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バイオテクノロジー応用食品のプロテオーム解析 
 

研究分担者 手島玲子 徳島文理大学香川薬学部 特任教授 
 

研究要旨： バイオテクノロジー応用生物体のプロテオーム解析に関する調査研究として、(1) E7
パピローマウイルス膜抗原発現乳酸菌株(E7 発現株)並びに E7 結合乳酸菌株(E7 結合株)、EGFP タン

パク質遺伝子組換え雌にわとり並びに非組換え雌にわとりの血清、ゲノム編集でグリコアルカロイドの含

量の減少させた形質転換系統じゃがいも並びに野生株の塊茎を用いて、それぞれ n=3 で調製したサン

プルからタンパク質を抽出し、2D-DIGE による網羅的解析に供し、(2) 蛍光画像は Typhoonに取り込み

比較定量解析し、差のみられたスポットにつき、タンパク質の同定を nanoLC-MS/MS 分析で行った。 

E7 発現株と E7 結合株の両者のタンパク質の発現の網羅的比較解析では、約 2400 のスポットのうち、2
倍以上並びに 3 倍以上の発現の差異のあるスポットが 66 個及び 20 個確認された。E7 発現株で減少の

みられたタンパク質は、糖代謝等の細胞内エネルギー産生に関与するタンパク質が多く、一方、E7 発現

株で増加のみられたタンパク質には、細胞膜に存在し ATP 依存的に物質の輸送を行う膜輸送体の一群

タンパク質等があった。EGFPタンパク質遺伝子組換え(GM)並びに非組換え(NGM)雌にわとりの血清タン

パク質の網羅的比較解析では、約 2000のスポットのうち、1.5以上の発現の差異のみられるスポット

が 18個観察され、それらのスポットのうち 6個についてと、発現の差異が 1.3程度であるが P<0.005

の 4スポットについて MS解析にて同定を行った。その結果、GMで上昇のみられたタンパク質として、

補体因子 B及び Hタンパク質並びに C-reactive proteinが同定された。なお、GM,non-GM間で 3倍以

上の発現の差のみられたスポットはなかった。ゲノム編集(TG-P)並びに野生型(NT-P)じゃがいも塊茎

タンパク質の網羅的比較解析では、約 5500のスポットのうち、両群の比較で、1.5以上の発現の差異

のみられるスポットが 13個(増加 5個、減少 8個)観察され、それらのスポットのうち 10個について

MS解析にて同定を行った。その結果、TG-P で上昇のみられたタンパク質として、Heat shock 70kDa 

protein, patatin-11 が同定された。なお、両群で 3倍以上の発現の差のみられたスポットは 4倍に

増加のみられた 1スポット以外にはなかった。 

以上、3 種のバイオテクノロジーの生産体と非組換え体の間で有意に 3 倍以上の差のみられるスポッ 
トはほとんどなく、安全性上で問題となる変動は引き起こされていないものと思われた。プロテオミクス解

析は、作用機作を知る観点から有用であるとともに、安全性評価への応用に関しても、野生型と形質転

換群の間で統計解析に十分なサンプル（本分担研究では 3 サンプル以上）が提供される場合の網羅的プ

ロテオーム解析の有用性が示された。また、発現差の比較的大きいタンパク質の同定から、にわとり血

清タンパク質では C-reactive protein, じゃがいも塊茎では、Heat shock 70kDa protein が安全性評

価に有用なバイオマーカーになるものと思われた。 
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A．研究目的 

 生産性の向上や栄養付加を目的として、 
現在様々な遺伝子組換え食品が開発されている。 
宿主としては、植物に限らず、遺伝子組換えに 
 

 
わとりやサーモン等の遺伝子組換え動物も開発

され実用化されつつある。またゲノム編集とい

う新しい技術による動植物のバイオテクノロジ

ー応用食品も開発され、実用化されつつある。

これらはこれまで存在していなかったものであ

り、安全性評価の方法等について検討しておく

必要があると考えられる。バイオテクノロジー

技術による安全性を考えるうえで、バイオテク

ノロジー技術による非意図的な影響を明らかに

することが必要であり、プロテオミクス等の網



24 
 

羅的解析法も一つの有用な方法になると考えら

れる。そこで本分担研究ではバイオテクノロジ

ー技術生産品と野生型を用いて 2D-DIGE を用

いてプロテオミクスによる網羅的解析を行い、

両者の比較を行うこと及び発現に差違のあった

タンパク質の同定を行って、Mode of action 
(MOA)を知ること、また安全性評価への応用に

ついて検討することを目的とする。 
3 年間に、バイオテクノロジー応用組換え

生物体として、パピローマウイルス膜抗原発現乳

酸菌株、EGFP タンパク質遺伝子組換えにわとり、

ゲノム編集でグリコアルカロイドの含量を減少さ

せた形質転換系統じゃがいも及びそれらの対照

体を用いてプロテオーム解析を行った。 
 
B. 研究方法  

(1) 供試試料 
a)アパピローマウイルス膜抗原発現乳酸菌株

(E7発現株)並びにE7結合乳酸菌株(E7結合株)
は、国立医薬品食品衛生研究所五十君博士より

供与いただいた。菌体は、培養後遠心して回収

し、PBS で洗浄し、破砕後液体窒素で急速凍結

し、-80℃で保管した。 
b) EGFP タンパク質遺伝子組換え(GM)雌にわと

り並びに非組換え(NGM)雌にわとりの血清は、

広島大学大学院堀内教授より供与いただいた。

具体的には、1 か月令の雌 GM, NGM それぞれ 3

匹ずつの組換えニワトリ血清約 0.5ml を供与い

ただいた。供与いただいたサンプルは、-80℃デ

ィープフリーザー内に保管した。 

c) ゲノム編集じゃがいも(TG-P)並びに野生株

(NT-P)の塊茎は、理化学研究所環境資源科学研

究センター統合メタボロミクス研究グループの

梅基直行先生より供与いただいた。具体的には、

TG-P及び NT-Pじゃがいも塊茎それぞれ約 1gか

らなる乾燥した 3サンプルを供与いただいた

（サンプル TG; TG-P1, TG-P2, TG-P  NT; NT-P1, 

NT-P2, NT-P3）。供与いただいたサンプルは、

-80℃ディープフリーザー内に保管した。 

 
 (2) 形質変換体と非変換体の 2D-DIGE による

タンパク質網羅的比較解析 

 a) 乳酸菌試料については、重量測定後に 10
倍容の Lysis Buffer (10 mM Tris-HCl(pH 8.0)、

7M 尿素、2Mチオ尿素、5 mM 酢酸マグネシウム、

4%(w/v)CHAPS、4mM Pefabloc SC PLUS)を加えた 

後に超音波処理(20 秒間 ON + 30 秒間 OFFのサ

イクルを 3回繰り返した)を実施した。超音波処

理後に、8,000xgで 10分間遠心した後の上清を

評価用試料とした。 

処理後のタンパク質溶液に対して、200 pmol
のCy3(DMF溶液、1μl)はCy5(DMF溶液、1μl)を添

加した。N=3でサンプルを調製した。また、評

価用試料を全て混合したものをプール試料とし、

プール試料に対して200 pmolのCy2(DMF溶液、

1μl)添加後に氷上にて30分間静置してラベリン

グ反応を実施した。反応液に過剰量のリジン溶

液（10mM溶液、2μl)を添加して10分間保持し反

応を終了した。反応終了後に反応液総量と等量

の 2×サンプルバッファー（8 mol/L 尿素、

4%(w/v) CHAPS、20 mg/mL DTT、2vol% IPG buffer 

pH3-11 NL）を添加してさらに10 分間氷上に保

持したものを2D-DIGE 解析用の試料とした。 

二次元電気泳動の操作、装置及び条件に

ついて以下に記す。 

 (a)一次元目電気泳動条件：一次元目電気泳動

は、装置にMultiphoreII（GEヘルスケア）を、

ゲルストリップにImmobiline™  DryStrip 

pH3-11 NL 24cmを用い、試料はカップローディ

ングホルダーから添加した。フォーカシングは、

トータルで44.2 kVh（300 V; 4 hr, 300-3500 V; 

5 hr, 3500 V; 10 hr）行った。泳動後、平衡化

溶液（50 mmol/L Tris-HCl, pH8.8、6 mol/L尿

素、30vol%グリセロール、2%(w/v) SDS）に

0.25%(w/v)  DTTを添加したA液及び同様に

4.5%(w/v) IAAを添加したB液に対して各々10分

間ずつ平衡化を行った。 

(b)二次元目電気泳動条件：平衡化終了後、Ettan 

DALT IIシステム（GEヘルスケア バイオサイエ

ンス）及び12%(w/v)均一ポリアクリルアミドゲ

ル（自作）を用いて二次元目のSDSポリアクリル

アミドゲル電気泳動を行った。泳動は、30 W

（15℃）一定で泳動先端が完全に溶出するまで

（約15時間）行った。 

ゲル画像取り込みは、Typhoon9400（GEヘルス

ケア社）を使用して行い、二次元電気泳動ゲ

ルイメージは、Dycyder Ver7.0（GE ヘルス

ケア社）を用い、画像品質確認及び定量比較

解析を行った。 

次いで、発現量の変動のみられたタンパク質に

ついては、質量分析用の Ruby染色後に取得した

二次元電気泳動ゲルイメージと定量比較解析

(2D-DIGE)のゲルイメージを Decyder BVAソフト

を用いてマッチングして、2D-DIGE の解析結果
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に基づいて 22スポット(No.417,184,845, 1508, 

728,1227,1857,893,1436,1592,1830,1784,1351

800,451,1637,448,827,2494,976,499,474)を指

定し、スポットピッカー（GE ヘルスケア）を用

いてゲルプラグをピッキングした。ピッキング

したゲルプラグを 50%メタノール溶液で洗浄し

た後に、100 μlの 100 mM 炭酸水素アンモニウ

ム及び還元処理液（1.5 mg の DTT を 1 ml の 

100 mM 炭酸水素アンモニウムに溶解）10 μL を
添加して 57℃で 30 分間静置した。さらに、ア

ルキル化処理液（10 mg のヨードアセトアミド

を 1 ml の 100 mM 炭酸水素アンモニウムに溶

解） 10μLを添加して室温で 30 分間静置した。

還元アルキル化処理後の試料に対してトリプシ

ン消化液 2μLを加えた後に、50 mM 炭酸水素ア

ンモニウム 10μLを加えた。チューブを 30℃に

設定したドライバス上で一晩インキュベートし

て消化した。消化後の液を含むチューブを遠心

乾燥機に入れて乾燥した。乾燥後に LC-MS/MS

測定用の溶媒（1%蟻酸）20μ Lを加えた。チュ

ーブを Vortex した後に MS 解析用 Total 

recovery tube（ウォーターズ社）に移した。 

回収したペプチド溶液の、nanoLC-MS/MS分

析は、LC 部分に UltiMateR 3000 HPLC（ダ 

イオネクス社）、質量分析装置に Q-Exactive 

Plus（サーモサイエンティフィック社）を用い  

Xcalibur（サーモフィッシャーサイエンティフ

ィック社）で LC 及び MS を制御して測定を実 

施した。LC、MSの分析条件を以下に示した。デ

ータベースは検索は Mascot（マトリックス 

サイエンス社）を使用し Swiss-Prot及び

NCBInrの最新版に対して、Lactobacillus 

(Taxonomy ID:1578)を指定もしくは、指定せず

に検索を行った。 

 b)組換え及び非組換えにわとりの血清 
にわとり血清試料各 32 μLに Buffer A (Equil 

load wash, Agilent cat No. 5185-5987) 368 μ

Lを添加して攪拌し、 Spin Filters（0.22 μm）

でろ過した後、Multi Affinity Removal Spin 

Cartridge MARS Hu-6HC で試料中のアルブミン

等を除去した。除去後の試料を Amicon Ultra-  

0.5 により濃縮した試料を評価用試料とした。 

全評価用試料を等量ずつ混合したプール試料

に対して200 pmol のCy2（200 μmol/L DMF 溶

液、1μL）を添加した。また、各評価用試料に

対して200 pmol のCy3 及びCy5（200 μmol/LDMF 

溶液、1 μL）を添加した。添加後氷上にて30 分

間静置してラベリング反応を実施した。反応液

に過剰量のリジン溶液（10 mmol/L 溶液、1 μL）

を添加して10 分間保持し反応を終了した。反応

終了後に反応液総量と等量の2×サンプルバッ

ファー（8 mol/L 尿素、4%(w/v) CHAPS、20 mg/mL 

DTT、2vol% IPG buffer pH3-11 NL）を添加して

さらに10 分間氷上に保持したものを2D-DIGE 解

析用の試料とした。 

二次元電気泳動は、上記 a)の乳酸菌の項目で

行ったと同じ方法で行った。 
 発現量の変動のみられたタンパク質について

は、質量分析用の Ruby染色後に取得した二次元

電気泳動ゲルイメージと定量比較解析のゲルイ

メージを Decyder BVAソフトを用いてマッチン

グして、個体間で発現変動の大きかった 10スポ

ット(No.279,613,646, 724, 1327, 1360, 1366, 

1594, 1779, 1783)をスポットピッカー（GEヘ

ルスケア）を用いてピッキングした。ピッキン

グしたゲルプラグの処理及び nanoLC-MS/MS分

析は、上記 a)の乳酸菌の項目で行ったと同じ方

法で行った。データベースは検索は Mascot（マ

トリックスサイエンス社）を使用し NCBInrの

最新版に対して、Gallus gallus を指定して検

索を行った。 

c) ゲノム編集及び野生型じゃがいもの塊茎 
  じゃがいも塊茎試料に Lysis Buffer (10 

mM Tris-HCl(pH 8.0)、7M尿素、2Mチオ尿素、5 

mM 酢酸マグネシウム、4%(w/v)CHAPS、1錠/50mL 

Complete Inhibitor Cocktail Tablets) 2mLを

加えて混和した。混和後に超音波処理(0.2秒間

ON + 0.3秒間 OFFのサイクルで 20秒間 x2回)

を実施した。超音波処理後の試料を Amicon 

Ultra-0.5に添加して微量高速冷却遠心機を用

いて 20,000xgで 10分間遠心限外ろ過した試料

を評価用試料とした。 

全評価用試料を等量ずつ混合したプール試料

に対して200 pmol のCy2（200 μmol/L DMF 溶

液、1μL）を添加した。また、各評価用試料に

対して200 pmol のCy3 及びCy5（200 μmol/LDMF 

溶液、1 μL）を添加した。添加後氷上にて30 分

間静置してラベリング反応を実施した。反応液

に過剰量のリジン溶液（10 mmol/L 溶液、1 μL）

を添加して10 分間保持し反応を終了した。反応

終了後に反応液総量と等量の 2×サンプルバッ

ファー（8 mol/L 尿素、4%(w/v) CHAPS、20 mg/mL 

DTT、2vol% IPG buffer pH3-11 NL）を添加して

さらに10 分間氷上に保持したものを2D-DIGE 解

析用の試料とした。 

二次元電気泳動は、上記 a)の乳酸菌の項目で 
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行ったと同じ方法で行った。 
発現量の変動のみられたタンパク質については、

質量分析用の Ruby染色後に取得した二次元電

気泳動ゲルイメージと定量比較解析のゲルイメ

ージを Decyder BVA ソフトを用いてマッチング

して、個体間で発現変動の大きかった 10スポッ

ト(No.1845,2566,2618,2630,2657,2901, 2054, 

4851,5401,5648)をスポットピッカー（GE ヘル

スケア）を用いてピッキングした。ピッキング

したゲルプラグの処理及び nanoLC-MS/MS 分析

は、上記 a)の乳酸菌の項目で行ったと同じ方法

で行った。データベースは検索は Mascot（マト

リックスサイエンス社）を使用し NCBInr の最

新版に対して、Solanum tuberosum (Potato)を

指定して検索を行った。 
 
C．研究結果 
(1) E7 発現型及び E7 結合型乳酸菌を用いたタ

ンパク質網羅的比較解析 

  Dycyder DIA ソフトを使用して自動検出さ

れたタンパク質のスポット数は、各サンプルあ

たり約 2400であった。E7発現株タンパク質で、 
E7結合株タンパク質に対して 2倍以下の減少が

検出されたスポットは 36 個で、2 倍以上の増加

がみられたスポット数は 30 個であった。なお、

3 倍以上の変動のみられたタンパク質に限定す

ると、変動のみられたタンパク質は 20 個であっ

た。 
 発現のみられたタンパク質のうち、方法の項

目で述べた 22 スポットを選択し、MS 解析を行

った。E7 発現株で減少のみられたタンパク質に

は、グルコース、ガラクトース、マンニトール

等の糖代謝等に関係する細胞内エネルギー産生

に関与するタンパク質が多く、一方、E7 発現株

で増加のみられたタンパク質には、細胞膜に存

在し ATP 依存性に物質の輸送を行う膜輸送体

の一群タンパク質や細胞膜表面で働くα-アミ

ラーゼ等があり、外界との物質の交換が盛んに

なっていることが示唆された。なお、パピロー

マウイルス関連では、唯一、E1 ロテイン(Lynx 
rufus papilloma-virus type 1)(gi 62547900)が
coverage 4%と低いけれども検出された。 
  

(2) EGFP 組換え及び非組換えにわとりの血清

を用いたタンパク質網羅的比較解析 

  GM, non-GM 雌にわとり各 3個体,合計 6個

体はいずれも血清のアルブミン除去タンパク質

としてそれぞれ約 2000のスポットが 2D-DIGE

で検出された。6種の定量比較画像画像の各ス

ポットの蛍光強度データについて変動の大きさ

につき解析を行ったところ、GM 群と non-GM群

の比較で、有意差(p値<0.05)があり、1.5以上

の発現の差異のみられるスポットが 18個観察

された。それらのスポットのうち 6個について、

MS解析を実施することを計画した。なお、6個

のうちの 3個のスポットについては、平成 27

年度の nonーGMのにわとりの雌雄の血清の個体

差を調べる予備検討でタンパク質を同定済みで

あったので、平成 28年度は残りの 3 個につき、

新たに MS解析を行った。また、発現の差異が

1.3程度であるが P<0.005の 4スポットについ

ても MS解析にて同定を行った。GM体で上昇の

みられたタンパク質として、補体因子 B及び H

タンパク質並びに C-reactive proteinが同定さ

れた。なお、GM,non-GM 間で 3倍以上の発現の

差のみられたスポットとして、スポット 1778

が唯一該当したが、このスポットの appearace 

(出現率)が 6/29と低く、再現性が低いスポット

であった。従って、再現性の確認されたスポッ

トの中で、GM,non-GM間で 3倍以上の発現の差

のみられたスポットはなく、全体として両者間

の変動幅は小さく、GMで安全性上の問題となる

変動は引き起こされていないものと思われた。 

また、平成 28年度に有意差の見られた血清

タンパク質は、平成 27年度に雌雄も含めた個体

間での変動があまり大きくないことが調べられ

ており、遺伝子組換えによる非意図的影響を調

べるためのよいマーカーにもなり得ると思われ

た。 

なお、本分担研究に用いた GMにわとりに、

は EGFPタンパク質を遺伝子導入しているため、

血清中で EGFPタンパク質の検出が可能ではな

いかと考え、EGFPタンパクの分子量及び等電点

の近いスポットとして、スポット 1779,1783を

選び、タンパク質の同定を行ったが、EGFPタン

パク質を検出することはできなかった。これは、

GM動物の血清中の EGFPタンパク質の濃度上昇

が他臓器に比べ低いことが一因と考えられた。 

 

(3) ゲノム編集及び野生型じゃがいもの塊 
茎を用いたタンパク質網羅的比較解析 
TG-P, NT-Pじゃがいも塊茎 6サンプルから抽

出されたタンパク質としてそれぞれ約 5500の

スポットが 2D-DIGEで検出された。NT-Pと TG-P

各 3サンプルにつき、群間の差を検出する目的

で、比較解析した。6種の定量比較画像の各ス
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ポットの蛍光強度データについて変動の大きさ

につき解析を行ったところ、TG-P 群と NT-P群

の比較で、有意差(p 値<0.05)があり、1.5 以上

の発現の差異のみられるスポットが 13個観察

された。そのうち、5 個が TG-P群で NT-P群に

比べ上昇がみられたスポットで、8個が TG-P群

で NT-P 群に比べ減少がみられたスポットであ

った。それらのスポットのうち発現変動の大き

かった 10個のスポットについて、MS 解析を実

施した。 

TGで上昇のみられたタンパク質として、ヒー 

トショック 70kDa(Hsp70)タンパク質、液胞貯蔵

タンパク質である patatin -11 タンパク質が同

定された。また、No.4851 は、probable inactive 

patatin-3-Kuras 1(PT3K1)と推定された。ヒー

トショックタンパク質、パタチンともにストレ

スに応答して変動するタンパク質と思われるが、

変動幅は、同定されたタンパク質では 3倍以下

の発現の差がみられたのみであった。また、TG-P

群で、発現の減少したタンパク質としては、ア

ミノ酸代謝にかかわる glutamate-glyoxalate 

amino-transferase-2-like, 澱粉の代謝にかか

わる Granule-bound starch synthase 1,ミトコ

ンドリアでの ATP合成に関与する ATP synthase 

subunit beta 等が同定されたが、いずれも 3

倍以下の発現の差しかみられなかった。以上よ

り、TG-P 群において NT-P群に比して安全性上

の問題となるタンパク質の変動は引き起こされ

ていないものと思われた。 

なお、今回有意に TG群で上昇の見られたストレ

スに応答すると思われる Hsp70 タンパク質は、

形質転換による非意図的影響を調べるためのよ

いマーカーにもなり得ると思われた。 
 

D．考察 
 (1) E7発現型及び E7結合型乳酸菌を用いたタ

ンパク質網羅的比較解析 

  E7発現型及び E7結合型乳酸菌を用いて、

2D-DIGE で、両者のタンパク質の発現の網羅的

比較解析を行ったところ、E7発現株で減少のみ

られたタンパク質は、糖代謝等に関係する細胞

内エネルギー産生に関与するタンパク質が多く、

一方、E7 発現株で増加のみられたタンパク質に

は、細胞膜に存在し ATP依存性に物質の輸送を

行う膜輸送体の一群タンパク質等があった。こ

れは、E7発現株では、外界との物質の交換が盛

んになっていて、細胞間コミュニケーションが

行われやすい状況になっている一方で、細胞内

の糖を介するエネルギー代謝能が、E7結合体に

比べ幾分低下傾向にあるものと思われた。 

(2) EGFP 組換え及び非組換えにわとりの血清

を用いたタンパク質網羅的比較解析 

 組換え体として、EGFP タンパク質組換え

(GM)ニワトリのプロテオーム解析を行った。具

体的には、1か月令の GM雌ニワトリ 3匹と非組

換え(NGM)ニワトリ 3 匹ずつの血清について

2D-DIGE を行い、GM と NGM 群の血清中タンパク

質発現の網羅的差異について解析を行った。 
その結果、GMで上昇のみられたタンパク質と 

して、補体因子 B及び Hタンパク質並びに

C-reactive proteinが同定された。なお、

GM,non-GM間で 3倍以上の発現の差のみられた

スポットはなく、全体として両者間の変動幅は

小さく、GMで安全性上の問題となる変動は引き

起こされていないものと思われた。 

 

（3）ゲノム編集及び野生型じゃがいもの塊 
茎を用いたタンパク質網羅的比較解析 

バイオテクノロジーを応用した形質転換体

として TALEN 法でゲノム編集されグリコアル

カロイドの含量の大きく減少した系統のじゃが

いも塊茎を用いてプロテオーム解析を行った。

具体的には、ゲノム編集(TG-P)じゃがいもと野

生型(NT-P)じゃがいも塊茎由来の、各 3 サンプ

ルのタンパク質抽出液につき、2D-DIGEを用い、

TG-P と NT-P 群のタンパク質の発現の定量的網

羅的解析を行い、差異のあったタンパク質を選

択し、変動の大きかったタンパク質につき

nanoLC-MS/MS にて同定を行った。 
その結果、TG-Pで上昇のみられたタンパク質 

として、Hsp70タンパク質、patatin -11タンパ

ク質が同定された。なお、TG-P,NT-P 間で 3倍

以上の発現の差のみられたスポットは上昇のみ

られた 1スポットのみで、全体としての両群間

の変動幅は小さく、ゲノム編集で、安全性上の

問題となる変動は引き起こされていないものと

思われた。また、形質転換体の野生株に対する

変動幅は、以前プロテオーム解析を行った

DREB1A 転写因子を遺伝子導入したじゃがいも

塊茎の野生株に対する変動幅と比較して、同等

以下であることも確認された(Nakamura R et al: 
Biol. Pharm. Bull. 33, 1418-25 (2010)1). 
 

 E．結論 
(1) E7 発現型及び E7 結合型乳酸菌を用いたタ

ンパク質網羅的比較解析 
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  E7 発現型並びに E7 結合型の 2D-DIGE で、

両者のタンパク質の発現の網羅的比較解析を行

い、約 2400 のスポットのうち、2 倍以上の発現

の差異のあるスポットが 66 個確認され、そのう

ち 22 スポットにつきタンパク質の同定を行っ

た。E7 発現株で減少のみられたタンパク質は、

糖代謝等の細胞内エネルギー産生に関与するタ

ンパク質が多く、一方、E7 発現株で増加のみら

れたタンパク質には、細胞膜に存在し、ATP 依

存性に物質の輸送を行う膜輸送体の一群タンパ

ク質等があり、外界との物質の交換が盛んにな

っていることが示唆された。プロテオーム解析

は、安全性評価ばかりでなく、組換え体の作用

機序(Mode of Action) を知るうえでも有用であ

ることが示された。 
 
(2) にわとり血清を用いたタンパク質網羅的比

較解析 

1か月令の雌の組換え個体、及び非組換え個体 

それぞれ 3匹ずつから、血清を採取し、GM及び

non-GM 個体のタンパク質発現の差を網羅的に

調べるために 2D-PAGE を行った。各個体血清タ

ンパク質として約 2000スポットが観察された

が、そのうち、GM, non-GM 間で、3 倍以上の発

現の差異のみられたスポットは観察されなかっ

た。変動の見られたタンパク質のうち、10個の

タンパク質を MS解析から新たに同定した。全体

として、血清タンパク質の発現量に GM, non-GM

群で差もほとんどみられなかったため、GMで安

全性上の問題となる変動は引き起こされていな

いものと思われた。 
 
 (3)  ゲノム編集及び野生型じゃがいもの塊 
茎を用いたタンパク質網羅的比較解析 
ゲノム編集されたじゃがいも(TG-P)及び野生 

株じゃがいも(NT-P)各 3サンプルから、タンパ

ク質を抽出し、TG-P 及び NT-P群のタンパク質

発現の差を網羅的に調べるために 2D-PAGEを行

った。各サンプルからタンパク質として約 5500

スポットが観察されたが、そのうち、TG-P,NT-P

群間で、3 倍以上の発現の差異のみられたスポ

ットはTG-Pで上昇のみられた1スポットのみで

あった。1.5 倍以上の変動の見られたスポット

13個のうち、変動の大きかった 10個のスポッ

トを選択し、タンパク質の同定を MS解析で行っ

た。全体として、じゃがいも塊茎タンパク質の

発現量に TG-P, NT-P群間でほとんど差がみられ

なかったため、ゲノム編集で安全性上問題とな

る変動は引き起こされていないものと思われた。 
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