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概要

EU(欧州連合)では2000年1月以降、遺伝子組み換え作物（GMO）の含有量が

1％を越える食品に表示を義務付けています。表示の透明性と正確さを確保す

るためには、遺伝子組み換え食品と非組み換え食品とを識別する手法が必要と

されます。Genolife社により、ラウンドアップレディー大豆（RRS）の検出法

と、5種類のトウモロコシ組み換え遺伝子（Bt176、Bt11、MON810、T25、

GA21）を検出するためのマルチプレックスPCR法が開発されました。マルチ

プレックスPCR産物の分析については、Agilent 2100バイオアナライザと

DNA 500 LabChip®キットにより、操作が簡単で処理能力が高く、標準化され

た分析を行うことが可能です。Genolife社により開発された手法では、食品中

のRRSを0.01％まで検出することができます。また、 MON810、GA21、

Bt11の各遺伝子の検出限界は10コピー、Bt176、T25の検出限界は100コピー

です。
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はじめに

バイオテクノロジーが急速に発展し
たことにより、遺伝子組み換え作物
（GMO）からつくられた製品が食品
市場に出回るようになっています。
しかし、一般市民のあいだでは、遺
伝子組み換え技術に対する懸念が広
がっています。遺伝子組み換え食品
を消費者に受け入れてもらうために
は、食品情報を明示し、透明性を保
つことが不可欠です。EUでは、新規
食品に関する規則258/97/EEC1 およ
び1139/98/EEC2 により、GMOの
ラベル表示が義務付けられています。
最近では、表示義務付けの対象とな
る食品を規定した「最低基準規則」
49/2000/EEC3 が承認されました。
各食品のGMO含有量が1％を越える
場合は、その旨を明示するよう定め
られています。さらに、GMOが偶
発的に食品中に混入する可能性を回
避するために適切な措置をとってい
ることを証明しなければなりません。
透明性と表示の正確性を確保するた
めには、原材料だけでなく加工食品
においても、遺伝子組み換え作物と
非組み換え作物を識別できる手法が
重要となります。

遺伝子組み換え食品中の核酸の組み
換え配列を定量する手法としては、
ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）技術
を使用した複数の分析法が開発され
ています4,5。しかしこうした手法で
は、1回の分析で、1種類の遺伝子組
み換え作物につき1つの組み換え配列
しか検出できません。1種類の遺伝子
組み換え作物から複数の配列を検出
したり（内在性遺伝子1つと複数の組
み換え遺伝子マーカー）、1回の分析
で複数のGMOをスクリーニングし
たりすることができれば、分析の効
率は大幅に向上します。そこで当社
では、Monsanto社製ラウンドアッ
プレディー大豆（RRS）の検出法と、
トウモロコシ内在性遺伝子1種と組み

換え遺伝子5種（うちBt176、Bt11、
MON810、T25の4種類はEUで認可、
GA21は非認可）の検出法を開発しま
した。Agilent 2100バイオアナライ
ザとDNA 500 LabChip®キットを使
用すれば、操作が簡単で処理能力が
高く、標準化された分析を行うこと
が可能です。

結果と考察

食品成分中のRRS検出
市販の遺伝子組み換え大豆標準品
（Fluka）、およびGenolife社の策定し
た基準に基づく複数の食品サンプル
（レシチン、大豆タンパク、大豆粉末）
からDNAを抽出しました。各サンプ
ルにつき、4回のPCR反応を行いまし
た。うち 1回は、内在性遺伝子
（ACC1、115 bp）を増幅させ、抽出
DNAの質を確認する目的で行いまし
た。残りの3回のPCR反応により、
RRS配列（T1: 167 bp、T2: 141 bp、
T3: 189 bp）を特定しました。増幅

後、PCR産物を混合し、DNA 500
LabChipキットを装備したAgilent
2100バイオアナライザにより、各混
合PCR産物につき1 µlを分析しまし
た。Agilent 2100バイオアナライザ
では、25 bpから500 bpまでのサイズ
のDNA断片を分析することができま
す。12種類のサンプルを同時に分析
し、2100バイオアナライザにより未
加工データを出力し、複数のフォー
マットで解析しました。解析結果は、
ゲルライクイメージとエレクトロフ
ェログラムで表示されます。データ
テーブルにはそれぞれのピークが表
示され、各断片のサイズや濃度とい
った情報が出力されます。分析結果
を図1に示します。非組み換え大豆で
は、内在性遺伝子に対応するバンド
（115 bp）のみが現れますが、1 %
RRSおよび0.1 %RRSでは、内在性遺
伝子（115 bp）および3種類のRRSの
固有配列（141、167、189 bp）に対
応する4つのバンドが現れています。
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図1 
RRS大豆の検出
A) ゲルイメージ：1-大豆タンパク、2-レシチン、3-大豆粉末、4-1 %RRS、5-0.1 %RRS、
6-非組み換え大豆、7-PCRブランク
B) レーン2、4、6のエレクトロフェログラムの重ね描き表示
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Agilent 2100バイオアナライザ・ソ
フトウェアを使用すれば、未知のサ
ンプルと市販の遺伝子組み換え大豆
標準品とを比較することができます。
大豆タンパクとレシチンは遺伝子組
み換え品（115、141、167、189 bp
の4バンド）、大豆粉末は非遺伝子組
み換え品（内在性遺伝子に対応する
115 bpのバンドのみ）です。2100バ
イオアナライザのソフトウェアは分
析前に各サンプルに加えた内部標準
（マーカー）のバンドの濃さと各サン
プルのDNAバンドの濃さを比較する
事により定量を行います。市販の遺
伝子組み換え大豆標準品を既定量混
入させたサンプルにおける組み換え
遺伝子バンドの濃度と各サンプルの
それを比較すると、今回分析した大
豆タンパクの組み換え遺伝子含有量
は0.1％未満、逆にレシチンは1 % よ
り多く含まれていると推定できまし
た（表1）。本PCR分析法における
RRSの検出限界は0.01 %でした。

マルチプレックスPCR法による食品成
分中のGMOトウモロコシの検出
EUでは、4種類のGMOトウモロコ
シが認可されています。その内訳は、
Novartis社の耐虫性トウモロコシ2種
（Bt11、Bt176）、Monsanto社の耐虫
性トウモロコシ1種（MON810）、
Agrevo社のグルホシネート耐性トウ
モロコシ1種（T25）となっています。
筆者らは、抽出DNAの品質確認に用
いる内在性遺伝子1種とともに、これ
ら4種のトウモロコシの遺伝子配列を
一斉に検出できるマルチプレックス
PCR法を開発しました。また、Mon-
santo社製グルホシネート耐性トウモ
ロコシGA21を検出する複数のプライ
マーも追加しました。GA21は米国で
認可されているため、認可種ととも
にEUに輸出される可能性がありま
す。内在性遺伝子152bp、Bt176遺伝
子 3 4 3 b p、T 2 5遺伝子 1 4 9 b p、
MON810遺伝子199bp、Bt11遺伝子

110bp、GA21遺伝子270bpを、マル
チプレックスPCRにより増幅した分
析結果を図2に示します。内在性遺伝
子は、PCRブランクを除くすべての
レーンで増幅されています。PCRチ
ューブにBt176トウモロコシのみが
存在する場合は、Bt176遺伝子（343
bp）のみが示されています（レーン
4）。各トウモロコシについて、特異
性を確認しました（レーン5：Bt11、
レーン6：T25、レーン7：GA21、レ
ーン8：MON810）。レーン1から3に
は、全トウモロコシ遺伝子配列をま
とめて分析した際のPCR産物が示さ
れています。本マルチプレックス
PCR法では、それぞれ0.2 %レベル
（レーン3）で存在するトウモロコシ5
種の配列を検出することが可能です。
検出限界は、MON810、GA21、
Bt11の各組み換え遺伝子で10コピ
ー、Bt176およびT25で100コピーで
した。

図2
マルチプレックスPCRによるGMOトウモロコシの検出
A) 1-Bt176 5 %, Bt11 2 %, T25 5 %, GA21 5 %, MON810 5%, 2-Bt176 2 %, Bt11 2 %, T25 2 %, 
GA21 2 %, MON810 2 %, 3-Bt176 0.2 %, Bt11 0.2%, T25 0.2 %, GA21 0.3 %, MON810 0.3%, 
4-Bt176 2 %, 5-Bt11 2 %, 6-T25 2 %, 7-GA21 2 %, 8-MON810 2 %, 9-非GMOトウモロコシ, 10-PCRブ
ランク
B) レーン2のエレクトロフェログラム（各品種2 %ずつのトウモロコシ混合品によるマルチプレック
スPCR）。各ピークは、Bt11トウモロコシ(2)、T25トウモロコシ(3)、内在性遺伝子(4)、MON810トウ
モロコシ(5)、GA21トウモロコシ(6)、BT176トウモロコシ(7)を示す。

RR1 % RR 0.1 % 大豆 レシチン
タンパク

141 bp 1 0.24 0.12 1.3

167 bp 0.1 - - 0.34

189 bp 1 0.56 0.48 1.3

表1
組み換え遺伝子マーカーに対応するバンドの
DNA濃度(ng/µl)



結論

食品成分中のGMO大豆およびGMO
トウモロコシの検出法を開発しまし
た。Agilent 2100バイオアナライザ
でマルチプレックスPCR産物を分析
すれば、GMO含有量の半定量分析
が可能です。本アプリケーションで
は、RRSの検出法と、GMOトウモロ
コシの検出法をご紹介しました。
RRS分析の検出限界は0.01 %、マル
チプレックスPCR法によるトウモロ
コシ分析の検出限界は10コピーおよ
び100コピーでした。
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