250 μLを加え，
混合後，13,500 x gで15分遠心．

沈殿をTE緩衝液50 μLに溶解．

上層を取り，イソプロパノール200 μLを加え，
13,500 x gで10分遠心．上清を捨てた後，真空乾燥．

を用いたダイズ種子およびダイズ加工食品からの 抽出フロー図Fig. II-3 CTAB DNA
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に導入されている 配列 およびダイズ内在性遺伝子 におけるFig. II-4 RRS DNA (A) 1 (B)Le
増幅部位の模式図PCR

内は増幅長を示す．( )
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異なる 抽出法によりダイズ種子からFig. II-5 DNA
抽出したゲノム の電気泳動写真DNA

1: ISOPLANT, 2: Wizard DNA Clean up System,
3: Nucleon Phytopure, 4: CTAB extraction method,
M: λDNA dIII digest standardHin
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のシークエンス結果Fig. II-6 RRS

矢印 は， 配列の由来および位置を示す．( , ) DNA
の開始コドン は白抜き文字で示し，そのアデニンを１として番号を付けた．cp4-epsps (ATG)

プライマー位置を中抜き矢印 で示した．( )
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プライマー対による組換え 配列の検知感度の違いFig. II-7 DNA

ダイズおよび からそれぞれ抽出した 溶液を混合して鋳型とした．non-GM RRS DNA
は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

プライマー対 レーン ～ およびプライマー対 レーン ～ を使用A: No.1( 4 12) No.6( 1 3)
プライマー対 レーン ～ およびプライマー対 レーン ～ を使用B: No.2( 4 12) No.6( 1 3)
プライマー対 レーン ～ およびプライマー対 レーン ～ を使用C: No.3( 4 12) No.6( 1 3)
プライマー対 レーン ～ およびプライマー対 レーン ～ を使用D: No.4( 4 12) No.6( 1 3)
1: non-GM , 2: RRS, 3: (DNA ), 4: non-GMダイズ ネガティブコントロール なし

, 5: 0.01 % RRS DNA, 6: 0.05 % RRS DNA,ダイズ 含有ダイズ 含有ダイズ

7: 0.1 % RRS DNA, 8: 0.5 % RRS DNA, 9: 1 % RRS含有ダイズ 含有ダイズ

含有ダイズ 含有ダイズ ネガティブコDNA, 10: 5 % RRS DNA, 11: RRS, 12:
ントロール なし ラダー(DNA ), M: 100 bp
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豆腐における組換え 配列の検知感度Fig. II-8 DNA

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

プライマー対は， を使用した．No.3
1: non-GM , 2: RRS, 3: non-GM , 4: 0.01 % RRSダイズ ダイズ使用豆腐

, 5: 0.1 % RRS , 6: 0.5 % RRS , 7: 5 % RRS含有豆腐 含有豆腐 含有豆腐

含有豆腐 ネガティブコントロール なし ネガティブコントロー, 8: (DNA ), 9:
ル プライマーなし ラダー( ), M: 100 bp
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丸大豆納豆用蒸煮ダイズおよびそれから作製した丸大豆納豆 ，挽割り納豆用蒸煮ダイFig. II-9 (A)
ズおよびそれから作製した挽割り納豆 から抽出した の電気泳動写真(B) DNA

丸大豆納豆用蒸煮ダイズ 蒸煮温度 ℃ およびそれから作製した丸大豆納豆A: ( 131 )
1: non-GM , 2: non-GM ( ),ダイズの蒸煮ダイズ ダイズの丸大豆納豆 抽出時に水洗あり

ダイズの丸大豆納豆 抽出時に水洗なし の蒸煮ダイズ の丸大3: non-GM ( ), 4: RRS , 5: RRS
( ), 6: RRS ( ), M: λDNA dIII豆納豆 抽出時に水洗あり の丸大豆納豆 抽出時に水洗なし Hin

digest standard
挽割り納豆用蒸煮ダイズ 蒸煮温度 ℃ およびそれから作製した挽割り納豆B: ( 115 )
1: non-GM , 2: non-GM ( ),ダイズの蒸煮ダイズ ダイズの挽割り納豆 抽出時に水洗あり

3: non-GM ( ), M: λDNA dIII digest standardダイズの挽割り納豆 抽出時に水洗なし Hin
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丸大豆納豆用蒸煮ダイズおよびそれから作製した丸大豆納豆 ，挽割り納豆用蒸煮ダイズおよびFig. II-10 (A)
それから作製した挽割り納豆 からのダイズ内在性遺伝子 および組換え 配列の検知(B) 1 DNALe

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

丸大豆納豆用蒸煮ダイズ 蒸煮温度 ℃ およびそれから作製した丸大豆納豆A: ( 131 )
プライマー対は， および を混合して使用した．No.3 No.6

ダイズ ダイズの蒸煮ダイズ ダイズの丸大豆納豆 抽出1: non-GM , 2: RRS, 3: non-GM , 4: non-GM (
), 5: non-GM ( ), 6: RRS , 7: RRS時に水洗あり ダイズの丸大豆納豆 抽出時に水洗なし の蒸煮ダイズ

の丸大豆納豆 抽出時に水洗あり の丸大豆納豆 抽出時に水洗なし ネガティブコント( ), 8: RRS ( ), 9:
ロール なし ネガティブコントロール プライマーなし ラダー(DNA ), 10: ( ), M: 100 bp
挽割り納豆用蒸煮ダイズ 蒸煮温度 ℃ およびそれから作製した挽割り納豆B: ( 115 )
プライマー対は， を使用した．No.6

ダイズ ダイズの蒸煮ダイズ ダイズの挽割り納豆 抽出時に水洗1: non-GM , 2: non-GM , 3: non-GM (
), 4: non-GM ( ), 5: (DNA ),あり ダイズの挽割り納豆 抽出時に水洗なし ネガティブコントロール なし

ネガティブコントロール プライマーなし ラダー6: ( ), M: 100 bp
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市販豆腐からの組換え 配列の検知Table II-3 DNA
c) c)

品 名 特記表示 サンプル数 検知数 組換え 配列検知数Le1 DNA
( ) 11 9 ( 2 ) 1 ( 1 )豆腐 木綿・絹 あり

a)

15 14 ( 1 ) 13 ( 0 )なし

2 2 ( 0 ) 1 ( 0 )充填豆腐 あり
b)

13 13 ( 0 ) 11 ( 0 )なし

41 38 ( 3 ) 26 ( 1 )計

国産減農薬大豆 使用，有機無農薬大豆 使用，a) 100 % 100 %
等100 %国産大豆使用，県産大豆使用

有機無農薬大豆使用b)
内は により検知した件数c) ( ) nested PCR
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による市販豆腐からの組換え 配列の検知Fig. II-11 nested PCR DNA

， は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

プライマー対は， 検知用 および レーン ～ またはLe1 No.6 No.7 ( 1 5)
組換え 配列検知用 および レーン ～ を使用した．DNA No.3 No.5 ( 6 10)

および ダイズ および を含有した1 6: non-GM , 2 7: 5 %RRS
ダイズ および 市販豆腐 および 市販豆腐 お, 3 8: 1, 4 9: 2, 5
よび ネガティブコントロール なし ネガティブコ10: (DNA ), 11:
ントロール プライマーなし ラダー( ), M: 100 bp
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第Ⅲ章 系統の トウモロコシ ， ， ， の定性検知4 GM (Bt11 Event176 MON810 T25)

46)
技術の開発

Ⅲ－１ 緒言

現在 ダイズ・トウモロコシは， 農作物の中でも広く栽培され，成功しているGM GM

ものである ．我が国においては，ダイズ，トウモロコシおよびこれらの加工食品は13)

表示対象品目となっている．GM

我が国において食品としての安全性が確認されている トウモロコシは 系統GM 25

ある．これから，安全性審査済みの系統同士を掛け合わせ育成した 系統を除き，11

さらに導入されている の発現カセットが同一である と スイート，およびDNA Bt11 Bt

と をそれぞれ 種類と考えると， 種となる．この 種の トウモロコシT14 T25 1 12 12 GM

には，害虫抵抗性形質または除草剤耐性形質もしくは両方の形質が導入されている．

そのうちの 種は，害虫抵抗性形質を持ち， トウモロコシとも呼ばれ広く栽培さ8 Bt

Bacillus thuringiensis B.れている． は，土壌微生物 の頭文字に由来し，Bt

は殺虫性のタンパク質 タンパク質 を生産する． タンパク質の殺虫thuringiensis (Bt ) Bt

力は選択性が高く，その菌株により殺虫性のタンパクが異なるため，殺虫スペクトル

が異なる ．現在， トウモロコシには，鱗翅目害虫 ガの仲間 を対象としたものと鞘47) Bt ( )

翅目害虫 甲虫類 を対象としたものがある．アメリカ合衆国におけるトウモロコシ栽培( )

において甚大な被害を与える害虫はアワノメイガであり，これはトウモロコシの生育期

Bt 5間中に二回のサイクルで発生する．アワノメイガは鱗翅目に属し， トウモロコシ

種には，これに対して殺虫性のある タンパク質を発現するように遺伝子が導入さBt

れている． タンパク質は，鱗翅目害虫に摂取された後アルカリ性の消化管内で完Bt

全に消化されず限定分解を受け，毒性を示す特定のペプチドが残る．鱗翅目害虫に

は，このペプチドの受容体が小腸の粘膜にあり，ペプチドと受容体の結合により粘膜

組織細胞が破壊され，消化プロセスを阻害して殺虫活性を示す ．ヒトを含めたほ
48-50)

乳類では，酸性の胃液により タンパク質は完全に消化され，さらに，消化器系にBt
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毒性ペプチドの受容体がないため，影響を受けない ．50-52)

除草剤耐性形質を持つトウモロコシは 種あり，除草剤 耐性のものと，9 glufosinate

耐性のものが開発されている． は，植物のアンモニア代謝経路glyphosate glufosinate

のグルタミン合成酵素を阻害する が， 耐性トウモロコシには，微生物由
53) glufosinate

来の 遺伝子が導入されており， をアphosphinothricin- -acetyltransferase glufosinateN

セチル化することにより影響を受けずに生育が可能となる． は，Ⅱ 緒言glyphosate -1

で述べたように，シキミ酸経路に関与する酵素 に結合し，その活性を阻害すEPSPS

る． 耐性トウモロコシには，速度論的に の阻害を受けないglyphosate glyphosate

epsps epsps Agrobacterium遺伝子が導入されている．その 遺伝子は， と同様にRRS

由来の と，トウモロコシ自体の 遺伝子を改変したトウモロコシsp. CP4 cp4-epsps epsps

由来の がある．m-epsps

本章の研究開始時において，我が国では 系統の トウモロコシ ，4 GM (Bt11

， および の安全性審査が終了していた． 農作物のEvent176 MON810 T14/T25) GM

PCR検知技術としては，ジャガイモ ，トマト ，トウモロコシ ，ダイズ からの
54) 55) 56, 57) 32-34, 58)

を利用した検知が報告されており，また，加工工程が を利用した検知技術に与PCR

える影響についても，いくつか報告がなされていた ．しかしながら， トウモロ32, 58-60) GM

B.コシの検知技術としては， プロモーター領域，cauliflower mosaic virus 35S

nopaline synthasethuringiensis cryIA(b) A. tumefaciencs由来の 遺伝子または， 由来の

領域内を検知しており，各系統を特異的に検知可能なものの報告は多くterminator

なかった ．そのため， 系統の トウモロコシ ， ， お
56, 57) 4 GM (Bt11 Event176 MON810

よび を対象に，信頼性のおける検知法の開発を目標とした．なお， にT14/T25) T14

は， と同一の 構造が導入されているが， には コピーであるのに対し，T25 DNA T25 1

には コピー導入されている．また， の流通実績はないので， を対象とT14 3 T14 T25

した．



- 51 -

Ⅲ－２ 実験方法

Ⅲ－２－１ 材料および試薬

材料1)

トウモロコシ ：次の 品種の乾燥種子を米国より直接入手し，使用まで( ) 5Zea mays

℃で保存した．-20

・シンジェンタシード社 旧 ノースラップキング社 が開発した害虫抵抗性および除( )

glufosinate Bt11 (Bt11)草剤 耐性 の後代品種

・シンジェンタシード社 旧 チバシード社 が開発した害虫抵抗性 の後代( ) Event176

(Event176)品種

MON810 (MON810)・モンサント社が開発した害虫抵抗性 の後代品種

・バイエルクロップサイエンス社 旧 ヘキストシェーリングアグレボ社 が開発した除( )

glufosinate T25 (T25)草剤 耐性 の後代品種

(non-GM )・パイオニアハイブレッド社の非組換えトウモロコシ品種 トウモロコシ

Hybrid3491

試薬2)

・リボヌクレアーゼ ： 社製クロマトグラフ精製品A (RNase A) Sigma

・トリス ヒドロキシメチル アミノメタン ： 社製試薬( ) (Tris) Sigma

・セチルトリメチルアンモニウムブロミド ： 社製試薬(CTAB) Sigma

・エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム塩 ：同仁化学社製試薬(EDTA)

・アガロース：宝酒造㈱製 「 」LO3 TAKARA

DNA λDNA dIII Digest 1 kbp・ マーカー：ニューイングランドバイオラブ社製 ，Hin

ラダー， ラダー100 bp

・ ポリメラーゼ：宝酒造㈱製 ポリメラーゼDNA TAKARA Taq

・ 緩衝液： ポリメラーゼ添付品PCR DNA

T14I RV cII・制限酵素：宝酒造㈱製 ， ，Eco Eco Hin
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M buffer H buffer・制限酵素反応緩衝液：制限酵素添付の または

・オリゴヌクレオチドプライマー：北海道システム・サイエンス㈱に合成委託したゲル

ろ過精製品

・水： 超純水製造装置 ミリポア社製 により精製したものMilli-Q ( )®

他の試薬は，すべて特級品を用いた．

試薬の調製3)

/ / (PCI)・フェノール クロロホルム イソアミルアルコール混液

/ (CIA)・クロロホルム イソアミルアルコール混液

・ 緩衝液CTAB

・ 緩衝液TE

・ 緩衝液TAE

以上は，Ⅱ－２－１ 試薬の調製に同じ．3)

装置4)

使用した機器および装置は， Ⅱ と同じ．Table -1

Ⅲ－２－２ 方法

の抽出方法1) DNA

Ⅱ－２－２ の を用いる 溶液の調製法 法 に同じ．た1) (1) CTAB DNA (CTAB )

だし，次に示す改変を行った．

( )前処理

乾燥トウモロコシは，家庭用ミルで目視により粒径 程度またはそれ以下1 mm

に粉砕して を抽出に供した．100 mg

(DNA )抽出

最初の 抽出に用いる 緩衝液の添加量を とした．また，遠CTAB CTAB 650 µL
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心は，等容のイソプロパノールを加えて混和した後では ，そのほかでは8,000 × g

で行った．12,000 × g

抽出した の純度の検定法および抽出した 量の定量法2) DNA DNA

2) DNA 3) (1)Ⅱ－２－２ 抽出した の純度の検定法および，Ⅱ－２－２ の

吸光度からの抽出した 量の定量法と同様に操作し，抽出した の260 nm DNA DNA

DNA PCR DNA 100純度の検定および抽出した 量の定量を行った． 用 溶液は

の濃度にして ℃で保存した．ng/µL -20

プライマーの設計3) PCR

Bt11 Event176 MON810 T25公開されている安全性評価資料から， ， ， および

に導入されている の構造を調べた．これらに導入された 配列を解析するDNA DNA

DNA PEPC pro CDPK pro cauliflowerために， データベースの情報 および ， ，
61) 62) 63)

， に関する論文を基に， 組のプライマー対を設計した．mosaic virus (CMV) PAT 438) 64)

Bt11 MON810 CM01 CR02 Bt11すなわち， ， シークエンス用に － プライマー対，

および シークエンス用に － プライマー対， シークエンスT25 CM03 PA01 Event176

用に － プライマー対および － プライマー対を設計した．シPE01 CR02 CD01 CR02

ークエンス結果を基に，各 系統に特異的なプライマー対を設計することとした．GM

また， 農作物に広く導入されている 由来 領域 検知GM CMV 35S promoter (P-35S)

CM01-CM02 DNA PCR用プライマー対として前章に示した を設計した．抽出した が

に十分な程度に精製されていることを確認するために，トウモロコシ内在性遺伝子か

zein ( ) ZE01ら 遺伝子 を選択し，論文 を基に， 検知用プライマー対としてZe1 Ze156, 65)

－ を設計した．ZE02

条件4) PCR

は，サーマルサイクラー 社製 または 社製PCR (ASTEC PC701 Applied Biosystems

を用いて行った．GeneAmp PCR System 9700)
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条件(1) PCR

PCR 1 × PCR 230 µmol/L dNTP 1.75 mmol/L反応液の組成は， 緩衝液， ，

， および プライマーにおいては各 ，それ以外のMgCl CM01 CM02 0.2 µmol/L2

， プライマーにおいては各 ， ポリメラーゼおよ5'- 3'- 1.0 µmol/L 1.25 units DNA

び 鋳型 を含み，全量 とした． 温度条件は，プレインキ250 ng DNA 25 µL PCR

ュベーション ℃で 分の後，熱変成 ℃で 分，アニーリング ℃で 分，94 3 94 1 60 1

74 1 40 72 7伸長反応 ℃で 分を１サイクルとして， サイクル行い，最後に ℃で

分伸長反応を行った．

条件(2) Multiplex PCR

Multiplex PCR 1 × PCR 230 µmol/L dNTP 1.75反応液の組成は， 緩衝液， ，

mmol/L MgCl 0.125 µmol/L ZE01 ZE 0.25 µmol/L2 ，各 および プライマー，各

， ， ， プライマー， ポリメラーゼおよびIV01 PE01 HS01 CR01 1.25 units DNA

250 ng DNA 25 µL PCR (1)鋳型 を含み，全量 とした． 温度条件は，上記

PCR .条件に同じ

シークエンス方法5)

シークエンス用プライマー対を用いた 産物のシークエンスを行った．Ⅱ－２－PCR

２ シークエンス方法に従って，シークエンスした．6)

産物の制限酵素消化の方法6) PCR

cII M buffer RV T14I H buffer制限酵素 は 要求性であり， および は，Hin Eco Eco

要求性であるため， 溶液の持ち越しの塩を除くことなく制限酵素消化を行った．PCR

溶液は， を制限酵素処理に使用し， ℃で 分間消化した．消化後，PCR 5 µL 37 30

反応液全量を電気泳動し，写真撮影を行った．

アガロースゲル電気泳動法および泳動像の撮影方法7)

Ⅱ－２－２ アガロースゲル電気泳動法および泳動像の撮影方法に同じ．8)
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Ⅲ－３ 結果

トウモロコシ種子からの 法による 抽出の検討1) CTAB DNA

トウモロコシ種子からの 抽出は，ダイズ種子から に適した 抽出がDNA PCR DNA

可能であった 法を検討した． 法により抽出した のゲル電気泳動CTAB CTAB DNA

写真では，低分子化および の残存のない単一のバンドが見られた．また，このRNA

溶液を用いた により，トウモロコシ内在性遺伝子 の検知が可能であっDNA PCR Ze1

DNA 260 nm/ 230 nm >た．抽出した 溶液の吸光度比から純度を検定したところ，

，および ～ となった．さらに， 溶液の 吸1.8 260 nm/ 280 nm = 1.8 2.0 DNA 260 nm

光度から定量した 量は， を行うのに十分な量であった．しかし，同一試料DNA PCR

から調製した 溶液でも，吸光度，吸光度比にはばらつきがみられ，ダイズ種子DNA

と同様にトウモロコシ種子においても， の厳密な定量と純度検定を行うことは困DNA

難であった．

シークエンスの解析と各系統に特異的なプライマーの設計2) DNA

第Ⅴ章においてシークエンスの解析を示す．また，次に 系統 トウモロコシの4 GM

構造を示すとともに， Ⅲ に導入されている遺伝子構造の模式図を示しDNA Fig. -1

た．

(1) Bt11

に導入されている発現カセットは次の カセットである．Bt11 2

: [CMV 35S promoter (P-35S)]-[ alcohol・害虫抵抗性形質 由来 トウモロコシ

の を 含 む 断 片dehydrogenase 1 gene ( -S) No.6 intron DNAadh1

Bacillus thuringiensis kurstaki cryIA(IVS6)]-[ subsp. HD-1 syntheticの 株由来

]- [ nopaline synthase terminator (NOS-ter)](b) Agrobacterium tumefaciens 由来

glufosinate :・ 選択マーカーとして導入されている除草剤 耐 性形質

adh1 Streptomyces[P-35S]-[ -S No.2 intron DNA (IVS2) ]-[の を含む 断片
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synthetic phosphinothricin -acetyltransferase ( )viridochromogenes N pat由来

gene]-[NOS-ter]

本章でシークエンスを行った部分は， 間の ，[P-35S]-[synthetic ] 1,226 bpcryIA(b)

間の であり， Ⅲ の破線部である．[P-35S]-[ ] 692 bp Fig. -1 Apat

(2) Event176

に導入されている発現カセットは次の カセットである．Event176 3

: [ phosphoenol pyruvate carboxylase・害虫抵抗性形質 トウモロコシ由来

promoter (PEPC pro)]-[synthetic gene]-[ phosphoenolcryIA(b) トウモロコシ由来

の を含む 断片 由pyruvate carboxylase No.9 intron DNA (PEPC#9 int.)]-[CMV

35S terminator (T-35S)]来

: [ protein kinase promoter・害虫抵抗性形質 トウモロコシ由来カルシウム依存

(CDPK pro)]-[synthetic ]-[PEPC#9 int.]-[T-35S]cryIA(b)

glufosinate :・ 選択マーカーと して導入されている除草剤 耐 性形質

[P-35S]-[ phosphinothricin -acetyltransferaseStreptomyces hygroscopicus N由来

( ) gene]-[T-35S]bar

[PEPC pro]-[synthetic ] 936 bp本章でシークエンスを行った部分は， 間のcryIA(b)

および 間の であり， Ⅲ の破線部[CDPKpro]-[synthetic ] 886 bp Fig. -1 BcryIA(b)

である．

(3) MON810

に導入されている発現カセットは次の カセットである．MON810 1

: [CMV DNA 2 35S・害虫抵抗性形質 由来の 断片を 回反復した領域含む

promoter (E-35S) ]-[ gene (heat-shock protein) No.1 intronトウモロコシ のhsp70

DNA ( int.)]-[synthetic ]を含む 断片 hsp70 cryIA(b)

[E-35S]-[synthetic ] 1,416 bp本章でシークエンスを行った部分は， 間のcryIA(b)

であり， Ⅲ の破線部である．Fig. -1 C

(4) T25

に導入されている発現カセットは次の カセットである．T25 1
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glufosinate : [P-35S]-[ ]-[T-35S].・除草剤 耐性形質 pat

[P-35S]-[ ] 601 bp Fig. -1本章でシークエンスを行った部分は， 間の であり， Ⅲpat

の破線部である．D

これらのシークエンス結果から， 系統の トウモロコシに導入されている構造4 GM

遺伝子 または と，プロモーターまたはイントロンとの間を増幅するようにcryIA(b) pat

IV01 CR01 PE01 CR01 HS01 CR01 CM03 PA01プライマー対 － ， － ， － および －

の設計を行った Ⅲ ， Ⅲ および Ⅲ ．これらは，それぞれ ，(Table -1 Fig. -1 Fig. -2) Bt11

Event176 MON810 T25 Bt11 Event176 MON810， および の検知用である． ， および

Fig. -2 Bt11 Event176 MON810には， が導入されている． Ⅲ に， ， およびcryIA(b)

(ATG) 108 bp 36に導入されている の開始コドン から とそれから予想されるcryIA(b)

cryIAアミノ酸残基を比較した． ， および に導入されているBt11 Event176 MON810

は，コードされている タンパクは同一であるが， 配列は改変されて(b) CryIA(b) DNA

いたため， プライマーは，各 の相同性の高い部分から設計した．CR01 cryIA(b)

系統特異的プライマーの特異性と検知感度3)

作製したプライマー対の特異性を確認するため，トウモロコシから抽出した をDNA

PCR Fig. -3 IV01 CR01 PE01 CR01鋳型として を行った． Ⅲ に示すように， － ， －

および － プライマー対については，対象とした トウモロコシからのHS01 CR01 GM

み予想された長さの増幅産物を検知することができた． プライマー対にCM03-PA01

ついては，対象とした のほか から増幅産物が見られた． の増幅産物T25 Bt11 T25

については，予想された長さであった． の増幅産物は， のシークエンスのBt11 Bt11

結果から と考えられた．これは， プライマー対の検知対象部分が522 bp T25

であるのに対し， は 部分を検知して[P-35S]-[ ] Bt11 [P-35S]-[ -1S IVS2]-[ ]pat adh1 pat

いることによる． と の判別は，その増幅産物の長さから容易である．増幅バT25 Bt11

ンドが，組換え体由来であることを確認するために制限酵素処理を行った． ，Bt11

， および の増幅部分のシークエンス情報より， 増幅バEvent176 MON810 T25 Bt11
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ンド確認用に ， 増幅バンド確認用に ， 増幅バEco EcoT14I Event176 T14I MON810

ンド確認用に ， 増幅バンド確認用に を選択し，予想されたとおり，Hin EcocII T25 RV

Bt11 437 bp 207 bp 151 bp Event176 619 bp 392 bp増幅バンド は と ， 増幅バンド は

227 bp MON810 193 bp 113 bp 80 bp T25 231 bpと ， 増幅バンド は と ， 増幅バンド

151 bp 80 bp Bt11 T14I 57 bpは と の断片となった．なお， 増幅バンドの 消化のEco

および の断片は，短いために確認できなかった．これにより，増幅したバンドは22 bp

確実に組換え体由来であることが確認できた．

さらに，検知感度を調べるために トウモロコシに各系統の トウモロコnon-GM GM

0.005 0.01 0.05 0.1 0.5 1 % DNA GMシを ， ， ， ， ， 含むように混合し， を抽出後各

検知用プライマーを用いて， ， ， および の検知をそれBt11 Event176 MON810 T25

Fig. -4 Fig. -7 Bt11 0.01 %ぞれ行った．結果を Ⅲ ～ Ⅲ にそれぞれ示す． において

(Fig. -4) Event176 MON810 T25 0.05 % (Fig.まで Ⅲ ，また ， および においては まで

Ⅲ ～ Ⅲ ，増幅バンドより組換え体の存在を明確に検知することが可能であ-5 Fig. -7)

った．

由来 検知用プライマー対の特異性の確認4) CMV P-35S

農産物に広く導入されている 由来 の検知は，スクリーニング法とGM CMV P-35S

して利用が期待される．そのため， を検知する － プライマー対をP-35S CM01 CM02

用いて，各トウモロコシから抽出した を鋳型として を行った． Ⅲ にDNA PCR Fig. -8

示す．予想される の増幅産物が得られた．220 bp

法による ， ， の検知とその検知感度5) Multiplex PCR Bt11 Event176 MON810

， および 検知用プライマー対およびトウモロコシ内在性Bt11 Event176 MON810

遺伝子検知用プライマー対を混合し， 本のチューブ中で組換え 配列の検知1 DNA

を行う について検討した．その結果を Ⅲ に示す．鋳型 とMultiplex PCR Fig. -9 DNA

して トウモロコシから抽出した を用いて を行ったところ，non-GM DNA Multiplex PCR

にのみ予想される長さの増幅バンドが見られ，偽陽性の増幅バンドは見られなかZe1
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った Ⅲ ．さらに，検知感度を調べるために， トウモロコシに各(Fig. -9 Lane 1) non-GM

系統の トウモロコシを ， ， ずつ含むように混合し， を抽出後GM 1 5 33 % DNA

Multiplex PCR GM 5 %を行った．ゲル電気泳動写真より，各系統の トウモロコシを

ずつ含む場合では，増幅バンドより組換え体の存在を明確に検知することができ，各

non-GM Bt11 Event176系統を鑑別することが可能であった．また， トウモロコシに ，

MON810 GM 1 % DNAまたは のいずれか一つの トウモロコシを 含むように混合後

を抽出し， を行ったところ，トウモロコシ内在性遺伝子と検知対象のMultiplex PCR

GM GMトウモロコシにのみ予想される長さの増幅バンドが見られた．これより単一の

系統が， トウモロコシに入っている場合は， まで検知することが可能となnon-GM 1 %

った．

Ⅲ－４ 考察

法により可能なトウモロコシ種子からの に適した 抽出1) CTAB PCR DNA

を用いた技術は，分子生物学分野において確立され，一般的に行われるようPCR

PCRになった．そして食品分析の分野においても，重要な技術の一つとなっている．

を食品分析に使用する場合，まず， に適した 抽出法の検討が不可欠でPCR DNA

ある．前章において，ダイズ種子から に適した 抽出が可能であったPCR DNA

CTAB DNA DNA法を，トウモロコシ種子に適用し を抽出した．ダイズから抽出した

とトウモロコシから抽出した とを比較すると， の吸光度比が低DNA 260 nm/ 230 nm

い．しかし， を行うのに十分な量の が抽出でき，また，ゲル電気泳動結果PCR DNA

から， の残存していない長鎖の が抽出できた．さらに， による内在RNA DNA PCR

性遺伝子 の検知が可能であった．そのため， 法はトウモロコシ種子からZe1 CTAB

の の抽出に適していることが明らかとなった．DNA

各 トウモロコシ系統に特異的なプライマーと明らかになった検知感度2) GM

本章では， トウモロコシを個別に検知するプライマー対の設計を行い， ，GM Bt11
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Event176 MON810 T25および については，特異的なプライマーの設計に成功し，

については， からも の増幅産物が確認されたが， と はその増幅Bt11 PCR T25 Bt11

Bt11 Event176産物の長さから容易に判別ができるプライマーの設計に成功した． ，

および のシークエンス結果の解析により， の 配列が異なってMON810 DNAcryIA(b)

いることが明らかとなった．微生物由来の有用な遺伝子を植物体に導入する場合，

植物体中でそのタンパクを高発現させるため，アミノ酸配列を変えずに を上げGC %

ることが一般に行われている ． は，複数の企業において検討され，その植66) cryIA(b)

物体への導入には開発企業により異なる改変を行っていた．本章では， ，Bt11

， 検知用の プライマーは，同一となるように設計したが，これにEvent176 MON810 3'-

より，多くのプライマーが存在することによる分析現場での混乱を避けることができる

と考えられる．特異性は高く，これは 側をイントロンまたはプロモーターと異なるの5'

配列から設計したことによる． をコードしてDNA phosphinothricin- -acetyltransferaseN

いる と については， 配列の相同性は約 である． の検知のたpat bar DNA 65 % T25

め， 領域を増幅しているが，一方， には， が導入[P-35S]- [ ] Event176 [P-35S]-[ ]pat bar

されている．プライマー設計には，導入されている 配列の情報が重要であり，DNA

および の場合， 配列の相同性が低い部分で設計することが重要ある．pat bar DNA

それぞれのプライマー対の検知感度は， においては ，また ，Bt11 0.01 % Event176

および においては 程度と判断されたが，これは， 由来のMON810 T25 0.05 % GM

DNA Bt11 25 pg/ tube Event176 MON810 T25 125 pg/量として では ， と および では

に相当する．トウモロコシのゲノムサイズ から換算したときtube 3.9 × 10 bp/ haploid9 67)

の トウモロコシ由来のゲノム数は， において ， ，GM Bt11 2.8 diploid/ tube Event176

および では である．トウモロコシ種子は， ハイブリMON810 T25 14.2 diploid/ tube F1

ッド種子として販売されているため， 系統由来は の一方である． のGM diploid PCR

検知領域がゲノム に コピー存在する場合， のゲノム数が のターDNA 1 diploid PCR

ゲット数となる． は理論的に，ターゲットが コピーあれば増幅は可能であるのPCR 1

で， 条件， に適した の抽出法の検討を行い，最適化することによPCR PCR DNA

り検知感度は，さらに向上させることが可能と考えられる．しかし， の表示制度にGM
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おける トウモロコシへの トウモロコシの意図せざる混入の許容値であるnon-GM GM

に比べ十分な検知感度であると考えられた．この各 トウモロコシ由来の5 % GM19, 20)

増幅産物は，制限酵素処理を行うことにより，バンドの由来を確実に検証するこPCR

とが可能である．実際の検査において，非特異的なバンドが見られた場合に簡便に

その由来を検定することができ，実用性が高い．

を検知するスクリーニング法と， ， ， を鑑別する3) P-35S Bt11 Event176 MON810

法により可能な トウモロコシの簡便な検知Multiplex PCR GM

を検知するスクリーニング法と， ， ， を鑑別するP-35S Bt11 Event176 MON810

により， トウモロコシを簡便に検知することが可能である． トウMultiplex PCR GM GM

モロコシは，今後増加が見込まれており，より簡便な検知法の開発が不可欠である．

農作物に広く利用されている の検知は，原料または製品に 農産物がGM P-35S GM

存在しているかを簡便に把握する方法として有用であると考えられる． ，Bt11

Event176 MON810 T25 P-35S non-GM， および から， を検知することが可能となり，

トウモロコシと トウモロコシのスクリーニングが可能となった．しかし， Ⅲ のGM Fig. -8

ゲル電気泳動写真では，得られるバンド強度は一定ではないため，今後プライマー

の再設計を含めた 条件の再設定が必要であることが示唆された．PCR

一方で 法は， トウモロコシの系統を容易に判別する方法としてMultiplex PCR GM

有用であると考えられる．食品中に トウモロコシを含むか否かのみならず，最終GM

的には，どの程度含むかを明らかにする定量法の開発が必要とされている． トウGM

モロコシの定量は，各 系統の定量値の合算として算出されるため，定量対象とGM

なる トウモロコシの簡便な検知が必要とされる．害虫抵抗性形質を持つ 系統GM 3

の トウモロコシ ， および の 法による検知GM Bt11 Event176 MON810 Multiplex PCR

を検討したところ， 本のチューブ内で簡便な鑑別が可能となった．検知感度は，各1

系統が複数混合して存在する場合 ， 系統のみ存在する場合 であった．プ5 % 1 1 %

ライマー対を個々で用いたときに比べ，この検知感度は大きく低下しているが，これ

は１つのチューブ内で複数の増幅を行うためと考えられた．また， 増幅産物のPCR
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バンド強度について， 由来のバンドが他のトウモロコシ由来バンドより弱いEvent176

が，これは の 増幅産物の長さが，他の産物と比べ長いことが原因と考Event176 PCR

えられた．この 法の検知感度は，実際の検査においても十分に適応Multiplex PCR

可能であると考えられた．従来， トウモロコシの系統を判別するのは， 本のチGM 1

ューブで 系統ずつ行われていた．本 は，多系統の トウモロコシ1 Multiplex PCR GM

を 本のチューブで簡便に鑑別する方法として特願平 にて特許を出願し，1 11-249816

第Ⅳ章の結果を加えて，特許 「遺伝子組換えトウモロコシ及びこ3502906 (2003/12/9)

れを含む加工食品からの組換え遺伝子検知法」として成立している．

今後の検知技術の開発において考慮すべき点4)

本章で示した検知技術は，４系統の トウモロコシの検知に対し基礎的な技術GM

であり，我が国において初めて トウモロコシ 系統の検知技術を開発して検知GM 4

DNA CTAB感度を明らかにしたものである．しかし， の抽出については，前章同様，

法は，クロロホルム，フェノールといった環境や実験従事者に対し有害な有機溶媒を

使用すること，実験操作に熟練が必要とされることから，これらを解決する抽出法の

探索が今後の検査法の開発において必要である．また，プライマーの設計について

は， および に導入されている 配列の解析のうち，特に， に導入T25 Bt11 DNA T25

されている の解析を進めることにより， のみを検知するプライマー対[ ]-[T-35S] T25pat

の設計が望ましい．さらに， を進展させ検査対象 系統を増加さMultiplex PCR GM

せることは，今後も増加の予想される 系統に対して，簡便迅速に系統を鑑別し，GM

定量分析の必要な 系統をスクリーニングする技術として重要であると考えられる．GM

加工食品への対応については，本章で設計したプライマーをそのまま加工食品に適

用するべきではないと考えられる．ゲノム は，加熱や物理的加工により分解さDNA

れるため，加工食品からの検知は， 増幅産物の長さの短いプライマー対の設計PCR

が必要であると考えられる．
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系統 トウモロコシに導入されている 配列および 増幅部位の模式図Fig. III-1 4 GM DNA PCR

破線 は，シークエンスした部分を示す．( )
実線 は，検知用に設計した 増幅部位を示す．( ) PCR

内は，増幅長を示す．( )
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および 系統に導入されている の一部とそれから予想さFig. III-2 Event176, Bt11 MON810 [ ]cryIA(b)
れるアミノ酸配列の比較

の開始コドン のアデニンを として番号を付け，最初から ， アミノ酸cryIA(b) (ATG) 1 108 bp 36
残基を比較した．

配列の異なっている部分は，白抜き文字で示した．DNA
の相同性の高い部分から設計した プライマーの位置を中抜き矢印 で示した．cryIA(b) CR01 ( )
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各 トウモロコシ検知用プライマーの特異性確認Fig. III-3 GM

GM (Bt11, Event176, MON810 T25)トウモロコシ および

から抽出した 溶液を混合して鋳型とした．DNA
は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

プライマー対 を使用したA: IV01-CR01
プライマー対 を使用したB: PE01-CR01
プライマー対 を使用したC: HS01-CR01
プライマー対 を使用したD: CM03-PA01

1: Bt11, 2: Event176, 3: MON810, 4: T25,
ネガティブコントロール なし ネ5: (DNA ), 6:

( ), M:ガティブコントロール プライマーなし

ラダー100 bp
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検知用プライマー対の検知感度Fig. III-4 Bt11

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

鋳型 は， トウモロコシと の混合物から抽出したDNA non-GM Bt11
を用いた．DNA

1: non-GM , 2: 0.005 % Bt11 ,トウモロコシ 含有トウモロコシ

含有トウモロコシ 含有トウ3: 0.01 % Bt11 , 4: 0.05 % Bt11
モロコシ 含有トウモロコシ 含, 5: 0.1 % Bt11 , 6: 0.5 % Bt11
有トウモロコシ 含有トウモロコシ ネ, 7: 1 % Bt11 , 8: Bt11, 9:
ガティブコントロール なし ラダー(DNA ), M: 100 bp
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検知用プライマー対の検知感度Fig. III-5 Event176

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

鋳型 は， トウモロコシと の混合物から抽出DNA non-GM Event176
した を用いた．DNA

トウモロコシ 含有トウモロ1: non-GM , 2: 0.005 % Event176
, 3: 0.01 % Event176 , 4: 0.05 %コシ 含有トウモロコシ

含有トウモロコシ 含有トウモロEvent176 , 5: 0.1 % Event176
, 6: 0.5 % Event176 , 7: 1 % Event176コシ 含有トウモロコシ

含有トウモロコシ ネガティブコントロール, 8: Event176, 9:
なし ラダー(DNA ), M: 100 bp
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検知用プライマー対の検知感度Fig. III-6 MON810

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

鋳型 は， トウモロコシと の混合物から抽出したDNA non-GM MON810
を用いた．DNA

トウモロコシ 含有トウモロ1: non-GM , 2: 0.005 % MON810
, 3: 0.01 % MON810 , 4: 0.05 %コシ 含有トウモロコシ

含有トウモロコシ 含有トウモロMON810 , 5: 0.1 % MON810
, 6: 0.5 % MON810 , 7: 1 % MON810コシ 含有トウモロコシ

含有トウモロコシ ネガティブコントロール, 8: MON810, 9:
なし ラダー(DNA ), M: 100 bp
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検知用プライマー対の検知感度Fig. III-7 T25

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

鋳型 は， トウモロコシと の混合物から抽出したDNA non-GM T25
を用いた．DNA

1: non-GM , 2: 0.005 % T25 ,トウモロコシ 含有トウモロコシ

含有トウモロコシ 含有トウモ3: 0.01 % T25 , 4: 0.05 % T25
ロコシ 含有トウモロコシ 含有ト, 5: 0.1 % T25 , 6: 0.5 % T25
ウモロコシ 含有トウモロコシ ネガテ, 7: 1 % T25 , 8: T25, 9:
ィブコントロール なし ラダー(DNA ), M: 100 bp
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検知用プライマー対 の特異性確認Fig. III-8 P-35S CM01-CM02

GM (Bt11, Event176, MON810 T25)トウモロコシ および

からそれぞれ抽出した 溶液を鋳型とした．DNA
は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

ネ1: Bt11, 2: Event176, 3: MON810, 4: T25, 5:
ガティブコントロール なし ネガティブ(DNA ), 6:
コントロール プライマーなし ラダー( ), M: 100 bp



- 72 -

による および の検知Fig. III-9 Multiplex PCR Bt11, Event176 MON810

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

レーン ～４の鋳型 は， トウモロコシと各 トウモロコシ2 DNA non-GM GM
の等量混合物とを混合したものから抽出した を用いた．DNA

トウモロコシ 各 の および1: non-GM , 2: 1 % Bt11, Event176
を含有したトウモロコシ 各 の おMON810 , 3: 5 % Bt11, Event176

MON810 , 4: 33 % Bt11,よび を含有したトウモロコシ 各 の

Event176 MON810 , 5: 1 % Bt11および を含有したトウモロコシ

, 6: 1 % Event176 , 7: 1 %含有トウモロコシ 含有トウモロコシ

MON810 , 8: (DNA ),含有トウモロコシ ネガティブコントロール なし

ラダーM: 100 bp
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第Ⅳ章 系統の トウモロコシ ， ， ， ， の5 GM (Bt11 Event176 MON810 T25 GA21)

68)Multiplex PCRによる簡便な鑑別技術の開発

Ⅳ－１ 緒言

年に米国において 農作物の本格的な商業栽培が行われて以降，世界1996 GM

における 農作物の耕作面積は年々増加し ，また，各国での食品としての安全GM 13)

性審査の終了した 系統数も増加している．日本では，いまだ本格的な 農作GM GM

物の商業栽培は行われていないものの，食品としての安全性審査の終了した 農GM

作物の系統数は， 年の 系統から 年 月 日現在 系統となってい1996 7 2005 12 15 73

る．今後増加の予想される 系統に対して，如何に簡便に検査を行うかが課題とGM

なってくると考えられる．

本章では， ， ， ， ， の 系統の トウモロコEvent176 Bt11 MON810 T25 GA21 5 GM

シを対象にし，簡便に各系統を検知・判別する技術の開発を行うことを目標とした．

系統は，モンサント社が開発した トウモロコシである．第Ⅲ章で示した研究GA21 GM

から本章の研究を開始するまでに我が国において食品としての安全性審査が終了し

たが，当時 等では 系統の安全性審査が終了しておらず，日本から 等EU GA21 EU

に輸出した加工食品等に 系統が存在していた場合，重大な食品危害と受けGA21

取られると考えられた．また， および についての特異的検知法MON810 Event17669) 57)

GA21 GA21の報告はされていたが， 系統については報告がなかった．そのため，

系統の特異的な検知技術の開発が必要であった．さらに，前章において 検知T25

用プライマーを用いて からも増幅バンドが見られたため， 特異的検知法のBt11 T25

開発が必要であった．これら 系統の トウモロコシの鑑別には，第Ⅲ章で示した5 GM

による 系統 トウモロコシの鑑別法をさらに進展させ， 本のチMultiplex PCR 3 GM 1

ューブ中で特異的に行うことを目標とした．第Ⅲ章に示すまで 系統の トウモロ3 GM

5 GMコシを特異的に鑑別する方法はなく，さらに鑑別できる系統数を増やした 系統

トウモロコシの は新しい試みである．本章では に加えMultiplex PCR Multiplex PCR
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DNA DNAて，トウモロコシからの の抽出法としてシリカスピンカラムを用いる市販の

抽出キットの検討を行い，第Ⅲ章に示した 法よりもさらに簡便な方法の探索もCTAB

目標とした．
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Ⅳ－２ 実験方法

Ⅳ－２－１ 材料および試薬

材料1)

トウモロコシ ：次の 品種の乾燥種子を米国より直接入手し，使用まで( ) 6Zea mays

℃で保存した．-20

・シンジェンタシード社 旧 ノースラップキング社 が開発した害虫抵抗性および除( )

glufosinate Bt11 (Bt11)草剤 耐性 の後代品種

・シンジェンタシード社 旧 チバシード社 が開発した害虫抵抗性 の後代( ) Event176

(Event176)品種

MON810 (MON810)・モンサント社が開発した害虫抵抗性 の後代品種

glyphosate GA21 (GA21)・モンサント社が開発した除草剤 耐性 の後代品種

・バイエルクロップサイエンス社 旧 ヘキストシェーリングアグレボ社 が開発した除( )

glufosinate T25 (T25)草剤 耐性 の後代品種

(non-GM ) Hybrid1412・デイリーランド社の非組換えトウモロコシ品種 トウモロコシ

( ) 2 -20ダイズ ：次の 品種の乾燥種子を米国より直接入手し，使用までGlycine max

℃で保存した．

・モンサント社が開発した除草剤 耐性 のglyphosate 40-3-2 Roundup Ready® Soy

(RRS)後代品種

・非組換えダイズ品種 として 年米国オハイオ州産種子(non-GM soy) 1998

その他の穀類：次の 農作物を入手し，使用まで ℃で保存した．3 -20

・コメ は， 年産キヌヒカリ品種を中国農業試験場から入手した．( ) 1998Oryza sativa

・コムギ は，ハルユタカ品種を用いた．( )Triticum aestivum

・オオムギ は， 品種を用いた．( ) HarringtonHordeum vulgare
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試薬2)

・リボヌクレアーゼ ： 社製クロマトグラフ精製品A (RNase A) Sigma

・トリス ヒドロキシメチル アミノメタン ： 社製試薬( ) (Tris) Sigma

・セチルトリメチルアンモニウムブロミド ： 社製試薬(CTAB) Sigma

・エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム塩 ：同仁化学社製試薬(EDTA)

・アガロース：宝酒造㈱製 「 」LO3 TAKARA

DNA λDNA dIII Digest 1 kbp・ マーカー：ニューイングランドバイオラブ社製 ，Hin

ラダー， ラダー100 bp

DNA Takara Taq Applied・ ポリメラーゼ：宝酒造㈱製 ポリメラーゼ又は，

Biosystems AmpliTaq Gold社製 TM

・ 緩衝液： ポリメラーゼ使用時は添付品， 使用PCR Takara Taq AmpliTaq GoldTM

Applied Biosystems PCR buffer II時は 社製

・制限酵素：宝酒造㈱製 ， ，およびニューイングランドバイオラブ社Sse Sfi8387I I

AI EII I製 ， ，Bsa Bst Xba

・制限酵素反応緩衝液：各制限酵素添付品

・オリゴヌクレオチドプライマー：グライナージャパンに合成委託した逆相カートリッ

ジ精製品

・水： 超純水装置 アドバンテック㈱製 により精製したものCPW-200 ( )

他の試薬は，すべて特級品を用いた．

試薬の調製3)

/ / (PCI)・フェノール クロロホルム イソアミルアルコール混液

/ (CIA)・クロロホルム イソアミルアルコール混液

・ 緩衝液CTAB

・ 緩衝液TE

・ 緩衝液TAE
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以上は，Ⅱ－２－１ 試薬の調製に同じ．3)

装置4)

使用した機器および装置は， Ⅳ に示した．Table -1

Ⅳ－２－２ 方法

の抽出方法1) DNA

(1) CTAB DNA (CTAB )を用いる 溶液の調製法 法

Ⅲ－２－２ の の抽出方法に同じ．ただし，前処理について次に示1) DNA

す改変を行った．

( )前処理

乾燥トウモロコシは，粉砕器 佑崎有限公司製 で目視により粒径( model DM-6)

程度に粉砕して を抽出に供した．0.5 mm 100 mg

シリカスピンカラムを用いるキット 社製 によ(2) (QIAGEN DNeasy Plant Maxi Kit)

DNA ( )る 溶液の調製法 シリカスピンカラム法

( )前処理

乾燥種子は，粉砕器で目視により粒径 程度に粉砕して， を0.5 mm 500 mg

抽出に供した．

(DNA )抽出

の抽出は，最後の の溶出を水で行った点を除いて，キット添付のDNA DNA

プロトコールに従って， を抽出した．DNA

抽出した の純度の検定法および抽出した 量の定量法2) DNA DNA

2) DNA 3) (1)Ⅱ－２－２ 抽出した の純度の検定法および，Ⅱ－２－２ の

吸光度からの抽出した 量の定量法と同様に操作し，抽出した の260 nm DNA DNA

DNA PCR DNA 10 ng/µL純度の検定および抽出した 量の定量を行った． 用 溶液は
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の濃度にして ℃で保存した．-20

プライマーの設計3) PCR

公開されている安全性評価資料から， ， ， ， およびBt11 Event176 MON810 T25

に導入されている の構造を調べた．まず， および に導入されGA21 DNA T25 GA21

DNA DNA (GenBankた 配列をシークエンスするために， データベースの情報

Accession Nos.V00141 S44221 V00087) Cauliflower mosaic virus， および および

(CMV) 35S promoter (P-35S) CMV 35S terminator (T-35S) rice由来 ， 由来 ，
70) 71, 72)

actin 1 gene promoter NOS terminator (NOS ter) 272, 73) 74)
および に関する論文を基に，

組のプライマー対を設計した．このプライマーを用いたシークエンスの結果を基に，

および を特異的に検知するプライマー対の設計を行った． ，T25 GA21 Bt11

および については，第Ⅲ章に示した シークエンスの結果かEvent176 MON810 DNA

ら，それぞれを特異的に検知するプライマー対の再設計を行った．さらに，抽出され

た が に十分な程度に精製されておりかつ分解を受けていないことを確認DNA PCR

するために，各農作物に内在的に含まれる遺伝子を検知するプライマーを設計した．

DNA (GenBank Accession No.トウモロコシについては， データベースの情報

を基に 遺伝子 を検知するプライマー を設計した．ダイズ，コメ，M23537) zein ( )Ze1 65)

コムギおよびオオムギのゲノムについては， らの報告 を基に真核生物のAllmann 60)

共通 配列を検知するプライマーを設計した．DNA

Table -2 Bt11 Event176 MON810 T25作製したプライマーのリストを Ⅳ に， ， ， ，

および に導入されている の構造および各プライマー対の増幅部位と予GA21 DNA

想される 断片長を Ⅳ に示した．DNA Fig. -1

条件4) PCR

PCR (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700)は，サーマルサイクラー 社

を用いて行った．

条件(1) PCR
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PCR 1 × PCR buffer II 200 µmol/L dNTP 1.5 mmol/L反応液の組成は， ， ，

，各 ， プライマー， ポリメMgCl 0.2 µmol/L 5'- 3'- 1.25 units AmpliTaq Gold DNA2

ラーゼおよび 鋳型 を含み，全量 とした． 温度条件は昇25 ng DNA 25 µL PCR

温スピードを モードで行い，プレインキュベーション ℃で 分の後，MAX 95 10

95 0.5 63 1 72 1 1熱変成 ℃で 分，アニーリング ℃で 分，伸長反応 ℃で 分を

10 95 0.5 60サイクルとして サイクル行い，さらに熱変成 ℃で 分，アニーリング

℃で 分，伸長反応 ℃で 分を サイクルとして サイクル行った．そして，1 72 1 1 30

最後に ℃で 分の伸長反応を行った．72 7

条件(2) Multiplex PCR

反応液の組成は， ， ，Multiplex PCR 1 × PCR buffer II 200 µmol/L dNTP

1.5 mmol/L MgCl 0.2 µmol/L (cryIA1-3' ) 0.62 ，各 プライマー プライマーを除く ，

プライマー， ポリメラーゼおよµmol/L cryIA1-3' 1.25 units AmpliTaq Gold DNA

25 ng DNA 25 µL PCR (1)び 鋳型 を含み，全量 とした． 温度条件は，上記

PCR .条件に同じ

シークエンス方法5)

シークエンスは， 産物のダイレクトシークエンスを日本製粉 株 に委託しDNA PCR ( )

た．シークエンスする 断片を得るための は，次の条件で行った．DNA PCR

溶液の組成は， 緩衝液， ， ，PCR 1 × PCR 230 µmol/L dNTP 1.75 mmol/L MgCl2

各 ， プライマー， ポリメラーゼおよび 鋳0.5 µmol/L 5'- 3'- 1.25 units Takara Taq 25 ng

型 を含み，全量 とした． 温度条件は昇温スピードを モードでDNA 25 µL PCR MAX

行い，プレインキュベーション ℃で 分の後，熱変成 ℃で 分，アニーリング94 3 94 1

℃で 分，伸長反応 ℃で 分を サイクルとして， サイクル行い，最後に60 1 72 1 1 40

℃で 分の伸長反応を行った．72 7

産物の制限酵素消化の方法6) PCR

制限酵素 ， および は 要求性であり，制限酵素 ，Sse Sfi Xba Bsa8387I I I M buffer AI
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は， 要求性であるため， 溶液の持ち越しの塩を除くことなく制限BstEII H buffer PCR

酵素消化を行った． 溶液は， を制限酵素処理に使用し，製品添付のプロPCR 5 µL

8387I I bovine serumトコールに従い消化した．すなわち， および の場合は，Sse Xba

を添加後， ℃で 分間消化した． は ℃， は ℃，albumin (BSA) 37 30 I 50 EII 60Sfi Bst

は ℃で 分間消化した．消化後，反応液全量を電気泳動し，写真撮影をBsaAI 37 30

行った．

アガロースゲル電気泳動法および泳動像の撮影方法7)

( Mupid II) 100 mL電気泳動は，ゲル電気泳動装置 ㈱アドバンス製 を使用した．
®

当たり のエチジウムブロマイドを含むアガロースゲルを使用し， 緩衝液中50 µg TAE

で 定電圧により行った．アガロースゲルの濃度は，抽出したゲノム 溶液100 V DNA

を泳動する場合には ， 溶液または 産物の制限酵素消化後の反応0.8 % PCR PCR

液を泳動する場合には とした．電気泳動後のゲルは，イメージスキャナー バイオ3 % (

・ラッドラボラトリーズ社製モレキュラーイメージャー により撮影・解析した．FX System)

条件は， とした．DNA Stain Gel - Ethidium bromide - Low intensity

Ⅳ－３ 結果

抽出における 法とシリカスピンカラム法の比較1) DNA CTAB

Ⅳ に トウモロコシと から， 法で抽出した とシFig. -2 non-GM MON810 CTAB DNA

リカスピンカラム法で抽出した のゲル電気泳動写真を示す．両抽出法ともに，DNA

の低分子化および の残存がなく， 以上の長さの が 本のDNA RNA 23 kbp DNA 1

バンドとしてみられた．抽出した の純度の検定をしたところ，シリカスピンカラムDNA

DNA DNA 260 nm/ 230 nm法で を抽出した場合，多くの場合 溶液の吸光度比が，

，および ～ となった． 法で抽出した 溶> 1.7 260 nm/ 280 nm = 1.7 2.0 CTAB DNA

DNA 260 nm/ 230 nm >液の場合，前章のとおり，多くの場合 溶液の吸光度比が，

，および ～ となった．シリカスピンカラム法により抽出し1.8 260 nm/ 280 nm = 1.8 2.0



- 81 -

た 溶液および を用いて抽出した 溶液を用いて， の検知を行DNA CTAB DNA Ze1

ったところ，共に予想した のバンドが確認でき，これらの抽出法は，ともに508 bp

を行うのに十分な純度の が抽出できた．また，ダイズ種子においても，PCR DNA

法とシリカスピンカラム法を比較したところ， によりダイズ内在性遺伝子CTAB PCR

を検知可能であった．さらに，コメ，コムギ，オオムギについて，シリカスピンカラLe1

ム法により 抽出したところ，真核生物の共通 配列が検知可能であった．DNA DNA

シークエンスの解析および系統特異的プライマーの設計2) DNA

第Ⅴ章においてシークエンスの解析を示す．また， Ⅳ に 系統 トウモFig. -1 5 GM

ロコシに導入されている 構造を示した．DNA

(1) Event176 Bt11 MON810， および

第Ⅲ章において行った ， および の シークエンEvent176 Bt11 MON810 DNA

ス結果を基に， に導入されている 部分から ，Event176 PEPC pro E176 1-5'

に導入されている 部分から ， に導入されてMON810 M810 1-5' Bt11hsp70 int.

いる 部分から を再設計した．さらに， ， ，adh1-S IVS6 Bt11 1-5' Event176 Bt11

に導入されている各 の シークエンスから相同性の高いMON810 DNAcryIA(b)

部分を選択して を設計した Ⅳ および Ⅳ ．プライマーcryIA 1-3' (Table -2 Fig. -1)

の設計には， 社製 を使用し，増幅Primer Express software (Applied Biosystems )

産物の長いものは， 値を高く設定した．Tm

(2) T25

に導入されている除草剤 耐性形質の発現カセットは，T25 glufosinate

で あ る ． 本 章 で シ ー ク エ ン ス を 行 っ た 部 分 は，[P-35S]-[ ]-[T-35S]pat

間の である． Ⅳ の実線に示す．第Ⅲ章におい[P-35S]-[T-35S] 820 bp Fig. -1 C

てシークエンスした結果および， 社 日本食品衛生協会において公開されてい( )

る食品としての安全性審査資料と矛盾はなかった．シークエンス結果の詳しい

pat解析は，第Ⅴ章に示す．本章において に特異的なプライマーとして，T25

T25 1-5' 35S ter T25 1-3' (Table -2 Fig.部分から ， 部分から を設計した Ⅳ および
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Ⅳ ．-1)

(3) GA21

GA21 glyphosate [No.1に導入されている除草剤 耐性形質の発現カセットは，

を含む トウモロコシおよびヒマワリ由来intron rice actin promoter (P )]-[r-act

領域上流の葉緑体移行タンパク 配ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase DNA

DNA (OTP)]-[ point列情報から合成され，最適化された 配列 トウモロコシ由来

でmutated 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase gene ( )]-[NOS-ter]m-epsps

ある．本章でシークエンスを行った部分は， 間の であ[P ]-[NOS-ter] 2,318 bpr-act

る． Ⅳ の実線に示す． Ⅳ に， シークエンスおよびそれかFig. -1 E Fig. -3 DNA

EPSPS mRNAら予想される のアミノ酸配列の一部と，トウモロコシの のm-epsps

とそのアミノ酸配列の比較した結(native ; GenBank Accession No. X63374)epsps

果を示す． に導入された 遺伝子は， と比べて 塩GA21 native 8m-epsps epsps

基が一致しなかった．またアミノ酸配列では， 残基が一致していない．安全性2

資料中には， に導入された は， アミノ酸残基からなり，トウGA21 m-EPSPS 445

モロコシの とアミノ酸配列で 以上の相同性があるEPSPS (native EPSPS) 99.3 %

との記載があり，本結果と矛盾しない．この一致しなかったアミノ酸 残基の変2

更により，除草剤 へ耐性を示すようになったと考えられた．本シークglyphosate

エンス結果を基に， 検知用プライマーとして， 部分から ，GA21 OTP GA21 1-5'

部分から を設計した Ⅳ ， Ⅳ および Ⅳ ．m-epsps GA21 1-3' (Table -2 Fig. -1 Fig. -3)

系統特異的プライマー対の個別の評価3)

Event176 Bt11 MON810 T25 GA21 E176， ， ， および 検知用にそれぞれ設計した

－ ， － ， － ， － ，1-5' cryIA1-3' Bt11 1-5' cryIA1-3' T25 1-5' T25 1-3' M810 1-5' cryIA1-3'

GA21 1-5' GA21 1-3' PCR－ プライマー対の特異性を，系統別特異的検知のための

条件で個別に検討した．結果を Ⅳ に示す．鋳型 は， トウモロコFig. -4 DNA non-GM

シおよび 系統のトウモロコシのほか， ダイズ， と主要穀物としてコメ，5 non-GM RRS

コムギ，オオムギを用いた．検知対象である鋳型 のみから，予想される長さのDNA
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増幅バンドが見られ，作製したプライマー対は系統特異的であった．

の特異性と検知感度4) Multiplex PCR

系統検知用プライマー対およびトウモロコシ内在性遺伝子検知用プライマー対5

を混合し，１本のチューブ中で組換え 配列の検知を行う についDNA Multiplex PCR

て検討した．特異性は，鋳型 として トウモロコシおよび 系統のトウモDNA non-GM 5

ロコシのほか ダイズ， と主要穀物としてコメ，コムギ，オオムギから抽出non-GM RRS

した を用い を行った． 温度条件は， 系統の トウモロDNA Multiplex PCR PCR 5 GM

コシを混合した試料から抽出した を鋳型としたときの 本の 増幅バンドが，DNA 6 PCR

同程度のバンド強度となるように検討した．検討後の温度条件は，実験方法に示し，

その条件による結果を Ⅳ に示す．ダイズ，コメ，コムギおよびオオムギにおいFig. -5

PCR 5ては による増幅は見られず，トウモロコシ内在性遺伝子および検知対象とした

系統の組換えトウモロコシにのみ，予想される長さの増幅バンドが見られ，偽陽性の

増幅バンドは見られなかった．増幅バンドが，組換え体由来であることを確認するた

めに制限酵素処理を行った． ， ， ， ， およびZe1 Event176 Bt11 T25 MON810

の増幅部分のシークエンス情報より， 増幅バンド確認用に ，GA21 Event176 EIIBst

増幅バンド確認用に ， 増幅バンド確認用に ， 増幅Bt11 I T25 8387I MON810Sfi Sse

バンド確認用に ， 増幅バンド確認用に を選択した．制限酵素消Bsa XbaAI GA21 I

化の結果は， Ⅳ に示すように，各系統に特異的であった．Fig. -6

検知感度を調べるために， トウモロコシに各系統の トウモロコシをnon-GM GM

， ， ， ， ， 含むように混合し， を抽出後 を0.05 0.1 0.5 1 5 20 % DNA Multiplex PCR

行った． Ⅳ に示すように，各 ～ トウモロコシを含むサンプルFig. -7 0.1 % 0.5 % GM

から検知可能である．明確に検知する場合は， トウモロコシを含む場合で0.5 % GM

あった．また， の検知は， に適した が抽出できているかどうかを調べZe1 PCR DNA

ている．そのため， 由来のバンド強度は，弱くて良い． 用プライマー対の濃Ze1 Ze1

度を から， ， または に調製し， を行0.2 µmol/L 0.1 0.05 0.025 µmol/L Multiplex PCR

い，検知感度に及ぼす影響を調べた．その結果を， Ⅳ に示す． 検知用Fig. -8 Ze1
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プライマー対の濃度が ， または の場合，各 トウモロ0.1 0.05 0.025 µmol/L 0.1 % GM

コシを含むサンプルから明瞭なバンドが得られ，この場合の検知感度は 程度と0.1 %

考えられた．しかし， 検知用プライマー対 の場合は，各 トZe1 0.1 µmol/L 20 % GM

0.05 µmol/L 0.1 0.5 1 5 20 %ウモロコシを含むサンプルから， の場合は，各 ， ， ， ，

トウモロコシを含むサンプルから， の場合は全てのサンプルから，GM 0.025 µmol/L

の検知ができなかった．このことから， 以下の トウモロコシを含むサンZe1 0.5 % GM

プルにおいては， 検知用プライマー対の濃度を または に調製Ze1 0.1 0.05 µmol/L

することが有効であった．

Ⅳ－４ 考察

シリカスピンカラム法により可能なトウモロコシ種子からの に適した 抽1) PCR DNA

出

市販 抽出キットを用いる場合，植物体やその組織部位によってそのキットがDNA

抽出に適しているかどうかを検討する必要がある．シリカスピンカラム法で抽出DNA

した 溶液の 吸光度比は， 法で抽出したものに比べてDNA 260 nm/ 230 nm CTAB

劣っていたが，両抽出法ともに 溶液のゲル電気泳動からは の低分子化DNA DNA

は見られず， の による検知が可能であった．また，抽出される 量もZe1 PCR DNA

を行うのに十分であった．シリカスピンカラム法は， 法に比べ抽出時間のPCR CTAB

短縮化が可能であり，また，特別な技能を必要としない．さらに，有機溶媒を使用し

ないことから，環境および作業従事者に対する安全性の面で優れていた．

系統 トウモロコシに特異的なプライマーと明らかになった検知感度2) 5 GM

による多系統 トウモロコシの検知法の開発には，個々のプライMultiplex PCR GM

マー対を用いた場合に特異的であるとともに，プライマー対を混合した場合において

も偽陽性がなく特異的であることが必要である．特異性は，対象とした トウモロコGM

シおよび トウモロコシのみならず，輸入されるトウモロコシ中へ混ざってくるnon-GM
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場合や，加工時にトウモロコシとともに使用される場合を考慮し，主要穀物であるコメ，

コムギ，オオムギおよび ダイズ， に対して調べた．この特異性は，実際non-GM RRS

に検査に使用する技術として必要である．本章で対象とした 系統 トウモロコシ5 GM

のみに特異的なプライマーの設計に成功した．これは，各 トウモロコシに導入さGM

れた 構造の異なる生物種由来の 配列の連結部分を増幅するためと考えDNA DNA

られる．また，プライマー対の一方は構造遺伝子にアニールするように設定している

ため， トウモロコシ系統が持つ発現カセットを的確に検知することが可能となったGM

と考えられる．さらに， の開発を行う場合，増幅バンドの強度が同程度Multiplex PCR

となるように，プライマーおよび 条件を設定する必要がある．これには，プライマPCR

ーの 値が重要であると考えられる．特に， ， ， 検知用のTm Event176 Bt11 MON810

プライマーが同一であるが，このように一方のプライマーが同一である場合，長い3'-

増幅産物を得るためのプライマーの 値を高く設定することが有効と考えられPCR Tm

る． のアニーリング温度をまず高く設定して数サイクル行い，長い増幅産物を増PCR

幅した後に，アニーリング温度を低く設定して短い増幅産物を増幅させることで，短

い増幅産物のみが増幅するのを防ぎ，バンド強度が同程度とすることが可能となった．

しかし， 系統の トウモロコシ由来のバンド強度を同一にすることは困難であっ5 GM

た．バンド強度の違いは， 温度条件，プライマー濃度， 産物の長さのほかPCR PCR

に，ターゲットとしている 配列が，ゲノム 中に何コピー存在するかに由来DNA DNA

するものと考えられる．開発した検知感度は ～ 程度であり，これは，１チ0.1 % 0.5 %

ューブ中に トウモロコシ由来のゲノム 量が ～ 存在することGM DNA 25 125 pg/ tube

に相当する．トウモロコシゲノムサイズ から計算したところ， トウモロ3.9 × 10 bp GM9 67)

コシ由来ゲノムは， ～ 程度となる．トウモロコシ種子は ハイ2.8 14.2 diploid/ tube F1

ブリッドとして供給されるため， トウモロコシに導入されている は チューブGM DNA 1

中に ～ コピーと計算できる． は理論上１コピーからでも増幅が見られる2.8 14.2 PCR

が， を行うため，明瞭に増幅を見るためには， 程度の検知感度Multiplex PCR 0.5 %

になったと考えられる．増幅バンドは制限酵素処理により，その由来を確実に検証す

ることが可能である．これらは，実際の検査の場面において，偽陽性が疑われたバン
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ドを検知した場合に検査結果を確実にすることができる．我が国において トnon-GM

ウモロコシを分別流通した場合のトウモロコシ中に，意図せざる混入として許容される

トウモロコシは 以下とされている ．そのためこの の検知感GM 5 % Multiplex PCR19, 20)

度は，十分に利用可能であると考えられる．

による 系統 トウモロコシの簡便な鑑別技術の開発3) Multiplex PCR 5 GM

Multiplex PCR PCR 5本章では，第Ⅲ章において示した をさらに進展させ， による

系統 トウモロコシの簡便な鑑別検知法を開発したとして，第Ⅲ章において出願しGM

たものに加え特許を出願し，特許 「遺伝子組換えトウモロコシ3502906 (2003/12/19)

及びこれを含む加工食品からの組換え遺伝子検知法」として成立している．本技術

は， トウモロコシの定量をする場合に，分析試料に含まれる トウモロコシのGM GM

GM GMスクリーニング検査に利用することが可能である． トウモロコシの定量は，各

トウモロコシ系統の定量値の合算で表される．そのため，分析試料中にどの系統の

GM GMトウモロコシが含まれているかを素早く簡便に検知し，定量分析対象となる

トウモロコシを鑑別することは，省力化に寄与する．また，本分析法の加工食品への

適用性については， が検知可能な加工品であれば系統の判別は可能と考えらZe1

れる．加熱等により が分解されている場合であっても， 産物が最も長いDNA PCR

を検知するのであれば， トウモロコシ由来の 配列も鋳型 として抽Ze1 GM DNA DNA

出 溶液に残存してくると考えられるためである． のほか，環境負DNA Multiplex PCR

荷の低減に向けた抽出法の検討も行い，シリカスピンカラム法により実際の検査にお

ける実用性の向上が可能であることを明らかにした．
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使用した機器および装置Table -1Ⅳ

機器・装置 製造元および型式

model DM-6粉砕器 佑崎有限公司製

( ) Allegra 6KR遠心器 ベックマンコールター 株 社製

KONTES PELLET PESTLEマイクロチューブミキサー 社製

S-5N試験管ミキサー 大洋科学工業㈱社製

ZYMOSTAT AB1750インキュベーター アトー㈱製

Mupid IIゲル電気泳動装置 アドバンス製
®

FX Systemイメージスキャナー モレキュラーイメージャーバイオラッドラボラトリーズ社製

Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700サーマルサイクラー 社

Beckman DU-7400分光光度計 社製
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系統の トウモロコシに導入されている 配列および 増幅部位の模式図Fig. IV-1 5 GM DNA PCR

内に増幅長を示す．( )
太線 は，各 トウモロコシ検知のためのターゲット領域を示す．( ) GM
破線 は，第 章でシークエンスした部分を示す．( ) III
実線 は，第 章でシークエンスした部分を示す．( ) IV
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法およびシリカスピンカラム法によるトウモFig. IV-2 CTAB
ロコシ種子から抽出した の電気泳動写真DNA

1: non-GM (CTAB ), 2: MON810トウモロコシ 法

法 トウモロコシ シリカスピ(CTAB ), 3: non-GM (
), 4: MON810 ),ンカラム法 シリカスピンカラム法

M: λDNA dIII digest standardHin
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に導入されている 配列とそれから予想されるアミノ酸配列，およびトウモロコシ由来Fig. IV-3 GA21 DNA
とそれから予想されるアミノ酸配列の比較epsps (GenBank Accession No. X63374)

に導入されている 配列とそれから予想されるアミノ酸配列GA21: GA21 DNA
トウモロコシ由来 とそれから予想されるアミノ酸配列native: (GenBank Accession No. X63374)epsps
配列およびアミノ酸配列の異なっている部分は，白抜き文字で示した．DNA

中 抜 き 矢 印 は， 検知用プライマーの 領域を示す．( ) GA21 DNA
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トウモロコシおよびその他の農産物に対する トウFig. IV-4 GM
モロコシ検知用プライマー対の特異性

検知用プライマーを使用．A: Event176
検知用プライマーを使用．B: Bt11
検知用プライマーを使用．C: T25

検知用プライマーを使用．D: MON810
検知用プライマーを使用．E: GA21

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

1: non-GM , 2: Event176, 3: Bt11,トウモロコシ

4: T25, 5: MON810, 6: GA21, 7: non-GM ,ダイズ

コメ コムギ オオムギ ネガ8: RRS, 9: , 10: , 11: , 12:
ティブコントロール なし ラダー(DNA ), M: 100 bp
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トウモロコシおよびその他の農産物に対する の特異性Fig. IV-5 Multiplex PCR

は，検知のターゲットを示す．

は，予想される増幅産物の長さを示す．( )
1: non-GM , 2: Event176, 3: Bt11, 4: T25, 5: MON810,トウモロコシ

6: GA21, 7: 5 GM (Event176, Bt11, T25,系統 トウモロコシ

および の等重量混合物 各 トウモロMON810 GA21) ( 20 % GM
), 8: non-GM , 9: RRS, 10: ,コシ含有トウモロコシ ダイズ コメ

11: , 12: , 13: (DNA ),コムギ オオムギ ネガティブコントロール なし

ネガティブコントロール プライマーなし ラダー14: ( ), M: 100 bp
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産物の制限酵素消化Fig. IV-6 Multiplex PCR

使用した制限酵素は，写真上端に示した．

は，増幅産物の由来を示す．

は，増幅産物の長さを示す．( )
は，消化される増幅産物を示す．

消化前 消化後b: , a:
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Fig. IV-7 Multiplex PCR 5 GM (Event176, Bt11, T25,による 系統 トウモロコシ

および の検知感度MON810 GA21)

は，検知のターゲットを示す．

は，予想される増幅産物の長さを示す．( )
DNA 5 GM (Event176, Bt11, T25, MON810鋳型 は， 系統 トウモロコシ

および の等重量混合物と トウモロコシとを混ぜたものかGA21) non-GM
ら抽出した を用いた．DNA

トウモロコシ 各 トウモロコシ含有ト1: non-GM , 2: 0.05 % GM
, 3: 0.1 % GM ,ウモロコシ 各 トウモロコシ含有トウモロコシ

4: 0.5 % GM , 5: 1 % GM各 トウモロコシ含有トウモロコシ 各

トウモロコシ含有トウモロコシ 各 トウモロコシ含, 6: 5 % GM
, 7: 20 % GM ),有トウモロコシ 各 トウモロコシ含有トウモロコシ

ネガティブコントロール なし ラダー8: (DNA ), M: 100 bp
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における 系統 トウモロコシの検知Fig. IV-8 Multiplex PCR 5 GM
感度に対する 検知用プライマー濃度の影響Ze1

は，検知のターゲットを示す．

は，予想される増幅産物の長さを示す．( )
～ は， 検知用プライマーの濃度を示す．A D Ze1

DNA 5 GM (Event176, Bt11, T25,鋳型 は， 系統 トウモロコシ

および の等重量混合物と トウモロMON810 GA21) non-GM
コシとを混ぜたものから抽出した を用いた．DNA

トウモロコシ 各 トウモロコシ1: non-GM , 2: 0.05 % GM
含有トウモロコシ 各 トウモロコシ含有ト, 3: 0.1 % GM
ウモロコシ 各 トウモロコシ含有トウモロコ, 4: 0.5 % GM

, 5: 1 % GM , 6: 5シ 各 トウモロコシ含有トウモロコシ 各

トウモロコシ含有トウモロコシ 各 ト% GM , 7: 20 % GM
ウモロコシ含有トウモロコシ ラダー, M: 100 bp
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第Ⅴ章 作物に導入されている 構造を推定するための セグメントのGM DNA DNA

75)
検知技術の開発

Ⅴ－１ 緒言

年 月に遺伝子組換え実験について生物多様性に影響を与える可能性の2004 2

ある 生物等の環境への拡散を防止することを目的とした「遺伝子組換え生物等GM

の使用等による生物の多様性の確保に関する法律 カルタヘナ法 」が施行された．( ) 26)

これに伴い，食品目的で輸入された種子が運搬中にこぼれ落ちて発芽したような場

合であっても，生物多様性影響の明らかでない場合は，検査が必要とされた．しかし，

検査には， 農作物に導入されている遺伝子構造の情報が不可欠であり，実質GM

的に検査は不可能となる．

一方で，遺伝子組換え技術を用いた育種のメリットの一つは，有用な遺伝子を一

度取り出せば，様々な農作物に導入することで改良の範囲を大幅に拡大することが

可能になることである．例えば，我が国において食品としての安全性審査が終了した

系統の農作物のうち除草剤耐性形質をもつものは 系統ある ．耐性を示す除73 57 14)

草剤は， ， または の 除草剤のいずれかとなってglyphosate glufosinate bromoxynil 3

Agrobacteriumいる．導入されている遺伝子で見ると， 耐性のためには，glyphosate

sp. CP4 LBAA由来 ，トウモロコシ由来 ，cp4-epsps m-epsps Ochrobactrum anthropi

gox Streptomyces株 由 来 の 遺 伝 子 ， 耐 性 の た め に は ，3 glufosinate

由来 または 由来 の 遺伝子，viridochromogenes pat Streptomyces hygroscopicus bar 2

耐性のためには， 由来 の 遺伝子が導入さbromoxynil 1Klebsiella pneumoniae bxn

れている．このように 系統の除草剤耐性農作物が， 遺伝子に集約される．同じ57 6

遺伝子がいろいろな農作物の形質転換に用いられているため，現在までに安全性

審査の終了または審査中の 農作物に導入されている組換え 配列の部品GM DNA

セグメント であるプロモーター，構造遺伝子，ターミネーター領域等を個別に(DNA )

検知する方法を開発し，それらが検知できる／検知できないをプロファイルすること
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により， 作物に導入されている 構造のセグメント情報を得ることができるとGM DNA

考えられる．このセグメント情報と，これまでに報告されている ダイズ 系統GM 40-3-2

， 系統 トウモロコシ および パパイヤ の特異的な検RRS 5 GM GM Sunup papaya32) 68) 76)

知技術による結果を組み合わせることで，未承認 作物が存在するか否かを検証GM

することが可能であると考えられる．

本章では，食品としての安全性審査の終了した トウモロコシ 系統 ，GM 6 (Event176

， ， ， ， および食品としての安全性審査未了のBt11 T25 MON810 GA21 DLL25)

トウモロコシ 系統 に導入されている 配列を調べ，構造遺伝子，GM 1 (MON802) DNA

DNA phosphinothricinプロモーター，ターミネーターおよびその他の 配列から，

のコード領域 または 由来acetyl transferase ( ), sp. CP4pat bar Agrobacterium

5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase ( ), maizeの コ ー ド 領 域 cp4-epsps

enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase ( ), glyphosateの コ ー ド 領 域 m-epsps

のコード領域 由来殺虫タンパクoxidoreductase ( ), subsp.gox B. thuringiensis kurstaki

質 のコード領域 のコード領域CryIA(b) ( ), neomycin phosphotransferase IIcryIA(b)

のプロモータ領域 由来の プロ( ), rice actin (P ), cauliflower mosaic virus 35SnptII r-act

モータ領域 およびターミネーター領域 および 由来の(P-35S) (T-35S) A. tumefaciens

ターミネーター領域 の セグメントを選択し，これらを検nopaline synthase (NOS ter) 11

知するための 組のプライマー対を設計した．あわせて，それらの特異性について14

評価した．
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Ⅴ－２ 実験方法

Ⅴ－２－１ 試料および試薬

材料1)

トウモロコシ ：( )Zea mays

次の 品種の乾燥種子を米国より直接入手し，使用まで ℃で保存した．6 -20

・シンジェンタシード社 旧 ノースラップキング社 が開発した害虫抵抗性および除( )

glufosinate Bt11 (Bt11)草剤 耐性 の後代品種

・シンジェンタシード社 旧 チバシード社 が開発した害虫抵抗性 の後代( ) Event176

(Event176)品種

MON810 (MON810)・モンサント社が開発した害虫抵抗性 の後代品種

glyphosate GA21 (GA21)・モンサント社が開発した除草剤 耐性 の後代品種

・バイエルクロップサイエンス社 旧 ヘキストシェーリングアグレボ社 が開発した除( )

glufosinate T25 (T25)草剤 耐性 の後代品種

(non-GM ) Hybrid1412・デイリーランド社の非組換えトウモロコシ品種 トウモロコシ

1 -20次の 品種の乾燥種子粉砕物は，モンサント社から供与された．使用まで

℃で保存した．

・モンサント社が開発した害虫抵抗性および除草剤 耐性 の後glyphosate MON802

(MON802)代品種

次の 品種のゲノム は，モンサント社から供与された．使用まで ℃で1 DNA -20

保存した．

・モンサント社 旧 デカルブ・ジェネティックス社 が開発した除草剤 耐( ) glufosinate

DLL25)性
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ダイズ ：( )Glycine max

次の 品種の乾燥種子を米国より直接入手し，使用まで ℃で保存した．2 -20

・モンサント社が開発した除草剤 耐性 のglyphosate 40-3-2 Roundup Ready® Soy

(RRS)後代品種

・非組換えダイズ品種 ダイズ として 年米国オハイオ州産種子(non-GM ) 1998

その他の穀類：

次の 農作物を入手し，使用まで ℃で保存した．3 -20

・コメ は， 年産キヌヒカリ品種を中国農業試験場から入手した．( ) 1998Oryza sativa

・コムギ は，ハルユタカ品種を用いた．( )Triticum aestivum

・オオムギ は， 品種を用いた．( ) HarringtonHordeum vulgare

試薬2)

・アガロース：宝酒造㈱製 「 」LO3 TAKARA

DNA λDNA dIII Digest 1 kbp・ マーカー：ニューイングランドバイオラブ社製 ，Hin

ラダー， ラダー100 bp

DNA AmpliTaq Gold・ ポリメラーゼ：アプライドバイオシステムズ社製 TM

PCR PCR buffer II・ 緩衝液：アプライドバイオシステムズ社製

・オリゴヌクレオチドプライマー：グライナージャパンに合成委託した逆相カートリッ

ジ精製品

・水： 超純水装置 アドバンテック㈱製 により精製したものCPW-200 ( )

他の試薬は，すべて特級品を用いた．

試薬の調製3)

・ 緩衝液TE

・ 緩衝液TAE

以上は，Ⅱ－２－１ 試薬の調製に同じ．3)
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装置4)

使用した機器および装置は， Ⅳ に同じ．ただし，サーマルサイクラーは，Table -1

リサーチ社 を用いた．MJ PTC-200

Ⅴ－２－２ 方法

の抽出方法1) DNA

DNA (QIAGEN DNeasy Plantの抽出は，シリカスピンカラムを用いるキット 社製

を用いて行った シリカスピンカラム法 ．Maxi Kit) ( )

( )前処理

乾燥種子は，粉砕器で目視により粒径 程度に粉砕して， を抽0.5 mm 500 mg

出に供した．

(DNA )抽出

の抽出は，キット添付のプロトコールを改変して行った．すなわち，最初のDNA

緩衝液による抽出を 分から１時間に延ばし，最後の の抽出を水で行AP1 15 DNA

った点を除いて，プロトコールどおりに を抽出した．DNA

抽出した の純度の検定法および抽出した 量の定量法2) DNA DNA

2) DNA 3) (1)Ⅱ－２－２ 抽出した の純度の検定法および，Ⅱ－２－２ の

吸光度からの抽出した 量の定量法と同様に操作し，抽出した の260 nm DNA DNA

DNA PCR DNA 100純度の検定および抽出した 量の定量を行った． 用 溶液は

の濃度にして ℃で保存した．ng/µL -20

プライマーの設計3) PCR

内在性遺伝子検知用プライマーの設計(1)

抽出された が， に十分な程度に精製されておりかつ分解を受けてDNA PCR
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いないことを確認するために，トウモロコシ，ダイズ，コメ，コムギおよびオオムギ

に内在的に含まれる遺伝子を検知するプライマーを設計した． Ⅴ に設Table -1

計したプライマーの一覧を示す．トウモロコシおよびダイズの内在性遺伝子検知

ZE01/ ZE02 Le1 01-5’/用のプライマーについては，前章までに示した および
46)

を用いた．コメ内在性遺伝子検知用のプライマーについては，Le1 01-3’32)

らの報告 および を基に， を検McElroy GenBank Accession No. S44221 P73) r-act

知する プライマー対を設計した．コムギについては，rAct pro 2-5’/ rAct pro 1-3’

GenBank Accession No. U51303 alpha-gliadin storage proteinを参考にして，

を検知する プライマー対を設計した．オオムギについては，gene Gli1-5’/ Gli1-3’

を参考にして， を検知するGenBank Accession No. AF022725 dextrinase gene

プライマー対を設計した．HvLD1-5’/ HvLD1-3’

シークエンス用プライマーの設計(2)

社 日本食品衛生協会において公開されている食品における安全性評価資( )

料および農林水産省農林水産技術会議事務局技術安全課において公開され

ている飼料と環境に対する安全性評価資料から， ， ， ，Event176 Bt11 T25

， ， および に導入されている の構造をMON810 GA21 DLL25 MON802 DNA

調べた．その模式図を Ⅴ に示す．本章では， および のFig. -1 DLL25 MON802

シークエンスと，前章までの情報に加えて，さらにシークエンス情報の必要とな

った ， ， のシークエンスを行った．本章においてシークエンEvent176 Bt11 T25

ス用に設計したプライマーと，前章までに トウモロコシのシークエンスに使GM

用したプライマーの一覧を Ⅴ に示し，その増幅部分を Ⅴ に示Table -2 Fig. -1

す．本章では，シークエンス用の プライマーとして プライマー ，5’- 10 (cryIA 2-5’

， ， ， ， ， ， ，CM01 adh1 1-5’ P35S 1-5’ T25 1-5’ cTr7 ter 1-5’ HS01 cryIA 3-5’

CTP2 1-5’ gox 1-5’) 3’- 11 (T35S 3-3’ barおよび ， プライマーとして プライマー ，

， ， ， ， ， ， ，1-3’ NOS ter 2-3’ PA01 NOS-3 T35S 4-3’ P35S 2-3’ Tr7 ter 1-3’

， および を設計または使用した．その詳細を，cryIA 2-3’ epsps 2-3’ gox 1-3’)

次に示す．
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Event176・

は，前章までの および のシークエンス結果を基cryIA 2-5’ Bt11 MON810

に設計した． は， およびT35S 3-3’ GenBank Accession No. V00141

由来 と 由来Cauliflower mosaic virus (CMV) 35S promoter (P-35S) CMV70)

の文献を基に設計した． は，第Ⅲ章にお35S terminator (T-35S) CM0170, 71, 77, 78)

bar 1-3’ GenBank Accession No.いて設計したプライマーを使用した． は，

を基に設計した．X50822

Bt11・

adh1 1-5’ NOS ter 2-3’は，前章までのシークエンス結果を基に設計した．

GenBank Accession No. V00087 CM01は，文献 および を基に設計した．
36, 74)

PA01 P35S 1-5’および は，第Ⅲ章において設計したプライマーを使用した．

は，第Ⅳ章において設計したプライマーを使用した． は， らのNOS-3 Pietsch

論文 を基に設計した．
36)

T25・

T25 1-5’ T35S 4-3’ GenBank Accessionは，第Ⅳ章において設計した． は，

および と の文献を基に設計した．No. V00141 P-35S T-35S70) 70, 71, 77, 78)

DLL25・

および は， らの論文 ， の食品とcTr7 ter 1-5’ Tr7 ter 1-3’ Dhaese DLL2579)

DNA GenBank Accession No.しての安全性資料中の 配列情報および

を基に設計した． は， おV00090 P35S 2-3’ GenBank Accession No. V00141

よび と の文献を基に設計した． は，第Ⅳ章にP-35S T-35S P35S 1-5’70) 70, 71, 77, 78)

おいて設計したプライマーを使用した．

MON802・

は，第Ⅲ章において設計したプライマーを使用した． は，HS01 cryIA 2-3’

U.S. Patent 5,625,136 Sequence 10 (GenBank Accession No. I41424)61)
における

および文献 を参考に設計した． は， － プライマ
46) cryIA 3-5’ HS01 cryIA 2-3’

ー対による のシークエンス結果を基に設計した． は，MON802 NOS-3
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Pietsch epsps 2-3’ CaM03-5’らの論文 を基に設計した． は，第Ⅱ章における36)

EPSPS01-3’ RRS U.S.－ プライマー対による のシークエンス結果および

を参考に設計した． は， － プラPatent 5,804,425 CTP2 1-5’ HS01 epsps 2-3’80)

イマー対による のシークエンス結果を基に設計した． およMON802 gox 1-5’

び は， 遺伝子の導入されている の飼料と環境に対すgox 1-3’ MON809gox

る安全性評価資料中の 配列情報，および におDNA U.S. Patent 5,776,76081)

ける を基に設計した．Sequence 8 (GenBank Accession No. AR016595)

セグメント検知用プライマーの設計(3) DNA

シークエンス結果を基に，外来生物由来の構造遺伝子，プロモーター，ターミ

ネーターおよびその他の 配列検知用として ， ， ， ，DNA pat bar cryIA(b) m-epsps

， ， ， ， ， 検知用プライマーを設計しP-35S T-35S NOS ter Pcp4-epsps gox r-act

neomycin phosphotransferase II ( ) pCR 2.1た．さらに， 検知用としてnptII

社製 の 配列情報から，設計した．設計には，アプライドバイオ(Invitrogen ) DNA

システムズ社の を使用し，アニーリング温度 ℃とPrimer Express software 60 ± 1

した． セグメント検知用プライマーのリストを Ⅴ に， トウモロコDNA Table -3 GM

シおよび に導入されている の構造および各プライマー対の増幅部RRS DNA

位と予想される 断片長を Ⅴ に示した．DNA Fig. -2

条件4) PCR

反応液の組成は， ， ， ，PCR 1 × PCR buffer II 200 µmol/L dNTP 1.5 mmol/L MgCl2

各 ， プライマー， ポリメラーゼおよび 鋳型0.5 µmol/L 5’- 3’- 0.625 units DNA 25 ng

DNA 25 µL T-35S MgCl 3.0 mmol/Lを含み，全量 とした．ただし， 検知には 濃度を2

とした． はサーマルサイクラー リサーチ社製 を用い， 温度条PCR (MJ PTC-200) PCR

件は，プレインキュベーション ℃で 分の後，熱変成 ℃で 分，アニーリン95 10 95 0.5

グ ℃で 分，伸長反応 ℃で 分を サイクルとして サイクル行い，最60 0.5 72 0.5 1 40

72 7 T-35S 55後に ℃で 分の伸長反応を行った．ただし， 検知にはアニーリングを

℃で 分とした．0.5



- 105 -

シークエンス方法5)

シークエンスは， 産物のダイレクトシークエンスを日本製粉 株 に委託しDNA PCR ( )

た．シークエンスする 断片を得るための は，次の条件で行った．DNA PCR

溶液の組成は， ， ， ，PCR 1 × PCR buffer II 200 µmol/L dNTP 1.5 mmol/L MgCl2

各 プライマー， ポリメラーゼおよび 鋳型0.5 µmol/L 5’-, 3’- 0.625 units DNA 25 ng

を含み，全量 とした． 温度条件は，プレインキュベーション ℃でDNA 25 µL PCR 95

分の後，熱変成 ℃で 分，アニーリング ℃で 分，伸長反応 ℃で 分10 95 1 55 2 72 2

を サイクルとして， サイクル行い，最後に ℃で 分の伸長反応を行った．1 45 72 7

アガロースゲル電気泳動法および泳動像の撮影方法6)

Ⅳ－２－２ アガロースゲル電気泳動法および泳動像の撮影方法に同じ．7)

Ⅴ－３ 結果

シークエンスの解析と セグメント検知用プライマーの設計1) DNA DNA

次に 系統 トウモロコシのシークエンスの解析を示し， Ⅴ に導入され7 GM Fig. -1

ている 構造を示す．DNA

(1) Event176

に導入されている発現カセットを次に示す．Event176

: [ phosphoenol pyruvate carboxylase・害虫抵抗性形質 トウモロコシ由来

株由来promoter (PEPC pro)]-[ subsp. HD-1Bacillus thuringiensis kurstaki

トウモロコシ由来 のsynthetic gene]-[ phosphoenol pyruvate carboxylasecryIA(b)

No.9 intron DNA (PEPC#9 int.)]-[T-35S].を含む 断片

: [ protein kinase promoter・害虫抵抗性形質 トウモロコシ由来カルシウム依存性

(CDPK pro)]-[synthetic ]-[PEPC#9 int.]-[T-35S].cryIA(b)

2 [synthetic食品の安全性資料には，上記の つの害虫抵抗性発現カセットの
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部分は同一，との記載がある．cryIA(b)]-[PEPC#9 int.]-[T-35S]

glufosinate :・ 選択マーカーと して導入されている除草剤 耐 性形質

[P-35S]-[ phosphinothricin N-acetyltransferaseStreptomyces hygroscopicus 由来

( ) gene]-[T-35S].bar

[PEPC pro]-[synthetic ] [CDPK本章でシークエンスした カセットおよびcryIA(b)

カセットにおいて，これまでシークエンスした部分およびpro]-[synthetic ]cryIA(b)

Maize PEPC1 gene for phosphoenolpyruvate carboxylase (GenBank Accession No.

X15239) Zea mays calcium-dependent protein kinase (CDPK), gene exons 1-7，

and partial cds. ( No. L27484) U.S. Patent 5,625,136 Sequence 3同 ， における
61)

同 および 同 との相( No. I41419) Cauliflower mosaic virus genome ( No. V00141)

[ ] Cauliflower mosaic同性を調べた．また， カセットのシークエンス結果と，bar

virus genome ( No. V00141) bar gene同 および Streptomyces hygroscopicus

同 との相同性を調べた．conferring resistance to herbicide bialaphos ( No. X05822)

これらの比較から，シークエンスした 配列の由来を推定した．また，食品のDNA

安全性資料との矛盾はなかった．

(2) Bt11

に導入されている発現カセットを次に示す．Bt11

: [P-35S]-[ alcohol dehydrogenase 1 gene( -S)・害虫抵抗性形質 トウモロコシ adh1

cryIA(b) A. tumefaciensの を含む 断片No.6 intron DNA (IVS6)]-[synthetic ]-[

nopaline synthase terminator (NOS ter)].由来

glufosinate :・ 選択マーカーと して導入されている除草剤 耐 性形質

adh1 Streptomyces[P-35S]-[ -S No.2 intron DNA (IVS2)]-[の を含む 断片

synthetic phosphinothricin N-acetyltransferase ( )viridochromogenes pat由来

gene]-[NOS ter].

本章でシークエンスした カセットにおいて，これまでシークエ[synthetic ]cryIA(b)

Cauliflower mosaic virus genome (GenBank Accession No.ンスした部分および

， 同 ，J02040) Maize alcohol dehydrogenase 1 gene (Adh1-1S) ( No. X04049)82)
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U.S. Patent 5,880,275 Sequence 22 gene83)の ， Agrobacterium tumefaciens

同 との相同性を調べた．また， カencoding nopaline synthase ( No. V00087) [ ]pat

Cauliflowerセットのシークエンス結果と，これまでシークエンスした部分および

Streptomyces viridochromogenesmosaic virus genome ( No. V00141)同 ，

同 ，phosphinothricin N-acetyltransferase ( ) gene, complete cds. ( No. M22827)pat

との相同性を調べた．これらの比較から，シークエンスした 配No. V00087 DNA

列の由来を推定した．また，食品の安全性資料との矛盾はなかった．

(3) T25

に導入されている発現カセットを次に示す．T25

glufosinate : [P-35S]-[ ]-[T-35S].・除草剤 耐性形質 pat

本章でシークエンスした カセットにおいて，これまでシークエンスした部分お[ ]pat

よび ，Cauliflower mosaic virus genome (GenBank Accession No. V00141)

phosphinothricin N-acetyltransferase ( ) gene,Streptomyces viridochromogenes pat

同 との相同性を調べた．これらの比較から，シークcomplete cds. ( No. M22827)

エンスした 配列の由来を推定した．また，食品の安全性資料との矛盾はなDNA

かった．

(4) MON810

に導入されている発現カセットを次に示す．MON810

・害虫抵抗性形質 由来の 断片を，高発現のため２回反復して含: [CMV DNA

む トウモロコシ の35S promoter (E-35S)]-[ gene (heat-shock protein)hsp70

No.1 intron DNA ( int.)]-[synthetic ].を含む 断片 hsp70 cryIA(b)

hsp70食 品と しての安全性資料 には ， の 作製に ，MON810 [E-35S]-[

の構造を持つプラスミドの導入を図ったが，int.]-[synthetic ]-[NOS ter]cryIA(b)

の前半 が植物体に導入されたとある．[E-35S]-[ int.]-[synthetic ]hsp70 cryIA(b)

Cauliflower mosaic virus genome第Ⅲ章において得られたシークエンス結果と，

(GenBank Accession No. V00141) Maize gene for heat shock protein 70 exon 1，

(hsp70; clone pMON9502) ( No. X03658) Maize gene for heat shock protein84)
同 ，
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同 ，および同じ70 exon 2 and 3'-UT (hsp70; clone pMON9502) ( No. X03697)84)

発現カセットを有する に関する飼料と環境に対する安全性資料との相MON809

同性を調べた．これらの比較から，シークエンスした 配列の由来を推定しDNA

た．また，食品の安全性資料および に関する飼料と環境に対する安MON809

CryIA(b)全性資料との矛盾はなかった．さらに，本シークエンスから予想される

タンパクと の 株由来 タンB. thuringiensis kurstakisubsp. HD-1 natural CryIA(b)

パク との相同性を調べたところ同一であった．また，(PIR Accession No. A29125)

hsp70 cryIA(b)後に示す に導入されているMON802 [E-35S]-[ int.]-[synthetic

gene]-[NOS ter] 2カセットのシークエンスと，増幅に使用したプライマー部分の

を除き同一であった．bp

(5) GA21

に導入されている発現カセットを次に示す．GA21

glyphosate : [No.1 intron rice actin promoter・除草剤 耐性形質 を含む

(P )]-[ ribulose-1, 5-bisphosphater-act ト ウ モ ロ コ シ お よ び ヒ マ ワ リ 由 来

領域上流の葉緑体移行タンパク 配列情報から合成され，最carboxylase DNA

DNA (OTP)]-[ point mutated適 化 さ れ た 配 列 ト ウ モ ロ コ シ 由 来

5-enolpyruvylshikimate- 3-phosphate synthase gene ( )]-[NOS ter].m-epsps

O. sativa Act1 gene (GenBank第Ⅳ章において得られたシークエンス結果と，

Accession No. X63830) Act1 = actin 1 {5' region, promoter} [rice, Genomic,，

4599 nt] ( No. S44221) Sunflower mRNA for ribulose 1, 5-bisphosphate同 ，

carboxylase RuBisCO SSU ( No. X05079) Z. mays rubisco small subunit gene同 ，

A.( No. Y09214) Z. mays mRNA for EPSP-synthase ( No. X63374)同 ， 同 および

同 との相同性を調べtumefaciens gene encoding nopaline synthase ( No. V00087)

た．これらの比較から，シークエンスした 配列の由来を推定した．また，食DNA

品の安全性資料との矛盾はなかった．

(6) DLL25

に導入されている発現カセットを次に示す．DLL25
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glufosinate : [P-35S]-[ ]-[ T-DNA・除草剤 耐性形質 由来bar A. tumefaciens

transcript number 7 terminator (Tr7)].

なお，この発現カセットの 側に， の相補 の一部 が導5’ Tr7 DNA (Tr7 comp.)

入されている．

gene encoding 'transcript 7' mRNA本章でシークエンスした結果と A. tumefaciens

A.for a protein with unknown function (GenBank Accession No. V00090)，

Ti plasmid pTi15955 T-DNA region ( No. X00493) Cauliflowertumefaciens 同 ，

同 ，同 との相同性を調べた．こmosaic virus genome ( No. V00141) No. X05822

れらの比較から，シークエンスした 配列の由来を推定した．また，食品のDNA

安全性資料との矛盾はなかった．

(7) MON802

に導入されている発現カセットを次に示す．MON802

: [E-35S]-[ int.]-[synthetic gene]-[NOS ter]・害虫抵抗性形質 hsp70 cryIA(b)

・除草剤 耐性形質 由来glyphosate : [E-35S]-[ int.]-[hsp70 Arabidopsis thaliana

葉緑体移行タンパクの 配列 由来DNA (CTP2)]-[ sp. strain CP4Agrobacterium

synthetic 5-enolpyruvylshikimate- 3-phosphate synthase gene (cp4- )]-[NOSepsps

ter]

・除草剤 分解形質 由 来glyphosate : [E-35S]-[ int.]-[hsp70 A. thaliana

の から単離されribulose-1,5-bisphosphate carboxylase gene small subunit gene

DNA (CTP1)]-[ strainた葉緑体移行タンパクの 配列 Ochrobactrum anthropi

LBAA glyphosate oxidoreductase gene ( )]-[NOS ter]由来 gox

本章でシークエンスした カセットのシークエンス結果および[synthetic ]cryIA(b)

84)Maize gene for heat shock protein 70 exon 1 (hsp70; clone pMON9502)

(GenBank Accession No. X03658) Maize gene for heat shock protein 70 exon 2，

and 3'-UT (hsp70; clone pMON9502) ( No. X03697) gene84)
同 ， A. tumefaciens

同 ，および同じ発現カセットを有するencoding nopaline synthase ( No. V00087)

に関する飼料と環境に対する安全性資料との相同性を調べた．本シMON809
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ークエンスから予想される タンパクと のCryIA(b) subsp.B. thuringiensis kurstaki

株由来 タンパク との相同性をHD-1 natural CryIA(b) (PIR Accession No. A29125)

調べたところ， アミノ酸配列が同一であった．また， カセットのシ1,156 [ ]cp4-epsps

No. X03658 No. X03697 No. V00087 U.S. Patentークエンス結果と， ， ， ，

における および お5,804,425 Sequence 2 8 (GenBank Accession No. AR03816880)

No. AR038180) DNA MON809よび同 の 配列情報，同じ発現カセットを有する

に関する飼料と環境に対する安全性資料との相同性を調べた．さらに， カ[ ]gox

No. X03658 No. X03697 No. V00087 U.S.セットのシークエンス結果と ， ， ，

における およPatent 5,776,760 Sequence 8 (GenBank Accession No. AR016595)81)

び同じ発現カセットを有する に関する飼料と環境に対する安全性資料MON809

との相同性を調べた．これらの比較から，シークエンスした 配列の由来をDNA

推定した．また，食品の安全性資料および に関する飼料と環境に対MON809

する安全性資料との矛盾はなかった．

以上のシークエンス解析結果を基に， セグメント検知用プライマーとして，DNA

pat bar cryIA(b) m-epsps cp4-epsps gox r-act， ， ， ， ， ， ， ，P-35S T-35S NOS ter P

検知用プライマーを設計した．さらに， 社製 の 配列情報pCR 2.1 (Invitrogen ) DNA

から， 検知用プライマーを設計した．nptII

セグメント検知用プライマーの特異性2) DNA

設計したプライマーの特異性を調べるために， トウモロコシ， ，non-GM Event176

， ， ， ， ， ， ，コメ，コムギ，オBt11 MON810 T25 GA21 MON802 non-GM soy RRS

オムギから抽出した を鋳型として を行った．結果を Ⅴ に示し，次にDNA PCR Fig. -3

詳述する．この結果は，食品の安全性資料および飼料と環境に対する安全性資料に

導入が記述されている セグメントと矛盾がなかった． については，入手DNA DLL25

した 量が少量であったため，全てのプライマー対の に対する特異性のDNA DLL25

DLL25 T-35S確認を行うことができなかった．しかし， に導入されている およびbar

を検知するプライマー対 および ， については， の 溶液を用いて(b) (c) (g) DLL25 DNA
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を行い，予想される増幅長の産物のみが得られた．PCR

pat bar(1) および

食品の安全性資料によると， は と に導入されており， アミノpat Bt11 T25 183

酸残基 終止コドンを含めて であることが記述されている． の の( 552b) T25 pat

配列は， に導入されている の 配列と同一であった．また，DNA Bt11 DNApat

Bt11 (549 b) original gene (GenBankの を， のpat S. viridochromogenes pat

と比較すると， 配列から予想されるアミノ酸配列にAccession No. M22827) DNA

変更はないが， 配列の相同性は であった． は とDNA 70 % Event176bar

に導入されている．シークエンスを行った範囲において， のDLL25 Event176

の 配列は， の の 配列と同一であった． のbar barDNA DLL25 DNA DLL25

bar S.は，開始コドンのため を に改変している点を除いて，GTG ATG

由来 と同一でhygroscopicus baroriginal gene (GenBank Accession No. X05822)

ある． と は共に除草剤 耐性のために，同じアミノ酸配列のpat bar glufosinate

を コードしているが， とphosphinothricin acetyltransferase protein Bt11-pat

の 配列は，約 の相同性である． Ⅴ ～ に示すDLL25- DNA 65 % Fig. -3 (a) (c)bar

ように， 検知用プライマー対による では と に， 検知用プpat barPCR Bt11 T25

ライマー対による では に予想される長さのバンドが見られた．PCR Event176

cryIA(b)(2)

は ， ， および に導入されている．cryIA(b) Bt11 Event176 MON810 MON802

MON810 MON802 DNAシークエンスを行った範囲において， と の のcryIA(b)

配列は，同一であった． ， および の は，導入さBt11 Event176 MON802 cryIA(b)

れている長さ それぞれ ， および と使用されているコドンに( 1,848 1,947 3,471bp)

は変更が加えられている．アミノ酸配列については の 末端natural CryIA(b) N-

から全 残基 を比べて，それぞれ ， ，1,156 (PIR Accession No. A29125) 648 615

1,156 Fig. -4 Bt11 Event176 MON810および 残基が同一であった． Ⅴ に， ， ，

および に導入された の開始コドン から の比較をMON802 ATG 216 bpcryIA(b)

示した． 検知用プライマー対としてプライマー対 と の 対を設計cryIA(b) (d) (e) 2
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した Ⅴ と ， Ⅴ および Ⅴ の中抜き矢印 ．これは，(Fig. -2 (d) (e) Table -3 Fig. -4 )

， ， の で最も相同性の高い部分からBt11 Event176 MON810/ MON802 cryIA(b)

選択している． の 番目の塩基については および ，cryIA 4-5’ 13 M (A C)

の 番目の塩基については および にして，合成を行っていcryIA 4-3’ 14 S (G C)

Fig. -3 (d) (e) (d) (e) PCRる． Ⅴ と に示すように，プライマー対 と を使用したときの

では， から予想される長さの および の増幅産物が得られcryIA(b) 107 bp 152 bp

た．さらに，他の農産物から偽陽性は見られず， に特異的であった．cryIA(b)

については， の塩基配列から設計したため，cryIA 3-3’ MON810/ MON802

と において，それぞれ および 番目の塩基が異なっているが，Bt11 Event176 8 14

良好な増幅を示している．

m-epsps(3)

は に 導 入 さ れ て い る ． こ れ は ， ト ウ モ ロ コ シ 由 来m-epsps GA21

5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase gene Z. mays mRNA forであり

と 塩基，アミノ酸配列では 残基異なっている．こEPSP-synthase (No. X63374) 8 2

glyphosate Fig. -2の変異により，除草剤 耐性形質となっていると考えられる． Ⅴ

および Ⅴ に示すように 検知用として，プライマー対 を(f) Table. -3 (f) (f)m-epsps

設計した． はトウモロコシ由来であるため，トウモロコシを鋳型としたm-epsps

においても，予想される の 産物が得られると考えられた．しかPCR 193 bp PCR

(f) PCR Fig. -3 (f)し，プライマー対 による 後，ゲル電気泳動を行ったところ， Ⅴ

GA21 193 bp 100に示すように のみから の産物が得られ，他のトウモロコシでは

程度長い産物が得られた．この産物は， からも不明瞭なバンドとしてbp GA21

non-GM PCR GA21 193 bp PCR得られた．そのため トウモロコシの 産物と の の

産物のシークエンスを行い 配列を確認したところ， トウモロコシのDNA non-GM

産物は，プライマー対 のアニーリングする部位の間に のイントロンPCR (f) 97 bp

を含んでいた．また，その増幅長は であった． の 産物は，ト290 bp 290 bp PCR

nativeウモロコシが内在的に持っている であると考えられた．これをm-epsps

と表し， に導入されている との 配列の比較をm-epsps m-epspsgene GA21 DNA
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Fig. -5 (f) pointⅤ に示す．以上から，プライマー対 を使用することにより，

と を区別することが可能となった．mutated gene native genem-epsps m-epsps

(4) P-35S T-35Sおよび

は，構造遺伝子を発現させるプロモーターとして，多くの組換え体に導P-35S

Fig. -6 cauliflower mosaic virus (CMV) genome (GenBank入されている． Ⅴ に，

および と おAccession No. V00141 No. J02046) Event176, Bt11, T25, MON810

よび の 領域，さらに， の と の 領域のDLL25 P-35S Event176 T25 T-35ScryIA(b)

の比較を行った．これより，プロモーターとして導入されている部分とターミDNA

ネーターとして導入されている 領域は，系統によって異なり，重なっているDNA

部分があることが明らかとなった．特に， の ， の およEvent176 Bt11bar cryIA(b)

び の に対するプロモーターと， の に対するターミネーターでBt11 T25pat pat

は， における ～ 部分が重なっておGenBank Accession No. V00141 7,443 7,563

り， 検知用にプライマーを設計しても，設計するプライマー対によってはT-35S

を検知する場合があることが示されている．さらに の特許情P-35S CMV E-35S

報 によると， は， における ～
85, 86) E-35S GenBank Accession No. V00141 7,092

の が を挟んでタンデムに連結された構造をしている．7,344 253 bp 10 bp

において 本のバンドとならないように， 領域の比較データおよMON810 2 P-35S

CMV E-35S P-35S (Fig.び の特許情報に基づき， 検知用プライマーを設計した

Ⅴ の中抜き矢印 ． Ⅴ に示すように， および が導入さ-6 ) Fig. -3 (g) P-35S E-35S

れている ， ， ， および から，偽陽性が見らEvent176 Bt11 T25 MON810 DLL25

れず，予想される の増幅が見られた．さらに， が導入されている101 bp E-35S

からもバンドが見られた．RRS

は， および に導入されている． 検知用プライマーT-35S Event176 T25 T-35S

T25 Event176 T-35Sは， の および の のカセットに導入されているpat cryIA(b)

シークエンスを比較し， Ⅴ に示すようにポリアデニレーションシグナルをFig. -6

増幅するように設計した． の食品としての安全性資料によると， に導入T25 T25

T-35S 200 bp Fig. -6 Event176されている 領域は 程度である．そのため， Ⅴ より
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および に導入されている で同一の 配列領域は， 程度でT25 T-35S DNA 80 bp

あると推察され，本研究で増幅している よりも長い 断片を増幅する84 bp DNA

ことは困難であった．通常の 条件では増幅バンドの強度が弱かったため，PCR

条件の再設定を行い，最適な条件として，マグネシウム濃度を ，PCR 3.0 mmol/L

アニーリング温度を ℃とした． Ⅴ には， 条件の最適化後に55 Fig. -3 (h) PCR

およびゲル電気泳動を行った結果を示しており，非特異的な増幅が見られPCR

ず， および のみに予想される の増幅産物が得られた．T25 Event176 84 bp

(5) NOS ter

Bt11, GA21 MON802 NOS ter GenBankおよび に導入されている と，

との比較を行った． Ⅴ に示す． と異なりAccession No. V00087 Fig. -7 T-35S

NOS ter (i)部分は，どの系統もほぼ同じ部分が導入されている．プライマー対

(j) Fig. -3 (i) -3 (j) Bt11,および を設計し，その特異性を Ⅴ およびⅤ に示す．

および に予想される長さの増幅が見られたほか， の導GA21 MON802 NOS ter

入されている からも増幅が見られた． については が検RRS MON810 NOS ter

知できず， に 部分は導入されていないことを示し，これは食MON810 NOS ter

品としての安全性資料の情報と一致する．

その他の セグメント(6) DNA

， および は， に導入されている． およcp4-epsps gox nptII cp4-epspsMON802

87)
び のシークエンスについては， の安全性資料および特許情報gox MON809

DNA (k) (l)と一致している．これらの 領域を検知するためのプライマー対 および

は， Ⅴ および ， Ⅴ に示しているように設計した． 産物Fig. -2 (k) (l) Table -3 PCR

のゲル電気泳動結果を， Ⅴ および に示す． は，Fig. -3 (k) (l) cp4-epsps

と に導入されており， Ⅴ において増幅バンドが見られMON802 RRS Fig. -3 (k)

た． 検知用プライマーは， を鋳型 とした において，特nptII pCR 2.1 DNA PCR

異的であった．さらに， Ⅴ に示すように，実際の農作物を鋳型としたFig. -3 (m)

において， の導入されている より を特異的に検知し，PCR MON802nptII nptII

他系統のトウモロコシおよび他の農作物から偽陽性のバンドは見られなかった．
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検知用プライマーはコメ由来 遺伝子のプロモータから設計していP actinr-act

る． Ⅴ に示すように， の導入されている から を特Fig. -3 (n) P GA21 Pr-act r-act

異的に検知した．同時に， はコメ内在性遺伝子であるため，コメから抽出Pr-act

した を鋳型にしたときの により 産物が得られた．DNA PCR PCR

セグメント検知用プライマーの検知感度3) DNA

non-GM 5 GM (Event176 Bt11 T25 GA21トウモロコシに 系統の トウモロコシ ， ， ，

および を および ずつ含むトウモロコシ粉砕物と ダイズMON810) 0.1 % 0.5 % non-GM

に を 含むダイズ粉砕物を作製した．この粉砕物から抽出した を鋳RRS 0.1 % DNA

型 として，設計したプライマー対の検知感度を調べた．トウモロコシ粉砕物からDNA

は， ， ， ， ， ， ， ， の検知を行pat bar cryIA(b) m-epsps r-actP-35S NOS ter T-35S P

い，ダイズ粉砕物からは， ， ， の検知を行った． ， ，cp4-epsps pat barP-35S NOS ter

， ， については， トウモロコシ粉砕物から検知するcryIA(b) P-35S NOS ter 0.1 % GM

(193 bp ) T-35S P 0.1ことが可能であった． 増幅産物 ， ， については，m-epsps r-act

トウモロコシ粉砕物から検知できなかったが， トウモロコシ粉砕物か% GM 0.5 % GM

らは検知した． 粉砕物からは， ， ， を検知した．0.1 % RRS P-35S NOS tercp4-epsps

Ⅴ－４ 考察

作物に導入されている組換え 構造が推定可能な セグメント検知1) GM DNA DNA

のプロファイル

年よりカルタヘナ法 が施行され，導入されている 配列が未知の場合2004 DNA26)

であっても 作物の有無を検査するための検知技術が必要とされる．そのため，GM

作物に導入されている セグメントを個別に検知し，結果を統合することでGM DNA

組換え 構造を推定する方法を開発した．本章で設計した セグメント検知DNA DNA

用プライマー対による 結果と農作物と関係をプロファイルすると， Ⅴ のPCR Table -4

ようになる．このプロファイルから，導入されている組換え の構造を推定することDNA
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が可能となる．さらに，現在のところ導入されている セグメントの組み合わせがDNA

同一のものは存在しないため，これらの組換え体の系統も判別できることが明らかと

なった．しかしながら，プロファイルは， 系統の 作物に導入されている セ1 GM DNA

グメントとして解析される．そのため，次の つの場合には，導入された 構造の3 DNA

推定や 系統の判別が困難であるか，判断を誤る場合があると考えられる．GMO

・ 多系統の 混合物としてサンプルが供される場合GMO

・ が イネに導入される場合のように，導入されている 構造が農作P GM DNAr-act

物由来でありかつ，サンプルが当該農作物である場合

A.・ 組換え体に導入されている 配列を持つ生物 例えば やDNA ( CMV

が，サンプル中にコンタミネーションとして存在する場合tumefaciens)

これらのほか，サンプルが加工品の場合は， の分解に起因する 増幅の成DNA PCR

否やプライマー対の検知感度が違いが影響し，良好なプロファイルが得られないと考

えられる．これらのことから，プロファイルによる組換え体に導入された 構造のDNA

推定は，サンプルとして一個体の植物体を対象とすることが有効である．そして，以

上により得たプロファイルによる遺伝子構造の情報と，系統特異的な検知技術を開

発し，その結果を組み合わせることで，未承認 作物が存在するか否かを検証すGM

ることが可能である．

また，本法は，導入されている 構造が既知の 農作物に対するスクリーニDNA GM

ング法としても，有効な検査技術であると考えられる．現在，新規 作物の野外試GM

験申請数や新規に安全性審査の終了した 農作物系統数が増加しているため，GM

それら全てを個々の系統特異的な検知を行うことは，コスト・時間的に困難である．一

方， ， の検知といった広く 農作物に導入されている 配列をP-35S NOS ter GM DNA

検知するスクリーニングを行った後，系統特異的検知を行うことも， 農作物系統GM

数が増加しているために，コスト・時間的に困難であると考えられる．そのため検査対

象の 農作物を，導入されているセグメントごとに分類・検知を行い，その結果にGM

応じて個々の系統特異的な検知を行うことが有効である．本章で作製したプライマー

対は，トウモロコシ，ダイズ，コメ，コムギ，オオムギといった，主要穀物から抽出した
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を用いた場合において偽陽性が見られず特異的であったことから，実際の使用DNA

に適用できる．また，検知感度は，日本における ハンドリングを行った トIP non-GM

ウモロコシに対する トウモロコシの意図せざる混入の目安となる ， にGM 5 % EU19, 20)

おける と比較しても十分であると考えられる．0.9 %87)

今後の セグメント検知技術の課題2) DNA

本章で開発した方法により， 作物に導入されている 構造を推定が可能GM DNA

となった．しかし，現在増加している 作物の野外実験申請数や安全性審査の終GM

了した 農作物数に対応するためには，検知対象の セグメント数を増やしてGM DNA

いくことが必要である．しかし，検知対象の セグメントを増やすと，検査に長時DNA

間を要し，個別の による検知では現実的ではないと考えられる．そのため，PCR

アレイ技術を用いてセグメントおよび系統特異的検知を効率よく行う方法を開DNA

発することが，今後の課題になる．



- 118 -



- 119 -

トウモロコシ に導入されている 配列の模式図およびシークエンス部位Fig. V-1 GM (A-G) DNA

内に増幅長を示す．( )
破線 は，第 章においてシークエンスを行った部分を示す．( ) III
実線 は，第 章においてシークエンスを行った部分を示す．( ) IV
二重線 は，第 章においてシークエンスを行った部分で示す．( ) V
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トウモロコシ および ダイズ に導入されている 配列の模式図およびFig. V-2 GM (A-G) GM (H) DNA
検知対象部位

検知対象部分を実線 で示した．( )
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セグメント検知用プライマーのトウモロコシ、ダイズ、その他の穀物に対する特異性Fig. V-3 DNA

～ は検知のターゲットを示し， および に示すプライマーと同一である．(a) (n) Fig. V-2 Table V-3
は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

1: non-GM , 2: Event176, 3: Bt11, 4: T25, 5: MON810, 6: GA21, 7: MON802, 8:トウモロコシ

non-GM , 9: RRS, 10: , 11: , 12: , 13: (DNA ),ダイズ コメ コムギ オオムギ ネガティブコントロール なし

ラダーM: 100 bp
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および 系統に導入されている 遺伝子の一部とFig. V-4 Event176, Bt11 MON810/ MON802 cryIA(b)
それから予想されるアミノ酸配列の比較

の開始コドン のアデニンを として番号を付け，最初から ， アミノ酸残基cryIA(b) (ATG) 1 216 bp 72
を比較した．

配列の異なっている部分は，白抜き文字で示した．DNA
検知用に設計したプライマー位置を中抜き矢印 で示した．cryIA(b) ( )
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検知用プライマーで増幅された 産物の 配列の比較Fig. V-5 PCR DNAm-epsps

鋳型 は， 上 と トウモロコシ 下 を用いた．DNA GA21( ) non-GM ( )
配列の上部の数字は， に導入された の開始コドン のアデニンを１としてDNA GA21 (ATG)m-epsps

番号を付けた．

配列の異なっている部分は，白抜き文字で示した．DNA
検知用に設計したプライマーを中抜き矢印 で示した．m-epsps ( )
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Fig. V-6 GM P-35S T-35S DNA CMV (GenBank Accessionトウモロコシに導入されている と の 配列，および

と の 配列の比較No. V00141 No. J02046) DNA

各 トウモロコシに導入されている 構造の構造遺伝子の開始コドン のアデニンを１としてGM DNA (ATG)
番号を付けた．

または 以外の 配列と判断される部分を小文字または点 ・ で表し，｜で境界を示した．P-35S T-35S DNA ( )
はプロモーターとして導入されていることを示し， はターミネーターとして導入されていることを示す．P T

配列の異なる部分を白抜き文字で示し，ポリアデニレーションシグナルを破線 で囲んだ．DNA ( )
および 検知用に設計したプライマーを中抜き矢印 で示した．P-35S T-35S ( )
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トウモロコシに導入されている の 配列と， のFig. V-7 GM NOS ter DNA A. tumefaciens
の 配列との比較NOS ter (GenBank Accession No. V00087) DNA

各 トウモロコシに導入されている 構造の構造遺伝子の開始コドンGM DNA
のアデニンを１として番号を付けた．(ATG)

以外の 配列と判断される部分を小文字で表し，｜で境界を示した．NOS ter DNA
配列の異なる部分は，白抜き文字で示した．DNA

シークエンスは二重スラッシュ まで行った．(//)
検知用に設計したプライマーを中抜き矢印 示した．NOS ter ( )
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第Ⅵ章 食品としての安全性審査未了の トウモロコシ 系統の定性GM CBH351

88)
検知技術の開発

Ⅵ－１ 緒言

トウモロコシ 系統 商品名：スターリンク は，プラント・ジェネティックGM CBH351 ( )TM

・システムズ 社が開発した害虫抵抗性および除草剤 耐性トウモロコ(PGS) glufosinate

シである．その後 社は， 年ヘキストシェーリングアグレボ社に買収された．PGS 1996

ヘキストシェーリングアグレボ社は，改組によりアベンティスクロップサイエンス社とな

った後バイエル社に買収され， 年バイエルクロップサイエンス社となっている ．2002 89)

しかし，スターリンクに関しては，アベンティスクロップサイエンス社からバイエル社に

引き継がれず，現在 社が有している．StarLINK Logistics

系統には， 由来の殺虫性のタンパク質CBH351 subsp.B. thuringiensis tolworthi

を合成する遺伝子が導入されている．このタンパク質は， の人工胃液Cry9C pH 2.0

消化試験および ℃， 分間の加熱試験において比較的安定であった．これらの90 10

ことから 年に米国環境保護庁はヒトに対して食物アレルギーを誘発する可能性1998

を否定できないとして追加試験を求め，飼料用に限って栽培を許可していた ．しか90)

し， 年 月以降，アメリカ合衆国において， 系統が食品への混入して2000 9 CBH351

いることが明らかとなり， 年度以降作付けを行うことが禁じられている．2001

我が国における食品としての遺伝子組換え体の安全性評価は， 年 月に1991 12

厚生省 当時 が策定した，組換え 技術などを用いたバイオ食品などの安全性( ) DNA

を確保するための「組換え 技術応用食品・食品添加物の安全性評価指針」かDNA

らはじまった．この指針の対象は，組換え 技術を応用して製造された食品のうDNA

ち組換え体そのものを摂取することのない食品・食品添加物で生産物が既知のもの

と同一または同一とみなしえるものに限られていた． 年 月には，組換え体そ1996 2

のものを摂取する場合に対応するため安全性指針の改正が行われた．その後，遺伝

子組換え食品の開発や実用化が，国際的にも急速に広がってきており，さらに新し
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い食品の開発が進むことも予想されたため，食品衛生調査会の審議結果を踏まえ，

安全性審査未了の 食品が国内で流通しないように安全性審査を義務づける制GM

度を法的に確立することとなった．そして，組換え 技術応用食品及び添加物のDNA

安全基準が設定された ．これにより， 系統 トウモロコシを含む食品
18, 19) CBH351 GM

としての安全性審査未了の 農作物について， 年 月より，日本国内でのGM 2001 4

流通が法的に禁止されている．

本章における研究は， 系統 トウモロコシが国内で流通することがなCBH351 GM

いように，高感度に 系統を検知する方法の開発を目標とした．そのために，CBH351

系統に導入されている 配列を特異的に検知するプライマーの開発，CBH351 DNA

条件の検討を行った．PCR
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Ⅵ－２ 実験方法

Ⅵ－２－１ 試料および試薬

材料1)

トウモロコシ ：次の 品種の乾燥種子を米国より直接入手し，使用まで( ) 7Zea mays

℃で保存した．-20

・旧アベンティスクロップサイエンス社が開発した害虫抵抗性および除草剤

glufosinate CBH351 (CBH351)耐性トウモロコシ の後代品種スターリンク
TM

・シンジェンタシード社 旧 ノースラップキング社 が開発した害虫抵抗性および除( )

glufosinate Bt11 (Bt11)草剤 耐性 の後代品種

・シンジェンタシード社 旧 チバシード社 が開発した害虫抵抗性 の後代( ) Event176

(Event176)品種

MON810 (MON810)・モンサント社が開発した害虫抵抗性 の後代品種

glyphosate GA21 (GA21)・モンサント社が開発した除草剤 耐性 の後代品種

・バイエルクロップサイエンス社 旧 ヘキストシェーリングアグレボ社 が開発した除( )

glufosinate T25 (T25)草剤 耐性 の後代品種

(non-GM ) Hybrid1412・デイリーランド社の非組換えトウモロコシ品種 トウモロコシ

( ) 2 -20ダイズ ：次の 品種の乾燥種子を米国より直接入手し，使用までGlycine max

℃で保存した．

・モンサント社が開発した除草剤 耐性 の後glyphosate 40-3-2 Roundup Ready Soy®

Variety AG3301 (RRS)代品種

・非組換えダイズ品種 として米国オハイオ州産種子(non-GM soy)

その他の穀類：次の 農作物を入手し，使用まで ℃で保存した．3 -20

・コメ は， 年産キヌヒカリ品種を中国農業試験場から入手した．( ) 1998Oryza sativa
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・コムギ は，ハルユタカ品種を用いた．( )Triticum aestivum

・オオムギ は， 品種を用いた．( ) HarringtonHordeum vulgare

試薬2)

・アガロース：宝酒造㈱製 「 」LO3 TAKARA

DNA λDNA dIII Digest 1 kbp・ マーカー：ニューイングランドバイオラブ社製 ，Hin

ラダー， ラダー100 bp

DNA Applied Biosystems AmpliTaq Gold・ ポリメラーゼ： 社製
TM

PCR Applied Biosystems PCR buffer II・ 緩衝液： 社製

・オリゴヌクレオチドプライマー：グライナージャパンに合成委託した逆相カートリッ

ジ精製品

・水： 超純水装置 アドバンテック㈱製 により精製したものCPW-200 ( )

他の試薬は，すべて特級品を用いた．

試薬の調製3)

・ 緩衝液TE

・ 緩衝液TAE

以上は，Ⅱ－２－１ 試薬の調製に同じ．3)

装置4)

使用した機器および装置は， Ⅳ に同じ．ただし，サーマルサイクラーは，Table -1

リサーチ社製 を用いた．MJ PTC-200

Ⅵ－２－２ 方法

の抽出方法1) DNA

シリカスピンカラムを用いるキット 社製 を用い，Ⅴ(QIAGEN DNeasy Plant Maxi Kit)
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－２－２ 1) の抽出方法と同様に操作した．DNA

抽出した の純度の検定法および抽出した 量の定量法2) DNA DNA

2) DNA 3) (1)Ⅱ－２－２ 抽出した の純度の検定法および，Ⅱ－２－２ の

吸光度からの抽出した 量の定量法と同様に操作し，抽出した の260 nm DNA DNA

DNA PCR DNA 10 ng/µL純度の検定および抽出した 量の定量を行った． 用 溶液は

の濃度にして ℃で保存した．-20

プライマーの設計3) PCR

内在性遺伝子検知用プライマーの設計(1)

抽出された が， に十分な程度に精製されておりかつ分解を受けてDNA PCR

ZE01/いないことを確認するために，トウモロコシについては第Ⅲ章に示した

プライマー，ダイズについては第Ⅱ章に示した プライZE02 Le1 01-5'/ Le1 01-3'

マー，コメ，コムギおよびオオムギについては，第Ⅳ章に示した らの報Allmann

告 をもとに真核生物の共通 配列を検知する プライマーを，
60) DNA TR03/ TR04

それぞれ設計した． Ⅵ にプライマー配列および 産物の長さを示Table -1 PCR

す．

シークエンス用プライマーの設計(2)

社の提供している より， 系統に導入されたAGBIOS GM database CBH351

B.DNA CBH351配列構造を調べた ． 系統に導入された遺伝子は
91)

subsp. cauliflowerthuringiensis tolworthi cry9C由来の 遺伝子であり，これは

由来の プロモーター と 由来 ターミネmosaic virus (CMV) 35S (P-35S) CMV 35S

cry9C Petuniaーター に制御されている．また， 遺伝子の 末端には(T-35S) 5'

由来の のリーhybrida cab22Lphotosynthetic 22L chlorophyll a/b binding protein ( )

ダー配列が導入されている．シークエンス用のプライマーとして， 部分かP-35S

CM01 GenBank Accession No. J02046ら第Ⅱ章で報告した を選択するとともに，

および文献 をもとに 領域から プライマーを設計した．導入され
71) T-35S T35S2-3'
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た 構造とシークエンスした部分の模式図を Ⅵ に，プライマー配列DNA Fig. -1

を Ⅵ に示す．Table -1

検知用プライマーの設計(3) CBH351

シークエンス結果を基に， 社 をApplied Biosystems Primer Express software

使用し， 値は ℃で 検知用プライマーの設計を行った．設計Tm 60 ± 1 CBH351

したプライマーの位置を Ⅵ に，プライマー配列を Ⅵ に示す．Fig. -1 Table -1

条件4) PCR

反応液の組成は， ， ， ，PCR 1 × PCR buffer II 200 µmol/L dNTP 1.5 mmol/L MgCl2

各 ， プライマー， ポリメラーゼおよび 鋳型0.5 µmol/L 5'- 3'- 0.625 units DNA 25 ng

を含み，全量 とした． はサーマルサイクラー リサーチ社製DNA 25 µL PCR (MJ

を用い， 温度条件は，プレインキュベーション ℃で 分の後，熱PTC-200) PCR 95 10

変成 ℃で 分，アニーリング ℃で 分，伸長反応 ℃で 分を サイ95 0.5 60 0.5 72 0.5 1

クルとして サイクル行い，最後に ℃で 分の伸長反応を行った．40 72 7

シークエンス方法5)

シークエンスは， 産物のダイレクトシークエンスを日本製粉㈱に委託しDNA PCR

た．シークエンスする 断片を得るための は，次の条件で行った．DNA PCR

溶液の組成は， ， ， ，PCR 1 × PCR buffer II 200 µmol/L dNTP 1.5 mmol/L MgCl2

各 ， プライマー， ポリメラーゼおよび 鋳型0.5 µmol/L 5'- 3'- 1.25 units DNA 25 ng

を含み，全量 とした． 温度条件は，プレインキュベーション ℃でDNA 25 µL PCR 95

分の後，熱変成 ℃で 分，アニーリング ℃で 分，伸長反応 ℃で 分10 95 1 60 2 72 2

を サイクルとして， サイクル行い，最後に ℃で 分の伸長反応を行った．1 40 72 7

アガロースゲル電気泳動法および泳動像の撮影方法6)

Ⅳ－２－２ アガロースゲル電気泳動法および泳動像の撮影方法に同じ．7)
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Ⅵ－３ 結果

シークエンスの解析と 検知用プライマーの設計1) DNA CBH351

より抽出された を鋳型にして，シークエンス用プライマー対によりCBH351 DNA

を行いシークエンスしたところ， の 配列の情報を得た．この配列PCR 2,414 bp DNA

cauliflower mosaic virus genome (GenBank Accession No. J02046) petunia情報と， ，

同 および らの特gene for chlorophyll a/b binding protein ( X02359) De Roeckcab22L

許文書 中の の と比較した． 遺
92) SEQ ID No.3 improved cording regioncry9C cry9C

1,878 bp SEQ ID No.3 improved cording region伝子は長さが と予想され， の cry9C

と 塩基配列が一致した．また， 遺伝子の 末端側には のDNA N No. X02359cry9C

塩基配列の第 塩基と同一な領域があった．この結果をもとに，DNA 171-231

検知用 側プライマーとして， 領域から第Ⅲ章で報告した をCBH351 5' P-35S CM03

cab22L cry9C選択するとともに， のリーダー配列領域より を設計した．また，CBH1-5'

遺伝子より 側プライマーとして を設計した． Ⅵ および Ⅵ に3' CBH1-3' Fig. -1 Table -1

示すとともに， 検知用プライマーを用いた 増幅産物の 塩基配列CBH351 PCR DNA

を Ⅵ に示す．Fig. -2

検知用プライマーの特異性と検知感度2) CBH351

設計したプライマーの特異性は，トウモロコシ ， ， ， ，(non-GM Event176 Bt11 T25

および とダイズ ダイズおよび ダイズ ，コメ，コムギ，オMON810 GA21) (non-GM GM )

DNA PCR CM03 CBH1-3'オムギの各種子から抽出した を鋳型として を行った． －

プライマー対および － プライマー対を用いた場合ともに，偽陽性のCBH1-5' CBH1-3'

見られない より抽出した試料にのみに予想される長さの増幅産物が得られCBH351

た．電気泳動写真を Ⅵ に示す．また，これらの増幅産物についてシークエンFig. -3

スを行ったところ， Ⅵ に示した 塩基配列と一致した．検知下限を調べるFig. -2 DNA

ために 粉末と トウモロコシ粉末を混合し， を ， ，CBH351 non-GM CBH351 0.05 0.1

， ， 含有したトウモロコシ試料を調製し， を抽出後 を行った．そ0.5 1 5 % DNA PCR
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の結果 － プライマー対を用いた場合には ％， －CM03 CBH1-3' 0.05 CBH1-5'

プライマー対を用いた場合には 混合したものまで検知可能であった．CBH1-3' 0.1 %

Ⅵ に示す．Fig. -4

Ⅵ－４ 考察

系統を高感度に検知する方法の開発1) CBH351

2001 4 GM年 月より，我が国において食品としての安全性審査が終了していない

農産物およびそれを原料とする食品の流通が禁止されている． 系統は，現CBH351

在我が国で食品および飼料としての安全性審査が未了のため， 系統を検CBH351

知した場合は，直ちに当該食品の回収等の措置がとられる．そのため， 系CBH351

統の検知には高い特異性を有している必要がある．高い特異性を有するか否かは，

主にプライマー対の設計にあり，導入 構造を特異的に検知するプライマー対とDNA

して，一方を目的遺伝子の から，他方を とは異なる 領域であるcry9C cry9C DNA

P-35S CBH351または リーダー配列から設計していることが，偽陽性のない，cab22L

系統に特異的な検知を可能にしている．このプライマーの検知領域である

リーダー配列 の 構造は， 系統のみがもつ[P-35S]-[ ]-[ ] DNA CBH351cab22L cry9C

構造である．特異性の高い検知に加え，検査では，実用性も重要な点である．DNA

本章において の抽出には，有害な有機溶媒を使用しないシリカスピンカラムをDNA

用いるキットを使用し，環境および分析従事者に対する負荷を低減している．さらに，

増幅産物の長さを ～ 程度にすることにより，加工食品を対象とした検査100 200 bp

が可能である．本法の感度は， 程度まで検知可能であり，これは 由0.05 % CBH351

来のゲノム 量は約 に相当する． 系統には の発DNA 0.0125 ng/ tube CBH351 cry9C

3.9 ×現カセットが１カ所のみに挿入されていることと，トウモロコシのゲノムサイズが

であることから計算すると，ターゲットのコピー数は チュー10 bp/ haploid genome 19 67)

ブ中に コピー程度存在することになる．理論的に鋳型が チューブ中に コピ1.4 1 1

ー存在すれば は進行する．本結果は１コピーに近いため，理想的な の抽PCR DNA
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出法，プライマーの設計および 条件が選択できていると考えられる．以上からPCR

系統を高感度で検知する方法の開発に成功したと結論した．CBH351

厚生労働省検疫所および地方自治体衛生部局のモニタリングでの利用2)

本法で作製したプライマー対 － は，厚生労働省において 研究CM03 CBH1-3' 17

室による 試験が行われ ，すでに厚生労働省の「組換え 技術応用Validation DNA93)

食品の検査方法」 に 検知用プライマーとして採用され，厚生労働省の検94) CBH351

疫所および地方自治体の衛生部局によりモニタリングされている．本法は， 産PCR

物の由来を確実にするための制限酵素サイトは調べられていない．しかし，「組換え

技術応用食品の検査方法」では， － とともに のDNA CM03 CBH1-3' [ ]-[T-35S]cry9C

検知を同時に行い，確実に 系統を検知することを可能としている．CBH351
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系統に導入されている 配列の模式図および 増幅部位Fig.VI-1 CBH351 DNA PCR

－ プライマー対は，シークエンス用に作製した．CM01 T35S2-3'
プライマー対 および は， 検知用に作製した．a b CBH351

内に予想される増幅長を示す．( )
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系統のシークエンス結果Fig. VI-2 CBH351

矢印 は， 配列の由来および位置を示す．( , ) DNA
の開始コドン は白抜き文字で示し，そのアデニンを１として番号を付けた．cry9C (ATG)

検知用に設計したプライマー位置を中抜き矢印 で示した．( )
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系統検知用プライマー対の特異性Fig. VI-3 CBH351

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

プライマー対 を使用A: a
プライマー対 を使用B: b

1: non-GM , 2: Event176, 3: Bt11, 4: T25, 5: MON810,トウモロコシ

ダイズ コメ コム6: GA21, 7: CBH351 8: non-GM , 9: RRS, 10: , 11:
ギ オオムギ ネガティブコントロール なし ネガ, 12: , 13: (DNA ), 14:
ティブコントロール プライマーなし ラダー( ), M: 100 bp
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系統検知用プライマーの検知感度の確認Fig. VI-4 CBH351

は，プライマー対により予想される増幅長を示す．

プライマー対 を使用A: a
プライマー対 を使用B: b

トウモロコシ 含有トウモロコ1: non-GM , 2: 0.05% CBH351
シ 含有トウモロコシ 含, 3: 0.1% CBH351 , 4: 0.5% CBH351

, 5: 1% CBH351 , 6: 5%有トウモロコシ 含有トウモロコシ

含有トウモロコシ 含有トウモロコCBH351 , 7: 20% CBH351
シ ネガティブコントロール なし ラダー, 8: (DNA ), M: 100 bp
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第Ⅶ章 結論

Ⅶ－ 遺伝子組換え体の検知技術1

遺伝子組換え体の検知技術は，多くの農作物を海外に依存せざるを得ず，都市

中心の分業的社会が進み，生産者と消費者の距離が離れつつある中で，消費者の

「何を食べているか」という疑問に答える一つの技術として重要である．同時に，食品

企業にとって原料の品質管理のため，また，行政にとって食品として安全性審査の

終了した 食品の表示制度や，安全性審査未了の 作物・食品の輸入，流通GM GM

等を防ぐための施策を科学的に支え，補強するための技術として必要である．

Ⅶ－ 本研究において解決した問題2

本研究の課題は，第Ⅱ章から第Ⅳ章は，食品としての安全性審査の終了している

農作物・食品を対象とした検知技術の開発であり，第Ⅴ章は導入されているGM

構造が未知の 作物であっても，その構造の推定する方法の開発，第Ⅵ章DNA GM

は食品として安全性審査未了の トウモロコシ 系統を高感度に検知するGM CBH351

技術の開発である． Ⅶ に内容を示し，次に詳述する．Fig. -1

食品としての安全性審査の終了している 農作物を対象にした検知技術の1) GM

開発

本技術は，食品としての安全性審査の終了している食品に対する表示制度を，支

えるためのものである．最終的な課題としては， ハンドリングの確認を科学的に行IP

うため，農産物・食品からの による 定量技術の開発をめざしているが，本PCR GMO

研究では，農産物・食品からの 定性検知技術の開発を行うことを目標とし，GMO

ダイズ 系統， トウモロコシ 系統の定性検知技術の開発を行った．GM 1 GM 5

ダイズ 系統の検知技術の開発(1) GM 40-3-2
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第Ⅱ章では，世界で最も栽培・流通している ダイズ 系統 をGM 40-3-2 RRS

対象にして，ダイズ種子およびその加工食品からの の定性的な検知技術RRS

の開発を行った． 抽出は，セチルトリメチルアンモニウムブロミドを用いるDNA

方法 法 が有効であることを明らかにした． に特異的なプライマー，(CTAB ) RRS

PCR 0.05 % RRS 0.5条件を設定し，ダイズ種子においては ，豆腐においては

を含有したものまで検知が可能となった．また，丸大豆納豆・挽割り納豆% RRS

では，加熱・発酵過程により が分解し， の検知は困難であることを明DNA RRS

らかにし，広く加工食品に対応するためには， ～ 程度の短い増幅100 200 bp

断片長になるプライマーを設計する必要があることを示した．これは，ダイズおよ

びダイズ加工食品からの組換え 配列の定性検知について，我が国におDNA

いて最初に，検知感度に言及した報告を行ったものである．

トウモロコシ ， ， ， ， の検知技術の(2) GM (Bt11 Event176 MON810 T25 GA21)

開発

RRS GM GMO第Ⅲ章および第Ⅳ章では， ， ワタと共に世界で成功している

4 GMであるトウモロコシを対象にした．第Ⅲ章では，当時流通していた 系統の

トウモロコシ ， ， ， を対象に検知技術の開発を行(Bt11 Event176 MON810 T25)

った．トウモロコシ種子からの の調製は，ダイズと同様に 法が有効DNA CTAB

であることを明らかにした． 系統 トウモロコシを検知する特異性の高いプ4 GM

ライマーおよび 条件の設定を行い， においては ，その他のPCR Bt11 0.01 %

系統では トウモロコシを含有したものまで個別に検知することがGM 0.05 % GM

可能になった．さらに， ， ， を簡便に検知するBt11 Event176 MON810

を検討し， 程度まで トウモロコシを含有したものまで検Multiplex PCR 1 % GM

知可能となった．第Ⅳ章では，新しく 系統の安全性審査が終了したため，GA21

系統の トウモロコシ ， ， ， ， の検知5 GM (Bt11 Event176 MON810 T25 GA21)

技術の迅速・簡便な開発を行った．また， 抽出法についても再検討し，シDNA

リカスピンカラムキットを用いる抽出法 シリカスピンカラム法 は，ダイズ種子およ( )

びトウモロコシ種子から 法と同程度の が抽出が可能であることを明CTAB DNA



- 145 -

らかにした．シリカスピンカラム法は，クロロホルム等の有害な有機溶媒を使用し

ないため，環境および作業者に対して安全性の向上が図られた． 系統 ト5 GM

ウモロコシは，各 トウモロコシに特異的なプライマーと 条件の設定を行GM PCR

うことにより， で ～ 程度まで検知および判別が可能なMultiplex PCR 0.1 0.5 %

技術の開発に成功した．従来は，各 トウモロコシの鑑別は，個別に検査すGM

る必要があったが，本技術により１本のチューブ内で 系統 トウモロコシを5 GM

特異的に鑑別できるようになり，特許 「遺伝子組換えトウモ3502906 (2003/12/19)

ロコシ及びこれを含む加工食品からの組換え遺伝子の検知方法」を取得した．

の適用には， トウモロコシの定量に先行して行うことにより，Multiplex PCR GM

定量対象となる トウモロコシを簡便にスクリーニングすることが想定される．GM

作物に導入されている 構造の推定法の開発2) GM DNA

non-GMO GMO GMO DNA検知技術の開発には， と ，そして に導入されている

配列の解析が不可欠である．そのため，未知の 作物に対しては，それらが入手GM

できないため分析法の開発および分析は不可能になる．しかし，同じ供与 配DNA

列が複数の農作物の形質転換に用いられていることに注目し，構造遺伝子，プロモ

ーター，ターミネーターおよびその他の 配列 セグメント の計 セグメンDNA (DNA ) 11

トの検知を特異的に行い，各セグメントが検知できるか，できないかをプロファイルす

ることにより，導入されている 配列の構造の推定が可能となった．今後は，増加DNA

の予想される 作物に対しても，より正確な構造の推定を行うために，検知可能なGM

セグメントの数を増やすことが課題となる．また，検査には長時間を要すため，DNA

アレイ技術を用いてセグメントおよび 系統特異的検知を効率よく行う方法DNA GM

を開発する必要があると考えられる．

食品として安全性審査未了の トウモロコシ 系統の検知技術の開発3) GM CBH351

第Ⅵ章は，食品として安全性審査未了の トウモロコシ 系統の検知技GM CBH351

術を開発した． 系統を入手し， Ⅶ に従い検知技術を開発した．プラCBH351 Fig. -2
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イマーの一方を構造遺伝子，他方をその他の配列から設計し，その増幅長が ～100

になるように設計を行い，非特異的なバンドのでない ポリメラーゼの選200 bp DNA

択， 条件の設定を行った．これにより， ～ 程度 系統が含まPCR 0.05 0.1 % CBH351

れるものまで確実に検知する技術を開発した．本技術は，既に厚生労働省「組換え

技術応用食品の検査方法」 に採用され，検疫所および地方自治体の衛生部DNA 94)

局により，現在利用されている．

今後の 農作物の検知技術開発において考慮する点4) GM

今後も開発が予想される新しい 農作物の定性検知技術の開発においては，GM

第Ⅱ章から第Ⅳ章に示した ダイズ・トウモロコシの定性検知技術の開発の手順GM

をそのまま適用することが可能である．そのアプローチ法を Ⅶ に示す．まず，Fig. -2

と の入手が検知技術の開発の前提となる．そして，対象がダイズ，トGMO non-GMO

ウモロコシ，コメ，コムギ，オオムギの種子である場合は，第Ⅳ章に示したシリカスピン

カラム法がそのまま利用でき，その他の農作物である場合は， 抽出法の検討DNA

および評価を行う必要がある．評価の点は， の残存していない長鎖の がRNA DNA

抽出できること，夾雑物のない に適した であること， を行うのに十分PCR DNA PCR

な量が抽出できることである．さらに，抽出に有害な有機溶媒を使用しないものであ

ることが望ましい．また，この時点で， に適した であることを検討するためPCR DNA

に当該農作物の内在性遺伝子の探索と内在性遺伝子検知用プライマーの設計を行

う必要がある．その後， 農作物に導入されている 配列の調査・解析を行っGM DNA

た後，組換え体検知用プライマーの設計と，必要に応じて当該農作物のもつ内在性

遺伝子用プライマーの再設計を行い， 条件の設定を行う．最後に，特異性検知PCR

感度の確認を行い，不十分であればプライマーの再設計や 条件の再設定を繰PCR

り返し，十分であれば 農作物の検知技術の開発が終了となる．現在，我が国にGM

おいては， ハンドリングを行った時の ダイズ・トウモロコシ中に意図せざるIP non-GM

混入として ダイズ・トウモロコシは混入許容値 以下 とされている．また，GM 5 % 19, 20)

EU GMO non-GMO GMO，韓国においても の表示制度が定められており ， への
85, 95)
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の混入許容値は，それぞれ および である．この許容値が，当面開発の際0.9 % 3 %

5に必要な検知感度と考えられる．組換え体検知用プライマーについては，「Ⅰ－

新しく導入された 配列を検知する方法」に示す検知部位による 法の2) DNA PCR

100特異性の違いを考慮する必要がある．さらに，広く加工食品に対応するために，

～ 程度の増幅断片長となるように設計することが望ましいと考えられる．内在200 bp

性遺伝子検知用プライマーについては，対象が農作物である場合には特異的な内

在性遺伝子である必要はなく，真核生物がもつ共通配列なども使用可能である．し

かし広く加工食品から検査する場合には，増幅断片長や感度にばらつきが生じない

ように検査対象農作物に特異的な内在性遺伝子を探索する必要がある．そのため，

農作物の加工・流通実態にあわせた品種，近縁種や他の種についてプライマーの特

異性を検討する必要があると考えられる．本アプローチは，第Ⅴ章および第Ⅵ章に

おいて用いられ，検知技術の開発に成功した．さらに，定量 法に必要な系統特PCR

異的プライマーを設計する際にも，本アプローチに寄った．なお， ダイズ・トウモGM

ロコシの定性検知技術の開発後の重要な課題である農産物・食品からの によるPCR

定量技術の開発には，スピンカラムを用いた の抽出法および各 にGMO DNA GMO

導入されている組換え 配列の情報も，定量技術の開発の際に利用された．定DNA

量法は，既に農産物 ，一部の加工食品 において実用化されている．次に，本96) 97, 98)

研究後の検知技術の進展を示す．

Ⅶ－ 本研究後の検知技術の進展3

本研究の後， ダイズ 系統 および トウモロコシ 系統 ，GM 1 (RRS) GM 5 (Bt11

， ， ， を対象とした定量検知技術の開発に，成功してEvent176 MON810 T25 GA21)

いる ． Ⅶ に示すアプローチ法をもとに， および トウモロコシ 系統96) Fig. -2 RRS GM 5

を特異的に検知するプライマー，および 農作物に幅広く利用されている ，GM P-35S

を検知するプライマーを設計した．さらに，ダイズ内在性遺伝子として ，NOS ter 1Le

トウモロコシ内在性遺伝子としてスターチシンターゼ を選択し，内在性遺IIb ( )zSSIIb
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伝子検知用プライマーを設計した．これらのプライマーは加工食品の定性検知にも

使用可能とするため， ～ 程度に設計されている．この 増幅産物をプ100 150bp PCR

ラスミド上につなぎ， または トウモロコシ 系統を定量するための標準分子RRS GM 5

®
とした．様々なコピー数の標準分子溶液を鋳型 溶液とし， 社のDNA Roche TaqMan

を利用したリアルタイム により，組換え 配列の数および内在性chemistry PCR DNA

遺伝子の数を定量するための検量線をそれぞれ作成した．まず，純粋な ダイズGM

またはトウモロコシから抽出した 溶液を用い，系統ごとの 組換え 配列のDNA ( DNA

数 ／ 内在性遺伝子の数 の比率を求めた 式 ．) ( ) ( 1)

純粋な 系統から抽出した 中の組換え 配列の数GM DNA DNA
( 1)内標比 = ・・・ 式

純粋な 系統から抽出した 中の内在性遺伝子の数GM DNA

この比率は，各 系統種子中で一定の値であり，以降これを「内標比」と呼ぶ．定GM

量値が未知の試料について，その試料から抽出した 中の 組換え 配列のDNA ( DNA

数 ／ 内在性遺伝子の数 の比率を測定し，その値を内標比で除すれば，未知試料) ( )

中の混入率が算出される 式 ．( 2)

1未知試料から抽出した 中の組換え 配列の数DNA DNA
× 100= ×

未知試料から抽出した 中の内在性遺伝子の数 内標比DNA
( 2)・・・ 式

この定量法は，日本，韓国，米国の ヶ所の研究室の協力により妥当性確認試験15

が行われ ，定量法として確立しており，我が国の標準分析法として，独立行政法人99)

農林水産消費技術センター発行の「 分析試験ハンドブック 遺伝子組換え食JAS

(JAS ) DNA品の検査・分析マニュアル ハンドブック 」および，厚生労働省「組換え100)

技術応用食品の検査方法 」に採用・公開されている．これには， 抽出法とし
94) DNA

て，スピンカラムを用いた の抽出法が，一部改変されて採用されている．DNA

Ⅶ－ 検知技術の国際的な検討4 GM

定量値GM
(%)
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現在， ，韓国等多くの国々で 食品の表示制度が決められており，同時にEU GM

その監視に必要な検知技術の標準化が検討されている．また，前述した定量法につ

いては，韓国においても標準分析法として利用されている ． の検知技術の
95) GMO

国際的な検討としては， 委員会 と国際標準化機構 において進めらCODEX (ISO)10) 101)

れている． 委員会は， 合同食品規格計画の実施機関として，CODEX FAO /WHO8) 9)

年に設立した国際政府間組織である． 食品の世界的な流通が拡大する一1962 GM

方で，その安全性に関する国際的な関心が高まり， 食品を含むバイオテクノロジGM

ー応用食品について国際的な基準や指針あるいは勧告を策定することを目的として，

「バイオテクノロジー応用食品特別部会」が， 年に設置された．この特別部会に2000

設けられた 食品の分析方法に関するワーキンググループにおいて，加盟国・関GM

係機関が採用または開発中の検査方法に関する情報収集が行われた．本研究にお

いて開発した組換え体の検知法も，当ワーキンググループに報告された ．一方
102)

は，物質およびサービスの国際交換を容易にし，知的，科学的，技術的およびISO

経済活動分野における国際間の協力を助長するために，世界的な標準化およびそ

の関連活動の発展活動を計ることを目的とする非政府組織である．その中で，遺伝

子組換え体及びその由来製品の標準化は，食品専門委員会である の作業グTC34

ループ において進められている．我が国では，独立行政法人農林水産消費(WG7)

技術センターを中心に，本研究をもとに開発された 法を用いた遺伝子組換え体PCR

の定量法 の国際標準化を目指している．
96, 99)

Ⅶ－ 今後の 農作物の検知技術5 GM

今後の 農作物の検知技術は，加工食品からの定量技術の開発と，安全性審GM

査が終了してますます商品化される系統数の増えてくる 農産物への対応が重要GM

になっている．また，カルタヘナ法への対応として，安全性審査未了の 作物がGM

国内に入ってこないように水際で検査する方法も求められる．さらに， トウモロコGM
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シでは， 系統同士を掛け合わせた品種 スタック品種 の定量の問題がある．スタGM ( )

ック品種は，１ゲノムあたりで各系統をそれぞれに定量してしまうため，正確に定量す

るためには穀粒を１粒ずつ数多く検知することになる．しかし，１粒ずつの定量は，手

間とコスト面から現実的には困難である．加えて，加工食品からの定量も難しくなる．

このように， 農作物を巡る検知技術には，難しい問題が山積しており，現在，独GM

立行政法人食品総合研究所を中心にこれらの問題の解決に向けて，開発が行われ

ている．

本研究が，世界的な検知技術の標準化と適切な表示制度の維持に役立ち，消費

者が遺伝子組換え技術をどのように受け入れるかを考える一助になることを願ってや

まないものである．
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Ⅶ 本研究において開発した 検知技術と今後の課題Fig. -1 GMO

農産物・食品からの
定性検知技術の開発

1 系統GMダイズ(40-3-2系統; RRS) と，
5 系統GMトウモロコシ(Event176，Bｔ11，MON810，
T25，GA21) の定性検知が可能になった．

●ダイズ・トウモロコシ種子からのDNA抽出法の検討した
CTAB法およびシリカスピンカラム法が有効である．

●各GMに特異的なプライマーの設計を行い，
検知感度を明らかにした．
ダイズは， 0.05 %  
トウモロコシは，

個別に検知する場合，
0.01 %  Bt11,  0.01 %  Event176, MON810, T25

5系統のMultiplex PCRにより検知する場合，
0.1 ～ 0.5 %  Event176, Bt11,  MON810, T25，GA21

● 分析の高度化，簡便化を検討した．
ダイズについて，
加工によりDNAは低分子化し，検知感度の低下や

検知が困難になる場合があることを明らかにした．

トウモロコシについて，
Multiplex PCRにより，3系統（Event176, Bt11, MON810）
または，5系統(Event176, Bt11, MON810, T25, GA21)の
簡便な検知・鑑別が可能になった．

農産物・食品からの
GMO定量技術の開発

食品としての安全性審査未了の
CBH351系統の定性検知が可能に

なった．

導入DNA構造の

推定法の開発

● 11セグメントを特異的に検知する
14プライマー対を設計した．
検知対象： pat, bar, cp4-epsps,

m-epsps, gox, cryIA(b), nptII,
Pr-act, P-35S, T-35S, NOS-ter

セグメント検知のプロファイルに
より，GM 作物の導入DNA構造の
推定が可能になった．

「GM定量技術の開発」に寄与した知見
・ダイズ、トウモロコシのDNA抽出法
・ RRS, Event176, Bt11,  MON810, T25，GA21の
シークエンス情報

・ GMO検知用プライマーの作製方法

高感度な定性
検知技術の開発

厚生労働省「組換えDNA技術応用食
品の検査方法について 」に採用された

●DNA抽出はシリカスピンカラム法を採用

●CBH351系統に特異的なプライマーの

設計を行い，検知感度を明らかにした．

PCR増幅産物長：170 bpおよび103 bp
検知感度： 0.1 ～ 0.5 %

今後の課題

GM作物数の増加に対応するための，
1. 検知可能なDNAセグメント数の増加
2. DNAアレイ技術による検知の効率化
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より，GM 作物の導入DNA構造の
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●DNA抽出はシリカスピンカラム法を採用
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Ⅶ 法による からの組換え 配列の定性検知技術の開発アプローチ図Fig. -2 PCR GMO DNA

DNA抽出法の検討

特異的か？
検知感度は充分

か？

GM農作物に導入されている

遺伝子構造の調査・解析

検知用プライマーの設計
PCR条件の設定

Yes

No

開発完了

GM, non-GM農作物の入手

当該農作物の内在性遺伝子
の探索・プライマー設計

評価に

使用DNA抽出法の検討

特異的か？
検知感度は充分

か？

GM農作物に導入されている

遺伝子構造の調査・解析

検知用プライマーの設計
PCR条件の設定
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開発完了

GM, non-GM農作物の入手

当該農作物の内在性遺伝子
の探索・プライマー設計
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和文摘要 

題目  

   遺伝子組換えダイズ・トウモロコシからの組換え DNA 配列の検知法の開発 

   

 世界的に遺伝子組換え技術を利用して開発された農作物の実用化が進んでおり，

我が国においても食品としての安全性審査の終了したダイズ，トウモロコシ等 73

系統(2005 年 12 月 15 日現在)の商品化が可能になっている．一方で，消費者の不安

は拭いきれずにいる．そのため，この技術の食品への応用について社会的合意を得

る一つの手段として，2001 年 4 月から厚生労働省により遺伝子組換え(GM)食品の

安全性審査が義務化され，審査未了のGM食品の輸入・販売等が法的に禁止された．

同時に，農林水産省・厚生労働省により GM 食品の表示制度が実施されることにな

った．これらの施行には，信頼性と実用性の高い遺伝子組換え体の検知技術の開発

が必要である．本研究は，PCR 法を用いて，GM ダイズ・トウモロコシから組換え

DNA 配列の検知法を開発したものである． 

 Ⅰ章では，本研究の目的および，遺伝子組換え技術や GM 農作物・食品をめぐる

状況を記述した．Ⅱ章からⅣ章までは，安全性審査の終了した GM ダイズ・トウモ

ロコシを対象とした．Ⅱ章では，GM ダイズ(40-3-2 系統)およびその加工食品から組

換え DNA 配列の検知を行った．DNA 抽出は，セチルトリメチルアンモニウムブロ

ミド(CTAB)を用いる方法が有効であることを示した．種子，豆腐からは組換え DNA

配列の検知が可能であり，種子は 0.05 %，豆腐は 0.5 % GM ダイズを含有したもの

まで検知可能であった．丸大豆納豆・挽割り納豆では，通常の PCR 条件では組換え

DNA 配列の検知は困難であった．しかし，挽割り納豆では，nested PCR 法によりダ

イズ内在性レクチン遺伝子の検知が可能であるため組換え DNA 配列の検知が可能

であると考えられた．さらに，市販豆腐 41 検体について本法を適用し，27 検体か

ら組換えDNA配列を検知した．Ⅲ章では，GMトウモロコシ 4系統（Bt11，Event176，

MON810，T25）から組換え DNA 配列の検知を行った．DNA 抽出は，ダイズと同

様に CTAB を用いる方法が有効であった．4 系統の GM トウモロコシを検知する特

異性の高いプライマーおよび PCR 条件の設定を行い，Bt11 では 0.01 %，その他の
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GM 系統では 0.05 % GM トウモロコシを含有したものまで検知可能であった．また，

Bt11，Event176，MON810 を簡便に検知する Multiplex PCR 法を検討し，各 1 % GM

トウモロコシを含有したものまで 1 回の PCR で検知可能であった．Ⅳ章では，Ⅲ章

で検討したGMトウモロコシ4系統に，新たに安全性が認められたGA21を対象に，

Multiplex PCR 法により 5 系統 GM トウモロコシの簡便な検知法の開発を行った．

DNA 抽出は，シリカスピンカラムを用いる方法が， CTAB を用いる方法と同様に

有効であった．本法により，各 GM 系統とトウモロコシ内在性ツェイン遺伝子を特

異的かつ確実に特定でき，各 0.5 % GM トウモロコシを含有したものまで検知可能

であった．我が国において，non-GM ダイズまたは non-GM トウモロコシを分別流

通した場合に意図せざる混入として許容される組換え体は 5 %以下であり，Ⅱ章か

らⅣ章に示した検知感度は十分に利用可能であると考えられた．Ⅴ章では，同じ有

用遺伝子が様々な農作物の形質転換に用いられていることに注目し，有用遺伝子，

プロモータ，ターミネータ領域 11 領域を特異的に検知するプライマー対の設計およ

びPCR条件の設定を行った．GMトウモロコシ7系統（Event176，Bt11，T25，MON810，

GA21，DLL25，MON802）に導入されている組換え DNA 配列を解析し，その結果

からプライマーを設計し，14 組の特異的なプライマー対を選択した．本プライマー

を用いた PCR 結果をプロファイルすることにより，導入 DNA 配列の構造が未知の

GM 農作物においても，その構造の推定が可能となり，安全性審査未了のものを含

めた GM 農作物の検知法として有用であると考えられた．Ⅵ章において，我が国に

おいて食品および飼料として安全性審査未了の GM トウモロコシ CBH351 系統の検

知法の開発を行った．CBH351 系統に導入されている DNA 配列を解析し，特異的な

プライマーの設計および PCR 条件の設定を行った．その検知感度は 0.05～0.1 %程

度であることを示した．Ⅶ章には，本研究によって得られた結論および本研究後の

検知技術の進展・課題を記述した． 
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ABSTRACT   
  

Method development for the detection of recombinant DNAs from 
genetically engineered soy and maize 

 
In recent years there have been significant advances in food biotechnology, 

including transgenic crop breeding and transgenic manipulation of organisms 
used in food production.  Crops developed by genetic engineering are grown 
in the US, Canada and other major crop-producing countries.  The estimated 
global area of approved genetically modified (GM) crops has grown rapidly.  
From 1.7 million hectares in 1996, which was the first year for commercial 
production of GM crops, to 81.0 million hectares in 2004, which is an increase 
of more than 47-fold.  The safety of genetically modified organisms (GMOs) 
currently in production for food use has been confirmed by the appropriate 
government authorities according to rigorous scientific tests in each country.  
In December 15, 2005, seventy-three GM crops, including soy, maize, potato, 
rapeseed, cotton, sugar beet, and alfalfa, had been authorized for commercial 
use in Japan. 

The general public, however, has shown concern over the use of GMOs.  
Protests from consumer groups and public demands have led to the 
requirement of the labeling of the presence of GMOs in food products.  Hence, 
the labeling system for GM foods has been mandatory from April 1, 2001, in 
Japan.  This system relates only to foods derived from GM crops.  The 
purpose of this system is to provide information regarding the use of GMOs 
and ensure the right of the choice of options regarding food selection for 
consumers.  In this system, foods are classified into three groups (those using 
GMOs, those using non-GMOs and those for which GMO use is not segregated 
during their production/distribution). Labeling is compulsory for GMOs and 
non-segregated foods, while it is optional for non-GMOs.  The foods requiring 
compulsory labeling are defined as “designated foods”, and the six main crops 
used as food materials (soybeans, corn, potatoes, rapeseed, cotton, and alfalfa) 
and 31 processed foods such as tofu, natto and corn confectioneries, are 
specified in the Quality Labeling Standards.  These thirty-one types of 
processed foods are designated as those in which recombinant DNA (rDNA) or 
the resulting protein still exists even after processing.  Agricultural products 
can be regarded as "non-GMO” when it is confirmed that they are treated under 
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"Identity Preserved Handling (IP-handling)" in their production/distribution 
processes.  Even if such measures are adopted, unintentional commingling is 
inevitable.  In Japan, the threshold level of unintended commingling of GMO 
is 5 % in the cases of soy and maize.  As for the safety assessment of GM 
foods, mandatory requirements were introduced on April 1, 2001. Thus any 
GM food that hasn’t had a safety assessment cannot be imported or sold in 
Japan. 

There is another concern about the environmental impact of GM crops.  
An environmental safety assessment of GM plants has been conducted by the 
Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries of Japan (MAFF) in accordance 
with “the Guidelines for Application of Recombinant DNA Organisms in 
Agriculture, Forestry and Fisheries” since 1989.  Meanwhile, in January 2000, 
the Conference of the Parties to the Convention on Biological Diversity 
adopted the Cartagena Protocol on Biosafety, which seeks to protect biological 
diversity from the potential risks posed by living modified organisms resulting 
from modern biotechnology. After Japan acceded to the Cartagena Protocol in 
November 2003, the Protocol and the “Law Concerning the Conservation and 
Sustainable Use of Biological Diversity through Regulations on the Use of 
Living Modified Organisms (Cartagena Protocol Domestic Law)”, which aims 
to secure precise and smooth implementation of the Cartagena Protocol, 
entered into force in February 2004 in Japan.  The environmental safety 
assessment of GM plants was then mandatory under the Cartagena Protocol 
Domestic Law.  Therefore, it is required that the method to obtain the 
information for the existence of unapproved GM plants. 

 As mentioned above, the labeling system of GM foods has been regulated, 
and mandatory requirements for safety assessment of GM foods and for 
environmental safety assessment of GM plants have been introduced.  The 
main purpose of these policies is to facilitate the acceptance of the utilization 
of GMOs.  To ensure steady implementation of these policies, development of 
GMO detection methods was needed.  Simultaneously, there was a need for 
food industries to guarantee the quality of raw materials.  The goals of these 
methods are the following: 1) to develop methods for detection of authorized 
GMOs for the items which require compulsory labeling and for quantitation of 
GMOs contained, 2) to develop a method for detection of unauthorized GMOs 
in foods, and 3) to develop a method that provides information about the 
existence of GMOs, including unapproved ones, and allows the prediction of 
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the construction of rDNA introduced into GMO.  
With this background, there is a strong need for technical and 

methodological elaboration on the GM crop identification. This study is a 
method development for the detection of rDNAs from GM soy and maize by 
using polymerase chain reaction (PCR).  GM soy and maize are widely grown 
in the world and many processed foods using them require compulsory labeling 
in Japan.  The presence of GMOs in test samples is determined when the 
rDNA sequence introduced into GMOs is detected from the test sample DNA.   

This thesis consists of seven chapters.  Chapter I shows the background 
information about GMO and the regulations for GMO in Japan.  Chapters II to 
IV show a method development for the detection of GM soy and GM maize 
where safety assessments for food were completed.   

Chapter II focuses on a line of GM soy, such as Roundup Ready® Soy 
(RRS), and its processed food, and shows: (1) DNA extraction method using 
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) was suitable for extraction from 
soy and soy products.  (2) PCR primers were designed from the introduced 
DNA sequence, and it was revealed that sensitivity and specificity of PCR 
detection depended on primers.  By using appropriate PCR primers, the rDNA 
could be detected in dry soy containing 0.05 % RRS and in tofu made from soy 
containing 0.5 % RRS.  The detection of rDNA from natto was difficult.  This 
result indicates that the detection of rDNA from heated and/or fermented foods 
might be difficult and suggests that the amplification length of 100 to 200 bp 
might be suitable for the GMO detection from processed foods.  

Chapter III is an examination of four lines of GM maize, such as Bt11, 
Event 176, MON810, and T25, and shows: (1) CTAB method was also suitable 
for extraction from maize.  (2) The specific PCR primers were designed from 
each line of GM Maize and their detection sensitivity was about 0.01 % for 
Bt11, and about 0.05 % for Event176, MON810 and T25.  (3) A multiplex 
PCR method for three lines of GM maize, such as Bt11, Event176 and 
MON810, was also developed and this enabled these 3 lines of GM maize in 
one tube to be distinguished according to the difference of their amplification 
lengths.  This sensitivity was about 1 %.   

Chapter IV focuses on GA21 GM maize, which was authorized for food 
use after the study shown in Chapter III, and shows: (1) DNA extraction 
method using a silica spin column kit was as competent as CTAB method in 
the quality of extracted DNA.  DNA extraction method using a silica spin 
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column kit is superior to CTAB method as a toxic organic solvent-free method.  
(2) After primers for Bt11, Event176, MON810 and T25 were re-designed, 5 
lines of GM maize were distinguishable by the multiplex PCR method.  The 
sensitivity was 0.5 to 0.1 % of each of the 5 lines of GM maize.   

Chapter V provides the method development for the prediction of the 
construction of rDNA introduced into unapproved GMO.  The rDNA segments 
such as promoter, terminator, enhancer, and trait gene are introduced into GMO, 
even though their selection and combination are different. The rDNAs 
introduced into Event176, Bt11, MON810, T25, GA21, DLL25, and MON802 
were sequenced, and fourteen primer pairs were designed to detect eleven 
different rDNA segments specifically.  The detection profiles of PCR 
amplifications by using these primer pairs suggest the combination of rDNA 
segments for GM crops.  Therefore, the construct of rDNA was predicted.  
This method could also be a fast and effective screening method by selecting 
the appropriate primer pairs in Chapter V.   

Chapter VI focuses on CBH351 GM maize (StarLink®), which is not 
authorized in Japan and accidentally contaminated corn grains imported from 
the US, and shows: (1) The rDNA introduced into CBH351 was sequenced and 
the specific primer pairs were designed to detect the specific rDNA regions for 
CBH351.  (2) This detection sensitivity was about 0.05 % to 0.1 %.  After the 
detection method for CBH351 was validated by MHLW, primer pairs in 
Chapter VI were adopted as the standardized method in Japan.  Chapter VII 
shows the results of this study and describes suggestions for the future 
development of a detection method for GMO.  The future development of a 
detection method for GMO could be performed by the same approach as this 
study, that is: (1) procurement of GMO and non-GMO, (2) choice of DNA 
extraction method, (3) analysis of introduced rDNA sequence, (4) design of 
primer pairs for detection, (5) evaluation of primer and optimization of PCR 
condition.  In the cases of nonspecific and/or low sensitive detection for GMO, 
re-design of primer pairs is needed. 

After the overall study, a quantitative PCR method for RRS, Event176, 
Bt11, MON810, T25 and GA21 was developed.  Referring to sequence results 
of each line of GMO in Chapters II to IV, the primers for quantitative PCR 
were designed, based on the above-mentioned approach.  After a method 
validation was performed by collaboration with fifteen laboratories in Japan, 
Korea, and the US, the quantitation method was adopted as the standardized 
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method in Japan. The extraction method by using the silica spin column kit in 
Chapter IV was also adopted as the standardized method in Japan.  

GM technologies have developed rapidly and many kinds of GMOs are 
utilized in our daily life.  This study will contribute to the sound maintenance 
of the GMO labeling system and the regulations concerning GMOs.  In 
addition, this study will also contribute to the model of the development of the 
detection method for GM crops for future applications, in order to serve the 
demands of consumers. 




