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平成 26-29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 合 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。 

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の確認手法

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モデル 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）、モデル植物（グリコアルカロイド合成酵素遺伝子をゲノム編集に

より欠損させたジャガイモ）、GM 微生物(ウイルス抗原を組み込んだモデル GM 乳酸

菌、GM 大腸菌から得られた抗原を表層に結合した乳酸菌、M細胞接着抗原を組み込

んだモデル乳酸菌)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）による解析結果を統合することで、

モデル GM動物、モデル GM微生物、ゲノム編集植物等を対象として安全性確認手法

としての有用性について具体的な知見を検討した。分担研究者が、平成 27 年度は

モデル乳酸菌、平成 28年度はにわとり血清、平成 29年度はジャガイモ塊茎を対象

として、それぞれの分析を担当し、トランスクリプトーム、プロテオーム、メタボ

ローム解析を行った。 

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。既知部分配列から未知

配列を明らかにする手法として LAM-PCR （lear-amplication-mediated PCR）法を

検討した。GM コメ（CpTI）を特異的に検知する LAMP 法を開発した。また、ゲノム

編集に関連する論文等を調査し、ゲノム編集生物（植物と動物）の開発状況と

CRISPR/Cas9に関する技術情報を文献およびデータベースから調査した。 

 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。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。



2 
 

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。 

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

全性確認手法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した。ま

た、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ことも目的とした。 

 

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の確認手法に関する

研究に加え、バイオテクノロジー技術を用いて

開発が進んでいるモデル 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）、モデル植物

（グリコアルカロイド合成酵素遺伝子をゲノ

ム編集により欠損させたジャガイモ）、GM 微生

物(ウイルス抗原を組み込んだモデル GM乳酸菌、

GM 大腸菌から得られた抗原を表層に結合した

乳酸菌、M 細胞接着抗原を組み込んだモデル乳

酸菌)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）による解析結果を統合

することで、モデル GM動物、モデル GM微生物、

ゲノム編集植物等を対象として安全性確認手

法としての有用性について具体的な知見を検

討した。分担研究者が、平成 27 年度はモデル

乳酸菌、平成 28 年度はにわとり血清、平成 29

年度はジャガイモ塊茎を対象として、それぞれ

の分析を担当し、トランスクリプトーム、プロ

テオーム、メタボローム解析を行った。遺伝子

組換えモデル乳酸菌では、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。この GM 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。 

 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。 

 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。 

 リスクコミュニケーションについては、ゲノ
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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た。 

 

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 

ウイルス抗原を組み込んだモデル乳酸菌の

解析では、ウイルス抗原発現型 GM 乳酸菌（発

現型乳酸菌）と GM 大腸菌で作らせた抗原を菌

体表層に結合させる乳酸菌（結合型乳酸菌）を

用いて、両者の比較を行った。トランスクリプ

トーム解析により、発現型乳酸菌では、膜輸送

体の一群タンパク質の転写が亢進しており細

胞膜の変化が起こっていることが示唆された。

GM乳酸菌のプロテオーム解析では、抗原発現株

で減少のみられたタンパク質は、糖代謝等に関

係する細胞内エネルギー産生に関与するタン

パク質であった。発現型乳酸菌で増加のみられ

たタンパク質には、細胞膜に存在し ATP依存性

に物質の輸送を行う膜輸送体の一群タンパク

質等があった。外界との物質の交換が盛んにな

っていて、細胞間コミュニケーションが行われ

やすい状況になっている一方で、細胞内の糖を

介するエネルギー代謝能が、低下傾向にあるも

のと思われた。メタボローム解析では、両者の

差はほとんど観察されなかった。 

 GFP 導入 GM 動物（ニワトリ）については、

雌のニワトリの野生種および GM から血液を採

取し、白血球を得、発現している遺伝子につい

てマイクロアレイによりトランスクリプトー

ム解析を行った。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 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。プロテオーム

解析では、GM 並びに非 GM 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 分析で行ったが、安全性の

確認で、問題となる変化はみられなかった。メ

タボローム解析では、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。 

 ゲノム編集ジャガイモ塊茎のトランスクリ

プトーム解析では、各サンプルでのすべての遺

伝子での発現量 (FPKM 値) に基づくクラスタ

ー解析で、非ゲノム編集体 (NT) とゲノム編集

体 (TG) で有意に異なった系統別のクレード

を形成することはなかった。プロテオーム解析

では有意に 3倍以上の差異の見られるスポット

はなく、安全性確認上で、問題となる変化はみ

られなかった。メタボローム解析では、両者の

代謝プロファイル比較解析を完了した。 

オミクス解析では、比較個体が統計解析に十分

な個体（本研究班で使用した検体では 3個体）

以上提供される場合の網羅的プロテオーム解

析の有用性が示された。また、ターゲットを絞

ったオミクス解析の安全性確認のためには、発

現の比較的大きいタンパク質につき解析を行

うことも可能であることが示され、にわとり血

清タンパク質やジャガイモ塊茎タンパク質で

は、安全性確認に有用なバイオマーカーも探索

することができた。 

 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
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した。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。細胞のト

ランスクリプトーム解析の結果から、組換え乳

酸菌に曝されたヒト腸管上皮細胞内では分子

レベルでどのような影響が起こっているかに

ついて観察することができ、今後このような手

法を用いることにより、組換え微生物がヒト腸

管上皮細胞にどのような影響を与えるかの評

価が可能であり、安全性評価に活用が期待され

る。 

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。既知部分配列から未知配列を

明 ら か に す る 手 法 と し て LAM-PCR 

（lear-amplication-mediated PCR）法を検討

した。GMコメ（CpTI）を特異的に検知する LAMP

法を開発した。また、ゲノム編集に関連する論

文等を調査し、ゲノム編集生物（植物と動物）

の開発状況と CRISPR/Cas9に関する技術情報を

文献およびデータベースから調査した。 

 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。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。 

 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
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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

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。 
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決断のための患者のニーズと医師からの支

援. 第 74 回日本公衆衛生学会総会.2015．

11. 

23) 康原夏子、岡本左和子、濱田美来、尾花尚

弥、今村知明. 国民の受療意思へのリスク

情報の影響に関する研究. 第 74 回日本公

衆衛生学会総会.2015.11.    

24) 康原夏子、岡本左和子、今村知明. 糖尿病

の発症・治療状況と社会性の関連に関する

考 察 . 第 36 回 奈 良 県 公 衆 衛 生 学

会.2015.11.  

25) Kondo, K., Sakata, K., Noguchi, A., 

Nakamura, K., Fukuda, N., Ishigaki, T., 

Nishimaki-Mogami, Tomoko. A new 

analytical methodology for unknown 

genetically modified organisms using 

linear-amplified mediated PCR (LAM-PCR), 

7th International Symposium on Recent 

Advances in Food Analysis, Prague, Czech 

Republic, 2015.11.  

26) Kondo, K., Sakata, K., Nakamura, K., 
Noguchi, A., Fukuda, N., Ishigaki, T., 

Nishimaki-Mogami, Tomoko. Rapid 

identification of poisonous Entoloma 

rhodopolium and edible E. sarcopum 

mushrooms using PCR-restriction 

fragment length polymorphism and 

real-time PCR, 7th International 

Symposium on Recent Advances in Food 

Analysis, Prague, Czech Republic, 2015 

11. 

27) Nakamura, K., Ishigaki, T., Hanada, K., 
Akimoto, S., Kondo, K., Nishimaki-Mogami, 

T. DNA methylation pattern analysis of 

common plant virus promoter used to 

develop genetically modified crops, 

PacifiChem2015, Hawaii, USA, 2015.12. 

28) 中川祐樹，江崎僚，佐久間哲史，黒岩麻里，

山本卓，堀内浩幸，ゲノム編集技術を用い

た鳥類の性決定関連遺伝子の解析，第 38

回日本分子生物学会年会 2015年 12月（神

戸）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） 

29) 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） 

30) 中村公亮、近藤一成、穐山浩、石垣拓実、

野口秋雄、坂田こずえ、福田のぞみ、大森

清美、布施谷実聡、川上浩、田中秀典、明

石良、真野潤一、橘田和美、最上（西巻）

知子：我が国における未承認遺伝子組換え

パパイヤの食品への混入に関する事例と検

知法開発の現状、第５２回全国衛生化学技

術協議会年会、2015.12. 

31) 野口秋雄、中村公亮、真野潤一、高畠令王
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奈、橘田和美、近藤一成、最上（西巻）知

子：遺伝子組換えトウモロコシの新規スク

リーニング検査法の妥当性評価、第５２回

全国衛生化学技術協議会年会、2015.12. 

32) 福田（佐藤）のぞみ、近藤一成、坂田こず

え、中村公亮、野口秋雄、最上（西巻）知

子：遺伝毒性試験および全ゲノム解析を用

いたCRISPR/Cas9のDNA2本鎖切断ポテンシ

ャル、第 38 回日本分子生物学会年会、

2015.12. 

33) 中村公亮、石垣拓実、近藤一成、最上（西

巻）知子：汎用性ウィルスプロモーター導

入によるクロマチンループ内の内在性遺伝

子発現への影響、日本薬学会 第 136年会、

2016.3. 

34) 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、

中村公亮、近藤一成、最上（西巻）知子、

高畠令王奈、橘田和美：デジタル PCRを用

いた遺伝子組換えトウモロコシ簡易定量ス

クリーニング法の開発、第 111 回日本食品

衛生学会学術講演会、東京、2016年 5月 

35) 高畠令王奈 ，鍵屋ゆかり，峯岸恭孝，布藤

聡，野口秋雄，近藤一成，最上（西巻）知

子，真野潤一，橘田和美：LAMP法を用いた

安全性審査済み遺伝子組換えダイズおよび

トウモロコシのスクリーニング的定性検知

法開発，日本食品化学学会 第 22回総会・

学術大会，高知，2016年 6月 

36) 中村公亮，近藤一成，穐山浩，石垣拓実，

野口秋雄，勝又啓史，高崎一人，布藤聡，

坂田こずえ，福田のぞみ，真野潤一，橘田

和美，田中秀典，明石良，最上（西巻）知

子：安全性未審査の遺伝子組換えパパイヤ

検知に向けた全ゲノムシークエンシング技

術応用の検討について，日本食品化学学会 

第 22 回総会・学術大会，高知，2016 年 6

月 

37) 石垣拓実、中村公亮、布施谷実聡、川上浩、

近藤一成：ドライフルーツ食品を例とした、

標的遺伝子コピー数の差に伴う内在性遺伝

子の検出感度の違いについて、日本食品化

学学会 第 22 回 総会・学術大会、高知、

2016 年 6月 

38) 三宅奈穂、宮原平、沢藤ことは、中村公亮、

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月 

39) 高畠令王奈，大西真理，布藤聡，峯岸恭孝，

野口秋雄，中村公亮，近藤一成，手島玲子，

真野潤一，橘田和美：遺伝子組換えイネ検

出のためのイネ種共通内在性配列の検討，

2016 年度 AOAC 日本セクション年次大会，

東京，2016年 7月 

40) 高畠令王奈，増渕友子，布藤聡，峯岸恭孝，

野口秋雄，近藤一成，手島玲子，倉嶋たけ

代，真野潤一，橘田和美：遺伝子組換えト

ウモロコシ MIR162 の系統特異的定量検知

法の開発および妥当性確認，2016年度 AOAC

日本セクション年次大会，東京，2016 年 7

月 

41) 真野潤一，西辻泰之，野間聡，菊池洋介，

福留真一，川上裕之，佐藤恵美，新畑智也，

栗本洋一，布藤聡，野口秋雄，中村公亮，

近藤一成，高畠令王奈，橘田和美：リアル

タイム PCR を用いた DNA断片化測定法の開

発と性能評価，2016 年度 AOAC 日本セクシ

ョン年次大会，東京，2016年 7月 

42) 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） 

43) 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 

44) 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 

45) 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.6.  

46) 野口秋雄，中村公亮，坂田こずえ，石垣拓

実，加藤怜子，真野潤一，高畠令王奈，橘
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田和美，最上（西巻）知子，近藤一成：遺

伝子組換えトウモロコシ粒検査法の簡易化，

第 53 回全国衛生化学技術協議会年会，青森，

2016 年 10月 

47) 中村公亮，石垣拓実，野口秋雄，坂田こず

え，加藤怜子，真野潤一，橘田和美，最上

（西巻）知子，近藤一成：アクリルアミド

産生低減並びに打撲黒班低減を目的に開発

された遺伝子組換えジャガイモ(J3、F10、

E12 系統)の検知法開発(第 1 報)，第 53 回

全国衛生化学技術協議会年会，青森，2016

年 10 月 

48) 坂田こずえ，中村公亮，野口秋雄，石垣拓

実，加藤怜子，近藤一成：ITS-RPB2領域を

用いたクサウラベニタケ系統分類と中毒事

例検体の分析，第 53回全国衛生化学技術協

議会年会，青森，2016年 10月 

49) 菅野陽平，青塚圭二，佐藤正幸，鈴木智宏，

坂田こずえ，野口秋雄，中村公亮，近藤一

成 ： Loop-Mediated Isothermal 

Amplification (LAMP) 法を用いたツキヨ

タケの迅速判別法の検討，第 112 回日本食

品衛生学会学術講演会，函館，2016 年 10

月 

50) 野口秋雄，中村公亮，坂田こずえ，石垣拓

実，加藤怜子，真野潤一，高畠令王奈，橘

田和美，最上（西巻）知子，近藤一成：遺

伝子組換えトウモロコシの簡易粒検査法の

開発（続報），第 112回日本食品衛生学会学

術講演会，函館，2016年 10月  

51) 石橋諒、箕川剛、中島光一、古庄律、清水

誠、五十君靜信。腸管上皮モデル細胞

Caco-2 キットによる既存添加物食用色素

の吸収特性評価。日本食品化学学会。

2017.6.1-2。三重県志摩市 

52) 武田昌之、桝田和彌、梶川揚申、横田健治、

五十君靜信。ヒト腸管上皮細胞モデルを用

いたYersinia由来Invasin発現乳酸菌の評

価。日本乳酸菌学会。2017.7.10-11。福岡 

53) Ichikawa K, Ezaki R, Furusawa S, Horiuchi 
H. Cloning and expression analyses of 

chicken forkhead box L3. The Fourth World 

Congress of Reproductive Biology. Sep 27, 

2017, Okinawa, JAPAN  

54) Saheki K, Ezaki R, Furusawa S, Horiuchi 
H. Isolation, culture and 

characterization of chicken amniotic 

mesenchymal stem cells. 第 40回日本分子

生物学会年会 2017年 12月 7日（神戸） 

55) 岡座悠輝，江﨑僚, 古澤修一，堀内浩幸．

ゲノム編集技術を用いた鳥類性決定機構に

関する研究．第 40回日本分子生物学会年会

2017 年 12月 7日（神戸） 

56) 正木陽登, 江崎 僚, 古澤修一, 堀内浩幸．

ア鳥類始原生殖細胞における DAZL の機能

解析．第 40 回日本分子生物学会年会 2017

年 12月 7日（神戸） 

57) Okaza Y, Ezaki R, Furusawa S, Horiuchi 
H.Elucidation of mechanism of avian sex 

determination using genome editing. The 

2nd Annual Meeting of the Japanese 

Society for Genome Editing. Sep 29, 2017, 

Osaka, Japan 

58) 中村公亮、石垣拓実、権藤崇裕、菅野洋平、

田中秀典、橋口正嗣、明石良、近藤一成：

ダイズ品種間における発芽遺伝子の発現プ

ロファイルの違い−第 1報−、第 113 回 日本

食品衛生学会学術講演会、東京、2017年 11

月 

59) 真野潤一、野間聡、菊池洋介、福留真一、

佐藤恵美、瀧屋俊幸、田中智樹、布藤聡、

曽我慶介、中村公亮、近藤一成、高畠令王

奈、橘田和美：デジタル PCR による組換え

トウモロコシ定量スクリーニング法のコー

ンスターチへの適用、第 113 回 日本食品衛

生学会学術講演会、東京、2017 年 11 月 

60) 菅野陽平、青塚圭二、坂田こずえ、中村公

亮、鈴木智宏、近藤一成：LAMP法を用いた

有毒キノコの迅速判別法の構築−国内産ク

サウラベニタケ判別法の開発について−、

2017 年度生命科学系学会合同年次大会、神

戸、2017年 12月 

61) 近藤一成、加藤怜子、中村公亮、坂田こず

え：Apoptosis inducing factor (AIF) 核

内作用解明のためのミトコンドリア局在性 

AIF 変異体細胞の構築、2017 年度生命科学

系学会合同年次大会、神戸、2017年 12月 

62) 菅野陽平、坂田こずえ、野口秋雄、中村公

亮、青塚圭二、佐藤正幸、鈴木智宏、近藤

一成：LAMP 法を用いた有毒キノコ迅速判別

法の構築、第 54回全国衛生化学技術協議会

年会、奈良、2017年 11月 

63) 藤井宇希、中西希代子、中村公亮、大槻 崇、

曽我慶介、岸根雅宏、高畠令王奈、橘田和

美、川上浩、穐山浩、池田惠、近藤一成：

コメ加工食品中のカルボキシメチルセルロ
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ースナトリウムが DNA 抽出精製効率、並び

に、遺伝子組換え食品検査へ与える影響に

ついて、第 54回全国衛生化学技術協議会年

会、奈良、2017年 11月 

64) 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、中村公亮、

近藤一成、高畠令王奈、橘田和美：デジタ

ル PCR を利用した遺伝子組換えトウモロコ

シ定量分析法の開発とその性能評価、AOAC 

INTERNATIONAL JAPAN SECTION 第 20回記念

年次大会、東京、2017年 7月 

65) 中村公亮、石垣拓実、坂田こずえ、加藤怜

子、高崎一人、布藤聡、近藤一成：食品中

のゲノム DNA の 1 塩基変異を検知する方法

の開発と性能比較、日本食品化学学会 第

23 回総会・学術大会、2017年 6月 

66) 石垣拓実、中村公亮、近藤一成：遺伝子組

換えサケ（AquAdvantage salmon）を対象と

した系統特異的検知法の開発、日本食品化

学学会 第 23回総会・学術大会、2017年 6

月 

67) 峯昌啓、岡本左和子、濱田美来、藤馬裕一、

今村知明。生物リテラシーと遺伝子組換え

食品の受容に関する調査。第 76回日本公衆

衛生学会。2017年 10月 31日～11月 2日（鹿

児島県、鹿児島県文化センター） 

68) 武田 昌之、桝田 和彌、梶川 揚申、横田 健

治、五十君 靜信。ヒト腸管上皮細胞モデル

を用いたYersinia由来Invasin発現乳酸菌

の評価。日本農芸化学会年次大会。

2018.3.16 名古屋 

 

 

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   

 

質量分析データ等の一般公開  3件 

1. Takumi Ogawa, Daisaku Ohta: ジャガイ

モ遺伝子改変体のメタボローム解析（仮

題 ） . MetaboLights 

(https://www.ebi.ac.uk/metabolights

/MTBLSXXX), 2018年公開予定 

2. Takumi Ogawa, Daisaku Ohta: ニワトリ

遺伝子改変体のメタボローム解析（仮

題 ） . MetaboLights 

(https://www.ebi.ac.uk/metabolights

/MTBLS537), 2018年公開予定 

3. Takumi Ogawa, Daisaku Ohta，Atsushi 

Okazawa: Seed Metabolome Analysis of 

a Transgenic Rice Line Expressing 

Cholera Toxin B-subunit. MetaboLights 

(https://www.ebi.ac.uk/metabolights

/MTBLS437), 2017年 8月公開 
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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 27-29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/昭和女子大学 

手島玲子 徳島文理大学香川薬学部 

 

小関良宏、宮原平 東京農工大学大学院 

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試みる。 

 平成 27 年度に、サルモネラ鞭毛抗原を菌体表層に固定化発現した遺伝子組換え乳酸菌と、非組

換え乳酸菌（宿主菌）について、網羅的オミクス解析を行い両者の違いについて検討を行った。オミク

ス解析は、プロテオーム解析（手島博士）、メタボローム解析（太田博士）、トランスクリプトーム解析（小

関博士）が分担した。プロテオーム解析については、大腸菌で鞭毛抗原―アンカーを大量に作らせ、

タンパク質として精製し、非組換え乳酸菌にふりかけアンカーにより菌体表層に結合させた組換え遺

伝子を含まない乳酸菌についても解析し、遺伝子組換え乳酸菌、宿主菌との比較を行った。平成 28

年度からは遺伝子組換え微生物の安全性評価に有用と思われる評価法の検討として、組換え体とヒ

ト腸管上皮細胞への影響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、ヒト腸管上皮細胞のモデル評価系として頻繁に用

いられる Caco-2 細胞との反応性を検討した。Caco-2 細胞の派生クローンである C2BBe1 細胞にモデ

ル乳酸菌組換え体を加えたときの細胞の応答に関して評価を行った。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、C2BBe1 細胞から全 RNA を抽出し、トランスクリプトーム解析を行

った。宿主乳酸菌と組換え乳酸菌を細胞にさらした結果を比較したところ、エルシニアの表層抗原の

発現により、ヒト腸管上皮細胞モデルでは、転写レベルでおよそ 40 遺伝子の発現が有意に上昇して

いることが示された。また、組換えによりエルシニア抗原を発現させると、乳酸菌の上皮細胞へ取り込

みが増大した。細胞のトランスクリプトーム解析の結果から、組換え乳酸菌に曝されたヒト腸管上皮細

胞内では分子レベルでどのような影響が起こっているかについて観察することができ、今後このような

手法を用いることにより、組換え微生物がヒト腸管上皮細胞にどのような影響を与えるかの評価が可能

であり、安全性評価に活用可能と思われる。 
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太田大策 大阪府立大学大学院 
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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明らかと

なっている。組換え微生物では挿入遺伝子産

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ことを示すこと

ができた。 

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。また用いた組換え体と元株のゲノム解析

の結果、組換え体においてゲノムの一部が欠

損しているという知見が得られた。 

平成 27 年度に、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）による網羅的な

比較解析を行った。平成 28 年度からは遺伝

子組換え微生物の安全性評価に有用な評価

法として、組換え体のヒト腸管上皮細胞への

影響に関する検討を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

(1) 網羅的オミクス解析 

遺伝子組換えモデル乳酸菌としては、サル

モネラ鞭毛抗原（フラジェリン）の遺伝子を

乳酸菌用ベクタープラスミドに組み込み、菌

体表層に固定化して発現させた。比較には元

株である Lactobacillus casei IGM393 株を

用いた。手法の詳細については、当該年度の

分担報告書を参照。それぞれのオミクス解析

に湿重量 1g を調整。(1g 湿重量あたりのタ

ンパク質含量 10数%, RNA 含量 1-2mg)。プロ

テオーム— ２D-DIGE (LC-MS/MS) （手島）

2D-DIGE 並びにショットガン LC-MS によるプ

ロテオーム解析及びアレルゲノーム解析を

行った。詳しい分析方法等は、手島博士分担

報告書を参照。 

 メ タ ボ ロ ー ム ---LC-MS, GC-MS etc.   

（太田）乳酸菌のメタボローム解析には、集

菌後クエンチ溶液として、0.85%(w/v)炭酸ア

ンモニウムを含む 60%メタノール溶液を用い

た。 

菌体の処理方法、分析方法等は、平成 27 年

度太田博士分担報告書参照。 

 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム — DNA tip          

(小関) 乳酸菌のトランスクリプトーム解析

には適したアレイチップを用意できなかっ

たため次世代シーケンサーによる mRNA 網羅

的解析 (RNA-seq) によって組換え体とベク

ターコントロールでの遺伝子発現解析を行

った。解析は、rRNA枯渇処理の後、次世代シ

ーケンサー HiSeq2000 によって 2000 万リ

ードでユーロフィン社に委託した。 

 プロテオーム解析用追加試料として、以下

の検体を作成した。GM乳酸菌の比較対象とし

て、フラジェリン抗原を菌株表層固定化され

た組換えにならない乳酸菌を使用：具体的に

は、大腸菌にフラジェリン抗原―アンカーを

大量に作らせ、タンパク質として精製し、精

製タンパク質を non-GM乳酸菌死菌に混ぜて、

アンカーの電気的チャージにより菌体表層

に結合させて作成した。 

解析方法：元株、遺伝子組換え体、人工固定

乳酸菌（非組換え体）の 3 種の乳酸菌のたん

ぱく質発現の差を 2D-DIGE で解析した。 

(2)遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 
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 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、平成 28年度に引

き続き、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を約

300 株、追加で作出し、得られた変異株の表

現型について検討を行った。 

(3)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。定法にしたがい培養・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 を回収し

た後、次世代シーケンサーを用いて網羅的に

解析した。培地コントロールに対し乳酸菌親

株、組換え乳酸菌をヒト腸管上皮細胞に暴露

させた場合の影響について、腸管上皮細胞の

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) 網羅的オミクス解析 

①プロテオーム解析 

 2D-DIGE による、a)GM、b)non-GM の比較で

は、菌体の処理を行った a)に対して b)が、1.5

倍以上減少したスポットが 6 スポット、同増加

したスポットは 6 スポットであった。培養上清

では、同減少が 11 スポット、同増加が 4 スポ

ットであった。GM で増加した菌体抽出から 3

スポット、non-GM で増加したスポット 1 につ

いて、培養上清では GM で増加したスポット 2

つを選び、MS 解析を行い，タンパク質の同定

を試みた。挿入遺伝子産物であるサルモネラの

鞭毛抗原以外で、GM で増加が見られ、重要と

思われたたタンパク質として、細胞壁の分解酵

素が確認された。図など詳しいデータは “新

開発バイオテクノロジー応用食品の安全性確

保並びに国民受容に関する研究” 平成 27 年度

総括・分担研究報告書の手島博士の分担報告書

に示した。 

②メタボローム解析 

 生菌数及び細胞ペレット湿重量の菌株間の

比較では、サルモネラ鞭毛発現株（GM）は、

非発現株(non-GM)よりも増殖が遅いことが推

定された。 

GM 株と non-GM 株で、GC-MS 分析で、それぞ

れ 289 個、235 個の代謝物ピークを特定した。

極性画分の誘導体化試料では 69 個（同定率

23.9%）、非極性画分の誘導体化試料では 52 個

（同定率 23.1%）の代謝物ピークを同定した。 

GM と non-GM を区別するような明確なクラス

ター分離、および代謝物蓄積の相違は認められ

なかった。図など詳しいデータは “新開発バ

イオテクノロジー応用食品の安全性確保並び

に国民受容に関する研究” 平成 27 年度総括・

分担研究報告書の太田博士分担報告書に示し

た。 

③トランスクリプトーム解析 

次世代シーケンスの結果、タンパク質をコード

している 2,997 遺伝子の配列を獲得し、この獲

得配列の  8 割程度を今回使用した  IGM393 

株と同系統の Lactobacillus casei BL23 株のゲ

ノム配列にマッピングすることができた。L. 

casei BL23 は 3,044 種のタンパク質をコード

する遺伝子の存在が報告されていることから
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今回の次世代シーケンスの結果はほぼ全ての

遺伝子の配列を網羅できた結果となった。ベク

ターコントロールとの遺伝子発現量を比較し

た結果、フラジェリン遺伝子組換え体では 20 

種類の遺伝子で発現が上昇していることが示

された。特にゲノム領域の  LCABL_03590 ~ 

03730 の遺伝子の発現がフラジェリン遺伝子

組換え体において特異的であることが示され

た。また、トランスポゼースをコードする 1 遺

伝子のみがフラジェリン遺伝子組換え体で発

現が低下していた。図など詳しいデータは “新

開発バイオテクノロジー応用食品の安全性確

保並びに国民受容に関する研究” 平成 27 年度

総括・分担研究報告書の五十君分担報告書に示

した。 

この結果受けて、元株及び GM 株の全ゲノム

解析を行い、観察されたゲノムの一部の大幅な

欠損が生じているかどうかの検証を行ったと

ころ、GM 株では、ゲノムが欠損していること

が検証された。この結果を受けて、遺伝子欠損

部分のトランスクリプトームの評価を除き、再

度 GM と non-GM 株におけるトランスクリプト

ーム評価を行った結果を表に示した。 

(2)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新

たに約 300株作出した。新しい手法によるラン

ダムミューテーション法により得られた変異

株を遺伝子レベルで評価したところ、ゲノムの

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独で挿入されて

いた。得られた変異株の免疫への刺激活性は、

親株に比べほぼ同等な株、2 分にの１以下に明

らかに低下した株等が得られた。以前のランダ

ムミューテーションにおいては、変異株に免疫

増強性が観察されたがこのような増強株は観

察されなかった。 

(3) 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 C2BBe1 細胞に１時

間暴露させた後、元株（LCN）組換え乳酸菌

（LCI497）がそれぞれ C2BBe1 細胞と接着、取

り込みを起こすかを評価したところ、組換えに

より接着、取り込み菌数共に増大した。 

C2BBe1 細胞からトータル RNA を回収し、メッ

センジャーRNA について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、マッピング統計データは、

平成 28年度の報告書に示した。 

尤度比検定による発現量差の検定結果 MA

ブロット、ヒートマップおよび各遺伝子発現量

の解析結果は平成 29年度報告書に示した。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。 

トランスクリプトーム解析の結果から、元株

と遺伝子組換え株で遺伝子の発現の増強の観
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察された遺伝子の中から、その機能が推定可能

な４種類の遺伝子（NFKBIA, CXCL8, CXCL1, 

CCL20）に着目して、qPCR による相対定量によ

る遺伝子発現量の比較を行った。 

 

Ｄ. 考察   

(1) 網羅的オミクス解析 

①プロテオーム解析 

 挿入遺伝子産物であるサルモネラの鞭毛抗

原以外で、GM で non-GM と比べ増加が見られ、

重要と思われたたタンパク質として、細胞壁の

分解酵素が確認された。この事実は、以前この

乳酸菌モデル組換え体を培養細胞で評価した

ところ、GM は non-GM に比べ細胞からの TNF 誘

導活性が低下しており、その理由として細胞壁

のプロテアーゼに対する抵抗性が低下してい

るという知見との関連が示唆された。GM では、

異種由来のタンパク質であるサルモネラの鞭

毛抗原の発現により、その対応として細胞壁の

融解酵素を誘導しているものと思われる。 

②メタボローム解析 

 GM と non-GM では、増殖性がやや異なってい

た。代謝物蓄積量を定量的に比較したが、遺伝

子組換えが原因であると判定すべき代謝物プ

ロファイルの差は認められなかった。 

③トランスクリプトーム解析 

フラジェリン遺伝子導入乳酸菌では、フラジェ

リン遺伝子組換え体の株において特徴的にゲ

ノムの特定の領域の遺伝子に発現が見られた。

使用したベクターコントロール株において組

換え時または培養変異などの要因によりこの

ゲノム領域が欠落していることが今回の全ゲ

ノム解析の結果、確認された。この領域以外の

遺伝子で発現が変動している遺伝子は、プロテ

オーム解析で得られた GMと non-GMの間に認め

られた細胞壁の分解酵素について、トランスク

リプトーム解析でも同様な結果が得られた。 

(2)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β

1-integrin と相互作用することが知られてい

る。モデル組換え乳酸菌に、この抗原を菌体表

層に固定化し発現させることにより、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。エルシニア表層抗原 Invasin

は乳酸菌で良好に発現し、菌体表層に安定的に

固定化されていることが確認された。これをモ

デル組換え体としてヒト腸管上皮細胞との相

互作用を検討することは、今後の組換え微生物

と腸管上皮細胞との間でどのようなやりとり

が行われているかを明らかにすることが可能

であり、安全性評価の評価系として大変有効な

手法と思われる。 

 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 300 株ほど追加作成し、得られた変異株を遺

伝子レベルで評価したところ、以前観察された
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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、免疫活性を評価したところ、元株に対

してほぼ同等か、明らかな低下を示した。これ

らの変異株は今後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 4℃あるいは

37℃１時間暴露させた後、C2BBe1細胞への接着、

取り込みを評価した。元株に比べ組換え体は、

接着、取り込み共に増大した。組換え体に発現

させている Yersinia 由来の Invasin は、β

1-integrin 受容体との相互作用を介して細胞

への接着および侵入に関与することが報告さ

れている。通常、M 細胞を除く腸管上皮細胞に

おいてβ1-integrin は基底膜側のみに局在し

ている。しかし、本実験において乳酸菌の接着

効率および取り込み効率が Invasinの発現によ

り向上したこ とから、 この結果 にはβ

1-integrinとInvasinの相互作用が関与してい

る可能性が高いと考えられる。過去の研究では、

MDCK-1 細胞(イヌ腎臓尿細管上皮細胞由来)や、

Caco-2細胞を用いた in vitroの試験において、

Y. pseudotuberculosis の Invasin が細胞表面

に接着することでβ1-integrin の局在が基底

膜側から管腔側に変化し、Y. pseudotubercu-

losis の取り込みに関与することが報告されて

いる。このことから、本実験においても乳酸菌

に発現させた Invasinによって同様の現象が起

こった可能性が示唆された。 

C2BBe1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。コ

ントロール群と比較して発現量が約 3倍以上変

動した 67 個の遺伝子のうち、元株添加群と、

組換え体添加群との間で発現量に顕著な差が

見られた遺伝子は、TNFAIP3, NFKBIA, BIRC3, 

FNDC9, CXCL８, LOC102723727, TRHDE, CXCL3, 

CXCL1, CXCL2, CCL20, PSMB9, TSPAN11, 

C18orf63, PLA2G2F, OR7A5 であった。主な遺伝

子に関するヒートマップで、乳酸菌元株による

細胞への影響、また、エルシニアの抗原が乳酸

菌に加わることにより起こる反応が示された。 

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8, CCL20 は、免

疫反応において樹状細胞や T 細胞、B 細胞など

の誘因物質として機能するケモカインに関連

する遺伝子である。その中で、CXCL1, CXCL2, 

CXCL3, CXCL8, CCL20 は、免疫反応において樹

状細胞や T 細胞、B 細胞などの誘因物質として

機能するケモカインに関連する遺伝子である。

その中で、CXCL1, CXCL2, CXCL3 は元株添加群

でも発現量が増加していたことから、乳酸菌の

接着菌数および取り込み菌数が増加した組換

え体添加群ではこれらの遺伝子発現がさらに

増加したと考えられる。また、CXCL8, CCL20は

組換え体添加群でのみ顕著に発現量が増加し

ていた。過去の研究では Invasinの由来である

エルシニアが細胞内への侵入を介して CXCL8や

CCL20 を強く誘導することが報告されている。

このことから組換え体添加群における CXCL8, 
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CCL20 発現量の増加は Invasin 依存的である可

能性が示唆された。 

TNFAIP3, NFKBIA, BIRC3は、組換え体添加群

において発現量が増加しており、これらの遺伝

子は炎症性の反応に広く関与する転写因子

Nuclear factor-kappa B (NF-kB)によるシグナ

ルを抑制する機能を持つ遺伝子であることが

わかっている。組換え体添加群では、ケモカイ

ン関連遺伝子の発現が強く誘導されていたこ

とから、それに伴い TNFAIP3, NFKBIA, BIRC3

が誘導され、過剰な炎症応答を防ぐ機構が働い

た可能性が考えられる。 

FNDC9, TSPAN11はそれぞれフィブロネクチン

およびテトラスパニン関連遺伝子である。フィ

ブロネクチンは細胞接着分子であり、テトラス

パ ニ ン や 、 Invasin の 受 容 体 で あ る β

1-integrin などと結合することが知られてお

り、β1-integrinを介したシグナル伝達に関与

することも報告されている。また、テトラスパ

ニンもβ1-integrin と関わりの深い物質であ

る。テトラスパニンは膜貫通タンパク質の一種

であり、細胞膜上でβ1-integrinと複合体を形

成し細胞同士の接着に関与することが報告さ

れている。以上のことより、これらの遺伝子発

現の差は Invasin発現乳酸菌における細胞への

接着能力の向上および、細胞から取り込まれる

能力が向上したことに関与している可能性が

示唆された。 

上記以外で発現に差が見られた遺伝子につ

いては、その機能がほとんど解明されていない、

あるいは、本実験との関連性を見出すことがで

きなかったため、考察は割愛する。 

 

Ｅ. 結論 

フラジェリン遺伝子導入乳酸菌のプロテオ

ーム解析では、GMで、挿入遺伝子産物であるサ

ルモネラの鞭毛抗原以外で、細胞壁の分解酵素

の増加が確認された。メタボローム解析では、

代謝物蓄積量を定量的に比較したが、遺伝子組

換えが原因であると判定すべき代謝物プロフ

ァイルの差は認められなかった。トランスクリ

プトーム解析ではコントロール株の一群の遺

伝子の脱落が示唆され、全ゲノム解析を行った

ところ、GM株の一部の遺伝子群の欠損が確認さ

れた。欠損部分を除いた、両者の差は、プロテ

オーム解析と同様に細胞壁の分解酵素の増加

が示された。 

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 300株を

追加作成し、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。それぞれの

遺伝子の動きを評価することが可能であり、こ

の手法は組換え体とヒト腸管上皮細胞との反

応に関する評価系として非常に有用な評価系

であると思われた 
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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」 

総合 研 究 報 告 書（平成 27～29 年度：分担） 
 

バイオテクノロジー応用食品のプロテオーム解析 
 

研究分担者 手島玲子 徳島文理大学香川薬学部 特任教授 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

増加のみられた 1スポット以外にはなかった。 

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

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

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

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

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

価に有用なバイオマーカーになるものと思われた。 
 
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代謝生化

学部 
佐藤里絵 (独）農研機構 食品総合研究所 
 
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、遺伝子組換えに 
 

 
わとりやサーモン等の遺伝子組換え動物も開発

され実用化されつつある。またゲノム編集とい

う新しい技術による動植物のバイオテクノロジ

ー応用食品も開発され、実用化されつつある。

これらはこれまで存在していなかったものであ

り、安全性評価の方法等について検討しておく

必要があると考えられる。バイオテクノロジー

技術による安全性を考えるうえで、バイオテク

ノロジー技術による非意図的な影響を明らかに

することが必要であり、プロテオミクス等の網
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羅的解析法も一つの有用な方法になると考えら

れる。そこで本分担研究ではバイオテクノロジ

ー技術生産品と野生型を用いて 2D-DIGE を用

いてプロテオミクスによる網羅的解析を行い、

両者の比較を行うこと及び発現に差違のあった

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

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

生物体として、パピローマウイルス膜抗原発現乳

酸菌株、EGFP タンパク質遺伝子組換えにわとり、

ゲノム編集でグリコアルカロイドの含量を減少さ

せた形質転換系統じゃがいも及びそれらの対照

体を用いてプロテオーム解析を行った。 
 
B. 研究方法  

(1) 供試試料 
a)アパピローマウイルス膜抗原発現乳酸菌株

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

供与いただいた。菌体は、培養後遠心して回収

し、PBS で洗浄し、破砕後液体窒素で急速凍結

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

り並びに非組換え(NGM)雌にわとりの血清は、

広島大学大学院堀内教授より供与いただいた。

具体的には、1 か月令の雌 GM, NGM それぞれ 3

匹ずつの組換えニワトリ血清約 0.5ml を供与い

ただいた。供与いただいたサンプルは、-80℃デ

ィープフリーザー内に保管した。 

c) ゲノム編集じゃがいも(TG-P)並びに野生株

(NT-P)の塊茎は、理化学研究所環境資源科学研

究センター統合メタボロミクス研究グループの

梅基直行先生より供与いただいた。具体的には、

TG-P及び NT-Pじゃがいも塊茎それぞれ約 1gか

らなる乾燥した 3サンプルを供与いただいた

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

NT-P2, NT-P3）。供与いただいたサンプルは、

-80℃ディープフリーザー内に保管した。 

 
 (2) 形質変換体と非変換体の 2D-DIGE による

タンパク質網羅的比較解析 

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

7M 尿素、2Mチオ尿素、5 mM 酢酸マグネシウム、

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

後に超音波処理(20 秒間 ON + 30 秒間 OFFのサ

イクルを 3回繰り返した)を実施した。超音波処

理後に、8,000xgで 10分間遠心した後の上清を

評価用試料とした。 

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

加した。N=3でサンプルを調製した。また、評

価用試料を全て混合したものをプール試料とし、

プール試料に対して200 pmolのCy2(DMF溶液、

1μl)添加後に氷上にて30分間静置してラベリン

グ反応を実施した。反応液に過剰量のリジン溶

液（10mM溶液、2μl)を添加して10分間保持し反

応を終了した。反応終了後に反応液総量と等量

の 2×サンプルバッファー（8 mol/L 尿素、

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

pH3-11 NL）を添加してさらに10 分間氷上に保

持したものを2D-DIGE 解析用の試料とした。 

二次元電気泳動の操作、装置及び条件に

ついて以下に記す。 

 (a)一次元目電気泳動条件：一次元目電気泳動

は、装置にMultiphoreII（GEヘルスケア）を、

ゲルストリップにImmobiline™  DryStrip 

pH3-11 NL 24cmを用い、試料はカップローディ

ングホルダーから添加した。フォーカシングは、

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

5 hr, 3500 V; 10 hr）行った。泳動後、平衡化

溶液（50 mmol/L Tris-HCl, pH8.8、6 mol/L尿

素、30vol%グリセロール、2%(w/v) SDS）に

0.25%(w/v)  DTTを添加したA液及び同様に

4.5%(w/v) IAAを添加したB液に対して各々10分

間ずつ平衡化を行った。 

(b)二次元目電気泳動条件：平衡化終了後、Ettan 

DALT IIシステム（GEヘルスケア バイオサイエ

ンス）及び12%(w/v)均一ポリアクリルアミドゲ

ル（自作）を用いて二次元目のSDSポリアクリル

アミドゲル電気泳動を行った。泳動は、30 W

（15℃）一定で泳動先端が完全に溶出するまで

（約15時間）行った。 

ゲル画像取り込みは、Typhoon9400（GEヘルス

ケア社）を使用して行い、二次元電気泳動ゲ

ルイメージは、Dycyder Ver7.0（GE ヘルス

ケア社）を用い、画像品質確認及び定量比較

解析を行った。 

次いで、発現量の変動のみられたタンパク質に

ついては、質量分析用の Ruby染色後に取得した

二次元電気泳動ゲルイメージと定量比較解析

(2D-DIGE)のゲルイメージを Decyder BVAソフト

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

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

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

定し、スポットピッカー（GE ヘルスケア）を用

いてゲルプラグをピッキングした。ピッキング

したゲルプラグを 50%メタノール溶液で洗浄し

た後に、100 μlの 100 mM 炭酸水素アンモニウ

ム及び還元処理液（1.5 mg の DTT を 1 ml の 

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

ルキル化処理液（10 mg のヨードアセトアミド

を 1 ml の 100 mM 炭酸水素アンモニウムに溶

解） 10μLを添加して室温で 30 分間静置した。

還元アルキル化処理後の試料に対してトリプシ

ン消化液 2μLを加えた後に、50 mM 炭酸水素ア

ンモニウム 10μLを加えた。チューブを 30℃に

設定したドライバス上で一晩インキュベートし

て消化した。消化後の液を含むチューブを遠心

乾燥機に入れて乾燥した。乾燥後に LC-MS/MS

測定用の溶媒（1%蟻酸）20μ Lを加えた。チュ

ーブを Vortex した後に MS 解析用 Total 

recovery tube（ウォーターズ社）に移した。 

回収したペプチド溶液の、nanoLC-MS/MS分

析は、LC 部分に UltiMateR 3000 HPLC（ダ 

イオネクス社）、質量分析装置に Q-Exactive 

Plus（サーモサイエンティフィック社）を用い  

Xcalibur（サーモフィッシャーサイエンティフ

ィック社）で LC 及び MS を制御して測定を実 

施した。LC、MSの分析条件を以下に示した。デ

ータベースは検索は Mascot（マトリックス 

サイエンス社）を使用し Swiss-Prot及び

NCBInrの最新版に対して、Lactobacillus 

(Taxonomy ID:1578)を指定もしくは、指定せず

に検索を行った。 

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

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

Lを添加して攪拌し、 Spin Filters（0.22 μm）

でろ過した後、Multi Affinity Removal Spin 

Cartridge MARS Hu-6HC で試料中のアルブミン

等を除去した。除去後の試料を Amicon Ultra-  

0.5 により濃縮した試料を評価用試料とした。 

全評価用試料を等量ずつ混合したプール試料

に対して200 pmol のCy2（200 μmol/L DMF 溶

液、1μL）を添加した。また、各評価用試料に

対して200 pmol のCy3 及びCy5（200 μmol/LDMF 

溶液、1 μL）を添加した。添加後氷上にて30 分

間静置してラベリング反応を実施した。反応液

に過剰量のリジン溶液（10 mmol/L 溶液、1 μL）

を添加して10 分間保持し反応を終了した。反応

終了後に反応液総量と等量の2×サンプルバッ

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

DTT、2vol% IPG buffer pH3-11 NL）を添加して

さらに10 分間氷上に保持したものを2D-DIGE 解

析用の試料とした。 

二次元電気泳動は、上記 a)の乳酸菌の項目で

行ったと同じ方法で行った。 
 発現量の変動のみられたタンパク質について

は、質量分析用の Ruby染色後に取得した二次元

電気泳動ゲルイメージと定量比較解析のゲルイ

メージを Decyder BVAソフトを用いてマッチン

グして、個体間で発現変動の大きかった 10スポ

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

1594, 1779, 1783)をスポットピッカー（GEヘ

ルスケア）を用いてピッキングした。ピッキン

グしたゲルプラグの処理及び nanoLC-MS/MS分

析は、上記 a)の乳酸菌の項目で行ったと同じ方

法で行った。データベースは検索は Mascot（マ

トリックスサイエンス社）を使用し NCBInrの

最新版に対して、Gallus gallus を指定して検

索を行った。 

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

mM Tris-HCl(pH 8.0)、7M尿素、2Mチオ尿素、5 

mM 酢酸マグネシウム、4%(w/v)CHAPS、1錠/50mL 

Complete Inhibitor Cocktail Tablets) 2mLを

加えて混和した。混和後に超音波処理(0.2秒間

ON + 0.3秒間 OFFのサイクルで 20秒間 x2回)

を実施した。超音波処理後の試料を Amicon 

Ultra-0.5に添加して微量高速冷却遠心機を用

いて 20,000xgで 10分間遠心限外ろ過した試料

を評価用試料とした。 

全評価用試料を等量ずつ混合したプール試料

に対して200 pmol のCy2（200 μmol/L DMF 溶

液、1μL）を添加した。また、各評価用試料に

対して200 pmol のCy3 及びCy5（200 μmol/LDMF 

溶液、1 μL）を添加した。添加後氷上にて30 分

間静置してラベリング反応を実施した。反応液

に過剰量のリジン溶液（10 mmol/L 溶液、1 μL）

を添加して10 分間保持し反応を終了した。反応

終了後に反応液総量と等量の 2×サンプルバッ

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

DTT、2vol% IPG buffer pH3-11 NL）を添加して

さらに10 分間氷上に保持したものを2D-DIGE 解

析用の試料とした。 

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

質量分析用の Ruby染色後に取得した二次元電

気泳動ゲルイメージと定量比較解析のゲルイメ

ージを Decyder BVA ソフトを用いてマッチング

して、個体間で発現変動の大きかった 10スポッ

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

4851,5401,5648)をスポットピッカー（GE ヘル

スケア）を用いてピッキングした。ピッキング

したゲルプラグの処理及び nanoLC-MS/MS 分析

は、上記 a)の乳酸菌の項目で行ったと同じ方法

で行った。データベースは検索は Mascot（マト

リックスサイエンス社）を使用し NCBInr の最

新版に対して、Solanum tuberosum (Potato)を

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

ンパク質網羅的比較解析 

  Dycyder DIA ソフトを使用して自動検出さ

れたタンパク質のスポット数は、各サンプルあ

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

検出されたスポットは 36 個で、2 倍以上の増加

がみられたスポット数は 30 個であった。なお、

3 倍以上の変動のみられたタンパク質に限定す

ると、変動のみられたタンパク質は 20 個であっ

た。 
 発現のみられたタンパク質のうち、方法の項

目で述べた 22 スポットを選択し、MS 解析を行

った。E7 発現株で減少のみられたタンパク質に

は、グルコース、ガラクトース、マンニトール

等の糖代謝等に関係する細胞内エネルギー産生

に関与するタンパク質が多く、一方、E7 発現株

で増加のみられたタンパク質には、細胞膜に存

在し ATP 依存性に物質の輸送を行う膜輸送体

の一群タンパク質や細胞膜表面で働くα-アミ

ラーゼ等があり、外界との物質の交換が盛んに

なっていることが示唆された。なお、パピロー

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

(2) EGFP 組換え及び非組換えにわとりの血清

を用いたタンパク質網羅的比較解析 

  GM, non-GM 雌にわとり各 3個体,合計 6個

体はいずれも血清のアルブミン除去タンパク質

としてそれぞれ約 2000のスポットが 2D-DIGE

で検出された。6種の定量比較画像画像の各ス

ポットの蛍光強度データについて変動の大きさ

につき解析を行ったところ、GM 群と non-GM群

の比較で、有意差(p値<0.05)があり、1.5以上

の発現の差異のみられるスポットが 18個観察

された。それらのスポットのうち 6個について、

MS解析を実施することを計画した。なお、6個

のうちの 3個のスポットについては、平成 27

年度の nonーGMのにわとりの雌雄の血清の個体

差を調べる予備検討でタンパク質を同定済みで

あったので、平成 28年度は残りの 3 個につき、

新たに MS解析を行った。また、発現の差異が

1.3程度であるが P<0.005の 4スポットについ

ても MS解析にて同定を行った。GM体で上昇の

みられたタンパク質として、補体因子 B及び H

タンパク質並びに C-reactive proteinが同定さ

れた。なお、GM,non-GM 間で 3倍以上の発現の

差のみられたスポットとして、スポット 1778

が唯一該当したが、このスポットの appearace 

(出現率)が 6/29と低く、再現性が低いスポット

であった。従って、再現性の確認されたスポッ

トの中で、GM,non-GM間で 3倍以上の発現の差

のみられたスポットはなく、全体として両者間

の変動幅は小さく、GMで安全性上の問題となる

変動は引き起こされていないものと思われた。 

また、平成 28年度に有意差の見られた血清

タンパク質は、平成 27年度に雌雄も含めた個体

間での変動があまり大きくないことが調べられ

ており、遺伝子組換えによる非意図的影響を調

べるためのよいマーカーにもなり得ると思われ

た。 

なお、本分担研究に用いた GMにわとりに、

は EGFPタンパク質を遺伝子導入しているため、

血清中で EGFPタンパク質の検出が可能ではな

いかと考え、EGFPタンパクの分子量及び等電点

の近いスポットとして、スポット 1779,1783を

選び、タンパク質の同定を行ったが、EGFPタン

パク質を検出することはできなかった。これは、

GM動物の血清中の EGFPタンパク質の濃度上昇

が他臓器に比べ低いことが一因と考えられた。 

 

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

出されたタンパク質としてそれぞれ約 5500の

スポットが 2D-DIGEで検出された。NT-Pと TG-P

各 3サンプルにつき、群間の差を検出する目的

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

につき解析を行ったところ、TG-P 群と NT-P群

の比較で、有意差(p 値<0.05)があり、1.5 以上

の発現の差異のみられるスポットが 13個観察

された。そのうち、5 個が TG-P群で NT-P群に

比べ上昇がみられたスポットで、8個が TG-P群

で NT-P 群に比べ減少がみられたスポットであ

った。それらのスポットのうち発現変動の大き

かった 10個のスポットについて、MS 解析を実

施した。 

TGで上昇のみられたタンパク質として、ヒー 

トショック 70kDa(Hsp70)タンパク質、液胞貯蔵

タンパク質である patatin -11 タンパク質が同

定された。また、No.4851 は、probable inactive 

patatin-3-Kuras 1(PT3K1)と推定された。ヒー

トショックタンパク質、パタチンともにストレ

スに応答して変動するタンパク質と思われるが、

変動幅は、同定されたタンパク質では 3倍以下

の発現の差がみられたのみであった。また、TG-P

群で、発現の減少したタンパク質としては、ア

ミノ酸代謝にかかわる glutamate-glyoxalate 

amino-transferase-2-like, 澱粉の代謝にかか

わる Granule-bound starch synthase 1,ミトコ

ンドリアでの ATP合成に関与する ATP synthase 

subunit beta 等が同定されたが、いずれも 3

倍以下の発現の差しかみられなかった。以上よ

り、TG-P 群において NT-P群に比して安全性上

の問題となるタンパク質の変動は引き起こされ

ていないものと思われた。 

なお、今回有意に TG群で上昇の見られたストレ

スに応答すると思われる Hsp70 タンパク質は、

形質転換による非意図的影響を調べるためのよ

いマーカーにもなり得ると思われた。 
 

D．考察 
 (1) E7発現型及び E7結合型乳酸菌を用いたタ

ンパク質網羅的比較解析 

  E7発現型及び E7結合型乳酸菌を用いて、

2D-DIGE で、両者のタンパク質の発現の網羅的

比較解析を行ったところ、E7発現株で減少のみ

られたタンパク質は、糖代謝等に関係する細胞

内エネルギー産生に関与するタンパク質が多く、

一方、E7 発現株で増加のみられたタンパク質に

は、細胞膜に存在し ATP依存性に物質の輸送を

行う膜輸送体の一群タンパク質等があった。こ

れは、E7発現株では、外界との物質の交換が盛

んになっていて、細胞間コミュニケーションが

行われやすい状況になっている一方で、細胞内

の糖を介するエネルギー代謝能が、E7結合体に

比べ幾分低下傾向にあるものと思われた。 

(2) EGFP 組換え及び非組換えにわとりの血清

を用いたタンパク質網羅的比較解析 

 組換え体として、EGFP タンパク質組換え

(GM)ニワトリのプロテオーム解析を行った。具

体的には、1か月令の GM雌ニワトリ 3匹と非組

換え(NGM)ニワトリ 3 匹ずつの血清について

2D-DIGE を行い、GM と NGM 群の血清中タンパク

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

して、補体因子 B及び Hタンパク質並びに

C-reactive proteinが同定された。なお、

GM,non-GM間で 3倍以上の発現の差のみられた

スポットはなく、全体として両者間の変動幅は

小さく、GMで安全性上の問題となる変動は引き

起こされていないものと思われた。 

 

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

バイオテクノロジーを応用した形質転換体

として TALEN 法でゲノム編集されグリコアル

カロイドの含量の大きく減少した系統のじゃが

いも塊茎を用いてプロテオーム解析を行った。

具体的には、ゲノム編集(TG-P)じゃがいもと野

生型(NT-P)じゃがいも塊茎由来の、各 3 サンプ

ルのタンパク質抽出液につき、2D-DIGEを用い、

TG-P と NT-P 群のタンパク質の発現の定量的網

羅的解析を行い、差異のあったタンパク質を選

択し、変動の大きかったタンパク質につき

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

として、Hsp70タンパク質、patatin -11タンパ

ク質が同定された。なお、TG-P,NT-P 間で 3倍

以上の発現の差のみられたスポットは上昇のみ

られた 1スポットのみで、全体としての両群間

の変動幅は小さく、ゲノム編集で、安全性上の

問題となる変動は引き起こされていないものと

思われた。また、形質転換体の野生株に対する

変動幅は、以前プロテオーム解析を行った

DREB1A 転写因子を遺伝子導入したじゃがいも

塊茎の野生株に対する変動幅と比較して、同等

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

 E．結論 
(1) E7 発現型及び E7 結合型乳酸菌を用いたタ

ンパク質網羅的比較解析 



28 
 

 

  E7 発現型並びに E7 結合型の 2D-DIGE で、

両者のタンパク質の発現の網羅的比較解析を行

い、約 2400 のスポットのうち、2 倍以上の発現

の差異のあるスポットが 66 個確認され、そのう

ち 22 スポットにつきタンパク質の同定を行っ

た。E7 発現株で減少のみられたタンパク質は、

糖代謝等の細胞内エネルギー産生に関与するタ

ンパク質が多く、一方、E7 発現株で増加のみら

れたタンパク質には、細胞膜に存在し、ATP 依

存性に物質の輸送を行う膜輸送体の一群タンパ

ク質等があり、外界との物質の交換が盛んにな

っていることが示唆された。プロテオーム解析

は、安全性評価ばかりでなく、組換え体の作用

機序(Mode of Action) を知るうえでも有用であ

ることが示された。 
 
(2) にわとり血清を用いたタンパク質網羅的比

較解析 

1か月令の雌の組換え個体、及び非組換え個体 

それぞれ 3匹ずつから、血清を採取し、GM及び

non-GM 個体のタンパク質発現の差を網羅的に

調べるために 2D-PAGE を行った。各個体血清タ

ンパク質として約 2000スポットが観察された

が、そのうち、GM, non-GM 間で、3 倍以上の発

現の差異のみられたスポットは観察されなかっ

た。変動の見られたタンパク質のうち、10個の

タンパク質を MS解析から新たに同定した。全体

として、血清タンパク質の発現量に GM, non-GM

群で差もほとんどみられなかったため、GMで安

全性上の問題となる変動は引き起こされていな

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

株じゃがいも(NT-P)各 3サンプルから、タンパ

ク質を抽出し、TG-P 及び NT-P群のタンパク質

発現の差を網羅的に調べるために 2D-PAGEを行

った。各サンプルからタンパク質として約 5500

スポットが観察されたが、そのうち、TG-P,NT-P

群間で、3 倍以上の発現の差異のみられたスポ

ットはTG-Pで上昇のみられた1スポットのみで

あった。1.5 倍以上の変動の見られたスポット

13個のうち、変動の大きかった 10個のスポッ

トを選択し、タンパク質の同定を MS解析で行っ

た。全体として、じゃがいも塊茎タンパク質の

発現量に TG-P, NT-P群間でほとんど差がみられ

なかったため、ゲノム編集で安全性上問題とな

る変動は引き起こされていないものと思われた。 
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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 27 – 29 年度） 

 

（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 

 

協力研究者 

宮原平 （東京農工大学大学院工学研究院） 

 

Ａ. 研究目的 

技術の発展により、現在、遺伝子組換え植物の

みならず、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、またさらには新しい技術とし

てゲノム編集技術による遺伝子組換えを伴わな

い遺伝子改変生物も開発され実用化されつつあ

る。近年では、遺伝子組換えを伴わない遺伝子改

変技術としてゲノム編集技術が急速に進展して

おり、ゲノム編集生物の評価系構築の必要性が高

まっている。今後、ゲノム編集生物由来の食品の

安全性を評価する上で、ゲノム編集生物において

意図しない遺伝子、およびタンパク質の発現によ

る栄養成分の変化を調査するべく網羅的なオー

ム解析の必要がある。本研究事業では昨年度まで

にゲノム編集生物のモデルとして人工ヌクレア

ーゼ TALEN を用いたアレルゲンノックアウト

ニワトリが作出されている。そこで本研究ではゲ

ノム編集ニワトリのトランスクリプトーム解析

を行う準備段階として、ゲノム編集ニワトリをモ

デルとしたトランスクリプトーム解析での評価

のために必要な基礎データの収集を目的として、

アレルゲンノックアウトニワトリ作出に使用し

研究要旨  近年の遺伝子組換え技術の発展により、ゲノム編集技術の研究が盛んに進められて

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。本研究ではゲノム編集技術により作出された遺伝子改変ニワトリお

よびジャガイモをモデルとし、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

とした。ニワトリではゲノム編集体の解析の前の基礎データの収集として雌雄、および外来遺

伝子を導入した遺伝子組換え体での遺伝子発現量の比較を行った。ジャガイモでは実際にゲノ

ム編集技術によりグリコアルカロイドを低減させた個体を使用してトランスクリプトーム解

析を行った。解析の結果、ニワトリの雌雄では顕著な遺伝子発現の差は確認されず、遺伝子組

換え体と非遺伝子組換え体では発現の変動はみられるものの、発現が変動する遺伝子に共通す

る代謝経路などは確認されなかった。ジャガイモでは、ゲノム編集体と非ゲノム編集体で発現

の差は確認されなかった。 
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たニワトリ品種の非遺伝子組換え体での雌雄お

よびヘテロ GFP 遺伝子組換え体でのトランスク

リプトーム解析を行った。また、同様にゲノム編

集体の代謝経路の網羅的な解析としてグリコア

ルカロイド合成酵素遺伝子をゲノム編集により

欠損させたジャガイモの塊茎におけるトランス

クリプトーム解析を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

B-1 実験材料 

広島大学の堀内教授より分与していただいた、

ニワトリ 1-2 ヶ月齢の非遺伝子組換え体の雄 3 

個体、非遺伝子組換え体の雌 3 個体、雌のヘテ

ロ GFP 遺伝子組換え体 3 個体の全部で 9 検体

の白血球の total RNA をサンプルとした。 

ジャガイモは理化学研究所の梅基先生より分

与していただいたジャガイモ品種サッシーのゲ

ノム編集体と非ゲノム編集体それぞれ 3 個体ず

つをサンプルとした。 

 

B-2 RNA 抽出方法 

ニワトリの血液は翼の静脈より採取し、

EDTA-PBS バッファー pH 7.4 に混合した。採取

した血液は Ficoll-Paque density gradient (Phamacis 

Biotech) に積層し、740×g, 10 分間遠心分離を行

った。表層の細胞を回収し、PBS バッファーで洗

浄したものをニワトリの白血球細胞として使用

した。白血球からの total RNA 抽出は RNeasy kit 

(QIAGEN) を使用して行った (広島大学、堀内教

授)。 

ジャガイモは塊茎の皮を厚めに剥いたものを 

100 mg 程度使用し、RNA 抽出用前処理試薬 

Fruit-Mate (タカラバイオ) と RNeasy Plant Mini 

Kit (QIAGEN) を使用して total RNA を抽出した。 

 

B-3 ニワトリのマイクロアレイによるトランス

クリプトーム解析 

 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 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非組換え体

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。 
 

B-4 ジャガイモの次世代シーケンスによるトラ
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ンスクリプトーム解析 

 ジャガイモ各サンプルの total RNA 10 µg 程度

をユーロフィンジェノミクス株式会社の 

mRNA-seq 解析に委託した。基本条件は  HiS-

eq2500、HiSeq Control Software 2.2.58、RTA 1.18.64、

bcl2fastq 1.8.4、HiSeq SBS Kit v4 を使用してシー

ケンスモード 2 × 125 bp のペアエンドリードと

して行われた。納品されたデータはフィルタリン

グによりパラメータ q20p80 を満たす 105 bp の

ペア配列のみを残した。精製した配列データはジ

ャガイモゲノム解読の際のトランスクリプトー

ム デ ー タ と し て 公 開 さ れ て い る 

PGSC_DM_v3.4_transcript-update.fasta に  Bowtie2 

ver. 2.2.9 によりマッピングを行った。次に eX-

press ver. 1.5.1 によりカウントデータとして 

FPKM 値を取得した。この発現量データを基にク

ラスター解析および散布図を作成した。また、そ

れぞれの個体での遺伝子配列を確認するためア

ッセンブリングを Trinity ver. 2.1.1 を使用して行

った。 

 

Ｃ. 研究結果 

C-1 非遺伝子組換えニワトリの雌雄のトランスク

リプトーム解析 

 使用した Chicken 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、全てのサンプルにおいて全プローブの 8 

割程度で十分な強度のシグナルが検出された。し

かしながら、検出された十分なシグナル強度の全

ての遺伝子群について、雌雄間での遺伝子の発現

変動の有意水準を 1% (p<0.01) とした場合に、発

現変動したと考えられる遺伝子の数が、FDR (false 

discovery rate: 偽陽性と判断される割合) から推

定される偽陽性の遺伝子の数よりも少なかった

ため、今回、雌雄間で発現に変動がみられた遺伝

子については偽陽性の可能性が存在した。発現量

に基づくクラスター解析においても雌雄が混在

するクラスターが形成された (Fig. 1)。また、雄 3 

個体での発現量の平均値と雌 3 個体での平均値

を算出し、散布図にプロットしたところほとんど

の遺伝子では雌雄間で 2 倍以上の発現変動はな

いことが分かった。念のため今回は雌雄間で遺伝

子発現に差があると仮定して、発現に 2 倍以上

の変動が確認された遺伝子のみを抽出し、さらに

解析を進めた。雄で発現が 2 倍以上上昇してい

た遺伝子は 49 あり、Avidin、ピルビン酸デヒド

ロゲナーゼキナーゼの複数のプローブで発現の

上昇が確認された (Table 1)。雌で発現が 2 倍以

上上昇している遺伝子は 186 あり、性決定関連

遺伝子、Histidin triad nucleotide binding protein W、

Olfactory receptor などの複数のプローブで発現の

上昇が確認された (Table 2)。今後の解析において

内部標準となることが考えられる、ハウスキーピ

ング遺伝子 GAPDH は 2 遺伝子が検出されて

おり、どちらも雌雄間で発現に変動は確認されな

かった。また鶏卵アレルゲンであるオボムコイド

関連遺伝子は 1 遺伝子が検出されており、こち

らも雌雄間で発現に変動は見られなかった。 

 
C-2 雌のニワトリの GFP ヘテロ導入体のトラン

スクリプトーム解析 

 トランスクリプトーム解析には先の解析と同

様に Chicken オリゴ DNA マイクロアレイ Ver 

2.0 を使用し、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。クラスター解析では非組換え体 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非組換え体 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
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ととした (Fig. 2)。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、非遺伝子組換え体において組換え体

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。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、非組換え体で

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 3)。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。 
 

C-3 ゲノム編集ジャガイモのトランスクリプト

ーム解析 

 ジャガイモの塊茎からの total RNA 抽出では、

多糖類やポリフェノールを多く含むサンプルか

ら  RNA の抽出を行う際の前処理試薬として 

Fruit-Mate と  RNA 抽出キット  RNeasy Plant 

Mini Kit 使用することで、塊茎 100 mg から 20 

µg 程度の純度の高い total RNA を得ることがで

きた。 

 次世代シーケンサーによる委託解析から納品

されたシーケンスデータはすでにある程度の質

の高いデータのみにフィルタリングされてある

ものであったが、さらにトリミングとフィルタリ

ングにより、納品データの 92.3% のデータをト

ランスクリプトーム解析に使用することとした。

すでにネット上で公開されているジャガイモの

ト ラ ン ス ク リ プ ト デ ー タ 

(PGSC_DM_v3.4_transcript-update.fasta) には構造

遺伝子として 56,218 遺伝子が記されており、今

回のシーケンスデータではそのうちの 45,576 遺

伝子の配列を検出できた。これは全体の 81% 程

度をカバーするものであった。各サンプルでのす

べての遺伝子での発現量 (FPKM 値) に基づくク

ラスター解析では非ゲノム編集体 (NT) とゲノ

ム編集体 (TG) で系統別のクレードを形成する

ことはなかった (Fig. 3)。また同様に各非ゲノム

編集体とゲノム編集体の 3 個体での遺伝子の発

現量の平均値をプロットした散布図では、ほとん

どの遺伝子で発現量に大きな差は見られなかっ

た。一部発現量が高く検出された遺伝子はプロテ

アーゼ阻害に関連するものであった (Fig. 4)。 

 ゲノム編集体のそれぞれの遺伝子配列をアッ

センブリングして得られたデータから SSR2 遺

伝子の配列を確認したところ、アミノ酸変異はみ

られるものの、すべてタンパク質として翻訳可能

な配列であった (Fig. 5)。また、SSR2 の遺伝子配

列はトランスクリプトデータには  3 種類 

(PGSC0003DMT400054476-78) の配列が存在して

いたが NT と TG で有意な発現量の差は見られ

なかった。さらに、ゲノム編集体の 3 個体には 

TAL エフェクターの 400-700 アミノ酸領域が導

入されていることを確認した (Fig. 6)。 

 

D. 考察 

D-1. ニワトリのトランスクリプトーム解析 

 ゲノム編集技術により作出されたアレルゲン

ノックアウトニワトリの評価系を構築するため

に、初年度は事前準備としてゲノム編集に使用す

るものと同品種の非遺伝子組換えニワトリにお

ける雌雄間でのトランスクリプトーム解析を行

った。解析の結果、発現が検出された遺伝子のう
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ち発現変動遺伝子として有意水準 1% を満たす

ものは存在せず、雌雄間ではほとんど遺伝子発現

に差がないことが考えられた。今後は解析する個

体数を増やすなどすることで発現に差がある遺

伝子の絞り込みが可能になると考えられた。今回

は雌雄間で遺伝子発現に差があると仮定した場

合として、各雌雄の 3 個体で同様に発現に差が

みられた遺伝子について着目して解析を行った。

その結果、雄では主に卵白中に含まれる糖タンパ

ク質である Avidin 遺伝子と、解糖系からクエン

酸回路への反応を調整するピルビン酸デヒドロ

ゲナーゼキナーゼ遺伝子の上昇が見られた。雌で

は性決定関連遺伝子の発現に上昇に加え、ヒスチ

ジン三連構造ヌクレオチドタンパク質、嗅覚受容

体遺伝子 (Olfactory receptor) の発現上昇、また、

2 倍程度の発現量の差ではあるが、卵アレルギー

の原因物質であるオボアルブミン関連遺伝子に

おいても上昇が見られた。また、内部標準である

ハウスキーピング遺伝子として報告されている 

GAPDH 遺伝子については性差で変動がないこと

も確認できた。 

 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、遺伝子組換えニワトリと非組

換えのニワトリでのトランスクリプトーム解析

を行った。こちらの結果では、一部の遺伝子につ

いては発現に変動が認められるものの共通した

代謝経路に関与するようなクラスターは確認さ

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

子およびニワトリの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

現系にはあまり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た。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

も非組換え体、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、クラスター解析において

は非組換え体のクレードと組換え体のクレード

が分離されることも確認した。このため、非遺伝

子組換え体と組換え体では遺伝子の発現に変動

は確認されるものの、影響を受ける代謝経路など

の特定には至らなかったことから、今回発現が変

動していた遺伝子は GFP が導入されたことに

よる特異的な影響であるのか、または、遺伝子組

換え方法による影響なのか、変動の原因は不明で

あった。 

 今後はゲノム編集技術により作出された遺伝

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、これまでの解析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、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。 
 

D-2. ジャガイモのトランスクリプトーム解析 

 ゲノム編集により遺伝子改変を行った作物の

モデルとして、グリコアルカロイドの合成を抑制

させる形質をもつジャガイモの塊茎におけるト

ランスクリプトーム解析を行った。 

 提供を受けたジャガイモはゲノム配列の解析

から当該遺伝子である SSR2 遺伝子が欠損して

いること、およびグリコアルカロイドの蓄積量が

非ゲノム編集体と比較して大きく低下すること

が示されている（理化学研究所、梅基先生）。一

方で、今回の RNA シーケンスデータでは SSR2 

遺伝子の正常な配列のみがゲノム編集体である 

3 個体すべてから獲得され、その遺伝子の発現量

は非ゲノム編集体とは有意差が得られなかった。

この結果より、今回のサンプルでは SSR2 欠損配

列は転写されておらず、ごくわずかに存在する正

常な配列が転写されていることが考えられた。こ

れは、ゲノム編集により一部の遺伝子を欠損させ
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た個体であってもわずかに正常な遺伝子も存在

していることを示唆している。また、SSR2 の発

現量が非編集体と有意差がなかったのは、サンプ

リングを行った時期がそもそも非編集体でも 

SSR2 遺伝子の発現が低い状態であったためと考

えられる。発現量が高い遺伝子には Protease in-

hibitor や Metallothionein などが確認され、これ

らは非ゲノム編集体、ゲノム編集体の区別なくど

ちらの系統においても高い発現量を示していた。

このことからこれらの遺伝子はサンプリングに

よるストレス誘導により発現が促進されたもの

と考えられた。これら以外には、クラスター解析

や散布図からも有意に発現が変動した遺伝子は

確認されなかった。 
 今後は SSR2 遺伝子の発現が活発になる時期

での発現変動の比較など特定の条件下でのトラ

ンスクリプトーム解析も行う必要があると考え

られた。 

 

Ｅ. 結論 

ニワトリの雌雄の違いによる遺伝子の発現に

は顕著な違いはみられなかった。また雌における

非遺伝子組換え体とヘテロ GFP 遺伝子組換え体

での遺伝子の発現にでは、いくつかの遺伝子につ

いて発現に変動はみられるものの、変動した遺伝

子に共通した代謝経路や免疫系などはなく、全体

として大きな違いはみられなかった。また、ジャ

ガイモにおけるグリコアルカロイド合成酵素遺

伝子のゲノム編集による欠損体と非ゲノム編集

体での遺伝子の発現に差はみられなかった。 

 

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 

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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Feature Num. Description Log2 Ratio 
25808 Avidin 2.31 ± 0.67 
32598 Avidin 2.50 ± 0.74 
33888 Avidin 2.47 ± 0.73 
43390 Avidin-like 2.47 ± 0.75 
17089 Pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4 2.11 ± 0.72 
32037 Pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4 4.11 ± 1.09 
34000 Histidin triad nucleotide binding protein W 1.29 ± 0.16 

Table 1 ニワトリの雄で発現が 2 倍以上上昇した遺伝子のリスト 

Feature Num. Description Log2 Ratio 
383 Female associated factor FAF 7.49 ± 0.35 

13194 Female associated factor FAF 8.39 ± 0.44 
32897 Male hypermethylated (MHM) region 2.40 ± 0.35 
34668 Female expressed transcript 1 (FET1) 3.49 ± 0.41 
18906 Histidin triad nucleotide binding protein W 10.43 ± 9.29 
21580 Histidin triad nucleotide binding protein W 11.24 ± 0.14 
24495 Histidin triad nucleotide binding protein W 2.71 ± 0.27 
26546 Histidin triad nucleotide binding protein W 9.34 ± 0.25 

98 Olfactory receptor 14J1-ike 2.05 ± 0.24 
5437 Olfactory receptor Olr1709 3.92 ± 1.87 

10043 Olfactory receptor Olr1459 3.19 ± 0.45 
25605 Fibroblast growth factor 1 1.95 ± 0.21 
8144 Ovalbmin related protein Y 1.18 ± 0.10 

Table 2 ニワトリの雌で発現が 2 倍以上上昇した遺伝子のリスト 

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 
 
Table 3 ニワトリの遺伝子組換え体における発現変動遺伝子のリスト 
WT: 非遺伝子組換え体、TF: 遺伝子組換え体 
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Fig. 1 ニワトリの雌雄間におけるクラスター解析 

F: 雌、M: 雄 

     
Fig. 2 ニワトリの遺伝子組換え体と非組換え体のクラスター

解析 

T: 遺伝子組換え体、W: 非遺伝子組換え体 
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Fig. 3 ジャガイモにおけるゲノム編集個体と非遺伝

子組換え体のクラスター解析 

NT: 非遺伝子組換え体、TG: ゲノム編集個体 

 

Fig. 4 ジャガイモにおけるゲノム編集個体と非組換え体での遺伝子発現量の散布図 

NT: 非遺伝子組換え体、TG: ゲノム編集個体 
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Fig. 5 各ゲノム編集個体における SSR2 編集部位のアライメント結果 

TG1-3: ゲノム編集個体各ライン。A: ゲノム配列のアライメント結果、B:アミノ酸配

列のアライメント結果。ゲノム編集箇所は黒枠の部分。 

 

Fig. 6 各ゲノム編集個体から得られた TAL エフェクターの配列のアライメント結果 

TG1-3: ゲノム編集個体各ライン 
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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） 

分担研究報告書 (平成 27-29 年度) 

 
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/つくば機能植物イノベーション

研究センター・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。本研究では、組換え体-

非組換え体間の接ぎ木個体のモデルとして、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の作成し、モデル分析試料としての供給体制を整えた。ま

た、実際に、GUS 遺伝子導入組換えトマトと非組換えトマト間の接ぎ木体から得た

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が確認

された。 

 

 

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
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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

引き続き生育させた。 

 

＜食品成分分析＞ 

結実後、成熟した果実を順次収穫・凍結保管

した。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 

 

＜網羅的分析試料の調製＞ 

結実後、肥大した果実の表面が赤色に変化す

る催色(期)を基準とし、菜食期 5 日後及び 10

日後（完熟）の果実を収穫、液体窒素で凍結し、

-80℃で分析まで保管した。 

 

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 

＜接ぎ木体の調製＞ 

 H27 年度は、播種後約 5 週間目のマイクロ

トムの TG台木と NT穂木間あるいは NT台木

と TG穂木間の接ぎ木の計 5例を施術し、い

ずれも切断面が活着し、接ぎ木は成功した。

組換え-非組換え接ぎ木トマトを作成・観察

の結果、接ぎ木施術により、接ぎ木操作を

しなかったインタクトなトマトと比べて生

育への影響があるものの、生育・結実性等

に大きな違いがないことを確認した(図)。 

 

 

 H28 年度には、前年度に確立した方法に

もとづき、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)。 

 

＜食品成分分析＞ 

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)。 

 

＜網羅的分析試料の調製＞ 

非組換え体同士、穂木組換え体/台木非組換

え体、穂木非組換え体/台木組換え体、組換え

体同士の各組み合わせ 5例ずつトマトの接ぎ木

体を作成した。 

接ぎ木体に結実した果実が催色したら順次

標識し、彩色後 5 日目又は 10 日目に採取し、

直ちに液体窒素で凍結した（図 4）。組換え体-

非組換え体、接ぎ木施術の有無による果実の形

体、登熟にかかる日数の違いは見られなかった。

凍結した試料は分析までの間、-80℃の冷凍庫

で保管した。 

 

D. 考察 

 マイクロトムは、個体サイズが小さく、

閉鎖系実験環境での取扱に優れており、加

えて、本研究により、非組換え体間の接ぎ

木も比較的容易であることが確認された。
接ぎ木施術が植物の生育に与える影響は、施術

直後は接ぎ木無施術の個体と比べて、接ぎ木施

術による成長への影響があったが、その後栽培
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を継続する過程で影響はほぼ見出されなくな

った。 

 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)。 

 更に、最終年度は、網羅的分析に際して、成

長段階が揃った果実を供することを目的とし、

彩色期を指標とした試料調製を行った。彩色期

5日後及び 10 日後の果実を採取した。本研究で

モデル材料としたマイクロトムでは、彩色期が

果実の登熟段階の指標の一つとして知られる。

彩色期とは、受粉から約 35 日後に果実表面に

淡い赤色の着色が目視で確認されるステージ

を指し、その後 2日間果実全体で淡い彩色がみ

られ、彩色期後 10 日目で完熟とされる。実際

の生食トマトは、完熟前に収穫されることが多

いので、完熟前の彩色後 5日目と、完熟期であ

る彩色後 10 日目に定めて、分析試料として調

製した。  

 

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。さらに、今後の網羅的解析に向け、 

登熟段階の果実を提供する体制を整えた。 

 

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 接ぎ木トマト 

TG 台木と NT 穂木間の接ぎ木トマト(右)と接ぎ木施術していない非組換え穂木(左)。播種からおよそ 20

週目、接ぎ木トマトの接ぎ木は播種後おそそ 5週目に実施した。 

 

 
図 2 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）。 
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図 3 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）。 

 

 

 
図 4 網羅的解析用に採取したマイクロトムの様子 

結実後、肥大した果実の表面が赤色に変化する催色期(Breaker)を基準とし、彩色期 5日後(5 day after 

breaker; 5DAB)及び 10 日後（10DAB; 完熟）の果実を収穫、液体窒素で凍結し、網羅的解析の試料と

した。写真 A は果皮色、B は切断面の様子を示す。写真は、接ぎ木無施術の組換え体の果実を示すが、

組換え体-非組換え体、接ぎ木施術の有無による果実の形体、登熟にかかる日数の違いは見られなかっ

た。凍結した試料は分析までの間-80℃で保管する。バーは、1cm。 
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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 

総合研究報告書（平成 27〜29 年度：分担） 

 

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 

本研究は，メタボロミクスによって，遺伝子組換え技術やゲノム編集技術によって生物

機能が改変された家畜や農作物の代謝プロファイル解析を実施し，安全性評価のための

基礎データを取得・公開することを目的としている。平成 27年度および平成 28年度は，

モデル実験として遺伝子組換え技術を用いて外来タンパク質（緑色蛍光タンパク質）を

発現させたニワトリ遺伝子組換え体の評価を実施した。まず平成 27 年度は，雄個体お

よび雌個体から採取した血漿中代謝物質の比較解析を実施し，遺伝子組換え体の評価の

ための基礎データを取得した。続いて平成 28 年度は，遺伝子組換え体と母本品種の代

謝プロファイル比較解析を実施し，血漿中代謝産物の蓄積状況に大きな差異は認められ

ないことを確認した。平成 29 年度は，ゲノム編集技術の一種である transcription 

activator-like effector nuclease（TALEN）法によってステロール側鎖還元酵素（sterol side 

chain reductase 2; SSR2）の遺伝子破壊を導入したジャガイモおよび母本品種の代謝プロ

ファイル比較解析を実施し，両者間での代謝物蓄積傾向の類似点と相違点を評価した。 

 

A. 研究目的 

 食品安全は利用可能な科学技術の進歩に合わせて時代とともに変化が求められる分

野である。バイオテクノロジーによる生物機能の改変技術は急激な進歩を続けており，

現在では，動物，植物，微生物といったあらゆる生物の遺伝子機能を多面的に改変する

ことが可能となりつつある。特に，ゲノム編集による生物機能改変が農作物や家畜など

にも適用され，急速に実用化されつつある。一方で，人為的に遺伝子機能を改変した生

物を食用に利用する際には，安全性に関わる品質管理や，生産段階での環境保全，社会

受容の問題など，依然として多くの課題が残されている。生体成分の総体を解析対象と

するオミクス解析は，遺伝子改変体を食用利用する上で懸念される生体成分の含量変化

を調査するための強力なアプローチである。世界的にも，オミクス解析は食用利用を想

定して開発された遺伝子改変体の安全性評価の第一歩として位置づけられており，各種
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の遺伝子改変体を対象とした実証データの蓄積が求められている。本研究は，メタボロ

ミクスによって，遺伝子組換え技術やゲノム編集技術によって生物機能が改変された家

畜や農作物の代謝プロファイル解析を実施し，安全性評価のための基礎データを取得・

公開することを目的としている。 

 

B. 研究方法 

（１）メタボローム解析プラットフォームの整備 

高速液体クロマトグラフ質量分析計（LC-MS），ガスクロマトグラフ質量分析計（GC-MS）

を用い，生体組織由来の全成分を解析対象とするノンターゲットメタボローム解析のた

めの実験プラットフォームを整備した。使用機器は，UHPLC-MS （Shimadzu 

LC-MS-8040）, GC-TOF/MS （Waters GCT Premier MS）, 極性脂質プロファイリングと

極性化合物の分析は， LC-LIT-TOF/MS を用いた（ Ion Trap TOF/MS; HITACHI 

NanoFrontier）。GC-TOF/MS トータルイオンカレント（TIC）クロマトグラムからの全

イ オ ン 抽 出 と サ ン プ ル 間 で の ピ ー ク ア ラ イ メ ン ト に は  MetAlign 1) 

（https://www.wur.nl/en/show/MetAlign-1.htm）を，ピークデコンボリューションとピーク

自 動 同 定 に は  AIoutput 2) 

（ http://prime.psc.riken.jp/Metabolomics_Software/AIoutput/index.html ） を 使 用 し た 。

AIoutput によるピーク自動同定のためのマススペクトルライブラリは，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。主成分分析および

Student’s t-test は，MetaboAnalyst 3.0 および 3.5 3)（http://www.Metaboanalyst.ca/）を用

いて行った。Student’s t-test は，危険率 5% 水準で有意性の判定を行った。LC-MS で

取得したデータ処理には Nano Frontier Data processing を用い，独自に整備した代謝物

質データベース（標準化合物のカラム保持時間，検出イオン種，m/z 値のデータ，開裂

情報）を基にして同定・定量のプラットフォームとした。 また，本 LC-LIT-TOF/MS シ

ステムには，質量分析装置に PDA 検出器（photo diode array detector）を前置し，抽出

液中の化合物は LC 分離後に吸収スペクトルを計測することを可能にした。極性脂質

プロファイリングでは，極性脂質の開裂フラグメント情報に対する注釈付けのために 

LipidBlast ライブラリ  4)（ http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/LipidBlast）を用いた。

LipidBlast ライブラリはインシリコで予測された脂質分子の開裂フラグメント情報の

データベースであり，極性脂質を中心として約 12 万の脂質分子の開裂フラグメント情

報が格納されている。 

 

（２）供試試料 
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a) ニワトリ雌個体および雄個体の血漿試料 

 ニワトリ横斑プリマスロック種の雌個体および雄個体由来の血漿試料を供試した（広

島大学大学院生物圏科学研究科の堀内浩幸教授から提供）。実験デザインは，雌個体と

雄個体の 2 群間での比較とした。雌の 3 個体（個体番号 #111, #112, および #118），

ならびに雄の 3 個体（個体番号 #113, #115, および #117）を用いた。各個体の月齢は

一ヶ月齢に統一した。採血は，雄 3 個体（#115, #117, #113），雌 3 個体（#111, #112, #118）

の順に行った。採血反復回数は 1 回とした。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。まず，注射器に抗凝固剤 0.3 

mL を加え，その注射器を使って，翼下静脈から 2.7 mL の血液を採取した（EDTA 終

濃度 7.7 mM）。血液試料を穏やかな条件で遠心分離することで上清（血漿）と沈殿（血

球）に分離させ，上清 1.5 mL を新しい 2 mL 容のサンプリングチューブに移し，これ

を血漿試料とした。 

 

b) ニワトリ遺伝子組換え体の血漿試料 

 緑色蛍光タンパク質遺伝子をニワトリ横斑プリマスロック種に導入した遺伝子組換

え体および対照個体（非遺伝子組換え体）由来の血漿試料を供試した（広島大学大学院

生物圏科学研究科の堀内浩幸教授から提供）。実験デザインは，遺伝子組換え体由来の

血漿試料と対照個体由来の血漿試料の 2 群間での比較とした。各個体の性別は雌，月

齢は一ヶ月齢に統一した。遺伝子組換え体の 4 個体（個体番号: T45, T53, T54, および 

T75），ならびに対照の 4 個体（個体番号: W43, W51, W55, および W76）を用いた。採

血前の 1 日間は絶食させた。採血および血漿調整の操作手順は平成 27 年度の実施内

容に従った。 

 

c) ジャガイモゲノム編集個体の塊茎試料 

 TALEN 法によるゲノム編集でステロール側鎖還元酵素をコードする SSR2 遺伝子を

破壊したジャガイモゲノム編集個体および対照個体（非ゲノム編集個体）由来の塊茎試

料を供試した（理化学研究所環境資源科学研究センターの梅基直行博士から提供）。実

験デザインは，ゲノム編集試料（GE）と対照試料（Cont）の 2 群間での比較とした。

GE 群は，栽培品種サッシーを pYS026_SSR2-TALEN-C で形質転換した系統（#71）の

独立 3 個体とした（GE-1, GE-2, および GE-3）。Cont 群は，栽培品種サッシーの独立 

3 個体とした（Cont-1, Cont-2, および Cont-3）。各個体から成熟した塊茎を採取し，2−3 

mm の厚さで剥皮し，皮の部分を回収して速やかに液体窒素中で急速凍結させた。凍

結試料をドライアイスで冷凍保存し，理化学研究所から大阪府立大学へと輸送した。試



50 
 

料を凍結乾燥させ，液体窒素で十分に冷却した乳鉢と乳棒を用いて液体窒素で冷却し

ながら磨砕した。磨砕した凍結乾燥試料は超低温フリーザー（-80°C）で保存した。 

 

（３）GC-MS によるメタボローム比較解析 

a) ニワトリ雌雄個体間でのメタボローム比較解析 

 血漿試料に含まれるタンパク質を除去するために，まず，タンパク質変性沈殿法によ

る除タンパク質操作を行った。その試料に対して，さらに，限外濾過法による除タンパ

ク質操作を行い，限外濾過の有無が解析結果に与える影響を検討した。まず，タンパク

質変性沈殿法による除タンパク操作を行った。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／超純水混合液（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 0.2 mL を加え，ボルテックスミキサーを用

いて混合し，-40°C に設定したフリーザー内で 30 分間静置した。その後，4°C，14,000

×g, 3 分間遠心し，上清を新しい 2 mL 容のサンプリングチューブに回収した。回収し

た上清を 2 本の新しい 2 mL 容のサンプリングチューブに 850 μL ずつ分注し，その

内の 1 本には，限外濾過による除タンパク操作を施した。限外濾過にはアミコンウルト

ラ遠心式フィルター（分画分子量 10,000）を用いた。遠心後の濾液を回収し，冷却遠

心濃縮器にかけて乾固させた。限外濾過操作を行わなかった残りの一方は，そのまま冷

却遠心濃縮器にかけて乾固させた。除タンパク操作後の血漿試料は乾固させ，-80°C フ

リーザー内で保存した。 

 乾固試料に対して 2.0 mL のメタノール／クロロホルム／2% 酢酸混合液（5/2/1, 

v/v/v）を加え，ボルテックスミキサーで混合し再溶解させた。メタノール／クロロホル

ム／2% 酢酸の混合液には，内部標準物質として，テストステロン（20 μg/ml）とリビ

トール（5 μg/mL）を予め加えた。血漿溶液 800 μL を新しい 2 mL 容のサンプリング

チューブに移した。分画操作，誘導体化の操作は，Furuhashi et al. (2015) の方法 5) に従

った。本方法では，試料中のエステル化脂肪酸と非エステル化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誘導

体として，非エステル化脂肪酸はトリメチルシリル誘導体として検出される。分析前処

理の反復回数は 2 回とした。 

 分析用試料をガスクロマトグラフ飛行時間型質量分析装（GC-TOF/MS）に注入し，

GC 部では試料中化合物の分離を行い，MS 部では分離した化合物のイオン化と質量情

報の取得を行なった。GC の試料注入口の温度は 230°C（cold trap splitless mode）に設

定した。GC カラムは HP-5ms キャピラリーカラム（長さ 30 m × 内径 0.25 mm，膜厚 

0.25 μm）を使用した。GC キャリアガスはヘリウムを用いた（流量 1.0 mL/min）。GC オ
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ーブンの昇温条件は，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の温度は 250°C, イオン源の温度は 250°C とした。イ

オン化は electron-ionization モード（70 eV）で行った。検出器の電圧は 2850 V とした。

スキャン範囲は m/z 40-650 とした。試料注入量は 1 μL とした。 

 GC-TOF/MS を用いて取得したトータルイオンカレント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 MetAlign 1) を，ピークデコンボリュ

ーションとピーク同定には AIoutput 2) 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。血漿を超純水に置き

換えたブランク試料から検出されたピークは解析から除外した。 

血漿試料の除タンパク質操作法を検討した。まず，限外濾過法による除タンパク質

処理の有無が分析データの品質に及ぼす影響を調べた（図 1）。極性画分の TIC クロマ

トグラムを試験区間で比較したところ，限外濾過した試験区において，グリセロールや

多数の未同定ピークが検出された。限外濾過フィルターに塗布されていたグリセロール

が試料に混入したと考えられた。これらの多数の未同定ピークの由来は不明であった。

非極性画分の TIC クロマトグラム比較では，タンパク質変性沈殿法のみ（限外濾過法

なし）の試験区では，多数の生体成分由来のピークが検出されたのに対して，タンパク

質変性沈殿法と限外濾過法を組み合わせた試験区では，これらの生体成分由来ピークが

ほとんど検出されなかった。一方，多数の未同定ピークがほぼ等間隔で検出された（図

1）。これらの未同定ピークは，限外濾過フィルターあるいは濾液回収用のチューブ由来

の可塑剤である可能性が考えられた。そこで，以降の実験はタンパク質変性沈殿法によ

る除タンパク処理を行った試料を用いて進めた。リン酸，グルコース，コレステロール

については，検出シグナル強度が飽和していたため，今回の解析からは除外した。また，

抗凝固剤として添加した EDTA は解析から除外した。個体番号 #115 の 1 回目の反復

実験操作に由来する誘導体化試料の測定データ（#115-1）は，内部標準物質由来ピーク

の検出シグナル強度が著しく低かったため，解析から除外した。 

主成分分析および Student’s t-test は，MetaboAnalyst 3)（ver. 3.0）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。 

 

b) ニワトリ遺伝子組換え体および非遺伝子組換え体間でのメタボローム比較解析 

 血漿試料からの除タンパク質は，タンパク質変性沈殿法を用いた。溶媒抽出，分画，

誘導体化，誘導体化試料の計測，ピーク処理，ピーク同定，および統計解析の手順は平

成 27 年度の実施内容に従った。 
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c) ジャガイモゲノム編集個体および非ゲノム編集個体間でのメタボローム比較解析 

 凍結乾燥試料からの低分子化合物の抽出は Shepherd et al. (2007) の方法 6) に準じて

行なった。抽出の試行回数は 1 試料につき 3 回とした。磨砕試料 50 mg を硬質ガラ

ス製のねじ口試験管に移し，メタノール（1.5 mL）を加え，蓋をしてボルテックスミキ

サーを用いて内容物を混合した後，30°C で 30 分間保温しながら震盪抽出した。そこ

に超純水（375 μL）とクロロホルム（3 mL）を加え，同様にして震盪抽出した。さらに

超純水（750 μL）を加え，蓋をして試験管の内容物を激しく振り混ぜ，室温で 10 分間

遠心し（3000 rpm; RT3S3 スイングローターを使用），2 層に分離した。上層（2 mL）

をガラス製パスツールピペットでポリプロピレン製のセーフロック付きチューブ（エッ

ペンドルフ社製）に移し，これを極性画分とした。下層（3 mL）を同様にして別のチ

ューブに移し，これを非極性画分とした。非極性画分に含まれる不飽和脂肪酸の酸化を

防ぐため，抗酸化剤ブチル化ヒドロキシトルエン（BHT）を加えた。非極性画分全量を

遠心濃縮機で乾固させた後， そこに BHT を含有するヘキサン（100 mg/L）1 mL を加

え，再溶解させた。極性画分および BHT を含む非極性画分は低温フリーザー（-30°C）

で保存した。 

 各画分に含まれる低分子化合物の誘導体化は Shepherd et al. (2007) の方法６) に準じ

て行なった。非極性画分に含まれる化合物の誘導体化は次のように進めた。BHT を含

む非極性画分全量を遠心濃縮機で乾固させ，そこに 1%（v/v）硫酸メタノール溶液 1 mL 

を加え，撹拌しながら（1,000 rpm），50°C で 16 時間反応させ，脂肪酸をメチルエス

テル体に誘導体化した。別の試験管に反応液全量を移し，そこに 5%（w/v）塩化ナト

リウム水溶液 2.5 mL とクロロホルム 1.5 mL を加え，蓋をして試験管の内容物を激し

く振り混ぜ，静置して 2 層に分離した。下層（1.5 mL）をガラス製パスツールピペッ

トで別の試験管に移し，そこに 2%（w/v）炭酸水素カリウム水溶液 1.5 mL を加え，

蓋をして試験管の内容物を激しく振り混ぜ，静置して 2 層に分離した。下層（1.5 mL）

を同様にして新しいチューブに移し，遠心濃縮機で乾固させた。乾固試料にクロロホル

ム 50 μL とピリジン 10 μL を加え，ボルテックスミキサーを用いて撹拌することで再

溶解させた。続いて，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（MSTFA）

80 μL を加え，トリメチルシリル化を行った。反応液を室温で 3 分間遠心し（14,000 

rpm），上清をポリテトラフルオロエチレン製のメンブレンフィルターで濾過し，回収し

た濾液を分析用試料とした。極性画分に含まれる化合物の誘導体化は次のように進めた。

極性画分 50 μL をチューブに移し，遠心濃縮機で乾固させ，そこにピリジンに溶解さ

せたメトキシアミン塩酸塩（20 mg/mL）80 μL を加え，撹拌しながら（1,000 rpm），50°C 
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で 4 時間反応させオキシム化を行なった。続いて，非極性画分と同様にしてトリメチ

ルシリル化および反応液を濾過し，回収した濾液を分析用試料とした。 

 GC-TOF/MS による計測，ピーク処理，ピーク同定，および統計解析は基本的には平

成 27 および 28 年度の実施内容を踏襲した。さらに，Shepherd et al. (2007) に記載さ

れている化合物の保持指標と主要イオンピーク情報 6) を基にしてピーク自動同定結果

のキュレーションを行なった。 

 主成分分析および Student’s t-test は，MetaboAnalyst 5)（ver. 3.5）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。GE と Cont の群間で，個々のピークについて，主要イオ

ンの相対ピーク強度値の平均値の差の有無を検定した。検定の多重性に起因する問題を

考慮して，Benjamini-Hochberg 法 7) により有意差が認められたピーク群の偽陽性率

（False Discovery Rate; FDR）を推定した。 

 

（４）質量分析関連データの一般公開 

 質量分析データおよび関連する実験メタデータをメタボロミクスデータリポジトリ 

MetaboLights 8)（https://www.ebi.ac.uk/metabolights/）に登録し，データ再利用および解析

結果の再検証が可能な形式で一般公開する。 

 

C. 結果 

（１）ニワトリの雌雄個体間でのメタボローム比較解析 

 ニワトリの雌雄個体由来の血漿試料から再現性よく検出されたピーク数は，極性画分

では 43 個（表 1），非極性画分では 54 個（表 2）であった。このうち 70 個のピーク

を同定することができた。同定できたピークには，アミノ酸，有機酸，脂肪酸，糖をは

じめとして，飼料に由来すると考えられる植物ステロールなど，多様な分類クラスに属

する代謝物質が含まれていた。同定できなかった 27 個のピークは，それぞれを区別す

るために通し番号を付与した。 

 極性画分および非極性画分から検出された 97 個のピークのピーク面積値から相対

蓄積量を算出し，多変量解析手法の一種である主成分分析を行った（図 2）。第一主成

分から第四主成分までの累積寄与率は 79.5% であった。第一主成分（寄与率 36.3%）

では，#118 の個体が他 5 個体と明確に区別された。この理由としては，#118 の個体

の代謝状態に何らかの異常があった可能性や，採血後の経過時間が影響した可能性

（#118 は 6 番目に採血した）などが考えられた。また，第一主成分スコアと第二主成

分スコアの二次元プロット図（図 2A）において，雌雄グループ間でのクラスター分離
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の傾向が認められた。第三主成分（寄与率 14.5%）では，#115 の個体が他 5 個体と明

確に区別された。第四主成分（寄与率 9.8%）では，#113 の個体と #117 の個体が明確

に区別された。 

 次に，極性画分および非極性画分から検出された 97 個のピークについて，各グルー

プ間での検出シグナル強度差の有無を t 検定により評価した。雌雄グループ間での検

出シグナル強度差が有意なピークが 16 個あった。雄グループでは，脂肪酸（20:4 FAME 

誘導体, 20:0 脂肪酸 TMS 誘導体, 22:6 FAME 誘導体）や，有機酸（succinate, malate, 

isocitrate，pentanedioic acid），アミノ酸（proline），糖（glucitol, myo-inositol）を含む 14 

個のピークの検出シグナル強度が雌グループと比較して高かった（図 3A）。雌グループ

では，4 個のピーク（hydroxylamine, 16:1 FAME 誘導体, serine, 5-oxoproline）の検出シ

グナル強度が雄グループと比較して高かった（図 3B）。これら 16 種類のピークの中で，

雌雄間で 2 倍以上の検出シグナル強度差があった代謝物質は，glucitol のみであり，そ

の差は 2.1 倍であった。 

 

（２）ニワトリ遺伝子組換え体と非遺伝子組換え体間でのメタボローム比較解析 

 取得した GC-MS TIC クロマトグラムを遺伝子組換え体と非遺伝子組換え体のグル

ープ間で比較したところ，極性画分（図 4），非極性画分（図 5）ともに主要なピーク

について顕著な差異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抽出した。

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（表 3），非極性画分では 48 種類

（表 4）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，表 

3 と表 4 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
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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，群間での明確

なクラスター分離は認められなかった（図 6）。 

 各代謝物質ピークの群間で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（ratio = 0.74, 遺伝子組換え体/非遺伝子組換え体）の有意差

が認められた（表 5）。 

 

（３）ジャガイモゲノム編集個体と非ゲノム編集個体間でのメタボローム比較解析 

 非極性画分では 92 個の代謝物質候補ピークを得た。このうち 27 個は代謝物質とし

て同定することができた。残り 65 個のうち 16 個には注釈情報を付記することができ

た。極性画分では 126 個の代謝物質候補ピークを得た。このうち 31 個は代謝物質と

して同定することができた。残り 95 個のうち 45 個には注釈情報を付記することがで

きた。 

 非極性画分の 92 個のピークについて，主要イオンの相対ピーク強度値を変数にして

主成分分析を実施した（図 7A）。第一主成分（寄与率 29.4%）と第二主成分（寄与率 

25.1%）の主成分スコアを基にして二次元プロット図を作成した。第一主成分軸に沿っ

てゲノム編集（GE）試料の 1 個体（GE-2）は他の 5 個体とクラスター分離の傾向が

認められた。第二主成分軸に沿って，GE 群と Cont 群の間でクラスター分離の傾向が

認められた。極性画分の 126 個のピークについて，同様にして主成分分析を実施した

（図 7B）。第一主成分（寄与率 24.0%）と第二主成分（寄与率 18.9%）の主成分スコ

アを基にして二次元プロット図を作成した。第二主成分軸に沿って，GE 群と Cont 群

の間でのクラスター分離の傾向が認められた。特に，GE 群の 2 個体（GE1, GE-3）が

他の 4 個体と明確に区別された。 

 非極性画分では，7 個のピークにおいて群間での有意差が認められた（表 6）。7 個

目のピークの q 値より，これらのうち偽陽性の割合は 31.4%（2.2 個）と見積もられ

た。これら 7 個のピークのうち，ピーク強度比が群間で 2 倍以上のピークは 3 個あ

った。これらのうち，GE 群で高いレベルであったのは，カンペステロール（p = 0.0003, 

GE/Cont = 10.1）のみであった。一方，GE 群で低いレベルであったのは，コレステロー

ル（p = 0.0006, Cont/GE = 4.1），およびソラニジン（p = 0.0016, Cont/GE = 52.3）であっ

た。なお，q 値より，これら 3 個のピークのうち偽陽性の割合は 5%（0.15 個）と見

積もられた。非極性画分の誘導体化試料の TIC クロマトグラムを群間で比較したとこ
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ろ，これら 3 個のピークについて，明確なレベル差を確認できた（図 8）。ピーク強度

比が群間で 2 倍未満の 4 個のピーク（N079, N085, N086, N087）は，いずれも GE 群

で低いレベルであった（Cont/GE = 1.4−1.5）。 

 一方，極性画分では，16 個のピークにおいて群間での有意差が認められた（表 7）。

16 個目のピークの q 値より，これらのうち偽陽性の割合は 35.8%（5.7 個）と見積も

られた。これら 16 個のピークのうち，ピーク強度比が群間で 2 倍以上のピークは 4 

個あり（イソロイシン，フェニルアラニン，トリプトファン，およびチロシン様化合物

1），いずれも Cont 群で低いレベルであった（Cont/GE = 0.37−0.50）。ピーク強度比が群

間で 2 倍未満であった 12 個のピークのうち 10 個（P056, グリシン，ロイシン，P036, 

P026, P055, バリン, P060, コハク酸様化合物 1, P059）は Cont 群で低いレベルであった

（Cont/GE = 0.55−0.83）。残りの 2 個（1-ケストース様化合物 1, キナ酸）は GE 群で低

いレベルであった（Cont/GE = 1.4−1.9）。 

 

D. 考察 

（１）ニワトリの雌雄個体間でのメタボローム比較解析 

 一ヶ月齢のニワトリ個体由来の血漿中代謝物質レベルは，性別による差が比較的小さ

いと考えられた。また，性別による差と比較して，同性内の独立 3 個体の間での違い

が比較的大きいことが明らかとなった。すなわち，遺伝子組換え体における代謝動態変

化を評価する際に，遺伝子組換え体と非遺伝子組換え体のそれぞれについて，独立した

複数個体を確保することで，再現性よく信頼性の高い分析結果が得られることが分かっ

た。 

 

（２）ニワトリ遺伝子組換え体と非遺伝子組換え体間でのメタボローム比較解析 

 緑色蛍光タンパク質遺伝子を導入した遺伝子組換え体と非遺伝子組換え体の一ヶ月

齢の雌個体由来の血漿試料を用いて，含有代謝物質レベルの網羅的比較解析を行った。

主成分分析では両グループ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，緑色蛍光タンパク質遺伝子を導入する遺伝子組換え操作が一ヶ月齢の雌個体

の血漿中の代謝物質含有量に与える影響は限定的であることが分かった。 

 

（３）ジャガイモゲノム編集個体と非ゲノム編集個体間でのメタボローム比較解析 

 ゲノム編集技術の一種である TALEN 法の適用によりステロール側鎖還元酵素遺伝

子（SSR2）に変異を導入し有毒グリコアルカロイド含量を低減させた GE ジャガイモ
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の評価を実施した。GE ジャガイモ試料では，3 種類の代謝物質（カンペステロール，

コレステロール，およびソラニジン）において対照試料との差異的な蓄積が見られた。 

 GE ジャガイモにおけるコレステロールとソラニジンの減少については，ともに遺伝

子操作と蓄積量減少との因果関係を代謝生化学の視点から説明できる。コレステロール

とソラニジンは，標的遺伝子（SSR2）がコードする酵素が触媒する代謝反応の下流で生

合成される代謝物質である 7)。SSR2 を欠損させた GE ジャガイモにおいて，コレステ

ロールとソラニジンの蓄積レベルが低いという結果は，ジャガイモの SGA 生合成経路

に関する知識と矛盾しない。 

 一方，GE ジャガイモにおけるカンペステロールの増加の原因については，複数の可

能性が考えられる。一つ目は，標的遺伝子 SSR2 の欠損によりステロイドグリコアルカ

ロイド生合成経路が遮断されたことによって植物ステロール生合成経路への前駆体物

質供給量が増加した可能性である（図 9）。二つ目は，SSR2 の欠損がそのパラログ遺伝

子 SSR1 の機能発現に影響を及ぼした可能性である。GE ジャガイモでは SSR1 が触媒

する代謝反応の基質であるイソフコステロールが減少しており，その反応産物である 

β-シトステロールが増加傾向にあった（図 9）。上記の 2 つの可能性については，並行

して進められているトランスクリプトーム解析およびプロテオーム解析の結果と合わ

せて総合的に考察する必要がある。三つ目は，変異導入に伴うフレームシフトやアミノ

酸置換・欠損によって内生 SSR2 とは異なる機能を獲得した変異タンパク質が発現し

ている可能性である。GE ジャガイモの母本品種サッシーは 4 倍体であるため，4 個

の SSR2 対立遺伝子が存在する。TALEN 法を適用してこれらの対立遺伝子の同時編集

を試みた場合，個々の対立遺伝子が独立したイベントによって編集を受けるため，導入

変異には多様性が生じることが予想される。一方，編集を受けた遺伝子の発現制御を司

るプロモーター領域は保存されるため，本来の SSR2 発現条件下で，変異型 SSR2 が

発現する可能性がある。現在，#71 系統における SSR2 遺伝子の欠失状況の解析が進め

られている（梅基ら）。 

 

E. 結論 

（１）ニワトリ雌雄個体間でのメタボローム比較解析 

 本研究は，遺伝子組換え技術を用いて外来タンパク質を発現させたニワトリの代謝状

態をメタボロミクスによって包括的に評価するための基礎的な知見を得ることが目的

である。まず，雌雄個体間での平常時の代謝状態の差異を把握するために，一ヶ月齢の

雌個体および雄個体の血漿試料を用い，試料間でのメタボローム比較解析を実施した。

雌雄間で含有レベルに差がある代謝物質をリスト化した。得られた結果は，ニワトリ遺



58 
 

伝子組換え体における代謝解析のための基礎データとして使用する。 

 

（２）ニワトリ遺伝子組換え体と非遺伝子組換え体間でのメタボローム比較解析 

 本研究は，外来タンパク質の発現がニワトリの血漿中代謝産物の蓄積状況に及ぼす影

響を評価することが目的である。外来タンパク質発現ニワトリのモデルとして遺伝子組

換え技術により緑色蛍光タンパク質遺伝子を導入したニワトリを評価対象とした。緑色

蛍光タンパク質遺伝子を導入した遺伝子組換え体と非遺伝子組換え体の一ヶ月齢の雌

個体由来の血漿試料を用いて，含有代謝物質レベルの網羅的比較解析を行った。その結

果，血漿中代謝物質含有量については，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，細胞が含まれる臓器や組織を材料とし，多検体のプロ

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。 

 

（３）ジャガイモゲノム編集個体と非ゲノム編集個体間でのメタボローム比較解析 

 本研究は，植物の代謝改変を目的として実施されたゲノム編集操作が，目的以外の代

謝機能に及ぼす影響をメタボロミクスによって包括的に評価することが目的である。実

験には，毒性ステロイドアルカロイド（ソラニジン）含量の減少を目的として，TALEN

法によるゲノム編集でステロール側鎖還元酵素をコードする SSR2 遺伝子を破壊し，ス

テロイドアルカロイド生合成を遮断したジャガイモ塊茎，および母本品種塊茎を供試し，

代謝物質蓄積の類似性と相違性を明らかにすることを目的とした。主成分分析および

個々のピーク平均値の差の検定から，このゲノム編集による SSR2 遺伝子破壊では，目

的としたステロール生合成経路以外の代謝機能に与える影響は限定的であることを明

らかにした。ゲノム編集ジャガイモでは，ゲノム編集を反映して SSR2 が触媒する代

謝反応の下流の代謝物質（コレステロール，ソラニジン）が減少していた。一方，植物

主要ステロールの一種であるカンペステロール含量の顕著な増加を確認した。カンペス

テロールは作物を含む広範な植物種に普遍的に存在する代謝物質であり，これまでに毒

性に関する報告はない。一方，極性画分の代謝物質にも差異が認められたが，ステロー

ル生合成とアミノ酸代謝の関連は明らかではない。 
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 なし 

3. その他 

 なし 



Peak ID .:8�
�� (min) Compound name
PP-I.S.1 24.93 ribitol (5TMS)-01
PP-I.S.2 25.25 ribitol (5TMS)-02

PP01 9.29 pyruvic acid (1MEOX 1TMS)
PP02 9.63 lactic acid (2TMS)
PP03 10.77 alanine (2TMS)
PP04 11.27 unidentified-01
PP05 12.41 3-hydroxybutanoic acid (2TMS)
PP06 15.92 proline (2TMS)
PP07 16.19 glycine (2TMS)
PP08 16.36 succinic acid (2TMS)
PP09 17.62 serine (3TMS)
PP10 18.24 threonine (3TMS)
PP11 20.00 amino malonic acid (3TMS)
PP12 20.44 malic acid (3TMS)
PP13 20.68 5-oxo proline (2TMS)-01
PP14 20.94 5-oxo proline (2TMS)-02
PP15 21.07 aspartic acid (3TMS)
PP16 21.16 proline (3TMS)
PP17 21.72 cysteine (3TMS)
PP18 22.16 pentanedioic acid (1MEOX 2TMS)
PP19 22.82 unidentified-02
PP20 22.88 unidentified-03
PP21 23.01 glutamine (3TMS)
PP22 23.86 unidentified-04
PP23 23.96 asparagine (3TMS)
PP24 24.86 unidentified-05
PP25 25.80 unidentified-06
PP26 26.60 ornithine (4TMS)
PP27 26.78 isocitric acid (4TMS)
PP28* 28.27 glucose (1MeOX 5TMS)
PP29 28.60 galactose (1MEOX 5TMS)
PP30 28.81 glucitol (6TMS)
PP31 28.93 ascorbic acid (4TMS)
PP32 29.14 maltose (1MEOX 8TMS)
PP33 29.62 talose (5TMS)-01
PP34 29.80 unidentified-07
PP35 30.38 gulose (5TMS)
PP36 31.24 myo-inositol (6TMS)
PP37 31.34 uric acid (4TMS)
PP38 32.86 tryptophan (3TMS)
PP39 33.06 inositol 1-phosphate (7TMS)
PP40 34.03 cystine (4TMS)
PP41 34.37 unidentified-08
PP42 34.65 unidentified-09
PP43 34.78 unidentified-10
PP44* 35.81 EDTA (4TMS)

��1. 5=4;��	��'����")�#+%6?0;24

*; ��")��$%6?0������������ ����4;93<1;<��������!��94/1,7>&(*
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��2. *1)/�����!�����"���# +2%/')

Peak ID $.,�	
� (min) Compound name
LP-I.S.1 38.41 testosterone (1TMS)-01
LP-I.S.2 38.52 testosterone (1TMS)-02

LP01 8.49 unidentified-11
LP02 8.70 propionic acid (2TMS)
LP03 9,87 unidentified-12
LP04 10.16 hydroxylamine (3TMS)
LP05 11.03 unidentified-13
LP06 11.90 unidentified-14
LP07 13.52 unidentified-15
LP08 13.70 benzoic acid (1TMS)
LP09 14.23 unidentified-16
LP10 14.42 ethanilamine (3TMS)
LP11 14.74 phospholic acid (3TMS)
LP12 14.82 glycerol (3TMS)
LP13 18.14 unidentified-17
LP14 18.96 unidentified-18
LP15 19.43 unidentified-19
LP16 22.42 unidentified-20
LP17 25.07 phospholic acid (4TMS)
LP18 25.29 unidentified-21
LP19 25.62 15:0FAME
LP20 26.85 16:1FAME
LP21 26.93 16:1FAME
LP22 27.30 16:0FAME
LP23 27.68 unidentified-22
LP24 28.85 talose (5TMS)-02
LP25 29.24 16:0FA (1TMS)
LP26 29.95 18:2FAME
LP27 30.05 18:1FAME
LP28 30.43 18:0FAME
LP29 31.70 18:2FA (1TMS)
LP30 31.78 18:1FA (1TMS)-01
LP31 31.88 18:1FA (1TMS)-02
LP32 32.17 18:0FA (1TMS)
LP33 32.35 20:4FAME
LP34 32.44 20:3FAME-01
LP35 32.59 20:3FAME-02
LP36 32.86 20:2FAME
LP37 32.93 20:1FAME
LP38 33.29 20:0FAME
LP39 33.88 20:4FA (1TMS)-01
LP40 33.97 20:3FA (1TMS)
LP41 34.10 unidentified-23
LP42 34.16 20:4FA (1TMS)-02
LP43 34.45 20:2FA (1TMS)
LP44 34.51 20:1FA (1TMS)
LP45 34.86 20:0FA (1TMS)
LP46 34.97 22:6FAME-01
LP47 35.05 unidentified-24
LP48 36.35 22:6FAME-02
LP49 36.88 unidentified-25
LP50* 43.31 cholesterol (1TMS)
LP51 43.6 unidentified-26
LP52 44.27 campesterol (1TMS)
LP53 45.13 β-sitosterol (1TMS)
LP54 48.46 unidentified-27

*; ���"��� +2%3����������FA; fatty acid, FAME; fatty acid methyl ester, TMS;
)/-(0&/0���
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Peak ID .43��� ��,-728/'�� ��� Compound name
P001 1100.2 73 Alanine
P002 1103.2 73 Alanine
P004 1183.9 75 7:0 FA
P008 1226.0 144 Valine
P009 1227.0 144 Valine
P010 1228.5 144 Valine
P011 1232.1 144 Valine
P014 1261.5 174 Beta-Alanine
P015 1265.1 174 Beta-Alanine
P016 1266.1 174 Beta-Alanine
P018 1276.8 299 Glucose-1-phosphate
P019 1277.8 174 Beta-Alanine
P020 1278.3 299 Phosphoric acid
P022 1279.9 174 Beta-Alanine
P023 1282.9 299 Glucose-1-phosphate
P024 1289.0 158 Leucine
P025 1289.5 299 Glucose-1-phosphate
P026 1294.1 299 Glucose-1-phosphate
P027 1297.1 73 Glycerol
P028 1297.6 147 Glycerol
P029 1298.6 158 Leucine
P030 1301.9 158 Isoleucine
P031 1302.5 73 Threonine
P032 1303.1 158 Isoleucine
P033 1306.5 158 Isoleucine
P034 1309.3 73 Threonine
P035 1309.9 158 Isoleucine
P036 1313.3 174 Glycine
P037 1315.0 73 Threonine
P038 1316.1 147 Succinate
P039 1319.6 174 Glycine
P040 1328.1 147 Succinate
P041 1353.8 147 Itaconate
P042 1361.1 245 Fumarate Acid
P045 1432.1 74 11:0 FAME
P054 1497.3 147 Malic Acid
P055 1499.8 73 Malic acid
P057 1512.1 73 Malic acid
P058 1514.1 156 5-Oxoproline
P059 1516.2 156 5-Oxoproline
P062 1523.0 174 gamma-Aminobutyricacid
P063 1528.4 156 5-Oxoproline
P066 1533.8 156 5-Oxoproline
P067 1534.5 232 Aspartic acid
P068 1542.7 232 Aspartic acid
P069 1550.2 232 Aspartic acid
P070 1576.0 73 Alpha-ketoglutaric acid
P071 1597.1 73 Alpha-ketoglutaric acid
P073 1621.0 218 Phenylalanine
P074 1630.5 218 Phenylalanine
P076 1639.3 218 Phenylalanine
P079 1771.3 147 Aconitic acid
P080 1793.6 156 Glutamine
P082 1830.7 142 Ornitine
P083 1834.7 142 Ornitine
P084 1840.5 142 Ornitine
P085 1851.9 273 Citric acid
P087 1930.4 73 Glucose
P088 1933.9 73 Glucose
P089 1936.3 319 Glucose
P091 1943.2 319 Glucose
P095 1959.3 73 Mannitol
P096 1980.5 73 Ascorbic acid
P097 1981.4 205 Ascorbic acid
P098 2040.2 313 Palmitic acid
P099 2044.7 313 Palmitic acid
P100 2051.0 117 16:0 FA
P104 2125.3 305 Myo-Inositol
P105 2130.0 73 Myo-Inositol
P106 2239.5 202 Tryptophan
P107 2249.1 117 18:0 FA
P114 2713.2 361 Sucrose
P115 2813.6 69 Squqlane
P116 2819.6 69 Squqlane
P117 2826.8 69 Squqlane
P118 2832.7 69 Squqlane
P119 2836.3 69 Squqlane

��!. 1605��	��"�#)(���	��"�'�����'����$*��%+&28/'�
��

P; ������FA; fatty acid, FAME; fatty acid methyl ester
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# 4. BJAG'�	��0�1:9)'�	��0�8"����8)����2;��4<5CL@8�
��
Peak ID ?FE���� �$=>KCL@8*�,�*� Compound name

N001 1101.4 73 Alanine
N006 1172.9 75 7:0 FA
N012 1259.5 116 Serine
N013 1261.6 174 Beta-Alanine
N014 1266.1 174 Beta-Alanine
N015 1270.2 174 Beta-Alanine
N018 1279.9 174 Ethanol amine
N019 1281.4 299 Glucose-1-phosphate
N021 1283.9 299 Glucose-1-phosphate
N022 1290.0 299 Glucose-1-phosphate
N023 1293.6 299 Phosphoric acid
N024 1297.1 205 Glycerol
N026 1316.2 174 Glycine
N027 1319.6 174 Glycine
N031 1369.1 215 9:0 FA
N039 1497.3 85 Pentadecane
N041 1518.2 156 5-Oxoproline
N043 1523.0 174 gamma-Aminobutyricacid
N044 1533.8 156 5-Oxoproline
N046 1550.2 232 Aspartic acid
N049 1711.5 71 Heptadecane
N050 1799.8 71 Octadecane
N051 1854.3 285 14:0 FA
N053 1927.0 74 16:0 FAME
N055 1941.4 319 Glucose
N056 2000.0 71 Icosane
N058 2040.2 313 Palmitic acid
N059 2051.9 117 16:0 FA
N061 2095.6 81 18:2 FAME
N062 2101.0 71 Henicosane
N063 2101.9 74 18:1 FAME
N064 2107.6 74 18:1 FAME
N065 2122.6 74 18:0 FAME
N066 2129.1 74 18:0 FAME
N067 2150.7 327 17:0 FA
N068 2162.9 327 Margarate
N069 2216.6 75 Linoleic acid
N076 2250.9 341 18:0 FA
N077 2260.5 79 20:4 FAME
N078 2278.7 79 20:3 FAME
N079 2347.3 117 19:0 FA
N083 2446.3 117 20:0 FA
N084 2453.6 79 22:6 FAME
N085 2468.3 79 22:6 FAME
N098 3156.2 502 α-tocopherol
N101 3164.2 329 Cholesterol
N103 3266.0 129 Campesterol
N104 3355.4 129 Sitosterol

# 5. BJAG'�	��0�1:9)'�	��0�8 (�&71/6!�IDH7���3%;<5CL@

p value FDR

N102 Unknown 0.0120 0.98 0.74

N; )����+*FA; fatty acid, FAME; fatty acid methyl ester

Peak ID Compound name
Student's t test (��0�*.-*)��0�) CL@��

(��0�/)��0�)

N; )����+*FDR; false discovery rate
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% 6. hpedo GE '�[ Cont '�T`��VbY,���(�]$*�)]!�

Mean SD Mean SD
N076 Campesterol 11286 1469 1123 152 10.1 0.0003 0.0258
N069 Cholesterol 1292 469 5357 564 -4.1 0.0006 0.0258
N071 Solanidine 1950 657 102032 20199 -52.3 0.0016 0.0500
N079 N079 4579 601 6649 356 -1.5 0.0044 0.1021
N087 N087 5347 627 7577 409 -1.4 0.0063 0.1158
N086 N086 20508 2812 28354 2341 -1.4 0.0183 0.2805
N085 N085 17527 2530 23979 1903 -1.4 0.0244 0.3144
N045 Heptacosane-like 1 2655 619 1947 348 1.4 0.0515 0.3144
N090 N090 6040 1087 4325 645 1.4 0.0522 0.3144
N020 C17:0FA-like 1 6203 1338 9028 1112 -1.5 0.0529 0.3144
N077 N077 4028 556 3193 259 1.3 0.0535 0.3144
N058 N058 3971 480 5066 864 -1.3 0.0577 0.3144
N007 C16:0FAME-like 1 72594 10026 57418 8911 1.3 0.0599 0.3144
N056 N056 5184 702 6667 1342 -1.3 0.0599 0.3144
N082 β-Sitosterol 112932 14688 90025 7438 1.3 0.0619 0.3144
N060 C27:0FAlc 31645 3281 37244 2319 -1.2 0.0635 0.3144
N026 C20:0FAME 19864 1283 22692 1772 -1.1 0.0659 0.3144
N015 C18:1FAME-like 1 1327 262 873 404 1.5 0.0664 0.3144
N084 N084 3801 928 2426 179 1.6 0.0682 0.3144
N075 N075 237900 21314 208841 14512 1.1 0.0684 0.3144
N053 N053 8489 1429 11331 1265 -1.3 0.0736 0.3223
N044 N044 27757 5849 19719 1365 1.4 0.0944 0.3592
N050 C25:0FAlc 13941 3097 9554 823 1.5 0.0955 0.3592
N081 C30:0FAlc 142878 21120 113447 13845 1.3 0.0977 0.3592
N089 N089 14971 3590 13055 2389 1.1 0.1016 0.3592
N016 N016 43674 3057 47749 3340 -1.1 0.1041 0.3592
N078 N078 11587 1595 9381 634 1.2 0.1054 0.3592
N040 N040 3343 336 3581 351 -1.1 0.1128 0.3705
N017 C18:0FAME-like 1 51058 3616 55754 4542 -1.1 0.1313 0.4166
N029 C21:0FAlc 91383 14524 75177 4243 1.2 0.1529 0.4688
N080 C30:0FAME 101667 13469 89491 9404 1.1 0.1616 0.4796
N057 N057 3933 1240 3301 555 1.2 0.1755 0.5046
N009 C17:0FAME 1473 388 1092 137 1.3 0.1835 0.5117
N027 C19:0FA-like 1 5725 961 6739 582 -1.2 0.1981 0.5260
N021 C18:2FA-like 1 1563 349 1287 159 1.2 0.2001 0.5260
N074 N074 18088 1764 16606 733 1.1 0.2219 0.5670
N065 C28:0FAME 107275 13958 119715 6613 -1.1 0.2389 0.5845
N022 C18:0FA 9650 1216 10130 1024 -1.0 0.2495 0.5845
N008 C17:0FAME-like 1 650 207 514 132 1.3 0.2512 0.5845
N036 C22:1FAME-like 1 562 149 680 370 -1.2 0.2541 0.5845
N083 N083 12497 1481 11641 1097 1.1 0.2967 0.6501
N034 Pentacosane-like 1 4455 999 3772 1042 1.2 0.3008 0.6501
N054 C26:0FAME 16464 1992 17408 1196 -1.1 0.3038 0.6501
N037 C22:0FAME 9099 1673 10236 1562 -1.1 0.3247 0.6698
N025 Tricosane-like 1 2957 478 2556 579 1.2 0.3276 0.6698
N061 N061 4172 1153 4449 946 -1.1 0.3441 0.6807
N047 C24:0FAlc 42560 5941 38879 2025 1.1 0.3488 0.6807
N011 N011 12200 1893 10929 4135 1.1 0.3603 0.6807
N038 N038 17716 1887 20018 3253 -1.1 0.3640 0.6807
N010 C16:0FA 28852 5367 27593 3131 1.0 0.3699 0.6807
N046 C24:0FAME 15607 2099 17022 2015 -1.1 0.3963 0.7085
N039 N039 18297 1533 20893 4126 -1.1 0.4053 0.7085
N052 N052 32154 1292 31679 862 1.0 0.4155 0.7085
N001 N001 22514 6271 20817 4751 1.1 0.4158 0.7085
N019 N019 3532 817 3920 475 -1.1 0.4336 0.7252

(Continued)

GE (n = 3) Cont (n = 3)
��lqf�� c)

Compound name b)Peak ID a) lqf���-d)

(GE/Cont)

Student's t-test e)

p-value q-value
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% 6. (Continued)

Mean SD Mean SD
N063 N063 6029 1415 6811 1625 -1.1 0.4853 0.7568
N002 Glucose-1-phosphate 859 524 731 336 1.2 0.4880 0.7568
N070 N070 10904 1428 10091 1813 1.1 0.4926 0.7568
N088 N088 62588 19255 52677 9428 1.2 0.4932 0.7568
N051 N051 12127 1998 13036 1053 -1.1 0.4936 0.7568
N030 N030 3752 1107 4417 937 -1.2 0.5045 0.7609
N033 N033 4933 1494 5785 1161 -1.2 0.5175 0.7679
N048 N048 3777 1429 3292 853 1.1 0.5270 0.7696
N062 N062 18548 2957 17317 874 1.1 0.5370 0.7719
N049 N049 4729 1147 4534 623 1.0 0.5631 0.7929
N003 N003 6997 1972 6590 1931 1.1 0.5695 0.7929
N073 C29:0FAlc 6516 1314 6095 1038 1.1 0.5774 0.7929
N031 N031 3184 1081 3559 498 -1.1 0.6293 0.8414
N035 N035 3434 1140 3847 629 -1.1 0.6311 0.8414
N059 N059 8854 2331 9605 2340 -1.1 0.6527 0.8458
N041 N041 2955 512 3107 259 -1.1 0.6617 0.8458
N068 N068 267175 28972 274459 19263 -1.0 0.6619 0.8458
N091 N091 5516 2971 4642 1415 1.2 0.6996 0.8817
N064 N064 4482 934 4614 654 -1.0 0.7177 0.8898
N005 C14:0FAME-like 1 556 112 535 121 1.0 0.7354 0.8898
N028 C21:0FAME 2336 482 2430 359 -1.0 0.7470 0.8898
N014 C18:2FAME-like 1 42452 4511 43549 3648 -1.0 0.7542 0.8898
N043 C23:0FAME 4806 1490 5113 1123 -1.1 0.7544 0.8898
N004 Malate-like 1 538 123 519 144 1.0 0.8166 0.9488
N042 C22:0FAlc 36759 5374 37428 2269 -1.0 0.8539 0.9488
N072 C29:0FAME 38917 2426 38638 3227 1.0 0.8647 0.9488
N066 N066 7544 1173 7616 1085 -1.0 0.8655 0.9488
N023 N023 3767 539 3726 268 1.0 0.8842 0.9488
N006 Octadecane-like 1 514 132 509 130 1.0 0.8944 0.9488
N055 C26:0FAlc 141264 19493 139660 6388 1.0 0.8960 0.9488
N012 C18:2FAME 55165 6385 55524 5593 -1.0 0.9000 0.9488
N013 N013 7026 1593 7128 1828 -1.0 0.9037 0.9488
N018 N018 25912 6905 25492 3421 1.0 0.9189 0.9488
N032 N032 3534 1357 3432 953 1.0 0.9251 0.9488
N067 C28:0FAlc 671457 105905 668179 89049 1.0 0.9310 0.9488
N092 N092 26507 7119 26199 6207 1.0 0.9469 0.9488
N024 C20:2FAME-like 1 548 131 546 144 1.0 0.9488 0.9488

a) N; ,���	PA.-<87-E@NNO-@BGC/-<8>;7-E@NNO-@BGC-IDNFOH-DMNDLPB.-=;7-gkn#+'�t9KJN7-��'�t?:7-����PC.-=;-[-9KJN-*Z]
lqf���r=;29KJNsc�WYP=;29KJN-�U-4-��]�
^-9KJN2=;-�c& WtX]�\Q0rmdjisRc�WYP�]"��U-5-��
]�
^�Z�WYPD.-�U-3136-_a�VS�
^�Z�WYP

Peak ID a) Compound name b)

��lqf�� c)

lqf���-d)

(GE/Cont)

Student's t-test e)

GE (n = 3) Cont (n = 3)
p-value q-value
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% 7. godcn GE '�Z Cont '�S_��UaX���(�\$*�)\!�

Mean SD Mean SD
P056 P056 19015 3660 12365 2715 1.5 0.0029 0.2438
P017 Glycine 4593 312 3643 506 1.3 0.0050 0.2438
P007 Leucine 41845 6171 23013 4755 1.8 0.0070 0.2438
P125 1-Kestose-like 2 486 132 681 93 -1.4 0.0090 0.2438
P036 P036 107781 23150 77126 19468 1.4 0.0128 0.2438
P026 P026 31968 5677 21755 3261 1.5 0.0144 0.2438
P055 P055 124600 21890 83068 20978 1.5 0.0145 0.2438
P005 Valine 91723 17793 50893 7553 1.8 0.0168 0.2438
P014 Isoleucine 66301 14917 33400 5492 2.0 0.0200 0.2438
P060 P060 55534 11598 40300 8407 1.4 0.0214 0.2438
P016 Succinate-like 1 1197 44 1006 124 1.2 0.0216 0.2438
P059 P059 10797 2641 7131 1625 1.5 0.0239 0.2438
P061 Phenylalanine 41073 10375 15873 3936 2.6 0.0252 0.2438
P102 Tryptophan 32954 10250 12456 4115 2.6 0.0337 0.3037
P078 Quinate 135156 21638 251428 56039 -1.9 0.0404 0.3390
P090 Tyrosine-like 1 76671 28297 28534 9449 2.7 0.0455 0.3580
P088 Lysine 23223 2827 16488 2822 1.4 0.0523 0.3604
P069 Ribitol 60352 1220 59821 1525 1.0 0.0524 0.3604
P118 P118 13604 3935 25741 6700 -1.9 0.0543 0.3604
P010 Nicotinate-like 1 823 92 1032 144 -1.3 0.0634 0.3995
P063 P063 20359 4654 13368 2401 1.5 0.0798 0.4424
P050 γ-Aminobutyrate 69847 4668 77028 5112 -1.1 0.0803 0.4424
P052 P052 87936 28608 48359 3241 1.8 0.0855 0.4424
P084 P084 22416 6696 12835 2722 1.7 0.0901 0.4424
P029 P029 6591 1295 5385 743 1.2 0.0909 0.4424
P064 P064 103139 25866 66928 12352 1.5 0.0913 0.4424
P076 P076 3270 387 3682 196 -1.1 0.1158 0.5222
P075 Citrate-like 1 358618 42057 407053 25504 -1.1 0.1166 0.5222
P077 Quinate-like 1 6805 12631 486 132 14.0 0.1243 0.5222
P046 γ-Aminobutyrate-like 1 486 132 5206 9486 -10.7 0.1287 0.5222
P066 P066 165106 29922 132908 23838 1.2 0.1294 0.5222
P043 P043 13736 2717 9386 2811 1.5 0.1326 0.5222
P027 β-Cyanoalanine 2536 738 1831 615 1.4 0.1533 0.5854
P085 P085 6220 947 5130 1179 1.2 0.1733 0.6423
P111 P111 3573 1285 4327 983 -1.2 0.1925 0.6929
P024 Itaconate-like 1 737 302 998 266 -1.4 0.2047 0.7164
P072 Glutamine 1012 222 1354 571 -1.3 0.2146 0.7184
P109 P109 4749 884 5486 1128 -1.2 0.2167 0.7184
P091 Mannitol 6106 634 7462 1483 -1.2 0.2274 0.7307
P089 Tyrosine 3100 1633 1674 1309 1.9 0.2320 0.7307
P079 P079 24658 5415 20388 3643 1.2 0.2435 0.7482
P022 Fumarate-like 1 582 126 516 133 1.1 0.2505 0.7508
P053 Hexadecane 542 178 665 207 -1.2 0.2562 0.7508
P106 Glucose-6-phosphate 2400 644 2939 714 -1.2 0.2987 0.8338
P087 P087 5985 2043 4247 1212 1.4 0.3103 0.8338
P013 P013 83037 19061 58812 29714 1.4 0.3180 0.8338
P018 Succinate 528 147 623 105 -1.2 0.3282 0.8338
P012 Threonine-like 1 919 736 1422 1173 -1.5 0.3343 0.8338
P119 P119 3844 1313 3059 873 1.3 0.3433 0.8338
P105 Fructose 6-phosphate-like 1 970 256 1154 285 -1.2 0.3461 0.8338
P124 1-Kestose-like 1 737 333 1101 444 -1.5 0.3522 0.8338
P104 Glucose-6-phosphate-like 1 826 198 964 247 -1.2 0.3585 0.8338
P108 P108 9063 1943 7632 1977 1.2 0.3689 0.8338
P065 P065 89406 11279 82862 11168 1.1 0.3788 0.8338
P073 Ornitine-like 1 5270 1107 4515 1307 1.2 0.3803 0.8338

(Continued)

Peak ID a) Compound name b)

��kpe�� c)

kpe���,d)

(GE/Cont)

Student's t-test e)

GE (n = 3) Cont (n = 3)
p-value q-value
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% 7. (Continued)

Mean SD Mean SD
P058 Phenylalanine-like 1 2372 3835 514 132 4.6 0.3866 0.8338
P054 α-Ketoglutaric acid-like 1 9865 11192 4381 6658 2.3 0.3877 0.8338
P030 P030 3940 105 3887 193 1.0 0.3965 0.8338
P051 α-Ketoglutaric acid-like 2 19162 15742 9463 10899 2.0 0.4048 0.8338
P096 P096 7002 1565 5845 1547 1.2 0.4091 0.8338
P040 Aspartic acid-like 2 5280 2600 3864 2307 1.4 0.4194 0.8338
P057 C13:0FAME-like 1 2179 1681 1355 1570 1.6 0.4199 0.8338
P068 Putrescine 555 106 523 116 1.1 0.4222 0.8338
P070 Aconitic acid-like 1 486 132 526 147 -1.1 0.4280 0.8338
P098 P098 4054 829 4918 1421 -1.2 0.4322 0.8338
P009 Glucose-1-phosphate 485323 48154 508970 54985 -1.0 0.4368 0.8338
P071 P071 3263 1478 4940 2620 -1.5 0.4470 0.8407
P002 P002 21592 6549 19406 6766 1.1 0.4606 0.8534
P121 P121 3798 1066 3068 1140 1.2 0.4923 0.8685
P011 Glycerol-like 1 2273 579 1965 549 1.2 0.4963 0.8685
P097 myo-Inositol 14208 3009 16898 5170 -1.2 0.4981 0.8685
P001 Undecane-like 1 1080 309 956 394 1.1 0.5038 0.8685
P074 P074 4441 2056 6176 2925 -1.4 0.5045 0.8685
P110 Sucrose-like 2 552 135 526 147 1.0 0.5203 0.8685
P100 P100 4025 816 4415 801 -1.1 0.5206 0.8685
P083 Glucose-like 1 9387 20845 4384 7082 2.1 0.5284 0.8685
P080 Fructose 96948 91164 59595 21372 1.6 0.5590 0.8685
P037 P037 8315 1520 7744 753 1.1 0.5608 0.8685
P095 P095 4805 4499 2929 924 1.6 0.5660 0.8685
P019 Succinate-like 2 523 143 545 132 -1.0 0.5663 0.8685
P031 Malate-like 2 7157 9483 4321 4542 1.7 0.5685 0.8685
P107 Glucose-6-phosphate-like 2 536 122 567 119 -1.1 0.5726 0.8685
P033 Malate-like 3 3195 5145 1863 1984 1.7 0.5788 0.8685
P116 Maltose 602 251 514 132 1.2 0.5790 0.8685
P047 P047 7732 936 7301 866 1.1 0.5894 0.8713
P122 P122 4079 2333 3229 980 1.3 0.5947 0.8713
P035 Malate-like 1 19183 19659 14436 19291 1.3 0.6131 0.8880
P094 C16:0FA 23525 2151 22994 2530 1.0 0.6264 0.8969
P086 Glucose 133491 108935 95923 31550 1.4 0.6410 0.9007
P003 P003 3880 1008 4205 1272 -1.1 0.6474 0.9007
P115 Sucrose-like 1 374962 363038 302488 375314 1.2 0.6505 0.9007
P081 P081 3935 3369 2851 1029 1.4 0.6626 0.9069
P082 Fructose-like 1 53192 40145 40439 14744 1.3 0.6724 0.9069
P062 P062 74690 11659 78158 18673 -1.0 0.6766 0.9069
P067 Heptadecane-like 1 578 117 546 128 1.1 0.6942 0.9101
P004 P004 4459 1461 4179 965 1.1 0.7068 0.9101
P126 P126 6314 796 6576 1323 -1.0 0.7085 0.9101
P123 P123 10946 1741 10460 2722 1.0 0.7132 0.9101
P034 Malate-like 5 3409 5226 2589 2448 1.3 0.7151 0.9101
P093 C16:0FA-like1 857 612 961 719 -1.1 0.7291 0.9187
P113 P113 98723 17584 103154 24401 -1.0 0.7422 0.9259
P044 5-Oxoproline 196279 27893 206076 35896 -1.0 0.7521 0.9290
P048 Aspartate 88729 11133 85756 12196 1.0 0.7747 0.9331
P101 Tryptophan-like 1 503 125 514 132 -1.0 0.7781 0.9331
P015 P015 4305 843 4178 665 1.0 0.7811 0.9331
P008 Glucose-1-phosphate-like 1 68141 31523 73430 37177 -1.1 0.7850 0.9331
P049 P049 27453 1872 27792 1366 -1.0 0.8000 0.9420
P103 C18:0FA 17644 2922 17188 3836 1.0 0.8224 0.9552
P028 Tetradecane-like 1 758 92 749 134 1.0 0.8380 0.9552
P025 Fumarate 2902 757 3060 988 -1.1 0.8424 0.9552
P041 γ-Aminobutyrate-like 2 1094 434 1036 388 1.1 0.8520 0.9552

(Continued)

Cont (n = 3)
p-value q-value
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(GE/Cont)
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% 7. (Continued)

Mean SD Mean SD
P020 Fumarate-like 2 583 261 560 161 1.0 0.8540 0.9552
P117 P117 19587 5998 20413 6023 -1.0 0.8567 0.9552
P039 5-Oxoproline-like 2 5950 5013 5427 5238 1.1 0.8756 0.9678
P032 Malate-like 4 4895 5954 4331 4800 1.1 0.8922 0.9735
P092 P092 14197 2887 13977 2358 1.0 0.9025 0.9735
P023 Itaconate-like 2 538 123 531 156 1.0 0.9206 0.9735
P038 Malate 66311 19812 65146 6874 1.0 0.9358 0.9735
P045 Aspartic acid-like 1 10290 8013 9833 6744 1.0 0.9387 0.9735
P021 Itaconate 541 125 547 129 -1.0 0.9418 0.9735
P120 P120 24581 6506 25088 9490 -1.0 0.9453 0.9735
P042 5-Oxoproline-like 1 14807 6716 15079 8549 -1.0 0.9458 0.9735
P112 Sucrose 608138 250718 618184 276920 -1.0 0.9503 0.9735
P099 P099 17164 2261 17240 2945 -1.0 0.9698 0.9854
P006 Glucose-1-phosphate-like 2 339567 158098 337371 207440 1.0 0.9813 0.9885
P114 P114 66320 15979 66417 15469 -1.0 0.9885 0.9885

Peak ID a) Compound name b)

��kpe�� c)

kpe���,d)

(GE/Cont)

Student's t-test e)

GE (n = 3) Cont (n = 3)
p-value q-value

a) P; ���	O@-,;76,D?MMN,?AFB.,;7=:6,D?MMN,?AFB,HCMENG,CLMCKOA-,<:6,fjm#+'�s8JIM6,��'�s>96,����OB-,<:,Z,8JIM,*Y\kpe
���q<:18JIMrb�VXO<:18JIM,�T,3,��\�
],8JIM1<:,�b& VsW\�[P/qlcihrQb�VXO�\"��T,4,��\�

]�Y�VXOC-,�T,2025,^`�UR�
]�Y�VXO
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図 1. 限外濾過法による除タンパク質処理の適用が分析結果に及ぼす影響　 
（A）極性画分の GC-MS トータルイオンカレント（TIC）クロマトグラム。上段；変性沈殿法のみ行った試験区，

下段；変性沈殿法+限外濾過法を組み合わせた試験区。（B）非極性画分の GC-MS TIC クロマトグラム。上

段；変性沈殿法のみ行った試験区，下段；変性沈殿法+限外濾過法を組み合わせた試験区。a, a’; phospholic 
acid (3TMS)，b; glucose (5TMS), c; EDTA (4TMS), d; glycerol (3TMS), e; 未同定ピーク群, f; cholesterol 
(1TMS), g; 未同定ピーク群（アスタリスクで示したピーク）。 
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図 2. 主成分分析 
主成分分析は web ツール MetaboAnalyst 3.0 を用いて行った。データの標準化として，エクセルで個々のピー

ク面積値を内部標準物質のピーク面積値に対する相対値に換算し，欠損値の補填（他サンプルの平均値の 1/2 
の値），スケーリング（auto scaling）を行った。（A）PC1 と PC2 の主成分スコアの二次元プロット図。（B）PC3 と 
PC4 の主成分スコアの二次元プロット図。雌個体（#111, #112, #118）は三角，雄個体（#113, #115, #117）は十

字で示した。 
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20:4 FAME	 20:0 FA (1TMS)	 22:6 FAME-01	 unidentified-24	

hydroxylamine (3TMS)	

succinate (2TMS)	 malate (3TMS)	 proline (3TMS)	 glutarate (1MeOX 2TMS)	

unidentified-05	 isocitrate (4TMS) 	 glucitol (6TMS) 	 myo-inositol (6TMS) 	

16:1 FAME-01	 serine (3TMS)	 5-oxoproline (2TMS)-01	

図 3. 雌雄間の比較において蓄積レベルに有意差がみられた代謝産物	

（A）雄グループにおいて蓄積レベルが高かった代謝物。（B）雌グループにおいて蓄積レベルが高かった代謝物。

TMS; トリメチルシリル（TMS）誘導体，FAME; 脂肪酸メチルエステル誘導体。 



図 4. ニワトリ血漿から調製した極性画分の GC-MS TIC クロマトグラム 
（A）遺伝子組換え体（個体番号 T45）。（B）非遺伝子組換え体（個体番号 W51）。EDTA; エチレンジアミン四酢酸。 

図 5. ニワトリ血漿から調製した非極性画分の GC-MS TIC クロマトグラム 
（A）遺伝子組換え体（個体番号 T45）。（B）非遺伝子組換え体（個体番号 W51）。 



図 6. 主成分分析 
主成分分析は web ツール MetaboAnalyst 3.0 を用いて行った。データの標準化方法は auto scaling を選択し

た．（A）第一主成分（PC1）と第二主成分（PC2）の主成分スコアの二次元プロット図。括弧内に各主成分の寄与

率を示した。個体番号 T75 のプロットを点線で囲んだ。（B）PC1 と PC2 のローディングスコアの二次元プロット

図。各プロットにピーク ID を付記した。P; 極性画分。N; 非極性画分。 



図 7. 主成分分析	

ゲノム編集ジャガイモ試料（GE-1, GE-2, GE-3）と対照ジャガイモ試料（Cont-1, Cont-2, Cont-3）の分析結果

の主成分分析は web ツール MetaboAnalyst 3.0 を用いた。データ標準化方法は auto scaling を選択した。A 
および B にはそれぞれ非極性フラクションおよび極性フラクション由来の代謝物候補ピークの検出強度値をも

とにした主成分分析の結果を示した。左側パネル：第一主成分（PC1）と第二主成分（PC2）の主成分スコアをも

とにして作成した二次元プロット図。各主成分の寄与率は図中の括弧内に記し，個々のプロットの注釈を図中

に記した。右側のパネル：PC1 と PC2 のローディングスコアをもとにして作成した二次元プロット図。個々のプ

ロットは検出された代謝物候補ピークに対応する。 	



図 8. GC-MS TIC クロマトグラムの群間比較	

対照ジャガイモ試料およびゲノム編集ジャガイモの各群の特徴を反映する平均的な TIC クロマトグラムを重ね，

カラム保持時間 42 分から 44 分の部分を拡大して表示した。対照ジャガイモ試料（Cont-1） および ゲノム編集

ジャガイモ試料（GE-1） のクロマトグラムはそれぞれ緑色およびマゼンダで示した。ゲノム編集ジャガイモを特徴

付けるコレステロール，ソラニジン，およびカンペステロールを矢印で示した。	

図 9. ジャガイモのステロイドグリコアルカロイド生合成および植物ステロール生合成に関わる代謝経路地図 
代謝経路地図は，Sawai and Ohyama et al. (2014) を参考にして一部を改変して作成した。Shepherd et al. 
(2007) に記載されていたカラム保持指標情報および検出 m/z 情報をもとにして同定した各成分について，内部

標準物質との比較により得られた相対ピーク面積値の平均値を棒グラフで示した（エラーバーは 3 回の独立した

抽出実験の標準偏差を示す）。群間の平均値の差の検定は Student’s t-test を用い，検定結果は図中に記入し

た。ゲノム編集ジャガイモ試料（GE-1, GE-2, GE-3）と対照ジャガイモ試料（Cont-1, Cont-2, Cont-3）を比較し，

5%水準で有意差がみられた場合は，代謝経路地図中の成分名の脇に上向きの赤矢印（ゲノム編集ジャガイモ 

> 対照ジャガイモ試料）あるいは下向きの青矢印（ゲノム編集ジャガイモ <対照ジャガイモ試料）を記入した。

SGAs；ステロイドグリコアルカロイド。	
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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） 

総 合 研 究 報 告 書（平成 27～29年度：分担） 

 

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 27 年度は，遺伝子改変ニ

ワトリ（外来遺伝子導入とゲノム編集）の作出試験を行なうと伴に，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）における

個体差や雌雄差を明らかにするために，非組換えニワトリの血漿，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。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。平成 29 年度は，今後の解析に利用可能な遺伝子改変ニワトリ（外来遺伝

子導入とゲノム編集）の作出・維持を行なうとともに各オミクス解析データの総合

解析を実施した。 

 

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。 

 そこで本研究では，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

検討を行なうことが目的である。平成 27 年度

は，遺伝子改変ニワトリ（外来遺伝子導入とゲ

ノム編集）の作出試験を行なうと伴に，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）における個体

差や雌雄差を明らかにするために，非組換えニ

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。

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。平成 29

年度は，今後の解析に利用可能な遺伝子改変ニ
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ワトリ（外来遺伝子導入とゲノム編集）の作

出・維持を行なうとともに各オミクス解析デー

タの総合解析を実施した。 

 

 

B. 研究方法と結果 

（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。それぞれ

の試料は，研究協力者へオミクス解析のため送

付した。 

 

（３）オミクス解析データの総合評価 

 研究球力者のもとで実施した３つのオミク

ス解析（ニワトリ血漿のメタボローム解析，ニ

ワトリ白血球 mRNA を用いたトランスクリプ

トーム解析，ニワトリ血清のプロテオーム解

析）のデータを全てまとめて，遺伝子組換えに

よる動物細胞への遺伝子から成分変化までを

総合的に評価した。その結果，すべての解析デ

ータにおいて，平成 27 年度に実施した正常ニ

ワトリを用いて得られた個体差を示す変動以

外に外来遺伝子導入による変動は認められな

いことがわかった。 

 

（４）遺伝子改変ニワトリ（外来遺伝子導入と 
   ゲノム編集）の作出・維持 

 培養始原生殖細胞（PGC）を用いる方法で，

遺伝子組換えニワトリとしてセンサー遺伝子

導入ニワトリと ZsGreen 導入ニワトリの作出試

験と維持を行なった。センサー遺伝子導入ニワ

トリは，ウイルスベクター法を用いて，また，

ZsGreen 導入ニワトリは，プラスミドベクター

を用いる方法で行なった。さらに，同培養 PGC
を用いる手法で，ゲノム編集ニワトリとしてア

レルゲンノックアウトニワトリと２種の雄化

遺伝子のノックアウトニワトリの作出試験と

維持を行なった。アレルゲンノックアウトには，

TALEN 法を，雄化遺伝子のノックアウトには，

CRISPR/Cas9 法を使用した。その結果，遺伝子

組換えニワトリとしてセンサー遺伝子導入ニ

ワトリと ZsGreen 導入ニワトリ生殖系列第 2 世

代（G1）の作出試験に成功した。センサー遺伝

子導入ニワトリは，さらに G1 世代が性成熟し

たことから，これらを戻し交配することで系統

の維持と染色体上での導入遺伝子の数と位置

を特定した。また，同培養 PGC を用いる手法

で，ゲノム編集ニワトリとしてアレルゲンノッ

クアウトニワトリと２種の雄化遺伝子のノッ

クアウトニワトリの作出試験を行いそれぞれ

G1 世代の作出に成功した。 
 

 

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, 27-99，28-103-2, 
29-14-2）。 

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，C16-23）を
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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. 考察 

 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。このモデルニワトリを用いたオミクス解

析では，遺伝子組換えによる動物細胞への遺伝

子から成分変化までを総合的に評価した。その

結果，すべての解析データにおいて，平成 27

年度に実施した正常ニワトリを用いて得られ

た個体差を示す変動以外に外来遺伝子導入に

よる変動は認められないことがわかった。今回，

解析した遺伝子改変ニワトリに導入された遺

伝子は GFPであり，細胞内でのみ発現するため，

生体の代謝や恒常性の維持に関わる変動が認

められないことが示唆された。今回，解析した

遺伝子改変ニワトリに導入された遺伝子は GFP

であり，細胞内でのみ発現するため，生体の代

謝や恒常性の維持に関わる変動が認められな

いことが考えられた。 

 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。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。 

 新たなモデルニワトリの作出試験では，培養

始原生殖細胞（PGC）を用いる方法で，遺伝子

組換えニワトリとしてセンサー遺伝子導入ニ

ワトリと ZsGreen導入ニワトリ生殖系列第 2世

代（G1）の作出試験に成功した。センサー遺伝

子導入ニワトリは，さらに G1 世代が性成熟し

たことから，これらを戻し交配することで系統

の維持と染色体上での導入遺伝子の数と位置

を特定した。また，同培養 PGCを用いる手法で，

ゲノム編集ニワトリとしてアレルゲンノック

アウトニワトリと２種の雄化遺伝子のノック

アウトニワトリの作出試験を行いそれぞれ G1

世代の作出に成功した。平成 29 年度に作出し

たモデル遺伝子改変ニワトリは今後，食品利用

に近い個体であることから系統の維持と安全

性評価としてオミクス解析が必要であると考

えられた。 

 

D. 結論 

 オミクス解析データの総合評価では，解析し

た遺伝子改変ニワトリに導入された遺伝子は

GFP であり，細胞内でのみ発現するため，生体

の代謝や恒常性の維持に関わる変動が認めら

れないことが示唆された。今後は，生体の代謝

や機能に影響を及ぼす可能性があり，また食品

への利用が推察されるような遺伝子改変ニワ

トリ（例えばノックアウトニワトリや新機能付

加ニワトリ）での解析が必要である  

 新たなモデル組換え体の作出試験では，今後，

食品利用に近い複数種の組換え体の作出に成

功した。今後は，本研究成果で得られた知見を

もとに，オミクス解析等による安全性評価試験

を行なう必要がある。 
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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  ﾒﾃﾞｨｶﾙ・ｲﾗｽﾄﾚｰﾀ― 理学修士・Biomedical 

 Visualization 修士 
 

 
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。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、日米の 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。 
本研究では、GM 食品が受容されない本質的原因の究明として、消費者の年代別の受

容性の差異の要因を解明すべく、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。前提となる知識や情報が変わるとどのように変化するかについて、世界での穀物栽

培の現状や輸入穀物の IP ハンドリングの実態に関する情報提供によって受容性や支払

い意思額がどのように変化するかについて調査を実施した。 
 

 

A. 研究目的 
GM 食品に対する日本の消費者の意識

は、実際のリスクは明確に認識していない

一方で、摂食意向は低いことが特徴といえ

る。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、

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こと
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が、これまでの当研究分担者による研究結

果から考えられた。 
その特殊な状況下ではリスクコミュニケ

ーションを進めることで、改善または理解

を得る一助になる。 
また、NBT のような従来の GM とは異

なる特徴を持った技術も登場してきてい

る。リスクコミュニケーションも複雑化し

てきており、より一層慎重を期し、新たな

コミュニケーションロジック、手法の開発

が求められている。一方で、NBT の種類

によっては、消費者が従来の GM 技術に

対する受容性とは異質の傾向を示す技術も

ある。これら NBT が持つ特徴は、消費者

とのコミュニケーションの突破口となる可

能性もある。 
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んだ。さらに、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） 
・最先端の GM 技術について整理すると

ともに、アンケート調査により最先端の

GM 技術の特徴（外来遺伝子がない、検

知が不可能等）に対する消費者の意識を

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検討した。 
 

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

ツールを開発し、アンケート調査により

実効性を確認した。 
 

 
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

全性審査の状況等と GM サーモンの最

新動向について、情報収集を実施した。 
 

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った。 
・厚生労働省のパンフレットについて、改

善点を検討した。 
 
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 

生物学の分野では、近年目覚ましいスピ

ードで多くのことが明らかになっており、

技術も日進月歩で進化している。特に、高

校の生物では、この 20 年間で指導内容が

急増しており、消費者のリテラシーに、生

物の履修状況や教育を受けた時期による差

が生じていると考えられる。高校生物の履

修内容（リテラシー）、年代やライフステ

ージの変化（結婚、子育て、子ども独立

等）による食生活・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。 
 
ⅰ.高校生物の履修内容の変化 
I－ⅰ－1.研究方法 

現指導要領（平成 21 年 3 月告示）、旧

指導要領（平成 11 年 3 月告示）、旧々指導

要領（平成元年 3 月告示）について、東京

書籍の生物の教科書の遺伝子や GM に関
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する指導内容の比較を行った。また参考と

して、現指導要領と旧指導要領について

は、入手できた数研出版の資料集について

もその内容を整理した。 
 

I－ⅰ－2. 研究結果 
(1)年代別の違いについて 

GM に関する指導内容について、年代別

の比較を行った。理系で生物選択者が履修

する教科書の比較で、平成元年 3 月に公示

された旧々指導要領の生物Ⅱでは、24 項

目であった GM に関する指導内容が、平

成 11 年 3 月公示の旧指導要領の教科書で

は 63 項目、平成 21 年 3 月公示の現指導

要領では 61 項目と、ほぼ 2.5 倍に増加し

ている。項目ごとにみると、遺伝子発現の

仕組み、GM に関する記載事項が、最も増

えている。遺伝子、DNA に関する基礎的

知識、DNA 複製の仕組み等、基本的な内

容についてはあまり変わっていない。 
なお、GM に関する指導内容の項目自体

は平成 11 年 3 月公示の旧指導要領の教科

書が最も多くなっているが、うち 9 項目は

バイオテクノロジーの科学技術倫理に関す

る問題であるため、技術的内容では最新の

教科書が最も充実している。（表 1、表 
2） 

技術自体の是非を問うような、科学技術

倫理に関する内容については、旧指導要領

の教科書のみに記載があり、現指導要領で

は削除されている。現指導要領での教科書

は、科学的事実のみの記載となっている点

が特徴である。 
 
 
 

                                                   
1 大久保敦(2010)「高校大学 7 年間を通した

科目履修実態調査(自然科学系科目･社会科学

(2)履修状況の違いについて 
文系、理系等の科目選択や受験科目の選

択によって、高校での生物の履修状況は異

なる。受験科目の選択によっては、高校で

まったく生物の授業を受けずに卒業するこ

とが可能となっている（表 3）。2002 年度

の大阪市立大学の入学者 1417 名を対象と

した調査 1では、特に理系の専門科目とし

ての生物の履修率は 20％余りで、地学よ

りは高いが、化学や物理より低くなってい

る。 
また、現指導要領で比較すると、もっと

も初歩的な教科書となっている新編生物基

礎で 19 項目、理系の生物選択者が使用す

るもっとも詳しい教科書で 61 項目と、3
倍以上の違いがある。（表 2） 
I－ⅰ－3. 考察 

平成元年以降の 20 年間余りで、高校の

生物の授業で教えられる GM 技術に関す

る内容は、大きく増加している。特に、旧

指導要領で授業を受けた平成 27 年時点で

20～28 歳と、29 歳以上の世代では、大き

くその内容が異なっており GM のメカニ

ズムを理解するために必要な基礎的知識に

差があると考えられる。（表 4） 
必須の理科の授業で教えられている生物

では、遺伝子や GM 技術に関する内容は

含まれないため、遺伝子に関する授業をま

ったく受けずに高校を卒業することも可能

である。 
また、近年、大学受験において生物系の

学部（医学部など）を受験する場合でも、

受験科目として生物が必須でないケースは

増えてきている。一般に、理系の進路を志

望する学生の科目選択においては、化学と

物理を選択する方が進路選択の幅が広がる

系科目), 『大学教育』第 7 巻第 2 号, pp.45-
48, 大阪市立大学 
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ため、明確に進路が定まっていない高校生

の時点では、選択が広がる化学と物理を選

択し、結果的に生物系の学部に進学して、

大学で改めて生物学を勉強するケースも多

いことが分かった。 
 
ⅱ.年代やライフステージの変化による

GM への需要の影響 
I－ⅱ－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－ⅱ－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 4)。 
 
(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、これと近しい値であった

（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）。 
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(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

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、不分別と表示された食品に遺伝子

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。 
 

(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、2017 年の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、2017 年の本調査では、平日の夕

食に自炊の準備をする場合に気にする点を

聞いた。2007 年調査においても、食品表

示で確認する項目を聞いた。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）。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、

2017 年の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。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、本調査でも気にす

る割合は高かった。 
 

I－ⅱ－3. 考察 
食品の安全性に関心がある層、食品の安

全性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。 
GM 食品への抵抗感は農薬や食品添加物

と比べると低い値であったが、平日の夕食

において、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、気にすることについては自炊

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、食の安全性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
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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、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、non-GM 食品と GM 食品の安

全性の差については、これは DNA の構造

に加え、例えば、消化吸収メカニズムな

ど、複数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、GM に関する説明ロジッ

クおよび説明ツールの素案を作成、検討し

た。また、本研究では、この説明ツールの

検証のためのアンケート調査を行った。 
 
ⅰ.説明資料の作成 
Ⅱ－ⅰ－1 研究方法 
(1) 説明資料の作成 

近年、新しい植物育種技術（New Plant 
Breeding Technologies, NBT）の普及が急

速に進んでいる。一方で、NBT について

は消費者に十分な説明はなされておらず、

従来の遺伝子組換え技術である GM 技術

と NBT との違いが消費者に理解されてい

るとは言い難い。 
このまま消費者に対して十分な説明がな

されないまま技術が普及すると、製品化・

商業化の段階で GM 食品と同じような強

い抵抗にあい、実用化の阻害となる恐れが

ある。 
平成 26 年度の研究において、NBT 及び

セルフクローニング、ナチュラルオカレン

スに関する消費者コミュニケーションを推

進するためのツールとして、文章だけでの

説明文を作成していたが、文章のみでは分

かりにくいとの意見を受け、イラストを試

作した。 
試作版のイラストについては、研究班メ

ンバーや厚生労働省によるレビューを実施

し、複数回の修正を行った。 
イラストの修正履歴については、表 5

を参照されたい。 
また、平成 27 年度、新たに GM 食品の

消化メカニズムに関するイラストを交えた

説明ツールを、一般消費者に分かりやすく

作成した。消化メカニズムを踏まえ、組み

換えられた遺伝子が体内に残存しないこと

を説明することとした。 
 

Ⅱ－ⅰ－2. 研究結果 
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(1) 説明資料の作成とその変遷 
当初作成した資料に対するレビューを受

けて、複数回の改定を重ねて説明資料を作

成した。 
修正の例として、当初は柑橘類を例とし

て説明資料を作成していたが、「食べ物を

事例にするのはやめた方がいい」との指摘

を受けて、バラの例に変更をした（図 
19）。その後、「ナチュラルオカレンス、セ

ルフクローニングは微生物以外を想定しづ

らいため、花で説明資料を作成するとミス

リーディングを招く可能性がある」との指

摘を受け、微生物の例に変更している（図 
20）。また、「エラー」「傷つける」等のネ

ガティブな表現は使わない方が良いなどと

の指摘を受け、表現の修正を行った（図 
21）。 

GM や NBT に関する説明資料として

は、図 22～図 34 を参照されたい。 
また、アンケートに使用する図として、

GM 食品の消化メカニズムについて、次の

とおり絵と文章に基づく説明資料を作成し

た。（図 35） 
 

Ⅱ－ⅰ－3. 考察 
過去の研究において、文章とイラストの

説明の組み合わせで、理解度がどう変わる

かについての調査を実施した結果で、下記

が明らかになっている。 
 
・「文章のみ」を最初に見せて、次に

「文章＋イラスト」を見せると「理解

できる」総数が増す。 
・「文章のみ」を最初に見せて、次に

「文章＋イラスト」を見せると「分か

る」または「よく分かる」人は、「理

解できる」数が増す。 
・「文章のみ」を最初に見せて「少し分

かる」人は、次に「文章とイラスト」

を見せると「理解できる」数が減少す

る。 
・最初から「文章とイラスト」を見せる

と、「理解できる」総数が別々に見せ

たより減少する。 
・最初から「文章とイラスト」を見せる

と、「理解できる」と「少し理解でき

る」数が別々に見せたより減少する。 
 
以上より、科学的な情報を含むリスクコ

ミュニケーションでは、情報量が増えすぎ

ると逆に分かりにくくなり、また、文章の

みで理解したつもりになっていた内容が、

イラストでより正確に伝わった結果、分か

らなくなることもあると考えられる。イラ

ストがあると情報はより伝わりやすくなる

ことは間違いないが、正確な情報が伝わる

ことと理解が深まることとはイコールでは

ないと考えられた。 
また、科学的な正確性を期すことによ

り、ナチュラルオカレンスとセルフクロー

ニングの題材をバラから微生物に変更した

結果、消費者にとっては普段なじみがない

ものが題材となり、親しみやすさが低減し

ているのではないかと推測される。 
 
ⅱ.アンケート調査 
Ⅱ－ⅱ－1 研究方法 

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 
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 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 

 
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 2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－ⅱ－2. 研究結果 
(1) 食品を購入する際に重視する項目（図 

36） 
食品を購入する際、GM でないかを重視

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 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

(2) GM 食品への抵抗感（図 37、図 38） 
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）

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 39、図 40、

図 41） 
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 
42、図 43、図 44） 
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

課程の一番若い層のみ 20 歳と 21 歳を対象

とした。 
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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。 
履修内容の難易度が高い程、正答率も高

い傾向があるが、GM 食品への抵抗感や摂

食意向には履修課程の違いによる傾向はあ

まり見られなかった。 
 
Ⅱ－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

同程度にリスクと認識されている。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 GM
メカニズムの理解には多少の差があるが、

GM 食品への抵抗感について差はあまり見

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。 
 
 
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)  

過年度の研究で、欧米の食品安全行政に

おけるリスクコミュニケーションについ

て、EU、米国連邦政府での実施体制や計

画、リスクコミュニケーションに関する新

たな展開に関する調査を行った。その中

で、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あった。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、

2015 年 11 月 19 日には FDA（米国食品医

薬品局）によって食品利用が承認されたと

発表された。この 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。 
そこで、本研究では、米国における GM

サーモンの食品利用の承認に係る動向やそ

の反響について、レビューを行った。 
また、EU をはじめとする各国の情報に

ついて、各種会議や文献での情報収集を行

った。 
 
ⅰ.GM サーモンに関する米国・カナダの動

向 
Ⅲ－ⅰ－1. 研究方法 

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。 
 
Ⅲ－ⅰ－2. 研究結果 

(1)平成 27 年度の動き 
FDA は、2015 年 11 月 19 日に発表した

Web サイトの「Consumer Health 
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Information3」の記事の中で、

AquaBounty 社による GM サーモンが連

邦食品・医薬品・化粧品法（Federal 
Food, Drug, and Cosmetic Act）によって

定められた安全性と有効性の基準を満たし

ていることを認め、食品として利用するこ

とを承認すると発表した。安全性について

は、GM 技術を用いることによって病気に

ならないサーモンの影響の側面と、GM サ

ーモンの食用としての側面を確認した上

で、成長速度が通常のサーモンに比べて速

いという効果についても認めた。また、企

業が養殖を実施する施設はパナマとカナダ

の二つの陸上施設に限られ、淡水の水槽の

複層構造は、魚が自然に放たれる可能性が

低く、その管理・監視状態は適切であり、

環境に重大な影響を与えることはないとい

う判断がされた。米国では、GM 食品に対

して、特に GM である旨を表示すること

は法律では定められていないが、多くの消

費者はその情報に関心があり、食品販売側

もその区別をつけたいと考えているのでは

ないかと FDA は認識している。そこで

FDA は食品販売事業者向けに、GM サー

モンを用いた食品に対して、自発的なラベ

リングに関する手引の草案を同記事内で発

表している。 
その後、2016 年 1 月 29 日の FDA の報

道「Import Alert 99-404」によるとオムニ

バス法（2016 Omnibus Appropriations 
Act）に基づいた GM サーモンの輸入警告

                                                   
3 Consumer Updates-FDA Has 
Determined That the AquAdvantage 
Salmon is as Safe to Eat as Non-GE 
Salmon 
http://www.fda.gov/ForConsumers/Consum
erUpdates/ucm472487.htm 
4 Import Alert 99-40 
http://www.accessdata.fda.gov/cms_ia/impo
rtalert_1152.html 
5 FDA Approves AquAdvantage® Salmon 

が発表された。報道では Omnibus 
Funding の会計年度が終わる 2016 年 9 月

30 日までの間、GM サーモンを用いた食

品のラベリングに関する手引が完成するま

では GM サーモンの輸入を差し止めると

いう内容が発表された。 
2015 年 11 月 19 日の AquaBounty 社の

Web サイトの記事「FDA Approves 
AquAdvantage® Salmon5」でも、FDA
が自社の GM サーモンの生産、販売、消

費を承認したことを発表している。

AquaBounty 社は、新鮮で安全で、トレー

サビリティとサステナビリティを担保した

食品の提供が、より温暖化への影響を低減

した低炭素な方法で可能になることや、海

洋資源を保全する方法としての水産養殖に

対する新たなアプローチとなるという利点

を主張している。 
また、2016 年 1 月 29 日の FDA による

輸入警告については、同日の記事「FDA’s 
Import Alert for AquAdvantage® 
Salmon6」において、FDA は GM サーモ

ンを用いた食品に対するラベリングに関す

る手引の完成に向けて取り組んでおり、現

在 AquaBounty 社は米国への GM サーモ

ンの輸出をしていないため、経営に影響は

ないと述べている。 
2015 年 11 月 19 日の CNN の記事

「Genetically engineered 'Frankenfish' 
salmon wins FDA approval7」では一部で

は「フランケンフィッシュ」とも呼ばれる

https://aquabounty.com/media/press-
releases/（2018 年 3 月 29 日現在では削

除） 
6 FDA’s Import Alert for AquAdvantage® 
Salmon 
https://aquabounty.com/media/press-
releases/（2018 年 3 月 29 日現在では削

除） 
7 Genetically engineered 'Frankenfish' 
salmon wins FDA approval 

https://aquabounty.com/media/press-releases/%EF%BC%882018%E5%B9%B43%E6%9C%8829
https://aquabounty.com/media/press-releases/%EF%BC%882018%E5%B9%B43%E6%9C%8829
https://aquabounty.com/media/press-releases/%EF%BC%882018%E5%B9%B43
https://aquabounty.com/media/press-releases/%EF%BC%882018%E5%B9%B43
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GM サーモンが FDA の承認を得たと報道

しており、それに対する社会の反響につい

て紹介している。記事では Institute of 
Marine and Environmental Technology
の Yonathan Zohar の見解として、2010
年に魚の供給よりも需要が上回っているこ

とから、新しく導入される GM サーモン

を避ける理由はないことを指摘している。 
一方で、消費者擁護団体 Food and 

Water Watch の見解として、FDA の決定

を残念としており、表記の自由については

「消費者の知る権利を無視するもの」であ

るという評価を紹介している。 
2015 年 11 月 19 日の New York Times

の記事「Genetically Engineered Salmon 
Approved for Consumption8」によると、

Aquabounty 社の GM サーモンの承認申請

は 1990 年代から始まっており、環境及び

食用として安全だという判断も 5 年以上前

から下されていた。しかし、GM 動物の食

用利用の承認は初めての事例であったた

め、時間を要したとされている。GM サー

モンが市場に出せる程の大きさに成長する

のには今から 2 年程度かかり、また現在の

生産量は年間 100 トンと、米国の総輸入

量である 200,000 トンと比べて極めて少な

いため、今後の商業化までにはまだ時間が

かかるものと考えられている。売れ行きに

ついても大手販売企業が販売の意向を示さ

ないなど、不確かな要素が大きい。一方

で、Aquabounty 社は、生産地をカナダと

                                                   
http://edition.cnn.com/2015/11/19/health/ge
netically-engineered-salmon/index.html 
8 Genetically Engineered Salmon 
Approved for Consumption 
http://www.nytimes.com/2015/11/20/busine
ss/genetically-engineered-salmon-
approved-for-consumption.html 
9 Genetically Engineered Salmon Will Not 
Be Labeled 

パナマだけでなく、いずれは米国本土での

生産を考えており、その米国産 GM サー

モンを中国、アルゼンチン、カナダ、ブラ

ジルへの輸出も考えていると述べている。

また、これまでバイオテクノロジー分野の

障害になっていた GM サーモンの承認の

延期が解消されたことで、今後の GM 動

物の開発がより一層進むことも考えられる

としている。 
同じく 2015 年 11 月 19 日付の

NewYork Times の記事である

「Genetically Engineered Salmon Will 
Not Be Labeled9」では、FDA が遺伝子組

み換えを食品の栄養成分、味、色等の材料

的な違い（Material difference）とは認め

ず、食品表示の義務がないとしたとされて

いる。多くの企業は義務的な食品表示には

反対しているが、その一方で消費者側の食

品表示の透明性を求める声が大きくなって

いることから、non-GM 食品に表示をする

企業は増えており、さらにバーモント州で

は GM 食品の表示義務付けに関する法案

を 7 月までに発効する見通しもある。 
2015 年 11 月 20 日の NewYork Times

の記事「F.D.A. Takes Issue With the 
Term ‘NonG.M.O.’10」ではさらに遺伝子

組換え食品の表示に焦点を当て、消費者の

要望に応えて’non-GMO’ (genetically 
modified organismas)という表記をする企

業が増えてきたことや、遺伝子組換え食品

の食品表示義務の法案を通そうと考えてい

http://www.nytimes.com/2015/11/20/busine
ss/genetically-engineered-salmon-will-not-
be-labeled.html 
10 F.D.A. Takes Issue With the Term 
‘NonG.M.O.’ 
http://www.nytimes.com/2015/11/21/busine
ss/fda-takes-issue-with-the-term-non-
gmo.html 
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る州が多いことを指摘している。また、食

品コンサルティング企業の Hartman 
Group の最高経営責任者の Laurie 
Demeritt は遺伝子組換えを気にする消費

者の動向を「製品が製造される過程を、実

験室で試験管や注射器を用いて食品加工を

するイメージを持っている」と分析し、さ

らに「遺伝子組換えに関心があるからとい

って必ずしも遺伝子操作についての理解が

あるわけではない」とも述べている。 
また、この事態をさらに複雑にしている

のは FDA の言葉の定義の見解である。

FDA は一般的に食品表示に使われる’non-
GMO’という言葉を推奨していない。とい

うのも、FDA の見解では Genetical 
modification という言葉は品種改良等も含

めたより広義なゲノムの変化のことを指

し、バイオテクノロジーによる Genetical 
engineering（遺伝子操作）と区別するべ

きだという考えを公表している。そのた

め、FDA は’Free of ingredients derived 
through the use of biotechnology’「バイ

オテクノロジー由来の材料を用いていな

い」といった表現を推奨し、食品表示の仕

方について警鐘を鳴らしている。 
これらのような報道内容に対して、消費

者団体の一つである Center for Food 
Safety の 2015 年 11 月 19 日の発表記事で

ある「FDA Approves First Genetically 
Engineered Animal for Human 
Consumption Over the Objections of 
Millions11」では、FDA の GM サーモン

の承認決定に対して複数の団体で裁判を起

こすことを発表しており、GM サーモンの

                                                   
11 FDA Approves First Genetically 
Engineered Animal for Human 
Consumption Over the Objections of 
Millions 
http://www.centerforfoodsafety.org/press-
releases/4131/fda-approves-first-

安全性が担保されていないこと、カナダの

施設周辺に生息するブラウントラウト（ニ

ジマスの仲間）の異種交配の危険性や、

AquaBounty 社のパナマにおける環境規定

の不履行等を批判している。また、消費者

の知る権利が奪われることも論点として挙

げている。 
以上、海外報道について、掲載日時、記

事（見出し）、単語数を整理した結果を表 
6 に示す。 

国内では日経新聞、産経新聞、読売新聞

等が、合計 18 件の報道を 2015 年 11 月

20 日から 11 月 24 日にかけて掲載してい

る。FDA の発表内容に加え、

AquaBounty 社のコメントや消費者団体・

環境保護団体の批判についてまとめている

が、あまり大きな反響は起きていない。国

内の報道について、掲載日時、記事（見出

し）、単語数を整理した結果を表 7 に示

す。 
 
(2) 平成 28 年度の動き 
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 月に、表示を義務付ける法案が

マサチューセッツ州の議会等を通過した

12。このように、GM 表示を巡る各州の動

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

genetically-engineered-animal-for-human-
consumption-over-the-objections-of-
millions# 
12 An Act establishing the genetic 
engineering transparency food labeling act 
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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 13。この法案により、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、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。 
 
 Costco14 
 ‘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.’ 

                                                   
13 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 
genetically modified foods  
https://www.bostonglobe.com/business/201
6/07/14/congress-oks-bill-requiring-first-
gmo-food-
labels/qOglugWMxGwTaluSuo6gDL/story.

 「FDA が GM サーモンの販売を

承認したが、Costco は GM サー

モンを販売したことはなく、現

時点では販売するつもりはな

い」 
 Safeway15 
 ‘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
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 45）。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 16。アメリカ市場への株式

html 
G.M.O. Labeling Bill Gains House 
Approval 
https://www.nytimes.com/2016/07/15/busin
ess/gmo-labeling-bill-gains-house-
approval.html?_r=0 
14 http://webiva-
downton.s3.amazonaws.com/877/4d/7/6857/
Costco_GMO_salmon_statement.pdf 
15 http://csrsite.safeway.com/home/report-
overview/position-statements/ 
16 AquaBounty Announces Completion of 
NASDAQ Listing and Equity Subscription 

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
https://www.nytimes.com/2016/07/15/business/gmo-labeling-bill-gains-house-approval.html?_r=0
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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 
Canadian Broadcast Corporation（カ

ナダ放送協会）の報道によれば、

AquaBounty 社は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

査庁に安全評価試験を急がし、実施させた

可能性があることが、政府の書類から明ら

かになったとされた（報道日：2017 年 1
月 11 日）17。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こと

は事実のようである。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 

                                                   
from Intrexon 
http://money.cnn.com/news/newsfeeds/artic
les/prnewswire/NE91744.htm 
17 CFIA fast-tracked tests on genetically 
modified salmon eggs for exports, 
documents suggest 
http://www.cbc.ca/news/politics/genetically-
modified-salmon-cfia-aquabounty-

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提

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）18。

消費者保護団体側の主張としては、政府の

認可方法がカナダの環境規則（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

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。 
 
(3)平成 29 年度の動き 

2017 年 8 月 4 日、AquaBounty 社のプ

レスリリースで 2017 年 4 月から 6 月にか

けての第 2 四半期で、カナダにおいて GM
サーモンを 4.5 トン、5 万ドルを販売した

ことが発表された 19。このニュースについ

ては各メディアでも取り上げられており、

1.3929571 
18 Radio Canada International 
http://www.rcinet.ca/en/2016/11/08/another
-setback-for-groups-opposed-to-gm-salmon/ 
19 AquaBounty 社プレスリリース（2018 年

3 月 6 日閲覧） 
（http://phx.corporate-
ir.net/phoenix.zhtml?c=197553&p=irol-

http://phx.corporate-ir.net/phoenix.zhtml?c=197553&p=irol-newsArticle&ID=2292046
http://phx.corporate-ir.net/phoenix.zhtml?c=197553&p=irol-newsArticle&ID=2292046
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ネイチャー誌の記事によると米国では実質

的な表示方法が決まるまで遺伝子組み換え

サーモンの販売ができない状態であるた

め、カナダで販売されたとのことである

20。ほか、AFP 通信 21、ワシントンポス

ト 22、トロント・サン 23で関係する報道が

確認できた。 
なお、その後、AquaBounty 社では GM

サーモンに関係する新たな情報は発表され

ていない。 
また、カナダ議会下院において、前述の

AquaBounty 社のプレスリリース以前の

2017 年 5 月 17 日に民間から提案された

GM 食品の表示義務化に関する法案（C-
291）が賛成 67、反対 216 の反対多数で

否決されている 24。しかし、カナダにおけ

る GM 表示の義務化や GM サーモン拒否

の動きは継続している。例えば、新民主党

の Thomas 党首がインタビューで表示義

務化を推進したいと述べており 25、また、

市民団体が署名運動を呼びかける 26などの

動きが見られる。 
米国国立科学・工学・医学アカデミー委

員会(NAS)は、2017 年 3 月 9 日に「遺伝

                                                   
newsArticle&ID=2292046） 
2020 Nature ウェブサイト（2018 年 3 月 6
日閲覧）

（http://www.nature.com/news/first-
genetically-engineered-salmon-sold-in-
canada-1.22116） 
21 AFP 通信ウェブサイト（2018 年 3 月 6
日閲覧）http://www.afpbb.com/articles/-
/3138468 
22The Washingtonpost ウェブサイト（2018
年 3 月 6 日閲覧） 
https://www.washingtonpost.com/news/spe
aking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-
salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-
canadians-have-eaten-5-
tons/?utm_term=.bd19cda7cc49） 
23 Tront Sun ウェブサイト（2018 年 3 月 6
日閲覧）

（http://torontosun.com/2017/08/10/45-

子組み換えによって将来生まれる製品につ

いての暫定的な報告書」を公表した。全体

の意見は「遺伝子組み換えの規制システム

による、今後の GMO 利用製品が持つべき

消費者の安全性・環境保護をより維持する

ことが必要」というもので、これはさらに

三つの意見に細分されている。その概要は

以下の通りである。 
①規制にかかわる各機関(EPA,FDA な

ど)は、遺伝子組み換えによって成長

が期待される分野について、知識を深

めるべき 
②各機関は外部のピアレビューや市民参

加型のリスク分析手法を新しく考える

べき 
③遺伝子組み換えの研究に資金提供する

機関は、GMO 規制に関わる研究にも

投資を行い、研究-教育間をつなげる

規制活動を推進すべき 
また、国としても遺伝子組み換え技術教

育の予算を増額し、誤まった理解を減らす

ことを目標としている。これに賛同する機

関も複数存在する 27。 
商業化においては、2018 年 1 月に GM

tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-
sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-
8327-836178ea169a） 
24 PARLIAMENT OF CANADA（2018 年 3
月 6 日閲覧）

（http://www.ourcommons.ca/Parliamentar
ians/en/votes/42/1/283） 
25 GlobalNews（2018 年 3 月 6 日閲覧）

（http://globalnews.ca/video/3675168/mulc
air-calls-on-trudeau-to-address-gmo-
labeling-canadians-deserve-to-know-
whats-on-their-plate） 
26 CANADIAN BIOTECHNOLOGY 
ACTION NETWORK（2018 年 3 月 6 日閲

覧）（https://cban.ca/take-action/ge-fish/） 
27 BIO tech Now（2018 年 3 月 6 日閲覧）

（http://www.biotech-now.org/food-and-
agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-
support-for-biotech-education-

http://phx.corporate-ir.net/phoenix.zhtml?c=197553&p=irol-newsArticle&ID=2292046
http://www.nature.com/news/first-genetically-engineered-salmon-sold-in-canada-1.22116
http://www.nature.com/news/first-genetically-engineered-salmon-sold-in-canada-1.22116
http://www.nature.com/news/first-genetically-engineered-salmon-sold-in-canada-1.22116
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
http://torontosun.com/2017/08/10/45-tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-8327-836178ea169a
http://torontosun.com/2017/08/10/45-tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-8327-836178ea169a
http://torontosun.com/2017/08/10/45-tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-8327-836178ea169a
http://torontosun.com/2017/08/10/45-tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-8327-836178ea169a
http://www.ourcommons.ca/Parliamentarians/en/votes/42/1/283
http://www.ourcommons.ca/Parliamentarians/en/votes/42/1/283
http://globalnews.ca/video/3675168/mulcair-calls-on-trudeau-to-address-gmo-labeling-canadians-deserve-to-know-whats-on-their-plate
http://globalnews.ca/video/3675168/mulcair-calls-on-trudeau-to-address-gmo-labeling-canadians-deserve-to-know-whats-on-their-plate
http://globalnews.ca/video/3675168/mulcair-calls-on-trudeau-to-address-gmo-labeling-canadians-deserve-to-know-whats-on-their-plate
http://globalnews.ca/video/3675168/mulcair-calls-on-trudeau-to-address-gmo-labeling-canadians-deserve-to-know-whats-on-their-plate
https://cban.ca/take-action/ge-fish/
http://www.biotech-now.org/food-and-agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-support-for-biotech-education-provision
http://www.biotech-now.org/food-and-agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-support-for-biotech-education-provision
http://www.biotech-now.org/food-and-agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-support-for-biotech-education-provision
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リンゴが試験販売されることがニュースに

なるなど 28、GMO の品目は増えてきてい

る。 
現在、FDA で承認されている GMO は

18 品目 186 件になる。トマト、チコリ

ー、リンゴ、メロン、キュウリ、プラムな

ど、穀物以外の品目も増えてきている。

（表 8） 
 
Ⅲ－ⅰ－3. 考察 

GM サーモンについて、米国では消費者

への情報提供の方法が未確定であることが

規制となって未販売となっている。しか

し、カナダにおいては現状では規制がな

く、すでに一部が販売された。GM サーモ

ンの商業化が進展する中、消費者の抵抗感

は強いが法規制が追いついていない状況で

ある。GM を忌避したい消費者のために、

選択するための情報の提供方法が検討され

ている一方で、誤解や理解不足に基づくコ

ミュニケーションミスを避けるために技術

教育の重要性が指摘され、実施されようと

している。 
また、米国では FDA が承認・実用化す

る GMO は確実に増加しており、新たに

GM リンゴが試験販売されるなど、食用の

GMO の商業化は確実に進展している状況

である。 
 
ⅱ.EU をはじめとした各国の動向 
Ⅲ－ⅱ－1. 研究方法 

EU をはじめとした GM や NBT に関す

る各国の動向について、各種会議への参加

や文献での情報収集を行った。 
 

Ⅲ－ⅱ－2. 研究結果 

                                                   
provision） 
28 CBC（2018 年 3 月 6 日閲覧）

(1)平成 27 年度の動き 
2015 年 2 月 6 日に農林水産省の研究班

が開催した「新しい植物育種技術（New 
Plant Breeding Technologies）をめぐる

欧州の最新動向に関するセミナー」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 27 年 2 月 6 日

（金）14:00～16:00 
 開催場所：農林水産省三番町共用

会議室 
 講師：ヨアヒム・シーマン博士

（欧州委員会 GMO Risk Assessment 
and Communication of Evidens プロ

ジェクトリーダー） 
 

EU での NBT の安全性評価について、

“EFSA-Opinions (2012) on safety 
assessment of Cisgenesis and ZFN-3”
や、“Report of the European Academies 
Science Advisory Council (2013)”、
“EPSO Statement on Crop Genetic 
Improvement Technologies (2015)”等、

科学者の見解についてはいくつか結果が公

開されており、その概要は、技術の種類で

規制をすべきではなく、プロダクトベース

で規制を検討すべきというものである。一

方で、規制側の立場である欧州委員会の結

論は出ていない。 
米国では技術に対する規制はなく、開発

者からの申請に応じて審査を行っている。

EU 加盟国でも国によってスタンスは異な

り、例えば育種が盛んなオランダでは

（http://www.cbc.ca/news/technology/gmo-
apple-canada-1.3943058） 

http://www.biotech-now.org/food-and-agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-support-for-biotech-education-provision
http://www.cbc.ca/news/technology/gmo-apple-canada-1.3943058
http://www.cbc.ca/news/technology/gmo-apple-canada-1.3943058


 97 

NBT に対してポジティブにとらえてい

る。 
 
(2)平成 28 年度の動き 

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

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） 
 

EU の New Technology 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、Zinc 

Finger Nucleases（ZFN）の 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

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） 
 Site Directed Nucleases（SDN）の

容易性について（変異の加速化、予
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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） 
 
(3) 平成 29 年度の動き 
①EU 

新技術に関するワーキンググループ

(NTWG)が作られ、2012 年に最終報告書

が発表されて以降、2016 年に提出予定だ

った既成案は延期され、法規制はいまだ成

立していない。NTWG の主張を要約する

と、「確実に導入遺伝子がないと証明でき

るような植物（Null Segregant）から得ら

れる後代の植物は GMO ではない。したが

って新規に導入された遺伝子が最終的に残

り続けるものが規制対象となるべき」とい

うプロダクトベースでの規制が望ましいと

するものである。 
その後、2017 年 4 月 28 日に欧州食品

衛生委員会(EHFSC)から依頼を受けて、

Scientific Advice Mechanism(SAM)によ

る報告書 29が出された。内容の概要は以下

の通りである。 
 
ⅰNBT といっても、それぞれの技術内

容は大きく異なり、NBT として一括

的に管理するのは最適ではない。 
例）ゲノム編集と RNA 干渉は起こる

結果は似ていても原理が大きく異

なる 
ⅱNBT は正確性が高いため、意図しな

い変異による害はむしろ減らすことが

できる 
ⅲアセスメントにおいてもケースバイケ

                                                   
29 New techniques in Agricultural 
Biotechnology 
30 ISAAA（2018 年 3 月 6 日閲覧）

（http://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupda
te/article/default.asp?ID=15201） 
31 New Plant Breeding Techniques（2018

ースのアプローチが求められる 
 
EU 委員会は、2017 年 9 月 28 日にこの

内容を踏まえた「農業における現代バイオ

テクノロジー - 責任あるイノベーション

のための道を拓く」というハイレベル会議

を開催し、すべてのステークホルダー間で

のオープンで積極的な議論を促した。 
the International Service for the 

Acquisition of Agri-biotech Applications 
(ISAAA)はバイオテクノロジーの悪印象を

払拭するため、児童向けのボードゲームを

開発した 30。アグロバクテリウムやパーテ

ィクルガンなどの GM の手法、さらにそ

れを利用して GMO ができるまでについて

理解を深める内容になっているとのことで

ある。 
 

②オーストラリア・ニュージーランド 
FSANZ（Food Standards Australia 

New Zealand）では、NBT の手法ごとに

GM とみなすか否かを考えるという立場で

ある。例えば、シス・ジェネシスやイント

ラジェネシス、SDN3 による遺伝子組み換

えは、新しい遺伝子を導入するために使用

されるのであれば GM であるとしてい

る。ODM や SDN1,2 など突然変異を誘発

する技術については、従来の育種と変わら

ないため、GM とすべきではないという立

場である。また、種子生産など育種を便利

にするために使う技術に利用される技術に

ついては、最終製品に痕跡が残らないので

GM ではないとしている。31 

年 3 月 6 日閲覧）

（http://www.foodstandards.gov.au/publica
tions/Documents/New%20Plant%20Breedi
ng%20Techniques%20Workshop%20Report
.pdf） 

http://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/article/default.asp?ID=15201
http://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/article/default.asp?ID=15201
http://www.foodstandards.gov.au/publications/Documents/New%20Plant%20Breeding%20Techniques%20Workshop%20Report.pdf
http://www.foodstandards.gov.au/publications/Documents/New%20Plant%20Breeding%20Techniques%20Workshop%20Report.pdf
http://www.foodstandards.gov.au/publications/Documents/New%20Plant%20Breeding%20Techniques%20Workshop%20Report.pdf
http://www.foodstandards.gov.au/publications/Documents/New%20Plant%20Breeding%20Techniques%20Workshop%20Report.pdf
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③ブラジル 

国立バイオセーフティ委員会が、2017
年 6 月 8 日に国内では初の遺伝子組み換え

サトウキビを商業利用承認した 32。 
バイオテクノロジー情報評議会は農業者

に対し「使われている技術の理解と実用状

況」のアンケートを行った。この結果か

ら、バイオテクノロジー系の技術保全に大

きな懸念はないと述べた。 
9 割の農業者は害虫や除草剤抵抗に関し

て、組み換えの重要性を認識し、これらが

失われることに問題意識を持っていた。 33 
 

Ⅲ－ⅱ－3. 考察 
EU では、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状態が継続している。

こうした中、産業側からは科学的な見解に

基づく利用を求める動きと、慎重な対応を

求める消費者側との対立でこう着状態にあ

る。ステークホルダーコミュニケーション

等を進めている動きはあるが、方針は明確

になっていない。米国と同様に技術教育促

進の動きが見られる。 
オーストラリア・ニュージーランドでも

NBT の規制については具体的な動きはな

いが、FSANZ では手法ごとに判断すべき

という姿勢が示されている。 
GM の作付けも多い南米にあるブラジル

では、サトウキビが新たに承認されるな

ど、利用は進んでおり、農業者の意識調査

でも組換えの重要性が認識されている。 
                                                   
32 日経バイオテク（2018 年 3 月 6 日閲覧）

（https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/column/1
6/082400010/071200011/） 
33 日経バイオテク（2018 年 3 月 6 日閲覧）

世界中でも、GM の実用化・商業化が進

む一方で、抵抗を持っている国や消費者も

多く、経済的便益と社会的理解を両立させ

る方向が各国の対応の流れとなっている。 
 

 
Ⅳ．リスクコミュニケーション手法の

開発 
H27 年度と 28 年度の調査結果から、高

校までの生物の履修内容よりも社会人にな

ってからの情報やライスステージの変化

（結婚、子育て、子ども独立等）が GM
食品の受容に影響を与えていることが明ら

かになった。これらの結果を踏まえ、平成

29 年度は食品に対する安心感を構成する

要素や GM を取り巻く現状の知識で、消

費者の行動がどのように変化するか、試行

のためのアンケート調査を実施した。 
 
 
ⅰ.コミュニケーション手法の試行調査 
Ⅳ－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： 2018 年 1 月 23 日～2

月 12 日 
 有効回答数：1000 人 
 回収率：93.7%（回答画面アクセス

数に対する有効回答割合） 34 
 方法：Web アンケート 
 調査項目： 
 食の安全性に対する意識 
 食品の購買動機 

https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/column/16/08
2400010/051000009/ 
34 回答画面アクセス数 1067 件、アンケート

依頼メール配信数 7427 通 

https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/column/16/082400010/071200011/
https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/column/16/082400010/071200011/
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 食品に対する安全意識の構成要

素 
 GM 食品（作物）の受容性 
 GM 食品の購買判断 
 GM を取り巻く状況に関する情

報提供と行動変容   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。 
 
Ⅳ－ⅰ－2. 研究結果 
(1) 食の安全性に対する意識 

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、昨年度に引き続いて本調査結果との比

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 月から減少

傾向にあった（図 46）。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 3 月から

減少傾向にあった（図 47）。 
食品への不安から食べるのを控えている

食品については、「必ず控えている」「控え

ている」「少し控えている」の合計値で中国

産や中国加工の食品（78.6%）、生レバー

（73.1%）、きのこ狩りで採ってきたきのこ

（66.5%）、遺伝子組み換え食品（57.8%）

の順に高い。これはふぐの 44.8%よりも高

かった。（図 48）。 
 
(2) 食品の安全性、不安に対する意識の構

成要素 
安全だと思う食品について、上位 3 つを

たずねたところ、1 位を選んだ人の順では、

新鮮（鮮度・賞味期限）を選んだ人が最も

多く（26.6%）、ついで国産（日本産）（21.3%）、

農薬が少ないこと（有機・無農薬・減農薬）

（9.6%）であった（図 49）。1 位に選んだ

人の回答を 3 ポイント、2 位に選んだ人の

回答を 2 ポイント、3 位に選んだ人の回答

を 1 ポイントとして換算した場合も、同様

の結果となった（図 50）。 
一方で、どのような食品を安心だと思う

かについて、同じく上位 3 つを尋ねたとこ

ろ、1 位を選んだ人の順では新鮮（鮮度・賞

味期限）を選んだ人が最も多く（25.0%）、

ついで国産（日本産）（23.7%）、中国産では

ないと添加物が含まれていない（7.5%）の

順であった（図 51）。ポイント換算した結

果では、国産（日本産）、新鮮（鮮度・賞味

期限）、添加物が含まれていないの順となっ

た（図 52）。遺伝子組換えでないことは、

順位自体は変わらないが、安心だと思う要

素としてのほうが安全だと思う要素として

よりも若干ポイントが高かった。 
どのような情報を信頼して食品を選ぶか

については、店頭の表示やお店の人の意見

（29.4%）、専門家の意見（21.6%）、家族の

意見（20.6%）の順に多かった（図 53）。 
どのような場所で販売されている食品が

安全だと思うかについては、スーパー

（49.5%）、デパート・高級スーパー（34.1%）、

その他（8.1%）、惣菜専門店（4.1%）の順に

多かった（図 54）。 
 
(3) GM 食品に対する受容性 

GM 食品に不安を感じるかについては、

「大変不安を感じる」「不安を感じる」「少

し不安を感じる」の合計が 70.3%となって

いる（図 55）。 
また、GM 食品を食べるかどうかについ

ては、「絶対食べない」「食べない」「どちら

かといえば食べない」の合計で野菜、肉、
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魚ともおおむね 8 割近くの人が食べたくな

いと回答しており、その差はわずかである

が、肉がもっとも食べたくないと回答した

人が多い（図 56）。 
 
(4) GM 食品の現状に対する意識と行動変

容 
遺伝子組換えの原料を使った食品を買う

かどうかについては、豆腐、とうもろこし

の缶詰とも買わないと回答した人が 8 割近

くと高い（図 57、図 58）。 
そこで、世界における栽培の現状や IP

ハンドリング、安全性審査について情報提

供（図 59、図 60、表 9）した。IP ハン

ドリングされた農産物を non-GM といっ

ても良いかについては、「どちらかといえ

ばそう思わない」「そう思わない」「まった

くそう思わない」を合計すると 38.9%であ

ったが、遺伝子組換えに関する規制の情報

提供（表 9）後は 48.5%に増加した（図 
61、図 62）。 

GMO を使用した食品に対する購買につ

いては、上記のような情報提供の後、わず

かに買うと回答した人が増加した（図 
63、図 64）。支払い意思額は、IP ハンド

リングに対する情報提供の前後で、豆腐は

情報提供前が 72.3 円、情報提供後が 73.0
円であり、とうもろこしの缶詰は情報提供

前が 75.2 円、情報提供後が 73.4 円であっ

た（表 10）。しかし、情報提供の前後で

GM 食品(豆腐、とうもろこしの缶詰)を買

わないとしていた人が買うに転じた数は、

豆腐が 42 名（表 11）、とうもろこしの缶

詰が 41 名であった（表 12）。また買うと

していた人が買わないに転じた数は、豆腐

が 23 名（表 11）、とうもろこしの缶詰が

21 名（表 12）であった。この情報提供前

後の行動変化は、McNemar 検定によりい

ずれも 5%水準で有意であった。 

安全性審査を受けた GM は安全と思う

かについては、「どちらかといえばそう思

う」「そう思う」「とてもそう思う」を合計

すると 53.5%の人が安全だと思っていた

（図 65）。 
 
Ⅳ－ⅰ－3 考察 

食の安全性に対する意識については、昨

年度の調査と大きく変化はなく、10 年単

位で比較すると食の安全性に対する意識や

関心は低下傾向にある。実際にリスクがあ

る生レバーやきのこ狩りで採ってきたきの

こなどの食品と並んで、中国産食品や遺伝

子組換え食品はリスクが高いとして避けら

れている。これは実際に死亡事故が発生す

る恐れがあるふぐよりも高く、科学的に評

価されたリスクと、消費者の安心はイコー

ルではないと考えられる。 
安全だと思う食品と安心だと思う食品に

ついては、新鮮さや国産（日本産）である

ことは、安全であり安心であると認識され

ていた。3 位以下の要素にもほとんど違い

がないが、若干順位の変化が見られた。中

国産食品でないことは、国産であると同時

に安全と安心の上位の構成要素となってい

る。遺伝子組換えでないことは中国産でな

いことと同様、安全よりも安心を構成する

要素としての性質が強いと考えられる。 
GM 食品に対する受容性は依然として低

く、7 割以上の人が不安に思っており、約

8 割の人が食べたくないと思っている。 
遺伝子組換え食品の購買についてはほと

んどの人が買いたくないと思っており、

non-GM と比較すると支払い意思額も低下

する。 
IP ハンドリングされた穀物を遺伝子組

換えでないと思えるかどうかについては、

GM 食品の規制に関する情報提供の前後で

差が見られた。情報提供後に IP ハンドリ
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ングされた穀物を non-GM といってもい

いと思う人が約 1 割減少する。これは、

「意図せざる混入が 5%未満なら認められ

ている」という情報の影響によると考えら

れる。 
一方、世界における栽培の現状や IP ハ

ンドリング、安全性審査について知識を得

ることで、GM 食品(豆腐、とうもろこし

の缶詰)を買わないとしていた人が買うに

転じた数は、豆腐が 42 名、とうもろこし

の缶詰が 41 名であった。また買うとして

いた人が買わないに転じた数は、豆腐が

23 名、とうもろこしの缶詰が 21 名であ

り、行動の変化に影響を与えていた。 
説明のイラストや文言の提示後に消費者

の行動には変化が見られ、これらのツール

やロジックを使ったコミュニケーションに

効果があると考えられる。 
 
ⅱ.コミュニケーションツールの検討 
Ⅳ－ⅱ－1.研究方法 

現行の厚生労働省の消費者向けパンフレ

ット「遺伝子組換えの安全性について」に

ついて、平成 24 年 3 月の改定から 6 年が

経過しており、改善の余地があると考えら

れるため、本研究によって明らかになった

点を踏まえ、パンフレットの改訂に関する

提言を行った。 
 
Ⅳ－ⅱ－2. 研究結果 

厚生労働省のパンフレット「遺伝子組換

え食品の安全性について」について、以下

のような点に改善の余地があると考えられ

る。 
 

(1) 全体について 
 文字と絵と合わせてバランスを検討

したほうがいい。 
 一文が長く複雑なので、できるだけ

短く、可能であれば箇条書きにす

る。 
 安全対策として何を実施しているか

より、語りかけるような書き方の方

が望ましい。（例「・・・の可能性

がないことが確認されていますの

で、食べ続けても問題はありませ

ん」→「・・・の可能性を心配する

声がありますね。しかし、長年の研

究とデータによって有害物質を作る

可能性がないことが分かりました。

日常的に食べるのに問題はありませ

ん」等。） 
 

(2) 個々のコンテンツに対する指摘 
 p4、遺伝子組換え作物の作付面積

の数値は最新のものに修正したほう

が良い。 
 p9、名称、性質列挙の最後に「な

ど」をつけるか、タイトルに「（一

例）」と加えた方がより正確であ

る。 
 p10～11、「②組み込まれた遺伝子

はどのように働くか」を表す事柄が

漠然としているので、もう少し説明

を追加したほうが良い。 
 p12、胃液での分解例の画像につい

て「陽性コントロール」と「陰性コ

ントロール」の意味が一般には分か

りづらいのではないか。 
 p14、「日本で安全性審査が終了し

ていないもの」は更新する必要があ

る。 
 p15、IP ハンドリングの図が流通経

路の図になっているので、分別流通

管理をしていることが分かるような

図に改める。 
 

Ⅳ－ⅱ－3 考察 
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現在の厚生労働省の消費者向けパンフレ

ットは、最終の改定から 6 年が経過してお

り、情報を更新する必要がある。また、文

章とイラストのバランスや、それぞれで何

をメッセージとして示すかについて、再度

整理し、再構成する必要がある。 
 
C. 結論 

日本の消費者は、実際にリスクがある生

レバーなどの食品や、食品の安心感に影響

を与えている中国産食品についで、GM 食

品を食べるのを控えている。これはふぐよ

りも不安が高く、GM 食品は食品のリスク

の一つとして捉えられていると考えられ

る。 
安全だと思う食品と安心だと思う食品の

属性にはわずかであるが差が見られ、例え

ば遺伝子組換えでないことや中国産食品で

ないことは、安全よりも安心を構成する要

素としてのポイントが高く、このような乖

離がある要素を分解することにより、消費

者への説明ロジックをより効果的にできる

と考えられる。 
欧米の動向としては、NBT も含めた育

種技術の積極的利用が経済利益の立場から

望まれる一方で、消費者の抵抗感は根強

く、理解促進のための教育や情報提供に力

を入れる方向になりつつあると考えられ

る。 
実際に開発したツールを使用したコミュ

ニケーションの試行のアンケートでは、現

在の「遺伝子組換えでない」表示が 5%未

満の意図せざる混入率を許容するものであ

るという情報提供により、IP ハンドリン

グされた穀物を non-GM だと認識する人

は減少する。しかし、わが国の穀物生産に

関する情報や IP ハンドリングの努力、

GM 食品の安全性審査の情報提供により、

GM 食品を購買しても良いと思う人も増加

した。これは GM に対する安全性の評価

と安心感を近づける要素となる可能性があ

る。 
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左和子、今村知明. 
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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 
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 

ⅰ.高校生物の履修内容の変化 

表 1 生物の指導内容一覧 

 

課程
項目

生物基礎 新編　生物基礎 生物 資料集 生物Ⅰ 生物Ⅱ 資料集 生物ⅠA 生物ⅠB 生物Ⅱ

DNA ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
ヌクレオチド ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
塩基 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
塩基の相補性 ○ ○ ○ ○ △ ○ ○ ○
ゲノム ○ ○ ○ ○ ○
塩基配列 ○ ○ ○ ○ ○ ○
遺伝情報 ○ ○ ○ ○ ○ ○
遺伝子、DNA、ゲノムの関係 ○ ○ ○

DNAと染色体 ○ ○ ○ ○ ○
体細胞分裂による遺伝情報の分配 ○ ○ ○ ○ ○
DNAの複製 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
半保存的複製 ○ ○ ○ ○ ○ ○
DNAポリメラーゼ ○ ○ ○ ○
複製エラー △ ○ △

遺伝情報の流れ ○ ○ ○ ○
セントラルドグマ ○ ○ ○ ○
タンパク質の体内における働き（酵素、抗体、構成物（筋繊維等）） ○ ○ ○ ○ ○
RNA ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
転写 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
逆転写 ○ ○ ○
転写調節 ○ ○ ○
オペロン ○ ○ ○ ○
プロモーター、RNAポリメラーゼ ○ ○ ○
突然変異 ○ ○ ○ ○ ○
DNA多型 ○ ○
RNAの働きと種類 ○ ○
DNAのセンス鎖とアンチセンス鎖 ○
リボザイム ○ ○
エキソン、イントロン ○ ○ ○
スプライシング ○ ○ ○
選択的スプライシング ○ ○ ○
デオキシリボースとリボース ○ ○ ○ ○
翻訳 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
アンチコドン ○ ○ ○ ○
トリプレット ○ ○ ○ ○ ○ △
コドン ○ ○ ○ ○ ○ ○
選択的遺伝子発現 △ ○ ○ ○ ○
パフと遺伝子発現 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○
調節タンパク質と細胞分化 ○ ○ △ ○
ホルモンによる遺伝子発現の調節 ○ ○
調節タンパク質と転写開始配列 ○ ○

遺伝子組換え
遺伝子組換え ○ ○ ○ ○ ○

異種の生物でもDNAの構成要素は同じ ○ ○ ○
組換えで別の生物の遺伝子を含んだ組換えDNAを作ることができる ○ ○ ○ ○

制限酵素 ○ ○ ○ ○ ○
DNAリガーゼ ○ ○ ○ ○ ○
ベクター ○ ○ △

プラスミドによる遺伝子のコピーの仕組み ○ ○ ○
大腸菌によるヒトタンパク質の合成 ○ ○ ○ ○ ○

形質転換 ○ ○ ○ ○ ○
クローニング ○ ○ ○ ○

大腸菌を用いたクローニング ○
PCR法 ○ ○ ○ ○

プライマー ○ ○ ○ ○
DNAポリメラーゼ ○ ○ ○ ○
PCR法の応用先（親子関係の判別、犯罪捜査） ○ ○ ○

DNA塩基配列の解析 ○ ○ ○ ○
多細胞生物への遺伝子導入 ○ ○ ○

遺伝子治療の例 ○ ○ ○ ○
トランスジェニック ○ ○ ○

トランスジェニック生物の例（農薬抵抗性、害虫抵抗性作物） ○ ○ ○
トランスジェニック生物のメリット ○ ○ ○

GFPタンパク質（マーカー） ○ ○
RNA干渉 ○ ○ ○
大腸菌を使った遺伝子組換え実験 ○
パン酵母を利用した組換えDNA実験 ○
最新技術の動向 品種改良 ▲ ▲ ▲

接ぎ木
穂木
次世代植物育種技術（ＮＢＴ）
セルフクローニング
ナチュラルオカレンス
メチル基 ○
メチル化 ○
ジンクフィンガーヌクレアーゼ

バイオテクノロジーの問題
倫理的問題 ○ ○

ES細胞に受精卵を用いること ○ ○
iPS細胞 ○
クローン人間 ○ ○
代替臓器 ○
ヒトゲノムとプライバシー ○ ○ ○

安全性の問題 ○ ○
農薬の使用過多 ○
導入した遺伝子の影響 ○ ○

遺伝子、DNAに関する基礎的知識

DNAの複製の仕組み

遺伝子発現の仕組み

現指導要領（平成21年3月告示） 旧指導要領（平成11年3月告示） 旧々指導要領（平成元年3月告示）
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表  2  項 目 別 の 記 載 事 項 数  

 
 

表  3  進 路 別 の 履 修 状 況  

 

 

表  4  指 導 要 領 の 年 代 別 対 応  

 

 

 

 

生物基礎 新編生物基礎 生物 資料集 生物Ⅰ 生物Ⅱ 資料集 生物ⅠA 生物ⅠB 生物Ⅱ

遺伝子、DNAに関する基礎的知識 8 8 6 8 3 7 4 0 1 6
DNAの複製の仕組み 3 4 4 6 0 6 2 0 1 4
遺伝子発現の仕組み 11 6 26 24 0 20 10 0 1 10
遺伝子組換え 0 0 25 24 1 21 14 0 1 4
バイオテクノロジーの問題 1 1 0 0 0 9 5 0 0 0

合計 23 19 61 62 4 63 35 0 4 24

項目
課程

現指導要領（平成21年3月告示） 旧指導要領（平成11年3月告示） 旧々指導要領（平成元年3月告示）

内容/履修パターン 生物基礎・生物を履修せず 生物基礎のみ 生物基礎・生物を履修せず 生物基礎のみ 生物基礎＋生物
遺伝子、DNAに関する基礎的知識 × ○ × ○ ○
DNAの複製の仕組み × △ × △ ○
遺伝子発現の仕組み × △ × △ ○
遺伝子組換え × × × × ○
バイオテクノロジーの問題 × × × × ×

現指導要領
文系 理系

現指導要領 旧指導要領 旧々指導要領
告示 平成21年3月 平成11年3月 平成元年3月
実施 平成24年4月(数学･理科先行実施) 平成15年4月 平成6年4月
平成27年度時点年齢 16～19歳 20～28歳 29～37歳
出生年 1996.4～1999.4 1987.4～1996.3 1978.4～1987.3
出生年(年号) 平成8.4～平成11.4 昭和62.4～平成8.3 昭和53.4～昭和62.3
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ⅱ.年代やライフステージの変化による GM への需要の影響 
 

 
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、食品の安全性に不安を感じるか

あなたは食品に関する事件の報道を注意してみるか
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食品に関する事件が発生した場合、あなたは「食品
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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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全く不安を感じない 不安を感じない 余り不安を感じない 少し不安を感じる 不安を感じる 大変不安を感じる
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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 

 

 

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 
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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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Ⅱ．新たな説明ロジックおよび説明ツールの開発 

ⅰ.説明資料の作成 
 

表 5 最新育種技術の説明資料の修正の履歴・経緯の概要 

イラストの改定履歴 頂いた主なコメント 

2014 年 6 月 柑橘類バージョン ・食べ物を題材にすると、実際に市場に出回

っている印象を与え、ミスリーディングを

引き起こすため、やめた方が良い 

・ネガティブな表現（傷つける、エラーを起こ

す）は使わない方が良い 

2014 年 7 月 バラバージョン ・誤解が生じないよう、丁寧な説明にした方

が良い 

2014 年 12 月 バラバージョン 

（アンケート調査用に

一部修正と追加） 

・ナチュラルオカレンス、セルフクローニン

グは実際には微生物以外を想定しづらいた

め、花で説明するとミスリーディングを起

こす恐れがある 

2015 年 3 月 微生物バージョン ・特定の商品を想起させる絵・表現は避けた

ほうが良い 

・特定の商品を想起させないため、もう少し

食品数があった方が良い 

2015 年 4 月 微生物バージョン 2 ・ナチュラルオカレンスは大腸菌以外を用い

て説明する 

・大腸菌は、一般消費者は食中毒菌を連想す

る可能性あり 

2015 年 5 月 微生物バージョン 3 ・納豆菌で描くと描きやすいし分かりやすい

と指摘があったが、それは余りに直接的な

ので、乳酸菌で再度イラストを作成 
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図 19 説明資料の変更例① 

 

 

図 20 説明資料の変更例② 

 
 

【指摘例】
 食べ物を例にするのは避けた方が良い
⇒ バラの例に変更
 GMであるかどうか、検査によって何を

見ているのか例示があると良い
⇒ 遺伝子組換えの検査について追加

【柑橘類バージョン】

【バラバージョン】

【指摘例】
 ナチュラルオカレンス、セルフクローニ

ングは実際には微生物以外を想定しづ
らいため、花で説明するとミスリーディン
グを起こす恐れがある

⇒ 微生物の例に変更

【微生物バージョン】

【バラバージョン】

【新たな課題】
 微生物の実物は、一般の人はあまり

見る機会がなく、ほぼ初見の微生物
のイラストで理解が深まるか

 新たな疑問を生み出していないか
⇒ どうするか？
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図 21 説明資料の変更例② 

 

 

図 22 説明資料（用語説明）① 

【指摘例】
 一部の表現ぶりが気になる
⇒ 表現を修正（遺伝子のエラー→塩基配
列の変化、 DNAを傷つける→DNAの一
部に切り込みを入れる、等）

用語説明スライド
（使用されている用語が一般には

分かりにくいという指摘があり、追加したもの）
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図 23 説明資料（用語説明）② 

 
図 24 説明資料（遺伝子組換え技術・バラの例） 

用語説明スライド
（使用されている用語が一般には

分かりにくいという指摘があり、追加したもの）
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図 25 説明資料（セルフクローニング・バラの例） 

 

 
図 26 説明資料（セルフクローニング・微生物の例） 
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図 27 説明資料（ナチュラルオカレンス・バラの例） 

 

図 28 説明資料（ナチュラルオカレンス・微生物の例） 
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図 29 説明資料（NBT・バラの例） 

 
 

 

図 30 説明資料（ゲノム編集・バラの例） 
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図 31 説明資料（ジンクフィンガーヌクレアーゼ） 

 

 

図 32 説明資料（クリスパーキャス） 
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図 33 説明資料（メチル化） 

 

 
図 34 説明資料（接ぎ木） 
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図 35 GM 食品の消化メカニズム説明資料 
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ⅱ.アンケート調査 

 

図 36 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 37 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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味が良いか
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見た目（形・見栄え）が良いか
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環境にやさしい商品か

アレルギー物質が含まれていないか

重視していない

重視している

(n=1273)

【履修内容別】

【履修課程別】
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図 38 遺伝子組換え食品に抵抗がありますか 

 

 

 

 

図 39  遺伝子組換えの野菜を食べますか 

  

【履修課程別】

【履修内容別】

【履修課程別】
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図 40 遺伝子組換えの肉を食べますか 

 

 

 

 
図 41 遺伝子組換えの魚を食べますか 

 

【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 42 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 43 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 44 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 
  

【履修内容別】

【履修課程別】

1.組換えられたDNAはそのまま
吸収されてタンパク質等となり、
体内に残存し、子どもにも受け
継がれる

2.組換えられたDNAはそのまま
吸収されてタンパク質等となり、
体内に残存するが、子どもには
受け継がれない

3.組換えられたDNAはそのまま
吸収されてタンパク質等となる
が、時間がたつと体外に排出さ
れる

4.組換えられたDNAは消化吸収
される過程で分解され、タンパ
ク質等となるため、そのままの
形で体内に残存しない

●選択肢

正解の選択肢
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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) 
ⅰ.GM サーモンに関する米国・カナダの動向 
 

 

表 6 海外報道記事の分析結果 

 

 

表 7 国内報道記事の分析結果 

 

  

記事数 2 出所：FDA
日時 記事（見出し） 単語数（記事別）

1 NOV. 19, 2015 FDA Has Determined That the AquAdvantage Salmon is as Safe to Eat as Non-GE Salm 453
2 JAN. 29, 2016 Import Alert 99-40 442

記事数 2 出所：Aquabounty
日時 記事（見出し） 単語数（記事別）

1 NOV. 19, 2015 FDA Approves AquAdvantage® Salmon 312
2 JAN. 29, 2016 FDA’s Import Alert for AquAdvantage® Salmon 316

記事数 1 出所：CNN
日時 記事（見出し） 単語数（記事別）

1 NOV. 19, 2015 Genetically engineered 'Frankenfish' salmon wins FDA approval 628

記事数 7 出所：New York Times
日時 記事（見出し） 単語数（記事別）

1 NOV. 19, 2015 Genetically Engineered Salmon Approved for Consumption 1275
2 NOV. 19, 2015 Genetically Engineered Salmon Will Not Be Labeled 262
3 NOV. 19, 2015 What's for Dinner? Genetically Engineered Salmon OK'd by FDA 676
4 NOV. 19, 2015 U.S. Clears Genetically Modified Salmon for Human Consumption 768
5 NOV. 19, 2015 GMO Salmon Approval Turns Up Heat in U.S. Labeling Battle 506
6 NOV. 20, 2015 F.D.A. Takes Issue With the Term ‘Non-G.M.O.’ 1095
7 NOV. 27, 2015 The G.M.O. Debate Turns to Salmon 419

記事数 19件 日経テレコンより
日時 記事（見出し） 文字数（記事別） 参考

1 2015年11月29日 （天声人語）遺伝子組み換えサケ、米市場に 611 朝日新聞　朝刊 1ページ 
2 2015年11月24日 遺伝子組み換えサケを承認（フラッシュ） 293 日経産業新聞 8ページ 
3 2015年11月24日 遺伝子組み換えサケ認可　米「安全」、成長スピード２倍 436 産経新聞　東京朝刊 8ページ 
4 2015年11月24日 遺伝子組み換えサケ認可　米、植物以外の食品では初 436 産経新聞　大阪朝刊 7ページ 
5 2015年11月22日 遺伝子組み換えサケ　米で販売へ 279 北海道新聞朝刊全道（社会） 29ページ 
6 2015年11月21日 遺伝子組み換えサケの食用承認　米ＦＤＡ 430 岩手日報朝刊 5ページ 
7 2015年11月21日 遺伝子組み換え成長速度２倍　ＦＤＡ、サケの食用販売承認 657 秋田魁新報　朝刊 24ページ 
8 2015年11月21日 世界２４時＝遺伝子組み換えサケ、米で承認 375 信濃毎日新聞朝刊 7ページ 
9 2015年11月21日 遺伝子組み換えサケ　米ＦＤＡが食用承認　動物初、倍の速さで成長 296 愛媛新聞 7ページ 

10 2015年11月21日 遺伝子操作サケ　食用販売を承認　米ＦＤＡ　動物で初 296 愛媛新聞 7ページ 
11 2015年11月21日 ＮＥＷＳ短信／遺伝子組み換えサケ食用に 207 長崎新聞 6ページ 
12 2015年11月20日 遺伝子組み換え食品：ＦＤＡ、動物で初承認　サケ速く成長 397 毎日新聞　夕刊 14ページ 
13 2015年11月20日 遺伝子組み換えサケ　米で認可　動物で初　販売へ 509 東京読売新聞　夕刊 18ページ 
14 2015年11月20日 遺伝子組み換えサケ食用に―米ＦＤＡが承認 323 共同通信ニュース  
15 2015年11月20日 遺伝子操作サケが食卓に＝成長速度２倍―米で認可 607 時事通信ニュース  
16 2015年11月20日 米・ＦＤＡ　「遺伝子組み換えサケ」の販売を認可　食用動物で初 614 ＮＨＫニュース  
17 2015年11月20日 遺伝子操作サケ　食卓に　成長速度２倍　米ＦＤＡ承認 400 静岡新聞　夕刊 2ページ 
18 2015年11月20日 遺伝子組み換えサケ承認　米ＦＤＡ 322 中日新聞朝刊 5ページ 
19 2015年11月20日 遺伝子組み換えサケ　食用承認　米ＦＤＡ、動物初　成長速度２倍、安全疑問視も 587 西日本新聞夕刊 11ページ 
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図 45 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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表 8 FDA で食品として承認されている GMO（2018 年 3 月現在） 

No. 品目 合計数 

1 じゃがいも 43 

2 トウモロコシ 41 

3 綿 27 

4 大豆 21 

5 キャノーラ 20 

6 トマト 8 

7 米 4 

8 アルファルファ 3 

9 チコリー 3 

10 てんさい 3 

11 リンゴ 3 

12 キュウリ・ヘチマ 2 

13 パパイヤ 2 

14 メロン 2 

15 プラム 1 

16 亜麻 1 

17 小麦 1 

18 コヌカグサ 1 

 合計 186 

（出所）the International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) 
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図 46 食品の安全性に関心があるか 

 

 

図 47 食品の安全性に不安を感じるか 
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図 48 食品への不安から食べるのを控えている食品 

 

 

図 49 どのような食品を安全だと思うか（割合） 
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図 50 どのような食品を安全だと思うか（ポイント換算） 

 

 

図 51 どのような食品を安心だと思うか（割合） 
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図 52 どのような食品を安心だと思うか（ポイント換算） 

 

 

図 53 どのような情報を信頼して食品を選ぶか 
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図 54 どのような場所で販売されている食品が安全だと思うか 

 

 
図 55 遺伝子組換え食品に不安を感じるか 
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図 56 遺伝子組み換え食品を食べるか 

 

 
図 57 遺伝子組換え大豆を使った豆腐を買うか（情報提供前） 

 

 
図 58 遺伝子組換えとうもろこしを使ったとうもろこしの缶詰を買うか（情報提供前） 
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図 59 穀物生産に関する情報提供 

 

 

図 60 IP ハンドリングに関する情報提供 

（出所）遺伝子組換え食品の安全性について p.15 より（厚生労働省医薬食品局食品安全部） 
 

表 9 GM 食品の規制に関する情報提供 

・遺伝子組換え作物は食品として安全性が審査され、承認されたもののみが流通を許可され

ています。 
・現在の表示制度では、ＩＰハンドリングされた上で、輸入が承認されている遺伝子組換え

作物の意図しない混入率が 5％未満であれば「遺伝子組換えでない」と表示して良いこと

になっています。 

イ ラ スト 宮本麻央
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・未承認の遺伝子組換え作物はいかなるものであっても流通は許可されていません。 
 

 
図 61 IP ハンドリングされた農産物は non-GM といっても良いか（情報提供前） 

 

 
図 62  IP ハンドリングされた農産物は non-GM といっても良いか（情報提供後） 

 

 
図 63 遺伝子組換え大豆を使った豆腐を買うか（情報提供後） 
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図 64 遺伝子組換えとうもろこしを使ったとうもろこしの缶詰を買うか（情報提供後） 

 

表 10 GM 食品に対する支払い意思額平均値 

品目 non-GM 価格 GM に対する支払い意思額平均値* 
情報提供前 情報提供後 

豆腐 100 円 72.3 円 73.0 円 
とうもろこしの缶詰 100 円 75.2 円 73.4 円 

*回答の下位・上位それぞれ 5%をカットして平均を算出した 
 
 

表 11 情報提供による行動変容（豆腐） 

 情報提供後の回答 
情報提供前の回答 買う 買わない 
買う 207 人 23 人 
買わない 42 人 728 人 

McNemar 検定結果：カイ 2 乗値＝4.985、p 値＝0.026 

 

表 12 情報提供による行動変容（とうもろこしの缶詰） 

 情報提供後の回答 
情報提供前の回答 買う 買わない 
買う 199 人 21 人 
買わない 41 人 739 人 

McNemar 検定結果：カイ 2 乗値＝5.823、p 値＝0.016 
 

24.0 76.0

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

買う（具体的な金額をご入力ください） 遺伝子組換えされた原料を使ったものは、買いたくない

（n=1000）
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図 65 安全性審査を受けて承認された GM は安全だと思うか 
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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 27-29年度） 

未承認遺伝子組換え作物検知法、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規制および安全性に関する情報収集情報収集 

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 中村公亮、野口秋雄、中島 治、坂田こずえ 

             （国立医薬品食品衛生研究所） 

 

研究要旨：未承認遺伝子組換え作物のための検知法としては、EU でよく検出されるコメおよびパパイヤ

が重要である。国内侵入の可能性のある様々な GM パパイヤ及びコメ系統を網羅的に検出する手法を検

討した。その結果、パパイヤでは P35S と T-nos を標的にして承認済 GM パパイヤと未承認 GM パパイ

ヤが混入した食品を検知可能なスクリーニング法を開発した。コメにおいては P35S，TNOS，cry1Ab/Ac
を標的とした検査法を開発した。僅かな既知配列から周辺未知配列を解明する手法の検討として LAM 
(Linear-Amplified Mediated)-PCR 法を、ゲノム情報が公開されている GM パパイヤ 55-1 系統をモデル作物

として検討を行った．既知 DNA 配列として，異なる染色体に２コピー導入されている nptII 部分配列を

用いた．nptII 部分配列をもとにプライマーを設計し LAM-PCR を実施した結果，2 つの増幅産物が検出さ

れ，ゲノム中のコピー数が 2 であることを示すことができた。次に、内在性プロモーターが既知で周辺配

列が未知の場合を想定して、nptII のような細菌由来外来遺伝子ではなく、ジャガイモ GBSS プロモータ

ーを用いた遺伝子組換えジャガイモをモデルに用いた。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，組換え導入された 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。 
 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。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 
 近年のバイオテクノロジー技術の著しい進歩により、ゲノム編集技術等これまでにない正確な改変が

可能なツールを用いた新品種開発が盛んに行われている。一方で、ゲノム編集技術が規制の枠組みの中

でどのように扱われるべきかの議論は進んでいない。ゲノム編集技術を用いた場合は、その改変の痕跡

が残りにくいことから従来の方法では検出は難しい。しかし、汎用される既知配列があればそこから未

知配列の解析も可能になるため、その手法の一つとして、Genome-walking または LAM-PCR と次世代シー

クエンサーを組合せた解析手法が欧州で検討されている。ゲノム編集をはじめとする新育種技術（NBT）

は、欧州 JRC 分類を再検討して、遺伝子操作で起きる変化による新たな分類を行い、潜在的懸念事項や

リスクを考える上で有用であることが示唆された。欧州では、遺伝子組換え食品の承認に係る規則

（regulation）が幾つか改定された。遺伝子組換え作物を用いた 90日間反復投与毒性試験では、作物の

実質的同等性で確認した以上の付加的な毒性・アレルゲン情報は得られなかったが、小腸などのトラン

スクリプトーム解析を行うことで従来の毒性実験で得られない情報が得られる可能性が示された。EFSA

は、遺伝子組換え作物のアレルゲン性評価についてより具体的に検討行うようになった。Non-IgE反応で

あるセリアック病のための配列類似性検索や新規発現タンパクの胃消化性試験の条件を実際の生理学的

条件に合わせたより幅広い条件での検討、および内在性アレルゲンの変化の解析が求められる。国内に

おいてもゲノム編集技術の取扱いを考える時に考慮する必要がある。NBTを利用して作成された動物、植

物の論文や特許などの調査の結果、食用については動物の報告が 28 報、植物については 33 報あった。

用いた技術では圧倒的に CRISPR/Cas9 が多かった。開発国を見ると、食用の動物については中国が圧倒
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的に多く 21 報あった。植物については中国からの 17 報、米国からの 8 報が多かった。ゲノム編集技術

を用いた農作物開発が活発で報告も多いが、ゲノム編集を用いることで生じるフレームシフト（読み枠

のズレ）によって新規に生産されるペプチド・タンパクについて検討している報告は皆無であり、この点

に開発者は注意を払っていない。食用の新しい生物を開発するときにはこのような新規に生産されるペ

プチドの安全性も含めて評価することを我々は提案する。 

 

A. 研究目的 

 安全性が未確認の食品が国内に侵入しないよう

に、未承認遺伝子組換え食品をもれなく検出する

ためのスクリーニング検査について、パパイヤと

コメを対象に検討した。 

 遺伝子組換え体の同定と導入遺伝子の解明を行

うために、限定された既知配列から周辺未知配列

を明らかにする LAM−PCR法の検討を行った。 

 ゲノム編集技術を用いた動物・植物の開発状況

の調査、および規制情報、ゲノム編集技術を用い

た場合の安全性確認方法のあり方について調査検

討した。 

 

B. 研究方法 

分担報告書を参照 

 

C. 研究結果および考察 

（１）スクリーニング法開発(パパイヤ) 

・各種 GMパパイヤ系統をサンプルとしたリアルタ

イム PCR 反応性についてリアルタイム PCR にて各

種 GM パパイヤ系統の増幅曲線の特徴を調べたも

のを図１に示した。パパイヤの内在性遺伝子

Chymopapain遺伝子（Chy）を検出するリアルタイ

ム PCR 法（Chy）、カリフラワーモザイクウィルス

由来 35SRNA プロモーターを検出するリアルタイ

ム PCR法（P35S）、ノパリンシンテターゼプロモー

ターを検出するリアルタイム PCR 法（T-nos）、パ

パイヤ 55-1 系統遺伝子を検出するリアルタイム

PCR法（55-1）を用いて、非 GM（Sunset）、承認済

55-1系統のホモ型（SunUp）とヘテロ型（Rainbow）、

未承認のパパイヤの DNA を検体としてリアルタイ

ム PCRを行った。GMパパイヤの標的配列の特徴か

ら新規スクリーニング法を考案した。Chy のみが

検出された場合は非 GMパパイヤであり、Chyと 55-

1が検出された場合は承認済 55-1系統パパイヤと

なる。55-1以外の Chy、P35S、T-nosが検出された

場合は未承認 GM パパイヤと判定される可能性が

考えられた。 

 本研究で構築した新規 GM パパイヤスクリーニ

ング法の妥当性の確認を行った。その結果、PRSV-

YK, PRSV-SC, Huanong No.1 はスクリーニング陽

性と適切に判定され、また、調査を行ったすべて

の非パパイヤ加工食品検体において、パパイヤ内

在性遺伝子である Chy のみ検出され、試験法の妥

当性が確認された。 

 

（２）LAM-PCRを用いた周辺未知配列の解析 

・ LAM-PCRによる nptII周辺配列の増幅 

 GMパパイヤ 55-1系統には，nptII部分配列が異

なる染色体に導入されている．そのため，LAM-PCR

によって nptII の周辺配列を増幅させた場合，適

切な制限酵素を選択すれば 2 つの増幅断片が形成

されると考えられる。その結果，HpyCH4IV反応系

の 1st Nested PCRにおいて，予想される 2本のバ

ンドが検出された。さらに，2nd Nested PCRにお

いても，非特異的なバンドが若干検出されたもの

の予想される 2 本のバンドが検出された。一方，

MseI反応系の 1st Nested PCRにおいても，予想

される 2 本のバンドが検出された。また，2nd 

Nested PCRにおいては，予想される短鎖のバンド

は検出された。一方で，non-GMパパイヤから抽出

した DNA溶液に対して LAM-PCRを実施した際には，

1st Nested PCR，2nd Nested PCRともに主要なバ

ンドは検出されなかった。増幅産物をクローニン

グし，シーケンス解析を行った結果，PCRエラーに

よる数塩基の変異が観察されたものも存在した

が，ゲノム配列とほぼ一致していた。 

 内在性プロモーターの使用や NBT によって開発

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 GMパパイヤ 55-

1系統を対象に検討を行った。LAM-PCR法は小さい

既知 DNA 配列をもとに導入遺伝子の情報やコピー

数および挿入位置を迅速に明らかにできることが

示された。 

 

（３）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 

・LAM-PCRによる内在性プロモーターpGBSS下流領
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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，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．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．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。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． 

 

（４）GMO規制と開発に関する情報収集 

 NPBT 作物・動物の承認状況 

米国では、（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,の２例があった。 

欧州では、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 の規制の枠内とされるのではな

いかと考えられる。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指摘した。 

日本では、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（すでに開

始されている）。 

 

(５)未承認遺伝子組換え作物検知法に関する情報

収集 

 LAM-PCR 法の代わりに DNA walking 法を用いて

僅かな既知配列からその両側未知配列を増幅した

のち、それぞれにタグ標識を結合した試料を調製

する。同様に調整した多検体を同時に次世代シー

クエンス解析し、データ解析時にタグ情報をもと

にそれぞれの試料ごとに結果を分離するものが報

告された。本手法は、未承認遺伝子作物に対する

検知法を作製する上で極めて強力な方法と考えら

れた。 

 

(２)ゲノム編集生物に関する調査と安全性確認の

ためのアプローチ検討 

 EU の JRC が 2012 年に示した分類では、その分

け方があるものは技術（ゲノム編集）で、あるも

のは現象であり（RdDM、RNA依存性 DNAメチル化）

で統一されていない。そこで、「起きる現象」で分

類するとどうなるのか整理を行った。 

 DNA２本鎖を切断するかどうかで区別する。DNA

２本鎖切断される場合は、標的配列と類似したゲ

ノム上の配列（類似配列）でのオフターゲット切

断のほかに、標的配列と全く類似性のない配列で

のオフターゲット切断を考慮しなくてはならな

い。前者は、事前に各種データベースを参考に予

測可能であるが後者は事前に予測できないため、

それを解析する手段が必要である。一方、DNAメチ

ル化や非活性化 Cas9を用いた塩基置換など DNA２

本鎖切断しない場合は、類似配列での置換、メチ

ル化の可能性をデータベースから予測して解析す

ることで対応が可能と考えられる。 

つまり、 
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  DNA 切断起きる場合＝全ゲノム領域の解析 

  DNA 切断起きない時＝類似配列の解析 

が必要である。 

 接ぎ木では、低分子 RNA を台木から穂木または

穂木から台木に移行させて、移行先で形質誘導（例

えば、顆粒デンプン合成酵素遺伝子抑制によるも

ち性向上）が行われる。懸念事項は、移行先の台

木又は穂木、最終果実への低分子 RNAN の残存性が

あるが、接ぎ木を切り離した後は移行しないため

低分子 RNA は速やかに分解され残存しないことが

報告されている例もある（厚労科研費「次世代バ

イオ研究班２７年度報告書」参照）。 

 

(３)諸外国での安全性評価に関する調査 

 欧州食品安全局 EFSA の遺伝子組換え生物の安

全性に関する科学的意見書、規則および毒性に関

する研究報告に関する最近の情報を整理した。The 

GRACE (GMO Risk Assessment and Com- 

munication of Evidence; www.grace-fp7.eu,, 

Arch Toxicol (2016) 90:2531–2562, Arch 

Toxicol (2014) 88:2289–2314) projectでは、モ

ンサント社の害虫抵抗性遺伝子組換えトウモロコ

シ MON810（承認済）を用いて、90 日反復投与試験

および１年間反復投与試験を行い、既にトウモロ

コシ MON810 と組換え前のトウモロコシとの間に

ついて同等性が確認された製品を用いた動物実験

で毒性に関わる付加的情報が得られるか検討し

た。その結果、動物実験では、比較解析から得ら

れた製品の同等性に追加される毒性情報は得られ

ないことが報告された。ただし、組織トランスク

リプトーム解析では付加的な情報が得られる可能

性が示唆された。 

 遺伝子組換え体のアレルゲン性評価について

ESFA の 科 学 的 意 見 書 （ EFSA J, doi: 

10.2903/j.efsa.2017.4862）を検討した。内容は 3

点から構成されるー（１）non-IgE 型の免疫反応、

（２）タンパク消化性、（３）内在性アレルゲンの

変化、である。Non-IgE 型の好ましくない免疫反応

は、小麦グルテンなどが原因となるセリアック病

に対するもので、新規に発現するタンパクについ

て原因となる E/Q-X1-P-X2 モチーフの存在や類似

性を確認して、一致又は類似性が認められた場合

は HLA 結合実験を行っていくものである。タンパ

ク消化性は、現在胃酸モデルとして pH1 前後の強

酸性条件で胃消化性試験を行っているが、空腹時

ではそうであるものの、満腹時や胃に食物が入っ

ている場合は、胃酸 pH は 4 程度まで上昇するた

め、胃酸中の消化酵素であるトリプシンおよび酸

性度 pH の条件を振ってタンパク消化性試験を行

うことが望ましいとしている。 

 

(４)ゲノム編集生物の開発状況調査 

１）2016 年に報告された、NBT を利用して作成さ

れた動物、植物の論文や特許などの調査の結果を

表３, ４にまとめた。食用については、動物の報

告が 28 報、植物については 33 報あった。用いた

技術では圧倒的に CRISPR/Cas9 が多かった。開発

国を見ると、食用の動物については中国が圧倒的

に多く 21報あった。植物については中国からの 17

報、米国からの 8報が多かった。 

２）ゲノム編集後にフレームシフトを起こしたペ

プチドを生産する動植物の調査の結果を調べた。

その結果、ターゲット遺伝子がコードする元のタ

ンパク質の N 末端が食物アレルゲンと相同性があ

って、新規ペプチドも同じくその食物アレルゲン

と相同性があるケースがあった。新規ペプチドが

元のタンパク質よりもアップレギュレートされる

と食物アレルギーを起こす可能性がある。これら

の新規ペプチドが電気泳動やオミックスの手法に

よって実験的に調べられている例は皆無だった。 

 

D. 結論 

(１)パパイヤおよびコメ未承認遺伝子組換え食品

スクリーニング法の検討 

 p35S, tNOS, Cry遺伝子を標的にして可能な限

り網羅的に検出する方法を幾つか検討、検証した。

今後、監視対策にスクリーニング法を導入する際

に参考にすることができる。 

 

（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 

 LAM-PCR を用いた未知配列の解析は、有用な手

法であることが確認できた。多検体処理など網羅

性と迅速性のために次世代シークエンスサーの活

用が有効であると考えられた。 

 

（３)ゲノム編集生物等の開発状況調査・NBTの規

制の考え方検討 

 植物はゲノム編集の応用が遅れていたが、ここ

２年程前から急速に報告が増加している。大きな

変化は、果樹への応用が始まったことである。ま

た、ゲノム編集によって誘発されるフレームシフ

http://www.grace-fp7.eu/


149 
 

トによって新規に生産されるペプチドについて、

開発者は注意をほとんど払っていないことが明確

になった。 

 ゲノム編集を含む新育種法（NBT）について、最

初に分類を行った欧州 JRC 分類を見直し、変化の

種類で分類して、潜在的リスクやそのためのアプ

ローチの検討を行った結果、分類を再検討して整

理することが、懸念される事項を整理しやすく規

制を考える上で必要と考えられた。 

 

（４)諸外国での安全性評価に関する調査 

 遺伝子組換え作物の実質的同等性に加えて、動

物実験で付加的な毒性関連情報が得られるか 90

日あるいは１年間投与試験で検討した結果、付加

的な情報は与えないが、組織トランスクリプトー

ム解析などで追加の情報が得られる可能性を示し

た。 
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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 

総合研究報告書（平成 28～29 年度：分担） 
 
 

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法に関する検討 

 
 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） 
 

研究要旨  
 本分担研究では、平成 28 年度から 2 年間を通じて、わが国の合法的な遺伝子組

換え（GM）食品の流通を確保するために必要な①GM 食品を検知する技術、並びに、

②既存の食品を比較対象にして、GM 食品の成分の相違を分析する技術の高度化を

目指した。特に、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

安全性に関する科学的知見の取集を行った。平成 28 年度では、GM 食品のゲノム

DNAの 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。平成 29年度では、

引き続き新しい GM 食品の検知技術の開発を目的とし、（１）isothermal PCR（LAMP）
－DNA クロマト法、並びに、（２）データベース上のリファレンスゲノム配列を使

用した内在性遺伝子検知法の開発を行った。また、発芽ダイズ食品と発芽 GM ダイ

ズ食品の成分の相違を分析する（３）トランスクリプトーム解析法の開発を行った。 
 
協力研究者  
石垣拓実（国立医薬品食品衛生研究所） 
木俣慎弥（国立医薬品食品衛生研究所） 
 
A. 研究目的 
 平成 28 年度では、遺伝子組換え（GM）食品

のゲノム DNA の 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。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。我が国では、同系統は、安

全性未審査である。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。平成 29 年度では、引き続き

新しい GM 食品の検知技術の開発を目的とし、

以下の 3 つのテーマについて検討を行った。 
１．LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒

からの検出について：世界では、GM コメの食品

への混入が頻繁に報告されている。これまでに、

コメを港やスーパーなどの現場で検査する汎用

性に優れた方法は開発されずにいた。試料を採取

する現場で、GM コメを検査するには、特殊な機

器や試薬を必要とせず、迅速に判定する簡便な方

法 が 求 め ら れ る 。 そ こ で 本 研 究 で は 、

Loop-Mediated Isothermal Amplification（LAMP）法

を用いて、スーパーなどで一般に市販されている、

精米、無洗米、玄米などを穀粒１粒単位で検査す

る方法の開発を行った。 
２．加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の違

い：GM 食品検査は、社会的、経済的な影響が大

きいため、誤判定を避ける必要がある。そのため、

GM 食品の検査には、高い特異性、感度及び精度

が求められる。GM 食品由来のタンパク質を検査

標的とした場合、加工されていない生鮮であれば、

感度並びに精度よく検査は可能であるが、タンパ

ク質は熱、加圧、pH などの物理的な影響を受け、

分解又は変性しやすい。それ故、検査のための標

的分子には向いていない。一方、GM 食品由来の

DNA は、食品による加工の影響を比較的受けにく

く、高い特異性、感度及び精度を担保した様々な

加工食品の検査のための標的分子となり得ると

される。高い精度と感度を有する GM 食品検査法

として、リアルタイム PCR を用いた DNA 増幅試

験が用いられる。GM 食品検査を行う際には、内

在性遺伝子を検知する方法が陽性コントロール

として用いられる。陽性コントロールの標的遺伝

子には、組換えで挿入された有用遺伝子の最低コ

ピー数を想定し、ゲノム中に 1 コピーのみ存在す

るGM作物に特異的な内在性遺伝子の配列を標的

とすることが理想とされる。本研究では、GM 食

品検査用の内在性遺伝子検知法を作成する上で、

ゲノム中に 1 コピーであること、リアルタイム
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PCR 標的配列が特異的であることを、バイオイン

フォマティックスを取り入れた方法の確認を行

った。また、ゲノム DNA の分解速度について、

作物種子中のゲノムの状態と、ゲノム精製を行っ

た後との違いについて、解析を行ったので報告す

る。 
３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発：発芽ダイズは発芽

前を上回る栄養価が注目されており、菓子や健康

食品などの加工食品に多く利用されている。しか

し、これまで、ダイズ品種別に発芽前後の代謝産

物の変化や遺伝子発現に関する網羅的研究が行

われた報告はない。そこで、本研究テーマでは、

発芽 GM ダイズのトランスクリプトーム解析、並

びに、プロテオーム解析する方法の開発を行い、

転写並びに翻訳レベルで発芽ダイズ品種別に、非

GM と GM ダイズ間の成分の相違を分析し、考察

することとした。 
 
B. 研究方法 
平成 28 年度： 
1. 試料、試薬および機器 
(1) 試料 
 試験には、Cibus 社より提供されたセイヨウ

アブラナ 3 系統（Cibus 5715 系統、5720 系統、

5722 系統）と野生型品種（Bn2wt、東北 3 号）

を供した。 
 
(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 DNA の増幅には、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、核酸染色試薬は、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、

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核酸分解酵素

は、NEB 製の T7 EndonucleaseI（Cat. No.M0302S）、
及び、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。制限酵素アッセイは、NEB製のBsrDI（Cat. 
No.R0574S）、10×NEBuffer2.0 を用いた。次世代

シークエンス解析は、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’ 
 
次世代シークエンサー用 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’ 
 
次世代シークエンサー用 2nd PCR プライマー： 
SET2-F1_Primer: 
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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は、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

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、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
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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、REPLI-g Mini ReactionBuffer 29 
µL と REPLI-g Mini DNA Polymerase 1µL、及び、

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 分加熱し、DNA ポリメラーゼを不活化し

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、及び、シークエンス 
(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）をロードし、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、シークエンス用

の試料として用いた。 
 
5. Cel1 アッセイ、及び、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
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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、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、シークエンス用

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
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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（Agilent 
Technologies 社）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。 
 
(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 。 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
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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。 
 
(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。 
 
(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
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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

使用してシークエンス解析を行った。 
平成 29 年度： 
1. LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒か

らの検出について： 
試料 
あきたこまち、ひとめぼれ、こしひかり、ゆめ

ぴりか、つや姫の精米は、アイリスオーヤマの通

信販売サイトを介して購入した。無洗米のこしひ

かりは、東京都内のスーパーで購入した。もち米

は、山形・高畠/東京農大 有機農業ネットワーク

で栽培されたものを使用した。LAMP 法の特異性

試験には、24 種類の作物から抽出されたゲノム

DNA 溶液（10 ng/µL）を使用した。 
 
試薬 
ゲノム DNA の抽出には、HotSHOT 試薬 1) Sol. A

（25 mM NaOH + 0.2 mM EDTA）と Sol. B（40 mM 
Tris-HCl, pH 5）を使用した。コメの陽性コントロ

ールは、ニッポンジーン社  より GM Rice 
Detection（IR）Rice Positive control plasmid （250 K 
copies/2.5 µL）をご提供いただいた。LAMP 法の

反応試薬は、栄研化学製の Loopamp DNA 増幅試

薬 キ ッ ト （ Reaction mixture, RM; Bst DNA 
polymerase; 蒸留水, DW を含む）と蛍光目視検出

試薬（Fluorescent detection reagent, FD）を使用し

た 。 LAMP 法 で 用 い た プ ラ イ マ ー は 、

PrimerExplorer V5 （http://primerexplorer.jp/）で設

計し、その合成はユーロフィンジェノミクス株式

会社に依頼した。 
 
機器 

LAMP 法による核酸増幅には、カネカ製の温調

機能付き吸光度計 MyAbscope®を使用した。核酸

増幅の観察は、付属のタブレット端末（Nexus）

にインストールされた専用アプリケーションを

介して行い、生データも同端末に保存した。LAMP
法で用いる試料の加熱には、タイテック製 Dry 
Thermo Unit DTU-1B（ヒートブロックインキュベ

ーター）を使用した。 
 

コメ一粒からのゲノム DNA 抽出 
コメ一粒を 1.5 mL 容エッペンチューブに入れ、

500 µL の超純水で 3 回洗浄した。コメについた水

気をペーパータオルで拭き取り、それを新しい 1.5 
mL 容エッペンチューブに移した。そこに

HotSHOT 試薬 Sol. A を 100 µL 添加し、98℃のブ

ロックインキュベーター内で 10 分間加熱した。

その後、チューブを氷中に移し試料を冷却させた。

次いで、HotSHOT 試薬 Sol. B を 100 µL 添加し、

ボルテックスミキサーでよく撹拌した。試料を

20,000 xg, 4℃の条件で 5 分間遠心し、透明な上清

50 µL をゲノム DNA 溶液として回収した。その溶

液は LAMP 反応に使用するまで、4℃チャンバー

に保管した。 
 
コメ内在性遺伝子 phopholipase D（PLD）を標的
とした LAMP 反応（分光的検出） 

PLD 遺伝子を増幅する LAMP プライマーには、

以下のものを使用した。 
F3: 5’-GACCTCCTCCTAGACCTCAA-3’ 
B3: 5’-TGACAAGGCCTGATCTTGC-3’ 
FIP: 
5’-AACACTCCAGGCCTCACCGTGGCCGACCTC
ATTATTCCG-3’ 
BIP: 
5’-GTTCCGGTCCATCGATGGCTGCAGCCTCTGG
AGTGCTA-3’ 
LF: 5’-GGAACATCACCGGAGACGG-3’ 
LB: 5’-GCGGCCTGCTTTGGCTT-3’ 
 まず、12.5 µL の 2 x RM（40 mM Tris, pH 8.8; 20 
mM KCl; 20 mM (NH4)2SO4; 16 mM MgSO4; 0.2% 
Tween 20; 1.6 M betaine; 2.8 mM each dNTPs を含

む）、0.1 µL の 50 µM F3（0.2 µM）、0.1 µL の 50 µM 
F3（0.2 µM）、0.8 µL の 50 µM FIP（1.6 µM）, 0.8 
µL の 50 µM BIP（1.6 µM）、0.4 µL の 50 µM LF
（0.8 µM）、0.4 µL の 50 µM LB（0.8 µM）、1 µL
の FD、1 µLの Bst DNA polymerase と 2.9 µLの DW
を混合した。この反応液 20 µL を予め 8 連 PCR チ

ューブに分注した 5 µL の各作物由来ゲノム DNA
溶液（50 ng）、または、4.で抽出したゲノム DNA
（濃度未知）とよく混合し、25 µL の反応液系を

調製した。特異性試験においては、高純度に精製

された各ゲノム DNA（10 ng/µL）を用い、ポジテ

ィブコントロールとしてコメ由来（日本晴）の

DNA、ネガティブコントロールとして超純水

（NTC）を同時に解析した。 
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 次に、MyAbscope®の測定プログラムを設定し

た。この設定は付属のタブレット端末を介して行

った。測定波長は「B」、Delay は 180 sec に設定し

た。そして、Step1（核酸増幅）の HeatLid を 80℃, 

Well を 63℃, Set timeを 60 min、Step2（酵素失活）

の HeatLid を 80℃, Wellを 80℃, Set timeを 5 min に

設定した。超純水を 25 µL ずつ分注した 8 連チュ

ーブを用いて補正を行い、チューブを取り出した

後、加熱前処理を行った。こうして、測定機械の

コンディションが整った後、測定用の 8 連チュー

ブをセットし、Run をタップして測定を開始した。 
 測定終了後、タブレット端末に保存されたデー

タファイル（エクセル）を別のパソコンに移行さ

せ、測定時間を横軸、吸光度を縦軸としたグラフ

を作成した。 
目的遺伝子の検出可否の判定は、遺伝子の増幅

に対応する吸光度の明確な上昇を基とした。 
 
２．加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の違

い： 
試料、試薬および機器 
(1) 試料 

試験には、農業生物資源ジーンバンク NARO よ

り入手したダイズ品種Williams82、JackとEmerge、
北海道立衛生研究所より入手した珠美人品種を

供した。 
 
(2) 試薬 

ゲノム DNA の抽出・精製には、QIAGEN 製の

イオン交換樹脂タイプキット（Genomic-tip 100/G）

と Genomic DNA Buffer Set を用いた。その試料前

処理には、ニッポンジーン社製 α-amylase（Cat. No. 
316-04751）、和光純正工業社製 Proteinase K（Cat. 
No. 160-22752）、ニッポンジーン社製 100 mg/mL 
RNase A（Cat. No. 318-06391）、シグマアルドリッ

チジャパン社製 Cellulase（Cat. No. C2730）を用い

た。イソプロパノールとエタノールは、和光純正

工業社製の特級グレードを使用した。定性 PCR 反

応には、東洋紡社製の 2x KOD FX buffer、KOD FX
（Cat. No. KFX-201）とタカラバイオ製の dNTP 
Mixture を使用した。PCR 用のプライマーは、ユ

ーロフィンジェノミクス社に合成を依頼した。

DNA の電気泳動に使用したアガロースは、タカラ

バイオ社製 LO3「TAKARA」（Cat. No. 5003）を用

い、DNA の染色には、Biotium 社製 GelRedTM 
Nucleic Acid Gel Stain（Cat. No. 41003）を用いた。

Loading buffer は、タカラバイオ社製（Cat. No. 
A6310A）を用いた。標準DNAサイズマーカーは、

タカタバイオ社製 100 bp ラダー（Cat. No. 3407A）

と Invitrogen社製1 kbpラダー（Cat. No. 15615-016）
を用いた。PCR 産物の精製には、プロメガ社製

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System（A9282）
を用いた。プラスミド DNA の抽出・精製には、

プロメガ社製 Wizard® SV Midipreps Purification 
System を使用した。プラスミド DNA の宿主には、

東洋紡製 E. coli competent cell DH5α を用いた。組

換えプラスミドの作製には、クロンテック製

In-Fusion HD Cloning kit を使用した。そのプラス

ミドには、プロメガ社製 pGEM®-T Easy Vector を
用いた。ベクターの一本鎖化には、New England 
BioLabs 社製の制限酵素 EcoRI-HF と EcoRI 
NEBuffer（x10）を使用した。リアルタイム PCR
の反応溶液には、Roche 社製の FastStart universal 
probe master（ROX）を使用した。超純水は、ミリ

ポア製 Milli-Q Integral 3 から採水した。 
 
(3) 機器 
粉砕機は、イワタニ社製ミルサー720G-Y を使

用した。試料の加熱には、イワタニ社製カセット

フーとガスボンベ、シュウ酸アルマイト鍋を用い

た。または、タイテック社製 Dry Thermo Unit 
DTU-1B（ヒートブロックインキュベーター）も

しくは Bio-Rad 社製サーマルサイクラーiCycler を
使用した。定性 PCR の際のサーマルサイクラーは、

Applied Biosystems 社 製 Applied Biosystems 
Veriti®96-Well を使用した。リアルタイム PCR に

は、Applied Biosystems 社製 7900HT Fast Real Time 
PCR System を使用した。 
 
1. 標的遺伝子配列の選定 

National Center for Biotechnology Information
（NCBI）に登録されるダイズ（Glycine max）のゲ

ノムデータベースより、全 20 本の染色体 DNA の

配列を取得した。各番号の染色体からランダムに

1 遺伝子ずつ標的として選択した。標的の選択条

件は、その遺伝子がダイズゲノム中に 1 コピーの

み存在することとし、これは NCBI の BLAST 検

索を用いて推定した。標的遺伝子を検知するプラ

イマープローブの特異性検索には、NCBI の

Primer-BLAST を使用した。本研究では、いくつ

か の 候 補 の 内 、 1 番 染 色 体 上 の

microtubule-associated protein SPIRAL2-like 遺伝子、

2 番染色体上の lectin 遺伝子、3 番染色体上の
delta-Delta-dienoyl-CoA isomerase, 
mitochondrial-like 遺伝子と、 8 番染色体上の

HMGI/Y like protein 遺伝子の合計 4 遺伝子を標的

とし、以下ではそれぞれの遺伝子を ch1, ch2, ch3, 
ch8 と呼称する。 
 
3. 標的遺伝子を含むコントロールプラスミドベ

クターの作製 
ch1, ch2, ch3 と ch8 遺伝子の各標的増幅領域は、
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In-Fusion 反応（Clontech 社）を利用して pGEM®-T 
Easy Vector（Promega 社）に導入した。In-Fusion
反応に要求される各DNA断片を増幅するために、

融合箇所である末端 15 塩基には互いに相同配列

を付加するよう以下の通りプライマーを設計し

た。 
Insert ch1-F: 
5’-GCGGCCGCGGGAATTTCTCAAAGTTATCAG
TGGGAGGA-3’ 
Insert ch1-R: 
5’-CATCGGAGAGAGCAGCCATTAGAAACAATG
AG-3’ 
Insert ch2-F: 
5’-AATGGCTGCTCTCTCCGATGTGGTCGATTT-3
’ 
Insert ch2-R: 
5’-ATTCCGCCGCGGCAAATTGGAAGCAAAAGA
-3’ 
Insert ch3-F: 
5’-CCAATTTGCCGCGGCGGAATTGATATAGTG-3
’ 
Insert ch3-R: 
5’-CATGGAGGAGTGCCGAACCCTACAATAAGC-
3’ 
Insert ch8-F: 
5’-GGGTTCGGCACTCCTCCATGGACCCAACT-3’ 
Insert ch8-R: 
5’-AGGCGGCCGCGAATTTGCTCGAACCATCTT
TCTCC-3’ 
まず、ベクターに組み込む目的のDNA断片は、

上記プライマーを用い PCR で増幅した。12.5 µL
の 2 x KOD FX PCR buffer（東洋紡）、0.75 µL の

50 µM primer-F、0.75 µL の 50 µM primer-R、5 µL
の 2.5 mM dNTP mix、0.5 µL の KOD FX、2.5 µL
の 10 ng/µLダイズゲノムDNAと 3 µLの滅菌水を

混合した試薬を反応液として、次の条件で PCR を

行った。95℃, 2 分のプレヒーティング後、[98℃, 10

秒; 60℃, 30秒; 72℃, 30秒]の反応を 30 サイクル繰

り返した。その後、72℃で 7 分インキュベートし

た。増幅された各 DNA 断片は、1%アガロースゲ

ル内で分離し、Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System（Promega）を用いてゲルから精製した。

次に、これら 4 遺伝子を導入するベクターを制限

酵素を用いて一本鎖にした。500 ng の pGEM®-T 
Easy Vector、1 x NEBuffer（for EcoRI）、EcoRI-HF
を含む 50 µL 溶液を 37℃で 1 時間インキュベート

し、反応液を電気泳動後、目的の一本鎖ベクター

を上記と同様の手法でゲルから精製した。以上、

調製した 4 つの DNA 断片とベクターを次の条件

で融合させた。増幅 DNA 断片（各 5 ng）、2 µL の

In-Fusion HD Enzyme Premix（5x）と滅菌水を混合

し、合計 10 µL に調製した。この反応液を 50℃で

15 分間インキュベートし、氷冷した。この組換え

ベクターは、E. coli competent cell DH5α（東洋紡）

に導入し、多量の組換えプラスミドベクターは、

そ の 培 養 菌 体 か ら Wizard® SV Midipreps 
Purification System（Promega）を用いて抽出精製

した。ベクター内に挿入された目的 DNA の塩基

配列の正確性は、サンガー法を用いたシーケンシ

ングにより確認した。 
  
4. リアルタイムPCR用のプライマー対プローブ

の設計 
各標的遺伝子 ch1, ch2, ch3 と ch8 とコントロー

ル遺伝子 AquAdvantage（AquAd, 遺伝子組換えサ

ケ）をリアルタイム PCR で増幅し、検出するため

のプライマー対と Taq-Man プローブは、Primer 
Express ver.3.0.1 を用いて設計した。設計したオリ

ゴヌクレオチド配列は、株式会社ユーロフィンに

合成を依頼した。以下に設計した配列を示す。 
Ch1 遺伝子 
Ch1-forward: 
5’-GGGAGGATTAGAGACAGAAGAACAC-3’ 
Ch1-reverse: 
5’-CATGCAGGATGTTGGTTATGAA-3’ 
Ch1-probe: 
5’-[FAM]CCTGCTTGTCATCCATGGGCACA-[TA
MRA]-3’ 
Ch2 遺伝子 
Ch2-forward: 5’-TCCCGAGTGGGTGAGGATAG-3’ 
Ch2-reverse: 5’-TCATGCGATTCCCCAGGTAT-3’ 
Ch2-probe: 
5’-[FAM]TTCTCTGCTGCCACGGGACTCGA[TAM
RA]-3’ 
Ch3 遺伝子 
Ch3-forward: 
5’-TCGGTGAAGGAAGTGGATTTG-3’ 
Ch3-reverse: 
5’-ACAATAAGCGGCAACCTCTGA-3’ 
Ch3-probe: 
5’-[FAM]CTTGCCGCTGACCTTGGCACTC[TAMR
A]-3’ 
Ch8 遺伝子 
Ch8-forward: 
5’-CTTCACTGTCGAACCCAGCAA-3’ 
Ch8-reverse: 5’-ATCGTAAGGAGGGTGGTTGGT-3’ 
Ch8-probe: 
5’-[FAM]CACGTGACCCCCGCCGACA[TAMRA]-
3’ 
AquAd 遺伝子 
AquAd-F: 5’-TGCTGATGCCTCTGATACCAC-3’ 
AquAd-R: 
5’-ATGCCTCTAGTGCAAGTTCAGTC-3’ 
AquAd-P: 
5’-[FAM]CAGTAGTACAACGTTGGCAGATGTAT
GAGAACT[BHQ]-3’ 
合成した各プライマーとプローブは、それぞれ蒸
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留水で 50 µM と 10 µM に調製した。 
 
5. 標的遺伝子の PCR 増幅効率 

ch1, ch2, ch3 と ch8 遺伝子の増幅効率は、様々

なDNA鋳型濃度存在下で目的遺伝子を増加させ、

そのリアルタイム PCR のデータ（Ct 値）を基に

算出した。方法 4 で作成したコントロールプラス

ミド（3572 bp）を鋳型 DNA として用い、103～107

コピー/5 µL の 10 倍希釈系列の範囲で検討した。

12.5 µL Faststart universal probe master（ROX）

（Roche）、0.4 µL 各 primer-forward（50 µM）、0.4 
µL 各 primer-reverse（50 µM）、0.25 µL probe（10 
µM）、6.45 µL の蒸留水、5 µL の各コピー数を含

む鋳型 DNA が混合された 25 µL の反応液を 96 ウ

ェルプレートに分注した。これを 7900HT real time 
PCR system（Applied Biosystems）内で 50℃, 2分、

95℃, 10分でインキュベートした後、[95℃, 15秒; 
60℃, 1分] の反応を 50 サイクル繰り返し目的遺

伝子を増幅させた。得られた各増幅曲線の Ct 値

は、 SDS システムソフトウェア（ Applied 
Biosystems）を用い、threshold を 0.2 に設定し定義

した。次に、Microsoft 社のエクセルを用いて、鋳

型 DNA 濃度を横軸（x 軸）、Ct 値を縦軸（y 軸）

とした一次関数直線 y=ax+b（R2 > 0.99）を作成し

た。各遺伝子の PCR 増幅効率 E は、直線の傾き

値 slope（a）を式：[ E = 10（-1/-slope）-1 ] に代入し

て見積もった。 
 
6. ダイズゲノム DNA の抽出精製 

ダイズ Williams82 品種の乾燥種子 6 g を超純水

で 2 回洗浄し、ペーパータオルで水気をふき取っ

た。その種子を粉砕機ミルサー（Iwatani）を用い

30 秒間破砕した。得られたダイズ粉末 0.5 g を 50 
mL 容ポリプロピレン製チューブに計り取り、こ

れを 10 本用意した。このうち 1 本をこのゲノム

抽出に用い、残りは後の実験に使用するまで-30℃
に保管した。ゲノム DNA の抽出精製には、

QIAGEN のGenomic tip 100/GとGenomic tip buffer 
set を用いた。まず、0.5 g の粉砕物に G2 緩衝液

15 mL, 500 µL cellulase, 10 µL RNase A（100 
mg/mL）、5 µL α-amylase（4 units/µL）を添加し、

ボルテックッスミキサーで撹拌後、50℃で 1 時間

インキュベートした。その間、数回チューブを上

下し溶液を混ぜた。その後、100 µL の proteinase K
（20 mg/mL）を添加し、撹拌後、50℃で 1 時間イ

ンキュベートした。この抽出溶液を 10,000 xg, 4℃
で 5 分間遠心分離し、上清 14 mL を回収した。こ

の溶液全量を 10 秒間ボルテックスミキサー－で

緩やかに撹拌した後、4 mL の QBT 緩衝液で平衡

化した Genomic-tip 100/G カラムにロードした。カ

ラムを 6 mL の QC 緩衝液で 3 回洗浄した後、ゲ

ノムDNAは50℃のQF緩衝液2 mLで溶出させた。

そこに 2 mL のイソプロパノールを添加し、よく

混和させた後、20,000 xg, 4℃, 15分間の遠心分離

で DNA を沈殿させた。上清を破棄した後、冷却

70%エタノールで沈殿をリンスし、再度 20,000 xg, 
4℃で 10 分間遠心した。上清を破棄した後、数分

の間 DNA を風乾し 50-100 µL の超純水で溶解さ

せた。DNA 溶液の濃度は、Nanodrop ND1000
（Thermo）で測定し、使用するまで-20℃に保管し

た。 
 
7. ダイズゲノム DNA の加熱処理 
上記で抽出したダイズWilliams82品種由来のゲ

ノム DNA を、超純水で 10 ng/µL の濃度に調製し

た。これを 0.2 mL 容シングル PCR チューブ に
100 µL ずつ分注し、しっかりとキャップを閉めた。

これと同じものを 6 本準備し、それぞれを 50, 70, 
80, 90 または 100℃に設定したサーマルサイクラ

ー（iCycler, Bio-Rad 製）を用いて、0（未処理）、

2, 4, 6, 8, 10 分間加熱処理した。加熱直後、DNA
溶液を氷中で冷却した。これら試料を軽くボルテ

ックス撹拌し、均質な溶液を次のリアルタイム

PCR の鋳型 DNA に用いた。 
 
8. コントロールプラスミド DNA の加熱処理 

コントロールプラスミド DNA を超純水で 2 x 
104 copy/µL となるように調製した。また、疑似ゲ

ノム（ダイズ以外）として、じゃがいも（Atlantic
品種）から抽出したゲノム DNA を 20 ng/µL とな

るように調製した。両溶液を等量混合し、104 copy
プラスミドDNA/µL 10 ngゲノムDNA溶液を得た。

これを0.2 mL容シングルPCRチューブ に100 µL
ずつ分注した。これと同じものを 4 本準備し、そ

れぞれを 100℃に設定したサーマルサイクラー

（iCycler, Bio-Rad 製）を用いて、0（未処理）、5, 10, 
20 分間加熱処理した。加熱直後、DNA 溶液を氷

中で冷却した。これら試料を軽くボルテックス撹

拌し、均質な溶液を次のリアルタイム PCR の鋳型

DNA に用いた。 
 
9. ダイズゲノム DNA またはプラスミド DNA の

加熱処理による標的遺伝子の分解 
加熱による標的遺伝子の DNA 分解は、リアル

タイム PCR を用い、得られた Ct 値を基に相対的

に評価した。96 ウェルプレートに、加熱ゲノム

DNA またはコントロールプラスミド DNA を処理

時間ごとに 3 ウェルずつ、4 標的分、5 µL ずつ分

注した（1 ウェルあたり 50 ng DNA）。そこに予め

調製した 12.5 µL Faststart universal probe master
（ROX）（Roche）、0.4 µL 各 primer-forward（50 µM）、

0.4 µL 各 primer-reverse（50 µM）、0.25 µL probe
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（10 µM）と 6.45 µL 超純水を含む反応混合液（20 
µL）を添加し、ゲノム DNA とよく混合した。こ

のプレートを 7900HT fast real time PCR system
（Applied Biosystems）内で 50℃, 2分、95℃, 10分

でインキュベートした後、[95℃, 15秒; 60℃, 1分] 
の反応を 50 サイクル繰り返し目的遺伝子を増幅

させた。得られた増幅曲線の Ct 値は、SDS シス

テムソフトウェア（Applied Biosystems）を用い、

auto threshold に設定し定義した。各標的遺伝子に

ついて、各処理時間サンプル（0～10 分加熱）の

Ct 値から未処理（0 分加熱）の Ct 値を減じ、ΔCt
値を算出した。これら ΔCt 値の相対値を、PCR で

増幅される鋳型 DNA の残存量、すなわち分解度

として表した。ΔCt 値の相対値への変換は、[式：

2-ΔCt] に代入して行った。 
 
10. ダイズ種子粉砕物の加熱処理（ボイル） 
方法 6 で調製したダイズ Williams82 品種の種子

粉砕物 0.5 g を 50 mL 容ポリプロピレン製チュー

ブに計り取った。そこに超純水 1 mL を添加し、

ボルテックスミキサーで 10 秒間撹拌した。加熱

の際の圧力上昇と蒸発を防ぐために、チューブの

キャップを半開させ、その上からアルミホイルを

被せた。これをカセットコンロで沸かした 99℃の

湯内で 0～60 分間加熱した。加熱処理後は、試料

を直ちに氷中に移し冷却した。 
 
11. ダイズ種子粉砕物の加熱処理（様々な温度） 

上記加熱方法（9）は直火によるため、特定の

温度に設定することは難しい。そのため、ダイズ

粉砕物試料を 70～100℃の温度で加熱する際は、

別法としてブロックインキュベーター（TAITEC
製）を使用した。また、熱の伝導をより均一にな

るように、加える水の量を増加させた。方法 6 で

調製したダイズ Williams82 品種の種子粉砕物 0.5 
g を 50 mL 容ポリプロピレン製チューブに計り取

った。そこに超純水 5 mL を添加し、ボルテック

スミキサーで 10 秒間撹拌した。加熱の際の圧力

上昇と蒸発を防ぐために、チューブのキャップを

半開させ、その上からアルミホイルを被せた。こ

れを 70, 80, 90 または 100℃に設定したブロックイ

ンキュベーター内で、0～60 分間加熱した。加熱

処理後は、試料は直ちに氷中で冷却した。 
 
12. ダイズ粉砕物の加熱処理（オートクレーブ） 

方法 6 で調製したダイズ Williams82 品種の種子

粉砕物 0.5 g を 50 mL 容ポリプロピレン製チュー

ブに計り取った。そこに超純水 1 mL を添加し、

ボルテックスミキサーで 10 秒間撹拌した。チュ

ーブをメジュームビンの口で倒れないように固

定し、キャップの代わりに綿栓でフタをした。こ

れを 121℃, 20 分の条件でオートクレーブ処理し

た。処理後は、試料は直ちに氷中で冷却した。処

理時間に、菅内の温度上昇にかかる時間は考慮し

なかった。 
 
13. 加熱処理したダイズ種子粉砕物からのゲノム

DNA 抽出精製 
方法 9 で得られた試料に G2 緩衝液 15 mL、500 

µL cellulase、10 µL RNase A（100 mg/mL）、5 
µLα-amylase（4 units/µL）と 5 µL のプラスミドベ

クター（1 ng/µL）を添加し、ボルテックッスミキ

サーで撹拌後、50℃で 1 時間インキュベートした。

その後、100 µL の proteinase K（20 mg/mL）を添

加し、撹拌後、50℃で 1 時間インキュベートした。

この抽出溶液を 10,000 xg, 4℃で 5 分間遠心分離し、

上清 14 mL を回収した。この溶液全量を 10 秒間

ボルテックスミキサー－で緩やかに撹拌した後、

4 mL の QBT 緩衝液で平衡化した Genomic-tip 
100/G カラムにロードした。カラムを 6 mL の QC
緩衝液で 3 回洗浄した後、ゲノム DNA は 50℃の

QF 緩衝液 2 mL で溶出させた。これ以降の DNA
の高純度化の工程（イソプロパノール沈殿）は、

各試料 DNA 濃度のばらつきを大きくする可能性

が考えられたため、QF 画分を次のリアルタイム

PCR の鋳型 DNA として保存した。抽出の際に添

加したプラスミドベクターは、遺伝子組換えサケ

（AquAdvantage）にユニークな塩基配列が組み込

まれた pEX-A2J1 ベクターである。本研究では、

外来性の遺伝子を抽出時に添加し、ダイズ由来の

遺伝子と同時に検出することで、抽出効率の補正

を試みた。 
 
14. 加熱処理したダイズ粉砕物から抽出した

DNA の分解 
加熱処理したダイズ粉砕物から抽出した DNA

の分解は、4 つの標的遺伝子 ch1, ch2, ch3 と ch8、
1 つのコントロール遺伝子 AquAd を対象とし、そ

れらのリアルタイム PCR で得られた各 Ct 値を基

に相対的に評価した。まず、方法 12 で溶出した

QF 画分を超純水で 100 倍希釈し、鋳型 DNA 溶液

を調製した（希釈された QF 緩衝液が PCR に影響

しないことは予め確認した）。96 ウェルプレート

に、この DNA 溶液を処理時間ごとに 3 ウェルず

つ、5 標的分、5 µL ずつ分注した（1 ウェルあた

り 50 ng DNA）。そこに予め調製した 12.5 µL 
Faststart universal probe master（ROX）（Roche）、0.4 
µL 各 primer-forward （ 50 µM ）、 0.4 µL 各

primer-reverse （50 µM）、0.25 µL probe（10 µM）

と 6.45 µL 超純水を含む反応混合液（20 µL）を添

加し、ゲノム DNA とよく混合した。このプレー

トを 7900HT real time PCR system （ Applied 
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Biosystems）内で 50℃, 2分、95℃, 10分でインキュ

ベートした後、[95℃, 15秒; 60℃, 1分] の反応を

50 サイクル繰り返し目的遺伝子を増幅させた。得

られた増幅曲線の Ct 値は、SDS システムソフト

ウェア（Applied Biosystems）を用い、auto threshold
に設定し定義した。各標的遺伝子について、各処

理時間サンプル（0～60 分加熱とオートクレーブ

処理）の Ct 値から対応する AquAd 遺伝子の Ct
値を減じ、ΔCt 値を算出した。さらに、各 ΔCt か
ら未処理（0 分加熱）の Ct 値を減じ ΔΔCt 値を算

出した。これら ΔΔCt 値の相対値を、PCR で増幅

される鋳型 DNA の残存量、すなわち分解度とし

て表した。ΔΔCt 値の相対値への変換は、[式：2-ΔΔCt] 
に代入して行った。 
 
３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発： 
1. RNA-Seq 解析 
1.1 試料の調製 
発芽ダイズの調製は、宮崎大学フロンティア科

学実験総合センターの隔離実験施設内で行った。

発芽条件は、発芽ダイズ生産の条件下（40℃、48
時間培養）とした。ダイズは実験に使用する量の

み発芽させ、発芽させたダイズは全て以下の実験

に供した。発芽ダイズは、粒単位でトータル RNA
の抽出・精製を行った。すなわち、1 粒を 1 試料

に用い、乳鉢・乳棒を用いて液体窒素を加えなが

ら粉状になるまで粉砕し、Qiagen RNeasy Plant 
Mini Kit の 2 カラム分を 1 試料に使用してトータ

ル RNA を精製した。ゲノム DNA は、RNase-free 
DNase を使用して、完全に分解させた。得られた

RNA の品質は、Agilent Bioanalyzer 2100 system（ア

ジレントテクノロジーズ社）を使用し、RNA 
Integrity Number（RIN）値を測定することにより

評価した。RNA の濃度と精製度は、NanoDrop 2100 
spectrophotometer（サーモサイエンティフィック

社）を使用して推定した。得られたトータル RNA 
1.5 µg を試料に次世代シークエンシング用のライ

ブラリの調製に供した。ライブラリの調製には、
NEBNext® UltraTM RNA Library Prep Kit for 
Illumina（NEB 社）を使用し、各試料にはタグ配

列を付加した。以下にその概要を記す。mRNA 精

製は、poly-T oligo を付加した磁石ビーズで行った。

得られた mRNA は、NEBNext First Strand Synthesis 
Reaction Buffer（5X）中で加熱し、二価カチオン

存在下で断片化させた。断片化させた mRNA は、

ランダムヘキサマープライマーを使用し、

M-MuLV Reverse Transcriptase（RNaseH-）により

逆転写させた。cDNA の相補鎖は、dTTP の代わり

に dUTP を含む dNTP を使用して DNA polymerase 
I により合成しRNase Hを使用してmRNAを分解

させて行った。3’末をアデニル化した後、NEBNext 
Adaptor を付加した。合成した cDNA は、150～200 
bp の鎖長を AMPure XP system（ベックマンコル

ター社）を使用して単離した。USER Enzyme（NEB
社）を使用して、ウラシルを含む DNA 鎖を断片

化 し た 。 次 に 、 Phusion High-Fidelity DNA 
polymerase、Universal PCR プライマー、Index タ
グプライマーを使用して PCR を行った。得られた

PCR 産物は、AMPure XP system を使用して精製を

行い、Agilent Bioanalyzer 2100 system を使用して

クオリティチェックを行った。Index タグを付加

したサンプルは、cBot Cluster Generation System（イ

ルミナ社）を使用して、TruSeq PE Cluster Kit 
v3-cBot-HS キット（イルミナ社）によるフローセ

ルへのクラスター化を行った。シークエンシング

は、100-base paired-end でフローセルの 5 plex /1
レーンを用いてイルミナ HiSeq2500 により行った。 
 
1.2.データの解析 
  シークエンサーより得られたFastqファイル

は、Genomic Workbench ver.9.0.1を使用して、リー

ド配列のトリミングを行った。トリミングは、ア

ダプター配列の除去すること、10%以上の未解読

塩基配列を含むリードであること、50%以上の塩

基配列でクオリティースコア（Q値≦5）を有する

リードの除去することを条件に行った。本試験に

使用したアダプター配列は、以下の通りである。 
5’アダプター： 
5’-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACT
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-3’、 
3’アダプター： 
5’-GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGT
CACATCACGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-
3’ （アンダーラインした 6 塩基は、タグ配列） 
 トリミングを行ったリードは、ダイズゲノム解

析（Nature, 463, 178-183, 2010）より得られた配列

デ ー タ ベ ー ス （ V1.0.29, 
ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/release-29/plants/fa
sta/glycine_max/dna/）をリファレンス配列に使用

し、最も高いアラインメントスコアを示す場所に

マッピングすると同時に、マッピング後のデータ

をlocal realignment（リマッピング）した。各サン

プルに関して、RNA-Seqを行いサンプル間の遺伝

子発現差解析を行った。発現差解析の条件は、各

品種のデータをTwo-group comparison（paired）で

解析した。発現差解析では、カウントデータを使

用し、データが負の二項分布に従うと仮定して平

均値とDispersionを推定し、検定を行った。

Empirical Analysis of Digital Gene Expression（edgeR
ソフトウェア , Biostatistics, 9, 321-332, 2008; 
Bioinformatics, 26, 139-140, 2010）を使用して2群の
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比較検定を行った。条件の設定は、発現量がある

とするための最初のカウント数を5リード数とし

た。リファレンス配列と比較し、遺伝子発現量が

2倍量以上の差（p<0.05）のある遺伝子を選抜した。 
 
2. プロテオーム解析用の試料調製 
2.1. 分析試料 
発芽ダイズは、解析するまでの間、-80℃で保存

した。 
 
2.2. 試料粉砕と沈殿処理 

ダイズの各品種より 1 粒ずつを液体窒素中で凍

結し、乳鉢を用いて別々に粉砕した。粉砕物を、

10%トリクロロ酢酸と 0.07% 2-メルカプトエタノ

ールを含むアセトン溶液 8 mL に懸濁した。懸濁

液を 10-mL 遠沈管に回収し、-20℃で 45 分間静置

した。遠心分離（35,000×g、0℃、15 分間）して

から上清を除いた。沈殿は 0.07% 2-メルカプトエ

タノールを含むアセトン溶液で 3 回洗浄した。洗

浄後の沈殿を凍結乾燥して粉末試料を得た。 
 
2.3. 粉末試料からのタンパク質抽出 
粉末試料から 3 mg を 1.5-mL マイクロ容器に分

取した。分取した粉末に抽出溶液［6 M 尿素、2 M
チオ尿素、60 mM ジチオトレイトール（DTT）、
100 mM 重炭酸アンモニウム、pH 8.8］を 100 µL
加え、撹拌しながら 37℃で 1 時間保温した。その

後、遠心分離（15,000×g、20℃、15 分間）し、タ

ンパク質を含む上清を回収した。 
 
2.4.タンパク質濃度測定 
回収した上清の一部を、Bradford 法による総タ

ンパク質定量に供した。定量用の検量線は、ウシ

血清アルブミンの溶液を段階希釈して作成した。 
 
2.5. トリプシンによる試料タンパク質の加水分
解 
試料溶解液から総タンパク質 50 µg 分を 1.5-mL

マイクロ容器に分取した。分取液に DTT を加え

37℃で 30 分間保温し、続いてヨードアセトアミ

ドを加えてから室温で 1 時間静置した（還元アル

キル化処理）。処理後の溶液に 100 mM 重炭酸アン

モニウムを加え、溶液の尿素濃度を 2 M まで下げ

た。最後にトリプシン 2.5 µg を加え、37℃で 16
時間保温して加水分解反応を行った。反応後のペ

プチド溶液にはC18 STAGE Tipによる脱塩処理を

施した（Anal. Chem., 75, 663-70, 2003）。脱塩後の

試料を減圧下で乾燥した。 
 
2.6. LC-MS/MS 

乾燥状態のペプチド試料を、水、アセトニトリ

ル、及び、トリフルオロ酢酸からなる溶媒（体積

比 98:2:0.1）に溶解した。出発総タンパク質量に

換算して 200 ng 相当量を LC-MS/MS に供した。

LC-MS/MS システムの仕様と設定条件は、下記に

示す。 
 
LC：Ultimate3000 液体クロマトグラフ（ダイオネ

クス社） 
・分析用 C18 カラム（Tip column）：Nano HPLC 
Capillary Column（粒径 3 µm、内径 75 µm、長さ

15 cm、日京テクノス株式会社） 
・移動相 A の組成：[水]：[アセトニトリル]：[ギ
酸] = 98:2:0.1（体積比） 
・移動相 B の組成：[水]：[アセトニトリル]：[ギ
酸] = 5:95:0.1（体積比） 
・アセトニトリル送液勾配（分, %B, %アセトニト

リル）：（0, 2, 3.86）→（5, 2, 3.86） →（120, 33, 32.69）
→（120.01, 95, 90.35）→（130, 95, 90.35）→（130.01, 
2, 3.86）→（145, 2, 3.86） 
・流速：毎分 350 nL 
 
MS/MS：Q Exactive 質量分析計（サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック） 
・イオンモード：陽イオンモード 
・イオントランスファーキャピラリーの設定温

度：250℃ 
・FullScan の m/z 走査範囲（Scan range）：300～1,500 
・質量分解能（Resolution）：70000（MS）, 17500
（MS/MS） 
・Lock Mass： On（Reference m/z = 391.28429, 
445.12003） 
・測定条件ファイル： 「Top 10 Method」を用い

た。すなわち、FullScan（m/z 300～1500）の質量

スペクトルの上で、検出強度の高いピークから順

に10個のMS/MSデータを取得した。このFullScan
と MS/MS データの取得を交互に実施するよう測

定変数を設定した。前の試料由来のペプチドの検

出（キャリーオーバー）を抑えるため、各試料の

測定の間にそれぞれ 3 回分の空測定を挿入した。 
 
2.7. 配列データベース検索によるペプチド/タン
パク質の同定 

MS/MS データを配列データベース検索に供し

た。検索ソフトウェアとして Matrix Science 社の

Mascot（ver. 2.5; http://www.matrixscience.com/）を

用いた。検索用配列データセットは下記のとおり

4 種類作成し、アノテーションに用いた。 
 
①CDS（Glycine max）： ダイズ CDS の配列デー

タセット（計 73,319 件）に、3 種類の配列［Bialaphos 
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resistant gene（bar）、Enhanced green-fluorescent 
protein（eGFP）、及び、lysyl-tRNA synthetase
（SYNC1）］を加えて構築した。 

 
②Uniprot（Glycine max）： Uniprot
（http://www.uniprot.org/）から出力したダイズ

（Glycine max）のアミノ酸配列データベース

（reference proteome set）計 66,206 件 
（http://www.uniprot.org/proteomes/UP000008827）
に、上記と同様 3 種類の配列（bar、eGFP、およ

び SYNC1）を加えて構築した。 
 
③Uniprot/SwissProt（Green Plants）： 
Uniprot/SwissProt（http://ftp.ebi.ac.uk/pub/ 
databases/uniprot/current_release/knowledgebase/）
2016_01 版（計 550,299 件）から Green Plants に分

類されるタンパク質配列を抜粋した（計 37,228
件）。 
 
④NCBI/Genome（Glycine max）： NCBI Genome デ
ータベース（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/）
から出力したダイズ（Glycine max）のアミノ酸配

列データベース（計 71,526 件）に、上記と同様 3
種類の配列（bar、eGFP、及び、SYNC1）を加え

て構築した。 
 
データベース検索の条件は次の通り：  
Enzyme, Semi Trypsin 
Maximum missed cleavage, 2 
Peptide tolerance, ± 5 ppm 
MS/MS tolerance, ± 0.02 Da 
Mass, monoisotopic mass 
Fixed Modification, Carbamidomethyl (C, +57.021) 
Variable Modification, Oxidation (M, +15.995)  

 
有意なペプチド同定は、False discovery rate

（FDR）を指標にして選定した。すなわち、FDR
が 1%になるようにペプチド同定のスコア閾値を

調整した。 
 
2.8. ペプチドの同定情報と検出強度値の連結 
各試料から得られた LC-MS/MS のデータを

Nonlinear Dynamics 社 の Progenesis QI for 
proteomics（ver. 2.0; http://www.nonlinear.com）に入

力し、各検出ピークの強度値を取得した。続いて、

ペプチドの同定情報を各検出ピークに連結し、連

結された検出ピークの強度を当該ペプチドの検

出強度とした。また、タンパク質の計量値は、各

タンパク質に帰属するユニークペプチドの検出

強度の積算値とした。 
 
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 
平成 28 年度： 
 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。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。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。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
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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。 
 次に、PCR-NGS 法の定量限界について解析

を行った。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。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）を使用した。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。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。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。 
平成 29 年度： 
１．LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒

からの検出について：ループプライマーは、通常

の LAMP 法による遺伝子増幅をより迅速化する。

そこで、本研究で設計した PLD 遺伝子を標的とす

る通常の LAMP プライマーセット（FIP, BIP, F3 & 
B3）の性能を評価するために、コメから抽出精製

したゲノム DNA（50 ng）を鋳型とした LAMP 反

応をループプライマー（LF と LB）存在下と非存

在下で検討した。反応を 63℃で行ったところ、ル

ーププライマー非存在下において、PLD 遺伝子の

増幅曲線は反応開始から約 42 分以降に観察され

た。一方、ループプライマーを同反応液に添加す

ると、PLD 遺伝子の増幅曲線は約 20 分以降より

観察され、PLD 遺伝子の増幅が顕著に加速した。 
このループプライマーを利用した LAMP 法の

特異性を検討するために、コメと他 24 品種の作

物から抽出したゲノム DNA（50 ng）を鋳型とし

た LAMP 反応を上記と同様にして行った。その結

果、PLD 遺伝子の増加はコメ由来のゲノム DNA
に対してのみ観察され、他の作物に対する非特異

的な増幅は観察されなかった。以上のことから、

このループプライマー含有 LAMP 法はコメの特

異的検出に有効であることが示唆され、以降、こ

の方法を迅速 LAMP 法として PLD 遺伝子の検出

に用いた。 
リアルタイム PCR の場合とは異なり、 LAMP

法による核酸の増幅では高度に精製された鋳型

DNA を必要としない。従って、LAMP 法におい

ては、DNA 抽出工程を簡略化しやすい。そこで本

研究では、LAMP 法に用いるゲノム DNA を簡便

かつ迅速に抽出するために、試料の粉砕をするこ

となく、コメの最小単位である穀粒一粒から DNA
を抽出した。この抽出は Hot SHOT 法を基盤とし

た。水洗した精米をアルカリ溶液に浸し、98℃で

5 分間熱した後、その溶液を中和することでゲノ

ム DNA を粗抽出した。このゲノム DNA 溶液を

LAMP 法の鋳型に用いると、PLD 遺伝子の増幅が

観察された。この PLD 遺伝子の増幅は、様々な品

種の精米、無洗米やもち米から簡易抽出されたゲ

ノム DNA でも観察された。 
 
２．加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の違

い：ダイズは 20 本の異なる染色体を有する。各

染色体上の DNA の分解度の違いを検討するため

に、まず、20 本の染色体それぞれで唯一存在する

遺伝子、すなわちゲノム上に 1 コピーのみ保存さ

れる遺伝子を NCBI のデータベースを用いて検索

した。マニュアル操作でランダムに遺伝子を検索

した結果、8 つの遺伝子が標的候補として見出さ

れた。本研究では、標的 DNA の分解度はリアル

タイム PCR で検討するため、各候補遺伝子を増

幅・検出するプライマー対とプローブを設計した。

設計したプライマー対が標的遺伝子を特異的に

増幅可能かどうかは NCBI の primer-BLAST ツー

ルを用いて予め検証した。4 番染色体の遺伝子を

除くすべての遺伝子に対する特異性が推定され

たため、本研究では、7 つの内、1 番染色体、2 番
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染色体、3 番染色体と 8 番染色体上の遺伝子を分

解の指標遺伝子に決定し、以下ではそれぞれを

ch1, ch2, ch3, ch8 と呼称した。 
 遺伝子 ch1, ch2, ch3 と ch8 の標的配列の PCR 増

幅効率を検討するために、各 DNA 断片が挿入さ

れたコントロールプラスミドを鋳型に用いたリ

アルタイム PCR を行った。設計した各プライマー

対プローブは、ch1, ch2, ch3 と ch8 の標的配列を

それぞれ 0.94, 0.87, 0.96 と 0.96 の増幅効率で増幅

した。遺伝子 ch1, ch3 と ch8 は、同様の効率で増

幅することが示され、これら 3 遺伝子間において

は、リアルタイム PCR による対等な DNA 分解度

の比較が可能であることが示唆された。一方、遺

伝子 ch2 はこれら 3 つよりもやや低い増幅効率だ

った。標的とする ch2 の lectin 遺伝子は、ダイズ

に特異的な内在性遺伝子としてその特定によく

用いられるため、以下の DNA 分解の標的に含め

ることとした。 
 各標的遺伝子配列の潜在的な分解度の違いを

観察するために、まず裸のゲノム DNA 水溶液を

100℃で 10 分間加熱した。そして、その加熱した

ゲノム DNA を鋳型としたリアルタイム PCR を行

い、得られた Ct 値をもとにその試料中にどれだ

け増幅可能な鋳型 DNA が残っているのかを相対

的に数値化し、これを見かけ上の DNA 分解度と

して表した。4 つの標的 DNA 配列は、いずれも加

熱後 10 分までに初期鋳型量の 90%以上が分解さ

れた。そこに至るまでに、遺伝子 ch1, ch2 と ch3
は、同程度の経時的な DNA 分解を示した。一方、

遺伝子 ch8 においては、各タイムポイント（2, 4, 6, 
8 分）で上 3 つよりやや分解されにくい傾向が観

察された。これと同様の傾向は、コントロールプ

ラスミド DNA を加熱した場合でも観察された。 
 次に、種子内の DNA を加熱処理した場合の

DNA 分解度を観察するために、水でペースト状に

したダイズ粉砕物を 99℃の熱湯で 0 から 60 分間

加熱した。そして、そこから抽出した DNA を鋳

型に用いてリアルタイム PCR による DNA 分解度

を検討した。その結果、4 つの標的配列は加熱後

5 分以内に急激に分解し、その後は、緩やかに分

解した。60 分間の加熱処理の間に、遺伝子 ch1, ch2
と ch3 は、各タイムポイントで同程度の分解度を

示したが、遺伝子 ch8 はこれらよりもやや分解さ

れやすい傾向が観察され、この分解パターンは、

裸のDNAを加熱した場合とは真逆だった。一方、

121℃, 20分間のオートクレーブで処理すると、そ

れら分解度は同程度に収束した。 
 以上の結果から、ゲノム DNA の一部のおいて

は、その加熱による分解度が異なる可能性が示唆

されるため、今度は 50℃から 100℃の様々な加熱

温度にて種子内外のゲノム DNA を加熱し、その

標的遺伝子の分解度を再検討した。種子外に出た

裸のゲノムは、加熱温度の増加に伴いその分解度

も増加した。同様のことは種子内のゲノム DNA
においても観察された。しかし、先の結果とは異

なり、種子内の各標的遺伝子の分解度に差は観察

されなかった。 
 
３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発：RNA-Seq 法を用

いて、Jack 品種と Williams 品種で発現する発芽

遺伝子を、網羅的に解析した。edgeR プログラム

を用いて、Williams 品種をリファレンスに 600
倍以上発現差のある遺伝子をリスト化した結果、

660.36～21151.66 倍発現量の異なる発芽遺伝子

は、16 遺伝子検出した。LC-MS/MS 法より、タ

ンパク質計量値 [計 451 件]から変動の大きかっ

た 20 種類のタンパク質を選択した。当該タンパ

ク質に計量値を与えているペプチドの検出ピー

クは、それぞれ確認し、計量値の妥当性を検証し

た。その結果、RNA-Seq より得られた、発現量

の違うトップ16遺伝子とLC-MS/MS解析より得

られた発現量差の違うトップ 20 タンパク質を比

較した場合、GLYMA12G09400.1 遺伝子のみ一

致し、その他の遺伝子は合致しない結果を得た。

また、LC-MS/MS 解析より、GLYMA12G09400.1
遺 伝 子 と し て 認 識 し た ペ プ チ ド は 、

GLYMA11G14950.1 遺 伝 子 と

GLYMA18G52610.1 遺伝子がコードする共通ペ

プチドのアミノ酸配列であることが判った。 
 
D. 考察 
平成 28 年度： 
 新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
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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機器によるシークエンスエラー  
 
 500 bp以下の増幅断片長でPCR酵素は正確性

の 高 い DNA polymerase （ 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増幅によるシーク

エンスエラーは、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、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。 
 
平成 29 年度： 
１．LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒

からの検出について：本研究では、精米一粒をア

ルカリ溶液 1)でボイルするだけで、LAMP 反応に

必要十分量のゲノム DNA が抽出されることを示

した。この方法は、粉砕や酵素処理等の前処理、

DNA 精製の工程が省かれているため、簡便で短時

間かつ安価な DNA 抽出法と考えられる。 
 コメ内在性の PLD 遺伝子は、コメにユニークな

遺伝子であり、そのゲノム中に 1 コピーのみ存在

する。今回の一粒抽出法で得らえた DNA を鋳型

とした LAMP 反応は、この PLD 遺伝子を効果的

に増幅した。この観察から、この方法は GM コメ

のトランスジェニック配列の増幅にも応用でき

ると考えられる。本実験では、うるち米のみを材

料に用いたが、GM コメはタイ米に外来遺伝子を

導入して作成されている。そのため、今後はタイ

米一粒から PLD 遺伝子を検出できるか検討する
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必要がある。また、GM コメの簡便な検出に発展

させるために、CpTi 遺伝子などの GM コメを検知

する LAMP プライマーセットを用いて、GM コメ

またはGMコメが混入している試料から目的のト

ランスジェニック配列を検出できるかを検討す

る必要がある。  
 
２．加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の違

い：核内の DNA は裸の状態ではなく、ヒストン

タンパク質に巻きつきヌクレオソームを形成し、

さらにこれらがいくつも凝集してクロマチン構

造をとっている。クロマチンは、その凝集度の違

いによって二種類に分けられ、低密度のほうはユ

ークロマチン、高密度のほうはヘテロクロマチン

と呼ばれる。したがって、ユークロマチンはヘテ

ロクロマチンよりも DNA が露出された状態にあ

ると考えられる。その DNA の構造の違いは転写

制御、すなわち転写因子や化学反応の DNA への

アクセサビリティと関連するため、DNA の熱や圧

力といった外部刺激に対する安定性とも関連す

ると予想した。そこで、本研究では、ダイズ種子

内外のゲノム DNA を加熱し、そのゲノム上の特

定の遺伝子の分解度を観察することでその仮説

を検証した。 
まず、ダイズ乾燥種子を沸騰した湯（99℃）で

加熱し、遺伝子 ch8 は遺伝子 ch1, ch2, ch3 よりも

やや分解されやすいことを観察した。このことか

ら、遺伝子 ch1, 2, 3 は核内で分解を受けにくい

DNA 構造 （ヘテロクロマチン）内に存在し、ch8
は分解されやすい構造（ユークロマチン）内に存

在すると推察した。この分解の差がタンパク質

（ヒストン）と関係するならば、その失活具合を

調節した場合、その分解度をより明確に観察でき

ると考え、加熱の強度を変えながら同様の検討を

行った。加熱温度 80～90℃の間では 100℃と比べ

て緩やかな DNA の分解が観察されたが、4 標的配

列の分解度の差は観察されず、先の再現は得られ

なかった。前の結果は、加熱方法にガスコンロで

沸かした湯を用いた場合に得られ、後の結果はヒ

ートブロックを使用して得られた。これらのこと

から、DNA の分解は、加熱方法で変わるほど繊細

であるかもしれない。または、インタクトな DNA
分解を遺伝子ごとで観察するにはその差が小さ

すぎるのかもしれない。上記の結果はすべて

Williams82 で得られたが、他の品種 （Emerge, Jack, 
珠美人）の場合でも各遺伝子の分解度の違いを見

出すのは困難であった。 
ダイズから抽出したゲノム DNA を様々な温度

で加熱した場合、4 つの標的遺伝子は温度依存的

に分解度が増加した。この実験では、プロテアー

ゼで処理した裸の DNA が用いられたことから、

観察された DNA 分解は、自身の塩基間の水素結

合強度といった物理化学的性質、例えば GC 含量、

に依存すると考えられる。遺伝子 ch1, ch2 と ch3
は、各加熱条件で同程度の分解度を示した一方、

ch8 はこれらよりもやや分解されにくかった点に

ついて、標的とした各アンプリコン全体の GC 含

量を比較したが、ch1 を除く他 3 つはほぼ同値で

分解との相関性は見出せなかった。一方、分解度

の指標とした各増幅領域に着目すると、それぞれ

のプライマー対において GC 含量や Tm 値に差は

なかったが、ch8 遺伝子に対するプローブの GC
含量は他と比べて 10℃以上高かった。このことか

ら、増幅領域（指標）の塩基組成の違いが、直接、

その分解度の違いに反映した可能性が示唆され、

リアルタイム PCR による DNA の分解度の公平な

評価には、標的増幅領域の塩基組成をできるだけ

一致させる必要性が示された。 
さらに、リアルタイム PCR による DNA 分解度

の評価では、分解の標的とする遺伝子はゲノム上

に 1 コピーのみ存在することが必須の条件であっ

た。Lectin 遺伝子（Le1）はダイズ特有の遺伝子で、

かつそのゲノム上には 1 コピーのみ存在すると考

えられる（Vodkin, et al., Cell, 34, 1023-1031, 1983; 
Jofuku, et al., Nature, 328, 734-737, 1987）ため、遺

GM 検査のリファレンス遺伝子として汎用されて

きた。そのため、私たちも Le1 を本研究の標的

（ch2）として使用した。しかし、4 遺伝子 ch1, 2, 
3, 8 に対する PCR 増幅効率を比較すると、ch2 だ

けが他 3つよりも低い値だった。再度、Le1の DNA
配列を BLAST 検索すると、その配列と相同性の

高い配列 Lectin 2（Le2; identity: 81%）が 10 番染

色体にも存在することがわかり、PCR 増幅効率の

低値は、Le1 と Le2 の DNA 配列の競合的な増幅が

原因と推定された。従って、GM 食品検査におけ

るダイズのリファレンス遺伝子は Le1 でなく、他

の遺伝子、例えば、1 コピーでかつ検出個所によ

っては分解されにくい HMGI（ch8）の方が適切だ

と考えられた。 
  

３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発：本研究結果より、

発芽ダイズ 1 粒より、RNA-Seq 解析並びに

LC-MS/MS 解析によって、トランスクリプトーム

並びにプロテオーム解析が可能であることが示

唆された。発芽ダイズをサンプルに RNA-Seq 並

びに LC-MS/MS を行った結果、両解析法で得ら

れた発芽ダイズ中に含有するであろう発現タン

パク質リストは、完全に一致しなかった。この結

果は、40℃48 時間の発芽条件下における、発芽

ダイズ中に含有するタンパク質は、発芽の際に新

たに発現する遺伝子の種類と完全に一致しない
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ことを示唆するデータを得た。 
 
E. 結論 
 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定量

可能な方法であることが示唆された。 
LAMP 反応に必要十分なゲノム DNA は、精米

一粒と HotSHOT 試薬を用いて簡便かつ迅速に抽

出することが可能であることが判った。 
加熱によるダイズ染色体DNAの分解度の差は、

細胞内外において観察されなかった。検出方法に

用いたリアルタイム PCR は、高感度の DNA 検出

法だが、DNA の分解度を観察するには、その解析

手法の特徴、特にプライマー対とプローブの設計

を厳密に考慮する必要性が示唆された。また、発

芽ダイズのトランスクリプトーム解析、並びに、

プロテオーム解析を行う開発し、非 GM 型ダイズ

と GM 型ダイズを比較する方法を確立した。本法

は、ダイズ一粒単位で解析可能であった。40℃48
時間発芽させたダイズ中の転写もしくは翻訳レ

ベルで解析した発芽遺伝子は、異なることが示唆

された。 
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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、3 年間で、アレルゲン及びイソア

レルゲンのアミノ酸配列情報 367、及び、25種のアレルゲンについて総数 86

のエピトープ情報を追加することができ、最終的に、アレルゲン及びイソア

レルゲンのアミノ酸配列情報は 2144 となり、エピトープ既知のアレルゲン

数は 236 となった。また、29 年度にはそれまでのユーザー登録制を廃止し、

ADFS利用に際しての利便性を向上させた。 

  

 

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 

 平成 27年度から 29年度の各年度ごとに、

米国ネブラスカ大学リンカーン校が運営し
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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。 

 

エピトープ情報の追加 

平成 27年度から 29年度の各年度ごとに、

前年の 6 月から当該年 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。27-29 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、27-29 年度

の 3 年間で、キーワード検索により抽出さ

れた論文は 67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 31報を選択し、ピアレビューを

行った。その結果、16報の論文（Table 1）

から 25 種のアレルゲンについて、総数 86

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、最終的に、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 2144、エピトープ既知のアレルゲン数は

236、構造既知のアレルゲン数は 163、糖鎖

付加アレルゲン数は 131となった。 

 

ユーザー登録制の廃止 

 ADFSの運用においては、これまでユーザ

ーにメールアドレス及びパスワードを登録

してもらい、登録ユーザーの人数を把握で

きるようにしていた。しかし、実際にはユ

ーザーがパスワードを失念した場合等の管

理者側への問い合わせが頻繁に生じており、

また、ユーザー登録というステップが、ト

ップページへのアクセス者の具体的な ADFS

利用を妨げる可能性も考えられた。そこで、

このような状況を改善するため、また、ADFS

へのアクセスや利用における利便性を向上

させるため、ユーザー登録制を廃止し、ト

ップページにアクセスカウント数を表示す

ることとした。この変更により、ADFSの全

てのウェブページへの容易なアクセスを可

能とし、利用に際しての利便性を向上させ、

より使いやすいデータベースとすることが

できた。システム変更後約 1 ヶ月経過した

段階で、アクセス数は順調に増加している。 

 

D. 考察 

 27-29 年度の 3 年間で、アレルゲン及び

イソアレルゲンのアミノ酸配列情報を 367

種追加、また、25種のアレルゲンについて

総数 86 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
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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 

平成 27年度から 29年度の各年度ごとに、

前年の 6 月から当該年 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、16報の論文から

25 種のアレルゲンについて、総数 86 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 

 

安達玲子 

食物アレルゲンの表示制度と検査法、およ

び多機能アレルゲンデータベース ADFS に

ついて 

食品衛生研究 68巻 2号 pp15-22 (2018) 

 

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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Table 1 27-29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. Pahr S, Selb R, Weber M, Focke-Tejkl M, Hofer G, Dordić A, Keller W, Papadopoulos NG, Giavi S, Mäkelä M, 

Pelkonen A, Niederberger V, Vrtala S, Valenta R. 
Biochemical, biophysical and IgE-epitope characterization of the wheat food allergen, Tri a 37. 
PLoS One. 2014 Nov 4;9(11):e111483. 
PMID: 25368998 

 
2. Longo V, Costa MA, Cibella F, Cuttitta G, La Grutta S, Colombo P. 

Multiple IgE recognition on the major allergen of the Parietaria pollen Par j 2. 
Mol Immunol. 2015 Feb;63(2):412-9.  
PMID: 25284812 

 
3. Asam C, Batista AL, Moraes AH, de Paula VS, Almeida FC, Aglas L, Kitzmüller C, Bohle B, Ebner C, Ferreira F, 

Wallner M, Valente AP. 
Bet v 1--a Trojan horse for small ligands boosting allergic sensitization? 
Clin Exp Allergy. 2014 Aug;44(8):1083-93.  
PMID: 24979350 

 
4. Allergy. 2014 Dec;69(12):1617-28.  

Devanaboyina SC, Cornelius C, Lupinek C, Fauland K, Dall'Antonia F, Nandy A, Hagen S, Flicker S, Valenta R, 
Keller W. 
High-resolution crystal structure and IgE recognition of the major grass pollen allergen Phl p 3. 
PMID: 25123586 

 
5. Yang Y, Cao MJ, Alcocer M, Liu QM, Fei DX, Mao HY, Liu GM. 

Mapping and characterization of antigenic epitopes of arginine kinase of Scylla paramamosain. 
Mol Immunol. 2015 Jun;65(2):310-20.  
PMID: 25728640 
 

6. 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 

 
7. 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 

 
8. 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 

 
9. 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 

 
10. 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 
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11. 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 

 

12. Łysakowska ME, Sienkiewicz M, Banaszek K, Sokołowski J. 
The Sensitivity of Endodontic Enterococcus spp. Strains to Geranium Essential Oil. 
Molecules. 2015 Dec 21;20(12):22881-9. 
PMID: 26703546 
 

13. Sircar G, Jana K, Dasgupta A, Saha S, Gupta Bhattacharya S. 
Epitope Mapping of Rhi o 1 and Generation of a Hypoallergenic Variant: A CANDIDATE MOLECULE FOR 
FUNGAL ALLERGY VACCINES. 
J Biol Chem. 2016 Aug 19;291(34):18016-29. 
PMID: 27358405 
 

14. Cui Y, Teng F, Yu L, Zhou Y, Wang N, Zhang C, Yang L. 
Sequential epitopes of Dermatophagoides farinae allergens identified using peptide microarray-based 
immunoassay.  
IUBMB Life. 2016 Oct;68(10):792-8.  
PMID: 27481284 

 
15. Havenith H, Kern K, Rautenberger P, Spiegel H, Szardenings M, Ueberham E, Lehmann J, Buntru M, Vogel S, 

Treudler R, Fischer R, Schillberg S. 
Combination of two epitope identification techniques enables the rational design of soy allergen Gly m 4 
mutants. 
Biotechnol J. 2017 Feb;12(2).  
PMID: 27906504 
 

16. Yang Y, Zhang YX, Liu M, Maleki SJ, Zhang ML, Liu QM, Cao MJ, Su WJ, Liu GM. 
Triosephosphate Isomerase and Filamin C Share Common Epitopes as Novel Allergens of Procambarus clarkii. 
J Agric Food Chem. 2017 Feb 1;65(4):950-963...  
PMID: 28072528 
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Table 2 27-29年度新たに ADFSに追加したエピトープ情報 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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 

 

 

Name start end Sequence Method CTYPE Reference UniProt acc.No

001 Tri a 37 2 31 KSCCRSTLG RNCYNLCRAR GAQKLCAGVC R Dot-blot / Inhibition ELISA L PMID 25368998 J7K291

Tri a 37 22 51 AQKLCAGVC RCKISSGLSC PKGFPKLALE S Dot-blot / Inhibition ELISA L PMID 25368998 J7K291

Tri a 37 42 71 KGFPKLALE SNSDEPDTIE YCNLGCRSSV C Dot-blot / Inhibition ELISA L PMID 25368998 J7K291

Tri a 37 62 90 CNLGCRSSV CDYMVNAAAD DEEMKLYVEN Dot-blot / Inhibition ELISA L PMID 25368998 J7K291

Tri a 37 82 111 EEMKLYVEN CADACVSFCN GDAGLPSLDA Y Dot-blot / Inhibition ELISA L PMID 25368998 J7K291

002 Par j 2 32 61 EEACGKVVQD IMPCLHFVKG EEKEPSKECC Immuno Blot L PMID 25284812 P55958

Par j 2 32 85

EEACGKVVQD IMPCLHFVKG EEKEPSKECC

SGTKKLSEEV KTTEQKREAC KCIV
Immuno Blot L PMID 25284812 P55958

Par j 2 68 107

SEEV KTTEQKREAC KCIVRATKGI SGIKNELVAE

VPKKCD
Immuno Blot L PMID 25284812 P55958

Par j 2 79 107 EAC KCIVRATKGI SGIKNELVAE VPKKCD Immuno Blot L PMID 25284812 P55958

Par j 2 91 107 I SGIKNELVAE VPKKCD Immuno Blot L PMID 25284812 P55958

Par j 2 91 133

I SGIKNELVAE VPKKCDIKTT LPPITADFDC

SKIQSTIFRG YY
Immuno Blot L PMID 25284812 P55958

003 Bet v 1 NMR C PMID 24979350 P15494

004 Phl p 3 ELISA with amino acid mutation C PMID 25123586 Q69B42

005 Scy p ? 113 127 VDPDGKFVISTRVRC SPOTs/Degranulation assay L PMID 25728640 H6VGI3

Scy p ? 127 141 CGRSMEGYPFNPCLT SPOTs/Degranulation assay L PMID 25728640 H6VGI3

Scy p ? 141 155 TEAQYKEMESKVSST SPOTs/Degranulation assay L PMID 25728640 H6VGI3

Scy p ? 204 218 WPTGRGIYHNDNKTF SPOTs/Degranulation assay L PMID 25728640 H6VGI3

006 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

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

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

008 Gad m 1 Phage library/NMR C PMID 26579717 Q90YK9

009 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

010 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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

012 Soy AL 1 39 50 NINPCEHIMEKI peptide microarray L PMID 27187334 Q9ZNZ4

Soy AL 1 69 80 TMPGRINYIRKK peptide microarray L PMID 27187334 Q9ZNZ4

Soy AL 1 84 94 EEEEEGHMQKC peptide microarray L PMID 27187334 Q9ZNZ4

Soy AL 1 99 110 SELKSPICQCKA peptide microarray L PMID 27187334 Q9ZNZ4

013 Gly m 8 (Soy AL 3) 31 42 CRKQLQGVNLTP peptide microarray L PMID 27187334 P19594

Gly m 8 (Soy AL 3) 67 78 ILRTMRGRINYI peptide microarray L PMID 27187334 P19594

Gly m 8 (Soy AL 3) 102 113 SELRSPKCQCKA peptide microarray L PMID 27187334 P19594

Gly m 8 (Soy AL 3) 127 138 EKQKKKMEKELI peptide microarray L PMID 27187334 P19594　

014 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

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

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

017 Bos d 4 20 34 EQLTKCEVFRELKDL ELISA L PMID 26703546 P00711
Bos d 4 120 134 INYW LAHKALCSEKL ELISA L PMID 26703546 P00711

018 Gly m 4 43 46 NEVG
IgE-specific linear peptide microarray /

random phage peptide display
L PMID 27906504 C6T1G1

Gly m 4 74 83 IDEANLGYSY
IgE-specific linear peptide microarray /

random phage peptide display
L PMID 27906504 C6T1G1

Gly m 4 121 125 ETKGD
IgE-specific linear peptide microarray /

random phage peptide display
L PMID 27906504 C6T1G1

019 Pro c ? 16 30 NGDRAGIDSIISFM K Phage Display / Dot blot L PMID 28072528 F5A6E9
Pro c ? 166 180 PVW AIGTGKTATPEQ Phage Display / Dot blot L PMID 28072528 F5A6E9
Pro c ? 205 219 RIIYGGSVTPGNCKE Phage Display / Dot blot L PMID 28072528 F5A6E9

020 Pro c ? 478 492 FKDRKDGSCYVSYKV Phage Display / Dot blot L PMID 28072528 E0VB57

021 Rhi o 1 44 59 TGEYLTQKYFNSQRNN ELISA L PMID 27358405 A0A097CKB4
Rhi o 1 311 326 GAEKNW AGQYVVDCNK ELISA L PMID 27358405 A0A097CKB4

022 Der f 1 46 53 SAYLAYRN peptide microarray L PMID 27481284 P16311
Der f 1 71 78 GCHGDTIP peptide microarray L PMID 27481284 P16311
Der f 1 99 110 AREQQCRRPNSQ peptide microarray L PMID 27481284 P16311
Der f 1 179 186 GSTQGVDY peptide microarray L PMID 27481284 P16311

023 Der f 2 32 39 KVM VDGCH peptide microarray L PMID 27481284 Q00855
Der f 2 97 106 LVKGQQYDIK peptide microarray L PMID 27481284 Q00855

Der f 2 123 130 VTVKLIGD peptide microarray L PMID 27481284 Q00855

024 Der f 4 92 105 DIHTRSGDEQQFRR peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 130 139 QSGLGTNGHH peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 248 255 SHPFIYHE peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 284 291 ITNVFRNN peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 378 388 VGPPTDQHGNI peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 506 519 VGHDEFDAFVAYHI peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7

025 Der f 7 49 56 M KVPDHAD peptide microarray L PMID 27481284 Q26456
Der f 7 69 81 GELAM RNIEARGL peptide microarray L PMID 27481284 Q26456
Der f 7 117 124 DLAYKLGD peptide microarray L PMID 27481284 Q26456
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