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成 28 年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

総 括 研 究 報 告 書 

 
バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 

 研究代表者 五十君 靜信 東京農業大学 教授 

      

 

研究要旨  

 種子植物を宿主にした遺伝子組換え(GM)食品の安全性確保と安全性にかかわる

評価法に関する研究に加え、バイオテクノロジー技術を用いて開発が進んでいる GM

微生物、GM 動物等を対象として研究を行った。多様な機能を有する GM が実用化に

向けて開発され、バイオテクノロジー技術も多様化していることから、それらの安

全性評価並びに規制のあり方、検知法、さらにはリスクコミュニケーションのあり

方などについて検討することは急務である。多様化・複雑化するバイオテクノロジ

ー応用食品の安全性評価に対応するためのオミクス手法の整備、定量解析手法並び

に規格への反映化をめざすこと、消費者に受容されにくい状況が続いている GM 食

品の本質的原因の究明並びに社会的受容の促進を大きな柱とし研究を進めた。加え

て未承認 GM 食品の検知技術の開発及びスタック品種の検知法について検討を行っ

た。 

オミクス解析などによる安全性評価に関する実証的データの蓄積・整備では、バ

イオテクノロジー技術を用いて開発された GM 微生物、GM 動物等に関して、それら

の安全性評価への網羅的技術（トランスクリプトーム、プロテオーム及びメタボロ

ーム）による解析結果を総合することで、モデル GM を対象として安全性評価法の

検討を進めた。平成 28年度は、分担研究者らにより新たに開発された GMニワトリ、

GM 微生物等のモデル GM について各種オミクス技術を用いる解析・検討を行った。

さらに新開発食品の安全性評価で現在最も重要となっているアレルゲン性に関す

るデータベース化、多様化するバイオテクノロジー技術並びに多様化する GM 食品

の機能に関する情報収集を行い、安全性未審査の遺伝子組換え並びに新育種技術に

より開発された作物の検知技術開発と安全性に関する知見の収集を進めた。 

リスクコミュニケーション関連では、消費者に受容されにくい状況が続いている

バイオテクノロジー応用食品の本質的原因の究明並びに社会的受容の促進を試み

る。GM 食品が受容されない本質的原因の究明に取り組むとともに、動植物の育種や

品種改良の現場における技術として、重要性が増す一方である GM 及び NBT 技術に

ついて、国民の正しい理解と判断を手助けするために必要なコミュニケーションツ

ールおよび手法の開発に取り組んだ。 

倫理規定並びにカルタヘナ法等各種法令遵守のうえ研究を行った。 

 

 

研究分担者 

手島玲子 徳島文理大学香川薬学部 

 特任教授 

今村知明 奈良県立医科大学 教授 

小関良宏 東京農工大学大学院工学研究院 

 教授 

太田大策 大阪府立大学大学院 教授 

堀内浩幸 広島大学大学院 教授 

近藤一成 国立医薬品食品衛生研究所 部長 

安達玲子 国立医薬品食品衛生研究所 室長 

中村公亮 国立医薬品食品衛生研究所 室長 

A. 研究目的 

 多様な機能を有する遺伝子組換え（GM）食品

が実用化に向けて開発され、バイオテクノロジ

ー技術も多様化していることから、それらの安

全性評価並びに規制のあり方、検知法について

検討し、それらの方向性に必要な基礎的な知見

と方法論を提供することを目的とする。また、
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GM食品に対する消費者の意識は、リスク認知と

受容性のかい離が大きいねじれ現象が発生し

ているため、食糧生産技術として重要な GM・NBT

技術について、消費者が正しく理解した上で判

断するために有効なコミュニケーション手法

を明らかにする。加えて未承認 GM 食品の検知

技術の開発及びスタック品種の検知法につい

ての検討、食品の安全性評価に必要なアレルギ

ー情報のデータベース化を行うことを目的と

した。 

 

B. 研究方法 

 種子植物を宿主にした遺伝子組換え(GM)食

品の安全性確保と安全性にかかわる評価法に

関する研究に加え、バイオテクノロジー技術を

用いて開発が進んでいる GM微生物(遺伝子組換

え乳酸菌、ランダムミューテーション法により

得られた乳酸菌変異株)、GM 動物（緑色蛍光タ

ンパク質（green florescence protein: GFP）

遺伝子を有する組換えニワトリ）等を対象とし

てオミクス解析などによる網羅的技術（トラン

スクリプトーム、プロテオーム及びメタボロー

ム）による解析結果を総合することで、モデル

GM 食品を対象として安全性評価としての有用

性について具体的な知見を提供した。H28 年度

は特に GM 動物として GFP 導入ニワトリについ

て網羅的技術による検討を行った。 

トランスクリプトーム解析では、雌のニワトリ

の非組換え体である野生種および GFP ヘテロ

導入遺伝子組換え体より血液を採取し、白血球

を得て中に発現している遺伝子についてマイ

クロアレイにより解析した。マイクロアレイで

の結果より明確にシグナルを検出できた遺伝

子群 25,714 遺伝子を解析対象として、非組換

え体と組換え体で発現変動遺伝子を有意水準 

1 % として抽出した結果、1,883 遺伝子が得ら

れた。このうち組換え体で非組み換え体の発現

量の半分以下であった遺伝子が 299 遺伝子、

組換え体で 2 倍以上の発現量を示したものが 

27 遺伝子得られた。GM 微生物については、ヒ

ト腸管上皮細胞との相互作用についても、トラ

ンスクリプトーム解析を行った。 

 プロテオーム解析では、GFPタンパク質遺伝子

組換え並びに非組換えにわとりを用いて、それ

ぞれ雌 3 個体の血清よりタンパク質を抽出し、

2D-DIGEを行い、GM,NGM間で発現に有意差のみ

られた 7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。 

メタボローム解析では、平成 27 年度に整備し

たニワトリメタボロミクスプラットフォーム

を基にして代謝物一斉解析を実施した。分析に

は，GFP タンパク質遺伝子組換え並びに非組換

えにわとりから採取した血液を用いた。血液は，

改変体と非改変体のそれぞれ 4個体（1ヶ月齢）

の雌個体から採取した。血漿サンプルの分析前

処理法の最適化後，親水性画分と疎水性画分に

分画した。それぞれの画分に含まれる代謝物を

ガスクロマトグラフ-飛行時間型質量分析装置

によって計測し， 222 個の代謝物ピークを再

現性良く観測した。このうち 121 個の代謝物

を同定し，統計解析を行った。 

新規育種技術を用いて得られた食品の新しい

検知法と評価法の開発では、新規育種技術の一

つ で あ る Oligonucleotide Directed 

Mutagenesis（ODM）を用いて、セイヨウアブラ

ナ由来のアセト乳酸合成酵素遺伝子に 1塩基の

み変異させて得られたとされる除草剤耐性の

セイヨウアブラナについて、検討した。①従来

の方法（Cel-1 アッセイ法、制限酵素アッセイ

法）、及び、②次世代シークエンサーを使用し

た新しい方法（PCR-NGS 法）の検出感度に関す

る検証を行った。 

遺伝子組換え接ぎ木トマトについて、GUS 遺伝

子を導入したマイクロトムを材料とし、組換え

トマト台木に非組換えトマトの穂木を継いだ

個体 (N/T) および非組換えトマト台木に組換

えトマト台木を継いだ個体 (T/N) 各数個体を

作出・栽培し、成熟したものを順次収穫し食品

成分分析を進めている。 

 アレルゲン性予測解析ツールの１つである

アレルゲン・エピトープ情報データベース 

Allergen Database for Food Safety (ADFS)の

更新・充実により、遺伝子組換え食品のリスク

管理の上で必須であるアレルゲン性評価系に

関する研究を行った。2015 年 6 月から 2016 年

5 月までの 1 年間に NCBI PubMed に収載された

論文からエピトープ情報に関するものを選択

し、8 種のアレルゲンタンパク質の linear 

epitope、及び 3 種のアレルゲンタンパク質の

conformational epitopeの新規情報を得た。 

 リスクコミュニケーションについては、①新

たな説明ロジック及び説明ツールの開発とし

て、平成２７年度の研究成果を踏まえ、年代別

の説明ロジックについて、ライフステージの変

化に着目した消費者アンケートを設計し、実施

した。また、食品安全に対する消費者意識の変
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化について、過去と同じ質問でのアンケート調

査を実施し、消費者の食品安全に対する感度の

変化を調べた。②先進国や食品以外の分野にお

ける事例調査として、GMサーモンについて、定

期的に海外の報道状況に対する調査を行った。

ゲノム編集に関する欧州の政策および研究開

発の最新動向については、2017年 2月に開催さ

れる国際シンポジウムに参加して情報収集を

実施する予定である。 

研究方法の詳細については、各分担研究報告

書を確認していただきたい。 

 

倫理面への配慮  

GM 微生物ならびに動物において、いずれも閉

鎖系での栽培・飼育になるので、各分担研究者

の所属する研究所での遺伝子組換え生物安全

管理委員会の許可を得て研究を行った。さらに

その GM の各研究所への配布については、カル

タヘナ国内法に準拠するため、生殖不可能な状

態にして配布することに配慮した。 

動物実験については、分担研究者の所属する

研究所での動物実験倫理規定に従って行った。 

リスクコミュニケーションに関する研究で

の、意見聴取、インタビューにおいては不利益

な個人情報が漏れないような配慮を講じた。ま

た、人を対象とする疫学研究に関する倫理指針

に該当する研究内容が含まれるため、奈良県立

医科大学の倫理委員会に於いて承認を受けて

研究を行った。 

 

C. 研究結果 および D. 考察 

バイオテクノロジー応用食品のオミクス手法

を用いた網羅的解析 

 種子植物を宿主にした遺伝子組換え(GM)食

品の安全性確保と安全性にかかわる評価法に

関する研究に加え、バイオテクノロジー技術を

用いて開発が進んでいる GM微生物(エルシニア

の表層抗原を固定化した組換え乳酸菌)、GM 動

物（緑色蛍光タンパク質（green florescence 

protein: GFP）遺伝子を有する組換えニワトリ）

等を対象としてオミクス解析などによる網羅

的技術（トランスクリプトーム、プロテオーム

及びメタボローム）による解析結果を総合する

ことで、モデル GM 食品を対象として安全性評

価としての有用性について具体的な知見を提

供した。H28 年度は特に GM動物として GFP導入

ニワトリについて重点的に網羅的検討を行っ

た。 

 トランスクリプトーム解析では、雌のニワト

リの非組換え体である野生種および GFP ヘテ

ロ導入遺伝子組換え体より血液を採取し、白血

球を得て中に発現している遺伝子についてマ

イクロアレイにより解析した。マイクロアレイ

での結果より明確にシグナルを検出できた遺

伝子群 25,714 遺伝子を解析対象として、非組

換え体と組換え体で発現変動遺伝子を有意水

準 1 % として抽出した結果、1,883 遺伝子が

得られた。このうち組換え体で非組み換え体の

発現量の半分以下であった遺伝子が 299 遺伝

子、組換え体で 2倍以上の発現量を示したもの

が 27 遺伝子得られた。GM 微生物(エルシニア

の表層抗原を固定化した組換え乳酸菌)につい

ては、細胞系を用いた GM 微生物とヒト腸管上

皮細胞の相互作用に関するトランスクリプト

ーム解析を行い、安全性評価法の具体的な実験

系としての有用性を検討した。 

 プロテオーム解析では、GFP タンパク質遺伝子

組換え並びに非組換えにわとりを用いて、それ

ぞれ雌 3 個体の血清よりタンパク質を抽出し、

2D-DIGEを行い、GM,NGM間で発現に有意差のみ

られた 7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。 

メタボローム解析では、平成 27 年度に整備

したニワトリメタボロミクスプラットフォー

ムを基にして代謝物一斉解析を実施した。分析

には，GFP タンパク質遺伝子組換え並びに非組

換えにわとりから採取した血液を用いた。血液

は，改変体と非改変体のそれぞれ 4 個体（1 ヶ

月齢）の雌個体から採取した。血漿サンプルの

分析前処理法の最適化後，親水性画分と疎水性

画分に分画した。それぞれの画分に含まれる代

謝物をガスクロマトグラフ-飛行時間型質量分

析装置によって計測し， 222 個の代謝物ピー

クを再現性良く観測した。このうち 121 個の

代謝物を同定し，統計解析を行った。 

 

新規育種技術を用いて得られた食品の新しい

検知法と評価法の開発 

 新規育種技術の一つである Oligonucleotide 

Directed Mutagenesis（ODM）を用いて、セイ

ヨウアブラナ由来のアセト乳酸合成酵素遺伝

子に 1塩基のみ変異させて得られたとされる除

草剤耐性のセイヨウアブラナについて、検討し

た。①従来の方法（Cel-1 アッセイ法、制限酵

素アッセイ法）、及び、②次世代シークエンサ

ーを使用した新しい方法（PCR-NGS 法）の検出
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感度に関する検証を行った。 

遺伝子組換え接ぎ木トマトについて、GUS 遺伝

子を導入したマイクロトムを材料とし、組換え

トマト台木に非組換えトマトの穂木を継いだ

個体 (N/T) および非組換えトマト台木に組換

えトマト台木を継いだ個体 (T/N) 各数個体を

作出・栽培し、成熟したものを順次収穫し食品

成分分析を進めている。 

 アレルゲン性予測解析ツールの１つである

アレルゲン・エピトープ情報データベース 

Allergen Database for Food Safety (ADFS)の

更新・充実により、遺伝子組換え食品のリスク

管理の上で必須であるアレルゲン性評価系に

関する研究を行った。2015 年 6 月から 2016 年

5 月までの 1 年間に NCBI PubMed に収載された

論文からエピトープ情報に関するものを選択

し、8 種のアレルゲンタンパク質の linear 

epitope、及び 3 種のアレルゲンタンパク質の

conformational epitopeの新規情報を得た。 

 

バイオテクノロジー応用食品の安全性に関す

るリスクコミュニケーション 

 GM (genetically modified) 食品に対する日

本の消費者の受容は、その登場時から一貫して

低く、改善の兆しは見られない。その一方で、

GM 技術は発展してきており、従来の GM 技術と

は異なる特徴を持った NBT (new breeding 

technologies)のような技術も登場している。

このような状況下でリスクコミュニケーショ

ンの複雑性は増し、また、一層慎重な対応が求

められるようになってきている。 

 GM 食品が受容されない本質的原因の究明と

して、消費者の年代別による生物の基礎的知識

やリテラシーの違いを把握し、年代によるコミ

ュニケーション手法の検討、および円滑なリス

クコミュニケーションに必要な要因の抽出を

実施した。 

①新たな説明ロジック及び説明ツールの開

発として、平成２７年度の研究成果を踏まえ、

年代別の説明ロジックについて、ライフステー

ジの変化に着目した消費者アンケートを設計

し、実施した。また、食品安全に対する消費者

意識の変化について、過去と同じ質問でのアン

ケート調査を実施し、消費者の食品安全に対す

る感度の変化を調べた。②先進国や食品以外の

分野における事例調査として、GMサーモンにつ

いて、定期的に海外の報道状況に対する調査を

行った。ゲノム編集に関する欧州の政策および

研究開発の最新動向については、2017年 2月に

開催される国際シンポジウムに参加して情報

収集を実施した。 

 

E. 結論 

GM 及び non-GM ニワトリのオミクス解析から，

外来遺伝子が導入された TGニワトリにおいて，

代謝系，遺伝子の転写系及び翻訳されるタンパ

ク質で non-TG ニワトリと比較して大きく変動

する因子が特定された。これは組換え体由来の

産物ベース（いわゆるプロダクトベース）での

安全性評価項目として，GMの有無，食品として

ヒトが摂取した際の安全性の基準として利用

できることが予想される。 

プロテオミクス解析は、遺伝子組換え食品の

安全性評価において、非組換え食品との定量的

比較解析により有用な情報を与えることが示

された。また、ターゲットを絞ったオミクス解

析の安全性評価への応用も可能と思われ、安全

性評価に有用なバイオマーカーの探索にも道

を開くものと思われる。さらに、遺伝子組換え

により宿主に引き起こされる現象の作用機作

を知る観点からも有用であることが示された。

GM 微生物とヒト腸管上皮細胞との相互作用の

検討では、安全性評価に用いる実験系としての

知見の集積を行うことができた。 

次世代型育種技術（NBT）によって作出され

た生物由来の食品材料の代謝物蓄積の評価法

の整備にも寄与する。特に，ゲノム編集ターゲ

ット遺伝子以外のオフターゲット変異によっ

て起こりうる代謝生化学的な影響を網羅的に

解析し，ゲノムワイドな配列変異情報，トラン

スクリプトーム情報，プロテオミクス情報と統

合解析し，NBT によって作出される食品素材の

評価方の整備に結びつけることができる。新育

種技術、特にゲノム編集を用いた作物及び魚類

の研究開発が活発に行われている。一方で、行

政的取り扱い判断のための科学的知見及び利

用する国民の意識の調査は十分でない。法律的

解釈に加えて、主に科学的知見の収集を行い、

科学的見解をまとめる。これらの成果は、厚生

労働省がゲノム編集技術を用いた作物・動物の

申請時の行政的判断を行うのに重要な材料と

なると期待される。 

新規育種技術の一つである ODMを利用して開

発され、海外では商業栽培が計画されている除

草剤耐性セイヨウアブラナ 5722 系統の検知が

可能かを検証すること、また、ゲノム編集部位
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とその周辺の状態を評価する新しい方法の開

発が期待できる。 

遺伝子組換え食品は、多様化するバイオテク

ノロジー技術を用いて開発されるため、そのリ

スクの 1つであるアレルゲン性を予測すること

が非常に重要となる。本研究は、アレルゲン性

予測解析法の１つとして開発したアレルゲ

ン・エピトープ情報データベース(ADFS)に関し

て、最新の知見を取り入れてその情報内容を継

続的に更新し充実させるものであり、遺伝子組

換え食品のリスク管理の上で必須であるアレ

ルゲン性の評価に大きく貢献するものと考え

る。 

リスクコミュニケーションについては、ゲノ

ム編集および GM 関連の各技術の最新動向およ

び各国の対応状況を調査し、世界的動向の最新

状況を把握し、同時に、国内消費者の調査を実

施し、消費者の受容性の状況、受容性が変化す

るポイント（ライフイベント、年代等）を把握

し、リスクコミュニケーションにおける効果的

な働きかけの内容、セグメントを明らかにし、

リスクコミュニケーション手法を開発するこ

とが期待される。 

 

F. 健康危険情報 
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method. Food Chemistry, 205, 272-279, 

2016 
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9. Mano J., Nishitsuji Y., Kikuchi Y., 

Fukudome S., Hayashida S., Kawakami H., 

Kurimoto Y., Noguchi A., Kondo K., Teshima 

R., Takabatake R., Kitta K. 

“Quantification of DNA fragmentation in 

processed foods using real-time PCR” 
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近藤一成、小関良宏：小麦加工食品における

ゲノム DNA断片化の評価、日本食品化学学会 

第 22 回 総会・学術大会、高知、2016 年 6
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19. 真野潤一、野間聡、菊池洋介、福留真一、

川上裕之、栗本洋一、布藤聡、野口秋雄、中
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厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 
「バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究」 

分 担 研 究 報 告 書（平成 28年度） 

 

バイオテクノロジー応用微生物の安全性 

 

研究分担者 五十君 靜信 東京農業大学 教授 

 

 

 

協力研究者 

桝田 和彌 東京農業大学 

梶川 揚申 東京農業大学 

武田 昌之 東京農業大学 

関根 侑  東京農業大学 

 

Ａ. 研究目的 

 モデル組換え体を作出し組換え微生物で特

に重要と思われる安全性に関する知見を集積

し、これらの検討により得られた有用な安全性

評価手法を提供する。これまでの研究により、

遺伝子組換え乳酸菌の免疫系への影響は、組み

込む遺伝子産物単独の性質を必ずしも反映し

ないことが示されており、用いた宿主乳酸菌と

挿入遺伝子産物の組合せにより多様な免疫影

響が起こることが示されており、挿入遺伝子産

物単独の示す免疫影響とは異なった免疫影響

が観察されることがある。 

先行する研究成果により、サルモネラ鞭毛抗

原を菌体表層に固定化発現したモデル乳酸菌

組換え体に対しオミクス解析を行い、組換え体

と非組換え体の網羅的な比較を行った。その結

果が、元株と GM 株のゲノムの一部が欠損して

いるのではないかという知見が得られてため、

全ゲノム解析により比較検討を行い、遺伝子の

状況を評価することにした。本年度は、モデル

研究要旨 

遺伝子組換え微生物の利用を実用化するにあたって障害となっており、検討が必要

とされている安全性に関する項目としては、組換え微生物のヒトや動物の免疫系への影

響評価や腸内フローラを介した健康影響が重要であるとされている。本分担研究では

遺伝子組換え技術を用いてモデル組換え細菌を作出し、それらの組換え体を用いて細

胞や実験動物を用いた実験により、上述の組換え微生物の安全性に関する知見を集

積すると共に、安全性評価手法の開発を行う。 

 平成 27 年度までに、モデル乳酸菌組換え体に関するオミクス（トランスクリプトーム、プ

ロテオーム、メタボローム）による網羅的の解析が終了したので、平成 28 年度は遺伝子

組換え微生物の安全性評価に用いる為の組換え体とヒト腸管上皮細胞の相互作用に

関する評価手法について検討を行った。 

エルシニアの表層抗原を乳酸菌表層に固定発現したモデル組換え体を作出し、ヒト

腸管上皮細胞である Caco-2 細胞の派生クローンである C2BBe1 細胞との相互作用に

ついて評価を試みた。培地、宿主乳酸菌、組換え乳酸菌の３者を細胞と反応させた後、
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乳酸菌の作成及び、遺伝子組換え微生物の安全

性評価に用いる為の組換え乳酸菌とヒト腸管

上皮細胞との相互作用の評価手法について検

討を行うことを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

(1)遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 

 エルシニアの表層抗原Invasinを菌体表層に

固定化発現させた乳酸菌を作出しモデル組換

え体とした。乳酸菌は、Lactobacilus casei 394

を用いた。また、ノサシバエ由来の遺伝子を用

いたランダムミューテーション法によりエリ

スロマイシン耐性を付与した同菌変異株を 100

株、作成した。 

(２)細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評

価 

 ヒト腸管上皮細胞モデルとして Caco-2 細

胞の派生クローンである C2BBe1 細胞を用い

た。情報にしたがい培養・継代し、以下の実験

に用いた。C2BBe1 細胞を培養・継代し、MOI：

100 となるように宿主乳酸菌、エルシニア抗原

発現モデル組換え乳酸菌を接種し、37℃で１時

間培養後、細胞から全 RNA を回収し、細胞の

メッセンジャーRNA を次世代シーケンサー網

羅的に解析した。培地コントロールに対し乳酸

菌親株、組換え乳酸菌とヒト腸管上皮細胞の相

互作用をトランスクリプトーム解析の手法に

て評価した。 

 

Ｃ. 研究結果 

(1) 遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 

 エルシニア表層抗原 Invasinを乳酸菌菌体表層

に固定化発現させた組換え体を作出し、組換え乳

酸菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用を評価す

るモデル組換え体とした。 

 乳酸菌 L. casei 394 株は、通常のランダムミ

ューテーション法で変異株を作成すると、ゲノム

のレアレンジメントをおこし、導入遺伝子を単純

に挿入した変異株を作成することが困難である

ため、新規のノサシバエ由来の遺伝子によるラン

ダムミューテーション法を確立し、エリスロマイ

シン耐性を付与した変異株を 100株ほど作成した。

得られた変異株を遺伝子レベルで評価したとこ

ろ、ゲノム乗れアレンジメントらしき現象は観察

されず、エリスロマイシン耐性遺伝子が挿入され

ていた。 

(2) 細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評

価（トランスクリプトーム解析） 

培地コントロール、宿主乳酸菌、モデル乳酸菌

組換え体をヒト腸管由来細胞に１時間暴露させ

た後、細胞のメッセンジャーRNAについて回収し、

次世代シーケンサーを用いてトランスクリプト

ーム解析を行った。シーケンス結果の概要（表 1）、

マッピング統計データ（表 2）は、表の通りであ

った。 

解析結果を、図１，図２に示した。図及び表の

表記は、N:培地、C:宿主乳酸菌、IP：モデル組換

え乳酸菌を示している。Log2 FC を、1.6 とした

場合、培地コントロールに比べ、宿主乳酸菌では

53 遺伝子の発現が、モデル組換え乳酸菌では 94

遺伝子の発現が 3倍以上に上昇していることがわ

かった。 

 

Ｄ. 考察   

(1) 遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 

 エルシニア表層抗原 Invasinを乳酸菌菌体表層

に固定化発現させた組換え乳酸菌では、乳酸菌菌

体表層に固定化して発現している invasinが、ヒ

ト腸管上皮細胞とどのような相互作用を示すの

かが興味深い。エルシニアの当該抗原はヒト腸管

細胞M細胞の腸管腔側に発現するβ1-integrinと

相互作用することが知られている。モデル組換え
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乳酸菌に、この抗原が加わることで、ヒト腸管上

皮細胞との相互作用がどのように反応するのか

について評価するためにモデル組換え体の作成

を行った。 

 乳酸菌 L. casei 394 株は、通常のランダムミ

ューテーション法で変異株を作成すると、ゲノム

のレアレンジメントをおこし、導入遺伝子を単純

に挿入した変異株を作成することが困難であっ

た。そこで、新規のランダムミューテーション法

として、ノサシバエ由来の遺伝子によるランダム

ミューテーション法の確立を試みた。エリスロマ

イシン耐性を付与した変異株を 100株ほど作成し、

得られた変異株を遺伝子レベルで評価したとこ

ろ、ゲノムのレアレンジメントらしき現象は観察

されず、エリスロマイシン耐性遺伝子が単純に挿

入されていることが確認された。これらの変異株

は、今後の検討のモデル乳酸菌組換え体として用

いることが可能と思われる。 

(2) 細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評価

（トランスクリプトーム解析） 

培地コントロール、宿主乳酸菌、モデル乳酸菌

組換え体をヒト腸管由来細胞に 37℃１時間暴露

させた後、細胞のメッセンジャーRNA について回

収し、次世代シーケンサーを用いて網羅的な解析

を行った。培地コントロールに比べ、宿主乳酸菌

では 53 遺伝子の発現が、モデル組換え乳酸菌で

は 94 遺伝子の発現が 3 倍以上に上昇しているこ

とから、エルシニアの抗原が乳酸菌に加わること

により、およそ 40 の遺伝子が有意にその発現が

増強していることが示された。現在変化したそれ

ぞれの遺伝子について解析を進めている。 

 

Ｅ. 結論 

遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出では、エルシ

ニアの表層抗原 Invasinを菌体表層に固定化発現

させた乳酸菌を作出しモデル組換え体とした。ま

た、ノサシバエ由来の遺伝子を用いたランダムミ

ューテーション法によりエリスロマイシン耐性

を付与した乳酸菌変異株 100株を作成し、今後モ

デル組換え体として用いる菌株の準備が整った。 

 細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評価

系の開発では、ヒト腸管上皮細胞モデルとして

Caco-2 細胞の派生クローンである C2BBe1 細胞を

用いた評価系を検討した。培地コントロールに対

し乳酸菌親株、組換え乳酸菌とヒト腸管上皮細胞

の相互作用をトランスクリプトーム解析の手法

にて評価したところ、親株に比べモデル組換え体

で、約 40 の遺伝子が有意に発現を増強している

ことが確認された。 

  

Ｆ. 健康危険情報 

 なし 

 

Ｇ．研究発表 

1.論文発表 

 Kajikawa A, Midorikawa E, Masuda K, Kondo K, 

Irisawa T, Igimi S, Okada S. Characterization 

of flagellins isolated from a highly motile 

strain of Lactobacillus agilis. BMC Microbiol. 

2016 Mar 22;16:49. 

 

２．学会発表 

①楢木真吾、永井貴久、佐々木泰子、五十君靜信。

抗がん剤の宿主として利用するための酸素感受

性 Lactobacillus casei IGM394 の作出。日本乳酸

菌学会。2016.7.9-10。北里大学白金。 

②関根 侑 、野口 実莉 、石浜 峻 、桝田 和彌、

梶川 揚申 、横田 健治 、五十君 靜信。 Lac-

tobacillus casei が有する免疫誘導分子の探索系の
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構築。日本農芸化学会 2017年度大会。2017.3.18-20。

京都 

③藤原公紀、横田健治、五十君靜信、梶川揚申。

遺伝子検出法を用いた動物腸管由来運動性

Lactobacillus 属細菌の検索。日本農芸化学会 2017

年度大会。2017.3.18-20。京都 

④近藤和穂、横田健治、五十君靜信、梶川揚申。

Lactobacillus agilis BKN88 における走化性の解析。

日本農芸化学会 2017 年度大会。2017.3.18-20。京

都 

⑤辻光倭、鈴木俊也、横田健治、五十君靜信、梶

川揚申。IL-1 ファミリーサイトカイン分泌乳酸菌

の構築と評価。日本農芸化学会 2017 年度大会。

2017.3.18-20。京都 

⑥五日市悠、柴崎泰基、横田健治、五十君靜信、

梶川揚申。酢酸菌の免疫刺激作用に関与する菌体

構成成分の探索。日本農芸化学会 2017 年度大会。

2017.3.18-20。京都 

⑦鈴木俊也、横田健治、五十君靜信、梶川揚申。

乳酸菌由来 S-layer タンパク質の免疫学的特性。

日本農芸化学会 2017 年度大会。2017.3.18-20。京

都 

 

３．その他発表 
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表１シーケンス結果の概要 
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表２．マッピング統計データ 
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図１．正確検定による結果 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．正確検定による結果 
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図２．尤度比検定による結果 
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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安心・安全確保推進研究事業） 
「バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究」 

分 担 研 究 報 告 書（平成 28 年度） 
 

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： 平成 28年度は、バイオテクノロジー応用食品のプロテオーム解析に関する調査研究と

して、にわとり血清より抽出した各タンパク質溶液を Cy3または Cy5で標識し、さらに Cy2で標

識した内部標準サンプルを加えて 2D-DIGE(蛍光二次元電気泳動)を行った。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。具体的には、EGFP タンパク質遺伝子組換え(GM)並びに非組換え(non-GM)雌にわとりそれ

ぞれ 3匹ずつの血清について、タンパク質を抽出し、2D-DIGE を行った。約 2000のスポットのうち、

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、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。 

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、組換え動物においても non-GM及び GM生物の間の比較情報が蓄積されてきている現状に鑑み

て、有用な手法になり得ると思われた。 
 
研究協力者 
西島正弘 国立医薬品食品衛生研究所客員研究員 
酒井信夫 国立医薬品食品衛生研究所生活衛生

化学部 
佐藤里絵 (独）農研機構 食品総合研究所 
秋山晴代 神奈川衛生研究所 
 
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、遺伝子組換えニ 
ワトリ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。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。遺伝子組換え技術による安全性を考える 
うえで、遺伝子組換え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 
ス等の網羅的解析法も一つの有用な方法にとな 
ると考えられる。そこで本分担研究では組換え 

体と非組換え体を用いて 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。以下、今年度の概要を記 

す。 
今年度は、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として、

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群のタンパク質発現の網羅的差異

について解析を行った。 
 
B. 研究方法 
(1)ニワトリ血清のプロテオーム解析 

(i) 供与試料 

 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を広島大学大学院堀

内教授より供与いただいた（動物 No: GM;  T45, 

T53, T54,  Non-GM; W43, W51, W55）。供与い

ただいた血清は、-80℃ディープフリーザー内に

保管した。 

 (ii) ニワトリ血清を用いたタンパク質網羅

的比較解析 

  ニワトリ血清試料各 32 μL に Buffer A 

(Equil load wash, Agilent cat No. 5185-5987) 

368 μLを添加して攪拌し、 Spin Filters（0.22 
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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

対して表3 に従って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、3 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。 

 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)のうち、昨年同定の終わった

3スポット(No.1366, 1360, 1594)を除いた 7ス

ポット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は、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 NCBInr の最新版に対

して、Gallus gallusを指定して検索を行った。 
 
C．研究結果 
 (1) ニワトリ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 6個体ともに血清の

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。ｎ

on-GMと GM各 3匹につき、個体差を検出する目

的で、n=3で解析した.図 1に non-GMと GMの画

像を重ね合わせて表示した例を示す。9 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
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るスポットが 18個観察された。結果を表１に示

す。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、昨年の 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、今年度は残りの 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。スポット解析したスポットの二

次元電気泳動ゲルイメージ上の位置を図 2に、

MS 解析によるタンパク質の同定結果を表 2 に、

また、MS 解析により今年度新たに同定したタン

パク質の名前を記した同定結果を二次元電気泳

動ゲルイメージ上に記したものを図 3 に示した。 

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、表 1に示すよう

に、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、今回有意差の見られた血清タンパク質

は、前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、今回 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。 

 

D．考察 
組換えニワトリ血清を用いたタンパク質網羅

的比較解析 

今年度は、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お行

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。 
 
E．結論 
ニワトリ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。 

プロテオーム解析は、安全性評価ばかりで

なく、組換え体の作用機作(Mode of Action)

を知るうえでも有用であることが示された。 
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図 1 Non-GM と GM の重ね合わせ 2D-DIGE-gel イメージ 

   Cy3: 綠- non-GM , Cy5: 赤-GM (両サンプルに同程度含まれるスポットは黄色で表示される.)   
 
 
表 1  Non-GM 試料に対して GM 試料で、1.5 倍以上の上昇 

並びに 1.5 倍以下の減少が検出されたスポット          
                 

No. 
Master 

No. 
Appearanc

e P-value Av. Ratio*1 

1 1778 6(29) 0.023 5.98 
  2 1783 28(29) 0.0012 2.85 

3 1366 22(29) 0.0025 2.03 
4 1589 18(29) 0.00079 1.96 
5 1779 29(29) 0.0003 1.83 
6 1768 29(29) 0.00088 1.82 
7 1360 22(29) 0.0026 1.74 
8 1575 18(29) 0.002 1.67 
9 1514 18(29) 0.012 1.67 

10 1599 24(29) 0.012 1.67 
11 1327 25(29) 0.00025 1.66 
12 1594 28(29) 0.01 1.64 
13 1578 21(29) 0.0033 1.57 
14  1362 12(29) 0.0059 1.57 
15  726 18(29) 0.0076 1.57 
16 1586 15(29) 0.013 1.56 
17 665 18(29) 0.023 1.56 
18 1208 12(29) 0.018 1.53 

     
   646 29(29) 0.0012 1.31 

 279 28(29) 0.0049 1.27 

 724 29(29) 0.00031 1.24 

 613 26(29) 0.0011 -1.36 
・MS 解析を行ったスポットは、マスターNo.の部分を赤で示した。   

 また、昨年同定したものは、マスターNo.の部分を緑で示した。 
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図 2  ニワトリ血清の MS 解析を実施したスポットの二次元 
電気泳動ゲルイメージ上の位置 

 

 
図 3.ニワトリ血清の MS 解析を実施したスポットの同定 

結果並びに二次元電気泳動ゲルイメージ上の位置 

 
表 2  ニワトリ血清の MS 解析を実施したスポットの同定結果 

Spot No. Ac.No. Protein Name Score MW 
1327 gi|971400187 alpha-1-antiproteinase  339 48006 
1779 gi|104728 Ig light chain precursor V-J region 456 22769 
724 gi|971434955 alpha-2-macroglobulin-like protein 1 3204 164547 
613 CFBL_CHICK Complement factor B-like protease 310 27719 
646 CFBL_CHICK Complement factor B-like protease 314 27719 

1783 gi|104728 Ig light chain precursor V-J region 291 22769 
1366 gi|478246985 alpha-1-antiproteinase , antitrypsin 200 48854 
1360 gi|478246985 alpha-1-antiproteinase , antitrypsin 297 48854 
279 gi|363736454 complement factor H [Gallus gallus] 730 152721 

1594 gi|922959946 C-reactive protein, pentraxin-related precursor [Gallus 
gallus] 148 35307 

 
 
  

1594 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
平成 28 年度 分担研究報告書 

 
バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 
分担課題 バイオテクノロジー応用食品のトランスクリプトーム解析（１） 

 
 研究分担者 小関 良宏 （東京農工大学大学院工学研究院・教授） 
 研究協力者 宮原 平  （東京農工大学大学院工学研究院・助教） 
 

研究要旨  
 近年の遺伝子組換え技術の発展により、ゲノム編集技術の開発が進められている。

ゲノム編集技術では従来の外来遺伝子の導入による組換え生物の作出とは異なる

技法で遺伝子改変が行われることから、これまでにない遺伝子改変がなされた生物

由来の食品の安全性を評価する必要がある。 
 本研究では新規の遺伝子改変技術であるゲノム編集技術により作出された遺伝

子改変ニワトリをモデルとし、遺伝子改変生物由来の食品の新たな安全性評価系の

構築を目的としている。1 年目ではその基礎段階としてニワトリの雌雄の違いにお

ける白血球のトランスクリプトーム解析を行い、雌雄間での発現変動遺伝子を確認

した。本年度は緑色蛍光タンパク質 (GFP) を従来の遺伝子組換え技術により導入

した GFP ヘテロ導入ニワトリと非組換え体である野生種のトランスクリプトーム

解析を行い、ニワトリでの遺伝子組換えによる遺伝子発現系への影響を調査した。 
 解析の結果、野生種と組換え体で発現変動のあった遺伝子群において、明確な遺

伝子発現の差異を示す代謝系などのクラスターは確認されなかった。 
 

 
A. 研究目的 
 従来の遺伝子組換え生物とは異なる、ゲノム

編集技術と呼ばれる宿主生物体ゲノム内に外

来遺伝子導入の痕跡がほとんど残らない遺伝

子改変技術による遺伝子改変生物の開発が急

速に進められている。この技術は近い将来に食

品およびその加工原料としての使用が考えら

れることから、バイオテクノロジー応用食品と

しての安全性評価系の構築が必要とされてい

る。これまでの研究から、遺伝子組換え生物で

は研究者が意図して導入した形質以外にも、研

究者の意図しない遺伝子の発現や代謝フロー

の変化などの遺伝子組換えによる副次的な影

響が起こっていることが示唆されている。この

ため、遺伝子改変生物においても同様に予期し

ない形質への影響が起こることが予想される。

食品の安全性評価の点では、遺伝子改変生物の

生体内での変化を網羅的に把握する必要があ

るが、遺伝子改変生物のオミクス解析を行った

研究報告はまだ技術が新しいためほとんど見

当たらない。 
 本研究ではゲノム編集技術による遺伝子改

変生物のモデルとしてアレルゲンノックアウ

トニワトリを解析対象として、バイオテクノロ

ジー応用食品の安全性評価基準のための基礎

データの収集を目的に研究を行っている。平成 
27 年度はニワトリの雌雄間でのトランスクリ

プトーム解析、平成 28 年度は遺伝子組換えニ

ワトリと野生種でのトランスクリプトーム解

析を行った。平成 29 年度には遺伝子改変ニワ

トリのトランスクリプトーム解析が予定され

ており、本研究においては本年度までの結果を

元に遺伝子改変生物でのゲノム編集の影響を

評価する基礎情報を得ることを目的とした。 
 
B. 研究方法 
 広島大学の堀内教授より分与された 1 - 2 ヶ
月齢のニワトリの白血球から抽出した  total 
RNA をサンプルとしてトランスクリプトーム

解析を行った。解析サンプルには、ウイルスベ

クター法により緑色蛍光タンパク質 (GFP) が
導入された GFP ヘテロ導入ニワトリの雌を 3 
個体、対照として雌の野生種を 3 個体使用し

た。 
 トランスクリプトーム解析は アジレント・

テクノロジー社の Agilent Expression Array に
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委託した。解析内容は、ラベリング方法 1 色
法、DNA チップは Chicken オリゴ DNA マイ

クロアレイ  Ver 2.0、Low Input Quick Amp 
Labeling Kit, one-color 、 Gene Expression 
Hybridization Kit、Gene Expression Wash Buffers 
Pack を使用し、方法はマニュアルに従い行わ

れた。検出シグナルは専用解析ソフトウェア 
Agilent Feature Extraction により数値化された。 
 委託解析の結果により得られたデータにつ

き、正規化を行った各遺伝子の発現データから

転写産物が検出されたことを示すシグナル強

度 2 に該当する遺伝子を本研究での解析対象

遺伝子とした。以降のデータ解析は、R 言語を

使用し、Bioconductor および CRAN から提供

されているパッケージを用いた。データ描写に

は R studio を使用した。 
 まず、データの全体像の把握および外れサン

プルの有無を確認するため階層クラスター解

析を行った。クラスタリングは (1-Pearson 相関

係数) を距離として、平均連結法により行った。 
 散布図は、各遺伝子の発現量を対数変換後に

野生種と組換え体それぞれの平均値を算出し

プロットした。 
 解析対象遺伝子群から有意水準 1% (p<0.01) 
としてサンプル間での発現変動遺伝子を抽出

した。その後、同一サンプル内で共通して発現

変動が  2 倍以上あった遺伝子について The 
Database for Annotation, Visualization and 
Integrated Discovery v6.8 (DAVID: 
https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) によりクラス

ター解析を行った。 
 

倫理面への配慮  
該当しない 
 

C. 研究結果 
 トランスクリプトーム解析に使用した 
Chiken オリゴ DNA マイクロアレイ Ver 2.0 
には 43,803 個のプローブが搭載されており、

すべてのサンプルで 6 割程度で十分なシグナ

ル強度が検出される結果となった。このため、

すべてのサンプルで共通して十分なシグナル

強度を得られた 25,714 遺伝子を解析対象とし

た。 
 階層クラスター解析では野生種 3 個体、組

換え体 3 個体がそれぞれのクレードを形成し

たことから外れサンプルはないと判断し、発現

変動遺伝子の抽出には野生種 3 個体、組換え

体 3 個体の計 6 サンプルをすべて使用する

こととした (Fig. 1)。 
 解析対象遺伝子について各サンプル間で発

現量の平均値を算出し、散布図を描写した結果、

野生種において組換え体よりも発現が上昇す

る遺伝子が多いことが示されたが、ほとんどの

遺伝子については発現量の差は 2 倍以下に収

まる結果となった (Fig. 2)。発現変動遺伝子の

抽出では、解析対象とした 25,714 遺伝子のう

ち有意水準 1% とした場合 1,883 遺伝子が発

現変動遺伝子として抽出された。このうち各サ

ンプル間で共通して発現量の差が 2 倍以上あ

った遺伝子数は 326 遺伝子であり、野生種で

発現量が 2 倍以上高くなる遺伝子が 299 遺
伝子、組換え体で発現量が 2 倍以上高くなる

遺伝子が 27 遺伝子抽出された (Table 1 にそ

の一部を示した)。さらに発現変動遺伝子群とし

た  1,883 遺伝子について  The Database for 
Annotation, Visualization and Integrated Discovery 
v6.8 (DAVID) で各遺伝子の機能同定および翻

訳産物の推定機能からクラスター解析を行っ

たところ、Enrichment score (サンプル間での遺

伝子の偏りを数値化したもの) が高いクラスタ

ーはアミノ酸配列のドメインによる分類であ

り、代謝経路や免疫系など特定の機能に共通す

るクラスターは確認されなかった。 
 

D. 考察 
 昨年度のニワトリの雌雄間によるトランス

クリプトーム解析に引き続き、本年度では遺伝

子組換えニワトリと野生種のニワトリでのト

ランスクリプトーム解析を行った。昨年度の結

果では、性決定遺伝子などいくつかの機能が共

通する遺伝子において雌雄間で遺伝子発現の

変動が見られたが、今回の組換え体での解析で

は遺伝子の明確な発現の差異は確認されなか

った。これは、導入されている遺伝子が GFP で
あり、本来ニワトリには存在しない遺伝子およ

び代謝経路に関わらないタンパク質であるこ

とから、ニワトリ由来の遺伝子発現系にはほと

んど影響を与えなかった可能性が考えられた。

また、ヘテロ導入体であることも影響が少ない

一因として考えられる。ハウスキーピング遺伝

子である GAPDH は今回の結果においても野

生種、組換え体ともに発現量に差がないことが

確認されており、階層クラスター解析において

は野生種のクレードと組換え体のクレードが

明確に分離されたため、サンプルおよび解析方

法については適切であると考えられた。 
 次年度はゲノム編集技術により作出された
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遺伝子改変ニワトリのトランスクリプトーム

解析を行う予定である。予定されているサンプ

ルはアレルゲンノックアウトニワトリであり、

ニワトリ由来の代謝経路に影響を与える改変

であることから、前年度および今年度よりも発

現変動が著しく起こる可能性が高い。膨大な発

現変動遺伝子群から真に変動のある遺伝子群

を抽出する際に、前回および今回の発現変動遺

伝子群を基礎データとして参照し考察に役立

てたい。 
 

E. 結論 
 野生種とウイルスベクター法による GFP 遺
伝子ヘテロ導入組換え体のニワトリの 1 - 2 ヶ
月齢の白血球におけるトランスクリプトーム

解析では、両者の間に明確な発現変動が起こる

遺伝子群は確認されなかった。 
 

F. 健康危険情報 
なし 
G. 研究発表 

1. 論文発表 
1)なし 
2)なし 
 

2. 学会発表 
1)なし 
2)なし 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得  なし 
2. 実用新案登録  なし 
 
3. その他  なし 
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Table 1 各サンプルにおいて 2 倍以上の発現変動が認められた遺伝子について上位 5 位までのリ

スト  
上：野生種で遺伝子組換え体の発現を上回っていた遺伝子、下：野生種で下回っていた遺伝子。 

Gene Annotation 
logFC WT > TF 

Ariadne RBR E3 ubiquitin protein ligase 1 3.48 
Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 3.10 
Adaptor related protein complex 2 mu 1 subunit 2.95 
MHC class I glycoprotein 2.89 
B-L beta chain mRNA 2.63 

WT < TF  
Uncharacterized -1.63 
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein precursor -1.51 
Lymphocyte antigen 6 complex -1.50 
Ankyrin repeat domain 42 -1.48 
Uncharacterized -1.38 

 
Fig. 1 階層クラスター解析結果 
野生種 W_1: W43、W_2: W51、W_3: W55、
遺伝子組換え体 T_1: T45、T_2: T53、 
T_3: T54 

 
Fig. 2 散布図 
X 軸: 野生種の平均値、Y 軸：遺伝子組換え体

の平均値。 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

平成 28年度 分担研究報告書 

 
バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 

分担課題 バイオテクノロジー応用食品のトランスクリプトーム解析(2) 

 

 研究分担者 小関 良宏 （東京農工大学大学院工学研究院研究科・教授） 

 研究協力者 小口 太一 （筑波大学生命環境系/遺伝子実験センター・助教） 

      

 

研究要旨  

 近年、新しい植物育種技術 (New Plant Breeding Techniques; NBT) の農作物育

種への利用に注目が集まっている。遺伝子組換え体と非遺伝子組換え体の間の接ぎ

木技術も NBTの 1つである。今後、組換え台木に接いだ非組換え穂木の野菜・果樹

等の育種が進み、それらに由来する農産物の食品としても利用も想定しなくてはな

らない。そこで、本研究では、トマトやジャガイモ等をモデルとし、組換え体-非

組換え体間の接ぎ木を作成・生育、可食部におけるトランススクリトーム解析や食

品成分分析を実施し、食品としての利用に際する安全性評価基準や規制のあり方の

議論を進めていく上での科学的知見の提供を目的とする。本年度は、GUS 遺伝子導

入組換えトマトと非組換えトマト間で接ぎ木植物体を生育し、果実を得た。得られ

た果実の食品成分分析を実施し、組換えトマト、非組換えトマト及び組換え-非組

換え接ぎトマトの間で比較したところ、いずれも有意な差は見出されないことを確

認した。 

 

 

 

A. 研究目的 

 地球規模の気候変動や地球人口の増大によ

る食料需要の増大に対応するため、食料生産へ

のバイオテクノロジー利用の重要性は高まっ

ている。新機能を付与した遺伝子組換え植物の

みならず遺伝子組換え動物が開発され、さらに

近 年 開 発 さ れ た  New Plant Breeding 

Techniques (NBT) による新たな農作物の開

発・研究が世界規模で進められている。NBT の

一部は、最終産物には組換え遺伝子は含まない

ものの育種過程で遺伝子組換え操作を含む技

術や組換え植物と非組換え植物を接ぎ木等、現

在の法規制ではグレーゾーンにあたる技術が

含まれる。NBT の技術開発が進めば、NBT 由来

の農産物の食品としての利用も想定される。そ

こで、NBT 由来農作物を食品としての利用にお

ける安全性評価の基準や規制のあり方の議論

を進めていく上で科学的エビデンスの蓄積不

可欠である。そこで本研究では、NBT の 1 つで

ある組換え体と非組換え体を接ぎ木した植物

に関する生物学的・栄養学的知見創出を目的と

し、トマトやジャガイモ等をモデルとして組換

え体-非組換え体間の接ぎ木を作成・生育、可

食部におけるトランススクリトーム解析や食

品成分分析に基づく科学的知見を提示し、安全

性評価手法の確立を目指す。 

 

 

B. 研究方法 

＜植物材料＞ 

 植物材料は、実験用トマト品種であるマイク

ロトムを用いた。GUS 遺伝子導入マイクロトム

は、筑波大学遺伝子実験センター野中助教より

分与を受けた。播種後 5週目の組換え (TG) 及

び非組換え (NT) トマトを土面からおよそ 3 cm

の箇所で主茎を切断し、台木には切断面の中心

に垂直にカミソリ刃で 2-3 mm 程度の切り込み

を入れ、その間にカミソリで V字型に削いだ穂

木を挟み込み、内径 3 mm のビニル管で固定し

た。その後、1-2 週間、鉢を含む植物体全体を

ビニル袋で覆い、保湿状態で管理した。その後、

1 週間程度をかけてビニル袋を外し、栽培室で
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引き続き生育させた。結実後、成熟した果実を

順次収穫・凍結保管した。 

 

＜食品成分分析＞ 

組換え体 4個体、非組換え体 4個体 (非組換

え体同士の接ぎ木体 3 個体含む)、穂木組換え

体/台木非組換え体となる接ぎ木体 5 個体、お

よび穂木非組換え体/台木組換え体 6 個体より

収穫した果実は、収穫後、分析に供するため凍

結保管した。凍結保管した果実は、秤量後レト

ルトパウチ袋に封入、オートクレーブ処理した

後に再度凍結し、日本食品分析センターに送付

し、五成分 (水分、たんぱく質、脂質、炭水化

物、灰分) およびエネルギーの分析を依頼した。

水分は常圧加熱乾燥法、たんぱく質はケルダー

ル法、脂質は酸分解法、灰分は灰化法により評

価した。エネルギーと水分は下記の計算式によ

り求めた。 

 

 炭水化物 = 100 – (W + P + L + A) 

  W：水分、P：たんぱく質、L：脂質 

  C：炭水化物、A：灰分 

 

倫理面への配慮 

植物材料は組換え体を含むため、「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 (カルタヘナ

法）」及び関連省令や地方自治体の政令や指

針、筑波大学遺伝子組換え実験安全管理規程

等を十分に遵守して実施している。 

 

C. 研究結果 

 非組換え体同士 3 例、穂木組換え体/台木非

組換え体 10 例、穂木非組換え体/台木組換え体

9例、合計22例のトマトの接ぎ木体を作成した。

いずれの接ぎ木体の生育・結実性等には、個体

間によるばらつきは認められるものの、接ぎ木

していない植物及び穂木/台木の組み合わせの

違いによって、生育・結実等に有意な違いはな

かった (Tukye-HSD検定、α=0.05) (図 1)。 

作成した接ぎ木体及び対照植物 (接ぎ木無

施術の組換え体及び非組換え体) から、成熟し

た果実を順次収穫した。収穫した果実の食品成

分分析の結果は図 2に示す。五成分は、組換え

体-非組換え体間、あるいは、組換え体-非組換

え体間の各接ぎ木体と組換え体、非組換え体の

間に有意な違いはなかった (Tukye-HSD 検定、

α=0.05)(図 2)。 

 

D. 考察 

 材料としたマイクロトムは、接ぎ木も容易で

あることが確認された。また、非組換え体同士

で接ぎ木を施術した個体は、接ぎ木施術直後は

接ぎ木無施術の非組換え体と比べて、接ぎ木施

術による成長への影響があったが、その後栽培

を継続する過程で影響はほぼ見出されなくな

った。さらに、果実の栄養分析にも差はなかっ

た。 

 本研究で、モデルとした組換え体は、非組換

え体と比較して果実の栄養成分に有意な差は

ない。組換え体/非組換え体間の接ぎ木体にお

いても、非組換え体同士の接ぎ木体、接ぎ木無

施術の非組換え体あるいは組換え体とも果実

の栄養成分に有意な差はないことから、同種間

の接ぎ木体と接ぎ木無施術の植物体間で新た

な栄養成分の際は生じないことが確認された 

(図 2)。 

 

E. 結論 

 組換え/非組換えマイクロトムを用いた、組

換え/非組換え間の接ぎ木における影響を評価

するためのモデル系を構築した。また、本実験

系を用いて、トマト可食部である果実の食品栄

養成分は、接ぎ木による影響を受けないことが

示された。 

 

F. 健康危険情報 

 なし 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

 

2. 学会発表 

 なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし   
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図 1 組換え体-非組換え体間の接ぎ木による果実収量の比較 

N/N、N/T、T/N、T/T は、それぞれ非組換え体 (一部は非組換え体同士の接ぎ木体)、穂木非組換え体/台

木組換え体、穂木組換え体/台木非組換え体、組換え体の果実を示す。グラフ中の同じアルファベットの

付記は Tukey-HSD検定により有意な違いが検出されなかったことを示す(α=0.05）。 

 

 

 

 
図 2 組換え体-非組換え体間の接ぎ木による食品成分の比較 

N/N、N/T、T/N、T/T は、それぞれ非組換え体 (一部は非組換え体同士の接ぎ木体)、穂木非組換え体/台

木組換え体、穂木組換え体/台木非組換え体、組換え体の果実を示す。グラフ中の同じアルファベットの

付記は Tukey-HSD検定により有意な違いが検出されなかったことを示す(α=0.05）。 
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厚生労働科学研究費補助金（食の安全確保推進研究事業） 
平成 28 年度 分担研究報告書 

 
バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び 

国民受容に関する研究 
 

分担課題 バイオテクノロジーを用いて得られた食品のメタボローム解析 
研究分担者 太田 大策 （大阪府立大学大学院生命環境科学研究科・教授） 

 
研究要旨： 
 本研究では，バイオテクノロジーによって改変された生物のメタボローム解析を実施し，食品の安全

性評価のための基礎データとすることを目的としている。平成 28 年度は，食品や医薬品への応用研究

が進められているニワトリをモデルとし，外来遺伝子が導入されたニワトリの代謝プロファイル解析を

実施した。分析には，緑色蛍光タンパク質（ZsGreen）遺伝子が導入された遺伝子組換えニワトリ（組換

え体），並びに非組換え体ニワトリ（非組換え体）から採取した血漿を用いた。組換え体，および非組換

え体それぞれのグループから 4 個体ずつ（1 ヶ月齢の雌個体，採血前 1 日間絶食）を選び，各個体か

ら 1 回ずつ採血した。採血後の血液を，抗凝固剤（エチレンジアミン四酢酸）存在下で遠心分離して得

た血漿を分析に供した。血漿試料は，除タンパク処理後，極性画分と非極性画分に分画し，それぞれの

画分に含まれる代謝物質は，ガスクロマトグラフ-飛行時間型質量分析計（GC-TOF/MS）により網羅的

に測定した。質量分析データ（トータルイオンカレント）の解析によって，222 個の検出シグナルを代

謝物質由来のピークとして特定した。各代謝物質ピークのマススペクトルおよびカラム保持指標情報を

基にして，222 個の代謝物質由来ピークから 125 個の代謝物質名を同定した。 
供試サンプルにおいて共通に検出された代謝物質由来ピーク（222 個）の相対蓄積量を基にして主成

分分析を行った。第一主成分（寄与率 34.4%）と第二主成分（寄与率 11.7%）の主成分スコアの二次元

プロットでは，組換え体と非組換え体を区別する明確なクラスター分離は認められなかった。組換え体

と非組換え体において特定した代謝物質由来ピークの相対蓄積量を t 検定を用いて検定したが，何れの

代謝物質ピークにおいても 2 倍以上の有意差（p < 0.05）は認められなかった。本年度の実験では，組

換え体と非組換え体でのグループ間の比較において，血漿中代謝物質含有量の差は認められないと結論

した。 
 
 
A. 研究目的 
 近年，遺伝子改変生物を利用した食品・医薬品

の開発が進んでいる。穀物，野菜，家畜，家禽，

微生物発酵食品などとして古くから人類に利用

されてきた生物種は，高い生産性が保証されてい

ることや，既存の飼育・栽培・培養設備や流通シ

ステムをそのまま利用することも可能であるこ

となど，優れた点が挙げられる。一方，これらの

生物種を遺伝子改変の対象として開発・利用する

際には，安全性に関わる品質管理や生産段階での

環境保全など，多くの課題が残されている。 
 ニワトリの遺伝子組換えによって，鶏卵中に生

理活性を持つ低分子化合物や経口ワクチンなど

のタンパク質医薬品を蓄積させる試みが注目さ

れている。鶏卵構成成分のほとんどが母体から供

給される。卵細胞の貯蔵栄養物である卵黄は，約

半分が水分であり，残りが脂質やタンパク質であ

る。卵黄成分は，肝臓から血流によって卵細胞ま

で運ばれる。一方，卵白に大量に含まれるオボア

ルブミンは卵管細胞で特異的に産生され細胞外
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に分泌される。このように，鶏卵成分は母体の代

謝生理的な状態と密接な関係にある。すなわち，

ニワトリ改変体そのものを食肉として利用する

場合だけでなく，改変体から得られる鶏卵を食品

（あるいは医薬品）として利用する場合には，鶏

卵中の代謝物質の種類と含有量の包括的な情報

が安全性評価における必須である。 
 本研究では，メタボロミクスを改変生物におけ

る代謝物質の網羅的解析に適用し，食品の安全性

評価のための基礎データを取得することを目的

としている。今年度は，外来遺伝子が導入された

ニワトリ改変体の代謝プロファイル解析を実施

した。 
 
B. 研究方法 
(i) 供与試料 
 緑色蛍光タンパク質（ZsGreen）遺伝子が導入さ

れた遺伝子組換えニワトリ（組換え体），並びに非

組換え体ニワトリ（非組換え体）から血漿を調製

した（広島大学大学院堀内浩幸教授）。採血個体の

性別は雌，月齢は 1 ヶ月とし，組換え体の 4 個
体（個体番号: T45, T53, T54, T75），並びに非組換

え体の 4 個体（個体番号: W43, W51, W55, W76）
を用いた。採血個体は採血前 1 日間絶食させた。

血液の抗凝固剤は，エチレンジアミン四酢酸二ナ

トリウム（EDTA-2Na）リン酸緩衝溶液を使用した。 
(ii) 除タンパク質 
 血漿試料からの除タンパク質は，タンパク質変

性沈殿法と除タンパク質フィルタを用いた方法

を組み合わせて行った。新しい 2 mL 容のサンプ

リングチューブに 1.8 mL のメタノール／超純水

（55/45, v/v）を加え，-40°C に設定したフリーザ

ー内で十分に冷却した。ここに血漿試料を 0.2 mL 
加え，ボルテックスミキサーを用いて混合し，-
40°C で  30 分間静置した（メタノール終濃度 
50%）。その後，4°C，14,000 xg, 3 分間遠心し，上

清全量を新しい 2 mL 容のサンプリングチュー

ブに回収した。回収した上清は，除タンパク質用

の Captiva フィルタ（Agilent Technologies 社）を

通過させ，濾液を回収し，冷却遠心濃縮器を用い

て乾固した。除タンパク後の乾固試料は温度を -

80°C で保存した。 
(iii) 溶媒抽出・分画・誘導体化 
 溶媒抽出，分画，誘導体化の操作は，Furuhashi 
et al. (2015) の方法に従った 1)。本方法では，試料

中のエステル化脂肪酸と遊離脂肪酸を区別して

検出可能である。グリセロ脂質などを構成するエ

ステル化脂肪酸は脂肪酸メチルエステル（fatty 
acid methyl ester; FAME）誘導体として，遊離脂肪

酸はトリメチルシリル（TMS）誘導体として検出

される。溶媒抽出には，メタノール／クロロホル

ム／2% 酢酸の混合溶媒に，内部標準物質として，

テストステロン（4 µg/ml）とリビトール（1 µg/mL）
を加えたものを用いた。溶媒抽出後の抽出液は，

液液分配によって分画し，水-メタノール相（極性

画分）とクロロホルム相（非極性画分）を得た。

非極性画分を乾固させた後，ナトリウムメトキシ

ド存在下，55°C で 90 分間反応させ，試料中のエ

ステル化脂肪酸をメチルエステル体へと変換し

た。各画分に含まれる化合物のトリメチルシリル

化には，N-メチル-N-トリメチルシリルトリフルオ

ロアセトアミドを用いた。誘導体化反応後の試料

は，直ちに分析に供した。各サンプルに対して 2
反復で誘導体化を行い，それぞれを分析に供試た。 
(iv) GC-TOF/MS 
 誘導体化試料の計測には，ガスクロマトグラフ

-飛行時間型質量分析装置（GC-TOF/MS）を用いた。

注入口温度は 230°C (cold trap splitless mode) に設

定した。GC の分離には HP-5MS capillary column 
(30 m × 0.25 mm × 0.25 µm) (Agilent Technologies 
社) を用いた。キャリアガスはヘリウムを用い，

ガス流量は 1.0 mL/ min とした。GC の昇温条件

は，70°C (1 min), 1°C/min, 76°C (0 min), 6°C/min, 
350°C (1 min) とした。トランスファーライン温度

は 250°C, イオン源温度は 250°C とした。イオン

化は electron-ionization (EI) モード (70 eV) で行

い，質量範囲は m/z 40-650 とした。試料注入量は 
1 µL とした。 
(v) ピーク抽出・同定 
 GC-TOF/MS を用いて取得したトータルイオン

カレント（TIC）クロマトグラムからのイオン抽出

とサンプル間でのピークアライメントには 
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MetAlign2)を，ピークデコンボリューションとピ

ーク同定には AIoutput3) を使用した。ピーク同定

には，標準品の実測データを格納したインハウス

のマススペクトルライブラリを用いた。データ解

析の手順は Fig. 3 に示した． 
(vi) 統計解析 
 主 成 分 分 析 お よ び  Student’s t-test は ，

MetaboAnalyst 3.0 (http://www.Metaboanalyst.ca/) 
を用いて行った。主成分分析のデータ標準化方法

は auto scaling を選択した。Student’s t-test は，危

険率 5% 水準で有意性の判定を行った。 
 
1) Furuhashi et al., Metabolomics, 11, 175-183 

(2015) 
2) De Vos et al., Nat. Protoc., 2, 778-791 (2007) 
3) Tsugawa et al., BMC Bioinformatics, 12, 131 

(2011) 
 
C. 研究結果 
 TIC クロマトグラムをグループ間で比較した

ところ，極性画分（Fig. 1），非極性画分（Fig. 2）
ともに顕著な違いは認められなかった。MetAlign
を用いて質量分析データを解析し，極性画分から

は 8167 種類，非極性画分からは 3006 種類のイ

オンピークを検出した。続いて， AIoutput を用い

てこれらのイオンピークをデコンボリュートし

た。極性画分と非極性画分由来のイオンピークは，

それぞれ，121 種類と 106 種類に統合された（代

謝物質候補ピーク）。各代謝物質候補ピークのマ

ススペクトルおよびカラム保持指標と，インハウ

スのマススペクトルライブラリに格納されてい

る標準品の実測データ（マススペクトルおよびカ

ラム保持指標）との類似性を基にして代謝物質由

来ピークを特定した。内部標準物質として抽出溶

媒に加えたリビトール，テストステロン，および，

血液の抗凝固剤として使用した EDTA を代謝物

質候補ピークのリストから除き，残りを代謝物質

ピークとした。代謝物質ピーク数は，極性画分で

は 118 種類，非極性画分では 104 種類であった。

これらのうち，極性画分では 77 種類（Table 1），
非極性画分では 48 種類（Table 2）の代謝物質を

同定できた。各代謝物質ピークのピーク面積値を

同一の TIC クロマトグラム中の内部標準物質

（リビトールあるいはテストステロン）のピーク

面積値で割り，相対面積値を算出した。 
 多変量データが持つ特徴を要約するために，主

成分分析を行った。主成分分析は，Table 1 と Table 
2 に示した同定ピークに対して実施した。分析前

処理の 2 回の反復操作に由来する 2 種類の測

定データは，平均化せずにそのまま用いた。第一

主成分（寄与率 34.4%）と第二主成分（寄与率 
11.7%）の主成分スコアの二次元プロットからは，

組換え体，および非組換え体の明確なクラスター

分離は認められなかった（Fig. 4）。 
 組換え体と非組換え体の間で，各代謝物質ピー

クのレベル差の有無を検定したところ，全ての代

謝物質ピークにおいて 2 倍以上の有意差（p < 
0.05）は認められなかった。なお，非極性画分か

ら検出された代謝物質ピークのうち 1 種類（ピ

ーク番号 N102, 未同定ピーク）については，レベ

ル差が 2 倍以下（fold-change = 0.74, 組換え体/非
組換え体）ではあるものの，有意差が認められた

（Table 3; p = 0.012, FDR = 0.98）。 
 
D. 考察 
 緑色蛍光タンパク質（ZsGreen）遺伝子発現ニワ

トリ（組換え体），並びに組換え体の母本ニワトリ

（非組換え体）の血漿を用いて，含有代謝物質レ

ベルの網羅的比較解析を行ったところ，主成分分

析では両者を明確に区別するようなクラスター

分離は見られず，また，グループ間で 2 倍以上の

有意差を示す代謝物質ピークは認められなかっ

た。これらの結果から，ニワトリ血漿中の代謝物

質含有量は, ZsGreen 発現によって影響されるこ

とは無かったと考えられる。 
 
E. 結論 
 血漿中代謝物質含有量については，組換え体と

非組換え体のグループ間の比較において，今回の

標本数（n = 4）で検出できる差は，認められなか

った。今後，血漿に加え，ZsGreen 発現が認めら

れる細胞を含む臓器や組織を材料とし，多検体の
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プロファイリングによってさらに高い精度の代

謝活性評価が可能である。 
 
F. 健康危険情報 
 該当なし。 
 
G. 研究発表 
1. 論文発表 
1) Takumi Ogawa, Takako Sasaki, Atsushi 

Okazawa, Reiko Teshima, Norihiko Misawa, 
Daisaku Ohta: Metabolite profiling and proteome 
analysis of genetically modified lettuce plants 
(Lactuca sativa L.) that produce astaxanthin and 
its esterified derivatives. (2016) Japanese 
Journal of Food Chemistry and Safety, 23, 9-19. 

 
2. 学会発表 

1) 小川拓水，鹿島光司，幸義和，岡澤敦司，清

野宏，太田大策，コメ型経口ワクチン 
MucoRice-CTB のメタボローム解析，第 34
回日本植物細胞分子生物学会大会 2016 年 9
月（上田） 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 
 該当なし。 
 
2. 実用新案登録 
 該当なし。 
 
3. その他 
 該当なし。 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

平成 28年度 分担研究報告書 

 

バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び 
国民受容に関する研究 

 

分担課題 ニワトリのモデル組換え体の作出 
 
 研究分担者 堀内 浩幸 （広島大学生物圏科学研究科・教授） 

 研究協力者 小関 良宏  （東京農工大学工学研究院・教授） 

            太田 大策 （大阪府立大学生命環境学研究科・教授） 

            手島 玲子 （国立医薬品食品衛生研究所・客員研究員 

                     徳島文理大学香川薬学部・特任教授） 

 

研究要旨  

 本研究は，食品や医薬品への応用研究開発が進んでいる遺伝子改変（TG）ニワト

リをモデルに，オミクス解析などによる安全性評価に関する実証的データの蓄積と

整備を行い，その検討を行なうことが目的である。平成 28 年度は，緑色蛍光タン

パク質（GFP）遺伝子が片アレルに組込まれた GFP ニワトリから 15 羽のヒナを孵

化させた。孵化したヒナは，組換え体の有無と雌雄判定を PCR により行い，1-2 ヶ

月齢まで飼育した。飼育した中から，雌の正常ニワトリと TG ニワトリを 3 羽ずつ

選抜し，オミクス解析用に血漿と血清を分離した。また白血球由来 RNA の抽出を

行い，それぞれ研究協力者に解析を依頼した。 

 

A. 研究目的 

 遺伝子組換え食品の安全性評価は，次世代の

国民の食の安全性を確保する上で重要な研究

課題であり，既に遺伝子組換え植物は，世界的

な流通規模となっており，様々な対策が図られ、

またリスクコミュニケーションが進められて

いる。一方，遺伝子組換え動物では，水域にお

ける魚類においてアメリカ食品医薬品局

（FDA）の認可がおり，いよいよ流通の段階ま

できている。陸域の遺伝子組換え動物は，既に

医薬品において組換え動物由来の医薬品が複

数 FDA により認可され，日本でも遺伝子組換え

ニワトリの鶏卵で製造された組換え酵素製剤

の認可が了承されたところである。今後は，ゲ

ノム編集技術を中心とした遺伝子改変動物由

来の食品開発が加速することも予想され，その

対策が急務であると思われる。 

 そこで本研究の目的は，食品や医薬品への応

用研究開発が進んでいる遺伝子改変ニワトリ

をモデルにオミクス解析などによる安全性評

価に関する実証的データの蓄積と整備を行い，

その検討を行なうことである。平成 28 年度は，

遺伝子改変ニワトリ（GFP ニワトリ）の各オミ

クス解析（メタボローム解析，トランスクリプ

トーム解析，プロテオーム解析）を行なうため

に，GFP 及び正常ニワトリの血漿，血清並びに

白血球由来 RNA の抽出を行い，研究協力者へ

の試料提供を行なった。 

 

B. 研究方法 

（１）GFP 遺伝子導入ニワトリの選抜と育成 

 GFP ニワトリは，国立大学法人名古屋大学・

鳥類バイオサイエンス研究センターで維持さ

れている LSi/ΔAeGFP-TG ニワトリの受精卵を

導入した。この GFP ニワトリは，片方のアレル

に GFP 遺伝子が導入されたもので GFP+/-で維持

されている。導入した受精卵は，分担者の研究

室で孵化させたのち，血液を試料に GFP 遺伝子

の有無と雌雄判定を PCR によって行なった。雌

雄判定には，chicken dead end homologue (CDH) 
遺伝子を標的とした。CDH 遺伝子は，ニワトリ

の性染色体にコードされた遺伝子であり，Z 染

色体と W 染色体上で塩基に違いがある。その

ためこの領域を PCR で増幅すると，ZZ（雄）

では 1 本，ZW（雌）では 2 本のバンドが増幅

され，電気泳動により雌雄を判定することがで
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きる。GFP 遺伝子が検出されたヒナは GFP ニワ

トリとして，また検出されなかったヒナは正常

ニワトリとして，分担者が管理する TG ニワト

リ飼育施設で育成した。 

 

（２）GFP 及び正常ニワトリの血漿，血清並び 

   に白血球由来 RNA の抽出 

 1-2 ヶ月齢の雌の GFP 及び正常ニワトリそれ

ぞれ 3 羽を選抜し，採血を行い，遠心分離によ

りそれぞれ血漿を回収した。また採血した血液

は，37℃で一時間固化させた後，4℃で一昼夜

静置し，その後，遠心分離により血清を回収し，

-80℃で保存した。また白血球の分離では，採血

した血液を PBS(-)で 2 倍に希釈し，Ficoll-Paque
を用いた密度勾配遠心法（740 G,10 分）により

白血球を回収した。回収した白血球は全 RNA
単離キット（RNeasy, QIAGEN）により全 RNA
を単離した。単離した全 RNA は分光光度計に

より，230，260，280 nm の吸光度を測定し，全

RNA の量と純度を計算した。 

 

倫理面への配慮  

組換え DNA 実験に関しては，カルタヘナ法

のもと，広島大学が定める組換え DNA 実験安

全管理規則に従い，研究計画書を提出し，機関

承認実験として広島大学長から承認を得て実

施した（承認番号：27-69, 27-99）。 

動物使用実験に関しては，広島大学動物実験

実施規則に従い研究計画を提出し，広島大学長

からの承認（承認番号：C11-29）を受け，この

規則に従い研究を実施した。 

研究倫理教育は，平成 27 年 12 月 21 日（月）

に広島大学において開催された理工農系の研

究者を対象とした研究倫理教育 FD を受講する

とともに，CITI JAPAN の基本コース B を

e-learning により受講し，平成 28 年 10 月 29 日

に全てのカリキュラムを修了した。 

 

C. 研究結果 

（１）GFP 遺伝子導入ニワトリの選抜と育成 

 導入した GFP ニワトリ受精卵 20 個を 3 週間

孵卵し，15 羽（#42-56）を孵化させた。孵化し

たヒナは，少量の採血を行い，血液細胞を用い

た PCR 法に供試した。GFP 遺伝子の有無を判

定する PCR から，9 羽が GFP ニワトリ，6 羽が

正常ニワトリであることがわかった（図 1）。次

に雌雄判定の PCR では，GFP ニワトリの 5 羽

が ZZ（雄）であり，4 羽が ZW（雌），また正

常ニワトリでは，2 羽が ZZ（雄）であり，4 羽

が ZW（雌）であることがわかった。そこで，

オミクス解析の試料は，それぞれ ZW の雌個体

を育成して，調整した。 

（２）GFP 及び正常ニワトリの血漿，血清並び 

   に白血球由来 RNA の抽出 

 分離した血漿は，メタボローム解析用とし，

研究協力者へ分与した。また同様に，分離した

血清はプロテオーム解析用とし，研究協力者へ

送付した。白血球由来 RNA は，数回の実験で

ゲノム DNAの混入が認められたため，手法を一

部改変して行なったところ，高純度で十分量の

RNA が単離された（表 1）ことから，トランス

クリプトーム解析用に研究協力者へ送付した。 

 

D. 考察 

 平成 28 年度は，当初予定していた計画を全

て完了することができた。モデルニワトリの作

出試験では，国立大学法人名古屋大学・鳥類バ

イオサイエンス研究センターから GFP 遺伝子

が導入されたニワトリの受精卵から育成した。

このニワトリは，GFP+/+では胚性致死となるた

め，GFP+/-で維持されている。そのためメンデ

ルの法則に従うと，組換え体と正常ニワトリが

1:1 の割合で孵化する。本作出試験では，約 3:2
の割合で孵化しており，ほぼメンデルの法則に

準じているものと思われる。  

 組換え動物をオミクス解析等により評価す

る際，個体差を如何にデータに反映させ補正す

るかは，極めて重要であり，データの変動が個

体差によるものなのか，それとも遺伝子の改変

によるものなのかを明らかにする必要がある。

またこれは雌雄差によっても生じるものであ

り，このデータの蓄積は必須である。平成 27
年度には，既にこれらのデータの蓄積が済んで

いることから，本実験結果から，外来遺伝子が

ランダムに発現する生体内での，代謝系，遺伝

子発現，タンパク質の翻訳に与える影響が解析

できるものと思われる。これらの点は，遺伝子

改変生物を食品や医薬品として利用していく

上で，安全性を評価する重要な視点である。本

研究成果をもとに，今後は鶏卵や鶏肉など実際

の可食部での解析も必要であろう。 

 

E. 結論 

平成 28 年度は，GFP+/-ニワトリ受精卵 20 個

から，15 羽のニワトリを孵化させ，選抜の結果， 

GFP+/-ニワトリ 9 羽と正常ニワトリ 6 羽を育成
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させた。この内，それぞれ雌 3 羽ずつからオミ

クス解析に使用する血漿，血清及び白血球由来

RNA の調整を行い，各種解析に使用した。 

 

F. 健康危険情報 

 異常なし。 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし。 

 

2. 学会発表 
1)Ezaki R, Hirose F, Furusawa S, Horiuchi H. 

Stable and simple culture protocol for chicken 
primordial germ cells using apoptosis inhibitor. 
The 17th Asian- Australasian Association of 
Animal Production Societies Animal Science 
Congress. Aug 22, 2016, Fukuoka, JAPAN. 

2)Nakagawa Y, Ezaki R, Sakuma T, Kuroiwa A, 
Yamamoto T, Furusawa S, Horiuchi H. 
Genome editing in chicken primordial germ 
cells using genome editing tools. The 1st 
Annual Meeting of the Genome Editing 
Society of Japan. Sep 8, 2016, Hiroshima, 

JAPAN. 
3)Kameyama F, Nakagawa Y, Ezaki R, Furusawa S, 

Horiuchi H. Genome editing in chicken 
epiblast derived stem cells using 
CRISPR/Cas9. The 1st Annual Meeting of the 
Genome Editing Society of Japan. Sep 8, 2016, 
Hiroshima, JAPAN. 

4)江崎僚，廣瀬文哉，古澤修一，堀内浩幸．ア

ポトーシス阻害剤を活用したニワトリ始

原生殖細胞の新規培養方法．第 39 回日本

分子生物学会年会 2015 年 12 月 1日（横浜） 

5)平野朝子，江崎僚，古澤修一，堀内浩幸．ニ

ワトリエピブラスト幹細胞はナイーブ型

かプライム型か．第 39 回日本分子生物学

会年会 2015 年 12 月 1日（横浜） 
 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得  なし 

2. 実用新案登録  なし 

3. その他   

  なし。 
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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 
バイオテクノロジー応用食品の安全性に関するリスクコミュニケーション 

 
研究分担者  今村 知明  奈良県立医科大学 教授 
協力研究者  岡本 左和子 奈良県立医科大学 学内講師 

宮本 麻央  神戸大学理学研究科生物学専攻 修士課程卒業予定 
 

 
研究要旨 

GM (genetically modified) 食品に対する日本の消費者の受容は、その登場時から一

貫して低く、改善の兆しは見られない。その一方で、GM 技術は発展してきており、従

来の GM 技術とは異なる特徴を持った NBT (new breeding technologies)のような技術

も登場し、海外諸国ではすでに実用化が進んでいる。このような状況下において、リス

クコミュニケーションの複雑性は増し、また、一層慎重な対応が求められるようになっ

てきている。 
本研究では、GM 食品が受容されない本質的原因の究明を目的として、消費者の年代

別の受容性の差異について要因の解明のため、消費者のライフイベントによる受容性の

変化と食品の安全性の感度の変化について調査を実施した。また、海外の最新動向とし

て、米国食品医薬品局(Food and Drug Administration: FDA)による GM サーモンの承

認を受けて、米国とカナダにおける GM サーモンに対する報道状況を整理し、消費者

の反応の実態を把握した。 
 

 

A. 研究目的 
GM 食品に対する日本の消費者の意識の

特徴として、実際のリスクは明確に認識し

ていない一方で、摂食意向は低い。リスク

認知と受容のかい離によって大きいねじれ

現象が発生している。これは、これまでの

当研究分担者による研究結果から、他の食

品リスク（添加物、食中毒、放射能等）と

比較しても特殊な状況である。昨年度の研

究において、高校の教育で得た生物に対す

るリテラシーは食のリスクに関する意識に

あまり影響しないことが確認されている。

それよりも、結婚や出産、子育て期間とい

ったライフステージの変化の方が、食のリ

スクに対する消費者の感度や、GM 食品の

受容性に影響するするのではないかと考え

られ、これらの消費者の感度が変わるライ

フイベントや理由などを明らかにすること

で、コミュニケーションの一助となる可能

性がある。 
また、GM サーモンの登場により、実用

化された GMO (genetically modified 
organism)がこれまでの植物から動物に拡

大した。その結果、従来 GMO の表示義務

が無かった米国においても GM サーモン

に対しては表示が必要であるといった議論
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が発生するなど、GM やゲノム編集をめぐ

る社会的状況が変化してきている。 
これまで通用してきたことが通用しなく

なるなど、リスクコミュニケーションにお

いても、より一層の配慮と、新たなコミュ

ニケーションロジックや手法の開発が求め

られている。 
本研究では、GM 食品が受容されない本

質的原因の究明に取り組むとともに、動植

物の育種や品種改良の現場における技術と

して、重要性が増す一方である GM 技術

やゲノム編集技術について、国民の正しい

理解と判断を手助けするために必要なコミ

ュニケーションツールおよび手法を開発す

る目的で、3 か年で以下の研究を実施する

こととした。（図 1） 
 
B. 本研究の内容 
I. 最先端の GM 技術の整理とコミュニケ

ーション上の問題点の抽出（初年度） 
・昨今の市場において「不分別」という表

示の商品がでてきていることから、数年

前に行った GM 食品に対する消費者の

意識と本年の意識に変化があるのかを確

認した。 
・昨年度の研究成果より、生物に対するリ

テラシーよりも年代の方が GM への受

容性に影響が高いことが明らかになっ

た。 
・それにより、年代による GM への受容

性の違いの要因であると考えられるライ

フイベント（結婚、子育て、子どもの独

立等）に着目し、GM 食品に対する受容

性や食の安全性の感度の違いを明らかに

する。 
 

Ⅱ. 新たな説明ロジック及び説明ツールの

開発（初年度～二年目） 
・最先端の GM 技術動向に合わせた説明

ツールを開発する。 
 

Ⅲ. 先進国や食品以外の分野における事例

調査（初年度～最終年度） 
・各国における GM 食品および NBT の安

全性審査の状況等について、最新の状況

を把握する。 
・GM サーモンの最新動向について情報収

集を行う。 
 

Ⅳ.リスクコミュニケーション手法の開発

（最終年度） 
・アンケート調査による GM 作物に対す

る消費者の最新の受容性や調査、開発し

た説明ツールの検証を行う。 
 
 
I. 最先端の GM・NBT 技術の整理とコ

ミュニケーション上の問題点の抽

出 

 
2016 年 3 月に実施したアンケート調査

では、高校生物の履修内容（リテラシー）

や履修課程（年代）の違いによる GM 技

術と GM 食品への理解と受容の可能性に

ついて整理した。 
その調査結果から、高校生物の履修内容

（リテラシー）よりも履修課程（年代）に

よって、GM への受容に差が生じる可能性

があることが明らかになった（詳細は、II.
に記載する）。 

そのため、今年度は年代やライフステー

ジの変化（結婚、子育て、子ども独立等）

に伴い、食生活・食への意識がどのように

変容し、GM への受容に影響を与えている

かを調査した。 
また、数年前と現在では、消費者の意識

に変化があるかどうかについて確認をし

た。 
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I－1.研究方法 

一般消費者に対して、Web アンケート

を実施した。Web アンケートの実施要領

は、下記の通りである。 
 
 調査実施日： 2017 年 2 月 
 有効回答数：523 人 
 回収率：48.8% 
 方法：Web アンケート 
 調査項目： 
 結婚の有無・同居家族の有無 
 幼少期・現在の食生活、理想と

する食生活（自炊・惣菜購入・

外食等の行動別にその頻度や重

視する点等を把握） 
 ライフステージの変化に伴う食

の安全に関する意識変化 
 食品のラベル表示に関する知識

（遺伝子組換え不分別等） 
 GM 食品（作物）の受容性 
 GM 食品の購買判断    等 

 
なお、サンプルの構成は、性別・年齢構

成（20 代、30 代、40 代、50 代、60 代以

上の 5 分類）で各 50 人になるように均等

に割付を行った。 
 

I－2. 研究結果 
 
(1) GM 食品への抵抗感及び購入意向 

食品の安全性に関心があると 75.5%が回

答しており、食品の安全性に不安を感じる

と 67.1%が回答した（図 2）。 
GM 食品への抵抗感については、53.9%

があると回答した（図 3）。GM 食品の購

入意向については、6 割前後が購入したく

ないと回答しており、特に遺伝子組換えサ

ケは 68.1%と他の品目と比べて高い値であ

った（図 19)。 
 
(2) 食生活における GM への意識 

平日の夕食で遺伝子組換えか否かを気に

するかという設問に対して、自炊の場合は

45.1%が気にすると回答した。農薬が少な

いか、食品添加物を含まないかを気にする

のは、それぞれ 54.3%、53.7%であり、こ

れと比較すると若干低い割合となった（図 
5）。 

一方、外食の場合においても、42.9%が

遺伝子組換えか否かを気にすると回答して

おり、必ずしも食品表示がされていないに

も関わらず、自炊の場合と同等の割合で関

心が示された。食材の産地を気にする割合

は 45.2%であり、これと近い値であった

（図 6）。 
 

(3) ライフステージの変化と食の安全性へ

の関心 
ライスステージの変化に伴い、食の安全

性への関心がどのように変容してきたかと

いう設問では、結婚前後及び妊娠・授乳前

後で変化が大きかった。食の安全性を気に

するという回答は、結婚前後で 23.0%増加

しており、妊娠・授乳前後で 20.7%増加し

ていた（図 7）。 
また、食の安全性を気にかけるきっかけ

について、食品に関する事件の発生を挙げ

たのは 75.2%であり、もっとも高かった。

子どもの誕生を挙げたのが 67.8%、結婚を

挙げたのが 44.7%であった（図 8）。 
 

(4) 食品のラベル表示に関する知識等 
食品を購入する際にラベル表示を確認す

るかという設問に対して、55.1%が確認す

ると回答した（図 9）。豆腐・ポテトチッ

プスのラベルのイメージ画像を提示し、重

視する項目を 3 つ聞いたところ、それぞれ
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3 割程度が遺伝子組換えか否かを選択した

（図 10、図 11）。 
また、「遺伝子組換え不分別」の意味を

知っていると回答したのは 11.9%に留まっ

た（図 12）。意味を知っていると回答した

層では、不分別の場合に遺伝子組換えの原

材料が含まれる割合について、「10%以上

30%未満」という回答が 17.7%でもっとも

多かった（図 13）。一方、意味を知らない

と回答した層では、遺伝子組換えの原材料

が含まれる割合について、「5%未満」とい

う回答が 11.7%でもっとも多かった。「遺

伝子組換え不分別」の意味を知らない層で

は、遺伝子組換えの原材料が含まれる割合

をより低く回答する傾向にあった。 
 

(5) 過去からの消費者意識の変化の比較 
研究分担者は 2007 年以降、継続的に消

費者意識について調査を実施してきてお

り、本調査結果との比較を行い、消費者意

識の変化を把握した。 
食品の安全性に関心があるかという設問

について、「大変関心がある」、「関心があ

る」という回答の合計は、2008 年 3 月よ

り減少傾向にある（図 14）。また、食品の

安全性に不安を感じるかという設問につい

て、「大変不安を感じる」、「不安を感じ

る」という回答の合計も同様に、2008 年

より減少傾向にある（図 15）。さらに、

2008 年 1 月に発生した中国産冷凍ギョウ

ザ食中毒事件の報道後、中国産の食品を買

い控えたかという設問について、「現在も

買い控えている」という回答も減少傾向に

ある（図 16）。 
なお、本調査では、平日の夕食に自炊の

準備をする場合に気にする点を聞いている

が、2007 年調査においても、食品表示で

確認する項目を聞いている。両者で設問の

形式は異なるため、単純に比較はできない

が、回答の分布について確認した。 
価格や産地については、両年ともに消費

者に重視されている項目であった（図 
17、図 18）。また、食品添加物の方が遺伝

子組換えよりも、2007 年には確認される

食品表示であり、本調査でも気にされる割

合は高かった。参考として、2007 年に遺

伝子組換えの食品表示を確認すると回答し

たのは 65.6%であり、本調査で自炊の準備

をする際に遺伝子組換えか否か気にすると

回答したのは 45.1%であった。 
 

I－3. 考察 
食品の安全に関心がある層、食品の安全

に不安を感じる層はともに 7 割程度であっ

た。GM 食品への抵抗感は 5 割程度であ

り、2016 年調査と同程度であった。 
農薬や食品添加物と比べると低い値であ

ったが、平日の夕食で、遺伝子組換えか否

かを気にすると 4 割以上が回答した。外食

の場合に遺伝子組換えの食材か否かを確認

することは困難であるが、自炊の場合と外

食の場合でほとんど差はなかった。食生活

の形態に関わらず、遺伝子組換えについて

一定の関心が持たれていることが明らかと

なった。 
また、食の安全を気にかけるきっかけに

ついては、食品に関する事件の発生が主な

理由に挙げられたが、結婚や妊娠・授乳

等、ライフステージの変化についても、関

心が変容する重要な契機と考えられた。 
そして、食品のラベル表示については、

5 割以上が購入の際に確認しており、遺伝

子組換えか否かの表示にも約 3 割が関心を

示した。一方で、遺伝子組換え「不分別」

の意味を知っていると回答したのは、1 割

程度に留まった。意味を知らない層では、

意味を知っている層と比べて、不分別の場

合に遺伝子組換えの原材料が含まれる割合
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をより低く回答する傾向にあった。一方

で、全体では、遺伝子組換えの原材料が含

まれている割合について、分からないと回

答したのが 52.8%であることから、一般消

費者は正確な知識をもって、遺伝子組換え

に関する食品表示を確認できているわけで

はないと考えられる。 
さらに、過去からの消費者意識の変化に

ついては、2008 年 3 月以降、食品の安全

性への関心・不安ともに減少傾向にあっ

た。2008 年 1 月に発生した中国産冷凍ギ

ョウザ食中毒事件の報道から時間が経過す

るにつれて、買い控えも減少していること

が明らかとなった。食品を購入する際に確

認する項目では、2007・2016 年ともに、

遺伝子組換えよりも食品添加物の方が少し

重視される傾向にあった。 
 
 
Ⅱ．新たな説明ロジックおよび説明ツ

ールの開発 

 
遺伝やバイオテクノロジーに関するリテ

ラシーに対して、その基礎的な知識の有無

が影響を与えると考えられる。現在の高校

生物の教科書では、GM 技術に関してかな

り高度な内容が含まれており、高校レベル

の生物の知識があれば、GM 技術の基礎的

な理解ができると考えられる。 
一方で、生物は必修科目ではなく、すべ

ての人が履修しているわけではないため、

高校までの教育課程において、学習指導要

領の変化や選択科目の違いにより、GM 技

術についての学習状況に差が生じ、GM 食

品の受容性に影響を与えている可能性があ

る。また、必要な知識があっても GM 食

品の理解のためには、複数の単元の知識を

結び付けて考える必要がある内容もあり、

個人の論理的思考能力も大きく影響する。

例えば、GM 食品を摂取しても、消化吸収

される過程で、DNA も含めてタンパク質

や脂肪、糖、アミノ酸等に分解されるた

め、組み換えられた DNA はそのままの形

で体内に残存しないことが理解できれば、

non-GM 食品と GM 食品に安全性の差は

ほとんどないとの判断に結び付くが、これ

は DNA の構造に加え、消化吸収メカニズ

ムの知識も結び付けないと、判断できない

事項である。 
以上を踏まえ、昨年度実施した、GM 技

術の学習状況、その内容の定着状況、およ

び GM 技術および食品の受容性に関する

アンケート調査について、分析を行った。 
 

Ⅱ－1 研究方法 
 
(1) アンケート調査 

一般消費者に対する Web アンケートを

実施した。Web アンケートの実施要領は

下記のとおりである。 
 
 調査実施日： 2016 年 3～4 月 
 有効回答数：1,273 人 
 回収率：79.9% 
 方法：Web アンケート 
 調査項目： 

 履修した学習指導要領の区分 
 生物の学習状況 
 学習内容の理解（覚えている

か）【テスト形式】 
 GM 食品の安全性の理解（リテ

ラシーがあるか） 
 GM 食品の情報源信頼性 
 GM 食品（作物）の受容性/GM

食品の利益・リスク認識に対す

る態度・判断 
 GM 食品の購買判断    等 
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なお、サンプルの構成は、学習指導要領

が現指導要領以前に 3 世代にわたって改定

されていることから、対象者を旧々々・

旧々・旧課程学習者に分け、各課程で履修

状況（生物Ⅱ相当を学習、生物Ⅰ相当を学

習、生物を学習していない）、年齢

（旧々々課程では 40 歳と 45 歳、旧々課

程では 30 歳と 35 歳、旧課程では 20・21
歳 1と 25 歳）性別で均等割り付けした。

各課程で 400 サンプルを目標に回収した

結果、計 1273 サンプルの有効回答を得

た。 
 

Ⅱ－2. 研究結果 
 
(1) 食品を購入する際に重視する項目（図 

19） 
食品を購入する際、GM でないかを重視

するしている人は、全体で 52.1%である。

新鮮かどうかを重視する人が最も多く

（86.5％）、ついで味の良さ（86.1％）、価

格の安さ（83.3％）である。 
GM で無いかどうか(52.1%)は、農薬が

少ないか（54.0％）と食品添加物が含まれ

ていないか（51.6％）の間に位置してい

る。 
 
(2) GM 食品への抵抗感（図 20、図 21） 

高校生物の履修状況別では、生物 II・生

物（発展的内容）学習者であっても、50%
以上が、遺伝子組換え作物・食品を国内で

生産することや、遺伝子組換え食品そのも

のに対して抵抗感を持っている。 
履修課程ごとの分析では、年齢が上にな

る履修過程が古い人ほど遺伝子組換えに対

する抵抗感が高く、旧々々課程（40 代）

                                                   
1 若年層はアンケートモニターの登録数が少

ないため、十分な有効回答を得るために、旧

で 60％以上が遺伝子組換えに対する抵抗

感を持っているのに対し、旧課程（20
代）では 40％余りにとどまる。 

履修内容の難易度よりも、履修課程（世

代）によって、抵抗感に差が出る結果とな

った。 
 
(3) GM 食品の摂食意向（図 22、図 23、

図 24） 
摂食意向では、GM 野菜、肉、魚での差

はほとんど見られなかった。 
高校生物の履修状況別では、ほとんど差

は見られなかったが、生物 II・生物（発展

的内容）学習者と生物を選択していない人

で摂食意向が高めの結果であった。 
履修課程別では、年齢が上になる履修状

況が古い人ほど「食べない」「どちらかと

いえば食べない」と回答した人が多く、

旧々々課程（40 代）で 70％以上が「食べ

ない」「どちらかといえば食べない」と回

答しているのに対し、旧課程（20 代）で

は 50％から 60％の間にとどまる。 
 

(4)遺伝子組換え・消化に関する知識（図 
25、図 26、図 27） 
DNA が 4 種類の塩基から構成されるこ

とについて、全体の正答率は 51.8%であっ

た。 
タンパク質が消化酵素によりアミノ酸に

分解されることについて、全体の正答率は

56.6%であった。 
遺伝子組換え食品が体内でどのように消

化吸収されるかについては、全体の正答率

は 41.7%で、不正解者は、組換えられた

DNA は、そのまま吸収されると認識して

いる人が多かった。 

課程の一番若い層のみ 20 歳と 21 歳を対象

とした。 



 49 

履修内容の難易度が高い程、正答率も高

い傾向があるが、履修課程の違いによる意

識の傾向はあまり見られなかった。 
 
Ⅱ－3. 考察 

食品を購入する際に重視する事項とし

て、GM かどうかは最も重視される事項で

はないが、農薬や食品添加物といった、一

般的にリスクとして認識されている内容と

同程度に重視されている。価格や、新鮮

さ、味等の品質情報と比較すると重視され

ていないが、品質が同程度の食品と比較し

た際に、できれば避けたいリスクとして認

知されている可能性が高い。 
また、履修別の傾向については、履修難

易度（生物に対するリテラシー）での差は

あまり見られず、課程別（年代）での差が

大きかった。 
単に年齢による影響のほか、年齢特有の

ライフイベント（結婚、出産、育児等）の

影響等、年齢による GM に対する受容性

の差の要因が存在する可能性がある。 
 
Ⅱ－4. 説明ツールの開発について 
 昨年度までの調査結果を踏まえて、消費者

に GM 技術とその食品への応用、安全性の理

解を促す説明ツールの開発も同時に試みてき

た。しかし、昨年度までに試みた結果は、専

門家および政策側の方々の様々な意向を踏ま

えながら修正を繰り返したことによって、本

来、消費者に理解してほしいポイントがずれ

てしまった感がする。また、医療イラストの

専門家とも検討してきたが、何を描いてほし

いかをはっきりとさせる必要があるとの指摘

であった。 
 例えば、「CRISPR Cas9 という技術につい

て、消費者に分かりやすく描いてもらいたい」

では何をポイントとして描くのか、何を簡単

にしたらいいのかが捕まえにくく描きづらい

とのことである。1)CRISPR Cas9 のメカニズ

ムだけを分かりやすくしたいのか、2)その技

術の安全性を訴えたいのか、3)自然界で起こ

ることと同じであることを説明するのか、環

境への影響、どのように生活に入ってくるの

か（入っているのか）等々はどうするのかを

決め（ストーリー作り）、その上で、消費者の

年代別などを考えたイラストの描き方が必要

である。年代もティーンエイジャーから 20 代

半ばならアニメーションの利用も考えられる

が、40 代以降にはアニメーションは不適切で

ある。また 20 代後半から 30 代、40 代前半

までは子供の成長などとの兼ね合いを考えた

アプローチが、消費者の興味をリスクコミュ

ニケーションに向けることができる。そのた

めには、1 つのテーマでも 2～3 種類のアプロ

ーチを用意する必要性が考えられた。 
本年度の結果を踏まえ、イラストのストー

リーの作成をし、いくつかの段階に分けた説

明と、その対象者と各段階のポイントを絞っ

た説明ツールの作成を引き続き検討する。 
 
 
Ⅲ．先進国や食品以外の分野における

事例調査(GM サーモンの報道調

査)  
 

過年度の研究より、昨今の GM 食品に

関する行政の注目すべき動向として、GM
動物の評価・管理体制に関する欧米の動き

が認められた。特に米国では、GM サーモ

ンが及ぼす環境影響について、重大な影響

はないと評価され、FDA（米国食品医薬

品局）によって食品利用が承認されたと、

2015 年 11 月 19 日に発表された。今回承

認された GM サーモンは世界で食品とし

て初めて承認された GM 動物であり、我

が国においても早急に対応を検討する必要

があるものと考えられる。 
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そこで、昨年度に引き続き、GM サーモ

ンの食品利用に係る動向やその反響につい

てレビューを行った。 
 

Ⅲ－1. 研究方法 
 
(1) 米国・カナダの動向調査 

AquaBounty 社による GM サーモン

（AquAdvantage® Salmon）の食品利用

の承認を受け、食品関連企業の動向を調べ

るために、企業各社の Web サイトを確認

し、情報収集を行った。また、メディア各

社の GM サーモンに関する報道を調べる

ために、海外の報道記事等の収集を行っ

た。 
 
(2) EU の動向調査 

平成 29 年 2 月 2 日に農林水産省の研究

班が開催した「ゲノム編集に関する米欧の

現状に関する意見交換会」に参加し、

NBT に関する欧州の最新動向について情

報収集を実施した。 
セミナーの開催概要は下記の通りであ

る。 
 
 開催日時：平成 29 年 2 月 2 日（木

13:30～15:30 
 開催場所：農林水産省農林水産技術

会議委員室 
 講師： 

 Jean-Christophe Pages 氏、フ

                                                   
2 An Act establishing the genetic 
engineering transparency food labeling act 
3 People want GMO food labeled — which 
is pretty much all they know about GMOs  
https://www.washingtonpost.com/news/ene
rgy-environment/wp/2016/07/21/people-
want-gmo-food-labeled-which-is-pretty-
much-all-they-know-about-
gmos/?utm_term=.8e4e7f84a912 
Congress OKs bill requiring labels for 

ランスバイオテクノロジー高等

審議会科学委員会委員長 
 Jennifer Kuzma 氏、ノースカ

ロライナ大学教授、Genetic 
Engineering and Society 
Center 共同代表（体調不良の

ため欠席。コーディネーターよ

り発表予定内容の概要が紹介さ

れた） 
 
Ⅲ－2. 研究結果 
 
(1) 米国・カナダの動向調査 
①米国 

2015 年 11 月 19 日に、FDA が GM サ

ーモンの生産・販売を承認し、米国メディ

アでも大きく報道された。GM サーモンに

ついて、FDA は栄養価が通常のサーモン

と等しい等の理由から、遺伝子組換えの表

示を義務付けていない。しかし、2016 年

3 月末～4 月、表示を義務付ける法案が米

国マサチューセッツ州の議会等を通過した

2。このように、GM 表示を巡る米国各州

の動きが活発化したことを背景に、州毎に

表示が異なることへの対応が必要となっ

た。このことから、2016 年 7 月 29 日

に、遺伝子組換え食品表示義務化法案（通

称「GMO 表示義務法（S. 764）」）にオバ

マ大統領が署名したことを Boston 
Globe、NY Times、Washington Post 等
各新聞社が報道している 3。この法案によ

genetically modified foods  
https://www.bostonglobe.com/business/201
6/07/14/congress-oks-bill-requiring-first-
gmo-food-
labels/qOglugWMxGwTaluSuo6gDL/story.
html 
G.M.O. Labeling Bill Gains House 
Approval 
https://www.nytimes.com/2016/07/15/busin
ess/gmo-labeling-bill-gains-house-

https://www.washingtonpost.com/news/energy-environment/wp/2016/07/21/people-want-gmo-food-labeled-which-is-pretty-much-all-they-know-about-gmos/?utm_term=.8e4e7f84a912
https://www.washingtonpost.com/news/energy-environment/wp/2016/07/21/people-want-gmo-food-labeled-which-is-pretty-much-all-they-know-about-gmos/?utm_term=.8e4e7f84a912
https://www.washingtonpost.com/news/energy-environment/wp/2016/07/21/people-want-gmo-food-labeled-which-is-pretty-much-all-they-know-about-gmos/?utm_term=.8e4e7f84a912
https://www.washingtonpost.com/news/energy-environment/wp/2016/07/21/people-want-gmo-food-labeled-which-is-pretty-much-all-they-know-about-gmos/?utm_term=.8e4e7f84a912
https://www.washingtonpost.com/news/energy-environment/wp/2016/07/21/people-want-gmo-food-labeled-which-is-pretty-much-all-they-know-about-gmos/?utm_term=.8e4e7f84a912
https://www.bostonglobe.com/business/2016/07/14/congress-oks-bill-requiring-first-gmo-food-labels/qOglugWMxGwTaluSuo6gDL/story.html
https://www.bostonglobe.com/business/2016/07/14/congress-oks-bill-requiring-first-gmo-food-labels/qOglugWMxGwTaluSuo6gDL/story.html
https://www.bostonglobe.com/business/2016/07/14/congress-oks-bill-requiring-first-gmo-food-labels/qOglugWMxGwTaluSuo6gDL/story.html
https://www.bostonglobe.com/business/2016/07/14/congress-oks-bill-requiring-first-gmo-food-labels/qOglugWMxGwTaluSuo6gDL/story.html
https://www.bostonglobe.com/business/2016/07/14/congress-oks-bill-requiring-first-gmo-food-labels/qOglugWMxGwTaluSuo6gDL/story.html
https://www.nytimes.com/2016/07/15/business/gmo-labeling-bill-gains-house-approval.html?_r=0
https://www.nytimes.com/2016/07/15/business/gmo-labeling-bill-gains-house-approval.html?_r=0
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り、米国全土で販売される食品に GM 表

示が義務化され、メーカーは遺伝子組換え

食品の パッケージに①「遺伝子組換え原

料を含む」ことの表示、②遺伝子組換え作

物が含まれていることが理解できるような

シンボルマークの表示、③スマートフォン

で読み込める QR コードによるインターネ

ット上での詳細の明記、これらのいずれか

の義務を負うことになった。 
食品関連企業の動向としては、FDA

による GM サーモンの承認後、2 社

（Costco 及び Safeway）で自社ホーム

ページ等において、GM サーモンを取り

扱わない旨の表明がされている。具体的

な表明内容については、以下の通りであ

る。 
 
 Costco4 
 ‘Although the FDA has 

approved the sale of GM 
salmon, Costco has not sold and 
does not intend to sell GM 
salmon at this time.’ 

 「FDA が GM サーモンの販売を

承認したが、Costco は GM サー

モンを販売しておらず、現時点

では販売するつもりはない」 
 Safeway5 
 ‘While the FDA approved GE 

salmon for human consumption 
in November of 2015, we are 
not considering nor do we have 
any plans to carry GE salmon.’ 

 「2015 年 11 月に FDA が GM
                                                   
approval.html?_r=0 
4 http://webiva-
downton.s3.amazonaws.com/877/4d/7/6857/
Costco_GMO_salmon_statement.pdf 
5 http://csrsite.safeway.com/home/report-
overview/position-statements/ 

サーモンの消費を承認したが、

我々は GM サーモンを提供する

つもりはなく、その予定もな

い」 
 

また、国際環境 NGO「Friends of the 
Earth（FoE）」は、食料品店・海産物取引

企業・レストランに対して、遺伝子組換え

海産物を取り扱うか否か調査をしており、

取り扱わない旨表明している企業のリスト

を公表している（図 28）。本リストには、

Costco 及び Safeway の 2 社も記載されて

いる。 
そして、PRNewswire は、GM サーモ

ンの開発を行った AquaBounty 社が 2017
年 1 月 19 日に NASDAQ に上場したこと

を報道している 6。アメリカ市場への株式

公開によって、さらに食料生産の戦略が広

がるとしている。NASDAQ 上場の背景に

は 2016 年 11 月の親会社の Intrexon との

会社分割の決定があり、AquaBounty 社の

株の販売によって 2,500 万ドルの資金調達

がなされ、条件として NASDAQ 上場の書

類手続きが行われた。この資金調達によっ

て、少なくとも 2 年間は GM サーモン展

開戦略を進めるための資金が賄われ、北米

での新しい生産施設の建設等が検討されて

いる。 
 

②カナダの動向調査 
AquaBounty 社のサーモンの卵の輸出期

限に間に合うように、同社からカナダ食品

検査庁は安全評価試験を急かされ、試験を

急いで実施した可能性があることが、政府

6 AquaBounty Announces Completion of 
NASDAQ Listing and Equity Subscription 
from Intrexon 
http://money.cnn.com/news/newsfeeds/artic
les/prnewswire/NE91744.htm 

https://www.nytimes.com/2016/07/15/business/gmo-labeling-bill-gains-house-approval.html?_r=0
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の書類から明らかになったと Canadian 
Broadcast Corporation（カナダ放送協

会）が報道している（報道日：2017 年 1
月 11 日）7。カナダ食品検査庁はサーモン

の卵に対して輸出前に 4 つの疾病の検査を

実施したが、2016 年 3 月の輸出期限が迫

る中で AquaBounty 社の問い合わせに急

かされ、試験の早急対応を迫られたようで

ある。AquaBounty 社のコメントとして

は、不当に圧力をかけたことは否定してお

り、卵の貯蔵寿命に応じてカナダ食品検査

庁に適切な時期に仕事を完了してもらえる

よう要請しただけだと述べている。これに

対し、カナダの GM 反対運動団体

「Canadian Biotechnology Action 
Network」は、政府の仕事は AquaBounty
社の商品が流通できるようにすることでは

なく、食品の安全な提供を保証することだ

と見解を述べている。 
また、AquaBounty 社への販売認可に対

して消費者保護団体の「Ecojustice」、
「Living Oceans Society」、「Ecology 
Action Centre」がカナダ政府に対して上

訴をしていたが、2016 年 10 月 21 日にカ

ナダの連邦裁判所で消費者保護団体側の訴

えが棄却されたと Radio Canada 
International （RCI）によって報道され

ている（報道日：2016 年 11 月 8 日）8。

消費者保護団体側の主張としては、政府の

認可方法が政府の環境規則（Canadian 
Environmental Protection Act）に則って

いなかった点や、他種の動物に GM の可

能性を広げる懸念を挙げていた。訴えが棄

却されたため、今後の消費者保護団体の動

                                                   
7 CFIA fast-tracked tests on genetically 
modified salmon eggs for exports, 
documents suggest 
http://www.cbc.ca/news/politics/genetically-
modified-salmon-cfia-aquabounty-

きとして、さらなる裁判所への提訴が可能

かどうか注視され、もし不可能であれば一

般家庭への GM 食品の周知方法や、ラベ

ル表示の必要性について言及するだろうと

の考えを述べている。 
 
(2) EU の動向調査 

EU の New Technorogy Working Group
（NTWG）によるレポートでは、科学的

には European Commission （EC）指令

（2001/18/EC）において判断するのが適

切との評価結果を提出している。その後、

政治的な結論はまだ出ていない。 
EU の大多数の専門家の意見は、ZFN-1

と ZFN-2 により作出された生物は GMO
であるが、規制対象からは除外されるべき

であるというものである。ZFN-1 と ZFN-
2 による結果は、従来育種で発生する突然

変異と区別できないためである。 
NTWG によれば、以下は GMO として

規制すべきでないとしている。 
 オリゴヌクレオチドによる突然変異 
 ZFN-1、ZFN-2（組換え遺伝子を含

むものを除く） 
 GM の台木に接木して non-GM の部

分に生じた果実等 
 アグロインフィルトレーション 
 メチル化によるもので DNA に次世

代に遺伝する変異が起きていないも

の 
 リバースブリーディング 
 
フランスでは Haut Counseil des 

Biotechnoligies（HCB バイオテクノロジ

1.3929571 
8 Radio Canada International 
http://www.rcinet.ca/en/2016/11/08/another
-setback-for-groups-opposed-to-gm-salmon/ 
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ーのための高等委員会）で検討を行った。

政府から HCB に以下の点が質問された。 
 ゲノム編集による産物の検査ができる

のか 
 使用された技術が特定できるのか 
 産物を区別するための特定方法 
 ゲノム編集されていない作物との共存 
 技術のリスク 
 緩和策、改善策 
 商業化される前に可能な特定方法 

 
また、以下のリスクについて議論した結

果、実際に作出された植物の特徴でケース

ごとに判断すべきと考えている。 
 オフターゲット操作について（頻繁に

起こる可能性がある点、局所化する可

能性がある点） 
 ベクターの使用について（痕跡が残る

か、影響があるか） 
 SDN の容易性について（変異の加速

化、予期せぬ新たな特質、新種の創

出、新たな機能を多発的にもたらす） 
 

Ⅲ－3. 考察 
(1) 米国・カナダの動向調査 

マサチューセッツ州をはじめとする各州

で GM 表示を義務付ける法案が作成され

ていることを受け、食品関連企業も対応が

迫られていることが窺える。実際に、

FDA による GM サーモンの承認後、2 社

（Costco 及び Safeway）で GM サーモン

を取り扱わない旨の表明がなされている。 
今後注目すべき動向として、「GMO 表

示義務法（S. 764）」の成立以降の小売業

者の対応が挙げられる。この法律は各州の

                                                   
9 President Signs Law That Overturns 
Vermont GMO Labeling Rules, Replaces 
Them With Barcodes 
https://consumerist.com/2016/07/29/preside

法律で細かく定められた表示法に比べ、ス

マートフォンで読み込める QR コードの表

示だけでも良いという点から消費者保護団

体からの反発が強く、表示方法として主張

が弱いという懸念が上がっている 9。小売

業者はこれを受けて GM 食品マークを自

社販売製品に表示するか、バーコードで済

ますかの選択を迫られることとなる。 
また、AquaBounty 社が新興企業向け株

式市場である NASDAQ に上場したこと

で、AquaBounty 社の資金調達はよりスム

ーズに進み、戦略の幅が広がると考えられ

る。それに加え、GM サーモンの生産源と

しての認知度が上がり、今後さらなる注目

を浴びることが予想される。これによっ

て、GM 食品の問題がさらに広く社会の関

心を集め、取り上げられる可能性がある。 
カナダ連邦裁判所での訴えの棄却によ

り、今後の論点として GM 食品の表示方

法が注目されると想定される。一方で、カ

ナダ食品検査庁の安全評価試験のように、

糾弾の対象となり得る事実が明らかになる

と、消費者の不安につながりかねないた

め、関係団体は慎重に GM 食品の生産販

売の手続きを踏むことが予測される。 
 

(2) EU の動向調査 
NBT について科学的な検討結果につい

ての結論は提出されており、それを受けて

どのような枠組みで管理・規制を行ってい

くかという政治的な結論がまだ明確になっ

ていない。これは、2015 年から変わって

おらず EU 内でも GM は難しい問題でこ

う着状態であることが伺える。 
一方で、米国では NBT については規制

nt-signs-law-that-outlaws-vermont-gmo-
labeling-rules-replaces-them-with-
barcodes/ 
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対象とせず実用化が進み、NBT を用いた

生物ですでに承認されているものもある。 
ある国では規制対象外となり普及、環境

放出が進んだ生物で、別の国では規制対象

となるという自体が発生しうる可能性が高

くなってきている。 
今後国際的に足並みをそろえた対応を行

うことが必要不可欠であり、対応を定める

ために国民の理解を得る必要がある。その

ために、リスクコミュニケーションが喫緊

の課題である。 
 

C. 結論 
日本の消費者は、GM 食品に対して添加

物、農薬と大体同じ程度で気にしており、

添加物、農薬に対する一般的な消費者の対

応を考えるとリスクとして捉えられている

と考えられる。「遺伝子組換え不分別」と

いう表示の意味なども内容は理解されず、

避けられているというのが実態である。 
食の安全性を気にかけるきっかけとして

は、食品に関する事件の発生が主な理由で

あるが、結婚や妊娠、育児などのライフイ

ベントも契機となっている。きっかけとな

るライフイベントを対象として、それぞれ

の関心に応じた適切な情報提供を行ってい

くことが、有効な手段となる可能性があ

る。 
GM の登場以来、消費者の受容性はあま

り変化しておらず、それは EU でも NBT
をめぐる対応を見ていると同様であること

が伺える。しかし、育種に関する技術は近

年めまぐるしく進歩しており、NBT や

GM サーモンなど新しい技術や GMO が登

場し、各国の規制の方向性が統一・確定さ

れない状況で実用化は進んでいる。 
新たな技術を用いた食品については、た

とえ科学的な安全性の評価結果に問題は無

くても、カナダの食品検査庁のように対応

に瑕疵があると、生物自体も忌避される存

在となる。科学的な安全性評価の結果と相

応な社会的合意、消費者判断を得られるよ

うなリスクコミュニケーションが喫緊の課

題である。 
 
 
D. 健康危険情報 

なし 
 
 
F. 研究発表： 
1. 論文発表 
1) 髙谷幸、山本茂貴、赤羽学、神奈川芳行、

鬼武一夫、山口健太郎、池田佳代子、名

倉 卓、南谷 怜、一蝶茂人. フードデ

ィフェンス 食品防御対策ガイドライン

準拠. 今村知明[編] 2016 年 7 月 22 日. 
 

2) K. Komoto, S. Okamoto, M. Hamada, N. 
Obana, M. Samori, & T. Imamura. 
Japanese consumer perceptions of 
genetically modified food: Findings 
from an international comparative 
study. Interact J Med Res 2016; 5(3), 
e23, p.1-19. 

 
2. 学会発表・講演 
  なし 
 
 
D. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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Ｉ 図表 
 
Ａ 研究目的 

 

図 1 研究の全体像 

  

GM食品（GM動物、ハイブリッド、新開発品種等）
に関する調査研究

最新のNBT（セルフクローニング、ナチュラルオカ
レンスを含む）に関する調査研究

 GM食品に対する消費者の受容性の低さの根本的な原因を
究明し、従来よりも効果的で適切なリスクコミュニケーション手
法を開発する

 従来のGMとは異なる特徴を持つNBTについて、そのリスクコ
ミュニケーション上のクリティカルポイントを抽出し、NBTに効
果的なリスクコミュニケーション手法を開発する

GM作物・食品のリスクコミュニケーションに関する提言
Q&Aやパンフレットへの活用

GM作物・食品の

社会的需要におけるクリティカルポイントの
特定と、コミュニケーションツールの改善

NBTに関するコミュニケーションツールの
開発

研究成果 研究成果

③先進国や食品以外の分野における事例調査
（各国におけるGM食品の安全性審査の状況等について、最新
の状況を整理する）

②新たな説明ロジックおよび説明ツールの開発
（GM食品に対する受容性の低さのクリティカルポイントを抽出
し、最新の利用状況に合わせた説明ツールを開発）

②NBTの説明ロジックおよび説明ツールの開発
（GMとは異なるNBTの特徴（外来遺伝子がない、検知が不可
能等）に対応した、NBTの説明ツールを開発）

③先進国や食品以外の分野における事例調査
（各国におけるNBTに対する管理や安全性審査の動向等につ
いて、整理する）

２
７
年
度
～
２
８
年
度

２
９
年
度④リスクコミュニケーション手法の開発

（GM、NBTそれぞれについて、アンケートやインタビュー調査等で、開発したコミュニケーションツールの検証を行う。）

①最先端のGM・NBT技術の整理とコミュニケーション上の問題点の抽出
（技術の内容について整理し、アンケート調査や対面調査により最先端のGM・NBT技術の特徴に対する消費者の意識や受容性を把
握し、コミュニケーションを行う上での問題点と解決策を探る）

過去との継続比較で消費者リテラシーの変化と
コミュニケーションにおけるクリティカルポイントを把握

コミュニケーションツールのブラッシュアップ

GMサーモンに関する動向をフォロー調査
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B. 本研究の内容 
 

 
図 2 以下の設問に答えなさい 

 

 

図 3 遺伝子組換え食品に抵抗がありますか 

 

 

図 4 以下の製品について「購入してもよい」か「購入したくない」かお答えください 
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あなたは食品に関する事件の報道は、事実を伝えて

いると思うか

食品に関する事件が発生した場合、あなたは「食品

企業」は厳密な調査結果を発表していると思うか

食品に関する事件が発生した場合、あなたは「国」は
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遺伝子組換えキャノーラを原料とした植物油

購入したくない 購入してもよい

（n=523）
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図 5 あなたは、平日の夕食に家で食べる食事を準備する際、以下の点をどの程度気にして
いますか 

 

 

図 6 あなたは、平日の夕食に外食する際、以下の点をどの程度気にしていますか 
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図 7 あなたが下記の年代において、自分が食べるものの安全性をどの程度気にかけてきま
したか 

 

 

図 8 食品の安全性を気にかけるきっかけは何でしたか 
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図 9 あなたは食品を購入する際、原材料や栄養成分が記載されたラベルを確認しますか 

 

 

図 10 豆腐を想定して、食品ラベル表示でもっとも重視するものを 3 つお答えください 

 

 

図 11 ポテトチップスを想定して、食品ラベル表示でもっとも重視するものを 3 つお答えく
ださい 
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図 12 食品ラベルに「不分別」と表示されているものがあります。あなたは「不分別」がど
ういう意味かを知っていますか 

 

 

図 13 遺伝子組換え不分別の食品には、どの程度の割合で遺伝子組換えの原材料が含まれて
いると思いますか 
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図 14 あなたは、食品の安全性に関心がありますか 

 

 

図 15 あなたは、食品の安全性に不安を感じますか 
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図 16 中国産の冷凍ギョウザによる食中毒事件の報道後、中国産の食品を買い控えましたか 
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図 17 あなたは、食品の表示を見る場合には、どの項目を見ますか 

 

 

図 18 あなたは、平日の夕食に家で食べる食事を準備する際、以下の点をどの程度気にして
いますか（一部抜粋） 
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図 19 あなたは普段食品を購入する際、以下の点を重視していますか 

 

 

 

図 20 遺伝子組換え作物・食品を国内で生産することにあなたは抵抗がありますか 
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図 21 遺伝子組換え食品に抵抗がありますか 

 

 

 

 

図 22  遺伝子組換えの野菜を食べますか 

【履修内容別】

【履修課程別】

【履修内容別】

【履修課程別】
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図 23 遺伝子組換えの肉を食べますか 

 

 

 

 
図 24 遺伝子組換えの魚を食べますか 
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図 25 遺伝子組換えに関する次の文章を読んで、 

空欄に当てはまる言葉を選択肢の中から選んでください。   
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図 26 消化吸収に関する次の文章を読んで、 

空欄に当てはまる言葉を選択肢の中から選んでください 
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図 27 遺伝子組換え食品を摂取した場合、体内でどのように消化・吸収されると思いますか
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図 28 遺伝子組換え海産物を販売しない旨表明している企業リスト 

出所）「GMO Animals」（Friends of the Earth ホームページ） 
http://www.foe.org/projects/food-and-technology/genetic-engineering/gmo-animals 

http://www.foe.org/projects/food-and-technology/genetic-engineering/gmo-animals
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

「バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究」 

分担研究報告書（平成 28 年度） 

新育種法を用いた作物の検出のための未知領域解析手法の検討と情報収集 

研究分担者 近藤 一成 （国立医薬品食品衛生研究所） 

研究協力者 野口 秋雄、中島 治（国立医薬品食品衛生研究所） 

 

研究要旨：バイオテクノロジー技術の更なる進歩により、これまで以上に多様な生物で

遺伝子組換え（GM）体が開発され、それに合わせた検知手法の開発が必要である。メや

コムギなどの主要作物に対する対策は重要な課題である。検査の効率化という点でも、

複数の作物に適用可能なスクリーニング法の開発は有用である。我が国における GM コ

メの食品への混入事例数はヨーロッパ（RASFF）に比べて少ない．これは、我が国では

GM コメのスクリーニング検査を実施しておらず，我が国で検査対象外の未承認 GM コ

メを見逃している可能性が考えられる．そこで，TaqMan プローブを用いたリアルタイ

ム PCR による GM コメのスクリーニング検査法の検討を行った．その結果，GM コメ

に幅広く導入されている P35S，TNOS，cry1Ab/Ac を標的とした本検査法は良好な PCR

効率および直線性，ならびに十分な感度を有していた．本検査法は，現在見逃されてい

る可能性のある未承認 GM コメを検出することが可能になると期待される． 

近年，従来使用されてきた外来のプロモーターやターミネーターではなく内在性のも

のを使用した遺伝子組換え（GM）作物の開発が増加している．このような GM 作物は，

従来のスクリーニング検査では遺伝子組換え体であることを迅速に確認することは極

めて困難である．これらの問題を解決する手法の一つで，既知配列から導入遺伝子やゲ

ノム上の導入位置を迅速に明らかにできる Linear-amplified mediated PCR (LAM-PCR)法

について，本研究では遺伝子組換え(GM)ジャガイモ Innate™ event-1 を対象に検討を行

った．ジャガイモの内在性プロモーターpGBSS の配列をもとにプライマーを設計し，

LAM-PCR を実施した結果，予想される断片長の増幅産物が得られた．シーケンス解析

の結果，元々ジャガイモゲノム上に存在する配列と一致する配列，導入された PHL 遺伝

子の一部と一致する配列および導入された ASN 遺伝子の一部と一致する配列が確認さ

れた．以上の結果から，LAM-PCR は内在性配列をもとに導入遺伝子の情報やコピー数

を迅速に明らかにできることが示された．本方法は，スクリーニング検査などで陽性と

判定された検体について迅速に GM 品種を特定することが可能になると期待される． 

諸外国（特に、米国、EU,オーストラリア・ニュージーランド、カナダ）の GM 生物

の規制に関する法律等について整理した。これまでに、親育種法を用いて作製された生

物では、米国においてイントラジェネシスのジャガイモ、ゲノム編集のマッシュルーム、

トウモロコシが承認されている。EU では、ゲノム編集を含む親育種法を用いた生物に

対する規制上の取り扱いの判断はされていない。 
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A. 研究目的 

(1)スクリーニング法開発（コメの例） 

 害虫抵抗性の遺伝子組換え（GM）コメは，

アメリカや中国を中心に開発されてきた．

特に近年中国では数多くの種類の GM コメ

が開発されており，市場商品への混入が懸

念されている．実際に，GM コメが承認され

ていないヨーロッパでは GM パパイヤとな

らび，GM コメの食品への混入事例が数多

く報告されており，その大半が中国からの

輸入品である 1)．我が国においても GM コ

メは承認されていないが，GM コメの食品

への混入事例が報告されている．しかし，そ

の報告数はヨーロッパに比べて少ない．ヨ

ーロッパにおける GM コメの検査は，

cauliflower mosaic virus 由来 35S プロモータ

ー（P35S），Agrobacterium tumefaciens 由来

nopaline synthase ターミネーター （TNOS），

殺虫性タンパク質遺伝子 cry1Ab および

cry1Ac（cry1Ab/Ac）の配列をターゲットと

したスクリーニング検査法にて実施してい

るが，一方，我が国では主要な GM コメ 4

系統（63Bt，NNBt，CpTI，LLRICE601）に

対する検査法を実施している．このため，我

が国では検査対象外の未承認 GM コメを見

逃している可能性が考えられ，幅広く GM

コメを検出できるスクリーニング検査法の

開発が求められる．そこで，本研究では，我

が国の GM 作物検査で主に用いられている

TaqMan プローブを用いたリアルタイム

PCR による GM コメのスクリーニング検査

法の検討を行った． 

 

(2) LAM-PCR を用いた内在性プロモーター

から周辺未知配列の解析 

2013 年以降，GM 作物の栽培面積はアジ

ア・アフリカなど発展途上国が先進国を上

回っている．一方，アメリカを中心とする先

進国では新たな GM 作物が次々と開発され

ている．遺伝子発現を制御するプロモータ

ーについては，汎用されてきた P35S に代わ

り rice actin プロモーター，maize ubiquitin プ

ロモーター，あるいは potato granule-bound 

starch synthase プロモーターなどの内在性プ

ロモーターが使用される傾向にある．また，

ターミネーターに関しても内在性のものを

使用する傾向にある．このような GM 作物

の場合，遺伝子組換え体（GMO）であるこ

とをプロモーターやターミネーターを用い

たスクリーニング検査で迅速に確認するこ

とが極めて困難である．この問題を解決す

るためには，小さな既知 DNA 配列をもとに

導入遺伝子の種類やコピー数および挿入位

置を迅速に明らかにする分析手法が必要で

ある．本研究ではそのために Linear-

amplified mediated PCR （LAM-PCR）法の検

討を行った．本年度は，対象作物に GM ジ

ャガイモ Innate™ event-1 を用い，内在性プ

ロモーターの配列情報から導入遺伝子の解

明が可能であるかを検討した． 

 

(3) GMO 規制と開発に関する情報収集 

 現在、新育種法（NPBT）に関する規制上

の取扱いの検討が EU など諸外国で行われ

ている。一方で、GM に特化した規制上の法

律がない米国では、独自の基準により 

幾つかの作物が USDA で承認されている現

状がある。米国以外の国では、これらは未承

認 GM 扱いとなる。このような現状から、

日本国内においても NPBT に関する検討を

進めておく必要があることから、情報収集

雨を行う。 
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B. 研究方法 

(1)スクリーニング法開発（コメの例） 

 

1. プライマー・プローブの設計 

開発が報告されている GM コメに幅広く

導入されている P35S，TNOS，cry1Ab/Ac を

標的とした（表 1-1）．また，コメ陽性対照

試 験 用 の 内 在 性 遺 伝 子 と し て は

phospholipase D（PLD）を用いた．これらの

配列を検出するプライマー・プローブは既

報の文献を参考にした（表 1-2）2)-4)． 

 

2. リアルタイム PCR 

【リアルタイム PCR 用反応液組成】PCR 用

反応液は 25 μL/well として調製した．組成

は以下のとおりである．FastStart Universal 

Probe Master (Rox)（Roche Diagnostics: Basel, 

Switzerland）12.5 μL，対象プライマー対溶液

（各プライマー，50 μmol/L）各 0.25 μL，対

象プローブ溶液（10 μmol/L）0.5 μL を混合

し，DNA 試料液 5 μL を添加し滅菌蒸留水

で全量 25 μL に調製した． 

【リアルタイム PCR 条件】リアルタイム

PCR には，ABI PRISM™ 7900HT（Thermo 

Fisher Scientific）を使用した．PCR 条件は以

下のとおりである．50ºC，2 分間の条件で保

持した後，95ºC 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，95ºC 15

秒，60ºC 1 分を 1 サイクルとして，45 サイ

クルの増幅反応を行った． 

【 測 定 結 果 の 解 析 】 結 果 の 判 定 は

Amplification plot 上で指数関数的な増幅曲

線と Cq 値の確認，および multicomponent 上

での対象蛍光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．ベースラインは 3 サイクルから 15

サイクルで設定し，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 として 0.2 に設

定した． 

 

3. 陽性コントロールプラスミドの作製 

 PLD，P35S，TNOS，cry1Ab/Ac の増幅配

列を導入したプラスミドを作製した（図 1-

1）．各増幅配列を連結した配列を eurofins

（Kraainem, Belgium）の人工遺伝子合成サ

ービスを利用して合成した．合成した配列

は，アンピシリン耐性遺伝子を含むベクタ

ーpEX-A2J1 に組み込んだ．リアルタイム

PCR には，EcoO109I にて切断することで線

状化し，フェノール:クロロホルム:イソアミ

ルアルコール（25:24:1）抽出，クロロホルム

抽出，エタノール沈殿により精製したもの

を用いた．コピー数は，Qubit® dsDNA BR 

Assay Kit にて測定した DNA 濃度と分子量

から算出した． 

 

(2) LAM-PCR を用いた内在性プロモーター

から周辺未知配列の解析 

 

1. 試料 

GM ジャガイモ Innate™ event-1 (J.R. 

Simplot Company) は，開発企業から入手し

たものを使用した． 

 

2. プライマーの設計 

GM ジャガイモ Innate™ event-1 に導入さ

れている内在性プロモーターpGBSS の配列

情報から，下流領域を増幅するプライマー

を設計した(図 2-1 および表 2-1)．Linear PCR

および 1st nested PCR には biotin 化プライマ



96 
 

ーを用いた． 

 

3. LAM-PCR 

【Linear PCR】反応液組成は以下の通りであ

る．10×ExTaq Buffer (TAKARA) 5 µL，2.5 

mM each dNTP Mixture (TAKARA) 4 µL，50 

µM primer pGbss-Rev2 0.5 µL，5 U/µL ExTaq 

HS (TAKARA) 0.25 µL を混合し，non-GM ジ

ャガイモまたは GM ジャガイモ Innate™ 

event-1から抽出したDNA試料液（100 ng/µL）

5 µL を添加し，蒸留水で全量 50 µL に調製

した． 反応は GeneAmp® PCR System 9700 

(Thermo Fisher Scientific) を用い，98ºC で 5

分間加温し，ホットスタート法で反応を開

始した．その後，98ºC, 1 分，60ºC, 30 秒，

72ºC, 1 分 30 秒を 1 サイクルとして，50 サ

イクルの増幅反応を行った．増幅産物は既

報の方法 5)に従って，磁気化 streptavidin ビ

ー ズ  (Streptavidin Mag Sepharose ， GE 

Healthcare)に補足させた． 

【dsDNA 合成】反応液組成は以下の通りで

ある． 10× hexanucleotide mixture (Sigma- 

Aldrich) 2 µL，200 µM each dNTPs 0.5 µL，2 

U/µL Klenow polymerase (New England 

Biolabs) 0.25 µL を混合し，蒸留水で全量 20 

µL に調製した．増幅産物を補足させたビー

ズに反応液を加え，37ºC で 1 時間インキュ

ベートした．反応後，既報の方法 2)に従って

ビーズを洗浄した． 

【制限酵素処理】制限酵素 MseI の反応液組

成は以下の通りである．10×CutSmart Buffer 

(New England Biolabs) 2 µL，4 U/µL MseI 

(New England Biolabs) 1 µL を混合し，蒸留

水で全量 20 µL に調製した．dsDNA 合成後

のビーズに反応液を加え，37ºC で 1 時間イ

ンキュベートした．反応後，既報の方法 2)に

従ってビーズを洗浄した． 

【リンカーカセットの調整】リンカーカセ

ット調整液の組成は以下の通りである．1 M 

Tris-HCl (pH7.2) 20 µL，25 mM MgCl2 40 µL，

100 µM LC1 (5’-

GACCCGGGAGATCTGAATTCAGTGGCAC

AGCAGTTAGG-3’) 40 µL，100 µM LC4 (5’-

TACCTAACTGCTGTGCCACTGAATTCAG

ATC-3’) 40 µL を混合し，蒸留水で全量 200 

µL に調製した．GeneAmp® PCR System 9700

を用い，95ºC で 5 分間加温し，13 時間かけ

て 20ºC に冷却した．冷却後，Amicon® Ultra 

- 0.5 mL Ultracel® - 30K (Merck Millipore)を

用いて脱塩・濃縮した(最終液量 80 µL)． 

【リンカーライゲーション】反応液組成は

以下の通りである．10×T4 DNA Ligase 

Reaction Buffer (New England Biolabs) 2 µL，

4 U/µL MseI (New England Biolabs) 1 µL，リ

ンカーカセット 2 µL を混合し，蒸留水で全

量 20 µL に調製した．制限酵素処理後のビ

ーズに反応液を加え，室温で 1 時間インキ

ュベートした．反応後，既報の方法 2)に従っ

てビーズを洗浄した． 

【一本鎖 DNA の遊離】リンカーライゲーシ

ョン後のビーズに 0.1 M NaOH 5 µL を加え，

室温で 30 分間インキュベートし，一本鎖

DNA を遊離させた． 

【1st Nested PCR】反応液組成は以下の通り

である．10×ExTaq Buffer 5 µL，2.5 mM each 

dNTP Mixture 4 µL，50 µM primer 1st nest 

pGbss-Rev2 0.5 µL，50 µM primer LCI 0.5 µL，

5 U/µL ExTaq HS 0.25 µL を混合し，一本鎖

DNA 溶液 1 µL を添加し，蒸留水で全量 50 

µL に調製した．反応は GeneAmp® PCR 

System 9700 を用い，98ºC で 5 分間加温し，

ホットスタート法で反応を開始した．その
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後，98ºC, 10 秒，60ºC, 30 秒，72ºC, 1 分 30

秒を 1 サイクルとして，35 サイクルの増幅

反応を行い，その後 72ºC, 10分反応させた．

増幅産物は既報の方法 2)に従って，磁気化

streptavidin ビーズに補足させた．その後，

0.1 M NaOH 5 µL を加え，室温で 30 分間イ

ンキュベートし，一本鎖 DNA を遊離させ

た． 

【2nd Nested PCR】反応液組成は以下の通り

である．10×ExTaq Buffer 5 µL，2.5 mM each 

dNTP Mixture 4 µL，50 µM primer 2nd nest 

pGbss-Rev2 0.5 µL，50 µM primer LCII 0.5 µL，

5 U/µL ExTaq HS 0.25 µLを混合し，1st Nested 

PCR 産物 1 µL を添加し，蒸留水で全量 50 

µL に調製した．反応は GeneAmp® PCR 

System 9700 を用い，98ºC で 5 分間加温し，

ホットスタート法で反応を開始した．その

後，98ºC, 10 秒，60ºC, 30 秒，72ºC, 1 分 30

秒を 1 サイクルとして，35 サイクルの増幅

反応を行い，その後 72ºC, 10分反応させた． 

 

4. シーケンス解析 

LAM-PCR 増幅産物は 2%アガロースゲル

電気泳動[アガロース, Agarose 21 (ニッポン

ジーン); 染色剤, Gel Red (Biotium)]に供し，

検出された主要バンドを切り出し，精製し

た．pGEM-T Easy Vector Systems (Promega)を

用いて，精製した LAM-PCR 増幅産物をク

ローニングし，プラスミド DNA をシーケン

ス解析した．解析した増幅産物の配列を

BLAST 解析あるいは GM ジャガイモ

Innate™ event-1 の導入配列とのアライメン

ト解析を行った． 

 

(3) GMO 規制と開発に関する情報収集 

 主要国における GM 規制上の法律等の調

査、および新育種法を用いた GM 生物の開

発状況を調査した。主要国である、米国、EU,

オーストラリア・ニュージーランド、カナ

ダ）の GM 生物の規制に関する法律等につ

いて整理を行った。新育種法（NPBT）を用

いた生物の開発状況を調査した。 

 

C. 研究結果 

(1)スクリーニング法開発（コメの例） 

 

1. PCR 効率の算出 

 各検知試験の PCR 効率を調べるために，

100，500，1,000，5,000，10,000，50,000，

100,000 copies/well の陽性コントロールプラ

スミドを鋳型にして 3 併行でリアルタイム

PCR を実施した．その結果，PLD，P35S，

TNOSおよび cry1Ab/Ac 全てにおいて，PCR

効率（E= 92.6，92.3，92.5，96.6%），直線性

（R2 = 0.9997，0.9993，0.9999，0.9998）とも

に良好であった（図 1-2）． 

 

2. 検出限界（LOD）の算出 

 検出限界（LOD）を算出するために，2.5，

5，10，20 copies/well の陽性コントロールプ

ラスミドを鋳型にして 21 併行でリアルタ

イム PCR を実施した．その結果，PLD，P35S

および TNOS において 10 copies では 95%以

上の検出率を示したが，5 copies では 95%以

下の検出率を示した（表 1-3）．この結果か

ら，これらの LOD を 5~10 copies の間とし

た．一方で，cry1Ab/Ac においては 5 copies

では 95%以上の検出率を示したが，2.5 

copies では 95%以下の検出率を示した（表

1-3）．この結果から，cry1Ab/Ac の LOD を

2.5~5 copies の間とした． 
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(2) LAM-PCR を用いた内在性プロモーター

から周辺未知配列の解析 

 

1. LAM-PCR による内在性プロモーター

pGBSS 下流領域の増幅 

 GM ジャガイモ Innate™ event-1 の導入配

列中にはジャガイモ内在性プロモーター

pGBSS が 2 コピー存在している．そのため，

LAM-PCR によって pGBSS 下流領域を増幅

させた場合，元々ジャガイモゲノム中に存

在する pGBSS 由来のものを含めて少なく

とも 3 つの増幅断片が形成されると予想さ

れ（図 2-2），LAM-PCR の結果，非組換えジ

ャガイモから抽出した DNA 溶液を鋳型に

した場合に，2nd Nested PCR において，約

300 bp の 1 本のバンドが検出された（図 2-

3）．一方で，GM ジャガイモ Innate™ event-

1 から抽出したDNA溶液を鋳型にした場合

に，2nd Nested PCR において，約 300 bp と

約 250 bp の 2 本のバンドが検出された（図

2-3）．元々の pGBSS 由来の配列は予想増幅

断片長が 297 bp，GM ジャガイモ Innate™ 

event-1 に導入した pGBSS 由来の配列は予

想増幅断片長が 254 bp と 297 bp であり，

LAM-PCR の結果はこれに一致した． 

 

2. pGBSS 下流領域のシーケンス解析 

非組換えジャガイモおよび GM ジャガイ

モ Innate™ event-1 から抽出した DNA 溶液

を鋳型に LAM-PCR にて増幅された主要バ

ンドを精製し，クローニングした後，シーケ

ンス解析を行った．非組換えジャガイモか

らの約 300 bp の増幅断片 7 クローンをシー

ケンス解析した結果，全てでジャガイモの

pGBSS および GBSS 遺伝子の一部とほぼ一

致した（表 2-2，図 2-4A-G）．GM ジャガイ

モ Innate™ event-1 からの約 300 bp の増幅断

片 12 クローンをシーケンス解析した結果，

8 クローンは pGBSS および GBSS 遺伝子の

一部と，2 クローンは pGBSS および導入し

た phosphorylase L（PHL）遺伝子の一部と，

1 クローンは pGBSS および導入した

asparagine synthetase（ASN）遺伝子の一部と，

1 クローンは pGBSS の一部とほぼ一致した

（表 2-2，図 2-4H-S）．GM ジャガイモ

Innate™ event-1 からの約 250 bp の増幅断片

8 クローンをシーケンス解析した結果，4 ク

ローンは pGBSS および導入した ASN 遺伝

子の一部と，4 クローンは pGBSS の一部と

ほぼ一致した（表 2-2，図 2-4T-α）． 

 

(3) GMO 規制と開発に関する情報収集 

 NPBT 作物・動物の承認状況 

2017.1 現在 

１． 米国 USDA：（１）Dupont Pioneer’

s waxy gene knockout corn 

USDA approved on April 2016 

理由： 7CFR340 に基づき、 PPA (Plant 

Protection Act)に該当しないため。 

（２）PPO knockout Mushroom to prevent 

browning (Pennsylvania Univ) on April 2016  

理由： 7CFR340 に基づき、 PPA (Plant 

Protection Act)に該当しないため。 

２． 欧州：承認したものはない。ゲノム

編集（小さな改変）作物の GMO 規制からの

除外に前向きな国は、英国、ドイツ、スウェ

ーデン、イタリア、フランス、オランダ。た

だし、ドイツは ZKBS、BVL が ODM とゲ

ノム編集による小さな改変を GMO 規制外

としたが、EU の現在の枠組みである

Directive 2001/18/EC に基づいた NPBT 技術

の判断について、多くの技術が GMO の規
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制の枠内とされるのではないかと言われて

いる。フランスは、現在欧州司法裁判所にゲ

ノム編集作物の扱いについて判断を求めて

おり、その判断は 2018 年と言われているた

め、それまでは EU の正式な判断はない。ゲ

ノム編集での数塩基の変異や ODM につい

て、2015 年 EASAC（欧州科学アカデミー）

は、技術ではなく形質（trait）やプロダクト

で判断すべきと報告。一方、シスジェネシス

は、cisgenic apple を開発しているオランダ

は GMO 除外を主張しているが、UK など他

の国はGMO 規制内との考えが主流である。

意図的に改変したものは、全て組換え体と

して判断すべきとの主張である国民と、ゲ

ノム編集などの小さな変異導入は自然に起

きる変化と同等であるため組換え体と扱わ

ないようにすべきとする開発側との間での

意見の相違が極めて大きい。そのため、規制

側の判断が遅れている。リスクコミュニケ

ーションの重要性が痛感される。 

３． オーストラリア・ニュージーラン

ド：ニュージーランドの EPA は、ZFN and 

TALEN-based GM pine (Crown Research  

Institute Scion)を規制外としたが、High Court

は判断を覆して GMO と判断 

理由：ゲノム編集を従来の自然界で起きる

程度の変化と考えるだけの根拠や歴史がな 

いため。 

４． アルゼンチン：基本は外来遺伝子

が残存しているかどうかの判断であるが、

ゲノム編集作物は case-by-case で判断する 

５． カナダ： 

用いた技術に関係なく、新しい形質を持つ

ものは審査の対象であるため、NPBT につ

いても新規食品として審査される。ODM ナ

タネが審査中 

６． 日本：ゲノム編集生物は、京都大学

と近畿大学による筋肉量増強マダイ

（CRISPR）を始め、マグロ、ニワトリトマ

トなどで研究されている。接ぎ木を利用し

たジャガイモ（穂木として GM タバコを非

GM ジャガイモ台木に接木して GBSS 遺伝

子抑制）は、産生した siRNA は非 GM 体へ

移行して機能する（もち性上昇）もので、ゲ

ノム編集イネとともに国内での隔離圃場試

験が承認される予定である。 

 主要国の規制上の法律と GMO の定義を

一覧表（表 2）に整理した。 

 

D. 考察 

(1)スクリーニング法開発（コメの例） 

 

 GM コメの検査において，我が国ではス

クリーニング検査を実施しておらず，検査

対象外の未承認 GM コメを見逃している可

能性が考えられ，幅広く GM コメを検出で

きるスクリーニング検査法の開発が求めら

れている．そこで本研究では，開発が報告さ

れている GM コメに幅広く導入されている

P35S，TNOS，cry1Ab/Ac を標的としたリア

ルタイムPCRを用いたスクリーニング検査

法の検討を行った．本検査法は良好な PCR

効率および直線性，ならびに十分な感度を

有していた．また，標的配列を検出するプラ

イマー・プローブは既報の文献を参考にし

ているため，特異性は高いと考えられる 2)-

4)． 

 今回標的とした配列は，ヨーロッパで実

施されている GM コメスクリーニング検査

法で用いられている配列と同じであるが 6)，

ヨーロッパの方法は SYBR Green I を用いた

リアルタイム PCR であるのに対し，本検査
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法は TaqMan プローブを用いたリアルタイ

ム PCR であるため，より高い特異性が期待

される．また将来的には，マルチプレックス

リアルタイム PCR への発展が期待できる． 

 

(2) LAM-PCR を用いた内在性プロモーター

から周辺未知配列の解析 

 

内在性プロモーターやターミネーターを

使用して開発された GM 作物は，従来のス

クリーニング検査では GMO であることを

迅速に確認することは極めて困難である．

これらの問題を解決する手法の一つである

LAM-PCR 法について，本研究では GM ジ

ャガイモ Innate™ event-1 を対象に検討を行

った．GM ジャガイモ Innate™ event-1 の内

在性プロモーターpGBSS は元々存在してい

る配列が少なくとも 1 コピー，導入配列由

来の配列が 2 コピー存在するため，合計で

少なくとも 3 コピー存在する．pGBSS の配

列をもとにプライマーを設計し，LAM-PCR

を実施した結果，検出された増幅産物は 2

本であった．これは，元々存在している配列

と導入配列由来の内の 1 つの配列との増幅

断片長が非常に近い（それぞれ 297 bp，296 

bp）ために，アガロースゲル電気泳動法では

これらを分離できなかったためであり，シ

ーケンス解析の結果，元々存在する配列と

一致する配列，導入された PHL 遺伝子の一

部と一致する配列および導入された ASN

遺伝子の一部と一致する配列が確認された．

以上の結果から，LAM-PCR は内在性配列を

もとに導入遺伝子の情報やコピー数を迅速

に明らかにできることが示された．今回の

実験系では，ゲノムとの境界領域の情報を

得るには至らなかったが，増幅産物の伸長

方向を変えてLAM-PCRを実施することで，

ゲノムとの境界領域の情報を得ることがで

きると考えられる． 

 

E. 結論 

(1)スクリーニング法開発（コメの例） 

 

 TaqMan プローブを用いたリアルタイム

PCR による GM コメのスクリーニング検査

法の検討を行った．本検査法は，現在見逃さ

れている可能性のある未承認 GM コメを検

出することが可能になると期待される． 

 

(2) LAM-PCR を用いた内在性プロモーター

から周辺未知配列の解析 

 

GM ジャガイモ Innate™ event-1 を対象に

LAM-PCR の検討を行った結果，内在性配列

をもとに導入遺伝子の情報やコピー数を迅

速に明らかにできることが示された．本方

法は，スクリーニング検査などで陽性と判

定された検体について迅速に GM 品種を特

定することが可能になると期待される． 

 

(3) GMO 規制と開発に関する情報収集 

 親育種法（NPBT）の EU のを含む各国の

規制上の取扱は定まっていない。米国は独

自の基準により判断し、いくつかの作物が

既に USDA により承認されている。開発者、

規制側、国民の間での考え方に大きな乖離

がある。 
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表 1-1 GM コメ系統と導入配列（参考文献 6) を改変） 
  P35S TNOS Cry1Ab/Ac 
Kefeng-6 ✓ ✓ ✓ 
IIyou Kefeng-6 (hybrid line) ✓ ✓   
Huahui 1  ✓ ✓ 
Bt63   ✓ ✓ 
KMD1 (Kemingdao) ✓ ✓  

LLRice 601 ✓     
LLRice 62 ✓   

Event T103-10 (Xa21-IR72) ✓     
Event 11586 (Golden Rice)  ✓  

GM II-Youming 86 ✓ ✓   
Bt aizawai 7-29 ✓   

Bt Xiushui 11       
Minghui 63a    

GM Minghui 63b       
IR72; Minghui 63c   ✓ 
GM Minghui 86a       
Eyi 105; Ewan 5 ✓   

Xiushui 11; Chunjiang 11 ✓     
Jijing81; Jijing 88; Tong 887 ✓   

Minghui86b       
Minghui63d, Zhenshan97A, MaxieA   ✓ 
Zhuxian B       
Eyi105, Ewan5    

Zhongua91(a)       
Zhongua91(b)    

Xiushui110       

 

表 1-2 本検査法で用いたプライマー・プローブ 
name sequence (5'-3') amplicon size (bp) reference 
PLD       
 PLD3959F GCTTAGGGAACAGGGAAGTAAAGTT 80 4) 
 PLD4038R CTTAGCATAGTCTGTGCCATCCA   
 PLD-PB FAM-TGAGTATGAACCTGCAGGTCGC-BHQ1   

P35S    
 P35S 1-5' ATTGATGTGATATCTCCACTGACGT 101 2) 
 P35S 1-3' CCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCT   
 P35S-TaqB FAM-CCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCT-BHQ1   

TNOS    
 NOS ter 2-5' GTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTG 151 2) 
 NOS ter 2-3' CGCTATATTTTGTTTTCTATCGCGT   
 NOS-TaqB FAM-AGATGGGTTTTTATGATTAGAGTCCCGCAA-BHQ1   

cry1Ab/Ac    
 Bt-F1(mod) GAGGAAATGCGTATTCAATTCAAC 74 3) 
 Bt-R TTCTGGACTGCGAACAATGG   

  Bt-P FAM-ACATGAACAGCGCCTTGACCACAGC-BHQ1     
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表 1-3  GM コメスクリーニング検査法の検出限界（LOD） 
target PLD   P35S   TNOS   cry1Ab/Ac 

copy 
number 2.5 5 10 20  2.5 5 10 20  2.5 5 10 20  2.5 5 10 20 

positive 
/total 

14 
/21 

19 
/21 

21 
/21 

21 
/21   12 

/21 
18 
/21 

21 
/21 

21 
/21   9 

/21 
19 
/21 

21 
/21 

21 
/21   10 

/21 
20 
/21 

21 
/21 

21 
/21 

positive 
rate 66.7 90.5  100 100   57.1 85.7  100 100   42.9 90.5  100 100   47.6 95.2  100 100 

LOD     ✓         ✓         ✓       ✓     

 

 
図 1-1  GM コメ陽性コントロールプラスミドのインサート配列（A）および模式図（B） 

リアルタイム PCR に用いたプライマーを矢印ボックスで，プローブをボックスで示す．○F ，FAM．○B ，

BHQ1．AmpR, ampicillin resistance gene．Ori, origin of replication． 
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図 1-2  GM コメスクリーニング検査法の PCR 効率 

横軸にプラスミド DNA のコピー数の対数値，縦軸に Cq値をプロットした．(A) PLD，(B) P35S，(C) 

TNOS，(D) cry1Ab/Ac 反応系のプロット図．E，PCR 効率． 
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表 2-1 LAM-PCR に使用したプライマー 

name Sequence (5'-3') 

pGbss-Rev2 CATGCATGTTTCCCTACATTCTATTATG 

1st nest pGbss-Rev2 TGAATCGTGTTATGGTGTATAAACGTTG 

2nd nest pGbss-Rev2 ATTCTGATTTTGATTCTCTTGCCTACTG 

LCI GACCCGGGAGATCTGAATTC 

LCII AGTGGCACAGCAGTTAGG 

 

 

 

図 2-1 LAM-PCR 増幅断片周辺の DNA 配列 

(A) GM ジャガイモ Innate™ event-1 に導入された遺伝子カセットの pGBSS-ASN 周辺配列．(B) GM ジャ

ガイモ Innate™ event-1 に導入された遺伝子カセットの pGBSS-PHL 周辺配列．(C)ジャガイモに元々存在

する pGBSS-GBSS 周辺配列．黒字配列，pGBSS．灰字配列，各遺伝子．矢印ボックス，プライマーに用

いた配列．ボックス，MseI サイト．B，biotin 修飾位置． 
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図 2-1 LAM-PCR 増幅断片周辺の DNA 配列（続き） 

 

 

図 2-2 LAM-PCR 増幅断片の模式図 

(A) GM ジャガイモ Innate™ event-1 に導入された遺伝子カセットの pGBSS-ASN 周辺配列．(B) GM ジャ

ガイモ Innate™ event-1 に導入された遺伝子カセットの pGBSS-PHL 周辺配列．(C)ジャガイモに元々存在

する pGBSS-GBSS 周辺配列．黒ボックス，pGBSS．灰ボックス，各遺伝子．赤ボックス，リンカーカセ

ット．黒矢印，ゲノム配列特異的プライマー（右から pGbss-Rev2，1st nest pGbss-Rev2，2nd nest pGbss-Rev2）．

赤矢印，アダプター特異的プライマー（左から LCI，LCII）．  



108 
 

 
図 2-3 2nd Nested PCR 増幅断片のアガロース電気泳動解析 

非組換えジャガイモ DNA から増幅された約 300 bp のバンド（①），GM ジャガイモ Innate™ event-1 

DNA から増幅された約 300 bp のバンド（②）および約 250 bp のバンド（③）についてクローニング

し，シーケンス解析を行った． 

 

 
図 2-4  2nd Nested PCR 増幅断片のシーケンス解析結果とアライメント解析結果 

(A-G) 非組換えジャガイモからの約 300 bp の増幅断片 7 クローンの解析結果．(H-S) GM ジャガイモ

Innate™ event-1 からの約 300 bp の増幅断片 12 クローンの解析結果．(T-α) GM ジャガイモ Innate™ 

event-1 からの約 250 bp の増幅断片 8 クローンの解析結果．黒字配列，Query 配列．青字配列，pGBSS．

赤字配列，GBSS 遺伝子．緑字配列，PHL 遺伝子．橙字配列，ASN 遺伝子． 
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図 2-4  2nd Nested PCR 増幅断片のシーケンス解析結果とアライメント解析結果（続き） 
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図 2-4  2nd Nested PCR 増幅断片のシーケンス解析結果とアライメント解析結果（続き） 
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図 2-4  2nd Nested PCR 増幅断片のシーケンス解析結果とアライメント解析結果（続き） 
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USA EU member states Australia/NewZealand Canada

European commission GMO legislation
Directive 2001/18/EC on the deliberate release of
GMOs into the environment:In accordance with the
precautionary principle, the objective of this Directive
is to approximate the laws, regulations and
administrative provisions of the Member States and
to protect human health and the environment.

Regulation (EC) 1829/2003 on genetically modified
food and feed: (a) provide the basis for ensuring a
high level of protection of human life and health,
animal health and welfare, environment and consumer
interests in relation to genetically modified food and
feed, whilst ensuring the effective functioning of the
internal market; (b) lay down Community procedures
for the authorisation and supervision of genetically
modified food and feed;(c) lay down provisions for the
labelling of genetically modified food and feed.

Directive (EU) 2015/412 amending Directive
2001/18/EC as regards the possibility for the
Member States to restrict or prohibit the cultivation of
GMOs in their territory. The following Articles are
inserted:‘Article 26b, Cultivation
1.   During the authorisation procedure of a given
GMO or during the renewal of consent/authorisation, a
Member State may demand that the geographical
scope of the written consent or authorisation be
adjusted to the effect that all or part of the territory of
that Member State is to be excluded from cultivation.
This is important.

Regulation (EC) 1830/2003 concerning the
traceability and labelling of genetically modified
organisms and the traceability of food and feed
products produced from genetically modified
organisms.

Directive 2009/41/EC on contained use of genetically
modified micro-organisms. Regulation (EC)
1946/2003 on transboundary movements of GMOs.

There is no GMO definition.

For GE plants, FDA established a premarket
consultation process to help ensure that any safety or
other regulatory issues associated with food from a
new plant variety  are resolved.FDA reviews
description of biotech foods, ifunctions of introduced
genetic materials, dentity and function of expression
products, toxicity and allergenicity, info comparing the
composition of biotech and conventional foods, etc.

GE organism is considered if the donor organism,
recipient organism, vector or vector agent used in
engeering the organisms belongs to one of the ataxa
listed in 7C.F.R. section 340.2 and also considered a
plant pest. Required data and info to conduct a plant
pest risk assessment is provided in 7C.F.R.340.6 (c).
GE organism is also regulated when APHIS has
reason to believe that the GE organism may be a
plant pest.

Directive 2001/18/EC
Article 2    Definitions

(2) "genetically modified organism (GMO)" means an
organism, with the exception of human beings, in
which the genetic material has been altered in a way
that does not occur naturally by mating and/or natural
recombination;
Within the terms of this definition:
(a) genetic modification occurs at least through the
use of the techniques listed in Annex I A, part 1;
Techniques of genetic modification referred to in
Article 2(2)(a) are inter alia:
(1) recombinant nucleic acid techniques involving the
formation of new combinations of genetic material by
the insertion of nucleic acid molecules produced by
whatever means outside an organism, into any virus,
bacterial plasmid or other vector system and their
incorporation into a host organism in which they do
not naturally occur but in which they are capable of
continued propagation;
(2) techniques involving the direct introduction into an
organism of heritable material prepared outside the
organism including micro-injection, macro-injection
and micro-encapsulation;
(3) cell fusion (including protoplast fusion) or
hybridisation techniques

Standard 1.5.2—2               Definitions

food produced using gene technology means a food
which has been derived or developed from an
organism which has been modified by gene
technology.
Note    This definition does not include food derived
from an animal or other organism which has been fed
food produced using gene technology, unless the
animal or other organism is itself a product of gene
technology. gene technology means recombinant
DNA techniques that alter the heritable genetic
material of living cells or organisms.

OGTR's definition
Definition: The full definition of a GMO appears under
section 10 of the Gene Technology Act 2000 (the
Act). In essence, a GMO means:
An organism that has been modified by gene
technology; orAn organism that has inherited traits
from an organism, where the traits occurred in the
initial organism because of gene technology.
EPA's definition
all organisms developed through conventional and
longstanding chemical and radiation treatments do
not require HSNO Act approval as GMOs.

There is no regulation specific to GMO. Instead, GMO
is treated as a novel food.

DIVISION 28  Definition of Novel Foods
B.28.001 The definitions in this section apply in this
Division.
genetically modify means to change the heritable
traits of a plant, animal or microorganism by means of
intentional manipulation.

major change means, in respect of a food, a change
in the food that, based on the manufacturer’s
experience or generally accepted nutritional or food
science theory, places the modified food outside the
accepted limits of natural variations for that food with
regard to
(a) the composition, structure or nutritional quality of
the food or its generally recognized physiological
effects;
(b) the manner in which the food is metabolized in the
body; or
(c) the microbiological safety, the chemical safety or
the safe use of the food. (changement majeur)

Article 3       Exemptions

1. This Directive shall not apply to organisms
obtained through the techniques of genetic
modification listed in Annex I B.
2. This Directive shall not apply to the carriage of
genetically modified organisms by rail, road, inland
waterway, sea or air.
Techniques/methods of genetic modification yielding
organisms to be excluded from the Directive, on the
condition that they do not involve the use of
recombinant nucleic acid molecules or genetically
modified organisms other than those produced by
one or more of the techniques/methods listed below
are:
(1) mutagenesis,
(2) cell fusion (including protoplast fusion) of plant
cells of organisms which can exchange genetic
material through traditional breeding methods.

Intragenic Potato (Simplot Inc) and CRISPR/Cas9-
based mushrooms (Univ.), intragenic GALA apple
(Okanagan) and Maize (deleted a whole gene Waxy
seq, Monsanto) have  approved by USDA. ODM-
based Rape seeds of Cibus Inc. apporoved.

UK, Germany, Sweden, Italy, France, Ireland,
Netherland, Finland showed signs of welcome about
genome-editing plants.

France asked the judgement to European Court of
Justice.

NewZealand has decided not to deregulate ZFN-
TALEN-based biotech product.

ODM-based Cibus rapeseed will be approved

USDA
Animal Health Protection Act (AHPA): protect
livestock from animal pest and disease risk
Plant Protection Act (PPA): protect agricultural
products from damage caused by organisms that
pose or plant pest.

FDA
Federal Food Drug and Cosmetics Act
(FD&C):ensure human and animal food is safe,
sanitary, and properly labeled, ensure human and
animal drugs are safe and effective

For GE animals, the genetic materials and
recombinant DNA construct, that is integrated into the
DNA of an animal and is intended to affect the
animal's structure or function meets the definition of "a
drug" under FD&C Act. Therefore, a premarket
approval is required. CVM (Center for veterinary
Medicine) is responsible for evaluating the safety and
effectiveness of the rDNA construct. FDA review
process has seven categories; product definition,
molecular characterization of construct, molecular
characterization of GE anial leneage, phenotype,
durability, environmental food safety, claim validation.

EPA
Federal Insecticide, fungicide, and rodenticide Act
(FIFRA):For dietarry or residential human health
effects, the sole standard is the safety of all the
combined exposures to the pesticide and related
compounds
FD&C:ensure that no harm will result from aggregate
exposure to the pesticide chemical residue
Toxic Substance Control Act (TSCA):prevent
manufacture, processing, destribution in commerce,
use, dispossal of chemical substances...

If plant-incorporated protectant is produced by plant,
EPA regulates the pesticide substance and related
genetic material for human safety.

FSANZ (Food Standard Australia/NewZealand)
GM foods are regulated under Standard 1.5.2 – Food
produced using Gene Technology, in the Food
Standards Code. The standard has two provisions –
mandatory pre-market approval (including a food
safety assessment) and mandatory labelling
requirements.

GM foods are regulated under Standard 1.5.2 – Food
produced using Gene Technology, in the Food
Standards Code. The standard has two provisions –
mandatory pre-market approval (including a food
safety assessment) and mandatory labelling
requirements. This standard ensures that only
assessed and approved GM foods enter the food
supply. Approved GM foods are listed in Schedule 26
of the Food Standards Code. Anyone seeking to
amend the Code to include a new GM food should
refer to the Application Handbook.
Details on FSANZ's assessments of GM foods and
current approvals can be found here.
Not every approved GM food enters the marketplace.
Many GM crops approved for use as food, are grown
for animal feed and some GM approved plants don’t
make it to market because of a variety of reasons, for
example if they are not commercially viable.

In Australia, the Office of the Gene Technology
Regulator (OGTR) oversees the development and
environmental release of GM organisms under the
Gene Technology Act 2000.
In New Zealand, similar functions are undertaken by
the Environmental Protection Authority, under the
Hazardous Substances and New Organisms (HSNO)
Act 1996.

Regulatory Framework to GMO

Health Canada
Role:
Health Canada assesses the safety of all genetically-
modified and other novel foods proposed for sale in
Canada. Companies are required to submit detailed
scientific data for review and approval by Health
Canada, before such foods can be sold.

Food and Drug Regulations
C.R.C., c. 870, FOOD AND DRUGS ACT
What are Novel Foods and Genetically Modified (GM)
Foods?
Novel Foods are: Foods resulting from a process not
previously used for food. Products that do not have a
history of safe use as a food. Foods that have been
modified by genetic manipulation, also known as
genetically modified foods, GM foods, genetically
engineered foods or biotechnology-derived foods.

novel food means
(a) a substance, including a microorganism, that does
not have a history of safe use as a food;
(b) a food that has been manufactured, prepared,
preserved or packaged by a process that
(i) has not been previously applied to that food, and
(ii) causes the food to undergo a major change; and
(c) a food that is derived from a plant, animal or
microorganism that has been genetically modified
such that
(i) the plant, animal or microorganism exhibits
characteristics that were not previously observed in
that plant, animal or microorganism,
(ii) the plant, animal or microorganism no longer
exhibits characteristics that were previously observed
in that plant, animal or microorganism, or
(iii) one or more characteristics of the plant, animal or
microorganism no longer fall within the anticipated
range for that plant, animal or microorganism.
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
平成 28 年度 分担研究報告書 

 
バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 
安全性未審査の遺伝子組換え並びに新育種技術により 

開発された作物の検知技術開発と安全性に関する知見の取集 
 
 研究分担者 中村公亮（国立医薬品食品衛生研究所 生化学部第二室） 
 協力研究者 石垣拓実（国立医薬品食品衛生研究所 生化学部第二室） 
 

研究要旨  
  本研究では、1 塩基の変異を検知する方法の開発と性能比較を行った。試験に

は、oligonucleotide-directed mutagenesis 法（ODM 法）を用いて、セイヨウアブラナ

由来アセト乳酸合成酵素遺伝子（AHASIII）に 1 塩基を変異させ、開発された除草剤

耐性セイヨウアブラナ 5722 系統、化学物質を用いて同配列に変異を誘導し、開発

された除草剤耐性セイヨウアブラナ 5715 系統、及び、同配列の自然変異型である

除草剤耐性セイヨウアブラナ 5720 系統を供した。本年度では、Cel1 アッセイ法、

制限酵素スクリーニング法、PCR 法、及び、本研究で開発した PCR-NGS 法の検出

限界を算出した。PCR-NGS 法については、他の方法では不可能であった変異配列を

特定すると同時に、絶対定量（>1%）が可能な方法であることが示唆された。 
 
A. 研究目的 
  除草剤耐性セイヨウアブラナ 5722 系統は、

oligonucleotide-directed mutagenesis 法（ODM 法）

（Plant Biotechnol. J., 14, 496-502, 2016）を用い

て、セイヨウアブラナ由来アセト乳酸合成酵素

遺伝子（AHASIII）の 1 塩基を変異させ、開発

された除草剤耐性セイヨウアブラナである。北

米においては、同系統の実用化に向けた報告が

なされている。我が国では、同系統は安全性未

審査である。本研究では、まず、このような 1
塩基の変異を有する作物を検知する方法の開

発と性能比較を行った。 
 
B. 研究方法 
1. 試料、試薬および機器 
(1) 試料 
  セイヨウアブラナは、Cibus 社より提供さ

れた標的遺伝子であるアセト乳酸合成酵素遺

伝子（AHAS）に 1 塩基の変異を導入したセイ

ヨウアブラナ 3 系統（Cibus 5715 系統、5720 系

統、5722 系統）と野生型 2 品種（Bn2wt、東北

3 号）を試験に供した。 
 
(2) 試薬 
  DNA の抽出・精製には、QIAGEN 製イオ

ン交換樹脂タイプキット（Genomic-tip 100/G）

を用いた。DNA の抽出・精製時に用いた分解酵

素は、㈱ニッポンジーン製 α-amylase（高濃度品）

（ Cat. No.316-04751 ）、和光純薬工業㈱製 
Proteinase K （Cat. No.160-22752）、QIAGEN 製

100 mg/mL RNaseA（Cat. No.145048133）、シグ

マアルドリッチジャパン㈱製 Cellulase（Cat. 
No.C2730）を用いた。また、DNA の抽出・精

製時に用いた緩衝液は、QIAGEN 製 Genomic 
DNA Buffer Set を用いた。イソプロパノールと

エタノールは、ナカライテスク㈱製のものを用

いた。試薬は全て analytical grade を使用した。 
  ゲノム増幅には、 QIAGEN製REPLI-g Mini 
Kit（Cat. No.150025）を用いた。定性 PCR 反応

液には、東洋紡製の 2× KOD FX buffer と KOD 
FX（Cat. No.KFX-201）を用い、タカラバイオ

㈱製の dNTP Mixture を使用した。DNA 電気泳

動解析に使用したアガロースは、タカラバイオ

㈱製 LO3「TAKARA」（Cat. No.5003）を用い、

核酸蛍光染色試薬として Biotium 製の GelRedTM 
Nucleic Acid Gel Strain（Cat. No.41003）を用いた。

サンプルの添加液（Loading Buffer）は、タカラ

バイオ㈱製（Cat. No.A6310A）を用いた。標準

DNA サイズマーカーは、タカラバイオ㈱製 100 
bp ラダー（Cat.No.3407A）と Invitrogen 製 1 kb 
ラダー（Cat. No.15615-016）を用いた。PCR 産

物の精製にはプロメガ製 Wizard® SV Gel and 
PCR Clean-Up System（A9282）を用いた。各ア

ッセイの標的配列増幅のための PCR 反応には、
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アジレント製の PfuUltra II Fusion HS DNA 
Polymerase & PCR Master Mix（Cat. No.600670）
を用い、タカラバイオ㈱製の dNTP Mixture を
用いた。Cel1 アッセイに使用した拡散分解酵素

に は 、 NEB 製 の T7 EndonucleaseI （ Cat. 
No.M0302S）および 10×NEBuffer2.0 を用い、ア

ニーリング反応には、10×ハイブリダイゼーシ

ョンバッファー（100 mM Tris-HCl（pH8.0）、750 
mM KCl、15 mM MgCl2）、反応停止試薬として

EDTA を用いた。制限酵素アッセイには NEB 製

の BsrDI（Cat. No.R0574S）、10×NEBuffer2.0 を

用いた。次世代シーケンス解析は、Illumina 
Miseq を使用して行った。実験に使用した水は、

日本ミリポア㈱製 Mill-Q Synthesis A10 で精製

した超純粋を用いた。その他の試薬は、全て市

販特級品を用いた。使用したプライマーの塩基

配列は以下のものを使用した。 
 
Cel1 アッセイ・制限酵素アッセイ用標的プライ

マー： 
Cibus canola AHAS mut nt_F: 
5’-ggacttcctgctgcgattgg-3’ 
Cibus canola AHAS mut nt_R: 
5’-gccaccacttgggatcatcg-3’ 
 
次世代シーケンサー用 1st PCR プライマー： 
1st_target-F: 
5’-acactctttccctacacgacgctcttccgatctaaccctgatgcgatt
gttgt -3’ 
1st_target-R: 
5’-gtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctcgcaagctcctgc
aaact-3’ 
1st_control-F: 5’- 
acactctttccctacacgacgctcttccgatctcgaagggaaggcaatta
tca -3’ 
1st_control-R: 
5’-gtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctaagattctctacac
ggattgtgg-3’ 
 
次世代シーケンサー用 2nd PCR プライマー： 
SET2-F1_Primer: 
5’-aatgatacggcgaccaccgagatctacactatagcctacactctttc
cctacacgacgc-3’ 
SET2-F2_Primer: 
5’-aatgatacggcgaccaccgagatctacacatagaggcacactcttt
ccctacacgacgc-3’ 
SET2-F3_Primer: 
5’-aatgatacggcgaccaccgagatctacaccctatcctacactctttc
cctacacgacgc-3’ 
SET2-F4_Primer: 
5’-aatgatacggcgaccaccgagatctacacggctctgaacactctttc
cctacacgacgc-3’ 

SET2-F5_Primer: 
5’-aatgatacggcgaccaccgagatctacacaggcgaagacactcttt
ccctacacgacgc-3’ 
SET2-F6_Primer: 
5’-aatgatacggcgaccaccgagatctacactaatcttaacactctttcc
ctacacgacgc-3’ 
SET2-F7_Primer: 
5’-aatgatacggcgaccaccgagatctacaccaggacgtacactcttt
ccctacacgacgc-3’ 
SET2-F8_Primer: 
5’-aatgatacggcgaccaccgagatctacacgtactgacacactctttc
cctacacgacgc-3’ 
SET2-R1_Primer: 
5’-caagcagaagacggcatacgagataatgagcggtgactggagttc
agacgtgtg-3’ 
SET2-R2_Primer: 
5’-caagcagaagacggcatacgagatggaatctcgtgactggagttc
agacgtgtg-3’ 
 
(3) 機器 
  粉砕機は、Retsch 製ミルサーミル MM200、
及び、Iwatani 製 MILLSER ミルサー 720G-Y を

用いた。電子天秤は、ザルトリウスメカトロニ

クス㈱製 BP 210 S を用いた。恒温槽は、タイテ

ック製ドライサーモユニットDTU-1Bを用いた。

冷却遠心機は、トミー製 M×-305 を用いた。卓

上遠心機は、フナコシ㈱製 KR-1000、05-514-0、
KURABO 製 DISKBOY を用いた。96 ウェルプ

レート遠心機は、Labnet 製 mps 1000 を用いた。

タッチミキサーは、大和製 MT-5 と Scientific 
Industries 製 VORTE× GENIE-2（G-560）を用い

た。リアルタイム PCR は、Applied Biosystems™
製 PRISMTM 7900HT を用いた。マグネチック

ホットスターラーは、三田村理研工業㈱製MRK
を用いた。電気泳動装置は、㈱アドバンス製

Mupid II を用いた。ゲルイメージ解析装置は、

Raytest 製ケミルミイメージアナライザーに

Diana システムを組み込んだものを用いた。UV
ボードは、UVP 製 Benchtop2UV Transilluminator
を用いた。分光光度計は、 Thermo Fisher 
Scientific 製 NanoDrop 1000 を用いた。サーマル

サイクラーは、Applied Biosystems™製 Applied 
Biosystems Veriti® 96-Well サーマルサイクラー

を用いた。バイオアナライザーに、アジレント

製 Agilent2100 バイオアナライザーを用いた。 
 
2.セイヨウアブラナからの DNA の抽出・精製 
  試験に供した種子は、Millser（Iwatani 社製）

で粉砕した。粉砕した試料 10 g（乾物製品は 2 g）
をポリプロピレン製遠沈管（50 mL 容）に量り

とり、G2 緩衝液 30 mL を加え、よく転倒混和
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して均質にした。粉砕した各試料は、イオン交

換樹脂タイプの DNA 抽出精製キット（QIAGEN 
Genomic-tip 100/G）を用い、付属のプロトコル

を改変し以下の通り DNA の抽出・精製を行っ

た。DNA 抽出用試料に、100 mg/mL RNaseA 20 
µL、cellulase 500 µL を加えて転倒混合し均質化

した後、50℃で 1 時間放置した。その間 2～3 回

遠沈管を反転させて試料を転倒混和した。次い

で、その遠沈管を 3,000×g、低温下（4℃）、20
分間遠心し、得られた上清（約 25～35 mL）を

採取し、あらかじめ QBT 緩衝液 4 mL を用い平

衡化した QIAGEN Genomic-tip 100/G に負荷し

た。次いで、100/G を QC 緩衝液で 7.5 mL ずつ

3 回洗浄した後、あらかじめ 50℃に温めておい

た QF 緩衝液 1 mL を負荷し、はじめの溶出液

は捨てた。新しい遠沈管に移し、再度 50℃に温

めておいた QF 緩衝液 2 mL を負荷し、DNA を

溶出した。溶出液と等量のイソプロピルアルコ

ールを加え、よく混合し、遠沈管（1.5 mL もし

くは 2.0 mL 容）に移し、10,000×g 以上で、低

温下（4℃）15 分間遠心した。そして上清を捨

てた。この際、上清を極力除去し、沈殿物が見

えない場合でも、遠沈管内の底部付近にはでき

るだけ触れないように、上清を除去した。70%
エタノール 1 mL を加え、さらに 10,000×g 以上

で、低温下（4℃）5 分間遠心した。さらに上清

を捨て、残った沈殿を十分に乾燥させた後、あ

らかじめ 50℃に温めておいた滅菌蒸留水 50 µL
に溶解し、DNA 試料原液とした。実験に使用せ

ず、残った試料は、ポリプロピレン製遠沈管（50 
mL 容）にとり、冷凍庫（－30℃）で保管した。

抽出した DNA 原液は、230、260 及び 280 nm の

吸光度を測定することで DNA の定量及び純度

の推定を行った。吸光度の測定は、NanoDrop
社製分光光度計 ND-1000 V3.2 を使用した。吸

光度の測定比 260 nm/230 nm から塩類などの夾

雑物量を推定し、260 nm/280 nm 吸光度比から

タンパク質の残存量を推定した。得られた DNA
濃度から、DNA 原液を 10 ng/µL に水で希釈し

て調製し DNA 試料液とした。なお、DNA 原液

の濃度が 10 ng/µL に達しないときは、そのまま

DNA 試料液として用いた。 
 
3. DNA のランダム増幅 
  DNA のランダム増幅には、REPLI-g Mini 
Kit （Qiagen 社製）を使用した。反応に使用し

た BufferD1（変性剤）として 5 サンプルあたり

Reconstituted Buffer DLB 9 µL、超純水 32 µL を

加えて調製した。続いて BufferN1（中和剤）と

して Stop solution 12 µL、超純水 68μ1 を加えて

調製した。次にマイクロチューブに試料 2.5 μ1、
BufferD1 2.5 µL を加え、ボルテックスミキサー

を用いて混合し、卓上遠心機でスピンダウンを

した後、室温で 3 分間インキュベートした。続

いて、BufferN1 5µL を加え、ボルテックスミキ

サーを用いて混合し、卓上遠心機でスピンダウ

ンをした。次に、REPLIg Mini ReactionBuffer 29 
µL と REPLIg Mini DNA Polymerase 1µL、および

超純水 10 µL を氷上で混合して master mix を調

製 し た 後 、 全 量 を 中 和 済 み の 試 料 10                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   
µL へ加えた。これを、サーマルサイクラーを

用いて、30℃で 16 時間インキュベートした後、

65℃ 3 分でポリメラーゼの不活化した。最後に

試料溶液を超純水で 20 倍希釈し、PCR 用試料

とした。 
 

4. ナタネ標的配列の合成およびシーケンス 
(1) 反応液の調製 
  定性 PCR 用反応液は、25 µL/well として以

下のとおり調製した。内訳は以下のとおりであ

る。2×KOD FX buffer neo を 12.5 µL と dNTP を

5 µL 加えて混合し、プライマーを 0.2 µL ずつ、

KOD FX neo 0.5µL を加え全量 22.5 µL に調製し

た。先にウェルに DNA 試料液もしくはランダ

ム PCR 産物試料液 5 µL を底に付けるように添

加し、その後調製液を添加して混合した。 
 
(2) 増幅条件 
  定性 PCR 装置にチューブをセットし、反応

を開始した。反応条件は以下のとおりである。

94℃ 2分間の条件で保持した後、98℃ 10秒間、

59℃ 30秒間、68℃ 30秒間を 1 サイクルとして、

30 サイクルの増幅反応を行った後、72℃ 5分間

の条件で保持し、4℃保存した。 
 
(3) 電気泳動及び画像解析 
  定性 PCR 後の解析には、1%（w/v）アガロ

ースゲルを用いたアガロースゲル電気泳動に

供した。タカラバイオ㈱製のアガロース 1 g を

電子天秤で量りとり、三角フラスコ（500 mL 
容）の中に入れ、1×TAE buffer 100 mL を加えた。

三角フラスコにラップをして、空気の出入りが

できるように穴を 2～3 個開け、電子レンジで

加熱しながら溶解させた。このとき吹きこぼれ

に注意した。加熱させた後、溶液はマグネチッ

クホットスターラーで撹拌した。光に当てて観

察し、アガロースが完全に溶けてなくなってい
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ることが確認できるまでこの加熱作業を繰り

返した。次に、GelRedTM Nucleic Acid Gel Strain, 
10,000× in water を 5 µL を加え、撹拌した。撹

拌後、耐熱性ゲルトレイの型に厚さ約 5 mm に

なるようにゆっくり流し入れた。流し入れる際

にできた気泡は、チップの先やキムワイプなど

を用いて除去した。サンプルウェルの型は、ゲ

ル作成用マルチコームを用いて作成した。常温

で 2 時間ほど放置しゲル化させた。作成したア

ガロースゲルを用いて、PCR 反応液のアガロー

スゲル電気泳動を行い、DNA 電気泳動パターン

解析を行った。PCR 反応液は PCR 反応後、PCR
チューブごと軽く遠心し、試料とした。1%アガ

ロースゲルのサンプルウェルに 100 bp マーカ

ーを 5 µL、試料 5 µL（10× Loading buffer 0.5 µL
ずつ加え混合した）を入れ電気泳動（100 V、

15～20 分程度）を行った。泳動後のゲルの画像

解析は、Raytest 製ケミルミイメージアナライザ

ーに Diana システムを組み込んだゲルイメージ

解析装置を用いて行った。 
 
(4) シークエンス解析 
  UV ボードの上にエタノールを吹きかけ、

ラップを張り、その上に 1%アガロースゲルを

置き、320 nm UV 照射下で DNA を検出した。

そして、電気泳動を行った際の DNA バンドを

メスで切り出した。このとき、DNA を切断しな

いように注意した。ゲルからのDNAの精製は、

MinElute Gel Extraction Kit（Qiagen 社製）を使

用した。精製された DNA は、シーケンス用の

試料として用いた。 
 
5. Cel1 アッセイおよび制限酵素アッセイの試

料液調整 
(1) PCR反応液の調製 
  PCR 用反応液は 50 µL/well として以下のと

おり調製した。超純水 33.6 µL に 10×Pfu Ultra II 
reaction buffer Neo を 5 µL と dNTP を 5 µL 加え

て混合し、プライマーを 0.2 µL ずつ、最後に

PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase を 0.5 µL
を加え、全量 45.0 µL となるようにした。先に

ウェルにランダム PCR 産物 5 µL を底に付ける

ように添加し、その後調製液を DNA 試料液と

混合させながら添加した。 
 
(2) 増幅条件 
  サーマルサイクラーにチューブをセット

し、反応を開始した。反応条件は以下のとおり

である。94℃ 2分間の条件で保持した後、94℃ 30

秒間、57℃ 30秒間、72℃ 30秒間を 1 サイクル

として、45サイクルの増幅反応を行った後、72℃ 

5 分間の条件で保持し、4℃保存した。 
 
(3) 電気泳動及び画像解析 
  定性 PCR 後の解析には、1%（w/v）アガロ

ースゲルを用いたアガロースゲル電気泳動に

供した。タカラバイオ㈱製のアガロースを 1 g
電子天秤で量りとり、三角フラスコ（500 mL 
容）の中に入れ、1×TAE buffer 100 mL を加えた。

三角フラスコにラップをして、空気の出入りが

できるように穴を 2～3 個開け、電子レンジで

加熱しながら溶解させた。このとき吹きこぼれ

に注意した。加熱させた後、溶液はマグネチッ

クホットスターラーで撹拌した。光に当てて観

察し、アガロースが完全に溶けてなくなってい

ることが確認できるまでこの加熱作業を繰り

返した。次に発癌の可能性があるため手袋をし

て GelRedTM Nucleic Acid Gel Strain, 10,000× in 
water を 5 µL を加え、撹拌した。撹拌後、耐熱

性ゲルトレイの型に厚さ約 5 mm になるように

ゆっくり流し入れた。流し入れる際にできた気

泡は、チップの先やキムワイプなどを用いて除

去した。サンプルウェルの型は、ゲル作成用マ

ルチコームを用いて作成した。常温で 2 時間ほ

ど放置しゲル化させた。作成したアガロースゲ

ルを用いて、PCR 反応液のアガロースゲル電気

泳動を行い、DNA 電気泳動パターン解析を行っ

た。PCR 反応液は PCR 反応後、PCR チューブ

ごと軽く遠心し試料とした。1%アガロースゲル

のサンプルウェルに 100 bp マーカーを 5 µL、
試料 5 µL（10× Loading buffer 0.5 µL ずつ加え

混合した）を入れ電気泳動（100 V、15～20 分

程度）を行った。泳動後のゲルの画像解析は、

Raytest 製ケミルミイメージアナライザーに

Diana システムを組み込んだゲルイメージ解析

装置を用いて行った。 
 
(4) DNA精製 
  アガロースゲルからの DNA の精製は、

MinElute Gel Extraction Kit（Qiagen 社製）を使

用した。精製された DNA は、シーケンス用の

試料として用いた。精製 DNA の原液は、230 nm、

260 nm、及び、280 nm の吸光度を測定すること

で DNA の定量、及び、純度の推定を行った。

吸光度の測定は、NanoDrop 社製分光光度計

ND-1000 V3.2 を使用した。吸光度の測定比 260 
nm/230 nm から塩類などの夾雑物量を推定し、

260 nm/280 nm 吸光度比からタンパク質の残存
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量を推定した。DNA 原液の濃度が 25 ng/µL に

達しないときは、改め PCR を行い、2 回の PCR
を合わせた精製 DNA 原液に対して 1/10 倍量の

3 M 酢酸ナトリウム溶液と 2.5 倍量の-20℃で冷

却したエタノールを加え DNA をエタノール沈

殿させ、13,000×g、4℃で 20 分間遠心し、上清

を廃棄した後、-20℃で冷却した 70%（v/v）エ

タノール 1 mL を加え、さらに 13,000×g、4℃で

10 分間遠心した後、上清を破棄し、残った沈殿

を乾燥させた。水 55 µL で沈殿物を溶解させ

Cel1アッセイ用の標的配列 cDNA試料液とした。 
 
6. Cel1 アッセイ 
(1) 試料調整 
  変異非導入ナタネ（東北 3 号）の試料液に

対して、変異導入ナタネ 3 系統（Cibus 5715 系

統、5720 系統、5722 系統）より任意の 1 系統

の標的配列 cDNA 試料液を、以下に示す比率と

なるよう混合し、合計 200 ng の混合液を、PCR
チューブに調製した。混合比率は、溶液に占め

る変異導入ナタネ濃度 50%、10%、1%、0.1%、

0.01%の 5 段階をそれぞれ調製し、またネガテ

ィブコントロールとして変異導入ナタネ 100%
および 0%の溶液も用意した。これら DNA 混

合溶液の入った PCR チューブに、ハイブリダイ

ゼーションバッファー（10 ×）1.7 µL を加え、

さらに超純水を合計液量が 17 µL に達する分量

だけ加えて混合した。 
 
(2) アニーリング条件 
  サーマルサイクラーにチューブをセット

し、反応を開始した。反応条件は以下のとおり

である。95℃ 5分間の条件で試料を変性させた

後、95-85℃ を-2℃/秒、85-25℃ を-0.1℃/秒の条

件でアニーリングを行い、4℃保存した。 
 
(3) 酵素反応 
  アニーリング済み試料 17 µL に T7 
EndonucleaseI 1 µL、10×NEBuffer 2.0 2 µL を加

えて混合する。T7 EndonucleaseI は必要量以上

に吸い上げないように注意しながらピペット

操作を行った。その後、サーマルサイクラーを

用いて 37℃ 15分の条件でインキュベートを行

った。反応終了後、0.25 M EDTA を加えて混合

し、酵素反応を停止させた。 
 
(4) 電気泳動及び画像解析 
  Cel1 アッセイの解析には、1%（w/v）アガ

ロースゲルによるアガロースゲル電気泳動を

用いた。タカラバイオ㈱製のアガロースを 1 g
電子天秤で量りとり、三角フラスコ（500 mL 
容）の中に入れ、1×TAE buffer 200 mL を加えた。

三角フラスコにラップをして、空気の出入りが

できるように穴を 2～3 個開け、電子レンジで

加熱しながら溶解させた。このとき吹きこぼれ

に注意した。加熱させた後、溶液はマグネチッ

クホットスターラーで撹拌した。光に当てて観

察し、アガロースが完全に溶けてなくなってい

ることが確認できるまでこの加熱作業を繰り

返した。次に、GelRedTM Nucleic Acid Gel Strain, 
10,000× in water を 10 µL を加え、撹拌した。撹

拌後、耐熱性ゲルトレイの型に厚さ約 5 mm に

なるようにゆっくり流し入れた。流し入れる際

にできた気泡は、チップの先やキムワイプなど

を用いて除去した。サンプルウェルの型は、ゲ

ル作成用マルチコームを用いて作成した。常温

で 2 時間ほど放置しゲル化させた。作成したア

ガロースゲルを用いて、PCR 反応液のアガロー

スゲル電気泳動を行い、DNA 電気泳動パターン

解析を行った。1%アガロースゲルのサンプルウ

ェルに 100 bp マーカーを 5 µL、試料 5 µL（10× 
Loading buffer 0.5 µL ずつ加え混合した）を入れ

電気泳動（100 V、15～20 分程度）を行った。

泳動後のゲルの画像解析は、Raytest 製ケミルミ

イメージアナライザーに Diana システムを組み

込んだゲルイメージ解析装置を用いて行った。

バンドのパターンから、変異導入ナタネの検出

限界濃度を推定した。 
 
(5) バイオアナライザーによる解析 
  解析にはシリーズ II DNA1000 キットを用

い、付属プロトコルに従って実験を行った。 
 
7. 制限酵素アッセイ 
(1) 反応液の調製 
  野生型ナタネ（東北 3 号）の試料液に対し

て、変異導入ナタネ 3 系統（Cibus 5715 系統、

5720 系統、5722 系統）より任意の 1 系統の標

的配列 cDNA 試料液を、以下に示す比率となる

よう混合し、合計 200 ng の混合液を、PCR チュ

ーブに調製した。混合比率は、溶液に占める変

異導入ナタネ濃度 50%、10%、1%、0.1%、0.01%
の 5 段階をそれぞれ調製し、またネガティブコ

ントロールとして変異導入ナタネ 100%および 
0%の溶液も用意した。これら DNA 混合溶液の

入った PCR チューブに、 BsrDI 1 µL 、

10×NEBuffer2.0 5 µL を加え、全量 50 µL となる

よう超純水を加えて混合した。 
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(2) 反応条件 
  サーマルサイクラーにチューブをセット

し、反応を開始した。反応条件は以下のとおり

である。65℃ 2時間の条件で酵素反応させた後、

80℃ 20分間の条件で酵素を不活性化し、4℃で

保存した。 
 
(3) 電気泳動及び画像解析 
  Cel1 アッセイの解析には、1%（w/v）アガ

ロースゲルによるアガロースゲル電気泳動を

用いた。タカラバイオ㈱製のアガロースを 1 g
電子天秤で量りとり、三角フラスコ（500 mL 
容）の中に入れ、1×TAE buffer 200 mL を加えた。

三角フラスコにラップをして、空気の出入りが

できるように穴を 2～3 個開け、電子レンジで

加熱しながら溶解させた。このとき吹きこぼれ

に注意した。加熱させた後、溶液はマグネチッ

クホットスターラーで撹拌した。光に当てて観

察し、アガロースが完全に溶けてなくなってい

ることが確認できるまでこの加熱作業を繰り

返した。次に発癌の可能性があるため手袋をし

て GelRedTM Nucleic Acid Gel Strain, 10,000× in 
water を 10 µL を加え、撹拌した。撹拌後、耐熱

性ゲルトレイの型に厚さ約 5 mm になるように

ゆっくり流し入れた。流し入れる際にできた気

泡は、チップの先やキムワイプなどを用いて除

去した。サンプルウェルの型は、ゲル作成用マ

ルチコームを用いて作成した。常温で 2 時間ほ

ど放置しゲル化させた。作成したアガロースゲ

ルを用いて、PCR 反応液のアガロースゲル電気

泳動を行い、DNA 電気泳動パターン解析を行っ

た。1%アガロースゲルのサンプルウェルに 100 
bp マーカーを 5 µL、試料 5 µL（10× Loading 
buffer 0.5 µL ずつ加え混合した）を入れ電気泳

動（100 V、15～20 分程度）を行った。泳動後

のゲルの画像解析は、Raytest 製ケミルミイメー

ジアナライザーに Diana システムを組み込んだ

ゲルイメージ解析装置を用いて行った。バンド

のパターンから、変異導入ナタネの検出限界濃

度を求めた。 
 
(4) バイオアナライザーによる解析 
  解析にはシリーズ II DNA1000 キットを用

い、付属プロトコルに従って実験を行った。 
 
8. 次世代シークエンス解析 
(1) 1st PCR反応液の調製 
  PCR 用反応液は、50 µL/well として以下の

とおり調製した。超純水 33.6 µL に 10×Pfu Ultra 
II reaction buffer Neo を 5 µL と dNTP を 5 µL 加

えて混合し、プライマーを 0.2 µL ずつ、最後に

PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase を 0.5 µL
を加え、全量 45.0 µL に調製した。先にウェル

にランダム PCR 産物 5 µL を底に付けるように

添加し、その後、調製液を DNA 試料液と混合

させながら添加した。 
 
(2) 増幅条件 
  サーマルサイクラーにチューブをセット

し、反応を開始した。反応条件は以下のとおり

である。94℃ 2分間の条件で保持した後、94℃ 30

秒間、55℃ 30秒間、72℃ 30秒間を 1 サイクル

として、40サイクルの増幅反応を行った後、72℃ 

5 分間の条件で保持し、4℃保存した。 
 
(3) 電気泳動及び画像解析 
  定性 PCR 後の解析には、1%（w/v）アガロ

ースゲルを用いたアガロースゲル電気泳動に

供した。タカラバイオ㈱製のアガロースを 1 g
電子天秤で量りとり、三角フラスコ（500 mL 
容）の中に入れ、1×TAE buffer 100 mL を加えた。

三角フラスコにラップをして、空気の出入りが

できるように穴を 2～3 個開け、電子レンジで

加熱しながら溶解させた。このとき吹きこぼれ

に注意した。加熱させた後、溶液はマグネチッ

クホットスターラーで撹拌した。光に当てて観

察し、アガロースが完全に溶けてなくなってい

ることが確認できるまでこの加熱作業を繰り

返した。次に、GelRedTM Nucleic Acid Gel Strain, 
10,000× in water を 5 µL を加え、撹拌した。撹

拌後、耐熱性ゲルトレイの型に厚さ約 5 mm に

なるようにゆっくり流し入れた。流し入れる際

にできた気泡は、チップの先やキムワイプなど

を用いて除去した。サンプルウェルの型は、ゲ

ル作成用マルチコームを用いて作成した。常温

で 2 時間ほど放置しゲル化させた。作成したア

ガロースゲルを用いて、PCR 反応液のアガロー

スゲル電気泳動を行い、DNA 電気泳動パターン

解析を行った。PCR 反応液は PCR 反応後、PCR
チューブごと軽く遠心し試料とした。1%アガロ

ースゲルのサンプルウェルに 100 bp マーカー

を 5 µL、試料 5 µL（10× Loading buffer 0.5 µL
ずつ加え混合した）を入れ電気泳動（100 V、

15～20 分程度）を行った。泳動後のゲルの画像

解析は、Raytest 製ケミルミイメージアナライザ

ーに Diana システムを組み込んだゲルイメージ

解析装置を用いて行った。 
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(4) DNA精製 
  上述した方法に従い、アガロースゲルから

の DNA 精製を行い、精製した DNA の原液は、

230 nm、260 nm、及び、280 nm の吸光度を測定

することで DNA の定量及び純度の推定を行っ

た。吸光度の測定は、NanoDrop 社製分光光度

計 ND-1000 V3.2 を使用した。吸光度の測定比

260 nm/230 nm から塩類などの夾雑物量を推定

し、260 nm/280 nm 吸光度比からタンパク質の

残存量を推定した。得られた DNA 濃度から、

DNA 原液を 10 ng/µL に水で希釈して調製し

2ndPCR 用 DNA 試料液に供した。 
 
(5) 2nd PCR試料の調製 
  1 塩基変異導入ナタネ 3 系統より得られた

2 種類の標的配列 cDNA（計 6 種類）について、

野生型ナタネ cDNA を用いて希釈し、それぞれ

野生型ナタネ由来 cDNA濃度が 10%、1%、0.01%
となるよう調製したものを 2ndPCR 用 DNA 試

料液として供した。 
 
(6) 2nd PCR反応液の調製 
  PCR 用反応液は 50 µL/well として以下のと

おり調製した。超純水 33.6 µL に 10×Pfu Ultra II 
reaction buffer Neo を 5 µL と dNTP を 5 µL 加え

て混合し、プライマーを 0.2 µL ずつ、最後に

PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase を 0.5 µL
を加え、全量 45.0 µL に調製した。先に DNA 試

料液をウェルに 15 µL を底に付けるように添加

し、その後、調製液を DNA 試料液と混合させ

ながら添加した。プライマーと DNA 試料液の

組み合わせ（全 16 通り）は以下の通りとした。 
 

プライマー 濃度 標的配列 系統名 野 生 型
(ng) 

改変型 
(ng) 

R1 F1 10% target 5715 45 5 

 F2 10% target 5720 45 5 

 F4 1% target 5715 49.5 0.5 

 F5 1% target 5720 49.5 0.5 

 F7 0.001% target 5715 50 0.0005 

 F8 0.001% target 5720 50 0.0005 

 F7 0.001% target 5722 50 0.0005 

 F8 0% target - 50 0 
 

プライマー 濃度 標的配列 系統名 野生型 
(ng) 

改変型 
(ng) 

R2 F1 10% control 5715 45 5 

 F2 10% control 5720 45 5 

 F3 1% control 5715 49.5 0.5 

 F4 1% control 5720 49.5 0.5 

 F5 0.001
% control 5715 50 0.0005 

 F6 0.001
% control 5720 50 0.0005 

 F7 0.001
% control 5722 50 0.0005 

 F8 0% control - 50 0 
 
(7) 増幅条件とシークエンス解析用サンプルの

調製 
  サーマルサイクラーにチューブをセット

し、反応を開始した。反応条件は以下のとおり

である。94℃ 2分間の条件で保持した後、94℃ 30

秒間、59℃ 30秒間、72℃ 30秒間を 1 サイクル

として、40サイクルの増幅反応を行った後、72℃ 

5 分間の条件で保持し、4℃保存した。 
  上述した方法と同様に、1%アガロースゲル

電気泳動後、320 nm UV 照射下で DNA を検出

し、DNA バンドをメスで切り出した。このとき、

DNA を切断しないように注意した。次いで、ゲ

ルからの DNA の精製を行った。DNA 原液は、

230、260 及び 280 nm の吸光度を測定すること

で DNA の定量及び純度の推定を行った。吸光

度の測定は、NanoDrop 社製分光光度計 ND-1000 
V3.2 を使用した。吸光度の測定比 260 nm/230 
nm から塩類などの夾雑物量を推定し、260 
nm/280 nm 吸光度比からタンパク質の残存量を

推定した。得られた DNA 濃度については、DNA
原液を約 20~50 ng/µL の範囲で濃度が揃うよう

に水で希釈して調製し、Illumina MiSeq を使用

してシーケンス解析を行った。 
 

倫理面への配慮  
（１）人権保護について 
  該当なし。 
（２）法令遵守項目について 
  組換え DNA 実験にあたっては、平成 16 年

2 月に施行された、GM 生物等の規制による生

物の多様性の確保に関する法律（平成 15 年法

律第 97 号）と所属研究機関の倫理規定、及び、

GM 実験安全管理規則を遵守して実施した。 
 

C. 研究結果 
  除草剤耐性セイヨウアブラナ Cibus5715 系

統、5720 系統、5722 系統のスルフォイニルウ

レア系除草剤標的遺伝子（AHASI [GenBank 
accession no. Z11524]及び AHASIII [GenBank 
accession no. Z11526]）へ導入された 1 塩基変異
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を、PCR にて標的配列周辺遺伝子を増幅させ、

サンガー法を用いてシークエンス解析を行っ

た（図 1,2）。Cibus 社より提供された情報を基

に、1 塩基変異配列を中心に 420 bp 増幅断片長

となるようプライマーを設計し、そのプライマ

ーを使用して PCR 後、アガロース電気泳動を使

用して、増幅産物を確認した（図 1）。その結果、

PCR による特異的な増幅産物を確認した。シー

クエンシングの結果、標的配列の蛍光ピークは

1 本の波長であることが確認された。よって、

野生型の標的配列はグアニンであるのに対し、

5715 系統、5720 系統、及び、5722 系統すべて

においてチミンに 1 塩基置換されていることが

確認された。 
  1 塩基置換された作物を検知する方法につ

いて解析するため、まず、Cibus5715 系統、5720
系統、及び、5722 系統より抽出・精製した DNA
を鋳型に、①酵素を用いた方法（Cel1 アッセイ

法、制限酵素アッセイ法）及び②次世代シーク

エンサーを使用した方法（PCR-NGS 法）の各

方法の検出感度に関する解析を行った。前述し

た 1 塩基変異の標的配列を含む 420 bp の PCR
増幅断片長を用いて、各系統の PCR 増幅断片を

野生型の PCR 増幅断片で希釈して希釈系列

（0.01～50%）を調製し、熱変性によるリアニ

ーリング後、T7 endonuclease を使用して、Cel1
アッセイを試みた（図 3）。その結果、T7 
endonuclease により、標的配列の野生型と変異

型のヘテロ分子を分解後、アガロース電気泳動、

又は、キャピラリー電気泳動により定性的に判

別できる濃度は、10%であることが示唆された。

1 塩基変異導入型の PCR 増幅断片を野生型の

PCR 増幅断片で希釈し、希釈系列（0.01～50%）

を作成して、標的配列を認識して分解する制限

酵素（BsrDI）で分解させて変異型を検出する

制限酵素アッセイ法の検出感度を検証した。そ

の結果、変異型の野生型への混入をアガロース

電気泳動、又は、キャピラリー電気泳動により

10%まで検出可能であることが確認された（図

4）。 
  次に、PCR-NGS 法の定量限界について解

析を行った（図 5）。図 5 に示す解析スキームに

準じて、NGS の解析に供したサンプルは、標的

配列を有さない領域を PCR 増幅させたコント

ロールと標的配列を有する領域を PCR 増幅さ

せたターゲットを供した。次世代シークエンサ

ーIllumina MiSeq に供して、シークエンシング

を行う PCR 増幅用のプライマー対は、表 1,2 に

示す。シークエンサーのフローセルに対応する

よう、PCR 増幅産物のタグ配列は 16 種類（コ

ントロールとターゲットそれぞれの 10%, 1%及

び 0.001%に調製した 5715系統及び 5720系統混

入サンプルと、0.001%に調製した 5722 系統）

を試験に供した（表 3,4）。シークエンシングの

結果、コントロールとターゲットをシークエン

シングした配列は、全ての調製したサンプルに

おいてリード配列をリファレンス配列へマッ

ピング後、アラインメントを行った。シークエ

ンシング解析結果より得られた塩基の積算値

は、各サンプルで 28 万～38 万塩基であった（図

6）。得られたリードのデータから、野生型ゲノ

ム DNA にはない、変異導入塩基配列の検出率

を算出するため、本法のシークエンシングエラ

ー率とバリアント検出率の解析を行った。その

結果、標的配列（4184 番 g→t）を含むリードは

0.001%の濃度に調製した 5715 系統及び 5720 系

統の両系統の混入率で検出可能であった。

0.001%の混入率で、バリアント検出率は、5715
系統で 0.388 %、5720 系統で 0.376%であった。

しかし、リード全体にわたって確認されるシー

クエンシングエラー率は、バリアント検出率と

同程度であった。一方で、1%の混入率ではバリ

アント検出率は、5715 系統で 1.191 %、5720 系

統で 1.214%で、10%の混入率ではバリアント検

出率は、5715系統で7.488 %、5720系統で8.237%
であった（図 7）。本研究で得られた、5715 系

統及び 5720 系統の混入率とバリアント検出率

をグラフ化した結果、両系統で相関性（5715 系

統, R2=0.9998; 5720 系統, R2=1.0000）が示唆され

た。 
 

D. 考察 
  新規育種技術を使用して開発された作物の

食品への応用例として、Cibus社が開発した除草

剤耐性セイヨウアブラナ系統を例に、1塩基置

換された作物の各種検知技術法の検出感度に

ついて解析した。これまでに、スルフォニルウ

レア系除草剤耐性を獲得する標的遺伝子、

AHAS、については、植物ゲノム上に複数のホ

モログを有する遺伝子であること（Theor. Appl. 
Genet., 80, 449-458, 1990、Mol. Gen. Genet., 229, 
31-40, 1991、Plant J., 2, 321-330, 1992）が報告さ

れている。またAHASへのアミノ酸変異は、シ

ロイヌナズナを例に解析が進んでおり（Plant 
Cell Rep., 8, 445-449, 1989）、本研究で使用した

除草剤耐性セイヨウアブラナ系統5715系統及
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び5722系統では、AHASI（W559L）とAHASIII
（W556L）、5720系統では、AHASI（W559L）
とAHASIII（W556LとR559W）の変異が導入さ

れていることが報告されている。そこで本研究

では、ODMの標的であるAHASIIIのW556L変異

について、ゲノム上の塩基配列を解析した。そ

の結果、全系統中のAHASIIIにグアニンがチミ

ンに置換された1塩基変異を有していることが

確認された。また、標的遺伝子以外のAHASホ
モログの塩基配列相同性は非常に高く、本研究

で得られたサンガー法の蛍光ピークの解析か

ら、AHASI[GenBank accession no. Z11524]と
AHASI[GenBank accession no. Z11526]の両遺伝

子に変異が導入されたホモ型の作物であるこ

とが確認された。この結果から、ゲノム上に複

数あると考えられる複数の遺伝子ホモログの

標的塩基配列すべてにおいて、1塩基置換によ

るアミノ酸残基の置換が誘導された除草剤耐

性を獲得したセイヨウアブラナ系統であるこ

とが示唆された。 
  変異が導入された塩基配列を検知する方法

として、PCR増幅産物を分解させる酵素を使用

した方法、並びに、DNA polymeraseを使用し

DNA増幅を基本原理とした方法について解析

を行った。PCR増幅産物を分解させる酵素を使

用した方法として、Cel1アッセイ法とBsrDIを使

用した制限酵素処理法を取りあげ、それぞれの

検出限界を求めたところ、検出は定性的に混入

率10%まで可能であることが示唆された。一方、

DNA polymeraseを使用したDNA増幅法には、

244～247 bpアンプリコン配列を次世代シーク

エンサーを使用して解析した。得られたリード

は、野生型セイヨウアブラナのリファレンス配

列へマッピングし、標的塩基配列の変異を検出

可能な混入率を解析した。バリアント推定モデ

ルには、倍数性を指定せずに、低頻度で見られ

るバリアントを検出する「Low frequency variant 
detection」プログラムを使用して解析を行った。

解析に使用した標的配列を含むPCR領域を次世

代シークエンシング解析した結果、5％のバリ

アント検出率で多数の変異箇所を同定した。多

数の変異箇所を同定した要因としては、以下の

3つの可能性が考えられた。 
・元々存在している複数の遺伝子間の変異 
・PCRバイアスによる変異 
・MiSeq機器によるシーケンスエラー  
 
  500 bp以下の増幅断片長でPCR酵素は正確

性の高いDNA polymerase（アジレントテクノロ

ジーズ社製Pfu Turbo DNA polymerase）を使用し

ており、同じ箇所の変異がサンプル間で見られ

ることから、「元々存在している複数の遺伝子

間の変異である可能性」が高いことが考えられ

た。また、本研究結果から、MiSeq機器及びPCR
増幅によるシーケンスエラーは、最大0.5%程度

の確立であることが示唆された。以上のことか

ら、5％のバリアント検出率が確認された配列

は、元々存在している複数の遺伝子間の変異の

可能性が高いことが示唆された。次世代シーク

エンシングの結果、並びに、1塩基標的配列周

辺のPC増幅断片のシークエンシングの結果か

ら、AHASには複数のホモログが存在している

ことが確認された。 
  ODMを使用してセイヨウアブラナに除草剤

耐性の表現型を獲得させるために変異導入さ

れた標的配列（position：4184）については、混

入率とバリアント検出率との間に相関関係が

示唆された。また、同様に本研究で解析に使用

した401 bp中において、両確率の相関関係のあ

る配列は他には存在しないことが確認された。

また、検出感度に関しては、0.001%までを変異

の入ったリードを検出しているが、シークエン

シングエラーと同等の確立で検出されたこと

から、1%以上のバリアント配列の確立で配列を

検索する閾値を設定すれば、本法を使用して1
塩基変異導入のセイヨウアブラナの検出は可

能であることが示唆された。よって、本法の検

出感度は1%程度であることが判った。また、本

法は、サンプル中に混入した標的変異配列を特

定し、絶対定量的に混入率を概算することがで

きる新しい方法（PCR-NGS法）であることが示

唆された。 
 
E. 結論 
  1 塩基変異を有する作物を検出する方法の

検出限界、及び、性質について、表 5 にまとめ

た。本研究結果から、Cel1 アッセイ法、制限酵

素スクリーニング法、及び、PCR 法は、定性及

び定量的に優れているが、本研究で開発した

PCR-NGS 法は、配列を特定すると同時に絶対

定量可能な方法であることが示唆された。 
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図 1. 除草剤耐性セイヨウアブラナ由来の AHASI/AHASIII 配列の確認 
（A）AHAS 遺伝子の変異箇所を解析するための標的配列並びに PCR 解析用プライマー対の設計箇所。矢

印は PCR に使用したプライマーがハイブリダイズする配列を、四角で囲った配列は、AHASI 及 AHASIII
間において塩基配列のミスマッチが検出されると予想される箇所、#は、変異導入配列を示す。（B）1%
（w/v）アガロース電気泳動図（レーン 1, 野生型DNA; レーン 2, 5715系統DNA; レーン 3, 5720系統DNA; 
レーン 4, 5722 系統 DNA; レーン M, 100 bp DNA マーカー） 
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図 2. 変異型 AHASI/AHASIII のシーケンシング結果 
野生型 DNA、5715 系統 DNA、5720 系統 DNA、5722 系統 DNA を鋳型に AHASI と AHASIII を PCR 増幅

し、シークエンシングを行った結果を示す。標的配列（四角）は、野生型のグアニンは、3 系統すべてに

おいてチミンに置換されていることを示す。 
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図 3. Cel1 アッセイ法を使用した際の 5722 系統検出感度の解析 
（A）Cel1 アッセイ法の原理の概略図 5722 系統由来 DNA を鋳型に得られた PCR 増幅産物（420 bp）を、

野生型由来 DNA を鋳型に得られた PCR 増幅産物（420 bp）で 0.1～50%まで希釈し、再アニーリング後、

T7 エンドヌクレアーゼにより分解させたサンプルを（B）2%（w/v）アガロース電気泳動、及び、（C）
Bioanlyzer を使用してキャピラリー電気泳動を行った結果を示す。 T7 エンドヌクレアーゼで分解された

PCR 増幅産物（252 bp、175 bp）を矢印で示す。 
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図 4. 制限酵素処理スクリーニング法を使用した際の 5722 系統検出感度の解析 
（A）BsrDI 処理アッセイ法の原理  5722 系統由来 DNA を鋳型に得られた PCR 増幅産物（420 bp）を、

野生型由来 DNA を鋳型に得られた PCR 増幅産物（420 bp）で 0.0001～50%まで希釈して BsrDI で分解後、 
（B）2%（w/v）アガロース電気泳動の結果と（C）Bioanalyzer を使用してキャピラリー電気泳動を行っ

た結果を示す。 BsrDI で分解されず残った PCR 増幅産物を矢印で示す。 
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図 5. PCR-NGS 法 
（A）解析スキーム、（B）変異導入配列を含むゲノム DNA2 本鎖配列と解析に使用したプライマー対  
変異導入配列を含む「target」フラグメント（247 bp）と、それと隣り合う「control」フラグメント（244 bp）
を設計 
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表1. PCR-NGS法に使用したアンプリコン調製用1stPCR用プライマ―の配列

name sequence(5'→3')

1st_target-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTaaccctgatgcgattgttgt

1st_target-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTcgcaagctcctgcaaact

1st_control-F ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTcgaagggaaggcaattatca

1st_control-R GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTaagattctctacacggattgtgg

*太字で示した配列は、2ndPCR用プライマーが結合するアダプター配列
 

 
表2. PCR-NGS法に使用したアンプリコン調製用2ndPCR用プライマ―の配列

name sequence(5'→3')

SET2-F1_Primer AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATAGCCTACACTCTTTCCCTACACGACGC

SET2-F2_Primer AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGCACACTCTTTCCCTACACGACGC

SET2-F3_Primer AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCCTATCCTACACTCTTTCCCTACACGACGC

SET2-F4_Primer AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGGCTCTGAACACTCTTTCCCTACACGACGC

SET2-F5_Primer AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAGGCGAAGACACTCTTTCCCTACACGACGC

SET2-F6_Primer AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTAATCTTAACACTCTTTCCCTACACGACGC

SET2-F7_Primer AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCAGGACGTACACTCTTTCCCTACACGACGC

SET2-F8_Primer AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGTACTGACACACTCTTTCCCTACACGACGC

SET2-R1_Primer CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAATGAGCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG

SET2-R2_Primer CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGAATCTCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTG

 
 

表3. 「control」フラグメントを得るための、
2ndPCR用サンプル濃度調製およびプライマー組み合わせ

2nd

primer
GM (％) 標的配列 GM系統 WT (ng) GM (ng)

R2 F1 10% control 5715 45 5

F2 10% control 5720 45 5

F3 1% control 5715 49.5 0.5

F4 1% control 5720 49.5 0.5

F5 0.001% control 5715 50 0.0005

F6 0.001% control 5720 50 0.0005

F7 0.001% control 5722 50 0.0005

F8 0% control - 50 0
 

 

2nd

primer
GM (％) 標的配列 GM系統 WT (ng) GM (ng)

R1 F1 10% target 5715 45 5

F2 10% target 5720 45 5

F4 1% target 5715 49.5 0.5

F5 1% target 5720 49.5 0.5

F7 0.001% target 5715 50 0.0005

F8 0.001% target 5720 50 0.0005

F7 0.001% target 5722 50 0.0005

F8 0% target - 50 0

表4. 「target」フラグメントを得るための、
2ndPCR用サンプル濃度調製およびプライマー組み合わせ
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Target

Control

381,040 bases

321,619 bases

370,494 bases

368,923 bases

285,011 bases

312,839 bases

293,811 bases

321,619 bases

GM
(％)

GM
系統

10 5715

10 5720

1 5715

57201

57150.001

57200.001

57220.001

0 -

 
 
 
 
図 6. PCR-NGS 法による解析結果 
得られた NGS リードデータのリファレンス配列へのマッピングとアラインメントした後、核酸の積算値

をリファレンス配列番号順に示す。 
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図 7. PCR-NGS 法のバリアント配列の検出 
0.001% 、1%、10%濃度に希釈した（A）5715 系統、及び、（B）5720 系統 DNA を鋳型に PCR-NGS 試験

に供し、バリアント検出率を遺伝子配列番号順に算出した結果 
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図 8. PCR-NGS 法によるバリアント検出率と除草剤耐性セイヨウアブラナの混入率の相関性 
0.001% 、1%、10%濃度に希釈した（A）5715 系統、及び、（B）5720 系統 DNA を鋳型に PCR を行い、

バリアント検出率を混入率に対してグラフ化 
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検知法 検出限界値 性質

Cel1assay 10% 定性

制限酵素スクリーニング 10% 定性

PCR 0.01～0.1% 定性・定量

次世代シークエンサー
（PCR-NGS法）

1% 配列を特定・絶対定量

表5. 1塩基変異を検知する方法の検出限界及び性質
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平成 28年度 分担研究報告書 

 

バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び 
    国民受容に関する研究      

 

分担課題 アレルゲンデータベースによるアレルゲン性評価に関する研究 
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研究要旨  

 本研究では、バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理に関

する研究の一環として、アレルゲン性予測解析法の 1つとして運用・公開し

ているアレルゲンデータベース(ADFS; Allergen Database for Food Safety)

について、新たに発表されたアレルゲン情報及びエピトープ情報を追加し、

データベースの更新を行った。その結果、アレルゲン及びイソアレルゲンの

アミノ酸配列情報 83、及び、10種のアレルゲンについて総数 42のエピトー

プ情報を追加した。本年度の更新作業により、アレルゲン及びイソアレルゲ

ンのアミノ酸配列情報は 2111 となり、また、エピトープ既知のアレルゲン

数は 227となった。 

  

 

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、植物だけでなく、

遺伝子組換え動物も開発が進んでいる。ま

た最近では、遺伝子組換え植物同士を交配

して得られるスタック品種も開発されてい

る。これは、遺伝子を組み換えて付与され

た機能をスタックすることにより、生産性

の向上等を図っているものであるが、この

ような品種について形質にどのような変化

が現れるかについて研究されている例は少

ない。これらのようなこれまで存在してい

なかった遺伝子組換え生物については、非

意図的な影響等を考慮し、安全性評価の方

法等について検討する必要がある。 

多様化するバイオテクノロジー技術を用

いて開発される遺伝子組換え食品に関して

は、そのリスクの 1 つとしてアレルゲン性

増大の可能性が考えられる。本研究では、

アレルゲン性解析法の１つとして開発した、

アレルゲン性の予測機能を装備したアレル

ゲン・エピトープ情報データベース(ADFS; 

Allergen Database for Food Safety)に関

して、その情報内容を更新し充実させるこ

とにより、遺伝子組換え食品のリスク管理

の上で必須であるアレルゲン性評価系に関

する研究を行う。 

 

B. 研究方法 

登録アレルゲン（アミノ酸配列情報）のア

ップデート 

 米国ネブラスカ大学リンカーン校が運営

し て い る ア レ ル ゲ ン デ ー タ ベ ー ス

（AllergenOnline）における登録アレルゲ

ンのアップデート内容を、ADFSに反映させ

た。 
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エピトープ情報の追加 

2015 年 6 月から 2016 年 5 月までの 1 年

間に NCBI PubMed に収載された論文から、

キーワード検索により、エピトープ配列決

定に関するものを抽出した。キーワードと

し て は 、 IgE 、 epitope 、 linear 、

conformational、 sequence、 recognition

等々のワードを使用し、これらを複数組み

合わせて 6 通りの検索式を作成して検索を

行った。この検索により抽出されてきた論

文についてピアレビューを行った。その結

果エピトープ情報を報告していると判断さ

れた論文について、そのエピトープ情報を

整理し、アレルゲンデータベース(ADFS)の

データに追加した。 

 

C. 研究結果 

登録アレルゲン（アミノ酸配列情報）のア

ップデート 

 米国ネブラスカ大学リンカーン校が運営

しているアレルゲンデータベースである

AllergenOnlineは、登録アレルゲンの全て

が国際的なアレルギーの専門家チームによ

るピアレビューを経ており、登録タンパク

質がアレルゲンであるというエビデンスの

信頼性が非常に高いデータベースである

（但しエピトープ情報は含まない）。ADFS

における登録アレルゲンは平成 20 年度に

AllergenOnlineの登録アレルゲンと統合し、

その後も AllergenOnline のアップデート

に伴って ADFS 登録アレルゲンのアップデ

ートを行っている。28年度においても引き

続きこのアップデート作業を実施した。 

 

エピトープ情報の追加 

 エピトープ配列に関しては、キーワード

検索により抽出された論文は 21 報であっ

た。その中からアレルゲン・エピトープ情

報が記載されていると思われる 10 報を選

択し、ピアレビューを行った。その結果、6

報の論文（Table 1）から 10 種のアレルゲ

ンについて、総数 42のエピトープ情報を新

たに追加した（Table 2）。 

 

上記のアレルゲン及びエピトープ情報更

新作業により、ADFSのアレルゲン及びイソ

アレルゲンのアミノ酸配列情報は 2111、エ

ピトープ既知のアレルゲン数は 227、構造

既知のアレルゲン数は 128、糖鎖付加アレ

ルゲン数は 129となった。 

 

D. 考察 

 28年度においては、アレルゲン及びイソ

アレルゲンのアミノ酸配列情報を 83 種追

加、また、10種のアレルゲンについて総数

42 のエピトープ情報を ADFS に追加した。

本研究により、遺伝子組換え食品のアレル

ゲン性に関する評価・予測系を充実させる

ことができ、現在までに既に開発されてい

る遺伝子組み換え食品、及び多様化するバ

イオテクノロジー技術により今後作製され

るであろう新規遺伝子組換え食品のアレル

ゲン性を、より高い精度で評価・予測する

ことが可能となった。 

 

E. 結論 

2015 年 6 月から 2016 年 5 月までの 1 年

間に NCBI PubMed に収載された論文から、

キーワード検索により、エピトープ配列決

定に関するものを抽出した。これらの論文

についてピアレビューを行い、6 報の論文

から 10 種のアレルゲンについて、総数 42

のエピトープ情報を新たに ADFS に追加し

た。また、AllergenOniline の登録アレル

ゲン（アミノ酸配列情報）に関するアップ

デートを ADFSに反映させた。この情報更新

により遺伝子組換え食品のアレルゲン性評

価・予測方法である ADFSをより充実させる

ことができた。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

 

2. 学会発表 
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なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし

 

Table 1 28年度ピアレビューによりエピトープ情報を収集した論文 
 

1. Mameri H, Brossard C, Gaudin JC, Gohon Y, Paty E, Beaudouin E, Moneret-Vautrin DA, Drouet M, Solé V, 
Wien F, Lupi R, Larré C, Snégaroff J, Denery-Papini S.. 
Structural Basis of IgE Binding to α- and γ-Gliadins: Contribution of Disulfide Bonds and Repetitive and 
Nonrepetitive Domains. 
Agric Food Chem. 2015 Jul 29;63(29):6546-54.. 
PMID:26186140 

 
2. Bublin M, Kostadinova M, Fuchs JE, Ackerbauer D, Moraes AH, Almeida FC, Lengger N, Hafner C, Ebner C, 

Radauer C, Liedl KR, Valente AP, Breiteneder H 
A Cross-Reactive Human Single-Chain Antibody for Detection of Major Fish Allergens, Parvalbumins, and 
Identification of a Major IgE-Binding Epitope.. 
PLoS One. 2015 Nov 18;10(11):e0142625.  
PMID:26579717 

 
3. Saeed H, Gagnon C, Cober E, Gleddie S. 

Using patient serum to epitope map soybean glycinins reveals common epitopes shared with many legumes 
and tree nuts. 
Mol Immunol. 2016 Feb;70:125-33..  
PMID:26766775 

 
4. Han Y, Lin J, Bardina L, Grishina GA, Lee C, Seo WH, Sampson HA..  

What Characteristics Confer Proteins the Ability to Induce Allergic Responses? IgE Epitope Mapping and 
Comparison of the Structure of Soybean 2S Albumins and Ara h 2.. 
Molecules. 2016 May 12;21(5) 
PMID:27187334 

 
5. Zhang Y, Zhu L, Li S, Zhang J, She T, Yan J, Bian Y, Li H 

Identification of the major allergenic epitopes of Eriocheir sinensis roe hemocyanin: A novel tool for food allergy 
diagnoses.  
Mol Immunol. 2016 May 18;74:125-132.  
PMID:27208437 

 
6. Chen X, Negi SS, Liao S, Gao V, Braun W, Dreskin SC. 

Conformational IgE epitopes of peanut allergens Ara h 2 and Ara h 6. 
Clin Exp Allergy. 2016 May 30. 
PMID:27238146 
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Table 2 28年度新たに ADFSに追加したエピトープ情報 

 

 
  Name start end Sequence Method CTYPE Reference UniProt acc.No 

001 Tri a 21 21 31 VRVPVPQLQP F-ELISA/Pepscan L PMID 26186140 P04725 

 
Tri a 21 45 52 VQQQQFPG F-ELISA/Pepscan L PMID 26186140 P04725 

 
Tri a 21 75 84 YLQLQPFPQP F-ELISA/Pepscan L PMID 26186140 P04725 

 
Tri a 21 102 107 QSFPPQQPYPQQ F-ELISA/Pepscan L PMID 26186140 P04725 

 
Tri a 21 239 250 QQQPSSQVSFQQ F-ELISA/Pepscan L PMID 26186140 P04725 

002 Tri a ? 144 152 PQQPFPQQPQ F-ELISA/Pepscan L PMID 26186140  P08453 

  Tri a ? 44 54 LSQQPQQTFPQ F-ELISA/Pepscan L PMID 26186140  P08453 

003 Gad m 1 
   

Phage library/NMR C PMID 26579717 Q90YK9 

004 Gly m 6.0501. 214 222 KQGQHQQQE peptide array/ 2D western L PMID 26766775 Q7GC77 

 
Gly m 6.0501. 226 236 GSVLSGFSKHFL peptide array/ 2D western L PMID 26766775 Q7GC77 

 Gly m 6.0501. 313 324 EEEDQPRPDHPP peptide array/ 2D western L PMID 26766775 Q7GC77 

005 Gly m 6.0201. 121 129 QRPQDRHQK peptide array/ 2D western L PMID 26766775 P04405 

 
Gly m 6.0201. 130 141 VHRFREGDLIAV peptide array/ 2D western L PMID 26766775 P04405 

 
Gly m 6.0201. 136 153 GDLIAVPTGVAWWMYNNE peptide array/ 2D western L PMID 26766775 P04405 

 
Gly m 6.0201. 214 225 GSNILSGFAPEF peptide array/ 2D western L PMID 26766775 P04405 

 
Gly m 6.0201. 256 261 KGGLRV peptide array/ 2D western L PMID 26766775 P04405 

 
Gly m 6.0201. 283 291 QCVETDKGC peptide array/ 2D western L PMID 26766775 P04405 

006 Ara h 2 22 30 RQQWELQGD peptide microarray L PMID 27187334   Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 31 39 RRCQSQLER peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 43 51 RPCEQHLMQ peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 61 69 ERDPYSPSQ peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 70 78 DPYSPSPYD peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 88 99 QERCCNELNEFE peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 94 105 ELNEFENNQRCM peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 115 123 NQSDRLQGR peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 121 132 QGRQQEQQFKRE peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 130 138 KRELRNLPQ peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

 
Ara h 2 139 150 QCGLRAPQRCDL peptide microarray L PMID 27187334 Q6PSU2-2 

  Ara h 2 145 156 PQRCDLDVESGG peptide microarray L PMID 27187334   Q6PSU2-2  

007 Gly m ? 39 50 NINPCEHIMEKI peptide microarray L PMID 27187334 Q9ZNZ4 

 
Gly m ? 69 80 TMPGRINYIRKK peptide microarray L PMID 27187334 Q9ZNZ4 

 
Gly m ? 84 94 EEEEEGHMQKC peptide microarray L PMID 27187334 Q9ZNZ4 

 
Gly m ? 99 110 SELKSPICQCKA peptide microarray L PMID 27187334 Q9ZNZ4 

008 Gly m 8 31 42 CRKQLQGVNLTP peptide microarray L PMID 27187334 P19594 

 
Gly m 8 67 78 ILRTMRGRINYI peptide microarray L PMID 27187334 P19594 

 
Gly m 8 102 113 SELRSPKCQCKA peptide microarray L PMID 27187334 P19594 

  Gly m 8 127 138 EKQKKKMEKELI peptide microarray L PMID 27187334 P19594  

009 Eri s ? 181 208 NSEVIQEAYTAQMTQTPSKIKSHFTGS dotblot assay L PMID 27208437 K4EJG5 

 
Eri s ? 237 255 FWWDDSHENHHIERKGENF  dotblot assay L PMID 27208437 K4EJG5 

 
Eri s ? 360 378 GDVIESSTYSPNPQYYGAL dotblot assay L PMID 27208437 K4EJG5 

010 Ara h 2       Phage Display Peptide Library C PMID 27238146  Q6PSU2 

011 Ara h 6       Phage Display Peptide Library C PMID 27238146  Q647G9 

 

注）start, end: エピトープ配列の始点及び終点アミノ酸の番号 

  Ctype: エピトープのタイプ．L: linear, C: conformational 
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