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組換え生物の検知技術の開発 
 

研究分担者 近藤一成 国立医薬品食品衛生研究所 代謝生化学部 室長 

研究要旨： 
第3世代を含めた遺伝子組換え（GM）作物の多様化が進んでいる。安全性未審査の遺伝

子組換え作物（以下、未承認GM作物と略す）の加工食品への混入は未然に防ぐことが求め
られている。そこで本研究では、第3世代を含めたGM作物の流通阻止を監視するシステム
の確立と、それらの検知技術の高度化及び新規検知技術の導入を検討した。すなわち、以
下に列挙する項目に関する検知技術開発を行った。１）コメ加工食品に混入した未承認遺
伝子組換えコメ由来の遺伝子コピー数の測定 食品衛生法により未承認GMコメの国内へ
の流通・販売は禁止されている。しかし、これまでに海外から輸出されたビーフンやコメ
粉などのコメ加工食品から害虫抵抗性の未承認GMコメの混入を認めている。いずれの加工
食品についてもGMコメの混入はきわめて微量であったため、次の課題としてより高感度な
GMコメ混入に関する検査法の確立が求められた。本研究では、コメ加工食品に混入した
GMコメ由来のDNA標的配列のコピー数をデジタルPCRにて測定し、GMコメの混入を正し
く判定できるDNA標的配列を評価した。２）亜硫酸塩漂白剤処理によるGM作物検査法へ
の影響---漂白剤処理されたドライフルーツからの内在性遺伝子の検知 市販されるパパイ
ヤ加工食品は、7種類の製品に細分類され、定性リアルタイムPCRを用いたGMパパイヤの
混入に関する検査が行われている。しかし、漂白剤（亜硫酸塩）処理されたドライフルー
ツの陽性対照試験は不検出となることが報告されている。そこで本研究では、亜硫酸塩処
理されたドライフルーツにおける陽性対照試験での不検出の実態を精査したので報告す
る。３）リアルタイムPCRを使用した新規ヒヨコマメ内在性遺伝子検知法の開発 昨年度、
ヒヨコマメに特異的で染色体上に1コピーのみ存在する9-cis-epoxycarotenoid dioxygenease
（CaNCED, GenBank no.AB771415）遺伝子のクローニングに成功した。本研究では、明ら
かとなったCaNCED配列を基に、リアルタイムPCR法を用いた新規ヒヨコマメ内在性遺伝
子検知法を開発した。４）未承認GM作物（ヒヨコマメ、バスマティ米）の食品への混入に
関する実態調査 国内で購入可能なヒヨコマメとバスマティ米食品のGM作物含有に関する
実態調査を行った。 
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Ａ．研究目的  
第 3 世代を含めた遺伝子組換え（GM）食品の

多様化が進んでおり、導入される遺伝子、それを
制御するプロモーターやターミネーターも様々で
ある。食品の安全性確保のために、多様な GM 作
物の食品への混入防止のための検査法開発が不可
欠である。そこで本研究では、第 3 世代を含めた
GM 食品の流通阻止を監視するシステムの確立と、
それらの検知技術の高度化及び新規検知技術の導
入を検討した。 

 
Ｂ．研究方法 
 
１）コメ加工食品に混入した未承認遺伝子組換え
コメ由来の遺伝子コピー数の測定 
 
試験に供したコメ加工食品（ビーフン及びコメ

粉）試料は、厚生労働省医薬品食品局食品安全部
を通じて入手した。試料からの DNA の抽出と精
製は、陰イオン交換樹脂タイプ DNA 抽出カラム
（Qiagen 社製 Genomic-tip 100/G）の改変法を用い
た。リアルタイム PCR 増幅装置には、ABI PRISM 
7900HT を用いた。GM コメのトランスジェニック
ベクター構造配列の検知法（構造特異的検知法）
及びコメゲノムとトランスジェニックベクターと
の境界配列の検知法（系統特異的検知法）に使用
したプライマー対及びプローブは、既報（Akiyama, 
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H., et al., J. Agric. Food Chem., 55, 5942-5947 
（2007）, Nakamura, K., et al., Food Chem., 141, 
2618-2624 （2013））と同様のものを使用した。
デジタル PCR 解析には、BioRad 社製 QX100 
Droplet Digital PCR シ ス テ ム （ QX Droplet 
Generator、 iCycler、QX100 Droplet Reader）を使
用した。 

 
２）亜硫酸塩漂白剤処理による GM 作物検査法へ
の影響---漂白剤処理されたドライフルーツからの
内在性遺伝子の検知  

 
試料は、市販ドライフルーツ（パパイヤとトマ

ト）を用いた。亜硫酸塩処理されたドライパパイ
ヤ 9 製品とドライトマト 4 製品、亜硫酸塩未処理
のドライパパイヤ 1 製品とドライトマト 2 製品を
陽性対照試験に供試した。試料からの DNA 抽出
と精製法は、GM パパイヤ検査法（食安監発 0709
第 2 号（平成 25 年 7 月 9 日））および GM トマ
ト検査法（中村ら、日本食品化学学会誌 17 巻 2
号 123-129（2010））を用いた。陽性対照試験で
は、パパイヤ内在性遺伝子（CHY）およびトマト
内在性遺伝子（LAT）を検出した。大量 DNA 抽
出法として、使用した試料と試薬を現行法の 5 倍
量とし、ドライパパイヤ 25 g から genomic-tip 
500/G カラムで DNA を精製した。直接抽出法とし
て、組織溶解液中で破砕したドライパパイヤは遠
心後、得られた上清を 2 倍の滅菌水で希釈した。
それを DNA 鋳型として DirectAce qPCR mix を用
いてリアルタイム PCR を行った。さらに、亜硫酸
塩添加試験として、破砕した生鮮パパイヤ1 gは、
buffer G2 6 ml と 1 M 亜硫酸ナトリウム 2 ml を添
加した後、酵素処理した。得られた DNA 粗抽出
液は、HCl で pH 調整後、通知検査法に従い
genomic-tip 20/G カラムで DNA を精製した。 
 
３）リアルタイム PCR を使用した新規ヒヨコマメ
内在性遺伝子検知法の開発 
 
（１）試料 
非遺伝子組換えのヒヨコマメは、（独）農業

生物資源研究所から購入したT-87-2品種（JP No. 
97097）を用いた。他のマメ科植物は、ササゲ
（Juuroku sasage品種、JP No.31615）、スタイロ
ザンテス（Pauciflora品種、JP No. 80020）、エ
ンドウ（Denkou Kinuzaya品種、JP No. 31448）、
イ ン ゲ ン マ メ （ Toppu Kuroppu 品 種 、 JP 
No.31351）、ラッカセイ（Chiba shouryuu品種、
JP No. 27301）を使用した。またマメ科以外の植
物として、オオムギ（Zairai hadaka mugi品種、
JP No.16719）、カラスムギ（A. fatua [Australia san]

品種、JP No. 41387）、コムギ（Azuma nishiki
品種、JP No. 20684）、ナタネ（Tohoku 3品種、
JP No.26150）、コマツナ（Narusawana品種、JP 
No.26902）、テンサイ（Harumasari品種、JP No. 
25562）、ワタ（Hakushuu wata品種、JP No.222117）、
及びダイズ、トウモロコシ、イネ、アマ、ジャ
ガイモ、トマト、ナス、ピーマン、パパイヤ、
ピーチ、パッションフルーツを用いた。 

 
（２）ヒヨコマメ内在性遺伝子検知用プライマ
ーおよびプローブ 
昨年度、明らかにしたCaNCED配列（GenBank 

no.AB771415）を基にリアルタイムPCR用プライ
マー対及びプローブを以下の通り設計した。設計
した配列は、BLASTn検索により特異性をデータ
ベース上で確認を行った。 
NCEDr-F1：ATCAGCCACAACAGCATCAAAC  
NCEDr-R1：
TTTAAGCTCAAATCTTTGAAAGGAG 
NCEDr-P1：
FAM-CCAAACTTGCATCATCATCATACTC-TA
MRA 
 
（３）ヒヨコマメ陽性対照用プラスミドの作成 
ヒヨコマメ内在性遺伝子検知用プライマーお

よびプローブの標的とする塩基配列を含んだ
330 bpのDNA断片を増幅するため、以下のプラ
イマー対を使用しPCRを行った。 
CaND-F: 5’-CTCCACTCCCCTCAACTTTCC-3’  
SW1 ：
5’-GGAGTGTTGTTTGGAGTGAGCATG-3’ 
PCR反応条件は以下の通りとした。AmpliTaq 
Gold PCR Master Mix 12.5 µL、対象プライマー
対溶液（各プライマー、50 µmol/L）各0.4 µL、
DNA試料液 5 µL（10 ng/µL）を添加し滅菌蒸留
水で全量 25 µLに調製した。反応条件は、95℃
で5分間加温し、その後、95℃ 30秒、55℃ 30
秒、72℃ 1分を1サイクルとして、30サイクルの
増幅反応を行った。その後、72℃ 5分保温した。 

PCR産物は2％（w/v）アガロースゲル（エチ
ジウムブロマイド溶液 0.1 µg/mL）で電気泳動
後、UV照射下で検出し、目的の増幅長のDNA
断片をゲルから切り出し精製した。得られた
DNAはpGEM-T easyにTAクローニングしプラ
スミドは大腸菌の形質転換に使用した。大腸菌
を培養後、精製したプラスミドはM13FとM13R
プライマーを使用し、シークエンス解析を行っ
た。 
M13F:5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’  
M13R:5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’ 
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 プラスミドへ導入した配列は、シークエンス
を確認した後、ヒヨコマメ陽性対照用プラスミ
ド （pGEM-CaNCED）とした。 
 
（４）リアルタイムPCR反応および結果解析 

PCR用反応液は、25 µL /wellとして調製した。
反応液の組成は以下の通りとした。Universal 
PCR Master Mix 12.5 µL、対象プライマー対溶液
（各プライマー、50 µmol/L）各0.4 µL、対象プ
ローブ溶液（10 µmol/L）0.25 µLを混合し、DNA
試料液 2.5 µLを添加し滅菌蒸留水で全量 25 
µLに調製した。PCRのブランク反応液として、
必ずDNA試料液を加えないものについても同
時に調製した。DNA試料液あたり2ウェル並行
して試験を行った。プレートはシールし、軽く
遠心後、MicroAmp Optical Cover Compression 
Padをのせ、装置にセットした。その後、反応と
データの取り込みを開始した。反応条件は、50℃ 
2分、95℃で10分間加温し、ホットスタート法で
反応を開始した。その後、95℃ 15秒、60℃ 1
分を1サイクルとして、50サイクルの増幅反応を
行った。測定結果の解析は、Amplification plot
上で指数関数的な増幅曲線とCt値の確認、及び、
multicomponent上での対象色素由来の蛍光強度
（FAM）の指数関数的な明確な増加の確認をも
って行った。目視でAmplification plot上に指数関
数的な増幅曲線が確認された場合には、ベース
ライン（3サイクルから15サイクル）のΔRnのノ
イズ幅の最大値の上側で、安定した指数関数的
な増幅曲線上で交わるThreshold line（Th. Line 
0.2）を選択した。そのTh. lineからCt値を得た。 
 
（５）検出限界（LOD）と定量限界（LOQ） 

pGEM-CaNCED は分子量を計算し、CaNCED
のコピー数を算出した。real-time PCR 用反応液
25 µL 中 CaNCED がそれぞれ 2.5×105、2.5×104、
2.5×103、2.5×102、2.5×101、1.25×101、2.5×100

の 7 段階に希釈し、各濃度をそれぞれ 21 回反復
試験行った。得られた Ct 値からコピー数を算出
し、平均値からグラフを作成し、検出限界およ
び定量限界を確認した。 

 
４）未承認 GM 作物（ヒヨコマメ、バスマティ米）
の食品への混入に関する実態調査 
GM ヒヨコマメ：近年、害虫抵抗性を獲得させた
商業栽培用の GM ヒヨコマメがインドやバングラ
ディッシュなどで開発されていると報じられた
（Figure 3）。そこで国内で購入可能なインドやバ
ングラディッシュ産ヒヨコマメ食品の GM ヒヨコ

マメ混入に関する実態調査を行った。実態調査の
方法には、本研究で開発したヒヨコマメ内在性遺
伝子検知法を利用した。 
GM バスマティ米：2011 年に欧州食品・飼料緊急
警告システム（RASFF）において、インド及びバ
ングラディッシュ産のバスマティ産のコメに
Cry2A発現ベクターを導入した未承認 GM バスマ
ティ米の混入を確認したと報じた。Cry2A は、鱗
翅目の昆虫および双翅目の昆虫の両方に対する毒
性を含む広い有効範囲を有する害虫抵抗性獲得を
目的として導入されており、我が国では Cry2A を
発現する承認済 GM コメは皆無である。そこで、
この情報を基に国内で購入可能なインド及びバン
グラディッシュ産のバスマティ米の GM コメ混入
に関する実態調査を行った。 
 
Ｃ．結果 
 
１）コメ加工食品に混入した未承認遺伝子組換え
コメ由来の遺伝子コピー数の測定 
 
リアルタイムPCRを用いて試料中に混入した

GMコメの検査を行った結果、害虫抵抗性GMコメ
Kefeng6とShanyou63の2系統の微量混入が確認さ
れた（Table 1, 2）。モチ米粉A～Dの4検体に害虫抵
抗性獲得を目的にトリプシンインヒビターを発現
するよう開発されたGMコメKefeng6系統、ビーフ
ン1検体に害虫抵抗性獲得を目的にCry1Ab/Acを
発現するよう開発されたGMコメShanyou63系統
の混入が検出された。系統特異的及び構造特異的
検知法の検出感度を比較した結果、いずれのGM
コメ系統の混入に関しても系統特異的検知法を使
用した場合、2併行でDNAを抽出したサンプルを
使用し2反復試験のいずれの結果においても、検出
率50%以下で標的配列の増幅が確認された（Table 
1,2）。一方、構造特異的検知法では、2併行以上DNA
抽出サンプルを使用し2反復試験のすべてにおい
て、指数関数的な増幅が確認された。 
デジタルPCRを利用し、個々の検知法の標的と

する配列のコピー数を測定した結果、Kefeng6系統
の混入した試料は、供試した60 ng DNA中に構造
特異的配列を24コピー、系統特異的配列をリアル
タイムPCR法の検出限界以下の2コピー含有して
いることが示唆された（Figure 1）。 

 
２）亜硫酸塩漂白剤処理によるGM作物検査法へ
の影響---漂白剤処理されたドライフルーツからの
内在性遺伝子の検知 
  
亜硫酸塩処理されたドライパパイヤの陽性対照

試験では9製品中1製品が陽性、ドライトマトは4
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製品すべて陰性と判定された（Table 3）。一方、亜
硫酸塩処理されていないドライパパイヤ1製品お
よびドライトマト3製品において、それぞれの内在
性遺伝子の検知は可能であった。漂白剤処理され
たドライパパイヤ（DP-2）より、大量DNA抽出法
において、5倍量の試料からDNA抽出を試みた。
その結果、抽出されたDNA収量は改善せず、内在
性遺伝子の検出はできなかった（データ示さず）。
また、DirectAce qPCR mixを用いた直接抽出法に
よる内在性遺伝子の検知に関しては、PCR反応性
は現行法と比べて劣っていた（Table 4）。一方、生
鮮パパイヤを用いた亜硫酸塩添加試験において、
粗抽出液は添加前の弱酸性（pH6）から、添加後
に弱アルカリ性（pH8）を示した。その結果、無
添加と比べDNA収量が85％に低下した。亜硫酸塩
添加後の粗抽出液をpH6に調整した場合、無添加
の粗抽出液と同等のDNA収量が得られた（データ
示さず）。 

 
３）リアルタイムPCRを使用した新規ヒヨコマメ
内在性遺伝子検知法の開発 
 
ラッカセイ（Arachis hypogaea）、インゲン

（Phaseolus vulgaris L.）、エンドウ（Pisum 
sativum L）、スタイロ（Stylosanthes guianensis） 
及びムレスズメ（Caragana koshinskii）のNCED 
ORF領域でシークエンスを比較したところ、
NCED遺伝子の 5’側配列に各植物に特異的な
配列が見られた。そこで、ヒヨコマメのNCED
遺伝子の 5’側配列を基に、配列を検出するリア
ルタイムPCR用ヒヨコマメ陽性対照プライマー
およびプローブ
（NCEDr-F1/NCEDr-R1/NCEDr-P1）を設計した。
まず、プライマープローブの特異性を調べるた
め、マメ科植物5種類（サンプル番号3～7）及び
その他作物18種（サンプル番8～25）を対象にリ
アルタイムPCRを行なった（Table 5）。すべて
の作物において2並行試験のリアルタイムPCR
で陽性反応は見られず、高い特異性が示された。
また、検出限界（Table 6）および定量限界（Figure 
2）は250コピーであった。 

 
４）未承認GM作物（ヒヨコマメ、バスマティ米）
の食品への混入に関する実態調査 
GMヒヨコマメ 
 
国内で購入可能であった、ヒヨコマメ含有食品

（乾燥種子、粉末、レトルトパウチ、スナック菓
子、お茶、ペースト、レトルト、発酵食品）計24
製品、及び、インド及びパキスタン産バスマティ

米含有食品に関して、GM作物混入に関する実態
調査を行った。それぞれの製品から精製したDNA
を検体として使用した。まず、近年開発されたGM
ヒヨコマメの開発に関する情報に基づいて、いず
れのGMヒヨコマメの目的遺伝子の発現に使用さ
れているカリフラワーモザイクウィルス由来35S
プロモーター（P35S）及び汎用性の高いノパリン
シンターゼ遺伝子由来ターミネーター（TNOS）
を検出するリアルタイムPCRを使用し検査を行っ
た（Table 7）。その結果、24検体中11検体において
P35Sが、6検体においてTNOSが検出された。いず
れのPCR増幅においても、Ct値（threshold値0.2）
が38～40であった。P35Sの検出が陽性であった検
体cp-3を含め4検体を使用し、リアルタイムPCRで
GM作物に汎用されるトランスジェニック配列を
検出する方法を使用し検査を行った結果、トウモ
ロコシ由来ユビキチンプラモーター（Pubi）及び
カナマイシン耐性遺伝子（NPTII）で標的配列の
増幅が検出されたが、他の配列は検出されなかっ
た（Table 8）。リアルタイムPCRで増幅が検出され
た反応は高いCt値であることから、ウィルスや土
壌細菌由来のDNAの混入が示唆された。これらの
結果から、すべてのヒヨコマメ含有食品でGMヒ
ヨコマメ陰性であると判断された。 

 
GMバスマティ米：国内で購入可能であったバス
マティ米含有食品16検体（シリアル3種類、ミック
ス粉1種類、冷凍ピラフ2種類、スナック1種類、フ
レーク3種類、ミックス粉3種類、レトルトピラフ1
種類、精米2種類）を購入し、GMバスマティ米の
混入に関する実態調査を行った。それぞれの検体
から2併行抽出したDNAをサンプルとして、まず、
国内外で検出が確認されているGMコメの検知法
を用いたスクリーニング検査を行った。その結果、
内在性遺伝子PLDの検出のみ陽性であることが確
認された（Table 9）。これまでに未確認のGMバス
マティ米の混入を検査するため、トランスジェニ
ック遺伝子に汎用される配列を検出するスクリー
ニング検査を行った（Table 10）。その結果、標的
配列の増幅された反応のCt値（threshold値0.2）は
いずれも37以上で高く、土壌細菌やウィルスの混
入であることが示唆された。これらの結果から、
すべてのバスマティ米含有食品でGMバスマティ
米陰性であると判断された。 
 
Ｄ．考察 
 
１）コメ加工食品に混入した未承認遺伝子組換え
コメ由来の遺伝子コピー数の測定 
 
これまでに開発された GM コメの多くは、パー
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ティクル・ガン法やアグロバクテリウム法により
遺伝子導入されている。そのため、Kefeng6 系統
と Shanyou63 系統のいずれの系統においても構造
特異的検知法の標的とする配列は、ゲノム上に複
数コピー存在するものと考えられた。一方で、系
統特異的検知法の標的とする配列は、ゲノム上に
1 コピーのみ存在する。デジタル PCR 解析より、
GM コメの構造特異的配列は系統特異的配列に比
べ試料中に 10 倍以上混入していることが確認さ
れた。以上のことから、コメ加工食品中に微量混
入した GM コメをより高感度に検出するためには、
系統特異的な配列よりも構造特異的な配列を検出
するリアルタイム PCR 検知法の方が有効である
ことが示唆された。 

 
２）亜硫酸塩漂白剤処理によるGM作物検査法へ
の影響---漂白剤処理されたドライフルーツからの
内在性遺伝子の検知  
 
亜硫酸塩処理されたドライパパイヤおよびドラ

イトマトにおいて、リアルタイムPCRを用いた内
在性遺伝子の検出は、ドライパパイヤ1製品を除き
検査不能であった。また、直接抽出法によるPCR
反応や大量DNA抽出法によるDNA収量に改善が
見られないことから、試料中のDNAは分解し、残
存量も極めて低いと考えられ、pH調整によるDNA
抽出効率の改善は困難であると考えられた。以上
の結果から、亜硫酸塩処理されたドライフルーツ
の多くは、加工度が非常に高く、DNA検出を指標
とした検査では検出不能となることが判明した。 

 
３）リアルタイムPCRを使用した新規ヒヨコマメ
内在性遺伝子検知法の開発 
 
乾燥ストレス耐性に働くNCED遺伝子はササ

ゲにおいてゲノムDNA上に１コピーのみ存在
していることが明らかとなり、ラッカセイ
（Arachis hypogaea）、インゲン（Phaseolus 
vulgaris L.）、エンドウ（Pisum sativum L）、ス
タイロ（Stylosanthes guianensis）及びムレスズ
メ（Caragana koshinskii）のマメ科植物のゲノム
にもNCED遺伝子の存在が確認された。さらに、
マメ科植物だけでなく、コメ、トマト、ジャガ
イモ、アボカド、ブドウ、トウモロコシ、アラ
ビドプシス等でもNCED遺伝子の存在が報告さ
れている。マメ科内で塩基配列を比較すると多
様な配列が認められることから、属および種で
の特異性の高い内在性遺伝子である可能性があ
った。ヒヨコマメのGM検査に使用可能な、内
在性遺伝子の検知用のプライマープローブを設

計することを目的に、新しくヒヨコマメの
NCED遺伝子（CaNCED）の塩基配列を明らか
にした。設計したCaNCED検知用のプライマー
プローブは特異性および検出限界（250コピー）
に優れているものであった。今後、構築したヒ
ヨコマメ内在性遺伝子検知法を使用して、GM
ヒヨコマメの国内の食品への混入状況を継続的
に調査していく予定である。 

 
４）未承認GM作物（ヒヨコマメ、バスマティ米）
の食品への混入に関する実態調査 
 
トランスジェニックベクターに使用される可能

性の高いプロモーター4 種類（P35S、 PNOS、AINT、
Pubi）、ターミネーター2 種類（T35S、TNOS）、薬
剤選択マーカー遺伝子（NPTII、HPT）を特異的に
検出するリアルタイム PCR 検知法によりスクリ
ーニングを行った。その結果、いずれの製品にお
いても GM ヒヨコマメ及び GM コメの混入を確認
できなかった。土壌細菌やウィルスの混入によっ
て、リアルタイム PCR で増幅が確認されるものが
あったが、いずれの検体においても Ct 値として非
常に高く DNA の微量混入が疑われた。 
 
Ｅ．結論 
 
１）コメ加工食品に混入した未承認遺伝子組換え
コメ由来の遺伝子コピー数の測定 

GM 作物の食品への混入を検知するリアルタイ
ム PCR を用いた方法の検出感度は、GM 作物由来
の標的配列コピー数に大きく影響されることが示
唆された。 

 
２）亜硫酸塩漂白剤処理によるGM作物検査法へ
の影響---漂白剤処理されたドライフルーツからの
内在性遺伝子の検知  
亜硫酸塩処理されたドライフルーツの多くは、

加工度が非常に高く、DNA検出を指標とした検査
では検出不能となることが示唆された。 

 
３）リアルタイムPCRを使用した新規ヒヨコマメ
内在性遺伝子検知法の開発 
ヒヨコマメゲノム上に1コピーのみ存在してい

るCaNCEDのORFの塩基配列を明らかにし、その
塩基配列を基にヒヨコマメに特異的なヒヨコマメ
内在性遺伝子検知法を確立した。 

 
４）未承認 GM 作物（ヒヨコマメ、バスマティ米）
の食品への混入に関する実態調査 
ヒヨコマメとバスマティ米含有食品の GM 作物
含有に関する実態調査を行った結果、いずれも
GM 作物の混入は陰性であった。 
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Table 1. リアルタイムPCRを使用したコメ加工食品（モチ米粉）のGMコメ検出結果

Table 2. リアルタイムPCRを使用したコメ加工食品（ビーフン）のGMコメ検出結果
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Table 3. 漂白剤処理されたパパイヤ及びトマト加工食品の内在性遺伝子検知の結果

Table 4. 現行法と直接抽出法のリアルタイムPCR反応性*

*リアルタイムPCRは2併行試験で行い、Ct値はThreshold値0.2の場合を示す。
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Table 5.  ヒヨコマメ由来NCED配列を標的とするリアルタイ
ムPCR検知法の特異性

Ct value
No.Plant 1 2

1NTC - -
2Cicer arietinum 24.04 24.33
3Vigna unguiculata - -
4Stylosanthes guianensis - -
5Pisum sativum L. - -
6Phaseolus vulgaris L. - -
7Arachis hypogaea - -
8Glycine max - -
9Zea mays - -

10Oryza sativa - -
11Hordeum vulgare - -
12Avena fatua - -
13Triticum aestivum - -
14Brassica napus - -
15Brassica rapa - -
16Beta vulgaris L. ssp. vulgaris - -
17Linum usitatissimum L. - -
18Solanum tuberosum L. - -
19Solanum lycopersicum - -
20Solanum melongena - -
21Capsicum annuum L. var. 'grossum' - -
22Gossypium hirsutum - -
23Carica papaya - -
24Amygdalus persica L. - -
25Passiflora edulis Sims - -

250000 21/21 27.01 0.2 0.6
25000 21/21 30.77 0.2 0.7
2500 21/21 34.42 0.8 2.3
250 21/21 37.20 0.6 1.5
25 13/21 40.28 1.0 2.5

12.5 7/21 40.67 0.8 2.0
2.5 0/21 - - -

SD RSD (%)copy number 
singnal rate

(positive signals)
mean Ct  value

Table 6.  ヒヨコマメ内在性遺伝子検知法の検出限界試験の結果
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Table 7.  ヒヨコマメ含有加工食品のGM
ヒヨコマメ混入に関する実態調査結果
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Table 8. GMヒヨコマメ混入に関するリアルタイムPCRスクリーニング調査結果

サンプル PLD 63Bt NNBt KDEL P35S-cry2A cry2A-T35S
H25-39 28.45 - - - - -
GMQ 28.45 - - - - -

H25-40 29.27 - - - - -
 G-tip 29.35 - - - - -

H25-41 31.04 - - - - -
G-tip 30.90 - - - - -

H25-42 33.07 - - - - -
GMQ 32.85 - - - - -

H25-43 22.76 - - - - -
 GMQ 22.66 - - - - -

H25-44 23.10 - - - - -
G-tip 23.04 - - - - -

H25-45 23.49 - - - - -
G-tip 23.49 - - - - -

H25-46 22.74 - - - - -
 G-tip 22.71 - - - - -

H25-47 22.33 - - - - -
GMQ 22.32 - - - - -

H25-48 22.34 - - - - -
GMQ 22.40 - - - - -

H25-49 26.71 - - - - -
GMQ 26.73 - - - - -

H25-50 28.77 - - - - -
GMQ 28.86 - - - - -

H25-51 26.97 - - - - -
GMQ 27.01 - - - - -

H25-52 37.74 - - - - -
G-tip 38.74 - - - - -

H25-53 21.90 - - - - -
 GMQ 21.85 - - - - -

H25-54 21.80 - - - - -
GMQ 21.79 - - - - -

日本晴 24.69 - - - - -
GMQ 24.66 - - - - -

Table 9. 国内外で検出が確認されているGMコメの検知法を用いたスクリーニング検査結果一覧
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サンプル PLD P35S NOST HPT NPTⅡ
H25-39 28.35 - - - -
GMQ 28.40 - - - -

H25-40 29.25 - - - -
 G-tip 29.29 - - - -

H25-41 31.46 - - - -
G-tip 31.46 - - - -

H25-42 32.45 - - - 39.58
GMQ 32.31 - - - 40.32

H25-43 22.50 40.85 - - 37.63
 GMQ 22.48 - - - 37.61

H25-44 23.07 - - - -
G-tip 23.18 - - - -

H25-45 23.37 40.36 41.06 - -
G-tip 23.37 - - - -

H25-46 22.71 - - 40.06 -
 G-tip 22.78 - - - -

H25-47 22.34 - - - 39.24
GMQ 22.37 - - - 38.92

H25-48 22.38 - - - 41.44
GMQ 22.38 - - - 39.99

H25-49 26.66 - - - -
GMQ 26.68 - - - 40.98

H25-50 28.74 - - - 41.84
GMQ 28.87 - - - -

H25-51 26.96 40.14 - - 38.97
GMQ 26.88 - - - 37.71

H25-52 42.92 - - - 38.15
G-tip 37.87 - - - 37.97

H25-53 21.83 - - - 39.97
 GMQ 21.90 - - - 41.28

H25-54 21.62 39.35 - - 33.61
GMQ 21.62 38.18 - - 33.27

Table 10. トランスジェニック遺伝子に汎用される配列を検出するスクリーニング検査結果一覧
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Figure 1. デジタルPCRを使用したコメ加工食品中の標的配列コピー数の測定
BioRad社製QX100 Droplet Digital PCR システム（QX Droplet Generator、 iCycler、QX100 Droplet 
Reader）を使用し、内在性遺伝子検知法(SPS)、系統特異的検知法(Y6, Kef6)と構造特異的検知法
(KDEL)の標的配列コピー数を検出した。反応液中の鋳型DNAは60 ng使用した。

y = -1.486ln(x) + 45.687
R² = 0.9954
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Figure 2.  ヒヨコマメ内在性遺伝子検知法の定量限界試験の結果



 
- 178 -

 
 

 
 
 
 
 

 

Figure 3. インドやバングラディッシュ等で開発され圃場試験栽培が報告されているGMヒヨコマメ一覧
抗害虫や抗カビ感染性及び乾燥耐性ヒヨコマメの開発が進められている。いずれのGMヒヨコマメに
おいてもカリフラワーモザイクウィルス由来35Sプロモーターが目的遺伝子の発現に使用されている。


