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１　はじめに

遺伝子組換え食品においては，平成13年に安全性審

査及び表示が義務づけられたことに伴い，その検査法

が示され，当センターにおいても平成15年度から検査

を継続実施し，米国産・中国産輸入大豆と岡山県内で

流通する大豆加工食品，トウモロコシ半加工品につい

てのモニタリング定性・定量検査や大豆穀粒，トウモ

ロコシ穀粒，トウモロコシ加工品及びジャガイモ加工

品からのDNA抽出の比較検討，新たに追加された２

種の抽出法を含めた通知に示された４種の抽出法につ

いて，大豆穀粒からのDNA抽出の比較検討を行いそ

の結果を報告してきている1)～3)。

本年度は遺伝子組換えコメについて，平成18年９月

に，EUにおいて遺伝子組換えコメ（Cry1Ac：以下，

Btコメ）が検出されたことから，平成19年１月26日付

食安監発第0126005号にて当該食品の検査法が示され，

平成19年２月20日付食安監発第0220001号（以下，通

知）にて一部改正された4)。通知では，DNAの抽出

法としてシリカゲル膜タイプキット法（ニッポンジー

ンGM quicker 2 変法：以下，GM quicker 2 変法）のみ

が示されており，組換え遺伝子の検出方法についても

図１に示すように複雑な手順を必要とする。今回著者

らは，平成19年度遺伝子組換え食品検査外部精度管理
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要　　旨

平成19年１月26日付食安監発第0126005号及び平成19年２月20日付食安監発第0220001号にてコメ穀粒のDNA抽出精製

法が示されたことを受け，シリカゲル膜タイプキット法（ニッポンジーン製 GM quicker 2）でサンプル（平成19年度遺

伝子組換え食品検査外部精度管理調査試料）のDNA抽出を行い，そのDNAの精製度と組換え遺伝子検知法の検討を行

った結果，1)キットを使用したコメ加工品からのDNA抽出は，タンパク質および糖質の除去も十分に行うことができ

た。2)定性PCR法及びリアルタイムPCR法を行う際，抽出したDNAの濃度を適切に調製することにより，遺伝子の検知

が可能となった。

[キーワード：遺伝子組換え食品，コメ，DNA抽出法，定性PCR]

[Key words：Genetically modified organism, Rice, DNA extraction method, Qualitative PCR]
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調査の試料を入手できたことから，通知に示された遺

伝子の抽出法及び組換え遺伝子の検知法について検証

を行い，若干の知見を得たので報告する。

２　材料及び方法

２.１　試料

平成19年度遺伝子組換え食品検査外部精度管理調査

において配布された試料

コメ加工品粉砕物 １試料（試料１）

定性PCR用DNA溶液 ３試料（試料2a,2b,2c）

リアルタイムPCR用DNA溶液 ３試料（試料3a,3b,3c）

２.２　試薬及びキット等

試薬等はすべて特級または生化学用を使用した。

抽出キットについては，シリカゲル膜タイプキット

としてニッポンジーン製GM quicker 2 を用いた。

２.３　DNA抽出方法

試料１について，DNA抽出は図２に示すGM quicker

2 変法にて，２並行で行った。（抽出後のDNA試料溶

液を試料１a，１bとする）

２.４　定性PCR法

試料１a，１b（n=1）及び試料２a，２b，２c（n=2）

について，定性PCRを行った。定性PCRの条件を表１

に示した。

２.５　リアルタイムPCR法

試料１a，１b及び試料３a，３b，３cについて，リ

アルタイムPCRを行った。NN Btコメ検出用プローブ

はReporterがHEXであるものを使用したため，事前に

HEXdyeの登録を行った。

PCR条件：95℃ 10 min.→95℃ 20 sec.

→60℃ 1 min.（50 cycles）

PCR Volume: 25μL

Plate Format: 96wells Clear Plate

２.６　機器等

分光光度計：那珂インスツルメンツ社製

Gene Spec V

定性PCR装置：アプライドバイオシステムズ社製

ABI GeneAmp PCR System 9700 (96wells)

定量PCR装置：アプライドバイオシステムズ社製

ABI PRIZM 7900HT (96wells)

３　結果および考察

３.１　コメ加工品粉砕物からの抽出

配布されたコメ加工品粉砕物を，GM quicker 2 変法

で抽出（n=2）した。その結果を図３に示す。DNA収

量は8.90μg，8.30μgであり，２並行のサンプルで両

方とも十分な量が得られた。また，タンパク質混入量

を示すO.D.260/ 280比は1.82，1.81で，目安となる

1.7～2.0の範囲にあり，糖質の混入を示すO.D.260/

230比も3.16，3.30で両方とも1.0より大きくDNAの抽

出は問題なく行うことができた。
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粉砕試料　500mg (15mL　PP遠沈管) 

GE1緩衝液　2.1mL 
 
 Proteinase  K (20mg/mL)  60μL 
 
 α-アミラーゼ (高濃度品)  6μL 
 
 Rnase  A (100mg/mL)  30μL 
 

ボルテックスミキサーで30秒混合後、65℃  30分加温

GE2-K緩衝液  255μL 
 

ボルテックスミキサーで十分に混和後、氷上10分静置

遠心 (6,000×g以上  4℃  15分) 

上清を2mLチューブに移し、遠心 (13,000×g以上  4℃  5分) 

上清の量を量りながら、15mL　PP遠沈管に移す

GE3緩衝液  375μL／上清1mL 
 
 イソプロパノール  375μL／上清1mL

10～12回転倒混和

混合液をspin  columnに700μL負荷 (※) 

遠心 (13,000×g以上  4℃  5分) 

溶出液を捨て、混合液が無くなるまで、※以降繰返し

GW緩衝液  650μL 

遠心 (13,000×g以上  4℃  1分) 

spin  columnを新しい1.5mLチューブにのせる

TE緩衝液  50μL 

室温  3分静置

遠心 (13,000×g以上  4℃  1分) 

DNA試料原液

図２　コメDNA抽出プロトコル 
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表１　コメ遺伝子の定性PCR条件 
プライマーの 
種類 

最初の 
変性 変性 アニー リング 

伸長 
反応 

最後の 
伸長反応 保存 

94 ℃ 
10 min.

94 ℃ 
30 sec.

56 ℃ 
30 sec.

72 ℃ 
30 sec.

72 ℃ 
7 min.

95 ℃ 
10 min.

95 ℃ 
30 sec.

60 ℃ 
30 sec.

72 ℃ 
30 sec.

72 ℃ 
7 min.

94 ℃ 
10 min.

94 ℃ 
30 sec.

56 ℃ 
30 sec.

72 ℃ 
10 sec.

72 ℃ 
7 min.

Btコメ確認用 
プライマー対 4 ℃ 

陽性対照用 
プライマー対 4 ℃ 

Cry1Ac検出用 
プライマー対 

Btコメ検出用 
プライマー対 

4 ℃ 

←　　45 cycles　　→ 



３.２　定性PCR結果

試料１a，１b及び試料２a，２b，２cについて，定

性PCRを行い，その結果を表２および図４に示した。

なお，通知では Cry1Ac 検出用プライマー対で検出

されなかった場合，以後の操作はしないこととなって

いるが，今回は，陽性対照用プライマー対で検出され

たものについてすべて以後の操作を行った。

３.２.１　陽性対照用プライマー対を用いた増幅

通知ではPCR反応液中のDNA量を50 ng としている

が，試料１a，１b は，その条件では陽性対照用プラ

イマー対を用いても検出されなかった。そのため，反

応液中のDNA量を倍の100 ng としたところ，十分な

増幅が検出された。なお，反応液中のDNA量を10倍

の500 ng としたところ，100 ng と比較して増幅バンド

が薄く，増幅が阻害されていると思われる。このため，

以後のPCR操作において，試料１a，１b については

通知の２倍量（100 ng）のDNAを用いて操作すること

とした。

これは，DNA抽出操作において手技の熟達不足に

よるDNA鎖の切断の可能性及び，DNA抽出後におい

て濃度測定機器であるGene Spec Vのベースが若干高

くなり，見かけ上のDNA量が大きくなった可能性が

高いと思われる。

試料２a，２b，２c は，いずれも通知の条件で十分

な増幅が検出された。

３.２.２　Cry1Ac 検出用プライマー対を用いた増幅

試料１a，１b は，3.2.1と同様に反応液中のDNA量

を倍の100ng として行ったが，検出されなかった。

試料２a，２b，２c について，通知の条件で増幅を行

ったところ，２a，２c は増幅が検出されたが，２b は

検出されなかった。

３.２.３　Bt コメ検出用プライマー対を用いた増幅

試料１a，１b，２b は，確認のため PCR を行った

ところ，いずれも増幅は検出されなかった。

試料２a，２c は，通知で判定の必要があるとされ

ており，PCR を行ったところ，２cは増幅が検出され，

２a は増幅が検出されなかった。

３.２.４　Bt コメ確認用プライマー対を用いた増幅

試料１a，１b，２b は，確認のため PCR を行った

ところ，いずれも増幅は検出されなかった。

試料２a，２c については，通知で判定の必要があ

るとされており，PCR を行ったところ，両方とも増

幅が検出された。

３.２.５　定性 PCR 法での判定

試料１a，１b について，通知の倍の DNA 量ではあ

ったものの，陽性対照用プライマー対における増幅は

検出された。しかし，Cry1Ac 検出用プライマー対に

おける増幅は検出されなかったため，Bt コメの判定
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図３　抽出結果（試料１b） 
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表２　コメDNA溶液の定性PCR結果 

陽性対照用
プライマー対 

Cry1Ac検出用
プライマー対 

Btコメ検出用
プライマー対 

Btコメ確認用
プライマー対 

試料１a（n=1） 
（DNA量 :50 ng） 

試料１b（n=1） 
（DNA量 :50 ng） 

試料１a（n=1） 
（DNA量 :100 ng） 

試料１b（n=1） 
（DNA量 :100 ng） 

検出 検出 検出せず 検出 

検出 検出 検出せず 検出 

検出 検出せず 検出せず＊ 検出せず＊ 

検出 検出せず 検出せず＊ 検出せず＊ 

検出 検出 検出 検出 

検出 検出 検出 検出 

検出せず － － － 

検出せず － － － 

検出 検出せず 検出せず＊ 検出せず＊ 

検出 検出せず 検出せず＊ 検出せず＊ 

試料２a（n=2） 

試料２b（n=2） 

試料２c（n=2） 

＊：通知ではCry1Ac検出用プライマー対での増幅が検出された場合のみ行う 

147 bp

Lane 
 1 なし 
 2 なし 
 3 20bp  Ladder 
 4 Negative  Control（鋳型DNAなし）  
 5 定性PCR  Sample  1-1 
 6 定性PCR  Sample  1-2 
 7 定性PCR  Sample  3-1 
 8 定性PCR  Sample  3-2 
 9 Positive  Control（陽性コントロールプラスミド）  
 10 20bp  Ladder 
 11 なし 
 12 なし 

図４　Btコメ検出用プライマー対を用いたPCR増幅後の電気泳動 
　　　ゲルイメージ 



は陰性とした。

試料２a は，陽性対照用プライマー対における増幅

が検出された。また，Cry1Ac 検出用プライマー対に

おける増幅も検出された。Btコメ検出用プライマー対

における増幅は検出されなかったが，Bt コメ確認用

プライマー対における増幅は検出されたため，Bt コ

メの定性 PCR 法での判定は陽性とした。

試料２b は，陽性対照用プライマー対における増幅

が検出された。また，Cry1Ac 検出用プライマー対に

おける増幅は検出されなかったため，Btコメの判定は

陰性とした。

試料２c は，陽性対照用プライマー対における増幅

が検出された。また，Cry1Ac 検出用プライマー対に

おける増幅も検出された。Bt コメ検出用プライマー

対及び Bt コメ確認用プライマー対における増幅につ

いても共に検出されたため，Bt コメの定性 PCR 法で

の判定は陽性とした。

試料２a，２c において，両方ともBtコメの判定が

陽性であるものの結果が異なっている。平成19年度遺

伝子組換え食品検査外部精度管理調査結果報告5)（以

下，結果報告）によると，試料２a は試料２c に比べ

て陽性対照プラスミドの濃度が低いことから，プライ

マーの結合力の差により，増幅効率に差が生じたため

と思われる。

３.３　リアルタイム PCR 結果

試料１a，１b 及び試料３a，３b，３c について，リ

アルタイム PCR を行い，その結果を表３および図５

に示した。

３.３.１　コメ陽性対照用試験

試料１a，１b は，3.2.1と同様に反応液中のDNA量

を通知の倍の100 ng として行ったところ，両者とも

PCR 産物の増幅が検出された。

試料３a，３b，３c は，いずれも通知の条件で PCR

産物の増幅が検出された。

３.３.２　Bt コメ検出用試験

試料１a，１b は，定性 PCR で陰性判定されたこと

もあり，いずれも PCR 産物の増幅は検出されなかっ

た。

試料３a，３b は，いずれも通知の条件で PCR 産物

の増幅が検出されたが，３c については PCR 産物の増

幅が検出されなかった。

３.３.３　リアルタイム PCR 法での判定

試料１a，１b については，陽性対照用プローブを

用いた PCR 産物の増幅が検出されたが，Bt コメ検出

用プローブ２種を用いた PCR 産物の増幅はいずれも

検出されなかった。なお，試料１a，１b については，

定性 PCR 法で陰性と判断され，これとよく一致した。

試料３a，３b については，通知の条件で，陽性対照

用プローブを用いたPCR産物の増幅が検出された。ま

た，Bt コメ検出用プローブ２種を用いた PCR 産物の

増幅についてもいずれも検出されたため，Bt コメの

判定は陽性とした。
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表３　コメDNA溶液のリアルタイムPCR結果 
陽性対照用
プローブ 

63 Btコメ検出用
プローブ 

NN Bt コメ検出
プローブ 

試料１a*
（DNA量:100 ng） 
試料１a*
（DNA量:50 ng） 
試料１b*
（DNA量:100 ng） 
試料１b*
（DNA量:50 ng） 
試料３a
（DNA量:50 ng） 
試料３a
（DNA量:25 ng） 
試料３b
（DNA量:50 ng） 
試料３b
（DNA量:25 ng） 
試料３c
（DNA量:50 ng） 
試料３c
（DNA量:25 ng） 

検出 検出せず 検出せず 

－ 検出せず 検出せず 

検出 検出せず 検出せず 

－ 検出せず 検出せず 

検出 検出 検出 

－ 検出 検出 

検出 検出 検出 

－ 検出 検出 

検出 検出せず 検出せず 

－ 検出せず 検出せず 

＊：通知では定性PCR法で陽性と判定された場合のみ行う 図５　リアルタイムPCRによる増幅曲線（試料３a，３c） 

試料３a

試料３c



試料３c については，通知の条件で，陽性対照用プ

ローブを用いた PCR 産物の増幅が検出された。また，

Bt コメ検出用プローブ２種を用いた PCR 産物の増幅

はいずれも検出されなかったため，Bt コメの判定は

陰性とした。

４　まとめ

著者らは，今回外部精度管理調査に参加したことで，

Bt コメの試料を得られたことから，当施設において

通知法によるBt コメの検出が可能かどうかの検証を

行った。

コメ加工品からの抽出については，DNA 量も十分

に得られ，タンパク質・糖の混入も問題のない良好な

結果であった。ただし，定性 PCR の結果から，今回

得られた DNA がやや切断されている可能性，及び

DNA 濃度測定における妨害物質の排除の必要性があ

り，手技の熟練，及び DNA 濃度測定操作において改

善の余地があると思われる。

定性 PCR 法については，増幅バンドの有無ははっ

きりと確認できたため，Bt コメの混入があれば検出

は可能であると思われる。

リアルタイム PCR 法についても，PCR 産物の増幅

の検出は可能であり，Bt コメの混入があれば検出は

可能であると思われる。

なお，外部精度管理調査の結果報告によると，当機

関の検査結果については全ての試料において正しく判

定されていた5)。今後は，抽出方法の改善，手技の熟

練等も含め再度検証し，遺伝子組換え食品検査の信頼

性が増すようにしていく予定である。
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